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อุปกรณและวิธีการ 
 
การทดลองที่ 1  การคัดเลือกมะเขือเทศพันธุตานทานโรคเหี่ยวเขียวโดยใชแผนท่ีละเอียด  
                         ระดับโมเลกุล 
 
1.  พันธุมะเขือเทศสําหรับการทดลอง 
  

1.1  พันธุตานทานโรคที่ใชเปนพันธุพอ  
 
- L285 (L. esculentum var cerasiforme) ใชสําหรับถายทอดยีนตานทานโรคเหี่ยวเขียว 3 

ตําแหนง คือ โครโมโซม 2 (QTL2) โครโมโซม 6 (QTL6.1) และ โครโมโซม 10 (QTL10) โดย
มะเขือเทศพันธุนี้มีลักษณะการเจริญเติบโตเปนแบบทอดยอด (indeterminate) ผลมีลักษณะแปน 
(oblate) มีน้ําหนักตอผลประมาณ 30 กรัม ผลสีสมออกแดง 

 
1.2  พันธุออนแอที่ใชเปนพนัธุแม 
 
- พันธุสีดาทิพย 3 ซ่ึงเปนมะเขอืเทศชนิดรับประทานสดเปนพันธุทางการคา ออนแอตอ

โรคเหี่ยวเขยีว โดยมีลักษณะประจําพันธุของลักษณะผลเปนรูปไข (ovate) ผลสีชมพู และมีลักษณะ
ของการเจริญเติบโตแบบกึ่งทอดยอด (semi-indeterminate) ไดรับการปรับปรุงใหทนตอสภาพ
อากาศรอนจึงสามารถเพาะปลูกไดดใีนพืน้ที่ภาคกลาง 

 
2.  การสรางประชากร  
 
 สรางประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 โดยการผสมพันธุระหวางพันธุสีดาทิพย 3 ซ่ึงเปนพันธุ
ออนแอตอโรคเหี่ยวเขียวและมีรูปรางผลเปนรูปไขเปนตนแม กับพันธุ L285 ซ่ึงเปนพันธุตานทาน
ตอโรคเหี่ยวเขียวและมีรูปรางผลเปนผลแปนเปนตนพอ ตรวจสอบความเปนลูกผสมของ F1 โดยใช
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย TG48 และ TG332 จากนั้นปลอยใหผสมตัวเองเพื่อใหไดเมล็ดรุน F2 นําเมล็ด 
F2 ออกปลูกไดจํานวนตน 1,200 ตน คัดตนที่มีการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนโครโมโซมระหวางดีเอ็นเอ
เครื่องหมาย TG48 กับ TG332 (เรียกวาตนรีคอมบิแนนท) เก็บเมล็ดตนรีคอมบิแนนทจากประชากร
ในรุน F2 นําไปเพาะเมล็ดคัดเลือกตนมะเขือเทศรุน F3 ตนรีคอมบิแนนทที่เปนโฮโมไซโกตสําหรับ
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ดีเอ็นเอเครื่องหมายทั้ง 2 (homozygous recombinant, ตนรีคอมบิแนนทที่เปนโฮโมไซโกต) ดังภาพ
ที่ 1, 2 

แผนผังการสรางประชากร 
 

SD3   X  L285 
     
         F1 
     
         F2  

คัดเลือกหาตนรีคอมบิแนนท 
     
          F3 
ตนรีคอมบิแนนท 

 
              F4 
 

ทดสอบระดับการเกิดโรค  คัดเลือก (screen) ดวยดีเอน็เอเครื่องหมายเพื่อ
ทํา graphical genotype 

 
ภาพที่ 1  แผนผังการสรางประชากรตนรีคอมบิแนนท 
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ภาพที่ 2  ภาพจําลองโครโมโซม 2 แสดงการคัดเลือกหาตนรีคอมบิแนนท 
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3.  แผนที่ละเอียดระดับโมเลกุล 
 

นําดีเอ็นเอเครื่องหมายที่วางตัวอยูระหวางดีเอ็นเอเครื่องหมาย TG48 และ TG332 จํานวน 
16 ตําแหนงนําไปตรวจสอบดูความแตกตางทางจีโนไทประหวางตนพอและตนแม พบวามี
ตําแหนงที่ใหความแตกตางและสามารถนํามาใชสําหรับคัดเลือกตนรีคอมบิแนนทได 5 ตําแหนง 
โดยแบงเปนดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) 3 ตําแหนง และ SSCP 
(single strand conformational polymorphism) 2 ตําแหนงโดยแสดงรายละเอียดใน ตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1  ประเภทของดีเอน็เอเครื่องหมายและเอน็ไซมตัดจําเพาะ และชนิดของเจลที่ใหความ 

 แตกตางทางจโีนไทปในประชากรรุน F1 F2 F3 และ F4 
 
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย ประเภทของดเีอ็นเอเครื่องหมาย เอ็นไซมตัดจําเพาะ Gel matrix* 

TG48 CAPS HindIII A 
TG332 CAPS HeaIII A 
TG462 SSCP AluI B 
TG373 SSCP AluI B 
SSR26 SSR NA C 
SSR32 SSR NA C 
SSR598 SSR NA C 

 
* A  = agarose 1%, 1 X TAE (tris-acetate/EDTA electrophoresis buffer) 

B  = acrylamide 6 %, (nondenaturing polyacrylamide gels), 1 X TBE (tris-borate/EDTA      
       electrophoresis buffer)  
C  = acrylamide 4.5 % (denaturing polyacrylamide gels), 1 X TBE (tris-borate/EDTA   
       electrophoresis buffer)  
NA= Not Applicable 
 
ปลูกมะเขือเทศรุน F4 ตนรีคอมบิแนนทที่เปนโฮโมไซโกตที่ได เพื่อสกัดดีเอ็นเอจากใบ

มะเขือเทศตามวิธีของ Fulton et al. (1995) จากนั้นนําดีเอ็นเอเครื่องหมายที่อยูระหวาง TG48 และ 
TG332 ที่มีความแตกตางในพอแม คือ TG462 SSR32 SSR598 SSR26 และ TG373 นํามาคัดเลือก
ตนมะเขือเทศที่มีการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนโครโมโซม หลังจากนั้นนําขอมูลทางจีโนไทปที่ไดไปเขา
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โปรแกรม GGT32 (Ralph van Berloo, 1999) เพื่อแสดงตําแหนงแลกเปลี่ยนชิ้นสวนโครโมโซม
ระหวางดีเอ็นเอเครื่องหมาย TG48 และ TG332 

 
3.1  การสกัดดีเอ็นเอ 
 
       สกัดดีเอ็นเอโดยวิธีของ Fulton et al. (1995) มีขั้นตอนดังนี้ เก็บใบจากสวนยอดของ

ตนกลาที่มีอายุ 5-7 วันหลังจากเพาะกลาเก็บใบจํานวน 1 ใบใสในหลอด microtube 1.5 มิลลิลิตร 
เติม extraction buffer (0.35M sucrose, 0.1 M tris-base, 5mM EDTA pH8.0), nuclei lysis buffer 
(0.2 M tris-base, 0.05 M EDTA pH8.0, 2M NaCl, 2 เปอรเซ็นต cetlyrtiammonium bromide) และ 
5 เปอรเซ็นต sarkosyl ในอัตราสวน 2.5:2.5:1 แลวเติม 1 เปอรเซ็นต sodium meta bisufite 
(NaHSO4) ผสมใหเขากัน จากนั้นเติม buffer ลงในตัวอยางใบแตละหลอดจํานวน 200 ไมโครลิตร 
บดดวยสวานไฟฟาที่ติดดวยหัวพลาสติกจนละเอียดแลวเติม buffer อีก 550 ไมโครลิตร พลิก
กลับไปกลับมาเบา ๆ แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที จากนั้นนํามา
สกัดดวย chloroform:isoamyl (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิกกลับไปกลับมา
ประมาณ 200 คร้ัง แลวนําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนใสดานบนใส
หลอดใหมแลวเติม isopropanol ปริมาตรเทาตัว พลิกกลับหลอดเบา ๆ จนเห็นสายดีเอ็นเอ
ตกตะกอนออกมา จากนั้นนําไปปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เท isopropanol ทิ้ง
แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล 1 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเท 70 เปอรเซ็นต เอทานอลทิ้ง นําไปอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
จนกระทั่งดีเอ็นเอแหง ละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer (10mM tris; pH8, 1mM EDTA; pH 8) 50 
ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสจนดีเอ็นเอละลายหรือประมาณ 2 ช่ัวโมง เก็บ
สารละลายดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชขั้นตอนตอไป 
 

3.2  การตรวจสอบดวยวิธี CAPS 
 
     3.2.1  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี polymerase chain reaction 

(PCR) ซ่ึงประกอบดวยดีเอ็นเอ 25 นาโนกรัม, 10xPCR buffer, 1 มิลลิโมล dNTPs, 1.5 มิลลิโมล 
MgCl2, primer 1.0 ไมโครโมล (ประกอบดวย forward 0.5 ไมโครโมล และ reverse 0.5 ไมโคร
โมล) และ Taq DNA polymerase 0.4 ยูนิต ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ทําปฏิกิริยาดวยเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ ดังตอไปนี้ คือที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จากนั้นปรับอุณหภูมิใหลดลงเปน 50-55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
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(ขึ้นกับคูไพรเมอร) แลวจึงเพิ่มอุณหภูมิเปน 72 องศาเซลเซียสเปนเวลา 2-2.30 นาที (ขึ้นกับคูไพร
เมอร) จํานวน 35 รอบ 

 
     3.2.2  ตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะตามชนิดของดีเอ็นเอ

เครื่องหมาย ดังตารางที่ 1 ตรวจผลโดยการแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอใน 1 เปอรเซ็นต วุนอะกาโรสยอม
ดวยเอทธิเดียมโบรไมด หรือ 4.5 เปอรเซ็นตอะคิลาไมด ยอมดวยซิลเวอรไนเตรต ขึ้นอยูกับขนาด
โมเลกุลของดีเอ็นเอ 

 
3.3  การตรวจสอบดวยวิธี SSCP 
 
        เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR และตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดเชนเดียวกับ

การตรวจสอบดวยเทคนิค CAPS จากนั้นนํามาตรวจผลโดยดูการเคลื่อนที่บน 6 เปอรเซ็นต 
nondenaturing polyacrylamide gel ซ่ึงประกอบดวย 6 เปอรเซ็นต acrylamide (acrylamide:bis-
acrylamide = 19:1) และ 1XTBE buffer (0.045 โมล tris-borate, 0.001 โมล EDTA; pH8.0) ใหดี
เอ็นเอเคลื่อนที่ใน 1XTBE buffer ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กําลังไฟฟา 8 -10 วัตต เปนเวลา 6 -8 
ช่ัวโมง แลวจึงยอมแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining โดยนําแผนเจลซึ่งติดอยูบนกระจกแชและ
เขยาเบา ๆ ใน 10 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก เปนเวลา 20 นาที ลางเจลดวยน้ําสะอาด 3 คร้ัง คร้ังละ 2 
นาที แลวจึงนําไปยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรต (0.1 เปอรเซ็นต ซิลเวอรไนเตรต และ 0.05 
เปอรเซ็นต ฟอรมาลดีไฮด) เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําไปผานน้ําสะอาดอยางรวดเร็ว แลวทําให
ปรากฏแถบสีดวย developer solution (3 เปอรเซ็นต โซเดียมคารบอเนต, 0.05 เปอรเซ็นต 
ฟอรมาลดีไฮด และ 0.01 เปอรเซ็นต โซเดียมไธโอซัลเฟต) ที่แชเย็นจัดเขยาจนกวาจะปรากฏแถบดี
เอ็นเอชัดเจนจึงหยุดปฏิกิริยาโดยการเติม 10 เปอรเซ็นต กรดอะซิติก จากนั้นลางดวยน้ําสะอาด
ประมาณ 2 นาที ผ่ึงใหแหง ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ 

 
3.4  การตรวจสอบดวยวิธี RFLP 
 
     3.4.1  ตัดดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบดวยเอนไซมตดัจําเพาะตามชนิดของดีเอ็นเอ

เครื่องหมายทีต่องการตรวจสอบ ดังตารางที่ 2 
 

        3.4.2  การยายชิ้นสวนดีเอ็นเอมายังแผนเมมเบรน แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะบนวุนอะกาโรส 0.8 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร 0.5XTBE (10X stock solution = 
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0.89 โมลาร tris base, 0.89 โมลาร boric acid, 0.5 โมลาร EDTA, pH 8.0) โดยผานสนามไฟฟา ที่
ความตางศักยไฟฟา 20 โวลต เปนเวลา 16 - 18 ช่ัวโมง จากนั้นยอมดวยเอทธิเดียมโบรไมด 20 นาที 
ถายภาพเพื่อเก็บขอมูล นําแผนวุนแชใน 0.25 โมลาร HCl เพื่อ depurinate ดีเอ็นเอ เปนเวลา 10 นาที 
แลวจึงแชใน 0.4 โมลาร NaOH เปนเวลา 20 นาที เพื่อ denature ดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาเคลื่อนยาย  
ดีเอ็นเอจากเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน ดวยแรง capillary เปนเวลา 16 - 24 ช่ัวโมง จึงนําแผน
ไนลอนเมมเบรนที่ไดไปอบที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที 
 

       3.4.3  การติดฉลากตัวตามแยกสายดีเอ็นเอตนแบบ (template) ใหเปนสายเดี่ยวโดยการ
ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชในน้ําแข็งทันที แลวจึงเติม 10Xhexanucleotide mix, 
10XdNTP mix และ klenow enzyme 0.4 unit นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 
ช่ัวโมง จากนั้นเติม 40 มิลลิโมล EDTA, 40 นาโนกรัม Glycogen, 0.1 โมล LiCl และ 70 เปอรเซ็นต 
เอทานอล ผสมใหเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นทําการ
ตกตะกอนโดยการปนเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge ที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที จากนั้น
เทเอทานอลทิ้งแลวลางตะกอนดวย 70 เปอรเซ็นต เอทานอล นําไปปนเหวี่ยงอีกครั้ง เทเอทานอลทิ้ง 
ทําใหตะกอนแหงโดยการอบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 - 10 นาที แลวจึงละลาย
ตะกอนดวย TE buffer ทําการตรวจสอบความเขมขนและประสิทธิภาพของการติดฉลากโดยการทํา 
dot blot ตามวิธีของ Boehringer Mannheim 
 

3.4.4  การ Hybridization ทํา prehybridization โดยการนําแผนเมมเบรนใสใน
ถุงพลาสติก แลวจึงใส hybridization solution บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนั้นจึงนําแผนเมมเบรนมา Hybridize กับตัวตรวจสอบที่ติดฉลากดวย dig-dUTP บมที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-16 ช่ัวโมง จากนั้นนําไปลางและตรวจสอบโดยใชตามคําแนะนําของ
ผูผลิต (Boehringer Mannheim) ตรวจผลโดยการนําแผนเมมเบรนที่ไดไปใสไวบนฟลมเอ็กซเรย
ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง ลางแผนฟลมตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ 

 
 
 
 
 
 
 



 

26

3.5  การตรวจสอบดวยวิธีไมโครแซทเทลไลท 
 
       ทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอโดยวิธี PCR เชนเดียวกับการตรวจสอบดวยเทคนิค CAPS หลังจากเสร็จปฏิกิริยา PCR นํา 
product ที่ไดมาเติม sequence dye (98 เปอรเซ็นต formamide, 0.025 เปอรเซ็นต bromphenol blue, 
0.025 เปอรเซ็นต xylene cyanol FF, 10mM EDTA; pH 8.0) จากนั้นนํามาตรวจผลโดยดูการ
เคลื่อนที่บน 4.5 เปอรเซ็นต denaturing polyacrylamide gel ซ่ึงประกอบดวย 4.5 เปอรเซ็นต 
acrylamide (acrylamide:bis-acrylamide = 19:1), 7.5M urea, 1Xbuffer (0.045M tris-borate, 
0.001M EDTA; pH 8.0) ทําการแยกแถบดีเอ็นเอใน 1XTBE buffer ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
กําลังไฟ 40 วัตต เปนเวลาประมาณ 90 นาที แลวยอมแถบดีเอ็นดวยวิธีซิลเวอรไนเตรตเหมือนกับ
วิธีการยอมดีเอ็นเอของเทคนิค SSCP 

 
4.  วิธีการผสมเกสร 
 

4.1  การเตรียมตนแม เลือกดอกที่จะบานในวนัรุงขึ้น สังเกตจากกลีบดอกมีสีเขียวออนและ
ยังคงคลุมอยู ใชปากคีบปลายแหลมกรีดโคนกานดอกเบา ๆ เพื่อดึงอับเกสรดานในหลุดออกแลวใช
สําลีหุมเพื่อปองกันการถายละอองเกสรจากดอกอื่น 

 
4.2  การถายละอองเกสร ชวงเวลาที่เหมาะสมตอการผสมคือ 6.00-11.00 นาฬิกา โดยการ

ใชคีมปากแหลมแตะละอองเกสรจากตนพอปายเบา ๆ บนยอดเกสรตัวเมียแลวใชสําลีหุมไวตามเดิม 
 
4.3  การเก็บเมล็ด เก็บผลมะเขือเทศที่สุกแดงเต็มที่มาผาแลวแคะเมล็ดออกจากชองภายใน

ผล หมักเมล็ดดวยกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 5 เปอรเซ็นต ทิ้งไว 30 นาที จากนั้นลางกรดออกให
หมดโดยน้ําสะอาด จากนั้นนําเมล็ดมาผึ่งไวจนเมล็ดแหงสนิทแลวเก็บเมล็ดใสถุงเพื่อนําไปใชเพาะ
ตอไป 
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5.  การศึกษารูปรางผล 
 
 ปลูกตนรีคอมบิแนนทที่เปนโฮโมไซโกตทั้ง 70 สายพันธุ ที่โรงเรือนควบคุมอุณหภูมิและ 
ความชื้นโดยใหน้ําดวยระบบน้ําหยด 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที ตอวัน ทําการวัดความกวางยาวของผล
ที่สุกแดงจํานวน 5 ผลตอตน  

 
6.  การปลูกเชื้อโรคเหี่ยวเขียว 
 

นํามะเขือเทศตนรีคอมบิแนนทที่ปนโฮโมไซโกต จํานวน 47 สายพันธุเพาะเมล็ดในกระบะ
เพาะเมล็ดขนาด 72 หลุม โดยใชวัสดุเพาะคือ พีทมอส เมื่อตนกลาอายุได 4-5 สัปดาห ยายปลูกลง
ในกระบะขนาด 40-60 เซนติเมตร ซ่ึงบรรจุดวยดินผสม (แกลบเผา : ขุยมะพราว : ปุยคอก 1:1:1) ที่
อบฆาเชื้อ จากนั้นนําไปวางในโรงเรือนที่ภาควิชาโรคพืช เปนเวลา 1 อาทิตยเพื่อรอทําการปลูกเชื้อ 

 
เชื้อ R. solanacearum ที่ใชในการทดลองครั้งนี้คือ RS160 จากจังหวัดนครปฐม นําเชื้อมา

เล้ียงในจานแกวขนาด 9 เซนติเมตร เพื่อคัดแยกโคโลนีเดี่ยวโดยนํามาเลี้ยงในอาหารกึ่งเลือกจําเพาะ 
(semi-selective media) ที่มี 2, 3, 5 triphenyl chloride TZC (Kelman, 1954) ซ่ึงดูลักษณะของเมือก 
และผิวของโคโลนี เชื้อที่สามารถทําใหเกิดโรคไดรุนแรง (virulent type) มีรูปแบบของโคโลนีเปน
แบบเยิ้มมัน รูปรางไมแนนอนมีขอบโคโลนีสีขาวตรงกลางมีสีขมพู ขณะที่โคโลนีของเชื้อที่ไม
สามารถทําใหเกิดโรครุนแรง (avirulent type) มีรูปรางกลม ขนาดเล็ก ขอบโคโลนีสีขาวตรงกลาง
จะมีสีแดงเขมและบมที่อุณหภูมิหอง (25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 2 วัน นําน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว
มาละลายเชื้อ นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ปรับความเขมขน
ใหไดคา OD590 เทากับ 0.2 ซ่ึงเทียบเทากับเชื้อ 108 cfu/ml ทําการปลูกเชื้อโดยวิธี scalpel leaf-clip 
คือ ใชมีดโกนจุมสารละลายเชื้อ ตัดใบจริง 2 ใบแรกที่อยูเหนือใบเลี้ยง โดยแบงการทดสอบโรคเปน 
2 ชุด โดยทดลองชุดแรกจํานวน 27 สายพันธุ ในเดือน พฤศจิกายน 2547 ถึงเดือน มกราคม 2548 
และชุดที่ 2 จํานวน 20 สายพันธุในเดือน ธันวาคม 2547 ถึงเดือน กุมภาพันธ 2548  

 
ทําการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) โดยมีตนรีคอมบิแนนทที่เปนโฮโมไซโกต แตละ

สายพันธุ จัดเปนทรีทเมนต เปรียบเทียบระดับการเกิดโรคของมะเขือเทศตนรีคอมบิแนนทแตละตน
กับมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 โดยใหแตละทรีทเมนตมี 3 ซํ้าโดยใน 1 ซํ้ามี 15 ตน ทําการวิเคราะห
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คาทางสถิติแบบ nonparametric โดยวิธี wilcoxon rank test โดยการใชโปรแกรมวิเคราะหสถิติ SAS 
(SAS Institute, 1989) 
 

การบันทึกผลใหคะแนนการเกิดโรคหลังปลูกถายเชื้อที่ 7, 11, 14, 21 และ 28 วันหลังปลูก
เชื้อ โดยการนบัจํานวนใบทีแ่สดงอาการเหี่ยวเพื่อกําหนดระดับอาการเกิดโรคจัดเปน 5 ระดับดังนี ้
(Kelman, 1954) 

 
1 = ไมเกิดโรค 
2 = ใบเหีย่ว 1 ใบ 
3 = ใบเหีย่ว 2 ใบ 
4 = ใบเหีย่ว 3 ใบ หรือมากกวา 
5 = ตนมะเขือเทศตาย 
 
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต = จาํนวนตนที่รอดชีวิต X 100 
                   จํานวนตนทั้งหมด 
 
เปรียบเทียบระดับความตานทาน ตามเปอรเซ็นตการรอดชีวิต ดังนี ้
 

เปอรเซ็นตการรอดชีวิต ระดับความตานทาน 
80 - 100 เปอรเซ็นต ตานทาน (R) 
60 - 79 เปอรเซ็นต คอนขางตานทาน (MR) 
30 - 59 เปอรเซ็นต คอนขางออนแอ (MS) 
0 – 29 เปอรเซ็นต ออนแอ (S) 
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7.  การวิเคราะหขอมูล 
 

นําขอมูลทาง จีโนไทปที่ทํา graphical genotype มาเทียบสัดสวนความกวางและความยาว
ของผล เพื่อดูความสัมพันธระหวางจีโนไทปกับรูปรางผล และความตานทานตอโรคเหี่ยวเขียวสาย
พันธุ RS160 เปรียบเทียบสัดสวนความกวางและยาวของกลุมจีโนไทปในแตละตําแหนงของ ดีเอ็น-
เอเครื่องหมายโดยวิธี t-test และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการเกิดโรคและเปอรเซ็นตการรอดชีวิตโดยวิธี 
wilcoxon rank-sum test เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอเครื่องหมายในแตละตําแหนงกับ
ลักษณะของรูปรางผลและความตานทานโรค 
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การทดลองที่ 2  การสรางมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดท่ีมียีนควบคุมความตานทานโรคเหี่ยวเปน 1, 2  
            และ 3 ตําแหนง 

 
1.  พันธุมะเขือเทศท่ีใชสําหรับการทดลอง 
 

1.1 พันธุรับ (recurrent parent) ใชมะเขือเทศพนัธุการคา คือ 
 
       พันธุสีดาทิพย 3 ซ่ึงเปนมะเขือเทศชนิดรับประทานสด ที่เปนพันธุการคา ซ่ึงออนแอ

ตอโรคเหี่ยวเขียว โดยมีผลเปนรูปไข (ovate) ผลสีชมพู และมีลักษณะของการเจริญเติบโตแบบกึ่ง
ทอดยอด (semi-indeterminate) ไดรับการปรับปรุงใหทนตอสภาพอากาศรอนจึงสามารถเพาะปลูก
ไดดีในพื้นที่ภาคกลาง 

 
1.2  พันธุให (donor parent) ใชมะเขือเทศที่มียีนควบคุมความตานทานโรคเหี่ยวเขยีวที่

แตกตางกัน 2 พันธุ คือ 
 
        1.2.1  พันธุ L285 (L. esculentum var cerasiforme)ใชสําหรับถายทอดยีนตานทานโรค

เหี่ยวเขียว 3 ตําแหนง คือ โครโมโซม 2 (QTL2) โครโมโซม 6 (QTL6.1) และ โครโมโซม 10 
(QTL10) โดยมะเขือเทศพันธุนี้มีลักษณะการเจริญเติบโตเปนแบบทอดยอด (indeterminate) ผล
แปน (oblate) มีน้ําหนกัตอผลประมาณ 30 กรัม โดยผลมีสีสมออกแดง 

 
      1.2.2  พันธุ Hawaii7996 ( L .esculentum var Hawaii7996)ใชสําหรับถายทอดยีน

ตานทานโรคเหี่ยวเขียวในตาํแหนงบนโครโมโซม 6 (QTL6.2) โดยมะเขือเทศพันธุนี้มีลักษณะ
การเจริญเติบโตเปนแบบกึ่งทอดยอด (semi-indeterminate) รูปรางผลเปนแบบกลมแปน (oblate) 
น้ําหนกัตอผลประมาณ 30-80 กรัม ผลมีสมอมแดง 

 
2.  วิธีการคัดเลือก  
 
 คัดเลือกตนลูกผสมที่มียีนควบคุมความตานทานโรคเหี่ยวเขียวโดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายที่

อยูชิดติดกับยนี (link) ที่ควบคุมความตานทานโรค 4 ตําแหนง ดังนี ้
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 2.1  ดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ใช 
 
  2.1.1  ตําแหนง QTL2 ไดแก TG48 และ TG332 โดยมีระยะหางทางพันธุกรรม 

13.7 cM 
  2.1.2  ตําแหนง QTL6.1 ไดแก TG73 และ TG365 โดยมรีะยะหางทางพันธุกรรม 

4.1 cM 
  2.1.3  ตําแหนง QTL6.2 ไดแก CP18 และ TG118 โดยมรีะยะหางทางพันธุกรรม 

12.8 cM 
  2.1.4  ตําแหนง QTL10 ไดแก TG230, CT234 และ TG285 โดยมีระยะหางทาง

พันธุกรรมระหวาง TG230 กบั CT234 เปน 20.8 cM และระหวาง CT234 กับ TG285 เปน 16.5 cM 
 
  ดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ใชในการคัดเลือกแบงออกเปน 3 ประเภท โดยดีเอ็นเอ

เครื่องหมายแตละประเภทใหความแตกตางระดับจีโนไทป ณ ตําแหนงของเอ็นไซมตัดจําเพาะที่
แตกตางกัน ดังตารางที่ 2 

 
ตารางที่ 2  ประเภทของดีเอน็เอเครื่องหมายและเอนไซมตัดจําเพาะที่ใหความแตกตางทางจีโนไทป 
 
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย ประเภทของดเีอ็นเอเครื่องหมาย เอ็นไซมตัดจําเพาะ Gel matrix* 

TG48 CAPS HindIII A 
TG332 CAPS HeaIII A 
TG73 SSCP HeaIII B 
TG365 RFLP EcoRV NA 
TG118 CAPS BstNI B 
CP18 CAPS HinfI B 

TG230 CAPS Dra I C 
CT234 CAPS Dra I C 
TG285 CAPS BglII A 

 
 
*A = Agarose 1%, 1 X TAE (Tris-acetate/EDTA electrophoresis buffer) 
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  B = Acrylamide 6 %, (nondenaturing polyacrylamide gels), 1 X TBE (Tris-borate/EDTA  
         electrophoresis buffer)  
  C = Acrylamide 4.5 % (denaturing polyacrylamide gels), 1 X TBE (Tris-borate/EDTA  
         electrophoresis buffer)  
 NA= Not Applicable 
 

3.  การสรางสายพันธุคูแฝด (ภาพที่ 3) 
 
 3.1  การสรางลูกผสม (F1) โดยใชมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 เปนตนแม ผสมเขากับตนพอ
ที่มียีนควบคุมความตานทานโรคในแตละตาํแหนงตาง ๆ กันไดลูกผสมเปน 2 คูผสม คือ 
 
        3.1.1  สีดาทิพย 3 X L285 
        3.1.2  สีดาทิพย 3 X H7996 
 
 3.2  แยกลูกผสมที่สรางจากตนพอที่เปนพนัธุ L285 และ H7996 ออกเปน 6 สายพันธุ 
เพื่อใหมยีีนควบคุมความตานทานโรคเปน 1 ตําแหนง ทีแ่ตกตางกัน โดยการใชดีเอน็เอเครื่องหมาย
ที่มีความสัมพนัธอยูกับยนีควบคุมความตานทานโรคในแตละตําแหนงชวยในการคัดเลือก ดังนี ้
 
       3.2.1  สีดาทิพย 3 X L285 (QTL2) (ณฏัยา, 2547) 
       3.2.2  สีดาทิพย 3 X L285 (QTL6.1) (ณัฏยา, 2547) 
       3.2.3  สีดาทิพย 3 X L285 (QTL10) 
       3.2.4  สีดาทิพย 3 X L285 (TG48) (ณัฏยา, 2547) 
       3.2.5  สีดาทิพย 3 X L285 (TG285/CT234) 
       3.2.6  สีดาทิพย 3 X H7996 (QTL6.2) (ณัฏยา, 2547) 
 
 3.3  นําลูกผสมที่คัดเลือกไดวามียนีควบคมุความตานทานโรคผสมกลับไปยังตนแมที่ใช
เปนพันธุรับ คดัเลือกตนลูกผสมและทําการผสมกลับไปยังพันธุรับเชนนี้จนไดลูกผสมกลับชั่วที่ 6 
(BC6) ทําใหไดมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความตานทานเปน 1 ตําแหนงที่แตกตางกัน 
ดังภาพที่ 3 
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 3.4  เมื่อไดสายพันธุคูแฝดทีม่ียีนควบคุมความตานทานโรคเปน 1 ตําแหนงในแตละสาย
พันธุแลว ทําการผสมตนลูกผสมกลับชั่วที่ 6 ของสายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความตานทานโรค
เปน 1 ตําแหนงที่แตกตางกันเขาดวยกัน เพือ่ใหไดมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความ
ตานทานโรคเปน 2 และ 3 ตําแหนง ตามลําดับ จํานวน 5 สายพันธุดังนี ้
 
        3.4.1  สีดาทิพย 3 X L285 (QTL2/10) 
        3.4.2  สีดาทิพย 3 X L285 (QTL2/6.1) 

       3.4.3  สีดาทิพย 3 X L285 X H7996 (QTL6.2/10) 
        3.4.4  สีดาทิพย 3 X L285 X H7996 (QTL2/6.2) 
        3.4.5  สีดาทิพย 3 X L285 X H7996 (QTL2/6.2/10) 
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ภาพที่ 3  แผนผังการสรางพันธุ A) สายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความตานทานโรคในแตละ              

 ตําแหนง B) และ C) การรวมยีน 2 และ 3 ตําแหนงที่แตกตางเขาดวยกัน 

SD3 X L285 A 

SD3 X F1 A 

SD3 X BC1
A 

SD3 X BC2
A 

BC6 
NIL-QTL 

... 

A 

SD3 X L285 B 

SD3 X F1 B 

SD3 X BC1
B 

SD3 X BC2
B 

BC6 
NIL-QTL 

... 

SD3 X H7996 D 

SD3 X F1 D 

SD3 X BC1
D 

SD3 X BC2
D 

BC6 
NIL-QTL 

... 

...............

...............

...............

...............

..................

BC6
A X BC6

B 

NIL-QTL AB 

BC6
A X BC6

D 

NIL-QTL AD 

    BC6
AC X BC6

D 

NIL-QTL ACD 

..................

..................

C 

B 
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4.  การทดสอบระดับการเกิดโรค 
 
 มะเขือเทศสายพันธุคูแฝดที่สรางขึ้นแตละสายพันธุมีลักษณะทาง graphical genotype ดัง
ภาพที่ 4 และ 5โดยจะพบวาบนโครโมโซม 2 เกิดรีคอมบิเนชันระหวางดีเอ็นเอเครื่องหมาย TG48 
และ TG332 ที่ใชในการคัดเลือก แสดงใหเห็นภาพของสัดสวนทางพันธุกรรมที่ไดรับมาจากพันธุ
ตานทานอยางเฉพาะเจาะจงในแตละสายพันธุ โดยมีพันธุกรรมเกือบทั้งหมดของจีโนม ที่เหมือนกับ
มะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 และไดทําการทดสอบระดับการเกิดโรคของมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดที่
ไดโดยทําการทดสอบ ทั้งหมด 4 คร้ัง ดวยเชื้อ R. solanacearum จํานวน 4 สายพันธุ คือ RS27 
RS140 RS145 และ RS160 การเตรียมเชื้อเหมือนกับการทดลองที่ 1 โดยทําการปลูกเชื้อ 2 แบบ คือ 
 
 4.1  การปลูกเชื้อแบบตัดใบ โดยใชใบมีดโกนจุมสารละลายเชื้อที่วัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 590 นาโนเมตร ไดเทากับ 0.2 ซ่ึงเทียบเทากับจํานวนเชือ้ประมาณ 108 cfu/ml ตัดใบ
จริง 2 ใบแรกที่อยูเหนือใบเลี้ยง โดยแตละทรีทเมนตใชตนมะเขือเทศจาํนวน 15 ตน 
 
        โดยทดสอบโรคมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดจํานวน 11 สายพันธุดังนี้ NIL-QTL2, NIL-
QTLTG48, NIL-QTL6.1, NIL-QTL6.2, NIL-QTL10, NIL-QTLTG285/CT234, NIL-QTL6.2/10, 
NIL-QTL2/10, NIL-QTL2/6.2, NIL-QTL2/6.1, NIL-QTL2/6.2/10 ในป 2547 จํานวน 2 คร้ัง คือ
ทดสอบครั้งที่ 1 ในชวงเดือนมิถุนายน ถึงเดือนสิงหาคม ทดสอบโรคครั้งที่ 2 ในชวงเดือน
กรกฎาคม ถึงเดือนกันยายน  
 
 4.2  การปลูกเชื้อแบบราดดิน โดยนําเมล็ดมะเขือเทศที่ตองการทดสอบเพาะในวัสดุปลูก 
(peat moss) ในกระบะเพาะจนกระทั่งตนมะเขือเทศมีอายุ 4-5 สัปดาห ทําการยายตนกลามะเขือเทศ
ลงในดินปลูกที่มีสวนผสมของ ขี้เถาแกลบ: ขุยมะพราว: มูลเปด ในอัตราสวน 1: 1:1 ในกระถาง
ขนาด 6 นิ้ว นําไปวางในกระบะ ๆ ละ 12 ตน หลังจากนั้นประมาณ 1 สัปดาห ทําการปลูกเชื้อ โดย
การราดเชื้อที่โคนตน ๆ ละ 30 มิลลิลิตร  
 
     การทดสอบโรคมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดแบบราดดินจํานวน 11 สายพันธุดังนี้ NIL-
QTL2, NIL-QTLG48, NIL-QTL6.1, NIL-QTL6.2, NIL-QTL10, NIL-QTLTG285/CT234, NIL-
QTL6.2/10, NIL-QTL2/10, NIL-QTL2/6.2, NIL-QTL2/6.1, NIL-QTL2/6.2/10 ในป 2548 จํานวน 
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2 คร้ัง คือทดสอบครั้งที่ 1 ในชวงเดือนมกราคม ถึงเดือนมีนาคม ทดสอบโรคครั้งที่ 2 ในชวงเดือน
พฤษภาคม ถึงเดือนสิงหาคม  
 
 4.3  การเปรียบเทียบสภาพแวดลอมทีแ่ตกตางกันโดยการทดสอบโรคที่ตางชวงเวลากัน 

 
4.3.1  การทดสอบโรคทั้ง 4 คร้ัง ในป 2547 และ 2548 

  
    ใชการทดสอบโรคที่ตางชวงเวลากันและวิธีการตางกนั 4 คร้ัง คือการทดสอบ
โรคแบบตัดใบจํานวน 2 คร้ัง และ การทดสอบโรคแบบราดดินจํานวน 2 คร้ัง ของมะเขือเทศพันธุสี
ดาทิพย 3 L285 และ H7996 ที่ 14 วันหลังปลูกเชื้อ เปรียบเทียบความแตกตางของสภาพแวดลอมใน
การทดสอบโรคแบบตัดใบในป 2547 โดยการเปรียบเทยีบความแตกตางของระดับการเกิดโรคโดย
การวิเคราะหทางสถิติชนิด non-parametric คือ kruskal-wallis rank sum test ดวยโปรแกรม SAS 
 

4.3.2  การทดสอบแบบตัดใบในป 2547 
 

      ใชการทดสอบโรคที่ตางชวงเวลากัน 2 คร้ังคือ การทดสอบโรคครั้งที่ 1 และครั้ง
ที่ 2 ของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 L285 และ H7996 ที่ 14 วันหลังปลูกเชื้อ สําหรับเปรียบเทียบ
ความแตกตางของสภาพแวดลอมในการทดสอบโรคแบบตัดใบป 2547 โดยการเปรียบเทียบความ
แตกตางของระดับคะแนนการเกิดโรคดวยสถิติชนิด non-parametric คือ kruskal-wallis rank sum 
test ดวยโปรแกรม SAS 
 

4.3.3 การทดสอบแบบราดดินในป 2548 
 

    ใชการทดสอบโรคที่ตางชวงเวลากัน 2 คร้ัง คือการทดสอบโรคครั้งที่ 1 และครั้ง
ที่ 2 ของมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 L285 และ H7996 ที่ 18 วันหลังปลูกเชื้อ สําหรับเปรียบเทียบ
ความแตกตางของสภาพแวดลอมในการทดสอบโรคแบบราดดินในป 2548 โดยการเปรียบเทียบ
ความแตกตางทางสถิติของระดับคะแนนการเกิดโรคดวยสถิติชนิด non-parametric คือ kruskal-
wallis rank sum test ดวยโปรแกรม SAS 
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4.4  การเปรียบเทียบระดับการเกิดโรคดวยเช้ือที่ตางสายพันธุกัน 
 
         เปรียบเทียบความรุนแรงในการกอใหเกิดโรคของเชื้อ R. solanacearum จํานวน 4 สาย
พันธุ โดยปลูกเชื้อดังกลาวลงบนตนมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 L285 และ H7996 เปรียบเทียบ
ระดับคะแนนการเกิดโรคที่ 14 วันหลังปลูกเชื้อโดยทดสอบแบบตัดใบครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 ใช
ระดับการเกิดโรคที่ 18 วันหลังปลูกเชื้อการทดสอบโรคแบบราดดินในครั้งที่ 1 และครั้งที่ 2 ดวย
การวิเคราะหผลทางสถิติชนิด non-parametric คือ kruskal-wallis rank sum test ดวยโปรแกรม SAS 
 
 4.5  เปรียบเทยีบการตอบสนองในเชิงบวกของมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุม
ความตานทานโรคตําแหนงตาง ๆ เทียบกับมะเขือเทศพันธุสีดาทิพย 3 
 
 4.6  เปรียบเทยีบความถี่ในการตอบสนองในการปลูกเชื้อแบบราดดินและแบบตัดใบ 
 

4.7  เปรียบเทียบการตอบสนองในเชิงบวกของการเพิ่มเขามาของตําแหนงยีนตานทานของ
สายพันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความตานเพิ่มเขามาจาก 1 ตําแหนงเปน 2 และ 3 ตามลําดับโดย
ทดสอบ ดวยสถิติชนิด non-parametric คือ kruskal-wallis rank sum test ดวยโปรแกรม SAS 

 
    4.8  เปรียบเทียบความถี่ในการตอบสนองในเชิงบวกของการเพิ่มตาํแหนงตานทานของ

สายพันธุคูแฝด 
 
        ทําการวางแผนการทดลองแบบ Completely Randomize Design (CRD) โดยมีสาย

พันธุคูแฝดที่สรางขึ้น เพื่อใหมียีนควบคุมความตานทานโรคในแตละตําแหนงที่ตางกัน รวมทั้งสาย
พันธุคูแฝดที่มียีนควบคุมความตานทานโรคเปน 2 และ 3 ตําแหนง จัดเปนทรีทเมนต เปรียบเทียบ
ระดับการเกิดโรคของมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดแตละสายพันธุกับพันธุสีดาทิพย 3 และสายพันธุที่มี
ตําแหนงตานทานเพิ่มเขามา โดยใหแตละทรีทเมนตมี 15 ตนในการทดลองแบบตัดใบ 1 คร้ัง และ 
16 ตนในการทดลองแบบตัดใบครั้งที่ 2 สวนการปลูกเชื้อแบบราดดินใช 8 ตนในการทดลองครั้งที่ 
1 และ 10 ตน ในการทดลองแบบราดดินครั้งที่ 2 โดยการวิเคราะหผลทางสถิติแบบ non-parametric 
โดยวิธี wilcoxon rank sum test ดวยโปรแกรม SAS 

 
5.  การบันทึกผล  
     บันทึกผลเหมือนการทดลองที่ 1 



 

38

TG73
4.1 cM
TG365

TG332

13.7 cM
TG48

TG48

TG230
CP18

12.8 cM 20.8 cM

TG118
CT234 CT234

16.5 cM 16.5 cM

TG285 TG285

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NIL-QTL2 NIL-QTLTG48 NIL-QTL6.1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 6 712 1 2 3 12

NIL-QTL6.2 NIL-QTL10 NIL-QTLTG285/CT234
8 9 10 114 5

 
 
ภาพที่ 4  Graphical genotype ของมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดของพันธุสีดาทิพย 3 ทีม่ีสวนของความ   

  ตานทานที่ไดมาจากพนัธุใหอยางเฉพาะเจาะจงในแตละสายพันธุ 
   1, 2, 3, …, 12 แทน โครโมโซมแทงที่ 1, 2, 3 ,…, 12 
    แทน พันธุกรรมที่ไดจากพนัธุรับ (สีดาทิพย 3) 
    แทน พันธุกรรมที่ไดจากพนัธุให (L285 หรือ H7996) 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NIL-QTL2/10 NIL-QTL2/6.1 NIL-QTL2/6.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 10 114 5 6 7 12

NIL-QTL6.2/10 NIL-QTL2/6.2/10
8 9

 
 
ภาพที่ 5  Graphical genotype ของมะเขือเทศสายพันธุคูแฝดของพันธุสีดาทิพย 3 ที่รวมยนีตานทาน   

 ในแตละตําแหนงเขาดวยกนัเปน 2 และ 3 ตําแหนง 
  1, 2, 3, …, 12 แทน โครโมโซมแทงที่ 1, 2, 3, …, 12 
    แทน พันธุกรรมที่ไดจากพนัธุรับ (สีดาทิพย 3) 
    แทน พันธุกรรมที่ไดจากพนัธุให (L285 หรือ H7996) 
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