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บทคัดยอ  
 เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงในการทําลายพิมพดีเอ็นเอ เนื่องจาก
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของทุเรียนโดยใชเทคนิค AFLP ยังไมไดมีการศึกษาและทําลายพิมพดี
เอ็นเอมากอน ในการทดลองครั้งนี้ไดศึกษาความแตกตางและความสัมพันธทางพันธุกรรมของทุเรียนใน
พื้นที่จังหวัดจันทบุรีที่เก็บรวบรวมพันธุไวที่ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และพันธุที่นํามาจากภาคใตของ
ประเทศไทยซึ่งเก็บรวบรวมไวที่ หวยสะพานหิน จังหวัดจันทบุรี โดยใชทุเรียนจํานวน 130 พันธุ มา
วิเคราะหดวยเทคนิค AFLP (Amplified fragment length polymorphism) ใชไพรเมอร 8 คู ไดแถบที่
แตกตางกัน 138 ตําแหนง จากนั้นนําผลที่ไดมาวิเคราะหดวยวิธี UPGMA (unweighted pair-group 
method with arithmetical averages) สามารถจัดกลุมของทุเรียนได 2 กลุม 
 
 
Abstract  
 Amplified fragment length polymorphism (AFLP) analysis is a rapid and efficient method 
for producing DNA fingerprints. The AFLP diversity of Durian has not yet been described and 
fingerprinted. In this study, one hundred and thirty clones of Durian from Chantaburi and South 
of Thailand were analyzed by using AFLP analysis to differentiate Durian genotypes and to 
explore their genetic relationships. A total of 138 polymorphic markers were generated from 
eight selective primer-pair combinations. The data obtained were employed to construct 
dendrograms using an unweighted pair-group method with arithmetical averages (UPGMA). The 
UPGMA analysis classified Durian into two groups. 
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บทนํา 
ทุเรียน (Durio zibethinus Merr.) เปนผลไม

เมืองรอนที่เกาแก มีถ่ินกําเนิดอยูในแถบเอเชียตอน
ใต ในปจจุบันแหลงปลูกทุเรียนของประเทศไทย
สวนใหญอยู ในทางภาคใตและภาคตะวันออก 
ภาคใต มีปลูกกันมากตั้งแตชุมพรลงไป ภาคกลาง
มีปลูกที่นนทบุรี กรุงเทพมหานคร และมีปลูกบาง
เล็กนอยที่ชัยนาท  ภาคเหนือปลูกที่ อุตรดิตถ 
พิษณุโลก ทางดานภาคตะวันออกปลูกไดทุก
จังหวัด เรียงตามลําดับความสําคัญคือ จันทบุรี 
ระยอง ตราด ปราจีนบุรี ในสมัยแรกๆทุเรียนพันธุดี
มี ไ ม กี่ พั น ธุ  ต อ ม า เ มื่ อ เ กิ ด น้ํ า ท ว ม ใหญ ใ น
กรุงเทพมหานคร 2 ครั้งทําใหตนทุเรียนตายและ
สูญพันธุไปเปนจํานวนมาก และเนื่องจากกิ่งตอน
หายากและมีราคาแพง ชาวสวนจึงมักเอาเมล็ด
ทุเรียนมาเพาะปลูกใหม ทําใหเกิดทุเรียนพันธุ
ใหมๆขึ้นมาอีกมากมาย เกิดการตั้งชื่อพันธุ อีก
มากมาย เพราะทุเรียนพันธุหนึ่งๆเมื่อนําเมล็ดมา
ปลูกแลวมีลักษณะดีและผิดแปลกไปจากตนเดิม
เล็กนอย ทุเรียนตนใหมอาจตั้งชื่อตามพันธุเดิม แต
เติมชื่อผูเพาะลงไปดวย เชน พันธุกบตาขํา เปน
ทุเรียนที่เพาะจากเมล็ดทุเรียนกบ โดยมีผูเพาะชื่อ 
ขํา เลยใหชื่อวา “กบตาขํา” ในขณะนี้มีพันธุทุเรียน
จํานวนประมาณ 200 พันธุและมีเพียงประมาณ 80 
พันธุที่มีชื่ออยูในวงการคา (คูมือการปลูกทุเรียน) 

 
การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายในการศึกษาความ 

สัมพันธของหวายพันธุตาง ๆ นั้นเปนวิธีการศึกษา
ความแตกตางของดีเอ็นเอของพืชซึ่งไมมีอิทธิพล
ของสภาพแวดลอมและฤดูกาลมาเกี่ยวของจึงเปนที่
นิยมใชในการจําแนกพันธุพืชตางๆ เทคนิคดีเอ็นเอ
เครื่องหมายที่ ใชในการจําแนกพันธุที่ ใชอยูใน
ปจจุบันไดแก RAPD (Random Amplified 
Polymorphic DNA) (Wiesman, 1998)    RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) 
(Weber and Helentjaris, 1989)  STS 
(Sequence-Tagged Site) (Daniel et al., 1998)   

AFLP (Amplified  Fragment Length 
Polymorphism DNA) (Vos et al., 1995) เปน
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยนําดีเอ็นเอมาตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Eco RI, Mse I จากนั้นก็
นํามาเชื่อมตอดวย Eco RI adapter และ Mse I 
adapter และนําไปทําปฏิกิริยาดวย PCR จากนั้น
นํา PCR Product  ไปตรวจสอบดวย Poly-
acrylamide Gel จากเทคนิคดังกลาวทําใหไดแถบดี
เอ็นเอเปนจํานวนมาก  

 
เนื่องจากความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ทุเรียนโดยใชเทคนิค AFLP ยังไมไดมีการศึกษา
และทําลายพิมพดีเอ็นเอมากอน ในการทดลองครั้ง
นี้ไดศึกษาความแตกตางและความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของทุเรียนในพ้ืนที่จังหวัดจันทบุรีที่เก็บ
รวบรวมพันธุไวที่ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ
พันธุที่นํามาจากภาคใตของประเทศไทยซึ่งเก็บ
รวบรวมไวที่ หวยสะพานหิน จังหวัดจันทบุรี 
 
 
อุปกรณและวิธีการศกึษา 

การทดลองครั้ งนี้ ใช ใบทุ เรียนจากแปลง
รวบรวมพันธุทุเรียนของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี 
จ. จันทบุรี จํานวน 130 ตัวอยาง รหัสดีเอ็นเอ 
5D1-5D130 
 
การทําปฏิกิริยา AFLP 

นําใบทุเรียนมาสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นนํามา
ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism) ใช
วิธีการของ Vos และคณะ (1995)  นําดีเอ็นเอของ
ทุเรียนประมาณ 0.5 ไมโครกรัม มายอยดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ Eco RI และ Tru 9I 
(Tru 9I เปนเอนไซมที่ตัดดีเอ็นเอที่ตําแหนง
เดียวกับ Mse l) จากนั้นนํามาตอดวย adapter  ที่มี
ลําดับเบสตรงกับที่จดจําของเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 
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2 ชนิด (Eco RI-adapter และ Mse l-adapter) แลว
นํามาทําการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  เลือกใชไพร
เมอร (Primer) ที่มี selective โดยใชไพรเมอร ดาน 
Eco RI  และ  Mse I  ใชไพรเมอรทั้งหมด 8 คู ดัง
แสดงไวใน Table1 นํา PCR product ที่ไดมา
ตรวจสอบโดยการผาน 4.5 % denatured poly-
acrylamide gel electrophoresis ที่กระแสไฟฟา 
40 วัตต อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง 30 และนําไปยอมดวย silver staining 
 
Table 1: Eigth primers which are using for DNA 
fingerprint 

 Eco RI adapter Mse I adapter 
1 ER-AGC MS-CAA 
2 ER-AGC MS-CAC 
3 ER-ACA MS-CTA 
4 ER-AGC MS-CGT 
5 ER-AAC MS-CTG 
6 ER-ACA MS-CGT 
7 ER-ACA MS-CAC 
8 ER-ACA MS-CTG 

 
Table2: Polymorphic bands after analyze with 
4.5% acrylamide gel  

Primer Polymorphic band 
ER-AGC/MS-CAA 16 
ER-AGC/MS-CAC 17 
ER-ACA/MS-CTA 24 
ER-AGC/MS-CGT 13 
ER-AAC/MS-CTG 17 
ER-ACA/MS-CGT 11 
ER-ACA/MS-CAC 22 
ER-ACA/MS-CTG 18 

Total 138 
 

การวิเคราะหขอมูล 
เ ลือกแถบดี เอ็นเอที่มีความแตกตางกัน

ระหวางสายตน (polymorphic bands) โดยให 1 
แทนแถบที่ปรากฏในตําแหนง(loci) นั้นๆ และ 0 
แทนตําแหนงที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ จากนั้น
นํามาหาคา Similarity coefficient  โดยใชคา 
สหสัมพันธของ Dice (1945)  และจัดกลุมโดยวิธี 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetical Averages) ดวยโปรแกรม NTSYS-
pc  version 2.11T (Rohlf, 1997) 
 
 
ผลและวิจารณผลการศกึษา 

การใช AFLP 8 คูไพรเมอร  ในการศึกษา
ความสัมพันธของทุเรียนพันธุตางๆ จํานวน 130 
ตัวอยาง จากแปลงรวบรวมพันธุทุเรียนของ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี จ. จันทบุรี โดยทั้ง 8 คู
ไพรเมอรใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 165 แถบ เฉล่ีย 
21 แถบตอหนึ่งคูไพรเมอร มีจํานวนแถบที่แสดง
ความแตกตางจากจํานวน 8 คูไพรเมอร 
(polymorphic band) 138 แถบ ขนาดตั้งแต 66-
500 คูเบส คิดเปน 83.64% จากจํานวนแถบดีเอ็น
เอทั้งหมด (Table 2, Figure 1)  

  
เมื่อนําขอมูลแถบดีเอ็นเอ 138 แถบ ไปหา

ความสัมพันธของทุเรียนทั้ง 130 ตัวอยาง โดย
สรางเปน dendrogram (Figure 2) สามารถจัดได
เปน 2  กลุม ดังนี้ 

  
กลุมที่ 1 จํานวน 106 ตัวอยาง คือ 5D1-

5D11, 5D13, 5D14, 5D16, 5D17, 5D19-5D23, 
5D25, 5D27, 5D29-5D33, 5D37, 5D39, 5D40, 
5D42-5D45, 5D47, 5D49, 5D52, 5D53, 5D56-
5D73, 5D75-5D84, 5D86, 5D88-5D99, 5D102-
5D109, 5D111-5D121, 5D123-5D130 สามารถ
แบงไดเปน 49 กลุมยอย  
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กลุมที่ 2 จํานวน 24 ตัวอยาง คือ 5D12, 
5D15, 5D18, 5D24, 5D26, 5D28, 5D34, 5D35, 
5D36, 5D38, 5D41, 5D46, 5D48, 5D50, 5D51, 
5D54, 5D55, 5D74, 5D85, 5D87, 5D100, 
5D101, 5D110, 5D122 สามารถแบงไดเปน 12 
กลุมยอย 

  
จากผลการทดลอง พบวาทุเรียนในกลุมที่ 1 

และ 2 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขาง
สูง เนื่องจากในกลุมใหญก็ยังแยกเปนกลุมยอยได
อีกหลายกลุม ซึ่งบางพันธุไมมีการจับกลุมเลย ที่
เปนเชนนี้เพราะชาวสวนมักเอาเมล็ดทุเรียนมา
เพาะปลูกใหมเนื่องจากกิ่งพันธุดีหายาก เมื่อนํา
ทุเรียนพันธุหนึ่งๆ มาเพาะเมล็ดแลวไดลักษณะที่
ผิดแปลกไปจากเดิมและมีคุณลักษณะที่ดีก็จะนํามา
ต้ังเปนพันธุใหม ดังนั้นจะเห็นไดวาถึงแมจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูง แตก็ยังมีความใกลชิด
กันทางพันธุกรรมคอนขางสูงเชนกันเนื่องจาก
เปอร เซ็นตความแตกต างอยู ร ะหว า ง50 -70
เปอรเซ็นต 

 
 
สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

การจัดกลุมโดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายนั้นทํา
ไดสะดวกและรวดเร็ว  เนื่องจากสามารถนําใบมา
สกัดดีเอ็นเอไดต้ังแตระยะตนกลา แตจะยิ่งชัดเจน
ย่ิงขึ้นถามีขอมูลทางสัณฐานวิทยา มาพิจารณา
ประกอบกับขอมูลของการจัดจําแนกทุเรียนโดย
เทคนิค AFLP แตอาจเปนไปไดวาโดยเทคนิค 
AFLP อาจจะยังไมละเอียดเพียงพอในการจัดกลุม 
จึงทําใหแยกไดเพียง 2 กลุม ในการทดลองใน
อนาคตอาจใชเทคนิคในการจัดจําแนกโดยวิธีการ

อ่ืนประกอบกัน ซึ่งจะเกิดประโยชนในดานการ
คัดเลือกพันธุเพ่ือเปนการยืนยันผลการศึกษา 
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Figure 1: Banding pattern of Durian DNA code 5D35-5D67, 5D14 with primer ER-AGC/MS-CAC 

AGC/CAC 
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Figure 2: Dendrogram of Durian using an unweighted pair-group method with  arithmetical averages (UPGMA) 
(138 polymorphic bands)  
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