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GRAPHICAL ABSTRACT	 ABSTRACT

N am  D o km a i  

Si Thong is a mango cultivar 

known for its desirable 

flavor and high economic 

value in Thailand. However,  

the breeding of true hybrids 

is challenging because 

mango is polyembryonic, 

meaning that seedlings 

a r i s ing  f rom maternal 

nucellar tissue can resemble 

true hybrids morphologically. Molecular markers can therefore improve selection accuracy and shorten the breeding process.  

This study used 13 simple sequence repeat (SSR) markers to examine 21 progenies derived from crosses between  

Nam Dokmai Si Thong (female parent) and three male parents: R2E2, Yu Wen, and Ngachang Daeng. A total of 24 alleles were detected, with 

1-3 alleles per locus. The mean observed heterozygosity, expected heterozygosity and polymorphic information content (PIC) were 0.245, 

0.226, and 0.183, respectively. A parentage exclusion test based on loci at which the male parents carried paternal-specific alleles revealed 

that two-thirds of the progenies (14 lines; 66.7%) lacked paternal alleles and were identical to Nam Dokmai Si Thong at all scored loci, 

consistent with a nucellar origin. Line 10 lacked paternal alleles but differed from the female parent at one locus, whereas six lines carried 

non-maternal alleles. The markers also revealed discrepancies in the recorded crosses that would be difficult to detect based on plant 

morphology alone. Line 8 had a genotype consistent with a cross between Nam Dokmai Si Thong and R2E2 rather than the recorded cross 

involving Yu Wen. Lines 11, 12, and 23 shared an identical genotype and carried paternal alleles that did not match any of the three designated 

male parents, suggesting possible pollination by another tree. Lines 13 and 14 differed from the female parent at one locus. The results of 



74

Thai Science and Technology Journal	 Vol. 34 No. 5 September–October 2026

คำ�สำ�คัญ บทคัดย่อ

มะม่่วงน้้ำดอกไม้้สีีทอง;  

มะม่่วงลููกผสม; เครื่่�องหมายโมเลกุุล

เอสเอสอาร์์; การทดสอบการตััดออก

ทางพัันธุุกรรม; หลายเอ็็มบริิโอ

มะม่ว่งน้้ำดอกไม้ส้ีทีองเป็น็พันัธุ์์�ที่่�มีรีสชาติดิีแีละสร้า้งมููลค่า่ทางเศรษฐกิจิสููงให้ก้ับัประเทศ แต่่การปรับัปรุงุพันัธุ์์�

เพื่่�อให้้ได้ลูู้กผสมแท้้ทำได้้ยาก เนื่่�องจากมะม่่วงมีีลักัษณะหลายเอ็็มบริิโอ (polyembryony) ทำให้้ต้น้ที่่�พัฒนาจากเนื้้�อเยื่่�อ 

nucellus ข องแม่่มีีลัักษณะปรากฏคล้้ายต้้นลููกผสมแท้้ การใช้้เครื่่�องหมายโมเลกุุลจึึงช่่วยเพิ่่�มความแม่่นยำและลด 

ระยะเวลาในการคััดเลืือก งานวิิจััยนี้้�ใช้้เครื่่�องหมาย SSR จำนวน 13 ตำแหน่่ง ตรวจสอบมะม่่วงลููกผสม 21 สายต้้น  

จากการผสมระหว่่างน้้ำดอกไม้้สีีทอง (แม่่พัันธุ์์�) กัับอาร์์ทููอีีทูู ยู่่�เหวิิน และงาช้้างแดง (พ่่อพัันธุ์์�) พบอััลลีีลรวม 24 อััลลีีล 

(1-3 อั ลลีีลต่่อตำแหน่่ง) ค่ าเฉลี่่�ย observed heterozygosity, expected heterozygosity และ polymorphic 

information content (PIC) เท่่ากัับ 0.245, 0.226 และ 0.183 ตามลำดัับ ผลการทดสอบการตััดออกทางพัันธุุกรรม 

(parentage exclusion test) ณ ตำแหน่่งที่่�พ่่อพัันธุ์์�มีีอััลลีีลเฉพาะ (paternal-specific allele) พบว่่าลููกผสมถึึง 2 ใน 3 

(14 สายต้น้; ร้อ้ยละ 66.7) ไม่ม่ีอีัลัลีลีของพ่อ่พันัธุ์์�และมีจีีีโนไทป์เ์หมือืนน้้ำดอกไม้ส้ีทีองทุกุตำแหน่ง่ที่่�ตรวจได้ ้ซึ่�งสอดคล้อ้ง

กับัการเกิิดจากเนื้้�อเยื่่�อของแม่ ่(nucellar origin) ในขณะที่่�สายต้้นหมายเลข 10 ไม่ม่ีอีัลัลีลีของพ่อ่พันัธุ์์�แต่่ต่า่งจากแม่พ่ันัธุ์์� 

1 ตำแหน่่ง อี ีก 6 สายต้้นมีีอััลลีีลซึ่่�งไม่่ได้้มาจากแม่่พัันธุ์์�  และเครื่่�องหมายดีีเอ็็นเอยัังเผยความคลาดเคลื่่�อนของประวััติิ 

คู่่�ผสมที่่�ตรวจพบได้้ยากจากลัักษณะภายนอก ได้้แก่่ สายต้้นหมายเลข 8 ซึ่่�งมีีจีีโนไทป์์สอดคล้้องกัับคู่่�ผสมน้้ำดอกไม้้สีีทอง 

× อาร์์ทููอีีทูู แทนยู่่�เหวิินที่่�บัันทึึกไว้้ และสายต้้นหมายเลข 11, 12 และ 23 ซึ่่�งมีีจีีโนไทป์์เหมืือนกัันและมีีอััลลีีลจากพ่่อที่่� 

ไม่่ตรงกัับพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสาม บ่่งชี้้�ว่่ามีีโอกาสได้้รัับละอองเรณููจากต้้นอื่่�น ส่่วนสายต้้นหมายเลข 13 และ 14 มีีจีีโนไทป์์ไม่่ตรง

กัับแม่่พัันธุ์์� 1 ตำแหน่่ง ผลการจััดกลุ่่�มด้้วยแผนภาพต้้นไม้้แบบ UPGMA (cophenetic r = 0.91) การวิิเคราะห์์ PCoA 

และ STRUCTURE ที่่� K = 2 สอดคล้้องกัับผลการทดสอบการตััดออก เครื่่�องหมายชุุดนี้้�แยกแม่่พัันธุ์์�ออกจากพ่่อพัันธุ์์�ได้้

ชััดเจน แต่่ยัังแยกพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสามออกจากกัันไม่่ได้้ ผลการศึึกษาชี้้�ว่่า การตรวจต้้นกล้้าด้้วยเครื่่�องหมาย SSR ช่่วยคััดแยก

ต้น้ที่่�ไม่่ใช่ลูู่กผสมออกได้้ตั้้�งแต่่ระยะแรก และยัังใช้ต้รวจสอบความถููกต้้องของประวััติิคู่่�ผสมได้้ ซึ่�งเป็็นประโยชน์์ต่่อโครงการ

ปรัับปรุุงพัันธุ์์�มะม่่วง
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unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) clustering (cophenetic correlation coefficient, r = 0.91), principal coordinate 

analysis (PCoA), and STRUCTURE analysis at K = 2 were consistent with the parentage exclusion results. The SSR marker set clearly distinguished 

the female parent from the male parents, but could not differentiate among the three male parents. These findings demonstrate that early 

screening of mango seedlings using SSR markers can help eliminate non-hybrid plants at an early stage and verify the accuracy of cross records, 

thereby supporting more efficient and reliable mango breeding programs.
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1. คำนำ
มะม่่วง (Mangifera indica L.) เป็็นไม้้ผลเขต

ร้อ้นที่่�มีคีวามสำคัญัทางเศรษฐกิจิ ไทยเป็น็ประเทศผู้้�ผลิติ

มะม่่วงอัันดัับ 8 ข องโลก โดยมีีผลผลิิตมากกว่่า 1.6  

ล้้านตัันต่่อปีี และเป็็นผู้้�ส่่งออกอัันดัับ 5 ข องโลก ในปีี 

2567 การส่่งออกมะม่่วงสดของไทยมีีมููลค่่า 4,716  

ล้า้นบาท เพิ่่�มขึ้้�นร้อ้ยละ 45.68 จากปีีก่่อนหน้้า โดยตลาด

ส่่งออกหลััก ได้้แก่่ เกาหลีีใต้้ มาเลเซีีย ญี่่�ปุ่่�น เวีียดนาม 

และ สปป.ลาว [1] ไทยเป็็นแหล่่งพัันธุุกรรมมะม่่วง 

ที่่�สำคััญแหล่่งหนึ่่� ง  แม้้สายพัันธุ์์�ที่่�ปลููกจะมีีความ 

หลากหลาย แต่่ตลาดยัังเปิิดรัับสายพัันธุ์์�ใหม่่อย่่าง 

ต่่อเนื่่�อง

จากการประชุุมร่่วมกัับสมาคมชาวสวนมะม่่วง

ไทย พบว่่าเกษตรกรต้้องการพัันธุ์์�มะม่่วงที่่�มีคุุณภาพ 

เนื้้�อและรสชาติิคล้้ายพัันธุ์์�น้้ำดอกไม้้ เปลืือกหนา มีีสีีสััน

สะดุุดตา ทนทานต่่อโรคและแมลง และมีีอายุุหลัังการ 

เก็็บเกี่่�ยวยาวนาน เพื่่�อเปิิดตลาดต่่างประเทศใหม่่ เช่่น 

สหรััฐอเมริิกาและออสเตรเลีีย ปั จจุุบัันน้้ำดอกไม้้สีีทอง

เป็็นพัันธุ์์�หลัักที่่�บริิโภคผลสุุกทั้้�งในและต่่างประเทศ แต่่มีี

ข้้อจำกััดคืืออายุุการเก็็บรัักษาสั้้�นเพีียง 16 วััน เมื่่�อเทีียบ

กับัพัันธุ์์�คู่่�แข่ง่ในตลาดโลก (40 วัน) ทำให้้ต้น้ทุุนการขนส่่ง

ทางอากาศสููง และยังัอ่อ่นไหวต่อ่การเปลี่่�ยนแปลงสภาพ

อากาศ กรมวิิชาการเกษตร โดยศููนย์์วิิจััยพืืชสวน

ศรีีสะเกษและศููนย์์วิิจััยพืืชสวนสุุโขทัย ได้้ดำเนิินการ

พัฒันาสายพันัธุ์์�มะม่ว่งบริโิภคผลสุกุตั้้�งแต่ป่ี ี2555-2558 

และในปีี 2565 ศููนย์์วิิจััยพืืชสวนสุุโขทััยได้้ผสมข้้ามพัันธุ์์�

เพื่่�อหาลููกผสมที่่�มีผีิวิผลสีแีดง โดยใช้น้้้ำดอกไม้ส้ีทีองเป็น็

แม่พ่ันัธุ์์� ผสมกับัพ่อ่พันัธุ์์�ที่่�มีเปลือืกผลสีแีดงและไม่่มีกีลิ่่�น

เทอร์์พีีนอยด์์ 3 พัันธุ์์� ได้้ลููกผสมทั้้�งหมด 21 ต้้น พ่่อพัันธุ์์�

เหล่่านี้้�มีีภููมิิหลัังทางพัันธุุกรรมต่่างจากแม่่พัันธุ์์�  โดย 

อาร์ท์ููอีทีูู (R2E2) เป็น็พันัธุ์์�ที่่�คัดเลือืกจากต้้นกล้้าของพันัธุ์์� 

Kent ณ  สถานีีวิิจััยพืืชสวน Bowen รั ฐควีีนส์์แลนด์์ 

ประเทศออสเตรเลีีย และมีีเมล็็ดทั้้�งแบบเอ็็มบริิโอเดีียว

และหลายเอ็็มบริิโอ [2] ยู่่�เหวิินเป็็นพัันธุ์์�จากไต้้หวััน ซึ่่�ง

งานปรัับปรุุงพัันธุ์์�มะม่่วงในไต้้หวัันใช้้พัันธุ์์�กลุ่่�มฟลอริิดา 

เช่่น Haden, Irwin และ Kent เป็็นฐานพัันธุุกรรมหลััก 

[3] ส่ ่วนงาช้้างแดงเป็็นพัันธุ์์�ที่่�มีีถิ่่�นกำเนิิดจากไต้้หวััน 

เช่น่กันั ขณะที่่�น้้ำดอกไม้สี้ีทองเป็น็มะม่ว่งพันัธุ์์�ไทย ดังันั้้�น

พ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสามจึึงคาดว่่ามีีอััลลีีลที่่�แตกต่่างจากแม่่พัันธุ์์� 

ซึ่่�งเป็็นเงื่่�อนไขสำคััญในการตรวจสอบความเป็็นลููกผสม

ด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุล

อย่่างไรก็็ตาม การปรัับปรุุงพัันธุ์์�มะม่่วงมีี 

ความท้้าทายเนื่่�องจากปรากฏการณ์์หลายเอ็็มบริิโอ 

(polyembryony) ซึ่ �งทำให้้เมล็็ดส่่วนหน่ึ่�งพััฒนา 

เป็็นต้้นกล้้าจากเนื้้�อเยื่่�อ nucellus ข องแม่่ (nucellar 

seedling) ที่่�มี ีพัันธุุกรรมเหมืือนต้้นแม่่และมีีลัักษณะ 

ทางสััณฐานคล้้ายต้้นลููกผสม การคััดเลืือกด้้วยลัักษณะ

ปรากฏเพีียงอย่่างเดีียวจึึงไ ม่่สามารถแยกต้้นลููก 

ผสม (zygotic seedling) ออกจากต้้น nucellar ได้้ 

เครื่่�องหมาย Simple Sequence Repeats (SSR)  

เป็็นเครื่่�องหมายแบบ co-dominant ที่่�มี ระดัับ 

polymorphism สููงและให้้ผลทำซ้้ำได้้ จึึงสามารถแยก

อััลลีีลที่่�ถ่่ายทอดจากต้้นแม่่และต้้นพ่่อออกจากกัันได้้

โดยตรง ต้ นลููกผสมจะต้้องมีีอััลลีีลจำเพาะของพ่่อพัันธุ์์�  

ณ  ตำแหน่่งที่่�พ่่อและแม่่ต่่างกััน ขณ ะที่่�ต้้น nucellar  

จะมีจีีโีนไทป์เ์หมือืนแม่ทุ่กุตำแหน่ง่ [4, 5] การตรวจสอบ

รายตำแหน่่งในลัักษณะนี้้� (parentage exclusion test) 

ระบุุพ่่อแม่่ของลููกผสมมะม่่วงในออสเตรเลีียได้้ถููกต้้อง

ร้้อยละ 95 [4] ระบุุลููกผสมของมะม่่วงในจีีนได้้ร้้อยละ 

95.38 [6] และช่่วยคัดัเลือืกลููกผสมได้ต้ั้้�งแต่ร่ะยะต้น้กล้้า 

[7]

ประชากรลููกผสมชุุดนี้้�ยัังไม่่ เคยได้้รัับการ 

ตรวจสอบด้้วยเครื่่�องหมายโมเลกุุลมาก่่อน การคััดเลืือก

จึึงยัังอาศััยลัักษณะสััณฐานวิิทยาเพีียงอย่่างเดีียว  

งานวิิจััยนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อ (1) ประเมิินความเป็็น

ลููกผสมของมะม่่วงลููกผสม 21 สายต้้น ด้้วยการทดสอบ

การตััดออกทางพัันธุุกรรมรายตำแหน่่งจากข้้อมููล

จีีโนไทป์์ SSR แบบ co-dominant และ (2) ศึึ กษา 

ความสััมพัันธ์์และโครงสร้้างทางพัันธุุกรรมระหว่่าง

ลููกผสมกัับพ่่อแม่่พัันธุ์์�  เพื่่�อใช้้เป็็นข้้อมููลในการคััดเลืือก
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สายต้้นและตรวจสอบประวััติิคู่่�ผสมในงานปรัับปรุุงพัันธุ์์�

มะม่่วงต่่อไป

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ

2.1 ตััวอย่่างที่่�ศึึกษา

ประเมิินมะม่่วงลููกผสมจาก 3 คู่่� ผสม โดยมีี 

น้้ำดอกไม้้สีีทองเป็็นแม่่พัันธุ์์�  และมีีพ่่อพัันธุ์์�ผิวผลสีีแดง 

ได้้แก่่ อาร์์ทููอีีทูู ยู่่�เหวิิน และงาช้้างแดง รวมลููกผสม 21 

สายต้้น ได้้แก่่ น้้ ำดอกไม้้สีีทอง × ยู่่� เหวิิน 11 ต้ น 

(หมายเลข 5-15) น้้ำดอกไม้้สีีทอง × งาช้้างแดง 6 ต้้น 

(หมายเลข 16-21) และน้้ำดอกไม้้สีีทอง × อาร์์ทููอีีทูู 4 

ต้้น (หมายเลข  22-25) ร่ วมกัับพ่่อแม่่พัันธุ์์�ทั้้�ง 4 พั นธุ์์� 

(หมายเลข 1-4) รวม 25 ตััวอย่่าง รายละเอีียดตััวอย่่าง

และภาพใบแสดงใน Table 1

2.2 เครื่่�องหมายโมเลกุุลเอสเอสอาร์์ (SSR marker)

คััดเลืือกเครื่่�องหมาย SSR จาก 50 ตำแหน่่ง  

ที่่�มีีรายงานไว้้ก่่อนหน้้า [8] โดยเลืือกตำแหน่่งที่่�ให้้แถบ

ดีเีอ็น็เอชัดัเจนและแยกความแตกต่า่งระหว่า่งตัวัอย่า่งได้้ 

จำนวน 13 ตำแหน่่ง ลำดัับเบสไพรเมอร์์ อุ ณหภููมิ 

annealing ขนาดผลิติภัณัฑ์ ์และค่า่พารามิเิตอร์ท์างพันัธุุ

ศาสตร์์รายตำแหน่่งแสดงใน Table 2

2.3 การสกัดัดีีเอ็น็เอ การเพิ่่�มปริมิาณดีีเอ็น็เอ และการ

บัันทึึกจีีโนไทป์์

นำใบเพสลาดของมะม่ว่งลููกผสมและพ่่อแม่พ่ันัธุ์์� 

ปริิมาณ 0.2 กรััม มาบดในไนโตรเจนเหลว สกััดดีีเอ็็นเอ

ด้้วยวิิธีี CTAB ประยุุกต์์จากวิิธีีของ Doyle และ Doyle 

[9] เพิ่่�มปริิมาณดีีเอ็็นเอด้้วยปฏิิกิิริิยาพีีซีีอาร์์ปริิมาตร 

รวม 15 ไมโครลิิตร ประกอบด้้วย 10X buffer S 

(Vivantis) 1.5 ไมโครลิิตร dNTPs 2.5 mM 1.5 

ไมโครลิิตร ไพรเมอร์์สาย Forward และ Reverse  

(10 µM) อย่่างละ 0.25 ไมโครลิิตร Taq DNA 

polymerase (5 U/µl) 0.15 ไมโครลิิตร ดีเอ็น็เอต้้นแบบ 

(10 ng/µl) 3 ไมโครลิิตร และน้้ำกลั่่�น 8.35 ไมโครลิิตร 

สภาวะการเพิ่่�มปริิมาณประกอบด้้วย pre-denaturation 

ที่่� 94°C นาน 5 นาที ีตามด้ว้ย 35 รอบของ denaturation 

ที่่�  94°C นาน 30 วิินาทีี annealing ที่่�อุุณหภููมิิเฉพาะ 

ของแต่่ละไพรเมอร์์ (52-57°C; Table 2) นาน 30 วิินาทีี 

และ extension ที่่�  72°C นาน 30 วิ ินาทีี และ final 

extension ที่่�   72°C นาน 10 นาทีี ด้ วยเครื่่�อง 

SimpliAmp™ thermal cycler (Applied Biosystems) 

จากนั้้�นวิิเคราะห์์ขนาดชิ้้�นดีีเอ็็นเอด้้วยเครื่่�อง capillary 

electrophoresis รุ่่� น Qsep 100 Bio-Fragment 

Analyzer (BiOptic Inc., Taiwan) โดยใช้้ชุุดน้้ำยา  

High-Resolution Cartridges (F3)

ขนาดชิ้้�นดีีเอ็็นเอที่่�ได้้จากเครื่่�อง Qsep 100  

ถููกจััดเข้้าช่่วงอััลลีีล (allele binning) และบัันทึึกเป็็น

จีีโนไทป์์แบบดิิพลอยด์์ (co-dominant) การจััดช่่วง 

อัลัลีีลทำทีีละตำแหน่่ง โดยใช้ข้นาดอััลลีีลของพ่่อแม่่พันัธุ์์�

ทั้้�งสี่่�เป็็นค่่าอ้้างอิิง ขนาดชิ้้�นดีีเอ็็นเอที่่�ต่่างกัันไม่่เกิิน 2.5 

bp จััดเป็็นอััลลีีลเดีียวกััน จากนั้้�นจึึงเรีียกจีีโนไทป์์ ดัังนี้้� 

หากปรากฏพีีคเดีียว บั นทึึกเป็็นโฮโมไซกััส (a/a) หาก

ปรากฏสองพีีค และพีีคที่่�สองมีีความสููงมากกว่่าร้้อยละ 

30 ของพีีคแรก บัันทึึกเป็็นเฮเทอโรไซกััส (a/b) ส่่วนพีีค

ที่่�สููงไม่ถ่ึึงร้อ้ยละ 30 ของพีีคแรกถือืเป็น็สัญัญาณรบกวน 

(stutter) และไม่่นำมาบัันทึึก ตั วอย่่างที่่�ไม่่ปรากฏ

ผลิิตภััณฑ์พีีซีีอาร์์ ณ  ตำแหน่่งใด บั นทึึกเป็็นข้้อมููลขาด

หาย (missing data) โดยกำหนดค่่าเป็็น 0 และไม่่นำมา

คำนวณ 

2.4 การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

1.	ความหลากหลายของเครื่่�องหมาย SSR 

คำนวณจำนวนอััลลีีลต่่อตำแหน่่ง (Na) ค่ า observed 

heterozygosity (Ho) ค่่า expected heterozygosity 

แบบ unbiased (He) [10] และค่่า polymorphic 

information content (PIC) ตามสููตรของ Botstein  

et al. [11] คืือ PIC = 1 − Σp
i
2 − ΣΣ 2p

i
2p

j
2 เมื่่�อ  

p
i
 และ p

j
 คืือความถี่่�ของอััลลีีล i และ j โดยไม่่นัับข้้อมููล

ที่่�ขาดหาย 

2.	การทดสอบการตััดออกทางพัันธุุกรรม 

(parentage exclusion test) เปรีียบเทีียบจีีโนไทป์์
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Table 1	 Information on the studied mango varieties and their leaf characteristics

a No. 18 (2/2) Second seedling from the same polyembryonic seed as No. 17. 
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ของลููกผสมแต่่ละสายต้้นกัับแม่่พัันธุ์์�และพ่่อพัันธุ์์�ที่่� 

บัันทึึกไว้้ทีีละตำแหน่่ง กำหนดให้้ “ตำแหน่่งที่่�พ่่อพัันธุ์์�มีี

อััลลีีลเฉพาะ” (paternal-specific allele) คืือตำแหน่่ง

ที่่�พ่อพัันธุ์์�เป็็นโฮโมไซกััสของอััลลีีลที่่�แม่่พัันธุ์์�ไม่่มีี ณ 

ตำแหน่ง่ดังักล่า่ว ลููกผสมทุกุต้น้ของคู่่�ผสมนั้้�นต้อ้งมีอีัลัลีลี

ของพ่่อพัันธุ์์�  จากนั้้�นตรวจ (1) อั ัลลีีลที่่�ไม่่ได้้มาจาก 

แม่พ่ันัธุ์์� (non-maternal allele) (2) การขาดอััลลีีลของ

แม่่พัันธุ์์� (maternal mismatch) และ (3) ความเข้้ากััน

ได้้ของจีีโนไทป์์กัับคู่่�ผสมระหว่่างแม่่พัันธุ์์�และพ่่อพัันธุ์์�

แต่่ละพัันธุ์์�  แล้้วจััดลููกผสมแต่่ละสายต้้นเป็็น 5 กลุ่่�ม  

โดยพิิจารณาตามลำดัับ 3 ขั้้�น ดัังนี้้� ขั้้�นที่่� 1 ตรวจความ

เป็น็ลููกของแม่พ่ันัธุ์์� หากมีอีย่า่งน้อ้ย 1 ตำแหน่ง่ที่่�ลููกผสม

ไม่่มีีอััลลีีลใดตรงกัับแม่่พัันธุ์์� จั ดเป็็นกลุ่่�ม V (ขาดอััลลีีล

ของแม่่พัันธุ์์�) และไม่่พิิจารณาขั้้�นต่่อไป ขั้้�นที่่� 2 สำหรัับ

สายต้น้ที่่�ผ่า่นขั้้�นที่่� 1 และไม่ม่ีอีัลัลีลีที่่�ไม่ไ่ด้ม้าจากแม่พ่ันัธุ์์� 

หากมีีจีีโนไทป์์เหมืือนแม่่พัันธุ์์�ทุกตำแหน่่งที่่�ตรวจได้้  

จััดเป็็นกลุ่่�ม I (จีีโนไทป์์เหมืือนแม่่พัันธุ์์�) หากยัังมีีอััลลีีล

ของแม่่พัันธุ์์�ทุกตำแหน่่ง แต่่จีีโนไทป์์ต่่างจากแม่่พัันธุ์์�

ตั้้�งแต่่ 1 ตำแหน่่งขึ้้�นไป เช่่น แม่่พัันธุ์์�เป็็นเฮเทอโรไซกััส 

แต่่ลููกผสมเป็็นโฮโมไซกััสของอััลลีีลแม่่ จั ดเป็็นกลุ่่�ม II 

(ต่่างจากแม่่พัันธุ์์�โดยไม่่มีีอััลลีีลของพ่่อพัันธุ์์�) ขั้้ �นที่่�  3  

สายต้้นที่่�มีีอััลลีีลที่่�ไม่่ได้้มาจากแม่่พัันธุ์์�อย่่างน้้อย 1  

อััลลีีล ถื ือว่่าเป็็นลููกผสม แล้้วตรวจความเข้้ากัันได้้กัับ 

พ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสาม โดย “เข้้ากัันได้้” หมายถึึง ทุุกตำแหน่่ง

ที่่�ตรวจได้้ ลููกผสมมีีอััลลีีลหนึ่่�งจากแม่่พัันธุ์์�และอีีกอััลลีีล

หนึ่่�งตรงกับัอัลัลีลีของพ่อ่พันัธุ์์�นั้้�น (ไม่่นับัตำแหน่ง่ที่่�ข้อมููล

ขาดหาย) หากไม่่เข้้ากัันกัับพ่่อพัันธุ์์�ที่่�บัันทึึกไว้้ แต่่เข้้ากััน

ได้้กัับพ่่อพัันธุ์์�อื่่�นในการศึึกษานี้้� จััดเป็็นกลุ่่�ม III (พ่่อพัันธุ์์�

ต่า่งจากที่่�บันัทึึกไว้)้ และหากไม่เ่ข้า้กันักับัพ่อ่พันัธุ์์�ทั้้�งสาม 

จััดเป็็นกลุ่่�ม IV (พ่่อพัันธุ์์�อยู่่�นอกพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสาม) ทั้้ �งนี้้� 

ต้อ้งตรวจขั้้�นที่่� 1 ก่อน เนื่่�องจากต้้องยืืนยัันว่่าเป็็นลููกของ

แม่่พัันธุ์์�ก่่อนพิิจารณาพ่่อพัันธุ์์�

3.	ความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม คำนวณ 

ระยะห่่างทางพัันธุุกรรมแบบจีีโนไทป์์โคโดมิิแนนต์์ 

(codominant genotypic distance) [12] ระหว่่าง

ตััวอย่่างทุุกคู่่�  โดยใช้้เฉพาะตำแหน่่งที่่�มีีข้้อมููลทั้้�งสอง

ตัวัอย่า่ง และแสดงเป็็นสัดัส่ว่นของระยะห่่างสููงสุุดที่่�เป็็น

ไปได้้ จากนั้้�นสร้้างแผนภาพต้้นไม้้แบบ unweighted 

pair group method with arithmetic mean 

(UPGMA) และประเมิินความเหมาะสมของแผนภาพ

ต้น้ไม้ด้้ว้ยค่า่ cophenetic correlation ระหว่า่งเมทริิกซ์์

ระยะห่่างทางพัันธุุกรรมกัับเมทริิกซ์์ cophenetic  

ซึ่่�งคำนวณด้วยไลบรารีี SciPy [13] สำหรับัการวิิเคราะห์์ 

principal coordinate analysis (PCoA) [14]  

ใช้้ squared Euclidean distance ของจำนวนสำเนา

อััลลีีล (allele dosage) ใน 10 ตำแหน่่งที่่�มีีความ 

หลากหลาย โดยแทนค่่าข้้อมููลที่่�ขาดหายด้้วยค่่าเฉลี่่�ยของ

ตำแหน่่งนั้้�น

4.	 โครงสร้้างทางพัันธุุกรรม วิ ิเคราะห์์ด้้วย

โปรแกรม STRUCTURE เวอร์์ชััน 2.3.4 [15] ใช้้ 

admixture model ร่ ่วมกัับ correlated allele 

frequencies [16] กำหนด burn-in 100,000 รอบ และ 

MCMC หลััง burn-in 100,000 รอบ จำนวนกลุ่่�ม (K) 

ตั้้�งแต่่ 1 ถึึง 10 ทำซ้้ำ 10 ครั้้�งต่่อค่่า K หาจำนวนกลุ่่�มที่่�

เหมาะสมจากค่่า ΔK [17] ด้ ้วยโปรแกรม Structure 

Harvester [18] และค่่า posterior probability ของ

แต่่ละ K (Prob(K)) [15] สรุุปผลการทำซ้้ำด้้วยโปรแกรม 

CLUMPAK [19] และแสดงผลด้้วยโปรแกรม DISTRUCT 

[20] 

3. ผลการทดลองและวิิจารณ์์

3.1 ความหลากหลายของเครื่่�องหมาย SSR

เครื่่�องหมาย SSR ทั้้ �ง 13 ตำแหน่่ง ตรวจพบ 

อััลลีีลรวม 24 อััลลีีล อยู่่�ในช่่วง 1-3 อััลลีีลต่่อตำแหน่่ง 

เฉลี่่�ย 1.85 อั ลลีีล โดย SSR15 มี จำนวนอััลลีีลสููงสุุด  

(3 อั ลลีีล) และมีี 3 ตำแหน่่งที่่�เป็็น monomorphic  

ได้้แก่่ SSR31, SSR32 และ SSR43 (Table 2) ค่่า Ho 

อยู่่�ในช่่วง 0.000-0.917 (เฉลี่่�ย 0.245) ค่่า He อยู่่�ในช่่วง 

0.000-0.507 (เฉลี่่�ย 0.226) และค่่า PIC อยู่่�ในช่่วง 

0.000-0.373 (เฉลี่่�ย 0.183; เฉลี่่�ยเฉพาะตำแหน่่งที่่�มีี
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Table 2	 SSR primers and their characteristics based on co-dominant genotypes of 25 mango samples

Locus Primer sequence (5′→3′)
Ta

(°C)

Expected

size (bp) 

[8]

Observed

alleles 

(bp)

Na Ho He PIC
Missing

(%)

SSR1
F: TAA CAG CTT TGC TTG CCT CC

R: TCC GCC GAT AAA CAT CAG AC
57 191-207 199, 205 2 0.120 0.184 0.164 0

SSR2
F: CCA CGA ATA TCA ACT GCT GCC

R: TCT GAC ACT GCT CTT CCA CC
57 121-131 129, 133 2 0.040 0.040 0.038 0

SSR9
F: CGA GGA AGA GGA AGA TTA TGA C

R: CGA ATA CCA TCC AGC AAA ATA C
56 245 250, 272 2 0.080 0.078 0.074 0

SSR11
F: GTT TTC ATT CTC AAA ATG TGT G

R: CTT TCA TGT TCA TAG ATG CAA
52 174-190 173, 188 2 0.045 0.206 0.181 12

SSR13
F: GAA CGA GAA ATC GGG AAC

R: GCA GCC ATT GAA TAC AGA G
53 348-370 350, 370 2 0.200 0.246 0.212 0

SSR15
F: TTT ACC AAG CTA GGG TCA

R: CAC TCT TAA ACT ATT CAA CCA
52 201-226

201, 207, 

224
3 0.050 0.381 0.337 20

SSR25
F: CTT GAA AGA GAT TGA GAT TG

R: AGA AGG CAG AAG GTT TAG
53 200-212 192, 214 2 0.167 0.337 0.275 4

SSR30
F: TAG GGA TAT AGC TGG AGG

R: ACG CAG TAG AAC CTG TG
54 290 282, 292 2 0.682 0.460 0.348 12

SSR31
F: CAG CCT TAT GTG TTG AAG

R: AAA CTA AAC AAG CTG AAC C
55 190 187 1 0.000 0.000 0.000 8

SSR32
F: CTT CAT TTC TCC ACT TTT G

R: ATG AAA TAC TGG CTG GTT
54 230-234 226 1 0.000 0.000 0.000 24

SSR34
F: GAG GAA CAT AAA GAT GGT G

R: GAC AAG ATA AAC AAC TGG AA
53 144-164 147, 157 2 0.917 0.507 0.373 4

SSR36
F: CCT CAA TCT CAC TCA ACA

R: ACC CCA CAA TCA AAC TAC
55 215-245 204, 240 2 0.880 0.503 0.371 0

SSR43
F: AAG AGG GAA TCT TAA TCA AC

R: GTC GTT TTG CGT TAG TG
53 184-194 184 1 0.000 0.000 0.000 0

Mean 1.85 0.245 0.226 0.183 6.5

Ta = annealing temperature; Na = number of alleles; Ho = observed heterozygosity; He = unbiased expected 

heterozygosity [10]; PIC = polymorphic information content [11]; Missing = percentage of samples without 

amplification.
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ความหลากหลาย 0.237) ตำแหน่ง่ที่่�ให้ข้้อ้มููลสููงสุดุ ได้แ้ก่่ 

SSR34 (0.373), SSR36 (0.371), SSR30 (0.348) และ 

SSR15 (0.337) 

ค่า่ PIC เฉลี่่�ยต่ำ่กว่า่ช่ว่ง 0.320-0.774 ที่่�รายงาน

ในมะม่่วง 10 พัันธุ์์� [21] เนื่่�องจาก (1) ตััวอย่่างส่่วนใหญ่่

เป็็นลููกผสมที่่�มีีแม่่พัันธุ์์�ร่่วมกััน (2) เครื่่�องหมายคััดเลืือก

จากความชััดเจนของแถบดีีเอ็็นเอ ซึ่ ่�งต่่างจาก Begum  

et al. [8] ที่่� ใช้้เครื่่�องหมายชุุดเดีียวกัันกัับมะม่่วงพัันธุ์์� 

พื้้�นเมืืองและพัันธุ์์�การค้้าที่่�หลากหลาย 11 จี โนไทป์์  

และรายงานค่่า PIC 0.39-0.88 (เฉลี่่�ย 0.66) แม้้ว่่า 

การศึึกษาดัังกล่่าวจะบัันทึึกแถบดีีเอ็็นเอแบบมีีหรืือไม่่มีี

แถบ (binary) ซึ่�งต่า่งจากการบันัทึึกแบบ co-dominant 

ในการศึึกษานี้้� และ (3) ลูู กผสม 14 สายต้้นมีีจีีโนไทป์์

เหมืือนแม่่พัันธุ์์�  ทำให้้ความถี่่�อััลลีีลของแม่่พัันธุ์์�สููงเกิิน

สััดส่่วน ด้้วยเหตุุผลเดีียวกััน ค่่า Ho จึึงสููงกว่่า He อย่่าง

ชััดเจนที่่� SSR30, SSR34 และ SSR36 นอกจากนี้้� ขนาด

อััลลีีลที่่�ตรวจพบในบางตำแหน่่งอยู่่�นอกช่่วงที่่�รายงานไว้้

ใน [8] ได้้แก่่ SSR2 (133 bp เทีียบกัับ 121-131 bp) 

SSR9 (250 และ 272 bp เทีียบกัับ 245 bp) SSR11 

(173 bp เทียีบกับั 174-190 bp) SSR25 (192 และ 214 

bp เทีียบกัับ 200-212 bp) SSR30 (282 bp เทีียบกัับ 

290 bp) SSR31 (187 bp เทีียบกัับ 190 bp) SSR32 

(226 bp เทีียบกัับ 230-234 bp) และ SSR36 (204 bp 

เทีียบกัับ 215-245 bp) (Table 2) ซึ่่�งอาจเกิิดจากความ

แตกต่่างของวิิธีวีัดัขนาดชิ้้�นดีีเอ็็นเอระหว่่างเครื่่�อง Qsep 

100 กัับเจล metaphor agarose ที่่�ใช้้ในการศึึกษาของ 

Begum et al. [8] หรืือจากความแตกต่่างของอััลลีีล

ระหว่่างกลุ่่�มพัันธุุกรรมที่่�ศึึกษา

3.2	 ก า รทดสอบก า ร ตัั ด อ อ กท า งพัั น ธุุ ก ร ร ม 

(parentage exclusion test)

ตำแหน่่งที่่�พ่อพัันธุ์์�มีอััลลีีลเฉพาะของแต่่ละ

คู่่�ผสมมีีจำนวนต่่างกััน คู่่�ผสมน้้ำดอกไม้้สีีทอง × ยู่่�เหวิิน 

มีี 4 ตำแหน่่ง (SSR1, SSR11, SSR15 และ SSR25)  

คู่่�ผสมน้้ำดอกไม้ส้ีทีอง × อาร์ท์ููอีทีูู มี ี3 ตำแหน่ง่ (SSR11, 

SSR15 และ SSR25) และคู่่�ผสมน้้ำดอกไม้ส้ีทีอง × งาช้า้ง

แดง มีี 2 ตำแหน่่ง (SSR15 และ SSR25) นอกจากนี้้�ยััง

มีีตำแหน่่งที่่�พ่อพัันธุ์์�เป็็นเฮเทอโรไซกััสของอััลลีีลที่่�แม่่ 

ไม่่มีี ซึ่ ่�งลููกผสมได้้รัับอััลลีีลดัังกล่่าวด้้วยความน่่าจะเป็็น

ร้้อยละ 50 เช่่น อััลลีีล 350 bp ที่่� SSR13 ของยู่่�เหวิิน

และอาร์ท์ููอีทีูู อัลัลีลี 272 bp ที่่� SSR9 ของอาร์ท์ููอีทีูู และ

อััลลีีล 133 bp ที่่� SSR2 ของงาช้้างแดง ผลการทดสอบ

การตััดออก

แบ่่งลููกผสมได้้ 5 กลุ่่�ม (Table 3) ดัังนี้้�

กลุ่่�ม I (14 สายต้้น; ร้้อยละ 66.7): หมายเลข 

5, 6, 7, 9, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 24  

และ 25 ไม่ม่ีีอััลลีีลของพ่อ่พันัธุ์์� ในทุุกตำแหน่ง่ที่่�พ่่อพัันธุ์์�

มีีอััลลีีลเฉพาะ (0 จาก 1-4 ตำแหน่่งที่่�ตรวจได้้) และมีี

จีีโนไทป์์เหมืือนน้้ำดอกไม้้สีีทองทุุกตำแหน่่งที่่�ตรวจได้้ 

รวมทั้้�งยัังคงจีีโนไทป์์เฮเทอโรไซกััสของแม่่ไว้้ครบทั้้�ง 3 

ตำแหน่่ง (SSR30 282/292, SSR34 147/157 และ 

SSR36 204/240) ผลดัังกล่่าวสอดคล้้องกัับต้้นกล้้า 

ที่่�เกิิดจากเนื้้�อเยื่่�อของแม่่ (nucellar origin) มากที่่�สุุด 

อย่า่งไรก็็ตาม สายต้น้หมายเลข 20 และ 22 ตรวจได้เ้พียีง 

1-2 ตำแหน่่งที่่�พ่อพัันธุ์์�มีอััลลีีลเฉพาะ และคู่่�ผสมกัับ

งาช้้างแดงมีีตำแหน่่งที่่�พ่อพัันธุ์์�มีีอััลลีีลเฉพาะเพีียง 2 

ตำแหน่ง่ ผลการจัดักลุ่่�มของสายต้น้เหล่า่นี้้�จึึงมีคีวามเชื่่�อ

มั่่�นต่่ำกว่่าสายต้้นอื่่�น 

กลุ่่�ม II (1 สายต้้น): หมายเลข 10 (น้้ำดอกไม้้สีี

ทอง × ยู่่�เหวิิน (6)) ไม่ม่ีอีัลัลีีลของพ่่อพันัธุ์์�ทั้้�ง 4 ตำแหน่่ง

ที่่�พ่่อพัันธุ์์�มีีอััลลีีลเฉพาะ แต่่ต่่างจากแม่่พัันธุ์์�ที่่�  SSR30 

(292/292 แทน 282/292) ความแตกต่่างเพีียงตำแหน่่ง

เดีียวนี้้�อาจเกิิดจากการผสมตััวเองของแม่่พัันธุ์์� หรืือจาก

การหลุุดหายของอััลลีีล (allele dropout) 

กลุ่่�ม III (1 สายต้้น): หมายเลข 8 ซึ่่�งบัันทึึกว่่า

เป็็นน้้ำดอกไม้้สีีทอง × ยู่่�เหวิิน (4) มีีอััลลีีลที่่�ไม่่ได้้มาจาก

แม่่พัันธุ์์�  4 ตำแหน่่ง ได้้แก่่ 272 bp (SSR9), 188 bp 

(SSR11), 207 bp (SSR15) และ 214 bp (SSR25)  

อัลัลีลี 272 และ 207 bp พบเฉพาะในอาร์ท์ููอีทีูู จีโีนไทป์์

ของสายต้น้นี้้�เข้า้กันัได้ก้ับัคู่่�ผสมน้้ำดอกไม้สี้ีทอง × อาร์ท์ูู

อีทีูู ครบทั้้�ง 13 ตำแหน่ง่ แต่ข่ัดัแย้ง้กับัยู่่�เหวินิ 3 ตำแหน่ง่ 
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Table 3	 Summary of parentage exclusion and clustering results for the 21 hybrid mango lines

No. Hybrid
Missing
loci

Non-maternal alleles
(locus: bp)

Paternal UPGMA PCoA
Q(NDST)
K = 2

Group

5 NDST×YW (1) 0 – 0/4 0.000 same 98.5 I

6 NDST×YW (2) 0 – 0/4 0.000 same 98.5 I

7 NDST×YW (3) 0 – 0/4 0.000 same 98.4 I

8 NDST×YW (4) 0
SSR9:272; SSR11:188; 
SSR15:207; SSR25:214

2/4 0.077 separated 31.6 III

9 NDST×YW (5) 0 – 0/4 0.000 same 98.4 I

10 NDST×YW (6) 0 – 0/4 0.019 near 98.0 II

11 NDST×YW (7) 6
SSR1:199; SSR13:350; 
SSR25:214

2/2 0.107 separated 18.7 IV

12 NDST×YW (8) 3
SSR1:199; SSR13:350; 
SSR25:214

2/3 0.075 separated 25.9 IV

13 NDST×YW (9) 5 SSR13:350/350 0/1 0.188 separated 15.0 V

14 NDST×YW (10) 2 SSR15:224/224 1/3 0.114 separated 42.6 V

15 NDST×YW (11) 1 – 0/4 0.000 same 98.5 I

16 NDST×NgD (1) 1 – 0/2 0.000 same 98.4 I

17 NDST×NgD (2) 0 – 0/2 0.000 same 98.4 I

18 NDST×NgD (2/2) 0 – 0/2 0.000 same 98.4 I

19 NDST×NgD (3) 0 – 0/2 0.000 same 98.4 I

20 NDST×NgD (4) 2 – 0/1 0.000 near 97.5 I

21 NDST×NgD (5) 0 – 0/2 0.000 same 98.4 I

22 NDST×R2E2 (5) 1 – 0/2 0.000 near 97.8 I

23 NDST×R2E2 (6) 0
SSR1:199; SSR13:350; 
SSR25:214

1/3 0.077 separated 39.4 IV

24 NDST×R2E2 (7) 0 – 0/3 0.000 same 98.4 I

25 NDST×R2E2 (8) 0 – 0/3 0.000 same 98.5 I

Paternal = number of paternal-specific-allele loci carrying the recorded male allele / number of such loci 

scored. UPGMA = pairwise genetic distance to NDST (proportion). PCoA: same, identical coordinates to NDST; 

near, close to NDST (No. 20 and 22 offset by missing-data imputation; No. 10 by one locus); separated, 

positioned between NDST and the male parents. Q(NDST) = proportion of the NDST cluster at K = 2 (%). 

Group: I, maternal genotype; II, maternal-like with one deviating locus; III, hybrid compatible with a male 

parent other than recorded; IV, hybrid with no compatible candidate male; V, maternal allele missing at 

one locus (re-genotyping required). NDST = Nam Dokmai Si Thong; YW = Yu Wen; NgD = Ngachang Daeng.
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(SSR1, SSR9 และ SSR15) สายต้น้นี้้�จึึงมีหีลักัฐานชัดัเจน

ว่่าเป็็นลููกผสม แต่่พ่่อพัันธุ์์�ที่่�แท้้จริิงน่่าจะเป็็นอาร์์ทููอีทูู  

ซึ่่�งอาจเกิิดจากการบัันทึึกคู่่�ผสมคลาดเคลื่่�อนหรืือการ 

ปนเปื้้�อนละอองเรณููระหว่่างการผสมพัันธุ์์�

กลุ่่�ม IV (3 สายต้้น): หมายเลข 11, 12 และ 23 

มีจีีโีนไทป์เ์หมือืนกันัทุกุตำแหน่่งที่่�ตรวจได้ร้่ว่มกันั (7-10 

ตำแหน่่ง) และมีีอััลลีีลที่่�ไม่่ได้้มาจากแม่่พัันธุ์์�  3 อั ัลลีีล 

ได้้แก่่ 199 bp (SSR1), 350 bp (SSR13) และ 214 bp 

(SSR25) จึึงมีีหลัักฐานชััดเจนว่่าเป็็นลููกผสม อััลลีีล 199 

bp พบเฉพาะในยู่่�เหวินิในบรรดาพ่อ่พันัธุ์์�ทั้้�งสาม แต่ส่าย

ต้้นหมายเลข 12 และ 23 เป็็นโฮโมไซกััส 173/173 ที่่� 

SSR11 และสายต้้นหมายเลข  23 เป็็นโฮโมไซกััส 

201/201 ที่่�  SSR15 ซึ่ ่�งขััดแย้้งกัับยู่่�เหวิิน (188/188  

และ 224/224) ส่่วนอาร์์ทููอีีทููและงาช้้างแดงถููกตััดออก

ที่่�  SSR1 ดัังนั้้�นพ่่อของสายต้้นกลุ่่�มนี้้�จึึงน่่าจะเป็็นต้้นอื่่�น

นอกเหนือืจากพ่อ่พันัธุ์์�ทั้้�งสาม (pollen contamination) 

หรืือ ยู่่�เหวิินมีี null allele ที่่� SSR11 และ SSR15 ซึ่่�งยััง

ไม่่สามารถตััดออกได้้ด้้วยข้้อมููลชุุดนี้้� นอกจากนี้้�การที่่� 

สายต้้นซึ่่�งบัันทึึกว่่ามาจากคู่่�ผสมต่่างกััน (ยู่่�เหวิิน และ 

อาร์์ทููอีีทูู) มี ีจีีโนไทป์์เหมืือนกัันทุุกตำแหน่่ง บ่ ่งชี้้�ว่่าอาจ

เป็็นต้้นที่่�มาจากเมล็็ดเดีียวกััน หรืือมีีการสลัับป้้าย

ระหว่่างการขยายพัันธุ์์�

กลุ่่�ม V (2 สายต้น้): หมายเลข 13 และ 14 ขาด

อััลลีีลของแม่่พัันธุ์์�  1 ตำแหน่่ง โดยหมายเลข  13 เป็็น 

350/350 ที่่�  SSR13 (แม่่พัันธุ์์�เป็็น 370/370) และ

หมายเลข  14 เป็็น 224/224 ที่่�  SSR15 (แม่่พัันธุ์์�เป็็น 

201/201) ทั้้�งยัังขััดแย้ง้กัับยู่่�เหวิินที่่� SSR1 และหมายเลข 

14 ขั ดแย้้งที่่�  SSR25 เพิ่่�มเติิม และมีีข้้อมููลขาดหาย 5 

และ 2 ตำแหน่่ง ตามลำดัับ หากจีีโนไทป์์ถููกต้้อง สายต้้น

ทั้้�งสองจะไม่่ใช่่ลููกของน้้ำดอกไม้้สีีทอง แต่่การขาดอััลลีีล

เพียีงตำแหน่่งเดีียวร่่วมกัับข้้อมููลขาดหายจำนวนมากอาจ

เกิิดจากคุุณภาพดีีเอ็็นเอหรืือการหลุุดหายของอััลลีีล

3.3 ความสััมพัันธ์์ทางพัันธุุกรรม (UPGMA และ 

PCoA)

แผนภาพต้้นไม้้แบบ UPGMA มี ระยะห่่างทาง

พันัธุุกรรมระหว่่าง 0.000-0.396 และมีีค่า่ cophenetic 

correlation เท่่ากัับ 0.91 แสดงว่่าแผนภาพต้้นไม้้

สะท้้อนเมทริิกซ์์ระยะห่่างได้้ดีี (Figure 1) ลููกผสมกลุ่่�ม I 

ทั้้�ง 14 สายต้้นรวมกลุ่่�มกัับน้้ำดอกไม้้สีีทองที่่�ระยะห่่าง 0 

โดยหมายเลข  10 เข้้าร่่วมกลุ่่�มที่่�ระยะห่่าง 0.019 

หมายเลข 8 แยกออกที่่�ระยะห่่าง 0.077 ส่่วนหมายเลข 

11, 12 และ 23 รวมเป็็นกลุ่่�มเดีียวกัันที่่�ระยะห่่าง 0  

และแยกออกจากกลุ่่�มแม่่พัันธุ์์�ที่่�ระยะห่่าง 0.087 

หมายเลข  14 แยกออกที่่�ระยะห่่าง 0.104 ขณ ะที่่�

หมายเลข 13 จัดัอยู่่�ใกล้อ้าร์ท์ููอีทีูู (0.094) พ่อ่พันัธุ์์�ทั้้�งสาม

แยกออกจากกลุ่่�มแม่่พัันธุ์์�และลููกผสมอย่่างชััดเจน 

(0.245)

การวิิเคราะห์์ PCoA พบว่่าแกนที่่� 1, 2 และ 3 

อธิิบายความผัันแปรทางพัันธุุกรรมได้้ร้้อยละ 57.41, 

13.50 และ 13.06 ตามลำดัับ รวมร้้อยละ 83.97 (Figure 

2) แกนที่่�  1 แยกน้้ำดอกไม้้สีีทองและลููกผสมกลุ่่�ม I  

ซึ่่�งซ้้อนทัับกัันที่่�ตำแหน่่งเดีียว ออกจากพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสาม 

(Figure 2A และ 2B) โดยลููกผสมกลุ่่�ม III–V (หมายเลข 

8, 11, 12, 13, 14 และ 23) อยู่่�ระหว่่างแม่่พัันธุ์์�และ 

พ่่อพัันธุ์์� ซึ่ �งสอดคล้้องกัับการมีีอััลลีีลจากทั้้�งสองฝ่่าย  

แกนที่่�  2 แยกงาช้้างแดงและหมายเลข  14 ออกจาก 

อาร์์ทููอีีทููและหมายเลข 13 (Figure 2A และ 2C) และ

แกนที่่� 3 แยกอาร์์ทููอีีทููและหมายเลข 8 ออกจากยู่่�เหวิิน

และหมายเลข 11, 12, 13 และ 23 (Figure 2B และ 2C) 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับผลการทดสอบการตััดออกที่่�ระบุุว่่า

หมายเลข 8 มีีอััลลีีลของอาร์์ทููอีีทูู หมายเลข 20 และ 22 

ซึ่่�งมีจีีโีนไทป์เ์หมือืนแม่พ่ันัธุ์์�ทุกุตำแหน่ง่ที่่�ตรวจได้ ้อยู่่�ใกล้้

แต่่ไม่่ซ้้อนทัับกัับกลุ่่�มแม่่พัันธุ์์�

4 .  โครงสร้้างทางพัันธุุกรรม (Genet ic 

structure)

ค่า่ Prob(K) สููงสุุดที่่� K = 2 (0.925) (Figure 3B) 
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Figure 1	 UPGMA dendrogram of 21 hybrid mango lines and their four parental cultivars based on co-

dominant genotypic distance from 13 SSR markers (cophenetic r = 0.91). Colored circles indicate 

the parental cultivars. NDST = Nam Dokmai Si Thong; YW = Yu Wen; NgD = Ngachang Daeng.
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Figure 2	 Principal coordinate analysis (PCoA) of 21 hybrid mango lines and their four parental cultivars 

based on co-dominant SSR genotypes. Principal coordinates Axis 1 vs Axis 2 (A), Axis 1 vs Axis 3 

(B) and Axis 2 vs Axis 3 (C). Colored circles indicate the parental cultivars; numbers indicate sample 

numbers (Table 1). Lines 5-7, 9, 15-19, 21, 24 and 25 share the same coordinates as NDST.  

NDST = Nam Dokmai Si Thong; YW = Yu Wen; NgD = Ngachang Daeng.
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ดัังนั้้�น K = 2 จึึงใช้้เพื่่�ออธิิบายการแยกกลุ่่�มระดัับกว้้าง

ระหว่่างน้้ำดอกไม้้สีีทองกัับพ่่อพัันธุ์์� ขณะที่่�ค่่า ΔK สููงสุุด

ที่่� K = 6 (3.010; Figure 3A) สามารถอธิิบายโครงสร้้าง

ย่่อยทางพัันธุุกรรม (genetic sub-structure) ที่่�เป็็นไป

ได้้ (Figure 4) 

ที่่� K = 2 น้้ำดอกไม้้สีีทองและลููกผสมกลุ่่�ม I–II 

ทั้้�ง 15 สายต้้นมีีสััดส่่วนของกลุ่่�มแม่่พัันธุ์์�  (QNDST)  

ร้้อยละ 97.5-98.5 ขณ ะที่่�พ่อพัันธุ์์�มีสััดส่่วนของกลุ่่�มที่่�

สองร้้อยละ 90.4-96.9 ลูู กผสม 6 สายต้้นที่่�มีอััลลีีลซึ่่�ง 

ไม่่ได้้มาจากแม่่พัันธุ์์� แสดงองค์์ประกอบผสมจากทั้้�งสอง

กลุ่่�ม ได้้แก่่ หมายเลข  14 (QNDST ร้ ้อยละ 42.6),  

23 (39.4), 8 (31.6), 12 (25.9), 11 (18.7) และ 13 

(15.0) (Table 3; Figure 4) ลููกผสมระหว่่างพ่่อแม่่ที่่�อยู่่�

คนละกลุ่่�มอย่า่งสมบููรณ์ค์วรมี ีQNDST ประมาณร้อ้ยละ 

50 ค่าของหมายเลข 14 และ 23 จึึงใกล้้เคีียงกัับที่่�คาดไว้้ 

ขณะที่่�หมายเลข 8, 11, 12 และ 13 มีีค่่าต่่ำกว่่าที่่�คาด 

อย่่างไรก็็ตาม หมายเลข  11, 12 และ 23 มี จีีโนไทป์์

เหมือืนกัันทุกุตำแหน่่งที่่�ตรวจได้้ร่ว่มกััน แต่ม่ีคี่า่ QNDST 

ต่า่งกััน (ร้้อยละ 18.7-39.4) ความแตกต่่างนี้้�จึึงน่่าจะเกิิด

จากจำนวนข้้อมููลขาดหาย (หมายเลข  11 ข าดหาย 6 

ตำแหน่่ง) มากกว่่าความแตกต่่างของพ่่อพัันธุ์์� ค่  ่า  

QNDST จึึ งใช้้สนัับสนุุนความเป็็นลููกผสมได้้ แต่่ไม่่

สามารถใช้้ระบุุพ่่อพัันธุ์์�ได้้

ผลจากทั้้�ง 4 วิิธีี ได้้แก่่ การทดสอบการตััดออก 

(parentage exclusion) UPGMA, PCoA และ 

STRUCTURE สอดคล้้องกัันทุุกสายต้้น (Table 3)  

สายต้้นที่่�แยกออกจากแม่่พัันธุ์์�ในการจััดกลุ่่�มทุุกวิิธีีเป็็น

ชุุดเดีียวกัับสายต้้นที่่�มีีอััลลีีลซึ่่�งไม่่ได้้มาจากแม่่พัันธุ์์� 

(หมายเลข 8, 11, 12, 13, 14 และ 23) ส่่วนสายต้้นที่่�ไม่่

มีีอััลลีีลของพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�ง 15 สายต้้นอยู่่�ในกลุ่่�มเดีียวกัับแม่่

พัันธุ์์�ในทุุกวิิธีี เครื่่�องหมายชุุดนี้้�แยกน้้ำดอกไม้้สีีทองออก

จากพ่่อพัันธุ์์�ได้้ชััดเจน แต่่แยกยู่่�เหวิิน อาร์์ทููอีทูู  และ

งาช้้างแดงออกจากกัันได้้จำกััด ซึ่ �งสอดคล้้องกัับภููมิหลััง

ของพ่่อพันัธุ์์� โดยอาร์ท์ููอีทีููคัดัเลือืกจากต้น้กล้า้ของ Kent 

[2] และงานปรัับปรุุงพัันธุ์์�ในไต้้หวัันใช้้ Kent และ 

พัันธุ์์�กลุ่่�มฟลอริิดาเป็็นฐานพัันธุุกรรม [3] พ่ ่อพัันธุ์์�อย่่าง

น้้อยสองพัันธุ์์�จึึงอาจมีีบรรพบุุรุุษร่่วมกััน

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับรายงานที่่�ใช้้เครื่่�องหมาย 

SSR แบบเรืืองแสงระบุุลููกผสมชั่่�วที่่� 1 ได้้ร้้อยละ 95.38 

[6] ซึ่ ่�งเป็็นการผสมระหว่่าง Jinhuang กั ับ Renong 

No.1 และระบุพุ่อ่แม่ข่องลููกผสมในออสเตรเลียีได้ถูู้กต้อ้ง

ร้้อยละ 95 [4] สััดส่่วนลููกผสมในการศึึกษานี้้�ต่่ำกว่่ามาก 

โดยมีีเพีียง 6 จาก 21 สายต้้นที่่�มีีอััลลีีลซึ่่�งไม่่ได้้มาจาก 

แม่่พันัธุ์์� ซึ่่�งน่า่จะเกี่่�ยวข้อ้งกับัลัักษณะหลายเอ็ม็บริโิอของ

Figure 3	 Selection of the number of clusters (K) in STRUCTURE: (A) ΔK [17] and (B) posterior probability of 

each K, Prob(K) [15].
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Figure 4	 Bar plots of STRUCTURE results for K = 2 to 6. Each individual is represented by a vertical bar 

partitioned into K colored segments representing its estimated membership in each cluster.  

NDST = Nam Dokmai Si Thong; YW = Yu Wen; NgD = Ngachang Daeng.

น้้ำดอกไม้้สีีทอง นอกจากนี้้� การศึึกษานี้้�มีีตำแหน่่งที่่�พ่่อ

พันัธุ์์�มีอีัลัลีลีเฉพาะเพียีง 3-4 ตำแหน่ง่ในคู่่�ผสมกับัยู่่�เหวินิ

และอาร์์ทููอีทีูู ส่ว่นคู่่�ผสมกัับงาช้า้งแดงมีีเพียีง 2 ตำแหน่่ง 

จึึงควรเพิ่่�มเครื่่�องหมายที่่�มีีอััลลีีลจำเพาะของพ่่อพัันธุ์์�  

จากการประเมิินลููกผสมในครั้้�งนี้้�สามารถคััดสายต้้น

หมายเลข 8, 11, 12 และ 23 เป็็นลููกผสมที่่�ควรคััดเก็็บ

ไว้้ประเมิินต่่อ ในขณะที่่�สายต้้นกลุ่่�ม I น่ ่าจะเป็็นต้้นที่่�มี

พัันธุุกรรมเหมืือนแม่่พัันธุ์์� และสายต้้นหมายเลข 10, 13 

และ 14 ควรตรวจจีีโนไทป์์ซ้้ำก่่อนตััดสิินใจ

การประเมิินนี้้�มีีข้้อจำกััดที่่�ควรพิิจารณา ได้้แก่่ 

(1) เครื่่�องหมายมีีความหลากหลายต่่ำ (PIC เฉลี่่�ย 0.183) 

และมีีตำแหน่่งที่่�พ่่อพัันธุ์์�มีีอััลลีีลเฉพาะเพีียง 2-4 

ตำแหน่่งต่่อคู่่�ผสม (2) SSR15 ซึ่่�งเป็็นตำแหน่่งที่่�พ่่อพัันธุ์์�

มีีอััลลีีลเฉพาะในทุุกคู่่�ผสม และลููกผสมที่่�มีีอััลลีีลจากพ่่อ

บางสายต้้นเป็็นโฮโมไซกััสที่่�ตำแหน่่งนี้้� (หมายเลข  14 

และ 23) ซึ่่�งอาจเกิิดจาก null allele หรืือการหลุุดหาย

ของอััลลีีล หากพ่่อพัันธุ์์�ที่่�ปรากฏเป็็นโฮโมไซกััสมีี null 

allele การตัดัออก ณ ตำแหน่ง่ดังักล่า่วอาจคลาดเคลื่่�อน 

โดยเฉพาะกัับสายต้้นกลุ่่�ม IV และ V และ (3) ขนาดอััล

ลีีลวััดด้้วยเครื่่�อง Qsep 100 ซึ่ ่�งมีีความละเอีียดในการ

แยกขนาดต่ำ่กว่า่การวิเิคราะห์ด์้ว้ยไพรเมอร์ต์ิดิสีีเรือืงแสง 

และขนาดที่่�วัดได้้บางตำแหน่่งอยู่่�นอกช่่วงที่่�รายงานไว้ ้[8] 

ดัังนั้้�นสถานะความเป็็นลููกผสมที่่�รายงานในการศึึกษานี้้�

จึึงเป็็นผลการประเมิินเบื้้�องต้้น 
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4. สรุุปผลการทดลอง
การใช้้เครื่่�องหมาย SSR 13 ตำแหน่่ง ที่่�บัันทึึก

ข้้อมููลแบบ co-dominant ร่ ่วมกัับการทดสอบการตััด

ออกทางพัันธุุกรรมรายตำแหน่่ง ช่ วยแยกต้้นกล้้าที่่�เกิิด

จากเนื้้�อเยื่่�อของแม่อ่อกจากลููกผสมได้ต้ั้้�งแต่ร่ะยะต้น้กล้า้ 

ซึ่่�งการคััดเลือืกด้ว้ยลัักษณะปรากฏแบบดั้้�งเดิมิทำได้ย้าก 

เนื่่�องจากต้้นกล้้าจากเนื้้�อเยื่่�อ nucellus มีีลัักษณะคล้้าย

ลููกผสม และการยืืนยัันจากลัักษณะผลต้้องรอให้้ต้้น

มะม่ว่งออกผลซ่ึ่�งใช้เ้วลาหลายปีี จากการประเมิินมะม่ว่ง

ลููกผสม 21 สายต้้น พบว่่า 14 สายต้้น (ร้้อยละ 66.7)  

มีีจีีโนไทป์์เหมืือนน้้ำดอกไม้้สีีทองและไม่่มีีอััลลีีลของ 

พ่อ่พันัธุ์์� ซึ่�งสอดคล้้องกัับต้น้กล้้าที่่�เกิิดจากเนื้้�อเยื่่�อของแม่่ 

หากไม่ไ่ด้ต้รวจด้ว้ยเครื่่�องหมาย ต้น้เหล่า่นี้้�จะถููกปลููกดููแล

และประเมิินต่่อในฐานะลููกผสม ทำให้้สิ้้�นเปลืืองพื้้�นที่่� 

แรงงาน และเวลาในโครงการปรัับปรุุงพัันธุ์์�

นอกจากการคััดแยกต้้นกล้้าแล้้ว เครื่่�องหมาย 

ยัังช่่วยตรวจสอบความถููกต้้องของประวััติิคู่่�ผสม โดยพบ

ลููกผสม 4 สายต้้น (หมายเลข 8, 11, 12 และ 23) ที่่�มีี 

อััลลีีลจากพ่่อชััดเจน แต่่พ่่อที่่�แท้้จริิงน่่าจะไม่่ตรงกัับที่่�

บัันทึึกไว้้ หมายเลข  8 สอดคล้้องกัับอาร์์ทููอีทูู  และ

หมายเลข 11, 12 และ 23 น่่าจะมีีโอกาสรัับละอองเรณูู

จากต้้นอื่่�นนอกเหนืือจากพ่่อพัันธุ์์�ทั้้� งสาม ความ 

คลาดเคลื่่�อนลัักษณะนี้้�ตรวจพบได้้ยากจากการสัังเกต

ลัักษณะภายนอก ผลการจััดกลุ่่�มด้้วย UPGMA, PCoA 

และ STRUCTURE สอดคล้้องกัับการทดสอบการตััดออก 

อย่่างไรก็็ตาม เครื่่�องหมายชุุดนี้้�แยกแม่่พัันธุ์์�ออกจาก 

พ่่อพัันธุ์์�ได้้ แต่่ยัังแยกพ่่อพัันธุ์์�ทั้้�งสามออกจากกัันได้้ 

ไม่่ชััดเจน 

ในการนำไปใช้ใ้นงานปรัับปรุุงพัันธุ์์� ควรตรวจต้้น

กล้้าด้้วยเครื่่�องหมาย SSR ก่ อนย้้ายปลููกลงแปลง เพื่่�อ 

คัดัเฉพาะต้้นที่่�เป็็นลููกผสมไปประเมิินต่อ่ สำหรับัลููกผสม

ชุุดนี้้�มีีข้้อเสนอแนะ ได้้แก่่ (1) คั ัดเก็็บสายต้้นหมายเลข 

8, 11, 12 และ 23 ไว้ป้ระเมินิลักัษณะทางการเกษตรต่อ่ 

(2) ตรวจจีีโนไทป์์ซ้้ำสายต้้นหมายเลข 10, 13 และ 14 

ก่่อนตััดสิินใจคััดทิ้้�ง และ (3) เพิ่่�มเครื่่�องหมายที่่�พ่่อพัันธุ์์�

แต่่ละพัันธุ์์�มีีอััลลีีลเฉพาะ โดยเฉพาะงาช้้างแดง โดย 

คัดักรองเครื่่�องหมายที่่�ให้แ้ถบต่า่งกันัระหว่า่งพ่อ่แม่พ่ันัธุ์์�

ก่่อน แล้้วทดสอบกัับลููกผสมบางส่่วน ตามแนวทางของ 

Li et al. [6] หรืือใช้้เครื่่�องหมาย SNPs เพื่่�อเพิ่่�มความ

สามารถในการยืืนยัันความเป็็นลููกผสมและระบุุพ่่อพัันธุ์์�

ในการคััดเลืือกระยะต้้นกล้้า

5. คำขอบคุุณ
คณะผู้้�ดำเนิินงานขอขอบคุุณศููนย์์วิิจััยพืืชสวน

ศรีีสะเกษและศููนย์์วิิจััยพืืชสวนสุุโขทััย ที่่� เป็็นแหล่่ง

รวบรวมและดููแลสายพัันธุ์์�มะม่่วงที่่�ศึึกษาในครั้้�งนี้้� และ

ขอขอบคุุณนักัวิจิัยัและทีีมงานห้้องปฏิิบัตัิกิารชีีวโมเลกุุล 

ศููนย์์วิิจััยพืืชสวนศรีีสะเกษ
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