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การพัฒนาวิธีการระบุเพศมะละกอในระยะต้นกล้าต้นทุนต�่ำ
Low-cost Technique Development for Sex-type Identification of Papaya Seedling
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บทคัดย่อ
มะละกอเป็นพืชท่ีมดีอกแยกเพศ ต่างต้น 3 เพศ คอื ต้นเพศผู ้ต้นเพศเมยี และต้นสมบรูณ์เพศ ซึง่เกษตรกรที่

ปลูกมะละกอในเชิงการค้าต้องการเฉพาะต้นสมบูรณ์เพศ แต่ต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 3-4 เดือนมะละกอเริ่ม
ออกดอก จงึสามารถระบเุพศของมะละกอได้ ในขณะทีก่ารตรวจสอบเพศมะละกอในระดบัโมเลกุลสามารถด�ำเนนิการ
ได้ในระยะต้นกล้าแต่มต้ีนทนุทีส่งูการศกึษาในครัง้นีม้วัีตถุประสงค์เพ่ือลดต้นทุนและระยะเวลาในการระบเุพศมะละกอ
ด้วยเครือ่งหมายดเีอน็เอชนดิ SCARs ท่ีจ�ำเพาะเจาะจงต่อเพศมะละกอ แบ่งการทดลองเป็น 2 การทดลอง คือ การ
ทดลองที ่1 ทดสอบเครือ่งหมายดเีอน็เอโดยน�ำตวัอย่างสดใบมะละกอจากต้นเพศผู ้เพศเมยี และสมบรูณ์เพศ มาสกัด
ดเีอน็เอด้วยวิธี CTAB แล้วตรวจสอบเพศด้วยเครือ่งหมายดีเอน็เอ T1 และ W11 และการทดลองที ่2 เปรยีบเทยีบต้นทุน 
ระยะเวลาทีใ่ช้ และผลการระบเุพศของมะละกอด้วยเครือ่งหมายดเีอน็เอ T1 และ W11 เมือ่ใช้การสกดัดเีอน็เอ 2 วิธี คอื 
CTAB และ NaOH โดยใช้ มะละกอ 3 พันธ์ุ คอื พันธ์ุแขกนวล พันธ์ุแขกด�ำ และพันธ์ุปลกัไม้ลาย จ�ำนวนพันธ์ุละ 16 ต้น 
ในระยะต้นกล้า จากการทดลอง พบว่าไพรเมอร์ T1 และ W11 สามารถระบคุวามแตกต่างของเพศมะละกอได้โดยสามารถ
แยกมะละกอเพศผูแ้ละสมบรูณ์เพศออกจากเพศเมยีได้และการสกัดดเีอน็เอโดยใช้สารละลาย NaOH ใช้ต้นทนุท่ีต�ำ่กว่า 
ใช้เวลาน้อยกว่า และผลการระบเุพศมะละกอจากทัง้สองวธีิให้ผลไม่แตกต่างกัน

ค�ำส�ำคัญ : CTAB, NaOH, เครื่องหมายโมเลกุล,  การสกัดดีเอ็นเอ

Abstract
Papaya is a dioecious plant. There are three sex types; male, female and hermaphrodite. The  

hermaphrodite plant is much more beneficial for commercial planting system. Identifying sex-types can be 
done based on floral morphology in their reproductive stage, about 3-4 months after transplanting. However, 
sex-type can also be distinguished in their vegetative or seedling stage using molecular markers. But the 
cost of this technique is still high. In this study, we aimed to reduce materials and time cost in DNA  
preparation for sex-type identification using PCR-based markers. Two experiments were performed.  
Experiment 1:  Reliability test of sex-specific SCAR markers; DNA from fresh leaf tissue of male, female and 
hermaphrodite papaya were isolated using CTAB method. Selected SCAR markers, T1 and W11, were 
tested. Experiment 2: Comparisons of materials and time cost as well as the sex-type identification results, 
between two DNA preparation methods, i.e. CTAB and NaOH. Sixteen seedlings of each of three cultivars, 
‘Khaknuan’, ’Khakdam’ and ‘Plak Mai Lai’ were investigated. The results confirmed that T1 and W11 could 
be used for sex-type identification. Using NaOH method for DNA preparation had materials and time cost 
lower than CTAB method. Both DNA preparation methods revealed identical results in sex-type identification.

Keywords: CTAB, NaOH, molecular marker, DNA extraction	

4-8-59-���������-��������������������������������������������������.indd   33 13/11/2559   9:33:23



34 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

ค�ำน�ำ
มะละกอเป็นผลไม้ทีน่ยิมรบัประทานทัง้ในประเทศและต่างประเทศตลาดมะละกอในประเทศมทีัง้การบรโิภค

ผลดิบ ผลสุก และแปรรูป ส�ำหรับการส่งออกส่วนใหญ่คือ มะละกอผลสุกและมะละกอแปรรูปเป็นผลไม้กระป๋องและ
ผลไม้อบแห้ง จากข้อมลูสถิตขิอง FAO (องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาต)ิ ผลผลติมะละกอไทยอยู่ท่ีอนัดบั 
8 ของโลก มีปริมาณผลผลิต 211, 594 ตัน มูลค่า 1,921 ล้านบาท (2553) และ 212,000 ตัน มูลค่า 1,925 ล้านบาท 
(2554) ในปี 2553 มีปริมาณการส่งออกมะละกอสด 630 ตัน มูลค่า 27 ล้านบาท และในปี 2554 ปริมาณการส่งออก
มะละกอสดเพ่ิมเป็น 995 ตนั มลูค่า 50 ล้านบาท (สริกุิล, 2557) จากรายงานจะเห็นว่าการผลติมะละกอภายในประเทศ
นั้นมีแนวโน้มท่ีสูงข้ึนเร่ือย ๆ แต่การผลิตมะละกอเพ่ือการส่งออกน้ันยังมีปัญหาหลายอย่าง เช่น การพัฒนาพันธุ์ท่ี
เหมาะสมกับความต้องการของตลาด วิธีการดูแลรักษาที่ดี การป้องกันก�ำจัดศัตรูพืช รวมถึงการคัดเลือกระบุเพศของ
มะละกอที่ต้องใช้ระยะเวลานานเน่ืองจากเกษตรกรท่ีท�ำการเพาะปลูกมะละกอในเชิงการค้านั้นต้องการมะละกอท่ีมี
ลักษณะเป็นต้นสมบูรณ์เพศ ต้นที่มีดอกสมบูรณ์เพศให้ผลท่ีมีรูปร่างยาว มีการให้ผลอย่างสม�่ำเสมอ สวยงามตาม
ความต้องการของตลาด โดยปกติแล้วเกษตรกรจะนิยมขยายพันธุ์โดยการเพาะเมล็ด ซึ่งน�ำเมล็ดมาจากผลท่ีได้จาก
ต้นสมบูรณ์เพศ โดยมีอัตราส่วนของต้นเพศผู้ ต้นสมบูรณ์เพศ และต้นเพศเมียขึ้นอยู่กับรูปแบบของการผสมเกสร แต่
การเพาะเมลด็น้ันต้องใช้ระยะเวลานานประมาณ 3-4 เดอืนจงึจะสามารถระบเุพศของมะละกอได้ซึง่เป็นการสิน้เปลอืง
เวลาแรงงานและค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษา ดังนั้นถ้าสามารถระบุเพศของมะละกอได้ต้ังแต่ในระยะต้นกล้าก็จะ
สามารถลดต้นทุนในการผลิตได้

ปัจจุบันสามารถตรวจสอบเพศของมะละกอในระยะต้นกล้าได้ โดยท�ำการตรวจสอบในห้องปฏิบัติการด้วย
เทคนิคทางเครื่องหมายโมเลกุล เช่น เทคนิคพีซีอาร์ หรือปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) ซึง่เป็นการเพ่ิมปรมิาณชิน้ส่วนดเีอน็เอเฉพาะส่วน เพ่ือน�ำมาใช้ประโยชน์ในการพัฒนาการตรวจสอบความแตก
ต่างของขนาดดีเอ็นเอ จึงได้มีการประยุกต์ใช้น�ำเทคนิคนี้ไปตรวจสอบความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต รวมถึงการแสดง
ความแตกต่างของเพศในพืชที่มีลักษณะแยกเพศและแยกต้น (dioecious plant) โดย Urasaki et al., (2002) ได้
ออกแบบไพรเมอร์อย่างสุม่ท�ำปฏิกิรยิาพีซอีาร์กับมะละกอพันธ์ุ Sunrise และ Waimanalo พบว่าไพรเมอร์ IBRC-RP07 
สามารถท�ำให้เกิดแถบเครือ่งหมายขนาดประมาณ 450 คู่เบสในต้นเพศผูแ้ละต้นสมบรูณ์เพศเช่นเดยีวกบัผลการทดลอง
ของ Dupety et al., (2002) ได้ท�ำการศึกษาไพรเมอร์ T1 และ W11 เพื่อใช้ระบุแยกความแตกต่างของเพศมะละกอ 
โดยท�ำให้เกิดแถบดีเอน็เอขนาดประมาณ 1300 คูเ่บส และ 800 คู่เบส ในต้นมะละกอเพศผูแ้ละต้นสมบรูณ์เพศเท่าน้ัน 
ส่วนต้นเพศเมยีจะปรากฏแถบดเีอน็เอขนาด 800 คูเ่บส และไพรเมอร์ทัง้สองนีส้ามารถใช้ตรวจสอบเพศมะละกอพันธ์ุ
อื่นได้ แต่ในการตรวจสอบระบุเพศของมะละกอโดยใช้เทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลนั้นมีต้นทุนสูงและมีขั้นตอนในการ
ด�ำเนินงานหลายขั้นตอน จึงอาจท�ำให้การตรวจสอบระบุเพศมะละกอด้วยวิธีนี้ไม่ค่อยเป็นที่นิยมของเกษตรกร ดังนั้น
การศึกษานี้จึงเลือกใช้ไพรเมอร์ T1 และ W11 ในการระบุแยกความแตกต่างของเพศมะละกอและได้ทดสอบหาวิธีที่
สามารถลดต้นทนุในการตรวจระบเุพศของมะละกอ เพ่ือเป็นการสร้างทางเลอืกให้แก่เกษตรกรท่ีต้องการปลกูมะละกอ
ในเชิงการค้ามากยิ่งขึ้น

อุปกรณ์และวิธีการ
การทดลองที่ 1 ทดสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอ T1 และ W11

การเก็บตัวอย่างและการสกัดดีเอ็นเอมะละกอ
เก็บใบอ่อนของมะละกอทั้ง 3 เพศ คือ เพศผู้ เพศเมีย และสมบูรณ์เพศที่ทราบเพศแล้วมาสกัดดีเอ็นเอ โดย

ใช้ใบอ่อนมะละกอ ตัดเป็นชิ้นเล็ก ๆใน extraction buffer [2% cethyltrimethyl ammonium bromide (CTAB), 5 M 
NaCl, 0.5 M methylenediamine  tetraacetic acid (EDTA) pH 8.0 และ 1 M Tris-HCl pH 8.0] โดยดัดแปลงวิธี
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ของ Doyle & Doyle (1987) จากนั้นตรวจวิเคราะห์คุณภาพและความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่ได้โดยวัดการดูดกลืนแสง
ที่ 260 และ 280 นาโนเมตรและตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 

การท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ T1 และ W11 ตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยาโดยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีส 
ใช้ดีเอ็นเอจากตัวอย่างมะละกอทั้ง 3 เพศในการทดสอบไพรเมอร์ T12  และ W11 (แสดงล�ำดับเบสดังTable 1) ที่ได้
จากงานทดลองของ Dupety et al., (2002) ในการระบุเพศมะละกอ โดยใช้สภาวะปฏิกิริยาพีซีอาร์ตาม Table 2  และ
ตรวจสอบผลผลิตปฏิกิริยาทั้งหมดด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีส

Table 1	 List of primers used in this experiment. Dupety et al., (2002)

Type                                                                       PCR primers                                     PCR Product size

T1 	 Forward                   TGCTCTTGATATGCTCTCTG	
                                                                                                                                               ~1,300bp
	 Reverse                   TACCTTCGCTCACCTCTGCA                         

W11	 Forward                   CTGATGCGTGTGTGGCTCTA
		                                                                                                                        ~800bp
               Reverse                   CTGATGCGTGATCATCTACT

Table 2  Components of PCR reaction mixture

     Components       	 1 reaction (1x) µl

10x buffer (Invitrogen)	    2.50
50mM MgCl

2
 (Invitrogen) 	    0.75

1 mM dNTPs	    3.75
T

1
- Forward   primer (4 µM)	    1.10

T
1
- Reverse   primer (4 µM)	    1.10

W
11

- Forward  primer (4 µM)	    1.10
W

11
-Reverse   primer (4 µM)	    1.10

Taq DNA polymerase(5 unit/µl) (Invitrogen) 	    0.20
DNA   template (10 ng/µl)	    2.00
Deionized  sterile  water 	   11.40

Total  Volume                                                                                                         25 µl

การทดลองที่ 2 การเปรียบเทียบต้นทุนและระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ
การเก็บตัวอย่างและการสกัดดีเอ็นเอมะละกอ
น�ำเมล็ดมะละกอ 3 พันธุ์คือ พันธุ์แขกนวล พันธุ์แขกด�ำ และพันธุ์ปลักไม้ลาย มาท�ำการเพาะ จ�ำนวนพันธุ์ละ 

16 ต้น เก็บใบอ่อนของมะละกอทั้ง 3 พันธุ์ในระยะต้นกล้าที่อายุประมาณ 15 วัน  มาสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีดัดแปลงของ 
Doyle & Doyle (1987) ดังการทดลองท่ี 1 และสกัดดีเอ็นโดยใช้สารละลาย NaOH ด้วยวิธีดัดแปลงของ  
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He et al .,(2009) โดยน�ำตัวอย่างใบมะละกอ ขนาด 0.5 x 0.5 เซนติเมตร ใส่ใน tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย NaOH ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แล้วท�ำการบด ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นดูดสารละลาย
ที่บดได้ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้
สารละลายให้เข้ากันกันเพื่อน�ำไปใช้ต่อไป

หลังจากสกัดดีเอ็นเอทั้งสองวิธีแล้ว ท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์และตรวจสอบผลที่ได้โดย
ใช้อะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) ตามที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้นในการทดลองที่ 1

ผลการทดลองและวิจารณ์
การทดลองที่ 1 ทดสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอ T1 และ W11

เครือ่งหมายดเีอน็เอ T1และ W11 สามารถระบแุยกความแตกต่างของเพศมะละกอได้ โดยท่ีต้นเพศผูแ้ละต้น

สมบรูณ์เพศนัน้จะปรากฏแถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 1300 คูเ่บส และขนาด 800 คูเ่บส ส่วนต้นเพศเมยีนัน้จะปรากฏ

แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 คู่เบสเพียงแถบเดียว (Figure 1)  ซึ่งจากผลการทดลองให้ผลเป็นไปในทางเดียวกับ

รายงานของ Dupety et al.,(2002) คือ ไพรเมอร์ T1 และ W11 ไม่สามารถแยกความแตกต่างของมะละกอเพศผู้และ

สมบูรณ์เพศออกจากกันได้ โดยการศึกษาในครั้งนี้ได้เลือกไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่นี้มาใช้ในการตรวจสอบระบุเพศ เนื่องมา

จากในการเก็บเมล็ดพันธุ์มะละกอน้ันจะเก็บจากผลที่ได้จากการผสมตัวเองหรือการผสมข้ามต้นภายในพันธุ์ของต้น

สมบูรณ์เพศ ซึ่งมีโอกาสการกระจายตัวของลูกเป็นต้นสมบูรณ์เพศ 2 ต้น ต่อต้นตัวเมีย 1 ต้น จึงท�ำให้ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่

นี้สามารถใช้แยกมะละกอสมบูรณ์เพศออกจากตัวเมียได้ แต่ท้ังน้ีการตรวจสอบระบุเพศเพ่ือให้ได้ผลที่ถูกต้องจริง ๆ 

ควรมีการตรวจสอบแหล่งผลิตเมล็ดพันธุ์ว่ามีวิธีการเก็บเมล็ดพันธุ์อย่างไร และมีความน่าเชื่อถือมากน้อยเพียงใดว่า

เมล็ดที่จ�ำหน่ายนั้นมาจากต้นสมบูรณ์เพศ เป็นต้น

ผลการทดลองและวิจารณ ์

การทดลองที  1 ทดสอบเครื องหมายดีเอ็นเอ T1 และ W11 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ T1และ W11 สามารถระบุแยกความแตกต่างของเพศมะละกอได้ โดยที่ต้นเพศผู้และต้นสมบูรณ์

เพศนั้นจะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1300 คู่เบส และขนาด 800 คู่เบส ส่วนต้นเพศเมียนั้นจะปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 800 คู่เบสเพียงแถบเดียว  ซึ่งจากผลการทดลองให้ผลเป็นไปในทางเดียวกับรายงานของ Dupety et al.,(2002) 
คือ ไพรเมอร์ T1 และ W11 ไม่สามารถแยกความแตกต่างของมะละกอเพศผู้และสมบูรณ์เพศออกจากกันได้ โดยการศึกษาใน
ครั้งนี้ได้เลือกไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่นี้มาใช้ในการตรวจสอบระบุเพศ เนื่องมาจากในการเก็บเมล็ดพันธุ์มะละกอนั้นจะเก็บจากผลที่ได้
จากการผสมตัวเองหรือการผสมข้ามต้นภายในพันธุ์ของต้นสมบูรณ์เพศ ซึ่งมีโอกาสการกระจายตัวของลูกเป็นต้นสมบูรณ์เพศ 
2 ต้น ต่อต้นตัวเมีย 1 ต้น จึงท าให้ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่นี้สามารถใช้แยกมะละกอสมบูรณ์เพศออกจากตัวเมียได้ แต่ทั้งนี้การ
ตรวจสอบระบุเพศเพื่อให้ได้ผลที่ถูกต้องจริง ๆ ควรมีการตรวจสอบแหล่งผลิตเมล็ดพันธุ์ว่ามีวิธีการเก็บเมล็ดพันธุ์อย่างไร และมี
ความน่าเชื่อถือมากน้อยเพียงใดว่าเมล็ดที่จ าหน่ายนั้นมาจากต้นสมบูรณ์เพศ เป็นต้น 

 

  

 

 

 

Figure 1 PCR products using primers T1 and W11 in papaya (H = Hermaphrodite, F = Female) 
  

 

การทดลองที  2 การเปรียบเทียบต้นทุนและระยะเวลาที ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 การสกัดดีเอ็นเอด้วยการสารละลาย CTAB ถือเป็นวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ดีวิธีหนึ่งที่สามารถให้ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์
ค่อนข้างสูง เก็บรักษาไว้ใช้ได้เป็นระยะเวลานานมากกว่า 2 ปี  แต่อย่างไรก็ตามการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย CTAB นั้นเป็น
วิธีที่มีหลายขั้นตอน และใช้ระยะเวลานาน ส่วนการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH นั้นเป็นวิธีการสกัดดีเอ็นเออย่างง่าย ดี
เอ็นเอที่ได้ไม่สามารถเก็บรักษาไว้ใช้ในระยะยาวได้ แต่มีความสะอาดเพียงพอส าหรับน าไปใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากผลการ
สกัดดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดดีเอ็นเอทั้ง 2 วิธี ให้ผลการระบุเพศที่ไม่แตกต่างกัน   แต่การสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย CTAB 
จะใช้ระยะเวลาประมาณ 4 ชั่วโมง มีต้นทุนประมาณ 6 บาทต่อตัวอย่าง ส่วนการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH จะใช้
ระยะเวลาประมาณ 10 นาที มีต้นทุนประมาณ 2.50 บาทต่อตัวอย่าง และเมื่อค านวณราคาต้นทุนในการระบุเพศของมะละกอ
ต่อหนึ่งตัวอย่างนั้น พบว่าการตรวจสอบระบุเพศ เมื่อใช้ดีเอ็นเอจากการสกัดด้วยวิธี CTAB จะใช้ระยะเวลาทั้งหมดประมาณ 8 
ชั่วโมง มีต้นทุนเฉล่ียประมาณ 26 บาทต่อหนึ่งตัวอย่าง  ส่วนการตรวจสอบระบุเพศ ที่ใช้ดีเอ็นเอจากการบดเนื้อเยื่อใบใน
สารละลาย NaOH ใช้ระยะเวลาทั้งหมดประมาณ 3 ชั่วโมง มีต้นทุนเฉล่ียประมาณ 20 บาทต่อหนึ่งตัวอย่าง เมื่อท าการ
ตรวจสอบในจ านวนตัวอย่างที่เพิ่มขึ้นต้นทุนลดลง  
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Figure 1 PCR products using primers T1 and W11 in papaya (H = Hermaphrodite, F = Female)
  

การทดลองที่ 2 การเปรียบเทียบต้นทุนและระยะเวลาที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ
	การสกัดดีเอ็นเอด้วยการสารละลาย CTAB ถือเป็นวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดีวิธีหน่ึงท่ีสามารถให้ดีเอ็นเอท่ีมี

ความบริสุทธ์ิค่อนข้างสูง เก็บรักษาไว้ใช้ได้เป็นระยะเวลานานมากกว่า 2 ปี  แต่อย่างไรก็ตามการสกัดดีเอ็นเอด้วย
สารละลาย CTAB นั้นเป็นวิธีที่มีหลายขั้นตอน และใช้ระยะเวลานาน ส่วนการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH นั้น
เป็นวิธีการสกัดดีเอ็นเออย่างง่าย ดีเอ็นเอที่ได้ไม่สามารถเก็บรักษาไว้ใช้ในระยะยาวได้ แต่มีความสะอาดเพียงพอ
ส�ำหรับน�ำไปใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากผลการสกัดดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดดีเอ็นเอทั้ง 2 วิธี ให้ผลการระบุเพศที่ไม่
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แตกต่างกัน  (Figure 2) แต่การสกัดดเีอน็เอด้วยสารละลาย CTAB จะใช้ระยะเวลาประมาณ 4 ชัว่โมง มต้ีนทนุประมาณ 
6 บาทต่อตัวอย่าง ส่วนการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH จะใช้ระยะเวลาประมาณ 10 นาที มีต้นทุนประมาณ  
2.50 บาทต่อตัวอย่าง และเม่ือค�ำนวณราคาต้นทุนในการระบุเพศของมะละกอต่อหนึ่งตัวอย่างน้ัน พบว่าการตรวจ
สอบระบุเพศ เมื่อใช้ดีเอ็นเอจากการสกัดด้วยวิธี CTAB จะใช้ระยะเวลาท้ังหมดประมาณ 8 ชั่วโมง มีต้นทุนเฉลี่ย
ประมาณ 26 บาทต่อหน่ึงตวัอย่าง  ส่วนการตรวจสอบระบเุพศ ท่ีใช้ดเีอน็เอจากการบดเน้ือเย่ือใบในสารละลาย NaOH 
ใช้ระยะเวลาทัง้หมดประมาณ 3 ชัว่โมง มต้ีนทุนเฉลีย่ประมาณ 20 บาทต่อหนึง่ตวัอย่าง เมือ่ท�ำการตรวจสอบในจ�ำนวน
ตัวอย่างที่เพิ่มขึ้นต้นทุนลดลง 

 
 

 
Figure 2  PCR products of T1 and W11 using two different DNA template types  A) DNA from CTAB DNA 
extraction method and B) DNA from ground leaf tissue in NaOH; H = Hermaphrodite , F = Female and  
N = negative control 
ผลจากการตรวจสอบระบุเพศของมะละกอพันธุ์แขกนวล แขกด า และปลักไม้ลาย จ านวนพันธุ์ละ 16 ต้นพบว่า พันธุ์

แขกนวลปรากฏต้นสมบูรณ์เพศจ านวน 7 ต้น และต้นเพศเมียจ านวน 9 ต้น พันธุ์แขกด าปรากฏต้นสมบูรณ์เพศ 7 ต้น และต้น
ตัวเมีย 9 ต้น ส่วนพันธุ์ปลักไม้ลายปรากฏต้นสมบูรณ์เพศ 12 ต้น และต้นตัวเมีย 4 ต้น ซึ่งมีอัตราส่วนการกระจายตัวคือ 1:1, 
1:1 และ 3:1 ตามล าดับ โดยอัตราส่วนการกระจายตัวของเพศมะละกอที่พบนั้นไม่เป็นไปตามทฤษฎีของการกระจายตัวของ
เพศมะละกอ คืออัตราส่วนต้นสมบูรณ์เพศ 2 ต้นต่อต้นตัวเมีย 1 ต้น  เนื่องมาจากในการศึกษาครั้งนี้มีจ านวนตัวอย่างที่ใช้ใน
การทดลองน้อย จึงท าให้ไม่เพียงพอต่อการศึกษาการกระจายตัวของเพศมะละกอ ดังนั้นควรมีการเพิ่มจ านวนตัวอย่างที่ใช้ใน
การศึกษาให้มากขึ้น  

ผลการทดลองของงานวิจัยในครั้งนี้สามารถตรวจสอบระบุเพศของมะละกอได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้า เป็นการลดต้นทุน
การผลิตมะละกอต้นสมบูรณ์เพศให้แก่เกษตรกร โดยที่ไม่ต้องเสียค่าแรงและต้นทุนการดูแลรักษาในระยะต้นกล้า และ
เกษตรกรสามารถจัดสรรพื้นที่ให้มีความเหมาะสมง่ายต่อการปลูกดูแลรักษา เช่น ระยะห่างระหว่างต้นต่อหลุม จ านวนต้นต่อ
หลุม เป็นต้น ซึ่งสามารถน าไปผลิตต้นกล้ามะละกอได้ ในราคาต้นทุนที่ต่ าลง ซึ่งอาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของเกษตรกรผู้ปลูก
มะละกอ ทั้งนี้ควรมีการศึกษาเปรียบเทียบต้นทุนการผลิต เช่น ต้นทุนในการเลือกซื้อต้นกล้า ปัจจัยการผลิตต่าง ๆ ปุ๋ย สารเคมี
และค่าแรง ระหว่างการใช้ต้นกล้าแบบดั้งเดิมกับต้นกล้าต้นสมบูรณ์เพศจากการตรวจสอบด้วยวิธีนี้ เพื่อเป็นข้อมูลประกอบการ
พิจารณาเลือกใช้ต้นกล้ามะละกอ 

สรุปผลการทดลอง 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ T1 และ W11 สามารถระบุแยกความแตกต่างเพศของมะละกอได้ โดยสามารถแยกต้นเพศผู้

และสมบูรณ์เพศออกจากต้นเพศเมียได้  เมื่อค านวณเวลา และต้นทุนไม่รวมค่าแรง ของการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย CTAB 
และปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการระบุเพศจะใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 8 ชั่วโมง  รวมต้นทุนในการตรวจสอบเพศ 26 บาท ต่อตัวอย่าง 
ในขณะที่การสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH และปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการระบุเพศ ใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 3 ชั่วโมง คิด
เป็น  20 บาท ต่อตัวอย่าง วิธีการสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH นั้นสามารถใช้ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ เป็นการลดต้นทุน
และระยะเวลาในการสกัดดีเอ็นเอ ทั้งนี้ ต้นทุนลดต่ าลงเมื่อวิเคราะห์จ านวนตัวอย่างมากขึ้น  
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Figure 2  PCR products of T1 and W11 using two different DNA template types  A) DNA from CTAB  
               DNA  extraction method and B) DNA from ground leaf tissue in NaOH; H = Hermaphrodite ,  
                  F = Female and  N = negative control

ผลจากการตรวจสอบระบุเพศของมะละกอพันธุ์แขกนวล แขกด�ำ และปลักไม้ลาย จ�ำนวนพันธุ์ละ 16 ต้น 
พบว่า พันธ์ุแขกนวลปรากฏต้นสมบรูณ์เพศจ�ำนวน 7 ต้น และต้นเพศเมยีจ�ำนวน 9 ต้น พันธ์ุแขกด�ำปรากฏต้นสมบรูณ์
เพศ 7 ต้น และต้นตัวเมยี 9 ต้น ส่วนพันธ์ุปลกัไม้ลายปรากฏต้นสมบรูณ์เพศ 12 ต้น และต้นตวัเมยี 4 ต้น ซึง่มอีตัราส่วน
การกระจายตัวคือ 1:1, 1:1 และ 3:1 ตามล�ำดับ โดยอัตราส่วนการกระจายตัวของเพศมะละกอที่พบนั้นไม่เป็นไปตาม
ทฤษฎีของการกระจายตวัของเพศมะละกอ คอือตัราส่วนต้นสมบรูณ์เพศ 2 ต้นต่อต้นตวัเมยี 1 ต้น  เน่ืองมาจากในการ
ศกึษาครัง้น้ีมจี�ำนวนตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลองน้อย จงึท�ำให้ไม่เพียงพอต่อการศึกษาการกระจายตวัของเพศมะละกอ 
ดังนั้นควรมีการเพิ่มจ�ำนวนตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาให้มากขึ้น 

ผลการทดลองของงานวิจัยในครั้งนี้สามารถตรวจสอบระบุเพศของมะละกอได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้า เป็นการ
ลดต้นทุนการผลิตมะละกอต้นสมบูรณ์เพศให้แก่เกษตรกร โดยที่ไม่ต้องเสียค่าแรงและต้นทุนการดูแลรักษาในระยะ
ต้นกล้า และเกษตรกรสามารถจัดสรรพ้ืนที่ให้มีความเหมาะสมง่ายต่อการปลูกดูแลรักษา เช่น ระยะห่างระหว่างต้น
ต่อหลมุ จ�ำนวนต้นต่อหลมุ เป็นต้น ซึง่สามารถน�ำไปผลติต้นกล้ามะละกอได้ ในราคาต้นทุนทีต่�ำ่ลง ซึง่อาจเป็นอกีทาง
เลอืกหน่ึงของเกษตรกรผูป้ลกูมะละกอ ทัง้นีค้วรมกีารศกึษาเปรยีบเทียบต้นทุนการผลติ เช่น ต้นทุนในการเลอืกซือ้ต้น
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38 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

กล้า ปัจจัยการผลิตต่าง ๆ ปุ๋ย สารเคมีและค่าแรง ระหว่างการใช้ต้นกล้าแบบดั้งเดิมกับต้นกล้าต้นสมบูรณ์เพศจาก
การตรวจสอบด้วยวิธีนี้ เพื่อเป็นข้อมูลประกอบการพิจารณาเลือกใช้ต้นกล้ามะละกอ

สรุปผลการทดลอง
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ T1 และ W11 สามารถระบุแยกความแตกต่างเพศของมะละกอได้ โดยสามารถแยกต้น

เพศผู้และสมบูรณ์เพศออกจากต้นเพศเมียได้  เมื่อค�ำนวณเวลา และต้นทุนไม่รวมค่าแรง ของการสกัดดีเอ็นเอด้วย
สารละลาย CTAB และปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการระบุเพศจะใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 8 ชั่วโมง  รวมต้นทุนในการตรวจ
สอบเพศ 26 บาท ต่อตัวอย่าง ในขณะที่การสกัดดีเอ็นเอด้วยสารละลาย NaOH และปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการระบุเพศ 
ใช้เวลาท้ังหมดประมาณ 3 ชัว่โมง คดิเป็น  20 บาท ต่อตวัอย่าง วิธีการสกัดดเีอน็เอด้วยสารละลาย NaOH นัน้สามารถ
ใช้ท�ำปฏกิริยิาพีซอีาร์ได้ เป็นการลดต้นทุนและระยะเวลาในการสกัดดเีอน็เอ ทัง้นี ้ต้นทุนลดต�ำ่ลงเมือ่วิเคราะห์จ�ำนวน
ตัวอย่างมากขึ้น 
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