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บทคัดย่อ 
  

การก าหนดเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ วัตถุประสงค์ใน
การศึกษาครั้งนี้ เพื่อสืบค้นและพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอในการตรวจสอบต้นเพศผู้ และต้นเพศเมีย
ของอินทผลัม เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ได้ถูกใช้ในการบ่งช้ีต้นเพศ
ผู้และต้นเพศเมีย ตัวอย่างดีเอ็นเอรายต้นจาก 10 ต้น ของเพศผู้และเพศเมียพันธุ์แม่โจ้ 36 ได้ถูกน ามา
รวมกัน ตัวอย่างกลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้และกลุ่มดีเอ็นเอเพศเมียได้น ามาใช้ส ารวจความแตกต่างของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ ไพร์เมอร์ท้ังหมด 520 หมายเลข ถูกน ามาตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบว่ามี 7 
หมายเลข ท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มเพศผู้และกลุ่มเพศเมีย ตัวอย่างดีเอ็นเอท้ังสองกลุ่มแสดง
รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีคงเดิมไม่เปล่ียนแปลง ไพร์เมอร์ OPP03 ถูกน ามาใช้ในการตรวจสอบราย
ต้นของเพศผู้ และเพศเมียอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกันกับกลุ่มเพศผู้และ
กลุ่มเพศเมีย ผลการทดลองนี้บ่งช้ีให้เห็นว่า ไพรเมอร์ OPP03 สามารถใช้ตรวจสอบต้นเพศผู้และเพศ
เมียอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 ได้ ช้ินส่วนของลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากไพร์เมอร์หมายเลข OPP03 
ขนาด 1200 คู่เบสได้ถูกน ามาหาล าดับเบส และออกแบบไพร์เมอร์เพื่อท่ีจะน ามาพัฒนาบ่งช้ีเพศ ต้น
เพศผู้ และเพศเมียในต้นกล้าอินทผลัมต่อไป 
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ABSTRACT 
  

Sex determination of date palm plants (Phoenix dactylifera L.) CV ‘Maejo 
36’  using DNA markers was studied. This research aimed to investigate and develop 
DNA marker for detecting male and female  in date palm plants. Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) was used to determine male and female plants. Individual 
DNA samples from 10 plants of each male and female of ‘Maejo 36’ were bulked. 
Bulked DNA samples from male and female groups were used for sreening 
polymorphic markers. A total of 520 primers were screened and resulted that 7 
primers showed polymorphisms between male and female groups. Both groups 
showed the same DNA pattern and consistance of primer OPP03. The primer OPP03 
was used to detect individual male and female plants of ‘Maejo 36’ and found 
the same DNA pattern as bulked groups. The results indicated that The primer OPP03 
can be used to detect male and female plant in date palm CV ‘Maejo 36’ The 
fragment of OPP3 at 1200 bps was sequenced and designed as primer to detect sex 
determination of male and female seedling date palm in the future. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

อินทผลัมเป็นพืชเศรษฐกิจด้ังเดิมในแถบตะวันออกกลาง ตอนเหนือของแอฟริกา อินทผลัม
เป็ น พื ช ท่ี มี อ ายุ ย าว  ชนิ ด แยก เพ ศแยก ดอก  (dioecious) มี จ าน วน โค ร โม โซ ม  2n =36  
(Salem et al.,2007) อินทผลัมเป็นไม้ผลท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจ เพราะผลอินทผลัมมีคุณค่า
ทางโภชนาการสูง ต้นเพศเมียใช้ผลิตผลท่ีมีคุณภาพแต่ต้นเพศผู้ใช้ในการผสมเกสรเท่านั้น ในปัจจุบัน
ประเทศไทยมีการส่งออกอินทผลัมผลสดและผลแห้งเป็นอันดับต้นๆ ของเอเชีย ในส่วนของการผลิต
เพื่อการบริโภคภายในประเทศยังไม่เพียงพอต่อความต้องการของผู้บริโภค อินทผลัมสายพันธุ์ไทยสาย
พันธุ์แรกมีช่ือว่าพันธุ์ KL1 เป็นผลงานการปรับปรุงพันธุ์ของนายศักด์ิ ล าจวน หรือท่ีรู้จักกันในนาม
สวนโกหลัก ต าบลศรีดงเย็น อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งสวนนี้ถือได้ว่าเป็นสวนอินทผลัม
แห่งแรกในประเทศไทยท่ีได้พัฒนาและปรับปรุงสายพันธุ์จนได้อินทผลัมท่ีมีคุณภาพดีส่งออก
ต่างประเทศ ซึ่งกว่าจะได้สายพันธุ์นี้ต้องใช้เวลานานในการปรับปรุงพันธุ์เพื่อให้ได้สายพันธุ์ท่ีแน่นอน
และคงท่ีโดยสายพันธุ์นี้ให้ผลผลิตในระยะเวลาเพียง 3 ปี และบางพื้นท่ี 1-2 ปีก็เริ่มให้ผล แต่พันธุ์จาก
ต่างประเทศจะต้องใช้เวลานานถึง 7 ปี (วีรพันธ์, 2556) อินทผลัมอยู่ในวงศ์ Arecaceae มีช่ือ
ภาษาอังกฤษว่า Date Palm และมีช่ือเรียกทางวิทยาศาสตร์ว่า Phoenix dactylifera L. เป็นพืชใน
ตระกูลปาล์มชนิดหนึ่ง มีความหลากหลายของสายพันธุ์ อินทผลัมมีท้ังพันธุ์ท่ีรับประทานผลสด และ
ผลแห้ง (อภิชาติ และคณะ, 2556) 

ดังนั้นจึงได้ศึกษาการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการระบุเพศของอินทผลัมในระยะต้นกล้า เพื่อ
ประหยัดเวลา และค่าใช้จ่ายในการจัดการระบบการผลิต ซึ่งในปัจจุบันเกษตรกรจะสามารถทราบเพศ
ของอินทผลัมเมื่อมีอายุ 2 - 3 ปี เนื่องจากประเทศไทยเป็นประเทศในเขตร้อนช้ืนจึงมีพื้นท่ีเพาะปลูก
อินทผลัมจ านวนน้อยส่งผลให้ประเทศไทยต้องมีการน าเข้าอินทผลัมท้ังผลไม้สดและแปรรูปควบคู่ไป
กับการผลิตภายในประเทศ ในการผลิตอินทผลัมนั้นจะมีอัตราส่วนของต้นเพศผู้ประมาณร้อยละ 8-10 
ของการเพาะปลูกเพื่อใช้ในการผสมเกสร ดังนั้นจึงมีการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถระบุเพศได้ใน
พืชท่ีเป็นพืชแยกเพศแยกดอก  (Sedra et al., 1998) ได้แก่  มะละกอ กีวี่ฟรุต ดีปลี เป็น ต้น  
ส าหรับอินทผลัม Dhawan et al., (2013) ได้มีรายงานการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบอาร์เอพีดี 
(random amplified polymorphic DNA, RAPD) เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบเอสเอสอาร์ (simple 
sequence repeat, SSR) ระบุเพศ และต่อมาได้มีการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบสการ์ 
(sequence characterize amplified region, SCAR) ร่วมกับการใช้เทคนิคการรวมดีเอ็น เอของ
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ประชากรท่ีมีการกระจายตัว (bulk segregant analysis, BSA) เพื่อระบุเครื่องหมายดีเอ็นเอในการ
ก าหนดเพศของอินทผลัม 

 
ปัญหาของงานวิจัย 
เนื่องจากอินทผลัมเป็นพืชชนิดแยกเพศแยกดอกเมื่อน าเมล็ดของอินทผลัมมาปลูกจึงท าให้ไม่

สามารถระบุเพศของอินทผลัมได้ในระยะท่ียังเป็นต้นกล้าต้องรอให้ถึงระยะออกดอกถึงจะสามารถ
แยกเพศของต้นอินทผลัมได้ เกษตรกรหรือผู้ท่ีปลูกอินทผลัมต้องใช้เวลาถึง 2-3 ปี จึงจะสามารถระบุ
เพศของอินทผลัมได้ เมื่อถึงระยะออกดอกอินทผลัมท่ีเพาะเมล็ด อาจจะเป็นต้นเพศผู้หมดหรือเป็นต้น
เพศเมียท้ังหมด  

 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.เพื่อสืบค้นเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ Random Amplified Polymorphic DNA
น ามาใช้ระบุเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36  

2.เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีจะน ามาใช้ระบุเพศต้นกล้าอินทผลัมพันธุ์ 
แม่โจ้ 36  

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.ได้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถระบุเพศของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 
2.พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถระบุเพศผู้เพศเมียได้ในอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 

หรือพันธุ์อื่นๆ 

 

ขอบเขตของการวิจัย 
1.ตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีบ่งช้ีเพศ และยืนยันเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ Random 

Amplified Polymorphic DNA ร่วมกับ เทคนิ ค  Bulk Segregant Analysis ในอินทผลัมพั น ธุ์ 
แม่โจ้ 36  

2.เพื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นที่ใช้ระบุเพศผู้และเพศเมียในอินทผลัมพันธุ์แมโจ้36 
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บทท่ี 2 
การตรวจเอกสาร 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
อินทผลัมจัดเป็นพืชใบเล้ียงเด่ียวจึงไม่มีรากแก้ว ระบบรากของอินทผลัมจะเป็นระบบราก

ฝอย (fibrous root system) และสามารถกระจายออกไปได้ไกลถึง 25 เมตร และลึกลงไปได้ถึง 6 
เมตร แต่ส่วนใหญ่แล้วร้อยละ 85 ของระบบรากจะหนาแน่นมาก ในระยะรอบต้น 2 เมตร และลึก 2  
เมตร ระบบรากของอินทผลัมสามารถแช่ในดินเปียกช้ืนได้นานหลายเดือน แต่ถ้าหากระยะเวลายาว 
นาน ออกไปอีกจะมีผลกระทบกับรากและผลผลิตได้ ทางท่ีดีควรท าเนินดินรอบโคนต้นปลูกอินทผลัม 
ให้อยู่เหนือระดับพื้นดินปกติ ปัจจัยการเจริญเติบโตของรากอินทผลัมข้ึนอยู่กับน้ า และความชุ่มช้ืน ใน
ดิน ดังนั้นระบบน้ าหยดจึงเหมาะสมกับอินทผลัมมากท่ีสุด นอกจากนี้สายพันธุ์ของอินทผลัมก็เป็นอีก
ปัจจัยท่ีมิอาจมองข้าม สายพันธุ์ท่ีระบบรากกระจายได้เร็วท่ีสุดคือ เดทเลดนัวร์ (Deglet Nour) 
(วรรณภา, 2558)  

อินทผลัมมีใบติดอยู่บนต้นประมาณ 40-60 ก้าน ทางใบยาว 3-4 เมตร ใบเป็นแบบขนนก 
สีบรอนซ์เงา ใบย่อยพุ่งออกหลายทิศทาง ใบอินทผลัมท่ีหมดสภาพให้ตัดท้ิงในต้นเล็กอาจจะใช้กรรไกร
ตัดแต่งใบต้นท่ีโตขึ้นมาอาจจะใช้เคียวในการตัดแต่งใบ ท้ังนี้เพื่อไม่ให้ใบแก่เหล่านี้เป็นท่ีอยู่อาศัยของ
แมลงและยังท าให้ทรงพุ่มดูสะอาดสวยงาม ส าหรับใบท่ียังไม่แก่ ให้ตัดหนามบริเวณโคนใบท้ิงเพื่อ
ป้องกันไม่ให้เกิดอันตรายในขณะท างานและเพื่อความสะดวกในการปฏิบัติงาน ท้ังนี้เนื่องจากบริเวณ
โคนใบอินทผลัมจะมีหนามท่ีแข็งและยาวมาก (นิรนาม, 2549)  
 ช่อดอกของอินทผลัมออกตรงโคนกาบใบ อินทผลัมเป็นพืชชนิดแยกดอก (dioecious plant) 
คือมีดอกต้นเพศผู้และดอกต้นเพศเมียอยู่คนละต้น อินทผลัมจะออกดอกเป็นจั่นโดยลักษณะดอกเกสร
เพศผู้จะมีสีขาวกลีบดอกเป็นแฉกๆ คล้ายหางกระรอก ส าหรับอินทผลัมต้นเพศเมียจะออกดอกเป็น
จ่ันเหมือนกับอินทผลัมต้นเพศผู้ แต่ดอกของต้นเพศเมียจะมีลักษณะเป็นเมล็ดกลมๆเป็นช่อสีเขียว
อ่อน โดยปกติแล้วอินทผลัมต้นเพศผู้จะออกดอกก่อนต้นเพศเมีย จึงต้องมีการเก็บเกสรต้นเพศผู้ไว้รอ
ผสมให้เกสรต้นเพศเมีย เพื่อให้ติดลูกดกโดยเมื่อจ่ันเพศผู้แตกออกมาเห็นกลีบดอกสีขาวเป็นแฉกๆ  
(กองบรรณาธิการเมืองไม้ผล, 2558) 

ผลอินทผลัมมีลักษณะกลมรี เหลืองส้ม เมื่อสุกแก่จะมีสีน้ าตาลถึงน้ าตาลเข้ม ผลมีขนาด 
20x30 มิลลิเมตร ระยะการพัฒนาผลแบ่งออกเป็น 4 ระยะ คือ ระยะผลดิบ ระยะผลสมบรูณ์ เต็มท่ี 
ระยะผลสุกแก่ และระยะผลแห้ง (นิรนาม, 2549)  
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 สายพันธุ์อินทผลัมท่ีเป็นที่นิยม 
 อินทผลัมท่ีรับประทานผลในโลกมีมากกว่า 700 สายพันธุ์ เนื่องจากมีการผสมพันธุ์ข้ามต้น  
และกลายพันธุ์ผิดแปลกไปจากต้นพ่อแม่ หรือพันธุ์ด่ังเดิมนั้นเอง โดยมีการกระจายตัวอยู่ตามส่วน
ต่างๆ และสายพันธุ์อินทผลัมส่วนใหญ่จะเป็นท่ีรู้จักในวงแคบๆ มีการเพาะปลูกและรับประทานผล 
กันเองเฉพาะในท้องถิ่นแต่มีอินทผลัมราว 10 สายพันธุ์ ท้ังแบบรับประทานผลสดและผลสุกแห้ง  
ท่ีกลายเป็นท่ีรู้จักกันในระดับสากล ซึ่งมีเพียงไม่กี่สายพันธุ์เท่านั้นท่ีเป็นท่ีนิยมของผู้ท่ีช่ืนชอบและรู้ถึง  
ประโยชน์ท่ีได้รับจากการรับประทานอินทผลัม (จิรวรรณ, 2558)   
 สายพันธุ์อินทผลัมท่ีเป็นท่ีรู้จัก และนิยมปลูก ได้แก่   
  1. อินทผลัมสายพันธุ์อัจวะห์ (Ajwa) อินทผลัมสายพันธุ์นี้มีแหล่งก าเนิดอยู่ท่ีซาอุดิ
อาราเบีย ปลูกมากในแถบมาดิน่า ซึ่งเป็นเมืองส าคัญทางศาสนาโดยสายพันธุ์อัจวะห์เป็นสุดยอดสาย
พันธุ์ท่ีเป็นท่ีนิยมของชาวมุสลิมท่ัวโลก ด้วยลักษณะผลท่ีมีเอกลักษณ์ ผลมีขนาดกลางรูปร่าง ผลมี
ลักษณะรูปไข่ ขณะท่ีผลยังอ่อนอยู่จะมีสีเขียวอมเหลือง แต่เมื่อผลสุกแห้งแล้วจะมีสีเข้มค่อนไปทาง 
สีด า จุดเด่นคือมีรอยแตกสีขาวบริเวณปลายผล ขนาดของผลแห้งเฉล่ียอยู่ท่ี 4.5 เซนติเมตร มีน้ าหนัก 
7-5 กรัมต่อผล ผลสุกแห้งอินทผลัมสายพันธุ์นี้ให้รสชาติท่ีหวานแตกต่างจากสายพันธุ์อื่น อีกท้ังมี
ลักษณะเนื้อกึ่งแห้งละเอียดเหนียวนุ่มและมีเส้นใยมากอีกด้วย อินทผลัมพันธุ์นี้ถือว่าหารับประทาน
ค่อนข้างยาก ท าให้มีราคาค่อนข้างสูง (อภิชาติ และคณะ, 2556)  

2. อินทผลัมสายพันธุ์บาร์ฮี (Barhee) แหล่งก าเนิดอยู่ท่ีประเทศอิรัก ซึ่งสายพันธุ์นี้
เป็นท่ีนิยมในช่วงพิธีถือศีลอด อินทผลัมสายพันธุ์นี้มีลักษณะผลทรงไข่อ้วนกลมมากกว่าพันธุ์อื่นๆ ใน
ผลอ่อนจะมีสีเขียวเข้มก่อนเปล่ียนเป็นสีเขียวอ่อนจนกลายเป็นสีเหลืองสายพันธุ์นี้นิยมรับประทานผล
สดมากกว่าซึ่งจะมีลักษณะเนื้อท่ีกรุบกรอบ รสชาติหวาน แต่ในค าแรกจะมีรสชาติฝาดเล็กน้อย นิยม
เก็บเกี่ยว และจ าหน่ายแบบเป็นทะลายเพื่อให้ขายได้ราคาดี อินทผลัมพันธุ์บาร์ฮีผลสด มีขนาดอยู่ท่ี 
7.5 เซนติเมตร มีน้ าหนักอยู่ท่ี 15-20 กรัมต่อผล ล าต้นมีลักษณะหนาและแข็งแรง ราคาอินทผลัม
พันธุ์บาร์ฮีผลสดท่ีน าเข้ามาจ าหน่ายในประเทศอยู่ท่ีประมาณ 500-800 บาทต่อกิโลกรัม ในผลสดของ
อินทผลัมพันธุ์บาร์ฮีนั้นมักจะเน่าเสียง่ายและมีอายุในอุณหภูมิปกติเพียงประมาณ 10-15 วัน หลังจาก
การเก็บเกี่ยว ในการเก็บเกี่ยวจึงควรท าในระยะท่ีผลดิบใกล้จะแก่ ให้มากท่ีสุด เพื่อยืดอายุการเก็บ
รักษาของผล โดยผลจะเปล่ียนสีจากสีเหลืองแล้วค่อยๆ กลายเป็นสีน้ าตาลอ่อน เมื่อสุกเต็มท่ี เนื้อจะ
นุ่มหนาและมีรสชาติท่ีเต็มไปด้วยคุณภาพท่ียอดเยี่ยมแต่จะต้องบรรจุในกล่องแบบพิเศษ และเก็บ
รักษาไว้ในตู้แช่เย็น ในประเทศไทยอินทผลัมพันธุ์นี้เป็นหนึ่งในสายพันธุ์ท่ีนิยมน ามาเพาะปลูก และ
ขยายพันธุ์และกลายเป็นสายพันธุ์ใหม่ เช่นพันธุ์แม่โจ้ 36 เป็นต้น (อภิชาติ และคณะ, 2556) 
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3. อินทผลัมสายพันธุ์เด็คเลตนัวร์ (Deglet Noor) อินทผลัมสายพันธุ์นี้ถูกขนานนาม
ว่าราชินีแห่งอินทผลัม โดยจะมีผลขนาดเล็กถึงกลางรูปไข่รียาวในผลอ่อนมีสีเขียวแล้วจะค่อยๆ
เปล่ียนเป็นสีเหลืองจนเป็นสีน้ าตาลอ่อน ผลค่อนข้างจะโปร่งแสงคล้ายสีของน้ าผ้ึงสามารถรับประทาน
ได้ท้ังผลสดและผลแห้ง มีรสชาติหวานเหมือนคาราเมลซึ่งประเทศแอลจีเรียเป็นผู้ปลูกและผลิต
อินทผลัมสายพันธุ์นี้มาก อินทผลัมพันธุ์เด็คเลคนัวร์ในผลสุกมีขนาดอยู่ท่ี 7 เซนติเมตรมีน้ าหนักอยู่ท่ี 
10-15 กรัมต่อผล สามารถเก็บไว้ในอุณหภูมิปกติได้นานถึง 3 เดือนในประเทศไทยยังสามารถหาซื้อได้
ในท้องตลาด ราคาอยู่ท่ีกิโลกรัมละ 400-500 บาท ประเทศไทยนิยมเพาะปลูกอินทผลัมสายพันธุ์นี้ 
มากพอๆ กับพันธุ์บาร์ฮี เนื่องจากปลูกง่าย ขยายพันธุ์ง่าย อีกท้ังยังเป็นท่ีรู้จักและนิยมบริโภคกันมาก 
สามารถรับประทานได้ท้ังผลสดและผลแห้ง (สาวบางแค 22, 25562) 

4. อินทผลัมสายพันธุ์เมดจูลห์ (Med jool) มีแหล่งก าเนิดอยู่ท่ีประเทศโมร็อกโก 
ได้รับการยกย่องว่าเป็นราชาแห่งอินทผลัม ส่วนใหญ่นิยมรับประทานเป็นผลสุกแห้ง มีเอกลักษณ์คือมี
ขนาดผลใหญ่ ผลมีสีเขียวอ่อนแล้วค่อยๆเปล่ียนเป็นสีแดงในตอนท่ีผลแก่ขึ้นและเมื่อผลแห้งจะมีสี
น้ าตาลเข้มคล้ายมะฮอกกะนี ลักษณะเนื้อกึ่งแห้งเป็นทรายเล็กน้อยขนาดของผลท่ีสุกแห้งอยู่ท่ี 1.5 
เซนติเมตร มีน้ าหนัก 30-35 กรัมต่อผล แม้จะมีลักษณะท่ีโดดเด่นมีล าต้นท่ีแข็งแรง ให้ผลผลิตหน่อได้
ค่อนข้างมาก และปลูกง่ายแต่ต้นท่ีโตเต็มท่ีจะให้ผลผลิตเพียงประมาณ 45-90 กิโลกรัม ซึ่งติดผล
ค่อนข้างยาก ส าหรับในประเทศไทยยังไม่เป็นท่ีนิยมน ามาเพาะปลูกราคาท่ีจ าหน่ายในประเทศ 
ส าหรับอินทผลัมพันธุ์เมคจูลห์ ท่ี คัดเกรดพิเศษมีราคค่อนข้างสูงอยู่ท่ี 950-1000 บาทต่อกิโลกรัม 
 (สุกรี, 2558) 

5. อินทผลัมสายพันธุ์ซาฟาวี (Safawi) มีแหล่งก าเนินอยู่ ท่ีประเทศอิรัก โดยท่ี
ประเทศสาธารณรัฐอาหรับเอมิเรตส์ ได้มีการเพาะปลูกและส่งออกอินทผลัมสายพันธุ์นี้มากเมื่อผลยัง
อ่อนจะมีสีเขียวแล้วจะค่อยๆ เปล่ียนเป็นสีแดงเมื่อผลแก่ขึ้นและผลแห้งจะมีสีน้ าตาลออกด า มี
ลักษณะเนื้อกึ่งแห้ง มีกล่ินหอมนิยมทานผลแห้งขนาดผลอยู่ท่ี 6 เซนติเมตรอินทผลัมพันธุ์นี้ค่อนข้างได้
ผลผลิตท่ีสูง ส่วนราคาของอินทผลัมพันธุ์นี้สามารถหาซื้อได้ในราคาท่ีไม่สูงมากโดยเฉล่ียจะอยู่ท่ี 100 
บาทต่อกิโลกรัม (เปรม, 2558) 

 6. อินทผลัมสายพันธุ์ซุกการี (Sukkari) เป็นอินทผลัมท่ีชาวอาหรับนิยมรับประทาน 
มีต้นก าเนิดในซาอุดิอาระเบีย เป็นท่ีต้องการของตลาดเนื่องจากรสชาติท่ีดีผลมีขนาดกลางรูปทรง
กรวยเมื่อผลอ่อนมีสีเขียวผลแห้งจะสีน้ าตาลอ่อน เนื้อค่อนข้างแข็งและหวานจัดเนื้อจะกรอบเก็บไว้
อุณหภูมิปกติได้นานแต่เนื้อจะแข็งขึ้น ข้อมูลทางโภชนาการได้แสดงให้เห็นว่าอินทผลัมพันธุ์นี้มี
ประโยชน์ทางโภชนาการสูงอุดมไปด้วยวิตามินและแร่ธาตุสูง และช่วยปรับปรุงระบบการย่อยอาหาร
เนื่ องจากมี  เส้น ใย ท่ีละลายน้ าและไม่ละลายน้ าแ ละมี กรดอะมิ โน ช่วยให้ สุขภาพฟั น ท่ี ดี 
(จิรวรรณ, 2558) 
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7. อินทผลัมสายพันธุ์ไคไนซี่ (Khonaizi) อินทผลัมพันธุ์โคไนซี่นั้นเป็นอินทผลัมท่ี

นิยมปลูกและเป็นอินทผลัมท่ีมีการค้าขายในตลาดโลกมากพันธุ์หนึ่ง สามารถรับประทานได้ต้ังแต่เริ่ม

แก่จัดและแห้ง เพราะเป็นอินทผลัมพันธุ์ท่ีมีปริมาณเทนนินน้อยมากพันธุ์หนึ่งรสชาติของผลอินทผลัม 

สายพันธุ์นี้นั้นไม่หวานมากค่อนไปทางหวานมันเมื่อแห้งจะมีเนื้อสัมผัสของอินทผลัมในแบบเฉพาะตัว 

ผลสีของอินทผลัมพันธุ์นี้นั้นเป็นสีแดงเข้มเมื่อเข้าสีและอินทผลัมพันธุ์นี้จะเปล่ียนเป็นสีด าเมื่อเริ่มสุก 

ขนาดผลเฉล่ียอยู่ท่ี 3 เซนติเมตรโดยท่ีประเทศอิรักเป็นผู้ส่งออกรายใหญ่ของอินทผลัมสายพันธุ์นี้ 

อินทผลัมสายพันธุ์นี้นิยมจ าหน่ายผลผลิตแบบผลแห้งสามารถหาซื้อได้ตามท้องตลาดราคากิโลกรัมละ 

500 บาท (กองบรรณาธิการ, 2562) 

8. อินทผลัมสายพันธุ์ฮัมรี่ (Hamri) เป็นพันธุ์ผลสีแดงเข้มเนื้อเยอะ มีรสชาติหวาน
ปานกลางและเนื้อนุ่ม และมีกล่ินท่ีหอมเฉพาะตัวลักษณะผลสีแดงเข้ม มีผลขนาดกลางแหล่งต้น
ก าเนิดของพันธุ์นี้คือประเทศอิยิปต์ และประเทศโอมาน (นิรนาม, 2559) 
  9. อินทผลัมพันธุ์ฮาลาวี (Halawy) อินทผลัมพันธุ์นี้มีต้นก าเนิดมาจากดินแดนแห่ง
อารยธรรมรุ่นแรกๆ ของมนุษย์โลก คือเมโสโปเตเมีย ดินแดนท่ีเช่ือมต่อระหว่างประเทศซีเรียกับ
ประเทศอิรัก เป็นสายพันธุ์ท่ีท าเพื่อส่งออกเป็นสินค้าหลักเนื่องจากเป็นสายพันธุ์อินทผลัมท่ีขึ้นช่ือมาก
ในแถบนี้ ลักษณะผลจะมีสีเหลืองอ่อนๆ และให้รสชาติหวานมาก (วรรณภา, 2558) 
  10. อินทผลัมสายพันธุ์ชิบีบี (Shebebei) อินทผลัมพันธุ์นี้มีต้นก าเนิดอยู่ท่ีประเทศ
ซาอุดิอาราเบีย โดยอินทผลัมพันธุ์นี้มีลักษณะผลกลม มีขนาดปานกลาง มีสีเหลืองอ่อนเนื้อเยอะ 
เมล็ดมีลักษณะกลม ไม่เรียวยาวเหมือนสายพันธุ์อื่นๆให้รสชาติหวานปานกลางและมีเส้ียนน้อย  
(นิรนาม, 2558) 
  11. อินทผลัมสายพันธุ์อัมเบอร์ (Amber) เป็นอินทผลัมท่ีมีขนาดผลใหญ่ สีจะออก
แดงส้ม เนื้อเยอะ ท่ีส าคัญมีรสชาติท่ีหวานและเส้ียนน้อย ต้นก าเนิดของสายพันธุ์นี้จะมีมากท่ีประเทศ
โอมาน ซาอุดิอาระเบีย และสาธารณรัฐอาหรับเอมิเรต ผลผลิตจะออกมาสู่ตลาดในช่วงก่อนปลายฤดู
หนาว (กองบรรณาธิการเมืองไม้ผล, 2560) 
  12. อินทผลัมสายพันธุ์มับรูม (Mabroom) มีแหล่งก าเนิดอยู่แถบมาดิน่า ประเทศ
ซาอุดิอาระเบีย เป็นพันธุ์ท่ีมีลักษณะล าต้นใหญ่ ทรงสวย นอกจากปลูกไว้รับประทานแล้วยังปลูกไว้
เพื่อประดับได้ด้วย มีลักษณะเนื้อท่ีเหนียวหนึบแต่ไม่เหนอะหนะและมีรสชาติหวาน (นิรนาม, 2549) 
  13. อินทผลัมพันธุ์คาลาส (Khalas) อินทผลัมสายพันธุ์นี้ มีต้นก าเนิดสายพันธุ์มา
จากประเทศซาอุดิอาระเบีย เป็นสายพันธุ์ท่ีรับประทานผลสุกต้ังแต่เริ่มสุกครึ่งผลและมีสีเหลือง ให้
รสชาติหวาน มีความหอมเป็นเอกลักษณ์ เนื้อนุ่ม ลักษณะผลเรียวยาวรูปไข่ มีผลขนาดเล็ก มีขนาดผล
เฉล่ียอยู่ ท่ี 5.25 เซนติเมตร ในผลดิบหรือผลอ่อนจะมีสีเหลืองส่วนผลแห้งจะมีสีน้ าตาลอ่อนใส  
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ผิวบางเรียบค่อนข้างโปร่งแสง เนื้อนิ่มปานกลางมีรสชาติหวานน้อยๆ และถูกจัดอยู่ในอันดับต้นๆ  
ท่ีนิยมน ามารับประทาน แม้ในประเทศไทยจะยังไม่เป็นท่ีรู้จักมากนักก็ตาม (วีรพันธ์, 2556) 
  14. อินทผลัมพันธุ์เคแอล1 หรืออินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 (KL 1) อินทผลัมสายพันธุ์นี้
เป็นอินทผลัมชนิดทานผลสดถูกพัฒนาขึ้นและมีแหล่งก าเนิดอยู่ในประเทศไทยมีต้นสายพันธุ์ด่ังเดิม
เป็นอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮี ซึ่งเป็นอินทผลัมพันธุ์ท่ีรับประทานผลสดเช่นกันโดยผู้ท่ีพัฒนาอินทผลัมสาย
พันธุ์นี้ คือ คุณศักด์ิ ล าจวน (วีรพันธ์, 2556) ปัจจุบันปลูกอยู่ท่ี อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ 
อินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 สามารถปลูกได้ดีในประเทศไทย มีขนาดผลอยู่ท่ี 6 เซนติเมตร .ในผลสุกจะมี
สีเหลืองสว่าง จากนั้นจะค่อยๆ เปล่ียนเป็นสีเหลืองปนน้ าตาล ในผลท่ีเริ่มสุกงอม แต่ยังสามารถ
รับประทานได้อยู่ และยังให้รสชาติท่ีหวานจ าหน่ายในราคา 500-800 บาทต่อกิโลกรัม (อภิชาติ และ
คณะ, 2556) 
ประโยชน์ และสรรพคุณของอินทผลัม 
 ในด้านคุณค่าทางโภชนาการ อินทผลัมมีสารอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อร่างกายมาก เช่น 
ซัลเฟอร์ เหล็ก โพแทสเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม แมงกานีส และน้ ามันโวลาไดท์ เป็นต้น แถมมี
เส้นใยมาก ช่วยลดอาการท้องผูกและช่วยย่อยอาหาร ท้ังยังให้พลังงานสูงท าให้ร่างกายแข็งแรง 
นอกจากนั้นยังบ ารุงกล้ามเนื้อมดลูกและสร้างน้ านมแม่ส าหรับ เด็กทารก (อภิชาติ และคณะ, 2556) 
 ในด้านการรักษาโรค อินทผลัมช่วยบ ารุงร่างกาย บ ารุงสายตา ลดความหิวกระหาย แก้โรค
วิงเวียนศีรษะ ช่วยลดเสมหะ ท าให้กระดูกแข็งแรง ลดระดับน้ าตาลในเลือดและลดความดันโลหิตสูง 
นอกจากนี้ยังก าจัดเช้ือโรคท่ีตกค้างในล าไส้ และระบบทางเดินอาหารเพราะว่าอินทผลัมมีฤทธิ์ในการ
ก าจัดสารพิษและยับยั้งการเจริญเติบโตของโรคอันเป็นสารท่ีก่อมะเร็งในช่องท้องได้เป็นอย่างดี  
(จิรวรรณ, 2558)  
 อินทผลัมจึงเป็นได้ท้ังอาหาร ยา และผลไม้ เหมาะส าหรับบ ารุงร่างกายโดยท่ีอินทผลัมจะไม่
สร้างของเสียหรือกากท่ีเป็นอันตราย ในทางตรงกันข้ามอินทผลัมกลับช่วยรักษาโรค อินทผลัมจึงถูก
จัดให้เป็นผลไม้ท่ีมาจากสวรรค์มีแหล่งก าเนิดอยู่ท่ีประเทศอียิปต์และอีกหลายประเทศในตะวันออก
กลาง (วรรณภา, 2558) โดยมีคุณค่าทางอาหารและมีประโยชน์ต่อร่างกาย ในผลของอินทผลัมทุกๆ 
100 กรัม สามารถให้พลังงาน 157 กิโลแคลอรี หรืออาจถึง 383 กิโลแคลอรี ซึ่งอินทผลัมผลสุกสดๆ 
หรือผลแห้งชนิดต่างๆ จะมีปริมาณและส่วนประกอบท่ีแตกต่างกันออกไป (อภิชาติ และคณะ, 2556) 
 ปัจจุบันความก้าวหน้าทางการแพทย์ และวิทยาศาสตร์ด้านโภชนาการ การท่ีรับประทาน
อินทผลัมเป็นจ านวนมาก จะพบเจอปัญหาทางด้านโรคมะเร็งได้น้อยมากซึ่งชาวอาหรับ และชาว
ทะเลทรายในแถบตะวันออกกลาง ท่ีใช้ชีวิตอยู่ในสภาพท่ีขาดแคลนอาหาร และรับประทานอินทผลัม
อยู่เป็นประจ ากลับไม่ต้องเผชิญกับโรคมะเร็ง เนื่องจากในปัจจุบันได้พิสูจน์แล้วว่า การขาดแมกนีเซียม
เป็นอีกหนึ่งสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรคมะเร็งโดยในผลของอินทผลัมนั้นจะมีปริมาณแมกนีเซียมอยู่เป็น



8 
 

 

จ านวนมาก แมกนีเซียมมีความจ าเป็นส าหรับไต และถุงน้ าดี ซึ่งสามารถขจัดส่ิงเหล่านี้ได้ด้วยการ
รับประทานอินทผลัมวันละ 2-3 ผล ซึ่งน้ าตาลท่ีอยู่ในอินทผลัม ได้แก่ กลูโคส และ แซ็กกาโรส (กอง
บรรณาธิการเมืองไม้ผล, 2558)  
การขยายพันธุ์อนิทผลัม 
 การขยายพันธุ์ปลูกอินทผลัม สามารถท าได้ 3 วิธี คือ การเพาะเมล็ด การแยกหน่อ และการ
เพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ ท้ังนี้วิธีการแยกหน่อ และการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อจะเป็นวิธีการขยายพันธุ์ที่ท่ีดีท่ี สุด 
คือ ต้นกล้าท่ีได้จะมีคุณสมบัติเหมือนต้นพ่อแม่พันธุ์ทุกประการ แต่เนื่องจากราคาต้นพันธุ์ท่ีมีจ าหน่าย
อยู่ในประเทศราคาค่อนข้างสูง ประมาณ 1800-2500 บาท ต่อต้น ขึ้นอยู่กับแต่ละสายพันธุ์ หาก
ต้องการปลูกอินทผลัมด้วยวิธีนี้คงต้องใช้งบประมาณในการลงทุนท่ีสูง อีกท้ังต้นกล้าพันธุ์ เหล่านี้อาจ
ยังมีไม่เพียงพอต่อความต้องการอีกด้วย ดังนั้นต้นกล้าท่ีเกิดจากการเพาะเมล็ดจึงเป็นอีกทางเลือกของ
ผู้ท่ีสนใจปลูกอินทผลัม เพราะมีราคาไม่แพงและมีต้นกล้าจ านวนมากพอท่ีจะจัดหาไว้ลงแปลงปลูกได้
ตามต้องการ (วีรพันธ์, 2556) 

การขยายพันธุ์อินทผลัมโดยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
 วิธีการนี้เป็นการขยายต้นอินทผลัมท่ีได้ค่อนข้างท่ีจะได้ต้นพันธุ์ท่ีมีลักษณะเหมือนเดิมทุก
ประการ นิยมใช้วิธการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อต้นอินทผลัมเพศเมียสายพันธุ์ดีๆ เพื่อให้ได้ต้นพันธุ์จ านวน
มากๆ เพราะต้นเพศเมียเป็นต้นท่ีให้ผลผลิตหากได้ต้นเพศเมียสายพันธุ์ท่ีดีมีขนาดใหญ่ออกผลดก และ
มีรสชาติท่ีดีมีเอกลักษณ์ก็จะเป็นผลดีต่อผู้เพาะปลูกซึ่งในต่างประเทศนิยมใช้วิธีการนี้ ในการเพาะปลูก
เชิงพาณิชย์ แต่ส าหรับในประเทศไทยมีการเล้ียงเนื้อเยื่อเพียงเฉพาะกลุ่มเท่านั้น เนื่องจากต้นพันธุ์ยังมี
ราคาค่อนข้างท่ีจะสูงอยู่พอสมควร ราคาอยู่ ท่ี 1700-2000 บาทต่อต้น และยังคงต้องน าเข้าจาก
ต่างประเทศ แต่ในความเป็นจริงในประเทศไทยเองมีการท าการวิจัยเกี่ยวกับ การเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือ
อินทผลัมจนประสบความส าเร็จแล้ว แต่เนื่องจากยังไม่เป็นท่ีนิยมมากนัก และยังต้องใช้การลงทุนท่ี
ค่อนข้างท่ีจะสูงโดยการศึกษาการขยายพันธุ์อินทผลัมด้วยวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ซึ่งใช้ต้นพันธุ์จาก
ประเทศอิสราเอลท าการตัดส่วนยอด ใบ และรากของต้นอินทผลัม ท่ีเจริญในสภาพปลอดเช้ือ (อรดี 
และทวีพงศ์, 2530) 
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การปลูก 
 อินทผลัมจะใช้ระยะเวลาเพาะช าต้นกล้าไม่เท่ากัน แต่เมื่อปลูกจะใช้เวลาประมาณ 2 ปี เป็น

อย่างน้อยจึงจะเริ่มให้ผลผลิตพื้นท่ีปลูกควรเป็นท่ีดอนไม่มีน้ าท่วมขังเป็นเวลานานดินระบายน้ าได้ดี 

ดินร่วนปนทรายเหมาะสมท่ีสุดการย้ายต้นกล้ามาปลูกจะขุดหลุมขนาดพอเหมาะกับต้นกล้าท่ีจะปลูก 

วางต้นกล้าอย่าให้หน่ออยู่ลึกจนเกินไป ควรปลูกเสมอหน้าดินเดิมหรือให้ดินกลบโคนต้นเล็กน้อยการ

ลงปลูกใหม่ยังไม่ต้องใส่ปุ๋ย ควรใส่ปุ๋ยคอกจากมูลสัตว์รองก้นหลุมเพียงเล็กน้อย ส่วนการให้น้ าควรท่ี

จะให้ทุกๆ 2-3 วัน เมื่อต้นต้ังตัวแล้วประมาณ 1 เดือน จึงจะเริ่มให้ปุ๋ยคอกอีกครั้งใส่ต้นละน้อย  

การดูแลรักษา 

 อินทผลัมเป็นพืชเขตร้อนท่ีปลูกในประเทศแถบตะวันออกกลางมีความทนต่อสภาพอากาศ

ร้อน ท าให้ความใจว่าอินทผลัมเป็นพืชท่ีต้องการน้ าในปริมาณท่ีน้อยแต่ในความเป็นจริงอินทผลัมเป็น

พืชท่ีต้องการน้ าในปริมาณท่ีมากประมาณ 2000-2500 มิลลิลิตร ปัจจุบันอินทผลัมนิยมปลูกในภาคใต้ 

ภาคอีสาน และภาคเหนือ 

 การให้น้ า 

 เมื่อน าอินทผลัมลงปลูกจะต้องพยายามรดน้ าไม่ให้ขาดอย่างน้อยวันละ 1ครั้ง เมื่อระยะเวลา
ผ่านไปประมาณ 1 เดือน จึงค่อยๆลดการให้น้ าลง และเปล่ียนแปลงการให้น้ า ไปตามสภาพความแห้ง
ของหน้าดินเป็นหลัก ในฤดูร้อนควรให้ 7-10 วันครั้ง ในฤดูร้อนไม่ต้องให้น้ าก็ได้ เพื่อป้องกันไม่ให้เกิด
การสะสมความช้ืนหรือชุ่มน้ ามากเกินไป จะเป็นสาเหตุการเกิดโรคเนื่องจากอินทผลัมเป็นพืชอาศัยได้
ดีในสภาพภูมิอากาศแห้งแล้ง เมื่ออินทผลัมอายุประมาณ 3 ปี จะเริ่มสะสมอาหารในช่วงเดือน
ธันวาคม-มกราคม เป็นช่วงท่ีจะต้องให้น้ าอย่างสม่ าเสมออย่างน้อยอาทิตย์ละ 1 ครั้งเพื่อให้ต้น
อินทผลัมสะสมอาหารและต้องให้น้ าแบบนี้ไปเรื่อยๆจนกว่าจะเข้าฤดูฝน ไม่ควรให้อินทผลัมขาดน้ า 
 การใส่ปุ๋ย 
 การใส่ปุ๋ยอินทผลัมเริ่มแรกควรท่ีจะใส่ปุ๋ยคอกเพื่อให้อินทผลัมสามารถต้ังต้นได้ และแข็งแรง 
เมื่อต้นอินทผลัมมีอายุได้ 1-3 ปี ให้เริ่มใส่ปุ๋ยคอกปีละ 2 ครั้ง ใส่บริเวณรอบๆโคนต้น และเสริมด้วย
ธาตุอาหารเสริมปีละ 2 ครั้ง ช่วงปีท่ี 1-2 ควรท่ีจะใช้ปุ๋ยสูตร 25-7-7 หรือ 20-10-10  ผสมกับปุ๋ยคอก 
เพื่อสร้างราก สร้างล าต้นท่ีแข็งแรง ปีท่ี3 เป็นปีท่ีจะเริ่มออกดอกติดผล ควรใส่ปุ๋ยคอก เช่น มูล
ค้างคาว มูลไก่ เมื่อถึงปลายฤดูฝนเดือนตุลาคม ใส่ปุ๋ยอินทรีย์อีกครั้งแล้วหยุดให้น้ า อินทผาลัมจะเริ่ม
ออกดอกต้ังแต่เดือนธันวาคม-มีนาคม หลังจากอินทผลัมอายุ 3 ปีขึ้นไปควรใช้ปุ๋ยสูตร 8-24-24 และ
ลดปุ๋ยคอกให้น้อยลง  
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 การตัดแต่งทางใบ 
 การตัดแต่งทางใบรวมไปถึงการตัดแต่งหนาม ปกติจะตัดปีละ 1 ครั้ง ในช่วงเดือนธันวาคม-
กุมภาพันธ์ หรือในช่วงท่ีต้นอินทผลัมมีการแทงจ่ันเพื่อให้ง่ายต่อการผสมเกสร และการจัดการกับช่อ
ผลอินทผลัม ไม่ให้ใบเก่าเป็นท่ีอยู่ของโรคและแมลง ป้องกันไม่ใช้เกิดอันตรายในขณะท่ีท างาน 
เนื่องจากโคนใบของอินทผลัมจะมีหนามท่ียาวและแข็ง การตัดแต่งทางใบควรตัดเฉพาะใบล่าง ไม่ควร
ท่ีจะตัดใบรอบๆ ต้นเพราะจะท าให้จ านวนใบน้อย ควรระมัดระวังไม่ให้ต้นอินทผลัมเกิดบาดแผล 
เพราะจะท าให้ด้วงงวงเข้าท าลายได้ง่าย 

การผสมเกสรอินทผลัม 
เนื่องจากอินทผลัมมีต้นเพศผู้ และต้นเพศเมียท่ีแยกต้นกัน การอาศัยธรรมชาติจากลมและ

แมลงเพียงอย่างเดียวเพื่อช่วยในการผสมเกสรนั้น จะท าให้อินทผลัมติดลูกไม่ดก ดังนั้นจึงต้องอาศัย

แรงงานคนเข้าช่วยในการผสมเกสรถึงจะท าให้อินทผลัมติดลูกดกท่ีสุด คือช่วงเวลา 09.00 น. ซึ่งเป็น

ช่วงท่ีละอองเกสรมีความแข็งแรงท าให้ติดผลง่าย และดก อินทผลัมจะออกดอกเป็นจ่ันก่อนปกติแล้ว

อินทผลัมต้นเพศผู้จะออกดอกก่อนต้นตัวเมีย ประมาณ 15 วัน จึงจ าเป็นต้องมีการเก็บละอองเกสร

เพศ ไว้รอผสมกับละอองเกสรต้นเพศเมีย มิฉะนั้นละอองเกสรเพศผู้จะร่วง 

วิธีการผสมเกสรอินทผลัมเมื่อดอกเพศผู้แตกออกมาเห็นกลีบดอกสีขาวเป็นแฉกๆ ให้น า

ถุงพลาสติกขนาดใหญ่กว่าช่อดอกเล็กน้อยมาคลุมแล้วผูกปากถุงมัดไว้ท่ีโคนจ่ัน จากนั้นตัดช่อดอก

ออกน ามาเขย่าจะได้ละอองเรณูตกลงมาให้น าละอองเรณูใส่ถุง ปิดปากให้แน่นสนิทแล้วน าไปเก็บ

รักษาไว้ในตู้เย็นช่องปกติ ซึ่งสามารถเก็บรักษาละอองเกสร ไว้ได้นานเป็นปีเพื่อรอการผสมเกสรให้กับ

เกสรเพศเมีย ส าหรับการผสมเกสรอีกวิธีหนึ่งท่ีให้ผลใกล้เคียงกันคือการท่ีน าดอกเพศผู้ท้ังช่อมาเก็บไว้

ในตู้เย็นช่องปกติ เมื่อช่อดอกเพศเมียแตกออกมาให้ตัดก้านเกสรเพศผู้มา 1 ก้าน หรือ 1 ทะลาย เสร็จ

แล้วรวบมัดส่วนโคน และส่วนปลายช่อดอกเพศเมียไว้ให้ก้านเกสรตัวผู้อยู่ตรงกลางช่อดอกเพศเมีย น า

ถุงพลาสติกขนาดใหญ่กว่าช่อดอกเล็กน้อยมาครอบช่อดอกเพศเมียไว้ แล้วมัดไว้ปิดปากถุงไว้กับโคน

ช่อดอกเพศเมีย เขย่าช่อดอกให้ละอองเรณูเพศผู้กระจายและท้ิงไว้ 10 วัน หรือจนกระท่ังเริ่มติดลูกให้

เห็นบ้างแล้วจึงแกะถุงออกแม้จะได้ผลอินทผลัมในปริมาณมาก แต่ในปริมาณท่ีมากนี้กลับไม่เป็นผลดี

มากนักจึงต้องท าการปลิดผลอินทผลัมบางส่วนออกบ้าง ในขณะท่ีผลยังมีขนาดเล็กอยู่ประมาณปลาย

นิ้วก้อยเพื่อให้ผลอินทผลัมท่ีเหลืออยู่มีขนาดใหญ่ มีคุณภาพดี สุกเร็ว ติดขั้วไม่หล่นร่วงง่ายท าให้มี

ราคาจ าหน่ายได้สูง และเป็นท่ีต้องการของตลาด โดยให้มีผลอินทผลัมเหลืออยู่ในแต่ละก้านผล

ประมาณ 20-25 ผล และมีก้านผลอยู่ 45-50 ก้าน ต่อ 1 ช่อ (ทลาย) การปล่อยให้แต่ละทลายมี
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จ านวนก้านและติดผลดกมากจนเกินไปจะท าให้ผลท่ีได้มีขนาดเล็กและผลบางส่วนไม่สมบูรณ์

เนื่องจากเกิดการแย่งสารอาหารกันเอง (อภิชาติ และคณะ, 2556) 

 ส่ิงท่ีควรค านึงในการปลูกต้นอินทผลัม คือจะต้องมีท้ังต้นเพศผู้ และต้นเพศเมีย ในอัตราส่วน 

1  ต่อ 5 คือ เพศผู้ 1 ต้น ต่อ เพศเมีย 5 ต้น เพื่อการผสมเกสรให้เพียงพอต่อพื้นท่ีในการปลูก ส าหรับ

เกษตร ท่ีปลูกเป็นการค้านิยมใช้การขยายพันธุ์แบบแยกหน่อและการปลูกขยายพันธุ์แบบเพาะเล้ียง

เนื้อเยื่อ จากต้นพ่อต้นแม่สายพันธุ์ดีท่ีดีเพราะจะท าให้ได้ต้นเพศผู้ เพศเมียท่ีมีลักษณะตรงตามสาย

พันธุ์ และไม่นิยมใช้การปลูกต้นกล้าท่ีได้จากการเพาะเมล็ด ซึ่งการปลูกแบบเพาะเมล็ดมักจะปลูกกัน

ในเชิงวิจัย และพัฒนาสายพันธุ์มากกว่า แต่การปลูกแบบแยกหน่อ และการปลูกแบบเพาะเล้ียง

เนื้อเย่ือ จะใช้ต้นทุนค่อนข้างสูงโดยเฉพาะในประเทศไทยยังต้องท าการส่ังน าเข้าจากต่างประเทศ อีก

ท้ัง อินทผลัมยังเป็นพืชใหม่ในประเทศไทย (กองบรรณาธิการเมืองไม้ผล, 2558) 

การแยกต้นเพศผู้ และต้นเพศเมียของอนิทผลัม 
 อินทผลัมเป็นพืชท่ีต้องมีท้ังต้นเพศผู้ และเพศเมีย การผสมเกสรจึงจะติดผล โดยท่ีต้นเพศผู้
เพื่อใช้ละอองเกสรมาช่วยในการผสมพันธุ์ ในการผสมเกสรก็จะได้อินทผลัมลูกผสมขึ้นมา สามารถ
น าไปเพาะปลูกขยายพันธุ์ได้ อินทผลัม ลูกผสมนี้จะไม่เหมือนกับต้นพ่อและต้นแม่ คือจะมีการกลาย
พันธุ์ได้สูง และอาจจะไม่ได้ผลผลิต ไม่เหมือนเดิมด้วยอีกท้ังยังต้องลุ้นว่าจะได้ต้นเพศผู้ หรือต้นเพศ
เมีย ส่วนใหญ่การคัดแยกเพศว่า เป็นต้นเพศผู้ หรือต้นเพศเมีย จะท าได้และสามารถยืนยันได้ก็ต่อเมื่อ
ต้นอินทผลัมอายุ 3-4 ปี คือเริ่มแตกจ่ัน แทงช่อดอกขึ้นมาแล้ว โดยการสังเกตท่ีจ่ันของต้นเพศผู้ จะมี
ทรงอ้วนป้อมกว่าจ่ันของเพศเมีย และจ่ันของเพศเมียจะมีลักษณะเรียวยาว ซึ่งจ่ันของต้นเพศผู้จะแทง
ช่อดอกก่อนจ่ันของเพศเมีย อย่างน้อย 15 วัน ในการผสมเกสรในรุ่นแรกๆ จะยังได้ไม่ค่อยดี แต่จ่ัน
ของเพศผู้ หรือว่าช่อดอกของเพศผู้ เมื่อแตกเป็นช่อดอกออกมาแล้ว สามารถตัดออกมาท้ังจ่ันใส่
ถุงพลาสติกมัดปาก น ามาแช่ในตู้เย็น ท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได้นาน 6-12 
เดือน หรืออาจจะตัดเฉพาะละอองเกสรน ามาใส่ถุงแช่ตู้เย็นส าหรับการสังเกตเกสร ในกรณีท่ีดอกเป็น
เกสรตัวผู้ เมื่อจ่ันแทงโผล่ออกจากส่วนยอดมีลักษณะทรงอ้วนและแตกออกเป็นช่อแล้วจะมีช่อดอก
เป็นกลีบๆ สีขาวเรียงติดกันยาวในก้านดอกเดียวกันคล้ายหางกระรอก มีละอองเกสรกระจัดกระจาย
อยู่ด้วย ส่วนเกสรตัวเมียเมื่อจ่ันแทงโผล่ออกมาจากส่วนยอด มีลักษณะทรงเรียวยาวแตกต่างจากต้น
ตัวผู้อย่างเห็นได้ชัด และแตกออกเป็นช่อแล้วในจ่ันมีช่อดอกเป็นตุ่มๆ สีเหลืองปนเขียวอ่อนๆ (วีร
พันธ์, 2556) 
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เคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker ) 
 ข้อมูลทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตรู้จักในช่ือว่ายีน คือหน่วยพันธุกรรมหรือหน่วยควบคุม
ลักษณะเป็นส่วนของดีเอ็นเอท่ีมีการเรียงตัวแบบเฉพาะต้ังอยู่บนโครโมโซม ประกอบด้วยส่วนท่ี
ควบคุมการแสดงออก (promoter) และส่วนโครงสร้าง (structural) ความแตกต่างของยีนท่ีเกิดขึ้น
จากการเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่าง การแสดงออกของยีนจะแสดงออกในรูปของ
ลักษณะฟีโนไทป์ส่วนข้อมูลทางพันธุกรรมจะแสดงออกผ่านทางอาร์เอ็นเอซึ่งเกี่ยวกับขบวนการสร้าง
โปรตีนท่ีมีความจ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์นั้นๆ ลักษณะต่างๆ ท่ีปรากฏในส่ิงมีชีวิตเกิดจากผลรวม
ของการท างานร่วมกันของโปรตีนต่างๆนั้นเอง  
 ความหมายโดยท่ัวไปของค าว่า เครื่องหมาย คือส่ิงท่ีใช้บ่งบอกความแตกต่างระหว่างส่ิงสอง
ส่ิงซึ่งสามารถน ามาใช้กับส่ิงมีชีวิตได้เช่นกัน ส าหรับเครื่องหมายโมเลกุลเป็นส่ิงท่ีบอกความแตกต่างใน
ส่ิงมีชีวิตซึ่งสามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้ 
 อรรัตน์ (2548) ได้กล่าวไว้ว่าความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) หรือ
ความแปรปรวนทางพันธุกรรม (genetic variation) เป็นท่ีมาของเครื่องหมายทางพันธุกรรม  
(genetic marker) ซึ่งสามารถตรวจสอบได้ท่ีระดับสัณฐานวิทยา (morphological marker) ระดับ
ชีวเคมี (biochemical marker) และระดับโมเลกุล (molecular marker หรือ DNA marker) ดังนั้น 
genetic marker จึงมี 3 ประเภทตามระดับการแสดงออก 
 1. เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) เป็นเครื่องหมายท่ีสามารถ
มองเห็นได้ทันที เป็นลักษณะภายนอกท่ีแตกต่างกันของส่ิงมีชีวิตนั้นเองแต่เครื่องหมายชนิดนี้มี
ข้อจ ากัดท่ีส าคัญ คือการแสดงออกของลักษณะทางสัณฐานวิทยามักจะได้รับผลกระทบ จาก
ส่ิงแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลง เช่น ความสูงต้น ผลผลิต 
 2. เครื่องหมายทางชีวเคมี  (biochemical marker) เป็นเครื่องหมายท่ีสร้างขึ้น  จาก
การศึกษาวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในส่ิงมีชีวิต ได้แก่ เอนไซม์ต่างๆ วิธีการศึกษาเอนไซม์
ค่อนข้างง่ายและจัดว่าไม่แพงแต่เครื่องหมายชนิดนี้มีข้อจ ากัดท่ีแสดงออกของเอนไซม์ ได้รับ
ผลกระทบโดยตรงจากสภาพแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลงและระยะการเจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกับ
เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา นอกจากนี้ยังมีข้อจ ากัดในเรื่องความจ าเพาะเจาะจงต่ า กล่าวคือถ้ายีน
ควบคุมการสร้างเอนไซม์นั้นมีการเปล่ียนแปลงล าดับเบสไปเล็กน้อย ซึ่งอาจมีผลให้ เกิดการ
เปล่ียนแปลงของชนิดกรดอะมิโนหรืออาจไม่มีก็ตาม การเปล่ียนแปลงของล าดับเบสเพียงเล็กน้อยนี้ 
ไม่สามารถตรวจสอบได้ 
 3. เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) เป็นเครื่องหมายท่ีสร้างมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอ 
(DNA ) ดังนั้นเครื่องหมายชนิดนี้ จึงถูกเรียกว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอ และมีข้อได้เปรีย บกว่า 
เครื่องหมายท่ีกล่าวมาท้ังสองชนิด ตรงท่ีมีจ านวนมากมายมหาศาล ดังท่ีทราบแล้วว่าขนาดจีโนมของ
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พืชมีประมาณ 108 - 109 นิวคลีโอไทด์ สภาพแวดล้อมและระยะการเจริญเติบโตของพืชไม่มีอิทธิพล
ต่อการแสดงออกของเครื่องหมายชนิดนี้จากจุดเด่นของเครื่องหมายโมเลกุลนี้ จึงถูกน ามาใช้ประโยชน์
มากมายในการศึกษาจีโนมและวงการเกษตร ได้แก่ การจัดจ าแนกส่ิงมีชีวิตและการศึกษาความ
หลากหลายของส่ิงมีชีวิต การสร้างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) เพื่อใช้ตรวจสอบโรคหรือตรวจหาส่ิงท่ี
ต้องการ การสร้างแผนท่ีโครโมโซมการหาต าแหน่งท่ีต้องการบนโครโมโซมและการแยกสกัดยีนโดย
อาศัยแผนท่ีและการใช้เครื่องหมายเพื่อตรวจสอบเพศ คัดเลือกลักษณะท่ีส าคัญและคัดเลือกยาก 
 เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) ท่ีมาของการศึกษาเพื่อบ่งช้ีความแตกต่างทาง
พันธุกรรม (genetic diversity) ของส่ิงมีชีวิตท้ังทางปริมาณ และคุณภาพอาจเป็นการจ าแนกความ
แตกต่างในระหว่างและภายในสปี ชีส์ (between and within species) ระหว่างและภายใน
ประชากร (between and within population) หรือระหว่างแต่ละตัว (between individual)  
(สุรินทร์, 2545)   
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) บ่งช้ีความจ าเพาะของส่ิงมี ชิวิตตัวหนึ่งสายพันธุ์ 
หนึ่งสปีชีส์หนึ่ง หรือในระดับต่างสปีชีส์เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ในต าแหน่งหนึ่งๆบนโครโมโซม (nuclear 
DNA) หรือดีเอ็นเอในออร์แกเนลล์ (mitochondrial DNA หรือ chloroplast DNA) การท่ีสามารถใช้
ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายได้เนื่องจากเกิดความแปรปรวน (variation) ของล าดับเบสในโมเลกุลของดี
เอ็นเอ หรือเกิดโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) ของล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอนั้นเอง ซึ่งการ
ตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีข้อดีหลายประการคือ โมเลกุลของดีเอ็นเอมีความเสถียรจึงสามารถเก็บ
รักษาได้ตรวจสอบได้เป็นเวลานานโดยไม่เส่ือมสภาพและเนื่องจากดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบท่ีมีอยู่ ใน
เซลล์เกือบทุกเซลล์ในปริมาณเท่ากันจึงสามารถตรวจสอบได้จากเนื้อเยื่อใดๆ และตลอดระยะการ
เจริญเติบโตของเนื้อเยื่อได้โดยไม่ข้ึนกับสภาพแวดล้อม สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้จากส่วนท่ีเป็นยีน
หรือไม่ใช่ยีนก็ได้ มีหรือไม่มีการแสดงออกของยีนก็ได้จึงตรวจสอบได้โดยไม่จ ากัด ครอบคลุมท้ังจีโนม
ประกอบกับมีวิธีตรวจสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอ แบบต่างๆให้เลือกมากมายการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ
จึงสามารถท าได้อย่างกว้างขวาง (สุรินทร์, 2545) 
 ปัจจุบันได้มีการน าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้เพื่อจ าแนกหรือตรวจสอบลักษณะต่างๆ ของ
ส่ิงมีชีวิตในระดับดีเอ็นเอได้ โดย (Botstein et al., 1980) ได้พัฒนาเทคนิคอาร์เอฟแอลพี  
(restriction fragment length polymorphism, RFLP) ซึ่ งเป็น เทคนิคแรก ท่ี เป็น เครื่องหมาย
โมเลกุลในระดับดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักของความแตกต่างในล าดับเบสท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้มีข้อเสีย คือ ต้องใช้ดีเอ็นเอต้นแบบจ านวนมากและดีเอ็นเอต้องมีคุณภาพดีอีก
ท้ังมีขั้นตอน ยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายท่ีสูง (Kaundun et al., 2000) ต่อมานักวิทยาศาตร์พยายาม
ค้นหาเทคนิคใหม่ๆ มาทดแทน ได้แก่ เทคนิคอาร์เอพีดี ซึ่งอาศัยกระบวนการพีซีอาร์เข้าช่วยเพื่อเพิ่ม
ปริมาณสารพันธุกรรม 
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เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR ) 
 มาลินี  (2552) กล่าวไว้ว่าเทคนิคพีซีอาร์ เป็นวิธีการเพิ่ มปริมาณช้ิน ส่วนดีเอ็นเอท่ีมี
ความจ าเพาะขึ้นในหลอดทดลองโดยท าปฏิกิริยาอย่างต่อเนื่องเป็นลูกโซ่ จากการท าปฎิกิริยาร่วมกัน 
ระหว่าง (1) เอนไซม์ DNA polymerase ท่ีใช้ในการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ (2) ดีเอ็นเอสายส้ันๆ สอง
สายหรือไพร์เมอร์ (DNA primer) ท่ีเป็นจุดเริ่มต้นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่เป็นตัวก าหนดขนาด
ของดีเอ็นเอท่ีท าการสังเคราะห์ (3) นิวคลีโอไทด์อิสระ และ (4) สายดีเอ็นเอเป้าหมาย ภายในหลอด
ทดลองภายหลังปฏิกิริยาจะได้สายดีเอ็นเอสายใหม่จ านวนมากท่ีถูกก าหนดขนาด ตามระยะห่างไพร์
เมอร์ท้ัง 2 สายท่ีจับบนสายต้นแบบเมื่อเริ่มปฏิกิริยาสังเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีได้รับการพัฒนา
จากเทคนิคพีซีอาร์สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ 
 1. ประเภทท่ีมีไพร์เมอร์ชนิดท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง (specific primer) เครื่องหมายชนิดนี้ 
มีบริเวณจับบนสายดีเอ็นเอท่ีสนใจในต าแหน่งท่ีแน่นอน ได้แก่ Sequence Tagged Site (STS) และ 
Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP) หรือ Microsatellite 
 2. ประเภทท่ีมีไพร์เมอร์ชนิดท่ีไม่จ าเพาะเจะจง (random primer) เครื่องหมายชนิดนี้
สามารถจับกับสายดีเอ็นเอได้หลายๆ ต าแหน่งได้แก่ อาร์เอพีดี (random amplified polymorphic 
DNA, RAPD) และเอเอฟแอลพี  (amplified fragment length polymorphism, AFLP) ผลท่ีได้
จากการตรวจสอบคือแถบดีเอ็นเอขนาดต่างๆ ท่ีได้จากการสังเคราะห์ข้ึนโดยขนาดของ ช้ินดีเอ็นเอจะ
ถูกก าหนดจากต าแหน่งท่ีไพร์เมอร์ใช้เป็นจุดเริ่มต้นในการสังเคราะห์จับบนสายดีเอ็นเอ ท่ีต่างกันจึงท า
ให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดต่างกัน 
 การศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล เป็นการศึกษาลึกลงไปถึงความแตกต่างในระดับของ
ยีน ท่ีท าหน้าท่ีเป็นส่วนควบคุมการแสดงออกของลักษณะต่างๆ ในส่ิงมีชีวิต เครื่องหมายโมเลกุล จึง
ได้น ามาใช้ในงานหลายด้านๆ เช่น การสร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรม (DNA fingerprint) การแยก
สายพันธุ์ (varietal identification) การแยกเพศ (sex determination) การท าแผนท่ีทางพันธุกรรม 
(genetic mapping) การหาต าแหน่งของยีน (gene tagging) และการน ามาใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
ของการปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์ (หัทยา, 2548) 
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ประเภทของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถแบ่งออกเป็นประเภทใหญ่ๆ ได้ 2 ประเภท คือ 

 1. Hybridization-based marker เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอซึ่งพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการ

เข้าคู่ของล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอท่ีต้องการ

ตรวจสอบโดยการใช้เทคนิคไฮบริไดเซซั่น (hybridization) ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (RFLP 

marker) (Kochert et al., 1994; McCouch and Tanksley, 1991; Tanksley et al., 1989;  

สุรีพร, 2546) 

 2. PCR-based marker เป็นเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ ซึ่งปฏิกิริยาลูกโซ่จ าลองตัวดีเอ็นเอหรือเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) 
ตัวอย่างเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์พืชได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอพีดี (random 
amplified polymorphic DNA, RAPD ) (Williams  et al., 1990) เครื่ อ งหมาย เอ เอฟแอลพี 
(AFLP marker ) (Vos  et al., 1995) และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) หรือ
เอสเอสอาร์ (SSR marker) (Brown et al., 1996; Powell et al., 1996; สุรีพร , 2546) เป็นต้น  
และปัจจุบันมีการคิดค้นและใช้เทคนิคโมเลกุลในระดับดีเอ็นเอหลายชนิด ซึ่งเทคนิคแต่ละชนิดมี
วิธีการและวัตถุประสงค์แตกต่างกันไป เช่น ใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช การหา
ต าแหน่งของยีน (gene tagging) การท าแผนท่ียีน (gene mapping) หรือใช้เป็นเครื่องหมายในการ
คัดเลือกลักษณะส าคัญต่างๆ เช่นการตรวจสอบเพศโดยการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ (สุรินทร์, 2554) 
 อาร์เอพีดี (random amplified polymorphic DNA) 
 อาร์เอพีดี เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีถูกพัฒนาขึ้นโดย (Welsh and McClelland, 1990)
และ (Williams et al., 1990) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างของขนาดช้ินส่วนดีเอ็น
เอ ท่ีถูกเพิ่มจ านวนด้วยไพร์เมอร์สายส้ันๆ ขนาด 10 ถึง 12 เบส ท่ีเกาะแบบสุ่มบนส่วนของจีโนม ท่ี
ต้องตรวจสอบปฏิกิริยาอาร์เอพีดีเป็นปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ัวไป เพียงแต่อาร์เอพีดีใช้ไพร์เมอร์เพียงข้าง
เดียว สามารถเกาะได้โดยสุ่มมากท่ีสุดและเกิดการเพิ่มขยายช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการ แต่เนื่องจาก 
ทิศทางการเกาะของไพร์เมอร์ไม่แน่นอนแต่การท่ีเอนไซม์จะน าเบสมาต่อกับไพร์เมอร์ให้ได้ดีเอ็นเอสาย
ใหม่เฉพาะในทิศทางบริเวณปลาย 3’ ของไพร์เมอร์เท่านั้น โดยมีหลักการดังนี้ 
 หลักการของอาร์เอพีดีโดยท่ัวไปก็เป็นปฏิกิริยาพีซีอาร์ คือการท าให้เส้นดีเอ็นเอเป้าหมาย
แยกเป็นสายเด่ียวแล้วให้ไพร์เมอร์ไปเกาะตรงบริเวณท่ีเป็นคู่สมกันและเอนไซม์ DNA polymeraseก็ 
จะน านิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นคู่สมกับเส้นแม่พิมพ์มาต่อกับไพร์เมอร์จนเป็นเส้นยาว เกิดเป็นเส้นดีเอ็นเอ 
เส้นใหม่ขึ้นมา ต่อจากนั้นก็เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่หลายๆรอบจนเกิดการจ าลองเส้นดีเอ็นเอเส้นใหม่ขึ้น 
ปริมาณมากจนสามารถมองเห็นได้ชัดเมื่อย้อมสี  
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มีรายงานเกี่ยวกับใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบอาร์เอพีดี วลัยลักษณ์ และเจษฎา (2554) ได้ศึกษา
เทคนิคอาร์เอพีดีเพื่อจ าแนกพืชสกุลระก าพันธุ์เศรษฐกิจ และการระบุเพศของสละหม้อจากจังหวัด
จันทบุรีพืชสกุลระก า (salacca) โดยเก็บตัวอย่างพันธุ์ระก ามี 3 พันธุ์ โดยเริ่มจากการใช้เทคนิคอาร์เอ
พีดี เพื่อตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างกันระหว่างพันธุ์ท้ัง 3 พันธุ์ ผลการวิเคราะห์โดย
ใช้ไพเมอร์ จ านวน 187 ไพรเมอร์ พบว่ามี 5 ไพรเมอร์ ท่ีให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน
ระหว่างพันธุ์ของพืชสกุลระก าซึ่งในจ านวน 5 ไพรเมอร์ นี้พบว่ามีเพียง 1 ไพรเมอร์ (NAPS062) ท่ี
แสดงรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะต่อพืชสกุลระก าพันธุ์เศรษฐกิจท้ัง 3 พันธุ์ และให้แถบ
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 410 คู่เบสท่ีมีความจ าเพาะต่อสละหม้อเพศเมียเท่านั้น 
 Alstrom-Rapaport et al. (1998) ได้กล่าวว่าได้มีการใช้เครื่องหมาย DNA แบบ Random 

Ampified Poiymorphic (RAPD) ร่วมกับการใช้เทคนิค Bulked Segregant Analysis (BSA) ระบุ

เพศใน Basket Willow พบว่าเครื่องหมาย DNA หมายเลข UBC 354 สามารถใช้ในการจ าแนกเพศ

ได้  ต่ อม า  Al-Khalifah and Askari, (2003) ใ ช้ วิ ธี  Random Ampified Polymorphic (RAPD) 

จ าแนกสายพันธุ์อินทผาลัม 13 สายพันธุ์ท่ีปลูกในซาอุดิอาราเบีย ซึ่ง RAPD เป็นวิธีตรวจลายพิมพ์ดี

เอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ แบบหนึ่งท่ีไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลเกี่ยวกับล าดับเบสของดีเอ็นเอ

เป้าหมาย เนื่องจากไพรเมอร์ท่ีใช้ไม่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด (arbitrary primer) วิธีการนี้

มีการเรียกช่ือแบบอื่น ได้อีก  เช่น  arbitrarily primed PCR (AP-PCR) (Mirbahar et al., 2014) 

DNA amplification fingerprinting(DAF) หรือ multiple arbitrary amplicon profiling (MAAP) 

ซึ่งแต่ละวิธีท่ีเรียกนี้มีข้อแตกต่างกันบ้าง คือ ขนาดของไพรเมอร์ท่ีใช้ แต่หลักการไม่แตกต่างกัน คือ ใช้

ไพรเมอร์ท่ีมีขนาดส้ันเพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม 

 เอสเอสอาร์ หรือไมโครแซทแทลไลท์ ( simple sequence repeats (SSR) หรือ 
microsatellite  
 เอสเอสอาร์ หรือไมโครแซทแทลไลท์ เป็นกลุ่มดีเอ็นเอท่ีมีเบสซ้ า (repetitive DNA ) พบมาก
ในจีโนมของส่ิงมีชีวิตช้ันสูง ความแปรผันของจ านวนเบสซ้ าในจีโนมของส่ิงมีชีวิตสามารถน ามา 
ประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตได้ดีโดยท่ีโพลีมอร์ฟิซึม  
ท่ีเกิดขึ้นนั้นเป็นผลมาจากจ านวนครั้งของเบสซ้ าของไมโครแซทแทลไลท์ ในต าแหน่งโลกัสหนึ่งๆ  
(Powell et al., 1996) ไมโครแซทแทลไลท์มี ช่ือเรียกแตกต่างกันไป เช่น simple sequence 
repeat, (SSR) simple sequence length polymorphisms, (SSLP) แ ล ะ  sequence tagged 
microsatellite site, (STMS) เป็นต้น 
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 โดยท่ัวไปไมโครแซทแทลไลน์จะประกอบด้วยเบสซ้ าต่อเนื่อง (tandem repeat) มีต้ังแต่  
1-6 เบส โดย เบสซ้ าหนึ่ ง เบส เรียกว่ า mono-nucleotide repeat ซ้ าสองเบสเรียกว่ า  di-
nucleotide repeat ซ้ าสามเบสเรียกว่า tri-nucleotide repeat และซ้ าส่ี เบสเรียกว่า tetra-
nucleotide repeat เบสซ้ าเหล่านี้ พบกระจายอยู่บริเวณต่างๆของจีโนมประมาณ 104-105 โลกัส ใน
จีโนมของพืชเขตร้อน โดยการออกแบบไพร์เมอร์ท่ีสามารถเข้าคู่กับเบสท่ีจ าเพาะ ซึ่งเรียกว่าไมโคร
แซทแทลไลท์ไพร์เมอร์ หรือเอสเอสอาร์ไพร์เมอร์ ไพร์เมอร์เหล่านี้จะใช้เป็นจุดเริ่มต้นของการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของส่วน ท่ีเป็นเบสซ้ าต่อเนื่องท่ีอยู่ระหว่าง unique sequence ความหลากหลาย
ของช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดต่างๆ ซึ่งเป็นผลมาจากจ านวนครั้งของเบสซ้ าท่ีไม่เท่ากัน ใช้บ่งบอกความ
แตกต่างระหว่างส่ิงมีชีวิต (Brown et al., 1996; Morgante andOlivieri, 1993; Paterson, 1996; 
สุรีพร, 2546) 
 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทแทลไลท์นั้นจะประกอบด้วยด้วยการค้นหา และ

ออกแบบ ไพร์เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับเบสจ าเพาะในแต่ละต าแหน่งของไมโครแซทแทลไลท์ ดังนั้น 

ไมโครแซทแทลไลท์หนึ่งคู่ จึงหมายถึงไมโครแซทแทลไลท์ในหนึ่งต าแหน่ง 

 ปัจจุบันการปรับปรุงประสิทธิภาพการค้นหา และแยกเครื่องหมายไมโครแซทแทลไลท์  
(isolation of microsatellite clone) โดยการสร้าง SSR-enriched library ขึ้นในพืชชนิดนั้นๆ ซึ่ง
พบว่าวิธีดังกล่าวจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทแทลไลท์ได้จ านวน
มากและรวดเร็วขึ้น มีรายงานเกี่ยวกับใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบไมโครแซทแทลไลท์หรือเอสเอสอาร์ 
ดังนี้ Elmeer and Mattat (2012) ใช้ SSR แยกความแตกต่างทางเพศของอินทผลัม ซึ่งเครื่องหมาย
เอสเอสอาร์เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างแบบข่มร่วมท าให้แยกความแตกต่างระหว่าง
ลักษณะท่ีเป็นโฮโมไซกัสและเฮทเทอโรไซกัสได้ซึ่งมีบทบาทอย่างมากในการปรับปรุงพันธุ์พืช โดยมี
การออกแบบไพรเมอร์ท้ังหมด 25 ไพรเมอร์ซึ่งมีอยู่ 22 ไพร์เมอร์ท่ีแสดงความแตกต่างใน 16 สาย
พันธุ์ของอินทผลัมมท่ีมาจากอิหร่าน อิรัก และแอฟริกา (Sedra et al., 1998) 
 สการ์ ( sequence characterize amplified region , SCAR )  
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้พัฒนามาจากเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณโดยพีซีอาร์ 
แบบสุ่มหลายๆต าแหน่ง เช่นอาร์เอพีดี หรือเอเอฟแอลพีโดยการตัดแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการ  
ท าอาร์เอพีดี หรือเอเอฟแอลพีแยกออกมา เพื่อน ามาโคลนแล้วหาล าดับเบสจากนั้นออกแบบไพร์เมอร์ 
คู่ใหม่จากล าดับเบสท่ีได้ และเพิ่มปริมาณโดยพีซีอาร์เมื่อท าการตรวจสอบจะพบความแตกต่าง  
ในลักษณะการเกิดและไม่เกิดแถบดีเอ็นเอแบบเดียวกับเครื่องหมายเดิมแต่เป็นการเพิ่มปริมาณ โดย
พีซีอาร์เพียง 1 ต าแหน่ง ซึ่งมีความแม่นย า และรวดเร็วกว่า (สุรินทร์, 2554) 
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การประยุกต์ใช้เทคนิค SCAR เพื่อจ าแนกพันธุ์พืช 
 Kim  et al., (2000) ศึกษาการใช้ SCAR marker เพื่อระบุพันธุ์สาล่ี จ านวน 19 สายพันธุ์ 
โดยออกแบบคู่ SCAR primer ท่ีจ าเพาะจ านวน 7 คู่ คือ LCH322 LCH322-1 LCH322-4 LCH350 
LCH351 LCH384 และLCH387 จากล าดับนิวคลีโอไทค์ของ RAPD marker ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอ ท่ีมี
ขนาดท่ีแตกต่างกันท าให้สามารถจ าแนกสาล่ีท้ัง 19 พันธุ์ได้ 
 Bautista  et al., (2003) สามารถระบุพันธุ์มะกอกจ านวน 22 สายพันธุ์ ท่ีมาจากพื้นท่ี ทาง
ภูมิศาสตร์ท่ีแตกต่างกันได้ โดยใช้ SCAR marker จ านวน 10 คู่ท่ีออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ของ RAPD marker  
 Mariniello et al., (2002) สามารถจ าแนกสายพันธุ์แอพริคอต จ านวน 19 สายพันธุ์ โดย ใช้ 
RAPD marker ซึ่งพบว่ามีไพร์เมอร์ 1 หมายเลขจากท้ังหมด 44 หมายเลข ท่ีแสดงความแตกต่าง
ระหว่างพันธุ์ของแอพริคอต และพบว่า SCAR marker ท่ีได้มาจาก RAPD marker สามารถจ าแนก
พันธุ์ แอพริคอตจากทางตอนเหนือของประเทศอิตาลี อเมริกาเหนือ และประเทศกรีซออกจากกันได้ 
 Wang  et al., (2007) ตรวจสอบพันธุ์สตอเบอร์รี่จ านวน 32 สายพันธุ์ โดยใช้ RAPD และ
SCAR marker พบว่ามี RAPD primer 8 หมายเลข ท่ีให้รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน
จ านวน 71 แถบ สามารถจ าแนกสตอเบอร์รี่ได้จ านวน 25 สายพันธุ์ และพบว่า SCAR marker ท่ี
พัฒนาจาก RAPD marker จ านวน 2 หมายเลข คือ WS01 และ WS02 ให้ผลท่ีสอดคล้องกับผลของ 
RAPD marker ซึ่งสามารถ จ าแนกสตอเบอร์รี่จ านวน 25 สายพันธุ์ได้ 
 Dhawan et al., (2013) ได้พัฒนาเครื่องหมาย  DNA แบบ SCAR เพื่ อใช้ระบุ เพศใน
อินทผลัมโดยใช้เทคนิค Bulked Segregant Analysis (BSA) ซึ่งพัฒนาจากเครื่องหมาย RAPD เพื่อ
ใช้ในการจ าแนกสายพันธุ์อินทผลัมท่ึเป็นพันธุ์การค้าในทวีปแอฟริกา  อเมริกา เอเชียใต้และ
ออสเตรเลีย 
 นพรัตน์ และคณะ (2015) ได้พัฒนาเครื่องหมาย DNA แบบ SCAR เพื่อใช้ในการระบุเพศใน
อินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36   
 
 
 
 
 
 
 
 



19 
 

 

Bulked Segregant Analysis (BSA) 
 เป็นวิธีท่ีใช้เพื่อการค้นหาความแตกต่างระหว่างดีเอ็นเอ 2 กลุ่ม คือ DNA pool และ DNA 
bulk ท่ีได้จากประชากรท่ีมีการกระจายตัว โดยท่ีประชากรนี้สร้างมาจากการผสมระหว่างพ่อแม่คู่
เด่ียวในดีเอ็นเอแต่ละกลุ่มประกอบด้วยดีเอ็นเอของพืชท่ีมีจีโนไทป์ของลักษณะท่ีมีลักษณะท่ีต้องการ
ศึกษาเหมือนกัน แต่จีโนไทป์ของลักษณะอื่นๆ เป็นอย่างไรก็ได้ ดังนั้นดีเอ็นเอรวมท้ัง 2 กลุ่ม (DNA 
bulk) ย่อมมีความแตกต่างกันเฉพาะบริเวณท่ีมียีนควบคุมลักษณะท่ีสนใจและในขณะเดียวกันดีเอ็นเอ
รวม 2 กลุ่ม มีจีโนไทป์ของบริเวณอื่นๆ ท่ีนอกเหนือจากบริเวณยีนท่ีสนใจแตกต่างกัน ท าให้ดีเอ็นเอ
รวมท้ัง 2 กลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกันในบริเวณอื่นๆ เมื่อน าดีเอ็นเอรวมท้ัง 2 กลุ่ม มาตรวจสอบหา
ความแตกต่างทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคทางโมเลกุลเครื่องหมายเปิดโอกาสให้พบเครื่องหมายใน
บริเวณท่ีมียีนนั้นได้เร็วขึ้น (Michelmore  et al., 1991) 
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บทท่ี 3 
วิธีการวิจัย 

 

อินทผลัมที่ใช้ในการศึกษา 
 การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีใช้ในการก าหนดเพศของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 ซึ่งเกิด
จากการผสมระหว่างอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮีเป็นพันธุ์แม่ ท่ีเป็นพันธุ์รับประทานผลสด และอินทผลัมพันธุ์
เดดเล็ทนัวร์ เป็นพันธุ์พ่อท่ีเป็นพันธุ์รับประทานผลแห้ง (วีรพันธ์,2556) ซึ่งอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 
เป็นอินทผลัมพันธุ์รับประทานผลสด ท่ีมีรสชาติหวานซึ่งลักษณะประจ าพันธุ์ของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 
36 จะเริ่มให้ผลผลิตเมื่ออายุได้ 4 ปี ส าหรับใช้เป็นพันธุ์เพื่อตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ท่ีใช้ในการก าหนดเพศของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 
36 ร่วมกับการใช้เทคนิค Bulked Segregant Analysis (BSA) 
 

เคร่ืองมืออุปกรณ์และสารเคมี 
 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใฃ้ในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุล ได้แก่ เครื่องหมุนเหวี่ยง เครื่อง
เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine, Biometra model GRADIENT. Germany) ตู้เย็น ท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตู้แช่ท่ีอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอด้วย
กระแสไฟฟ้า (Li-Cor, Biosciences. USA) ไมโครปิเปต บีกเกอร์ และหลอดทดลองขนาดต่างๆ เป็น
ต้น 
 สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอและท าปฎิกิริยา ได้แก่ 10x PCR buffer, 50mM MgCl2, 
1mM dNTPs, 2mM Primer, Taq DNA polymerase, 2x CTAB, Isopropanal, 1x TE buffer, 
chloroform-isoamy alcohol, isopropanal, 75% ethanol, TAE buffer, และกล่ัน เป็นต้น 
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วิธีการวิจัย 
การทดลองที่ 1 ศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเออินทผลัม 
 การสกัดดีเอ็นเอเป็นการท าให้เซลล์แตกและแยกออกจากองค์ประกอบอื่นๆในเซลล์ โดยใช้ 
buffer ท่ีมีส่วนประกอบของ Tris-buffer ท าหน้าท่ีในการปรับความเป็นกรด-ด่าง ซึ่งมีผลท าให้เกิด
การคลายตัวระหว่างโปรตีนและดีเอ็นเอ การสกัดดีเอ็นเอต้นเพศผู้และต้นเพศเมียรายต้นด้วย
สารละลาย CTAB 2 ชนิด ชนิดแรกประกอบด้วยสารละลาย 100mM TrisHCl pH 8.0 20mM 
EDTA pH 8.0 1.4 NaCl และ CTAB (2%) ชนิดท่ีสองประกอบไปด้วยสารละลาย 100 mM TrisCl 
pH 8.0 20 mM EDTA pH 8.0 1.4 NaCl CTAB (2%) และ  PVP-400 (1%) ดั ดแป ลงมาจาก 
(Agrawal et al., 1992; Doyle, 1987) และ (หทัยรัตน์ และคณะ, 2017) ดังขั้นตอนต่อไปนี้ 
 ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ 
 1.น าใบอ่อนอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 บดในโกร่งเติมไนโตรเจนเหลว รอให้ไนโตรเจนเหลว
ระเหยออกจนใกล้หมดจึงท าการบด จนได้เป็นผงละเอียด 
 2.เติมสารละลาย 2xCTAB buffer ท่ีแตกต่างกัน 2 ชนิด และเติม 2-mercaptoehtanol  
 ( อุ่นท่ี 60 องศาเซลเซียสก่อนใช้งาน ) 
 3.บ่มในเครื่อง water bath ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท่ี ท าการกลับ
หลอดไปมาทุกๆ 10 นาที 
 4.เติมคลอโรฟอร์มไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ ผสมกันให้ เป็นเนื้อเดียวกันโดยกลับหลอดทดลอง
กลับไปกลับมา 
 5.น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อท่ีจะแยกช้ัน
ตะกอนดีเอ็นเอ 
 6.เตรียมหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตรแล้ว
ดูดสารละลายท่ีแขวนลอยอยู่ช้ันบนมาใส่หลอดทดลองท่ีเติม isopropanol ไว้ กลับหลอดไปมาเบาๆ 
น าเข้าตู้เย็นอุณหภูมิ -20 องศา เป็นเวลา 15 นาที น าไปหมุนเหวี่ยง 15,000 รอบ ต่อนาที เป็นเวลา 
20 วินาที เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ 
 7.เทของเหลวท้ิงแล้วตากหลอดท้ิงไว้ 30 นาที แล้วล้างโดยการเติม 75% ethanol + 
10mM ammonium acetate ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว้อย่างน้อย 30 นาที แล้วน าเข้าไปป
หมุนเหวี่ยงท่ี 15,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 วินาที เทของเหลวท้ิงแล้วตากไว้ เป็นเวลา 30 นาที 
เติม 75% ethanol ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ต้ังท้ิงไว้ 30 นาที แล้วน าไปหมุนวี่ยงท่ี 15,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 3 นาที เทของเหลวทิ้งแล้วตากท้ิงไว้อย่างน้อย 3 ช่ัวโมง หรือท้ิงไว้ข้ามคืน 



22 
 

 

 8.เติม TE buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และเติม RNase ปริมาตร 2 ไมโครลิตรจากนั้น
ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง จนกว่าดีเอ็นเอละลายหมด แล้วเก็บตัวอย่างไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
หรือเก็บไว้ที่ -20 องศาเซลเซียสในกรณีท่ีต้องการเก็บตัวอย่างไว้เป็นระยะเวลานาน 
 
 การประเมินความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และการรวมดีเอ็นเอ (DNA pooling)  
  เตรียมอะกาโรสเจล (agarose gel) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 1X 
TAE buffer ผสมดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีละลายใน TE buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร กับ TE dye 
ปริมาตร 9 ไมโครลิตร หยดดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีผสมกับ TE dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในช่องหยด
ตัวอย่างในอะกาโรสเจลพร้อมกับดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีความเข้มข้น 500 300 100 นาโนกรัม ต่อ 10 
ไมโครลิตร เพื่อประเมินความเข้มข้นโดยใช้วิธี minigel electrophoresis โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 
โวลล์ เป็นเวลา 30 นาที ในการเคล่ือนท่ีของตัวอย่าง และดีเอ็นมาตรฐานใช้แถบสีน้ าเงินของ 
bromophenol blue ท่ีมีใน TE dye เป็นตัวสังเกต ให้เคล่ือนตัวห่างจากช่องหยดตัวอย่างประมาณ 
2 เซนติเมตร จากนั้นน าอะกาโรสเจลมาแช่ในสารละลาย TAE buffer ท่ีเติมเอธิเดียมโบรไมด์ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าไปแช่ในน้ ากล่ัน เป็นเวลา 30 นาที บันทึกภาพถ่ายภายใต้แสง
อัตราไวโอเลต เพื่อเปรียบเทียบความชัดเจน และความหนาของแถบ ประเมินความเข้มข้นของ
ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ 
 น าดีเอ็นเอรายต้นท่ีตรวจสอบความเข้มข้นเสร็จเรียบร้อยแล้วรวมดีเอ็นเออินทผลัมรายต้น
เพศเมียจ านวน 10 ต้น ในปริมาณต้นละ 2500 นาโนกรัม และรวมดีเอ็นเอของอินทผาลัมรายต้นเพศ
ผู้จ านวน 10 ต้น ปริมาณเท่ากัน แล้วปรับความเข้มข้นให้ได้ 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเพื่อท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์  
 
การทดลองที่ 2 การตรวจหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการก าหนดเพศอินทผลัม 
 ปฎิกิริยาพีซีอาร์ (polymerase chain reaction , PCR) เทคนิค RAPD 
  องค์ประกอบในปฎิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยมีส่วนประกอบดังนี้  
ดีเอ็นเอต้นแบบ 20 นาโนกรัม 1x PCR buffer 0.4uM primer 200uM dNTPs  3mM MgCl2  0.8 
unit Taq DNA polymerase และน้ ากล่ัน ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ระยะ pre-denaturation อุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เวลา 2 นาที จ านวน 1 รอบ ในระยะ denaturation ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 วินาที ระยะ annealing ใช้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที จ านวน 45 
รอบ ระยะ extension ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และ ระยะส้ินสุดใช้อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
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 การตรวจสอบผลผลิตท่ีได้จากการท าปฎิกิริยาพีซีอาร์  
  ใช้อะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย 1x TAE buffer การ
ท าอิเล็กโตรโฟรีชีส ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 60 โวลล์ ใช้เวลา 120 นาที หลังจากนั้นน าแผ่นเจล 
อะกาโรสไปแช่ในสารละลายท่ีเติมเอธิเดียมโบรไมด์ไว้ 30 นาที แล้วจากนั้นแช่ในน้ ากล่ันเป็นเวลา 30 
นาที บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอ 
 การส ารวจหาความแตกต่างทางพันธุกรรม (polymorphisms) ของกลุ่มเพศเมีย และกลุ่ม
เพศผู้  
  คัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุลท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มตัวอย่างดีเอ็นเอกลุ่ม
เพศเมีย กลุ่มเพศผู้ โดยวิธี  Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) โดยเปรียบเทียบ
ความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ ท่ีปรากฏโดยพิจารณาแถบหลักท่ีมีความชัดเจน  
(major band) เท่านั้น ซึ่งจะใช้วิธีการรวมดีเอ็นเอ (bulk segregant analysis) จากอินทผลัมเพศ
เมีย 10 ต้น และอินทผลัมเพศผู้ 10 ต้น เพื่อใช้ส าหรับส ารวจความแตกต่างระหว่างกลุ่มเพศเมีย และ
กลุ่มเพศผู้ เมื่อได้เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มตัวอย่างดีเอ็นเอ ได้
น าเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกล่าวมาทดสอบกับดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมเพศเมีย และเพศผู้ 
 การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
  แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่าง (polymorphism) ท่ีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 
คู่เบส ในผลผลิตพีซีอาร์ ไพร์เมอร์หมายเลข OPP03 ของอินทผลัมเพศเมียและเพศผู้ เตรียมผลผลิต
พีซีอาร์ท่ีปริมาตร 40 ไมโครลิตร ส่งตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์ให้กับบริษัท Ward medic เพื่อหาล าดับ
เบสท่ีจะใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อการแยกเพศอินทผลัมเพศเมียและเพศผู้ของพันธุ์ 
แม่โจ้ 36  

 

สถานที่ด าเนินการทดลอง 
 ห้องปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี อาคารเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระศรีนครินทร์ฯ  
(ตึกกล้วยไม้) มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ต าบลหนองหาร อ าเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม่ 
 บ้านสวนอินทผลัมโกหลัก ต าบลศรีดงเย็น อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ 
 บ้านสวนอินทผลัมเชียงใหม่ ต าบลต้นเปา อ าเภอสันก าแพง จังหวัดเชียงใหม่ 
 บ้านสวนวาสนาอินทผลัม ต าบลบ้านตาล อ าเภอฮอด จังหวัดเชียงใหม่ 
 บ้านสวนนวลณัฐทร ต าบลโชคชัย อ าเภอโชคชัย จังหวัดนครราชสีมา 
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ระยะเวลาด าเนินการทดลอง 
 เริ่มด าเนินการทดลองเดือน สิงหาคม 2558 
 ส้ินสุดการทดลองเดือน มิถุนายน 2560 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลองและการวิจารณ์ 

 
การทดลองที่ 1 ศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเออินทผลัม 
 สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 จ านวน 20 ต้น เพศผู้ 10 ต้น และเพศเมีย 
10 ต้น ท่ีเก็บจากบ้านสวนโกหลัก จังหวัดเชียงใหม่ พบว่าสามารถสกัดดีเอ็นเอได้จากการตรวจสอบ
ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโพริซิสบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ พบแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎ
ท้ังหมด มีความหนาและความคมชัดต่างกัน การประเมินความเข้มข้นของดีเอ็นเอ โดยการ
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานคือ 500 300 100 นาโนกรัมต่อ 10 ไมโครลิตร ได้ปริมาตรความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอดังแสดงใน ตารางท่ี  1 และในภาพท่ี 1-2 จากการสกัดดีเอ็นเอด้วยการใช้
สารละลาย 2xCTAB สองชนิด พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง ซึ่งค่าเฉล่ียของปริมาณดี
เอ็นเอใบอ่อนของต้นตัวเมีย ท่ีใช้สารละลาย 2xCTAB ทีมีส่วนประกอบของ Tris-HCl ได้ปริมาณความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอเฉล่ีย 60 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเปรียบเทียบกับใบอ่อนตัวตัวเมียท่ีใช้สายละลาย
2xCTAB Tris-Cl ได้ปริมาณความ เข้มข้นของดี เอ็ น เอ เฉ ล่ีย  25.5 นาโนกรัม ต่อ ไม โครลิตร  
การสกัดดีเอ็นเอของใบอ่อนต้นเพศเมียท่ีมีการใช้สารละลาย CTAB ท้ัง 2 ชนิดพบว่ามีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญยิ่งเช่นเดียวกัน ในส่วนของต้นเพศผู้ท่ีใช้สารละลาย 2xCTAB ทีมีส่วนประกอบของ
Tris-HCl ได้ปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอเฉล่ีย 60 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเปรียบเทียบกับใบอ่อน
ต้นเพศผู้ ท่ีมีการใช้สารละลาย 2xCTAB Tris-Cl ได้ปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอเฉล่ีย 36.5 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร จากการใช้ใบอ่อนต้นเพศผู้และต้นเพศเมียมีค่าเฉล่ียท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ยิ่ง โดยการใช้ CTAB ท่ีมีส่วนประกอบของ Tris-HCl มีปริมาตรดีเอ็นเอเฉล่ีย 60 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตรแต่การใช้ CTAB ท่ีมีส่วนประกอบของ Tris-Cl มีปริมาตรดีเอ็นเอเฉล่ีย 31 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร  
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ตารางที่ 1 เปรียบเทียบความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดด้วยสารละลาย 2xCTAB 2 ชนิด 
 

ค่าเฉลี่ยปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/ul) 

n ชนิดสารละลาย CTAB t-value P-value 
Tris-HCl                Tris-Cl 

ใบออ่นต้นเพศเมีย 10 60 25.5 6.94 <0.01 
ใบออ่นต้นเพศตัวผู้ 10 60 36.5 3.06 0.0052 
รวมต้นเพศผู้และต้น

เพศเมีย 
20 60 31.0 6.27 <0.01 

 

  
ภาพที่ 1 การประเมินความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดโดยใช้ 2x CTAB ท่ีมีส่วนประกอบของ

สารละลาย Tris-HCl (1% agarose gel )  
หมายเหตุ Lane M1 คือ DNA Marker 500 นาโนกรัม 
  Lane M2 คือ DNA Marker 300 นาโนกรัม 
  Lane M3 คือ DNA Marker 100 นาโนกรัม 
  Lane 4-10 คือ เอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศเมีย และแถวล่างคือดี

เอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศผู้ 

M1   M2   M3    1      2      3     4       5     6     7       8      9    10       

M1   M2   M3     1      2      3      4     5      6      7     8      9     10    
1]0       
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ภาพที่ 2 การประเมินความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดโดยใช้ 2x CTAB ท่ีมีส่วนประกอบของ
สารละลาย Tris-Cl (1% agarose gel )  

หมายเหตุ Lane M1 คือ DNA Marker 500 นาโนกรัม 
  Lane M2 คือ DNA Marker 300 นาโนกรัม 
  Lane M3 คือ DNA Marker 100 นาโนกรัม 

 Lane 4-10 คือ ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศเมีย และแถวล่างคือ
ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศผู้ 

 
  วิธีการสกัดดีเอ็นเอมีหลายวิธี แต่ละวิธีมีความเหมาะสมกับเนื้อเยื่อพืชหรือเซลล์แต่
ละชนิดและงานท่ีจะต้องน าไปใช้ คือต้องการใช้ดีเอ็นเอมากน้อยตามความเหมาะสม และมีความ
บริสุทธิ์ เช่นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์แบบสุ่ม (random primer) หรือต้องการดีเอ็นเอท่ี
มีขนาดใหญ่ มีการแตกหักท่ีน้อย และต้องมีความบริสุทธิ์ การสกัดดีเอ็นเอนิยมสกัดดีเอ็นเอจากยอด
อ่อนหรือต้นอ่อนเพราะมีเส้นใยน้อย ท าให้เซลล์แตก (สุรินทร์ ,2545) จากการศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็น
เออินทผลัมพบว่าดีเอ็นเออินทผลัม ท่ีสกัดโดยใช้วิธีการประยุกต์ของ Agrawal et al.,(1992) 
ตัวอย่างอินทผลัมมีคุณภาพดีสอดคล้องกับหทัยรัตน์ และคณะ (2017) กล่าวว่าการสกัดดีเอ็นเอปาล์ม
น้ ามันดีเอ็นเอมีคุณภาพดีมีความเข้มข้นอยู่ท่ี 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และอดิศักด์ิ (2551) ท่ีท า
การประยุกต์วิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Agrawal et al.,(1992) พบว่าการสกัดดีเอ็นเอเจตมูลเพลิงขาว 

  M1    M2   M3    1      2      3      4      5      6      7    8      9     10        

 M1   M2    M3    1     2       3      4     5      6      7      8     9     10        
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และเจตมูลเพลิงแดงจะได้ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพท่ีดีท่ีสุด สามารถน าไปใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
ปฏิกิริยาพีซีอาร์กับไพร์เมอร์แบบสุ่ม จากการศึกษาการเปรียบการสกัดดีเอ็นเอ 2 วิธี คือ วิธีประยุกต์
ของ Agrawal et al.,(1992) และวิธีของ Dolye and Dolye (1987) อ้างจากงานวิจัยของชมนาท 
และเนตรชนก (2561) เปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบโคลงเคลงท่ีประยุกต์วิธีการสกัดดีเอ็นเอ
จาก Dolye and Dolye (1987) ให้ปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม และดีเอ็นเอมีคุณภาพดี เช่นเดียวกับ
ธนกร และคณะ (2551) รายงานวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมต่อการสกัดดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลช้าง 
คือวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีประยุกต์จาก Dolye and Dolye (1987) นอกจากนี้ยังพบว่ามีงานวิจัยท่ี
ศึกษาการเปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอ ดังเช่นงานวิจัยของจิรพันธ์ (2545) ท าการศึกษาวิธีการสกัดดี
เอ็นเอจากใบอ่อนใบมะตูมด้วยวิธีการสกัดดีเอ็นเอ 3 วิธีการ คือ (1) วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการของ
สุรินทร์ (2) วิธีการของ Agrawal et al.,(1992) (3) วิธีการของ Dellaporta et al.,(1987) พบว่า
การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการของสุรินทร์ให้ปริมาณดีเอ็นเอสูงท่ีสุด และเอกพจน์ (2546) ท าการศึกษา
เปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอในพืชตระกูลขิงด้วยวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ CTAB และวิธีการสกัดดี
เอ็นเอโดยใช้ Plant extraction buffer พบว่าการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ Plant extraction buffer ให้
ปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอมากกว่า และคุณภาพดีเอ็นเอดีกว่าการสกัดดีเอ็นเอด้วย CTAB  
  จากผลการทดลองพบว่าการศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยดัดแปลงมาจากวิธีของ 
Agrawal et al.,(1992) อ้างโดยหทัยรัตน์และคณะ (2552) พบว่าตัวอย่างดีเอ็นเอมีคุณภาพท่ีดีมี
ความเข้มข้นอยู่ระหว่าง 60-100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และได้ท าการรวมกลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้  
และกลุ่มดีเอ็นเอเพศเมีย โดยใช้ดีเอ็นเอรายต้นปริมาณ 2500 นาโนกรัม กลุ่มละ 10 ต้น และได้ปรับ
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอกลุ่มเพศผู้ และกลุ่มเพศเมียให้เหมาะสมท่ีจะท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของเทคนิค 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ให้ความเข้มข้น 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
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การทดลองที่ 2 การตรวจหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการก าหนดเพศอินทผลัม 
 การส ารวจความแตกต่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอกลุ่มตัวอย่างดีเอ็นเอเพศผู้และกลุ่มเพศเมียท่ี
เช่ือมโยงกับการระบุเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 โดยใช้ไพร์เมอร์ของ Operon Technologies Inc  
(USA) ท้ังหมด 520 หมายเลข ได้แก่ ชุดไพรเมอร์ OPA , OPC, OPD, OPE, OPF, OPG, OPH, OPI, 
OPJ, OPK, OPL, OPM, OPN, OPO, OPP, OPR, OPS, OPT, OPU, OPV, OPW, OPX, OPY, 
OPZ,OPAH และ OPBH  จ านวน 520 หมายเลข พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 7 หมายเลข แสดงความ
แตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอระหว่างกลุ่ม ดังแสดงในตารางท่ี 2 เมื่อน ามาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ซ้ าอีก 
พบว่าไพรเมอร์ OPP03 แสดงรูปแบบลายพิมพ์ท่ีคงท่ี และสามารถท าซ้ าได้ ดังแสดงในภาพท่ี 3 
ขณะท่ี (Dhawan et al., 2013) ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ RAPD ร่วมกับการรวมดีเอ็นเออินทผลัม
กลุ่มเพศผู้และกลุ่มเพศเมีย ใช้ไพรเมอร์ จ านวน 100 หมายเลข เพื่อจ าแนกความแตกต่างลายพิมพ์ดี
เอ็นเอระหว่างกลุ่ม พบว่ามีเพียงไพรเมอร์ OPA02 ท่ีแสดงลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม 
แต่เมื่อน าไพรเมอร์ดังกล่าวมาตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอกลุ่มเพศผู้และกลุ่มเพศเมียในพันธุ์แม่โจ้ 36 
ไม่พบความแตกต่างกันระหว่างกลุ่ม  
 
ตารางที่ 2 เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นระหว่างกลุ่มเพศผู้และกลุ่ม

เพศเมียอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 
 

ไพรเมอร์ ล าดับเบส 
OPD15 5’ CATCCGTGCT 3’ 
OPF04 5’ ACCCCCGAAG 3’ 
OPG05 5’ CTGAGACGGA 3’ 
OPG08 5’ ACCTCAGCTC 3’ 
OPK10 5’ GTGCAACGTG 3’ 
OPP03 5’ CTGATACGCC 3’ 
OPU02 5’ CTGAGGTCTC 3’ 
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การยืนยันเครื่องหมายดีเอ็นเอในการระบุเพศ 
  ดังนั้นจึงมีการท าซ้ าอีกครั้งเพื่อยืนยันเครื่องหมายดีเอ็นท่ีใช้ในการตรวจสอบความ
แตกต่างของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 จาก 7 เครื่องหมายท่ีพบความแตกต่างเมื่อท าซ้ าแล้วได้ต าแหน่ง
เดิมพบว่า มีเพียง 1 เครื่องหมายท่ีได้ต าแหน่งเดิมคือ OPP03 ดังแสดงในภาพท่ี 3 
 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 3 การท าซ้ าเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีระบุเพศ primer OPP03 
(ต าแหน่งท่ีลูกศรช้ีแสดงความแตกต่างของลายพิมพ์กลุ่มเพศผู้ และกลุ่มเพศเมีย) 

หมายเหตุ BF = กลุ่มดีเอ็นเอเพศเมีย BM = กลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้ 
 

 การตรวจสอบดีเอ็นเอตัวอย่างรายต้นของเพศผู้และเพศเมียไพรเมอร์ OPP03 พบว่าสามารถ
แสดงรายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีขนาดช้ินส่วน 1200 bps ในการะบุเพศทุกตัวอย่าง และในเพศเมีย รายต้น
ทุกตัวอย่างไม่พบการปรากฏของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีต าแหน่งช้ินส่วนดังกล่าว ดังท่ีแสดงในภาพท่ี 4 
และเมื่อสุ่มตัวอย่างจากสวนโกหลัก อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ รายต้นเพศผู้และเพศเมีย
จ านวน 5 ตัวอย่าง มาตรวจสอบการระบุเพศโดยใช้ไพรเมอร์ OPP03 พบว่าสามารถระบุเพศผู้และ
เพศเมียของอินทผลัมรายต้นได้โดยเพศเมียจะไม่มีการปรากฏของช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 1200 bps 
แต่ในต้นเพศผู้จะมีการปรากฏของช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 1200 bps ดังแสดงในภาพท่ี 5  

 

OPF01 

OPP0 OPP06 
   M   BF BF  BM BM   

1200bp  
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ภาพที่ 4 การยืนยันเครื่องหมายดีเอ็นเอระบุเพศรายต้นเพศผู้และรายต้นเพศเมียอินทผลัมพันธุ์ 
แมโ่จ้ 36 ไพรเมอร์หมายเลข OPP03   

หมายเหตุ  Lane M = 1 Kb Plus DNA ladder 
  Lane BF = ดีเอ็นเอกลุ่มเพศเมีย   

  Lane BM = ดีเอ็นเอกลุ่มเพศผู้ 
  Lane 1-10 = ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศเมีย 
  Lane 10-20 = ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศผู้ 

 
 
 
 
 
 
 
 

M BF BM  1  2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14  15 16 17 18 19 20   

1500 bp  
1200 bp  
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ภาพที่ 5 การยืนยันเครื่องหมายดีเอ็นเอระบุเพศรายต้นเพศผู้และรายต้นเพศเมียท่ีสุ่มตัวอย่างใหม่
จากต้นท่ีทราบเพศ จากสวนโกหลัก อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ ไพรเมอร์หมาย
เลข OPP03 (ต าแหน่งท่ีลูกศรช้ีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 bps) 

หมายเหตุ  Lane M = 100 bp Plus DNA ladder 
  Lane BF = ดีเอ็นเอกลุ่มเพศเมีย 

  Lane BM = ดีเอ็นเอกลุ่มเพศผู้ 
  Lane 1-5 = ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศเมีย 
  Lane 6-10 = ดีเอ็นเอรายต้นของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 เพศผู้ 
 
การตรวจสอบการระบุเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 จากเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
 ได้น าดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อจากเมล็ดอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 จ านวน 8 เมล็ด
โดยใช้การสกัดดีเอ็นเอจากแคลลัส แล้วน ามาทดสอบการระบุเพศโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
หมายเลข OPP03 พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกับลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพศตัวผู้จ านวน 5 ตัวอย่าง และมี
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีตรงกับเพศเมียจ านวน 3 ตัวอย่าง การตรวจสอบการระบุเพศอินทผาลัมพันธุ์แม่โจ้ 
36 จากเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ ดังแสดงในภาพท่ี 6 
 

   M BF BM  1   2  3   4    5   6   7   8   9  10       

1200bp  
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ภาพที่ 6 การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอระบุเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้36 ท่ีมาจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 
หมายเลข OPP03 (ต าแหน่งท่ีลูกศรช้ีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 bps) 

หมายเหตุ  Lane M = 1 Kb Plus DNA ladder 
  Lane BF = กลุ่มดีเอ็นเอเพศเมีย 

  Lane BM = กลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้ 
  Lane 1-8 = ตัวอย่างดีเอ็นเอจากการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ 8 เมล็ด 

 
การระบุเพศของอินทผลัมในพันธุ์อื่น 
 ได้มีการน าดีเอ็นเอตัวอย่างของพันธุ์เดคเลตนัวร์เพศผู้ จ านวน 5 ต้น และเพศเมีย จ านวน 5 
ต้น มาตรวจสอบการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอโดยใช้ไพร์เมอร์หมายเลข OPP03 พบว่าใน OPP03 
สามารถระบุรายต้นเพศเมียของพันธุ์เดคเลตนัวร์มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกันกับลายพิมพ์ดีเอ็นเอกลุ่ม
เพศเมียพันธุ์แม่โจ้ 36 จ านวน 5 ตัวอย่าง แต่ในรายต้นเพศผู้มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกันกับกลุ่มเพศผู้ 
จ านวน 3 ตัวอย่าง ของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 ดังแสดงในภาพท่ี 7 และการน าไพรเมอร์หมายเลข 
OPP03 มาใช้ทดสอบการระบุเพศในอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮี รายต้นเพศผู้ 5 ต้น และเพศเมีย 5 ต้น 
พบว่าใน OPP03 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกันกับกลุ่มเพศเมียของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 จ านวน 9 
ตัวอย่าง ส าหรับเพศผู้มีลายพิมพ์ดีเอ็นเท่ีตรงกับกลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้ จ านวน 1 จากตัวอย่างท่ีมีขนาด
ช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 bps ดังแสดงในภาพท่ี 8   

   M BF BM1 2 3  4  5  6  7  8    

1200bp  
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ภาพที่ 7 การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอระบุเพศอินทผาลัมพันธุ์เดตเลตนัวส์ หมายเลข OPP03 

(ต ำแหน่งท่ีลูกศรช้ีขนำดช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 bps) 
หมายเหตุ Lane M = 1 Kb Plus DNA Ladder 
  Lane BF = กลุ่มดีเอ็นเอเพศเมีย 
  Lane BM = กลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้ 
  Lane 1-5 = ดีเอ็นเอรายต้นของเพศเมียพันธุ์เดคเลตนัวร์ 
  Lane 6-10 = ดีเอ็นเอรายต้นของเพศผู้พันธุ์เดคเลตนัวร์ 
  
การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีระบุเพศอินทผาลัม 
 ได้น าผลผลิตพีซีอาร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอหมายเลข OPP03 ไปหาล าดับเบสในต าแหน่ง 
1200 bp พบว่ามีล าดับเบส (ภาพท่ี 9) และได้ออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อน ามาตรวจจับต าแหน่งท่ี
เฉพาะเจาะจง ในการระบุเพศโดยมีล าดับของไพร์เมอร์ดังตารางท่ี 5 หลังจากนั้นจะน ามาใช้ยืนยันการ
ระบุเพศอีกครั้ง ในต้นกล้าอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 อีกครั้ง 
 

   M BFBM 1 2  3  4  5  6  7  8  9  10   

1200bp  
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ภาพที่ 8 การใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอระบุเพศอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮี OPP03 
(ต าแหน่งท่ีลูกศรช้ีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ 1200 bps) 

หมายเหตุ  Lane M = 1 Kb Plus DNA Ladder  
  Lane BF = กลุ่มดีเอ็นเอเพศเมีย  
  Lane BM = กลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้  
  Lane 1-5 = ดีเอ็นเอรายต้นของเพศเมียพันธุ์บาร์ฮี  
  Lane 1-6 = ดีเอ็นเอรายต้นของเพศผู้พันธุ์บาร์ฮี 

 

ภาพที่ 9 ล าดับเบสของไพร์เมอร์ OPP03 ท่ีต าแหน่ง 1200 bp 

>M2_OPP03 

NNNNNNTNNNNNNNACATTTTGAGTTATCATAAGGCTAGGCCGCCCCACATAAATAACCAGCAGCAAGTAT

ACATTTTGATGTTGAACATGCAATCATGCGACATTTACTTGTGATTCCAGGCTGATGTTGGTGGGGTTCTCTTG

ATACTGATCCGATCAACTAGATCTGAGTTGAGCTCAAAACAGGTCCAACGCCTTACGTCTATGTCAGATAAATC

TGACCCTACTACTACAGATGATGTCTTCATTTCAATGTTAGTCCAGATAAAATCCAAATCATCCAACACCATCTA

TTTAGGCATTCAATATGTGCTTATAGTCAACTTTGACAATTATTTATAGTTCTAGTCATTAGTAAATGCAGGGAA

AGCTAAAGCCAACAAATAAAATCAAATATCCAAGTTCTCTTGTAGTCAAATTTTTGACTTGTTGTTTTGTCTTTA

TTACATTGCTAATCATCTACAATGTTTGTTTCTAATGCGCTTCCTGGCTAGGCCGTTTTGGGATTTTCTCCATCTC

TTATTTACTCTTTCCTCCGATGATTTCGGTTTTAGCACTGTTTTTCTTTTTGTTTCCAGAAAAAATGTGATGTTTAT

TTCATAAATTTTCTGATGTGTTCATCCTGACCCTAGGAAAGCATATATGCAGTATTCTTTTTGTTGTTTGAAGAG

AAGGGTAAAGTATCCATCGAATATATTGAAACACAACCAGCTAGCATTTCAAGATTAAAGGAAAGAGAAGAA

AAAGGAAGGGACTGCAAAATACAAGAAGAGATGCAGAGGGAAAGTACAAGGAGAGGAGAGTACATATGCC

ATATGTTAATTTATCATTGTTTAGCTCTATGGCTGTTTCCTTCCTTTCTTTCTTTCTTCCTCTCTTCTTCCTTTCTCC

TTTTCTTTTTTNAAAGCGGGGCTNANCAGANTATTTTTNNCNNACACATCAGCGTATCTANTGTTATGCCATTA

ACTTTTGATTTCTTTCCAATTTATCCTTACACTTCAACGCATCTACAACTACGCCTTTATCTTTTCATTCCTTCCAA

ATTTACCCCTCATACCAATTTTAAAGGACTATTCCATCCTTTTTTTAATAAAAAAAAATTTTCGGGGGTTATTAC

AANNNCCCACTTGAAAATCCGTCTCCCAAANTTTCTTTCCCGGGGGNTN 

M BF BM 1 2  3   4   5  6  7  8  9  10   OPP 03 

1200bp  
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ตารางที่ 3 การออกแบบไพร์เมอร์ท่ีต าแหน่งเฉพาะเจาะจง 

 
Primers Sequences ‘5-3’ 

M2-OPP03-F CTGATGTTGGTGGGGTTCTCTT 
M2-OPP03-R TCTTCTTGTATTTTGCAGTCCCTTC 

 
การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีระบุเพศอินทผาลัม 
 ได้น าผลผลิตพีซีอาร์ของเครื่องหมายดีเอ็นเอหมายเลข OPP03 ไปหาล าดับเบสในต าแหน่ง 
1200 bp และได้ออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อน ามาตรวจจับต าแหน่งท่ีเฉพาะเจาะจง ในการระบุเพศ 
หลังจากนั้นจะน ามาใช้ยืนยันการระบุเพศอีกครั้งในต้นกล้าอินทผาลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 หรือพันธุ์อื่น ๆ 
อีกครั้ง  
 การตรวจเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีใช้ในการส ารวจความแตกต่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค 
Random Ampilified Polymorphic DNA (RAPD) ท่ีอาศัยการเพิ่ มปริมาณสารพันธุกรรมโดย 
พีซีอาร์ (พรพันธ์ ,2538) Al-Qurainy et al., (2018) ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการระบุเพศอินทผลัม
ใช้ไพร์เมอร์จ านวน 300 หมายเลขในการส ารวจอินทผลัมท้ังหมด 21 สายพันธุ์ พบว่ามีเพียงOPC06 
ท่ีสามารถระบุเพศในอินทผลัม Seif EI-Yazal et al.,(2017) ศึกษาต้นกล้าอินทผลัมในประเทศอิยิปต์
โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ RAPD ในการจ าแนกลักษณะเพศผู้เพื่อใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ 
Malabika and Riyad (2008) ใช้เครื่องหมายแบบ RAPD ในการระบุเพศอินทผลัมในประเทศบาร์
เรน สามารถระบุความแตกต่างของเพศผู้และเพศเมียโดยไพรเมอร์หมายเลข OPA08 OPA09 และ
OPA12 สามารถระบุได้อย่างชัดเจน Al-Moshileh et al.,(2004) ศึกษาการใช้เครื่องหมายแบบ 
RAPD ในการตรวจสอบเพศอินทผลัมในประเทศซาอุดิอาราเบีย นพรัตน์ และพีระศักด์ิ (2018) ท่ี
ศึกษาการระบุเพศในอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 โดยใช้วิธีการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการระบุเพศของ
อินทผลัมในระยะต้นกล้า และเมื่อท าการยืนยันผลพบว่าสามารถระบุความแตกต่างของอินทผลัมเพศ
ผู้และเพศเมีย และในต้นกล้าของอินทผลัม รวมท้ังยังสามารถน าไปใช้กับอินทผลัมสายพันธุ์อื่น เช่น
อินทผลัมพันธุ์เดคเลทนัว และอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮี อรุโณทัย และคณะ (2560) ทดสอบการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลในการระบุเพศอินทผลัมจ านวน 39 คู่ ในอินทผลัมท่ีทราบเพศ และท่ีได้รับการ
ขยายพันธุ์ด้วยวิธีการเพาะเมล็ด ซึ่งอินทผลัมท่ีใช้ในการทดสอบคืออินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 โดยได้ไพร์
เมอร์ หมายเลข DpDoAF และ DpDoAR สามารถระบุเพศของอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 ซึ่งได้ผล
สอดคล้องกับนพรัตน์ และคณะ (2558) ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหว่างอินทผลัมเพศผู้และเพศ
เมีย โดยท่ีเพศผู้จะแสดงแถบดีเอ็นเอสองแถบ และเพศเมียจะแสดงแถบดีเอ็นเอเพียงหนึ่งแถบ 
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 การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอโดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของแถบดีเอ็นเอ ท่ีจ าเพาะต่อ
อินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 สามารถออกแบบ SCAR ไพรเมอร์ได้ 1 คู่ Dhawan et al., (2013) พัฒนา
เครื่องหมายแบบ SCAR ในการระบุเพศอินทผลัมในระยะต้นกล้า ส่วนในรายงานของนพรัตน์ และ
คณะ (2558) พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ SCAR ท่ีเฉพาะเจะจงในลักษณะเพศผู้ ร่วมกับไพร์เมอร์
ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ เมื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยการท าพีซีอาร์แบบรวม (multiplex PCR) จะ
ปรากฏแถบดีเอ็นเอสองแถบในต้นเพศผู้ และปรากฏแถบดีเอ็นเอเพียงหนึ่งแถบในต้นเพศเมียซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของอรุโณทัย และคณะ (2560) จะปรากฏแถบดีเอ็นเอสองแถบในต้นเพศผู้ 
และปรากฏหนึ่งแถบในต้นเพศเมีย และรายงานของ Al-Mahmoud et al., (2012) ใช้เทคนิค PCR-
RFLP จ านวนไพร์เมอร์ 5 หมายเลข เนื่องจากการตรวจสอบเพศโดยวิธีนี้มีความยุ่งยากหลายข้ันตอน 
ต้องท าการตัดด้วยเอนไซม์ หลังจากได้ช้ินส่วนได้พัฒนาไพร์เมอร์แบบจ าเพาะกับต าแหน่งแบบ SNPs 
ท่ีสัมพันธ์กับเพศ 
 จากการทดลองพบว่าการตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นแบบ RAPD จาก 520 หมายเลข พบว่ามี
เพียง 1 หมายเลข คือ OPP03 ท่ีสามารถระบุความแตกต่างของอินทผลัมเพศผู้ และเพศเมีย จากนั้น
น าช้ินส่วนดีเอ็นเอของไพร์เมอร์ OPP03 ท่ีต าแหน่ง 1200 คู่เบส ท าการออกแบบไพร์เมอร์ท่ีต าแหน่ง 
1200 คู่เบส พบว่าไม่สามารถระบุความแตกต่างของอินทผลัมเพศผู้ และเพศเมีย 
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บทท่ี 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

การทดลองที่ 1 การศึกษาการสกัดดีเอ็นเออินทผลัม 
 การสกัดดีเอ็นเออินทผาลัมโดยใช้วิธีดัดแปลงมาจาก Doyle and Doyle (1987) และ 
Agrawal et al.(1992) โดยใช้ 2 ชนิด ได้แก่ CTAB buffer [(100mM Tris HCl pH 8.0, 20mM 
EDTA pH 8.0,1.4M NaCl, Hexadecyl trimethyl ammonium bromide (2% CTAB)] และชนิด
ท่ีสอง [(100mM Tris Cl pH 8.0 , 20mM EDTA pH 8.0 ,1.4M NaCl, Hexadecyl trimethyl 
ammonium bromide (2% CTAB) และ PVP-400 (1%)] ซึ่งจากการศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอ โดย
เปรียบเทียบการใช้สารละลาย 2x CTAB พบว่าแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง สารละลาย 
CTAB ชนิดท่ี 1 มีส่วนประกอบของ Tris-HCl พบว่าตัวอย่างดีเอ็นเอมีคุณภาพดี มีความเข้มข้นอยู่
ระหว่าง 60-100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เหมาะสมท่ีน ามาใช้เป็นต้นแบบในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 

 
การทดลองที่ 2 การตรวจหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการระบุเพศอินทผลัม 
 การค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอในกลุ่มดีเอ็นเอเพศผู้ และกลุ่มดีเอ็นเอเพศเมียใช้เทคนิค 
Romdom Amplicflid Polymorphic DNA (RAPD) เพื่อค้นหาลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสามารถใช้ระบุ
เพศจากไพร์เมอร์จ านวนท้ังหมด 520 หมายเลข พบว่ามีไพร์เมอร์ OPP03 สามารถระบุเพศได้และ
สามารถท าซ้ าโดยท่ีแสดงลายพิมพ์ดีเอ็นเอในรูปแบบเดียวกัน มีการยืนยันลายพิมพ์ดีเอ็นเอรายต้น
ของกลุ่มเพศผู้และเพศเมีย และได้มีการน ามาใช้ระบุเพศอินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 โดยสกัดดีเอ็นเอจาก
แคลลัสของการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อเมล็ด พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกันกับกลุ่มเพศผู้และกลุ่มเพศเมีย  
 การระบุเพศของอินทผลัมในพันธุ์เดคเลตนัวร์โดยใช้ไพร์เมอร์หมายเลข OPP03 พบว่าในราย
ต้นเพศเมียของพันธุ์เดคเลตนัวร์มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกันกับลายพิมพ์ดีเอ็นเอกลุ่มเพศเมียของ
อินทผลัมพันธุ์แม่โจ้ 36 และการน ามาใช้ทดสอบการระบุเพศในอินทผลัมพันธุ์บาร์ฮี พบว่าลายพิมพ์ดี
เอ็นเอตรงกันกับกลุ่มเพศเมียของอินทผาลัมพันธุ์แม่โจ้ 
 การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีระบุเพศอินทผลัม ได้น าผลผลิตพีซีอาร์ของเครื่องหมายดี
เอ็นเอหมายเลข OPP03 ไปหาล าดับเบสในต าแหน่ง 1200 bps และได้ออกแบบไพร์เมอร์ เพื่อน ามา
ตรวจจับต าแหน่งท่ีเฉพาะเจาะจง ในการระบุเพศซึ่งจะน ามาใช้ยืนยันการระบุเพศ ในต้นกล้าอินทผลัม
พันธุ์แม่โจ้ 36 และพันธุ์อื่นต่อไป 
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สารเคมีในการทดลอง 
1. Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 
2. Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 
3. 75 % Ethanol + 10mM ammonium acetate 
4.  Isopropanol 
5. Ethylene diamne tetraacetic acid (EDTA) 
6. primer 
7. Taq DNA polymerase 
8. Deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) 
9. 10X PCR buffer 
10. Magnesium chloride (MgCl2) 
11. Ethidium bromide 
12. 1 Kb Plus DNA Ladder 
13. 100 bp Plus DNA Ladder 
14. 75 % Ethanol และ 90 % Ethanol 
15. TE buffer pH 8.0 
16. dH2O 
17. TE dye 
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อุปกรณ์ในการทดลอง 
 1. หม้อนึ่งความดัน (autoclave) 
 2. เครื่องช่ังดิจิตอล ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
 3. เครื่องกวนสารละลายพร้อมเตาให้ความร้อน (hotplate and magnctic stirrer) 
 4. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 5. เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex mixer) 
 6. เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (centrifuge) 
 7.เครื่องปั่นเหวี่ยงหนีศูนย์ขนาดเล็ก (mini centrifuge) 
 8. เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine) 
 9. pH Meter 
 10. micropipette และ micropipette tips 
 11. microtube และ microtube racks 
 12. เครื่องอิเล็กโตโฟรีซิส (electrophoresis) ชนิดแนวนอน 
 13. เครื่อง UV transilluminator และ Gel documentation 
 14. โกร่งบดตัวอย่างและกระดาษฟรอยด ์
 15. เตาไมโครเวฟ 
 16. เครื่องแก้ว 
 17.เครื่องควบคุมอุณหภูมิ 
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การเตรียมสารเคมี  
1. การเตรียม 2X CTAB 100 มิลลิลิตร 
  2M Tris-HCl (pH 8.0) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แต่ถ้า 1M Tris-Clปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 0.5M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
 NaCl (ผง) 8.182 กรัม 
 เติมน้ ากล่ันเพื่อปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร (ควรละลาย CTAB ก่อนน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ) แล้ว
เติม 2-Mercaptoethanol ปริมาตร 100 ไมโครลิตรก่อนน าไปใช้ 
 
2. การเตรียม TE buffer (1M Tris-Cl) 100 มิลลิลิตร 
 1M Tris-Cl ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร   
 0.5M EDTA ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
 เติมน้ ากล่ันเพื่อปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร แล้วน าไปใช้นึ่งฆ่าเช้ือ 
 
3. การเตรียม TE buffer (2M Tris-Cl) 1000 มิลลิลิตร 
 2M Tris-Cl (pH 8.0) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 0.5M EDTA (pH 8.0) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
 น้ ากล่ันปริมาตร 999.3 มิลลิลิตร 
 
4. การเตรียม 75 % Ethanol ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 Ethanol ปริมาตร 750 มิลลิลิตร 
 น้ ากล่ันปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
 
5. การเตรียม 75 % Ethanol + 10mM ammonium acetate ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
  75 % Ethanol ปริมาตร 450 มิลลิลิตร 
  75 % Ethanol + 10mM ammonium acetate ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 
6. การเตรียม 2M Tris-Cl (pH 8.0) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร  
 1M Tris-Cl 242.28 กรัม (ข้างขวด 1M Tris-Cl 121.14 กรัม) 
 เติมน้ ากล่ันเล็กน้อย แล้วปั่นหมุนให้ละลายเติมน้ ากล่ันปริมาตร 800 มิลลิลิตรแล้วปรับให้ได้ 
pH 8.0 โดยใช้ NaOH pellets เติมน้ ากล้ันให้ครบ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือ 
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7. การเตรียม 0.5M EDTA 1000 มิลลิลิตร 
 1 M EDTA 186.12 กรัม ใส่บีกเกอร์เติมน้ ากล้ันปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปั่นละลายจนใสปรับ 
pH 8.0 โดยใช้ NaOH pellets เติมน้ ากล้ันเพื่อปรับปริมาตร 1000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือ 
 
8. การเตรียม Chloroform:Isoamyl alcohol (24:1) 
 Chloroform ปริมาตร 240 มิลลิลิตร 
 Iso-Amyl alcohol purified ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 
9. การเตรียม 50X TAE 
 1M Tris-Cl 242.28 กรัม (ข้างขวด 1M Tris - Cl 121.14 กรัม) 
 Acetic acid ปริมาตร 57.1 มิลลิลิตร (ตวง Acetic acid ปริมาตร 57 มิลลิลิตร แล้วใช้ 
Micropipette ดูดมาเพิ่มอีก 100 ไมโครลิตร) 
 
10. การค านวณ 0.5X TAE 3000 มิลลิลิตร 
 50X TAE จาก Stock เตรียม 0.5X TAE ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
 50X TAE ปริมาตร 60 มิลลิลิตร 
 ใช้น้ ากล่ันปรับปริมาตรให้ได้ 3000 มิลลิลิตร 
 
11. การเจือจาง (Dilute) primer 2 ไมโครโมลาร์ จาก stock 100 ไมโครโมลาร์ 
 เติมน้ ากล้ัน ปริมาตร 98 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
12. การเจือจาง (Dilute) primer 2 ไมโครโมลาร์ จาก stock 10 ไมโครโมลาร์ 
 เติมน้ ากล้ัน ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
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