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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถใช้ระบุเพศของฟักข้าว (Momordica 
cochinchinensis (Lour.) Spreng.) โดยเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอรวม (DNA pool) ของฟักข้าวเพศผูแ้ละเพศเมยีเพือ่สร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอาร์เอพีดีไพรเมอร์ (RAPD primer) 11 ชนิด และไอเอสเอสอาร์ไพรเมอร์  
(ISSR primer) 13 ชนิด พบว่า อาร์เอพีดีไพรเมอร์ DT4 และ DT7 ให้แถบที่จ�ำเพาะต่อต้นเพศผู้ ชนิดละ 1 แถบ 
อาร์เอพีดีไพรเมอร์ DT4, PP2 และ PP6 ให้แถบที่จ�ำเพาะต่อต้นเพศเมีย จ�ำนวน 1, 2 และ 2 แถบ ตามล�ำดับ และอาร์เอ
พีดีไพรเมอร์ PP6 มีสัมประสิทธิ์การจ�ำแนกเพศสูงที่สุด (50%) ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4, P6 และ P8 ให้แถบที่จ�ำเพาะต่อ
ต้นเพศผู้ จ�ำนวน 3, 1 และ 2 แถบ ตามล�ำดับ ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4 และ P8 ให้แถบที่จ�ำเพาะต่อต้นเพศเมีย จ�ำนวน  
1 และ 2 แถบ ตามล�ำดับ ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4 สัมประสิทธิ์การจ�ำแนกเพศสูงที่สุด(44.44%) โดยแถบดีเอ็นเอจ�ำเพาะ
ต่อเพศเหล่านี้สามารถพัฒนาต่อเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะมากขึ้นได้
ค�ำส�ำคัญ: เครื่องหมายดีเอ็นเอ, จ�ำแนกเพศ, ฟักข้าว, อาร์เอพีดี, ไอเอสเอสอาร์

ABSTRACT: The purpose of this study was to determine the DNA markers that can be used to identify the genders 
of Gac fruit (Momordica cochinchinensis (Lour.) Spreng.). The DNA pool of male and female Gac fruit were used to 
generate a DNA fingerprint by polymerase chain reaction with 11 RAPD primers and 13 ISSR primers. The amplified 
results showed that a single male specific DNA band obtained from RAPD primers DT4 and DT7. RAPD primers 
DT4, PP2, and PP6 provided the specific band for female plants with 1, 2 and 2 bands, respectively. RAPD primer 
PP6 has a highest (50%) sex determination coefficients. ISSR primers P4, P6, and P8 obtained some male specific 
bands of 3, 1 and 2 bands, respectively. The female specific DNA bands were found in ISSR primers P4 and P8 with 
1 and 2 bands, respectively. For ISSR primer, P4 has a highest sex determination coefficient (44.44%). These sex 
specific DNA bands can be further developed into more specific DNA markers.
Keywords: DNA markers, Sex determination, Gac fruit, RAPD, ISSR
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บทน�ำ

ส า ร ส� ำ คั ญ ที่ พ บ ใ น เ ย่ื อ หุ ้ ม เ ม ล็ ด ฟ ั ก ข ้ า ว 

(Momordica cochinchinensis (Lour.) Spreng.) คือ 

ไลโคพนี (Lycopene) และบตีาแคโรทีน (b-Carotene) 

ซึ่งสามารถลดความเสี่ยงจากโรคมะเร็งหลายชนิด 

มีฤทธิ์ในการต้านการเกิดอนูมูลอิสระ มีกรดไขมัน

จ�ำเป็นซึ่งช่วยในการดูดซึมไลโคพีน และบีตาแคโรทีน

ได้ดยีิง่ขึน้ (Ishida et al., 2004) นอกจากนี ้ยงัมกีารน�ำ

เยื่อหุ้มเมล็ดของฟักข้าวมาพัฒนาเป็นแคปซูล เยื่อหุ้ม

เมล็ดแช่เยือกแข็ง เย่ือหุ้มเมล็ดตากแห้ง เพื่อใช้ใน

ผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืม ขนม อาหารเสริมสุขภาพ และ

เครื่องส�ำอาง (พัชริน และกมล, 2554; พัชริน, 2555)

ฟักข้าวเป็นพืชที่ดอกเพศผู้ และดอกเพศเมียอยู่

แยกต้น (dioecious plant) ในการเพาะปลูกเพื่อสกัด

สารส�ำคญัจงึต้องการต้นอ่อนทีง่อกจากเมลด็แล้วเจรญิ

ไปเป็นต้นเพศเมียมีดอกเพศเมียในสัดส่วนที่สูงกว่า 

เนื่องจากดอกเพศเมียเท่านั้นท่ีจะเจริญไปเป็นผลและ

มเีมลด็ แต่การจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างต้นเพศผู้

และต้นเพศเมยีในขณะทีเ่ป็นต้นกล้าเมือ่พจิารณาจาก

ลักษณะภายนอกนั้นไม่สามามารถแยกได้ ต้องรอให้

ต้นโตพอท่ีจะเห็นความแตกต่างของใบหรือจนกว่าจะ

ออกดอก ซึง่ต้องใช้เวลานานและต้องมคีวามเช่ียวชาญ

จึงจะจ�ำแนกได้อย่างถูกต้อง ดังนั้น หากหากสามารถ

ตรวจสอบเพศฟักข้าวได้ตั้งแต่ระยะที่เป็นต้นอ่อนจะ

ช่วยในการวางแผนเพาะปลกูเพือ่ให้ได้สารส�ำคญัท่ีอยู่

ในส่วนของเยื่อหุ้มเมล็ดในปริมาณที่มากขึ้น 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) มีบทบาท

ส�ำคัญในการเกษตรหลายๆ ด้าน เช่น การตรวจหา

ลกัษณะทีส่�ำคญัทางการเกษตร การตรวจสอบลกูผสม

ในงานปรับปรุงพันธุ์ การศึกษาความหลากหลายของ

ชนิดพันธุ์ รวมทั้งการใช้ตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่

จ�ำเพาะต่อเพศ โดยมกีารใช้เครือ่งหมายดเีอน็เอในการ

ตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจ�ำเพาะกับเพศ

ของพืชต่างๆ เช่น กีวี (Actinidia deliciosa) (Shirkot 

et al., 2002) บวบป้อม (Trichosanthes dioica) 

(Kevalkumar et al., 2015) แอสปารากสั (Asparagus 

officinalis) (Gao et al. 2007) แปะก้วย (Ginkgo 

biloba) (Jiang et al. 2003) โต่วต๋ง (Eucommia 

ulmoides Oliv.) (Xu et al., 2004) สละหม้อ (Salacca 

sp.) (วลัยลักษณ์ และคณะ, 2554) และโดยเฉพาะใน

มะละกอ (Carica papaya) (Priyanka et al., 2016; 

Niroshini et al., 2008; Bedoya and Nunez, 2007; 

Urasaki et al., 2002) จึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะน�ำ

เครือ่งหมายดเีอน็เอมาใช้จ�ำแนกเพศของฟักข้าวตัง้แต่

เป็นต้นอ่อนเพื่อช่วยประหยัดเวลาและเพิ่มความถูก

ต้องแม่นย�ำ และเป็นแนวทางในการวางแผนการเพาะ

ปลูกต่อไป

ในงานวจิยันี ้เป็นการตรวจหาเครือ่งหมายโมเลกลุ

ที่สามารถใช ้ระบุ เพศของฟ ักข ้าวโดยใช ้ เทคนิ

คอาร์เอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA; 

RAPD) และเทคนิคไอเอสเอสอาร์ (Inter Simple 

Sequence Repeat; ISSR) ซึง่เป็นเครือ่งหมายดเีอน็เอ

ทีส่ามารถด�ำเนนิการได้ง่าย รวดเรว็ เพือ่ใช้คดัเลอืกเพศ

ของฟักข้าว

วิธีการศึกษา

การเก็บตัวอย่างฟักข้าว และการสกัดดีเอ็นเอ 

เก็บตัวอย่างต้นฟักข้าวเพศผู้และเพศเมียจาก

จังหวัดกาฬสินธุ์ มหาสารคาม สุรินทร์ บุรีรัมย์ และ

อุบลราชธานี อย่างละ 10 ตัวอย่าง ท�ำการสกัดดีเอ็น

จากยอดอ่อน (Dolye and Dolye, 1987) ละลาย

ดเีอน็เอด้วย TE buffer ตรวจสอบคณุภาพของดเีอน็เอ

ที่สกัดได้โดยวิธี 0.8% agarose gel electrophoresis 

วัดความเข ้มข ้นของสารละลายดีเอ็นเอด ้วยวิธี

สเปกโทรโฟโตเมทรี แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 20 

µg/ml ด้วยน�้ำกลั่นปลอดเช้ือ จากนั้นท�ำการรวม

ดเีอน็เอของฟักข้าวเพศผูท้กุตวัอย่างเข้าด้วยกนั (DNA 

pool) เพือ่ใช้เป็นตวัแทนของดเีอน็เอฟักข้าวเพศผู ้และ

ท�ำแบบเดียวกันนี้ในดีเอ็นเอของฟักข้าวเพศเมีย
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การสร้างลายพิมพ์อาร์เอพีดีด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่

พอลิเมอเรส 

น�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 

reaction; PCR) โดยใช้อาร์เอพีดีไพรเมอร์ (RAPD 

primer) 11 ชนดิ (Table 1) ชนดิละ 3 ซ�ำ้ องค์ประกอบ

ของปฏกิริยิาลกูโซ่พอรเิมอเรสปรมิาตร 25 µl ประกอบ

ด้วย sterile dH
2
O, 10X Taq buffer, 50 mM MgCl

2
, 

0.5 µM primer, 2.5 mM dNTP, 0.5 unit Taq DNA 

polymerase และดีเอ็นเอต้นแบบ (20 µg/ml) แล้ว

ท�ำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่อง PCR โดยต้ัง

โปรแกรมดังนี้ ข้ันที่ 1 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลานาน 5 นาท ีขัน้ที ่2 อุณหภมู ิ94 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 1 นาที ต่อด้วย Annealing Temperature 

ของแต่ละไพรเมอร์ (Table 1) เป็นเวลา 1 นาที 30 

วนิาท ีและอณุหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 2 นาท ี

โดยท�ำซ�้ำในขั้นที่ 2 จ�ำนวน 40 รอบ ขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 7 นาที 

การสร้างลายพิมพ์ไอเอสเอสอาร์ด้วยปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส 

เ พ่ิ ม ป ริ ม า ณ ดี เ อ็ น เ อ ด ้ ว ย ป ฏิ กิ ริ ย า ลู ก โ ซ ่

พอลิเมอเรสโดยใช้ไอเอสเอสอาร์ไพรเมอร์ (ISSR 

primer) 13 ชนิด (Table 2) ชนิดละ 3 ซ�้ำ และด�ำเดิน

การเช่นเดียวกันกับการสร้างลายพิมพ์อาร์เอพีดี 

การวิเคราะห์แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

	 น�ำผลผลติจากปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสมาตรวจ

ผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอในเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1.5 

เปอร์เซ็นต์ ใน TBE buffer ความเข้มข้น 1 เท่า เปรียบ

เทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับ 1kb DNA ladder 

marker โดยใช้ก�ำลังไฟ 10 โวลต์ต่อเซนติเมตร เป็น

เวลา 45 นาที แล้วย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ 15 นาที 

ล้างออกด้วยน�้ำเปล่า 2 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที ส่องดูภาย

ใต้แสงอัลตราไวโอเลต บันทึกภาพแถบลายพิมพ์

ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation 

ผลการศึกษาและวิจารณ์

จากการเพิม่ปรมิาณดีเอน็เอด้วยปฏกิริยิาลูกโซ่พอ

ลิเมอเรสโดยใช้อาร์เอพีดีไพรเมอร์ 11 ชนิด ให้แถบ

ดีเอ็นเอทั้งหมด 82 แถบ (Table 1) เป็นแถบดีเอ็นเอที่

จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศผู้และเพศเมียเท่ากับ 2 และ 

5 แถบ ตามล�ำดับ คิดเป็นสัมประสิทธิ์การจ�ำแนกเพศ 

(ร้อยละของแถบทีจ่�ำเพาะต่อเพศต่อจ�ำนวนแถบทีเ่กดิ

ขึ้นทั้งหมด) เท่ากับ ร้อยละ 8.54 อาร์เอพีดีไพรเมอร์ 

PP6 มีค่าสัมประสิทธ์ิการจ�ำแนกเพศฟักข้าวสูงท่ีสุด 

ร้อยละ 50.00 อาร์เอพดีีไพรเมอร์ PP4 เกดิแถบดีเอน็เอ

มากท่ีสุด และอาร์เอพดีีไพรเมอร์ PP6 เกดิแถบดีเอน็เอ

น้อยที่สุด โดยมีจ�ำนวนแถบที่เกิดขึ้นเท่ากับ 10 และ 4 

แถบ ตามล�ำดับ แถบดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศ

ผู้พบได้จากดีเอ็นเอของอาร์เอพีดีไพรเมอร์ DT4 และ 

DT7 ชนิดละ 1 แถบ มีขนาดประมาณ 550 คู่เบส และ 

1,100 คู่เบส ตามล�ำดับ แถบดีเอ็นเอท่ีจ�ำเพาะต่อ

ฟักข้าวเพศเมียพบได้จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ 

อาร์เอพีดีไพรเมอร์ DT4 จ�ำนวน 1 แถบ มีขนาด

ประมาณ 150 คู ่ เบสจากลายพิมพ ์ดี เอ็นเอขอ

งอาร์เอพีดีไพรเมอร์ PP2 จ�ำนวน 2 แถบ มีขนาด

ประมาณ 1,700 คูเ่บส และ 2,300 คูเ่บส และจากลาย

พมิพ์ดีเอน็เอของอาร์เอพดีีไพรเมอร์ PP6 จ�ำนวน 2 แถบ 

มีขนาดประมาณ 2,000 คู่เบส และ 2,500 คู่เบส (Fig-

ure 1) 

ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ 13 ชนิด ให้แถบดีเอ็นเอ

ทัง้หมด 120 แถบ (Table 2) เป็นแถบดเีอน็เอทีจ่�ำเพาะ

ต่อฟักข้าวเพศผู้และเพศเมยีเท่ากบั 6 และ 3 แถบ ตาม

ล�ำดับ คิดเป็นสัมประสิทธิ์การจ�ำแนกเพศ เท่ากับ 

ร้อยละ 7.50 ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4 และ P8 มีค่า

สัมประสิทธิ์การจ�ำแนกเพศฟักข้าวสูงที่สุด ร้อยละ 

44.44 ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P22 เกิดแถบดีเอ็นเอมาก

ท่ีสุด และไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P12 เกิดแถบดีเอ็นเอ

น้อยที่สุด โดยมีจ�ำนวนแถบที่เกิดขึ้นเท่ากับ 12 และ 6 

แถบ ตามล�ำดับ แถบดีเอน็เอท่ีจ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศผู้

พบได้จากลายพมิพ์ดเีอน็เอของไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4 

จ�ำนวน 3 แถบ มีขนาดประมาณ 1,400 คู่เบส 2,400 
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คู่เบส และ 3,000 คู่เบส จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ

ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P6 จ�ำนวน 1 แถบ มีขนาด

ประมาณ 2,600 คู่เบส และจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ

ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P8 จ�ำนวน 2 แถบ มีขนาด

ประมาณ 1,300 คู่เบส และ 1,700 คู่เบส แถบดีเอ็นเอ

ท่ีจ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศเมียพบได้จากลายพิมพ์

ดีเอ็นเอของไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P4 จ�ำนวน 1 แถบ 

มขีนาดประมาณ 550คูเ่บส และจากลายพมิพ์ดเีอน็เอ

ของไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P8 จ�ำนวน 2 แถบ มีขนาด

ประมาณ 200 คู่เบส และ 400 คู่เบส (Figure 2)

Table 1 List of RAPD primers and the number of amplified products detected.

No. Primer 

name
Sequence

Annealing 

Temp.

Number of 

amplified band

Number of male 

specific band

Number of female 

specific band

1 DT4 AGGGAACGAG 23.9 9 1 1

2 DT7 GAGCCCTCCA 28.0 8 1 0

3 PP1 AGAGAGAGAGAGAGAGCT 48.7 8 0 0

4 PP2 ACACACACACACACACCA 48.7 8 0 2

5 PP3 AGAGAGAGAGAGAGAGAA 46.4 6 0 0

6 PP4 TGTGTGTGTGTGTGTGGG3 51.0 10 0 0

7 PP5 AGAGAGAGAGAGAGAGCC 51.0 6 0 0

8 PP6 ACACACACACACACACGA 48.7 4 0 2

9 PP7 CTCCTCCTCCTCCTCCTC3 55.5 9 0 0

10 PP8 ACACACACACACACACAG 48.7 7 0 0

11 PP9 ACACACACACACACACGA 48.7 7 0 0

Sum 82 2 5

Table 2 List of ISSR primers and the number of amplified products detected.

No. Primer 

name
Sequence

Annealing 

Temp.

Number of 

amplified band

Number of male 

specific band

Number of female 

specific band

1 P1 AGAGAGAGAGAGAGAGG 49.0 11 0 0

2 P4 CACACACACACAAC 49.0 9 3 1

3 P6 CACACACACACAAG 49.0 9 1 0

4 P8 GAGAGAGAGAGAGG 52.0 9 2 2

5 P9 GTGTGTGTGTGTGG 52.0 7 0 0

6 P10 GAGAGAGAGAGACC 52.0 7 0 0

7 P11 GTGTGTGTGTGTCC 52.0 8 0 0

8 P12 CACCACCACGC 45.0 6 0 0

9 P13 GAGGAGGAGGC 45 11 0 0

10 P15 GTGGTGGTGGC 45.0 10 0 0

11 P17 GACAGACAGACAGACA 55.0 10 0 0

12 P19 ACACACACACACACACG 59.0 11 0 0

13 P22 CCCCGTGTGTGTGTGT 60.0 12 0 0

Sum 120 6 3
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Figure 1 Agarose gel electrophoresis of PCR products of RAPD primer with female specific band (A) primer 
PP2, approximately size 1,700 and 2,300 bp and (B) primer PP6, approximately size 2,000 and 2,500 bp. 
Arrows indicate female specific band. 
 

   
Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products of ISSR primer with male and female specific bands. 
(A) primer P4, approximate size 550, 1,400, 2,400 และ 3,000 bp and (B) primer P8, approximate size 200, 
400, 1,300 and 1,700 bp. Arrows indicate the male specific bands and dashed arrows indicate female 
specific bands. Arrows indicate the female specific bands and dashed arrows indicate male specific bands. 
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เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอื่น ๆ แต่กลับให้แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อเพศที่สูงถึงร้อยละ 50 ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากล าดับนิวคลี
โอไทด์ของอาร์เอพีดีไพรเมอร์ในการศึกษานี้ สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอของฟักข้าวได้อย่างทั่วถึงบนจีโนม (genome) 
เพราะไพรเมอร์ดังกล่าวเป็นไพรเมอร์แบบสุ่ม (arbitrary primer) คือ ไม่จ าเพาะเจาะจงกับดีเอ็นเอบริเวณใด  จึงสามารถ
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Figure 2 Agarose gel electrophoresis of PCR products of ISSR primer with male and female specific bands. 

(A) primer P4, approximate size 550, 1,400, 2,400 และ 3,000 bp and (B) primer P8, approximate size 200, 

400, 1,300 and 1,700 bp. Arrows indicate the male specific bands and dashed arrows indicate female specific 

bands. Arrows indicate the female specific bands and dashed arrows indicate male specific bands.

จ�ำนวนแถบดีเอ็นเอจากลายพิมพ์อาร์เอพีดีมีค่า

เฉลี่ย 7.45 แถบต่อไพรเมอร์ ซึ่งถือว่าต�่ำเมื่อเปรียบ

เทยีบกบัเครือ่งหมายดเีอน็เอชนดิอืน่ๆ แต่กลบัให้แถบ

ดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อเพศที่สูงถึงร้อยละ 50 ทั้งนี้อาจ

เนือ่งมาจากล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของอาร์เอพดีไีพรเมอร์

ในการศึกษานี้ สามารถเข้าจับกับดีเอ็นเอของฟักข้าว

ได้อย่างท่ัวถึงบนจีโนม (genome) เพราะไพรเมอร์

ดังกล่าวเป็นไพรเมอร์แบบสุ่ม (arbitrary primer) คือ 

ไม่จ�ำเพาะเจาะจงกบัดีเอน็เอบรเิวณใด จงึสามารถเข้า

จบักบัดเีอน็เอได้หลายต�ำแหน่ง (William et al., 1990) 

ท�ำให้มีโอกาสท่ีเข้าจับและเพิ่มปริมาณยีนต่างๆ ของ

ฟักข้าวได้มาก โดยเฉพาะยนีทีเ่กีย่วข้องกบัการก�ำหนด

เพศ จึงพบการเข้าจับบนดีเอ็นเอในบริเวณที่มีความ

จ�ำเพาะต่อเพศของฟักข้าวและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
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บริเวณนั้นของอาร์เอพีดีไพรเมอร์ เช่นเดียวกับการ

ศึกษาจ�ำแนกเพศของ Momordica dioica Roxb. 

(Raju et al., 2015) ที่ซึ่งเป็นพืชสกุลเดียวกับฟักข้าว

โดยเทคนิคลายพิมพ์อาร์เอพีดี พบแถบดีเอ็นเอที่

จ�ำเพาะต่อ M. dioica เพศผูแ้ละเพศเมยี จ�ำนวน 3 และ 

4 แถบ ตามล�ำดบั จากการใช้อาร์เอพดีไีพรเมอร์ OPA-15 

(TTCCGAACCC) นอกจากนี้ Baratakke and Patil 

(2009) ยังพบว่าอาร์เอพีดีไพรเมอร์ OPA-15 ให้แถบ

ดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อ M. dioica เพศผู้ มีขนาด 1625 คู่

เบส จงึใช้เป็นไพรเมอร์เครือ่งหมายในการแยกเพศ M. 

dioica ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเหมาะสมส�ำหรับ

การแยกเพศก่อนถึงวัยเจริญพันธุ์ จากการศึกษาของ 

Patil et al. (2012) และ Baratakke et al. (2013) 

อาร์เอพีดีไพรเมอร์ OPA-15 นี้ ยังให้แถบดีเอ็นเอท่ี

จ�ำเพาะต่อ M. dioica เพศผู้และเพศเมียขนาด 1,500 

และ 900 คู่เบส ตามล�ำดบั อย่างไรกต็าม เทคนิคอาร์เอ

พีดียังมีป ัญหาเกี่ยวกับการทดลองซ�้ำ เนื่องจาก

ผลกระทบของความไวต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพ

ของดีเอ็นเอต้นแบบ ส่วนประกอบปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ

เมอเรส และสภาวะของอุณหภูมิแต่ละข้ันตอนของ

ปฏิกิริยา ท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของรูปแบบของ

แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นได้ (Kumari and Thakur, 2014) 

จากปัญหาดังกล่าว ผู้วิจัยจึงท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ และ

ควบคุมปฏิกิริยาทุกขั้นตอนให้เป็นแบบเดียวกันเสมอ 

เพื่อให้ผลการทดลองเป็นที่น่าเชื่อถือ นอกจากนี้ Raju 

et al. (2015) และ Baratakke et al. 2013 ยังรายงานว่า 

แถบดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อเพศจากลายพิมอาร์เอพีดีมี

ความสามารถในการท�ำซ�ำ้ได้แม้จะมกีารเปลีย่นแปลง

องค์ประกอบหรือสภาวะที่ใช ้ในการเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ผลการเพ่ิม

ปรมิาณดเีอน็เอด้วยอาร์เอพดีไีพรเมอร์แสดงให้เหน็ว่า

สามารถน�ำไปพัฒนาต่อเพื่อสร้างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ

ที่จ�ำเพาะมากขึ้นได้ ซ่ึงปัจจุบันมีแนวโน้มที่จะพัฒนา

เป็นเคร่ืองหมายเอสซีเออาร์ (SCAR; sequence-

characterized amplified region) ที่เชื่อถือได้และใช้

งานง่ายกว่า (Baratakke et al., 2013) เช่นเดียวกับ

ลายพิมพ์ไอเอสอาร์ที่มีค่าเฉลี่ยจ�ำนวนแถบดีเอ็นเอ 

เท่ากับ 9.23 แถบต่อไพรเมอร์ ซ่ึงถือว่าต�่ำมากเมื่อ

เปรียบเทียบกับการศึกษาของดวงสมรและคณะ 

(2558) ที่ศึกษาลายพิมพ์ไอเอสเอสอาร์ของพืชตระกูล

แตง 9 ชนิด และมีค่าเฉลี่ยจ�ำนวนแถบดีเอ็นเอสูงถึง 

40.80 แถบต่อไพรเมอร์ ท้ังนี้เนื่องจากการศึกษานี้

ศึกษาเฉพาะฟักข้าวเพียงชนิดเดียว การเกิดแถบ

ดีเอ็นเอจึงมีความหลากหลายต�่ำ อย่างไรก็ตาม แถบ

ดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นก็สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็น

ส�ำหรบัการจ�ำแนกเพศ และพฒันาต่อเป็นเครือ่งหมาย

เอสซเีออาร์ได้เช่นกนั อย่างไรก็ตาม จากการศกึษาครัง้

นีเ้ทคนิคลายพมิพ์อาร์เอพดีเีป็นเทคนคิทีเ่หมาะส�ำหรบั

การจ�ำแนกเพศฟักข้าวมากกว่าเพราะมค่ีาสมัประสทิธิ์

การจ�ำแนกเพศสูงกว่าเนื่องจากสัดส่วนของจ�ำนวน

แถบท่ีจ�ำเพาะต่อเพศต่อจ�ำนวนแถบท่ีเกิดขึ้นท้ังหมด

สงูกว่า และจ�ำนวนแถบดเีอน็ทีเ่กดิขึน้ทัง้หมดน้อยกว่า

เทคนิคลายพมิพ์ไอเอสเอสอาร์ ซึง่จ�ำนวนแถบท่ีเกดิขึน้

น้อยกว่าน้ีช่วยให้การพิจารณาแถบท่ีจ�ำเพาะต่อเพศ

ของฟักข้าวด�ำเนินการได้รวดเร็วกว่า

สรุป

เทคนิคลายพิมพ ์อาร ์ เอพี ดีและลายพิมพ ์

ไอเอสเอสอาร์ สามารจ�ำแนกความแตกต่างทาง

พันธุกรรมระหว่างฟักข ้าวเพศผู ้และเพศเมียได ้ 

โดยอาร์เอพีดีไพรเมอร์ DT7 แสดงแถบดีเอ็นเอที่

จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศผู ้อาร์เอพดีไีพรเมอร์ PP2 แสดง

แถบดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศเมีย และอาร์เอพี

ดไีพรเมอร์ DT4 ให้แถบดเีอน็เอท่ีจ�ำเพาะต่อทัง้ฟักข้าว

เพศผู้และเพศเมีย ไอเอสอาร์ไพรเมอร์ P6 แสดงแถบ

ดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศผู้ และไอเอสอาร์ไพรเมอร์ 

P4 และ P8 ให้แถบดีเอน็เอท่ีจ�ำเพาะต่อท้ังฟักข้าวเพศ

ผู้และเพศเมีย โดยไม่พบไอเอสอาร์ไพรเมอร์ท่ีแสดง

แถบดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อฟักข้าวเพศเมียเพียงอย่าง

เดียว เทคนิคลายพิมพ์อาร์เอพีดีให้สัมประสิทธ์ิการ

จ�ำแนกเพศที่สูงกว่าลายพิมพ์ไอเอสเอสอาร์จึงเหมาะที่

จะน�ำไปพัฒนาต่อเป็นเครื่องหมายเอสซีเออาร์ส�ำหรับ

การจ�ำแนกเพศฟักข้าวที่ถูกต้องและรวดเร็วยิ่งขึ้น 
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ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณ มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ ์  ที่ให้ทุน

อุดหนุนการวิจัยประเภทอุดหนุนทั่วไป ประจ�ำ

ปีงบประมาณ พ.ศ 2560 และขอขอบคุณ สาขาวิชา

เทคโนโลยชีวีภาพ คณะเทคโนโลยอีตุสาหกรรมเกษตร 
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