
 

 

 

 

 

 

 

 

การวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะกรดโอเลอกิสูงในทานตะวนั  
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 

นางสาวอาทิตยา  สิงห์ชัย 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวชิาพืชศาสตร์ 

มหาวทิยาลัยเทคโนโลยสุีรนารี 
ปีการศึกษา 2556 



 

 

 

 

 

 

 

 

GENETIC ANALYSIS OF HIGH OLEIC ACID  

IN SUNFLOWER  

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

Atitaya  Singchai     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the    

Degree of Master of Science Program in Crop Science  

Suranaree University of Technology 

Academic Year 2013 



 

 

 

 

 

 

 

 

การวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะกรดโอเลอกิสูงในทานตะวนั 
 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี อนุมติัให้นบัวทิยานิพนธ์ฉบบัน้ีเป็นส่วนหน่ึงของการศึกษา 
ตามหลกัสูตรปริญญามหาบณัฑิต 
 

คณะกรรมการสอบวทิยานิพนธ์ 

               
          (อ. ดร.รุจ  มรกต) 

 ประธานกรรมการ 

 
           (ผศ. ดร.ฐิติพร  มะชิโกวา) 
           กรรมการ (อาจารยท่ี์ปรึกษาวทิยานิพนธ์) 

                  
  (อ. ดร.ธีรยทุธ  เกิดไทย) 
  กรรมการ  
                                                 
  (ผศ. ดร.หนูเดือน  เมืองแสน) 
                                       กรรมการ 

 
 

 
 
 

 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

  
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

  
(ศ. ดร.ชูกิจ  ลิมปิจ านงค)์ (ผศ. ดร.สุเวทย ์ นิงสานนท)์ 
รองอธิการบดีฝ่ายวชิาการและนวตักรรม คณบดีส านกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร 



 

 

 

 

 

 

 

 

อาทิตยา สิงห์ชยั : การวเิคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะกรดโอเลอิกสูงในทานตะวนั  
(GENETIC ANALYSIS OF HIGH OLEIC ACID IN SUNFLOWER)  
อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ฐิติพร มะชิโกวา, 68 หนา้. 
 
น ้ ามนัทานตะวนัท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกสูงซ่ึงเป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั จดัเป็นน ้ ามนัท่ีมี

คุณภาพสูงและมีคุณสมบัติทางโภชนาการท่ีดีเยี่ยม การหาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อใช้ในการ
คดัเลือกลกัษณะน้ี จึงมีประโยชน์อยา่งยิ่งส าหรับโครงการปรับปรุงพนัธ์ุ งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค ์
1) เพื่อคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR เพื่อบ่งช้ีความแตกต่างระหวา่งทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูง
และต ่ า และ 2) หาลิงค์เกจระหว่างเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR กับลักษณะกรดโอเลอิกสูงใน
ทานตะวนั โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ี 1 การวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกโดย
วธีิมาตรฐาน ใชท้านตะวนัสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (PI 649855, 80-85 เปอร์เซ็นต)์ ผสมพนัธ์ุกบั
สายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า (2A, 20-23 เปอร์เซ็นต)์ เพื่อสร้างประชากร F1 จากนั้นผสมตวัเองตน้ F1 
เพื่อสร้างประชากร F2 แล้วน า 4 ประชากร ได้แก่ พันธ์ุพ่อ-แม่ F1 และ F2 มาปลูกทดสอบและ
วิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิก ผลการทดลองพบว่าประชากร F2 มีการกระจายตวัแบบปกติ โดย
ประชากรส่วนใหญ่มีการกระจายตวัอยูใ่นช่วง 50-70 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย 64.35 เปอร์เซ็นต ์จดั
อยู่ในเกณฑ์ค่อนข้างสูง ส่วนท่ี 2 เพื่อหาความเช่ือมโยงระหว่างเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR กับ
ลักษณะกรดโอเลอิกสูง โดยใช้เคร่ืองหมาย SSR จ านวน 37 ไพรเมอร์  ผลการทดลองพบว่า 13       
ไพรเมอร์สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้จากนั้น
เลือก 5 จาก 13 ไพรเมอร์มาตรวจสอบในประชากร F2 จ านวน 90 ตน้ เม่ือน ามาวเิคราะห์ลิงคเ์กจโดย
วิธี simple regression พบว่าจาก 5 ไพรเมอร์ มี 2 ไพรเมอร์ (ORS 311, ORS 339) ท่ีมีลิงค์เกจกับ
ต าแหน่ง QTL ของลกัษณะกรดโอเลอิกสูง (Sig. = 0.028 และ 0.021 ตามล าดบั) ดงันั้นสามารถใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุลดงักล่าวส าหรับคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงในประชากรน้ีได ้
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Helianthus annuus L./FATTY ACID COMPOSITION/MICROSATELLITE 

/MOLECULAR MARKER 

 High oleic sunflower oil which classified as unsaturated fatty acid is a 

premium quality with high nutritional value. Identification of molecular markers for 

this trait would have a great impact on sunflower breeding program. The objectives of 

this research were 1)  to identify polymorphic SSR markers between high and low 

oleic acid content in sunflower, and 2) to investigate the genetic linkage between SSR 

markers and high oleic acid trait in sunflower. This research was divided into 2 parts. 

The first part was conducted to analyze oleic acid by standard method. A high ( PI 

649855, 80-85%) and a low (2A, 20-23%)  oleic acid sunflower lines were crossed to 

construct F1 population. F1 plants were then self-pollinated to develop F2 population. 

Four populations including parents, F1 and F2 were evaluated. The segregation of oleic 

acid content in F2 population showed normal distribution. High frequency of F2 

progenies  was found between 50-70% of oleic acid content which had the mean 

( 64.35%)  in the medium-high level. In the second part, the association between 37 

SSR markers and high oleic acid content was evaluated. The result showed that high 

and low oleic acid sunflower genotypes could be distinguished by 13 primers. Then, 5 

out of 13 primers (N1-3F, ORS 311, ORS 339, ORS 1088 and ha 4149) were used for 

examination in F2 population (90 plants) . Linkage analysis was performed by simple 

regression, and  found that 2 primers (ORS 311 and ORS 339)   were associated with 



 

 

 

 

 

 

 

 

ค 
 

QTL of high oleic acid trait ( Sig. = 0.028 and 0.021, respectively). Therefore, these 

primers would be potentially used as markers for selection of the high oleic acid 

sunflower. 
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ค ำอธิบำยสัญลกัษณ์และค ำย่อ 
 
GC  = Gas chromatography 
SSR  = Simple sequence repeats 
SFA  = Saturated fatty acid 
MUFA  = Monounsaturated fatty acid 
PUFA  =  Polyunsaturated fatty acid 
NCRPIS = North central regional plant introduction station 
NIR  = Near-infrared spectroscopy 
bp  =  Base pair 
LG  =  Linkage group 
RCBD  = Randomized complete block design 
PLSR  =  Partial least square regression 
MSC  = Multiplicative scattering correction 
UV  = Ultraviolet 
cM  = centi-Morgan 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 

ทานตะวนั  (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน ้ ามันท่ีมีความส าคัญพืชหน่ึง ผลผลิตของ
ทานตะวนัส่วนใหญ่อยูใ่นเขตอบอุ่น ไดแ้ก่ รัสเซีย อาร์เจนตินา และประเทศในแถบยโุรปตะวนัออก 
ในปี พ.ศ. 2555 มีพื้นท่ีการปลูกทานตะวนัทัว่โลกประมาณ 155,269,400 ไร่ และปริมาณการผลิตทัว่
โลกประมาณ 37,449,403 ตนั ส่วนในประเทศไทยปัจจุบนัมีพื้นท่ีปลูกทานตะวนัประมาณ 190,000 
ไร่ (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554)  พื้นท่ีปลูกทานตะวนัแหล่งใหญ่ท่ีสุดของไทยอยูใ่นแถบ
ภาคกลางเช่น จงัหวดัลพบุรี สระบุรี ซ่ึง 2 จงัหวดัน้ี มีพื้นท่ีปลูกประมาณร้อยละ 60 ของประเทศ 
น ้ ามนัท่ีได้จากการสกดัจากเมล็ดทานตะวนัมีคุณภาพสูง ประกอบด้วยกรดไขมนัท่ีไม่อ่ิมตวั เช่น     
ลิโนเลอิกและโอเลอิก  

น ้ ามันทานตะวนัเป็นน ้ ามันท่ีมีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงประมาณ 88 
เปอร์เซ็นต ์โดยประกอบดว้ยกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซ้อน (ลิโนเลอิก) และเชิงเด่ียวสูง ซ่ึงน ้ ามนัท่ีมี
กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัสูงมกัท าให้เกิดการเหม็นหืน ดงันั้นการปรับเปล่ียนให้มีสัดส่วนของกรดไขมนั
ไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียวโอเลอิกสูงข้ึน จะท าใหน้ ้ามนัมีความเสถียรสูงส่งผลใหก้ารเหมน็หืนลดลง ลกัษณะ
กรดโอเลอิกสูงในน ้ามนัทานตะวนัเป็นลกัษณะปริมาณท่ีถูกควบคุมโดยยนีหลายคู่ (polygenes) และ
มีอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มเขา้มาเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของลกัษณะ ท าให้ความแปรปรวน
ของลกัษณะมีลกัษณะต่อเน่ือง (continuous distribution) ซ่ึงการคดัเลือกโดยใช้ฟีโนไทป์ท าไดย้าก  
เน่ืองจากการแสดงออกของลกัษณะมีทั้งลกัษณะทางพนัธุกรรม และมีอิทธิพลของสภาพแวดลอ้ม
เขา้มาเก่ียวขอ้ง นอกจากน้ีขั้นตอนการคดัเลือกในแต่ละชัว่อายุตอ้งทราบปริมาณกรดโอเลอิกใน
เมล็ดของแต่ละตน้ เน่ืองจากตอ้งปลูกทานตะวนัจนไดเ้มล็ดจึงจะสามารถวิเคราะห์ได้ การวิเคราะห์
ปริมาณกรดไขมนัโดยวิธีมาตรฐาน คือ Gas chromatography (GC) ถึงแมก้ารวิเคราะห์ให้ผลแม่นย  า 
แต่ตอ้งใชเ้วลานาน มีราคาในการวเิคราะห์สูง และสารเคมีท่ีใชเ้ป็นสารเคมีอนัตราย การคดัเลือกตน้
ทานตะวนัท่ีเมล็ดมีปริมาณกรดโอเลอิกสูงโดยวิธีดังกล่าวมกัท าได้ช้า และได้ผลไม่แม่นย  า อนั
เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มมีอิทธิพลต่อการปรากฎของลกัษณะ ดงันั้นเคร่ืองหมายโมเลกุลจึงนบัไดว้า่
เป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพในการคัดเลือกลักษณะกรดโอเลอิกสูง มีความถูกต้องและ 
แม่นย  าสูง ในการวิจยัน้ีเลือกใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR เพื่อแยกความแตกต่างระหว่าง
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ทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่า โดยเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR สามารถแยกความแตกต่างไดสู้ง 
(highly polymorphism) สามารถแสดงลกัษณะการข่มร่วมกนั (co-dominant) ได ้และขั้นตอนในการ
วเิคราะห์ไม่ยุง่ยาก ซบัซอ้น 
 

1.2  วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
1.2.1  เพื่อคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งทานตะวนัท่ี          

มีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้
1.2.2  เพื่อหาลิงคเ์กจเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR กบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูงในทานตะวนั 

 

1.3 ขอบเขตกำรวจิัย 
1.3.1  สร้างประชากรทานตะวนั P1 P2 F1 และ F2 โดยผสมระหว่างสายพันธ์ุท่ี มีกรด 

โอเลอิกต ่า คือ สายพนัธ์ุ 2A กบัพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงคือ PI 649855 แลว้แยกความแตกต่างระหวา่ง
ทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR จ านวน 37 ไพรเมอร์ 

1.3.2 วิเคราะห์หาลิงค์เกจเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR กบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูงในทาน-
ตะวนั 
 

 1.4  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1.4.1  สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนั

ไดโ้ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR 
1.4.2  พบลิงคเ์กจท่ีเช่ือมโยงระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR กบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูง

ในทานตะวนั เพื่อใชเ้ป็นเคร่ืองมือช่วยในการคดัเลือก 
 
  
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1  ความส าคญัของทานตะวนั  
ทานตะวนั (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน ้ ามนัท่ีมีความส าคญัพืชหน่ึง น ้ ามนัท่ีได้จาก

การสกดัจากเมล็ดทานตะวนัมีคุณภาพสูง ประกอบดว้ยกรดไขมนัท่ีไม่อ่ิมตวั เช่น ลิโนเลอิก และ
โอเลอิก (ตารางท่ี 2.1 ) ผลผลิตของทานตะวนัส่วนใหญ่อยู่ในเขตอบอุ่น ไดแ้ก่ รัสเซีย อาร์เจนตินา 
และประเทศในแถบยุโรปตะวนัออก ส าหรับประเทศไทยมีการส่งเสริมให้มีการปลูกทานตะวนัเป็น
อาชีพเสริมมากข้ึน (ส านกังานพนันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ, 2557) เพื่อเพิ่มผลผลิตให้
เพียงพอกบัอุตสาหกรรมพืชน ้ามนั และความตอ้งการของผูบ้ริโภค ทั้งน้ี เพราะทานตะวนัเป็นพืชท่ีมี
อายสุั้น ระบบรากลึก ทนทานต่อสภาพแหง้แลง้ไดดี้กวา่พืชอ่ืนๆ  
 
ตารางที ่2.1  คุณค่าทางอาหารของน ้ามนัทานตะวนั 

   Fatty acid Traditional sunflower High oleic sunflower 

Palmitic acid (16:0) 5.0-8.0% 2.6-5.0% 

Stearic acid (18:0) 2.0-7.0% 2.9-6.2% 

Oleic acid (18:1) 14.0-40.0% 75.0-90.7% 

Linoleic acid (18:2) 48.0-74.0% 2.1-17.0% 
Linolenic (18:3) 0.1-0.8% <0.3% 

Tocopherols (mg/kg) 440-1520 450-1120 
 ท่ีมา : CODEX STAN 210-1999 

 

ในปี พ.ศ. 2555 มีพื้นท่ีการปลูกทานตะวนัทัว่โลกประมาณ 155,269,400 ไร่ และปริมาณ
การผลิตทัว่โลกประมาณ 37,449,403 ตนั ส าหรับในประเทศไทยมีการส่งเสริมการปลูกทานตะวนั
เพื่อเป็นการคา้มาตั้งแต่ปี 2531 โดยมีพื้นท่ีปลูกประมาณ 7,500 ไร่ และค่อยๆ เพิ่มข้ึนจนถึงปี 2536 มี
พื้นท่ีปลูกประมาณ 40,000 ไร่ จากนั้นพื้นท่ีปลูกไดเ้พิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วจนถึง ปี 2547 มีพื้นท่ีปลูก
ทานตะวนัประมาณ 320,763 ไร่ ไดผ้ลผลิตรวมประมาณ 49,077 ตนั หรือประมาณร้อยละ 49 ของ
ความตอ้งการภายในประเทศ (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554) ซ่ึงปัจจุบนัความตอ้งการใช้
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เมล็ดทานตะวนัเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมมีประมาณ  1,000,000 ตนั  ท าให้ต้องมีการน าเข้าจากต่าง 
ประเทศทุกปี ทั้งในรูปเมล็ดและน ้ ามนั พื้นท่ีปลูกทานตะวนัแหล่งใหญ่ท่ีสุดของไทยอยูใ่นแถบภาค
กลาง เช่น จงัหวดัลพบุรี สระบุรี มีพื้นท่ีปลูกประมาณร้อยละ 60 ของประเทศ (ส านักงานพนันา
วทิยาศาสตร์และเทคโนโลยแีห่งชาติ, 2557) 

ทานตะวนัเป็นพืชท่ีมีการปรับตวัเขา้กบัสภาพของเขตร้อนไดดี้ ไม่ไวแสง สามารถออกดอก
ให้ผลไดทุ้กสภาพช่วงแสง ปลูกไดใ้นพื้นท่ีท่ีมีการปลูกขา้วโพด ขา้วฟ่าง เม่ือทานตะวนัตั้งตวัได้
แล้ว  จะมีความทนทานต่อสภาพแห้งและร้อนได้ดีพอสมควร  และจะเร่ิมเติบโตทันทีเม่ือมีฝน 
นอกจากน้ีทานตะวนัยงัมีความทนทานต่อสภาพอากาศเยน็จดัไดดี้กวา่ขา้วโพด ขา้วฟ่าง โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่ในระยะตน้กลา้ ทานตะวนัเจริญเติบโตไดดี้ในดินหลายประเภท แต่จะข้ึนไดดี้ในสภาพดินท่ี
มีผิวดินหนาและอุม้ความช้ืนไวไ้ดดี้ สามารถทนต่อสภาพความอุดมสมบูรณ์ต ่า ตลอดจนสภาพดิน
เกลือและเป็นด่างจดัได้พอสมควร ซ่ึงดินเหล่าน้ีจะมีอยู่เป็นจ านวนมากในเขตแห้งแล้งทัว่ ๆ  ไป 
ทานตะวนัชอบอากาศอบอุ่นในเวลากลางวนัและอากาศเยน็ในเวลากลางคืน อุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 
อยู่ระหว่าง 18-25 องศาเซลเซียส ดินมีความเป็นกรดเป็นด่าง 5.7-8 มีหน้าดินลึก อุม้น ้ าไดดี้ ไม่ทน
ต่อน ้าขงั และดินท่ีเป็นกรด หากดินท่ีปลูกมีความช้ืนต ่าจะท าใหผ้ลผลิตของเมล็ดจะต ่าลงมาก 

 

2.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของทานตะวนั 
ทานตะวนั เป็นพืชในตระกูลเดียวกนักบัเบญจมาศ ค าฝอย ดาวเรือง (Asteraceae) เป็นพืช

ลม้ลุกท่ีมีปลูกกนัมากในเขตอบอุ่น การท่ีมีช่ือเรียกว่า “ทานตะวนั” เพราะลกัษณะการหันของช่อ
ดอกและใบจะหันไปทางทิศของดวงอาทิตย์ คือ หันไปทางทิศตะวนัออกในตอนเช้า และทิศ
ตะวนัตกในตอนเยน็ แต่การหันจะลดน้อยลงเร่ือย ๆ หลงัจากมีการผสมเกสรไปจนกระทัง่ถึงช่วง
ดอกแก่ ซ่ึงช่อดอกจะหันไปทิศตะวนัออกเสมอ ซ่ึงลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของทานตะวนัแสดง
ในภาพท่ี 2.1 

ราก เป็นระบบรากแก้วหย ัง่ลึกลงไปประมาณ 150-270 เซนติเมตร มีรากแขนงค่อนข้าง
แข็งแรงแผ่ขยายไปด้านขา้งไดย้าวถึง 60-150 เซนติเมตร เพื่อช่วยค ้าจุนล าตน้ไดดี้และสามารถใช้
ความช้ืนระดบัผวิดินไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 

ล าตน้ ส่วนใหญ่ไม่มีแขนง แต่บางพนัธ์ุมีการแตกแขนง ขนาดของล าตน้ ความสูง การแตก
แขนงข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุและสภาพแวดลอ้ม การโคง้ของล าตน้ตรงส่วนท่ีเป็นกา้นช่อดอกมีหลายแบบ 
แบบท่ีตอ้งการ คือ แบบท่ีส่วนโคง้ตรงกา้นช่อดอกคิดเป็นร้อยละ 15 ของความสูงของล าตน้ พนัธ์ุท่ี
มีการแตกแขนง อาจมีความยาวของแขนงสูงกวา่ล าตน้หลกั แขนงอาจแตกมาจากส่วนโคนหรือยอด 
หรือตลอดล าตน้ก็ได ้

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

5 
 

 
 

 

ภาพที ่2.1 ส่วนประกอบของตน้ทานตะวนั  
 

ใบ เป็นใบเด่ียวเกิดตรงกันขา้ม หลงัจากท่ีมีใบเกิดแบบตรงกันขา้มอยู่ 5 คู่แล้ว ใบท่ีเกิด
หลงัจากนั้นจะมีลกัษณะวน จ านวนใบบนตน้อาจมีตั้งแต่ 8-70 ใบ รูปร่างของใบแตกต่างกนัตาม
พนัธ์ุ สีของใบอาจมีตั้งแต่เขียวอ่อน เขียว และเขียวเขม้ ใบท่ีเกิดออกมาจากตายอดใหม่ ๆ กา้นใบจะ
อยูใ่นแนวตั้งจนกระทัง่ใบมีความยาว 1 เซนติเมตร ปลายยอดจะค่อย ๆ โคง้ลงจนเม่ือใบแก่แลว้ก็จะ
โคง้ลงมาเป็นรูปตวัย ูการสร้างใบจะมีมากจนกระทัง่ดอกบาน หลงัจากนั้นการสร้างใบจะลดนอ้ยลง 

ดอก เป็นรูปจาน เกิดอยูบ่นตายอดของล าตน้หลกั หรือแขนงล าตน้ มีเส้นผา่ศูนยก์ลางของ
ดอกอยู่ระหว่าง 6-37 เซนติเมตร ซ่ึงข้ึนอยู่กบัพนัธ์ุและสภาพแวดลอ้ม ดอกมีลกัษณะเป็นแบบช่อ
ดอก ประกอบดว้ยดอกยอ่ยเป็นจ านวนมากดงัแสดงในภาพท่ี 2.2  ซ่ึงแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ  

1. ดอกยอ่ยท่ีอยูร่อบนอกจานดอก เป็นดอกท่ีไม่มีเพศ (เป็นหมนั) มีกลีบดอกสีเหลืองส้ม  
2. ดอกยอ่ยท่ีอยูใ่นจานดอก เป็นดอกสมบูรณ์เพศ มีเกสรตวัผูท่ี้พร้อมจะผสมไดก่้อนเกสร

ตวัเมีย และสายพนัธ์ุผสมเปิดส่วนใหญ่ผสมตวัเองนอ้ยมาก 
ในแต่ละจานดอกจะมีดอกย่อยอยู่ประมาณ 700-3,000 ดอก ในพนัธ์ุท่ีให้น ้ ามนั ส่วนพนัธ์ุ

อ่ืน ๆ อาจมีดอกย่อยถึง 8,000 ดอก การบานหรือการแก่ของดอกจะเร่ิมจากวงรอบนอกเข้าไปสู่
ศูนยก์ลางของดอก ดอกบนก่ิงแขนงจะมีขนาดเล็ก แต่ถา้เป็นแขนงท่ีแตกออกมาตอนแรก ๆ ดอกจะ
มีขนาดใหญ่เกือบเท่ากบัดอกบนล าตน้หลกั ส่วนใหญ่พนัธ์ุท่ีปลูกเป็นการคา้ มกัจะเลือกตน้ชนิดท่ีมี
ดอกเด่ียว เพื่อความสมบูรณ์ของดอกและใหเ้มล็ดท่ีมีคุณภาพดี 
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ภาพที ่2.2 ภาพตดัขวางแสดงโครงสร้างของดอกทานตะวนั 
 

เมล็ด (หรือ ผล) ประกอบดว้ยเน้ือใน ซ่ึงถูกห่อหุ้มไวด้ว้ยเปลือกท่ีแข็งแรง (ภาพท่ี 2.3) เม่ือ
ผลสุก ส่วนของดอกท่ีอยูเ่หนือรังไข่จะร่วง ผลท่ีมีขนาดใหญ่จะอยูว่งรอบนอก ส่วนผลท่ีอยูข่า้งใน
ใกล ้ๆ ก่ึงกลางจะมีผลเล็กลงเมล็ดทานตะวนัแบ่งเป็น 3 ประเภทใหญ่ คือ  

1. เมล็ดใชส้กดัน ้ามนั จะมีเมล็ดเล็ก สีด า เปลือกเมล็ดบาง ใหน้ ้ามนัมาก 
2. เมล็ดใช้รับประทาน จะมีเมล็ดใหญ่กว่าประเภทแรก เปลือกหนาไม่ติดกบัเน้ือในเมล็ด 

เพื่อสะดวกในการกะเทาะแลว้ใช้เน้ือในรับประทาน โดยอบหรือปรุงแต่งขนมหวาน หรือท าเป็น
แป้งประกอบอาหาร หรือใช้เมล็ดคัว่กบัเกลือแล้วกะเทาะเปลือกออกรับประทานเน้ือขา้งในเป็น
อาหารวา่ง เช่นเดียวกบัเมล็ดแตงโม 

3. เมล็ดใชเ้ล้ียงนก ใชเ้มล็ดเป็นอาหารเล้ียงนก หรือไก่โดยตรง 
 

 
 

 

ภาพที ่2.3 ส่วนประกอบของเมล็ดทานตะวนั 
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2.3 น า้มนัทานตะวนั 
 มูลค่าทางเศรษฐกิจของทานตะวนัล้วนมาจากการสกัดน ้ ามนั การสกดัน ้ ามนัจากเมล็ด

ทานตะวนันับได้ว่ามีมูลค่าสูงถึง 80% ของมูลค่าทั้ งหมดของทานตะวนั  (Fick and Miller, 1997) 
องค์ประกอบของน ้ ามนัข้ึนอยู่กบัเปอร์เซ็นต์ของส่วนเปลือกและความเขม้ขน้ของน ้ ามนัในเมล็ด 
เปอร์เซ็นต์ส่วนเปลือกของทานตะวนัแต่ละสายพนัธ์ุอาจอยู่ในช่วง 10-60 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี
ปริมาณน ้ ามนัในเมล็ดอยู่ในช่วง 260-720 กรัม/กิโลกรัม เปอร์เซ็นต์ของส่วนเปลือกและปริมาณ
น ้ ามนัในเมล็ดทานตะวนัของพนัธ์ุท่ีมีปริมาณน ้ ามนัสูงจะอยูใ่นช่วงระหวา่ง 20-25 เปอร์เซ็นต ์และ 
570-670 กรัม/กิโลกรัม ตามล าดบั (Miller and Fick, 1997) เมล็ดพนัธ์ุลูกผสมส่วนใหญ่จะมีปริมาณ
น ้ ามนัในเมล็ดประมาณ 400-500 กรัม/กิโลกรัม น ้ ามนัทานตะวนัจดัได้ว่าเป็นน ้ ามนัท่ีมีคุณภาพดี 
เน่ืองจากมีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง (โอเลอิกและลิโนเลอิก) ไม่มีองค์ประกอบท่ีเป็นพิษ และมี
คุณสมบติัทางโภชนาการท่ีดีเยีย่ม (ตารางท่ี 2.2)  

 

ตารางที ่2.2  กรดไขมนัในน ้ามนัพืชชนิดต่าง ๆ 

น า้มัน 
SFA MUFA PUFA 

 (%)  (%)  (%) 

น ้ามนัร าขา้ว 18 45 37 

น ้ามนัมะกอก 14 77 9 
น ้ามนัคาโนลา 6 58 36 

น ้ามนัมะพร้าว 92 6 2 
น า้มันทานตะวนั 12 21 67 

น ้ามนัปาลม์ 50 39 10 
น ้ามนัถัว่เหลือง 16 24 60 

น ้ามนัดอกค าฝอย 10 15 75 

น ้ามนัขา้วโพด 13 20 62 

น ้ามนัถัว่ลิสง 17 37 40 
น ้ามนัเมล็ดฝ้าย 28 22 27 

น ้ามนัปาลม์เคอเนล 86 12 2 
SFA = กรดไขมนัอ่ิมตวั, MUFA = กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียว, PUFA = กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซอ้น 
ท่ีมา : นยันา บุญทวยีวุนัน์ และเรวดี จงสุวนัน์ (2545) 
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อย่างไรก็ตาม การรับประทานไขมนัท่ีมีกรดไขมนัอ่ิมตวั  และไม่อ่ิมตวั  ต้องมีสัดส่วนท่ี
เหมาะสมจึงจะมีประโยชน์ต่อสุขภาพ คือ ช่วยลดความเส่ียงต่อโรคหวัใจและหลอดเลือด (Mensink 
et al., 1994, Willett, 1994) หากร่างกายได้รับไขมันท่ีมีสัดส่วนของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงเด่ียว
มากกว่ากรดไขมันไม่อ่ิมตัวเชิงซ้อน จะเกิด Oxidized LDL น้อย ซ่ึงลดการเกิดหลอดเลือดแข็ง 
นอกจากการช่วยลดคลอเลสเตอรอลท่ีไม่ดี ซ่ึงมีส่วนท าใหเ้กิดการอุดตนัในผนงัหลอดเลือดแดงแลว้ 
กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียวยงัสามารถเพิ่มหรือคงระดับคลอเลสเตอรอลท่ีดี หรือ HDL-C (High 
Density Lipoprotein Cholesterol) ท่ีช่วยพาโคเลสเตอรอลในเซลล์และกระแสเลือดไปเผาผลาญได้
อีกด้วย ดังนั้น กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียวจึงมีส่วนช่วยลดอตัราเส่ียงต่อการเกิดโรคหัวใจและ
หลอดเลือดได ้และยงัช่วยท าใหผ้นงัหลอดเลือดแดงท างานไดดี้ข้ึนอีกดว้ย 

โดยปกติแลว้น ้ามนัทานตะวนัประกอบดว้ยไตรเอซิลกลีเซอรอล (Triacylglycerol) ซ่ึงอยูใ่น
รูปของของเหลวในสภาวะอุณหภูมิห้องและมีจุดเดือดต ่า น ้ ามนัดงักล่าวจะประกอบดว้ยกรดไขมนั
ชนิดหลกั ๆ คือกรดไขมนัอ่ิมตวัคือ ปาล์มิติก C16:0 (70 กรัม/กิโลกรัม) และสเตียริก C18:0 (40 กรัม/
กิโลกรัม) กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียว คือ โอเลอิก C18:1 (200 กรัม/กิโลกรัม) และกรดไขมนัไม่อ่ิม 
ตัวเชิงซ้อนคือ  ลิโนเลอิก  C18:2 (690 กรัม /กิโลกรัม)  โดยปริมาณของโอเลอิกและลิโนเลอิกมี 
สัดส่วนสูงถึง 89 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด ซ่ึงมีปริมาณกรดลิโนเลอิกซ่ึงเป็นกรด
ไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซอ้นสูงถึง 680-720 กรัม/กิโลกรัม  

 

 

ภาพที ่2.4 โครงสร้างการเรียงอะตอมของกรดโอเลอิก (C18:1) ซ่ึงเป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียว 
 

 

ภาพที ่2.5 โครงสร้างการเรียงอะตอมของกรดลิโนเลอิก (C18:2) ซ่ึงเป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซอ้น 
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กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียว (ภาพท่ี 2.4) เป็นกรดไขมนัท่ีมีแขนคู่เพียง 1 ต าแหน่ง มีโอกาส
ถูกออกซิไดส์ เกิดเป็นอนุมูลอิสระไดน้้อยกวา่กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซ้อนท่ีมีแขนคู่หลายต าแหน่ง 
ในขณะท่ีกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงซ้อนเป็นกรดไขมนัท่ีมีพนัธะคู่หลายต าแหน่ง (ภาพท่ี 2.5) ซ่ึงใน
ภาวะท่ีมีออกซิเจน ต าแหน่งพนัธะคู่จะถูกออกซิไดส์ ถ้ากรดไขมนัมีต าแหน่งแขนคู่มาก จะถูก 
ออกซิไดส์ไดง่้ายมากข้ึน   

น ้ ามันทานตะวนัท่ีมีปริมาณกรดลิโนเลอิกสูง ไม่ได้ถูกน ามาใช้ประโยชน์ทางด้าน
อุตสาหกรรมมากนัก เน่ืองจากราคาท่ีสูงกว่าน ้ ามนัจากพืชชนิดอ่ืน ๆ แต่อย่างไรก็ตาม มีการใช้
น ้ามนัทานตะวนัในการท าน ้ามนัทาสี น ้ามนัเคลือบเงา และพลาสติก เน่ืองดว้ยคุณสมบติัในการแห้ง
เร็วของตวัน ้ ามนัเอง รวมไปถึงน ้ามนัจากพืชชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงมีศกัยภาพในการผลิตเป็นกาว เคมีเกษตร
โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารก าจดัศตัรูพืชท่ีเป็นสารไม่มีขั้ว (Hydrophobic pesticides) สารลดแรงตึงผิว 
รวมไปถึงพลาสติกและสารเติมแต่งพลาสติก น ้ ายาปรับผา้นุ่ม น ้ ามนัหล่อล่ืนสังเคราะห์และน ้ ามนั
เคลือบ โดยในการน าน ้ามนัไปใชป้ระโยชน์นั้นข้ึนอยูก่บัขอบเขตในดา้นราคาซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบั
เคมีปิโตรเลียมเป็นหลกั  
 
2.4 น า้มนัทานตะวนัทีม่กีรดโอเลอกิสูง 

น ้ ามนัทานตะวนัชนิดท่ีมีกรดโอเลอิกสูงประกอบไปดว้ยกรดโอเลอิก 800 กรัม/กิโลกรัม มี
ปริมาณกรดไขมนัอ่ิมตวัปาล์มิติกและสเตียริกท่ีระดบัปานกลางเท่านั้น (90 กรัม/กิโลกรัม) ท าให้
น ้ ามันชนิดน้ี เป็นท่ีต้องการในอุตสาหกรรมอาหาร เน่ืองจากไม่มีไขมันชนิดทรานส์เป็นองค ์
ประกอบซ่ึงเกิดจากการท าปฏิกิริยา hydrogenation และเน่ืองด้วยคุณสมบัติท่ีมีความคงทนหรือ
เสถียรต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันสูงท าให้น ้ ามันชนิดน้ีเป็นทางเลือกท่ีดีส าหรับการผลิต
เช้ือเพลิงชีวภาพ อีกทั้งยงัเป็นวตัถุดิบในอุตสาหกรรมโอลีโอเคมี โดยมีอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง
เป็นอุตสาหกรรมท่ีรองรับการใชง้านเป็นหลกั  

ในสหรัฐอเมริกา นักปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัได้ท าการพนันาพนัธ์ุทานตะวนัท่ีน ้ ามนัมี
ปริมาณกรดโอเลอิกปานกลาง (550-700 กรัม/กิโลกรัม) คือ พันธ์ุ  NuSun® (National Sunflower 
Association, Bismarck, North Dakota)  ซ่ึ ง มี คุณ สมบั ติ ท่ี ดี ก ว่ าน ้ ามัน จากพื ชช นิ ด อ่ืน  ๆ  เช่ น  
ถัว่เหลือง และคาโนลา โดยน ้ามนัท่ีไดจ้ากทานตะวนัพนัธ์ุน้ีไม่จ  าเป็นตอ้งผา่นการเติมไฮโดรเจน 

 
2.5 การปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัในประเทศไทย 

การปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัมีวตัถุประสงคห์ลกัคือ เพื่อเพิ่มผลผลิต และเปอร์เซ็นต์น ้ ามนั 
โดยการปรับปรุงพนัธ์ุสามารถท าไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่  
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1. การน าพืชมาจากแหล่งอ่ืน หรือการรวบรวมพนัธ์ุ โดยเลือกพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะตรง ตาม
ตอ้งการจากแหล่งท่ีมีอยูจ่ากบริเวณใกลเ้คียง หรือน ามาจากต่างประเทศ (introduction) ใชเ้ป็นพ่อแม่
เพื่อการผสมพันธ์ุ ต้นไม้ท่ีน าเข้ามาน้ีจะต้องปราศจากโรคแมลงศัตรูพืช และปรับตัวเข้ากับ
สภาพแวดลอ้มใหม่ได ้เช่น เสาวรี ตงัสกุล และคณะ (2553) ท าการรวบรวมพนัธ์ุทานตะวนัท่ีมีปลูก
ภายในประเทศ ทั้งพนัธ์ุลูกผสมและพนัธ์ุผสมเปิด ไดจ้  านวน 60 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ จากนั้นน าพนัธ์ุท่ี
ได้มาปลูกและคดัเลือกจากลกัษณะดีเด่นของสายพนัธ์ุได้จ  านวน 40 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ น าพนัธ์ุท่ีได้
ทั้งหมดมาสร้างสายพนัธ์ุแทโ้ดยการปลูกให้ผสมตวัเอง (selfing) จ านวน 4 รอบ เพื่อให้มีความเป็น
พันธ์ุแท้ (homozygous) มากข้ึน จนได้สายพันธ์ุแท้ชั่วท่ี 4 (S4 inbred line) จ านวน 76 สายพันธ์ุ 
จากนั้นน ามาทดสอบความสามารถในการรวมตวัและคดัเลือกจนไดพ้นัธ์ุแทดี้เด่น 8 สายพนัธ์ุซ่ึงมี
ความสามารถในการรวมตวัสูงและให้ลูกท่ีมีลกัษณะทางการเกษตรท่ีดี น าสายพนัธ์ุท่ีไดม้าสร้างเป็น
พนัธ์ุสังเคราะห์ได ้1 พนัธ์ุ 

2. การคดัเลือกพนัธ์ุ เป็นการคดัเลือกพนัธ์ุใหต้รงตามความตอ้งการจากพนัธ์ุท่ีมีรวบรวมไว้
แลว้น ามาปลูกและใช้เป็นพ่อแม่ในการผสมพนัธ์ุ โครงการปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนั มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีสุรนารีไดท้  าการพนันาทานตะวนัพนัธ์ุสังเคราะห์โดยสกดัสายพนัธ์ุจากพนัธ์ุทานตะวนั
ท่ีปลูกในประเทศไทย ทดสอบสมรรถนะการรวมตัวทั่วไป (GCA) และคัดเลือกสายพันธ์ุท่ีมี
เปอร์เซ็นตน์ ้ ามนัสูง จากนั้นจดักลุ่มสายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกไดต้ามเปอร์เซ็นตน์ ้ามนัแลว้ท าการผสมพนัธ์ุ
ภายในกลุ่ม จนไดพ้นัธ์ุสังเคราะห์ 6 พนัธ์ุ และจากการทดสอบผลผลิต พบว่าผลผลิตอยูใ่นระดบัท่ี 
น่าพอใจ มีเปอร์เซ็นต์น ้ ามนัใกลเ้คียงกบัพนัธ์ุแปซิฟิค 33 โดยเฉพาะพนัธ์ุสังเคราะห์ High Oil Open 
และ Medium Oil Cross ซ่ึงไดข้อรับรองพนัธ์ุจากมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  และให้ช่ือพนัธ์ุ  
สุรนารี 471 และสุรนารี  473 ตามล าดับ (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2548) ฐิติพร มะชิโกวา  
(2554) ท าการปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัพนัธ์ุสังเคราะห์ โดยท าการคดัเลือกเพื่อเพิ่มความสม ่าเสมอ
ของลกัษณะต่าง ๆ ของทานตะวนัพนัธ์ุสังเคราะห์จ านวน 4 พนัธ์ุ โดยใชก้ารคดัเลือก 3 วธีิ ไดแ้ก่ วิธี
ท่ี 1 คดัเลือกแบบ mass selection โดยคดัเลือกก่อนการผสมพนัธ์ุ 1 รอบ วิธีท่ี 2 คดัเลือกแบบ mass 
selection จ านวน 2 รอบ โดยคดัเลือกก่อนการผสมพนัธ์ุ 1 รอบ และหลงัการผสมพนัธ์ุอีก 1 รอบ วิธี
ท่ี 3 คดัเลือกแบบ mass selection โดยคดัเลือกหลงัการผสมพนัธ์ุ 2 รอบ ใช้การคดัเลือกแบบแปลง
ย่อย ร่วมด้วยในทุกวิธี จากผลการทดลองพบว่าวิธีท่ี 2 ท าให้ทุกประชากรมีความสม ่าเสมอของ
ลกัษณะต่าง ๆ สูงกว่าวิธีท่ี 3 โดยประชากรท่ีมีความสม ่าเสมอของความสูง อายุออกดอก ผลผลิต 
และเปอร์เซ็นต ์น ้ามนัสูง ไดแ้ก่ HOC_SM, S473_SM และ S475_SM 

3. การผสมพนัธ์ุ เป็นการสร้างพนัธ์ุใหม่ข้ึน จาก การรวบรวมเอาลกัษณะท่ีดีในแต่ละพนัธ์ุ
ให้เขา้มาอยูใ่นพนัธ์ุเดียวกนั โดยการผสมขา้มระหวา่งพนัธ์ุท่ีใช้เป็นตน้พ่อตน้แม่ แลว้คดัเลือกและ 
ทดสอบจนกระทัง่ลกัษณะท่ีตอ้งการมีความคงท่ี เช่น เฉลิมขวญั สุขเกษม (2555) ไดท้  าการผสมพนัธ์ุ
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ทานตะวนัสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า (2A, 5A) เขา้กบัสายพนัธ์ุทานตะวนัท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิก
สูง (PI 649855) เพื่อศึกษาอตัราพนัธุกรรม การแสดงออกของยนี และการถ่ายทอดลกัษณะกรดโอเล
อิกสูงในทานตะวนั โดยใช้ประชากรพื้นฐาน 6 ประชากร ไดแ้ก่ P1 P2 F1 F2 BC1 และ BC2 มาปลูก
ทดสอบในแปลงปลูก พบวา่ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมดว้ยยนีหลกัจ านวน 2 คู่ โดยยนีมีการ
แสดงออกแบบบวก ไม่มีการข่มขา้มคู่ (epistasis) และมีอตัราพนัธุกรรมแบบกวา้งและแบบแคบใน
ระดบัปานกลาง (62.83 และ 58.68 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั) 

อย่างไรก็ตาม การปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัในประเทศไทยถึงแมจ้ะปรับปรุงให้มีผลผลิต
และเปอร์เซ็นตน์ ้ามนัสูง แต่ยงัไม่มีการปรับปรุงพนัธ์ุใหมี้กรดโอเลอิกสูง 

 

2.6 พนัธุกรรมและการแสดงออกของยนีทีค่วบคุมลกัษณะกรดโอเลอกิสูง 
ในพืชแต่ละชนิดมียีนในการควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่าง ๆ แตกต่างกัน โดย

ลักษณะกรดโอเลอิกสูงในน ้ ามันเป็นลักษณะหน่ึงท่ีมีการศึกษาแล้วในพืชหลายชนิด  เช่น ใน
มสัตาร์ด ได้มีการศึกษาทางพนัธุกรรมของลักษณะกรดโอเลอิกสูงของมสัตาร์ดเอธิโอเปียสาย   
พนัธ์ุกลาย (Del Rio-Celestino and De Haro-Bailon, 2007) พบว่าการกระจายตวัของลกัษณะกรด 
โอเลอิกสูงนั้นช้ีให้เห็นถึงการควบคุมการเพิ่มปริมาณกรดโอเลอิกโดย 2 วิถี วิถีแรกเกิดข้ึนบนสาย
โซ่ของ C18:1 ถึง C22:1 และมียีน fad2 เขา้มาเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ desaturation ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงจาก C18:1 (กรดโอเลอิก) เป็น C18:2 (กรดลิโนเลอิก) ส าหรับในวถีิท่ี 2 พบวา่วิถี C18:1 
อาจได้รับอิทธิพลจาก  OL locus ด้วย  Schierholt et al. (2000)  พบเช่นกันว่า ลักษณะกรดโอเลอิก 
สูงข้ึนอยูก่บัการควบคุมของ fad2 locus ซ่ึงไดศึ้กษาในทานตะวนัโดยการผสมระหวา่งพนัธ์ุท่ีมีกรด
โอเลอิกสูง 2 พนัธ์ุ (line 7488 x line 19661) จากนั้นน าประชากรในรุ่น F2 มาวิเคราะห์การกระจาย
ตวั โดยการเปรียบเทียบองค์ประกอบของกรดไขมนั และวิเคราะห์ bulk segregant analysis พบ
เคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP 3 เคร่ืองหมายท่ีมีต าแหน่งอยูบ่นแผนท่ีทางพนัธุกรรมท่ีใกลก้บัยนี fad2  

 ในถัว่ลิสง Moore and Knauft (1989) ไดท้  าการผสมขา้มระหว่างสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิก
ต ่า 1 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 2 สายพนัธ์ุ ได้ลูก F1 F2 F3 และลูกผสมกลบั เม่ือ
ปลูกทดสอบและวิเคราะห์ พบวา่ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมโดยยีนดอ้ย 2 คู่ (ol1, ol2) ต่อมา 
Jung et al. (2000a, b) ท าการศึกษาถัว่ลิสงสายพนัธ์ุกลายท่ีมีปริมาณน ้ ามนัในเมล็ดต ่า แต่มีปริมาณ
กรดโอเลอิกสูง น ามาผสมพันธ์ุกับสายพันธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าได้ประชากรในรุ่น F2 จากนั้ น      
ปลูกทดสอบและวิเคราะห์ลกัษณะกรดโอเลอิกสูง พบวา่กรดโอเลอิกสูงของสายพนัธ์ุกลายน้ีเกิดข้ึน
จากการเปล่ียนแปลงของยีนท่ีส าคญั 2 รูปแบบ คือ การกลายพนัธ์ุก่อให้การเปล่ียนแปลงของยีน 
oleate desaturase โดยมีผลท าให้มีระดับ activity ของยีนต ่าลง และการกลายพนัธ์ุนั้ น ไปลดการ 
transcript ของยนี oleate desaturase ซ่ึงมีผลใหป้ริมาณของกรดโอเลอิกลดต ่าลง  
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ในดอกค าฝอย Hamdan et al. (2009) ท าการศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะโอเลอิกสูงโดยน า
สายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 1 สายพนัธ์ุผสมพนัธ์ุกบัสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 2 สายพนัธ์ุ จากนั้น
ท าการทดสอบและวิเคราะห์การกระจายตวัของลูกในชัว่ F1 F2 และ F3 พบวา่ลกัษณะกรดโอเลอิกสูง
ถูกควบคุมโดยยนีดอ้ยเพียงยนีเดียว (ol) 

Liu et al. (2002) ท าการปรับปรุงพันธ์ุฝ้ายให้มีกรดโอเลอิกและกรดสเตียริกสูงโดยใช้
เทคนิค gene silencing โดยการน า hpRNA-mediated PTGS ในฝ้ายไปลดการแสดงออกของยีนท่ี

ควบคุมการสร้างเอนไซม์ desaturase ผลจากการลดระดบัการแสดงออกของยีน ghFAD2-1 ∆12-
desaturase ท าให้ปริมาณกรดโอเลอิกเพิ่มข้ึนจาก 13 เปอร์เซ็นต ์เป็น 78 เปอร์เซ็นต์ และการลดการ

แสดงออกของยีน ghSAD-1 ∆9-desaturase เพิ่มปริมาณของกรดสเตียริกจาก 2 เปอร์เซ็นต์ เป็น 40 
เปอร์เซ็นต ์ยิ่งไปกวา่นั้นยงัมีผลท าให้กรดปาล์มิติกมีปริมาณลดลงจาก 26 เปอร์เซ็นต ์เหลือเพียง 15 
เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น  

ส าหรับในทานตะวนันั้น มีรายงานว่าทานตะวนัพนัธ์ุแรกท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (75%) คือ 
พนัธ์ุ Pervenetz ซ่ึงปรับปรุงพนัธ์ุมาจากการเหน่ียวน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารเคมีไดเมทิล
ซัลโฟเนตแลว้ท าการคดัเลือก (Soldatov, 1976) จนไดส้ายพนัธ์ุท่ีมีการกระจายตวัของปริมาณกรด
โอเลอิกอยู่ในช่วง 50-80% ต่อมาในปี 1984 Fick ไดท้  าการศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกรดโอเลอิก
ในทานตะวนัพบว่าถูกควบคุมโดยยีนเด่น 1 คู่  (Ol) โดยมีการข่มแบบไม่สมบูรณ์  (partially 
dominant gene) และ Urie (1985) ก็พบเช่นเดียวกนัวา่ ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมโดยยนีเด่น 
1 คู่เท่านั้น อย่างไรก็ตาม ในระยะต่อมามีการศึกษาการถ่ายทอดลกัษณะกรดโอเลอิกสูง พบว่าถูก
ควบคุม     โดยยีนเด่นจ านวน 3 คู่ คือ Ol1 Ol2 และ Ol3 (Miller et al., 1987; Fernandez-Martinez et 
al., 1988; Fernandez-Martinez et al., 1989) โดยคณะวิจยัได้อธิบายว่า ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงอาจ
ถูกควบคุมโดยยีนจ านวน 1, 2 หรือ 3 ยีนนั้นข้ึนอยูก่บัจีโนไทป์ของพนัธ์ุพ่อแม่ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าดว้ย 
(Fernandez-Martinez et al., 1989) 

ลกัษณะกรดโอเลอิกในน ้ ามนัทานตะวนัเป็นลกัษณะปริมาณท่ีถูกควบคุมโดยยีนหลายคู่ 
( polygenes)  ( Miller et al., 1987; Fernandez-Martinez et al., 1988; Fernandez-Martinez et al., 
1989) และมีอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มเขา้มาเก่ียวขอ้งกบัการแสดงออกของลกัษณะ ท าให้ความ
แปรปรวนของลกัษณะมีลกัษณะต่อเน่ือง (continuous distribution) ซ่ึงการคดัเลือกโดยใช้ฟีโนไทป์
ท าได้ยาก เน่ืองจากการแสดงออกของลักษณะมีทั้ งลักษณะทางพันธุกรรมและมีอิทธิพลของ
สภาพแวดลอ้มเขา้มาเก่ียวขอ้ง นอกจากน้ีขั้นตอนการคดัเลือกในแต่ละชัว่อายตุอ้งทราบปริมาณกรด
โอเลอิกในเมล็ดของแต่ละตน้ เน่ืองจากตอ้งปลูกทานตะวนัจนได้เมล็ดจึงจะสามารถวิเคราะห์ได้ 
และการวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันโดยวิธีมาตรฐาน คือ  Gas chromatography (GC) ถึงแม้การ
วิเคราะห์ให้ผลแม่นย  า แต่ตอ้งใชเ้วลานาน มีราคาในการวิเคราะห์สูง และสารเคมีท่ีใชเ้ป็นสารเคมี
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อนัตราย (Pérez-Vich et al., 1998) ท าให้การคดัเลือกตน้ทานตะวนัท่ีเมล็ดมีปริมาณกรดโอเลอิกสูง
ในแต่ละชั่วอายุโดยวิธีดังกล่าวมกัท าได้ช้า และได้ผลไม่แม่นย  า อนัเน่ืองจากสภาพแวดล้อมมี
อิทธิพลต่อการปรากฎของลกัษณะ ดงันั้นจ าเป็นตอ้งหาวธีิการท่ีช่วยให้การคดัเลือกท าไดร้วดเร็วข้ึน 
และลดอิทธิพลของสภาพแวดลอ้มท่ีมีผลต่อลกัษณะซ่ึงจะท าให้การคดัเลือกลกัษณะกรดโอเลอิกสูง
ท าไดอ้ยา่งรวดเร็ว ถูกตอ้ง และมีประสิทธิภาพสูง เช่น การใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล เป็นตน้ 

 
2.7 การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช  

ลกัษณะบางลกัษณะของพืช เช่น สีดอก อาจถูกควบคุมดว้ยยีนเพียงยีนเดียวแต่ลกัษณะอ่ืน 
ๆ ท่ีมีความซับซ้อนของลกัษณะมากกว่า เช่น ผลผลิตของพืช ความสูง ปริมาณน ้ ามนัหรือปริมาณ
แป้ง อาจถูกควบคุมดว้ยยีนหลายยีน โดยปกติแลว้นกัปรับปรุงพนัธ์ุจะคดัเลือกพืชโดยคดัเลือกจาก
ส่ิงท่ีสังเกตไดห้รือลกัษณะท่ีสามารถประเมินค่าได ้เรียกว่า ฟีโนไทป์ (phenotype) ซ่ึงการคดัเลือก
ลกัษณะท่ีมีความซบัซ้อนโดยพิจารณาจากฟีโนไทป์นั้นท าไดย้าก เพราะมีผลของส่ิงแวดลอ้มเขา้มา
เก่ียวขอ้ง ใชเ้วลานาน และมีค่าใชจ่้ายสูง  

ในปัจจุบนัเคร่ืองหมายโมเลกุลไดถู้กน ามาวิเคราะห์ตรวจสอบความแตกต่างของล าดบัท่ี
จ  าเพาะระหว่างส่ิงมีชีวิต  2 ชนิดหรือมากกว่า เคร่ืองหมายโมเลกุลนับได้ว่าเป็นเคร่ืองมือท่ีมี
ประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต ไม่ว่าระหว่างหรือภายในชนิด (species) 
ประชากร (populations) พนัธ์ุ (varieties) และสายพนัธ์ุ (breeding lines) ไดอ้ยา่งถูกตอ้งและแม่นย  า
กว่าการใช้ลักษณะรูปร่างหรือสัณฐานของพืช (morphological marker) และสามารถคัดเลือก 
จีโนไทป์ท่ีตอ้งการจากพืชไดโ้ดยตรง  วธีิการน้ี จึงมีความถูกตอ้ง แม่นย  าสูงและมีประสิทธิภาพกวา่
การคัดเลือกจากลักษณะท่ีปรากฏให้ เห็นหรือลักษณะฟีโนไทป์ซ่ึงมักจะผันแปรไปตาม
สภาพแวดล้อม ซ่ึงเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใช้ในปัจจุบนัมีหลายชนิด เช่น เคร่ืองหมาย Restriction 
Fragment Length Polymorphisms (RFLP) , Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) , 
Simple Sequence Repeat ( SSR) , Random Amplified Polymorphic DNA ( RAPD) , Sequence 
Characterized Amplified Region (SCAR), inter-Simple Sequence Repeat (iSSR) 

นกัปรับปรุงพนัธ์ุไดใ้ชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลเป็นเคร่ืองมือช่วยในการคดัเลือกพนัธ์ุ (marker-
assisted selection, MAS) เพื่อช่วยในการระบุยีนท่ีเฉพาะเจาะจง เคร่ืองหมายโมเลกุลหรือเคร่ือง 
หมายพนัธุกรรมท่ีวา่น้ีคือ สายหรือล าดบัของกรดนิวคลีอิกซ่ึงสร้างข้ึนจากส่วนของดีเอ็นเอ โดยมี
ต าแหน่งอยูใ่กลก้บัล าดบัของดีเอ็นเอของยนีท่ีสนใจและถูกส่งต่อโดยกฎพื้นฐานทางพนัธุกรรมจาก
รุ่นหน่ึงไปสู่รุ่นต่อ ๆ ไป เม่ือพบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลและยนีมีต าแหน่งอยูใ่กลก้นับนโครโมโซม
เดียวกนั ก็ดูเหมือนวา่ทั้งเคร่ืองหมายโมเลกุลและยนีนั้น ๆ  จะอยูใ่กลชิ้ดกนัแบบน้ีในทุกรุ่นของพืช
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นั้น ลกัษณะดงักล่าวน้ี เรียกวา่ ความเช่ือมโยงทางพนัธุกรรม (genetic linkage) ซ่ึงความเช่ือมโยงน้ี
สามารถใชท้  านายไดว้า่พืชมียนีท่ีตอ้งการหรือไม่ 

2.7.1 Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs)  เค ร่ืองหมายโม เลกุ ล 
RFLPs เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดแรกท่ีมีการพนันาข้ึนเพื่อใช้ในการท าแผนท่ีจีโนมของมนุษย ์
(Bostein et al., 1980) พนันาข้ึนมาโดยอาศยัความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการตดัดว้ย
เอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) จากนั้นท าการอิเล็กโทรโฟรีซิสด้วย agarose gel เพื่อแยก
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะตามขนาดของดีเอ็นเอท่ีตดัได ้จากนั้น 
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอจะถูกยา้ยไปยงัแผ่นไนลอนเมมเบรนโดยวิธี blotting แล้วจึง hybridize แผ่น 
เมมเบรนดว้ยดีเอ็นเอโพรบ (probe) ซ่ึงจะมีดีเอ็นเอเพียงบางท่อนเท่านั้นท่ีสามารถจบักบัต าแหน่งท่ี
จ าเพาะซ่ึงเป็นเบสคู่สมกบัโพรบได ้จากนั้นจึงท าการตรวจสัญญาณจากการ hybridize ลกัษณะเด่น
ของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีคือ สามารถแยกความแตกต่างท่ีดีเอ็นเอโดยตรง ดังนั้ นจึงไม่มี
อิทธิพลของสภาพแวดลอ้มเขา้มาเก่ียวขอ้ง การตรวจสอบจะเจาะจงท่ียีนหรือต าแหน่งท่ีแน่นอนบน
โครโมโซม (locus specific marker) ผลท่ีได้จึงมีความแม่นย  าและสามารถท าซ ้ าได้ผลเหมือนเดิม 
(reproducibility) นอกจากน้ีเคร่ืองหมาย RFLPs ยงัแสดงการข่มร่วมกนั (co-dominant marker) ซ่ึง
จะช่วยใหแ้ยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติระหวา่งกลุ่มท่ีเป็นโฮโมไซกสั (homozygous) และ เฮเทอ-
โรไซกสั (heterozygous) ได ้

2.7.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD เป็น
เคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีตั้งอยูบ่นพื้นฐานของการเขา้คู่กนัแบบสุ่มของช้ินส่วนดีเอน็เอกบัไพรเมอร์ซ่ึงมี
ล าดับ เบสแบบ สุ่ ม  (Welsh and McClelland, 1990, Williams et al., 1990) โดยการ เข้ า คู่ ของ 
ไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอตน้แบบนั้นข้ึนอยูก่บัการเรียงตวัท่ีถูกตอ้งและระยะทางท่ีเหมาะสมของล าดบั
เบสแบบสุ่มท่ีกระจายตัวอยู่ทั่วทั้ งจีโนมซ่ึงเป็นคู่สมกับไพรเมอร์ท่ีมีจ  านวนนิวคลีโอไทด์ 10  
นิวคลีโอไทด์ ท าให้ไพรเมอร์สามารถจบักบัดีเอ็นเอตน้แบบไดห้ลายต าแหน่ง ดงันั้น แถบดีเอน็เอท่ี
ปรากฏข้ึนจึงมีหลายแถบ โดยความแตกต่างของเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีได้จากการใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลชนิด RAPD นั้นข้ึนอยู่กบัการเพิ่มข้ึนหรือการสูญเสียต าแหน่งจบักบัดีเอ็นเอสายตน้แบบ
ของไพรเมอร์ และการแทรกสอดและขาดหายไปของล าดบัเบสในบริเวณต าแหน่งจบัของไพรเมอร์ 
ดงันั้น ในการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีในการตรวจสอบความแตกต่างจึงไม่จ  าเป็นท่ีจะตอ้งมี
ข้อมูลล าดับเบสของดีเอ็นเอนั้ นๆ เน่ืองจากไพรเมอร์จะไปจบักับดีเอ็นเอสายต้นแบบแบบสุ่ม 
ต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงในสายดีเอ็นเอนั้น และเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) 
ท างานได ้

2.7.3 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP 
เป็นอีกหน่ึงประเภทของเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใชเ้ทคนิคพีซีอาร์เป็นพื้นฐาน (Vos et al., 1995) โดย
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เปล่ียนแปลงระบบการตรวจจบัสัญญาณจากการท าไฮบริไดเซชั่นของเคร่ืองหมายโมเลกุล RFLP 
เป็นระบบการ amplification แทน โดยเป็นเคร่ืองหมายท่ีตรวจสอบความแตกต่างของช้ินดีเอ็นเอ    
ท่ีได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะแล้ว น ามาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ดีเอ็นเอจะถูก 
ยอ่ยดว้ยเอนไซม์ ตดัจ าเพาะสองชนิดท่ีมีต าแหน่งจดจ าแตกต่างกนั ช้ินดีเอ็นเอท่ีไดจ้ะถูกต่อเขา้กบั
ช้ินดีเอ็นเอสังเคราะห์ท่ีทราบรหสั (adapter) สองชนิด จากนั้นหากมีการเขา้คู่ท่ีเฉพาะเจาะจงระหวา่ง
ไพรเมอร์กบัช้ินดีเอน็เอสังเคราะห์ทราบรหสั (adapter) และเบสคดัเลือก (N) ในช้ินดีเอน็เอเป้าหมาย 
จะท าให้ดีเอ็นเอเหล่านั้น มีการเพิ่มปริมาณข้ึนโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ต่อจากนั้นจึงน าช้ินดีเอ็นเอ        
ท่ีมีการเพิ่มปริมาณนั้ นมาแยกด้วยเทคนิคอิเลกโทรโฟรีซิสใน  "denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis" 

2.7.4 Simple Sequence Repeat (SSR) เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR หรือเป็นท่ีรู้จกักันใน  
ช่ือไมโครแซทเทิลไลท์ (Microsatellite) หรือ STR (Short Tandem Repeats) เป็นอีกประเภทหน่ึง    
ของล าดบัดีเอ็นเอท่ีโดดเด่นดว้ยการมีจ านวนซ ้ าของนิวคลีโอไทด์เป็น 2, 3, 4 หรือ 5 นิวคลีโอไทด์      
อยู่ สู ง  (เช่น  CACACACACACACA…, CATCATCATCATCAT…, ACGTACGTACGT… หรือ 
TAAAATAAAATAAAA…) และล าดบันิวคลีโอไทด์เหล่าน้ีกระจายตวัอยูท่ ัว่ทั้งจีโนม โดยรูปแบบ
ความแตกต่างท่ีเกิดข้ึนจากเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีเกิดข้ึนจากการจบักนัอยา่งจ าเพาะของช้ินส่วน
ดีเอ็นเอสั้น ๆ ท่ีประกอบดว้ยนิวคลีโอไทด์ซ ้ า ๆ โดยผา่นทางการท าพีซีอาร์และแยกความแตกต่าง
ของขนาดของดี เอ็น เอ ท่ี ได้บน  agarose หรือ polyacrylamide gel เป็นต้น  ซ่ึ งจ านวนซ ้ าของ 
นิวคลีโอไทด์จะแปรผนัไปตามแต่ละจีโนไทป์ จากคุณสมบติัของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีท่ีว่า
สามารถแยกความแตกต่างไดสู้ง สามารถแสดงลกัษณะการข่มร่วมกนั (co-dominant) ได ้ขั้นตอน
ในการวเิคราะห์ไม่ยุง่ยาก ซบัซ้อน ท าใหเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR เป็นอีกหน่ึงตวัเลือกในการศึกษา
จีโนมของส่ิงมีชีวติ 

 
2.8 การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเพ่ือปรับปรุงพันธ์ุทานตะวันให้มีปริมาณกรด

โอเลอกิสูง  
เคร่ืองหมายโมเลกุล นบัไดว้า่มีความส าคญัต่อการปรับปรุงพนัธ์ุพืชเป็นอยา่งมากโดยเฉพาะ

กบัการปรับปรุงพนัธ์ุพืชในลกัษณะปริมาณซ่ึงถูกควบคุมโดยยีนมากกวา่ 2 คู่ และส่ิงแวดลอ้มมีผล
ต่อการแสดงออกของลักษณะ  เน่ืองจากช่วยย่นระยะเวลาและเพิ่มความถูกต้องแม่นย  าในการ
คดัเลือกพนัธ์ุพืชนั้น ๆ ส าหรับลกัษณะกรดโอเลอิกสูงในน ้ ามนัทานตะวนัจดัเป็นลกัษณะปริมาณท่ี
ถูกควบคุมโดยยีนหลายคู่ การปรับปรุงพนัธ์ุโดยวิธีดั้งเดิมท าไดย้าก ผลท่ีไดอ้าจไม่แม่นย  า และการ
คดัเลือกตอ้งใช้เวลานาน ดงันั้น จึงมีการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเขา้มาช่วยในการคดัเลือกลกัษณะ
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กรดโอเลอิกสูงเพิ่มมากข้ึน ซ่ึงงานวจิยัท่ีผา่นมาไดใ้ชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลหลายชนิดเพื่อการคดัเลือก 
ดงัน้ี 

2.8.1 เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD Dehmer and Friedt (1998) ได้รายงานผลการพันนา
เคร่ืองหมายโมเลกุลส าหรับลักษณะกรดโอเลอิกสูงในทานตะวนั โดยการพันนาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลน้ีโดยใชป้ระชากรในรุ่น F2 ซ่ึงเป็นรุ่นท่ีมีการกระจายตวัของยีนสูง และพบการกระจายตวั
ของประชากรท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกสูงต่อประชากรท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ามีอตัราส่วนเป็น 3:1 ซ่ึงเป็น
อตัราส่วนการกระจายตวัตามทฤษฎี ผลจากการวเิคราะห์ bulked segregant analysis พบ 2 ไพรเมอร์
ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงออกจากกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าไดอ้ยา่ง
ชัดเจน คือ ไพรเมอร์ OP-AC10 และ OP-F15 โดยทั้ง 2 ไพรเมอร์น้ีพบแถบของดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
แตกต่างกนั คือ 765 และ 690 คู่เบสตามล าดบั หลงัจากนั้นจึงน าไพรเมอร์ทั้งสองน้ีมาทดสอบกบั
ประชากรท่ีอยู่ในกลุ่ม bulked เป็นรายต้นแล้ววิเคราะห์ linkage โดยใช้โปรแกรม Mapmaker ซ่ึง
พบวา่ระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) เป็น 7.2 และ 7.0 เซ็นติมอร์แกน (cM) ตามล าดบั 

2.8.2  เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ีเข้ามาช่วยในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัให้มีกรดโอเลอิกสูงเป็นเคร่ืองมือท่ีมีประสิทธิภาพ สามารถแยกความ
แตกต่างไดสู้ง แสดงลกัษณะการข่มร่วมกนั (co-dominant) ได ้โดย Nagarathna et al. (2011) ไดท้  า
การทดลองซ่ึงมีวตัถุประสงค์เพื่อประเมินความหลากหลายของสายพนัธ์ุทานตะวนัท่ีมีปริมาณ
น ้ามนัและกรดโอเลอิกสูง และหาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเช่ือมโยงกบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูง โดยใช้
สายพันธ์ุทานตะวนัในการทดลองจ านวน 350 สายพันธ์ุประกอบด้วย cms-lines, RHA-lines, 
germplasm lines และสายพนัธ์ุแท้ (inbred lines) เบ้ืองตน้ท าการประเมินสายพนัธ์ุท่ีได้คดัเลือกมา
โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR พบว่าในไพรเมอร์ท่ีน ามาทดสอบจ านวน 1 ไพรเมอร์นั้น สามารถ
แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้และเพื่อ
เป็นการยืนยนัผลการประเมินไพรเมอร์ขา้งตน้จึงท าการทดสอบกบัพนัธ์ุลูกผสมอีกคร้ัง โดยใน
ขั้ นตอนการวิ เคราะห์ปริมาณกรดไขมันชนิดต่าง ๆ ใช้วิธีการวิ เคราะห์แบบ GC-MS (gas 
chromatography–mass spectroscopy) ส่วนปริมาณน ้ามนัวิเคราะห์โดยใช ้NMR spectrometer ซ่ึงจาก
การวิเคราะห์พบวา่มีปริมาณน ้ามนัอยูใ่นช่วง 28-44 เปอร์เซ็นต ์โดยมีปริมาณกรดโอเลอิกอยูร่ะหวา่ง 
23.63-90.58 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือทดสอบด้วย SSR ไพรเมอร์ พบว่าสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (77.7-82.9 เปอร์เซ็นต์) และปานกลาง (48.9-51.0 เปอร์เซ็นต์) ออก
จากกนัไดอ้ยา่งชดัเจน โดยตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 800-900 คู่เบส แต่ไม่พบ
แถบดีเอ็นเอน้ีในตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกปานกลางและต ่า ต่อมา Grandon et al. (2012) ท าการทดสอบ 
SSR ไพรเมอร์จ านวน 386 ไพรเมอร์ท่ีพบอยู่บนแผนท่ีจีโนมของทานตะวนั โดยท าการทดสอบใน
ประชากรรุ่น F2 (R285 x R023) จ  านวน 115 ต้น ซ่ึงจาก 386 ไพรเมอร์พบว่ามี 82 ไพรเมอร์ท่ี
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สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัไดแ้ละจากจ านวน 82 
ไพรเมอร์น้ีพบว่า 53 ไพรเมอร์เป็นเคร่ืองหมายท่ีทราบต าแหน่งบนดีเอ็นเอและกระจายตวัอยู่บน 
linkage groups ทั้ง 16 กลุ่มของทานตะวนั 

ลกัษณะกรดโอเลอิกในน ้ ามนัทานตะวนัเป็นลกัษณะปริมาณท่ีถูกควบคุมโดยยีนหลายคู่ 
และมีอิทธิพลของสภาพแวดล้อมเข้ามาเก่ียวข้องกับการแสดงออกของลักษณะ ท าให้ความ
แปรปรวนของลกัษณะมีลกัษณะต่อเน่ือง ซ่ึงการคดัเลือกโดยใช้ฟีโนไทป์ท าไดย้าก ดงันั้นการน า
เคร่ืองหมายโมเลกุลมาใช้เป็นเคร่ืองมือในการคดัเลือกจึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูง ท าได้อย่าง
รวดเร็วและผลท่ีไดถู้กตอ้งแม่นย  า ซ่ึงจะช่วยลดระยะเวลาในการคดัเลือกเพื่อปรับปรุงพนัธ์ุให้สั้นลง 
โดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดหน่ึงท่ีสามารถแยกความ
แตกต่างของลกัษณะกรดโอเลอิกสูงไดดี้ การวิจยัคร้ังน้ีจึงเลือกใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิดน้ี ในการ
บ่งช้ีลกัษณะปริมาณกรดโอเลอิกสูงในทานตะวนั 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ท่ีสามารถแยกความ

แตกต่างของทานตะวนัท่ีมีลกัษณะกรดโอเลอิกสูงและต ่าได ้โดยใช้การวิเคราะห์เปรียบเทียบกบั
วิธีการวิเคราะห์แบบมาตรฐาน ซ่ึงขั้นตอนในการทดสอบประกอบดว้ยการสร้างประชากร F2 โดย
น าสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าและสูง มาท าการผสมขา้มจนไดลู้กชัว่ท่ี 1 จากนั้นผสมตวัเองเพื่อให้
ได้ลูกในชั่วท่ี 2 ซ่ึงในชั่วน้ีจะน าเมล็ดมาปลูกทดสอบแล้ววิเคราะห์หาปริมาณกรดโอเลอิก ใน
ขณะเดียวกนัก็ท าการสกดัดีเอน็เอเพื่อตรวจสอบความแตกต่างของทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและ
ต ่า โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR เพื่อบ่งช้ีลกัษณะความแตกต่าง จากนั้นท าการวิเคราะห์ linkage 
ระหวา่งลกัษณะทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์โดยมีขั้นตอนการวจิยัดงัน้ี 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภำพที ่3.1  ขั้นตอนในการทดลองเพื่อคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ท่ีสามารถแยกความ 
  แตกต่างของทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่า 
 

P1 P2 F1 F2 

Genotype analysis 
(SSR) 

Phenotype analysis 
(NIR) 

Linkage analysis 
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3.1 กำรสร้ำงประชำกรและกำรวดัลกัษณะทำงฟีโนไทป์ของปริมำณกรดโอเลอกิ 
3.1.1  พนัธ์ุทำนตะวนั 
พนัธ์ุทานตะวนัท่ีใช้ในการทดลองประกอบด้วยพันธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงคือ PI 649855  

(80–85%) ซ่ึงได้รับเมล็ดจาก NCRPIS (North Central Region Plant Introduction Station) ประเทศ
สหรัฐอเมริกา และสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า คือ 2A (20–23%) แต่เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีเปอร์เซ็นต์
น ้ ามนัสูง โดยสายพนัธ์ุน้ีได้จากการคดัเลือกของโครงการปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนั ส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี (ฐิติพร มะชิโกวา, 2554) รายละเอียดขอ้มูล
เก่ียวกบัปริมาณกรดโอเลอิกแสดงในตารางท่ี 3.1 (เฉลิมขวญั สุขเกษม, 2555) 

 
 ตำรำงที ่3.1 สายพนัธ์ุทานตะวนัท่ีใชใ้นการทดลอง 

สำยพนัธ์ุ แหล่งรวบรวมพันธ์ุ ปริมำณกรดโอเลอกิ (%) 

2A (Inbred line) มทส1 ประเทศไทย 20 - 23 

PI 649855  NCRPIS2/USDA สหรัฐอเมริกา 80 - 85 
1มทส = มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 

      2NCRPIS = North Central Region Plant Introduction Station 
 

3.1.2  กำรสร้ำงประชำกร 
สายพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นพ่อแม่พนัธ์ุ ไดแ้ก่ PI 649855 และ 2A โดยก าหนดให้พนัธ์ุ PI 649855 ซ่ึง

มีกรดโอเลอิกสูงเป็นพนัธ์ุพ่อ และสายพนัธ์ุ 2A ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าเป็นพนัธ์ุแม่ โดย
มีขั้นตอนการสร้างประชากรต่างๆ ดงัน้ี 

1) ประชำกร F1 ปลูกทานตะวนัสายพนัธ์ุ 2A และ PI 649855 โดยให้มีช่วงเวลาการ
ออกดอกพร้อมกนัทั้ง 2 สายพนัธ์ุ เม่ือดอกเร่ิมบานท าการผสมขา้มระหวา่งสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิก
ต ่า (2A) กบัสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (PI 649855) โดยใหส้ายพนัธ์ุ 2A เป็นพนัธ์ุแม่ ไดลู้กผสม F1 
จ านวน 1 คู่ผสม ไดแ้ก่  

 
 พนัธ์ุแม่ (P2)  พนัธ์ุพอ่ (P1) 

     2A x PI 649855 

หมายเหตุ : P1 คือ พนัธ์ุท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกสูง และ P2 คือ พนัธ์ุท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกต ่า 
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เม่ือได้เมล็ด F1 แล้ว แบ่งเมล็ดออกเป็น 2 ส่วน ส่วนท่ี 1 เก็บไวส้ าหรับขั้นตอนการปลูก
ทดสอบ และส่วนท่ี 2 ส าหรับใชใ้นการผลิตประชากร F2 ในรุ่นต่อไป 

2) ประชำกร F2 น าเมล็ด F1 ท่ีไดจ้ากขอ้ 1 มาปลูกให้ผสมตวัเอง เม่ือถึงระยะท่ีดอก
บาน (ระยะ R5) คลุมดอกด้วยถุงกระดาษเพื่อป้องกนัการผสมขา้ม เม่ือถึงระยะท่ีดอกบานท าการ
ช่วยผสมภายในดอกของแต่ละตน้ และเม่ือถึงระยะท่ีจานดอกมีสีน ้ าตาล ท าการเก็บเก่ียวเป็นรายตน้
แลว้น าเมล็ด F2 เพื่อน าไปปลูกทดสอบในขั้นตอนต่อไป 

3)  กำรปลูกทดสอบ  น าเมล็ดทานตะวนัของประชากร P1 P2 F1 และ F2 มาปลูก
ทดสอบในสภาพแปลงปลูก โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก (Randomized 
complete block design, RCBD) มีระยะระหว่างแถว  70 เซนติเมตร และระยะระหว่างต้น  30 
เซนติเมตร ท าการให้น ้ า ปุ๋ย และก าจดัวชัพืชตามค าแนะน าของกรมวิชาการเกษตร เม่ือถึงระยะสุก
แก่ท าการเก็บเก่ียวเมล็ดเป็นรายตน้ เพื่อน าไปวเิคราะห์น ้ามนัและปริมาณกรดโอเลอิก 

 
3.1.3 กำรวเิครำะห์ปริมำณกรดโอเลอกิ 
เม่ือทานตะวนัท่ีปลูกทดสอบทุกประชากร (P1 P2 F1 และ F2) ถึงระยะสุกแก่ ท าการ 

เก็บเก่ียวเมล็ดทานตะวนัในแต่ละประชากรเป็นรายตน้ จากนั้นน าเมล็ดมาวิเคราะห์ปริมาณกรด 
โอเลอิก โดยในขั้นตอนการวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกจะแบ่งเป็น 2 ขั้นตอน คือ การวิเคราะห์
โดยวธีิ Gas Chromatography  และการวเิคราะห์โดยวธีิ Near-Infrared Spectroscopy  

3.1.3.1  กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดโอเลอิกโดยวิธี Gas Chromatography (GC) วิธีน้ี
เป็นวิธีท่ีวิเคราะห์เพื่อใช้เป็นค่ามาตรฐาน (standard) ส าหรับการ calibrate เพื่อใช้ในการวิเคราะห์
โดยใช้ Near-Infrared Spectroscopy โดยเร่ิมจากท าการสุ่มเมล็ดจากประชากร P1 7 ตน้, P2 2 ตน้, F1 
7 ตน้ และ F2 21 ตน้ รวมตวัอยา่งทั้งหมด 37 ตวัอยา่ง มาวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกเพื่อใชเ้ป็นค่า
มาตรฐานในการวดัปริมาณกรดโอเลอิก โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

1)  กำรสกัดน ้ำมันออกจำกเมล็ดทำนตะวัน  ตามวิธีการของ Garces and Mancha 
(1993) โดยชัง่น ้ าหนกัตวัอยา่งเมล็ดทานตะวนั 3 กรัมแลว้น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง เติม chloroform : methanol (2 : 1 v/v) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนั้นยอ่ยตวัอยา่งแลว้
กรองกากตะกอนออกจากตวัอย่างด้วยชุดกรองป๊ัมลม (suction pump) น าตวัอย่างท่ีกรองไดม้าท า
การแยกชั้ นด้วยกรวยแยก (separating funnel) จากนั้ นเติม chloroform 30 มิลลิลิตร น ้ ากลั่น 30 
มิลลิลิตร และ 0.58% NaCl 50 มิลลิลิตร แลว้เขย่า 1 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไวเ้พื่อให้ชั้นไขมนัแยกตวั 
แล้วแยกเฉพาะส่วนท่ีเป็นชั้ นไขมัน เติม Na2SO4  แล้วกรองตัวอย่างเพื่อน าน ้ ามันท่ีสกัดได้ไป
วเิคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิก 
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2)  กำรเตรียมตัวอย่ำงเพ่ือวิเครำะห์ปริมำณกรดโอเลอิก  ตามวิธีการของ AOCS 
(1997) ดูดตวัอย่างน ้ ามนั 25 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองปากเกลียว เติม 0.5 M methanolic 
NaOH 1.5 มิลลิลิตร แลว้เป่าดว้ย N2 30 นาที จากนั้นน าตวัอยา่งไปตม้ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 2 
นาที แล้วเขย่าให้ไขมันแตกตัว และตั้งทิ้งไวใ้ห้เย็น เติม 17 : 0 Methyl ester 1 มิลลิลิตร  BF3 in 
methanol 2 มิลลิลิตร แล้วเป่าด้วย N2 เป็นเวลา 30 นาที ปิดฝาแล้วน าตัวอย่างไปต้มท่ี 70 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และทิ้งไวใ้ห้เยน็ เติม iso–octane 1 มิลลิลิตร เขย่าเพื่อให้เกิดชั้นชดัเจน 
ดูดเอาเฉพาะส่วนท่ีเป็นไขมนัชั้นบนสุด จากนั้นท าซ ้ าในขั้นตอนน้ีอีก 1 คร้ัง แล้วปรับปริมาตร
ตวัอยา่งดว้ย iso–octane ใหไ้ด ้5 มิลลิลิตร จากนั้นน าตวัอยา่งไปวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง GC 

3) กำรวิเครำะห์ปริมำณกรดไขมันโดยเคร่ือง GC น าตวัอยา่งท่ีเตรียมไวม้าวิเคราะห์
ปริมาณกรดโอเลอิกดว้ยเคร่ือง GC (Agilent Technology, 7890A) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

Oven Temperature : 175 องศาเซลเซียส 
Front Inlet (SS Inlet):  -    Temperature: 240 องศาเซลเซียส 

- Pressure: 38 PSI 
- Flow: 12.9 มิลลิลิตร/นาที 
- Septum Purge Flow: 3.0 มิลลิลิตร/นาที 

Back Detector (FID):  -     Temperature: 250 องศาเซลเซียส 
- Fuel Flow: 30.0 มิลลิลิตร/นาที 
- Utility Flow: 400.0 มิลลิลิตร/นาที 
- Makeup Flow: 25.0 มิลลิลิตร/นาที 
- Signal value: 33.6 pA 
- Column Flows: 0.9 มิลลิลิตร/นาที 
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3.1.3.2  กำรวิเครำะห์กรดไขมันโดย Near-Infrared Spectroscopy (NIR) การวดั
โดยวิธี NIR เป็นการวดัการดูดกลืนแสงจากโมเลกุลของตวัอย่างเมล็ดพืช โดยการน าตวัอยา่งเมล็ด 
P1 15 ตน้ P2 12 ตน้ F1 50 ตน้ และ F2 90 ตน้ ซ่ึงเป็นตวัอยา่งเดียวกบัท่ีใชว้ิเคราะห์ GC ท่ีบดละเอียด
มาวดัดว้ยความยาวคล่ืนแสงโดยเคร่ือง NIR (BUCHI (Thailand) Ltd., 2012) ในช่วง 750-2,500 นา-
โนเมตร จากนั้นน าสเปกตรัมท่ีไดจ้ากการวดัโดย NIR มาประมวลผลแลว้น ามาหาความสัมพนัธ์ทาง
สถิติกบัขอ้มูลของตวัอยา่งท่ีตรวจวิเคราะห์ดว้ยวิธีการทางเคมี ซ่ึงในการทดลองน้ีใช้ขอ้มูลท่ีวดัได้
จากวิธีมาตรฐาน (GC) ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.1 มาใชใ้นการสร้างสมการส าหรับท านาย เพื่อเปล่ียนค่าจาก
สเปกตรัมการดูดกลืนแสงเป็นปริมาณกรดโอเลอิก ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

1)  เม่ือเก็บเก่ียวทานตะวนัแลว้น าเมล็ดมาลดความช้ืนโดยการอบท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  

2) น าเมล็ดอบแหง้แลว้น ามาบดใหล้ะเอียด  
3)  น าตัวอย่างท่ีบดละเอียดมาว ัดค่ าการดูดกลืนแสงด้วย NIR Spectroscopy 

(NIRFlex N-500) ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดจ้ะเป็นสเปกตรัม  
4)  การวเิคราะห์ขอ้มูล ค านวณหาความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงสเปกตรัม

และปริมาณกรดโอเลอิก (ท่ีไดจ้ากวิธี GC ในขอ้ 3.3.1) ดว้ยวิธีทางสถิติแบบหลายตวัแปร (Partial 
least square regression : PLSR) และใชว้ิธีการเปรียบเทียบแบบ Cross validation จากนั้นน าสเปกตรัม
ท่ีไดม้าปรับแต่ง (pre-treatment spectrum) ดว้ยวิธี Multiplicative Scattering Correction (MSC) และ 
Normalize by Closure เม่ือไดส้มการท่ีเหมาะสมน ามาใช้วิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกของตวัอยา่ง
ของประชากรต่าง ๆ ซ่ึงค่าท่ีไดจ้ะแสดงเป็นปริมาณกรดโอเลอิกมีหน่วยเป็นเปอร์เซ็นต ์

 
3.1.4  กำรวเิครำะห์กำรกระจำยตัวของปริมำณกรดโอเลอกิในประชำกร F2  
หลงัจากวเิคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกโดยวิธี NIR แลว้น าขอ้มูลปริมาณกรดโอเลอิกท่ีไดม้า

หาค่าเฉล่ียและวาเรียนซ์ จากนั้นน าไปวิเคราะห์การกระจายตวัของประชากร P1 P2 F1 และ F2 และ
วิเคราะห์การกระจายตวัของประชากรโดยใช้ไค-สแควร์ โดยมีการแบ่งปริมาณกรดโอเลอิกเป็น 3 
ระดบั (Izquierdo et al., 2002) ดงัน้ี  
  กรดโอเลอิกต ่า   1-50 เปอร์เซ็นต ์

กรดโอเลอิกปานกลาง  50-65 เปอร์เซ็นต ์
กรดโอเลอิกสูง   >65    เปอร์เซ็นต ์
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วิเครำะห์กำรกระจำยตัวของประชำกร  P1 P2 F1 และ F2 น าข้อมูลท่ีได้ไปเขียนเป็น 
ฮิสโตแกรมและทดสอบการกระจายตวัของประชากรโดยเปรียบเทียบอตัราส่วนของปริมาณกรด
โอเลอิกสูง : ต ่า ของ F2 โดยใชไ้ค–สแควร์ (Severine et al., 2002) 

 

𝑥2 =  ∑
(oi − ei)

2

ei
 

 
 

เม่ือ i = 1, 2, …, n; o = ค่าสังเกตได ้และ e = ค่าคาดหมาย 
 

น าค่าไค–สแควร์ท่ีค านวณไดไ้ปเปรียบเทียบกบัค่าไค–สแควร์จากตาราง ท่ี df = n-1 ทั้งน้ี n 
คือ จ านวนชั้นของการกระจายตวัของขอ้มูล หากไม่มีค่านัยส าคญั แสดงว่าเป็นไปตามทฤษฎี แต่
หากมีค่านยัส าคญัแสดงวา่อตัราส่วนของค่าสังเกตไม่สอดคลอ้งกบัอตัราส่วนของค่าคาดหมาย 
 

3.2  กำรวดัลกัษณะทำงจีโนไทป์ของลกัษณะกรดโอเลอกิโดยใช้เคร่ืองหมำยโมเลกลุ SSR 
3.2.1 กำรแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงทำนตะวันต้นที่มีกรดโอเลอิกสูงและต ่ำโดยใช้เคร่ือง 

หมำยโมเลกุล SSR จ ำนวน 37 ไพรเมอร์ 
3.2.1.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ ปลูกทานตะวนัประชากร 2A และ PI 649855 หลงัจากนั้น 

30 วนัเก็บตวัอย่างใบอ่อนเป็นรายตน้ โดยมีตวัอยา่ง P1 14 ตน้ P2 36 ตน้ และ F2 90 ตน้ จากนั้นน า
ตวัอยา่งมาสกดัดีเอน็เอตามวธีิการของ Rogers and Bendich (1985) ดงัภาพท่ี 3.2 

กำรวิเครำะห์ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ น าตวัอยา่งดีเอน็เอมาวิเคราะห์ความเขม้ขน้ดว้ย
เคร่ือง ND-1000 Spectrophotometer (คิมห์ ฟูยนตร์พาณิชย ์และคณะ, 2554) ท่ีความยาวคล่ืน 260 
และ 280 นาโนเมตร พร้อมทั้งตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยใช้ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร ไปแยก
ขนาดภายใตส้นามไฟฟ้า 100 โวลต์ บน 1.2% Agarose แลว้ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์
(ethidium bromide) เป็ น เวลา 20 นาที  แล้วตรวจสอบแถบ ดี เอ็น เอภายใต้กล้อง  UV (Gel- 
Documentary)  
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ภำพที ่3.2 ขั้นตอนการสกดัดีเอน็เอ (Rogers and Bendich, 1985) 

 
3.2.1.2  ไพรเมอร์ทีใ่ช้ในกำรแยกควำมแตกต่ำงของทำนตะวันที่มีกรดโอเลอกิสูงและ

ต ่ำ การทดลองน้ีได้เลือกใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR เพื่อใช้ในการแยกความแตกต่างระหว่าง
ทานตะวนัท่ีมีลักษณะกรดโอเลอิกสูงและต ่ าจ  านวน 37 ไพรเมอร์ โดยประกอบด้วย 34 ORS  
ไพรเมอร์ (Iqbal et al., 2010), 2 HA ไพรเมอร์ (Darvishzadeh et al., 2010) และไพรเมอร์ N1-3F 
(Nagarathna et al., 2011) ซ่ึงมีรายละเอียดดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 3.2 
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ตำรำงที ่3.2 SSR ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการคดัเลือก 

No. 
Primer 
name 

Forward sequence Reverse sequence LG 
No.  

Allele 
    Reference 

1 ha 2879 CATACCGTTCTTGTTC CAACCTCCTAGGTCA - 2 Darvishzadeh et al. (2010) 
2 ha 4149 CAAAAACCTCTCTCCGTTGGC GACTCCAAAGTCCACCAAATC - 2 Darvishzadeh et al. (2010) 
3 N1-3F GAGAAGAGGGAGGTGTGAAG AGCGGTTATGGTGAGGTCAG - - Nagarathna et al. (2011) 

4 ORS 16 GAGGAAATAAATCTCCGATTCA GCAAGGACTGCAATTTAGGG 7 2 Tang et al. (2002) 
5 ORS 160 TCCCTTCCTTTCATCGTCTGCT TGGCAATTTGCCAAGGACC - 2 Tang et al. (2002) 
6 ORS 188 CTTCGTAGCCAACTCCCACC CAATGGTTGACAATGGGTTTGC 9 - Tang et al. (2002) 
7 ORS 287 CGGATTCACTGCTTTCCAAT GCATAGTTGCCCATCAGAGTAA - - Tang et al. (2002) 
8 ORS 290 TCTTTACTTCCACGGTGCACTA GCATTCACAACAAACATCATCA - - Tang et al. (2002) 
9 ORS 296 CCTTGCACTTAGCCCA GCATTCACAACAAACATCATCA - - Tang et al. (2002) 

10 ORS 300 GAATGCGGAGACAAAGGCT ATAAGTGTGGCGGTGGAAGA - - Tang et al. (2002) 
11 ORS 301 CGTGACCTGTGAAACACCAA CGATAACCGTGTGAAATCGTG - - Tang et al. (2002) 
12 ORS 309 CATTTGGATGGAGCCACTTT GATGAAGATGGGGAATTTGTG 4 4 Tang et al. (2002) 
13 ORS 310 AATTCCCACGCAAACTTCAA GGGTAAATGGGGCAACCTAT 16 - Tang et al. (2002) 
14 ORS 311 TCCCGAATTAGCCAAAGAAC GGTGTGGGTGTTGCAGCTAT - - Tang et al. (2002) 
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ตำรำงที ่3.2 SSR ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการคดัเลือก (ต่อ) 

No. 
Primer 
name 

Forward sequence Reverse sequence LG 
No. 

Allele 
Reference 

15 ORS 315 GCCGTGAATAATGGGATTGA GATTGGGTCAGCTTGTGTGA 5 - Tang et al. (2002) 
16 ORS 316 TGGCGTCTTCATAGCATCAG GAGATTTGAGCTTCGTGTTGC 13 2 Tang et al. (2002) 
17 ORS 318 TCCATGAGTTGGTCGTATGC CCGCATATTGAAACTGCATC - - Tang et al. (2002) 
18 ORS 319 TCATCAATCCAAGCACCAAA TTGGGCCGTAAACCCTTAAC - - Tang et al. (2002) 
19 ORS 321 TGTCGAAGAGTTGTCGGAAC GGGAAGGTGAAACCCTAACC 15 - Tang et al. (2002) 
20 ORS 322 TGCACCACTTGGAACTTGAC GCATTCATCCATAGTCATCAAGA - - Tang et al. (2002) 
21 ORS 323 CGGGAAACTAGGATCAGAGG GCCGGAGGATTAGAGGAGTT 7 - Tang et al. (2002) 
22 ORS 324 CACTTCTACTCCATCTTCTTCATCAA ATGATGCTCCGCAACAGTTT - - Tang et al. (2002) 
23 ORS 331 TGAAGAAGGGTTGTTGATTACAAG GCATTGGGTTCACCATTTCT 7,16 2 Tang et al. (2002) 
24 ORS 332 GACCAGCCGCATATTTCAA AAACCGGCCTCTTATTTGGT - - Tang et al. (2002) 
25 ORS 333 CGGTTAAGATGGTTCAGTTGG ATATTAAGTTTTGGTTTTAGCCAGAA 16 - Haddadi et al. (2010) 
26 ORS 337 TTGGTTCATTCATCCTTGGTC GGGTTGGTGGTTAATTCGTC 4 - Tang et al. (2002) 
27 ORS 339 CCCTCTTCCTCTCCCTTACTTT AAATCCGCACTCCAATATGC - - Tang et al. (2002) 
28 ORS 371 GGTGCCTTCTCTTCCTTGTG CACACCACCAAACATCAACC 1 - Tang et al. (2002) 
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ตำรำงที ่3.2  SSR ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการคดัเลือก (ต่อ) 

No. 
Primer 
name 

Forward sequence Reverse sequence LG 
No. 

Allele 
Reference 

29 ORS 488 CCCATTCACTCCTGTTTCCA CTCCGGTGAGGATTTGGATT 3 3 Tang et al. (2002) 
30 ORS 598 CCAAATGTGAGGTGGGAGAA ATAGTCCCTGACGTGGATGG 1 3 Tang et al. (2002) 
31 ORS 822 CAATGCCATCTGTCATCAGCTAC AAACAAACCTTTGGACGAAACTC 1 2 Tang et al. (2002) 
32 ORS 878 TGCAAGGTATCCATATTCCACAA TATACGCACCGGAAAGAAAGTC 10 2 Tang et al. (2002) 
33 ORS 899 GCCACGTATAACTGACTATGACCA CGAATACAGACTCGATAAACGACA 16 2 Tang et al. (2002) 
34 ORS 920 CGTTGGACGAAGAACTTGATTT ACTTCCGTTTGTTCCGAGCTT 16 2 Tang et al. (2002) 
35 ORS 988 TTGATTTGGTGAAAGTGTGAAGC CGAACATTATTTACATCGCTTTGTC 17 2 Tang et al. (2002) 
36 ORS 1068 AATTTGTCGACGGTGACGATAG TTTTGTCATTTCATTACCCAAGG 4 4 Tang et al. (2002) 
37 ORS 1088 ACTATCGAACCTCCCTCCAAAC GGATTTCTTTCATCTTTGTGGTG 10 2 Tang et al. (2002) 

  LG = Linkage group 
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3.2.1.3  กำรแยกควำมแตกต่ำงของทำนตะวันที่มีกรดโอเลอิกสูงและต ่ำโดยใช้ 37 
SSR ไพรเมอร์ น าตวัอย่างดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อ (กรดโอเลอิกสูง) และพนัธ์ุแม่ (กรดโอเลอิกต ่า) มา
ใชใ้นการประเมิน SSR ไพรเมอร์ ทั้ง 37 ไพรเมอร์ซ่ึงมีล าดบัเบสดงัแสดงในตารางท่ี 3.2 โดยการน า 
ดีเอ็นเอของทานตะวนัท่ีไดจ้ากขอ้ 3.2.1.1 มาเพิ่มปริมาณดว้ยวิธี PCR องคป์ระกอบในการท า PCR 
แสดงในตารางท่ี 3.3 
 

ตำรำงที ่3.3 องคป์ระกอบในการท า PCR 

Content Stock conc. Final conc. 1 tube 

     Toptaq 2X 1X 12.5 µl 
Forward primer 10 µM 0.3 µM  0.75 µl 

Reverse primer 10 µM 0.3 µM  0.75 µl 

     DNA 50 ng/µl 10 ng/µl 5 µl 

     DI water 
  

6 µl 
     Total     25 µl 

 

โดยมีอุณหภูมิของขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี 

     Preheat  95°C  3    นาที 

     Denaturation 95°C  30  วนิาที 

ท าซ ้ า 10 รอบ โดยลดอุณหภูมิในช่วง  Elongation 64°C  30  วนิาที 

Elongation ลงรอบละ 1 องศาเซลเซียส Extension 72°C  45  วนิาที  

     Denaturation 94°C  30  วนิาที 

  33 รอบ   Elongation 54°C  30  วนิาที 

     Extension 72°C  45  วนิาที 

     Final Extension 72°C  20  นาที 

        
หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดไ้ปแยกขนาดภายใตส้นามไฟฟ้า 100 โวลต์

บน 3% agarose gel เป็นเวลา 45 นาที แล้วยอ้มแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์  เพื่อตรวจสอบ
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ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได้อย่าง
ชดัเจน หลงัจากนั้นน าไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกไดไ้ปทดสอบกบัประชากร F2 ในขั้นตอนต่อไป 

3.2.2 กำรแยกควำมแตกต่ำงของทำนตะวันที่มีกรดโอเลอิกสูงด้วยไพรเมอร์ที่ได้จำกกำร  
คัดเลือก  
3.2.2.1 กำรทดสอบซ ้ำ 15 ไพรเมอร์ที่ได้จำกกำรคัดเลือกในประชำกร F2 เม่ือสร้าง

ประชากร F2 ท่ีจะใชใ้นการแยกความแตกต่างตามขั้นตอนท่ี 3.2 จากนั้นปลูกทดสอบประชากร F2 ท่ี
ไดพ้ร้อมกบัพ่อ-แม่พนัธ์ุ ลงในแปลงปลูก เม่ือทานตะวนัอาย ุ15 วนัหลงัปลูก เก็บใบอ่อนทานตะวนั
มาสกดัดีเอ็นเอตามขั้นตอนท่ี 3.2.1.1 จากนั้นสุ่มเลือกตวัอยา่งโดยดูจากผลการวเิคราะห์ปริมาณกรด
โอเลอิกในขอ้ 3.1.3.2 เพื่อใช้เป็นตวัแทนของกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (H) จ  านวน 5 ตวัอย่างและ
ตวัแทนของกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า (L) จ  านวน 5 ตวัอยา่ง เพื่อใชใ้นการแยกความแตกต่างดว้ยไพร-
เมอร์ท่ีคดัเลือกไดจ้ากขั้นตอนท่ี 3.2.1.3 จ านวน 15 ไพรเมอร์ จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ
ต้นตวัอย่างโดยวิธี PCR โดยมีองค์ประกอบดังแสดงในตารางท่ี 3.3 และมีอุณหภูมิตามขั้นตอน
ดงักล่าวตามขอ้ 3.2.1.3 จากนั้นน าตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณไดม้าแยกความแตกต่างโดยใช้ 2% 
agarose gel เป็นเวลา 40 นาที แล้วย ้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ จากนั้ นตรวจสอบ 
ตรวจสอบไพรเมอร์ ท่ีแสดงความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่า แลว้คดัเลือกไพร-
เมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างไดอ้ยา่งชดัเจนไปทดสอบกบัประชากร F2 เป็นรายตน้ในขั้นตอน
ต่อไป 

3.2.2.2  กำรแยกควำมแตกต่ำงของประชำกร F2 เป็นรำยต้นโดยใช้ 5 ไพรเมอร์ หลงั 
จากคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได้
แลว้ (ผลจากขอ้ 3.2.2.1) น าไพรเมอร์ดงักล่าวมาวิเคราะห์ซ ้ าเพื่อยืนยนัผลในประชากร F2 เป็นราย
ตน้โดยน าดีเอน็เอของ F2 จ านวน 90 ตน้ มาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยวธีิ PCR โดยมีองคป์ระกอบแสดง
ในตารางท่ี 3.3 และมีขั้นตอนตามขอ้ 3.2.1.3 และแยกความแตกต่างบน 2% agarose gel เป็นเวลา 40 
นาที และปฏิบติัเช่นเดียวกบัขั้นตอนในขอ้ 3.2.2.1  

 
3.3  กำรตรวจสอบแถบดีเอน็เอทีม่ลีงิค์เกจ (linkage) กบัปริมำณกรดโอเลอกิสูง 

หลงัจากแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกได้จากใน
ขั้นตอนท่ี 3.2.2.2 แล้ว น าข้อมูลแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากแต่ละไพรเมอร์มาตรวจสอบการมีลิงค์เกจ 
ระหวา่งเคร่ืองหมาย SSR (จีโนไทป์) กบัปริมาณกรดโอเลอิก (ฟีโนไทป์) ดว้ยวิธี simple regression 
และวธีิใชโ้ปรแกรม Mapmaker v. 3.0b  
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3.3.1  กำรตรวจสอบลิงค์เกจระหว่ำงข้อมูลทำงฟีโนไทป์กับข้อมูลทำงจีโนไทป์ที่ได้จำก
เคร่ืองหมำยโมเลกุล SSR โดยวธีิ simple regression 
หลงัจากแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกได้

แลว้ เก็บขอ้มูลจีโนไทป์จากแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏโดยการให้ระดบัคะแนนดงัน้ี ตวัอยา่งท่ีมีแถบดี
เอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพ่อให้ระดบัคะแนนเป็น 1 ส่วนตวัอย่างท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ให้ระดบั
คะแนนเป็น 0 และขอ้มูลฟีโนไทป์ คือ ปริมาณกรดโอเลอิกท่ีวเิคราะห์โดยวิธี NIR จากนั้นน าขอ้มูล
จีโนไท ป์ และฟี โนไท ป์ดังก ล่ าวม าวิ เคราะ ห์  simple regression ด้วยโปรแกรม  SPSS v.14  
(SPSS Inc, 2005) หากพบนัยส าคัญแสดงว่าฟีโนไทป์ มี  regression กับ จีโนไทป์  ซ่ึ งบ่ ง ช้ีว่า
เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR นั้นเช่ือมโยงอยู่กับ QTL หรือยีนท่ีควบคุมลักษณะกรดโอเลอิกสูงใน
ทานตะวนั 

3.3.2 กำรตรวจสอบลิงค์ เกจกับยีนที่ควบคุมลักษณะกรดโอเลอิกสูงด้วยโปรแกรม 
Mapmaker 
หลงัจากแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ท่ีคดัเลือกได้

แลว้ เก็บขอ้มูลจีโนไทป์จากแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฎโดยการให้ระดบัคะแนนดงัน้ี ตวัอย่างท่ีมีแถบดี
เอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพ่อให้ระดบัคะแนนเป็น A ส่วนตวัอยา่งท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุแม่ให้ระดบั
คะแนนเป็น B และตวัอย่างท่ีไม่พบแถบดีเอ็นเอให้ระดบัคะแนนเป็น  - (missing data) และขอ้มูล 
ฟีโนไทป์ คือ ปริมาณกรดโอเลอิกท่ีวเิคราะห์โดยวธีิ NIR จากนั้นน าขอ้มูลจีโนไทป์และฟีโนไทป์มา
วิเคราะห์ linkage กับยีนท่ีควบคุมลักษณะกรดโอเลอิกสูงโดยใช้โปรแกรม Mapmaker v.3.0b 
(Lander et al., 1987)     
      



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 การสร้างประชากรและการวดัลกัษณะทางฟีโนไทป์ของปริมาณกรดโอเลอกิ 

การวเิคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน คือ การวิเคราะห์โดยวิธีมาตรฐาน 
(GC) และการวเิคราะห์โดย Near-Infrared Spectroscopy (NIR) ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 

4.1.1 การวเิคราะห์ปริมาณกรดโอเลอกิโดยวธีิ Gas Chromatography 
น าตวัอยา่งเมล็ดทานตะวนัมาสกดัน ้ ามนัและท าการวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกโดยใชว้ิธี 

GC เพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปใช้เป็นค่ามาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกโดยวิธี NIR ซ่ึง
ปริมาณกรดโอเลอิกท่ีวิเคราะห์ไดใ้นแต่ละประชากรแสดงในตารางท่ี 4.1 ซ่ึงพบวา่ ในประชากร P1 
(พัน ธ์ุ  PI 649855)  มีป ริมาณกรดโอเล อิก สู งโดยมีค่ า เฉ ล่ี ย  67.47 เปอ ร์เซ็นต์  ประชากร P2 
 (สายพนัธ์ุ 2A) มีปริมาณกรดโอเลอิกประมาณ 21.51 เปอร์เซ็นต์ F1 มีปริมาณกรดโอเลอิกเฉล่ีย 
39.03 เปอร์เซ็นต์ และ F2 มีปริมาณกรดโอเลอิกเฉล่ีย 40.72 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงค่าท่ีได้จากตวัอย่าง 37 
ตวัอยา่งน้ีจะใชเ้ป็นค่ามาตรฐานส าหรับ calibrate ค่าการดูดกลืนแสงท่ีใชก้ารวดัโดยวธีิ NIR 
 
 ตารางที ่4.1  ปริมาณกรดโอเลอิกท่ีวิเคราะห์ไดโ้ดย Gas Chromatography  

ประชากร จ านวนต้น กรดโอเลอกิ (%) 

P1 7 67.47±10.901 

P2 2 21.51±7.57 

F1 7 39.03±16.51 

F2  21 40.72±20.06  
1ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (Standard error; SE) 
 

4.1.2  การวเิคราะห์ปริมาณกรดโอเลอกิโดย  Near-Infrared Spectroscopy 
เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกในประชากร P1 11 ตน้ P2 4 ตน้ F1 50 ตน้ และ F2 90 ตน้ 

โดยใช้ NIR Spectroscopy (NIRFlex N-500) ปริมาณกรดโอเลอิกท่ีวิเคราะห์ได้ดงัแสดงในตาราง   
ท่ี 4.2 
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ตารางที ่4.2  ค่าเฉล่ียปริมาณกรดโอเลอิกของประชากรต่าง ๆ โดยวธีิ NIR 

ประชากร จ านวนต้น ช่วง (%) กรดโอเลอกิ (%) 

P1 (PI 649855) 11 62.3-77.0 71.78±4.861 

P2 (2A) 4 23.5-27.0 24.74±0.79 

F1 50 44.7-75.6 61.36±1.05 

F2 90 48.8-81.9 64.35±0.76 
 1ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน (standard error; SE) 

 
จากตารางท่ี 4.2 แสดงค่าเฉล่ียของประชากร P1  P2  F1 และ F2 ของคู่ผสม 2A x PI 649855 

ซ่ึงสายพนัธ์ุ 2A เป็นสายพนัธ์ุท่ีมีเปอร์เซ็นตน์ ้ามนัสูง แต่มีกรดโอเลอิกต ่า จากผลการทดลองน้ีพบวา่
ประชากร P2 (2A) มีปริมาณกรดโอเลอิกอยูใ่นช่วง 23.5-27.0 เปอร์เซ็นต ์โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 24.74 
เปอร์เซ็นต ์ประชากร P1 (PI 649855) มีปริมาณกรดโอเลอิกอยูใ่นช่วง 62.3-77.0 เปอร์เซ็นต ์มีค่าเฉล่ีย 
71.78 เปอร์เซ็นต์   F1 มีปริมาณกรดโอเลอิกอยู่ในช่วง 44.7-75.6 เปอร์เซ็นต์ มีค่าเฉ ล่ีย 61.36 
เปอร์เซ็นต ์และ F2 มีปริมาณกรดโอเลอิกอยูใ่นช่วง 48.8-81.9 เปอร์เซ็นต ์มีค่าเฉล่ีย 64.35 เปอร์เซ็นต ์ 

4.1.3 การวเิคราะห์การกระจายตัวของปริมาณกรดโอเลอกิในประชากร F2  
เม่ือน าค่าปริมาณกรดโอเลอิกของประชากร F2 ท่ีวิเคราะห์ได้ทั้ งหมดมาวิเคราะห์การ

กระจายตวัของลกัษณะกรดโอเลอิกไดผ้ลดงัตารางท่ี 4.3  
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ตารางที ่4.3 การกระจายตวัของปริมาณกรดโอเลอิกในประชากร P1  P2  F1  F2  

ปริมาณ ประชากร/จ านวนต้น 

กรดโอเลอกิ P1 P2 F1 F2 

 

(สูงสุด 77.00) (สูงสุด 27) (สูงสุด 75.57 ) (สูงสุด 81.88) 

80.01-90.00 
   

2 

70.01-80.00 5 
 

3 16 

60.01-70.00 6 
 

30 47 

50.01-60.00 
  

12 20 
40.01-50.00 

  

5 5 

30.01-40.00 
    20.01-30.00 
 

4 
  10.01-20.00 

    0.00-10.00 
      (ต ่าสุด 62.27) (ต ่าสุด 23.50) (ต ่าสุด 44.70) (ต ่าสุด 48.81) 

จ านวนต้น 11 4 50 90 

ค่าเฉลีย่ 71.78 24.74 61.36 64.35 

 
การกระจายตัวของป ริมาณกรดโอเลอิกในประชากร P1  P2  F1 และ F2 ของคู่ ผสม  

2A x PI 649855 แสดงในตารางท่ี 4.3 และ ภาพท่ี 4.1 พบว่าในประชากร P2 มีการกระจายตวัของ
ปริมาณกรดโอเลอิกอยู่ในช่วง 23.5-27.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าต ่าสุด 23.5 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าสูงท่ีสุด 
27.0 เปอร์เซ็นต์ P1 อยู่ในช่วง 62.3-77.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าต ่าสุด 62.3 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าสูงท่ีสุด 
77.0 เปอร์เซ็นต ์เม่ือวิเคราะห์ค่าเฉล่ียระหวา่งพ่อและแม่แลว้พบวา่มีค่า 48.26 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ี
ประชากร F1 มีการกระจายตวัอยูใ่นช่วง 44.7-75.6 เปอร์เซ็นต์ มีค่าต ่าสุด 44.7 เปอร์เซ็นต์ และมีค่า
สูงท่ีสุด 75.6 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าเฉล่ียของลูกผสม F1 เท่ากบั 61.36 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสูงกว่าค่าเฉล่ีย
ของพ่อและแม่ (midparent; MP) ซ่ึงบ่งช้ีวา่ ยีนควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูงมีการแสดงออกแบบ
ข่มบางส่วน (partially positive dominance) ส าหรับการกระจายตัวของ F2 อยู่ในช่วง 48.8-81.9 
เปอร์เซ็นต ์โดยมีค่าต ่าสุด 48.8 เปอร์เซ็นต ์และมีปริมาณกรดโอเลอิกสูงท่ีสุด 81.9 เปอร์เซ็นต ์และมี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 64.35 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงค่าเฉล่ียสูงกวา่ค่าเฉล่ียของพ่อและแม่ เช่นเดียวกบัประชากร F1 
บ่งช้ีวา่ยนีท่ีควบคุมการแสดงออกเป็นการข่มบางส่วน 
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ภาพที ่4.1 การกระจายตวัของลกัษณะกรดโอเลอิกในประชากร P1  P2  F1  และ  F2 
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จากตารางท่ี 4.3 และภาพท่ี 4.1 แสดงการกระจายตัวของปริมาณกรดโอเลอิกในแต่ละ
ประชากร พบวา่ ประชากร F2 มีการกระจายตวัแบบปกติ (normal distribution) อยูร่ะหวา่งประชากร 
P1 และ P2 โดยมีความถ่ีสูงอยูใ่นช่วง 50-70 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงเป็นช่วงท่ีปริมาณกรดโอเลอิกอยูใ่นระดบั
ปานกลาง-สูง และมีแนวโน้มไปทางพนัธ์ุ P1 (PI 649855) ท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกสูง ส าหรับการ
กระจายตวัของประชากร F1 ก็พบเช่นเดียวกนัวา่การกระจายตวัมีแนวโน้มไปทางดา้นกรดโอเลอิก
สูง  ซ่ึงสอดคล้องกับการทดลองของเฉลิมขวญั สุขเกษม (2555) ท่ีรายงานว่ายีนท่ีควบคุมการ
แสดงออกของลกัษณะกรดโอเลอิกสูงเป็นแบบข่มบางส่วน (partially dominance) เป็นผลให้การ
แสดงออกของลูกในชัว่ F1 และ F2 โนม้เอียงไปทาง P1  

เม่ือท าการทดสอบการสอดคลอ้งของการกระจายตวัของลูกชัว่ F2 โดยใชไ้ค–สแควร์ พบวา่
มีการกระจายตวัท่ีมีอตัราส่วนของตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง : ต ่า-ปานกลาง เท่ากบั  3/4 : 1/4 (2= 0.33 
< 2

0.05 = 3.84) ซ่ึ งสอดคล้องกับการทดลองของ Urie (1985)  และ Tshediso (2013) ท่ีพบว่า
ทานตะวนัในชัว่ F2 มีการกระจายตวัของลกัษณะกรดโอเลอิกสูง  : ต ่า เท่ากบั  3 : 1 ซ่ึงจากการวเิคราะห์
อตัราส่วนดงักล่าวน้ีแสดงให้เห็นวา่ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมโดยยีนหลกัจ านวน 1 คู่ (Fick, 
1984; Urie, 1985; Fernandez-Martinez et al., 1989)  
 

4.2  การวดัลกัษณะทางจีโนไทป์ของลกัษณะกรดโอเลอกิโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR 
4.2.1  การแยกความแตกต่างระหว่างทานตะวันที่มีกรดโอเลอิกสูงและต ่าโดยใช้ 37 SSR

 ไพรเมอร์ 
เม่ือน าดีเอ็นเอของพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (PI 649855) และโอเลอิกต ่า (2A) มาประเมิน 

โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR จ านวน 37 ไพรเมอร์ เพื่อแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ท่ีมีกรดโอเล
อิกสูงและต ่า พบว่ามีไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหว่างทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูง
และต ่าออกจากกันได้ 15 ไพรเมอร์ ได้แก่ N1-3F, ORS 296, ORS 309, ORS 311, ORS 319, ORS 
321, ORS 333, ORS 337, ORS 339, ORS 371, ORS 488, ORS 598, ORS 822, ORS 1088 และ ha 
4149 (ภาพท่ี 4.2-4.7) โดยบางไพรเมอร์แสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอแบบ monomorphic 
และบางไพรเมอร์แสดงความแตกต่างของแถบดีเอน็เอแบบ polymorphic  

ส าหรับไพรเมอร์ท่ีแสดงความแตกต่างแบบ monomorphic ได้แก่ ORS 296 (ภาพท่ี 4.2), 
ORS 309 (ภาพท่ี 4.2), ORS 311 (ภาพท่ี 4.3), ORS 319 (ภาพท่ี 4.3), ORS 321 (ภาพท่ี 4.3), ORS 
337 (ภาพท่ี 4.4), ORS 598 (ภาพท่ี 4.5), ORS 822 (ภาพท่ี 4.5), ha 4149 (ภาพท่ี 4.5) และ ORS 1088 
(ภาพท่ี 4.6) และไพรเมอร์ท่ีแสดงความแตกต่างแบบ polymorphic ไดแ้ก่ N1-3F (ภาพท่ี 4.2), ORS 
333 (ภาพท่ี 4.4), ORS 339 (ภาพท่ี 4.4), ORS 371 (ภาพท่ี 4.5) และ ORS 488 (ภาพท่ี 4.6) อย่างไร  
ก็ตามไพรเมอร์ทั้งหมดจะน าไปทดสอบซ ้ าในประชากร F2 ต่อไป 
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ภาพที ่4.2 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ N1-3F ถึง ORS 309 ใน 3% agarose gel  

                                      (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 

 
 

ภาพที ่4.3 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ ORS 310 ถึง ORS 321 ใน 3% agarose gel  
                                    (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 

 
 

ภาพที ่4.4 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ ORS 322 ถึง ORS 339 ใน 3% agarose gel  
                                    (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 
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ภาพที ่4.5 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ ha 4149 ถึง ORS 822 ใน 3% agarose gel  
                                     (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 

 
 

ภาพที ่4.6 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ ORS 920 ถึง ORS 488 ใน 3% agarose gel  
                                    (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 

 
 

ภาพที ่4.7 ผลการประเมินโดยใชไ้พรเมอร์ ORS 878 ถึง ORS 899 ใน 3% agarose gel  
                                    (H = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง, L = พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) 
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4.2.2  การแยกความแตกต่างของต้นทานตะวันที่มีกรดโอเลอิกสูงและต ่าในประชากร F2 
ด้วยไพรเมอร์ทีไ่ด้จากการคัดเลือก 
4.2.2.1  การทดสอบซ ้า 15 ไพรเมอร์ที่ได้จากการคัดเลือกในประชากร F2 หลงัจากท่ี

ท าการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างของตวัอยา่งท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจาก
กันได้  จากข้อ 4.2 จ านวน 15 ไพรเมอร์ ได้แก่ N1-3F, ORS 296, ORS 309, ORS 311, ORS 319, 
ORS 321, ORS 333, ORS 337, ORS 339, ORS 371, ORS 488, ORS 598, ORS 822, ORS 1088 
และ ha 4149 จากนั้นน าไพรเมอร์เหล่าน้ีมาทดสอบแยกความแตกต่างของลกัษณะกรดโอเลอิกสูง
และต ่าในประชากร F2 โดยทดสอบกบัตวัอย่างท่ีมีกรดโอเลอิกสูงซ่ึงมีปริมาณกรดโอเลอิก 79.35-
81.88 เปอร์เซ็นต์ จ  านวน 5 ตัวอย่าง (H1-H5) และตัวอย่างท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ าซ่ึงมีปริมาณกรด 
โอเลอิก 48.81-50.45 เปอร์เซ็นต ์จ านวน 5 ตวัอยา่ง (L1-L5) ปริมาณกรดโอเลอิกของแต่ละตวัอย่าง
แสดงในตารางท่ี 4.4 และผลการทดสอบดงัแสดงในภาพท่ี 4.8-4.22 
 
ตารางที ่4.4  ปริมาณกรดโอเลอิกในทานตะวนักลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่า 

รหัสต้น ปริมาณกรดโอเลอกิ (%) รหัสต้น ปริมาณกรดโอเลอกิ (%) 

L1 48.81 H1 81.88 
L2 50.29 H2 80.96 

L3 50.37 H3 79.35 

L4 50.45 H4 78.67 

L5 50.14 H5 78.58 
H = ตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง  L = ตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 

 

จากภาพท่ี 4.8 แสดงการทดสอบไพรเมอร์ N1-3F สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ี
มีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได้อย่างชัดเจน โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอ
รูปแบบเดียวกบัพนัธ์ุพอ่ (มีกรดโอเลอิกสูง) ซ่ึงปรากฏ 2 แถบ อยูใ่นช่วง 600-1,100 bp ในขณะท่ีตน้
ท่ี มีกรดโอเลอิกต ่ าพบเพียงแถบเดียว  (ประมาณ 600 bp) ซ่ึงสอดคล้องกับงานทดลองของ 
Nagarathna et al. (2011) ท่ีพบว่าไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถแยกความแตกต่างระหว่างตน้ท่ีมีกรด
โอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้โดยตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 800-900 bp 
ในขณะท่ีกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบดีเอน็เอ 1 แถบ (ประมาณ 600 bp) เช่นเดียวกนั 

ไพรเมอร์ ORS 296 เม่ือน าไพรเมอร์น้ีมาทดสอบซ ้ ากบัประชากร F2 พบวา่ไม่สามารถแยก
ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้(ภาพท่ี 4.9) โดยแถบดีเอ็นเอท่ี
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พบอยู่ในช่วง 550-600 bp ในขณะท่ีผลการทดสอบในขอ้ท่ี 4.2 พบวา่ไพรเมอร์ ORS 296 สามารถ
แสดงความแตกต่างระหว่างตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าในรุ่นพ่อ-แม่ออกจากกนัได้ โดยตน้ท่ีมี
กรดโอเลอิกต ่า (L) ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่กว่าต้นท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (H) มีขนาดอยู่
ในช่วง 500-600 bp ซ่ึงแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญ่กว่าของตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่านั้น อาจเป็นผล
เน่ืองมาจากปริมาณดีเอ็นเอท่ีใช้ในการท า PCR ไม่เท่ากนั ส่งผลให้แถบดีเอ็นเอของต้นท่ีมีกรด 
โอเลอิกต ่ามีขนาดใหญ่กวา่ตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง เม่ือน ามาทดสอบซ ้ ากบัประชากร F2 จึงไม่สามารถ
แยกความแตกต่างระหวา่งทั้ง 2 กลุ่ม เช่นเดียวกบัผลการทดสอบโดยใช้ไพรเมอร์ ORS 822 (ภาพท่ี 
4.20) ท่ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 170 bp อย่างไรก็ตามเม่ือวิเคราะห์ต้น F2 จ านวน 10 ต้น ไม่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตน้ได้ ซ่ึงอาจเน่ืองจากไพรเมอร์น้ีอาจไม่เก่ียวขอ้งกบัลกัษณะ
กรดโอเลอิกสูง 

ไพรเมอร์ ORS 309 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกนัไดท้ั้งในพนัธ์ุพ่อ-แม่ และในตน้ F2 (ภาพท่ี 4.10) โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอ 
1 แถบ ขนาด 120-130 bp ส่วนกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 110 bp และ 
Tang et al. (2002) ไดร้ายงานว่าเคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 309 มีต าแหน่งบน LG 4 ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบั
การแสดงออกของลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 

ไพรเมอร์ ORS 311 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกนัไดใ้นพนัธ์ุพ่อ-แม่ และสามารถแยกความแตกต่างไดใ้นประชากร F2 ได ้(ภาพท่ี 4.11) โดย
กลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงจะพบแถบดีเอน็เอ 2 แถบ (480-500 bp) ส่วนกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบ 
ดีเอน็เอ 1 แถบ (500 bp)  

ไพรเมอร์ ORS 319 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกนัไดใ้นพนัธ์ุพ่อ-แม่ (ภาพท่ี 4.12) โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 
300 bp ส่วนกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ขนาด 310 bp เม่ือวิเคราะห์ต้น F2 
จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ไดบ้างส่วน  

ไพรเมอร์ ORS 321 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกันได้ โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงจะพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ (500 bp)  ส่วนกลุ่มท่ีมีกรด 
โอเลอิกต ่าพบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกบักลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (ภาพท่ี 4.13) เม่ือ
วเิคราะห์ตน้ F2 จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ได ้

ไพรเมอร์ ORS 333 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกันได้ในพันธ์ุพ่อ-แม่ (ภาพท่ี 4.14) เน่ืองจากแถบดีเอ็นเอท่ีพบในพันธ์ุท่ี มีกรดโอเลอิก 
สูงมีขนาดประมาณ 200 bp ส่วนพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ามีขนาดประมาณ 180 bp แต่ในรุ่นลูกพบวา่
บางส่วนมีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ (co-dominant) ซ่ึงการมีแถบดีเอ็นเอในรูปแบบน้ีไม่สามารถแยกความ
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แตกต่างระหวา่งตน้ท่ีมีปริมาณกรดโอเลอิกสูง-ต ่าได ้ปรากฏการณ์เช่นน้ีอาจเน่ืองจากเคร่ืองหมาย
โม เลกุ ล  ORS 333 มีต าแห น่ งอยู่บน  LG 16 ซ่ึ ง เป็ นต าแห น่ งของ  QTL ท่ี มี ก ารทับซ้ อนกัน 
(overlapping) ระหว่าง QTL ท่ีควบคุมลกัษณะปริมาณกรดโอเลอิกและกรดลิโนเลอิก (Haddadi et 
al., 2010) จึงท าใหบ้างตน้ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าได ้

ไพรเมอร์ ORS 337 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกนัไดใ้นพนัธ์ุพ่อ-แม่ (ภาพท่ี 4.15) โดยแถบดีเอ็นเอท่ีพบในพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงมีขนาด 200 
bp ส่วนพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ามีขนาดประมาณ 210 bp ส าหรับในประชากร F2 ตน้ท่ีมีกรดโอเลอิก
สูงพบแถบเหมือนพนัธ์ุพ่อ-แม่ ซ่ึงสามารถแยกความแตกต่างได ้และมีรายงานวา่ไพรเมอร์น้ีอยูบ่น 
LG 4 (Tang et al., 2002) ซ่ึงเป็น LG ท่ีมี QTL ท่ีเช่ือมโยงกบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 

ไพรเมอร์ ORS 339 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออก
จากกนัได้ในพนัธ์ุพ่อ-แม่ (ภาพท่ี 4.16) โดยแถบดีเอ็นเอท่ีพบในพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงมีขนาด
ประมาณ 200-300 bp ส่วนพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ามีขนาดประมาณ 200 bp แต่ในรุ่นลูกมี 1 ตน้ท่ี
พบว่ามีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ (co-dominant) ซ่ึงการมีแถบดีเอ็นเอในรูปแบบดังกล่าวสามารถแยก
ความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุลูกผสมและพนัธ์ุพ่อ-แม่ได ้แต่ไม่สามารถแยกปริมาณกรดโอเลอิกสูงได ้
เม่ือวเิคราะห์ตน้ F2 จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ได ้ 

ผลการทดสอบไพรเมอร์ ORS 371 แสดงดงัภาพท่ี 4.17 พบว่าสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกันได้ในพนัธ์ุพ่อ-แม่ แต่แถบดีเอ็นเอท่ีพบใน
ประชากรท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าส่วนใหญ่เป็นแบบเดียวกบัแถบดีเอ็นเอท่ีพบในพนัธ์ุแม่ (พนัธ์ุท่ีมีกรด
โอเลอิกต ่า) ซ่ึงปรากฏแถบดีเอน็เอเพียง 1 แถบ ขนาดประมาณ 280 bp เกือบทั้งหมด แต่ในตน้ F2 ท่ี
มีกรดโอเลอิกสูงส่วนใหญ่ปรากฏแถบดีเอน็เอเหมือนพนัธ์ุแม่ มีเพียง 1 ตวัอยา่งท่ีสามารถแสดงแถบ
ดีเอ็นเอแบบพนัธ์ุพ่อ (พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) โดยมีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ท่ีมีขนาดอยู่ในช่วง 280-
300 bp เม่ือวิเคราะห์ตน้ F2 จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ไดบ้างส่วน 
ส าหรับไพรเมอร์ ORS 371 มีรายงานว่ามีต าแหน่ง QTL บน LG 1 (Poormohammad et al., 2007) 
ซ่ึงมีลิงคเ์กจกบัลกัษณะกรดโอเลอิกสูง  

ผลการทดสอบไพรเมอร์ ORS 488 แสดงดงัภาพท่ี 4.18 พบวา่ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้เน่ืองจากแถบดีเอ็นเอท่ีพบคร่ึงหน่ึงเป็นแบบ
เดียวกบัแถบดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่ (พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า) ซ่ึงมีขนาดประมาณ 280 bp ในขณะท่ี
พนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงแถบดีเอ็นเอท่ีพบมี 2 แถบมีขนาดอยูใ่นช่วง 280-300 bp เม่ือวเิคราะห์ตน้ F2 
จ านวน 10 ตน้ พบว่ามีตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุพ่อ-แม่จ  านวน 4 ตน้ ซ่ึงสามารถแยกความ
แตกต่างไดบ้างส่วน ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 488 น้ีมีต าแหน่งบน LG 3 (Tang et al., 2002) 
อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีรายงานวา่มีลิงคเ์กจกบับริเวณท่ีมียนีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 
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ไพรเมอร์ ORS 598 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุพ่อ-แม่ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง
กบัตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าได้ (ภาพท่ี 4.19) โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบท่ีมี
ขนาด 570 bp ในขณะท่ีกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบดีเอ็นเอ 1 แถบเช่นกนั แต่มีขนาด 540 bp 
อยา่งไรก็ตามการทดสอบในลูกรุ่น F2 พบแถบดีเอน็เอส่วนใหญ่ท่ีมีขนาด 540 bp ซ่ึงเหมือนตน้แม่ท่ี
มีกรดโอเลอิกต ่า แต่ในกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกับพนัธ์ุพ่อเพียง 2 ต้น 
ดงันั้นจึงสามารถแยกความแตกต่างของรุ่น F2 ได้เพียงบางส่วน อย่างไรก็ตามจากการศึกษาของ 
Tang et al. (2002) พบวา่ เคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 598 มีต าแหน่งบน LG 1 แต่เคร่ืองหมายโมเลกุล 
ORS 598 อาจไม่มีลิงคเ์กจกบัยนีท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 

ไพรเมอร์ ORS 1088 สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงกบักลุ่มท่ีมี
กรดโอเลอิกต ่าได ้(ภาพท่ี 4.21) โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 120 
bp ในขณะท่ีกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงพบแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดอยูใ่นช่วงระหวา่ง 170 bp เม่ือวิเคราะห์
ตน้ F2 จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ได ้โดยเคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 
1088 น้ีมีรายงานว่ามีต าแหน่งบน LG 10 (Haddadi et al., 2010) ซ่ึงมีต าแหน่งของ QTL ท่ีควบคุม
ลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 

ผลการทดสอบไพรเมอร์ ha 4149 แสดงดังภาพท่ี 4.22 พบว่าสามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้โดยกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกต ่ามีแถบดีเอ็นเอ 1 
แถบ (ประมาณ 180 bp) และกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงปรากฎแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ (ช่วงประมาณ 180-
200 bp) เม่ือวิเคราะห์ตน้ F2 จ านวน 10 ตน้ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งตน้ไดบ้างส่วน 
ซ่ึง Poormohammad et al. (2007) ไดร้ายงานวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล ha 4149 อยูบ่น LG 17 

จากการน า 15 ไพรเมอร์มาทดสอบซ ้ าเพื่อแสดงความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอระหวา่งตน้ท่ี
มีปริมาณกรดโอเลอิกสูงและต ่าในประชากร F2 พบไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่ง
ต้นท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่ามี  13 ไพรเมอร์ ได้แก่ N1-3F, ORS 309, ORS 311, ORS 319, ORS 
321, ORS 333, ORS 337, ORS 339, ORS 371, ORS 488, ORS 598, ORS 1088 และ ha 4149 และมี
เพียง 2 ไพรเมอร์ท่ีไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างประชากรได้ อย่างไรก็ตามจาก 13  
ไพรเมอร์นั้นมีความสามารถในการแยกแตกต่างกนั คือ บางไพรเมอร์สามารถแยกได ้3 ตน้ จาก 10 
ตน้ บางไพรเมอร์สามารถแยกได ้7 ตน้ บางไพรเมอร์สามารถตรวจสอบไดต้น้ท่ีเหมือนพนัธ์ุท่ีมีกรด
โอเลอิกต ่าเท่านั้น และแยกตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงไดน้้อยมาก ดงันั้นจึงไดเ้ลือกไพรเมอร์มาทดสอบ
ต่อจ านวน 5 ไพรเมอร์ ได้แก่  N1-3F, ORS 311, ORS 339, ORS 1088 และ ha 4149 โดยความ
แตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีแยกไดใ้นประชากร F2 ท่ีใช้ทดสอบ 10 ตน้ ซ่ึงไดใ้ช้ตวัอย่าง 5 ตน้เป็น
ตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่าและกรดโอเลอิกสูง พบวา่ 5 ไพรเมอร์น้ีสามารถแยกความแตกต่างของตน้ได ้
7, 6, 4, 5 และ 3 ตน้ตามล าดบั 
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ภาพที ่4.8 การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ N1-3F ใน 2% agarose gel 
                    (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 

 
 

ภาพที ่4.9  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 296 ใน 2% agarose gel 
                (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 

 
 

ภาพที ่4.10  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 309 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 
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ภาพที ่4.11  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 311 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 
 

ภาพที ่4.12  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 319 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 

 
 

ภาพที ่4.13  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 321 ใน 2% agarose gel 
                   (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 
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ภาพที ่4.14  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 333 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 
 

ภาพที ่4.15  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 337 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 

 
 

ภาพที ่4.16  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 339 ใน 2% agarose gel 
                  (M = 100 bp ladder, L= ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 
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ภาพที ่4.17  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 371 ใน 2% agarose gel 
                   (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 
 

ภาพที ่4.18  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 488 ใน 2% agarose gel 
                   (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 

 
 

ภาพที ่4.19  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 598ใน 2% agarose gel 
                    (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 



 

 

 

 

 

 

 

 

46 

 
 

ภาพที ่4.20  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 822 ใน 2% agarose gel 
                   (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 

 
 

ภาพที ่4.21  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ORS 1088 ใน 2% agarose gel 
                (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 

 

 
 

ภาพที ่4.22 การแยกความแตกต่างของประชากร F2 ดว้ยไพรเมอร์ ha 4149 ใน 2% agarose gel 
                    (M = 100 bp ladder, L = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า, H = ตน้ F2 ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง) 
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4.2.2.2  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายต้นโดยใช้  5 ไพรเมอร์ 
หลงัจากคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีแสดงความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนั
ได้แล้ว น าทั้ง 5 ไพรเมอร์ ไดแ้ก่ N1-3F, ORS 311, ORS 339, ORS 1088 และ ha 4149 มาทดสอบ
กบัประชากร F2 เป็นรายตน้ เก็บขอ้มูลแถบดีเอ็นเอ (genotype data) เพื่อเปรียบปริมาณกรดโอเลอิก 
(phenotype data) ไดผ้ลการทดลองดงัตารางท่ี 4.5 
 
ตารางที ่4.5 จ านวนตน้ F2 ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและกรดโอเลอิกต ่า 

ไพรเมอร์ 
แถบดีเอน็เอเหมือนพันธ์ุ

กรดโอเลอกิสูง 
แถบดีเอน็เอเหมือนพันธ์ุ

กรดโอเลอกิต ่า 
แถบดีเอน็เอเหมือนทั้ง

สองแบบ 

N1-3F 47 ตน้ 43 ตน้ 0 ตน้ 
ORS 311 42 ตน้ 48 ตน้ 0 ตน้ 

ORS 339 44 ตน้ 37 ตน้ 9 ตน้ 

ORS 1088 34 ตน้ 36 ตน้ 20 ตน้ 

ha 4149 22 ตน้ 58 ตน้ 10 ตน้ 
 

 ผลการทดสอบจาก 5 ไพรเมอร์ พบวา่ไพรเมอร์ N1-3F พบตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ี
มีกรดโอเลอิกสูง 47 ตน้ คิดเป็น 52.2 เปอร์เซ็นต ์ตน้ท่ีมีแถบดีเอน็เอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 43 
ต้น  คิดเป็น  47.8 เปอร์เซ็นต์ ไพรเมอร์ ORS 311 พบต้นท่ี มีแถบดีเอ็น เอเหมือนต้น ท่ี มีกรด 
โอเลอิกสูง 42 ตน้ คิดเป็น 46.7 เปอร์เซ็นต ์ตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 48 ตน้ 
คิดเป็น 53.3 เปอร์เซ็นต ์ไพรเมอร์ ORS 339 พบตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 44 
ตน้ คิดเป็น 48.9 เปอร์เซ็นต์ ตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 37 ตน้ คิดเป็น 41.1 
เปอร์เซ็นต ์ไพรเมอร์ ORS 1088 พบตน้ท่ีมีแถบดีเอน็เอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 34 ตน้ คิดเป็น 
37.8 เปอร์เซ็นต ์ตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 36 ตน้ คิดเป็น 40 เปอร์เซ็นต์ และ
ไพรเมอร์ ha 4149 พบต้นท่ี มีแถบดีเอ็นเอเหมือนต้นท่ีมีกรดโอเลอิกสูง 22 ต้น คิดเป็น 24.4 
เปอร์เซ็นต ์ตน้ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า 58 ตน้ คิดเป็น 64.4 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ
ไพรเมอร์ ORS 339, ORS 1088 และ ha 4149 พบแถบดีเอ็นเอเป็นแบบ co-dominant จึงไม่สามารถ
แยกให้อยูใ่นกลุ่มเหมือนพ่อหรือแม่ได ้ซ่ึงไพรเมอร์ ha 4149 พบแถบดีเอ็นเอแบบน้ีมากสุดถึง 22.2 
เปอร์เซ็นต ์
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4.3  การตรวจสอบแถบดีเอน็เอทีม่ลีงิค์เกจ (linkage) กบัปริมาณกรดโอเลอกิสูง 
4.3.1  การตรวจสอบลิงค์เกจระหว่างข้อมูลทางฟีโนไทป์กับข้อมูลทางจีโนไทป์ที่ได้จาก

เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR โดยวธีิ simple regression 
เม่ือเก็บขอ้มูลแถบดีเอ็นเอและปริมาณกรดโอเลอิกท่ีไดแ้ลว้ น าแต่ละไพรเมอร์มาวิเคราะห์ 

simple regression ดว้ยโปรแกรม SPSS v.14 ไดผ้ลการวเิคราะห์ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 
 

ตารางที ่4.6 ผลการวิเคราะห์  simple regression ระหว่างปริมาณกรดโอเลอิกกับข้อมูลจากเคร่ือง- 
หมายโมเลกุล SSR 5 ไพรเมอร์ 

 Parameters 
ไพรเมอร์ 

N1-3F ORS 311 ORS 339 ORS 1088 ha 4149 

intercept -0.110 -0.332 -0.396 0.310 0.556 

R2 0.032 0.052 0.057 0.009 0.0004 

Adjusted R2 0.021 0.041 0.047 -0.002 -0.011 

Std. of estimation 0.497 0.491 0.630 0.771 0.688 

Slop value (b) 0.010 0.012 0.017 0.008 -0.001 

Sig. 0.087 0.028 0.021 0.379 0.851 
 
ผลการวิเคราะห์ simple regression ระหว่างปริมาณกรดโอเลอิกกบัขอ้มูลจากเคร่ืองหมาย

โมเลกุล 5 ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 4.6) พบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 311 และ ORS 339 มีนยัส าคญั
กบัปริมาณกรดโอเลอิก (Prob.= 0.028 และ 0.021 ตามล าดบั) แสดงวา่ลกัษณะปริมาณกรดโอเลอิกมี 
regression กับจีโนไทป์ บ่งช้ีว่าเคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 311 และ ORS 339 มีลิงค์เกจอยู่กับ
ต าแหน่ง QTL หรือบริเวณท่ีมียีนควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง และยงัพบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล
ทั้ง 2 ชนิดน้ีมีความแปรปรวนต่อลกัษณะกรดโอเลอิกสูงเท่ากบั 4.1 และ 4.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(adjusted R2 = 0.041 และ 0.047) ซ่ึงเป็นค่าท่ีไม่สูงมากนกั แสดงวา่ต าแหน่ง QTL ท่ีพบน้ีน่าจะเป็น 
minor QTL กล่าวคือลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมดว้ย QTL ต าแหน่งอ่ืนอีก ส่วนเคร่ืองหมาย
โมเลกุลอีก 3 ชนิด (N1-3F, ORS 1088 และ ha 4149) นั้น ไม่พบความสัมพนัธ์ บ่งช้ีว่าเคร่ืองหมาย
โมเลกุลเหล่าน้ีอาจไม่มีลิงค์เกจกบัยีนท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง ถึงแมว้า่ Tang et al. (2002) 
ไดร้ายงานว่าเคร่ืองหมาย ORS 1088 จะมีต าแหน่งอยูบ่น LG 10 ท่ีมีความเช่ือมโยงกบัลกัษณะกรด
โอเลอิกสูง 
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4.3.2 การตรวจสอบลิงค์เกจกับยีนที่ควบคุมลักษณะกรดโอเลอิกสูง ด้วยโปรแกรม 
Mapmaker 
น าขอ้มูลแถบดีเอ็นเอและปริมาณกรดโอเลอิกท่ีไดม้าวเิคราะห์เพื่อตรวจสอบลิงคเ์กจ 

ของเคร่ืองหมายโมเลกุลกบัยีนท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูงดว้ยโปรแกรม Mapmaker ผลท่ีได้
ปรากฏดงัภาพท่ี 4.23 
 
*                          MAPMAKER/EXP                             

* 

*                         (version 3.0b)                            

* 

*                                                                      

* 

***************************************************************

********* 

 

data from 'sample.raw' are loaded 

  F2 intercross data  (93 individuals, 5 loci) 

'photo' is on: file is 'sample.out' 

 

4> sequence all 

sequence #1= all 

 

5> group 

Linkage Groups at min LOD 3.00, max Distance 50.0 

 

unlinked= N1_3F ORS311 ORS339 ORS1088 ha4149  

 

6> q 

save data before quitting? [yes] yes 

saving map data in file 'sample.maps'... ok 

saving two-point data in file 'sample.2pt'... ok 

 

ภาพที ่4.23 ผลการวเิคราะห์ linkage ดว้ยโปรแกรม Mapmaker 
 

 เม่ือน าเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 5 ไพรเมอร์ไปวิเคราะห์ลิงคเ์กจโดยใชโ้ปรแกรม Mapmaker 
ผลท่ีไดพ้บวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 5 ไพรเมอร์ไม่มีลิงคเ์กจกบัยีนท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิก
สูงในทานตะวนัท่ีระยะห่างมากกวา่ 50 cM บ่งช้ีวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลดงักล่าวอาจเป็น minor gene 
หรืออาจอยูค่นละโครโมโซมกบัยนีท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง 
 จากการทดลองแยกความแตกต่างของประชากร F2 โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ ง 5  
ไพรเมอร์ท่ีคัดเลือกได้ เม่ือวิเคราะห์โดยวิธี simple regression พบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR  
ไพรเมอร์ ORS 311 และ ORS 339 มีลิงค์เกจกบัต าแหน่ง QTL ท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง แต่
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เม่ือน ามาวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Mapmaker พบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 5 ไพรเมอร์ดงักล่าวไม่มี
ลิงคเ์กจกบัยีนท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง บ่งช้ีวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล ORS 311 และ ORS 339 
อาจเป็น minor QTL ท่ีถูกควบคุมโดย QTL ต าแหน่งอ่ืนอีก เน่ืองจากลักษณะกรดโอเลอิกสูงนั้น 
เป็นลักษณะปริมาณท่ีถูกควบคุมโดยยีนหลายคู่  ส่วนเคร่ืองหมายโมเลกุลอีก 3 ชนิด ได้แก่  
N1-3F, ORS 1088 และ ha 4149 ไม่พบความสัมพนัธ์กบัต าแหน่ง QTL ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล 
ORS 1088 นั้นมีรายงานว่ามีต าแหน่งบน LG 10 (Tang et al., 2002) แต่จากการทดลองคร้ังน้ีไม่
พบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุลน้ีมีความสัมพนัธ์กบัต าแหน่ง QTL ซ่ึงอาจเน่ืองจากการใชป้ระชากรของ
งานทดลองน้ีแตกต่างจากงานทดลองดังกล่าว ดังนั้นการน าเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ ง 2 ชนิด ท่ีมี 
ลิงคเ์กจกบั QTL ของลกัษณะกรดโอเลอิกสูงไปพฒันาโดยการทดสอบกบัประชากรท่ีมีการกระจาย
ตวัสูงและมีจ านวนประชากรในการทดสอบเป็นจ านวนมากอาจท าให้ขอ้มูลท่ีไดมี้ความชดัเจนมาก
ข้ึนและสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลส าหรับการคดัเลือกลกัษณะกรดโอเลอิกสูงได ้อีกทั้งใน
การศึกษาขั้นต่อไปควรเลือกไพรเมอร์ท่ีจะน ามาใชใ้นการทดสอบโดยเป็นไพรเมอร์ท่ีมีต าแหน่งบน 
LG ท่ีมีต าแหน่งของ QTL ท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูงอยู่ ซ่ึงท าให้มีโอกาสพบเคร่ืองหมาย
โมเลกุลท่ีเช่ือมโยงหรือมีลิงค์เกจกบัยีนไดม้ากข้ึน นอกจากน้ีในการทดลองน้ีมีประชากร F2 ท่ีใช้
ทดสอบเพียง 90 ตน้ ซ่ึงอาจเป็นประชากรท่ีน้อย ในขณะท่ีมีรายงานวา่ลกัษณะน้ีถูกควบคุมโดยยีน
หลายคู่และสภาพแวดลอ้มมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของลกัษณะ 
 
  

 
 
 
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 
5.1  การวเิคราะห์ลกัษณะทางฟีโนไทป์ของปริมาณกรดโอเลอกิในประชากร F2  

จากการศึกษาการกระจายตวัของปริมาณกรดโอเลอิกในประชากร P1  P2  F1 และ F2 โดยใช้
ทานตะวนัพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกสูง (PI 649855) ผสมพนัธ์ุกบัสายพนัธ์ุท่ีมีกรดโอเลอิกต ่า (2A) จน
ได้ประชากร F2 จากนั้นวิเคราะห์ปริมาณกรดโอเลอิกของประชากร P1  P2  F1 และ F2 พบว่าใน
ประชากร F1 มีการกระจายตวัแบบปกติและอยูใ่นช่วง 40-80 เปอร์เซ็นต ์มีค่าต ่าสุด 44.70 เปอร์เซ็นต ์
ค่าสูงท่ีสุด 75.57 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าเฉล่ีย 61.36 เปอร์เซ็นต์ F2 มีการกระจายตวัอยู่ในช่วง 50-90 
เปอร์เซ็นต์ มีค่าต ่าสุด 48.81 เปอร์เซ็นต์ สูงท่ีสุด 81.88 เปอร์เซ็นต์ และมีค่าเฉล่ีย 64.35 เปอร์เซ็นต ์
โดยค่าเฉล่ียของ F1 และ F2 มีแนวโน้มไปในทางกรดโอเลอิกสูง (ใกล้กับ PI 649855) ซ่ึงผลการ
ทดลองบ่งช้ีว่าลักษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมโดยยีนข่มบางส่วน (partially dominance) เม่ือ
วิเคราะห์การกระจายตวัของปริมาณกรดโอเลอิกในประชากร F2 พบวา่มีอตัราส่วนของตน้ท่ีมีกรด
โอเลอิก สูง : ต ่า-ปานกลาง เท่ากบั 3 : 1 บ่งช้ีวา่ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงถูกควบคุมโดยยนีหลกัเพียง 1 
คู่ และยนีมีการแสดงออกแบบข่มบางส่วน 
 

5.2  การวดัลกัษณะทางจีโนไทป์ของลกัษณะกรดโอเลอกิโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR 
 จากการทดลองแยกความแตกต่างระหว่างทานตะวนัตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าโดยใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล  SSR จ านวน  37 ไพรเมอร์ กับพันธ์ุพ่อ (กรดโอเลอิกสูง) และพัน ธ์ุแม่  
(กรดโอเลอิกต ่ า) พบว่ามี  15 ไพรเมอร์ ท่ีอาจจะแยกความแตกต่างได้ จึงน าไปทดสอบซ ้ าใน
ประชากร F2 จ านวน 10 ต้น ผลการทดสอบพบว่ามีอย่างน้อย 13 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างประชากรทั้ งสองได้ชัดเจน จากนั้ นน าไพรเมอร์ท่ีแยกความแตกต่างได้ทั้ ง 13  
ไพรเมอร์ไปทดสอบอีกคร้ังกับประชากร F2 กลุ่มท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่ าได้ จากนั้ นเลือก 
ไพรเมอร์ท่ีสามารถแสดงความแตกต่างไดอ้ยา่งชดัเจนจ านวน 5 ไพรเมอร์ ไดแ้ก่ N1-3F, ORS 311, 
ORS 339, ORS 1088 และ ha 4149 ไปทดสอบกบัประชากร F2 เป็นรายตน้ และวเิคราะห์ลิงคเ์กจกบั
ลกัษณะกรดโอเลอิกสูงโดยวธีิ simple regression พบวา่ไพรเมอร์ ORS 311 และ ORS 339 มีนยัส าคญั
กับปริมาณกรดโอเลอิก (Sig.= 0.028 และ 0.021 ตามล าดับ) และมีค่า R2= 0.041 และ 0.047 
ตามล าดับ  แสดงว่าเค ร่ืองหมายโมเลกุล  ORS 311 และ ORS 339 มี ลิงค์เกจกับต าแหน่ง QTL 
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ของลกัษณะกรดโอเลอิกสูง ซ่ึงจะสามารถน าไปใชใ้นการคดัเลือกทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงได ้
 

5.3 ข้อเสนอแนะ 
 จากผลการทดลองดงักล่าว พบอยา่งนอ้ย 13 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหวา่ง
ทานตะวนัตน้ท่ีมีกรดโอเลอิกสูงและต ่าออกจากกนัได ้ดงันั้นสามารถน าไพรเมอร์ทั้ง 13 ไพรเมอร์
ไปใช้แยกความแตกต่างของลักษณะกรดโอเลอิกสูงอย่างคร่าว ๆ ได้ ซ่ึงในอนาคตจ าเป็นต้อง
ท าการศึกษาและทดลองต่อไปในประชากรท่ีหลากหลายและมีประชากรขนาดใหญ่จนพบไพรเมอร์
ท่ีสามารถแยกความแตกต่างและมีลิงคเ์กจกบัยีนท่ีควบคุมลกัษณะกรดโอเลอิกสูง จึงจะสามารถน า
ไพรเมอร์ดงักล่าวไปใช้คดัเลือกพนัธ์ุทานตะวนัท่ีมีกรดโอเลอิกสูงได ้ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในงาน
ปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนัให้มีกรดโอเลอิกสูงอย่างมาก เน่ืองจากเป็นการคดัเลือกท่ีระดบัจีโนไทป์
โดยตรงซ่ึงจะช่วยลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุใหส้ั้นลงและสามารถคดัเลือกไดอ้ยา่งแม่นย  า 
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ภาพที ่1  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ N1-3F ใน 
                           2% agarose gel  (M = 100 bp ladder) 
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ภาพที ่2  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ ORS 311 
                           ใน 2% agarose gel  (M = 100 bp ladder) 
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ภาพที ่3  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ ORS 339  
                           ใน 2% agarose gel  (M = 100 bp ladder) 
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ภาพที ่4  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ ORS 1088  
                          ใน 2% agarose gel  (M = 100 bp ladder) 
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ภาพที ่5  การแยกความแตกต่างของประชากร F2 เป็นรายตน้ดว้ยไพรเมอร์ ha 4149  
                            ใน 2% agarose gel  (M = 100 bp ladder) 



 

 

 

 

 

 

 

 

ประวตัผู้ิเขยีน 
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