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บทคัดย่อ 
มะเขือเทศเชอรี่เป็นมะเขือเทศที่รับประทำนผลสด รสชำติจึงมีควำมส ำคัญต่อกำรบริโภค จึงท ำกำรปรับปรุง

สำยพันธุ์เชอรี่154 ที่มีค่ำควำมหวำนอยู่ที่ 6-8 องศำบริกซ์ (◦Brix)ให้มีควำมหวำนขึ้นจำกกำรผสมกลับกับสำยพันธุ์ 

Wva700 ที่มีค่ำควำมหวำนอยู่ที่ 9-11◦Brix โดยปกติกำรปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธีผสมกลับเพื่อกำรถ่ำยทอดลักษณะที่
สนใจ 1-2 ลักษณะจำกพันธ์ุให้เข้ำสู่พันธ์ุรับที่เป็นพืชพันธุ์ดีจะใช้ระยะเวลำในกำรปรับปรุงพันธุ์ 5-6 ช่ัวรุ่น งำนวิจัยนี้
จึงใช้เทคนิค Kompetitive Allele Specific PCR โดยอำศัยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ 200 ต ำแหน่ง ที่กระจำย
ในทุกๆ 5 cM ของจีโนมมะเขือเทศและวิเครำะห์ผลด้วยโปรแกรม Flapjack เพื่อช่วยคัดเลือกพื้นฐำนพันธุกรรม 
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(genetic background) ในทุกรุ่นของกำรผสมกลับ  พร้อมกับกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด ดีแคปส์ เพื่อ ช่วย
คัดเลือกยีนควำมหวำน (LIN5) จำกกำรผสมกลับระหว่ำงมะเขือเทศเชอรี่154 กับมะเขือเทศสำยพันธุ์ Wva700 ผล
กำรศึกษำพบว่ำ รุ่น BC1F1 มีสัดส่วนกำรกระจำยตัวของพันธุ์รับหรือเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่อยู่ที่ 64-91% รุ่น 
BC2F1 ที่ 81-91% และรุ่น BC3F1 ที่ 91-99.6% โดยคัดเลือกต้นที่ต้องกำรจำกค่ำควำมหวำนและเปอร์เซ็นต์ควำม

เหมือนแม่ รุ่น BC1F1 ได้เลือกต้นที่มีควำมหวำน 8.3◦Brix และมีสัดส่วนของพันธุ์รับที่ 88.1% รุ่น BC2F1 ได้เลือกต้นที่

มีควำมหวำน 9.6◦Brix และมีสัดส่วนของพันธุ์รับที่ 89.8% และรุ่น BC3F1 ได้เลือกต้นที่มีควำมหวำน 7.6◦Brix และมี
สัดส่วนของพันธุ์รับที่ 95.6% ทั้งนี้จะเห็นได้ว่ำกำรคัดเลือกต้นที่มีสัดส่วนของพันธุ์รับท่ีสูงกว่ำค่ำเฉลี่ยได้ในรุ่นแรกๆ 
ท ำให้มีควำมแม่นย ำในกำรคัดเลือกลักษณะที่ต้องกำรสูง และลดระยะเวลำที่ใช้ในกำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับได้ 

 

ค าส าคัญ: มะเขือเทศ; กำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุช่วยคัดเลือก; เครื่องหมำยสนิปส์;
ควำมหวำน 

 

Abstract 
Cherry154 is typically consumed fresh, so the taste is essentially required.  To enhance their 

sweetness, the Cherry154 contained a sweetness value at 6- 8◦Brix was subjected to backcrossing 

with Wva700 which contained 9-11◦Brix. Normally, Backcross breeding is used to transfer 1-2 traits 
of interest from a donor parent to a recurrent parent.  This process takes 5- 6 generations to fix 
genetic background from one to another variety. This research used the Kompetitive Allele Specific 
PCR technique by 200 SNPs marker- assisted backcrossing in each generation to aid in genetic 
background selection, covering every 5 cM on the tomato genome and analyzing data with the 
Flapjack program. It also used a dCAPs marker to select the LIN5 gene in order to increase sweetness 
from backcrossing between Cherry154 and Wva700. The results showed plants in BC1F1 had various 
recurrent parent percentage (RPP) values from 64-91%, BC2F1 had RPP values varied from 91-81% 
and BC3F1 were 91- 99. 6% .  Plant in each generation were selected based on their sweetness and 

high value on RPP percentage. Therefore, the plant contained 8.3 ◦Brix with 88.1% at BC1F1, 9.6◦Brix 

with 89. 8%  at BC2F1, and 7. 6 ◦Brix with 95. 6%  RPP at BC3F1 were chosen.  It is indicated that a 
background selection using marker- assisted backcrossing allows plant breeding programs to be 
potentially precise for trait selection, time-saving, and meeting consumer needs. 

 

Keywords: Tomato; Backcross breeding with marker-assisted selection; SNP markers; Sweetness 
 

 
1. บทน า 
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มะเขือเทศเชอรี่ 154 เป็นสำยพันธุ์ที่ ได้ รับกำรปรับปรุ งจำกศูนย์วิ จัยและพัฒนำพืชผักเขตร้ อน 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ วิทยำเขตก ำแพงแสน ตั้งแต่ปี 2540 เป็นสำยพันธ์ุผสมเปิด ผลขนำดเล็ก ทรงรี เมื่อสุกจะ
มีสีแดงและมีควำมกรอบ มีลักษณะเด่นคือ ทนร้อน สำมำรถปลูกได้ดีในประเทศไทย เนื่องจำกมะเขือเทศเชอรี่154 
เป็นมะเขือเทศท่ีรับประทำนผลสด รสชำติจึงเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส ำคัญต่อควำมต้องกำรของผู้บริโภค มะเขือเทศเชอ

รี่154 มีค่ำควำมหวำนที่ประมำณ 6-8 ◦Brix โดยประเมินจำกกำรวัดของแข็งที่ละลำยน้ ำได้ ( soluble solid 
content, SSC) Fridman et al., 2004 ได้รำยงำนว่ำยีน LIN5 เป็นยีนหลัก (major gene) ท่ีควบคุมลักษณะ SSC 

ที่ต ำแหน่ง ◦Brix 9-2-5 บนโครโมโซม 9 ท ำหน้ำที่ผลิต enzyme hydrolase ส ำหรับย่อยน้ ำตำลซูโครสให้เป็น
น้ ำตำลกลูโคสและฟรุกโตส  Noisang (2018) ได้พัฒนำเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด Derived Cleaved Amplified 
Polymorphic Sequences (dCAPS) เพื่อใช้คัดแยกอัลลีลของยีน LIN5 ที่เกี่ยวข้องกับ Sucrose invertase จำก
กำรศึกษำควำมแตกต่ำงของอัลลีลมะเขือเทศ 11 สำยพันธ์ุของศูนย์วิจัยและพัฒนำพืชผักเขตร้อนและห้องปฏิบัติกำร
เทคโนโลยีชีวภำพด้ำนพืช ศูนย์เทคโนโลยีชีวภำพเกษตร มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ พบว่ำเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด 
InDel3477913 สำมำรถใช้แยกอัลลีลของยีน LIN5 ในมะเขือเทศออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่มีอัลลีลที่มำจำก 
Solanum lycopersicum var. cerasiforme (LIN5-cera) และกลุ่มที่มีอัลลีลที่มำจำก S. pimpinellifolium 
(LIN5-pimp) โดยมะเขือเทศสำยพันธุ์ Wva700 จัดอยู่ในกลุ่มที่มีอัลลีล LIN5-cera และมะเขือเทศเชอรี่154 จัดอยู่
ในกลุ่มทีม่ีอัลลีล LIN5-pimp จำกนั้นจึงน ำมะเขือเทศท้ังสองสำยพันธ์ุมำผสมกลับเพื่อให้มะเขือเทศเชอรี่154 มีควำม
หวำนเพิ่มขึ้นจำกกำรเพิ่มอัลลีล LIN5-cera 

กำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับ (backcross breeding) เป็นวิธีกำรปรับปรุงพันธุ์ที่ให้ผลลัพธ์ที่คำดกำรณ์และ
ท ำซ้ ำได้ โดยเป็นกำรถ่ำยทอดลักษณะที่สนใจจำกพันธุ์หนึ่งไปสู่อีกพันธุ์หนึ่ง จำกกำรผสมระหว่ำงพันธุ์ให้ ( donor 
parent) กับพันธุ์รับ (recurrent parent) หลำยชั่วอำยุ ซึ่งกำรผสมกลับในแต่ละครั้ง พันธุกรรมของพันธุ์ให้จะลดลง
ครึ่งหนึ่ง จึงนิยมผสมกลับอย่ำงน้อย 5-6 ครั้ง เพื่อให้มีสัดส่วนของสำยพันธุ์ปรับปรุงเข้ำใกล้พันธุ์รับมำกที่สุด ในทำง
ทฤษฎีประชำกรลูกผสมกลับในรุ่น BC1F1 จะมีเปอร์เซ็นต์ค่ำเฉลี่ยควำมเหมือนแม่ที่ 75%  แต่กำรใช้เครื่องหมำย
โมเลกุลในกำรคัดเลือกช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับ (marker-assisted backcrossing) ในกำรปรับปรุงพันธุ์แบบ
ผสมกลับนั้น สำมำรถคัดเลือกต้นที่มีลักษณะที่ต้องกำรและมีควำมเหมือนแม่ในเปอร์เซ็นต์ที่สูงกว่ำค่ำเฉลี่ยได้ 
(Frisch et al.,1999; Hasan et al., 2015) และสอดคล้องกับรำยงำนของ Lasuk (2011) ที่ศึกษำกำรคัดเลือก
ช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด Simple Sequence Repeat (SSR) 80 ต ำแหน่ง ใน
กำรคัดเลือกลูกผสมกลับระหว่ำงมะเขือเทศสำยพันธุ์สีดำทิพย์3 และมะเขือเทศสำยพันธ์ุ Wva700 พบว่ำ รุ่น BC1F1 
มีสัดส่วนของพันธุ์รับตั้งแต่ 30-80% รุ่น BC2F1 มีสัดส่วนของพันธุ์รับอยู่ระหว่ำง 65-80% และในรุ่น BC3F1 สำมำรถ
คัดเลือกลูกผสมกลับท่ีมีสัดส่วนของพันธุ์รับได้ตั้งแต่ 95-100%  

ปัจจุบันมีกำรใช้เทคนิค Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) ในกำรคัดเลือกช้ินส่วนโครโมโซมของ
พันธุ์รับ โดยเป็นเทคโนโลยีที่ถูกพัฒนำขึ้นเพื่อตรวจวิเครำะห์เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด Single Nucleotide 
Polymorphism (SNPs) ที่มีควำมแตกต่ำงกันของนิวคลีโอไทด์เพียง 1 ต ำแหน่ง หรือควำมแตกต่ำงกันของช้ินส่วนที่
มีกำรแทรกหรือขำดหำยไปของนิวคลีโอไทด์ช่วงสั้นๆ เรียกว่ำ insertion /deletion หรือ indel โดยใช้หลักกำร 
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fluorescence based genotyping assay ซึ่งเป็นวิธีท่ีมีควำมแม่นย ำ ถูกต้อง รวดเร็ว และมีระบบรองรับกำรตรวจ
ตัวอย่ำงที่มีจ ำนวนมำกพร้อมๆ กัน  (Lifomics, 2020) กำรคัดเลือกช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับในกำรปรับปรุง
พันธุ์แบบผสมกลับสำมำรถลดระยะเวลำของกำรผสมกลับลงได้ อีกทั้งยังส่งผลให้ค่ำใช้จ่ำยในกำรด ำเนินงำนลดลง 
(Barone, 2004) งำนวิจัยนี้จึงท ำกำรปรับปรุงพันธุ์มะเขือเทศด้วยกำรผสมกลับระหว่ำงเชอรี่154 และ Wva700 เพื่อ
เพิ่มควำมหวำนจำกกำรเพิ่มอัลลีลของยีน LIN5-cera ด้วยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด dCAP และคัดเลือก
ช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับด้วยเทคนิค KASP จำกกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs เพื่อให้สำมำรถเลือกต้น
พันธุ์รับที่มีควำมหวำนและมีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ได้อย่ำงรวดเร็ว 

 
2. วิธีการ 

2.1 สำยพันธุ์มะเขือเทศและแผนกำรปรับปรุงพันธุ์ : ผสมมะเขือเทศสำยพันธุ์ เชอรี่ 154 (Solanum 
lycopersicum L.) ที่เป็นพันธุ์รับที่มีค่ำของแข็งที่ละลำยน้ ำได้ที่ 6-8 องศำบริกซ์ กับมะเขือเทศสำยพันธุ์ Wva700 
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) ที่เป็นพันธุ์ให้ที่มีค่ำของแข็งที่ละลำยน้ ำได้ที่ 9-11 องศำบริกซ์ เมื่อ
ได้ลูกผสมรุ่นที่ 1 (F1) น ำมำผสมกลับเข้ำหำพันธุ์รับเพื่อให้ได้ลูกผสมกลับตั้งแต่รุ่นที่ 1 (BC1F1) จนถึงลูกผสมรุ่นที่ 3 
(BC3F1) ตำมแผนผังกำรปรับปรุงพันธุ์ (Figure 1) 
 

           S. lycopersicum           X         S. lycopersicum var. Cerasiforme 
                            Cherry 154 (LIN5-pimp)                         Wva700 (LIN5-cera) 

 
                                          Cherry 154    X      F1 
                                          
     Cherry 154   X   C1F1 
                                

  Cherry 154    X      BC2F1 
                    

    Cherry 154    X      BC3F1  
Figure1 Breeding program for cherry tomato backcrossing to increase sweetness by dCAPS and 
SNPs markers in assisted selection  
 

2.2 กำรสกัดดีเอ็นเอ: เพำะเมล็ดลูกผสมกลบัในวัสดุปลูก เมื่อต้นกล้ำอำยุประมำณ 2 สัปดำห์ สกัดดีเอ็นเอด้วย
วิ ธี ของ  Fulton et al.  ( 1995)  ตรวจสอบคุณภำพและปริมำณดี เอ็น เอด้ วย เครื่ อ ง  NANODROP 8000 
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)  

2.3 กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับคัดเลือกยนีเป้ำหมำย (Foreground selection with dCAPS): คัดเลือก

Foreground selection with dCAPS 

Foreground selection with dCAPS 
Background selection with SNPs 

Foreground selection with dCAPS 
Background selection with SNPs 

Foreground selection with dCAPS 
Background selection with SNPs 
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ลูกผสมด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด Derived Cleaved Amplified Polymorphic Sequences (dCAPS) 
dSNP3477433 ที่จ ำเพำะต่อยีน LIN5 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรผลิตน้ ำตำลภำยในผลของมะเขือเทศ Noisang 
et al. (2019) คัดเลือกเฉพำะต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัส อัลลีลของยีน LIN5 ระหว่ำง S. pimpinellifolium ที่ได้มำ
จำกสำยพันธ์ุเชอรี่154 (LIN5-pimp) และ S. lycopersicum var. cerasiforme (LIN5-cera) โดยใช้ไพรเมอร์ ดังนี้ 

Forward primer: 5'-ACAACCCGTTGATCGTCCCTGATAT-3' 
Reverse primer: 5' GTCGATTCTCAATCCCTTCC-3'  

2.4 กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับคัดเลือกช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับ (Background selection with 
SNPs): สกัดดีเอ็นเอปริมำณ 3.75 นำโนกรัม จำกต้นที่ถูกคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลที่จ ำเพำะต่อยีนเป้ำหมำย 
(LIN5) เพื่อตรวจสอบ genome background ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส ์จ ำนวน 200 ต ำแหน่ง ที่กระจำย
ในทุกๆ 5 cM ของจีโนมมะเขือเทศด้วยเทคนิค KASP (Smith and Maughan, 2015) โดยกำรหำล ำดับเบสดีเอ็นเอ
จำกบริษัท Straits Biotech ประเทศสิงค์โปร์  น ำข้อมูลที่ ได้มำวิ เครำะห์ผ่ำนโปรแกรม Flapjack version 
1.19.09.04; 4th September 2019 (Milne et al., 2010) เพื่อค ำนวณเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ (Recurrent 
Parent Percentage, RPP)  

2.4 กำรวัดค่ำควำมหวำนผล: เลือกผลที่เกิดจำกกิ่งที่ 2-5 ที่เจริญมำจำกกิ่งหลัก (main stem) และเป็นผลที่ 3 
จำกโคนช่อ โดยแบ่งกำรเก็บเป็น 4 ระยะ ได้แก่ ระยะ immature (IM) อำยุผล 14 วันหลังกำรผสม ระยะ mature 
green (MG) อำยุผล 27 วันหลังกำรผสม ระยะ breaker (BK) อำยุผล 42 วันหลังกำรผสม และระยะ ripening (RP) 
อำยุผล 57 วันหลังกำรผสม 

2.5 หลักกำรคัดเลือกต้นที่ต้องกำร: คัดเลือกต้นที่เป็นเฮเทอโรไซกัสอัลลีลของยีน LIN5 และมีเปอร์เซ็นต์ควำม
เหมือนแม่สูง ร่วมกับกำรคัดเลือกต้นที่มีลักษณะที่ดีทำงกำรเกษตร ได้แก่ ขนำดผล รูปร่ำงผล สีผล  ลักษณะกำร
เจริญเติบโตแบบกึ่งเลื้อย (semi-determinate type) และค่ำปริมำณควำมหวำนจำกกำรวัด SSC โดยเปรียบเทียบ
กับสำยพันธุ์พ่อและแม่ในแปลงปลูก 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
งำนวิจัยได้ปรับปรุงพันธุ์มะเขือเทศโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล  dSNP3477433 ที่จ ำเพำะต่อยีน LIN5 

(Foreground selection with dCAPS) เพื่อเพิ่มลักษณะควำมหวำน จำกกำรผสมกลับของสำยพันธุ์ Wva700 
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) กับสำยพันธุ์เชอรี่154 (Solanum lycopersicum L.) ที่เป็นพันธุ์
รับ โดยในกำรคัดเลือกได้เลอืกเฉพำะตน้ท่ีให้ผลเป็นเฮเทอโรไซโกตของอัลลลี LIN5-pimp (419 bp.) จำกมะเขือเทศ
สำยพันธุ์เชอรี่ 154 และ LIN5-cera (394 bp.) จำกมะเขือเทศสำยพันธุ์ Wva700 ดังช่องที่ 2, 7, 8, 10, 12 และ 
13 (Figure 2) เพื่อย้ำยปลูกส ำหรับคัดเลือกฟีโนไทป์อ่ืนๆ ต่อในแปลงปลูก ได้แก่ ขนำดผล รูปร่ำงผล สีผล  ลักษณะ
กำรเจริญเติบโตแบบกึ่งเลื้อย (semi-determinate type) และค่ำปริมำณควำมหวำนจำกกำรวัด SSC โดยในรุ่น 
BC1F1 คัดเลือกมำ 70 ต้นจำก 189 ต้น  BC2F1 คัดเลือกมำ 92 ต้น จำก 200 ต้น และ BC3F1 คัดเลือกมำ 92 ต้น 



Vol. 11 • No. 4 • October – December 2023                                             Thai Journal of Science and Technology 

 19 

จำก 200 ต้น เพื่อส่งวิเครำะห์ genome background ของพันธุ์รับด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ 
(Background selection with SNPs) 

ผลกำรวิเครำะห์ genome background ด้วยเทคนิค KASP ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ 200 
ต ำแหน่งท่ีครอบคลุมทุก 5cM ทั่วทั้งจีโนม ในรุ่น BC1F1 จ ำนวน 70 ต้น มีเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด สนิปส์ที่สำมำรถ
แยกควำมแตกต่ำง (polymorphic) ระหว่ำงสำยพันธุ์ Wva700 กับ สำยพันธุ์เชอรี่154 จ ำนวน  20 เครื่องหมำย 
จำกทั้งหมด 200 เครื่องหมำย และเมื่อวิเครำะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม Flapjack พบว่ำมีกำรกระจำยตัวของ
เปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ (Recurrent Parent Percentage, RPP) ที่ 64-91% โดยพบต้นที่มี RPP ในช่วง 60-
65% จ ำนวน 4 ต้น, RPP 66-70% จ ำนวน 8 ต้น, RPP 71-75% จ ำนวน 9 ต้น, RPP 76-80% จ ำนวน 31 ต้น, RPP 
81-85% จ ำนวน 6 ต้น, RPP 86-90% จ ำนวน 10 ต้น และ RPP 90-95% จ ำนวน 2 ต้น (Figure 3) ซึ่งเมื่อคัดเลือก
ร่วมกับปริมำณควำมหวำนและลักษณะที่ดีทำงกำรเกษตร เช่น ขนำดผล รูปร่ำงผล สีผล  และลักษณะกำร
เจริญเติบโตแบบกึ่งเลื้อย (semi-determinate type) แล้ว ได้คัดเลือกได้ต้นท่ีดีที่สุดไว้ปรับปรุงพันธุ์ต่อ โดยเป็นต้น

ที่มีควำมหวำนอยู่ที่ 8.3 ◦Brix และมี RPP เท่ำกับ 88.1% (Table 1, Figure 3 และ Figure 5c) 
ผลกำรวิเครำะห์ของประชำกรรุ่น BC2F1จ ำนวน 92 ต้นพบว่ำมีเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ ที่สำมำรถแยก

ควำมแตกต่ำงได้ 88 เครื่องหมำย จำกทั้งหมด 200 เครื่องหมำย (20 เครื่องหมำยเดิมจำกเครื่องหมำยโมเลกุลที่
สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงได้ในรุ่น BC1F1 รวมกับ 180 เครื่องหมำยที่ต ำแหน่งของสนิปส์ใหม่) และเมื่อวิเครำะห์
ข้อมูลด้วยโปรแกรม Flapjack พบว่ำมีกำรกระจำยตัวของเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ท่ี 81-91% โดยพบต้นท่ีมี RPP 
ในช่วง 81-85% จ ำนวน 37 ต้น และต้นที่มีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ในช่วง 86-91% จ ำนวน 55 ต้น (Figure 4) 

ซึ่งเมื่อคัดเลือกร่วมกับปริมำณควำมหวำนและลักษณะที่ดีทำงกำรเกษตร ได้เลือกได้ต้นท่ีมีควำมหวำน 9.6◦Brix และ
มี RPP เท่ำกับ 89.8% ไว้ปรับปรุงพันธุ์ต่อ (Table 1, Figure 4 และ Figure 5d) 

 

 

Figure 2  Detection of LIN5 gene using marker dSNP3477433 on a 3% agarose gel electrophoresis 
(Lane 1: DNA Ladders 1 Kb, Lane 2-13: Progenies from a cross between Cherry154 (LIN5-pimp ;419 
bp.) and Wva700 (LIN5-cera; 394 bp.) 

500 bp. 

   1        2       3       4        5        6       7        8       9      10       11      12      13 

Lin5-cera 
(394 bp.) 

Lin5-pimp 
(419 bp.)  
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Figure 3 Distribution of 70 tomato lines at BC1F1 generation varies from 64- 91%  Recurrent Parent 
Percentage (RPP). Arrow indicated selected line contained 88.1% RPP.  

 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
 
Figure 4 Distribution of 92 tomato lines at BC2F1 generation varies from 81- 91%  Recurrent Parent 
Percentage (RPP). Arrow indicated selected line contained 89.8% RPP.  

 
ผลกำรวิเครำะห์ของประชำกรรุ่น BC3F1 พบว่ำมีเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ ที่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำง

ได้ 123 เครื่องหมำย จำกทั้งหมด 200 เครื่องหมำย (88 เครื่องหมำยเดิม จำกเครื่องหมำยโมเลกุลที่สำมำรถแยก
ควำมแตกต่ำงได้ในรุ่น BC2F1 รวมกับ 112 เครื่องหมำยที่ต ำแหน่งของสนิปส์ใหม่)  และเมื่อวิเครำะห์ข้อมูลด้วย
โปรแกรม Flapjack พบว่ำ มีกำรกระจำยตัวของเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ที่ 91-99.6% โดยพบต้นที่มีเปอร์เซ็นต์
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ควำมเหมือนแม่ในช่วง 91-95% จ ำนวน 47 ต้น และต้นที่มีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ในช่วง 96-99.6% จ ำนวน 45 
ต้น (Figure 5) ซึ่งเมื่อคัดเลือกร่วมกับปริมำณควำมหวำนและลักษณะที่ดีทำงกำรเกษตร ได้คัดเลือกได้ต้นที่มีควำม

หวำน  7.6◦Brix และมี RPP เท่ำกับ 95.6% (Table 1, Figure 5 และ Figure 5e) 
ค่ำเฉลี่ยควำมแข็งที่ละลำยน้ ำได้ (SSC) ที่ใช้เป็นตัวแทนของกำรวัดควำมหวำนของผลมะเขือเทศ พบว่ำในสำย

พันธุ์ที่ใช้เป็นพ่อแม่ ได้แก่ เชอรี่154 และ Wva700 มีค่ำนี้ลดลงค่อนข้ำงมำกในกำรปลูกเพื่อคัดเลือกในรุ่น BC3 โดย

สำยพันธ์ุเชอรี่154 ลดลงจำก 9.3◦Brix ในรุ่น BC1F1 และ 9.4◦Brix ในรุ่น BC2F1 เป็น 6.4◦Brix ในรุ่น BC3F1 และสำย

พันธุ์ Wva700 มีค่ำเฉลี่ย SSC ลดลงจำก 9.9◦Brix ในรุ่น BC1F1 และ BC2F1 เป็น 6.5◦Brix ในรุ่น BC3F1 ส่วน ส่วน

ต้นลูกผสมกลับท่ีคัดเลือกในรุ่น BC3F1  มีค่ำ Brix ที่แตกต่ำงกันในแต่รุ่น และต่ ำที่สุดในรุ่น BC3 โดยเท่ำกับ 7.6◦Brix 
(Table 1) 

 
Table 1 Tomato selected line in each generation from backcrossing between Cherry154 and 
Wva700. Ten Fruits were selected from each line for SSC testing at the ripening stage.  

Gen. Lines Type 
RPP 
(%) 

SSC (◦Brix)  
± S.D. 

Weight (g) 
± S.D. 

W: L ratio 
(cm.) 

BC1 

1 Semi-determinate  88.1 8.3 ± 1.1 7.9 ± 0.8 0.8 
CH154 Semi-determinate  100 9.3 ± 0.7 13.4 ± 1.7 0.7 
Wva700 Indeterminate  0 9.9 ± 1.1 3.3 ± 0.3 1.0 

BC2 
1-10-72 Semi-determinate  89.8 9.6 ± 0.4 7.7 ± 1.0 0.73 
CH154 Semi-determinate  100 9.4 ± 0.5 12.0 ± 0.8 0.73 
Wva700 Indeterminate  0 9.9 ± 1.1 2.6 ± 0.3 0.98 

BC3 
1-10-72-41 Semi-determinate 95.6 7.6 ± 1.3 10.4 ± 1.3 0.71 

CH154 Semi-determinate 100 6.4 ± 0.7 11.6 ± 1.5 0.65 
Wva700 Indeterminate 0 6.5 ± 0.8 2.5  ± 0.3 1.03 

 
3.1 วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
กำรปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธีผสมกลับเป็นกำรถ่ำยทอดลักษณะที่สนใจเข้ำสู่พืชพันธุ์ดีให้ดียิ่งข้ึน  ซึ่งในงำนวิจัยนี้คือ

ควำมหวำนท่ีควบคุมโดยยีนซูโครสอินเวอร์เทส (LIN5) จำกมะเขือเทศ Solanum lycopersicum var. cerasiform 
สำยพันธุ์ Wva700 (LIN5-cera) มำผสมกลับกับมะเขือเทศสำยพันธุ์เชอรี่154 (LIN5-pimp) เพื่อเพิ่มควำมหวำน 
พบว่ำเมื่อเปรียบเทียบค่ำควำมหวำนทำงสถิติ พบว่ำไม่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญในกำรคัดเลือกรุ่น BC1 และ
รุ่น BC2 ทั้งในสำยพันธ์ุเชอรี่154 และ Wva700 แต่มีควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญในรุน่ BC3 ทั้งนี้เนื่องจำกช่วงเวลำ
ที่ย้ำยปลูกเพื่อคัดเลือกในรุ่น BC3 มีสภำพอำกำศไม่เหมำะสม มีฝนตกสลับกับอำกำศรอ้นและหนำว ท ำให้มะเขือเทศ
ปรับตัวไม่ทันต่อกำรเปลี่ยนแปลง ส่งผลให้ค่ำของแข็งที่ละลำยน้ ำได้ที่ได้ในรุ่น BC3 มีค่ำที่แตกต่ำงไปจำกสภำวะปกติ 
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Figure 5 Distribution of 92 tomato lines at BC3F1 generation varies from 91-99.6% Recurrent Parent 
Percentage (RPP). Arrow indicated selected line contained 95.6% RPP.  
   5a         5b 
1 cm.      1 cm. 
   
 
 
       
 
 
 
    5c         5d 
1 cm.   1 cm. 

 
 
                
 
             5e  
                              1 cm.   
 
 
 
Figure 6 Tomato fruit images of parents and selected lines in each generation from backcrossing 
between Cherry154 and Wva700. Cherry154 (5a); Wva700 (5b); BC1F1 (5c); BC2F1 (5d) and BC3F1 (5e) 

selected plant (95.6%) 
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ดังนั้นกำรปลูกทดสอบแต่ละครั้งจึงต้องมีกำรปลกูสำยพันธุ์เปรยีบเทียบไว้เพื่ออ้ำงอิงเสมอซึ่งกำรทดสอบครั้งนี้ไดป้ลกู
สำยพันธุ์พ่อและแม่ที่เป็นสำยพันธุ์แท้ไว้เพื่อเปรียบเทียบ ส่วนในสำยพันธุ์ลูกผสมพบว่ำ รุ่น BC3มีค่ำควำมหวำนต่ ำ

ที่สุดที่ 7.6◦Brix และควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติกับรุ่น BC2 แต่ไม่แตกต่ำงทำงสถิติกับรุ่น BC1 ทั้งนี้
อำจเนื่องจำกต้นท่ีคัดเลือกไว้ในแต่ละรุ่นไม่เหมือนกันในระดับดีเอ็นเอ และยังไม่มีควำมสม่ ำเสมอ ควำมแตกต่ำงนั้น
จึงไม่สำมำรถบอกได้ว่ำมำจำกสภำพแวดล้อมเพียงอย่ำงเดียว (Table 2) 
 
Table 2 Mean comparison for soluble solid content in the same tomato variety/ line among each 
generation; (A) Cherry154 (B) Wva700 and (C) Backcross. Any two means having the same letter are 
not significantly different at the 5% level of significance.  

(A) CH154  (B) Wva700 (C) Backcross 

Generation  ◦Brix Generation  ◦Brix Generation  ◦Brix 
BC1 9.3a BC1 9.9a BC1 8.3b 
BC2 9.4a BC2 9.9a BC2 9.5a 

BC3 6.4b BC3 6.5b BC3 7.6b 

 
กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์จำกกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ ด้วยเทคนิค KASP ในรุ่น BC1F1 

พบว่ำมีเครื่องหมำยโมเลกุลที่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำยพันธุ์ได้เพียง 20 เครื่องหมำยจำกจ ำนวน
เครื่องหมำยที่เลือกทั้งหมด 200 เครื่องหมำย ในขณะที่รุ่น BC2F1 พบว่ำมีเพิ่มขึ้นอีก 68 เครื่องหมำย จำก 180 
เครื่องหมำยที่เลือกขึ้นใหม่ รวมเป็น 88 เครื่องหมำย และในรุ่น BC3F1 เพิ่มขึ้นอีก 35 เครื่องหมำย จำก 112 
เครื่องหมำยที่เลือกข้ึนใหม่  รวมเป็น123 เครื่องหมำย เนื่องจำกเครื่องหมำยโมเลกุลที่เลือกใช้มำจำกฐำนข้อมูลของ
บริษัทผู้ให้บริกำร จึงไม่จ ำเพำะกับประชำกรที่ใช้ในงำนวิจัย ท ำให้ตรวจพบโพลีมอฟิซึมระหว่ำงสำยพันธุ์พ่อและไมส่งู
นัก และท ำให้เปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ไม่ได้มีกำรกระจำยตัวแบบปกติ (normal distribution) ในประชำกร
ทดสอบ (Figure 3) Whalen et al. (2019) ได้ท ำกำรกำรศึกษำเปรียบเทียบระหว่ำงกำรไม่ทรำบข้อมูลจีโนไทป์ของ
พ่อแม่กับกำรทรำบข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อหรือแม่เพียงข้ำงเดียว พบว่ำกรณีหลังสำมำรถเพิ่มควำมแม่นย ำในกำร
ก ำหนดพ่อแม่ และลดกำรเกิดผลบวกลวง (false positives) ได้ดีกว่ำกรณีแรก ดังนั้นกำรทรำบข้อมูลจีโนไทป์ของ
สำยพันธุ์พ่อและแม่ ท ำให้ก ำหนดเครื่องหมำยโมเลกุลที่มีควำมจ ำเพำะต่อประชำกร และสำมำรถใช้แยกควำม
แตกต่ำงของสำยพันธุ์ที่ศึกษำได้แม่นย ำมำกข้ึน ส่งผลให้ได้ลูกผสมที่ต้องกำรรวดเร็วยิ่งขึ้น เป็นกำรเพิ่มประสิทธิภำพ
ในกำรปรับปรุงพันธุ์ และได้สำยพันธ์ุใหม่ท่ีตรงตำมควำมต้องกำรของนักปรับปรุงพันธุ์   

ประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลเพื่อช่วยคัดเลือกในกำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับขึ้นกับหลำยปัจจัย 
ได้แก่ ขนำดของประชำกรในแต่ละรุ่น ระยะห่ำงของเครื่องหมำยโมเลกุลกับยีนเป้ำหมำย และจ ำนวนของ
เครื่องหมำยโมเลกุลที่ใช้ในกำรคัดเลือกช้ินส่วนโครโมโซมของพันธุ์รับ (Hasan et al., 2015) จำกตัวอย่ำงประชำกร
ของ Hospital (2003) พบว่ำกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในกำรคดัเลอืก foreground และ background นั้นท ำให้ได้
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ต้นที่มีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ได้รวดเร็วกว่ำกำรคัดเลอืกจำกกำรผสมกลับแบบดั้งเดิมเพียงอย่ำงเดียว โดยลูกผสม
กลับในรุ่น BC1-BC4 มีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ท่ี 79%, 92.2%, 98% และ 99% ตำมล ำดับ Frisch et al. (2014) 
ได้จ ำลองกำรทดลองเพื่อหำกลยุทธ์ในกำรคัดเลือกข้ำวโพดด้วยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลจำกกำรปรับปรุงพันธุ์
ข้ำวโพดแบบผสมกลับด้วยโปรแกรม PLABSIM พบว่ำค่ำเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ใน BC1 เท่ำกับ 74% 
BC2 เท่ำกับ 86.1%  และ BC1 เท่ำกับ 92.4% งำนวิจัยนี้จึงสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Hospital (2003) กับ Frisch 
et al. (2014)  ที่คัดเลือกโดยอำศัยกำรคัดเลือกจีโนมส ำหรับ foreground และ background เพื่อให้ได้ต้นที่มี
ลักษณะที่ต้องกำรและมีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่สูง ด้วยเทคนิค KASP พบว่ำในทุกรุ่นที่ท ำกำรคัดเลือกจำก BC1-
BC3 สำมำรถคัดเลือกต้นที่ตรงกับควำมต้องกำร และมีค่ำ RPP ที่สูงกว่ำค่ำเฉลี่ยทำงทฤษฎีของต้นท่ีเกิดจำกกำรผสม
กลับ  โดยเฉพำะถ้ำสำมำรถคัดเลือกได้ต้นที่มี RPP ที่สูงได้ตั้งแต่ในรุ่นแรก ๆ ของกำรผสม จะสำมำรถลดจ ำนวนรุ่น 
(generation) ของกำรผสมกลับได้ (Barone, 2004; Lübberstedt et. al., 2023) โดยลูกผสมกลับในรุ่น BC1F1 ที่
คัดเลือกมีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ท่ี 88.1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่ำท่ีสูงกว่ำค่ำเฉลี่ยทำงทฤษฎีที่ 75 เปอร์เซ็นต์ ลูกผสม
กลับในรุ่น BC2F1 ที่คัดเลือกมีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ที่ 89.8 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่ำที่สูงกว่ำค่ำเฉลี่ยทำงทฤษฎีที่ 
87.5 เปอร์เซ็นต์ และลูกผสมกลับในรุ่น BC3F1 มีเปอร์เซ็นต์ควำมเหมือนแม่ท่ี 95.6 เปอร์เซ็นต์ มีค่ำที่สูงกว่ำค่ำเฉลี่ย
ทำงทฤษฎีที่ 93.75 เปอร์เซ็นต์ (Figure 7)  

Figure 7 Recurrent Parent Percentage; RPPcomparison in each generation from tomato backcrossing 
between cherry154 and Wva700.  (Conv.= theoretical proportion of the recurrent parent genome 
from backcrossing, Max.  MAB=  maximum value RPP from molecular- assisted backcrossing, Min. 
MAB= minimum value RPP from molecular-assisted backcrossing, Mean. MAB=mean value RPP from 
molecular-assisted backcrossing and MAB selected = RPP from selected plant) 
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ปัจจุบันเทคโนโลยีในกำรศึกษำล ำดับเบสจีโนมและทรำนสคริปโตมของมะเขือเทศมีแนวโน้มที่ก้ำวหน้ำมำกขึ้น
เรื่อยๆ โดยเฉพำะในกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลที่ใช้เทคนิคพีซีอำร์ เช่น เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปส์ และกำร
ใช้เทคโนโลยี genotyping by sequencing (GBS) อนำคตคำดหวังว่ำจะมีเครื่องหมำยโมเลกุลใหม่ๆ ที่จะเกิดขึ้น 
พร้อมใช้ และสำมำรถเข้ำถึงได้ ให้กับนักวิจัยและนักปรับปรุงพันธุ์  ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อกำรปรับปรุงพันธุ์มะเขือ
เทศในอนำคต (Foolad and Panthee, 2012) ทั้งนี้ค่ำใช้จ่ำยในกำรวิเครำะห์มีแนวโน้มที่ลดลง แต่ยังคงมีต้นทุนที่
สูงกว่ำกำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับด้วยวิธีมำตรฐำน จำกรำยงำน National Human Genome Research ใน
กำรวิเครำะห์ล ำดับเบส 1 ล้ำนเบส มีต้นทุนประมำณ 3 แสนบำท ในปี ค.ศ. 2001 และลดลดลงเหลือไม่ถึง 3 บำท 
ในปี 2019 (National Human Genome Research Institute, 2019) ซึ่งคำดว่ำในอนำคตอันใกล้ กำรปรับปรุง
พันธุ์พืชโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลเพื่อช่วยในกำรคัดเลือกอำจมีต้นทุนที่ต่ ำกว่ำกำรปรับปรุงพันธุ์พืชด้วยวิธีมำตรฐำน
จำกค่ำแรงงำนที่สูงขึ้นเรื่อยๆ Rojkhamlue (2019) ได้วิเครำะห์เปรียบเทียบต้นทุนกำรปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธีผสม
กลับแบบต่ำงๆ พบว่ำ กำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับด้วยวิธี whole genome marker-assisted selection โดย
กำรใช้ marker-assisted selected (MAS) ร่วมกับ marker-assisted backcrossing (MAB) พบว่ำมีต้นทุนที่สูง
กว่ำกำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับด้วยวิธีมำตรฐำนที่ร้อยละ 26.82 แต่สำมำรถลดเวลำกำรปรับปรุงพันธุ์ลงได้
ครึ่งหนึ่ง จำกควำมแม่นย ำที่เพิ่มขึ้น ประกอบกับกำรใช้ระยะเวลำในกำรปรับปรุงพันธุ์ที่ลดลง ส่งผลให้ต้นทุนที่ใช้ใน
กำรปรับปรุงพันธุ์โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลลดลง น่ำจะเป็นโอกำสที่ดีในกำรน ำเทคโนโลยีทำงพันธุศำสตร์โมเลกุล
สมัยใหม่เข้ำมำช่วยในกำรปรับปรุงพันธุ์พืชของประเทศไทย 

 
4. สรุป 

กำรปรับปรุงพันธุ์แบบผสมกลับระหว่ำงสำยพันธ์ุเชอรี่154 (Solanum lycopersicum L.) กับสำยพันธุ ์
Wva700 (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดดแีคปส์ เพื่อช่วยคัดเลือก
ยีนควำมหวำน (LIN5) และชนิดสนิปส์ในกำรคัดเลือก genome background ของประชำกรลูกผสมกลับทั้ง 3 รุ่น ท ำ
ให้คัดเลือกต้นที่มีเปอรเ์ซ็นต์ควำมเหมือนแมไ่ด้สูงกว่ำต้นที่เป็นค่ำเฉลี่ยทำงทฤษฎี และไดลู้กผสมที่มลีักษณะที่
ต้องกำร ลดระยะเวลำในกำรปรับปรุงพันธุ์ลงได ้

 

5. References 
Barone, A. (2004). Molecular marker-assisted selection for potato breeding. Amer.J.of Potato Res., 

81, 111-117.  
Foolad, M.R., & Panthee, D.R. (2012). Marker-Assisted Selection in Tomato Breeding. Critical Reviews 

in Plant Sciences, 31(2), 93-123. 
Fridman, E., Carrari, F., Liu, Y.S., Fernie, A.R.,, & Zamir, D. (2004). Zooming in on a quantitative trait 

for tomato yield using interspecific introgressions. Science, 305 1786–1789.  



Thai Journal of Science and Technology                                      ปีที ่11 • ฉบบัที ่4 • ตลุาคม – ธนัวาคม 2566 

 26 

Frisch, M., Bohn, M., & Melchinger, A.E. (1999). Comparison of selection strategies for marker-assisted 
backcrossing of a gene. Crop Sci., 39, 1295–1301. 

Fulton, T., Chunwongse, J., Tanksley, S.D., Masaphy, S., Levanon, D., Henis, Y., & Kelly, S.L.(1995). 
Microprep protocol for extraction of DNA from tomato and other herbaceous plants. Plant 
Mol. Biol. Rep., 13(3), 207-209. 

Hasan, M.M., Rafii, M.Y., Ismail, M.R., Mahmood, M., Rahim, H.A., Alam, M.A., Ashkani, S., Malek, M.A., 
& Latif, M.A. (2015). Marker-assisted backcrossing: A useful method for rice 
improvement. Biotechnol. Biotechnol., Equip. 29, 237–254. 

Hospital, F. (2003). Marker-assisted breeding. In: H.J. Newbury, editor. Plant molecular breeding. 
Location: Oxford and Boca Raton: Blackwell Publishing and CRC Press, p.30-59. 

Lasuk, R. (2011). Use of molecular markers in tomato breeding to increase soluble solid content 
and multiple disease resistances. (Master Thesis). Kasetsart University, Bangkok, Thailand. 87p. 
(in Thai). 

Lifomics (2020). KASP genotyping. Retrieved from https://www.lifomics.com/kasp.html, May 10, 
2020. (in Thai) 

Lübberstedt, T., Beavis, W., & Suza, W. (2023). Marker Assisted Backcrossing. Retrieved from W. P. 
Suza, & K. R. Lamkey (Eds.), Molecular Plant Breeding. Location: Iowa State University Digital 
Press. 

Milne, I., Shaw, P., Stephen, G., Bayer, M., Cardle, L., Thomas, W., Flavell, A.J., & Marshall, D. (2010). 
Flapjack-graphical genotype visualization. Bioinformatics, 26(24), 3133-3134. 

National Human Genome Research Institute. (2019). The Cost of Sequencing a Human Genome. 
Retrieved from https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/Sequencing-Human-
Genome-cost, January 10, 2020. 

Noisang J., Luengwilai K., & Chunwongse J. (2019). The development of InDel marker for selection 
of Lin5 gene associated with sucrose invertase in tomato. King Mongkut's Agricultural Journal, 
37(2), 190-199. 

Noisang, J. (2018). Study of allele variation in Lin5 gene associated with soluble solid content and 
breeding for increasing sugar content in cherry tomato. (Master). Kasetsart University, Bangkok, 
Thailand, 62p. 

Rojkhamlue, T. (2019). Cherry tomato breeding to increase sweetness and cost comparison of 
backcross breeding methods. (Master). Kasetsart University, Bangkok, Thailand, 71p. (in Thai) 

Smith, S.M., & Maughan P. J. (2015). SNP genotyping using KASPar assays. Location: Humana Press, 
New York. 



Vol. 11 • No. 4 • October – December 2023                                             Thai Journal of Science and Technology 

 27 

Whalen, A., Gorjanc, G., & Hickey J.M. (2019). Parentage assignment with genotyping–by–sequencing 
data. J Anim Breed Genet, 136(2), 102–112. 

 


