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บทคัดย่อ 
 

 มันÿำปะĀลัง (Cassava) มีชื ่อüิทยาýาÿตร์ คือ Manihot esculenta Crantz เป็นพืช

อาĀารที่ÿำคัญของประเทýในเขตร้อน และเป็นพืชเýรþฐกิจที่ÿำคัญของไทย ได้มีการปรับปรุงพันธุ์

มันÿำปะĀลังเพื่อใĀ้ได้ผลผลิตÿูง และพัฒนาÿายพันธุ์ที่ใĀ้คüามทนทานต่อโรคพืชและแมลงýัตรูพืช 

จึงทำใĀ้มันÿำปะĀลังมีคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรม งานüิจัยนี้ มีüัตถุประÿงค์ýึกþาคüาม

ĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง โดยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด Inter 
Simple Sequence Repeats (ISSR) เมื่อüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้üยüิธี Unweighted 
pair group method with arithmetic mean (UPGMA) พบü่ามีคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรม 

โดยมีค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่ระĀü่าง 0.73-0.94 และที่ค่าเฉลี่ยคüามเĀมือนที่ 0.73 ÿามารถ

จัดกลุ่มตัüอย่างจำนüน 22 ตัüอย่าง ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 มันÿำปะĀลังชนิดที่นำมาใช้

ÿำĀรับบริโภคโดยตรงและÿำĀรับใช้เป็นไม้ประดับ ประกอบด้üยระยอง 2, มันĀ้านาที และมันใบด่าง 

และกลุ่มที่ 2 มันÿำปะĀลังÿำĀรับอุตÿาĀกรรม ประกอบด้üยระยอง 1, ระยอง 3, ระยอง 5, ระยอง 
7 , ระยอง 9 , ระยอง 11 , ระยอง 15 , ระยอง 60 , ระยอง  72 , ระยอง 86-13 , ระยอง 90 , 
เกþตรýาÿตร์ 50, เกþตรýาÿตร์ 72, Ā้üยบง 60, Ā้üยบง 80, Ā้üยบง 90, พิรุณ 1, พิรุณ 2 และมัน

Ā้านาที (PC2) 
 
คำÿำคัญ : มันÿำปะĀลัง คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรม เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
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Abstract 
  

Cassava (Manihot esculenta Crantz) is a major agricultural product in tropical 
countries and Thailand's most important economic crop. Breeding of Cassava has been 
developed to increase agricultural productivity and develop resistant varieties against 
pests and diseases. As a result, breeding can create new genetic variations. In this study, 
our aim was to analyze a set of 22 varieties of cassava for genetic diversity using inter-
simple sequence repeat (ISSR) molecular markers. Genetic similarity was constructed 
from the Jaccard’s similarity coefficients matrix using the unweighted pair group 

method with arithmetic average (UPGMA). The genetic similarity coefficient ranged from 
0.73 to 0.94. The similarity coefficient at 0.73, cluster analysis clustered 22 cassava 
varieties into two major groups. The first group is cassava, which is used for home 
cooking and decoration, consisting of Rayong 2, Ha-na-tee and variegated leaf. Another 
group, cassava for industry, consists of Rayong 1, Rayong 3, Rayong 5, Rayong 7, Rayong 
9,  Rayong 11,  Rayong 15,  Rayong 60,  Rayong 72,  Rayong 86-13,  Rayong 90,  Kasetsart 
50, Kasetsart 72, Huay Bong 60, Huay Bong 80, Huay Bong 90, Pirun 1, Pirun 2 and Ha-
na-tee (PC2). 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
1.1   คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา 
 มันÿำปะĀลัง (Manihot esculenta Crantz) Āรือ Cassava, Tapioca และ Manioc อยู่ใน

พืชüงý์ Euphorbiaceae เป็นพืชĀัüชนิดĀนึ่ง มันÿำปะĀลังถือเป็นพืชอาĀารที่ÿำคัญของผู้คนนับ

ล้านในเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน เนื่องจากมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตÿูงในÿ่üนĀัü จึงถือเป็นพืชอาĀารที่

ÿำคัญรองจากธัญพืช นอกจากนี้มันÿำปะĀลังเป็นÿินค้าพืชเýรþฐกิจที่มีคüามÿำคัญของโลกด้üย

เช่นกัน เนื่องจากเป็นพืชที่ÿามารถใช้ประโยชน์ได้ทุกÿ่üน ตั้งแต่ยอดใบจนถึงรากท่ีเป็นĀัüมัน เพ่ือการ

บริโภคเป็นอาĀารมนุþย์และÿัตü์ และการอุปโภคจากการแปรรูปในอุตÿาĀกรรมเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ 

ทั้งÿิ่งทอ พลาÿติกที่ÿลายได้ทางชีüภาพ และเอทานอล (พูนÿุข, 2558) มันÿำปะĀลังมีถิ่นกำเนิดใน

อเมริกาใต้และแอฟริกาแถบที่ลุ่มเขตร้อนต่อมาได้ขยายไปÿู่แĀล่งอื่น ๆ ทั่üโลกĀนึ่งในนั้น คือ ประเทý

ไทย  
 ในปี 2542 ตามพระราชบัญญัติคุ้มครองพันธุ์พืช มันÿำปะĀลังถือเป็นพืชต้องĀ้ามที่อนุญาตใĀ้

นำเข้าเฉพาะแค่Āัüÿด ไม่ÿามารถนำเข้าใบĀรือเมล็ดพันธุ์ และถูกคüบคุม จึงต้องได้รับการอนุญาต

ก่อนจึงจะÿามารถนำพืชมาüิจัยได้ (ýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง, 2525) ลักþณะทางพฤกþýาÿตร์ของมัน

ÿำปะĀลังมีลักþณะเป็นไม้พุ่มĀรือไม้ต้นขนาดเล็ก ÿูง 1.3–5 เมตร เÿ้นผ่านýูนย์กลางต้น 10–15 
เซนติเมตร น้ำĀนักเฉลี่ย 4–7 กิโลกรัม ใบเป็นแฉกลึก 3–7 แฉก ใต้ใบมีขนเล็กน้อย (James, 1983) 
การปลูกมันÿำปะĀลังจะใช้ÿ่üนของลำต้นตัดเป็นท่อนปักลงดิน บริเüณรอยตัดที่ปักอยู่ในดินจะแตก

เป็นรากฝอยแบบÿะÿมอาĀาร (Tuberous root) ใช้เüลาประมาณ 2 เดือนรากจะÿะÿมแป้งและมี

ขนาดใĀญ่ขึ้น เรียกü่า ĀัüมันÿำปะĀลัง ภายĀลังจากนั้นอีก 6 เดือนจึงจะÿามารถเก็บเกี่ยüĀัüมัน

ÿำปะĀลังเพื่อการบริโภค (มูลนิธิÿถาบันพัฒนามันÿำปะĀลังแĀ่งประเทýไทย ในพระบรมราชูปถัมภ์

ÿมเด็จพระเทพรัตนราชÿุดาฯ ÿยามบรมราชกุมารี, 2543)   
 ปัจจุบันมันÿำปะĀลังทั่üโลกมีทั้งĀมดประมาณ 600 ÿายพันธุ์ โดยทั่üไปจะมีการจำแนกคüาม

แตกต่างÿายพันธุ์ของมันÿำปะĀลังโดยการÿังเกตจากลักþณะภายนอก เช่น ÿีก้านใบ ÿีลำต้น และ

ลักþณะทรงต้น เป็นต้น แต่ในโครงงานพิเýþฉบับนี้มุ่งเน้นýึกþาการจำแนกÿายพันธุ์ตามüัตถุประÿงค์

ของการนำมันÿำปะĀลังไปใช้ โดยแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ มันÿำปะĀลังบริโภค และมัน

ÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม (ÿถาบันüิจัยและพัฒนาแĀ่งมĀาüิทยาลัยเกþตรýาÿตร์, 2565) โดยมัน

ÿำปะĀลังÿำĀรับการบริโภค Āมายถึง มันÿำปะĀลังที่นำĀัüมาเพื่อการบริโภคได้โดยตรง มีปริมาณ

กรดไฮโดรไซยานิกต่ำ รÿไม่ขม นิยมนำĀัüมันมาเชื่อม ปิ้ง เผา ในประเทýไทยนิยมปลูกÿายพันธุ์Ā้า

นาที และÿายพันธุ์ระยอง 2 และมันÿำปะĀลังÿำĀรับอุตÿาĀกรรม คือ มันÿำปะĀลังที่ต้องนำไปแปร

รูปและผ่านกรรมüิธีทางอุตÿาĀกรรมก่อน เนื่องจากมีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกÿูง  ดังนั้นจึงคüรนำ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรมไปแปรรูปผ่านคüามร้อน ดัดแปลง เพ่ือลดคüามเป็นพิþก่อนนำผลผลิตจาก

มันÿำปะĀลังมาใช้ประกอบอาĀารได้ อีกท้ังการแปรรูปมันÿำปะĀลังเพ่ือใĀ้เก็บรักþาได้เป็นเüลานาน 

ในร ูปแบบของม ั น เÿ ้ น  ÿาค ู  และแป ้ งม ั นÿำปะĀล ั ง  (ÿถาบ ันü ิ จ ั ยและพ ัฒนาแĀ่ ง

มĀาüิทยาลัยเกþตรýาÿตร์, 2565) 
 ดังนั้นในการýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจึงเป็นÿิ่งที่น่าÿนใจเพ่ือใĀ้

ทราบถึงคüามแตกต่างทางพันธุกรรม และการนำข้อมูลที่ได้ýึกþาไปใช้ประโยชน์ต่อไป ในปัจจุบันได้มี

การนำเครื่องĀมายทางโมเลกุลมาใช้ในการจำแนก และýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของพืช 

ซ่ึงในงานüิจัยฉบับนี้ได้เลือกใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) 
โดยได้รับคüามอนุเคราะĀ์มันÿำปะĀลังจากýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง กรมüิชาการเกþตร กระทรüง

เกþตรและÿĀกรณ ์และได้รับคüามอนุเคราะĀ์จากชาüบ้าน รüมเป็นจำนüน 22 ตัüอย่าง 
 
1.2  üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  
        1.2.1เพื่อýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมเบื้องต้นของมันÿำปะĀลังด้üยเครื่องĀมาย

โมเลกุลชนิด ISSR 
 1.2.2 การýึกþาเพื่อĀาจำนüนไพรเมอร์ที่น้อยที่ÿุดของเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เพ่ือ

แบ่งกลุ่มมันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ และมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม  
 
1.3  ขอบเขตของงานüิจยั  
        ýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR โดยýึกþากับตัüอย่าง

ใบของต้นมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง ได้แก่ ระยอง 1, ระยอง 2, ระยอง 3, ระยอง 5, ระยอง 

7, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 15, ระยอง 86-13, ระยอง 60, ระยอง 72, ระยอง 90, เกþตรýาÿตร์ 

50, เกþตรýาÿตร์ 72, Ā้üยบง 60, Ā้üยบง 80, Ā้üยบง 90, พิรุณ 1, พิรุณ 2 และมันĀ้านาที จาก

ýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง โดยมันใบด่าง และมันĀ้านาที (PC2) ได้รับคüามอนุเคราะĀ์จากชาüบ้าน 
 
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  
        1.4.1 ใช้คüามรู้ที่ได้จากการýึกþาเป็นฐานข้อมูลทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังเพ่ือเป็นข้อมูล

พ้ืนฐาน และเป็นแนüทางในการนำไปประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ  
        1.4.2 ได้ýึกþาคüามละเอียดüิธีการทำและการüิเคราะĀ์ของüิธีการเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด 
ISSR เพ่ือทราบถึงคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลัง 
 1.4.3 ÿามารถแบ่งกลุ่มÿายพันธุ์มันÿำปะĀลังได้ง่ายยิ่งขึ้น  ลดต้นทุนและระยะเüลาในการ

ทดลองระĀü่างการปรับปรุงพันธุ์
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



  

บทท่ี 2 

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 
 
2.1  มันÿำปะĀลัง (Manihot esculenta Crantz) 
      มันÿำปะĀลัง (Cassava) Āรือชื่อüิทยาýาÿตร์ คือ Manihot esculenta Crantz ได้รับการจัดĀมüดĀมู่

ทางพฤþýาÿตร์ดังนี้ ชั้น (Class) Dicotyledonae üงý์ (Family) Euphorciacea ÿกุล (Genus) Manihot 
ÿปีชีÿ์ (Species) M.esculenta มันÿำปะĀลังมีชื่อทั่üไปในภาþาอังกฤþü่า แคÿซาüา (Cassava) Āรือภาþา

ÿเปนเรียกü่า ทาพิโอกา (Tapioca) ในประเทýแถบอเมริกาใต้ และอเมริกากลางเรียกü่า ยูก้า (Yuca) ประเทý

บราซิลเรียกü่า แมนดิโอก้า (Mandioca) และทüีปแอฟริกาเรียกü่า แมนดิออค (Mandioc) (ÿุพัตรา, 2549) 

มันÿำปะĀลังถือü่าเป็นพืชĀลักÿำĀรับอาĀารที่ÿำคัญอย่างนึงกับผู้คน 800 ล้านคนในพื้นที่เขตร้อนและพื้นที่

ใกล้เขตร้อน (Asha และคณะ, 2019) มันÿำปะĀลังมีแĀล่งที่มาเริ่มจากอเมริกาใต้ และแพร่กระจายไปทั่üโลก

โดยนาüิกโยธินชาüโปรตุเกÿในýตüรรþที่ 16 (Salim และคณะ, 2017) แĀล่งผลิตมันÿำปะĀลังที่ÿำคัญอยู่ใน

ทüีปอเมริกา แอฟริกา และเอเชีย เช่น ไนจีเรีย บราซิล ซาอีร์ ไทย และอินโดนีเซีย ÿ่üนมากนิยมบริโภคเป็น

อาĀารภายในประเทý ยกเü้นประเทýไทยที่บริโภคเพียงเล็กน้อย ÿ่üนมากเป็นüัตถุดิบทางด้านอุตÿาĀกรรม 

(ÿุพัตรา, 2549) มันÿำปะĀลังเป็นแĀล่งผลิตคาร์โบไฮเดรตที่ดี และยังÿามารถปลูกโดยมีข้อจำกัดเพียงเล็กน้อย

อย่างเช่น ปริมาณน้ำฝนที่ไม่แน่นอน และดินที่ไม่อุดมÿมบูรณ์ เป็นต้น (Asha และคณะ, 2019)  
 มันÿำปะĀลังเป็นแĀล่งอาĀารที่ÿำคัญของประชากรในทüีปแอฟริกาและอเมริกาใต้ และยังเป็นแĀล่ ง

üัตถุดิบประเภทแป้งที่มีราคาถูกกü่าแป้งชนิดอื่น ๆ นิยมใช้ในอุตÿาĀกรรมเครื่องÿำอาง ยา และเคมีภัณฑ์

เนื่องจากไม่มีกลิ่น ไม่มีÿี และไม่ก่อใĀ้เกิดภูมิแพ้ โดยในประเทýไทยนั้นนิยมไปแปรรูปเพื่อÿ่งออกผลิตภัณฑ์

ของมันÿำปะĀลังเพราะไม่นิยมบริโภคเป็นอาĀารĀลักไม่ü่าจะเป็นอุตÿาĀกรรมมันเÿ้น มันอัด แป้ง รüมถึง

อาĀารÿัตü์ที่เป็นÿินค้าทางการเกþตร จึงถือได้ü่าเป็นพืชเýรþฐกิจที่ÿำคัญอย่างนึง (นฤมล, 2555)  ผลผลิต

ของแป้งมันÿำปะĀลังที่ประเทýไทยผลิตเป็นอันดับ 3 ของโลกและÿ่งออกเป็นอันดับ 1 ของโลกจากประเทýผู้

ÿ่งออกผลิตภัณฑ์มันÿำปะĀลังมากกü่า 100 ประเทýทั่üโลกโดยการผลิตแป้งมันÿำปะĀลังนั้นแบ่งออกเป็น 2 

กลุ่ม คือ แป้งมันÿำปะĀลังดิบ (Raw material) และแป้งมันÿำปะĀลังดัดแปลง (Modified starch) และยังมี

การใช้ประโยชน์จากกากมันÿำปะĀลังที่เĀลืออุตÿาĀกรรมแป้งมาผลิตน้ำตาล เป็นการÿร้างคุณค่าใĀ้มัน

ÿำปะĀลังอย่างถึงที่ÿุด ลดปัญĀาÿิ่งแüดล้อม และลดปัญĀาภาüะโลกร้อนจากการนำของเĀลือมาใช้ใĀ้เกิด

ประโยชน์ÿูงÿุด (ÿüลี และคณะ, 2555)  
 
 2.1.1 ลักþณะทางพฤกþýาÿตร์ของมันÿำปะĀลัง  
                ลำต้น (Stem) มีลักþณะแตกต่างตามÿายพันธุ์ ในบางÿายพพันธุ์ลำต้นเดียüไม่แตกกิ่ง Āรือแตก

กิ่งมาก และแตกกิ่งĀลายระดับ ÿายพันธุ์ที่มีการแตกกิ่งมากต้นเตี้ย แตกกิ่งน้อยต้นÿูง ÿีของลำต้นก็ขึ้นอยู่กับ

ÿายพันธุ์ เช่น ÿีเĀลือง ÿีเงิน และÿีน้ำตาล เป็นต้น ที่ลำต้นมีก้านใบติดอยู่เมื่อใบร่üงทำใĀ้เĀลือเฉพาะÿ่üนบน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ของลำต้น และที่เĀนือบริเüณที่เกิดก้านใบมีตาอยู่Āนึ่งตา ซึ่งเมื่อตัดลำต้นไปปลูกตาเĀล่านี้จะเป็นÿ่üนที่เจริญ

เป็นต้นใĀม่ 
 ใบ (Leaf) เป็นใบเดี่ยü แผ่นใบมีเü้าเป็นแฉก ๆ รูปร่าง และจำนüนแฉกแตกต่างกันตามÿายพันธุ์ 

ในĀนึ่งใบจะมี 3-9 แฉก โดยมีรูปร่างแฉกแตกต่างกันไป เช่น เรียüยาü และป้อมÿั้น เป็นต้น โดยใบอ่อนที่ยังไม่

คลี่มีÿีแตกต่างกัน เช่น เขียüเข้ม แดง Āรือ ม่üง เป็นต้น บางÿายพันธุ์มีขนอ่อน ใบจะติดก้านใบที่มีÿีต่างกัน 

เช่น เขียü แดง เขียüเĀลือบแดง เป็นต้น 
 รากและĀัü (Root) เป็นระบบรากฝอย รากÿามารถงอกตามÿ่üนต่าง ๆ ของท่อนพันธุ์ได้อีกเช่น 

รอยแผลก้านใบ และตา เป็นต้น ซึ่งมีĀน้าที่ดูดน้ำและแร่ธาตุ ไปเลี้ยงลำต้น และเมื่ออายุได้ 1.5-2 เดือนจะมี

การลำเลียงแป้งไปÿะÿมที่รากบางราก โดยรากที่ÿะÿมแป้งจะโตขึ้นตามอายุ และเฉพาะรากที่ÿะÿมแป้ง

เท่านั้นที่จะโตขึ้นเป็นĀัüโดยทั่üไปต้นĀนึ่งจะมีĀัüน้อยกü่า 10 Āัü รากÿ่üนใĀญ่ที่ไม่ได้ÿะÿมแป้งก็ยังคงเป็น

รากธรรมดา ÿ่üนรากที่เป็นĀัüก็จะÿะÿมแป้งและมีขนาดใĀญ่ขึ้นตามอายุ แต่จำนüนĀัüจะคงที่ ÿ่üนĀัüมัน

ÿำปะĀลังจะเป็นที่ÿะÿมแป้งเท่านั้น ไม่มีตาจึงไม่ÿามารถใช้Āัüขยายพันธุ์ได้ 
 ดอก ผล และเมล็ด (Flower, fruit and seed) ช่อดอกเป็นแบบแพนนิเคิล (Panicle) เกิดตรง

จุกที่มีการแตกกิ่ง มันÿำปะĀลังเป็นพืชพüก monoecious plant คือ มีดอกตัüผู้และตัüเมียอยู่บนต้นเดียüกัน 

ซึ่งอยู่คนละดอกแต่อยู่ในช่อดอกเดียüกัน ช่อดอกเกิดที่ปลายของ apical branch Āรือตรงรอยต่อที่แตก 

branch ÿ่üนÿายพันธุ์ที่ไม่แตกกิ่งจึงไม่มีช่อดอก ดอกตัüผู้มีขนาดเล็กอยู่บนÿ่üนของช่อดอก ดอกตัüเมียมี

ขนาดใĀญ่กü่าอยู่ÿ่üนล่างภายในช่อดอกเดียüกัน ดอกตัüมีจะบานและพร้อมผÿมก่อนดอกตัüผู้ประมาณ 7-10 

üัน ถึงแม้ดอกตัüผู้และตัüเมียจะอยู่ช่อดอกเดียüกันแต่ถูกจัดเป็นพืชผÿมข้าม (Cross pollination)  
     Āลังผÿมรังไข่จะเจริญเป็นผลโตเต็มที่มีขนาดเÿ้นผ่าýูนย์กลางประมาณ 1.5 เซนติเมตร ภายในมี

เมล็ดอยู่ 3 เมล็ด เมล็ดมีÿีน้ำตาล ยาüประมาณ 1 เซนติเมตร กü้างและĀนาประมาณ 0.5 เซนติเมตร เมื่อใช้

เมล็ดมันÿำปะĀลังปลูกจะงอกขึ้นมาเป็นต้นเช่นเดียüกับต้นมันÿำปะĀลังที่ปลูกโดยใช้ท่อนพันธุ์แต่ต้นที่ปลูก

จากเมล็ดจะมีระบบรากแก้ü และรากแก้üจะเจริญเป็นĀัü การใช้เมล็ดปลูกไม่เĀมาะกับทำการค้า เพราะบาง

ÿายพันธุ์มีทั้งมีดอกมีมากĀรือน้อยตามÿายพันธุ์ และไม่มีดอก เมื่อผลแก่จะแตกดีดออกจากเมล็ดใĀ้Ā่างจาก

ต้น ทำใĀ้เก็บเมล็ดได้ลำบาก นอกจากนั้นเมล็ดมีระยะพักตัü และเมล็ดแต่ละเมล็ดคüามแตกต่างทางพันธุกรรม 

จึงไม่มีคüามÿม่ำเÿมอ ต่างจากปลูกแบบท่อนพันธุ์จะมีพันธุกรรมเĀมือนกันĀมด เมื่อปลูกจึงมีคüามÿม่ำเÿมอ 

ดังนั้นการปลูกมันÿำปะĀลังจากเมล็ดจะทำเฉพาะเพื่อÿร้างÿายพันธุ์ใĀม่ในการปรับปรุงพันธุ์เท่านั้น (ÿุพัตรา, 
2549)   

 
       2.1.2 การจำแนกมันÿำปะĀลัง  
 มันÿำปะĀลังบริโภค Āรือพันธุ์Āüานเป็นมันÿำปะĀลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกต่ำ ใช้เพ่ือ

การบริโภค มีทั้งชนิดเนื้อร่üนนุ่ม และชนิดเนื้อแน่นเĀนียü ราคาจึงÿูงกü่าชนิดขม แต่ในประเทýไทยมีการปลูก

ไม่มากเนื่องจากการจำกัดคüามต้องการของตลาด เช่น ระยอง 2 และมันĀ้านาที เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

5 

      มันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม Āรือพันธุ์ขมเป็นÿายพันธุ์มันÿำปะĀลังที่มีกรดไฮโดรไซยานิกÿูง 

เนื่องจากมีพิþและมีรÿขมไม่เĀมาะแก่การบริโภค ĀรือนำĀัüมันÿำปะĀลังÿดใช้เป็นอาĀารเลี้ยงÿัตü์โดยตรง 

จึงเĀมาะแก่การนำไปแปรรูปต่าง ๆ ในอุตÿาĀกรรม เช่น แป้งมัน มันอัดเม็ด เป็นต้น (ÿุพัตรา, 2549)   
     มันÿำปะĀลังในประเทýไทยมีĀลากĀลายทางÿายพันธุ์ÿำĀรับบริโภคได้โดยตรง และÿำĀรับ

อุตÿาĀกรรมจึงมีการตั้งชื่อของแต่ละÿายพันธุ์ ระบุบรรพบุรุþ ปริมาณแป้ง การรับรองÿายพันธุ์ และลักþณะ

ประจำพันธุ์ไü้เป็นข้อมูลเพื่อใช้ในจำแนกÿายพันธุ์อย่างง่ายÿำĀรับเกþตรกรĀรือผู้ที่ÿนใจ และการปรับปรุง

ÿายพันธุ์ได้รับข้อมูลจากÿมลักþณ์ (2551) และýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง ดังตารางที่ 2.1 
 
ตารางท่ี 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีทีมี่การรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

(%) 
ปีท่ีมีการรับรอง 
ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 

ลักþณะประจำพันธุ์ 

ระยอง 1 (R1) 

พันธุ์พ้ืนเมือง 18 2518 
ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งต่ำ 

เกþตรกรไม่นิยมปลูก 

ระยอง 2 (R2) 

ลูกผÿมระĀü่าง 
Mcol 113 

และ Mcol 22 

แป้งต่ำและ

ไซยาไนด์ต่ำ 
2527 

ÿายพันธุ์บริโภค เนื้อ

เĀลือง ใĀ้แป้งต่ำ 

เป็นÿายพันธุ์ที่เĀมาะ

ÿำĀรับการทอด 

ระยอง 3 (R3) 
ลูกผÿมระĀü่าง 

Mmex 55 
และ Mven 

307 

23 2526 
ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง

ในดินดี เกþตรกร

ปลูกน้อย 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีที่มีการรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

(ต่อ) 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณ

แป้ง (%) 
ปีท่ีมีการรับรอง 
ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 

ลักþณะประจำพันธุ์ 

ระยอง 5 (R5) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

MR 27-77-10 
และระยอง 3 

22 2537 
ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เกþตรนิยมปลูกมาก

โดยทั่üไป 

ระยอง 7 (R7) 

 

ลูกผÿมระĀü่าง 

CMR 30-71-25 
และ OMR 29-

20-118 

27.3 2548 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เĀมาะÿำĀรับปลูก

ปลายฝนเป็นÿายพันธุ์ที่

ใĀ้ผลผลิตÿูงในดินที่มี

คüามÿมบูรณ์ÿูง 

ระยอง 9 (R9) 
ลูกผÿมระĀü่าง 

CMR 31-19-23 
และ OMR 29-

20-118 

24.4 2548 
ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เป็นÿายพันธุ์ที่ใĀ้ผล

ผลิตเอทานอลÿูง 

ระยอง 11 (R11) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

ระยอง 5 และ 

OMR29-20-118 
26.1 2553 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

ปลูกได้ในดินอุดม

ÿมบูรณ์ปานกลาง 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีที่มีการรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

(ต่อ) 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณ

แป้ง (%) 
ปีท่ีมีการรับรอง

ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 
ลักþณะประจำพันธุ์ 

ระยอง 15 (R15)  
 

การผÿมเปิดของ

พันธุ์

เกþตรýาÿตร์ 

50 
 

29.2 2562 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งมาก 

อายุการเก็บเก่ียü

ผลผลิตÿั้นเมื่ออายุ 8 

เดือน 

ระยอง 60 (R60) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

Mcol 22 และ

ระยอง 1 
20 2530 

ผลผลิตÿูง อายุเก็บ

เกี่ยüÿั้น 6-8 เดือน 

เกþตรกรปลูกน้อย

เนื่องจากÿีเนื้อแป้ง

เĀลืองนüล โรงงานแป้ง

ไม่ค่อยยอมรับ 
ระยอง 72 (R72) 

ลูกผÿมระĀü่าง

ระยอง 1 และ 

ระยอง 5 
20 2542 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งต่ำ

เมื่อเก็บเก่ียüในÿภาพ

ฝนชุก เกþตรกรนิยม

ปลูกในภาค

ตะüันออกเฉียงเĀนือ 

ระยอง 86-13 (R86-13)  
 

ลูกผÿมระĀü่าง

ระยอง 11 และ

เกþตรýาÿตร์ 

50 
 

26.3 2556 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

ไม่เĀมาะกับการเก็บ

เกี่ยüที่อายุน้อยกü่า 12 

เดือน 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีที่มีการรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

(ต่อ) 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณ

แป้ง (%) 
ปีท่ีมีการรับรอง

ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 
ลักþณะประจำพันธุ์ 

ระยอง 90 (R90) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

CMC 76 และ 

V 43 
24 2534 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เกþตรกรนิยมปลูก

มากเนื่องจากใĀ้

ผลผลิตและแป้งได้

ÿูงในทุกÿภาพการ

ปลูก แต่อายุของการ

เก็บรักþาท่อนพันธุ์

ต่ำ ไม่เกิน 30 üัน 
เกþตรýาÿตร์ 50 (KU50) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

ระยอง 1 และ

ระยอง 90 
ÿูง 2534 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เกþตรกรนิยมปลูก

มากเนื่องจาก

เจริญเติบโตได้ดีใน

ดินที่คüามÿมบูรณ์

ต่ำ แต่ก็ยังใĀ้ผลผลิต

และแป้งที่ÿูง 
เกþตรýาÿตร์ 72 (KU72) 

ลูกผÿมระĀü่าง

ระยอง 5 และ 

OMR-29-20-
118 

26.9 2550-2557 
ผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

ทนแล้ง ไม่ทิ้งก้านใบ 

เจริญเติบโตเร็ü 

Ā้üยบง 60 (HB 60) 
ลูกผÿมระĀü่าง

ระยอง 5 และ

เกþตรýาÿตร์ 

50 

ÿูง 2546 

ผลผลิตÿูง ทนแล้ง 

เกþตรกรนิยมปลูก

ไปในภาค

ตะüันออกเฉียงเĀนือ 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีที่มีการรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

(ต่อ) 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

(%) 
ปีท่ีมีการรับรอง

ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 
ลักþณะประจำพันธุ์ 

Ā้üยบง 80 (HB 80) 
ลูกผÿมระĀü่าง

ระยอง 5 และ

เกþตรýาÿตร์ 

50 

27.3 2542 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง 

เĀมาะกับแปรรูปมันเÿ้น 

แป้ง  
และเอทานอล 

Ā้üยบง 90 (HB 90) 

ลูกผÿมระĀü่าง 

CMC 76 และ 

V 43 
30 2559 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง ไม่

มีการแตกก่ิง 

พิรุณ 1 (PR 1) 

ลูกผÿมระĀü่าง

Ā้üยบง 60 และ

มันĀ้านาที 
28.7 2559 

ผลผลิตÿูง ใĀ้แป้งÿูง

เĀมาะกับอุตÿาĀกรรม

แป้ง ต้านทานโรคและ

แมลง 

พิรุณ 2 (PR 2) 

ลูกผÿมระĀü่าง

Ā้üยบง 60 และ

มันĀ้านาที 
24.7 2559 

ผลผลิตÿูง เĀมาะที่จะ

ปลูกในดินเĀนียüÿีแดง 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 2.1 ÿายพันธุ์  พ่อแม่พันธุ์ ปริมาณแป้ง (%)  ปีที่มีการรับรองÿายพันธุ์  และลักþณะประจำพันธุ์ 

(ต่อ) 

ÿายพันธุ์ พ่อแม่พันธุ์ 
ปริมาณ

แป้ง (%) 
ปีท่ีมีการรับรอง

ÿายพันธุ์ (พ.ý.) 
ลักþณะประจำพันธุ์ 

มันĀ้านาที (M5) 

พันธุ์พ้ืนเมือง 

แป้งต่ำ 

และ

ไซยาไนด์

ต่ำ 

ไม่แน่ชัด 

ÿายพันธุ์บริโภค เมื่อ

ใĀ้คüามร้อนÿุดได้เร็ü 

ใĀ้แป้งต่ำ เป็นÿาย

พันธุ์ที่เĀมาะÿำĀรับ

การต้ม นึ่ง เชื่อม 

มันใบด่าง (D1) 

ได้รับตัüอย่างมาจากชาüบ้าน มีข้อมูลที่ไม่แน่ชัด 

มันĀ้านาที (PC2) 

ได้รับตัüอย่างมาจากชาüบ้าน มีข้อมูลที่ไม่แน่ชัด 

 
 
 2.1.3 การป้องกันกำจัดโรคและแมลง (Diseases and pest control) 
 มันÿำปะĀลังเป็นพืชที่มีการเข้าทำลายของโรคและแมลงน้อยมากเมื่อเทียบกับพืชอื่น เนื่องจาก

ÿภาüะโลกร้อน อาจจะเป็นÿาเĀตุÿำคัญต่อการเจริญเติบโตของเชื้อที่เป็นต้นเĀตุของการเกิดโรคที่ÿำคัญใน 
มันÿำปะĀลัง เช่น โรคใบไĀม้ เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย (Xanthomonas campestris pv. manihotis) การ

แพร่ระบาดจะรุนแรงในช่üงฤดูฝน โรคใบจุดน้ำตาล เกิดจากเชื้อ Cercosporidium henningsii จะเกิดเมื่อ

อุณĀภูมิÿูง การแพร่ระบาดและคüามรุนแรงขึ้นอยู่กับÿายพันธุ์ด้üย โรคใบจุดไĀม้ เกิดจากเชื้อ Cercospora 
vicosae เกิดจุดที่เกิดโรคใบจุดน้ำตาลมาก่อนแต่ลักþณะของแผลจะต่างกัน โรคแอนแทรกโนÿ เกิดจากเชื้อ 

Collectotrichum spp. ระบาดĀลังจากฝนตกติดต่อกันเป็นเüลานาน และโรคĀัüเน่า เกิดจากเชื้อราในดิน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Āลาย ๆ ชนิดเข้าÿู่Āัüแล้üทำลายถึงเนื้อด้านใน พบมากในฤดูฝน เป็นต้น นอกจากนั้นอาจมีผลทำใĀ้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของÿภาüะแüดล้อมใĀ้เĀมาะÿมกับการเจริญเติบโตของแมลงที่เป็นýัตรูพืชของของมันÿำปะĀลัง 

ไดแ้ก่ แมลงพüกปากดูด เช่น ไรแดง เพลี้ยไฟ เพลี้ยแป้ง แมลงĀüี่ขาü เป็นต้น แมลงพüกปากกัดกิน เช่น ปลüก 

Āนอนเจาะลำต้น แมลงนูนĀลüง และด้üง เป็นต้น แมลงจะระบาดในช่üงที่มีอุณĀภูมิและคüามชื้นÿัมพัทธ์ÿูง 

(ÿุพัตรา, 2549) มีการใช้เครื่องĀมายโมเลกุลในการýึกþาโรคต่าง ๆ ของมันÿำปะĀลัง เช่น พรปüีณ์ และคณะ 

(2561) ได้ทำการüิเคราะĀ์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการก่อใĀ้เกิดโรคเน่าแĀ้ง-เน่าดำมันÿำปะĀลังที่เกิดจากเชื้อรา 

Fusarium solani และ Neoscytalidium hyalinum มัลลิกา แก้üüิเýþ และคณะ (2564) ค้นĀาและพัฒนา

เครื่องĀมายÿนิปÿ์ใĀม ่(Single nucleotide polymorphisms; SNPs) เพ่ือร่นระยะเüลาการปรับปรุงพันธุ์มัน

ÿำปะĀลังใĀ้มีไซยาไนด์ต่ำ ต้านทานโรครากปมและโรคใบด่างของมันÿำปะĀลัง และจีราพร และคณะ (2019) 

ýึกþาการใช้เครื่องĀมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์มันÿำปะĀลังต้านทานโรคใบด่าง (Cassava Mosaic 
Disease)  
        
2.2   เครื่องĀมายทางโมเลกุล (Molecular marker) 
       การจำแนกคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของÿิ่งมีชีüิตทำโดยการýึกþาอนุกรมüิธาน การเปรียบเทียบ

ทางกายüิภาค (Anatomy) ÿัณฐานüิทยา (Morphology) การýึกþาเอมบริโอ (Embryo) และÿรีรüิทยา 
(Physiology) ใช้เพื่อบอกถึงÿายพันธุ์ต่าง ๆ แต่ก็ยังไม่เพียงพอต่อการแยกคüามแตกต่าง และแม่นยำได้   

(ÿุพัตรา, 2549) เนื่องจากคüามผิดพลาดที่ผันแปรตามÿภาพแüดล้อมĀรือÿายพันธุ์ที่มีคüามใกล้เคียงกันมาก

จะแยกได้ยากจึงมีการพัฒนาเครื่องĀมายใĀ้จำแนกคüามแตกต่างได้ (ÿุรีพร, 2546) ดังนั้นจึงจำเป็นต้องอาýัย

üิธีเทคนิคทางด้านโมเลกุลมาเพ่ือช่üยแยกคüามแตกต่างของพืชแต่ละÿายพันธุ์ (ÿุพัตรา, 2549) ในปัจจุบันได้มี

บทบาทÿำคัญในงานด้านพันธุýาÿตร์การปรับปรุงพันธุ์พืชอย่างมาก เพราะการจัดกลุ่มด้üยลักþณะÿัณฐาน

üิทยาทำได้ยาก เครื่องĀมายโมเลกุลจึงช่üยจำแนกคüามแตกต่างของÿายพันธุ์มีคüามแม่นยำมากขึ้นและช่üย

เป็นข้อมูลÿำคัญในการจดÿิทธิบัตรพันธุ์พืช (Plant patent) นอกจากนี้ยังได้รับคüามนิยมอย่างมากในการ

üิเคราะĀ์คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของÿิ่งมีชีüิต (Genetic diversity) (จฑุาพร, 2555) 
 ปัจจุบันมีการนำเครื่องĀมายโมเลกุล (Molecular marker) ที่แÿดงคüามแตกต่างĀรือพอลิมอร์ฟิซึม 

(Polymorphism) ในระดับโมเลกุลของโปรตีนและดีเอ็นเอ มีÿ่üนช่üยในการจำแนกĀรือตรüจÿอบพันธุ์ÿัตü์

และพันธุ์พืชจากต้นกล้าĀรือต้นที่โตแล้ü นำไปýึกþาคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรม การปรับปรุงพืชอย่างมี

ประÿิทธิภาพมากขึ้น และยังÿามารถýึกþาต่อในด้านüิüัฒนาการตรüจÿอบคüามÿัมพันธ์ทางÿายเลือดและ

พิÿูจน์บุคคล (ÿุพัตรา, 2549) 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.3   เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR (Inter-simple sequence repeats) 
       เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เป็นเทคนิคที่เกี่ยüข้องกับการใช้ลำดับไมโครแซทเทิลไลท์เป็นไพรเมอร์

ในปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือÿร้างเครื่องĀมายทางพันธุกรรม เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR นั้นเป็นüิธีการที่ง่ายและ

รüดเร็üซึ่งรüมข้อดีของเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด SSR (Simple sequence repeat) เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด 
AFLP (Amplified fragment length polymorphism) และเครื่องĀมายĀมายโมเลกุลชนิด RAPD (Random 
amplification of polymorphism DNA) และเครื ่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ยังมีคüามแม่นยำÿูงกü่า

เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD (Asha และคณะ, 2019) คüามแตกต่าง (Polymorphism) ของเครื่องĀมาย

โมเลกุลชนิด ISSR เกิดขึ้นจากคüามแปรปรüน (Variation) ของลำดับเบÿภายในชิ้นÿ่üนดีเอ็นเอ เช่น การ

กลายพันธุ์ ของบริเüณที่ไพรเมอร์เข้าจับทำใĀ้ได้แถบดีเอ็นเอที่เกิดคüามแตกต่าง เทคนิคนี้มีคüามคล้ายกับ

เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD ในÿ่üนของการÿุ่มตำแĀน่งต่าง ๆ ของจีโนม แต่เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
มีคüามจำเพาะมากกü่าเนื่องจากลำดับเบÿของไพรเมอร์มีคüามจำเพาะมากกü่าไม่ได้มีลำดับเบÿÿุ่มเĀมือนกับ

เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD จึงเป็นเทคนิคท่ีทำซ้ำและได้ผลออกมาคงเดิม (ÿุทüัฒน์, 2557) 
        เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ÿามารถตรüจÿอบคüามแตกต่างĀรือคüามĀลากĀลายของชิ้นÿ่üนดีเอ็น

เอที่อยู่บริเüณระĀü่างไมโครแซลเทิลไลท์ 2 ตำแĀน่งซึ่งทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยปฏิกิริยาพีซีอาร์  ไพร

เมอร์จะมีลำดับเบÿซ้ำ ๆ แบบไมโครแซลเทิลไลท์ ÿ่üนมากจะมีคüามยาüประมาณ 16-20 นิüคลีโอไทด์ มี 2 

แบบ คือ แบบ unanchored เป็นไพรเมอร์ที่มีเฉพาะชุดลำดับเบÿซ้ำ ๆ และแบบ anchored เป็นไพรเมอร์ที่

ถูกเติมด้üยเบÿ 1-4 นิüคลีโอไทด์ที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร์ เรียกü่า 3’-anchored  ซึ่งจะทำใĀ้แถบดีเอ็นเกิดมี

คüามคมชัดขึ้นĀรือที่ปลาย 5’ ของไพรเมอร์ เรียกü่า 5’-anchored จะทำใĀ้เกิดจำนüนแถบดีเอ็นเอมากขึ้น 

และเกิดคüามแตกต่างมากขึ้นอีกด้üย (ÿมบัต,ิ 2560) 
       ข้อดีของเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เมื่อทำการüิเคราะĀ์ผลที่ทำซ้ำยังคงได้ผลคงเดิม เนื่องจากใช้

ไพรเมอร์ที่ยาü 16-25 คู่เบÿ (Lakshmanan et al., 2017) และไม่ต้องทราบลำดับนิüคลีโอไทด์ÿ่üนที่ขนาบ

ข้างบริเüณที่ซ้ำ แต่ก็มีข้อจำกัด คือ เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เป็น dominant marker ซึ่งไม่ÿามารถ

แยกคüามแตกต่างระĀü่างโฮไมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต (Reddy et al., 2002)  
        
        Vidal และคณะ, (2015) ýึกþาเครื่องĀมายโมเลกุลü่ามีประÿิทธิภาพÿำĀรับการüิเคราะĀ์คüามแปรผัน

ทางพันธุกรรมของพืชĀลังจากการเพาะเลี้ยง ในงานüิจัยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR กับมันÿำปะĀลัง 22 
ตัüอย่าง ใช้ไพรเมอร์จำนüน 27 ไพรเมอร์ ซึ่ง 24 ไพรเมอร์พบแถบแบนทั้งĀมด 175 แถบ โดยมีแถบดีเอ็นเอที่

แตกต่าง (Polymorphism bands) 100 แถบ และนำไปใช้ýึกþาคüามแปรผันทางพันธุกรรมต่อไป จัดกลุ่ม

คüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้üยüิธี Unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA)   
โดยใช้ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนÿามารถจัดกลุ่มมันÿำปะĀลังได้เป็น 7 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้üย 

BGM 212 และ BGM 1282 กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้üย BGM 264, BGM 340, BGM 337, BGM 640, BGM 316, 
BGM 561, BGM 563 และ BGM 1723 กลุ ่มที ่ 3 ประกอบด้üย BGM 638 กลุ ่มที ่ 4 ประกอบด้üย BGM เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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1123, BGM 1348, BGM 1027, BGM 1324, BGM 1345, BGM 1245, BGM 1271 และ BGM 116 กลุ ่มที่ 

5 ประกอบด้üย BGM 1811 กลุ่มท่ี 6 ประกอบด้üย BGM 668 และกลุ่มที ่7 ประกอบด้üย BGM 1840 
 
        Afonso และคณะ, (2019) ýึกþาโครงÿร้างทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจากประเทýแองโกลาด้üย

เครื ่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เพื ่อระบุคüามแปรผันทางพันธุกรรมและการพัฒนามันÿำปะĀลังใĀ้มี

ĀลากĀลายมากข้ึนในประเทýแองโกลา üิเคราะĀ์คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมจากของมันÿำปะĀลังจำนüน 

40 ตัüอย่าง จากÿามพื้นที่ในประเทýแองโกลา ได้แก่ Cuanza norte, Uige และ Malanje ไพรเมอร์ที่ใช้

จำนüน 32 ไพรเมอร์ ซึ่ง 18 ไพรเมอร์ พบแถบแบนทั้งĀมด 116 แถบ และค่าเฉลี่ยของแถบแบนต่อไพรเมอร์ 

คือ 6.4 ค่า Polymorphism Information Content (PIC) เป็นค่าคüามÿามารถในการจำแนกคüามแตกต่าง

ของไพรเมอร์แต่ละชนิดของเมือง Uige อยู่ที่ 48.15 เปอร์เซ็นต์ เมือง Cuanza norte อยู่ที่ 61.11 เปอร์เซ็นต์ 

และเมือง Malanje อยู่ที่ 92.59 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
 
       ÿุภาüดี และคณะ (2562) ýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของพันธุ์มันÿำปะĀลัง (Manihot 
esculenta) โดยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด SSR ในการประเมินคüามĀลากĀลายทางพันธุ์กรรมของพันธุ์มัน

ÿำปะĀลังจำนüน 18 ตัüอย่างที่เก็บรüบรüมไü้ ณ ýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง กรมüิชาการเกþตร จั งĀüัดระยอง 

และคัดเลือกเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด SSR ÿำĀรับการจำแนกคüามแตกต่างทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ

ของมันÿำปะĀลังกลุ่มพ่อแม่พันธุ์ ข้อมูลที่ได้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการจำแนกคüามแตกต่างระĀü่างพันธุ์ พบü่า

ไพรเมอร์ 55 คู่ จาก 60 คู่ไพรเมอร์ มีอัลลีลที่แÿดงคüามแตกต่างกันจำนüน 236 อัลลีล จัดกลุ่มคüามÿัมพันธ์

ทางพันธุกรรมด้üยüิธี Unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) กับโปรแกรม 

NTSYS version 2.10 มีการจัดกลุ่มได้ดี และแÿดงคüามแตกต่างอย่างชัดเจน 
 
 เบญจüรรณ (2554) ýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลัง 8 ตัüอย่างด้üย

เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด SSR พบü่าไพรเมอร์ที่ใช้คัดเลือกลำดับเบÿแบบซ้ำจำนüน 17 คู่ÿามารถÿังเคราะĀ์   

ดีเอ็นเอของมันÿำปะĀลังได้ทั้ง 8 ตัüอย่างพบแถบแบนทั้งĀมด 96 แถบซึ่งมีขนาดประมาณ 100-380 คู่เบÿ 

แถบดีเอ็นเอที่เกิดคüามแตกต่าง (polymorphic DNA) มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2.36 ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่

ที่ระĀü่าง 0.54-0.83 และค่า PIC เป็นค่าคüามÿามารถในการจำแนกคüามแตกต่างของไพรเมอร์แต่ละชนิด 
(Polymorphism Information Content) อยู่ระĀü่าง 0.66-0.90 เมื่อüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ของมันÿำปะĀลังด้üยüิธี Unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) โดยใช้ค่า

ÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนÿามารถจัดกลุ่มมันÿำปะĀลังไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที ่1 ประกอบด้üยพันธุ์ Āรือที่

เรียกü่ามันอุตÿาĀกรรม คือ Ā้üยบง 60 และเกþตรýาÿตร์ 50 กลุ่มที่ 2 ประกอบด้üย มันĀ้านาทีก้านเĀลือง 

มันĀ้านาทีก้านแดง และระยอง 2 ซึ่งĀüานมีปริมาณกรดไซยานิกต่ำ และกลุ่มที่ 3 ประกอบด้üย ระยอง 5 
ระยอง 7 และระยอง 9 ซึ่งมาจากการผÿมข้ามÿายพันธุ์ที่มีแม่เป็นพันธุกรรมเดียüกัน 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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       Colombo และคณะ, (2000) ýึกþาคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมระĀü่างมันÿำปะĀลัง  Manihot 
esculenta Crantz กับ M. flabellifolia และ M. peruviana ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติซึ่งมีการÿันนิþฐาน

ü่ามีคüามเกี่ยüข้องทางüิüัฒนาการกับมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูกโดยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD และ 
เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด AFLP กับมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูกจำนüน 33 ตัüอย่าง และมันÿำปะĀลังพันธุ์ที่พบ

ตามธรรมชาติทั้งÿองชนิดจำนüน 15 ตัüอย่าง เมื่อนำมาýึกþาด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD พบแถบดี

เอ็นเอที่แตกต่าง (Polymorphic band) 92 แถบ และในเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด AFLP พบแถบดีเอ็นเอที่

แตกต่าง (Polymorphic band) 73 แถบ ซึ่งเครื่องĀมายโมเลกุลทั้งÿองชนิดไม่ÿามารถแÿดงคüามแตกต่าง

ระĀü่างÿายพันธุ์ที่พบตามธรรมชาติทั้งÿองชนิดได้ ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนของมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูกกับ

มันÿำปะĀลังพันธุ์ที่พบตามธรรมชาติทั้งÿองชนิดเฉลี่ยอยู่ที่ 0.59 ซึ่งผลการทดลองÿอดคล้องกับÿมมติฐานที่ü่า 

M. flabellifolia และ M. peruviana เป็นบรรพบุรุþของมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูก 
 
       Asante และ Offei (2003) ýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD 

กับมันÿำปะĀลัง 50 โคลน โดยใช้ไพรเมอร์ OPK-01, OPR-02, OPR-09 และ OPJ-14 พบแถบดีเอ็นเอที่

แตกต่าง (Polymorphic band) 41 แถบ ในการüิเคราะĀ์ค่า genetic distance พบü่ามันÿำปะĀลังที่มาจาก 

Nkoranza และÿายพันธุ์ปรับปรุงมีคüามแตกต่างทางพันธุกรรม 20.3 เปอร์เซ็นต์ และมันÿำปะĀลังที่มาจาก 

Asonafo และ Dormaa มีคüามแตกต่างทางพันธุกรรมน้อยที่ÿุด 
 
        นฤมล (2555) ได้ýึกþาคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด 

RAPD โดยใช้ไพรเมอร์แบบÿุ่ม 72 ไพรเมอร์ พบü่าชนิดไพรเมอร์ 55 ไพรเมอร์ÿามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ 
และเมื่อทำการคัดเลือกไพรเมอร์ 25 ไพรเมอร์ มาüิเคราะĀ์คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลัง

พันธุ์ปลูก 9 ตัüอย่าง และพันธุ์ป่า 1 ตัüอย่าง และพบü่ามีไพรเมอร์ชนิดเดียüจำนüน 6 ไพรเมอร์ ได้แก่ B27 
(GCC GGT TAT GAA), C22 (GGT CAC CGA TCC), C31 (TCT GCT GAC CGG), D21 (GGC GAT TCT 
GCA), E26 (CTG CCT GTA CCA) และ E32 (CAG GAA CAG CAA) ÿามารถแยกตัüอย่างออกได้เป็น 2 กลุ่ม 

ได้แก่ กลุ่มที่ 1 เป็นมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูก ประกอบด้üย ระยอง1, ระยอง2, ระยอง5, ระยอง60, ระยอง 90, 
มันĀ้านาที, ýรีราชา 1, Virgin Island 18 และ Virgin Island 22 และ กลุ่มที ่2 เป็นมันÿำปะĀลังพันธุ์ป่า โดย

มีค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่ที่ 0.56-0.85

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



  

บทท่ี 3 

üิธีการดำเนินงานüิจัย 
 
3.1  พืชตัüอย่าง 
       ตัüอย่างใบมันÿำปะĀลัง 22 ตัüอย่าง จากýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง ตำบลĀ้üยโป่ง อำเภอเมือง จังĀüัด

ระยอง เก็บในช่üงเดือนตุลาคม 2565  ประกอบด้üย ระยอง 1 (R1) ระยอง 2 (R2) ระยอง 3 (R3) ระยอง 5 

(R5) ระยอง 7 (R7) ระยอง 9 (R9) ระยอง 11 (R11) ระยอง 15 (R15) ระยอง 60 (R60) ระยอง 72 (R72) 
ระยอง 86-13 (R86-13) ระยอง 90 (R90) เกþตรýาÿตร์ 50 (KU50) เกþตรýาÿตร์ 72 (KU72) Ā้üยบง 60 

(HB60) Ā้üยบง 80 (HB80) Ā้üยบง 90 (HB90) พิรุณ 1 (PR1) พิรุณ 2 (PR2) และ Ā้านาที (M5) และใบด่าง 

(D1) Ā้านาที (PC2) ที่ได้รับคüามอนุเคราะĀ์จากชาüบ้าน และจัดเก็บตัüอย่างใบมันÿำปะĀลังในถุงซิปล็อค

แล้üนำไปแช่ในตู้เย็นที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ 
 
3.2  ÿารเคมีและÿารละลาย 

     3.2.1 ไนโตรเจนเĀลü (Liquid nitrogen) 
     3.2.2 2X CTAB 
     3.2.3 -mercaptomethanol 
     3.2.4 Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 
     3.2.5 RNase A 
     3.2.6 Proteinase K 
     3.2.7 10% CTAB 
     3.2.8 70% Ethanol 
     3.2.9 Absolute ethanol 
     3.2.10 TE buffer 
     3.2.11 Isopropanol 
     3.2.12 Deionized water (DI water) 
     3.2.13 ISSR Primer ชนดิแบบ unanchored  
     3.2.14 6X loading dye (Vivantis) 
     3.2.15 VC 100 bp DNA ladder (Vivantis) 
     3.2.16 1kb DNA ladder (Vivantis) 
     3.2.17 Ethidium bromide 
     3.2.18 PCR buffer  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     3.2.19 Taq DNA polymerase (Vivantis) 
     3.2.20 MgCl2 
     3.2.21 dNTPs 
     3.2.22 Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

 
3.3  อุปกรณ์ 

3.3.1 กรรไกรตัดกิ่ง (Pruning shears) 
3.3.2 ถุงซิปล็อค (Ziplock) 
3.3.3 โกร่ง (Mortar) และ ที่บด (Pestle) 
3.3.4 ปากคีบ (Forceps) 
3.3.5 กรรไกร (Scissor) 
3.3.6 ช้อนตักÿาร (Specular) 
3.3.7 พาราฟิล์ม (Parafilm) 
3.3.8 ตู้บ่มคüบคุมอุณĀภูมิ (Incubator) 
3.3.9 เครื่องปั่นเĀüี่ยง (Centrifuge) 
3.3.10 อ่างคüบคุมอุณĀภูมิ (Water bath) 
3.3.11 ตู้แช่แข็ง (Freezer) 
3.3.12 ไมโครปิเปต (Micropipettes) และ ทิป (Micropipettes tips) 
3.3.13 กระบอกไนโตรเจนเĀลü (Liquid nitrogen container) 
3.3.14 Āลอดทดลอง (Micro centrifuge tube) ขนาด 0.2, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
3.3.15 เครื่องผÿมÿารละลาย (Vortex mixer) 
3.3.16 ไมโครเüฟ (Microwave) 
3.3.17 Thermocycler รุ่น Biometra TAdvanced 
3.3.18 ชุดอะกาโรÿเจลอิเอ็กโทรโฟรีซิÿ (Agarose gel electrophoresis system) 
3.3.19 ถาดเจล (Gel tray) 
3.3.20 Āüี (Combs) 
3.3.21 ถุงมือยาง (Rubber glove) 
3.3.22 คอมพิüเตอร์ (Computer) 
3.3.23 ชุดถ่ายภาพเจลล (Gel document system) รุ่น SYSGENE InGenius bio imaging 
3.3.24 กระดาþทิชชู (Tissue paper) 
3.3.25 เครื่องüัดปริมาณÿารพันธุกรรม รุ่น Eppendorf BioPhotometerTM เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.26 คิüเüตคüอตซ์ (Quartz semi-cuvette) 
3.3.27 เครื่องผÿมÿาร (Vortex) 
3.3.28 Spin down 
3.3.29 ชุด GF-1 AmbiClean Kit (Gel & PCR) (Vivantis) 

 
3.4  üิธีการทดลอง 
       3.4.1 การÿกัดดีเอ็นเอ 
               นำตัüอย่างใบมันÿำปะĀลังมาÿกัดด้üยüิธี CTAB (Doyle และ Doyle, 1987) โดยทำคüาม

ÿะอาดและตัดใบใĀ้เป็นชิ้นเล็ก ๆ แล้üนำมาบดกับไนโตรเจนเĀลü จากนั้นเติม 2X CTAB ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร บดใĀ้เป็นเนื้อเดียüกัน นำไปใÿ่Āลอดทดลองขนาด 2 มิลลิลิตร เติม -mercaptomethanol 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กลับĀลอดไปมาเพื ่อผÿมใĀ้เข้ากัน 

Āลังจากนั้นนำไปบ่มในอ่างคüบคุมอุณĀภูมิที่ 65 องýาเซลเซียÿเป็นเüลา 3 ชั่üโมง พลิกĀลอดทดลองกลับ

ด้านไปมาเบา ๆ ทุก ๆ 15 นาที เมื่อครบเüลา 3 ชั่üโมง เติม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 

700 ไมโครลิตร แล้üจึงพลิกĀลอดทดลองกลับด้านไปมาเบา ๆ เพื่อผÿมใĀ้เข้ากัน นำĀลอดทดลองเข้าเครื่อง

ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที ใช้ไมโครปิเปตดูด

ÿารละลายÿ่üนใÿใÿ่ในĀลอดทดลองใĀม่ขนาด 2 มิลลิลิตร เติม RNase A คüามเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อมิ

ลลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และนำเข้าตู้บ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ประมาณ 1 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา

จึงเติม 10% CTAB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร Āลังจากนั้นเติม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 

700 ไมโครลิตร พลิกĀลอดทดลองกลับด้านไปมาเบา ๆ เพื่อผÿมใĀ้เข้ากัน นำĀลอดทดลองเข้าเครื่องปั่น

เĀüี่ยงที่คüามเร็ü 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 นาที ดูดÿารละลายÿ่üนใÿไป

ใÿ่ในĀลอดทดลองใĀม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Isopropanol ที่แช่เย็นไü้ปริมาตร 1:1 (v/v) ของÿารละลาย

ÿ่üนใÿ กลับĀลอดทดลองไปมาแล้üนำไปแช่เย็นที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿข้ามคืน จากนั้นนำĀลอดทดลอง

เข้าเครื่องปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 20 นาที เท

ÿารละลายÿ่üนใÿด้านบนทิ้ง เก็บตะกอนดีเอ็นเอไü้ คü่ำĀลอดทดลองลงบนกระดาþทิชชูเพื่อซับÿารละลายที่

เĀลือออกใĀ้Āมด เติม 70% Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในĀลอดทดลองและนำĀลอดทดลองเข้าเครื่อง

ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เทÿารละลายÿ่üน

ใÿด้านบนทิ้ง เก็บตะกอนดีเอ็นเอไü้ คü่ำĀลอดทดลองลงบนกระดาþทิชชูเพื่อซับÿารละลายที่เĀลือออกใĀ้

Āมด จากนั้นเติม Absolute ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในĀลอดทดลอง และนำĀลอดทดลองเข้าเครื่อง

ปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 4 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที เทÿารละลายÿ่üน

ใÿด้านบนทิ้งเก็บตะกอนดีเอ็นเอไü้ เมื่อเทÿารละลายออกĀมดนำไปตู้บ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ โดย

เปิดฝาไü้ใĀ้ Absolute ethanol ระเĀยออกĀมด เมื่อตะกอนแĀ้งแล้üเติม TE buffer ที่ผ่านการบ่มที่อุณĀภูมิ 

65 องýาเซลเซียÿ ปริมาตร 20 ถึง 60 ไมโครลิตร ขึ้นอยู่กับปริมาณดีเอ็นเอ จากนั้นนำĀลอดทดลองบ่มในตู้

บ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ จนตะกอนดีเอ็นเอมีลักþณะละลายเป็นเนื้อเดียüกันกับ TE buffer และนำดี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เอ็นเอไปเก็บไü้ที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ เพื่อทำการตรüจüิเคราะĀ์คุณภาพ และüัดปริมาณของดีเอ็นเอ

ดังüิธีการในข้อ 3.4.2 
       
 3.4.2 การตรüจÿอบคุณภาพและüัดปริมาณดีเอ็นเอ 
               การตรüจÿอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอด้üยüิธีอิเล็กโทรโฟรีซิÿโดยใช้อะกาโรÿเจลตามคüาม

เข้มข้นที่ต้องการ เช่น เตรียมอะกาโรÿเจล 1 เปอร์เซ็นต์  ในÿารละลาย 1X TBE buffer แล้üทำการละลาย

ด้üยไมโครเüฟจนÿารละลายมีลักþณะเĀลüใÿ รอใĀ้อุณĀภูมิลดลง จึงเทÿารละลายลงถาดเจลที่มีĀüี เพื่อทำ

ใĀ้เกิดĀลุมเตรียมไü้ÿำĀรับĀยอดดีเอ็นเอ ระüังอย่าใĀ้มีฟองอากาý เมื่อเจลแข็งตัüแล้üนำเจลใÿ่ลงใน 

chamber ที่ภายในมีÿารละลาย 0.5X TBE buffer แล้üต่อระบบตัüจ่ายกระแÿไฟฟ้า ทำการผÿมÿารละลายดี

เอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับÿีย้อมคüามเข้มข้น 3X ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เทียบกับ 1kb DNA ladder 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เปิดเครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิÿตั้งกระแÿไฟฟ้าเป็น 100 โüลต์ เüลาประมาณ 30-35 นาที 

เมื่อครบเüลานำแผ่นเจลไปย้อมในÿารละลาย Ethidium bromide เป็นเüลา 10 นาที แล้üจึงล้าง Ethidium 
bromide ออกด้üยน้ำกลั่น เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นจึงÿ่องแถบดีเอ็นเอภายใต้แÿงอัลตราไüโอเลต และ

ถ่ายภาพโดยชุดถ่ายภาพเจล SYSGENE InGenius Bio Imaging และการüัดปริมาณดีเอ็นเอทำได้ด้üยการüัด

ค่าการดูดกลืนแÿง มีการคำนüณคüามเข้มข้นและคüามบริÿุทธิ์ของดีเอ็นเอ ทำได้การนำตัüอย่างดีเอ็นเอที่

ต้องการตรüจÿอบปริมาตร 5 ไมโครลิตร เจือจางน้ำกลั่นที่ฆ่าเชื้อแล้üปริมาตร 495 ไมโครลิตร (ค่า Dilution 
factor เท่ากับ 100) ลงในĀลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน ดูดÿารละลายตัüอย่างดีเอ็นเอที่

เจือจางแล้üใÿ่คิüเüตต์ üัดค่าดูดกลืนแÿงด้üยเครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿงรุ่น BioPhotometerTM  ที่คüามยาü

คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร การคำนüณคüามบริÿุทธิ์ของดีเอ็นเอจะคำนüณคüามเข้มข้นของดีเอ็นเอใน

Āน่üยนาโนกรัมต่อไมโครลิตร Āรือไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังÿมการที ่3.1 
 
ÿมการที ่3.1  
     คüามเข้มข้นของดีเอ็นเอ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = OD260 x 50 ng/ml x dilution factor 
 
       3.4.3 การทำดีเอ็นเอใĀ้บริÿุทธิ์โดยชุด GF-1 AmbiClean kit ของบริþัท Vivantis 
               นำจีโนมิกÿ์ดีเอ็นเอที่ต้องการทำใĀ้บริÿุทธิ์ปรับปริมาตรเป็น 100 ไมโครลิตรด้üยน้ำกลั่นปลอด

เชื้อ โดยทำในĀลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร์ DB (Buffer DB) ปริมาตร 1:1 โดยปริมาตรที่

ผ่านการบ่ม ณ อุณĀภูมิ 65 องýาเซลเซียÿ และเติมเอทานอล (Ethanol) ปริมาตร 1:1 โดยปริมาตรแล้üผÿม

ÿารใĀ้เข้ากันโดยพลิกĀลอดทดลองกลับไปมา จากนั้นดูดÿารละลายใÿ่ลงในคอลัมน์ แล้üนำเข้าเครื่องปั่น

เĀüี่ยงที่คüามเร็ü 10,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 1 นาที เมื่อครบเüลาแล้üเทÿารละลายด้านล่างคอลัมน์ทิ้ง

และเติม Wash buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตรลงในคอลัมน์ แล้üนำเข้าเครื่องปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 10,000 

รอบต่อนาที เป็นเüลา 1 นาที เมื่อครบเüลาเทÿารละลายด้านล่างคอลัมน์ทิ้ง และนำเข้าเครื่องปั่นเĀüี่ยงที่

คüามเร็ü 10,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 1 นาที เพื่อกำจัดเอทานอล (Ethanol) ที่ĀลงเĀลือภายในคอลัมน์
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Āลังจากนั ้นย้ายคอลัมน์ลงในĀลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และเติม  Elution buffer ปริมาตร 40 

ไมโครลิตร ลงในแผ่นเมมเบรนโดยตรงจากนั้นบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 30 นาที แล้üนำเข้า

เครื่องปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 10,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 1 นาที ÿารละลายดีเอ็นเอจะตกลงÿู่ด้านล่าง

คอลัมน์ ทำการตรüจÿอบคุณภาพดีเอ็เอด้üยเทคนิคอะกาโรÿเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ แÿดงüิธีการในข้อ 3.4.2  
 
         3.4.4 การýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
              การýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เริ่มต้นจากการ

คัดเลือกไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง โดยไพรเมอร์ที่ýึกþา

เป็นไพรเมอร์ unanchored เป็นไพรเมอร์ที่มีเฉพาะชุดลำดับเบÿซ้ำ ๆ อ้างอิงจาก Innark และคณะ, (2014) 

โดยมีจำนüนไพรเมอร์ที่ใช้ 39 ไพรเมอร์ ซึ่งแÿดงรĀัÿ และลำดับนิüคลีโอไทดข์องไพรเมอร์แต่ละเÿ้น ดังตาราง

ที่ 3.1 ในการคัดเลือกไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมนั้นใช้üิธีการÿุ่มมันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ กับมันÿำปะĀลัง

อุตÿาĀกรรมที่ผ่านการÿกัดดีเอ็นเอ และทำใĀ้บริÿุทธิ์นำมาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยไพรเมอร์จำนüน 39 ไพร

เมอร์ในĀลอดทดลองขนาด 0.2 มิลลิลิตร ใช้ÿ่üนประกอบÿารเคมีในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยเครื่องĀมาย

โมเลกุลชนิด ISSR ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา ที่ดัดแปลงมาจาก Mouhamady และคณะ, (2020) ดังตารางที่ 

3.2 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้üยปฏิกิริยาพีซีอาร์ (PCR) ด้üยเครื่อง Biometra TAdvanced ทีใ่ช้ขั้นตอน อุณĀภูมิ 

เüลา และจำนüนรอบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ดังตารางที่ 3.3 Āลังจากนั้นนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มาตรüจÿอบ

ผลด้üยüิธีอิเล็กโทรโฟรีซิÿ โดยใช้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผÿมÿีย้อม 3X loading dye 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใช้คüามเข้มข้นของเจลอะกาโรÿ 2 เปอร์เซ็นต์ และใช้กระแÿไฟฟ้าที ่ 100 โüลต์ 

ระยะเüลา 30-35 นาที เทียบกับ VC 100 bp DNA ladder จากนั้นนำแถบดีเอ็นเอที่ได้จาการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอด้üยไพรเมอร์ 39 ไพรเมอร์มาüิเคราะĀ์ผล 
     การüิเคราะĀ์การแปลผลแถบดีเอ็นเอของแต่ละตัüอย่างที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้üยไพรเมอร์

โดยการใĀค้ะแนนแถบแบนแบบ binary data matrix โดยใĀ้คะแนนเป็น 1 เมื่อปรากฏของแถบดีเอ็นเอ และ

ใĀ้คะแนนเป็น 0 เมื ่อไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในตำแĀน่งเดียüกันของแต่ละตัüอย่างนำมาคำนüณค่า 

polymorphism information content (PIC) เป็นค่าที่ใช้บอกคüามÿามารถในการจำแนกคüามแตกต่างของ

ไพรเมอร์แต่ละชนิดมีÿูตรการคำนüณ ดังÿมการที่ 3.2 และüิเคราะĀ์คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมด้üยüิธี 

ü ิ ธ ี  Unweighted pair group method with arithmetic mean ( UPGMA)  แ ÿ ด ง ผ ล ใ น ร ู ป แ บ บ 
dendrogram โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc version 2.1 
 
ÿมการที่ 3.2  
                                                          n 

 PIC = 1-ΣPi2 

     โดย   i = 1 
             Pi = คüามถี่ของอัลลีล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.1 ชนิดของไพรเมอร์และลำดับนิüคลีโอไทด์ของเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR   
ลำดับ ISSR 

primer 
Sequence (5’-3’) ลำดับ ISSR 

primer 
Sequence (5’-3’) 

1 UBC801 ATATATATATATATATT 21 UBC834 GAGGAGAGAGAGAGAG(CT)T 
2 UBC807 AGAGAGAGAGAGAGAGT 22 UBC835 GAGGAGAGAGAGAGAG(CT)C 
3 UBC808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 23 UBC836 AGAGAGAGAGAGAGAGCA 
4 UBC809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 24 UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 
5 UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT 25 UBC844 CTCTCTCTCTCTCTCTGC 
6 UBC811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 26 UBC847 CACACACACACACACARC 
7 UBC813 CTCTCTCTCTCTCTCTT 27 UBC849 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 
8 UBC814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 28 UBC855 ACACACACACACACAC(CT)T 
9 UBC815 CTCTCTCTCTCTCTCTG 29 UBC856 ACACACACACACACACYA 
10 UBC817 CACACACACACACACAA 30 UBC857 ACACACACACACACACTG 
11 UBC818 CACACACACACACACAG 31 UBC861 ACCACCACCACCACCACC 
12 UBC819 GTGTGTGTGTGTGTGTA 32 UBC862 AGCAGCAGCAGCAGCAGCT 
13 UBC820 GTGTGTGTGTGTGTGTC 33 UBC863 AGTAGTAGTAGTAGTAGT 
14 UBC821 GTGTGTGTGTGTGTGTT 34 UBC866 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 
15 UBC822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 35 UBC868 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 
16 UBC824 TCTCTCTCTCTCTCTCG 36 UBC870 TGCTGCTGCTGCTGCTGC 
17 UBC825 ACACACACACACACACT 37 UBC873 GACAGACAGACAGACA 
18 UBC826 ACACACACACACACACC 38 UBC880 TCTCTCTCTCTCTCTCAA 
19 UBC827 ACACACACACACACACG 39 UBC881 GGGTGGGGTGGGGTG 
20 UBC828 GTGTGTGTGTGTGTGTA    

 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 3.2 ÿ่üนประกอบÿารเคมีในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR  
ปริมาตรต่อ 1 ปฏิกิริยา  

ÿารเคมี คüามเข้มข้นเริ่มต้น ปริมาตร 

(ไมโครลิตร) 
คüามเข้มข้นÿุดท้าย 

PCR buffer 
MgCl2 
dNTP 
Primer  
Taq DNA polymerase 
DNA template 
DI water  

5X 
25 mM 
10 mM 

10 pmol 
5000 U/ml 
50 ng/µl 

2 
1.6 
3.2 
1 

0.2 
2 
10 

1X 
2 mM 

0.2 mM 
0.5 pmol 

1 U 
100 ng 

 
ปริมาตรรüม             20  

 
ตารางท่ี 3.3 แÿดงขั้นตอน อุณĀภูมิ เüลา และจำนüนรอบใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้üย 
          เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR  
ขั้นตอน อุณĀภูมิ (องýาเซลเซียÿ) เüลา (นาที) จำนüน (รอบ) 
Initiation denaturation 94 5 1 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
49-55 

72 

45s 
50s 
1 

35 

Final extension 72 7 1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



  

บทท่ี 4 

ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  
 
4.1  การตรüจÿอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 
 จากการÿกัดดีเอ็นเอโดยüิธี CTAB ของ Doyle และ Doyle (1987) จากตัüอย่างใบมันÿำปะĀลัง

จำนüน 22 ตัüอย่าง มาจากýูนย์üิจัยพืชไร่ระยอง 20 ตัüอย่าง ได้แก่ ระยอง 1 (R1) ระยอง 2 (R2) ระยอง 3 

(R3) ระยอง 5 (R5) ระยอง 7 (R7) ระยอง 9 (R9) ระยอง 11 (R11) ระยอง 15 (R15) ระยอง 60 (R60) 
ระยอง 72 (R72) ระยอง 86-13 (R86-13) ระยอง 90 (R90) เกþตรýาÿตร์ 50 (KU50) เกþตรýาÿตร์ 72 

(KU72) Ā้üยบง 60 (HB60) Ā้üยบง 80 (HB80) Ā้üยบง 90 (HB90) พิรุณ 1 (PR1) พิรุณ 2 (PR2) และมันĀ้า

นาที (M5) และตัüอย่างใบมันÿำปะĀลังจากชาüบ้านจำนüน 2 ตัüอย่าง ได้แก่ มันใบด่าง (D1) และมันĀ้านาที 

(PC2) นำดีเอ็นเอที่ได้ (จากüิธีการข้อ 3.4.3) มาตรüจÿอบคุณภาพและปริมาณโดยüิธีการอิเล็กโทรโฟรีซิÿ และ

ตรüจĀาค่าคüามเข้มข้นและคüามบริÿุทธิ์ด้üยเครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง รุ่น BioPhotometerTM ตรüจüัดค่า

ดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 280 นาโนเมตร และ 260 นาโนเมตร แÿดงดังตารางที่ 4.1 ดีเอ็นเอที่ÿกัดได้มี

คüามเข้มข้นอยู่ในช่üง 85.39 ถึง 364.88 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และค่าอัตราการดูดกลืนแÿงของดีเอ็นเอที่

คüามยาüคลื่น 260 นาโนเมตร ต่อค่าการดูดกลืนแÿงของโปรตีนที่คüามยาüคลื่น 280 นาโนเมตร มีค่าอยู่

ในช่üง 1.22 ถึง 7.14 โดยดีเอ็นเอมีการปนเปื้อนของโปรตีน เนื่องจากค่าการดูดกลืนแÿงที่เĀมาะÿมนั้นคüรอยู่

ในช่üง 1.7 ถึง 2.0 บ่งบอกถึงดีเอ็นเอท่ีÿกัดมีการปนเปื้อนโปรตีนต่ำและมีคüามบริÿุทธิ์เพียงพอต่อการนำไปใช้ 
(Maniatis และคณะ, 1982) จึงได้ทำการนำดีเอ็นเอทำใĀ้บริÿุทธิ์โดยชุด GF-1 AmbiClean kit ของบริþัท 

Vivantis และตรüจÿอบโดยüิธีการอิเล็กโทรโฟรีซิÿอีกครั้งก่อนนำไปýึกþาในลำดับต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.1 ค่าคüามเข้มข้นและการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 260 ต่อ 280 นาโนเมตร ของดีเอ็นเอที่ÿกัด

 ได้จากใบมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง โดยเครื่องรุ่น BioPhotometerTM 

ตัüอย่าง 
คüามเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

อัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿงท่ีคüาม

ยาüคลื่น 260 ต่อ 280 (A260/A280) 
R1 94.02 3.20 
R2 344.70 1.93 
R3 120.21 2.43 
R5 162.61 3.95 
R7 199.24 1.84 
R9 85.39 2.65 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.1 ค่าคüามเข้มข้นและการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 260 ต่อ 280 นาโนเมตร 

ของดีเอ็นเอที่ÿกัดได้จากใบมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง โดยเครื่องรุ่น 
BioPhotometerTM (ต่อ) 

ตัüอย่าง คüามเข้มข้นของดีเอ็นเอ 
(นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 

อัตราÿ่üนการดูดกลืนแÿงท่ีคüาม

ยาüคลื่น 260 ต่อ 280 (A260/A280) 
R11 116.23 7.14 
R15 163.06 1.67 
R60 123.40 2.67 
R72 110.76 6.80 

R86-13 120.11 2.42 
R90 121.30 2.49 

KU50 147.62 1.75 
KU72 284.82 1.89 
HB60 218.81 1.62 
HB80 192.44 1.60 
HB90 226.92 1.42 
PR1 184.69 1.22 
PR2 190.44 1.45 
M5 111.25 1.49 
D1 364.88 1.45 
PC2 100.74 3.05 

 
4.2  ผลการýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังด้üยเครื่องĀมายโมเลกุล

 ชนิด ISSR  
 4.2.1 ผลการคัดเลือกไพรเมอร์ และการüิเคราะĀ์แถบดีเอ็นเอด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR  
 การýึกþาเบื้องต้นในการคัดเลือกตัüอย่างเพื่อนำมาทดÿอบชนิดของไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมใน

เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR โดยไพรเมอร์จำนüน 39 ไพรเมอร์ แÿดงดังตารางที่ 3.1 ใช้ทดลองกับมัน

ÿำปะĀลังจำนüน 2 ตัüอย่าง ในการคัดเลือกไพรเมอร์ÿุ ่มตัüอย่างมันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ              

1 ตัüอย่าง คือ มันĀ้านาที (M5) และมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม 1 ตัüอย่าง คือ ระยอง 7 (R7) จากผลการ

ทดลองการคัดเลือกไพรเมอร์ แÿดงดังรูปที่ 4.2 ทั้งÿองภาพเป็นเพียงภาพบางÿ่üนจากการคัดเลือกไพรเมอร์ 

โดยใช้Āลักในการคัดเลือกพิจารณาเฉพาะไพรเมอร์ที่ทำใĀ้เกิดแถบดีเอ็นเอและมีจำนüนแถบดีเอ็นเอที่ไม่มาก

จนเกินไปและน้อยจนเกินไป มีคüามแตกต่างแถบแบนที่ตำแĀน่งเดียüกันในแต่ละตัüอย่าง โดยแถบดีเอ็นเอที่เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เกิดคüามแตกต่างของแถบแบนในตำแĀน่งเดียüกัน (Polymorphic bands) และแถบดีเอ็นเอที่มีคüามเĀมือน

Āรือไม่แตกต่างกันของแถบแบนในตำแĀน่งเดียüกัน (Monomorphic bands) ดังนั้นจึงเลือกไพรเมอร์ที่ มี

คüามแตกต่างของแถบดีเอ็นเอและมีคüามคมชัดของแถบแบน แÿดงดังรูปที ่4.1 โดย (a) มีการแยกแถบดีเอ็น

เอที่แตกต่างในตำแĀน่งเดียüกัน (Polymorphic bands) ของมันĀ้านาที (M5) และระยอง 7 (R7) แถบแบน

ในตำแĀน่งเดียüกัน (b) แถบดีเอ็นเอที่มีคüามเĀมือนĀรือไม่แตกต่างกันระĀü่างแถบแบนในตำแĀน่งเดียüกัน 
(Monomorphic bands) (c) เกิดแถบแบนที่ไม่ชัดเจน และ (d) ไม่เกิดแถบแบน และพบü่าไพรเมอร์ที่ เกิด

แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างในตำแĀน่งเดียüกัน (Polymorphic bands) ÿามารถใĀ้คะแนนแถบแบนได้มี 6 ไพร

เมอร์ ได้แก่ UBC814, UBC822, UBC808, UBC844, UBC835 และ UBC856 จึงÿรุปได้ü่าทั้ง 6 ไพรเมอร์

ดังกล่าüมีคüามเĀมาะÿมในการนำมาใช้ýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 

ตัüอย่าง แÿดงดังตารางที่ 4.2  
 

 

 
    รูปที ่4.1  ตัüอย่างการคัดเลือกไพรเมอร์จาก 39 ไพรเมอร์กับมันÿำปะĀลังที่ÿุ่มจำนüน 2 ตัüอย่าง 

  (a) แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างในตำแĀน่งเดียüกัน (Polymorphic bands) (b) แถบดีเอ็นเอ

เĀมือนกันในตำแĀน่งเดียüกัน (Monomorphic bands) (c) เกิดแถบแบนที่ไมช่ัดเจน (d) 
ไม่เกิดแถบแบน 

M5  R7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
c 

M5 R7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d 

M5  R7 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 

M5  R7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b 
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 4.2.2 ผลการýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด 

ISSR  
 แถบดีเอ็นเอจากเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง กับไพร

เมอร์จำนüน 6 ไพรเมอร์ คือ UBC814, UBC822, UBC808, UBC844, UBC835 และUBC856 (ภาคผนüก ข) 

นำเข้าโปรแกรม Microsoft excel เพื่อใĀ้คะแนนแถบแบนแบบ binary data matrix พบü่ามีแถบดีเอ็นเอ

ทั้งĀมด 98 แถบ มีขนาดของดีเอ็นเออยู่ในช่üง 250-2250 คู่เบÿ โดยมีแถบดีเอ็นเอที่แÿดงแถบดีเอ็นเอที่

แตกต่าง (Polymorphic bands) เป็นจำนüน 61 แถบ ค่าเฉลี่ย 10.17 มีค่า Polymorphism Information 
Content (PIC) อยู่ในช่üง 0.17-0.75 โดยแÿดงจำนüนแถบดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณด้üยไพรเมอร์ในเครื่องĀมาย

โมเลกุลชนิด ISSR ดังตารางที่ 4.1 จากงานüิจัยของ Vidal และคณะ, (2015) ýึกþาคüามแม่นยำทางพันธุกรรม

และคüามแปรปรüนจากการขยายพันธุ ์พืชโดยการเพาะเนื้อเยื ่อของมันÿำปะĀลัง (Manihot esculenta 
Crantz) ตรüจÿอบโดยใช้เครื ่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR จากเนื ้อเยื ่อมันÿำปะĀลังทั ้ง 3 ตัüอย่าง ซึ ่งมี

แĀล่งที ่มาจาก Embrapa Cassava & Fruits Germplasm Bank เทýบาลครูซ ดาÿ อัลมาÿ (Cruz das 
Almas) รัฐบาเอีย (Bahia) ประเทýบราซิล ถูกเพาะเลี้ยงในĀลอดแก้üเพื่อการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากการ

ทดลองนี้ใช้ไพรเมอร์จำนüน 27 ไพรเมอร์ ซึ่ง 24 ไพรเมอร์ ÿามารถÿร้างแถบดีเอ็นเอได้จำนüน 175 แถบ และ

แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (Polymorphic bands) จำนüน 100 แถบ ซึ่งถูกนำมาใช้เพื่อýึกþาคüามแปรผันทาง

พันธุกรรมระĀü่างการขยายพันธุ์ของมันÿำปะĀลังที่ถูกเพาะเลี้ยงในĀลอดแก้üตามการüัดคüามแตกต่างทาง

พันธุกรรมระĀü่างÿายพันธุ์ĀรือระĀü่างประชากรภายในÿายพันธุ์ โดยใช้ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือน (Jaccard 
similarity coefficient)  แบ ่ งกล ุ ่ ม โดยü ิ ธ ี  Unweighted pair group method with arithmetic mean 
(UPGMA) ค่าของแถบแบนต่อไพรเมอร์ คือ 2 ถึง 13 โดยมีค่าเฉลี่ย 7.3 แถบ โดยโครงงานพิเýþนี้มีจำนüน

แถบดีเอ็นเอทั้งĀมด 98 แถบ ค่าของแถบแบนต่อไพรเมอร์ คือ 11 ถึง 20 โดยมีค่าเฉลี่ย 16.33 และงานüิจัย

ของ Asha และคณะ, (2019) การจัดกลุ ่มระดับโมเลกุลของเชื ้อพันธุ ์มันÿำปะĀลังที ่คัดเลือก (Manihot 
esculenta Crantz) โดยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR และ SSR โดยใช้มันÿำปะĀลังจำนüน 14 ÿายพันธุ์ 

ใช้ ISSR ไพรเมอร์ 6 ไพรเมอร์ และ SSR ไพรเมอร์ 9 ไพรเมอร์ และเม่ือทำการüิเคราะĀ์ ISSR แถบดีเอ็นเอที่ได้

ทั้งĀมด 80 แบน โดยแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง (Polymorphic bands) 67 แถบ (83.75%) เปอร์เซ็นต์ของคüาม

ĀลากĀลายมีตั้งแต่ÿูงÿุด UBC836 (94.11%) และต่ำÿุด UBC807 และ UBC811 (66.66%) การüิเคราะĀ์ 

SSR มีแถบดีเอ็นเอที ่ได้ทั ้งĀมด 29 แถบ โดยแถบดีเอ็นเอที ่แตกต่าง (Polymorphic bands) 21 แถบ 

(72.41%) ทั้งนี้จากโครงงานพิเýþใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ไพรเมอร์ที่มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างÿูงÿุด 

คือ UBC856 จำนüน 17 แถบ และต่ำÿุด UBC835 จำนüน 7 แถบ 
 เมื่อนำมาÿร้าง Dendrogram ด้üยโปรแกรม NTYSYSpc version 2.1 โดยüิธี Unweighted 
pair group method with arithmetic mean (UPGMA) เพื่อüิเคราะĀ์คüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบü่า

ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนที่ 0.73 (ภาคผนüก ค) ดังรูปที่ 4.3 ÿามารถแบ่งกลุ่มตัüอย่างได้เป็น 2 กลุ่มใĀญ่ 

ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ได้แก่ มันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับจำนüน 3 ตัüอย่าง ประกอบด้üย มันĀ้านาที (M5) 
ระยอง 2 (R2) และมันใบด่าง (D1) และกลุ่มที่ 2 ได้แก่ มันÿำปะĀลัง 19 ตัüอย่าง ประกอบด้üย ระยอง 1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(R1), ระยอง 3 (R3) ระยอง 5 (R5) ระยอง 7 (R7) ระยอง 9 (R9) ระยอง 11 (R11) ระยอง 15 (R15) ระยอง 
60 (R60) ระยอง 72 (R72) ระยอง 86-13 (R86-13) ระยอง 90 (R90) เกþตรýาÿตร์ 50 (KU50) 
เกþตรýาÿตร์ 72 (KU72) Ā้üยบง 60 (HB60) Ā้üยบง 80 (HB80) Ā้üยบง 90 (HB90) พิรุณ 1 (PR1) พิรุณ 2 

(PR2) และมันĀ้านาที (PC2)  เมื่อพิจารณาลักþณะทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลัง แÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüาม

แตกต่างของมันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ และมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม ÿอดคล้องกับงานüิจัยของ 

เบญจüรรณ (2554) ýึกþาคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจำนüน 8 ตัüอย่าง โดยใช้เครื่องĀมาย

โมเลกุลชนิด SSR ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่ระĀü่าง 0.54 ถึง 0.83 ÿามารถจัดมันÿำปะĀลังออกเป็น 3 

กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ พันธุ์ขม Āรือที่เรียกü่ามันอุตÿาĀกรรมประกอบด้üย Ā้üยบง 60 และเกþตรýาÿตร์ 50 

กลุ่มที่ 2 ประกอบด้üย มันĀ้านาทีก้านเĀลือง มันĀ้านาทีก้านแดง และระยอง 2 ซึ่งเป็นพันธุ์Āüาน Āรือที่

เรียกü่ามันÿำปะĀลังบริโภค มีกรดไฮโดรไชยานิกต่ำ กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้üย ระยอง 5 ระยอง 7 และระยอง 9 

ซึ่งมาจากการผÿมข้ามพันธุ์ที่มีแม่พันธุ์เดียüกัน จากงานüิจัยข้างต้นเĀ็นได้ü่ามีการแบ่งกลุ่มระĀü่างมันพันธุ์ขม 

Āรือที่เรียกü่ามันอุตÿาĀกรรม และพันธุ์Āüาน ĀรือมันÿำปะĀลังบริโภคเนื่องจากมากรดไฮโดรไซยานิกต่ำ ซึ่ง

ÿอดคล้องกับการแบ่งกลุ่มของโครงงานพิเýþนี้ และนอกจากเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ยังมีเครื่องĀมาย

โมเลกุลที่ถูกนำมาýึกþาที่พันธุกรรมของมันÿำปะĀลังในประเทýไทย และงานüิจัย นฤมล และคณะ (2012) ที่

ýึกþาคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด RAPD และคัดเลือกไพรเมอร์

จำนüน 25 ไพรเมอร์ นำมาüิเคราะĀ์คüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังพันธุ์ปลูก 9 ÿายพันธุ์ 

และพันธุ ์ป่า 1 ÿายพันธุ ์ พบü่าÿามารถแยกคüามแตกต่างระĀü่างÿายพันธุ ์ของมันÿำปะĀลังได้ และ

นอกจากนั้นยังพบไพรเมอร์ที่ÿามารถจำแนกมันÿำปะĀลังจำนüน 10 ตัüอย่าง ได้ด้üยไพรเมอร์เพียงชนิดเดียü 

เมื่อüิเคราะĀ์ÿามารถจำแนกมันÿำปะĀลังได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที ่1 ได้แก่ มันÿำปะĀลังพันธ์ปลูก ประกอบด้üย 

ระยอง 1 ระยอง 2 ระยอง 5 ระยอง 60 ระยอง 90 มันĀ้านาที ýรีราชา 1 Virgin Island 18 และ Virgin 
Island 22 และ กลุ ่มที่ 2 ได้แก่ มันÿำปะĀลังพันธุ ์ป่า ประกอบด้üย Wild type โดยทั ้ง 2 กลุ ่ม มีค่า

ÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่ระĀü่าง 0.65 ถึง 0.85 เฉลี่ย 0.71 แม้ü่าเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ÿามารถ

จำแนกคüามแตกต่างทางพันธุกรรมของตัüอย่างในÿายพันธุ์ได้ คüรมีการýึกþาเพิ่มเติมโดยการคัดเลือกมัน

ÿำปะĀลังÿายพันธุ์อื่น ๆ นำมาเปรียบเทียบ และยืนยันคüามแตกต่างระĀü่างมันÿำปะĀลังบริโภค และมัน

ÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม 
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ตารางท่ี 4.2 ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอร์จำนüน 6 ไพรเมอร์ด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR  

ไพรเมอร์ 
ขนาดของ

แถบดีเอ็น

เอ (bp) 

จำนüนแถบ

ดีเอ็นเอ

ทั้งĀมด 

จำนüน 

polymorphic 
bands 

เปอร์เซ็นต์ 

polymorphic 
bands 

Polymorphism 
Information 

Content (PIC) 

UBC814 
UBC822 
UBC808 
UBC844 
UBC835 
UBC856 

320-2250 
450-2500 
320-2250 
250-1400 
250-1500 
300-1500 

14 
11 
20 
18 
17 
18 

8 
8 
9 
12 
7 
17 

57.14 
72.73 

45 
66.67 
41.18 
94.44 

0.60 
0.75 
0.17 
0.33 
0.40 
0.33 

รüม  98 61 377.16 2.58 

เฉลี่ย  16.33 10.17 62.87 0.43 

  
 ผลการüิเคราะĀ์จาก Dendrogram ÿังเกตได้ü ่าตัüอย่างในกลุ ่มที่ 1 จัดอยู ่ในประเภทมัน

ÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ และตัüอย่างในกลุ่มที่ 2 จัดอยู่ในประเภทมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม โดยมัน

ÿำปะĀลัง 22 ตัüอย่าง ดังแÿดงรูปที่ 4.2 เมื่อพิจารณา กลุ่มที่ 1 มันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับจำนüน   

3 ตัüอย่าง ประกอบด้üย ระยอง 2 ที่มีพ่อแม่พันธุ์จากการคัดเลือก Mcol 113 และ Mcol 22 มันĀ้านาทีเป็น

พันธุ์พื ้นเมือง และมันใบด่าง พ่อแม่พันธุ์ไม่ทราบที่มาชัดเจน และเมื่อพิจารณา กลุ่มที่ 2 มันÿำปะĀลัง

อุตÿาĀกรรมจำนüน 19 ตัüอย่าง ประกอบด้üย ระยอง 1 เป็นÿายพันธุ์พื้นเมือง, ระยอง 3 และระยอง 5 มี

คüามใกล้ชิดกันเนื่องจาก ระยอง 5 ใช้พ่อพันธุ์ คือระยอง 3 ร่üมกัน, ระยอง 7, ระยอง 11 และระยอง 9 ใช้พ่อ

พันธุ์เดียüกัน คือ OMR 29-20-118, ระยอง 60, ระยอง 90, ระยอง 72, ระยอง 86-13, เกþตรýาÿตร์ 50, 
เกþตรýาÿตร์ 72 และ Ā้üยบง 60 มีคüามใกล้ชิดกันแตไ่ม่ได้มีÿายพันธุ์พ่อแม่ร่üมกัน, ระยอง 15 เป็นการผÿม

แบบเปิดกับเกþตรýาÿตร์ 50, ÿังเกตคüามใกล้ชิดของĀ้üยบง 60 และพิรุณ 1 ซึ่งทั้งÿองไม่มีพ่อแม่ÿายพันธุ์

ร่üมกัน และĀ้üยบง 90, พิรุณ 2 และมันĀ้านาที (PC2) ไมมี่ÿายพันธุ์พ่อแม่ร่üมกัน จาก Dendrogram พบü่า

มันĀ้านาที (PC2) ถูกจัดอยู่ในกลุ่มมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม เนื่องจากตัüอย่างดังกล่าüได้รับคüามอนุเคราะĀ์

จากชาüบ้านอาจเกิดคüามÿับÿนของผู้อนุเคราะĀ์เข้าü่าตัüอย่างดังกล่าü คือ มันĀ้านาที (PC2) ตามการเรียก

ขานในท้องถิ่น  
 จากผลแÿดงใĀ้เĀ็นü่าการแบ่งกลุ่มของตัüอย่างมันÿำปะĀลังทั้ง 2 กลุ่ม ไม่ได้เกิดจากการแบ่ง

ตามÿายพันธุ ์พ่อแม่แต่อย่างใด ÿอดคล้องกับงานüิจัยข้างต้นของเบญจüรรณ (2554) และจากงานüิจัย 

Joseph และคณะ, (2020) ýึกþาการประเมินคüามĀลากĀลายและขอบเขตของคüามÿัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ระĀü่างการขยายพันธุ์ของมันÿำปะĀลังโดยใช้เครื่องĀมายโมเลกุลชนิด SSR ใช้ไพรเมอร์จำนüน 35 ไพรเมอร์ 
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กับกลุ่มตัüอย่างมันÿำปะĀลังจำนüน 89 ตัüอย่าง ที่รüบรüมจากประเทýกานาĀนึ่งในประเทýแĀ่งทüีป

แอฟริกาตะüันตก และแĀล่งที่มาอ่ืน ๆ ผลการýึกþาในปัจจุบันเผยใĀ้เĀ็นคüามĀลากĀลายในระดับปานกลาง

ถึงÿูงในมันÿำปะĀลัง 89 รายการที่üิเคราะĀ์ เช่นเดียüกับที่พบในÿกุล Manihot การüิเคราะĀ์โครงÿร้าง

ประชากรระบุประชากรย่อย และÿ่üนประกอบจำนüนมากที่ยืนยันลักþณะที่แตกต่างกันของมันÿำปะĀลังที่

นำมาใช้ จำนüนเฉลี่ยของไพรเมอร์ที่จำเป็นในการประเมินคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมในพืชตระกูลĀัüนั้น

จะแตกต่างกันและขึ้นอยู่กับระดับของการผÿมข้ามÿายพันธุ์ ÿายพันธุ์พืชตระกูลĀัüที่มีการผÿมพันธุ์ ÿูงจึง

ต้องการไพรเมอร์จำนüนมากกü่าพืชที่ต่างกันตามธรรมชาติ 
 การüิเคราะĀ์การกระจายของตัüอย่างมันÿำปะĀลัง โดยใช้โปรแกรม Past version 3.1 ได้

แผนภูมิการกระจายของตัüอย่างของมันÿำปะĀลัง ดังแÿดงในรูปที่ 4.3 ซึ่งÿอดคล้องกับการแบ่งกลุ่มของ 

Dendrogram โดยผลจากแผนภูมÿิามารถแบ่งกลุ่มตัüอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ มันÿำปะĀลังบริโภคและไม้

ประดับ และมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม  

 

รูปที ่4.2 Dendrogram ของมันÿำปะĀลัง จำนüน 22 ตัüอย่าง ด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
        โดยüิธ ีUPGMA 
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รูปที ่4.3 แผนภูมิการกระจายของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่างด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
 

 นอกจากนีจ้ากการทดลองพบü่าไพรเมอร์ UBC835 และ UBC856 Āากใช้ไพร์เมอร์ดังกล่าüเพียง

ÿองชนิดก็ÿามารถแยกคüามแตกต่างของมันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ และมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรมได้

เช่นเดียüกัน โดยĀลักการในการจับคูแ่ÿดงผลร่üมกันของไพรเมอร์ นำค่าการใĀ้คะแนนแถบแบนของแต่ละไพร

เมอร์มาจับคู่ และแÿดงผลร่üมกัน เมื่อนำผลของไพรเมอร์ทั้งÿองมาüิเคราะĀ์ร่üมกัน พบü่าผลการÿร้าง 

Dendrogram ของ 2 ไพรเมอร์ มีค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนอยู่ในช่üง 0.62 ถึง 0.94 เมื่อพิจารณาจาก 

Dendrogram ที่ค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือน 0.62 ดังแÿดงรูปที่ 4.4 ÿามารถแบ่งได้ออกเป็น 2 กลุ่มใĀญ่ คือ 

กลุ่มที่ 1 ประกอบด้üย ระยอง 2 มันĀ้านาที และมันใบด่าง ด่าง เมื่อนำมาüิเคราะĀ์ 2 ไพรเมอร์ ใĀ้ผล

ÿอดคล้องกับการใช้ 6 ไพรเมอร์ และ กลุ่มที่ 2 ประกอบด้üย ระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 
ระยอง 11 ระยอง 15 ระยอง 60 ระยอง 72 ระยอง 86-13 ระยอง 90 เกþตรýาÿตร์ 50 เกþตรýาÿตร์ 72 
Ā้üยบง 60 Ā้üยบง 80 Ā้üยบง 90 พิรุณ 1 พิรุณ 2 และมันĀ้านาที (PC2) เมื่อนำ 2 ไพรเมอร์ มาüิเคราะĀ์

ใĀ้ผลÿอดคล้องกับการใช้ 6 ไพรเมอร์แÿดงถึงผลของการแบ่งกลุ่มเช่นเดียüกัน และค่าÿัมประÿิทธิ์คüาม

เĀมือนมันใบด่าง และระยอง 15 มีค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนที่ 0.62 แÿดงถึงคüามต่างมันÿำปะĀลังบรโิภค

และไม้ประดับกับมันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม และพิรุณ 1 และĀ้üยบง 80 มีค่าÿัมประÿิทธิ์คüามเĀมือนที่ 0.94 

เนื่องจากพิรุณ 1 แม่พันธุ์ คือĀ้üยบง 60 ซึ่งทั้งĀ้üยบง 60 และĀ้üยบง 80 ต่างมีพ่อแม่พันธุ์เĀมือนกัน คือ

เกþตรýาÿตร์ 50 และระยอง 5 ดังนั้น พิรุณ 1 และĀ้üยบง 80 จึงมคีüามใกล้เคียงกัน 

 จากแผนภูมิการกระจายของมันÿำปะĀลัง พบü่าÿามารถแบ่งตัüอย่างได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 

ได้แก่ มันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ และกลุ่มท่ี 2 ได้แก่ มันÿำปะĀลังอุตÿาĀกรรม ดังแÿดงในรูปที่ 4.5 

ผลที่ได้จาก 2 ไพรเมอร์มีคüามคล้ายคลึงกับผลการแบ่งกลุ่มโดยใช้ 6 ไพรเมอร์อย่างมีนัยÿำคัญ 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

30 

 รูปที ่4.4 Dendrogram ของมันÿำปะĀลังจำนüนจำนüน 22 ตัüอย่างโดยใช้ไพรเมอร์ UBC835 และ 

     UBC856 ด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR üิเคราะĀ์โดยüิธี UPGMA 

 

 รูปที่ 4.5 แผนภูมิการกระจายของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่างโดยใช้ไพรเมอร์ UBC835 และ

    UBC856 ด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR 
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บทท่ี 5 

ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  
 

5.1  ÿรุปผลการüิจัย  
 การýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 ตัüอย่าง ประกอบด้üย ระยอง 1 
ระยอง 2 ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 15 ระยอง 60 ระยอง 72 ระยอง 86-13 
ระยอง 90 เกþตรýาÿตร์ 50 เกþตรýาÿตร์ 72 Ā้üยบง 60 Ā้üยบง 80 Ā้üยบง 90 พิรุณ 1 พิรุณ 2 มันĀ้านาที 
มันใบด่าง และมันĀ้านาที (PC2) โดยการนำใบไปÿกัดดีเอ็นเอของพืชด้üยüิธ ี CTAB แล้üýึกþาคüาม

ĀลากĀลายทางพันธุกรรมด้üยเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR เพื่อคัดเลือกไพรเมอร์จาก 39 ไพรเมอร์ เพื่อได้

ไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมที่ÿามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง (Polymorphic bands) 
ที่ชัดเจน และÿามารถใĀ้คะแนนได้ จึงได้ไพรเมอร์ที่เĀมาะÿมในการนำมาýึกþา 6 ไพรเมอร์ ประกอบด้üย 

UBC814, UBC822, UBC808, UBC844, UBC835 และUBC856 
 จากการýึกþาคüามĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังโดยการÿร้าง  Dendrogram ด้üย

โปรแกรม NTSYSpc โดยüิธี UPGMA พบü่าÿามารถแบ่งÿายพันธุ์มันÿำปะĀลังได้ออกเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่ม

มันÿำปะĀลังบริโภคและไม้ประดับ ประกอบด้üย ระยอง 2 มันĀ้านาที และมันใบด่าง และกลุ่มมันÿำปะĀลัง

อุตÿาĀกรรม ประกอบด้üย ระยอง 1 ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 15 ระยอง 60 
ระยอง 72 ระยอง 86-13 ระยอง 90 เกþตรýาÿตร์ 50 เกþตรýาÿตร์ 72 Ā้üยบง 60 Ā้üยบง 80 Ā้üยบง 90 
พิรุณ 1 พิรุณ 2 และมันĀ้านาที (PC2)       
  
5.2  ข้อเÿนอแนะ  
 คณะผู้จัดทำจะÿามารถแยกกลุ่มของมันÿำปะĀลังออกได้ 2 กลุ่ม อย่างไรก็ตามด้üยคüามĀลากĀลาย

ทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังยังคงมีÿายพันธุ์อื่น ๆ ที่ไม่ได้นำมาทำการüิเคราะĀ์ซึ่งĀากมีตัüอย่างมากขึ้น

อาจเพิ่มประÿิทธิภาพในการแบ่งกลุ่มของเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR ใĀ้ชัดเจนยิ่งขึ้น คüรมีการýึกþา

เพิ ่มเติมในเทคนิคทางโมเลกุลชนิดอื ่น ๆ เพื ่อใĀ้ค้นĀาเทคนิคที่ÿามารถเĀมาะÿมต่อการýึกþาคüาม

ĀลากĀลายทางพันธุกรรมของมันÿำปะĀลังในอนาคตต่อไป และจากการýึกþาÿามารถใช้ไพรเมอร์จาก

งานüิจัยอ้างอิงเบื้องต้น เพ่ือประĀยัดเüลาในขั้นตอนการคัดเลือกไพรเมอร์ 
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ภาคผนüก ก 
การเตรียมÿารเคม ี

 
1. การเตรียม 2X CTAB 
    เตรียม 2X CTAB ปริมาตร 300 มิลลิลิตร โดยมีÿารเคมีที่ใช้ดังต่อไปนี้ 
    1.1 ÿารเคมี 
         1.1.1 CTAB                          6 กรัม 

    1.1.2 5 M NaCl                    84 มิลลิลิตร 
    1.1.3 0.5 M EDTA pH8          12 มิลลิลิตร 
    1.1.4 Polyvinylpyrrolidone    3 กรัม 

    1.2 ขั้นตอนการเตรียม 
    1.2.1 เตรียมÿารละลาย 5 M NaCl และ 0.5 EDTA pH8 แล้üนำไปฆ่าเชื้อโดยใช้เครื่อง Autoclave  
    1.2.2 ชั่ง CTAB 6 กรัม และ PVP 3 กรัม แล้üละลายด้üย 5 M NaCl ปริมาตร 84 มิลลิลิตร ผÿมเข้า

ด้üยกันโดยใช้ Magnetic bar และเติม 0.5 M EDTA pH8 ปริมาตร 12 มิลลิลิตร 
     1.2.3 ปรับปริมาตรด้üยนำ้กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ü จนปริมาตรÿุดท้ายเท่ากับ 300 มิลลิลิตร บรรจุ

ในขüดดูแลนปลอดเชื้อ เก็บไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 
2. การเตรียม 10% CTAB buffer  
    เตรียม 10% CTAB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยมีÿารเคมีที่ใช้ดังต่อไปนี้ 
   2.1 ÿารเคมี 
        2.1.1 CTAB           10 กรัม 
        2.1.2 0.7 M NaCl   100 มิลลิลิตร 
   2.2 ขั้นตอนการเตรียม 
        2.2.1 ชั่งÿาร CTAB 10 กรัม ละลายด้üย 0.7 M NaCl ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
        2.2.2 ผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องกüน และนำไปฆ่าเชื้อที่อุณĀภูมิ 121 องýาเซลเซียÿ 
3. การเตรียม 1.25 mM dNTPs 
    เตรียม 1.25 mM dNTPs ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร โดยมีÿารเคมีที่ใช้ดังต่อไปนี้ 
    3.1 ÿารเคมี 
         3.1.1 dATP 100 mM     12.5 ไมโครลิตร 
         3.1.2 dTTP 100 mM     12.5 ไมโครลิตร 
         3.1.3 dCTP 100 mM     12.5 ไมโครลิตร 
         3.1.4 dGTP 100 mM     12.5 ไมโครลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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         3.1.5 DI water                950 ไมโครลิตร 
    3.2 ขั้นตอนการเตรียม 
          ปิเปต DI water 950 ไมโครลิตร ลงในĀลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้üปิเปต 100mM dATP 
dTTP dCTP และ dGTP ÿารละ 12.5 ไมโครลิตร ใÿ่ลงในĀลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรผÿมใĀ้เข้ากับ DI water 
โดยใช้เครื่องผÿมÿารและเก็บไü้ที่อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ  
4. การเตรียม TE buffer 
    เตรียม TE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยมีÿารเคมีที่ใช้ดังต่อไปนี้ 
    4.1 ÿารเคมี 
          4.1.1 TrisHCL pH8 1 M  1000 ไมโครลิตร 
          4.1.2 EDTA pH8 0.5 M   200   ไมโครลิตร 
    4.2 ขั้นตอนการเตรียม 
          ทำการปิเปต 1 M TrisHCL pH8 ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร ผÿมกับ 0.5 EDTA pH 8 ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร โดยปรับปริมาตรÿุดท้ายใĀ้เท่ากับ 100 มิลลิลิตร ด้üยน้ำกลั่นĀลังจากนั้นนำไปฆ่าเชื้อด้üย 

Autoclave แล้üเก็บไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 
5. การเตรียมไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR 
   เตรียมไพรเมอร์ÿำĀรับใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR โดยแต่ละไพรเมอร์คüามเข้มข้น 10  
pmol ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
   5.1 ÿารเคมี 
         5.1.1 ไพรเมอร์ 100 pmol     2 ไมโครลิตร 
         5.1.2 DI water                     18 ไมโครลิตร 
   5.2 ขั้นตอนการเตรียม 
         ปิเปต DI water ปรมิาตร 18 ไมโครลิตรใÿ่ลงในĀลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้üปิเปตไพรเมอร์คüาม

เข้มข้น 100 pmol ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใÿ่ลงในĀลอดทดลองแล้üผÿมใĀ้เข้ากับ DI water แล้üเก็บไü้ที่

อุณĀภูมิ -20 องýาเซลเซียÿ 
6. การเตรียม Ethidium bromide 
   เตรียมÿารละลาย Ethidium bromide 10 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เตรียมดังนี้ 
    6.1 ÿารเคมี 
         6.1.1 10 มิลลิกรัมต่อไมโครลิตร Ethidium bromide 0.5 มิลลิลิตร 
         6.1.2 น้ำกลั่น 
    6.2 ขั้นตอนการเตรียม 
       เตรียมถาดพร้อมฝาที่Ā่อฟรอยด์ÿำĀรับใÿ่ Ethidium bromide แล้üเติมน้ำกลั่นลงไป ปริมาตร 495.5 

มิลลิลิตร จากนั้นปิเปต 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร Ethidium bromide 0.5 มิลลิลิตร ใÿ่ลงในน้ำกลั่น เขย่าถาด

ไปมาเล็กน้อยใĀ้ÿารละลายผÿมเป็นเนื้อเดียüกัน เก็บไü้ที่มิดชิดไม่ใĀ้แÿงเข้าถึง ที่อุณĀภูมิĀ้อง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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7. การเตรียม Tris-borate EDTA buffer 
   เตรียม TE buffer ปริมาตร 1 ลิตร เตรียมดังนี้ 
    7.1 ÿารเคมี  
         7.1.1 Tris-Base             108 กรัม 
         7.1.2 0.5 M EDTA pH8   40 มิลลิลิตร 
         7.1.3 Boric acid            54 กรัม 
         7.1.4 น้ำกลั่น                1000 มิลลิลิตร 
    7.2 ขั้นตอนการเตรียม 
         7.2.1 ชั่ง Tris-Base, EDTA, Boric acid จากนั้นค่อยละลายด้üยน้ำกลั่นจนเป็นเนื้อเดียüกัน 
         7.2.2 ปรับปริมาตรด้üยน้ำกลั่นจนมีปริมาตรเท่ากับ 1 ลิตร แล้üนำไปฆ่าเชื้อโดย Autoclave แล้üเก็บ

ไü้ที่อุณĀภูมิĀ้อง 
8. การเตรียม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 
    เตรียม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
    8.1 ÿารเคมี   
         8.1.1 Chloroform         48 มิลลิลิตร 
         8.1.2 Isoamyl alcohol   2 มิลลิลิตร  
    8.2 ขั้นตอนการเตรียม 
         8.2.1 เตรียม Chloroform  ปริมาตร 48 มิลลิลิตร 
         8.2.2 ปิเปต Isoamyl alcohol 2 มิลลลิิตร ผÿมกับ Chloroform ปริมาตร 48 มิลลิลิตรใÿ่ขüด แล้ü

เก็บไม่ใĀ้โดนแÿงที่อุณĀภูมิĀ้อง 
9. การเตรียม Agarose gel 1% 
    9.1 ÿารเคมี 

เจลขนาดเล็ก  
Agarose   0.2 กรัม 
1X TBE buffer           20 มิลลิลิตร 
เจลขนาดใĀญ่ 
Agarose            0.4 กรัม 
1X TBE buffer           40 มิลลิลิตร 

   9.2 ขั้นตอนการเตรียม 
         9.2.1 ชั่งอะกาโรÿเจล และตüง 1X TBE ตามปริมาตร 
         9.2.2 นำอะกาโรÿเจลและ 1X TBE เทรüมกันลงในฟลากÿ์ 
         9.2.3 ปิดปากขüดด้üยแรป เจาะรู แล้üนำไปใĀ้คüามร้อนเพ่ือละลาย  
         9.2.4 เทใÿ่ถาดท่ีมีĀüี ตั้งทิ้งไü้ในอุณĀภูมิĀ้องใĀ้เจลแข็งตัü 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ค 
ตารางค่าÿัมประÿทิธิ์คüามเĀมือน (Similarity coefficient)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนüกที่ 1 ตัüอย่างแถบดีเอ็นเอที ่แตกต่าง (Polymorphic band) ของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 

ตัüอย่าง จากเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR โดยใช้ไพรเมอร์ UBC814 และ UBC822 เปรียบเทียบกับ VC 100 
bp DNA ladder โดยเร ียงตัüอย่าง R1, R2, R3, R5, R7, R9, R11, R15, R60, R72, R86-13, R90, KU50, 
KU72, HB60, HB80, HB90, PR1, PR2, M5, D1, PC2 ตามลำดับ  

R1      R2      R3      R5      R7      R9      R11    R15    R60    R72  R86-13  R90    KU50   KU72   HB60 

500 bp 

1,000 bp 

HB80   HB90    PR1     PR2     M5     D1    PC2 

UBC814 

UBC814 UBC822 

UBC822 

R1     R2      R3      R5      R7      R9      R11    
R15    R60    R72  R86-13  R90    KU50   KU72   
HB60 

R15    R60    R72  R86-13  R90    KU50   KU72   HB60 HB80   HB90    PR1     PR2     M5     D1    PC2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปภาคผนüกที่ 2 ตัüอย่างแถบดีเอ็นเอที ่แตกต่าง (Polymorphic band) ของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 

ตัüอย่าง จากเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR โดยใช้ไพรเมอร์ UBC808 และ UBC814 เปรียบเทียบกับ VC 100 
bp DNA ladder โดยเร ียงตัüอย่าง R1, R2, R3, R5, R7, R9, R11, R15, R60, R72, R86-13, R90, KU50, 
KU72, HB60, HB80, HB90, PR1, PR2, M5, D1, PC2 ตามลำดับ  

 

UBC808

 

UBC808

 

UBC844

 

UBC844

 

R1      R2      R3       R5        R7       R9      R11     R15     R60     R72  R86-13   R90     KU50    KU72   HB60 

HB80   HB90    PR1     PR2     M5     D1    PC2 R1      R2       R3       R5       R7       R9      R11    
R15    R60    R72  R86-13  R90    KU50   KU72   
HB60 

R15    R60     R72  R86-13     R90     KU50   KU72   HB60 HB80   HB90    PR1     PR2       M5      D1     PC2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปภาคผนüกที่ 3 ตัüอย่างแถบดีเอ็นเอที ่แตกต่าง (Polymorphic band) ของมันÿำปะĀลังจำนüน 22 

ตัüอย่าง จากเครื่องĀมายโมเลกุลชนิด ISSR โดยใช้ไพรเมอร์ UBC835 และ UBC856 เปรียบเทียบกับ VC 100 
bp DNA ladder โดยเรียงตัüอย่าง R1, R2, R3, R5, R7, R9, R11, R15, R60, R72, R86-13, R90, KU50, 
KU72, HB60, HB80, HB90, PR1, PR2, M5, D1, PC2 ตามลำดับ 

R1      R2      R3       R5        R7       R9      R11     R15     R60     R72  R86-13   R90     KU50    KU72   HB60 

HB80   HB90    PR1     PR2     M5     D1    
PC2 

R1      R2       R3       R5       R7       R9      R11    
R15    R60    R72  R86-13  R90    KU50   KU72   
HB60 

R15    R60     R72  R86-13     R90     KU50   KU72   HB60 HB80   HB90    PR1     PR2       M5      D1     PC2 

UBC835

 

UBC835

 

UBC856 

UBC856

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ภาคผนüก ค 
ตารางค่าÿัมประÿทิธิ์คüามเĀมือน (Similarity coefficient)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์ 0.99 % 
 

         ลงชื่อ.......................................     ลงชื่อ.................................... 
     (ฉัตรเงิน  กาýมณี)             (พีรยา  พงþ์เÿ็ง) 
          นักýึกþา       นักýึกþา

พีรยา พง ษ์เสียฉัตร เงิน กา ศมณ์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




