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งานวจิยัน้ีไดพ้ฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิดไมโครแซทเทลไลท ์ เพื่อการจดัจ าแนกพนัธ์ุ และระบุ
พนัธ์ุจ าเพาะในสบู่ด า (Jatropha curcas L.) โดยวธีิ enrichment โดยใชไ้บโอตินโอลิโกนิวคลีโอไทด ์
โพรบชนิด B-(GA)15, B-(CA)15, B-(ACC)10 และ B-(CCT)10 และคดัเลือกโคลนท่ีใหผ้ลบวกดว้ยเทคนิค dot blot 
hybridization จากการตรวจสอบพบโคลนท่ีเป็นบวก 108 โคลน เม่ือน าโคลนจ านวน 97 โคลน ไปหาล าดบัเบส 
พบวา่ มีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทร์วม 58 โคลน คิดเป็น 59.79 เปอร์เซ็นต ์ของโคลนท่ีส่งหาล าดบัเบส 
โดยส่วนใหญ่เป็นล าดบัไมโครแซทเทลไลทแ์บบ dinucleotide repeat  ชนิด (GA)n คิดเป็น 32.76 เปอร์เซ็นต ์ 
และ trinucleotide repeat (GGA)n คิดเป็น 20.70 เปอร์เซ็นต ์สามารถออกแบบไพรเมอร์ไดท้ั้งหมด 38 คู่ และ
น ามาใชศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง ท่ีรวบรวมจากประเทศไทย และ
ต่างประเทศ พบ 5 คู่ไพรเมอร์ ใหค้วามแตกต่างของขนาดดีเอน็เอในตวัอยา่งท่ีศึกษา โดยมีจ านวน 2 แอลลีลต่อ
ต าแหน่ง  มีค่า PICs (Polymorphic Information Contents) อยูใ่นช่วง 0.15-0.22 และค่า PIC เฉล่ียเท่ากบั 0.21 
เม่ือวเิคราะห์แถบดีเอน็เอโดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc-2.20k พบวา่ สามารถแบ่งสบู่ด าทั้ง 125 ตวัอยา่งไดเ้ป็น  
2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีพิษในประเทศ และจากต่างประเทศ และกลุ่มท่ี 2 แบ่งเป็น 2 กลุ่มยอ่ย
เป็นสบู่ด าพนัธ์ุไม่มีพิษจากประเทศเมก็ซิโก ค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.72-1.00 การวเิคราะห์
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง โดยใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ดว้ยไพรเมอร์ 8 ชนิด 
พบวา่ใหแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมด 96 แถบ โดยเป็น polymorphic bands 16 แถบ มีค่า PICs อยูใ่นช่วง 0.00-0.36 และ
ค่า PIC เฉล่ียเท่ากบั 0.06 เม่ือวเิคราะห์การจดักลุ่มทางพนัธุกรรม พบวา่สามารถแบ่งตวัอยา่งท่ีศึกษาไดเ้ป็น  
2 กลุ่ม คือ สบู่ด าพนัธ์ุมีพิษ และสบู่ด าพนัธ์ุไม่มีพิษ โดยมีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.91-1.00 
การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุ AS-PCR (Allele Specific-PCR) จ าเพาะกบัยนีในกระบวนการสงัเคราะห์ 
กรดไขมนัจ านวน 6 ยนี ไดแ้ก่ KASIII (beta-ketoacyl-ACP synthase III), KASII (beta-ketoacyl-ACP synthase 
II), SAD (stearoyl-ACP desaturase), FatA (acyl-ACP thioesterase), FAD3 (ω-3 fatty acid desaturase) และ 
FAD6 (ω-6 fatty acid desaturase) โดยใชล้ าดบัเบสของยนีพืชจากฐานขอ้มูล GenBank และตรวจสอบ 
ลายพิมพดี์เอน็เอโดยเทคนิค DFLP (DNA Fragment Length Polymorphism) และเทคนิค  SSCP (Single Strand  
Conformational Polymorphism) กบัสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง  พบวา่ใหแ้ถบดีเอน็เอเพียงรูปแบบเดียว แสดงใหเ้ห็นวา่
สบู่ด ามีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่ามาก อยา่งไรก็ตามเคร่ืองหมายโมเลกลุจ าเพาะกบัยนีทั้ง 6 ยนี ใหแ้ถบ
ดีเอน็เอต่างรูปแบบในพืชสกลุ Jatropha ชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ สบู่แดง (Jatropha gossypifolia) เขม็ปัตตาเวยี 
(Jatropha integerrima)  ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida)  และละหุ่ง (Ricinus communis) ซ่ึงเป็นพืชในวงศ ์
Euphorbiaceae เช่นเดียวกบัสบู่ด า เคร่ืองหมายโมเลกลุจ าเพาะกบัยนีน้ี  สามารถใชใ้นการตรวจสอบความเป็น
ลูกผสมในการผสมขา้มชนิด และขา้มสกลุ และเพื่อโครงการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าต่อไปในอนาคต 
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This research is to develop microsatellite DNA markers for classification and varietal specific 
identification in physic nut (Jatropha curcas L.) from the enrich library using biotin-oligonucleotide probes  
of  B-(GA)15 , B-(CA)15 , B-(ACC)10 and  B-(CCT)10.  One hundred and eight positive clones were selected by 
dot blot hybridization and 97 clones were sent for sequencing.  A total of  58 clones (59.79 %) were found to 
contain microsatellite sequences.  Most abundant iterated sequences were dinucleotide repeat of  (GA) n 
(32.76 %) and trinucleotide repeat of  (GGA)n (20.70 %).  Thirty eight primer pairs were designed and  
were used to evaluate genetic diversity among 125 physic nut samples collected from Thailand and foreign 
countries.  Only five polymorphic markers were obtained and only two alleles per marker were observed. 
Polymorphic Information Contents (PICs) ranged from 0.15-0.22 with an average PIC score of  0.21. 
Cluster analysis using computer program NTSYSpc-2.20k was performed and could classify all  
125 samples into 2 groups, group I consisted of toxic samples from Thailand and foreign countries and  
group II was composed of  2 subgroups containing  non toxic samples from Maxico.  Genetic similarity  
ranged from 0.72-1.00.  Genetic relationship among 67 samples was also estimated using 8 ISSR primers.  
A total of 96 bands or markers were generated with 16 polymorphic markers observed.  PICs ranged from 
0.00-0.36 with an average PIC score of  0.06.  Cluster analysis could separate all 67 physic nut samples  
into 2 groups of toxic and non toxic samples.  Genetic similarity  ranged from 0.91-1.00.  AS-PCR  
(Allele Specific PCR) markers were developed specific for 6 genes in fatty acid synthesis pathway, i.e. KASIII  
(beta-ketoacyl-ACP synthase III), KASII (beta-ketoacyl-ACP synthase II), SAD (stearoyl-ACP desturase), 
FatA (acyl-ACP thioesterase), FAD3 (ω -3 fatty acid desaturase) and FAD6 (ω -6 fatty acid desaturase) 
based on plant gene sequences available in GenBank.  All gene specific markers were used to produce DNA 
fingerprints of  125 physic nut samples using  DFLP (DNA Fragment Length Polymorphism), SSCP (Single 
Strand Conformational Polymorphism) techniques.  The results showed no polymorphism among 125 physic 
nut samples, suggesting very low genetic variation in this plant.  However, the specific markers developed 
were found to be polymorphic among plants in the genus Jatropha (Jatropha gossypifolia, Jatropha 
integerrima and Jatropha multifida) and Ricinus communis which was also in the family Euphorbiaceae. 
These gene specific markers could be used for hybridity test from both interspecific and intergeneric 
hybridizations and for the improvement project of  physic nut in the future. 
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7 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ 16 ชนิดกบัสบู่ด า  

2 ตวัอยา่ง คือ สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (8) และ สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (31) คือ สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (8) และ สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (31) 
 

64 
8 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ (AC)8YG กบัสบู่ด า 

67 ตวัอยา่ง (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน)   67 ตวัอยา่ง (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 68 
 

69 
9 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์  (ATG)5  

กบัสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน)  
 

71 
10 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง สร้างโดยอาศยัขอ้มูล

จาก (A) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์(B) เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์  
 (C) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ร่วมกนั โดยใชว้ธีิ 
UPGMA ในโปรแกรม NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k   
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(4) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
  

11 ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั
ยนี KASIII ( ต าแหน่งของ intron 1)  

 
76 

12 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
จ าเพาะส าหรับยนี KASIII ในสบู่ด า (A) ดว้ยเทคนิค DFLP (B) เทคนิค SSCP และ 
(C) เทคนิค DFLP และ SSCP ในพืชสกุล Jatropha และละหุ่ง  

 
 

77 
13 ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั

ยนี KASII ( คือ ต าแหน่งของ intron 1) 
 

80 
14 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 

จ าเพาะส าหรับยนี KASII ในสบู่ด า (A) ดว้ยเทคนิค DFLP (B) เทคนิค SSCP และ 
(C) ดว้ยเทคนิค DFLP และเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha และละหุ่ง  

 
 

81 
15 ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะ 

กบัยนี SAD ( คือ ต าแหน่งของ intron 2)   
 

84 
16 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 

จ าเพาะส าหรับยนี SAD (A) ดว้ยเทคนิค SSCP ในสบู่ด า และ (B) ดว้ยเทคนิค 
DFLP และเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha  

 
 

85 
17 ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั

ยนี FatA ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA ของ B. napus 
(X87842) และ cDNA ของสบู่ด า และ B. napus ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ  
exon 1-intron 1-exon 2-intron 2-exon 3   
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(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่ หน้า 
  

18 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
 จ าเพาะส าหรับยนี FatA (A) ดว้ยเทคนิค DFLP ในสบู่ด า (B) เทคนิค SSCP  
ในสบู่ด า และ(C) ดว้ยเทคนิค DFLP และเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha  
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19 ต าแหน่ง และล าดบัเบส forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั       

ยนี FAD3 ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA และ cDNA ของ
สบู่ด า ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-exon 6  

 
 

91 
20 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล

จ าเพาะส าหรับยนี FAD3  กบัพืชในสกุล Jatropha และละหุ่ง (A) ดว้ยเทคนิค 
DFLP และ (B) เทคนิค SSCP   

 
 

92 
21 ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั 

ยนี FAD6 ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA ของ Arabidopsis 
thaliana (Y11689) และ cDNA ของ A. thaliana (NM 119243), Brassica napus 
(AY642535) และ Jatropha curcas (EU106889) ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ  
exon 4- exon 6  

 
 
 
 

94 
22 รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล

จ าเพาะส าหรับยนี FAD6 กบัพืชในสกุล Jatropha และละหุ่ง (A) ดว้ยเทคนิค 
DFLP และ (B) เทคนิค SSCP  
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(5) 

ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 
 

AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism 
AS-PCR =  Allele Specific-PCR 
cDNA = Complementary DNA 
DFLP = DNA Fragment Length Polymorphism 
FatA = Acyl-ACP Thioesterase 
ISSR = Inter Simple Sequence Repeat 
KASIII  = Beta-Ketoacyl-ACP Synthase III 
KASII  = Beta-Ketoacyl-ACP Synthase II 
FAD3 = Omega-3 Fatty Acid Desaturase 
FAD6 = Omega-6 Fatty Acid Desaturase 
PCR = Polymerase Chain Reaction 
PICs  =  Polymorphic Information Contents  
RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA 
RFLP = Restriction Fragment Length Polymorphism 
SAD = Stearoyl-ACP Desaturase 
SPAR  = Single Primer Amplification Reaction 
SRAP = Sequence Related Amplified  Polymorphism 
SSCP  =  Single Strand Conformation Polymorphism 
SSR = Simple Sequence Repeat 
STR = Short Tandem Repeat 
Ta = annealing temperature 
Tm = melting temperature 
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การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ส าหรับสบู่ด า 
 

Development of Microsatellite Markers for Jatropha curcas L. 
 

ค าน า 
 

ในสภาวะปัจจุบนั พลงังานถือเป็นเร่ืองท่ีเช่ือมโยงระหวา่งเศรษฐกิจและสังคมของประเทศ
ต่าง ๆ ทัว่โลก ดงัปรากฏใหเ้ห็นอยา่งต่อเน่ือง เช่น การเกิดวกิฤตการณ์น ้ามนัท่ีผา่นมา มีผลกระทบ
โดยตรงต่อเศรษฐกิจ และสังคมของประเทศไทยมาก เน่ืองจากประเทศไทยตอ้งน าเขา้น ้ามนั
เช้ือเพลิงเกือบทั้งหมด ท าใหต้อ้งสูญเสียเงินตราในการน าเขา้น ้ามนัดิบปีละหลายแสนลา้นบาท    
และเพิ่มข้ึนทุกปี เช่น ในปี พ.ศ. 2547-2551 ไดมี้การน าเขา้น ้ามนัดิบเป็นมูลค่า 248,638.0, 
684,952.2, 772,054.5, 709,216.0 และ 1,002,211.3 ลา้นบาท ตามล าดบั รวม 5 ปี ประเทศไทยตอ้ง
สูญเสียเงินในการน าเขา้น ้ามนัดิบถึง 3,417,072.0 ลา้นบาท (http://www.ops2.moc.go.th/tradeth/ 
cgi/ImCountry2.asp) ท าใหเ้กิดผลกระทบต่อเศรษฐกิจภายในประเทศอยา่งมาก มีผลท าให ้                         
ตอ้งหาพลงังานทดแทนจากพืช มาแทนพลงังานฟอสซิลท่ีมีราคาสูง และก าลงัจะหมดไปในอนาคต   
 
 เน่ืองจากประเทศไทยถือเป็นประเทศเกษตรกรรม ดงันั้นพลงังานทดแทนท่ีไดจ้ากพืช 
น่าจะมีศกัยภาพต่อการพฒันาประเทศในอนาคต ในบรรดาพืชพลงังานทดแทนท่ีใชผ้ลิตไบโอดีเซล
นั้น พบวา่ สบู่ด าเป็นหน่ึงในพืชน ้ามนัท่ีมีศกัยภาพ และน่าจะเป็นทางเลือกท่ีดีใหแ้ก่เกษตรกร 
เน่ืองจากน ้ามนัสบู่ด าสามารถใชก้บัเคร่ืองยนตดี์เซล โดยท่ีไม่ตอ้งผสมน ้ามนัชนิดอ่ืน และน ้ามนั          
ไม่มีผูน้ ามาบริโภค จึงไม่ตอ้งแข่งขนัในเร่ืองราคากบัพืชอ่ืน (สมบติั, 2549) อีกทั้งยงัปลูกง่าย         
หาไดง่้ายตามชนบท และทัว่ทุกภูมิภาค ทนทานต่อสภาพดินท่ีอุดมสมบูรณ์ต ่า ทนแลง้ และโตเร็ว   
สบู่ด าจึงเป็นพืชท่ีน่าสนใจโดยเฉพาะในสภาวะปัจจุบนัท่ีน ้ามนัดีเซลมีราคาสูง สบู่ด ามีช่ือทาง
วทิยาศาสตร์วา่ Jatropha curcas L. อยูใ่นวงศ ์Euphorbiaceae ซ่ึงเป็นพืชกลุ่มเดียวกบัยางพารา            
มีถ่ินก าเนิดในทวปีอเมริกากลาง และประเทศเมก็ซิโก น าเขา้มาในประเทศไทยโดยพอ่คา้                  
ชาวโปรตุเกสเพื่อน าเมล็ดไปอดับีบน ้ามนัมาท าสบู่ และใชจุ้ดไฟใหแ้สงสวา่งในเวลากลางคืน          
สบู่ด ามีช่ือเรียกแตกต่างไปตามทอ้งถ่ินภูมิภาค เช่น ภาคเหนือ เรียก มะหุ่งฮั้ว ภาคอีสาน เรียก มะเยา 
หรือ  สีหลอด ส่วนภาคใต ้เรียก หงเทศ หรือ มาเคาะ (พรชยั, 2549) ยางจากกา้นใบ มีรสฝาด        
ใชผ้สมเกลือกวาดปากเด็กแกล้ิ้นเป่ือยพุพอง รักษาโรคปากนกกระจอก สมานแผล หา้มเลือด          
แกป้วดฟัน แกล้ิ้นเป็นฝ้าขาวในเด็ก โดยผสมน ้านมมารดาป้ายล้ิน ล าตน้ตม้น ้าด่ืมแกซ้างตานขโมย 
หรือ แช่น ้าอาบแกโ้รคผืน่คนั มีสารไฮโดรไซยานิก (hydrocyanic) ซ่ึงมีกล่ินเหมน็เขียว จึงนิยมปลูก

http://www.ops2.moc.go.th/tradeth/
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ท าเป็นแนวร้ัว ป้องกนัสัตวเ์ล้ียงไม่ใหเ้ขา้ไปท าลายแปลงพืชผล (ปรัชญา, 2537) น ้ามนัสามารถ        
ใชบ้  ารุงรากผม มีสารพิษท่ีเรียกวา่ curcin และสารพวก resin เจือปนอยู ่หากบริโภคจะท าให้
ทอ้งเดิน และเสียชีวติ จึงใชท้  ายาฆ่าแมลง กากเมล็ดท่ีเหลือจากการสกดัน ้ามนั มีปริมาณไนโตรเจน
สูง ซ่ึงเป็นธาตุอาหารท่ีพืชตอ้งการ จึงนิยมใชเ้ป็นปุ๋ยอินทรีย ์และสามารถใชเ้ป็นเช้ือเพลิงไดอี้กดว้ย  
 

ปัจจุบนัมีการน าเคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) มาใชใ้นการศึกษาทางพนัธุกรรม  
และสร้างลายพิมพดี์เอน็เอของพืช และสัตวอ์ยา่งกวา้งขวาง เน่ืองจากเป็นการศึกษาในระดบัโมเลกุล             
มีทั้งท่ีเป็นเคร่ืองหมายท่ีมีการข่มสมบูรณ์ (dominant marker) และเคร่ืองหมายท่ีมีการข่มร่วม         
(co-dominant marker) พบวา่เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์(microsatellite marker) จดัเป็น
เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีการข่มร่วม และศึกษากนัมากในส่ิงมีชีวติชนิดต่าง ๆ ล าดบัเบสแบบ          
ไมโครแซทเทลไลทเ์ป็นล าดบัเบสท่ีมีลกัษณะซ ้ ากนั เรียงอยูต่่อเน่ืองกนัท่ีต าแหน่งหน่ึง ๆ ในจีโนม 
แต่ละชุดซ ้ าประกอบดว้ย 1-6 เบส ชุดท่ีซ ้ ากนัน้ี จะอยูติ่ดกนัแบบหวัต่อหาง ส่วนใหญ่จะมี
ความจ าเพาะในส่ิงมีชีวติแต่ละชนิด (สุรินทร์, 2545) ส่วนมากพบในบริเวณท่ีไม่ใช่รหสัใน 
การสร้างโปรตีน (non coding region) (Paniego et al., 2001) และพบกระจายทัว่ไปในจีโนมของ
ส่ิงมีชีวติ สามารถใชจ้  าแนกความแตกต่างระหวา่งฮอโมไซโกต (homozygote) กบัเฮเทอโรไซโกต 
(heterozygote) ได ้ล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทมี์อตัราการกลายสูงกวา่ล าดบัเบสทัว่ ๆ ไป                  
โดยการกลายของไมโครแซทเทลไลทม์กัเกิดจากการเพิ่มข้ึน หรือ ลดลงของจ านวนชุดซ ้ า มีวธีิการ
ตรวจสอบโดยการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR, Polymerase Chain 
Reaction) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ (specific  primer) กบัล าดบัเบสดา้นขา้งของล าดบั 
เบสซ ้ า (flanking sequence) และเพิ่มปริมาณในต าแหน่งท่ีแน่นอน เทคนิคไมโครแซทเทลไลท์ 
ท าไดง่้าย และรวดเร็ว (Weber and May, 1989) อยา่งไรก็ตาม ในการศึกษาจ าเป็นตอ้งทราบล าดบั
เบสของจีโนมก่อน เพื่อออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะ เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทนิ์ยมใชใ้น
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในส่ิงมีชีวติชนิดต่าง ๆ การท าแผนท่ีจีโนม เช่น ขา้ว 
(Panaud and Chen et al., 1996) และถัว่แดง (Gaitàn-Solìs et al., 2002) เป็นตน้ การจ าแนกพนัธ์ุ 
และตรวจสอบความบริสุทธ์ิของพนัธ์ุลูกผสม เช่น การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพนัธ์ุ  
และความเป็นลูกผสมของเมล็ดพนัธ์ุมะเขือเทศ (ณฏัยา, 2545) และเมล็ดพนัธ์ุขา้วโพด  
(นฤมล และคณะ, 2547) การปรับปรุงพนัธ์ุพืชต่าง ๆ เช่น การใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์
คดัเลือกพริกลกัษณะตา้นทานโรค (อรรัตน์, 2542) การศึกษาววิฒันาการ และความสัมพนัธ์ของ
ส่ิงมีชีวติ โดยเฉพาะในส่ิงมีชีวติท่ีมีความแปรปรวนในระดบัดีเอน็เอต ่า (Areshchenkova and 
Ganal, 2002) แต่ยงัไม่มีการศึกษากบัสบู่ด าในประเทศไทย เน่ืองจากงานวจิยัส่วนใหญ่เป็นงานดา้น
รวบรวมพนัธ์ุ ขยายพนัธ์ุ เขตกรรม และการศึกษาดา้นผลผลิต 
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เน่ืองดว้ยในหลายพื้นท่ีของประเทศไทยเร่ิมมีการปลูกสบู่ด าอยา่งจริงจงั และมีโครงการ       
จะปรับปรุงพนัธ์ุของสบู่ด า จึงมีการน าพนัธ์ุจากต่างประเทศเขา้มา เพื่อปลูกทดสอบผลผลิต 
ปรับปรุง และพฒันาพนัธ์ุ เพื่อเพิ่มผลผลิต แต่ขอ้มูลทางพนัธุกรรมของสบู่ด ามีนอ้ยมาก 
การตรวจสอบพนัธุกรรมสบู่ด าในประเทศไทยเบ้ืองตน้นั้น พบความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งต ่า  
จึงตอ้งการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสามารถตรวจสอบความหลากหลายไดสู้ง เช่น เคร่ืองหมาย                                     
ไมโครแซทเทลไลท ์รวมทั้งศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืน
ร่วมดว้ย เช่น เคร่ืองหมายโมเลกุลไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี                  
ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนั เพื่อใชใ้นการตรวจสอบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของสบู่ด าท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศ และท่ีปลูกกระจายอยูใ่นประเทศไทยวา่                   
มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากนอ้ยเพียงใด นอกจากน้ียงัใชใ้นการตรวจสอบพนัธ์ุเพื่อ
ประโยชน์ในการรับรองพนัธ์ุ ปรับปรุงพนัธ์ุ และพฒันาพนัธ์ุต่อไปในอนาคต 
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วตัถุประสงค์ 
 

 เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทส์ าหรับสบู่ด า และศึกษาความหลากหลาย 
ทางพนัธุกรรมโดยใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทท่ี์พฒันาข้ึน เพื่อใชใ้นการตรวจสอบพนัธ์ุ 
สบู่ด าทั้งในประเทศ และต่างประเทศ เปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดอ่ืน  
เช่น เคร่ืองหมายโมเลกุลไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ  าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนั  
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ข้อมูลทัว่ไปของสบู่ด า  

 

สบู่ด ามีช่ือเป็นภาษาองักฤษวา่ physic nut หรือ purging nut  ภาษาโปรตุเกส เรียกวา่  
purgueira ช่ือทางพฤกษศาสตร์ของสบู่ด าคือ Jatropha curcas  L. มาจากภาษากรีก ซ่ึงเป็นค ารวม
ของ ค าวา่ Jatro แปลวา่ ‚หมอ‛ และ Trophe แปลวา่ ‚อาหาร‛ (พรชยั, 2549) แต่คนไทยพื้นท่ี 
ภาคกลาง เรียกช่ือพืชน้ีวา่ ‚สบู่ด า‛ เน่ืองจากเปลือกเมล็ดมีสีด า และเวลาท่ีหกัล าตน้ หรือ ก่ิงของตน้
สบู่ด า จะมีน ้ายางสีขาวไหลออกมา และมีลกัษณะล่ืนคลา้ยสบู ่สบู่ด ามีถ่ินก าเนิดท่ีประเทศเมก็ซิโก 
และทางตอนเหนือของทวปีอเมริกากลาง เน่ืองจากผลการเปรียบเทียบพรรณไมแ้หง้ (herbarium 

specimens) ของสบู่ด า พบวา่ตวัอยา่งสบู่ด าจากประเทศเมก็ซิโก และทางตอนเหนือของทวปี
อเมริกากลาง มีความใกลเ้คียงกบัสบู่ด าพนัธ์ุดั้งเดิมมากท่ีสุด ต่อมามีการแพร่กระจายพนัธ์ุไปยงัฝ่ัง
ทะเลแคริบเบียน และอเมริกาใตอ้ยา่งรวดเร็ว มีขอ้สันนิษฐานวา่พอ่คา้ชาวโปรตุเกสเดินเรือไปใน 
ทวปีอเมริกากลาง และน าตน้สบู่ด าเขา้มาในทวปีเอเชีย และทวปีแอฟริกา (Heller, 1996)  

 
ส าหรับในประเทศไทย สบู่ด าถูกน าเขา้มาในช่วงปลายสมยักรุงศรีอยธุยา ชาวโปรตุเกส

น ามาใหป้ลูก เพื่อตอ้งการรับซ้ือเมล็ดไปหีบน ้ามนัส าหรับท าสบู่  ปัจจุบนัสบู่ด ามีปลูกอยูท่ ัว่ทุกภาค
ของประเทศไทย มีช่ือเรียกแตกต่างกนัไป เช่น ภาคกลาง เรียกวา่ สบู่ด า ภาคเหนือ เรียกวา่ มะหุ่งฮั้ว 
(ละหุ่งฮั้ว) ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ เรียกวา่ มะเยา หรือ สีหลอด และภาคใต ้เรียกวา่ มาเคาะ หรือ 
หงเทศ (มะหงเทศ) (ช านาญ, 2549)  
 

สบู่ด าเป็นพืชใบเล้ียงคู่ จดัอยูใ่นวงศ ์(family) Euphorbiaceae นบัเป็นวงศท่ี์ใหญ่วงศห์น่ึง
ของพืชดอก สามารถจ าแนกไดป้ระมาณ 300 สกุล และ 7,500 ชนิด (http://www.euphorbia-
international.org) พืชท่ีอยูใ่นวงศเ์ดียวกนักบัสบู่ด า ไดแ้ก่ ยางพารา (Hevea brasiliensis Müll.Arg.) 
และละหุ่ง (Ricinus communis) เป็นตน้ พบพืชในสกุล Jatropha ท่ีมีอยูใ่นประเทศไทย ไดแ้ก่              
สบู่แดง หรือ สบู่เลือด (Jatropha gossypifolia Linn.) เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima Iacg.)                        
หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica Hook.) และฝ่ินตน้ (Jatropha multifida Linn.)  
 

 
 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Johannes_M%C3%BCller_Argoviensis&action=edit&redlink=1
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สามารถจ าแนกอนุกรมวธิานของสบู่ด าตามระบบฐานขอ้มูล ITIS (The Integrated 
Taxonomic Information System) (http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt, 2010) ดงัน้ี 
 

Scientific name:            Jatropha Curcas L. 
Common name:                 Physic nut, Purging nut   

                     Kingdom                Plantae 
                        Subkingdom                   Tracheobionta   
                            Superdivision                   Spermatophyta 

    Division                       Magnoliophyta   
        Class               Magnoliopsida 

              Subclass     Rosidae 
       Order         Euphorbiales  

        Family            Euphorbiaceae 
            Subfamily                 Crotonoideae 
                Tribe     Jatropheae 

           Genus      Jatropha 
              Species          Jatropha Curcas Lin 

 
การศึกษาทางพนัธุศาสตร์เซลล์ของสบู่ด า จากการท าแคริโอไทป์ (karyotype) โดยใช ้       

ปลายราก พบวา่ โครโมโซมของสบู่ด ามีขนาดเล็ก จ านวนโครโมโซม 2n = 22  สามารถจ าแนกได้
เป็น 2 กลุ่ม คือ เมทาเซนทริก และซบัเมทาเซนทริก มีความยาวตั้งแต่ 1.71-1.24 ไมโครเมตร  
ภายในนิวเคลียสมีปริมาณดีเอน็เอประมาณ 0.85 พิโคกรัมต่อดิพลอยด์  (2C DNA content)  
และมีขนาดจีโนมประมาณ  0.146 × 109 คู่เบส ต่อแฮพลอยด ์ (1C DNA content) ประกอบดว้ย 
เบสกวันีนกบัไซโทซีน 38.7 เปอร์เซ็นต ์และเบสอะดีนีนกบัไทมีน 61.3 เปอร์เซ็นต์  
(Carvalho et al., 2008)  
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=564824
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=profile&symbol=Spermatophyta&display=63
http://www.itis.usda.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=18061
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/family.pl?1924
http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/family.pl?2014


 

7 

2.  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสบู่ด า 

 
ลกัษณะทัว่ไปเป็นไมพุ้ม่ยนืตน้ขนาดกลาง มีก่ิงจ านวน 7-10 ก่ิงต่อตน้ มีช่วงชีวติไม่นอ้ย

กวา่ 20 ปี ความสูงประมาณ 6 เมตร ทรงพุม่ มีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 2 เมตร ยอด และใบอ่อน              
มีสีม่วงแกมเขียว ล าตน้ส่วนท่ีอายนุอ้ยจะมีสีเขียว ผวิเรียบ อวบน ้า เปราะหกัง่าย เพราะเป็น 
ไมเ้น้ืออ่อน และไม่มีแก่น เม่ือมีอายมุากข้ึนโคนตน้มีสีน ้าตาลอมเทา ส่วนใหญ่ล าตน้จะเร่ิมแตกพุม่ 
เม่ือมีความสูงเหนือระดบัพื้นดินประมาณ 12 -15 เซนติเมตร โดยมีก่ิงแตกแขนงออกทางดา้นขา้ง                        
(ช านาญ, 2549) น ้ายางมีลกัษณะใส พบมากในส่วนของล าตน้อ่อน และกา้นใบ ส่วนล าตน้แก่ 
พบยางเฉพาะท่ีเปลือกเท่านั้น (ระพีพนัธ์ุ และสุขสันต,์ 2525) เม่ือถูกผวิหนงั หรือ เส้ือผา้จะเกิดรอย
เป้ือนสีด า หรือ สีน ้าตาลปนแดง ลา้งออกยาก (นรินทร์, 2526) รากสบู่ด าท่ีงอกจากเมล็ดจะมี 
รากแกว้ และรากแขนง (lateral or secondary root system) ส าหรับการขยายพนัธ์ุโดยการปักช าจะมี
ระบบรากแขนงเท่านั้น (Kobilke, 1989) รากมีลกัษณะแผก่ระจายออกไปตามแนวรัศมีทรงพุม่ และ
ตามแนวด่ิง ส่วนประกอบของสบู่ด า (ภาพท่ี 1 A-E) มีดงัน้ี  
 

ใบ  เป็นใบเด่ียว (simple leaf) เรียงสลบั รูปร่างแบบรูปหวัใจกวา้ง หรือ รูปโล่    
(orbicular-cordate or broadly ovate) คลา้ยใบฝ้าย ใบพุฒตาล แต่หนากวา่เพราะมีไข (cutin)  
เคลือบอยูท่ี่ผวิใบ ขอบใบมีลกัษณะเรียบ (entrie) มีรอยหยกั (lobe) ต้ืน ๆ ประมาณ 3-5 หยกั        
ฐานใบเป็นแบบรูปหวัใจ (cordate: heart-shaped) ปลายใบเป็นต่ิงหนาม (mucronate) ยกเวน้        
ปลายใบตรงต าแหน่งรอยหยกัตรงกลางแบบแหลม (acute) การจดัเรียงตวัของเส้นใบเป็นแบบ
ร่างแห (palmately netted) มีเส้นใบ 5-7 เส้น ตรงเส้นใบมีขนอ่อนปกคลุมอยู ่สีของใบ                   
เป็นสีเขียวเขม้ ขนาดของแผน่ใบ มีความยาวประมาณ 16.00-19.78 เซนติเมตร และมีความกวา้ง
ประมาณ 16.67-18.00 เซนติเมตร ใบสบู่ด ามีส่วนของกา้นใบเช่ือมติดกบัล าตน้ กา้นใบ 
มีสีเขียว ความยาวกา้นใบเฉล่ียประมาณ 24.00-24.47 เซนติเมตร และเส้นผา่นศูนยก์ลางเฉล่ีย
ประมาณ 0.56-0.66 เซนติเมตร ต าแหน่งของการเกิดของใบจะเกิดสลบักนั (alternate) สบู่ด ามกัจะ
ทิ้งใบในฤดูแลง้ และเม่ือแลง้จดัจะทิ้งใบหมดตน้ (ระพีพนัธ์ุ และสุขสันต์, 2525) 
 

ดอก  พบบริเวณซอกใบใกลป้ลายก่ิง ลกัษณะเป็นช่อดอกแบบช่อกระจุกซอ้น (compound 
dichasia) หรือ มีการเรียงตวัของดอกยอ่ยแบบ panicle ดอกยอ่ยแยกเพศ ประกอบดว้ย ดอกเพศผู ้
และดอกเพศเมีย อยูแ่ยกกนั แต่อยูภ่ายในช่อดอกเดียวกนั (monoecious) เป็นดอกไม่สมบูรณ์เพศ  
แต่อาจมีดอกสมบูรณ์เพศเกิดข้ึนได ้(hermaphrodite flowers) (Dehgan and Webster, 1979) ลกัษณะ
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ของดอกเพศผู ้และดอกเพศเมียมีกลีบเล้ียง และกลีบดอก อยา่งละ 5 กลีบเท่า ๆ กนั มกัออกเป็นคู่ ๆ 
ช่อยาวประมาณ 12 เซนติเมตร และกา้นช่อดอกยาวประมาณ 6 เซนติเมตร  
 

ดอกเพศผูมี้กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉก รูปไข่  สีเหลืองแกมเขียวกวา้ง         
1.5 มิลลิเมตร และยาว 3 มิลลิเมตรโดยประมาณ ปลายกลม ดา้นในมีขนยาว มีต่อมน ้าหวานท่ีโคน
กลีบดา้นใน มีเกสรเพศผู ้10 อนั แบ่งออกเป็น 2 วง วงนอกแยกจากกนั วงในเช่ือมติดกนั อบัเรณู
ยาว 1.5 มิลลิเมตร สีเหลือง นอกจากน้ีมีการศึกษารูปร่างละอองเรณูของสบู่ด า พบวา่เป็นละอองเรณู
เด่ียว (monad) รูปร่างกลม (spheroidal) ขนาดใหญ่ และมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 57-78 ไมครอน 
ไม่มีโครงสร้างของช่องเปิดท่ีชดัเจน (inapurture) ลวดลายบนผนงัเรณูเป็นแบบ croton pattern 
(ยพุดี และคณะ, 2550)  

 
ดอกเพศเมียมีขนาดใหญ่กวา่ดอกเพศผู ้อยูบ่ริเวณกลางของช่อยอ่ย กลีบเล้ียงเช่ือมติดกนั 

ปลายแยกเป็นแฉกยาวประมาณ 4 มิลลิเมตร ลกัษณะคลา้ยดอกเพศผู ้กลีบดอกมี 5 กลีบ สีเขียวอ่อน 
รังไข่เหนือวงกลีบ (superior ovary) เป็นรูปกระสวยมี 3 พ ูปลายกา้นมียอดเกสรเพศเมียแยกเป็น            
2 แฉก อตัราส่วนดอกเพศผู ้: ดอกเพศเมีย ประมาณ 7:1 ปริมาณของดอกยอ่ย ประมาณ 70-100 ดอก
ต่อช่อ แต่จะติดผล 7-15 ผลเท่านั้น (อนุวฒัน์, 2548) 

 
ผล  มีรูปร่างค่อนขา้งกลม หรือ เป็นรูปกระสวย กวา้งประมาณ 2-3 เซนติเมตร และ       

ยาวประมาณ 2.5-3.5 เซนติเมตร ลกัษณะเปลือกแขง็ (nut) มี 3 พ ูผลอ่อนมีสีเขียว เม่ือสุก                
จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง และเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลเขม้ถึงสีด าเม่ือแก่จดั เปลือกผลแหง้ท่ียงัติดอยูบ่นตน้
จะไม่แตกออก (indehiscent fruit) แต่เม่ือร่วงสู่พื้นดินอาจแตกได ้จดัเป็นผลแบบ locucidal  capsule 
คือ ผลแหง้จะแตกตามแนวกลางพ ูผลสดหน่ึงผลมีน ้าหนกัประมาณ 14.0-15.1 กรัม ผลแหง้น ้าหนกั
จะลดลงเหลือ 2.6-3.0 กรัม ผลแก่เม่ือแกะผนงัดา้นนอก (exocarp) และผนงัชั้นกลาง (mesocarp) 
ออก จะพบผนงัชั้นใน (endocarp) สานกนัเป็นชั้นหุม้เมล็ดไวภ้ายในอีกชั้นหน่ึง ผลมีจ านวน 3 เมล็ด 
อายขุองผลสบู่ด าตั้งแต่ออกดอกถึงผลแก่ประมาณ 60-90 วนั (พรชยั, 2549) 
 

เมล็ด  รูปร่างป้อมยาว (oblong) รูปกระสวยแบนขา้ง ขนาดเมล็ดมีความกวา้งประมาณ  
0.5-1.0 เซนติเมตร และความยาวประมาณ 1.70-1.94 เซนติเมตร มีเปลือกหุม้เมล็ดสีด า มีลกัษณะ
เป็น albuminous seed โดยมี albumin บุอยูภ่ายในเป็นท่ีเก็บสะสมน ้ามนั และสารพวก curcin        
ส่วนของเน้ือใน (endosperm) และเอม็บริโอ (embryo) มีสีขาว แต่ละเมล็ดมีน ้าหนกัประมาณ              
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0.60-0.64 กรัม (ช านาญ, 2549) เมล็ดสบู่ด ามีปริมาณน ้ามนั 35-40 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัเมล็ด  
(สุรพงษ,์ 2549)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่1  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสบู่ด า (A) ล าตน้ (B) ใบ (C) ดอก (D) ผล และ (E) เมล็ด 

 
3.  การขยายพนัธ์ุ การเพาะปลูก และเกบ็เกีย่วผลผลติ 
 

สบู่ด าสามารถขยายพนัธ์ุได ้2 วธีิ ดงัน้ี  
 
 1.  การเพาะเมลด็   เมล็ดสบู่ด าไม่มีระยะฟักตวั จึงสามารถเพาะเมล็ดไดทุ้กฤดูกาล ส าหรับ
ตน้ท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ด จะใหผ้ลผลิตไดป้ระมาณ 8-10 เดือนหลงัการปลูก สามารถหยอดเมล็ด
ลงในหลุมปลูกโดยตรง หรือ แช่เมล็ดในน ้า 1 คืน ก่อนปลูกในถุงเพาะ หรือ กระบะทราย โดยใชดิ้น
ผสมท่ีมีสัดส่วนของดินทราย แกลบเผา และปุ๋ยคอก เม่ือตน้สบู่ด าอายปุระมาณ 2 เดือน จึงน าไป
ปลูกลงแปลง (นนัทวรรณ, 2549; รักษ,์ 2549)  
  
 2.  การปักช า   ตอ้งคดัท่อนพนัธ์ุท่ีมีสีเขียวปนน ้าตาลเล็กนอ้ย ซ่ึงเป็นก่ิงคร่ึงอ่อนคร่ึงแก่ 
(semi hardwood) มีตาประมาณ 3-5 ตา หรือ ความยาวประมาณ 5-7 เซนติเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลาง
ไม่ควรเกิน 1.0-1.5 เซนติเมตร น ามาปักลงในถุงเพาะ หรือ กระบะทราย ใชเ้วลาปักช าประมาณ              
1 เดือนจึงน าไปปลูกในช่วงตน้ฤดูฝน การปลูกวธีิน้ีจะใชเ้วลา 4 เดือน จะเร่ิมออกดอก ระยะเวลา
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ตั้งแต่ ออกดอกจนถึงเมล็ดแก่สีด าประมาณ 60-90 วนั ข้ึนอยูก่บัสภาพภูมิอากาศ (ระพีพนัธ์ุ และ 
สุขสันต,์ 2525) นอกจากน้ี วฑูิรย ์(2551) รายงานวา่สามารถปลูกโดยใชก่ิ้งสบู่ด าขนาด 5 เซนติเมตร 
พบวา่ใหผ้ลผลิตสูงกวา่การปลูกดว้ยเมล็ดโดยตรง 
 

การศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ของสบู่ด า โดยใชช้ิ้นส่วนของตายอด ตาขา้ง ใบอ่อน  
กา้นใบ และล าตน้ใตใ้บเล้ียง (hypocotyl) เล้ียงบนอาหารแขง็สูตร Murashige and Skoog (MS)            
ท่ีเติม thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ 0.01-1.00 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่เน้ือเยือ่ช้ินส่วนต่าง ๆ 
สามารถพฒันาเป็นแคลลสัไดดี้ และอาจเพิ่มโพรลีน (proline) หรือ เคซีน (casein) ความเขม้ขน้                  
300-500 มิลลิกรัมต่อลิตร ซ่ึงจะช่วยใหมี้การพฒันาเป็นยอดจ านวนมาก โดยไม่เกิดแคลลสั               
(ศิริวรรณ และรุ่งทิพย,์ 2550) 
 

สภาพพื้นท่ีปลูกท่ีเหมาะสมของสบู่ด า ควรเป็นดินร่วน มีธาตุอาหารอุดมสมบูรณ์ แต่มี           
ขอ้ควรระวงั คือ สบู่ด าเป็นพืชท่ีไม่ทนต่อดินท่ีมีน ้าขงั ดงันั้นพื้นท่ีท่ีเหมาะสมจึงตอ้งมีการระบาย
น ้าดี (สมบติั, 2549) นอกจากน้ีสบู่ด าสามารถเจริญเติบโตในสภาพพื้นท่ีดินไม่เหมาะสม และ            
มีความอุดมสมบูรณ์ของดินต ่า เช่น ดินเคม็ (saline soil) ดินทราย (sandy soil) และดินท่ีมีหินมาก 
(stony soil) (Lele, 2005) นอกจากน้ีฤดูกาลปลูก บางพื้นท่ีเร่ิมจากช่วงเดือนเมษายน-พฤษภาคม     
แต่ท่ีเหมาะสมควรเป็นเดือนพฤษภาคม เพราะเป็นช่วงตน้ฤดูฝน 

 
การเก็บเก่ียวผลผลิต โดยเลือกผลสบู่ด าเร่ิมแก่ ซ่ึงจะเป็นสีเหลือง สามารถเก็บทุก                   

2-3 สปัดาห์ ในแต่ละช่อมี 4-14 ผล อ่อนแก่ไม่พร้อมกนัจึงตอ้งทยอยเก็บ กรณีตน้สูงอาจใชว้ธีิ 
เขยา่ก่ิงใหผ้ลร่วงลงดินแลว้ตามเก็บ 

 
4.  การผสมพนัธ์ุเพือ่ปรับปรุงพนัธ์ุ 

 
ในแง่ของการผสมพนัธ์ุเพื่อปรับปรุงพนัธ์ุ พบวา่สบู่ด าเป็นพืชผสมขา้มดอก หรือ ขา้มตน้ 

โดยอาศยัลม หรือ แมลงในการน าละอองเกสร เวลาบานของดอกเป็นส่ิงส าคญัท่ีควรพิจารณา         
ในการผสมพนัธ์ุ ช่วงเวลาท่ีละอองเรณูของสบู่ด าปล่อยจากอบัเรณู (pollen shed) ตั้งแต่เวลา        
8.00-10.00 นาฬิกา และช่วงเวลาท่ีเกสรเพศเมียพร้อมท่ีจะไดรั้บการผสมเกสร ตั้งแต่เวลา           
9.00 -10.00 นาฬิกา พบวา่ความมีชีวติของละอองเรณูสบู่ด า 92 เปอร์เซ็นต์ และมีความงอก  
22.55 เปอร์เซ็นต์ (วลัชลีย,์ 2527) ดอกสบู่ด าจะบานเวลาเชา้ ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ ดอกเพศผู ้
จะบานก่อนดอกเพศเมีย และดอกเพศผูมี้ปริมาณมากกวา่ดอกเพศเมียมาก ท าใหไ้ดผ้ลผลิตอยูใ่น 
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เกณฑต์ ่า นอกจากน้ีสบู่ด ายงัมีผล และเมล็ดขนาดเล็ก ท าใหไ้ดน้ ้ามนันอ้ย ดงันั้นการผสมพนัธ์ุเพื่อ
ปรับปรุงพนัธ์ุ และเพิ่มผลผลิตจึงควรเนน้ในเร่ืองน้ี โดยท าใหเ้ปอร์เซ็นตด์อกเพศเมียเพิ่มมากข้ึน 
หรือ จ านวนผลมากข้ึน ขนาดผล หรือ เมล็ดใหญ่ข้ึน การออกดอก และแก่เร็วข้ึน เป็นตน้ 

 
5.  การสกดัน า้มัน และองค์ประกอบของกรดไขมันในสบู่ด า 

 
การสกดัน ้ามนัสบู่ด าสามารถท าไดโ้ดยบดสบู่ด าใหล้ะเอียด อาจใชท้ั้งเมล็ด เมล็ดรวม

เปลือก และเน้ือเมล็ด แลว้สกดัดว้ยตวัท าละลาย เช่น ปิโตรเลียมอีเทอร์ หรือ เฮกเซน เป็นตน้
(ไพรจิตร และคณะ, 2525) ปัจจุบนัมีการวเิคราะห์คุณสมบติั และองคป์ระกอบทางเคมีของสบู่ด า
อยา่งกวา้งขวาง เช่น การวเิคราะห์องคป์ระกอบกรดไขมนัของสบู่ด าโดยประมาณ พบวา่ 
มีกรดไขมนั 2 ประเภท คือ กรดไขมนัอ่ิมตวั 21.9 เปอร์เซ็นต์ ประกอบดว้ย  palmitic acid (C16:0) 
14.4 เปอร์เซ็นต ์และ stearic acid (C18:0) 7.5 เปอร์เซ็นต์ กรดไขมนัอีกประเภทหน่ึงท่ีพบในน ้ามนั
สบู่ด า คือ กรดไขมนัไม่อ่ิมตวั ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัในปริมาณ 78.1 เปอร์เซ็นต์ ส่วนใหญ่
ประกอบดว้ย oleic acid (C18:1) 44.5 เปอร์เซ็นต ์และ linoleic acid (C18:2) 32.9 เปอร์เซ็นต์  
(กลา้นณรงค ์และคณะ, 2547) ปริมาณกรดไขมนัจะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุของสบู่ด า  

 
นอกจากน้ียงัพบกรดไขมนั myristic acid (C14:0) arachidic acid (C20:0) 

eicosamonoenoicacid (C20:1) eicosadienoic acid (C20:2) behenic acid (C22:0)   
ซ่ึงพบในปริมาณนอ้ยประมาณ  0.1-4.7 เปอร์เซ็นต ์ 
 
6.  ความเป็นพษิของสบู่ด า 

 
ทุกส่วนของสบู่ด ามีสารพิษท่ีเป็นอนัตราย เช่น ล าตน้ ใบ และ ผล มีสารไฮโดรไซยานิก  

เม่ือเขา้สู่ร่างกายจะท าใหค้ล่ืนไส้ อาเจียน ปวดทอ้ง ชกั หอบ หายใจขดั และอาจตายได ้ส่วนน ้ามนั
และกากน ้ามนัของสบู่ด า มีสารพิษหลายชนิด เช่น phorbol ester เป็น ester ของ tigliane diterpene 
(Gubitz, 1999) tigliane เป็น tetracyclic diterpene เม่ือเกิดปฏิกิริยา hydroxylation จะมีหมู่ 
ไฮดรอกซิล (OH) เขา้จบักบัสาร tigliane ท่ีต  าแหน่งต่าง ๆ เกิดเป็นสารประเภทแอลกอฮอล์   
เม่ือสารน้ีรวมกบักรด ก็จะเกิดเป็นสารประเภทเอสเทอร์ เรียกวา่เป็นพวก phorbol ester น ้ามนัสบู่ด า
พบวา่ ประกอบดว้ย phorbol ester อยา่งนอ้ย 4 ชนิด (Haas, 2002) ซ่ึงสูตรโครงสร้างของ  
phorbol ester หลกัท่ีพบคือ 12-deoxy-16-hydroxyphorbol-4′-[12′,14′-butadienyl]-6′-[16′,18′,20′-
nonatrienyl]-bicyclo [3.1.0] hexane-(13-0)-2′ [carboxylate]-(16-0)-3′-[8′-butenoic-10′] ate หรือ 
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DHPB ซ่ึงจะมีความเขม้ขน้ภายในเมล็ดสูงถึง 3.85 มิลลิกรัม เป็นสารพิษท่ีมีอนัตรายต่อส่ิงมีชีวติ
ต่าง ๆ ในแง่ของการส่งเสริมใหเ้กิดเน้ืองอก (tumor promotion) คือ ไม่เป็นสารก่อมะเร็ง   
แต่สามารถ กระตุน้ใหย้นีในเซลล์ผดิปกติได ้ท าใหเ้กิดการอกัเสบ การบวมของผวิหนงั เป็นตน้ 
(Adolf, 1984) มีการศึกษาการลด phorbol ester จากน ้ามนัสบู่ด า โดยใชส้ารดูดซบั 5 ชนิด คือ 
ถ่านกมัมนัต ์แป้งฟอกสีเบอร์ 150 แป้งฟอกสีเบอร์ 200 ไคติน และไคโตซาน พบวา่ แป้งฟอกสี
เบอร์ 200 มีความสามารถในการดูดซบัสาร phorbol ester ไดดี้ท่ีสุด (รยากร และคณะ, 2550) 
นอกจากน้ี ยงัพบสารพิษ curcin มีฤทธ์ิเหมือนสลอด เม่ือรับประทานเขา้ไปแลว้ จะท าใหท้อ้งเดิน 
และเป็นอนัตรายถึงชีวติได ้แต่สามารถสลายพิษไดด้ว้ยความร้อน รวมทั้งยงัมีสารประกอบท่ีไม่มี
ประโยชน์ในการบ ารุงร่างกาย (antinutreint) เช่น trypsin inhibitor, lectin และ phytate พบใน
ปริมาณท่ีสูง และเป็นสารพิษท่ีมีผลท าใหเ้กิดอนัตรายข้ึน หากสัมผสัเป็นระยะเวลานาน ๆ  
(Marker et al., 2008; Achten et al., 2008) 
 
7.  ประโยชน์ของสบู่ด า  
 

 ประโยชน์ของสบู่ด าใชเ้ป็นร้ัวป้องกนัสัตว ์เขา้มาท าความเสียหายต่อพืช เน่ืองจากสารพิษ
พวกไฮโดรไซยานิก มีกล่ินเหมน็เขียว ใชก้นัลมร้อนในหนา้แลง้ ลดการระเหยของน ้าในแปลงผกั
ของชาวอินเดีย และเป็นแนวกนัไฟ นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นเสาคา้งของพืชวานิลลาในประเทศ
มาดากสัการ์ ของทวปีแอฟริกา ปลูกแซมระหวา่งตน้สมุนไพร เพื่อขบัไล่แมลงศตัรูพืช ป้องกนั      
การชะลา้งของดิน (soil erosion) เน่ืองจากระบบรากต้ืน แพร่กระจายดี และรักษาความสมบูรณ์      
ของดิน สบู่ด าสามารถปลูกเพื่อบ าบดัของเสียในสภาพแวดลอ้มได ้เน่ืองจากเจริญเติบโตในพื้นท่ี 
ท่ีปนเป้ือนโลหะหนกั เช่น สารหนู โครเมียม และสังกะสี (Diaollo, 1994) ได ้
 
 ใบ: ใชเ้ป็นยาถอนพิษแกต้วัร้อน แกพ้ิษตานซาง แกล้ิ้นเป็นฝ้า แกป้าก และล้ินเป่ือยพุพอง 
รักษาบาดแผลจากแมลงกดั และต่อย (Watt and Brandwijk, 1962: Schmook and Serralta, 1997)  
ยางจากใบมีเอนไซม ์curcain ซ่ึงเป็น proteolytic enzyme ช่วยในการรักษาบาดแผล (Nath and 
Dutta, 1997) รักษาโรคปวดตามขอ้ และตามกลา้มเน้ือ (Rheumatism) (Chhabra et al., 1990)  
ใบ และยอดอ่อน เม่ือน าไปน่ึงดว้ยไอน ้าร้อน สามารถน ามารับประทานได ้(Duke, 1985) 
 

 ราก: ใชเ้ป็นยารักษาโรค เช่น ปอดบวม และซิฟิลิส เป็นตน้ (Chhabra et al., 1990)  
                    
 เปลือก และล าตน้: สามารถใชเ้ป็นปุ๋ยอินทรีย ์ซ่ึงสามารถเพิ่มผลผลิตของขา้วไดถึ้ง 11 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบัการไม่ใส่ปุ๋ย เน่ืองจากมีสารประกอบไนโตรเจนสูง (Sherchan et al., 1989)                    
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ใชเ้ปลือก และกากน ้ามนัสบู่ด าหมกัในสภาพไร้อากาศจะไดแ้ก๊สชีวภาพ เช่น มีเทน 70 เปอร์เซ็นต์    
(Gubitz et al., 1997) เปลือกของสบู่ด าใหส้ารแทนนินประมาณ 37 เปอร์เซ็นต์ (Openshaw, 2000)                   
ใชเ้ป็นยาถ่าย ยาขบัหนอนพยาธิ แกป้วดทอ้ง น ้าสกดัจากเปลือก สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา                            
และเป็นวตัถุดิบในการผลิตสีธรรมชาติไดโ้ดยใหสี้น ้าเงินเขม้ (ช านาญ, 2549) 
                                     
 เมล็ด: ในประเทศเมก็ซิโก น าเมล็ดมาคัว่ หรือ ตม้เพื่อสลายสารพิษ สามารถน าไป
รับประทานได ้นอกจากน้ี กากเมล็ดสามารถผลิตเป็นอาหารสัตว ์(animal feed) หลงัผา่น
กระบวนการก าจดัสารพิษดว้ยความร้อนร่วมกบัการสกดัดว้ยสารเคมี  (Apone, 1978) น ้ามนัจาก
เมล็ดสามารถแปรรูปเป็นเอทิล หรือ เมทิลเอสเทอร์เพื่อผสมกบัน ้ามนัดีเซลเป็นไบโอดีเซล หรือ
ใชไ้ดโ้ดยตรงกบัเคร่ืองยนตท์างการเกษตร และน ้ามนัหล่อล่ืน หรือ ใชเ้ป็นน ้ามนับ ารุงรากผม  
สบู่ เทียนไข และกลีเซอรีนดิบ (Gubitz, 1998) นอกจากน้ี ในประเทศไทยสมยัสงครามโลกคร้ังท่ี 2  
ใชน้ ้ามนัสบู่ด าในการจุดตะเกียง และน าเมล็ดมาต าใหล้ะเอียด หรือ น าเมล็ดมาเสียบดว้ยโลหะ 
สามารถจุดใหแ้สงสวา่งแทนเทียนไข และเทียนพรรษา (เผดิม, 2552; ระพีพนัธ์ุ และสุขสันต,์ 2525) 
สารสกดัจากน ้ามนัสบู่ด า สามารถใชก้ าจดัศตัรูพืช เช่น หนอนเจาะสมอฝ้าย เป็นตน้ (Mengual, 
1997) และสกดัสารจากสบู่ด าดว้ยตวัท าละลายเมทานอล พบวา่สารพิษบางชนิดใชใ้นการควบคุม
พยาธิในหอยท่ีน ามาบริโภคได ้(Liu et al., 1997) 
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8.  เทคนิคพซีีอาร์ (PCR, Polymerase Chain Reaction) 
 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) หรือ พีซีอาร์พฒันาข้ึนโดย         
Kary Mullis ใน ปี ค.ศ. 1983 เป็นเทคนิคท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย ซ่ึงอยูใ่นสารละลาย     
รวมกบัดีเอน็เออ่ืน โดยไม่จ  าเป็นต้องท าใหช้ิ้นดีเอน็เอดงักล่าวบริสุทธ์ิก่อน สามารถแยกส่วนของ     
ดีเอน็เอท่ีสนใจโดยไม่ตอ้งน าไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลล์ หรือ น าไปโคลน การท าพีซีอาร์  
เป็นการสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยใชเ้อนไซมดี์เอน็เอพอลิเมอเรสซ ้ ากนัหลาย ๆ รอบ เพื่อใหไ้ดดี้เอน็เอ
ปริมาณเพิ่มข้ึนเป็นทวคูีณ การสังเคราะห์ดีเอน็เอจะเกิดข้ึนได ้จ าเป็นตอ้งมีไพรเมอร์ดว้ย  ดงันั้น 
จึงใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด ท่ีมีเบสคู่สมกบัปลายทั้ง 2 ดา้นของดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ  
โดยไพรเมอร์จะเกาะกบัดีเอน็เอคนละสาย และมีปลาย 3' ในทิศทางเขา้หากนั ดงันั้นขอ้ก าหนด 
ในการท าพีซีอาร์ คือ ตอ้งทราบล าดบัเบสของดีเอน็เอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ ซ่ึงอาจทราบ
ล าดบัเบสทั้งหมด หรือ ทราบเฉพาะส่วนปลายก็ได ้เพื่อการออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์มาใช้ 
ในปฏิกิริยาต่อไป ท าใหช้ิ้นส่วนดีเอน็เอท่ีเกิดการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณข้ึน จะมีขนาดความยาว
เท่ากบั ช้ินดีเอน็เอจากปลาย 5' ของไพรเมอร์หน่ึงถึงปลาย 5' ของไพรเมอร์อีกชนิดหน่ึงนัน่เอง  
(สุรินทร์, 2545) 

 
ไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็นโอลิโกนิวคลีโอไทดค์วามยาวประมาณ 20-35 เบส วธีิท าคือสกดัดีเอน็เอ

ออกจากเซลล ์น ามาใส่รวมกบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์  ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไ์ตรฟอสเฟต (dNTP) 
ทั้ง 4 ชนิด ท าใหดี้เอน็เอตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใชค้วามร้อน แลว้ลดอุณหภูมิ
ลงอยา่งรวดเร็ว เพื่อใหไ้พรเมอร์ท่ีมีเบสเป็นคู่สมกบัส่วนปลายของช้ินดีเอน็เอเป้าหมาย และ  
มีปริมาณมากกวา่ช้ินดีเอน็เออ่ืน ๆ มากมาย เขา้มาจบัคู่กบัส่วนของดีเอน็เอท่ีตอ้งการ (annealing)  
ขั้นสุดทา้ยจึงเปล่ียนอุณหภูมิใหพ้อเหมาะกบัการท างานของเอนไซมดี์เอน็เอพอลิเมอเรสท่ีใส่ลงใน
ปฏิกิริยา เอนไซมจ์ะท าหนา้ท่ีสังเคราะห์ดีเอน็เอต่อจากไพรเมอร์ (primer extension) โดยมีดีเอน็เอ
เป้าหมายเดิมเป็นตน้แบบ เม่ือปฏิกิริยาด าเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอน็เอเป้าหมาย 
จะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ดงันั้นถา้ด าเนินปฏิกิริยาซ ้ ากนัหลาย ๆ รอบ ปริมาณดีเอน็เอเป้าหมาย 
จะเพิ่มข้ึนจนถึง 2n เท่า เม่ือปฏิกิริยาผา่นไป n รอบ (สุรินทร์, 2545) 
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9.  การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ (nucleotide sequencing analysis) 

 
การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นเทคนิคท่ีส าคญัส าหรับนกัชีวโมเลกุล เน่ืองจากขอ้มูล

ล าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นขอ้มูลท่ีชดัเจน และเป็นเอกลกัษณ์ นอกจากน้ีขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์
สามารถน าไปใชใ้นการศึกษาทางดา้นชีววทิยาโมเลกุลไดอ้ยา่งกวา้งขวาง วธีิการวเิคราะห์ล าดบั 
นิวคลีโอไทด์มี 2 วธีิ ไดแ้ก่ การหาล าดบันิวคลีโอไทด์โดยวธีิทางเคมี (chemical sequencing) และ
การหาล าดบันิวคลีโอไทด์โดยวธีิใชเ้อนไซม ์(enzymatic sequencing) ในปัจจุบนัมีการหาล าดบั 
นิวคลีโทดโ์ดยใชเ้คร่ืองอตัโนมติั (automated DNA sequencing)ใชห้ลกัการติดฉลากเบสของ 
ดีเอน็เอดว้ยสารเรืองแสงท่ีแตกต่างกนั แลว้น าเบสเหล่าน้ีเขา้ไปแทรก (incorporate) ในสายดีเอน็เอ
ใหม่ โดยอาศยัดีเอน็เอพอลิเมอเรส จากนั้นจึงน าไปเคล่ือนผา่นเจลท่ีมีความต่างศกัยข์อง
กระแสไฟฟ้า ดว้ยหลกัการอิเล็กโทรฟอรีซิส ท าใหเ้กิดแถบสีของสารเรืองแสงเรียงกนัตาม 
ล าดบันิวคลีโอไทด์บนสายดีเอน็เอ ซ่ึงจะถูกตรวจจบัดว้ยเคร่ืองรับสัญญาณแสงแลว้แปลง  
เป็นสัญญาณดิจิทลั ส่งไปวเิคราะห์ดว้ยคอมพิวเตอร์ไดอ้ยา่งถูกตอ้ง และแม่นย  า โดยกระบวนการ
ทั้งหมดจะเกิดข้ึนอยา่งอตัโนมติัภายใตก้ารท างานของเคร่ืองหาล าดบันิวคลีโอไทด์  
(DNA sequencer) (http://bsu.biotec.or.th/sequeneing_overview.php, 2010)  

 
10.  เคร่ืองหมายโมเลกุล 
 
 เคร่ืองหมาย (marker) ใชเ้พื่อบ่งช้ีความแตกต่างหลากหลายทางพนัธุกรรม                  
(genetic diversity) ของส่ิงมีชีวติทั้งทางปริมาณ และคุณภาพ อาจเป็นการจ าแนกความแตกต่าง
ระหวา่ง และภายในสปีชีส์ ประชากร หรือ แต่ละตวัอยา่ง (สุรินทร์, 2552; Kumar, 1999)                            
มี 2 ประเภท ไดแ้ก่ 
 
 1.  เคร่ืองหมายทางสัณฐานวทิยา (morphological marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีจ าแนก 
ความแตกต่างของส่ิงมีชีวติ โดยใชว้ธีิเปรียบเทียบจากลกัษณะภายนอกทางสัณฐานวทิยา เช่น 
ลกัษณะใบ ล าตน้ และจ านวนเกสรเพศผู ้เป็นตน้ ซ่ึงลกัษณะท่ีตรวจสอบน้ี อาจข้ึนกบั
สภาพแวดลอ้มท าใหต้รวจสอบผดิพลาด บางคร้ังตอ้งใช้ผูท่ี้มีความช านาญเป็นพิเศษ  
แต่อยา่งไรก็ตาม ลกัษณะทางสัณฐานวทิยายงัคงมีความส าคญั เน่ืองจากมีราคาถูก และใชพ้ิจารณา
ประกอบเคร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืนได้ 
 
 

http://bsu.biotec.or.th/sequeneing_overview.php
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 2.  เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular markers) เคร่ืองหมายทางโมเลกุลมี 2 ระดบั คือ 
ระดบัโปรตีน เป็นการตรวจสอบโมเลกุลของโปรตีนชนิดต่าง ๆ และระดบัดีเอน็เอ                              
ซ่ึงตรวจสอบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอน็เอ  
 
  เคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) เป็นการตรวจสอบโดยใช้ความแตกต่างของโมเลกุล
ของโปรตีน โดยแยกโมเลกุลของโปรตีนดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิส และยอ้มดูแถบโปรตีนดว้ย
สารท่ีจ าเพาะ ขอ้ดีของเคร่ืองหมายโปรตีน คือ ค่าใชจ่้ายไม่สูงมาก และแถบของโปรตีนท่ีปรากฏ 
แสดงการข่มร่วมกนั (codominance) สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งแถบโปรตีนแบบ 
ฮอโมไซกสั  และเฮเทอโรไซกสัได ้แต่ก็มีขอ้จ ากดั คือ จ านวนยนีท่ีตรวจสอบไดมี้ไม่มากนัก และ
การแสดงออกของยนีท่ีศึกษาข้ึนอยูก่บั ชนิดเน้ือเยือ่ ระยะเวลา ระยะการเจริญเติบโต และอิทธิพล
ของส่ิงแวดลอ้ม นอกจากน้ีโปรตีนยงัสูญเสียสภาพไดง่้าย ไม่สามารถเก็บตวัอยา่งไดน้าน จึงตอ้ง
วเิคราะห์ผลในระยะเวลาจ ากดั อีกทั้งการตรวจสอบความแตกต่างในระดบัโปรตีนยงัมีระดบัต ่า  
เม่ือเทียบกบัระดบัดีเอน็เอ เน่ืองจากนิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างกนัอาจไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน และการเปล่ียนกรดอะมิโนท่ีต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึง อาจไม่มีผลต่อระยะการ
เคล่ือนท่ีของโมเลกุลโปรตีนเม่ือท าอิเล็กโทรฟอรีซิส ท าใหไ้ม่สามารถตรวจสอบความแตกต่างได ้
 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) เป็นการตรวจสอบความแตกต่างของล าดบั 
นิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอน็เอ มีขอ้ดีกวา่การตรวจสอบดว้ยโปรตีน คือ โมเลกุลของดีเอน็เอ                  
มีความเสถียรมากกวา่จึงเก็บไวไ้ดน้านกวา่เคร่ืองหมายโปรตีน สามารถวเิคราะห์จากตวัอย่าง 
ท่ีถูกเก็บไวเ้ป็นเวลายาวนานได ้ตรวจสอบไดใ้นเน้ือเยือ่ใด ๆ ท่ีมีการเจริญเติบโต ไม่ข้ึนกบั
สภาพแวดลอ้ม ตรวจสอบไดท้ั้งในส่วนท่ีเป็นยนี และไม่ใช่ยนี หรือ ส่วนท่ีมีการแสดงออก  
หรือไม่ก็ได ้และครอบคลุมทั้งจีโนม มีวธีิการตรวจสอบมากมาย 
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11.  เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) 
  

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ หมายถึง ดีเอน็เอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะของส่ิงมีชีวติ    
ตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง และในระดบัต่างสปีชีส์ เป็นดีเอน็เอท่ีอยูท่ี่ต  าแหน่งหน่ึง ๆ  
บนโครโมโซม หรือ ดีเอน็เอในออร์แกเนลล ์การท่ีสามารถใชดี้เอน็เอเป็นเคร่ืองหมายได้ เน่ืองจาก 
เกิดความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอน็เอ หรือ  เกิดภาวะพหุสัณฐาน 
(polymorphism) ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลดีเอน็เอ วธีิตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของ 
ดีเอน็เอท าได ้โดยหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอน็เอ (สุรินทร์, 2552) หรือ ตรวจสอบ
โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ ซ่ึงแสดงออกในรูปของลายพิมพดี์เอน็เอ อาจท าไดโ้ดยใชว้ธีิ  
ไฮบริไดเซชนั (hybridization-based DNA marker) เช่น RFLP (Restriction Fragment Length-
Polymorphism) ซ่ึงพฒันาข้ึนโดยอาศยัหลกัการเขา้คู่ของล าดบัเบสท่ีเป็นคู่สมกนัระหวา่งดีเอน็เอ
ตรวจสอบ (probe) กบัดีเอน็เอท่ีตอ้งการตรวจสอบ โดยใชเ้ทคนิคไฮบริไดเซชนั (Tanksley et al., 
1989) หรือ วธีิเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR-based DNA markers) เช่น RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) (William et al., 1990) เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ 
ท่ีพฒันาข้ึน เพื่อใชต้รวจสอบความแตกต่างของส่ิงมีชีวติ โดยอาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
แบบสุ่มโดยใชไ้พรเมอร์สายสั้น ๆ และ AFLP (Amplified Fragment Length- Polymorphism)  
มีการพฒันาข้ึนโดย Zabeau และ Vos นกัวจิยัของบริษทั Keygene N.V. ประเทศเนเธอร์แลนด ์และ
ไดจ้ดสิทธิบตัร ในปี ค.ศ. 1993 เป็นเคร่ืองหมายท่ีตรวจสอบความแตกต่างของช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้าก
การยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แลว้น ามาเพิ่มปริมาณโดยอาศยัหลกัการพีซีอาร์ เป็นตน้   
(Vos et al., 1995) 

  
นอกจากน้ียงัสามารถแบ่งเคร่ืองหมายดีเอน็เอตามลกัษณะการข่ม เช่น เคร่ืองหมายท่ีมี 

การข่มสมบูรณ์ แสดงลกัษณะมี และไม่มีแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งหน่ึง ๆ โดยแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึน          
จะแสดงการข่มต่อการไม่เกิดแถบดีเอน็เอ จึงไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวติ            
ท่ีเป็นฮอโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได้ เคร่ืองหมายดีเอน็เอในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ RAPD และ AFLP  
เป็นตน้ เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใชศึ้กษา โดยไม่มีความจ าเป็นตอ้งรู้ขอ้มูลจีโนมของส่ิงมีชีวติ 
นั้น ๆ มาก่อน และศึกษาไดค้ร้ังละหลายต าแหน่ง (multilocus detection) ส่วนเคร่ืองหมายท่ีมี 
การข่มร่วม  เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีแสดงการข่มร่วมกนั จึงสามารถจ าแนกความแตกต่างระหวา่ง
ส่ิงมีชีวติท่ีเป็นฮอโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได ้ เคร่ืองหมายดีเอน็เอในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ RFLP, 
SSR (Simple Sequence Repeat) หรือ Microsatellite และ SSCP (Single Strand Conformational 
Polymorphism) ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมีขอ้มูลจีโนมของส่ิงมีชีวตินั้น ๆ มาพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ              
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ใหจ้  าเพาะกบัต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงในจีโนม (singlelocus detection) เคร่ืองหมายโมเลกุลเหล่าน้ี
ไดถู้กน ามาศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และสร้างลายพิมพดี์เอน็เอในพืช และสัตวอ์ยา่ง
กวา้งขวาง 

 
 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอ คน้พบคร้ังแรกโดยนกัวทิยาศาสตร์ชาวองักฤษช่ือ                  
Alec John Jeffrey ในปี ค.ศ. 1984 โดยอาศยัขอ้มูลล าดบัเบสบนสายดีเอน็เอ ซ่ึงมีลกัษณะเฉพาะใน
แต่ละบุคคล จ านวนซ ้ าท่ีพบมีตั้งแต่ 2 คร้ังไปจนถึง 1,000 คร้ัง ซ่ึงจ านวนซ ้ าจะแตกต่างกนัไปใน 
แต่ละบุคคล ท าใหเ้กิดเป็นลายพิมพดี์เอน็เอ หรือ แบบแผนของดีเอน็เอท่ีจ าเพาะ การตรวจสอบ 
ลายพิมพดี์เอน็เอโดยวธีิไฮบริไดเซชนั ซ่ึงเป็นวธีิดงัเดิม  ไดจ้ากการตดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ แยกขนาดโดยวธีิอิเล็กโทรฟอรีซิส และยา้ยแถบดีเอน็เอไปยงัแผน่เมมเบรนฟิลเตอร์ 
แลว้ไฮบริไดซ์กบัโพรบท่ีติดฉลาก ซ่ึงโพรบน้ีอาจมาจากดีเอน็เอส่วนท่ีจ าเพาะกบัยนี หรือ ท่ีเป็น
มินิแซทเทลไลท ์หรือ ไมโครแซทเทลไลท ์เกิดเป็นลายพิมพดี์เอน็เอท่ีมีความจ าเพาะกบัแต่ละ
บุคคล แถบดีเอน็เอมีลกัษณะเหมือนแท่งแถบรหสั (bar code) ท่ีใชใ้นการก าหนดชนิดสินคา้  
ซ่ึงมีความหมายเดียวกบั ค าวา่ DNA profiling หรือ DNA typing ในปัจจุบนั ยงัหมายรวมถึง วธีิการ
ตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอโดยวธีิพีซีอาร์ โดยการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิคพีซีอาร์แบบหลาย
ต าแหน่งพร้อมกนั (mutiplex PCR) โดยใชไ้พรเมอร์หลายคู่มาวเิคราะห์ร่วมกนั หรือ แบบจ าเพาะ
คร้ังละหน่ึงต าแหน่ง (singlelocus PCR) เป็นวธีิท่ีนิยมใชใ้นการตรวจลายพิมพดี์เอน็เอของมนุษย์
ในทางการแพทย ์(สุรินทร์, 2545; www.rn.ac.th/ranee/genome) 
 
12.  การจ าแนกพนัธ์ุสบู่ด าโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

  
 ในปัจจุบนัการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ เพื่อใชจ้  าแนกพนัธ์ุของสบู่ด า มีการศึกษา 
กนัอยา่งแพร่หลาย ทั้งทางดา้นชนิดพนัธ์ุของสบู่ด า และชนิดของเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใช้ศึกษา  
เช่น การใชเ้คร่ืองหมาย AFLP ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด าท่ีกระจายพนัธ์ุ 
ตามธรรมชาติ จากสถานท่ีต่าง ๆ ในประเทศอินเดีย จ านวน 48 ตวัอยา่ง โดยใชไ้พรเมอร์ 7 คู่ 
ท  าใหเ้กิดแถบดีเอน็เอทั้งหมด 770 แถบ ซ่ึงแบ่งเป็น polymorphic bands 680 แถบ คิดเป็น  
88 เปอร์เซ็นต์ และ monomorphic bands 90 แถบ คิดเป็น 12 เปอร์เซ็นต ์หาความสัมพนัธ์ของสบู่ด า
จากบริเวณต่าง ๆ และจ าแนกไดเ้ป็น 4 กลุ่มใหญ่ มีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.43-0.97 
(Varshney et al., 2009) การจดักลุ่มสบู่ด าจากแหล่งต่าง ๆ ในประเทศอินเดียดว้ยเคร่ืองหมาย 
RAPD 20 ชนิด ร่วมกบัเคร่ืองหมาย ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) 25 ชนิด สามารถ 
จดักลุ่มสบู่ด าเป็น 4 กลุ่ม เช่น Uttaranchal, Rajasthan, Orissa และ Uttar Pradesh  ซ่ึงมีค่าความ
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คลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.41-0.89 (Gupta et al., 2008) นอกจากน้ี การใชเ้คร่ืองหมาย 
SPAR (Single Primer Amplification Reaction) สามารถจ าแนกตวัอยา่งสบู่ด าท่ีรวบรวมจาก 
สวนพฤกษชาติ และสถาบนัวจิยัต่าง ๆ จ านวน 7 แห่ง ในประเทศอินเดียได ้(Ranadee et al., 2008) 
ในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีนก็ไดมี้การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด า 
ท่ีรวบรวมจากสถานท่ีต่าง ๆ จ านวน 38 ตวัอยา่ง ดว้ยเคร่ืองหมาย AFLP โดยใชไ้พรเมอร์ EcoRI+3 
และ MseI+3 จ านวน 9 คู่ ให้แถบดีเอน็เอทั้งหมด 246 แถบ มี polymorphic bands 72 แถบ คิดเป็น 
27 เปอร์เซ็นต์ พบวา่ มีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมสูง ระหวา่ง 0.87-0.98 และไดส้รุปวา่ 
สบู่ด าตวัอยา่งดงักล่าว น่าจะมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า จึงจ าเป็นตอ้งปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด า
โดยใชแ้หล่งพนัธุกรรมของสบู่ด าจากต่างประเทศ เช่น ประเทศอินเดีย เพื่อเพิ่มความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของสบู่ด าในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน (Shen et al., 2010; Divakara et al., 
2010) นอกจากน้ี ในประเทศไทยยงัมีการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอในสบู่ด าจ  านวน 134 ตวัอยา่ง  
โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล AFLP จ านวน 10 คู่ไพรเมอร์ สามารถจดักลุ่มทางพนัธุกรรมของสบู่ด า
ทั้งในประเทศ และต่างประเทศ เป็น 8 กลุ่ม มีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม อยูร่ะหวา่ง  
0.94-1.00 (ศิริศกัด์ิ, 2550) 
 
 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุรรมของสบู่ด าของประเทศอินเดีย กบัสบู่ด าท่ีน าเขา้มา
จากประเทศเมก็ซิโก ซ่ึงเป็นพนัธ์ุไม่มีสารพิษ phobol ester หรือ มีปริมาณนอ้ยกวา่มาตรฐาน คือ 
0.01 เปอร์เซ็นต ์เพื่อใชป้รับปรุงพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย RAPD และ ISSR พบวา่ สามารถจ าแนก
สบู่ด าของประเทศอินเดีย และประเทศเมก็ซิโกได ้นอกจากน้ี ยงัมีการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล 
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) จากแถบดีเอน็เอท่ีมีความจ าเพาะจาก
เคร่ืองหมาย RAPD และ ISSR ในสบู่ด าของประเทศอินเดีย และประเทศเมก็ซิโกดว้ย (Basha and 
Sujatha, 2007) มีการศึกษาองคป์ระกอบทางเคมี เช่น ปริมาณโปรตีนภายในเมล็ด  น ้ามนั และ
สารพิษ phorbol ester ร่วมกบัเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่  RAPD, ISSR, SCAR และ 
SSR ศึกษาพนัธุกรรมของสบู่ด าจากประเทศต่าง ๆ พบวา่ สามารถจ าแนกสบู่ด าพนัธ์ุมีพิษจาก
ประเทศอินเดีย และไม่มีพิษ หรือ มีพิษนอ้ยจากประเทศเมก็ซิโกออกจากกนัได ้ (Sujatha et al., 
2008) นอกจากน้ี การใชเ้คร่ืองหมาย AFLP ในการจ าแนกสบู่ด าจากมหาวทิยาลยั Osmania และ
สถาบนั International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics หรือ ICRISAT  
ท่ีรวบรวมจากสถานท่ีต่าง ๆ ของประเทศอินเดีย เพื่อใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุ  จ าแนกเป็น 4 กลุ่ม
ใหญ่ ซ่ึงมีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.43-0.79 (Tatikonda et al., 2009)  
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 นอกจากการเลือกใชส้บู่ด าท่ีมีฐานพนัธุกรรมต่างกนัจากประเทศต่าง ๆ มาใช้ 
ในการปรับปรุงพนัธ์ุแลว้ ยงัมีความพยายามพฒันาพนัธ์ุโดยการผสมสบู่ด ากบัพืชต่างชนิด 
(interspecific hybridization) เพื่อขยายฐานพนัธุกรรม และรวบรวมลกัษณะดีจากพืชต่างชนิดไวใ้น
สบู่ด าพนัธ์ุลูกผสม Pamidiamarri et al. (2008) วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหวา่ง
พืชในสกุล Jatropha ไดแ้ก่  J. curcas, J. glandulifera, J. gossypifolia, J. integerrima, J. multifida,                           
J. podagrica และ J. tanjorensis ท่ีพบในประเทศอินเดีย โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล RAPD  
และ AFLP พบค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.97-0.98 ซ่ึงใหผ้ลสอดคลอ้งกบั
เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD และเม่ือพิจารณาพืชในสกุล Jatropha เฉพาะท่ีมีอยูใ่นประเทศไทย  
5 ชนิด ไดแ้ก่ สบู่แดง (J. gossypifolia) เขม็ปัตตาเวยี (J. integerrima) หนุมานนัง่แท่น  
(J.  podagrica) และฝ่ินตน้ (J. multifida) พบวา่ ระหวา่งสบู่ด ากบัเขม็ปัตตาเวยี มีความคลา้ยคลึง
ทางพนัธุกรรมมากท่ีสุด Sujatha and Prabakaran (2003) ประสบความส าร็จในการผสมสบู่ด ากบั 
เขม็ปัตตาเวยี และยนืยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมาย RAPD ได ้ลูกผสมจากการผสม 
ขา้มชนิด อาจแสดงความเป็นหมนั จึงมกัมีการศึกษาเซลลพ์นัธุศาสตร์  ไดแ้ก่ จ  านวนโครโมโซม 
การเขา้คู่กนัของโครโมโซมในการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซิส (Divakara et al., 2010) เพื่อเป็นขอ้มูล
พื้นฐานในการผสมกลบั (backcross) ไปยงัสบู่ด า เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุสบู่ด าใหดี้ข้ึนต่อไป 
 
13.  เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite marker) 
 
 ไมโครแซทเทลไลท ์(microsatellite) หมายถึง ล าดบัเบสท่ีมีลกัษณะซ ้ ากนัเรียงอยู่
ต่อเน่ืองกนัท่ีต าแหน่งหน่ึง ๆ ในจีโนม แต่ละชุดซ ้ า ประกอบดว้ย 1-6 เบส เรียงซ ้ าติดต่อกนัไป 
เร่ือย ๆ เป็นช่วงยาว ซ่ึงชุดท่ีซ ้ ากนัน้ีจะอยูติ่ดกนัแบบหวัต่อหาง เช่น (A)n, (CA)n, (TCC)n และ 
(GATA)n เป็นตน้ เม่ือ n  คือ จ านวนชุดซ ้ า โดยมีจ านวนซ ้ า ตั้งแต่ 2 ซ ้ าข้ึนไป และไม่เกิน 100 ซ ้ า  
พบในส่ิงมีชีวติทุกชนิดทั้งในจีโนมของโพรแคริโอต และยแูคริโอต (Arie et al., 2000; Morgante  
et al., 2002) จากการท่ีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทมี์ลกัษณะเป็นล าดบัเบสซ ้ าขนาดสั้น ๆ 
และไม่ซบัซอ้น จึงมีช่ือเรียกอ่ืนอีกวา่ Simple Sequence Repeat (SSR)  พบวา่ ล าดบัเบสแบบ 
ไมโครแซทเทลไลทน้ี์มีการกระจายทั้งจีโนม แต่ไม่สม ่าเสมอ บางบริเวณก็พบมาก บางบริเวณก็พบ
นอ้ย ตามแต่ชนิดของส่ิงมีชีวติ การกระจายตวัของไมโครแซทเทลไลทส่์วนใหญ่อยูใ่นบริเวณ          
ท่ีไม่ใช่ยนี หรือ ส่วนท่ีไม่น ารหสัของยนี (noncoding region) (สุรินทร์, 2552) 
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 ลกัษณะของไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอ สามารถจ าแนกไดเ้ป็น 3 ประเภท                                  
(Weber and May, 1990) ดงัน้ี 
 
 1.  perfect repeat เป็นไมโครแซทเทลไลทท่ี์มีล าดบัเบส 2 ตวั หรือ มากกวา่ เรียงตวัซ ้ ากนั
ไปเร่ือย ๆ เช่น (CA)n 
 
 2.  compound repeat เป็นไมโครแซทเทลไลทท่ี์มีล าดบัเบสซ ้ าหลายชนิดเรียงต่อกนั  
เช่น (CA)n(GT)n 
 
 3.  imperfect repeat เป็นไมโครแซทเทลไลทท่ี์มีเบสอ่ืนเขา้มาแทรกในล าดบัเบสซ ้ านั้น  
ซ่ึงเกิดจากการกลาย เช่น (CA)n(N)n(CA)n 
 
 เน่ืองจากล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทเ์ป็นล าดบัเบสท่ีมีอตัราการกลายสูงกวา่ 
ล าดบัเบสทัว่ ๆ ไป โดยการกลายของไมโครแซทเทลไลทม์กัเกิดจากการเพิ่มข้ึน (insertion) หรือ                  
การขาดหายไป (deletion) ของเบสในชุดซ ้ าทั้งชุด ซ่ึงต่างจากล าดบัเบสทัว่ไปท่ีมกัเกิดจากการกลาย
แบบการแทนท่ีเบส (base substitution) การเพิ่มข้ึน หรือ ลดลงของชุดซ ้ ามีกลไก 2 แบบ คือ 
การเล่ือนของสายดีเอน็เอท่ีจบัคู่กนัขณะเกิดการจ าลองโมเลกุล (slip-strand mispairing)  
หรือ เรียกวา่เกิด slippage (Levinson and Gutman, 1987) และการแลกเปล่ียนช้ินส่วนดีเอน็เอ 
ท่ีไม่เท่ากนั (unequal crossingover) (Richard and Pâques, 2000)  
 
 หนา้ท่ีของไมโครแซทเทลไลท ์ยงัไม่ทราบแน่ชดั พบไมโครแซทเทลไลทบ์างชนิด               
ในบริเวณอนุรักษ ์(conserved region) ในส่ิงมีชีวติหลายชนิด และบางชนิดท าหนา้ท่ีเป็นส่วน 
น ารหสัของยนีดว้ย นอกจากน้ียงัพบวา่ไมโครแซทเทลไลทบ์างชนิดท าหนา้ท่ีเป็นตวักระตุน้                
การแสดงออกของยนี (enhancer) โดยจบักบัโปรตีนท่ีจ าเพาะ ซ่ึงความผนัแปรของจ านวนชุดซ ้ า        
มีผลต่อการควบคุมการท างานของยนี (Godldstein and Schlötterer, 1999) เน่ืองจากล าดบัเบสแบบ
ไมโครแซทเทลไลทเ์ป็นล าดบัเบสท่ีไม่เสถียร มีอตัราการกลายสูง และมีกระจายอยูท่ ัว่ไปในจีโนม 
จึงมีการน าดีเอน็เอส่วนน้ีมาใชศึ้กษาพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวติต่าง ๆ อยา่งกวา้งขวาง โดยเฉพาะ       
ในส่ิงมีชีวติท่ีมีความแปรปรวนในระดบัดีเอน็เอต ่า (Areshchenkova and Ganal, 2002) 
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 การตรวจสอบดีเอน็เอส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท ์ท าไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่ การท า  
Southern blot hybridization โดยตดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แยกขนาดดีเอน็เอโดย 
การท าอิเล็กโทรฟอรีซิส ยา้ยแถบดีเอน็เอสู่แผน่เมมเบรน และไฮบริไดซ์กบัโพรบท่ีมีล าดบัเบส 
แบบไมโครแซทเทลไลท ์ซ่ึงวธีิน้ีจะตรวจสอบดีเอน็เอบริเวณท่ีมีล าดบัเบสเป็นไมโครแซทเทลไลท ์ 
โดยใชโ้พรบแบบใดแบบหน่ึง หรือ หลายแบบพร้อม ๆ กนัได ้นอกจากน้ียงัสามารถดดัแปลง 
โดยใชก้ารสังเคราะห์ไพรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์เพียงชนิดเดียวมาใชใ้น 
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ เพื่อเปรียบเทียบระยะระหวา่งล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทท่ี์เรียกวา่ 
ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) ซ่ึง ISSR เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีตรวจสอบดีเอน็เอได้
หลายต าแหน่งพร้อมกนั โดยไม่จ  าเป็นตอ้งรู้ขอ้มูลล าดบัเบสใด ๆ ในจีโนมมาก่อน (สุรินทร์, 2549) 
 
 การวเิคราะห์ความหลากหลายของจ านวนชุดซ ้ าบนไมโครแซทเทลไลท ์เป็นการตรวจสอบ        
ไมโครแซทเทลไลทช์นิดใดชนิดหน่ึงท่ีต าแหน่งจ าเพาะ คร้ังละ 1 ต าแหน่ง (single locus marker) 
โดยการเพิ่มปริมาณส่วนของไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอ ดว้ยไพรเมอร์ท่ี เป็นคู่สมกบับริเวณล าดบั
เบสท่ีขนาบขา้งไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอ (flanking DNA) ทั้งสองดา้น แยกขนาดของดีเอน็เอ
โดยใชเ้ทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลพอลิอะคริลาไมด ์และตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีติดฉลาก
ดว้ยสารกมัมนัตรังสี หรือ ยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ยสารเคมี (Weber and May, 1989) ในการพฒันา
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จ าเป็นตอ้งมีขอ้มูลล าดบัเบสบริเวณไมโครแซทเทลไลทข์อง
ส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษาก่อน (สุรินทร์, 2552) 
 
 วธีิการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทแ์บบดั้งเดิมนั้น จะใช้การเตรียมหอ้งสมุด     
จีโนม (genomic library) โดยการตดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะใหมี้ขนาด  
300-1000 คู่เบสแลว้เช่ือมช้ินดีเอน็เอดงักล่าวเขา้กบัดีเอน็เอพาหะ (DNA vector) ถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย
เพื่อเพิ่มจ านวนช้ินดีเอน็เอ และคดัเลือกโคลนโดยการไฮบริไดเซชนักบัโพรบท่ีเป็น 
ไมโครแซทเทลไลท ์(microsatellite probe) สกดัพลาสมิด เพื่อหาล าดบัเบสท่ีอยูข่นาบขา้งกบั 
ไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอ และออกแบบไพรเมอร์ ซ่ึงเป็นวธีิท่ียุง่ยาก ใชเ้วลานาน และ
ประสิทธิภาพต ่า เน่ืองจากไดโ้คลนท่ีใหผ้ลบวกจ านวนนอ้ย (He et al., 2003) ในปัจจุบนัการพฒันา
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ท่ีนิยมใชมี้ 2 วธีิ ไดแ้ก่ 
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 1.  การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จากขอ้มูลล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทจ์าก
ฐานขอ้มูลนิวคลีโอไทด ์เช่น NCBI (The National Center for Biotechnology Information), EMBL 
(The European Molecular Biology Laboratory) และ DDBJ (DNA Data Bank of Japan) ซ่ึงวธีิน้ี
สามารถท าไดง่้าย รวดเร็ว และไม่เสียค่าใชจ่้ายในการพฒันา เน่ืองจากเป็นขอ้มูลสาธารณะ  
ซ่ึงในปัจจุบนัพบวา่มีขอ้มูลของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจ์ากส่ิงมีชีวติต่าง ๆ จ านวนมาก 
อยา่งไรก็ตาม วธีิน้ีมีขอ้จ ากดัในส่ิงมีชีวติท่ีมีการศึกษาขอ้มูลทางพนัธุกรรมแลว้เท่านั้น  
  
 2.  การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจ์ากหอ้งสมุดจีโนมดว้ยวธีิ enrichment  
โดยการตดัจีโนมิกดีเอน็เอของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษาดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แลว้เช่ือมช้ิน 
ดีเอน็เอดงักล่าวกบั adaptor เพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอ และไฮบริไดซ์ช้ินดีเอน็เอกบัโพรบท่ีเป็น 
ไมโครแซทเทลไลทท่ี์ติดฉลากดว้ยไบโอติน (biotin) แยกช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการดว้ย magnetic bead 
ท่ีหุม้ดว้ย streptavidin (Edwards et al., 1996) ซ่ึงหลงัจากก าจดัดีเอน็เอส่วนเกินออกไปแลว้ จะมี 
ช้ินดีเอน็เอท่ีมีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์ 50-90 เปอร์เซ็นต ์ก่อนจะเช่ือมกบัดีเอน็เอพาหะ
ต่อไป (Butcher et al., 2000) วธีิการ enrichment น้ีมีประสิทธิภาพสูง และใชเ้วลาในการพฒันานอ้ย
กวา่วธีิดั้งเดิม เพราะสามารถเพิ่มจ านวนโคลนท่ีใหผ้ลบวกเป็นจ านวนมาก (Billotte et al., 2001) 
จากขอ้ดีของวธีิ enrichment จึงมีผูใ้ชว้ธีิน้ีพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทเ์พื่อตรวจสอบ
ส่ิงมีชีวติอยา่งกวา้งขวาง เช่น การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทใ์นถัว่ azuki ดว้ยวธีิ 
enrichment พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณโคลนท่ีใหผ้ลบวกสูงกวา่วธีิดั้งเดิมถึง 116 เท่า ขอ้จ ากดัของ
การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทว์ธีิน้ี คือ มีความยุง่ยาก และเสียค่าใชจ่้ายสูง แต่หลงัจาก
การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทไ์ดแ้ลว้ สามารถน าไปใชไ้ดง่้าย เน่ืองจากใชว้ธีิการเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอโดยวธีิพีซีอาร์ ซ่ึงตอ้งการดีเอน็เอตน้แบบปริมาณนอ้ยและช้ินส่วนดีเอน็เอ  
ท่ีตอ้งการตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก ใชดี้เอ็นเอตวัอยา่งท่ีไม่ตอ้งมีคุณภาพมากนกั นอกจากน้ี ผลการ
ตรวจสอบยงัมีความแม่นย  า สามารถส่งขอ้มูลล าดบัเบสของไพรเมอร์เพื่อน าไปใชท่ี้หอ้งปฏิบติัการ
ใดก็ได ้ มีภาวะพหุสัณฐานสูง และยงัมีการข่มแบบ codominance จึงสามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งส่ิงมีชีวติท่ีเป็นฮอโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได ้มีการกระจายทัว่ทั้งจีโนม ซ่ึงสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่าง ๆ อยา่งมากมาย (สุรินทร์, 2552) 
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14.  การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ในพชื 
 
 เน่ืองจากเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีมีประสิทธิภาพสูง  
จึงมีการใชป้ระโยชน์ในดา้นต่าง ๆ มากมาย เช่น 
 
 1.  การจ าแนกพนัธ์ุพืช ตรวจสอบความบริสุทธ์ิ และความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 
 ในประเทศไทยมีการใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ทางพนัธุกรรมของเมล็ดพนัธ์ุลูกผสมในมะเขือเทศจ านวน 8 พนัธ์ุ โดยใชไ้พรเมอร์ 9 คู่ สามารถ 
บอกความแตกต่างในระดบัจีโนไทป์ระหวา่งพอ่ และแม่ได้ดี (ณฏัยา, 2545) และใชจ้  าแนกพนัธ์ุขา้ว
ท่ีมีความหอม (ขาวดอกมะลิ 105, กข 15 และ กข 6) ออกจากขา้วท่ีไม่มีความหอม (ชยันาท 1)  
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอในต าแหน่ง RM 17 ในจีโนม  
ของขา้ว พบวา่ขา้วท่ีมีกล่ินหอม จะมีจ านวนซ ้ าของนิวคลีโอไทด ์CT ของเคร่ืองหมาย  
RM 17 มากกวา่ขา้วท่ีไม่มีกล่ินหอม โดยขา้วพนัธ์ุชยันาทมีจ านวน 6 ชุดซ ้ า ในขณะท่ีขา้วขาว 
ดอกมะลิ 105, กข 15 และ กข 6 มีจ านวน 14, 12 และ 13 ชุดซ ้ า ตามล าดบั (ปรีชา และปียว์รา, 2548)  
นอกจากน้ียงัใชเ้คร่ืองหมาย ไมโครแซทเทลไลท์ในการตรวจสอบการปลอมปนในเมล็ดพนัธ์ุ
ขา้วโพด (นฤมล และคณะ, 2547) และในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม หรือ 
ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานในพืชต่าง ๆ มากมาย เช่น ขา้วสาลี (Gupta and Varshney, 1998),  
ถัว่ลิสง (Arachis hypogaea) (Gimenes et al., 1998), lodgepole pine (Pinus contorta var. latifolia)  
(Hicks et al., 1998), Pinus pinaster Ait. (Mariettea et al., 1998), brazilian endangered tree 
(Caryocar brasiliense) (Collevatti et al., 1999), Populus tremuloides (Rahman et al., 1999), 
ทานตะวนั (Helianthus annuus L.) (Paniego et al., 2001), มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) 
(Ashkenazi et al., 2001), ถัว่แดง (Phaseolus vulgaris) (Gaitán et al., 2002 ), peach  
(Prunus persica L.) (Dirle et al., 2002), ถัว่เหลือง (Glycine max) (Hossain et al., 2002), melon 
(Cucumis melo L.) (Chiba et al., 2002; Ritschel et al., 2004), avocado (Persea americana Mill.) 
(Ashworth et al., 2003), Cannabis sativa (Alghanim and Almirall, 2003), almond (Prunus dulcis) 
(Yong et al., 2004), สตรอเบอรี (Fragaria vesca) (Hadonou et al., 2004), sugi  
(Cryptomeria japonica D. Don) (Tani et al., 2004), แอปเป้ิล (Malus pumila Mill.)  
(Wunsch, 2006), ส้ม (Citrus sinensis L. Osbeck) (Novelli et al., 2006), Catharanthus roseus L.) 
(Shokeen et al., 2006) และ common elder (Sambucus nigra) (Clarke and Tobutt, 2006) เป็นตน้ 
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 2.  ใชใ้นการท าแผนท่ียนี หรือ จีโนม และติดตามยนีท่ีสนใจ 
 
  การท่ีเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์เป็นเคร่ืองหมายพนัธุกรรมท่ีมีความหลากหลาย
สูง จึงมีการน ามาใชป้ระโยชน์ในการสร้างแผนท่ียนีในพืชหลายชนิด เช่น น าไปใชท้  าแผนท่ี
พนัธุกรรม (genetic map) ในถัว่แดง (Phaseolus vulgaris) (Gaitán-Solís et al., 2002) ขา้วสาลี 
(Gupta et al., 2002) และแตง (Ritschel et al., 2004) รวมทั้งใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์
ในการติดตามยนีต่าง ๆ เช่น ในขา้วสาลีติดตามยนีตา้นทานต่าง ๆ ได่แก่ ยนีตา้นทาน stripe rust 
หรือ yellow rust (Fahima et al., 1998; Chagué et al., 1999; Peng  et al., 1999; Sun et al., 2002) 
ยนีตา้นทานโรค leaf rust (Suenaga et al., 2001; Schnurbusch et al., 2004; Vikal et al., 2004; 
McCartney et al., 2005; Obert et al., 2005) ยนีตา้นทานโรค Fusarium head blight  
(Wei et al., 2005) และยนีตา้นทานเช้ือรา powdery mildew (Chen et al., 2005; Zhu et al., 2005) 
นอกจากน้ี ยงัมี ยนีตา้นทานแมลง Russian wheat aphid (RWA) (Miller et al., 2001) ยนีท่ีท าให้
แคระแกร็น (dwarfing gene) (Korzun et al., 1997; 1998) และยนี thermo-sensitive genic male-
sterile (Xing et al., 2003) ส าหรับในถัว่เหลืองมียนีตา้นทานโรค frogeye leaf spot (FLS)                 
(Yang et al., 2001) และการศึกษาติดตามยนีในขา้ว เช่น ยนีตา้นทานโรค sheath blight  
(Che et al., 2003) ยนีตา้นทานโรค bacterial leaf blight (BB) (Rao et al., 2003) ยนี fertility-
restoring (Rf) ในระบบ CMS (Cytoplasmic male sterility) (Tan et al., 2004) ยนีตา้นทานแมลง 
whitebacked planthopper (WBPH) (Kadirvel et al., 2003) และยนี premature senescence (Pse(t)) 
(Li et al., 2005) นอกจากน้ียงัใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทใ์นการติดตามยนีควบคุมสีของ
เมล็ดใน Brassica juncea (Padmaja et al., 2005) เพื่อปรับปรุงคุณภาพของน ้ามนัในเมล็ดใหดี้ข้ึน 
ยนีตา้นทานโรค leaf scald ในขา้วบาร์เลย ์(Genger et al., 2003) และยนีทนต่อดินท่ีมีอลูมิเนียมสูง
ในขา้วบาร์เลย ์(Raman et al., 2003) ในขา้วไรย ์(Matos et al., 2005) เป็นตน้  
 
 ส าหรับในประเทศไทย มีการใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์ช่วยในการคดัเลือก
พริกท่ีมีลกัษณะตา้นทานต่อโรค โดยใชไ้พรเมอร์ 5 คู่ พบวา่เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์
สามารถใชค้ดัเลือกลกัษณะท่ีตอ้งการไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการปรับปรุง
พนัธ์ุต่อไป (อรรัตน์, 2543) 
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15.  เคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิดไอเอสเอสอาร์ (ISSR marker) 

 
เป็นเคร่ืองหมายชนิด PCR- based marker เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูง สามารถแยก

ส่ิงมีชีวติในระดบัชนิดจนถึงภายในชนิดได ้พฒันาข้ึนโดย Zietkiewicz ในปี 1994 โดยใช ้          
ไพรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสเป็นชุดซ ้ า หรือ ล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลท์เพียงชนิดเดียว ไพรเมอร์ท่ีใช้
อาจเป็น di-, tri-, tetra- หรือ pentanucleotide ได ้เช่น (AG)6 (TC)8 หรือ (ACG)4 ในการท าปฏิกิริยา
พีซีอาร์เพิ่มปริมาณช้ินส่วนของดีเอน็เอท่ีอยูร่ะหวา่งล าดบัเบสชุดซ ้ า เพื่อตรวจสอบความถ่ีของ
ล าดบัเบสชุดซ ้ านั้นในจีโนมของส่ิงมีชีวติ เน่ืองจากล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทก์ระจายอยูท่ ัว่         
จีโนม จึงสามารถตรวจสอบจีโนมไดก้วา้งขวาง แต่ไพรเมอร์ท่ีใชอ้าจไม่จ  าเพาะในการเพิ่มปริมาณ
ช้ินดีเอน็เอ ท าใหมี้ความยาวของช้ินดีเอน็เอไม่สม ่าเสมอในแต่ละคร้ัง จึงมีการเพิ่มเบสเขา้ท่ีปลาย    
5´ หรือ ปลาย 3´ ของไพรเมอร์ (5´ or 3´anchored primer) เพื่อใหมี้ความจ าเพาะกบัล าดบัเบส 
ท่ีขนาบขา้งดีเอน็เอชุดซ ้ าได ้(Zietkiewicz et al., 1994) ขอ้ดีของเทคนิคน้ี คือ สามารตรวจสอบได้
โดยไม่จ  าเป็นตอ้งรู้ขอ้มูลล าดบัเบสของส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษา ตรวจสอบไดค้ร้ังละหลาย
ต าแหน่งพร้อมกนั และตรวจสอบพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวติทุกชนิด ในดา้นค่าใชจ่้ายเทคนิคน้ี             
มีค่าใชจ่้ายในการศึกษาท่ีไม่สูงนกั และไม่ยุง่ยากซบัซอ้น  

 
16.  การสังเคราะห์กรดไขมัน และยนีทีเ่กีย่วข้องในการสังเคราะห์กรดไขมัน 

 
กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัของพืชเป็นวถีิเมแทบอลิซึมปฐมภูมิ (primary metabolic 

pathway) ท่ีเกิดข้ึนในพลาสติดของเซลลพ์ืชทุกเซลล ์(Ohlrogge and Browse, 1995; Ohlrogge  
et al., 1979; Schmid and Ohlrogge, 1996) ประกอบดว้ย 2 กระบวนการ ดงัน้ี 
 

1.  prokaryotic pathway เกิดข้ึนภายในผนงัดา้นในของคลอโรพลาสต์ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ย
เป็น 16:0-ACP (acyl carrier protein) และ 18:1-ACP 

 
2.  eukaryotic pathway เกิดข้ึนท่ี ER (endoplasmic reticulum) โดยมีการน ากรดไขมนัออก

จากคลอโรพลาสต ์ ไปสร้างเป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัอ่ืน ๆ และรวมกบั acyl glyceral-3-phosphate 
เพื่อสร้างเป็นไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบต่าง ๆ ของพืช เช่น ผนงัเซลล ์หรือ เป็นไขมนัสะสมไว ้
ท่ีเมล็ด เป็นตน้ ไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบในผนงัเซลลจ์ะอยูใ่นรูป DAG (diacylglycerol) เป็น        
lipid bilayer ท าหนา้ท่ีห่อหุม้เซลล ์ป้องกนัอนัตรายจากการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอ้ม 
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ภายนอกเซลล ์และยงัมีบทบาทใน signal transduction pathway  ส่วนไขมนัท่ีเก็บสะสมในเมล็ดนั้น
จะอยูใ่นรูปของ TAG (triacylglycerol) สะสมในรูปแบบของ oil body  มีส่วนของโปรตีนท่ีเป็น
ผนงัชั้นเดียวห่อหุม้ เรียกวา่ oleosin ท าหนา้ท่ีเป็นไขมนัสะสม เก็บไวใ้หพ้ลงังานในการงอก 
ของเมล็ด และการถ่ายละอองเกสร  
 

ปฏิกิริยาการสังเคราะห์กรดไขมนัเกิดข้ึนในคลอโรพลาสต์ โดยเร่ิมตน้จาก acetyl-CoA         
ถูกน าเขา้มาในคลอโรพลาสต ์การสังเคราะห์กรดไขมนัท่ีประกอบดว้ย 6 ขั้นตอน ดงัน้ี  

 
ขั้นท่ี 1  การสร้าง malonyl-CoA จาก acetyl-CoA  ในพลาสติด โดยปฏิกิริยา carboxylation 

ท่ีเร่งโดยเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase (ACCase) 
 
ขั้นท่ี 2  การเปล่ียน malonyl-CoA เป็น malonyl-ACP โดยเอนไซม ์malonyl CoA: ACP 

tran acylase 
 
ขั้นท่ี 3  condensation เป็นปฏิกิริยาการรวม acetyl-CoA และ malonyl-ACPไดเ้ป็น 

acetoacetyl-ACP (3-ketobutyryl-ACP) โดยเอนไซม ์KASIII (ketoacyl-ACP synthaseIII) ปฏิกิริยา
น้ีเป็นการรวมสาร C-2 และสาร C-3 ไดส้าร acetoacetyl-ACP (C-4) และปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์
ออก (CO2) 1 โมเลกุล 

 
ขั้นท่ี 4  reduction เป็นปฏิกิริยาท่ีมีการ reduced กลุ่ม keto (-C=O) ในต าแหน่งคาร์บอนท่ี 3 

ของ 3-ketobutyryl-ACP ใหเ้ป็นกลุ่มของ hydroxyl (-OH) ไดเ้ป็น 3-hydroxylbutyryl-ACP ดว้ย
เอนไซม ์ketoacyl-ACP reductase โดยใช ้NADPH เป็น coenzyme 

 
ขั้นท่ี 5  dehydration เป็นปฏิกิริยาท่ีมีการดึงหมู่ -OH ท่ีต  าแหน่งคาร์บอนท่ี 3 ของ                        

3- hydroxylbutyryl-ACP ออก ท าใหเ้กิดพนัธะคู่ท่ีต  าแหน่งคาร์บอนท่ี 2 ไดเ้ป็น 
trans-Δ2-butenoyl-ACP  ดว้ยเอนไซม ์3-hydroxyacyl-ACP dehydrase 

 
ขั้นท่ี 6  reduction เป็นปฏิกิริยาท่ีมีการ reduced พนัธะคู่ท่ีต  าแหน่งคาร์บอนท่ี 2 ใหเ้ป็น

พนัธะเด่ียวดว้ยเอนไซม ์enoyl-ACP reductase โดยใช ้NADPH เป็น coenzyme ไดเ้ป็น            
butyryl-ACP ซ่ึง เป็นรอบแรกในการสังเคราะห์กรดไขมนั 
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ในรอบท่ีสองของการสังเคราะห์กรดไขมนั butyryl-ACP จะถูกเติมคาร์บอนเพิ่มอีก                  
2  อะตอม ในปฏิกิริยา condensation โดยน าคาร์บอนมาจาก malonyl-ACP การต่อสายยาวของ
คาร์บอนในรอบต่อ ๆ ไปโดยปฏิกิริยา condensation ดว้ยเอนไซม ์KAS (ketoacyl-ACP synthase) 
จะใชเ้อนไซมต่์างชนิดจากรอบแรก เน่ืองจาก KAS มีความจ าเพาะต่อสารตั้งตน้ท่ีมีความยาวของ
สายคาร์บอนต่างกนั ดงัน้ี KASIII จ าเพาะต่อสารตั้งตน้ท่ีมีความยาวคาร์บอน 2 อะตอม KASI   
จ าเพาะต่อสารตั้งตน้ท่ีมีความยาวของสายคาร์บอน 4-14 อะตอม  และ KASII จ าเพาะต่อสารตั้งตน้
ท่ีมีคาร์บอน 16 อะตอม 

 
ในคลอโรพลาสตย์งัมีกระบวนการสร้างพนัธะคู่ (desaturation) เพื่อสังเคราะห์กรดไขมนั

ไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียวท่ีมี 18 คาร์บอน (18:1-ACP) เช่น oleic acid ซ่ึงจะเร่ิมปฏิกิริยาโดยเอนไซม ์
stearoyl-acyl carrier protein (ACP) desaturase (SAD) และส้ินสุดปฏิกิริยาการเพิ่มความยาวของ
กรดไขมนัในพลาสติด โดยเอนไซม ์acyl-ACP-thioesterase (Fat) ซ่ึงจะท าหนา้ท่ี hydrolyze  
หมู่ acyl chain จาก ACP หลงัจากนั้นกรดไขมนัอิสระก็จะไปจบักบั CoA ในรูปของ ester แลว้    
ขนส่งออกจากพลาสติด ส่งต่อไปยงั ER (endoplasmic reticulum) โดยกรดไขมนัเหล่าน้ีจะรวมตวั
กบั glycerol-3-phosphate ไดเ้ป็น phosphatidic acid เพื่อสร้างเป็น phospholipid DAG และ TAG 
ต่อไป นอกจากน้ีกระบวนการดดัแปลงกรดไขมนั เช่น desaturation, hydroxylation และ elongation 
ยงัเกิดข้ึนท่ี ER ขณะท่ีกรดไขมนัยงัต่ออยูก่บั glycerolipids หรือ CoA ในระยะท่ีเมล็ดก าลงัพฒันา
จะมีการสลาย acyl chains ใน ER ไปรวมกบั glycerol ท าใหไ้ด ้TAG สะสมในเมล็ด  

 
จากการวเิคราะห์ล าดบักรดอะมิโน (amino acid) และความจ าเพาะต่อสารตั้งตน้สามารถ

จ าแนกเอนไซม ์Fat ในพืชไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ FatA และ FatB ซ่ึงมีววิฒันาการแยกออกจากกนั  
FatA ท่ีรู้จกักนัดี ไดแ้ก่ oleoyl-ACP thioesterase ซ่ึงมีความจ าเพาะกบั oleoyl-ACP (C18:1-ACP) 
และเน่ืองจากกรดไขมนัท่ีพบมากในพืชคือ oleic acid  เอนไซม ์FatA จึงจดัอยูใ่นกลุ่ม                 
house keeping enzyme ส าหรับ FatB จะค่อนขา้งจ าเพาะกบั saturated acyl-ACP ท่ีมีจ  านวน
คาร์บอนของหมู่ acyl ตั้งแต่ C10-C16 (Hawkings and Kridl, 1998; Kridl et al., 1992) พบวา่ปลาย
ทางดา้น N-terminal ของเอนไซม์ FatA และ FatB เป็นตวัตดัสินความจ าเพาะต่อสารตั้งตน้  
(Salas and Ohlrogge, 2002) 
 

เอนไซม ์ER linoleate desaturase หรือ FAD3 เป็นเอนไซมท่ี์อยูใ่นกลุ่มของเอนไซม ์        
ω-3 fatty acid desaturase มีต าแหน่งอยูท่ี่เมมเบรน (membrane bound enzyme) เอนไซมใ์นกลุ่มน้ี
จะมี  2 isoform คือ isoform ท่ีอยูบ่นเมมเบรนของไมโครโซม (FAD3) และ isoform ท่ีอยูบ่น              
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เมมเบรนของพลาสติด (FAD7/FAD8) โปรตีน FAD3 มีต าแหน่งอยูท่ี่ ER ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยา 
การเปล่ียน linoleic acid (18:2) เป็น linolenic acid (18:3) ท่ีต  าแหน่ง ω-3 ส่วน ER linoleate 
desaturase (FAD6) พบในคลอโรพลาสต ์ท าหนา้ท่ีเร่งปฏิกิริยาการเปล่ียน oleic acid (18:1)  
เป็น linoleic acid (18:2) ท่ีต  าแหน่ง ω-6 (Mazliak, 1994)  
 
17.  Allele Specific Polymerase Chain Reaction (AS-PCR) 
 
 AS-PCR หรือ PCR amplification of  specific allele (PASA) เป็น DNA marker ประเภท 
PCR-based marker ท่ีอาศยัเทคนิคพีซีอาร์ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี เพิ่มปริมาณดีเอน็เอของ
ยนีท่ีสนใจ ในการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีจะตอ้งมีขอ้มูลล าดบัเบสของยนี และต าแหน่ง
ของ exon และ intron เพื่อออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะใหค้รอบคลุมส่วนท่ีเป็น intron ของยนี 
สามารถตรวจสอบความแตกต่างของขนาดผลผลิตพีซีอาร์ดว้ยวธีิอิเล็กโทรฟอรีซิสบนเจลอะกาโรส 
เรียกเทคนิคน้ีวา่ DFLP (DNA Fragment Length Polymorphism) หรือ ตรวจสอบรูปแบบของ 
ดีเอน็เอสายเด่ียวท่ีแตกต่างกนัใน non-denaturing polyacrylamide gel  เรียกวา่ เทคนิค SSCP  
(Single Strand Conformational Polymorphism) (Slabaugh et al., 1997; Hongtrakul et al., 1998) 
ในบางกรณีอาจน าผลผลิตพีซีอาร์ มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ ก่อนน ามาตรวจสอบโดย 
อิเล็กโทรฟอรีซิส เพื่อเพิ่มโอกาสของความแตกต่าง อนัเน่ืองมาจากผลผลิตพีซีอาร์มีต าแหน่ง 
จุดตดัท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงวธีิการน้ีสามารถบอกความแตกต่างระหวา่งส่ิงมีชีวติฮอโมไซโกต และ 
เฮเทอโรไซโกตได ้และสามารถตรวจสอบการกลายท่ีเกิดจาก deletion, insertion และ point 
mutation ท่ีท าใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ต่างกนัได ้

 
18.  Single Strand Conformational polymorphisms (SSCP) 

 
 SSCP เป็นเทคนิคท่ีสามารถตรวจสอบความแตกต่างระดับนิวคลีโอไทด์ โดยอาศยัสมบติั
การสร้างโครงรูปทุติยภูมิท่ีแตกต่างกนัของดีเอน็เอสายเด่ียวภายใตส้ภาพ non-denaturation และ 
ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์แมเ้พียง 1 นิวคลีโอไทด์ ท่ีมีผลท าใหมี้โครงสร้างทุติยภูมิ
แตกต่างกนั เป็นผลใหก้ารเคล่ือนท่ีใน non-denaturing polyacrylamide gel ต่างกนั การตรวจสอบ
ผลท าโดยยอ้มดีเอน็เอดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท ซ่ึงเทคนิค SSCP อาศยัการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ก่อน ในกรณีท่ีดีเอน็เอมีขนาดใหญ่มาก ควรน ามาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
ใหมี้ขนาดเล็กลง แลว้จึงน าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค SSCP เรียกเทคนิคน้ีวา่ Ref-SSCP (Restriction 
endonuclease fingerprinting-SSCP) (Slabaugh et al., 1997) เทคนิค SSCP ไดพ้ฒันาข้ึนมาเพื่อใช้
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ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของดีเอน็เอมนุษยเ์ป็นคร้ังแรกโดย Orita et al. (1989)  
โดยยอ่ยจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แลว้ท าใหเ้สียสภาพเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว 
ดว้ยสารละลายด่าง แลว้น าไปท าอิเล็กโทรฟอรีซิสบน neutral polyacrylamide gel ผลการตรวจสอบ
พบความหลากหลายของแอลลีล เป็นไปตามกฎของเมลเดล เช่นเดียวกบั RFLP marker  
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 

 
1.__ตัวอย่างสบู่ด าทีใ่ช้ในการศึกษา  

 
รวบรวมสบู่ด าจากทั้งในประเทศ ต่างประเทศ และพืชชนิดอ่ืนในวงศ ์Euphorbiaceae  

รวมจ านวน 127 ตวัอยา่ง (ตารางท่ี 1) 
 

ตารางที ่1  รายช่ือสบู่ด าท่ีรวบรวมจากในประเทศ  ต่างประเทศ และพืชชนิดอ่ืนในวงศ ์ 
 Euphorbiaceae           
 
หมายเลข ช่ือ แหล่งทีร่วบรวมตวัอย่าง หมายเหตุ 

1 สบู่ด า แอนนา 16 บา้นโนนปอแดง  อ. ยางตลาด  จ. กาฬสินธ์ุ (เมลด็ดก) ก่ิงช า 
2 สบู่ด า แอนนา 20/1 บา้นโนนก่อ  อ. นิคมค าสร้อย  จ. มุกดาหาร (เมลด็ดก) ก่ิงช า 
3 สบู่ด า แอนนา  33/1   บา้นตาคง  อ. สงัขละ  จ. สุรินทร์ ก่ิงช า 
4 สบู่ด า แอนนา  34/8   บา้นไก่ค า  อ. เมือง  จ. อ านาจเจริญ  ก่ิงช า 
5 สบู่ด า แอนนา  78/9 หมู่ 1  อ. ชะอวด  จ. นครศรีธรรมราช ก่ิงช า 
6 สบู่ด า แอนนา  80/3 หมู่ 6  บา้นประดู่  อ. เมือง  จ. พทัลุง ก่ิงช า 
7 สบู่ด า แอนนา  27/4   บา้นหนองคูณ  อ. เขมราฐ  จ. อุบลราชธานี ก่ิงช า 
8 สบู่ด า นครราชสีมา 1  อ. โนนสูง  จ. นครราชสีมา  (เขตดินเคม็) ก่ิงช า 
9 สบู่ด า แอนนา  18/3   บา้นหนองม่วง  อ. โพนทอง  จ. ร้อยเอด็ ก่ิงช า 
10 สบู่ด า แอนนา  83/5  เขตเทศบาล  อ. เมือง  จ. ปัตตานี  ก่ิงช า 
11 สบู่ด า แอนนา  69/1 หมู่ 3  อ. เมือง  จ. เพชรบุรี ก่ิงช า 
12 สบู่ด า แอนนา  6/8   บา้นใหม่ส าโรง 1  อ. สีคิ้ว  จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
13 สบู่ด า FF25B-14   งานเกษตรแฟร์ 2549 ติดตา 
14 สบู่ด า FF20-Sbr-3  งานเกษตรแฟร์ 2549 ติดตา 
15 สบู่ด า E-L-23  งานเกษตรแฟร์ 2549 ติดตา 
16 สบู่ด า จนัทบุรี  อ. สอยดาว  จ. จนัทบุรี (ยอดอ่อน กา้น สีเขียวไม่แดง) เมลด็ 
17 สบู่ด า ด่านชา้งสุพรรณบุรี หมู่บา้นกะเหร่ียง  อ. ด่านชา้ง  จ. สุพรรณบุรี (ลูกดก) ก่ิงช า 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
  
หมายเลข ช่ือ แหล่งทีร่วบรวมตวัอย่าง หมายเหตุ 

18 สบู่ด า 108-21-50 จ. แพร่  ก่ิงช า 
19 สบู่ด า 101-32-115 จ. ล าปาง ก่ิงช า 
20 สบู่ด า นครราชสีมา 2 ต. หนองสรวง  อ. ขามทะเลสอ  จ. นครราชสีมา  ก่ิงช า 
21 สบู่ด า อินเดีย-สตูล ลูกผสม เมีย อินเดีย × ผู ้สตูล  ทาบก่ิง 
22 สบู่ด า F US7/1-M 6  ลูกผสม เมีย US แอนนา (7) × ผู ้อินเดีย (6)  เมลด็ 
23 สบู่ด า F 26/21-E-L-23   ลูกผสม เมีย แอนนา 21 (26) × ผู ้E-L-23 (54)  เมลด็ 
24 สบู่ด า JD จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
25 สบู่ด า มุกดาหาร 10 Krad จ. มุกดาหาร ฉายรังสี 10 Krad (อาย ุ3 เดือน ออกดอก)  ก่ิงช า 
26 สบู่ด า สุขสนัต ์10 Krad ฉายรังสีเมลด็พนัธ์ุสุขสนัต ์10 Krad เมลด็ 
27 สบู่ด า 300 Krad 1 ฉายรังสีเมลด็พนัธ์ุ  อ. สายณัห์ 300 Krad ก่ิงช า 
28 สบู่ด า 300 Krad 2 ฉายรังสีเมลด็พนัธ์ุ  อ. สายณัห์ 300 Krad ก่ิงช า 
29 สบู่ด า 300 Krad 3 ฉายรังสีเมลด็พนัธ์ุ  อ. สายณัห์ 300 Krad ก่ิงช า 
30 สบู่ด า สหรัฐ 8.45 Krad อ. สุขสนัต ์(ผลผลิตสูง) (Chronic Irradiation) ก่ิงช า 
31 สบู่ด า สหรัฐอเมริกา  ประเทศสหรัฐอเมริกา  ก่ิงช า 
32 สบู่ด า ฮาวาย รัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา ก่ิงช า 
33 สบู่ด า สุรินัม่ (Surinume)  พิชยั มณีโชติ (Northest coast of South America) เมลด็ 
34 สบู่ด า อินเดีย 1  ประเทศอินเดีย เมลด็ 
35 สบู่ด า อินเดีย 2 งานเกษตรแฟร์ 2549 ติดตา 
36 สบู่ด า อินเดีย 3  แควน้ Chennai  ภาคใต ้รัฐทมิฬนาดู ประเทศอินเดีย เมลด็ 
37 สบู่ด า อินเดีย 4 อ. สุขสนัต ์ ก่ิงช า 
38 สบู่ด า อินเดีย 5  แควน้ราชถาน ประเทศอินเดีย เมลด็ 
39 สบู่ด า อินเดีย 6 (D1) ปลูกส่งเสริมท่ีอินเดีย ก่ิงช า 
40 สบู่ด า อินเดีย 7 โครงการปลูกป่าชยัพฒันา อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ เมลด็ 
41 สบู่ด า ลาว ประเทศลาว    เมลด็ 
42 สบู่ด า ศรีลงักา 1 อ. สุขสนัต ์/นรินทร์ สมบูรณ์สาร ก่ิงช า 
43 สบู่ด า ศรีลงักา 2 งานเกษตรแฟร์ 2549 ติดตา 
44 สบู่ด า จีน  ม.เทคโนโลยรีาชมงคล  จ. สุรินทร์  อ. กิตติน ามาจากจีน เมลด็ 
45 สบู่ด า จีน (แอนนา) อ. แอนนา ก่ิงช า 
46 สบู่ด า เขมร อ. สุขสนัต ์ ก่ิงช า 
47 สบู่ด า พม่า 1 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar  เมลด็ 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 

หมายเลข ช่ือ แหล่งทีร่วบรวมตวัอย่าง หมายเหตุ 
48 สบู่ด า พม่า 2 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar เมลด็ 
49 สบู่ด า อินโดนีเซีย  ประเทศอินโดนีเซีย เมลด็ 
50 สบู่ด า พิชยั-พิเศษ อ. สุขสนัต ์(SA) เมลด็ 
51 สบู่ด า สุขสนัต ์1 อ. สุขสนัต ์(Maxico) ก่ิงช า 
52 สบู่ด า สุขสนัต ์2  อ. สุขสนัต ์(Maxico) #6 Phorbol  ester = 0.01%      

(>0.011% มีพิษ) 
ก่ิงช า 

53 สบู่ด า สุขสนัต ์3 อ. สุขสนัต ์(Maxico) #5 Phorbol  ester = 0.01% ก่ิงช า 
54 สบู่ด า สุขสนัต ์4 อ. สุขสนัต ์(Maxico) #9 หวัหิน ไกลกงัวล  ก่ิงช า 
55 สบู่ด า สุขสนัต ์5 ประเทศเปรู พนัธ์ุปรับปรุงแลว้  เมลด็ 
56 สบู่ด า สุขสนัต ์6 ประเทศเปรู พนัธ์ุพ้ืนเมือง  เมลด็ 
57 สบู่ด า พิษณุโลก  จ. พิษณุโลก  (ตน้เต้ีย แตกก่ิงกา้นดี) เมลด็ 
58 สบู่ด า สตูล  จ. สตูล เมลด็ 
59 สบู่ด า ขอนแก่น  จ. ขอนแก่น  ก่ิงช า 
60 สบู่ด า ปทุมธานี  จ. ปทุมธานี ก่ิงช า 
61 สบู่ด า มุกดาหาร  อ. เมือง  จ. มุกดาหาร ก่ิงช า 
62 สบู่ด า ระยอง  อ. มาบตาพดุ  จ. ระยอง เมลด็ 
63 สบู่ด า ม.ก.   คณะประมง  มก. (บางเขน) ก่ิงช า 
64 สบู่ด า ชยันาท  อ. เนินขาม  จ. ชยันาท ก่ิงช า 
65 สบู่ด า  พะเยา  อ. เชียงม่วน  จ. พะเยา เมลด็ 
66 สบู่ด า นครราชสีมา 3  มก. (ก าแพงแสน) เมลด็ 
67 สบู่ด า นครราชสีมา 4 จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
68 สบู่ด า ประจวบฯ อ. หวัหิน  จ.ประจวบคีรีขนัธ ์ ก่ิงช า 
69 สบู่ด า ใบด่าง  จ. กรุงเทพฯ ก่ิงช า 
70 สบู่ด า แอนนา 21/7 บา้นโพธ์ิไทร  อ. ดอนตาล  จ. มุกดาหาร ก่ิงช า 
71 สบู่ด า 4 เมลด็  จ. กรุงเทพฯ ก่ิงช า 
72 สบู่ด า เชียงใหม่  อ. จอมทอง  จ. เชียงใหม่ เมลด็ 
73 สบู่ด า นครปฐม  สามกระบือเผือก  จ. นครปฐม เมลด็ 
74 สบู่ด า อินเดีย 8 ประเทศอินเดีย เมลด็ 
75 สบู่ด า อินเดีย 9 ร้านพนัธ์ุไมเ้กษตร  มก. จ.กรุงเทพฯ เมลด็ 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 
หมายเลข ช่ือ แหล่งทีร่วบรวมตวัอย่าง หมายเหตุ 

76 สบู่ด า อุทยัธานี  อ. บา้นไร่  จ. อุทยัธานี ก่ิงช า 
77 สบู่ด า ปราจีนบุรี  อ. กบินทร์บุรี  จ. ปราจีนบุรี ก่ิงช า 
78 สบู่ด า หนองคาย บ. น ้ามนัสบู่ด าไทย จ ากดั  จ. หนองคาย เมลด็ 
79 สบู่ด า ล าปาง ม. เทคโนโลยรีาชมงคลลา้นนา  จ. ล าปาง (จิตตา) เมลด็ 
80 สบู่ด า กาญจนบุรี  อ. ทองผาภูมิ  จ. กาญจนบุรี ก่ิงช า 
81 สบู่ด า เพชรบูรณ์  อ. ชนแดน  จ. เพชรบูรณ์ ก่ิงช า 
82 สบู่ด า แอนนา  14/5   บา้นหนองลมพกุ  อ. ยางตลาด  จ. กาฬสินธ์ุ ก่ิงช า 
83 สบู่ด า แอนนา  24/2   บา้นโคกยาว  อ. ทรายมูล  จ. ยโสธร ก่ิงช า 
84 สบู่ด า แอนนา  31/2   บา้นโคกสระอาด  อ. ละหารทราย  จ. บุรีรัมย ์ ก่ิงช า 
85 สบู่ด า แอนนา  36/2   บา้นผกัขะ  อ. ยางชุมนอ้ย  จ. ศรีสะเกษ ก่ิงช า 
86 สบู่ด า แอนนา  49   ต าบลบ่อทอง  อ. ทองแสนขนั  จ. อุตรดิตถ ์  ก่ิงช า 
87 สบู่ด า แอนนา  52   บา้นปางมอญ  ต. อ่ายนาไลย  อ. เวยีงสา  จ. น่าน   ก่ิงช า 
88 สบู่ด า แอนนา  67   บา้นตาก  ต. ตากออก  อ. บา้นตาก  จ. ตาก   ก่ิงช า 
89 สบู่ด า แอนนา  74/1 ม. 2 บา้นบางน ้ าจืด  อ. หลงัสวน  จ. ชุมพร ก่ิงช า 
90 สบู่ด า แอนนา  75/8 ม. 2 ส่ีแยกบา้นนาเดิม  อ. บา้นนาเดิม  จ. สุราษฎรธานี  ก่ิงช า 
91 สบู่ด า แอนนา  86/2 ม. 21  อ. วงัวเิศษ  จ. ตรัง ก่ิงช า 
92 สบู่ด า แอนนา  87/1    ม. 2  อ. คลองท่อม  จ. กระบ่ี ก่ิงช า 
93 สบู่ด า นครสวรรค ์ จ. นครสวรรค ์ ก่ิงช า 
94 สบู่ด า ทองสุพรรณ ต. หนองไผพ่นัมือ  อ. ศรีประจนั  จ. สุพรรณบุรี  เมลด็ 
95 สบู่ด า 19-19-109 จ. แพร่ 3 ก่ิงช า 
96 สบู่ด า 72-19-8 จ. แพร่ 3 ก่ิงช า 
97 สบู่ด า 1-32-8 จ. ล าปาง ก่ิงช า 
98 สบู่ด า 84-10-53 จ. แพร่  ก่ิงช า 
99 สบู่ด า 34-14-30 จ. แพร่ 1 ก่ิงช า 

100 สบู่ด า 107-10-57 จ. แพร่  ก่ิงช า 
101 สบู่ด า 95-32-107 จ. ล าปาง ก่ิงช า 
102 สบู่ด า 4-18-36 จ. แพร่ 2 ก่ิงช า 
103 สบู่ด า หวัหิน โครงการปลูกป่าชยัพฒันา อ. หวัหิน จ. ประจวบคีรีขนัธ์ เมลด็ 
104 สบู่ด า นครราชสีมา 5 ศูนยว์จิยัพืชไร่ กรมวชิาการเกษตร  อ. สีคิ้ว  

จ. นครราชสีมา  
เมลด็ 
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ตารางที ่1  (ต่อ) 
 
หมายเลข ช่ือ แหล่งทีร่วบรวมตวัอย่าง หมายเหตุ 

105 สบู่ด า พม่า 3 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar เมลด็ 
106 สบู่ด า พม่า 4 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar เมลด็ 
107 สบู่ด า พม่า 5 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar เมลด็ 
108 สบู่ด า พม่า 6 Central Agricultural Research Institute, Yezin, Myanmar เมลด็ 
109 สบู่ด า F US 7/2-M 6 ลูกผสม เมีย US แอนนา (7) × ผู ้อินเดีย (6) เมลด็ 
110 สบู่ด า F 26/22-M 54 ลูกผสม เมีย แอนนา 21 (26) × ผู ้E-L-23 (54) เมลด็ 
111 สบู่ด า JA จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
112 สบู่ด า JB จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
113 สบู่ด า JC จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
114 สบู่ด า JE จ. นครราชสีมา ก่ิงช า 
115 สบู่แดง  Jatropha gossypifolia L. จ.กรุงเทพฯ เมลด็ 
116 มะเยาหิน Aleurites sp., Family Euphorbiaceae จ.กรุงเทพฯ เมลด็ 
117 สบู่ด า วชิาญ-พิชยั 1 พิชยั ไม่มีพิษ  จ. นครปฐม เมลด็ 
118 สบู่ด า สุขสนัต-์พิชยั 1 พิชยั ไม่มีพิษ  จ. นครปฐม เมลด็ 
119 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 1 จ. สุพรรณบุรี   เมลด็ 
120 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 3  จ. สุพรรณบุรี  (K3) ก่ิงช า 
121 สบู่ด า ผลรี  ก าแพงแสน  จ. นครปฐม (โรงเรียนสบู่ด า) ก่ิงช า 
122 สบู่ด า วชิาญ-พิชยั 2 พิชยั  ไม่มีพิษ  จ. นครปฐม เมลด็ 
123 สบู่ด า สุขสนัต-์พิชยั 2 พิชยั  ไม่มีพิษ  จ. นครปฐม เมลด็ 
124 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 2 จ. สุพรรณบุรี ก่ิงช า 
125 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4 จ. สุพรรณบุรี (L4)  ก่ิงช า 
126 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 5 จ. สุพรรณบุรี (M5) ก่ิงช า 
127 สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 6 จ. สุพรรณบุรี (K26) ก่ิงช า 
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2.  สารเคมี และเอนไซม์ 
 

 2.1  สารเคมี และเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสกดัดีเอน็เอ 
 

2.1.1  ไนโตรเจนเหลว 
2.1.2  3X CTAB buffer (3 % CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl 

pH 8.0 และ 1 % polyvinylpyrrolidone: PVP) 
2.1.3  beta-mercaptoethanol 
2.1.4  10 % CTAB ใน 0.7 M NaCl 
2.1.5  คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) โดยปริมาตร 
2.1.6  เอทานอล 70 และ 90 เปอร์เซ็นต์ และเอทานอลสัมบูรณ์ 
2.1.7  10 mg/ml RNase A บริษทั US Biological, USA 
2.1.8  TE buffer (10:0.1 = 10 mM Tris pH 8.0: 0.1 mM EDTA) 

 

 

 2.2  สารเคมี และเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
 

2.2.1  10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 500 mM KCl) 
2.2.2  50 mM MgCl2 
2.2.3  2 mM dNTP บริษทั Fermentas, USA 
2.2.4  เอนไซม ์Taq DNA Polymerase บริษทั Invitrogen Life Technology, Brazil 
2.2.5  5 pmol primer 

  
 2.3  สารเคมีส าหรับอิเล็กโทรฟอรีซิสบนเจลอะกาโรส 
 

2.3.1  เจลอะกาโรส (Research Organic) 
2.3.2  Loading dye (0.15 % bromphenol blue ใน 50 % glycerol) 
2.3.3  1X TBE buffer (Tris base 10.8 กรัม, Boric acid 5.5 กรัม และ 500 mM EDTA 

pH 8.0 4 มิลลิลิตร) 
2.3.4  0.5 mg/ml เอธิเดียมโบรไมด์ (Bio Basic) 
2.3.5  ดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA ladder mix) บริษทั GeneRulerTM, USA 
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 2.4  สารเคมีส าหรับ denaturing และ non denaturing polyacrylamide gel electrophoresis                                       
 

2.4.1  bind silane (Plusone) 
2.4.2  repel silane (Plusone) 
2.4.3  glacial acetic acid (Merck) 
2.4.4  95 % เอทานอล  
2.4.5  acrylamide และ methylene bisacrylamide บริษทั Pharmacia Biotech, Sweden 
2.4.6  TBE buffer 
2.4.7  urea (USB) 
2.4.8  10 % ammonium persulphate (APS) 
2.4.9  TEMED (N, N, N', N',-tetramethyl ethylenediamine) 
2.4.10 ซิลเวอร์ไนเตรท (Merck) 

   
 2.5  สารเคมีท่ีใชส้ าหรับ microsatellite enrichment และ dot blot hybridization 
 

2.5.1  hybridization buffer (6X SSC, 0.1 % SDS) 
2.5.2  binding and washing buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA,                 

1 M NaCl) 
2.5.3  20X SSC (standard saline citrate buffer) (3 M NaCl, 0.3 M sodium citrate)           

บริษทั Vivantis, Republic of Poland 
2.5.4  20 % SDS (sodium dodecyl sulfate)  
2.5.5  biotinylated oligo probe KU-VECTOR Custom DNA Laboratory 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
2.5.6  magnetic beads (Dynal) บริษทั Invitrogen, Norway 
2.5.7  เอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI  บริษทั Fermentas, USA 
2.5.8  เอนไซม ์T4 DNA Ligase บริษทั Fermentas, USA 
2.5.9  MseI adaptor และ M1 primer (MseI+C primer)   
2.5.10 ชุดตรวจสอบ North2South Chemiluminescent Hybridization and Detection 

Kit บริษทั Pierce Biotechnology, USA 
2.5.11 ชุดน ้ายาส าเร็จรูป HiYield™ Gel/PCR DNA Extraction Kit บริษทั RBC 

Bioscience, Taiwan  
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 2.6  สารเคมีท่ีใชใ้นการโคลน 
 

2.6.1  อาหาร Luria-Bertani medium (LB) และ Luria-Bertani agar medium (LB agar)  
2.6.2  polyethylene glycol (PEG) 8000 
2.6.3  dimethyl sulfoxide (DMSO) และ MgCl2 
2.6.4  5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D galactoside (X-gal) 
2.6.5  isopropyl-β-D thiogalactopyranoside (IPTG) 
2.6.6  ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (5 mg/100 ml) 
2.6.7  pGEM®-T Vector บริษทั Promega, USA 
2.6.8  ชุดน ้ายาส าเร็จรูป High-Speed Plasmid Mini Kit บริษทั Geneaid, Taiwan   

 
3.  โปรแกรมทีใ่ช้วเิคราะห์ข้อมูลทางชีวโมเลกุลบนเครือข่ายอนิเทอร์เน็ต 
 
 3.1  โปรแกรม BLAST (The Basic Local Alignment Search Tool) จาก 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/blast ส าหรับเปรียบเทียบความเหมือนระหวา่งสาย 
นิวคลีโอไทด์ หรือ โปรตีนท่ีสนใจกบัฐานขอ้มูล 
 
 3.2  โปรแกรม ClustalW 1.82 จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ ส าหรับเปรียบเทียบ
ความเหมือนระหวา่งกลุ่มล าดบันิวคลีโอไทด์ หรือ โปรตีนท่ีก าลงัศึกษา 
 
 3.3  โปรแกรม NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k (Numerical Taxonomy and Multivariate 
Analysis System-pc เวอร์ชัน่ 2.20k) ใชใ้นการสร้าง dendrogram จากขอ้มูลการใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ์และ ISSR 
 
 3.4  โปรแกรม FastPCR ใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการพฒันาเคร่ืองหมาย  
ไมโครแซทเทลไลท ์
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วธีิการ 
 
1.  การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ และตรวจสอบลายพมิพ์ดีเอน็เอด้วย       
     เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์   
 

1.1  การสกดัดีเอน็เอจากสบู่ด า  
 

สกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนสบู่ด า โดยใชว้ธีิท่ีประยกุตจ์าก Doyle and Doyle (1990)  
มีวธีิการดงัน้ี   

 
น าใบอ่อนสบู่ด าน ้าหนกัประมาณ 2 กรัม มาบดในไนโตรเจนเหลว ใหเ้ป็นผงละเอียด  

ตกัตวัอยา่งใส่ในสารละลายของ 3X CTAB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีเติมสารละลาย   
beta-mercaptoethanol 5 ไมโครลิตร  เขยา่ใหเ้ขา้ เป็นเน้ือเดียวกนั บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ   
65 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 ชัว่โมง กลบัหลอดไปมาเป็ นคร้ังคราว  และเติมคลอโรฟอร์ม :              
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์  (24:1) ปริมาตร 5  มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั  โดยกลบัหลอดไปมา
เบา ๆ น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 3,000 รอบต่อนาที  เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น ดูดสารละลายใสส่วนบน 
500 ไมโครลิตร  ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร (ไดป้ระมาณ 6 หลอด) และเติม 10 % CTAB ปริมาตร  
50 ไมโครลิตร  เติม คลอโรฟอร์ม:ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) 500 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ป็น 
เน้ือเดียวกนัโดยกลบัหลอดไปมาเบา ๆ น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 นาที   
ดูดสารละลายใสส่วนบน 300 ไมโครลิตร ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร โดยรวมสารละลายใหไ้ดป้ริมาตร 
600 ไมโครลิตร ใน 1 หลอด จากนั้นเติมเอทานอลสัมบูรณ์ท่ีแช่เยน็จดั ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
เพื่อตกตะกอนดีเอน็เอ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  ถา้ดีเอน็เอมีปริมาณ
มากใชห้ลอดดูดปลายแหลมหวังอเก่ียวดีเอน็เอ (DNA hook) ใส่หลอดใหม่ ถา้ดีเอน็เอมีปริมาณนอ้ย 
น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนสารละลายใสทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย  
70 % เอทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเทส่วนน ้าทิ้ง ลา้งตะกอนอีกคร้ังดว้ย 90 % เอทานอล
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนน ้าทิ้ง 
อีกคร้ัง คว  ่าหลอดบนกระดาษ ซบัใหแ้หง้ หรือ ปล่อยใหแ้หง้ในอากาศ แลว้ละลายตะกอนใน TE 
buffer 100 ไมโครลิตร และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อใหต้ะกอนละลายเร็วข้ึน 
จากนั้นเติมเอนไซม ์RNase (1µg/ml) 1 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืนเพื่อ
ก าจดัอาร์เอน็เอ และตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอโดยวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสง และตรวจสอบ
ดว้ยวธีิอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ 
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ตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณดีเอน็เอ โดยวดัการดูดกลืนคล่ืนแสงอลัตราไวโอเลต 
(UV) ท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ถา้อตัราส่วนของ 
A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.6-1.8 แสดงวา่สารละลายดีเอน็เอค่อนขา้งบริสุทธ์ิ หากมีค่าต ่ากวา่ 1.6  
แสดงวา่มีการปนเป้ือนของโปรตีน แต่ถา้ค่าสูงกวา่ 1.8 แสดงวา่มีการปนเป้ือนของอาร์เอน็เอ  
การดูดกลืนคล่ืนแสงอลัตราไวโอเลตของกรดนิวคลีอิกจะอยูใ่นช่วงความยาวคล่ืนสูงสุด  
ท่ี 260 นาโนเมตร โดยสารละลายดีเอน็เอเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะมีค่าการดูดกลืนแสง 
ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เท่ากบั 20 หน่วย (A260) ดงันั้นสามารถค านวณปริมาณของ 
กรดนิวคลีอิกไดจ้าก 
 

ปริมาณกรดนิวคลีอิก (mg/ml)  = A260 x 1/20 
ปริมาณกรดนิวคลีอิก (ng/ µl)  = A260 x 1/20 x 1000 
     = A260 x 50 
 
กรณีท่ีใชส้ารละลายดีเอน็เอเจือจาง 100 เท่า (ดีเอน็เอ 3 ไมโครลิตร ต่อน ้ากลัน่                               

297 ไมโครลิตร) ในการตรวจสอบดว้ยเคร่ือง spectrophotometer จะสามารถค านวณปริมาณ                  
กรดนิวคลีอิกในหน่วยนาโนกรัมต่อไมโครลิตรไดด้งัน้ี  

 
ปริมาณกรดนิวคลีอิก (ng/ µl) = A260 x 50 x 100 
 

 1.2  การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์และตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอดว้ย
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทท่ี์ออกแบบ 
 

แยกโคลนท่ีมีไมโครแซทเทลไลท ์ตามวธีิท่ีประยกุตจ์าก Yaish and Vega (2003)                     
โดยมีวธีิการ ดงัน้ี 

 
1.2.1  การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  โดยน าจีโนมิกดีเอน็เอของสบู่ด ามาตดั 

ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI โดยใชส้ารละลายดีเอน็เอ (200 ng/µl) 5.0 ไมโครลิตร 10X Reaction 
Buffer 5.0 ไมโครลิตร เอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI (10 U/ml) 1.0 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหมี้
ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตรน ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชัว่โมง  
แลว้ตรวจสอบผลการตดัของเอนไซม ์โดยการท าอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้  
1 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และน าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต 
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1.2.2  การเช่ือมต่อดีเอน็เอเขา้กบั adaptor โดยน าสารละลายดีเอน็เอท่ีถูกตดัโดย
สมบูรณ์ มาเช่ือมต่อเขา้กบั MseI adaptorโดยใชส้ารละลายดีเอน็เอ 48.0 ไมโครลิตร MseI adaptor                             
(12.5 pmol/µl) 8.0 ไมโครลิตร 10X T4 ligase buffer 4 ไมโครลิตร T4 DNA ligase (1 U/µl)                            
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ                                   
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิหอ้งอีก 2 ชัว่โมง โดยล าดบัเบสของ 
MseI adaptor  คือ 

 
 5' GACGATGAGTCCTGAG 3' 
                  3' TACTCAGGACTCAT 5' 
 
1.2.3  การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยวธีิพีซีอาร์ โดยน าดีเอน็เอท่ีเช่ือมต่อกบั adaptor  

แลว้ มาเพิ่มปริมาณดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยใช้สารละลายดีเอ็นเอ 20.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ M1               
(5' GACGATGAGTCCTGAG 3') (5 pmol/µl)  4.0 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 6.0 ไมโครลิตร  
10X PCR buffer 6.0 ไมโครลิตร MgCl2 (50 mM) 0.6 ไมโครลิตร เอนไซม ์Taq DNA polymerase 
(5 U/µl) 0.4 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรรวม 60 ไมโครลิตร น าเขา้เคร่ืองพีซีอาร์   
โดยใชอุ้ณหภูมิ และเวลาในการท าปฏิกิริยา ดงัน้ี ขั้นท่ี 1 denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
3 นาที ขั้นท่ี 2  denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที annealing 45 องศาเซลเซียส   
เป็นเวลา 1 นาที และ extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ ้ าจ  านวน 30 รอบ และ  
ขั้นท่ี 3 extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดโ้ดยเทคนิค 
อิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ 
และน าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต 

 
1.2.4  การแยกล าดบัเบสท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท ์โดยน าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ มาท า

ไฮบริไดเซชนักบัโอลิโกนิวคลีโอไทด ์ท่ีติดฉลากดว้ยไบโอติน (biotinylated oligo) ทางดา้นปลาย 
5´ ดงัน้ี (CA)15, (GA)15, (CCT)10 และ (ACC)10 น าสารละลายดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการท า พีซีอาร์มาเติม
สารท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาไฮบริไดเซชนักบัโอลิโกนิวคลีโอไทดโ์พรบชนิดต่าง ๆ โดยเติม
สารละลายดีเอน็เอจากขอ้ 1.2.3 ปริมาตร 56.0 ไมโครลิตร biotinylated oligo (5 pmol/µl)                       
ซ่ึงประกอบดว้ย B-(CA)15, B-(GA)15, B-(CCT)10 และ B-(ACC)10 อยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร  
และ hybridization buffer 40.0 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา               
10-15 นาที เพื่อใหดี้เอน็เอเสียสภาพ แลว้บ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นอุณหภูมิ 
ท่ีใชใ้นการไฮบริไดเซชนั เป็นเวลา 12-18 ชัว่โมง 
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1.2.5  การเตรียม magnetic beads โดยดูด magnetic bead ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใส่
ในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร เติม binding and washing buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัวางหลอดลงในแท่นแม่เหล็ก ตั้งทิ้งไว ้1 นาที แลว้จึงดูดสารละลายออก (ระวงัอยา่ดูด 
magnetic bead ติดออกไป) (ท าซ ้ า 3-4 คร้ัง) หลงัจากดูดสารละลายออกหมดแลว้ จึงเติม 
hybridization buffer ลงไป 150 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั   

 
1.2.6  การท าปฏิกิริยาระหวา่งโพรบกบั magnetic bead โดยเติมสารละลายดีเอน็เอจาก

ขอ้ 1.2.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในสารละลาย beads จากขอ้ 1.2.5 ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้บ่มท่ี
อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 ชัว่โมง (ผสมใหเ้ขา้กนัทุก 30 นาที) 

 
1.2.7  การชะดีเอน็เอออกจาก beads โดยน าหลอดจากขอ้ 1.2.6 วางลงในแท่นแม่เหล็ก 

ตั้งทิ้งไว ้1 นาที แลว้จึงดูดสารละลายออก เติมสารละลาย 2XSSC และ 0.1 % SDS ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที วางหลอดลงในแท่นแม่เหล็ก ตั้งทิ้งไว ้1 นาที 
แลว้จึงดูดสารละลายออก (ท าซ ้ า 1 คร้ัง) จากนั้นเติมสารละลาย 1X SSC และ 0.1 % SDS ท่ีอุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
วางหลอดลงในแท่นแม่เหล็ก ตั้งทิ้งไว ้1 นาที แลว้จึงดูดสารละลายออก (ท าซ ้ า 1 คร้ัง) และเติม
สารละลาย 1X SSC และ 0.1 % SDS ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  
แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที วางหลอดลงในแท่นแม่เหล็ก ตั้งทิ้งไว ้1 นาที 
แลว้จึงดูดสารละลายออก (ท าซ ้ า 1 คร้ัง) ลา้งดีเอน็เอท่ีตอ้งการออกจาก magnetic beads โดยเติม TE 
ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ปริมาตร 60 ไมโครลิตร ลงไป แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 10 นาที วางหลอดลงในแท่นแม่เหล็ก ตั้งทิ้งไว ้1 นาที แลว้จึงดูดสารละลายดีเอน็เอ 
ท่ีตอ้งการ ใส่ลงในหลอดใหม่อยา่งรวดเร็ว 

 
 1.2.8  การท าใหดี้เอน็เอเป็นสายคู่ และเพิ่มปริมาณดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยเติม

สารละลายดีเอน็ เอจากข้อ 1.2.7 ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ M1 (10 pmol/µl)                   
1.33 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 2 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร MgCl2 (50  mM)    
0.8 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.5 ไมโครลิตร แลว้เติมน ้ากลัน่ ใหมี้ปริมาตรรวม 
20 ไมโครลิตร น าเขา้เคร่ืองพีซีอาร์ โดยใชอุ้ณหภูมิ และเวลาในการท าปฏิกิริยา เช่นเดียวกบั 
ขอ้ 1.2.3 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได ้โดยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสเขม้ขน้  
1 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และน าไปส่องดูดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต และน าผลผลิต
พีซีอาร์มาท าใหบ้ริสุทธ์ โดยใชชุ้ดน ้ายาส าเร็จรูป HiYield™ Gel/PCR DNA Extraction Kit 
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 1.2.9  การเช่ือมต่อดีเอน็เอเขา้กบัพลาสมิด โดยเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอน็เอเขา้กบั  
พลาสมิด pGEM®-T Vector โดยใส่สารละลายดีเอน็เอจากขอ้ 1.2.8 ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร           
2X Ligation buffer 5.0 ไมโครลิตร พลาสมิด pGEM®-T Vector 1.0 ไมโครลิตร T4 DNA ligase 
(400,000 U/µl) 1.0 ไมโครลิตร น ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-18 ชัว่โมง 

 
 1.2.10  การถ่ายพลาสมิดสายผสมเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย เติมสารละลายดีเอน็เอ                 

ท่ีเช่ือมต่อกบัพลาสมิดปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอดท่ีมีคอมพีเทนตเ์ซลล ์100 ไมโครลิตร        
แช่ในน ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที ท าใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว (heat shock)                 
โดยจุ่มลงในอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที แลว้ยา้ยมาแช่ในน ้าแขง็
ทนัที  เป็นเวลา 2 นาทีเติมอาหารเล้ียงแบคทีเรีย LB medium ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมให ้
เขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที  
น าไปป่ันเหวีย่งเพื่อตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรีย ดูดสารละลายส่วนบนทิ้งใหเ้หลือประมาณ   
500  ไมโครลิตร  ผสมตะกอนใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั และดูดสารละลาย ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
มาเกล่ีย (spread) ใหท้ัว่ผวิหนา้อาหารแขง็ LB agar ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 2 % X-gal  
และ 20 % IPTG น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  

 
 1.2.11  คดัเลือกโคโลนีสีขาว โดยเข่ียเช้ือใส่ลงในหลอดท่ีมีน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ

ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้ดูดสารละลายเซลลไ์ปตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ี
สอดแทรกอยูด่ว้ยวธีิพีซีอาร์ ตรวจสอบโคลนท่ีมีล าดบัไมโครแซทเทลไลทด์ว้ยเทคนิค dot blot 
hybridization โดยตดัแผน่ไนลอนเมมเบรน ขนาด 8 x 12 ตารางเซนติเมตร และตดักระดาษกรอง 
ใหมี้ขนาดใหญ่กวา่แผน่ไนลอนเมมเบรนเล็กนอ้ย จุ่มไนลอนเมมเบรนลงในน ้ากลัน่ใหเ้ปียก 
ทัว่ทั้งแผน่ แลว้จุ่มลงในสารละลาย 20X SSC วางแผน่ไนลอนเมมเบรนลงบนกระดาษกรองเพื่อซบั 
น ้าออกพอหมาด ๆ จากนั้นจึงวางแผน่ไนลอนเมมเบรนลงบนพลาสติกใส ท่ีมีต าแหน่งของจุดท่ีจะ  
หยดดีเอน็เอ น าผลผลิตพีซีอาร์มาใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อให ้
ดีเอน็เอเสียสภาพเป็นสายเด่ียว แลว้ยา้ยหลอดใส่ในน ้าแขง็ทนัที เพื่อป้องกนัการกลบัมาจบักนัของ  
ดีเอน็เอเป็นสายคู่อีก และดูดผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร หยดลงบนแผน่เมมเบรน
ไนลอนท่ีเตรียมไวแ้ลว้ จากนั้นตรึงดีเอน็เอใหติ้ดกบัแผน่เมมเบรนไนลอนโดยใชแ้สง
อลัตราไวโอเลต เป็นเวลา 10 นาที น ามาท าไฮบริไดเซชนัท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส                        
โดยใช ้biotinylated oligo เป็นโพรบ และตรวจสอบผลโดยใชชุ้ดตรวจสอบ North2South 
Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit  
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 1.2.12  คดัเลือกโคลนท่ีใหผ้ลบวกมาสกดัพลาสมิด ดว้ยชุดน ้ายาส าเร็จรูป  
High-Speed Plasmid Mini Kit แลว้ส่งพลาสมิดไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์ 

 
 1.2.13  วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์และออกแบบไพรเมอร์ใหค้ร่อมส่วน              

ไมโครแซทเทลไลทโ์ดยไพรเมอร์แต่ละเส้นมีความยาว 19-23 เบส และค านวณค่า Tm ของแต่ละ 
คู่ไพรเมอร์ใหมี้ค่าใกลเ้คียงกนั คดัเลือกไพรเมอร์ โดยน าไพรเมอร์ท่ีออกแบบได ้มาตรวจสอบกบั          
จีโนมิกดีเอน็เอของสบู่ด า 2 ตวัอยา่ง ดว้ยวธีิพีซีอาร์ เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยา 
ท่ีท าใหเ้กิดผลผลิตพีซีอาร์ท่ีจ  าเพาะ โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ย สารละลายดีเอน็เอ (60 ng/µl) 
1.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ forward (5 pmol/µl) 1.25 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ reverse (5 pmol/µl)  
1.25 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 0.625 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1.25 ไมโครลิตร MgCl2  
(50  mM) 0.375 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/µl)  0.1 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหมี้
ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ประกอบดว้ย 1 รอบ ส าหรับ
การคลายเกลียว และแยกสายดีเอน็เอ ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที และ 35 รอบ 
ส าหรับปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ซ่ึงประกอบดว้ย อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที ในรอบสุดทา้ย
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เพื่อใหก้ารสังเคราะห์ดีเอน็เอสมบูรณ์ การตรวจสอบ 
ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ น าไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกได ้มาตรวจสอบกบั
ตวัอยา่งดีเอน็เอของสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง  

  
1.2.14  ตรวจสอบผลดว้ยการท าอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลพอลิอะคริลาไมด์ 

ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์น าเจลท่ีไดไ้ปยอ้มดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท ซ่ึงดดัแปลงมาจากวธีิการของ 
Caetano-Anolles (1997)  
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2.  การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด าโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอชนิด                                
 ไอเอสเอสอาร์ 
 
 ทดสอบเบ้ืองตน้วา่ ไพรเมอร์สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอได้ โดยใชไ้อเอสเอสอาร์ 
ไพรเมอร์ ทั้งหมด 16 ชนิด กบัสบู่ด า 2 ตวัอยา่ง ซ่ึงเป็นสบู่ด าจากในประเทศ และต่างประเทศ คือ 
(หมายเลข 8) และสบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31) คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอ็นเอ
จ านวนมาก และชดัเจนจ านวน 8 ชนิด มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซ่ึงประกอบดว้ย สารละลายดีเอน็เอ  
(120 ng/µl) 1.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (5 pmol/µl) 1.25 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 0.75 ไมโครลิตร              
10X PCR buffer 1.25 ไมโครลิตร MgCl2 (50 mM) 1.00 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase                 
(5 U/µl) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ใหมี้ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร อุณหภูมิท่ีใชใ้น 
การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบดว้ย 1 รอบ ส าหรับการคลายเกลียว และแยกสายดีเอน็เอ ท่ีอุณหภูมิ                    
94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที และ 35 รอบ ส าหรับปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ซ่ึงประกอบดว้ย  
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส นาน 1.30 นาที ในรอบสุดทา้ย เพื่อใหก้ารสังเคราะห์ดีเอน็เอสมบูรณ์ ท่ีอุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที เก็บผลผลิตพีซีอาร์ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าดีเอน็เอ 
ท่ีสังเคราะห์ได ้มาตรวจสอบขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยใช้เจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์
ใน 1X TBE buffer ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 110 โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 1 ชัว่โมง แลว้ยอ้มเจลดว้ย 
เอธิเดียมโบรไมด ์ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที ลา้งดว้ยน ้าสะอาด 
เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลภายใตแ้สง UV บนัทึกผลท่ีได ้ 
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3.  การวเิคราะห์ผลจากลายพมิพ์ดีเอน็เอทีไ่ด้จากเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ และไอเอสเอสอาร์ 
 
 บนัทึกแถบดีเอน็เอของสบู่ด าท่ีปรากฏบนลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์โดยอ่านแถบท่ีปรากฏบนแผน่เจลและบนัทึกเป็นสัญลกัษณ์ 
‚1‛ เม่ือเกิดแถบดีเอน็เอและ ‚0‛ เม่ือไม่เกิดแถบดีเอน็เอ เปรียบเทียบแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนทั้งหมด
โดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k ซ่ึงจะค านวณความสัมพนัธ์ระหวา่งสบู่ด า
แต่ละตวัอยา่งและสร้างแผนภูมิพนัธุกรรมเพื่อวเิคราะห์การจดักลุ่ม (clustal analysis) ดว้ยวธีิ 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) และการค านวณค่าความ
คลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม (genetic similarlity: GS) ใชว้ธีิของ Nei and Li (1979) ดงัสมการ 
 
 
 
 
เม่ือ  Sij = ค่า similarity ระหวา่งพนัธ์ุ i และพนัธ์ุ j 
 a    = จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนทั้ง 2 พนัธ์ุ 
 b    = จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนในพนัธ์ุ i แต่ไม่พบในพนัธ์ุ j 
 c    = จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนในพนัธ์ุ j แต่ไม่พบในพนัธ์ุ i 
 
 ค านวนค่า Polymorphic Information Contents (PICs) ของแต่ละแถบดีเอน็เอ หรือ 
แต่ละ marker ค่า PICs เป็นค่าท่ีบอกโอกาสท่ีจะพบความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่ง 2 ตวัอยา่ง  
ท่ีเลือกมาแบบสุ่ม  
 

PIC = 1 - Σ Pi2 
 

 โดย Pi คือความถ่ีของแอลลีลท่ี i ส าหรับ co-dominant marker และ Pi คือความถ่ีของ 
แอลลีลท่ี i ซ่ึงประกอบดว้ย Pa (absent allele) และ Pp (present allele) ส าหรับ dominant marker 
 
 
 
 
 

i=1 
 

Sij =      2a 
          a + b + c 
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4.  การพฒันาเคร่ืองหมายจ าเพาะกบัยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสังเคราะห์กรดไขมันในสบู่ด า  
 
 4.1  การพฒันาไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั 
 

การพฒันาไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั 6 ยนี 
ไดแ้ก่ KASIII, KASII, SAD, FatA, FAD3 และ FAD6 โดยเก็บรวมรวมขอ้มูลล าดบัเบสรูปแบบ fasta 
ของยนีท่ีพบในพืช โดยคน้หาใน Entrez http://www.ncbi.nlm.nih.gov ของหน่วยงาน National 
Institute of Health (NIH) ประเทศสหรัฐอเมริกาโดยอา้งอิงขอ้มูล lipid gene catalog ท่ีรวบรวม 
อยูใ่นเวบ็ไซต ์http://www.canr.msu. edu/Igc ของ Department of  Botany and Plant Pathology 
Michigan State University ประเทศสหรัฐอเมริกา โดย Sergei Mekhedov, Oscar Martinez de 
Ilárduya และ John Ohlrogge น าล าดบัเบสของยนีต่าง ๆ ท่ีรวบรวมมา alignment โดยใชโ้ปรแกรม 
ClustalW 1.82 จาก http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ ของสถาบนั European Bioinformatics Institute 
(EBI) ประเทศองักฤษ ด าเนินการ align ทั้ง 2 รูปแบบดงัน้ี align ล าดบัเบสท่ีเป็น cDNA และ 
genomic DNA และ align ล าดบัเบสท่ีเป็น cDNA เพียงอยา่งเดียว ออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อยนี
ต่าง ๆ โดยใชห้ลกัการท่ีวา่ ความแตกต่างจะพบมากท่ีบริเวณ intron ดงันั้น ไพรเมอร์ท่ีออกแบบ 
จะคาบเก่ียวบริเวณ exon-intron-exon หรือ ใหค้รอบคลุมส่วนท่ีเป็น intron โดยมีไพรเมอร์อยูใ่น
ส่วนของ exon และออกแบบไพรเมอร์ให้มีความยาวประมาณ 20-23 เบส มีค่า Tm ใกลเ้คียงกนัทั้ง  
2 ทิศทางคือ forward (F) และ reverse (R) primers 
  
 4.2  การเพิ่มปริมาณยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั  
 

เม่ือไดไ้พรเมอร์แลว้น ามาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซ่ึงประกอบดว้ย สารละลายดีเอน็เอ   
(60 ng/µl) 1.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ forward (5 pmol/µl) 1.0 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ reverse  
(5 pmol/µl) 1.0 ไมโครลิตร dNTP (2 mM) 0.5 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1.25 ไมโครลิตร 
MgCl2 (50 mM) 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/µl) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน ้ากลัน่ 
ใหมี้ปริมาตรรวม 12.5 ไมโครลิตร อุณหภูมิท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ประกอบดว้ย 1 รอบ
ส าหรับการคลายเกลียว และแยกสายดีเอน็เอ ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที และ 35 รอบ
ส าหรับปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ซ่ึงประกอบดว้ย อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที 
อุณหภูมิ 61-65 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ในรอบ
สุดทา้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อใหก้ารสังเคราะห์ดีเอน็เอสมบูรณ์ เก็บผลผลิต
พีซีอาร์ไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น าผลผลิตพีซีอาร์มาตรวจสอบปริมาณ และขนาดโดยเทคนิค
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DFLP ในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใน 1X TBE buffer ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 115 
โวลต ์เป็นเวลาประมาณ 90 นาที (ข้ึนกบัขนาดของช้ิน DNA) แลว้ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ 
นาน 15 นาที ลา้งดว้ยน ้าสะอาดนาน 5 นาที ตรวจสอบผลภายใตแ้สง UV บนัทึกผลรูปแบบของ 
AS-PCR  
 
 4.3  การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยเทคนิค SSCP 
 

การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ท่ีสังเคราะห์ไดใ้นสภาพสายเด่ียวดว้ยเทคนิค SSCP  
ดงัน้ี น าผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร 3-5 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดพีซีอาร์ใหม่ เติม SSCP dye  
(95 % formamide, 0.01 M NaOH, bromphenol blue และ 0.05 % xylene cyanol) 9 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แลว้แช่น ้าแขง็ทนัทีเพื่อให ้
ดีเอน็เอคงอยูใ่นสภาพสายเด่ียว และเตรียมเจลพอลิอะคริลาไมด์ความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์
ชนิดท่ีไม่มีส่วนผสมของสารท่ีท าให้ดีเอน็เอเสียสภาพ (non-denaturing polyacrylamide gel)  
แผน่เจลแนวตั้งขนาด 20X20 เซนติเมตร โดยเตรียมเจลไวล่้วงหนา้ประมาณ 2 ชัว่โมงเพื่อให้ 
เจลแขง็ตวัสม ่าเสมอ จากนั้นน าดีเอน็เอท่ีผา่นการท าใหเ้สียสภาพแลว้ มาท าอิเล็กโทรฟอรีซิส
แนวตั้ง ในสารละลาย 1X TBE buffer ท่ีกระแสไฟฟ้า 10 วตัต ์ท่ีอุณหภูมิต ่า นาน 10 ชัว่โมง  
ทั้งน้ีระยะเวลาจะข้ึนอยูก่บัความยาวของช้ินดีเอน็เอ ตรวจสอบผลโดยยอ้มเจลดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท 
ดงัน้ี แยกแผน่เจลออกจากแผน่กระจกอยา่งระมดัระวงั ใส่ในถาดพลาสติก เติม fixer  
(10 % เอทานอล, 0.5 % acetic acid) ใหท้่วม เขยา่เบา ๆ นาน 5 นาที และเท fixer ออก แลว้ยอ้มดว้ย
สารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (0.6 % ซิลเวอร์ไนเตรท ในสารละลาย fixer) เขยา่เบา ๆ นาน 30 นาที  
เทสารละลายซิลเวอร์ไนเตรททิ้ง (เก็บในภาชนะท่ีเฉพาะ) และลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 20 วนิาที และ  
1 นาที เติมสารละลาย developer (5 % 10 N NaOH, 0.5 % formaldehyde) เขยา่เบา ๆ  
เม่ือเจลเร่ิมเปล่ียนสี  ใหเ้ท developer เดิมทิ้ง แลว้เติม developer ใหม่ลงไป เขยา่ต่อไปจนกวา่ 
จะเห็นแถบดีเอน็เอชดัเจน จากนั้นเท developer ทิ้ง แลว้เติม fixer ลงไปใหท้่วมเจล เขยา่เบา ๆ นาน 
10 นาที แลว้เท fixer ทิ้ง และลา้งเจลดว้ยน ้ากลัน่หลาย ๆ คร้ัง วเิคราะห์แถบดีเอน็เอ จากแผน่เจล 
แลว้ตดัแถบดีเอน็เอแต่ละแถบแยกใส่หลอด microcentrifuge tube เพื่อน าไปเป็นดีเอน็เอตน้แบบ
ส าหรับการสังเคราะห์ดีเอน็เอข้ึนใหม่โดยวธีิ PCR สามารถน าไปใชห้าล าดบัเบสได ้ถา้ตอ้งการเก็บ
แผน่เจลไว ้ใหน้ าแผน่เซลโลเฟน (cellophane) ท่ีเปียกประกบกบัแผน่เจลทั้งสองดา้น และระวงัอยา่
ใหเ้กิดฟองอากาศ ขึงแผน่เจลใหตึ้งทุกดา้น แลว้ทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  และบนัทึกผลจ านวน
รูปแบบของแถบดีเอน็เอสายเด่ียว  
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การสกดัดีเอน็เอจากใบสบู่ด า 

 
 สกดัดีเอน็เอจากในอ่อนสบู่ด า รวมทั้งสบู่แดง และมะเยาหิน จ านวน 127 ตวัอยา่ง  
วเิคราะห์คุณภาพ และปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัไดด้ว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรส 
เทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน และวดัการดูดกลืนแสง UV ท่ีความยาวคล่ืน 260/280 นาโนเมตร 
(A260/A280) พบวา่ไดดี้เอน็เอท่ีมีคุณภาพค่อนขา้งดี โดยมีค่า A260/A280อยูร่ะหวา่ง 1.8-1.9  
 
2.  การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ส าหรับสบู่ด า 

 
2.1  การเตรียมช้ินดีเอน็เอเป้าหมาย 

 

เลือกสบู่ด าจากในประเทศ และต่างประเทศ 3 ชนิด คือ พนัธ์ุ FF20 Sbr3 (Sbr3) 
หมายเลข 14 พนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (USA) หมายเลข 31 และ พนัธ์ุนครราชสีมา 1 (NRM) หมายเลข 8  
เพื่อน ามาพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ ตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัได้
ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสเทียบกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน พบวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดมี้ความเขม้ขน้
สูง (ภาพท่ี 2) และวดัการดูดกลืนแสงดว้ย spectrophotometer เพื่อตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณ
ของดีเอน็เอ พบวา่อตัราส่วนการดูดกลืนแสง A260:A280 มีค่า 1.73, 1.82 และ 1.83 ตามล าดบั   
แสดงวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดมี้ความบริสุทธ์ิ ไม่มีอาร์เอน็เอ หรือ โปรตีนปนเป้ือน  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่2  แถบดีเอน็เอจากการวเิคราะห์ปริมาณ และคุณภาพดีเอน็เอสบู่ด าดว้ยวธีิอิเล็กโทรฟอรีซิส

ในเจลอะกาโรส  
 [Sbr3 = สบู่ด าพนัธ์ุ FF20 Sbr3 (หมายเลข 14), NRM = สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (หมายเลข 8),  

USA = สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31) และ M: แถบดีเอน็เอมาตรฐาน]  

 M    Sbr3                       M   USA                     M   NRM 

 1000 bp. 

500 bp. 
 1000 bp. 

500 bp. 

 1000 bp. 

500 bp. 

 10000 bp.  10000 bp.  10000 bp. 
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น าดีเอน็เอของสบู่ด าทั้ง 3 ตวัอยา่ง มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI                             
พบวา่แถบดีเอน็เอท่ีไดมี้ลกัษณะ smear ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่จีโนมิกดีเอน็เอถูกตดัโดยสมบูรณ์                    
และไดช้ิ้นดีเอน็เอท่ีมีขนาดตั้งแต่ 200-1,000 คู่เบส น าช้ินดีเอน็เอท่ีตดัไดม้าต่อเขา้กบั MseI adaptor 
ตรวจสอบการเช่ือมต่อระหวา่งช้ินดีเอน็เอกบั  adaptor ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยมีล าดบัเบสของ 
adaptor เป็นไพรเมอร์ เม่ือตรวจสอบผลดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิส พบวา่มีผลผลิตพีซีอาร์เกิดข้ึน  
แสดงวา่ช้ินดีเอน็เอสามารถเช่ือมต่อกบั adaptor ได ้(ภาพท่ี 3) 

 
 

 

 

 

  

 
ภาพที ่3  จีโนมิกดีเอน็เอท่ีถูกตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI และต่อดว้ย adaptor   
  หลงัจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
  [Sbr3 = สบู่ด าพนัธ์ุ FF20 Sbr3 (หมายเลข 14), NRM = สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (หมายเลข 8),  

USA = สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31) และ M: แถบดีเอน็เอมาตรฐาน] 

 
 คดัเลือกช้ินดีเอน็เอท่ีมีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทด์ว้ยกระบวนการ enrichment 
โดยการไฮบริไดซ์กบัโอลิโกนิวคลีโอไทด์โพรบ ดงัน้ี dinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (CA)15 และ 
(GA)15  และ trinucleotide repeat 2 ชนิด คือ (ACC)10 และ (CCT)10 โดยโพรบแต่ละชนิดจะติด
ฉลากท่ีปลาย 5' ดว้ยไบโอติน (biotinylated oligo) จึงสามารถแยกช้ินดีเอน็เอท่ีเกาะกบัโพรบได ้
เม่ือท าปฏิกิริยากบั streptavidin ท่ีเคลือบบน magnetic bead เม่ือไดดี้เอน็เอเป้าหมายแลว้ น ามาเพิ่ม
ปริมาณ และท าใหเ้ป็นสายคู่ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 4) น าดีเอน็เอท่ีผา่นกระบวนการ 
enrichment เพื่อคดัเลือกเฉพาะช้ินดีเอน็เอท่ีมีล าดบัเบสซ ้ าไปเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1000 bp. 

500 bp. 

 M  Sbr3                     M   USA                     M  NRM 

 1000 bp. 

500 bp. 

 1000 bp. 

500 bp. 
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ภาพที ่4  ดีเอน็เอท่ีไฮบริไดซ์กบัไบโอตินโอลิโกนิวคลีโอไทดโ์พรบ (GA)15, (CA)15 , (ACC)10 และ 
  (CCT)10หลงัจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
   [Sbr3 = สบู่ด าพนัธ์ุ FF20 Sbr3 (หมายเลข 14), NRM = สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (หมายเลข 8),  

USA = สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31) และ M: แถบดีเอน็เอมาตรฐาน] 

  
 2.2  การสร้างหอ้งสมุดจีโนม 
 

เช่ือมต่อดีเอน็เอเป้าหมายเขา้กบัพลาสมิด แลว้ถ่ายเขา้สู่เซลลแ์บคทีเรียดว้ยวธีิ 
ทรานสฟอร์เมชนั พบวา่ไดโ้คลนจากหอ้งสมุดจีโนมท่ีใช ้dinucleotide และ trinucleotide repeat 
เป็นโพรบ จ านวน 996 โคลน คดัเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอแทรกอยูด่ว้ยวธีิพีซีอาร์ ไดจ้  านวน  
906 โคลน คิดเป็น 90.96 เปอร์เซ็นต์ของโคลนท่ีสุ่มเลือกมาทั้งหมด ตรวจสอบการมีช้ินดีเอน็เอ 
ไมโครแซทเทลไลทใ์นแต่ละโคลน โดยน าผลผลิตพีซีอาร์ไปหยดลงบนเมมเบรนไนลอน 
เพื่อท า dot blot hybridization เลือกโคลนท่ีสามารถไฮบริไดซ์กบัโพรบท่ีเป็นชุดซ ้ าไดช้ดัเจนบน
แผน่ฟิลม์ทั้งหมด 108 โคลน คิดเป็น 11.92 เปอร์เซ็นต์ของโคลนท่ีน ามาท า dot blot hybridization  
จากนั้นน าโคลนท่ีใหผ้ลบวกจากการท า dot blot hybridization จ านวน 97 โคลน มาสกดัพลาสมิด
ใหบ้ริสุทธ์ิ และส่งหาล าดบัเบส สามารถน าล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ์มาจ าแนกเป็นกลุ่ม 
คือ dinucleotide repeat, trinucleotide repeat, imperfect repeat และ compound repeat   
และพฒันาไพรเมอร์ไดจ้  านวนทั้งส้ิน 38 คู่ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 2 และ 3) 

  
 
 
 
 

 M  Sbr3                     M   USA                     M  NRM 

 1000 bp. 

500 bp. 

 1000 bp. 

500 bp. 
 1000 bp. 

500 bp. 
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ตารางที ่2  จ านวนโคลนท่ีไดจ้ากการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทข์ั้นต่าง ๆ  
จากหอ้งสมุดจีโนม 

Sbr3 = สบู่ด าพนัธ์ุ FF20 Sbr3 (หมายเลข 14), NRM = สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (หมายเลข 8)  
และ USA = สบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31)   
 

เม่ือพิจารณาล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทช์นิดต่าง ๆ พบล าดบัเบสชนิด  
dinucleotide repeat มากท่ีสุ ด คิดเป็น 37.93 เปอร์เซ็นต์  รองลงมาเป็น trinucleotide repeat 
คิดเป็น 24.14 เปอร์เซ็นต ์ compound repeat คิดเป็น 29.33 เปอร์เซ็นต ์และ imperfect repeat  
คิดเป็น 8.60 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท่ี์พบมากท่ีสุดเป็น dinucleotide 
repeat ชนิด (GA)n คิดเป็น 32.76 เปอร์เซ็นต์ของล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท์ั้งหมด สอดคลอ้ง
กบัรายงานท่ีพบในอะโวกาโด (Ashworth et al., 2004) จากรายงานการส ารวจล าดบัเบส 
ไมโครแซทเทลไลทช์นิดต่าง ๆ พบวา่ พืชส่วนใหญ่มีล าดบัเบสซ ้ าเป็นชนิด (AT)n มากท่ีสุด
รองลงมาคือ (GA)n และ (CA)n ตามล าดบั (Wang et al., 1994; Lagercrantz et al., 1993; 
Morgante and Oliveiri, 1993) แต่งานวจิยัน้ีไม่ไดอ้อกแบบโอลิโก นิวคลีโอไทดโ์พรบชนิด (AT)n 
เน่ืองจาก (AT)n มกัจะเกิดการจบักนัเอง ล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท่ี์พบมากรองลงมาเป็น 
ชนิดซ ้ า (GGA)n โดยพบ 20.70 เปอร์เซ็นตข์องล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท์ั้งหมด และพบล าดบั
เบสไมโครแซทเทลไลทช์นิด compound repeat และ imperfect repeat ชนิดต่าง ๆ ในปริมาณ
ใกลเ้คียงกนัเป็นส่วนใหญ่ ยกเวน้ (GAA)n(GGA)n เป็น compound repeat ท่ีพบมากท่ีสุด ประมาณ 
12.09 เปอร์เซ็นตข์องล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลท์ทั้งหมด (ตารางท่ี 3) โดยสามารถจ าแนก 

ขั้นตอนการพฒันาเคร่ืองหมาย                                      
ไมโครแซทเทลไลท์ 

ตวัอย่างของสบู่ด าทีใ่ช้ 
รวมทั้งหมด 

Sbr3 USA NRM 
1. จ านวนโคลนท่ีไดจ้ากการ 

ทรานสฟอร์เมชนั 
602 78 316 996 

2. จ านวนโคลนท่ีคดัเลือกไดจ้ากการ
ตรวจสอบดว้ยวธีิพีซีอาร์ 

516 78 312 
906 

(90.96 เปอร์เซ็นต)์ 
3. จ านวนโคลนท่ีใหผ้ลบวกจากการ

ตรวจสอบดว้ยวธีิ  
dot blot hybridization 

48 12 48 
108 

(11.92 เปอร์เซ็นต)์ 

4. จ านวนโคลนท่ีส่งหาล าดบัเบส 37 12 48 
97 

(9.73 เปอร์เซ็นต)์ 

5. จ านวนไพรเมอร์ท่ีออกแบบได ้ 14 4 20 38 
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ล าดบัเบสในโคลนต่าง ๆ ออกไดเ้ป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ (1) ล าดบัเบสซ ้ าท่ีมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรก
สมบูรณ์ และมีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทอ์ยูบ่ริเวณตรงกลาง (2) ล าดบัเบสท่ีมีช้ินดีเอน็เอ
สอดแทรกสมบูรณ์ และมีล าดบัเบสซ ้ าแบบไมโครแซทเทลไลท์อยูบ่ริเวณส่วนตน้ หรือ ส่วนปลาย 
ท าใหไ้ม่สามารถออกแบบไพรเมอร์ได ้(3) ล าดบัเบสท่ีมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรกสมบูรณ์ แต่ไม่มี
ล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ์และ (4) ล าดบัเบสไม่สมบูรณ์โดยมีความบกพร่องจากการอ่าน
ล าดบัเบส 

 
จากล าดบัเบสท่ีได ้พบวา่มีเฉพาะล าดบัเบสกลุ่มท่ี 1 เท่านั้น ท่ีสามารถน ามาออกแบบ 

ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะได ้ ส าหรับล าดบัเบสกลุ่มท่ี 2 น ามาออกแบบไพรเมอร์ไม่ได ้เน่ืองจากล าดบัเบส
ท่ีขนาบขา้งล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทบ์ริเวณ 5' หรือ 3' มีขนาดสั้นเกินไป ทั้งน้ี 
อาจเน่ืองจากเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีน ามาใชไ้ม่เหมาะสม โดยพบวา่ล าดบัเบสบริเวณขนาบขา้งของ
ไมโครแซทเทลไลทจ์ านวนมาก เป็นบริเวณท่ีมีเบส A และ T เป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ (AT rich) 
และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ MseI มีบริเวณจดจ าเป็น 5' T TAA 3'  จึงท าใหบ้ริเวณท่ีขนาบขา้งของ 
ไมโครแซทเทลไลทถู์กตดัออกไป Hamilton et al. (1999) แกปั้ญหาน้ีไดโ้ดยการตดัดีเอน็เอดว้ย
เอนไซมต์ดัจ าเพาะหลายชนิด เพื่อเพิ่มโอกาสใหไ้ดล้  าดบัเบสท่ียาวข้ึน ส่วนล าดบัเบสกลุ่มท่ี 3  
ซ่ึงไม่มีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ์ แต่ก็พบวา่มีล าดบัเบสบางส่วนท่ีมีลกัษณะคลา้ยคลึงกบั
ล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ์จึงอาจท าใหโ้พรบเขา้จบัคู่ผดิได ้ส าหรับล าดบัเบสกลุ่มท่ี 4 
พบวา่มีล าดบัเบสไม่สมบูรณ์ ซ่ึงอาจเกิดจากการปนเป้ือนของพลาสมิดมากกวา่ 1 ชนิด ท าให้ 
เคร่ืองหาล าดบัเบสไม่สามารถอ่านผลได ้นอกจากน้ียงัพบล าดบัเบสท่ีซ ้ ากบักลุ่มท่ี 1 และ 2  
รวมทั้งยงัพบโคลนท่ีมี 2 ล าดบัเบสอยูร่วมกนั ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากในขั้นตอนแรกของการพฒันา
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์คือ การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ และเช่ือมต่อกบั adaptor  
อาจแกไ้ดโ้ดยการตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะสองชนิดก่อนการเช่ือมต่อกบั  adaptor ท่ีจ  าเพาะ
กบัเอนไซมต์ดัจ าเพาะนั้น หรือ ใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะชนิดเดียว แต่อาจตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ และเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอท่ีตดักบั adaptor ในขั้นตอนเดียวกนั เป็นตน้ (สุรินทร์, 2552) 
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ตารางที ่3  ล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลทช์นิดต่าง ๆ ท่ีพบในการพฒันาเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท ์

 

ชนิดของไมโครแซทเทลไลท์ จ านวนโคลนทีไ่ด้ 
เปอร์เซ็นต์ 

(โดยประมาณ) 
Dinucleotide repeat (37.93 %) 
(GA)n  
 (CA)n   
Trinucleotide repeat (24.14 %) 
(GGA)n  
(TCC)n  
(CAA) n 
Imperfect repeat (8.60 %) 
(GA) n AA (GA) n 
(GA) n GG (GA) n 
(CAA) n CAG (CAA) n 
(GGA) n GTA (GGA) n 

(GGA) n TGA (GGA) n 

Compound repeat (29.33 %) 
 (GT)n(GA)n 
(GGA)n (GA) n 
(GAA)n(GGA)n 
(GGA)n (GAG) n 
(GAA)n(GGA)n (GA) n 
(GGA)n (GGT) n(GGA)n 
(GAA)n(GGA)n(GGT)n(GGA)n(GAA)n 
(GA)nGT(GA)n(GGA)nGA (GGA)n 
(GAA)n GA (GGA)n AGA (GGA)n 

 

  
19                                  
3 
 

12 
1 
1 

 
1 
1 
1 
1 
1 

 
1 
2 
7 
1 
1 
2 
1 
1 
1 

 
32.76 
5.17 

 
20.70 
1.72 
1.72 

 
1.72 
1.72 
1.72 
1.72 
1.72 

 
1.72 
3.46 
12.09 
1.72 
1.72 
3.46 
1.72 
1.72 
1.72 

รวม 58 100 
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น าล าดบัเบสท่ีมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรกสมบูรณ์ โดยมีล าดบัเบสแบบ 
ไมโครแซทเทลไลทอ์ยูต่รงกลางมาวเิคราะห์ เพื่อออกแบบไพรเมอร์ โดยแต่ละล าดบัเบสจะ
ออกแบบไพรเมอร์ 2 สาย คือ สาย forward primer (F) และสาย reverse primer (R) โดยใหค้ร่อม
ส่วนไมโครแซทเทลไลท ์ไพรเมอร์ท่ีออกแบบควรมีความยาวประมาณ 18-30 เบส และตอ้งไม่มี
ล าดบัเบสท่ีเขา้คู่กนัเอง มีค่าอุณหภูมิหลอมตวั (Tm, melting temperature) ใกลเ้คียงกนั ซ่ึงค านวณค่า
โดยประมาณไดจ้ากสูตร Tm (องศาเซลเซียส) = 2(A+T)+4(G+C) โดย A,T C และ G คือ จ านวนเบส
แต่ละชนิดท่ีมีในไพรเมอร์นั้น และมีขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ประมาณ 100-350 คู่เบส  
(สุรินทร์, 2545) 
 

จากการวเิคราะห์ล าดบัเบส เพื่อออกแบบไพรเมอร์ พบวา่ไม่มีล าดบัเบสใดท่ีซ ้ ากนัเลย  
โดยสามารถออกแบบไพรเมอร์จากหอ้งสมุดจีโนม จ านวน 37 โคลน น าไปพฒันาไพรเมอร์จ าเพาะ
ไดท้ั้งหมด 38 คู่ไพรเมอร์ โคลนละอยา่งนอ้ย 1 คู่ไพรเมอร์ โดยอาศยัหลกัการออกแบบไพรเมอร์
ทัว่ไป  และโปรแกรมคอมพิวเตอร์ fastPCR นอกจากน้ียงัพบล าดบัเบสจ านวนมากไม่สามารถ
น ามาใชอ้อกแบบไพรเมอร์ได ้เน่ืองจากส่วนไมโครแซทเทลไลทอ์ยูท่ี่ปลายของช้ินดีเอน็เอ หรือ
ล าดบัเบสท่ีอยูข่า้งเคียงไม่เหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ จากนั้นน าไพรเมอร์ท่ีออกแบบ
ทั้งหมด มาทดสอบกบัจีโนมิกดีเอน็เอของสบู่ด าจ านวน 2 ตวัอยา่ง ดว้ยวธีิพีซีอาร์ เพื่อเพิ่มปริมาณ
ส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลทดี์เอน็เอ และพบวา่ไพรเมอร์หลายคู่เพิ่มปริมาณดีเอน็เอจากตวัอยา่ง 
มีลกัษณะผลแบบสุ่ม เกิดแถบดีเอน็เอจ านวนมาก ไพรเมอร์บางคู่ไม่ใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ ตามขนาด 
ท่ีคาดหมาย จึงตอ้งปรับสภาวะของการท าพีซีอาร์ โดยการปรับอุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้น annealing และ
ปรับความเขม้ขน้ของ MgCl2 เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตพีซีอาร์ท่ีจ  าเพาะ นอกจากน้ี ยงัพบวา่ไพรเมอร์
จ านวนมากไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในต าแหน่งท่ีตอ้งการ หรือ ใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนมาก 
อาจเน่ืองจากสภาวะในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ไม่เหมาะสม หรือ ไพรเมอร์ท่ีออกแบบไม่มี
ความจ าเพาะเจาะจงกบัต าแหน่งท่ีตอ้งการ 

 
 2.3  การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอโดยใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์

 
คดัเลือกไพรเมอร์ 18 คู่ (ตารางท่ี 4) ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอชดัเจนจากไพรเมอร์ทั้งหมดท่ี

พฒันา 38 คู่ มาตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอของสบู่ด าทั้ง 125 ตวัอยา่ง เป็นตวัอยา่งสบู่ด าท่ีรวบรวม
จากในประเทศไทย ไดแ้ก่ จงัหวดักาฬสินธ์ุ  มุกดาหาร  สุรินทร์  อ านาจเจริญ  นครศรีธรรมราช  
พทัลุง  อุบลราชธานี  นครราชสีมา  ร้อยเอด็  ปัตตานี  เพชรบุรี  จนัทบุรี  สุพรรณบุรี  แพร่  ล าปาง  
สตูล  ขอนแก่น  ปทุมธานี  ระยอง  ชยันาท  พะเยา  ประจวบคีรีขนัธ์  เชียงใหม่  นครปฐม  อุทยัธานี 
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ปราจีนบุรี  หนองคาย  พิษณุโลก  กาญจนบุรี  กรุงเทพฯ  เพชรบูรณ์  ยโสธร  บุรีรัมย์   ศรีสะเกษ  
อุตรดิตถ์  น่าน  ตาก  ชุมพร  สุราษฎรธานี  ตรัง  กระบ่ี และนครสวรรค ์ตวัอยา่งท่ีรวบรวมจาก
ต่างประเทศ จ านวน 10 ประเทศ ไดแ้ก่ ประเทศอินเดีย  สหรัฐอเมริกา  สาธารณรัฐประชาธิปไตย
ประชาชนลาว  ศรีลงักา  สาธารณรัฐประชาชนจีน  เขมร  พม่า  อินโ ดนีเซีย  เปรู  และเมก็ซิโก  
โดยมี outgroup เป็นสบู่แดง และมะเยาหิน คู่ไพรเมอร์ส่วนใหญ่ใหแ้ถบดีเอน็เอเพียง หน่ึง 
แอลลีลต่อต าแหน่ง  หรือ ต่อคู่ไพรเมอร์ และมีรูปแบบเดียว (monomorphism) ในสบู่ด าทุกตวัอยา่ง 
ยกเวน้ไพรเมอร์ 5 คู่ คือ JC Sbr3_37, JC USA_12*, JC NRM_20*, JC NMR_147* และ  
JC NRM_221* ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดต่างกนัโดยมีจ านวนแอลลีล 2 แอลลีล ต่อต าแหน่ง 
ระหวา่งตวัอยา่งสบู่ด า (*ไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดต่างกนั โดยมีจ านวนแอลลีล 2  
แอลลีล ต่อต าแหน่ง หรือ ต่อคู่ไพรเมอร์ แต่ละต าแหน่งพบแอลลีลหน่ึงในกลุ่มตวัอยา่งท่ีมีพิษ 
จากประเทศไทย และต่างประเทศ  และอีกแอลลีลพบในกลุ่มตวัอยา่งไม่มีพิษจากประเทศเมก็ซิโก
เท่านั้น) (ภาพท่ี 5 A และ B) โดยความเป็นพิษประเมินจากปริมาณสาร phorbol ester ในเมล็ด  
ถา้มีปริมาณสารมากกวา่ 0.01 เปอร์เซ็นต์  จดัเป็นพวกมีพิษ ถา้มีปริ มาณสารนอ้ยกวา่  0.01 
เปอ ร์เซ็นต์  จดัเป็นพวกมีพิษนอ้ย  หรือ  ไม่ มีพิษ สาร phorbol ester เป็นสารท่ีท าใหเ้กิดความ
ระคายเคือง เป็นสารเพิ่มฤทธ์ิของสารก่อมะเร็ง (ประโยชน์, 2549) ผลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่  สบู่ด า  
มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า ซ่ึงไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ ท่ีใหค้วาม แตกต่างระหวา่งตวัอยา่ง 
กลุ่มมีพิษ และไม่มีพิษ อาจใชเ้ป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอบ่งช้ีสบู่ด าพนัธ์ุมีพิษ และพนัธ์ุไม่มีพิษได ้  
ซ่ึงจะตอ้งตรวจสอบกบั สบู่ด าพนัธ์ุทั้งมีพิษ  และไม่มีพิษตวัอยา่งอ่ืน เพิ่มข้ึน  และวเิคราะห์วา่
เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 4 ต าแหน่งเก่ียวขอ้งกบัความเป็นพิษอยา่งไร    

 
น าผลการตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอของสบู่ด าทั้งหมด 125 ตวัอยา่ง ดว้ยไพรเมอร์ทั้ง 

5 คู่ มาวเิคราะห์ค่า PICs (Polymorphic Information Contents) พบค่า PICs มีค่าอยูใ่นช่วง 0.15-0.22 
โดยมีค่า PIC เฉล่ีย เท่ากบั 0.21 เม่ือค านวณค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม ตามวธีิของ Nei and Li 
(1978) พบค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม (genetic similarity) ตั้งแต่ 0.72-1.00 เม่ือน ามาวเิคราะห์
ความสัมพนัธ์ และสร้าง dendrogram โดยใชว้ธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS-pc 
เวอร์ชัน่ 2.20k สามารถจดักลุ่มตวัอยา่งท่ีศึกษาไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่ม
ตวัอยา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester สูง เป็นสบู่ด าท่ีพบโดยส่วนใหญ่
ประกอบดว้ย สบู่ด าพนัธ์ุจากต่างประเทศ เช่น ประเทศอินเดีย  สหรัฐอเมริกา  สาธารณรัฐ
ประชาธิปไตยประชาชนลาว  ศรีลงักา  สาธารณรัฐประชาชนจีน  เขมร  พม่า  อินโดนีเซีย  เปรู  
และจากจงัหวดัต่าง ๆ ในประเทศไทย  ไดแ้ก่ จงัหวดักาฬสินธ์ุ  มุกดาหาร  สุรินทร์  อ านาจเจริญ  
นครศรีธรรมราช  พทัลุง  อุบลราชธานี  นครราชสีมา  ร้อยเอด็  ปัตตานี   เพชรบุรี  จนัทบุรี  แพร่  
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ล าปาง  สตูล  ขอนแก่น  ปทุมธานี  ระยอง  ชยันาท  พะเยา ประจวบคีรีขนัธ์  เชียงใหม่  นครปฐม  
อุทยัธานี  ปราจีนบุรี  หนองคาย  พิษณุโลก  กาญจนบุรี  กรุงเทพฯ  เพชรบูรณ์  ยโสธร  บุรีรัมย ์  
ศรีสะเกษ  อุตรดิตถ์  น่าน  ตาก  ชุมพร  สุราษฎรธานี  ตรัง  กระบ่ี และนครสวรรค ์ และกลุ่มท่ี 2  
ประกอบดว้ย สบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่ากวา่ 0.01 เปอร์เซ็นต์ หรือ ไม่มีสารพิษ  
ซ่ึงเป็นสบู่ด าท่ีน าเขา้มาจากประเทศเมก็ซิโก เพื่อน ามาปรับปรุงพนัธ์ุ แบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยได ้ดงัน้ี  
กลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 ประกอบดว้ย สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์10 Krad, สบู่ด าพนัธ์ุพิชยั-พิเศษ, สบู่ด าพนัธ์ุ 
วชิาญ-พิชยั 1-2, สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต-์พิชยั 1-2, สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์1-4 และกลุ่มยอ่ยท่ี 2.2
ประกอบดว้ย สบู่ด าสุขสันตอู่์ทอง 1-6 (ภาพท่ี 6) 
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ตารางที ่4  ล าดบัเบสของไพรเมอร์ ชนิดของล าดบัเบสซ ้ าท่ีอยูใ่นระหวา่งคู่ไพรเมอร์ ขนาดผลผลิต
พีซีอาร์ และค่า Ta ของไพรเมอร์ทั้ง 18 คู่ (* ไพรเมอร์ท่ีใหค้วามแตกต่างระหวา่งสบู่ด า) 

 

No. คู่ไพรเมอร์ ล าดบัเบส (5'-3') ล าดบัเบสซ ้า 
ขนาด 
(คู่เบส) 

Ta 

(ºC) 
1. JC Sbr3_12 F: ACCACCTTTCAGAGCGGTAG 

(GGA)7 272 55 
R: TGACATTACCAAGTCCACGC 

2. JC Sbr3_17 
 

F: CGACCCATTTGATCAGTCCTA 
(GA)16 185 57 

R: CATGCATTGTGATCTTGTGGC  
3. JC Sbr3_34 

 
F: CTTTCATACAGAATGTCCAAC  

(GA)11 215 55 
R: TTCTAGACGTCACTTGTAATCC  

4. JC Sbr3_35 
 

F: CATCAGTGCCAATTTAGAAGT  
(GA)14 199 55 

R: CAGCCATCTTGAAGGTTAGC  
5. JC Sbr3_37* 

 
F: GGCTCGATTTGGTTGCTGT  

(GA)21 133 53 
R: CGATCACGTCACAGTCGAA 

6. JC Sbr3_61-1 
 

F: AACTGACCGTTGCGTTTCTC CAAAA  และ  
(GAA)10(GGA)4 

(GGT)2(GGA)3 (GAA)7 

230 55 
R: GATAATGACGATGGCAGCGA 

7. JC Sbr3_61-2 
 

F: TGGGTATGGATTTGATATTACC (GAA)10(GGA)4(GGT)2 

(GGA)3(GAA)7 
176 55 

R: GAGAAACGCAACGGTCAGTT 
8. JC Sbr3_69-1 

 
F: GAGGCTGTGTTCCACCTATG 

(GA)20 167 57 
R: TCAGGCAGATGTCTTCACATG 

9. JC Sbr3_86 F: GGACCTTGACGATGAGTCC 
(GAA)6(GGA)7 230 55 

R: CATAGCCATCCAATTAGGGGA 
10. JC USA_12* F: GTCTCCAAATGCAGATC 

(CAA)5CAG (CAA)7 208 55 
R: AGTAGCAGAAGCAGTAC 

11. JC USA_40 
 

F: AGCATGCAACACAGAAGCAG 
(GA)14 240 57 

R: CCCAAATCTCATTCCCTCTC 
12. JC NRM_17 

 
F: GATTGGTGCTGTTGTGAAGG (GGA)3TGA(GGA)7 

TGA(GGA)7 
313 59 

R: TAAGACTGCTGGATAGTCTAC  
13. JC NRM_20* F: CCACTCTCCTACAATCATCCAC  

(GAA)4(GGA)12 271 59 
R: GTCGGTATACTACCTCCCATTC   
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

No. คู่ไพรเมอร์ ล าดบัเบส (5'-3') ล าดบัเบสซ ้า 
ขนาด 
(คู่เบส) 

Ta 

(ºC) 
14 JC NRM_22 F: CTTCTTCCTAGCAGAGATG  

 (GA)23 153 55 
R: TGGTGTTTTAGATAGCACAC 

15 JC NRM_58 F: AGCCATCTTGAAGGTTAGC  
(GA)15 198 55 

R: CATCAGTGCCAATTTAGAAG   
16 JC NRM_85 F: TCGGAGGGTCCGCTAAGTCG  

(GA)8 323 57 
R: GACAGCCCAATGACAGACCTC  

17 JC NRM_147* 
 

F: CACAATTCTCCAGATGGCTCC (GAA)4 GA (GGA)2 
AGA(GGA)8 

205 57 
R: TGCAACCGCAATACACGACG                                                                            

18 JC NRM_221* 
 

F: TGACACAGCAAGTGCACAAC  
(GT)10(GA)22 234 55 

R: TCACTATCCCTACTGCAGCT 
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ภาพที ่5  ผลการตรวจสอบดีเอน็เอของสบู่ด าดว้ยคู่ไพรเมอร์ (A)  JC USA_12  และ  
   (B) JC NRM_20  (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน)  

[1 = สบู่ด าแอนนา 16, 2 = สบู่ด าแอนนา 20/1, 3 = สบู่ด าแอนนา 33/1, 4 = สบู่ด าแอนนา 34/8, 
5 = สบู่ด าแอนนา 78/9, 6 = สบู่ด าแอนนา 80/3, 7 = สบู่ด าแอนนา 27/4, 8 = สบู่ด านครราชสีมา 1,  
9 = สบู่ด าแอนนา 18/3, 10 = สบู่ด าแอนนา 83/5, 11 = สบู่ด าแอนนา 69/1, 12 = สบู่ด าแอนนา 6/8,   
13 = สบู่ด า FF25B-14, 14 = สบู่ด า FF20-Sbr-3, 15 = สบู่ด า E-L-23, 16 = สบู่ด าจนัทบุรี, 17 = สบู่ด า 
ด่านชา้ง สุพรรณบุรี, 18 = สบู่ด า 108-21-50, 19 = สบู่ด า 101-32-115, 20 = สบู่ด านครราชสีมา 2,  
21 = สบู่ด าสตูล-อินเดีย, 22 = สบู่ด า M 6 - F US/1, 23 = สบู่ด า M 54 -F 26/1, 24 = สบู่ด า JD,  
25 = สบู่ด ามุกดาหาร 10 Krad, 26 = สบู่ด าสุขสนัต ์10 Krad, 27 = สบู่ด า 300 Krad 1,  
28 = สบู่ด า 300 Krad 2, 29 = สบู่ด า 300 Krad 3, 30 = สบู่ด าสหรัฐ 8.45 Krad, 31 = สบู่ด า 
สหรัฐอเมริกา, 32 = สบู่ด าฮาวาย, 33 = สบู่ด าสุรินัม่ (Surinume), 34 = สบู่ด าอินเดีย 1, 35 = สบู่ด า 
อินเดีย 2, 36 = สบู่ด าอินเดีย 3 (Chennai), 37 = สบู่ด าอินเดีย 4, 38 = สบู่ด าอินเดีย 5 (ราชถาน),  
39 = สบู่ด าอินเดีย 6 (D1), 40 = สบู่ด าอินเดีย 7, 41 = สบู่ด าลาว, 42 = สบู่ด าศรีลงักา 1,  
43 = สบู่ด าศรีลงักา 2, 44 = สบู่ด าจีน, 45 = สบู่ด าจีน (แอนนา), 46 = สบู่ด าเขมร, 47 = สบู่ด าพม่า 1,  
48 = สบู่ด า พม่า 2, 49 = สบู่ด า อินโดนีเซีย, 50 = สบู่ด า พิชยั-พิเศษ, 51 = สบู่ด า สุขสนัต ์1,  
52 = สบู่ด า สุขสนัต ์2, 53 = สบู่ด า สุขสนัต ์3, 54 = สบู่ด า สุขสนัต ์4, 55 = สบู่ด า สุขสนัต ์5,  
56 = สบู่ด าสุขสนัต ์6, 57 = สบู่ด าพิษณุโลก, 58 = สบู่ด าสตูล, 59 = สบู่ด าขอนแก่น,  
60 = สบู่ด า ปทุมธานี, 61 = สบู่ด ามุกดาหาร, 62 = สบู่ด าระยอง, 63 = สบู่ด า ม.ก., 64 = สบู่ด าชยันาท,  
65 = สบู่ด าพะเยา, 66 = สบู่ด านครราชสีมา 3, 67 = สบู่ด านครราชสีมา 4, 68 = สบู่ด าประจวบคีรีขนัธ,์ 
69 = สบู่ด าใบด่าง, 70 = สบู่ด าแอนนา 21/7, 71 = สบู่ด า 4 เมลด็, 72 = สบู่ด าเชียงใหม่,  
73 = สบู่ด านครปฐม, 74 = สบู่ด าอินเดีย 8, 75 = สบู่ด าอินเดีย 9, 76 = สบู่ด าอุทยัธานี,  
77 = สบู่ด าปราจีนบุรี, 78 = สบู่ด าหนองคาย, 79 = สบู่ด าล าปาง, 80 = สบู่ด ากาญจนบุรี,  
81 = สบู่ด า เพชรบูรณ์, 82 = สบู่ด าแอนนา 14/5, 83 = สบู่ด าแอนนา 24/2, 84 = สบู่ด าแอนนา 31/2,  
85 = สบู่ด า แอนนา 36/2, 86 = สบู่ด าแอนนา 49, 87 = สบู่ด าแอนนา 52, 88 = สบู่ด าแอนนา 67,  
89 = สบู่ด าแอนนา 74/1, 90 = สบู่ด า แอนนา 75/8, 91 = สบู่ด า แอนนา 86/2, 92 = สบู่ด า แอนนา 87/1,  
93 = สบู่ด านครสวรรค,์ 94 = สบู่ด าทองสุพรรณ, 95 = สบู่ด า 19-19-109, 96 = สบู่ด า 72-19-8,  
97 = สบู่ด า 1-32-8, 98 = สบู่ด า 84-10-53, 99 = สบู่ด า 34-14-30, 100 = สบู่ด า 107-10-57,  
101 = สบู่ด า 95-32-107, 102 = สบู่ด า 4-18-36, 103 = สบู่ด าหวัหิน, 104 = สบู่ด านครราชสีมา 5,  
105 = สบู่ด าพม่า 3, 106 = สบู่ด าพม่า 4, 107 = สบู่ด าพม่า 5, 108 = สบู่ด าพม่า 6, 109 = สบู่ด า  
M 6 - F US/2, 110 = สบู่ด า M 54 – F 26/2, 111 = สบู่ด า JA, 112 = สบู่ด า JB, 113 = สบู่ด า JC,  
114 = สบู่ด า JE, 115 = สบู่แดง, 116 = มะเยาหิน, 117 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 1, 118 = สบู่ด า  
สุขสนัต-์พิชยั 1, 119 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 1, 120 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 3, 121 = สบู่ด าผลรี,  
122 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 2, 123 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 2, 124 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 2,  
125 = สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4, 126 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 5 และ 127 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 6] 
 

60 59 



 

61 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(A) 
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ภาพที ่6  ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งของสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง สร้างโดยอาศยัขอ้มูลจาก
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ โดยใชว้ธีิ UPGMA ในโปรแกรม NTSYS-pc  
เวอร์ชัน่ 2.20k   
[1 = สบู่ด าแอนนา 16, 2 = สบู่ด าแอนนา 20/1, 3 = สบู่ด าแอนนา 33/1, 4 = สบู่ด าแอนนา 34/8, 
5 = สบู่ด าแอนนา 78/9, 6 = สบู่ด าแอนนา 80/3, 7 = สบู่ด าแอนนา 27/4, 8 = สบู่ด านครราชสีมา 1,  
9 = สบู่ด าแอนนา 18/3, 10 = สบู่ด าแอนนา 83/5, 11 = สบู่ด าแอนนา 69/1, 12 = สบู่ด าแอนนา 6/8,   
13 = สบู่ด า FF25B-14, 14 = สบู่ด า FF20-Sbr-3, 15 = สบู่ด า E-L-23, 16 = สบู่ด าจนัทบุรี, 17 = สบู่ด า 
ด่านชา้ง สุพรรณบุรี, 18 = สบู่ด า 108-21-50, 19 = สบู่ด า 101-32-115, 20 = สบู่ด านครราชสีมา 2,  
21 = สบู่ด าสตูล-อินเดีย, 22 = สบู่ด า M 6 - F US/1, 23 = สบู่ด า M 54 -F 26/1, 24 = สบู่ด า JD,  
25 = สบู่ด ามุกดาหาร 10 Krad, 26 = สบู่ด าสุขสนัต ์10 Krad, 27 = สบู่ด า 300 Krad 1,  
28 = สบู่ด า 300 Krad 2, 29 = สบู่ด า 300 Krad 3, 30 = สบู่ด าสหรัฐ 8.45 Krad, 31 = สบู่ด า 
สหรัฐอเมริกา, 32 = สบู่ด าฮาวาย, 33 = สบู่ด าสุรินัม่ (Surinume), 34 = สบู่ด าอินเดีย 1, 35 = สบู่ด า 
อินเดีย 2, 36 = สบู่ด าอินเดีย 3 (Chennai), 37 = สบู่ด าอินเดีย 4, 38 = สบู่ด าอินเดีย 5 (ราชถาน),  
39 = สบู่ด าอินเดีย 6 (D1), 40 = สบู่ด าอินเดีย 7, 41 = สบู่ด าลาว, 42 = สบู่ด าศรีลงักา 1,  
43 = สบู่ด าศรีลงักา 2, 44 = สบู่ด าจีน, 45 = สบู่ด าจีน (แอนนา), 46 = สบู่ด าเขมร, 47 = สบู่ด าพม่า 1,  
48 = สบู่ด า พม่า 2, 49 = สบู่ด า อินโดนีเซีย, 50 = สบู่ด า พิชยั-พิเศษ, 51 = สบู่ด า สุขสนัต ์1,  
52 = สบู่ด า สุขสนัต ์2, 53 = สบู่ด า สุขสนัต ์3, 54 = สบู่ด า สุขสนัต ์4, 55 = สบู่ด า สุขสนัต ์5,  
56 = สบู่ด าสุขสนัต ์6, 57 = สบู่ด าพิษณุโลก, 58 = สบู่ด าสตูล, 59 = สบู่ด าขอนแก่น,  
60 = สบู่ด า ปทุมธานี, 61 = สบู่ด ามุกดาหาร, 62 = สบู่ด าระยอง, 63 = สบู่ด า ม.ก., 64 = สบู่ด าชยันาท,  
65 = สบู่ด าพะเยา, 66 = สบู่ด านครราชสีมา 3, 67 = สบู่ด านครราชสีมา 4, 68 = สบู่ด าประจวบคีรีขนัธ์, 
69 = สบู่ด าใบด่าง, 70 = สบู่ด าแอนนา 21/7, 71 = สบู่ด า 4 เมลด็, 72 = สบู่ด าเชียงใหม่,  
73 = สบู่ด านครปฐม, 74 = สบู่ด าอินเดีย 8, 75 = สบู่ด าอินเดีย 9, 76 = สบู่ด าอุทยัธานี,  
77 = สบู่ด าปราจีนบุรี, 78 = สบู่ด าหนองคาย, 79 = สบู่ด าล าปาง, 80 = สบู่ด ากาญจนบุรี,  
81 = สบู่ด า เพชรบูรณ์, 82 = สบู่ด าแอนนา 14/5, 83 = สบู่ด าแอนนา 24/2, 84 = สบู่ด าแอนนา 31/2,  
85 = สบู่ด า แอนนา 36/2, 86 = สบู่ด าแอนนา 49, 87 = สบู่ด าแอนนา 52, 88 = สบู่ด าแอนนา 67,  
89 = สบู่ด าแอนนา 74/1, 90 = สบู่ด า แอนนา 75/8, 91 = สบู่ด า แอนนา 86/2, 92 = สบู่ด า แอนนา 87/1,  
93 = สบู่ด านครสวรรค,์ 94 = สบู่ด าทองสุพรรณ, 95 = สบู่ด า 19-19-109, 96 = สบู่ด า 72-19-8,  
97 = สบู่ด า 1-32-8, 98 = สบู่ด า 84-10-53, 99 = สบู่ด า 34-14-30, 100 = สบู่ด า 107-10-57,  
101 = สบู่ด า 95-32-107, 102 = สบู่ด า 4-18-36, 103 = สบู่ด าหวัหิน, 104 = สบู่ด านครราชสีมา 5,  
105 = สบู่ด าพม่า 3, 106 = สบู่ด าพม่า 4, 107 = สบู่ด าพม่า 5, 108 = สบู่ด าพม่า 6, 109 = สบู่ด า  
M 6 - F US/2, 110 = สบู่ด า M 54 – F 26/2, 111 = สบู่ด า JA, 112 = สบู่ด า JB, 113 = สบู่ด า JC,  
114 = สบู่ด า JE, 115 = สบู่แดง, 116 = มะเยาหิน, 117 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 1, 118 = สบู่ด า  
สุขสนัต-์พิชยั 1, 119 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 1, 120 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 3, 121 = สบู่ด าผลรี,  
122 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 2, 123 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 2, 124 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 2,  
125 = สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4, 126 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 5 และ 127 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 6]
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กลุ่มที ่1 

 

กลุ่มย่อยที่ 2.1 สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต์ 10 Krad,  
สบู่ด าพนัธ์ุพชัิย-พเิศษ, สบู่ด าพนัธ์ุวชิาญ-พชัิย 1-2,             
สบู่ด าพนัธ์สุขสันต์-พชัิย 1-2 และสบู่ด าพนัธ์สุขสันต์ 1-4  

  กลุ่มย่อยที่ 2.2 สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต์อู่ทอง 1-6 

 

 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.2 

กลุ่มที ่2 



 

64 

3.   การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด าด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
 
 จากการทดสอบไอเอสเอสอาร์ไพรเมอร์จ านวน 16 ชนิด กบัสบู่ด า 2 ตวัอยา่ง ซ่ึงเป็น 
สบู่ด าจากในประเทศ และต่างประเทศ คือ สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 หมายเลข 8 และสบู่ด าพนัธ์ุ
สหรัฐอเมริกา หมายเลข 31 ท่ีใชต้รวจสอบเบ้ืองตน้ และเลือกไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนมาก 
และชดัเจน จ านวน 8 ชนิด (ภาพท่ี 7) น าไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไว ้มาสร้างลายพิมพดี์เอน็เอในตวัอยา่ง
สบู่ด า 67 ตวัอยา่ง พบไพรเมอร์ 7 ชนิดท่ีใหค้วามแตกต่างระหวา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีพิษ และไม่มีพิษได ้ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่7  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ 16 ชนิดกบัสบู่ด า 2 ตวัอยา่ง

คือ สบู่ด าพนัธ์ุนครราชสีมา 1 (หมายเลข 8) และสบู่ด าพนัธ์ุสหรัฐอเมริกา (หมายเลข 31)  
  1.  (TC)8RT 2.  (AC)8YG* 3.  (CA)8G* 4.  (CA)8A 
  5.  HVH(CT)7* 6.  (CT)8G** 7.  (GA)8C* 8.  (AC)8G* 
  9.  (TC)8G 10. (GT)9A 11.  (AG)8G 12.  (AGC)5 
  13.(AG)8T* 14. (ATG)5* 15. (CAA)5 16. (GATA)4  

 หมายเหตุ *  ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก โดยใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนมาก ชดัเจน และให ้
ความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุท่ีมีพิษ และไม่มีพิษ 

       ** ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก โดยใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนมาก และชดัเจน แต่ไม่ให้
ความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุท่ีมีพิษ และไม่มีพิษ 
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 จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเขม้ชดัเจน และเขม้ปานกลางของแต่ละไพรเมอร์ พบอยูร่ะหวา่ง  
7-19 แถบ (ตารางท่ี 5) ลายพิมพดี์เอน็เอจากการใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 8 ชนิด กบัตวัอยา่งสบู่ด า                    
67 ตวัอยา่ง ใหแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมด 96 แถบ เฉล่ีย 12 แถบต่อชนิดของไพรเมอร์ เป็นแถบดีเอน็เอ  
ท่ีใหค้วามแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งสบู่ด า (polymorphic bands) จ านวน 16 แถบ และแถบดีเอน็เอ 
ท่ีไม่ใหค้วามแตกต่าง (monomorphic bands) จ านวน 80 แถบ โดยไพรเมอร์ (AC)8YG ใหจ้ านวน
แถบดีเอน็เอมากท่ีสุด คือ 19 แถบ และไพรเมอร์ (CA)8G ใหแ้ถบดีเอน็เอนอ้ยท่ีสุดคือ 7 แถบ  
ขนาดดีเอน็เอท่ีพบอยูใ่นช่วง ประมาณ 0.3- 2.5 กิโลเบส (ภาพท่ี 8 และ 9) ค่า PICs ของแถบดีเอน็เอ
ทั้ง 96 แถบ มีค่าอยูใ่นช่วง 0.00-0.36 โดยมีค่า PICs เฉล่ีย เท่ากบั 0.06 เม่ือค านวณค่าความคลา้ยคลึง
ทางพนัธุกรรมตามวธีิของ Nei and Li (1978) พบค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม มีค่า 0.91-1.00 
โดยเม่ือวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ และสร้าง dendrogram โดยวธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k สามารถจ าแนกตวัอยา่งท่ีศึกษาไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ (ภาพท่ี 10 B) 
ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มตวัอยา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester สูง จดัเป็นสบู่ด าท่ีพบ
ส่วนใหญ่ และกลุ่มท่ี 2 ประกอบไปดว้ย กลุ่มสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ 
ไม่มีสารพิษ phorbol ester ประกอบดว้ย สบู่ด าท่ีน าเขา้มาจากประเทศเมก็ซิโก เพื่อน ามาปรับปรุง
พนัธ์ุ ไดแ้ก่ สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์10 Krad, สบู่ด าพนัธ์ุพิชยั-พิเศษ, สบู่ด าพนัธ์ุวชิาญ-พิชยั 1-2,   
สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต-์พิชยั 1-2, สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์1-4 และสบู่ด าพนัธ์ุสุขสันตอู่์ทอง 1-6  
 

ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Basha and Sujatha (2007) สามารถจ าแนกสบู่ด าจาก
ประเทศอินเดีย และเมก็ซิโก โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล ISSR จ านวน 100 ชนิด ในการเพิ่มปริมาณ
ดีเอน็เอโดยเทคนิคพีซีอาร์ แต่พบเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์เพียง 29 ชนิด ท่ีใหค้วามแตกต่าง
ระหวา่งตวัอยา่งสบู่ด า มีค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.573-0.970 แต่อยา่งไรก็ตาม 
การจ าแนกพนัธ์ุสบู่ด าทั้ง 67 ตวัอยา่ง โดยใชล้ายพิมพดี์เอน็เอจากเคร่ืองหมายโมเลกุล 
ไอเอสเอสอาร์ ในการทดลองคร้ังน้ี ยงัไม่สามารถแบ่งกลุ่มสบู่ด าตามชนิดพนัธ์ุไดอ้ยา่งชดัเจน  
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากจ านวนไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ท่ีใชใ้นการวเิคราะห์การจดักลุ่มยงัมี 
จ านวนนอ้ย  
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ตารางที ่5  จ านวนแถบดีเอน็เอท่ีพบในสบู่ด าจากไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์แต่ละชนิด และจ านวน
แถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่าง                            

 

ชนิดไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ * 
จ านวนแถบ                
ดเีอน็เอ 

ทีพ่บทั้งหมด 

จ านวน 
polymorphic 

band 

% polymorphic 
band 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(AC)8YG 19 3 15.78 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(CA)8G 7 2 28.57 

di-nucleotide,  
5´-anchor primer 

HVH(CT)7 14 3 21.42 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(CT)8G 8 - - 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(GA)8C 12 3 25.00 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(AC)8G 11 2 18.18 

di-nucleotide,  
3´-anchor primer 

(AG)8T 11 2 18.18 

nonanchored 
primer 

(ATG)5 14 1 7.14 

รวม  96 16  

* Y = C หรือ T, H = A, C หรือ T และ V = A, C หรือ G 
 

 เลือกขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอของสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง ท่ีใชท้ั้งเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์  
และไอเอสเอสอาร์ น ามาวเิคราะห์ค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมร่วมกนั ตามวธีิของ Nei and Li 
(1978) พบค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม มีค่าตั้งแต่ 0.88-1.00 เม่ือวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ และ
สร้าง dendrogram โดยใชว้ธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k
สามารถจดักลุ่มตวัอยา่งท่ีศึกษาไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ (ภาพท่ี 10 C) พบวา่มีการจดักลุ่มเหมือนกบั
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ (ภาพท่ี 10 A) คือ กลุ่มท่ี 1 เป็นตวัอยา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณ
สารพิษ  phorbol ester สูง และกลุ่มท่ี 2 เป็นตวัอยา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีน าเขา้มาจากประเทศเมก็ซิโก 
ท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ซ่ึงแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ย ดงัน้ี   
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กลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 ประกอบดว้ย สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์10 Krad, สบู่ด าพนัธ์ุพิชยั-พิเศษ, สบู่ด าพนัธ์ุวชิาญ
พิชยั 1-2, สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต-์พิชยั 1-2 และสบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์1-4  และกลุ่มยอ่ยท่ี 2.2 คือ สบู่ด า
พนัธ์ุสุขสันตอู่์ทอง 1-6   
 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในสบู่ด า 67 ตวัอยา่งโดยใช้
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ พบวา่สามารถแบ่งกลุ่มสบู่ด าออกเป็นสองกลุ่ม
ดว้ยกนั แต่เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ ไม่สามารถจ าแนกภายในกลุ่มสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ 
phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ได ้ส่วนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์สามารถ
จ าแนกสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ออกเป็น
สองกลุ่มยอ่ยได ้ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ท่ีใชใ้นงานวจิยัน้ี ส่วนใหญ่เป็นล าดบัเบส 2 ซ ้ า และ 
มีการเพิ่มเบสเขา้ท่ีปลาย 3´ (di-nucleotide, 3´-anchor primer) ดงันั้นความแปรผนัของแถบดีเอน็เอ 
ท่ีพบจะเกิดจากล าดบัเบสท่ีอยูร่ะหวา่งไพรเมอร์ชุดซ ้ าเท่านั้น เม่ือเปรียบเทียบกบัเคร่ืองหมาย  
ไอเอสเอสอาร์ท่ีใชไ้พรเมอร์ท่ีเป็นล าดบัเบสซ ้ าท่ีมีการเพิ่มเบสเขา้ท่ีปลาย 5´ (5´-anchor primer) 
ความแปรผนัของแถบดีเอน็เอท่ีพบจะเกิดจากล าดบัเบสท่ีอยูร่ะหวา่งไพรเมอร์ชุดซ ้ า และจ านวนชุด
ของล าดบัเบสซ ้ า ซ่ึงใหค้วามแปรผนัของแถบดีเอน็เอมากกวา่ โดยทัว่ไปเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท ์เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีมีความหลากหลายสูงในส่ิงมีชีวติ ซ่ึงมีสาเหตุจาก
การขาดหายไปของล าดบัเบสซ ้ า หรือ การเพิ่มข้ึนของล าดบัเบสซ ้ าแบบไมโครแซทเทลไลท์  
ท่ีเกิดจากกลไกต่าง ๆ ซ่ึงถือวา่มีอตัรากลายสูงกวา่ล าดบัเบสบริเวณอ่ืน ๆ  จึงสามารถจ าแนกภายใน
สบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ได ้ ดงันั้น 
ในการใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ จึงควรเพิ่มจ านวนไพรเมอร์ท่ีเป็นล าดบัเบสซ ้ าท่ีมีการเพิ่มเบส
เขา้ท่ีปลาย 5´ ในการศึกษาใหม้ากข้ึน เป็นการเพิ่มโอกาสของการพบความหลากหลายระหวา่ง
ตวัอยา่งใหสู้งข้ึน  
 
 นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบกบังานวจิยัของ ศิริศกัด์ิ (2550) ท่ีศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอใน 
สบู่ด า 134 ตวัอยา่ง โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี จ านวน 10 คู่ไพรเมอร์ พบวา่  
สามารถจดักลุ่มสบู่ด าในประเทศไทย และจากต่างประเทศ เป็น 8 กลุ่มยอ่ย ค่าความคลา้ยคลึง 
ทางพนัธุกรรมอยูร่ะหวา่ง 0.94-1.00 ซ่ึงสามารถจดักลุ่มทางพนัธุกรรมของสบู่ด าไดม้ากกวา่
เคร่ืองหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ เน่ืองจากเคร่ืองหมายโมเลกุล 
เอเอฟแอลพี ท าใหเ้กิดแถบดีเอน็เอปริมาณมาก ซ่ึงเกิดจากต าแหน่งของการตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI ท่ีมีต าแหน่งจดจ า 6 คู่เบส และ MseI ซ่ึงมีต าแหน่งจดจ า 4 คู่เบส  
จากความเหมาะสมของต าแหน่งการตดัดีเอน็เอของคู่เอนไซมท์ั้ง  2 ซ่ึงจะกระจายไดท้ัว่ทั้งจีโนม 
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(genome) และมีจ านวนจุดตดัมากมาย ท าใหไ้ดข้อ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอส าหรับการวเิคราะห์ผล
จ านวนมาก ดงันั้นในเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ จึงควรเพิ่มจ านวน 
ไพรเมอร์ในการศึกษา เพื่อใหค้รอบคลุมต าแหน่งต่าง ๆ ในจีโนมของสบู่ด าใหม้ากข้ึน 
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ภาพที ่8  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์  (AC)8YG สบู่ด า  
   67 ตวัอยา่ง (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 

[1 = สบู่ด าแอนนา 16, 2 = สบู่ด าแอนนา 20/1, 3 = สบู่ด าแอนนา 33/1, 4 = สบู่ด าแอนนา 34/8, 
5 = สบู่ด าแอนนา 78/9, 6 = สบู่ด าแอนนา 80/3, 7 = สบู่ด าแอนนา 27/4, 8 = สบู่ด านครราชสีมา 1,  
9 = สบู่ด าแอนนา 18/3, 10 = สบู่ด าแอนนา 83/5, 11 = สบู่ด าแอนนา 69/1, 12 = สบู่ด าแอนนา 6/8,   

 13 = สบู่ด า FF25B-14, 14 = สบู่ด า FF20-Sbr-3, 15 = สบู่ด า E-L-23, 16 = สบู่ด าจนัทบุรี, 17 = สบู่ด า 
ด่านชา้ง สุพรรณบุรี, 18 = สบู่ด า 108-21-50, 19 = สบู่ด า 101-32-115, 20 = สบู่ด านครราชสีมา 2,  
21 = สบู่ด าสตูล-อินเดีย, 22 = สบู่ด า M 6 - F US/1, 23 = สบู่ด า M 54 -F 26/1, 24 = สบู่ด า JD,  
25 = สบู่ด ามุกดาหาร 10 Krad, 26 = สบู่ด าสุขสนัต ์10 Krad, 27 = สบู่ด า 300 Krad 1,  
28 = สบู่ด า 300 Krad 2, 29 = สบู่ด า 300 Krad 3, 30 = สบู่ด าสหรัฐ 8.45 Krad, 31 = สบู่ด า 
สหรัฐอเมริกา, 32 = สบู่ด าฮาวาย, 33 = สบู่ด าสุรินัม่ (Surinume), 34 = สบู่ด าอินเดีย 1, 35 = สบู่ด า 
อินเดีย 2, 36 = สบู่ด าอินเดีย 3 (Chennai), 37 = สบู่ด าอินเดีย 4, 38 = สบู่ด าอินเดีย 5 (ราชถาน),  
39 = สบู่ด าอินเดีย 6 (D1), 40 = สบู่ด าอินเดีย 7, 41 = สบู่ด าลาว, 42 = สบู่ด าศรีลงักา 1,  
43 = สบู่ด าศรีลงักา 2, 44 = สบู่ด าจีน, 45 = สบู่ด าจีน (แอนนา), 46 = สบู่ด าเขมร, 47 = สบู่ด าพม่า 1,  
48 = สบู่ด า พม่า 2, 49 = สบู่ด า อินโดนีเซีย, 50 = สบู่ด า พิชยั-พิเศษ, 51 = สบู่ด า สุขสนัต ์1,  
52 = สบู่ด า สุขสนัต ์2, 53 = สบู่ด า สุขสนัต ์3, 54 = สบู่ด า สุขสนัต ์4, 55 = สบู่ด า สุขสนัต ์5,  
56 = สบู่ด าสุขสนัต ์6, 117 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 1, 118 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 1,  
119 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 1, 120 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 3, 121 = สบู่ด าผลรี,  
122 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 2, 123 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 2, 124 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 2,  
125 = สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4, 126 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 5 และ 127 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 6] 
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ภาพที ่9  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์  (ATG)5  
                กบัสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 

[1 = สบู่ด าแอนนา 16, 2 = สบู่ด าแอนนา 20/1, 3 = สบู่ด าแอนนา 33/1, 4 = สบู่ด าแอนนา 34/8, 
5 = สบู่ด าแอนนา 78/9, 6 = สบู่ด าแอนนา 80/3, 7 = สบู่ด าแอนนา 27/4, 8 = สบู่ด านครราชสีมา 1,  
9 = สบู่ด าแอนนา 18/3, 10 = สบู่ด าแอนนา 83/5, 11 = สบู่ด าแอนนา 69/1, 12 = สบู่ด าแอนนา 6/8,   

 13 = สบู่ด า FF25B-14, 14 = สบู่ด า FF20-Sbr-3, 15 = สบู่ด า E-L-23, 16 = สบู่ด าจนัทบุรี, 17 = สบู่ด า 
ด่านชา้ง สุพรรณบุรี, 18 = สบู่ด า 108-21-50, 19 = สบู่ด า 101-32-115, 20 = สบู่ด านครราชสีมา 2,  
21 = สบู่ด าสตูล-อินเดีย, 22 = สบู่ด า M 6 - F US/1, 23 = สบู่ด า M 54 -F 26/1, 24 = สบู่ด า JD,  
25 = สบู่ด ามุกดาหาร 10 Krad, 26 = สบู่ด าสุขสนัต ์10 Krad, 27 = สบู่ด า 300 Krad 1,  
28 = สบู่ด า 300 Krad 2, 29 = สบู่ด า 300 Krad 3, 30 = สบู่ด าสหรัฐ 8.45 Krad, 31 = สบู่ด า 
สหรัฐอเมริกา, 32 = สบู่ด าฮาวาย, 33 = สบู่ด าสุรินัม่ (Surinume), 34 = สบู่ด าอินเดีย 1, 35 = สบู่ด า 
อินเดีย 2, 36 = สบู่ด าอินเดีย 3 (Chennai), 37 = สบู่ด าอินเดีย 4, 38 = สบู่ด าอินเดีย 5 (ราชถาน),  
39 = สบู่ด าอินเดีย 6 (D1), 40 = สบู่ด าอินเดีย 7, 41 = สบู่ด าลาว, 42 = สบู่ด าศรีลงักา 1,  
43 = สบู่ด าศรีลงักา 2, 44 = สบู่ด าจีน, 45 = สบู่ด าจีน (แอนนา), 46 = สบู่ด าเขมร, 47 = สบู่ด าพม่า 1,  
48 = สบู่ด า พม่า 2, 49 = สบู่ด า อินโดนีเซีย, 50 = สบู่ด า พิชยั-พิเศษ, 51 = สบู่ด า สุขสนัต ์1,  
52 = สบู่ด า สุขสนัต ์2, 53 = สบู่ด า สุขสนัต ์3, 54 = สบู่ด า สุขสนัต ์4, 55 = สบู่ด า สุขสนัต ์5,  
56 = สบู่ด าสุขสนัต ์6, 117 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 1, 118 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 1,  
119 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 1, 120 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 3, 121 = สบู่ด าผลรี,  
122 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 2, 123 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 2, 124 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 2,  
125 = สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4, 126 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 5 และ 127 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 6] 
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ภาพที ่10  ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของตวัอยา่งสบู่ด า 67 ตวัอยา่ง สร้างโดยอาศยัขอ้มูลจาก 
    (A) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์(B) เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์  
    (C) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ และไอเอสเอสอาร์ร่วมกนั 
                โดยใชว้ธีิ UPGMA ในโปรแกรม NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k    

[1 = สบู่ด าแอนนา 16, 2 = สบู่ด าแอนนา 20/1, 3 = สบู่ด าแอนนา 33/1, 4 = สบู่ด าแอนนา 34/8, 
5 = สบู่ด าแอนนา 78/9, 6 = สบู่ด าแอนนา 80/3, 7 = สบู่ด าแอนนา 27/4, 8 = สบู่ด านครราชสีมา 1,  
9 = สบู่ด าแอนนา 18/3, 10 = สบู่ด าแอนนา 83/5, 11 = สบู่ด าแอนนา 69/1, 12 = สบู่ด าแอนนา 6/8,   

 13 = สบู่ด า FF25B-14, 14 = สบู่ด า FF20-Sbr-3, 15 = สบู่ด า E-L-23, 16 = สบู่ด าจนัทบุรี, 17 = สบู่ด า 
ด่านชา้ง สุพรรณบุรี, 18 = สบู่ด า 108-21-50, 19 = สบู่ด า 101-32-115, 20 = สบู่ด านครราชสีมา 2,  
21 = สบู่ด าสตูล-อินเดีย, 22 = สบู่ด า M 6 - F US/1, 23 = สบู่ด า M 54 -F 26/1, 24 = สบู่ด า JD,  
25 = สบู่ด ามุกดาหาร 10 Krad, 26 = สบู่ด าสุขสนัต ์10 Krad, 27 = สบู่ด า 300 Krad 1,  
28 = สบู่ด า 300 Krad 2, 29 = สบู่ด า 300 Krad 3, 30 = สบู่ด าสหรัฐ 8.45 Krad, 31 = สบู่ด า 
สหรัฐอเมริกา, 32 = สบู่ด าฮาวาย, 33 = สบู่ด าสุรินัม่ (Surinume), 34 = สบู่ด าอินเดีย 1, 35 = สบู่ด า 
อินเดีย 2, 36 = สบู่ด าอินเดีย 3 (Chennai), 37 = สบู่ด าอินเดีย 4, 38 = สบู่ด าอินเดีย 5 (ราชถาน),  
39 = สบู่ด าอินเดีย 6 (D1), 40 = สบู่ด าอินเดีย 7, 41 = สบู่ด าลาว, 42 = สบู่ด าศรีลงักา 1,  
43 = สบู่ด าศรีลงักา 2, 44 = สบู่ด าจีน, 45 = สบู่ด าจีน (แอนนา), 46 = สบู่ด าเขมร, 47 = สบู่ด าพม่า 1,  
48 = สบู่ด า พม่า 2, 49 = สบู่ด า อินโดนีเซีย, 50 = สบู่ด า พิชยั-พิเศษ, 51 = สบู่ด า สุขสนัต ์1,  
52 = สบู่ด า สุขสนัต ์2, 53 = สบู่ด า สุขสนัต ์3, 54 = สบู่ด า สุขสนัต ์4, 55 = สบู่ด า สุขสนัต ์5,  
56 = สบู่ด าสุขสนัต ์6, 117 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 1, 118 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 1,  
119 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 1, 120 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 3, 121 = สบู่ด าผลรี,  
122 = สบู่ด าวชิาญ-พิชยั 2, 123 = สบู่ด าสุขสนัต-์พิชยั 2, 124 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 2,  
125 = สบู่ด า สุขสนัตอู่์ทอง 4, 126 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 5 และ 127 = สบู่ด าสุขสนัตอู่์ทอง 6] 
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กลุ่มท่ี 1 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มท่ี 1 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.2 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 

(B) เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ 

(C) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ และไอเอสเอสอาร์ 

สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัต ์10 Krad 
สบู่ด  าพนัธ์ุพิชยั-พิเศษ  
สบู่ด  าพนัธ์ุวิชาญ-พิชยั 1-2   
สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัต-์พิชยั 1-2 
สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัต์ 1-4  

 

สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัตอ์ู่ทอง 1-6 

 

 

กลุ่มท่ี 1 

กลุ่มท่ี 2 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.2 

(A) เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 
สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต ์10 Krad 
สบู่ด  าพนัธุพ์ิชยั-พิเศษ 
สบู่ด  าพนัธุว์ิชาญ-พิชยั 1-2 
สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต-์พิชยั 1-2  
 สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต ์1-4  

 

สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัตอ์ู่ทอง 1-6 

 

 

สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต ์10 Krad 
สบู่ด  าพนัธุพ์ิชยั-พิเศษ  
สบู่ด  าพนัธุว์ิชาญ-พิชยั 1-2   
สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต-์พิชยั 1-2  
สบู่ด  าพนัธุสุ์ขสนัต ์1-4  
สบู่ด  าพนัธ์ุสุขสนัตอ์ู่ทอง 1-6 
 

 

ค่าความคล้ายคลึงทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.72-1.00 ค่าความคล้ายคลึงทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.91-1.00 

ค่าความคล้ายคลึงทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.88-1.00 
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4.  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบัยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการสังเคราะห์กรดไขมันในสบู่ด า 
 
 4.1  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี 3-ketoacyl-ACP synthase III  
        (KASIII) 
 

รวบรวมขอ้มูลล าดบักรดอะมิโน และล าดบัเบสของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
KASIII ท่ีสมบูรณ์ ในพืชจาก GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA เพื่อน ามาเปรียบเทียบหา
ความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี KASIII โดยเลือกล าดบัเบส
ยนี KASIII  จาก genomic DNA จ านวน 1 accession จาก Arabidopsis thaliana (Y11689) ท่ี
ประกอบดว้ย 8 exons และ cDNA จ านวนทั้งหมด 5 accession คือ Arabidopsis thaliana (L31891), 
Jatropha curcas (DQ987701), Cuphea wrightii (U15935), Glycine max (AF260565) และ 
 Pisum sativum (Y14876) ออกแบบไพรเมอร์ใหจ้  าเพาะต่อยนี KASIII  [forward  primer (F):  
5' GTATTCTGCTCCAGCTCCATTG 3' และ reverse primer (R): 5' GTACTGCTGAA 
CCACTACCAAC 3'] ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-intron 1-exon 2 มีขนาด intron เท่ากบั  
251 คู่เบส ใน A. thaliana (Y11689) (ภาพท่ี 11) แลว้น าผลผลิต PCR ท่ีจ  าเพาะกบัยนี (AS-PCR)  
มาตรวจสอบดว้ยวธีิอิเล็กโทรฟอรีซิสบนเจลอะกาโรส (เทคนิค DFLP) และ non-denaturing 
polyacrylamide gel (เทคนิค SSCP) ผลปรากฏวา่ เทคนิค DFLP ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาดประมาณ  
700 คู่เบส ในสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง โดยไม่พบความแตกต่างของแถบดีเอน็เอระหวา่งตวัอยา่งทั้งหมด 
เช่นเดียวกบั การตรวจสอบรูปแบบของดีเอน็เอสายเด่ียวโดยเทคนิค SSCP อยา่งไรก็ตาม  
พบความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอน็เอสายเด่ียว จากการวเิคราะห์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
ท่ีจ  าเพาะส าหรับยนี KASIII ในพืชท่ีอยูใ่นสกุล Jatropha ไดแ้ก่ สบู่ด า (Jatropha curcas), สบู่แดง 
(Jatropha gossypifolia), เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima) และฝ่ินตน้ (Jatropha multifida)  
แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ โดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ในละหุ่ง (Ricinus communis) และ 
หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica) ความแตกต่างของแอลลีลท่ีพบในพืชสกุลเดียวกนัน้ี  
เป็นประโยชน์ในการตรวจสอบลูกผสมระหวา่งพืชในสกุลเดียวกนัในอนาคต (ภาพท่ี 12 A-C) 
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                                                                     Exon 1                            

                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่11  ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะ 
                 กบัยนี KASIII  ( ต าแหน่งของ intron 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

G_max__AF260565_         ATGGCGAATGCATCTGGGTTCTTCA---GCCCTTCGGTTCCCCACTTCAAAGTGAGGGTT 57 

P_sativum__Y14876_       ------------------------------------------------------------ 

A_thaliana__L31891_      ATGGCGAATGCATCTGGGTTCTTCACTCATCCTTCAATTCCTAACTTGCGAAGCAGAATC 60 

J_curcas__DQ987701_      -------ATGCATCCGGTTTCTTTA---GTCCTTCAGTTCCAAGCCTAAGGAGAAAGGTT 50 

C_wrightii__U15935_      ATGGCGAATGCATCTGGCTTTCTGG---GTTCTTCAGTTCCTGCCCTGAGAAGGGCAACT 57 

                                                                                      

 

G_max__AF260565_         AAGCCTCTCACCA------------------------CTGCCATTGGATTCTCCGCCAAA 93 

P_sativum__Y14876_       ----------------------------------------------GTTTCTCCACCAAA 14 

A_thaliana__L31891_      CATGTTCCGGTTAGAGTTTCTGGATCTGGGTTTTGCGTTTCCAATCGATTCTCTAAGAGG 120 

J_curcas__DQ987701_      AAGCCTTCAATAGAGATGACTGGATCTGGGTTTTTCTCTTGCGGAAGAATATCCAGAAGG 110 

C_wrightii__U15935_      CAGCCTCAGCATTCGATTTCATCGTCTCGTGGATCTTCCTCGGACTTTGTCTTCAAAAGG 117 

                                                                          * *     *   

 

G_max__AF260565_         GTCGTTTGCGTTGGAAACATCGAAGGAGCTGAAAAACATGCTTCCACCGTTTCCCCTTCT 153 

P_sativum__Y14876_       GTTTTTTGCTCTGGAACTATCGAAGGAGCTCAAAACTATGCTTCCCCAA----------- 63 

A_thaliana__L31891_      GTTTTGTGCTCTAG---CGTCAGCTCCGTCGATAAGGATGCTTCGTCGT------CTCCT 171 

J_curcas__DQ987701_      GTATTCTGCTCCAGCTCCATTGAAGGTGCAGAGAAGC---TTTCCACTT----------- 156 

C_wrightii__U15935_      GTCTTTTGCTGTAGTGCCGTTCAGGGTTCTGACAGGCAGTCTTTGGGTG----------- 166 

                         **  * ***    *     *           * *       **                  

                        5'-GTATTCTGCTCCAGCTCCATTG-3'(KASIII forward primer) Exon 2 
G_max__AF260565_         TCCCAATCTCCAATACCCAG GCTTGTCAGCAAAGGGTGCAAGTTAGTTGGATGTGGCTCT 213 

P_sativum__Y14876_       -CCCAATCTCGAATACCCAG GCTTGTAAGTCAAGGGTGCAAGTTGGTTGGATGTGGTTCT 122 

A_thaliana__L31891_      TCTCAATATCAACGACCCAG GCTAGTGCCGAGTGGCTGCAAATTGATTGGATGTGGATCA 231 

J_curcas__DQ987701_      -CTCAATCTCAAATACCCAG GCTCATTAGTAATGGTTGCAAGTTAGTTGGTAGTGGTTCA 215 

C_wrightii__U15935_      ----ATTCTCGCTCGCCGAG GCTCGTGAGTAGAGGATGCAAATTAATTGGGTCTGGTTCT 222 

                             * * **     ** ** ***  *       ** ***** **  ****   *** **  

                                                                    5'-GTACTGCTGAACCAC 

                                             

 

G_max__AF260565_         GCTGTGCCAGCTCTTCAGATTTCTAATGACGATCTTTCGAAAATGGTTGATACTAATGAT 273 

P_sativum__Y14876_       GCTGTGCCTGCTCTTCAGATTTCGAACGACGAGCTTTCGAAAATTGTTGATACTAATGAT 182 

A_thaliana__L31891_      GCAGTTCCAAGTCTTCTGATTTCTAATGATGATCTCGCTAAAATAGTTGATACTAATGAT 291 

J_curcas__DQ987701_      GCAGTACCTGCTCTTCAGATTTCAAATGATGACCTTGCAAAGGTAGTTGATACTTCTGAT 275 

C_wrightii__U15935_      GCTATACCATCTCTTCAAATCTCAAATGATGATCTTGCAAAAATTGTCGACACCAATGAT 282 

                         **  * **   *****  ** ** ** ** ** **  * **  * ** ** **   **** 

                         TACCAAC-3'(KASIII reverse primer)  
 

251 bp. ใน Arabidopsis thaliana (Y11689) 

Arabidopsis thaliana (Y11689) 
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ภาพที ่12  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
จ าเพาะส าหรับยนี KASIII ในสบู่ด า (A) ดว้ยเทคนิค DFLP (B) เทคนิค SSCP และ  
(C) เทคนิค DFLP และ SSCP ในพืชสกุล Jatropha และละหุ่ง  
[M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, 1-127 = ตวัอยา่งสบู่ด าตวัอยา่งท่ี 1-127 ตามตารางท่ี 1,  
Jc2 = สบู่ด า แอนนา 20/1 (2), Jc5 = สบู่ด า แอนนา 78/9 (5), Jc54 = สบู่ด า สุขสันต ์4 
(54), Jm = ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida), Ji = เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima), 
Jg = สบู่แดง (Jatropha gossypifolia), Jp = หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica)  
และ Rc = ละหุ่ง (Ricinus communis)] 
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 M     1     2      3      4      5      6      7     8       9     10    11   12    13     14   15   16    17    18    19    20    M 

  M    21   22     23    24    25   26   27    28    29     30   31     32    33   34    35    36    37    38    39   40    M 

   M   41    42    43   44     45   46    47    48    49    50    51    52     53    54   55    56    57    58    59   60    M 

   M     61    62    63    64   65    66    67    68    69    70    71    72     73   74    75    76   77    78    79    80   M  

    M   81    82    83    84    85    86    87    88    89    90     91    92     93   94    95     96    97   98     99    100  M  

   M   123 124  125  126  127  

   M   101 102   103  104  105  106  107  108 109   110  111  112 113 114  117  118 119  120 121 122    M    

(A) 

(B) 

                     M   Jc2   Jm    Ji    Jg   Jc5  Jc54   Jp  Rc        M      Jc2   Jm     Ji      Jg     Jc5    Jc54    Jp      Rc     M          

 

700 bp.  

(C) 
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 4.2  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยีน 3-ketoacyl-ACP synthase II (KASII) 
 

รวบรวมขอ้มูลล าดบักรดอะมิโน และล าดบัเบสของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
KASII ท่ีสมบูรณ์ ในพืชจาก GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA เพื่อน ามาเปรียบเทียบหา
ความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี KASII  โดยเลือกล าดบัเบส
ยนี KASII จาก genomic DNA จ านวน 1 accession จาก Ricinus communis (EF599102) ท่ี
ประกอบดว้ย 13 exons และ cDNA จ านวนทั้งหมด 2 accession คือ Jatropha curcas (DQ987700) 
และ Ricinus communis (XM002516182) ออกแบบไพรเมอร์ให้จ  าเพาะต่อยนี KASII   
[forward primer (F): 5' GCTTAGCGTTTGAGCCTTGTAG 3' และ reverse primer (R):  
5' CAACACCCATTCCAGTGACAAC 3' ] ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-intron 1-exon 2  
มีขนาด intron เท่ากบั 467 คู่เบส ใน R. communis (EF599102) (ภาพท่ี 13) แลว้น าผลผลิต 
พีซีอาร์ท่ีไดม้าตรวจสอบโดยเทคนิค DFLP และ SSCP พบแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 850 คู่เบส 
จากเทคนิค DFLP ในสบู่ด าทั้ง 125 ตวัอยา่ง และใหแ้ถบดีเอน็เอสายเด่ียวรูปแบบเดียวกนั 
ในตวัอยา่งทั้งหมด จากการใชเ้ทคนิค SSCP อยา่งไรก็ตาม พบความแตกต่างของขนาดดีเอน็เอ 
บนเจลอะกาโรสดว้ยเทคนิค DFLP และรูปแบบท่ีแตกต่างกนัของแถบดีเอน็เอสายเด่ียว จากเทคนิค 
SSCP โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะส าหรับยนี KASII ในพืชท่ีอยูใ่นสกุล Jatropha  ดงัน้ี  
สบู่ด า (J. curcas), สบู่แดง (J. gossypifolia), เขม็ปัตตาเวยี (J. integerrima), ฝ่ินตน้ (J. multifida) 
และละหุ่ง (R. communis) แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ใน  
หนุมานนัง่แท่น (J. podagrica) การออกแบบไพรเมอร์ในคร้ังน้ี ใชล้ าดบัเบสจาก genomic DNA 
และ cDNA ของละหุ่ง มาเปรียบเทียบกบัสบู่ด า และเลือกบริเวณท่ีคลา้ยคลึงกนั มาใชใ้นการ
ออกแบบไพรเมอร์ ท าใหส้ามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ และใหค้วามแตกต่างของ
รูปแบบดีเอน็เอสายเด่ียว ในพืชวงศ ์Euphorbiaceae เช่น ละหุ่งได ้โดยความแตกต่างของแอลลีล 
ท่ีพบในพืชสกุล Jatropha และละหุ่งน้ี เป็นประโยชน์ในการตรวจสอบลูกผสมระหวา่งพืชในสกุล
เดียวกนั และต่างสกุลในอนาคตได ้(ภาพท่ี 14 A-C)    
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Ricinus communis (EF599102) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที ่13  ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบัยนี    
                 KASII ( คือ ต าแหน่งของ intron 1)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JC_KAS2_cDNA              ACGGAATTCCTTTCCAATAGTTTGGTCTCTACCTTGTGTGGATCCAGTTTTCAAGGATTG 240 

R_communis_KAS2_cDNA      ----AATCTTTCTTTAATTCTTTATCATCTTC------TGGATCGAGTTTTCAACAATTA 177 

                              ***   * *  ***  ***    *** *      ****** *********  ***  

 

JC_KAS2_mRNA              ATGTCTTCTTGCTTAGCGTTTGAGCCTTGTAGTCAATACTATAGCTCTAATGGCCTCTTT 300 

R_communis_KAS2_mRNA      ATGTCTTCTTGCTTGGCCTTCGAGCCTTGTAGTCATTACTACAGCTCTAATGGCCTCTTT 237 

                          ************** ** ** ************** ***** ****************** 

                                                                                                                          5'-GCTTAGCGTTTGAGCCTTGTAG-3'(KASII forward primer) 
 

JC_KAS2_mRNA              CGATCCAGAAATCTTAATCGCAAGCAGCGA---AGACTCAATC---GGCTCGCTCTTTCT 354 

R_communis_KAS2_mRNA      CCTAACACTCCTCTTCTTCCTAAGCGCCATCCTAGACTTCATCATCGCCTTCCTCGTTCT 297 

                          *    **    ****  **  ****  *     *****  ***   * **  *** **** 

 

JC_KAS2_mRNA              G GAGAAGCCATGGCAATAGCTGTGCAACCTGAAAAGGAAGTTGCAACAAAGAAGAAACCA 414 

R_communis_KAS2_mRNA      G GGGAAGCAATGGCAGTGGCTGTGCAACCTGAAAAGGAGGTTGCAACAAATAAGAAACCT 357 

                          * ****** ****** * ******************** *********** ********  

 

 

 

JC_KAS2_mRNA              GCTACGAAGCAAAGGCGAGTGGTTGTCACTGGAATGGGTGTTGTGTCACCCCTTGGTCAT 474 

R_communis_KAS2_mRNA      CTTATGAAGCAAAGGAGAGTAGTTGTTACTGGGATGGGTGTTGTTTCACCCCTTGGTCAT 417 

                            ** ********** **** ***** ***** *********** *************** 

                                                                                                                                                                  5'-CAACACCCATTCCAGTGACAAC-3'(KASII reverse primer) 
 

JC_KAS2_mRNA              GAACCAGATGTCTTCTACAACAATCTTCTTGAAGGAGTTAGTGGCATAAGTCAGATAGAG 534 

R_communis_KAS2_mRNA      GATATAGACGTCTATTACAATAATCTTCTTGACGGTTCTAGTGGTATTAGTCAGATTGAT 477 

                          **   *** ****  ***** *********** **   ****** ** ******** **  

 

JC_KAS2_mRNA              GCTTTTGAATGTGCCCAATTTCCAACG 

R_communis_KAS2_mRNA      TCCTTTGACTGTGCCCAATTTCCTACG 

467 bp. ใน Ricinus communis (EF599102) 

Exon 1 

Exon 2 
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ภาพที ่14  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
จ าเพาะส าหรับยนี KASII ในสบู่ด า (A) ดว้ยเทคนิค DFLP (B) เทคนิค SSCP และ  
(C) ดว้ยเทคนิค DFLP และเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha และละหุ่ง  
[M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, 1-127 = ตวัอยา่งสบู่ด าตวัอยา่งท่ี 1-127 ตามตารางท่ี 1, 
Jc2 = สบู่ด า แอนนา 20/1 (2), Jc5 = สบู่ด า แอนนา 78/9 (5), Jc54 = สบู่ด า สุขสันต ์4 
(54), Jm = ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida), Ji = เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima), 
Jg = สบู่แดง (Jatropha gossypifolia), Jp = หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica),  
และ Rc = ละหุ่ง (Ricinus communis)] 
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(A) 

(B) 

  Jc2    Jg     Ji      Jm     Rc    Jc5   Jc54    M      Jc2    Jg      Ji     Jm    Rc     Jc5   Jc54    M  

(C) 

 

 

1000 bp.  

 

 

 

  500 bp.  
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 4.3  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี Stearoyl-ACP Desaturase  (SAD) 
  

รวบรวมขอ้มูลล าดบักรดอะมิโน และล าดบัเบสของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
SAD ท่ีสมบูรณ์ ในพืชจาก GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA น ามาเปรียบเทียบหา
ความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี SAD เลือกล าดบัเบสของ
ยนี SAD จาก genomic DNA จ านวน 8 accession ท่ีประกอบดว้ย 3 exons ในพืชชนิดต่าง ๆ ดงัน้ี  
Ricinus communis (EU878554), Sesamum indicum (D49832), Glycine max (AY885234), 
Glycine max (AY885233), Gossypium hirsutum (AJ132636), Brassica napus (X74782) และ 
Linum usitatissimum (AJ006957) (AJ006958) และ cDNA จ านวนทั้งหมด 10 accession ดงัน้ี 
Jatropha curcas (DQ084491), Ricinus communis (EU878551 และ X56508), Sesamum indicum 
(AJ313331), Glycine max (L34346), Gossypium hinsutum (X95988), Brassica rapa (X60978),  
Brassica napus (AY642537 และ X63364) และ Linum usitatissimum (X70962) จากขอ้มูล 
ล าดบัเบสของยนีท่ีสร้างเอนไซม ์SAD ของพืชใน GeneBank น ามาเปรียบเทียบ พบวา่ มี 2 introns 
และ 3 exons โดย intron 2 มีขนาด ดงัน้ี 242 คู่เบส ใน R. communis (EU878554), 321 คู่เบส  
ใน S. indicum (D49832), 423 คู่เบส ใน G. max (AY885234 และ AY885233), 178 คู่เบส  
ใน G. hirsutum (AJ132636), 68 คู่เบส ใน B. napus (X74782) และ 720 คู่เบส และ 65 คู่เบส  
ใน L. usitatissimum (AJ006957 และ AJ006958) (ภาพท่ี 15) ออกแบบไพรเมอร์ใหจ้  าเพาะส าหรับ
ยนี SAD [forward primer (F) คือ 5' ACAAGGGCATGGACTGCTGAAG 3' และ reverse primer 
(R) คือ 5' GACACCAAGCCGCTGTGCAAC 3'] ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 2-intron 2-exon 3 
แลว้น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดม้าตรวจสอบโดยเทคนิค DFLP และ SSCP พบวา่ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาด
ประมาณ 1200 คู่เบส และใหแ้ถบดีเอน็เอรูปแบบเดียวกนัในสบู่ด าทั้ง 125 ตวัอยา่ง ทั้งเทคนิค 
DFLP และ SSCP (ภาพท่ี 16 A และ B) อยา่งไรก็ตามพบความแตกต่างของขนาด และรูปแบบ 
แถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากทั้งสองเทคนิคในพืชสกุล Jatropha ไดแ้ก่ สบู่ด า (J. curcas) และสบู่แดง  
(J. gossypifolia) แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ในเขม็ปัตตาเวยี  
(J. integerrima), ฝ่ินตน้ (J. multifida), หนุมานนัง่แท่น (J. podagrica) และละหุ่ง (R. communis) 
ได ้(ภาพท่ี 16 A และ B)  
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ภาพที ่15  ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะ 
                 กบัยนี SAD ( คือ ต าแหน่งของ intron 2)   

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      CTTACTTCTTGGGCAATTTGGACAAGGGCATGGACTGCTGAAGAGAATAG 533 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      CCAACTTCTTGGGCTATTTGGACAAGGGCATGGACTGCTGAAGAAAATAG 533 

28_X63364_B_napus_mRNA              CCCACTTCATGGGCCGTTTGGACTAGAGCTTGGACCGCTGAAGAGAATCG 542 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      CTTACTTCTTGGGCAATCTGGACAAGGGCATGGACTGCTGAAGAGAATAG 530 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      CTTACGCCGTGGGCAATCTGGACAAGGGCGTGGACCGCTGAAGAGAATAG 533 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          CTTACTTCCTGGGCAATTTGGACAAGGGCATGGACTGCTGAAGAAAACAG 518 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           CTTACCCCTTGGGCCATTTGGACCAGGGCTTGGACTGCTGAAGAAAACAG 437 

                                    *  **  * *****  * ***** ** ** ***** ******** **  * 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      ACATGGCGACCTTCTCAATAAGTATCTCTATCTGTCTGGACGAGTGGACA 583 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      GCATGGGGACCTTCTAAATAAATATCTCTATCTCTCTGGACGAGTAGATA 583 

28_X63364_B_napus_mRNA              CCACGGTGATCTTCTCAATAAGTATCTTTACTTGTCTGGTCGTGTTGACA 592 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      GCATGGTGACCTTCTCAACAAGTATCTCTACCTATCTGGTAGGGTGGATA 580 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      GCACGGTGACCTTCTCAACAAGTATCTATACCTCTCTGGAAGGGTGGACA 583 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          ACACGGTGATCTTCTTAACAAATATCTTTACTTGAGTGGTCGAGTCGACA 568 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           GCATGGTGATCTGCTTAATAAGTATCTCTACTTGTCTGGGAGAGTGGACA 487 

                                     ** ** ** ** ** ** ** ***** **  *   ***  * ** ** * 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      TGAGGCAAATTGAGAAGACAATTCAATATTTGATTGGATCAGGAATG  GAT 633 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      TGAGACCAAATGGGAAAACCTTCCGGTATCTGATAGGATCAGGAATG  GAT 633 

28_X63364_B_napus_mRNA              TGAGGCAGATTGAAAAGACTATTCAGTACCTGATTGGTTCCGGAATG  GAT 642 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      TGAAGCATATTGAGAAGACAATTCAGTATCTGATTGGGTCAGGAATG  GAT 630 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      TGAGGCAAATTGAAAAGACCATTCAGTATCTCATCGGCTCTGGAATG  GAT 633 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          TGAAACAAATTGAAAAGACAATTCAGTACCTTATTGGGTCTGGAATG  GAT 618 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           TGAGGCAAATTGAGAGGACAATCCAGTACTTGATTGGATCGGGAATG  GAT 537 

                                    ***  *  * **  *  **  * *  **  * ** ** ** ******  *** 

 

 

 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      CCACGGACTGAAAACAGTCCCTATCTTGGATTCATCTACACATCATTCCA 683 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      CCACGGACAGAAAACAGCCCATATCTTGGATTTATCTATACATCCTTCCA 683 

28_X63364_B_napus_mRNA              CCACGCACAGAGAACAACCCTTACCTTGGCTTCATCTACACTTCATTCCA 692 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      CCTAAAACAGAAAACAATCCATACCTTGGTTTCATCTACACTTCATTCCA 680 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      CCAAAAACAGAAAACAACCCCTACCTCGGTTTCATCTACACCTCATTCCA 683 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          CCTCGAACCGAGAACAGCCCCTACCTTGGTTTCATTTACACTTCATTTCA 668 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           CCTCATACAGAGAATAGTCCTTACCGAGGATTCATATATACTTCGTTCCA 587 

                                    **    ** ** ** *  ** ** *  ** ** ** ** ** ** ** ** 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      AGAAAGGGCAACGTTCATCTCGCATGGAAACACTGCCAGACTTGCCAAAG 733 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      AGAAAGGGCTACTTTCATCTCCCATGGCAACACTGCAAGACTTGCAAGGG 733 

28_X63364_B_napus_mRNA              AGAGAGAGCCACCTTCGTCTCTCACGGCAACACAGCTCGCCAAGCCAAAG 742 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      AGAGAGGGCAACATTCATATCCCACGGGAACACAGCTAGACTAGCGAAGG 730 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      AGAGAGGGCAACGTTCATCTCCCACGGAAACACAGCCAGACTCGCCAAGG 733 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          AGAGAGGGCAACCTTCATATCCCACGGAAACACAGCCAGGCTTGCTAAGG 718 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           AGAAAGGGCAACTTTTATTTCCCATGGGAATACAGGCAGGCTGGCTAAGG 637 

                                    *** ** ** ** **  * ** ** ** ** ** *   * *  ** *  * 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      AACATGGAGACATAAAGTTGGCTCAAATATGTGGTACAATTGCTGCAGAT 783 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      AACATGGGGACTTGAAGCTGGCCCAAATCTGCGGCACAATTGCCGCAGAT 783 

28_X63364_B_napus_mRNA              AGCACGGAGACCTCAAGCTAGCGCAAATCTGCGGGACAATAGCTGCAGAC 792 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      AACATGGGGACATGAAGCTGGCACAGATATGTGGCATCATTGCTGCCGAT 780 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      ACCATGGGGACATGAAGCTGGCGCAGATCTGCGGGATCATCGCAGCAGAC 783 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          AGCACGGCGATATAAAGTTGGCCCAGATCTGCGGCATGATTGCCTCAGAT 768 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           AGTATGGGGATATTAACTTGGCTCAAATTTGTGGTAGCATTGCCTCAGAT 687 

                                    *  * ** **  * **  * ** ** ** ** ** *  ** **  * **  

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      GAGAAGCGACATGAGACAGCATACACAAAGATAGTGGAAAAGCTCTTCGA 833 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      GAGAAGCGTCATGAAACTGCATACACCAAGATAGTGGAAAAGCTATTTGA 833 

28_X63364_B_napus_mRNA              GAGAAGCGTCACGAGACAGCTTACACCAAGATAGTTGAGAAGCTTCTCGA 842 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      GAAAAGCGACATGAAACTGCCTATACTAAGATAGCGGAGAAGCTCTTTGA 830 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      GAGAAACGGCACGAAACCGCATACACCAAGATCGTCGAGAAGCTCTTCGA 833 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          GAGAAACGCCATGAGACTGCATACACGAAGATAGTGGAAAAGCTATTTGA 818 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           GAGAAGCGCCACGAGACAGCCTATACCAAAATCGTTGAAAAGCTGTTTGA 737 

                                    ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ** *  ** *****  * ** 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      GATTGATCCTGATGGAACTGTGTTGGCTTTTGCTGACATGATGAGAAAGA 883 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      GATTGACCCCAACGACACTGTGCTGGCTTTTGCTGACATGATGAGGAAGA 883 

28_X63364_B_napus_mRNA              GATTGATCCTGACGGCACTGTGGTGGCCTTTGCGGATATGATGAGGAAGA 892 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      GATTGACCCGGATGGCACTGTCATGGCTTTAGCTGACATGATGAGGAAAA 880 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      GATCGACCCTGACGGTACAGTGCTGGCACTGGCGGACATGATGAGGAAGA 883 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          GTCGGATCCTGACGGTACAGTTATGGCGTTTGCCGACATGATGAGGAAGA 868 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           GATTGATCCTGATGAAACAGTCCTGGCATTTGCTGACATGATGAAGAAGA 787 

                                    *   ** **  * *  ** **  ****  * ** ** *******  ** * 

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      AAATTTCCATGCCGGCACACTTGATGTATGATGGTCGTGATGACAATCTT 933 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      AGATCTCCATGCCAGCCCACTTGATGTATGATGGCCGTGACGATAACCTC 933 

28_X63364_B_napus_mRNA              AAATCTCGATGCCTGCTCACTTGATGTACGATGGGCGTGATGATAACCTC 942 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      AAATCTCAATGCCTGCCCACTTGATGTTCGATGGGCAGGATGATAACCTT 930 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      AGATATCGATGCCCGCCCACTTGATGTACGATGGAGAAGACGACAACCTC 933 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          AGATTGCCATGCCAGCACACCTCATGTATGACGGCCGTGATGACAACCTT 918 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           AAATCGCCATGCCGGCTGAGTTCATCTATGATGGCAGAGATTATAACTTA 837 

                                    * **  * ***** **  *  * ** *  ** **    **  * **  *  

 

01_DQ084491_Jatropha_curcas_mR      TTTGACCACTTTTCAGCTGTTGCACAGCGGCTTGGTGTCTATACTGCAAA 983 

10_AJ313331_Sesamum_indicum_mR      TTCGATCACTTCTCATCTGTTGCTCAGCGGCTTGGCGTCTATACGGCCAA 983 

28_X63364_B_napus_mRNA              TTTGACAACTTCTCCTCCGTGGCTCAGAGGCTCGGTGTTTACACTGCCAA 992 

02_EU878551_Ricinus_communis_I      TTTGATCACTACTCCTCTGTGGCCCAGAGGATTGGTGTCTACACTGCCAA 980 

40_X70962_L_usitatissimum_mRNA      TTCGACAATTACTCGTCAGTCGCTCAACGCATCGGGG---ATACTGCCAA 980 

12_L34346_Glycine_max_mRNA          TTTGATAACTACTCTTCGGTCGCGCAGCGTATTGGGGTCTACACCGCCAA 968 

18_X95988_G_hinsutum_mRNA           TTTGACCACTACTCAGCTGTTGCCCAAAGAATCGGGGTTTACACTGCTAA 887 

                                    ** **  * *  **  * ** ** **  *  * ** *   * ** ** ** 

 

Exon 3 

Exon 2 

Intron 2 
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ภาพที ่16  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
                 จ าเพาะส าหรับยนี SAD ในสบู่ด า (A) ดว้ยเทคนิค SSCP และ (B) ดว้ยเทคนิค DFLP 
                 และเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha  

[M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, 1-127 = ตวัอยา่งสบู่ด าตวัอยา่งท่ี 1-127 ตามตารางท่ี 1, 
Jc2 = สบู่ด า แอนนา 20/1 (2), Jc5 = สบู่ด า แอนนา 78/9 (5), Jc54 = สบู่ด า สุขสันต ์4 
(54) และ Jg = สบู่แดง (Jatropha gossypifolia)] 

 

 

        M     Jc2   Jg    Jc5   Jc54         M     Jc2     Jg     Jc5    Jc54     M 

(A) 

(B) 
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 4.4  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี Acyl-ACP Thioesterase (FatA) 
 

รวบรวมขอ้มูลล าดบักรดอะมิโน และล าดบัเบสของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
FatA ท่ีสมบูรณ์ ในพืชจาก GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA น ามาเปรียบเทียบหา
ความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี เลือกล าดบัเบสของยนี 
FatA จาก genomic DNA จ านวน 1 accession ใน Brassica napus (X87842) ท่ีประกอบดว้ย  
6 exons และ cDNA จ านวนทั้งหมด 3 accession ดงัน้ี Brassica napus (X73849) และ (X73850) 
และ Jatropha curcas (EU267122 ) ออกแบบไพรเมอร์ใหจ้  าเพาะต่อยนี FatA [forward primer (F): 
5'-ACTGCTACCGTTGAGACTATCG-3' และ reverse primer (R):5'- GAATCCAGTCACGTC 
TAGTTCC-3']  ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-intron 1-exon 2- intron 2- exon 3 โดย intron 1  
และ 2 มีขนาดเท่ากบั 193 คู่เบส และ 75 คู่เบส  ตามล าดบั ใน B. napus (X87842)  (ภาพท่ี 17)  
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และน าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดม้าตรวจสอบผล โดยเทคนิค DFLP และ SSCP ได้
ผลผลิตพีซีอาร์ขนาดประมาณ 1100 คู่เบส จากเทคนิค DFLP ในสบู่ด าทั้ง 125 ตวัอยา่ง และใหแ้ถบ
ดีเอน็เอสายเด่ียวรูปแบบเดียวกนัในตวัอยา่งสบู่ด าทั้งหมด จากการใชเ้ทคนิค SSCP อยา่งไรก็ตาม
พบความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอน็เอจากทั้งเทคนิค DFLP และ SSCP ในพืชสกุล Jatropha 
ไดแ้ก่ สบู่ด า (J. curcas), สบู่แดง (J. gossypifolia), เขม็ปัตตาเวยี (J. integerrima) และฝ่ินตน้  
(J. multifida) แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ในละหุ่ง (R. communis) และ
หนุมานนัง่แท่น (J. podagrica) ได ้(ภาพท่ี 18 A-C) 
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B.napus_pNL3__FatA_mRNA      GGGATTAACAAAACCGCCACCGTCGAGACAATTGCTAATCTCTTACAG-- 495 

B.napus_FatA_gDNA            GGGATTAACAAAACCGCCACCGTCGAGACAATTGCTAATCTCTTACAGGT 989 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      GGGATTAACAAAACCGCCACCGTCGAGACAATTGCTAATCTCTTACAG-- 495 

J.curcas_FatA_mRNA           GGGATTAATAAAACTGCTACCGTTGAGACTATCGCTAATTTTTTGCAG-- 333 

                             ******** ***** ** ***** ***** ** ****** * ** ***  

 

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

B.napus_FatA_gDNA            TCGAATCACATTTTTTTTTCTAAGTTTAGTGTATGCGTTTGGTTGTTAAA 1039 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

J.curcas_FatA_mRNA           -------------------------------------------------- 

                                                                                

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

B.napus_FatA_gDNA            CCATCTGGTGTGGTTATGTCTTGATGTTAAACTATTGTTCTAATGTGATC 1089 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

J.curcas_FatA_mRNA           -------------------------------------------------- 

                                                                                

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

B.napus_FatA_gDNA            TAAGTTTAGTGTATGCGTTTAATTGTTAAACCATCTGGTGTGGTTATGTC 1139 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

J.curcas_FatA_mRNA           -------------------------------------------------- 

                                                                                

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      -----------------------------------------GAGGTGGCG 505 

B.napus_FatA_gDNA            TTGATTTTAATTGTTAAGCATGAAAATATATATATATATAGGAGGTGGCG 1189 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      -----------------------------------------GAGGTGGCA 505 

J.curcas_FatA_mRNA           -----------------------------------------GAGGTTGGC 343 

                                                                      ***** *   

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      TGTAACCATGTTCAGAAGTGTGGATTCTCGACGGATGGATTTGCCACAAC 554 

B.napus_FatA_gDNA            TGTAACCATGTTCAGAAGTGTGGATTCTCGACGGATGGATTTGCCACAAC 1239 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      TGTAACCATGTTCAGAAGTGTGGATTCTCGACCGATGGATTTGCCACAAC 554 

J.curcas_FatA_mRNA           TGTAATCATGCTCAGAGTGTTGGATTTTCAACTGATGGATTTGCTACAAC 392 

                             ***** **** *****    ****** ** ** *********** ***** 

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      ACTCACCATGAGGAAATTGCATCTCATATGGGTCACTGCAAGAATGCACA 604 

B.napus_FatA_gDNA            ACTCACCATGAGGAAATTGCATCTCATATGGGTCACTGCAAGAATGCACA 1289 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      ACTCACCATGAGGAAATTGCATCTCATATGGGTCACTGCAAGAATGCACA 604 

J.curcas_FatA_mRNA           CCCCACCATGAGGAAGCTGCATCTCATATGGGTAACTGCTCGCATGCACA 442 

                              * ************  **************** *****  * ******* 

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      TTGAGATCTACAAATATCCAGCTTG------------------------- 629 

B.napus_FatA_gDNA            TTGAGATCTACAAATATCCAGCTTGGTATTTTCTTTTCTTAGGACACTTT 1339 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      TTGAGATCTACAAGTACCCAGCTTG------------------------- 629 

J.curcas_FatA_mRNA           TTGAAATATATAAATACCCTGCCTG------------------------- 467 

                             **** ** ** ** ** ** ** **                         

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

B.napus_FatA_gDNA            TGGAGGTCGGAGTTTGTAAACCTCAAAGCTTATTCTTACTTGGTTAACAG 1389 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      -------------------------------------------------- 

J.curcas_FatA_mRNA           -------------------------------------------------- 

                                                                                

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      GAGTGATGTTGTTGAGATAGAGACATGGTGCCAGAGTGAAGGAAGGATTG 680 

B.napus_FatA_gDNA            GAGTGATGTTGTTGAGATAGAGACATGGTGCCAGAGTGAAGGAAGGATTG 1439 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      GAGTGATGTTGTTGAGATAGAGACATGGTGCCAGAGTGAAGGAAGGATTG 680 

J.curcas_FatA_mRNA           GAGCGATGTTGTTGAAATTGAAACATGGTGCCAAAGTGAAGGAAGAATTG 518 

                             *** *********** ** ** *********** *********** **** 

 

B.napus_pNL3__FatA_mRNA      GAACGAGACGTGATTGGATTCTAAGGGACTCTGCTACAAATGAAGTTATT 729 

B.napus_FatA_gDNA            GAACGAGACGTGATTGGATTCTAAGGGACTCTGCTACAAATGAAGTTATT 1489 

B.napus_pNL2__FatA_mRNA      GAACGAGACGTGATTGGATTCTAAGGGACTCTGCTACAAATGAAGTTATT 729 

J.curcas_FatA_mRNA           GAACTAGACGTGACTGGATTCTGAAGGACTATGCCACTGGTCAAGTTATC 567 

                             **** ******** ******** * ***** *** **   * ******* 

Brassica napus (X87842)   
 
 
 

 

 

 
 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที ่17  ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบัยนี 

FatA ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA ของ B. napus (X87842) 
และ cDNA ของสบู่ด า และ B. napus ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-intron 1-exon 2-
intron 2-exon 3  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Exon2 Exon3 Exon4 Exon5 Exon6 Exon1 

FatA E1-E3 

Forward primer 

FatA E1-E3 

Reverse primer 

      661                   987    1181              1314    1390               1503   1699              1794    1895               2051   2141                2413 

Exon 1 

Exon 2 

Exon 3 

Intron 1 

Intron 2 
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ภาพที ่18  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
จ าเพาะส าหรับยนี FatA (A) ดว้ยเทคนิค DFLP ในสบู่ด า (B) เทคนิค SSCP ในสบู่ด า                    
และ (C) ดว้ยเทคนิค DFLP และ เทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha และละหุ่ง  
[M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน, 1-127 = ตวัอยา่งสบู่ด าตวัอยา่งท่ี 1-127 ตามตารางท่ี 1,  
Jc2 = สบู่ด า แอนนา 20/1 (2), Jc5 = สบู่ด า แอนนา 78/9 (5), Jc54 = สบู่ด า สุขสันต ์4 
(54), Jm = ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida), Ji = เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima), 
Jg = สบู่แดง (Jatropha gossypifolia), Jp = หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica),  
และ Rc = ละหุ่ง (Ricinus communis)] 
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(A) 

(B) 

  M    Jc2     Jm      Ji      Jg      Jc5   Jc54    Jp   Rc     M 

  M     Jc2      Jm       Ji       Jg      Jc5    Jc54    Jp    Rc       M 

(C) 

  1100 bp. 

  1000 bp. 
 

    500 bp. 
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 4.5  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี Omega-3 Fatty acid Desaturase   
                    (FAD3) 
 

รวบรวมล าดบัเบสของยนีท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์FAD3 ท่ีสมบูรณ์ ในสบู่ด าจาก 
GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA เพื่อน ามาเปรียบเทียบหาความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูล
ในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี ใชล้  าดบัเบสของยนี FAD3 จาก genomic DNA  
ใน Jatropha curcas (DQ665869) ท่ีประกอบดว้ย 8 exons และ cDNA ใน J. curcas (DQ452089) 
ออกแบบไพรเมอร์ใหจ้  าเพาะต่อยนี FAD3 [forward primer (F): 5'–TGTTGTGA 
GAGATGTGGCTGTG-3'  และ reverse primer (R): 5'-  CGATACCAGGGAA 
GCTTATCC-3'] ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-exon 6 (ภาพท่ี 19) ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และ 
น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได ้มาตรวจสอบโดยเทคนิค DFLP และ SSCP ปรากฎแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด
ประมาณ 1300 คู่เบส โดยไม่พบความแตกต่างของแถบดีเอน็เอ จากทั้งเทคนิค DFLP และ SSCP  
ในสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง อยา่งไรก็ตาม พบความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากการ
วเิคราะห์ โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะส าหรับยนี FAD3 ในพืชท่ีอยูใ่นสกุล Jatropha ดงัน้ี  
สบู่ด า (J. curcas), ฝ่ินตน้ (J. multifida), เขม็ปัตตาเวยี (J. integerrima) และสบู่แดง  
(J. gossypifolia) แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ในหนุมานนัง่แท่น  
(J. podagrica) และละหุ่ง (Ricinus communis) ได ้(ภาพท่ี 20 A และ B) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

91 

 
 
 
 

 

 

 

JC_FAD3_DNA       CCTGGTTCTCCACCACCTTTTAAGCTAGCTGACATAAGAGCAGCCATACCCAAACATTGT 360 

JC_FAD3_mRNA      CCTGGTTCTCCACCACCTTTTAAGCTRGCTGACATAAGAGCAGCCATACCCAAACATTGT 360 

                  ************************** ********************************* 

 

JC_FAD3_DNA       TGGGTTAAAGATCCATGGAGATCTATGAGTTATGTTGTGAGAGATGTGGCTGTGGTTTTT 420 

JC_FAD3_mRNA      TGGGTTAAAGATCCATGGAGATCTATGAGTTATGTTGTGAGAGATGTGGCTGYGGTTTTT 420 

                  **************************************************** ******* 

 

JC_FAD3_DNA       GGATTGGCTGCTATTGCTGCTTTTTTTAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTTTATTGGTTT 480 

JC_FAD3_mRNA      GGATTGGCTGCTATTGCTGCTTTTTTTAACAATTGGGTTGTTTGGCCTCTTTATTGGTTT 480 

                  ************************************************************ 

 

JC_FAD3_DNA       TCTCAAGGGACCATGTTCTGGGCTCTCTTTGTTCTTGGCCATGATTGGTAAATTTTTTAT 540 

JC_FAD3_mRNA      TCTCAAGGGACCATGTTCTGGGCTCTCTTTGTTCTTGGCCATGATTG------------- 527 

                  ***********************************************              

 

JC_FAD3_DNA       ATTGTTAGTTTCATTATTGCATTTTCATGCTTATTTGTTTTCTTATGTGAATTGTGTTCG 600 

JC_FAD3_mRNA      ------------------------------------------------------------ 

                                                                               

 

JC_FAD3_DNA       ACTGTTTGGTTCTAATTCTGCAGTGGACATGGGAGCTTCTCAAGTAATCCAAAGTTAAAT 660 

JC_FAD3_mRNA      -----------------------TGGACATGGGAGCTTCTCAAGTAATCCAAAGTTAAAT 564 

                                         ************************************* 

 

JC_FAD3_DNA       AGTGTGGTGGGTCATCTCCTTCATTCTTCAATCCTTGTTCCTTACCATGGATGGTTGGTC 720 

JC_FAD3_mRNA      AGTGTGGTGGGTCATCTCCTTCATTCTTCAATCCTTGTTCCTTACCATGGATGG------ 618 

                  ******************************************************       

 

JC_FAD3_DNA       CCTGCGAAATCCTATGTTTTCTTGTTTTGATGTCAATTTTTTATTTAACATTCAATCTGA 780 

JC_FAD3_mRNA      ------------------------------------------------------------ 

                                                                               

 

JC_FAD3_DNA       TAGCATTGCAATTTCACTGATTATGTCAGGAGAATCAGCCACAGAACTCATCATCAAAAT 840 

JC_FAD3_mRNA      ------------------------------AGAATCAGCCACAGAACTCATCATCAAAAT 648 

                                                ****************************** 

 

JC_FAD3_DNA       CATGGCCATGTTGAAAATGATGAATCATGGCATCCAGTGAGTCTCTGTCTCAATCAATCT 900 

JC_FAD3_mRNA      CATGGCCATGTTGAAAATGATGAATCATGGCATCCA------------------------ 684 

                  ************************************                         

 

JC_FAD3_DNA       TTTTGGTCTCTTCTCTAACTTAGAAGTCATGTTTTATTTTTTTTTGTTCCAGTTGTCTGA 960 

JC_FAD3_mRNA      ----------------------------------------------------TTGTCTGA 692  

                                                                      ******** 

 

JC_FAD3_DNA       GAAAATCTTCAAAAGTTTAGACAACCTCACTAAGATGTTAAGGTTCACTTTGCCATTCCC 1020 

JC_FAD3_mRNA      GAAAATCTTCAAAAGTTTAGACAACCTCACTAAGATGTTAAGGTTCACTTTGCCATTCCC 752 

                  ************************************************************ 

 

JC_FAD3_DNA       ATTGCTTGCTTACCCTTTCTATCTGGTAAGCCTGTTTCATCTTAATTAATACTATCTACT 1080 

JC_FAD3_mRNA      ATTGCTTGCTTACCCTTTCTATCTG----------------------------------- 777 

                  *************************                                    

 

JC_FAD3_DNA       TATGACCTTAATAATATGTGTTCTGAGAGTGTAGTAATGATGTTCATTCCAACTACCTTG 1140 

JC_FAD3_mRNA      ------------------------------------------------------------ 

                                                                               

 

JC_FAD3_DNA       CAGTGGGGCAGAAGCCCTGGAAAAAAAGGATCTCATTTTCATCCAGACAGTGATTTGTTT 1200 

JC_FAD3_mRNA      ---TGGGGCAGAAGCCCTGGAAAAAAAGGATCTCATTTTCATCCAGACAGTGATTTGTTT 834 

                     ********************************************************* 

 

JC_FAD3_DNA       GTCCCAAATGAGAGAAAAGATATTATTACCTCAACTGCTTGTTGGAGTGCAATGGCTGCA 1260 

JC_FAD3_mRNA      GTCCCAAATGAGAGAAAAGATATTATTACCTCAACTGCTTGTTGGAGTGCAATGGCTGCA 894 

                  ************************************************************ 

 

JC_FAD3_DNA       TTGCTTGTGGGCTTAAATTTTATACTGGGTCCTATTCAAATGCTTAAACTCTATGGCATC 1320 

JC_FAD3_mRNA      TTGCTTGTGGGCTTAAATTTTATACTGGGTCCTATTCAAATGCTTAAACTCTATGGCATC 954 

                  ************************************************************ 

 

JC_FAD3_DNA       CCTTACTGGGTAGGTCTATTTAGTTCTAGTTCTGCAATTACTTTACCTATCAAGATTACT 1380 

JC_FAD3_mRNA      CCTTACTGG--------------------------------------------------- 963 

                  *********                                                    

 

JC_FAD3_DNA       ACAGAAGAAAAAACTTTCTACAAGTAATTTATTCTTTAGTGCTTTATGTTTACAATAATG 1440 

JC_FAD3_mRNA      ------------------------------------------------------------ 

                                                                               

 

JC_FAD3_DNA       AAACTTGCATTTATGTTCAGATCTTTGTTATGTGGTTGGACCTTGTGACCTACTTGCATC 1500 

JC_FAD3_mRNA      --------------------ATCTTTGTTATGTGGTTGGACCTTGTGACCTACTTGCATC 1003 

                                      **************************************** 

 

JC_FAD3_DNA       ACCATGGTCATGAGGATAAGCTTCCCTGGTATCGCGGAAAGGTATGAACATTAGAGCCTA 1560 

JC_FAD3_mRNA      ACCATGGTCATGAGGATAAGCTTCCCTGGTATCGCGGAAAGG------------------ 1045 

                  ******************************************                   

 
ภาพที ่19  ต าแหน่ง และล าดบัเบส forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั       
                 ยนี FAD3  ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA และ cDNA ของสบู่ด า  
                 ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 1-exon 6 
 

Exon 1 

Exon 2 

Exon 3 

Exon 4 

Exon 5 

Exon 6 

Intron 1 

Intron 2 

Intron 4 

Intron 3 

Intron 5 
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ภาพที ่20  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะ 
                 ส าหรับยนี FAD3  กบัพืชในสกุล Jatropha และละหุ่ง (A) ดว้ยเทคนิค DFLP และ  
                 (B) เทคนิค SSCP (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 
   Jc2 = สบู่ด าพนัธ์ุแอนนา 20/1 หมายเลข 2 
  Jc5 = สบู่ด าพนัธ์ุแอนนา 78/9 หมายเลข 5 
  Jc54 = สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์4 (Maxico-non toxic) หมายเลข 54 
  Jm  =  ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida Linn.) 
  Ji = เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima Iacg.)   
  Jg = สบู่แดง หรือสบู่เลือด (Jatropha gossypifolia Linn.)  
   Jp = หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica Hook.)  
  Rc = ละหุ่ง (Ricinus communis) 
 
 
 
 
 

M      Jc2    Jm      Ji       Jg     Jc5   Jc54    Jp    Rc      M 

M      Jc2    Jm      Ji       Jg     Jc5   Jc54    Jp    Rc      M 

(A) 

(B) 

1000 bp. 

 

 

 500 bp.  
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 4.6  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนี Omega-6 Fatty acid Desaturase      
                    (FAD6) 
 

รวบรวมขอ้มูลล าดบักรดอะมิโน และล าดบัเบสของยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์
FAD6 ท่ีสมบูรณ์ ในพืชจาก GenBank ทั้ง genomic DNA และ cDNA น ามาเปรียบเทียบหา
ความสัมพนัธ์ และใชเ้ป็นขอ้มูลในการออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะกบัยนี เลือกล าดบัเบสของยนี 
FAD6 จาก genomic DNA จ านวน 1 accession ของ Brassica napus (AY642540) ท่ีประกอบดว้ย  
10 exons และ cDNA จ านวนทั้งหมด 3 accession ไดแ้ก่ Arabidopsis thaliana (NM 119243) 
Brassica napus (AY642535) และ Jatropha curcas (EU106889) ออกแบบไพรเมอร์ใหจ้  าเพาะต่อ
ยนี FAD6 [forward primer (F): 5'-GTGTTTGAGATTGACGATGTG-3' และ reverse primer (R): 
5'-ATGCCAAGCAGTATCCTCAG-3'] ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 4-intron 4-exon 5-intron 5-
exon 6  โดย intron 4 และ 5 มีขนาด 84 และ 77 คู่เบส ตามล าดบั ใน B.napus (AY642540)  
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ภาพท่ี 21) แลว้น าผลผลิตพีซีอาร์ (AS-PCR) ท่ีได ้มาตรวจสอบโดยเทคนิค 
DFLP และ SSCP ไดแ้ถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 800 คู่เบส โดยใหรู้ปแบบเดียวกนัในแถบดีเอน็เอ
ทั้งจากเทคนิค DFLP และ SSCP อยา่งไรก็ตาม พบความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอน็เอระหวา่ง
พืชในสกุลเดียวกนั ไดแ้ก่ สบู่ด า (J. curcas), เขม็ปัตตาเวยี (J. integerrima) และ สบู่แดง  
(J. gossypifolia) และพืชวงศ ์Euphorbiaceae เช่น ละหุ่ง (R. communis) แต่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ ในหนุมานนัง่แท่น (J. podagrica) และฝ่ินตน้ (J. multifida) ได ้ 
(ภาพท่ี 22 A และ B) 
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JC_FAD6_mRNA           CGAAAAAGGT-------------------------------------------------- 332 

At_FAD6_mRNA           CCAAAGAGGT-------------------------------------------------- 474 

B_napus_FAD6_mRNA      CCAAAGAGGT-------------------------------------------------- 338 

B_napus_FAD6_DNA       CCAAAGAGGTTATACAGCTTTTTCAATAAGCGTTGTGTGTGATTGATACTGAACTTCTTC 591 

                       * *** ****                                                   

 

JC_FAD6_mRNA           -------------GTTTGAGATTGACGATGTGAAAGCATGGAAGTCAGTTTTGGTATCAG 379 

At_FAD6_mRNA           -------------GTTTGAGATTGATGATCTGAAAGCTTTGAAGTCTGTGTTGATATCTG 521 

B_napus_FAD6_mRNA      -------------GTTTGAGATTGATGATGTGAAAGCATGGAAGTCTGTGTTGATATCTG 385 

B_napus_FAD6_DNA       TTGTTCTTCAGGTGTTTGAGATTGATGATGTGAAAGCTTGGAAGTCTGTTTTGATATCTG 651 

                                    ************ *** ******* * ****** ** *** **** * 

 

JC_FAD6_mRNA           TCACTTCATACGCGCTAGGGCTCCTTATGATTTCAAAGGCACCTTGGTACCTACTTCCTC 439 

At_FAD6_mRNA           TGACTTCATACACTTTGGGGCTCTTCATGATTGCAAAATCGCCGTGGTATCTGCTACCGT 581 

B_napus_FAD6_mRNA      TGACTTCCTATGCTTTGGGGCTCTTCATGATTGCGAAAGCTCCGTGGTATCTGCTTCCCT 445 

B_napus_FAD6_DNA       TGACTTCCTACGCTTTGGGGCTCTTCATGATTGCAAAAGCTCCTTGGTATCTGCTTCCCT 711 

                       * ***** **  *  * ****** * ****** * **  * ** ***** ** ** **   

 

JC_FAD6_mRNA           TTGCTTGGGCCTGGACAGGGACTGCAATAACTGGG------------------------- 474 

At_FAD6_mRNA           TGGCTTGGGCATGGACAGGAACTGCAATTACCGGG------------------------- 616 

B_napus_FAD6_mRNA      TGGCTTGGGCATGGACAGGAACTGCAGTTACAGGG------------------------- 480 

B_napus_FAD6_DNA       TGGCTTGGGCATGGACAGGAACTGCAGTTACAGGGGTAAACCTCTCATCATCCACTGTCT 771 

                       * ******** ******** ****** * ** ***                          

 

JC_FAD6_mRNA           -----------------------------------------------------------T 475 

At_FAD6_mRNA           -----------------------------------------------------------T 617 

B_napus_FAD6_mRNA      -----------------------------------------------------------T 481 

B_napus_FAD6_DNA       CTTCTCTTATGTCTCCTTGTTACTTACTCTTGTCTAAGTGCATTGTTTCTTTCTTCTAGT 831 
                                                                                  * 

 

JC_FAD6_mRNA           TTTTTGTTATAGGCCACGACTGCGCTCACAAGTCATTTTCAAGGAACAAATTAGTGGAAG 535 

At_FAD6_mRNA           TCTTTGTGATAGGTCATGATTGTGCACATAAGTCATTTTCAAAGAACAAATTGGTGGAAG 677 

B_napus_FAD6_mRNA      TCTTTGTGATAGGTCATGATTGTGCTCATAAATCATTTTCAAAGAACAAATTGGTTAAAG 541 

B_napus_FAD6_DNA       TCTTTGTGATAGGTCATGATTGTGCTCATAAATCATTTTCAAAGAACAAACTGGTTGAAG 891 

                       * ***** ***** ** ** ** ** ** ** ********** ******* * **  *** 

 

JC_FAD6_mRNA           ATGTTGTTGGAACTCTGGCCTTTCTGCCACTAATATATCCATATGAGCCATGGAGGTTTA 595 

At_FAD6_mRNA           ACATTGTGGGTACTCTCGCCTTCCTACCACTTGTCTACCCATATGAGCCATGGCGGTTTA 737 

B_napus_FAD6_mRNA      ACATTGTGGGTACTCTAGCCTTCCTACCTCTTGTGTACCCTTATGAGCCATGGCGGTTTA 601 

B_napus_FAD6_DNA       ACATTGTGGGTACTCTAGCCTTCCTACCTCTTGTATACCCTTATGAGCCATGGAGGTTTA 951 

                       *  **** ** ***** ***** ** ** **  * ** ** ************ ****** 

 

JC_FAD6_mRNA           AGCATGATAGGCATCACGCAAAAACAAACATGT--------------------------- 628 

At_FAD6_mRNA           AGCACGACCGCCATCACGCCAAAACCAACATGT--------------------------- 770 

B_napus_FAD6_mRNA      AGCACGACCGTCACCACGCCAAAACCAACATGT--------------------------- 634 
B_napus_FAD6_DNA       AGCACGACCGTCACCACGCCAAAACCAACATGTAACTCTTACTTACTTAACCTAGACTCT 1011 

                       **** **  * ** ***** ***** *******                            

 

JC_FAD6_mRNA           ------------------------------------------------TGGCTGAGGATA 640 

At_FAD6_mRNA           ------------------------------------------------TAGTTCATGACA 782 

B_napus_FAD6_mRNA      ------------------------------------------------TAGTTCATGACA 646 

B_napus_FAD6_DNA       TAAAGGTATTCACTATAGGATAGGTGATGACTTTGTTTCTCTATAGGTTAGTTCATGACA 1071 

                                                                       * * * * ** * 

 

JC_FAD6_mRNA           CTGCTTGGCATCCTGTTTTGAAAGAGGAATTTGATTCGTCTCCCATTTTCCGCAAGGCAA 700 

At_FAD6_mRNA           CAGCTTGGCAGCCAGTTCCGCCAGAGGAGTTTGAGTCATCACCCGTGATGAGAAAGGCAA 842 

B_napus_FAD6_mRNA      CAGCTTGGCAACCAGTTCCTCCAGAGGAGTTTGATTCGTCACCTGTTCTGCGAAAGGCGA 706 

B_napus_FAD6_DNA       CAGCTTGGCAACCAGTTCCTCCAGAGGAGTTTGATTCGTCACCTGTTCTGCGAAAGGCGA 1131 

                       * ******** ** ***     ****** ***** ** ** **  *  *  * ***** * 

 

 

 

ภาพที ่21  ต าแหน่ง และล าดบัเบสของ forward และ reverse primers ท่ีออกแบบจ าเพาะกบั 
ยนี FAD6 ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบล าดบัเบสจาก genomic DNA ของ Arabidopsis 
thaliana (Y11689) และ cDNA ของ A. thaliana (NM 119243), Brassica napus 
(AY642535) และ Jatropha curcas (EU106889) ซ่ึงครอบคลุมส่วนของ exon 4- exon 6 

 
 

 

 

 

 

 

Exon 4 

Intron 4 

Intron 5 

Exon 5 

Exon 6 
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ภาพที ่22  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะ 
                 ส าหรับยนี FAD6 กบัพืชในสกุล Jatropha และละหุ่ง (A) ดว้ยเทคนิค DFLP และ  
                 (B) เทคนิค SSCP (M = แถบดีเอน็เอมาตรฐาน) 
   Jc2 = สบู่ด าพนัธ์ุแอนนา 20/1 หมายเลข 2 
  Jc5 = สบู่ด าพนัธ์ุแอนนา 78/9 หมายเลข 5 
  Jc54 = สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์4 (Maxico-non toxic) หมายเลข 54 
  Jm  =  ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida Linn.) 
  Ji = เขม็ปัตตาเวยี (Jatropha integerrima Iacg.)   
  Jg = สบู่แดง หรือสบู่เลือด (Jatropha gossypifolia Linn.)  
   Jp = หนุมานนัง่แท่น (Jatropha podagrica Hook.)  
  Rc = ละหุ่ง (Ricinus communis) 
 
 
 

(A) 

(B)             Jp      Jm      Jc2    Rc    Ji      Jg    Jc5   Jc54    M 

 M      Jp    Jm     Jc2     Rc     Ji      Jg    Jc5   Jc54    M 

1000 bp. 

 

500 bp.  
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 รูปแบบท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ส่วนของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนัในสบู่ด า
ดว้ยเทคนิค SSCP ไม่พบความความแตกต่างท่ีใชจ้  าแนกพนัธ์ุสบู่ด าทั้งในประเทศ และต่างประเทศ 
จดัไดว้า่ สบู่ด ามีพนัธุกรรมท่ีใกลเ้คียงกนัมาก แมใ้นส่วนท่ีเป็น intron ของยนีก็มีการอนุรักษไ์ว ้
Slabaugh et al. (1997) เสนอเทคนิคการเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจสอบดีเอน็เอสายเด่ียว เพื่อให้
สามารถตรวจสอบความหลากหลายไดสู้งข้ึน โดยการตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  (restriction 
enzyme) ใหมี้ขนาดเล็กลง ก่อนน าไปตรวจสอบใน non-denaturing polyacrylamide gel ซ่ึงเรียก
เทคนิคน้ีวา่ Restriction endonuclease fingerprinting-SSCP (Ref-SSCP ) อยา่งไรก็ตาม สบู่ด า
จดัเป็นพืชท่ีมีฐานพนัธุกรรมแคบมาก แมก้ารตรวจสอบพนัธุกรรมโดยใชเ้คร่ืองหมาย  
ไมโครแซทเทลไลท ์ก็ไม่พบความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุสบู่ด าในประเทศไทย และต่างประเทศได ้ 
พบเพียงความแตกต่างระหวา่งสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีสารพิษ phorbol ester สูง และพนัธ์ุท่ีมีสารพิษ phorbol 
ester ต ่ากวา่มาตรฐาน หรือ ไม่มีสารพิษเท่านั้น เป็นการยนืยนัวา่ สบู่ด ามีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมต ่ามาก เม่ือเทียบกบัพืชอ่ืน ๆ อยา่งไรก็ตาม การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะ 
กบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนั สามารถใชใ้นการจ าแนกความแตกต่างของ
พืชท่ีอยูใ่นสกุล Jatropha และละหุ่งได ้
 5666 
 การพฒันาไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี KASIII,  KASII , SAD,  FatA, FAD3 และ FAD6  
พบวา่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ไดใ้นเข็มปัตตาเวยี และพบความแตกต่างของ
รูปแบบดีเอน็เอสายเด่ียวจากการใชเ้ทคนิค SSCP แต่ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี SAD ใหรู้ปแบบท่ี 
ไม่ชดัเจน เน่ืองจากแถบดีเอ็นเอมีขนาดใกลเ้คียงกบัสบู่ด ามาก ส าหรับในสบู่แดง สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์กบัไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกับยนีไดเ้กือบทั้งหมด และพบความ
แตกต่างของรูปแบบแถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากเทคนิค SSCP ยกเวน้ยนี SAD ท่ีไม่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ได ้ส่วนฝ่ินตน้ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์  
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี KASIII,  KASII , SAD,  FatA และ FAD3 ได ้ และพบความแตกต่าง
ของรูปแบบแถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากเทคนิค SSCP ส าหรับละหุ่งสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์ โดยไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี KASII และ FAD6 โดยพบความแตกต่างของรูปแบบ
แถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากเทคนิค SSCP ได ้แต่ในหนุมานนัง่แท่นนั้น ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนีทุกชนิดท่ีออกแบบได ้(ตารางท่ี 6)  
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 ยนี KASII  สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ และพบความแตกต่างของ
รูปแบบแถบดีเอน็เอสายเด่ียวจากเทคนิค SSCP ในพืชสกุล Jatropha ทุกชนิดท่ีน ามาศึกษาได ้
รวมทั้งพืชวงศ ์Euphorbiaceae เช่น ละหุ่ง ซ่ึงจดัอยูว่งศเ์ดียวกนักบัสบู่ด า ถือวา่เป็นไพรเมอร์ท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Slabaugh et al. (1997) และ Hongtrakul et al. (1998) ท่ีไดพ้ฒันา
เคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะส าหรับยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนั สามารถใช้
ศึกษาความหลากหลายใน Cuphea และทานตะวนั และใชเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะส าหรับ
ยนีในการท าแผนท่ียนีของจีโนม Cuphea ไดเ้ป็นอยา่งดี นอกจากน้ี การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล
จ าเพาะส าหรับยนีท่ีส าคญัในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัท่ี สามารถใชจ้  าแนกสายพนัธ์ุขา้ว 
ตรวจสอบลูกผสม และการเกิดการกลายในขา้ว (Sato and Nishio, 2003) เพื่อระบุ candidate gene  
ท่ีมีผลต่อลกัษณะท่ีปรากฏ เปรียบเทียบกบัขา้วสายพนัธ์ุ wild type และยงัสามารถใชจ้  าแนกขา้ว
พนัธ์ุป่า และพนัธ์ุปลูกออกจากกนัได ้(ธนพร, 2546; ไวพจน์, 2547)  

 
ตารางที ่6  การตรวจสอบโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะส าหรับยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั 
                  การสังเคราะห์กรดไขมนัในพืชชนิดต่าง ๆ ท่ีศึกษา 
 
                                 ยนีทีจ่ าเพาะกบัการ 
                               สังเคราะห์กรดไขมนั 

 

พชืทีใ่ช้ในการศึกษา 

KASIII KASII SAD FatA FAD3 FAD6 

สบู่ด า  (J. curcas)       

เข็มปัตตาเวยี (J. integerrima)         

สบู่แดง (J. gossypifolia)       

ฝ่ินต้น (J. multifida)       

หนุมานนั่งแท่น (J. podagrica)       

ละหุ่ง (R. communis)       

 
   ไพรเมอร์ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ในพืชชนิดนั้น ๆ ได ้ 
   ไพรเมอร์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ในพืชชนิดนั้น ๆ ได้ 
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 พืชบางชนิดท่ีศึกษาไม่สามารถใชไ้พรเมอร์ท่ีพฒันาข้ึน ในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดอ้ยา่ง
มีประสิทธิภาพ เช่น ฝ่ินตน้ และหนุมานนัง่แท่น (ตารางท่ี 6) อาจเน่ืองมาจากในการพฒันา 
ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัยนีนั้น ๆ ใชล้ าดบัเบสจาก genomic DNA และ cDNA ในพืชหลายชนิด   
แต่จะอิงล าดบัเบสของ cDNA จากสบู่ด าเป็นส่วนใหญ่  เน่ืองจากไม่พบล าดบัเบสของยนีท่ีเก่ียวขอ้ง
กบัการสังเคราะห์กรดไขมนัของพืชในสกุล Jatropha ชนิดอ่ืน ๆ ในฐานขอ้มูล ท าใหไ้พรเมอร์ท่ี
ออกแบบนั้นมีความจ าเพาะกบัสบู่ด า แต่ก็ยงัสามารถใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอกบัพืชอ่ืน ๆ ท่ีมีเบส 
คู่สมส่วนใหญ่ และมีบริเวณปลาย 3’ ของไพรเมอร์ท่ีจบักบัดีเอน็เอตน้แบบได ้แมจ้ะไม่มี
ประสิทธิภาพมากนกั ดงัจะเห็นไดจ้าก ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดมี้ปริมาณนอ้ยกวา่สบู่ด า จึงควรตอ้ง 
หาล าดบัเบสของผลผลิตพีซีอาร์เพื่อเปรียบเทียบความจ าเพาะกบัยนีจากผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได ้ 
 
 การใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 3 ชนิด คือ เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์ เคร่ืองหมาย
โมเลกุลไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์  
กรดไขมนั ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด า พบวา่ สบู่ด ามีความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมต ่า และการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 3 ชนิด 
ในการจ าแนกตวัอยา่งสบู่ด าภายในประเทศ และต่างประเทศ ในงานวจิยัคร้ังน้ี พบวา่ เคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลทมี์ประสิทธิภาพสูงกวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมาย
โมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัมีประสิทธิภาพต ่า  
โดยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทท่ี์พฒันาข้ึน สามารถจดักลุ่มตวัอยา่งสบู่ด าเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ 
คือ สบู่ด าพนัธ์ุมีพิษ และไม่มีพิษ และยงัสามารถจ าแนกภายในสบู่ด าพนัธ์ุไม่มีพิษ ออกเป็น 2 กลุ่ม
ยอ่ยได ้ ส่วนเคร่ืองหมายโมเลกุลไอเอสเอสอาร์นั้น สามารถจดักลุ่มตวัอยา่งสบู่ด าเป็น 2 กลุ่มใหญ่ 
คือ สบู่ด าพนัธ์ุมีพิษ และไม่มีพิษเท่านั้น แต่เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนั ซ่ึงออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลุมส่วนของ intron นั้น ไม่ให้
ความแตกต่างภายในตวัอยา่งสบู่ด า อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัท่ีพฒันาข้ึนน้ี แมจ้ะไม่สามารถระบุพนัธ์ุจ  าเพาะในสบู่ด าได ้ 
แต่ใหค้วามแตกต่างระหวา่งพืชในสกุล Jatropha และพืชในวงศ ์Euphorbiaceae เช่น ละหุ่ง ได ้
สามารถน าไปใชป้ระโยชน์การตรวจสอบลูกผสม ท่ีเกิดจากสบู่ด ากบัพืชต่างชนิดในสกุล Jatropha 
(interspecific hybridization) หรือ ต่างสกุล (intergeneric hybridization) ในอนาคตได ้ทั้งน้ีสามารถ
น าไปสู่การโคลนยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัของพืชในสกุล Jatropha และ
ละหุ่ง เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกระบวนการการสังเคราะห์กรดไขมนัในพืชกลุ่มน้ี
ต่อไป 
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สรุป 

 

การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จากสบู่ด า 3 ตวัอยา่ง คือ สบู่ด าพนัธ์ุ FF20 Sbr3 
(Sbr3), สหรัฐอเมริกา (USA) และนครราชสีมา 1 (NRM) ดว้ยวธีิ enrichment ร่วมกบัเทคนิค  
dot blot hybridization โดยใช ้(CA)15, GA)15,(ACC)10 และ (CCT)10 เป็นโพรบ เม่ือน าโคลนทั้งหมด
ท่ีไดม้าหาล าดบัเบส พบวา่ มีล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทลไลท ์58 โคลน เป็นล าดบัเบสซ ้ า 
ชนิด dinucleotide repeat มากท่ีสุด (37.93 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาเป็น trinucleotide repeat  
(24.14 เปอร์เซ็นต)์ compound repeat (29.33 เปอร์เซ็นต์) และ imperfect repeat (8.60 เปอร์เซ็นต์) 
ตามล าดบั ล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท่ี์พบมากท่ีสุด เป็น dinucleotide repeat ชนิด (GA)n  
คิดเป็น 32.76 เปอร์เซ็นต์ของล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลทท์ั้งหมด โดยสามารถออกแบบไพรเมอร์
ไดท้ั้งหมด 38  คู่ คดัเลือกคู่ไพรเมอร์ท่ีใหผ้ลผลิตพีซีอาร์ เป็นไปตามขนาดท่ีคาดหมายได ้18 คู่  
น าไพรเมอร์ท่ีพฒันาข้ึน มาตรวจสอบกบัสบู่ด าทั้งหมด 125 ตวัอยา่ง ท่ีรวบรวมจากในประเทศ และ
ต่างประเทศ พบวา่ คู่ไพรเมอร์ส่วนใหญ่ใหแ้ถบดีเอน็เอเพียงรูปแบบเดียวในสบู่ด าทุกตวัอยา่ง 
ยกเวน้ไพรเมอร์ 5 คู่ คือ JC Sbr3_37, JC USA_12, JC NRM_20, JC NMR_147 และ JC NRM_221 
ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดต่างกนั โดยมีจ านวนแอลลีล 2 แอลลีล หรือ แถบดีเอน็เอ 2 ขนาดต่อ
ต าแหน่ง หรือ ต่อคู่ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ JC USA_12, NRM_20, JC NMR_147 และ NRM_221 
ใหค้วามแตกต่างระหวา่งตวัอย่างสบู่ด ากลุ่มท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester สูง และสบู่ด ากลุ่มท่ีมี
ปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ได ้ 
 

เม่ือวเิคราะห์ค่า PICs พบค่า PICs มีค่าอยูใ่นช่วง 0.15-0.22 โดยมีค่า PIC เฉล่ีย เท่ากบั 0.21  
เม่ือค านวณค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม ตามวธีิของ Nei and Li (1978) พบค่า ความคลา้ยคลึง
ทางพนัธุกรรม (genetic similarity) ตั้งแต่ 0.72-1.00 และน ามาวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ และสร้าง 
dendrogram โดยใชว้ธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS- pc เวอร์ชัน่ 2.20k สามารถ
จ าแนกสบู่ด า 125 ตวัอยา่ง ไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยกลุ่มแรก เป็นสบู่ด าพนัธ์ุท่ีมีปริมาณสารพิษ  
phorbol ester สูง จดัเป็นสบู่ด าท่ีพบส่วนใหญ่ กลุ่มท่ี 2 เป็นสบู่ด ากลุ่มท่ีมีปริมาณสารพิษ   
phorbol  ester ต ่า หรือไม่มีสารพิษ phorbol ester ซ่ึงแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยได ้2 กลุ่ม โดยกลุ่มยอ่ยท่ี 2.1 
ประกอบดว้ย สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์10 Krad, สบู่ด าพนัธ์ุพิชยั-พิเศษ, สบู่ด าพนัธ์ุวชิาญ-พิชยั 1-2,   
สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต-์พิชยั 1-2, สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์1-4 และกลุ่มยอ่ยท่ี 2.2 คือ สบู่ด าพนัธ์ุสุขสันต ์
อู่ทอง 1-6   
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 การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในตวัอยา่งสบู่ด า 67 ตวัอยา่งโดยใชเ้คร่ืองหมาย 
ไอเอสเอสอาร์ จากไพรเมอร์ 8 ชนิด ใหแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมด 96 แถบ เฉล่ีย 12 แถบต่อชนิดของ 
ไพรเมอร์ เป็นแถบดีเอน็เอท่ีใหค้วามแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งสบู่ด า จ านวน 16 แถบ และแถบ 
ดีเอน็เอท่ีไม่ใหค้วามแตกต่าง จ านวน 80 แถบ ไพรเมอร์ (AC)8YG ใหจ้ านวนแถบดีเอน็เอมากท่ีสุด 
คือ 19 แถบ และไพรเมอร์ (CA)8G ใหแ้ถบดีเอน็เอนอ้ยท่ีสุด คือ 7 แถบ ขนาดดีเอน็เอท่ีพบ 
อยูใ่นช่วงประมาณ 0.3-2.5 กิโลเบส มีค่า PICs อยูใ่นช่วง 0.00-0.36 เฉล่ียเท่ากบั 0.06 เม่ือค านวณ 
ค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม ตามวธีิของ Nei and Li (1978) พบค่าความคลา้ยคลึงทาง
พนัธุกรรม มีค่า 0.91-1.00 โดยเม่ือวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ และสร้าง dendrogram โดยใชว้ธีิ 
UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k สามารถจ าแนกตวัอยา่งท่ีศึกษาได ้
เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มสบู่ด าท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester สูง เป็นสบู่ด าพนัธ์ุ 
ท่ีพบส่วนใหญ่ และกลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มสบู่ด าท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ  
phorbol ester     
 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในสบู่ด า โดยใชเ้คร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ พบวา่ เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งสองชนิดสามารถจ าแนก 
กลุ่มสบู่ด า ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่เช่นกนั แต่เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ ไม่สามารถจ าแนก 
ภายในสบู่ด ากลุ่มท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol ester ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ได ้ 
ส่วนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์นั้น สามารถจ าแนกสบู่ด ากลุ่มท่ีมีปริมาณสารพิษ phorbol 
ester  ต ่า หรือ ไม่มีสารพิษ phorbol ester ออกไดเ้ป็นสองกลุ่มยอ่ย 
 
 เลือกขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอของสบู่ด า จ านวน 67 ตวัอยา่ง จากเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ มาวเิคราะห์ร่วมกนั พบค่าความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม 
อยูใ่นช่วง 0.88-1.00 และการจดักลุ่มทางพนัธุกรรมโดยใชว้ธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
NTSYS-pc เวอร์ชัน่ 2.20k สามารถจ าแนกสบู่ด าท่ีคดัเลือกไวจ้  านวน 67 ตวัอยา่ง ซ่ึงมีรูปแบบ
ความสัมพนัธ์เหมือนกบัท่ีใชเ้คร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์  
 
 การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลจ าเพาะกบัยนีท่ีสังเคราะห์กรดไขมนัในสบู่ด า 6  ยนี ไดแ้ก่ 
ยนี KASIII,  KASII , SAD,  FatA, FAD3 และ FAD6 โดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยนี 
ทั้ง 6 จากล าดบัเบสของพืชชนิดต่าง ๆ ใน GenBank แต่อิงล าดบัเบสจากสบู่ด า โดยออกแบบ 
ไพรเมอร์ใหค้รอบคลุมบริเวณ intron เพื่อเพิ่มโอกาสท่ีจะพบความหลากหลายทางพนัธุกรรม  
จากการตรวจสอบรูปแบบของแถบ DNA ท่ีไดจ้ากการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค DFLP และ SSCP 
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พบวา่ ยงัไม่สามารถจดัจ าแนกพนัธ์ุสบู่ด า หรือ จดักลุ่มสบู่ด าในประเทศ และต่างประเทศออกจาก
กนัได ้สรุปไดว้า่ สบู่ด ามีพนัธุกรรมใกลเ้คียงกนัมาก อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบั
ยนีท่ีพฒันาข้ึนน้ี สามารถใชใ้นการจ าแนกความหลากหลายในพืชท่ีอยูใ่นสกุล Jatropha ไดแ้ก่  
เขม็ปัตตาเวยี, สบู่แดง, ฝ่ินตน้ และพืชในวงศเ์ดียวกนั เช่น ละหุ่ง ได ้โดยเฉพาะเม่ือตรวจสอบ 
ลายพิมพดี์เอน็เอโดยเทคนิค SSCP สามารถน าไปใชป้ระโยชน์ในการตรวจสอบลูกผสมท่ีเกิดจาก
สบู่ด ากบัพืชต่างชนิดในสกุล Jatropha (interspecific hybridization) หรือ ต่างสกุล (intergeneric 
hybridization) ไดใ้นอนาคต 
 
 ขอ้มูลจากเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 3 ชนิด คือ เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์ เคร่ืองหมาย
โมเลกุลไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
สังเคราะห์กรดไขมนั ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสบู่ด า พบวา่ สบู่ด ามีความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า เม่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใชใ้น
งานวจิยัคร้ังน้ี  พบวา่ เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์มีประสิทธิภาพสูงกวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล 
ไอเอสเอสอาร์ และเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั 
มีประสิทธิภาพต ่า อยา่งไรก็ตาม เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะกบัยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ
สังเคราะห์กรดไขมนัท่ีพฒันาข้ึนนั้น แมจ้ะไม่สามารถระบุพนัธ์ุจ  าเพาะในสบู่ด าได ้แต่ใหค้วาม
แตกต่างระหวา่งพืชในสกุล Jatropha และพืชวงศ ์Euphorbiaceae สามารถน าไปใชป้ระโยชน์การ
ตรวจสอบลูกผสมท่ีเกิดจากสบู่ด ากบัพืชต่างชนิดในสกุล Jatropha (interspecific hybridization) 
หรือ ต่างสกุล (intergeneric hybridization) ในอนาคตได ้  
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ประวตัิการศึกษา และการท างาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวญาตว ีรัตนมณี 
วนั เดือน ปี ท่ีเกิด 23 กนัยายน 2527 
สถานท่ีเกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวติัการศึกษา กศ.บ. (การศึกษาบณัฑิต) สาขาวทิยาศาสตร์กายภาพ

ชีวภาพ มหาวทิยาลยัศรีนครินทรวโิรฒ (พ.ศ. 2545) 
ต าแหน่งหนา้ท่ีการงานปัจจุบนั - 
สถานท่ีท างานปัจจุบนั - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ  - 
ทุนการศึกษาท่ีไดรั้บ -ไดรั้บทุนสนบัสนุนจากโครงการทุนวจิยัมหาบณัฑิต 

สกว. สาขาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี(MAG Window 
II) ปี 2550 
- ไดรั้บทุนอุดหนุนการคน้ควา้และวจิยัประเภท
วทิยานิพนธ์ระดบับณัฑิตศึกษา ปีงบประมาณ 2550 
บณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
- ไดรั้บทุนอุดหนุนวจิยัจากสถาบนัวจิยั และพฒันาแห่ง
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ ปี 2548-9 และ 2551 

 




