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บทคัดย่อ
	 ความหวานเป็นเป้าหมายส�ำคัญหน่ึงของการปรับปรุงพันธุ์มะเขือเทศรับประทานผลสด โดยยีน Lin5  
ท่ีมกีารแสดงออกจ�ำเพาะในรงัไข่ และผลท่ีก�ำลงัพัฒนา มหีน้าท่ีแปลรหสัเป็น extracellular invertase ทีเ่ปลีย่นซโูครสเป็น
กลโูคส และ ฟรกุโทส จงึมบีทบาทเก่ียวข้องกับปรมิาณน�ำ้ตาลในผลมะเขอืเทศ การวเิคราะห์ล�ำดบัดเีอน็เอของยีน Lin5 จาก
ตัวอย่างล�ำดบัของ nucleotide จากมะเขอืเทศ 11 สายพันธ์ุ (4 ชนิด) ได้แก่ Solanum pimpinellifolium: ‘L3708’, ‘TOMAC547’; 
S.lycopersicum:‘SD2’,’SD3’,‘O4’,‘Cherry154’,‘Cherry155’,‘Cherry267’, ‘Tony’; S. lycopersicum var. cerasiforme: 
‘WVa700’ และ S. habrochaites: L06112 (C1) สามารถจดักลุม่ไฟโลเจเนตกิส์ ได้ 3 กลุม่คือ S. pimpinellifolium,  
S. lycopersicum และ S. habrochaites และพบต�ำแหน่ง Deletion จ�ำนวน 15 คูเ่บส ท่ีแตกต่างชดัเจนบน exon 3 ท่ีสามารถ
แบ่งมะเขอืเทศท่ีศกึษาได้ออกเป็น  2 กลุม่ คอืกลุม่อลัลลีของ S. lycopersicum  และ กลุม่อลัลลี S. pimpinellifolium  โดยพบ
ว่ามะเขอืเทศเชอร์รีผ่ลเลก็ (cherry tomato) น่าจะได้อลัลลีมาจาก S. pimpinellifolium และอาจสามารถน�ำความแตกต่างท่ีพบ
มาพัฒนาเครือ่งหมาย DNA ชนิด InDel3477913 และน�ำไปใช้คดัเลอืกสายพันธ์ุในงานปรบัปรงุพันธ์ุมะเขอืเทศให้มคีวามหวาน
สงูขึน้ได้อย่างมปีระสทิธิภาพ

ค�ำส�ำคัญ: มะเขือเทศเชอร์รี่  ยีน Lin5  เครื่องหมาย DNA ชนิด InDel

Abstract
Fruit sweetness is a target for fresh tomato breeding. Lin5 gene has been found specifically  

express in ovaries and developing fruits. This gene encodes for extracellular invertase that cleaves sucrose 
molecules into glucose and fructose, therefore Lin5 gene was found to associate with sugar content in 
fruit. The analysis of Lin5 nucleotide sequence data from 4 tomato species including 11 tomato varieties 
i.e., Solanum pimpinellifolium: ‘L3708’, ‘TOMAC547’, S. lycopersicum: ‘SD2’, ’SD3’, ‘O4’, ‘Cherry154’, 
‘Cherry155’, ‘Cherry267’, ‘Tony’, S. lycopersicum var. cerasiforme: ‘Wva700’ and S. habrochaites: L06112 
(C1) were investigated for a phylogenetic construction and represent three groups of S. pimpinellifolium, 
S. lycopersicum and S. habrochaites. We found a 15 bp deletion on an exon 3 this polymorphism can 
clearly distinguish between two tomato allele groups of S. lycopersicum and S. pimpinellifolium allele, also 
found as in cherry tomato group that might be inherited from S. pimpinellifolium allele. The InDel3477913 
marker was developed to differentiate the S. lycopersicum allele from the S.pimpinellifolium allele and 
might be used effectively in selection for improving the sweetness in tomato. 
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ค�ำน�ำ
มะเขือเทศเป็นหนึ่งในพืชท่ีนิยมรับประทานผลสด โดยเฉพาะมะเขือเทศเชอร์รี่ซึ่งมีน�้ำหนักผลน้อยกว่า  

10 กรัม ผู้บริโภคให้ความสนใจมะเขือเทศเชอร์รี่ค่อนข้างมาก เพราะเป็นมะเขือเทศที่มีรสหวาน เมล็ดน้อย สามารถ
น�ำไปบริโภคได้เช่นเดียวกับผลไม้ (บุญส่ง เอกพงษ์, 2555) ลักษณะความหวานดังกล่าวเกี่ยวข้องกับยีน Lin5  
ขนาด 3,846 คู่เบส บนโครโมโซมคู่ท่ี 9 มีการแสดงออกเฉพาะบริเวณรังไข่ และผลท่ีก�ำลังพัฒนาเข้าสู่ระยะสุก  
ยีน Lin5 แปลรหัสเป็น extracellular invertase ที่เปลี่ยน ซูโครสเป็นกลูโคส และฟรุกโทส จึงมีบทบาทเกี่ยวข้องกับ
ปริมาณน�้ำตาลในผลมะเขือเทศ (Fridman et al., 2000) ในมะเขือเทศพันธุ์ป่ามีอัลลีลของยีน Lin5 ที่เพิ่ม soluble 
solid content ในผลได้ถึง 20%  โดยพบว่าแสดงออกน้อยในกลีบดอก และอับละอองเกษรตัวผู้ ซึ่งยีน Lin5 เป็น 1  
ใน 4 ยีน ของ tomato invertase family gene (Godt and Roitsch,1997) จากการศึกษาหาล�ำดับของ nucleotide 
และ cDNA ของทั้ง 4 ยีน พบว่ายีน Lin5 และ Lin7 มีการจัดเรียงต่อกันแบบ direct tandem repeat อยู่บนโครโมโซม
คู่ที่ 9 ส�ำหรับยีน Lin6 และ Lin8 มีการจัดเรียงตัวแบบเดียวกนัอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 10 ซึ่งมีการอธบิายววิัฒนาการของ 
tomato invertase family gene นี้ว่าเกิดจาก segmental duplication จากบรรพบุรุษ (Fridman and Zamir, 2003) 
นอกจากนี้ Godt and Roitsch (1997) ยังได้ศึกษาการแสดงออกของ tomato invertase family gene พบว่ายีน Lin7 
มีการแสดงออกได้เพียงในอับละอองเกสรตัวผู้เท่านั้น ส�ำหรับยีน Lin8 แสดงออกในราก และใบ ส่วนยีน Lin6 ไม่พบ
การแสดงออกในรังไข่ และอับละอองเกสรตัวผู้ การทราบข้อมูลล�ำดับเบสของยีน Lin5 ของสายพันธุ์มะเขือเทศที่ปลูก
ในประเทศไทย และสายพันธุ์ป่าจึงเป็นสิ่งส�ำคัญต่อการวิเคราะห์หาต�ำแหน่งท่ีแตกต่าง (polymorphisms) น�ำไปสู ่
การพัฒนาเครื่องหมาย DNA (DNA marker) เพื่อน�ำไปใช้ช่วยคัดเลือกสายพันธุ์พ่อ-แม่ และลูกผสมในงานปรับปรุง
พันธ์ุมะเขอืเทศให้มคีวามหวานสงูขึน้ ในอดตีการปรบัปรงุพันธ์ุเป็นกระบวนการพัฒนาสายพันธ์ุท่ีมลัีกษณะดีตรงตาม
ความต้องการ โดยคดัเลอืกจากการประเมนิลกัษณะทีป่รากฏ (phenotype) ซึง่เป็นผลจากการแสดงออกของจโีนไทป์  
(genotype) และมีผลกระทบของสภาพแวดล้อม (จรัสศรี นวลศรี, 2548) ลักษณะท่ีปรากฏอาจไม่เพียงพอใน 
การคัดเลือกให้ถูกต้องแม่นย�ำ รวมทั้งอาศัยระยะเวลานาน และใช้แรงงานจ�ำนวนมาก (กรมวิชาการเกษตร, 2543) 
การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมาย DNA จึงเป็นวิธีการคัดเลือกจีโนไทป์โดยตรง ท่ีสามารถตรวจสอบได้ทุกระยะการเจริญ
เติบโตของพชื จึงมีส่วนช่วยประหยดัเวลา ลดแรงงาน ลดตน้ทุน และพืน้ทีใ่นการเพาะปลูก (สุรีพร เกตุงาม, 2546 และ  
สรพงศ์ เบญจศรี, 2554) ความแตกต่างของล�ำดับ DNA แบบ Insertion/Deletion (InDel) พบกระจายทั่วไปในจีโนม
พืชเท่าๆ กับการพบ single nucleotide polymorphism (SNP) แต่การตรวจสอบความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ด้วย
ต�ำแหน่ง InDel ท�ำได้ง่ายกว่าเนื่องจากขนาดต่างกัน 5-50 คู่เบส (Song et al., 2015) โดยเครื่องหมาย DNA ชนิด 
InDel ถกูน�ำมาใช้ในการศกึษาด้านพันธุกรรม และล�ำดบัวิวฒันาการของพืชต่างๆ มากข้ึน (Montgomery et al., 2013) 
ในงานวิจยัน้ีได้ตัง้เป้าหมายในการศกึษายีน Lin5 ในบรเิวณ exon 3 ในมะเขอืเทศ 11 สายพันธ์ุ และพัฒนาเครือ่งหมาย 
DNA ส�ำหรบัคดัเลอืกอลัลลีของยีน Lin5 ทีเ่ก่ียวข้องกับความหวาน เพ่ือน�ำไปใช้ช่วยคัดเลอืกมะเขือเทศท่ีมคีวามหวาน
สูงต่อไป

วิธีการศึกษา
พันธุ์มะเขือเทศ
	 ในขัน้ตอนการหาล�ำดบัของ nucleotide ของยนี Lin5 บน exon 3 ใชต้วัอย่างมะเขอืเทศจ�ำนวน 11 สายพนัธุ์ 
(4 ชนิด) (Table 1) ก�ำหนดให้สายพันธุ์ควบคุมมีรสหวานมากกว่ามะเขือเทศทั่วไป (Brix > 6) คือ Cherry154 และ
มะเขือเทศที่มีรสชาติอมเปรี้ยว หรือไม่หวาน (Brix 5-6) คือ SD3 ในส่วนการทดสอบเครื่องหมาย DNA ชนิด InDel ที่
พัฒนาขึ้นได้ทดสอบกับมะเขือเทศที่ใช้ในการหาล�ำดับของ nucleotide จ�ำนวน 7 สายพันธุ์ ได้แก่ Wva700, SD2, 
SD3, Cherry154, Cherry155, Cherry267 และTony รวท้ังทดสอบในมะเขอืเทศลกูผสม (F

1
)CH154xO4 และตวัอย่าง
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เชื้อพันธุกรรมมะเขือเทศจากศูนย์วิจัย และพัฒนาพืชผักเขตร้อน (Tropical Vegetable Research Center (TVRC)) 
จ�ำนวน 9 สายพันธุ์ ได้แก่ LE001, LE258, LE124, LE172, LE497, LE178, LE157, LE158 และLE016 
การสกัด DNA มะเขือเทศ 

การสกัด DNA ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Fulton et al. (1995) หลังจากเพาะเมล็ดได้ต้นกล้าอายุประมาณ 
20-30 วัน เก็บใบอ่อนใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตรียม extraction buffer (DNA extraction buffer: 0.35 
M sorbitol, 0.1 M tris-base, 5 mM EDTA, pH 7.5, Nuclei lysis buffer: 0.2 M tris, 0.05 M EDTA, 2 M NaC1, 2 
% CTAB และ 5% Sarkosyl ในอัตราส่วน 2.5:2.5:1 และเติม NaHSO

4
 0.3-0.5 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตรของบัฟเฟอร์ 

pH 8.0) ใส่ในหลอดตัวอย่าง 200 ไมโครลิตร บดใบพืชจนละเอียดด้วยสว่านไฟฟ้าที่ติดหัวบดพลาสติก แล้วเติม  
extraction buffer อีก 550 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30-60 นาที 
จากนั้นเติม chloroform : Isoamyl (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนออก 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าตัว 
แล้วพลิกหลอดเบาๆ น�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ้ง และ
ล้างตะกอน DNA ด้วย 70% ethanol น�ำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เท ethanol 
ทิ้ง น�ำตะกอน DNA ไปอบให้แห้งที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที จากนั้นละลายตะกอน DNA โดยเติม  
TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น�ำไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที จนตะกอน DNA ละลาย เก็บรักษา
สารละลาย DNA ที่ 4 องศาเซลเซียส 

Table 1 List of plant materials investigated for Lin5 gene sequence analysis.

Species Code name References

S. pimpinellifolium L3708, TOMAC547 Phetchaboon et al., 2007

S. lycopersicum var. cerasiforme Wva700 Phetchaboon et al., 2007

S. lycopersicum SD2, SD3 Tropical Vegetable Research Center (TVRC)

O4 Chomdej et al., 2012

Cherry154 (CH154), 
Cherry155 (CH155),
Cherry267 (CH267)

World Vegetable Center (WorldVeg)

Tony Commercial variety

S. habrochaites L06112 (C1) Chomdej et al., 2012

การออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุม exon3 ของ ยีน Lin5
	 ในการทดลองนี้ได้ออกแบบไพรเมอร์จ�ำนวน 1 คู่ ด้วยโปรแกรม Primer3 (Untergasser et al., 2012) โดย
ใช้ล�ำดับของ nucleotide ของมะเขือเทศ 3 สปีชีส์ ได้แก่ S. pimpinellifolium (Elliott et al.,1993), S. lycopersicum 
(Fridman et al., 2000) และ S. lycopersicum var. ‘Moneymaker’ (Proels et al., 2003) จากฐานข้อมูล NCBI โดย
เลอืกบรเิวณ conserved region ของยีน Lin5 มาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุมบน exon 3 (Figure 1) เน่ืองจาก
เป็น exon ขนาดใหญ่ที่สุด หากมีความแตกต่างล�ำดับของ nucleotide ระหว่างกลุ่มมะเขือเทศ จะท�ำให้ผลการแปล
รหัส amino acid เปลี่ยนไป และส่งผลให้การท�ำงานของ sucrose invertase ของมะเขือเทศแต่ละชนิดต่างกัน
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3 
 

ให้เข้ากัน น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30-60 นาที จากนั นเติม chloroform : Isoamyl (24:1) 750 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสด้านบนออก 500 
ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าตัว แล้วพลิกหลอดเบาๆ น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสด้านบนทิ ง และล้างตะกอน DNA ด้วย 70% ethanol น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เท ethanol ทิ ง น าตะกอน DNA ไปอบให้แห้งที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที 
จากนั นละลายตะกอน DNA โดยเติม TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที จน
ตะกอน DNA ละลาย เก็บรักษาสารละลาย DNA ที่ 4 องศาเซลเซียส  
 
Table 1 List of plant materials investigated for Lin5 gene sequence analysis 
 

Species Code name References 
S. pimpinellifolium L3708, TOMAC547 Phetchaboon et al., 2007 

  S. lycopersicum var. 
cerasiforme 

Wva700 Phetchaboon et al., 2007 

S. lycopersicum SD2, SD3  Tropical Vegetable Research 
Center (TVRC) 

O4 Chomdej et al., 2012 
Cherry154 (CH154),  
Cherry155 (CH155), 
Cherry267 (CH267) 

World Vegetable Center 
(WorldVeg) 

Tony Commercial variety 
S. habrochaites L06112 (C1)  Chomdej et al., 2012 
 
การออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุม exon3 ของ ยีน Lin5 
 ในการทดลองนี ได้ออกแบบไพรเมอร์จ านวน 1 คู่ ด้วยโปรแกรม Primer3 (Untergasser et al., 2012) โดยใช้ล าดับ
ของ nucleotide ของมะเขือเทศ 3 สปีชีส์ ได้แก่ S. pimpinellifolium (Elliott et al.,1993), S. lycopersicum (Fridman et al., 
2000) และ S. lycopersicum var. ‘Moneymaker’ (Proels et al., 2003) จากฐานข้อมูล NCBI โดยเลือกบริเวณ conserved 
region ของยีน Lin5 มาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ครอบคลุมบน exon 3 (Figure 1) เนื่องจากเป็น exon ขนาดใหญ่ที่สุด หาก
มีความแตกต่างล าดับของ nucleotide ระหว่างกลุ่มมะเขือเทศ จะท าให้ผลการแปลรหัส amino acid เปลี่ยนไป และส่งผลให้
การท างานของ sucrose invertase ของมะเขือเทศแต่ละชนิดต่างกัน 
 

 
 
 
 
 
 

 
Figure 1 The position of the Lin5-2F/R primer pairs, relative to the exons (grey boxes) and introns (black line) of the Lin5 gene. This 
primer set was used to amplify exon 3 regions of the Lin5 gene in different tomato species. F denotes the sense primer and R is the 
antisense primer 
 
การเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน Lin5 และการเตรียมผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR  
เพื่อวิเคราะห์หาล าดับของ nucleotide 

1 kb 

Exon:      I                                  II            III              IV    V   VI 

Lin5-2F >> << Lin5-2R  

Figure 1 The position of the Lin5-2F/R primer pairs, relative to the exons (grey boxes) and introns  
	   (black line) of the Lin5 gene. This primer set was used to amplify exon 3 regions of the Lin5 gene  
	   in different tomato species. F denotes the sense primer and R is the antisense primer.

การเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน Lin5 และการเตรียมผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR 
เพื่อวิเคราะห์หาล�ำดับของ nucleotide
	 น�ำ DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน Lin5 ของมะเขือเทศ 11 สายพันธุ์ โดยใช้ DNA ความ
เข้มข้น 50-100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส�ำหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  
ที่ประกอบด้วย dH

2
O ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, 10x Taq  Polymerase buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, MgCl

2
 ความ

เข้มข้น 25  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, dNTP ความเข้มข้น 10  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, forward 
primer (Lin5-2F: 5’-GGTCTCTCTCCATTGGATGC-3’ (T

m
 59.6 องศาเซลเซียส)) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, reverse primer (Lin5-2R: 5’-GGTCAGCCCATCTAGGATCA-3’ (T
m
 60.0 องศาเซลเซียส)) 

ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 1 unit Taq DNA polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (NEW 
ENGLAND BIOLABS, UK, UK) น�ำเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยใช้อุณหภูมิส�ำหรับ pre-denature ที่ 94 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที denature ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 55°C เป็นเวลา 30 วินาที และ 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที จ�ำนวน 34 รอบ และตามด้วย extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตรวจสอบขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ได้ด้วยเทคนิค Gel electrophoresis 
โดยการใช้ 1% agarose gel ที่ย้อมด้วย ethidium bromide เปรียบเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 
(New England Biolabs, UK) ท�ำความสะอาดผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ตามขั้นตอนของผู้ผลิต PCR clean-up 
reagent (Macherey-Nagel, Germany) เพื่อเตรียมส่งวิเคราะห์หาล�ำดับของ nucleotide โดยวิธี Dideoxy chain 
termination 
การวิเคราะห์ผลล�ำดับของ nucleotide
	 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ทั้งหมดส่งไปท่ีบริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซียเพ่ือวิเคราะห์ล�ำดับของ  
nucleotide จากนั้นน�ำผลล�ำดับของ nucleotide มะเขือเทศทั้ง 11 สายพันธุ์ และล�ำดับของ nucleotide ของมะเขือ
เทศซึ่งเป็นยีน Lin6, Lin7และ Lin8 ซึ่งเป็น extracellular invertase และล�ำดับของ nucleotide ของ S. tuberosum 
และ Citrus sinensis ซึ่งเป็นกลุ่ม vacuolar invertase จากฐานข้อมูล NCBI มาร่วมวิเคราะห์จัดกลุ่มสายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis VERSION 6 (MEGA6) 
(Tamura et al., 2013) โดยวิธี Neighbor Joining method หาค่า Bootstrap จ�ำนวน 500 ซ�้ำ 
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การออกแบบเครื่องหมาย DNA ชนิด InDel 
 	 จากการวิเคราะห์หาความแตกต่างล�ำดบัของ nucleotide ในบรเิวณ exon 3 ยีน Lin5 ของมะเขอืเทศ 11สาย
พันธุ์ พบต�ำแหน่ง InDel ขนาด 15 คู่เบส โดย insertion 15 คู่เบส พบในมะเขือเทศ S. lycopersicum (SD2, SD3  
และ O4) และ S. lycopersicum var. cerasiforme (Wva700) และพบ deletion 15 คู่เบส ในมะเขือเทศ L3708, 
TOMAC547, Cherry154, Cherry155, Cherry267 และ Tony โดยเฉพาะ L3708 และTOMAC547 เป็นมะเขือเทศ 
S. pimpinellifolium  ท่ีมคีวามหวานสงูซึง่อลัลลีของยีน Lin5 น้ีอาจจะเป็นแหล่งของยีน Lin5 ในมะเขอืเทศเชอรีท่ีป่ลกู
อยู่ในปัจจุบัน เช่น Cherry154, Cherry155, Cherry267 และพันธุ์การค้า Tony จึงได้ท�ำการออกแบบไพร์เมอร์คร่อม
ต�ำแหน่ง InDel ด้วยโปรแกรม Primer3 (Untergasser et al., 2012) และให้ชื่อเครื่องหมาย DNA นี้ว่า InDel3477913 
โดยอ้างอิงต�ำแหน่งดังกล่าวจากล�ำดับ genomic DNA ในฐานข้อมูล ไพร์เมอร์คู่น้ีประกอบด้วย primer forward; 
5’-TCCGAATAACAATTCAATTGATGGTTG-3’ และprimer reverse; 5’GAAAAGTTGAAACCTGTGATGCTGAGAT-3’ 
เมื่อท�ำปฏิกิริยา PCR อัลลีล S. pimpinellifolium type จะได้ผลผลิตขนาด 344 คู่เบส และมีขนาด 359 คู่เบส  
ใน S. lycopersicum type (Figure 2)

 

4 
 

 น า DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณยีน Lin5 ของมะเขือเทศ 11 สายพันธุ์ โดยใช้ DNA ความเข้มข้น 50-
100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส าหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย dH2O 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร, 10x Taq  Polymerase buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, MgCl2 ความเข้มข้น 25  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร, dNTP ความเข้มข้น 10  มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, forward primer (Lin5-2F: 5’-
GGTCTCTCTCCATTGG 
ATGC-3’ (Tm 59.6 องศาเซลเซียส)) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, reverse primer (Lin5-2R: 5’-
GGTCAGCCCATCTAGGATCA-3’ (Tm 60.0 องศาเซลเซียส)) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 1 
unit Taq DNA polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (NEW ENGLAND BIOLABS, UK, UK) น าเข้าเครื่อง Thermal cycler 
โดยใช้อุณหภูมิส าหรับ pre-denature ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที denature ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
annealing ที่ 55°C เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที จ านวน 34 รอบ และตามด้วย 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จ านวน 1 รอบ ตรวจสอบขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ที่ได้ด้วย
เทคนิค Gel electrophoresis โดยการใช้ 1% agarose gel ที่ย้อมด้วย ethidium bromide เปรียบเทียบกับแถบ DNA 
มาตรฐาน 1 Kb DNA ladder (New England Biolabs, UK) ท าความสะอาดผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ตามขั นตอนของ
ผู้ผลิต PCR clean-up reagent (Macherey-Nagel, Germany) เพื่อเตรียมส่งวิเคราะห์หาล าดับของ nucleotide โดยวิธี 
Dideoxy chain termination  
การวิเคราะห์ผลล าดับของ nucleotide 
 ผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ทั งหมดส่งไปที่บริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซียเพื่อวิเคราะห์ล าดับของ nucleotide 
จากนั นน าผลล าดับของ nucleotide มะเขือเทศทั ง 11 สายพันธุ์ และล าดับของ nucleotide ของมะเขือเทศซึ่งเป็นยีน Lin6, 
Lin7และ Lin8 ซึ่งเป็น extracellular invertase และล าดับของ nucleotide ของ S. tuberosum และ Citrus sinensis ซึ่งเป็น
กลุ่ม vacuolar invertase จากฐานข้อมูล NCBI มาร่วมวิเคราะห์จัดกลุ่มสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
ด้วยโปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis VERSION 6 (MEGA6) (Tamura et al., 2013) โดยวิธี Neighbor 
Joining method หาค่า Bootstrap จ านวน 500 ซ  า  
การออกแบบเครื่องหมาย DNA ชนิด InDel  
  จากการวิเคราะห์หาความแตกต่างล าดับของ nucleotide ในบริเวณ exon 3 ยีน Lin5 ของมะเขือเทศ 11สายพันธุ์ 
พบต าแหน่ง InDel ขนาด 15 คู่เบส โดย insertion 15 คู่เบส พบในมะเขือเทศ S. lycopersicum (SD2, SD3 และ O4) และ S. 
lycopersicum var. cerasiforme (Wva700) และพบ deletion 15 คู่เบส ในมะเขือเทศ L3708, TOMAC547, Cherry154, 
Cherry155, Cherry267 และ Tony โดยเฉพาะ L3708 และTOMAC547 เป็นมะเขือเทศ S. pimpinellifolium  ที่มีความหวาน
สูงซึ่งอัลลีลของยีน Lin5 นี อาจจะเป็นแหล่งของยีน Lin5 ในมะเขือเทศเชอรี่ที่ปลูกอยู่ในปัจจุบัน เช่น Cherry154, Cherry155, 
Cherry267 และพันธุ์การค้า Tony จึงได้ท าการออกแบบไพร์เมอร์คร่อมต าแหน่ง InDel ด้วยโปรแกรม Primer3 (Untergasser 
et al., 2012) และให้ชื่อเครื่องหมาย DNA นี ว่า InDel3477913 โดยอ้างอิงต าแหน่งดังกล่าวจากล าดับ genomic DNA ใน
ฐานข้อมูล ไพร์เมอร์คู่นี ประกอบด้วย primer forward; 5’-TCCGAATAACAATTCAATTGATGGTTG-3’ และprimer reverse; 
5’GAAAAGTTGAAACCTGTGATGCTGAGAT-3’ เมื่อท าปฏิกิริยา PCR อัลลีล S. pimpinellifolium type จะได้ผลผลิตขนาด 
344 คู่เบส และมีขนาด 359 คู่เบส ใน S. lycopersicum type (Figure 2) 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
Figure 2 Expected PCR product sizes in S. lycopersicum, S. pimpinellifolium and its F1 hybrid amplified by InDel3477913 primer pair 
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Figure 2 Expected PCR product sizes in S. lycopersicum, S. pimpinellifolium and its F
1
 hybrid amplified  

               by InDel3477913 primer pair.

การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเครื่องหมาย DNA InDel3477913
	 น�ำ DNA ท่ีสกัดได้มาเพ่ิมปริมาณ DNA ต�ำแหน่ง InDel 15 คู่เบส บนยีน Lin5 ของมะเขือเทศ โดยใช้  
50-100 นาโนกรัม DNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส�ำหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย 
dH

2
O ปริมาตร 10.8 ไมโครลิตร, 10x Taq Polymerase buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, MgCl

2
 ความเข้มข้น  

25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร,  dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, forward primer  
(5’-TCCGAATAACAATTCAATTGATGGTTG-3’) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, reverse 
primer (5’-GAAAAGTTGAAACCTGTGATGCTGAGAT-3’) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
และ 1 unit Taq DNA polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (New England Biolabs, UK) น�ำเข้าเครื่อง Thermal 
cycler โดยใช้อุณหภูมิส�ำหรับ pre-denature ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที denature ท่ี 94 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 30 วินาที จ�ำนวน 34 รอบ และตามด้วย extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ�ำนวน 1 รอบ 
แยกขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ประกอบด้วย  
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4.5% acrylamide gel ที่ 60 โวลต์ เป็นเวลา1.50 - 2 ชั่วโมง ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยวิธีการย้อมแผ่น acrylamide 
ด้วยสารซิลเวอร์ไนเตรท (Barril and Nates, 2012)

ผลการศึกษาและวิจารณ์
คูไ่พร์เมอร์ Lin5-2F/R จ�ำเพาะต่อยีน Lin5 ในบรเิวณ exon 3 สามารถใช้เพ่ิมปรมิาณ DNA ต�ำแหน่งดังกล่าว

ของมะเขือเทศได้ทั้ง 11 สายพันธุ์ หลังจากได้ผลการวิเคราะห์หาล�ำดับของ nucleotide ยีน Lin5 ของมะเขือเทศทุก
สายพันธุ์ ได้น�ำมาวิเคราะห์จัดกลุ ่ม (phylogenetic tree) และหาต�ำแหน่งความแตกต่างเพ่ือเป็นข้อมูล 
การพัฒนาเครื่องหมาย DNA 
ผลตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยไพร์เมอร์ครอบคลุม exon 3 ยีน Lin5 จากปฏิกิริยา PCR 
	 เมื่อใช้ไพร์เมอร์ Lin5-2F/R เพิ่มปริมาณ DNA จะได้ขนาดชิ้นผลผลิต 1397 คู่เบส (Figure 3) ไพร์เมอร์ชุดนี้
มคีวามไวต่อสารปนเป้ือนต่างๆ จงึควรใช้น�ำ้ท่ีบรสิทุธ์ เช่นน�ำ้ RO และมัน่ใจว่าสารทีใ่ช้เป็นส่วนประกอบมคีวามสะอาด

จะท�ำให้ปฏิกิริยา PCR นี้เพิ่มปริมาณ DNA ได้อย่างมีประสิทธ
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การเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยเครื่องหมาย DNA InDel3477913 
 น า DNA ที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณ DNA ต าแหน่ง InDel 15 คู่เบส บนยีน Lin5 ของมะเขือเทศ โดยใช้ 50-100 นาโน
กรัม DNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ส าหรับปฏิกิริยา PCR ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบด้วย dH2O ปริมาตร 10.8 
ไมโครลิตร, 10x Taq Polymerase buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, MgCl2 ความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร,  
dNTP ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, forward primer (5’-TCCGAATAACAATTCAATTGATGGTTG-
3’) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, reverse primer (5’-GAAAAGTTGAAACCTGTGATGCTGAGAT-
3’) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ 1 unit Taq DNA polymerase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (New 
England Biolabs, UK) น าเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยใช้อุณหภูมิส าหรับ pre-denature ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 
denature ที่ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing ที่ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ที่ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที จ านวน 34 รอบ และตามด้วย extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จ านวน 1 
รอบ แยกขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ประกอบด้วย 
4.5% acrylamide gel ที่ 60 โวลต์ เป็นเวลา1.50 - 2 ชั่วโมง ตรวจสอบแถบ DNA ด้วยวิธีการย้อมแผ่น acrylamide ด้วยสาร
ซิลเวอร์ไนเตรท (Barril and Nates, 2012) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
คู่ไพร์เมอร์ Lin5-2F/R จ าเพาะต่อยีน Lin5 ในบริเวณ exon 3 สามารถใช้เพิ่มปริมาณ DNA ต าแหน่งดังกล่าวของ

มะเขือเทศได้ทั ง 11 สายพันธุ์ หลังจากได้ผลการวิเคราะห์หาล าดับของ nucleotide ยีน Lin5 ของมะเขือเทศทุกสายพันธุ์ ได้
น ามาวิเคราะห์จัดกลุ่ม (phylogenetic tree) และหาต าแหน่งความแตกต่างเพื่อเป็นข้อมูลการพัฒนาเครื่องหมาย DNA  
 
ผลตรวจสอบการเพิ่มปริมาณ DNA ด้วยไพร์เมอร์ครอบคลุม exon 3 ยีน Lin5 จากปฏิกิริยา PCR  
 เมื่อใช้ไพร์เมอร์ Lin5-2F/R เพิ่มปริมาณ DNA จะได้ขนาดชิ นผลผลิต 1397 คู่เบส (Figure 3) ไพร์เมอร์ชุดนี มีความไว
ต่อสารปนเปื้อนต่างๆ จึงควรใช้น  าที่บริสุทธ์ เช่นน  า RO และมั่นใจว่าสารที่ใช้เป็นส่วนประกอบมีความสะอาดจะท าให้ปฏิกิริยา 
PCR นี เพิ่มปริมาณ DNA ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Identification of Lin5 PCR fragment amplified by the, Lin5-2F/R primers using genomic DNA purified from tomato genotypes 
cherry154, cherry 155, cherry 267, SD2, SD3, Tony, O4, C1, TOMAC547, Wva700 and L3708 respectively using 1% (w/v) agarose gel 
electrophoresis. Shown are the PCR products M is 1 kb ladder marker (New England Biolabs, UK) 
 
การจัดกลุ่มมะเขือเทศด้วยข้อมูลล าดับของ nucleotide บริเวณ exon 3 ของยีน Lin5 
 เมื่อน าข้อมูลล าดับของ nucleotide บริเวณ exon 3 ยีน Lin5 ของมะเขือเทศตัวอย่างทั ง 11 สายพันธุ์ ร่วมกับล าดับ
ของ nucleotide มะเขือเทศของยีน Lin6, Lin7 และLin8 ซึ่งเป็น extracellular invertase ของมะเขือเทศ และล าดับของ 
nucleotide ของ S. tuberosum และ Citrus sinensis ซึ่งเป็นกลุ่ม vacuolar invertase มาวิเคราะห์จัดกลุ่มสายสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis VERSION 6 (MEGA6) 
(Tamura et al., 2013) โดยวิธี Neighbor Joining method หาค่า Bootstrap จ านวน 500 ซ  า ผลการจัดกลุ่มจัดให้ล าดับของ 
nucleotide ของตัวอย่างและจากฐานข้อมูล ซึ่งเป็นยีน Lin5 และLin7 อยู่กลุ่มเดียวกัน ส าหรับยีน Lin6 และ Lin8 จัดได้เป็นอีก
กลุ่มหนึ่ง ส่วน S. tuberosum และ Citrus sinensis เป็นกลุ่มที่แยกออกมา (Figure 4) สอดคล้องกับผลการศึกษาหาล าดับ
ของ nucleotide และ cDNA ของทั ง 4 ยีน พบว่า Lin5 และ Lin7 มีการจัดเรียงต่อกันแบบ direct tandem repeat อยู่บน
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Figure 3 Identification of Lin5 PCR fragment amplified by the, Lin5-2F/R primers using genomic DNA  
	 purified from tomato genotypes cherry154, cherry 155, cherry 267, SD2, SD3, Tony, O4, C1,  
	 TOMAC547, Wva700 and L3708 respectively using 1% (w/v) agarose gel electrophoresis. Shown  
	 are the PCR products M is 1 kb ladder marker (New England Biolabs, UK).

การจัดกลุ่มมะเขือเทศด้วยข้อมูลล�ำดับของ nucleotide บริเวณ exon 3 ของยีน Lin5
	 เมื่อน�ำข้อมูลล�ำดับของ nucleotide บริเวณ exon 3 ยีน Lin5 ของมะเขือเทศตัวอย่างทั้ง 11 สายพันธุ์ ร่วม
กับล�ำดับของ nucleotide มะเขือเทศของยีน Lin6, Lin7 และLin8 ซึ่งเป็น extracellular invertase ของมะเขือเทศ  
และล�ำดับของ nucleotide ของ S. tuberosum และ Citrus sinensis ซึ่งเป็นกลุ่ม vacuolar invertase มาวิเคราะห์
จัดกลุ่มสายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics  
Analysis VERSION 6 (MEGA6) (Tamura et al., 2013) โดยวิธี Neighbor Joining method หาค่า Bootstrap จ�ำนวน 
500 ซ�้ำ ผลการจัดกลุ่มจัดให้ล�ำดับของ nucleotide ของตัวอย่างและจากฐานข้อมูล ซึ่งเป็นยีน Lin5 และLin7 อยู่กลุ่ม
เดียวกัน ส�ำหรับยีน Lin6 และ Lin8 จัดได้เป็นอีกกลุ่มหนึ่ง ส่วน S. tuberosum และ Citrus sinensis เป็นกลุ่มที่ 
แยกออกมา (Figure 4) สอดคล้องกับผลการศึกษาหาล�ำดับของ nucleotide และ cDNA ของทั้ง 4 ยีน พบว่า Lin5 
และ Lin7 มีการจัดเรียงต่อกันแบบ direct tandem repeat อยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 9 มีความคล้ายคลึงกันของล�ำดับ 
ของ nucleotide จึงจัดกลุ่มได้กลุ่มเดียวกัน ส�ำหรับยีน Lin6 และ Lin8 มีการจัดเรียงตัวแบบเดียวกันอยู่บนโครโมโซม 
คู่ที่ 10 จึงแยกออกมาเป็นอีกกลุ่ม ซึ่งมีการอธิบายวิวัฒนาการของ tomato invertase family gene นี้ว่าเกิดจาก  
segmental duplication จากบรรพบุรุษ (Fridman and Zamir, 2003) 
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การค้นพบต�ำแหน่ง InDel 15 คู่เบส และผลการพัฒนาเครื่องหมาย DNA InDel3477913
หลังจากวิเคราะห์ล�ำดับของ nucleotide ยีน Lin5 บน exon 3 ของมะเขือเทศตัวอย่าง 11 สายพันธุ์ พบ

ต�ำแหน่ง InDel 15 คู่เบส หรือ amino acid 5 ตัว ใน 10 สายพันธุ์ แต่ไม่พบในสายพันธุ์ C1 ที่เป็น  S. habrochaites 
คาดว่าสายพันธ์ุป่าน้ีมลีกัษณะจโีนไทป์แบบ heterozygous จ�ำเป็นต้องใช้เทคนิคการโคลนยีนในล�ำดบัต่อไป ซึง่ InDel 
15 คู่เบส อาจส่งผลถึงโครงสร้างโปรตีน และการแสดงออกของยีนได้ เน่ืองจาก exon 3 คือบริเวณท่ีแปลรหัส 
เป็น substrate binding site และ active site ส�ำหรับ sucrose invertase (Fridman et al., 2000, Godt and Roitsch, 
1997) เมื่อล�ำดับ amino acid เปลี่ยนไปจึงส่งผลให้การแสดงออกของ sucrose invertase ของมะเขือเทศแต่ละชนิด
ไม่เท่ากัน และความแตกต่าง InDel น้ีจึงสามารถใช้แยกอัลลีลระหว่างมะเขือเทศ S. lycopersicum และ  
S. pimpinellifolium ออกจากกันได้ โดยต�ำแหน่ง insertion 15 คู่เบส พบในมะเขือเทศ 
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โครโมโซมคู่ที่ 9 มีความคล้ายคลึงกันของล าดับของ nucleotide จึงจัดกลุ่มได้กลุ่มเดียวกัน ส าหรับยีน Lin6 และ Lin8 มีการ
จัดเรียงตัวแบบเดียวกันอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 10 จึงแยกออกมาเป็นอีกกลุ่ม ซึ่งมีการอธิบายวิวัฒนาการของ tomato invertase 
family gene นี ว่าเกิดจาก segmental duplication จากบรรพบุรุษ (Fridman and Zamir, 2003)  
 

การค้นพบต าแหน่ง InDel 15 คู่เบส และผลการพัฒนาเครื่องหมาย DNA InDel3477913 
หลังจากวิเคราะห์ล าดับของ nucleotide ยีน Lin5 บน exon 3 ของมะเขือเทศตัวอย่าง 11 สายพันธุ์ พบต าแหน่ง 

InDel 15 คู่เบส หรือ amino acid 5 ตัว ใน 10 สายพันธุ์ แต่ไม่พบในสายพันธุ์ C1 ที่เป็น  S. habrochaites คาดว่าสายพันธุ์ป่า
นี มีลักษณะจีโนไทป์แบบ heterozygous จ าเป็นต้องใช้เทคนิคการโคลนยีนในล าดับต่อไป ซึ่ง InDel 15 คู่เบส อาจส่งผลถึง
โครงสร้างโปรตีน และการแสดงออกของยีนได้ เนื่องจาก exon 3 คือบริเวณที่แปลรหัสเป็น substrate binding site และ active 
site ส าหรับ sucrose invertase (Fridman et al., 2000, Godt and Roitsch, 1997) เมื่อล าดับ amino acid เปลี่ยนไปจึงส่งผล
ให้การแสดงออกของ sucrose invertase ของมะเขือเทศแต่ละชนิดไม่เท่ากัน และความแตกต่าง InDel นี จึงสามารถใช้แยก 
อัลลีลระหว่างมะเขือเทศ S. lycopersicum และ S. pimpinellifolium ออกจากกันได้ โดยต าแหน่ง insertion 15 คู่เบส พบใน
มะเขือเทศ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4 Phylogenetic relationship based on the deduced DNA sequences of a) the Lin5 alleles identified from four tomato species, 
b) that of the Lin7, Lin8 and Lin6 gene from S. lycopersicum and c) the vacuolar invertase of S. tuberosum and Citrus sinensis which 
served as the out-groups. The upper numbers are Bootstap supporting-values of 500 replications 

S. lycopersicum ได้แก่ SD2, SD3, O4 และ S. lycopersicum var. cerasiforme ได้แก่ Wva700 และพบ deletion 15 คู่เบส 
เฉพาะในอัลลีลกลุ่ม S. pimpinellifolium ได้แก่ L3708, TOMAC547, Cherry154, Cherry155, Cherry267 และ Tony จึงได้
ท าการออกแบบเครื่องหมาย DNA InDel3477913 คร่อมต าแหน่ง InDel นั น เมื่อท าปฏิกิริยา PCR อัลลีลกลุ่ม S. 
pimpinellifolium จะได้ผลผลิตขนาด 344 คู่เบส และมีขนาด 359 คู่เบส ในอัลลีลกลุ่ม  S. lycopersicum การตรวจสอบขนาด
ของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ในงานวิจัยนี สามารถแยกขนาดได้
ชัดเจน (Figure 5) แต่เนื่องจากแถบ DNA มีขนาดต่างกันถึง 15 คู่เบส ซึ่งสามารถใช้เทคนิค 2% agarose gel 
electrophoresis ในการคัดเลือกแทนได้อย่างมีประสิทธิภาพ ช่วยลดค่าใช้จ่าย และระยะเวลาปฏิบัติงาน ความแตกต่างของ
ล าดับของ nucleotide แบบ Insertion/Deletion พบกระจายทั่วไปในจีโนมพืชเท่าๆ กับการพบ single nucleotide 
polymorphism (SNP) แต่การตรวจสอบความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ด้วยต าแหน่ง InDel ท าได้ง่ายกว่าเนื่องจากขนาด
ต่างกัน 5-50 คู่เบส เช่นเดียวกับเครื่องหมาย DNA ชนิด InDel ส าหรับงาน genetic mapping ในถั่วเหลือง (Glycine max (L.) 
Merrill) (Song et al., 2015)  
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Figure 4 Phylogenetic relationship based on the deduced DNA sequences of a) the Lin5 alleles identified  
	 from four tomato species, b) that of the Lin7, Lin8 and Lin6 gene from S. lycopersicum and  
            c) the vacuolar invertase of S. tuberosum and Citrus sinensis which served as the out-groups.  
	 The upper numbers are Bootstap supporting-values of 500 replications.

	 S. lycopersicum ได้แก่ SD2, SD3, O4 และ S. lycopersicum var. cerasiforme ได้แก่ Wva700 และพบ 
deletion 15 คู่เบส เฉพาะในอัลลีลกลุ่ม S. pimpinellifolium ได้แก่ L3708, TOMAC547, Cherry154, Cherry155, 
Cherry267 และ Tony จึงได้ท�ำการออกแบบเคร่ืองหมาย DNA InDel3477913 คร่อมต�ำแหน่ง InDel น้ัน เมื่อท�ำ
ปฏิกิริยา PCR อัลลีลกลุ่ม S. pimpinellifolium จะได้ผลผลิตขนาด 344 คู่เบส และมีขนาด 359 คู่เบส ในอัลลีล 
กลุ่ม S. lycopersicum การตรวจสอบขนาดของผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ด้วยเทคนิค polyacrylamide gel  
electrophoresis (PAGE) ในงานวิจัยนี้สามารถแยกขนาดได้ชัดเจน (Figure 5) แต่เนื่องจากแถบ DNA มีขนาดต่าง
กันถึง 15 คู่เบส ซึ่งสามารถใช้เทคนิค 2% agarose gel electrophoresis ในการคัดเลือกแทนได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ช่วยลดค่าใช้จ่าย และระยะเวลาปฏิบัติงาน ความแตกต่างของล�ำดับของ nucleotide แบบ Insertion/Deletion พบ
กระจายทัว่ไปในจโีนมพืชเท่าๆ กับการพบ single nucleotide polymorphism (SNP) แต่การตรวจสอบความแตกต่าง
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ระหว่างสายพันธุ์ด้วยต�ำแหน่ง InDel ท�ำได้ง่ายกว่าเนื่องจากขนาดต่างกัน 5-50 คู่เบส เช่นเดียวกับเครื่องหมาย DNA 
ชนิด InDel ส�ำหรับงาน genetic mapping ในถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) (Song et al., 2015) 
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Figure 5 An InDel3477913 marker genotyping on TVRC tomato germplasm and commercial cultivars. Fifteen base pair InDel were 
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