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บทคัดย่อ 
  

ปทุมมาเป็นพืชวงศ์ขิงอยู่ในสกุล Curcuma เป็นไม้ดอกเศรษฐกิจท่ีส าคัญของไทยชนิด
หนึ่ง เพื่อให้เกิดลูกผสมท่ีมีลักษณะใหม่ ๆ และดึงดูดความต้องการของตลาดมากขึ้น นักปรับปรุงพันธุ์
จึงพยายามผสมพันธุ์ข้ามชนิดระหว่างพืชกลุ่มปทุมมาและกระเจียว โดยใช้เทคนิคพิเศษในการช่วย
ผสมและช่วยชีวิตเอมบริโอ ซึ่งลูกผสมท่ีได้อาจเป็นลูกท่ีเกิดจาการผสมตัวเอง หรือลูกท่ีเกิดจากเซลล์
ร่างกายของต้นแม่ ดังนั้นจึงต้องตรวจสอบการเป็นลูกผสมข้ามชนิดท่ีแท้จริง  วิทยานิพนธ์นี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการเป็นลูกผสมข้ามชนิดระหว่างพืชกลุ่มปทุมมาและกระเจียวโดยการ
ประยุกต์ใช้เทคนิคทางพันธุศาสตร์ ได้แก่ เทคนิค Genome in situ hybridization (GISH) การนับ
จ านวนโครโมโซม  (Chromosome counting) การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ  ชนิด inter-simple 
sequence repeat (ISSR) จากผลการตรวจสอบการเป็นลูกผสมข้ามชนิดด้วยเทคนิค  GISH ไม่
สามารถตรวจสอบการเป็นลูกผสมได้ อาจเกิดจากการท าให้โครโมโซมเสียสภาพไม่สมบูรณ์ การล้าง
ส่วนท่ีโพรบจับแบบไม่จ าเพาะเจาะจงออกไม่หมด เป็นต้น ส าหรับวิธีการนับจ านวนโครโมโซมสามารถ
ตรวจสอบการเป็นลูกผสมของลูกผสม SWEPL พบว่ามีจ านวนโครโมโซม 2n = 37 ส าหรับการ
ตรวจสอบการเป็นลูกผสมข้ามชนิดด้วยเครื่องหมาย ISSR โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 10 ไพรเมอร์ เกิด
แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 250-3,000 คู่เบส พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความหลากรูปท้ังส้ิน  71 แถบ จาก
ท้ังหมด 72 แถบ คิดเป็น 98.61 เปอร์เซ็นต์ และมี 10 ไพรเมอร์  ท่ีสามารถจ าแนกความเป็นลูกผสม
ได้ คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างสปีชีส์ของต้นพ่อแม่พันธุ์ 
พบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.04-0.57 แสดงว่า มีความห่างไกลกันทางพันธุกรรม 
วิทยานิพนธ์นี้แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย ISSR สามารถน ามาใช้เพื่อตรวจสอบการเป็นลูกผสมในพืช
กลุ่มท่ีศึกษานี้ ซึ่งอาจน ามาประยุกต์ใช้กับคู่ผสมอื่น ๆ ในสกุล Curcuma หรือสกุลใกล้เคียงได้ และ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมท่ีศึกษาได้นี้อาจใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อวางแผนการปรับปรุงพันธุ์ต่อไป 
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ABSTRACT 
  

Siam tulip, belonging to the family Zingiberaceae; genus Curcuma, is an 
economically important flower in Thailand. To create novel hybrids attracting market 
demands, interspecific hybrids crossed between Siam tulip and its related species 
have been generated through sophisticated crossing techniques and embryo rescue. 
However, the hybridization process may create selfing or induce somatic 
embryogenesis. Hence, it is necessary to verify the true interspecific hybrids. The 
objective of this study was to apply genetic techniques, genome in situ hybridization 
(GISH), chromosome counting and inter-simple sequence repeat (ISSR) markers for 
detection of interspecific hybrids between Paracurcuma and Eucurcuma. 
Unfortunately, GISH experiment was not successful. The GISH probe hybridized 
unspecifically to chromosomes and protein in cytoplasm. Causes might be because 
of incompletion at chromosome denaturation or insufficient washing during detection 
process. For chromosome counting, chromosomes of a SWEPL hybrid were prepared 
and counted. The number of chromosome was 37 (2n = 37) which was the expected 
chromosome number of a hybrid crossed between Curcuma alismatifolia Gagnep. 
(2n = 32, n = 16) C. aurantiaca Van (2n = 42, n = 21). Furthermore, the verification of 
interspecific hybrids using ISSR marker was performed. The results of DNA 
amplification using 10 ISSR primers showed 72 amplified bands in total with 250-
3,000 bp in size. Seventy-one amplified bands of the total (98.61 %) were 
polymorphic. Moreover, it was found that 10 primers (100 %) could be used for 
interspecific hybrid detection. A dendrogram based on polymorphic bands showed 
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genetic similarities among parental species with similarity coefficients ranging 
between 0.04-0.57. In conclusion, the results in this study elucidated that ISSR 
markers were efficient to verify interspecific hybrids between Paracurcuma and 
Eucurcuma, which might also be applied to other hybrids related to Curcuma sp. 
Furthermore, the genetic relationship shown in this study might be useful in the 
Curcuma breeding program. 

 
Keywords : Paracurcuma, Eucurcuma, Genome in situ hybridization (GISH), 

Chromosome counting, Interspecific hybrids, ISSR markers 
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บทที่1 
บทน ำ 

 

ที่มำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ปทุมมำ (Siam tulip) เป็นไม้ดอกเศรษฐกิจท่ีส ำคัญของไทย สำมำรถส่งออกได้ในรูปของไม้
ตัดดอก ไม้กระถำง และหัวพันธุ์ ปัจจุบันประเทศไทยมีพื้นท่ีกำรผลิตปทุมมำประมำณ 400 ไร่ แหล่ง
ผลิตใหญ่อยู่ในจังหวัดเชียงใหม่ เชียงรำย ล ำพูน เลย ชัยภูมิ และกำญจนบุรี ฤดูกำรผลิตอยู่ระหว่ำง
เดือนเมษำยน - กันยำยน มีกำรส่งออกหัวพันธุ์ไปต่ำงประเทศ ประมำณ 75 เปอร์เซ็นต์ ของผลผลิต
ท้ังหมด ส่วนท่ีเหลือ 25 เปอร์เซ็นต์ ใช้ส ำหรับกำรปลูกขยำยพันธุ์ในฤดูกำลถัดไป (ยุทศำสตร์กำร
พัฒนำงำนวิจัยปทุมมำพ.ศ.2559-2563, ม.ป.ป.) ประเทศไทยส่งออกหัวพันธุ์ปทุมมำต้ังแต่ปี 
พ.ศ. 2536 จนถึงปัจจุบัน มูลค่ำกำรส่งออกเพิ่มขึ้นทุกปี (โสระยำ, 2558) จำกกำรรำยงำนก่อนหน้ำนี้ 
พบว่ำประเทศไทยส่งออกปทุมมำในรูปหัวพันธุ์ท่ียังไม่งอก หัวพันธุ์ท่ีงอกแล้ว และดอกปทุมมำสดมี
มูลค่ำรวมปีละ 10 - 20 ล้ำนบำท ตลำดน ำเข้ำหลักได้แก่ ญี่ปุ่น ยุโรป และอเมริกำ ซึ่งเป็นตลำดท่ีมี
คุณภำพและมีก ำลังซื้อสูง (ตำรำงท่ี1-3) (ยุทธศำสตร์กำรพัฒนำงำนวิจัยปทุมมำ พ.ศ. 2559-2563, 
ม.ป.ป.)  

ในปัจจุบันมีกำรปรับปรุงพันธุ์ปทุมมำเพื่อให้ได้ลักษณะท่ีหลำกหลำย เป็นท่ีต้องกำรทำง
กำรค้ำใหม่ ๆ โดยกำรผสมพันธุ์ระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ต่ำง ๆ แต่ลักษณะท่ีได้ก็ไม่แตกต่ำงกันมำกนัก 
(เฉลิมศรี, 2549) จึงมีกำรผสมปทุมมำกับพืชสกุลเดียวกัน เพื่อให้เกิดลูกผสมข้ำมชนิดท่ีมีควำม
หลำกหลำยของลักษณะต่ำงๆ มำกขึ้น เช่น ช่อดอก กลีบประดับ และสีของกลีบประดับ แต่ก็พบว่ำ
กำรผสมระหว่ำงปทุมมำและกระเจียวท ำให้เกิดลูกผสมข้ำมชนิดท่ีมีลักษณะคล้ำยท้ังพ่อและแม่ และ
พบลูกผสมลักษณะแตกต่ำงกันออกไปด้วย แต่ก็พบปัญหำและอุปสรรคในกำรผสมข้ำมชนิด เช่น กำร
บำนของดอกไม่พร้อมกัน ละอองเกสรตัวผู้ไม่สำมำรถงอกบนยอดเกสรตัวเมียได้ หำกละอองเกสรตัวผู้
งอกได้อำจไม่สำมำรถงอกไปถึงไข่ได้ หรืองอกผิดทิศทำงจนไม่สำมำรถผสมกับไข่ได้ ท ำให้ผสมไม่ติด 
หรือผสมติดแต่เอมบริโอหยุดกำรเจริญเติบโตหรือตำยก่อนท่ีจะพัฒนำเป็นต้นใหม่ได้ จึงต้องมีวิธีที่จะ
ท ำให้เอมบริโอสำมำรถเจริญเติบโตเป็นต้นใหม่ได้ และหนึ่งในวิธีท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภำพในกำรผสม
พันธุ์ข้ำมชนิดของพืชกลุ่มปทุมมำคือ กำรใช้ละอองเกสรของต้นแม่กระตุ้นให้เกิดกำรปฏิสนธิ และกำร
ใช้เทคนิคเพำะเล้ียงเอมบริโอ (embryo rescue) เพื่อช่วยให้เอมบริโอพัฒนำเป็นต้นใหม่ได้ แต่
อย่ำงไรก็ตำมกำรใช้ละอองเกสรของต้นแม่กระตุ้นให้เกิดกำรปฏิสนธิอำจท ำให้เกิดกำรผสมตัวเองได้ 
และกำรเพำะเล้ียงเอมบริโออำจท ำให้เซลล์ร่ำงกำย (somatic cells) ของต้นแม่สำมำรถพัฒนำไปเป็น
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ต้นใหม่ได้ (ศิริพร, 2547) ดังนั้นจึงมีควำมจ ำเป็นในกำรพัฒนำวิธีกำรตรวจสอบลูกผสมท่ีแท้จริง
ส ำหรับกำรผสมข้ำมชนิดในปทุมมำ ในปัจจุบันมีรำยงำนเกี่ยวกับกำรตรวจสอบลูกผสมในพืชดอก
หลำยชนิดด้วยเทคนิคทำงพันธุศำสตร์ เช่น กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมสกุลระหว่ำงกล้วยไม้สกุล  
Ascocenda และ Phalaenopsis โดยใช้เทคนิค genome in situ hybridization (GISH) และใช้
เครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Liu et al., 
2016) กำรตรวจสอบโพลีพลอยดีของลิล่ีลูกผสมระหว่ำงสปีชีส์ Longiflorum และ Asiatic lilies 
โดยใช้เทคนิค GISH กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงพืชในสกุล Jatropha โดยใช้เครื่องหมำย 
Single-strand conformation polymorphism (SSCP) (Sims, 2006) นอกจำกนี้ (ธีรนิติ, 2555) 
ได้ท ำกำรตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงสกุลย่อย Paracurcuma และสกุลย่อย 
Eucurcuma โดยใช้เครื่องหมำย Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ได้ส ำเร็จ 1 
คู่ผสม ดังนั้นกำรใช้เทคนิคทำงพันธุศำสตร์ เช่น เทคนิคทำงพันธุศำสตร์เซลล์โดยเฉพำะเทคนิค GISH 
และเครื่องหมำยดีเอ็นเออำจเป็นวิธีหนึ่งในกำรตรวจสอบควำมเป็นลูกผสมข้ำมชนิดของปทุมมำและ
กระเจียวได้ 
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วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 

เพื่อประยุกต์ใช้เทคนิค GISH และเครื่องหมำย ISSR ในกำรตรวจสอบควำมเป็นลูกผสมข้ำม
ชนิดของพืชกลุ่มปทุมมำและกระเจียว 

 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

 
1. สำมำรถตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดของพืชดอกกลุ่มปทุมมำและกระเจียวได้ 
2. ทรำบถึงควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม และองค์ประกอบของจีโนมของพืชกลุ่มปทุมมำ 

กระเจียวและลูกผสม 
3. น ำควำมรู้ท่ีได้ไปประยุกต์ใช้ในพืชอื่น ๆ ท่ีมีควำมสัมพันธ์ใกล้เคียงกัน 
 



 

บทท่ี 2 
การตรวจเอกสาร 

 

ป ทุมม ำเป็ น พื ช ท่ี อยู่ ใน วง ศ์ขิ ง  (Zingiberaceae) สกุ ลขมิ้ น  (Curcuma) มี ช่ื อท ำง
วิทยำศำสตร์ว่ำ Curcuma alismatifolia Gagnep. เป็นไม้ดอกเศรษฐกิจท่ีส ำคัญของไทยเป็นอันดับ
สองรองจำกกล้วยไม้ มีกำรส่งออกหัวพันธุ์ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2536 จนถึงปัจจุบัน มูลค่ำกำรส่งออกเพิ่มข้ึน
ทุกปี (โสระยำ, 2558)  

 
2.1 ปริมาณและมูลค่าการส่งออกปทุมมา 
ตารางที่ 1 ปริมำณและมูลค่ำกำรส่งออกหัวพันธุป์ทุมมำผ่ำนด่ำนตรวจพืชท่ำอำกำศยำนเชียงใหม่ 
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ตารางที่ 2 ปริมำณและมูลค่ำกำรส่งออกหัวพันธุ์และต้นปทุมมำท้ังประเทศ 

 
 

ตารางที่ 3 ปริมำณและมูลค่ำกำรส่งออกดอกปทุมมำท้ังประเทศ 

 
 

2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของปทุมมา 
1) เหง้ำ และ ล ำต้น ปทุมมำเป็นไม้ดอกประเภทหัวแบบไรโซมหรือเหง้ำ ท ำหน้ำท่ีเก็บสะสม

อำหำร มีลักษณะป้อม และโป่งออกทำงด้ำนข้ำงมำกกว่ำท่ีจะเรียวยำว สำมำรถเห็นข้อ และปล้องท่ี
หดส้ันได้อย่ำงชัดเจน มีตำเรียงตัวอยู่ในแนวเดียวกัน 3 - 4 ตำต่อหัว ล ำต้นเหนือดินเป็นล ำต้นเทียม 
ซึ่งประกอบด้วยกำบใบหุ้มซ้อนกันท่ีเกิดจำกตำข้ำงของเหง้ำ มีควำมสูงของต้น 30 - 40 ซม.  
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2) รำก รำกของปทุมมำเป็นระบบรำกฝอย แบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ รำกค้ ำจุน และรำกสะสม
อำหำร รำกสะสมอำหำรท่ีปลำยรำกจะเป็นตุ่มสีขำว เก็บสะสมอำหำรไว้ในช่วงพักตัว ก่อนงอกในฤดู
ต่อไป ในกำรเก็บเกี่ยวหัวพันธุ์จึงควรมีรำกสะสมอำหำรติดมำด้วย 

3) ใบ ใบของปทุมมำเป็นแบบใบเด่ียว มีแผ่นใบยำวรีสีเขียว ลักษณะรูปหอก หรือรูปไข่ เส้น
กลำงใบมีสีน้ ำตำลอ่อน ขอบใบเรียว ขนำดใบกว้ำง 4 - 5 ซม. ยำว 30 - 35 ซม. ใบเกิดจำกส่วนของ
ล ำต้นใต้ดิน 

4) ช่อดอก ดอกของปทุมมำเจริญออกทำงยอดของต้น เป็นช่อแบบช่อเชิงลด (Compact spike) 
ประกอบด้วยกลีบประดับเรียงซ้อนกันเป็นระเบียบ กลีบประดับส่วนบนมีขนำดใหญ่สีม่วงอมชมพูเรียง
ซ้อนกัน มีจ ำนวน 12 - 15 กลีบ ส่วนกลีบประดับส่วนล่ำงส้ันมีสีเขียว มีจ ำนวน 8 - 10 กลีบ ส่วนโคน
ของกลีบประดับเช่ือมติดกัน ตรงปลำยมีลักษณะป้ำนแผ่ออกเป็นช่องท ำให้น้ ำขังได้ ดอกแท้จริงของ
ปทุมมำเกิดท่ีซอกของกลีบประดับส่วนล่ำง และบำงส่วนของกลีบประดับส่วนบน ดอกจริงมี 3 - 4 
ดอกต่อกลีบประดับ จะทยอยบำนทีละดอกและบำนเพียง 1 วันเท่ำนั้น ดอกจริงยำวประมำณ 4 ซม. 
เท่ำนั้น ประกอบด้วยกลีบดอก 6 กลีบ แบ่งออกเป็นช้ันนอก 3 กลีบ ช้ันใน 3 กลีบ กลีบดอกสีขำว 
ยกเว้นกลีบส่วนล่ำงมีลักษณะเหมือนปำกมีสีม่วงเข้มกับเหลือง เป็นดอกสมบูรณ์เพศ เกสรตัวผู้มีก้ำน
และแผ่นเช่ือมติดกับกลีบดอก เกสรตัวผู้มีลักษณะกลมเหนียวจับกันเป็นก้อน ยอดเกสรตัวเมียเป็น
แบบปลำยมีดคล้ำยปำกแตรชูอยู่เหนืออับเรณูตัวผู้ รังไข่มีขนำดประมำณ 0.5 ซม. มีไข่อ่อนคล้ำย
เมล็ดถั่ว 40 - 50 อัน เกำะติดอยู่ท่ีแกนกลำงของรังไข่  

5) เมล็ด ปทุมมำสำมำรถติดเมล็ดได้ถ้ำมีกำรช่วยผสมเกสร เมล็ดมีรูปร่ำงยำวรีสีน้ ำตำลมีเปลือก
แข็งหุ้ม ปกติแล้วเมล็ดจะเริ่มแก่เมื่อช่อดอกเริ่มแห้ง แต่เมล็ดมักมีเปอร์เซ็นต์กำรงอกต่ ำ (อังคณำ, 
2551) และ (สุรวิช, 2540)  

 
2.3 ชนิดของพืชในสกุล Curcuma 

พืชในสกุล Curcuma ท่ีพบในประเทศไทยแบ่งออกเป็น 2 สกุลย่อย คือ 
1) สกุลย่อย Paracurcuma หรือพืชกลุ่มปทุมมำมีลักษณะช่อดอกท่ีมีรูปทรงถ้วย โดยแทงช่อ

ดอกออกมำจำกส่วนกลำงของล ำต้นเทียม ก้ำนช่อดอกยำวตรง ดอกจริงมีสีม่วงหรือสีม่วงอ่อน พืช
สกุลย่อยนี้ได้แก่ ปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep.) ช่อมรกต (C. harmandii Gagnep.) เทพ
ร ำลึก (C. parviflora Wall.) เทพอัปสร (C. thorelii Gagnep.) เป็นต้น พืชกลุ่มนี้พบได้ท่ัวไปในเขต
ภำคตะวันออกเฉียงเหนือ ตำมเขตชำยแดนไทย-ลำว และชำยแดนไทย-เขมร ส่วนใหญ่มักพบตำมทุ่ง
หญ้ำท่ีโล่งแจ้งบริเวณชำยป่ำเบญจพรรณ หรือ บริเวณช้ันล่ำงของป่ำเต็งรัง ไม้ในกลุ่มนี้มีหลำยชนิด
สำมำรถน ำมำผลิตเป็นไม้กระถำง และไม้ประดับแปลงได้  
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2) สกุลย่อย Eucurcuma หรือพืชกลุ่มกระเจียวมีลักษณะช่อดอกเป็นรูปทรงกระบอก โดยแทง
ช่อดอกขึ้นมำจำกเหง้ำโดยตรง หรือออกจำกทำงด้ำงข้ำงของล ำต้นเทียม ดอกจริงมีสีขำวหรือสีเหลือง 
พืชสกุลย่อยนี้ ได้แก่  กระเจียวส้ม (C. roscoeana Wall.) อุษำ พลอยไพลิน  พลอยทักษิณ               
(C. aurantiaca Van.) บัวช้ัน (C. petiolata) เป็นต้น พืชกลุ่มนี้พบได้ท่ัวทุกภำคของประเทศไทย 
ชนิดท่ีพบในท่ีโล่งแจ้งมักมีลักษณะใบหนำมีขนมำก ส่วนพวกท่ีพบในป่ำช้ืนมักจะมีลักษณะใบบำง 
กระเจียวกลุ่มนี้มีหลำยชนิดสำมำรถผลิตเป็นไม้ตัดดอก และเป็นไม้กระถำงได้ (อังคณำ, 2551) และ 
(สุรวิช, 2540) 

 
2.4 การปรับปรุงพันธุ์พืช  

กำรปรับปรุงพันธุ์ คือ กำรผสมพันธุ์และคัดเลือกพันธุ์ในระหว่ำงพืชชนิดเดียวกัน และผสมพันธุ์
ระหว่ำงพืชต่ำงชนิดกัน เพื่อน ำลักษณะท่ีดีต่ำง ๆ มำรวมกันให้ได้พืชท่ีต้องกำร ในกำรปรับปรุงพันธุ์
พืชไม่ว่ำจะเป็นกำรปรับปรุงพันธุ์เพื่อควำมดีเด่นในลักษณะใด จะมีกระบวนกำรท่ีเป็นแบบแผน
เดียวกันคือ  

1) รวบรวมพันธุ์ (plant introduction) คือกำรเก็บรวบรวมแหล่งพันธุกรรมของลักษณะท่ี
ต้องกำรปรับปรุง แหล่งพันธุกรรมได้จำกพันธุ์ปลูก พันธุ์ป่ำ พันธุ์พืชท่ีอยู่ในสปีชีส์หรือจีนัสใกล้เคียง 
ท้ังท่ีหำได้ในประเทศ และขอจำกแหล่งรวบรวมพันธุกรรม  (germplasm collection หรือ 
germplasm bank) ต่ำงประเทศ เช่น แหล่งรวบรวมพันธุกรรมข้ำวท่ี IRRI และข้ำวโพดท่ี CYMMIT 
นอกจำกพันธุ์แล้วยังอำจขอ Bulk population ท่ีมีฐำนพันธุกรรมกว้ำง หรือประชำกร (population) 
ท่ียังไม่มีควำมคงตัวอื่นๆ น ำมำปลูกทดสอบว่ำมีลักษณะท่ีต้องกำรหรือไม่ บำงครั้งพบว่ำพันธุ์ที่น ำเข้ำ
มำมีคุณสมบัติดีกว่ำพันธุ์ที่เกษตรกรปลูกอยู่ สำมำรถแนะน ำให้ปลูกแทนพันธุ์เก่ำได้ทันที 

2) คัดเลือก (selection) ท ำกำรคัดเลือกพืชท่ีมีลักษณะท่ีต้องกำรจำกพันธุ์ และประชำกรท่ี
รวบรวมได้โดยปลูกแล้วคัดเลือก ในขั้นนี้ก็อำจเป็นไปได้ว่ำจะคัดเลือกได้พันธุ์ท่ีสำมำรถแนะน ำให้
เกษตรกรปลูกแทนพันธุ์เดิมได้ อำจจะอย่ำงน้อยก็ระยะหนึ่ง ก่อนจะปรับปรุงพันธุ์ใหม่เสร็จ 

3) ผสมพันธุ์ (hybridization) ในกรณีท่ีสำยพันธุ์หรือประชำกรท่ีน ำมำคัดเลือกนั้น ให้สำยพันธุ์ท่ี
มีลักษณะดีบำงลักษณะ ก็น ำลักษณะดีของแต่ละพันธุ์มำรวมกันโดยกำรผสมพันธุ์ กำรผสมพันธุ์จะ
ประสบควำมส ำเร็จเมื่อใช้วิธีท่ีถูกต้อง ในเวลำท่ีเหมำะสม และผู้ท ำต้องมีประสบกำรณ์พอควร กำร
ผสมพันธุ์จะท ำให้ยีนเกิดกำรกระจำยตัว และรวมตัวใหม่ในช่ัวลูกหลำน ส ำหรับพืชผสมข้ำมสำมำรถ
จะสร้ำงพันธุ์ลูกผสม (F1) ขึ้นได้เมื่อลูกผสม F1 แสดงลักษณะดีเด่นสูงคุ้มกับกำรลงทุน (ศิริพร, 2547) 
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2.4.1 กำรผสมพันธุ์พืชต่ำงชนิด (สปีชีส์) (ศิริพร, 2547) 
กำรปรับปรุงพันธุ์โดยกำรผสมพันธุ์มีวัตถุประสงค์ท่ีส ำคัญคือ กำรรวมลักษณะของพืชท้ัง

สองต้นเข้ำด้วยกันหรือเพิ่มลักษณะท่ีไม่มีเข้ำไป เพื่อให้พืชท่ีได้มีลักษณะใกล้เคียงกับท่ีต้องกำรมำก
ท่ีสุด ซึ่งสำมำรถท ำได้หลำยระดับท้ังภำยในสปีชีส์ ระหว่ำงสปีชีส์ หรือระหว่ำงสกุล กำรปรับปรุงพันธุ์
โดยกำรผสมพันธุ์ภำยในสปีชีส์เดียวกัน กำรผสมพันธุ์ไม่เป็นอุปสรรค แต่ลูกจะมีลักษณะไม่ต่ำงจำกพ่อ
แม่พันธุ์มำกนักหำกฐำนพันธุกรรมของพันธุ์พ่อแม่ไม่ต่ำงกัน ส ำหรับกำรผสมพันธุ์ภำยนอกสปีชีส์แต่
สกุลเดียวกันเป็นกำรผสมพันธุ์ที่ต้องอำศัยเทคนิคต่ำง ๆ ช่วยในกำรผสม แต่จะท ำให้ลูกท่ีได้มีลักษณะ
ท่ีแตกต่ำงไปจำกพ่อแม่พันธุ์ ส่วนกำรผสมพันธุ์พืชต่ำงสกุล จะผสมติดยำกอำจจะต้องผสมให้มีควำม
ใกล้เคียงกันก่อน จึงจะประสบควำมส ำเร็จในกำรปรับปรุงพันธุ์ ควำมส ำเร็จของกำรปรับปรุงพันธุ์โดย
กำรผสมพันธุ์นั้นขึ้นกับโครโมโซมของคู่ผสมว่ำมีควำมใกล้เคียงกันหรือไม่ และควำมสัมพันธ์ทำง
พันธุกรรมของคู่ผสม หำกคู่ผสมมีควำมสัมพันธ์กันมำกจะมีโอกำสผสมติดมำกกว่ำคู่ผสมท่ีมี
ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมห่ำงกัน อำจกล่ำวอย่ำงกว้ำงๆ ได้ว่ำ ควำมส ำเร็จของกำรปรับปรุงพันธุ์
โดยกำรผสมพันธุ์ คู่ผสมจะต้องมีควำมคล้ำยคลึงกันทำงด้ำนพันธุกรรมมำกท่ีสุด แต่มีควำมแตกต่ำง
กันทำงลักษณะมำกท่ีสุด กำรศึกษำทำงด้ำนเซลล์พันธุศำสตร์ (Cytogenetics) และควำมสัมพันธ์ทำง
พันธุกรรม (Genetic Relationship) ด้วยเครื่องหมำยดีเอ็นเอ จะช่วยท ำให้ทรำบถึงควำมใกล้ชิดของ
คู่ผสมได้ 

ในหลำย ๆ กรณีท่ีกำรผสมระหว่ำงพันธุ์ในพืชชนิดเดียวกันไม่สำมำรถให้ผลทำง
พันธุกรรมท่ีต้องกำรได้ ตัวอย่ำงเช่น ในมันฝรั่งพันธุ์ปลูกทุกพันธุ์ ท่ีอยู่ ใน สปี ชี ส์ Solanum 
tuberosum L. จะอ่อนแอต่อโรคใบไหม้ ไวรัส และโรคอื่น  ๆ จึงท ำให้ผลผลิตลดลงอย่ำงมำก  
และยำกท่ีจะได้พันธุ์ต้ำนทำนโรคจำกกำรผสมพันธุ์พืชท่ีอยู่ในสปีชีส์เดียวกัน เพรำะทุกพันธุ์ขำดควำม
ต้ำนทำนท่ีเหมำะสม ดังนั้นกำรผสมพันธุ์พืชต่ำงชนิดจึงถูกน ำมำใช้ในกำรปรับปรุงพันธุ์พืช โดยกำร
ถ่ำยทอดลักษณะท่ีดี เช่น ควำมต้ำนทำนโรคจำกสปีชีส์อื่นซึ่งอำจเป็นพันธุ์ป่ำหรือพันธุ์ปลูกก็ได้ กำร
ถ่ำยทอดลักษณะบำงลักษณะจำกแหล่งพันธุกรรมจำกพืชสปีชีส์หนึ่งไปยังอีกสปีชีส์หนึ่งเรียกว่ำ  
อินโทรเกรสช่ัน (introgression) โดยอำศัยหลักกำรพื้นฐำนของกำรผสมกลับลูกผสมท่ีได้ไปยังพ่อ
หรือแม่ วิธีกำรนี้จะท ำให้สำมำรถถ่ำยทอดลักษณะใดลักษณะหนึ่งท่ีต้องกำรโดยไม่กระทบกระเทือน
ต่อลักษณะอื่นๆ ของพันธุ์เดิมเมื่อท ำกำรผสมข้ำมสปีชีส์ของพืชท่ีมีควำมใกล้เคียงกันจะสำมำรถท ำให้
เกิดกำรรวมตัวของลักษณะท่ีดีจำกพ่อ และแม่ เนื่องจำกกำรรวมตัวกันใหม่ของยีนในช่ัวลูก กำรผสม
พืชต่ำงชนิดจะช่วยให้นักปรับปรุงพันธุ์ได้ลักษณะพันธุกรรมใหม่ท่ีแตกต่ำงไปจำกพ่อแม่เดิม ซึ่งมี
ควำมส ำคัญในกำรปรับปรุงพันธุ์ไม้ดอกไม้ประดับ เพรำะ สี ขนำด รูปร่ำง เป็นลักษณะท่ีมีมูลค่ำทำง
เศรษฐกิจ (อังคณำ, 2551) 
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2.4.2 ลักษณะของลูกผสมต่ำงชนิด (ศิริพร, 2547) 
กำรกระจำยตัวในช่ัวลูกของลูกผสมต่ำงชนิดจะมีควำมผันแปรสูงมำกกว่ำกำรผสมข้ำม

ระหว่ำงพันธุ์ในพืชสปีชีส์เดียวกัน ควำมสมดุล และควำมคงตัวทำงพันธุกรรมของพืชชนิดใหม่ 
จะเกิดขึ้นในช่ัวหลัง ๆ อย่ำงไรก็ตำมขอบเขต และรูปแบบของควำมแปรปรวนของลักษณะท่ีแตกต่ำง
จะขึ้นกับควำมใกล้ชิดกันทำงสรีรวิทยำของสปีชีส์พ่อแม่ จ ำนวนโครโมโซม และโครงสร้ำงทำง
พันธุกรรม ดังนั้นลูกผสมต่ำงชนิดสำมำรถจัดแบ่งได้ 3 กลุ่มดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 เกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงสปีชีส์ท่ีใกล้ชิดกัน มีจ ำนวนโครโมโซมเท่ำกัน
และมีระดับกำรเข้ำคู่กันของโครโมโซมสูง ซึ่งจะให้ลูกผสมท่ีมีควำมสมบูรณ์ทำงเพศ ควำมสมบูรณ์
ทำงเพศของลูกผสมข้ึนกับระดับของกำรเข้ำคู่กันของโครโมโซม ว่ำโครโมโซมเข้ำคู่กันได้ท้ังหมดหรือ
เข้ำคู่กันบำงส่วน ซึ่งจะท ำให้กำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์โดยกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในลูกผสมช่ัวท่ี 1 
เกิดได้แบบปกติไม่มำกก็น้อย และจัดเป็นพวกสมบูรณ์ทำงเพศ ตัวอย่ำงเช่น กำรผสมข้ำมระหว่ำง
มะเขือเทศพันธุ์ปลูกกับมะเขือป่ำซึ่งมียีนท่ีต้ำนทำนต่อโรค Cercosporosis โรคเห่ียว และโรคใบไหม้ 
ซึ่งนักปรับปรุงพันธุ์พืชไม่พบอุปสรรคใดในกำรผสมข้ำมระหว่ำงพืช 2 สปีชีส์นี้ 

 
Lycopersicon esculentum   X   L. pimpinellifolium Mill. 

         (2n = 24)                (2n = 24) 

                                                             ลูกผสมต่ำงชนิด 

กลุ่มที่ 2 เกิดจำกำรผสมข้ำมระหว่ำงสปีชีส์ในสกุล (genus) เดียวกันแต่ชุดพันธุกรรม
ต่ำงกัน ลูกผสมต่ำงชนิดในกลุ่มนี้จะสมบูรณ์ทำงเพศต่อเมื่อสปีชีส์ท้ัง 2 ชนิดท่ีผสมข้ำมมีจ ำนวน
โครโมโซมท่ีเข้ำคู่กันได้หมดหรือได้บำงส่วนไม่อย่ำงนั้นกระบวนกำรไมโอซิสในลูกผสมจะผิดปกติ ไม่
สำมำรถสร้ำงกำมีท หรือเซลล์สืบพันธุ์ได้เนื่องจำกควำมแตกต่ำงของจ ำนวน และโครงสร้ำงของ
โครโมโซม ดังนั้นลูกผสมท่ีเกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงสปีชีส์ท่ีแตกต่ำงกันมำกทำงโครงสร้ำงของ
โครโมโซมจะเป็นหมัน นอกจำกนี้กำรผสมข้ำมสปีชีส์ในกลุ่มนี้ในระดับดิพลอยด์ (2n = 2x) อำจเกิด
กำรขำดหำยบำงส่วนของโครโมโซมในหน่วยสืบพันธุ์ในต้นลูกผสมต่ำงชนิด หรือขำดยีนส ำคัญซึ่งจะ
ท ำให้ลูกผสมตำยได้  

นักปรับปรุงพันธุ์พืชหลำยท่ำนได้พยำยำมท ำกำรผสมข้ำมปอ (Jute) สปีชีส์ท่ีมีผลยำว
กับสปีชีส์ท่ีมีผลส้ันและออกดอกได้ตลอด ซึ่งมีจ ำนวนโครโมโซมเท่ำกับ 2n = 14 เพื่อผลิตลูกผสมแต่
ไม่ประสบผลส ำเร็จ เพิ่งไม่นำนนักท่ีนักปรับปรุงพันธุ์พืชชำวอินเดียประสบผลส ำเร็จในกำรสร้ำง
ลูกผสมระหว่ำง ปอ 2 สปีชีส์นี้  
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Corchorus olotorius L.    X    C. capsularis L.  

                                 ผลยำว 2n = 14    ผลส้ัน 2n = 14 

         ต้นลูกผสม  

ในท ำนองเดียวกันกับกำรผสมข้ำมระหว่ำงข้ำวต่ำงสปีชีส์ จำกกำรวิเครำะห์คำริโอไทป์
ของข้ำวสปีชีส์ต่ำงๆ พบว่ำมีโครโมโซมท้ังหมด 11 แบบ ท่ีมีขนำด และรูปร่ำงต่ำงกัน ซึ่งแสดงให้เห็น
ว่ำข้ำวแต่ละสปีชีส์มีโครงสร้ำงโครโมโซมท่ีแตกต่ำงกัน และประมำณ 2 ใน 3 ของสปีชีส์ข้ำวท้ังหมด 
เป็นพวกดิพลอยด์ (2n = 2x = 24) ส่วนท่ีเหลือเป็นพวกสปีชีส์เททรำพลอยด์ (2n = 4x = 48) พวก 
ดิพลอยด์ท่ีแตกต่ำงกันประกอบด้วยชุดจีโนมต่อไปนี้ AA ,AbAb ,AgAg ,CC ,EE ,FF ส่วนชุดจีโนมของ 
สปีชีส์เททรำพลอยด์ คือ BBCC และ CCDD และพบว่ำข้ำวพันธุ์ปลูกมีชุดจีโนมเป็น AA จะเข้ำกัน
ไม่ได้กับชุดจีโนมอื่น ๆ จำกกำรทดลองพบว่ำสำมำรถสร้ำงข้ำวอัลโลโพลีพลอยด์ (allopolyploid)  
ท่ีมีจีโนไทป์เป็น AACC AABBCC และ AABBDD ได้ส ำเร็จ 

นอกจำกนี้ถ้ำน ำพืชสปีชีส์ท่ีเป็นดิพลอยด์ (2n = 2x) ผสมกับสปีชีส์ท่ีเป็นเททรำ
พลอยด์ (2n = 4x) อัตรำกำรติดเมล็ดท่ัวไปจะต่ ำ เช่น กำรผสมข้ำมระหว่ำงข้ำวสำลีดิพลอยด์กับเทท
รำพลอยด์พบว่ำอัตรำท่ีได้ต่ ำกว่ำ 10 เปอร์เซ็นต์ และกำรผสมข้ำมระว่ำงสปีชีส์ท่ีเป็นดิพลอยด์ (2n = 
2x) กับสปีชีส์ท่ีเป็นเฮกซำพลอยด์ (2n = 6x) จะยิ่งยำกขึ้นไปอีก กำรผสมข้ำมระหว่ำงสปีชีส์ท่ีเป็น 
โพลีพลอยด์จะง่ำยกว่ำและลูกผสมท่ีสมบูรณ์เพศอำจเกิดขึ้นได้แม้พ่อและแม่จะแตกต่ำงกันท้ังในระดับ
ของจ ำนวนชุดพันธุกรรม และจ ำนวนโครโมโซม แต่ท้ังนี้จะเป็นไปได้ก็ต่อเมื่อสปีชีส์ของพ่อและแม่มี
ชุดพันธุกรรมท่ีเหมือนกัน ตัวอย่ำงเช่น 

 

ข้ำวสำลีเฮกซำพลอยด์   X   ข้ำวสำลีเททรำพลอยด์ 

                                  (AABBDD)              (AABB) 

                     ลูกผสมสมบูรณ์เพศ 

กลุ่มที่ 3 เกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงพืชต่ำงสกุล กำรผสมข้ำมระหว่ำงพืชสปีชีส์หนึ่ง 
กับอีกสปีชีส์หนึ่งจะยำกยิ่งขึ้นถ้ำพืชท้ัง 2 สปีชีส์มีควำมแตกต่ำงกันทำงสัณฐำนวิทยำ เซลล์วิทยำ 
และพันธุกรรม กำรผสมระหว่ำงพืชต่ำงสกุลเป็นกำรผสมข้ำมระหว่ำงพืชท่ีมีควำมแตกต่ำงกันมำก
ท่ีสุด ด้วยเหตุนี้งำนของนักปรับปรุงพันธุ์พืชจึงยำกมำก ในกรณีเช่นนี้จ ำเป็นต้องมีกำรใช้เทคนิคพิเศษ
เข้ำช่วยเพื่อให้ประสบควำมส ำเร็จ 



 11 

งำนทดลองของ Karpechenko ในปี ค.ศ. 1922 ท่ีท ำกำรผสมข้ำมระหว่ำงหัวผักกำด 
(2n = 18) กับกะหล่ ำปลี (2n = 18) พบว่ำลูกผสมท่ีได้เป็นหมันเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ เหลือติด
เมล็ดน้อยมำก Karpechenko เป็นคนแรกท่ีแสดงให้เห็นว่ำควำมเป็นหมันในลูกผสมระหว่ำงพืชต่ำง
ชนิดสำมำรถแก้ไขได้โดยกำรเพิ่มชุดของโครโมโซมในเซลล์ร่ำงกำยของสปีชีส์ท่ีท ำกำรผสมข้ำม 

ลูกท่ีได้จำกกำรผสมพืชต่ำงสกุลจะคล้ำยกับลูกท่ีได้จำกลูกผสมระหว่ำงพืชสกุล
เดียวกันแต่ชุดโครโมโซมต่ำงกัน ในกรณีนี้ลูกท่ีได้ในช่ัวหลังๆ จะกลับไปมีลักษณะเหมือนกับพ่อแม่ 
รูปแบบท่ีอยู่กึ่งกลำงระหว่ำงสปีชีส์พ่อและแม่จะเกิดได้ก็ต่อเมื่อท ำกำรเพิ่มจ ำนวนชุดโครโมโซม
เท่ำนั้น 

2.4.3 เทคนิคในกำรแก้ปัญหำที่เกิดขึ้นระหว่ำงกำรผสมพันธุ์ข้ำมชนิดหรือสกุล 
ส ำหรับพืชท่ีเกิดจำกกำรผสมข้ำมสปีชีส์ หรือข้ำมสกุลมักมีลักษณะท่ีหลำกหลำย 

นักปรับปรุงพันธุ์จึงนิยมปรับปรุงพันธุ์พืชโดยกำรผสมข้ำมสปีชีส์หรือข้ำมสกุล แต่กำรผสมก็มีอุปสรรค
ต่ำง ๆ ท ำให้ไม่ประสบควำมส ำเร็จ เช่น  กำรเข้ำกันไม่ได้ของคู่ผสม (cross incompatibility) 
เมล็ดลูกผสมไม่สำมำรถงอกเป็นต้นหรือเป็นเมล็ดบอด ต้นลูกผสมท่ีได้เป็นหมัน จึงจ ำเป็นต้องใช้
เทคนิคต่ำง ๆ เพื่อแก้ปัญหำดังนี้  

2.4.3.1 เม่ือเกิดกำรเข้ำกันไม่ได้ของคู่ผสม สำมำรถแก้ไขได้ดังนี้ 
1. ท ำกำรผสมท้ังทำงตรง และผสมกลับ 
2. ใช้พืชท่ีมีไบโอไทป์ แตกต่ำงกันในกำรผสม 
3. ถ่ำยละอองเกสรในระยะเวลำท่ีแตกต่ำงกัน 
4. ตัดก้ำนชูเกสรตัวเมียให้ส้ันลง 
5. ก่อนถ่ำยละอองเกสรใหตั้ดปลำยยอดเกสรตัวเมียออก แล้ววำงวุ้นท่ีมีอำหำรลงแทนท่ี 
6. ฉีดพ่นสำรกระตุ้นกำรเจริญเติบโตบนเกสรตัวเมีย 
7. ถ่ำยละอองเกสรโดยใช้ละอองเกสรผสมจำกหลำยต้นตัวผู้ 
8. น ำพืชท้ัง 2 ชนิด มำไว้ใกล้กันก่อนกำรผสมเกสร 
9. น ำต้นพืชท่ีจะท ำกำรผสมไปผ่ำนขบวนกำรบำงอย่ำงก่อนกำรผสม เช่น ใช้สำรเคมี หรือ

ปัจจัยทำงกำยภำพ เช่น อุณหภูมิร้อน หรือเย็น เป็นต้น 
10. น ำไข่อ่อนไปเพำะเล้ียงและท ำกำรผสมในสภำพปลอดเช้ือ 
11. เพิ่มจ ำนวนชุดโครโมโซม 

2.4.3.2 เม่ือเมล็ดลูกผสมไม่สำมำรถงอกเป็นต้น หรือเป็นเมล็ดบอด สำมำรถ
แก้ไขได้ดังนี้  

1. กำรเพำะเล้ียงเอมบริโอหรือเรียกว่ำกำรช่วยชีวิตเอมบริโอ (embryo recue) เป็นกำร
น ำเอำส่วนของเอมบริโอออกมำเพำะเล้ียงบนอำหำรสังเครำะห์ ก่อนท่ีเอมบริโอนั้นจะฝ่อหรือหยุดกำร
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พัฒนำเนื่องจำกลูกผสมจำกกำรผสมข้ำมชนิด (interspeific) นั้น จะมีปัญหำทำงพันธุกรรม และมักไม่
สำมำรถพัฒนำเป็น เอมบริโอและเมล็ดท่ีสมบูรณ์ได้  

2. ถ้ำต้นลูกผสมตำย หรือไม่เจริญอำจแก้ไขได้โดยกำรทำบกิ่งต้นลูกผสมลงบนสปีชีส์พ่อหรือ
แม่ หรือ สปีชีส์ท่ีอยู่สกุลเดียวกัน 

ปัญหำกำรไม่สำมำรถงอกของเมล็ดก็เป็นปัญหำท่ีพบบ่อย ท้ังนี้อำจเกิดจำกอำหำรสะสมไม่
เพียงพอ หรือกรณีมีส่ิงยับยั้งในกำรงอก เช่น เปลือกเมล็ดมีลักษณะแข็ง มีสำรเคลือบเปลือกเมล็ด 
หรือมีสำรเคมีบำงชนิดไปยับยั้งกำรงอกของเมล็ด 

2.4.3.3 เม่ือต้นลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) เป็นหมัน  
ควำมเป็นหมันของลูกผสมอำจเกิดจำกปัจจัยของโครโมโซมหรือยีน หรือกำรเข้ำกันไม่ได้

ระหว่ำงไซโทพลำสซึมและนิวเคลียสของพ่อแม่ ท่ัวไปแล้วควำมเป็นหมันเนื่องจำกโครโมโซมเกิดจำก
ควำมแตกต่ำงของจ ำนวน หรือกำรเข้ำคู่กันไม่ได้ของโครโมโซมซึ่งท ำให้กระบวนกำรแบ่งเซลล์แบบ  
ไมโอซิสล้มเหลว วิธีกำรท่ีนิยมใช้ในกำรแก้ไขควำมเป็นหมันในลูกผสมแบ่งได้ 2 วิธี คือ 

1. กำรผสมกลับโดยใช้ต้นลูกผสมเป็นแม่เสมอโดยอำศัยควำมเป็นจริงท่ีว่ำหน่วยสืบพันธุ์ 
เพศเมียท่ีสร้ำงโดยต้นลูกผสมจะแข็งแรง และมีชีวิตมำกกว่ำหน่วยสืบพันธุ์เพศผู้ ดังนั้น จึงแนะน ำให้
ใช้ลูกผสมเป็นต้นแม่แล้วถ่ำยละอองเกสรของพ่อหรือแม่ลงบนต้นลูกผสม โดยวิธีนี้อำจได้เมล็ดจำก
กำรผสมกลับ หรืออำจใช้ละอองเกสรจำกสปีชีส์ท่ี 3 ก็ได้ 

2. กำรเพิ่มจ ำนวนโครโมโซมเป็นสองเท่ำโดยใช้สำรโคซิซิน เป็นวิธีกำรท่ีดีท่ีสุดในกำรแก้ไข
ปัญหำควำมเป็นหมันในลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหว่ำงพืชต่ำงชนิดหรือต่ำงสกุล วิธีนี้จะได้ลูกผสมท่ีมี
โครโมโซมต่ำงชุดกันเพิ่มเป็น 2 เท่ำ ท ำให้แต่ละชุดของโครโมโซมมีคู่ของโครโมโซมท่ีจับคู่กันในกำร
แบ่งเซลล์แบบไมโอซิส และสร้ำงกำมีทเพื่อกำรผสมพันธุ์ได้ 

 
2.5 การจ าแนกสายพันธุ์ลูกผสม 

2.5.1 การจ าแนกสายพันธุ์ลูกผสมโดยวิธีสัณฐานวิทยา  
กำรจ ำแนกพันธุ์โดยกำรศึกษำสัณฐำนวิทยำซึ่งได้แก่ โครงสร้ำงส่วนต่ำงๆ ของพืช ลักษณะล ำต้น 

ใบ ดอก ผล และเมล็ด เพื่อเป็นเกณฑ์กำรจัดจ ำแนกพืช โดยพืชท่ีสืบสำยมำจำกต้นเดียวกันย่อมมี
ลักษณะโครงสร้ำงท่ีคล้ำยคลึงกัน เมื่อน ำพืชมำผสมพันธุ์ข้ำมชนิดลูกผสมอำจมีลักษณะทำงสัณฐำน
วิทยำท่ีเปล่ียนไป ดังนั้นกำรศึกษำโครงสร้ำงทำงสัณฐำนวิทยำนับว่ำเป็นส่ิงส ำคัญเนื่องจำกสำมำรถ
แสดงลักษณะต่ำงๆ ของพืชได้อย่ำงชัดเจน ยกตัวอย่ำงเช่น กำรจ ำแนกสำยพันธุ์ลูกผสมสตรอเบอรี่
โดยใช้ลักษณะของควำมแน่นทรงพุ่ม สีก้ำนใบด้ำนบน รูปร่ำงใบย่อยกลำง รูปร่ำงหูใบ รูปร่ำงผล และ
ต ำแหน่งเมล็ด สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงต้นลูกผสมได้ชัดเจน ดังแสดงในภำพท่ี 1  
(ปรำโมทย์, 2543) 
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ภาพที่ 1 กำรจ ำแนกสำยพันธุ์ลูกผสมโดยวิธีสัณฐำนวิทยำ 
หมำยเลข CMU025 และCMU035 คือ พ่อแม่พันธุ์ หมำยเลข 2, 4, 5, 8, 9, 12, 19, 22, 25 และ 
31 คือต้นลูกผสม 
 

2.5.2 การจ าแนกสายพันธุ์ลูกผสมโดยวิธีทางพันธุศาสตร์ 
กำรจ ำแนกสำยพันธุ์โดยวิธีทำงสัณฐำนวิทยำเป็นกำรดูเพียงลักษณะภำยนอก เช่น ดอก 

ใบ รำก เป็นต้น มีควำมยำกล ำบำก และอำจใช้เวลำนำน ดังนั้นเทคนิคทำงพันธุศำสตร์ซึ่งได้แก่ 
เทคนิคทำงพันธุศำสตร์เซลล์ (cytogenetics) โดยเฉพำะกำรนับจ ำนวนโครโมโซม เทคนิค Genome 
in situ hybridization (GISH) และเครื่องหมำยดีเอ็นเอ (DNA markers) ซึ่งใช้จ ำแนกส่ิงมีชีวิตส ำเร็จ
มำแล้วหลำยชนิดอำจจะมีประโยชน์อย่ำงยิ่งต่อกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (genetic 
relationship) และกำรจ ำแนกลูกผสมข้ำมชนิดในงำนวิจัยนี้ได้ 

2.5.2.1 กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิคทำงพันธุศำสตร์เซลล์ (อลงกลด, 2554) 
โดย ท่ัวไปจ ำนวนโครโมโซม  (chromosome number) จะคงท่ี ใน เซลล์ร่ำงกำย  

ของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ควำมผันแปรของจ ำนวนโครโมโซมในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดก็อำจตรวจพบได้ 
เช่น ในตัวอย่ำงของพืช Hops (Humulus japonicas) เพศเมียจะมีโครโมโซมเป็น XX แต่เพศผู้จะมี
โครโมโซมเป็น XXX จึงสรุปได้ว่ำควำมผันแปรของจ ำนวนโครโมโซมในส่ิงมีชีวิตช้ันสูง สำมำรถท่ีจะ
ตรวจพบได้ในส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกัน ซึ่งเป็นข้อยกเว้นจำกปกติ ในสภำพปกติจ ำนวนโครโมโซมของ
เซลล์ร่ำงกำยในส่ิงมีชีวิตช้ันสูงจะถูกเรียกว่ำ โซมำติก (somatic) ไซโกติก (zygotic) หรือดิพลอยด์ 
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นัมเบอร์ (diploid number) จ ำนวนโครโมโซมในเซลล์สืบพันธุ์จะเรียกว่ำแฮพลอยด์ (haploid) หรือ
แกมิติกนัมเบอร์ (gametic number) จ ำนวนโครโมโซมของส่ิงมีชีวิตท่ีน้อยท่ีสุดพบคือ 2n = 2 พบใน
พวกพยำธิตัวกลม (Ascaris megalacephala) ในสัตว์ช้ันสูงมีจ ำนวนโครโมโซมท่ีน้อยท่ีสุดคือ 
เก้งธรรมดำเพศเมียมีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 6 เพศผู้มีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 7 ในพืชช้ันสูง
Haplopappus gracillis มีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 6 โดยพบว่ำพืชท่ีเป็นดิพลอยด์ส่วนมำกจะมี
จ ำนวนโครโมโซมอยู่ระหว่ำง 15 - 20 แท่ง จะมีเพียงส่วนน้อยท่ีมีจ ำนวนโครโมโซมมำกหรือน้อยกว่ำ
นี้  ในพืชท่ีพบจ ำนวนโครโมโซมมำกท่ีสุด คือ เฟิ ร์น (Ophioglossum petiolatum) มีจ ำนวน
โครโมโซม 2n = 1,020 จำกควำมรู้เบื้องต้นท่ีทรำบว่ำจ ำนวนโครโมโซมของส่ิงมีชีวิตภำยในสปีชีส์
เดียวกันจะเท่ำกัน และลูกจะได้โครโมโซมครึ่งหนึ่งจำกพ่อและแม่ ดังนั้นหำกปรับปรุงพันธุ์ด้วยกำร
ผสมข้ำมชนิดลูกผสมท่ีได้จะมีจ ำนวนโครโมโซมเท่ำกับผลรวมของโครโมโซมของเซลล์สืบพันธ์จำกต้น
แม่และต้นพ่อ จึงสำมำรถตรวจสอบควำมเป็นลูกผสมได้จำกจ ำนวนโครโมโซม และสำมำรถตรวจสอบ
ว่ำลูกผสมนั้น เกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงพืชชนิดใด กำรตรวจสอบองค์ประกอบทำงจีโนมของ
ลูกผสมนั้น โดยใช้เทคนิค Genome in situ hybridization (GISH)  

 
กำรเตรียมโครโมโซมพืชเพื่อใช้ในกำรนบัจ ำนวนโครโมโซมและเทคนิค GISH 

1. ข้อมูลเบื้องต้นเก่ียวกับกำรเตรียมโครโมโซม 
1.1 กำรท ำ Pretreatment 

กำรศึกษำโครโมโซมพืชเพื่อตรวจสอบจ ำนวน และรูปร่ำงของโครโมโซมมี

หลำยวิธีแต่ละวิธีจะเลือกเอำเซลล์ระยะเมทำเฟส เพรำะเป็นระยะท่ีมีโครโมโซมขดส้ันมำกท่ีสุดเห็น

โครโมโซมได้ชัดเจน เพื่อท่ีจะเก็บเกี่ยวเซลล์ในระยะเมทำเฟส ได้มีกำรน ำสำรเคมีต่ำง ๆ มำใช้ยับยั้ง

เซลล์ให้หยุดในระยะเมทำเฟส ท ำให้โครโมโซมขดตัวส้ันลง หรือยับยั้งเส้นใยสปินเดิลท ำให้โครโมโซม

ไม่เรียงกลำงเซลล์กระจำยท่ัวไซโทพลำสซึม เรียกกำรเหนี่ยวน ำนี้ว่ำ Pretreatment ภำยหลังจำกกำร

ท ำ Pretreatment จะตรึงเซลล์ (Fix) ด้วยน้ ำยำตรึง (fixative) ต่อไป มีสำรเคมีหลำยชนิดท่ีใช้เพื่อ

กำรท ำ  Pretreatment เช่น  สำรโคล ชิซิน  (colchicine) 8-ไฮดร็อกซี ควิ โน ลีน  (8hydroxy-

quinoline) และ พำรำไดคลอโรเบนซีน (paradichlorobenzine) รวมทั้งกำรใช้น้ ำเย็นด้วย เป็นต้น 

1.2 กำรตรึงเซลล์  

กำรตรึงเซลล์ เป็นกำรหยุดกำรท ำงำนของเซลล์ และท ำให้เซลล์พืชคง

สภำพเดิมโดยใช้น้ ำยำตรึงเซลล์ซึ่งต้องเตรียมใหม่ก่อนใช้ทุกครั้ง น้ ำยำตรึงเซลล์ท่ีนิยมใช้ ดังนี้ 

1) Carnoy’s solution ประกอบด้วยเมทำนอลเข้มข้นต่อกรดอะซิติก

เข้มข้นในอัตรำส่วน 3 : 1 
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2) Farmer’s solution ประกอบด้วยเอทำนอลเข้มข้นต่อคลอโรฟอร์ม 

ต่อกรดอะซิติกเข้มข้นในอัตรำส่วน 6 : 3 : 1  

1.3 สีย้อมโครโมโซม (stain) 

สีท่ีนิยมใช้ในกำรศึกษำโครโมโซมพืช คือ อะซิโท-คำร์มีน ในกรณีท่ีมีสนิม

เหล็กปนอยู่ในสีนี้จะท ำให้โครโมโซมติดสีดีมำกขึ้น ซึ่งในปัจจุบันนี้มีสีหลำยชนิดท่ีนิยมน ำมำใช้ย้อม

โครโมโซมพืช เช่น สีแลคโท-โพรพิโอนิค ออร์ซีน (lacto-propionic orcein) สีอะซีโท-ออร์ซีน 

(aceto-orcein) สีแอลกอฮอลิค -ไฮโดรคลอริค -แอซิด คำร์มีน (alcoholic-hydrochloric-acid 

carmine) และสีฟอร์ยเก็น (Feulgen) เป็นต้น 

1.4 กำรท ำสไลด์ช่ัวครำว (temporary slide) 

กำรเก็บรักษำสไลด์เอำไว้ช่ัวครำว เพื่อป้องกันไม่ให้อำกำศเข้ำไปปนเป้ือน

ตัวอย่ำงเซลล์พืช จะใช้วิธีกำรปิดรอบ ๆ กระจกปิดสไลด์ให้แน่นด้วยสำรท่ีมีควำมเหนียวหรือขี้ผ้ึงท่ีมี

คุณสมบัติสำมำรถขูดออกได้ง่ำย ท้ังนี้เพื่อควำมสะดวกในกำรท่ีจะกลับมำท ำสไลด์ถำวรต่อไป สำรท่ี

นิยมใช้มีหลำยชนิดดังนี้  

1 ) Dahl’s varnish-beewax-paraffin โดย ใช้ ส่วน ผสมของ Turtox 

ringing vanish: beeWax: paraffin ในอัตรำส่วน 0.5 : 1 : 2 

2) ส่วนผสมของ gum-mastic และ paraffin ในอัตรำส่วน 1 : 1 ต้ังไฟให้

ร้อนคนให้เข้ำกัน แล้วกรองหยำบๆ เพื่อเอำเศษผงท่ีไม่ต้องกำรออก 

3) ส่วนผสมของ lanolin และ paraffin ในอัตรำส่วน 1 : 1 ต้ังไฟให้ร้อน

คนให้เข้ำกัน 

4) ใช้น้ ำยำทำเล็บ (ชนิดใส) โดยทำรอบกระจกปิดสไลด์ วิธีนี้มีข้อเสีย คือ 

เป็นกำรยำกท่ีจะขูดน้ ำยำทำเล็บออกเพื่อจะท ำสไลด์ถำวรอีกครั้ง 

1.5 กำรท ำสไลด์ถำวร (permanent slide) 

กำรท ำสไลด์ถำวรวิธีกำรท่ีสะดวกท่ีสุด คือ วิธี dry ice technique 

1) วำงแผ่นสไลด์บนน้ ำแข็งแห้ง (dry ice) ท่ีเป็นก้อนเรียบ โดยวำงให้แผ่น

กระจกปิดสไลด์อยู่ด้ำนบน และแผ่นสไลด์อยู่ด้ำนล่ำงติดกับน้ ำแข็งแห้ง ใช้ปลำยดินสอกดให้สไลด์ติด

กับน้ ำแข็งแห้ง เพื่อให้เซลล์พืชท่ีเตรียมจะเย็นและแข็ง 

2) ใช้ปลำยมีดเปิดแผ่นสไลด์ออกอย่ำงรวดเร็วในขณะท่ีแผ่นสไลด์ยังเย็น

จัดน ำเอำแผ่นสไลด์วำงท ำมุม 45 องศำกับพื้น ใช้ท่ีเป่ำผมเป่ำลมร้อนอ่อน ๆ ให้กับแผ่นสไลด์จนแห้ง 

3) ล้ำงแผ่นสไลด์ในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ปล่อยให้แผ่นสไลด์แห้ง 
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4) ท ำกำร mount สไลด์ด้วยสำร premount เช่น diaphane, euparal 

เป็นต้น 

2. เนื้อเยื่อส ำหรับกำรเตรียมโครโมโซมจำกพืช 

2.1. ปลำยรำก 
กำรเตรียมโครโมโซมจำกปลำยรำกเป็นวิธีเตรียมโครโมโซมพืชท่ีนิยม

มำกท่ีสุด โดยเป็นกำรเตรียมจำกโซมำติกเซลล์ (somatic cell) หรือเซลล์ร่ำงกำย เทคนิคท่ีใช้ในกำร
เตรียมคือ เทคนิคกำรบดขย้ีเซลล์ (squash technique) 

2.2. กำรเตรียมโครโมโซมจำกดอกพืช 
ดอกพืชท่ีน ำมำศึกษำกำรแบ่งเซลล์สืบพันธุ์ (ไมโอซิส) ต้องเลือกดอกท่ี

ก ำลังมีกำรแบ่งเซลล์ เป็นดอกท่ีไม่อ่อน และไม่แก่มำกเกินไป ซึ่งนิยมศึกษำกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส 
ในเซลล์ไมโครสปอร์โรไซท์ของละอองเกสรเพศผู้ 

3. กำรเตรียมสไลด์ และกำรหยดเซลล์ 

3.1 กำรเตรียมสไลด์ 

แผ่นสไลด์ท่ีน ำมำศึกษำโครโมโซม ควรไม่มีครำบสกปรกหรือครำบไขมัน

ปนเปื้อนอยู่บนแผ่นสไลด์ สไลด์ท่ีสะอำดเมื่อมีกำรหยดสำรละลำยตะกอนเซลล์ จะท ำให้เซลล์แผ่

กระจำยตัวดี และส่งผลให้เมทำเฟสโครโมโซมมีกำรกระจำยตัวดีไม่ซ้อนทับกัน ซึ่งมีวิธีกำรเตรียมสไลด์

ดังนี้ 

1) น ำสไลด์มำล้ำงด้วยผงซักฟอกหรือน้ ำยำล้ำงจำนจนแน่ใจว่ำสะอำดดี 
2) ท ำกำรล้ำงน้ ำเปล่ำ โดยกำรถูให้สะอำด จนแน่ใจว่ำน้ ำยำท่ีใช้ล้ำงออกหมด 

แล้วล้ำงด้วยน้ ำเปล่ำอีก 2 - 3 ครั้ง 
3). น ำสไลด์ไปแช่ใน 1N HCl อย่ำงน้อย 1 คืน จำกนั้นน ำสไลด์เก็บไว้ใน 

น้ ำกล่ัน แช่ในตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
4) เมื่อน ำสไลด์มำใช้ด้วยกำรหยดเซลล์ลงบนสไลด์ ต้องหยดในสภำพท่ีสไลด์

เย็นจัด ภำยหลังจำกท่ีน ำสไลด์ออกมำจำกกำรแช่เย็นได้ไม่นำน 
3.2 กำรหยดเซลล์ 
1) ในกรณีท่ีตะกอนเซลล์เก็บรักษำอยู่ในน้ ำยำตรึงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำ

เซลเซียส ต้องท ำกำรเปล่ียนน้ ำยำตรึงใหม่ โดยน ำมำปั่นเหวี่ยงท่ี 1,200 รอบ/นำที เป็นเวลำ 10 นำที 
ท ำกำรดูดส่วนน้ ำยำตรึงเซลล์ด้ำนบนท้ิง แล้วเติมน้ ำยำตรึงเซลล์ลงไปใหม่ประมำณ 1 - 2 มล. ซึ่งจะ
ขึ้นอยู่กับปริมำณของตะกอนเซลล์ท่ีมีอยู่ 
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2) ใช้ไมโครปิเปตดูดสำรละลำยตะกอนเซลล์ หยดลงบนสไลด์ท่ีสะอำดและ
เย็นจัด ประมำณ 3 หยด โดยไม่ซ้ ำต ำแหน่งเดิม หยดให้สูงจำกสไลด์ประมำณ 1 - 2 ฟุต เพื่อให้เซลล์
แตกกระจำย และโครโมโซมมีกำรกระจำยตัวดี ท้ิงสไลด์ให้แห้ง จึงน ำมำตรวจโครโมโซมด้วยกล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสงท่ีก ำลังขยำย 400 เท่ำ โดยปรับแสงให้น้อยท่ีสุด เลือกสไลด์ท่ีมีโครโมโซมระยะ
เมทำเฟส และมีกำรกระจำยตัวของโครโมโซมดีไว้ย้อมสีโครโมโซม 

 
เทคนิค In situ hybridization 
เทคนิค  In situ hybridization เป็น เทคนิคทำงด้ำนพันธุศำสตร์ เซลล์ระดับโมเลกุล 

(molecular cytogenetics) ท่ีอำศัยหลักกำรจับคู่กันระหว่ำงดีเอ็นเอเป้ำหมำย (target DNA) กับ 
ดีเอ็นเอโพรบ (DNA probe) โดยดีเอ็นเอเป้ำหมำย หมำยถึง ดีเอ็นเอหรือยีนท่ีต้องกำรค้นหำว่ำมี
ต ำแหน่งใดบนแท่งโครโมโซม และดีเอ็นเอโพรบ หมำยถึง ดีเอ็นเอท่ีใช้ในกำรติดตำมต ำแหน่งของ 
ดีเอ็นเอเป้ำหมำย โดยท่ีดีเอ็นเอเป้ำหมำยกับ โพรบต้องเป็นเบสคู่สมกัน (complementary) มีกำร
พัฒนำเทคนิคเพื่อหำต ำแหน่งของดีเอ็นเอหรือยีนเป้ำหมำยในจีโนมของส่ิงมีชีวิต ได้แก่ เทคนิค 
Fluorescence in situ hybridization (FISH) เป็นเทคนิคท่ีอำศัยกำรย้อมสีชนิดพิเศษเพื่อให้ทรำบ
ต ำแหน่งของยีน หรือล ำดับของเบสท่ีสนใจบนแท่งโครโมโซม ภำพท่ี 2 แสดงวิธีกำรหำต ำแหน่งของ
ยีนหรือดีเอ็นเอท่ีสนใจว่ำมีต ำแหน่งใดบนโครโมโซมโดยใช้เทคนิค FISH ซึ่งสำมำรถสรุปเป็น 4 
ขั้นตอนหลัก คือ 

1) กำรเตรียมตัวอย่ำง เทคนิค FISH เป็นเทคนิคท่ีต้องกำรหำต ำแหน่งดีเอ็นเอหรือยีนบนแท่ง
โครโมโซม ดังนั้นกำรเตรียมโครโมโซมจึงมีควำมส ำคัญมำก ต้องก ำจัดโซโทพลำสซึม อำร์เอ็นเอ และ
ขยะท่ีอยู่ในนิวเคลียสออกโดยกำรใช้เอนไซม์ย่อย เพื่อลดสัญญำณรบกวนจำกกำรจับกันระหว่ำงโพรบ
กับโปรตีน ไลปิด คำร์โบไฮเดรต และอำร์เอ็นเอ 

2) กำรเตรียมและกำรติดฉลำกดีเอ็นเอโพรบ ดีเอ็นเอโพรบอำจเป็นยีนท่ีสนใจหรือดีเอ็นเอ
สำยส้ัน ๆ ท่ีถูกติดฉลำกด้วยสำรฟลูออเรสเซนซ์ หรือไม่ใช่สำรฟลูออเรสเซนซ์ กำรติดฉลำกด้วยสำร
ฟลูออเรสเซนซ์เรียกว่ำ กำรติดฉลำกแบบทำงตรงซึ่งสำมำรถตรวจสอบกำรเรืองแสงได้โดยตรง  
ส่วนกำรติดฉลำกท่ีไม่ใช่สำรฟลูออเรสเซนซ์เรียกว่ำ กำรติดฉลำกแบบทำงอ้อมซึ่งสำมำรถตรวจสอบได้
จำกสำรตัวที่สอง หรือสำมท่ีเป็นสำรฟลูออเรสเซนซ์ 

3) กำรไฮบิไดซ์โพรบกับตัวอย่ำงโครโมโซมท่ีต้องกำร โดยกำรท ำให้โครโมโซมบนสไลด์เสีย
สภำพธรรมชำติด้วยสำรฟอร์มำมำยด์ (Formamide) แล้วจึงหยดโพรบท่ีท ำให้เสียสภำพด้วยควำม
ร้อนบนสไลด์ หลังจำกนั้นบ่มสไลด์ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส และมีควำมช้ืน เพื่อให้โพรบเข้ำ 
ไฮบริไดซ์กับต ำแหน่งท่ีเป็นคู่สมกันบนโครโมโซม เวลำท่ีใช้ในกำรไฮบริไดซ์ของโพรบกับโครโมโซม
ขึ้นอยู่กับชนิดพันธุ์ของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจ ว่ำมีควำมใกล้หรือมีควำมห่ำงไกลกันทำงวิวัฒนำกำร 
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4) กำรตรวจสอบและกำรแสดงผล กำรตรวจหำต ำแหน่งของยีนหรือช่วงล ำดับเบสของดีเอ็น
เอท่ีสนใจบนแท่งโครโมโซมใช้เทคนิค In situ hybridization ร่วมกับ immunocytochemistry คือ
อำศัยกำรเข้ำคู่กันของโครโมโซมและโพรบท่ีติดฉลำกด้วยโมเลกุลหรือสำรเคมีท่ีสำมำรถติดตำมได้ด้วย
สำรเรืองแสง แล้วจึงติดตำมกำรเรืองแสงของโพรบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนซ์ ซึ่งเป็น
ต ำแหน่งของยีนหรือช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจบนโครโมโซม 

ดีเอ็นเอโพรบนอกจำกจะเป็นดีเอ็นเอสำยส้ันๆ ท่ีเป็นบริเวณใดบริเวณหนึ่งของโครโมโซมดังท่ี
กล่ำวมำในเทคนิค FISH แล้ว เรำสำมำรถใช้ดีเอ็นเอโพรบเป็นดีเอ็นเอท้ังหมดในจีโนมของส่ิงมีชีวิต 
ท่ีสนใจได้ เพื่อศึกษำองค์ประกอบของจีโนมของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจว่ำประกอบด้วยดีเอ็นเอมำจำกแหล่ง
ใดบ้ำง เรียกเทคนิคนี้ว่ำ Genome in situ hybridization (GISH) เทคนิคนี้สำมำรถใช้ตรวจสอบ
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงจีโนมของพืช  ใช้ตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิด (interspecific hybrids) หรือข้ำม
สกุล (intergeneric hybrids) โดยตรวจสอบองค์ประกอบของจีโนมท่ีได้รับมำจำกพ่อหรือแม่ได้    
(อลงกลด, 2554) 
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ภาพที่ 2 ขั้นตอนกำรตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดโดยวิธี genomic in situ hybridization 
(GISH)  
ท่ีมำ : Brammer et al., (2003) 

 

2.5.2.2 กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเคร่ืองหมำยดีเอ็นเอ (สุรินทร์, 2552) 
เครื่องหมำยดีเอ็นเอ (DNA markers) คือ ดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นเครื่องหมำยบ่งช้ีควำมจ ำเพำะของ

ส่ิงมีชีวิตตัวหนึ่ง สำยพันธุ์หนึ่ง สปีชีส์หนึ่ง หรือในระดับต่ำงสปีชีส์ เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ท่ีต ำแหน่งหนึ่ง ๆ 
บ น โค ร โม โซม  (nuclear DNA) ห รื อ ดี เอ็ น เอ ใน ออร์ แก เน ล ล์  (mitochondrial DNA ห รื อ 
chloroplast DNA) กำรท่ีสำมำรถใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมำยได้เนื่องจำกนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของ
ดีเอ็นเอของแต่ละส่ิงมีชีวิตมีควำมแตกต่ำงกัน หรือมีควำมแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทด์
ระหว่ำงส่ิงมีชีวิตท ำให้เกิดรูปแบบของกำรจัดเรียง นิวคลีโอไทด์หลำยรูปแบบ หรือเรียกว่ำเกิดพอลิ
มอร์ฟิซึม (polymorphism) ซึ่งอำจท ำให้เกิดล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีจ ำเพำะต่อส่ิงมีชีวิตแต่ละตัว สำย
พันธุ์ หรือชนิดของส่ิงมีชีวิต เป็นต้น 
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กำรตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีข้อดีกว่ำกำรตรวจสอบโปรตีน คือโมเลกุลของดีเอ็นเอมีควำม
เสถียรกว่ำจึงเก็บไว้ได้นำน สำมำรถวิเครำะห์จำกตัวอย่ำงท่ีถูกเก็บไว้เป็นเวลำยำวนำนได้ และ
เนื่องจำกดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบท่ีมีอยู่ในเซลล์เกือบทุกเซลล์ในปริมำณเท่ำกัน จึงสำมำรถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอจำกเนื้อเยื่อใด ๆ ระยะกำรเจริญเติบโต หรือสภำพทำงสรีรวิทยำใดก็ได้ โดยไม่
ขึ้นกับสภำพแวดล้อม ตรวจสอบดีเอ็นเอจำกส่วนท่ีเป็นยีนหรือไม่ใช่ยีนก็ได้ จะมีกำรแสดงออกหรือไม่
ก็ได้ จึงตรวจสอบได้โดยไม่จ ำกัด ครอบคลุมท้ังจีโนม ประกอบกับมีวิธีตรวจสอบเครื่องหมำยดีเอ็นเอ
แบบต่ำง ๆ ให้เลือกมำกมำย ท ำให้กำรใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมำยท ำได้อย่ำงกว้ำงขวำง ประยุกต์ใช้ใน
ด้ำนต่ำง ๆ ได้ไม่จ ำกัด 

เครื่องหมำยดีเอ็นเอ (DNA markers) ได้เข้ำมำมีบทบำทในงำนด้ำนพันธุศำสตร์และกำร
ปรับปรุงพันธุ์พืชอย่ำงมำก เนื่องจำกกำรจัดกลุ่มหรือกำรจ ำแนกส่ิงมีชีวิตโดยอำศัยลักษณะสัณฐำน
วิทยำท ำได้ยำก โดยเฉพำะพืชซึ่งเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีลักษณะคล้ำยคลึงกัน จึงท ำให้เกิดควำมผิดพลำดใน
กำรแยกควำมแตกต่ำงของสำยพันธุ์ได้โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งสำยพันธุ์พืชบำงชนิดท่ีมีควำมใกล้ชิด 
ทำงพันธุกรรม เครื่องหมำยดีเอ็นเอจึงถูกน ำมำใช้เพื่อบ่งช้ีควำมแตกต่ำงของสำยพันธุ์พืช (varietal 
identification) และยังเป็นข้อมูลส ำคัญในกำรจดสิทธิบัตรพันธุ์พืช (plant patent) และประเมิน
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิต (genetic diversity) อีกด้วย (จุฑำพร แสงประจักษ์, 
2555) 

 
เครื่องหมำยดีเอ็นเอ แบ่งออกเป็น 2 ชนิดใหญ่ ๆ คือ 
1) Hybridization-based marker เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอท่ีพัฒนำขึ้นโดยอำศัยหลักกำร

เข้ำคู่ของล ำดับดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอตรวจสอบ (โพรบ) ได้แก่ เครื่องหมำย Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) คือ ควำมแตกต่ำงหรือควำมหลำกหลำยของขนำด     
ดีเอ็นเอท่ีเกิดจำกกำรตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ (restriction enzyme) วิธีกำรเริ่มจำกกำรตัดดีเอ็น-
เอด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ แล้วแยกขนำดของช้ินดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส หลังจำกนั้นแยก     
ดีเอ็นเอจำกแผ่นเจลมำไว้บนแผ่นเมมเบรนแล้วใช้โพรบหรือดีเอ็นเอตรวจสอบท่ีติดฉลำกส ำหรับ
ติดตำม เพื่อบอกควำมแตกต่ำงของจีโนม ควำมแตกต่ำงของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีผ่ำนกำรตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ ำเพำะของเทคนิค RFLP เกิดจำกดีเอ็นเอมีกำรเปล่ียนล ำดับเบสต่ำงไปจำกเดิม ดังภำพท่ี 3 
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ภาพที่ 3 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย RFLP 
ท่ีมำ : Mahadwala, (2017) 
 

2) PCR-based marker เป็ น ก ำ ร น ำ เท ค นิ ค  PCR (Polymerase Chain Reaction)  
มำประยุกต์ใช้ เครื่องหมำยดีเอ็นเอกลุ่มนี้มีหลำยชนิดมีท้ังแบบตรวจสอบได้ทีละต ำแหน่งและ
ตรวจสอบได้ครั้งละหลำยต ำแหน่งพร้อมกัน เครื่องหมำยท่ีตรวจสอบหลำยต ำแหน่งพร้อมกันเป็น 
กำรตรวจสอบแบบสุ่มไม่จ ำเพำะกับต ำแหน่งใด ตัวอย่ำงเครื่องหมำยดีเอ็นเอในกลุ่มนี้ ได้แก่ 

เครื่องหมำย Single-nucleotide polymorphism (SNPs) เป็นกำรศึกษำควำมแตกต่ำง 
ทำงพันธุกรรมท่ีเกิดจำกกำรเปล่ียนแปลงล ำดับเบสบนสำยโพลีนิวคลีโอไทด์เพียงต ำแหน่งเดียวใน
บริเวณหนึ่ง ๆ ของส่ิงมีชีวิตแต่ละตัว เป็นเครื่องหมำยท่ีพบควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมใน
ประชำกรมำกท่ีสุด วิธีกำรตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ได้แก่ tetra-primer ARMS-PCR โดยออกแบบ
ไพรเมอร์จ ำนวน 4 เส้น มีเส้นด้ำนนอก 2 เส้น (outer primer) ซึ่งจะจับกับดีเอ็นเอท่ีบริเวณก่อนและ
หลังต ำแหน่งท่ีเกิด SNPs และไพรเมอร์ด้ำนในอีก 2 เส้น ( inner primer) ท่ีจ ำเพำะกับต ำแหน่ง 
SNPs หำกสำยดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบมีต ำแหน่ง SNPs จะท ำให้ได้ขนำดของผลผลิตพีซีอำร์แตกต่ำงจำก
สำยดีเอ็นเอท่ีไม่มี SNPs ดังภำพท่ี 4 
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ภาพที่ 4 เทคนิค tetra-primer ARMS-PCR ในกำรตรวจสอบ SNPs  
ท่ีมำ : Yang et al., (2006) 

 
เครื่องหมำย Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เป็นเครื่องหมำยท่ีเพิ่ ม

ปริมำณดีเอ็นเอแบบสุ่มโดยใช้ไพรเมอร์สำยส้ัน ๆ ควำมยำวประมำณ 10 เบส ท่ีมีล ำดับเบสเป็นแบบ
สุ่ม ไม่จ ำเพำะเจำะจงกับยีน และแสดงผลในรูปของกำรเกิดหรือไม่เกิดแถบดีเอ็นเอในต ำแหน่งหนึ่ง ๆ 
คุณสมบัติท่ีส ำคัญของกำรใช้เทคนิคนี้คือ สะดวก รวดเร็ว ไม่จ ำเป็นต้องใช้ข้อมูลจำกล ำดับเบสของ   
ดีเอ็นเอ และใช้ปริมำณดีเอ็นเอเริ่มต้นน้อย เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอแบบ dominant marker คือ 
ไม่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของอัลลีลท่ีเป็นโฮโมไซกัส และเฮเทอโรไซกัสได้ ดังภำพท่ี 5 

 

 
ภาพที่ 5 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย RAPD 
ท่ีมำ : Plant molecular biology, (2017) 
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เครื่องหมำย Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เป็นเครื่องหมำยท่ี

สร้ำงลำยพิมพ์ดีเอ็นเอโดยกำรรวมวิธี RFLP และ RAPD เข้ำด้วยกัน ซึ่งรูปแบบ polymorphism  
ท่ีเกิดขึ้นกับควำมแตกต่ำงของล ำดับเบสบริเวณท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ  เหมือนกับเทคนิค 
RFLP และสำมำรถตรวจสอบกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR เหมือนกับ เทคนิค RAPD ท ำ
ได้โดยกำรสกัดดีเอ็นเอแล้วตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ จำกนั้นเช่ือมต่อกับดีเอ็นเอช้ินส้ัน ๆ เรียกว่ำ 
adapter เข้ำท่ีปลำยท้ัง 2 ด้ำนของช้ินดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นไพรเมอร์มีล ำดับเบสเป็นคู่สมกับ 
adapter ท่ีบริเวณด้ำนปลำย 3’ ของไพรเมอร์ มีล ำดับเบสท่ีเป็นส่วนหนึ่งของต ำแหน่งจดจ ำของ
เอนไซม์ตัดจ ำเพำะ ออกแบบไพรเมอร์เพิ่มเบสอีก 2 - 3 นิวคลีโอไทด์ เพื่อให้เกิดกำรเลือกจับของเบส
ท่ีเป็นคู่สมกัน ซึ่งเป็นกำรลดจ ำนวนของช้ินดีเอ็นเอ ข้อดีของเทคนิค AFLP คือ ไม่ต้องทรำบข้อมูลของ
ล ำดับเบส สำมำรถท ำได้รวดเร็ว เกิด polymorphism จ ำนวนมำก ใช้ปริมำณดีเอ็นเอเริ่มต้นน้อย 
ข้อจ ำกัดของเทคนิคนี้คือ ค่ำใช้จ่ำยสูง ต้องกำรดีเอ็นเอท่ีมีควำมบริสุทธิ์สูง ดังภำพท่ี 6 

 

 
ภาพที่ 6 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย AFLP  
ท่ีมำ : Blears et al., (1998) 

 
เครื่องหมำย Inter-simple sequence repeat (ISSR) เป็นกำรเพิ่มปริมำณช้ินดีเอ็นเอท่ีอยู่

ระหว่ำงต ำแหน่งไมโครแซทเทลไลต์ (micro-satellite) 2 ต ำแหน่ง ไมโครแซทเทลไลต์ คือช้ินดีเอ็นเอ
บริ เวณ ท่ีมี ล ำดับนิวคลีโอไทด์ซ้ ำ (repetitive DNA) เรียงต่อเนื่ องกัน ใน จีโนม แต่ละ ชุดซ้ ำ
ประกอบด้วย 1 - 6 นิวคลีโอไทด์ พบได้ในส่ิงมีชีวิตทุกชนิดโดยพบมำกในจีโนมของส่ิงมีชีวิตช้ันสูง ไม
โครแซทเทล-ไลต์จะกระจำยแบบไม่สม่ ำเสมอท่ัวท้ังจีโนม และส่วนใหญ่พบในบริเวณท่ีไม่ใช่ยีน 
(noncoding region) ควำมผันแปรจ ำนวนซ้ ำของไมโครแซทเทลไลต์ในจีโนมสำมำรถประยุกต์ใช้เป็น
เครื่องหมำย  ดีเอ็นเอเพื่อจ ำแนกควำมแตกต่ำงของส่ิงมีชีวิตได้ หลักกำรของเทคนิค ISSR คือใช้ไพร
เมอร์ท่ีมีล ำดับนิวคลีโอไทด์เป็นไมโครแซทเทลไลต์และเติมนิวคลีโอไทด์คัดเลือก โดยไพรเมอร์จะเข้ำ
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จับกับไมโครแซทเทลไลต์ 2 ต ำแหน่งใกล้ ๆ กัน แล้วเพิ่มปริมำณช้ินดีเอ็นเอระหว่ำงไมโครแซทเทล
ไลต์ท้ัง 2 ต ำแหน่ง (วริสรำ และคณะ, 2557) ดังแสดงในภำพท่ี 7 

 

 

ภาพที่ 7 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย ISSR 
ท่ีมำ: Olson et al., (1989) 

 
ส ำหรับเครื่องหมำยท่ีตรวจสอบได้ครั้งละ 1 ต ำแหน่งเป็นกำรตรวจสอบในบริเวณท่ีจ ำเพำะ 

ตรวจสอบจำกส่วนท่ีมีชุดเดียวในจีโนมซึ่ งอำจเป็นส่วนของยีนหรือบริเวณอื่นใดก็ได้ ได้แก่ 
เครื่องหมำย Simple sequence repeat (SSR) เป็นเครื่องหมำยท่ีใช้หลักกำรของกำรกระจำยตัว
ของเบสซ้ ำในส่ิงมีชีวิต ลักษณะท่ีส ำคัญของเบสซ้ ำนี้ คือ กำรมีล ำดับเบสจ ำเพำะอยู่บริเวณหัวท้ำยของ
เบสซ้ ำ ซึ่งเบสจ ำเพำะเหล่ำนี้สำมำรถน ำมำใช้สร้ำงเป็นไพรเมอร์ขนำดประมำณ 20 นิวคลีโอไทด์ เพื่อ
ใช้เพิ่มจ ำนวนเบสซ้ ำในต ำแหน่งท่ีต้องกำร โดยใช้หลักกำรของพีซีอำร์ จำกนั้นน ำไปแยกควำมแตกต่ำง
โดยเทคนิค อิเล็กโทรโฟรีซิส ซึ่งควำมแตกต่ำงของ แถบดีเอ็นเอท่ีได้เกิดจำกควำมแตกต่ำงของจ ำนวน
เบสซ้ ำในแต่ละส่ิงมีชีวิต คุณสมบัติท่ีส ำคัญของเทคนิคนี้ คือ ควำมจ ำเพำะเจำะจงของต ำแหน่ง
เครื่องหมำยโมเลกุลบนจีโนม และจ ำนวนของรูปแบบของอัลลีลท่ีสำมำรถตรวจสอบได้และเป็นดีเอ็น
เอเครื่องหมำยแบบ codominant marker ดังภำพท่ี 8 
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ภาพที่ 8 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย SSR 
ท่ีมำ: Kumar, (2017) 

 
เครื่องหมำย Single-strand conformation polymorphism (SSCP) อำศัยหลักกำรท่ีว่ำ 

ดีเอ็นเอสำยเด่ียวในสภำพธรรมชำติ จะมีกำรขดหรือพันกันในโมเลกุล เกิดเป็นโครงสร้ำงจ ำเพำะ
ขึ้นกับองค์ประกอบของเบสของดีเอ็นเอสำยนั้น ซึ่งจะมีผลต่อกำรเคล่ือนท่ีในระหว่ำงกำรท ำ 
อิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลโพลิอะครีลำไมด์ โมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีมีเบสแตกต่ำงกันแม้เพียงเบสเดียวก็
สำมำรถท ำให้เกิดโครงรูปแตกต่ำงกัน ซึ่งจะส่งผลให้กำรเคล่ือนท่ีระหว่ำงกำรท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสเร็วช้ำ
ต่ำงกัน ดังภำพท่ี 9 ซึ่งสำมำรถเปรียบเทียบคุณสมบัติของเครื่องหมำยดีเอ็นเอแต่ละชนิดดังตำรำงท่ี 4  

 

 
ภาพที่ 9 แสดงกำรตรวจสอบดีเอ็นเอโดยเครื่องหมำย SSCP 
ท่ีมำ: Gasser et al., (2006) 
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ตารางที่ 4 แสดงคุณสมบัติของเครื่องหมำยดีเอ็นเอแต่ละชนิด  

เครื่องหมำยดีเอ็นเอ 
 
 

คุณสมบัติ 

RFLP SSCP SSR SNP RAPD AFLP ISSR 

ใช้ไพรเมอร์เพียงเส้นเดียว × × × × √ × √ 

ตรวจสอบหลำยต ำแหน่ง × × × × √ √ √ 

ต้องรู้ล ำดับเบส √ √ √ √ × x × 

ท ำง่ำย × × √ × √ × √ 

รำคำไม่แพง × × × × √ √ √ 

ท ำซ้ ำได้ √ × √ √ × √ √ 

ใช้เอนไซม์ตัดจ ำเพำะ √ × × × × √ × 

แยก Homozygote กับ 
Heterozygote ได้ 

√ √ √ √ × × × 

ใช้ Agarose gel √ × × √ √ × √ 

 

หมำยเหตุ : √ คือ มีคุณสมบัติ  × คือ ไม่มีคุณสมบัติ  

ท่ีมำ : สุรินทร์, (2552) 
 

 
เมื่อเปรียบเทียบเครื่องหมำยดีเอ็นเอต่ำง ๆ (ตำรำงท่ี 4) พบว่ำเครื่องหมำย ISSR เป็น

เครื่องหมำยท่ีท ำได้ง่ำย ตรวจสอบได้หลำยต ำแหน่งพร้อมกัน ไม่ต้องรู้ล ำดับเบสของพืชตัวอย่ำง รำคำ
ไม่แพง และท ำซ้ ำได้ จึงเหมำะท่ีจะน ำมำประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมในงำนวิจัยนี้ 
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งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
เทคนิค GISH และเครื่องหมำยดีเอ็นเอ (DNA markers) ถูกน ำมำประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบ

กำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิด และข้ำมสกุลในพืชหลำยชนิด เช่น Liu and Gu (2011) ใช้เทคนิค GISH 
ศึกษำบรรพบุรุษของ Camellia reticulata (Theaceae) ซึ่ งเป็นพื ชโพ ลิพลอยด์ ท่ีมีจ ำนวน
โครโมโซม 2n = 4x = 60 และ 2n = 6x = 90 จำกผลกำรศึกษำด้วยเทคนิค GISH สำมำรถระบุได้ว่ำ  
C. reticultata (2n = 4x) ท่ี เป็นพืชอัลโลเททรำพลอยด์เกิดจำก C. reticulata (2n = 2x) กับ  
C. pitardii (2n = 2x) และพบว่ำ C. reticultata (2n = 6x) ท่ีเป็นพืชอัลโลเฮกซะพลอยด์เกิดจำก 
C. reticulata (2n = 4x) กับ C. saluenensis (2n = 2x) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำเทคนิค GISH สำมำรถ
ใช้ศึกษำองค์ประกอบของจีโนมของส่ิงมีชีวิตต่ำง ๆ ได้ 

กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมสกุลระหว่ำงกล้วยไม้ Ascocenda และ Phalaenopsis โดยใช้
เทคนิค GISH และเครื่องหมำย RFLP ซึ่งกล้วยไม้สกุล Ascocenda ท่ีเป็นแม่พันธุ์มีจีโนมเป็นพวกทริ
พลอยด์ (2n = 3x = 57) และสกุล Phalaenopsis ท่ีเป็นพ่อพันธุ์มีจีโนมเป็นพวกเททรำพลอยด์ (2n 
= 4x = 76) จำกกำรศึกษำด้วยเทคนิค GISH สำมำรถจ ำแนกองค์ประกอบจีโมนของลูกผสมได้ พบว่ำ
ลูกผสมส่วนใหญ่มีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 67 โดยได้รับโครโมโซมจำกสกุล Ascocenda จ ำนวน 31 
แท่ง และได้รับโครโมโซมจำกสกุล Phalaenopsis จ ำนวน 36 แท่ง และไม่พบโครโมโซมท่ีมีกำร
แลกเปล่ียนช้ินส่วนกัน นอกจำกนี้ยังพบลูกผสมจ ำนวน 1 ต้นท่ีมีจ ำนวนโครโมโซมเท่ำกับ 2n = 62 
ซึ่งได้รับโครโมโซมจำกสกุล Ascocenda จ ำนวน 28 แท่ง และจำกสกุล Phalaenopsis จ ำนวน 34 
แท่ง ส ำหรับกำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค RFLP โดยใช้โพรบท่ีเป็นบริเวณของ external 
transcribed spacer (ETS) พบแถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะกับสกุล Ascocenda ท่ีเป็นแม่พันธุ์ จ ำนวน 2 
แถบคือ แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 4,000 bp. และ 540 bp. และพบแถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะกับสกุล 
Phalaenopsis ท่ีเป็นพ่อพันธุ์ จ ำนวน 2 แถบคือ แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 1,100 bp. และ 900 bp. 
ส ำหรับลูกผสมทุกต้นพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 4,000 bp. และ 540 bp. เหมือนต้นแม่ และพบเพียง
แถบดีเอ็นเอขนำด 1,100 bp. ท่ีเหมือนต้นพ่อ แต่มีเพียงลูกผสมบำงต้นท่ีพบแถบดีเอ็นเอท้ัง 2 แถบ
จำกต้นพ่อ ดังนั้นเทคนิค GISH และ เครื่องหมำย RFLP สำมำรถใช้ตรวจสอบลูกผสมข้ำมสกุล
ระหว่ำงกล้วยไม้ Ascocenda และ Phalaenopsis ได้ (Liu et al.,2016) นอกจำกนี้ Suwannoi et 
al. (2012) ได้ใช้เครื่องหมำย gene specific SSCP ยืนยันควำมเป็นลูกผสมท่ีแท้จริง และใช้ศึกษำ
ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของพืชกลุ่ม Jatropha ระหว่ำงพ่อแม่และลูกผสมได้ โดยพบว่ำลูกผสม
ส่วนใหญ่ท่ีได้เป็นลูกผสมระหว่ำงสบู่ด ำกับเข็มปัตตำเวีย ซึ่งเป็นคู่ท่ีมีควำมเหมือนทำงพันธุกรรมมำก
ท่ีสุด ลูกผสมสำมำรถออกดอกและติดผลได้บำงต้น ส่วนลูกผสมระหว่ำงสบู่ด ำกับฝ่ินต้น ฝ่ินต้นกับสบู่
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ด ำ สบู่ด ำกับหนุมำนนั่งแท่น สำมำรถออกดอกได้แต่ดอกไม่สมบูรณ์ และกำรผสมระหว่ำงสบู่ด ำกับสบู่
แดงยังไม่ประสบควำมส ำเร็จ 

เครื่องหมำยดีเอ็นเอถูกประยุกต์ใช้เพื่อศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม และตรวจสอบกำร
เป็นลูกผสมในพืชหลำยชนิด เช่น กำรศึกษำลักษณะทำงพันธุกรรมของสบู่ด ำ (Jatropha sp.) และ
ลูกผสมข้ำมชนิดโดยใช้เครื่องหมำย RAPD, ISSR และ SSR ซึ่งมีค่ำ Polymorphism สูงถึง 98.55
เปอร์เซ็นต์ เครื่องหมำย RAPD และ ISSR แสดงให้เห็นว่ำสปีชีส์ J. tanjorensis เป็นลูกผสมตำม
ธรรมชำติของ สปีชีส์ J. gossypifolia และ สปีชีส์ J. curcas และไพรเมอร์ ccmp6 และ ccmp10 
จำกเครื่องหมำย SSR แสดงให้เห็นอย่ำงชัดเจนว่ำสปีชีส์ J. gossypifolia เป็นพันธุ์แม่ (Basha and 
Sujatha, 2009) กำรศึกษำลูกผสมข้ำมชนิดของอ้อย (Saccharum sp.) โดยใช้เครื่องหมำย RAPD 
ซึ่ งสำมำรถระบุ ลูกผสมข้ำมชนิดท่ีแท้จริงได้อย่ำงแม่นย ำระหว่ำงอ้อยสปี ชีส์ Saccharum 
officinarum กับอ้อยสปี ชีส์ Sorghum bicolor และอ้อยสปี ชีส์  Saccharum officinarum กับ
ข้ำวโพดสปีชีส์ Zea mays (Nair et al., 2006) กำรศึกษำลักษณะทำงพันธุกรรมของลูกผสมข้ำม
ชนิดของวนิลำโดยมีสปีชีส์ Vanilla planifolia (Vp) เป็นพันธุ์แม่ และสปีชีส์ V. aphylla (Va) เป็น
พันธุ์พ่อ โดยใช้เครื่องหมำย RAPD และเครื่องหมำย AFLP พบว่ำมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือน
ระหว่ำงพันธุ์ Vp กับลูกผสม อยู่ท่ี 58.5 - 68.3 เปอร์เซ็นต์ และค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนระหว่ำง
พันธุ์ Va กับลูกผสม อยู่ท่ี 50.0 - 72.0 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีควำมเป็นไปได้ว่ำอำจจะเป็นลูกผสมท่ีแท้จริง 
(Divakaran et al., 2006)  กำรตรวจสอบลูกผสมของพืชสกุล Populus. โดยใช้เครื่องหมำย RFLP 
ใช้เอนไซม์ตัดจ ำเพำะ Hindll และ Haelll ซึ่งมีสปี ชีส์ P. trichocarpa เป็นพันธุ์แม่  สปี ชีส์ P. 
deltoids เป็นพันธุ์พ่อ สำมำรถตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดรุ่น F1 ได้อย่ำงสมบูรณ์ (Bradshaw et al., 
1994) กำรใช้เครื่องหมำย ISSR ระบุควำมเป็นลูกผสมของ Texas bluegrass โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด 
ISSR 9 เส้น และใช้ไพรเมอร์ชนิด ISSR 2 เส้นร่วมกัน จ ำนวน 9 คู่ รวมท้ังส้ิน 18 ไพรเมอร์ ซึ่งพบว่ำ
มี 17 ไพรเมอร์ท่ีสำมรถตรวจสอบลูกผสมได้ (Goldman, 2008)  นอกจำกนี้ Dongre and Parkhi 
(2005) ได้จ ำแนกฝ้ำยลูกผสมโดยใช้เครื่องหมำย RAPD จ ำนวน 20 ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ชนิด ISSR 19 
ไพรเมอร์ และ ไพรเมอร์ชนิด SSR 19 ไพรเมอร์ ซึ่งเครื่องหมำย ISSR ตรวจสอบได้เฉพำะ band ท่ีมำ
จำกแม่เท่ำนั้น เครื่องหมำย RAPD และ เครื่องหมำย SSR มีเครื่องหมำยละ 2 ไพรเมอร์ท่ีตรวจสอบ
ได้เพียง band ท่ีมำจำกพ่อ 

ส ำหรับพืชสกุล Curcuma มีกำรรำยงำนข้อมูลเบื้องต้นเกี่ยวกับจ ำนวนโครโมโซม ดังนี้ 
 ลลิตำ และคณะ  (2557) ได้ท ำกำรศึกษำจ ำนวนโครโมโซมจำกปลำยรำกของพื ชวงศ์ขิ ง 
(Zingiberaceae) ในอุทยำนแห่งชำติภูแลนคำจ ำนวน 12 ชนิด โดยวิธี Feulgen squash พบว่ำ
จ ำนวนโครโมโซมอยู่ระหว่ำง 2n = 20 - 48 โดยพบว่ำ Curcuma alismatifolia Gagnep. มีจ ำนวน
โครโมโซม 2n = 32 นอกจำกนี้  Leong-Škorničková et al. (2007) ได้ท ำกำรศึกษำจ ำนวน
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โครโมโซมและขนำดของจีโนมของพืชสกุล Curcuma ในประเทศอินเดีย พบว่ำพืชสกุลนี้มีจ ำนวน
โครโมโซม 2n = 22, 42, 63, >70, 77 และ 105 โดย Curcuma aurantiaca Zijp และ Curcuma 
roscoeana Wall. มีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 42 พืชส่วนใหญ่ในสกุลนี้มีจ ำนวนโครโมโซมพื้นฐำน x 
= 7 และมีระดับพลอยดีเป็น 6x, 9x, 11x, 12x และ 15x ส ำหรับกำรศึกษำขนำดจีโนมพบว่ำ มีขนำด
อยู่ระหว่ำง 1.66 – 4.76 พิโคกรัม จำกข้อมูลจ ำนวนโครโมโซมและขนำดจีโนมท ำให้ทรำบว่ำพืชใน
กลุ่มนี้มีควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรใกล้ชิดกัน และ Das et al. (2011) ท ำกำรศึกษำควำมสัมพันธ์
ทำงพันธุกรรมของพืชสกุล Curcuma ท้ังหมด 9 ชนิดจำกภำคตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย โดย
ใช้เครื่องหมำย RAPD ISSR และ AFLP พบว่ำเครื่องหมำยเหล่ำนี้ให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่ำงกันท้ังหมด 
266 แถบ โดยเครื่องหมำย ISSR ให้เปอร์เซ็นต์พอลิมอร์ฟิซึมสูงถึง 98.55 เปอร์เซ็นต์ เครื่องหมำย 
RAPD และ AFLP ให้ เปอร์เซ็นต์พอลิมอร์ฟิซึม 92.22 และ 97.27 ตำมล ำดับ แสดงให้ เห็นว่ำ
เครื่องหมำย ISSR มีควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมได้ดีกว่ำเครื่องหมำยอื่นๆ 
ท่ีศึกษำนี้ในสกุล Curcuma นอกจำกนี้เมื่อน ำข้อมูลแถบดีเอ็นเอท่ีได้ไปสร้ำงเดนโดรแกรมเพื่อหำ
ควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรพบว่ำ เครื่องหมำย RAPD ISSR และ AFLP สำมำรแบ่งพืชกลุ่มนี้ได้เป็น 
2 กลุ่มใหญ่ท่ีมีระดับควำมเหมือนกันท่ี 0.2, 0.34 และ 0.06 ตำมล ำดับ และมีกลุ่มย่อยท่ีคล้ำยคลึงกัน  

นอกจำกนี้มีกำรประยุกต์ใช้เครื่องหมำยดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบควำมเป็นลูกผสมข้ำมชนิด 
และศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมในพืชกลุ่มปทุมมำ เช่น Anuntalabhochai et al. (2007)  
ได้ท ำกำรตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมของปทุมมำโดยใช้เครื่องหมำย HAT-RAPD พบว่ำเครื่องหมำยนี้
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดต้ังแต่ 100 - 2,500 คู่เบส และพบแถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำเท่ำนั้น 
จึงน ำมำพัฒนำเป็นเครื่องหมำย Sequence Characterized Amplified Region (SCAR) พบว่ำแถบ
ดีเอ็นเอท่ีได้ (600 คู่เบส) จ ำเพำะต่อปทุมมำสำมำรถใช้จ ำแนกลูกผสมท่ีมีพ่อ หรือแม่พันธุ์เป็นปทุมมำ
ได้ แต่ไม่สำมำรถจ ำแนกได้ว่ำลูกผสมเกิดจำกปทุมมำกับสปีชีส์ใด 

ในลูกผสมข้ำมชนิดของพืชกลุ่มปทุมมำและกระเจียว ธีรนิติ (2555) ได้ท ำกำรตรวจสอบกำร
เป็นลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงสกุ ลย่อย Paracurcuma (ปทุมมำ) และสกุลย่อย Eucurcuma 
(กระเจียว) ท้ังหมด 7 คู่ผสม โดยใช้เครื่องหมำย RAPD ท้ังหมด 70 ไพรเมอร์ แต่มีเพียง 1 ไพรเมอร์
เท่ำนั้นท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงคู่ผสมของ  C. alismatifolia และ C. 
aurantiaca และสำมำรถใช้บ่งบอกถึงควำมเป็นลูกผสมได้ แต่ในคู่ผสมอื่นๆ ยังไม่มีไพรเมอร์ท่ีบ่ง
บอกถึงลูกผสมได้และในปทุมมำ (C. alismatifolia)ซึ่งอยู่ในสกุลย่อย Paracurcuma Taheri et al. 
(2012) ได้ท ำกำรศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของสปีชีส์ C. alismatifolia 5 สำยพันธุ์ โดยใช้
เครื่องหมำย ISSR พบว่ำให้เปอร์เซ็นต์พอลิมอร์ฟิซึมสูง (77 เปอร์เซ็นต์) เมื่อน ำข้อมูลมำสร้ำงเดนโดร
แกรมพบว่ำมีค่ำควำมคล้ำยคลึงกันอยู่ระหว่ำง 0.4 - 0.58 และสำมำรถแบ่งกลุ่มตำมควำมสัมพันธ์
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ทำงพันธุกรรมออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ พันธุ์ Chiang Mai Red และ Kimono Pink กลุ่ม
ท่ี 2 ได้แก่ พันธุ์ Sweet Pink และกลุ่มท่ี 3 ได้แก่ พันธุ์ Chiang Mai Pink และ Doi Tung 554 

จำกท่ีกล่ำวมำข้ำงต้นจึงมีควำมเป็นได้ท่ีจะใช้เทคนิค GISH และเครื่องหมำยดีเอ็นเอเพื่อ
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงพืชกลุ่มปทุมมำและกระเจียวได้ 



บทที่3 
อุปกรณ์และวิธีกำรวิจัย 

 

ตัวอย่ำงพืชที่ใช้ในงำนวิจัย 
ตัวอย่ำงพืชท่ีใช้ในงำนวิจัยนี้ได้รับควำมอนุเครำะห์มำจำก ผศ.ดร.เฉลิมศรี นนทสวัสศรี สำขำ

พืชสวน คณะผลิตกรรมกำรเกษตร มหำวิทยำลัยแม่โจ้ จังหวัดเชียงใหม่ 
 

กลุ่มพืชท่ีใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ ได้แก่ 
1. ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์ Snow White (SW) พันธุ์ Big Red (BR) 

และพันธุ์ White Tung (WT) 
2. กระเจียวสปีชีส์ C. roscoeana wall. พันธุ์กระเจียวส้ม (KS) 
3. กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. ได้แก่ พันธุ์ EPL และพันธุ์อุษำ (Usa) 

 
กลุ่มพืชลูกผสม ได้แก่ 

1. SWEPL เป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ Snow White (SW) และกระเจียวพันธุ์ EPL 
2. WTEPL เป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ ์White Tung (WT) และกระเจียวพันธุ์ EPL 
3. WTUsa เป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ White Tung (WT) และกระเจียวพันธุ์อุษำ (Usa) 
4. BKS เป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ Big Red (BR) และกระเจียวพันธุ์กระเจียวส้ม 

(KS) 
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วัสดุและอุปกรณ์ 
 

1) หลอดไมโครทิวป์ หลอดพีซีอำร์ 
2) สไลด์ และแผ่นปิดสไลด์ 
3) ปำกคีบ เข็มเข่ีย และมีดผ่ำตัด 
4) ขวดรูปชมพู่ 
5) ท่ีต้ังหลอดทดลอง 
6) กระบอกตวง 
7) กระดำษทิชชู่ 
8) ช้อนตักสำร 
9) บีกเกอร์ 
10) ปิเปตแก้ว 
11) แผ่นกรอง ขนำด 41 µm (nylon membrane filter) 
12) นำฬิกำจับเวลำ 
13) ถุงมือ 
14) โถแก้วย้อมสไลด์ แบบ Coplin ( Staining Jar ) 
15) ไมโครปิเปต (Gilson, USA) 
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เคร่ืองมือ 
 
1) เครื่องเพิ่มปริมำณสำรพันธุกรรม (T100TM Thermal Cycler) (Bio-Rad, USA) 
2) เครื่องรันเจล Electrophoresis - Gel (Bio-Rad, USA)  
3) เครื่องปั่นเหวี่ยง (centrifuge) Heraeus รุ่น Biofuge pico (Sorvall, Germany) 
4) เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนขนำดเล็ก (Mini centrifuge) รุ่น Mini 6Ks (Bioline) 
5) เครื่อง votex รุ่น MS-1 (IKA-Malaysia) 
6) เครื่อง autoclave รุ่น ASB260 (Astell Scientific, England)  
7) เครื่องถ่ำยรูปเจล (Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ System with Image Lab™ 

Software) (Bio-Rad, USA) 
8) เครื่อง hot plate (Fisher Scientific, USA) 
9) เครื่องวัด pH ยี่ห้อ Clean L'eau (Taoyuan, Taiwan) 
10) เครื่องกวนสำร (Jemway 1000, UK)  
11) อ่ำงน้ ำควบคุมอุณหภูมิ รุ่น WNB 7 (Memmert, Germany)  
12) incubator (major science, Taiwan) 
13) ตู้อบ FED 53-UL (BINDER, Norway)  
14) เครื่องไมโครเวฟ รุ่น R-220 (SHARP, Thailand)  
15) เครื่องช่ัง รุ่น PG503-S (Mettler Toledo, Switzerland)  
16) ตู้เย็น 4 องศำเซลเซียส 
17) ตู้เย็น -20 องศำเซลเซียส 
18) ตู้เย็น -80 องศำเซลเซียส 
19) กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus CH30, Japan) 
20) กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์  
21. ตู้ดูดควัน Easy Lab Fume Hood (S.K.Powerable, Thailand)  
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สำรเคมี 
 
1) บั ฟ เฟอร์  Hybridization (2X SSCP, 10 เปอร์ เซ็ น ต์  dextran sulphate, 50 เปอร์ เซ็ น ต์ 

formamid) 
2) บัฟเฟอร์ 20X SSC (3 M NaCl, 0.3 M Trisodium citrate dihydrate) 
3) บัฟเฟอร์ 4 เปอร์เซ็นต์ Paraformaldehyde ใน 1X PBS  
4) บัฟเฟอร์ Chromosome denaturation solution (70 เปอร์เซ็นต์ Formamide, 2X 

SSC) และ (50 เปอร์เซ็นต์ Formamide, 2X SSC) 
5) บัฟเฟอร์ TN (0.1 M Tris aminomethane, 0.15 M NaCl, pH 7.5 by HCl) 
6) บัฟเฟอร์ Maleic acid (0.1 M Maleic acid, 0.15 M NaCl, pH 7.5 by NAOH ) 
7) 10 เปอร์เซ็นต์ blocking reagent stock solution ใน บัฟเฟอร์ Maleic acid 
8) บัฟเฟอร์ blocking ( 1 เปอร์เซ็นต์ blocking reagent, 5 เปอร์เซ็นต์ serum sheep ใน

บัฟเฟอร์ TN) 
9) บัฟเฟอร์ Washing (บัฟเฟอร์ TN, 0.05 เปอร์เซ็นต์ Tween 20 ) 
10) บัฟเฟอร์ 10X PBS ( 1.3 M NaCl, 0.07 M Na2HPO412H2O, 0.03 M 

NaH2PO42H2O) 
11) Anti-fade reagent (0.2 เปอร์เซ็นต์ DABCO (1, 4-Diazabicyclo-2.2.2 octane), 50 

เปอร์เซ็นต์ glycerol, 1X PBS) 
12) 0.05 เปอร์เซ็นต์ colchicine ในน้ ำ  
13) 0.002 M 8-hydroxyquinoline   
14) สีย้อม aceto-orcein (2 เปอร์เซ็นต์ w/v orcein powder, 50 เปอร์เซ็นต์ v/v acetic acid) 
15) กรดไฮโดรคลอริก (1 N)  
16) บัฟเฟอร์ 10X citrate (100 mM citric acid, 100 mMTri-sodium citrate) 
17) น้ ำยำตรึง (Fixation solution; acetic acid : ethanol = 1 : 3) 
18) สีย้อม Giemsa’s (RVL supply, Thailand)  
19) สำร Streptavidin-Cy3 
20) ผงอะกำโรส (agarose) (Bio Basic, USA) 
21) บัฟเฟอร์ 5X TBE (0.445 M Tris base, 0.445 M Boric acid, 0.01 M EDTA pH 8.0) 
22) สีย้อม DAPI (4, 6 –diamidino-2-phenylindole dihydrochloride 
23) เอทำนอล ควำมเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ , 75 เปอร์เซ็นต์ , 95 เปอร์เซ็นต์ และ 10 

เปอร์เซ็นต์  
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24) SYBR Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific, USA) 
25) oligonucleotide (IDT, USA) 
26) Nuclease-free Water  
27) Salmon Sperm DNA ควำมเข้มข้น 10 mg/ml (Invitrogen, USA) 
28) บัฟเฟอร์ Proteinase K (20 mM Tris–HCl pH 8.0, 2 mM CaCl2) 

ดีเอ็นเอมำตรฐำน 
 
1) GeneRuler 100 bp. Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 
2) GeneRuler 1 Kb. Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 
เอนไซม์ที่ใช้ในงำนวิจัย 

1) เอนไซม์ส ำหรับเตรียมโครโมโซม (7 เปอร์เซ็นต์ 1.14 U/mg Cellulase (sigma, USA), 3 
เปอร์เซ็นต์ 450 U/mg pectinase (Sigma, USA)) ในบัฟเฟอร์ 1X citrate 

2) เอนไซม์ RNase A (Worthington Biochemical Corporation, USA) (0.1 mg/ml ใน 
2X SSC pH7.0) 

3) เอนไซม์ proteinase K ควำมเข้มข้น 5 µg/ml (Invitrogen, USA)  
4) DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, USA)  

 

ชุดทดลองส ำเร็จรูปที่ใช้ในงำนวิจัย 

1) ชุดสกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูป ยี่ห้อ DNAsecure Plant Kit (Tiangen, China) 
2) ชุดติดฉลำกโพรบส ำเร็จรูป ยี่ห้อ biotin nick translation (Invitrogen, USA)  
3) ชุดติดฉลำกโพรบส ำเร็จรูป ยี่ห้อ nick translation mix และสำรเรืองแสง Fluorescein-

12-dUTP (Roche, Switzerland) 
4) ชุดสกัดดี เอ็น เอส ำเร็จรูปจำกเจล/พีซีอำร์ ยี่ห้อ  Plus DNA Clean/Extraction kit 
(GeneMark, USA)  
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ขั้นตอนกำรด ำเนินงำนวิจัย 
 
1. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 

1.1 กำรเปรียบเทียบสำรเคมีต่ำงๆ เพื่อชักน ำให้ได้โครโมโซมระยะที่ต้องกำร (Pretreatment) 
1.1.1 เก็บตัวอย่ำงช่อดอก 
1.1.2 ชักน ำให้เกิดระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีต้องกำรด้วยสำรเคมีต่ำงๆ 
1.1.3 เตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรกด (Squash) และตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์

แบบใช้แสง  
1.2 กำรหำขนำดของดอกและขนำดของอับเรณูที่เหมำะสมเพื่อใช้ในกำรเตรียมโครโมโซม 

1.2.1 เตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรกด (Squash) จำกสำรเคมีท่ีชักน ำท่ีท ำให้เกิดระยะ
กำรแบ่งเซลล์ท่ีต้องกำร โดยใช้ขนำดดอกและขนำดอับเรณูท่ีต่ำงกัน และตรวจสอบภำยใต้กล้อง
จุลทรรศน์แบบใช้แสง 

1.3 กำรเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ 
1.3.1 ย่อยอับเรณูด้วยเอนไซม์ 
1.3.2 เตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ 
1.3.3 ย้อมโครโมโซมด้วยสีย้อม DAPI และตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

1.4 กำรเตรียมดีเอ็นเอทีใ่ช้ท ำโพรบและ Blocking DNA 
1.4.1 สกัดดีเอ็นเอจำกใบโดยวิธีของชุดสกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูปของ Tiangen® 
1.4.2 ตัดดีเอ็นเอด้วยเครื่องนึ่งฆ่ำเช้ือควำมดันไอน้ ำ (autoclave) ส ำหรับ Blocking DNA 

1.5 กำรเตรียมโพรบ 
1.5.1 กำรติดฉลำกทำงอ้อม ติดฉลำกด้วย heptene ชนิด biotin โดยใช้ชุดส ำเร็จรูป 

BioNick™ Labeling System (Invitrogen™, USA) ด้วยเทคนิค Nick Translation  
1.5.2 กำรติดฉลำกทำงตรงติดฉลำกด้วย Fluorescein-12-dUTP โดยใช้ชุดส ำเร็จรูป nick 

translation mix (RocheTM) 
1.6 กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 

1.6.1 กำรเตรียมสไลด์ 
1.6.2 กำรเตรียมโพรบ 
1.6.3 กำร Hybridization 
1.6.4 กำรล้ำงโพรบท่ีจับกับโครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง  
1.6.5 กำรตรวจสอบสัญญำณส ำหรับกำรติดฉลำกโพรบทำงอ้อม 
1.6.6 กำรย้อมสี DAPI และตรวจสอบสัญญำณภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
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2. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยกำรนับจ ำนวนโครโมโซม 
2.1 กำรเตรียมสไลด์ 
2.2 กำรย้อมสไลด์ด้วยสำร DAPI 
2.3 ตรวจสอบเซลล์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
2.4 นับจ ำนวนโครโมโซม 

3. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค ISSR 
3.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจำกใบอ่อนของพืชตัวอย่ำงด้วยชุดสกัดดีเอ็น เอ DNAsecure Plant Kit 
(Tiangen®) 

3.2 กำรสืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเคร่ืองหมำย ISSR 
สืบค้นจำกงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับพืชสกุล Curcuma  

3.3 ตรวจสอบไพรเมอร์ และหำอุณหภูมิช่วง annealing 
3.4 ตรวจสอบลูกผสมด้วยเคร่ืองหมำย ISSR 
3.5 ศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม 
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วิธีด ำเนินงำนวิจัย 
 
1. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 

1.1 กำรเปรียบเทียบสำรเคมีต่ำง  ๆเพื่อชักน ำให้ได้โครโมโซมระยะที่ต้องกำร (Pretreatment) 
1) เก็บตัวอย่ำงช่อดอก ในเวลำ 08.00 น. - 10.00 น. 
2) แกะดอกท่ีมีขนำด 0.1 - 1 ซม. ใส่ในหลอดทดลองท่ีมีน้ ำ 
3) น ำดอกตูมแช่ในสำรเคมีต่ำง ๆ เพื่อชักน ำให้เกิดระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีต้องกำรดังนี้ น้ ำเย็น

เป็นเวลำข้ำมคืน , 0.05 เปอร์เซ็นต์ colchicine เป็นเวลำ 3 ช่ัวโมง, 0.05 เปอร์เซ็นต์ colchicine 
เป็นเวลำ 6 ช่ัวโมง และ 0.002M 8-hydroxyquinoline เป็นเวลำ 3 ช่ัวโมง 

4) ย้ำยตัวอย่ำงดอกไปแช่ในน้ ำยำตรึง (fixation solution; acetic acid : ethanol = 1 : 
3) ท่ี 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำข้ำมคืน หลังจำกนั้นจึงเก็บตัวอย่ำงดอกไว้ท่ี -20 องศำเซลเซียส 
จนกว่ำจะใช้ 

5) น ำดอกหรืออับเรณูขนำดต่ำง ๆ (0.2 - 0.6 ซม.) ท่ีถูกชักน ำด้วยสำรต่ำง ๆ มำตรวจสอบ
ระยะกำรแบ่งเซลล์ด้วยเทคนิค squash โดยวำงอับเรณูบนสไลด์ หลังจำกนั้นย่อยผนังเซลล์ด้วย 1 N 
HCl เป็นเวลำ 1 นำที จำกนั้นใช้กระดำษทิชชูซับกรดออก หยดสี aceto-orcein (2 เปอร์เซ็นต์ w/v 
orcein powder, 50 เปอร์เซ็นต์ v/v acetic acid) เป็นเวลำ 3 นำที แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 

6) ตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 
1.2 กำรหำขนำดของดอกและขนำดของอับเรณูที่เหมำะสมเพื่อใช้ในกำรเตรียมโครโมโซม 

1) แกะดอกท่ีมีขนำดต่ำง ๆ แล้วแช่ในน้ ำยำตรึง ข้ำมคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
2) แกะอับเรณูจำกดอกท่ีมีขนำดต่ำง ๆ (0.2-0.6 ซม.) วัดและบันทึกขนำดของอับเรณู 
3) ย่อยผนังเซลล์ของอับเรณูด้วย 1 N HCl เป็นเวลำ 1 นำที จำกนั้นใช้กระดำษทิชชูซับเอำ

กรดออก 
4) หยดสี aceto-orcein (2 เปอร์เซ็นต์ w/v orcein powder, 50 เปอร์เซ็นต์ v/v acetic 

acid) เป็นเวลำ 3 นำที แล้วปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ (กำรเตรียมสี aceto-orcein หน้ำ 101)  
5) ตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 

1.3 กำรเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ 
1.3.1 ย่อยอับเรณูด้วยเอนไซม์ 

1) แกะอับเรณูท่ีมีขนำดเหมำะสมประมำณ 4 - 5 ดอก แช่ในน้ ำ 10 นำที เพื่อล้ำงน้ ำยำตรึง 
ออก  
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2) แช่อับเรณูในบัฟเฟอร์ citrate ควำมเข้มข้น 1X ประมำณ 10 นำที เพื่อปรับสภำพดอก 
3). แช่อับเรณู ในสำรละลำยเอนไซม์  (7 เปอร์ เซ็น ต์  Cellulase, 3 เปอร์เซ็น ต์ 

Pectinase ในบัฟเฟอร์ citrate) ท่ีระยะเวลำ 20, 30, 40, 50, 60 และ 80 นำที เพื่อหำระยะเวลำใน
กำรย่อยท่ีเหมำะสม  

1.3.2 กำรเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ 
1) หลังจำกย่อยอับเรณูด้วยเอนไซม์แล้ว บดอับเรณูด้วยปลำยปิเปต แล้วเติมน้ ำกล่ันท่ี

ฆ่ำเช้ือแล้ว 300 µl 
2) กรองใส่หลอด ไมโครทิวป์ ด้วยแผ่นกรอง ขนำด 41 µm (nylon membrane 

filter) จำกนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลำ 1 นำที 
3) ดูดส่วนใส (supernatant) ท้ิ ง จำกนั้นเติม Fixation solution (เย็นและเตรียมใหม่ )  

300 µl และปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลำ 1 นำที แล้วดูดส่วนใสท้ิง 
4) เติมน้ ำยำตรึงประมำณ 30 - 40 µl เคำะเบำ ๆ ให้ตะกอนเซลล์กลับมำแขวนลอย

ในสำรละลำยอีกครั้ง 
5) น ำสไลด์อังท่ีไอน้ ำอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 3 วินำที แล้วจึงหยดเซลล์

แขวนลอย (cell suspension) ลงบนสไลด์ 15 µl ต่อสไลด์ ทันที 
6) ตำกสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง  
7) หยดกรดอะซิติก (เข้มข้น) อุณหภูมิ 45 องศำเซลเซียส ลงบนสไลด์บริเวณท่ีมีเซลล์

ติดอยู่ แล้วน ำสไลด์อังท่ีไอน้ ำท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 วินำที  
8) ตำกสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที จำกนั้นตำกสไลด์

ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำข้ำมคืน  
9) เก็บสไลด์ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส จนกว่ำจะใช้งำน 

1.3.3 กำรย้อมโครโมโซมด้วยสีย้อม DAPI และตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
1) น ำโครโมโซมท่ีเตรียมได้มำย่อยอำร์เอ็นเอด้วยเอนไซม์ RNase A ควำมเข้มข้น 0.1 

mg/ml ใน 2X SSC 25 µl และปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ บ่มในกล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 30 นำที 

2) แช่สไลด์ใน 2X SSC ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 5 นำที เพื่อล้ำงเอนไซม์ RNaseA  
3) หยดบัฟเฟอร์ proteinase K 200 µl ลงบนสไลด์ปิดด้วยพำรำฟิล์ม บ่มในกล่องช้ืน

ท่ีอุณหภูมหิ้อง เป็นเวลำ 5 นำที  
4. หยดเอนไซม์ proteinase K (5 µg/ml) 200 µl ลงบนสไลด์ปิดด้วยพำรำฟิล์ม  

บ่มในกล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อย่อยโปรตีนภำยในเซลล์ 
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5. แ ช่สไลด์ ใน  2X SSC ท่ี อุณ หภูมิ ห้ อ ง เป็ น เวลำ 5 น ำที  เพื่ อ ล้ ำง เอน ไซม์  
proteinase K  

6. ตรึงโครโมโซมให้ติดกับสไลล์โดยกำรแช่ในสำร Paraformaldehide (4 เปอร์เซ็นต์) 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที 

7. แช่สไลด์ในน้ ำกล่ันท่ีฆ่ำเช้ือแล้วท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที เพื่อล้ำงสำร 
Paraformaldehide  

8. แช่สไลด์ในเอทำนอล ควำมเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ 
ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที เพื่อดึงน้ ำออก 

9. ตำกสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที 
10 . แ ช่ส ไล ด์ ในบั ฟ เฟ อร์  Washing ท่ี มี ส ำร เรือ งแสง DAPI (0 .1  µ g/ml) ท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำเบำๆ 
11. แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ Washing ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำเบำ ๆ 

เพื่อล้ำงสำรเรืองแสง DAPI ส่วนเกินออก 
12. แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ PBS ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที ซับบัฟเฟอร์ PBS  

ให้สไลด์แห้ง 
13. หยดสำร anti-fade 150 µ l ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ขนำด 24×40 mm  

เพื่อป้องกันกำรสลำยของสำรเรืองแสง DAPI  
14. ตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์  

 
1.4 กำรเตรียมดีเอ็นเอที่ใช้ท ำโพรบและ Blocking DNA 

1.4.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ 
1) ใช้ถุงด ำคลุมต้นพืชตัวอย่ำงไม่ให้โดนแสงเป็นเวลำ 1 คืน เพื่อไม่ให้ต้นพืชสังเครำะห์

แสงเป็นกำรลดคำร์โบไฮเดรตปนเป้ือนในกำรสกัดดีเอ็นเอ 
2) เก็บตัวอย่ำงใบอ่อนของพืชท่ีเป็นพ่อแม่พันธุ์ 
3) สกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงพืชด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอของ Tiangen® ตำมค ำอธิบำยของ

ชุดสกัด 
4. ตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็น เอด้วยเทคนิคเจลอิ เล็กโทรโฟริซิส  

(Gel electrophoresis) โดยใช้ เจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ ก ำลังไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ในบัฟเฟอร์ TBE  
เป็นเวลำ 25 นำที  
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5) ตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอด้วยเครื่อง NanoDrop™ 2000/2000c 
Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific) ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 260 , 280 และ 230 
nm 

1.4.2 กำรเตรียม Blocking DNA  
1) ตัดดีเอ็นเอ (~5 µg) ด้วยเครื่องนึ่งฆ่ำเช้ือควำมดันไอน้ ำ (autoclave) โดยใช้ควำม

ดัน 15 ปอนด์ อุณหภูมิ 121 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที เพื่อให้ได้ดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 
100 - 500 bp.  

2) จำกนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยกำรเติม สำร sodium acetate ให้ได้ควำมเข้มข้น
สุดท้ำย 0.3 M และเติมเอทำนอล ควำมเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเย็นจัด ปริมำตร 2 เท่ำ แล้วเก็บไว้
ท่ีอุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส เป็นเวลำอย่ำงน้อย 1 ช่ัวโมง 

3) ปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 30 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
4. ท้ิงส่วนใส (supernatant) ล้ำงตะกอนโดยกำรเติมเอทำนอล ควำมเข้มข้น 75

เปอร์เซ็นต์ จำกนั้นปั่นเหวียงด้วยควำมเร็ว 12 ,000 rpm เป็นเวลำ 15 นำที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศำ
เซลเซียส ท ำซ้ ำ 2 ครั้ง 

5. ท้ิงส่วนใส แล้วท ำให้ตะกอนแห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 30 นำที 
6. ละลำยตะกอนกลับด้วยน้ ำ 30 µl   
7. ตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอด้วยเครื่อง NanoDrop™ 2000/2000c 

Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific) ค่ำกำรดูดกลืนแสง 260, 280 และ 230 nm
และเทคนิคเจลอิ เล็กโทรโฟริซิส (Gel electrophoresis) โดยใช้ เจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็น ต์ 
ก ำลังไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ใน บัฟเฟอร์ TBE เป็นเวลำ 25 นำที  

 
1.5 กำรเตรียมโพรบ 

1.5.1 กำรติดฉลำกโพรบทำงอ้อมด้วย hepten ชนิด biotin ด้วยเทคนิค Nick Translation 
1) ใช้ดีเอ็นเอของพ่อแม่พันธุ์ 100 ng. ติดฉลำกด้วยชุดส ำเร็จรูป BioNick™ Labeling 

System (Invitrogen™, USA) โดยเติม dNTP mix ควำมเข้มข้น  1X เติม enzyme mix ควำม
เข้มข้น 1X เติมน้ ำกล่ันท่ีฆ่ำเช้ือแล้วให้ได้ปริมำตร 10 µl 

2) บ่ มท่ี อุณหภู มิ  16 องศำเซลเซี ยส เป็ นเวลำ 2 ช่ั วโมง จำกนั้ นเติมสำร EDTA  
(Stop buffer) 1 µl 

1.5.2 กำรติดฉลำกโพรบทำงตรงด้วย Fluorescein-12-dUTP โดยใช้ชุดส ำเร็จรูป nick translation 
mix (RocheTM)  
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1) เตรียม Fluorophore labeling mix ควำมเข้มข้น 5X โดยเติม dATP, dCTP, dGTP อย่ำงละ 0.25 
mM, dTTP 0.17 mM, Fluorescein-12-dUTP 0.08 mM และเติมน้ ำกล่ันท่ีฆ่ำเช้ือแล้วให้ได้ปริมำตร 50 µl 

2) กำรติดฉลำกโพรบโดยกำรเติมดีเอ็นเอของพ่อแม่พันธุ์ 1 µg เติม Fluorophore labeling 
mix ควำมเข้มข้น 1X และเติม nick translation mix (Roche, Switzerland) ควำมเข้มข้น 1X  

3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 15 องศำเซลเซียส เป็นเวลำข้ำมคืน จำกนั้นเติม EDTA ควำมเข้มข้น 
0.5 mM และบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อหยุดปฏิกิริยำ 

 
1.6 กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 

1.6.1 กำรเตรียมสไลด์ 
1) น ำโครโมโซมท่ีเตรียมได้จำกข้อ 1.3.2 มำย่อยอำร์เอ็นเอท่ีอยู่บนสไลด์โดยกำรเติม

เอนไซม์ RNaseA ใน 2X SSC ควำมเข้มข้น 0.1 mg/ml 25 µl และปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ บ่มใน
กล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที 

2) แช่สไลด์ใน 2X SSC ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 5 นำที เพื่อล้ำงเอนไซม์ RNaseA  
3) เติมบัฟเฟอร์ proteinase K 200 µl ปิดด้วยพำรำฟิล์ม บ่มในกล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที  
4) ย่อยโปรตีนท่ีอยู่บนสไลด์โดยกำรเติมเอนไซม์ proteinase K  ควำมเข้มข้น 5 µg/ml 

200 µl ปิดด้วยพำรำฟิล์ม บ่มในกล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที 
5) แช่สไลด์ใน 2X SSC ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 5 นำที เพื่อล้ำงเอนไซม์ proteinaseK  
6) ตรึงโครโมโซมให้ติดกับสไลล์โดยกำรแช่ในสำร Paraformaldehide ควำมเข้มข้น 4

เปอร์เซ็นต์ ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที 
7) แช่สไลด์ในน้ ำกล่ันท่ีฆ่ ำเช้ือแล้ว ท่ีอุณหภูมิห้ อง เป็นเวลำ 5 นำที  เพื่ อล้ำง สำร 

Paraformaldehide  
8) แช่สไลด์ในเอทำนอล ควำมเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ 

ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที เพื่อดึงน้ ำออก 
9) ตำกสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 นำที 
10)  แ ช่ ส ไ ล ด์ ใ น  chromosome denaturation solution ( 7 0  เป อ ร์ เซ็ น ต์ 

Formamide ใน 2X SSC) ท่ีอุณหภูมิ 70 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที  
11) แช่สไลด์ในเอทำนอล ควำมเข้มข้น 70 เปอร์เซ็นต์ และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดับ 

ท่ีเย็นจัด เป็นเวลำ 5 นำที จำกนั้นตำกสไลด์ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที 
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1.6.2 กำร hybridization 
1) หลังจำกติดฉลำกโพรบแล้ว ตกตะกอนดีเอ็นเอโพรบโดยเติม Salmon Sperm 

DNA ควำมเข้มข้น 10 mg/ml ปริมำตร 1 µl สำร sodium acetate 0.3 M และเติมเอทำนอล  
ควำมเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ท่ีเย็นจัด ปริมำตร 3 เท่ำ ของปริมำตรท้ังหมด 

2) แช่ตู้เย็นอุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส อย่ำงน้อย 20 นำที จำกนั้นปั่นเหวี่ยงด้วย
ควำมเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลำ 15 นำที 

3) ท้ิงส่วนใส แล้วละลำยตะกอนกลับด้วยบัฟเฟอร์ Hybridization (2X SSCP, 10
เปอร์เซ็นต์ dextran sulphate, 50 เปอร์เซ็นต์ formamide) ปริมำตร 20 µl 

4) ท ำให้ดีเอ็นเอโพรบเสียสภำพ โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 75 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 
นำที ย้ำยเข้ำในท่ีเย็นทันที 

5) น ำดีเอ็นเอโพรบท่ีได้หยดลงบนสไลด์ 20 µl ปิดด้วยพำรำฟิล์มแล้วบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำข้ำมคืน 

1.6.3 กำรล้ำงโพรบท่ีจับกับโครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง  
1) แช่สไลด์ใน Formamide ควำมเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์ ใน 2X SSC ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที เพื่อล้ำงโพรบท่ีจับแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง 
2) แช่สไลด์ใน 2X SSC และ 1X SSC ตำมล ำดับ ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 15 นำที 

เพื่อล้ำงโพรบท่ีจับแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง และแช่สไลด์ในสำรละลำย 4X SSC ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็น
เวลำ 5 นำที 

1.6.4 กำรตรวจสอบสัญญำณส ำหรับกำรติดฉลำกโพรบทำงอ้อม 
1) เตรียม Detection solution โดยกำรเติม Streptavidin-cy3 ควำมเข้มข้น 1 

mg/ml ปริมำตร 1 µl ในบัฟเฟอร์ Blocking ปริมำตร 500 µl 
2) ปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลำ 3 นำที เก็บส่วนใส ใส่หลอดใหม ่
3) น ำ supernatant หยดลงบนสไลด์ปริมำตร 100 µlต่อสไลด์ แล้วปิดด้วยพำรำ

ฟิล์ม บ่มในกล่องช้ืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที 
1.6.5 กำรย้อมสี DAPI และตรวจสอบสัญญำณภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

1) แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ Washing ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำเบำ ๆ 
เพื่อล้ำง Streptavidin-cy3 ส่วนเกินออก 

2) แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ washing ท่ีมีสำรเรืองแสง DAPI ควำมเข้มข้น (0.1 µg/ml) ท่ี
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำเบำๆ 

3) แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ Washing ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 10 นำที และเขย่ำเบำๆ 
เพื่อล้ำงสำรเรืองแสง DAPI ส่วนเกินออก 
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4) แช่สไลด์ในบัฟเฟอร์ PBS ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที ซับบัฟเฟอร์ PBS ให้
สไลด์แห้ง 

5) หยด anti-fade 150 µl ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ขนำด 24×40 mm เพื่อป้องกัน
กำรสลำยของสำรเรืองแสง DAPI  

6) ตรวจสอบภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์  
2. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยกำรนับจ ำนวนโครโมโซม 

2.1 กำรเตรียมสไลด์ ตำมวิธีของข้อ 1.3 
2.2 กำรย้อมสไลด์ด้วยสำร DAPI ตำมวิธีของข้อ 1.3.3 
2.3 ตรวจสอบเซลล์และบันทึกภำพ โดยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
2.4 นับจ ำนวนโครโมโซมในเซลล์ที่มีโครโมโซมกระจำยตัวดีจ ำนวนอย่ำงน้อย 10 เซลล์ต่อ

ตัวอย่ำง 
 

3. กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค ISSR 
3.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ 

1) ใช้ถุงด ำคลุมต้นพืชตัวอย่ำงไม่ให้โดยแสงเป็นเวลำ 1 คืน เพื่อไม่ให้ต้นพืชสังเครำะห์
แสงเป็นกำรลดคำร์โบไฮเดรตปนเป้ือนในกำรสกัดดีเอ็นเอ 

2) เก็บตัวอย่ำงใบอ่อนของพืชท่ีเป็นพ่อแม่พันธุ์ และลูกผสมข้ำมชนิด 
3) สกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงพืชด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ ตำมค ำอธิบำยของชุดสกัด   
4) ตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Gel 

electrophoresis) โดยใช้ เจลอะกำโรส 1เปอร์เซ็นต์ ก ำลังไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ในบัฟเฟอร์ TBE เป็น
เวลำ 25 นำที  

5) ตรวจสอบปริมำณและคุณภำพดีเอ็นเอด้วยเครื่อง NanoDrop™ 2000/2000c 
Spectrophotometers (Thermo Fisher Scientific) ค่ำกำรดูดกลืนแสงท่ี 260 , 280 และ 230 
nm 

3.2 กำรสืบค้นข้อมูลไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเคร่ืองหมำย ISSR 
สืบค้นจำกงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับพืชสกุล Curcuma และ ใช้ไพรเมอร์ท่ีรำยงำนในงำนวิจัยของ 

Taheri et al. (2012) และ Das et al. (2011) ท่ีศึกษำเกี่ยวกับควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรในพืช
สกุล Curcuma ดังแสดงในตำรำงท่ี 5-6 
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ตารางที่ 5 แสดงข้อมูลไพรเมอร์ส ำหรับเครื่องหมำย ISSR ท่ีใช้ในงำนวิจัยของ Taheri et al. (2012)  

 

ตารางที่ 6 แสดงข้อมูลไพรเมอร์ ส ำหรับเครื่องหมำย ISSR ท่ีใช้ในงำนวิจัยของ Das et al. (2011)  

 

3.3 ตรวจสอบไพรเมอร์ และหำอุณหภูมิ annealing ที่เหมำะสมของแต่ละไพรเมอร์ 
1) เจือจำงดีเอ็นเอของพ่อแม่พันธุ์ให้ได้ควำมเข้มข้น 10 ng/µl 
2) รวมดีเอ็นเอของพ่อแม่พันธุ์ เพื่อหำไพรเมอร์ท่ีสำมำรถใช้เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอและให้แถบดีเอ็นเอหลำย

แถบในตัวอย่ำงท่ีศึกษำ และอุณหภูมิช่วง annealing ในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ซึ่งประกอบด้วยดีเอ็นเอ 10 ng 
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1X DreamTaq Green PCR Master Mix (ThermoScientific, USA) และไพรเมอร์ชนิด ISSR 0.4 µM โดยใช้ไพร
เมอร์ดังตำรำงท่ี 5 - 6 และมีปฏิกิริยำ PCR ดังนี้ 

 
Initial denaturation 95 °C 3 นำที 

   Denaturation         95 °C 30 วินำที 
   Annealing             Ta °C 30 วินำที 35 รอบ 
   Extension          72 °C 1 นำที 
   Final Extension         72 °C 10 นำที 
 

3) ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Gel electrophoresis) โดยใช้ 
เจลอะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ ก ำลังไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ในบัฟเฟอร์ TBE เป็นเวลำ 30 นำที  

3.4 กำรสร้ำงลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองหมำย ISSR 
1) น ำดีเอ็นเอของพ่อแม่พันธุ์ และลูกผสม มำท ำปฏิกิริยำ PCR ประกอบด้วยดีเอ็นเอ 10 ng 

1X DreamTaq Green PCR Master Mix (ThermoScientific, USA) และไพรเมอร์ ชนิด ISSR  
0.4 µM โดยใช้ไพรเมอร์ และอุณหภูมิ annealing ท่ีได้ทดสอบไปข้ำงต้น โดยมีข้ันตอนของปฏิกิริยำ 
PCR ดังนี้  

 
Initial denaturation 95 °C 3 นำที 

   Denaturation         95 °C 30 วินำที 
   Annealing             Ta °C 30 วินำที 35 รอบ 
   Extension          72 °C 1 นำที 
   Final Extension         72 °C 10 นำที 

 
2) ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Gel electrophoresis) โดยใช้ 

เจลอะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ ก ำลังไฟฟ้ำ 100 โวลล์ ในบัฟเฟอร์ TBE เป็นเวลำ 30 นำที  
3) เปรียบเทียบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ ระหว่ำงพันธุ์ แม ่พ่อ และลูกผสมต่ำง ๆ 

3.5 ศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม 
หำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม โดยเปรียบเทียบควำมเหมือนและควำมแตกต่ำงของแถบ 

ดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้น ถ้ำปรำกฏแถบดีเอ็นเอให้สัญลักษณ์เป็น 1 ถ้ำไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอให้สัญลักษณ์
เป็น 0 แล้วเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นท้ังหมดจำกทุกไพรเมอร์และทุกชนิดของตัวอย่ำง 
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จำกนั้นน ำมำสร้ำงแผนภูมิควำมสัมพันธ์ (dendrogram) โดยใช้วิธีกำรจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic mean) ด้วยโปรแกรม TreeView (Page, 
1996) และ FreeTree (Hampl et al., 2001)  

 



 
บทที่ 4 

ผลกำรวิจัย และวิจำรณ์ 
 
4.1 ผลกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 

4.1.1 ผลกำรเปรียบเทียบสำรเคมีต่ำง ๆ เพื่อชักน ำให้ได้โครโมโซมระยะที่ต้องกำร 
(Pretreatment) 

ในกำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH จะต้องเตรียมโครโมโซมจำกเซลล์ในระยะท่ี
เหมำะสม คือระยะโปรเมทำเฟส หรือเมทำเฟส ส ำหรับเซลล์ท่ีแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส หรือระยะ  
โปรเฟส 1 (ดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส) ส ำหรับเซลล์ท่ีแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส มีกำรใช้สำรเคมีหลำย
ชนิดเพื่อชักน ำให้ได้เซลล์ระยะท่ีต้องกำรหรือท ำให้เห็นโครโมโซมชัดเจนขึ้น  เช่น สำรโคลชิซิน 
(colchicine) ซึ่งจะยับยั้งกำรท ำงำนของเส้นใยสปินเดิล (Spindle fiber) ท ำให้เห็นโครโมโซม
กระจำยตัวไม่ เรียงตัวท่ีแนวกลำงเซลล์ในระยะเมทำเฟส  สำร 8 - ไฮดรอกซีควิ โนลีน  (8 - 
hydroxyquinoline) จะท ำให้บริเวณเซนโทรเมียร์คอดเล็กกว่ำเดิม และท ำให้โครโมโซมขดตัวแน่นขึ้น 
โดยสำรชักน ำท่ีใช้ในกำรทดลองนี้  ได้แก่ สำร 8-ไฮดรอกซีควิโนลีน สำรโคลชิซิน และน้ ำเย็น 
(Schwarzacher and Heslop-Harrison, 2000) ผลกำรท ำ Pretreatment โดยใช้ตัวอย่ำงเป็นปทุม
มำสปีชีส์  C. alismatifolia Gagnep. (ตำรำงท่ี 7) พบว่ำกำรเหนี่ยวน ำด้วยสำร 8 - ไฮดรอกซีควิโน
ลีน ขนำดดอก 4 mm ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm พบเซลล์ระยะโปรเฟส 1 (ดิโพลทีนและไดอะไคเน
ซีส) ดังภำพท่ี 10D ระยะเมทำเฟส 1, เทโลเฟส 1 และกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส 2 แต่ไม่ทรำบว่ำอยู่
ในระยะใดเนื่องจำกไม่เห็นโครโมโซมภำยในเซลล์ เห็นเพียงแต่เซลล์เป็นรูปวงรีเท่ำนั้น จึงสันนิษฐำน
ว่ำเป็นกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสเมื่อสังเกตจำกดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 4 mm จะพบระยะกำรแบ่ง 
ไซโทพลำสซึม (Cytokinesis) ส ำหรับกำรเหนี่ยวน ำด้วยสำรโคลชิซิน เป็นเวลำ 3 ช่ัวโมง ขนำดดอก  
3 - 4 mm ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm พบเซลล์ระยะโปรเฟส 1 (พำคีทีน ดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส) 
ดังภำพท่ี 10B และเมื่อชักน ำด้วยสำรโคลชิซินเป็นเวลำ 6 ช่ัวโมง ท่ีขนำดดอก 3 mm ขนำดอับเรณู  
1 mm ระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีพบ คือระยะอินเตอร์เฟส และ โปรเฟส 1 ช่วงต้น ๆ ลักษณะเซลล์เห็น
เป็นเซลล์กลม ๆ ไม่เห็นเป็นเส้นใยโครมำตินอยู่ภำยในเซลล์ ท่ีขนำดดอก 4 mm ขนำดอับเรณู  
3 mm พบเซลล์ระยะโปรเฟส 1 (พำคีทีน ดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 10C ดอกท่ีมีขนำด
ใหญ่กว่ำ 4 mm จะเห็นเป็นระยะกำรแบ่งไซโทพลำสซึม (Cytokinesis) และ ละอองเกสร ส ำหรับ
กำรเหนี่ยวน ำด้วยน้ ำเย็น ท่ีขนำดดอก 3 - 4.5 mm ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm พบระยะ โปรเฟส  
1 (พำคีทีน ดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 10A นอกจำกนี้ยังพบระยะ เมทำเฟส 1 ท่ีขนำด
ดอก 4.5 mm ขนำดอับเรณู 3 mm อีกด้วย ดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 4.5 mm จะพบละอองเกสรจำก
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ผลของกำรเหนี่ยวน ำโดยใช้สำรเคมีต่ำง  ๆ ให้ผลไม่แตกต่ำงกันและไม่แตกต่ำงจำกตัวควบคุม 
(fixative) พบเซลล์ระยะดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส ท่ีขนำดดอกเท่ำ ๆ กัน คือ ขนำดดอก 4 - 5 mm 
ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm ส ำหรับรูปเซลล์ในระยะอื่นๆ แสดงดังภำพท่ี 11 จำกผลกำรทดลองสำมำรถ
สรุปได้ว่ำระยะกำรแบ่งเซลล์ของดอกอำจขึ้นอยู่กับขนำดดอกและขนำดอับเรณูมำกกว่ำกำรเหนี่ยวน ำ
ด้วยสำรเคมี ดังนั้นในกำรทดลองต่อไปจึงไม่ท ำ Pretreatment เมื่อเก็บดอกแล้วจะเก็บรักษำเซลล์ใน
น้ ำยำตรึงเท่ำนั้น แต่อย่ำงไรก็ตำมอำจจะขึ้นอยู่กับระยะเวลำในกำรเก็บช่อดอกมำทดลอง หรือกำร
ได้รับแสงแดดของแต่ละช่อดอกท่ีไม่เท่ำกัน และสภำพอำกำศในแต่ละวันท่ีเก็บตัวอย่ำงดอกแตกต่ำง
กัน จึงอำจท ำให้เกิดระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีแตกต่ำงกันออกไป (สรำวุฒิ, 2008) 

 

 

ภาพที่ 10 แสดงเซลล์ระยะไดอะไคเนซิส ของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. โดยกำร
เตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิค squash  
A) เหนี่ยวน ำด้วยน้ ำเย็น B) เหนี่ยวน ำด้วยสำร colchicine เป็นเวลำ 3 ช่ังโมง C) เหนี่ยวน ำด้วยสำร 
colchicine เป็นเวลำ 6 ช่ัวโมง D) เหนี่ยวน ำด้วยสำร 8-hydroxyquinoline E) ท่ีเก็บไว้ใน fixative 
ก ำลังขยำยภำพ 400 เท่ำ 
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ภาพที่ 11 แสดงเซลล์ระยะต่ำง ๆ ของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. โดยกำรเตรียม
โครโมโซมด้วยเทคนิค squash  
A) ระยะอินเตอร์เฟส I B) ระยะเลฟโททีน C) ระยะไซโกทีน D) ระยะพำคีทีน E) ระยะดิโพลทีน F) 
ระยะไดอะไคเนซีส G) ระยะอนิเตอร์เฟส II H) ระยะโปรเฟส II I) ระยะเมทำเฟส II J) ระยะเทโลเฟส 
II K) เทแทรด (tetrad) L) microspore ก ำลังขยำยภำพ 400 เท่ำ 
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ตารางที่ 7 ระยะกำรแบ่งเซลล์ของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. ในดอกและอับเรณู
ขนำดต่ำง ๆ เมื่อถูกชักน ำด้วยสำรเคมี 

สำรทดสอบ 
(Pretreatmeat) 

ขนำดดอก 
(mm) 

ขนำดอับเรณู 
(mm) 

ระยะท่ีพบ 

 5 4 กำรแบ่งไซโทพลำสซึมและละอองเกสร 
Fixative (ตัวควบคุม) 4 3 พำคีทีน, ดิโพลทีน, ไดอะไคเนซีส, โปรเฟส 2 

และ เมทำเฟส 2  
 3 2 ดิโพลทีน 

0.002 M 8 –hydroxy-
quinoline 

4 4 กำรแบ่งไซโทพลำสซึม 
4 3.5 กำรแบ่งไซโทพลำสซึม  
4 3 ไซโกทีน, พำคีทีน, ดิโพลทีน, ไดอะไคเนซีส, เม

ทำเฟส 2, เทโลเฟส 2 และไมโอซิส 2 
4 2.5 พำคีทีน, ดิโพลทีน และไดอะไคเนซีส 
4 2 พำคีทีน, ดิโพลทีน และไดอะไคเนซีส 

 3 3 พำคีทีน  

0.05 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
colchicine 3 ช่ัวโมง 

4 3 พำคีทีน และดิโพลทีน 
4 2 ดิโพลทีน และไดอะไคเนซีส 
3 2 พำคีทีน และไดโพลทีน 

0.05 เปอร์เซ็นต์ (w/v) 
colchicine 6 ช่ัวโมง 

5 3.5 กำรแบ่งไซโทพลำสซึม และละอองเกสร 
5 4 ละอองเกสร  
4 3 พำคีทีน, ดิโพลทีน และไดอะไคเนซีส 

 3 1 * โปรเฟส 1 ช่วงต้นๆ 
 5 4 ละอองเกสร  
 4.5 3 ดิโพลทีน, ไดอะไคเนซีส และ เมทำเฟส 1 
น ำ้เย็น 4 3 พำคีทีน ไดโพลทีนและไดอะไคเนซีส 
 4 2.5 พำคีทีน และดิโพลทีน 
 3 2 พำคีทีน 

หมำยเหตุ : * ระยะโปรเฟส 1 ช่วงต้น ๆ ในท่ีนี้ หมำยถึง ระยะท่ีเห็นเซลล์กลม ๆ แต่ไม่เห็นโครโมโซม
ภำยในเซลล์เมื่อดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ ระยะไมโอซิส 2 สังเกตเห็น 2 เซลล์ติดกัน 
ลักษณะเซลล์เป็นวงรีแต่ไม่เห็นโครโมโซมภำยในเซลล์ จึงสันนิษฐำนว่ำเป็นระยะไมโอซิส 2 
เมื่อดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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4.1.2 ผลกำรหำขนำดของดอก และขนำดของอับเรณูที่เหมำะสมเพื่อใช้ในกำรเตรียม
โครโมโซม 

 จำกกำรทดลองท่ี 4.1.1 พบว่ำ ระยะกำรแบ่งเซลล์อำจขึ้นอยู่กับขนำดดอกและขนำดอับเรณู 
ดังนั้นในกำรทดลองนี้จึงต้องกำรทดสอบว่ำดอกและอับเรณูขนำดเท่ำใดของพืชแต่ละชนิดท่ีจะพบ
เซลล์ระยะดิโพลทีนและไดอะไคเนซีส เมื่อน ำดอกของตัวอย่ำงท่ีมีขนำดแตกต่ำงกันมำตรียมโครโมโซม
ด้วยเทคนิคกด (squash) แล้วสังเกตเซลล์ระยะต่ำง ๆ ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ี
พบในดอกขนำดต่ำง ๆ ในพืชแต่ละชนิด แสดงในตำรำงท่ี  8 โดยพบว่ำ ปทุมมำสปี ชีส์ C. 
alismatifolia Gagnep. ท่ีขนำดดอก 4 - 5 mm ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm พบเซลล์ระยะท่ีต้องกำร 
คือระยะ       โปรเฟส 1 (พำคีทีน, ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 12A ส่วนดอกท่ีมีขนำด 4 
mm ขนำดอับเรณู 1 mm จะพบเซลล์ไมโอซิสเป็นเซลล์กลม ๆ แต่ไม่เห็นโครโมโซมภำยในเซลล์ คำด
ว่ำน่ำจะเป็นระยะอินเตอร์เฟส หรือ โปรเฟส 1 ช่วงต้นๆ ส่วนดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 5 mm จะเห็น
เป็นระยะกำรแบ่งไมโอซิส 2 ส ำหรับกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ท่ีขนำดดอก 4 mm ขนำด
อั บ เ ร ณู  
2.5 - 3 mm พบระยะโปรเฟส 1 (ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 12B ส่วนดอกท่ีมีขนำด 4 
mm ขนำดอับเรณู 2 mm จะพบเซลล์ท่ีมีลักษณะกลม แต่ไม่เห็นโครโมโซมภำยในเซลล์ คำดว่ำน่ำจะ
เป็นระยะโปรเฟส 1 ช่วงต้น ๆ ส่วนดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 4 mm จะเห็นเป็นระยะกำรแบ่งไมโอซิส 
2 และ ละอองเกสร ส ำหรับลูกผสม SWEPL ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ SW กับกระเจียว 
พันธุ์ EPL ท่ีขนำดดอก 4 mm ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm พบเซลล์ระยะโปรเฟส 1 (พำคีทีน , ดิ
โพลทีน และ ไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 12D นอกจำกนี้ยังพบระยะโปรเฟส 1 ทีไม่ทรำบระยะแน่นอน
เนื่องจำกไม่เห็นโครโมโซมไม่ชัดเจน ดอกท่ีมีขนำด 4 mm แต่มีอับเรณู 1 mm จะพบระยะโปรเฟส 1  
ช่วงต้น ๆ ส่วนดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 4 mm จะเห็นเป็นระยะกำรแบ่งไมโอซิส 2 และ ละอองเกสร 
เมื่อตรวจสอบระยะกำรแบ่งเซลล์ในลูกผสม BKS (ลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ BR กับกระเจียวพันธุ์
กระเจียวส้ม) ท่ีมีขนำดดอกต่ำง ๆ พบว่ำดอกท่ีขนำดดอก 4 mm ขนำดอับเรณู 3 mm พบเซลล์
ระยะโปรเฟส 1 (ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส) ดังภำพท่ี 12E ดอกท่ีมีขนำดเล็กกว่ำ 4 mm จะพบ
ระยะโปรเฟส 1 ช่วงต้น ๆ ส่วนดอกท่ีมีขนำดใหญ่กว่ำ 4 mm จะเห็นเฉพำะละอองเกสร ส ำหรับ
ลูกผสม WTEPL (ลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ WT กับกระเจียวพันธุ์ EPL) และลูกผสม WTUsa 
(ลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ WT กับกระเจียวพันธุ์ Usa) พบว่ำดอกท่ีมีขนำดดอก 4 mm อับเรณู
ขนำด 2 - 3 mm พบเซลล์ระยะโปรเฟส 1 (พำคีทีน, ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส) เหมือนกับคู่ผสม 
อื่น ๆ ส่วนกระเจียวสปีชีส์ C. roscoeana wall.  ดอกท่ีมีขนำดเล็กหรือดอกท่ีมีขนำดใหญ่ไม่พบ
ระยะกำรแบ่งเซลล์ ดังภำพท่ี 12C เนื่องจำกเห็นเพียงแต่เซลล์กลม ๆ เท่ำนั้น ไม่พบโครโมโซมภำยใน
เซลล์ จำกกำรทดลองนี้สรุปได้ว่ำดอกขนำดประมำณ 4 - 5 mm ท่ีมีขนำดอับเรณูประมำณ 2 - 3 
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mm เหมำะสมท่ีจะน ำมำเตรียมโครโมโซมของพืชตัวอย่ำง ได้แก่ ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia 
Gagnep กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ลูกผสม SWEPL, WTEPL, WTUsa และ BKS  

 

 

 

ภาพที่ 12 แสดงเซลล์ระยะไดอะไคเนซิส ของพืชตัวอย่ำง 
A) ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. B) กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. C) 
กระเจียวสปีชีส์ C. roscoeana wall. D) ลูกผสม SWEPL E) ลูกผสม BKS ก ำลังขยำยภำพ 400 เท่ำ 
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ตารางที่ 8 ระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีพบจำกพืชตัวอย่ำงท่ีมีดอกและอับเรณูขนำดต่ำงๆ 

พ่อแม่พันธ์ุ และลูกผสม 
ขนำดดอก 

(mm) 
ขนำดอับเรณู 

(mm) 
ระยะที่พบ 

ปทุมมำ C. alismatifolia 
Gagnep. 

5.5 3 ไมโอซิส 2  
5 3 ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส  
5 2 พำคีทีน, ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส 
4 2 ดิโพลทีน ไดอะไคเนซีส และ โปรเฟส 2 

 4 1 *โปรเฟส 2 ช่วงต้น  ๆ

กระเจียว C. aurantiaca Van 

8 4 ละอองเกสร 
7 4 ละอองเกสร 
6 4 ละอองเกสร 
6 3 ไมโอซิส 2 และ ละอองเกสร 

4.5 2.5 ดิโพลทีน  
4 3 ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส 
4 2 *โปรเฟส 2 ช่วงต้น  ๆ 

ลูกผสม SWEPL 

5 4 ไมโอซิสII และ ละอองเกสร 
4 3 ดิโพลทีน ไดอะไคเนซีส และ โปรเฟส 2 เทโลเฟส 2 

และ ละอองเกสร  
4 2.5 ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส 
4 2 พำคีทีน, ดิโพลทีน และ ไดอะไคเนซีส และ โปรเฟส 

2 
3 2 ไมโอซิส 2  
2 1.5 *โปรเฟส 2 ช่วงต้น  ๆ 

ลูกผสม BKS 

6 4 ละอองเกสร 
5 3.5 ละอองเกสร  
4 3 ดิโพลทีน ไดอะไคเนซีส และ ไมโอซิส 2 
3 2 พำคีทีน  

2.5 1 *โปรเฟส 2 ช่วงต้น  ๆ 

หมำยเหตุ : *ระยะโปรเฟส 1 ช่วงต้นๆ ในท่ีนี้ หมำยถึง ระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีเห็นเซลล์กลม แต่ไม่เห็น
โครโมโซมภำยในเซลล์เมื่อดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ ระยะไมโอซิส 2 สังเกตเห็น 2 เซลล์ 
ติดกัน ลักษณะเซลล์เป็นวงรีแต่ไม่เห็นโครโมโซมภำยในเซลล์ จึงสันนิษฐำนว่ำเป็นระยะ 
ไมโอซิส 2 เมื่อดูภำยใต้กล้องจุลทรรศน์  
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4.1.3 ผลกำรเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ 
เมื่อได้ขนำดดอกและขนำดอับเรณูท่ีเหมำะสมแล้วจึงน ำมำเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคหยด

โปรโตพลำสต์โดยน ำอับเรณูย่อยด้วยเอนไซม์ ท่ีระยะเวลำแตกต่ำงกันโดยใช้ตัวอย่ำงดอกจำก 
ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. กำรหำระยะเวลำท่ีเหมำะสมในกำรย่อยด้วยเอนไซม์  
ภำพท่ี 13 แสดงเซลล์ท่ีถูกย่อยด้วยเอนไซม์ท่ีเวลำต่ำง ๆ โดยพบว่ำกำรย่อยด้วยเอนไซม์เวลำ 30 นำที 
มีจ ำนวนเซลล์เด่ียวท้ังหมดประมำณ 3,083 เซลล์ โดยกำรนับจ ำนวนเซลล์ภำยใต้กล้องจุลทรรศน์
ฟลูออเรสเซนต์ท้ังเซลล์ไมโทซิสและไมโอซิส มีเซลล์ไมโทซิสท่ีมีระยะโปรเพสท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซม
ได้ชัดเจนเพียง 1 เซลล์เท่ำนั้น และ 3,051 เซลล์ อยู่ในระยะอินเตอร์เฟส เซลล์ส่วนใหญ่ยังไม่แยกเป็น
เซลล์เด่ียว ส ำหรับเซลล์ไมโอซิสมีเซลล์ท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนเห็นไซโทพลำสซึมบำง ๆ 30 
เซลล์ ส่วนเซลล์ท่ีย่อยแล้วยังเห็นไซโทพลำสซึมชัดเจนเห็นโครโมโซมไม่ชัดมีเพียง 1 เซลล์  

กำรย่อยด้วยเอนไซม์ เป็น เวลำ 40 นำที  มีจ ำนวนเซลล์เด่ียวท้ังหมด 8 ,886 เซลล์  
ไม่มีเซลล์ไมโทซิสท่ีมีระยะโปรเพสท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนแต่มีเซลล์ไมโทซิสท่ีเป็นเซลล์
เดียวในระยะอินเตอร์เฟส 8,836 เซลล์ และยังมีส่วนท่ียังไม่แยกเป็นเซลล์เดียวอยู่ ส ำหรับเซลล์ไมโอซิ
สมีเซลล์ท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนเห็นไซโทพลำสซึมบำง ๆ 29 เซลล์ ซึ่งส่วนใหญ่โครโมโซม
ยังไม่ขดแน่น และพบเซลล์จ ำนวน 21 เซลล์เป็นเซลล์ท่ีย่อยไม่ดีเห็นไซโทพลำสซึมบำงแต่เห็นขอบเขต
ของเซลล์ชัดเจนนั้นแสดงว่ำยังย่อยได้ไม่ดี 

กำรย่อยด้วยเอนไซม์เป็นเวลำ 60 นำที มีจ ำนวนเซลล์เด่ียวท้ังหมด 3,707 เซลล์ มีเซลล์ 
ไมโทซิสท่ีย่อยได้ดีและอยู่ในระยะโปรเฟสเพียง 2 เซลล์  และ 3,628 เซลล์ อยู่ในระยะอินเตอร์เฟส 
ส ำหรับเซลล์ไมโอซิสมีเซลล์ท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนเห็นไซโทพลำสซึมบำง ๆ 56 เซลล์ ซึ่ง
เห็นโครโมโซมเป็นไบวำเลนท์ชัดเจนในระยะไดอะไคนีซีส นอกจำกนี้ยังพบเซลล์ท่ีย่อยไม่ดีเห็น
โครโมโซมไม่ชัดเจน และเห็นไซโทพลำสซึมชัดเจน 21 เซลล์  

กำรย่อยด้วยเอนไซม์ เวลำ 80 นำทีมีจ ำนวนเซลล์เด่ียวท้ังหมด 4,792 เซลล์ มีเซลล์ไมโทซิส
ท่ีย่อยได้ดีและอยู่ในระยะโปรเฟสเพียง 1 เซลล์ และ 4,762 เซลล์ อยู่ในระยะอินเตอร์เฟส ซึ่งส่วน
ใหญ่เป็นเซลล์เด่ียว ๆ แล้ว ส ำหรับเซลล์ไมโอซิสมีเซลล์ท่ีสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนเห็นไซ
โทพลำสซึมบำง ๆ แต่เห็นขอบเขตชัดเจน มี 29 เซลล์ บำงเซลล์ขดตัวแน่นเห็นโครโมโซมเป็นแท่ง
ชัดเจน บำงเซลล์เป็นเส้นใย แต่ก็ยังมีเซลล์ไมโอซิสบำงส่วนท่ีซ้อนทับกันอยู่แต่ไม่มำก 

A 

A 

B 
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ภาพที่ 13 กำรเตรียมโครโมโซมด้วยเทคนิคกำรหยดโปรโตพลำสต์ของปทุมมำสปีชีส์ Curcuma 
alismatifolia Gagnep. โดยย่อยด้วยเอนไซม์เป็นเวลำ 30, 40, 60 และ 80 นำที ย้อมด้วยสี DAPI 
ลูกศรแสดงกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส 

จำกผลกำรหำระยะเวลำในกำรย่อยท่ีเวลำ 30, 40, 60 และ 80 นำที สำมำรถสรุปได้ว่ำ
ระยะเวลำในกำรย่อยท่ี 60 นำที เป็นระยะเวลำในกำรย่อยท่ีเหมำะสมท่ีสุด เนื่องจำกเห็นเซลล์ท่ี
ต้องกำร คือ ระยะดิโพลทีนและระยะไดอะไคนีซีสมำกท่ีสุด และสำมำรถเห็นโครโมโซมได้ชัดเจนเห็น
ไซโทพลำสซึมบำง และเซลล์ไมโทซิสส่วนใหญ่เป็นเซลล์เด่ียว 

 

C B A 

30 นำที 

80 นำที 

60 นำที 

40 นำที 
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4.1.4 ผลกำรเตรียมดีเอ็นเอทีใ่ช้ท ำโพรบ และ Blocking DNA  
ขนำดดีเอ็นเอท่ีเหมำะสมในกำรใช้เตรียมโพรบ และ blocking DNA คือ ขนำดประมำณ  

500 - 1,500 คู่เบส และ 100 - 500 คู่เบส ตำมล ำดับ จำกกำรตัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ 
C. alismatifolia Gagnep และ กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ด้วยเครื่องนึ่งฆ่ำเช้ือด้วยไอน้ ำ
เป็นเวลำ 2 นำที แล้วตรวจสอบขนำดของดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคเจลอะกำโรสอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่ำได้
ดีเอ็นเอขนำดประมำณ 100 - 700 คู่เบส ดังแสดงในภำพท่ี 14 ซึ่งเป็นขนำดท่ีเหมำะสมในกำร
น ำไปใช้เป็น blocking DNA แต่เป็นขนำดท่ีค่อนข้ำงเล็กส ำหรับใช้ในกำรเตรียมโพรบ 

 

 

ภาพที่ 14 กำรเตรียมดีเอ็นเอท่ีใช้ท ำโพรบ และ Blocking DNA ส ำหรับเทคนิค GISH 
1 คือ ดีเอ็น เอท่ีท ำให้บริสุทธิ์ โดยกำรตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทำนอล ของปทุมมำสปี ชีส์  
C. alismatifolia Gagnep.; 2 คือ ดีเอ็นเอท่ีท ำให้บริสุทธิ์โดยกำรตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทำนอล 
ของกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van.; 3-6 คือ ดีเอ็นเอท่ีถูกตัดด้วยเครื่อง autoclave เป็นเวลำ 
2 นำที ของกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA 
Ladder 

 

4.1.5 ผลกำรเตรียมโพรบ 
จำกผลกำรติดฉลำกโพรบแบบทำงอ้อมด้วย hapten ชนิด biotin ด้วยเทคนิค Nick 

Translation พบว่ำกำรน ำดีเอ็นเอท่ีไม่ถูกตัดมำติดฉลำกสำมำรถติดฉลำกได้ดีกว่ำกำรน ำดีเอ็นเอท่ีถูก
ตัดมำติดฉลำกดังแสดงในภำพท่ี 15 จะพบว่ำเมื่อน ำดีเอ็นเอท่ีตัดและไม่ได้ตัดมำติดฉลำกจะได้แถบ 
ดีเอ็นเอหลังติดฉลำกมีขนำดประมำณ 100 - 500 คู่เบส ซึ่งใกล้เคียงกับขนำดของโพรบท่ีเหมำะสม 
คือ ประมำณ 500 - 1,500 คู่เบส จึงจะเหมำะสมส ำหรับกำรเข้ำคู่สมกับโครโมโซมอย่ำงจ ำเพำะ
เจำะจง แต่ดีเอ็นเอท่ีไม่ได้ตัดจะเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีเข้มกว่ำ จึงมีควำมเป็นไปได้ว่ำกำรท ำ GISH โดยใช้
ดีเอ็นเอท่ีไม่ได้ตัดมำท ำโพรบจะสำมำรถตรวจสอบลูกผสมได้ ในกำรทดลองต่อไปจะกล่ำวถึงกำรใช้   
ดีเอ็นเอท่ีตัดและไม่ตัดใช้เป็นโพรบในกำรท ำ GISH 
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ภาพที่ 15 กำรติดฉลำกโพรบแบบทำงอ้อม 
1 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. ท่ีถูกตัดด้วย autoclave  
ติดฉลำกด้วย biotin; 2 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep.; ท่ีไม่ถูก
ตัด ติดฉลำกด้วย biotin; M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 1 Kb Plus DNA Ladder 

 

4.1.6 ผลกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเทคนิค GISH 
4.1.6.1 กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH โดยใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอน็เอ

ถูกตัดก่อนติดฉลำก  
กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH ในตัวอย่ำงดอกลูกผสม SWEPL โดยใช้โพรบ

เป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอท่ีถูกตัดก่อนติดฉลำกของสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep  พบว่ำ สำมำรถ
มองเห็นโครโมโซมในระยะไดอะไคนีซีสได้อย่ำงชัดเจนและสังเกตเห็นไซโทพลำสซึมบำงภำยใต้
ฟิลเตอร์ UV และ DAPI แต่เมื่อมองภำยใต้ฟิลเตอร์ Tx Red ซึ่งเป็นฟิลเตอร์ท่ีใช้ตรวจสอบกำรเรือง
แสงของโมเลกุล Cy3 ดังนั้นหำกพบกำรเรืองแสงสีแดงของ Cy3 ภำยใต้ฟิลเตอร์ TxRed แสดงว่ำเป็น
ต ำแหน่งท่ีโพรบจับอยู่ แต่เมื่อสังเกตเซลล์ต่ำงๆโดยใช้ฟิลเตอร์ TxRed ไม่พบกำรเรืองแสงสีแดงของ 
Cy3 บนโครโมโซมในระยะไดอะไคนีซีส หรือโครโมโซมในระยะกำรแบ่งเซลล์อื่น ๆ แต่พบกำรเรือง
แสงสีแดงในนิวเคลียสและไซโทพลำสซึมเซลล์ระยะอินเตอร์เฟสในกำรแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส 
โดยเฉพำะบริเวณท่ีเป็นกลุ่มของเซลล์ขนำดใหญ่ (ภำพท่ี 16) ซึ่งแสดงถึงกำรจับของโพรบท่ีไม่จ ำเพำะ
เจำะจง อำจเป็นเพรำะว่ำใช้โพรบท่ีมีขนำดเล็กเกินไปท ำให้โพรบจับกับโครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะ
เจำะจง จึงท ำให้โพรบสำมำรถจับกับทุกส่วนของโครโมโซม และไซโทพสำสซึม ดังนั้นจึงอำจใช้โพรบท่ี
ไม่ถูกตัดเพื่อจะท ำให้โพรบมีขนำดใหญ่ขึ้น และจะเพิ่มควำมจ ำเพำะเจำะจงได้  
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ภาพที่ 16 กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH โดยใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอท่ีถูกตัด 
ของปทุมมำสปีชีส์ Curcuma alismatifolia Gagnep ในลูกผสม SWEPL และปทุมมำสปีชีส์       
Curcuma alismatifolia Gagnep (SW) ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซลล์ไมโอซิส 
ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซิส  

 

4.1.6.2 กำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH โดยใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอน็เอ
ไม่ถูกตัดก่อนติดฉลำก  

ผลกำรศึกษำกำรท ำ GISH ของลูกผสม WTEPL ซึ่งใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ 
ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. เมื่อตรวจสอบเซลล์ภำยใต้ฟิลเตอร์ UV และ 
DAPI พบเซลล์ไมโอซิสท่ีเห็นโครโมโซมชัดเจนท้ังโครโมโซมท่ีเป็นเส้นใย และท่ีเป็นแท่ ง เห็นไซ
โทพลำสซึมบำง ๆ ส ำหรับเซลล์ไมโทซิสเห็นนิวเคลียสของระยะอินเตอร์เฟสชัดเจน มีท้ังเซลล์เด่ียว
และเป็นกลุ่ม เมื่อดูภำยใต้ฟิลเตอร์ Tx Red พบกำรเรืองแสงสีแดงของ Cy3 ท้ังนิวเคลียสของเซลล์
ระยะอินเตอร์เฟส (ไมโทซิส) และบนโครโมโซมทุกแท่งของเซลล์ไมโอซิส แสดงว่ำโพรบจับกับ
โครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง ส ำหรับเซลล์ท่ีเห็นโครโมโซมเป็นเส้นใย เมื่อดูภำยใต้ฟิวเตอร์ Tx 

SWEPL 

SWEPL 

SW 
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Red ไม่พบกำรเรืองแสงสีแดงของ Cy3 อำจเป็นเพรำะโครโมโซมท่ีเป็นเส้นใยนั้นบำงมำกจึงมองไม่
เห็นกำรเรืองแสงสีแดงของ Cy3 ดังแสดงในภำพท่ี 17 

นอกจำกนี้ยังทดสอบเทคนิค GISH โดยใช้เซลล์ท่ีเตรียมจำกกระเจียวสปีชีส์ 
C. aurantiaca Van. ซึ่งใช้โพรบจีโนมของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ซึ่งผู้วิจัยคำดว่ำ
จะไม่เกิดกำรจับกันระหว่ำงโพรบของปทุมมำกับโครโมโซมของกระเจียว จำกผลกำรทดลองพบกำร
เรืองแสงสีแดงของสำร Cy3 ในเซลล์ระยะไดอะไคเนซีส และเซลล์ไมโอซิสอื่น ๆ แต่กลับเห็นเซลล์
ระยะอินเตอร์เฟสและเซลล์ไมโทซิสด้วย ซึ่งแสดงถึงกำรจับกันแบบไม่จ ำเพำะเจำะจง จึงจับได้ท้ังใน
บริเวณไซโทพลำสซึมและบริเวณนิวเคลียส ดังแสดงในภำพท่ี 18 จำกปัญหำท่ีได้กล่ำวมำข้ำงต้นกำร
ใช้โพรบท่ีไม่ถูกตัดก็ยังไม่สำมำรถเข้ำจับกับโครโมโซมแบบจ ำเพำะเจำะจงได้ อำจเป็นเพรำะจีโนมของ
ปทุมมำและกระเจียวใกล้เคียงกันมำก กำรใช้ blocking DNA (ดีเอ็นเอขนำดเล็ก ๆ ท่ีเตรียมจำก
กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van.) และ Salmon Sperm DNA ในบัฟเฟอร์ส ำหรับกำรไฮบริไดซ์
อำจช่วยเพิ่มควำมจ ำเพำะเจำะจงของโพรบ (เตรียมจำกปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep.) 
ต่อโครโมโซมของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ได้ โดย blocking DNA จำกกระเจียว  
สปีชีส์ C. aurantiaca Van. จะเข้ำจับกับช้ินดีเอ็นเอของโพรบหรือบริเวณโครโมโซมของปทุมมำ   
สปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ท่ีมีล ำดับเบสคล้ำยกัน และ Salmon Sperm DNA ซึ่งเป็นช้ิน    
ดีเอ็นเอท่ีเป็นล ำดับเบสซ้ ำ ๆ ดังนั้นโพรบท่ีเหลืออยู่จะเป็นโพรบท่ีจ ำเพำะต่อล ำดับเบสของปทุมมำ
เท่ำนั้น จำกงำนวิจัยของ Melo et al. (2015) มีกำรใช้ blocking DNA ในปริมำณท่ีแตกต่ำงกันท้ัง
ปริมำณ 60 เท่ำ และ 100 เท่ำของปริมำณโพรบเพื่อตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดของพืชสกุล 
Passiflora ซึ่งในวิทยำนิพนธ์นี้ได้ท ำกำรทดลองใช้ blocking DNA และ Salmon Sperm DNA ใน
ปริมำณต่ำง ๆ ด้วยเช่นกันซึ่งจะกล่ำวผลกำรทดลองในหัวข้อต่อไป 
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ภาพที่ 17 กำรท ำ GISH โดยใช้ตัวอย่ำงดอกจำกลูกผสม WTEPL ใช้โพรบท่ีไม่ถูกตัด ซึ่งใช้โพรบเป็น
ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซลล์ไมโอซีส 
ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซีส 
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ภาพที่ 18 กำรท ำ GISH โดยใช้ตัวอย่ำงดอกจำกกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ใช้โพรบท่ีไม่
ถูกตัดของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซลล์
ไมโอซีส ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซีส 

 
4.1.6.3 ผลของ blocking DNA และ Salmon sperm DNA ที่ควำมเข้มข้น

ต่ำงๆ ต่อกำรตรวจสอบลูกผสมด้วยเทคนิค GISH  
ในกำรทดลองนี้ใช้ตัวอย่ำงโครโมโซมท่ีเตรียมจำกลูกผสม WTEPL ใช้โพรบ

เป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep และใส่  blocking DNA และ 
Salmon sperm DNA ท่ีควำมเข้มข้นต่ำงๆ ผลกำรทดลองแสดงในภำพท่ี 19 พบว่ำ ตัวอย่ำงท่ีใส่    
โพรบอย่ำงเดียว (ภำพท่ี 19A - F) สังเกตเห็นไซโทพลำสซึมติดสีแดงเข้มของ Cy3 และสังเกตเห็นกำร 
เรืองแสงสีแดงบริเวณโครโมโซมเล็กน้อย ส ำหรับตัวอย่ำงท่ีใส่ blocking DNA 20 เท่ำ (ภำพท่ี 19G - 
L) 40 เท่ำ (ภำพท่ี 19M - R) และใส่ Salmon sperm DNA (ภำพท่ี19S - X) พบกำรเรืองแสงของ 
Cy3 บนไซโทพลำสซึมลดลงและเห็นโครโมโซมติดสีแดงของ Cy3 บนโครโมโซมชัดเจนขึ้น  
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ภาพที่ 19 กำรท ำ GISH จำกตัวอย่ำงลูกผสม WTEPL ใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ 
C. alismatifolia Gagnep.  

A – F) ไม่ใช้ blocking DNA และ Salmon sperm DNA G – L) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 20 
เท่ำของโพรบ M – R) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 40 เท่ำของโพรบ S –X) ใช้ Salmon sperm 
DNA 10µg ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซลล์ไมโอซีส ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซีส 
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นอกจำกนี้ ยั งทดสอบผลของ blocking DNA และ Salmon sperm DNA ใน ตัวอย่ำง
โครโมโซมของกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van โดยใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำ ซึ่ง
ไม่ควรพบกำรเรืองแสงของสี Cy3 เมื่อทดสอบแล้ว พบว่ำมีกำรเรืองแสงของ Cy3 บนโครโมโซม 
นิวเคลียส และเซลล์ของกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. ในทุกควำมเข้มข้นของ blocking 
DNA และ Salmon sperm DNA (ดังแสดงภำพท่ี 20) แสดงว่ำโพรบสำมำรจับกับโครโมโซมของ
กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ได้ อำจเป็นเพรำะปริมำณ blocking DNA และ Salmon 
sperm DNA ท่ีใช้ไม่เพียงพอท่ีจะเพิ่มควำมจ ำเพำะเจำะจงของโพรบได้  
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ภาพที่ 20 กำรท ำ GISH จำกตัวอย่ำงกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ ดี
เอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. 

A – F) ไม่ใช้ blocking DNA และ Salmon sperm DNA G – L) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 20 
เท่ำของโพรบ M – R) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 40 เท่ำของโพรบ S –X) ใช้ Salmon sperm 
DNA 10µg ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซลล์ไมโอซีส ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซีส 
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เมื่อทรำบว่ำกำรใช้ blocking DNA และ Salmon sperm DNA ช่วยลดกำรจับกันแบบ 
ไม่จ ำเพำะเจำะจงของโพรบต่อไซโทพลำสซึม และโครโมโซมได้ ดังนั้นจึงท ำกำรทดสอบใช้ปริมำณ 
blocking DNA มำกขึ้น และใช้ Salmon sperm DNA ร่วมด้วยในตัวอย่ำงโครโมโซมของลูกผสม 
WTEPL และ กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van (ใช้เป็นตัวควบคุม) และใช้โพรบเป็นปทุมมำ 
สปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep ซึ่งให้ผลดังนี้ (ภำพท่ี 21) ในตัวอย่ำงท่ีไม่ใส่โพรบ blocking DNA 
และ Salmon sperm DNA (ภำพท่ี 21A - F) พบว่ำสำร SA-Cy3 สำมำรถติดไซโทพลำสซึม และ
โครโมโซมได้ นั่นแสดงว่ำสำร SA-Cy3 สำมำรถติดแบบไม่จ ำเพำะเจำะจงกับเซลล์และโครโมโซมได้ 
ดังนั้นจึงควรหำสภำวะในกำรตรวจสอบ (detection) และล้ำงสีส่วนเกินออกให้เข้มงวดกว่ำสภำวะท่ี
ใช้ตอนนี้ ส ำหรับตัวอย่ำงท่ีใส่โพรบ 20 ng + 40x blocking DNA + 10 µg Salmon sperm DNA 
(ภำพท่ี21 G – L) พบกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บนโครโมโซมท่ีเห็นได้ชัดเจนกว่ำตัวอย่ำงท่ีไม่ใส่    
โพรบแต่ก็ยังติดไซโทพลำสซึมอยู่ด้วย ส ำหรับตัวอย่ำงท่ีใส่โพรบ 20 ng + 80x blocking DNA + 10 
µg Salmon sperm DNA (ภำพท่ี21 M – R) พบกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บนโครโมโซมชัดเจนมำก
ขึ้น และพบกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บริเวณไซโทพลำสซึมน้อยมำก แต่อย่ำงไรก็ตำม โพรบยังคงติด
บนโครโมโซมทุกแท่งของลูกผสม แสดงว่ำกำรใช้ blocking DNA ร่วมกับ Salmon sperm DNA ยัง
ไม่สำมำรถเพิ่งควำมจ ำเพำะเจำะจงของโพรบได้ นอกจำกนี้พบว่ำกำรใช้สำร SA-Cy3 อย่ำงเดียวก็
สำมำรถจับกับไซโทพลำสซึมและโครโมโซมได้ อำจเป็นเพรำะใช้ควำมเข้มงวดของเกลือในกำรล้ำงไม่
เพียงพอ ดังนั้นกำรใช้ควำมเข้มงวดของเกลือในกำรล้ำงมำกขึ้นร่วมกับกำรล้ำงท่ีอุณหภูมิสูงมำกขึ้น 
หรือใช้สำร formamide ท่ีควำมเข้มข้นต่ ำในกำรล้ำง ซึ่งสำร formamide เป็นสำรท่ีท ำให้โครโมโซม
เสียสภำพธรรมชำติ อำจจะท ำให้โพรบท่ีจับกับโครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะเจำะจงหลุดออกได้ 
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ภาพที่ 21 ผลกำรท ำ GISH จำกลูกผสม WTEPLใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. 
alismatifolia Gagnep.  
A – F) ไม่ใช้โพรบ blocking DNA และ Salmon sperm DNA G – L) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 
40 เท่ำของโพรบ ร่วมกับ Salmon sperm DNA 10µg  M – R) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 80 เท่ำ
ของโพรบ ร่วมกับ Salmon sperm DNA 10µg  ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซล์ไมโอ
ซิส ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซิส 
 

ผลกำรท ำ GISH โดยใช้ตัวอย่ำงดอกจำกกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ซึ่งใช้โพรบ
เป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep พบว่ำตัวอย่ำงท่ีไม่ใส่โพรบ 
blocking DNA และ Salmon sperm DNA มีกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บริเวณไซโทพลำสซึม และ
บนโครโมโซมอยู่บ้ำงเล็กน้อย (ภำพท่ี 22A - F) ส ำหรับตัวอย่ำงท่ีใส่โพรบ 20 ng + 40x blocking 
DNA + 10 µg Salmon sperm DNA พบกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บนโครโมโซม ควำมเข้มของสีท่ี
ติดโครโมโซมใกล้เคียงกับไซโทพลำสซึม (ภำพท่ี 22G - L) ส ำหรับตัวอย่ำงท่ีใส่โพรบ 20 ng + 80x 
blocking DNA + 10 µg Salmon sperm DNA พบกำรเรืองแสงของสำร Cy3 บนโครโมโซมอยู่
เล็กน้อย ควำมเขม้ของสีใกล้เคียงกับไซโทพลำสซึม (ภำพท่ี 22 M - R)  
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ภาพที่ 22 ผลกำรท ำ GISH ของกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ใช้โพรบเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ
ของปทุมมำสปีชีส์ (C. alismatifolia Gagnep.)  
A – F) ไม่ใช้โพรบ blocking DNA และ Salmon sperm DNA G – L) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 
40 เท่ำของโพรบ ร่วมกับ Salmon sperm DNA 10µg  M – R) ใช้ blocking DNA ปริมำณ 80 เท่ำ
ของโพรบ ร่วมกับ Salmon sperm DNA 10µg  ก ำลังขยำย 400 เท่ำ ลูกศรสีเหลืองแสดงเซล์ไมโอ
ซิส ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ไมโทซิส 
 

จำกผลกำรศึกษำกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยวิธี GISH ไม่มีสภำวะใดท่ีสำมำรถ
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมได้ เนื่องจำกโพรบไม่สำมำรถจับกับโครโมโซมได้อย่ำงจ ำเพำะเจำะจง  
อำจเกิดจำกปัญหำต่ำง ๆ ในขั้นตอนกำรท ำ GISH เช่น กำรท ำให้โครโมโซมเสียสภำพธรรมชำติ 
ไม่สมบูรณ์ กำรล้ำงส่วนท่ีจับกันแบบไม่จ ำเพำะเจำะจงออกไม่หมด ดังนั้นจึงจ ำเป็นต้องหำวิธีในกำร
ตรวจสอบลูกผสมวิธีอื่น ได้แก่ กำรนับจ ำนวนโครโมโซม และกำรใช้เครื่องหมำยดีเอ็นเอในกำร
ตรวจสอบลูกผสม เป็นต้น 

4.2. การตรวจสอบลูกผสมโดยวิธีนับจ านวนโครโมโซม 
กำรศึกษำจ ำนวนโครโมโซมของพืชสำมำรถศึกษำได้จำกส่วนของปลำยรำก คือกำรแบ่งเซลล์

แบบไมโทซิส และศึกษำจำกส่วนของดอกตูม คือกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส ในวิทยำนิพนธ์นี้ศึกษำ
จ ำนวนโครโมโซมจำกดอกตูม เนื่องจำกดอกปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม มีลักษณะเป็นช่อดอก
ดังนั้นจึงมีดอกจ ำนวนมำก และแต่ละช่อดอกมีดอกแตกต่ำงกันหลำยขนำดจึงสำมำรถหำระยะ  
กำรแบ่งเซลล์ตำมท่ีต้องกำรเพื่อจะศึกษำจ ำนวนโครโมโซมได้โดยง่ำย แต่ส ำหรับปลำยรำกเนื่องจำก

Tx Red                                   DAPI                                UV 
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ปทุมมำ กระเจียว และลูกผสมเป็นพืชหัวจึงมีรำกท่ีเป็นปลำยขำวขุ่นน้อย และกำรท่ีจะน ำรำกมำ  
ท ำกำรทดลองเป็นไปได้ยำกจึงเลือกใช้ดอกตูมแทน 

กำรตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงปทุมมำและกระเจียวโดยวิ ธีนับจ ำนวน
โครโมโซมจำกกำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส ต้องมีกำรศึกษำขนำดดอกและขนำดอับเรณูท่ีมีระยะ 
กำรแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสท่ีเหมำะสม คือระยะไดอะไคเนซิส พบว่ำขนำดดอกท่ีเหมำะสมใน
กำรศึกษำโดยวิธีนับจ ำนวนโครโมโซม ของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. คือ 4 mm. 
ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm. ส ำหรับกระเจียว สปีชีส์ C. aurantiaca Van Zip. คือ 4 - 4.5 mm. 
ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm. และลูกผสมข้ำมชนิด SWEPL คือ 4 - 5.5 mm. ขนำดอับเรณู 2 - 3 mm 
จำกนั้นเตรียมโครโมโซมโดยวิธีกำรหยดโปรโตพลำสต์ และย้อมด้วยสี DAPI พบว่ำ ปทุมมำสปีชีส์ 
 C. alismatifolia Gagnep. มีเซลล์ระยะไดอะไคเนซิสจ ำนวนมำก และมองเห็นโครโมโซมเป็นแท่ง
ชัดเจน สำมำรถนับจ ำนวนโครโมโซมได้หลังจำกนับจ ำนวนโครโมโซม 10 เซลล์  พบว่ำมี 16  
ไบวำเลนท์ (ภำพท่ี 23) เนื่องจำกเซลล์ระยะไดอะไคเนซิสท่ีศึกษำนี้โครโมโซมจะขดตัวส้ันท ำให้เห็น
โครโมโซมชัดเจน และมีกำรเข้ำคู่กันของโครโมโซมคู่เหมือน เรียกว่ำไบวำเลนท์ ดังนั้น ปทุมมำสปีชีส์ 
C. alismatifolia Gagnep. ท่ีศึกษำจึงมีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 32 สอดคล้องกับงำนวิจัยของ 
ลลิตำ และคณะ (2557) ท่ีนับจ ำนวนโครโมโซมของปทุมมำสปี ชีส์ C. alismatifolia Gagnep  
จำกปรำยรำก พบว่ำมีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 32 ส ำหรับกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van  
พบเซลล์ระยะดิโพลทีนและไดอะไคเนซิสจ ำนำนมำก แต่ไม่สำมำรถนับจ ำนวนโครโมโซมได้เนื่องจำก
โครโมโซมซ้อนทับกันและบำงเซลล์โครโมโซมกระจำยมำกเกินไปท ำให้มองเห็นโครโมโซมได้ไม่ครบ 
(ภำพท่ี 24) แต่อย่ำงไรก็ตำมมีกำรรำยงำนก่อนหน้ำนี้ถึงจ ำนวนโครโมโซมของกระเจียวสปีชีส์ 
C. aurantiaca Van ว่ ำ มี จ ำน ว น โค ร โม โซ ม  2 n = 42 (Leong-Škorničková et al., 2007)  
ส่วนลูกผสมข้ำมชนิด SWEPL โครโมโซมไม่สำมำรถเข้ำคู่กันได้ เนื่องจำกกำรเข้ำคู่กันต้องเกิดจำก
โครโมโซมคู่เหมือน จึงนับโครโมโซมจำก ระยะไดอะไคเนซิส ซึ่งพบเซลล์ระยะไดโพลทีนและ 
ไดอะไคเนซิสหลำยเซลล์มองเห็นโครโมโซมกระจำยไม่ซ้อนทับกันแต่ก็ยังมีบำงเซลล์ท่ีเห็นโครโมโซม
ซ้อนทับกันอยู่ จึงนับจ ำนวนโครโมโซมในเซลล์ท้ังหมด 10 เซลล์ พบจ ำนวนโครโมโซม 2n = 37  
(ภำพท่ี 25) ซึ่งสอดคล้องกับจ ำนวนโครโมโซมของต้นพ่อแม่พันธุ์ คือ ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia 
Gagnep ท่ีมีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 32, n = 16 และกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ท่ีมี
จ ำนวนโครโมโซม 2n = 42, n = 21 ดังนั้นลูกผสมจะมีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 37 ส ำหรับในลูกผสม
อื่น ๆ ได้แก่ WTEPL, WTUsa และ BKS ไม่สำมำรถนับจ ำนวนโครโมโซมได้ เนื่องจำกกำรกำรเตรียม
โครโมโซมไม่สำมำรถท ำให้โครโมโซมกระจำยไม่ซ้อนทับกันได้ 
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ภาพที่ 23 เซลล์ระยะไดอะไคเนซิสย้อมด้วยสี DAPI ของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep.  

 

 

ภาพที่ 24 เซลล์ระยะไดอะไคเนซิสย้อมด้วยสี DAPI ของปทุมมำสปีชีส์ C. aurantiaca Van Zip. 
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ภาพที่ 25 เซลล์ระยะไดอะไคเนซิสย้อมด้วยสี DAPI ของลูกผสม SWEPL 
 

4.3. ผลกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเคร่ืองหมำย ISSR 
4.3.1 ผลกำรสกัดดีเอ็นเอ 

ผลกำรสกัด ดี เอ็ น เอใน ตัวอย่ำงพื ช ท้ั งหมด 40 ตัวอย่ำง  ได้แก่  ป ทุมมำสปี ชี ส์  
C. alismatifolia Gagnep. ก ร ะ เ จี ย ว ส ปี ชี ส์  C. aurantiaca Van. ก ร ะ เ จี ย ว ส ปี ชี ส์  
C. roscoeana wall. ลูกผสม SWEPL ลูกผสม WTEPL ลูกผสม WTUsa และลูกผสม BKS แสดงใน
ภำพท่ี 26 พบแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน แสดงว่ำดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีคุณภำพดี มีเพียงบำงตัวอย่ำงเท่ำนั้นท่ี
คุณภำพไม่ดีเห็นแถบดีเอ็นเอเป็นปื้น (smear) และแถบบำง เช่น ตัวอย่ำงท่ี 11, 19, 20 และ 31 เป็น
ต้น ดังนั้นจึงเลือกเฉพำะตัวอย่ำงท่ีคุณภำพดีมำศึกษำเท่ำนั้น ซึ่งตัวอย่ำงท่ีน ำมำศึกษำ หรือใช้ในกำร
ทดลองต่อไปแสดงในตำรำงท่ี 9  
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ภาพที่ 26 ผลกำรสกัดดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม 
หมำยเลข 1,21, 34, 35, 36, 37 และ 40 คือกระเจียวพันธุ์ EPL; หมำยเลข 2, 3, 4, 20, 22, 23, 
24, 38 และ39 คือปทุมมำพันธุ์ Snow white (SW); หมำยเลข 5, 6, 7 และ 25 คือ ปทุมมำพันธุ์ Big 
red (BR); หมำยเลข 8, 9, 10 และ 26 คือ ปทุมมำพันธุ์ White Tung (WT); หมำยเลข 11, 27 และ 
29 คือ กระเจียวพันธุ์กระเจียวส้ม (KS); หมำยเลข 12 และ 28 คือ กระเจียวพันธุ์อุษำ (Usa); 
หมำยเลข 13, 14, 15 และ 30 คือ ลูกผสม WTEPL เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ White Tung กับพันธุ์ 
EPL; หมำยเลข 16, 17 และ 18 คือ ลูกผสม WTUsa เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ White Tung กับ
พันธุ์อุษำ; หมำยเลข 19 และ 31 คือ ลูกผสม BKS เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ Big red กับพันธุ์
กระเจียวส้ม; หมำยเลข 32 และ 33 คือ ลูกผสม SWEPL เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ Snow white กับ
พันธุ์ EPL; M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 1 Kb Plus DNA Ladder 
 

จำกกำรตรวจสอบคุณภำพและปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธีกำรวัดค่ำดูดกลืนแสง  พบว่ำกำร
ดูดกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร (A260) ซึ่งเป็นค่ำท่ีบ่งบอกถึงควำมเข้มข้นของกรด
นิวคลีอิก พบว่ำพืชตัวอย่ำงแต่ละชนิดมีควำมเข้มข้นของกรดนิวคลีอิกอยู่ระหว่ำง 62.3-266.0 ng/µl 
ค่ำอัตรำส่วนระหว่ำง A260/A280 เป็นค่ำท่ีบอกถึงคุณภำพของกรดนิวคลีอิกท่ีสกัดได้ หำกเป็นดีเอ็นเอท่ี
บริสุทธิ์จะมีค่ำระหว่ำง 1.7-1.8 หำกมีค่ำต่ ำกว่ำค่ำท่ีเหมำะสมแสดงว่ำอำจมีโปรตีนปนเป้ือน หรือหำก
มีค่ำสูงกว่ำแสดงว่ำอำจมีอำร์เอ็นเอปนเปื้อน ในสำรละลำยดีเอ็นเอของพืชตัวอย่ำง พบว่ำ 
มีค่ำอัตรำส่วน A260/A280 อยู่ระหว่ำง 1.96- 2.45 ซึ่งมีค่ำมำกกว่ำค่ำท่ีเหมำะสมแสดงว่ำอำจมี 
อำร์เอ็นเอปนเป้ือนอยู่ ดังนั้นหำกมีกำรสกัดดีเอ็นเอครั้งต่อไปควรเพิ่มปริมำณ RNaseA หรือเพิ่มเวลำ
ในกำรย่อยอำร์เอ็นเอให้นำนขึ้น ส ำหรับค่ำอัตรำส่วนระหว่ำง A260/A230 เป็นค่ำท่ีบอกถึงคุณภำพของ
ดีเอ็นเอและกำรปนเปื้อนของสำรกลุ่มคำร์โบไฮเดรต ฟีนอล และ EDTA  ค่ำท่ีเหมำะสมส ำหรับ 
ดีเอ็นเอและอำร์เอ็นเอท่ีบริสุทธิ์อยู่ท่ีประมำณ 1.8 และ 2.0 ตำมล ำดับ (Scientific, 2009) แต่พบว่ำ
สำรละลำยดีเอ็นเอของพืชตัวอย่ำงมีค่ำอัตรำส่วน A260/A230อยู่ระหว่ำง 0.45-1.41 ซึ่งมีค่ำน้อยกว่ำ
ค่ำท่ีเหมำะสมแสดงว่ำอำจมีสำรจ ำพวกคำร์โบไฮเดรตปนเปื้อน ซึ่งจำกตัวอย่ำงท้ังหมด กระเจียว     
สปีชีส์ C. aurantiaca Van. มีค่ำอัตรำส่วน A260/A230 น้อยกว่ำตัวอย่ำงอื่น คือ 0.45 ซึ่งเป็นตัวอย่ำง
ท่ีใช้วิธีสกัดดีเอ็น เอแบบ mCTAB ก ำจัดโปรตีนโดยใช้สำร phenol : chloroform : isoamyl 
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alcohol จึงอำจมีสำรฟีนอลปนเปื้อนมำได้ วิธีท่ีแก้ไขกำรปนเปื้อนของพีนอลก็อำจจะใช้สำร 
chloroform : isoamyl : alcohol ล้ำงฟีนอลออกหลำย ๆ ครั้งอำจจะท ำให้กำรปนเปื้อนของฟีนอล
ลดลงได้ แต่ส ำหรับกำรปนเป้ือนของแป้งอำจต้องเลือกใช้ใบอ่อนมำก ๆ และมีกำรคลุมต้น 1 วันก่อน
สกัดดีเอ็นเอ เพื่อลดกำรสังเครำะห์แสง และลดกำรเก็บสะสมแป้งในใบ 
ตารางที่ 9 กำรตรวจสอบคุณภำพและปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธีกำรวัดค่ำดูดกลืนแสง 
 

ตัวอย่ำง ต้น 
ควำมเข้มข้นกรดนิวคลอีิก 

(ng/µl) 
A260 A280 260/280 260/230 

C. alismatifolia Gagnep SW1 117 2.34 1.165 2.01 0.76 
 SW2 103.2 2.065 1.011 2.04 0.69 
 SW3 111.2 2.224 1.106 2.01 0.76 
 SW4 62.5 1.251 0.589 2.12 0.47 
 SW5 127.9 2.558 1.285 1.99 1.07 
 SW6 105.6 2.112 1.079 1.96 1.28 
 BR1 85.5 1.71 0.836 2.05 0.82 
 BR2 116.2 2.323 1.156 2.01 0.82 
 BR3 85.5 1.709 0.856 2 0.86 
 BR4 94.5 1.89 0.951 1.99 1.2 
 WT1 117.7 2.355 1.177 2 0.94 
 WT2 96.1 1.922 0.964 1.99 0.99 
 WT3 71.7 1.434 0.693 2.07 0.72 
 WT4 105.6 2.113 1.065 1.98 0.68 

C. aurantiaca Van. EPL1 75.1 1.501 0.724 2.07 0.76 
 EPL2A 82.0 N/A N/A N/A N/A 
 EPL3 266.0 5.319 2.174 2.45 0.45 
 USA1 67.9 1.359 0.639 2.13 0.8 
 USA2 107.7 2.154 1.08 1.99 1.41 

C. roscoeana wall. KS1 116.1 2.322 1.165 1.99 0.91 
 KS2 67.7 1.355 0.662 2.05 0.74 

Hybrids SWEPL1 95.2 1.903 0.926 2.05 0.56 
 SWEPL2 116.5 2.33 1.171 1.99 0.77 
 WTEPL1 100.3 2.006 1.01 1.99 1.32 
 WTEPL2 64.2 1.284 0.62 2.07 0.79 
 WTEPL3 77.6 1.552 0.758 2.05 0.92 
 WTUsa1 118 2.359 1.187 1.99 0.92 
 WTUsa2 132.1 2.642 1.349 1.96 1.24 
 WTUsa3 103.5 2.071 1.047 1.98 1.29 
 BKS1 62.3 1.246 0.588 2.12 0.6 
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หมำยเหตุ : A  คือ ได้รับดีเอ็นเอมำจำก อำจำรย์ ดร. นฤมล เข็มกลัดเงิน จึงไม่มีข้อมูลคุณภำพของดีเอ็นเอ 
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4.3.2 กำรตรวจสอบไพรเมอร์ และหำอุณหภูมิ annealing ที่เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ
พีซีอำร ์

เพื่อตรวจสอบว่ำไพรเมอร์ใดสำมำรถใช้เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของพืชตัวอย่ำงได้และควร
ใช้ อุ ณ ห ภู มิ  annealing เท่ ำ ใด  ดี เอ็ น เอ ข อ ง ตั ว อ ย่ ำ ง ส ปี ชี ส์  C. alismatifolia Gagnep.,  
C. aurantiaca Van. และ C. roscoeana wall. ถูกน ำมำรวมกันและใช้ท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ โดยใช้
ไพรเมอร์ชนิด ISSR และ อุณหภูมิ annealing ตำมงำนวิจัยของ Degani et al. (2003), Taheri et 
al. (2012) และ Das et al. (2011) ผลกำรทดลองพบว่ำมีหลำยไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีมำกและ
น้อยเกินไปจึงเลือกใช้ไพรเมอร์ท่ีมีควำมเหมำะสมและคำดว่ำจะสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมของ
แต่ละคู่ผสมได้ ดังตำรำงท่ี 10 ซึ่งแสดงไพรเมอร์และอุณหภูมิ annealing ท่ีจะถูกใช้ในกำรเพิ่ม
ปริมำณดีเอ็นเอในแต่ละตัวอย่ำงต่อไป 
 
ตารางที่  10 ข้อมูลไพรเมอร์ จ ำนวนแถบดีเอ็นเอท่ีปรำกฏท้ังหมด จ ำนวนแถบดีเอ็นเอท่ีให้ 
ควำมแตกต่ำงในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ และเปอร์เซ็น ต์ควำมแตกต่ำงในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ ท่ีได้จำก
เครื่องหมำย ISSR  
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4.3.3 กำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดจำกลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ 
จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม จ ำนวน 30 ตัวอย่ำง 

โดยใช้ไพรเมอร์ 808 ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 400 - 2,000 คู่เบส 
และท ำให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมด 10 แถบ (ภำพท่ี 27) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอ
ของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ พบว่ำแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 400 คู่เบส จ ำเพำะต่อปทุมมำ  
(C. alismatifolia Gagnep) เท่ำนั้น (ภำพท่ี27A) แถบท่ีมีขนำด 500 คู่เบสจ ำเพำะต่อกระเจียว  
(C. aurantiaca Van. และ C. roscoeana wall.) (ภำพท่ี 27B, C) วิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์
แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำในลูกผสมทุกตัวอย่ำงจะปรำกฏแถบ  
ดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 400 คู่เบส ท่ีจ ำเพำะต่อพันธุ์แม่ปทุมมำ ลูกผสม BKS ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ
ท่ีมีขนำดประมำณ 350 , 500, และ 1,500 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียวส้ม (KS) ลูกผสม 
WTEPL และ WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 500 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียว 
พันธุ์ EPL และ พันธุ์ Usa แสดงให้เห็นว่ำไพรเมอร์ 808 สำมำรถใช้เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอ ท่ี
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมของลูกผสม BKS, WTEPL และ WTUsa ได้ แต่ไม่สำมำรถใช้ตรวจสอบ
ลูกผสม SWEPL ได้ เพรำะไม่พบแถบดีเอ็นเอของพ่อพันธุ์ EPL ในลูกผสม 

 

 

ภาพที่ 27 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 808 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep) (B) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะ
ต่อกระเจียว (C. aurantiaca Van. และ C. roscoeana wall.) (C) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อ
กระเจียว (C. roscoeana wall.) M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 809 
ดังแสดงในภำพท่ี 28 เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 250 - 2,000 คู่เบส ควำมหลำกรูป
ท้ังหมดจ ำนวน 7 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ พบว่ำ แถบดีเอ็นเอท่ีมี
ขนำดประมำณ 750 คู่เบส (2 - 3 แถบท่ีมีขนำดใกล้เคียงกัน) จ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia 
Gagnep) (ภำพท่ี 28A) แถบท่ีมีขนำด 600 คู่เบสจ ำเพำะต่อกระเจียว (C. aurantiaca Van. และ  
C. roscoeana wall.) (ภำพท่ี 28B) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏใน
ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 750 คู่เบสท่ีจ ำเพำะต่อพันธุ์ปทุม
มำปรำกฎในลูกผสมทุกคู่ และลูกผสม SWEPL ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 250 คู่เบส 
เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำ (พันธุ์ Snow White) เมื่อพิจำรณำแถบดีเอ็นเอท่ีปรำกฏเหมือนพันธุ์พ่อใน
ลูกผสมพบว่ำ ลูกผสม BKS ปรำกฏแถบดีเอ็น เอท่ีมีขนำดประมำณ 350, 600, 1,110 คู่ เบส 
เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ ลูกผสม WTEPL ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 350 คู่เบส 
เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ EPL และลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 
1,100 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียว พันธุ์ Usa แสดงให้เห็นว่ำไพรเมอร์ 809 สำมำรถระบุควำม
เป็นลูกผสมได้เกือบทุกคู่ผสมยกเว้น ลูกผสม SWEPL ไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธุ์พ่อ 

 

 

ภาพที่ 28 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 809 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep) (B) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะ
ต่อกระเจียว (C. aurantiaca Van. และ C. roscoeana wall.) M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. 
Plus DNA Ladder 
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ส ำหรับกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 811 
ดังแสดงในภำพท่ี 29 ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 400 - 2,000 คู่เบส และท ำ
ให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมด 6 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์
พ่ อ  พบว่ ำ  แถบดี เอ็ น เอ ท่ีมี ขนำดประมำณ  850  และ  1,200 คู่ เบส จ ำ เพ ำะต่อปทุมมำ                     
(C. alismatifolia Gagnep) (ภำพท่ี 29A) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ี
ปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำมีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้ดังนี้ 
ลูกผสม BKS ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 500, 600 และ 1,000 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อ
กระเจียวส้ม แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำพันธุ์ Big red ลูกผสม SWEPL ปรำกฏ
แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 450, 900 และ 1,000 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ EPL และ 
ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 1,200 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำพันธุ์ Snow White ลูกผสม 
WTEPL ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 480 และ 1,000 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ 
EPL และ ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 1 ,200 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำพันธุ์ White Tung 
(WT) ลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 450, 600 และ 1,000 คู่เบส เหมือน
พันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ Usa และ ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด 850 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำ
พันธุ์ White Tung (WT) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำไพรเมอร์ 811 สำมำรถใช้เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอเพื่อ
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมของลูกผสมท่ีศึกษำในวิทยำนิพนธ์นี้ได้ทุกคู่ 

 

 

ภาพที่ 29 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 811 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep) M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 
bp. Plus DNA Ladder 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 812  
ดังแสดงในภำพท่ี 30 ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 400 - 2,000 คู่เบส และท ำ
ให้เกิดแถบดีเอ็นเอ 10 แถบ ท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมด 10 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์
แม่และพันธุ์พ่ อ  พบว่ ำ แถบดีเอ็ น เอ ท่ีมี ขนำดประมำณ 550 คู่ เบส จ ำเพ ำะต่อปทุมมำ                 
(C. alismatifolia Gagnep) (ภำพท่ี 30A) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ี
ปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำมีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้ดังนี้ 
ลูกผสม BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 550 คู่เบส ซึ่ง
เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำ นอกจำกนี้ยังบอกถึงควำมเป็นลูกผสมข้ำมชนิดได้ 2 คู่ผสม คือ 
ลูกผสม SWEPL ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 900 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ 
EPL และ ลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 450 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อ
กระเจียวพันธุ์ Usa  

 

 

ภาพที่ 30 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 812 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำและลูกผสม (C. alismatifolia Gagnep) M คือ ดีเอ็นเอ
มำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 816 (ภำพท่ี 31) 
ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 500 - 3,000 คู่เบส และท ำให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ควำมหลำกรูปท้ังหมด 11 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อพบว่ำ แถบดีเอ็นเอ
ท่ีมีขนำดประมำณ 550 , 850, 1,000 และ 2,000 คู่เบส จ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia 
Gagnep) (ภำพท่ี 31A) แถบท่ีมีขนำด 1,500 คู่เบสจ ำเพำะต่อกระเจียวพันธุ์ EPL (ภำพท่ี 31 B) แถบ
ท่ีมีขนำด 1,700 คู่เบสจ ำเพำะต่อกระเจียวพันธุ์ Usa (ภำพท่ี 31 C) แถบท่ีมีขนำด 1,300 คู่เบส 
จ ำเพำะต่อกระเจียวพันธุ์กระเจียวส้ม (KS) (ภำพท่ี 31 D) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และ
พันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำ มีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็น
ลูกผสมได้ดังนี้ ลูกผสม BKS ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 750 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อ
กระเจียว ลูกผสม WTEPL ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 850 คู่เบส เหมือนกับพันธุ์แม่ 
ปทุมมำพันธุ์ White Tung (WT) ลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 1,300 คู่
เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ Usa และปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 850 คู่เบส 
เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำ พันธุ์ White Tung ซึ่งสรุปได้ว่ำไพรเมอร์คู่นี้สำมำรถใช้ในกำรตรวจสอบ
ลูกผสมได้ 2 คู่ผสม คือ ลูกผสม BKS และ WTUsa ส่วนลูกผสม WTEPL พบเฉพำะแถบดีเอ็นเอท่ี
เหมือนพันธุ์แม่เท่ำนั้น 

 

 

ภาพที่ 31 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 816 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep) (B) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะ
ต่อกระเจียว (C. aurantiaca Van.) พันธุ์  EPL (C) คือ แถบดีเอ็น เอ ท่ีจ ำเพำะต่อกระเจียว  
(C. aurantiaca Van.) พันธุ์ Usa (D) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อกระเจียวส้ม (C. roscoeana 
wall.) M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder  
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 817 ท ำให้เกิด
ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 1 ,000 - 2,000 คู่เบส (ภำพท่ี 32) และท ำให้เกิดแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมดจ ำนวน 3 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ 
พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 1,300 คู่เบส จ ำเพำะต่อปทุมมำ (C. alismatifolia Gagnep) 
(ภำพท่ี 32A) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของ
ลูกผสม พบแถบดีเอ็นเอของแม่พันธุ์ปทุมมำขนำด 1,300 คู่เบส ในลูกผสมทุกคู่ คือ BKS, SWEPL, 
WTEPL และ WTUsa ส ำหรับลูกผสม BKS กับ WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 
2,000 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวส้ม และพันธุ์ Usa จึงสำมำรถสรุปได้ว่ำ ไพรเมอร์ 817 สำมำรถ
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อปทุมมำ และลูกผสมทุกคู่ผสม นอกจำกนี้ยังสำมำรถตรวจสอบ
ควำมเป็นลูกผสมท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธุ์พ่อ  2 คู่ผสม คือ BKS กับ WTUsa  

 

 

ภาพที่ 32 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 817 
(A) คือ  แถบ ดี เอ็ น เอ ท่ี จ ำ เพ ำะ ต่อปทุมมำและลูกผสม  (C. alismatifolia Gagnep) M คือ  
ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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ส ำหรับกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ 818 (ภำพท่ี 33) ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ 
ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 500 - 3,000 คู่เบส และท ำให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูป
ท้ังหมดจ ำนวน 3 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ี
จ ำเพำะต่อสปีชีส์ใด เมื่อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็น
เอของลูกผสม พบว่ำ มีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้ คือลูกผสม SWEPL  
ท่ีปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 1,700 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ EPL 

 

 

ภาพที่ 33 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 818 
M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 826  
(ภำพท่ี 34) ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 500 - 2,000 คู่เบส และท ำให้เกิดแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังส้ิน 4 แถบ จำกท้ังหมด 5 แถบ คิดเป็น 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อวิเครำะห์แถบ
ดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ พบว่ำ แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 300 คู่เบส จ ำเพำะต่อปทุมมำ 
(C. alismatifolia Gagnep) (ภำพท่ี 34A)  เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ี
ปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำ มีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้
ดังนี้ ลูกผสม BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 300 คู่เบส 
เหมือนกับพันธุ์แม่ปทุมมำ นอกจำกนี้ ลูกผสม BKS  ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 1,600 คู่
เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์กระเจียวส้ม และลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำด
ประมำณ 2,000 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ Usa แสดงให้เห็นว่ำไพรเมอร์ 826 สำมำรถท ำ
ให้เกิดแถบท่ีจ ำเพำะต่อปทุมมำและลูกผสม และสำมำรถตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดได้ 2 คู่ผสม คือ 
ลูกผสม BKS และ WTUsa 

 

 
ภาพที่ 34 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 826 
(A) คือ  แถบ ดี เอ็ น เอ ท่ี จ ำ เพ ำะ ต่อปทุมมำและลูกผสม  (C. alismatifolia Gagnep) M คือ  
ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 836  
(ภำพท่ี 35) ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 200 - 2,000 คู่เบส และท ำให้เกิดแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมดจ ำนวน 10 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ 
ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อสปีชีส์ใด เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏ
ในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำ มีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้คือลูกผสม 
SWEPL ท่ีปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 250 คู่เบส เหมือนพันธุ์แม่ปทุมมำพันธุ์ Snow 
White (SW) และปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 480 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ 
EPL 

 

 
ภาพที่ 35 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 836 
M คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder. 
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จำกกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม จ ำนวน 30 ตัวอย่ำง โดยใช้ 
ไพรเมอร์ 891 (ภำพท่ี 36) ท ำให้เกิดลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 500 - 2,000 คู่เบส 
และท ำให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังหมดจ ำนวน 5 แถบ เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของ
พันธุ์แม่และพันธุ์พ่อ พบว่ำ แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 800 คู่เบส จ ำเพำะต่อกระเจียวสปีชีส์  
C. aurantiaca Van พันธุ์ EPL และพันธุ์ Usa (ภำพท่ี 36A) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่
และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำ มีแถบดีเอ็นเอท่ีสำมำรถจ ำแนกควำมเป็น
ลูกผสมได้ดังนี้ ลูกผสม SWEPL, WTEPL และ WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนำดประมำณ 800 
คู่เบส เหมือนกับพันธุ์พ่อกระเจียวพันธุ์ EPL และพันธุ์ Usa และ ลูกผสม WTUsa ปรำกฏแถบดีเอ็น
เอท่ีมีขนำดประมำณ 1,200 คู่เบส เหมือนพันธุ์พ่อกระเจียวและพันธุ์ Usa ซึ่งสรุปได้ว่ำไพรเมอร์ 891 
ท ำให้เกิดแถบท่ีจ ำเพรำะต่อกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van ได้ และสำมำรถตรวจสอบลูกผสมท่ี
มีแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธุ์พ่อได้ 3 คู่ผสม คือ ลูกผสม SWEPL, WTEPL และ WTUsa  

 

 

ภาพที่ 36 ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่ำงปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์ 891 
(A) คือ แถบดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะต่อกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van พันธุ์ EPL และพันธุ์ Usa M 
คือ ดีเอ็นเอมำตรฐำน 100 bp. Plus DNA Ladder 
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กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอของปทุมมำ กระเจียว และลูกผสม โดยใช้ไพรเมอร์  ISSR 
จ ำนวน 10 ไพรเมอร์ ท ำให้เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมีแถบขนำดประมำณ 250 - 3,000 คู่เบส และเกิดแถบ 
ดีเอ็นเอท่ีมีควำมหลำกรูปท้ังส้ิน 71 แถบ จำกท้ังหมด 72 แถบ (ตำรำงท่ี 10) คิดเป็น 98.61 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Das et al. (2011) ท่ีศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของ
พืชสกุล Curcuma ท่ีพบบริเวณตอนเหนือของอินเดียโดยใช้เครื่องหมำย ISSR ซึ่งพบแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ควำมหลำกรูปถึง 98.55 เปอร์เซ็นต์ จำกลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จำกไพรเมอร์ต่ำง ๆ ในวิทยำนิพนธ์นี้
พบว่ำไพรเมอร์ 816 ให้แถบดีเอ็นเอมำกท่ีสุดถึง 11 แถบ รองลงมำ คือ ไพรเมอร์ 808, 836 และ 
812 ให้แถบดีเอ็นเอ 10 แถบ (ภำพท่ี 40, 36, 44 และ 39 ตำมล ำดับ) นอกจำกนี้ยังพบว่ำ ไพรเมอร์ 
826 ให้แถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 1,500 คู่เบส ในทุกตัวอย่ำง (monomorphic band) (ภำพท่ี 
43) เมื่อวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอของพันธุ์แม่และพันธุ์พ่อท่ีปรำกฏในลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสม พบว่ำ
ท้ัง10 ไพรเมอร์ คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ สำมำรถจ ำแนกควำมเป็นลูกผสมได้ (ตำรำงท่ี 11) โดยพบว่ำ
ลูกผสม BKS ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ Big Red กับกระเจียวพันธุ์กรเจียวส้ม มีไพรเมอร์ท่ี
ให้แถบดีเอ็นเอเหมือนพ่อ จ ำนวน 6 ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ 808, 809, 811, 816, 817 และ 826 
เหมือนแม่ จ ำนวน 5 ไพรเมอร์ ได้แก่ 808, 809, 812, 817 และ 826 ลูกผสม SWEPL ซึ่งเป็น
ลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ Snow White กับกระเจียวพันธุ์ EPL มีไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอ
เหมือนกับพันธุ์พ่อ จ ำนวน 5 ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ 811, 812, 818, 836 และ 891 เหมือนพันธุ์
แม่ จ ำนวน 7 ไพรเมอร์ ได้แก่ 808, 809, 811, 812, 817, 826 และ 836  ลูกผสม WTEPL ซึ่งเป็น
ลูกผสมระหว่ำงปทุมมำพันธุ์ White Tung กับกระเจียวพันธุ์ EPL มีมีไพรเมอร์ท่ีปรำกฏแถบดีเอ็นเอ
เหมือนพันธุ์พ่อ จ ำนวน 4 ไพรเมอร์ ได้แก่ 808, 809, 811 และ 891 เหมือนพันธุ์แม่ จ ำนวน 7 ไพร
เมอร์ ได้แก่ 808, 809, 811, 812, 816, 817 และ 826 และลูกผสม WTUsa ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่ำง
ปทุมมำพันธุ์ White Tung (WT) กับกระเจียวพันธุ์อุษำ มีไพรเมอร์ท่ีให้ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนพันธุ์
พ่อ จ ำนวน 8 ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ 808, 809, 811, 812, 816, 817, 826 และ 891 เหมือน
พันธุ์แม่ จ ำนวน 7 ไพรเมอร์ ได้แก่ 808, 809, 811, 812, 816, 817 และ 816 ซึ่งสำมำรถใช้บอกกำร
เป็นลูกผสมท่ีแท้จริงได้ 

รำยงำนก่อนหน้ำนี้ เกี่ยวกับกำรจ ำแนกและกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดโดย 
Anuntalabhochai et al. (2007) ได้ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมของปทุมมำด้วยเครื่องหมำย  
HAT-RAPD และเครื่องหมำย SCAR ซึ่งสำมำรถพัฒนำเครื่องหมำยดีเอ็นเอท่ีจ ำเพำะเจำะจงต่อพืช
กลุ่มปทุมมำ แต่ไม่สำมำรถใช้ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมหำกใช้ต้นพ่อเป็นพืชชนิดอื่น ๆ นอกจำกนี้  
ธีรนิติ (2555) ได้ประยุกต์ใช้เครื่องหมำย RAPD เพื่อตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดระหว่ำงสกุล
ย่อย Paracurcuma และ Eucurcuma โดยพบเพียง 1 ไพรเมอร์ ท่ีให้แถบดีเอ็นเอซึ่งสำมำรถบอก
ควำมเป็นลูกผสมได้ 1 คู่ผสม เท่ำนั้น (คู่ผสมระหว่ำง C. alismatifolia และ C. aurantiaca)  
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จำกท้ังหมด 7 คู่ผสม ในงำนวิทยำนิพนธ์สำมำรถประยุกต์ใช้เครื่องหมำย ISSR ในกำรตรวจสอบกำร
เป็นลูกผสมท้ังหมด 4 คู่ผสม ซึ่งเป็นคู่ผสมข้ำมชนิดระหว่ำงปทุมมำ (C. alismatifolia) และพืชกลุ่ม
กระเจียว (C. aurantiaca และ C. roscoeana) โดยพบไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอของลูกผสมท่ี
เหมือนต้นพ่ออย่ำงน้อย 4 ไพรเมอร์ ดังนั้นจึงอำจกล่ำวได้ว่ำเครื่องหมำย ISSR มีประสิทธิภำพในกำร
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมในพืชกลุ่มปทุมมำและกระเจียว และอำจประยุกต์ใช้เครื่ องหมำยนี้เพื่อ
ตรวจสอบลูกผสมคู่อื่น ๆ ในพืชกลุ่มนี้ 

 
ตารางที่ 11 แถบดีเอ็นเอของลูกผสม BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa ท่ีปรำกฏเหมือนพันธุ์พ่อ
และพันธุ์แม่ในแต่ละไพรเมอร ์
 

ไพรเมอร ์ พันธุ์พ่อ/พันธุ์แม่ 
ขนำด (คู่เบส) 

BKS SWEPL WTEPL WTUsa 

808 
พ่อ 350/500/1,500 - 500 500 
แม ่ 400 400 400 400 

809 
พ่อ 350/600/1,000 - 350 1,100 
แม ่ 750 750/250 750 750 

811 
พ่อ 500/600/1,000 450/900/1,000 480/1,000 450/600/1,000 
แม ่ - 1,200 1,200 850 

812 
พ่อ - 900 - 450 
แม ่ 550 550 550 550 

816 
พ่อ 750 - - 1,500 
แม ่ - - 850 850 

817 
พ่อ 2,000 - - 2,000 
แม ่ 1,300 1,300 1,300 1,300 

818 
พ่อ - 1,700 - - 
แม ่ - - - - 

826 
พ่อ 1,600 - - 2,000 
แม ่ 300 300 300 300 

836 
พ่อ - 480 - - 
แม ่ - 250 - - 

891 
พ่อ - 830 830 830/1,200 
แม ่ - - - - 
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4.3.4 กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรของพืชตัวอย่ำงที่ศึกษำ 
เมื่อวิเครำะห์ข้อมูลแถบดีเอ็นเอจำกลำยพิมพ์ดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีได้จำกเครื่องหมำย ISSR  

ด้วยโปรแกรม FREE TREE และจัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA สำมำรถสร้ำงแผนภูมิควำมสัมพันธ์ของปทุมมำ 
กระเจียว และลูกผสมได้ ดังแสดงในภำพท่ี 38 พบว่ำสำมำรถจ ำแนกตัวอย่ำงแต่ละสปีชีส์ออกจำกกันได้  
และสำมำรถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่ม 1 เป็นกลุ่มของปทุมมำ ( C. alismatifolia Gagnep.) 
ท้ังหมด กลุ่ม 2 เป็นกลุ่มของกระเจียว (C. aurantiaca Van.และ C. roscoeana wall.) และลูกผสม ส ำหรับ
กลุ่มท่ี 2 สำมำรถแยกออกเป็น 3 กลุ่มย่อย ได้แก่ 2.1 กลุ่มของสปีชีส์ C. roscoeana wall. พันธุ์กระเจียวส้ม 
(KS) และลูกผสม BKS ซึ่งแบ่งเป็นกลุ่มชัดเจนจำก 2.2 กลุ่มของสปีชีส์ C. aurantiaca Van. พันธุ์ EPL และ
ลูกผสม SWEPL, WTEPL และ 2.3 กลุ่มของสปีชีส์ C. aurantiaca Van. พันธุ์อุษำ (Usa) และลูกผสม WTUsa  
ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Záveská et al. (2012) ท่ีท้ัง 3 สปีชีส์อยู่ต่ำงกลุ่มกันจำกกำรแบ่งกลุ่มในดีเอ็นเอ
ในคลอโรพลำสต์ (cpDNA)  
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ภาพที่ 37 แผนภูมิควำมสัมพันธ์ของปทุมมำ (SW, BR และ WT) กระเจียว (EPL, Usa และ KS) และ
ลูกผสม (BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa) ท่ีได้จำกเครื่องหมำย ISSR 
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เมื่อวิเครำะห์ ค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือน (similarity coefficient) ของตัวอย่ำงท้ังหมด 
พบว่ำอยู่ระหว่ำง 0.05 - 1.00 (ตำรำงท่ี 12) เมื่อวิเครำะห์ ค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนภำยในสปีชีส์  
C. alismatifolia Gagnep. มี ค่ำระหว่ำง 0.45 - 1.00 ภำยในสปี ชีส์ C. aurantiaca Van. มี ค่ำระหว่ำง  
0.92 - 1.00 ภำยในสปี ชีส์ C. roscoeana wall. มีค่ำ 0.73 จะเห็นได้ว่ำมี ค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือน 
(similarity coefficient) ค่อนข้ำงสูง และ C. alismatifolia Gagnep. มีควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมมำก
ท่ีสุดในกลุ่มตัวอย่ำงท่ีศึกษำนี้ เนื่องจำกค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนมีควำมห่ำงกันมำกท่ีสุดใน 3 สปีชีส์นี้ 
และค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนท่ีน้อยท่ีสุดคือ 0.45 แสดงว่ำพืชตัวอย่ำงในสปีชีนี้มีควำมห่ำงไกลกันกว่ำ 
สปีชีส์อื่น เมื่อวิเครำะห์ค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือน ระหว่ำงสปีชีส์ของ C. alismatifolia Gagnep. กับ  
C. aurantiaca Van. และ C. alismatifolia Gagnep. กับ C. roscoeana wall.  มีค่ำระหว่ำง 0.04 - 0.21 
และ 0.12 - 0.24 ตำมล ำดับ ส่วนค่ ำสัมประสิทธิ์ ควำมเหมื อนระหว่ ำง C. aurantiaca Van. กั บ  
C. roscoeana wall. มีค่ำระหว่ำง 0.4 - 0.57 จะเห็นได้ว่ำมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนภำยนอกสปีชีส์ต่ ำ
กว่ำภำยในสปีชีส์แสดงว่ำคู่ผสมท่ีน ำมำผสมพันธุ์มีควำมแตกต่ำงกันทำงพันธุกรรม โดยค่ำสัมประสิทธิ์ควำม
เหมือนระหว่ำง C. alismatifolia Gagnep. กับ C. aurantiaca Van. หรือ C. roscoeana wall. มีค่ำสูงกว่ำ 
C. aurantiaca Van. กั บ C. roscoeana wall. ดั งนั้ นหำกผสมระหว่ ำง C. alismatifolia Gagnep. กั บ  
C. aurantiaca Van. หรือ C. roscoeana wall. จะให้ลูกท่ีมีควำมหลำกหลำยและอำจมีควำมแตกต่ำงจำก
พ่อแม่มำกกว่ำลูกผสมระหว่ำง  C. aurantiaca Van. กับ C. roscoeana wall. เมื่อเปรียบเทียบแต่ละคู่ผสม
ดั งนี้ ลู กผสม WTEPL เป็ นลูกผสมระหว่ ำง C. alismatifolia Gagnep. พั นธุ์  White tung (WT) และ  
C. aurantiaca Van. พันธุ์ EPL มีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ EPL คือ 0.56 - 0.62 ค่ำสัมประสิทธิ์
ควำมเหมือนกับพันธุ์ White tung (WT) มีค่ำระหว่ำง 0.50 - 0.54 ลูกผสม SWEPL เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ 
SW และพันธุ์ EPL มีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ EPL คือ 0.55 - 0.56 และมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำม
เหมือนกับพันธุ์ SW มีค่ำระหว่ำง 0.45-0.5 ซึ่งแสดงว่ำลูกผสมได้รับดีเอ็นเอำมำจำกพ่อและแม่อย่ำงละครึ่ง 
ลูกผสม WTUsa เป็นลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ WT และพันธุ์ Usa มีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ Usa มี
ค่ำระหว่ำง 0.74-0.77 มีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ WT มีค่ำระหว่ำง 0.36 - 0.46 ลูกผสม BKS เป็น
ลูกผสมระหว่ำงพันธุ์ BR และพันธุ์ KS มีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ KS ระหว่ำง 0.55 - 0.71 มีค่ำ
สัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์ BR ระหว่ำง 0.31 - 0.35 แสดงให้เห็นว่ำลูกผสม WTUsa และ BKS มีค่ำ
สัมประสิทธิ์ควำมเหมือนกับพันธุ์แม่มำกกว่ำพันธุ์พ่อ ในงำนวิจัยของ Taheri et al. (2012) ได้ศึกษำ
ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของ C. alismatifolia Gagnep. พบว่ำมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนอยู่ระหว่ำง 
0.40 - 0.58 ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำในครั้งนี้ ท่ีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนภำยในสปีชีส์ C. alismatifolia 
Gagnep. มีค่ำระหว่ำง 0.45 - 1.00 ส ำหรับค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนภำยนอกสปีชีส์ Saha et al. (2016) 
ได้ศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของพืชในสกุล Curcuma พบว่ำมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนอยู่
ระหว่ำง 0.40 - 0.78 ซึ่งสอดคล้องกับกำรศึกษำในครั้งนี้ของสปีชีส์ C. aurantiaca Van กับ C. roscoeana 
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wall. ซึ่งเป็นพืชสกุลย่อยเดียวกัน แต่ส ำหรับพืชต่ำงสกุลย่อยกันจะมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนท่ีห่ำงไกล
กันมำก 
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บทท่ี 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ  

 
 จำกผลกำรศึกษำกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยวิธี GISH ไม่สำมำรถระบุควำมเป็น
ลูกผสมได้ในทุกๆ คู่ผสม อำจเป็นเพรำะ 1) ในขั้นตอนกำรเตรียมโครโมโซม ระยะเวลำในกำรย่อย  
ไซโทพลำสซึมไม่เพียงพอยังเห็นไซโทพลำสซึมอยู่ แต่อย่ำงไรก็ตำมถ้ำใช้ระยะเวลำในกำรย่อยมำกกว่ำ
นี้จะไม่สำมำรถมองเห็นโครโมโซมอยู่รวมกันเป็น 1 เซลล์ แต่จะเห็นโครโมโซมกระจำยอยู่ท่ัวสไลด์ 
ไม่สำมำรถจ ำแนกได้ว่ำโครโมโซมนั้นมำจำกเซลล์ใด วิธีกำรแก้ไขอำจใช้เอนไซม์ในกำรย่อยโปรตีน
เพิ่มเติมหลังจำกกำรเตรียมโครโมโซม 2) ในขั้นตอนกำรท ำให้โครโมโซมเสียสภำพธรรมชำติ 
(denature) ใช้เวลำในกำร denature หรือควำมเข้มข้นของสำร formamide น้อยเกินไปจึงอำจ 
ท ำให้โครโมโซมไม่เสียสภำพธรรมชำติ แต่ถ้ำใช้เวลำในกำร denature หรือควำมเข้มข้นของสำร 
formamide มำกกว่ำนี้ จะท ำลำยโครโมโซมท ำให้ไม่สำมำรถมองเห็นโครโมโซมได้ วิธีกำรแก้ไขอำจ
ใช้ควำมเข้มข้นของสำร formamide ท่ีเหมำะสม หรือใช้เวลำในกำร denature มำกขึ้น ควบคู่กับ
กำรหำสภำวะของอุณหภูมิท่ีใช้ในกำรท ำให้โครโมโซมเสียสภำพธรรมชำติ 3) ในขั้นตอนกำรล้ำงโพรบ
ท่ีจับกับโครโมโซมแบบไม่จ ำเพำะเจำะจงออกหลังจำกกำร hybridization อำจยังไม่พอจึงท ำให้ไม่
สำมำรถมองเห็นสัญญำณกำรเข้ำคู่กันระหว่ำงดีเอ็นเอโพรบกับโครโมโซมได้ วิธีกำรแก้ไขอำจใช้ควำม
เข้มงวดของเกลือในกำรล้ำงมำกขึ้น  
 จำกผลกำรศึกษำกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยวิธีกำรนับจ ำนวนโครโมโซม สำมำรถ
ระบุควำมเป็นลูกผสมได้ 1 คู่ผสม คือ ลูกผสม SWEPL จำกกำรนับจ ำนวนโครโมโซมท้ังหมด 10 
เซลล์ มีจ ำนวนโครโมโซม 2n = 37 ซึ่งสำมำรถยืนยันได้ว่ำเป็นลูกผสมจริงท่ีโครโมโซมครึ่งหนึ่งมำจำก
พ่อกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. (2n = 42) และอีกครึ่งหนึ่งมำจำกแม่ของปทุมมำสปีชีส์  
C. alismatifolia Gagnep. (2n = 32) ส่วนลูกผสมอื่น  ได้แก่  WTEPL, WTUsa และ BKS ไม่
สำมำรถนับจ ำนวนโครโมโซมได้ เนื่องจำกวิธีกำรเตรียมโครโมโซมท ำให้โครโมโซมไม่กระจำยเป็นแท่ง
เด่ียว ๆ ลักษณะโครโมโซมยังขดแน่นไม่พอจึงท ำให้โครโมโซมซ้อนทับกันจึงไม่สำมำรถนับจ ำนวน
โครโมโซมได้ และอำจจะขึ้นอยู่กับระยะเวลำหรือสภำพอำกำศในกำรเก็บตัวอย่ำงดอกในแต่ละวันท่ีไม่
เหมำะสมจึงท ำให้ได้ระยะกำรแบ่งเซลล์ท่ีไม่เหมำะสม วิธีกำรแก้ไขอำจจะหำระยะเวลำและสภำพ
อ ำ ก ำ ศ 
ท่ีเหมำะสม เช่น วันท่ีมีแดดออกเพรำะแสงแดงจะกระตุ้นให้เกิดระยะกำรแบ่งเซลล์ได้ หรือหำสภำวะ
และสำรเคมีท่ีเหมำะสมในกำรท ำ Pretreatmeat เพื่อให้ได้ระยะกำรแบ่งเซลล์ตำมท่ีต้องกำร และหำ
วิธีกำรเตรียมโครโมโซมเพื่อให้ได้โครโมโซมท่ีกระจำย 
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 จำกผลกำรศึกษำกำรตรวจสอบลูกผสมข้ำมชนิดด้วยเครื่องหมำย ISSR สำมำรถระบุ 
ควำมเป็นลูกผสมได้ทุกคู่ผสม แสดงให้ เห็นว่ำเครื่องหมำย ISSR เหมำะสมในกำรตรวจสอบ 
กำรเป็นลูกผสมข้ำมชนิดในพืชท่ีศึกษำในวิทยำนิพนธ์นี้ และอำจน ำเครื่องหมำยนี้ไปประยุกต์ใช้เพื่อ
ตรวจสอบกำรเป็นลูกผสมคู่อื่น ๆ ในพืชกลุ่มนี้ได้ นอกจำกนี้กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม
และค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือนทำงพันธุกรรมระหว่ำงพืชกลุ่มปทุมมำและกระเจียว พบว่ำกลุ่ม
ตัวอย่ำงท่ีศึกษำมีควำมแตกต่ำงกันทำงพันธุกรรมมำก เหมำะสมท่ีจะน ำมำใช้เพื่อกำรปรับปรุงพันธุ์  
ซึ่งค่ำควำมสัมพันธ์ทำงวิวัฒนำกำรระหว่ำงสปีชีส์ท่ีได้จำกกำรศึกษำนี้อำจน ำไปเป็นข้อมูลพื้นฐำน  
ทำงพันธุกรรม เพื่อใช้ในกำรคัดเลือกคู่ผสมในกำรปรับปรุงพันธุ์ต่อไปได้ แต่อย่ำงไรก็ตำม เครื่องหมำย 
ISSR จ ำนวน 10 ไพรเมอร์ ท่ีน ำมำใช้ในกำรทดลองนี้ ไม่สำมำรถจ ำแนกสำยพันธุ์ภำยในสปีชีส์ได้  
อำจต้องใช้ไพรเมอร์มำกขึ้น หรือใช้ไพรเมอร์ชนิดอื่นร่วมด้วย 
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ภาคผนวก ก. 
การเตรียมสาร 
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1. กำรเตรียมบัฟเฟอร์ Hybridization 
1.1 เตรียม stock 4X SSCP ประกอบด้วย 4X SSC (เจือจำงจำก 20X SSC) และ 0.08 M 

NaH2PO4 จำกนั้นปรับ pH 6.5  
1.2 เตรียม stock dextran sulphate ควำมเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
1.3 เตรียม Formamide ควำมเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์  
1.4 เจือจำง 4X SSCP ให้ ได้  2X SSCP, เจือจำง dextran sulphate ควำมเข้มข้น  20

เปอร์ เซ็ น ต์  ให้ ไ ด้  dextran sulphate ควำม เข้มข้น  10 เปอร์ เซ็ น ต์ , เจือจำง Formamide  
ควำมเข้มข้น 100 เปอร์เซ็นต์ ให้ได้ Formamide ควำมเข้มข้น 50 เปอร์เซ็นต์  

 
2. กำรเตรียมโคลซิซีน ควำมเข้มข้น 0.05 เปอร์เซ็นต์ 

2.1 เตรียม stock โคลซิซีน ควำมเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยกำรช่ังโคลซิซีน 50 mg ละลำยในน้ ำ 10 ml 
2.2 เจือจำงด้วยน้ ำกล่ัน 10 เท่ำ ก่อนใช้งำน 
 

3. กำรเตรียม 8-hydroxyquinoline ควำมเข้มข้น  2 mM 
3.1เตรียม stock 8-hydroxyquinoline ควำมเข้มข้น 10 mM โดยกำรช่ัง 8-hydroxyquinoline 

710 mg ละลำยในน้ ำ 50 ml 
3.2เจือจำงด้วยน้ ำกล่ัน 5 เท่ำ ก่อนใช้งำน 
 

4 กำรเตรียมสีย้อมจิมซ่ำ (Giemsa’s solution) 
4.1 เตรียมสีย้อมจิมซ่ำ ควำมเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ โดยกำรดูดสี Giemsa’s จำก stock 

giemsa stain มำ 5 ml ละลำยใน บัฟเฟอร์ 45 ml 
 

5. กำรเตรียมสีย้อม aceto-orcein 

5.1 เตรียม stock solution อุ่นกรดอะซิติกเขม้ข้น แล้วใส่ออร์ซีนลงไป 2.2 g ละลำยให้เข้ำกัน ปล่อยให้เย็น 

5.2 เตรียม working solution ท ำกำรเจือจำงสำรละลำยเป็น 45เปอร์เซ็นต์ ด้วยน้ ำแล้วท ำ
กำรกรองสีก่อนใช้ทุกครั้ง  
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ภาคผนวก ข 
การให้สัญลักษณ์แถบดีเอ็นเอ 
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ไพรเมอร์ 808 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

ไพรเมอร์ 809 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 

0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 

ไพรเมอร์ 811 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 
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ไพรเมอร์ 812 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

ไพรเมอร์ 816 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ไพรเมอร์ 817 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ไพรเมอร์ 818 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 

ไพรเมอร์ 826 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

ไพรเมอร์ 836 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

ไพรเมอร์ 891 

0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 

1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 

1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 
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หมำยเหตุ : SW คือ ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์ Snow White 
BR คือ ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์ Big Red 
WT คือ ปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep พันธุ์ White Tung 
EPL คือ กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. พันธุ์ EPL 
Usa คือ กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van. พันธุ์อุษำ 
KS คือ กระเจียวสปีชีส์ C. roscoeana wall. พันธุ์กระเจียวส้ม (KS) 
SWEPL คือ ลูกผสมข้ำมชนิด SWEPL 
WTEPL คือ ลูกผสมข้ำมชนิด WTEPL 
WTUsa คือ ลูกผสมข้ำมชนิด WTUsa 
BKS คือ ลูกผสมข้ำมชนิด BKS 
0 คือ ไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ 
1 คือ ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ 
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ภาคผนวก ค. 
การนับจ านวนโครโมโซม 
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กำรนับจ ำนวนโครโมโซมของปทุมมำสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. (2 = 32) 
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กำรนับจ ำนวนโครโมโซมของลูกผสม SWEPL (2n = 37) 
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ภาคผนวก ง. 
การตรวจสอบลูกผสมโดยเคร่ืองหมาย ISSR 
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ลำยพิมพ์ ดีเอ็นเอของลูกผสมข้ำมชนิด  BKS (C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์  Big red (BR) x           

C. roscoeana wall. พันธุ์กระเจียวส้ม (KS)) โดยใช้ไพรเมอร์808, 809และ 811ตำมล ำดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไพรเมอร์ 808 

 ไพรเมอร์ 811 

ไพรเมอร์ 809 



 115 

ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสมข้ำมชนิด SWEPL (C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์  Snow white 

(SW) x C. Aurantiaca Van.พันธุ์ EPL) โดยใช้ไพรเมอร์ 808, 809, 811,812และ 836ตำมล ำดับ 

 

 

 

 

ไพรเมอร์ 808 

ไพรเมอร์ 811 

ไพรเมอร์ 809 



 116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ไพรเมอร์ 812

 

ไพรเมอร์ 836 
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ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสมข้ำมชนิด WTEPL (C. alismatifolia Gagnep.พันธุ์ White Tung (WT) 

x C. aurantiaca Van.พันธุ์ EPL) โดยใช้ไพรเมอร์ 808, 809, 811และ 891 ตำมล ำดับ 

 

 

 

ไพรเมอร์ 808 

ไพรเมอร์ 811 

ไพรเมอร์ 809 
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ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสมข้ำมชนิดWTUsa (C. alismatifolia Gagnep.พันธุ์ White Tung (WT) 

x C.aurantiaca Van.พันธุ์อุษำ (Usa)) โดยใช้ไพรเมอร์ 808, 809และ 811 ตำมล ำดับ 

 

 

 

ไพรเมอร์ 891 

ไพรเมอร์ 808 

ไพรเมอร์ 809 
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ไพรเมอร์ 811 
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ชื่อ-สกุล นาย สถาพร  สุขจิตร 
เกิดเม่ือ 6 กันยายน พ.ศ. 2536 
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Interspecific hybrid detection of siam tulip and its relatives using 
chromosome counting   
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