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OUTLINE 

•พืน้ฐานพนัธุศาสตร์โมเลกลุ 

•Genetic markers 

• เคร่ืองหมายโมเลกลุ (Molecular Markers) ในการศึกษา

ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

• เทคนิคชีวโมเลกลุกบังานปรับปรุงพนัธ์ุพืช 
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1. Chromosome  ………………  
2. DNA  …………………… 
3. Gene  ……………………… 
4. Genome  …………………… 
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ความรู้พืน้ฐานพนัธุศาสตร์โมเลกุล 



โครโมโซม (chromosome) ในเซลล์ของสิง่มีชีวิตประกอบด้วย 
นิวเคลียส เย่ือหุ้มเซลล์ ไซโทพลาซมึ เม่ือใช้กล้องจลุทรรศน์สอ่งดนิูวเคลียสของ

เซลล์ท่ีกําลงัแบง่ตวัจะเหน็โครงสร้างมีลกัษณะเป็นเส้นยาวๆ เลก็ๆ ขดไปมา

เรียกโครงสร้างนีว้า่ โครมาทิน (chromatin) เม่ือเซลล์โครมาทินขดแน่นมาก

ขึน้และหดสัน้ลง จะมีลกัษณะเป็นแทง่เรียกวา่ โครโมโซม chromosome) 

Human Chromosome 
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ดีเอน็เอ DNA (Deoxy-ribonucleic 
acid) หรือท่ีเรียกวา่ สารพนัธุกรรม นัน้มีช่ือทาง
วิทยาศาสตร์วา่ กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก มีหน้าท่ี

คอยทําการเก็บข้อมลูทางพนัธุกรรมของสิง่มีชีวิตทกุสิง่

โดยมกัอยูใ่นรูปของโครโมโซมในนิวเคลียสท่ีอยูใ่น

เซลล์ตา่งๆ ของสิง่มีชีวิต ทัง้คน, พืช, สตัว์, แบคทีเรีย, 

ไวรัส หรือเชือ้รา  
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ลายพมิพ์ดเีอน็เอ Fingerprint 

• การแสดงออกของความแตกตา่ง
ทางพนัธกุรรมระดบัโมเลกลุ 
เรียกวา่ ลายพิมพดี์เอ็นเอ 

(DNA fingerprint)  
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ยนี (Gene)สามารถเป็นไดท้ั้ง ดีเอน็เอ (DNA) หรือ อาร์เอน็เอ (RNA) 
แต่ในส่ิงมีชีวติชั้นสูงนั้นจะเป็นดีเอน็เอ (DNA)หมดเพราะเสถียรมากเหมาะแก่

การเกบ็ขอ้มูล ขณะท่ีอาร์เอน็เอ (RNA) จะพบในพวกไวรัส (Virus) 
 

ยนี (Gene)ทั้งหมดของส่ิงมีชีวิตหรือเซลลจ์ะรวมอยูใ่นส่วนท่ี

เรียกวา่ จีโนม (Genome)  

ยีน (Gene) คือ รหสัท่ีควบคมุลกัษณะทางพนัธุกรรม ตา่งๆ 
ท่ีเราได้รับการถ่ายทอดจากพอ่แม ่ปู่ ยา่ ตายาย ท่ีเหน็ได้วา่มี

รูปร่างหน้าตา สีผิว สีผมเหมือนกนั และท่ีสําคญัไปกวา่การ

แสดงออกของรูปลกัษณ์ภายนอก คือ ยีนยงัเป็นสิง่ท่ีควบคมุ

การทํางานของร่างกายผา่นการสร้างโปรตีน 

G 
E 
N 
E 
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จีโนม สารพนัธกุรรมทัง้หมดของสิ่งมีชีวิต  
(โดยทัว่ๆไป มกัหมายถึง สารพนัธุกรรมทัง้หมดในเซลล์ 1 เซลล์) 

 

ดีเอน็เอ คือ สารพนัธกุรรมชนิดหนึง่ของสิ่งมีชีวิต  

(ในโลกนี ้ตอนนี ้มีสารพนัธุกรรมสองเเบบคือ DNA เเละ RNA) 
 

ยีน คือ รูปเเบบการเรียกตวัของดีเอ็นเอ ท่ีทําให้เกิดการ

เเสดงออกมาเป็นลกัษณะตา่งๆ ของสิ่งมีชีวิต 

“เขา้ใจง่ายข้ึนจากเวปไซต์ Pantip” 
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ในจีโนมหน่ึง มีทัง้ส่วนที่เป็นยีน เเละไม่ใช่ยีน(Coding & Non coding regions) 
Whole genome จงึหมายถงึรวมสารพนัธุกรรมทุกแหล่งในเซลล์ 
 



DNA ในเซลล์ของพืช อยูใ่น ออกาเนล 3 ชนิด  

1. นิวเคลียส (nucleuse)  
2. ไมโตคอนเดรีย (mitochondria)   

3. คลอโรพลาส (chloroplast) 

DNA ในเซลล์สตัว์อยูใ่น ออกาเนล 2 ชนิด  

1. นิวเคลียส (nucleuse)  
2. ไมโตคอนเดรีย (mitochondria)   
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แผนท่ีจีโนมของแบคทีเรีย แผนท่ีจีโนมของมนษุย์ 
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แผนท่ีจีโนมของคลอโรพลาสต์ 



•สารชีวโมเลกุล (Biomolecules) หมายถึง สารประกอบท่ีทาํ

หนา้ท่ี 2 อยา่งในเซลลข์องส่ิงมีชีวติ คือ เป็นโครงสร้างและ

สารทาํหนา้ท่ีของเซลล ์สารเหล่าน้ีไดแ้ก่ นํ้า เกลือแร่ โปรตีน 

คาร์โบไฮเดรต ลิปิด และกรดนิวคลีอิก อาจรวมถึงก๊าซ

ออกซิเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซดด์ว้ย 
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• กรดนิวคลีอิก (Nucleic  acid) เป็นสารชีวโมเลกลุท่ีมีขนาดใหญ่ทาํหนา้ท่ีเกบ็และ

ถ่ายทอดขอ้มูลทางพนัธ์ุกรรมของส่ิงมีชีวติ    จากรุ่นหน่ึงไปยงัรุ่นต่อไปใหแ้สดง

ลกัษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวติ   นอกจากน้ียงัทาํหนา้ท่ีควบคุมการเจริญเติบโตและ

กระบวนการต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวติ   กรดนิวคลีอิกมี 2 ชนิดคือ DNA 

(Deoxyribonucleic  acid) และ RNA (Ribonucleic  acid) โมเลกลุของกรดนิวคลีอิก 

ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยท่ีเรียกวา่ นิวคลีโอไทด ์(Nucleotide) โมเลกลุของนิวคลีโอ

ไทดป์ระกอบดว้ยส่วนยอ่ย 3 ส่วน ไดแ้ก่  

• หมู่ฟอสเฟต 

• นํ้าตาลท่ีมีคาร์บอน 5 อะตอม 

• เบสท่ีมีไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบ นิวคลีโอไทดมี์อยูด่ว้ยกนั 5 ชนิด

แตกต่างกนัท่ีองคป์ระกอบท่ีเป็นเบส 
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•DNA และRNA มีนํ้าตาลท่ีเป็นองคป์ระกอบต่างกนัใน 

DNA เป็นนํ้าตาลดีออกซีไรโบส (Deoxyribose  sugar) 

ส่วนใน RNA เป็นนํ้าตาลไรโบส (Ribose  sugar)   เบส

ท่ีพบใน DNA และ RNA มีบางชนิดท่ีเหมือนกนั  และ

บางชนิดต่างกนั ดงัภาพ 
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• หมายถึง ลําดบัเบสช่วงหนึง่ของดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นเคร่ืองหมายบง่ชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์

ของสิ่งมีชีวิต โดยอาจมีตําแหน่งบนโครโมโซม ในนิวเคลียส (nuclear DNA) หรือ

ใน ออแกนแนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และ

สามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลกูได้  
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DNA Markers 



Genetic Markers 

• เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม แบ่งได ้3 ประเภทตามการแสดงออก 

•1. ระดบัสณัฐานวทิยา morphological marker 

•2. ระดบัชีวเคมี Biochemical marker 

•3. ระดบัโมเลกลุ Molecular marker 
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• เคร่ืองหมายโมเลกลุ ใชบ้อกความแตกต่างในส่ิงมีชีวิตซ่ึงมีลกัษณะท่ี

สามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรม(genetic diversity) หรือความ

แปรปรวนทางพนัธุกรรม (genetic variation)  

•สณัฐานวิทยาไม่เพียงพอท่ีจะช้ีชดัความแตกต่างไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 

ท่ีบางลกัษณะเกิดจากสภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่างกนั  

ชีวเคมีกเ็ช่นเดียวกนั การแสดงออกของเอน็ไซมท่ี์ไดรั้บผลกระทบ

จากส่ิงแวดลอ้ม 
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Molecular markers 
เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีใชใ้นการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมพืช 

 

• Figure: Types of molecular markers based on chronology of different types of technique for 
marker detection. 
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COMPARISON OF DIFFERENT 
MOLECULAR MARKER SYSTEMS 
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เคร่ืองหมายโมเลกลุ(Molecular Markers)ทีนิ่ยมใช้
ในการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

•อาร์เอฟแอลพี(Restriction Fragment Length Polymorphism:RFLP) 

•อาร์เอพีดี(Random Amplification Polymorphic DNA:RAPD) 

• เอเอฟแอลพี(Amplified Fragment Length Polymorphism:AFLP) 

• เอสเอสอาร์(Simple Sequence Repeat:SSR) 

•ไอเอสเอสอาร์(Inter Simple Sequence Repeat:ISSR ) 
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อาร์เอฟแอลพ ี

(Restriction Fragment Length Polymorphism:RFLP) 

 
 เร่ิมจากการตดัจีโนมิกดีเอน็เอ(genomic DND) ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ

(restriction enzyme)แยกขนาดของช้ินดีเอน็เอโดยใชอ้ะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟรีซีส ช้ิน

ดีเอน็เอท่ีถกูตดัจะถกูเรียงตามขนาดความยาว ช้ินเลก็สุดจะเคล่ือนไปไกลสุดจาก

จุดเร่ิมตน้ ยา้ยดีเอน็เอจากแผน่เจลไปยงัแผน่ไนล่อนเมมเบรน นาํดีเอน็เอติดตาม(DNA 

probe)ท่ีเป็นจีโนมิกส์ดีเอน็เอท่ีติดฉลากดว้ยสารรังสีไปจบักบัดีเอน็เอคู่ผสม จากนั้นใช้

ฟิลม์เอก็ซ์เรยท์าบกบัแผน่เมมเบรนใหเ้กิดแถบดีเอน็เอในตาํแหน่งท่ีมีรังสีบนแผน่ฟิลม์

เทคนิคน้ีเรียกวา่ autoradiography รูปแบบของจีโนไทป์หรือแถบดีเอน็เอเป็นแบบข่ม

สมบูรณ์ เทคนิคน้ีเป็นเทคนิคแรกท่ีไดรั้บความนิยมสูงในอดีตแต่มีขั้นตอนซบัซอ้น

และเสียเวลา จึงไม่ไดรั้บความนิยมในเวลาต่อมา 
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อาร์เอพดี ี

(Random Amplification Polymorphic DNA:RAPD) 

 
 เป็นไพรเมอร์ท่ีมีลาํดบัเบสขนาดสั้น 8-12 เบส พฒันาข้ึนเพื่อตรวจสอบ

ความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตโดยอาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยโพซีอาร์ ดว้ย

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสใชไ้พรเมอร์ท่ีมีลาํดบัเบสโดยสุ่ม(arbitrary primer) รหสั

เร่ิมตน้ของดีเอน็เอสายเด่ียวขนาดสั้นประมาณ 10 เบส หากอาร์เอพีดีไพรเมอร์นั้นมี

เบสคู่สมกบัดีเอน็เอของพืชท่ีนาํมาตรวจสอบเกิดการจาํลองตวัเองของดีเอน็เอ

ตน้แบบ ไพรเมอร์เหล่าน้ีจึงสามารถเขา้คู่กบัดีเอน็เอของพืชโดยสุ่มไดห้ลาย

ตาํแหน่ง ถา้สายพนัธุ์พืชตวัอยา่งท่ีนาํมาตรวจสอบมีความแตกต่างคนละชนิดการ

จาํลองตวัของดีเอน็เอจะแตกต่างกนั 
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   Genetic diversity in three populations of Anabas testudineus with RAPD  
 
Populations      Total number of      Number of     Percentage of        H     SI  
 
SK         41   11       26.83            0.09         0.14  
NK   37     7       18.92            0.05         0.08  
UB   40   10       25.00            0.07         0.11  
Total   42   14                33.33           0.10         0.15  
 
Remark: SK = Sakon Nakhon population, NK = Nakhon Panom population, UB = Ubon 
Ratchathani population, H = Nei’s gene diversity and SI = Shannon’s information index  

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาหมอไทย 3 ประชากร พบค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรม (H) 
สงูสดุในประชากรสกลนครเท่ากบั 0.09 และต่ําสดุในประชากรนครพนมมีค่าเท่ากบั 0.05 และ  

เม่ือวิเคราะห์ค่าดชันีความหลากหลายทางพนัธกุรรม (SI) พบว่ามีแนวโน้มไปในทิศทาง เช่นเดียวกนัโดยค่า

ดชันีความหลากหลายทางพนัธุกรรมอย่ในชว่ง 0.08 (NK) – 0.14 (SK) (Table 2) แสดงให้เห็นว่า
ประชากรปลาหมอไทยจากสกลนคร มีค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมมากกว่าประชากรหมอไทยจาก 

นครพนม 

สกุญัญา คําหล้า และคณะ  (2559)  



ความหลากหลายพนัธุกรรมโดยรวม (Ht) ของประชากรปลาหมอไทยมีค่าเท่ากบั 0.10±0.02  
 และมีค่าความหลากหลายทางพนัธุกรรมเฉล่ียภายในประชากร (Hs) เท่ากบั 0.07±0.01 
การถ่ายเทยนี (Nm) ระหวา่ง ประชากรมีค่าเท่ากบั 1.46  
ค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรม (GST) ของประชากรปลาหมอไทยทั้ง 3 ประชากร 
มีค่าเท่ากบั 0.25 

                      Genetic differentiation and population genetic structure    
                                                                                 (Mean±SD)  
Primers  Ht Hs Gst Nm 

OPA-01  0.18±0.06 0.09±0.01 0.48 0.54  

OPA-02 0.08±0.02 0.06±0.01 0.24 1.63 

OPB-07  0.06±0.02 0.06±0.02 0.05 10.48 

OPB-10 0.10±0.02 0.08±0.01 0.23 1.71 

OPC-02 0.10±0.03 0.08±0.01 0.23 1.65 
 

Overall 
population 

0.10±0.02 0.07±0.01 0.25 1.46 
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สกุญัญา คําหล้า และคณะ  (2559)  
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เอเอฟแอลพ ี

(Amplified Fragment Length Polymorphism:AFLP) 

  วิเคราะห์ความแตกตา่งของจดุตดัเอนไซม์ตดัจําเพาะ ร่วมกบัความแตกตา่ง

ของตําแหน่งเกาะของไพรเมอร์ท่ีมีลําดบัเบสแบบสุม่สามารถตรวจสอบความแตกตา่ง

ของชิน้ดีเอน็เอ ค้นหาเคร่ืองหมายโมเลกลุแบบหลายตําแหน่งในคราวเดียวกนั 

เคร่ืองหมายนีมี้ความจําเพาะและสม่ําเสมอในการทําซํา้สงูกวา่เทคนิคอาร์เอพีดีท่ีมีการ

ใช้อยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากการทําครัง้หนึง่อาจได้แถบดีเอน็เอท่ีมีโพลมิอร์ฟิซมึจํานวน

มากเม่ือเทียบกบัเคร่ืองหมายโมเลกลุชนิดอ่ืน ไมจํ่าเป็นต้องทราบข้อมลูลําดบัเบสใน

สิง่มีชีวิตท่ีต้องการศกึษา แถบดีเอน็เอบนเจลคอ่นข้างชดัเจน จงึนิยมนําเทคนิคนีม้าใช้

ศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม การสร้างแผนท่ีพนัธุกรรม การค้นและพฒันา

เคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีสมัพนัธ์กบัยีนท่ีสนใจ 
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เอสเอสอาร์ 

(Simple Sequence Repeat:SSR) 

 
 เป็นไพรเมอร์เจาะจงท่ีถกูสร้างหรือออกแบบข้ึนใหจ้บักบัดีเอน็เอท่ีขนาบขา้ง

กบับริเวณไมโครแซทเทลไลท ์การออกแบบไพรเมอร์ชนิดน้ีตอ้งทราบลาํดบัเบสของ

บริเวณขนาบขา้งส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลทก่์อนจึงเป็นขอ้จาํกดัของเทคนิคน้ี ผล

การศึกษาพืชต่างสายพนัธ์ุกนัพบวา่มีจาํนวนซํ้ า ไม่เท่ากนัจึงสามารถตรวจความ

แตกต่างของขนาดช้ินดีเอน็เอไดจ้ากผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ไมโครแซทเทลไลทห์รือ

เอสเอสอาร์ อาจเป็น multilocus probe เพราะพบกระจายทัว่จีโนมแต่ถา้ออกแบบไพร

เมอร์เจาะจง เทคนิคน้ีมีช่ือเรียกต่างๆกนัไดแ้ก่ Sequence Tagged Microsatellite (STM) 

หรือ Simple Sequence Length Polymorplism (SSLP) หรือ Sequence Tagged SSR panid61/02/15 



ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของมะม่วง 
โดยเทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกลุ เอส เอส อาร์ 
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อรพนิธุ์ สฤษดิ์นํา (2559) 

ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนหรือความ คลา้ยคลึงทาง

พนัธุกรรมมาจดักลุ่ม (cluster analysis) ทาํให้

สามารถแบ่งกลุ่มมะม่วงไดเ้ป็น 3 กลุ่ม  

กลุ่มท่ี 1 ประกอบดว้ย มนัเดือนเกา้ และเพชรบา้นลาด 

กลุ่มท่ี 2 ประกอบดว้ย เขียวใหญ่ มหาโชค มหาชนก แม่ลูก 

ดก และฟ้าลัน่ ส่วนนํ้าดอกไมแ้ยกออกมาเป็นกลุ่มท่ี 3 



แผนภาพแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของไมผลปาในสกุล Mangifera           

ในยีน Mat K ขนาด 864 bp 

 Mangifera sp. M2 มะมวงน้ําตาลปากกระบอก จ. จันทรบุรี <D>
 Mangifera sp. M8 มะมวงตาลทราย จ. เชียงใหม <D>
 Mangifera cochinchinensis Engl M5 มะมวงสามฮอย จ. เชียงใหม <D>
 Mangifera  duperreana Pierre var. siamensis Craib MA2 มะมวงคัน จ. ตรัง เขาชอง <W>
 Mangifera  pentandra Hook.f. M4 มะมวงไขแลน จ. เชียงใหม <W>
 Mangifera lagenifera Griff M9 มะมวงแกว จ. เชียงใหม <D>
 Mangifera sp. M10 มะมวงขี้หยา จ. เชียงใหม <D>
 Mangifera camptosperma Pierre MB2 มะมวงปาบ จ. ตรัง ทุงคาย <W>
 Mangifera sp. M6 มะมวงปอม จ. เชียงใหม <W>
 Mangifera cochinchinensis Engl M7 มะมวงไขแลน จ. เชียงใหม <W>

 Mangifera  foetida Lour. MM มะมุด จ. ตรัง เขาชอง <D>
 Mangifera  foetida Lour. M13
 Mangifera  foetida Lour. MMM มะมุดมวง จ. ตรัง ทุงคาย <D>
 Mangifera sp. MMP มะมุดพริก จ. ตรัง เขาชอง <D>

 Mangifera cochinchinensis Engl M3 มะมวงกิเลน จ. จันทรบุรี <W>
 Mangifera quadrifida Jack var. quadrifida MA มะมวงคัน จ. ตรังทุงคาย <W>

 Mangifera quadrifidavar.longipetiolata MF มะมวงปา จ. ตรัง ทุงคาย <W>
 Mangifera quadrifidavar.longipetiolata MF2 มะมวงปา จ.ตรัง ทุงคาย <W>

 Mangifera sp. M14 มะมวงปา จ. นครศรีธรรมราช <W>

79

55

56

37
65

61

0.0005



แสดงลําดับนิวคลีโอไทด ที่เปน variable site ของรหัสพันธุกรรมจําเพาะ                 

ของไมผลปาในสกุล Magifera 



แผนภาพแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมจากการวเิคราะห์ไมโครแซทเทลไลท์ 7 ตําแหน่งในตัวอย่างไม้

ของกลางเปรียบกบัตอไม้ทั้ง 3 ตอ และใบทีแ่ตกจากตอทั้ง 3 ตอ 

ลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนั 



ตวัอยา่ง Polymorphism โดยเคร่ืองหมาย SSR 
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ไม้มะม่วงป่า 3 ตัวอย่าง 
ไม้มะม่วงบริเวณบ้านชาวบ้าน  ตัวอย่างไม้ของ 3 ซ้ํา 

ตัวอย่างทีไ่ด้จากการเพิม่ปริมาณยนีด้วยไพรเมอร์ ในส่วนของคลอโรพลาสต์จีโนม 

บริเวณ ช้ินดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA     



แผนภาพต้นไม้ แสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมจากตวัอย่างไม้มะม่วงในส่วนของช้ินดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 

 M6 มะมวงพิมเสน

 M9 มะมวงฟาลั่น

 M13 มะมวงกลวย

 M7 มะมวงโชคอนันต

 M10 มะมวงกะลอนบาน

 M8 มะมวงเขียวใหญ

 M12 มะมวงแกว

 M11 มะมวงเพชรบานลาด

 UN ตอไมสงมาตรวจ

 M5 มะมวงเขียวเสวย

 M01 ตอไมสงมาตรวจ

 M4 มะมวงน้ําดอกไม

 M3 มะมวงปา3

 M2 มะมวงปา2

 M1 มะมวงปา148

92

43

31

44

100

65

0.005

ไม้มะม่วงป่า 

ไม้มะม่วงบริเวณบ้านชาวบ้าน 



ไอเอสเอสอาร์ 

(Inter Simple Sequence Repeat:ISSR ) 

 
 ใชว้ิธีพีซีอาร์ในการตรวจสอบไพรเมอร์ของไอเอสเอสอาร์จะมี

ลกัษณะลาํดบัเบสซํ้าเป็นชุดไปจบักบัตาํแหน่งเบสคู่สมท่ีมีลกัษณะลาํดบั

เบสซํ้าเช่นเดียวกนับนจีโนมของส่ิงมีชีวิตท่ีเรียกวา่ Simple Sequence 

Repeat (SSR) หรือไมโครแซทเทลไลทต์าํแหน่งของ SSR ช้ินส่วนดีเอน็เอ

ท่ีเพิ่มปริมาณข้ึนมาเป็นบริเวณระหวา่ง SSR สองตาํแหน่ง โพลีมอร์ฟิซึม

หรือความแตกต่างเกิดข้ึนจากความแปรปรวนของลาํดบัเบสสภาพใน

ช้ินส่วนดีเอน็เอ panid61/02/15 



SNP  
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DNA BARCODE 

A GENERAL DNA BARCODING PROCESS FLOW SHEET. 
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DNA Barcode of Animals 
For animals, the mitochondrial cytochrome C Oxidase I (COI) 
locus appears to satisfy the desired criteria for most groups  

DNA Barcode of Plants 
The most satisfactory results have come from the gene 
maturase K (matK) and matK in association with other 
genes.  Multi-locus markers such as ITS along with matK, 
rbcL, trnH, etc. have been assumed to be more successful 
in species identification 

DNA Barcode of Bacteria 
Bacterial 16S rRNA gene is 
described as an important 
marker for soil and marine 
ammonia oxidizing bacteria 

DNA Barcode of Fungi 
A region of the mitochondrial gene 
encoding the cytochrome C Oxidase 
(COI) is the barcode for animals and 
the default marker adopted by the 
Consortium for the Barcode of Life for 
all groups of organisms, including fungi  
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DNA barcoding ใช้ช่วยจําแนกพนัธุ์กรรมระดบัชนิด  

ตวัอยา่ง การจําแนกชนิดด้วย DNA barcode 



ตัวอย่างการวเิคราะห์ลาํดับเบสในพันธ์ุไม้ป่า 
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แผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของไม้ป่า ในยนี maturase K 
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การประยกุตใ์ช ้Single Nucleotide Polymorphysm, SNP 
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รูปแบบของดีเอน็เอ (haplotypes) ท่ีแตกต่างกนัภายใน species เดียวกนั 

Hap A 

Hap B 

Hap C 



VK/KP 
กาํแพงเพชร 

PL/SK  สกลนคร 

PPT/MD  มุกดาหาร 

     TP/BR  บุรีรัมย์ 

MN/SB สระบุรี 

KK/SB สระบุรี ND/MK  มหาสารคาม 

DT/UB  อุบลราชธาน ี

CC/MK  มหาสารคาม 

BT/T ตรัง 

PK/NP  หนองบัวลาํภู  

PlK/CP   ชัยภูม ิ

PT/UB  อุบลราชธาน ี

PJ/UB  อุบลราชธาน ี

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 



สรุป  
MOLECULAR GENETICS 

พนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกลุ 

•การศึกษาถึงความแตกต่างของยนีท่ีทาํหนา้ท่ีคุมการ

แสดงออกของลกัษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวติ 
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ประโยชน์ 

• ใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืช 

• ใชเ้ป็นเคร่ืองหมายตรวจสอบระดบัยนี หรือ ดีเอน็เอ ไดแ้ก่ เคร่ืองหมายช่วยการ

คดัเลือก (Marker-assisted selection) 

• ใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุพืช 

• ใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม ระหวา่งสายพนัธ์ุ เพ่ือจดัทาํแผนท่ีทาง

พนัธุกรรม (genetic mapping) 

• ใชใ้นการหาตาํแหน่งยนี (gene tagging) เพ่ือกาํหนดตาํแหน่งบนจีโนม เพ่ือใชศึ้กษา

ลกัษณะทางปริมาณ (quantitative trait loci, QTL) เช่น ลกัษณะการเติบโตของพืชท่ีมกั

ถกูควบคุมดว้ยยนีหลายคู่ท่ีทาํงานร่วมกนัในpathway 
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•การประยกุตใ์ชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุในงานป่าไม ้

• การศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม  

• แผนภมิูความสมัพนัธ์เครือญาติ 

• ความใกล้ชิด ความหา่ง ของระยะระหวา่งเครือญาติ 

 

•  การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

• ความผนัแปรภายในและระหวา่งแหลง่  

• คา่ความหลากหลายทางพนัธุกรรม  

• คา่การถ่ายทอดทางพนัธุกรรม 

 

• การระบชุนิดพนัธุ์ไม้ป่า  

• DNA Barcoding 
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• ค่าท่ีใชว้ิเคราะห์ความผนัแปรทางพนัธุกรรมในพนัธุศาสตร์โมเลกลุ 
  
 1. สดัส่วนของ POLYMORPHIC LOCI (P)  
  P = Np/r ( Np คือจาํนวน polymorphic loci  
    และ r คือจาํนวนตวัอยา่ง lociทั้งหมด) 
 2. ค่าเฉล่ีย alleles ต่อ locus  
 3. ค่าเฉล่ียexpected heterozygosity(He) หรือเรียกวา่ gene 
diversity  (averaged overall loci samples 
 4. ค่าเฉล่ีย heterozygosity within population (Hs) 
 5. allele frequencies overall population 
ค่า Ht = Hs+Dst , (Ht, total gene diversity)  
Dst = Ht-Hs, (Dst, gene diversity due to different among 
populations 
 
Ratio of Dst กบั Ht เรียกวา่ Gst = Dst/Ht  
 
กรณี single locus with 2 alleles ค่า Fst = (Ht-Hs)/Ht และทาํใหค่้า 
Fst identical to Gst  
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GENE DIVERSITY ANALYSIS OF 
POPULATION STRUCTURE IN Pinus radiata 

คา่ POLYMORPHISM  ของแตล่ะ ALLELE (รูปแบบ) ทัง้ 5 แหลง่ แสดงดงันี ้

Allele Ano Nuevo Monterey Cambria Cedros Guadalope Mean 

1 0.01 - - - - 0.002 

2 0.81 0.76 0.80 0.26 0.88 0.702 

3 0.18 0.24 0.20 0.74 0.12 0.296 

He 0.311 0.365 0.32 0.385 0.211 0.318 

Polymorphism ได้มาจากความผนัแปรของความสามารถถ่ายทอดพนัธุกรรมในตําแหน่ง (locus) นัน้ๆ 

He = 1-∑Pi
2   
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ผลวจิยัท่ีประเมินความผนัแปรทางพนัธุกรรม 

 

• เปรียบเทียบภายใน species (between families) ระหวา่งแหลง่ 

• เปรียบเทียบภายใน family (between trees) ระหวา่งต้น 
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ความสมัพนัธ์เครือญาต ิ 
Phylogenetic Tree 

Numbers in the table below represent 
mutational differences in a particular gene. 
Higher numbers indicate more genetic 
differences between two species. 

• The root of the tree represents the 
ancestral lineage, and the tips of the 
branches represent the descendants of 
that ancestor. As you move from the 
root to the tips, you are moving 
forward in time. When a lineage splits 
(speciation), it is represented as 
branching on a phylogeny. 

Table: Cytochrome b DNA sequence differences between different species 

  Species 
A 

Species 
B 

Species 
C 

Species 
D 

Species 
E 

Species 
F 

Species 
A - 27 37 38 35 40 
Species 
B 27 - 13 19 20 21 
Species 
C 37 13 - 3 8 11 
Species 
D 38 19 3 - 12 14 
Species 
E 35 20 8 12 - 1 
Species 
F 40 21 11 14 1 - 
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PLANT BREEDING 
การปรับปรุงพนัธ์ุพชื 

แบ่งเป็น 2 แนวทาง 

1. วิธีดั้งเดิม classical breeding  

เป็นการสร้างพนัธ์ุพืชปรับปรุงตามลกัษณะท่ีตอ้งการ โดยการคดัเลือกลกัษณะ

ภายนอก บางลกัษณะท่ีแสดงออก เช่น การเจริญเติบโตอาจใชเ้วลาคร่ึงรอบตดัฟัน  

Classical plant breeding uses the deliberate interbreeding of closely related individuals to produce new cultivars with 

desirable traits. As it needs a long period and several generations to select and evaluate useful genotypes, classical 

breeding could be limited to address global food security and meet the increasing requirements of food demands  

(Tester and Langridge, 2010) 
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การปรับปรุงผลผลติโดยการสร้าง Polyploidy Plant 
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2. วิธีสมยัใหม่ modern plant breeding  

เป็นการรวมการใชว้ธีิระดบัโมเลกลุร่วมกบัแนวทางวธีิการปรับปรุงพนัธ์ุแบบ

ดั้งเดิม  

• Molecular plant breeding is the applications of molecular biology or 

biotechnology to improve or develop new cultivars, which includes two major 

approaches,  

1. marker-assisted selection (MAS) and  

2. genetic transformation (Moose and Mumm, 2008).  
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• ปัจจุบนั สถานการณ์โลกไม่ยอมรับการใชว้ธีิพนัธุวศิวกรรม และกงัวลเร่ือง

ผลขา้งเคียงท่ียงัไม่มีผลการศึกษา จึงนิยมใช ้MAS 

• At moment, the application of genetic transformation (or genetic 

engineering) is seriously hindered because there is controversy on food 

safety and environmental impacts over any genetically modified (GM) crop 

(Nicolia et al., 2014).  
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•MAS เป็นกระบวนการท่ีเหมาะสม โดยช่วยในการลดระยะเวลา 

และค่าใชจ่้าย เม่ือเทียบกบัวิธีดั้งเดิม และแม่นยาํกวา่เน่ืองจาก

เปรียบเทียบความผนัแปรทางพนัธุกรรมในระดบัโมเลกลุ 

• MAS is a process whereby molecular markers are used for the indirect 

selection on traits of interest in crops. As a critical and effective method, 

MAS has been widely applied in plant breeding to enhance crop yield, 

quality, and tolerance to biotic or abiotic stresses 
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เทคนิคชีวโมเลกลุกบังานปรับปรุงพนัธ์ุพชื 

• การคดัเลือกพนัธ์ุโดยใชเ้คร่ืองหมายพนัธุกรรม Marker-assisted selection 

เทคนิค MAS เป็นการใชข้อ้มูลระดบัโมเลกลุมาช่วยตดัสินใจในการคดัเลือกลกัษณะ

ท่ีตอ้งการ เป็นโปรแกรมปรับปรุงพนัธ์ุพืชโดยไม่ใช ้GMO 

กรีนพีซ เอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ไดก้ล่าววา่ เทคโนโลยชีีวภาพเป็นอีกรูปแบบหน่ึงท่ี

สามารถสร้างผลงานทีสาํคญัอยา่งเงียบๆมาระยะหน่ึงแลว้คือการคดัเลือกพนัธ์ุโดยใช้

เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม หรือ MAS (Marker Assisted Selection) MAS ซ่ึ งใช้

วธีิการปรับปรุงพนัธ์ุพืช แบบดั้งเดิม ไม่ใช่การดดัแปลงทางพนัธุกรรม (จีเอม็โอ)  
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•ตรงกนัขา้ม MAS ใชเ้ทคโนโลยท่ีีกา้วหนา้เก่ียวกบั

เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมเพ่ือช่วยในการปรับปรุงพนัธ์ุโดย

ส่งพนัธุกรรมท่ีมีคุณสมบติัตามตอ้งการไปสู่พืชชนิดใหม่  

•ส่วนใหญ่มกัไดพ้นัธุกรรมคุณลกัษณะนั้นจากพนัธ์ุป่า หรือ

สายพนัธ์ุดั้งเดิมเพ่ือกระตุน้ใหย้นี (ในสายพนัธ์ุใหม่)ทาํงาน 
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• เม่ือเปรียบเทียบกบัพืช จีเอม็โอ MAS มีขอ้กงัวลเร่ืองความ

ปลอดภยันอ้ยกวา่ เคารพพรมแดนระหวา่งชีวติ (กลไก

ธรรมชาติท่ี ป้องกนัไวรัส หรือเช้ือโรคแพร่จากส่ิงมีชีวติสาย

พนัธ์ุหน่ึงไปสู่ส่ิงมีชีวติสายพนัธ์ุอ่ืน) ผูบ้ริโภคยอมรับ

มากกวา่ ทาํตลาดไดเ้ร็วกวา่ และทาํงานกบัสายพนัธ์ุท่ี

ซบัซอ้น อยา่งเช่น การทนแลง้ได ้มากกวา่ 
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•MAS ทาํ ใหเ้กษตรกรมีส่วนร่วมและสามารถปรับปรุงพนัธ์ุเฉพาะ

ทอ้งถ่ินได ้จึงมีความเหมาะสมกบัเกษตรกรมากกวา่ ปรับตวัเขา้กบั

สายพนัธ์ุใหม่ๆ ในแต่ละพ้ืนท่ีไดม้ากกวา่การปรับปรุงพนัธ์ุแบบ

รวมศนูย ์จึงมัน่ใจไดว้า่จะมีการคาํนึงถึงสายพนัธ์ุทอ้งถ่ินท่ีมีความ

หลากหลายดา้นสภาพอากาศและ วฒันธรรม ตรงกนัขา้มกบัการ

ปรับปรุงพนัธ์ุแบบการดดัแปลงทางพนัธุวศิวกรรมท่ี บริษทั

เทคโนโลยชีีวภาพสนบัสนุน ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ี ถูกทาํ ใหเ้หมือน 

กนัและเป็นมาตรฐานเดียว  
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MARKER-ASSISTED SELECTION, MAS 
 
เป้าหมายการปรับปรุงพนัธ์ุ กเ็พื่อเพิ่มผลผลิตท่ีนกัปรับปรุงพนัธ์ุ
ตอ้งการ ไดแ้ก่ เพิ่มพนู ความโต ปริมาตรลาํตน้ คุณภาพเน้ือไม ้
ความตา้นทานต่อโรคและแมลง 
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CONCEPTS OF MAS  
แบ่งเป็น 2 แนวทาง 



MARKER-ASSISTED SELECTION, MAS  

• ช่วยคดัเลือกลกัษณะต้นไม้ท่ีต้องการ  โดยใช้พืน้ฐานข้อมูลพันธุกรรมระดับ

โมเลกุลของต้นไม้  ต้นนัน้ๆ โดยเช่ือมโยงกบัการแสดงออกของยีน  
(Expression sequence tag, EST) กบัลกัษณะท่ีต้องการ 

(Quality Trait Loci, QTL) 

• แนวทางวธีิของ MAS มี 2 แบบ 
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1. Indirect selection based on markers linked to QTLs 

• การเลือกลกัษณะหนึง่ ท่ีเก่ียวข้องกบัความสามารถปรับปรุงผลผลิตลกัษณะอ่ืน 

(target trait)  

• ตวัอย่างการคดัเลือกแบบดัง้เดิมท่ีไม่ใช้ molecular marker คือ การ

คดัเลือกความสงูของกล้าไม้เพ่ือปรับปรุงระยะเวลารอบตดัฟันของปริมาตรลําต้น 
(bole volume) (Lambeth, 1980) 
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2. Direct selection based on gene coding for target traits 

• คดัเลือกโดยตรงจาก allele แตล่ะ allele ท่ีบริเวณหรือตําแหน่งหนึง่ หรือหลาย

ตําแหน่งท่ีมีผลตอ่ลกัษณะท่ีถกูควบคมุด้วยหลายยีน  

• ต้องการข้อมลูท่ีสําคญัระดบัโมเลกลุของยีน นัน้ๆ  หรือทกุๆ ยีน ท่ีสง่ผลควบคมุ

ลกัษณะท่ีต้องการ แบบนีเ้คร่ืองหมายโมเลกลุ markers จะแสดงวา่ รูปแบบตา่งๆ 

ของ แถบหรือลําดบัเบสดีเอ็นเอ สง่ผลโดยตรงกบัรูปแบบตา่งๆของยีนของลกัษณะท่ี

ต้องการ เช่น Quantitative trait nucleotide, QTN หรือ insertion/ 
deletions 
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2. DIRECT SELECTION 

• MAS สามารถใช้ MAS เพียงอย่างเดียว หรือ ใช้ร่วมกนักบัวิธีดัง้เดิม เช่น ใช้ 

MAS คูก่บัการคดัเลือกแบบปริมาณมาก (mass)  แบบเปรียบเทียบระหว่างสาย

พนัธุ์ (family) แบบเปรียบเทียบภายในสายพนัธุ์(within family)และ แบบ 

combined with index selection 

• แบง่เป็น 2 วิธีดงันี ้  
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1. วิธี TWO STAGE SELECTION 

รอบแรก คดัเลือกตอนอายนุ้อย โดยข้อมลูจากรูปแบบดีเอ็นเอ ท่ีแสดงลกัษณะท่ีดีทกุ

ลกัษณะจะถกูเลือกมาปลกูทดสอบลกูหลานทัง้หมด 

รอบสอง เม่ือต้นไม้โตขึน้ สามารถแสดงท่ีต้องการชดัเจน จงึทําการคดัเลือกโดยดจูาก

รูปลกัษณะภายนอก (Phenotype)  

Tips : รอบแรกเลือกลกัษณะต้านทานตอ่โรค ตอ่มารอบสองจงึเลือกให้เหลือต้นท่ีเติบโต

ดี หรือต้นท่ีคณุภาพเนือ้ไม้ดี ฯลฯ 
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2. วิธี Combined with Index selection 

กรณีต้องการคดัเลือกลกัษณะท่ีต้องการมากกวา่ 2 ลกัษณะไปพร้อมๆ กนั 

เราสามารถเลือกใช้  Combined mixed model analysis วิธีนี ้

สามารถใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางคณิตศาสตร์ คํานวณคา่ท่ีได้จากเก็บข้อมลู

จากภาคสนามหลายลกัษณะในแตล่ะต้น เช่น คะแนนความต้านทานโรค 

ความตรงลําต้น ความโตDbh และ ความสงู เป็นต้น 
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MARKER-ASSISTED BREEDING, MAB.  

• โดยใช้ molecular markers หลายชนิดตา่งกนัไปตามประสงค์ของลกัษณะเป้าหมาย
และแหลง่พนัธุกรรมท่ีต้องการมา 

• ช่วยออกแบบการจบัคูผ่สมพนัธุ์ Mating design 

• ข่วยยืนยนัผลการทดสอบการผสมพนัธุ์ Genetic testing 

• ช่วยวางแผนกลยทุธการปรับปรุงพนัธุ์   Breeding strategy และควบคมุคณุภาพ
แผนการผสมพนัธุ์ 

• อีกประการท่ีสําคญัมาก คือ MAS มาช่วยให้โปรแกรมการปรับปรุงพนัธุ์แบบดัง้เดิมท่ีมี
ประสิทธิภาพอยู่แล้ว ใช้เวลาสัน้ลง  
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เสนอแนะแนวทางในอนาคต 



GENOTYPING PLATFORMS 

 DIVERSITY ARRAYS TECHNOLOGY 

• Crop improvement in polyploid species are hampered 
by the complexity of the genome and the difficulties to 
develop high-throughput genotyping platforms.  

• DArT  ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์พืช  
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DIVERSITY ARRAYS TECHNOLOGY (DART) OFFERS 
AN INEXPENSIVE AND HIGH THROUGHPUT 
WHOLE-GENOME GENOTYPING TECHNIQUE AS 
INITIALLY SHOWN FOR RICE , BARLEY 



http://www.diversityarrays.com/ 
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DArT seq 



Genotyping By Sequencing, GBS 

What iS GBS ? 

• GBS, is a method to discover single nucleotide 
polymorphisms (SNP) in order to perform genotyping 
studies, such as genome-wide association studies (GWAS). 

• GBS uses restriction enzymes to 
reduce genome complexity and 
genotype multiple DNA 
samples. After digestion, PCR is 
performed to increase fragments 
pool and then GBS libraries are 
sequenced using next generation 
sequencing technologies 
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 SNP 
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https://www.genome.gov/20019523/genomewide-association-studies-
fact-sheet/ 
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A genome-wide association study is an approach that involves 
rapidly scanning markers across the complete sets of DNA, or 
genomes, of many people to find genetic variations associated 
with a particular disease. 

genome-wide association study (GWA study, or GWAS)=whole genome association study 



GWAS for TI 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3833940/ 
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Next-Generation Sequence, NGS 



•Glossary of Terms Commonly Encountered in Plant Breeding  

•A B C D E G H I L M P Q R S T Z 

•A : 

 Allele: alternate forms of a genetic locus. For example, at a 

locus determining eye colour, an individual might have the 

allele for blue eyes, brown, etc. 

 

คาํสําคญั และความหมาย 
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•  B  Breeding: the intentional development of new forms or 

varieties of plants or animals by crossing, hybridization, and 

selection of offspring for desirable characteristics  

•  C  Chromosome: the structure in the eukaryotic nucleus and in 

the prokaryotic cell that carries most of the DNA 
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•Cross-over: The point along the meiotic chromosome where the 

exchange of genetic material takes place. This structure can often be 

identified through a microscope 

•  Crossing-over: The reciprocal exchange of material between homologous 

chromosomes during meiosis, which is responsible for genetic recombination. 

The process involves the natural breaking of chromosomes, the exchange of 

chromosome pieces, and the reuniting of DNA molecules 
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• D :  

• Domestication: the process by which plants are genetically modified by selection over 

time by humans for traits that are more desirable or advantageous for humans 

•  DNA: an abbreviation for “deoxyribose nucleic acid”, the carrier molecule of inherited 

genetic information 

• …………………….. 

• Z :  

• Zygote: The product of the fusion between one of the pollen sperm nuclei and the egg 

cell of the female gamete at fertilization. Following a number of mitotic divisions, the 

zygote differentiates into the embryo 
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ขอขอบคณุ 
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