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บทคัดยอ  
 เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูงในการทําลายพิมพดีเอ็นเอ เนื่องจาก
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของทุเรียนโดยใชเทคนิค AFLP ยังไมไดมีการศึกษาและทําลายพิมพดี
เอ็นเอมากอน ในการทดลองครั้งนี้ไดศึกษาความแตกตางและความสัมพันธทางพันธุกรรมของทุเรียนใน
พื้นที่จังหวัดจันทบุรีที่เก็บรวบรวมพันธุไวที่ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และพันธุที่นํามาจากภาคใตของ
ประเทศไทยซึ่งเก็บรวบรวมไวที่ หวยสะพานหิน จังหวัดจันทบุรี โดยใชทุเรียนจํานวน 130 พันธุ มา
วิเคราะหดวยเทคนิค AFLP (Amplified fragment length polymorphism) ใชไพรเมอร 8 คู ไดแถบที่
แตกตางกัน 138 ตําแหนง จากนั้นนําผลที่ไดมาวิเคราะหดวยวิธี UPGMA (unweighted pair-group 
method with arithmetical averages) สามารถจัดกลุมของทุเรียนได 2 กลุม 
 
 
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.) เปนผลไม

เมืองรอนที่เกาแก มีถ่ินกําเนิดอยูในแถบเอเชียตอน
ใต ในปจจุบันแหลงปลูกทุเรียนของประเทศไทย
สวนใหญอยู ในทางภาคใตและภาคตะวันออก 
ภาคใต มีปลูกกันมากตั้งแตชุมพรลงไป ภาคกลาง
มีปลูกที่นนทบุรี กรุงเทพมหานคร และมีปลูกบาง
เล็กนอยที่ชัยนาท  ภาคเหนือปลูกที่ อุตรดิตถ 
พิษณุโลก ทางดานภาคตะวันออกปลูกไดทุก
จังหวัด เรียงตามลําดับความสําคัญคือ จันทบุรี 
ระยอง ตราด ปราจีนบุรี ในสมัยแรกๆทุเรียนพันธุดี
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 ครั้งทําใหตนทุเรียนตายและ
สูญพันธุไปเปนจํานวนมาก และเนื่องจากกิ่งตอน
หายากและมีราคาแพง ชาวสวนจึงมักเอาเมล็ด
ทุเรียนมาเพาะปลูกใหม ทําใหเกิดทุเรียนพันธุ
ใหมๆขึ้นมาอีกมากมาย เกิดการตั้งชื่อพันธุ อีก
มากมาย เพราะทุเรียนพันธุหนึ่งๆเมื่อนําเมล็ดมา
ปลูกแลวมีลักษณะดีและผิดแปลกไปจากตนเดิม
เล็กนอย ทุเรียนตนใหมอาจตั้งชื่อตามพันธุเดิม แต
เติมชื่อผูเพาะลงไปดวย เชน พันธุกบตาขํา เปน
ทุเรียนที่เพาะจากเมล็ดทุเรียนกบ โดยมีผูเพาะชื่อ 
ขํา เลยใหชื่อวา “กบตาขํา” ในขณะนี้มีพันธุทุเรียน
จํานวนประมาณ 200 พันธุและมีเพียงประมาณ 80 
พันธุที่มีชื่ออยูในวงการคา (คูมือการปลูกทุเรียน) 

 
การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายในการศึกษาความ 

สัมพันธของหวายพันธุตาง ๆ นั้นเปนวิธีการศึกษา
ความแตกตางของดีเอ็นเอของพืชซึ่งไมมีอิทธิพล
ของสภาพแวดลอมและฤดูกาลมาเกี่ยวของจึงเปนที่
นิยมใชในการจําแนกพันธุพืชตางๆ เทคนิคดีเอ็นเอ
เครื่องหมายที่ ใชในการจําแนกพันธุที่ ใชอยูใน
ปจจุบันไดแก 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) เปน
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยนําดีเอ็นเอมาตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Eco RI, Mse I จากนั้นก็
นํามาเชื่อมตอดวย Eco RI adapter และ Mse I 
adapter และนําไปทําปฏิกิริยาดวย PCR จากนั้น
นํา PCR Product  ไปตรวจสอบดวย Poly-
acrylamide Gel จากเทคนิคดังกลาวทําใหไดแถบดี
เอ็นเอเปนจํานวนมาก  

 
เนื่องจากความหลากหลายทางพันธุกรรมของ

ทุเรียนโดยใชเทคนิค AFLP ยังไมไดมีการศึกษา
และทําลายพิมพดีเอ็นเอมากอน ในการทดลองครั้ง
นี้ไดศึกษาความแตกตางและความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของทุเรียนในพ้ืนที่จังหวัดจันทบุรีที่เก็บ
รวบรวมพันธุไวที่ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ
พันธุที่นํามาจากภาคใตของประเทศไทยซึ่งเก็บ
รวบรวมไวที่ หวยสะพานหิน จังหวัดจันทบุรี 
 
 
อุปกรณและวิธีการศกึษา 

การทดลองครั้ งนี้ ใช ใบทุ เรียนจากแปลง
รวบรวมพันธุทุเรียนของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี 
จ. จันทบุรี จํานวน 130 ตัวอยาง รหัสดีเอ็นเอ 
5D1-5D130 
 
การทําปฏิกิริยา AFLP 

นําใบทุเรียนมาสกัดดีเอ็นเอ จากนั้นนํามา
ศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอโดยอาศัยเทคนิค AFLP 
(Amplified Fragment Length Polymorphism) ใช
วิธีการของ Vos และคณะ (1995)  นําดีเอ็นเอของ
ทุเรียนประมาณ 0.5 ไมโครกรัม มายอยดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ Eco RI และ Tru 9I 
(Tru 9I เปนเอนไซมที่ตัดดีเอ็นเอที่ตําแหนง
เดียวกับ Mse l) จากนั้นนํามาตอดวย adapter  ที่มี
ลําดับเบสตรงกับที่จดจําของเอนไซมตัดจําเพาะทั้ง 
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2 ชนิด (Eco RI-adapter และ Mse l-adapter) แลว
นํามาทําการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  เลือกใชไพร
เมอร (Primer) ที่มี selective โดยใชไพรเมอร ดาน 
Eco RI  และ  Mse I  ใชไพรเมอรทั้งหมด 8 คู ดัง
แสดงไวใน Table1 นํา PCR product ที่ไดมา
ตรวจสอบโดยการผาน 4.5 % denatured poly-
acrylamide gel electrophoresis ที่กระแสไฟฟา 
40 วัตต อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 
ชั่วโมง 30 และนําไปยอมดวย 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 
 

การวิเคราะหขอมูล 
เ ลือกแถบดี เอ็นเอที่มีความแตกตางกัน

ระหวางสายตน (polymorphic bands) โดยให 1 
แทนแถบที่ปรากฏในตําแหนง(loci) นั้นๆ และ 0 
แทนตําแหนงที่ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ จากนั้น
นํามาหาคา Similarity coefficient  โดยใชคา 
สหสัมพันธของ Dice (1945)  และจัดกลุมโดยวิธี 
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetical Averages) ดวยโปรแกรม NTSYS-
pc  version 2.11T (Rohlf, 1997) 
 
 
ผลและวิจารณผลการศกึษา 

การใช AFLP 8 คูไพรเมอร  ในการศึกษา
ความสัมพันธของทุเรียนพันธุตางๆ จํานวน 130 
ตัวอยาง จากแปลงรวบรวมพันธุทุเรียนของ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี จ. จันทบุรี โดยทั้ง 8 คู
ไพรเมอรใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 165 แถบ เฉล่ีย 
21 แถบตอหนึ่งคูไพรเมอร มีจํานวนแถบที่แสดง
ความแตกตางจากจํานวน 8 คูไพรเมอร 
(polymorphic band) 138 แถบ ขนาดตั้งแต 66-
500 คูเบส คิดเปน 83.64% จากจํานวนแถบดีเอ็น
เอทั้งหมด (Table 2, Figure 1)  

  
เมื่อนําขอมูลแถบดีเอ็นเอ 138 แถบ ไปหา

ความสัมพันธของทุเรียนทั้ง 130 ตัวอยาง โดย
สรางเปน dendrogram (Figure 2) สามารถจัดได
เปน 2  กลุม ดังนี้ 

  
กลุมที่ 1 จํานวน 106 ตัวอยาง 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
แบงไดเปน 49 กลุมยอย  
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กลุมที่ 2 จํานวน 24 ตัวอยาง 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 สามารถแบงไดเปน 12 
กลุมยอย 

  
จากผลการทดลอง พบวาทุเรียนในกลุมที่ 1 

และ 2 มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขาง
สูง เนื่องจากในกลุมใหญก็ยังแยกเปนกลุมยอยได
อีกหลายกลุม ซึ่งบางพันธุไมมีการจับกลุมเลย ที่
เปนเชนนี้เพราะชาวสวนมักเอาเมล็ดทุเรียนมา
เพาะปลูกใหมเนื่องจากกิ่งพันธุดีหายาก เมื่อนํา
ทุเรียนพันธุหนึ่งๆ มาเพาะเมล็ดแลวไดลักษณะที่
ผิดแปลกไปจากเดิมและมีคุณลักษณะที่ดีก็จะนํามา
ต้ังเปนพันธุใหม ดังนั้นจะเห็นไดวาถึงแมจะมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูง แตก็ยังมีความใกลชิด
กันทางพันธุกรรมคอนขางสูงเชนกันเนื่องจาก
เปอร เซ็นตความแตกต างอยู ร ะหว า ง50 -70
เปอรเซ็นต 

 
 
สรุปผลการศึกษาและขอเสนอแนะ 

การจัดกลุมโดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมายนั้นทํา
ไดสะดวกและรวดเร็ว  เนื่องจากสามารถนําใบมา
สกัดดีเอ็นเอไดต้ังแตระยะตนกลา แตจะยิ่งชัดเจน
ย่ิงขึ้นถามีขอมูลทางสัณฐานวิทยา มาพิจารณา
ประกอบกับขอมูลของการจัดจําแนกทุเรียนโดย
เทคนิค AFLP แตอาจเปนไปไดวาโดยเทคนิค 
AFLP อาจจะยังไมละเอียดเพียงพอในการจัดกลุม 
จึงทําใหแยกไดเพียง 2 กลุม ในการทดลองใน
อนาคตอาจใชเทคนิคในการจัดจําแนกโดยวิธีการ

อ่ืนประกอบกัน ซึ่งจะเกิดประโยชนในดานการ
คัดเลือกพันธุเพ่ือเปนการยืนยันผลการศึกษา 
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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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