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บทคดัย่อ 
 แตงกลุ่ม Cucumis melo (C. melo L.) เป็นพืชที่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจเพิ่มมากขึน้ และมีความต้องการพันธุ์ที่มี
รสชาติดีเหมือนแตงเมลอน ทนทานต่อโรค แมลง และสภาพอากาศ เหมือนแตงไทย งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมและศกึษาความสมัพนัธ์กบัความหวานของแตงในกลุม่นี ้ด้วยเทคนิค Target Region Amplification 
Polymorphism Polymerase Chain Reaction (TRAP-PCR) โดยการใช้ไพรเมอร์จ าเพาะที่ออกแบบจากยีนในวิถีเมทาบอลซิมึ
ของน า้ตาลของแตงเมลอน จ านวน 9 ยีน ร่วมกบัไพรเมอร์แบบสุม่ จ านวน 12 ไพรเมอร์ พบวา่คูไ่พรเมอร์ จ านวน 59 คู ่สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้แถบดีเอ็นเอ จ านวน 379 แถบ  เมื่อน าไปใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม พบแตง             
C. melo L. มีค่าดชันีความเหมือนอยูร่ะหวา่ง 0.69 ถึง 0.95 และที่ค่าสมัประสิทธ์ความเหมือน Jaccard  เท่ากบั 0.8 สามารถ
จัดกลุ่มแตงออกเป็น 3  กลุ่ม ที่สอดคล้องกับความหวาน (% brix) ในขณะที่ผลการศึกษาความเช่ือมโยงของเคร่ืองหมาย
โมเลกุลกับลักษณะความหวาน จากแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง ( polymorphic bands) จ านวน 220  แถบ คิดเป็น 58.05 
เปอร์เซ็นต์  พบเคร่ืองหมาย CM01 (X174)  แสดงความเช่ือมโยงและมีอิทธิพลกบัความหวานเป็น  87.07 เปอร์เซ็นต์  โดยเป็น
เคร่ืองหมายที่ได้จากการเพิ่มจ านวนของไพรเมอร์ Neutral invertase 1  กบั Sa17_800  โดยผลการศึกษาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมและเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พฒันาได้นีจ้ะสามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์และคดัเลือกพนัธุ์ของแตงกลุม่             
C. melo L. ตอ่ลกัษณะความหวานให้มีประสทิธิภาพ แมน่ย า และรวดเร็วมากขึน้ตอ่ไป  
ค าส าคัญ : แตงกลุม่ Cucumis melo L. , เทคนิค Target Region Amplification Polymorphism Polymerase Chain    
                  Reaction (TRAP-PCR), ความหลากหลายทางพนัธกุรรม, เคร่ืองหมายโมเลกลุ, ความหวาน 
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Abstract 
 Cucumis melo (C. melo L.) groups is an important plant with increasing economic value. The improvement 
of the varieties with great tastes like melon and resistance to insect and unfavorable weather conditions similar to 
Thai-melon has been needed. This research aimed to study genetic diversity and relationship between molecular 
markers and sweetness trait of C. melo L. by using Target Region Amplified Polymorphism Polymerase Chain 
Reaction (TRAP-PCR) technique. Specific primers which were designed based on the sequence of nine genes 
involving in metabolic pathway of sugar combining with twelve arbitrary primers were used in TRAP-PCR. It was 
found that 59 pairs of primers were able to amplify DNA generating total 379 amplicons. The polymorphic data was 
used to create dendrogram based on Jaccard’s similarity index through UPGMA. The results revealed the similarity 
index ranged from 0.69 to 0.95. Studied plants could be divided into 3 groups with a similarity coefficient of 0.8, 
corresponding to the sweetness (% brix). The 220 of polymorphic bands were detected with a percentage of 58.05. 
Analysis of the relationship between molecular markers and sweetness trait showed thatCM01 (X174) marker was 
found to correlate with the sweetness of 87.07 percent, resulting from the use of primers, Neutral invertase 1 with 
Sa17_800. The results of genetic diversity and developed DNA markers in this study will assist breeding processes 
and selection of sweetness trait in C. melo L. to be more efficient, more accurate and faster.   
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บทน า  

แตงกลุ่ม  Cucumis melo L. (C. melo L.) ที่นิยมปลูกในประเทศไทย คือ  พันธุ์ แตง เมลอน (C.  melo var. 

cantalupensis) และแตงไทย (C. melo var. conomon) เป็นพืชผักที่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจ โดยในปี 2559 พบว่ามีพืน้ที่

เพาะปลูกเพิ่มขึน้จากปี 2558 และให้ผลผลิตมูลค่า 275 และ 26  ล้านบาทส าหรับแตงเมลอนและแตงไทย ตามล าดับ   

(Niyompanich, 2017) โดยแตงกลุม่นีม้ีความหลากหลายทางกายภาพ เช่น รูปร่าง ลวดลาย สีผิว สีเนือ้ และความหวาน ซึ่ง

แตงเมลอนส่วนใหญ่มีความหวานมากกว่าแตงไทย แต่มีความทนทานต่อโรคแมลงและความต้านทานต่อสภาพความ

แปรปรวนของสภาพอากาศน้อยกว่าแตงไทย (Akashi et al., 2002;  Chiewchanpanich, 1993) จึงมีความต้องการพนัธุ์แตง      

ที่มีรสชาติดี ทนทานตอ่โรคแมลง และสภาพอากาศ โดยการศกึษาความหวานต้องรอให้ผลผลติสกุแก่เต็มที่ ท าให้ต้องใช้ระยะ

เวลานาน นอกจากนีส้ภาพแวดล้อมยงัมีผลต่อปริมาณความหวานของแตงได้ สว่นการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอสภาพแวดล้อม   

ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณความหวาน ดงันัน้หากมีเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถใช้ในการศึกษาความหลากหลาย

ทางพนัธุกรรม การจดักลุม่ และการคดัเลอืกแตงด้วยความหวาน ก็จะท าให้นกัปรับปรุงพนัธุ์สามารถคดัเลอืกพนัธุ์ตามลกัษณะ

ความหวานได้ตัง้แต่ระยะต้นกล้า ท าให้ประหยดัค่าใช้จ่ายและไม่เสียเวลาในการปลกูทดสอบ ท าให้การคดัเลือกเป็นไป ได้

รวดเร็ว และแมน่ย ามากขึน้  
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เทคนิคทางชีวโมเลกุลหลายเทคนิคถกูน ามาใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและการจ าแนกพนัธุ์ใน

แตงกลุ่ม C. melo L. เช่น เทคนิค AFLP, RAPD และ RFLP (Garcia-Mas et al., 2000) เทคนิค ISSR (Tira-umphon & 

Ketudat-Cairns, 2015) เทคนิค SSR (Kacar et al., 2012 ; Kohpayegani et al., 2008 ; Sheng et al., 2007) และล าดบัเบส

ของบริเวณ internal transcribed spacer (ITS) (Niyompanich et al., 2017)  ซึ่งเทคนิคเหล่านีจ้ะไม่จ าเพาะต่อยีน และใน

ปัจจุบันมีรายงานเทคนิคใหม่ที่จ าเพาะกับยีน เช่น  เทคนิค Start codon Target Polymorphism (ScoT) โดยใช้ไพรเมอร์                 

ที่ออกแบบจากบริเวณอนรัุกษ์ใกล้รหสัเร่ิมต้น จ านวน 1 เส้น หลกัการเดียวกบัเทคนิค RAPD (Collard & Mackill, 2009) และ

เทคนิค Target Region Amplification Polymorphism- Polymerase Chain Reaction (TRAP-PCR)  

เทคนิค TRAP-PCR พัฒนาจากหลักการของ sequence-relation amplification polymorphism (SRAP)  โดยใช้    

ไพรเมอร์ 2 ชนิด  คือ ไพรเมอร์จ าเพาะ (fixed primer) ทีอ่อกแบบจากล าดบัเบสของยีนท่ีสนใจ กบัไพรเมอร์แบบสุม่ (arbitrary 

primer) มีล าดบัเบสเป็น  AT หรือ GC จ านวนมาก (AT- or GC-rich core) ซึ่งจะจบับริเวณเอกซอนหรืออินทรอนของยีนแบบ

สุ่ม  เทคนิค TRAP-PCR มีข้อดี คือ ใช้งานง่าย ให้ผลเที่ยงตรง ท าซ า้ได้  สามารถก าหนดลกัษณะที่ศึกษาได้ และมีความ

หลากหลายสงู  อย่างไรก็ตามเทคนิคนีต้้องการข้อมลูล าดบัเบสของยีนที่ควบคมุลกัษณะที่ต้องการศกึษา (Hu & Vick, 2003) 

ซึง่ในปัจจบุนัมีการรายงานล าดบัเบสของยีนจ านวนมาก ที่สามารถน ามาใช้ออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะ เนื่องจากเทคนิค TRAP-

PCR สามารถก าหนดยีนที่ต้องการ และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้หลายต าแหน่งพร้อมกัน ท าให้เทคนิค TRAP นิยมใช้ใน

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืช ดงัที่มีรายงานในอ้อย (Suman et al., 2012;  Alwalas et al., 2006; Arro, 

2005)  ถัว่ (Kumar et al., 2014) เจอราเนียม (Palumbo et al., 2007) และเห็ดหอม (Qiu et al., 2014;  Miklas & Grunwald, 

2006)  การจ าแนกสายพนัธุ์พืชชนิดตา่ง ๆ เช่น การจ าแนกจดักลุม่ผกักาดหอม (Hu et al., 2005, Miklas et al., 2006) และใช้

เป็นเคร่ืองหมายช่วยในการคดัเลอืกในการปรับปรุงพนัธุ์พืชให้มีลกัษณะที่ต้องการ ดงัที่มีรายงานเทคนิค TRAP-PCR เช่ือมโยง

กบัลกัษณะต้านทานตอ่โรคในถัว่ (Liu et al., 2005; Miklas et al., 2006) ลกัษณะเชิงปริมาณในข้าวสาล ี    (Liu et al., 2005) 

ความหวานของผลเป็นลักษณะที่ส าคญัของแตงเนื่องจากเป็นตวัก าหนดราคา จากการศึกษาในแตงเมลอนพบว่า

ความหวานเก่ียวข้องกับปริมาณของน า้ตาลซูโครส กลโูคส และฟรุกโตส ซึ่งพบว่าในระยะเจริญเติบโตจะมีปริมาณซูโครส                

ต ่ากวา่กลโูคส และฟรุกโตส เนื่องมาจากการสลายซโูครสเพื่อการเจริญเติบโต แตใ่นระยะเก็บเก่ียวปริมาณซโูครสสงูกวา่กลโูคส 

และฟรุกโตส ซึ่งพบว่าปริมาณของน า้ตาลซูโครสที่เพิ่มขึน้สมัพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์ invertases ที่จะลดลง โดยที่มี

รายงานว่าเอนไซม์ sucrose-P-synthase (SPS), sucrose synthase  (SUS) และ invertases เป็นหลกัส าคัญในการสะสม

น า้ตาล (Souza et al., 2013) อีกทัง้ยงัมีการศึกษาการท างานเอนไซม์ต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับวิถีเมทาบอลิซึมของแตงเมลอน               

(C. melo  L.) ในระยะตา่งๆ ของการเจริญ พบเอนไซม์จ านวน 8 เอนไซม์ที่มีปริมาณแตกต่างกนัระหว่างช่วงต้นและช่วงปลาย

ของการพฒันาผล (Dai et al., 2011) ยีนของเอนไซม์เหลา่นีจ้ึงเป็นเป้าหมายที่จะน ามาใช้ในการศกึษานี ้ โดยที่ยีนของเอนไซม์

เหลา่นีม้ีรายงานล าดบัเบสในฐานข้อมลูแตงเมลอน ดงันัน้ในการศึกษานีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อน าศกึษาความหลากหลายทาง
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พนัธุกรรมและการศกึษาความสมัพนัธ์กับความหวานของแตงในกลุม่ C. melo  L. ด้วยเทคนิค TRAP-PCR  โดยผลการศกึษา

ทัง้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและเคร่ืองหมายที่พบจะสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์และคดัเลอืกพนัธุ์ของ

แตงกลุม่ C. melo L. ตอ่ไป  

 

วิธีด าเนินการวิจัย  
ตัวอย่างพืช 

ในการศึกษานีใ้ช้พืชกลุ่มแตง C. melo L. จ านวน 17 สายพันธุ์   โดยเป็นกลุ่มแตงไทย (C. melo var conomon) 

จ านวน 12 ตวัอย่าง (M01 – M12) แตงเมลอน (C. melo var cantalupensis) จ านวน 5 ตวัอย่าง (M13 – M17) ซึ่งตวัอย่าง

แตงไทย M01 M02 M03 M07 M10 และ M11 รวบรวมได้จากจังหวดัล าปาง ตวัอย่าง M04 M09 และ M12 รวบรวมได้จาก

จงัหวดัเชียงใหม่ ตวัอย่าง M05 M06 และ M08 รวบรวมได้จากจงัหวดัเชียงราย ซึ่งแตงไทยและแตงเมลอนที่ใช้มีการจ าแนก

ตามลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ ซึ่งเป็นไปตามการศึกษาของ Niramit (1988) ตัวอย่าง M13 – M17 ได้จากบริษัทฮอติเจน

เนติคส์รีเสิร์ช  จ ากัด และแตงกวา (Cucumis sativus; C. sativus L) จ านวน 2 ตวัอย่าง (M18 – M19) ที่ใช้เป็นตวับ่งชี ้(out 

group) โดยแตงไทยที่ใช้คาดวา่จะเป็นพนัธุ์แท้ จ านวน 12 สายพนัธุ์ รวมทัง้สิน้ 19 ตวัอยา่ง ดงัแสดงในตารางที่ 1  

การสกดัจีโนมคิดเีอน็เอ 

การสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอท าได้โดยการน าใบออ่นของแตงที่ใช้ในการศกึษาบดในไนโตรเจนเหลว แล้วสกดัดีเอ็นเอจาก 

จีโนม (genomic DNA) ด้วยวิธี CTAB ที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ (Hwang & Kim, 2000)   น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาท าการ

วิเคราะห์คุณภาพของดีเอ็นเอด้วย 1%  agarose gel electrophoresis และวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง Nanodrop 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) และเก็บตวัอยา่งดีเอ็นเอไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส   

การวัดความหวานของผล 

น าแตงกลุม่ C. melo L. จ านวน 17 ตวัอย่างปลกูลงในแปลง โดยปลกูตวัอย่างละ 3 ต้น เมื่อผลผลิตสกุแก่เต็มที่ท า

การตรวจวัดความหวาน (% brix) โดยการน าเนือ้แตงสุกมาคัน้แล้วหยดลงบนเคร่ือง Hand refractometer บันทึกข้อมูล

ค่าเฉลี่ย % brix เป็นผลความหวานของแตงแต่ละตวัอย่าง โดยไม่มีการวดัความหวานในแตงกวาเนื่องจากใช้เป็นตวับ่งชี ้

ส าหรับการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม  

การออกแบบไพรเมอร์และการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค TRAP-PCR                                                                                            

 เทคนิค TRAP- PCR จะใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด โดยชนิดแรกจะเป็นไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีนทีส่นใจ ซึง่จะออกแบบจากยีน

ที่เก่ียวข้องกบัวิถีเมทาบอลซิมึของน า้ตาลที่มีรายงานจากเมลอน (Dai  et al., 2011)  จ านวน 9 ยีน โดยข้อมลูล าดบัเบสของ

ยีนเหลา่นีไ้ด้จากฐานข้อมลู MELONOMICS (http://melonomics.net) สว่นไพรเมอร์อีกชนิดเป็นไพรเมอร์แบบสุม่ที่ออกแบบ

จากหลกัการของ (Li & Quiros, 2001) จ านวน 12 ไพรเมอร์   
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        ตารางที่ 1  กลุม่ตวัอยา่งพชืที่ใช้ในการศกึษานี ้

ตัวอย่าง
ที่ 

รหัส ฟีโนไทป์ แหล่งที่มา 
ความหวาน 

(% brix) 
1 M01 แตงไทย ล าปาง 3.3 
2 M02 แตงไทย ล าปาง 5.0 
3 M03 แตงไทย ล าปาง 5.3 
4 M04 แตงไทย เชียงใหม ่ 5.0 
5 M05 แตงไทย เชียงราย 5.3 
6 M06 แตงไทย เชียงราย 6.0 
7 M07 แตงไทย ล าปาง 5.3 
8 M08 แตงไทย เชียงราย 5.0 
9 M09 แตงไทย เชียงใหม ่ 4.3 
10 M10 แตงไทย ล าปาง 5.0 
11 M11 แตงไทย ล าปาง 6.0 
12 M12 แตงไทย เชียงใหม ่ 6.0 
13 M13 แตงเมลอน บริษัทฮอทิเจนเนตคิส์รีเสร์ิช จ ากดั 12.0 
14 M14 แตงเมลอน บริษัทฮอทิเจนเนตคิส์รีเสร์ิช จ ากดั 10.3 
15 M15 แตงเมลอน บริษัทฮอทิเจนเนตคิส์รีเสร์ิช จ ากดั 14.0 
16 M16 แตงเมลอน บริษัทฮอทิเจนเนตคิส์รีเสร์ิช จ ากดั 18.0 
17 M17 แตงเมลอน บริษัทฮอทิเจนเนตคิส์รีเสร์ิช จ ากดั 18.0 
18 M18 แตงกวาหอม แพร่  ไมว่ิเคราะห์ 
19 M19 แตงกวาหนาม บริษัทนนัฮีมจ ากดั  ไมว่ิเคราะห์ 
 
ในการศึกษานีท้ าปฏิกิริยา TRAP-PCR เป็น 104 ปฏิกิริยา จากไพรเมอร์ 104 คู่ ที่ได้จากการจบัคู่ระหว่างไพรเมอร์

จ าเพาะและไพรเมอร์แบบสุม่ ในการท าปฏิกิริยา PCR มีปริมาตรสดุท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 100 นา
โนกรัม บฟัเฟอร์ส าเร็จรูป 1x  GeNeiTM Red Dye PCR Master Mix (Merck, USA) และ 0.5 ไมโครโมลาร์ของไพรเมอร์แต่ละ
ชนิด โดยใช้สภาวะอุณหภูมิดังนี ้94 องศาเซลเซียส 4  นาที ตามด้วย 5 รอบของ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 35 องศา
เซลเซียส 45 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และตอ่ด้วย 40 รอบของ 94 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 50 องศาเซลเซียส 45 
วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที และสดุท้ายใช้อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที (Hu & Vick, 2003) วิเคราะห์ผลการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 1.5 % agarose gel electrophoresis 
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การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของแตง โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบ             

ดีเอ็นเอที่ปรากฏจากกลุม่ประชากรท่ีท าการศกึษา ตวัอย่างที่พบแถบดีเอ็นเอที่ต าแหน่งหนึ่ง ให้คะแนนเป็น 1 ส าหรับตวัอยา่ง   

ที่ไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ต าแหน่งเดียวกนัให้คะแนนเป็น 0 จากนัน้จึงน าข้อมลูที่ได้ไปวิเคราะห์หาความแตกต่างทางพนัธุกรรม

ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ  UPGMA โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc.รุ่น 2.0 (Mukunda Lakshmi & Linglilh, 2017) และศึกษา

แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (dendrogram) โดยอาศัยสัมประสิทธ์ความเหมือนตามวิธี Jaccard (1908) ด้วย

โปรแกรม TreeView 

การวิเคราะห์ความเชื่อมโยงของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับลักษณะความหวาน 

น าข้อมลูแถบดีเอ็นเอทีไ่ด้จากเทคนิค TRAP-PCR มาวิเคราะห์หาความเช่ือมโยงของเคร่ืองหมายโมเลกลุกบัลกัษณะ

ความหวาน ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ความเช่ือมโยงระหว่างลกัษณะความหวานกับ

เคร่ืองหมายโมเลกุลวิธี  Simple linear regression และการวิ เคราะห์สมการถดถอยหลายต าแหน่ง (Multiple-locus 

regression) 

 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  

การสกัดดีเอ็นเอจากจีโนม 

 การสกดัดีเอ็นเอจากจีโนม เมื่อน าวิเคราะห์ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่าได้แถบดีเอ็นเอที่สมบรูณ์

ขนาดมากกวา่ 20 กิโลเบส (ไม่แสดงข้อมูล) แสดงว่าดีเอ็นเอมีความสมบรูณ์ สามารถน าไปใช้ในการทดลองขัน้ตอ่ไป จากนัน้

วัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง Nanodrop Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) แล้วเจือจางให้แต่ละตัวอย่าง              

มีความเข้มข้นของดีเอ็นเอเป็น 50 นาโนกรัม/ไมโครลติร  

การออกแบบไพรเมอร์และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค TRAP-PCR 

 เทคนิค TRAP-PCR จะใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด โดยชนิดแรกจะเป็นไพรเมอร์จ าเพาะกับยีน โดยออกแบบจากยีน                

ที่เก่ียวข้องกับวิถีเมทาบอลิซึมของน า้ตาล จ านวน 9 ยีน ซึ่งเป็นยีนที่เก่ียวกับวิถีการสร้างและสลายน า้ตาลในแตงเมลอน                

(Dai  et al., 2011)  โดยช่ือของยีนหรือเอนไซม์ ช่ือยอ่ย รหสัของล าดบัเบสในฐานข้อมลู MELONOMICS (Garcia-Mas et al., 

2012)   ที่ใช้ในการออกแบบและล าดบัเบสของไพรเมอร์จ าเพาะดงัแสดงไว้ในตารางที่ 2 ส่วนไพรเมอร์อีกชนิดเป็นไพรเมอร์

แบบสุม่ที่ จ านวน 12 ไพรเมอร์ แสดงรายละเอียดในตารางที่ 3 โดยจาก     ไพรเมอร์ที่ใช้ในเทคนิค TRAP–PCR จะแสดงความ

แตกตา่งในบริเวณที่เป็นเอกซอนหรืออินทรอนของยีนที่ควบคมุลกัษณะที่ศกึษา (Alwalas et al., 2006) 

 เมื่อน าดีเอ็นเอของแตงที่สกดัได้มาเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค TRAP-PCR ด้วยไพรเมอร์ TRAP จ านวน  104 คู่ พบว่า

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้แถบดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ จ านวน 71 คู่  จากนัน้คดัเลือกคู่ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอที่แยกได้

ชดัเจนและจ านวนไม่มาก ได้ไพรเมอร์ จ านวน 59 คู่ ให้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 379 แถบ ซึ่งแถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มจ านวนด้วย
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ไพรเมอร์เหลา่นี ้จะน าไปใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม โดยเป็นแถบดีเอ็นเอที่ไม่แตกต่างระหว่างตวัอย่าง

แตงทัง้ 19 ตวัอยา่ง (monomorphic bands) จ านวน 159 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกตา่งระหวา่งตวัอย่างแตงทัง้ 19 ตวัอยา่ง 

(polymorphic bands) จ านวน 220  แถบ ค านวณแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกต่างเป็น 58.05 เปอร์เซ็นต์ ตวัอย่างผลการ

เพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค TRAP-PCR ของไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้ เช่น ไพรเมอร์ PGMcyt กับ Ga3-800  ไพรเมอร์ 

PGMcyt กบั Odd3-800 ดงัแสดงในภาพที่ 1 ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตา่งจ านวน 220 แถบเหลา่นี ้จะน าไปใช้ในการ

วิเคราะห์ความเช่ือมโยงเคร่ืองหมายโมเลกุลกับความหวานต่อไป โดยให้เป็นหมายเลขตามล าดบัของแถบ ได้เป็น X1-X220 

ตามล าดบั 

   ตารางที่ 2 รายละเอยีดของไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีนท่ีเก่ียวข้องกบัวิถีเมทาบอลซิมึของน า้ตาล 
Gene/Enzyme name  ชื่อย่อ Melon ID ล าดับเบส (5-3) 

Acid -galactosidase 1 AAG1 MELO3C005560P1 GCCTCATCATGTGAGC 
Fructokinase 1 FK1 MELO3C020278P1 GAGAGGAGCCATTCCTGC 
Hexokinase 1  HK1 MELO3C004591P1 GATGGAGGGTTCTATGAGC 
Neutral invertase 1  NIN1 MELO3C006727P1 GACTCAGGATTCTGGTGG 
Phosphoglucose isomerase; cyt * PGIcyt MELO3C010936P1 CAAGACCCATCTACGTGC 
Phosphoglucomutase; cyt* PGMcyt MELO3C005293P1 ACTCCTTCAGACTCTGTTGC 
Sucrose-P-synthase 1  SPS1 MELO3C010300P1 ATGGAGCTTGGCGTGATTCTG 
Sucrose synthase 1   SUS1 MELO3C015552P1 ACAGTTGTGGAGGCCATG 
UDP-glc/gal pyrophosphorylase  UGGP MELO3C008467P1 GGATTCAGACCAAGCCTC 

* ยีนจากไซโทพลาสซมึ 

       ตารางที่ 3 ล าดบัเบสของไพรเมอร์แบบสุม่ใน TRAP-PCR  (Hu, 2006) 

ชื่อ ล าดับเบส (5-3) ชื่อ ล าดับเบส (5-3) 

Trap03-700 CGTAGCGCGTCAATTATG Odd26-700 CTATCTCTCGGGACCAAAC 

Trap04-700 CGTAGTGATCGAATTCTG Sa04-700 TTCTTCTTCCCTGGACACTT 
Trap13-800 GCGCGATGATAAATTATC Sa12-700 TTCTAGGTAATCCAACAACA 
Trap14-800 GTCGTACGTAGAATTCCT Sa17-800 ATAAGAATCAGCAGACGCAT 
Odd3-800 CCAAAACCTAAAACCAGGA Ga3-800 TCATCTCAAACCATCTACAC 

Odd15-700 GCGAGGATGCTACTGGTT Ga5-800 GGAACCAAACACATGAAGA 
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การวัดความหวานของผล 

เมื่อน าผลสุกแก่จัดของแตงกลุ่ม C. melo L. จ านวน 17 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 3 ต้น มาวัดความหวานด้วยเคร่ือง 

Hand refractometer บนัทึกข้อมลูเป็น % brix เป็นผลความหวานของแตงแต่ละตวัอย่าง แสดงข้อมลูคา่เฉลี่ยความหวาน (%

brix) ดงัแสดงในตารางที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
     (ก)          (ข) 
ภาพที่ 1  ผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis ของผลผลติของ TRAP-PCR ที่ได้จาก (ก) ไพรเมอร์  

 Phosphoglucomutase; cyt (PGMcyt) กบั Ga3-800 และ (ข) ไพรเมอร์ PGMcyt กบั Odd3-800  โดยใช้ 

กระแส 100 โวลต์ นาน 1 ชัว่โมง โดยที่ ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน ช่อง 1-12 เป็นดีเอ็นเอของแตงไทย  

M01-M12 ช่อง 13-17 เป็นดีเอ็นเอของแตงเมลอน M13-M17 และช่องที่ 18-19 เป็นดีเอ็นเอของแตงกวา M18-19 

 

การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

 จากการน าข้อมลูแถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มจ านวนด้วยไพรเมอร์ จ านวน 59 คู ่มาวิเคราะห์หาคา่ดชันีความเหมอืน
ทางพนัธุกรรม (similarity index) โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc รุ่น 2.0 และเลือกวิธีการจดักลุม่แบบ UPGMA  พบว่าแตงกลุม่  
C. melo L. จ านวน 17 ตวัอย่าง มีค่าดชันีความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.69 ถึง 0.95 ในขณะที่มีค่าดชันีความเหมือนกบัแตงกวา 
(C. sativus L.) เป็น 0.3-0.39 ดงัแสดงในตารางที่ 4 ซึ่งหากเปรียบเทียบภายในตวัอยา่งพบว่ามีค่าดชันีความเหมือน ระหวา่ง 
0.78-0.95 ส าหรับแตงไทย และ 0.63-0.85 ส าหรับแตงเมลอน  แสดงให้เห็นวา่แตงไทยที่ใช้ในการศกึษานีม้ีความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมน้อยกว่าแตงเมลอน ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกลุ่มตวัอย่างด้วยเทคนิค 
RAPD ที่พบว่าค่าดชันีความเหมือนของแตงไทยและแตงเมลอน เป็น 0.75-1  และ 0.25-0.83 ตามล าดบั (Inchonbot  et al., 
2015)  ที่อาจเนื่องจากแตงเมลอนนัน้มีการศึกษาและการปรับปรุงพันธุ์อย่างแพร่หลาย ซึ่งในขณะที่แตงไทยนัน้ ยังไม่มี
การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและการปรับปรุงพนัธุ์ 
 ผลจากการจัดกลุ่มด้วยการสร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรม (dendrogram) แสดงในภาพที่ 2 โดยจาก

แผนภมูิความสมัพนัธ์นีแ้บ่งกลุม่แตง C. melo L. ที่ค่าสมัประสิทธ์ความเหมือน  Jaccard (coefficient)  เท่ากบั 0.8 สามารถ

จดักลุม่แตงออกเป็น 3  กลุม่คือ กลุม่ที่ 1 คือ แตงเมลอน  M17 กลุม่ที่ 2 คือ แตงเมลอน จ านวน 3 ตวัอย่าง ได้แก่ M14 M15 

และ M16 กลุม่ที่ 3 คือ แตงไทย M01-12 และแตงเมลอน  M13  ซึ่งจากการแบ่งกลุม่ดงักลา่วพบวา่สอดคล้องกบัความหวาน 

โดยแตงกลุ่มที่ 1 และ 2 เป็นแตงกลุ่มเมลอนที่มีความหวานค่อนข้างสูงมากกว่า10% brix กลุ่มที่ 3 เป็นแตงกลุ่มแตงไทย             
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มีความหวานอยูท่ี่ระดบัต ่ากวา่ 10% brix  ยกเว้นแตงเมลอน M13 ที่มีความหวาน 12% brix แต่ยงัจดัอยูใ่นกลุม่แตงไทย อาจ

เนื่องมาจากมีลกัษณะต้น (ข้อมูลไม่เป็นทางการจากบริษัท) ลกัษณะผิวผล และลกัษณะของเนือ้ภายในเหมือนกบัแตงไทย

มากกว่าแตงเมลอน ดงัแสดงในภาพที่ 3 โดยที่ผลการจดักลุม่แตงนีใ้ห้ผลเช่นเดียวกบัการจดักลุม่ด้วยเทคนิค RAPD ที่พบว่า

สามารถแยกกลุม่แตงไทย แตงเมลอน และแตงกวาได้ท่ีคา่สมัประสทิธ์ิความเหมือน เทา่กบั 0.89  ได้ แตเ่มื่อพิจารณาในแตล่ะ

กลุม่ พบวา่การจดักลุม่ด้วยเทคนิค TRAP-PCR สามารถแยกตวัอยา่ง M13  ออกจากตวัอยา่งแตงไทยอื่น ๆ  ได้ชดัเจน ในขณะ

ที่การจดักลุม่ด้วยเทคนิค RAPD ตวัอยา่ง M13 ถกูจดักลุม่อยูก่บัตวัอยา่ง M01  M02 และ M12 (Inchonbot  et al., 2015) 

  ตารางที่ 4 คา่ดชันคีวามเหมือนทางพนัธุกรรม (similarity index) ของตวัอยา่งแตงจ านวน 19 ตวัอยา่ง 
M01 -                  
M02 0.85 -                 
M03 0.89 0.93 -                
M04 0.83 0.92 0.91 -               
M05 0.82 0.90 0.90 0.93 -              
M06 0.80 0.89 0.88 0.90 0.94 -             
M07 0.78 0.87 0.83 0.87 0.88 0.93 -            
M08 0.78 0.88 0.87 0.89 0.90 0.90 0.86 -           
M09 0.79 0.88 0.86 0.92 0.94 0.90 0.88 0.90 -          
M10 0.82 0.91 0.89 0.92 0.93 0.91 0.86 0.89 0.93 -         
M11 0.81 0.90 0.89 0.91 0.90 0.89 0.85 0.88 0.91 0.93 -        
M12 0.79 0.89 0.87 0.90 0.90 0.89 0.85 0.90 0.93 0.93 0.95 -       
M13 0.73 0.80 0.77 0.81 0.84 0.82 0.78 0.80 0.84 0.83 0.81 0.85 -      
M14 0.75 0.80 0.80 0.80 0.79 0.78 0.73 0.79 0.77 0.79 0.82 0.81 0.77 -     
M15 0.74 0.80 0.77 0.78 0.77 0.77 0.75 0.79 0.77 0.80 0.79 0.78 0.77 0.84 -    
M16 0.77 0.77 0.76 0.77 0.73 0.75 0.71 0.77 0.75 0.77 0.77 0.76 0.76 0.84 0.86 -   
M17 0.73 0.72 0.71 0.69 0.64 0.63 0.64 0.69 0.66 0.67 0.68 0.66 0.63 0.70 0.77 0.81 -  
M18 0.41 0.39 0.36 0.39 0.35 0.35 0.38 0.37 0.38 0.37 0.35 0.38 0.34 0.35 0.39 0.38 0.45 - 

M19 0.39 0.35 0.34 0.34 0.32 0.32 0.36 0.32 0.35 0.34 0.31 0.33 0.30 0.31 0.33 0.33 0.38 0.85 

 M01 M02 M03 M04 M05 M06 M07 M08 M09 M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M17 M18 

 
จึงจะเห็นได้ว่าการศึกษาความหลากหลายของแตงด้วยเทคนิค TRAP-PCR ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีนที่เก่ียวข้อง

กับความหวาน  จะให้ผลการจัดกลุ่มสอดคล้องกับความหวานเช่นกัน ท าให้ผลการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม           
จะเป็นไปตามลกัษณะตามที่ยีนที่ใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ ดงัที่พบจากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของอ้อย
ด้วยเทคนิค TRAP ด้วยยีนท่ีเก่ียวกบัการสร้างลกินิน ซึง่พบความสมัพนัธ์ของพนัธุ์อ้อยกบัมวลชีวภาพ (Suman et al., 2012)  
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ภาพที่ 2  แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของแตง จ านวน 19 ตวัอยา่งที่ได้จากแถบดเีอ็นเอจากไพรเมอร์จ านวน 59 คู ่ 

  ของเทคนิค TRAP-PCR ด้วยวิธีการจดักลุม่แบบ  UPGMA โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc โดยที่ C, M และ T    

 คือ แตงกวา, แตง, เมลอน และ แตงไทย ตามล าดบั สว่น G.I-G.III  คือ กลุม่ที่ 1-3  ตามล าดบั 

 

 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 ลกัษณะผลของแตงเมลอน M13 ที่มีผิวเปลอืกบาง ลกัษณะผลและลวดลายบนผิวผลคล้ายแตงไทยในภาคเหนือ  

 เมลด็มีขนาดเลก็เหมือนแตงไทยทัว่ไป 

 

การวิเคราะห์ความเชื่อมโยงของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับลักษณะความหวาน 

 น าข้อมลูแถบดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิค TRAP-PCR จ านวน 220 แถบมาวิเคราะห์หาความเช่ือมโยงของเคร่ืองหมาย

โมเลกุลกับลักษณะความหวาน ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป ด้วยวิธี Simple linear regression โดยแต่ละแถบเป็นแต่ละ

เคร่ืองหมาย ดงันัน้ แถบดีเอ็นเอ 220 แถบ จึงเป็นเคร่ืองหมาย จ านวน 220 เคร่ืองหมาย ผลการวิเคราะห์พบเคร่ืองหมาย 

จ านวน 43 เคร่ืองหมายแสดงความเช่ือมโยงกบัความหวานอย่างมีนยัส าคญัยิ่ง (P<0.01) (ไม่แสดงข้อมลู)และเมื่อวิเคราะห์

ด้วยวิธี Multiple locus regression  พบวา่มี 2 เคร่ืองหมาย ได้แก่ เคร่ืองหมาย CM01 (X174)  และCM02 (X51) ทีแ่สดงความ

เช่ือมโยงกับความหวานอย่างมีนัยส าคัญยิ่ง (P<0.0001) ซึ่งมีอิทธิพลกับความหวานเป็น 87.07 และ 9.52 เปอร์เซ็นต์ 
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ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางที่  5  โดยเคร่ืองหมาย CM01 (X174)   เป็นเคร่ืองหมายที่ได้จากการเพิ่มจ านวนของไพรเมอร์ 

Neutral invertase 1 กับ Sa17_800 (ภาพที่ 4) และCM02 (X51) เป็นเคร่ืองหมายที่พบได้จากเพิ่มจ านวนของไพรเมอร์ 

Sucrose-P-synthase 1 กับ Sa12_700  จากภาพที่ 4 พบแถบเคร่ืองหมาย X174 ในตัวอย่างแตงไทย M01-M12 และแตง          

เมลอน M13 แถบดีเอ็นเอแสดงให้เห็นวา่แตงเมลอน M13 มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกล้ชิดกบัแตงไทยมากกวา่แตงเมลอน 

ซึง่ผลสอดคล้องกบัแผนภาพความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม (ภาพท่ี 2) 

 

          ตารางที่ 5  ผลการวิเคราะห์ multiple locus regression ของแถบดเีอ็นเอที่แสดงความแตกตา่งทางสถิติ 
                            และความเช่ือมโยงกบัลกัษณะความหวาน 

ล าดับที่ แถบดีเอน็เอ Partial R2 P -value 

1 CM01 (X174) 0.8707 0.0002 
2 CM02 (X51) 0.0952 0.0064 

 
โดยเคร่ืองหมาย CM01 นัน้เป็นแถบจากยีน Neutral invertase 1 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาปริมาณของเอนไซม์

ตา่งๆ และการแสดงออกของยีนในแตงเมลอน พบวา่เอนไซม์ invertase จะมีปริมาณลดลงหรือมีการแสดงออกของยีนลดลงใน
ระยะท้ายของการพัฒนาของผล (Dai et al., 2011; Souza et al., 2013; Saladie et al., 2015; Zhang et al., 2016; Kong           
et al., 2016) และมีรายงานเทคนิค TRAP ในการศกึษาพนัธุกรรมของอ้อยพนัธุ์ตา่ง ๆ พบแถบดีเอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ของยนี 
Acid invertase สามารถใช้เป็นเคร่ืองหมายกบัความหวานของอ้อย (Khan et al., 2011)   

ดงันัน้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พฒันาได้นีน้่าจะสามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์และคดัเลือกพนัธุ์แตงให้มีความ
หวานมากยิ่งขึน้ตอ่ไป 

 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4  ผลการท า 1.5% agarose gel electrophoresis ของผลผลติของ TRAP-PCR ที่ได้จาก ไพรเมอร์ Neutral invertase  
               1 กบั Sa17_800  โดยที่ ช่อง M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน ช่อง 1-12 เป็นดีเอ็นเอของแตงไทย M01-M12 ช่อง 13-17  
              เป็นดีเอ็นเอของแตงเมลอน M13-M17 และช่องที่ 18-19 เป็นเป็นดีเอ็นเอของแตงกวา M18-19 โดยที่พบแถบดีเอ็นเอ  
              X174 จากตวัอยา่งแตงกลุม่ C. melo L. ที่ M01-M13 เทา่นัน้ 
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สรุปผลการวิจัย 

การงานวิจยันีใ้ช้เทคนิค TRAP-PCR ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของแตงในกลุม่ C. melo L. โดย

ใช้ไพรเมอร์จ าเพาะที่ออกแบบจากยีนในวิถีเมทาบอลิซึมของน า้ตาล จ านวน  9  ยีน ร่วมกับไพรเมอร์แบบสุ่ม จ านวน 12      

ไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์ จ านวน 59 คู่ สามารถเพิ่มปริมาณให้แถบดีเอ็นเอที่เหมะสมในการศึกษาความหลากหลายทาง

พนัธุกรรมจากแถบดีเอ็นเอ จ านวน 379 แถบ ซึง่เป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกตา่งระหวา่งตวัอยา่งแตงทัง้ 19 ตวัอยา่ง (polymorphic 

bands) จ านวน 220  แถบ (58.05 เปอร์เซ็นต์) เมื่อน ามาเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมพบวา่มีคา่ดชันีความเหมือน

อยูร่ะหวา่ง 0.69 ถึง 0.95 และจากแผนภมูิความสมัพนัธ์สามารถแบง่กลุม่แตง C. melo L. ออกเป็น 3  กลุม่  

การศึกษาความเช่ือมโยงของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับลกัษณะความหวาน จากแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกต่าง

ระหวา่งตวัอยา่ง จ านวน 220  แถบ พบวา่มี  2 เคร่ืองหมาย ได้แก่ เคร่ืองหมาย CM01 (X174)  และCM02 (X51) ที่แสดงความ

เช่ือมโยงกับความหวาน ซึ่งมีอิทธิพลกับความหวานเป็น  87.07 และ 9.52 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยเคร่ืองหมาย CM01 

(X174) เป็นเคร่ืองหมายที่ได้จากการเพิ่มจ านวนของไพรเมอร์ Neutral invertase 1 กับ Sa17_800 และ CM02 (X51) เป็น

เคร่ืองหมายที่พบได้จากเพิ่มจ านวนของ ไพรเมอร์ Sucrose-P-synthase 1 กับ Sa12_700  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พฒันาได้

เหล่านีจ้ะสามารถน าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์และคัดเลือกพันธุ์ของแตงกลุ่ม C. melo L. ต่อลักษณะความหวานให้มี

ประสทิธิภาพ แมน่ย า และรวดเร็วมากขึน้ 
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