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ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก และความสามารถของลูกผสมในการ
ขยายพนัธุ (Bassett, 1986) 
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค และระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสท่ีจัดแบงตาม
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะ และการแสดงออกของยีน ท่ีมีความแตกตาง
ระหวางพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ 
ความถ่ีของเปอรเซ็นตสัดสวนโรค หลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci 
เปนเวลา 7 วัน ของพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และลูกผสมกลับ 
BC1F1P2 
การกระจายตัวของลักษณะทางสัณฐานวทิยา 8 ลักษณะ ในประชากร BC1F1P2  
(P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequenced tagged microsatellite site 
จํานวน 65 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย sequence-characterized amplified region 
จํานวน 8 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
การกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมาย cleaved amplified polymorphic sequence 
จํานวน 3 ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา และ DNA เคร่ืองหมาย 
เคร่ืองหมายท่ีเกี่ยวของกับลักษณะเชิงปริมาณของลักษณะตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว 
การเกิดโรคแอนแทรคโนสในประชากร BC1F2P1 และคัดเลือกตนพริกท่ีคาดวามี 
จีโนไทป  Co1Co1 มาใชใน BSA 
AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก bulked segregant analysis (BSA) 
การทดสอบเคร่ืองหมาย 932-1 และ 932-2 ในสมาชิกกลุม bulk 
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ลําดับเบส และคุณสมบัติของไพรเมอร เคร่ืองหมาย SACR 932-1 และ 932-2 
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(‘บางชาง’ x ‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
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Karyotypes ของพริก Capsicum spp. 5 ชนิด (Park et al., 1999) 
วงจรชีวิตของเชื้อ Colletotrichum (Agrios, 1997) 
เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค random amplified  
polymorphic DNA (RAPD) ในการแยกความแตกตางของ DNAระหวาง bulk ท่ี
ไดจากประชากร F2 (Michelmore et al., 1991)  
การสรางประชากร BC1F1P2 
disease diagram ของอาการโรคแอนแทรคโนสท่ีมี % สัดสวนโรคต้ังแต 0- >25% 
ใชสําหรับประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
การสรางประชากร BC1F1P2 และ BC1F2P1 จากพริก ‘บางชาง’ กับ ‘PBC932’ เพื่อ
ใชสราง DNA bulk R และ bulk S 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จาํนวน 8 ลักษณะ ในประชากรพริก BC1F1P2 (P2 x F1)  
การกระจายตัวของ sequenced tagged microsatellite site ท่ีตําแหนง PMC20 ใน
พริก ‘บางชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ molecular 

weight marker φX174 DNA/ Hinf I (Fermentas, Canada) 
การกระจายตัวของ sequence-characterized amplified region (SCAR) ท่ีตําแหนง 
BOM18 ในพริก ‘บางชาง’ (P1) ‘PBC932’ (P2) F1 และประชากร BC1F1P2; M คือ 
molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 
การกระจายตัวของ cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) ท่ีตําแหนง 
POM14c  ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) และประชากร BC1F1P2; M คือ 
molecular weight  marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, 
Canada) 
การกระจายตัวของ CAPS BOM24c ท่ีไมเปนไปตามอัตราสวน 1:1 ของการ
ปรากฏแถบ DNA  และไมปรากฏแถบ DNA ในประชากร BC1F1P2; P2 คือ 
‘PBC932’ P1 คือ ‘บางชาง’; M คือ  molecular weight marker GeneRulerTM 100bp 
DNA Ladder (Fermentas, Canada) 
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แผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก ท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ DNA 
เคร่ืองหมาย เพื่อหาความสัมพันธกับตําแหนงยีนท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรค
แอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว (co1) 
คา LOD ของ DNA เคร่ืองหมาย PMC3 ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ของยีน
ตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในกลุมลิงคเกจท่ี 1  
เคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk 
R (R) bulk S (S) และสมาชิก bulk R และ bulk S 
ลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-2 ขนาด 233 bp และตําแหนง 
SCAR ไพรเมอร ท่ีออกแบบได 
ลําดับนิวคลีโอไทด ของเครื่องหมาย AFLP 932-1 ขนาด 217 bp และตําแหนง 
SCAR ไพรเมอร ท่ีออกแบบได 
แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (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) ‘บางชาง’ (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.) เปนพชืผักท่ีรูจักกันท่ัวโลก มีถ่ินกาํเนิดในทวีปอเมริกาใต ไดมีการสํารวจ

พบโดย Christopher Columbus ปตอมาไดมีการเผยแพรในแถบยุโรป และไดแพรกระจายไปยังประเทศ
ตางๆ ในทวีปเอเชีย (Bosland and Votava, 1999) ประเทศไทยเปนประเทศหนึ่งท่ีนิยมรับประทานพริก
กันมาเปนเวลานาน พริกนอกจากมีรสชาติเผ็ดยังมีคุณคาทางอาหารสูง เชน วิตามินเอ และ ซี ปจจุบันได
มีการนําพริกไปใชประโยชนในการผลิตยารักษาโรค และใชเปนวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตซอส
พริก จากขอมูลการสงออกผลผลิตพริกไปยังตางประเทศในป พ.ศ. 2550 มีมูลคามากกวารอยลานบาท 
(กรมศุลกากร, 2550) ในรูปของพริกแหง และพริกปน และมีแนวโนมปริมาณการสงออกผลผลิตพริก
เพิ่มข้ึนทุกป ดงันั้นพริกจงึนบัวาเปนพืชผักท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย 

 
โรคแอนแทรคโนสนับวาเปนปญหาสําคัญอยางหนึ่งของการผลิตพริกในประเทศไทย และ

บริเวณเขตรอนชื้นอ่ืนๆ ท่ัวโลก เชน อินโดนีเซีย ไตหวนั เกาหลี (Voorrips et al., 2004; Manandhar et 
al., 1994; Yoon and Park, 2005) เปนตน โรคแอนแทรคโนสเกิดจากเช้ือรา Colletotrichum spp. ทํา
ใหผลผลิตพริกเกิดความเสียหายเปนจํานวนมากท้ังกอนการเก็บเกีย่ว และหลังการเก็บเกีย่ว จากการ
สํารวจแปลงปลูกพริกของเกษตรกรในเขตภาคตะวันตกของประเทศไทยป พ.ศ. 2547 พบวาผลผลิตพริก
เกิดความเสียหายจากโรคแอนแทรคโนส มากกวา 50% ดังนั้นโรคแอนแทรคโนสจึงเปนปญหาท่ี
จําเปนตองรีบแกไข 

 
การแกไขปญหาโรคแอนแทรคโนสในพริกแบบยั่งยืน สามารถทําไดโดยการปรับปรุงพันธุพริก

ใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส พริกพันธุการคาท่ีปลูกกันมากท่ัวโลก คือพริกชนิด Capsicum 
annuum ซ่ึงพบวาเม่ือทดสอบความตานทานโรคแอนแทรคโนสดวยเช้ือ Colletotrichum spp. สวนมากมี
ลักษณะออนแอตอโรค (Yoon et al., 2004) ดังนั้นการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอโรคแอนแทรค
โนสจําเปนตองใชแหลงพนัธุกรรมความตานทานจากพริกในชนิดอ่ืนๆ จากรายงานของ AVRDC (The 
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World Vegetable Center) ไดทดสอบความตานทานโรคแอนแทรคโนสของพริกจากแหลงพันธุกรรม
ตางๆ พบวาพริก C. baccatum สายพันธุ ‘PBC80’ และ ‘PBC81’ และ  C. chinense  ‘PBC932’ มีระดับ
ความตานทานสูง (AVRDC, 2002) และจากรายงานการผสมขามชนิดของพริก พบวาการผสมขามชนิด
ระหวางพริก C. baccatum กับ C. annuum สามารถผสมกันได แตเมล็ดท่ีไดไมสามารถเจริญเติบโตได
ตามธรรมชาติ ตองใชเทคนิคการชวยชีวติคัพภะ (embryo rescue) เพื่อใหไดประชากรลูกผสมตอไป 
สําหรับการผสมขามชนิดระหวางพริก C. chinense กับ C. annuum พบวาสามารถผสมขามกันได และ
เมล็ดท่ีไดสามารถเจริญเติบโตไดตามธรรมชาติ (Bosland and Votava, 1999)  

 
โครงการปรับปรุงพันธุพริกใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส เปนความรวมมือระหวาง

ศูนยวิจัยและพัฒนาพืชผักเขตรอน และภาควิชาพืชสวน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน 
นครปฐม โดยไดรับการสนบัสนุนทุนวจิัยจาก ศูนยพนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ และ
สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจยั มีเปาหมายเพือ่สรางพันธุพริกท่ีตานทานตอโรคแอนแทรคโนส 
หัวใจสําคัญของงานปรับปรุงพันธุคือ การคัดเลือกลักษณะอยางถูกตองแมนยํา และมีประสิทธิภาพ 
ลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสเปนลักษณะหนึง่ท่ีคัดเลือกยาก เนื่องจากมีปจจัยหลายอยางเขามา
เกี่ยวของ ซ่ึงอาจทําใหลักษณะตานทานท่ีแสดงออกมาน้ันไมไดเกดิจากพันธุกรรม เชน ตนพชือยูใน
ระยะท่ีไมเหมาะสมตอการเขาทําลายของเช้ือ สภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเขาทําลายของเช้ือ หรือ
เช้ือสาเหตุของโรคท่ีนํามาใชในการทดสอบไมรุนแรง ดงันั้นเพื่อความแมนยํา และเพิ่มประสิทธิภาพใน
การคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส จึงมีความตองการท่ีจะนําเทคนิคทางดาน DNA 
เคร่ืองหมายมาชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 

 
การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเปนการจดัเรียง และวางตําแหนงของยีน และ DNA เคร่ืองหมาย 

ชวยทําใหทราบตําแหนงของยีนตางๆ ในจีโนม และตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนท่ี
นาสนใจ นอกจากนี้ยังมีประโยชนในการรวมยีนที่ตองการไวในพืชพนัธุเดียวกนั (gene pyramiding) 
และนําไปสูการแยกสกดัยนี เม่ือมีแผนท่ีละเอียด ซ่ึงการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริกในการศึกษา
คร้ังนี้ ตองการจัดวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกในพริกระยะผลเขียว และ
คนหาตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส เพื่อนํา 
DNA เคร่ืองหมายท่ีไดไปชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสไดอยางถูกตอง และ
แมนยําท่ีสุด  
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ไดมีความพยายามสรางแผนท่ี เพื่อหาตําแหนงยนีตานทานโรคแอนแทรคโนส ในประชากร F2 
จากการผสมขามชนิดระหวาง C. annuum ‘บางชาง’ กับ C. chinense ‘PBC932’ (พรศักดิ์  ภักดีวราภรณ, 
ขอมูลไมไดตพีิมพ) โดยใช DNA เคร่ืองหมายชนดิ RAPD จํานวน 368 ตําแหนง พบวาเคร่ืองหมาย
มากกวา 80% ไมมีการกระจายตัว ท้ังนี้คาดวานาจะมีสาเหตุมาจากการเขาคูกันของโครโมโซมสองชุด
จากพริกตางชนิดไมสมบูรณ ซ่ึงจากรายงานของ  Onus and Pickersgill (2000) พบวาจากการผสมขาม
ชนิดของพริกทําใหมีการกระจายตัวของบางลักษณะ และ isozyme ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 
(segregation distortion) เชนกัน นอกจากนี้ยังพบ segregation distortion ในพืชอ่ืนๆ ท่ีมีการผสมขาม
ชนิดดวย เชน ถ่ัวเขียว และขาว (Lambrides et al., 2004; Xian-Liang et al., 2006) ดงันั้นการสรางแผนท่ี
คร้ังนี้จึงเลือกใชประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 ซ่ึงไดจากคูผสมเดียวกัน คาดวาประชากรนี้จะมีปญหา
เกี่ยวกับการไมกระจายตัวของเคร่ืองหมายลดลง 

 
การสรางแผนท่ีคร้ังนี้จึงใชประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 ซ่ึงไดจากคูผสมเดียวกันกบั พรศักดิ ์ 

ภักดวีราภรณ, (ขอมูลไมไดตีพิมพ) โดยทําการผสมกลับ F1 ไปยัง ‘PBC932’ ซ่ึงคาดวาประชากรนี้จะมี
ปญหาเกี่ยวกับการไมกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมายลดลง เพราะไดเพิ่มโอกาสการเขาคูกันของ
โครโมโซมท่ีไมแตกตางกันมากของ F1 กบัโครโมโซมของ ‘PBC932’ 

 
อยางไรก็ตามจากการสรางแผนท่ีของพริกในการศึกษาคร้ังนี้ยังไมสมบูรณ ยังไมสามารถคนหา

ตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสได ดังนั้นจึงไดเปล่ียน
แนวทางโดยการใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) เนื่องจากการสรางแผนท่ีเปนวิธีการท่ี
ส้ินเปลืองเวลา และทรัพยากร ประกอบกบัประชากรท่ีใชในการสรางแผนท่ีคร้ังนี้เปนประชากรลูกผสม
กลับ (backcross) ซ่ึงทําใหมีขอจํากัดในการใชเคร่ืองหมายแบบ dominant เนื่องจากประชากรนี้มีการ
กระจายตัวของลักษณะแบบ heterozygous และ homozygous recessive ทําใหไมสามารถใชเคร่ืองหมายท่ี
มีแถบ DNA ปรากฏใน ‘PBC932’ ได เพราะเคร่ืองหมายนั้นจะไมมีการกระจายตัว ในประชากรลูกผสม
กลับนี้สามารถใชเคร่ืองหมายแบบ dominant ไดเฉพาะตําแหนงท่ีมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’ 
เทานั้น จึงทําใหไมสามารถใชประโยชนจาก DNA เคร่ืองหมายไดอยางเต็มท่ี เทคนคิ BSA เปนการรวม 
DNA สองกลุม ซ่ึงแตละกลุมไดจากตนท่ีมีลักษณะฟโนไทปแตกตางกนั โดยใชประชากรท่ีมีการกระจาย
ตัว เม่ือนํามาแยกความแตกตางกนับนจีโนมระหวางท้ังสองกลุม จะชวยใหคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีอยู
ใกลชิดกับยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสไดอยางรวดเร็ว  
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การศึกษาคร้ังนี้เลือกใช DNA เคร่ืองหมายชนิด AFLP รวมกับ BSA เนื่องจากเทคนิค AFLP 
สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินสวน DNA ไดจํานวนมากตอปฏิกิริยา จึงนาจะเปนการเพ่ิมโอกาสในการคนหา
ตําแหนง DNA ท่ีมีความแตกตางกันระหวาง DNA 2 กลุม ไดมากข้ึนในเวลาอันส้ัน  

 
ดวยเหตุผลท่ีลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ถูกควบคุมดวยยีนดอย 1 

ตําแหนง (co1) (Pakdeevaraporn et al., 2005) จึงมีขอจํากัดในการใช DNA เคร่ืองหมายแบบ dominant 
ในการตรวจสอบแยกความแตกตางระหวาง DNA 2 กลุม ในกรณท่ีีตองการหาความแตกตางระหวาง
ลักษณะออนแอท่ีมีจีโนไทปเปน heterozygous (Co1co1) และลักษณะตานทานซ่ึงเปน homozygous 
recessive (co1co1)  

 
ดังนั้นการศึกษาคร้ังนี้ ไดคัดเลือกตนพริกท่ีมีลักษณะออนแอจากสายพันธุ ในประชากร BC1F2P1 

ท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด และคาดวาเปนสายพันธุท่ีมีจีโนไทปเปน homozygous Co1Co1 และ
คัดเลือกตนพริกท่ีมีลักษณะตานทานจากประชากร BC1F1P2 ท่ีมีลักษณะตานทาน มีจีโนไทปเปน co1co1 
เพื่อนําไปใชในการรวม DNA (DNA bulk) ของกลุมท่ีมีลักษณะตานทานตอโรคแอนแทรคโนส (bulk R) 
กับกลุมท่ีมีลักษณะออนแอตอโรคแอนแทรคโนส (bulk S)  
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก โดยใชประชากร BC1F1P2 ท่ีสรางจากคูผสม Capsicum 
annuum L. พันธุ ‘บางชาง’ กับ C. chinense Jacq. สายพันธุ ‘PBC932’ เพื่อหาตําแหนงยีนท่ีควบคุม
ลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

 
2.  เพื่อพัฒนา DNA เคร่ืองหมาย ท่ีใกลชิดกับยนีท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส

ในพริกระยะผลเขียว โดยใชประชากรพริก BC1F1P2 และ BC1F2P1 ท่ีสรางจากคูผสมระหวางพริก 
Capsicum annuum L. พันธุ ‘บางชาง’ กับ C. chinense Jacq. สายพันธุ ‘PBC932’ 
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การตรวจเอกสาร 
 

อนุกรมวิธานของพริก 
 

พริกเปนพืชท่ีจัดอยูในวงศ (family) Solanaceae เชนเดียวกับ มะเขือเทศ มันฝร่ัง ยาสูบ  
และ พิทูเนีย จดัอยูในสกุล (genus) Capsicum (Bosland and Votava, 1999) 
 

อาณาจักร Plantae 

หมวด  Magnoliophyta 

ช้ัน  Magnoliopsido 

วงศ  Solanaceae 

สกุล  Capsicum 

พริกมีช่ือท่ีนิยมเรียก และเขียนกนัท่ัวไปหลายช่ือ เชน pepper, chile, chili, chilli และช่ือเรียกใน
ประเทศไทยรูจักกนัด ี คือ พริก พริกมีอยูมากกวา 30 ชนิด (species) ท่ัวโลก แตมีอยู 5 ชนิดท่ีเปนพันธุ
ปลูก (cultivated species) ไดแก C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutescens L. และ 
C. pubescens L. (Bosland and Votava, 1999) พริกแตละชนิดถูกจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยา
ของดอก และเมล็ด เชน C. annuum มีลักษณะสีของกลีบดอกเปนสีขาว กานชูเกสรเพศผูไมมีสีมวง และ
ตําแหนงการออกดอกจะมีเพยีง 1 ดอกตอขอ สวน C. chinense กลีบดอกมีสีขาว หรือเขียว กานชูเกสร
เพศผูเปนสีมวง และมีดอก 2-3 ดอกตอขอ (DeWitt and Bosland, 1997) พริกจดัเปนพืชประเภทท่ีมี
โครโมโซมสองชุด (diploid) มีจํานวนโครโมโซมท้ังหมด คือ 2n=24 ซ่ึงรูปรางลักษณะของแทง
โครโมโซมพริกท่ีแตกตางกนั (ภาพท่ี 1) ทําใหความสามารถในการเขาคูกันของโครโมโซมในการผสม
ขามชนิดก็จะแตกตางกัน เปนสาเหตุทําใหเมล็ดท่ีเกิดจากการผสมขามของพริกบางชนิดไมสามารถ
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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ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก 
 
การผสมขามชนิดของพริกชนิดตางๆ สามารถทําไดสําเร็จเพียงบางคูชนิด ซ่ึงไดมีการศึกษา

ความสามารถในการผสมขามของพริกพันธุปลูก (ตารางท่ี 1) 
 

ตารางท่ี 1  ความสามารถในการผสมขามชนิดของพริก และความสามารถของลูกผสมในการขยายพันธุ  
(Bassett, 1986) 

 
ความสามารถในการขยายพันธุของเมล็ด การผสมขามชนิด ความสามารถของ

เซลลเร่ิมตน 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  คือเมล็ดสามารถเจริญเติบโตไดโดยใชเทคนิคชวยชีวติคัพภะ  
-  คือเมล็ดไมเจริญเติบโตได   
+  คือมีเมล็ดจํานวนนอยท่ีสามารถเจริญเติบโตได   
++  คือเมล็ดสวนมากสามารถเจริญเติบโตได 
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โรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  เช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

แอนแทรคโนสเปนโรคท่ีมีความสําคัญอยางหนึ่งท่ีทําใหเกิดความเสียหายตอผลผลิตพริก เกิด
จากเช้ือรา Colletotrichum spp. เม่ือเช้ือเขาทําลายผลพริกจะทําใหเนื้อเยือ่ของผลพริกท่ีถูกทําลายยุบตัวลง
ทีละนอย และขนาดขยายใหญข้ึนเปนวงกลม หรือรี บริเวณบาดแผลของเช้ือรามีการเรียงซอนกันเปนวง 
(concentric ring) เสนใยของเช้ือราอาจมีสีดํา หรือสีชมพูข้ึนอยูกับชนดิของเช้ือท่ีเขาทําลาย เมื่อเกดิการ
ระบาดของโรครุนแรงอาจทําใหผลผลิตเสียหายมากกวา 50% โดยเฉพาะในเขตรอน และรอนช้ืน ซ่ึงเช้ือ 
Colletotrichum สามารถเจริญเติบโตไดด ี

 
Colletotrichum จัดอยูในอันดับ (order) Melancoiales เช้ือสาเหตุท่ีเขาทําลายพริกมีอยู 4 ชนิด

คือ C. gloeosporioides C. capsici C. acutatum และ C. coccodes (Bailey and Jeger, 1992) ซ่ึงในประเทศ
ไทยพบวาเช้ือสาเหตุของโรคแอนแทรคโนสท่ีเขาทําลายผลพริกมีอยู 3 ชนิด คือ C. capsici และ C. 
gloeosporioides และ C. acutatum (Than et al., 2007) 
 

C. capsici ลักษณะแผลท่ีเกิดจากการเขาทําลายของเช้ือ เนื้อเยื่อพืชจะมีลักษณะแผลชุมน้ํา 
และยุบตัวลง แผลเร่ิมขยายมากข้ึน บริเวณบาดแผลมสีีดําเนื่องจาก setae ของเช้ือชนิดนี้มีสีดาํ หรือ 
น้ําตาลเขมอยูเปนจํานวนมาก ทําใหมองเห็นบริเวณแผลมีสีดํา แตลักษณะเสนใยโปรงใสปลายเรียว
แหลม ลักษณะสีของ colony มีไดตั้งแตสีขาวจนถึงสีน้ําตาล หรือดํา รูปรางของ appressoria เปนรูป
ทรงกระบอก หรือรูปไข สีน้ําตาล หรือเทา ขนาดต้ังแต 9-14 x 6.5-11.5 μm สวนรูปรางของ conidia เปน
แบบเส้ียวพระจันทร มีสีเหลืองออนจนถึงสีสมออน ขนาด 18-23 x 3.5-4 μm (Bailey and Jeger, 1992)   
  

C. gloeosporioides เขาทําลายพริกทําใหเกดิลักษณะอาการของบาดแผลยุบตัวลงคลายกับแผล
ท่ีเกิดจาก C. capsici แตบาดแผลไมเปนสีดํา เพราะลักษณะ colony และเสนใยของ C. gloeosporioides มี
สีครีม หรือน้ําตาลเทา บางคร้ังพบ setae หรือไมพบกไ็ด สวนรูปรางของ conidia มีไดหลายแบบ เชน 
ทรงตรง (straight) ทรงกระบอกหัวและทายมน (cylindrical) มีขนาดต้ังแต 12-17 x 3.5-6 μm นอกจากนี ้
appressoria มีรูปรางหลายแบบเชน รูปทรงกระบอก รูปไข หรือ บางคร้ังมีรูปทรงเปน lobed สีน้ําตาล
ขนาด 6-20 x 4-12 μm (Bailey and Jeger, 1992)  
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C. acutatum มีลักษณะ colony เปนสีขาวแลวเปล่ียนเปนสีเทาหรือน้ําตาล จากนั้นจะกลายเปน
สีชมพูจนถึงสีแดงเขม appressoria มีรูปรางทรงกระบอก รูปรางรี หรือมีรูปทรงท่ีไมแนนอน มีขนาด 4.5-
6 x 8.5-10 μm สวน conidia มีสีชมพูสม รูปรางทรงกระบอกปลายเรียวแหลม ขนาด 2.5-4 x 8.5-16.5μm  

 
2.  การเขาทําลายพริก และวงจรชีวิตของเช้ือ Colletotrichum spp.  

 
 เช้ือ Colletotrichum spp. ทําลายผลพริกไดท้ังกอน และหลังการเก็บเกีย่ว เช้ือ Colletotrichum 

spp. สามารถแพรกระจายไดในรูปของสปอรผานทางอากาศไปยังท่ีตางๆ ได ชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน

การเจริญเติบโต และชักนําใหเกิดการเขาทําลายของเช้ืออยูในชวง 20-24°C และทําใหสปอรมีการพัฒนา
สราง appressoria เพื่อแทงทะลุผานเนื้อเยื่อผนังดานบนของผลพริกแลวจึงมีการพฒันาสรางเสนใยเจริญ
เขาไปในผลพริกตอไป (ภาพท่ี 2) 

 
ภาพท่ี 2  วงจรชีวิตของเช้ือ Colletotrichum (Agrios, 1997) 
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3.  การสืบพันธุของเช้ือรา Colletotrichum spp.  
 
3.1  การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (asexual spores)  

   
 เปนการสืบพนัธุโดยไมมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม คือไมมีการรวมตัวของ 

นิวเคลียส เซลลสืบพันธุ หรืออวัยวะสืบพันธุ การสืบพันธุแบบนี้มีความสําคัญอยางมากตอการแพร
ระบาด เนื่องจากเช้ือราสามารถเพ่ิมจํานวนไดหลายๆ คร้ัง ในฤดูเดยีว การสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ
สามารถเกิดข้ึนไดหลายแบบ เชน เสนใยของเช้ือราเกดิจากการขาด แตกหัก ออกเปนทอนๆ แตละทอน
สามารถเกิดเปนเสนใยใหมเจริญตอไปได หรือมีการสรางสปอรโดยท่ีไมไดเกดิจากการรวมกันของ
นิวเคลียสจากเซลลสืบพันธุแลวสามารถเจริญเปนเสนใยตอไปได 

 
3.2  การสืบพันธุแบบอาศัยเพศ (sexual spores)  

 
เปนการสืบพนัธุท่ีมีการรวมตัวและแลกเปล่ียนสารพันธุกรรมกันระหวาง เซลลสืบพันธุ

เพศผูและเซลลสืบพันธุเพศเมีย (Chaisrisuk, 2003) ขบวนการสืบพันธุแบบอาศัยเพศแบงออกเปน 3 
ระยะ คือ ระยะแรก plasmogamy เปนระยะท่ีมีการรวมตัวกันของ protoplasm ของเซลลสืบพันธุเพศผู
และเพศเมีย กลายเปนเซลลเดียวท่ีมีจํานวนนวิเคลียสเปน n+n หรือเรียกวา dikaryon ระยะท่ีสอง 
karyogamy หลังจากเกิด plasmogamy แลวตอมาจะเกิดการรวมตัวกันของนิวเคลียสจากท้ังสองเพศ 
กลายเปนนิวเคลียสเดียว ท่ีมีจํานวนโครโมโซมเปนสองชุด (2n) และระยะท่ีสาม meiosis หรือ 
haploidization มีการลดจํานวนโครโมโซมจากนวิเคลียสในระยะ karyogamy เหลือคร่ึงหนึ่ง กลายเปน
นิวเคลียสท่ีมีจาํนวนโครโมโซม 1 ชุด (haploid) นิวเคลียสใหมท่ีไดจะเคล่ือนท่ีเขาไปในโครงสรางท่ีจะ
สรางสปอรตอไป เรียกสปอรท่ีเกิดขึ้นวา สปอรแบบมีเพศ  

 
กลไกการปองกันโรคของพชื 

 
 พืชสวนใหญมีกลไกการปองกันการเขาทําลายจากเช้ือจุลินทรียชนิดตางๆ เชน เช้ือรา แบคทีเรีย 

ไวรัส และ ไสเดือนฝอย (Slusarenko et al. 2000) กลไกการปองกันของพืชสามารถแบงได 2 แบบ ดังนี ้
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1.  การปองกนักอนการเขาทําลาย 
 

ลักษณะโครงสรางของพืชโดยท่ัวไปสามารถปองกันการเขาทําลายจากเช้ือสาเหตุโรคได
ระดับหนึ่ง ซ่ึงจัดเปนกลไกการปองกันดานแรกท่ีพืชมีอยูแลวในธรรมชาติ ลักษณะโครงสรางภายนอก
ดังกลาว เชน ไข ขน โครงสรางกิ่งกาน ใบ ทรงตน และชวงเวลาการปดเปดของปากใบ (Slusarenko et 
al., 2000)  

 
 Oh et al. (1999a) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางไขท่ีอยูบนผลพริกกบัการเขาทําลายของเช้ือ

รา C. gloeosporioides โดยเปรียบเทียบผลพริกท่ีไมไดกาํจัดไข และกําจัดไขดวยสาร chloroform ของผล
พริกสองระยะ คือระยะผลเขียว และผลแดง จากนัน้ปลูกเช้ือ C. gloeosporioides สายพันธุ KG13 ลงบน
ผลพริกท้ังสองระยะ พบวาบนผลพริกท่ีถูกกําจดัไขออก เช้ือมีการสราง conidia และ appressoria มากกวา
ผลท่ีไมไดกําจดัไขออก แสดงใหเห็นวาไขท่ีอยูบนผลพริกมีความสัมพันธตอการเขาทําลายของเช้ือรา
สาเหตุโรคพืช นอกจากนี้ยงัมีการเปรียบเทียบการเขาทําลายของเช้ือระหวางพริกระยะผลเขียว และผล
แดงท่ีมีการกําจัดไขออก พบวาเช้ือรามีการสรางเสนใยบนพริกระยะผลแดงมากกวาระยะผลเขียว แสดง
วาอายุของผลพริกมีความสัมพันธกับการเขาทําลายของเช้ือสาเหตุโรคเชนกัน 

 
2.  การปองกนัหลังการเขาทําลาย 

 
กลไกการปองกันของพืชหลังจากเช้ือเขาทําลาย แบงออกเปน 2 แบบ คือ  

 
2.1 การเปล่ียนแปลงลักษณะโครงสรางของพืช  

 
หลังจากพืชถูกเช้ือสาเหตุของโรคเขาทําลาย พืชบางชนิดท่ีมีลักษณะตานทาน จะมีการ

เปล่ียนแปลงโครงสราง เชน มีการเจริญของเซลลช้ันคอรก (cork) หรือมีการสรางสวนยืน่ในบริเวณทอ
ลําเลียงน้ํา (tylose) ข้ึนมากัน้ระหวางเนื้อเยื่อท่ีเปนโรค และเนื้อเยื่อปกติ เพื่อปองกนัไมใหเช้ือโรคเจริญ
รุกลามเขาทําลายเนื้อเยื่อปกติได (Slusarenko et al., 2000) 
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 2.2 การสรางสารเคมีของพืช  
 

หลังจากพืชถูกเช้ือสาเหตุของโรคเขาทําลาย พืชท่ีมีลักษณะตานทาน จะมีการสราง
สารเคมี เพื่อปองกันการลุกลามจากเช้ือท่ีเขาทําลาย พืชตานทานมีกลไกการสรางสารเคมีตางๆ เพื่อมา
ยับยั้งการเจรญิเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค สารเคมีท่ีพืชสรางข้ึนสวนมากมีฤทธ์ิเปนกรด หรือ ดางเขมขน 
ทําใหเซลลพืชท่ีถูกเชื้อโรคเขาทําลายมีการตายเกิดข้ึนอยางรวดเร็ว แสดงอาการไหม เกิดแผลจดุบริเวณท่ี
มีการรุกรานของเช้ือ เปนผลใหเช้ือสาเหตขุองโรคถูกทําลายไปพรอมกบัเซลลพืช ซ่ึงลักษณะการตายของ
เซลลอยางรวดเร็วนี้เรียกวา ปฏิกิริยาแบบ hypersensitive response (Bonas and Lahaye, 2002)  

 
มีการศึกษากลไกความตานทานโรคในระดบัโมเลกุลของพริก ตอโรคแอนแทรคโนส 

พบวามียนี PepThi สังเคราะหโปรตีนท่ีมีลักษณะคลายกับ thionin (Oh et al., 1999b) ยีน PepTLP 
สังเคราะหโปรตีน thaumatin- like protein (Kim et al., 2002) และยนี PepEST สรางเอนไซม pepper 
esterase (Ko et al., 2005) เพื่อยงัยั้งการเขาทําลายของเช้ือ C. gloeosporioides  นอกจากน้ียังมียีน 
CATHION1 ท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหโปรตีน thionin หลังจากมีการเขาทําลายของเช้ือ C. 
gloeosporioides  และ C. coccodes (Lee et al., 2000a) ยีน CACBP1 สังเคราะหโปรตีน chitin-binding 
protein (CBP) หลังจากการเขาทําลายของเช้ือ C. coccodes (Lee et al., 2001) 

 
ลักษณะทางพันธุกรรมท่ีควบคุมความตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 

 
 เนื่องจากโรคแอนแทรคโนสเปนโรคท่ีสําคัญของพริกหลายประเทศในเอเชีย จึงไดมีความ

พยายามคนหาแหลงพันธุกรรมความตานทานจากพริก C. annuum เพื่อนําไปใชในการปรับปรุงพันธุพริก
การคาใหตานทานตอโรคแอนแทรคโนส Yoon et al. (2004) ไดทดสอบความตานทานใน C. annuum 
291 สายพันธุ พบวาทุกสายพันธุมีลักษณะออนแอ และจากการรายงานของ AVRDC (2004) ซ่ึงได
พยายามคนหาแหลงพันธุกรรมความตานทานจากพริก C. annuum พบวามี 2 สายพันธุท่ีแสดงอาการโรค
เล็กนอย จากรายงานของ AVRDC (2003) พบความตานทานโรคแบบ immune ในพริก C. baccatum สาย
พันธุ ‘PBC80’ ‘PBC81’ และ C. chinense สายสายพันธุ ‘PBC932’ ซ่ึงไดมีการนําสายพันธุตานทาน
เหลานี้ไปใชในการถายทอดพันธุกรรมความตานทานใหแก C. annuum 
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การศึกษาการถายทอดลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสจาก C. baccatum ในประชากร F2 

และ BC1F1 ท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง C. baccatum ‘PBC80’ กับ C. annuum ซ่ึงมีลักษณะ
ออนแอ (Yoon and Park, 2005) และ C. baccatum ‘PBC81’ กับ C. annuum (Yoon et al., 2006) พบวายนี
ท่ีควบคุมลักษณะตานทานจาก C. baccatum ท้ัง 2 สายพันธุ ถูกควบคุมดวยยีนเดน 1 ตําแหนง  

 
สวนการศึกษาการถายทอดลักษณะความตานทานจาก C. chinense ‘PBC932’ ในประชากร F2 

และ BC1F1 ท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดกบั C. annuum ‘บางชาง’ พบวาในประชากร F2 มีอัตราสวนการ
กระจายตัวของลักษณะออนแอตอลักษณะตานทานในอัตราสวน 3:1 และ ประชากรลูกผสมกลับ 
(backcross) BC1 มีอัตราสวน 1:1 ซ่ึงจากรายงานสรุปวาลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสถูกควบคุม
ดวยยีนดอย 1 ตําแหนง (Pakdeevaraporn et al., 2005) 

 
มีการศึกษา QTL ของลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสดวยวิธีการสรางแผนท่ี

โครโมโซมจากประชากร F2 ท่ีสรางจากคูผสมขามชนิดระหวาง C. chinense สายพันธุ ‘PRI95030’ ซ่ึง
เปนสายพันธุท่ีมีลักษณะตานทานนอกเหนือจากท่ี AVRDC ไดรายงานไว กับ C. annuum พันธุออนแอ 
พบวาลักษณะความตานทานอยูในชวงระดบักึ่งกลางระหวางพอกับแม (Voorrips et al., 2004) 
 

การปรับปรุงพันธุพืชโดยใชเทคโนโลยี DNA (marker assisted selection (MAS)) 
 

การนําเทคโนโลยีทางดาน DNA เขามาใชเปนเคร่ืองหมายในการคัดเลือกลักษณะท่ีสนใจ ชวย
ใหสามารถคัดเลือกลักษณะที่สนใจไดอยางมีประสิทธิภาพ และรวดเร็ว เนื่องจาก DNA เคร่ืองหมายท่ีได
จะไมเปล่ียนแปลงตามสภาพแวดลอม ไมวาตนพืชจะมีการเจริญเติบโตอยูในระยะใดก็ตาม ซ่ึงจากขอดี
ดังกลาวสามารถนํา DNA เคร่ืองหมายเขามาชวยในการคดัเลือกลักษณะท่ีคัดเลือกยากได 

 
1.  เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) 

 
 เทคนิค BSA พัฒนาโดย Michelmore et al. (1991) เปนเทคนิคท่ีชวยในการคนหา DNA 

เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธ (linked) กบัยีน หรือลักษณะท่ีสนใจไดอยางรวดเร็ว โดยการรวม DNA 
(DNA bulk) จากประชากรท่ีมีการกระจายตัวของลักษณะท่ีสนใจ เชน ลักษณะตานทานโรค ท่ีสรางจาก
พอแมคูหนึ่ง DNA ท่ีนํามารวมไดจากตนท่ีมีฟโนไทปเหมือนกนั ดังนั้น DNA ท่ีเกิดจากการรวมของท้ัง
สองกลุม จะมีความแตกตางกันเฉพาะบริเวณตําแหนงท่ีสนใจ สวนตําแหนงอ่ืนๆ ไมมีความแตกตางกัน 
เม่ือแยกความแตกตางของ DNA รวมระหวาง 2 กลุม จะชวยใหสามารถพัฒนา DNA เคร่ืองหมายท่ีมี
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ความสัมพันธกับลักษณะท่ีสนใจไดอยางรวดเร็ว ดังภาพท่ี 3 เปนการใชเทคนิค BSA รวมกับ DNA 
เคร่ืองหมาย random amplified polymorphic DNA (RAPD) ทดสอบในพันธุพอ (P1) และแม (P2) จะพบ
ตําแหนงท่ีมีความแตกตางกนั คือตําแหนง A-D เม่ือนํามาทดสอบใน DNA bulk ท่ีไดจากประชากร F2 ซ่ึง 
DNA bulk หนึ่งไดจากการรวมของตนท่ีมีจีโนไทป (rr) และอีก bulk ไดจากการรวมของตนท่ีมีจโีนไทป 
(RR) พบวาเครื่องหมาย B เปนตําแหนงท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะท่ีสนใจ คือ allele R เม่ือทดสอบ
เคร่ืองหมาย B กับประชากร F2 ทุกตน พบวาตนท่ีมีลักษณะท่ีสนใจมีจีโนไทป RR และ Rr จะปรากฏ
เคร่ืองหมาย B สวนตนท่ีไมมีลักษณะท่ีสนใจ มีจีโนไทป rr จะไมปรากฏเคร่ืองหมาย B (Michelmore et 
al., 1991) 

 
เทคนิค BSA ชวยใหการคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับยีน หรือลักษณะ

สําคัญๆ มากมาย ไดแก ลักษณะตานทาน และลักษณะออนแอตอโรคราน้ําคาง ของผักกาดหอม โดยใช
รวมกับเทคนิค RAPD ในประชากร near-isogenic lines (Michelmore et al., 1991) ลักษณะตานทานโรค
ใบไหมในมะเขือเทศ รวมกบัเทคนิค AFLP ในประชากร F2 (Moreau et al., 1997) และลักษณะ 
acetylleptinidine (ALD) สูง รวมกับเทคนิค RAPD (Bouarte-Medina et al., 2002) 
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ภาพท่ี 3  เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค random amplified polymorphic DNA  
(RAPD) ในการแยกความแตกตางของ DNA ระหวาง bulk ท่ีไดจากประชากร F2 (Michelmore  
et al., 1991) 
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2.  การสรางแผนท่ีโครโมโซม 
 

 การสรางแผนท่ีโครโมโซม เปนการจัดเรียงความสัมพนัธของ DNA เคร่ืองหมาย กับยีนท่ี
นาสนใจ โดยอาศัยพื้นฐานการแลกเปล่ียนช้ินสวนของ DNA บนโครโมโซม (crossing over) ซ่ึงจะชวย
ทําใหทราบตําแหนงของยีนตางๆ ในจีโนม และตําแหนงของเคร่ืองหมายท่ีอยูใกลชิดกับยีนท่ีนาสนใจ 
เพื่อนําเคร่ืองหมายท่ีไดไปชวยในการคัดเลือกลักษณะที่สนใจไดอยางถูกตอง และแมนยําท่ีสุด 
นอกจากนี้ยังมีประโยชนในการรวมยนีท่ีนาสนใจไวในพืชพันธุเดยีวกนั (gene pyramiding) และเปน
บันไดกาวแรกในการแยกสกดัยีน วิเคราะหหาลําดับเบส และหนาท่ีของยีน  

 
 การสรางแผนท่ีโครโมโซมตองใชประชากรที่มีการกระจายตัว ซ่ึงประชากรท่ีมีการกระจาย

ตัวท่ีสรางไดรวดเร็วท่ีสุด ไดแกประชากรลูกผสม F2 และประชากรลูกผสมกลับ แตประชากรทีส่ามารถ
นํามาใชในการสรางแผนท่ีโครโมโซมไดอยางถาวร ไดแกประชากร recombinant inbred lines (RILs) 
และประชากร doubled haploids (DH) (Vienne, 2002) เนื่องจากเปนประชากรท่ีมีความเปน homozygous 
สูง มีความสม่ําเสมอของ allele สามารถปลูกทําการทดลองซํ้าได แตใชระยะเวลานานในการสราง
ประชากร  

 
 2.1  การสรางแผนท่ีโครโมโซมในพริก 

 
  การสรางแผนท่ีโครโมโซมของพริกไดเร่ิมจากการใชเคร่ืองหมาย RFLP และ isozymes 

ท้ังหมด 192 ตําแหนง ในประชากร F2 46 ตน ท่ีสรางจากพันธุลูกผสม F1 ของ C. annuum L. สามารถ
สรางแผนท่ีได 19 กลุม ครอบคลุม 720 cM และพบ 2 เคร่ืองหมายมีความสัมพันธกบั QTL ของลักษณะ
จํานวนดอกตอขอ และมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดกลุมได 26 ตําแหนง (Prince et al., 1992) 

 
ตอมา Lefebvre et al. (1995) ไดสรางแผนท่ีโดยใชเคร่ืองหมาย RFLP 19 ตําแหนง และ 

RAPD 66 ตําแหนง รวมทั้งหมด 85 ตําแหนง ในประชากร doubled haploid ท่ีสรางจาก F1 ของคูผสม C. 
annuum สรางแผนท่ีได 14 กลุม ครอบคลุม 820 cM และสามารถวางตําแหนงของยีนตานทานตอไวรัส 
TMV และยนีท่ีควบคุมลักษณะช้ีข้ึนของผล 
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 การสรางแผนท่ีโครโมโซมโดยใชเคร่ืองหมาย RFLP 399 ตําแหนง ซ่ึงเปนตําแหนงท่ี
พบในแผนท่ีโครโมโซมของมะเขือเทศมาใชเปน prob เคร่ืองหมาย isozyme 7 ตําแหนง RAPD 116 
ตําแหนง และ AFLP 805 ตําแหนง ในประชากร F2 75 ตน ท่ีสรางจาก C. annuum กับ C. chinense 
สามารถสรางแผนท่ีได 11 กลุมใหญ และ 2 กลุมเล็ก ครอบคลุม 1,245.7 cM (Livigstone et al., 1999) 

 
 การสรางแผนท่ีโครโมโซมไดมีการพัฒนาเพ่ิมข้ึนโดยใช DNA เคร่ืองหมายชนดิ RFLP 

150 ตําแหนง และ AFLP 430 ตําแหนง ในการสรางกลุมลิงคเกจโดยใชประชากร F2 107 ตน จากพริก
คูผสมระหวาง C. annuum cv. TF68 กับ C. chinense cv. Habanero (Kang et al., 2001) แผนท่ีท่ีได
ประกอบดวยกลุมลิงคเกจท่ีมีขนาดใหญ 11 กลุม และขนาดเล็ก 5 กลุม ครอบคลุม 1,320 cM 

 
การหาตําแหนง QTL ท่ีเกี่ยวของกับปริมาณผลผลิตของพริก (Chaim et al., 2001) โดย

ใชแผนท่ีโครโมโซมของพริกเปรียบเทียบกับแผนท่ีโครโมโซมของมะเขือเทศ ซ่ึงแผนท่ีของพริก
ประกอบดวย RFLP, AFLP, RAPD และลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมท้ังหมด 177 ตําแหนง ใน
ประชากร F3 สรางแผนท่ีลิงคเกจได 12  กลุม ครอบคลุม 1,740 cM และพบตําแหนงของ QTLท้ังหมด 55 
ตําแหนงท่ีเกีย่วของกับปริมาณผลผลิต ซ่ึงตําแหนง QTL หลักท่ีมีอิทธิพลตอผลผลิตมากกวา 60% คือ
ลักษณะรูปรางทรงผล ซ่ึงมีตําแหนงอยูบนกลุมลิงคเกจที่ 3 สวน ตําแหนง QTL อ่ืนๆ เชน วันสุกแกของ
ผล ขนาดเสนผานศูนยกลางผล ความยาวผล ความหนาของผนังผล และ ความยาวของกานดอก มีอิทธิพล
ตอผลผลิตประมาณ 20% พบอยูบนกลุมลิงคเกจท่ี 2, 3, 4, 8, และ 10 ตามลําดับ 

 
การสรางแผนท่ีโครโมโซมเพื่อหาตําแหนงของยีนความเผ็ด (capsaicinoids) ซ่ึงเปน

ลักษณะเฉพาะของพริก ดวยเทคนิค RFLP: CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) โดยใช
ประชากร F2 จากการผสมขามชนิดระหวาง C. frutescens L. ท่ีมีลักษณะเผ็ด กับ C. annuum L. จํานวน 
242 ตน พบ DNA เคร่ืองหมาย TG205 มีตําแหนงอยูใกลยนีความเผ็ด (C) ระยะทาง 0.4 cM บน
โครโมโซมแทงท่ี 2 (Blum et al., 2002) 

 
จากรายงานลาสุดมีการสรางแผนท่ีโครโมโซมเพ่ือหาตําแหนงของยีนตานทานโรค 

Phytophthora capsici Leon. โดยใชเทคนิค RAPD และ SCAR (sequence characterized amplified 
region) ในประชากรลูกผสมขามระหวาง C. annuum ซ่ึงเปนพันธุท่ีออนแอ กับ C. chinense สายพันธุ
ตานทาน พบวามียนีตําแหนงอ่ืนๆ เขามามีอิทธิพลตอลักษณะความตานทาน (QTL) หลายตําแหนง ซ่ึงมี 
QTL หลัก คือ Phyto.5.2 อยูบนโครโมโซมแทงท่ี 5 (Quirin et al., 2005)  

 



 
 
 
           

 

18 

จากการรายงานท่ีผานมาเกีย่วกับการสรางแผนท่ีโครโมโซมในพริก พบวายังไมมี
รายงานใดท่ีสามารถวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทคโนส และหาตาํแหนงของ DNA 
เคร่ืองหมายท่ีใกลเคียงได ซ่ึงมีเพียงรายงานของ Voorrips et al. (2004) ศึกษาการสรางแผนท่ีโครโมโซม
เพื่อหาตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก ท่ีเกิดจากเชื้อรา C. gloeosporioides และ C.  
capsici โดยใชประชากร F2 ท่ีสรางจาก C. chinense ‘PRI95030’ ซ่ึงมีลักษณะท่ีตานทานตอโรคแอน
แทรคโนส ผสมขามชนิดกับ C. annuum var. ‘Jatilaba’ เปนพันธุออนแอตอโรคแอนแทรคโนส ได DNA 
เคร่ืองหมายท้ังหมด 266 ตําแหนง จาก DNA เคร่ืองหมายชนิด AFLP 249 SSR 11 และ RGA 6 ตําแหนง 
เม่ือนําแตละตําแหนงมาหาความสัมพันธในการจัดกลุมลิงคเกจสามารถจัดได 26 กลุม ครอบคลุม 1,060 
cM พบวามี QTL 3 ตําแหนงท่ีมีผลตอการแสดงออกของลักษณะตานทานโรคท่ีเกิดจากเช้ือ C. 
gloeosporioides แตยังไมสามารถหาความสัมพันธของ DNA เคร่ืองหมายท่ีเกีย่วของกับลักษณะตานทาน
ตอเช้ือ C. capsici ได  

 
เทคนิคทางโมเลกุลท่ีใชในการพัฒนา DNA เคร่ืองหมาย 

 
1.  เทคนิค hybridization  

 
 เทคนิคนี้อาศัยขบวนการ DNA hybridization เพื่อตรวจสอบความแตกตางของช้ิน DNA ท่ี 

probe สามารถ hybridize ได เทคนิคหนึ่งท่ีรูจักกนัดคืีอ restriction fragment length polymorphism 
(RFLP) (Botstein et al., 1980) เทคนิค RFLP เปนการตัดยอย genomic DNA ดวยเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติ
ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ท่ีมีตําแหนงจดจําในการตัดต้ังแต 4-10 เบส แลวจึงแยกขนาดของ
ช้ินสวน DNA ท่ีไดดวยวิธี gel electrophoresis จากนั้นทําการยาย DNA ไปยังแผน nylon membrane แลว 
hybridize ดวย probe ท่ีติดฉลากใหเขาจับกับ complementary DNA ซ่ึงจะทําใหได DNA ท่ีมีความ
แตกตาง เพื่อนําไปใชในการสราง DNA เคร่ืองหมายตอไป อยางไรก็ตาม RFLP เปนเทคนิคท่ียุงยาก และ
มีราคาแพง 

 
2.  เทคนิค PCR (polymerase chain reaction) 

 
 PCR เปนเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ DNA ในหลอดทดลอง (Saiki et al., 1988) โดยอาศัยไพร

เมอร หรือ DNA ลําดับเบสส้ันๆ ท่ี complementary กับ DNA เปาหมาย มี DNA polymerase เปนเอนไซม
ท่ีทําหนาท่ีสังเคราะห DNA ในบริเวณท่ีไพรเมอรเขาจับ ความยาวของช้ินสวน DNA ท่ีเพิ่มปริมาณไดมี
ขนาดโดยประมาณไมเกิน 5 กิโลเบส (kb) เทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีรวดเร็วและไมยุงยากท่ีจะนาํมาใช
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ในการหาความแตกตางของ DNA เทคนิค PCR มีมากมายหลายชนิด เชน random amplified 
polymorphic DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphisms (AFLP), sequence-tagged 
microsatellite site markers (STMS), inter simple sequence repeats (ISSR) เปนตน 

 
RAPD (Williams et al., 1990) เปนเทคนคิท่ีใชไพรเมอร สายเดีย่ว ท่ีมีขนาดส้ันประมาณ 10 

เบส เพื่อเพ่ิมปริมาณ DNA เปาหมาย ซ่ึงการเขาจับของไพรเมอรเปนแบบสุมท่ัวท้ัง genome โดยใช

อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาประมาณ 37-40°C ทําใหไพรเมอรสามารถเขาจับกับ DNA ไดหลายตําแหนง 
พบแถบ DNA ท่ีเปนผลจาก PCR จํานวนมาก RAPD เปนเทคนิคท่ีงาย รวดเร็ว  

 
AFLP ไดถูกพัฒนาข้ึนโดย Vos et al. (1995) เปนเทคนิคท่ีนําขอดขีองสองเทคนิค ไดแก 

RFLP และ PCR มาปรับใชรวมกัน โดยมีการนําเอนไซมตัดจําเพาะมาใชตัด genomic DNA รวมกับการ
ใชวิธีเพิ่มปริมาณช้ินสวน DNA ทําใหไดช้ินสวน DNA จาก PCR (amplified product) จํานวนมากตอ
ปฏิกิริยา AFLP จึงเปนเทคนคิท่ีสามารถสราง DNA เคร่ืองหมายจํานวนมากไดรวดเร็ว 

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

เปาหมายของการศึกษาอยูท่ี DNA microsatellite โดยเทคนิค STMS ใชไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะเจาะจง
กับ DNA บริเวณท่ีเปน microsatellite คือมีลําดับเบสของ DNA 1-4 เบส ซํ้ากันประมาณ 10-20 คร้ัง เชน 
(AT)n, (GA)n หรือ (ATT)n สวนเทคนิค ISSR ใชไพรเมอรท่ีออกแบบเพื่อใหเขาจบักับ DNA บริเวณท่ี
ขนาบขางของตําแหนง microsatellite  
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อุปกรณและวิธีการ 

 
การศึกษาเพื่อหาตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนส (co1) และคนหา DNA 

เคร่ืองหมาย ท่ีใกลชิดกับยีนท่ีตานทานในพริกระยะผลเขียว ไดแบงออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเพื่อหาตําแหนงยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 
การสรางประชากร BC1F1P2 
 

 นําลูกผสม F1 ท่ีไดจากการผสมขามชนิดระหวางพริก C. annuum พนัธุ ‘บางชาง’ (P1) กับ C. 
chinense สายพันธุ ‘PBC932’ (P2) แลวทําการผสมกลับไปยัง ‘PBC932’ ซ่ึงเปนพันธุตานทาน (ภาพท่ี 4) 
ปลูกประชากร BC1F1P2 2 ชุดที่แปลงทดลองของศูนยวจิัยและพัฒนาพืชผักเขตรอน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อําเภอกําแพงแสน จังหวัดนครปฐม ชุดแรกปลูก
ประชากรจํานวน 150 ตน เม่ือเดือนมกราคม พ.ศ. 2549 ชุดที่ 2 จํานวน 200 ตน ในเดือน พฤศจกิายน 
พ.ศ. 2549  

 
 การผสมเกสร (hand pollination) ทําในชวงเชาเวลา 8.00 - 10.00 น. โดยเร่ิมจากการตอนเกสร

เพศผู (emasculation) ของดอกตูมท่ีจะบานในวันรุงข้ึนของดอกพริกท่ีใชเปนตนแม แลวนําละอองเกสร
จากพริกท่ีใชเปนตนพอเคาะเบาๆ บนยอดเกสรเพศเมียของดอกพริกบนตนแม เพื่อสรางลูกผสม หลังจาก
ผสมเกสรเสร็จแลวนําสําลีคลุมดอกไวเพื่อปองกันการปนเปอนจากละอองเกสรของพริกพันธุอ่ืน ติดปาย 
(tag) ท่ีใหรายละเอียดของพนัธุท่ีทําการผสม และวันที่ผสม  
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ภาพท่ี 4  การสรางประชากร BC1F1P2 
 
การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 
 

1.  การเตรียมผลพริกสําหรับการปลูกเช้ือ 
 

 เก็บเกีย่วผลพริกท่ีระยะผลเขียวแกเต็มท่ี (อายุประมาณ 30 วันหลังดอกบาน) ตนละ 5 ผล จาก
พริกทุกตนของประชากร BC1F1P2 ปลิดข้ัวผลออก ลางทําความสะอาดผลพริกดวยน้ําเปลา แลวแชใน 1% 
(w/v) sodium hypochlorite เปนเวลา 5 นาที แลวลางผลพริกดวยน้ําท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 
ซับผลพริกใหแหง วางผลพริกบนถาดเพื่อรอการปลูกเช้ือตอไป 
 

2.  การเตรียมเชื้อ C. capsici เพื่อใชในการปลูกเช้ือ 
 

 เล้ียงเช้ือ C. capsici isolate 158ci (ซ่ึงไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร. สมศิริ แสงโชติ 
ภาควิชาโรคพชื มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน) บนอาหาร potato dextrose agar (PDA; 

DifcoTM, Becton, Dickinson and Company, MD USA) เปนเวลาประมาณ 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 27°C ภายใต
แสง fluorescence 12 ช่ัวโมง สลับกับสภาวะมืด 12 ช่ัวโมง เม่ือเช้ือเจริญเติบโตสรางเสนใย และสปอรจึง
เก็บเกีย่ว spore โดยใช loop เก็บสปอรของเช้ือมาเจือจางในน้ําเปลาท่ีนึง่ฆาเช้ือแลว ปรับความเขมขนของ 
spore suspension ใหได 106 spore/ml โดยการนับจํานวนสปอรดวย haemocytometer ภายใตกลอง
จุลทรรศน (compound microscope) ท่ีกําลังขยาย 10X 

 
 

 ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) 

x 

F1  

BC1F1P2  
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 3.  การปลูกเช้ือบนผลพริก 
 

 ใชวิธีฉีดสปอรเขาสูผลพริก ดวยวิธี microinjection (Kanchana-udomkan et al., 2004) 
อุปกรณท่ีใชประกอบดวย Micro SyringeTM รุน 1705 TLL กับ dispenser PB600-1 (Hamilton, 
Switzerland) ท่ีมีเข็มขนาดเสนผานศูนยกลาง 1 mm และยาว 1 mm dispenser ทําหนาท่ีควบคุมปริมาตร
ของ spore suspension ในการฉีด inoculum เขาสูผลพริกแตละคร้ัง ใหมีปริมาตรเทากัน และเข็มเปน
ตัวกําหนดขนาดแผลบนผลพริก โดยนํา spore suspension ของเช้ือ C. capsici isolate 158ci ท่ีเตรียมไว 
ฉีดลงบนผลพริกบริเวณกลางผล ผลละ 1 แผล ปริมาตร 1 μl (ประมาณ 1,000 spore) จากนัน้นําผลพริกท่ี
ปลูกเช้ือแลว บมไวในกลองพลาสติกท่ีหลอดวยน้ําเปลาปดฝา เพื่อควบคุมความช้ืนสัมพัทธใหใกลเคียง 

100% และวางกลองพลาสติกไวในสภาพอุณหภูมิหอง (ประมาณ 25 - 30°C) จากนัน้เม่ือครบ 3 วัน เปด
ฝากลอง เพื่อลดความช้ืน  
 

  4.  การประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
 

 ประเมินอาการโรคแอนแทรคโนสบนผลพริก ในวนัท่ี 7 หลังจากปลูกเช้ือ โดยประเมิน
เปอรเซ็นตสัดสวนโรค จากขนาดแผลท่ีเกิดข้ึนจากการปลูกเช้ือ ตอขนาดผล เปรียบเทียบกับ disease 
diagram (ภาพท่ี 5) คํานวณคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรค จากผลพริกท้ัง 5 ผล ในแตละตน จากนัน้แบง
ระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสตามระดับเปอรเซ็นตสัดสวนโรคเปน 2 ระดบั (Pakdeevaraporn 
et al., 2005) ดังนี้ ตานทาน (R) ไมพบอาการโรคเกิดข้ึน และระดับออนแอ (S) ซ่ึงมีเปอรเซ็นตสัดสวน
โรคมากกวา 1% (ตารางท่ี 2)  
 
ตารางท่ี 2  เปอรเซ็นตสัดสวนโรค และระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนสท่ีจัดแบงตามเปอรเซ็นต 

สัดสวนโรค 
 

%  
สัดสวนโรค 

ลักษณะอาการโรค ระดับความ 
ตานทาน 

0  ไมพบรอยแผล ตานทาน (R) 
>1 - 2  
>2 - 5 

>5 – 15 
>15 – 25 

>25 

ขนาดแผล >1 – 2% เปนแผลเนายุบ หรือแผลชุมนํ้ารอบๆ รอยเข็ม 
ขนาดแผล >2 – 5% เปนแผลเนายุบ หรือแผลชุมนํ้า 5% 
ขนาดแผล >5 – 15% ปรากฏ acervuli หรือแผลเนายุบ 25%  
ขนาดแผล >15 – 25% ปรากฏ acervuli หรือแผลเนายุบ 
ขนาดแผล >25% ปรากฏกลุมของ spore เรียงเปนวงรอบรอยแผล 

 
 

ออนแอ (S) 
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ภาพท่ี 5  disease diagram ของอาการโรคแอนแทรคโนสท่ีมี % สัดสวนโรคต้ังแต 0- >25% ใช 

  สําหรับประเมินอาการโรคแอนแทรคโนส 
a)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงกลม 
b)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงเรียวยาว 
c)  สําหรับประเมินอาการโรคบนผลพริกท่ีมีรูปรางผลทรงเรียวส้ัน 

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 
 

 ศึกษาความแตกตางของลักษณะทางสัณฐานวิทยาระหวางพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ 
จํานวน 8 ลักษณะ (ตารางท่ี 3) ไดแก 1) สีมวงบริเวณขอ (A) บันทึกลักษณะสีมวงบริเวณขอของตนพริก 
เม่ือตนพริกอายุ 2 เดือน หลังยายปลูก 2) จํานวนดอกตอขอ (Mf) นบัจํานวนดอกตอขอ โดยสุมนับ 5 
ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก 3) ความเรียบของใบ (Sm) บันทึกลักษณะความเรียบของใบ ท่ีระยะใบแก 
บริเวณกลางตน 4) ลักษณะชี้ข้ึนของกานชูดอก หรือผล (up-2) บันทึกลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก หรือ
ผล โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก 5) สีผลแกเต็มท่ี (cl) บันทึกลักษณะสีเขียวเขมของผลพริกท่ี
ระยะผลเขียวแกเต็มท่ี (30 วัน หลังจากดอกบาน) จํานวน 5 ผลตอตน 6) สีอับเรณู (ya) บันทึกลักษณะสี
อับเรณ ู ในขณะท่ีดอกตูมใกลบาน 7) มุมระหวางดอกกับกานชูดอก (Af) บันทึกลักษณะความกวางของ
มุมระหวางดอกกับกานชูดอก โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบตนพริก และ 8) ความยาวของยอดเกสรเพศ
เมีย (stigma length) (StL) บันทึกลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย โดยสุม 5 ตําแหนง บริเวณรอบ
ตนพริก 
 
ตารางท่ี 3  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 8 ลักษณะ และการแสดงออกของยีน ท่ีมีความแตกตางระหวางพริก  

‘บางชาง’ และ ‘PBC932’  
 

ลักษณะ ยีน 

(Bosland et al., 2006) 

การแสดงออก และการ
กระจายตัวของลักษณะ 

จํานวนยีนท่ีควบคุม  
และการขม 

(Bosland et al., 2006) 
1) สีมวงบริเวณขอ A สีมวง > สีเขียว ยีนเดน 1 ตําแหนง 
2) จํานวนดอกตอขอ Mf > 2 ดอกตอขอ > 1 ดอกตอขอ ยีนเดน 1 ตําแหนง 
3) ความเรียบของใบ Sm ใบเรียบ > ใบหยัก ยีนเดน 1 ตําแหนง 
4) ลักษณะช้ีขึ้นของกานชู  
     ดอก หรือผล 

up-2 โคงลง > ช้ีขึ้น ยีนดอย 1 ตําแหนง 

5) สีเขียวเขมของผลแกเต็มที่ Cl สีเขียวออน > สีเขียวเขม ยีนดอย 1 ตําแหนง 
6) สีเหลืองของอับเรณู Ya สีมวง > สีเหลือง ยีนดอย 1 ตําแหนง 
7) มุมระหวางดอกกับกาน 
    ชูดอก 

Af - na 

8) ความยาวของยอดเกสร 
    เพศเมีย 

StL - na 

 

na คือลักษณะที่ยังไมทราบการแสดงออกของยีน 
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การสราง DNA เคร่ืองหมาย 
 

1.  สกัด DNA พริก  
  

 สกัด genomic DNA ของพริก ‘บางชาง’ ‘PBC932’ ลูกผสม F1 และประชากร BC1F1P2 ดวย
วิธี CTAB ดัดแปลง (Mongkolporn et al., 2004) โดยสกดัจากยอดออนสดของพืช ใชเนื้อเยื่อพืชประมาณ 
200 mg บดใหละเอียดในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลว เม่ือบดใบละเอียดแลวเติม CTAB buffer (2% 
cetyltrimetyl ammonium bromide, 1 M Tris-base, 0.5 M EDTA, 5 M NaCl, pH 5.5) 1 ml ผสมใหเขากัน 
ดูดสารผสม CTAB ใสหลอด microcentifuge ใหมขนาด 1.5 ml แลว incubate ท่ี 55  ํC เปนเวลา 30 นาที 
นําไปปนใน microcentrifuge ท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 15 นาที จากน้ันดดูสารละลายสวนใสดานบน
ใสหลอด microcentifuge ใหม เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) ปริมาตร 1 เทาของ
สารละลายสวนใสท่ีดูดได เพื่อกําจัดสวนท่ีเปนโปรตีนออก นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 
นาที แลวดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด microcentifuge ใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol 
ปริมาตร 1 เทาของสารละลายสวนใสดานบนท่ีดูดได พลิกหลอด microcentifuge ไปมา (inversion) และ
นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาทีอีกคร้ัง จากนั้นดูดสารละลายสวนใสดานบนใสหลอด 
microcentifuge ใหม แลวเติม 100% ethanol ท่ีเย็นจดัปริมาตร 2 เทาของสารละลายท่ีดูดได เพื่อ
ตกตะกอน DNA พลิกหลอดไปมาจะเหน็สาย DNA ตกตะกอนลงมา แชท่ี -20  ํC ตออีก 30 นาที นําไป
ปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm 10 นาที เทสารละลายท้ังหมดท้ิงใหเหลือแตตะกอน DNA ท่ีกนหลอด ลาง
ตะกอน DNA ดวย 70% ethanol ปริมาตร 250 μl นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาที อีกคร้ัง 
แลวเท 70% ethanol ท้ิง รอให DNA แหง resuspend ตะกอน DNA ดวย TE buffer (10 mM Tris-HCL 
pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 50 μl สารละลาย DNA ท่ีไดนําไปเก็บไวท่ี -20  ํC 

 
 วัดความบริสุทธ์ิ และความเขมขนของ DNA โดยวิธี spectrophotometry วัดคาการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm (A260) และความยาวคล่ืน 280 nm (A280) โดยใชเคร่ือง uv/vis 
spectrophotometer รุน GeneQuant pro (Amersham Biosciences, UK) ความบริสุทธ์ิของ DNA ควรมีคา
อยูในชวง 1.8 – 2.0 (A260/A280)  (Sambrook and Russell, 2001) คํานวณความเขมขนของ DNA ไดดัง
สมการ 1  
 

   ความเขมขนของ DNA (μg/ml) = (A260) X 50 X dilution factor    ------- (1) 
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2.  การเพิ่มปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 
 

เทคนิคท่ีเลือกใชในการสรางแผนท่ีโครโมโซมในคร้ังนี้มี 2 เทคนิค คือ sequenced tagged 
microsatellite site (STMS) ท่ีมีเปาหมายของการเพ่ิมปริมาณ DNA อยูท่ีตําแหนง microsatellite ของพริก 
และ expressed sequence tags (EST) ซ่ึงไดจากการศึกษาการแสดงออกของยีน ดวยเทคนิค microarray 
ในพริก ‘PBC932’ ภายหลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici 158ci เปนเวลา 48 ช่ัวโมง (อรรัตน  มงคลพร, 
ขอมูลไมไดตพีิมพ)  

 
2.1  STMS 

 
 STMS ท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี้ ไดจาก microsatellite 139 ตําแหนง โดยท่ี 76 ตําแหนง มา

จาก GeneBank (Lee et al., 2004) และอีก 63 ตําแหนง มาจากการเขารวม International Consortium of 
Pepper Microsatellite (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตพีิมพ) ปฏิกิริยา PCR แตละปฏิกิริยาประกอบดวย 
DNA ตนแบบปริมาณ 50 ng, 0.2 μM ของแตละ 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  เปนเวลา 3 นาที 

DNA denaturation ท่ี 94°C เปนเวลา 30 วินาที annealing 55-65°C เปนเวลา 30 วนิาที extension 72°C 

เปนเวลา 1 นาที จํานวน 35 รอบ และ final extension 72°C เปนเวลา 7 นาที หลักจากเสร็จปฏิกิริยา PCR 
นํา PCR products ไปตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดวย 1.5% (w/v) agarose gel electrophoresis หาก
เกิดปฏิกิริยา PCR สมบูรณ จึงนํา PCR products ท่ีเหลือไปแยกความแตกตางของ DNA ดวย 4.5% (w/v) 
Polyacrylamide gel electrophoresis 

 
2.2  EST 

 
 EST ไดจากการศึกษาการแสดงออกของยีนในพริกสายพันธุ ‘PBC932’ ภายหลังจาก

ปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ดวยเทคนิค microarray โดยใช Arabidopsis DNA 
chip (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตีพิมพ) จากนัน้ไดพัฒนา EST ท่ีได ใหเปน DNA เคร่ืองหมายชนิด 
sequence-characterized amplified region (SCAR)  7 ตําแหนง และ cleaved amplified polymorphic 
sequence (CAPS)  3 ตําแหนง โดยชัชมาศ  กาญจนอุดมการณ, (ขอมูลไมไดตีพิมพ) สวน SCAR อีก 1 
ตําแหนง ชัชมาศ  กาญจนอุดมการณ, (ขอมูลไมไดตพีิมพ) ไดออกแบบไพรเมอรจากยีนท่ีสังเคราะห
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โปรตีน pathogenesis-related protein 10 mRNA เพื่อยบัยั้งการเขาทําลายของเช้ือในพริก C. annuum ใน
ฐานขอมูล NCBI (national center for biotechnology information)  

 
2.2.1  SCAR 

 
 SCAR จํานวนท้ังหมด 8 คูไพรเมอร ทําปฏิกิริยา PCR แตละปฏิกิริยา

ประกอบดวย DNA ตนแบบปริมาณ 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 

เปนเวลา 1 นาที annealing 55-65°C เปนเวลา 1 นาที extension 72°C เปนเวลา 2 นาที จํานวน 35 รอบ 

และ final extension 72°C เปนเวลา 5 นาที หลักจากเสร็จปฏิกิริยา PCR นํา PCR products ไปตรวจสอบ
การเกิดปฏิกิริยาดวย 1.5% (w/v)  agarose gel electrophoresis 
 

 2.2.2  CAPS 
 

CAPS จํานวน 3 คูไพรเมอร ใชปฏิกิริยา PCR เชนเดียวกบั SCAR หลักจากเสร็จ
ปฏิกิริยา PCR นํา PCR products ไปตรวจสอบการเกิดปฏิกิริยาดวย 1% (w/v) agarose gel 
electrophoresis หากเกิดปฏิกิริยา PCR สมบูรณ จึงนํา PCR products อีก 10 μl ท่ีเหลือตัดดวย enzyme 
Tru1I (เปน isoshizomer กับ MseI) (Fermentas, Canada) ท่ีมีตําแหนงจดจําลําดับเบส 4 เบส คือ T/TAA 

ความเขมขน 0.5 unit/μl, 1x buffer R+ (Fermentas, Canada) จากนั้น incubate ท่ี 65°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 
แลวจึงตรวจสอบ PCR products หลังจากการตัดดวย enzyme อีกคร้ังหนึ่งดวย 1.5% (w/v) agarose gel 
electrophoresis 

 
3.  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA 

 
3.1  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA ดวยวิธี agarose gel electrophoresis 

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

(w/v) Xylene cyanol FF, 30% (v/v) Glycerol) ปริมาตร 6 เทา จากนั้นแยกความแตกตางของ DNA ดวย 
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 ดวยกระแสไฟฟาท่ี 100 volt แลวยอม 
DNA ดวย 1 μg/ml ethidium bromide และถายรูปแถบ DNA โดยใช gel documentation system รุน 
TCX-20 (Vilber Lourmat, France) 

 
3.2  การแยกความแตกตางของช้ินสวน DNA ดวยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis  

 
เจือจาง PCR products ดวย formamide-loading buffer (80% (w/v) Deionised 

formamide, 10 mM EDTA, 10% (w/v) Xylene cyanol FF, 10% (w/v) Bromophenol blue) ปริมาตร 1 
เทา และแยกความแตกตางของ DNA ดวย 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 
ยอม DNA ดวย silver nitrate (0.1% silver nitrate (w/v); 0.15% formaldehyde) เปนเวลา 30 นาที แลว 
develop สีดวย developer (3% sodium carbonate anhydrous (w/v); 0.2% sodium thiosulfate; 0.15% 
formaldehyde)  
 
การสรางแผนที่กลุมลิงคเกจ (linkage map) 

 
1.  การแปลงขอมูล (marker scoring) 

   
แปลงขอมูล DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานเปนระบบ A, B, H ดังนี้ DNA 

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

 
  DNA เคร่ืองหมาย SCAR กําหนดให A = จีโนไทป ‘PBC932’ (ไมมีแถบ DNA ปรากฏใน 

‘PBC932’) B = จีโนไทป ‘บางชาง’ (ไมมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’) และ H = heterozygous (มี
แถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ หรือ ‘บางชาง’)  

 
ลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนส และลักษณะทางสัณฐานวทิยา กําหนดให A = จี

โนไทป ‘PBC932’ (มีลักษณะปรากฏเหมือน ‘PBC932’) B = จโีนไทป ‘บางชาง’ (มีลักษณะปรากฏ
เหมือน ‘บางชาง’) และ H = heterozygous (มีลักษณะปรากฏเหมือน ‘บางชาง’) 
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2.  การสรางแผนท่ี 
 

 การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ (linkage map) โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
MAPMAKER/EXP version3 (Lander et al., 1987) ใช mapping function ของ Kosambi กําหนดคา LOD 
เทากับ 4.0 และเปอรเซ็นต recombination เทากับ 40  

 
3.  การวิเคราะห QTL 

 
วิเคราะหหาตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานวิทยา ท่ีเกีย่วของกับ

ลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) ของลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสของ
พริกท่ีระยะผลเขียว โดยใช single point analysis ระหวาง DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา กับคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนการเกิดโรค และใชวิธี interval mapping เพื่อหาความสัมพนัธของ
ตําแหนงท่ีจัดวางอยูบนกลุมลิงคเกจกับคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนการเกิดโรคแบบกลุม โดยใชโปรแกรม
คอมพิวเตอร MapQTL® version 4.0 (Van Ooijen et al., 2002)  
 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
length polymorphisms (AFLP) 

 
การสรางพริกประชากร BC1F2P1 
 

นําลูกผสม F1 (C. annuum ‘บางชาง’ x C. chinense ‘PBC932’) ผสมกลับไปยัง ‘บางชาง’ ซ่ึงเปน
พันธุออนแอ เพื่อสรางประชากร BC1F1P1 จากนัน้ทําการผสมตัวเองของพริก BC1F1P1 จํานวน 15 ตน 
เพื่อใหไดพริกประชากร BC1F2P1 จํานวน 15 สายพันธุ ปลูกประชากรพริกท้ัง 15 สายพันธุ (40 ตน/ สาย
พันธุ) ท่ีแปลงทดลองของศูนยวจิัยและพฒันาพืชผักเขตรอน ในเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2549 และเก็บผล
พริกมาทดสอบระดับความตานทานโรคแอนแทรคโนส ในชวงเดือน มกราคม -กุมภาพันธ พ.ศ. 2550 

 
การผสมตัวเอง (self pollination) ของพริก สามารถทําไดทุกชวงเวลา โดยการนาํสําลีคลุมดอก

ในระยะกอนดอกบาน 1 วัน เพื่อปองกนัการปนเปอนจากละอองเกสรของพริกพันธุอ่ืน จากนั้นติดปาย 
(tag) ท่ีใหรายละเอียดของการผสม และวนัท่ีผสม 
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เทคนิค bulked segregant analysis (BSA) 
 

การคัดเลือกตนพริกเพื่อนําไปใชในการสราง DNA bulk โดย bulk R คัดเลือกตนตานทาน (คาด
วามีจีโนไทป co1co1) 10 ตน จากประชากร BC1F1P2 ซ่ึงเปนประชากรเดียวกับท่ีใชสรางแผนท่ี และ 
bulk S คัดเลือกตนออนแอ (คาดวามีจีโนไทป Co1Co1) 10 ตน จากประชากร BC1F2P1 จํานวน 15 สาย
พันธุ โดยใชสายพันธุท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด (ภาพท่ี 6) 

 
การสราง DNA bulk โดยสกัด DNA จากตนท่ีคัดเลือกได แลวรวม DNA จากตนท่ีมีฟโนไทป

เดียวกัน เขาดวยกัน ใช DNA ปริมาณเทากันจากแตละตน 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
           
           
 
 
 

 
ภาพท่ี 6  การสรางประชากร BC1F1P2 และ BC1F2P1 จากพริก ‘บางชาง’ กับ ‘PBC932’ เพื่อใชสราง  

DNA bulk R และ bulk S 
 
 

 ‘บางชาง’ (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 ตน/ สายพันธุ 

BC1F2P1 
(Co1Co1) (Co1Co1: Co1co1: co1co1) 

สราง bulk R จากตนตานทานที่คาดวามี
จีโนไทป co1co1 

สราง bulk S จากสายพันธุที่แสดงลักษณะ
ออนแอทั้งหมด คาดวามีจีโนไทป Co1Co1 
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การแยกความแตกตางระหวาง DNA bulk โดยใชเทคนิค AFLP  
 

นํา DNA ของพริก ‘บางชาง’ และ ‘PBC932’ ซ่ึงเปนพริกพันธุแม และพอกับ DNA ของ bulk R 
และ bulk S มาแยกความแตกตางของ DNA โดยใชเทคนิค AFLP ตามวิธีของ Vos et al. (1995) ซ่ึงใชคู
ไพรเมอรท้ังหมดจํานวน 51 คูไพรเมอร เทคนิค AFLP มี 3 ข้ันตอน คือ digestion, ligation และ การเพิ่ม
ปริมาณ DNA ดวยเทคนิค PCR 
 

1.  Digestion  
 

 นํา genomic DNA ปริมาณ 500 ng มาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI 
(Fermentas, Canada) ซ่ึงมีตําแหนงในการจดจําลําดบัเบส 6 เบสคือ G/AATTC และ Tru1I (เปน 
isoshizomer กบั MseI) (Fermentas, Canada) ท่ีมีตําแหนงจดจําลําดบัเบส 4 เบส คือ T/TAA ความเขมขน

อยางละ 5 unit, 4X buffer A (BM) (Roche, Germany) โดยท่ีปริมาตรรวม 40 μl บมไวท่ีอุณหภูมิ 37°C 
นาน 1 ช่ัวโมง 

 
2.  Ligation  

 
เช่ือมตอช้ินสวนของ DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกับ adapter ท่ีปลายแตละขางดวย 

EcoRI adapter และ MseI adapter เพื่อปองกันการเขาจบักันเองของช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวยเอนไซม
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 ปฏิกิริยาประกอบดวย 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 บมไวท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 3 ช่ัวโมง หลังจาก 
ligation เจือจางช้ินสวน DNA ท่ีได ดวยน้าํกล่ันนึ่งฆาเช้ือ 5 เทา เพื่อนําไปทํา PCR ตอไป 
 

3.  PCR  
 

preselective amplification (PCRI) ใชคูไพรเมอรท่ีมีบริเวณ selective extension 1 เบส ตอเขา
กับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัด ซ่ึงใน PCR I มีองคประกอบของปฏิกิริยา ดังนี้ DNA ท่ีไดจากข้ันตอนการ 
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 โดยใชโปรแกรมควบคุม

อุณหภูมิดังนี ้DNA denaturation ท่ี 94°C เปนเวลา 30 วนิาที annealing 56°C เปนเวลา 1 นาที extension 

72°C เปนเวลา 1 นาที จํานวน 20 รอบ และ final extension 72°C เปนเวลา 5 นาที  
 

selective extension (PCRII) ใชคูไพรเมอรท่ีมีบริเวณ selective extension 3 เบส ซ่ึง
ประกอบดวย 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

ใชโปรแกรมควบคุมอุณหภมิูดังนี้ DNA denaturation 94°C เปนเวลา 30 วนิาที, 65-57°C เปนเวลา 30 

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

annealing โดย touch down step คร้ังละ 1°C จาก 65°C -57°C ตามดวย DNA denaturation 94°C เปน

เวลา 30 วินาที, annealing 56°C เปนเวลา 30 วินาที และ 72°C เปนเวลา 1 นาที จํานวน 30 รอบ หลังจาก
ทําปฏิกิริยา PCR เสร็จ ตรวจสอบ PCR products ท่ีไดโดยใช 6%  polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE)  

 
AFLP ไพรเมอรท่ีใชในการทํา PCR ประกอบดวย 3 สวน คือบริเวณ core sequence (CORE) 

บริเวณท่ีเขาจบักับสวนท่ีถูกตัดดวย enzyme ตัดจําเพาะ (ENZ) และบริเวณ selective extension (EXT) ท่ี
มีลําดับเบส 1 เบส (PCRI) และ 3 เบส (PCRII) จากสวน ENZ ดังนี ้
 
                           CORE                                  ENZ                       EXT 

EcoRI    5′-GACTGCGTACC       AATTC       NNN-3′ 
MseI      5′-GATGAGTCCTGAG       TAA       NNN-3′ 
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การทดสอบ DNA เคร่ืองหมายท่ีไดจาก BSA  
 

นําเคร่ืองหมาย AFLP ท่ีแสดงความแตกตางระหวาง bulk ท้ัง 2 ได มาทดสอบกับ DNA ของ
สมาชิกภายในแตละกลุม bulk เพื่อทดสอบความสัมพันธของเคร่ืองหมาย AFLP ท่ีพบกับลักษณะ
ตานทาน และลักษณะออนแอ โดยคํานวณจากความถูกตองของการปรากฏ หรือไมปรากฏของแถบ
เคร่ืองหมายในกลุมตนตานทาน และออนแอ ถาความถูกตองมากกวา 80% จึงนํา DNA เคร่ืองหมายนั้น
ไปวิเคราะหความสัมพันธ (linkage analysis) กับลักษณะตานทาน และลักษณะออนแอ ในพริกประชากร 
F2 ตอไป  

 
การสราง DNA เคร่ืองหมาย SCAR จากเคร่ืองหมาย AFLP 
 

เคร่ืองหมาย AFLP ท่ีมีความถูกตองมากกวา 80% ไดรับการพัฒนาเปน SCAR กอนนําไป
ทดสอบกับประชากร F2  

 
1.  การแยกแถบเคร่ืองหมาย AFLP จาก polyacrylamide gel 

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

โดยใชน้ําเปลาท่ีนึ่งฆาเช้ือแลว แตมบริเวณแถบ DNA ท่ีตองการ เพื่อชวยให polyacrylamide gel ออนนุม 
และสามารถตัดช้ินเจลท่ีมีแถบ DNA ท่ีตองการออกมาไดงาย นําช้ินเจลใสในหลอด microcentifuge 
ขนาด 1.5 ml เติม TE buffer (10 mM Tris-HCL pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ปริมาตร 10 μl ใชปลาย 
pipette tip บดเจลใหละเอียดเพ่ือให DNA ละลายอยูใน TE buffer นําไปตมในน้ําเดอืด 1 นาที เพือ่ชวยให 
DNA แยกออกมาจากเจลไดดีข้ึน นําไปปนตกตะกอนของเศษเจลที่ความเร็ว 13,000 rpm นาน 10 นาที 
แลวดูดสารละลายใสหลอด microcentifuge ใหมขนาด 1.5 ml นํา DNA ท่ีตัดแยกออกมาไดไปเพิ่ม
ปริมาณดวยเทคนิค PCR ตอไป 

 
เพิ่มปริมาณ DNA ท่ีแยกออกมาได ดวยเทคนิค PCR โดยใชคูไพรเมอร และโปรแกรม PCR 

เชนเดยีวกับการทําปฏิกิริยา PCRII ของเทคนิค AFLP หลังจากทําปฏิกิริยา PCR ตกตะกอน DNA โดย
เติม 100% ethanol ท่ีเย็นจดัปริมาตร 2 เทาของปริมาตร PCR ท้ังหมด นําไปแชท่ี -20  ํC อีก 30 นาที ปน
ตกตะกอน DNA ท่ีความเร็ว 13,000 rpm 10 นาที เทสารละลายท้ังหมดท้ิงใหเหลือแตตะกอนชิ้นสวน 
DNA ลางตะกอนช้ินสวน DNA ดวย 70% ethanol ปริมาตร 250 μl นําไปปนท่ีความเร็ว 13,000 rpm นาน 
10 นาที แลวเท 70% ethanol ท้ิง รอให DNA แหง ละลายตะกอน DNA ดวย TE buffer ปริมาตร 5 μl 
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ตรวจสอบความเขมขนของ DNA ท่ีไดโดยดวย 1% (w/v) agarose gel electrophoresis และเก็บ
สารละลาย DNA ท่ีไดไวท่ี -20  ํC เพื่อนําไปใชในการเพิม่ปริมาณช้ินสวน DNA ดวย E. coli ตอไป 

 
2.  การเพิ่มปริมาณ DNA ใน E. coli 

 
การเพิ่มปริมาณ DNA ท่ีไดจากเคร่ืองหมาย AFLP ดวย E. coli โดยเช่ือมตอช้ินสวน DNA ท่ี

ตัดแยกมาไดเขากับพลาสมิด 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 บมไวท่ีอุณหภูมิ 

5-6°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้น transform พลาสมิดเขาสูเซลลแบคทีเรีย E. coli DH5α ดวยวิธี heat-
shock หลังการ transform เติมอาหารเหลว SOB (tryptone 2%, yest extract 0.5% และ NaCl 0.05% w/v) 

ท่ีไมเติม amplicillin ปริมาตร 990 μl นําไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนา
ท่ี เปนเวลา 90 นาที นําเซลลท่ีเล้ียงไดปริมาตร 300 μl spread ลงบนอาหารแข็ง LB (tryptone 1%, yest 
extract 1% NaCl 0.5% และ agar 1.5% w/v) ท่ีเติม amplicillin ความเขมขน 100 μg/ml นําไปเพาะเล้ียง

ตอท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลาประมาณ 16-24 ช่ัวโมง สุมคัดเลือก single colony มาตรวจสอบวามี
ช้ินสวน DNA ท่ีตองการดวยเทคนิค PCR นําโคลนท่ีมีช้ิน DNA ท่ีตองการไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 

LB ท่ีเติม amplicillin ท่ีอุณหภูมิ 37°C เขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที 12 ช่ัวโมง ในท่ีมืด จากนั้น
สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, Canada)  

 
การตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ินสวนของ DNA ท่ีตองการดวย PCR ใชคูไพรเมอร AFLP คูเดิมท่ี

สราง DNA เคร่ืองหมาย AFLP นั้น และตรวจสอบ PCR products ดวย 1% (w/v) agarose gel 
electrophoresis 
 

3.  การวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด 
 

นําพลาสมิดท่ีสกัดไดไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ิน DNA insert ท่ี Bioservice 
Unit (BSU) อาคารสํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ถนนพระราม 6 ทุง
พญาไท ราชเทวี กรุงเทพฯ  
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4.  การออกแบบ SCAR ไพรเมอร 
 

จากลําดับนวิคลีโอไทดท่ีได ซ่ึงเปน DNA เคร่ืองหมาย AFLP ทําการวิเคราะหเพื่อออกแบบคู
ไพรเมอร โดยใชโปรแกรม Primer3 (Rozen et al., 2000) คูไพรเมอรใหมท่ีไดจะมีความจําเพาะเจาะจง
กับตําแหนงของ DNA เคร่ืองหมาย AFLP ท่ีตองการเทานั้น DNA เคร่ืองหมายใหมท่ีไดนี้เรียกวา SCAR 

 
5.  การทดสอบเคร่ืองหมาย SCAR กับ DNA ในสมาชิก bulk 

 
นําเคร่ืองหมาย SCAR ท่ีได ตรวจสอบความถูกตองของการปรากฏแถบ DNA สอดคลองกับ 

AFLP ท่ีสกัดมา ในพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ และสมาชิก bulk R และ bulk S  
  

6.  การวิเคราะหความสัมพันธระหวางเคร่ืองหมาย SCAR กับลักษณะตานทานตอโรคแอน
แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 

 
นําเคร่ืองหมาย SCAR ทดสอบในประชากรพริก F2 จาํนวน 96 ตน ซ่ึงเปนประชากรท่ีมีการ

กระจายตัว สําหรับการวิเคราะหความสัมพันธ (linkage) (ประชากรนี้สรางโดย นายนพพล ขําเพ็ง 
ภาควิชาพืชสวน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จังหวดันครปฐม) จากการคํานวณ 
recombination frequency ท่ีเกิดข้ึนในประชากร 
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ผลและวิจารณ 

ผล 
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ียีนเพื่อหาตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส 
 

 ผลการประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส ดวยการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 
158ci บนผลพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และประชากร BC1F1P2 พบวาภายหลังการปลูกเช้ือ
เปนเวลา 7 วนั พริก ‘PBC932’ ไมพบอาการโรคแอนแทรคโนส (สัดสวนโรคเทากับ 0%) ซ่ึงจัดอยูใน
ระดับตานทาน (R) ท้ัง 10 ตน พริก ‘บางชาง’ พบอาการโรคแอนแทรคโนส บริเวณที่ไดรับการปลูกเช้ือ 
ผลพริกมีอาการยุบตัวลง แผลมีสีดําจากเสนใยของเช้ือราที่เจริญบนผล มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรคมากกวา 
15% ท้ัง 10 ตน ซ่ึงจัดอยูในระดับออนแอ (S) สวนลูกผสม F1 จํานวน 31 ตน พบวาลูกผสม F1 แตละตนมี
ระดับการเกิดโรคท่ีแตกตางกัน คือมีคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรค อยูในชวงต้ังแต 5-45% ซ่ึงเปน
ลักษณะออนแอท้ังหมด (ตารางท่ี 4)  

 
 การประเมินลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสของพริกประชากร BC1F1P2 จากจํานวน

ท้ังหมด 140 ตน พบวาแตละตนมีระดับการเกดิโรคแตกตางกนั มีคาเฉล่ียเปอรเซ็นตสัดสวนโรคอยู
ในชวงต้ังแต 0-100% ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับระดับการเกิดโรคของ ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ สามารถ
แบงลักษณะการเกิดโรคไดเปน 2 กลุม คือกลุมท่ีมีลักษณะตานทาน มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรคเทากับ 0% 
จํานวน 74 ตน และกลุมท่ีมีลักษณะออนแอ มีเปอรเซ็นตสัดสวนโรค >1% จํานวน 66 ตน โดยท่ีระดับ
การเกิดโรคมีลักษณะเบี่ยงเบนมากกวาพริก ‘บางชาง’ (ตารางท่ี 4) 

 
 การท่ี F1 แสดงลักษณะออนแอท้ังหมดนั้น แสดงวาความตานทานโรคแอนแทรคโนสถูก

ควบคุมดวยยนีดอย และจากขอมูลลักษณะการเกดิโรคแอนแทรคโนสในพริกประชากร BC1F1P2 พบวามี
ลักษณะตานทาน จํานวน  74 ตน ตอลักษณะออนแอ จํานวน 66 ตน เม่ือนํามาคํานวณคา Chi-square 

ภายใตสมมุติฐานลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสถูกควบคุมดวยยีนดอยหนึ่งตําแหนงตามท่ี 
Pakdeevaraporn et al. (2005) ไดรายงานไว คือมีสัดสวนของลักษณะตานทานตอลักษณะออนแอ เทากับ 
1:1 พบวาคา Chi-square ท่ีคํานวณไดยอมรับสมมุติฐาน คือ มีคาเทากับ 0.457 และคา Probability เทากับ 
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0.499 (ตารางท่ี 4) ซ่ึงเปนการยืนยันวายนีท่ีควบคุมลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนส ในพริก
ระยะผลเขียว ถูกควบคุมดวยยีนดอย 1 ตําแหนง (co1) 

 
ตารางท่ี 4  ความถ่ีของเปอรเซ็นตสัดสวนโรค หลังจากการปลูกเช้ือ C. capsici isolate 158ci เปนเวลา 7  

วัน ของพริก ‘PBC932’ ‘บางชาง’ ลูกผสม F1 และลูกผสมกลับ BC1F1P2  
 

% สัดสวนโรค ประชากร 

0 >1 - 2 >2 - 5 >5 – 15 >15 – 25 >25 

ความถี่ของ
คาสังเกต  

(R: S) 

อัตรา 
สวนท่ี
คาดหวัง 

χ2 Prob. 

‘PBC932’ 
‘บางชาง’ 

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 ตน การกระจายตัวของลักษณะท้ัง 8 (ตารางท่ี 5) มีดังนี ้
 
 ลักษณะท่ีถูกความคุมดวยยนีเดน 1 ตําแหนง ในประชากร BC1F1P2 คาดวาควรมีการกระจาย

ตัวในอัตราสวน 1:0 ไดแก สีมวงบริเวณขอ (A) จํานวนดอกตอขอ (Mf) และความเรียบของใบ (Sm) ซ่ึง
พบวาลักษณะจํานวนดอกตอขอมีการกระจายตัวของลักษณะในอัตราสวนเปนไปตามท่ีคาดหวัง แต
ลักษณะสีมวงบริเวณขอ และลักษณะความเรียบของใบพบวามีอัตราสวนไมเปนไปตามท่ีคาดหวัง มีการ
กระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 

 
 ลักษณะท่ีถูกควบคุมดวยยนีดอย 1 ตําแหนง ในประชากร BC1F1P2 คาดวาควรมีการกระจาย

ตัวในอัตราสวน 1:1 ไดแก ลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก หรือผล (up-2) สีผลแกเต็มท่ี (cl) และสีอับเรณู 
(ya) ซ่ึงพบวาท้ัง 3 ลักษณะมีการกระจายตัวในอัตราสวน 1:1 เปนไปตามท่ีคาดหวัง 
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 สําหรับลักษณะท่ีไมทราบการแสดงออกของยีน ในประชากร BC1F1P2 ไดแก ลักษณะมุม
ระหวางดอกกบักานชูดอก (Af) พบวาการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล สวนลักษณะความยาว
ของยอดเกสรเพศเมีย (StL) พบวามีการกระจายตัวของตนท่ีมียอดเกสรเพศเมียยาวกวาอับเรณู ตอตนท่ีมี
ยอดเกสรเพศเมียส้ันกวาอับเรณู มีอัตราสวนเทากับ 1:1  

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

ยีน จํานวนตน
ท้ังหมด 

ลักษณะท่ี 
แตกตาง (P1/P2) 

จํานวนตน 
ท่ีพบ 

อัตราสวน 
ท่ีคาดหวัง 

χ2 Prob. 

A* 140 มวง (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 โคงลง (P1) 57 1:1 2.99 0.084 
  ต้ังขึ้น (P2) 77    

cl 131 เขียวเขม (P1) 56 1:1 2.76 0.097 
  เขียวออน (P2) 75    

ya 133 มวง (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 ‘บางชาง’ 
P2  คือพริกสายพันธุ ‘PBC932’ 
n/a  คือ not applicable 
*  คือมีการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดล 
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ภาพท่ี 7  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จํานวน 8 ลักษณะ ในประชากรพริก BC1F1P2 (P2 x F1) 

 a) สีมวงบริเวณขอ (A) 
 b) จํานวนดอกตอขอ (Mf) 
 c) มุมระหวางดอกกับกานชูดอก (Af) 
 d) ความเรียบของใบ (Sm) 
 e) สีผลแกเต็มท่ี (cl) 
 f) ลักษณะช้ีข้ึนของกานชูดอก 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 ตําแหนง พบวามี 65 คูไพรเมอร (47%) ท่ีสามารถแยก
ความแตกตางระหวางพริกสายพันธุ ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ ได สวนอีก 50 คูไพรเมอร (36%) ไม
สามารถแยกความแตกตางได และอีก 24 คูไพรเมอร (17%) ไมสามารถเพ่ิมปริมาณ DNA ได  

 
microsatellite เปน DNA เคร่ืองหมายแบบ co- dominant จากการทดสอบ 65 STMS 

(ตารางท่ี 6) ในประชากร BC1F1P2 จํานวน 140 ตน ซ่ึงอาจมีบางตนท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ DNA ได จึง
ทําใหแตละคูไพรเมอรท่ีใชมีจํานวนตนในการทดลองไมเทากัน จากการทดสอบพบแถบ DNA 2 แบบ 
ไดแก แถบ DNA เหมือน ‘PBC932’ และแถบ DNA เหมือน ‘บางชาง’ (ภาพท่ี 8) การกระจายตัวของแถบ 
DNA ท้ัง 2 แบบพบในอัตราสวน 1:1 จํานวน 35 ตําแหนง (54%) ไมสอดคลองกับอัตราสวน 1:1 จํานวน 
29 ตําแหนง (45%) และไมมีการกระจายตัวจํานวน 1 ตําแหนง (1%)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 8  การกระจายตัวของ sequenced tagged microsatellite site ท่ีตําแหนง PMC20 ในพริก ‘บาง 

ชาง’ (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  
ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 

 
จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี

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  (ตอ) 
  

จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี
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  (ตอ)  
 

จํานวนตน STMS จํานวนตนท่ี
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 ‘บางชาง’ 
n/a  คือ not applicable 
*  คือมีความแตกตางทางสถิติ (ท่ีระดับความนาเช่ือม่ันนอยกวา 95%) 

 
3.2  EST 

 
 เคร่ืองหมาย SCAR จํานวน 8 ตําแหนง (ตารางท่ี 7) มีการปรากฏแถบ DNA แบบ 

dominant ท้ังหมด คือมีแถบ DNA ปรากฏใน ‘บางชาง’ ดังนัน้เม่ือทดสอบในประชากร BC1F1P2 ควรมี
การกระจายตัวของแถบ DNA ท่ีปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ ตอไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
(ภาพท่ี 9) ในอัตราสวน 1:1 ท้ังหมด 8 ตําแหนง 

 
เคร่ืองหมาย CAPS จํานวน 3 ตําแหนง (ตารางท่ี 8) มีการปรากฏแถบ DNA แบบ co–

dominant และเม่ือทดสอบในประชากร BC1F1P2 เคร่ืองหมายมีการกระจายตัวของแถบ DNA ปรากฏ
เหมือน ‘PBC932’ ตอมีแถบ DNA ปรากฏเหมือนท้ังใน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ (ภาพท่ี 10) ใน
อัตราสวน 1:1 จํานวน 2 ตําแหนง สวนอีก 1 ตําแหนง มีการกระจายตัวในอัตราสวนไมเปน 1:1 (ภาพท่ี 
11)  
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ภาพท่ี 9  การกระจายตัวของ sequence-characterized amplified region (SCAR) ท่ีตําแหนง BOM18 ใน  

พริก ‘บางชาง’ (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) ท่ีตําแหนง POM14c  

 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (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  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ 
 
ภาพท่ี 11  การกระจายตัวของ CAPS BOM24c ท่ีไมเปนไปตามอัตราสวน 1:1 ของการปรากฏแถบ DNA  

 และไมปรากฏแถบ DNA ในประชากร BC1F1P2; P2 คือ ‘PBC932’ P1 คือ ‘บางชาง’; M คือ  
 molecular weight marker GeneRulerTM 100bp DNA Ladder (Fermentas, Canada) 

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

ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 
 

จํานวนตน SCAR จํานวนตนท่ี
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  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ 
H  คือมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ 
 
 
 

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  
ตําแหนง ในพริกประชากร BC1F1P2 (P2 x F1) 

 
จํานวนตน CAPS จํานวนตนท่ี

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 ‘บางชาง’ 
*  คือมีความแตกตางทางสถิติ 

 
4.  การวิเคราะหแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 จํานวนเคร่ืองหมายท้ังหมดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ DNA เคร่ืองหมาย จํานวน 53 
ตําแหนง (ตารางท่ี 9) และลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว (co1) นําไปใชใน
การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 
ตารางท่ี 9  เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ  

DNA เคร่ืองหมาย 
 

ชนิดของเคร่ืองหมาย จํานวน เคร่ืองหมายท้ังหมด เคร่ืองหมายท่ีนําไปใชสรางแผนท่ี 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

STMS 
SCAR 
CAPS 

8 
139 

8 
3 

8  
35 
8 
2 

รวม 158 53 
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เม่ือนําเคร่ืองหมาย ท้ังหมด 53 ตําแหนง มาวิเคราะหการสรางกลุมลิงคเกจโดยใชโปรแกรม 
MAPMAKER version3 (Lander et al., 1987) ใช mapping function ของ Kosambi กําหนดคา LOD มีคา
เทากับ 4 และ recombination เทากับ 40% สามารถสรางกลุมลิงคเกจได 11 กลุม (ภาพท่ี 12) ซ่ึง
ครอบคลุมระยะทาง 770.8 cM และมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจไดจํานวน 15 
ตําแหนง ดังนี ้PMC7 PMC21 PMC33 G1 G5 G10 G25 G50 G60 POM16 BOM25-1 BOM25-2 CA44 
StL และ A 
 

จากการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจเพ่ือวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก
ระยะผลเขียว และคนหาตําแหนงของเคร่ืองหมาย ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว พบวาจากการสรางแผนท่ีสามารถวางตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรค
โนสในพริกระยะผลเขียว (co1) ได อยูในกลุมลิงคเกจที่ 1 โดยมีเคร่ืองหมายชนิด STMS ท่ีตําแหนง 
PMC3 ซ่ึงเปนตําแหนงของ Microsatellite DNA อยูหางจากตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนส
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  แผนท่ีกลุมลิงคเกจของพริก ท่ีไดจากลักษณะทางสัณฐานวทิยา และ DNA เคร่ืองหมาย  
    เพื่อหาความสัมพันธกับตําแหนงยีนท่ีควบคุมลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสใน 
    พริกระยะผลเขียว (co1) 
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5.  การวิเคราะห QTL 
 

ไดวิเคราะห QTL 2 แบบ คือ 1) single point analysis 2) interval mapping เพื่อหาตําแหนง
ของเคร่ืองหมาย ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะความตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 
โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร MapQTL® ในประชากรพริก BC1F1P2 กบั DNA เคร่ืองหมายชนดิ STMS 
SCAR CAPS และ ลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมท้ังหมด 74 ตําแหนง ผลการวิเคราะห single point 
analysis พบวามี DNA เคร่ืองหมายจํานวน 11 ตําแหนง กับ 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ท่ีมี
ความสัมพันธกับลักษณะตานทาน โดยท่ี 6 ตําแหนง ไดแก STMS PMC19 G6 G28 G31 SCAR POM18-
2 และ CRAPS BOM24c มีความสัมพันธท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 % อีก 5 ตําแหนง STMS PMC3 
PMC13 PMC17 PMC20 G41 และลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย มีความสัมพันธท่ีระดับความ
เช่ือม่ันมากกวา 99% (ตารางที่ 10) 

 
ใน 12 ตําแหนงของเคร่ืองหมายท่ีพบวามีความสัมพันธเชิงปริมาณกับลักษณะตานทาน พบวา 

7 ตําแหนง อยูในกลุมลิงคเกจท่ี 1 2 3 และ 4 ท่ีเหลืออีก 5 ตําแหนง ยังไมสามารถจัดกลุมได (ตารางท่ี 10) 
 
สําหรับการวิเคราะห interval mapping พบวา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกบัลักษณะ

ตานทานมากท่ีสุด ไดแก STMS PMC3 ซ่ึงอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 1 มีระดับความนาเช่ือมันท่ีคา LOD 
เทากับ 4.09 (ภาพท่ี 13) สวนเคร่ืองหมายท่ีวางอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 2 3 และ 4 จัดวายังมีความสัมพันธกับ
ลักษณะตานทานท่ีระดับความนาเช่ือม่ันนอย ดังนี ้STMS PMC13 PMC17 และ SCAR POM18-2 ซ่ึงวาง
อยูในกลุมลิงคเกจท่ี 2 เปนบริเวณท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD เทากับ 0.53 1.33 และ 
0.48 ตามลําดับ เคร่ืองหมาย STMS PMC20 และ G41 ท่ีวางอยูในกลุมลิงคเกจท่ี 3 พบวาเปนมี
ความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD เทากับ 1.07 และ 0.88 ตามลําดับ และเคร่ืองหมาย STMS G28 
ท่ีวางอยูกลุมลิงคเกจท่ี 4 พบวามีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีคา LOD 0.73 (ตารางท่ี 10)  
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ตารางท่ี 10  เคร่ืองหมายท่ีเกีย่วของกับลักษณะเชิงปริมาณ ของลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสใน 
      พริกระยะผลเขียว 

 
ชนิดของเคร่ืองหมาย ตําแหนงยีน/ 

เคร่ืองหมาย 
P-vulue LOD 

 
ตําแหนงของเคร่ืองหมาย 

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 

 
คา P-vulue ท่ี 0.05 มีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
คา P-vulue ท่ี 0.01- 0.0001 มีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ท่ีระดับความเชื่อม่ันมากกวา 99% 
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ภาพท่ี 13  คา LOD ของ DNA เคร่ืองหมาย PMC3 ท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะ QTL ของยีนตานทาน 

 โรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในกลุมลิงคเกจท่ี 1  
 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
 length polymorphisms (AFLP) 

 
1. การคัดเลือกตนพริกเพื่อใชในการสราง bulk R และ bulk S 

 
  คัดเลือกตนตานทาน (R) ท่ีมีระดับการเกิดโรค 0% จากประชากร BC1F1P2 จํานวน 10 ตน 

(bulk R) และคัดเลือกตนออนแอ (S) จากประชากร BC1F2P1 ท้ังหมด 15 สายพันธุ (line) ท่ีพบวา 5 สาย
พันธุมีการกระจายตัวของลักษณะตานทานโรค และอีก 10 สายพันธุแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด จึง
คัดเลือกตนออนแอจํานวน 10 ตน (bulk S) จาก 5 สายพันธุท่ีแสดงลักษณะออนแอท้ังหมด ไดแกสาย

4.09 

LOD 
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พันธุท่ี 1, 4, 6, 9 และ 10 จํานวนสายพันธุละ 2, 1, 2, 3 และ 2 ตน ตามลําดับ เนื่องจากเปนสายพนัธุท่ีมี
ความสม่ําเสมอของลักษณะออนแอในทุกตน (ตารางท่ี 11) 
 
ตารางท่ี 11  การเกิดโรคแอนแทรคโนสในประชากร BC1F2P1 และคัดเลือกตนพริกท่ีคาดวามีจีโนไทป  

 Co1Co1 มาใชใน BSA  
 

จํานวนตน ตนท่ีใชสราง bulk S  BC1F2P1 จน. ตนท้ังหมด ระดับการเกิดโรค 

R S จน. ตน 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.  การแยกความแตกตางของ DNA bulk ดวยเทคนิค AFLP  

 
 การแยกความแตกตางของ DNA bulk โดยใช AFLP จํานวน 51 คูไพรเมอร พบวามี 21 คู

ไพรเมอร ท่ีสามารถแยกความแตกตางระหวาง bulk R และ bulk S ได โดยไดเคร่ืองหมาย AFLP ท้ังหมด 
36 ตําแหนง ซ่ึงมี 22 ตําแหนงท่ีปรากฏแถบ DNA ใน bulk R และจํานวน 14 ตําแหนงมีแถบ DNA 
ปรากฏใน bulk S (ตารางท่ี 12)  
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ตารางท่ี 12  AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก 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  (ตอ)  
 

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 ดานท่ีตอกับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวย EcoRI 
2/ primer ดานท่ีตอกับช้ินสวน DNA ท่ีถูกตัดดวย Tru1I 
-  คือไมปรากฏแถบ DNA 
 

3.  การทดสอบ DNA เคร่ืองหมาย ท่ีไดจาก BSA   
 

ทดสอบ AFLP 36 ตําแหนง ท่ีไดจาก BSA มาทดสอบกับ DNA ท่ีเปนสมาชิกของ DNA bulk 
ท้ัง 2 bulk พบวามีเพยีง 2 ตําแหนง ใหช่ือวา 932-1 และ 932-2 (ตารางท่ี 13) พบแถบเคร่ืองหมาย 932-1 
ปรากฏในทุกตนของ bulk R และไมพบแถบ DNA ในทุกตนของ bulk S สวนเคร่ืองหมาย 932-2 มีแถบ 
DNA ปรากฏในทุกตนของ bulk R แตพบแถบ DNA ปรากฏใน bulk S จํานวน 2 ตน (ภาพท่ี 14) 
 
ตารางท่ี 13  การทดสอบเคร่ืองหมาย 932-1 และ 932-2 ในสมาชิกกลุม bulk  
 

PCRI PCRII จํานวนแถบ DNA 
ท่ีปรากฏ 

เคร่ืองหมาย 

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

ขนาด 
(bp) 

% ความถูกตองของ
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 ดานท่ีตอกับ DNA fragment ท่ีถูกตัดดวย EcoRI 
2/ primer ดานท่ีตอกับ DNA fragment ท่ีถูกตัดดวย Tru1I 
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ภาพท่ี 14  เคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) bulk S  
 (S) และสมาชิก bulk R และ bulk S 

 
4.  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP และการออกแบบ SCAR ไพรเมอร 

 
 ผลการวิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-1 และ 932-2 พบวา

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  ลําดับนิวคลีโอไทดของเคร่ืองหมาย AFLP 932-2 ขนาด 233 bp และตําแหนง 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 
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             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 และตําแหนง SCAR ไพร 

 เมอร ท่ีออกแบบได (ในกรอบ) 
 

 ผลการวิเคราะหลําดับเบส เพื่อออกแบบไพรเมอร ดวย Prime3 (Rozen et al., 2000) โดยคูไพร
เมอรของ 932-1 และ 932-2 ดังแสดงในตารางท่ี 14 ซ่ึงความยาวของขนาด product ท่ีคาดวาจะได 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  คือลําดับเบสของไพรเมอรท่ีเขาจับกับ DNA ดาน 3′- 5′ 
R  คือลําดับเบสของไพรเมอรท่ีเขาจับกับ DNA ดาน 5′- 3′ 
 

5.  การทดสอบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 และ 932-2 ในสมาชิก bulk 
 
ภายหลังจากการพัฒนาเคร่ืองหมาย AFLP ใหเปน SCAR ไดตรวจสอบการปรากฏแถบ

เคร่ืองหมาย SCAR ท่ีได กับ DNA ท่ีเปนสมาชิก bulk R และ bulk S วามีความสอดคลองกับ AFLP เดิม 
พบวา SCAR 932-1 ปรากฏแถบ DNA ทุกตนใน bulk R และปรากฏแถบ DNA 4 ตน ใน bulk S ซ่ึงแถบ 
DNA ท่ีปรากฏใน 4 ตน ของ bulk S ไมสอดคลองกับ AFLP เดิม (AFLP เดิมปรากฏแถบ DNA ใน bulk 
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R ทุกตน และไมปรากฏแถบ DNA ใน bulk S ทุกตน) (ภาพท่ี 17) สวน SCAR 932-2 มีแถบ DNA 
ปรากฏในทุกตนของ bulk R และมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk S จํานวน 3 ตน คือตนท่ี 1, 3 และ 4 ซ่ึง
แถบ DNA ท่ีปรากฏใน bulk S มีเพิ่มจากเดิม 1 ตน (AFLP เดิมมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk R ทุกตน 
และมีแถบ DNA ปรากฏใน bulk S 2 ตน คือตนท่ี 3 และ 4) (ภาพท่ี 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 17  แถบเคร่ืองหมาย SCAR 932-1 ในพริก ‘PBC932’ (P2) ‘บางชาง’ (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) ‘บางชาง’ (P1) bulk R (R) bulk S (S)  

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

 
6.  การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ 932-2 กับลักษณะตานทานโรคแอน

แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว 
 

นํา SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ไปทดสอบในประชากร F2 (‘บางชาง’ x ‘PBC932’) 
จํานวน 96 ตน พบวา SCAR ท้ัง 2 มีการกระจายตัวของการมีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘PBC932’ ตอไม
มีแถบ DNA ปรากฏเหมือน ‘บางชาง’ ในอัตราสวน 3: 1 (ตารางท่ี 15) ซ่ึงเคร่ืองหมายมีลักษณะการ
กระจายตัวแบบ dominant ซ่ึงในประชากร F2 ยอมมีการกระจายตัวในอัตราสวน 3: 1 เปนไปตามกฎของ
เมลเดล 

 
การวิเคราะหความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 กับลักษณะตานทาน

โรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผลเขียว โดยการนับจํานวน recombination frequency พบวาตนท่ีมี
ลักษณะตานทานซ่ึงมี 25 ตน มีแถบ SCAR 932-1 ปรากฏ 21 ตน และ มีแถบ SCAR 932-2 ปรากฏ 17 
ตน (ตารางท่ี 16) เนื่องจาก SCAR เปนเคร่ืองหมายแบบ dominant ท่ีมีความสัมพันธกับ recessive allele 
ของลักษณะตานทาน คือ co1 จึงไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง heterozygous และ homozygous 
จีโนไทป (Co1co1 และ Co1Co1) ของฟโนไทปออนแอได ดังนั้นจึงไมสามารถตรวจสอบ 
recombination frequency ของประชากร F2 ท้ังหมดได การหาความสัมพันธในครั้งนี้วิเคราะหไดเฉพาะ

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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ตนตานทานเทานั้น ซ่ึงพบวา SCAR 932-1 และ 932-2 มีความสัมพันธกับลักษณะตานทาน 84 และ 68% 
ตามลําดับ  

 
ตารางท่ี 15  การกระจายตัวของ SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ในประชากร F2 (‘บางชาง’ x  

‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
 

จํานวนตน DNA เคร่ืองหมาย 

- + 

อัตราสวนท่ีคาดหวัง  
(- : +) 

χ2  Prob. 

SCAR 932-1 
SCAR 932-2 

22 
25 

74 
71 

1:3 
1:3 

0.222 
0.055 

0.6375 
0.8145 

 
-  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏ 
+  คือมีแถบ DNA ปรากฏ 

 
ตารางท่ี 16  ความสัมพันธระหวาง SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 กับลักษณะความตานทานโรคแอน 

 แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว ในพริกประชากร F2 (‘บางชาง’ x ‘PBC932’) จํานวน 96 ตน 
 

จํานวนตน 

ตนท่ีแสดงลักษณะตานทาน ตนท่ีแสดงลักษณะออนแอ 

DNA เคร่ืองหมาย 

- + - + 

% ความสัมพันธกับจีโนไทป
ของลักษณะตานทาน 

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

 
-  คือไมมีแถบ DNA ปรากฏ 
+  คือมีแถบ DNA ปรากฏ 
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วิจารณ 
 

การทดลองท่ี 1  การสรางแผนท่ียีนเพื่อหาตําแหนงของยนีตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก 
 

1.  ประชากรท่ีใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจ 
 

 การนําประชากรพริกลูกผสมกลับ BC1F1P2 มาใชสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจพบวามี DNA 
เคร่ืองหมายเพียง 1 ตําแหนงท่ีไมมีการกระจายตัว แสดงใหเห็นวาการใชพริกลูกผสมกลับไปยังพริกสาย
พันธุ ‘PBC932’ สามารถแกไขปญหาการไมกระจายตัวของ DNA เคร่ืองหมายได ซ่ึงจากการศึกษากอน
หนานี้ไดใชพริกประชากร F2 ในการสรางแผนท่ี พบวามี DNA เคร่ืองหมายจํานวนมากถึง 80% ไมมีการ
กระจายตัว (พรศักดิ์  ภกัดวีราภรณ, ขอมูลไมไดตีพิมพ)  

 
 การใชพริกประชากรลูกผสมกลับ BC1F1P2 พบวามี DNA เคร่ืองหมายประมาณ 45% จาก 

STMS และ CAPS มีการกระจายตัวของแถบ DNA ท่ีปรากฏเหมือน ‘PBC932’ ตอมีแถบ DNA ปรากฏ
เหมือนท้ังใน ‘PBC932’ และ ‘บางชาง’ ในอัตราสวนไมเปน 1:1 ตามท่ีควรจะเปนในประชากร BC1F1P2 
ซ่ึงเคร่ืองหมายท่ีมีการกระจายตัวผิดปกตินั้นไมสามารถนําไปใชในการสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจได การท่ี
เคร่ืองหมายมีการกระจายตัวไมเปนไปตามกฎของเมนเดลอาจเปนเพราะ ‘PBC932’ ไมใชสายพันธุแท จึง
มีความเปน heterozygosity  สูง ซ่ึงสังเกตไดจากลักษณะการเกิดโรคในลูกผสม F1 ท่ีไมสมํ่าเสมอ ซ่ึง
ประชากร BC1F1P2 นี้สรางจาก F1 หลายตน ดังนั้นเม่ือนาํ F1 จากตางตนกันมาใชในการผสมกลับไปยัง 
‘PBC932’ ทําใหไดประชากร BC1F1P2 ท่ีมีการกระจายตัวของเคร่ืองหมายผิดปกติ 

 
2.  แผนท่ีกลุมลิงคเกจ 

 
 แผนท่ีกลุมลิงคเกจท่ีไดคร้ังนี้ ประกอบดวยกลุมลิงคเกจขนาดเล็กจํานวน 11 กลุม ครอบคลุม

ระยะทาง 770.8 cM ท่ีสรางจาก DNA เคร่ืองหมาย และลักษณะทางสัณฐานวิทยา จํานวน 53 ตําแหนง 
ซ่ึงเปนแผนท่ีท่ีมีขนาดเล็กยงัไมครอบคลุมท้ังจีโนม สังเกตไดจากกลุมลิงคเกจท่ีไดมีจํานวนไมเทากับ
จํานวนโครโมโซมของพริก และยังมีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจได 15 ตําแหนง ท้ังนี้
เนื่องจากจํานวนเคร่ืองหมายท่ีไดยังมีจํานวนนอย เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาการสรางแผนท่ีในพริกท่ี
ผานมา ตองใชเคร่ืองหมายมากกวา 200 ตําแหนงข้ึนไป เชนแผนท่ีของ Kang et al. (2001) ประกอบดวย 
RFLP 150 ตําแหนง และ AFLP 430 ตําแหนง จึงไดแผนท่ีครอบคลุม 1,320 cM แผนท่ีของ Chaim et al. 
(2001) ประกอบดวย RFLP, AFLP, RAPD และลักษณะทางสัณฐานวิทยา รวมท้ังหมด 177 ตําแหนง จึง
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ไดแผนท่ีครอบคลุม 1,740 cM และจากแผนท่ีของ Voorrips et al. (2004) ท่ีสรางจาก AFLP 249 
ตําแหนง SSR 11 ตําแหนง และ RGA 6 ตําแหนง รวมท้ังหมด 266 ตําแหนง สรางแผนท่ีครอบคลุม 
1,060 cM  

 

จากแผนท่ีท่ีสรางไดจากการศึกษาคร้ังนี้ พบเคร่ืองหมาย STMS PMC3 ท่ีอยูใกลยีน co1 มาก
ท่ีสุดประมาณ 36.9 cM ซ่ึงยังไมสามารถนําไปใชประโยชนในการคัดเลือกได ควรมกีารศึกษาเพิ่มเติมใน
การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีใกลชิดกบัยีนมากกวานี้ โดยใชเทคนิค BSA รวมกับเทคนิค AFLP 
เนื่องจากเปนเทคนิคท่ีสะดวก และรวดเร็ว 

  
3.  การวิเคราะห QTL 

 
 ตําแหนงท่ีมีอิทธิพลตอ QTL ของลักษณะตานทานมากท่ีสุด คือเคร่ืองหมาย STMS PMC3 

สวนเคร่ืองหมาย STMS PMC17 และลักษณะความยาวของยอดเกสรเพศเมีย ถึงแมจากการวิเคราะหจะมี
ความสัมพันธกับลักษณะตานทานไมมากนัก แตเปนตําแหนงท่ีนาสนใจ ซ่ึงในอนาคตควรนําเคร่ืองหมาย
ท้ัง 3 ไปทดสอบความสัมพันธกับลักษณะตานทานในประชากรอ่ืนๆ ตอไป เพือ่ทดสอบประสิทธิภาพ 
และความถูกตองของเคร่ืองหมาย 

 
การทดลองท่ี 2  การคนหา DNA เคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนส  

โดยใชเทคนิค bulked segregant analysis (BSA) รวมกับเทคนิค amplified fragment  
  length polymorphisms (AFLP) 

 
การใชเทคนิค BSA รวมกบัเทคนิค AFLP ในการพฒันา DNA เคร่ืองหมาย เปนเทคนิคท่ี

สามารถชวยในการคนหา DNA เคร่ืองหมายไดอยางรวดเร็ว ซ่ึงจากการทดลองภายในระยะเวลา 3 เดือน 
สามารถพัฒนาเคร่ืองหมาย SCAR ได 2 ตําแหนง หากเพ่ิมระยะเวลาอาจชวยใหพฒันาเคร่ืองหมายได
จํานวนมากข้ึน 

 
การทดสอบ SCAR 932-1 และ 932-2 กับ DNA ท่ีเปนสมาชิก bulk R และ bulk S ภายหลังการ

แปลงเคร่ืองหมายจาก AFLP 932-1 และ 932-2 พบวาการปรากฏแถบของ SCAR ท้ัง 2 ไมสอดคลองกับ
เคร่ืองหมาย AFLP เดิมในบางตน ซ่ึงนาจะเปนเพราะวาแถบ AFLP เดิมของตนนั้นปรากฏไมชัดเจน 
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 SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 แสดงความสัมพนัธกับจีโนไทปลักษณะตานทานโรคแอน
แทรคโนสในพริกระยะผลเขียว จากการทดสอบในพริกประชากร F2 ประมาณ 84 และ 68% ตามลําดับ 
แตยังไมสามารถวิเคราะหความสัมพันธได เพราะไมสามารถตรวจสอบ recombination frequency ของ
ท้ังประชากรได ซ่ึงเปนขอจาํกัดของเคร่ืองหมายแบบ dominant ท่ีไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง 
homozygous กับ heterozygous ของลักษณะออนแอได อยางไรก็ตามควรมีการศกึษาเพิ่มเติม โดยใช
เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Botstein et al., 1980) โดยใช SCAR 932-1 
และ 932-2 เปน probe อาจชวยใหแยกความแตกตางของจีโนไทปท่ีเปน  homozygous กับ heterozygous 
ได  

 
จากการศึกษาคร้ังนี้ยังไมไดเคร่ืองหมายท่ีจะสามารถใชคัดเลือกลักษณะตานทานโรคแอนแทรค

โนสได จึงควรมีการพัฒนาตอไป โดยใชแนวทาง BSA รวมกับขอมูลท่ีไดจากการสรางแผนท่ีกลุมลิงค
เกจ (PMC3) มาชวยในการคัดเลือกจีโนไทปสราง DNA bulk เพื่อคนหาเคร่ืองหมายท่ีมีความสัมพันธกับ
ยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสตอไป 
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สรุป 
 

1. สามารถสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจไดจํานวน 11 กลุม ซ่ึงประกอบดวยเคร่ืองหมาย STMS 26 
ตําแหนง EST 6 ตําแหนง และลักษณะทางสัณฐานวิทยา 6 ตําแหนง ครอบคลุมระยะทาง 770.8 cM และ
มีเคร่ืองหมายท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมลิงคเกจได 15 ตําแหนง คือ PMC7 PMC21 PMC33 G1 G5 G10 
G25 G50 G60 POM16 BOM25-1 BOM25-2 CA44 StL และ A 
 

2. การสรางแผนท่ีกลุมลิงคเกจสามารถวางตําแหนงของยีนตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริก
ระยะผลเขียว (co1) ได อยูในกลุมลิงคเกจที่ 1 โดยมีเคร่ืองหมาย STMS PMC3 อยูหางจากยนี co1 36.9 
cM นอกจากนี้เคร่ืองหมาย PMC3 ยังเปนตําแหนงท่ีมีอิทธิพลตอ QTL ของลักษณะตานทานมากท่ีสุด ท่ี
คา LOD เทากบั 4.09 (P = 0.0001) มีระดับความเช่ือม่ันมากกวา 99% 
 

3. DNA เคร่ืองหมาย SCAR 932-1 และ SCAR 932-2 ท่ีไดการใชเทคนิค BSA รวมกับเทคนิค 
AFLP มีความสัมพันธกับจโีนไทป co1co1 ของลักษณะตานทานโรคแอนแทรคโนสในพริกระยะผล
เขียวประมาณ 84 และ 68% ตามลําดับ  
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ลําดับนิวคลีโอไทปของ microsatellite 76 ตําแหนง (Lee et al., 2004) 
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับ
ที่ 

ตําแหนง ตําแหนงซ้ํา 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 

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 ตําแหนง (อรรัตน  มงคลพร, ขอมูลไมไดตีพิมพ) 
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 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 (ตอ)  
 

ลําดับเบส ลําดับที่ ตําแหนง 

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

annealing 
ขนาดชิ้นสวน 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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