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ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก และความสามารถของลูกผสมในการ
ขยายพนัธุ (Bassett, 1986) 
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค และระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสท่ีจัดแบงตาม
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะ และการแสดงออกของยีน ท่ีมีความแตกตาง
ระหวางพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ 
ความถ่ีของเปอรเซ็นตสัดสวนโรค หลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci 
เปนเวลา 7 วัน ของพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และลูกผสมกลับ 
BC1F1P2 
การกระจายตัวของลักษณะทางสัณฐานวทิยา 8 ลักษณะ ในประชากร BC1F1P2  
(P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequenced tagged microsatellite site 
จํานวน 65 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequence-characterized amplified region 
จํานวน 8 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย cleaved amplified polymorphic sequence 
จํานวน 3 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และ DNA เคร่ืองหมาย 
เคร่ืองหมายท่ีเกี่ยวของกับลักษณะเชิงปริมาณของลักษณะตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว 
การเกิดโรคแอนแทรคโนสในประชากร BC1F2P1 และคัดเลือกตนพริกท่ีคาดวามี 
จีโนไทป  Co1Co1 มาใชใน BSA 
AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก bulked segregant analysis (BSA) 
การทดสอบเคร่ืองหมาย 932-1 และ 932-2 ในสมาชิกกลุม bulk 
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ลําดับเบส และคุณสมบัติของไพรเมอร เคร่ืองหมาย SACR 932-1 และ 932-2 
การกระจายตัวของ SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ในประชากร F2  
(‘บางชาง’ x ‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
ความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 กับลักษณะความตานทาน
โรคแอนแทรคโนส 
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ลําดับนิวคลีโอไทปของ microsatellite 76 ตําแหนง (Lee et al., 2004) 
ไพรเมอร sequenced tagged microsatellite site (STMS) 63 ตําแหนง  
(อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตีพิมพ) 
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Karyotypes ของพริก Capsicum spp. 5 ชนิด (Park et al., 1999) 
วงจรชีวิตของเชื้อ Colletotrichum (Agrios, 1997) 
เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค random amplified  
polymorphic DNA (RAPD) ในการแยกความแตกตางของ DNAระหวาง bulk ท่ี
ไดจากประชากร F2 (Michelmore et al., 1991)  
การสรางประชากร BC1F1P2 
disease diagram ของอาการโรคแอนแทรคโนสท่ีมี % สัดสวนโรคต้ังแต 0- >25% 
ใชสําหรับประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
การสรางประชากร BC1F1P2 และ BC1F2P1 จากพริก ‘บางชาง’ กับ ‘PBC932’ เพื่อ
ใชสราง DNA bulk R และ bulk S 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จาํนวน 8 ลักษณะ ในประชากรพริก BC1F1P2 (P2 x F1)  
การกระจายตัวของ sequenced tagged microsatellite site ท่ีตําแหนง PMC20 ใน
พริก ‘บางชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ molecular 

weight marker φX174 DNA/ Hinf I (Fermentas, Canada) 
การกระจายตัวของ sequence-characterized amplified region (SCAR) ท่ีตําแหนง 
BOM18 ในพริก ‘บางชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ 
molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 
การกระจายตัวของ cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) ท่ีตําแหนง 
POM14c  ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) และประชากร BC1F1P2; M คือ 
molecular weight  marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, 
Canada) 
การกระจายตัวของ CAPS BOM24c ท่ีไมเปนไปตามอัตราสวน 1:1 ของการ
ปรากฏแถบ DNA  และไมปรากฏแถบ DNA ในประชากร BC1F1P2; P2 คือ 
‘PBC932’ P1 คือ ‘บางชาง’; M คือ  molecular weight marker GeneRulerTM 100bp 
DNA Ladder (Fermentas, Canada) 
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แผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก ท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ DNA 
เคร่ืองหมาย เพื่อหาความสัมพันธกับตําแหนงยีนท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรค
แอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว (co1) 
คา LOD ของ DNA เคร่ืองหมาย PMC3 ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ของยีน
ตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในกลุมลิงคเกจท่ี 1  
เคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk 
R (R) bulk S (S) และสมาชิก bulk R และ bulk S 
ลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-2 ขนาด 233 bp และตําแหนง 
SCAR ไพรเมอร ท่ีออกแบบได 
ลําดับนิวคลีโอไทด ของเครื่องหมาย AFLP 932-1 ขนาด 217 bp และตําแหนง 
SCAR ไพรเมอร ท่ีออกแบบได 
แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) 
bulk S (S)  และสมาชิก bulk; ; M คือ molecular weight marker GeneRulerTM 
100bp DNA Ladder Plus  (Fermentas, Canada) 
แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) 
bulk S (S)  และสมาชิก bulk; ; M คือ molecular weight marker GeneRulerTM 
100bp DNA Ladder Plus  (Fermentas, Canada) 
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Molecular Mapping to Locate Anthracnose Resistance Genes Derived from  
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คํานํา 
  
พริก (Capsicum spp.) เปนพชืผักท่ีรูจักกันท่ัวโลก มีถ่ินกาํเนิดในทวีปอเมริกาใต ไดมีการสํารวจ

พบโดย Christopher Columbus ปตอมาไดมีการเผยแพรในแถบยุโรป และไดแพรกระจายไปยังประเทศ
ตางๆ ในทวีปเอเชีย (Bosland and Votava, 1999) ประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งท่ีนิยมรับประทานพริก
กันมาเปนเวลานาน พริกนอกจากมีรสชาติเผ็ดยังมีคุณคาทางอาหารสูง เชน วิตามินเอ และ ซี ปจจุบันได
มีการนําพริกไปใชประโยชนในการผลิตยารักษาโรค และใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตซอส
พริก จากขอมูลการสงออกผลผลิตพริกไปยังตางประเทศในป พ.ศ. 2550 มีมูลคามากกวารอยลานบาท 
(กรมศุลกากร, 2550) ในรูปของพริกแหง และพริกปน และมีแนวโนมปริมาณการสงออกผลผลิตพริก
เพิ่มข้ึนทุกป ดงันั้นพริกจงึนบัวาเปนพืชผักท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย 

 
โรคแอนแทรคโนสนับวาเปนปญหาสําคัญอยางหนึ่งของการผลิตพริกในประเทศไทย และ

บริเวณเขตรอนชื้นอ่ืนๆ ท่ัวโลก เชน อินโดนีเซีย ไตหวนั เกาหลี (Voorrips et al., 2004; Manandhar et 
al., 1994; Yoon and Park, 2005) เปนตน โรคแอนแทรคโนสเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum spp. ทํา
ใหผลผลิตพริกเกิดความเสียหายเปนจํานวนมากท้ังกอนการเก็บเกีย่ว และหลังการเก็บเกีย่ว จากการ
สํารวจแปลงปลูกพริกของเกษตรกรในเขตภาคตะวันตกของประเทศไทยป พ.ศ. 2547 พบวาผลผลิตพริก
เกิดความเสียหายจากโรคแอนแทรคโนส มากกวา 50% ดังนั้นโรคแอนแทรคโนสจึงเปนปญหาท่ี
จําเปนตองรีบแกไข 

 
การแกไขปญหาโรคแอนแทรคโนสในพริกแบบยั่งยืน สามารถทําไดโดยการปรับปรุงพันธุพริก

ใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส พริกพันธุการคาท่ีปลูกกันมากท่ัวโลก คือพริกชนิด Capsicum 
annuum ซ่ึงพบวาเม่ือทดสอบความตานทานโรคแอนแทรคโนสดวยเช้ือ Colletotrichum spp. สวนมากมี
ลักษณะออนแอตอโรค (Yoon et al., 2004) ดังนั้นการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอโรคแอนแทรค
โนสจําเปนตองใชแหลงพนัธุกรรมความตานทานจากพริกในชนิดอ่ืนๆ จากรายงานของ AVRDC (The 
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World Vegetable Center) ไดทดสอบความตานทานโรคแอนแทรคโนสของพริกจากแหลงพันธุกรรม
ตางๆ พบวาพริก C. baccatum สายพันธุ ‘PBC80’ และ ‘PBC81’ และ  C. chinense  ‘PBC932’ มีระดับ
ความตานทานสูง (AVRDC, 2002) และจากรายงานการผสมขามชนิดของพริก พบวาการผสมขามชนิด
ระหวางพริก C. baccatum กับ C. annuum สามารถผสมกันได แตเมล็ดท่ีไดไมสามารถเจริญเติบโตได
ตามธรรมชาติ ตองใชเทคนิคการชวยชีวติคัพภะ (embryo rescue) เพื่อใหไดประชากรลูกผสมตอไป 
สําหรับการผสมขามชนิดระหวางพริก C. chinense กับ C. annuum พบวาสามารถผสมขามกันได และ
เมล็ดท่ีไดสามารถเจริญเติบโตไดตามธรรมชาติ (Bosland and Votava, 1999)  

 
โครงการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส เปนความรวมมือระหวาง

ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชผักเขตรอน และภาควิชาพืชสวน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
นครปฐม โดยไดรับการสนบัสนุนทุนวจิัยจาก ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ และ
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจยั มีเปาหมายเพือ่สรางพันธุพริกท่ีตานทานตอโรคแอนแทรคโนส 
หัวใจสําคัญของงานปรับปรุงพันธุคือ การคัดเลือกลักษณะอยางถูกตองแมนยํา และมีประสิทธิภาพ 
ลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสเปนลักษณะหนึง่ท่ีคัดเลือกยาก เนื่องจากมีปจจัยหลายอยางเขามา
เกี่ยวของ ซ่ึงอาจทําใหลักษณะตานทานท่ีแสดงออกมาน้ันไมไดเกดิจากพันธุกรรม เชน ตนพชือยูใน
ระยะท่ีไมเหมาะสมตอการเขาทําลายของเช้ือ สภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเขาทําลายของเช้ือ หรือ
เช้ือสาเหตุของโรคท่ีนํามาใชในการทดสอบไมรุนแรง ดงันั้นเพื่อความแมนยํา และเพิ่มประสิทธิภาพใน
การคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส จึงมีความตองการท่ีจะนําเทคนิคทางดาน DNA 
เคร่ืองหมายมาชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 

 
การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเปนการจดัเรียง และวางตําแหนงของยีน และ DNA เคร่ืองหมาย 

ชวยทําใหทราบตําแหนงของยีนตางๆ ในจีโนม และตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนท่ี
นาสนใจ นอกจากนี้ยังมีประโยชนในการรวมยีนที่ตองการไวในพืชพนัธุเดียวกนั (gene pyramiding) 
และนําไปสูการแยกสกดัยนี เม่ือมีแผนท่ีละเอียด ซ่ึงการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริกในการศึกษา
คร้ังนี้ ตองการจัดวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกในพริกระยะผลเขียว และ
คนหาตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส เพื่อนํา 
DNA เคร่ืองหมายท่ีไดไปชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสไดอยางถูกตอง และ
แมนยําท่ีสุด  
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ไดมีความพยายามสรางแผนท่ี เพื่อหาตําแหนงยนีตานทานโรคแอนแทรคโนส ในประชากร F2 
จากการผสมขามชนิดระหวาง C. annuum ‘บางชาง’ กับ C. chinense ‘PBC932’ (พรศักดิ์  ภักดีวราภรณ, 
ขอมูลไมไดตพีิมพ) โดยใช DNA เคร่ืองหมายชนดิ RAPD จํานวน 368 ตําแหนง พบวาเคร่ืองหมาย
มากกวา 80% ไมมีการกระจายตัว ท้ังนี้คาดวานาจะมีสาเหตุมาจากการเขาคูกันของโครโมโซมสองชุด
จากพริกตางชนิดไมสมบูรณ ซ่ึงจากรายงานของ  Onus and Pickersgill (2000) พบวาจากการผสมขาม
ชนิดของพริกทําใหมีการกระจายตัวของบางลักษณะ และ isozyme ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 
(segregation distortion) เชนกัน นอกจากนี้ยังพบ segregation distortion ในพืชอ่ืนๆ ท่ีมีการผสมขาม
ชนิดดวย เชน ถ่ัวเขียว และขาว (Lambrides et al., 2004; Xian-Liang et al., 2006) ดงันั้นการสรางแผนท่ี
คร้ังนี้จึงเลือกใชประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 ซ่ึงไดจากคูผสมเดียวกัน คาดวาประชากรนี้จะมีปญหา
เกี่ยวกับการไมกระจายตัวของเคร่ืองหมายลดลง 

 
การสรางแผนท่ีคร้ังนี้จึงใชประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 ซ่ึงไดจากคูผสมเดียวกันกบั พรศักดิ ์ 

ภักดวีราภรณ, (ขอมูลไมไดตีพิมพ) โดยทําการผสมกลับ F1 ไปยัง ‘PBC932’ ซ่ึงคาดวาประชากรนี้จะมี
ปญหาเกี่ยวกับการไมกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมายลดลง เพราะไดเพิ่มโอกาสการเขาคูกันของ
โครโมโซมท่ีไมแตกตางกันมากของ F1 กบัโครโมโซมของ ‘PBC932’ 

 
อยางไรก็ตามจากการสรางแผนท่ีของพริกในการศึกษาคร้ังนี้ยังไมสมบูรณ ยังไมสามารถคนหา

ตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสได ดังนั้นจึงไดเปล่ียน
แนวทางโดยการใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) เนื่องจากการสรางแผนท่ีเปนวิธีการท่ี
ส้ินเปลืองเวลา และทรัพยากร ประกอบกบัประชากรท่ีใชในการสรางแผนท่ีคร้ังนี้เปนประชากรลูกผสม
กลับ (backcross) ซ่ึงทําใหมีขอจํากัดในการใชเคร่ืองหมายแบบ dominant เนื่องจากประชากรนี้มีการ
กระจายตัวของลักษณะแบบ heterozygous และ homozygous recessive ทําใหไมสามารถใชเคร่ืองหมายท่ี
มีแถบ DNA ปรากฏใน ‘PBC932’ ได เพราะเคร่ืองหมายนั้นจะไมมีการกระจายตัว ในประชากรลูกผสม
กลับนี้สามารถใชเคร่ืองหมายแบบ dominant ไดเฉพาะตําแหนงท่ีมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’ 
เทานั้น จึงทําใหไมสามารถใชประโยชนจาก DNA เคร่ืองหมายไดอยางเต็มท่ี เทคนคิ BSA เปนการรวม 
DNA สองกลุม ซ่ึงแตละกลุมไดจากตนท่ีมีลักษณะฟโนไทปแตกตางกนั โดยใชประชากรท่ีมีการกระจาย
ตัว เม่ือนํามาแยกความแตกตางกนับนจีโนมระหวางท้ังสองกลุม จะชวยใหคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีอยู
ใกลชิดกับยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสไดอยางรวดเร็ว  
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การศึกษาคร้ังนี้เลือกใช DNA เคร่ืองหมายชนิด AFLP รวมกับ BSA เนื่องจากเทคนิค AFLP 
สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินสวน DNA ไดจํานวนมากตอปฏิกิริยา จึงนาจะเปนการเพ่ิมโอกาสในการคนหา
ตําแหนง DNA ท่ีมีความแตกตางกันระหวาง DNA 2 กลุม ไดมากข้ึนในเวลาอันส้ัน  

 
ดวยเหตุผลท่ีลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ถูกควบคุมดวยยีนดอย 1 

ตําแหนง (co1) (Pakdeevaraporn et al., 2005) จึงมีขอจํากัดในการใช DNA เคร่ืองหมายแบบ dominant 
ในการตรวจสอบแยกความแตกตางระหวาง DNA 2 กลุม ในกรณท่ีีตองการหาความแตกตางระหวาง
ลักษณะออนแอท่ีมีจีโนไทปเปน heterozygous (Co1co1) และลักษณะตานทานซ่ึงเปน homozygous 
recessive (co1co1)  

 
ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้ ไดคัดเลือกตนพริกท่ีมีลักษณะออนแอจากสายพันธุ ในประชากร BC1F2P1 

ท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด และคาดวาเปนสายพันธุท่ีมีจีโนไทปเปน homozygous Co1Co1 และ
คัดเลือกตนพริกท่ีมีลักษณะตานทานจากประชากร BC1F1P2 ท่ีมีลักษณะตานทาน มีจีโนไทปเปน co1co1 
เพื่อนําไปใชในการรวม DNA (DNA bulk) ของกลุมท่ีมีลักษณะตานทานตอโรคแอนแทรคโนส (bulk R) 
กับกลุมท่ีมีลักษณะออนแอตอโรคแอนแทรคโนส (bulk S)  
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก โดยใชประชากร BC1F1P2 ท่ีสรางจากคูผสม Capsicum 
annuum L. พันธุ ‘บางชาง’ กับ C. chinense Jacq. สายพันธุ ‘PBC932’ เพื่อหาตําแหนงยีนท่ีควบคุม
ลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

 
2.  เพื่อพัฒนา DNA เคร่ืองหมาย ท่ีใกลชิดกับยนีท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส

ในพริกระยะผลเขียว โดยใชประชากรพริก BC1F1P2 และ BC1F2P1 ท่ีสรางจากคูผสมระหวางพริก 
Capsicum annuum L. พันธุ ‘บางชาง’ กับ C. chinense Jacq. สายพันธุ ‘PBC932’ 
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การตรวจเอกสาร 
 

อนุกรมวิธานของพริก 
 

พริกเปนพืชท่ีจัดอยูในวงศ (family) Solanaceae เชนเดียวกับ มะเขือเทศ มันฝร่ัง ยาสูบ  
และ พิทูเนีย จดัอยูในสกุล (genus) Capsicum (Bosland and Votava, 1999) 
 

อาณาจักร Plantae 

หมวด  Magnoliophyta 

ช้ัน  Magnoliopsido 

วงศ  Solanaceae 

สกุล  Capsicum 

พริกมีช่ือท่ีนิยมเรียก และเขียนกนัท่ัวไปหลายช่ือ เชน pepper, chile, chili, chilli และช่ือเรียกใน
ประเทศไทยรูจักกนัด ี คือ พริก พริกมีอยูมากกวา 30 ชนิด (species) ท่ัวโลก แตมีอยู 5 ชนิดท่ีเปนพันธุ
ปลูก (cultivated species) ไดแก C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L. และ 
C. pubescens L. (Bosland and Votava, 1999) พริกแตละชนิดถูกจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของดอก และเมล็ด เชน C. annuum มีลักษณะสีของกลีบดอกเปนสีขาว กานชูเกสรเพศผูไมมีสีมวง และ
ตําแหนงการออกดอกจะมีเพยีง 1 ดอกตอขอ สวน C. chinense กลีบดอกมีสีขาว หรือเขียว กานชูเกสร
เพศผูเปนสีมวง และมีดอก 2-3 ดอกตอขอ (DeWitt and Bosland, 1997) พริกจดัเปนพืชประเภทท่ีมี
โครโมโซมสองชุด (diploid) มีจํานวนโครโมโซมท้ังหมด คือ 2n=24 ซ่ึงรูปรางลักษณะของแทง
โครโมโซมพริกท่ีแตกตางกนั (ภาพท่ี 1) ทําใหความสามารถในการเขาคูกันของโครโมโซมในการผสม
ขามชนิดก็จะแตกตางกัน เปนสาเหตุทําใหเมล็ดท่ีเกิดจากการผสมขามของพริกบางชนิดไมสามารถ
เจริญเติบโตได (ตารางท่ี 1)  
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                                              1     2     3     4     5     6     7     8     9     10     11     12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  Karyotypes ของพริก Capsicum spp. 5 ชนิด (Park et al., 1999) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C. baccatum 

C. pubescens 

 C. frutescens 

C. chinense 

C. annuum 
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ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก 
 
การผสมขามชนิดของพริกชนิดตางๆ สามารถทําไดสําเร็จเพียงบางคูชนิด ซ่ึงไดมีการศึกษา

ความสามารถในการผสมขามของพริกพันธุปลูก (ตารางท่ี 1) 
 

ตารางท่ี 1  ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก และความสามารถของลูกผสมในการขยายพันธุ  
(Bassett, 1986) 

 
ความสามารถในการขยายพันธุของเมล็ด การผสมขามชนิด ความสามารถของ

เซลลเร่ิมตน F1  F2  ลูกผสมกลับ 
C. annuum x C. frutescens 
C. annuum x C. chinense 
C. annuum x C. baccatum 
C. annuum x C. pubescens 
C. frutescens x C. annuum 
C. frutescens x C. chinense 
C. frutescens x C. baccatum 
C. chinense x C. frutescens 
C. chinense x C. annuum 
C. chinense x C. baccatum 
C. chinense x C. pubescens 
C. baccatum x C. pubescens 
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E  คือเมล็ดสามารถเจริญเติบโตไดโดยใชเทคนิคชวยชีวติคัพภะ  
-  คือเมล็ดไมเจริญเติบโตได   
+  คือมีเมล็ดจํานวนนอยท่ีสามารถเจริญเติบโตได   
++  คือเมล็ดสวนมากสามารถเจริญเติบโตได 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
           

 

9 

โรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  เช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

แอนแทรคโนสเปนโรคท่ีมีความสําคัญอยางหนึ่งท่ีทําใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตพริก เกิด
จากเช้ือรา Colletotrichum spp. เม่ือเช้ือเขาทําลายผลพริกจะทําใหเนื้อเยือ่ของผลพริกท่ีถูกทําลายยุบตัวลง
ทีละนอย และขนาดขยายใหญข้ึนเปนวงกลม หรือรี บริเวณบาดแผลของเช้ือรามีการเรียงซอนกันเปนวง 
(concentric ring) เสนใยของเช้ือราอาจมีสีดํา หรือสีชมพูข้ึนอยูกับชนดิของเช้ือท่ีเขาทําลาย เมื่อเกดิการ
ระบาดของโรครุนแรงอาจทําใหผลผลิตเสียหายมากกวา 50% โดยเฉพาะในเขตรอน และรอนช้ืน ซ่ึงเช้ือ 
Colletotrichum สามารถเจริญเติบโตไดด ี

 
Colletotrichum จัดอยูในอันดับ (order) Melancoiales เช้ือสาเหตุท่ีเขาทําลายพริกมีอยู 4 ชนิด

คือ C. gloeosporioides C. capsici C. acutatum และ C. coccodes (Bailey and Jeger, 1992) ซ่ึงในประเทศ
ไทยพบวาเช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสท่ีเขาทําลายผลพริกมีอยู 3 ชนิด คือ C. capsici และ C. 
gloeosporioides และ C. acutatum (Than et al., 2007) 
 

C. capsici ลักษณะแผลท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ เนื้อเยื่อพืชจะมีลักษณะแผลชุมน้ํา 
และยุบตัวลง แผลเร่ิมขยายมากข้ึน บริเวณบาดแผลมสีีดําเนื่องจาก setae ของเช้ือชนิดนี้มีสีดาํ หรือ 
น้ําตาลเขมอยูเปนจํานวนมาก ทําใหมองเห็นบริเวณแผลมีสีดํา แตลักษณะเสนใยโปรงใสปลายเรียว
แหลม ลักษณะสีของ colony มีไดตั้งแตสีขาวจนถึงสีน้ําตาล หรือดํา รูปรางของ appressoria เปนรูป
ทรงกระบอก หรือรูปไข สีน้ําตาล หรือเทา ขนาดต้ังแต 9-14 x 6.5-11.5 μm สวนรูปรางของ conidia เปน
แบบเส้ียวพระจันทร มีสีเหลืองออนจนถึงสีสมออน ขนาด 18-23 x 3.5-4 μm (Bailey and Jeger, 1992)   
  

C. gloeosporioides เขาทําลายพริกทําใหเกดิลักษณะอาการของบาดแผลยุบตัวลงคลายกับแผล
ท่ีเกิดจาก C. capsici แตบาดแผลไมเปนสีดํา เพราะลักษณะ colony และเสนใยของ C. gloeosporioides มี
สีครีม หรือน้ําตาลเทา บางคร้ังพบ setae หรือไมพบกไ็ด สวนรูปรางของ conidia มีไดหลายแบบ เชน 
ทรงตรง (straight) ทรงกระบอกหัวและทายมน (cylindrical) มีขนาดต้ังแต 12-17 x 3.5-6 μm นอกจากนี ้
appressoria มีรูปรางหลายแบบเชน รูปทรงกระบอก รูปไข หรือ บางคร้ังมีรูปทรงเปน lobed สีน้ําตาล
ขนาด 6-20 x 4-12 μm (Bailey and Jeger, 1992)  
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C. acutatum มีลักษณะ colony เปนสีขาวแลวเปล่ียนเปนสีเทาหรือน้ําตาล จากนั้นจะกลายเปน
สีชมพูจนถึงสีแดงเขม appressoria มีรูปรางทรงกระบอก รูปรางรี หรือมีรูปทรงท่ีไมแนนอน มีขนาด 4.5-
6 x 8.5-10 μm สวน conidia มีสีชมพูสม รูปรางทรงกระบอกปลายเรียวแหลม ขนาด 2.5-4 x 8.5-16.5μm  

 
2.  การเขาทําลายพริก และวงจรชีวิตของเช้ือ Colletotrichum spp.  

 
 เช้ือ Colletotrichum spp. ทําลายผลพริกไดท้ังกอน และหลังการเก็บเกีย่ว เช้ือ Colletotrichum 

spp. สามารถแพรกระจายไดในรูปของสปอรผานทางอากาศไปยังท่ีตางๆ ได ชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน

การเจริญเติบโต และชักนําใหเกิดการเขาทําลายของเช้ืออยูในชวง 20-24°C และทําใหสปอรมีการพัฒนา
สราง appressoria เพื่อแทงทะลุผานเนื้อเยื่อผนังดานบนของผลพริกแลวจึงมีการพฒันาสรางเสนใยเจริญ
เขาไปในผลพริกตอไป (ภาพท่ี 2) 

 
ภาพท่ี 2  วงจรชีวิตของเช้ือ Colletotrichum (Agrios, 1997) 
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3.  การสืบพันธุของเช้ือรา Colletotrichum spp.  
 
3.1  การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (asexual spores)  

   
 เปนการสืบพนัธุโดยไมมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม คือไมมีการรวมตัวของ 

นิวเคลียส เซลลสืบพันธุ หรืออวัยวะสืบพันธุ การสืบพันธุแบบนี้มีความสําคัญอยางมากตอการแพร
ระบาด เนื่องจากเช้ือราสามารถเพ่ิมจํานวนไดหลายๆ คร้ัง ในฤดูเดยีว การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ
สามารถเกิดข้ึนไดหลายแบบ เชน เสนใยของเช้ือราเกดิจากการขาด แตกหัก ออกเปนทอนๆ แตละทอน
สามารถเกิดเปนเสนใยใหมเจริญตอไปได หรือมีการสรางสปอรโดยท่ีไมไดเกดิจากการรวมกันของ
นิวเคลียสจากเซลลสืบพันธุแลวสามารถเจริญเปนเสนใยตอไปได 

 
3.2  การสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual spores)  

 
เปนการสืบพนัธุท่ีมีการรวมตัวและแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมกันระหวาง เซลลสืบพันธุ

เพศผูและเซลลสืบพันธุเพศเมีย (Chaisrisuk, 2003) ขบวนการสืบพันธุแบบอาศัยเพศแบงออกเปน 3 
ระยะ คือ ระยะแรก plasmogamy เปนระยะท่ีมีการรวมตัวกันของ protoplasm ของเซลลสืบพันธุเพศผู
และเพศเมีย กลายเปนเซลลเดียวท่ีมีจํานวนนวิเคลียสเปน n+n หรือเรียกวา dikaryon ระยะท่ีสอง 
karyogamy หลังจากเกิด plasmogamy แลวตอมาจะเกิดการรวมตัวกันของนิวเคลียสจากท้ังสองเพศ 
กลายเปนนิวเคลียสเดียว ท่ีมีจํานวนโครโมโซมเปนสองชุด (2n) และระยะท่ีสาม meiosis หรือ 
haploidization มีการลดจํานวนโครโมโซมจากนวิเคลียสในระยะ karyogamy เหลือคร่ึงหนึ่ง กลายเปน
นิวเคลียสท่ีมีจาํนวนโครโมโซม 1 ชุด (haploid) นิวเคลียสใหมท่ีไดจะเคล่ือนท่ีเขาไปในโครงสรางท่ีจะ
สรางสปอรตอไป เรียกสปอรท่ีเกิดขึ้นวา สปอรแบบมีเพศ  

 
กลไกการปองกันโรคของพชื 

 
 พืชสวนใหญมีกลไกการปองกันการเขาทําลายจากเช้ือจุลินทรียชนิดตางๆ เชน เช้ือรา แบคทีเรีย 

ไวรัส และ ไสเดือนฝอย (Slusarenko et al. 2000) กลไกการปองกันของพืชสามารถแบงได 2 แบบ ดังนี ้
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1.  การปองกนักอนการเขาทําลาย 
 

ลักษณะโครงสรางของพืชโดยท่ัวไปสามารถปองกันการเขาทําลายจากเช้ือสาเหตุโรคได
ระดับหนึ่ง ซ่ึงจัดเปนกลไกการปองกันดานแรกท่ีพืชมีอยูแลวในธรรมชาติ ลักษณะโครงสรางภายนอก
ดังกลาว เชน ไข ขน โครงสรางกิ่งกาน ใบ ทรงตน และชวงเวลาการปดเปดของปากใบ (Slusarenko et 
al., 2000)  

 
 Oh et al. (1999a) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางไขท่ีอยูบนผลพริกกบัการเขาทําลายของเช้ือ

รา C. gloeosporioides โดยเปรียบเทียบผลพริกท่ีไมไดกาํจัดไข และกําจัดไขดวยสาร chloroform ของผล
พริกสองระยะ คือระยะผลเขียว และผลแดง จากนัน้ปลูกเช้ือ C. gloeosporioides สายพันธุ KG13 ลงบน
ผลพริกท้ังสองระยะ พบวาบนผลพริกท่ีถูกกําจดัไขออก เช้ือมีการสราง conidia และ appressoria มากกวา
ผลท่ีไมไดกําจดัไขออก แสดงใหเห็นวาไขท่ีอยูบนผลพริกมีความสัมพันธตอการเขาทําลายของเช้ือรา
สาเหตุโรคพืช นอกจากนี้ยงัมีการเปรียบเทียบการเขาทําลายของเช้ือระหวางพริกระยะผลเขียว และผล
แดงท่ีมีการกําจัดไขออก พบวาเช้ือรามีการสรางเสนใยบนพริกระยะผลแดงมากกวาระยะผลเขียว แสดง
วาอายุของผลพริกมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือสาเหตุโรคเชนกัน 

 
2.  การปองกนัหลังการเขาทําลาย 

 
กลไกการปองกันของพืชหลังจากเช้ือเขาทําลาย แบงออกเปน 2 แบบ คือ  

 
2.1 การเปล่ียนแปลงลักษณะโครงสรางของพืช  

 
หลังจากพืชถูกเช้ือสาเหตุของโรคเขาทําลาย พืชบางชนิดท่ีมีลักษณะตานทาน จะมีการ

เปล่ียนแปลงโครงสราง เชน มีการเจริญของเซลลช้ันคอรก (cork) หรือมีการสรางสวนยืน่ในบริเวณทอ
ลําเลียงน้ํา (tylose) ข้ึนมากัน้ระหวางเนื้อเยื่อท่ีเปนโรค และเนื้อเยื่อปกติ เพื่อปองกนัไมใหเช้ือโรคเจริญ
รุกลามเขาทําลายเนื้อเยื่อปกติได (Slusarenko et al., 2000) 
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 2.2 การสรางสารเคมีของพืช  
 

หลังจากพืชถูกเช้ือสาเหตุของโรคเขาทําลาย พืชท่ีมีลักษณะตานทาน จะมีการสราง
สารเคมี เพื่อปองกันการลุกลามจากเช้ือท่ีเขาทําลาย พืชตานทานมีกลไกการสรางสารเคมีตางๆ เพื่อมา
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค สารเคมีท่ีพืชสรางข้ึนสวนมากมีฤทธ์ิเปนกรด หรือ ดางเขมขน 
ทําใหเซลลพืชท่ีถูกเชื้อโรคเขาทําลายมีการตายเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว แสดงอาการไหม เกิดแผลจดุบริเวณท่ี
มีการรุกรานของเช้ือ เปนผลใหเช้ือสาเหตขุองโรคถูกทําลายไปพรอมกบัเซลลพืช ซ่ึงลักษณะการตายของ
เซลลอยางรวดเร็วนี้เรียกวา ปฏิกิริยาแบบ hypersensitive response (Bonas and Lahaye, 2002)  

 
มีการศึกษากลไกความตานทานโรคในระดบัโมเลกุลของพริก ตอโรคแอนแทรคโนส 

พบวามียนี PepThi สังเคราะหโปรตีนท่ีมีลักษณะคลายกับ thionin (Oh et al., 1999b) ยีน PepTLP 
สังเคราะหโปรตีน thaumatin- like protein (Kim et al., 2002) และยนี PepEST สรางเอนไซม pepper 
esterase (Ko et al., 2005) เพื่อยงัยั้งการเขาทําลายของเช้ือ C. gloeosporioides  นอกจากน้ียังมียีน 
CATHION1 ท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีน thionin หลังจากมีการเขาทําลายของเช้ือ C. 
gloeosporioides  และ C. coccodes (Lee et al., 2000a) ยีน CACBP1 สังเคราะหโปรตีน chitin-binding 
protein (CBP) หลังจากการเขาทําลายของเช้ือ C. coccodes (Lee et al., 2001) 

 
ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีควบคุมความตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 

 
 เนื่องจากโรคแอนแทรคโนสเปนโรคท่ีสําคัญของพริกหลายประเทศในเอเชีย จึงไดมีความ

พยายามคนหาแหลงพันธุกรรมความตานทานจากพริก C. annuum เพื่อนําไปใชในการปรับปรุงพันธุพริก
การคาใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส Yoon et al. (2004) ไดทดสอบความตานทานใน C. annuum 
291 สายพันธุ พบวาทุกสายพันธุมีลักษณะออนแอ และจากการรายงานของ AVRDC (2004) ซ่ึงได
พยายามคนหาแหลงพันธุกรรมความตานทานจากพริก C. annuum พบวามี 2 สายพันธุท่ีแสดงอาการโรค
เล็กนอย จากรายงานของ AVRDC (2003) พบความตานทานโรคแบบ immune ในพริก C. baccatum สาย
พันธุ ‘PBC80’ ‘PBC81’ และ C. chinense สายสายพันธุ ‘PBC932’ ซ่ึงไดมีการนําสายพันธุตานทาน
เหลานี้ไปใชในการถายทอดพันธุกรรมความตานทานใหแก C. annuum 
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การศึกษาการถายทอดลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสจาก C. baccatum ในประชากร F2 

และ BC1F1 ท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง C. baccatum ‘PBC80’ กับ C. annuum ซ่ึงมีลักษณะ
ออนแอ (Yoon and Park, 2005) และ C. baccatum ‘PBC81’ กับ C. annuum (Yoon et al., 2006) พบวายนี
ท่ีควบคุมลักษณะตานทานจาก C. baccatum ท้ัง 2 สายพันธุ ถูกควบคุมดวยยีนเดน 1 ตําแหนง  

 
สวนการศึกษาการถายทอดลักษณะความตานทานจาก C. chinense ‘PBC932’ ในประชากร F2 

และ BC1F1 ท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดกบั C. annuum ‘บางชาง’ พบวาในประชากร F2 มีอัตราสวนการ
กระจายตัวของลักษณะออนแอตอลักษณะตานทานในอัตราสวน 3:1 และ ประชากรลูกผสมกลับ 
(backcross) BC1 มีอัตราสวน 1:1 ซ่ึงจากรายงานสรุปวาลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสถูกควบคุม
ดวยยีนดอย 1 ตําแหนง (Pakdeevaraporn et al., 2005) 

 
มีการศึกษา QTL ของลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสดวยวิธีการสรางแผนท่ี

โครโมโซมจากประชากร F2 ท่ีสรางจากคูผสมขามชนิดระหวาง C. chinense สายพันธุ ‘PRI95030’ ซ่ึง
เปนสายพันธุท่ีมีลักษณะตานทานนอกเหนือจากท่ี AVRDC ไดรายงานไว กับ C. annuum พันธุออนแอ 
พบวาลักษณะความตานทานอยูในชวงระดบักึ่งกลางระหวางพอกับแม (Voorrips et al., 2004) 
 

การปรับปรุงพันธุพืชโดยใชเทคโนโลยี DNA (marker assisted selection (MAS)) 
 

การนําเทคโนโลยีทางดาน DNA เขามาใชเปนเคร่ืองหมายในการคัดเลือกลักษณะท่ีสนใจ ชวย
ใหสามารถคัดเลือกลักษณะที่สนใจไดอยางมีประสิทธิภาพ และรวดเร็ว เนื่องจาก DNA เคร่ืองหมายท่ีได
จะไมเปล่ียนแปลงตามสภาพแวดลอม ไมวาตนพืชจะมีการเจริญเติบโตอยูในระยะใดก็ตาม ซ่ึงจากขอดี
ดังกลาวสามารถนํา DNA เคร่ืองหมายเขามาชวยในการคดัเลือกลักษณะท่ีคัดเลือกยากได 

 
1.  เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) 

 
 เทคนิค BSA พัฒนาโดย Michelmore et al. (1991) เปนเทคนิคท่ีชวยในการคนหา DNA 

เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธ (linked) กบัยีน หรือลักษณะท่ีสนใจไดอยางรวดเร็ว โดยการรวม DNA 
(DNA bulk) จากประชากรท่ีมีการกระจายตัวของลักษณะท่ีสนใจ เชน ลักษณะตานทานโรค ท่ีสรางจาก
พอแมคูหนึ่ง DNA ท่ีนํามารวมไดจากตนท่ีมีฟโนไทปเหมือนกนั ดังนั้น DNA ท่ีเกิดจากการรวมของท้ัง
สองกลุม จะมีความแตกตางกันเฉพาะบริเวณตําแหนงท่ีสนใจ สวนตําแหนงอ่ืนๆ ไมมีความแตกตางกัน 
เม่ือแยกความแตกตางของ DNA รวมระหวาง 2 กลุม จะชวยใหสามารถพัฒนา DNA เคร่ืองหมายท่ีมี
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ความสัมพันธกับลักษณะท่ีสนใจไดอยางรวดเร็ว ดังภาพท่ี 3 เปนการใชเทคนิค BSA รวมกับ DNA 
เคร่ืองหมาย random amplified polymorphic DNA (RAPD) ทดสอบในพันธุพอ (P1) และแม (P2) จะพบ
ตําแหนงท่ีมีความแตกตางกนั คือตําแหนง A-D เม่ือนํามาทดสอบใน DNA bulk ท่ีไดจากประชากร F2 ซ่ึง 
DNA bulk หนึ่งไดจากการรวมของตนท่ีมีจีโนไทป (rr) และอีก bulk ไดจากการรวมของตนท่ีมีจโีนไทป 
(RR) พบวาเครื่องหมาย B เปนตําแหนงท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะท่ีสนใจ คือ allele R เม่ือทดสอบ
เคร่ืองหมาย B กับประชากร F2 ทุกตน พบวาตนท่ีมีลักษณะท่ีสนใจมีจีโนไทป RR และ Rr จะปรากฏ
เคร่ืองหมาย B สวนตนท่ีไมมีลักษณะท่ีสนใจ มีจีโนไทป rr จะไมปรากฏเคร่ืองหมาย B (Michelmore et 
al., 1991) 

 
เทคนิค BSA ชวยใหการคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับยีน หรือลักษณะ

สําคัญๆ มากมาย ไดแก ลักษณะตานทาน และลักษณะออนแอตอโรคราน้ําคาง ของผักกาดหอม โดยใช
รวมกับเทคนิค RAPD ในประชากร near-isogenic lines (Michelmore et al., 1991) ลักษณะตานทานโรค
ใบไหมในมะเขือเทศ รวมกบัเทคนิค AFLP ในประชากร F2 (Moreau et al., 1997) และลักษณะ 
acetylleptinidine (ALD) สูง รวมกับเทคนิค RAPD (Bouarte-Medina et al., 2002) 
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ภาพท่ี 3  เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค random amplified polymorphic DNA  
(RAPD) ในการแยกความแตกตางของ DNA ระหวาง bulk ท่ีไดจากประชากร F2 (Michelmore  
et al., 1991) 
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2.  การสรางแผนท่ีโครโมโซม 
 

 การสรางแผนท่ีโครโมโซม เปนการจัดเรียงความสัมพนัธของ DNA เคร่ืองหมาย กับยีนท่ี
นาสนใจ โดยอาศัยพื้นฐานการแลกเปล่ียนช้ินสวนของ DNA บนโครโมโซม (crossing over) ซ่ึงจะชวย
ทําใหทราบตําแหนงของยีนตางๆ ในจีโนม และตําแหนงของเคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนท่ีนาสนใจ 
เพื่อนําเคร่ืองหมายท่ีไดไปชวยในการคัดเลือกลักษณะที่สนใจไดอยางถูกตอง และแมนยําท่ีสุด 
นอกจากนี้ยังมีประโยชนในการรวมยนีท่ีนาสนใจไวในพืชพันธุเดยีวกนั (gene pyramiding) และเปน
บันไดกาวแรกในการแยกสกดัยีน วิเคราะหหาลําดับเบส และหนาท่ีของยีน  

 
 การสรางแผนท่ีโครโมโซมตองใชประชากรที่มีการกระจายตัว ซ่ึงประชากรท่ีมีการกระจาย

ตัวท่ีสรางไดรวดเร็วท่ีสุด ไดแกประชากรลูกผสม F2 และประชากรลูกผสมกลับ แตประชากรทีส่ามารถ
นํามาใชในการสรางแผนท่ีโครโมโซมไดอยางถาวร ไดแกประชากร recombinant inbred lines (RILs) 
และประชากร doubled haploids (DH) (Vienne, 2002) เนื่องจากเปนประชากรท่ีมีความเปน homozygous 
สูง มีความสม่ําเสมอของ allele สามารถปลูกทําการทดลองซํ้าได แตใชระยะเวลานานในการสราง
ประชากร  

 
 2.1  การสรางแผนท่ีโครโมโซมในพริก 

 
  การสรางแผนท่ีโครโมโซมของพริกไดเร่ิมจากการใชเคร่ืองหมาย RFLP และ isozymes 

ท้ังหมด 192 ตําแหนง ในประชากร F2 46 ตน ท่ีสรางจากพันธุลูกผสม F1 ของ C. annuum L. สามารถ
สรางแผนท่ีได 19 กลุม ครอบคลุม 720 cM และพบ 2 เคร่ืองหมายมีความสัมพันธกบั QTL ของลักษณะ
จํานวนดอกตอขอ และมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดกลุมได 26 ตําแหนง (Prince et al., 1992) 

 
ตอมา Lefebvre et al. (1995) ไดสรางแผนท่ีโดยใชเคร่ืองหมาย RFLP 19 ตําแหนง และ 

RAPD 66 ตําแหนง รวมทั้งหมด 85 ตําแหนง ในประชากร doubled haploid ท่ีสรางจาก F1 ของคูผสม C. 
annuum สรางแผนท่ีได 14 กลุม ครอบคลุม 820 cM และสามารถวางตําแหนงของยีนตานทานตอไวรัส 
TMV และยนีท่ีควบคุมลักษณะช้ีข้ึนของผล 
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 การสรางแผนท่ีโครโมโซมโดยใชเคร่ืองหมาย RFLP 399 ตําแหนง ซ่ึงเปนตําแหนงท่ี
พบในแผนท่ีโครโมโซมของมะเขือเทศมาใชเปน prob เคร่ืองหมาย isozyme 7 ตําแหนง RAPD 116 
ตําแหนง และ AFLP 805 ตําแหนง ในประชากร F2 75 ตน ท่ีสรางจาก C. annuum กับ C. chinense 
สามารถสรางแผนท่ีได 11 กลุมใหญ และ 2 กลุมเล็ก ครอบคลุม 1,245.7 cM (Livigstone et al., 1999) 

 
 การสรางแผนท่ีโครโมโซมไดมีการพัฒนาเพ่ิมข้ึนโดยใช DNA เคร่ืองหมายชนดิ RFLP 

150 ตําแหนง และ AFLP 430 ตําแหนง ในการสรางกลุมลิงคเกจโดยใชประชากร F2 107 ตน จากพริก
คูผสมระหวาง C. annuum cv. TF68 กับ C. chinense cv. Habanero (Kang et al., 2001) แผนท่ีท่ีได
ประกอบดวยกลุมลิงคเกจท่ีมีขนาดใหญ 11 กลุม และขนาดเล็ก 5 กลุม ครอบคลุม 1,320 cM 

 
การหาตําแหนง QTL ท่ีเกี่ยวของกับปริมาณผลผลิตของพริก (Chaim et al., 2001) โดย

ใชแผนท่ีโครโมโซมของพริกเปรียบเทียบกับแผนท่ีโครโมโซมของมะเขือเทศ ซ่ึงแผนท่ีของพริก
ประกอบดวย RFLP, AFLP, RAPD และลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมท้ังหมด 177 ตําแหนง ใน
ประชากร F3 สรางแผนท่ีลิงคเกจได 12  กลุม ครอบคลุม 1,740 cM และพบตําแหนงของ QTLท้ังหมด 55 
ตําแหนงท่ีเกีย่วของกับปริมาณผลผลิต ซ่ึงตําแหนง QTL หลักท่ีมีอิทธิพลตอผลผลิตมากกวา 60% คือ
ลักษณะรูปรางทรงผล ซ่ึงมีตําแหนงอยูบนกลุมลิงคเกจที่ 3 สวน ตําแหนง QTL อ่ืนๆ เชน วันสุกแกของ
ผล ขนาดเสนผานศูนยกลางผล ความยาวผล ความหนาของผนังผล และ ความยาวของกานดอก มีอิทธิพล
ตอผลผลิตประมาณ 20% พบอยูบนกลุมลิงคเกจท่ี 2, 3, 4, 8, และ 10 ตามลําดับ 

 
การสรางแผนท่ีโครโมโซมเพื่อหาตําแหนงของยีนความเผ็ด (capsaicinoids) ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของพริก ดวยเทคนิค RFLP: CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) โดยใช
ประชากร F2 จากการผสมขามชนิดระหวาง C. frutescens L. ท่ีมีลักษณะเผ็ด กับ C. annuum L. จํานวน 
242 ตน พบ DNA เคร่ืองหมาย TG205 มีตําแหนงอยูใกลยนีความเผ็ด (C) ระยะทาง 0.4 cM บน
โครโมโซมแทงท่ี 2 (Blum et al., 2002) 

 
จากรายงานลาสุดมีการสรางแผนท่ีโครโมโซมเพ่ือหาตําแหนงของยีนตานทานโรค 

Phytophthora capsici Leon. โดยใชเทคนิค RAPD และ SCAR (sequence characterized amplified 
region) ในประชากรลูกผสมขามระหวาง C. annuum ซ่ึงเปนพันธุท่ีออนแอ กับ C. chinense สายพันธุ
ตานทาน พบวามียนีตําแหนงอ่ืนๆ เขามามีอิทธิพลตอลักษณะความตานทาน (QTL) หลายตําแหนง ซ่ึงมี 
QTL หลัก คือ Phyto.5.2 อยูบนโครโมโซมแทงท่ี 5 (Quirin et al., 2005)  
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จากการรายงานท่ีผานมาเกีย่วกับการสรางแผนท่ีโครโมโซมในพริก พบวายังไมมี
รายงานใดท่ีสามารถวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทคโนส และหาตาํแหนงของ DNA 
เคร่ืองหมายท่ีใกลเคียงได ซ่ึงมีเพียงรายงานของ Voorrips et al. (2004) ศึกษาการสรางแผนท่ีโครโมโซม
เพื่อหาตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก ท่ีเกิดจากเชื้อรา C. gloeosporioides และ C.  
capsici โดยใชประชากร F2 ท่ีสรางจาก C. chinense ‘PRI95030’ ซ่ึงมีลักษณะท่ีตานทานตอโรคแอน
แทรคโนส ผสมขามชนิดกับ C. annuum var. ‘Jatilaba’ เปนพันธุออนแอตอโรคแอนแทรคโนส ได DNA 
เคร่ืองหมายท้ังหมด 266 ตําแหนง จาก DNA เคร่ืองหมายชนิด AFLP 249 SSR 11 และ RGA 6 ตําแหนง 
เม่ือนําแตละตําแหนงมาหาความสัมพันธในการจัดกลุมลิงคเกจสามารถจัดได 26 กลุม ครอบคลุม 1,060 
cM พบวามี QTL 3 ตําแหนงท่ีมีผลตอการแสดงออกของลักษณะตานทานโรคท่ีเกิดจากเช้ือ C. 
gloeosporioides แตยังไมสามารถหาความสัมพันธของ DNA เคร่ืองหมายท่ีเกีย่วของกับลักษณะตานทาน
ตอเช้ือ C. capsici ได  

 
เทคนิคทางโมเลกุลท่ีใชในการพัฒนา DNA เคร่ืองหมาย 

 
1.  เทคนิค hybridization  

 
 เทคนิคนี้อาศัยขบวนการ DNA hybridization เพื่อตรวจสอบความแตกตางของช้ิน DNA ท่ี 

probe สามารถ hybridize ได เทคนิคหนึ่งท่ีรูจักกนัดคืีอ restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) (Botstein et al., 1980) เทคนิค RFLP เปนการตัดยอย genomic DNA ดวยเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติ
ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ท่ีมีตําแหนงจดจําในการตัดต้ังแต 4-10 เบส แลวจึงแยกขนาดของ
ช้ินสวน DNA ท่ีไดดวยวิธี gel electrophoresis จากนั้นทําการยาย DNA ไปยังแผน nylon membrane แลว 
hybridize ดวย probe ท่ีติดฉลากใหเขาจับกับ complementary DNA ซ่ึงจะทําใหได DNA ท่ีมีความ
แตกตาง เพื่อนําไปใชในการสราง DNA เคร่ืองหมายตอไป อยางไรก็ตาม RFLP เปนเทคนิคท่ียุงยาก และ
มีราคาแพง 

 
2.  เทคนิค PCR (polymerase chain reaction) 

 
 PCR เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ DNA ในหลอดทดลอง (Saiki et al., 1988) โดยอาศัยไพร

เมอร หรือ DNA ลําดับเบสส้ันๆ ท่ี complementary กับ DNA เปาหมาย มี DNA polymerase เปนเอนไซม
ท่ีทําหนาท่ีสังเคราะห DNA ในบริเวณท่ีไพรเมอรเขาจับ ความยาวของช้ินสวน DNA ท่ีเพิ่มปริมาณไดมี
ขนาดโดยประมาณไมเกิน 5 กิโลเบส (kb) เทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีรวดเร็วและไมยุงยากท่ีจะนาํมาใช
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ในการหาความแตกตางของ DNA เทคนิค PCR มีมากมายหลายชนิด เชน random amplified 
polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphisms (AFLP), sequence-tagged 
microsatellite site markers (STMS), inter simple sequence repeats (ISSR) เปนตน 

 
RAPD (Williams et al., 1990) เปนเทคนคิท่ีใชไพรเมอร สายเดีย่ว ท่ีมีขนาดส้ันประมาณ 10 

เบส เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA เปาหมาย ซ่ึงการเขาจับของไพรเมอรเปนแบบสุมท่ัวท้ัง genome โดยใช

อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาประมาณ 37-40°C ทําใหไพรเมอรสามารถเขาจับกับ DNA ไดหลายตําแหนง 
พบแถบ DNA ท่ีเปนผลจาก PCR จํานวนมาก RAPD เปนเทคนิคท่ีงาย รวดเร็ว  

 
AFLP ไดถูกพัฒนาข้ึนโดย Vos et al. (1995) เปนเทคนิคท่ีนําขอดขีองสองเทคนิค ไดแก 

RFLP และ PCR มาปรับใชรวมกัน โดยมีการนําเอนไซมตัดจําเพาะมาใชตัด genomic DNA รวมกับการ
ใชวิธีเพิ่มปริมาณช้ินสวน DNA ทําใหไดช้ินสวน DNA จาก PCR (amplified product) จํานวนมากตอ
ปฏิกิริยา AFLP จึงเปนเทคนคิท่ีสามารถสราง DNA เคร่ืองหมายจํานวนมากไดรวดเร็ว 

 
STMS (Tautz and Renz, 1989) และ ISSR (Zietkiewicz et al., 1994) เปนเทคนิค PCR ท่ีมี

เปาหมายของการศึกษาอยูท่ี DNA microsatellite โดยเทคนิค STMS ใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจง
กับ DNA บริเวณท่ีเปน microsatellite คือมีลําดับเบสของ DNA 1-4 เบส ซํ้ากันประมาณ 10-20 คร้ัง เชน 
(AT)n, (GA)n หรือ (ATT)n สวนเทคนิค ISSR ใชไพรเมอรท่ีออกแบบเพื่อใหเขาจบักับ DNA บริเวณท่ี
ขนาบขางของตําแหนง microsatellite  
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อุปกรณและวิธีการ 

 
การศึกษาเพื่อหาตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนส (co1) และคนหา DNA 

เคร่ืองหมาย ท่ีใกลชิดกับยีนท่ีตานทานในพริกระยะผลเขียว ไดแบงออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเพื่อหาตําแหนงยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 
การสรางประชากร BC1F1P2 
 

 นําลูกผสม F1 ท่ีไดจากการผสมขามชนิดระหวางพริก C. annuum พนัธุ ‘บางชาง’ (P1) กับ C. 
chinense สายพันธุ ‘PBC932’ (P2) แลวทําการผสมกลับไปยัง ‘PBC932’ ซ่ึงเปนพันธุตานทาน (ภาพท่ี 4) 
ปลูกประชากร BC1F1P2 2 ชุดที่แปลงทดลองของศูนยวจิัยและพัฒนาพืชผักเขตรอน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ชุดแรกปลูก
ประชากรจํานวน 150 ตน เม่ือเดือนมกราคม พ.ศ. 2549 ชุดที่ 2 จํานวน 200 ตน ในเดือน พฤศจกิายน 
พ.ศ. 2549  

 
 การผสมเกสร (hand pollination) ทําในชวงเชาเวลา 8.00 - 10.00 น. โดยเร่ิมจากการตอนเกสร

เพศผู (emasculation) ของดอกตูมท่ีจะบานในวันรุงข้ึนของดอกพริกท่ีใชเปนตนแม แลวนําละอองเกสร
จากพริกท่ีใชเปนตนพอเคาะเบาๆ บนยอดเกสรเพศเมียของดอกพริกบนตนแม เพื่อสรางลูกผสม หลังจาก
ผสมเกสรเสร็จแลวนําสําลีคลุมดอกไวเพื่อปองกันการปนเปอนจากละอองเกสรของพริกพันธุอ่ืน ติดปาย 
(tag) ท่ีใหรายละเอียดของพนัธุท่ีทําการผสม และวันที่ผสม  
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ภาพท่ี 4  การสรางประชากร BC1F1P2 
 
การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 
 

1.  การเตรียมผลพริกสําหรับการปลูกเช้ือ 
 

 เก็บเกีย่วผลพริกท่ีระยะผลเขียวแกเต็มท่ี (อายุประมาณ 30 วันหลังดอกบาน) ตนละ 5 ผล จาก
พริกทุกตนของประชากร BC1F1P2 ปลิดข้ัวผลออก ลางทําความสะอาดผลพริกดวยน้ําเปลา แลวแชใน 1% 
(w/v) sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที แลวลางผลพริกดวยน้ําท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 
ซับผลพริกใหแหง วางผลพริกบนถาดเพื่อรอการปลูกเช้ือตอไป 
 

2.  การเตรียมเชื้อ C. capsici เพื่อใชในการปลูกเช้ือ 
 

 เล้ียงเช้ือ C. capsici isolate 158ci (ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร. สมศิริ แสงโชติ 
ภาควิชาโรคพชื มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน) บนอาหาร potato dextrose agar (PDA; 

DifcoTM, Becton, Dickinson and Company, MD USA) เปนเวลาประมาณ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 27°C ภายใต
แสง fluorescence 12 ช่ัวโมง สลับกับสภาวะมืด 12 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญเติบโตสรางเสนใย และสปอรจึง
เก็บเกีย่ว spore โดยใช loop เก็บสปอรของเช้ือมาเจือจางในน้ําเปลาท่ีนึง่ฆาเช้ือแลว ปรับความเขมขนของ 
spore suspension ใหได 106 spore/ml โดยการนับจํานวนสปอรดวย haemocytometer ภายใตกลอง
จุลทรรศน (compound microscope) ท่ีกําลังขยาย 10X 

 
 

 ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) 

x 

F1  

BC1F1P2  
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 3.  การปลูกเช้ือบนผลพริก 
 

 ใชวิธีฉีดสปอรเขาสูผลพริก ดวยวิธี microinjection (Kanchana-udomkan et al., 2004) 
อุปกรณท่ีใชประกอบดวย Micro SyringeTM รุน 1705 TLL กับ dispenser PB600-1 (Hamilton, 
Switzerland) ท่ีมีเข็มขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 mm และยาว 1 mm dispenser ทําหนาท่ีควบคุมปริมาตร
ของ spore suspension ในการฉีด inoculum เขาสูผลพริกแตละคร้ัง ใหมีปริมาตรเทากัน และเข็มเปน
ตัวกําหนดขนาดแผลบนผลพริก โดยนํา spore suspension ของเช้ือ C. capsici isolate 158ci ท่ีเตรียมไว 
ฉีดลงบนผลพริกบริเวณกลางผล ผลละ 1 แผล ปริมาตร 1 μl (ประมาณ 1,000 spore) จากนัน้นําผลพริกท่ี
ปลูกเช้ือแลว บมไวในกลองพลาสติกท่ีหลอดวยน้ําเปลาปดฝา เพื่อควบคุมความช้ืนสัมพัทธใหใกลเคียง 

100% และวางกลองพลาสติกไวในสภาพอุณหภูมิหอง (ประมาณ 25 - 30°C) จากนัน้เม่ือครบ 3 วัน เปด
ฝากลอง เพื่อลดความช้ืน  
 

  4.  การประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
 

 ประเมินอาการโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก ในวนัท่ี 7 หลังจากปลูกเช้ือ โดยประเมิน
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค จากขนาดแผลท่ีเกิดข้ึนจากการปลูกเช้ือ ตอขนาดผล เปรียบเทียบกับ disease 
diagram (ภาพท่ี 5) คํานวณคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรค จากผลพริกท้ัง 5 ผล ในแตละตน จากนัน้แบง
ระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสตามระดับเปอรเซ็นตสัดสวนโรคเปน 2 ระดบั (Pakdeevaraporn 
et al., 2005) ดังนี้ ตานทาน (R) ไมพบอาการโรคเกิดข้ึน และระดับออนแอ (S) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตสัดสวน
โรคมากกวา 1% (ตารางท่ี 2)  
 
ตารางท่ี 2  เปอรเซ็นตสัดสวนโรค และระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสท่ีจัดแบงตามเปอรเซ็นต 

สัดสวนโรค 
 

%  
สัดสวนโรค 

ลักษณะอาการโรค ระดับความ 
ตานทาน 

0  ไมพบรอยแผล ตานทาน (R) 
>1 - 2  
>2 - 5 

>5 – 15 
>15 – 25 

>25 

ขนาดแผล >1 – 2% เปนแผลเนายุบ หรือแผลชุมนํ้ารอบๆ รอยเข็ม 
ขนาดแผล >2 – 5% เปนแผลเนายุบ หรือแผลชุมนํ้า 5% 
ขนาดแผล >5 – 15% ปรากฏ acervuli หรือแผลเนายุบ 25%  
ขนาดแผล >15 – 25% ปรากฏ acervuli หรือแผลเนายุบ 
ขนาดแผล >25% ปรากฏกลุมของ spore เรียงเปนวงรอบรอยแผล 

 
 

ออนแอ (S) 
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ภาพท่ี 5  disease diagram ของอาการโรคแอนแทรคโนสท่ีมี % สัดสวนโรคต้ังแต 0- >25% ใช 

  สําหรับประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
a)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงกลม 
b)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงเรียวยาว 
c)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงเรียวส้ัน 

0 % >1 - 2 % >2 - 5 % 

>5 - 15 % >15 - 25 % > 25 % 

a 

0 % >1 - 2 % >2 - 5 % >5 - 15 % >15 - 25 % > 25 % 

b 
0 % >1 - 2 % >2 - 5 % >5 - 15 % >15 - 25 % > 25 % 

c 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

 ศึกษาความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาระหวางพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ 
จํานวน 8 ลักษณะ (ตารางท่ี 3) ไดแก 1) สีมวงบริเวณขอ (A) บันทึกลักษณะสีมวงบริเวณขอของตนพริก 
เม่ือตนพริกอายุ 2 เดือน หลังยายปลูก 2) จํานวนดอกตอขอ (Mf) นบัจํานวนดอกตอขอ โดยสุมนับ 5 
ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก 3) ความเรียบของใบ (Sm) บันทึกลักษณะความเรียบของใบ ท่ีระยะใบแก 
บริเวณกลางตน 4) ลักษณะชี้ข้ึนของกานชูดอก หรือผล (up-2) บันทึกลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก หรือ
ผล โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก 5) สีผลแกเต็มท่ี (cl) บันทึกลักษณะสีเขียวเขมของผลพริกท่ี
ระยะผลเขียวแกเต็มท่ี (30 วัน หลังจากดอกบาน) จํานวน 5 ผลตอตน 6) สีอับเรณู (ya) บันทึกลักษณะสี
อับเรณ ู ในขณะท่ีดอกตูมใกลบาน 7) มุมระหวางดอกกับกานชูดอก (Af) บันทึกลักษณะความกวางของ
มุมระหวางดอกกับกานชูดอก โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก และ 8) ความยาวของยอดเกสรเพศ
เมีย (stigma length) (StL) บันทึกลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบ
ตนพริก 
 
ตารางท่ี 3  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะ และการแสดงออกของยีน ท่ีมีความแตกตางระหวางพริก  

‘บางชาง’ และ ‘PBC932’  
 

ลักษณะ ยีน 

(Bosland et al., 2006) 

การแสดงออก และการ
กระจายตัวของลักษณะ 

จํานวนยีนท่ีควบคุม  
และการขม 

(Bosland et al., 2006) 
1) สีมวงบริเวณขอ A สีมวง > สีเขียว ยีนเดน 1 ตําแหนง 
2) จํานวนดอกตอขอ Mf > 2 ดอกตอขอ > 1 ดอกตอขอ ยีนเดน 1 ตําแหนง 
3) ความเรียบของใบ Sm ใบเรียบ > ใบหยัก ยีนเดน 1 ตําแหนง 
4) ลักษณะช้ีขึ้นของกานชู  
     ดอก หรือผล 

up-2 โคงลง > ช้ีขึ้น ยีนดอย 1 ตําแหนง 

5) สีเขียวเขมของผลแกเต็มที่ Cl สีเขียวออน > สีเขียวเขม ยีนดอย 1 ตําแหนง 
6) สีเหลืองของอับเรณู Ya สีมวง > สีเหลือง ยีนดอย 1 ตําแหนง 
7) มุมระหวางดอกกับกาน 
    ชูดอก 

Af - na 

8) ความยาวของยอดเกสร 
    เพศเมีย 

StL - na 

 

na คือลักษณะที่ยังไมทราบการแสดงออกของยีน 
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การสราง DNA เคร่ืองหมาย 
 

1.  สกัด DNA พริก  
  

 สกัด genomic DNA ของพริก ‘บางชาง’ ‘PBC932’ ลูกผสม F1 และประชากร BC1F1P2 ดวย
วิธี CTAB ดัดแปลง (Mongkolporn et al., 2004) โดยสกดัจากยอดออนสดของพืช ใชเนื้อเยื่อพืชประมาณ 
200 mg บดใหละเอียดในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลว เม่ือบดใบละเอียดแลวเติม CTAB buffer (2% 
cetyltrimetyl ammonium bromide, 1 M Tris-base, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, pH 5.5) 1 ml ผสมใหเขากัน 
ดูดสารผสม CTAB ใสหลอด microcentifuge ใหมขนาด 1.5 ml แลว incubate ท่ี 55  ํC เปนเวลา 30 นาที 
นําไปปนใน microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 15 นาที จากน้ันดดูสารละลายสวนใสดานบน
ใสหลอด microcentifuge ใหม เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลายสวนใสท่ีดูดได เพื่อกําจัดสวนท่ีเปนโปรตีนออก นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 
นาที แลวดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด microcentifuge ใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol 
ปริมาตร 1 เทาของสารละลายสวนใสดานบนท่ีดูดได พลิกหลอด microcentifuge ไปมา (inversion) และ
นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาทีอีกคร้ัง จากนั้นดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด 
microcentifuge ใหม แลวเติม 100% ethanol ท่ีเย็นจดัปริมาตร 2 เทาของสารละลายท่ีดูดได เพื่อ
ตกตะกอน DNA พลิกหลอดไปมาจะเหน็สาย DNA ตกตะกอนลงมา แชท่ี -20  ํC ตออีก 30 นาที นําไป
ปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm 10 นาที เทสารละลายท้ังหมดท้ิงใหเหลือแตตะกอน DNA ท่ีกนหลอด ลาง
ตะกอน DNA ดวย 70% ethanol ปริมาตร 250 μl นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาที อีกคร้ัง 
แลวเท 70% ethanol ท้ิง รอให DNA แหง resuspend ตะกอน DNA ดวย TE buffer (10 mM Tris-HCL 
pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 50 μl สารละลาย DNA ท่ีไดนําไปเก็บไวท่ี -20  ํC 

 
 วัดความบริสุทธ์ิ และความเขมขนของ DNA โดยวิธี spectrophotometry วัดคาการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm (A260) และความยาวคล่ืน 280 nm (A280) โดยใชเคร่ือง uv/vis 
spectrophotometer รุน GeneQuant pro (Amersham Biosciences, UK) ความบริสุทธ์ิของ DNA ควรมีคา
อยูในชวง 1.8 – 2.0 (A260/A280)  (Sambrook and Russell, 2001) คํานวณความเขมขนของ DNA ไดดัง
สมการ 1  
 

   ความเขมขนของ DNA (μg/ml) = (A260) X 50 X dilution factor    ------- (1) 
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2.  การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 
 

เทคนิคท่ีเลือกใชในการสรางแผนท่ีโครโมโซมในคร้ังนี้มี 2 เทคนิค คือ sequenced tagged 
microsatellite site (STMS) ท่ีมีเปาหมายของการเพ่ิมปริมาณ DNA อยูท่ีตําแหนง microsatellite ของพริก 
และ expressed sequence tags (EST) ซ่ึงไดจากการศึกษาการแสดงออกของยีน ดวยเทคนิค microarray 
ในพริก ‘PBC932’ ภายหลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici 158ci เปนเวลา 48 ช่ัวโมง (อรรัตน  มงคลพร, 
ขอมูลไมไดตพีิมพ)  

 
2.1  STMS 

 
 STMS ท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ ไดจาก microsatellite 139 ตําแหนง โดยท่ี 76 ตําแหนง มา

จาก GeneBank (Lee et al., 2004) และอีก 63 ตําแหนง มาจากการเขารวม International Consortium of 
Pepper Microsatellite (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตพีิมพ) ปฏิกิริยา PCR แตละปฏิกิริยาประกอบดวย 
DNA ตนแบบปริมาณ 50 ng, 0.2 μM ของแตละ primer, 0.45 unit ของ DNA polymerase, 0.24 mM 
dNTPs, 2.5 mM ของ MgCl2 และ 10 mM ของ buffer โดยท่ีปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 15 μl ทําปฏิกิริยา 
PCR ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัต ิ (Whatman Biometra, Germany หรือ Corbett Research, 

Australia) โดยกําหนดอุณหภูมิ และรอบของการทําปฏิกิริยา ดังนี ้predenature ท่ี 94°C  เปนเวลา 3 นาที 

DNA denaturation ท่ี 94°C เปนเวลา 30 วินาที annealing 55-65°C เปนเวลา 30 วนิาที extension 72°C 

เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ final extension 72°C เปนเวลา 7 นาที หลักจากเสร็จปฏิกิริยา PCR 
นํา PCR products ไปตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดวย 1.5% (w/v) agarose gel electrophoresis หาก
เกิดปฏิกิริยา PCR สมบูรณ จึงนํา PCR products ท่ีเหลือไปแยกความแตกตางของ DNA ดวย 4.5% (w/v) 
Polyacrylamide gel electrophoresis 

 
2.2  EST 

 
 EST ไดจากการศึกษาการแสดงออกของยีนในพริกสายพันธุ ‘PBC932’ ภายหลังจาก

ปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค microarray โดยใช Arabidopsis DNA 
chip (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตีพิมพ) จากนัน้ไดพัฒนา EST ท่ีได ใหเปน DNA เคร่ืองหมายชนิด 
sequence-characterized amplified region (SCAR)  7 ตําแหนง และ cleaved amplified polymorphic 
sequence (CAPS)  3 ตําแหนง โดยชัชมาศ  กาญจนอุดมการณ, (ขอมูลไมไดตีพิมพ) สวน SCAR อีก 1 
ตําแหนง ชัชมาศ  กาญจนอุดมการณ, (ขอมูลไมไดตพีิมพ) ไดออกแบบไพรเมอรจากยีนท่ีสังเคราะห
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โปรตีน pathogenesis-related protein 10 mRNA เพื่อยบัยั้งการเขาทําลายของเช้ือในพริก C. annuum ใน
ฐานขอมูล NCBI (national center for biotechnology information)  

 
2.2.1  SCAR 

 
 SCAR จํานวนท้ังหมด 8 คูไพรเมอร ทําปฏิกิริยา PCR แตละปฏิกิริยา

ประกอบดวย DNA ตนแบบปริมาณ 50 ng, 0.2 μM ของไพรเมอร, 0.45 unit ของ DNA polymerase, 0.24 
mM dNTPs, 2.5 mM ของ MgCl2 และ 10 mM ของ buffer โดยท่ีปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 15 μl ทํา
ปฏิกิริยา PCR ในเคร่ืองควบคุมอุณหภมิูอัตโนมัติ (Whatman Biometra, Germany หรือ Corbett 

Research, Australia) โดยกําหนดอณุหภูมิ และรอบของการทําปฏิกิริยา ดังนี ้DNA denaturation ท่ี 94°C 

เปนเวลา 1 นาที annealing 55-65°C เปนเวลา 1 นาที extension 72°C เปนเวลา 2 นาที จํานวน 35 รอบ 

และ final extension 72°C เปนเวลา 5 นาที หลักจากเสร็จปฏิกิริยา PCR นํา PCR products ไปตรวจสอบ
การเกิดปฏิกิริยาดวย 1.5% (w/v)  agarose gel electrophoresis 
 

 2.2.2  CAPS 
 

CAPS จํานวน 3 คูไพรเมอร ใชปฏิกิริยา PCR เชนเดียวกบั SCAR หลักจากเสร็จ
ปฏิกิริยา PCR นํา PCR products ไปตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดวย 1% (w/v) agarose gel 
electrophoresis หากเกิดปฏิกิริยา PCR สมบูรณ จึงนํา PCR products อีก 10 μl ท่ีเหลือตัดดวย enzyme 
Tru1I (เปน isoshizomer กับ MseI) (Fermentas, Canada) ท่ีมีตําแหนงจดจําลําดับเบส 4 เบส คือ T/TAA 

ความเขมขน 0.5 unit/μl, 1x buffer R+ (Fermentas, Canada) จากนั้น incubate ท่ี 65°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
แลวจึงตรวจสอบ PCR products หลังจากการตัดดวย enzyme อีกคร้ังหนึ่งดวย 1.5% (w/v) agarose gel 
electrophoresis 

 
3.  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA 

 
3.1  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

 
เจือจาง PCR products ดวย gel-loading buffer (0.25% (w/v) Bromophenol blue, 0.25% 

(w/v) Xylene cyanol FF, 30% (v/v) Glycerol) ปริมาตร 6 เทา จากนั้นแยกความแตกตางของ DNA ดวย 
1.5% (w/v) agarose gel electrophoresis (BIORAD, USA) ใน 1x Tris-acetate (TAE buffer) (90 mM 
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Tris-borate, 0.2mM EDTA, pH 8.0) หลังจากแยกขนาด DNA ดวยกระแสไฟฟาท่ี 100 volt แลวยอม 
DNA ดวย 1 μg/ml ethidium bromide และถายรูปแถบ DNA โดยใช gel documentation system รุน 
TCX-20 (Vilber Lourmat, France) 

 
3.2  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA ดวยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis  

 
เจือจาง PCR products ดวย formamide-loading buffer (80% (w/v) Deionised 

formamide, 10 mM EDTA, 10% (w/v) Xylene cyanol FF, 10% (w/v) Bromophenol blue) ปริมาตร 1 
เทา และแยกความแตกตางของ DNA ดวย 4.5% acrylamide gel (40% acrylamide 19:1, urea, 5x TBE 
buffer) ใน 1x TBE buffer (90 mM Tris-borate, 0.2mM EDTA, pH 8.0) หลังจากแยกขนาดของ DNA 
ยอม DNA ดวย silver nitrate (0.1% silver nitrate (w/v); 0.15% formaldehyde) เปนเวลา 30 นาที แลว 
develop สีดวย developer (3% sodium carbonate anhydrous (w/v); 0.2% sodium thiosulfate; 0.15% 
formaldehyde)  
 
การสรางแผนที่กลุมลิงคเกจ (linkage map) 

 
1.  การแปลงขอมูล (marker scoring) 

   
แปลงขอมูล DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานเปนระบบ A, B, H ดังนี้ DNA 

เคร่ืองหมายชนิด STMS และ CAPS กําหนดให A = จีโนไทป ‘PBC932’ (มีแถบ DNA ปรากฏใน 
‘PBC932’) B = จีโนไทป ‘บางชาง’ (มีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’) และ H = heterozygous (มีแถบ 
DNA ปรากฏทั้งใน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’)  

 
  DNA เคร่ืองหมาย SCAR กําหนดให A = จีโนไทป ‘PBC932’ (ไมมีแถบ DNA ปรากฏใน 

‘PBC932’) B = จีโนไทป ‘บางชาง’ (ไมมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’) และ H = heterozygous (มี
แถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ หรือ ‘บางชาง’)  

 
ลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนส และลักษณะทางสัณฐานวทิยา กําหนดให A = จี

โนไทป ‘PBC932’ (มีลักษณะปรากฏเหมือน ‘PBC932’) B = จโีนไทป ‘บางชาง’ (มีลักษณะปรากฏ
เหมือน ‘บางชาง’) และ H = heterozygous (มีลักษณะปรากฏเหมือน ‘บางชาง’) 
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2.  การสรางแผนท่ี 
 

 การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ (linkage map) โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
MAPMAKER/EXP version3 (Lander et al., 1987) ใช mapping function ของ Kosambi กําหนดคา LOD 
เทากับ 4.0 และเปอรเซ็นต recombination เทากับ 40  

 
3.  การวิเคราะห QTL 

 
วิเคราะหหาตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานวิทยา ท่ีเกีย่วของกับ

ลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) ของลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสของ
พริกท่ีระยะผลเขียว โดยใช single point analysis ระหวาง DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา กับคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนการเกิดโรค และใชวิธี interval mapping เพื่อหาความสัมพนัธของ
ตําแหนงท่ีจัดวางอยูบนกลุมลิงคเกจกับคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนการเกิดโรคแบบกลุม โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร MapQTL® version 4.0 (Van Ooijen et al., 2002)  
 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
length polymorphisms (AFLP) 

 
การสรางพริกประชากร BC1F2P1 
 

นําลูกผสม F1 (C. annuum ‘บางชาง’ x C. chinense ‘PBC932’) ผสมกลับไปยัง ‘บางชาง’ ซ่ึงเปน
พันธุออนแอ เพื่อสรางประชากร BC1F1P1 จากนัน้ทําการผสมตัวเองของพริก BC1F1P1 จํานวน 15 ตน 
เพื่อใหไดพริกประชากร BC1F2P1 จํานวน 15 สายพันธุ ปลูกประชากรพริกท้ัง 15 สายพันธุ (40 ตน/ สาย
พันธุ) ท่ีแปลงทดลองของศูนยวจิัยและพฒันาพืชผักเขตรอน ในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2549 และเก็บผล
พริกมาทดสอบระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนส ในชวงเดือน มกราคม -กุมภาพันธ พ.ศ. 2550 

 
การผสมตัวเอง (self pollination) ของพริก สามารถทําไดทุกชวงเวลา โดยการนาํสําลีคลุมดอก

ในระยะกอนดอกบาน 1 วัน เพื่อปองกนัการปนเปอนจากละอองเกสรของพริกพันธุอ่ืน จากนั้นติดปาย 
(tag) ท่ีใหรายละเอียดของการผสม และวนัท่ีผสม 
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เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) 
 

การคัดเลือกตนพริกเพื่อนําไปใชในการสราง DNA bulk โดย bulk R คัดเลือกตนตานทาน (คาด
วามีจีโนไทป co1co1) 10 ตน จากประชากร BC1F1P2 ซ่ึงเปนประชากรเดียวกับท่ีใชสรางแผนท่ี และ 
bulk S คัดเลือกตนออนแอ (คาดวามีจีโนไทป Co1Co1) 10 ตน จากประชากร BC1F2P1 จํานวน 15 สาย
พันธุ โดยใชสายพันธุท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด (ภาพท่ี 6) 

 
การสราง DNA bulk โดยสกัด DNA จากตนท่ีคัดเลือกได แลวรวม DNA จากตนท่ีมีฟโนไทป

เดียวกัน เขาดวยกัน ใช DNA ปริมาณเทากันจากแตละตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
           
           
 
 
 

 
ภาพท่ี 6  การสรางประชากร BC1F1P2 และ BC1F2P1 จากพริก ‘บางชาง’ กับ ‘PBC932’ เพื่อใชสราง  

DNA bulk R และ bulk S 
 
 

 ‘บางชาง’ (P1) 
Co1 

‘PBC932’ (P2) 
co1 

x 

F1 (Co1co1) 

BC1F1P2 
(Co1co1: co1co1) 

x P2 

BC1F1P1 
(Co1Co1: Co1co1) 

x P1 

x 

1  2  3  4  5  6  7  8  9 10  11  12  13  14  15 

40 ตน/ สายพันธุ 

BC1F2P1 
(Co1Co1) (Co1Co1: Co1co1: co1co1) 

สราง bulk R จากตนตานทานที่คาดวามี
จีโนไทป co1co1 

สราง bulk S จากสายพันธุที่แสดงลักษณะ
ออนแอทั้งหมด คาดวามีจีโนไทป Co1Co1 
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การแยกความแตกตางระหวาง DNA bulk โดยใชเทคนิค AFLP  
 

นํา DNA ของพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ ซ่ึงเปนพริกพันธุแม และพอกับ DNA ของ bulk R 
และ bulk S มาแยกความแตกตางของ DNA โดยใชเทคนิค AFLP ตามวิธีของ Vos et al. (1995) ซ่ึงใชคู
ไพรเมอรท้ังหมดจํานวน 51 คูไพรเมอร เทคนิค AFLP มี 3 ข้ันตอน คือ digestion, ligation และ การเพิ่ม
ปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 
 

1.  Digestion  
 

 นํา genomic DNA ปริมาณ 500 ng มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI 
(Fermentas, Canada) ซ่ึงมีตําแหนงในการจดจําลําดบัเบส 6 เบสคือ G/AATTC และ Tru1I (เปน 
isoshizomer กบั MseI) (Fermentas, Canada) ท่ีมีตําแหนงจดจําลําดบัเบส 4 เบส คือ T/TAA ความเขมขน

อยางละ 5 unit, 4X buffer A (BM) (Roche, Germany) โดยท่ีปริมาตรรวม 40 μl บมไวท่ีอุณหภูมิ 37°C 
นาน 1 ช่ัวโมง 

 
2.  Ligation  

 
เช่ือมตอช้ินสวนของ DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกับ adapter ท่ีปลายแตละขางดวย 

EcoRI adapter และ MseI adapter เพื่อปองกันการเขาจบักันเองของช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม
ชนิดเดยีวกัน โดย adapter มีลําดับเบส ดังนี้ 

 
EcoRI-adapter 

5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′ 
           3′-CATCTGACGCATGGTTAA-5′ 

MseI-adapter 

5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ 
    3′-TACTCAGGACTCAT-5′ 
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  Ligation ใน 1 ปฏิกิริยาประกอบดวย 1X buffer A (BM) (Roche, Germany), EcoRI adapter 
5 pmol, MseI adapter 50 pmol, 1mM dATP และ 1 unit T4 DNA ligase (Promega, USA)  รวมปริมาตร

ท้ังหมด 10 μl เติมลงในสารละลายหลังข้ันตอน digestion บมไวท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 3 ช่ัวโมง หลังจาก 
ligation เจือจางช้ินสวน DNA ท่ีได ดวยน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ือ 5 เทา เพื่อนําไปทํา PCR ตอไป 
 

3.  PCR  
 

preselective amplification (PCRI) ใชคูไพรเมอรท่ีมีบริเวณ selective extension 1 เบส ตอเขา
กับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัด ซ่ึงใน PCR I มีองคประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ DNA ท่ีไดจากข้ันตอนการ 
ligation ปริมาตร 5 μl, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, Taq DNA polymerase 1 unit 
(Invitrogen, Brazil), 0.2 μM ER และ MS ไพรเมอร ในปริมาตรท้ังหมด 50 μl โดยใชโปรแกรมควบคุม

อุณหภูมิดังนี ้DNA denaturation ท่ี 94°C เปนเวลา 30 วนิาที annealing 56°C เปนเวลา 1 นาที extension 

72°C เปนเวลา 1 นาที จํานวน 20 รอบ และ final extension 72°C เปนเวลา 5 นาที  
 

selective extension (PCRII) ใชคูไพรเมอรท่ีมีบริเวณ selective extension 3 เบส ซ่ึง
ประกอบดวย DNA จาก PCRI ปริมาตร 2 μl, 1X PCR buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP, Taq DNA 
polymerase 0.4 unit (Invitrogen, Brazil), 0.25 μM ER และ MS ไพรเมอร ในปริมาตรท้ังหมด 20 μl โดย

ใชโปรแกรมควบคุมอุณหภมิูดังนี้ DNA denaturation 94°C เปนเวลา 30 วนิาที, 65-57°C เปนเวลา 30 

วินาที (touch down step) และ 72°C เปนเวลา 1 นาที จํานวน 9 รอบ เพื่อลดอุณหภูมิในข้ันตอน 

annealing โดย touch down step คร้ังละ 1°C จาก 65°C -57°C ตามดวย DNA denaturation 94°C เปน

เวลา 30 วินาที, annealing 56°C เปนเวลา 30 วินาที และ 72°C เปนเวลา 1 นาที จํานวน 30 รอบ หลังจาก
ทําปฏิกิริยา PCR เสร็จ ตรวจสอบ PCR products ท่ีไดโดยใช 6%  polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE)  

 
AFLP ไพรเมอรท่ีใชในการทํา PCR ประกอบดวย 3 สวน คือบริเวณ core sequence (CORE) 

บริเวณท่ีเขาจบักับสวนท่ีถูกตัดดวย enzyme ตัดจําเพาะ (ENZ) และบริเวณ selective extension (EXT) ท่ี
มีลําดับเบส 1 เบส (PCRI) และ 3 เบส (PCRII) จากสวน ENZ ดังนี ้
 
                           CORE                                  ENZ                       EXT 

EcoRI    5′-GACTGCGTACC       AATTC       NNN-3′ 
MseI      5′-GATGAGTCCTGAG       TAA       NNN-3′ 
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การทดสอบ DNA เคร่ืองหมายท่ีไดจาก BSA  
 

นําเคร่ืองหมาย AFLP ท่ีแสดงความแตกตางระหวาง bulk ท้ัง 2 ได มาทดสอบกับ DNA ของ
สมาชิกภายในแตละกลุม bulk เพื่อทดสอบความสัมพันธของเคร่ืองหมาย AFLP ท่ีพบกับลักษณะ
ตานทาน และลักษณะออนแอ โดยคํานวณจากความถูกตองของการปรากฏ หรือไมปรากฏของแถบ
เคร่ืองหมายในกลุมตนตานทาน และออนแอ ถาความถูกตองมากกวา 80% จึงนํา DNA เคร่ืองหมายนั้น
ไปวิเคราะหความสัมพันธ (linkage analysis) กับลักษณะตานทาน และลักษณะออนแอ ในพริกประชากร 
F2 ตอไป  

 
การสราง DNA เคร่ืองหมาย SCAR จากเคร่ืองหมาย AFLP 
 

เคร่ืองหมาย AFLP ท่ีมีความถูกตองมากกวา 80% ไดรับการพัฒนาเปน SCAR กอนนําไป
ทดสอบกับประชากร F2  

 
1.  การแยกแถบเคร่ืองหมาย AFLP จาก polyacrylamide gel 

  
แยกแถบ DNA AFLP จาก 6% แผนเจล polyacrylamide gel จากวิธีของ Hong et al. (2006) 

โดยใชน้ําเปลาท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว แตมบริเวณแถบ DNA ท่ีตองการ เพื่อชวยให polyacrylamide gel ออนนุม 
และสามารถตัดช้ินเจลท่ีมีแถบ DNA ท่ีตองการออกมาไดงาย นําช้ินเจลใสในหลอด microcentifuge 
ขนาด 1.5 ml เติม TE buffer (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 10 μl ใชปลาย 
pipette tip บดเจลใหละเอียดเพ่ือให DNA ละลายอยูใน TE buffer นําไปตมในน้ําเดอืด 1 นาที เพือ่ชวยให 
DNA แยกออกมาจากเจลไดดีข้ึน นําไปปนตกตะกอนของเศษเจลที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาที 
แลวดูดสารละลายใสหลอด microcentifuge ใหมขนาด 1.5 ml นํา DNA ท่ีตัดแยกออกมาไดไปเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR ตอไป 

 
เพิ่มปริมาณ DNA ท่ีแยกออกมาได ดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร และโปรแกรม PCR 

เชนเดยีวกับการทําปฏิกิริยา PCRII ของเทคนิค AFLP หลังจากทําปฏิกิริยา PCR ตกตะกอน DNA โดย
เติม 100% ethanol ท่ีเย็นจดัปริมาตร 2 เทาของปริมาตร PCR ท้ังหมด นําไปแชท่ี -20  ํC อีก 30 นาที ปน
ตกตะกอน DNA ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 10 นาที เทสารละลายท้ังหมดท้ิงใหเหลือแตตะกอนชิ้นสวน 
DNA ลางตะกอนช้ินสวน DNA ดวย 70% ethanol ปริมาตร 250 μl นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 
10 นาที แลวเท 70% ethanol ท้ิง รอให DNA แหง ละลายตะกอน DNA ดวย TE buffer ปริมาตร 5 μl 
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ตรวจสอบความเขมขนของ DNA ท่ีไดโดยดวย 1% (w/v) agarose gel electrophoresis และเก็บ
สารละลาย DNA ท่ีไดไวท่ี -20  ํC เพื่อนําไปใชในการเพิม่ปริมาณช้ินสวน DNA ดวย E. coli ตอไป 

 
2.  การเพิ่มปริมาณ DNA ใน E. coli 

 
การเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีไดจากเคร่ืองหมาย AFLP ดวย E. coli โดยเช่ือมตอช้ินสวน DNA ท่ี

ตัดแยกมาไดเขากับพลาสมิด pGEM®-T easy (Promega, USA) โดยเติม DNA 3 μl, 1X T4 DNA ligase 
buffer, 50 ng pGEM®-T easy vector และ 3 unit T4 ligase รวมปริมาตรท้ังหมด 10 μl บมไวท่ีอุณหภูมิ 

5-6°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้น transform พลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α ดวยวิธี heat-
shock หลังการ transform เติมอาหารเหลว SOB (tryptone 2%, yest extract 0.5% และ NaCl 0.05% w/v) 

ท่ีไมเติม amplicillin ปริมาตร 990 μl นําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนา
ท่ี เปนเวลา 90 นาที นําเซลลท่ีเล้ียงไดปริมาตร 300 μl spread ลงบนอาหารแข็ง LB (tryptone 1%, yest 
extract 1% NaCl 0.5% และ agar 1.5% w/v) ท่ีเติม amplicillin ความเขมขน 100 μg/ml นําไปเพาะเล้ียง

ตอท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 16-24 ช่ัวโมง สุมคัดเลือก single colony มาตรวจสอบวามี
ช้ินสวน DNA ท่ีตองการดวยเทคนิค PCR นําโคลนท่ีมีช้ิน DNA ท่ีตองการไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 

LB ท่ีเติม amplicillin ท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 12 ช่ัวโมง ในท่ีมืด จากนั้น
สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Canada)  

 
การตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ินสวนของ DNA ท่ีตองการดวย PCR ใชคูไพรเมอร AFLP คูเดิมท่ี

สราง DNA เคร่ืองหมาย AFLP นั้น และตรวจสอบ PCR products ดวย 1% (w/v) agarose gel 
electrophoresis 
 

3.  การวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 

นําพลาสมิดท่ีสกัดไดไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ิน DNA insert ท่ี Bioservice 
Unit (BSU) อาคารสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ถนนพระราม 6 ทุง
พญาไท ราชเทวี กรุงเทพฯ  
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4.  การออกแบบ SCAR ไพรเมอร 
 

จากลําดับนวิคลีโอไทดท่ีได ซ่ึงเปน DNA เคร่ืองหมาย AFLP ทําการวิเคราะหเพื่อออกแบบคู
ไพรเมอร โดยใชโปรแกรม Primer3 (Rozen et al., 2000) คูไพรเมอรใหมท่ีไดจะมีความจําเพาะเจาะจง
กับตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมาย AFLP ท่ีตองการเทานั้น DNA เคร่ืองหมายใหมท่ีไดนี้เรียกวา SCAR 

 
5.  การทดสอบเคร่ืองหมาย SCAR กับ DNA ในสมาชิก bulk 

 
นําเคร่ืองหมาย SCAR ท่ีได ตรวจสอบความถูกตองของการปรากฏแถบ DNA สอดคลองกับ 

AFLP ท่ีสกัดมา ในพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ และสมาชิก bulk R และ bulk S  
  

6.  การวิเคราะหความสัมพันธระหวางเคร่ืองหมาย SCAR กับลักษณะตานทานตอโรคแอน
แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 

 
นําเคร่ืองหมาย SCAR ทดสอบในประชากรพริก F2 จาํนวน 96 ตน ซ่ึงเปนประชากรท่ีมีการ

กระจายตัว สําหรับการวิเคราะหความสัมพันธ (linkage) (ประชากรนี้สรางโดย นายนพพล ขําเพ็ง 
ภาควิชาพืชสวน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม) จากการคํานวณ 
recombination frequency ท่ีเกิดข้ึนในประชากร 
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ผลและวิจารณ 

ผล 
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ียีนเพื่อหาตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 
 

 ผลการประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส ดวยการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 
158ci บนผลพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และประชากร BC1F1P2 พบวาภายหลังการปลูกเช้ือ
เปนเวลา 7 วนั พริก ‘PBC932’ ไมพบอาการโรคแอนแทรคโนส (สัดสวนโรคเทากับ 0%) ซ่ึงจัดอยูใน
ระดับตานทาน (R) ท้ัง 10 ตน พริก ‘บางชาง’ พบอาการโรคแอนแทรคโนส บริเวณที่ไดรับการปลูกเช้ือ 
ผลพริกมีอาการยุบตัวลง แผลมีสีดําจากเสนใยของเช้ือราที่เจริญบนผล มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรคมากกวา 
15% ท้ัง 10 ตน ซ่ึงจัดอยูในระดับออนแอ (S) สวนลูกผสม F1 จํานวน 31 ตน พบวาลูกผสม F1 แตละตนมี
ระดับการเกิดโรคท่ีแตกตางกัน คือมีคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรค อยูในชวงต้ังแต 5-45% ซ่ึงเปน
ลักษณะออนแอท้ังหมด (ตารางท่ี 4)  

 
 การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสของพริกประชากร BC1F1P2 จากจํานวน

ท้ังหมด 140 ตน พบวาแตละตนมีระดับการเกดิโรคแตกตางกนั มีคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรคอยู
ในชวงต้ังแต 0-100% ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับระดับการเกิดโรคของ ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ สามารถ
แบงลักษณะการเกิดโรคไดเปน 2 กลุม คือกลุมท่ีมีลักษณะตานทาน มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรคเทากับ 0% 
จํานวน 74 ตน และกลุมท่ีมีลักษณะออนแอ มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรค >1% จํานวน 66 ตน โดยท่ีระดับ
การเกิดโรคมีลักษณะเบี่ยงเบนมากกวาพริก ‘บางชาง’ (ตารางท่ี 4) 

 
 การท่ี F1 แสดงลักษณะออนแอท้ังหมดนั้น แสดงวาความตานทานโรคแอนแทรคโนสถูก

ควบคุมดวยยนีดอย และจากขอมูลลักษณะการเกดิโรคแอนแทรคโนสในพริกประชากร BC1F1P2 พบวามี
ลักษณะตานทาน จํานวน  74 ตน ตอลักษณะออนแอ จํานวน 66 ตน เม่ือนํามาคํานวณคา Chi-square 

ภายใตสมมุติฐานลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสถูกควบคุมดวยยีนดอยหนึ่งตําแหนงตามท่ี 
Pakdeevaraporn et al. (2005) ไดรายงานไว คือมีสัดสวนของลักษณะตานทานตอลักษณะออนแอ เทากับ 
1:1 พบวาคา Chi-square ท่ีคํานวณไดยอมรับสมมุติฐาน คือ มีคาเทากับ 0.457 และคา Probability เทากับ 
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0.499 (ตารางท่ี 4) ซ่ึงเปนการยืนยันวายนีท่ีควบคุมลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนส ในพริก
ระยะผลเขียว ถูกควบคุมดวยยีนดอย 1 ตําแหนง (co1) 

 
ตารางท่ี 4  ความถ่ีของเปอรเซ็นตสัดสวนโรค หลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci เปนเวลา 7  

วัน ของพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และลูกผสมกลับ BC1F1P2  
 

% สัดสวนโรค ประชากร 

0 >1 - 2 >2 - 5 >5 – 15 >15 – 25 >25 

ความถี่ของ
คาสังเกต  

(R: S) 

อัตรา 
สวนท่ี
คาดหวัง 

χ2 Prob. 

‘PBC932’ 
‘บางชาง’ 

F1 
BC1F1P2 

10 
0 
0 
74 

0 
0 
0 
3 

0 
0 
0 
5 

0 
0 
1 
2 

0 
10 
9 
13 

0 
0 
21 
43 

 
 
 

74: 66 

 
 
 

1:1 

 
 
 

0.457 

 
 

 
0.499 

 
2.  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาท้ังหมด 8 ลักษณะ (ภาพท่ี 7) ในประชากรพริก BC1F1P2 

จํานวน 140 ตน การกระจายตัวของลักษณะท้ัง 8 (ตารางท่ี 5) มีดังนี ้
 
 ลักษณะท่ีถูกความคุมดวยยนีเดน 1 ตําแหนง ในประชากร BC1F1P2 คาดวาควรมีการกระจาย

ตัวในอัตราสวน 1:0 ไดแก สีมวงบริเวณขอ (A) จํานวนดอกตอขอ (Mf) และความเรียบของใบ (Sm) ซ่ึง
พบวาลักษณะจํานวนดอกตอขอมีการกระจายตัวของลักษณะในอัตราสวนเปนไปตามท่ีคาดหวัง แต
ลักษณะสีมวงบริเวณขอ และลักษณะความเรียบของใบพบวามีอัตราสวนไมเปนไปตามท่ีคาดหวัง มีการ
กระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 

 
 ลักษณะท่ีถูกควบคุมดวยยนีดอย 1 ตําแหนง ในประชากร BC1F1P2 คาดวาควรมีการกระจาย

ตัวในอัตราสวน 1:1 ไดแก ลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก หรือผล (up-2) สีผลแกเต็มท่ี (cl) และสีอับเรณู 
(ya) ซ่ึงพบวาท้ัง 3 ลักษณะมีการกระจายตัวในอัตราสวน 1:1 เปนไปตามท่ีคาดหวัง 

 
 
 



 
 
 
           

 

38 

 สําหรับลักษณะท่ีไมทราบการแสดงออกของยีน ในประชากร BC1F1P2 ไดแก ลักษณะมุม
ระหวางดอกกบักานชูดอก (Af) พบวาการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล สวนลักษณะความยาว
ของยอดเกสรเพศเมีย (StL) พบวามีการกระจายตัวของตนท่ีมียอดเกสรเพศเมียยาวกวาอับเรณู ตอตนท่ีมี
ยอดเกสรเพศเมียส้ันกวาอับเรณู มีอัตราสวนเทากับ 1:1  

 
ตารางท่ี 5  การกระจายตัวของลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะ ในประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
 

ยีน จํานวนตน
ท้ังหมด 

ลักษณะท่ี 
แตกตาง (P1/P2) 

จํานวนตน 
ท่ีพบ 

อัตราสวน 
ท่ีคาดหวัง 

χ2 Prob. 

A* 140 มวง (P1) 117 1:0 n/a n/a 
  เขียว (P2) 23    

Mf 140 1 ดอก (P1) 0 0:1 n/a n/a 
  >2 ดอก (P2) 140    

Sm* 134 เรียบ (P1) 29 1:0 n/a n/a 
  หยัก (P2) 105    

up-2 134 โคงลง (P1) 57 1:1 2.99 0.084 
  ต้ังขึ้น (P2) 77    

cl 131 เขียวเขม (P1) 56 1:1 2.76 0.097 
  เขียวออน (P2) 75    

ya 133 มวง (P1) 61 1:1 0.91 0.340 
  เหลือง (P2) 72    

Af* 135 >90° (P1) 50 - - - 
  90 (P2) 85    

StL 134 ยาว (P1) 69 1:1 0.12 0.730 
    สั้น (P2) 65       

 

P1  คือพริกพันธุ ‘บางชาง’ 
P2  คือพริกสายพันธุ ‘PBC932’ 
n/a  คือ not applicable 
*  คือมีการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 
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ภาพท่ี 7  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จํานวน 8 ลักษณะ ในประชากรพริก BC1F1P2 (P2 x F1) 

 a) สีมวงบริเวณขอ (A) 
 b) จํานวนดอกตอขอ (Mf) 
 c) มุมระหวางดอกกับกานชูดอก (Af) 
 d) ความเรียบของใบ (Sm) 
 e) สีผลแกเต็มท่ี (cl) 
 f) ลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก หรือผล (up-2) 
 g) สีอับเรณ ู(ya) 
 h) ความยาวของยอดเกสรเพศเมีย (StL) 

a 

c 

f 

b 

d e 

g h 
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3.  DNA เคร่ืองหมาย 
 

3.1  STMS  
 

จาก microsatellite ท้ังหมด 139 ตําแหนง พบวามี 65 คูไพรเมอร (47%) ท่ีสามารถแยก
ความแตกตางระหวางพริกสายพันธุ ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ ได สวนอีก 50 คูไพรเมอร (36%) ไม
สามารถแยกความแตกตางได และอีก 24 คูไพรเมอร (17%) ไมสามารถเพ่ิมปริมาณ DNA ได  

 
microsatellite เปน DNA เคร่ืองหมายแบบ co- dominant จากการทดสอบ 65 STMS 

(ตารางท่ี 6) ในประชากร BC1F1P2 จํานวน 140 ตน ซ่ึงอาจมีบางตนท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ DNA ได จึง
ทําใหแตละคูไพรเมอรท่ีใชมีจํานวนตนในการทดลองไมเทากัน จากการทดสอบพบแถบ DNA 2 แบบ 
ไดแก แถบ DNA เหมือน ‘PBC932’ และแถบ DNA เหมือน ‘บางชาง’ (ภาพท่ี 8) การกระจายตัวของแถบ 
DNA ท้ัง 2 แบบพบในอัตราสวน 1:1 จํานวน 35 ตําแหนง (54%) ไมสอดคลองกับอัตราสวน 1:1 จํานวน 
29 ตําแหนง (45%) และไมมีการกระจายตัวจํานวน 1 ตําแหนง (1%)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  การกระจายตัวของ sequenced tagged microsatellite site ท่ีตําแหนง PMC20 ในพริก ‘บาง 

ชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ molecular weight marker  

φX174 DNA/ Hinf I (Fermentas, Canada) 
 

M P1 P2 F1  BC1F1P2  

200bp 

140bp 

400bp 

PMC20 
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ตารางท่ี 6  การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequenced tagged microsatellite site จํานวน 65  
ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 

 
จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี

ทดสอบ H A 

Mendelian ratio χ2 Prob. 

G1 120 56 64 1 : 1 0.53  0.467 
G4 127 49 78 1 : 1 6.62 0.010* 
G5 118 57 61 1 : 1 0.14 0.712 
G6 137 50 87 1 : 1 9.99 0.002* 

G10 113 49 64 1 : 1 1.99 0.158 
G12 137 58 79 1 : 1 3.22 0.073 
G13 125 39 28 1 : 1 3.53 0.060 
G14 134 74 60 1 : 1 1.46 0.227 
G25 104 54 50 1 : 1 0.15 0.699 
G27 127 83 44 1 : 1 11.98 0.001* 
G28 130 73 57 1 : 1 1.97 0.160 
G30 133 85 48 1 : 1 10.29 0.001* 
G31 127 52 75 1 : 1 4.17 0.041* 
G33 132 72 60 1 : 1 1.09 0.296 
G34 140 65 75 1 : 1 0.71 0.399 
G35 131 60 71 1 : 1 0.92 0.337 
G37 137 70 67 1 : 1 0.07 0.791 
G39 140 68 72 1 : 1 0.11 0.740 
G40 128 74 54 1 : 1 3.13 0.077 
G41 132 76 56 1 : 1 3.03 0.082 
G42 132 41 91 1 : 1 18.94 0* 
G47 140 19 121 1 : 1 74.31 0* 
G48 134 44 90 1 : 1 15.79 0* 
G49 120 63 57 1 : 1 0.30 0.584 
G50 127 62 65 1 : 1 0.07 0.791 
G51 140 58 82 1 : 1 4.11 0.043* 
G54 129 56 73 1 : 1 2.24 0.134 
G55 106 38 68 1 : 1 8.49 0.004* 
G57 96 61 35 1 : 1 7.04 0.008* 
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ตารางท่ี 6  (ตอ) 
  

จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี
ทดสอบ H A 

Mendelian ratio χ2 Prob. 

G58 137 56 81 1 : 1 4.56 0.033* 
G60 100 54 46 1 : 1 0.64 0.424 
G61 117 40 77 1 : 1 11.70 0.001* 
G64 132 49 83 1 : 1 8.76 0.003* 
G65 140 36 104 1 : 1 33.03 0* 

PMC1 94 60 34 1 : 1 7.19 0.007* 
PMC3 140 61 79 1 : 1 2.31 0.129 
PMC6 135 49 86 1 : 1 10.14 0.001* 
PMC7 124 58 66 1 : 1 0.52 0.471 
PMC9 140 62 78 1 : 1 1.83 0.176 
PMC11 134 44 90 1 : 1 15.79 0* 
PMC13 134 74 60 1 : 1 1.46 0.227 
PMC17 100 52 48 1 : 1 0.16 0.689 
PMC18 126 51 75 1 : 1 4.57 0.033* 
PMC19 140 55 85 1 : 1 6.43 0.011* 
PMC20 135 68 67 1 : 1 0.01 0.920 
PMC21 140 68 73 1 : 1 0.19 0.663 
PMC22 127 82 45 1 : 1 10.78 0.001* 
PMC23 140 33 107 1 : 1 39.11 0* 
PMC24 140 70 70 1 : 1 0.00 1 
PMC25 132 52 80 1 : 1 5.94 0.015* 
PMC26 126 40 86 1 : 1 16.79 0* 
PMC29 131 68 63 1 : 1 0.19 0.663 
PMC32 126 51 75 1 : 1 4.57 0.033* 
PMC33 140 81 59 1 : 1 3.46 0.063 
PMC39 140 58 82 1 : 1 4.11 0.043* 
PMC45 138 74 64 1 : 1 0.72 0.396 
PMC46 133 58 75 1 : 1 2.17 0.141 
PMC49 138 0 138 1 : 1 n/a - 
PMC52 125 61 64 1 : 1 0.07 0.791 
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ตารางท่ี 6  (ตอ)  
 

จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี
ทดสอบ H A 

Mendelian ratio χ2 Prob. 

PMC54 131 60 71 1 : 1 0.92 0.337 
PMC55 139 136 3 1 : 1 127.26 0* 
PMC57 138 53 85 1 : 1 7.42 0.006* 
PMC58 139 66 73 1 : 1 0.35 0.554 
PMC63 138 69 69 1 : 1 0.00 1  

 
A  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ 
n/a  คือ not applicable 
*  คือมีความแตกตางทางสถิติ (ท่ีระดับความนาเช่ือม่ันนอยกวา 95%) 

 
3.2  EST 

 
 เคร่ืองหมาย SCAR จํานวน 8 ตําแหนง (ตารางท่ี 7) มีการปรากฏแถบ DNA แบบ 

dominant ท้ังหมด คือมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’ ดังนัน้เม่ือทดสอบในประชากร BC1F1P2 ควรมี
การกระจายตัวของแถบ DNA ท่ีปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ ตอไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
(ภาพท่ี 9) ในอัตราสวน 1:1 ท้ังหมด 8 ตําแหนง 

 
เคร่ืองหมาย CAPS จํานวน 3 ตําแหนง (ตารางท่ี 8) มีการปรากฏแถบ DNA แบบ co–

dominant และเม่ือทดสอบในประชากร BC1F1P2 เคร่ืองหมายมีการกระจายตัวของแถบ DNA ปรากฏ
เหมือน ‘PBC932’ ตอมีแถบ DNA ปรากฏเหมือนท้ังใน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ (ภาพท่ี 10) ใน
อัตราสวน 1:1 จํานวน 2 ตําแหนง สวนอีก 1 ตําแหนง มีการกระจายตัวในอัตราสวนไมเปน 1:1 (ภาพท่ี 
11)  
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ภาพท่ี 9  การกระจายตัวของ sequence-characterized amplified region (SCAR) ท่ีตําแหนง BOM18 ใน  

พริก ‘บางชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ molecular weight marker 
GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 10  การกระจายตัวของ cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) ท่ีตําแหนง POM14c  

 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) และประชากร BC1F1P2; M คือ molecular weight  
  marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M   P2   P1 BC1F1P2 

1000bp 

500bp 

100bp 

400bp 
POM14c 

M   P1   P2   F1 BC1F1P2 

1000bp 

500bp 

100bp BOM18 
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A  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ 
 
ภาพท่ี 11  การกระจายตัวของ CAPS BOM24c ท่ีไมเปนไปตามอัตราสวน 1:1 ของการปรากฏแถบ DNA  

 และไมปรากฏแถบ DNA ในประชากร BC1F1P2; P2 คือ ‘PBC932’ P1 คือ ‘บางชาง’; M คือ  
 molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 

 
ตารางท่ี 7  การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequence-characterized amplified region จํานวน 8  

ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
 

จํานวนตน SCAR จํานวนตนท่ี
ทดสอบ H A 

Mendelian ratio χ2 Prob. 

POM16 133 57 76 1 : 1 2.71 0.010 
BOM18 113 56 57 1 : 1 0.01 0.920 

POM18-2 110 55 55 1 : 1 0.00 1 
BOM25-1 124 62 62 1 : 1 0.00 1 
BOM25-2 140 70 70 1 : 1 0.00 1 

BOM4 140 69 71 1 : 1 0.03 0.862 
BOM32 114 57 57 1 : 1 0.00 1 
CA44 116 50 66 1 : 1 2.21 0.137 

 
A  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ 
 
 
 

M  P2  P1  F1  A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   A   H   A 
BC1F1P2 

1000bp 

500bp 

100bp 

BOM24c 
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ตารางท่ี 8  การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย cleaved amplified polymorphic sequence จํานวน 3  
ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 

 
จํานวนตน CAPS จํานวนตนท่ี

ทดสอบ H A 

Mendelian ratio χ2 Prob. 

POM9c 90 45 45 1 : 1 0.00 1 
BOM24c 133 14 119 1 : 1 82.89 0* 
POM14c 133 56 77 1 : 1 3.32 0.068 

 
A  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ 
*  คือมีความแตกตางทางสถิติ 

 
4.  การวิเคราะหแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 จํานวนเคร่ืองหมายท้ังหมดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ DNA เคร่ืองหมาย จํานวน 53 
ตําแหนง (ตารางท่ี 9) และลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว (co1) นําไปใชใน
การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 
ตารางท่ี 9  เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ  

DNA เคร่ืองหมาย 
 

ชนิดของเคร่ืองหมาย จํานวน เคร่ืองหมายท้ังหมด เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชสรางแผนท่ี 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

STMS 
SCAR 
CAPS 

8 
139 

8 
3 

8  
35 
8 
2 

รวม 158 53 
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เม่ือนําเคร่ืองหมาย ท้ังหมด 53 ตําแหนง มาวิเคราะหการสรางกลุมลิงคเกจโดยใชโปรแกรม 
MAPMAKER version3 (Lander et al., 1987) ใช mapping function ของ Kosambi กําหนดคา LOD มีคา
เทากับ 4 และ recombination เทากับ 40% สามารถสรางกลุมลิงคเกจได 11 กลุม (ภาพท่ี 12) ซ่ึง
ครอบคลุมระยะทาง 770.8 cM และมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจไดจํานวน 15 
ตําแหนง ดังนี ้PMC7 PMC21 PMC33 G1 G5 G10 G25 G50 G60 POM16 BOM25-1 BOM25-2 CA44 
StL และ A 
 

จากการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเพ่ือวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก
ระยะผลเขียว และคนหาตําแหนงของเคร่ืองหมาย ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว พบวาจากการสรางแผนท่ีสามารถวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว (co1) ได อยูในกลุมลิงคเกจที่ 1 โดยมีเคร่ืองหมายชนิด STMS ท่ีตําแหนง 
PMC3 ซ่ึงเปนตําแหนงของ Microsatellite DNA อยูหางจากตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนส
ในพริกระยะผลเขียว 36.9 cM  
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PMC30.0

Co136.9

1

PMC90.0

G4951.3

BOM1879.8

POM18-292.1
PMC13101.1

PMC17125.5

POM9c167.2

2

G130.0

PMC2021.0

G4145.8

3

PMC450.0

G3556.3

G4095.7

G28110.3

PMC52128.9

G33158.2

PMC24177.8

4

G140.0

G3420.2

PMC2952.2

5

POM14c0.0

BOM420.4

G5452.5

PMC4667.6

PMC5880.3

PMC63111.9

6

PMC540.0

G1233.0

7

G370.0

G3932.0

8

BOM320.0

ya25.9

cl55.3

9

up-20.0

AF35.1

10

Sm0.0

Mf23.6

11

ภาพท่ี 12  แผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก ท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวทิยา และ DNA เคร่ืองหมาย  
    เพื่อหาความสัมพันธกับตําแหนงยีนท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสใน 
    พริกระยะผลเขียว (co1) 
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5.  การวิเคราะห QTL 
 

ไดวิเคราะห QTL 2 แบบ คือ 1) single point analysis 2) interval mapping เพื่อหาตําแหนง
ของเคร่ืองหมาย ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 
โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร MapQTL® ในประชากรพริก BC1F1P2 กบั DNA เคร่ืองหมายชนดิ STMS 
SCAR CAPS และ ลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมท้ังหมด 74 ตําแหนง ผลการวิเคราะห single point 
analysis พบวามี DNA เคร่ืองหมายจํานวน 11 ตําแหนง กับ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ท่ีมี
ความสัมพันธกับลักษณะตานทาน โดยท่ี 6 ตําแหนง ไดแก STMS PMC19 G6 G28 G31 SCAR POM18-
2 และ CRAPS BOM24c มีความสัมพันธท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % อีก 5 ตําแหนง STMS PMC3 
PMC13 PMC17 PMC20 G41 และลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย มีความสัมพันธท่ีระดับความ
เช่ือม่ันมากกวา 99% (ตารางที่ 10) 

 
ใน 12 ตําแหนงของเคร่ืองหมายท่ีพบวามีความสัมพันธเชิงปริมาณกับลักษณะตานทาน พบวา 

7 ตําแหนง อยูในกลุมลิงคเกจท่ี 1 2 3 และ 4 ท่ีเหลืออีก 5 ตําแหนง ยังไมสามารถจัดกลุมได (ตารางท่ี 10) 
 
สําหรับการวิเคราะห interval mapping พบวา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกบัลักษณะ

ตานทานมากท่ีสุด ไดแก STMS PMC3 ซ่ึงอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 1 มีระดับความนาเช่ือมันท่ีคา LOD 
เทากับ 4.09 (ภาพท่ี 13) สวนเคร่ืองหมายท่ีวางอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 2 3 และ 4 จัดวายังมีความสัมพันธกับ
ลักษณะตานทานท่ีระดับความนาเช่ือม่ันนอย ดังนี ้STMS PMC13 PMC17 และ SCAR POM18-2 ซ่ึงวาง
อยูในกลุมลิงคเกจท่ี 2 เปนบริเวณท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD เทากับ 0.53 1.33 และ 
0.48 ตามลําดับ เคร่ืองหมาย STMS PMC20 และ G41 ท่ีวางอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 3 พบวาเปนมี
ความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD เทากับ 1.07 และ 0.88 ตามลําดับ และเคร่ืองหมาย STMS G28 
ท่ีวางอยูกลุมลิงคเกจท่ี 4 พบวามีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD 0.73 (ตารางท่ี 10)  
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ตารางท่ี 10  เคร่ืองหมายท่ีเกีย่วของกับลักษณะเชิงปริมาณ ของลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสใน 
      พริกระยะผลเขียว 

 
ชนิดของเคร่ืองหมาย ตําแหนงยีน/ 

เคร่ืองหมาย 
P-vulue LOD 

 
ตําแหนงของเคร่ืองหมาย 

STMS 
STMS 
STMS 
SCAR 
STMS 
STMS 
STMS 
STMS 
STMS 
STMS 
CAPS 

ลักษณะสัณฐานวิทยา 

PMC3 
POM18-2 
PMC13 
PMC17 
PMC20 

G41 
G28 

PMC19 
G6 

G31 
BOM24c 

StL 

0.0001 
0.05 
0.01 
0.005 
0.01 
0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.05 
0.001 

4.09 
0.48 
0.53  
1.33  
1.07  
0.88 
0.73 

- 
- 
- 
- 
- 

linkage group ที่ 1  
linkage group ที่ 2 
linkage group ที่ 2 
linkage group ที่ 2 
linkage group ที่ 3 
linkage group ที่ 3 
linkage group ที่ 4 

unmapped 
unmapped 
unmapped 
unmapped 
unmapped 

 
คา P-vulue ท่ี 0.05 มีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
คา P-vulue ท่ี 0.01- 0.0001 มีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีระดับความเชื่อม่ันมากกวา 99% 
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ภาพท่ี 13  คา LOD ของ DNA เคร่ืองหมาย PMC3 ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ของยีนตานทาน 

 โรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในกลุมลิงคเกจท่ี 1  
 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
 length polymorphisms (AFLP) 

 
1. การคัดเลือกตนพริกเพื่อใชในการสราง bulk R และ bulk S 

 
  คัดเลือกตนตานทาน (R) ท่ีมีระดับการเกิดโรค 0% จากประชากร BC1F1P2 จํานวน 10 ตน 

(bulk R) และคัดเลือกตนออนแอ (S) จากประชากร BC1F2P1 ท้ังหมด 15 สายพันธุ (line) ท่ีพบวา 5 สาย
พันธุมีการกระจายตัวของลักษณะตานทานโรค และอีก 10 สายพันธุแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด จึง
คัดเลือกตนออนแอจํานวน 10 ตน (bulk S) จาก 5 สายพันธุท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด ไดแกสาย

4.09 

LOD 
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พันธุท่ี 1, 4, 6, 9 และ 10 จํานวนสายพันธุละ 2, 1, 2, 3 และ 2 ตน ตามลําดับ เนื่องจากเปนสายพนัธุท่ีมี
ความสม่ําเสมอของลักษณะออนแอในทุกตน (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางท่ี 11  การเกิดโรคแอนแทรคโนสในประชากร BC1F2P1 และคัดเลือกตนพริกท่ีคาดวามีจีโนไทป  

 Co1Co1 มาใชใน BSA  
 

จํานวนตน ตนท่ีใชสราง bulk S  BC1F2P1 จน. ตนท้ังหมด ระดับการเกิดโรค 

R S จน. ตน ระดับการเกิดโรค 
line ที่ 1 
line ที่ 2 
line ที่ 3 
line ที่ 4 
line ที่ 5 
line ที่ 6 
line ที่ 7 
line ที่ 8 
line ที่ 9 

line ที่ 10 
line ที่ 11 
line ที่ 12 
line ที่ 13 
line ที่ 14 
line ที่ 15 

26 
38 
34 
22 
17 
19 
29 
21 
24 
16 
28 
24 
32 
22 
30 

15-40% 
0-60% 
15-60% 
15-50% 
0-40% 
10-50% 
0-40% 
10-50% 
10-40% 

15-100% 
0-45% 
1-40% 
0-40% 
1-35% 
1-55% 

 
2 
 
 
3 
 
3 
 
 
 
2 
 
1 

26 
36 
34 
22 
14 
19 
26 
21 
24 
16 
26 
24 
31 
22 
30 

2 
 

 
1 

 
2 
 

 
3 
2 

30-40% 
 
 

30-40% 
 

30-40% 
 
 

30-40% 
30-40% 

 
 

 
2.  การแยกความแตกตางของ DNA bulk ดวยเทคนิค AFLP  

 
 การแยกความแตกตางของ DNA bulk โดยใช AFLP จํานวน 51 คูไพรเมอร พบวามี 21 คู

ไพรเมอร ท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวาง bulk R และ bulk S ได โดยไดเคร่ืองหมาย AFLP ท้ังหมด 
36 ตําแหนง ซ่ึงมี 22 ตําแหนงท่ีปรากฏแถบ DNA ใน bulk R และจํานวน 14 ตําแหนงมีแถบ DNA 
ปรากฏใน bulk S (ตารางท่ี 12)  
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ตารางท่ี 12  AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก bulked segregant analysis (BSA) 
 

PCR I PCR II ขนาดแถบ DNA (bp) เคร่ืองหมายท่ี 

ER1/ MS2/ ER1/ MS2/ bulk R bulk S 
1 T A AAC ACT 300 - 
2 400 - 
3 300 - 
4 

T A AAC AGG 

- 200 
5 300 - 
6 

T A ACA ACT 
250 - 

7 T A ACA ACG 250 - 
8 400 - 
9 250 - 
10 - 300 
11 

T A ACA AGG 

- 200 
12 T A TAC ACG 300 - 
13 T A TAC AGG 250 - 
14 - 400 
15 

T A CTA ACC 
- 120 

16 T A CTA ACG 300 - 
17 200 - 
18 

T A CTA AGG 
- 250 

19 - 250 
20 

T A AGC ACT 
- 100 

21 300 - 
22 

T A AGC ACG 
- 400 

23 250 - 
24 

T A ACC ACC 
- 200 

25 T A AAG AGG 250 - 
26 A T AAC TAC 300 - 
27 A T ACA TAG 400 - 
28 - 300 
29 

    
- 250 

30 A T TAC TAC 250 - 
31 A T CTA TAG 250 - 
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ตารางท่ี 12  (ตอ)  
 

PCR I PCR II ขนาดแถบ DNA (bp) เคร่ืองหมายท่ี 

ER1/ MS2/ ER1/ MS2/ bulk R bulk S 
32     200 - 
33 - 250 
34 

A T CTA TAC 
- 150 

35 300 - 
36 

A C TCG CAG 
250 - 

 

1/ primer ดานท่ีตอกับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวย EcoRI 
2/ primer ดานท่ีตอกับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวย Tru1I 
-  คือไมปรากฏแถบ DNA 
 

3.  การทดสอบ DNA เคร่ืองหมาย ท่ีไดจาก BSA   
 

ทดสอบ AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก BSA มาทดสอบกับ DNA ท่ีเปนสมาชิกของ DNA bulk 
ท้ัง 2 bulk พบวามีเพยีง 2 ตําแหนง ใหช่ือวา 932-1 และ 932-2 (ตารางท่ี 13) พบแถบเคร่ืองหมาย 932-1 
ปรากฏในทุกตนของ bulk R และไมพบแถบ DNA ในทุกตนของ bulk S สวนเคร่ืองหมาย 932-2 มีแถบ 
DNA ปรากฏในทุกตนของ bulk R แตพบแถบ DNA ปรากฏใน bulk S จํานวน 2 ตน (ภาพท่ี 14) 
 
ตารางท่ี 13  การทดสอบเคร่ืองหมาย 932-1 และ 932-2 ในสมาชิกกลุม bulk  
 

PCRI PCRII จํานวนแถบ DNA 
ท่ีปรากฏ 

เคร่ืองหมาย 

ER1/ MS2/ ER1/ MS2/ bulk R bulk S 

ขนาด 
(bp) 

% ความถูกตองของ
แถบ DNA กับจีโนไทป 

932-1 
932-2 

T 
T 

A 
A 

ACA  
AAG 

ACG 
AGG 

10 
10 

0 
2 

250 
250 

100 
80 

 

1/ primer ดานท่ีตอกับ DNA fragment ท่ีถูกตัดดวย EcoRI 
2/ primer ดานท่ีตอกับ DNA fragment ท่ีถูกตัดดวย Tru1I 
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ภาพท่ี 14  เคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) bulk S  
 (S) และสมาชิก bulk R และ bulk S 

 
4.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP และการออกแบบ SCAR ไพรเมอร 

 
 ผลการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 พบวา

เคร่ืองหมาย 932-1 มีขนาด 233 นิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 15) และเคร่ืองหมาย 932-2 มีขนาด 217  
นิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 16) 

 

               5′                   
    1       GTCATGTTTT ATGTCCATTG TCGATACTTA GTCATCGTAT CTATATGTGG 

  51       TTGTGCATAT GTTTATTACT GAACTTTTGT AAATGCATTA TTTTTTCCCT  
101       TTCCTTGGGT TGCATACTAG TACTTATTGT ACAAACCGTC CCTGGATACT  
151       ACA TCATTTC ATGATGTAAT TTTTGAGAGA TTTTCTTGTG ATCTTATGCA  

201       GTGTTAGGTG GGTTGGTACT CCTATTTATC AAC 3′ 
 
ภาพท่ี 15  ลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-2 ขนาด 233 bp และตําแหนง SCAR ไพร 

 เมอร ท่ีออกแบบได (ในกรอบ) 
 

P2   P1   R   S   1    2    3   4    5    6    7    8    9   10   1   2   3   4    5   6   7   8   9  10  

       P2   P1   R   S   1   2   3   4   5   6    7   8   9  10    1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  

สมาชิก bulk R สมาชิก bulk S 

932-1 ขนาด 250 bp 

932-2 ขนาด 250 bp 



 
 
 
           

 

56 

             5′           

    1      ACTGTTTTCT AGTATACAAG CAACCATCCA GGCTTCATAC CTGGGACAAT  
  51      AGTCATGTAC GTAGATGGAT AAACTCAACT ACAAATGATG TTCAGAAAAA  
101      TTTGAGCCTT TGCTTTGAAA ACATTCATCT ATATACCCCT TTTGGTGGTC  
151      TCCCAATGAA CCTTGTTGCA AGGACATAGC TTCTCTGCCA TCCAAATCCC  

201       CGATTCATAC CCTATTG 3′ 
 
ภาพท่ี 16  ลําดับนิวคลีโอไทด ของเคร่ืองหมาย AFLP 932-1 ขนาด 217 bp และตําแหนง SCAR ไพร 

 เมอร ท่ีออกแบบได (ในกรอบ) 
 

 ผลการวิเคราะหลําดับเบส เพื่อออกแบบไพรเมอร ดวย Prime3 (Rozen et al., 2000) โดยคูไพร
เมอรของ 932-1 และ 932-2 ดังแสดงในตารางท่ี 14 ซ่ึงความยาวของขนาด product ท่ีคาดวาจะได คือ 
216 และ 169 bp ตามลําดับ 

 
ตารางท่ี 14  ลําดับเบส และคุณสมบัติของไพรเมอร เคร่ืองหมาย SACR 932-1 และ 932-2 
 

เคร่ืองหมาย
SCAR  

ลําดับเบสของไพรเมอร 
 

ความยาว 
ไพรเมอร 

Tm (°C) % 
GC 

ความยาว  
product 

932-1 
 

932-2 

F: 5′-TCATGTTTTATGTCCATTGTCG-3′ 
R: 5′-ACCAACCCACCTAACACTGC-3′ 
F: 5′-AGGCTTCATACCTGGGACAA-3′ 
R: 5′-GATTTGGATGGCAGAGAAGC-3′ 

22pb 
20bp 
20bp 
20bp 

55 
 

55 

36.36 
55.00 
50.00 
50.00 

216 bp 
 

169 bp 

 

F  คือลําดับเบสของไพรเมอรท่ีเขาจับกับ DNA ดาน 3′- 5′ 
R  คือลําดับเบสของไพรเมอรท่ีเขาจับกับ DNA ดาน 5′- 3′ 
 

5.  การทดสอบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 และ 932-2 ในสมาชิก bulk 
 
ภายหลังจากการพัฒนาเคร่ืองหมาย AFLP ใหเปน SCAR ไดตรวจสอบการปรากฏแถบ

เคร่ืองหมาย SCAR ท่ีได กับ DNA ท่ีเปนสมาชิก bulk R และ bulk S วามีความสอดคลองกับ AFLP เดิม 
พบวา SCAR 932-1 ปรากฏแถบ DNA ทุกตนใน bulk R และปรากฏแถบ DNA 4 ตน ใน bulk S ซ่ึงแถบ 
DNA ท่ีปรากฏใน 4 ตน ของ bulk S ไมสอดคลองกับ AFLP เดิม (AFLP เดิมปรากฏแถบ DNA ใน bulk 
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R ทุกตน และไมปรากฏแถบ DNA ใน bulk S ทุกตน) (ภาพท่ี 17) สวน SCAR 932-2 มีแถบ DNA 
ปรากฏในทุกตนของ bulk R และมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk S จํานวน 3 ตน คือตนท่ี 1, 3 และ 4 ซ่ึง
แถบ DNA ท่ีปรากฏใน bulk S มีเพิ่มจากเดิม 1 ตน (AFLP เดิมมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk R ทุกตน 
และมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk S 2 ตน คือตนท่ี 3 และ 4) (ภาพท่ี 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17  แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) bulk S (S)  

 และสมาชิก bulk; ; M คือ molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus  
 (Fermentas, Canada) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M      P2      P1      R      S       1       2       3       4       5       6       7       8       9       10  

สมาชิก bulk R 

สมาชิก bulk S 

1000bp 

500bp 
100bp 

1000bp 
500bp 

100bp 

SCAR 932-1 

SCAR 932-1 
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ภาพท่ี 18  แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) bulk S (S)  

 และสมาชิก bulk; ; M คือ molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder Plus  
 (Fermentas, Canada) 

 
6.  การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ 932-2 กับลักษณะตานทานโรคแอน

แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 
 

นํา SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ไปทดสอบในประชากร F2 (‘บางชาง’ x ‘PBC932’) 
จํานวน 96 ตน พบวา SCAR ท้ัง 2 มีการกระจายตัวของการมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ ตอไม
มีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ ในอัตราสวน 3: 1 (ตารางท่ี 15) ซ่ึงเคร่ืองหมายมีลักษณะการ
กระจายตัวแบบ dominant ซ่ึงในประชากร F2 ยอมมีการกระจายตัวในอัตราสวน 3: 1 เปนไปตามกฎของ
เมลเดล 

 
การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 กับลักษณะตานทาน

โรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว โดยการนับจํานวน recombination frequency พบวาตนท่ีมี
ลักษณะตานทานซ่ึงมี 25 ตน มีแถบ SCAR 932-1 ปรากฏ 21 ตน และ มีแถบ SCAR 932-2 ปรากฏ 17 
ตน (ตารางท่ี 16) เนื่องจาก SCAR เปนเคร่ืองหมายแบบ dominant ท่ีมีความสัมพันธกับ recessive allele 
ของลักษณะตานทาน คือ co1 จึงไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง heterozygous และ homozygous 
จีโนไทป (Co1co1 และ Co1Co1) ของฟโนไทปออนแอได ดังนั้นจึงไมสามารถตรวจสอบ 
recombination frequency ของประชากร F2 ท้ังหมดได การหาความสัมพันธในครั้งนี้วิเคราะหไดเฉพาะ

M      P2      P1       R       S       1       2       3       4       5       6       7       8       9       10  

สมาชิก bulk R 

สมาชิก bulk S 

1000bp 

500bp 

100bp 

1000bp 

500bp 

100bp 

SCAR 932-2 

SCAR 932-2 
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ตนตานทานเทานั้น ซ่ึงพบวา SCAR 932-1 และ 932-2 มีความสัมพันธกับลักษณะตานทาน 84 และ 68% 
ตามลําดับ  

 
ตารางท่ี 15  การกระจายตัวของ SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ในประชากร F2 (‘บางชาง’ x  

‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
 

จํานวนตน DNA เคร่ืองหมาย 

- + 

อัตราสวนท่ีคาดหวัง  
(- : +) 

χ2  Prob. 

SCAR 932-1 
SCAR 932-2 

22 
25 

74 
71 

1:3 
1:3 

0.222 
0.055 

0.6375 
0.8145 

 
-  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏ 
+  คือมีแถบ DNA ปรากฏ 

 
ตารางท่ี 16  ความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 กับลักษณะความตานทานโรคแอน 

 แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในพริกประชากร F2 (‘บางชาง’ x ‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
 

จํานวนตน 

ตนท่ีแสดงลักษณะตานทาน ตนท่ีแสดงลักษณะออนแอ 

DNA เคร่ืองหมาย 

- + - + 

% ความสัมพันธกับจีโนไทป
ของลักษณะตานทาน 

SCAR 932-1 4 21 18 53 84 
SCAR 932-2 8 17 17 54 68 

 
-  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏ 
+  คือมีแถบ DNA ปรากฏ 
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วิจารณ 
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ียีนเพื่อหาตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  ประชากรท่ีใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 
 

 การนําประชากรพริกลูกผสมกลับ BC1F1P2 มาใชสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจพบวามี DNA 
เคร่ืองหมายเพียง 1 ตําแหนงท่ีไมมีการกระจายตัว แสดงใหเห็นวาการใชพริกลูกผสมกลับไปยังพริกสาย
พันธุ ‘PBC932’ สามารถแกไขปญหาการไมกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมายได ซ่ึงจากการศึกษากอน
หนานี้ไดใชพริกประชากร F2 ในการสรางแผนท่ี พบวามี DNA เคร่ืองหมายจํานวนมากถึง 80% ไมมีการ
กระจายตัว (พรศักดิ์  ภกัดวีราภรณ, ขอมูลไมไดตีพิมพ)  

 
 การใชพริกประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 พบวามี DNA เคร่ืองหมายประมาณ 45% จาก 

STMS และ CAPS มีการกระจายตัวของแถบ DNA ท่ีปรากฏเหมือน ‘PBC932’ ตอมีแถบ DNA ปรากฏ
เหมือนท้ังใน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ ในอัตราสวนไมเปน 1:1 ตามท่ีควรจะเปนในประชากร BC1F1P2 
ซ่ึงเคร่ืองหมายท่ีมีการกระจายตัวผิดปกตินั้นไมสามารถนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจได การท่ี
เคร่ืองหมายมีการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดลอาจเปนเพราะ ‘PBC932’ ไมใชสายพันธุแท จึง
มีความเปน heterozygosity  สูง ซ่ึงสังเกตไดจากลักษณะการเกิดโรคในลูกผสม F1 ท่ีไมสมํ่าเสมอ ซ่ึง
ประชากร BC1F1P2 นี้สรางจาก F1 หลายตน ดังนั้นเม่ือนาํ F1 จากตางตนกันมาใชในการผสมกลับไปยัง 
‘PBC932’ ทําใหไดประชากร BC1F1P2 ท่ีมีการกระจายตัวของเคร่ืองหมายผิดปกติ 

 
2.  แผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 
 แผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดคร้ังนี้ ประกอบดวยกลุมลิงคเกจขนาดเล็กจํานวน 11 กลุม ครอบคลุม

ระยะทาง 770.8 cM ท่ีสรางจาก DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานวิทยา จํานวน 53 ตําแหนง 
ซ่ึงเปนแผนท่ีท่ีมีขนาดเล็กยงัไมครอบคลุมท้ังจีโนม สังเกตไดจากกลุมลิงคเกจท่ีไดมีจํานวนไมเทากับ
จํานวนโครโมโซมของพริก และยังมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจได 15 ตําแหนง ท้ังนี้
เนื่องจากจํานวนเคร่ืองหมายท่ีไดยังมีจํานวนนอย เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาการสรางแผนท่ีในพริกท่ี
ผานมา ตองใชเคร่ืองหมายมากกวา 200 ตําแหนงข้ึนไป เชนแผนท่ีของ Kang et al. (2001) ประกอบดวย 
RFLP 150 ตําแหนง และ AFLP 430 ตําแหนง จึงไดแผนท่ีครอบคลุม 1,320 cM แผนท่ีของ Chaim et al. 
(2001) ประกอบดวย RFLP, AFLP, RAPD และลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมท้ังหมด 177 ตําแหนง จึง
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ไดแผนท่ีครอบคลุม 1,740 cM และจากแผนท่ีของ Voorrips et al. (2004) ท่ีสรางจาก AFLP 249 
ตําแหนง SSR 11 ตําแหนง และ RGA 6 ตําแหนง รวมท้ังหมด 266 ตําแหนง สรางแผนท่ีครอบคลุม 
1,060 cM  

 

จากแผนท่ีท่ีสรางไดจากการศึกษาคร้ังนี้ พบเคร่ืองหมาย STMS PMC3 ท่ีอยูใกลยีน co1 มาก
ท่ีสุดประมาณ 36.9 cM ซ่ึงยังไมสามารถนําไปใชประโยชนในการคัดเลือกได ควรมกีารศึกษาเพิ่มเติมใน
การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีใกลชิดกบัยีนมากกวานี้ โดยใชเทคนิค BSA รวมกับเทคนิค AFLP 
เนื่องจากเปนเทคนิคท่ีสะดวก และรวดเร็ว 

  
3.  การวิเคราะห QTL 

 
 ตําแหนงท่ีมีอิทธิพลตอ QTL ของลักษณะตานทานมากท่ีสุด คือเคร่ืองหมาย STMS PMC3 

สวนเคร่ืองหมาย STMS PMC17 และลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย ถึงแมจากการวิเคราะหจะมี
ความสัมพันธกับลักษณะตานทานไมมากนัก แตเปนตําแหนงท่ีนาสนใจ ซ่ึงในอนาคตควรนําเคร่ืองหมาย
ท้ัง 3 ไปทดสอบความสัมพันธกับลักษณะตานทานในประชากรอ่ืนๆ ตอไป เพือ่ทดสอบประสิทธิภาพ 
และความถูกตองของเคร่ืองหมาย 

 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
  length polymorphisms (AFLP) 

 
การใชเทคนิค BSA รวมกบัเทคนิค AFLP ในการพฒันา DNA เคร่ืองหมาย เปนเทคนิคท่ี

สามารถชวยในการคนหา DNA เคร่ืองหมายไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงจากการทดลองภายในระยะเวลา 3 เดือน 
สามารถพัฒนาเคร่ืองหมาย SCAR ได 2 ตําแหนง หากเพ่ิมระยะเวลาอาจชวยใหพฒันาเคร่ืองหมายได
จํานวนมากข้ึน 

 
การทดสอบ SCAR 932-1 และ 932-2 กับ DNA ท่ีเปนสมาชิก bulk R และ bulk S ภายหลังการ

แปลงเคร่ืองหมายจาก AFLP 932-1 และ 932-2 พบวาการปรากฏแถบของ SCAR ท้ัง 2 ไมสอดคลองกับ
เคร่ืองหมาย AFLP เดิมในบางตน ซ่ึงนาจะเปนเพราะวาแถบ AFLP เดิมของตนนั้นปรากฏไมชัดเจน 

 



 
 
 
           

 

62 

 SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 แสดงความสัมพนัธกับจีโนไทปลักษณะตานทานโรคแอน
แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว จากการทดสอบในพริกประชากร F2 ประมาณ 84 และ 68% ตามลําดับ 
แตยังไมสามารถวิเคราะหความสัมพันธได เพราะไมสามารถตรวจสอบ recombination frequency ของ
ท้ังประชากรได ซ่ึงเปนขอจาํกัดของเคร่ืองหมายแบบ dominant ท่ีไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง 
homozygous กับ heterozygous ของลักษณะออนแอได อยางไรก็ตามควรมีการศกึษาเพิ่มเติม โดยใช
เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Botstein et al., 1980) โดยใช SCAR 932-1 
และ 932-2 เปน probe อาจชวยใหแยกความแตกตางของจีโนไทปท่ีเปน  homozygous กับ heterozygous 
ได  

 
จากการศึกษาคร้ังนี้ยังไมไดเคร่ืองหมายท่ีจะสามารถใชคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรค

โนสได จึงควรมีการพัฒนาตอไป โดยใชแนวทาง BSA รวมกับขอมูลท่ีไดจากการสรางแผนท่ีกลุมลิงค
เกจ (PMC3) มาชวยในการคัดเลือกจีโนไทปสราง DNA bulk เพื่อคนหาเคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับ
ยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสตอไป 
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สรุป 
 

1. สามารถสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจไดจํานวน 11 กลุม ซ่ึงประกอบดวยเคร่ืองหมาย STMS 26 
ตําแหนง EST 6 ตําแหนง และลักษณะทางสัณฐานวิทยา 6 ตําแหนง ครอบคลุมระยะทาง 770.8 cM และ
มีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจได 15 ตําแหนง คือ PMC7 PMC21 PMC33 G1 G5 G10 
G25 G50 G60 POM16 BOM25-1 BOM25-2 CA44 StL และ A 
 

2. การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจสามารถวางตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก
ระยะผลเขียว (co1) ได อยูในกลุมลิงคเกจที่ 1 โดยมีเคร่ืองหมาย STMS PMC3 อยูหางจากยนี co1 36.9 
cM นอกจากนี้เคร่ืองหมาย PMC3 ยังเปนตําแหนงท่ีมีอิทธิพลตอ QTL ของลักษณะตานทานมากท่ีสุด ท่ี
คา LOD เทากบั 4.09 (P = 0.0001) มีระดับความเช่ือม่ันมากกวา 99% 
 

3. DNA เคร่ืองหมาย SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ท่ีไดการใชเทคนิค BSA รวมกับเทคนิค 
AFLP มีความสัมพันธกับจโีนไทป co1co1 ของลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผล
เขียวประมาณ 84 และ 68% ตามลําดับ  
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทปของ microsatellite 76 ตําแหนง (Lee et al., 2004) 
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

DNA (bp) 

1 G1 (CA)12(TA)4 TCAACCCAATATTAAGGTCACTTCC CCAGGCGGGGATTGTAGATG 55 283 
2 G30 (AT)10(GT)12 TGGGAAATAGGATGCGCTAAACC AACTTTAAGACTCAAAATCCATAACC 55 223 
3 G31 (AT)11(GT)17 CCAAACGAACCGATGAACACTC GACAATGTTGAAAAAGGTGGAAGAC 55 311 
4 G32 (AT)2(GT)4(AT)8(GT)13 TCCATAACTTCACCCATGAGTATGA GCAACACCCACATTCCCTTCTC 55 197 
5 G33 (AT)6(GT)32IMPf GGGTATCATCCGTTGAAAGTTAGG CAAGAGGTATCACAACATGAGAGG 55 192 
6 G34 (GT)9T(TG)7 AACCAGCAATCCCATGAAAACC GGGCTTTGGGGAGAATAGTGTG 60 154 
7 G35 (TG)23(AG)9 CATGAGGTCTCGCATGATTTCAC GGAGAAGGACCATGTACTGCAGAG 60 186 
8 G2 (AC)9(AT)4 CGGTGGCATGTAGTTTCTGGAG AAGACATGAAATCCACAAGTTTTC 60 217 
9 G36 (AAAAAT)4 TCCAAACTACAAGCCTGCCTAACC TTTTGCATTATTGAGTCCCACAGC 65 159 

10 G3 (AAT)11 AAGCTTATCCCTTTCAAATATAA ATATCTCACGTATTGCGGATTCTT 55 159 
11 G4 (AT)9(GT)14 ACCCAAATTTGCCTTGTTGAT AATCCATAACCTTATCCCATAAA 50 189 
12 G37 (CT)2(AG)15 CCAACAGTAGGACCCGAAAATCC ATGAAGGCTACTGCTGCGATCC 60 299 
13 G38 (AG)12 AATGCTGAGCTGGCAAGGAAAG TGAAGGCAGTAGGTGGGGAGTG 55 221 
14 G5 (CT)21(AT)13 AGCTTGTGTCATAATCTTGAAAAACTC TGAAAAGACGATTTTGTCTAATGCG 65 150 
15 G39 (GA)14 GGCGGAGAAGAACTAGACGATTAGC CCACCCAATCCACATAGACG 60 197 
16 G40 (TA)3CA(GA)21 ACGAGGCCCAAGCTGTTATGTC TTGTCCCGACTCTCCATTGACC 65 207 
17 G41 (GA)13 GGCTATTTCCGACAAACCCTCAG CCATTGGTGTTTTCACTGTTGTG 65 213 
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ตารางภาคผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

DNA (bp) 

18 G42 (GA)13AA(AT)2 CTCCTTCGGAAATGCATGATGG CAGCACTTTGATTCCAGAACTTCG 65 132 
19 G43 (TA)17(GA)12 GCCCCGATCAATGAATTTCAAC TGATTTTTGGGTGGAGAGAAAACC 60 208 
20 G44 (GA)15 GGGTTTGCATGATCTAAGCATTTT CGCTGGAATGCATTGTCAAAGA 50 344 
21 G6 (GA)16(TG)2 TGCTGGGAAAGATCTCAAAAGG ATCAAGGAAGCAAACCAATGC 50 163 
22 G7 (GTTT)2(TTG)9 TGCGAGTACCGAGTTCTTTCTAG GGCAGTCCTGGGACAACTCG 50 100 
23 G45 (TTG)7...(TTG)8 TGCTTGTTGTTTTTACCCTCAGC AGTGAAAGGTGGGCAACAGC 60 108 
24 G46 (TTG)7 CGTGGCTTCAAGTATGGACTGC GGGGCGGAACTTTTCTTATCC 50 237 
25 G8 (AG)2(TTG)7(ATG)2 GAATGTGAATCGCCCGTATGC CATCCGGCATCAATATGTTAGTAGC 50 214 
26 G47 (GTT)7 TCCCAGACCCCTCGTGATAG TCCTGCTCCTTCCACAACTG 50 174 
27 G48 (TTG)6 TGAGGCAGTGGTATGGTCTGC CCCGAGTTCGTCTGCCAATAG 50 132 
28 G49 (GT)9 GCAAGGATGCTTAGTTGGGTGTC TCCCAAAATTACCTTGCAGCAC 55 146 
29 G9 (GT)7 CCCGTATGTGATTCTAGGATGG CGTTAGCAGGTACTGAGGATAAGG 50 189 
30 G10 (AC)12(AT)4 TCACCTCATAAGGGCTTATCAATC TCCTTAACCTTACGAAACCTTGG 55 259 
31 G50 (TTG)11 CCTCCCCAGACCCTACTTTATGC TCAACCAAACAAGTCGAAGTCAGC 55 162 
32 G11 (AT)11(AC)9(ATAC)10 TTTTCAATTGATGCATGACCGATA CATGTCATTTTGTCATTGATTTGG 55 295 
33 G12 (TTG)7(GT)9 CCCTCGGCTCAGGATAAATACC CCCCAGACTCCCACTTTGTG 55 126 
34 G51 (CT)17(CA)5A21 TCGTATTGGCTTGTGATTTACCG TTGAATCGAATACCCGCAGGAG 55 205 
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ตารางภาคผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

DNA (bp) 

35 G52 (TTG)7 GGGATGTAGGAACAACCCTAACC TGCATCTTTTCTTCATCCCCTTTC 55 217 
36 G53 (TTG)7 ATGGACTGCGTACATCCTACCC TGTCTTTTATGCACTAGCTTGAGAGG 65 144 
37 G54 (TTG)7 CTTCCCAGACCTCACTTTGTGG TCTTTGCGGTTATGTCAAGTGC 65 161 
38 G55 (TTG)9 CGAAAGGTAGTTTTGGGCCTTTG TGGGCCCAATATGCTTAAGAGC 65 148 
39 G13 (AAT)16IMP TTTAGGGTTTCCAACTCTTCTTCC CTAACCCCACCAAGCAAAACAC 60 174 
40 G56 (AAT)18 TGCACTGTCTTGTGTTAAAATGACG AAAATTGCACAAATATGGCTGCTG 65 148 
41 G57 (CT)6(AT)8(GTAT)5 CATGAATTTCGTCTTGAAGGTCCC AAGGGTGTATCGTACGCAGCCTTA 60 218 
42 G58 (AT)17 TGCTTTCAAAACAATTTGCATGG GCGTCTAATGCAAAACACACATTAC 60 210 
43 G14 (AT)16IMP CTCTAATAGGCAATAGCTCACATGC GCAGTCTCCCAGAACGTTGTCC 60 243 
44 G59 (GAGGTC)2(GAGGGC)2 GACAACATAGGCGGACCTTTGG TGCTTTAGGTCTACGTCCTTGCAC 60 267 
45 G60 T20 TGGAAGTGATTACTGGAAACCATGC GGGGTTTAGTCATGGAATCTTTTGC 55 202 
46 G15 (AAG)3(AAT)2A(AC)2 ACACTCTCGGTGGAAAGCTTGG TCCTCTTTTCGGGATTCCTTAGC 60 181 
47 G76 (TTTG)2(TTG)10 GGATGCGGAAGATGAAGACGA CAACAACAGCAACAACAAATCAAA 65 237 
48 G61 A13 CACTTTGATACGTGAACACTTCC AGTTTGCACTGGTCCTGCTC 60 112 
49 G62 T16 GCTAATTACTTGCTCCGTTTTG AATGGGGGAGTTTGTTTTGG 65 184 
50 G16 T18IMP GGGCTGACGGCCATTAAGAAC CAGACAGCTAGAAAGAGAGGAATTCTG 65 195 
51 G17 (TTG)6IMP TGGTGATGCTGGCATGGTTAAG CAGCACTGTTCACTTCCCCTTC 60 205 
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ตารางภาคผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

DNA (bp) 

52 G18 (TTG)5IMP(AT)6IMP(GT)3IMP TACCTCCTCGCCAATCCTTCTG TTGAAAGTTCTTTCCATGACAACC 55 238 
53 G63 (TA)9 GATTTTGGTGGCAGAAGAATTGG TGCACTTTCGAAGCAAACAAACC 55 254 
54 G64 T7A11 TGCACCAAGGTCCAGTAAGGTTG CCAACCACCATGGTTCATACAAG 65 201 
55 G65 (TAG)4IMP(GTT)3 GCAGACAATCTTGGTTGGTTTGG CACCTTGAGGGCTAAAGGAAGG 65 234 
56 G66 (AT)11IMP ATGGATGCTTCGCCATCTCAAC GACACAGCAGCCATATGTATACGC 55 176 
57 G19 (TC)5(TTTC)2 CCAAGGTGAAGTGACGATGAGG GACTCGGACTACGACTCGAAAAG 65 178 
58 G67 (GAA)6 ACTGCTGGGCATTGAGGGTTAG GCGACATCCCTCACGACATAAC 55 208 
59 G68 (ATT)7 AGGCCATGGAAAAAGACACTGG ACATGACCATGACCAACCATCC 65 189 
60 G69 (GT)5IMP(CA)3 GGCCTTCAACTCCTCAAAGACG TACTGCATCGGTTCCTGGATTG 50 195 
61 G20 (TTTC)4 CCCTCTCTCTTCCCTTCACC AGTGCTACGATGGCTTAGGG 60 95 
62 G21 T26IMP CCCCCTCGTCTCTCTTTATTT TTGCAAATCTTTTGTCAATTTTT 50 114 
63 G70 (GA)9IMP TGCCTTGAAGGTAGCCAAGAGG CAAACATCAATTGAGGAGGATACCG 55 154 
64 G71 (GAA)6imp TGCTATTGATGAATACGCTGTGG CCTGTCACAAGGAAGTCTTGATCG 60 179 
65 G72 (AAG)7imp GAGAAGAAGGCCGAGGGAGTTC GCACCTGCTTCAGCACCTTG 55 154 
66 G73 (TA)4(TC)3 TCCACTGCACCACAACCAATG CCATAAGCAACCAACAGAATTAGGG 55 202 
67 G74 (CCA)8 CCACCATGACCACCATGAGG TTCAGCCCCTCTCATCAACC 65 202 
68 G75 (AG)5(AAG)4imp TCTGTCCCCTGTGAAGATTTGG GCTCCACCAGTTCTGTACCTTGG 65 205 
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ตารางภาคผนวกที่ 1 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

DNA (bp) 

69 G22 (CT)6 ACAAACATATCTATAGTGCAAATT ATTGTGCTCTGTCAAAACAA 65 103 
70 G23 (CCA)8 CATGACCACCATGAGGATA GATAGCCACGAGCATAGTATT 65 160 
71 G24 (AG)5 AGTTAACAACTTTGGTGCTGT TAATATGGTAAGCACATTCCA 55 130 
72 G25 (AG)6 TGTTCCTCTCTCTTCTTATCG CCGGAGATAAGATCTTGATAA 65 103 
73 G26 (AT)5 TGAGGTCTGAAAAAGGTAAAG TTAGTTGAACTTGCAGAATCC 60 112 
74 G27 (AT)6 TTGGTTTTTGCTACTGGTAAT AAACTGTCATATATTTGTGTGACT 55 158 
75 G28 (AC)5(TA)8 TCTGCTTTAAAAACACATACAT CATTCTAACTGAAATTGCATG 65 116 
76 G29 (AAT)11 GGGATTTAATAAGGAACAATG TCAAATATCGACATTAGCATG 60 200 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 ไพรเมอร sequenced tagged microsatellite site (STMS) 63 ตําแหนง (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตีพิมพ) 
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C)  

annealing 
ขนาดชิ้นสวน DNA 

(bp) 

1 PMC1 CTTAAGTGATTAGAAGCTTGGA AATCATTGAGTTACATGTTTGG 60 243 
2 PMC2 ACATCTACGACATTTTAGGTGC GAAAGAAGGGGAAATAGAGGAA 50 172 
3 PMC3 GGTCCAATCAAATGCTGAAAAG TTGCCAAGCAAAAATGTTATCC 60 140 
4 PMC4 ACAAATATTGACCTCTGGAAAA TACACCAAGAAACCTTAAGCAT 55 229 
5 PMC5 TTTCATGTGAAGGTCTCAGCAG AGAAATGTTCCGCGAGTAAGTG 50 124 
6 PMC6 CCTGTGAAAACACTGTAAAATC AGAAGTGTATGTTCAACTGCTC 55 128 
7 PMC7 AAAGAGCTAAACCCAT ATACCCC AATCAAGTAACCACGTGCAATC 55 178 
8 PMC8 ACTATGTGGGAATACATTGGGT GTACTCCCTCAGTCCATCTTTG 50 138 
9 PMC9 GAAGTAAAACAAAGAATTGAGTC CTTCATGTAAAATAAGTGAGAGC 55 180 
10 PMC10 CCTGCAGTTTGTTGTTGGATTA TTCTTTTCGGGATGTATGTGTG 50 151 
11 PMC11 ACAAAGCAAACTCTCTCTTATT TACAGTACACAAACCTCTTCCT 55 303 
12 PMC12 TTGTCTTTGTCTGGAAGTGTCT TAAAAAATTCAAAAGCTGAGGAG 50 272 
13 PMC13 CTCAAGGAGGATCTTACGGTTA ACTCTTGGGCATCGATTATTTA 55 266 
14 PMC14 CTTCAAAATACGAATTCCCCTT TCTGCTGCAATCTAATTTCTCC 50 160 
15 PMC15 GTTTATTTTTCCATTCGGAGG CCCCTTTGATTCTGAAAGACAT 55 132 
16 PMC16 GTTAGGATTTGATTTCTAGGGT TTCTTTAGAGGTAGTGGTATGG 60 182 
17 PMC17 AAGAAAATGATACAGTTGGGTG GGAAAACTTCCTTA TACTGCCT 60 177 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน DNA 

(bp) 

18 PMC18 GGGAGTTTATATGCAGGATTAG AAGCAATAACTTACACAACCAA 65 161 
19 PMC19 GAAACTGCATTGCAGGTAGAC TTGAGACAACTGATACGGAGGA 60 194 
20 PMC20 AGGTTTCATGCGTAGGAACAAT GGTTGGGAAGGTCATGAAATAA 60 297 
21 PMC21 AGTTGATACCGGATCCAAGTTA ACTTCTTTCCTATCTCGGCATT 60 287 
22 PMC22 CACATCGATTGATGGTTGAAAG AATCAACACATACCCCT CTCCT 65 199 
23 PMC23 ATCTGCTTCACTTCTTCAGGGA TCAGGAGATAGCCTTCTTTGGT 65 199 
24 PMC24 GTTTCGCCTGAGTTGCATAGAC GCAGACCATACTACCCAGGTTTG 65 141 
25 PMC25 AAATTCCTGCTTCCATTCATAC AGTTCCAA TACTACATTCCATCTG 60 107 
26 PMC26 CTACCCCATTAGAGGAGTTGAG CTACTGCCTA TAGATCCTGCCA 55 140 
27 PMC27 GCTTAAAGAAGCTTTAGACTTTGAC GAAGATCCATTAACCACTTGAA 55 156 
28 PMC28 TTTAAGCCACGTCAGTGCTACA TACCAACCCAAGTCATAGCCAA 60 284 
29 PMC29 AATCAAATCAGAACTGCTCCGT TCTTTTGTCTGGGTCAGATGTC 60 227 
30 PMC30 TATGTCGGTTAGATGAACACTC CTGTTGTAAATGCTGATTATGC 55 252 
31 PMC31 CATTAGCTGCATGAACCAAAGA AGGGGGACAAATACTGAAAACC 60 162 
32 PMC32 CCCAACTGAAATAGTAGTAAACA AGATAACACATGATTGATGGATA 60 295 
33 PMC33 GCAAGTTTTAAGACTAAACCCA ATATTTCAACACAACCACATCA 55 201 
34 PMC34 ACCCCACTAGGTGGGAATACA AGGTATCCGTGGAATTACCAACT 60 112 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน DNA 

(bp) 

35 PMC35 GAAGAAGGATTTCATTTGTGCT CAATGCACCAACTTGATGATAA 50 259 
36 PMC36 TATGTTATGCTCTATGAGATGA AAGAAGCTCTAGACATGTTTTA 50 185 
37 PMC37 TATTCATTATTGGAACTGGAGA AACTGGTAACATTTCCAACATC 50 287 
38 PMC38 GAGGTGCGAAGATCTGTTTG TGGTTTCAACAGGAGACACAT 55 185 
39 PMC39 GCACTCGAATTAGGGTCTTAGCT GCATTATGAAAACAGTCTAGCGC 55 241 
40 PMC40 ACCATCTACAACAACTAGCTCC GTACATCCCAAGACTGTAAGGA 50 233 
41 PMC41 CCAACCTATTCCATACTCGGATG TGCAGGTCGACTCTAGAAGGATC 50 260 
42 PMC42 CTGTTTTGTCCAACTGATCCAC GTACCATCCCTTGCTGCATAAT 60 195 
43 PMC43 CAACTTGAATCGTACATACATA CCAAATAAAAATACACCAATAA 50 158 
44 PMC44 GTACCCTTTCCTAGTATGGTT CTACATAACACGGGTAAACA 50 - 
45 PMC45 CATCTCTGAGGGGTTATCTGGTTG CTCCGGAATGACCCACACTCTAC 55 158 
46 PMC46 GTACTGTAAGGTCTTGATATAATT CTTAGCGTGTTAAATATAATTTC 50 232 
47 PMC47 TGGCACAATCTCTGATTGACTA CCTTCCCTTTATTCCACACTCT 50 174 
48 PMC48 GACTGACAAACGTTTTTTATGA TGTAAAATTCACATAAAAATGAGT 50 209 
49 PMC49 CTTTATATTCATGAATGGCAAC CATGTATAGTAGAACCTTGGCA 60 166 
50 PMC50 GTACCATGGCTTCATATAACT CTATGTCTAGCCATATGGATT 50 210 
51 PMC51 TACAACGAACCTGTATGAGATG AGAAGTTGATTTAGATTGTGGG 50 264 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

Forward (5′ - 3′) Reverse (5′ - 3′) 
T (°C) 

annealing 
ขนาดชิ้นสวน DNA 

(bp) 

52 PMC52 GTACCCCTTGTTTGGCT GGCAGAGATTTCACCCT 55 117 
53 PMC53 GAATCATGAATTCAATACACCC TTGGAGGTTTATCAATCAAGTC 55 282 
54 PMC54 GTCGCTTCAGAAGACGCTTGTA CCCCCTTCAATGAAACGTGTAA 60 286 
55 PMC55 CATTTGTCTCTTGTGATTGTGT CATGACCAATTTGTAGTTCTGA 60 161 
56 PMC56 GACGTAGTCTATGCTCCAATG GTACTCATGGAGTAATGTAACAAA 50 288 
57 PMC57 AGGCACTGATTATGTTGGCACT GATGCTTAAGACCACATGGGAA 55 194 
58 PMC58 CTAAGCCCTGTTCTCTTTTTCG GCTCACAAATCCCTGATCACTA 55 270 
59 PMC59 TACATTTTATTTTACATTTAGCAAATTTTA GTACATGCATACACACACG 50 166 
60 PMC60 CGACCACGACTACATTATATTC TTGTTAATAATGAGAGTTCTTAAGAGAG 55 202 
61 PMC61 TCCCATGCATACCATCAAATG TTCAAATTTTCATGCTAAGCCTTG 50 121 
62 PMC62 TGAGGGTTTGACTCCTACTTTGTAAC TCAAATTGCGTGAATATTCCA 50 160 
63 PMC63 TGATACGCAAAGCAATCCAA CATACATAATGTTTCAAGACTTGGTCTC 60 94 
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