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บทน า
อะมิโลสเป็นองค์ประกอบหนึ่งของแป้งมันส ำปะหลัง ซ่ึงมีควำมส ำคัญต่ออุตสำหกรรมแป้งดัดแปร (modified starch) กำรพัฒนำพันธุ์มันส ำปะหลังให้มีปริมำณ

อะมิโลสสูงจะเป็นกำรช่วยเพ่ิมมูลค่ำของแป้งมันส ำปะหลัง มีรำยงำนว่ำ แป้งที่มีอะมิโลสสูงสำมำรถทนต่อกำรย่อยได้ดี หรือที่เรียกว่ำแป้งต้ำนทำนกำรย่อย (resistant 
starch) ซ่ึงทนต่อกำรย่อยของเอนไซม์ไฮโดรไลซิส (enzymatic hydrolysis) (Birt et al., 2013) ดังนั้น แป้งมันส ำปะหลังที่มีปริมำณอะมิโลสสูงจึงเป็นที่ต้องกำรใน
อุตสำหกรรมอำหำรที่เก่ียวข้องกับสุขภำพ (Zhang et al., 2017) ซึ่งยีนทีท่ ำหน้ำที่ควบคุมกำรสังเครำะห์อะมิโลส ได้แก่ Granule Bound Starch Synthase (GBSS),
(Zhou et al., 2019) จึงสำมำรถใช้ GBSS มำช่วยในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังที่มีปริมำณอะมิโลสสูงได้

วัตถุประสงค์
กำรทดลองนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือคัดเลือกพ่อแม่และลูกผสมมันส ำปะหลังที่มี ปริมำณอะมิโลสสูง โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล GBSSI มำช่วยตัดสินใจ

และเพ่ิมควำมแม่นย ำในกำรคัดเลือก

ระเบียบวิธีวิจัย
กำรตรวจสอบจีโนไทป์ที่ต ำแหน่งยีน GBSSI และกำรประเมินปริมำณอะมิโลส
ในพ่อแม่มันส ำปะหลัง
1) ปลูกมันส ำปะหลังจ ำนวน 55 พันธุ์/สำยพันธุ์ จำกธนำคำรเชื้อพันธุกรรมของ
ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง เก็บตัวอย่ำงใบอ่อนมำสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตำม
กรรมวิธีของ Doyle and Doyle (1987)
2) ใชด้ีเอ็นเอเครื่องหมำย SNAP พัฒนำโดย Aiemnaka et al. (2012) (Table 1)
ส ำหรับตรวจสอบยีน GBSSI โดยมีพันธุ์เกษตรศำสตร์ 50 (KU50) และ ห้วยบง 
80 (HB80) เป็นชุดควบคุมผลลบส ำหรับกำรตรวจสอบลักษณะทำงจีโนไทป์ของ
กำรสร้ำงอะมิโลส
3) วิเครำะห์ปริมำณอะมิโลสในแป้งของพ่อแม่มันส ำปะหลังที่อำยุประมำณ 12 
เดือนด้วยกำรย้อมสีด้วยไอโอดีน และตรวจสอบค่ำกำรดูดกลืนแสงของ
สำรละลำยแป้งมันส ำปะหลัง เปรียบเทียบกับกรำฟมำตรฐำนเพ่ือประเมิน
ปริมำณอะมิโลส โดยใชสเปกโตรโฟโตมิเตอรที่ควำมยำวคลื่น 620 นำโนเมตรตำม
กรรมวิธีของ Juliano (1971) และ Tappiban et al. (2020) 
กำรตรวจสอบจีโนไทป์ที่ต ำแหน่งยีน GBSSI ในลูกผสมอะมิโลสสูง
เก็บตัวอย่ำงใบอ่อนของลูกผสมเมื่อมีอำยุได้ประมำณ 3 เดือน เพ่ือสกัดดีเอ็นเอ
ด้วยวิธี CTAB และใช้เครื่องหมำย SNAP เพ่ือตรวจสอบยีน GBSSI แบบเดียวกับ
ขั้นตอนกำรตรวจสอบจีโนไทป์ในพ่อแม่มันส ำปะหลัง 
กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ
- วิเครำะห์ควำมถี่ของจีโนไทป์ (genotype frequency) อ้ำงอิงตำมทฤษฎีของ 
Hardy-Weinberg จำกสมกำร
ควำมถี่จีโนไทป์ = จ ำนวนจีโนไทป์ที่ต้องกำรที่มีอยู่ในประชำกรนั้น/จ ำนวน
ประชำกรทั้งหมด
สถำนที่ด ำเนินกำรทดลอง
ด ำเนินกำรทดลองที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองปี 2565/2566

ผลการวิจัย
ลักษณะทำงจีโนไทป์ที่ต ำแหน่งยีน GBSSI ของพ่อแม่มันส ำปะหลัง

ผลกำรวิจัยพบว่ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มีค่ำอัตรำส่วน OD 260/280 ระหว่ำง 1.9-
2.1 มีควำมเข้มข้นระหว่ำง 698.5-6,162.8 ng/l (Table 2) วิเครำะห์ลักษณะ
กำรสร้ำงอะมิโลสที่ต ำแหน่งของยีน GBSSI พบว่ำ พ่อแม่มันส ำปะหลังจ ำนวน 55 
พันธุ์/สำยพันธุ์ สำมำรถแบ่งได้เป็นต้นที่มีจีโนไทป์ WxWx จ ำนวน 51 ตัวอย่ำง 
Wxwx จ ำนวน 3 ตัวอย่ำง และ wxwx จ ำนวน 1 ตัวอย่ำง (Table 3) เมื่อ
พิจำรณำควำมถี่ของจีโนไทป์ WxWx Wxwx และ wxwx พบว่ำ มีควำมถี่ 0.93 
0.05 และ 0.02 ตำมล ำดับ (Table 3) วิเครำะห์ควำมถี่ของอัลลีล พบว่ำ อัลลีน
Wx มคีวำมถี่ 0.95 และอัลลีล wx มีควำมถี่ 0.05 (Table 3) จึงคัดเลือกพ่อแม่
มันส ำปะหลังที่มีจีโนไทป์ WxWx และ Wxwx จ ำนวน 54 พันธุ์/สำยพันธุ์ น ำมำ
ผสมดอกและได้ลูกผสมอะมิโลสสูงที่ย้ำยลงแปลงทดลองได้จ ำนวน 224 ต้น 
ส ำหรับปริมำณอะมิโลสของพ่อแม่มันส ำปะหลัง พบว่ำ มปีริมำณอะมิโลสระหว่ำง
24.1%-31.0% มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 28.0% โดยพันธุ์ SM1541-32 มีปริมำณ
อะมิโลสในหัวสดสูงสุดเท่ำกับ 31.0% มีจีโนไทป์แบบ WxWx (Figure 1)

ลักษณะทำงจีโนไทป์ที่ต ำแหน่งยีน GBSSI ของลูกผสมที่มีอะมิโลสสูง
ดเีอ็นเอของลูกผสมจ ำนวน 224 ต้นมีค่ำอัตรำส่วน OD 260/280 ระหว่ำง 

1.2-2.3 มีควำมเข้มข้นระหว่ำง 8.1-2,690.0 ng/μl (Table 2) พิจำรณำลักษณะ
จีโนไทป์ของกำรสร้ำงอะมิโลส พบว่ำ ลูกผสมมีจีโนไทป์ WxWx จ ำนวน 103 ต้น 
จีโนไทป์ Wxwx จ ำนวน 116 ต้น และจีโนไทป์ wxwx จ ำนวน 5 ต้น (Table 3)  
วิเครำะห์ควำมถี่ของจีโนไทป์ พบว่ำ WxWx Wxwx และ wxwx มีควำมถี่ของจีโน
ไทป์ 0.46 0.52 และ 0.02 ตำมล ำดับ (Table 3) อัลลีล Wx มีควำมถี่ 0.72
และอัลลีล wx มีควำมถี่ 0.28 (Table 3) จึงได้คัดเลือกลูกผสมจ ำนวนทั้งหมด 59 
สำยพันธุ์ โดยกำรพิจำรณำจำกลักษณะทำงฟีโนไทป์ คือ ล ำต้นแข็งแรง ไม่พบโรค
และแมลงเข้ำท ำลำย ให้ผลผลิตต่อต้นดีและหัวไม่ฉ่ ำน้ ำ ร่วมกับกำรพิจำรณำ
ลักษณะทำงจีโนไทป์ โดยลูกผสมที่คัดเลือกมีจีโนไทป์แบบ WxWx จ ำนวน 29 
สำยพันธุ์ และ Wxwx จ ำนวน 30 สำยพันธุ์ (Figure 2) ซ่ึงลูกผสมอะมิโลสสูง
จ ำนวน 59 สำยพันธุ์นี้ จะน ำมำประเมินสำยพันธุ์ตำมขั้นตอนกำรปรับปรุงพันธุ์
มันส ำปะหลังต่อไป

Figure 1 Amylose content (%) at 12 months of cassava parents.

Allele Forward Primer Nucleotides 
no. (bp)

Product size 
(bp)

C F2: [GC]ATGTTGAAGTAAGTAAAGATGC 24 474
RN: TGCTCAAGGCGTGGGAACGT 20

G F4: [GC]ATGTTGAAGTAAGTAAAGATGG 24 474
RN: TGCTCAAGGCGTGGGAACGT 20

Table 1 F2-RN and F4-RN primer pairs specific to the C/G single nucleotide 
polymorphism of the granule-bound starch synthase I (GBSSI) gene.

Parents Hybrids

OD 260/280
DNA 

concentration 
(ng/ml) 

OD 260/280
DNA 

concentration 
(ng/l) 

1.9-2.1 698.5-6,162.8 1.2-2.3 8.1-2,690.0

Table 2 DNA purity (Optical Density; OD) and concentration (ng/l) of 
cassava parents and high amylose hybrids.

Parents Hybrids

Geno
type

Plant 
No.

Genotype
frequen

cy

Allele 
frequen

cy
Geno
type

Plant 
No.

Genotype
frequen

cy

Allele 
frequen

cy

WxWx 51 0.93 0.95 WxWx 103 0.46 0.72
Wxwx 3 0.05 Wxwx 116 0.52
wxwx 1 0.02 0.05 wxwx 5 0.02 0.28
Total 55 1 1 Total 224 1 1

Table 3 Genotypic analysis for amylose trait of parents and hybrids.

Figure 2 Genotype for amylose trait of selected high amylose cassava 
hybrids.

Reference
Aiemnaka, P., A. Wongkaew, J. Chanthaworn, S.K. Nagashima, S. Boonma, J. Authapun, S. Jenweerawat, P. Kongsila, P. Kittipadakul, S.Nakasathien, and T. 

Sreewongchai. 2012. Molecular characterization of a spontaneous waxy starch mutation in cassava. Crop Science. 52(5): 2121-2130.
Birt, D.F., T. Boylston, S. Hendrich, J. Jane, J. Hollis, L. Li, J. McClelland, S. Moore, G.J. Phillips, and M. Rowling. 2013. Resistant starch: Promise for 

improving human health. Advances in Nutrition. 4: 587-601.
Doyle, J.J. and J.L. Doyle. 1987. A rapid DNA isolation procedure from small quantities of fresh leaf tissues. Phytochemical Bulletin. 19: 11-15.
Juliano, B. O. 1971. A simplified assay for milled-rice amylose. Cereal Science Today. 12: 334-360.
Tappiban, P., S. Sraphet, N. Srisawad , P. Wu, H. Han, D. Smith, J. Bao, and K. Triwitayakorn. 2020. Effects of cassava variety and growth location on starch 

fine structure and physicochemical properties. Food Hydrocolloids. 108: 106074.
Zhang, P., Q. Ma, M. Naconsie, X. Wu, W. Zhou, and J. Yang. 2017. Advances in genetic modification of cassava. pp. 1-20.  In C. Hershey. ed. Achieving 

Sustainable Cultivation of Cassava Volume 2, Genetics, Breeding, Pests and Diseases. Burleigh Dodds Science Publishing. Cambridge. UK. 322 p.
Zhou, W., S. Zhao, S. He, Q. Ma, X. Lu, X. Hao, H. Wang, J. Yang, and P. Zhang. 2019. Production of very-high-amylose cassava by post-transcriptional 

silencing of branching enzyme genes. Journal of Integrative Plant Biology. 62: 832-846.


