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บทคัดย่อ 
ในการพัฒนาและเผยแพร่พันธุ์ลูกผสมควรมีสิ่ง

บ่งชี้ว่า เมล็ดพันธุ์มีคุณภาพสูงหรือไม่ ซึ่งความบริสุทธิ์
ทางพันธุกรรมเป็นสิ่งหนึ่งที ่ใช้ในการก าหนดคุณภาพ 
ทั้งนี้ ในการผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสมของข้าวโพดหวานมี
โอกาสที่จะเกิดการปนเปื้อนจากการผสมข้ามของสาย
พันธุ ์อื ่น หรือเกิดการผสมตัวเอง ดังนั ้น  จึงมีการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลมาตรวจสอบความบริสุทธิ์และความ
เป็นลูกผสมของข้าวโพดหวานสงขลา 84-1 ของกรม
วิชาการเกษตร โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์: 
SSR เพื่อแยกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ของ
ข้าวโพดหวานลูกผสมแต่ละพันธุ์ โดยอาศัยรูปแบบของ
แถบดีเอ็นเอที่เคล่ือนที่บนแผ่นเจลอะกาโรส (3.5%) และ
เทคนิค capillary electrophoresis  ซึ่งรูปแบบของแถบ
ดีเอ็นเอ ที่แตกต่างกันระหว่างพ่อและแม่ จะสามารถ
จ า แนกหร ือบ ่ง คว าม เป ็นล ูกผสมได ้ โ ดยพบว ่า 
เครื่องหมายที่สามารถบอกความแตกต่างระหว่างพ่อและ
แม่ข้าวโพดหวานลูกผสมพันธุ ์สงขลา 84-1 ซึ ่งมีสาย
พันธุ์แม่ CLei 56 และสายพันธุ์พ่อ CLei 38 ได้แก่ Umc 
2071, Umc 2293 และ Bnlg 1083 จากผลการศึกษานี้
จะน าไปใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม 
ในการผลิตเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดหวานอย่างแม่นย าต่อไป 

 
ABSTRACT 

The superiority of hybrid varieties should be 
supported by the high quality seeds. Genetic purity is 

one of the quality criteria. In producing sweet corn 
hybrid seeds, it is frequently contaminated by out-
crossed pollen from another (undetermined) variety or 
the occurrence of selfing. In the present study, the 
molecular markers were investigated for genetic purity 
of Songkhla 84-1 sweet corn hybrid obtained from the 
Department of Agriculture, using SSR markers based 
on the banding pattern resolved on agarose gel 
(3.5%) and capillary electrophoresis. The different 
banding pattern of the male and female parent made 
a way to identify the hybrid. The markers could be 
clearly identified the sweet corn hybrid Songkhla 84-1 
form parental inbred lines No.56 and No.38 were Umc 
2071, Umc 2293 and Bnlg 1083. These markers are 
useful in the verification of genetic purity of sweet 
corn hybrid seeds accurately. 
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บทน า  
ข้าวโพดหวานเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่มี

ความส าคัญของประเทศ สามารถจ าหน่ายผลผลิตได้ทั้ง
ในตลาดบริโภคสดและส่งโรงงานอุตสาหกรรมบรรจุ
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กระป๋อง ผลผลิตข้าวโพดหวานส่วนใหญ่จะถูกน าไปแปร
รูปเป็นผลิตภัณฑ์ข้าวโพดหวานกระป๋องและแช่แข็ง 
ส่งออกไปยังประเทศต่างๆ ทั่วโลก โดยในปี 2557 มี
ปริมาณการส่งออก 444,211 ตัน คิดเป็นมูลค่า 7,200 
ล้านบาท ในการผลิตข้าวโพดหวานในประเทศไทย 
เกษตรกรใช้พันธุ์ข้าวโพดหวานลูกผสม (hybrid variety) 
มากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากมีการพัฒนาพันธุ์
ข้าวโพดหวานลูกผสมให้ผลผลิตสูง คุณภาพบริโภคดี มี
ความแข็งแรงและการเจริญเติบโตดี รวมถึงผลผลิตได้
มาตรฐานของตลาดและโรงงานอุตสาหกรรมสูง อีกทั้ง
ความสม่ าเสมอของพันธุ์ท าให้การปฏิบัติดูแลรักษา และ
การเก็บเกี่ยวผลผลิตท าได้ง่ายขึ้น โดยมีการปรับปรุง
พัฒนาพันธุ์ข้าวโพดหวานลูกผสมจากหน่วยงานราชการ
และเอกชน เพื่อให้มีคุณภาพที่ดียิ่งขึ้น จึงมีหลากหลาย
พันธุ์ที่มีจ าหน่ายในท้องตลาดปัจจุบัน ธุรกิจเมล็ดพันธุ์
ข้ าวโพดหวานของไทยยังมี โอกาสเติบโตได้มาก 
เนื่องจากนักลงทุนทั้งไทยและต่างประเทศเล็งเห็นถึง
ศักยภาพ ในการที่จะผลักดันให้ไทยกลายเป็นศูนย์กลาง
การผลิตและกระจายเมล็ดพันธุ์  ในภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ส่งผลให้มีการน าเข้าและส่งออกเมล็ด
พันธุ์ เพิ่มขึ้น ในการผลิตเมล็ดพันธุ์ ลูกผสมส าหรับ
จ าหน่าย ได้มีการก าหนดคุณภาพเมล็ดพันธุ์ให้มีความ
เป็นลูกผสมมากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ ประกอบกับราคา
เมล็ดพันธุ์ลูกผสมค่อนข้างสูง เพราะมีขั้นตอนในการผลิต
ที่ยุ่งยาก จึงต้องมีขั้นตอนในการตรวจสอบความบริสุทธิ์
ของเมล็ดพันธุ์ นอกจากนี้ เมื่อเกิดปัญหาการขโมยสาย
พันธุ์พ่อ/แม่จากแปลงปลูก เพื่อน าไปผลิตจ าหน่ายภายใต้
เครื่องหมายการค้าของตนเอง จะต้องมีวิธีที่มีความ
แม่นย าสูง ส าหรับใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรมของสายพันธุ์ ซึ่งจะใช้เป็นข้อมูลยืนยันสาย
พันธุ์ ในกรณีที่เกิดการขโมยพันธุ์หรือการปลอมปนพันธุ์ 
หากมีข้อมูลในส่วนน้ี จะท าให้ผู้ค้าทั้งไทยและต่างประเทศ
เกิดความมั่นใจเกี่ยวกับมาตรการคุ้มครองเมล็ดพันธุ์ของ
ไทย เกิดการพัฒนาทางธุรกิจเมล็ดพันธุ์ยิ่งขึ้นต่อไป  

การตรวจสอบความบริ สุทธิ์ของเมล็ดพันธุ์
โดยทั่วไปนั้น เป็นการตรวจดูจากสัณฐานวิทยาที่ปรากฏ
ออกมาให้เห็นทั้งจากเมล็ด ต้นกล้า ตลอดจนต้นพืชที่
เจริญเต็มที่ ซึ่งต้องใช้ระยะเวลานาน อีกทั้งยังขึ้นอยู่กับ
สภาพแวดล้อมในการปลูกทดสอบแต่ละครั้ง ไม่สามารถ

ควบคุมให้สภาพแวดล้อมเหมือนกันทุกครั้งได้ เนื่องจาก
สภาพแวดล้อม รวมทั้ งการถูกกระตุ้นด้วยสภาวะ
บางอย่าง ในระหว่างการพัฒนาของเมล็ดนั้น จะมีอิทธิพล
ต่อการแสดงออกของบางลักษณะ การตรวจสอบความ
แตกต่ า งของ ส่ิ งมี ชี วิ ต ในระดับดี เ อ็ น เอนับว่ า  มี
ประสิทธิภาพกว่าการตรวจสอบในระดับอื่น ๆ สามารถ
วิเคราะห์จากส่วนใดของพืชก็ได้ โดยไม่ขึ้นกับเนื้อเยื่อ 
ระยะการเจริญเติบโต และสภาพแวดล้อม  

การตรวจสอบสามารถท าได้ทั้งส่วนของยีนและ
ส่วนที่ไม่ใช่ยีน (สุรินทร์ , 2539) โดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุล (molecular marker) สามารถน ามาใช้ในการ
จ าแนกและตรวจสอบความตรงต่อสายพันธุ์ได้เป็นอย่างดี 
เครื่องหมายโมเลกุลได้เข้ามามีบทบาทในงานด้านพันธุ
ศาสตร์และการปรับปรุงพันธุ์พืชอย่างมาก เนื่องจากการ
จัดกลุ่มหรือการจ าแนกส่ิงมีชีวิตโดยอาศัยลักษณะ
สัณฐานวิทยาท าได้ยาก โดยเฉพาะอย่างยิ่ง พืชซึ่งเป็น
ส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะคล้ายคลึงกัน (สรพงศ์, 2554) จึงท า
ให้เกิดความผิดพลาดในการแยกหรือบ่งความแตกต่าง
ของสายพันธุ์ได้  โดยเฉพาะอย่างยิ่งสายพันธุ์พืชบาง
ชนิดที่มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรม การใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลช่วยในการบ่งชี้ความแตกต่างของสายพันธุ์พืช 
(varietal identification) ช่วยให้การจ าแนกความแตกต่าง
ของ สายพั นธุ์ มี ค ว ามถู กต้ อ งแม่ นย า ม ากยิ่ ง ขึ้ น 
นอกจากนั้น ยังได้รับความนิยมอย่างมากในการประเมิน
ความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) ของ
ส่ิงมีชีวิตอีกด้วย (Mondini et al., 2009)  

เครื่องหมายโมเลกุลที่น ามาใช้ในการตรวจสอบ
ความตรงต่อพันธุ์หรือสายพันธุ์  ได้แก่ เครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด RFLP (restriction fragment length 
polymorphism) RAPD (random amplified polymorphic 
DNA) และเครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite หรือ 
simple sequence repeat (SSR) เครื่องหมายโมเลกุลที่
นิยมน ามาใช้และให้ผลการตรวจสอบที่แม่นย า คือ 
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite หรือ SSR ซึ่ง
เป็นดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสซ้ ากันเรียงอยู่ต่อเนื่องกันที่
ต าแหน่งหนึ่ง ๆ ในจีโนม ตั้งแต่ขนาด 1-6 เบส เช่น (C)n 
(CT)n (CTT)n เมื่อ n คือจ านวนซ้ า พบว่า SSR มี
ความถี่และกระจายตัวอยู่ทั่วไปในจีโนมของส่ิงมีชีวิตชนิด
ยูแคริโอต (สุรินทร์, 2552) ความแปรปรวนของ SSR 
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เกิดขึ้นเนื่องจากความผิดพลาดระหว่างการจ าลองตัวของ
ดีเอ็นเอ (DNA replication) SSR เป็นบริเวณที่มีความ
แปรปรวนสูง ท าให้สามารถตรวจพบความแตกต่างได้ง่าย 
ในแต่ละต าแหน่งของ SSR จึงมีการน าเครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด SSR มาใช้อย่างแพร่หลายในการจ าแนก
พันธุ์หรือสายพันธุ์พืชที่มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรม 
โดยเฉพาะอย่างยิ่ง พืชที่มีฐานพันธุกรรมแคบ ซึ่ง SSR ที่
มีกระจัดกระจายอยู่ทั่วไปในจีโนมของพืช จะถูกน ามาใช้
เพื่อการพฒันาวิธีการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ์ได้
เป็นอย่างด ี

การวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ด้วยเครื่อง
ตรวจสอบล าดับเบสอัตโนมัติ  จะให้รูปแบบแอลลีลที่
หลากหลายเนื่องจากสามารถหาความต่างของแถบดีเอ็น
เอที่มีขนาดแตกต่างกันเพียง 1 เบสได้ (สุรีพร, 2546) 
การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด microsatellite หรือ 
SSR ท าโดยการสร้างห้องสมุดดีเอ็นเอ (DNA library) 
และคัดเลือกโคลนที่มี microsatellite น ามาหาล าดับเบส 
เพื่อใช้ออกแบบไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณส่วน 
microsatellite ที่ต าแหน่งนั้น ๆ แต่โอกาสที่จะพบโคลนที่
มีล าดับเบส microsatellite ค่อนข้างต่ า จึงมีการพัฒนาวิธี 
microsatellite enrichment ขึ้น โดยตัดจีโนมิกดีเอ็นเอ
ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ น ามาเชื่อมต่อกับ adapter แล้ว
คัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอที่มี microsatellite การพัฒนา
เครื่องหมาย microsatellite นอกจากสร้างห้องสมุดดีเอ็น
เอและคัดเลือกโคลนโดยตรง ในส่ิงมีชีวิตที่มีการศึกษา
ล าดับเบสในจีโนมแล้ว สามารถพัฒนาเครื่องหมาย 
microsatellite ได้โดยค้นจากฐานข้อมูลล าดับเบสที่มีอยู่ 
น ามาออกแบบไพรเมอร์และทดลองใช้ (สุรินทร์, 2552) 

มีการใช้เครื่องหมาย microsatellite หรือ SSR 
ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ด
พันธุ์พืชลูกผสมหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นเมล็ดพันธุ์ข้าว ผัก 
พืชไร่ ไม้ยืนต้น มีงานวิจัยจ านวนมากที่ใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด SSR เพื่อบ่งบอกความแตกต่างในระดับจีโน
ไทป์ระหว่างพ่อและแม่ นอกจากนี้ มีการน าเครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด SSR มาใช้ในการจ าแนกความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในพืชหลายชนิด เช่น การศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของกลุ่มพันธุ์ข้าวหอมมะลิ , 
การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าว
ที่มีความทนทานต่อความเค็มระดับต่าง ๆ (Seetharam 

et al., 2009; Kanawapee et al., 2011) และใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชไร่ชนิด
อื่น เช่น ถั่วเหลือง (Chen and Nelson, 2004) ถั่วลิสง 
(He et al., 2003), ข้าวโพด (Liu et al., 2003) ข้าวโพด
หวาน (Bered et al., 2005, Srdic et al., 2008; Rupp et 
al., 2009) นอกจากนี้ มีการใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR 
ส าหรับศึกษาความสัมพันธ์กับผลผลิตและความต้านทาน
โรคของข้าวโพด (Phumichai et al., 2008)  

ดังนั้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหา
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่สามารถใช้ในการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของข้าวโพดหวาน
ลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1 ซึ่งจะใช้ส าหรับการควบคุม
คุณภาพของเมล็ดพันธุ์ให้เป็นไปตามมาตรฐานสากล
ต่อไป 

 

อุปกรณ์และวิธีการ 
พืชที่ใช้ในการทดลอง 

ข้าวโพดหวานลูกผสมของกรมวิชาการเกษตร 
พันธุ์สงขลา 84-1 โดยมีสายพันธุ์แม่ CLei 56 และสาย
พันธุ์พ่อ CLei 38  

 
การสกัดดีเอ็นเอ 

ท าการสกัดดีเอ็นเอโดยเก็บตัวอย่างใบข้าวโพด 
น ามาล้างใบด้วยน้ า เพื่อก าจัดส่ิงปนเปื้อน ซับน้ าให้แห้ง 
ตัดใบข้าวโพดขนาด 2 x 2 เซนติเมตร (50 มิลลิกรัม) ให้
เป็นชิ้นเล็ก ๆ ใส่ลงในโกร่งขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 150 
มิลลิเมตร ที่มีสารละลาย CTAB ซึ่งอุ่นที่ 65°C ก่อนใช้ 2 
มิลลิลิตร บดตัวอย่างให้ละเอียด ดูดสารละลายที่มีเนื้อเยื่อ
ข้าวโพดโดยใช้ไมโครทิปตัดปลาย 700 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บ่มตัวอย่างไว้ที่ 
65°C เป็นเวลา 30 นาที, เขย่าตัวอย่างไปมาทุก ๆ 10 
นาที เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24:1) 
700 ไมโครลิตร ปิดฝาหลอดให้แน่น เขย่าอย่างแรง
ประมาณ 2-3 นาที ปั่นตกตะกอนที่ 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที, ดูดส่วนใส (ด้านบน) ใส่หลอดทดลอง
ใหม่เติม isopropanol 700 ไมโครลิตร ลงในส่วนใส เขย่า
เบา ๆ ประมาณ 30 วินาที ปั่นตกตะกอนที่ 14,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที, เทสารละลายทิ้ง (ดีเอ็นเอจะ
ตกตะกอนอยู่ที่ก้นหลอด) ผึ่งตะกอนดีเอ็นเอไว้ให้แห้ง 
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เติมสารละลาย 80% ethanol 1 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ 
เพื่อให้ตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกจากก้นหลอด ตั้งทิ้งไว้ 30 
นาที ปั่นตกตะกอนที่ 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 
นาที เทสารละลายทิ้ง ผึ่งตะกอนให้แห้งประมาณ 3 
ชั่วโมง หรือข้ามคืน เติมสารละลาย TE buffer 50 
ไมโครลิตร, รอจนดีเอ็นเอละลายหมด เก็บสารละลายดี
เอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ 4°C หรือ -20°C เมื่อต้องการเก็บ
รักษาไว้นาน 

 
การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ  

น าตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบความ
เข้มข้นและความบริสุทธิ์ ด้วยเครื่องวัดปริมาณความ
เข้มข้นสารปริมาณน้อยโดยแรงตึงผิว (nanodrop) ที่ใช้
ปริมาณสารละลายดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร/ตัวอย่าง/ครั้ง 
โดยท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ที่ความ
ยาวช่วงแสง 260 นาโนเมตร (A260) ซึ่งหน่วยความ
เข้มขน้ของดีเอ็นเอที่วัดได ้คือ นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส่วน
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ จะดูจากสัดส่วนการ
ดูดกลืนแสงของตัวอย่าง ที่ความยาวช่วงแสง 260 นาโน
เมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ซึ่งหากดีเอ็น
เอมีความบริสุทธิ์สูง ควรมีค่าเท่ากับ 1.8 (A260/A280 = 
1.8) หากค่าสัดส่วนที่ได้มีค่าน้อยกว่า 1.8 แสดงว่า 
ผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้มีการปนเปื้อนจากโปรตีน หรือ
สารเคมีอื่น ๆ 
 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย PCR (polymerase chain 
reaction) 

น าดีเอ็นเอที่ได้จากข้างต้นมาเพิ่มปริมาณด้วย 
PCR โดยใช้ SSR primer หรือเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR 
จากบริษัท SIGMA Aldrich Inc. ส าหรับทดสอบ 30 คู่ ใช้
ชุดน้ ายาส าเร็จรูป OnePCRTM (GeneDirex, Taiwan) 
โดยเติมดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0.4 ng/µl 
และไพรเมอร์แต่ละคู่ที่ใช้ทดสอบ 0.5 µM ในน้ ายา
ส าเร็จรูป Master Mix ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ที่มี
องค์ประกอบของ Taq DNA polymerase, PCR Buffer, 
dNTP, gel loading dyes, and fluorescence dye น า
ส่วนผสมที่ได้มาท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยตั้ง

โปรแกรมการเพิ่มปริมาณ (PCR Profile) ที่เครื่องเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรม ดังนี้: Preheat 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 35 รอบ ของ 
94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 54 องศาเซลเซียส 1 
นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และ 1 รอบ ของ 72 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี 

 
การตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส 

น าผลผลิตดี เอ็นเอที่ ได้มาตรวจสอบด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีส โดยใช้ 3.5% Metaphore 
Agarose ใน 1X TBE buffer ที่ 60 โวลต์ เป็นเวลา 3 
ชั่วโมง ย้อมสีดีเอ็นเอด้วยสีย้อม SYBRsafe ดูแถบดี
เอ็นเอ (ขนาดแอลลีล) ที่ปรากฏ โดยเปรียบเทียบกับแถบ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน (molecular weight marker) บันทึกผล
ด้วยเครื่องถ่ายรูปภายใต้แสง UV และเทคนิค capillary 
gel electrophoresis (CGE) (Qsep100 DNA-CE 
Analyzer, BiOptic, Taiwan) โดยใช้ชุดเจลและน้ ายาที่มี
ขนาดของตัวอย่าง 20-100 คู่เบส จากนั้นตรวจสอบ
ผลผลิต PCR ด้วยโปรแกรม Advanced Q Analyzer 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (reference marker: 
S1-6-C109200) 
 
การบันทึกผล 

คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างในการเกิด
แถบดีเอ็นเอระหว่างพันธุ์พ่อและแม่ของข้าวโพดหวาน
อย่างชัดเจน เพื่อใช้ในการตรวจสอบลูกผสม F1 
  

ผลการทดลอง 
จากการสืบค้นเครื่องหมายโมเลกุล SSR ของ

ฐานข้อมูล www.maizegdb.org ที่ทราบต าแหน่งบนทั้ง 
10 โครโมโซม ของข้าวโพด เพื่อให้มีการกระจายตัวทั้งจี
โนม ได้คัดเลือก 30 เครื่องหมาย โดยมีปริมาณ GC อยู่
ในช่วง 40-60% และ มีค่า Tm อยู่ในช่วง 55-65 องศา
เซลเซียส เพื่อใช้ในการทดสอบความสามารถในการแยก
หรือบ่งความแตกต่างระหว่างพันธุ์ข้าวโพดหวานลูกผสม
และสายพันธุ์พ่อแม่ต่างๆ ดังในตารางที่ 1  
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ตารางที ่1 ล าดับเบสของเครือ่งหมายโมเลกุล SSR ที่สืบค้นจากฐานข้อมูล www.maizegdb.org ที่ใชใ้นการตรวจสอบ
ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของข้าวโพดหวานลูกผสม 
Primer Sequence 5’-3’  Repeat Type Chromoso

me 
Umc 2129 F: ACGTGGTCATCACTCACCGC  R: AAGGAGGAGCGTTCTCGTGG (CGC)5 2 
Bnlg 1443 F: TACCGGAATCCTCTTTGGTG R: TTTGACAACCTCTTCCAGGG (AG)25 6 
Umc 1040 F: CATTCACTCTCTTGCCAACTTGA R:AGTAAGAGTGGGATATTCTGGGAGTT (CT)11 9 
Umc 1109 F: GCAACACAGGACCAAATCATCTCT R: GTTCGGTCCGTAGAAGAACTCTCA (ACG)4 4 
Bnlg 1350 F: TGCTTCAGCGCATTAAACTG R: TGCTCGTGTGAGTTCCTACG (AG)13 3 
Umc 1506 F: AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG R: ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT (AACA)4 10 
Phi112  F: TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT  R: AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC AG 7 
Bnlg 1633 F: GTACCTCCAGGTTTACGCCA  R: TCAACTTCTCATGCACCCAT (AG)16 2 
Umc 2128 F: ACGTGGTCATCACTCACCGC  R: AAGGAGGAGCGTTCTCGTGG (TCGTCC)4 9 
Umc 1620 F: CCTTTCAATGTTCATGTTCTCTTCC R: CCACCGAGTGACTAGTTGTGAGAG (TTC)4 4 
Umc 1023 F: CAGTTTGGAACAGGGAAAAGTACG R: CTTGTGCCACCACATGCAGTA (AT)11 6 
Umc 1097 F: CTGTTAGATGTGCGACAACAGAGC R: CTCGTCAACGTCAACCCAAGTAAG (CA)8 5 
Umc 1034 F: TCATCCATGTGACAGAGACGACTT R: GTGTTTCCGTTTCGCTGATTTTAC (GA)12 8 
Umc 1331 F: ATATCTGTCCCTCTCCCACCATC R: TTATGAACGTGGTCGTGACTATGG (GGT)10 1 
Umc 1648 F: GCTTGAGCTGTGAGGAAGTTTTG R: CTGCAGTACGTGAGCCTGTACG (TC)8 10 
Umc 2071 F: ACTGATGGTGTTCTTGGGTGTTTT R: ATACACGCAGTTACCCGAAGGTT (ATGT)5 3 
Umc 1636 F: GTACTGGTACAGGTCGTCGCTCTT R: ATATCAGTCGTTCGTCCAGCTAA (ACTGC)9 9 
Umc 1241 F: TGAAGCAAGTCACTGGTAAGAGCA R: TGACACACCCATACTTCCAACAAG (GTCTTTG)4 7 
Umc 2293 F: ATGTTCCGTTTATTATTTGCCCG R: AAAGAACAGACGGGATCCAATC (TCTCTCTC)4 5 
Umc 2350 F: CGAATCGAGGATGGTTTGTTTTT R: AGTAGCGACTCCTCTGCGTGAG (GGCCGT)4 10 
Umc 2383 F:CTCGCAACTGCGCTTCTAGATACT R: CATAGACGTGCCCCTTGTCATC (AGC)6 1 
Umc 1363 F:TGTTTAAGTGTTGGCAGAAAGCAA R: TCTCCCTCCCCTGTACATGAATTA (AGG)4 1 
Umc 1590 F:CAGAGTCTGATAGTCCGAACCCAG R: GTAAAGCTCACAGCTTCCGACAG (AAGGAG)5 1 
Umc 1383 F:CACACACATCGATCATGAGCATAC R: GTGTACTACCATCAGACCCATCCA (GACG)6 1 
Bnlg 1083 F: ACAGTCTGTTGGGGAACAGG R: CAACGCTGGTTTGTCGTTTA (AG)29 1 
Umc 1506 F:AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG R: ATAAAGGTTGGAAAACGTAGCCT (AACA)4 10 
Umc 1077 F: CAGCCACAGTGAGGCACATC R:CAGAGACTCTCCATTATCCCTCCA (CA)15(CCCA)12 10 
Umc 1292 F:GAAGTGGGGAACATGGTTAATGTC R:TCACGGTTCAGACAGATACAGCTC (TGG)6 1 
Umc 1736 F:CCATCCACCACTAGAAAGAGAGGA R:TTAATCGATCGAGAGGGTGCTTTTC (CCAT)6 2 
Bnlg 1063 F: GGAGACAACCCCGACGAC R: GGTACCAGAGCCACAGATCC (AG)42 3 

 
โ ดย ในการตรวจสอบความบริ สุ ทธิ์ ท า ง

พันธุกรรม จ าเป็นต้องตรวจหาความแตกต่างระหว่างพ่อ
และแม่ก่อน เพื่อเลือกต าแหน่งที่พบความแตกต่างในพ่อ
และแม่นั้น ไปใช้ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม
ของเมล็ดพันธุ์ลูกผสมต่อไป เมื่อท าการตรวจสอบความ
แตกต่างทางจีโนไทป์ระหว่างพ่อและแม่ในบริเวณดีเอ็นเอ
ที่มีลักษณะเป็น microsatellite ของข้าวโพดหวานลูกผสม
พันธุ์สงขลา 84-1 ซึ่งมีสายพันธุ์แม่ CLei 56 และสาย
พันธุ์พ่อ CLei 38 พบว่า เครื่องหมายที่สามารถบ่งบอก
ความต่างระหว่างพ่อและแม่ ได้แก่ Umc 2071, Umc 
2293, Bnlg 1083 (รูปที่ 1) ซึ่งแต่ละเครื่องหมายที่ใช้ใน

การตรวจสอบได้ จะให้ขนาดแอลลีลที่มีความแตกต่างกัน 
โดยเครื่องหมาย Umc 2071 จะมีขนาดแอลลีลที่จ าเพาะ
เท่ากับ 137 bp ในสายพันธุ์แม่ CLei 56 และมีขนาดแอล
ลีลที่จ าเพาะเท่ากับ 154 bp ในสายพันธุ์พ่อ CLei 38 ซึ่ง
แถบดีเอ็นเอที่ได้ทั้งสองขนาด 137 bp และ 154 bp พบ
ในลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1 (รูปที่ 2) ในขณะที่
เคร่ืองหมาย Bnlg 1083 และ Umc 2293 ให้ขนาดแอลลีล
ที่จ าเพาะเท่ากับ 166, 180 bp และ 214,169 bp 
ตามล าดับ ส่วนในเครื่องหมายที่เหลือ ไม่สามารถตรวจ
พบความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ โดยพบแถบดีเอ็น
เอเพียงแบบเดียว (monomorphic)  

http://www.maizegdb.org/
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รูปที ่1 การตรวจสอบความเป็นลูกผสมข้าวโพดหวานพันธุ์สงขลา 84-1 บนแผ่นเจลอะกาโรส (3.5%) โดยเคร่ืองหมาย 
Umc 2071, Umc 2293, Bnlg 1083 
 

 
 

 
 
รูปที่ 2 กราฟแสดงขนาดของผลผลิต PCR ที่ได้จากเครื่องหมาย Umc 2071 จากการตรวจสอบความเป็นลูกผสม
ข้าวโพดหวานพันธุ์สงขลา 84-1 โดยเทคนิค capillary gel electrophoresis (CGE) ด้วยโปรแกรม Advanced Q 
Analyzer เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (reference marker: S1-6-C109200) โดยเส้นกราฟสีเขียวเป็นขนาดของ
ผลผลิต PCR สายพันธุ์แม่ เส้นกราฟสีน้ าเงินเป็นขนาดของผลผลิต PCR สายพันธุ์พ่อ และเส้นกราฟสีแดงเป็นขนาด
ของผลผลิต PCR สายพันธุ์ลูกผสม 

สายพันธุ์แม ่

สายพันธุ์พ่อ 

ลูกผสม 
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เมื่ อท ากา รตรวจสอบความบริ สุ ทธิ์ ท า ง
พันธุกรรมของข้าวโพดหวานลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1 
โดยการสุ่มเมล็ดพันธุ์ตามมาตรฐาน ISTA มา 100 เมล็ด 
และท าการปลูกทดสอบ จากนั้น น าใบอ่อนแต่ละต้นมา
สกัดดีเอ็นเอและทดสอบโดยใช้เครื่องหมายที่คัดเลือกได้ 
พบว่ า  พันธุ์ สงขลา 84-1 มีความบริ สุทธิ์ เป็น 100 

เปอร์ เซ็นต์  ซึ่ งผลการตรวจสอบความบริ สุทธิ์ทาง
พันธุกรรมของข้าวโพดหวานอยูใ่นเกณฑ์มาตรฐานในการ
ผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม คือมีความบริสุทธิ์มากกว่า 98% 
ซึ่งแสดงว่า สายพันธุ์หรือต้นแม่หรือต้นพ่อที่ใช้ในการ
ผลิตเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดหวานลูกผสมเป็นสายพันธุ์แท้ ที่มี
ลักษณะจีโนไทป์แบบ homozygous (รูปที่ 3-4)  

 

  
 

 
 
รูปที่ 3 การใช้เครื่องหมาย Umc 2071 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของข้าวโพดหวานลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1  
M= ดีเอ็นเอมาตรฐาน P1 = สายพันธุ์แม่ P2 = สายพันธุ์พ่อ 1-32 = ข้าวโพดหวานลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1 ต้นที ่1-32 
 

 
 
 
  
 
 
 
 

รูปที ่4 การใช้เคร่ืองหมาย Umc 2293 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของข้าวโพดหวานลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1  
M= ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1-19 = ขา้วโพดหวานลูกผสมพันธุ์สงขลา 84-1 ต้นที่ 1-1 

M 

100 bp 

200 bp 
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ดังนั้น เมื่อน ามาเป็นแม่พันธุ์และพ่อพันธุ์ในการ
ผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม จึงมีการกระจายตัวสม่ าเสมอ คือ 
ได้ลูกผสมที่มีจีโนไทป์แบบ heterozygous ความบริสุทธิ์
หรือสม่ าเสมอของสายพันธุ์แม่และพ่อ ที่น ามาใช้สร้าง
ลูกผสม มีผลต่อความถูกต้องของการตรวจสอบด้วย
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR เป็นอย่างมาก เพราะถ้าต้น
แม่และพ่อไม่ใช่สายพันธุ์แท้ก็จะส่งผลกระทบ ท าให้เกิด
การกระจายตัวของล าดับเบสบางต าแหน่งในรุ่นลูกได้ ซึ่ง
เป็นสาเหตุให้ไม่มีความสม่ าเสมอทางพันธุกรรม ถ้าหากใน
การตรวจสอบลูกผสมเกิดแถบดีเอ็นเอแถบเดียวที่เหมือน
ต้นพ่อ แสดงว่า มีการปนเปื้อนของเมล็ดพันธุ์เกิดขึ้นใน
ระหว่างกระบวนการเก็บเกี่ยว หรือกระบวนการปรับปรุง
สภาพเมล็ดพันธุ์ อย่างไรก็ตาม อาจจะมีการปลูกทดสอบใน
แปลงร่วมด้วย เพื่อสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยา แต่
ต้องควบคุมส่ิงแวดล้อม เช่น พื้นที่ปลูก ฤดูกาล ให้ไม่มีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงลักษณะทางสัณฐานวิทยาต่าง ๆ เช่น 
ความสูงของต้น น้ าหนักเมล็ด เนื่องจากส่ิงแวดล้อมจะมีผล
อย่างยิ่งต่อความแปรปรวนของลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของพืช (Hipi et al., 2010) ดังนั้น การสังเกตลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาอย่างเดียวไม่สามารถน ามาประเมินความ
บริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าวโพดได้  
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการทดลอง พบว่า เครื่องหมายโมเลกุลแต่

ละคู่สามารถตรวจพบความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่
ได้มากน้อยต่างกัน ซึ่งอาจเน่ืองมาจากต าแหน่งของ SSR 
ที่เพิ่มปริมาณ มีขนาดและชนิดของเบสซ้ าที่ต่างกัน ซึ่ง
โดยทั่วไปแล้ว ในจีโนมของพืช จะพบ SSR ที่มีขนาด 2 
เบส (di-repeat) กระจายอยู่ทั่วไปในจีโนม และสามารถ
ตรวจพบความแตกต่างได้มากกว่าพวกที่มีล าดับเบสซ้ า
ขนาด 3 (tri-repeat) หรือ 4 เบส (tetra-repeat) 
(Areshchenkova and Ganal, 2002) และบาง
เคร่ืองหมายก็ไม่สามารถน ามาใช้เพิ่มปริมาณบริเวณของ 
SSR ที่ต้องการได้อย่างชัดเจน ทั้งนี้  เป็นเพราะ
กระบวนการในการออกแบบไพรเมอร์ ส าหรับดีเอ็นเอ
เคร่ืองหมายชนิดนี้ ขึ้นอยู่กับเทคนิคในการออกแบบให้ได้
ไพรเมอร์ที่ขนาบข้างในต าแหน่งของ microsatellite ใน
แต่ละตัวอย่างอย่างเฉพาะเจาะจง ซึ่งต้องเลือกต าแหน่งที่
ไม่ห่างกันมากนัก โดยผลผลิตพีซีอาร์ ที่คาดหมายควรมี

ขนาดไม่เกิน 300 คู่เบส เพื่อให้การแยกขนาดของดีเอ็น
เอที่มีความยาวต่างกันน้อยๆ มีประสิทธิภาพ นอกจากนี้
ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมในข้าวโพด
หวานแต่ละพันธุ์ เครื่องหมายโมเลกุล ที่ใช้บ่งบอกความ
แตกต่างทางจี โนไทป์  มีจ านวนแตกต่ างกัน อาจ
เน่ืองมาจากความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์
พ่อและแม่ ที่น ามาใช้สร้างลูกผสมในแต่ละคู่นั้น มีความ
ใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมมากน้อยเพียงใด วิธีการที่ใช้ใน
การสร้างลูกผสม เช่น ลูกผสมเด่ียว ลูกผสมสามทาง และ
ลูกผสมคู่ ท าให้ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างพ่อ
และแม่มีความแตกต่างกันมากน้อยไม่เท่ากัน แม้ว่าการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR มีวิธีการที่ยุ่งยาก
พอสมควร แต่เมื่อได้เคร่ืองหมายแล้ว สามารถน าไปใช้ได้
ง่าย เนื่องจากเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้วิธีการเพิ่ม
ปริมาณด้วยพีซีอาร์ จึงต้องการดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณ
น้อย และชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบก็มีขนาด
เล็ก จึงอาจไม่ต้องใช้ดีเอ็นเอตัวอย่างที่มีคุณภาพดีมาก
นัก ผลการตรวจสอบยังมีความแม่นย า สามารถส่งข้อมูล
ล าดับเบสของไพรเมอร์ เพื่อน าไปใช้ที่ห้องปฏิบัติการใดก็
ได้ ดังนั้น จากการตรวจสอบความแตกต่างทางจีโนไทป์
ของพ่อและแม่ที่ใช้ในการผลิตข้าวโพดหวานลูกผสม พบ
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่สามารถตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุ์และความเป็นลูกผสมได้อย่าง
รวดเร็ว ซึ่งมีความเหมาะสมที่จะน าไปใช้ในระบบการ
ตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุ์ลูกผสมต่อไป  
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