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บทคัดยอ 
 
 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุแตงกวา (Cucumis sativus) ท่ีมี
ความตานทานตอโรคราน้ําคางท้ัง 47 สายพันธุ (ตานทานโรคราน้ําคางในระดับสูง 15 สายพันธุ 
ตานทานในระดับปานกลาง 20 สายพันธุ และตานทานในระดับตํ่า 12 สายพันธุ) โดยใชเทคนิค     
เอเอฟแอลพี (AFLP) พบวาจากการใชไพรเมอรท้ังหมด  64  คู มีไพรเมอรจํานวน 12 คูท่ีสามารถ
เพิ่มปริมาณแถบดีเอ็นเอไดดี ใหแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจนและสามารถใชแยกความแตกตางระหวางสาย
พันธุแตงกวาได โดยเกิดแถบดีเอ็นเอท้ังหมดจํานวน 912 แถบ ซ่ึงเปนแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตาง
กันจํานวน 575 แถบ เม่ือนํามาคิดเปนคาเปอรเซ็นตความแตกตางกัน (percentage of polymorphic 
bands) จะมีคาเทากับ  63.05  เปอรเซ็นต นําขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบหาความเหมือนและความ
แตกตางโดยใชโปรแกรม NTSYS – pc รุน 2.01e1 โดยใชสูตรของ Nei และ Li2 คํานวณหาดัชนี
ความเหมือน (similarity index) และจัดกลุมตัวอยางดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic mean (UPGMA) ตามวิธีคํานวณของ Sneath และ Sokal3 และแสดงผลในรูปแบบของ 
phylogenetic tree คาดัชนีความเหมือนท่ีคํานวณไดของแตงกวาทั้ง 47 ตัวอยางอยูในชวง          
0.785 – 0.975 เม่ือนํามาจัดกลุมในรูปแบบของ phylogenetic tree สามารถแบงกลุมตัวอยางออกได
เปน 4 กลุม โดยท้ัง 4 กลุมมีความสัมพันธกันท่ีคาสัมประสิทธิความเหมือนเทากับ  0.82  และพบวา
ตัวอยางแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางไดในระดับสูงกระจายตัวอยูในกลุมท่ี 1, 2 และ 4 ซ่ึง
กลุมท่ี 1 ประกอบดวยตัวอยางแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางไดในระดับสูงท้ังหมด 7 ตัวอยาง 
กลุมท่ี 2 ประกอบดวยตัวอยางท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางในระดับสูงท้ังหมด 7 ตัวอยางเชนกัน 
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ABSTRACT 
 

The genetic diversity of 47 downy mildew resistant cucumber (Cucumis sativus) cultivars 
was determined by amplified fragment length polymorphism (AFLP) analysis. To perform the 
AFLP analysis, 64 combinations of primers were used and the results were interpreted based on 
total and polymorphic scores. For Cucumis sativus, the total of 912 AFLP bands were detected 
using  12  combinations of primers, which were 575 polymorphic bands (~63.05%). The Genetic 
diversity estimated by NTSYS – pc version 2.01e1 analysis based on Nei and Li’s2 similarity 
coefficients were calculated and a phylogenetic tree was then constructed using the Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) analysis to trace their phylogenetic 
relationship. According to the results, these C. sativus plants were highly polymorphic and can be 
divided into 4 clusters, which were 3 clusters of downy mildew resistant cucumber (cluster 1, 2 
and 4). The similarity values in the range of 0.785 – 0.975. The background genetic information 
would be useful for downy mildew resistant cucumber breeding programme.  
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 
 
1.1  ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย 

 
 แตงกวา (Cucumis sativus) เปนผักตระกูลแตงท่ีนิยมบริโภคอยางแพรหลายท่ัวโลกและ
สามารถปลูกไดในทุกภาคและตลอดปของประเทศไทย  มีอายุตั้งแตชวงปลูกถึงชวงเก็บเกี่ยวผลส้ัน
ใชเวลาเพียง 35 – 45 วัน เม่ือเปรียบเทียบรายไดจากการปลูกแตงกวากับพืชอ่ืนๆ พบวาแตงกวาเปน
พืชอีกชนิดหนึ่งท่ีสามารถทํารายไดใหกับเกษตรกรในชวงเวลาส้ัน พื้นท่ีการปลูกแตงกวาทั่วโลกมี
ประมาณ 2.4 ลานเฮกเตอร (อันดับท่ี 5 ของพื้นท่ีปลูกผักท่ัวโลก) ในทวีปเอเชียมีประมาณ 1.9 ลาน
เฮกเตอร  (อันดับท่ี 5 ของพื้นท่ีปลูกผักในเอเชีย) ในประเทศจีนมีประมาณ 1.5 ลานเฮกเตอร และใน
ประเทศไทยมีประมาณ 28,000 เฮกเตอร4 โดยจะปลูกกระจายท่ัวประเทศ  สําหรับพื้นท่ีทาง
ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือมีพื้นท่ีในการผลิตแตงกวาคิดเปน 50 เปอรเซ็นตของพื้นท่ี
การผลิตแตงกวาทั้งประเทศ5 การปลูกแตงกวานอกจากตองการผลสดเพ่ือใชในการบริโภคและการ
แปรรูปทางอุตสาหกรรม ยังนิยมปลูกเพื่อใชในการผลิตเมล็ดพันธุ เพื่อจําหนายท้ังในและ
ตางประเทศ  ความตองการใชเมล็ดพันธุแตงกวาในประเทศในแตละปมีประมาณ 26.4 – 37.7 ตัน 
และมีอัตราการใชเมล็ดเทากับ 350 – 500 กรัมตอไร6 จากขอมูลของสํานักควบคุมพืชและวัสดุ
การเกษตร กรมวิชาการเกษตร ตั้งแตป พ.ศ. 2543 ถึงป พ.ศ. 2549 พบวา ประเทศไทยมีปริมาณและ
มูลคาการสงออกเมล็ดพันธุควบคุมโดยรวมแลวสูงข้ึนเปนลําดับ จากขอมูลในป พ.ศ. 2549 ประเทศ
ไทยมีปริมาณการสงออกและมูลคาการสงออกเมล็ดพันธุผักควบคุม จํานวน 12,510,860.28 
กิโลกรัม มีมูลคา 1,723,765,011.66 บาท ซ่ึงเปนเมล็ดพันธุแตงกวาจํานวน 58,663.38 กิโลกรัม มี
มูลคา 171,115,424.96 บาท คิดไดเปนรอยละ 9.9 ของมูลคาการสงออกของเมล็ดพันธุควบคุม7     
จะเห็นไดวาถึงแมจะมีปริมาณนอยแตมีมูลคาตอน้ําหนักสูง 
 แมวาแตงกวาเปนพืชผักท่ีสามารถเพาะปลูกไดตลอดป แตเม่ือปลูกในชวงฤดูฝนและ
ฤดูหนาว มักพบปญหาการเขาทําลาย ของโรครานํ้าคาง (downy mildew) หรือท่ีเกษตรกรเรียกวา
โรคใบลาย เกิดจากเช้ือราช่ือ Pseudoperonospora cubensis  ซ่ึงถือไดวาเปนโรคทางใบที่สําคัญ
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สําหรับพืชในเขตรอนของโลก8 ในกรณีท่ีระบาดรุนแรงจะทําใหผลผลิตแตงกวามีปริมาณลดลง
มากกวารอยละ 509 เ ช้ือดังกลาวทําใหเกิดปญหาและอุปสรรคในการผลิตแตงกวาสําหรับ
รับประทานผลสด แตงกวาสําหรับดองและการผลิตเมล็ดพันธุแตงกวา นอกจากนี้ยังพบวาพันธุ
แตงกวาสําหรับบริโภคผลผลิตสดในประเทศไทยยังไมสามารถตานทานตอโรคราน้ําคางได ดังนั้น
การพัฒนาสายพันธุแตงกวาท่ีสามารถเจริญเติบโตไดดี และใหผลผลิตสูงในเขตรอนช้ืน ตลอดจน
สามารถตานทานตอโรคราน้ําคาง จะสามารถทําใหประเทศไทยเพิ่มศักยภาพในการเพาะปลูก
แตงกวา รวมถึงเปนการเพิ่มมูลคาการสงออกเมล็ดพันธุแตงกวาไดมากยิ่งข้ึนอีกดวย 
 ในปจจุบันเกษตรกรนิยมใชสารเคมีในปองกันและการกําจัดโรคราน้ําคาง ซ่ึงมีอันตราย
ตอตัวเกษตรกรเองและผูบริโภค อีกท้ังยังสงผลเสียตอส่ิงแวดลอมดวยเชนกัน ดังนั้นวิธีการที่ดีท่ีสุด
ในการปองกันและกําจัดโรคราน้ําคางในปจจุบันคือ การใชแตงกวาสายพันธุท่ีตานทานตอโรครา
น้ําคาง ซ่ึงการสรางสายพันธุแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางจําเปนตองอาศัยขอมูลทาง
พันธุกรรมของเช้ือราซ่ึงเปนสาเหตุของโรค รวมถึงขอมูลทางพันธุกรรมของสายพันธุแตงกวาท่ี
ตานทานตอโรคราน้ําคางดวยเชนกัน เนื่องจากแตงกวาเปนพืชท่ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ต่ําทําใหมีขอจํากัดเม่ือนําสายพันธุท่ีไดรับการปรับปรุงพันธุมาเปนอยางดีแลวมารวมกันเขาเปน
ประชากรใหม ทําใหมีความยุงยากในการเพิ่มผลผลิต10 ดังนั้นกระบวนการในการปรับปรุงพันธุ
ตานทานโรคและพัฒนาใหไดสายพันธุใหมท่ีมีคุณลักษณะดีตามความตองการของเกษตรกร พอคา 
รวมถึงผูบริโภคนั้นจะตองใชเงินลงทุนสูง  และใชระยะเวลาประมาณ  5 – 8  ปในการพัฒนาตอ
พันธุ11 ดวยเหตุนี้การนําเทคโนโลยีใหมมาประยุกตใชในการปรับปรุงและพัฒนาพันธุพืชจึงมีความ 
สําคัญมากยิ่งข้ึน โดยคาดหวังวาจะมีบทบาทในการพัฒนาศักยภาพงานคนควาและวิจัยพันธุพืชใหม 
นอกจากศักยภาพในดานนี้แลว อาจจะชวยลดคาใชจายและระยะเวลาที่ใชในการปรับปรุงพันธุพืช
ไดอีกดวย สําหรับการทดลองในคร้ังนี้ไดใชวิธีการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอบความ
หลากหลายของสายพันธุแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคาง เพ่ือใชเปนฐานขอมูลในการปรับปรุง
พันธุตอไป 
 การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) เปนวิธีท่ีมีความแมนยําและ
ไดรับการยอมรับอยางกวางขวางในการใชศึกษาความหลาหลายทางพันธุกรรมพืช การตรวจสอบ
ลายพิมพดีเอ็นเอมีอยูดวยกันหลายเทคนิค เชน เทคนิค restriction fragment length polymorphism 
(RFLP), เทคนิค random amplified polymoephic DNA (RAPD), เทคนิค simple sequence repeat 
(SSR) และเทคนิค amplified fragment length polymorphism (AFLP) ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีไดรับความ
นิยมอยางมากในปจจุบัน เทคนิค AFLP ใชในการตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีถูกตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ แลวนํามาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR; polymerase chain reaction) โดยมีขอดี
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1.2  วัตถุประสงค 
 
 เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตงกวาที่ตานทานตอโรคราน้ําคางโดย
อาศัยเทคนิค AFLP 
 
 

1.3  ขอบเขตการศึกษา 
 
 ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของสายพันธุแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคาง
ท่ีไดรับเมล็ดจากกระทรวงเกษตรของประเทศสหรัฐอเมริกา  (USDA)  และจากสถาบันวิจัยและ
ฝกอบรมการเกษตรลําปาง   มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลลานนา  (LARTC) โดยใชเทคนิค 
AFLP  เพื่อนําผลการศึกษาท่ีไดไปใชเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาสายพันธุแตงกวาท่ีตานทาน
ตอโรคราน้ําคาง  
 



 

บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรม 
 
 
2.1  แตงกวา (Cucumber : Cucumis sativus) 
                               
   แตงกวาเปนพืชชนิดหนึ่งท่ีนิยมปลูกกันอยางแพรหลายท่ัวโลก เช่ือกันวาแตงกวามีถ่ิน
กําเนิดในประเทศอินเดีย หรือแถบเทือกเขาหิมาลัยในประเทศเนปาล จากน้ันชาวกรีกและโรมันได
นําแตงกวาจากประเทศอินเดียเขาไปเผยแพรในทวีปยุโรป ทําใหมีความนิยมปลูกแตงกวากันอยาง
แพรหลายในแถบทะเลเมดิเตอรเรเนียนเมื่อกอน 2,000 ป โดยนําผานเอเชียกลางและตอนเหนือของ
ทวีปแอฟริกา ในชวงศตวรรษท่ี 6 แตงกวาไดเผยแพรเขาสูประเทศจีน โดยสันนิษฐานวาไดนําผาน
จาก 2 ทาง คือ เสนทางสายไหม โดยผานประเทศในเอเชียตะวันออกไปภาคเหนือของประเทศจีน 
สวนอีกเสนทางหนึ่งคือผานประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต ไดแก พมา ไทย ลาว ไปสูทาง
ภาคใตของจีน และในศตวรรษท่ี 9 – 14 ไดเผยแพรเขาสูทวีปยุโรป สวนในชวงศตวรรษที่ 15 – 16 
ไดนําไปปลูกในทวีปอเมริกากลางและอเมริกาเหนือ และไดมีการพัฒนาพันธุแตงกวาเปนอยางมาก
ในประเทศสหรัฐอเมริกาในชวงตนศตวรรษท่ี 19 จนไดรับสายพันธุท่ีเหมาะสมตอการปลูกใน
โรงเรือนได 5, 12 
        2.1.1  ลักษณะทางพฤกษศาสตร 
   แตงกวามีจํานวนโครโมโซม 2n = 2x = 1413, 14 อยูในกลุมไมเนื้อออน อวบน้ํา เปนพืชท่ี
ผสมพันธุตามธรรมชาติโดยอาศัยลมและแมลง  เปนพืชฤดูเดียว เถาเล้ือยหรือข้ึนคาง เชนเดียวกับ
แตงโม ฟกทอง บวบ มะระ และนํ้าเตา ซ่ึงจัดอยูในวงศ Cucurbitaceae หรือ Gourd ซ่ึงแบงออกเปน 
96 สกุล, 750 ชนิดและ 5 วงศยอย (subfamily) คือ Fevilleae, Melothriae, Cucurbiteae, Sicyodeae 
และ Cyclanthereae แตท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจคือ Cucurbitaceae6, 15 ซ่ึงการจัดจําแนกช้ันทาง
วิทยาศาสตรของแตงกวาเปนดังนี้ (ภาพท่ี 2.1) 
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                    Kingdom: Plantae 
                          Division: Magnoliophyta 
                               Class: Magnoliopsida 
                                       Order: Cucurbitales 
                                                  Family: Cucurbitaceae 
                                                                Genus: Cucumis 

                                                         Species: Cucumis sativus 
  
 

ภาพท่ี  2.1 อนกุรมวิธานของแตงกวา 
 
 
ระบบราก  ระบบรากของแตงกวาเปนระบบรากแกว (tap root system) และมีรากแขนง (rootlet) 
จํานวนมาก รากแกวจะเจริญในแนวด่ิงอยางรวดเร็ว ยิ่งในสภาพท่ีเหมาะสมสามารถเจริญไดถึง 3.8 
เซนติเมตรตอวัน และสามารถหยั่งรากไดลึกถึง 1 เมตร สวนรากแขนงเจริญในแนวนอนรอบๆ ตน
ในชวงแรกตอจากนั้นจะเจริญไปกับเถา ซ่ึงสามารถพบรากแขนงอยูอยางหนาแนนในระดับความ
ลึก 20  เซนตริเมตรจากพื้นดิน  รากแขนงบางรากเม่ือเจริญในแนวนอนสามารถยาวไดถึง 30 – 60 
เซนติเมตรและเจริญตอในแนวดิ่งได ซ่ึงอาจเจริญไดลึกกวารากแกวและสามารถทดแทนรากแกวได
เม่ือตนแก16, 17 
 
ลําตน  การเจริญของลําตนในชวงแรกจะต้ังตรง แตหลังจากเจริญเปนเถาจะยาว 1.2 – 16 เมตรซ่ึง
สามารถเลื้อยเกาะตามโครงหรือไมคางได เม่ือลําตนมีการแตกใบจากลําตนประมาณ 2 – 3 ใบแลว
จะเร่ิมมีการแตกกิ่งแขนงและมือเกาะ18 (ภาพท่ี 2.2) การแตกก่ิงแขนงนั้นจะเปนแบบ sympodial 
type (การแตกกอ) โดยกิ่งแขนงจะยาวประมาณ 0.6 – 1.5 เมตร และแตละขอจะมีตาขางซ่ึงเปน
เนื้อเยื่อเจริญสําหรับกิ่งและผลใหม อยูดานตรงขามกับใบ ลําตนมีผิวขรุขระและมีขนเล็กๆ ข้ึนปก
คลุมท่ัวลําตน เม่ือผาหรือตัดลําตนตามขวางจะไดรูปส่ีเหล่ียม เม่ือลําตนแกแลวไสกลางอาจจะกลวง  
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ใบ  ใบของแตงกวามีขนหยาบปกคลุมท่ัวใบ มีมุมใบประมาณ 3 – 5 มุม ปลายใบแหลม ใบมีขนาด
ใหญรูปเทาฝามือ ขอบใบหยักเวา (palmate) มีเสนใบ 5 – 7 เสน (ภาพท่ี 2.2) สวนของกานใบยาว 5 
– 15 เซนติเมตร18 และมีการเจริญของมือเกาะจากดานลางกานใบเพ่ือใชในการยึดเกาะ  
 
ดอก  ดอกของแตงกวาสวนใหญดอกตัวผูและตัวเมียจะแยกกัน ดอกสมบูรณเพศจะพบไดยาก
มากในแตงกวา เดิมทีแตงกวาเปนพืชท่ีมีลักษณะตนแบบท่ีมีดอกตัวผูและดอกตัวเมียแยกกัน แตอยู
บนตนเดียวกัน (monoecious plant) แตหลังจากไดมีการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุแตงกวามาเปน
เวลานาน ทําใหแตงกวาในปจจุบันมีลักษณะตนท้ังแบบท่ีมีเฉพาะดอกตัวเมีย (gynoecious plant) 
และแบบที่มีเฉพาะดอกตัวผู (androecious plant) ดวยเชนกัน19 
 ดอกตัวเมียสวนใหญจะเจริญเปนดอกเดี่ยว บนขอของเถาใหญและเถาแขนง มีเกสรตัวผูท่ีไม
สมบูรณ กลีบดอกจํานวนหากลีบสีเหลือง กานเกสรตัวเมียอวบส้ัน มียอดเกสรแบงเปนสามสวน รัง
ไขปรากฏชัดเจน (ภาพท่ี 2.2) ในรังไขมีชองวางสามชอง ตอมน้ําหวาน (nectary) มีลักษณะเปนวง
แหวนอยูรอบฐานกานเกสรตัวเมีย20 
 ดอกตัวผูสังเกตไดงาย เนื่องจากมีกานดอกเรียวเล็กไมมีรังไข เจริญท่ีขอเปนกลุม ๆ ละ 3 – 5 
ดอก แตละดอกมีกลีบเล้ียงสีเขียวจํานวนหากลีบ กลีบดอกมีสีเหลืองปลายกลีบดอกแยกออกเปน
แฉก โคนกลีบดอกเปนฐาน (ภาพท่ี 2.2) มีเกสรตัวผู 3 กาน โดยสองกานมีอับเรณูสองอันและอีก
กานหน่ึงมีหนึ่งอัน20 
 
ผลและเมล็ด     ลักษณะผลที่ยังไมสุกหรือท่ีนิยมนําไปรับประทาน สวนใหญจะมีเปลือกสีเขียวหรือ
เขียวแกมขาว  ยกเวนในบางสายพันธุท่ีผลจะมีสีขาวหรือสีเหลือง  เนื้อจะมีสีคอนขางขาวอมเขียว
ออนๆผลของแตงกวาจะมีลักษณะยาวรี (ภาพท่ี 2.2) ถาตัดตามขวางจะมีลักษณะคอนขางกลม ตอน
ยังเปนผลออนจะมีปุมเล็กๆ และหนามข้ึนอยูบริเวณผิวของผล สีของหนามจะมีความสัมพันธกับสี
ของผลตอนสุกหรือแกเต็มท่ีและความแตกลายของผิวเปลือก ผลท่ีมีหนามสีขาวจะมีสีเขียวออน
จนถึงสีเหลืองเวลาผลแกเต็มท่ีและผิวผลคอนขางไมแตกลาย  ผลท่ีมีหนามสีดําเม่ือแกเต็มที่จะมีสี
สมแกจนถึงสีน้ําตาลแก และมักจะมีลายตาขายข้ึนท่ีผิวของผล19 แตงกวาแตละผลจะมีเมล็ดแบน รูป
รี สีขาวถึงเหลืองออน (ภาพท่ี 2.2) มีเมล็ดประมาณ 200 – 500 เมล็ดตอผล6, 18 
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ภาพท่ี  2.2  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของแตงกวา 
       (1)  ลักษณะตน    

(2)  ลักษณะมือเกาะ 
       (3)  ลักษณะใบ 
         (4), (5)  ลักษณะดอกตัวเมีย 
       (6), (7)  ลักษณะดอกตัวผู   
            (8), (9)  ลักษณะผล 
            (10)  ลักษณะเมล็ด 
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 2.1.2  ประเภทของแตงกวา6 

  1. พันธุสําหรับรับประทานผลสด เปนพันธุท่ีมีเนื้อบางและมีไสใหญ เปลือกเปนสีเขียว
ออน ผลมีน้ํามากเปนพันธุท่ีมีขนาดผลท้ังใหญและเล็ก เม่ือผลยังออนอยูจะมีหนามท่ัวท้ังผล แตเม่ือ
โตเต็มท่ีแลวหนามจะหลุดออก พันธุแตงกวาสําหรับรับประทานผลสดนี้ไมเหมาะสําหรับการนําไป
ดอง นอกจากนี้แตงกวาพันธุนี้ยังสามารถแบงกลุมไดตามขนาดของผลไดดังนี้ 
   1)  แตงกวาผลยาว (long cucumber) รูจักกันในชื่อของแตงราน จะมีความยาวผลอยาง
นอย 15 เซนติเมตร และมีความกวางผลมากกวา 2.5 เซนติเมตร สวนใหญจะมีเนื้อหนาและมีไส
แคบ ในกรณีท่ีเปนพันธุไทยนั้นจะมีผลสีเขียวแกตรงสวนใกลข้ัวของผลประมาณ 1/3 ของผล
ท้ังหมด สวนผลท่ีเหลือนั้นจะมีจุดประสีเขียวออนหรือสีขาว และจะมีเสนสีขาวเปนแถบเล็กๆ 
ตามยาวตลอดท้ังผล สวนพันธุของตางประเทศนั้น จะมีสีเขียวเขมสมํ่าเสมอตลอดท้ังผล 
   2)  แตงกวาผลส้ัน (short cucumber) หรือท่ีรูจักกันในช่ือของแตงกวา มีความยาวผลอยู
ท่ี 8 – 12 เซนติเมตร และมีความกวางผลมากกวา 2.5 เซนติเมตร สวนใหญจะมีเนื้อบางและไสกวาง 

  2.  พันธุแตงกวาท่ีนิยมใชในอุตสาหกรรม เปนพันธุท่ีมีเนื้อหนา ไสเล็ก บางพันธุก็ไมมีไส
เลย จะมีเปลือกสีเขียวเขม เม่ือนําไปดองจะคงรูปรางไดดี ไมคอยเหี่ยวยน แตงกวาพันธุนี้มักจะเปน
ลูกผสม ลักษณะผลจะมีรูปรางผลยาว ซ่ึงสามารถแบงกลุมตามขนาดของผลไดดังนี้ 
   1)  แตงกวาผลยาว (long cucumber) แตงกวาชนิดนี้นิยมใชทําแตงดองของญ่ีปุนและจีน
ซ่ึงจะมีความยาวผลประมาณ 20 – 30 เซนติเมตร และมีความกวางประมาณ 2 – 3 เซนติเมตร มีเนื้อ
หนาและมีไสแคบ เปลือกมีสีเขียวเขมตลอดความยาวของผล มักใชดองโดยมีการใชน้ําปรุงรสดวย
สวนผสมของซีอ้ิว 
   2)  แตงกวาผลส้ัน (short cucumber) นิยมใชทําแตงดองของสหรัฐอเมริกาและยุโรป มี
ความยาวผลประมาณ 8 – 12 เซนติเมตร และมีความกวางประมาณ 1 – 5 เซนติเมตร โดยท่ัวไปจะมี
อัตราสวนความยาวตอความกวาง (L/D ratio) มีคาอยูระหวาง 2.8 – 3.1 มีเนื้อหนาและแนน มีไส
แคบ เปลือกมีสีเขียวเขมตลอดผล มักใชดองท้ังผล โดยผาตามยาวและหั่นเปนช้ินๆ ตามความกวาง
ของผลมักดองโดยมีการใชน้ําปรุงรสดวยสวนผสมของซีอ้ิว  

 
   ปจจุบันมีการปลูกแตงกวากันอยางแพรหลายท่ัวทุกภาคของประเทศไทย แตงกวาเปน
พืชท่ีสามารถทํารายไดใหกับเกษตรไดดีในชวงเวลาอันส้ัน เนื่องมาจากแตงกวามีอายุตั้งแตการปลูก
ถึงการเก็บเกี่ยวส้ัน และสามารถปลูกไดตลอดป พื้นท่ีท่ีใชในการเพาะปลูกแตงกวาในประเทศไทย
มีประมาณ 28,000 แฮกเตอร4 โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคเหนือมีพื้นท่ีในการ
เพาะปลูกแตงกวาประมาณ 50 เปอรเซ็นตของพ้ืนท่ีในการเพาะปลูกท้ังประเทศ5 แตงกวาถือไดวา
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   อยางไรก็ตามแตงกวาเปนพืชผักชนิดหนึ่งท่ีมีศัตรูพืชเขามาทําลายมาก ไมวาจะเปน
แมลงศัตรูพืช เชน เพล้ียไฟ (thrips : Haplothrips floricola) ไรแดง (red spider mites : Tetranychus 
spp.) เตาแตงแดง (red cucurbit beetle : Aulacophora simills) และเตาแตงดํา (black cucurbit beetle 
: A. frontalis) เปนตน รวมไปถึงโรคท่ีเปนศัตรูพืชอีกหลายตัวท่ีถือวาเปนปญหาสําคัญท่ีพบไดบอย
และสรางความเสียหายกับแตงกวาเปนอยางมาก ไมวาจะเปนโรคใบดาง (mosaic) โรคผลเนา (fruit 
rot) โรคราแปง (powdery mildew) และโรคท่ีสําคัญอีกโรคหน่ึงท่ีระบาดและสรางความเสียหายได
ไมนอยกวาโรคอ่ืนๆ นั่นก็คือ โรคราน้ําคาง (downy mildew) 
 
 

2.2  โรคราน้ําคาง (Downy mildew) 
 
   โรคราน้ําคางในแตงกวา หรือท่ีเกษตรนิยมเรียกวาโรคใบลาย เกิดจากเชื้อราท่ีมีช่ือวา 
Pseudoperonospora cubensis21, 22, 23 เปนเช้ือราท่ีจัดอยูในวงศ Peronosporaceae เปนปรสิตแบบ
ถาวร (obligate parasite) ลักษณะเสนใยของเช้ือนี้ เปนเสนใยท่ีไมมีผนังกั้น (non-septate mycelium) 
เสนใยเปนทอยาวเจริญแทรกอยูระหวางเซลลของใบพืช (intercellular mycelium) เช้ือราจะสราง
อวัยวะท่ีเรียกวา ฮูสตอเรีย (haustoria) แทงเขาไปในเซลลพืช และทําหนาท่ีดูดอาหารจากเซลลพืช 
เม่ือเสนใยแกและสภาพแวดลอมเหมาะสม ก็จะขยายพันธุโดยการสรางสปอแรงเจีย (sporangia) ท่ีมี
สีใสบนกานสปอแรงจิโอฟอร (sporangiophore) ท่ีโผลออกจากปากใบพืช สปอแรงจิโอฟอรจะแตก
กิ่งกานออกมาสองแฉก (dichothomously branches) ลักษณะของสปอแรงเจียคลายผลมะนาว 
(lemon–shaped sporangia) (ภาพท่ี 2.3) สามารถแพรกระจายเขาสูพืชโดยอาศัยกระแสลม น้ําฝน 
แมลง หรือติดไปตามอุปกรณการเกษตรและเส้ือผาของเกษตรกร เช้ือราชนิดนี้สามารถเจริญและ
แพรพันธุไดดีในชวงอุณหภูมิ  15 – 20 องศาเซลเซียส โดยเฉพาะอยางยิ่งในชวงท่ีมีน้ําคางและ
หมอกลงจัด ฝนตกชุก หรือในชวงท่ีมีความช้ืนสูง15 
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   ลักษณะอาการของโรคราน้ําคางในระยะแรกจะเร่ิมมีจุดสีเขียวออนกระจายท่ัวไปบน
ใบ จากน้ันจะเปล่ียนเปนสีเหลือง แผลจะมีลักษณะเปนเหล่ียมท่ีถูกจํากัดขอบเขตโดยเสนใบ     
(ภาพท่ี 2.4) ถาตนติดเช้ือโรคในปริมาณมากแผลจะลามไปท้ังใบ  เม่ือมีอากาศช้ืนใตใบตรงตําแหนง
ของแผลจะมีเสนใยสีขาวเกาะเปนกลุมและมีสปอรสีดําเปนผงสีดํา มักจะเกิดอาการกับใบลาง ๆ 
กอนแลวลุกลามไปยังยอดทําใหใบแหงตาย ใบรวงกอนกําหนด  ตนโทรม  คุณภาพของผลลดลง 
และทําใหผลขนาดเล็กกวาปกติแตไมทําลายผล24  ถาโรคระบาดในระยะท่ีผลยังออน จะทําใหผลมี
ขนาดลีบเล็กลง บิดเบ้ียวแคระแกร็นและคุณภาพตํ่า ทําใหเกิดความเสียหายอยางมาก เช้ือดังกลาว
นอกจากจะทําใหปริมาณผลผลิตลดลงแลว ยังทําใหคุณภาพของของผลผลิตลดลง อีกดวย 
ตัวอยางเชนลดความหวานในผลแคนตาลูปและแตงโม นอกจากนี้ยังสงผลทําใหระยะเวลาการเก็บ
เกี่ยวลดลง และยังสามารถทําใหตนแตงตายได 25, 26 โรคราน้ําคางจะระบาดในชวงท่ีมีความช้ืนสูง
โดยเฉพาะในตอนเชาท่ีมีหมอกน้ําคางจัด และหลังจากชวงหลังฝนตกติดตอกันทําใหมีความ       
ช้ืนสูง27 นอกจากนี้เช้ือรายังสามารถเขาไปเจริญอยูภายในเมล็ดทําใหเมล็ดพันธุมีคุณภาพตํ่าอาจทํา
ใหผลผลิตลดลงมากกวารอยละ 509  
 
 

 
 
ภาพท่ี  2.3  สัณฐานวิทยาของเช้ือรา Pseudoperonospora cubensis ภายใตกลองจุลทรรศนแบบ    

ใชแสง28 
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ภาพท่ี  2.4  ลักษณะของใบแตงกวาท่ีติดโรคราน้ําคาง29 
 
 
   แนวทางการปองกันและกําจัดโรคราน้ําคางซ่ึงไดผลและเกษตรกรนิยมใชอยูในปจจุบัน
คือการใชสารเคมีคลุกเคลากับเมล็ดพันธุกอนปลูกควบคูกับการฉีดพนสารเคมีใหตนแตง 5 – 6 คร้ัง
ตอฤดูกาลเพาะปลูก ซ่ึงมีโอกาสทําใหเช้ือโรคดื้อยาและอาจเกิดสายพันธุใหมท่ีมีความรุนแรงยิ่งข้ึน 
อีกท้ังกอใหเกิดอันตรายตอส่ิงแวดลอม ตลอดจนผูผลผลิตและผูบริโภคอีกดวย อีกทางเลือกหนึ่งท่ี
ใชในการปองกันโรคราน้ําคางไดดี เปนวิธีท่ีประหยัด สะดวก และมีความปลอดภัยท้ังตอคนและ
ส่ิงแวดลอม นั่นคือการใชสายพันธุท่ีมีความตานทานตอโรคราน้ําคาง19 ซ่ึงในปจจุบันนักปรับปรุง
พันธุไดมีการศึกษาคนควา และปรับปรุงพันธุแตงกวาใหมีความตานทานตอโรคราน้ําคางเพ่ือ
พัฒนาพันธุใหเหมาะสมกับการเพาะปลูกและเพ่ิมมูลคาทางเศรษฐกิจใหมากยิ่งขึ้นอีกดวย 
 
 

2.3  การปรับปรุงพันธุตานทานโรค 
 
   โรคพืชสรางความเสียหายใหแกผลผลิตปละหลายลานบาท  เนื่องจากประเทศไทยมี
อากาศรอนช้ืนตลอดปซ่ึงเหมาะแกการเจริญของเชื้อท่ีเปนสาเหตุของการเกิดโรคในพืช เช้ือโรคจึง
สามารถขยายพันธุไดอยางตอเนื่องในพืช  เช้ือโรคบางชนิดเขาทําลายพืชตลอดระยะเวลาการ
เจริญเติบโต โดยทําลายใบ กาบใบ และลําตน เชนโรคใบจุด (leaf spot) โรคใบไหม (leaf blight) 
หรือโรคราน้ําคาง (downy mildew) บางคร้ังการทําลายรุนแรงมากจนใบพืชเหี่ยวแหงไปท้ังใบ มีผล
ทําใหผลผลิตลดอยางมาก30 เม่ือเกิดการระบาดของโรคข้ึน นอกจากการใชสารเคมีในการกําจัดโรค
พืชแลว นักปรับปรุงพันธุพืชเร่ิมมองหาทางเลือกอ่ืนท่ีประหยัด สะดวก และมีความปลอดภัยท้ังตอ
คนและสภาพแวดลอมมากกวา นั้นก็คือการใชสายพันธุท่ีมีความตานทานตอโรคท่ีกําลังระบาด  
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   การปรับปรุงพันธุพืชใหตานทานโรคมีข้ันตอนการดําเนินงานโดยท่ัวไป คือ 1) การ
รวบรวมสายพันธุพืช 2) การสกัดสายพันธุบริสุทธ์ิ 3) การปลูกทดสอบสายพันธุ 4) การผสมพันธุ  
5) การคัดเลือกสายพันธุ 30 ดังนั้นการศึกษาความหลากหลายทางพันธุพืชท่ีตองการปรับปรุงพันธุจึง
มีความสําคัญมาก เนื่องจากความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชนี้เปนแหลงท่ีใชในการปรับปรุง
พันธุและการคัดเลือกสายพันธุ เพื่อใชในการพัฒนาสายพันธุใหตานทานตอโรคและศัตรูพืช รวมถึง
สามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมท่ีแปรผันได32, 33 ในปจจุบันมีการปรับปรุงพันธุพืชท่ี
สามารถตานทานโรคในพืชหลากหลายชนิด โดยเฉพาะพืชท่ีมีมูลคาทางเศรษฐกิจ เชน ขาวโพด34, 35 

ถ่ัวลิสง36 ถ่ัวเหลือง37 และแตงกวา38, 39, 40 เปนตน 
 
 

2.4  ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 
   ความหลากหลายทางพันธุกรรมเปนหนึ่งในความหลากหลายทางชีวภาพ (biological 
diversity) ซ่ึงความหลากหลายทางชีวภาพประกอบดวย ความหลากหลายทางชนิดพันธุ (species 
diversity) ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetics diversity) และความหลากหลายทางนิเวศวิทยา 
(ecological diversity)32 ความหลากหลายทางพันธุกรรมหมายถึง ความหลากหลายของยีนท่ีมีอยูใน
แตละส่ิงมีชีวิต ซ่ึงส่ิงมีชีวิตเดียวกันอาจมียีนท่ีแตกตางกันไปตามแตละสายพันธุ ในระบบนิเวศ
หนึ่งๆ จะประกอบดวยกลุมส่ิงมีชีวิตหลากหลายชนิด  แมในส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกันก็ยังมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมท่ีทําใหเกิดสายพันธุตางๆ อันเปนรากฐานสําคัญท่ีเอ้ืออํานวยใหส่ิงมีชีวิต
สามารถดํารงชีวิตใหสอดคลองกับสภาพแวดลอมท่ีเปล่ียนแปลงไดอยางมีประสิทธิภาพและ
สามารถดํารงเผาพันธุไดสืบไป41 
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   ความหลากหลายทางพันธุกรรม เกิดจากความแปรผันทางพันธุกรรม ซ่ึงมีสาเหตุมาจาก
การเปล่ียนทางพันธุกรรมหรือการกลายพันธุ (mutation) รวมกับการสืบพันธุแบบอาศัยเพศท่ีผาน
ขบวนการแบงเซลลแบบไมโอซิส (meiosis)  และเกิดครอสซ่ิงโอเวอร (crossing over) มีผลทําให
ยีนรวมตัวกันใหม (gene recombination) ซ่ึงจะถูกถายทอดจากจากพอและแมไปสูรุนตอไป โดย
การถายทอดแตละรุนจะพบกับแรงกดดันทางวิวัฒนาการตางๆ กัน เชน การคัดเลือกโดยธรรมชาติ 
การอพยพ ทําใหโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรเปล่ียนแปลงไป เชน การขาดหายไปของ
ช้ินสวนโครโมโซม (deletion) หรือการเพิ่มบางสวนข้ึนมา (insertion) กอใหเกิดความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในกลุมประชากร32, 42 ในอดีตความหลากหลายทางพันธุกรรมทําใหมนุษยสามารถ
คัดเลือกพันธุพืชและสัตวจากธรรมชาติ เพ่ือนํามาใชประโยชน เชน ขาวไดถูกคัดเลือกจากพันธุปา
เพื่อนํามาใชในการเพาะปลูก และเกิดสายพันธุใหมท่ีดีข้ึนเองโดยธรรมชาติ ดังนั้นในปจจุบันเราจึง
ไมเพียงแตมีพืชและสัตวจํานวนมากกวา 1.5 ลานชนิดเทานั้น แตเรายังมีสายพันธุใหมๆ เกิดข้ึนท้ัง
ในพืชและสัตวแตละชนิดอีกดวย เชน ปจจุบันมีขาวมากกวา 100,000 สายพันธุในโลก ความ
หลากหลายทางชีวภาพไดกลายเปนพื้นฐานของการปรับปรุงผลผลิตอยางตอเนื่อง ไมวาจะเปนการ
คัดเลือกพันธุ การกลายพันธุ และการผลิตลูกผสม การปรับปรุงดังกลาวนี้นํามาใชไดท้ังพืช สัตว 
และจุลินทรีย ซ่ึงถือไดวามีความสําคัญท้ังทางดานการแพทย อุตสาหกรรม และรวมไปถึงทางดาน
เกษตรกรรมดวยเชนกัน41 

 2.4.1  วิธีการท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
   วิธีท่ีใชในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมสามารถแบงออกไดเปน 2 วิธี
หลักๆ คือ การศึกษาโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการศึกษาโดยใชเทคนิคทางอณูพันธุ
ศาสตร เม่ือเปรียบเทียบขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาและอณูพันธุศาสตร พบวาขอมูลทางอณู
พันธุศาสตรใหรายละเอียดท่ีมีแบบแผนชัดเจนในดานความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต
ท่ัวไปเทียบเคียงไดกับขอมูลท่ีมาจากสัณฐานวิทยา43 

  1.  การศึกษาทางสัณฐานวิทยา 
   สัณฐานวิทยาสามารถศึกษาไดโดยงาย เปนลักษณะท่ีสังเกตเห็นไดชัดเจนและถายทอด
ทางพันธุกรรมตามหลักเมนเดล ซ่ึงจะสะทอนใหเห็นถึงองคประกอบทางจีโนไทปท่ีควบคุม
ลักษณะนั้นๆ ซ่ึงบางคร้ังตองอาศัยผูเช่ียวชาญเปนพิเศษ อยางไรก็ตามการแสดงออกของลักษณะ
ทางสัณฐานก็ไมไดมีผลมาจากพันธุกรรมเพียงอยางเดียว แตยังมีผลมาจากสภาพแวดลอมอีกดวย จึง
ทําใหการเปรียบเทียบทางสัณฐานวิทยาอาจเกิดความผิดพลาดไดในกรณีของสายพันธุท่ีใกลเคียงกนั
44 ดังนั้นในปจจุบันนักวิจัยจึงนิยมใชเคร่ืองหมายอ่ืนๆ มารวมในการประเมินความสัมพันธทาง
พันธุกรรมระหวางส่ิงมีชีวิต 
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  2.  การศึกษาโดยใชเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร 
   วิธีการท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยเทคนิคทางอณูพันธุ
ศาสตรมีอยูหลากหลายเทคนิค  ซ่ึงจําแนกออกเปนการศึกษาในระดับโปรตีนหรือการศึกษา
เคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) เปนการตรวจสอบโมเลกุลโปรตีนชนิดตางๆ และการศึกษา
ในระดับดีเอ็นเอไดแก การศึกษาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หรือการศึกษาลายพิมพดีเอ็น
เอ (DNA fingerprint) ซ่ึงเปนการตรวจสอบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดี
เอ็นเอ เพื่อใชเปนเคร่ืองหมายบงบอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตท่ีมาจากการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ
ซ่ึงเปนท่ีนิยมอยางมากในปจจุบัน 
   การตรวจสอบพันธุพืชโดยใชเทคนิคดานลายพิมพทางโมเลกุล (molecular fingerprint) 
เปนส่ิงจําเปน45 เนื่องมาจากการใชสัณฐานและสรีระของพืชยังมีปญหาในการจัดจําแนกความ
แตกตางของพันธุพืช เพราะลักษณะดังกลาวสามารถแปรผันไปตามสภาพแวดลอม อีกท้ังลักษณะ
ทางฟโนไทป (phenotype) สวนใหญมีการพัฒนาอยูภายใตอิทธิพลของปฏิกิริยาระหวางจีโนไทป 
(genotype) กับสภาพแวดลอม ทําใหผลการตรวจสอบที่ไดมีความแปรปรวนหรือมีความผิดพลาด
อยูบาง46, 47 อีกทางเลือกหน่ึงท่ีใชสําหรับการตรวจสอบพันธุพืชและการวิเคราะหทางพันธุกรรมคือ 
การใชเคร่ืองหมายทางชีวเคมี (biochemical marker) เชน flavonoids48, 49 และ anthocyanins50 หรือ
การใชเคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) เชน  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
แตงกวาเพื่อประโยชนในการสะสมพันธุโดยการวิเคราะหไอโซไซม51, 52, 53, 54 การใชไอโซไซม
วิเคราะหสายพันธุของขาว55, 56, 57 และการใชไอโซไซมในการศึกษาความแปรผันทางพันธุกรรมของ
เห็ดตีนแรด58 แตขอจํากัดของการใชเคร่ืองหมายทางชีวเคมีหรือการใชเคร่ืองหมายทางโปรตีน คือ
จํานวนยีนท่ีสามารถตรวจสอบไดมีไมมากนัก ไมกระจายครอบคลุมท้ังจีโนม  ตองศึกษาการ
แสดงออกของยีนในชวงท่ีเหมาะสมตอการวิเคราะหเทานั้น นอกจากนี้แลวผลที่ไดยังข้ึนอยูกัน
ระยะของการเจริญเติบโตและส่ิงแวดลอมดวยเปนสําคัญ ดังนั้นในปจจุบันจึงมีการพัฒนา
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอใหมีความหลากหลาย เพื่อนํามาใชในการตรวจสอบทางพันธุกรรมพืช เพราะ
การตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีขอดีมากกวาและลดความแปรผันท่ีข้ึนอยูกับระยะการเติบโตของ
พืชและสภาพแวดลอมไดดี  ดังนั้นจะเห็นไดวาการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอก็คือการตรวจสอบ
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอนั่นเอง 
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2.5  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 
 
   การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอเปนวิธีการท่ีทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอ หรือแบบแผนของดี
เอ็นเอท่ีมีความจําเพาะ  ลายพิมพดีเอ็นเอถูกคนพบเปนคร้ังแรกในป ค.ศ. 1984 โดยนักวิทยาศาสตร
ชาวอังกฤษ Alec Jeffreys และถูกพัฒนาข้ึนใชโดย Alec Jeffreys และคณะ ในป 1985  โดยสกัดดี
เอ็นเอไดจากเซลลแลวนําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) แลวตรวจหาโพลิ  
มอฟซึม (Polymorphism) ดวยวิธี southern blot hybridization โดยใชดีเอ็นเอมินิแซทเทลไลน 
(minisatellite DNA) เปนโพรบ เพื่อใชในการบงช้ีความจําเพาะของแตละบุคคลดวยดีเอ็นเอ 
   การตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีขอดีหลายประการ คือโมแลกุลของดีเอ็นมีความเสถียร
จึงสามารถเก็บไวไดนาน สามารถวิเคราะหจากตัวอยางท่ีถูกเก็บไวเปนเวลายาวนานได และ
เนื่องจากดีเอ็นเอเปนองคประกอบท่ีมีอยูในเซลลเกือบทุกเซลลในปริมาณเทากัน จึงสามารถตรวจ 
สอบดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อใดๆ ก็ได จากระยะการเจริญเติบโตหรือสภาพทางสรีรวิทยาใดก็ไดโดยไม
ข้ึนกับสภาพแวดลอม  ตรวจสอบดีเอ็นเอจากสวนท่ีเปนยีนหรือไมใชยีนก็ได จึงตรวจสอบไดโดย
ไมจํากัดครอบคลุมท้ังจีโนม ประกอบกับมีวิธีการตรวจสอบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบตางๆ ใหเลือก 
ใชใหตรงกับความตองการอยางมากมาย ทําใหการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอทําไดอยางกวางขวาง
และสามารถประยุกตใชในดานตางๆ ไดอีกหลายดาน44 
   ลายพิมพดีเอ็นเอมีประโยชนสามารถประยุกตใชไดหลายดาน เชนใชในการแยกแยะ
บุคคลหน่ึงออกจากอีกบุคคลหน่ึงคนหนึ่ง การตรวจสอบความเกี่ยวของทางสายเลือดระหวางพอแม
และลูก ดังนั้นในปจจุบันการใชลายพิมพดีเอ็นเอจึงชวยลดขอจํากัดของการพิสูจนลายพิมพนิ้วมือ 
การพิสูจนคราบเลือด ฯลฯ  ซ่ึงใชเปนหลักฐานสําคัญในทางนิติวิทยาศาสตรในกระบวนการ
ยุติธรรมไดดี  นอกจากน้ีลายพิมพดีเอ็นเอยังสามารถนํามาประยุกตใชทางการแพทยในการตรวจ
วินิจฉัยผูปวยโรคมะเร็ง ตรวจวินิจฉัยยีนของทารกกอนคลอด (prenatal diagnosis) เชนโรค
พันธุกรรมท่ีเกิดจากความผิดปกติของยีนเดี่ยว เชน ฮีโมฟเลียเอ ฮีโมฟเลียบี เปนตน ใชในการศึกษา
พันธุศาสตรของสัตว เชน บอกชนิดหรือสปชีส (species)42 และยังสามารถประยุกตใชในการตรวจ
วิเคราะหพันธุพืชไดอีกดวย วิธีการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอทําไดโดยอาศัยหลักการไฮบริไดเซ
ชัน (hybridization) และการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (polymerase chain reaction; 
PCR) เปนหลัก  

 2.5.1  การตรวจสอบดีเอ็นเอดวยวิธีไฮบริไดเซชัน (Hybridization-based DNA fingerprint) 
   การตรวจสอบดีเอ็นเอดวยวิธีไฮบริไดเซชัน (hybridization-based DNA fingerprint) 
สามารถตรวจสอบโพลีมอรฟซึมไดจากการนําดีเอ็นเอท้ังหมดในเซลล (genomic DNA) มาตัดดวย
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   เกิดการเปล่ียนแปลงของลําดับเบส (point mutation) ในตําแหนงจดจําของเอนไซมโดย
การหายไปหรือเพ่ิมข้ึนของเบส 
   1.  เกิดการเพ่ิมข้ึนหรือขาดหายของชิ้นสวนดีเอ็นเอ ในบริเวณท่ีอยูระหวางตําแหนง
จดจําของเอนไซม 2 ตําแหนงมีผลใหช้ินสวนของดีเอ็นเอท่ีตัดไดมีขนาดไมเทากัน 
   2.  เกิดการหายไปของดีเอ็นเอสวนท่ีมีตําแหนงจดจําของเอนไซมมีผลทําใหตําแหนง
จดจําหายไป 
   3.  เกิดการจัดเรียงตัวกันใหมของดีเอ็นเอ (DNA rearrangement) ในบริเวณท่ีอยูระหวาง
ตําแหนงจดจําของเอนไซม 2 ตําแหนง 
 
   เม่ือเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีใหความแตกตางข้ึน (ตรวจสอบไดโดยการนําช้ินสวนดีเอ็นเอไป
ทําการไฮบริไดซกับโพรบ) สามารถนําไปใชเปนเคร่ืองหมายทางอณูโมเลกุล หรือใชในการศึกษา
ทางพันธุกรรมตอไป59 

 
   เทคนิค RFLP สามารถประยุกตใชในหลายดาน ไมวาจะเปนการจัดจําแนกสายพันธุพืช 
วิเคราะหความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต การหาความสัมพันธและวิวัฒนาการ เชน การศึกษา
ความสัมพันธและความแปรผันทางพันธุกรรมในสายพันธุแตงกวา60, 61 การศึกษาความหลากหลาย
ของขาวบารเลย 62, 63 ขาวโอต Avena sativa L.64 ขาวสาลี Tricum aestivum65 ในการตรวจสอบสาย
พันธุ เชน ขาวสาลี Triticum aestivum L.66 เห็ดทรัฟเฟลขาว Tuber magnatum67 ใชศึกษาการทําแผน
ท่ียีนของ  ขาวฟาง68 ขาว Oryza sativa L.69 และใชศึกษาความสัมพันธของเห็ดในสกุล Pleurotus70

เปนตน เทคนิค RFLP มีขอดีคือสามารถทําซํ้าแลวไดผลเหมือนเดิม สามารถวิเคราะหเคร่ืองหมายดี
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 2.5.2  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR-based DNA fingerprint) 
   การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR-based DNA fingerprint) เปนการ
วิเคราะหดีเอ็นเอเปาหมายโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอข้ึนเปนหลายเทาในเวลาไมนาน โดยอาศัยการ
ทํางานเอนไซม DNA polymerase ในหลอดทดลอง การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหรือยีนเปาหมายท่ี
ตําแหนงเฉพาะเพียงตําแหนงเดียวโดยวิธีพีซีอารจะใชไพรเมอร 2 ชนิดท่ีมีความจําเพาะกับบริเวณดี
เอ็นหรือยีนท่ีตองการตรวจสอบ โดยตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายกอน เพื่อเปนขอมูล
ในการสังเคราะหไพรเมอร แลวจึงใชไพรเมอร 2 ชนิดนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายเพื่อ
ตรวจสอบยืนยันวามียีนดังกลาวในจีโนมของส่ิงมีชีวิตท่ีทําการศึกษาอยู  ในกรณีท่ีตองการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอจากหลายตําแหนงโดยวิธีพีซีอารทําไดโดยใชไพรเมอรท่ีเปนไมโครแซทเทลไลท
ดีเอ็นเอ มินิแซทเทลไลทดีเอ็นเอ หรือไพรเมอรชนิดสุมรหัส (random primer) เพียงชนิดเดียวมาใช
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหมีปริมาณเพิ่มข้ึนในบางแหงเกิดเปนลายพิมพดีเอ็นเอท่ีจําเพาะ การวิเคราะห
ลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร โดยการใชไพรเมอรแทนการใชโพรบเพ่ือทําการไฮบริไดเซชันกับดี
เอ็นเอเปาหมายมีขอดีอยูหลายประการคือ นอกจากตรวจโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ไดใน
ระดับสูงแลวยังทําไดงายและรวดเร็วกวา สามารถนําไปใชไดดีในกรณีท่ีมีตัวอยางท่ีตองการ
ตรวจสอบจํานวนมาก   ซ่ึงเทคนิคท่ีใชในการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ หรือใชเปนเคร่ืองหมายดี
เอ็นเอมีอยูหลายเทคนิคดังตัวอยางตอไปนี้ 
 
   Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ Microsatellite 
   SSR เปนโอลิโกนิวคลีโอไทด (oligonucletide) ท่ีประกอบดวยลําดับเบสส้ันๆ ท่ีมี             
นิวคลีโอไทดซํ้าๆ กัน (simple sequence repeat) ประมาณ 2 – 5 นิวคลีโอไทด เชน (CA)n              
(n = 10 – 60) ซ่ึงลําดับเบสนี้จะพบกระจายทั่วไปบนจีโนมของส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคาริโอตและ
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   Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction (AP-PCR) 
   เทคนิค AP-PCR คิดคนโดย Welsh และ McClelland ในป ค.ศ. 199074 โดยใชไพรเมอร
ขนาด 20 หรือมากกวา 20 นิวคลีโอไทด โดยใชโปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 2 โปรแกรม     
คือใชอุณหภูมิต่ําในรอบแรกสําหรับชวงปฏิกิริยาพีซีอารท่ีใหไพรเมอรท่ีมีเบสคูสมเขามาจับคูกับ   
ดีเอ็นเอเปาหมาย (annealing) แลวจึงเพ่ิมอุณหภูมิใหสูงข้ึนอีก 30 – 40 รอบในการทําปฏิกิริยา     
พีซีอารชวงหลังใสนิวคลีโอไทดท่ีติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสีลงไป แลวจึงแยกขนาดดีเอ็นเอ    
ในโพลีอะครีลาไมดเจล (polyacrymide gel) ตรวจสอบผลดวยการทําออโตเรดิโอกราฟ  
 
   Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
   เทคนิค RAPD เปนวิธีท่ีวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นในพืชและส่ิงมีชีวิตอ่ืน โดยอาศัย
เทคนิคพีซีอาร ซ่ึงเปนเทคนิคท่ีคิดคนโดย William และคณะ (1990)75 โดยใชไพรเมอรขนาด          
8 – 10  นิวคลีโอไทดท่ีมีลําดับเบสแบบสุม (random primer) เพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เปาหมายแลวแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดโดยการทําอิเล็กโทรโฟริซิสในอะกาโรสเจล และยอมแถบ
ดีเอ็นเอดวยสารเอธิเดียมโบรไมด เทคนิคนี้ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายกอน 
เนื่องจากไพรเมอรท่ีใชเปนแบบไมจําเพาะ44 เทคนิค RAPD มีขอดีคือทําไดงาย ประหยัด รวดเร็ว
และใหขอมูลไดมาก  แตมีขอดอยคือทําการทดลองซํ้ามักไมไดผลคงเดิม ซ่ึงเกิดไดจากหลายตัวแปร 
เชน คุณภาพของดีเอ็นเอที่ใชเปนตนแบบ โดยดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิจะใหผลท่ีดีกวา  เปนตน              
และเทคนิคนี้ไมสามารถบอกความแตกตางระหวางโฮโมไซโกทและเฮทเทอโรไซโกทได76 
 
  DNA Amplification Fingerprint (DAF) 
  เทคนิค DAF ใชคร้ังแรกโดย Caetano-Anolles และคณะในป ค.ศ. 199177 โดยใชไพรเมอร
ขนาดส้ันเพียง 5 – 8 นิวคลีโอไทดและใชโปรแกรมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชอุณหภูมิ        
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   เทคนิคดังท่ีไดกลาวมาขางตน เปนเทคนิคท่ีใหแถบดีเอ็นเอไดหลายแถบและนิยมนํามา 
ใชในการตรวจสอบสายพันธุพืช โดยเฉพาะเทคนิค RAPD เนื่องมาจากมีวิธีท่ีไมยุงยาก สะดวก
รวดเร็วและใหขอมูลในปริมาณมาก ตัวอยางเชน  การศึกษาความสัมพันธทางดานพันธุกรรมของ
แตงกวา78 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแตงกวาแฟริกาเพื่อการสะสมพันธุ79 การ
ประยุกตใชเทคนิค RAPD ในการปองกันแตงกวาสายพันธุใหม80 และการศึกษาตําแหนงของ
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับยีนท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางในแตงกวา38 เปนตน 
นอกจากนี้ยังไดมีการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของแตงกวา ในเชิงเปรียบเทียบประสิทธิ- 
ภาพของเทคนิค RAPD ไอโซไซม และ RFLP52, 81 พบวาการศึกษาทางดานไอโซไซมมีความ
นาเช่ือถือนอยท่ีสุดในการนํามาศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของแตงกวา สวนเทคนิค RAPD 
และเทคนิค RFLP มีประสิทธิภาพในการศึกษาความ สัมพันธทางพันธุกรรมใกลเคียงกัน โดยการ
เปรียบเทียบผลจากคา genetic distance (GD) แตเม่ือเปรียบเทียบรวมถึงตนทุน ความสะดวก และ
ผลของแถบดีเอ็นท่ีได เทคนิค RAPD มีความเหมาะสมตอการนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมมากท่ีสุด  
   อยางไรก็ตามแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคอารเอพีดีจะเปนแบบ dominant marker คือ 
ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสได และทําการทดลองซ้ําแลว
ไดผลคงเดิมยาก   จึงไดมีการพัฒนาเทคนิคใหมๆ ข้ึนมาอีกหลายเทคนิค เชน เทคนิค ramdomly 
amplified microsatellite polymorphism (RAMPO), เทคนิค amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) เปนตน ซ่ึงวิธีการเหลานี้จะตางกันท่ีขนาดของไพรเมอรท่ีใชและวิธีการ
ตรวจสอบผลที่แตกตางกัน   การเลือกใชแตละเทคนิคจึงข้ึนอยูกับวัตถุประสงคของการศึกษานั้นๆ 
 
 

2.6  การตรวจสอบสายพันธุพืชโดยใชเทคนิค AFLP 
 
   เทคนิค AFLP เปนเทคนิคท่ีเกี่ยวของกับการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิต โดย
ไมจําเปนตองทราบขอมูลของลําดับเบสของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ มากอน เทคนิค AFLP นี้ถูกพัฒนาข้ึน
โดย Zabeau และ Vos นักวิจัยประเทศเนเธอรแลนด ในป ค.ศ. 1993 พื้นฐานของเทคนิค AFLP คือ
การตรวจสอบช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 
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เอนไซม: เทคนิค AFLP นิยมใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดในการตัด คือ ชนิดท่ีมีตําแหนงจดจํา 4 
ตําแหนง (frequent cutter) ซ่ึงจะตัดดีเอ็นเอท่ีตําแหนงหางกันประมาณ 44(= 256)และชนิดท่ีมี
ตําแหนงจดจํา 6 ตําแหนง (rare cutter) ซ่ึงจะตัดดีเอ็นเอท่ีตําแหนงหางกันประมาณ 46 (= 4,096) 
เอนไซมตัดจําเพาะท่ีใชมีหลายชนิด เชน  EcoRI,  HindIII,  PstI,  BglII,  XbaI (6-cutter) และ Sse 
83871 (8-cutter) รวมกับ MseI หรือ TaqI ซ่ึงเปน 4-cutter เอนไซม MseI มีตําแหนงจดจําเปน       
5’-TTAA-3’ และ TaqI มีตําแหนงจดจําเปน 5’-TCGA-3’ ปจจุบันนิยมใชเอนไซม MseI มากกวา
เนื่องจากตัดดีเอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพ่ิมปริมาณโดยวิธีพีซีอาร และแยกขนาดโดยใช 
denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมท่ีใชเปนคูกันมักใชเอนไซม EcoRI เนื่องจากราคาถูก
และการตัดดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพดีโอกาสพบการตัดไมสมบูรณมีนอย การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ 2 ชนิดจะทําใหไดขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีพอเหมาะ และมีขอดีอีกหลายประการดังนี้ 
   1.  เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีตําแหนงจดจํา 4 เบส จะตัดดีเอ็นเอไดขนาดเล็กซ่ึงจะทําให
เพ่ิมปริมาณไดดีในปฏิกิริยาพีซีอารเหมาะสมที่จะนําไปแยกดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในโพลีอะครี
ลาไมดเจล  
   2.  เอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีตําแหนงจดจํา 6 ตําแหนง จะตัดดีเอ็นเอไดนอยจึงชวยลด
ช้ินสวนดีเอ็นเอใหพอเหมาะตอการทําปฏิกิริยาพีซีอาร เนื่องมาจากช้ินสวนท่ีเพิ่มไดเกือบท้ังหมด
เปนช้ินดีเอ็นเอที่มีปลายดานหน่ึงเปนตําแหนงท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีตําแหนงจดจํา      
4 ตําแหนง และปลายอีกดานหนึ่งเปนตําแหนงท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีมีตําแหนงจดจํา      
6 ตําแหนง  สวนการใชเอนไซมตัดจําเพาะเพียงชนิดเดียวจะทําใหช้ินดีเอ็นเอที่ปลายท้ัง 2 ดานมี
ลักษณะเปนลําดับเบสซํ้า (invert repeat) เม่ือถูกทําใหเสียสภาพเปนสายเดี่ยวจะสามารถกลับมาจับ
กันเองเกิดโครงสรางแบบ stem-loop ทําใหไพรเมอรไมสามารถเขามาจับได หรืออาจทําใหตรวจ
พบช้ินดีเอ็นเอไดจํานวนนอย เฉพาะช้ินท่ีมีขนาดเล็กเทานั้น เพราะช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะเพ่ิม
ปริมาณไดดีกวาจึงไมคอยนิยม 
   3.  ช้ินสวนดีเอ็นเอท่ีตัดไดมีขนาดพอเหมาะสําหรับการเพ่ิมปริมาณไดดีในการทํา PCR 
และยังสามารถปรับจํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณไดโดยปรับจํานวนเบสเพ่ือคัดเลือกท่ีไพร
เมอรท้ัง 2 ชนิดรวมกัน 
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   4.  การใชไพรเมอรคูผสมท้ัง 2 ชนิดจํานวนนอยก็สามารถทําใหเกิดลายพิมพดีเอ็นเอท่ี
แตกตางกันไดจํานวนมาก เชนมีไพรเมอรชนิดละ 5 แบบ จากการเพิ่มเบสคัดเลือกสามารถสรางลาย
พิมพดีเอ็นเอไดถึง 25 แบบ เปนตน 
   5.  การใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดในการทําพีซีอารจะใชไพรเมอร 2 ชนิดทําให
สามารถเลือกติดฉลากท่ีไพรเมอรชนิดใดชนิดหนึ่ง และเม่ือนําไปแยกขนาดโดย denaturing 
polyacrylamide gel จะตรวจพบแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวทําใหวิเคราะหผลงาย 
 
Adapter: adapter ท่ีนํามาตอกับช้ินดีเอ็นเอหลังจากถูกตัดดวยเอนไซมเปน adapter ท่ีออกแบบมา
ใหมีปลายท่ีเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวท่ีมีลําดับเบสคูสมกับปลายเหนียวของดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะที่เลือกใช แตเบสคูท่ีอยูในตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสท่ีบริเวณจดจําของ
เอนไซม ดังนั้นเม่ือ adapter เช่ือมตอกับช้ินสวนดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะน้ันจะไมสามารถ
เขาไปทําการตัดไดอีก แตถาช้ินดีเอ็นท่ีถูกตัดไปแลวกลับมาเช่ือมตอกันเองก็จะสามารถถูกตัดไดอีก 
adapter ท่ีถูกนํามาเช่ือมตอกบชิ้นดีเอ็นเอเพื่อใชเปนตําแหนงใหไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจง
เขามาจับ การออกแบบเบสท่ีจะนํามาใชเปน adapter จะมีความสัมพันธกับสภาวะท่ีใชในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร82 
 
ไพรเมอร: การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอบางสวนในเทคนิค AFLP สามารถทําไดโดยการเลือกใชไพร

เมอรท่ีมีความจําเพาะกับลําดับเบสทางปลาย 5’ เหมือนกันกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับ

เบสบริเวณจดจําหรือบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม และจะมีการเพ่ิมเบสเขาไปท่ีปลาย 3’ อีกสวน
หนึ่งเพ่ือใหเกิดการคัดเลือกเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบางช้ิน Vos และคณะ (1995)82 ไดอธิบายสวน 
ประกอบของ AFLP ไพรเมอร โดยแบงออกเปน 3 สวน (ภาพท่ี 2.5) ดังตอไปน้ี 
 
 
 

ภาพท่ี  2.5  สวนประกอบของ AFLP ไพรเมอร 

                                     CORE              ENZ      EXT 
EcoRI 5-GACTGCGTACC   AATTC   NNN-3 

MseI        5-GATGAGTCCTGAG   TTA   NNN-3 
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   1.  Core sequence (CORE): เปนสวนท่ีอยูทางดานปลาย 5’ ของไพรเมอร เปนตําแหนง
ท่ีมีลําดับเบสคูสมกับ adapter ทําใหไพรเมอรเขาไปจับและทวีจํานวนอยางจําเพาะเจาะจงโดย
เทคนิคพีซีอาร 
   2. Enzyme specific sequence (ENZ): เปนสวนท่ีอยูตรงกลางของไพรเมอรเปน
ตําแหนงท่ีมีเบสคูสมกับตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซม 

   3. Selective extension (EXT): เปนสวนท่ีอยูทางดานปลาย 3’ ของไพรเมอร เปน
ตําแหนงท่ีมีการเพิ่มเบสคัดเลือก (selective nucleotide) เพ่ือใชในการคัดเลือกการเพิ่มปริมาณช้ินดี
เอ็นเอบางช้ิน การเพ่ิมเบสคัดเลือกนิยมเพิ่ม 1 – 3 เบส ข้ึนอยูกับขนาดของจีโนมของตัวอยางท่ี
นํามาใชในการทดลอง โดยการเติมเบสหน่ึงตัวจะสามารถลดจํานวนช้ินดีเอ็นเอได 4 เทาตัวตอทุกๆ 
เบสที่เพิ่มข้ึน  ในกรณีท่ีตัวอยางมีจีโนมขนาดเล็กมาก จะเพิ่มเบสเพ่ือคัดเลือก 1 – 2 เบส สวนใน
กรณีท่ีตัวอยางมีจีโนมขนาดใหญจะเพิ่มเบสคัดเลือกมากกวา 2 เบสที่ไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด 

 2.6.1  หลักการของ AFLP  
   ข้ันตอนในการทํา AFLP มี 3 ข้ันตอนหลัก82 (ภาพท่ี 2.6) ดังตอไปน้ี 

  1.  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและตอช้ินสวนดีเอ็นเอดวย adapter การนําดีเอ็น
เอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสวนใหญนิยมใชเอนไซม 2 ชนิด ท่ีมีจํานวนเบสของตําแหนงจดจํา
ตางกันมากกวาเนื่องจากตัดดีเอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพ่ิมปริมาณโดยวิธีพีซีอาร และ
การแยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel  

 เม่ือไดขนาดของช้ินดีเอ็นเอพอเหมาะแลวจึงเช่ือมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงท่ีจับ
ของไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึง adapter จะออกแบบใหมีปลายท่ีเปนดีเอ็นเอสายเด่ียวท่ี
มีลําดับเปนคูสมกับปลายเหนียวของดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเลือกใช แตเบสคูท่ีอยูใน
ตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสท่ีบริเวณจดจําของเอนไซม ดังนั้นเม่ือ adapter เขาไป
เช่ือมตอกับช้ินดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะน้ันจะไมสามารถตัดไดอีก 

  2. การเลือกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวนอยางจําเพาะเจาะจงโดยอาศัยไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิม
ตัวเบสคัดเลือก ไพรเมอรท่ีใชมีลําดับเบสทางปลาย 5’ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวย
ลําดับเบสบริเวณจดจําหรือบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม และเพ่ิมเบสเขาไปที่ปลาย 3’ อีกสวน
หนึ่งเพื่อใหเกิดการคัดเลือกในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวน ซ่ึงการใชไพรเมอรท่ีเพิ่มเบสท่ีปลาย 
3’ มากกวา 2 เบส จะทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณ 2 คร้ัง  คร้ังแรกเรียกวา preselective amplification และ
การทํา PCR คร้ังท่ี 2 เรียกวา selective amplification44, 82 ดังนั้นในการศึกษาจีโนมขนาดเล็ก หรือ
โคลนท่ีอยูใน พลาสมิด คอสมิด หรือ bacterial ratification chromosome ไมจําเปนตองเพ่ิมเบส
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   3.  การวิเคราะหความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 
โดยใชอิเล็กโทรโฟริซิส denaturing polyacrylamide gel แถบดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมท่ีแยกไดอยูในชวง 
50 – 100 แถบ การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนโดยการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท หรืออาจ
ตรวจสอบโดยการทําออโตเรดิโอกราฟ หรือตรวจสอบผลดวยการไฮบริไดเซชันกับโพรบที่ติด
ฉลากดวยสารปลอดรังสี (nonradioactive label) หรือตรวจสอบการเรืองแสงโดยใชเคร่ืองหาลําดับ
เบสอัตโนมัติ (automatic sequencer) เปนตน 

 2.6.2  ขอดีและขอดอยของเทคนิค AFLP 
   ปจจุบันมีการนําเทคนิค AFLP มาใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอในส่ิงมีชีวิตตางๆ 
มากมาย เชน แบคทีเรีย, สัตว และพืช มากข้ึนเปนลําดับ83 เนื่องมาจาก 
   1.  ไมตองการขอมูลลําดับเบสดีเอ็นเอตัวอยาง จึงสามารถทําไดอยางกวางขวาง ทําได
รวดเร็วและใชดีเอ็นเอเร่ิมตนในปริมาณนอย โดยเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอารจึงมีประสิทธิภาพสูง 
   2.  จากรายงานของ Vos และ Kuiper (1997)84 กลาววาเทคนิค AFLP สามารถแยกความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอแบบโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสไดโดยดูจากความเขมของแถบดีเอ็นเอ
ท่ีได จึงวิเคราะหผลไดแบบเดียวกับดีเอ็นเอเครื่องหมายท่ีแสดงการขมแบบ co-dominance  แตจาก
รายงานอ่ืนๆ จะถือวาเปนเคร่ืองหมายท่ีแสดงการขมแบบ dominance44 
   3.  เกิดโพลิมอรฟซึมจํานวนมาก สามารถใชบงบอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตแตละ
ตัวอยางไดดี  รวมไปถึงในการทําปฏิกิริยาแตละคร้ังสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนง
พรอมกัน คือมี multiplex ratio สูง  
   4.  เปนเทคนิคท่ีมีความนาเช่ือถือ มีความผิดพลาดนอย เม่ือทําการทดลองซํ้าพบมีความ
คลาดเคล่ือนนอยเนื่องจาก misprinting และ scoring error นอยกวา 2 %  โดย Jones และคณะ ในป 
ค.ศ.199783 ทําการทดลองซํ้าใน 8 หองปฏิบัติการในประเทศแถบยุโรป พบแถบดีเอ็นเอ แตกตางกัน
เพียง 1 แถบจากท้ังหมด 172 แถบ คิดเปนคาความผิดพลาดเน่ืองจากการทดลองคนละสถานท่ี 
(Between – laboratory error) นอยกวา 0.6 % 
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  นอกจากนี้แลว เทคนิค AFLP ยังมีขอจํากัดอยูหลายดานดวยกันเชน 
  1.  คาใชจายคอนขางสูง เม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิค RAPD หรือการวิเคราะหดวยไมโคร- 
แซทเทลไลท 
  2.  การทําปฏิกิริยาคร้ังหนึ่งๆ สามารถเกิดแถบดีเอ็นเอไดจํานวนมาก และมีขนาดใกลเคียง
กัน บางคร้ังแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากันอาจมาจากดีเอ็นเอคนละตําแหนงกันได จึงอาจทําใหการ
วิเคราะหผิดพลาดได 
  3.  เทคนิค AFLP ไมเหมาะท่ีจะใชวิเคราะหเปรียบเทียบส่ิงมีชีวิตท่ีมีความแตกตางกัน
มากๆ หรือเหมือนกันมากๆ เพราะอาจทําใหการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการผิดพลาดได 

 
   เม่ือเปรียบเทียบเทคนิค AFLP กับเทคนิคอ่ืนๆ  ไดแก เทคนิค RFLP, RAPD และ SSR 
ในดานตางๆ แลว พบวามีท้ังขอดีและขอดอยกวาดังตารางท่ี 2.1 

 2.3.6  การประยุกตใชเทคนิค AFLP 
   เนื่องจากเทคนิค AFLP ทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมจํานวนมากจึงสามารถประยุกตใชได
หลายดาน เชน การศึกษาเอกลักษณของส่ิงมีชีวิตเพื่อบอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตแตละตัวอยาง 
การจดทะเบียนพันธุ การตรวจสอบความเปนลูกผสม การติดตามยีนและการทําแผนท่ีจีโนม 
นอกจากนี้แลวยังมีการประยุกตใชเทคนิค AFLP ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
พืชดวยเชนกัน  
 
   Winfield และคณะ (1998)85 ไดอาศัยเทคนิค AFLP ในการศึกษาความหลากหลายของ 
Populus nigra subsp. betulifolia ซ่ึงเปนพืชทองถ่ินของประเทศอังกฤษ จํานวน 146 ตัวอยาง โดย
เปรียบเทียบกับ non – betulifolia poplar อีก 3 ตัวอยาง พบแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 147 แถบ จากการใช 
2 คูไพรเมอร โดยไดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันจํานวน 82 แถบ คิดเปนคาความแตกตางได 56% เม่ือ
นําคาความเหมือนที่คํานวณไดมาจัดกลุมความสัมพันธของพืชตัวอยางท้ังหมด สามารถแบงออก 
เปนกลุมกวางๆ  5 กลุม โดยหนึ่งกลุมเปนกลุมตัวอยางท่ีเปน non–betulifolia poplar และอีก 4 กลุม
เปนกลุมของ Populus nigra ssp. betulifolia ตามความสัมพันธทางดานแหลงท่ีมาและพันธุกรรม 
จากขอมูลท่ีไดสามารถนําไปใชประโยชนในการอนุรักษพันธุพืช Populus nigra ssp. betulifolia ใน
ประเทศอังกฤษได 
 
   Sanz – Cortès และคณะ (2003)86 ไดศึกษาความหลากหลายทางสายพันธุของตน
มะกอก 10 สายพันธุ จํานวน 38 ตัวอยางจากพื้นท่ีเพาะปลูกรอบเมือง Vanlencia ในประเทศสเปน
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   Schnell และคณะ (2001)87 ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของขนุน 26 
ตัวอยางโดยอาศัยเทคนิค AFLP เพื่อวิเคราะหขอมูลทางดานพันธุกรรมของสายพันธุขนุนท่ีมีการ
เก็บสะสมใน Fairchils Tropical Garden (FTG)  จาก 30 คูไพรเมอรพบวามีเพียง 12 คูไพรเมอรท่ี
เหมาะสมในการใชแยกความแตกตางของช้ินดีเอ็นเอ ผลการศึกษาพบแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 187 
แถบ ซ่ึงเปนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 92 แถบ คิดเปนเปอรเซ็นตความแตกตาง 49.2% มีคา
ดัชนีความเหมือนอยูในชวง 0.567 – 0.950 การวิเคราะหหาความสัมพันธและการจัดกลุมโดยวิธี 
UPGMA รวมกับวิธี Principle Component Analysis (PCA) สามารถแบงกลุมตัวอยางออกเปน 2 
กลุมใหญ โดยกลุมแรกเปนกลุมท่ีมีแหลงท่ีมาจากเอเชียตะวันออกเฉียงใต และกลุมท่ีสองเปนสาย
พันธุ ท่ีไดมาจากประเทศอินเดีย  จากการศึกษาดวยเทคนิค AFLP ทําใหทราบวายังมีความ
หลากหลายทางสายพันธุคงอยูในกลุมตัวอยางท่ีไดทําการเก็บสะสมไว และผลการศึกษายังมีความ
สอดคลองกับลักษณะทางกายภาพ 
 
   Balasaravanan และคณะ (2003)88 ไดอาศัยเทคนิค AFLP ศึกษาสายพันธุชา 49 สาย
พันธุทางตอนใตของอินเดีย พบวาใหแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันอยางชัดเจน 1,555 แถบ การจัดกลุม
ไดอาศัยวิธี UPGMA และวิธี PCA สามารถแบงตัวอยางออกไดเปน 3 กลุมอยางชัดเจน ไดแกกลุม
ของ Assam, China และ Cambod ซึ่งในกลุมของ China มีคาดัชนีความแตกตางมากท่ีสุด (0.612) 
และกลุมของ Assam มีคาดัชนีความแตกตางนอยท่ีสุด (0.285)  ผลจากการศึกษาท่ีไดจะนําไปใชใน
การอนุรักษและเก็บสะสมสายพันธุชา รวมไปถึงใชในการปรับ ปรุงสายพันธุชา 
 
   Bayazit และคณะ (2007)89 ไดศึกษาหาความความหลากหลายทางพันธุกรรมของตน
วอลนัท (Juglans regia L.) ท่ีมีลักษณะปรับตัวอยูในสภาวะอากาศท่ีอบอุนได โดยใชเทคนิค AFLP 
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   Muminovic และคณะ (2004)90 อาศัยเทคนิค AFLP โดยใชคูไพรเมอร 15 คูในการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาวโพด (Varlerianella locusta) จากท้ังหมด 64 ตัวอยาง ซ่ึง 
45 ตัวอยางไดมาจากสายพันธุท่ีใชในการเพาะปลูกและอีก 19 ตัวอยางจาก genebank  คาความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนจะถูกนํามาคํานวณ Jaccard’s coefficient of genetic similarity 
(GS) ซ่ึงคา GS ในกลุมสายพันธุท่ีเปนท่ีนิยมมีคาเทากับ 0.09 และคา GS ในกลุมสายพันธุท่ีไดมา
จากตางประเทศมีคาเทากับ  0.47  จากการจัดกลุมโดยวิธี  UPGMA  สามารถแบงออกเปนกลุมดังนี้ 
กลุม V. locusta,  กลุมสปชีสอ่ืนของ Valerianella และกลุมพันธุปา ซ่ึงเทคนิค AFLP ถือไดวาเปน
เทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูงท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาวโพด สําหรับ
การเก็บสะสมสายพันธุ และเปนขอมูลท่ีใชในการปรับปรุงพันธไดเปนอยางดี 
  
   นอกจากน้ียังพบวามีรายงานการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชอีกหลาย
ชนิด เชน พืชในสกุล Typha91 ถ่ัวเหลือง [Glycine max (L.) Merrill]92 หญาเนเปยร, หญากินนีสีมวง 
และหญารูซ่ี93 กระเทียม (Allium sativum L.)94 และ มะละกอ (Carica papaya)95 เปนตน 
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Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  
 EcoRI adapter sequences 
 

MseI adapter sequences  
 

ภาพท่ี  2.6  การตรวจสอบลายพิมพดเีอ็นเอดวยเทคนิค AFLP ดวยไพรเมอรหนึ่งคู 
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ตารางท่ี  2.1  การเปรียบเทียบเทคนิคของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบตางๆ45 
 

 RFLP RAPD SSR AFLP 

Principle 

Restriction 
endonuclease 

digestion, 
Southern blotting 

hybridization 

DNA 
amplification 
with random 

primers 

PCR of simple 
sequence 

repeat regions 

PCR of subset 
of restriction 

fragments from 
extended 

adapter primers 
Abundance in the 

genome High Very high Medium High 

Level of 
polymorphism Medium Medium High Medium 

Dominance Co – dominant Dominant Co–dominant Mixed 

Multiplex ratio 1 – 2 5 – 20, adjustable 1 
30 – 100, 
adjustable 

DNA amt. 
required 2 – 10 μg 10 – 25 ng 50 – 100 ng 1 – 2 μg 

DNA sequence 
information 
requirement 

No No Yes No 

Radioactive 
detection Yes / No No No / Yes Yes / No 

Development cost Medium Low High Medium 

Start – up costs Medium / High Low High Medium 
 



 

บทที่ 3 
 

อุปกรณและวิธีการวิจยั 
 
 

3.1  เมล็ดพันธุแตงกวาและการเพาะปลูก 
 
   เมล็ดแตงกวาจํานวน 47 สายพันธุ ไดรับจากกระทรวงเกษตรของประเทศสหรัฐอเมริกา 
(United States Department of Agriculture, USDA) และจากสถาบันวิจัยและฝกอบรมการเกษตร
ลําปาง (Lampang Agriculture Research and Training Center, LARTC) มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี
ราชมงคลลานนา (ตารางท่ี 3.1) เมล็ดท่ีไดนํามาทําการเพาะกลาแตงกวาในเรือนเพาะชําของ
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง เปนเวลาประมาณ 1 เดือน จนไดใบออนท่ีมีความกวางประมาณ 5 – 7 
เซนติเมตร เพื่อนําไปใชในการสกัดดีเอ็นเอตอไป 
  
ตารางท่ี  3.1  สายพันธุและแหลงท่ีมาของแตงกวาจํานวน 47 ตัวอยางท่ีใชในการทดลอง  
 

No. Accession Country Source Disease Rating3  (score 1-5) 
1 PI  197088 India USDA1 1.0 
2 PI  321009 Taiwan USDA 0.5 
3 PI  330628 Pakistan USDA 0.8 
4 PI  358813 Malaysia USDA 1.2 
5 PI  358814 Malaysia USDA 0.8 
6 PI  432875 China USDA 0.8 
7 PI  432876 China USDA 0.8 
8 PI  432878 China USDA 0.5 
9 PI  432886 China USDA 1.2 
10 CSL 0013 Thailand LARTC2 1.0 
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ตารางท่ี  3.1  (ตอ) 
 

No. Accession Country Source Disease Rating3  (score 1-5) 
11 CSL  0077 Thailand LARTC 1.2 
12 CSL  0088 Thailand LARTC 1.2 
13 CSL  0089 Thailand LARTC 1.2 
14 CSL  0096 Thailand LARTC 0.8 
15 CSL  0097 Thailand LARTC 0.8 
16 PI  279468 Japan USDA 1.5 
17 PI  288238 Japan USDA 1.5 
18 CSL  0068 Thailand LARTC 1.5 
19 CSL  0092 Thailand LARTC 1.5 
20 PI  114339 Japan USDA 1.8 
21 PI  234517 United State USDA 1.8 
22 PI  390259 Japan USDA 1.8 
23 CSL  0014 Thailand LARTC 1.8 
24 CSL  0044 Thailand LARTC 1.8 
25 CSL  0076 Thailand LARTC 1.8 
26 CSL  0080 Thailand LARTC 1.8 
27 PI  164173 India USDA 2.0 
28 CSL  0022 Thailand USDA 2.0 
29 PI  426170 Philippines USDA 2.2 
30 CSL  0043 Thailand LARTC 2.3 
31 CSL  0012 Thailand LARTC 2.4 
32 PI  426169 Philippines USDA 2.5 
33 CSL  0015 Thailand LARTC 2.5 
34 CSL  0046 Thailand LARTC 2.5 
35 CSL  0067 Thailand LARTC 2.8 
36 PI  103049 China USDA 4.0 
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ตารางท่ี  3.1  (ตอ) 
 

No. Accession Country Source Disease Rating3  (score 1-5) 
37 PI  167223 Turkey USDA 4.0 
38 PI  175121 India USDA 4.5 
39 PI  178886 Turkey USDA 4.5 
40 PI  209067 United State USDA 3.8 
41 PI  211979 Iran USDA 3.5 
42 PI  227013 Iran USDA 3.0 
43 PI  321010 Taiwan USDA 4.0 
44 PI  357857 Yugoslavia USDA 3.5 
45 PI  466922 Russian Federation USDA 3.2 
46 PI  478366 China USDA 3.0 
47 PI  483340 Korea USDA 2.8 

หมายเหตุ 1; United States Department of Agriculture  
   2; Lampang Agriculture Research and Training Center 

3; ระดับความรุนแรงของโรค โดยท่ีคานอยกวาหรือเทากับ 1 แสดงถึงพื้นท่ีใบเสียหาย
ไมเกินรอยละ 20 ถามากกวาหรือเทากับ 3.5 แสดงถึงมีพื้นท่ีใบเสียหายระหวางรอยละ 60 ถึง 8096 
 
 
3.2  การสกัดดีเอ็นเอ 
 
   นําใบของตัวอยางแตงกวาท้ังหมด 47 สายพันธุมาสกัดดีเอ็นเอ ใชวิธีประยุกตจาก 
Agrawal และคณะ (1992) โดยนําตัวอยางประมาณ 2 กรัม (ใชใบออนท่ีโตพอสมควร) ตัดกานใบ
ออกแลวตัดเปนช้ินเล็กๆ ลงในโกรงท่ีมีไนโตรเจนเหลว จากน้ันบดใหละเอียด ควรรีบบดอยาท้ิงไว
นานเพราะจะทําใหเอนไซมของพืชทําลายดีเอ็นเอ นําตัวอยางท่ีบดละเอียดแลวใสลงในหลอดเซน
ตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมี 2X CTAB buffer (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 
mM Tris-HCl pH 8.0) 0.5 มิลลิลิตร (CTAB buffer จะมีความหนืด  ควรอุนไวท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียสกอนนํามาใช) และ 2–mercaptoethanol 1.5 ไมโครลิตร บมหลอดตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 60 
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3.3  การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
                                 
   การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอสามารถทําไดพรอมๆ กัน วิธีท่ีนิยมใช
โดยทั่วไปมี 2 วิธีคือการวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต โดยใช spectrophotometer หรือวัด
การเรืองแสงของดีเอ็นเอท่ีจับตัวกับเอธิเดียมโบรไมด หลังจากทําการแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็ก
โทรโฟริซิส 

 3.3.1  วิธีวัดการดูดกลืนแสง 
   วิธีการนี้ใชตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอและวัดปริมาณของดีเอ็นเอไดแมนยํา 
จะใชไดดีในกรณีท่ีสารละลายดีเอ็นเอคอนขางบริสุทธ์ิไมมีอารเอ็นเอและโอลิโกนิวคลีโอไทด    
เจือปน และตองมีปริมาณมากพอท่ีจะอานคา OD ไดซ่ึงอยูในระดับไมโครกรัม เม่ือไดสารละลาย   
ดีเอ็นเอแลวจึงนําไปวัดคา optical density (OD) ซ่ึงเปนคาการดูดแสงท่ีความยาวชวงคล่ืน 260      
นาโนเมตร หรือ OD260 เพื่อหาปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอ ไดดังนี้ 
 
   ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (μg/ml) = OD260 x 50 μg/ml x dilution factor 
 
   การวัดคาการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอจะวัดท่ีความยาวในชวงคลื่น 280  นาโนเมตร 
(OD280) ดวย เพื่อใชในการคํานวณอัตราสวนความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ ถา OD260 / OD280 มีคาอยู
ระหวาง 1.7 – 1.8  แสดงวาดีเอ็นเอท่ีสกัดไดเปนเกลียวคูบริสุทธ์ิ  แตถาอัตราสวนท่ีไดสูงกวา 1.8 
แสดงวามีอารเอ็นเอเจือปน   หรือถาตํ่ากวาแสดงวามีการปนเปอนของโปรตีนหรือ phenol45 

 3.3.2  วิธีวัดการเรืองแสงของเอธิเดียมโบรไมด 
   วิธีการวัดการเรืองแสงรวมกับเอธิเดียมโบรไมด ทําไดโดยนําดีเอ็นเอท่ีเตรียมมาทํา 
อิเล็กโทรโฟริซิสในอะกาโรสเจลแลวยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด เม่ือนําไปสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตจะเรืองแสง ทําใหสามารถบอกปริมาณของดีเอ็นเอตัวอยางไดโดยประมาณ         
ซ่ึงความเขมของแสงจะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณดีเอ็นเอ เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มาตรฐานท่ีทราบปริมาณแลว โดยปริมาณท่ีตรวจสอบไดจะมีหนวยเปนนาโนกรัม ดังนั้นในกรณีท่ี
ปริมาณดีเอ็นเอมีนอยไมสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดจะใชวิธีนี้ นอกจากนี้วิธีการนี้ยังสามารถ
บอกคุณภาพดีเอ็นเอไดวามีการปนเปอนจากอารเอ็นเอหรือไมขนาดของดีเอ็นเอใหญขนาดไหน    
มีการแตกหักของโมเลกุลมากนอยเพียงใด ซ่ึงวิธีการปฏิบัติมีรายละเอียดดังนี้ 
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   เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.8% โดยละลายผงอะกาโรส 0.8 กรัม ในสารละลาย 
TE buffer 100 มิลลิลิตร ใหความรอนจนอะกาโรสหลอมละลายเปนเนื้อเดียวกัน ท้ิงให
สารละลายอะกาโรสเย็นลงจนอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส เทเจลลงในถาดเตรียมเจลใหมี
ความหนาประมาณ  3 - 5 มิลลิเมตร ระวังอยาใหมีฟองอากาศ แลวจึงเสียบหวีลงท่ีปลายดานบนของ
แผนเจล ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง แลวจึงดึงหวีออก เพื่อใหไดชอง
สําหรับหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ นําเจลออกจากถาดแลวใสลงในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟลิซิส ใหดานท่ีมี
ชองหันไปทางข้ัวลบและเติม 1X TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA (pH 8.0)) ให
ทวมแผนเจล 1 – 2  มิลลิเมตร ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับ 6X loading dye buffer (0.25% 
bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอัตราสวน 5:1 แลวคอยๆ หยอด
สารละลายผสมลงในชองหวีดวยไมโครปเปตและหยอดสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน ซ่ึงในการ
ทดลองนี้ใช 1kb DNA ladder marker [Invitrogen] ท่ีทราบขนาดและความเขมขน เพื่อใชในการ
เปรียบเทียบขนาดและปริมาณดีเอ็นเอ ปดฝาเคร่ืองและเปดกระแสไฟฟาใหวิ่งผานจากข้ัวลบไปยัง
ข้ัวบวก โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต จากน้ันปดกระแสไฟฟาเม่ือสีของ 6X loading dye buffer 
เคล่ือนท่ีไปไดระยะทางพอสมควรซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 30 – 45 นาที สังเกตไดจากการเคล่ือนท่ี
ของสีของ 6X loading dye buffer โดยใหสีลางหางจากขอบลางของเจล ประมาณ 2 – 3 เซนตริเมตร 
(สีบนไดแก xylene cyanol และ สีลางไดแก bromophenol Blue) นําแผนเจลท่ีไดไปยอมใน
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด (0.5μg/ml) ประมาณ 10 นาที แลวนําแผนเจลไปลางดวยน้ําประปาท่ี
เปดแบบไหลผานประมาณ 5 นาที จากนั้นนําแผนเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดยใช
เคร่ือง Gel Doc รุน 2000 [BIO – RAD] เพื่อเปรียบเทียบความเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอตัวอยางกับ
แถบดีเอ็นเอมาตรฐานแลวถายภาพ 
 
 

3.4  การสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค AFLP 
 
 3.4.1  การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและการเช่ือมตอดีเอ็นเอกบั adapter 

   นําสารละลายดีเอ็นเอตัวอยางมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด ในการศึกษานี้ใช
เอนไซม EcoRI และ MseI โดยใสดีเอ็นเอและสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ซ่ึงมีรายละเอียดตามตารางท่ี 3.3 จากนั้นบมสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 ช่ัวโมง    นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดมาเติมสารท่ีใชในการทําปฏิกิริยาเชื่อมตอดีเอ็นเอท่ีตัด
ไดกับ EcoRI และ MseI adapter (ตารางท่ี 3.2) ตามรายละเอียดในตารางท่ี 3.4 แลวนําสารละลายดี
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ตารางท่ี  3.2  ลําดับเบสของ oligomer ท่ีใชในการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท้ัง 47 ตัวอยาง
โดยอาศัยเทคนิค AFLP 
 

Oligomers Sequences Source 
EcoRI adapter 
 

MseI adapter 
 

EcoRI  primer + 1 (E-A) 

MseI    primer + 1 (M-C) 

EcoRI  primer + 3 (E-AAC) 
(E-AAG) 
(E-ACA) 
(E-ACT) 
(E-ACC) 
(E-ACG) 
(E-AGC) 
(E-AGG) 

MseI   primer + 3   (M-CAA) 
(M-CAC) 
(M-CAG) 
(M-CAT) 
(M-CTA) 
(M-CTC) 
(M-CTG) 
(M-CTT) 

5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3' 
3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5' 

5'-GACGATGAGTCCTGAG-3' 
3'-TACTCAGGACTCAT-5' 

5'-GACTGCGTACCAATTCA-3' 

5'-GATGAGTCCTGAGTAAC-3' 

5'-GACTGCGTACCAATTCAAC-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCAAG-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCACA-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCACT-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCACC-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCACG-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCAGC-3' 
5'-GACTGCGTACCAATTCAGG-3' 

5'-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3' 
5'-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3' 

Invitrogen 
 

Invitrogen 
 

Invitrogen 

Invitrogen 

Invitrogen 
 
 
 
 
 
 

 

Invitrogen 
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ตารางท่ี  3.3  สารและปริมาตรสารท่ีใชในการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 2 ชนิด 

 

สวนประกอบ ปริมาตร (μl) 
สารละลายดีเอ็นเอ (100 ng/μl) 
5X reaction buffer  
EcoRI (10 U/μl) 
MseI (5 U/μl) 
น้ํากล่ัน 

2.50 
5.00 
0.25 
0.50 
16.75 

ปริมาตรรวม 25.00 
  
 
ตารางท่ี  3.4  สารและปริมาตรสารท่ีใชในการทําปฏิกิริยาเช่ือมตอดีเอ็นเอกับ adapter 
 

สวนประกอบ ปริมาตร (µl) 

สารละลายดีเอ็นเอจากการตัดดวยเอนไซม 
EcoRI adapter (5 pmol/μl) 
MseI adapter (25 pmol/μl) 
5X T4 ligase buffer 
T4 DNA ligaes (1 U/μl) 
น้ํากล่ัน 

25.00 
1.00 
2.00 
10.00 
1.00 
11.00 

ปริมาตรรวม 50.00 
 
 
 3.4.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารในข้ัน preselective amplification 

   การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอในข้ันตอนนี้จะใชไพรเมอรท่ีเพิ่มนิวคลีโอไทด หรือเบส
คัดเลือก 1 ตัวเขาไปท่ีปลาย 3' ของไพรเมอร EcoRI และ MseI (ตารางท่ี 3.2) เพื่อชวยลดจํานวนช้ิน
ดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณลง และชวยใหเกิดการคัดเลือกในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะ
ในช้ันหนึ่งกอน เตรียมสารท่ีใชในการทําปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.5 ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
   ผสมสารละลายท่ีเตรียมไดตามตารางท่ี 3.5 ใหเขากัน นําเขาเครื่องพีซีอาร [Auto PCR 
รุน iCycle, BIO – RAD] โดยใชอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยาดังนี้ 
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   Denaturation     อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 
   Annealing         อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที             ทําซํ้า 20 รอบ 
   Extension         อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
 
ตารางท่ี  3.5  สารและปริมาตรสารท่ีใชในการทําปฏิกิริยา preselective amplification 
 

สวนประกอบ ปริมาตร (µl) 

สารละลายดีเอ็นเอจากการเช่ือมตอ adapter 2.00 
1.00 
1.00 
2.50 
2.50 
0.75 
0.10 
15.15 

Primer E-A (5 pmole/μl) 
Primer M-C (5 pmole/μl) 
dNTP mix (2mM) 
10X PCR buffer 
MgCl2 (50mM) 
Taq polymerase (5 U/μl) 
น้ํากล่ัน 

ปริมาตรรวม 25.00 
 
 
   ตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยแบง PCR Product มาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใชอะกา
โรสเจลเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต และ PCR Product ท่ีเหลือนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เม่ือยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดแลวนําไปสองภายใตแสงอัลตราไวโอเลตจะพบรอยยาว (smear) 
ในชวงขนาดไมเกิน 1 กิโลเบส (ถาไมพบแสดงวาปริมาณสารหรือสภาวะท่ีใชในการทําปฏิกิริยาไม
เหมาะสม หรือการทําปฏิกิริยาเช่ือมตอดีเอ็นเอกับ adapter ไมประสบผลสําเร็จ) จากน้ันนํา PCR 
product ท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แบงบางสวนมาทําใหเจือจาง 20 เทาดวยสารละลาย 
TE buffer  สําหรับใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป สวน 
PCR product ท่ีเหลือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 3.4.3  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารในข้ัน selective amplification 

   การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอในข้ันตอนนี้จะใชไพรเมอรท่ีเพิ่มนิวคลีโอไทดหรือเบส
คัดเลือก  3  ตัวเขาไปท่ีปลาย  3'  ของไพรเมอร  EcoRI และ MseI  (ตารางท่ี 3.2)  โดยคูผสมของ
ไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด มีชนิดละ 8 แบบ   เพื่อชวยคัดเลือกการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอใหเปนไปอยาง
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ตารางท่ี  3.6  สารและปริมาตรสารท่ีใชในการทําปฏิกิริยา selective amplification 

 

สวนประกอบ ปริมาตร (µl) 

DNA sample จากข้ันตอน preamplification 5.00 

1.00 

1.00 

2.50 

2.50 

0.06 

0.10 

8.30 

Primer E-NNN (5 pmole/μl) 
Prime M-NNN (5 pmole/μl) 
dNTP mix (2mM) 
10X PCR buffer 
MgCl2 (50mM) 
Taq polymerase (5 U/μl) 
น้ํากล่ัน 

ปริมาตรรวม 25.00 

 
 
   ผสมสารละลายที่เตรียมไดตามตารางท่ี 3.6 ใหเขากัน จากน้ันนําเขาเคร่ืองพีซีอารโดย
ใชอุณหภูมิและเวลาในการทําปฏิกิริยาดังนี้ 
 

Denaturation   อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 
   Annealing         อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที                   ทํา 1 รอบ 
   Extension      อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
 
   จากนั้นจะลดอุณหภูมิในข้ันตอน annealing (65 องศาเซลเซียสจากรอบแรก) ลงรอบละ 
0.7 องศาเซลเซียส จํานวน 12 รอบ และทําปฏิกิริยาตอดังนี้ 
 
   Denaturation    อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที 
   Annealing     อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที                  ทําซํ้า 23 รอบ 
   Extension     อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วินาที 
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   ตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยแบง PCR product มาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช       
อะกาโรสเจลเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต เม่ือยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวนําไปสองภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตจะพบรอยยาวหรือแถบดีเอ็นเอในชวงขนาดไมเกิน 1 กิโลเบส นําสารละลาย         
ดีเอ็นเอท่ีเหลือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อใชในข้ันตอนตอไป 

 
 

3.5  การแยกขนาดดีเอ็นเอดวย denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  
 
 3.5.1  การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 

   นําแผนกระจก (35 x 45 เซนติเมตร) สําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาดแลวเช็ดดวย 95 
เปอรเซ็นตเอธานอล ใหสะอาดท้ัง 2 แผน เช็ดกระจกแผนหลังใหท่ัวดวย bind silane [Amersham 
Biosciences] เพื่อทําใหเจลเกาะติดกับกระจก เช็ดกระจกแผนหนา (มีลักษณะเหมือนหูกระตาย) ให
ท่ัวดวย repel silane [Amersham Biosciences] หรือน้ํายาเช็ดกระจกรถยนตท้ิงไวใหแหงประมาณ   
5 – 10 นาที เพื่อปองกันไมใหเจลเกาะติดกับกระจกแผนหนา  ประกอบกระจกท้ัง 2 แผนเขาดวยกัน 
โดยหันดานท่ีทา bind silane และ repel silane เขาหากัน โดยวาง spacer ซ่ึงมีความหนาประมาณ 
0.35 – 0.4 มิลลิเมตร ค่ันไวท้ัง 2 ขางเพื่อใหเกิดชองวางระหวางกระจกท้ัง 2 แผน ใชเทปกาวติดรอบ
ดานลางและท้ัง 2 ขางของกระจก เพื่อกันไมใหเจลร่ัวซึมออกมา แลวจึงใชคลิปหนีบอีกคร้ังหนึ่ง
บริเวณดานขางของกระจก 

 3.5.2  การเตรียม polyacrylamide gel เขมขน 6 เปอรเซ็นต 
   การเตรียม polyacrylamide gel เขมขน 6 เปอรเซ็นต  จะมีอัตราสวนของ
acrylamide:bisacrylamide (19:1) และ ยูเรียเขมขน 7.5 โมลาร ดังตารางท่ี 3.7 โดยผสมยูเรีย น้ํากล่ัน
และ 5X TBE buffer (445 mM Tris-borate, 445 mM boric acid, 10 mM EDTA) ในบีกเกอรท่ีปด
ดวยฟลมใสหออาหารเพื่อปองกันการระเหยของน้ํา  ใหความรอนจนยูเรียหลอมละลายหมดโดยใช
ไมโครเวฟ  ประมาณ  5 – 10  วินาที ท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง เติม 30% acrylamide (19:1), 10% 
APS (ammonium persulfate)  และ TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenediamine) เขยาเบาๆ ใหเขา
กัน ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ เทเจลลงในชองวางระหวางกระจกจนเต็ม โดยวางกระจกดานบน
ใหเอียงทํามุมประมาณ 30 องศากับแนวระนาบ เสียบหวีลงในชองดานบนของกระจก จากนั้นปลอย
ใหเจลแข็งตัวประมาณ 5 ชั่วโมง หรือถาจะทิ้งเจลไวขามคืนควรใชแผนฟลมใสหออาหารปด
ดานบนของกระจก เพื่อรักษาความช้ืน 
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ตารางท่ี  3.7  ปริมาณสารท่ีใชสําหรับเตรียมเจลเขมขน 6 เปอรเซ็นต สําหรับกระจกขนาด 35 x 45                   
เซนติเมตร  

 

สวนประกอบ ปริมาตร 
ยูเรีย 
น้ํากล่ัน  
5X TBE buffer 
30% acrylamide (19: 1) 
10% APS 
TEMED 

22.5 กรัม 
12.5 มิลลิลิตร 
10    มิลลิลิตร 
10    มิลลิลิตร 
0.5   มิลลิลิตร 

      20  ไมโครลิตร 
ปริมาตรรวม                             50   มิลลิลิตร 

  
 
 3.5.3  การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส 
   เม่ือเจลแข็งตัวดีแลว กอนนํามาใชจะทําการลางกระจกดานนอกใหสะอาดแลวจึงดึงหวี
และแกะเทปกาวออก ระหวางดึงหวีออกตองคอยๆ ดึงระวังอยาใหเจลที่อยูระหวางชองหวีขาด 
จากนั้นนําไปประกอบเขากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส EC 160 DNA SEQUENCING [E–C 
APPARATUS CORPORAT] แลวเติม 0.5X TBE buffer ลงในชองดานบนและดานลางของของ
ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส  ระวังอยาใหมีฟองอากาศอยูใตกระจก  แลวตอสายเขากับตัวเคร่ืองทําการ  
pre-run กอนโดยใชความตางศักยคงท่ี 1,000 โวลตประมาณ 45 นาที หลังจากปดเคร่ืองแลวใชเข็ม
ฉีดยาดูด 0.5X TBE buffer และใชเข็มฉีดยาฉีด buffer ลงในชองหวีแตละชองเพื่อไลยูเรียท่ีอยูใน
ชองหวีออกใหหมด ทําใหสามารถหยอดตัวอยางดีเอ็นไดเต็มชองหวี จากนั้นเตรียมตัวอยาง
สารละลายดีเอ็นเอกับ formamide loading buffer (98% formamide, 0.1% xylene cyanol, 0.1% 
bromophenol blue, 10 mM 0.5 M EDTA pH 8.0) ในอัตราสวนสารละลายดีเอ็นเอ 4 ไมโครลิตรตอ 
formamide loading buffer 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปบมใน heating box ท่ีอุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 นาที เพื่อทําใหไดดีเอ็นเอสายเด่ียวและเปนการทําลาย secondary 
structure ของดีเอ็นเอ   หลังจากนั้นนําไปแชในน้ําแข็งทันที   นําตัวอยางสารละลายผสมของ          
ดีเอ็นเอท่ีไดหยอดลงในแตละชองหวีดวยไมโครปเปต และหยอดสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐาน    
[25 bp DNA ladder marker ของ Invitrogen] ท่ีทําการผสมกับ formamide loading buffer แลวลงใน
ชองหวีชองแรกและชองสุดทาย เพ่ือใชในการเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอ แลวจึงเปดเครื่องโดย
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 3.5.4  การยอมเจลดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท 

   นําแผนกระจกท่ีมีเจลติดอยูมาลางในถาดท่ีมีน้ํากล่ัน 1 ลิตร โดยหงายดานท่ีมีเจลติดอยู
ข้ึนดานบนเสมอ ระวังอยาทําใหเนื้อเจลลอกหรือถลอก เขยาเบาๆ บนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 5 นาที
หรือจนกวาสี xylene cyanol จะจางหายไป นําแผนกระจกยายมาแชในถาดท่ีมีสารละลาย CTAB 
เขมขน 0.1 เปอรเซ็นต 1 ลิตร เขยาเบาๆบนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 30 นาที แลวจึงนําแผนกระจกยาย
มาแชในถาดที่มีสารละลายแอมโมเนียเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีเตรียมใหมๆ  เขยา
เบาๆ บนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 15 นาที แลวนําแผนกระจกยายมาแชในถาดท่ีมีสารละลายซิลเวอรใน
เตรทท่ีเตรียมเสร็จใหมๆ ปริมาตร 1 ลิตร เขยาเบาๆ บนเคร่ืองเขยา เปนเวลา 20 นาที จึงยายแผน
กระจกมาแชในถาดน้ํากล่ัน 1 ลิตรอยางรวดเร็วเปนเวลา 1 นาที แลวนําแผนกระจกยายมาแชใน
สารละลาย developer (2% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde) ท่ีเตรียมใหม 1 ลิตร ซ่ึงแชเย็น
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เขยาเบาๆ อยางสมํ่าเสมอ เปนเวลา 5 – 25 นาที หรือจนกวาจะเห็นแถบ
ดีเอ็นเอชัดเจน จากนั้นนําแผนกระจกยายมาแชในน้ํากล่ัน 1 ลิตร อยางรวดเร็วเพื่อหยุดปฏิกิริยาโดย
แชน้ํากล่ันท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที แลวนําข้ึนมาผ่ึงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 
 

3.6  การวิเคราะหผลดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร 
 
   นําลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท้ังหมด 47 สายพันธุ ท่ีไดจากเทคนิคเอเอฟเอลพีมาทํา
การวิเคราะหหาความหลากหลายทางสายพันธุ โดยเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีตําแหนงเดียวกันของ
แตละตัวอยาง ถาตัวอยางไหนมีแถบดีเอ็นเอใหสัญลักษณ “1” ถาไมมีใหสัญลักษณ “0” แลวนํา
ขอมูลท่ีไดมาเปรียบเทียบหาความเหมือนและความแตกตาง โดยใชสูตรของ Nei และ Li (1979)2 
คํานวณหาดัชนีความเหมือนและจัดกลุมตัวอยางดวยวิธี unweighted pair group method with 
arithmetic mean (UPGMA)3 และแสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม 
NTSYS-pc  รุน 2.01e (Rolf, 1997)1 
 



 

บทที่ 4 
 

ผลและอภิปรายผลของการศึกษา 
 
 

4.1  วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวา 
 
 จากการสกัดดีเอ็นเอแตงกวาจํานวน  47  ตัวอยาง เพื่อใชในการตรวจสอบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมโดยเทคนิค AFLP  จากการใชไพรเมอรท้ังหมด  64  คูในการตรวจสอบ
ลายพิมพดีเอ็นเอ  พบวาคูไพรเมอรจํานวน 12  คู สามารถเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอไดดี ใหแถบดี
เอ็นเอที่ชัดเจนและสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุแตงกวาได และไพรเมอรจํานวน    
49  คู  สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอได แตไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุได 
และไพรเมอรจํานวน 3  คู  ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได (ตารางท่ี 4.1)  เม่ือนําช้ินดีเอ็นเอที่เพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิคพีซีอารมาแยกขนาดดวยวิธีอิเล็กโทรโรลิซิสใน denaturing  polyacrylamide  gel 
จากนั้นยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรท จะปรากฏแถบดีเอ็นเอในปริมาณมากและเหมาะสมตอ
การศึกษาดังภาพที่ 4.1 – 4.12  จากคูไพรเมอรท่ีเลือกใชจํานวน  12  คู  ใหแถบดีเอ็นเอจํานวน 912  
แถบ  ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่นํามาคิดเปนคะแนนอยูในชวง 50  คูเบสถึง  500  คูเบส  (เทียบขนาด
จาก    ดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder) เปนแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางกันของตัวอยาง
จํานวน 575 แถบ และเปนแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกันจํานวน  337  แถบ โดยพบวาคูไพรเมอรท่ีใหคา
โพลีมอรฟซึมเรียงลําดับจากมากไปหานอยมีดังตอไปนี้  คู E-ACT / M-CAG, คู E-AAG / M-CAA, 
คู E-ACC / M-CAT, คู E-AGG / M-CAG, คู E-AAC / M-CTT, คู E-AAG / M-CAC, คู E-ACG / 
M-CAG, คู E-ACT / M-CAA, คู E-AGG / M-CAC,   คู E-AGC / M-CAT, คู E-ACC / M-CTG 
และ  คู E-AGG / M-CAA  ตามลําดับ (ตารางท่ี 4.2)  ซ่ึงจะเห็นไดวาการเกิดแถบดีเอ็นเออยูในชวง 
47 – 122 แถบ ตอหนึ่งคูไพรเมอร   คิดเปนคาเฉล่ียไดเทากับ  76  แถบตอคูไพรเมอร   เม่ือคิดเปนคา
เปอรเซ็นตของการเกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกัน (percentage of polymorphic bands) จะมีคาเทากับ  
63.05  เปอรเซ็นต 
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ตารางท่ี  4.1  คูไพรเมอรท่ีใชในการทดสอบและไพรเมอรท่ีคัดเลือกสําหรับแตงกวา 
 

คูไพรเมอร M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT 

E-AAC 8 8 8 8 8 8 8 9 
E-AAG 9 9 o 8 8 8 8 8 
E-ACA 8 o 8 8 8 8 8 8 
E-ACC 8 8 8 9 8 8 9 8 
E-ACG 8 8 9 8 8 8 8 8 
E-ACT 9 8 9 8 8 8 8 8 
E-AGC 8 8 8 9 8 8 8 8 
E-AGG 9 9 9 8 8 8 o 8 

หมายเหตุ    9  = คูไพรเมอรท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดและเลือกใชในการทดลอง 
    8 =  คูไพรเมอรท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 

  o  = คูไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 
 
 
ตารางท่ี  4.2  สรุปผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของแตงกวา โดยเทคนนิคเอเอฟแอลพี 
 

คูไพรเมอร จํานวนแถบดีเอ็นเอ
ท่ีแตกตางกัน 

จํานวนแถบดีเอ็นเอ 
ท่ีเหมือนกัน 

จํานวนแถบดีเอ็นเอ
ท้ังหมด 

เปอรเซ็นต 
polymorphism 

E-ACT / M-CAG 84 16 100 84.00 
E-AAG / M-CAA 81 41 122 66.39 
E-ACC / M-CAT 57 17 74 77.03 
E-AGG / M-CAG 53 15 68 77.94 
E-AAC / M-CTT 51 47 98 52.04 
E-AAG / M-CAC 44 21 65 67.69 
E-ACG / M-CAG 44 35 79 55.70 
E-ACT / M-CAA 36 12 48 75.00 
E-AGG / M-CAC 35 44 79 44.30 
E-AGC / M-CAT 35 36 71 49.30 
E-ACC / M-CTG 28 33 61 45.90 
E-AGG / M-CAA 27 20 47 57.45 

รวม 575 337 912 X  =  63.05 
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ภาพท่ี  4.1  ลายพิมพดเีอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร    E-ACT / M-CAG    หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  

 

400 bp 

 

300 bp 

 

200 bp 

 

100 bp 

 
125 bp 

500 bp 



  

 

45 

 
300 bp 

 

50 bp 

 
 
ภาพท่ี 4.2 ลายพิมพดเีอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร  E-AAG / M-CAA  หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี 4.3 ลายพิมพดเีอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร  E-ACC / M-CAT  หมายเลข  

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี  4.4  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AGG / M-CAG หมายเลข   

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี  4.5  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AAC / M-CTT หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
 

 

400 bp 

 
200 bp 

 

100 bp 

 
125 bp 

 
500 bp 



  

 

49 

 

50 bp 

 
 
ภาพท่ี  4.6  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AAG / M-CAC หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี  4.7  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-ACG / M-CAG หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี  4.8  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AGG / M-CAC หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี 4.9  ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AGC/M-CAT หมายเลขแส

ลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี 4.10 ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AGC / M-CAT หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี 4.11 ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-ACC / M-CTG หมายเลข

แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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ภาพท่ี 4.12 ลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาท่ีเกิดจากการใชไพรเมอร E-AGG /M-CAA หมายเลข
แสดงลําดับตัวอยางตามตารางท่ี 4.1 และ M คือดีเอ็นเอมาตราฐาน 25 base pair ladder  
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4.2  การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.01e 
 
 การวิเคราะหความสัมพันธของแตงกวา จากการนําขอมูลของขนาดและจํานวนแถบ
ของชิ้นดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีจากตัวอยางท้ังหมด 47 ตัวอยาง ไดแถบ     
ดีเอ็นเอท้ังหมด 912 แถบ จากคูไพรเมอรท้ังหมด 12 คู พบวามีแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางกัน 575 แถบ 
และแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 337 แถบ คิดเปนเปอรเซ็นต polymorphism เทากับ 63.05 เปอรเซ็นต 
เม่ือนําขอมูลดังกลาวมาวิเคราะหและจัดกลุมโดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.01e1 โดยใช
สูตรของ Nei and Li (1979)2  คํานวณหาคาดัชนีความเหมือน (similarity index) ของตัวอยางพืชที
ละคูสลับกันจนครบทุกตัวอยาง  (ตารางท่ี 4.3) จากนั้นนําคาท่ีไดจากการเปรียบเทียบไปจัดกลุม
ความสัมพันธดวยวิธี UPGMA3 และแสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree (ภาพท่ี 4.13)  
 คาดัชนีความเหมือนของแตงกวาทั้ง 47 ตัวอยางท่ีคํานวณไดอยูในชวง 0.785 – 0.975 
ซ่ึงแสดงใหเห็นวากลุมแตงกวาตัวอยางมีความสัมพันธทางพันธุกรรมท่ีคอนขางใกลชิดกัน โดยคู
ตัวอยางท่ีมีคาดัชนีความเหมือนมากท่ีสุดคือตัวอยางท่ี 25 (CSL 0076) และ 26 (CSL 0080) โดยมีคา
ดัชนีความเหมือนอยูท่ี 0.975 แสดงวาแตงกวาตัวอยางท่ี 25 และ 26 มีความคลายคลึงกันเทากับ 97.5 
เปอรเซ็นต ซ่ึงเม่ือพิจารณาประวัติการผสมพันธและแหลงท่ีมาพบวาท้ัง 2 ตัวอยางมีแหลงท่ีมาจาก
ประเทศไทย รวมท้ังมีพอพันธุและแมพันธุท่ีมาจากแหลงพันธุกรรมใกลเคียงกัน (ตารางท่ี 1 
ภาคผนวก ก) สวนคูตัวอยางท่ีมีคาดัชนีความเหมือนนอยท่ีสุดคือตัวอยางท่ี 5 (PI 358814) และ 27 
(PI 164173) โดยมีคาดัชนีความเหมือนอยูท่ี 0.785 หรือมีความคลายคลึงกันเทากับ 78.5 เปอรเซ็นต 
ซ่ึงเปนตัวอยางท่ีมีแหลงท่ีมาจากประเทศมาเลเซียและอินเดียตามลําดับ คาดัชนีความเหมือนของ
การศึกษาในคร้ังนี้มีชวงใกลเคียงกับรายงานของ Onto และคณะ (2008)97 ท่ีศึกษาความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของแตงกวา  12   ตัวอยางโดยเทคนิค  RAPD  ซ่ึงมีคาดัชนีความเหมือนอยูในชวง     
0.67 – 0.93 แตมีชวงท่ีแคบกวาคาท่ีไดจากรายงานของ Milki และคณะ (2001)79 ท่ีศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของแตงกวาแอฟริกาท้ังหมด 26 ตัวอยางโดยเทคนิค RAPD ซ่ึงคา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของแตงกวาตัวอยางท่ีไดอยูในชวง 0.41 – 0.97  โดยคาความตางท่ี
เกิดข้ึนอาจเนื่องมาจากตัวอยางท่ีใชในการศึกษาของ Milki และคณะน้ันไดนําตัวอยางแตงกวาปา 
(C. sativus var. hardwickii) และลูกผสมแตงกวาปามาทําการศึกษาดวย ทําใหมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของตัวอยางมากกวาการศึกษาในคร้ังนี้ นอกจากนี้แลวยังพบผลการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของแตงกวา (Cucumis sativus) โดยอาศัยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร
อ่ืนๆ (isozyme, RFLP และ RAPD) ท่ีแสดงวา C. sativus var. sativus มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมคอนขางตํ่าเม่ือเปรียบเทียบกับ C. sativus var. hardwickii 54, 61, 82 
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 เม่ือนําตัวอยางแตงกวาท้ัง 47 ตัวอยางมาจัดกลุมความสัมพันธตาม phylogenetic tree 
สามารถแบงกลุมตัวอยางออกไดเปน 4 กลุม (ภาพท่ี 4.13) โดยท้ัง 4 กลุมมีความสัมพันธกันท่ี       
คาสัมประสิทธ์ิความเหมือนเทากับ 0.820  โดยกลุมท่ี 1 ประกอบดวยตัวอยางท้ังหมด 7 ตัวอยาง 
ไดแกตัวอยางท่ี 1, 2, 3, 4, 6, 7 และ 8  มีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนภายในกลุมเทากับ 0.867 ซ่ึง
ตัวอยางภายในกลุมท่ี 1 ท้ังหมดเปนสายพันธุแตงกวาท่ีมีคาความตานทานตอโรคราน้ําคางใน
ระดับสูง และเปนสายพันธุท่ีมีแหลงท่ีมาจากประเทศอินเดีย มาเลเซีย ไตหวัน ปากีสถาน และจีน 
ซ่ึงเปนประเทศในแถบทวีปเอเชียท้ังหมด 
 กลุมท่ี 2 ประกอบดวยตัวอยางท้ังหมด 36 ตัวอยาง ไดแกตัวอยางท่ี 9, 10, 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 
43, 44, 45, 46 และ 47 ซ่ึงเปนกลุมท่ีมีตัวอยางท่ีมีระดับความตานทานตอโรคราน้ําคางท้ังสูง      
ปานกลาง และตํ่า  โดยท่ีตัวอยางสวนใหญมีแหลงท่ีมาจากประเทศในทวีปเอเชียโดยเฉพาะประเทศ
ไทยมีถึง 17 ตัวอยาง  และมีเพียง 2 ตัวอยางท่ีมาจาก United State of America และ Yugoslavia              
มีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนภายในกลุมเทากับ 0.857  
 กลุมท่ี 3 ประกอบดวยตัวอยางท้ังหมด 3 ตัวอยาง ไดแกตัวอยางท่ี 18, 20 และ 36        
คาสัมประสิทธ์ิความเหมือนภายในกลุมเทากับ 0.866 ซ่ึงตัวอยางภายในกลุมท่ี 3 ประกอบดวย
ตัวอยางท่ีมีคาความตานทานตอโรคราน้ําคางในระดับปานกลาง 2 ตัวอยาง คือตัวอยางท่ี 18 และ 20 
สวนตัวอยางท่ี 36 มีคาความตานทานโรครานํ้าคางในระดับตํ่า แหลงท่ีมาของตัวอยางในกลุมนี้
ไดแก ประเทศไทย ญ่ีปุน และ จีน ตามลําดับ และกลุมท่ี 4 ประกอบดวยตัวอยางเพียงหน่ึงตัวอยาง 
ไดแกตัวอยางท่ี 5 ซ่ึงเปนตัวอยางท่ีมีระดับความตานทานตอโรคราน้ําคางสูง และมีแหลงท่ีมาจาก
ประเทศมาเลเซีย คาสัมประสิทธ์ิความเหมือนในกลุมเทากับ 0.820  
 จาก phylogenetic tree ท่ีไดพบวาตัวอยางในกลุมท่ี 1 และ 2 มีความสัมพันธใกลชิดกัน
มากท่ีสุด โดยมีสัมประสิทธ์ิความเหมือนระหวางกลุมเทากับ 0.851 และกลุมถัดมาไดแกกลุมท่ี 3 
โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนระหวางกลุมท่ี 1 กับกลุมท่ี 2 เทากับ 0.841 สวนแตงกวาตัวอยาง
ในกลุมที่ 4 มีคาความสัมพันธใกลชิดกับแตงกวาตัวอยางอีก 3 กลุมนอยท่ีสุด โดยมีคาสัมประสิทธ์ิ
ความเหมือนระหวางกลุมท่ี 1, 2 และ 3 เทากับ  0.820  นอกจากนี้เม่ือนําขอมูลการจัดกลุมจาก 
phylogenetic tree ท่ีไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลดานสัณฐานวิทยา (ตารางท่ี ก2 ภาคผนวก ก) และ
แหลงท่ีมาของกลุมตัวอยางแตงกวาท้ัง 47 ตัวอยางท่ีไดรับมาจากจากสถาบันวิจัยและฝกอบรม
การเกษตรลําปาง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลลานนา พบวาไมมีการแบงกลุมกันอยางชัดเจน
ตามลักษณะทางดานสัณฐานวิทยาหรือตามแหลงท่ีมา แตการแบงกลุมมีความสอดคลองตาม
แหลงท่ีมาและประวัติของการผสมพันธุ โดยจะสังเกตไดวาตัวอยางแตงกวาบางสวนท่ีมีคา
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ความสัมพันธใกลชิดกันจะมีแหลงท่ีมาจากภูมิศาสตรท่ีใกลเคียงกัน เชน ตัวอยางแตงกวาในกลุมท่ี 
3 (ประเทศไทย ญ่ีปุน และจีน) และตัวอยางแตงกวาในกลุมท่ี 1 (ประเทศอินเดีย มาเลเซีย ไตหวัน 
ปากีสถาน และจีน) โดยเฉพาะแตงกวาตัวอยางท่ีมีแหลงท่ีมาจากประเทศไทยจะถูกจัดอยูในกลุมท่ี 
2 เกือบท้ังหมด ยกเวนตัวอยางท่ี 18 (CSL 0068) ท่ีถูกจัดใหอยูในกลุมท่ี 3 ซ่ึงเม่ือพิจารณาตาม
ประวัติการผสมพันธุพบวาตัวอยางแตงกวาท่ีมาจากประเทศไทยสวนใหญมาจากพอพันธุและแม
พันธุท่ีมีแหลงพันธุกรรมใกลเคียงกัน (ตารางท่ี ก1 ภาคผนวก ก)  
 นอกจากนี้เม่ือเปรียบเทียบ phylogenetic tree ท่ีไดกับระดับความตานทานตอโรครา
น้ําคางท่ีแบงออกเปนสายพันธุแตงกวาท่ีมีความตานทานตอโรคราน้ําคางในระดับสูง (R)              
15 ตัวอยาง ตานทานในระดับปานกลาง (M) 20 ตัวอยาง และตานทานไดในระดับตํ่าระดับตํ่า (S) 
12 ตัวอยาง ก็ไมพบการแบงกลุมกันอยางชัดเจนระหวางตัวอยางแตงกวาตามระดับความตานทาน
ตอโรคราน้ําคาง รวมถึงเม่ือตรวจสอบจากลายพิมพ AFLP ท่ีไดก็ไมพบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (MAS: 
marker assisted selection) ท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุแตงกวาท่ีตานทานตอโรค
ราน้ําคางในระดับสูงและระดับตํ่าไดเชนกัน แตจากผลการศึกษาของ Horejsi และคณะ (2000)38  ได
รายงานวาพบเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุแตงกวาท่ีตานทาน
ตอโรคราน้ําคางในระดับสูงและต่ําไดโดยอาศัยเทคนิค RAPD (960 ไพรเมอร)ในการหา
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับยีนท่ีตานทานตอโรคราน้ําคาง (dm gene) อยางไรก็ตามยังมี
รายงานการวิจัยท่ีพบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจากการใชเทคนิค AFLP ในการศึกษา เชน การศึกษาของ 
Witkowicz และคณะ (2003)98 รายงานวาพบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกตางของ
การแสดงออกของเพศดอกในตนแตงกวาดวยคูไพรเมอร Eco RI  และ Mse I รวมท้ังหมด  56  คู
ไพรเมอร  และการศึกษาของ Su-qin และคณะ (2007)99 ไดรายงานวาพบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ          
1 ตําแหนง (E25/M63-103) ท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุแตงกวาท่ีตานทานตอโรค
ราแปง (powdery mildew) และสายพันธุท่ีไมตานทานจากคูไพรเมอร Eco RI  และ Mse I รวม
ท้ังหมด  256  คูไพรเมอร  เปนตน และเม่ือพิจารณาเฉพาะตัวอยางแตงกวาท่ีมีความตานทานตอโรค
ราน้ําคางในระดับสูง พบวาสามารถจําแนกตัวอยางไดเปน 3 กลุมใหญ ไดแกกลุมท่ี 1, 2 และ 4  
โดยกลุมท่ี 1 มีตัวอยางท้ังหมด 7 ตัวอยาง ไดแกตัวอยางท่ี 1, 2, 3, 4, 6, 7 และ  8  มีแหลงท่ีมาจาก
ประเทศอินเดีย มาเลเซีย ไตหวัน ปากีสถาน และจีน มีคาดัชนีความเหมือนภายในกลุมอยูระหวาง 
0.842 – 0.938 กลุมท่ี 2 มีตัวอยางแตงกวาท่ีมีความตานทานตอโรคราน้ําคางสูง 7 ตัวอยาง ไดแก
ตัวอยางท่ี 9, 10, 11, 12, 13, 14 และ 15 ซ่ึงมีแหลงมีมาจากประเทศจีนและไทย มีคาดัชนีความ
เหมือนภายในกลุมอยูระหวาง 0.876 – 0.957 กลุมท่ี 4 ประกอบดวยตัวอยางท่ี 5 เพียงตัวอยางเดียว 
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ซ่ึงมีแหลงท่ีมาจากประเทศมาเลเซีย มีคาดัชนีความเหมือนเม่ือเปรียบเทียบกับอีก 2 กลุมเทากับ 
0.820  
 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจัดจําแนกกลุมแตงกวาตัวอยางท่ี
ตานทานตอโรคราน้ําคางนั้น สามารถนํามาใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุได เนื่องจากผลของ 
phylogenetic tree แสดงใหเห็นวาแหลงพนัธุกรรมของตัวอยางท้ังสามกลุมนั้นแตกตางกัน โดยกลุม
ท่ี 1 และกลุมท่ี 2 คาดวานาจะมีแหลงพันธุกรรมท่ีใกลเคียงกัน โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือน
ระหวางกลุมอยูท่ี 0.851 สวนกลุมท่ี 4 ประกอบดวยตัวอยางท่ี 5 เพียงตัวอยางเดียว พบวาตัวอยางนีมี้
แหลงพันธุกรรมท่ีแตกตางออกมาจากกลุมที่ 1 และกลุมท่ี 2  อยางชัดเจน โดยมีคาสัมประสิทธ
ความเหมือนระหวางกลุมท่ี 1 และ 2 อยูท่ี 0.820  ซ่ึงตัวอยางท่ี 5 (PI 358814) นี้เปนประโยชนอยาง
มากในการนําไปปรับปรุงพันธุจากฐานพันธุกรรมท่ีแตกตางออกจากกลุมตัวอยางท่ี 1 และ 2 เปน
อยางมาก โดยสามารถเลือกตัวแทนแตงกวาท่ีมีความตานทานตอโรคราน้ําคางมากท่ีสุดในแตละ
กลุมมาผสมพันธุระหวางกลุมเพื่อสรางประชากรใหมท่ีมีความตานทานตอโรคราน้ําคางไดมาก
ยิ่งข้ึน รวมไปถึงการพัฒนาเพื่อหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถบงช้ีความแตกตางระหวางสายพันธุ
แตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางและสายพันธุท่ีไมตานทานโดยเทคนิค AFLP เพื่อประโยชนใน
การรวบรวมสายพันธุและการปรับปรุงพันธุตอไป 
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ตารางที่  4.3  คา Similarity Index ที่ไดจากการเปรียบเทียบคาความเหมือนกันของแถบดีเอ็นของแตงกวา 
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ภาพที่  4.13  การจัดกลุมของแตงกวาในลักษณะ phylogenetic tree โดยการวเิคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.01e 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลของการศึกษาวิจัย 
 
 
         5.1  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของแตงกวาจํานวน 47 สายพันธุ ดวยเทคนิค AFLP   
จากการใชไพรเมอรท้ังหมด 64 คู พบวาไพรเมอรท่ีสามารถเพ่ิมจํานวนช้ินสวนดีเอ็นเอไดดี ใหแถบ
ดีเอ็นเอท่ีชัดเจนและสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุแตงกวาได จํานวน 12 คู 
 
         5.2  จากคูไพรเมอรท่ีเลือกใชจํานวน  12  คู  ใหแถบดีเอ็นเอท้ังหมดจํานวน 912  แถบ   
เปนแถบดีเอ็นเอท่ีใหความแตกตางกันจํานวน 575 แถบ เม่ือคิดเปนคาเปอรเซ็นตของการเกิดแถบ  
ดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันโดยเฉล่ียตอคูไพรเมอร มีคาเทากับ  63.05  เปอรเซ็นต 
 

5.3  คาของดัชนีความเหมือนท่ีคํานวณไดอยูในชวง 0.785 – 0.975 โดยคูตัวอยางท่ีมีคา
ดัชนีความเหมือนมากท่ีสุดคือตัวอยางท่ี 25 และ 26  และคูตัวอยางท่ีมีคาดัชนีความเหมือนนอยท่ีสุด
คือตัวอยางท่ี 5 และ 27 
 

5.4  เม่ือนํามาจัดกลุมความสัมพันธตาม phylogenetic tree สามารถแบงกลุมตัวอยางออก
ไดเปน 4 กลุม โดยท้ัง 4  กลุมมีความสัมพันธกันท่ีสัมประสิทธ์ิความเหมือนเทากับ 0.82 ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวากลุมแตงกวาตัวอยางมีความสัมพันธทางพันธุกรรมท่ีคอนขางใกลชิดกัน 
 

5.5  จากผลของ Phytlogenetic tree แสดงใหเห็นวาแหลงพันธุกรรมของกลุมแตงกวาท่ี
ตานทานตอโรคราน้ําคางในระดับสูงนั้นแตกตางกัน โดยกลุมท่ี 1 และกลุมท่ี 2 นั้น คาดวานาจะมี
แหลงพันธุกรรมท่ีใกลเคียงกัน โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนระหวางกลุมอยูที่ 0.851 สวนกลุม
ท่ี 4 ซ่ึงประกอบดวยตัวอยางท่ี 5 (PI 358814) เพียงตัวอยางเดียว โดยเปนตัวอยางท่ีมีแหลงกําเนิดอยู
ในประเทศมาเลเซีย และมีแหลงพันธุกรรมท่ีแตกตางออกมาจากกลุมท่ี 1 และกลุมท่ี 2 อยางชัดเจน 
โดยมีคาสัมประสิทธ์ิความเหมือนระหวางอีก 2 กลุมอยูท่ี  0.820 
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5.6  สามารถเลือกตัวอยางแตงกวาในแตละกลุมท่ีมีคาความตานทานตอโรคราน้ําคางมาก
ท่ีสุดเปนตัวแทนกลุม (เนื่องจากภายในกลุมเดียวกันมีแหลงพันธุกรรมท่ีใกลเคียงกันมาก) นําไป
ผสมพันธุระหวางกลุมท่ี 1, 2 และ 4 เพื่อสรางประชากรแตงกวาท่ีตานทานตอโรคราน้ําคางไดมาก
ยิ่งข้ึน 
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ขอมูลแหลงที่มาและสณัฐานวิทยา 
ของแตงกวาตัวอยางทั้ง 47 ตัวอยาง 
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ตารางที่ ก1  ขอมูลแหลงที่มาของแตงกวาตัวอยางทั้งหมด 47 ตัวอยางที่ใชในการทดลอง 
 

ตัวอยาง Accession Country Province Name Source Pedigree Disease Rating 
(score 0-5) 

1 PI  197088 India Assam 11763 USDA - 1 

2 PI  321009 Taiwan - Nanchi White Spine USDA - 0.5 

3 PI  330628 Pakistan - Kshira USDA - 0.8 

4 PI  358813 Malaysia Kuala Lumpur - USDA - 1.2 

5 PI  358814 Malaysia Kuala Lumpur - USDA - 0.8 

6 PI  432875 China - San dong si gua 101; 458 USDA - 0.8 

7 PI  432876 China - San dong si gua 12; 459 USDA - 0.8 

8 PI  432878 China - San dong si gua 127; 461 USDA - 0.5 

9 PI  432886 China - San dong si gua 7156; 469 USDA - 1.2 

10 CSL 0013 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 1 

11 CSL  0077 Thailand - - LARTC S61 1.2 

12 CSL  0088 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 1.2 

13 CSL  0089 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 1.2 

14 CSL  0096 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 0.8 

15 CSL  0097 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 0.8 

16 PI  279468 Japan - Ochiai-fushinari, Omoroved Strain II USDA - 1.5 
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ตารางที่  ก1  (ตอ) 
 

ตัวอยาง Accession Country Province Name Source Pedigree Disease Rating 
(score 0-5) 

17 PI  288238 Japan - Yomaki Plant Ii USDA - 1.5 

18 CSL  0068 Thailand - - LARTC Open pollinate variety 1.5 

19 CSL  0092 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 1.5 

20 PI  114339 Japan - Manchuko Wonder USDA - 1.8 

21 PI  234517 United State South carolina SC50 USDA - 1.8 

22 PI  390259 Japan - Sagami Hanjiro (A) USDA - 1.8 

23 CSL  0014 Thailand - - LARTC Open pollinate variety 1.8 

24 CSL  0044 Thailand - - LARTC S6  1.8 

25 CSL  0076 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 1.8 

26 CSL  0080 Thailand - - LARTC S6  1.8 

27 PI  164173 India Maharashtra Khira;8886 USDA - 2 

28 CSL  0022 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 2 

29 PI  426170 Philippines Luzon UPL-Cu-2; Ca-73-21 USDA - 2.2 

30 CSL  0043 Thailand - - LARTC Open pollinate variety 2.3 

31 CSL  0012 Thailand - - LARTC S72 2.4 

32 PI  426169 Philippines Luzon UPL-Cu-1; Ca-73-19 USDA - 2.5 
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ตารางที่  ก1  (ตอ) 
 

Accession Country Province Name Source Pedigree Disease Rating 
(score 0-5) ตัวอยาง 

 
หมายเหตุ  1; S6 หมายถึงการผสมตัวเองมาแลว 6 ชั่ว 

33 CSL  0015 Thailand - - LARTC F1 of  unknown 2.5 

34 CSL  0046 Thailand - - LARTC S7  2.5 

35 CSL  0067 Thailand - - LARTC Open pollinate variety 2.8 

36 PI  103049 China Beijing Kuai Huang Kua; 12 USDA - 4 

37 PI  167223 Turkey Icel Hiyar;417 USDA - 4 

38 PI  175121 India Uttar Prade Khira; No. 10382 USDA - 4.5 

39 PI  178886 Turkey Cankiri 9662 USDA - 4.5 

40 PI  209067 United State Ohi M 20 USDA - 3.8 

41 PI  211979 Iran Weat Azerbaijar 6 USDA - 3.5 

42 PI  227013 Iran Khuzestan 14566 USDA - 3 

43 PI  321010 Taiwan - Nei Wu USDA - 4 

44 PI  357857 Yogoslavia - Krupna; 704 USDA - 3.5 

45 PI  466922 Russian Federation - M-2C USDA - 3.2 

46 PI  478366 China Xinjang O 106a USDA - 3 

47 PI  483340 Korea South, Seoul H.N. Semiwhite F1 USDA - 2.8 
 

   2; S7 หมายถึงการผสมตัวเองมาแลว 7 ชั่ว 77 
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ตารางที่  ก2  ขอมูลลักษณะทางดานสัณฐานวิทยาของแตงกวาตัวอยางทั้ง 47 ตัวอยางที่ใชในการทดลอง 
 

ความยาวผล ผลผลิต/ไร 
(ตัน) 

ผลสี ผลสี น้ําหนักผล
(กรัม) 

ความกวางผล ความยาวผล 
ตัวอยาง Accession เพศของดอก ใบ มือเกาะ กิ่งกาน ตา (ซม.) เขียว ขาว (ซม.) (ซม.) 

1 PI  197088 6.7 M1 - - 18 112 9 18 10 100  62.9 4 6.7 

2 PI  321009 - M - - - - - - - - - - - - 

3 PI  330628 6.7 M - - - - - - 2 100 - 78.6 4.6 6.7 

4 PI  358813 15.5 M - - 22 136 0 22 2.4 100 - 127.8 3.5 15.5 

5 PI  358814 16.6 M - - 24 151 0 24 4 100 - 115.3 2.9 16.6 

6 PI  432875 20.2 M - - 17 100 2 17 0.7 100 - 152.5 3 20.2 

7 PI  432876 25.6 M - - 20 129 4 20 4.8 100 - 176.8 3 25.6 

8 PI  432878 23.6 M - - 12 75 5 12 6.7 100 - 128.2 2.9 23.6 

9 PI  432886 16.5 M - G2 13 133 12 23 5.8 81.1 18.9 105.1 3.3 16.5 

10    CSL  0013 12.9 M - G 20 147 10 20 7.2 43.1 56.9 101.3 3.5 12.9 

11 CSL  0077 9.6 M - G 25 147 14 25 5.5 100 - 76.4 3.8 9.6 

12 CSL  0088 9 M - - 23 143 13 23 7 81.4 18.6 70.7 3.6 9 

13 CSL  0089 9.3 M - G 22 160 11 22 3.7 100 - 78.8 3.9 9.3 

14 CSL  0096 8.9 M - - 17 124 8 17 3.4 100 - 70.7 3.7 8.9 

15 CSL  0097 9 M - - 25 144 13 25 7.9 42.6 57.4 60.9 3.4 8.6 

16 PI  279468 - M - - - - - - - - - - - - 

17 PI  288238 14.6 M - - 20 112 8 20 2.9 100 - 93.6 3.7 14.6 
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ตารางที่  ก2  (ตอ) 
 

ความยาวผล ผลผลิต/ไร 
(ตัน) 

ผลสี ผลสี น้ําหนักผล
(กรัม) 

ความกวางผล ความยาวผล 
ตัวอยาง Accession เพศของดอก ใบ มือเกาะ กิ่งกาน ตา (ซม.) เขียว ขาว (ซม.) (ซม.) 

18 CSL  0068 7.9 M - - 22 119 8 22 6.8 100 - 67.9 3.7 7.9 

19 CSL  0092 8.9 M - - 21 138 10 21 3.8 100 - 74 3.7 8.9 

20 PI  114339 - M - - 17 134 3 17 - - - - - - 

21 PI  234517 13.4 M - - 21 127 8 21 3.5 100 - 86.9 3.2 13.4 

22 PI  390259 16 M - - 17 111 8 17 7 100 - 112.5 3.2 16 

23 CSL  0014 14 M - G 22 148 9 22 9.1 100 - 101.4 3.6 14 

24 CSL  0044 9.4 M - G 24 165 10 24 6.9 100 - 79.9 3.7 9.4 

25 CSL  0076 8.3 M - G 22 136 13 22 7.4 81.8 18.2 64.4 3.6 8.3 

26 CSL  0080 11.3 M - G 20 129 9 20 9.3 100 - 72.5 3.3 11.3 

27 PI  164173 - - - - - - - - - - - - - - 

28 CSL  0022 - M - G 24 130 13 24 - - - - - - 

29 PI  426170 14.1 M A3 G 19 140 7 19 2.1 100 - 107.7 3.4 14.1 

30 CSL  0043 10.2 M - G 21 148 10 21 2.2 100 - 82.2 3.6 10.2 

31 CSL  0012 8.9 M A - 23 134 14 23 3.9 48.8 51.2 72.9 3.6 8.9 

32 PI  426169 14.4 M - G 20 129 10 20 4.3 100 - 106.6 3.5 14.4 

33 CSL  0015 - M A - 18 139 11 18 - - - - - - 

34 CSL  0046 9.2 M - G 16 94 7 16 4.3 100 - 66.7 3.5 9.2 
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ตารางที่  ก2  (ตอ) 
 

ตัวอยาง Accession ความยาวผล 
(ซม.) เพศของดอก ใบ มือเกาะ กิ่งกาน ตา ผลผลิต/ไร 

(ตัน) 
ผลสี 
เขียว 

ผลสี 
ขาว 

น้ําหนักผล
(กรัม) 

ความกวางผล 
(ซม.) 

ความยาวผล 
(ซม.) 

35 CSL  0067 7.5 M - G 24 124 9 24 8.5 39.4 60.6 67.9 3.9 7.5 

36 PI  103049 13.2 M - - 16 108 2 16 8.2 100 - 97.3 3.7 13.2 

37 PI  167223 - M A - 25 119 12 25 - - - - - - 

38 PI  175121 - M - - 10 64 4 10 - - - - - - 

39 PI  178886 8.5 M A - 26 129 10 26 1.4 100 - 66.3 3.7 8.5 

40 PI  209067 10.4 M - - 24 154 9 24 5.6 100 - 73 3.5 10.4 

41 PI  211979 13 M - - 29 148 13 29 19 100 - 84.4 3 13 

42 PI  227013 14.7 M A - 28 167 14 28 2.3 100 - 121.8 3.7 14.7 

43 PI  321010 10 M A G 20 131 10 20 6.8 100 - 75.2 3.5 10 

44 PI  357857 - - A - - - - - - - - - - - 

45 PI  466922 12.2 M A G 14 68 1 14 1.9 100 - 92.2 3.7 12.2 

46 PI  478366 31.9 M - - 18 118 5 18 3.6 100 - 161.3 2.7 31.9 

47 PI  483340 16.3 M - G 20 156 7 20 5.4 100 - 111.7 3 16.3 

หมายเหตุ 1; M = Monoeciuos plant 

  3; A = Androeciuos plant 
  2; G = Gynoeciuos plant 
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สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอและเทคนิค AFLP 
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1.  2X CTAB buffer  
2% hexadecyltrimethyl ammonium bromide (หรือ CTAB, cethyltrimethyl ammonium 
bromide) 
1.4 M NaCl 
20 mM EDTA pH 8.0 
100 mM Tris-HCl pH 8.0 

 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ช่ัง สาร   CTAB      2.00 กรัม  
    NaCl      8.18 กรัม  
 แลวเติม   0.5 M EDTA pH 8.0   4.00 มิลลิลิตร  
    1M Tris-HCl pH 8.0  10.00  มิลลิลิตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 100 มิลลิลิตร ละลายสารท้ังหมดใหเขา
กัน แลวจึงนําไปนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที 
 

2.  Chloroform: Isoamyl alchohol (24: 1) 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 400 มิลลิลิตร 
  ตวงสาร  Chloroform  384.00 มิลลิลิตร 
    Isoamyl alchohol    16.00 มิลลิลิตร 
 ผสมสารท้ังหมดใหเขากันในภาชนะท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที 
 

3.  Phenol: Chloroform: Isoamyl Alcohol (25: 24: 1) 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ตวงสาร  Phenol      5.00 มิลลิลิตร 
    Chloroform     4.80 มิลลิลิตร 
    Isoamyl alchohol     0.20 มิลลิลิตร 
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 ผสมสารท้ังหมดใหเขากันในภาชนะท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที  จากนั้นเก็บรักษาสารผสมท่ีไดไวภายใต 100 mM 
Tris-Cl (pH 8.0) ในภาชนะกันแสง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

4.  Linear polyacrylamide 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 20 มิลลิลิตร 

4.1 ละลาย acrylamide 0.05 กรัม ในบัฟเฟอร (40 mM Tris-HCl, 20 mM sodium 
acetate, 1 mM EDTA pH 8.0) 1 มิลลิลิตร 

4.2 เติม 10% ammonium persulfate 10 ไมโครลิตร และ TEMED 1 ไมโครลิตร ตั้งท้ิง
ไวท่ีอุณหภมิูหองเปนเวลา 75 นาที 

4.3 เติม absolute ethanol 2.53 มิลลิลิตร แลวนาํไปปนเหวี่ยงท่ี 15,000 g นาน 2 นาท ี
4.4 เทสารละลายใสท้ิงไปและปลอยใหตะกอนท่ีไดแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
4.5 เติมน้ํากล่ัน 20 มิลลิลิตร เพื่อละลายตะกอนและต้ังท้ิงไวขามคืน 
4.6 เก็บสารละลายในภาชนะกนัแสงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนํามาใชตอไป 

 

5.  RNase buffer 
 10 mM Tris-HCl pH 8.0 
 15 mM NaCl 
 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 500 มิลลิลิตร  
 ตวงสาร   1 M Tris-HCl pH 8.0  5.00 มิลลิลิตร 
   3 M NaCl  1.50 มิลลิลตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 500 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
แลวจึงนําไปนึง่ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เปนเวลา 15 
นาที 
 

6.  50X TAE buffer 
 2 M Tris-base  
 1 M acetic acid 
 50 mM EDTA pH 8.0  
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วิธีการเตรียมในปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร Tris-base   242.0   กรัม 
  1 M acetic acid    57.1 มิลลิลิตร 
  0.5 M EDTA pH 8.0  100.0 มิลลิลิตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 1000 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
แลวจึงนําไปนึง่ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เปนเวลา 15 
นาที 
 

7.  10X Tris EDTA (TE buffer) 
 10 mM Tris-HCl pH 8.0 
   1 mM EDTA pH 8.0 
 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 ตวงสาร 1 M Tris-HCl pH 8.0  1.00 มิลลิลิตร 
  0.5 M EDTA pH 8.0  0.20  มิลลิลิตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 100 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
แลวจึงนําไปนึง่ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เปนเวลา 15 
นาที 
 

8.  5X TBE  buffer  
 445 mM Tris-base 
 445 mM boric acid 
 10 mM 0.5 M EDTA (pH 8.0) 

 
 วิธีการเตรียมสารในปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร Tris base   54.00 กรัม 
      Boric acid   27.50 กรัม 
      0.5 M EDTA (pH 8.0)  20.00 มิลลิลิตร 
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 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 1000 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน
แลวจึงนําไปนึง่ฆาเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด/ตารางน้ิว เปนเวลา 15 
นาที 
 

9.  6X loading buffer 
 0.25% bromophenol blue 
 0.25% xylene cyanol 
 30% glycerol 
 
วิธีการเตรียมสารในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร  bromophenol blue  0.025 กรัม 
   xylene cyanol  0.025 กรัม 
 เติม  glycerol   3.00 มิลลิลิตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 10 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
เก็บรักษาสารละลายท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
 

10. Formamide loading buffer 
 0.1% bromophenol blue 
 0.1% xylene cyanol 
 10 mM 0.5 M EDTA (pH 8.0) 
 98% formamide 
 
วิธีการเตรียมสารในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร  bromophenol blue  0.01 กรัม 
   xylene cyanol  0.01  กรัม 
 เติม  0.5 M EDTA (pH 8.0) 200 ไมโครลิตร 
 จากนั้นเติม formamide ใหไดปริมาตรรวมเทากับ 10 มิลลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
เก็บรักษาสารละลายท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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11.  0.5 μg/ml Ethidium bromide 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 200 มิลลิลิตร 

ตวงสาร  Ethidium bromide (10mg/ml)  100  μl  
    น้ํากล่ัน    200  ml 
 ผสมใหเขากันและเก็บไวในภาชนะทึบแสงหรือภาชนะท่ีหุมดวยแผนฟลอยด
อะลูมิเนียมแลวเก็บใหพนแสงในอุณหภูมิหอง  
 

12.  Silver Nitrate solution  
วิธีการเตรียมในปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร silver nitrate  1.60 กรัม 
 เติม  น้ํากล่ัน  994 มิลลิลิตร  คนจนสารละลายเขากัน 
  จากนั้นเติม 1M NaCl  4.00 มิลลิลิตร  คนจนไดสารละลายสีน้ําตาลขุน 
 คอยๆ เติม liquid ammonia (25%) ทีละหยด (ประมาณ 2 – 2.4 มิลลิลิตร)   จนได
สารละลายใส จึงใสเพิ่มอีก 2 หยด ผสมใหเขากัน เก็บสารละลายท่ีไดในภาชนะทึบแสงหรือภาชนะ
ท่ีหุมดวยแผนฟลอยดอะลูมิเนียมแลวเก็บใหพนแสงในอุณหภูมิหอง 
 

13. Developer 
 2% sodium carbonate 
 0.02% formaldehyde (37%) 
 
วิธีการเตรียมในปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 ช่ังสาร sodium carbonate   20.00 กรัม 
 เติม  formaldehyde (37%)               600 ไมโครลิตร 
 จากนั้นเติมน้ํากล่ันใหไดปริมาตรรวมเทากับ 1000 มิลลิลิตร ผสมสารท้ังหมดใหเขากัน 
แชเยน็สารละลายท่ีไดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (เพื่อใชในข้ันตอนการยอมเจลตอไป) 
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Proceeding ของการนําเสนอผลงานในรูปแบบปากเปลาในงานประชุมวิชาการนานาชาติประจําปของสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพ
แหงประเทศไทย คร้ังท่ี 19 ระหวางวันท่ี 9 – 12 ตุลาคม 2550 ณ คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร    
ศูนยรังสิต  

Genetic Diversity of Downy Mildew Resistant 
Cucumber Using the AFLP Technique. 

 
Nattawan Thongthod, Panom Winyayong, Siam Popluechai, Ekachai Chukeatirote 

and Somrudee Onto 
 

School of Science, Mae Fah Luang University, Chiang Rai 57100 Thailand 
 

Abstract 
The genetic diversity of 27 downy mildew resistant cucumber (Cucumis 

sativus) cultivars was determined by amplified fragment length polymorphism (AFLP) 
analysis. To perform the AFLP analysis, sixty four combinations of primers were used 
and the results were interpreted based on total and polymorphic scores. For Cucumis 
sativus, the total of 889 AFLP bands were detected using twelve combinations of 
primers. Nei and Li’s similarity coefficients were calculated and a phylogenetic tree 
was then constructed using the UPGMA analysis to trace their phylogenetic 
relationship. According to the results, these C. sativus plants were highly polymorphic 
and can be divided into 3 clusters of downy mildew resistant cucumber and 2 clusters 
of susceptible with the similarity values in the range of 0.790 – 0.957. 
 
Keywords: Cucumis sativus, cucumber, AFLP, genetic diversity 
 
1. Introduction 

Cucumber is one of the most 
cultivated crops in Thailand. Although, 
many dieases of cucumbers have been 
reported, downy mildew caused by the 
fungus Psudoperonospora cubensis is 
regarded as one of the most serious causes 
affecting the cucumber yields (1,2). 
Especially in raining and winter seasons, 
cucumbers are often sensitive and can be 
tremendously destroyed by downy mildew. 
At present, control of downy mildew can be 
done through the use of resistant cultivars 
derived from traditional plant breeding (3). 
Successful identification of resistant 
cucumber cultivars is achieved by using 
molecular markers which can be used as 
additional tools for variety description 
(4,5,6). In addition, the use of molecular 
markers has been shown to reduce the errors 
that may arise from phonotypic plasticity 
(7,8,9). In the course of downy mildew 
resistant cucumber breeding programme, the 
AFLP technique was introduced to 
determine if there is genetic diversity among 

downy mildew resistant cucumber cultivars 
preserved.  

 
2. Methodology 

Twenty seven cultivars  (15 resistant 
and 12 susceptible)  of cucumber obtained 
as seeds from United States Department of 
A g r i cu l t u r e  ( U S D A )  a n d  L a m p a n g 
Agriculture Research and Training Center 
(LARTC) were grown in the experimental 
field of Mae Fah Luang University during 
November 2005 to January 2006 (Table 1). 
Genomic DNA  extracted from young leaf 
tissue of cucumber using a CTAB extraction 
procedure (10) and AFLP analysis were then 
carried out using sixty four  primer 
combinations (EcoRI and MseI primers) 
based on the protocal of Vos et al. (11). The 
results were then interpreted based on total 
and polymorphic scores. The DNA profiles 
generated were determined based on the 
absence and / or the presence of each band 
(score 0 and 1). The data recorded were 
eventually used to calculateusing the 
NTSYS-pc programme version 2.01e (12). 
A phylogenetic tree was constructed using      
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the unweighted pair-group method with 
a r i thmet ica l  averages  (UPGMA) as 
described by Sneath and Sokal (13).  
 
3. Results, Discussion and Conclusion 

In this analysis, only twelve 
combinations  of   primers  gave  
polymorphic bands in all genomic DNA 
samples. A total of 889 AFLP bands, 
ranging in size from 500 bp to  125  bp,  
were   identified,   in   which  523 bands 
(~58.83%) were polymorphic. The number 
of fragments detected by an individual 
primer combinations ranged from 47  to  117  
bands. These  data  were sub- sequently used 
to calculate the similarity index which were 
between 0.790 - 0.957   (table 2). 
Additionally, based on the phylogenetic tree 

constructed by the UPGMA cluster analysis 
and disease rating of downy mildew in each 
accessions, our results showed that there 
were five clusters: cluster I and II contained 
7 accessions of downy mildew resistant 
cucumber cultivars; cluster III and IV 
contained 11 and 1 accession of susceptible, 
respectively; and cluster V contained solely 
1 accession of downy mildew resistant 
cucumber (Figure 1). These data presented 
in this study were shown to confirm the 
existence of genetic diversity among these 
cucumber cultivars. Such information 
obtained from this analysis is expected to be 
important as genetic markers and useful for 
downy mildew resistant cucumber cultivars 
breeding programme. 

 
Table 1 Cucumber accessions used for examination of genetic diversity 
 

No. Accession Country Source1 Disease Rating2 (score 1-5) 
1 PI  197088 India USDA 1 
2 PI  321009 Taiwan USDA 0.5 
3 PI  330628 Pakistan USDA 0.8 
4 PI  358813 Malaysia USDA 1.2 
5 PI  358814 Malaysia USDA 0.8 
6 PI  432875 China USDA 0.8 
7 PI  432876 China USDA 0.8 
8 PI  432878 China USDA 0.5 
9 PI  432886 China USDA 1.2 

10 CSL 0013 Thailand LARTC 1 
11 CSL  0077 Thailand LARTC 1.2 
12 CSL  0088 Thailand LARTC 1.2 
13 CSL  0089 Thailand LARTC 1.2 
14 CSL  0096 Thailand LARTC 0.8 
15 CSL  0097 Thailand LARTC 0.8 
16 PI  103049 China USDA 4 
17 PI  167223 Turkey USDA 4 
18 PI  175121 India USDA 4.5 
19 PI  178886 Turkey USDA 4.5 
20 PI  209067 United State USDA 3.8 
21 PI  211979 Iran USDA 3.5 
22 PI  227013 Iran USDA 3 
23 PI  321010 Taiwan USDA 4 
24 PI  357857 Yogoslavia USDA 3.5 
25 PI  466922 Russian Federation USDA 3.2 
26 PI  478366 China USDA 3 
27 PI  483340 Korea USDA 2.8 

1 USDA, United States Department of Agriculture; LARTC, Lampang Agriculture Research and Training 
Center 
2 Disease Rating, visual rating system based on the appearance of lesions where:  score ≤ 1 showed 
appearance of lesions less than 20% and score ≥  3.5 showed  appearance of lesions more than 60 - 80%  
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Table 2 similarity matrix from 27 cultivars of  C. sativus generated from Nei’s method (14) 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 

1 1.000                           
2 0.857 1.000                          
3 0.895 0.904 1.000                         
4 0.883 0.888 0.863 1.000                        
5 0.843 0.846 0.860 0.818 1.000                       
6 0.864 0.883 0.908 0.842 0.846 1.000                      
7 0.866 0.903 0.885 0.882 0.835 0.937 1.000                     
8 0.869 0.863 0.880 0.852 0.822 0.926 0.938 1.000                    
9 0.849 0.853 0.883 0.864 0.834 0.866 0.868 0.896 1.000                   
10 0.855 0.853 0.879 0.848 0.826 0.879 0.873 0.895 0.924 1.000                  
11 0.820 0.837 0.841 0.826 0.828 0.820 0.826 0.823 0.885 0.884 1.000                 
12 0.854 0.842 0.869 0.830 0.844 0.850 0.840 0.857 0.904 0.903 0.893 1.000                
13 0.836 0.866 0.857 0.877 0.815 0.842 0.875 0.857 0.893 0.897 0.889 0.922 1.000               
14 0.845 0.868 0.860 0.893 0.808 0.839 0.880 0.862 0.894 0.895 0.876 0.909 0.957 1.000              
15 0.841 0.838 0.872 0.822 0.843 0.848 0.838 0.850 0.894 0.899 0.897 0.917 0.907 0.891 1.000             
16 0.824 0.822 0.832 0.796 0.800 0.845 0.836 0.845 0.832 0.857 0.830 0.838 0.831 0.830 0.856 1.000            
17 0.849 0.840 0.853 0.847 0.804 0.854 0.851 0.868 0.898 0.883 0.860 0.885 0.875 0.877 0.877 0.865 1.000           
18 0.821 0.830 0.838 0.830 0.794 0.826 0.837 0.837 0.866 0.858 0.875 0.860 0.873 0.872 0.868 0.862 0.897 1.000          
19 0.814 0.824 0.837 0.809 0.814 0.837 0.829 0.843 0.875 0.862 0.867 0.886 0.877 0.864 0.885 0.843 0.924 0.900 1.000         
20 0.839 0.842 0.829 0.849 0.806 0.834 0.860 0.853 0.864 0.849 0.835 0.860 0.878 0.883 0.854 0.839 0.908 0.864 0.895 1.000        
21 0.839 0.861 0.867 0.856 0.824 0.863 0.870 0.862 0.895 0.888 0.861 0.877 0.896 0.895 0.884 0.861 0.936 0.886 0.921 0.916 1.00  0       
22 0.831 0.863 0.862 0.838 0.830 0.857 0.869 0.857 0.871 0.872 0.852 0.852 0.874 0.867 0.867 0.856 0.905 0.880 0.895 0.900 0.933 1.000      
23 0.831 0.858 0.874 0.840 0.803 0.879 0.874 0.868 0.880 0.881 0.854 0.848 0.870 0.866 0.874 0.865 0.881 0.885 0.873 0.863 0.916 0.908 1.000     
24 0.828 0.849 0.840 0.863 0.800 0.832 0.863 0.853 0.891 0.870 0.850 0.856 0.887 0.891 0.862 0.841 0.919 0.888 0.907 0.907 0.937 0.910 0.902 1.000    
25 0.844 0.850 0.831 0.857 0.792 0.842 0.868 0.850 0.841 0.846 0.816 0.843 0.859 0.869 0.840 0.830 0.874 0.859 0.858 0.896 0.893 0.875 0.874 0.886 1.000   
26 0.841 0.869 0.858 0.852 0.790 0.879 0.906 0.895 0.860 0.881 0.836 0.842 0.875 0.882 0.856 0.863 0.888 0.868 0.859 0.886 0.900 0.892 0.925 0.901 0.905 1.000  
27 0.836 0.874 0.848 0.871 0.795 0.860 0.895 0.881 0.871 0.883 0.843 0.849 0.900 0.906 0.860 0.850 0.877 0.868 0.856 0.880 0.896 0.888 0.917 0.902 0.890 0.946 1.000 

90 
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Figure 1 Phylogenetic tree of C. sativus 
cultivars based on UPGMA cluster 
analysis of AFLP data generated by 12 
primers combinations. 
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ผลงานการนําเสนอในรูปแบบโปสเตอรในงานประชุมวิชาการพฤกษศาสตรแหงประเทศไทย คร้ังท่ี 2  ระหวางวันท่ี    
26 – 28 มีนาคม 2551 ณ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 
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Abstract 
 Downy mildew caused by Pseudoperonospora cubensis is found annually on 
cucurbits such as cucumbers, pumpkins and squash. The disease, when infected greatly 
reduces yield, fruit quality and harvesting time. Control the downy mildew can be achieved 
by the use of resistant varieties and/or fungicide chemicals. Fortunately, especially in 
cucumber, several resistant varieties have been presently available through the extensive 
breeding programme. In this study, twenty seven downy mildew resistant cucumber cultivars 
were collected and assessed for their genetic diversity. Initially, the genomic DNA samples 
were extracted from young leaf tissue of cucumbers using a CTAB extraction procedure. The 
AFLP analysis was then performed with twelve EcoRI-MseI primer combinations. A total of 
889 AFLP markers was generated and analysed. Cluster analysis revealed genetic variation in 
these cucumbers. Based on the results, there were 5 clusters in which the similarity values 
ranged from 0.790 to 0.957. These genetic data are expected to be useful as an efficient 
marker for breeding resistant cucumber cultivars. 
 
 
Keywords: Cucumis sativus, Cucumber, AFLP, Genetic variability, Downy mildew 
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26 – 28 มี.ค. 2551   นํา เสนอในรูปแบบโปสเตอรในงานการประชุมวิชาการ

พฤกษศาสตรแหงประเทศไทย คร้ังท่ี 2  ณ ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

9 – 12  ต.ค. 2550    นําเสนอผลงานในรูปแบบปากเปลาในงานการประชุมวิชาการ
นานาชาติประจําปของสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศ
ไทย  ค ร้ั ง ท่ี  1 9  ณ  คณะวิ ท ย า ศ าสตร แ ละ เ ทคโนโลยี 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต 
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