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บทคัดย่อ 

Growth Out Trait (GOT) เป็นวธีิการดัง้เดมิท่ีใช้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของเมล็ดพนัธ์ุดาวเรืองลกูผสม 
ข้อเสียของวิธีการนีค้ือใช้ระยะเวลาทดสอบนาน ต้องใช้พืน้ที่และแรงงานค่อนข้างสงูในการจดัการดูแลตัง้แต่ย้ายปลกูจนถึง
ออกดอก นอกจากนีก้ารตรวจสอบโดยดจูากลกัษณะฟีโนไทป์ท าได้ยาก มกัเกดิความคลาดเคลื่อนและไม่ชดัเจน เนื่องจากมี
ความใกล้ชิดทางพนัธกุรรมที่สงู ดงันัน้งานวจิยันีจ้งึมจีดุประสงคเ์พื่อพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใช้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิของ
เมล็ดพนัธุ์ดาวเรืองลกูผสมและใช้แยกลกูผสมออกจากพ่อ-แม่พนัธุ์ได้ เคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่พฒันาขึน้นีใ้ห้ชือ่วา่ S12+GCAG 
พฒันามาจากเคร่ืองหมายดีเอ็นเออาร์เอพีดีหมายเลข S12 ซึง่ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,108 คู่เบสที่สามารถบอกความแตกต่าง
ระหว่างต้นพ่อ-แม่ และต้นลกูผสมได้อย่างชดัเจน โดยชิน้ดีเอ็นเอขนาด 1,108 คู่เบส ถูกโคลนเข้าสู่ pTA2 แวคเตอร์แล้ว
วิเคราะห์หาล าดบัเบส ใช้ข้อมลูล าดบัเบสส าหรับออกแบบไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ออกแบบประกอบด้วยส่วนทีเ่ป็นล าดบัเบสเดมิ
ของ S12 และส่วนที่เติมเบสเพิ่มเข้าไปที่ปลาย 3’ จ านวน 2, 4, 8 และ 14 เบส ตามล าดบั จากนัน้น าไพรเมอร์แต่ละเส้น 
ไปทดสอบกบัต้นพ่อ-แม่และลกูผสม พบว่าไพรเมอร์ S12+GCAG ให้แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตา่งระหว่างต้นพ่อต้นแม ่
และลกูผสมได้ชดัเจนท่ีสดุ เมื่อน าไพรเมอร์นีไ้ปทดสอบความบริสทุธ์ิของเมล็ดพนัธ์ุลกูผสมท่ีเตรียมขึน้จ านวน 100 เมล็ด พบวา่
เมล็ดที่เป็นลกูผสมแท้มีจ านวน 93 เมล็ด เมล็ดปลอมปนพนัธุ์อื่น จ านวน 3 เมล็ด เมล็ดทีเ่กิดจาการผสมตวัเอง จ านวน 4 เมล็ด 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พฒันาขึน้นีม้ีความเสถียรมากกว่าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดอาร์เอพีดี 

ค าส าคัญ: ดาวเรือง เมล็ดพนัธุ์ลกูผสม การทดสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรม การควบคมุคณุภาพเมล็ดพนัธุ์ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
 

Abstract 
Grow-Out Test (GOT) is a traditional method used to determine the genetic purity of hybrid marigold seeds. 

The disadvantages of these method are time-consuming, need high labor cost and huge space to maintain  
the seedling plants up to mature stage. In addition, evaluation based on phenotypic traits is difficult and often 
inaccurate, especially for closely-related genetic varieties. The research aimed to develop a highly reproducible 
DNA marker for genetic purity testing of hybrid seeds and differentiating the hybrid from its parental lines.  
The novel marker (S12+GCAG) was derived using RAPD-S12 primer, which gave an unique band size of 1,108 bp, 
thus distinguishing between the hybrid and its parent plants. The DNA fragment containing the marker was cloned 
into the pTA2 plasmid vector and sequenced. Primers were designed based on core sequence similar to S12 and 
adding 2, 4, 8 and 14 bases, respectively at 3’. Among the 4 designed primers, only S12 with 4 bases (+GCAG) 
added could be distinguished from the parental line. The marker was subjected to genetic purity testing of  
hybrid seeds, which artificially added with contaminated seeds. The results showed that out of 100 seeds,  
there were 93 true hybrid seeds, 3 contaminated seeds and 4 self-pollinated seeds. This developed primer  
was more stable than the RAPD DNA marker. 

Keywords: marigold, hybrid seed, genetic purity test, seed quality control, DNA marker 
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ค าน า 
ดาวเรือง (marigold) ชื่อวิทยาศาสตร์ Tagetes sp. เป็นไม้ประดบัท่ีคนไทยคุ้นเคย ชื่นชอบ นิยมน ามาประดบัตกแต่ง

ในงานพิธีและเทศกาลตา่ง ๆ ได้ตลอดทัง้ปี เป็นทัง้ไม้ประดบัในสนามและไม้กระถาง ดอกมีสีสนัหลากหลายและระยะเวลาบาน
ค่อนข้างนาน สารสกดัจากกลีบดอกดาวเรืองสามารถขบัไล่แมลงศตัรูพืชได้ นอกจากนีย้งัมีสารพฤกษเคมีที่ส าคญัหลายชนิด 
เช่น xanthophyll, lutein ใช้เป็นส่วนผสมในอตุสาหกรรมอาหาร เคร่ืองส าอาง และอาหารสตัว์ ด้วยประโยชน์ที่หลากหลายของ
ดาวเรืองท าให้แนวโน้มความต้องการของตลาดสงูขึน้เร่ือย ๆ จากฐานข้อมลูทะเบียนเกษตรกร พบว่าพืน้ท่ีเพาะปลกูดาวเรือง 
ตดัดอกในประเทศมีประมาณ 4,213 ไร่ แหล่งผลิตส าคญั คือ นครราชสีมา เชียงใหม่ ตาก ราชบรีุ และสพุรรณบรีุ (ส านกัส่งเสริม
และจดัการสินค้าเกษตร, 2563) เกษตรกรส่วนใหญ่ใช้เมล็ดพนัธุ์ลกูผสมในการเพาะปลกูเพราะให้ผลผลิตสงู คุณภาพดอก 
มีความสม า่เสมอ ดอกมขีนาดใหญ่ สีสนัหลากหลายตรงตามความต้องการของตลาด โดยเนือ้ที่เพาะปลูก 1 ไร่ ใช้เมล็ดพนัธุ์
ประมาณ 5,000 เมล็ด ราคาประมาณ 1 บาท/เมล็ด ธุรกจิการผลิตเมล็ดพนัธุ์ลกูผสมมีการขยายตวัทัง้ในและตา่งประเทศ  
การผลิตเมล็ดพนัธุ์ลกูผสมเพือ่จ าหน่ายเชิงพาณิชย์ต้องตรวจสอบคณุภาพเมล็ดพนัธุ์ก่อนวางจ าหน่าย ซึง่เป็นไปตามข้อบงัคบัของ
สมาคมทดสอบเมลด็พนัธุ์นานาชาติ (International Seed Testing Association, ISTA) (International Rules for Seed Testing, 
2018) ท่ีก าหนดให้เมล็ดพนัธ์ุต้องมีความบริสทุธ์ิไม่น้อยกว่าร้อยละ 98 การตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรม (genetic 
purity testing) ในปัจจบุนับริษัทผลิตเมล็ดพนัธุ์ยงัใช้วิธีการปลกูทดสอบในแปลงเรียกวา่วธีิ GOT (Growth Out Trait) ซึง่เป็นวิธี
ดัง้เดิมที่ใช้กนัมานาน ข้อด้อยของวิธีนีค้ือใช้เวลาทดสอบนาน มีต้นทนุด้านปัจจยัการผลิตสงูในการดแูลตัง้แต่ระยะกล้าถึงระยะ
ออกดอกอยา่งน้อย 3 เดือน ใช้พืน้ท่ีมาก เนื่องจากเมล็ดพนัธุ์แตล่ะรอบการผลิตต้องใช้เวลาปลกูทดสอบนานท าให้การส่งมอบ
เมล็ดพนัธุ์ให้ลกูค้าเกดิความลา่ช้า ไม่ทนัต่อความต้องการ นอกจากนีแ้ล้วการประเมินความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมด้วยลกัษณะ
สณัฐานภายนอกนัน้มกัเกิดความคลาดเคลื่อนไม่ชดัเจน โดยเฉพาะในสายพนัธุ์ที่มีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมสงู เนื่องจากการ
เจริญเติบโตของพชืได้รับอิทธิพลจากสภาวะแวดล้อม เช่น แสง อณุหภมูิ ธาตอุาหาร เป็นต้น ดงันัน้การใช้วิธีการตรวจสอบ 
ที่ให้ผลทดสอบท่ีถกูต้อง แม่นย า และรวดเร็ว จงึมคีวามจ าเป็นอย่างยิ่งเพื่อให้การตรวจสอบคณุภาพเมล็ดพนัธุ์มีประสิทธิภาพ 
ปัจจบุนัเคร่ืองหมายดเีอ็นเอหลายชนิดถกูน ามาใช้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของเมล็ดพนัธ์ุลกูผสม เช่น เคร่ืองหมาย
ดีเอ็นเอชนิด SSR ใช้กบัข้าวโพดลกูผสม (ศภุลกัษณ์ สตัยสมิทสถติ และจิระ สวุรรณประเสริฐ, 2558) เคร่ืองหมาย RAPD และ 
ISSR ใช้ตรวจความบริสทุธ์ิเมล็ดพริกลกูผสม (Kumar et al., 2012) เนื่องด้วยเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ RAPD มีข้อด้อยบางประการ
เช่นผลการท าซ า้ที่ไมเ่สถียรจึงได้มีการพฒันาเคร่ืองหมายทีม่ีความจ าเพาะยิ่งขึน้ เรียกว่า SCAR marker โดยพฒันาจาก RAPD 
markers ซึง่สามารถใช้ตรวจยืนยนัสายพนัธ์ุและความบริสทุธ์ิของลกูผสมในพืชหลายชนิด เช่น พริก (Jang et al., 2004) 
แตงกวา (Juthaporn and Piyaporn, 2012) ลิน้จี ่(Cheng et al., 2015) การพฒันา SCAR marker จากเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ
ชนิด HAT-RAPD เพื่อใช้คดัแยกข้าวหอมมะลิ 105 สายพนัธุ์กลาย BKOS6 ที่มเีมล็ดสีมว่งออกจากสายพนัธุ์ใกล้เคียงที่สร้าง 
รงควตัถุสีม่วงเหมือนกัน และใช้ตรวจสอบลกูผสมชัว่ที่ 1 (F1)  (Semsang et al., 2013) ส าหรับการศึกษาในดอกดาวเรือง 
ได้พฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ SCAR marker 4 จากเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ISSR, SRAP ตรวจติดตามยีนที่ควบคมุลกัษณะเกสร
เพศผู้ เป็นหมนั (Tems) ในดอกดาวเรืองที่ไม่มกีลีบดอก (He et al., 2009; Asha et al., 2019) การพฒันาเคร่ืองหมายดเีอ็นเอ
ส าหรับตรวจความบริสทุธ์ิของเมล็ดพนัธ์ุดาวเรืองลกูผสมในประเทศไทยยงัมกีารศกึษาค่อนข้างน้อย ทัง้ที่เป็นเคร่ืองมือที่จ าเป็น
และเป็นเทคโนโลยีที่เอกชนต้องการ ดงันัน้งานวิจยันีม้ีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอให้มีความจ าเพาะสงูและ 
มีความเสถียรมากขึน้ โดยพฒันาจากเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนดิอาร์เอพีดี เพื่อใช้ตรวจสอบความเป็นลกูผสมและตรวจสอบความ
บริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของเมล็ดพนัธ์ุดาวเรืองลกูผสม 

 
วิธีการศึกษา 

การเตรียมพืชทดลอง 
เมล็ดดาวเรืองพนัธุ์การค้าแอฟริกนั (Tagetes erecta) จากบริษัทอะเมริซีด อินเตอร์เนชัน่แนล จ ากดั สายพนัธุ์ MAR001 

วิธีการผลิตลกูผสมใช้ระบบการท าให้เกสรตวัผู้ เป็นหมนั (cytoplasmic genetic male sterility system) สายพนัธุ์ต้นพ่อ
หมายเลข TR 170021 My 150 1341744 BDG จ านวน 10 เมล็ด สายพนัธุ์ต้นแม่หมายเลข TR 170021 161208-1 จ านวน  
10 เมล็ด ลกูผสมหมายเลข MAR 31163 170 2025 Light seed จ านวน 97 เมล็ด และเมล็ดลกูผสมสายพนัธุ์อื่นซึง่ใช้เป็น
ตวัอยา่งอ าพราง (blind test) จ านวน 3 เมล็ด เพาะเมล็ดในถาดหลมุขนาด 288 หลมุ จนกระทัง่ปรากฏใบแท้หรือประมาณ  
2 สปัดาห์ จากนัน้ตดัใบไปสกดัดเีอ็นเอ 
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การสกดัดีเอ็นเอ 
ตวัอยา่งใบแท้จากต้นกล้าอาย ุ 2 สปัดาห์ ประมาณ 1-2 ใบ น ามาบดด้วยโกร่งในไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด  

ชั่งผงเนือ้เยื่อประมาณ 50-100 มิลลิกรัม น ามาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB method (Doyle and Doyle, 1987)  
ตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอในอะกาโรสความเข้มข้น 0.8% แยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าในสารละลาย 0.5X TBE บพัเฟอร์  
ใช้ความตา่งศกัย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที น าเจลไปย้อมด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
บนัทึกภาพด้วยเคร่ือง gel documentation (Syngene, USA) วดัปริมาณดเีอ็นเอด้วยเคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 
(Thermo Scientific, USA) ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร เจือจางสารละลายดีเอ็นเอใน Tris EDTA (TE) บพัเฟอร์
ให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เก็บสารละลายดเีอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส ส าหรับใช้ในการทดลองขัน้ตอนต่อไป 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์แบบสุ่ม 

น าสารละลายดีเอ็นเอของต้นแม่พันธุ์-พ่อพันธุ์และลูกผสมมาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม  
25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 1X PCR buffer (Invitrogen, Brazil), 2.5 mM MgCl2 (Invitrogen, Brazil), 0.2 mM dNTPs 
(Invitrogen, Brazil) 20 picomole RAPD primer (Metabion, Germany) 0.1 ยนูิต Taq DNA polymerase (Invitrogen, Brazil) 
สารละลายดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม เติมน า้ปราศจากไอออนให้มีปริมาตรครบ 25 ไมโครลิตร หลอดควบคุมแบบลบ  
(negative control) เตมิน า้แทนสารละลายดีเอ็นเอ น ามาเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรมด้วยเคร่ืองพีซอีาร์ (MJ Research, USA)  
ตัง้คา่การท างานดงันี ้ ขัน้ท่ีหน่ึงแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบท่ี 94 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 5 นาท ี จากนัน้เข้าสู่ขัน้ตอนการเพิ่ม
ปริมาณดเีอ็นเอจ านวน 40 รอบ ที่อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซยีส ใช้เวลา 45 วินาที อณุหภมูิ 36 องศาเซลเซยีส ใช้เวลา 1 นาท ี
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซยีส ใช้เวลา 2 นาที และขัน้ตอนสดุท้ายอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 10 นาที ใช้ไพรเมอร์ 
แบบสุ่มทัง้หมด 30 ไพรเมอร์ ประกอบด้วยไพรเมอร์ชดุ S หมายเลข S1 ถงึ S20 จ านวน 20 ไพรเมอร์ และไพรเมอร์ชดุ N 
หมายเลข N20 ถงึ N30 จ านวน 10 ไพรเมอร์ (Metabion) น าผลผลิตจากพีซอีาร์ (PCR product) มาแยกในอะกาโรส 
ความเข้มข้น 1.5% ในสารละลาย 0.5X TBE บพัเฟอร์ ใช้ความต่างศกัย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ย้อมเจลด้วย 
เอธิเดยีมโบรไมด์ บนัทึกภาพใต้แสงอลัตราไวโอเลตด้วยเคร่ือง gel documentation วเิคราะห์แถบดีเอ็นเอเพื่อคดัเลือกไพรเมอร์
ที่ให้ความแตกตา่งของแถบดีเอ็นเอระหว่างต้นแม่พนัธุ์-พ่อพนัธุ์ และลกูผสม 
การโคลนชิน้ส่วนดีเอน็เอและวิเคราะห์ล าดับเบส 

จากการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยอาร์เอพีดีไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์หมายเลข S12 ให้แถบดีเอน็เอของต้นพ่อพนัธุ์
ขนาด 1,171 คู่เบส ท าการตดัแยกชิน้ดีเอ็นเอออกจากเจลแล้วท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุน า้ยา Gel and PCR clean-up kit 
(Macherey-Nagel, Germany) โคลนชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิเข้าสู่ pTA2 vector protocol 2 (Toyobo, Japan) จากนัน้ 
น าเข้าสู่เซลล์ Escherichia coli DH5α คดัเลือกโคลนท่ีได้รับพลาสมิดซึง่มีโคโลนีสีขาวในอาหารแข็ง LB (Bio Basic, Canada) 
ที่เติม X-gal (20 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร) และ IPTG (100 mM) น าโคโลนีสีขาวเลีย้งในอาหาร SOC ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
ที่เติม ampicillin (100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) เลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ใช้เวลา 20 ชัว่โมง สกดัแยก 
พลาสมิดดีเอ็นเอด้วยชดุน า้ยา Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel, Germany) แบง่สารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอไปท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ forward primer T7 promoter และ reverse primer pBluescript SK (Bio Basic Inc, Canada)  
น าผลิตภณัฑ์พีซีอาร์มาตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI (Sigma-Aldrich, Germany) จากนัน้น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอมาแยกแถบดเีอ็นเอ
ในอะกาโรสเจลความเข้มข้นเจล 1.5% ใน 0.5X TBE buffer ย้อมเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ตรวจสอบแถบชิน้ส่วนพลาสมิด 
ดีเอ็นเอใต้แสงอลัตราไวโอเลต บนัทึกภาพด้วยระบบถ่ายภาพ gel documentation (Gene Syngene, USA) น ารีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดมาท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุน า้ยา Qiagen PCR purification kit (Qiagen, Germany) ส่งตวัอย่างไปวิเคราะห์ล าดบัเบส 
ที่บริษัท 1st BASE (ประเทศมาเลเซีย) 
การออกแบบไพรเมอร์และคดัเลือกไพรเมอร์ 

น าข้อมลูล าดบัเบสที่ได้มาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ โดยคงล าดบัเบสเดิมของไพรเมอร์หมายเลข S12 ไว้ แล้วเพิม่
เบสเชื่อมต่อเข้าไปจ านวน 2, 4, 8 และ 14 เบส ตามล าดบั (Table 1) 
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Table 1 Nucleotide sequence of developed primers originating from the S121108 RAPD marker specific for  
the parental male. 

Primer Name Sequence Annealing Temperature (˚C) 

S12+2 5’ CCTTGACGCAGC 3’ 45 
S12+4 5’ CCTTGACGCAGCAG 3’ 55 
S12+8 5’ CCTTGACGCAGCAGCACG 3’ 60 
S12+14 5’ CCTTGACGCAGCAGCACGTGACGC 3’ 68 

 
น าไพรเมอร์ที่ออกแบบไปท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัดเีอ็นเอของต้นแม-่พ่อพนัธุ์ และลกูผสม โดยใช้องค์ประกอบในปฏิกิริยา

พีซีอาร์และโปรแกรมการท างานของเคร่ืองพีซีอาร์เหมือนที่ใช้กับอาร์เอพีดีไพรเมอร์ทุกประการ  ยกเว้นอุณหภูมิ annealing  
ให้แต่ละไพรเมอร์ใช้อณุหภมูิดงัแสดงใน Table 1 
การทดสอบความบริสุทธิ์เมลด็พนัธ์ุลกูผสม 

เตรียมเมล็ดพนัธุ์ลกูผสมส าหรับการทดลองนีจ้ านวน 100 เมล็ด โดยน าเมล็ดลกูผสมของคู่พ่อพนัธุ์-แม่พนัธุ์ทีใ่ช้ศกึษา
ในครัง้นีม้า 97 เมล็ด น าปลอมปนซึง่เป็นเมล็ดลกูผสมพนัธุ์ที่เกิดจากแม่-พ่อพนัธุ์คู่อื่นใส่ลงไป จ านวน 3 เมล็ด คละเคล้าผสมกนั 
น าเมล็ดทัง้หมดไปเพาะประมาณ 2 สปัดาห์ ตดัใบแท้มาสกดัดเีอ็นเอ แล้วน ามาเพิ่มปริมาณพีซอีาร์ด้วยไพรเมอร์ S12+GCAG 
จากนัน้แยกผลผลิตพีซีอาร์ในอะกาโรส 1.5% ในสารละลาย 0.5X TBE buffer ย้อมเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บนัทึกภาพด้วย
ระบบถา่ยภาพ gel documentation (Gene Syngene, USA) วเิคราะห์แถบดีเอน็เอเพื่อบง่ชีค้วามเป็นลกูผสมแท้ โดยแถบดีเอ็นเอ
ของลกูผสมแท้จะมีแถบดเีอ็นเอทีต่รงกบัต้นพ่อพนัธุ์และแม่พนัธุ์ เมล็ดลกูผสมปลอมปนจะมีรูปแบบแถบดเีอน็เอแตกตา่งไปจาก
แม่และพ่อพนัธุ์ ส่วนเมล็ดทีม่ีแถบดีเอ็นเอเหมือนกบัต้นแม่เป็นเมล็ดที่เกิดจากการผสมตวัเอง 

 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยอาร์เอพีดีไพรเมอร์ 
จากการคดัเลือกด้วยไพรเมอร์แบบสุ่มจ านวน 30 ไพรเมอร์ (หมายเลข S1 ถึง S20 จ านวน 20 ไพรเมอร์ และ N20  

ถึง N30 พบไพรเมอร์หมายเลข S12 (5’-CCTTGACGCA-3’) เพียงไพรเมอร์เดียวเทา่นัน้ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่ง 
ต้นพ่อ-แม่ และบง่ชีค้วามเป็นลกูผสมได้ โดยต้นแม่พนัธุ์ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 708 คู่เบส ต้นพ่อพนัธุ์ให้แถบดเีอ็นเอขนาด 
1,171 คู่เบส ส่วนต้นลกูผสมมีแถบดีเอ็นเอทัง้ 2 ขนาด คือ 708 และ 1,171 คู่เบส ซึง่ตรงกบัต้นพ่อ-แม่พนัธุ์ เคร่ืองหมายดเีอ็นเอ
ชนิดอาร์เอพีดมีีข้อดีคือวิธีการไมยุ่่งยากซบัซ้อน ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมลูล าดบัเบสส าหรับออกแบบไพรเมอร์ ต้นทนุการวเิคราะห์
ทดสอบไม่สงู จากการคดัเลือกไพรเมอร์ทัง้หมด 30 หมายเลข พบไพรเมอร์เพียงหมายเลขเดียวที่สามารถแยกความแตกตา่ง
ระหว่างต้นพ่อ-แม่พนัธุ์ได้ แสดงให้เห็นว่าต้นพ่อ-แม่พนัธุ์ มีพืน้ฐานทางพนัธุกรรมทีใ่กล้เคียงกนัมาก จึงท าให้แถบดีเอ็นเอมี
ความแตกต่างกนัน้อย ซึง่สอดคล้องกบัท่ี นงลกัษณ์ คงศิริ และราตรี บญุเรืองรอด (2560) ได้รายงานว่า สายพนัธุ์ของดาวเรืองที่
น ามาใช้ปรับปรุงพนัธุ์เพือ่การค้านัน้มีความหลากหลายทางพนัธกุรรมต า่ แม้วา่จะมรีายงานการน าเคร่ืองหมายดเีอ็นเออาร์เอพีดี
ใช้ได้ผลส าเร็จในพืชหลายชนดิเชน่ พริก (Pujar et al., 2017) กะหล ่าปลี (Ye et al., 2013) มะเขือเทศ (Liu et al., 2008)  
แต่อย่างไรก็ตามส าหรับดาวเรือง การน าไปใช้ยงัมีข้อจ ากดัอยู่หลายประการ อาทิเช่น ฐานพนัธุกรรมของพ่อ-แม่พนัธุ์ดาวเรือง 
ที่ใช้ผลิตลกูผสมใกล้เคียงกันมาก ต้องใช้ไพรเมอร์จ านวนมากเพื่อคดัเลือก และการเกิดแถบดีเอ็นเอให้ผลการท าซ า้ไม่คงที่  
สาเหตเุกิดจากดเีอ็นเอแม่แบบปนเปือ้นสารทตุิยภมูิซึง่พบมากในดาวเรือง สารปนเปือ้นจะไปยบัยัง้หรือลดประสิทธิภาพปฏิกิริยา
พีซีอาร์ท าให้ไม่มคีวามเสถียร (Shahzadi et al., 2009) การท าปฏิกิริยาแต่ละครัง้ให้ผลทดสอบไม่เหมือนเดิม ด้วยเหตนุีจ้ึงน า
ไพรเมอร์อาร์เอพีดี หมายเลข S12 ไปพฒันาให้เป็นไพรเมอร์ที่ให้ผลการท าซ า้มีความคงที่มากยิง่ขึน้ 
การโคลนชิน้ส่วนดีเอน็เอและวิเคราะห์หาล าดับเบส 

อาร์เอพีดีไพรเมอร์หมายเลข S12 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,171 คูเ่บสที่จ าเพาะกบัต้นพ่อพนัธุ์ น าชิน้ดีเอ็นเอนีม้าท าให้
บริสทุธ์ิแล้วโคลนเข้าสู่เวกเตอร์ pTA2 และวิเคราะห์หาล าดบัเบส (DNA sequencing) โดยใช้ forward primer T7 และ  
reverse primer SP6 ผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสพบดเีอ็นเอชิน้นีม้จี านวน 1,183 เบส (Figure 1) ซึง่จ านวนเบสที่ได้จากการอา่น 
ด้วยเคร่ืองหาล าดบัเบสใกล้เคียงกับขนาดชิน้ดีเอ็นเอ 1,171 คู่เบสที่อ่านได้จากแผ่นเจลเมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน และ
พบว่ามีล าดบัเบสที่เหมือนกบัไพรเมอร์อาร์เอพดีีหมายเลข S12 ดงันัน้จึงสามารถยืนยนัได้ว่าข้อมลูล าดบัเบสที่ได้นีเ้ป็นข้อมลู
ล าดบัเบสของชิน้ดเีอ็นเอที่จ าเพาะต่อต้นพ่อพนัธุ์อยา่งแท้จริง 
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CTTGACGCAGCAGCACGTGACGCACCCATGACAACTTTTCATGGTTTGCACAATCAACTGTAGGAAAACAAACTG
TCCAAACTCAACCAYTAATTACACTACTCACTAAACCCTATAATAACCTCCAAAAACTTAAATTGAGCAATTGATCT
ATCAAATCATCTACACTTCAATTCAGATCAAACTCATGTGTCATAACCTAATCAATATTCAAATTAACAACAACACM
AATACATTAACATCATCAATGACAATGATTCAATTCCTACTTTCAAACCAATTCAAGTTGCACAGATCACAAGAACT
AAAAGCCCTAACTACAAAATTAACATGAATAAACTAAGCATGTAATCATCAATTCAAAGTCTAGAGAGGCGAAATG
CAATTATTAATCGAATAGTGAGGGAATAATTAACAAGTATGTGAGTATGTTAGAAGATAAAATTCATTTAGTGATAAT
AATGTTGAAGATGAAGAAAATTACTTTGATCTGAAGTGAAACGGTGGGTGTTGTTTGGTGTTTGTTTCCTGTTTTAG
CTACTTTTTGTGGAAATGAAATGTAGATAGATGACAATGAATGAAAAGTGTTTGTATAAATACCGGTTTGGATAAGA
CTTTGACGTGTAGCCTATATTATTATTTTTTTTTTCAACGGCGTTATTTAGATATCTTACTTCTAGATACCAAACTCATA
TTTTTTTATAATCTATGTATCTAAATGAGGCTCTTTGAGAGGTATGATGTCAGCTGTTTATATTGATTTTGATATTTTAT
TTGGCTTACTTAGAAAAATTTTTAAGGGAGAAACCTATTATTACGAGAAAACTTGTAATGTTTAACCTAGAACCTTAT
TATGTCTTATGTAAGATTTGGATTCAAGATATTCATATTGTAATGAAGTTGTGTACTCCACCTTAAACATTTTGGCTTT
GGATTGTTGGTAGATAGTAAAGTCGTGCCAATTGGTCTTCTGGTTTAATAACAAGGGGTGATGACAAAGGCTTAC
GATGTTTGAGGTCTCAAGTTTTAATCTTGAGTTCATGCCTCTATGTAGTTTTCTCACTATGGTGGGGTTTCTCCTTAA
AGGTGTTCATGAGTGCGTCAAGG 

 

Figure 1 Nucleotide sequences of the RAPD fragment S121108 specific to the parental male. RAPD S12 primer 
sequences are underlined. 

 
การออกแบบไพรเมอร์ 

ข้อมลูล าดบัเบสของชิน้ดเีอ็นเอทีจ่ าเพาะต่อต้นพ่อพนัธุ์ขนาด 1,108 เบส มาออกแบบไพรเมอร์ โดยคงล าดบัเบสเดิม
ของอาร์เอพีดีไพรเมอร์หมายเลข S12 จ านวน 10 เบสไว้เป็นแกน แล้วเพิ่มเบสเชื่อมต่อท้ายปลาย 3’ (Table 1) ให้ชื่อไพรเมอร์
ดงันี ้S12+2 ให้ชื่อว่า S12+GC (เตมิเบสต่อท้ายจ านวน 2 เบส) S12+GCAG ให้ชื่อวา่ S12+4 (เติมเบสต่อท้ายจ านวน 4 เบส) 
S12+CGAGCACG ให้ชื่อวา่ S12+8 (เตมิเบสต่อท้ายจ านวน 8 เบส) และ S12+CGAGCACGTGACGC ให้ชื่อว่า S12+14 
(เตมิเบสต่อท้ายจ านวน 14 เบส) น าไพรเมอร์ทัง้ 4 ไพรเมอร์นี ้ ไปทดสอบกบัดีเอ็นเอของต้นแม่-พ่อพนัธุ์และลกูผสม พบวา่ 
ไพรเมอร์ S12+4 หรือ S12+GCAG สามารถแยกความแตกตา่งระหว่างแม่-พ่อพนัธุ์ ต้นแม่พนัธุ์ให้ชิน้ดเีอ็นเอ 3 แถบ ขนาด  
750, 535 และ 495 คู่เบส ส่วนต้นพ่อพนัธุ์ให้ชิน้ดีเอ็นเอ 3 แถบ ขนาด 1,170, 750 และ 656 คู่เบส ต้นลกูผสมให้แถบทัง้หมด  
4 แถบ มีขนาด 1,170, 750, 535 และ 495 คู่เบส โดยแถบดเีอ็นเอของลกูผสมขนาด 1,170 และ 750 คูเ่บส เหมือนต้นพ่อพนัธุ์  
ขณะที่แถบดเีอ็นเอขนาด 535 และ 495 คูเ่บส เหมือนต้นแม่พนัธุ์ จากการใช้ไพรเมอร์ทัง้ 4 ไพรเมอร์ พบว่ามจี านวนชิน้ดเีอ็นเอ
ที่เกิดขึน้แปรผกผนักบัจ านวนเบสที่เติม ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอมากที่สดุคือ S12+2 ให้แถบดเีอ็นเอลกูผสมจ านวน 6 แถบ 
รองลงมาคือไพรเมอร์ S12+4 จ านวน 4 แถบ ไพรเมอร์ S12+8 และ S12+14 ให้แถบดเีอ็นเอจ านวน 3 แถบ ซึง่ไพรเมอร์ S12+2, 
S12+8 และ S12+14 พบวา่รูปแบบแถบดีเอ็นเอของต้นแม่พนัธุ์-พอ่พนัธุ์และลกูผสมเหมือนกนัทกุประการ ไพรเมอร์ S12+GCAG 
ซึง่มจี านวนเบสทัง้สิน้ 14 เบส สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งแม่-พ่อพนัธุ์และลกูผสมได้นัน้ แสดงวา่ไพรเมอร์นีเ้ข้าไปจบักบั
ล าดบัเบสบริเวณจ าเพาะสามารถบ่งชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรมของต้นพ่อ-แม่พนัธุ์และลกูผสมได้ ดาวเรืองสายพนัธุ์
ที่น ามาปรับปรุงเป็นพนัธุ์การค้านัน้มีพนัธุกรรมใกล้ชิดกันมากท าให้โอกาสที่พบความแตกต่างมีน้อย ไพรเมอร์ S12+GCAG  
ที่พฒันาขึน้นีใ้ห้ผลการท าซ า้ที่คงที่มีความเสถียรมากกว่าอาร์เอพดีีไพรเมอร์ 
การทดสอบความบริสุทธิ์เมลด็พนัธ์ุลกูผสม 

ทดสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของเมล็ดลกูผสมโดยเตรียมเมล็ดพนัธุ์จ านวน 100 เมล็ด ประกอบด้วยเมล็ดลกูผสม
จากคู่พ่อ-แม่พนัธุ์ จ านวน 97 เมล็ดที่เก็บรวบรวมจากแปลงผลิตเมล็ดพนัธุ์ของเกษตรกร ใส่เมลด็ลกูผสมที่เกิดจากพ่อ-แม่พนัธุ์ 
คู่อื่น จ านวน 3 เมลด็ น าดเีอ็นเอมาทดสอบกบัไพรเมอร์ S12+GCAG แถบดเีอ็นเอของเมล็ดลกูผสมแท้ต้องปรากฎแถบดเีอ็นเอ
จ านวน 4 แถบ มีขนาด 1,170, 750, 535 และ 495 คู่เบส ตามล าดบั (Figure 2) โดยแถบดีเอ็นเอขนาด 1,170 คู่เบส ตรงกบัแถบ
ดีเอ็นเอของต้นพ่อ และแถบดเีอ็นเอขนาด 750, 535 และ 495 คู่เบสตรงกบัแถบดีเอ็นเอของต้นแม่ จากการทดสอบกบัเมล็ดพนัธุ์
ที่เตรียมขึน้ จ านวน 100 เมล็ด พบว่ามเีมล็ดทีเ่ป็นลกูผสมแท้จ านวน 93 เมล็ด เมล็ดพนัธุ์ปนเปือ้นจ านวน 3 เมลด็ และเมล็ด 
ที่เกิดจากการผสมตวัเองจ านวน 4 เมล็ด เมล็ดพนัธุ์ปนคือเมล็ดที่ไม่ได้เกิดจากพ่อ-แม่คู่ที่ใช้ศกึษา ซึง่แถบดีเอ็นเอแตกต่าง 
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ไปจากต้นพ่อ-แม่พนัธุ์ ประกอบด้วยเมล็ดหมายเลข 6, 51 และ 46 เมล็ดพนัธุ์ลกูผสมหมายเลข 6 และ 51 นัน้ มีแถบดีเอ็นเอ 
เกินมาและหายไปอยา่งละหน่ึงแถบ โดยชิน้ดเีอ็นเอทีเ่กินมามีขนาด 1,231 คู่เบส ส่วนชิน้ดีเอ็นเอที่หายไปมีขนาด 535 คูเ่บส 
ส่วนเมล็ดพนัธุ์หมายเลข 46 ไม่ปรากฏแถบดเีอ็นเอขนาด 1,231 และ 535 คู่เบส การทดสอบนีต้รวจพบเมล็ดพนัธุ์ทีเ่กิดจากการ
ผสมตวัเองจ านวน 4 เมล็ด ได้แก่ เมล็ดหมายเลข 21, 23, 41 และ 87 ซึง่มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนต้นแม่ทกุประการ  
ผลจากการตรวจสอบด้วยการเทยีบรูปแบบแถบดีเอ็นเอนีส้ามารถตรวจพบเมล็ดปลอมปนจ านวน 3 เมล็ด ซึง่เทา่กบักบัจ านวน
เมล็ดปลอมปนที่จงใจผสมลงไป ชีใ้ห้เห็นว่าไพรเมอร์ S12+GCAG สามารถใช้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิเมล็ดพนัธ์ุลกูผสมได้
ถกูต้องแม่นย า นอกจากนีไ้พรเมอร์นีย้งัสามารถตรวจพบเมล็ดพนัธุ์ที่เกิดจากการผสมตวัเองจ านวน 4 เมล็ด ผลการทดสอบ
ตรวจพบจ านวนเมล็ดพนัธุ์ที่ไม่พงึประสงค์ทัง้หมด 7 เมล็ด กล่าวได้ว่าเมล็ดลกูผสมชดุนีม้คีวามบริสทุธ์ิเท่ากบั 93 เปอร์เซ็นต ์
 

Figure 2 Genetic purity testing of marigold hybrid seeds using the S12+GCAG primer, M: DNA ladder, Lane 1-100: 
individual F1 hybrid plants. Hybrid plants number 6, 46 and 51 are contaminated seeds and number  
21, 23, 41 and 87 represents an off-type seeds. 

 
เมล็ดที่น ามาใช้ในการทดลองนีร้วบรวมมาจากแปลงเกษตรที่รับจ้างผลิตเมล็ดพนัธุ์ลกูผสมให้บริษัท ซึ่งมีความเป็นไปได้สงู

ที่จะเกดิเมลด็ที่เกดิจากการผสมตวัเอง โดยเฉพาะเมื่ออณุหภมูิสงูและวนัยาวจะท าให้ดอกด้านล่างล าต้นส่วนใหญ่จะกลายเป็น
ดอกสมบรูณ์เพศ (ประทมุพร ขอดแก้ว และณฐัา โพธาภรณ์, 2552) ถ้าเดด็ทิง้ไม่หมดจะมีโอกาสเกิดเมล็ดผสมตวัเองปนเปือ้น
มาด้วย การผลิตเมล็ดพนัธุ์ดาวเรืองลกูผสม (F1) ใช้ระบบ cytoplasmic genetic male sterile ต้นแม่พนัธุ์มีเกสรตวัผู้ เป็นหมนั 
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(male sterility) เนื่องจากยีนที่ควบคุมการพฒันาของเกสรตวัผู้ เกิดการกลายพนัธุ์ ท าให้เกิดความผิดปกติในการแบ่งเซลล์
สืบพนัธุ์เพศผู้  จึงไม่สามารถสร้างละอองเรณไูด้ (Ai et al., 2016) ต้นแม่พนัธุ์ที่เกสรตวัผู้ เป็นหมนันีช้่วยท าให้ขัน้ตอนการผลิต
เมล็ดพนัธุ์ลกูผสมท าได้ง่ายและรวดเร็ว เพราะไม่ต้องตอนเกสรตวัผู้  (emasculation) ก่อนท าการผสมเกสร และยงัได้เมล็ดพนัธุ์
ลกูผสมท่ีมีความบริสทุธ์ิสงู เนื่องจากไม่มีการถ่ายละอองเรณใูนดอกเดียวกัน อย่างไรก็ตามต้นแม่พนัธุ์ที่เกสรตวัผู้ เป็นหมนันี ้
สามารถเกิดกลีบดอกได้ 3 ลกัษณะ ได้แก่ ดอกที่มกีลีบดอกปกต ิ (petaloid) ดอกที่ไมม่ีกลีบดอก (apetaloid) และดอกที่เป็น
แบบ gynomonoecious จะมีทัง้เกสรตวัเมียแตเ่กสรตวัผู้ เป็นหมนักบัดอกที่สมบรูณ์เพศอยู่บนต้นเดียวกนั (Tejaswini et al., 
2016) สภาวะอากาศที่อณุหภมูสิงูและวนัยาวจะกระตุ้นให้ดอกทีเ่ป็น gynomonoecious นีเ้กดิดอกสมบรูณ์เพศมากขึน้ โอกาส
เกิดการผสมเกสรในดอกเดียวกนัสงู การปะปนของเมล็ดพนัธุ์ที่ไมพ่ึงประสงค์สามารถเกิดได้ทกุขัน้ตอนการผลิต เช่น ระหว่าง
การผสมเกสร การผสมข้ามกบัสายระหวา่งพนัธุ์ที่อยูแ่ปลงใกล้เคียงหรือการปะปนในระหว่างคดัแยกเพื่อบรรจภุณัฑ์ ท าให้ได้
เมล็ดท่ีเกิดจากการผสมตวัเองปะปนกับเมล็ดพันธ์ุลกูผสมแท้ได้ง่าย เมล็ดพนัธ์ุท่ีมีความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมต ่าจะท าให้ได้ 
ผลผลิตน้อยไม่มีความสม ่าเสมอ และเกิดการเสื่อมถอยของลกัษณะท่ีดี ดงันัน้การตรวจสอบความบริสทุธ์ิเมล็ดพนัธ์ุลกูผสมจงึ
มีความจ าเป็นอยา่งยิง่ การน าเคร่ืองหมายดเีอน็เอมาใช้ตรวจสอบคณุภาพเมล็ดพนัธุ์จะชว่ยลดระยะเวลาทีใ่ช้ตรวจสอบให้สัน้ลง 
ให้ผลทดสอบท่ีถกูต้อง รวดเร็ว ท าให้บริษัทสามารถจ าหน่ายเมล็ดพนัธุ์ที่มีคณุภาพได้รวดเร็วทนัต่อความต้องการของลกูค้า 

 
สรุปผลการศึกษา 

งานวจิยันีไ้ด้พฒันาไพรเมอร์ S12+GCAG ส าหรับใช้บ่งชีค้วามเป็นลกูผสมและใช้ตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรม
ของเมลด็ดาวเรืองลกูผสมได้ โดยน าไปทดสอบกบัเมล็ดพนัธุ์ลกูผสมจ านวน 100 เมล็ด สามารถตรวจพบเมล็ดปลอมปนท่ีไม่ใช่
เมล็ดพนัธุ์ลกูผสมแท้จ านวน 7 เมล็ด ประกอบด้วยเมล็ดพนัธุ์ปลอมปนพนัธุ์อื่นจ านวน 3 เมล็ด และเมล็ดพนัธุ์ที่มาจากการผสม
ตวัเองจ านวน 4 เมล็ด ไพรเมอร์ที่พฒันาขึน้นีใ้ห้ผลการท าซ า้คงที่ มีความเสถียรมากกว่าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดอาร์เอพีดี
ภายใต้การทดสอบในห้องปฏิบตัิการเดียว และสามารถน าไปใช้ตรวจสอบได้เฉพาะสายพนัธุ์คู่พ่อแม่ที่ใช้ในงานวิจยันีเ้ท่านัน้   

ไม่สามารถน าไปใช้ทดสอบกบัคูผ่สมอื่น 
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