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การพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในแตงกวา (Cucumis sativus L.) โดย

ใชวิธี enriched genomic library พบวาไพรเมอร 57 คู สามารถเพิ่มปริมาณไดในแตงกวาและไพร
เมอรจํานวน 45 คู สามารถแยกความแตกตางในแตงกวา 16 สายพันธุได  โดยมีจํานวนอัลลีลตอ
โลคัสเฉลี่ย 3.64 มีคา PIC สูงสุดเทากับ 0.78 และเฉลี่ยเทากับ 0.47 นอกจากนี ้ดีเอน็เอเครื่องหมาย
ชนิด microsatellite สามารถใชในระบบตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุและสามารถใช
ตรวจสอบขามสายพันธุในพืชวงศแตง  เชน  แคนตาลูป  แตงโม ฟกทองและมะระได การ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาที่ระยะเวลา 21 หรือในชวงแรกของการเจริญ
ของตนพืช พบวาวิธีการปลกูทดสอบ (GOT) มีตนทนุต่ําวาการใชเทคนิค SSLP คือ 12.11 บาทตอ
ตน และในกรณีใชเวลาตรวจสอบที่ 33 วัน การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยเทคนคิ 
SSLP มีตนทุนต่ํากวาการใชวิธีการ GOT คือ1.70 บาทตอตน 
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The microsatellite markers in cucumber (Cucumis sativus L.) were developed using the 

enrichment procedure. Fifty-seven primer pairs flanking the microsatellite repeats were used to 
amplify cucumber DNA. For polymorphism information assessment, 16 Cucumis sativus L. 
were assessed with 45 primer pairs. The average number of alleles per locus was 3.64. The 
maximum polymorphism information content (PIC) value was 0.78 with an average of 0.47. 
The cucumber microsatellite makers could be useful for seed purity control. We also found that 
some cucumber markers were transferable to other cucurbit species such as cantaloupe, 
watermelon, pumpkin, and bitter gourd. When testing the genetic purity at 21 days, The cost of 
using GOT was lower than the cost of using SSLP at 12.11 baht/plant and testing at 33 days the 
cost of using SSLP was lower than the cost of using GOT at 1.70 baht/pant  
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โดย วิธี enriched genomic library ดวยโพรบ (CT)10 46 
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8 การตรวจสอบความแตกตางทางจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางเมล็ด
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of Identity (PI) และคา PI รวมของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite 10 
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ตรวจสอบที่ตวัอยาง 1,708 ตนในระยะเวลาการตรวจสอบ 21 วัน 88 

18 ตนทุนการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิค SSLP กรณีที่ดําเนนิการ
ตรวจสอบ 2,684 ตนในระยะเวลาการตรวจสอบ 33 วัน 89 

19 การเปรียบเทยีบตนทุนการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยวิธี GOT ระหวาง
กรณีจางเกษตรกรและดําเนนิการปลูกตรวจสอบเองและใชเทคนิค SSLP 90 

 
 
 

(3) 



 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

   ตารางที่ หนา 
  

20 รอยละของตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวธีิ GOT 
ระหวางกรณี การจางเกษตรกรดําเนินการ การดําเนนิการปลูกตรวจสอบเอง 
และใชเทคนิค SSLP ที่ระยะเวลา 21 วัน 92 

21 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาดวยเทคนิค 
SSLP 93 

 
ตารางผนวกที่  
  

ก1 ขนาดของอัลลีลและความถี่อัลลีลของแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 
สายพันธุ โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite 45 ตําแหนง 122 

ก2 ความสัมพนัธระหวางจํานวนซ้ําของ Microsatellite ดีเอ็นเอและความสามารถ
ในการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite 125 

ข1 ราคาของปจจัยการผลิตที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวย
วิธี GOT 127 

ข2 คาจางแรงงาน คาจางรถไถ คาซอมแซม คาเชาที่ดินและคาเสื่อมราคา ที่ใชใน
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT 128 

ข3 ราคาสารเคมีที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยเทคนิค 
SSLP 129 

ข4 ราคาวัสดุและอุปกรณที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวย
เทคนิค SSLP 130 

ข5 ตนทุนตอหนวยของสารละลายที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง 
พันธุกรรมดวยเทคนิค SSLP 131 

 

(4) 



 

สารบัญภาพ 
 

 ภาพที ่ หนา 
  

1 วิธีและขั้นตอนการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ดวยวิธีการสราง 
genomic library แบบดั้งเดิม 11 

2 วิธีและขั้นตอนการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ดวยวิธีการ 
Enriched genomic library 12 

3 ความแปรปรวนของ Microsatellite ดีเอ็นเอชนิดไดนิวคลีโอไทด 16 
4 แถบดีเอ็นเอแสดงความแตกตางระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และ

แตงกวา 8 สายพันธุ โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตําแหนง  
ก.) CMCT 720, ข.) CMCT656 ในการตรวจสอบ 54 

5 เอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง ก.) CMCT 36 ข.) CMCT691 ที่ไม
แสดงความแตกตางในระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สาย
พันธุ 55 

6 เอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 6 ตําแหนง ทีใ่ชตรวจสอบความ แตกตาง
ระดับจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จํานวน 4 สาย
พันธุ 61 

7 เอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 4 ตําแหนง ทีใ่ชตรวจสอบความแตกตาง
ระดับจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จํานวน 4 สาย
พันธุ 62 

8 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUA จํานวน 
120 ตน โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตําแหนง CMCT323 65 

9 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUB จํานวน 
120 ตน โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตําแหนง CMCT252 66 

10 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUC จํานวน 
120 ตน โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตําแหนง CMCT323 67 

11 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUD จํานวน 
120 ตน โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตาํแหนง CMCT323 68 

 

(5) 



 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

 ภาพที ่ หนา 
  

12 การตรวจสอบความเปนลูกผสมในแตงกวาสายพันธุ CUB2, CUB13, CUB16, 
CUB76 และ CUB85 ดวยดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite จํานวน 7 
ตําแหนง 70 

13 ก.) ความแตกตางของขอบใบ ระหวางตนแม, พอ และลูกผสม ของแตงกวาสายพันธุ 
CUA 
ข.) ความแตกตางทาง sex expression ระหวางตนแม, พอ และลูกผสม ของ
แตงกวาสายพนัธุ CUB 73 

 
 

(6) 



 

การพัฒนาและจําแนกลักษณะดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ในแตงกวา 

(Cucumis sativus L.) และการวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรม 

 

Development and Characterization of Microsatellite Markers in Cucumber 

(Cucumis sativus L.) and A Comparison of Cost-Effectiveness Analysis for 
Genetic Purity Testing 

 

คํานํา 
 

ประเทศไทยเปนแหลงผลิตเมล็ดพันธุที่สําคัญแหงหนึ่งเพราะมีพื้นทีแ่ละมีสภาพแวดลอมที่
เหมาะสม โดยเฉพาะอยางยิง่การผลิตเมล็ดพันธุพืชวงศแตง ซ่ึงเปนพชืที่มีการซื้อขายเมล็ดพันธุกนั
มาก เนื่องจากแตงกวาเปนพชืผักสําคัญที่คนทั่วโลกนยิมบริโภคทั้งในรปูผลสดและแปรรูป ปจจุบัน
การผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลวนแตผลิตเปนเมล็ดพันธุลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) ทั้งสิ้น และการทําธุรกิจ
เมล็ดพันธุนั้น ไมวาจะเปนการซื้อขายภายในประเทศหรือสงออกก็ตาม คุณภาพของเมล็ดพันธุเปน
ส่ิงสําคัญที่สุดที่จะตองพจิารณา โดยเฉพาะอยางยิ่งความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม ซ่ึงเปนสิ่งแสดงให
เห็นลักษณะประจําพันธุของพันธุนั้นๆ ซ่ึงกอนการจําหนายเมล็ดพนัธุสูตลาดและสงออก จําเปน
อยางยิ่งที่จะตองมีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุใหไดมาตรฐานตามที่กําหนดไว เพื่อเปนการ
ยืนยนัคุณภาพของเมล็ดพันธุวามีความตรงตอสายพันธุหรือไมและเพื่อเปนการสรางความมั่นใจ
ใหแกผูซ้ือและสรางความนาเชื่อถือใหกับผูขาย  

 
ปจจุบันบริษัทผลิตเมล็ดพันธุในประเทศไทยสวนใหญนยิมใชวิธีปลูกทดสอบในแปลง

ปลูกหรือเรียกวา Grow Out Testing (GOT) ซ่ึงวิธีการนี้เปนการตรวจสอบโดยอาศัยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่ปรากฏใหเหน็ภายนอกทั้งจากเมล็ดและในชวงตางๆของการเจริญเตบิโตของตนพืช
โดยที่สภาพแวดลอมมีผลกระทบอยางมากตอการแสดงออกและบางครั้งตองอาศัยระยะเวลาในการ
ตรวจสอบ ดังนั้นวิธีการปลกูทดสอบมีขอจํากัดหลายประการดวยกัน เชน ความถูกตองแมนยํา ตอง
ใชระยะเวลาในการตรวจสอบที่นาน จํานวนแรงงานที่ใชมากและตองอาศัยผูเชี่ยวชาญและมี
ประสบการณในการจําแนกพันธุ 
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2 

Isozyme เปนวิธีการหนึ่งที่ถูกนํามาใชในการจําแนกสายพันธุและตรวจสอบความตรงตอ
สายพันธุ เนื่องจาก isozyme ใชหลักการแสดงออกทางโปรตีนหรือเอ็นไซม แตอยางไรก็ตามการ
ตรวจสอบดวย isozyme มีขอจาํกัด เนื่องจากโปรตีนเปนผลจากการแสดงออกของยีนดังนั้น
สภาพแวดลอมและสภาพในเนื้อเยื่อของพืชมีผลตอการแสดงออก ทําใหผลการตรวจสอบมีความ
ผิดพลาดไดบาง นอกจากนัน้ isozyme สามารถแยกความแตกตางระหวางพืชไดต่ําเนื่องจากมี
ขอจํากัดในเรือ่งของความหลากหลายของโปรตีน (Walter et al., 1989) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมโดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) เปน
วิธีการหนึ่งทีส่ามารถใชในการจําแนกและตรวจสอบความตรงตอสายพันธุไดเปนอยางดีเนื่องจาก 
ดีเอ็นเอไมวาจะอยูสวนไหนของตนพืชก็ไมเปลี่ยนแปลง การวิเคราะหสามารถตรวจสอบไดทุกเวลา 
โดยส่ิงแวดลอมภายนอกไมมีผลกระทบตอการเปลี่ยนแปลง ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด RFLP 
(restriction fragment length polymorphism) เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดหนึ่งที่ถูกนํามาใชในการ
การตรวจสอบความตรงตอสายพันธุในแตงกวาโดย Matsuura et al. (1994) และ Dijkhuizen et al. 
(1996) แตอยางไรก็ตาม ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดนี้ยังมีขอจํากัดคือตองใชปริมาณดีเอ็นเอจํานวนมาก 
ใชระยะเวลาในการตรวจสอบและเสียคาใชจายในการสรางตัวตรวจสอบสูง สําหรับดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด RAPD (random amplified polymorphic DNA) เปนวิธีการที่อาศยัหลักการเพิ่มดี
เอ็นเอเปาหมายดวยปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอรเรส  (polymerase chain reaction, PCR) วิธีนี้ถือไดวา
งาย ประหยัดและรวดเร็ว อยางไรก็ตามขอดอยของวิธีการนี้คือความนาเชื่อถือของผลการตรวจสอบ
ที่อาจไมแนนอนเมื่อทําซ้ําคอืหากสภาพแวดลอมของการทดลองเปลี่ยนไป เชน ปริมาณของเอ็นไซม 
Taq polymerase, อุณหภูมิ, ความเขมขนของดีเอ็นเอหรอืไพรเมอร มีผลทําใหผลการตรวจสอบอาจ
แตกตางกันได (Büscher et al., 1993) ดังนั้นจะตองระมัดระวังเปนพเิศษสําหรับการควบคุมสภาวะ
ตางๆในการทดลองใหคงที่ (This et al., 1997) และนอกจากนัน้ดเีอน็เอเครื่องหมายชนดิ RAPD เปนดี
เอ็นเอเครื่องหมายชนิด dominant ทําใหไมสามารถแยกความแตกตางระหวางจีโนไทปแบบ 
Homozygous และ Heterozygous ได (สุรินทร, 2545) 
 

Microsatellite หรือ simple sequence repeats (SSRs) เปนดเีอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําๆ 
(Repetitive DNA) ชนิดหนึ่งที่มีลําดับเบสซ้ํากันอยางตอเนื่องเปนสายสั้นๆ เรียงตอกัน (tamdem 
repeat) ตั้งแตขนาด 1-6 เบส เชน (C)n (CT)n (CTT)n เมื่อ n คือจํานวนซ้ํา พบวา SSRs มีความถี่และ
กระจายตัวอยูทั่วไปในจีโนมของสิ่งมีชีวิตชนิดยูคาริโอต (Hamanda et al., 1982) ความแปรปรวน
ของ SSRs เกิดขึ้นเนื่องจากความผิดพลาดระหวางการจําลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) 
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(Tautz et al., 1986; Levinsen and Gutman, 1987) SSRs เปนบริเวณที่มีความแปรปรวนสูง ทําให
สามารถตรวจพบความแตกตางไดงายในแตละตําแหนงของ SSRs โดยอาศัยหลักการของ PCR 
(Saiki et al., 1985) โดยใชไพรเมอรขนาบขางบริเวณ SSRs (Litt and Luty, 1989; Weber and May, 
1989) และตรวจสอบผลโดยแยกความแตกตางของขนาดอัลลีลแตละตําแหนงดวยวิธี electrophoresis 
ซ่ึงหลักการนี้เรียกวา simple sequence length polymorphism (SSLP)  
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ codominant  สามารถ
ตรวจสอบความแตกตางระหวาง Homozygous และ Heterozygous ได มีความสามารถในการแยก
ความแตกตางไดสูงกวาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิดอืน่ มีความเสถียรสูง (stability) ทําซ้ําได 
(reproducibility) (Powell et al., 1996b) และสามารถใหขอมูลเอกลักษณทางพนัธุกรรมไดงาย 
สะดวกและรวดเร็ว จึงมกีารนําดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดนี้มาใชศึกษาในทางพันธุกรรมกันอยาง
กวางขวาง ทั้งในดานการใชในการทําแผนที่โครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธ
ของสิ่งมีชีวิต การจําแนกสายพันธุส่ิงมีชีวติ 
 

ถึงแมดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite มีความสําคัญและเปนประโยชนในการ
นํามาใชจําแนกสายพันธุพืชและตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม แตอยางไรก็ตามบริษัทผลิต
เมล็ดพันธุในประเทศไทยยังคงไมแนใจเกี่ยวกับตนทุนคาใชจายและประสิทธิภาพของเทคนิค 
SSLP ประกอบกับขอมูลเกี่ยวกับตนทนุคาใชจายของการใชวิธีการ SSLP และ GOT ยังไมมี
การศึกษามากอน ดังนั้นสวนที่สองของการศึกษาเปนการศึกษาเกีย่วกบัตนทุนการใชเทคนิค SSLP 
และ GOT ในการตรวจสอบความเปนลูกผสม ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการตัดสินใจของบริษัทผลิต
เมล็ดพันธุทีจ่ะนาํเทคโนโลยีดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ไปใชในระบบตรวจสอบคณุภาพ
เมล็ดพันธุตอไป 
 

3 



 

วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อพัฒนาและจําแนกลักษณะของดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ใน แตงกวา 
(Cucumis sativus L.) สําหรับใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 

2. เพื่อประเมินคาความสามารถในการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอเครือ่งหมายชนดิ 
Microsatellite ในแตละตําแหนง 

3. เพื่อใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตรวจสอบขามชนิดและสกุลในพืชวงศ
แตง 

4. เพื่อวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนที่ใชในการตรวจสอบบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมระหวาง
วิธี GOT และเทคนิค SSLP 
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การตรวจเอกสาร 
 

แตงกวา (Cucumis sativus L.) จัดอยูในวงศแตง (Family Cucurbitaceae) ซ่ึงเปนวงศ
เดียวกันกับ แตงแคนตาลูป แตงโม ฟกทอง มะระและบวบตางๆ แตงกวามีถ่ินกําเนิดมาจากทาง
ตอนใตของเทอืกเขาหิมาลัย ประเทศอินเดีย แตงกวาอยูในกลุมไมเนือ้ออน เปนพชืลมลุก (annual 
crop) และเปนพืชผสมขามตามธรรมชาติโดยอาศัยลมและแมลง ลําตนอวบน้ํา มีผิวขรุขระ เปนเถา
เล้ือย มีมือเกาะชวยพยุงลําตน มีระบบรากแบบรากแกว (tap root system) ขอบใบหยักมีหาเหล่ียม 
สวนกลางของใบจะกวางที่สุด มีขนปกคลุมผิวใบ ลักษณะการออกดอกเปนแบบ day neutral คือ
สามารถออกดอกไดทั้งในสภาพวันสัน้และวันยาว สามารถเจริญเตบิโตปรับตวัไดดทีุกสภาพละตจิูด 
ดอกแตงกวาสวนใหญจะมีดอกตวัผูและดอกตวัเมยีแยกกนัแตอยูบนตนเดียวกัน (monoecious) เชน 
สายพนัธุพื้นเมอืง พันธุจากสหรัฐอเมริกา สวนพันธุทีใ่ชสําหรับดองดอกตัวเมียสวนใหญจะเจริญ
เปนดอกเดี่ยว (gynoecious) มีเกสรตัวผูที่ไมสมบูรณ ลักษณะดอกของแตงกวาเปนดอกขนาดใหญสี
เหลือง ทรงระฆัง กลีบดอกสีเหลืองมีจํานวนหากลีบ ผลเปนแบบ pepo ลักษณะกลมยาวหรือเปน
เหล่ียม ขนาด รูปราง สี ขึ้นอยู กับสายพนัธุ โดยทั่วไปผลเมื่อยังออนจะมีสีเขียวเมื่อแกจะเปลี่ยนเปน
สีเหลืองหรือขาว แตงกวาสามารถเจริญเติบโตไดดีในดนิทุกประเภท โดยเฉพาะในสภาพดนิรวน
ปนทรายที่มีธาตุอาหารสมบูรณและคาความเปนกรดเปนดางของดิน pH ระหวาง 5.5-7.2 สภาพ
อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 25-30 องศาเซลเซียส แตงกวาตองการสภาพความชื้นสัมพทัธคอนขางต่ํา
เพื่อลดปญหาการเกิดโรค (จานุลักษณ, 2541) การผสมเกสรอาศัยแมลงเปนสวนใหญ จัดอยูในพวก 
Highly cross pollinated crop (Briggs and Knowles, 1967) แตงกวาสามารถจําแนกไดตามการใช
ประโยชนได 2 ชนิดคือ แตงกวาใชรับประทานผลสด และแตงกวาสําหรับใชดอง (สุเทวี, 2522)  
สําหรับการศึกษาดานพนัธุกรรม แตงกวามีจํานวนโครโมโซม 2n=14 มีปริมาณดเีอ็นเอตอหนึ่ง
จีโนมเทากับ 1.78 pg (Libner, 1989; Kallo, 1993; Kinet, 1997; Ramachandran, 1984) 
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ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite 
 

Microsatellite หรือ simple sequence repeats (SSRs) เปนดีเอน็เอที่มีลําดับเบสซ้ําซอน 
(Repetitive DNA) ชนิดหนึง่ที่มีลําดับเบสซ้ํากันอยางตอเนื่อง (tamdem repeat) เปนสายสั้นๆเรียง
ตอกันตั้งแตขนาด 1-6 เบส เชน (G)n, (GA)n, (GAA)n เมื่อ n คือจํานวนซ้ํา พบวา SSRs มีความถี่
และกระจายตวัอยูทัว่ไปในจโีนมของพวกยูคาริโอต (Hamanda et al., 1982) พบไดทั้งในสวน 
coding region และ non-coding region ในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอตพบวามี SSR loci  104 to 105 loci 
กระจายตัวอยูทั่วไปในจีโนม ความแปรปรวนของ SSRs เกิดขึ้นเนื่องจากความผิดพลาดระหวาง
จําลองดีเอ็นเอสายใหม ที่เรียกวา slipped strand mispairing หรือ unequal crossing over (Tautz et 
al., 1986; Levinsen and Gutman, 1987) SSRs เปนบริเวณที่มีความแปรปรวนสูง ทําใหสามารถ
ตรวจพบความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตไดงาย โดยอาศัยหลักการของ PCR (Saiki et al., 1985) 
ออกแบบไพรเมอรขนาบขางบริเวณ SSRs (Litt and Luty, 1989; Weber and May, 1989) และ
ตรวจสอบผลโดยแยกความแตกตางของขนาดอัลลีลแตละตําแหนงดวยวิธี electrophoresis ซ่ึง
หลักการนี้เรียกวา Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP) 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite สามารถนําไปใชเปนตวัติดตามโดยใชเทคนิค 
Hybridization แตพบวามีขั้นตอนที่ยุงยาก เสียเวลาและคาใชจายสูง ตลอดจนตองใชดเีอ็นเอปริมาณ
มากและตองเปนดีเอ็นเอที่อยูในสภาพที่สมบูรณ (ชลธิชา และ จุลภาค, 2541) แตสําหรับวิธีการ 
PCR นั้นมีขอดีคือใชเวลาเพยีง 1-2 วัน วิเคราะหผลไดงายและเสยีคาใชจายนอย จึงนิยมใชเทคนิค 
SSLP กันอยางกวางขวางในปจจุบัน 
 

Microsatellite เปนดเีอ็นเอเครื่องหมายชนดิ codomimant สามารถตรวจสอบความแตกตาง
ระหวาง Homozygous และ Heterozygous ได มีความสามารถในการแยกความแตกตางไดสูงกวาดี
เอ็นเอเครื่องหมายชนิดอ่ืน มีความเสถียรสูง (stability) และทําซํ้าได (reproducibility) (Powell et al., 
1996b) จึงมีการนําดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดินี้มาใชศกึษาในทางพันธกุรรมกันอยางกวางขวาง ทั้งใน
ดานการใชในการทําแผนที่โครโมโซม (Winter et al., 1999), การศึกษาวิวัฒนาการและ
ความสัมพันธของสิ่งมีชีวิต การจําแนกสายพันธุส่ิงมีชีวติ (Mariette et al., 2002; Kisuki and Isagi 
2002) 
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ชนิดของ Microsatellite ดีเอ็นเอ 
 

Microsatellite ดีเอ็นเอประกอบดวยลําดับเบสซ้ําแตกตางกนัคือลําดับเบสซ้ําแบบ Dinucleotide 
repeat ประกอบดวยเบสซ้ํา 2 เบส เชน (GA)n, Trinucleotide repeat ประกอบดวยเบสซ้ํา 3 เบส เชน 
(GAA)n , Tetranucleotide repeat ประกอบดวยเบสซ้ํา 4 เบส เชน (GAAA)n, และ Pentanucleotide repeat 
ประกอบดวยเบสซ้ํา 5 เบส เชน (GAATA)n 
 

รูปแบบของลําดับเบสซ้ําใน microsatellie ดีเอ็นเอสามารถจําแนกได 3 ประเภท (Weber, 
1990) คือ Perfect repeat, Compound repeat และ Imperfect repeat or Interrupted repeat โดยที่ 
Perfect repeat เปน microsatellite ดีเอ็นเอที่มีเบสซ้ําชนิดเดยีวเรียงตัวตอกันเรื่อยๆ ตัวอยางเชน  
GAGAGAGAGAGA สวน Compound repeat เปน microsatellite ดีเอ็นเอที่มีเบสซ้ําหลายชนิดเรียง
ติดตอกัน เชน GAGAGACTCTCTCT และ Imperfect or Interrupted repeat เปน microsatellite ดี
เอ็นเอที่มีเบสอื่นแทรกเขามาในลําดับเบสซ้ําใน Perfect repeat ตัวอยางเชน GAGAGATGAGAGA  
 
ความแปรปรวนของ Microsatellite ดีเอ็นเอ 
 

Microsatellite ดีเอ็นเอเปนดีเอ็นเอเครื่องหมายที่มีความแปปรวนทางพันธุกรรมสูง โดย
เกิดขึ้นจากความแตกตางของจํานวนซ้ําของลําดับเบสซ้ํา ซ่ึงความแปรปรวนของ microsatellite ดี
เอ็นเอเกดิจากการขาดหายไปของลําดับเบสซ้ํา (deletion) หรือการสอดแทรกของลําดับเบสซ้ํา 
(insertion) ซ่ึงเกิดขึ้นจากกระบวนการเขาคูผิดตําแหนงของลําดับเบส (slipped-stand misparing) 
ในขณะที่มีการจําลองโมเลกุลดีเอ็นเอ (DNA replication) นอกจากนัน้ ขบวนการ unequal crossing 
over ก็เปนขบวนการหนึ่งทีท่ําให microsatellite ดีเอ็นเอมีแปรปรวน (Tautz et al., 1986; Levinsen 
and Gutman, 1987) 
 

Wang et al. (1994) พบวาในพืชมีความแปรปรวนของ microsatellite ดีเอ็นเอที่มีความยาว
ของจาํนวนเบสซ้ํามากกวา 20 เบส เกดิขึน้ทุกๆ 33 กิโลเบสและในสตัวจะเกิดขึน้ทกุๆ 6 กิโลเบส 
สําหรับ Langencrantz et al. (1993) ไดศกึษาโดยการคดัเลือกจากฐานขอมูล (data base screening) 
พบวาในมนุษยม ีmicrosatellite ดีเอ็นเอทีม่ีลําดับเบสซ้ําแบบ (CA/GT)n กระจายตวัอยูทั่วไปและใน
พืชพบลําดับเบสซ้ําแบบ (AT/TA)n และ (CT/GA)n มีความถี่ในการกระจายตัวมาก ขณะทีใ่นสัตว
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พบ Microsatellite ดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําแบบ (CT/GA)n (Primmer et al., 1997) ในกรณขีอง
การศึกษาจาก genomic libraries ในพืชหลายชนิด พบวา dinucleotide repeats แบบ (CT/GA)n และ 
(CA/GT)n มีความถี่ของการกระจายตัวมากกวาลําดับเบสซ้ําแบบ (AT/TA)n และ (GC/CG)n 
(Langencrantz et al., 1993; Bell and Ecker, 1994) 
 
การพัฒนาดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite 
 

การพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite โดยทัว่ไป (Powell et al., 1996a; Zane et 
al., 2002) ประกอบดวย 
 

1. การสืบคนขอมูลลําดับเบสจากฐานขอมูลที่มีอยู 
2. การสราง Genomic libraries แบบดั้งเดิม 
3. การสราง Enriched genomic libraries 

 
การสืบคนขอมูลลําดับเบสจากฐานขอมูลที่มีอยู เปนวิธีการที่สามารถพัฒนาดีเอ็นเอ

เครื่องหมายไดอยางรวดเร็วและประหยัดคาใชจาย ซ่ึงสวนใหญมักจะพัฒนาในพืชทีม่ีการศึกษาทาง
ขอมูลทางพันธุกรรมมามากแลว เชน ในขาวโพด มะเขือเทศ  ขาว และ Arabidopsis เปนตน ซ่ึง
วิธีการนี้สามารถเขาสืบคนหาลําดับเบสที่เปน microsatellite จากฐานขอมูล EMBL และ GenBank 
จากนั้นออกแบบไพรเมอรและทดสอบไพรเมอรที่พัฒนาได 
 

การพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ดวยวิธีการสราง genomic libraries แบบ
ดั้งเดิมโดยทั่วไปประกอบดวย การตัดชิน้สวนดีเอ็นเอดวยเอน็ไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) 
และนํามาเชื่อมตอกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA vector) จากนั้นเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอแลวทําการคัดเลือก
โคลนที่มีลําดบัเบสซ้ําใน libraries โดยวิธีการ hybridization กับตวัตรวจสอบชนดิโอลิโกนวิคลีโอไทด
ที่มีลําดับเบสซ้ํา จากนั้นทาํการหาลําดับเบส ออกแบบคูไพรเมอรและทดสอบไพรเมอร แตพบวา
วิธีการนี้มีประสิทธิภาพในการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในพืชไดต่ําคอื
ประมาณ 0.059-5.8 % หรือโดยเฉลีย่ 2.3% (Zane et al., 2002) (ภาพที1่ และตารางที่ 1) 
 

ในขณะที่การพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ดวยวิธีการที่เรียกวา enriched 
genomic libraries เปนวิธีการที่ใชหลักการคัดเลือกชิ้นสวน microsatellite ดีเอ็นเอดวยการใชโพรบ
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ที่ติดฉลากดวย Biotin กอนการสราง libraries และใชโพรบตรวจสอบดวยการ hybridization อีก
คร้ังหลังจากการสราง libraries (ภาพที่ 2) ซ่ึงมีวิธีประกอบดวย การตดัจีโนมิคดีเอน็เอดวยเอ็นไซม
ตัดจําเพาะแลวเชื่อมตอดวย adapter ดวยเอ็นไซม T4 ligase หลังจากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวีธี 
PCR (Mullis, 1990) และแยกสายดีเอ็นเอใหเปนสายเดีย่ว จับชิน้สวนดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําดวย
โอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆซ่ึงติดฉลากดวย Biotin จากนั้นใช streptavidin bead หรืออนุภาค
เหล็กที่ถูกเคลอืบดวย streptavidin เพื่อใชเปนตวัยดึเกาะจําเพาะเจาะจงกับ biotin และใชแทง
แมเหล็กดึงอนภุาคเหล็กที่มีชิน้สวนดเีอ็นเอเปาหมาย ลางสวนประกอบอื่นๆออก นําชิ้นสวนดเีอ็น
เอที่คาดวามีลําดับเบสซ้ํามาเชื่อมตอกับเวคเตอรแลวถายเชาสูเซลของแบคทีเรีย จากนั้นเพิ่มปริมาณ
เซลและสกัดพลาสมิด ทําการคัดเลือกชิ้นสวนดเีอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําดวยวิธี Hybridization  
จากนั้นทาํการหาลําดับเบส ออกแบบไพรเมอร และทดสอบไพรเมอรโดยวิธี PCR และตรวจสอบ
ผลบนเจล electrophoresis ซ่ึงพบวาประสิทธิภาพในการพฒันาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ 
microsatellite ดวยวิธีการนี้มปีระสิทธิภาพสูงอยูระหวาง 50%-90% (Butcher et al., 2000) 
 

นอกจากนั้นการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite สามารถใชวิธีการคัดเลือก
ลําดับเบสจากฐานขอมูล ESTs (express sequence tag) หรือจากการสราง  cDNA library โดยเรียก
ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ที่พัฒนาไดจากวิธีการนีว้า Genic microsatellite (EST-
SSRs) และพบวามีแปรปรวนเกิดขึน้ในบริเวณดีเอ็นเอชนิดนี้นอยมาก เนื่องจากลําดบัเบสบริเวณนี้
เปนบริเวณ coding region ซ่ึงเปนบริเวณที่มีการอนุรักษไว (conserve sequence) แตดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิดนี้มีประโยชนอยางมากในการนํามาใชในการตรวจสอบจีโนไทปในพืชที่มี
ความสัมพันธทางพันธุกรรมใกลชิดกนั (marker transferability) การศึกษาเปรียบเทียบแผนที่ทาง
พันธุกรรม (comparative mapping) และวิวฒันาการของสิ่งมีชีวิต (Rajeev et al., 2005) 
 

Zan et al. (2002) ไดคํานวณสัดสวนของจํานวนโคลนที่มี microsatellite ดีเอ็นเอตอจํานวน
โคลนทั้งหมดจากงานศกึษาการพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ดวยวิธีการสราง 
genomic libraries ในพืชและสัตวจํานวน 170 ผลงานจาก 267 ผลงานที่ตีพิมพระหวางป 1999 ถึง 
2001 พบวา เปอรเซ็นตการพบลําดับเบสซ้ําในพืชโดยเฉลี่ย 2.3 % (ตารางที่1) 
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ตารางที่ 1  เปอรเซ็นต Positive clones จากการพฒันาดเีอน็เอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ดวยวิธี 
 การสราง genomic libraries แบบดั้งเดิม 

 

เปอรเซ็นต positive clones กลุมสิ่งมีชีวิต จํานวนสิ่งมีชีวิต 
เฉลี่ย ต่ําสุด-สูงสุด 

Amphibians 1   0.4 - 
Arthropods 21   2 0.04–12 
Crustaceans 3   2.4 0.24-6 
Mammals 27   1.67 0.13–4.5 
Mollusks 16   1.96 0.1–6.4 
Birds 9   0.46 0.025–1.7 
Fishes 16   3.1 0.066–8.92 
Reptiles 5   1.4 0.2–4 
Plants 16   2.3 0.059–5.8 

 
ท่ีมา: Molecular Ecology primer notes 1999-March 2001 
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ภาพที่ 1  วิธีและข้ันตอนการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ดวยวิธีการสราง

genomic library แบบดั้งเดิม 
ท่ีมา:  Zane et al. (2002) 
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ภาพที่ 2  วิธีและข้ันตอนการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ดวยวิธีการ Enriched 

genomic library 
ท่ีมา:  Zane et al. (2002) 
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การใชดีเอ็นเอเเครื่องหมายชนิด Microsateliite ตรวจสอบขามสายพันธุ 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ที่พัฒนาขึ้นจากสิ่งมีชีวิตหนึง่สามารถนําไปใชกับ
ส่ิงมีชีวิตอื่นๆที่มีความใกลเคียงกันทางพนัธุกรรมเชนในวงศ (family) หรือ สกุล (genus) เดยีวกนั
ได เนือ่งจากสิ่งมีชิวติที่มีความใกลชิดทางววิัฒนาการจะมีลักษณะของลําดับนิวคลีโอไทดที่
เหมือนกนั (conserved sequence) ตามที่มีรายงานไวในพืชหลายชนดิดังแสดงไวในตารางที่ 2 ซ่ึง
ประโยชนของการใชดีเอ็นเอเครื่องหมายตรวจสอบขามสายพันธุจะชวยใหดเีอ็นเอเครื่องหมายนัน้มี
ประสิทธิภาพมากและชวยประหยดัคาใชจายโดยอาจไมตองพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิดนี้ขึ้นมา
ใหม 
 
ตารางที่ 2  การใชดีเอ็นเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตรวจสอบขามสายพันธุ 
 

ชนิดพืช จํานวนดีเอ็นเอ
เครื่องหมาย 
ท่ีใชทดสอบ 

จํานวนพันธุ
ท่ีใชทดสอบ 

ความแตกตาง
ทาง Taxonomic 

เปอรเซ็นต
ความสําเร็จ 

(%) 

ท่ีมา 

Arabidopsis thaliana 30 6 ตาง genus 66.7 Westman and 
Kresovich, 1998 

Arabidopsis thaliana 30 3 ตาง. genus 30 van Treuren et at., 1997 

Brassica napus 17 2 Genus เดียวกัน 76.5 Szewc-McFadden et at., 
1996 

Cucumis melo  7 8 ตาง Genus 71.4 Katzir et at., 1996 

Cucucmis sativus 10 11 Genus เดียวกัน 40 Danin-Poleg et al., 2001 

Glycine max 31 9 3 Genus เดียวกัน 57 Peakall et al., 1998 

   6 ตาง. genus 10.3  

Lycopersicum 
esculentum 

44 6 4 Genus เดียวกัน 88.6 Smulder et al., 1997 

   2 ตาง Genus 28.4  

Oryza sativa 8 4 Genus เดียวกัน 90.6 Wu and tanksley, 1993 

Vitis vinifera 16 3 1 Genus เดียวกัน 62.5 Scott et al., 2000 

   2 ตาง. genus 15.6  

Zea mays 67 1 ตาง Genus 64.2 Brown et al., 1996 

 
 
 



 

14 

 
วิธีการตรวจสอบจีโนไทปดวยปฏิกิริยา PCR และ Electrophoresis 
 

การวิเคราะหความหลากหลายของจํานวนเบสซ้ําของ microsatellite ดีเอ็นเอสามารถใช
เทคนิค PCR (Mullis, 1990) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนง microsatellite โดยจะตองทราบลําดับ
เบสที่ขนาบขางสวนที่เปน microsatellite (flanking region) ในตําแหนงนั้นกอน เพื่อนํามาออกแบบ
ไพรเมอรที่มีลําดับเบสคูสมกับลําดับเบสที่ขนาบขาง microsatellite ดีเอ็นเอ จากนั้นสามารถตรวจดู
ความหลากหลายของ microsatellite ดีเอน็เอที่ไดจากปฏิกิริยา PCRโดยเทคนิค electrophoresis และ 
silver straining (Weber and May, 1989) ซ่ึงเรียกเทคนิคนี้วา SSLP (Simple Sequence Length 
Polymorphism) 
 

หลักการออกแบบไพรเมอรเพื่อใชในปฏิกริิยา PCR นั้นไพรเมอรที่ออกแบบควรมคีา GC 
content ในไพรเมอรแตละเสน ทั้ง forward และ reverse primerไมนอยกวา 50 เปอรเซ็นต มีเบส G 
หรือ C ตัวใดตัวหนึ่งเปนอยางนอยที่ปลาย 3’-OH ของไพรเมอร และจะตองไมมีลําดับเบสที่
สามารถเขาคูกันเองระหวางคูไพรเมอร (primer dimer) ได (Saiki et al., 1985) สําหรับความยาวของ
ไพรเมอรแตละเสนควรมีจํานวนเบสประมาณ 18-22 คูเบส และควรออกแบบใหสามารถได PCR 
product ขนาดประมาณ 100-300 คูเบส นอกจากนี้ถาเปนไปไดตําแหนงของไพรเมอรไมควรอยูชดิ
กับลําดับเบสซ้ํา (สวนที่เปน microsatellite ดีเอ็นเอ) มากเพื่อหลีกเหล่ียงโอกาสของการเกิดการ 
mutation ในบริเวณลําดับเบสซ้ําและไมควรอยูไกลจากลาํดับเบสซ้ํามากเกินไปเนื่องจากจะทําใหได
ขนาดของ PCR product ที่มีขนาดใหญเกินไปซึ่งจะสงผลตอความแมนยําในการแยกขนาดดวย 
acrylamide นอกจากนัน้ควรเลือกคูไพรเมอรที่มีคา Tm (Melting temperature) ที่ใกลเคียงกันเนื่องจาก
คา Tm จะถูกนําไปใชในการคํานวณหาอณุหภูมิที่เหมาะสมสําหรับขั้นตอน annealing ในปฏิกิริยา 
PCR ซ่ึงจะมีคาต่ํากวาคา Tm ประมาณ 5 องศาเซลเซียส (Morris et al.,1996; McCouch et al., 1997) 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเครื่องหมายโดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

เทคนิค PCR ถูกคนพบโดย Kary Mullis ในป ค.ศ.1983 หลักการทํางานของ
เทคนิค PCR เปนวิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหมีปริมาณสงูขึ้นเปนทวีคณู โดยเรียนแบบ
จากขบวนการจําลองดีเอ็นเอ (DNA replication) ดวยการใชคูไพรเมอรที่มีลําดับเบสคูสมกับลําดับ
เบสของดีเอ็นเอเปาหมายในบริเวณขนาบขางของบริเวณที่ตองการเพิม่ปริมาณรวมกับบัฟเฟอร 
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(PCR buffer) ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด และแมกนีเซียมคลอไรด
ในหลอดทดลอง และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องควบคุมอุณหภูมอัิตโนมัติ ซ่ึงแบงระดับการ
ควบคุมอุณหภมูิเปนรอบๆ โดยแตละรอบประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้
 

1. Denaturation 
 

เปนการใชความรอนแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูใหเปนสายเดี่ยวที่อุณหภมูิสูงประมาณ 
90-95 องศาเซลเซียส 
 

2. Annealing 
 

เปนการลดอุณหภูมิเพื่อใหไพรเมอรเขาไปจับกับเบสคูสมบนสายดีเอ็นเอตนแบบ 
(DNA template) ที่อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิที่เหมาะสมขึ้นอยูกับลําดับเบสของไพร
เมอร) 
 

3. Extension 
 

เปนการเติมเบสสังเคราะหจากบริเวณ 5’ ไป 3’ ตอจากตําแหนงที่ไพรเมอรเกาะกับดเีอน็
เอตนแบบโดยใชเอ็นไซม Taq polymerase เปนตัวกระตุนการเกิดปฏิกิริยาเชื่อมตอสายดีเอ็นเอ 
 

การตรวจสอบผลโดยวิธี Electrophoresis 
 

วิธี Electrophoresis เปนวิธีการแยกขนาดโมเลกุลของโปรตีนหรือดีเอ็นเอตามขนาด 
รูปรางหรือประจุของโมเลกลุที่ตองการวิเคราะห โดยการเคลื่อนทีผ่านสารละลายและตวักลางใน
สนามไฟฟา สารตัวกลางที่นิยมใชในการแยกขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอคอื อะกาโรสเจล (agarose gel) 
และโพลีอคลิลาไมดเจล (polyacrylaminde gel) โดยที่อะกาโรสมีความสามารถในการแยกดีเอ็นเอที่
มีขนาดโมเลกลุประมาณ 100-50,000 คูเบส สวนอะคลิลาไมดเจลสามารถแยกดเีอ็นเอที่มีขนาด
โมเลกุลประมาณ 6-1,000 คูเบส แตทั้งนี้ขึน้อยูกับความเขมขนของเจลที่ใช โดยเจลที่มีความเขมขน
สูงสามารถแยกดีเอ็นเอที่มีขนาดเล็กไดด ี(สุรินทร, 2545) 
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ในกรณีการใชเทคนิค SSLP สามารถใช อะกาโรส, โพลีอคริลาไมดเจล, denaturing 
โพลีอคริลาไมดเจล และแคปลารี electrophoresis ตรวจสอบขนาดของอัลลีลได แตสําหรับอะกา
โรสเจลมีประสิทธิภาพในการประเมินขนาดของอัลลีลที่ถูกตองไดต่ํามาก 
 

Becker and Heun (1995) พบวา MetaPhor อะกาโรสเจล (2% MetaPhor and 1% Ultra 
pure agarose) สามารถแยกดีเอ็นเอขนาดโมเลกุลประมาณ 3 คูเบส แตในกรณีตองการแยกดีเอ็นเอ
ขนาดที่แตกตางกันเพยีง 1 คูเบสควรใช denaturing โพลีอคริลาไมดเจลและแคปลารีelectrophoresis 
การตรวจจําแนกขนาดอัลลีลสามารถดูจากการยอมสีดวยซิลเวอรไนไตรท (sliver staining), การติด
ฉลากดวยสารกัมมันตรังสี (radioisotope labeling) หรือ ดวยสารฟลูออเรสเซนต (fluorescence 
labeling) การใชฟลูออเรสเซนตรวมกับระบบ electrophoresis อัตโนมัติจะชวยใหการวิเคราะห
ขนาดของอัลลีลงายและถูกตอง 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ความแปรปรวนของ Microsatellite ดีเอ็นเอชนิดไดนิวคลีโอไทด 
ท่ีมา:  Sefc et al. (2001) 
 
การจําแนกพันธุดวยดีเอ็นเอเคร่ืองหมายทางชีวโมเลกุล 
 

การดีเอ็นเอเครื่องหมายทางชีวโมเลกุลสามารถใชในการจําแนกพันธุและตรวจสอบความ
แตกตางระหวางจีโนไทปของส่ิงมีชีวิตแตละชนิดได ดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ใชในการตรวจสอบ
ความแตกตางทางพันธุกรรมมี 2 ชนิดคือ 1.) ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด dominant ไดแก RAPD 
(random amplified polymorphic DNA) และ AFLP (amplified fragment length polymorphism) 
โดยสามารถนาํมาตรวจสอบในสิ่งมีชีวติชนิดแฮพลอยดได 2.) ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด codominant 
ไดแก isozyme, RFLP (restriction fragment length polymorphism) และ SSR (simple sequence 
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repeats) ซ่ึงสามารถใชตรวจสอบในสิ่งมีชีวิตชนิดแฮพลอยดหรือดพิลอยดได ภายใตสมมติฐานวาดี
เอ็นเอเครื่องหมายแตละตาํแหนงตองมีการกระจายตัวอยางอิสระ (no linkage) 
 
การจําแนกพันธุดวยดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิด Microatellite 
 

Struss and Plieske (1998) แสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite สามารถ
จําแนกความแตกตางระดบัจโีนไทปในขาวบารเลยไดดี โดยใชดีเอน็เอเครื่องหมายจาํนวน 15 ตําแหนง 
จําแนกขาวบารเลยในเยอรมันจํานวน 163 จีโนไทป ซ่ึงมีคา PIC ระหวาง 0.3-0.86 จาํนวนอัลลีลอยู
ระหวาง 5-15 อัลลีลตอตําแหนง และ Karakousis et al. (2003) ไดใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ 
microsatellite จํานวน 130 ตําแหนง จําแนกขาวบารเลยในออสเตรเลีย 2 ชุด จาํนวน 58 จีโนไทป ซ่ึง
สามารถใชจําแนกไดดแีละพบวาดีเอน็เอเครื่องหมายจํานวน 36 ตําแหนงที่มีคา PIC สูงสามารถ
นําไปใชในการงานปรับปรุงพันธุ ศึกษาพันธุศาสตรประชากร ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรมได 
 

Ghislain et al. (1999) ไดใชดีเอ็นเอเครื่องชนิด microsatellite จํานวน 70 ตําแหนง จาํแนก
พันธุมันฝรั่ง (Solanum spp.) จํานวน 73 accessions ที่ไดคัดเลือกมาจากศูนยวจิัยมนัฝรั่งนานาชาติ 
International Potato Center (CIP) พบวาสามารถจําแนกความแตกตางระดับจไีทปได ซ่ึงการ
ตรวจสอบดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite สามารถชวยในการจาํแนกพันธุไดอยาง
ชัดเจน ลดปญหาในกรณีที่ไมสามารถจําแนกลักษณะทางฟโนไทปได ชวยใหระบบการจัดรวบรวม
พันธุและคัดเลือกพันธุมีประสิทธิภาพมากขึ้น  
 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุ (Seed purity test)  
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุในขบวนการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ
ประกอบดวยการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางลักษณะกายภาพ (Physical purity test) และความ
บริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (Genetic purity test) 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางกายภาพ (Physical purity test) เปนการตรวจสอบตัวอยาง
เมล็ดพันธุ (Working sample) ที่ถูกคัดเลือกเพื่อเปนตวัแทนของ seed lot โดยการคัดแยกและจําแนก
ส่ิงเจือปนออกเปน pure seed, other seed และ inert matter โดยรายงานผลการทดสอบเปน
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เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และเมล็ดพันธุจะตองมีเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ตามที่พระราชบัญญัติเมล็ด
พันธุพืช ป 2541 ไดกําหนดไว คือตองมีความบริสุทธิ์ไมต่ํากวา 98 เปอรเซ็นต สําหรับแตงกวา 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (Genetic purity test) สามารถตรวจสอบโดย
การใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological character) การใชเครื่องหมายทางชีวเคมี 
(Biochemical marker) และดีเอ็นเอเครื่องหมาย (DNA marker) ในการตรวจสอบ โดยเปนการตรวจสอบ
วาเมล็ดพันธุมลัีกษณะทางพนัธุกรรมแบบใด เชน เปนลูกผสม เปนตน off type หรือเปนตนผสม
ตัวเอง (self) ซ่ึงการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรมมีความสําคญัและจาํเปนอยางยิ่งเพราะเปน
ส่ิงแสดงใหเหน็ลักษณะประจําพันธุของพันธุนั้นๆ เปนการยืนยันวาเมล็ดพันธุที่ผลิตไดนั้นมีความ
ตรงตอสายพันธุ ไดมาตรฐานตามที่ตั้งไวหรือไม เปนการสรางความมั่นใจใหแกผูซ้ือวาจะไดรับพนัธุที่
ถูกตองและสรางความนาเชื่อถือใหกับผูขาย 
 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมดวยลักษณะสัณฐานวิทยา 
 

วิธีการโดยทั่วไปที่นิยมใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุคือ
การประเมินจากลักษณะสัณฐานวิทยาหรือการแสดงออกทางสรีระวิทยาของเมล็ดพันธุ ตนกลาและ 
ตนพืชที่เจริญเต็มที่ โดยการสํารวจลักษณะของเมล็ดพันธุและสํารวจในแปลงปลูกซึ่งบอยครั้งจะ
ใหผลการตรวจสอบที่ไมคอยถูกตองและแมนยําเนื่องจากสภาวะแวดลอมที่เปล่ียนแปลงระหวาง
การพัฒนาการของตนพืชมีผลทําใหการแสดงออกของลักษณะสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา
เปล่ียนแปลงไป และนอกจากนั้นวิธีการนี้ใชระยะเวลาในการปลูกและใชแรงงานจํานวนมากและ
เหตุผลหนึ่งที่บริษัทเมล็ดพันธุตางๆยังคงใชวิธีการนี้เนื่องจากเสียคาใชจายในการลงทุนครั้งแรกต่ํา
เนื่องจากไมตองเสียคาใชจายในการสรางหองปฏิบัติการและการจางผูเช่ียวชาญในหองปฏิบัติการ 
(McDonald, 1995) 
 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมดวยเคร่ืองหมายทางชีวโมเลกุล 
 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรมของเมล็ดพนัธุลูกผสมดวยการใช isozyme เปน
วิธีการที่อาศยัหลักการตรวจสอบโปรตนีในเมล็ดพนัธุและในเนื้อเยื่อพืชซ่ึงเปนผลิตผลที่ไดจากการ
แสดงออกของยีน isozyme เปนเครื่องหมายทางชีวเคมีชนิดหนึ่งที่นยิมนํามาใชในการตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมและ isozyme ไดถูกนํามาใชเปนมาตรฐานหรือเกณฑในการตรวจสอบ
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ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของ International Seed Testing Association (ISTA) และไดบรรยายไว
ในหนังสือ Association of Seed Analysis’s Cuktivar Purity testing Handbook (1991) (Della 
Vecchia et al., 1998) แตอยางไรก็ตามการตรวจสอบดวย isozyme มีขอจํากัด เนื่องจากโปรตีนเปน
ผลจากการแสดงออกของยีนดังนัน้สภาพแวดลอมและสภาพในเนือ้เยื่อของพืชมีผลตอการแสดงออก 
ทําใหผลการตรวจสอบมีความผิดพลาดไดบาง นอกจากนั้น isozyme สามารถแยกความแตกตาง
ระหวางพืชไดต่ําเนื่องจากมขีอจํากัดในเรือ่งของความหลากหลายของโปรตีน (Walter et al., 1989) 
 

ในประเทศบราซิล พบวาการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุลูกผสม
มากกวา 80 เปอรเซ็นตของบริษัทผลิตเมล็ดพันธุไดใช isozyme ตรวจสอบ แตเทคนิคนี้มีขอจํากดัที่
ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุพืชในบางชนิด โดยเฉพาะในพืชผักและไมดอกพบวา
มีความแตกตางของ isozyme หรือโปรตีนระหวางพอแมนอยมาก สําหรับดีเอ็นเอเครือ่งหมายชนิด 
RAPD นั้นไดรับความนยิมในการนาํมาใชตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมเพิ่มมากขึน้เนื่องจาก
เปนเทคนิคใหมที่ไมจําเปนตองใชผูเชี่ยวชาญมากแตพบวายังคงมีตนทุนคาใชจายที่สูงเมื่อเปรยีบเทยีบ
กับการใช isozyme (Della Vecchia et al., 1998) 
 

Burg and Van den Berg (1996) พบวาสามารถใช isozyme หรือ วิธีการ Isoelectric 
focusing (IEF) ตรวจสอบความเปนลูกผสมในพืชผักที่สําคัญ เชน เมลอน มะเขือเทศ พริก แตงโม 
แตงกวา ผักวงศกะหล่ําได และพบวาแรงงาน 1 คนสามารถตรวจสอบไดมากถึง 1,536 เมล็ดตอวนั 
โดยมีคาใชจายประมาณ 4.40 บาท (+0.11US$) ตอตัวอยาง 1 เมล็ด โดยเปนตนทุนคาสารเคมี วัสดุ
และเครื่องมือที่ใชในเทคนิค electrophoresis และ Wang et al. (2001) สามารถใชเทคนิค UTIEF 
(ultra thin layer isoelectric focusing) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมในขาวไดด ี
 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมดวยดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย 
 

ดีเอน็เอเครื่องหมาย (DNA marker) เปนวธีิการหนึ่งที่สามารถใชในการจําแนกและตรวจสอบ
ความตรงตอสายพนัธุไดเปนอยางดี เนื่องจากดเีอน็เอไมวาจะอยูสวนไหนของตนพืชกไ็มเปลี่ยนแปลง 
การวิเคราะหสามารถตรวจสอบไดทุกเวลา โดยส่ิงแวดลอมภายนอกไมมีผลกระทบตอการ
เปล่ียนแปลง  
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Zhang et al. (1997) ไดใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ RAPD ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรมของตนกลาพันธุพิทูเนีย (Petunia hybrida Vilm) และเมล็ดพันธุ cyclamen (Cyclamen 
persicum Mill.) พบวาสามารถใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว 
 

Phillip et al. (2000) ไดใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ RAPD ในการประเมินความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมในกะหล่ํา (Brassica oleracea var. capitata) ลูกผสมชั่วที1่ จํานวน 241 ตนโดยใช
ไพรเมอรจํานวน 2 คู สามารถตรวจพบตนที่ผสมตัวเอง (self-pollination or sib) ผสมอยูใน seed 
sample และเมื่อเปรียบเทียบกับการตรวจสอบดวย GOT และ isozyme พบวา RAPD มีประสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบเมล็ดพันธุกระหล่ําลูกผสมพันธุการคาไดด ี
 

Ashok and Parkhi (2005) ไดใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนดิ RAPD, ISSR และ SSR ในการ
ตรวจสอบความแตกตางระหวางพอแมพันธุฝายลูกผสมและใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรมในฝายลูกผสมได ซ่ึงใชระยะเวลาสั้นและนาเชื่อถือ 
 

Yashitola et al. (2002) ไดใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ ISSR และ SSR ตรวจสอบความเปน
ลูกผสมและเปอรเซ็นตความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมในขาว (Oryza sativa L.) โดยใชดีเอ็นเอจากตน
กลาขาวอายุ 6 วัน มาทําการตรวจสอบ พบวาดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ SSR เหมาะสมสําหรับใช
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมในขาวลูกผสม 
 

Smith and Register (1998) ไดเขียนบทความเกียวกับวิสัยทัศนของบรษิัทเมล็ดพันธุที่มีตอ
การใชเทคโนโลยีในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม ซ่ึงกลาวไววาการใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาในการประเมนิความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมไดรับความนิยมในสมัยกอน แตวิธีการนี้มี
ขอจํากัดคือตองใชระยะเวลาในการตรวจสอบที่ยาวนานโดยเฉพาะในกรณีที่ตองทดสอบซ้ํา มี
คาใชจายสูงและไมนาเชื่อถือ ซ่ึงลักษณะทางสณัฐานวิทยาบางครั้งไมสามารถใหขอมูลเกี่ยวกบั
ความบริสุทธิ์ทางพนัธุกรรมเกีย่วกบัลักษณะที่จาํเพาะเชน ลักษณะดานคณุภาพของเมล็ดพนัธุ การ
ตานทานตอโรคหรือตานทานตอสารกําจัดศัตรูพืช สวนการใชเครื่องหมายทางชีวเคมี เชน isozyme 
สามารถใชจําแนกสายพันธุพืชหลายชนดิได ซ่ึงในขาวโพดไดใช isozyme มานานกวา 20 ป สําหรับ
เทคโนโลยีดีเอ็นเอเครื่องหมาย PCR based เชน RAPD และ SSLP มีประสิทธิภาพในการจําแนก
สายพันธุและมีความรวดเร็วมากกวา isozyme และการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตอยางไรก็ตาม
ดีเอ็นเอเครื่องหมายกไ็มสามารถนํามาใชแทน isozyme ไดในกรณีที่ตองทดสอบเมล็ดพันธุใน
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ปริมาณมากๆเนื่องจากการใชดีเอ็นเอเครื่องหมายจะมีคาใชจายสูง แตถาหากมีการเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการใชดีเอน็เอเครื่องหมายโดยทําใหสามารถตรวจสอบไดคร้ังละจํานวนมากๆ และรวดเรว็เชน 
การใชเครื่อง Automate DNA sequencer, micro-array และ สนิปส (Single nucleotide 
polymorphism: SNP) ก็อาจจะนํามาใชทดแทน isozyme ได นอกจากนั้น Smith and Register กลาววา
ตนทุนที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของขาวโพด (Zea may L.) ดวยเทคนคิ 
IEF ในป 1998 มีคาประมาณ 2 บาทตอตัวอยาง (0.05US$) สวนเทคนิค RAPD และ SSLP มีความ
รวดเร็วและมตีนทุนที่ต่ํากวา RFLP คือมีตนทุนประมาณ 0.2 US$ ขณะที่ RFLP มีตนทุนประมาณ 
1-2 US$ 
 
ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายทางชีวเคมีและดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิด Microsatelliteในพืชวงศแตง 
 

มีการสรางเครื่องหมายทางชวีเคมีและดีเอน็เอเครื่องหมาย เชน isozyme, RAPD, และ 
RFLP ในแตงกวา โดย Dijkhuizen et al.(1996) และ Serquen et al. (1997) ซ่ึงพบวาเครื่องหมายทาง
ชีวเคมีและดีเอ็นเอเครื่องหมายเหลานี้มีขอจํากัดสําหรับการนําไปใชเปนเครื่องหมายชวยการคัดเลือก
เพื่อการปรับปรุงพันธุ ดังนั้น Katzir et al. (1996) ไดพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite
ในแตงกวา (cucumis sativus L.)ในฟกทองและแตงโม (Cucurbita and Citrullus) ขึ้น โดยสามารถ
พัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatelliteไดจํานวน 20 ตําแหนงและดเีอ็นเอเครื่องหมาย 12 
ตําแหนง (60%) แสดงจํานวนอัลลีล 2-5 อัลลีลตอตําแหนง โดยมีดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด 
microsatellite ของแตงกวาเพยีง 7 ตําแหนง ซ่ึงไมเพยีงพอสําหรับนาํไปใชในการศึกษาทางพนัธุกรรม
แตงกวา จากนั้น Danin-Poleg et al. (2001) ไดพัฒนาและจําแนกลักษณะดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ 
microsatellite ในแตงกวาและเมลอนดวยวธีิการโดยทั่วไปแบบดั้งเดมิ คือการสราง genomic library
ในเมลอนและสราง cDNA library ในแตงกวาและไดคดัเลอืกจากลําดบัเบสที่มี microsatellite ดีเอน็เอ
จากฐานขอมูล ไดจํานวน 61 ตําแหนง และใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิดนี้ศึกษาความหลายหลายทาง
พันธุกรรมในแตงกวาจํานวน 10 ตําแหนง และในเมลอน 30 ตําแหนง พบวาสามารถจําแนกความ
แตกตางระดับจีโนไทปไดเปนอยางดแีละยงัสามารถใชในการตรวจสอบขามชนิดระหวางแตงกวา
และเมลอนได นอกจากนั้นไดเปรียบเทียบลําดับเบสของ PCR product ที่เพิ่มปริมาณไดทั้งใน
แตงกวาและเมลอนดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ดีเอ็นเอ 5 ตําแหนง พบวาแตงกวา
และเมลอนมีลําดับเบสที่เหมอืนกันสูงมาก (highly conserved) ซ่ึงสาเหตุนาจะเกิดจากการเกดิ 
mutation แบบ insertion ในบริเวณ 5 ตําแหนงที่ทําการศึกษา 
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Patricia et al. (2004) พัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในเมลอนดวยวิธีการ 
enrichment genomic library เพื่อใชศึกษาพันธุกรรมของเมลอน พบวาดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 
65 ตําแหนงแสดงความแตกตางระหวางสายพันธุเมลอนและสามารถใชศึกษาพันธุกรรมในเมลอน 
เชนศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ความสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic 
distant) ตรวจสอบเอกลักษณทางพันธุกรรม (identity test) และสามารถใชจําแนกความแตกตาง
ระดับจีโนไทปในแตงกวา, แตงโมและฟกทองได ซ่ึงทําใหลดคาใชจายในการพัฒนาดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิดนี้ขึ้นใหม 
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แนวความคดิและทฤษฎีทางเศรษฐศาสตร 
 
ตนทุนการผลิตระยะสั้น (Short run cost) 
 

ตนทุนการผลิต หมายถึง ตนทุนของปจจัยการผลิตทั้งหมดที่ใชในการประกอบธุรกิจหรือ
การทําฟารม ซ่ึงสามารถจําแนกออกเปนสองชนิด คือตนทุนคงที่และตนทุนผันแปร 
 

ตนทุนคงที่ทั้งหมด (Total fixed cost; TFC) คือ ตนทุนหรือคาใชจายที่ใชในการผลิตที่ไม
เปล่ียนแปลงตามปริมาณการผลิตระยะสั้น ไมวาผูผลิตจะผลิตเปนปริมาณมากนอยเทาใดก็ตามผูผลิต
จะเสียตนทุนการผลิตคงที่ ไดแก เงินเดอืนประจํา คาเชาที่ดิน คาเสื่อมราคาของเครื่องมือและ 
อุปกรณและคาเสียโอกาสของเงินลงทุน (Opportunity cost) ซ่ึงตนทุนเหลานี้จะจายเปนรายเดือน
หรือรายป ซ่ึงมีรายละเอียดเพิ่มเติมดังนี ้
 

คาใชที่ดินหากเปนที่ดนิของตนเอง คิดจากคาเชาเปนคาเสียโอกาส (Opportunity cost) ใน
การใชที่ดิน  
 

คาเสื่อมราคา (Depreciation cost)  หมายถึง ทรัพยสินหรือเครื่องมืออุปกรณที่มีอายุการใช
งานไดนานหลายป (Durable goods) เชน เครื่องชั่งน้ําหนัก เครื่อง PCR ฯลฯ ซ่ึงมูลคาและราคาจะ
เปล่ียนแปลงไปตามสภาพอนัเนื่องมาจากการใชแลวสึกหรอ ซ่ึงสวนมากเปนอุปกรณที่ใชในการ
ดําเนินงานและเปนเครื่องมอืถาวร โดยทัว่ไปมักจะคิดเปนคาเสื่อมราคาเปนตนทุนคงที่ตอหนึ่ง
หนวยเวลา สามารถคํานวณไดหลายวิธี แตวิธีที่นิยมโดยทั่วไปคือการคิดคาเสื่อมราคาโดยวิธีแบบ
เสนตรง (Straight-line method) 
 

คาเสื่อมราคา/หนวยเวลา = (ราคาซื้อ – มูลคาซาก) / ระยะเวลาที่คาดวาจะใชงาน (หนวยเวลา) 
 

ตนทุนผันแปรทั้งหมด (Total variable cost; TVC) คือตนทุนการผลิตหรือคาใชจายทีใ่ชใน
การผลิตที่เปล่ียนแปลงตามปริมาณการผลิต ในทางดานการเกษตร องคประกอบของตนทุนเหลานี้
ไดแก คาเมล็ดพันธุหรือตนพันธุ คาวัสดเุพาะกลา คากระบะปลูก คาปุย คาสารเคมี คาน้ํามัน 
คาแรงงานจาง (hired labor) คาจาง คาซอมแซมเครื่องมือและอุปกรณและคาเสียโอกาสของปจจัย
การผลิต (opportunity cost of factor) ในทางดานหองปฏิบัติการ องคประกอบของตนทุนเหลานี้ไดแก 
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คาวัสดุและอุปกรณส้ินเปลือง คาสารเคมีตางๆ คาแรงงาน คาจาง คาซอมแซมเครื่องมือและอุปกรณ 
และคาเสียโอกาสของปจจัยการผลิต (opportunity cost of factor) 
 

คาเสียโอกาสของเงินที่ใชในการซื้อปจจัยการผลิต หมายถึง คาเสียโอกาสของเงินที่ผูผลิต
นําไปใชซ้ือปจจัยการผลิตที่เจาของควรจะไดรับหากนําเงินจํานวนนีไ้ปใชในการลงทุนอยางอื่นๆ 
เชน ฝากธนาคาร 
 

นอกจากคํานวณตนทุนจะแบงเปนตนทุนคงที่และตนทุนผันแปรแลว ยังสามารถพิจารณา
เปนตนทุนที่เปนตัวเงินและตนทุนที่ไมเปนตัวเงิน 
 

ตนทุนที่เปนเงนิสด (Cash cost) หมายถึง ตนทุนที่ผูผลิตจายออกไปจริงในรูปเปนเงนิสด 
ไดแก คาปจจยัการผลิตตางๆ เชน คาพนัธุ คาสารเคมี คาวัสดุอุปกรณ คาแรงงานจาง และคาซอมแซม
วสัดุอุปกรณ 
 

ตนทุนที่ไมเปนเงินสด (Non-cash cost) หมายถึงตนทุนที่ผูผลิตไมไดจายจริงเปนเงนิสดใน
การผลิตแตถือวาเปนสวนหนึ่งของตนทุนการผลิตไดแก คาแรงงานในครัวเรือน คาเสื่อมราคา คา
เสียโอกาสเงินลงทุนตนทุนคงที่และตนทนุผันแปร 
 

ตนทุนทั้งหมด (Total cost; TC)  
 

ตนทุนทั้งหมด ไดจากการรวมตนทนุคงที่ทัง้หมด(Total fixed cost; TFC) และตนทนุผันแปร
ทั้งหมด (Total variable cost; TVC) ทั้งที่เปนเงินสดและไมเปนเงินสดเขาดวยกัน ดังแสดงในสมการ 
 

TC  = TFC + TVC 
TC = ตนทุนรวมของการผลิตทั้งหมด (บาท/หนวยการผลิต) 
TFC = ตนทุนคงที่ของการผลิตทั้งหมด (บาท/หนวยการผลิต) 
TVC = ตนทุนผันแปรของการผลิตทั้งหมด (บาท/หนวยการผลิต) 
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การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิต 
 

การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตเปนการวิเคราะหเพื่อประเมนิหา
หนทางการลดตนทุนการผลิตในอนาคต ในกรณหีากมกีารเปลีย่นแปลงตางๆ เกดิขึ้นแลวจะสงผล
กระทบตอตนทุนการผลิตอยางไร เชน ราคาวัตถุดิบที่ใชในการผลิตมีการเปลี่ยนแปลงที่เพิ่มขึ้นหรือ
ลดลงหรือมีวธีิการและขั้นตอนการผลิตที่เปล่ียนแปลง ปจจัยเหลานี้มผีลกระทบตอตนทุนที่อาจทาํ
ใหเปล่ียนแปลงได ดังนั้นเพื่อเปนแนวทางและเปนขอมูลสําหรับการตดัสินใจเลือกใชเทคโนโลยี
การผลิตและใชเปนแนวทางในการปรับเทคโนโลยีใหเหมาะสม การวิเคราะหความเปนไปไดของ
การลดตนทุนการผลิตก็เปนหนทางหนึ่งทีช่วยในการจดัการใชเทคโนโลยีไดอยางด ี
 
การศึกษาทางเศรษฐศาสตรเก่ียวกับตนทุนของการใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในการตรวจสอบ 
 

Haydn et al. (2005) ไดวิเคราะหตนทนุดานเศรษฐศาสตรของการใช marker-assisted 
selection (MAS) หรือดีเอ็นเอเครื่องหมายชวยในการคัดเลือกในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุขาว
สาลี โดยทําการออกแบบจําลองสถานการณของการปรับปรุงพันธุดานประสิทธิภาพทางพันธุกรรม 
และประสิทธิภาพทางเศรษฐศาสตรพบวา MAS ไมเพียงแตชวยในการปรับปรุงพันธุใหมี
ประสิทธิภาพแตยงัคงชวยลดตนทนุในการปรับปรุงพนัธุไดถึง 40% และขอมูลทางเศรษฐศาสตรจะ
ชวยประกอบการตัดสนิใจของนักปรับปรุงพันธุวาจะเลือกใชรูปแบบการปรับปรุงพนัธุแบบใด  
 

Dreher et al. (2003) ไดศึกษาเปรียบเทยีบตนทุนระหวางการใช marker-assisted selection 
(MAS) และการใชการคัดเลือกทางสัณฐานวิทยา (การคัดเลือกแบบดั้งเดิม) ในการคัดเลือกตน
ขาวโพดที่มียนี opaque2 ในประเทศเมก็ซิโก ณ International Maize and Wheat Improvement 
Center (CIMMYT) โดยใช spreadsheet-based budgeting approach ชวยในการคาํนวณ พบวา 1.) 
รายละเอยีดงบประมาณมีความจําเปนที่จะตองนํามาใชในการวิเคราะหตนทุนของการใช MAS และ
การคัดเลือกแบบดั้งเดิม เพือ่ใชสําหรับโครงการปรับปรุงพันธุ 2.) การเปรียบเทียบตนทุนตอหนวย
ของทั้งสองวิธีจะชวยใหเปนประโยชนตอการตัดสนิใจของผูจัดการงานวจิัยและพบวามปีจจยัอ่ืนๆ
เชนเวลามีสวนสําคัญตอการเลือกวิธีทดสอบ 3.) วิธีการทั้งสองวิธีบางครั้งไมสามารถทดแทนกนัได
ซ่ึงขึ้นอยูกับความเปนจริงของการดําเนินงาน 4.) เมื่อใชขอมูลที่ไดจากการสังเกตจากโปรแกรมการ
ปรับปรุงพันธุ Spreadsheet-based budgeting approach สามารถชวยผูจัดการงานวิจยัที่จะปรับปรุง
ประสิทธิภาพของวิธีการตรวจสอบและจะชวยประกอบการตัดสินใจเลือกใชเทคโนโลยใีนอนาคตและ
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พบวาตนทนุตอหนวยของการใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatelliteในการคัดเลือกตนขาวโพด 
5,000 ตนมีคาประมาณ 76 บาทตอตน (1.91US$: 1US$=40฿) ขณะที่ใชการคัดเลือกแบบดั้งเดิมคือ
การใชการคัดเลือกทางฟโนไทปในแปลงปลูกมีคาประมาณ 190-230 บาทตอตน (4.74 US$-5.74 
US$) 
 

LUFA Augustenberg (เอกสารไมไดตีพิมพ) แสดงตนทนุของการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมในขาวโพดโดยใช isozyme, SSLP และUTLIEF มีคาประมาณ 75 บาทตอตัวอยาง 
(1.87 US$) 20 บาทตอตัวอยาง (0.49 US$) และ 6 บาทตอตัวอยาง (0.14 US$) ตามลําดับ 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 
1. แตงกวา (Cucumis sativus L.) จํานวน 8 accessions โดยทําการคัดเลอืก จากศูนยวจิัย

พืชผักเขตรอน (Tropical Vegetable Research Center, TVRC) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จ.นครปฐม แตงกวา 6 สายพนัธุ จากบริษัทเจียไต จํากดั และแตงกวา 2 สายพันธุ จาก
บริษัทอีสตเวสทฺซีด จํากัด (ตารางที่ 4) 
 

2. พืชวงศแตงพนัธุการคาจํานวน 4 ชนิด ไดแก แคนตาลูป (Cucumis melo L.), แตงโม 
(Citrullus vulgaris), ฟกทอง (Cucurbita spp.) และมะระ (Momordica charantia L.) จากบรษิัทเจยีไต 
จํากัด และบรษิัทอีสตเวสทซีฺดจํากัด เพื่อใชในการตรวจสอบจีโนไทปขามสายพันธุ (ตารางที่ 4) 
 

3. พอและแมพันธุที่ใชในการผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) พันธุ CUA, 
CUB, CUC และ CUD และลูกผสมแตงกวาชั่วที่ 1 (F1) จํานวน 120 ตนตอพันธุ จากบริษัทเจยีไต 
จํากัด เพื่อใชสําหรับตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (genetic purity testing) 
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ตารางที่ 3  แตงกวา 8 accessions, แตงกวา 8 สายพันธุและพืชวงศแตงพันธุการคาจํานวน 4 ชนิด  
    ที่ใชในการศึกษา 

 
Accession ชื่อวิทยาศาสตร แหลงที่มา การศึกษา 

CS025 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 
CS026 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS054 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS087 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS038 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS043 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS078 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

CS082 Cucumis sativus L. TVRC DNA polymorphism 

ทอง 819 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 
มงกุฎ 002 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 

มาลัย 759 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 

อมตะ 1 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 

อมตะ 2 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 

นินจา 179 Cucumis sativus L. บริษัทเจียไต DNA polymorphism 

มินิซี Cucumis sativus L. บริษัทอีสตเวสทฺซีด DNA polymorphism 

บิ๊กซี Cucumis sativus L. บริษัทอีสตเวสทฺซีด DNA polymorphism 

ปริ้นเซส 434 Cucumis melo L. บริษัทเจียไต Cross-amplification 
แร็พเตอร 515 Citrullus vulgaris บริษัทเจียไต Cross-amplification 

ศรีเมือง 016 Cucurbita spp. บริษัทเจียไต Cross-amplification 

เขียวหยก 68 Momordica charantia L. บริษัทอีสตเวสทฺซีด Cross-amplification 
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วิธีการ 
 
การสราง Enriched genomic library แตงกวา  
 

1. การสกัดดีเอ็นเอแตงกวาและพืชวงศแตง 
 

สกัดดีเอ็นเอจากแตงกวาและพืชวงศแตงโดยใชวิธีของ Fulton et al. (1995) ซ่ึงมีวิธีการ
ดังนี้ 
 

1.1 นําใบออนจากสวนยอดของตนกลาแตงกวาอายุประมาณ 7-15 วัน นบัจากวนั
เพาะเมล็ด จํานวน 1-2 ใบ หรือน้ําหนกัประมาณ 0.5-1 กรัม ใสในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เตรียม buffer ซ่ึงประกอบดวย Extraction buffer [0.35M sucrose, 0.1M Tris-base (pH7.5), 5mM 
EDTA (pH7.5)], Nuclei lysis buffer [0.2M Tris-base, 0.05M EDTA, 2M NaCl, 2% CTAB], 5% 
Lauryl sarcosine ในอัตราสวน 2.5:2.5:1 จากนั้นเติม 1% Sodium metabisulfite (NaHSO4) และ1% 
Polyvinyl Pyrolidone (PVP) ผสมใหเขากนั เติม buffer ปริมาณ 200 μl บดดวยสวานไฟฟาจน
ละเอียด แลวเติม buffer 550 μl ผสมใหเขากัน จากนั้นนําไปบมทีอุ่ณหภูม ิ 65 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 30-60 นาที 
 

1.2 เติม Chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาณ 1 เทาของสารละลายที่มีอยู
ผสมใหเขากันอยางเบาๆประมาณ 5 นาที (หรือ 50-100 ครั้ง) แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาที 
 

1.3 ดูดสวนใสใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นตกตะกอนดวย isopropanol ปริมาณ 1 
เทาของสารละลายที่มีอยู พลิกกลับหลอดเบาๆ จนสังเกตเหน็สายดีเอ็นเอตกตะกอน นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 10 นาท ี
 

1.4 เทสวนใสทิ้ง แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol 1 มิลลิลิตร นําไปปน
เหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เท 70% ethanol ทิ้ง จากนั้นทาํใหแหงโดยผึ่ง
ไวที่ อุณหภมูหิอง 1 ชั่วโมง หรือ อบที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 5-10 นาท ี
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1.5 เติม 1X TE Buffer [10mM Tris-HCl (pH8.0), 1mM EDTA (pH8.0)] ปริมาณ 
30 μl เพื่อละลายดีเอ็นเอ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จนดีเอ็นละลายหรือประมาณ 2 
ชั่วโมง จากนัน้เก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชในขัน้ตอนตอไป 
 

2. การตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ 
 

แยกขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอดวยวิธี electrophoresis(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส 
0.8% ผานสารละลายตัวกลาง 1X TAE buffer จากนั้นตรวจวดัปริมาณดีเอน็เอดวยการยอม 
ethidium bromide โดยเปรยีบเทียบขนาดกับโมเลกุลของดีเอ็นเอมาตรฐาน (Lambda DNA 100 ng) 
 

3. การตัดและเชือ่มตอชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
 

ตัดจีโนมิคดีเอน็เอแตงกวาปริมาณ 500 นาโนกรัม ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Tru 9I 
(Promaga) จํานวน 10 ยูนิต บมไวที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นเชื่อมตอ
สายดีเอน็เอกับ 100 pmol Tru 9I adapter (5’-GAC GAT GAG TCC TGAG) ดวย 1 ยูนิต T4 DNA 
ligase (Promaga, USA) และ 10 mM ATP นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
จากนั้นนํามาเจือจางดวย dH2O 10 เทา เพื่อนําไปใชเพิ่มปริมาณดวยวิธี PCR 
 

4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ (Enrichment of DNA template) 
 

เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยวิธี PCR ซ่ึงประกอบดวยดีเอ็นเอประมาณ 50 ng, 1mM dNTP, 
1X PCR buffer [10 mM Tris-HCl (pH8.8), 50 mM KCl, 0.08% Nonidet P40], 1.5 mM MgCl2, 10 
μM Tru 9I primer และ1 ยูนติ Taq DNA polymerase ในปริมาตรรวม 50 μl จากนั้นสังเคราะหดีเอน็
เอเปาหมายดวยเครื่องควบคมุอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยมกีารเปลี่ยนแปลงอุณหภูมใินแตละรอบดังนี ้
denaturation ที่อุณหภูม ิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ี annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวน
ทั้งหมด 20 รอบ  
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5. การดักจับชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ํา 
 

5.1 ดักจับสายดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ําดวย 0.5 μg biotinylated oligonucleotide [B-
(CT)15] โดยเตมิ B-(CT)15   จํานวน 5.6 μl และ 6X SSC/0.1%SDS จํานวน 44.4 μl ใน PCR product ที่
มีปริมาตร 50 μl ปริมาตรรวม 100 μl จากนั้นบมในเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ ที่อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที และคอยๆลดอุณหภูมิลง 1.5 องศาเซลเซียส ทุก 1 นาที จนกระทั่ง
อุณหภูมิลดลงที่ 60 องศาเซลเซียส และบมตอเปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 

5.2 เตรียม Dynabeads M-280 Streptavidin ที่เปนพาราแมกเนติก (10μg/μl) จํานวน 
20 μl โดยลางดวย 6X SSC ปริมาตร 200 μl จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นแช ดวย 6X SSC ปริมาตร 200 μl 
 

5.3 เติมดีเอ็นเอที่บมไว ลงใน Dynabeads M-280 Streptavidin ที่เตรียมไวใน ขอ 5.2 
จากนั้น บมทีอุ่ณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (เขยาเบาๆทุก 5 นาที) เพื่อใหอนุภาค
เหล็กที่ถูกเคลอืบดวย streptavidin เขายึดเกาะกับ biotin 
 

5.4 ใชแทงแมเหล็ก [magnetic separation stand (Promaga, USA)] ดึงอนุภาคพารา
แมกเนติกที่มช้ิีนดีเอ็นเอที่มลํีาดับเบสซ้ําออกมา 
 

5.5 ลางสวนประกอบอื่นๆออกโดยเติม 6X SSC/0.1% SDS ปริมาตร 200 μl บมไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง จากนั้นลางดวย 6X SSC/0.1% SDS ปริมาตร 200 μl 
บมไวที่อุณหภมูิ60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง และลางดวย 6X SSC บมไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง 
 

5.6 เติม 0.1N NaOH ปริมาตร 50 μl และบมไวที่อุณหภมู ิ 60 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 นาที และเติม 1M Tris-HCl (pH 8.0) ปริมาตร 50 μl จากนัน้ดึงเฉพาะสวนใส นําไปสกัดและ

ทําความสะอาดชิ้นสวนดีเอน็เอดวย Nucleo Spin® Extract (Macherey-Nagel) spin column 
 

5.7 เพิ่มปริมาณชิน้สวนดเีอ็นเอโดยวิธี PCR ซ่ึงประกอบดวย, 1mM dNTP, 1X PCR 
buffer [10mM Tris-HCl (pH8.8), 50mM KCl, 0.08% Nonidet P40], 1.5mM MgCl2 10μM Tru 9I 
primer และ1 ยูนิต Taq DNA polymerase ในปริมาตรรวม 50 μl จากนั้นสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมาย
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ดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมอัิตโนมัติ โดยเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในแตละรอบดังนี้ denaturation ที่
อุณหภูม ิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที annealing ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที จํานวนทั้งหมด 35 รอบ จากนั้น

นําผลิตผลจาก PCR (PCR product) ไปทําความสะอาดโดยใช Nucleo Spin® Extract (Macherey-
Nagel) spin column อีกครั้ง และนํา PCR product ไปใชสราง genomic library 
 

6. การสราง Genomic library 
 

เชื่อมตอช้ินสวนดเีอ็นเอกับเวคเตอรชนิดพลาสมิด (pGEM®-T Easy Vector System, 

Promega) ขนาดประมาณ 3 กิโลเบส ความเขมขน 50 μg/μl อัตราสวน insert:vector คือ 3:1 โดย
ใน ligation reaction 10 μl ประกอบดวย p-GEM-T Easy Vector 25 ng, insert 75 ng, 2X Rapid 
ligation buffer 5 ul และเอนไซม T4 ligase 3 ยูนิต/μl จากนั้นนาํไปบมไวที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนัน้นําพลาสมิดลูกผสมถายเขาสูเซลลเจาบาน เซลแบคทีเรีย 
E. coli สายพนัธุ DH10B ดวยวิธี electroporation  (Dower et al., 1988) โดยใชเครื่อง Gene PulserTM 

(BioRad, USA) โดยมีขั้นตอนดังนี ้
 

6.1 นําดีเอ็นเอของพลาสมิดลูกผสม 1 μl และเซลลแบคทีเรีย E. coli  สายพันธุ 
DH10B 40 μl ใสใน cuvette จากนัน้ถายพลาสมิดดีเอ็นเอเขาเซลลแบคทีเรียโดยใชเครื่อง Gene 
PulserTM (BioRad, USA) ที่ระดับกระแสไฟฟา 2.5 KV เปนเวลาประมาณ 0.5 วินาท ี
 

6.2 ใสอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย สูตร SOC (2% Tryptone, 0.5% Yest extract, 
10mM NaCl, 2.5mM KCl, 10 mM MgCl2, 20 mM glucose) ปริมาตร 1,000 μl และบมโดยการเขยา
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 

6.3 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียที่มพีลาสมิดลูกผสมในอาหารแข็งสูตร LB (Luria-Bertani 
medium: 1% Tryptone, 0.5% Yest extract, 1% NaCl, 1.5% Agar-agar) ที่ประกอบดวย 0.1 g/ml 
ampicillin, 0.2 mM/ml X-Gal และ 0.1 mM/ml IPTG บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
16 ช่ัวโมง จากนั้นคดัเลือกโคโลนีดวยวธีิ Blue white colony selection โดยสุมเลือกเฉพาะ
แบคทีเรียโคโลนีที่มีสีขาวซ่ึงจะมพีลาสมดิลูกผสมที่มีดเีอน็เอของแตงกวาจากนัน้เลี้ยงไวในอาหาร
เหลวสูตร LB ปริมาตร 20 μl 
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6.4 เพิ่มปริมาณเซลลโดยการเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และ
บมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ชั่วโมง 
 

6.5 นําเซลลปริมาตร 500 μl เก็บใน 50% glycerol ปริมาตร 500 μl ที่อุณหภูม ิ -80 
องศาเซลเซียส นําเซลลที่เหลือปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ไปสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

7. การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ 
 

การสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอใชวิธีการของ Sambrook et al. (1989) ซ่ึงมีวิธีการดังนี ้
 

7.1 นําเซลที่เล้ียงไวจากขอ 6.5 มาใสหลอดทดลองขนาด 1.5 ml ปนเหวีย่งที่ระดับ
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสารละลายสวนบนทิ้ง สลายผนังเซล
แบคทีเรียดวยการเติมสารละลาย Solution I [50 mM Tris-HCl (pH7.5), 10mM EDTA, 100 ug/ml 
RnaseA] ปริมาตร 200 μl ผสมสารละลายใหเขากันดวยเครื่อง Vortex จากนั้นทําใหผนังเซลแตก
ดวยการเติมสารละลาย Solution II [0.2M NaOH, 1% SDS] ปริมาตร 200 μl ผสมสารละลายให
เขากัน ตกตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอดวยสารละลาย Solution III [1.32M CH3COOK (pH4.8)] 
ปริมาตร 200 μl ผสมสารละลายใหเขากัน ปนเหวี่ยงที่ระดับความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที นําสวนใสมาใช 
 

7.2 เติม Isopropanol ประมาณ 0.6 เทาของปริมาตรสวนใส บมไวที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เขยาใหใหเขากัน ปนเหวีย่งที่ระดับความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 5 นาที เติม 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เท 70%ethanaol ทิ้ง จากนั้นอบใหแหง
ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 15 นาที เติม TE Buffer pH8 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 50 μl และนําพลาสมิดดีเอ็นเอไปคัดเลือกดวยวธีิ Dot blot hybridization 
 

8. การคัดเลือกโคลนที่มี Microsatellite ดีเอ็นเอจาก Enriched genomic library  
 

ทําการคัดเลือกชิ้นสวนดเีอ็นเอที่มี microsatelliteดีเอน็เอดวยวิธี Dot Blot hybridization 
(DIG System, Boehringer Mannheim) โดยนําพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแตละโคลนมา
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ตรวจสอบโดยวิธี hybridization ดวยตวัตรวจสอบที่เปนโอลิโกนิวคลีโอไทด (CT)10 โดยมีขั้นตอน
ดังนี ้

 
8.1 นําพลาสมิดดีเอ็นเอที่สกัดไดจากแตละโคลนปริมาณ 1 μl มาหยดลงบนไนลอน

เมมเบรน [Hybond-N+ nylon membrane (Amersham, USA)] จากนัน้อบแผนไนลอนเมมเบรนให
แหงที่อุณหภูม ิ65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที 
 

8.2 เติมสารละลาย Hybridization solution [20X SSC, 10% Blocking, Lauryl 
sarcosine, 20% SDS] บมไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง 
 

8.3 ตมสารละลายที่ประกอบดวยสารละลาย Hybridization กับ โพรบ (CT)10 เปน
เวลา10 นาที เพื่อแยกสายโอลิโกนิวคลีโอไทดใหเปนสายเดี่ยว นําสารละลายแชลงในน้ําแข็งเพื่อ
ปองกันการจบัคูของสายโอลิโกนิวคลีโอไทด จากนัน้ Hybridize กับเมมเบรนและบมไวที่อุณหภมูิ 
65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง 
 

8.4 ตรวจสอบผลการ hybridize โดยการลางแผนเมมแบรนดวย 2X SSC/0.1%SDS 
โดยเขยาและบมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 15 นาที จํานวน 1 คร้ัง จากนั้นลางดวย0.5X 
SSC/0.1%SDS โดยเขยาและบมที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง, ลาง
ดวยBuffer I และ Malic acid โดยเขยาและบมที่อุณหภมูิหองเปนเวลา 2 นาที จํานวน 1 คร้ัง, ลาง
ดวย Buffer II โดยเขยาและบมที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 30 นาที จาํนวน 1 คร้ัง, จากนัน้ลางดวย 
Buffer II และ anti dig โดยเขยาและบมทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที จํานวน 1 คร้ัง, ลางดวย 
Buffer I และ Tween 20 โดยเขยาและบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที จํานวน 2 คร้ัง, ลางดวย 
Buffer I และ Malic acid โดยเขยาและบมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที จํานวน 1 คร้ัง, ลางดวย 
Buffer III บมโดยเขยาที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 คร้ัง 
 

8.5 ผสมBuffer III และ BCIP/NBT Phosphates Substrate System (KPL;Kirkegard 
Perry Laboratories) และเติมลงบนแผนเมมเบรน ทิ้งไวในที่มืดเปนเวลา 30 นาที จากนั้นตรวจสอบ
การแสดงผล Dot blot hybridization จากสีที่ปรากฏ 
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9. การวิเคราะหลําดับเบสและออกแบบไพรเมอร 
 

สกัดพลาสมิดดีเอ็นเอผานการคัดเลือกจากวิธีการ Dot Blot Hybridization โดยวิธีการ
ผาน column เพื่อนําไปใชในการหาลําดบัเบส วิธีการสกัดประกอบดวยข้ันตอนตามขอ 7.1 และ
ขั้นตอนดังนี ้
 

9.1 เติมสารละลาย Celite [0.44 mM Guanidine HCl, Solution III, 1.5g Celite] 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
 

9.2 ลางสารละลายที่มีพลาสมิดดีเอ็นเอใน Column ดวยสารละลาย column wash 
[200mM NaCl, 20mM Tris-HCl(pH7.5), 5mM EDTA (pH7.5), 95% ethanol] ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
จํานวน 2 คร้ัง  
 

9.3 ปนเหวี่ยงที่ระดับความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ใชสวนใส
ที่ไหลผาน column จากนั้นเติม TE Buffer pH8 อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  ปริมาตร 30 μl 
เก็บพลาสมิดดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

9.4 สงพลาสมิดดีเอ็นเอไปหาลําดับเบส โดยใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติของ
บริษัท Macrogen ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 
 

10. การออกแบบไพรเมอร 
 

นําผลการหาลําดับเบสมาออกแบบไพรเมอรโดยใชคาพารามิเตอร คือ ใหมีขนาดความ
ยาวของไพรเมอรอยูระหวาง 20-28 คูเบส คาTm อยูระหวาง 55-65 องศาเซลเซียส เปอรเซ็นต GC 
content 45-65% โดยใชการออกแบบจากลําดับเบสที่อยูบริเวณขนาบขางMicrosatelliteดวย การใช
บริการทางเว็ปไซดของ Gene Fisher  <http://bibiserv.toofak./uni-biclefeld.de/genefisher/> และ 
Primer 3 <http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi/> และกรณีโปรแกรมไม
สามารถออกแบบไพรเมอรไดจะใชการออกแบบดวยตัวเอง จากนัน้ใชบริการการสังเคราะหไพรเมอร

http://bibiserv.toofak./uni-biclefeld.de/genefisher/
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi/
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ที่หนวยบริการทางชีวภาพ ศูนยพันธวุศิวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ, ประเทศไทย (BIOTEC, 
Thailand) และบริษัท Bioneer ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 

11. การทดสอบไพรเมอร 
 

11.1 ทําการทดสอบไพรเมอรที่พฒันาได เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา PCR 
โดยทดสอบกับดีเอ็นเอแตงกวา accession CS025 และ CS054 ซ่ึงในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 
ดีเอ็นเอปริมาณ 25 ng, 1mM dNTP, 1X PCR buffer [10mM Tris-HCl (pH8.8), 50mM KCl, 0.08% 
Nonidet P40], 1.5-3mM MgCl2, 10 μM forward Primer, 10 μM reverse Primer และ 0.4 ยูนิต 
Taq polymerase ในปริมาตรรวม 20 μl 
 

11.2 สังเคราะหดเีอ็นเอเปาหมายดวยเครื่องควบคมุอุณหภูมิอัตโนมัต ิ (MJ thermocycle 
PTC100) โดยมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมใินแตละรอบดังนี้ denaturation ที่อุณหภูม ิ 94 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที annealing ที่อุณหภูมิ 50-55 องศาเซลเซียส (ขึ้นอยูกบัความเหมาะสม
ของไพรเมอรแตละคู) เปนเวลา 30 วินาท ีและ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
นาที จํานวนรอบทั้งหมด 35 รอบ  
 

11.3 ตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresisโดยนํา PCR product มาเติม sequencing 
dye 10 μl [98% formamide, 0.025% bromphenol blue, 0.025% xylene cyanol FF, 10 mM 0.5 
EDTA (pH8.0)] จากนั้นแยกแถบดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (Sequi-Gen® GT Nucleic Acid 
Electrophoresis Cell, BioRad) ใน 4.5% denaturing polyacrylamide gel {4.5%acrylamide gel 
(acrylamide:bis-axrylaminde =19:1), 7.5M urea, 1XTBE buffer [0.045M Tris-borate, 0.001M 
EDTA (pH8)]} ผานสารละลายตัวกลาง 1X TBE buffer ดวยกําลังไฟฟา 50 วัตต อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลาประมาณ 90 นาที แลวจึงตรวจสอบผลดวยเทคนิค silver staining โดยนําแผน
เจลมาแชและเขยาเบาๆในสารละลาย 10% acetic acid ปริมาตร 2 ลิตร เปนเวลา 20 นาที จากนั้น
ลางแผนเจลดวย dH2O จํานวน 3 คร้ัง คร้ังละประมาณ 2 นาที แลวจึงยอมดวยสารละลายซิลเวอรไน
ไตรท (0.1% Silver nitrate, 0.05% formaldehyde) ปริมาตร 2 ลิตร เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําแผน
เจลไปผาน dH2O อยางรวดเร็วและทําใหปรากฏแถบสีดีเอ็นเอดวย developer solution (3% sodium 
carbonate, 0.05% formaldehyde, 0.01% thiosulfate) ที่แชเยน็จัด จํานวน 2 ลิตร เขยาแผนเจลจน
ปรากฏแถบดีเอ็นเอชัดเจนจงึหยุดปฏิกิริยาดวย 10% acetic acid จากนั้นลางแผนเจลดวยน้ําสะอาด 
(dH2O) ประมาณ 5 นาที ผ่ึงใหแหง ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ (ขนาดอัลลีล)ที่ปรากฏ 
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11.4 วิเคราะหขนาดอัลลีลของดีเอน็เอเครื่องหมายแตละตําแหนง โดยเปรยีบเทยีบกับ
ขนาดโมเลกุลดีเอ็นเอมาตรฐาน (PhiX174 /Hinf I marker) โดยใชโปรแกรม PhotoCapt version 
99.01 (Vilber Lourmat, 1999) 
 

12. การวิเคราะหขอมูล 
 

การตรวจสอบความแตกตางระหวางจีโนไทปในแตงกวา 
 

ตรวจสอบความแตกตางระหวางจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 
สายพันธุ ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite 57 ตําแหนง โดยใชเทคนิค PCR และ
ตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresis และ silver straining นั้นแปลงขอมูลจากภาพ โดยถาใน
ตําแหนงที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใหคาเปน 1 ถาไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใหคาเปน 0 และคํานวณหาขนาด
ของอัลลีล, จํานวนของอัลลีลและความถี่ของอัลลีลแตละตําแหนง จากนั้นนําขอมูลมาประเมินคา 
Observed heterozygosity (Ho), Expected heterozygosity (He) (Nei and Li, 1978), Polymorphism 
Information Content:(PIC) (Botstein et al., 1980) และคา Probability of Identity (PI) (Kaul et al., 
2001) 
 

13. การใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมายตรวจสอบขามชนิดและสกุล (Marker transferability) 
 

ประเมนิความสามารถในการตรวจสอบขามชนิดและสกุลโดยใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ
microsatellite .ในแตงกวา 57 ตําแหนง ทดสอบในพืช 4 ชนิด ไดแก แคนตาลูป (Cucumis melo L.),
แตงโม (Citrullus vulgaris), ฟกทอง (Cucurbita spp.) และมะระ (Momordica charantia L.) ดวย
เทคนิค PCR และตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresis และ silver straining  
 

14. การประยุกตใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิด Microsatellite เพื่อตรวจสอบความบริสทุธ์ิ
ทางพันธุกรรม 
 

14.1 สกัดดีเอ็นเอจากตนแมพันธุ พอพันธุ และแตงกวาลูกผสมผสม จํานวน 4 สาย
พันธุไดแก CUA, CUB, CUC และ CUD จํานวน 120 ตนตอสายพันธุ โดยใชวิธีการของ Fulton et 
al. (1995) ตามวิธีการในขอ1 หนาที่ 29 
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14.2 สุมคัดเลือกดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite จํานวน 10 ตําแหนง เพื่อใช
ในการจําแนกความแตกตางระดับจีโนไทป (parental polymorphism survey) ระหวางแมและพอ
พันธุที่ใชในการสรางเมล็ดพันธุแตงกวาแตงกวาลูกผสม CUA, CUB, CUC และ CUD จากนั้นทํา
ปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresis ตามขั้นตอนขอ 11 หนา 36-37 
 

14.3 คัดเลือกดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ที่สามารถแยกความแตกตาง
ระหวางแมและพอ มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) ของลูกผสม ทั้ง 4 สายพันธุ 
โดยทดสอบจํานวน 120 ตนตอสายพันธุ 
 

14.4 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของตนแตงกวาลูกผสมดวยดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด microsatellite โดยใชเทคนิค PCR ซ่ึงประกอบดวยดีเอ็นเอปริมาณ 25 นาโนกรัม 
1mM dNTP, 1X PCR buffer [10mM Tris-HCl (pH8.8), 50mM KCl, 0.08% Nonidet P40], 1.5 mM 
MgCl2, 10 μM forward Primer, 10 μM reverse Primer และ0.2 ยูนิต Taq polymerase ในปริมาตร
รวม 10 μl 
 

14.5 จากนั้นสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมายดวยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ และ
ตรวจสอบผลดวยวิธี electrophoresis ตามวิธีการในหัวขอ 11.2 ถึง 11.4 หนาที่ 36-37 
 

15. การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมระหวางวิธี SSLP และ GOT 
 

15.1 การตรวจสอบความเปนลูกผสมโดยวิธี GOT (Grow Out Testing) 
 

15.1.1 นําตัวอยางเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสม F1 ทั้ง 4 สายพันธุทีไ่ดจากการสุม
มาจาก seed lot และนําเมลด็พันธุพอและแม มาเพาะในกระบะเพาะเปนเวลา 9 วนั หลังจากนัน้
คัดเลือกตนกลาของแมและพออยางละ 2 ตนตอสายพันธุ และตนกลาแตงกวาลูกผสมจํานวน 120 
ตนตอสายพันธุ และใหหมายเลขประจําตนของแตงกวาลูกผสมทั้ง 120 ตน จากนั้นทําการตัด
ช้ินสวนเนื้อเยือ่ของใบเลี้ยงขนาดครึ่งของใบเลี้ยง เพื่อนําไปสกัดดเีอน็เอ เพื่อใชในการตรวจสอบ
ความเปนลูกผสมดวยเทคนิค SSLP 
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15.1.2 นําตนกลาแตงกวาทั้งหมดยายปลูกลงในแปลงปลูกของเกษตรกรและ
ใหเกษตรกรปฏิบัติดูแลรักษาตนใหเจริญเติบโตตามคําแนะนําของเจาหนาที่ของบริษัท 
 

15.1.3 ทําการตรวจสอบความเปนลูกผสมของแตงกวาทั้ง 4 สายพันธุ โดยใช
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีส่ามารถมองเห็นไดในชวง vegetative period และ reproductive period 
เปนตัวจําแนก (Phenotype identification) โดยเปรียบเทียบกับตนแมพันธุและตนพอพันธุ ซ่ึง
เจาหนาที่ของบริษัทไดแกผูเชี่ยวชาญดานการจําแนกสายพันธุแตงกวาและเจาหนาทีค่วบคุมคุณภาพ
เมล็ดพันธุ เปนผูทําการตรวจสอบ 
 

15.1.4 ผลของการตรวจสอบแสดงในรูปของเปอรเซ็นตความบรสุิทธิ์ทาง
พันธุกรรม (genetic purity) จํานวนตนผสมตัวเองและจํานวนตน off type รวมถึงระยะเวลาและ
แรงงานที่ใชในการดําเนินการตรวจสอบ 
 

15.2 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมโดยเทคนิค SSLP (Simple sequence 
length polymorphism)  
 

15.2.1 วิเคราะหผลการตรวจสอบทีไ่ดจากขอ 14.5 โดยเจาหนาที่ปฏิบัติการใน
หองทดลอง โดยทําการวิเคราะหจากการเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอน็เอ (ขนาดอลัลีล) ที่ปรากฏ
ในแม, พอและลูก โดยลักษณะของตนลูกผสมทีแ่ทจริงจะตองปรากฏแถบดีเอน็เอขนาดทีเ่ทากบัแม
และพอ ขณะทีลั่กษณะของตน off type จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเทากับตนแมและแถบดีเอน็เอที่
มีขนาดอื่นที่ไมเทากับพอ สวนตนที่มีลักษณะผสมตัวเองจะปรากฏเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด
เทากับแมเทานั้น 
 

15.2.2 ผลของการตรวจสอบแสดงในรูปของเปอรเซ็นตความบรสุิทธิ์ทาง
พันธุกรรม (genetic purity) จํานวนตนผสมตัวเอง และจํานวนตน off type รวมถึงระยะเวลาและ
แรงงานที่ใชในการดําเนินการตรวจสอบ 
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15.3 การเปรียบเทียบผลการตรวจสอบ 
 

ใชการเปรียบเทียบในเรื่องของระยะเวลาและจํานวนแรงงานที่ใชในการ
ตรวจสอบ 
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การวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนท่ีใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม 

 
การเปรียบเทียบตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมระหวางวิธี GOT และใชเทคนิค 
SSLP  
 

การจัดกลุมตัวอยางและการเก็บขอมูล 
 

ทําการแบงกลุมตัวอยางออกเปน 2 กลุมตัวอยางคือ 
 

กลุมตัวอยางที ่ 1 เปนกลุมตัวอยางของขอมูลตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรมดวยวิธี GOT (grow out testing) โดยทําการศึกษาและเก็บขอมูลจากสถานีผลิตเมล็ดพันธุ
ผักลูกผสม ของบริษัทเจียไต จํากัด ซ่ึงตัง้อยู ณ อําเภอเวียงสา จังหวัดนาน ขอมูลที่ทําการศึกษา
ประกอบดวยวิธีการ ขั้นตอนการตรวจสอบและตนทนุทีใ่ชในการตรวจสอบ โดยทําการเก็บขอมลู
จากการสัมภาษณเจาหนาทีบ่ริษัทและเกษตรกรผูดําเนินการตรวจสอบจํานวน 7 ราย  

 
กลุมตัวอยางที ่ 2 เปนกลุมตัวอยางของขอมูลตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง

พันธุกรรมดวยวิธี SSLP โดยทําการศึกษาและเก็บขอมูลจากหองปฏิบัติการดีเอน็เอเครื่องหมาย 
ของ ดร.จุลภาค คุนวงศ ซ่ึงตั้งอยู ณ ศนูยเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ขอมูลที่ทําการศึกษาประกอบดวยวิธีการ ขั้นตอนการ
ตรวจสอบและตนทุนทีใ่ชในการตรวจสอบ โดยทําการเก็บขอมูลจากการสัมภาษณจากเจาหนาที่
ในหองปฏิบัตกิารทดลอง และสอบถามจากบริษัทผูจําหนายสารเคมี เครื่องมือและอุปกรณที่ใชใน
การตรวจสอบ 

 
การวิเคราะหขอมูล 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดแบงการวิเคราะหขอมูลออกเปน 2 วิธี 

 
1. การวิเคราะหขอมูลเชิงพรรณนา (Descriptive analysis) เปนการศึกษาถึงลักษณะ

ทั่วไปของการดําเนินงานตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมเมล็ดพันธุแตงกวาลกูผสม โดยวิธี 
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GOT และเทคนิค SSLP เชน ขอมูลเกี่ยวกับวิธีการและขั้นตอน ระยะเวลา แรงงานที่ใชการ
ตรวจสอบความเปนลูกผสมดวย GOT และเทคนิค SSLP  
 

2. การวิเคราะหขอมูลเชิงปริมาณ (Quantitative analysis) เปนการวิเคราะหที่เกีย่วของ
กับตนทุนของการตรวจสอบบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมเมล็ดพันธุแตงกวาลกูผสมทั้ง 2 วิธี รวมทั้งการ
วิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP ซ่ึง
ประกอบดวยขั้นตอนดังนี ้ 
 

ทําการจําแนกและประมาณคาตนทุนตอหนวยที่ใชในการตรวจสอบความเปน
ลูกผสมทั้งสองวิธีดวยการคํานวณตามหลักการคํานวณตนทุนระยะสั้นที่ประกอบดวยตนทุนคงที่
และตนทุนผันแปร โดยใช Spread sheet หนวยของตนทุนที่ใชคือตนทุนตอการทดสอบตัวอยางตน
พืช 1 ตน ในการจําแนกและการประมาณคาตนทุนที่ใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยวิธี 
GOT สวนการจําแนกและการประมาณคาตนทุนที่ใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิค 
SSLP ทําการวิเคราะหโดยไมคิดตนทุนคากอสรางอาคารสถานที่ คาซอมแซมและคาการจัดการ
อ่ืนๆ โดยสมมุติใหอยูภายใตเงื่อนไขในกรณีที่มีโครงสรางของหองปฏิบัติการพรอม เพียงแตเพิ่ม
เครื่องมือและวัสดุอุปกรณที่จําเปนสําหรับใชในการตรวจดวยวิธี SSLP โดยผูศึกษาเปนผูจําแนก 
วิธีการขั้นตอนและประมาณคาตนทุนที่ใชในการตรวจสอบ จากนั้นทําการเปรียบเทียบตนทุนที่ใช
ในการตรวจสอบทั้งสองวิธีออกมาในรูปของตนทุนตอหนวยและรอยละของตนทุนที่ใชในการ
ตรวจสอบ 
 

การวิเคราะหตนทุนตอหนวยการผลิตในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของแตงกวาลกูผสมโดยวิธี GOT และเทคนิค SSLP มีดังนี้ 
 

ตนทุนทั้งหมด (Total Cost; TC) ไดจากการรวมตนทุนคงที่ทั้งหมด(Total fixed cost; 
TFC) และตนทุนผันแปรทั้งหมด (Total variable cost; TVC) เขาดวยกนั ดังแสดงในสมการ 
 

TC  =  TFC + TVC 
TC =  ตนทุนรวมของการตรวจสอบ (บาท/ตน) 
TFC =  ตนทุนคงที่ทั้งหมดของการตรวจสอบ (บาท/ตน) 

= คาเชาที่ดิน + คาเสื่อมราคาของวัสดุอุปกรณการเกษตรหรือหองปฏิบัติการ 
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   + คาจางแรงงานประจํา + คาเสียโอกาสเงินลงทุน 
TVC =  ตนทุนผันแปรทั้งหมดของการตรวจสอบ (บาท/ตัวอยาง) 

=  คาแรงงานรายวนั + คาวัสดุการเกษตรหรือวัสดุในหองปฏิบัติการ +  
คาใชจายอ่ืนๆ (คาจาง คาน้ํา คาไฟฟา คาซอมแซม คาเสียโอกาสเงนิลงทนุ) 

 
โดยองคประกอบของตนทุนคงที่ทั้งหมดและตนทุนผันแปรทั้งหมดในการตรวจสอบ

ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT และเทคนิค SSLP สามารถสรุปไดดังนี ้
 

ตนทุนคงที่ทั้งหมด ประกอบดวย คาเชาทีด่ิน คาเสื่อมราคาของอุปกรณการเกษตรและ
หองปฏิบัติการ คาเสียโอกาสเงินลงทุนในตนทุนคงที่และคาเงินเดือนเจาหนาที่ปฏิบตัิงานในแปลง
และหองปฏิบตัิการ 
 

ตนทุนผันแปรทั้งหมด ประกอบดวย สวนที่1 คาจางแรงงานในการประกอบกิจกรรม
ตางๆ สวนที่ 2 คาวัสดุการเกษตรหรือวัสดุอุปกรณในหองปฏิบัติการ (คาเมล็ดพันธุ คาวัสดุเพาะกลา 
คากระบะเพาะกลา คาปุย คาสารเคมี คาคาง คาพลาสติกคลุมแปลง คาเชือก คาน้ํามัน) สวนที่ 3 
คาใชจายอื่นๆ (คาจางรถไถ คาซอมแซมวัสดุและอุปกรณ) และคาเสียโอกาสเงินลงทุนในตนทุนผัน
แปร ซ่ึงคิดตามอัตราดอกเบี้ยรอยละ 6.25 ตอป (ตามอัตราดอกเบี้ยเงินกูขณะทําการสํารวจ เดือน 
สิงหาคม ป พ.ศ. 2548) 
 

นอกจากการแบงตนทุนออกเปนตนทุนคงที่และตนทนุผันแปร สามารถพิจารณา
ตนทุนดังกลาวเปนตนทุนที่เปนตัวเงนิและไมเปนตวัเงิน ซ่ึงอธิบายไดดงันี้ 
 

ตนทุนที่เปนตวัเงิน ไดแก คาปจจัยการผลิตทั้งหมด คาจางแรงงาน คาจาง คาซอมแซม
วัสดุและอุปกรณ 
 

ตนทุนที่ไมเปนตัวเงนิ ไดแก คาเสื่อมราคาของปจจัยการผลิตทุน คาเสียโอกาสเงิน
ลงทุนในตนทนุคงที่และตนทุนผันแปร 
 

การศึกษาตนทุนการตรวจสอบโดยวิธี GOT คร้ังนี้ไดแบงกรณีศกึษาออกเปน 2 กรณีคือ 
ตนทุนการตรวจสอบที่เปนคาจางเกษตรกรดาํเนินการและตนทุนการตรวจสอบที่เกิดจากบริษัท
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ดําเนินการปลูกทดสอบเอง สําหรับการศึกษาตนทุนการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP ไดแบงกรณี
การศึกษาเปน 2 กรณีเชนกนั คือ การศึกษาตนทุนที่เกดิจากการจางตรวจสอบ (คาจางตรวจสอบ) 
และตนทนุที่เกิดจากการที่บริษัทดําเนนิการตรวจสอบเอง 
 

การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบดวยวิธี SSLP เปน
การวิเคราะหเพื่อประเมินหาหนทางการลดตนทุนการผลิต โดยทําการจําลองปรับเปลี่ยนรูปแบบ
เทคนิคการตรวจสอบที่แตกตางกัน เชน การตัดขั้นตอนการตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอดวย agarose gel 
electrophoresis การเพิ่มจํานวนตวัอยางดเีอ็นเอในการตรวจสอบในขัน้ตอน polyacyramide gel 
electrophoresis และการใชปจจัยการผลิตที่มีราคาถูก เชน การสั่งซื้อเอ็นไซม Taq polymerase ใน
ปริมาณที่มาก เพื่อลดตนทุนการตรวจสอบใหนอยลง  
 
สถานที่ทําการทดลอง 
 

ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร (Center for Agricultural Biotechnology: CAB), ศูนยวจิัย
พืชผักเขตรอน (Tropical Vegetable Research Center: TVRC) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต
กําแพงแสน จ.นครปฐม และสถานีผลิตเมล็ดพันธุผักลูกผสม บริษัทเจียไต จํากดั อําเภอเวียงสา 
จังหวดันาน 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 

ระยะเวลาทําการทดลองเริ่มตนตั้งแตเดือนกรกฏาคม พ.ศ.2545 ถึง เดือนสิงหาคม พ.ศ.2549 
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ผลการทดลอง 
 

การพัฒนาและจําแนกลักษณะดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิด Microsatellite ในแตงกวา 
 

จากการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatelliteในแตงกวา accession CS025 ดวยวิธี 
enriched genomic library และ capture ดวย (B-CT15) พบวาสามารถจัดเก็บ Clone(โคลน)ไดจํานวน 
960 โคลน และจากการจําแนกโคลนดวยวิธีการ hybridization พบวาสามารถคัดเลือกโคลนที่มี 
microsatellite ดีเอ็นเอ (positive clones) จํานวน 254 โคลน หรือประมาณ 26.46% (254/960) และ
เมื่อนําไปหาลาํดับเบสพบวา 170 โคลน หรือคิดเปน 66.93% (170/254) มี microsatellite ดีเอ็นเอ
และเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนโคลนทั้งหมดใน enriched genomic library พบวามี microsatellite 
ดีเอ็นเอเพยีง 17.71% (170/960) เทานั้น เมือ่จําแนกลักษณะของลําดับเบสซ้ําทั้ง 170 ลําดับเบส พบ
ลําดับเบสซ้ําแบบ (GA)n มีมากที่สุดคือ 89% และ (GT)n 4%, (GAA)n 3%, (GAAA)n และ 
(CTTTT)n 1%, (GGA)n, (GGGA)n, (CTT)n, และ (GTTTT)n 0.6%. ตามลําดับ 
 

จากวเิคราะหลําดับเบสซ้ําใน positive clone 170 โคลน พบวาโคลนจํานวน 50 โคลน หรือ
ประมาณ 29.41% มีตําแหนงของ microsatellite ดีเอ็นเออยูบริเวณปลายซึ่งใกลบริเวณ cloning site 
ขางใดขางหนึง่ของดีเอ็นเอพาหะมากเกนิไปทําใหไมสามารถออกแบบไพรเมอรได ขณะที่โคลน
จํานวน 20 โคลนหรือประมาณ 11.76%  มีลําดับเบสบริเวณขนาบขาง microsatellite ดีเอ็นเอไม
เหมาะสมสําหรับการออกแบบไพรเมอรและโคลนจํานวน 14 โคลน (8.24%) มีลักษณะของลําดับ
เบสซ้ําที่เหมือนกัน (duplicates) สําหรับที่โคลนที่เหลือ 86 โคลน สามารถออกแบบและสังเคราะห
ไพรเมอรไดจาํนวน 86 คูไพรเมอรหรือคิดเปนประมาณ 50.59% (86/170) จากจํานวนโคลน 170 
โคลน (ตารางที่ 4) 
 

จากการจําแนกลักษณะของ microsatellite ดีเอ็นเอจากจํานวน 86 โคลนที่สามารถออกแบบ
ไพรเมอรได พบวามากกวา 93 % มี microsatellite ดีเอน็เอแบบ dinucleotide repeats ที่เหลือจํานวน 
2 % มีเปนแบบ tetranucleotide repeats และ trinucleotide repeats 1% ตามลําดับ 
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ตารางที่ 4  รายละเอียดโคลนที่ไดจากการพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด Microsatelliteโดยวิธี 
    enriched genomic library ดวยโพรบ (CT)10 

 
จํานวนโคลน 960 โคลน   

โคลนที่ใหผล 706 โคลน   
โคลนที่ใหผล Positive  254 โคลน   

โคลนที่มี SSRs 170 โคลน   
 ออกแบบไพรเมอร:   
 ตําแหนง SSRs อยูใกลบริเวณปลาย cloning site 50 ลําดับเบส  
 ลําดับเบสที่ซ้ํากัน (Duplicated sequences) 14 ลําดับเบส  
 ลําดับเบสไมเหมาะสมสําหรับออกแบบไพร 20 ลําดับเบส  

 ลําดับเบสที่ออกแบบไพรเมอรได 86 ลําดับเบส  
  การทดสอบไพรเมอร:  
  ไมมีผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR 19 คู 
  ผลิตผล PCR ใหผลใหขนาดอัลลีลที่ไมถูกตอง 10 คู 
  ผลิตผล PCR ใหผลชัดเจน  57 คู 

 
1. การทดสอบบดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite ในแตงกวา 
 

จากการทดสอบดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite จํานวน 86 ตําแหนงในแตงกวา 
accession CS025 และ CS054 พบดีเอ็นเอเครื่องหมายที่สามารถอานผลไดชัดจํานวน 57 ตําแหนง 
(66.30%) ขณะที่ดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 10 ตําแหนงใหขนาดอัลลีลที่ไมตรงตามขนาดที่คาดไว 
และดีเอน็เอเครื่องหมายจํานวน 19 ตําแหนงไมเกิด PCR product (ตารางที่ 4) 
 

เมื่อพิจารณาประเภทของลําดับเบสซ้ําในMicrosatelliteดีเอ็นเอ 57 ตําแหนง พบวามี 
Microsatellite ดีเอ็นเอประเภท perfect repeats จํานวน 30 ตําแหนง (52%) ประเภท imperfect 
repeats จํานวน 21 ตําแหนง (37%) และประเภท compound repeats จํานวน 6 ตําแหนง (11%) และ
มีจํานวนซ้ําอยูระหวาง 5-33 ซํ้า (ตารางที่ 5) 
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2. การตรวจสอบความแตกตางระหวางจีโนไทป 
 

จากการตรวจสอบความแตกตางระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 
สายพันธุ ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite จํานวน 57 ตําแหนง พบดีเอน็เอเครื่องหมาย
ชนิด microsatellite  ที่อานผลไดชัดเจนและสามารถบอกความแตกตาง (polymorphic) ระหวาง
จีโนไทปไดจํานวน 45 ตําแหนง (78.95%) (ตารางที่ 5 และภาพที่ 4) ขณะที่ดเีอ็นเอเครื่องหมาย
จํานวน 12 ตําแหนง (21.05%) ไมพบสามารถแยกความแตกตาง (monomorphic) ระหวางจีโนไทป
แตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุได (ตารางที่ 6 และภาพที ่ 5) ซ่ึงรูปแบบของ 
microsatellite ดีเอ็นเอ, ลําดับเบสของคูไพรเมอร (Primer sequence), อุณหภูมิของการ annealing 
(TA), ขนาดของอัลลีล, จํานวนอัลลีล, คา Observed heterozygosity (Ho), คา Expected 
heterozygosity (He), คา Polymorphism Information Content (PIC) และคา Probability of Identity (PI) 
ของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite 45 ตําแหนง แสดงรายละเอียดไวในตารางที่ 5 และ
รูปแบบของ microsatellite ดีเอ็นเอ, ลําดบัเบสของคูไพรเมอร (Primer sequence), อุณหภูมิของการ 
annealing (TA), ขนาดของอัลลีล, จํานวนอัลลีลของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite 12 
ตําแหนง แสดงรายละเอียดไวในตารางที่ 6 
 

จากการวิเคราะหดเีอ็นเอเครือ่งหมาย 45 ตําแหนงทีส่ามารถบอกความแตกตางระหวาง 
แตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุได พบวามีจํานวนอัลลีลตอตําแหนงโดยเฉลี่ย 3.64 
อัลลีล โดยดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT933 มีจํานวนอัลลีลตอตําแหนงสงูสุดคือ 7 อัลลีล 
และดีเอน็เอเครื่องหมายตําแหนง CMCT42, CMCT97, CMCT191, CMCT254, CMCT290N, 
CMCT435, CMCT565, CMCT602, CMCT661 และ CMCT664 มจีํานวนอัลลีลตอตําแหนงต่ําสุด
คือ 2 อัลลีล  (ตารางที่ 5) 
 

จากการตรวจสอบความแตกตางระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 
สายพันธุ สามารถประเมินคาความถี่ของอัลลีลแตละตําแหนงในไดในตารางผนวกที่ 1 
 

2.1 การประเมินคา Observed heterozygosity (Ho) และ Expected heterozygosity (He) 
(Nei and Li, 1978) 
 



 

48 

การประเมินคา He ของดีเอ็นเอเครื่องหมาย 45 ตําแหนง จากขอมูลความถี่ของอัลลีล 
พบวา มีคา He เฉลี่ยประมาณ 0.54 โดยมคีา He อยูระหวาง 0.12 ถึง 0.81 และคา Ho เฉลี่ยประมาณ 
0.46 ซ่ึงมีคาต่ํากวาคา He (ตารางที่ 5) 
 

2.2 การประเมินคา Polymorphism Information Content (PIC) (Botstein et al., 1980) 
 

การประเมินคา PIC จากขอมูลความถี่ของอัลลีลแตละตําแหนง พบวามีคา PIC อยู
ระหวาง 0.1103-0.7777 โดยมีคา PIC เฉล่ียประมาณ 0.4739 (ตารางที่ 5) 
 

2.3 การประเมินคา Probability of Identity (PI) (Kaul et al., 2001) 
 

การประเมินคา PI จากขอมลูความถี่ของอัลลีลแตละตําแหนงของดีเอน็เอเครื่องหมาย
ชนิดMicrosatellite 45 ตําแหนง พบวาคา PI มีคาสูงเทากับ 0.2951ที่ตําแหนง CMCT254 และต่ําสุด
เทากับ 0.0656 ที่ตําแหนง CMCT933 นั้นแสดงวามีโอกาสที่จะพบแตงกวาที่มีจีโนไทปเหมือนกนัที่
ตําแหนง CMCT933 เปน 1 ใน 15 และตาํแหนงใน CMCT254 เปน 1 ใน 2 เมื่อทาํการตรวจสอบ
ความแตกตางโดยใชจํานวนดีเอ็นเอเครื่องหมายเพิม่มากขึ้นเปน 45 ตําแหนง พบวาจะมีโอกาสพบ
แตงกวาที่มีจีโนไทปเหมือนกันเทา 1 ใน 1.63 X1026 (ตารางที่ 5) 
 

การประเมินคา PI ของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 10 ตําแหนงที่ถูก
นํามาใชตรวจสอบความแตกตางระดับจีโนไทประหวางแมและพอทีใ่ชในการผลิตเมล็ดพันธุ
แตงกวาลูกผสม พบวาคา PI มีคาต่ําสุดเทากับ 0.1156 ที่ตําแหนง CMCT662 และสูงสุดเทากบั 0.2978 
ที่ตําแหนง CMCT641 นั้นแสดงวามีโอกาสที่จะพบแตงกวาที่มีจีโนไทปเหมือนกนัที่ตําแหนง 
CMCT662 เปน 1 ใน 9 และตําแหนงใน CMCT641 เปน 1 ใน 3 เมื่อทาํการตรวจสอบความ
แตกตาง โดยใชจํานวนดีเอ็นเอเครื่องหมายเพิ่มมากขึ้นเปน 10 ตําแหนง พบวาจะมีโอกาสพบ
แตงกวาที่มีจีโนไทปเหมือนกันเทากับ 1 ใน 2 X107 (ตารางที่ 9) 
 



 

ตารางที่ 5  ชนดิของ Microsatellite ดีเอ็นเอ, ลําดับเบสไพรเมอร, Annealing temperature (TA), ขนาดอัลลีล, จํานวนอัลลีล, คา Observ heterozygosity (Ho),  
    คา Expected heterozygosity (He), คา Polymorphism Information Content (PIC) และ คา Probability of Identity (PI) ของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด  
    Microsatellite 45 ตําแหนง 

 
ดีเอ็นเอ 

เครื่องหมาย 
ตําแหนง 

ชนิด Microsatellite ดีเอ็นเอ ลําดับเบสไพรเมอร (5’-3’) TA 
(oC) 

ขนาดอัลลีล 
(คูเบส) 

จํานวนอัล
ลีล 

คา 
Ho 

คา 
He 

คา 
PIC 

คา 
PI 

1 ใน...
โคลน 

   
CMCT10N Imperfect 

(GA)5GG(GA)14 
F: AACTCTCATGGGAAACAGAG 
R: ATTCTTCTCAACCTCTTCCT 

50 180-208 4 0.60 0.69 0.6274 0.1591 6 

CMCT14 Perfect 
(GA)27 

F: TTCCACGTTACATTGGACGA 
R: AGAATTCATGGCCTGCAGAT 

55 168-202 4 0.25 0.64 0.5728 0.1953 5 

CMCT22 Imperfect 
(GA)9TA(GA)4GG(GA)16 

F: CCGTTCTGGCGCGCGATAGA 
R: CGTGGATAACGCGCAACTAACC 

50 158-170 3 1.00 0.60 0.5123 0.2476 4 

CMCT35 Perfect 
(GAAA)7 

F: TCCGCAGTTCACAACTTGAC 
R: GGGCTTCTGTTTTCATTTCG 

55 117-135 4 1.00 0.74 0.6891 0.1174 9 

CMCT42 Perfect 
(CT)13 

F: GAGAGCCCCACCACCAGTCT 
R: GGATCCATGGCGCCTATAAATACC 

50 148-150 2 0.25 0.46 0.3514 0.4005 2 

CMCT71 Perfect 
(GA)18 

F:  AATTCCATGGACATCCAGCCGAAG 
R: CAGTGAAAGGCACTAAAGCGGAAG 

50 260-296 3 0.38 0.50 0.4160 0.3340 3 

CMCT77 Imperfect 
(GA)8 GC(GA)13 

F: TCAGAGTGAATGAGCTCATGGAAG 
R: TGACGTCCGCAAGGACACAG 

50 122-144 3 0.50 0.50 0.4080 0.3420 3 

CMCT97 Perfect 
(GA)9 

F: TGGAGAGATGTTGAAGAGAGGAAG 
R: CATCAATTGAGGAAGAGGAGTTGG 

55 126-140 2 0.00 0.12 0.1103 0.7862 1 

CMCT108 Imperfect 
(GA)9TA(GA)5GG(GA)11 GG(GA)4 

F: GCCCGTTCTGGCGCGCGATAGA 
R: GTGGATAACGCGCTCAACTAACCT 

50 160-192 3 0.69 0.52 0.4202 0.3303 3 

CMCT117N Perfect 
(CT)22 

F: TCCTACATCACTTGGTCTGGTATG 
R: GCTTCACCAACTAAGAGAACACAG 

55 196-200 3 1.00 0.58 0.4864 0.2694 4 

CMCT134N Compound imperfect 
(CT)5TA(CTT)2(CT)9 

F: CTGCTTGAAAGAGCCGAGAATGAG 
R: TCAAAAGGCTTTGGAGGGAG 

50 232-236 3 1.00 0.55 0.4555 0.2975 3 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
ดีเอ็นเอ 

เครื่องหมาย 
ตําแหนง 

ชนิด Microsatellite ดีเอ็นเอ ลําดับเบสไพรเมอร (5’-3’) TA 
(oC) 

ขนาดอัล
ลีล 

(คูเบส) 

จํานวนอัล
ลีล 

คา 
Ho 

คา 
He 

คา 
PIC 

คา 
PI 

1 ใน...
โคลน 

  
CMCT156 Imperfect 

(CT)4CC(CT)7CC(CT)3CC(CT)5AT(CT)8 
F: TCGTGGATAACGCGCTCAAC 
R: GCGATAGAAAAAGAGAGCG 

50 138-156 4 1.00 0.67 0.6077 0.1709 6 

CMCT191 Perfect 
(GA)33 

F:  ACAATGGCAGGTCAATTAGC 
R: CCTTGGGTTGTATCGAAGAC 

50 194-204 2 0.53 0.50 0.3707 0.3794 3 

CMCT216 Perfect 
(GAA)15 

F: CAGTAGGAGGAAGTGGGTTC 
R: CTTACTCCAACCAACCCAAC 

50 312-326 3 0.20 0.51 0.4264 0.3238 3 

CMCT252 Perfect 
(GA)23 

F: GATGGTGGAGATGGAATTGGGACT 
R: TTAGAGCTGGAACTCTCCGCAAC 

50 290-332 6 0.40 0.68 0.6288 0.1521 7 

CMCT254 Imperfect 
(GA)10GT (GA)4 

F: GCCAACTATAGCCATTGATTTG 
R: TCAACACCTCCTCAACACT 

50 208-210 2 0.13 0.38 0.2951 0.4745 2 

CMCT266N Perfect 
(GA)22 

F: CTGTGGTTGGGTTGGAAATCTC 
R: GGGAGGCAGTAGACACATCC 

50 255-264 4 0.40 0.56 0.5109 0.2424 4 

CMCT290N Imperfect 
(GA)10 AATT(GA)4TA(GA)5 

F: AACACCTCGAGCAAGAGCAG 
R: GGGTTTGAATCTCCCAGTCC 

50 160-172 2 1.00 0.56 0.4603 0.2931 3 

CMCT315 Perfect 
(CT)24 

F:  CCACGAAATACAGATCAGCAAC 
R: CACGTTACATTGGACGAGAGAT 

50 198-224 4 0.50 0.66 0.5972 0.1783 6 

CMCT323 Perfect 
(GA)18 

F: TCGATCTTGTAGAAAGCAAGGA 
R: CAAGCAAATTCCCATTCACC 

50 204-224 5 0.47 0.66 0.6126 0.1634 6 

CMCT358 Imperfect 
(GA)6 GG(GA)12 

F: GGGTGAACAACCAAGAGAGAA 
R: TGAGGGAGCGGTTGATTAGAG 

50 256-284 3 0.40 0.69 0.5880 0.1882 5 

CMCT390 Imperfect 
(GA)6 AA(GA)17 

F: GAATTTAGGCATAGAGAGAAAGTGG 
R: CCCTAAACAGAAGACTTTGCTAC 

50 230-254 5 0.44 0.61 0.5381 0.2246 4 

CMCT435 Perfect 
(GA)9 

F: TCAACTGGTAGTTGGGAAACCT 
R: CTGTCAATCAATGCTTCAGCTC 

50 400-435 2 0.00 0.12 0.1103 0.7862 1 

 
 50 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
ดีเอ็นเอ 

เครื่องหมาย 
ตําแหนง 

ชนิด Microsatellite ดีเอ็นเอ ลําดับเบสไพรเมอร (5’-3’) TA 
(oC) 

ขนาดอัลลีล 
(คูเบส) 

จํานวนอัล
ลีล 

คา 
Ho 

คา 
He 

คา 
PIC 

คา 
PI 

1 ใน...
โคลน 

  
CMCT565 Imperfect 

(GA)8TA(GA)3 
F: GAAAGAGCGGGAGAAATGGAAACTC 
R: AAGCGGTGGGAATTGAATTGGTTC 

50 256-266 2 0.00 0.12 0.1103 0.7862 1 

CMCT598 Imperfect 
(CTT)3 C (CTT)2 T (CTT)3   (CT)6 

F: TCCCAAACATAGAATGCGATAATA 
R: CTGTCTGTTTTTCGATCTTGTAGA 

50 286-314 3 0.47 0.64 0.5669 0.2029 5 

CMCT602 Perfect 
(GA)9 

F: GAGCTGAGCCAAGTTATCGTTTTG 
R: CAATTGAGGAAGAGGAGTTGGTTC 

55 158-160 2 0.00 0.12 0.1103 0.7862 1 

CMCT619 Imperfect 
(GA)2 G (GA)18 

F:  AACAAAGAACTAAGCAATTCCAGG 
R: CTTAGGAGAAGCCAAGACACTAGG 

50 238-264 3 0.53 0.50 0.4278 0.3232 3 

CMCT632 Perfect 
(GA)8 

F: GCCCATATGAGATTTTAGAGAGAGA 
R: CCTCATTCAGAACCCAAATTCT 

50 128-138 4 0.48 0.38 0.4270 0.3234 3 

CMCT641 Perfect 
(GA)11 

F: GAACAACCCTCCAATTTTGCTC 
R: GCCACTTCCATGTCCAAATTC 

50 232-246 4 0.51 0.25 0.4523 0.2978 3 

CMCT651 Imperfect 
(GA)8 TA(GA)3 

F: AGAGCGGGAGAAATGGAAAC 
R: CGGTGGGAATTGAATTGGTT 

50 252-264 4 0.56 1.00 0.4603 0.2931 4 

CMCT656 Perfect 
(CT) 6 

F: TCCTACAACTCAAAGGGCCAAC 
R: GAAGTGGAGTGGAGTGGAGTGA 

50 210-224 3 0.59 0.53 0.5105 0.2475 4 

CMCT661 Imperfect 
(CT) 4TT(CT)4CGCTCG(CT)10 

F: GGGTCATACCCAAAAGGGAGA 
R: TCTTGCTTTAGCCGACAACTCA 

50 140-152 2 0.46 0.38 0.3557 0.3957 3 

CMCT662 Perfect 
(GA)30 

F: ACGTCGTAAAACCATCGGAGTC 
R: GCTTCCAAGCGTCAAAGGTATC 

50 186-234 6 0.73 0.50 0.6853 0.1156 9 

CMCT664 Compound 
(CTT)4(CCT) 7 

F:  AAGTGGGCTCGATTGGAAGA 
R: CCGTCGCCTTTCTCAAGTTC 

55 208-238 2 0.00 0.12 0.1103 0.7862 1 

CMCT674 Perfect 
(GA)23 

F: TAGAAAGGAAGGGATGTGATTAGG 
R: ACAGGTGGTTAGAGGTTAGAGCTG 

50 246-288 4 0.51 0.20 0.4730 0.2771 4 

CMCT720 Perfect 
(GA)30 

F: CCAACGGAGGTCTGAACG 
R: CAGCGGAGAAAGGCTCAG 

50 220-278 5 0.63 0.38 0.5813 0.1851 5 
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ตารางที่ 5  (ตอ) 
 

ดีเอ็นเอ 
เครื่องหมาย 
ตําแหนง 

ชนิด Microsatellite ดีเอ็นเอ ลําดับเบสไพรเมอร (5’-3’) TA 
(oC) 

ขนาดอัลลีล 
(คูเบส) 

จํานวน 
อัลลีล 

คา 
Ho 

คา 
He 

คา 
PIC 

คา 
PI 

1 ใน...โคลน 

   
CMCT726 Imperfect 

(GA)22TA(GA)4 
F: GAAGAGACGGCTCCTTTCAG 
R: CCCGATTTGTCGTCTCTCTC 

50 220-236 3 0.44 0.59 0.5105 0.2475 4 

CMCT746 Perfect 
(GA)23 

F: GCTGGTTGACCAAAGTGGACTTC 
R: GGTCAAAGACTCAAACCCACCC 

50 248-322 6 0.19 0.70 0.6598 0.1294 8 

CMCT775 Perfect 
(GA)23 

F: TAGGCCTAGAATTTAGGCATAGAGAGA 
R: TTGGGTCATTTGGTGGATATCTAACAC 

50 180-198 3 0.33 0.52 0.4244 0.3258 3 

CMCT781 Perfect 
(GA)23 

F: AAAGAAGATAGGCCTAGAATTTAG  
R: GCCCACATATGTCTAAATTGTCAG 

50 356-372 3 0.06 0.38 0.3399 0.4243 2 

CMCT799 Perfect 
(GA)19 

F: TCGTCTGTTTTTCGATCTTGTAGA 
R: TCCCAAACATAGAATGCGATAATA 

55 282-318 5 0.53 0.72 0.6780 0.1197 8 

CMCT904 Perfect 
(GA)20 

F: GATAGGCCTAGAATTTAGGCATAGAGA 
R: ATATCACACGCTAACTTTTGGGTCA 

50 200-222 6 0.44 0.68 0.6417 0.1422 7 

CMCT933 Imperfect 
(GA)19CA(GA)11 

F: GATGACATGGACATGTCTGCTTTGC 
R: AAGATCTCTCCCATCTACCAACTTACC 

50 135-185 7 0.50 0.81 0.7777 0.0656 15 

CMCT944 Imperfect 
(GA)6AA(GA)17 

F: GGCCTAGAATTTAGGCATAGAGA 
R: GCTGTCTTTATGTTTCTGCAAC 

50 271-305 6 0.38 0.62 0.5693 0.1949 5 

CMCT950 Perfect 
(GA) 21 

F:  GGGAGATCAAGGGAAGGATAATAG 
R: TTTGACCATCAAACACTCTCTCTC 

50 104-126 4 0.93 0.71 0.6588 0.1358 7 

คาเฉลี่ย     3.64 0.46 0.54 0.4739 0.3080 4.4 

สวนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

    1.35 0.30 0.18 0.17 0.19 2.67 

ผลคูณรวม         6.13 x 10-27 1.63 x 1026 
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ตารางที่ 6  ชนดิของ Microsatellite ดีเอ็นเอ, ลําดับเบสไพรเมอร, Annealing temperature (TA), ขนาดอัลลีล, จํานวนอัลลีลของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด 

    Microsatellite จํานวน 12 ตําแหนง ทีไ่มสามารถแยกความแตกตางระหวางแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุ ได 
 
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย

ตําแหนง 
ชนิด Microsatellite ดีเอ็นเอ ลําดับเบสไพรเมอร (5’-3’) TA 

(oC) 
ขนาดอัลลีล 

(คูเบส) 
จํานวนอัลลีล 

 
CMCT12b Imperfect 

(GA)6 AA (GA)10 
F: GGTTTCTGTAGAGATGTCAGAGAC 
R: GGTTATTACTAGAGCCCTCTGAGT 

50 296 1 

CMCT36b Perfect 
GA8 

F: TGAGCTGAGCCAAGTTATCG 
R: GCTTGCGTTTCAAAATTTCAC 

55 192 1 

CMCT57b Compound imperfect 
(GA)5 (GAA)4A (GAA)1 G (GAA)3 

F: GGGAAATTGTGGTGCTGAGG 
R: TCACTCCCAAACATAGAATGCGA 

50 192-196 2 

CMCT62b Imperfect 
(GA)4 AA (GA)2 

F: AACATCAGATCTCCGACACCCATC 
R: CGTTTACACCCACCCAAGTAAGTC 

50 272-276 2 

CMCT79b Compound imperfect 
(GA)4 (GAA)4 A (GAA)4 

F: TGATGGAGAAATTGTGGTGCTGAG 
R: CACATCGGCTACGCCAAACTG 

50 234-236 2 

CMCT194Nb Perfect 
(GA)8 

F: TGAGCTGAGCCAAGTTATCG 
R: GAGGAAGAGGAGTTGGTTCAA 

50 156 1 

CMCT309b Imperfect 
(GA)5 AAGG (GA)4 

F: AACATCAGATCTCCGACACCCATC 
R: CGTTTACACCCACCCAAGTAAGTC 

50 277 1 

CMCT609b Perfect 
(GA)7 

F: TATCCTAAACACGGCGGAAA 
R: TGGGCTTTTCTTCTCTAACTCC 

50 236-238 2 

CMCT663b Perfect 
(GA)6 

F: CGGTGGACAAGAGCCATTAG 
R: CATTCATCATCACCGCCTTC 

50 182 1 

CMCT691b Compound 
(CT)2 (CCT)2 (CTT)2 

F: GTAAGGCAGAGAAATTGAACCCTA 
R: TTGGTGAGATTGCTCTGGTATTTA 

50 204-206 2 

CMCT742b Imperfect 
(CT)22 TT (CT)4 

F: GTCTTTATGTTTCTGCAACTCCACTCA 
R: GGGCATTATTGTAATCATGCACTCACA 

50 306-308 1 

CMCT776b Compound 
(GAA)2 (GAG)2 (GA)3 

F: TTTGGTGAGATTGCTCTGGTATTTAGC 
R: TACTAACCACCAGCTTCCGATCCA 

50 240 1 
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ภาพที่ 4 แถบดีเอ็นเอแสดงความแตกตางระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 

สายพันธุ โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite ตําแหนง ก.) CMCT 720 
  ข.) CMCT656 ในการตรวจสอบ 
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ภาพที่ 5  ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง ก.) CMCT 36 ข.) CMCT691 ที่ไมแสดง 

  ความแตกตางในระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุ 
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3.  การใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite ตรวจสอบขามสายพันธุ (Marker transferability) 
 

3.1 การตรวจสอบจีโนไทปในแคนตาลูป 
 

จากการใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในแตงกวาจาํนวน 57 ตําแหนง 
ตรวจสอบจีโนไทปในแคนตาลูป พบวาดเีอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 38 ตําแหนง (66.67%) สามารถ
ใชตรวจสอบระดับจีโนไทปไดและดีเอ็นเอเครื่องหมาย 2 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ 
(multiple band) สวนดเีอ็นเอเครื่องหมาย 17 ตําแหนงไมพบแถบดีเอน็เอ (ตารางที ่7) 
 

3.2 การตรวจสอบจีโนไทปในแตงโม 
 

 ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาจํานวน 23 ตําแหนง (40.35%) 
สามารถใชตรวจสอบระดับจีโนไทปได และดีเอ็นเอเครือ่งหมาย 13 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็นเอหลาย
แถบ สวนดีเอน็เอเครื่องหมาย 21 ตําแหนงไมพบแถบดีเอ็นเอ (ตารางที่ 7) 
 

3.3 การตรวจสอบจีโนไทปในฟกทอง 
 

 ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาจํานวน 16 ตําแหนง (28.07%) 
สามารถใชตรวจสอบระดับจีโนไทปได และดีเอน็เอเครื่องหมาย 2 ตําแหนง ใหแถบดีเอ็นเอหลาย
แถบ สวนดีเอน็เอเครื่องหมาย 39 ตําแหนงไมพบแถบดีเอ็นเอ (ตารางที่ 7) 
 

3.4 การตรวจสอบจีโนไทปในมะระ 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาจํานวน 25 ตําแหนง (43.86%) 
สามารถใชตรวจสอบระดับจีโนไทปได และดีเอน็เอเครื่องหมาย 3 ตําแหนงใหแถบดีเอ็นเอหลาย
แถบ สวนดีเอน็เอเครื่องหมาย 29 ตําแหนงไมพบแถบดีเอ็นเอ (ตารางที่ 7) 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาจํานวน 8 ตําแหนงที่ สามารถใช
ตรวจสอบขามสายพันธุในพืชทั้ง 4 ชนิดได คือ CMCT 254, CMCT290N, CMCT 390, CMCT435, 
CMCT 641, CMCT662, CMCT662 และ CMCT664  
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ตารางที่ 7  การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 57 ตําแหนง ตรวจสอบจีโนไทปใน  
  แคนตาลูป (Cucumis melo L.), แตงโม (Citrullus vulgaris), ฟกทอง (Cucurbita spp.)  
  และมะระ (Momordica charantia L.) 
 

ดีเอ็นเอ 
เครื่องหมาย 

แตงกวา 
8 accessions 

และ 8 สายพันธุ 

แคนตาลูป 

(C. melo L.) 

แตงโม 

(Citrullus 

vulgaris) 

ฟกทอง 

(Cucurbita spp.) 

มะระ 

(Momordica 

charantia L.) 

CMCT10N P ++ 0 0 0 

CMCT14 P + + 0 0 

CMCT22 P 0 0 0 0 

CMCT35 P 0 0 0 0 

CMCT42 P ++ mb + 0 

CMCT71 P ++ mb mb + 

CMCT77 P ++ 0 0 + 

CMCT97 P 0 mb + mb 

CMCT108 P ++ 0 0 + 

CMCT117N P ++ 0 0 0 

CMCT134N P 0 0 0 mb 

CMCT156 P 0 0 0 0 

CMCT191 P 0 + 0 0 

CMCT216 P mb mb mb + 

CMCT252 P ++ + 0 + 

CMCT254 P ++ + + + 

CMCT266N P 0 0 0 0 

CMCT290N P ++ + + + 

CMCT315 P ++ 0 + + 

CMCT323 P 0 mb 0 0 

CMCT358 P ++ mb + + 

CMCT390 P ++ ++ + + 

CMCT435 P ++ ++ ++ + 

CMCT565 P + mb 0 0 

CMCT598 P 0 0 0 0 

 
หมายเหต ุ P คือ Polymorphic; M คือ Monomorphic; ++ คือ.ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจนด;ี + คือให

แถบดีเอ็นเอไมชัดเจน; mb คือ ใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ; 0 คือ ไมใหแถบดีเอ็นเอ 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 

 
ดีเอ็นเอ 

เครื่องหมาย 
แตงกวา 

8 accessions 
และ 8 สายพันธุ 

แคนตาลูป 

(C. melo) 

แตงโม 

(Citrullus 

vulgaris) 

ฟกทอง 

(Cucurbita spp.) 

มะระ 

(Momordica 

charantia L.)) 

CMCT602 P 0 0 0 0 

CMCT619 P + ++ + 0 

CMCT632 P ++ 0 0 0 

CMCT641 P ++ ++ + + 

CMCT651 P ++ 0 0 + 

CMCT656 P ++ 0 + + 

CMCT661 P ++ + + + 

CMCT662 P ++ ++ + + 

CMCT664 P ++ ++ + + 

CMCT674 P ++ ++ 0 0 

CMCT720 P mb + + + 

CMCT726 P ++ ++ 0 + 

CMCT746 P ++ mb 0 0 

CMCT775 P ++ + 0 + 

CMCT781 P ++ ++ 0 0 

CMCT799 P 0 0 0 0 

CMCT904 P ++ ++ 0 + 

CMCT933 P ++ + 0 0 

CMCT944 P ++ ++ 0 + 

CMCT950 P 0 0 0 0 

CMCT12 M ++ ++ + + 

CMCT36 M 0 0 0 0 

CMCT57 M ++ ++ 0 0 

CMCT62 M ++ ++ 0 + 

CMCT79 M ++ mb 0 + 

CMCT194 M 0 0 0 0 

CMCT309 M ++ 0 0 mb 

 
หมายเหต ุ P คือ Polymorphic; M คือ Monomorphic; ++ คือ.ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจนด;ี + คือให

แถบดีเอ็นเอไมชัดเจน; mb คือ ใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ; 0 คือ ไมใหแถบดีเอ็นเอ 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
 

ดีเอ็นเอ 
เครื่องหมาย 

แตงกวา 
8 accessions 

และ 8 สายพันธุ 

แคนตาลูป 

(C. melo) 

แตงโม 

(Citrullus 

vulgaris) 

ฟกทอง 

(Cucurbita spp.) 

มะระ 

(Momordica 

charantia L.)) 

CMCT609 M 0 mb 0 0 

CMCT663 M ++ mb 0 0 

CMCT691 M 0 mb 0 0 

CMCT742 M 0 0 0 0 

CMCT776 M ++ mb 0 0 

 
หมายเหต ุ P คือ Polymorphic; M คือ Monomorphic; ++ คือ.ใหแถบดีเอ็นเอชัดเจนด;ี + คือให

แถบดีเอ็นเอไมชัดเจน; mb คือ ใหแถบดีเอ็นเอหลายแถบ; 0 คือ ไมใหแถบดีเอ็นเอ 

 
4.  การตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพันธุกรรม (Genetic purity testing) 
 
 4.1 การตรวจสอบความแตกตางทางจีโนไทประหวางแมและพอ (parental polymorphism 
survey) 
 

จากการตรวจสอบความแตกตางทางจีโนไทประหวางแมและพอของแตงกวาลูกผสม
แตละสายพันธุจํานวน 4 สายพันธุ โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite 10 ตําแหนง พบวา
ดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 6 ตําแหนง คือ CMCT252, CMCT358, CMCT390, CMCT662, 
CMCT726 และ CMCT746 สามารถบอกความแตกตางระหวางแมและพอที่ใชในการผลิตเมล็ด
พันธุแตงกวาลกูผสมทั้ง 4 พนัธุได สวนดเีอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT323 สามารถบอกความ
แตกตางระหวางแมและพอของแตงกวาลูกผสม 3 พันธุ คือ CUA, CUC และ CUD และดีเอ็นเอ
เครื่องหมายตําแหนง CMCT315 สามารถบอกความแตกตางระหวางแมและพอของแตงกวาลูกผสม
พันธุ CUA และ CUB ขณะที่ดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT641และCMCT 656 สามารถบอก
ความแตกตางระหวางแมและพอของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUB และ CUD ตามลําดับ (ตารางที่ 8 
ภาพที่ 6 และภาพที่ 7) 
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ตารางที่ 8  การตรวจสอบความแตกตางทางจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางเมล็ดพันธุแตงกวา 
    ลูกผสม 4 พนัธุ โดยใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด Microsatellite จํานวน 10 ตําแหนง  
    (parental polymorphism survey) 

 
ขนาดอัลลีลของแมและพอท่ีใชในการผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมท้ัง 4 พันธุ (คูเบส) 

ลูกผสม CUA ลูกผสม CUB ลูกผสม CUC ลูกผสม CUD 
ดีเอ็นเอ 

เคร่ืองหมาย 
แม พอ แม พอ แม พอ  แม พอ  

CMCT252 308 314 308 334 316 312 318 312 

CMCT315 220 216 220 214 220 220 220 220 

CMCT323 208 218 208 208 218 208 218 208 

CMCT358 272 262 258 262 262 258 262 258 

CMCT390 238 235 222 238 234 232 234 240 

CMCT641 238 238 233 240 238 238 238 238 

CMCT656 214 214 222 222 214 214 214 222 

CMCT662 212 214 216 220 214 216 214 216 

CMCT726 232, 236 214,216 230, 234 232, 236 214,216 232, 236 214,216 232, 236 

CMCT746 276 280 276 300 280 276 280 276 

ระดับ Polymorphism 80% 80% 70% 80% 
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ภาพที่ 6  ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 6 ตําแหนง ที่ใชตรวจสอบความแตกตาง  

 ระดับจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จํานวน 4 สายพนัธุ 

CMCT358 CMCT390 CMCT641 
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CMCT656 CMCT662 
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ภาพที่ 7  ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 4 ตําแหนง ที่ใชตรวจสอบความแตกตาง 

 ระดับจีโนไทประหวางแมและพอที่ใชสรางแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จํานวน 4 สายพนัธุ 
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ตารางที่ 9  จํานวนอัลลีล, คา Polymorphism Information Content (PIC), คา Probability of Identity 
 (PI) และคา PI รวมของดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 10 ตําแหนง 

 
จํานวนดีเอ็นเอ 
เคร่ืองหมาย 
(ตําแหนง) 

ดีเอ็นเอ 
เคร่ืองหมาย 

จํานวนอัล
ลีล 

คา PIC  คา PI คา PI รวม 1 ใน ... (โคลน) 

1 CMCT662 6 0.6853 0.1156 0.1156 9 

2 CMCT746 6 0.6598 0.1294 0.01443844 69 

3 CMCT252 6 0.6288 0.1521 0.002196087 455 

4 CMCT323 5 0.6126 0.1634 0.000358841 2,787 

5 CMCT315 4 0.5972 0.1783 6.39813 x 10-5 15,630 

6 CMCT358 4 0.5880 0.1882 1.20413 x 10-5 83,048 

7 CMCT390 5 0.5381 0.2246 2.70447 x 10-6 369,758 

8 CMCT656 3 0.5105 0.2475 6.69356 x 10-7 1,493,972 

9 CMCT726 3 0.5105 0.2475 1.65666 x 10-7 6,036,252 

10 CMCT641 4 0.4523 0.2978 4.93353 x 10-8 20,269,482 

คาเฉลี่ย  4.6 0.58 0.19   

ผลคูณรวม     4.9X10-8 2.0X107 

 
4.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (Genetic purity testing) 

 
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 จํานวน 3 

พันธุ (CUA, CUC และ CUD) โดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ตําแหนง CMCT323 
พบวาแตงกวาลูกผสมพันธุ CUA และ CUC มีความบริสุทธิ์เปน 100 เปอรเซ็นต และแตงกวา
ลูกผสมพันธุ CUD มีความบริสุทธิ์เปน 99.15 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 10 และภาพที8่, 10 และ 11) 
ขณะที่ผลการใชดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ตําแหนง CMCT252 ตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ CUB มีความบริสุทธิ์เปน 95.45 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 10 
และภาพที่ 9) 

กรณีการตรวจสอบความเปนลูกผสมในพันธุ CUB ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง 
CMCT252 พบวาแตงกวาจาํนวน 5 ตน ไดแกตน CUB2, CUB13, CUB16, CUB76 และ CUB85 
เปนตนที่ไมใชลูกผสมแตเปนตน off type (ภาพที่ 9) แตเมื่อนําตรวจสอบดวยดเีอ็นเอเครื่องหมาย 
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ตําแหนงอืน่ๆ อีก 7 ตําแหนง พบวาผลการตรวจสอบไมสอดคลองกันคือการตรวจสอบดวยดเีอ็นเอ
เครื่องหมายตําแหนง CMCT315 และ CMCT746 ใหผลเหมือนกับการตรวจสอบดวยดวยดเีอ็นเอ
เครื่องหมายตําแหนง CMCT252 คือตนแตงกวาทั้ง 5 ตนเปนตน off type สวนการตรวจดวยดีเอ็นเอ 
เครื่องหมายตําแหนง CMCT358, CMCT641, CMCT662 และ CMCT726 พบวาเปนตนผสมตัวเอง 
(self) ในขณะที่การตรวจสอบดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT 390 พบวาแตงกวาทั้ง 5 ตน
เปนลูกผสม (ตารางที่ 11 และภาพที่ 12) 
 
ตารางที่ 10  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุแตงกวา 4 สายพันธุโดยใชดี

เอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite 

 
พันธุ 

แตงกวา 
ลูกผสม 

ดีเอ็นเอ
เคร่ืองหมาย 

จํานวน
ตน 

Missing 
data 

จํานวน
ตน 

การผสมตัวเอง
(เปอรเซ็นต) 

ลักษณะ 
 Off type 

(เปอรเซ็นต) 

ความบริสุทธ์ิ 
ทางพันธุกรรม 
(เปอรเซ็นต) 

CUA CMCT323 120 1 119 0 0 100 
CUB CMCT252 120 10 110 0 4.55 95.45 
CUC CMCT323 120 1 119 0 0 100 
CUD CMCT323 120 3 117 0.85 0 99.15 
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ภาพที่ 8  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUA จํานวน 120 ตน 

 โดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง CMCT323 (F=ตนแม, M=ตนพอ,  
 Lane1-120 = แตงกวาลูกผสมตนที่ 1-120) 

หมายเหต ุ ตนที่ CUA18 ไมพบแถบดีเอ็นเอ (missing data) 
 

F  M  1  2   3   4   5    6   7   8   9  10 11 12 13 14 15  16 17  18  19 20  21 22 23  24   25 26 27 28  29 30 

218 bp 
 

208 bp 

31  32 33  34 35 36  37 38  39 40  41  42 43  44  45  46 47  48 49  50  51 52  53  54  55 56  57  58  59 60 

218 bp 
 

208 bp 

61 62  63  64  65  66 67  68  69  70  71  72  73 74  75  76  77 78 79  80  81 82 83 84  85  86  87 88 89  90 

218 bp 
 

208 bp 

91 92  93  94 95 96 97  98  99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 

218 bp 
 

208 bp 
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ภาพที่ 9  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUB จํานวน 120 ตน  

 โดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง CMCT252 (F=ตนแม, M=ตนพอ, 
 Lane1-120 = แตงกวาลูกผสมตนที่ 1-120) 

 
 

F  M   1  2   3   4   5    6   7   8   9  10 11 12 13 14  15  16 17 18 19 20  21  22 23  24   25 26  27 28  29 30

334 bp 
 

308 bp 

31  32 33  34 35 36  37 38  39 40  41  42 43  44  45  46 47  48  49  50  51 52  53  54  55 56  57  58  59 60 

334 bp 
 

308 bp 

61 62  63  64  65  66 67  68  69  70  71  72  73 74  75  76  77 78 79  80  81 82 83 84  85  86  87 88 89  90 

308 bp 
 

334 bp 

91 92  93 94 95 96  97   98  99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 

308 bp 
 

334 bp 
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ภาพที่ 10  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUC จาํนวน 120 ตน  

โดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง CMCT323 (F=ตนแม, M=ตน 
พอ, Lane1-120 = แตงกวาลกูผสมตนที่ 1-120) 

หมายเหต ุ ตนที่ CUC74 ไมพบแถบดีเอ็นเอ (missing data) 
 

218 bp 
 

208 bp 

F  M  1  2   3   4   5    6   7   8   9  10 11 12 13 14 15  16 17  18  19 20  21 22 23  24   25 26 27 28  29 30 

218 bp 
 

208 bp 

31  32 33  34 35 36  37 38  39 40  41  42 43  44  45  46 47  48 49  50  51 52  53  54  55 56  57  58  59  60 

218 bp 
 

208 bp 

61 62  63  64  65  66 67  68  69  70  71  72  73 74  75  76  77 78 79  80  81 82 83 84  85  86  87 88 89  90 

218 bp 
 

208 bp 

91 92  93  94 95 96 97  98  99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 
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ภาพที่ 11  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมพันธุ CUD จํานวน 120 ตน  

โดยใชดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite ตําแหนง CMCT323 (F=ตนแม, M=ตน 
พอ, Lane1-120 = แตงกวาลกูผสมตนที่ 1-120) 

หมายเหต ุ ตนที่ CUD13, 32 และ 110 ไมพบแถบดีเอ็นเอ (missing data) 
 

218 bp 
 

208 bp 

F  M  1  2   3   4   5    6   7   8   9  10 11 12 13 14 15  16 17  18  19 20  21 22 23  24   25 26 27 28  29  30 

218 bp 
 

208 bp 

31 32 33 34  35  36  37  38  39  40  41  42 43  44  45 46 47  48 49  50  51 52  53  54  55 56  57  58  59  60 

218 bp 
 

208 bp 

61    62   63  64  65 66 67  68  69  70  71 72 73 74  75  76 77 78 79  80  81 82 83 84  85 86  87 88 89  90 

218 bp 
 

208 bp 

91 92  93  94 95 96 97  98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 
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ตารางที่ 11  การตรวจสอบความเปนลูกผสมในแตงกวาสายพันธุ CUB2, CUB13, CUB16, CUB76  
และ CUB85 ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite จํานวน 7 ตําแหนง 

 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย ตน CUB2 ตน CUB13 ตน CUB16 ตน CUB76 ตน CUB85 

CMCT252 Off type Off type Off type Off type Off type 

CMCT315 Off type Off type Off type Off type Off type 

CMCT358 Self Self Self Self Self 

CMCT390 Hybrid Hybrid Hybrid Hybrid Hybrid 

CMCT641 Self Self Self Self Self 

CMCT662 Self Self Self Self Self 

CMCT726 Self Self Self Self Self 

CMCT746 Off type Off type Off type Off type Off type 
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ภาพที่ 12  การตรวจสอบความเปนลูกผสมในแตงกวาสายพันธุ CUB2, CUB13, CUB16, CUB76 
และ CUB85 ดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด Microsatellite จํานวน 7 ตําแหนง (F คือ ตน
แม M คือ ตนพอ) 
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5.  การเปรียบเทียบวิธีการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรม 
 

5.1 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมโดยวิธี GOT (Grow Out Testing) 
เร่ิมทําการเพาะตัวอยางเมล็ดพันธุแตงกวาลกูผสมในวนัที ่ 3 สิงหาคม 2548 และยาย

ปลูกลงแปลงปลูกเมื่อวันที่ 11 สิงหาคม 2548 หลังจากตนพืชเจริญเติบโตและแสดงผลทางฟโนไทป 
ที่สามารถตรวจสอบความแตกตางได เจาหนาที่ควบคุมคุณภาพเมล็ดพันธุและผูเชี่ยวชาญดานการ
จําแนกสายพนัธุทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม พบวา  
 

หลังจากยายปลูกประมาณ 21 วันสามารถทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของแตงกวาลกูผสมพนัธุ CUA ไดในชวง vegetative period โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
ความหยักของขอบใบเปนเปนลักษณะบงชีเ้พื่อใชแยกความแตกตางระหวาง แมพันธุ พอพันธุ และ
ลูกผสม โดยตนแมมีลักษณะของขอบใบเรียบขณะที่ตนพอมีลักษณะขอบใบหยักมาก และลูกผสมที่
ไดจะมีลักษณะของขอบใบหยักเล็กนอย ซ่ึงผลของการตรวจสอบพบวา ตนแตงกวาจํานวน 119 ตน
เปนลูกผสมที่แทจริง ขณะทีต่นแตงกวาหมายเลข CUA21 ไมสามารถตรวจสอบไดเนื่องจากเกิดเชือ้
ไวรัสเขาทําลาย ดังนัน้เมล็ดพันธุแตงกวาลกูผสมชุดนี้มีความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 100 เปอรเซ็นต 
(ตารางที่ 12 และภาพที่ 13 )  
 

หลังจากยายปลูกประมาณ 30 วันสามารถทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 
แตงกวาลูกผสมพันธุ CUB ไดในชวงระยะเจริญพันธุ (reproductive period) โดยใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของการแสดงออกทางเพศดอกแตงกวา (sex expression) เปนลักษณะบงชี้เพื่อใชแยก
ความแตกตางระหวาง แมพนัธุ พอพันธุ และลูกผสม โดยตนแมมีลักษณะการแสดงออกทางเพศ
ดอกแบบ gynoecious ขณะที่ตนพอมีลักษณะเพศดอกแบบ monoecious และลูกผสมมีลักษณะของ
การแสดงออกทางเพศดอกแบบ monoecious ซ่ึงผลของการตรวจสอบพบวา เมล็ดพันธุแตงกวา
ลูกผสมชุดนี้มีความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 100 เปอรเซ็นต คือตนแตงกวาทั้ง 120 ตน มีลักษณะของ
การแสดงออกทางเพศดอกแบบ monoecious (ตารางที่ 12 และภาพที1่3) 
 

หลังจากยายปลูกประมาณ 33 วันสามารถทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 
แตงกวาลูกผสมพันธุ CUC ไดในชวงระยะเจริญพันธุ โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของขนาดผล 
สีผิวและสีของหนามแตงกวาเปนลักษณะบงชี้เพื่อใชแยกความแตกตางระหวาง แมพันธุ พอพันธุ 
และลูกผสม โดยพบวาตนแมมีลักษณะขนาดผลยาวสีเขียวออนและหนามสีขาว ขณะที่ตนพอมี
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ลักษณะขนาดผลสั้นสีเขียวเขมและหนามสีขาว ดังนัน้ลูกผสมที่ไดจะมีลักษณะของผลแบบ ขนาด
ผลยาวสีเขียวและหนามสีขาว ซ่ึงผลของการตรวจสอบพบวา เมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชดุนี้มี
ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 100 เปอรเซ็นต (ตารางที่ 12) 
 

หลังจากยายปลูกประมาณ 33 วันสามารถทําการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 
แตงกวาลูกผสมพันธุ CUD ในชวง ระยะเจริญพันธุ โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาของขนาดผล 
สีผิวผลและสีของหนามแตงกวา เปนลักษณะบงชี้เพื่อใชแยกความแตกตางระหวางแมพันธุ พอพันธุ 
และลูกผสม โดยตนแมมีลักษณะขนาดผลยาวสีเขียวออนและหนามสีขาว ขณะทีต่นพอมีลักษณะ 
ขนาดผลสั้นสีเขียวเขมและหนามสีขาว ดังนั้นลูกผสมที่ไดจะมีลักษณะของผลแบบ ขนาดผลยาวสี
เขียวและหนามสีขาว ซ่ึงผลของการตรวจสอบพบวา ตนแตงกวาจํานวน 119 ตนเปนลูกผสมที่
แทจริง ขณะที่ตนแตงกวาหมายเลข CUD35ไมสามารถตรวจสอบไดเนื่องจากมีการเจริญเติบโตชา
กวาปกติ ดังนั้นเมล็ดพนัธุแตงกวาลูกผสมชุดนี้มีความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 100 เปอรเซ็นต 
(ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 12 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสม 4 สายพันธุโดยใช

วิธี GOT และเทคนิค SSLP  
 
 GOT SSLP 

พันธุแตงกวา
ลูกผสม 

ระยะเวลาที่ใช 
ตรวจสอบ 

(วัน) 

จํานวน 
แรงงานที่ใช
ตรวจสอบ 

(คน) 

ความบริสุทธ์ิ  
ทางพันธุกรรม 
(เปอรเซน็ต) 

ระยะเวลาที่ใช 
ตรวจสอบ 

(วัน) 

จํานวน 
แรงงานที่ใช
ตรวจสอบ 

(คน) 

ความบริสุทธ์ิ 
ทางพนัธุกรรม 
(เปอรเซน็ต) 

CUA 21 4 100 3 2 100 
CUB 30 4 100 3 2 95.45 
CUC 35 4 100 3 2 100 
CUD 35 4 100 3 2 99.15 
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ภาพที่ 13 ก.) ความแตกตางของขอบใบ ระหวางตนแม พอ และลูกผสม ของแตงกวาสายพันธุ CUA 

ข.) ความแตกตางทาง sex expression ระหวางตนแม พอ และลูกผสม ของแตงกวาสาย
พันธุ CUB 
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5.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมโดยเทคนิค SSLP  
 

คัดเลือกดีเอ็นเอเครื่องหมายจากผลการทดลอง ขอ 4.1 หนา 58 เพื่อใชในการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม นําตัวอยางใบแตงลูกผสมกวาจาํนวน 4 พันธุ (480 ตน) ที่ได
จากการเก็บตัวอยางในวันที่ 9 สิงหาคม 2548 มาสกัดดีเอ็นเอและทําปฏิกิริยา PCR ตรวจสอบผล
ดวยเจลelectrophoresis และ silver staining โดยใชระยะเวลาตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของลูกผสมเปนเวลา 3 วัน และผลการตรวจสอบพบวาแตงกวาสายพนัธุ CUA และ CUC มีความ
บริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 100 เปอรเซ็นต ขณะทีแ่ตงกวาสายพันธุ CUD และ CUB มีความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมเปน 99.15 เปอรเซ็นต และ 95.45 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 12) 
 

5.3 การเปรียบเทยีบผลการตรวจสอบ 
 

จากการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมในชุดแตงกวาลูกผสม 4 สายพันธุ ดวย
เทคนิค SSLP และวิธี GOT พบวา การตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP ใชแรงงานเพียง 2 คนตอการ
ตรวจสอบตัวอยาง 120 ตัวยางโดยใชระยะเวลาเพียง 3 วัน ขณะที่ GOT ใชแรงงานอยางนอย 4 คน
โดยใชระยะเวลา 21-33 วัน  
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การวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรม 
 
ขอมูลท่ัวไปของการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสม 
 

การดําเนินการตรวจสอบดวยวิธี GOT  
 

จากการสัมภาษณประกอบแบบสอบถามสามารถอธิบายถึงสภาพการดาํเนินการจาง
เกษตรกรปลูกทดสอบของบริษัทผลิตเมล็ดพันธุ ณ อําเภอเวียงสา จังหวัดนาน ปการเพาะปลูก 2548 
พบวาบริษทัไดดําเนนิการจางเกษตรกรทั้งหมด 7 รายทําการปลูกทดสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรม
ของแตงกวา ภายใตขอตกลงระหวางบรษิทัและเกษตรกรโดยที่เกษตรกรผูรับจางปลูกดูแลรักษาจะ
ไดรับคาจางเปนจํานวนเงนิประมาณ 3 บาทตอตน แตเกษตรกรจะตองเปนผูซ้ือตนกลาจากบริษัท
เปนเงินประมาณ 0.45 บาทตอตน และเสียคาใชจายในการใชปจจัยการผลิตทั้งหมด (บริษัทจะมี
ตนทุนคาจางปลูกทดสอบคือประมาณ 2.55 บาทตอตน) และหลังจากการตรวจสอบเสร็จสิ้น
เกษตรกรสามารถนําผลผลิตไปจําหนายได โดยที่รายไดจากการจําหนายผลผลิตเกษตรกรเปนผู
ไดรับทั้งหมด สําหรับขั้นตอนการดําเนนิการจางปลูกทดสอบประกอบดวย บริษัทจะเปนผูผลิตตน
กลาที่ไดจากเมล็ดพันธุตัวอยางซึ่งเปนตวัแทนของชุดเมล็ดพันธุ (seed lot) จํานวน 120 ตนตอชุด
เมล็ดพันธุ จากนั้นจําหนายตนกลาจํานวน 2,400 ตนใหเกษตรกรดาํเนินการปลูกและดแูลรักษาใน
แปลงปลูกขนาด 1 งาน ซ่ึงเกษตรกรใชแรงงานประมาณ 2-4 คนดําเนินการปลูกภายใตคําแนะนํา
ของบริษัทและเมื่อครบกําหนดตามระยะเวลาที่สามารถตรวจสอบความเปนลูกผสมได (ระยะเวลา
ขึ้นอยูกับลักษณะทางสณัฐานวิทยาของตนพืชที่สามารถใชในการตรวจสอบได) เจาหนาที่ควบคุม
คุณภาพเมล็ดพันธุและผูเชี่ยวชาญหรือนักปรับปรุงพันธุจะเปนผูดําเนนิการตรวจสอบตนพืช 
 

ฤดูการปลูกทดสอบโดยทั่วไปจะดําเนินการในชวงเดือนสิงหาคมถึงเดือนกุมภาพันธ 
โดยจะเริ่มเพาะตนกลาในชวงเดือนสิงหาคมและเริ่มตรวจสอบในชวงเดือนกันยายนเปนตนไป 
 

การดําเนินการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP  
 

สําหรับการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP พบวามีขั้นตอนของการตรวจสอบอยู 3 
ขั้นตอน คือข้ันตอนแรกเปนการสกัดดเีอน็เอโดยการนาํใบเลี้ยงของตนกลาอายุประมาณ 6-9 วัน 
ขนาดครึ่งใบมาสกัดดีเอ็นเอ (ในขั้นตอนนี้หากมีปริมาณตัวอยางที่ตองสกัดดีเอ็นเอมากวา 200 ตน
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จําเปนตองใชผูทําการตรวจสอบประมาณ 2 คน และในขั้นตอนนีจ้ะไมทําการตรวจสอบปริมาณดี
เอ็นเอเนื่องจากผูปฏิบัติมีความชํานาญในการสกัดดีเอ็นเอเปนอยางด)ี ขั้นตอนที่สองเปนการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นดวยเทคนิค PCR โดยใชแรงงาน 1 คน จากนั้นขัน้ตอนที่สามทาํการตรวจสอบ
ผล PCR product ดวยวิธี electrophoresis และยอมดวยซิลเวอรไนเตรท ในขั้นตอนนีใ้ชแรงงาน 1 
คน โดยการตรวจสอบดวยวธีิการนี้ใชแรงงานประมาณ 2 คน ชวงเวลาการตรวจสอบสามารถทํา
การตรวจสอบไดตลอดเวลา 
 
ผลการวิเคราะหทางเศรษฐศาสตร 
 

การศกึษาครั้งนี้เปนการเปรียบเทยีบตนทนุทางเศรษฐศาสตรของการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมในกรณีการทดสอบดวยวิธี GOT และเทคนิค SSLP ในป 2548 
โดยผลการศึกษาแบงออกเปน 2 สวน สวนแรกเปนการวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนของการ
ตรวจสอบ สวนที่ 2 เปนการวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบ
ดวยวิธี SSLP 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดจําแนกตนทุนในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของ
แตงกวาลูกผสม ออกเปน 2 รายการ คือตนทุนจากการใชวิธี GOT และ ตนทุนจากการใชเทคนิค 
SSLP 
 
ตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยวิธี GOT ในกรณีท่ี
บริษัทจางเกษตรกรปลูกทดสอบ 
 

ดําเนินการเก็บขอมูลตนทุนในชวงวันที่ 3 สิงหาคมถึงวันที่ 15 ตุลาคม 2548 โดยตนทุน
ของการตรวจสอบจะพิจารณาตนทุนที่เปนเงินสดและตนทุนที่ไมเปนเงินสด และพิจารณาเปน
ตนทุนผันแปร (variable cost) ที่ประกอบดวย คาจางแรงงานปลูกดูแลรักษา และคาเสียโอกาสการ
ลงทุน ตนทุนคงที่ (fixed cost) ประกอบดวย คาจางเจาหนาที่ตรวจสอบคุณภาพและผูเช่ียวชาญ 
และ คาเสียโอกาสการลงทุน โดยคํานวณตนทุนตามระยะเวลาการตรวจสอบที่ระยะเวลา 21 และ 33 
วัน โดยคิดตนทุนตอการตรวจสอบตนแตงกวาลูกผสมจาํนวน 20 ชุดเมล็ดพันธุ หรือ 2,400 ตน 
ภายในพื้นที่ตรวจสอบ 100 ตารางวาหรือ 1 งาน และหนวยสุดทายของตนทุนคิดในรูปตนทุนตอการ
ตรวจสอบ 1 ตัวอยางหรือตนพืช โดยมีผลดังนี้ 
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การคิดคาแรงงานที่ใชในตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมแตงกวาลูกผสม แบงไดเปน 

2 ประเภท คอื คาจางแรงงานรายวนัดําเนินการปลูกและดูแลรักษา คิดตามอัตราคาจางบริษัทตั้งไว 
โดยคิดเปนคาจางปลูกตอตน ประเภททีส่องคือคาจางแรงงานประจาํ (เงินเดือนประจํา) คิดตาม
อัตราคาจางแรงงานตามวุฒกิารศึกษาและประสบการณทาํงาน (เปนการประเมินโดยผูทําการศึกษา) 
และคิดคาจางแรงงานภายใตเงื่อนไขในกรณีที่ใชแรงงานเต็มที่ 100 เปอรเซ็นต 
 

คาเสียโอกาสเงินลงทุนตนทนุผันแปร คิดจากตนทนุผันแปรที่เปนเงินสดทั้งหมดคูณกับ
อัตราดอกเบี้ยรอยละ 6.25 (ตามอัตราดอกเบี้ยเงินกูขณะทําการสํารวจ เดือนสิงหาคม ป 2548) ตาม
ระยะเวลาที่ใชในการตรวจสอบ 21 และ 33 วัน 
 

คาเสียโอกาสเงินลงทุนตนทนุคงที่ คิดจากตนทนุคงที่ที่เปนเงินสดทั้งหมดคูณกับอัตรา
ดอกเบี้ยรอยละ 6.25 (ตามอัตราดอกเบีย้เงินกูขณะทําการสํารวจเดือนสิงหาคม ป 2548) ตาม
ระยะเวลาที่ใชในการตรวจสอบ 21 และ 33 วัน 
 

จากตารางที ่ 13 พบวาตนทนุการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT โดย
การจางเกษตรกรของบริษัทผลิตเมล็ดพันธุ ณ อําเภอเวียงสา จังหวัดนาน ที่ระยะเวลา 21 วัน มีตนทนุ
รวมทั้งหมดเทากับ 18.04 บาทตอตน โดยประกอบดวยตนทุนผันแปรคือ 2.56 บาทตอตนและตนทุน
คงที่ 15.48 บาทตอตน เมื่อคิดตนทุนออกมาเปนรอยละ ตนทุนสวนใหญคือตนทุนคงที่ โดยคิดเปน
รอยละ 85.81 ของตนทุนทั้งหมด ขณะที่ตนทุนผันแปรเทากับรอยละ 14.19 ของตนทุนทั้งหมด 
ตนทุนคงที่ประกอบดวยจางคาแรงงานในจัดการและการตรวจสอบ ซ่ึงเปนตนทุนสวนใหญโดยคิด
เปนรอยละ 85.50 ของตนทุนทั้งหมด รองลงมาไดแก คาจางแรงงานเกษตรกรปลูกคิดเปนรอยละ 
14.14 ของตนทุนทั้งหมด  
 

จากตารางที ่ 14 พบวา ตนทนุการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT โดย
การจางเกษตรกรของบริษัทผลิตเมล็ดพันธุ ณ อําเภอเวียงสา จังหวดันาน ที่ระยะเวลา 33 วนั มี
ตนทุนรวมทั้งหมดเทากับ 33.56 บาทตอตน โดยประกอบดวยตนทนุผันแปรคือ 2.56 บาทตอตน 
และตนทนุคงที่ 31.00 บาทตอตน เมื่อคิดตนทุนออกมาเปนรอยละตนทุนสวนใหญคือตนทุนคงที ่
โดยคิดเปนรอยละ 92.36 ของตนทุนทั้งหมด ขณะที่ตนทุนผันแปรเทากับรอยละ 7.64 ของตนทุน
ทั้งหมด ตนทุนคงที่ประกอบดวยจางคาแรงงานในจัดการและการตรวจสอบ ซ่ึงเปนตนทุนสวน
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ใหญโดยคิดเปนรอยละ 91.85 ของตนทุนทั้งหมด รองลงมาไดแก คาจางแรงงานเกษตรกรปลูกคิด
เปนรอยละ 7.60 ของตนทุนทั้งหมด 
 
ตารางที่ 13  ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวธีิ GOT โดยการจางเกษตรกร

ดําเนินการปลูก ที่ระยะเวลา 21 วัน ในปการเพาะปลูก 2548 
 
ราการ ตนทุนตอตน 

(บาท) 

ตนทุนตอ 120 ตน 

(บาท) 

ตนทุนตอ 2,400 ตน 

(บาท) 

รอยละ 

ตนทุนผันแปร     

คาจางปลูก  2.55 306 6,120.00 14.14

คาเสียโอกาส* 0.01 1.10 22.01 0.05

ตนทุนผันแปรทั้งหมด 2.56 307.10 6,142.01 14.19

ตนทุนคงที่     

แรงงานประจํา 15.42 1,850.00 37,000.00  85.50

  เจาหนาที่ควบคุมคุณภาพ 5.00 600.00 12,000.00 27.73

   ผูเช่ียวชาญ  10.42 1,250.00 25,000.00 57.77

คาเสียโอกาส* 0.06 6.65 133.05 0.31

ตนทุนคงที่ท้ังหมด 15.48 1,856.65 37,285.10 85.81

ตนทุนรวมท้ังหมด 18.04 2,163.75 43,275.05 100

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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ตารางที่ 14 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวธีิ GOT โดยการจางเกษตรกร
ดําเนินการปลูก ที่ระยะเวลา 33 วัน ในปการเพาะปลูก 2548 

 
ราการ ตนทุนตอตน  

(บาท) 

ตนทุนตอ 120 ตน 

(บาท) 

ตนทุนตอ 2,400 ตน 

(บาท) 

รอยละ 

ตนทุนผันแปร     

คาจางปลูก  2.55 306 6,120.00 7.60

คาเสียโอกาส 0.01 1.73 34.58 0.04

ตนทุนผันแปรทั้งหมด 2.56 307.73 6,154.58 7.64

ตนทุนคงที่     

แรงงานประจํา 30.83 3,700.00 74,000.00  91.85

  เจาหนาที่ควบคุมคุณภาพ 10.00 1,200.00 24,000.00 29.79

  ผูเช่ียวชาญ  20.83 2,500.00 50,000.00 62.06

คาเสียโอกาส 0.17 20.91 418.15 0.51

ตนทุนคงที่ท้ังหมด 31.00 3,720.91 74,418.15 92.36

ตนทุนรวมท้ังหมด 33.56 4,028.64 80,572.73 100

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยวิธี GOT ในกรณีท่ีบริษัท
ดําเนินการปลูกทดสอบเอง 
 

ตนทุนของการตรวจสอบจะพิจารณาถึงตนทุนที่เปนเงินสดและตนทุนที่ไมเปนเงินสด โดย
คํานวณในรูปของตนทุนผันแปรซึ่งประกอบดวย สวนที่1 คาจางแรงงานรายวันในการประกอบ
กิจกรรมตางๆ (คาจางเพาะกลารายวัน คาจางปลูกและดูแลรักษารายวัน) สวนที่ 2 คาวัสดุการเกษตร 
(คาเมล็ดพันธุ คาวัสดุเพาะกลา คากระบะเพาะกลา คาปุย คาสารเคมี คาคาง คาพลาสติกคลุมแปลง 
คาเชือก คาน้ํามันเชื้อเพลิง) สวนที่ 3 คาใชจายอื่นๆ (คาจางรถไถ คาซอมแซมวัสดุและอุปกรณ) 
และคาเสียโอกาสเงินลงทุนในตนทุนผันแปร ซ่ึงคิดจากตนทุนผันแปรทั้งหมดคูณกับอัตราดอกเบี้ย
รอยละ 6.25 ตอป (ตามอัตราดอกเบี้ยเงินกูขณะทําการสํารวจ เดือนสิงหาคม ป 2548) ตามระยะเวลา
ที่ใชในการตรวจสอบ 21 และ 33 วัน ตนทุนคงที่ประกอบดวย คาเชาที่ดิน คาเส่ือมราคาของ
เครื่องมืออุปกรณการเกษตร คาจางแรงงานรายเดือนของเจาหนาที่ตรวจสอบคุณภาพและ
ผูเชี่ยวชาญตรวจแปลงปลูกและคาเสียโอกาสการลงทุนตนทุนคงที่ โดยคํานวณตนทุนตาม
ระยะเวลาการตรวจสอบที่ระยะเวลา 21 และ 33 วัน โดยเปนการคิดตนทุนตอการตรวจสอบใน
แตงกวาลูกผสมจํานวน 20 ชุดเมล็ดพันธุหรือ 2,400 ตน ภายในพื้นที่เชาตรวจสอบ 100 ตารางวา
หรือ 1 งาน และหนวยสุดทายของตนทุนคิดเปนตนทุนตอการตรวจสอบ 1 ตนพืช 
 

การคิดคาแรงงานที่ใชในตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมแตงกวาลูกผสม แบงเปน 2 
ประเภท คือ คาแรงงานจางรายวัน คิดตามอัตราคาจางแรงงานรายวนัในทองที่ที่ทาํการศึกษา จาก
การสํารวจคาจางเพาะกลาและดูแลรักษาอยูในชวง 100-120 บาท ตอวันตอคน ประเภทที่สองคือ
คาจางแรงงานประจํา (เงินเดือนประจาํ) คิดตามอัตราคาจางแรงงานตามวฒุิการศึกษาและ
ประสบการณทํางาน (เปนการประเมินโดยผูทําการศึกษา) และคิดคาจางแรงงานภายใตเงื่อนไขใน
กรณีที่ใชแรงงานเต็มที่ 100 เปอรเซ็นต 
 

คาวัสดุการเกษตรที่ใช ไดแก คาเมล็ดพันธุ คากระบะเพาะกลา คาวสัดุเพาะกลา คาปุย คา
สารเคมี คาวัสดุคลุมแปลง คาเชือก และคาน้ํามันเชือ้เพลิง ประเมินจากการสอบถามบริษัทเปน
ผูดําเนินการและเกษตรกรผูรับจางปลูก 
 

คาใชจายอ่ืนๆ เชน คาจางรถไถ คาซอมแซมวัสดุและอุปกรณ ประเมินจากการสอบถาม
เกษตรกรผูรับจางปลูก 
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คาเสียโอกาสเงินลงทุน คิดจากตนทุนผันแปรที่เปนเงินสดทั้งหมดคณูกบัอัตราดอกเบีย้รอย
ละ 6.25 (ตามอัตราดอกเบีย้เงินกูขณะทําการสํารวจ) ตามระยะเวลาทีใ่ชในการตรวจสอบ 21 และ 
33 วัน 
 

คาเสียโอกาสเงินลงทุนตนทนุคงที่ คิดจากตนทนุคงที่ที่เปนเงินสดทั้งหมดคูณกับอัตรา
ดอกเบี้ยรอยละ 6.25 (อางอิงตามอัตราดอกเบี้ยเงนิกูขณะทําการสํารวจ) ตามระยะเวลาที่ใชในการ
ตรวจสอบ 21 และ 33 วัน 
 

คาใชจายทีด่นิ คิดจากอัตราคาเชาที่ดินในทองถ่ิน ซ่ึงรวมภาษีที่ดนิอยูดวย 
 

คาเสื่อมราคาของเครื่องมือและอุปกรณการเกษตรเชน คาเครื่องสูบน้ํา คาเครื่องพนยา 
ประเมินจากมลูคาเครื่องมืออุปกรณการเกษตรที่ใชในการตรวจสอบ โดยคิดแบบ Straight Line 
Method โดยไดขอมูลจากเกษตรกร 
 

จากตารางที่ 15 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมดวย
วิธี GOT ที่ระยะเวลา 21 วัน พบวาตนทุนรวมทั้งหมดเทากับ 20.06 บาทตอตน คิดเปนตนทุนที่เปน
เงินสด 19.91 บาทตอตน และตนทุนที่ไมเปนเงินสด 0.15 บาทตอตน โดยมีตนทุนผันแปรเทากับ 
4.49 บาทตอตน สวนตนทนุคงที่ประกอบดวย คาเชาที่ดิน คาเสื่อมอุปกรณการเกษตร คาแรงงาน
จางรายเดอืนและคาเสียโอกาสเงินลงทุนมีคาเทากับ 15.57 บาทตอตน เมือ่คิดตนทุนออกมาเปนรอยละ 
ตนทุนสวนใหญคือ ตนทุนคงที่คิดเปนรอยละ 77.62 ของตนทุนทั้งหมด ซ่ึงพบวาตนทุนสวนใหญ
เปนตนทุนคาจางแรงงานในการตรวจสอบโดยคิดเปนรอยละ 76.86 ขณะที่ตนทุนผันแปรคิดเปน
รอยละ 22.38 ของตนทุนทั้งหมด 
 

จากตารางที่ 16 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมดวย
วิธี GOT ที่ระยะเวลา 33 วัน พบวาตนทุนรวมทั้งหมดเทากับ 36.99 บาทตอตน คิดเปนตนทุนที่เปน
เงินสด 36.68 บาทตอตน และตนทุนที่ไมเปนเงินสด 0.31 บาทตอตน โดยมีตนทุนผันแปรเทากับ 
5.82 บาทตอตน สวนตนทนุคงที่ประกอบดวย คาเชาที่ดิน คาเสื่อมอุปกรณการเกษตร คาแรงงาน
จางรายเดือนและคาเสียโอกาสเงินลงทุน มีคาเทากับ 31.17 บาทตอตน เมื่อคิดตนทุนออกมาเปน
รอยละ ตนทนุสวนใหญคือ ตนทุนคงที่คิดเปนรอยละ 84.28 ของตนทุนทั้งหมด ซ่ึงพบวาตนทนุ
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สวนใหญเปนตนทุนคาจางแรงงานในการตรวจสอบโดยคิดเปนรอยละ 83.35 ของตนทุนทั้งหมด 
ขณะที่ตนทุนผันแปรคิดเปนรอยละ 15.72 ของตนทุนทัง้หมด 
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ตารางที่ 15 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวธีิ GOT ในกรณีที่บริษัทเปน
ผูดําเนินการปลูกทดสอบแตงกวาลูกผสมจาํนวน 2,400 ตน ในระยะเวลา 21 วัน ในป
การเพาะปลูก 2548 

 
ตนทุนตอ 2,400 ตน รายการ 

เปนเงินสด ไมเปนเงินสด รวม 
ตนทุนตอตน รอยละ 

ตนทุนผันแปร      

1. คาแรงงานรายวัน      

เพาะกลา 120.00 - 120.00 0.05 0.25

ปลูกและดูแลรักษา  5,040.00 - 5,040.00 2.10 10.47

รวมแรงงานทั้งหมด 5,160.00 - 5,160.00 2.15 10.72

2.วัสดุปจจัย  

   เมล็ดพันธุ 850.00 - 850.00 0.35 1.77

  วัสดุเพาะ 465.80 - 465.80 0.19 0.97

  กระบะเพาะ 448.12 448.12 0.19 0.93

  ปุย   208.29 - 208.29 0.09 0.43

  สารเคมี 204.74 - 204.74 0.09 0.43

  คาง 1,920.00 - 1,920.00 0.80 3.99

  พลาสติกคลุมแปลง 419.80 - 419.80 0.17 0.87

  เชือกฟาง 60.00 - 60.00 0.03 0.12

  น้ํามัน 626.43 - 626.43 0.26 1.30

ตนทุนปจจัยทั้งหมด 5,203.18 - 5,203.18 2.17 10.81

3. อ่ืนๆ  

  คาจางรถไถ  321.43 - 321.43 0.13 0.67

  คาซอมแซมอุปกรณ  50.22 - 50.22 0.02 0.10

  คาเสียโอกาสเงินลงทุน  - 38.60 38.60 0.02 0.08

ตนทุนอื่นๆทั้งหมด 371.65 38.60 410.25 0.17 0.85

รวมตนทุนผันแปรทังหมด 10,734.83 38.60 10,773.43 4.49 22.38

ตนทุนคงที่  

  คาเชาที่ดิน   62.50 - 62.50 0.03 0.13

  คาเสื่อมราคา   - 173.65 173.65 0.07 0.36

  คาแรงงานเจาหนาที่ตรวจสอบคุณภาพ 12,000.00 - 12,000.00 5.00 24.93

  คาแรงงานผูเช่ียวชาญ   25,000.00 - 25,000.00 10.42 51.93

  คาเสียโอกาสเงินลงทุน  - 133.27 133.27 0.06 0.28

รวมตนทุนคงที่ท้ังหมด 37,062.50 306.92 37,369.42 15.57 77.62

ตนทุนทั้งหมด 47,797.33 345.52 48,142.85 20.06 100

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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ตารางที่ 16 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT ในกรณีที่บริษัทเปน
ผูดําเนินการปลูกทดสอบแตงกวาลูกผสมจํานวน 2,400 ตน ในระยะเวลา 33 วัน ในป
การเพาะปลูก 2548 

 
ตนทุนตอ 2,400 ตน รายการ 

เปนเงินสด ไมเปนเงินสด รวม
ตนทุนตอตน รอยละ 

ตนทุนผันแปร  

1. คาแรงงานรายวัน  

เพาะกลา 120.00 - 120.00 0.05 0.14

ปลูกและดูแลรักษา  7,920.00 - 7,920.00 3.30 8.92

รวมแรงงานทั้งหมด 8,040.00 - 8,040.00 3.35 9.06

2.วัสดุปจจัย  

   เมล็ดพันธุ 850.00 - 850.00 0.35 0.96

  วัสดุเพาะ 465.80 - 465.80 0.19 0.52

  กระบะเพาะ 448.12 448.12 0.19 0.50

  ปุย   327.32 - 327.32 0.14 0.37

  สารเคมี 321.73 - 321.73 0.13 0.36

  คาง 1,920.00 - 1,920.00 0.80 2.16

  พลาสติกคลุมแปลง 419.80 - 419.80 0.17 0.47

  เชือกฟาง 60.00 - 60.00 0.03 0.07

  น้ํามัน 626.43 - 626.43 0.26 0.71

ตนทุนปจจัยทั้งหมด 5,439.20 - 5,439.20 2.27 6.13

3. อ่ืนๆ  

  คาจางรถไถ  321.43 - 321.43 0.13 0.36

  คาซอมแซมอุปกรณ  78.91 - 78.91 0.03 0.09

  คาเสียโอกาสเงินลงทุน  - 78.43 78.43 0.03 0.09

ตนทุนอื่นๆทั้งหมด 400.34 78.43 478.77 0.20 0.54

รวมตนทุนผันแปรทังหมด 13,879.54 78.43 13,957.97 5.82 15.72

ตนทุนคงที่  

  คาเชาที่ดิน   125.00 - 125.00 0.05 0.14

  คาเสื่อมราคา   - 272.87 272.87 0.11 0.31

  คาแรงงานเจาหนาที่ตรวจสอบคุณภาพ 24,000.00 - 24,000.00 10.00 27.03

  คาแรงงานผูเช่ียวชาญ   50,000.00 - 50,000.00 20.83 56.32

  คาเสียโอกาสเงินลงทุน  - 418.86 418.86 0.17 0.47

รวมตนทุนคงที่ท้ังหมด 74,125.00 691.73 74,816.73 31.17 84.28

ตนทุนทั้งหมด 88,004.54 770.16 88,774.69 36.99 100

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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ตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรมโดยเทคนิค SSLP 
 

กรณีบริษัทดําเนินการจางตรวจสอบ 
 

ตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยใชเทคนคิ 
SSLP ในกรณีการจางหรือการใชบริการการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธกุรรมของหนวยบริการ
ทางชีวภาพ (Bioservice Unit; BSU) จะมีคาจางตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของลูกผสม
เทากับ 75 บาทตอตน  
 

กรณีที่บริษัทดาํเนินการตรวจสอบเอง 
 

ทําการวิเคราะหโดยไมคดิตนทุนคากอสรางอาคารสถานที่ คาซอมแซมและคาการ
จัดการอื่นๆ โดยสมมุติใหอยูภายใตเงื่อนไขในกรณีทีม่ีโครงสรางของหองปฏิบัติการพรอม เพียงแต
เพิ่มเครื่องมือและวัสดุอุปกรณที่จําเปนสําหรับใชในการตรวจดวยเทคนิค SSLP 
 

ตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยใช
เทคนิค SSLP ใชหลักการคํานวณตนทุนระยะสั้น โดยพิจารณาถึงตนทุนที่เปนเงินสดและตนทุนที่
ไมเปนเงินสด โดยคํานวณในรูปของตนทุนผันแปรซึ่งประกอบดวย สวนที่1 คาวัสดุอุปกรณ
ส้ินเปลืองและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัติการ สวนที่ 2 คาใชจายอื่นๆ ไดแก คาน้ํา คาไฟฟา คาเสีย
โอกาสเงนิลงทุนในตนทุนผันแปร ซ่ึงคิดจากตนทุนผันแปรทั้งหมดคูณกับอัตราคิดลดรอยละ 6.25 
ตอป (ตามอัตราดอกเบี้ยเงินกูขณะทําการสํารวจ เดือนสิงหาคม ป 2548) ตามระยะเวลาที่ใชในการ
ตรวจสอบ 21 และ 33 วัน และตนทุนคงที่ประกอบดวย คาเสื่อมราคาของเครื่องมืออุปกรณ คาจาง
แรงงานประจําของประจําหองปฏิบัติการและคาเสียโอกาสการเงินลงทุนตนทุนคงที่ โดยไดคํานวณ
ตนทุนตามระยะเวลาการตรวจสอบที่ระยะเวลา 21 และ 33 วัน และหนวยสุดทายของตนทุนตอ
หนวยคิดออกมาในรูปตนทุนตอการตรวจสอบ 1 ตนพืช  
 

ตนทุนที่เกดิขึน้จากการสกัดดีเอ็นเอ การทําปฏิกิริยา PCR และการตรวจสอบดวยวิธี
เจล electrophoresis เปนการคาํนวณอยูภายใตเงื่อนไข ภายในระยะเวลา 3 วันสามารถทําการ
ตรวจสอบได 244 ตน หรือ 2 ชุดเมล็ดพนัธุ (seed lot) ดังนั้น ในชวงระยะเวลา 21 และ 33 วัน
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สามารถทําการตรวจสอบได 1,708 ตน (14 ชุดเมล็ดพนัธุ) และ 2,684 ตน (22 ชุดเมล็ดพันธุ) 
ตามลําดับ โดยใชแรงงานเจาหนาที่หองปฏิบัติการ 2 คน 
 

คาสารเคมีตางๆที่ใช ประเมินจากการสอบถามเจาหนาที่ประจําหองปฏิบัติการ, 
บริษัทผูผลิตและจําหนาย โดยคํานวณเปนตนทุนตอหนวยสารเคมีที่ใชในการตรวจสอบดวย 
Spreadsheet 
 

คาวัสดุอุปกรณส้ินเปลืองทีใ่ชในหองปฏิบัติการ ประเมินจากการสอบถามเจาหนาที่ประจํา
หองปฏิบัติการ บริษัทผูผลิตและจําหนาย 
 

คาใชจายอ่ืนๆ ไดแก คาน้ํา คาไฟฟา ไดขอมูลจากการสอบถามจากศูนยเทคโนโลยีชีวภาพ
เกษตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน และประเมนิโดยคิดคาใชจายเปน 5% ของ
คาใชจาย คาน้าํและคาไฟฟาเฉล่ียตอเดือน 
 

คาเสียโอกาสเงินลงทุนตนทนุผันแปร คิดจากตนทนุผันแปรที่เปนเงินสดทั้งหมดคูณกับ
อัตราดอกเบี้ยรอยละ 6.25 (ตามอัตราดอกเบี้ยเงนิกูขณะทําการสํารวจ) ตามระยะเวลาทีใ่ชในการ
ตรวจสอบ 21 และ 33 วัน 
 

การคิดคาเสื่อมราคาเครื่องมืออุปกรณหองปฏิบัติการ ประเมินจากการสอบถามจากการ
สอบถามราคาจากตัวแทนจําหนาย โดยคิดแบบ Straight Line Method ภายใตเงือ่นไขเครื่องมือ
ตางๆมีอายุการใชงานเพยีง 5 ป โดยมีมูลคาซากเปนศูนย 
 

การคิดคาแรงงานประจํา (เงินเดือนประจํา) คิดตามอตัราคาจางแรงงานตามวุฒกิารศึกษา
และประสบการณทาํงาน และคิดคาจางแรงงานภายใตเงื่อนไขในกรณีที่ใชแรงงานเต็มที่ 100 
เปอรเซ็นต  ซ่ึงไดขอมูลจากการสอบถาม ผูจัดการหองปฏิบัติการ ดร. จุลภาค  คุนวงศ  
 

คาเสียโอกาสเงินลงทุนตนทนุคงที่ คิดจากตนทนุคงที่ที่เปนเงินสดทั้งหมดคูณกับอัตรา
ดอกเบี้ยรอยละ 6.25 (อางอิงตามอัตราดอกเบี้ยเงนิกูขณะทําการสํารวจ) ตามระยะเวลาที่ใชในการ
ตรวจสอบ 21 และ 33 วัน 
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จากตารางที ่ 17 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมดวย
เทคนิค SSLP ที่ระยะเวลา 21 วัน พบวาตนทุนรวมทั้งหมดเทากับ 31.72 บาทตอตน คิดเปนตนทุนที่
เปนเงินสด 24.67 บาทตอตน และตนทุนที่ไมเปนเงินสด 7.05 บาทตอตน โดยเปนตนทุนผันแปร
เทากับ 14.77 บาทตอตน ซ่ึงตนทุนผันแปรประกอบดวย คาสารเคมีและวัสดุอุปกรณ คาน้ํา คาไฟฟา
และคาเสียโอกาส สวนตนทุนคงที่มีคาเทากับ 16.95 บาทตอตน ซ่ึงประกอบดวย คาเสื่อมราคา 
คาแรงงานจางประจํา และคาเสียโอกาสเงินลงทุน เมื่อคิดตนทุนออกมาเปนรอยละ ตนทุนสวนใหญ
คือตนทุนคงทีค่ิดเปนรอยละ 53.44 ของตนทุนทั้งหมด ขณะที่ตนทุนผันแปร เทากบัรอยละ 46.56 
ของตนทุนทั้งหมด และเมื่อคิดตนทุนรวมตนทุนที่ใชในการเพาะกลา (0.45 บาทตอตน) พบวามี
ตนทุนรวมทั้งหมด 32.71 บาทตอตน 
 

จากตารางที ่ 18 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมดวย
เทคนิค SSLP ที่ระยะเวลา 33 วัน พบวาตนทุนรวมทั้งหมดเทากับ 34.84 บาทตอตน คิดเปนตนทุนที่
เปนเงินสด 27.71 บาทตอตน และตนทุนที่ไมเปนเงินสด 7.12 บาทตอตน โดยเปนตนทุนผันแปร
เทากับ 15.13 บาทตอตน ซ่ึงตนทุนผันแปรประกอบดวย คาสารเคมีและวัสดุอุปกรณ คาน้ํา คาไฟฟา
และคาเสียโอกาส สวนตนทุนคงที่มีคาเทากับ 19.71 บาทตอตน ซ่ึงประกอบดวย คาเสื่อมราคาของ
เครื่องมืออุปกรณในหองปฏิบัติการ คาแรงงานจางรายเดือน และคาเสียโอกาสเงินลงทุน เมื่อคิด
ตนทุนออกมาเปนรอยละ ตนทุนสวนใหญคือตนทุนคงที่คิดเปนรอยละ 56.58 ของตนทนุทั้งหมด 
ขณะที่ตนทุนผันแปรเทากับรอยละ 43.42 ของตนทุนทัง้หมด และเมือ่คิดตนทุนรวมตนทุนที่ใชใน
การเพาะกลา (0.45 บาทตอตน) พบวามีตนทุนรวมทั้งหมด 35.29 บาทตอตน 
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ตารางที่ 17 ตนทุนการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิค SSLP กรณีที่ดําเนนิการตรวจสอบ
ที่ตัวอยาง 1,708 ตนในระยะเวลาการตรวจสอบ 21 วัน 

 
ตนทุนตอ 1,708 ตนตอดีเอ็นแอเครื่องหมาย 1 ตําแหนง 

รายการ 
เปนเงินสด ไมเปนเงินสด รวม 

 ตนทุนตอตน รอยละ 

ตนทุนผันแปร 25,141.84 90.41 25,232.25 14.77 46.56

วัสดุปจจัย 23,141.84 - 23,141.84 13.55 42.70

  สารคมี 14,410.00 - 14,410.00 8.44 26.59

    Taq polymerase 3,015.47 - 3,015.47 1.77 5.56

    สารเคมีอื่นๆ 11,394.53 - 11,394.53 6.67 21.03

  วัสดุอุปกรณ 8,731.84 8,731.84 5.11 16.11

    Pipette tip 2,273.96 - 2,273.96 1.33 4.20

    Eppendorf tubes 2,456.72 - 2,456.72 1.44 4.53

    PCR plate 2,988.51 - 2,988.51 1.75 5.51

    วัสดุอุปกรณอื่นๆ 1,012.65 - 1,012.65 0.59 1.87

อ่ืนๆ 2,000.00 90.41 2,090.41 1.22 3.86

    คาน้ําและคาไฟฟา 2,000.00 - 2,000.00 1.17 3.69

คาเสียโอกาสตนทุนผันแปร - 90.41 90.41 0.05 0.17

ตนทุนคงที่ 17,000.00 11,958.47 28,958.47 16.95 53.44

คาเสื่อมราคาเครื่องมืออุปกรณ - 11,897.34 11,897.34 6.97 21.96

คาแรงงานประจํา 17,000.00 - 17,000.00 9.95 31.37

   พนักงานหองปฏิบัติการ 5,000.00 - 5,000.00 2.93 9.23

   เจาหนาที่หองปฏิบัติการ 12,000.00 - 12,000.00 7.02 22.14

คาเสียโอกาสตนทุนคงท่ี - 61.13 61.13 0.03 0.11

ตนทุนรวมท้ังหมด 42,141.84 12,048.88 54,190.72 31.72 100

ตนทุนตอตน  24.67 7.05 31.72

ตนทุนรวมตนทุนตนกลา 32.17

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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ตารางที่ 18 ตนทุนการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิค SSLP กรณีที่ดําเนนิการตรวจสอบ 
2,684 ตนในระยะเวลาการตรวจสอบ 33 วนั 

 
ตนทุนตอ 2,684 ตนตอดีเอ็นแอเครื่องหมาย 1 

ตําแหนง รายการ 

เปนเงินสด ไมเปนเงินสด รวม 
 ตนทุนตอตน รอยละ

ตนทุนผันแปร 40,365.76 228.09 40,593.86 15.13 43.42

วัสดุปจจัย 36,365.76 - 36,365.76 13.55 38.90

  สารคมี 22,644.30 - 22,644.30 8.44 24.22

    Taq polymerase 4,738.60 - 4,738.60 1.77 5.07

    สารเคมีอื่นๆ 17,905.70 - 17,905.70 6.67 19.15

  วัสดุอุปกรณ 13,721.46 13,721.46 5.11 14.68

     Pipette tip 3,573.37 - 3,573.37 1.33 3.82

     Eppendorf tube 3,860.56 - 3,860.56 1.44 4.13

     PCR plate 4,696.23 - 4,696.23 1.75 5.03

    วัสดุอุปกรณอื่นๆ 1,591.30 - 1,591.30 0.59 1.70

อ่ืนๆ 4,000.00 228.09 4,228.09 1.58 4.52

    คาน้ําและคาไฟฟา 4,000.00 - 4,000.00 1.49 4.28

คาเสียโอกาสตนทุนผันแปร - 228.09 228.09 0.09 0.24

ตนทุนคงที่ 34,000.00 18,887.94 52,887.95 19.71 56.58

คาเสื่อมราคาเครื่องมืออุปกรณ - 18,695.82 18,695.82 6.97 20.00

คาแรงงานประจํา 34,000.00 - 34,000.00 12.67 36.37

   พนักงานหองปฏิบัติการ 10,000.00 - 10,000.00 3.73 10.70

   เจาหนาที่หองปฏิบัติการ 24,000.00 - 24,000.00 8.94 25.67

คาเสียโอกาสตนทุนคงท่ี - 192.12 192.12 0.07 0.21

ตนทุนรวมท้ังหมด 74,365.76 19,116.03 93,481.80 34.84 100

ตนทุนตอตน  27.71 7.12 34.84

ตนทุนรวมตนทุนตนกลา 35.29

 
ท่ีมา:  จากการสํารวจ 
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การเปรียบเทียบตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยวิธี GOT 
และเทคนิค SSLP 
 

จากตารางที่ 19 พบวาตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสม
โดยใชวิธี GOT ในกรณีจางเกษตรกรดําเนินการมีตนทุนต่ํากวาการดําเนินการปลูกทดสอบเอง ที่
ระยะเวลา 21 วัน และ 33 วัน คือ 2.02 บาทตอตน และ 3.43 บาทตอตน ตามลําดับ สวนการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยใชเทคนิค SSLP ในกรณีการ
ดําเนินการตรวจสอบเองพบวามีตนทุนต่ํากวาการจางหรือใชบริการการตรวจสอบของหนวยบริการ
ทางชวีภาพ (Biosurvice Unit: BSU) โดยเฉลี่ยคือประมาณ 41.72 บาทตอตน 
 

เมื่อนาํตนทนุของการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพนัธุกรรมของแตงกวาลูกผสมโดยวธีิ GOT 
และเทคนิค SSLP มาเปรียบเทียบกัน จากตารางที่ 20 พบวาการตรวจสอบโดยใชวิธี GOT ที่
ระยะเวลา 21 วันทั้งในกรณจีางปลูกและดาํเนินการปลูกทดสอบเองมีตนทุนต่ํากวาการทดสอบดวย
เทคนิค SSLP คือ ประมาณ 14.13 บาทตอตน และ 12.11บาทตอตน ตามลําดับ ในขณะที ่ ที่
ระยะเวลา 33 วันการตรวจสอบโดยใชวิธี GOT.ในกรณีการจางพบวามีตนทุนต่ํากวาการทดสอบ
ดวยวิธี SSLP คือ ประมาณ 1.73 บาทตอตน แตในกรณีที่บริษัทดาํเนินการปลูกทดสอบเองจะมี
ตนทุนสูงกวาการทดสอบดวยเทคนิค SSLP คือ ประมาณ 1.70 บาทตอตน  
 
ตารางที่ 19 การเปรียบเทยีบตนทุนการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยวิธี GOT ระหวางกรณีจาง

เกษตรกรและดําเนินการปลูกตรวจสอบเอง และใชวิธี SSLP 
 
ชนิดตนทุน ตนทุนตอตนที่ 21 วัน ตนทุนตอตนที่ 33 วัน 

 GOT จาง GOTไมจาง SSLP GOT จาง GOTไมจาง SSLP 

ตนทุนผันแปร 2.56 4.49 14.77 2.56 5.82 15.13 

ตนทุนคงที่ 15.48 15.57 16.95 31.00 31.17 19.71 

ตนทุนรวม 18.04 20.06 31.72 33.56 36.99 34.84 

ตนทุนรวมท้ังหมด 18.04 20.06 32.17 33.56 36.99 35.29 

 
ท่ีมา:  จากการคํานวณ 
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จากตารางที่ 20 พบวารอยละของตนทนุการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของ
แตงกวาลูกผสมดวยวิธี GOT ในกรณกีารจางนั้นสวนใหญ คือ ตนทุนคงที่คาจางแรงงานประจําและ
ตนทุนผันแปรคาจางแรงงานรายวัน คือ คดิเปนรอยละ 85.50 และรอยละ 14.14 ตามลําดับ ในกรณี
การดําเนนิการปลูกทดสอบเอง รอยละของตนทุนสวนใหญ คือ ตนทุนคงที่คาจางแรงงานประจาํ
และตนทนุผันแปรคาจางแรงงานรายวนัเชนกัน คือ คิดเปนรอยละ 76.85 และ 10.72 ตามลําดับ 
ในขณะที่รอยละของตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมดวย
เทคนิค SSLP มีสัดสวนรอยละของตนทนุคงที่ (รอยละ 53.44) ใกลเคียงกับตนทนุผันแปร(รอยละ 
46.56) โดยมสัีดสวนรอยละของตนทุนคงที่สูงกวาตนทุนผันแปรเพยีงเล็กนอยคือ ประมาณ รอยละ 
6.88 ซ่ึงสัดสวนในตนทุนคงที่สวนใหญเปนตนทุนคาจางแรงงานประจําและคาเสื่อมราคา (ตนทนุที่
ไมเปนเงินสด) คือ รอยละ 31.17 และรอยละ 21.96 ตามลําดับ สัดสวนในตนทุนผันแปรสวนใหญ
เปนตนทุนคาสารเคมีและปจจัยการผลิตในหองทดลองคือ รอยละ 26.59 และรอยละ 16.11 
ตามลําดับ 
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ตารางที่ 20 รอยละของตนทุนของการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT ระหวาง
กรณีการจางเกษตรกรดําเนนิการ การดําเนนิการปลูกตรวจสอบเอง และใช SSLP ที่
ระยะเวลา 21 วัน 

 

รายการ 
GOT 

จางเกษตรกร 

GOT 
ดําเนินการเอง 

เทคนิค 

SSLP 

ตนทุนตอตน (บาท/ตน) 18.03 20.06 32.71 

ตนทุนผันแปรรวมทั้งหมด (รอยละ) 14.19 22.38 46.56 

  สารเคม ี 0 0.86 26.59 

  ปจจัยการผลิตในหองทดลอง 0 0 16.11 

  ปจจัยการผลิตในแปลงปลูก 0 8.65 0* 

  น้ํามัน 0 1.30 0 

คาจางแรงงาน 14.14 10.72 0 

อื่นๆ 0 0.77 3.69 

คาเสียโอกาสการลงทุน 0.05 0.08 0.17 

ตนทุนคงที่รวมทั้งหมด (รอยละ) 85.81 77.62 53.44 

คาเชาที่ดิน 0 0.13 0 

  คาจางแรงงาน 85.50 76.85 31.37 

  คาเสื่อมราคาอุปกรณ 0 0.36 21.96 

  คาเสียโอกาสการลงทุน 0.31 0.28 0.11 

 
หมายเหต ุ * คาตนทุนตนกลา 0.45 บาทตอตน 
 
ท่ีมา:  จากการคํานวณ 
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การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP 
 

จากตารางที่ 21 การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบ
ดวยวิธี SSLP พบวา หากตัดขั้นตอนการตรวจสอบหาปริมาณดีเอ็นเอใน agorose gel electrophoresis 
ตนทุนการตรวจสอบจะลงลงประมาณ 1.93 บาทตอ และหากตนทุนคาเอ็นไซม Taq polymerase 
ลดลงจาก ยูนติละ 8.03 บาท เปน 1.75 บาทตอยูนิต ตนทุนการตรวจสอบจะลงลงประมาณ 1.38 
บาทตอตน และในกรณหีากเพิ่มปริมาณตวัอยางในขั้นตอนการตรวจสอบดวย polyacyramide gel 
electrophoresis จาก 122 ตัวอยาง เปน 244 ตัวอยางตอการตรวจสอบ 1 คร้ัง ตนทุนการตรวจสอบจะ
ลงลงจาก 32.17 บาทตอตน เปน 27.11 บาทตอตน คือลดลง ประมาณ 5.06 บาทตอตน  
 
ตารางที่ 21 ตนทุนการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาดวยเทคนิค SSLP 
 

ตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP 
 

ตนทุนตอตน  
(บาทตอตน) 

สวนตาง  
(บาทตอตน) 

การตรวจสอบผานขั้นตอน agarose gel electrophoresis 34.10  

การตัดขั้นตอน agarose gel electrophoresis* 32.17 1.93 

การใชเอ็นไซม Taq polymerase ราคาลดลง 30.79 1.38 

การเพิ่มปริมาณตัวอยางตอการตรวจสอบ 1 ครั้ง 27.11 5.06 

 
หมายเหต ุ * วธีิปกติที่ใชในการคํานวณตนทุนในครั้งนี ้
 
ท่ีมา:  จากการคํานวณ 
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วิจารณ 
 

การพัฒนาและจําแนกลักษณะของดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิด Microsatellite 
 

จากการพัฒนาและจําแนกลักษณะของดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatelliteในแตงกวา
โดยวิธี enrichment genomic library ดวย B-CT15 พบวามี positive clone ที่มีmicrosatellite ดีเอ็นเอ 
66.93% (170/254) ซ่ึงอาจเปนไปไดวามีการคัดเลือก false positive clones คือมีการคัดเลือกโคลนที่
มีสัญญาณไมชัดเจนตดิมาดวยทําใหมีเปอรเซ็นตของ positive clones ที่มี microsatellite ดีเอ็นเอไม
ครบ 100 เปอรเซ็นตทั้งหมด ซ่ึงปญหานี้สามารถแกไขไดโดยนํา positive clones ที่ไดจากการ
คัดเลือกในครัง้แรก ไปทําการ hybridize ซํ้า เพื่อคัดเลือกโคลนที่มีสัญญาณชัดเจนอีกครั้งหนึ่ง
กอนที่จะนําไปหาลําดับ ซึ่งวิธีการนี้จะชวยลดคาใชจายในการหาลําดับนิวคลีโอไทดได 
 

ประสิทธิภาพของการ enrichment ใหไดช้ินสวนดีเอ็นเอที่มี microsatellite ดีเอ็นเอครั้งนี้ 
มีประสิทธิภาพคอนขางต่ํา คือ17.71% (170/960) ในขณะที่ประสิทธิภาพของการ enrichment ใน
พืชหลายชนดิมีคาประมาณ 50%-90% (Butcher et al., 2000) ซ่ึงคาดวาสาเหตุอาจมาจาก1.) การ
คัดเลือกโคลนที่มีสัญญาณไมชัดเจนตดิมา 2.) ขั้นตอนของการควบคุมอุณหภูมิระหวางการจับตวั
กันระหวาง biotin และชิน้สวนดเีอ็นเอไมสมบูรณ 3.) การลางชิ้นสวนของดีเอ็นที่ไมตองการออก
ไมหมดทําใหมีช้ินสวนดเีอน็ที่ไมตองการติดมา ดังนั้นโอกาสการไดมาของชิ้นสวนที่มี 
microsatellite ดีเอ็นเอจึงคอนขางต่ํา แตอยางไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบกับการใชวิธีการพัฒนาดีเอน็
เอเครื่องหมายชนิด microsatellite โดยการสราง genomic library แบบเดิมในพืชหลายชนิดพบวามี
ประสิทธิภาพสูงกวา ซ่ึงมีรายงานวาประสิทธิภาพของการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ 
microsatellite ในพืชโดยการสราง genomic library แบบเดิมมีเปอรเซ็นตของ positive clonesโดย
เฉลี่ยเพียง 2.3% (Zane et al., 2002) ดังนั้นจะเหน็ไดวาการ enriched genomic library ดวยการ
คัดเลือกชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยตัวตรวจสอบทั้งกอนและหลังการสรางไลบรารี่ จะมีประสิทธิภาพ
ดีกวา ซ่ึงจะชวยใหประหยัดคาใชจายและลดขั้นตอนการทํางานไดดีกวาการใชวิธีการสราง 
genomic library แบบเดิมที่ไมมีการenrich 
 

จากการวิเคราะหลําดับเบสพบวา มีโคลนถึง 29.41% (50/170) เปนโคลนที่มีลําดับเบสที่ไม
สามารถออกแบบไพรเมอรไดเนื่องจากตําแหนงของ microsatellite ดีเอ็นเออยูบริเวณปลายซึ่งใกล
บริเวณ cloning site ขางใดขางหนึ่งของดเีอ็นเอพาหะมากเกินไปทําใหมีลําดับเบสขนาบขางยาวไม
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เพียงพอสําหรบัที่จะออกแบบไพรเมอรได ดังนั้นหากทําการเปลี่ยนชนดิของเอ็นไซมที่ใชในการตัด
ชิ้นสวนดีเอ็นเอเปนชนิดอ่ืน อาจทําใหมีโอกาสไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีตําแหนงของ microsatellite 
ดีเอ็นเออยูในบริเวณที่ตรงกลางเหมาะสมเพิ่มขึ้นและทําใหมีโอกาสไดจํานวนดีเอน็เอเครื่องหมาย
เพิ่มมากขึ้น 
 

กอนทําการศึกษาครั้งนี้ ผูวิจัยไดทดลองทําการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite 
โดยใช B-CA15 และ B-CT15 แตพบวาโอกาสพบลําดับเบสซ้ําชนิด (CA/GT)n ต่ํามาก และ พบวา 
microsatellite ดีเอ็นเอสวนใหญมีจํานวนซ้ําส้ันๆเพียง 5-6 ซํ้า ซ่ึงอาจเปนไปไดวา ในจีโนมิคดีเอ็นเอ
ของแตงกวามกีารกระจายตวัและมีความถีข่องการเกิดลําดับเบสซ้ําแบบ (CA/GT)n ต่ํา แตมีความถี่
ของลําดับเบสซ้ําแบบ (CT/GA)n มากกวา จึงทําใหการคัดเลือกดวย B-CT15 มีประสิทธิภาพที่ดีกวา 
ซ่ึงผลก็สอดคลองกับงานรายงานของ Katzir et al. (1996) ที่พบวาในแตงกวามีลําดับเบสซ้ําแบบ 
(CT/GA)n มีความถี่สูงมากกวาลําดบัเบสซ้ําชนิดอื่นและนอกจากนัน้ยังสอดคลองกับงานศึกษาใน
พืชหลายชนดิ ที่ไดรายงานไว เชน Arabidopsis, ขาวสาลี, ขาวบารเลย และแตงโม (Bell and Ecker 
1994; Plaschke et al., 1995; Liu et al., 1996, Jarret et al., 1997)  
 

จากการจําแนกลักษณะของรูปแบบของ microsatellite ดีเอ็นเอพบวามีลําดับเบสซ้ําแบบ 
dinucleotide repeats มากถึง 93% ทั้งนี้เนือ่งจากโดยทัว่ไปในจีโนมของพืชจะพบลาํดับเบสซ้ําแบบ 
dinucleotide repeats กระจายตวัอยูทัว่ไปในจีโนมและสามารถตรวจพบความแตกตางไดสูงกวา
ลําดับเบสซ้ําแบบ tri- และ tetra nucleotide (Condit and Hubbell, 1991; Areshchenkova and Ganal, 
2002)  
 

ความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ําและความสามารถในการแยกความแตกตางทางจีโนไทป
ในการศึกษาครั้งนี้มีความสัมพันธไปในทศิทางเดียวกนั (ตารางผนวกที่ 2) ซ่ึงสอดคลองกับรายงาน
การวิจยัใน องุน (Thomas and Scott, 1993) และ มะเขือเทศ (Smulders et al., 1997; Areshchenkova 
and Ganal, 2002) คือเมื่อจํานวนซ้ําของลาํดับเบสซ้ําสูงความสามารถในการแยกความแตกตางก็สูง
เชนกัน แตอยางไรก็ตามรายงานการวจิัยในพืชบางชนิด เชน Arabidopsis (Bell and Ecker 1994); 
ขาว (Panaud et al., 1996), พืชวงศกะหลํ่า (Szewc-McFadden et al., 1996) และ ขาวบารเลย (Struss 
and Plieske, 1998) พบวาความสัมพันธระหวางจาํนวนซ้ําและความสามารถในการแยกความ
แตกตางทางจโีนไทปมีความสัมพันธไปในทิศทางตรงกนัขาม  
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การทดสอบดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite ในแตงกวา 
 

จากการทดสอบดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ microsatellite จํานวน 86 ตําแหนงที่พัฒนาไดในครั้ง
นี้พบวาดีเอน็เอเครื่องหมายจํานวน 57 ตําแหนงหรือคิดเปนประมาณ 66.23% (57/86) สามารถอาน
ผลไดชัดเจนและมีขนาดของอัลลีลตรงตามขนาดที่คาดไว ซ่ึงสอดคลองกับรายงานในหลายฉบับวา 
โอกาสที่จะประสบความสําเร็จในการทําปฏิกิริยา PCR หรือได PCR product หลังจากที่ออกแบบ
ดีเอ็นเอเครื่องหมายหรือไพรเมอรอยูที่ 60-90% (Rajeev et al., 2005) สําหรับดีเอ็นเอเครื่องหมาย 19 
ตาํแหนงหรือคิดเปนประมาณ 22.09% (19/86) ที่ไมพบ PCR product ซ่ึงอาจเนื่องจากสาเหต ุ 1.) 
ไพรเมอรขางใดขางหนึ่งหรือทั้งสองขางเกิดการจับตวักนัเองที่เรียกวา Primer dimer หรืออาจเกดิ
จากองคประกอบและอุณหภมูิไมเหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยา PCR ดังนั้นอาจจะตอง
ปรับเปลี่ยนอณุหภูมิหรือองคประกอบอื่นๆในขั้นตอนการทํา PCR ใหเหมาะสมตอการทําปฏิกิริยา
ตอไป 
 

การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายทีม่ีลําดับเบสซ้ําแบบ dinucleotide repeat นั้นควรคํานึงถึงปญหา
ของการเกิดแถบดีเอ็นเอเปนปนยาวหรือลักษณะแบบขัน้บันใด (stutter band) ซ่ึงสาเหตุเกิดจาก
ขบวนการเขาคูผิดตําแหนงของลําดับเบสของดีเอ็นเอเครื่องหมายหรือไพรเมอรขณะที่มีการจําลองตัว
ของโมเลกุลดีเอ็นเอในขบวนการปฏิกิริยา PCR (Litt and Luty, 1989)  โดยการเกิดลักษณะของ 
stutter band อาจทําใหผลการวิเคราะหขนาดและจํานวนอัลลีลผิดพลาด และอาจทําใหการแยก
ลักษณะของ Homozygote ออกจาก Heterozygote ที่มีขนาดของอัลลีลหางกันเพยีง 2 คูเบส ไม
สามารถทําได แตถาใชเอน็เอเครื่องหมายที่มีลําดับเบสซ้ําแบบ trinucleotide repeat จะชวยแกไข
ปญหานี้ได แตอยางไรก็ตามดีเอ็นเอเครื่องหมายที่มีลําดบัเบสซ้ําแบบ trinucleotide repeat อาจจะมี
ความสามารถในการแยกความแตกตางไดต่ํากวาดีเอ็นเอเครื่องหมายมีลําดับเบสซ้ําแบบ dinucleotide 
repeat (Bryan et al., 1997) 
 
การตรวจสอบความแตกตางระดับจีโนไทปดวยดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนดิ Microsatellite 
 

จากตรวจสอบความแตกตางระดับจีโนไทปในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สาย
พันธุ ดวยดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite จํานวน 57 ตําแหนง พบวาดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ชนิด microsatellite 45 ตําแหนง หรือประมาณ 79%. (45/57) สามารถแยกความแตกตางระดับจีโน
ไทปได ซ่ึงถือไดวาดีเอ็นเอเครื่องหมายนีม้ีประสิทธิภาพในการบอกความแตกตางไดดี ในขณะที่ดี
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เอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 12 ตําแหนง ไมสามารถบอกความแตกตางระหวางจีโนไทปได 
(monomorphic) ทั้งนี้แสดงวาไมมีความแปรปรวนเกดิขึ้นใน microsatellite ดีเอ็นเอทั้ง 12 ตําแหนง
ในแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุ และอาจเปนไปไดวา microsatellite ดีเอ็นเอ
ตําแหนงเหลานี้มาจากบริเวณที่เปนสวนของ gene หรือบริเวณ coding region ทําไหมกีาร
เปล่ียนแปลงเกิดขึ้นบริเวณนี้นอยมาก (Rajeev et al., 2005) 
 

จากการประเมนิคา Expected heterozygosity (He) ของประชากรแตงกวา 8 accessions และ
แตงกวา 8 สายพันธุ มีคาโดยเฉลี่ยเทากับ 0.54 (ตารางที่ 5) แสดงใหเห็นวาประชากรแตงกวาทีใ่ช
ศึกษาในครั้งนีม้ีความหลากหลายทางพันธุกรรมไมสูงมาก ทั้งนี้อาจเปนไปไดวาแตงกวาทีน่ํามาใช
คร้ังนี้มีพื้นฐานทางพันธุกรรมที่แคบหรือผานการคัดเลือกปรับปรุงพันธุแบบผสมเลือดชิด (inbreeding) 
และจากการพจิารณาคา Obserbed heterozygosity (Ho) พบวาต่ํากวาทางทฤษฎี (Expected 
heterozygosity) ซ่ึงหมายความวาแตงกวาที่เปน heterozygote มีจํานวนนอยกวาทีค่วรจะเปนตาม
สมดุลฮารดี-ไวนเบอรก (Hardy-Weinberg Equillibrium) ซ่ึงลักษณะที่เกดิขึ้นดังกลาวอาจเกดิจาก
ตัวอยางประชากรแตงกวาทีน่ํามาใชมีจํานวนนอย (Lessios, 1992) ไมครอบคลุมพอที่จะพบจีโน
ไทปที่ลักษณะ heterozygote ตามที่คาดไว หรืออาจเปนไปไดวาในบริเวณทีไ่พรเมอรเกาะ (priming 
site) มีการเกิด mutation ทําใหเกิดลักษณะ null allelesขึ้น จึงทําใหคา heterozygosity ต่ํากวาความ
เปนจริง (Rico et al., 1997 ) 
 

คา Polymorphism Information Content (PIC) เปนคาที่บอกความสามารถในการจําแนก
ความแตกตางทางพันธุกรรมของดีเอ็นเอเครื่องหมายแตละตําแหนง (Botstein et al., 1980) จาก
การศึกษาในประชากรแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพนัธุ พบวามีคา PIC โดยเฉลี่ย
ประมาณ 0.4739 (ตารางที่ 5) แสดงใหเหน็วาดเีอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ที่พัฒนาขึ้นใน
ครั้งนี้สามารถบอกความแตกตางระดบัจีโนไทปไดและหากดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนงใดมีคา PIC 
สูง แสดงวาเกิดความแปรปรวนทางพันธุกรรมในตําแหนงนัน้ๆ สูง ซ่ึงทําใหสามารถบอกความ
แตกตางไดด ี ดังนั้นจึงควรพิจารณาเลือกดีเอ็นเอเครื่องหมายที่มีคา PIC สูง เพื่อนําไปใชในการ
ตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมและจําแนกสายพนัธุแตงกวาตอไป 
 

คาความนาจะเปนในการจําแนกความแตกตางระดับจีโนไทปโดยสุม (Probability of 
Identity, PI) เปนคาที่บงบอกวาโอกาสที่จะพบสิ่งมีชีวิต 2 ชนิดที่มจีีโนไทปเหมือนกัน ณ ดีเอน็เอ
เครื่องหมายตําแหนงหนึ่ง จากการศึกษาครั้งนี้ พบวาดีเอน็เอเครื่องหมายตําแหนง CMCT933 มีคา 
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PI มีคาต่ําสุดเทากับ 0.0656 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ณ ตําแหนง CMCT933 มีโอกาสที่จะพบแตงกวา 2 
พันธุที่คัดเลือกมาโดยสุมและมีจีโนไทปเหมือนกันเปน 1 ใน 15 ขณะทีด่ีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง 
CMCT254 มีคา PI สูงเทากับ 0.2951ซ่ึงแสดงใหเห็นวา ณ ตําแหนง CMCT254 มีโอกาสที่จะพบ
แตงกวาที่มีจีโนไทปเหมือนกันเปน 1 ใน 2 ดังนั้นหากคา PI ยิง่ต่ําโอกาสที่จะพบจีโนไทปที่
เหมือนกนักย็ิ่งนอยลง และขอมูลคา PI สามารถเปนตัวชวยในการตัดสินใจเลือกใชดีเอ็นเอ
เครื่องหมายในการจําแนกสายพันธุแตงกวาตอไปได 
 

ถึงแมวาดีเอน็เอเครื่องหมายตําแหนง CMCT97, CMCT435, CMCT565, CMCT602 และ 
CMCT664 จะสามารถแยกความแตกตางระหวาง แตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุ ได 
แตพบวามีคา PI สูงสุดคือ 0.7862 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนงเหลานี ้มี
โอกาสที่จะพบแตงกวาที่มีจโีนไทปเหมือนกันเปน 1 ใน 1 และมีคา PIC ที่ต่ําสุด คือ 0.1103 ซ่ึง
แสดงใหวามีความสามารถในการบอกความแตกตางไดต่าํ ดังนั้นดีเอ็นเอเครื่องหมายทั้ง 5 ตําแหนง
นี้ไมเหมาะที่จะนําไปใชในการจําแนกสายพันธุแตงกวาตอไป 
 
การใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย Microsatellite ตรวจสอบจีโนไทปขามสายพันธุ 
 

การที่ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ของแตงกวาบางตําแหนงสามารถใช
ตรวจสอบจีโนไทปใน แคนตาลูป แตงโม ฟกทองและมะระได ทั้งนี้เนื่องจากพืชทั้ง 4 ชนิดอยูใน
วงศเดยีวกัน มีความใกลชิดทางพันธุกรรมและมีความสัมพันธทางวิวัฒนาการมาจากบรรพบรุุษ
เดียวกัน จึงมลํีาดับของนิวคลีโอไทดที่เหมือนกัน (conserved sequence) หรือเกดิลักษณะที่เรียกวา 
orthologous ซ่ึงหมายถึงการเกิดลักษณะของ gene หรือนิวคลีโอไทดที่เหมือนกนัในสิ่งมีชีวิตที่ตาง
ชนิดกัน (Brown, 1999) จงึทําใหดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในแตงกวาตําแหนงที่มี
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ conserved สามารถ Amplified ไดในพืชวงศแตง และผลการศึกษาครั้งนีก้็
สอดคลองกับการศึกษาในพชืวงศแตงของ Danin-Poleg et al. (2001) และ Patricia et al. (2004) 
 

เปอรเซ็นตของความสามารถตรวจสอบขามสายพันธุ อาจจะเปนตัวบอกไดวาแตงกวามี
ความใกลชิดทางพันธุกรรมกบัแคนตาลูปมากกวาแตงโมและมะระ เนือ่งจากแตงกวา (C. sativus) 
และแคนตาลูป (C. melo) ใน genus เดียวกัน ขณะที่แตงโม (Citrullus vulgaris) และ มะระ 
(Memordaca charantia) เปนพืชที่อยูตาง genus สําหรับฟกทอง(Cucurbita spp.) นาจะมีความ
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ใกลชิดทางพนัธุกรรมกับแตงกวานอย แตอยางไรก็ตามควรมกีารใชดีเอ็นเอเครื่องหมายนีศ้ึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชทั้ง 4 ชนิดนี้ตอไป 

สวนดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ของแตงกวาบางตําแหนงทีไ่มสามารถ 
Amplify ได (การเกิดลักษณะ null alleles) ในแคนตาลูป แตงโม ฟกทองและมะระ อาจอธิบายไดวา
มีการเกิด mutation ลักษณะแบบ base substitution, insertion และ deletion ในสวนของบริเวณ
ลําดับนิวคลีโอไทด (Primer binding site) ที่ไพรเมอรเกาะ (Callen et al., 1993; Lehman et al., 
1996; Peakall et al., 1998)  
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 8 ตําแหนง คือ CMCT254, CMCT290N, CMCT390, 
CMCT435, CMCT 641, CMCT662, CMCT662 และ CMCT664 มีความสามารถในการตรวจสอบ
ขามสายพันธุสูงคือสามารถตรวจสอบในพืชทั้ง 4 ชนิดได และหากนําลําดับเบสของดีเอ็นเอ
เครื่องหมายเหลานี้ไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีใน Genbank อาจเปนไปไดวาดีเอน็เอ
เครื่องหมายเหลานี้เปนสวนที่เปน conseved sequences และมี homology กับสวนที่เปน coding 
sequence ที่สําคัญ ตามที่ Patricia et al. (2004) รายงานวา ดีเอน็เอเครื่องหมายชนดิ microsatelliteใน
เมลอน ตําแหนง CMBR 48 ที่สามารถเพิ่มปริมาณไดในแตงกวา แตงโมและฟกทอง มีลําดับเบสที่ 
homology กับ chloroplastic 16S ribosomal RNA gene 
 

เนื่องจากการพัฒนาดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite มีคาใชจายในคอนขางสูงและ
ตองใชระยะเวลาในการพัฒนา ดังนัน้การใชประโยชนจากความสามารถตรวจสอบขามสายพันธุ
ของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ในพืชวงศแตงจะชวยใหลดคาใชจายและลดระยะเวลา
ในการพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายขึ้นมาใหมพรอมกับลดคาใชจายในการศึกษาทางพันธุกรรมในพืช
วงศแตงได 
 
การใชดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย Microsatellite ตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 

การตรวจสอบความแตกตางทางจีโนไทประหวางแมและพอ (Parental polymorphism 
survey)  
 

การศึกษาครั้งนี้พบวาเปอรเซ็นตของการตรวจพบความแตกตางระหวางแมและพอโดยใชดี
เอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite 10 ตําแหนง มีคา 70%-80% ซ่ึงถือวาสูงมาก ทั้งนี้อาจเปนไป
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ไดวาพอและแมพันธุที่ใชสรางเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมแตละคูมีความสัมพันธทางพันธุกรรมแตกตาง
กันมากประกอบกับดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite ทั้ง 10 ตําแหนงเปนตําแหนงที่เกดิความ
แปรปรวนสูงคือมีคา PIC เฉลี่ย 0.58 (ตารางที่9) จึงทําใหสามารถบอกความแตกตางไดด ี
 

หากตองการความชัดเจนในการตรวจสอบดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT252, 
CMCT358, CMCT390 และ CMCT662 ควรใชระยะเวลาในการทําการแยกแถบดีเอ็นเอใน
กระแสไฟฟาใหนานขึ้นหรือทําการแยกแถบดีเอ็นเอในเจลที่มีเปอรเซ็นตของ polyacrylamide ที่
สูงขึ้นเชน ที่ระดับ 6% polyacrylamide 
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (Genetic purity testing) 
 

การตรวจสอบลักษณะฟโนไทปหรือการแสดงออกทางสัณฐานวิทยา เชน การแสดงออก
ของเพศ (sex expression) ขนาดผล สีผล และสีของหนาม พบวาแตงกวาพันธุ CUB ทั้ง 5 ตนมี
ลักษณะทางฟโนไทปเปนลูกผสมซึ่งไมสามารถแยกไดวาเปนตน off type ในขณะเดียวกนัการ
ตรวจสอบในระดับจีโนไทปดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ตําแหนง CMCT252 
สามารถตรวจพบวาแตงกวาพันธุ CUB ทั้ง 5 ตนคือ CUB2, CUB13, CUB16, CUB76 และ CUB85 
เปนตน off type (ภาพที่ 10) ซ่ึงนาจะเปนผลมาจาก เกิดการแปรปรวนทางพันธกุรรมในบริเวณ
ตําแหนง CMCT252 ซ่ึงเปนบริเวณ non coding region จึงไมมีผลตอการแสดงออกทางสัณฐาน
วิทยาทีใ่ชตรวจสอบ ทําใหการตรวจในระดับฟโนไทปไมสามารถแยกความแตกตางได 
 

กรณีการตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายอื่นๆ อีก 7 ตําแหนง พบวาผลการ
ตรวจสอบไมสอดคลองกัน ดังนั้นอาจเปนไปไดวา 
 

1. ตนแมหรือตนพอที่ใชในการผลิตเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมพันธุ CUB ยังไมใช
สายพันธุแท (pure line) ที่มีลักษณะจีโนไทปแบบ homozygous 100 เปอรเซ็นต ดังนั้นเมื่อนํามาเปน
แมพันธุและพอพันธุในการผลิตเมล็ดพันธุลูกผสมจึงมีโอกาสไดลูกผสมที่มีการกระจายตัวอยางไม
สม่ําเสมอคือไดลูกผสมที่มีจีโนไทปแบบ heterozygous หลายรูปแบบ ทําใหผลการตรวจสอบไม
แมนยํา ดังนั้นความบริสุทธิ์ของสายพันธุแมและพอที่ที่นํามาใชสรางลูกผสมมีผลตอความถูกตอง
ของการตรวจสอบดวยดเีอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite เปนอยางมาก เพราะถาตนแมและพอ
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ไมใชสายพนัธุแท (Pure line) ก็จะสงผลกระทบทําใหเกิดการกระจายตวัของดีเอน็เอบางตําแหนง
ในรุนลูกได ซ่ึงจะทําใหผลการตรวจสอบผิดพลาดได 
 

2. แตงกวา CUB ทั้ง 5 ตนเปนตน off type ที่เกิดจากการผสมพันธุระหวางแมพันธุ
กับพอพันธุสายพันธุอ่ืนที่ปะปนมาในระหวางขั้นตอนการผลิตเมล็ดพันธุ (ถาตนแมและพอพันธุที่
ใชเปนสายพันธุแทที่มีลักษณะจีโนไทปแบบ homozygous 100 เปอรเซ็นต) ก็อาจเปนไปไดวา ก.) ดี
เอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT358, CMCT641, CMCT662 และ CMCT726 ไมสามารถบอก
ความแตกตาง (monomorphic) ระหวางแมและพอพันธุอ่ืนได จึงทําใหผลการตรวจสอบแสดงแถบดี
เอ็นเอที่เหมือนแม ซ่ึงตามความเปนจริงแลวไมมีความแตกตางเกิดขึน้ในตําแหนงเหลานี้ ข.) ดีเอ็น
เอเครื่องหมายตําแหนง CMCT252, CMCT315, CMCT390 และ CMCT746 สามารถบอกความ
แตกตาง (polymorphic) ระหวางแมพนัธุและพอพนัธุอ่ืนได โดยที่ดีเอน็เอเครื่องหมายตําแหนง 
CMCT252, CMCT315 และ CMCT746 ใหผลสอดคลองกันคือแตงกวาทั้ง 5 ตนเปนตน off type 
ในขณะที่ของการตรวจสอบดีเอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT390 กบัใหผลวาเปนลูกผสม ดังนั้น
อาจเปนไปไดวา ณ ดเีอ็นเอเครื่องหมายตําแหนง CMCT390 มีขนาดอัลลีลของตนพอที่แทจริงและ
พอพันธุอ่ืนที่เทากันซึ่งเปนการเกิดลักษณะที่เรียกวา homoplasious alleles คือเปนอัลลีลที่มีขนาด
เทากันแตมีลําดับเบสซ้ําที่แตกตางกัน (Anger and Bernatchez, 1997) ในสวนของการตรวจสอบ
ความเปนลูกผสมในพันธุ CUD พบวา ตน CUD35 มีแถบดีเอ็นเอที่เหมือนแมเพยีงอยางเดยีว (ภาพ
ที่12) แสดงวาเปนตนที่มาจากเมล็ดที่ไดมาจากการผสมตวัเองของตนแม 
 

การตรวจสอบความเปนความบริสุทธทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุแตงกวาลูกผสมชัว่ที่ 1 
ดวยการปลูกทดสอบพบวา แตงกวาลูกผสมทั้ง 4 สายพันธุมีความบริสุทธิ์ 100 เปอรเซ็นต ขณะที่
การตรวจสอบดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด microsatellite พบวา แตงกวาลูกผสมพนัธุ CUA และ 
CUC มีความบริสุทธิ์เปน 100 เปอรเซ็นต และแตงกวาลกูผสมพันธุ CUD มีความบรสุิทธิ์เปน 99.15 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 11) ซ่ึงอยูในเกณฑมาตรฐานที่ตั้งไวในระบบการตรวจสอบเมล็ดพันธุลูกผสม
คือมีความบริสุทธ์ิทางพนัธุกรรม มากกวา 99 เปอรเซ็นต และผลการตรวจสอบแตงกวาลูกผสมชั่วที่ 1 
พันธุ CUB มีความบริสุทธิ์เปน 95.45 เปอรเซ็นตเปอรเซ็นต ซ่ึงต่ํากวามาตรฐาน ดงันั้นหากใชผล
ของการตรวจสอบดวย GOT  เมล็ดพันธุทั้ง 4 สายพันธุชุดนี้ก็สามารถจัดจําหนายได แตถาใชการ
ตรวจสอบดวยวิธี SSLP ชุดเมล็ดพันธุ CUB อาจจะตองถูกระงับการจาํหนายได  
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การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยานั้นตองใช
แรงงานที่มากกวาและใชระยะเวลาที่ยาวนานกวาการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP ขณะที่การ
ตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP มีความรวดเร็วและมีความนาเชื่อถือมากกวา อยางไรก็ตามการจะ
เลือกใชวิธีการใดในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมนั้นขึ้นอยูกับเหตุผลและการ
พิจารณาของนกัปรับปรุงพันธุและผูตรวจสอบพันธุ วาเมล็ดพันธุที่ตรวจสอบมีวัตถุประสงคทาง
ธุรกิจอยางไร เชน 
 

ในกรณีที่ไมสามารถตรวจสอบไดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา isozyme และดเีอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด RAPD เนื่องจากพอและแมพันธุมีความใกลชิดทางพันธุกรรมมากโดยไมมี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาทีแ่สดงออกถึงความแตกตางทีช่ัดเจนและไมมี isozyme หรือ ดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด RAPD ที่สามารถแยกได ดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด microsatellite ก็จะเปน
ทางเลือกหนึ่งที่ถูกนํามาใชในการตรวจสอบ 
 

ในกรณีที่มีความตองการจําหนายหรือสงออกเรงดวนและการตรวจสอบดวยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาตองใชระยะเวลาในการตรวจสอบยาวนาน เชนตองรอถึงระยะการสุกแกของผล หรือ
มีปญหาการเขาทําลายของโรคแมลงหรือมีภัยธรรมชาติทาํลายแปลงปลูกทดสอบทําใหไมสามารถ
ตรวจสอบไดทันเวลา การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ก็นาจะเปนทางเลือกหนึง่ที่
นํามาใชเนื่องจากมีความรวดเร็วในการตรวจสอบ โดยเฉพาะหากตองสงออกไปยังประเทศทีม่ี
มาตรฐานและเขมงวดเรื่องความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม การตรวจสอบดวยการใชดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด microsatellite ยิ่งมีความสําคัญและจําเปนอยางมาก เนื่องจากหากผลการ
ตรวจสอบไมแมนยําก็อาจจะสงผลใหไมสามารถสงออกและจําหนายได 
 

อยางไรก็ตามการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิด 
microsatellite ไมใชวิธีการที่จะมาทดแทนการใชวิธีการปลูกทดสอบ (GOT) หรือการตรวจสอบ
ดวย isozyme หรือ RAPD ได แตเปนเพยีงวิธีการหนึ่งทีเ่ปนทางเลือกใหกับบริษัทผลิตเมล็ดพันธุวา
จะเลือกใชในกรณีใดไดบาง และนอกจากนัน้ตนทุนที่ใชในการตรวจสอบก็นาจะนํามาใช
ประกอบการพิจารณาดวย 
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การวิเคราะหเปรียบเทียบตนทุนวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมระวางเทคนิค SSLP และ GOT 
 

ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อทําการวิเคราะหเปรียบเทียบตนทนุวิธีการตรวจสอบ
บริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมระวางวิธี SSLP และ GOT โดยเปนการวิเคราะหตนทุน
และการวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบดวยวิธี SSLP 
การศึกษาครั้งนี้จะแสดงใหเห็นถึงรายละเอียดของตนทนุที่ใชในการตรวจสอบ ซ่ึงขอมูลที่ไดจาก
การศึกษาครั้งนี้ไดจากการสมัภาษณ 1.) เจาหนาที่ของบริษัทผลิตเมล็ดพันธุและเจาหนาที่ตรวจสอบ
พันธุ 2.) เกษตรกรทั้งหมดที่ทําการรับจางปลูกทดสอบจํานวน 7 ราย ณ อําเภอเวยีงสา จังหวัดนาน 
และ 3.) สัมภาษณเจาหนาทีป่ระจําหองปฏิบัติการทางดีเอ็นเอเครื่องหมายของ ดร.จลุภาค คุนวงศ ณ 
ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน ในป 2548 
 

ตนทุนสวนใหญที่ใชในการตรวจสอบดวยวิธีการ GOT ทั้งในกรณีจางปลูกทดสอบและ
ดําเนินการปลกูทดสอบเอง ไดแก แรงงานปลูกและแรงงานทีใ่ชในการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของพชื โดยคิดเปนประมาณมากกวารอยละ 87 ของตนทุนทั้งหมด สําหรับแรงงานเจาหนาที่
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพชืถือไดวามีความสําคัญและจาํเปนอยางมาก โดยจะตอง
เปนผูที่มีประสบการณและมีความเชี่ยวชาญชํานาญการในการตรวจสอบดังนั้นจึงมีคาจางสูง สวน
วัสดุปจจยัที่ใชทางการเกษตรไมใชตนทนุหลักของการตรวจสอบดวยวิธีการนี ้ และหากตองการลด
ตนทุนการตรวจสอบดวยวิธี GOT ทําไดเพียงการลดคาแรงงงานจาง ซ่ึงถือวาโอกาสเปนไปไดนอย
มากเนื่องจากตามหลักความเปนจริงอัตราจางแรงงานจะมีคาสูงขึ้นตามประสบการณและภาวะคา
ครองชีพที่สูงขึ้นและระยะเวลาที่เปล่ียนไป ประกอบกับหากภาวะราคาน้ํามันทีสู่งขึ้นยอมสงผล
กระทบตอคาครองชีพของแรงงานที่สูงขึ้นดังนั้นในอนาคตคาแรงงานยอมสูงขึ้นดวย 
 

ปจจัยที่สําคัญและเปนตนทนุหลักของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP คือ หองปฏิบัติการ
ที่มีเครื่องมือวัสดุอุปกรณและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัตกิารพรอมและแรงงานที่มีความชํานาญ 
การตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP สัดสวนของตนทุนคงที่และตนทนุผันแปรมีคาใกลเคียงกันโดยมี
สัดสวนของตนทุนคงที่สูงกวาตนทุนผันแปรเพียงเล็กนอยคือประมาณรอยละ 6.88 ซ่ึงสัดสวนใน
ตนทุนคงที่สวนใหญเปนตนทุนคาจางแรงงานประจําและคาเสื่อมราคา (ตนทุนที่ไมเปนเงินสด) คอื 
รอยละ 31.17 และ รอยละ 21.96 ตามลําดับ และสัดสวนในตนทนุผันแปรสวนใหญเปนตนทุนคา
สารเคมีและปจจัยการผลิตในหองทดลอง คือ รอยละ 26.59 และ รอยละ 16.11 ตามลําดับ ดังนัน้
โอกาสที่จะลดตนทุนสามารถทําไดเชน การลดปริมาณการใชปจจัยการผลิตหรือลดข้ันตอนการ
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ดําเนินงานที่ไมจําเปนออก ก็จะชวยลดตนทุนได และนอกจากนีแ้ลวหากผูปฏิบตัิการตรวจสอบมี
ความชํานาญมากขึ้นจะทําใหประสิทธิภาพในการตรวจสอบเพิ่มมากขึน้ ก็จะชวยลดตนทุนได 
 

การเปรียบเทยีบตนทุนระหวางการใชวิธี GOT และเทคนิค SSLP ถึงแมวาการตรวจสอบ
ดวยวิธีการ GOT จะมีตนทนุที่ต่ํากวาเทคนิค SSLP ในกรณีที่ตรวจสอบไดในชวง vegetative period 
แต GOT ยังคงมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาและความนาเชื่อถือของการตรวจสอบคือหากตองใช
ระยะเวลาในการตรวจสอบที่ยาวนานมากขึน้หรือตองตรวจสอบในระยะสุกแกของผลการ
ตรวจสอบดวยวิธี GOT อาจจะมีตนทุนที่สูงกวาการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP และเมื่อ
เปรียบเทียบ ณ การใชระยะเวลาการตรวจสอบที่เทากนั พบวาที่ระยะเวลา 33 วัน ตนทุนของการ
ตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP มีคาต่ํากวาตนทุนการตรวจสอบดวยวิธี GOT เปน 1.70 บาทตอตนและ
เทคนิค SSLP สามารถตรวจสอบเมล็ดพันธุไดสูงถึง 22 seed lot หรือ 2,684 ตนขณะทีก่าร
ตรวจสอบดวยวิธี GOT สามารถตรวจสอบไดเพยีง 20 seed lot หรือ 2,400 ตนตอพืน้ที่ 100 ตาราง
วา  
 

สําหรับขอจํากดัของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP คือจําเปนตองลงทุนสราง
หองปฏิบัติการตรวจสอบและซื้อเครื่องมือและอุปกรณในการตรวจสอบซึ่งเปนเงินลงทุนครั้งแรกที่
สูงมาก แตอยางไรก็ตามวธีิการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP มีขอดีอยูหลายประการคือ มีความ
นาเชื่อถือและมีความรวดเร็วคือสามารถตรวจสอบผลไดภายในระยะเวลาสั้นเพียง 3 วันตอชุดเมล็ด
พันธุตัวอยาง 2 สายพันธุหรือ 244 ตน ขณะที่ขอดอยของการตรวจสอบสอบดวยวิธี GOT คือตองใช
ระยะเวลาในการตรวจสอบ เชน ในกรณีที่แปลงตรวจสอบมีปญหาโรคและแมลงระบาดหรือเกดิ
สภาวะภยัธรรมชาติ เชน น้ําทวม เปนสาเหตุใหตองทําการปลูกทดสอบซ้ําทําใหระยะเวลาการ
ตรวจสอบยาวนานเพิ่มมากขึน้ ซ่ึงจะสงผลกระทบใหมีตนทุนที่สูงขึ้นไดและสงผลกระทบทําใหไม
สามารถจําหนายเมล็ดพันธุไดตรงตามเวลา 
 

เมื่อเปรียบเทียบตนทุนของการใชเทคนิค SSLP ตรวจสอบระหวางกรณีที่จางตรวจสอบ
หรือใชบริการตรวจสอบของหนวยชีวภาพ ศูนยพันธวุิศวกรรมแหงชาติ กับดําเนนิการของบริษทั
เอง พบวา การดําเนินการเองจะมีตนทนุทีต่่ํากวา คือ 41.72 บาทตอตน แตบริษัทจะตองคํานึงถึงการ
ลงทุนครั้งแรกที่สูงเกียวกับการซื้อเครื่องมือและอุปกรณที่ใชในการการตรวจสอบดวย ดังนั้นมี
ขอเสนอวาควรทําการศึกษาถึงจุดคุมทุนของการดําเนินการลงทุนซื้อเครื่องมือและอุปกรณในการ
ตรวจสอบและเปรียบเทยีบกับการเลือกใชบริการตรวจสอบตอไป  
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การวิเคราะหความเปนไปไดในการลดตนทุนการผลิตของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP 

พบวาวิธีการนีส้ามารถที่ลดตนทุนไดโดย 1.) การลดตนทุนดานปจจยัวัสดแุละสารเคมี โดยการ
ลงทุนซื้อในปริมาณที่มากเพือ่ลดตนทุนตอหนวย เชน เอน็ไซม Taq polymerase หากซื้อในปริมาณ
มากขึ้นตนทนุตอหนวยจะลดลง ทําใหตนทุนการทดสอบลดลงได 2.) การลดขั้นตอนการทํางาน
โดยตัดขั้นตอนการวดัปริมาณดีเอ็นเอออก ในกรณีนี้สามารถทําไดก็ตอเมื่อเจาหนาที่มีความชํานาญ
ในการสกัดอเีอ็นเอไดเปนอยางด ี 3.) การเพิ่มปรมิาณตัวอยางตรวจสอบมากขึน้ในขั้นตอนการ
ตรวจสอบดวยเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส นอกจากนีแ้ลวหากไดมีการศกึษาพัฒนาปรับเปลี่ยนเทคนคิ
หรือข้ันตอนการตรวจสอบใหรวดเรว็และสามารถตรวจสอบไดจํานวนมากตอการตรวจสอบ 1 คร้ัง 
นาจะเปนหนทางที่จะชวยลดตนทุนการตรวจสอบไดตอไป  
 

การตัดสินใจเลือกใชวิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมนอกจากตนทุนจะเปน
ตัวชวยในการตัดสินใจใชเทคโนโลยีแลวระยะเวลาและความแมนยําหรือความนาเชื่อถือของการ
ตรวจสอบก็เปนสิ่งสําคัญที่ควรคํานึงถึงดวย ทั้งนี้ขึน้อยูกับลักษณะรูปแบบการตกลงทางธุรกิจ
จําหนายเมล็ดพันธุเปนอยางไรตองการความรวดเร็วของผลการตรวจสอบและความแมนยําของผล
มากนอยแคไหนและถามองไปขางหนาหากประเทศไทยไดเปนแหลงสรางพันธุและผลิตเมล็ดพันธุ
พืชวงศแตงเพือ่จําหนายทั่วโลก ความรวดเร็วและความนาเชื่อถือของผลการตรวจสอบนับวามี
ความสําคัญอยางมาก ดังนัน้การตรวจตรวจสอบดวยการเทคนิค SSLP ก็เปนทางเลอืกหนึ่งทีน่าจะ
นําไปใชไดตอไป 
 



 

สรุป 
 

การศึกษาครั้งนี้สามารถพัฒนาดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาได 
จํานวน 86 ตําแหนง โดยดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 57 ตําแหนงสามารถเพิ่มปริมาณ microsatellite 
ดีเอ็นเอไดและดีเอ็นเอเครื่องหมายจํานวน 45 ตําแหนงสามารถแยกความแตกตางระหวางประชากร
แตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8 สายพันธุ ได ซ่ึงมคีา He เฉลี่ย เทากับ 0.54 และคา PIC เฉลี่ย
เทากับ 0.48 ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ microsatellite ในแตงกวาสามารถใชในการตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ทางพันธุกรรมและดีเอ็นเอเครื่องหมายบางตําแหนงในแตงกวาสามารถใชตรวจสอบขาม
สายพันธุไดในแคนตาลูป, แตงโม, ฟกทอง และมะระ นอกจากนี้ดีเอน็เอเครื่องหมายชนิด 
microsatellite สามารถใชในการจัดการเชื้อพันธุกรรม การจําแนกพันธุ ศึกษาทางพนัธุกรรม และใช
ในการปรับปรงุพันธุแตงกวาและพืชวงศแตงทั้ง 4 ชนิดไดตอไป  
 

การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวาลูกผสมที่ระยะเวลา 21 วันและ 33 
วัน ตนทนุการตรวจสอบดวยวิธี GOT มีคาประมาณ 20.06 บาทตอตนและ 36.99 บาทตอตน
ตามลําดับ ขณะที่ตนทุนการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP มีคาประมาณ 32.17 บาทตอตนและ 35.29 
บาทตอตน ตามลําดับ  
 

การเปรียบเทยีบตนทุนระหวางการใชวิธี GOT และเทคนิค SSLP ในกรณีที่ตรวจสอบได
ในชวง vegetative period หรือที่ระยะ 21 วัน การตรวจสอบดวยวิธี GOT จะมีตนทุนที่ต่ํากวาวิธี 
SSLP อยู 12.11 บาทตอตน แต GOT ยังคงมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาและความนาเชื่อถือของ
การตรวจสอบคือหากตองใชระยะเวลาในการตรวจสอบที่ยาวนานมากขึน้หรือตองตรวจสอบใน
ระยะสกุแกของผล การตรวจสอบดวยวิธี GOT อาจจะมีตนทุนที่สูงกวาการตรวจสอบดวยเทคนิค 
SSLP และเมือ่เปรียบเทียบ ณ การใชระยะเวลาการตรวจสอบที่เทากนั พบวาที่ระยะเวลา 33 วัน 
ตนทุนของการตรวจสอบดวยเทคนิค SSLP มีคาต่ํากวาตนทุนการตรวจสอบดวยวิธี GOT เปน 1.70 
บาทตอตนและเทคนิค SSLP สามารถตรวจสอบเมล็ดพันธุไดสูงถึง 22 ชุดเมล็ดพันธุ หรือ 2,684 
ตนขณะที่การตรวจสอบดวยวิธี GOT สามารถตรวจสอบไดเพยีง 20 ชุดเมล็ดพันธุ หรือ 2,400 ตน
ตอพื้นที่ 100 ตารางวา 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
การประเมินคาทางสถิติตางๆของดีเอ็นเอเครื่องหมายภายในประชากรแตงกวาที่

ทําการศึกษานี ้อยูบนสมมตฐิานสมดุลประชากรของ  Hardy-Weinberg และดีเอ็นเอเครื่องหมายแต
ละตําแหนงมกีารกระจายตวักันอยางอิสระ โดยอัลลีลที่เปนโฮโมโลกัสกันอยูในสภาพดิพลอยด 

 
1.  การประเมินคา Expected heterozygosity  (He) (Nei, 1978) 
 
 คา He คํานวณจากคาความถีข่องอัลลีลแตละตําแหนง ตามสมมติฐานของ Hardy-
Weinberg เพื่อประเมินสัดสวนของจีโนไทปที่อยูในรูป Heterozygous โดยเปนการบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมหรือความแปรปรวนทางพันธกุรรมภายในประชากรนั้นๆ สามารถ
คํานวณไดดงันี้ 
 
           (1) 

 
 
2.  การประเมินคา Polymorphism Information Content  (PIC) (Botstein et al., 1980) 
 

คา (PIC) เปนคาที่บอกความสามารถในการจําแนกความแตกตางทางพนัธุกรรมของดีเอ็น
เอเครื่องหมายแตละตําแหนง สามารถคํานวณไดดังนี ้

 
 
           (2) 
 
 
 
 
 
 

 

He = 1-ΣPi2 
k 

i=1 

k 

i=1 

k 

i=1 

k 

i=i+1 

 

PIC = 1-ΣPi2 - 2 Σ ΣPi2Pj2 
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3.  การประเมินคา Probability of Identity (PI) (Kaul et al., 2001) 
 

คาความนาจะเปนในการจําแนกความแตกตางระดับจีโนไทปโดยสุม (Probability of 
Identity, PI) เปนคาที่บงบอกวาโอกาสที่จะพบสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด ที่มีจีโนไทปเหมือนกัน ณ ดีเอ็นเอ
เครื่องหมายตําแหนงหนึ่งๆ สามารถคํานวณไดดังนี ้
 
 
           (3) 
  
 

เมื่อพิจารณาคา PI รวมกันตัง้แต 2 ตําแหนงขึ้นไป จะได 
 
 
           (4) 
 
 
 โดยที ่
  Pi = ความถี่ของอัลลีลที่ i ณ ตําแหนงนัน้ 

Pi = ความถี่ของอัลลีลที่ j ณ ตําแหนงนัน้ 
k = จํานวนอัลลีล ณ ตําแหนงนัน้ 
PIn = คา PI ณ ตําแหนงที่ n 
m = จํานวนตําแหนงของดีเอ็นเอเครื่องหมาย 

 

PIn = Σ(Pi2)2 +  Σ Σ(2PiPj)2 
k 

i=1 

k 

i=i+1 

k 

i=1 

 

PIcombined = Π PI  = (PI1)(PI2)…(PIm) 
m 

n=1 
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ตารางผนวกที่ ก1 ขนาดของอัลลีลและความถี่อัลลีลของแตงกวา 8 accessions และแตงกวา 8   
สายพันธุ โดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite 45 ตําแหนง 

 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 
อัลลีล 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 
อัลลีล 

CMCT10N 221 0.33 CMCT134N 236 0.44 
 212 0.33  234 0.50 
 203 0.04  232 0.06 
 194 0.29 CMCT156 156 0.33 

CMCT14 202 0.15  148 0.43 
 196 0.50  142 0.07 
 192 0.30  138 0.17 
 167 0.05 CMCT191 204 0.43 

CMCT22 170 170  194 0.57 
 164 164 CMCT216 326 0.06 
 158 158  318 0.33 

CMCT35 135 0.19  312 0.61 
 133 0.19 CMCT252 332 0.05 
 119 0.31  320 0.10 
 117 0.31  314 0.29 

CMCT42 150 0.65  302 0.48 
 148 0.35  292 0.05 

CMCT71 296 0.62  290 0.05 
 272 0.33 CMCT254 210 0.24 
 260 0.05  208 0.76 

CMCT77 144 0.33 CMCT266N 264 0.14 
 140 0.63  260 0.62 
 122 0.04  257 0.19 

CMCT97 139 0.47  255 0.05 
 137 0.47 CMCT290N 172 0.03 
 130 0.03  170 0.03 
 126 0.03  162 0.47 

CMCT108 192 0.04  160 0.47 
 166 0.41 CMCT315 224 0.29 
 160 0.56  222 0.46 

CMCT117N 200 0.09  218 0.21 
 198 0.50  198 0.04 
 196 0.41    

 
ท่ีมา: จากการคํานวณ 
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ตารางผนวกที่ ก1 (ตอ) 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 

อัลลีล 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 

อัลลีล 

CMCT323 224 0.05 CMCT651 264 0.03 
 222 0.23  260 0.03 
 216 0.18  256 0.47 
 208 0.05  252 0.47 
 204 0.50 CMCT656 224 0.35 

CMCT358 284 0.29  216 0.52 
 276 0.33  210 0.13 
 270 0.38 CMCT661 152 0.64 

CMCT390 254 0.04  140 0.36 
 246 0.48  216 0.52 
 242 0.39  210 0.13 
 240 0.19 CMCT662 234 0.25 
 230 0.19  222 0.17 

CMCT435 435 0.06  220 0.42 
 400 0.94  206 0.04 

CMCT565 266 0.06  196 0.08 
 256 0.94  186 0.04 

CMCT598 314 0.45 CMCT664 238 0.94 
 300 0.32  208 0.06 
 286 0.23 CMCT674 288 0.06 

CMCT602 160 0.94  276 0.11 
 158 0.06  256 0.17 

CMCT619 264 0.42  246 0.67 
 252 0.54 CMCT720 278 0.14 
 238 0.04  238 0.55 

CMCT632 138 0.05  228 0.05 
 136 0.05  224 0.05 
 130 0.23  220 0.23 
 128 0.68 CMCT726 236 0.52 

CMCT641 246 0.05  232 0.35 
 242 0.65  220 0.13 
 238 0.25    
 232 0.25    

 
ท่ีมา: จากการคํานวณ 
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ตารางผนวกที่ ก1 (ตอ) 
 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 

อัลลีล 

ดีเอ็นเอเครื่องหมาย
ตําแหนง 

ขนาด
ของอัลลีล 

ความถี่ของ 

อัลลีล 

CMCT746 322 0.05 CMCT933 185 0.04 
 302 0.16  183 0.08 
 288 0.05  180 0.21 
 280 0.21  168 0.25 
 274 0.47  166 0.13 
 248 0.05  145 0.04 

CMCT775 198 0.60  135 0.25 
 194 0.35 CMCT944 305 0.05 
 180 0.05  303 0.05 

CMCT781 372 0.76  299 0.55 
 366 0.18  293 0.27 
 356 0.06  284 0.05 

CMCT799 318 0.09  271 0.05 
 306 0.22 CMCT950 126 0.31 
 304 0.17  124 0.38 
 288 0.09  122 0.17 
 282 0.43  120 0.14 

CMCT904 222 0.04    
 220 0.48    
 216 0.25    
 214 0.09    
 212 0.09    
 200 0.04    

 
ท่ีมา: จากการคํานวณ 
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ตารางผนวกที่ ข2 ความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ําของ Microsatellite ดีเอ็นเอและความสามารถ 

ในการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอเครื่องหมายชนดิ Microsatellite 

 

จํานวนซ้ํา จํานวนดีเอ็นเอ
เคร่ืองหมาย 

จํานวนดีเอ็นเอเครื่องหมายให 
Polymorphic 

% 
Polymorphic 

4-8 18 8 44% 

9-11 10 9 90% 

≥ 12 29 28 97% 
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ภาคผนวก ข 

รายละเอียดตนทุนที่ใชในการตรวจสอบความบรสิุทธิ์ทางพันธุกรรมของแตงกวา 
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ตารางผนวกที่ ข1 ราคาของปจจัยการผลิตที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวย
วิธี GOT 

 
รายการ ราคา (บาท) ปริมาณ ราคาตอหนวย 

เมล็ดพันธุ 8,500.00 1,000 กรัม 8.50 

ตนกลาพันธุ 0.45 1 ตน 0.45 

Peat moss 614.65 1 กระสอบ 614.65 

Vermiculites 632.80 1 กระสอบ 632.80 

วัสดุเพาะใช Peat moss 8: Vermiculite 1 5,550.00 9 กระสอบ 616.67 
วัสดุเพาะ 1 กระสอบ 616.67 45 กะบะ 13.70 

กระบะเพาะ  13.18 1 กะบะ 13.18 

ปุย      
15-15-15 610.40 50 กิโลกรัม 12.21 

21-0-0 400.50 50 กิโลกรัม 8.01 

สารเคมี      

  สกาย 257.60 500 กรัม 0.52 

  ชอสแม็ค 44.80 100 ซีซ ี 0.45 

  นอกทริน 257.60 1,000 ซีซ ี 0.26 
  คอมโบ 187.04 500 ซีซ ี 0.37 

  ดาโคนิล 274.18 500 กรัม 0.55 

 โนมิลดิล 117.60 250 กรัม 0.47 

  อโทรนิล 64.96 50 ซีซ ี 1.30 
  ออรกามิน 108.64 500 ซีซ ี 0.22 

  มามิโกร12-9-6 56.00 500 ซีซ ี 0.11 

  มามิโกร12-27-23 47.04 1,000 กรัม 0.05 
  เบสมอร 30.24 100 ซีซ ี 0.30 

คาง 0.80 1 คาง 0.80 

พลาสติกคลุมแปลง1.20 x 200 เมตร  1,259.39 1 มวน 1259.39 
เชือกฟาง 20.00 1 มวน 20.00 

น้ํามันเช้ือเพลิงเฉลี่ย 626.43 1 ครั้ง 626.43 
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ตารางผนวกที่ ข2 คาจางแรงงาน คาจางรถไถ คาซอมแซม คาเชาที่ดินและคาเสื่อมราคา ที่ใชใน
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยวิธี GOT 

 
รายการ ตนทุน (บาท)  หนวย  

คาจางแรงงาน รายวัน 120.00  ตอวัน  

คาจางเจาหนาที่ตรวจสอบคุณภาพ 12,000.00  บาท/เดือน  

คาจางผูเช่ียวชาญ 25,000.00  บาท/เดือน  

คาจางรถไถ เฉลี่ย 321.43  บาท/ครั้ง  

คาซอมแซมวัสดุอุปกรณการเกษตร 50.22  บาท/21 วัน  
คาซอมแซมวัสดุอุปกรณการเกษตร 78.91  บาท/33 วัน  

คาเชาที่ดิน 3,000.00  ไร/ป  

คาเชาที่ดิน 750.00  งาน/ป  
คาเชาที่ดิน 62.50  งาน/เดือน  

คาเสื่อมราคาวัสดุอุปกรณการเกษตร 173.65  บาท/21 วัน  

คาเสื่อมราคาวัสดุอุปกรณการเกษตร 272.87  บาท/33 วัน  
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ตารางผนวกที่ ข3 ราคาสารเคมีที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยเทคนิค 
SSLP  

 
รายการสารเคมี ราคา ราคารวมภาษี ปริมาณ หนวย ราคาตอหนวย หนวย 

Acetic Acid Glacial 580 620.60 2,500 ml 0.25 ml 
Acrylamide 3,500 3,745.00 500 g 7.49 g 
Agarose 6,000 6,420.00 100 g 64.20 g 
Amonium Persulfate   APS 3,000 3,210.00 100 g 32.10 g 
Bine silane 5,600 5,992.00 25,000 ul 0.24 ul 
Bis acrylamide 2,600 2,782.00 100 g 27.82 g 
Boric acid 1,400 1,498.00 1,000 g 1.50 g 
BPB   Bromphenol blue 1,700 1,819.00 25 g 72.76 g 
Choloform 950 1,016.50 2,500 ml 0.41 ml 
Clearview 120 128.40 200 ml 0.64 ml 
CTAB 5,000 5,350.00 500 g 10.70 g 
dNTP 100 mM 4,550 4,868.50 1,000 ul 4.87 ul 
EDTA 660 706.20 250 g 2.82 g 
ETOH  1,000 1,070.00 2,500 ml 0.43 ml 
Etridium Bromide 10mg/ml 1,000 1,070.00 10,000 mg 0.11 mg 
Formaldehyde 37 % 870 930.90 2,500 ml 0.37 ml 
Formamide 98%  2,500 2,675.00 500 ml 5.35 ml 
Glycerol 1,690 1,808.30 2,500 ml 0.72 ml 
Hydrochloric acid  450 481.50 2,500 ml 0.19 ml 
Isoamyl Alcohol 2,000 2,140.00 500 ml 4.28 ml 
Isopopanal Alcohol 2,000 2,140.00 500 ml 4.28 ml 
Lauroly-sarkosine 1,700 1,819.00 100 g 18.19 g 
Primer forward 100 uM 500 535.00 200 ul 2.68 ul 
Primer revers 100 uM 500 535.00 200 ul 2.68 ul 
Polyvinyl Pyrolidene (PVP)    1,500 1,605.00 100 g 16.05 g 
Sodium dodecyl sulfte (SDS) 10,500 11,235.00 1,000 g 11.24 g 
Silver nitrate 2,200 2,354.00 100 g 23.54 g 
Sodium bisulfite 520.00 556.40 500 g 1.11 g 
Sodium Carbonate 890.00 952.30 1,000 g 0.95 g 
Sodium Chloride  220.00 235.40 1,000 g 0.24 g 
Sodium Hydroxide pellet 340.00 363.80 1,000 g 0.36 g 
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ตารางผนวกที่ ข3 (ตอ) 
 

รายการสารเคมี ราคา ราคารวมภาษี ปริมาณ หนวย ราคาตอหนวย หนวย 

Sodium Thiosulfate 470.00 502.90 500 g 1.01 g 
Sucrose 1,500.00 1,605.00 1,000 g 1.61 g 
TEMED 1,500.00 1,605.00 50 ml 32.10 ml 
Tris 4,200.00 4,494.00 1,000 g 4.49 g 
Tris-base 1,500.00 1,605.00 500 g 3.21 g 
Urea  1,800.00 1,926.00 1,000 g 1.93 g 
XC 2,800.00 2,996.00 10 g 0.30 mg 
Lamda DNA 500 ug/1ul 2,270.00 2,428.90 10,000 ul 0.24 ul 
dNTP 100 mM 4,550.00 4,868.50 1000 ul 4.87 ul 
Taq polymerare 7,500.00 8,025.00 1000 u 8.03 u 
PhiX 174 DNA /Hinf I marker 50 4,010.00 4,290.70 1000 ul 2.19 ul 
Hinf I  4,095.00 4,381.65 1250 u 3.51 u 
PhiX 174 DNA 50 ug  3,410.00 3,648.70  3,648.70/50ug 

 
ตารางผนวกที่ ข4 ราคาวัสดุและอุปกรณที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวย

เทคนิค SSLP  
 

รายการวัสดุอุปกรณ ราคา ราคารวมภาษี ปริมาณ หนวย ราคาตอหนวย 

PCR plate 3,750.00 4,012.50 25.00 Piece 160.50

PCR tube 4,400.00 4,708.00 3,000.00 Piece 1.57

Tip 1000 ul 2,000.00 2,140.00 3,000.00 Piece 0.71

Tip 200 ul 1,400.00 1,498.00 3,000.00 Piece 0.50

Tube 1.5-1.7 ml 2,000.00 2,140.00 3,000.00 Piece 0.71

ถุงมือ 115.00 123.05 100.00 Piece 1.23
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ตารางผนวกที่ ข5 ตนทุนตอหนวยของสารละลายที่ใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมดวยเทคนิค SSLP 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
0.5% Acitic acid in 95 % ethanal  100 ml 100ml 40.58 0.41฿/ml
95% ETOH  99.5ml 0.41 40.46  
Acitic acid  0.5ml 0.25 0.12  
40% acrylamide 500 ml 500ml  1,851.10 3.70฿/ml
Acrylamide  190g 7.49 1,423.10  
Bis-acyramide  10g 42.80 428.00  
4.5% Acrylamide solution + Urea 1 L 1,000 ml   1,326.35 1.33฿/ml
40% acrylamide  112.5ml 3.70 416.50  
Urea 7.5M  450g 1.93 866.70  
5XTBE  200ml 0.22 43.15  
ddH2O  688ml  
0.8% Agarose 100ml  51.36 0.51฿/ml
Agarose  0.8 g  64.20 51.36  
10% APS solution 50 ml 50ml  160.50 3.21฿/ml
Ammonium Persulfate (APS)  5g 32.10 160.50  
ddH2O  50ml  
Bind-Silane solution   0.72 0.24฿/ul
Bind-silane    3µl 0.24 0.72  
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ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
Blue juice 1,000ml  594.15 0.59฿/ml
Glycerol  700ml 0.72 506.32  
5X TBE  100ml 0.22 21.58  
0.5M EDTA buffer pH8.0  40ml 0.00 0.13  
20%SDS  10ml 2.25 22.47  
10%Bromphenolblue   60ml 0.73 43.66  
10 %Brom Phenol Bluel  1,000ml  727.60 0.73฿/ml
Bromphenolblue  10 g  72.76 727.60  
Cholofrom:Isoamyll 24:1 2500ml  1,403.84 0.56฿/ml
Choloform  2400ml 0.41 975.84  
Isoamyl  100ml 4.28 428.00  
2 %CTAB  100ml  39.42 0.39฿/ml
CTAB  2g 10.70 21.40  
Tris -Cl pH8.0  10ml 1M 0.00 0.03  
EDTA  4ml 0.5M 0.00 0.01  
NaCl  27.9ml 5M 0.07 1.92  
PVP  1g 16.05 16.05  
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ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
Extraction buffer   1L 1000ml  236.25 0.24฿/ml
Sucrose  119.8g 0.35 M 1.61 192.28  
Tris   12.1g 0.1 M 3.21 38.84  
EDTA  1.68g 5 mM 2.82 4.75  
HCl  2ml 0.19 0.39  
DNA Extraction solution 12ml  5.55 0.46฿/ml
Extraction buffer    5ml 0.24 1.18 0.00฿/ul
Nuclei lysis buffer   5ml 0.17 0.84  
5% Sakosyl 1   2ml 0.91 1.82  
Sodium Bisulfite  0.1g 1.11 0.11  
PVP  0.1g 16.05 1.61  
DNA Sequencing Strop Solution  200ml  1,050.47 5.25฿/ml
formamide 98%   196ml 98% 5.35 1,048.60 0.01฿/ul
Bromophenol Blue  0.005g 0.025% 72.76 0.36  
Xylene Cyanol  5mg 0.025% 0.30 1.50  
0.5M  EDTA pH8.0  4ml 10mM 0.00 0.01  
10 mM dNTP mixture 100µl  48.69 0.49฿/ul
100 mM dNTP mixture  10µl 4.87 48.69  
ddH2O  90µl  
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ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents (฿)

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
0.5 M EDTA pH8.0   1,000ml  3.19 0.00฿/ml
EDTA(MW = 372.24)  186.12g 2.82  
NaOH pellet  20g 0.36  
dH2O  980ml  
95 %ETOH 1,000ml  406.60 0.41฿/ml
ETOH (Absolute Alcohol)  950ml 0.43 406.60  
ddH2O  50ml  
90 %ETOH 1,000ml  385.20 0.39฿/ml
ETOH  900ml 0.43 385.20  
ddH2O  100ml  
70 %ETOH 1,000ml  299.60 0.30฿/ml
ETOH  700ml 0.43 299.60  
ddH2O  300ml  
10 mg/ml Ethidium Bromide Stock 10ml  10.70 1.07฿/ml
Ethidium Bromide  100mg 0.11 10.70 0.00฿/ul
ddH2O  10ml  
Ethidium bromide re-staining solution  1000ml  0.11 0.00฿/ml
ddH2O  1000ml  
10 mg/ml Ethidium Bromide Stock  100µl 0.00 0.11  
Lamda DNA 50 ng/ul 10000ul  0.24฿/ul
Lamda DNA 500 ug/ul  1ul 2,428.90 2,428.90  134 



 

135 

ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
Nuclei lysis buffer 1 L 1000ml  167.55 0.17฿/ml
Tris   24.2g 0.2M 3.21 77.68  
EDTA   18.6g 0.05M 2.82 52.54  
NaCl  116.9g 2M 0.24 27.52  
CTAB   20g 2% 0.39 7.88  
HCl  10ml 0.19 1.93  
NaCl (5 M) 1000ml  68.78 0.07฿/ml
NaCl (MW 58.44)  292.2g 0.24 68.78  
dH2O  960ml  
PhiX 174 DNA Digested with HinfI (MWM) 1000ul  3,687.96 3.69฿/ul
ddH2O  120µl  
10X Buffer  20µl 1X  
Phi X 174 DNA   50u 50 ug 3,648.70 3,648.70  
HinfI   10units 3.51 35.05  
Sequencing dye  800ul 0.01 4.20  
Primer     
Forvert  Primer 10 uM 200ul    53.50 0.27฿/ul
Primer 100 uM   20ul  2.68 53.50   
ddH2O   180ul    
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ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
Reward Primer 10 uM 200ul    53.50 0.27฿/ul
Primer 100 uM  20ul  2.68 53.50  
ddH2O  180ul   
5% Sakosyl 1 L 1000ml   909.50 0.91฿/ml
lauroly-sarkosine  50g 5% 18.19 909.50  
dH2O  980ml   
20% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 1 L 1,000ml   2,247.00 2.25฿/ml
SDS  200g  11.24 2,247.00  
dH2O  950ml   
Silver Staining Solution 1 (Fixer) 2000ml   49.65 0.02฿/ml
Acetic Acid  200ml 10% 0.25 49.65  
ddH2O  1800ml   
Silver Staining Solution 2 (Sliver stain) 2000ml   48.20 0.02฿/ml
Silver nitrate (AgNO3)  2g 0.20% 23.54 47.08  
37%Formaldyhide  3ml  0.37 1.12  
ddH2O  995ml   
Silver Staining Solution 3 (Developer) 2000ml   58.27 0.03฿/ml
Sodium carbonate  60g 3% 0.95 57.14  
37%Formaldehyde  3ml  0.37 1.12  
Sodium thiosulfate  0.01g  1.01 0.01  
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ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution 

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
50X TAE Buffer 1 L 1,000ml   791.31 0.79฿/ml
Tris base  242g  3.21 776.82  
Acetic acid Glacial  57.1ml  0.25 14.17  
0.5M EDTA buffer pH 8.0  100ml  0.00 0.32  
ddH2O  940ml   
1X TAE Buffer 1 L 1000ml   15.83 0.02฿/ml
50X TAE Buffer  20ml  0.79 15.83  
ddH2O  980ml   
5X TBE buffer, pH 8.0  1 L 1000ml   215.75 0.22฿/ml
Tris base  54g 0.45 M 3.21 173.34  
Boric acid  27.5g 0.45 M 1.50 41.20  
0.5 M EDTA  20ml 10 mM 0.00 0.06  
ddH2O  950ml   
HCl  6ml  0.19 1.16  
1X TBE buffer, pH 8.0  1 L 1000ml   43.15 0.04฿/ml
5X TBE buffer, pH8.0  200ml  0.22 43.15  
dH2O  800ml   
10X TE pH 8.0 1,000ml   0.40 0.00฿/ml
1M Tris  buffer pH8.0  100ml  0.00 0.34   
0.5M EDTA  buffer pH8.0  20ml  0.00 0.06   
dH2O  880    137 



 

138 

ตารางผนวกที่ ข5 (ตอ) 
 

Solutions Final values Unit Quantity Unit Final 
concentration

Units of final 
concentration 

(฿) 

Cost of 
reagents 

(฿) 

Cost of 
solution  

(฿) 

Final cost of 
solution per 

unit (฿) 

JC solution   
1X TE  pH8.0 1,000ml    0.04 0.00฿/ml
10X TE pH 8.0  100ml  0.00 0.04  
dH2O  900ml   
TE dye 1,000ml   118.86 0.12฿/ml
Blue juice  200ml  0.59 118.83 0.00฿/ul
1X TE  800ml  0.00 0.03  
0.5M Tris HCl pH 7.5 1,000ml   3.40 0.00฿/ml
Tris-Base 121.141M 60.57g  3.21  
dH2O  920ml   
HCl  65ml  0.19  
1M Tris HCl pH 8.0 1,000ml   3.40 0.00฿/ml
Tris-Base  121.14g  3.21  
dH2O  940ml   
HCl  40ml  0.19  
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