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บทคัดยอ 
 

 งานวิจยันี ้ ไดขยายขนาดแผนท่ีพันธุกรรมและเพิ่มความหนาแนนของเคร่ืองหมายใน

แผนที่พนัธกุรรมที่สรางดวยเคร่ืองหมาย f-AFLP และเคร่ืองหมายจําเพาะตอยีน sucrose 

synthase (SuS) ที่สรางข้ึนกอนหนานี้ โดยการเติมเคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 212 คูไพร

เมอร และเคร่ืองหมาย gSSR จาํนวน 10 คูไพรเมอร โดยใชประชากรลูกผสม F1 จํานวน 283 สาย

พันธุที่ไดจากการผสมขามสปชีสระหวางออยพันธุปรับปรุง Phil6607 กับ ออยสายพันธุปา 

Saccharum spontaneum พนัธุ S6  เมื่อรวมเคร่ืองหมาย f-AFLP และ  SuS ที่ใชสรางแผนที่กอน

หนานี ้ มีเคร่ืองหมายทั้งหมดที่ใชในการวิเคราะหแผนทีป่ระกอบดวย เคร่ืองหมาย simplex และ 

double simplex จาํนวน 1,511 และ 238 เคร่ืองหมาย ตามลําดับ ในการสรางแผนท่ีพันธุกรรม

กําหนดคา LOD score ต้ังแต  4.0  ถงึ 15   คา recombination fraction  เทากบั 0.35 คํานวณ

ระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดวย Kosambi function วิเคราะหลิงคเกจได ทั้งหมด 232 ลิงคเกจ  

ประกอบดวยเคร่ืองหมายจํานวน 791 เคร่ืองหมาย แบงเปนเคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 537 

เคร่ืองหมาย เคร่ืองหมาย gSSR จํานวน 5 ,เคร่ืองหมาย, เคร่ืองหมาย f-AFLP จํานวน 246 

เคร่ืองหมาย และเคร่ืองหมาย SuS จํานวน 3 เคร่ืองหมาย รวมความยาวกลุมลิงเกจทัง้หมดได  

3,984  cM  ความยาวของกลุมลิงคเกจมีความยาวต้ังแต  0.4  cM ถึง  100 cM  มีความหนาแนน

ของเคร่ืองหมายเทากับ  7.13  cM     แผนทีพ่ันธกุรรมที่สรางไดคาดวาจะครอบคลุมประมาณ 

52.1- 58.8 % ของทัง้จีโนม จากลิงคเกจทั้งหมด  232   ลิงเกจม ี 219 ลิงเกจที่สามารถนําไป

วิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได 11 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ และพบ EST-SSRs ที่เกี่ยวของกบั

ยีนที่สนใจศึกษา ซึ่งเปนยีนที่เกี่ยวของกับกระบวนการเมตาบอลิซมึของน้าํตาล (Sugarcane 

metabolism) จํานวน 6 EST-SSRs  , ยีนที่เกี่ยวของกับการตานทานโรค (Disease response)  

จาํนวน 11 EST-SSRs    และยีนที่เกี่ยวของกับการทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม (Abiotic 

stress response) จํานวน 4 EST-SSRs แผนที่พนัุกรรมที่สรางไดจะมีประโยชนอยางมากในการ

เคร่ืองหมายกาํกับหนาที ่ (functional markers) ที่สัมพันธกับ QTLs ของลักษณะที่สนใจซึง่

สามารถนําไปประยุกตใชกับการปรับปรุงพนัธุออยโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล 
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Abstract 
 

   To extent the density of a previous sugarcane linkage map constructed 

from f-AFLP and sucrose synthase (SuS) markers, 212 EST-SSRs and 10 gSSRs were 

employed for integration of the markers using 283 F1 progenies  derived from  an 

interspecific cross between a cultivated sugarcane and the wild relative Saccharum 

spontaneum. With the markers already analyzed in the previous map, 1,511 and 238 

markers of simplex and double simplex markers were constructed using a LOD score ≥ 

4.0 and a recombination fraction of 0.35 with map distances estimated by Kosambi 

function. The final integrated genetic linkage map comprised 791 linked markers, 

including  537 EST-SSRs, 5 gSSRs, 246 f-AFLPs and 3 SuS markers that were assigned 

to 232 linkage groups (LG). All linkage groups represented a total map length of 3,984  

cM, ranging from 0.4 cM to 100 cM with with a marker density of 7.13 cM. The expected 

proportion of a genome covered by the linkage map with 791 markers randomly placed 

was 52.1 - 58.8%. Two hundred and nineteen out of 232 linkage groups were formed 

into 11 putative homologous linkage groups. Based on high nucleotide homology 

searched 6, 11 and 4 interesting putative functions of sucrose metabolism, disease 

response and abiotic stress response, respectively, were scattered in 5 homologous 

linkage groups.  The integrated genetic linkage map of sugarcane constructed in this 

experiment can provide useful information to develop functional markers associated with 

QTLs of interest of which they can further applied in marker assisted breeding in 

sugarcane. 
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                เคร่ืองหมายของ  Phil6607  นาํหนาดวยอักษร  p  ; เคร่ืองหมายของ S6   นําหนา 

                ดวยอักษร s ; เคร่ืองหมาย double simplex   ใชสัญญลักษณ xดานหนา ; ตัวเลข 

               โรมนั   หมายถงึ  หมายเลขกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจของกลุมลิงเกจ  ;   HG  หมายถงึ 

               กลุมโฮโมโลกัสลิงเกจ ;      กรอบส่ีเหล่ียมแสดงกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจ; เสนปะกรอบ 

               ส่ีเหล่ียมแสดงลิงคเกจแยกตามชนิดของอัลลีลเคร่ืองหมาย  ................................    34 
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บทที่ 1 
บทนํา 

(Introduction) 
 

ความสาํคัญและที่มาของปญหา 
 ออยเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย  เนื่องจากเปนวัตถุดิบหลักใน

อุตสาหกรรมน้ําตาล      ในชวง 20 ปที่ผานมา อุตสาหกรรมออยและน้ําตาลของไทยไดมีการ

เติบโตอยางตอเนื่อง จนทาํใหไทยกลายเปนประเทศผูสงออกน้าํตาลติดอันดับหนึง่ในส่ีของโลก ซึ่ง

สามารถสรางรายไดจากการจําหนายน้ําตาลในประเทศและสงออกมากกวาปละ 50,000 ลานบาท 

นอกจากนี ้  ยังเปนแหลงสรางงานและสรางรายไดใหแกผูเกี่ยวของกับอุตสาหกรรมออยและ

น้ําตาลเปนจํานวนมาก    นับต้ังแตอดีตแนวโนมการบริโภคน้ําตาลของมนษุยไดเพิม่สูงข้ึนมาโดย

ตลอด ในปจจบัุนอัตราการบริโภคน้ําตาลโดยเฉล่ียของมนุษยอยูที ่ 21 กิโลกรัมตอคนตอป  ความ

ตองการจากผูบริโภคที่มีสูงข้ึนอยางรวดเร็วนี้เอง    ทําใหออยซึ่งเปนพืชหลักที่ใชเปนวตัถุดิบในการ

ผลิตน้ําตาลกลายมาเปนหนึ่งในสิบพืชเศรษฐกิจหลักของโลก (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร,

สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาลทราย, 2551) 

 อยางไรก็ตาม  จากแนวโนมการใชพลังงานในประเทศและสภาวะราคานํ้ามันที่เพิม่สูงข้ึน

ในชวงที่ผานมาไดสงผลกระทบตอเศรษฐกิจของประเทศโดยรวม ทําใหไทยจําเปนตองนําเขา

พลังงานในปริมาณและมูลคาที่สูงข้ึนอยางตอเนื่อง การหาพลังงานทดแทนจึงเปนทางเลือกหน่ึงที่

จะสามารถชวยลดการพึง่พาการนําเขาน้าํมัน   ดังนัน้การนําพืชพลังงาน เชน ออย มาใชในการ

ผลิตเอทานอลจึงเปนปจจัยสําคัญในการผลิตพลังงานทดแทน โดยรัฐบาลไดกําหนดแผนปฏิบัติ

การพัฒนาดานออย ตามระเบียบวาระออยแหงชาติ เพือ่ใชเปนแนวทางในการพัฒนาอุตสาหกรรม

ออยและน้ําตาล  ซึง่หนึ่งในแผนปฏิบัติการก็คือการสนับสนุนงานวิจัยการปรับปรุงพนัธุออยให

ไดรับงบประมาณดําเนนิการอยางตอเนื่องเพื่อขยายออยพันธุดีไปยงัเกษตรกรผูปลูกออย   

 เปาหมายของแผนปฏิบัติการพัฒนาดานออย คือ ภายในระยะ 3 ป (ฤดูการผลิตป 2552-

2554) จะตองเพิ่มผลผลิตออยใหไดถึง 95 ลานตันตอป หรือประมาณ 15 ตัน/ไร และตองมคีา

ความหวาน 13 ซีซีเอส  จากปจจุบันที่ผลิตได 73.3 ลานตันตอปหรือประมาณ 11.8 ตัน/ไร และคา

ความหวานอยูที ่  12 ซีซีเอส จากขอมลูผลผลิตออยและคาความหวานในป 2551 จะเหน็ไดวา

ผลผลิตออยยังไมเพียงพอตอความตองการและคาความหวานของออยตํ่าโดยเฉล่ียอยูที่ระดับ 12 

ซีซีเอส(CCS = Commercial Cane Sugar คือน้ําตาลซูโครสที่มีในออยจํานวนหนึง่)    ดังนั้นการ

พัฒนาและปรับปรุงพนัธุออยใหมีผลผลิตและคาความหวานเพิ่มมากข้ึนจึงเปนแนวทางสําคัญอีก
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แนวทางหนึ่งที่จะทําให  แผนปฏิบัติการพัฒนาดานออย   ตามระเบียบวาระออยแหงชาติบรรลุผล

ตามเปาหมาย ซึ่งจะสงผลตอเกษตรกรชาวไรออยและการพัฒนาอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลใน

ระยะยาว (สํานักงานคณะกรรมการออยและน้ําตาล, 2551)    

 ในอดีตการพฒันาและปรับปรุงสายพันธุออย ใหมีผลผลิตและคาความหวานสูง      จะใช

วิธีการคัดเลือกพันธุแบบมาตรฐาน (classical breeding) ซึ่งเปนวิธทีี่สามารถนํามาใชในการ

ปรับปรุงพันธุออยไดอยางมปีระสิทธิภาพ   อยางไรก็ตามวธีิการปรับปรุงพันธุดวยวิธีแบบ

มาตรฐานนี้มขีอเสียคือตองอาศัยระยะเวลาท่ียาวนานในการทดสอบและคัดเลือกพนัธุเพื่อใหแนใจ

วาลูกผสมที่ไดมีคุณสมบัติตามที่ตองการ ซึ่งข้ันตอนการทดสอบพันธุจะตองใชเวลาโดยเฉลี่ย

ประมาณ 10-15 ป หากผลลัพธที่ไดไมเปนไปตามที่ตองการ นักคัดเลือกพันธุก็ตองเสียเวลาในการ

ที่จะพัฒนาเพือ่หาพันธุใหมๆ อีก ความไมแนนอนของการคัดเลือกพนัธุแบบมาตรฐานนี้เปนผลมา

จากลักษณะทางพันธกุรรมภายในที่กาํหนดคุณสมบัติภายนอกที่แสดงออก ซึง่การใชวิธีการผสม

และคัดเลือกพนัธุแบบมาตรฐาน โดยทีไ่มมีขอมูลทางพันธกุรรมของออยมาประกอบจะทาํใหไม

สามารถมั่นใจไดวาผลที่ไดจะเปนไปตามทีค่าดหวงั  ดังนัน้การนําความรูทางพนัธศุาสตรมาใช

ควบคูกับการคัดเลือกพันธุดวยวิธมีาตรฐานจึงนาจะเปนประโยชนตอการพัฒนาและปรับปรุงพนัธุ

ออย  

 จากขอจํากัดของวิธกีารคัดเลือกพันธุแบบมาตรฐาน   ทําใหในปจจบัุนผูเชี่ยวชาญในดาน

การพัฒนาและปรับปรุงพนัธุออย หันมาพึ่งความรูดานเทคโนโลยีชวีภาพและพันธศุาสตรเพื่อชวย

ในการปรับปรุงพนัธุออยใหมีคุณสมบัติตามที่ตองการ แตเมื่อเทียบพืชเศรษฐกจิที่สําคัญชนิดอ่ืน

เชน ขาว และ ขาวโพดแลว การวิจยัออยในเชิงชีวภาพและพันธุศาสตรยังมีอยูอยางจํากัด ส่ิงหนึง่ที่

เปนอุปสรรคสําคัญตอการพฒันาเทคโนโลยีทางชีวภาพ เพื่อการปรับปรุงพนัธุออยนัน้เปนผลมา

จากโครงสรางทางพันธุกรรมที่ซับซอนของออย จากการวิเคราะหโครงสรางทางโครโมโซมของออย

ไดแสดงใหเหน็วา พนัธุออยที่ใชปลูกเพื่อการคาในปจจบัุนนัน้มีจาํนวนโครโมโซมที่ไมแนนอน โดย

มีจํานวนอยูระหวาง 100 -130 โครโมโซม และเมื่อวิเคราะหอยางละเอียดพบวา ในจํานวน100-

130 โครโมโซมนี้ยงัสามารถแบงออกเปนโครโมโซมพืน้ฐานจํานวน 8-10 ชุด โดยในแตละชุดจะ

ประกอบดวยโครโมโซมจํานวน 8 -10 แทง ซึ่งหมายความวายนีตางๆที่มีอยูในจีโนมออยจะมี

จํานวนอัลลีล (allele) โดยเฉล่ียถงึ 8 -10 อัลลีล นอกจากนี ้ การจับคูของโครโมโซมออยยงัมี

รูปแบบที่ไมแนนอน จึงทําใหไดลูกผสมที่มีรูปแบบโครโมโซมไดไมจํากัด อยางไรก็ตาม ถึงแมวา

การปรับปรุงพนัธุออยโดยอาศัยเทคโนโลยชีีวภาพจะมีอุปสรรคสูงกวาในพืชเศรษฐกจิชนิดอ่ืนๆ แต

ดวยความตองการของผูบริโภคที่สูงข้ึนและการความตองการใชออยเปนพืชพลังงานทดแทน ได
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สงผลใหประเทศผูผลิตออยและน้ําตาลรายใหญของโลก หันมาใหความสนใจและลงทุนกับ

งานวิจยัในแขนงนี ้ ทําใหมีการพัฒนาความรูความเขาใจทางเทคโนโลยีชวีภาพและพันธุศาสตร

ของออยข้ึนมาอยางรวดเร็ว  

 ในงานวิจัยนี ้ เปนการศึกษาพนัธุศาสตรพื้นฐานของออยโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกลุ 4 

ชนิด คือ 1)เคร่ืองหมาย genomic simple sequence repeat (gSSR)  2) เคร่ืองหมาย 

expressed sequence tags-simple sequence repeat (EST-SSR)  3) เคร่ืองหมาย 

fluorescent-amplified fragment length polymorphism (f-AFLP) และ 4) เคร่ืองหมายจําเพาะ

ตอยีน sucrose synthase (SuS) เพื่อสรางแผนทีพ่ันธกุรรมออยโดยขอมูลแผนที่พนัธุกรรมที่ไดจะ

เปนขอมูลพืน้ฐานที่สําคัญในการประยุกตใชเพื่อการสืบหาเคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีความสัมพนัธ

กับลักษณะ QTL ของออยตอไป 
 

วัตถุประสงคและขอบเขตของการวิจยั 
 

การสรางแผนที่พนัธุกรรมออยดวยเคร่ืองหมายชนิด simplex และ double simplex ของ

เคร่ืองหมาย genomic simple sequence repeat (gSSR) และ เคร่ืองหมาย expressed 

sequence tags-simple sequence repeat (EST-SSR) ลงบนแผนท่ีที่มีอยูเดิมของเคร่ืองหมาย 

fluorescent-amplified fragment length polymorphism (f-AFLP) และ เคร่ืองหมายจําเพาะตอ

ยีน sucrose synthase (SuS)  
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ผลงานวิจัยและงานเขยีนอ่ืน ๆ ที่เกีย่วของ 
(Review of Literature) 

 
ขอมูลทัว่ไปเกี่ยวกับออย 

 
อนุกรมวธิานของออย 
  

 Class  :  Angiospermae 

   Subclass  :  Monocotyledoneae 

  Order  :  Graminales 

  Family  :  Gramineae 

  Tribe  :  Andropogoneae 

 Genus  :  Saccharum 

 Species  :  officinarum, spontaneum, robustum, sinense, barberi และ 

   edule 

Scientific name  :  Saccharum officinarum L. 

Common name  :  Sugar cane, The Noble canes 

 

 ออยเปนพืชตระกูลหญาในเขตรอนชื้นและเปนพืชที่มีความสัมพนัธใกลชิดกับขาวโพด (Zea 

sp.) และขาวฟาง (Sorglum sp.)      มกีารขยายพนัธุแบบไมอาศัยเพศ (vegetative )    มีถิ่น

กําเนิดในเอเชยีใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใต    เชื่อกันวาชาวอินเดียเปนชาติแรกที่ปลูกเพื่อเกบ็

เกี่ยว    ตอมาไดมีการนําไปปลูกที่ฮาวาย ทวีปอเมริการและทวีปอ่ืน ๆ ตามลําดับ จัดอยูในจีนสั 

(genus) Saccharum ประกอบดวย 6 สปชีส (species) ดังนี ้

 1. S. officinarum ชื่อทัว่ไปวา The Noble Canes ถิ่นกําเนิดแถบหมูเกาะนวิกนิี ลักษณะที่

สําคัญคือ ลําตนใหญ ใบกวาง ปริมาณน้าํตาลสูง ปริมาณเสนใยตํ่า แตกกอนอย ไมคอยทนทานตอ

โรค แมลง และสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม ออยชนิดนี้ที่ปลูกในประเทศไทย เรียกวาออยเค้ียว เชน 

ออยสิงคโปร, Mauritius และ Badila เปนตน ออยชนิดนี้ใชประโยชนมากในอุตสาหกรรมผลิต

น้ําตาล 

 2. S. spontaneum ชื่อทัว่ไปวา Tropical wild canes เปนออยปา ที่ข้ึนอยูทัว่ไปแถบเสน

ศูนยสูตร มีลักษณะสําคัญคือ ลําตนขนาดเล็กเมื่อเทียบกับ officinarum ปริมาณน้าํตาลตํ่า ปริมาณ



 

 

17 

เสนใยสูง ม ี 2 ประเภท คือ (1) เจริญเติบโตเปนกอคลายหญา  (2) เจริญเติบโตลักษณะทางตนสูง 

ทั้ง 2 ประเภท มีเหงา (rhizome)  ใบเรียวเล็ก ขอบใบคม ดอกมีขนาดเล็ก เปนปุยสีขาว ชอดอกยาว

ประมาณ 10-12 เซนติเมตร และทีโ่คนชอดอกจะมีขนอยางเดนชัด ออยชนิดนี้ในประเทศไทย มชีื่อ

เรียกวา เลาหรือพง ปรับตัวเขากับสภาพแหงแลง และอากาศหนาวไดดี ตานทานโรค จึงมี

ความสําคัญมากในแงเชื้อพนัธุกรรม ซึ่งนักปรับปรุงพนัธุออยใชเปนพอแมพนัธุในการผสมขามกบั

ชนิดอ่ืน ๆ 

 3. S. robustum (brassel) ชื่อทั่วไปวา The wild Canes of new Guinea เปนออยปา ถิน่

กําเนิดแถบหมูเกาะนวิกนิี รูปรางลักษณะภายนอกคลายกับ officinarum แตมีปริมาณน้ําตาลตํ่า 

และปริมาณเสนใยสูง ลําตนแข็งแรง ขนาดใหญ ความสูงอาจถงึ 10 เมตร ลําตนโปงออกทีข่อ 

growth ring นูนเหน็ไดชัดเจน ไมทนทานตอโรค ชาวเกาะปลูกไว เพื่อทําร้ัวหรือทีพ่กัอาศัย 

 4. S. sinese  ชื่อทั่วไปวา Chinese canes ถิ่นกาํเนิดแถบเอเชียตะวนัออก เมืองไทยเรียก

ออยจีน ลักษณะสําคัญคือ ลําตนขนาดเล็ก เสนผาศูนยกลางไมเกิน 2 เซนติเมตร ปลองขาว สีเขียว

หรือเขียวออกแดง ใบยาวแคบ แข็งแรง ทนทานตอโรคที่เกิดจากเช้ือไวรัสไดดี ปรับตัวเขากับ

สภาพแวดลอม ดินเลวไดดี ปริมาณน้าํตาลตํ่า ปริมาณเสนใยสูง ออยชนิดนี้ใชประโยชนใน

อุตสาหกรรมผลิตน้ําตาล ปลูกทั่วไปทางตอนเหนือของอินเดีย จนี ทางตอนใตของญ่ีปุน ฟลิปปนส 

และฮาวาย  

 5. S. barberi ชื่อทั่วไปวา The northern indian canes ถิ่นกาํเนิดแถบตอนเหนอืของ

อินเดีย เมืองไทยเรียกวาออยอินเดีย ลักษณะคลายกับออยจีนมาก แตลําตนและใบเล็กกวา 

ลักษณะสําคัญคือ ที่ฐานกาบใบมีขนโดยรอบ ตานทานโรคไดดี 

 6. S. edule  ถิน่กําเนิดแถบหมูเกาะนวิกนิี ออยชนิดนี้สันนิษฐานวา เกดิการผสมขามชนิด

ระหวาง Miscanthus floridus กับ S. robustcem ชอดอกที่เปนหมันจะมีลักษณะคลายกบั 

cauliflower ใชเปนอาหารมนุษยได  (อุดม  พูลเกษ,  2527, น. 52-64)   

 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของออย 

 

 1. ราก (Root) ดวยเหตุที่วาออยจัดเปนพืชตระกูลหญา จําพวกพืชใบเล้ียงเด่ียว ดังนัน้เมื่อ

นําเมล็ดออยมาเพาะ รากที่เจริญออกมาจากเมล็ดออยนัน้ก็จะมีระบบรากแบบรากฝอยเชนเดียวกับ

ธัญพืชทัว่ ๆ ไป แตเนื่องจากวาออยมีการขยายพนัธุโดยใชทอนพันธุ (sett or cutting) ซึ่งทอนพนัธุที่

ไดนี้มาจากการตัดลําตนออกเปนทอน แตละทอนมีตาอยางนอยหนึ่งตา เมื่อนาํทอนพนัธุออยไป
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ปลูกในดิน ตาก็จะเจริญข้ึนมาเปนตนออน ขณะเดียวกนัปุมราก (root primodia or root initial) ที่

ขอของทอนพนัธุจะเจริญออกมาเพื่อทาํหนาที่ดูดน้ําและธาตุอาหารใหกับตนออน รากทีง่อกออกมา

จากทอนพันธุนี้เรียกวา รากของทอนพนัธุ (sett root or cutting root) ซึ่งมีลักษณะเปนเสนเล็ก ๆ 

และแตกแขนงมาก ตอมาเมื่อตนออนเจริญเติบโตข้ึน ที่ขอของตนออนที่อยูในดินจะงอกรากที่

เรียกวา รากของหนอ (shoot root) ทาํหนาที่ดูดน้ําและธาตุอาหารแทน สวนรากของทอนพนัธุกจ็ะ

ส้ินสภาพและแหงตายไป  รากของหนอนีม้ีลักษณะใหญกวาและแข็งแรงกวารากของทอนพนัธุ ซึ่ง

รากนี้จะเจริญเติบโตเปนรากถาวรของตนออยตอไป  

            2. ลําตน (Stem) ลําตนออย (cane or culm or stalk) มีลักษณะเปนลําต้ังตรงและมีกาบ

ใบหุม ความสูงประมาณ 2.5-6 เมตร ไมแตกก่ิงกานสาขา ประกอบดวยขอ (node) และปลอง 

(internode) ความยาวของปลองจากรอยกาบใบ  (leaf scar or sheath scar)   อันหนึง่ถงึรอยกาบ

ใบอีกอันหนึง่รวมกนัเรียกวา joint ดังนั้นลําตนออยจะประกอบดวย joint หลาย ๆ อัน ขนาดของ 

joint แตกตางไปตามพันธุ โดยทั่วไป joint แตละอันมีความยาวประมาณ 5-25 เซนติเมตร และมี

เสนผาศูนยกลางประมาณ 1.5-6 ซม.   

 3.  ใบ (Leaf) ใบออยประกอบดวยกาบใบ (leaf sheath) ที่หุมลําออยกับแผนใบ (leaf 

blade) ที่แผกางออกไปจากลําออยสลับกนัทัง้สองขาง  ใบแรก ๆ ที่เจริญจากตาเปนใบเกล็ด (scale 

leaf) เมื่อออยเจริญเติบโตข้ึน ใบออยก็จะมีขนาดเพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ  จนมีขนาดสูงสุด หลังจากนัน้ใบ

ออยจะคอย ๆ มีขนาดเล็กลงเมื่อออยใกลออกดอก  

            4.  ชอดอก (Inflorescence) เมื่อออยแกเต็มที่และอยูในชวงออกดอก ออยจะแทงชอดอก

ออกจากกาบของใบธง (flag leaf) ที่อยูตรงสวนบนสุดของลําตน ชอดอกออยนี้เรียกวา arrow or 

tassel มีลักษณะเปนพู เปนชอดอกแบบ panicle  รูปราง  ขนาด และสีของชอดอกจะแตกตางไป

ตามลักษณะประจําพนัธุ ชอดอกประกอบดวยแกนกลาง (main axis or rachis) กานแขนงแรก 

(lateral axis or primary branch) และกานแขนงชัน้ที่สอง (secondary branch) ความยาวของ

แกนกลางชอดอกอาจยาวตั้งแต 25-50 เซนติเมตร และมีกานแขนงแตกออกโดยรอบ   

           5.  ผล (Fruits) ผลมีขนาดเล็กละเอียดมีขนาดความยาวประมาณ 1 มิลลิเมตร เรียกวา 

caryopsis ผลที่ไดรับการผสมพันธุแลวประมาณ 3 อาทิตย จะแกและรวงปลิวไปตามลม   โดย

อาศัย silky hairs ชวยพยงุตัว (จเร  สดากร,2527, น. 64-66 ) 

 
ลักษณะทางพันธศุาสตรของออย 
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  ออย จัดเปนพืชที่มีโครโมโซมแบบออโตโพลีพลอย (autopolyploid) และอนวิพลอย

(aneuploid)  ทีม่ีจํานวนชุดโครโมโซมพืน้ฐานหลายชุด(Daniels&Roach,1987,pp.7-84) ออยที่ใช

เพาะปลกูนัน้มีจํานวนโครโมโซมที่ไมแนนอน   โดยมีจํานวนโครโมโซมอยูระหวาง 100 - 130  

โครโมโซม    สามารถแบงเปนโครโมโซมพืน้ฐานจํานวน 8 -10 ชุด   แตละชุดประกอบดวยโฮ

โมโลกัสโครโมโซมจํานวน 8 -10 แทง   การจับคูของโครโมโซมมีรูปแบบที่ไมแนนอนจึงทาํใหได

ลูกผสมทีม่ีรูปแบบโครโมโซมไดไมจํากัด  ในทีน่ี้จะกลาวถึงออย 2 สปชีสที่สําคัญ คือ 

Saccharum  officinarum จัดเปนสปชีสที่ปลูกเพือ่ผลิตน้ําตาล  มีจํานวนชุด 

โครโมโซม  2n = 80   จํานวน พื้นฐาน x = 10 (Bremer,1961,pp.59-78;D’Hont et 

al.,1998,pp.121-225)  สปชีสนี้มีลักษณะคุณภาพทีสํ่าคัญเชิงพาณิชยคือมีปริมาณน้ําตาลและ

ความบริสุทธสูง   มีปริมาณแปงและเสนใยตํ่า (Sreenivasan et al.,1987,pp.211-254)  การผสม

ขามสปชีสระหวาง S. officinarum และ S. spontaneum  ทาํใหเกดิออยปลูกพนัธุใหมและเขาใจ

วาการผสมขามสปชีสตามธรรมชาติของ 2 สปชีสนี้ทาํใหเกิด Saccharum sinense (2n = 111-

124) และ Saccharum barberi (2n = 81 - 120) (Price,1968,pp.155-164)  ออยทั้ง S. 

officinarum และ S. spontaneum  ถูกเสนอวาเปนพืชที่มีตนกําเนิดเปนออโตโพลีพลอย 

(autopolyploid) จากออยพนัธุปา Saccharum robustum (2n = 80) ที่พบในแถบปากัวนวิกิน ี

โดยยังไมพบพืชทีม่ีโครโมโซมดิพพลอยทีม่ีความสัมพนัธดวย (Grassel,1946,pp.234-252) 

Saccharum spontaneum  เปนออยพนัธุปาทีพ่บกระจายอยูบริเวณประเทศญ่ีปุน  

ปากัวนิวกิน ี  จนถงึแถบเมติเตอรเรเนียนและแอฟริกา    ออยสปชีสนีม้ีลักษณะที่สําคัญทางพืชไร

หลายลักษณะคือ ลักษณะตานทานโรคและทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม   จงึทําใหออยสป

ชีสนี้มีความสามารถปรับตัวไดดีในหลายๆ ถิน่ที่อยู  S. spontaneum  ประกอบดวยทัง้พวกทีม่ี

โครโมโซมแบบยูพลอย (euploid)  และอนิวพลอย (2n = 40 -128)     มีจํานวนโครโมโซมพื้นฐาน 

x = 8 (Sreenivasan et al,1987,pp.211-254)  ออยสปชีสนี้มีสวนเกี่ยวของกับตนกาํเนิดของออย

ปลูกในปจจุบัน   โดยเฉพาะการผสมขามกับ S. officinarum 

 ออยปลูกสมัยใหมเกิดจาการผสมขามสปชีสในหลายรูปแบบที่นักปรับปรุงพันธุออย

ชาวดัชในประเทศอินโดนีเซยีไดทําข้ึนในชวงตนของศตวรรษที่

20(Berding&Roach,1987,pp.143-210) การผสมพนัธุระหวาง S. officinarum กับ S. 

spontaneum และ S. barberi ทาํข้ึนโดยมีวัตถุประสงคในการเพิ่มความตานทานโรค 

ความสามารถในการปรับตัวและการทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม โดยวธิีการผสมจะใช

วิธีการที่เรียกวา  nobilization  คือทําใหลูกผสมมีลักษณะของ S. officinarum มากทีสุ่ด ซึ่งวิธีนีจ้ะ
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ทําใหสามารถรวมลักษณะดีเขาไวในออยสมัยใหมได คือ เพิ่มความตานทานโรค เพิม่ผลผลิต เพิ่ม

ความสามารถในการไวตอ และเพิม่ความสามารถในการปรับตัวตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม  

วิธีการทําโดยการใชตนแมเปน S. officinarum ถายทอดโครโมโซมไปยังลูก F1 และ BC1 (Bhat 

and Gill 1985,pp.377-384 ; Bremer,1961,pp.59-78 )  

 การถายทอดโครโมโซม (2n = 80) จาก S. officinarum ใหลูกผสมในรุนแรก ๆ ไดออย

พันธุสมัยใหมที่มีจํานวนโครโมโซม สวนใหญเกนิ 100 แทง โดยมากกวา 80 แทงมาจาก S. 

officinarum สวนโครโมโซมโซมทีเ่หลือจะมาจาก S. spontaneum   (Bremer, 1961a,pp.121-

133  1962b,pp.65-80,1963c,pp.178-188)   อยางไรก็ตามออยสมัยใหม การเขาคูของ

โครโมโซมในการแบงเซลลไมโอซิสยังคงเปนแบบ bivalents มีเพยีงเล็กนอยที่เปนแบบ univalents 

หรือ multivalents (Price,1963,pp.97-105) เนื่องจากการผสมพนัธุในชวงตนใชตอออยของสปชสี

นี้จํานวนนอย    ดังนั้นฐานพนัธุกรรมของพันธุออยปลูกสมัยใหมจงึแคบและนี้เปนเหตุผลที่สําคัญ

เหตุผลหนึ่งทีท่ําใหความกาวหนาของการปรับปรุงพันธุออยดําเนนิไปไดไมเร็วเทาทีค่วร (Berding 

& Roach,1987,pp.143-210) 

 
เครื่องหมายโมเลกลุ 

 
 ในปจจุบันนี้การสรางแผนทีย่ีนทําใหวทิยาการทางดานการปรับปรุงพนัธุพืช และ

การศึกษาพนัธุศาสตรของพืชมีความกาวหนาไปอยางรวดเร็ว แผนที่ยนีที่มีรายละเอียดมาก

สามารถใชเปนแหลงขอมูลไดเปนอยางดี สําหรับนักปรับปรุงพันธุพืชและนกัพันธุวิศวกรรม  

ประโยชนที่สําคัญอยางหนึง่ คือการใชเคร่ืองหมายโมเลกุลในแผนที่ยนีชวยในการคัดเลือก

ลักษณะที่ตองการ (marker-assisted selection) แทนการคัดเลือกลักษณะนัน้โดยตรง   ซึง่นกั

ปรับปรุงพันธุพืชสามารถคัดเลือกลักษณะที่ตองการไดต้ังแตระยะเร่ิมแรกของการพัฒนาการของ

พืช ทําใหสามารถวางแผนการผสมพนัธุเพื่อปรับปรุงพนัธุไดกอนที่พชืจะออกดอก ดังนั้นจึงเปน

การลดระยะเวลาในโครงการปรับปรุงพันธุพืชไดอยางมาก (Allen,1994,pp.11-18)  นอกจากนี้

การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เกาะติด (linked)  กับยีนที่ควบคุมลักษณะที่ตองการพรอม ๆ 

ไปกับการคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลของพนัธุพชืที่ตองการปรับปรุง (donor genome markers)  

ยังชวยลดจํานวนรอบของการผสมกลับอีกดวย  (Shoemaker  et  al., 1994,pp.1-10) 

 ลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจของพชืสวนใหญถูกควบคุม โดยยนีหลายตําแหนง   QTLs 

(Quantitative  trait  loci )   ดังนั้นการปรับปรุงลักษณะเหลานี้โดยการคัดเลือกจากฟโนไทปเพียง

อยางเดียวจะทําใหประสิทธภิาพในการคัดเลือกคอนขางตํ่า เนื่องจากสภาพแวดลอมมีอิทธพิล



 

 

21 

มาก  ขอมูลจากแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีรายละเอียดมากสามารถใชศึกษาพืน้ฐานของ

พันธกุรรมของลักษณะ QTLs  ได   เชน    การศึกษาจํานวนยนีที่เกี่ยวของกับการควบคุมลักษณะ 

QTLs  การศึกษาตําแหนงของยนีบนโครโมโซมและอิทธพิลของยีนแตละยีนที่มีอิทธิพลตอการ

แสดงออก ซึ่งเคร่ืองหมายโมเลกุลเหลานี ้ ที่เกาะติดกบัลักษณะ QTLs  สามารถชวยเพิม่

ประสิทธิภาพในการคัดเลือกเพื่อใหไดจํานวนแอลลีลที่ควบคุมการแสดงออกของลักษณะมากที่สุด   

(Peterson et al., 1988,pp.721-726 ;Lande & Thompson,1990,pp.743-756) 

 นอกจากนี้แผนท่ียีนที่มีเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เกาะติดชดิกับยีนที่สนใจ สามารถนํามาใช

ในเทคนิค  chromosome  walking  (Bender et al.,1983,pp.17-33)  เพื่อแยกสกัดยีนนั้นได      

ซึ่งเทคนิคนี้สามารถใชแยกสกัดยีนไดโดยไมจําเปนตองรูขอมูลของผลผลิตของยีน แตฟโนไทปที่

เกิดจากการควบคุมของยนีที่สนใจนั้นมีความสําคัญ 

 ในปจจุบันเคร่ืองหมายโมเลกุลทีน่ิยมใชมดีวยกนัหลายชนิด เชน Restriction Fragment  

Length Polymorphism (RFLP)  ( Bostein et al.,1980,pp.314-331)  เทคนิคนีเ้ปนการ

ตรวจสอบความแตกตางของขนาด DNA ที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยใชปฏิกิริยา 

hybridization  ระหวางช้ิน DNA ที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะกับโมเลกลุตัวติดตามที่

ติดฉลาก เคร่ืองหมาย RFLP ไดถูกนํามาใชสรางแผนทีย่ีนในพืชเศรษฐกิจหลายชนดิเชน  ขาวโพด  

มันฝร่ัง  มะเขือเทศ 

 ตอมามีการพฒันาเทคนิคการเพิ่มปริมาณ DNA โดยปฏิกิริยา Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ( Saiki et  al.,1985,pp.1350-1354) จึงไดมีผูนําเอาเทคนิค PCR นี้มาดัดแปลง

ตอเพื่อทําเปนเคร่ืองหมายโมเลกุล โดยใชไพรเมอรที่มลํีาดับเบสแบบสุมเพิ่มปริมาณ DNA ใน

ตําแหนงตาง ๆ ของจีโนมทีไ่พรเมอรสามารถจับกับโมเลกุล DNA ได  เนื่องจากส่ิงมีชีวิตมีจีโนไทป

แตกตางกนั ตําแหนงของ DNA ที่ถกูจับโดยไพรเมอรจึงแตกตางกัน ขนาดของช้ิน DNA ที่เกิดจาก

การเพิม่ปริมาณ DNA โดยปฏิกิริยา PCR จึงมีความแตกตางกนั (PCR-based DNA 

polymorphism) และสามารถนาํมาใชเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลได  เทคนิคเหลานี้ประกอบดวย 

Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) (Welsh&McCelland,1990,pp.7213-7218) , DNA 

Amplification Fingerprinting (DAF) ( Caeteno-Anolles et al.,1992,pp.18-25) และ Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Williams et al., 1990,pp.6531-6535) 

 ตอมามีการผสมเทคนิคของ  RFLP และ PCR based DNA polymorphism เขาดวยกนั

เรียกเทคนิคนีว้า Amplified Restriction Fragment Length Polymorphism (AFLP) พัฒนาข้ึน

โดย Vos et al.(1995,pp.4407-4414) วิธนีี้เปนการตรวจสอบความแตกตางของขนาด DNA ที่เกดิ
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จากการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ โดยใชปฏิกิริยา PCR เพิ่มปริมาณชิ้น DNA เหลานั้นที่เกิดจาก

การตัดดวยเอนไซม 

 เคร่ืองหมายโมเลกุลแตละชนิดทีน่ํามาใชในการสรางแผนท่ียีนม ีขอดี และ ขอเสียแตกตาง

กันไป    เชน เคร่ืองหมายโมเลกุล RFLP สามารถแสดงการถายทอดพันธกุรรมทัง้แบบขมสมบูรณ 

(completely  dominant) และขมรวม (co-dominant) ซึ่งการถายทอดพันธกุรรมแบบขมรวมจะให

ขอมูลในการวเิคราะหการเกาะติดกนัของยีนไดมากกวาแบบขมสมบูรณ โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อใช

ประชากรจากลูก F2 มาสรางแผนที่ยีน อยางไรก็ตามเทคนิคในการทําคอนขางยุงยากซับซอน นอก

และมีคาใชจายคอนขางสูงเนื่องจากมีการใชสารกัมมนัตภาพรังสี อีกทัง้จํานวนแถบ  DNA  ที่เกิด

จากการทาํแตละคร้ังก็มีเปนจํานวนนอย (1-2 แถบ) สวนเคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD แสดงการ

ถายทอดพนัธกุรรมแบบเดียวคือแบบขมสมบูรณ  ซึง่ใหขอมูลสําหรับการวิเคราะหการเกาะติดกัน

ของยีนนอยกวาแบบขมรวม แตเทคนิคในการทําไมยุงยากซับซอน  แตผลที่ไดอาจมีขอเสียเร่ือง

การทาํซํ้าบางคร้ังอาจไดผลตางจากเดิม เมื่อเปรียบเทียบคาใชจาย RAPD มคีาใชจายตํ่ากวา  

RFLP  จํานวนแถบ DNA ที่เกิดจากการทําแตละคร้ังมจีํานวนมากกวา RFLP  (5-10 แถบ) ทําใหมี

ผูนิยมนํามาใชในโครงการปรับปรุงพันธุพืช สําหรับเคร่ืองหมาย AFLP  มีขอไดเปรียบกวา RAPD  

ตรงที่จํานวนแถบ DNA  ที่ไดจากการทําแตละคร้ังไดเปนจํานวนมาก (ต้ังแต 30 ถึงมากกวา 100 

แถบ)  และใหผลในการทาํซ้ําดีกวา RAPD แตอยางไรก็ตามข้ันตอนการปฏิบัติกม็ีความยุงยาก

มากกวา RAPD (Vos et al.,1995,pp.4407-4414) สําหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR คุณสมบัติที่

สําคัญคือความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงเคร่ืองหมายโมเลกุลบนจีโนม การเปน multiple allele 

และสามารถใชตรวจสอบไดทั้งจีโนไทปที่เปนโฮโมไซกัสและเฮทเทอโรไซกัส แตขอเสียที่สําคัญคือ

การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทมีข้ันตอนการสรางหลายข้ันตอนและมีคาใชจายสูงใน

ข้ันตอนการพฒันา (Powell et al., 1996,pp.1360 -1385)  
 
เครื่องหมายโมเลกลุกับการปรับปรงุพนัธุพืช 
 
 ประโยชนที่สําคัญของเคร่ืองหมายโมเลกุลในการปรับปรุงพนัธุพชื คือ เปนเคร่ืองมอืชวย

ในการคัดเลือกพันธุทีม่ีประสิทธิภาพ ซึ่งเคร่ืองหมายโมเลกลุที่อยูใกลหรืออยูบนยนีที่ตองการ

ถายทอดนัน้ไดเขามามีบทบาทสําคัญ ในการเพิม่ความแมนยาํในการคัดเลือกพันธุโดยลดชวย

ระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธุ และเปนการประหยัดงบประมาณโดยสามารถทดแทนการทดสอบ

ในสภาพจริง ซึ่งปฏิบัติไดยากในบางลักษณะ นอกจากนัน้ยงัเปนการตรวจสอบยนีที่ไมเกี่ยวของ

แตอยูใกลเคียงกับยนีที่ตองการไดอีกดวย โดยการปรับปรุงพันธุพชืดังกลาวเรียกวา Marker-
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assisted selection (MAS) ซึง่ประสิทธิภาพของการใชเคร่ืองหมายโมเลกุลในการคัดเลือกนัน้

ข้ึนอยูกับปจจยั 3 ประการดังนี ้

   1. ความถกูตองแมนยําในการวางตําแหนงยนีโดยใชหลักการวิเคราะหตําแหนงของยีน  

ควบคุมลักษณะปริมาณ 

   2.    ระยะหางระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลและยีนทีท่าํการถายทอด 

            3. ประสิทธิภาพของการทาํ MAS เมื่อเปรียบเทียบกับการคัดเลือกแบบปกตินัน้ยัง    

ข้ึนอยูกับตนทนุการทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล ตนทุนในการวัดลักษณะขนาด

ประชากรที่ใช จาํนวนซํ้าและคา heritability ของลักษณะ การใช MAS จะมี

ประสิทธิภาพและคุมคามากเมื่อลักษณะที่ตองการมีคา heritability ตํ่า และมี

จํานวนตัวอยางในการวัดมาก  

                    พบวาการใชเคร่ืองหมายโมเลกุลชวยในการคัดเลือกสามารถเพิ่มความแมนยาํ ใน

การคัดเลือกได ซึ่งข้ึนอยูกบัระยะทางระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลกบั QTL เปาหมาย ดังนั้นหาก

เคร่ืองหมายโมเลกุลคือ ยนีที่ควบคุม QTL  การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลจะมีความถูกตอง

แมนยํามากทีสุ่ด  

 

เคร่ืองหมาย EST- SSR ( Expressed Sequence Tags -Simple Sequence Repeat ) 

 

 เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR (simple sequence repeat) คือเคร่ืองหมายไมโครแซท-เทล

ไลท (microsatellite) หรือ SSLP (simple sequence length polymorphism)  เปนลําดับเบสซ้ําที่

มีจํานวนเบสในหนึ่งหนวยซํ้าไมมากนัก (simple sequence repeat ; SSR หรือ shot tandem 

repeat ; STR)  ต้ังแต 1-6 เบส เชน (A)n, (CA)n, (TAT)n, (GATA)n เปนตน เมื่อ n เปนจํานวนซํ้ามี

จํานวนต้ังแตไมกี่ซ้ําจนถงึจํานวนหลายสิบซ้ํา (ไมเกนิ 100 ซ้ํา) ไมโครแซทเทลไลทพบกระจาย

ทั่วไปในจีโนมสิ่งมีชีวิตยูคาริโอท อาจพบไดหลายพันตําแหนงในจีโนม (Toth et al., 2000, pp. 

967-981) ในพืชชัน้สูงทัว่ไปมีการประมาณวาไมโครแซทเทลไลทของหนวยซํ้าที่มสีองเบส (di-

repeat) มีการปรากฎทุก ๆ  30 ถึง 100 กโิลเบส ของจีโนม ความหนาแนนของไมโครแซทเทลไลท

นี้มีเทา ๆ  กบัไมโครแซทเทลไลทของหนวยซํ้าที่มีสามหรือส่ีเบส (tri หรือ tetra-repeat) (Morgante 

& Olivieri,1993,pp.145-182) การเรียงตัวของลําดับเบสซ้ํานี้อาจเกิดจากการแทรก หรือการ

แทนที่ของลําดับเบสที่ไมใชลําดับเบสซ้ําแลวทาํใหเกิดลําดับเบสซ้ําเรียงตัวติดกนั (Zhu et al., 

2000, pp.1379-1389 )   ในเบ้ืองตนจํานวนซํ้าจะมีไมมากนกัตอมาจํานวนซํ้าจะเพิม่จํานวนข้ึนซ่ึง
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เกิดจากการทาํงานที่ผิดพลาดของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสโดยเกิดการล่ืนไถล (polymerase 

slippage) ในบริเวณลําดับเบสซ้ําระหวางกระบวนการจําลองดีเอ็นเอ (DNA replication) 

ปรากฏการณนี้     สงผลใหเกิดความแตกตางของจํานวนซํ้าที่ตําแหนงเดียวกนัของจีโนมและเกิด

โพลิมอรฟซมึระหวางจีโนไทป โพลิมอรฟซึมที่เกิดจากความแตกตางของจํานวนซ้ํานี้อาจเรียกวา 

VNTR (variable number of tandem repeat)  ดังนัน้นอกจากคุณสมบัติขอดีของไมโครแซทเทล

ไลทที่มกีารกระจายตัวทัว่ในจีโนมแลว อัตราการเกิดโพลิมอรฟซึมระหวางจีโนไทปกม็ีคอนขางสูง 

 เนื่องจากไมโครแซทเทลไลทปรากฎเปนจํานวนมาก มหีลายตําแหนงในจีโนมการ

วิเคราะหจีโนมดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน โดยใชโพลบไมโครแซทเทลไลทจะทําใหการอานจีโนไทป

ทําไดยาก เนือ่งจากการปรากฎของแถบดีเอ็นเอเปนจาํนวนมาก เทคนิคการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ

ดวยปฏิกิริยาพีซีอารของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจําเพาะตําแหนง (locus-specific 

marker) เปนวิธกีารวเิคราะหจีโนไทปทีม่ีประสิทธิภาพมากกวา เนื่องจากสามารถแสดงจีโนไทป

แบบขมรวมและใหโพลิมอรฟซึมสูงระหวางจีโนไทป แมวาลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลทเปน

ลําดับเบสซ้ําทีไ่มใชลําดับเบสจําเพาะ แตลําดับเบสสวนที่ไมใชลําดับเบสซ้ําทัง้สองขางของไมโค

รแซทเทลไลทเปนลําดับเบสจําเพาะตําแหนงของจีโนม ดังนั้นไพรเมอรที่ถูกออกแบบใหมีลําดับ

เบสที่เกาะกับลําดับเบสจําเพาะทั้งสองขางของไมโครแซทเทลไลทจะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ที่มีสวนของไมโครแซทเทลไลทได โพลิมอรฟซึมของความแตกตางของขนาดผลผลิตดีเอ็นเอเปน

ผลจากจาํนวนซํ้าที่แตกตางกัน ถาขนาดของผลผลิตดีเอ็นเอมีความแตกตางกนัมากพอ สามารถ

วิเคราะหไดดวยอิเล็กโตรโฟริซิสที่ใชเจลอะกาโรสเปนตัวกลางการแยกขนาด แตสวนใหญจะใชเจล

โพลีอะคริลาไมดเพราะมีความละเอียดในการแยกขนาดดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกนัเล็กนอยได

(Becker&Heun,1995,pp.835-845) 

 การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทมีข้ันตอนคอนขางยุงยาก โดยตองใชทัง้ เวลา

และคาใชจาย ข้ันตอนการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทโดยวิธีมาตรฐาน (Powell et al., 

1996,pp.215-221) เร่ิมจากการสรางคลังดีเอ็นเอของจโีนมโดยชิ้นดีเอ็นเอทีน่ําไปโคลนน้ันจะเปน

ชิ้นดีเอ็นเอขนาดเล็ก เทคนคิในการพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท    สวนใหญจะพัฒนา

ข้ันตอนนี้ใหชิน้ดีเอ็นเอที่นาํไปโคลนมีอัตราสวนของโคลนดีเอ็นเอที่มีไมโครแซทเทลไลทมาก 

(microsatellite enriched library)   จากนั้นคัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลท โดยใชโพลบทีม่ี

ลําดับเบสไมโครแซทเทลไลทในกระบวนการไฮบริไดเซชัน โคลนดีเอ็นเอที่ไดรับการคัดเลือกจะถกู

นําไปวิเคราะหลําดับเบสเพือ่นําขอมูลลําดับเบสไปออกแบบและสังเคราะหไพรเมอร เพื่อเพิม่

ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายทีม่ีไมโครแซทเทลไลท ไพรเมอรจะถูกนําไปทดสอบเพ่ือปรับสภาวะของ
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การทาํปฏิกิริยาพีซีอาร จากน้ันจึงนําไปวเิคราะหหาโพลิมอรฟซึม ในการวิเคราะหโพลิมอรฟซมึ

โดยทั่วไปไพรเมอรจะออบแบบใหมีความยาว 17 - 22 นิวคลีโอไทด   มีอัตราสวนของ GC 

ประมาณ 50% โดยมีคา Tm (melting temperature ; อุณหภูมิที่ทาํใหดีเอ็นเอเสียสภาพธรรมชาติ 

50%) ประมาณ 60 องศาเซลเซียส (McCouch et al.,2000,pp.119-207) ขนาดของดีเอ็นเอ

เปาหมายที่ถกูเพิ่มปริมาณจะถูกออกแบบใหมีขนาดประมาณ 100 - 250 คูเบส 

สําหรับส่ิงมีชีวติบางสปชสีทีม่ีขอมูลลําดับเบสเปนจํานวนมาก ในฐานขอมูลชวีสา

รสนเทศ โดยเฉพาะลําดับเบสของยีนที่เกิดการแสดงออกหรืออีเอสที (expressed sequence tag 

; EST) หรือลําดับเบสดีเอ็นเอจากจีโนม การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทสามารถทาํได

โดยการวเิคราะหขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอเหลานั้นจากฐานขอมูลชีวสารสนเทศ การพัฒนา

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจากฐานขอมูลนี้สามารถสรางเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทชนิด 

(AT)n และ (GC)n ได ซึ่งเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทสองชนิดนี้ไมสามารถพัฒนาไดดวย

กระบวนการไฮบริไดเซชันของโพลบไมโครแซทเทลไลท เนื่องจากลําดับเบสซ้ํา AT หรือ GC มี

ลําดับเบสแบบพาลินโดรม สายดีเอ็นเอจะจับกนัเองทั้งภายในสายเดียวกนัและคนละสาย ขอ

ไดเปรียบการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจาก EST คือ ตําแหนงยนีทีท่ราบหนาที่แลว

สามารถวางตําแหนงลงในแผนทีพ่ันธุกรรมได  EST เปนเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ใชขอมูลจากลําดับ

เบสของยีนที่มกีารแสดงออกมาออกแบบไพรเมอร เฉพาะตําแหนงของยีนนัน้ๆจากนั้นใชหลักการ 

PCR เพื่อเพิม่ขยายสวนของดีเอ็นเอ ผลผลิตของการทํา PCR นั้นจะนาํไปแยกขนาดโดยใช 

agarose gel eletrophoresis หรือ polyacrymide gel eletrophoresis แลวแตขนาดของช้ินสวนดี

เอ็นเอนัน้ๆ คุณสมบัติที่สําคัญของเคร่ืองหมายโมเลกุล EST-SSR คือ ความจําเพาะเจาะจงของ

ตําแหนงเคร่ืองหมายโมเลกลุตอยีนที่ใชออกแบบไพรเมอร การคนพบ SSR ในลําดับเบส EST ทํา

ใหเกิดแนวทางหนึ่งของการพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR โดยการทาํเหมืองขอมูล (data 

mining) จากฐานขอมูลสาธารณะของลําดับเบส EST        

งานวิจยัที่ใชเคร่ืองหมายโมเลกุล EST-SSR ในการทดลองซ่ึงมีการทดลองทัง้ใน

สัตวและพืช เชน Maneeruttanarungroj et al.(2006,pp.363-368) ไดทําการทดลองโดยทํา

เหมืองขอมูลจากฐานขอมูลสาธารณะของลําดับเบส EST ในกุงกุลาดํา( Penaeus monodon )

จํานวน 10,100 ลําดับเบส พบวาม ี  997 ESTs เปนยีนที่รูหนาที่   8.6% เปน  hypothetical 

proteins 27.8%  และเปน ESTs ที่ไมรูหนาทีย่ีนอีก 63.6%  เมื่อออกแบบไพรเมอรจํานวน 50 คู 

พบวามีเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถวเิคราะหลิงคเกจได 144 เคร่ืองหมายและวิเคราะหลิงคเกจ

ไดทั้งหมด 83 ลิงคเกจ  Scott et al.(2000,pp.723-726) ไดทําการทดลองในองุนโดยทาํเหมอืง
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ขอมูลจากฐานขอมูลสาธารณะของลําดับเบส EST จํานวน 5,000 เบส พบวาประมาณ 2.5% ของ

จํานวนโคลน cDNA ทั้งหมดเปนชนิด di-repeat ที่มีจํานวนซํ้าต้ังแต 7 หรือมากกวา มีชนิด tri-

repeat ที่มีจาํนวนซํ้าต้ังแต 5 หรือมากกวา เมื่อทดลองออกแบบไพรเมอรจํานวน 16 คู พบวาไพร

เมอรจํานวน 10 คู สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตามขนาดที่คาดหมายไว และเคร่ืองหมาย SSR 

ทั้งหมดแสดงโพลิมอฟซมึ  Sledge et al. (2005,pp.980-992) ไดทาํการทดลองในถ่ัวอัลฟลฟา 

(Medicago sativa) โดยวิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุลจํานวน 1,182 เคร่ืองหมาย ดวย

เคร่ืองหมาย EST-SSR ไดเคร่ืองหมายทีว่เิคราะหลิงเกจได 285 เคร่ืองหมาย วิเคราะหลิงคเกจได

ทั้งหมด 41 ลิงคเกจ Yi et al. (2006,pp.113-130) ไดทําการทดลองในพริกไทยโดยวิเคราะห

เคร่ืองหมายโมเลกุลจํานวน 150 เคร่ืองหมาย ดวยเคร่ืองหมาย EST-SSR ในประชากรที่เกิดจาก

การผสมระหวาง Capsicum annuum กับ Capsicum chinense  ไดเคร่ืองหมายทีว่ิเคราะหลิง

เกจได 139เคร่ืองหมาย วิเคราะหลิงคเกจไดทั้งหมด 14 ลิงคเกจ  

 

การสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุลในพืชออโตโพลีพลอยด 
   

 การสรางแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลในพืชที่มีชุดโครโมโซมแบบ ออโตโพลีพลอยด (พืชทีม่ี

ชุดโครโมโซมที่มีโฮโมโลกัสโครโมโซมมากกวาสองแทง)         ทําใหมคีวามยุงยากซับซอนในการ

สรางแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลมากกวาในดิพลอยด เนือ่งจาก   

1. การมีจํานวนจีโนไทปเปนจํานวนมากในประชากรลูกผสมที่มีการกระจายตัวทาง
พันธกุรรม 

2. ความยากในการวิเคราะหความถี่จีโนไทปในรุนลูกดวยวธิผีสมทดสอบ 

3. ความไมชัดเจนของพฤติกรรมการจับคูของโฮโมโลกสัโครโมโซมในการแบงเซลลแบบ
ไมโอซิส (Da Silva and Sorrells,1996,pp.211-228)   

           ข้ันตอนการสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุลในออโตโพลีพลอยด ม ี5 ข้ันตอน ดังนี ้                   

                  1. การสรางประชากรลูกผสมสําหรับการวิเคราะหลิงเกจของเคร่ืองหมายโมเลกุล 

                  2. การวเิคราะหและการสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุล simplex  

                  3. การวเิคราะหชนิดของโพลีพลอยด้ี  

                  4. การวเิคราะหและการสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุล multiplex  

                  5. การวิเคราะหกลุมลิงเกจ (linkage group) ที่เปนโฮโมโลกัสกัส (กิตติพัฒน อุโฆษกจิ, 

2548,น.52-69) 
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 เทคนิคในการทําแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกลุในพืชโพลีพลอยด    สามารถทําไดจากการ

วิเคราะหทางออมจากพืชดิพพลอยดพันธุปาที่เปนตนกาํเนิดของพืชโพลีพลอยด   เชน      มนั-ฝร่ัง   

( Bonierbale et al., 1988,pp.1095-1103 ) ขาวสาลี   (Kam Morgan., 1989,pp.724-732)   อีก

เทคนิคหนึง่ ใชพืชพวกอนวิพลอยดชวยในการวิเคราะหตําแหนงยีนหรือตําแหนงของเคร่ืองหมาย

โมเลกุล โดยอาศัยการวิเคราะหตําแหนงโพลบที่เกาะกับแทงโครโมโซมที่ตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ (Anderson,1992,pp.1035-1043)  เทคนิคนี้ไมจําเปนตองมกีารวิเคราะหลิงคเกจ 

(linkage) มีขอดี คือสามารถหลีกเล่ียงปญหาที่เกิดจากความผิดปกติของการจับคูของโฮโมโลกัส

โครโมโซม   เนื่องจากเทคนิคนี้ไมข้ึนกับการแบงเซลลแบบไมโอซิส   การเปล่ียนแปลงโครงสราง

ของแทงโครโมโซมและความเปนหมนัที่เกดิจากการใชพนัธุปาในการผสม  แตขอเสียที่สําคัญคือ  

พืชอนวิพลอยดไมสามารถหาไดในพืชหลายชนิด  

ในปจจุบันมีเคร่ืองหมายโมเลกุลหลายชนดิที่นํามาวิเคราะหแผนท่ีในพืชออโตโพลี

พลอยด  เชน  Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  (Al-Janabi et 

al.,1993,pp.1249-1260 ; Ukoskit & Thompson,1996,pp.818-821) Restriction Fragment 

Length Polymorphism (RFLP)( Da Silva & Sorrells, 1996,pp.211-228; Ming et al. 

2001,pp.2075-2084) และ Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Hoarau et 

al., 2001,pp.1027-1037) โดย Wu. et al. (1992,pp.294-300) ไดเสนอวิธกีารวิเคราะหลิงคเกจ

ในพืชออโตโพลีพลอยดโดยใชเทคนิคการวเิคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุล restriction fragment 

length polymorphism (RFLP) วิเคราะหลักษณะ single-dose restriction fragment (SDRF)     

คือ  มีแอลลีลที่พิจารณา (แอลลีลในกรณีของ RFLP คือการใช  โพลบของโมเลกุล DNA) ปรากฏ

บนโครโมโซมเพียง 1 แทง (จากโฮโมโลกสัโครโมโซมหลายแทง)   โดยไมคํานงึถงึวาพืชนั้นจะมี

จํานวนชุดของโครโมโซมพืน้ฐานกี่ชุด (ploidy level) เคร่ืองหมายโมเลกุลที่มกีารกระจายตัว

ลักษณะนีเ้รียกวา  simplex marker หรือ single dose marker   สวนเคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีแอล

ลีลปรากฏในโฮโมโลกัสโครโมโซมมากกวา 1 แทง เชน 2 แทงหรือ 3 แทง  เรียกเคร่ืองหมาย

โมเลกุลลักษณะนี้วา duplex หรือ double-dose marker   และ triplex หรือ triple-dose marker  

ตามลําดับ   เรียกโดยรวมวา multiplex หรือ multi-dose marker   

 

 
ภาพที่ 2.1 
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เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด simplex marker, duplex marker และ triplex marker บนโฮโมโลกัส

โครโมโซม 8 แทง ของออโตออกตาพลอยด (autooctaploid) 

 

 

 

 
  

 

 
 
 

ที่มา : กิตติพัฒน อุโฆษกิจ, 2548,น.52-69 

ในกรณี   simplex marker   สามารถนาํมาใชสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุลในพืช

โพลีพลอยดได   โดยใชวธิกีารเดียวกับพชืดิพพลอยด  สวน multiplex marker สามารถนํามาใช

วิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได (Da Silva, 1993,pp.165-179; Ukoskit & Thompson, 

1997,pp.818-821)  สําหรับพืชออโตโพลีพลอยด  เมื่อพิจารณาลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมาย

โมเลกุล 2 เคร่ืองหมาย  สามารถสรางชุดเซลลสืบพนัธุ (gamete series) ไดหลายแบบ ดังนี ้

Simplex coupling : ลิงคเกจระหวาง 2 เคร่ืองหมายโมเลกุล simplex  ที่ลิงคกันในสภาพcoupling 

Simplex repulsion :ลิงคเกจระหวาง 2 เคร่ืองหมายโมเลกุล simplex ที่ลิงคกนัในสภาพrepulsion 

Simplex–duplex (1&2) asymmetrical coupling :  ลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล   

simplex กับเคร่ืองหมายแบบ duplex ทีลิ่งคกันในสภาพ coupling 

Simplex–duplex (1&2) asymmetrical repulsion : ลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล   

simplex กับเคร่ืองหมาย duplex ที่ลิงคกนัในสภาพ repulsion 

Double coupling (duplex coupling) : ลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ duplex ที่ลิงค

กันในสภาพ coupling 

Duplex coupling–repulsion : ลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุล duplex โดยคูหนึง่ของ

เคร่ืองหมายโมเลกุลลิงคกนัในสภาพ coupling อีกคูหนึง่ลิงคกนัในสภาพ repulsion  

  ในการสรางแผนท่ีเคร่ืองหมายโมเลกุลของ multiplex marker  (duplex marker และ 

triplex marker)  หลังจากคํานวนหาอัตราสวนจีโนไทปของชุดเซลลสืบพันธุในเครื่องหมายโมเลกุล

ที่ลิงคกนักับ duplex marker และ triplex marker ในลิงคเกจแบบตาง ๆ แลว   การคํานวนหระยะ



 

 

29 

หางระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด simplex marker และ multiplex marker  สามารถประมาณ

คาไดจาก คา recombination fraction (r)  ดวยวิธี Maximum likelihood    (กิตติพัฒน อุโฆษกิจ, 

2548 ,pp.52-69) 

  การสรางแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลในพืชที่มีโครโมโซมออโตโพลีพลอยด สามารถสราง

ประชากรลูกผสมจากพืชที่มคีวามเปนเฮทเทอโรโซกัสสูง จะทาํใหไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีโพลี

มอฟซึมเปนจํานวนมาก  ซึง่ในจํานวนนี้กม็ีทั้งเคร่ืองหมายโมเลกุลชนดิ simplex และ multiplex 

ประกอบกัน ซึ่งจะสามารถทราบชนิดของเคร่ืองหมายโมเลกุลไดจากการวเิคราะหการกระจายตัว

ของเคร่ืองหมายโมเลกุลในประชากรลูกผสม การสรางแผนที่จะเร่ิมจากการวิเคราะหลิงคเกจของ

เคร่ืองหมายโมลุกล simplex ที่ลิงคกันในสภาพ coupling จากนั้นจึงเติมตําแหนงของเคร่ืองหมาย

โมเลกุล duplex และ triplex ลงในแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุล simplex โดยการประมาณคา r จาก

อัตราสวนฟโนไทปของชุดเซลลสืบพันธุที่เกิดจากเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ลิงคกนัในสภาพ coupling 

และเกี่ยวของกับเคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีจาํนวน dose ตํ่า  เชน simplex ,duplex หรือ triplex ใน

การสรางเคร่ืองหมายโมเลกลุ duplex และ triplex นี ้  ไมมีคาใชจายเพิ่มข้ึน และเปนการใชขอมูล

การสรางเคร่ืองหมายโมเลกลุใหเกิดประโยชนอยางเต็มที ่

 
การทาํแผนทีเ่ครื่องหมายโมเลกลุในออย 

 

ออยเปนพืชพวกออโตโพลีพลอยด คือ เปนพืชที่มีชุดของโครโมโซมมากกวาสองชุดโดย

มีจํานวนชุดโครโมโซมอยูที่  8 - 10 ชุด  การเขาคูของโฮโมโลกัสโครโมโซมแบบสุม    มีความเปน

เฮทเทอโรไซโกซิต้ี (heterozygousity) สูงและไมมีพนัธุทีเ่ปนสปชสีแทในธรรมชาติ   การผสม

ตัวเองของออยจะไดลูก F1 ที่มีการกระจายตัวทาํนองเดียวกับลูก F2 ที่เกิดจากการผสมขามสปชสี

ของพืชดิพพลอย    ดังนัน้ประชากร F1 นี้จึงเรียกวาประชากร F2 เทียม(pseudo F2)  เคร่ืองหมาย

โมเลกุลจะมีการกระจายตัวในอัตราสวน 3:1 (ปรากฏแถบดีเอ็นเอ : ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ)    

สําหรับการผสมขามระหวางสายพันธุหรือขามสปชีสประชากร F1 ที่ไดจะมีการกระจายตัวของ

เคร่ืองหมายโมเลกุลเหมือนการผสมทดสอบ (testcross) ของพืชดิพพลอย  คือมีการกระจายตัวใน

อัตราสวน 1:1ประชากรลูกผสมลักษณะนี้เรียกวา pseudo-testcross (Weeden,1994,pp.57-67)   

ขณะเดียวกนัก็มีบางโลไซ (loci)   ที่เคร่ืองหมายโมเลกุลจะมีการกระจายตัวในอัตราสวน 3 : 1  

ดังนัน้ ในกรณีออยจึงเปนการวิเคราะหลิงคเกจจากประชากรลูกผสมแบบ pseudo F2 หรือ 

pseudo - testcross   
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การทาํแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลออยซึ่งเปนพืชออโตโพลีพลอยด นอกจากการ

วิเคราะหแผนที่ของเคร่ืองหมายโมเลกุล simplex marker แลว    ส่ิงที่ตองวิเคราะหตอไปคือการ

วิเคราะหกลุมลิงคเกจที่เปนโฮโมโลกัสกัน   โดยใชเคร่ืองหมายโมเลกลุ simplex marker ที่ไดจาก

เคร่ืองหมายโมเลกุลทีม่ีตําแหนงจําเพาะ เชน  SSR, EST-SSR  และ RFLP  ซึง่ใชวิเคราะหกลุม

ลิงคเกจ  2 กลุมหรือมากกวา 2 กลุม   ที่เปนโฮโมโลกัสกันได     นอกจากการใชเคร่ืองหมาย

โมเลกุลที่มตํีาแหนงจําเพาะในการวิเคราะหกลุมลิงคเกจที่เปนโฮโมโลกัสแลว การวิเคราะหแผนที่

ของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนดิ multiplex  ก็สามารถชวยวเิคราะหโฮโมโลกัสลิงคเกจไดเชนกนั มี

หลายงานวิจัยที่ใชเคร่ืองหมายโมเลกุล simplex marker และ multiplex marker  ในการสรางแผน

ที่เคร่ืองหมายโมเลกุลของออย เชน Wu et al.(1992,pp.294-300)  ไดวิเคราะหลิงคเกจโดยใช

เคร่ืองหมายโมเลกุล simplex marker ในการคัดเลือกการกระจายตัวของลูกเรียกวิธกีารนีว้า 

SDRF (single-dose restriction fragment) , Al-Janabi et al. (1993,pp.1249-1260) ได

วิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกลุจํานวน 336 เคร่ืองหมายดวยวธิีการ arbitrarily primed PCR โดยใช

ประชากรลูกผสมที่เกิดจากออยพันธุ SES208 ผสมกับ double haploid ของ SES208 ได

เคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถวิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 279 เคร่ืองหมาย  วิเคราะหลิงคเกจได

ทั้งหมด 42 ลิงคเกจ  Da Silva et al.(1995,pp.158-159) ไดวิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุลจาํนวน 

484 เคร่ืองหมายดวยวิธกีาร arbitrarily primed PCR โดยใชประชากรลูกผสมที่เกดิจากออยพันธุ 

SES208 ผสมกับ double haploid ของ SES208 ไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถวเิคราะหลิงเกจ

ไดจํานวน 461 เคร่ืองหมาย  วิเคราะหลิงคเกจไดทั้งหมด 64 ลิงคเกจ  Hoarau et 

al.(2001,pp.84-97) ไดวิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุลจํานวน 1185 เคร่ืองหมายเคร่ืองหมาย

โมเลกุล  AFLP โดยใชประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมตัวเองของออยปลูกพนัธุ R570 ได

เคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถวิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 939 เคร่ืองหมาย  วิเคราะหลิงคเกจได

ทั้งหมด 120 ลิงเกจ และสามารถวิเคราะหโฮโมโลกัสกลุมลิงคเกจได 10 โฮโมโลกสักลุมลิงคเกจ 

Aitken et al. (2005,pp.789-801) ไดวิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุลจาํนวน 1365 เคร่ืองหมายดวย

เคร่ืองหมายโมเลกุล  AFLP   RAF  และ SSR    โดยใชประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมขาม

ระหวาง S. Spontaneum กับ S. officinarum ไดเคร่ืองหมายโมเลกลุที่สามารถวเิคราะหลิงคเกจ

ไดจํานวน 967 เคร่ืองหมาย  วิเคราะหลิงคเกจไดทั้งหมด 116 ลิงคเกจ และสามารถวิเคราะหโฮโม

โลกัสกลุมลิงคเกจได 8 โฮโมโลกัสกลุมลิงคเกจ Garcia et al.(2006,pp.298-314)  ไดวิเคราะห

เคร่ืองหมายโมเลกุลจํานวน 1118 เคร่ืองหมายดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล RFLP SSR และ AFLP 

โดยใชประชากรลูกผสมที่เกดิจากการผสมขามระหวางออยปลูกสองสายพนัธุ ไดเคร่ืองหมาย
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โมเลกุลที่สามารถวิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 357 เคร่ืองหมาย  วเิคราะหลิงคเกจไดทั้งหมด 98 

ลิงคเกจ  และสามารถวิเคราะหโฮโมโลกสักลุมลิงคเกจได 12 โฮโมโลกัสกลุมลิงคเกจ 

การใชเคร่ืองหมาย EST-SSR สรางแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลในออย  da Silva 

(2001,pp.155-159) ใชโปรแกรมสําเร็จรูป BLASTn ทําเหมือง SSR จากบางสวนของฐานขอมูล 

SUCEST สามารถคนหา EST ที่มี SSR ได 402 เคร่ืองหมาย เมื่อทดลองออกแบบไพรเมอรจํานวน 

20 คู พบวา ไพรเมอรจํานวน 8 คูสามารถแสดง polymorphism จากออยที่ทดสอบจํานวน 8 สาย

พันธุ    Pinto et al.(2004,pp.795-804)  ทาํการทดลองสํารวจฐานขอมูล SUCEST พบวาม ีEST 

2,005 cluster  จากทั้งหมด 43,141 SSRs เมื่อทดลองออกแบบไพรเมอรจํานวน 30 คู พบวา ไพร

เมอรจํานวน 23 คูสามารถแสดง polymorphism จากออยที่ทดสอบจาํนวน 18 สายพันธุ  Oliveira 

et al. (2007,pp.189-208)  ไดสรางแผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุลในออย  โดยวิเคราะหเคร่ืองหมาย

โมเลกุลจาํนวน 1,669 เคร่ืองหมาย ดวยเคร่ืองหมาย gSSR ,EST-SSR, RFLPและ EST-RFLP ใน

ประชากรลูกผสมที่เกิดจากออยพันธุ SP80-180 กับ SP80-4966 ไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถ

วิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 664 เคร่ืองหมาย วเิคราะหลิงคเกจไดทั้งหมด 192 ลิงคเกจ และ

สามารถวิเคราะหโฮโมโลกสักลุมลิงเกจได 14 โฮโมโลกัสกลุมลิงเกจ 
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ประชากรลกูผสมที่ใชในการทําแผนท่ีพันธุกรรม 

 
ในงานวิจัยนี้ใชลูกผสมจํานวน 283   ตนที่เกิดจากการผสมขามสปชีสระหวางออย

ปลูก Phil6607 และออยปา S. spontaneum (S6)      ออยพนัธุ Phil6607 เปนออย ซึ่งผานการ

ผสมกลับไปยงั S. officinarum หลายรอบจึงไมใช S. officinarum แท ๆ ลักษณะเดนของออยพันธุ 

Phil6607 คือ งอกเร็ว  เจริญเติบโตเร็ว  เสนผาศูนยกลางลําปานกลาง  คอนขางทนแลง  ลอกกาบ

ใบไดงายและใหความหวานสูง ออยพันธุนี้เคยปลูกไดดีในภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนลาง   

บริเวณจังหวัดบุรีรัมยและนครราชสีมามีชือ่ที่ชาวบานเรียกกนัทัว่ไปวา พันธุมารกอส แตในปจจุบัน

เหลืออยูนอยมาก        สวนออยปา S. spontaneum (S6) มีลักษณะเดนคือ เจริญเติบโตเร็ว  แตก

กอดี  ทนแลงมาก  ปริมาณเสนใยสูง  เสนผาศูนยกลางลําขนาดเล็ก  ตานทานโรคไดหลายชนดิ

และไมหวาน  เปนออยที่รวบรวมโดยโครงการปรับปรุงพันธุออยสําหรับเขตสภาพแวดลอมเฉพาะ 

จากบริเวณเขตวนอุทยานแหงชาติทุงใหญนเรศวร   

 
การสกัดดีเอ็นเอ 

 

นําตัวอยางใบของออยจากลูกผสมจํานวน 283 ตัวอยาง รวมทัง้ Phil6607 และ S6       

มาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธ ีcetyltrimethylammonium bromide (CTAB) มีข้ันตอนการสกัด ทําตามวธิี

ของ Gawel and Jarnet. (1991,pp.262-266) โดยนําตัวอยางใบออน 2-3 ใบประมาณ 300 กรัม

ใสลงโกรงเติมไนโตรเจนเหลวใหทวมตัวอยางบดใหละเอียดแลวเติม CTAB extraction buffer ที่

อุนใหรอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซยีสประมาณ 10  ml ใชที่คนสารผสมใหเขากันแลวเทลงใน

หลองทดลอง centrifuge ขนาด 50 ml นาํไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ีเขยา

ตัวอยางเปนคร้ังคราวแลวต้ังทิง้ไวใหเย็น เติม chloroform: isoamyalcohol(24:1,v/v) 10 ml เขยา

ใหสารละลายผสมกัน เพื่อตกกะกอนโปรตีนจากนัน้นําไปปนแยกสารละลายดีเอ็นเอที่ความเร็ว  

4,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี แลวปเปตสารละลายสวนใสของดีเอ็นเอดานบน ใสหลอด

ทดลอง centrifuge ขนาด 50 ml แลวคอยๆเติม absolute ethanol เย็นจัดในปริมาตร 2 เทาของ

สารละลายดีเอ็นเอที่ไดปดฝาแลวพลิกหลอดไปมาหลายๆคร้ังจนเห็นสายดีเอ็นเอเกาะตัวเปนกอน

ใชแทงแกวปลายงอเกี่ยวดีเอ็นเอข้ึนมาลางดวย 70% ethanol จากนั้นนําดีเอ็นเอไปใสในหลอด

ทดลอง microtube ที่มี 0.2 M NaAc  1 ml อยู แชดีเอ็นเอไว 10 นาที นาํดีเอ็นเอออกไปใสใน

หลอดทดลอง microtube ทีมี่ 0.01 M NH4Ac 1 ml อยูลางดีเอ็นเอประมาณ 10 วนิาที ทําดีเอ็นเอ
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ใหแหงโดยการสัมผัสกับกระดาษกรอง   นําดีเอ็นเอมาละลายในหลอดทดลอง microtube ที่มี 50 

μl ของ TE buffer อยู   จากนัน้นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยี วัด

ความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดดวยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (spectrophotometer)  เทียบกับการ

วัดความเขมขนดวยการสังเกตการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอดวยอิเลคโตรโฟริซิส (agarose gel 

electrophoresis)    

 
การสรางเครือ่งหมายโมเลกลุ SSR (SSR markers) 

 
การสรางเครือ่งหมาย genomic SSR (gSSR) 
 

ดีเอ็นเอออยทัง้ 285 ตัวอยาง (รวม phil6607 และ S6) ถูกนํามาวิเคราะห

เคร่ืองหมายโมเลกุล gSSR โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากงานวจิัย Cordeiro et al. 

(2000,pp.161-168) ซึ่งมีจาํนวนไพรเมอรทั้งหมด 10 คู (ภาคผนวก ก) การทํา PCR มกีารปรับ

เล็กนอยจากงานวิจัยของ Cordeiro et al. (2000,pp.161-168)    ใชองคประกอบของปฏิกิริยาใน

ปริมาตรรวม 25 μl ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 8.3 , 50 mM KCl ,2.5 mM MgCl2 ,0.5 U 

ของเอนไซม Tag polymerase , 0.2 mM ของ dNTP,2.0 mM ไพรเมอร และ 25 ng  ดีเอ็นเอ

ตนแบบ อุณหภูมิในการทํา PCR ประกอบดวยอุณหภูมิ  denature  ที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 

นาที    ตามดวยรอบอุณหภูมิที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 25 รอบ  ที ่ 94 องศาเซลเซียส 45 

วินาท ี อุณหภูมิ annealing  ตามความเหมาะสมของไพรเมอรแตละคูนาน 3 นาทีและอุณหภูมิ 

extension  72 องศาเซลเซียส 30  วินาท ี  ตรวจสอบผลเบื้องตนดวยการแยกแถบดีเอ็นเอดวย

กระแสไฟฟา agarose gel eletrophoresis  แลวนาํไปวเิคราะหหาโพลีมอฟซึมใน 6% 

polyacrylamide gel eletrophoresis จากนั้นอานผลและวิเคราะหการกระจายตัวในประชากร

ลูกผสม เคร่ืองหมาย SSR ที่แสดงโพลีมอฟซึมจะถูกนําไปวิเคราะหหาชนิดของเคร่ืองหมาย

โมเลกุล 
 
 
การสรางเครือ่งหมาย Express Sequence Tag SSR (EST-SSR) 
 

ดีเอ็นเอออยทัง้ 285 ตัวอยาง (รวม phil6607 และ S6) ถูกนํามาวิเคราะห

เคร่ืองหมาย EST-SSR โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากงานวิจยัของ Thipmongkoljaruan 
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(2007,p.55 )    ที่ใชฐานขอมูล SUCEST (the Sugarcane Expressed Sequence Tag project) 

ในการออกแบบไพรเมอรซึ่งนับเปนฐานขอมูล ESTs ที่มีความสมบูรณ ในการทําเหมืองขอมูล EST 

ในออย จากเหมืองขอมูล ESTs ทั้งหมดของฐานขอมลู SUCEST ซึ่งมีจาํนวน 42,189 กลุม จาก

คลังขอมูล cDNA ที่พัฒนาจากเนื้อเยื่อออยจํานวน 37 ชนิด พบวาได EST-SSRs ทั้งหมด 1,425 

กลุม จากนัน้ทําการคัดเลือก ลําดับเบส EST-SSRs ที่เกี่ยวของกบัความหวาน,การตานทานโรค

,ทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมและ EST-SSR ทีม่จีํานวนซํ้าต้ังแต 8 ซ้ําข้ึนไปไดทั้งหมด 462 

ลําดับเบสเพื่อออกแบบไพรเมอร จากนัน้ทาํการคัดเลือกโดยพิจารณาจากลําดับเบสที่มียนีที่

สําคัญและแนวโนมการกระจายตัวแบบ simplex ในประชากรลูกผสม F1  จากการคัดเลือก

สามารถเลือกไพรเมอรไดจํานวน 212 คูไพรเมอร (ภาคผนวก ก)  เพื่อสรางเคร่ืองหมายโมเลกลุ 

EST-SSR การทํา PCR ปฏิบัติตามงานวิจัยของ Thipmongkoljaruan (2007)  ใชองคประกอบ

ของปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 25 μl ประกอบดวย 10 mM Tris-HCl pH 8.3 , 50 mM KCl ,2.5 

mM MgCl2 ,0.5 U ของเอนไซม Tag polymerase , 0.2 mM ของ dNTP,2.0 mM ไพรเมอร และ 

25 ng  ดีเอ็นเอตนแบบ อุณหภูมิในการทํา PCR ประกอบดวยอุณหภูมิ  denature  ที ่  94 องศา

เซลเซียส นาน 3 นาท ีตามดวยรอบอุณหภูมิที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 25 รอบที่  94 องศา

เซลเซียส 45 วินาท ี อุณหภูมิ annealing  ตามความเหมาะสมของไพรเมอรแตละคูนาน 3 นาที 

และอุณหภูมิ extension  72 องศาเซลเซยีส 30  วินาที ตรวจสอบผลเบื้องตนดวยการแยกแถบดี

เอ็นเอดวยกระแสไฟฟา agarose gel eletrophoresis แลวนาํไปวิเคราะหหาโพลีมอฟซึมใน 6% 

polyacrylamide gel eletrophoresis จากนั้นอานผลและวิเคราะหการกระจายตัวในประชากร

ลูกผสม เคร่ืองหมาย SSR ที่แสดงโพลีมอฟซึมจะถูกนําไปวิเคราะหหาชนิดการกระจายตัวของ

เคร่ืองหมายโมเลกุล  
                                  

การวิเคราะหการกระจายตัวและการวเิคราะหจีโนไทปของเครื่องหมายโมเลกุล 
(Marker segregation and genotyping) 

 
ชนิดของเคร่ืองหมาย simplex , double simplex และ multiplex   จําแนกไดจาก

การวิเคราะหการกระจายตัวของเคร่ืองหมาย ในประชากรลูกทั้ง 283 สายพันธุ    ในกรณี

เคร่ืองหมาย SSR , EST-SSR และ SuS  ดูจากการปรากฎของแถบดีเอ็นเอ       สวนเคร่ืองหมาย 

f-AFLP  ดูจากยอดกราฟแตละยอดซึ่งเทยีบไดกับแถบดีเอ็นเอ (Bhusudsawang ,2007) โดยจะ

ขอใชคําวา แถบดีเอ็นเอ สําหรับทุกชนิดของเคร่ืองหมาย แถบดีเอ็นเอทั้งหมดถกูนํามาอานผลเพื่อ

แยกแถบดีเอ็นเอที่แสดงโพลิมอฟซึม (Polymorphic band) ในประชากรลูกผสม การอานคา 1 
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เทากับ มีแถบดีเอ็นเอปรากฏ การอานคา 0 เทากับไมมแีถบดีเอ็นเอปรากฏ    ในกรณีที่ประชากร

ลูกสายพันธุใดแสดงผลไมชัดเจนจะไมอานผล  ใหผลทีไ่ดเปนไมมีขอมูล (missing data)       คาที่

ไดจากการอานการปรากฏหรือไมปรากฏแถบดีเอ็นเอในประชากรลูก 283 สายพนัธุ    ถูกนํามา

วิเคราะหทางสถิติ ดวยการทดสอบทางสถิติแบบ ไค-สแควร (chi-square test; χ2)  ที่คาความ

เชื่อมั่น P = 0.05    ในการวิจัยนี้นาํเฉพาะเคร่ืองหมาย simplex และ double simplex   มาใชใน

การสรางแผนที่พนัธุกรรม         เคร่ืองหมาย simplex อานคาจากแถบดีเอ็นเอ   ทีป่รากฏเฉพาะใน

พอหรือแมเทานั้น การกระจายตัวในลูกมอัีตราสวนของการปรากฏแถบดีเอ็นเอและไมปรากฏแถบ

ดีเอ็นเอเทากบั    1:1  เคร่ืองหมาย double simplex อานคาจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏทั้งในพอ

และแม   การกระจายตัวในลูกมีอัตราสวนของการปรากฏแถบดีเอ็นเอและไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

เทากับ 3:1 ในงานวิจัยนี้ไดรับขอมูลเคร่ืองหมายชนิด simplex และ double simplex  ของ

เคร่ืองหมาย  f-AFLP และ เคร่ืองหมาย SuS จากงานวจิัยของ Bhusudsawang ,2007 เพื่อใชใน

การสรางแผนทีพนัธุกรรมในออย  

 
การต้ังชื่อเครื่องหมายโมเลกลุ (Marker notation) 

 
SSR marker ต้ังชื่อดวยอักษร SGM  (Sugarcane Genomic Microsattlelite) หรือ 

SEM (Sugarcane EST-SSR Marker) ตามดวยตัวเลขลําดับของคูไพรเมอร, อักษรบี แทนแถบดี

เอ็นเอ (band) และ ลําดับของแถบดีเอ็นเอ  ตัวอยาง : SGM022b02 , SEM007b03 เคร่ืองหมาย

ของ Phil6607 นําหนาดวยอักษร p ; เคร่ืองหมายของ S6 นําหนาดวยอักษร s ; เคร่ืองหมาย 

double simplex นาํหนาดวยอักษร x 

f-AFLP marker ต้ังชื่อเคร่ืองหมายโมเลกลุตามชื่อคูไพรเมอรและตามดวยตัวเลขบอก

ขนาดของช้ินดีเอ็นเอ    ตัวอยาง : EaatMcta93 เคร่ืองหมายของ Phil6607 นําหนาดวยอักษร p ; 

เคร่ืองหมายของ S6 นาํหนาดวยอักษร s ; เคร่ืองหมาย double simplex นําหนาดวยอักษร x 

เคร่ืองหมายโมเลกุลซูโครสซินเทส   ต้ังชือ่ดวยอักษร SuS (sucrose synthase)   และ

ตัวเลขบอกลําดับของแถบดีเอ็นเอ  ตัวอยาง : SuS3 เคร่ืองหมายของ Phil6607 นําหนาดวยอักษร 

p ; เคร่ืองหมายของ S6 นําหนาดวยอักษร s ; เคร่ืองหมาย double simplex นําหนาดวยอักษร x 

 
 

การวิเคราะหลิงคเกจและการสรางแผนที่พันธุกรรม  
(Linkage analysis and map construction) 
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สรางแผนที่พันธุกรรมเคร่ืองหมาย simplex และ double simplex  ดวยโปรแกรม 

JoinMap Version 3.0 (Stam & Van Ooijen,1995) โดยกําหนดใหเคร่ืองหมายที่มีการกระจายตัว

แบบ simplex ของ Phil6607 คือ lmxll   (l :ปรากฏแถบดีเอ็นเอ, m : ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ) และ

เคร่ืองหมายที่มีการกระจายตัวแบบ simplex ของ S6  คือ nnxnp  (n : ปรากฏแถบดีเอ็นเอ ,p :ไม

ปรากฏแถบดีเอ็นเอ )   และเคร่ืองหมายที่มีการกระจายตัวแบบ  double simplex  คือ hkxhk  (h :

ปรากฏแถบดีเอ็นเอ , k : ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ)  กําหนดคา LOD score ต้ังแต 4 ถึง15  และ

กําหนดคา recombination fraction (r) ที่ 0.35    ระยะทางระหวางเคร่ืองหมายใช mapping 

function แบบ Kosambi function      พิจารณารูปแบบลิงคเกจทั้ง coupling และ repulsion 

   กําหนดคาทีใ่ชในการวิเคราะหดังนี ้ LOD ต้ังแต 4 ถงึ15, r นอยกวา 0.35  การ

จัดลําดับเคร่ืองหมายกําหนดคา  jump นอยกวา 5, ripple มากกวา 1 (เพื่อตรวจสอบความ

ถูกตองในการจัดลําดับเคร่ืองหมายโมเลกลุ) 

   วเิคราะหขนาดประมาณของจีโนมดวยวธิีการของ HulBert et al.(1988,pp.947-

958)  จากเคร่ืองหมาย simplex ออกมาในหนวย cM ตามสูตร  
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GZ คือขนาดของจีโนมมีหนวยเปน cM   M คือ จํานวนเคร่ืองหมายโมเลกุลทีน่ํามา

สรางแผนที่โครโมโซม  XZ คือระยะหางระหวางสองเครือ่งหมายโมเลกุล  KZ คือจํานวนของ two-

point  linkage  

 

คํานวณสัดสวนของแผนที่พนัธุกรรม ที่สรางไดเทยีบกับขนาดประมาณจีโนม 

  E(Cn)             =            1-ρ1,n 

 

โดยที่ ρ1,n คือคาความนาจะเปน ของแผนที่พนัธุกรรมที่เหลือของจีโนมทั้งหมดที่ไม

อยูในแผนที่พนัธุกรรมที่สรางได 
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r คือ จํานวนโครโมโซม( 100 -120 )   X คือระยะระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลมี

หนวย cM  G คือขนาดประมาณของจีโนมมีหนวย cM (Bishop et al., 1983,pp. 351-362) 
 

การวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ 
           (Homologous Linkage analysis) 

                             

เคร่ืองหมาย simplex และ double simplex ที่ไดจากเครื่องหมาย gSSR,EST-SSR

และ SUS ซึ่งเปนเคร่ืองหมายโมเลกลุที่มีตําแหนงจําเพาะในจีโนมสามารถชวยในการวิเคราะห

กลุมลิงเกจทีเ่ปนโฮโมโลกัสกัน   โดยพิจารณาจากกลุมลิงเกจ 2 กลุม หรือมากกวา 2 กลุมลิงเกจ  

ที่มีเคร่ืองหมาย  simplex  หรือ double simplex ที่เกดิจากคูไพรเมอรเดียวกันปรากฎอยู ในการ

วิเคราะหกลุมลิงเกจที่เปนโฮโมโลกัสกนัโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุลทีม่ตํีาแหนงจําเพาะในจีโนม อยู

บนสมมุติฐานที่วา กลุมลิงเกจที่เปนโฮโมโลกัสกันตองอยูบนชิน้โครโมโซมที่เปนโฮโมโลกัสกนั  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
บทที่ 4 

 
ผลการทดลอง 

 
การวิเคราะหการกระจายตัวของเครื่องหมายโมเลกุล (marker segregation) 

เครื่องหมาย gSSR  
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 จากคูไพรเมอร gSSR ทัง้หมด 10  คูไพรเมอรแสดงโพลิมอฟซมึในประชากร

ลูกผสมและมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอทีช่ัดเจน   เมื่ออานผลเพื่อแยกแถบดีเอ็นเอที่แสดงการกระจาย

ตัวในประชากรลูกผสม  พบวามีจาํนวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด  27  แถบ  แถบดีเอ็นเอที่แสดงการ

กระจายตัวในลูกผสมมีจาํนวนต้ังแต 2 ถึง 7 แถบ   มีคาเฉลี่ยของแถบดีเอ็นเอโพลิมอฟกเทากับ 

3.9 แถบตอไพรเมอร  เมื่อวิเคราะหชนิดของเคร่ืองหมายโมเลกุลดวยการทดสอบทางสถิติแบบ ไค-

สแควร   (P = 0.05)  ไดชนดิของเคร่ืองหมายดังนี้   เคร่ืองหมาย  simplex ของ Phil6607 จํานวน 

14 เคร่ืองหมาย (51.8%) , เคร่ืองหมาย  simplex ของ S6 จํานวน 12 เคร่ืองหมาย (44.4%)   และ

เคร่ืองหมาย double simplex จํานวน 1 เคร่ืองหมาย (3.7%) (ตารางที4่.1) 
 

 
 
 

ภาพที ่4.1    แสดงตัวอยางแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมาย   SGM 001 ตัวอยางดีเอ็นเอ lane ที่ 1 

ดีเอ็นเอขนาดมาตราฐาน 179-222 bp; lane ที่ 2 ดีเอ็นเอของ Phil6607 lane ที่ 3 ดีเอ็นเอของ 

S6; lane ทีเ่หลือทั้งหมดเปนดีเอ็นเอของลูกผสม F1 ทีม่ีการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอแบบตางๆ; 

เคร่ืองหมายสามเหล่ียมแสดงเคร่ืองหมายของ Phil6607; เคร่ืองหมายลูกศรแสดงเคร่ืองหมายของ 

S6  
 
 
 
 
เครื่องหมาย EST-SSR  
 

นําผลการวิเคราะหดวยเคร่ืองหมาย EST-SSR จํานวน 212 คูไพรเมอร   มาอานผล

เพื่อแยกแถบดีเอ็นเอที่แสดงการกระจายตัวในประชากรลูกผสมจํานวน 283 ตัวอยาง    พบวามี

จํานวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด 1,532 แถบ เปนแถบดีเอ็นเอโมโนลิมอฟก 368 แถบและ แถบดีเอ็นเอ

โพลิมอฟก 1,164  แถบ   แถบดีเอ็นเอที่แสดงการกระจายตัวในลูกผสมของแตละคูไพรเมอรมี

จํานวนต้ังแต 3 ถึง 19 แถบ   มีคาเฉลีย่ของแถบดีเอ็นเอโพลิมอฟกเทากับ 6.3 แถบตอไพรเมอร  

douplex (ph) 

Simplex (S6) 

Simplex (ph) 

222 bp 

 
douplex (S6) 

Simplex (S6) 
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เมื่อวิเคราะหชนิดของเคร่ืองหมายโมเลกุลดวยการทดสอบทางสถิติแบบ ไค-สแควร (P = 0.05)  

ไดเคร่ืองหมาย simplex และ double simplex ทัง้หมด 1,039 เคร่ืองหมาย แบงเปนเคร่ืองหมาย  

simplex ของ  Phil6607 จํานวน 478 เคร่ืองหมาย (46.0%) , เคร่ืองหมาย  simplex ของ S6 

จํานวน  377 เคร่ืองหมาย (36.2%)   และเคร่ืองหมาย double simplex จํานวน 184 เคร่ืองหมาย 

(17.7%)  (ตารางที4่.1)  
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่4.2   แสดงตัวอยางแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมาย    SEM 282     ตัวอยางดีเอ็นเอ lane ที่ 

1 ดีเอ็นเอขนาดมาตราฐาน 179-222 bp; lane ที ่2 ดีเอ็นเอของ Phil6607; lane ที่ 3 ดีเอ็นเอของ 

S6; แถวที่เหลือทั้งหมดเปนดีเอ็นเอของลูกผสม F1 ที่มีการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอแบบตางๆ; 

เคร่ืองหมายสามเหล่ียมแสดงเคร่ืองหมายของ Phil6607; เคร่ืองหมายลูกศรแสดงเคร่ืองหมายของ 

S6; เคร่ืองหมายลูกศรเสนปะแสดงเคร่ืองหมายของ double simplex  

 
 
 
เครื่องหมาย f-AFLP 
  

ผลการทดลองนี้ไดจากงานวจิัยของ  Bhusudsawang (2007) ในโครงการสราง

เคร่ืองหมายโมเลกุลของออย ซึง่ทาํในชวงเวลาใกลเคียงกัน  โดยใชไพรเมอร 35 คู เพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอใน Phil6607, S6 และประชากรลูกจํานวน 283 ตัวอยาง ไดเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งหมด 675 

เคร่ืองหมาย แบงเปนเคร่ืองหมาย  simplex  ของ Phil6607 จํานวน 321 เคร่ืองหมาย (47.5%) ,

Simplex (ph) 

222bp 

Simplex (ph) 

Double Simplex   

Douplex  (S6) 

Simplex (ph) 
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เคร่ืองหมาย simplex  ของ S6 จํานวน 301 เคร่ืองหมาย (44.5%) และ เคร่ืองหมาย double 

simplex จํานวน 53 เคร่ืองหมาย (7.8%)  (ตารางที4่.1) 
 

เครื่องหมาย sucrose synthase  
 

ผลการทดลองนี้ไดจากงานวจิัยของ Bhusudsawang (2007) ในโครงการสราง

เคร่ืองหมายโมเลกุลของออย ซึง่ทาํในชวงเวลาใกลเคียงกัน    ตัวอยางจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ดวยไพรเมอรที่ออกแบบได  ใน Phil6607, S6 และประชากรลูกจํานวน 283 ตัวอยาง ได

เคร่ืองหมายโมเลกุลทัง้หมด 7 เคร่ืองหมายแบงเปน  เคร่ืองหมาย simplex ของ Phil6607 จํานวน 

4  เคร่ืองหมาย (57.1%)   และ เคร่ืองหมาย simplex ของ S6 จํานวน 3 เคร่ืองหมาย (42.8%)       

(ตารางที4่.1)  
ตารางที ่4.1 

เคร่ืองหมายโมเลกุลทัง้หมดแบงตามชนดิของเคร่ืองหมาย gSSR,EST-SSR , 

f-AFLP และ SuS 

 
No. of markers  

markers  gSSR EST-SSR f-AFLP SuS 

 
Total 

Simplex marker (1:1) 
   Phil6607 (lmxll) 

   S6 (nnxnp) 

 

14 (51.8%) 

12 (44.4%) 

 

478 (46.0%) 

377 (36.2%) 

 

321 (47.5%) 

301 (44.5%) 

 

4 (57.1%) 

3 (42.8%) 

 

817 (46.7%) 

693 (39.6%) 

Sum 26 (96.2%) 855(82.2%) 622(92..1%) 7 (100%) 1,511 

(86.3%) 

Double simplex marker (3:1) 1 (3.7%) 184 (17.7%) 53 (7.8%) 0 (0.0%) 238 (13.6.%) 

Total 27 (100%) 1,039 (100%) 675 (100%) 7(100%) 1,749 (100%) 

เคร่ืองหมายทัง้หมดที่ไดจากเคร่ืองหมายทัง้ 4 ชนิด  มี จํานวน 1,749 เคร่ืองหมาย   

แยกเปนเคร่ืองหมาย gSSR ,EST-SSR, f-AFLP และเคร่ืองหมาย SuS จํานวน 27, 1,039, 675  

และ 7  ตามลําดับ แยกเปนเคร่ืองหมาย simplex ได 1,511 เคร่ืองหมาย (86.3%) , เคร่ืองหมาย 

double simplex ได 238 เคร่ืองหมาย (13.6.%) 

เปนทีน่าสังเกตวาเคร่ืองหมาย double simplex มีจํานวนนอยกวาเคร่ืองหมาย 

simplex มากคือ 238 เคร่ืองหมาย (13.6%) เมื่อเทียบกบังานทดลองของ Garcia et al.        

(2006,pp.298-314) ที่มีเคร่ืองหมาย double simplex จํานวน 677 เคร่ืองหมาย (60.55%)  
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เนื่องจากงานวิจัยนี้ใชประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมขามสปชีสระหวาง S. officinarum 

(Phil6607) และ S. spontaneum  เมื่อนํามาใชในการวิเคราะหการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอซ่ึง

ลักษณะพืน้ฐานทางพันธุกรรมของ  2 สปชีสมีความตางกนัมากกวาการผสมตัวเองหรือการผสมที่

มีพันธุกรรมใกลชิดกัน   ดังนัน้ขอมูลของเคร่ืองหมาย  double simplex ที่ไดจึงมีจํานวนนอย  

 
การวิเคราะหลิงคเกจและการสรางแผนที่พันธุกรรม  

(Linkage analysis and map construction) 

 
วิเคราะหลิงคเกจระหวางเครื่องหมายโมเลกลุ simplex และ double simplex 
 

เคร่ืองหมาย gSSR, EST-SSR, f-AFLP และ SuS รวมทั้งหมด 1,749 เคร่ืองหมาย 

ของเคร่ืองหมาย simplex ของ Phil6607 , S6 และเคร่ืองหมาย double simplex เคร่ืองหมาย

ทั้งหมด ถูกนาํมาวิเคราะหลิงคเกจระหวางเคร่ืองหมาย simplex และ double simplex ดวย

โปรแกรม JoinMap Version 3.0 (Stam and Van Ooijen, 1995) ใช LOD score ในการจัดกลุม

เคร่ืองหมายโมเลกุลต้ังแต 4 ถึง15 และกําหนดคา  recombination fraction (r) เทากบั 0.35    

ระยะทางระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลใช mapping function แบบ Kosambi function      

พิจารณารูปแบบลิงคเกจทั้ง coupling และ repulsion จากการวิเคราะหเคร่ืองหมาย simplex 

และ double simplex ซึ่งประกอบดวยเคร่ืองหมาย gSSR, EST-SSR, f-AFLP และ SuS จํานวน  

27 , 1,039  , 675 และ 7 เคร่ืองหมายตามลําดับ พบวาเคร่ืองหมายทีว่เิคราะหลิงคเกจไดมีจํานวน

ทั้งหมด 791 เคร่ืองหมายโมเลกุล จําแนกเปนเคร่ืองหมาย gSSR, EST-SSR, f-AFLP และ SuS 

จํานวน  5 , 537, 246 และ 3 เคร่ืองหมายตามลําดับ เปนเคร่ืองหมาย simplex ของ Phil6607 , 

เคร่ืองหมาย simplex ของ S6 และ double simplex   จํานวน 373 , 298  และ 120 เคร่ืองหมาย

ตามลําดับ เคร่ืองหมายที่วิเคราะหลิงคเกจไมไดมีจํานวน 958 เคร่ืองหมายจําแนกเปนเคร่ืองหมาย 

gSSR, EST-SSR, f-AFLP และ SuS จํานวน 22, 502, 429 และ  4 เคร่ืองหมายลําดับ   เปน

เคร่ืองหมาย simplex ของ Phil6607 , เคร่ืองหมาย simplex ของ S6 และ double simplex 

จํานวน 444 , 395  และ 118 เคร่ืองหมายตามลําดับ (ตารางที่ 4.2) 

 
ตารางที ่4.2 

เคร่ืองหมายโมเลกุล simplex  และ double simplex ที่สามารถวเิคราะห 

ลิงคเกจได 
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No. of markers No. of  linked markers No. of unlinked markers  

markers gSSR EST-
SSRs 

f-
AFLP 

SuS gSSR EST-
SSRs 

f-
AFLP 

SuS gSSR EST-
SSRs 

f-
AFLP 

SuS 

            

15 478 321 4 5 256 112 0 9 222 209 4 

simplex  
Phil6607(lmxll) 
   S6(nnxnp) 12 377 301 3 0 196 99 3 12 181 202 0 

double 
simplex 

1 184 53 0 0 85 35 0 1 99 18 0 

Sum 28 1,039 675 7 5 537 246 3 22 502 429 4 

Total 1,749(100%) 791(45.2%) 958(54.7%) 

 

ในงานวิจัยนี ้ มีเคร่ืองหมายทีว่ิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 791 เคร่ืองหมายจาก

ทั้งหมด 1,749 เคร่ืองหมาย คิดเปนอัตราสวน 45.2% ของเคร่ืองหมายทั้งหมด  ซึ่งมีอัตราสวนของ

เคร่ืองหมายทีว่ิเคราะหลิงเกจไดเพิ่มข้ึนจากงานวิจัยของ Bhusudsawang (2007) ที่วเิคราะห

เคร่ืองหมายโมเลกุลทัง้หมด 701 เคร่ืองหมาย มีเคร่ืองหมายโมเลกลุที่วิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน 

230 เคร่ืองหมายโมเลกุลคิดเปน 32.81% ของเคร่ืองหมายทัง้หมด และในงานวจิยันี้สามารถเพิ่ม

จํานวนลิงคเกจและกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจจากเดิม 70 ลิงคเกจมี 6 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ เปน 

232 ลิงคเกจมี 11  กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ  เนื่องจากในงานวิจัยนีใ้ชจํานวนเคร่ืองหมายโมเลกุล

ในการวิเคราะหลิงคเกจมากข้ึนจึงสามารถวิเคราะหลิงคเกจไดเพิ่มข้ึน โดยพบวา กลุมโฮโมโลกสั

ลิงคเกจที่ 1,2,3,4,5 และ 6 ในงานวจิัยของ Bhusudsawang (2007) สามารถจัดลงในกลุมโฮ

โมโลกัสลิงคเกจที่ไดในงานวิจัยนี้ในกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ ที่ 3,5,4,9,8 และ 2 ตามลําดับ   

จากงานวิจยัของ Grivet et al., 1996 ,pp.987-1000 , Ming et al., 2002 ,pp. 

570-583, Garcia et al. ,2006 ,pp.298-314  และ Oliveira et al. ,2007,pp.189-208 มี

อัตราสวนของเคร่ืองหมายโมเลกุลทีว่ิเคราะหลิงคเกจประมาณ 30 - 50% ของเคร่ืองหมายโมเลกุล

ทั้งหมดทีน่าํมาวิเคราะห    ในงานวิจัยนี ้ไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่วิเคราะหลิงคเกจไดจํานวน   791 

เคร่ืองหมาย   คิดเปนอัตราสวน 45.2% ของเคร่ืองหมายทัง้หมด  ซึง่มีอัตราสวนของเคร่ืองหมาย

โมเลกุลที่วิเคราะหลิงคเกจไดใกลเคียงกับงานวิจยัดังกลาวขางตน         เนื่องจากในงานวิจยันี้และ

งานวิจยัดังกลาวขางตน      ใชประชากรลกูผสมที่เกิดจากการผสมขามสปชีส      ทําใหออยพนัธุ

พอแมมีความแตกตางทางพืน้ฐานพนัธกุรรมมาก         การเขาคูของโฮโมโลกัสโครโมโซมจึงมี

ความยากมากกวาการเขาคูของโครโมโซมที่เกิดจากการผสมตัวเองหรือผสมขามระหวางพอแมทีม่ี
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พื้นฐานพนัธุกรรมใกลเคียงกันเชน การผสมระหวางออยพันธุปรับปรุง   เคร่ืองหมายโมเลกุลที่

วิเคราะหลิงคเกจไดจึงมีจาํนวนนอย สงผลใหโอกาสของการตรวจสอบลิงคเกจระหวาง

เคร่ืองหมายโมเลกุลลดลง  สวนงานวิจัยที่มีเคร่ืองหมายโมเลกุลทีว่ิเคราะหลิงเกจไดจํานวนมาก  

ซึ่งมีอัตราสวนเคร่ืองหมายโมเลกุลทีว่ิเคราะหลิงคเกจประมาณ 60 - 90% ของเคร่ืองหมายโมเลกุล

ทั้งหมดทีน่าํมาวิเคราะห (Al-Janabiet al.,1993,pp.1249-1260 ; Da Silva et al.,1995,pp.165-

169 ; Hoarau et al., 2001,pp. 84-97 ; Aitken et al.,2005,pp. 789-801) เนื่องจากประชากร

ลูกผสมที่ใชเปนประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมตัวเองหรือผสมขามระหวางพอแมที่มีพืน้ฐาน

พันธกุรรมใกลเคียงกนั  

ผลรวมของความยาวแผนทีท่ั้งหมด 232 ลิงคเกจเทากบั 3,984  cM  ซึ่งเพิ่มข้ึนจาก

งานวิจยัของ Bhusudsawang (2007) ที่ไดผลรวมของความยาวแผนทีท่ั้งหมด 3,604.6 cM จาก

ลิงคเกจทั้งหมด 70 ลิงคเกจ  ในงานวิจยันีลิ้งคเกจมีขนาดตั้งแต 0.7 cM (VI-120) ถึง 99.6 cM (V-

92)   ความยาวเฉล่ียของกลุมลิงคเกจเทากับ 17.17 cM  มีระยะหางระหวางสองเคร่ืองหมาย

โมเลกุลต้ังแต 0.2 cM (VI-158)   ถึง 43 cM (III-96)     คาเฉลี่ยของระยะหางระหวางสอง

เคร่ืองหมายโมเลกุลเทากับ 7.13 cM เมื่อต้ังสมมติุฐานใหมีจํานวนโครโมโซม 100 – 120 

โครโมโซม คาประมาณอัตราสวนของแผนที่พนัธุกรรมทีส่รางไดจากงานวิจยันี้คิดเปน 52.1-58.8% 

เมื่อเทียบกับขนาดประมาณของแผนท่ีพันธุกรรมออยในงานวิจยันี ้  
  

การวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ 
 (Homologous Linkage analysis) 

 
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด  simplex     และ double simplex   ที่ไดจากเคร่ืองหมาย 

SSR,EST-SSR และ  SUS   เปนเคร่ืองหมายโมเลกุลทีเ่กิดจากการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนง

จําเพาะในจีโนม  ดังนั้นแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏหลายแถบจากการใชไพรเมอรคูเดียวกันในแตละลิงค

เกจจึงเปนโลกสัเดียวกนั           ซึง่จากการวิเคราะหพบม ี219 ลิงคเกจ จากทั้งหมด 232 ลิงคเกจที่

สามารถวิเคราะหหากลุมโฮโมโลกัสระหวางกลุมลิงคเกจได 11 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ    
 

ตารางที ่4.3   
 ลิงคเกจที่สามารถวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสได 

 

Homologous linkage Phil6607 S6 Composite  Total number of 
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groups 
(HG) 

(LG) (LG) map  
(LG) 

linkage  (LG) 

1.HGI 9 8 1 18 

2.HGII 22 12 9 43 

3.HGIII 8 12 7 27 

4.HGIV 17 22 6 45 

5.HGV 12 8 1 21 

6.HGVI 11 6 3 20 

7.HGVII 8 12 5 25 

8.HGVIII 2 1 0 3 

9.HGIX 8 0 1 9 

10.HGX 4 0 0 4 

11.HGXI 0 3 1 4 

Sum 101 84 34 

Total 219 

 

219 

 

จากการวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ พบวาเคร่ืองหมายที่มีตําแหนงจาํเพาะ 

gSSR , EST-SSR และ SUS สามารถจัดกลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจไดทัง้หมด  11  กลุมโฮโมโลกสั

ลิงคเกจ     ประกอบดวยกลุมลิงเกจทัง้หมด  219 ลิงคเกจ   แบงเปนกลุมลิงคเกจทีเ่ปน  Phil6607  

จํานวน 101 ลิงคเกจ , กลุมลิงคเกจที่เปน   S6 จํานวน 84 ลิงคเกจ และกลุมลิงคเกจที่เปนลิงเกจ

ผสมระหวาง Phil6607 , S6 และ  double simplex  จํานวน  34 ลิงคเกจ   ในแตละกลุมโฮ

โมโลกัสลิงคเกจประกอบดวยลิงคเกจต้ังแต 4 - 45 ลิงคเกจ  กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจที่ใหญที่สุด

ประกอบดวย 43  ลิงคเกจมีเคร่ืองหมายจํานวน 160 เคร่ืองหมาย (HG-IV)  กลุมโฮโมโลกัสลิงค

เกจที่เล็กที่สุดประกอบดวย 4 ลิงคเกจ มีเคร่ืองหมายจํานวน 9 เคร่ืองหมาย (HG-XI)   ซึ่งมีเพยีง

กลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจเดียว และมีลิงคเกจที่ไมสามารถจัดกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจไดจํานวน 13 

ลิงคเกจ  (ภาพท่ี 4.3) 

กลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจของแผนท่ีพนัธกุรรมออยที่วิเคราะหไดจากงานวิจยัที่ผานมา 

( Grivet et al.,1996,pp. 987-1000   ;Rossi et al. ,2003,pp.406-419   ;Aitken et al. 

,2005,pp. 789-801 ; Reffay et al. ,2005,pp. 367-381 ;Garcia et al. ,2006,pp. 298-314   ; 

Oliveira et al. ,2007,pp.189-208)   สามารถวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได 10,7,8,8,12 

และ 14  กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ ตามลําดับ  ซึ่งในแตละงานวิจยัวเิคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเก

จจากออยที่มสีายพนัธุพอแมแตกตางกนั ทาํใหชุดของโครโมโซมพื้นฐานตางกนัลูกผสมที่ไดจึงมี
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โครโมโซมอนวิพลอยดดีเกดิข้ึนขณะการเขาคูกันในการแบงเซลลไมโอซิส (Jannoo et al., 

2004,pp. 460-467; Irvine, 1999,pp.186-194) ในงานวิจยันีว้ิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได

จํานวน 11 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ ซึง่เพิ่มข้ึนจากแผนทีพ่ันธกุรรมเดิมในงานวิจัยของ 

Bhusudsawang (2007) ทีว่ิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจไดจํานวน 6 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ 

แสดงใหเหน็วาจํานวนเคร่ืองหมายที่เพิ่มข้ึนในแผนทีพ่ันธุกรรมที่สรางได    ชวยในการวิเคราะห

กลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจใหมจีํานวนใกลเคียงกับกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจที่ควรจะเปนคือ ต้ังแต 8 

กลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจข้ึนไป  (ภายใตสมมุติฐานของ autooctaploid)  โดยการวิเคราะหกลุมโฮ

โมโลกัสลิงคเกจในงานวิจยันี้ใชเคร่ืองหมายทีม่ีตําแหนงจําเพาะ (gSSR , EST-SSR และ SUS)   

ในการวิเคราะหซึ่งเปนวิธีการเดียวกับงานวิจัยของ Oliveira et al. (2007,pp.189-208)     ซึ่ง

วิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจไดจํานวน 14 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4.3 

แผนที่พนัธกุรรมออยที่สรางจากประชากรลูกผสม F1 จํานวน 283 สายพันธุที่เกิดจากการผสม

ระหวางออยปรับปรุงพันธุ Phil6607 และ S6 (S. spontaneum) ประกอบดวย 791 เคร่ืองหมาย

โมเลกุลของเคร่ืองหมาย simplex และ double simplex ระยะหางในแผนทีม่ีหนวยเปน centi-

Morgans (cM) โดยใช Kosambi function ; เคร่ืองหมายของ Phil6607 นําหนาดวยอักษร p ; 

เคร่ืองหมายของ S6 นําหนาดวยอักษร s ; เคร่ืองหมาย double simplex ใชสัญญลักษณ x
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ดานหนา ; ตัวเลขโรมันหมายถึง  หมายเลขกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจของกลุมลิงเกจ   ;   HG หมายถงึ

กลุมโฮโมโลกสัลิงเกจ ;กรอบส่ีเหล่ียมแสดงกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจ ; เสนปะกรอบส่ีเหล่ียมแสดงลิงค

เกจแยกตามชนิดของอัลลีลเคร่ืองหมาย 
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ลิงคเกจที่ไมสามารถจัดกลุมโฮโมโลกสัลิงคเกจได 

(Unassigned linkage) 
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หนาที่คาดหมายของ EST-SSR  ในแผนที่พันธกุรรม 
 
การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลจาก EST (expressed sequence tag) เปนการใช

ขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่มีการแสดงออกมาออกแบบไพรเมอร เพื่อวางเคร่ืองหมายโมเลกุลที่

คาดวาเปนยนีลงในแผนทีพ่นัธุกรรม ในงานวิจัยนี้ใชฐานขอมูล SUCEST ( the Sugarcane 

Expressed Sequence Tag project) ในการออกแบบไพรเมอรเพื่อหาลําดับเบส EST-SSRs ที่ใช

วิเคราะหเคร่ืองหมาย EST-SSR ซึ่งคุณสมบัติที่สําคัญของเคร่ืองหมาย EST-SSR คือ 

ความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงเคร่ืองหมายโมเลกุลตอยีนที่ใชออกแบบไพรเมอร จากตารางที่ 

4.4 พบวา ลําดับเบส EST-SSRs ทั้งหมด 212  EST-SSRs มีลําดับเบส EST-SSRs จํานวน 186 

EST-SSRs ทีว่ิเคราะหลิงคเกจและกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได , ม ีEST-SSRs จํานวน 5 EST-SSRs 

ที่สามารถกวิเคราะหลิงคเกจแตไมสามารถวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ(unassigned) และอีก

21 EST-SSRs ไมสามารถกวิเคราะหลิงคเกจ(unlink)  จากลําดับเบส EST-SSRs จํานวน 186  

EST-SSRs ทีว่ิเคราะหลิงคเกจและกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจได พบวาแบงเปน EST-SSRs ที่ไมมี

ความคลายคลึงกับฐานขอมูลจํานวน 40 EST-SSRs , โปรตีนสมมุติฐาน (hypothetical protein) 

จํานวน  23 EST-SSRs และเปน EST-SSRs ที่ทราบหนาที่คาดหมาย (putitive function) จํานวน 

123 EST-SSRs ซึ่งในจํานวนนี้พบเคร่ืองหมาย EST-SSR จํานวน 43 เคร่ืองหมาย ที่มีลําดับเบส 

EST-SSRs ที่เกี่ยวของกับยนีที่สนใจศึกษา 21 EST-SSRs (ตารางที ่ 4.5) โดยแบงตามหนาที่ของ

ยีนไดแก ยนีที่เกี่ยวของกบักระบวนการเมตาบอลิซึมของน้าํตาล (sugarcane metabolism)   

จํานวน 6 EST-SSRs  , ยนีที่เกี่ยวของกบัการตานทานโรค (disease response)  จาํนวน 11 EST-

SSRs    และยีนที่เกี่ยวของกับการทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม (abiotic stress reponse) 

จํานวน 5 EST-SSRs  ซึ่งพบเคร่ืองหมาย EST-SSR ที่เกี่ยวของกับยนีเหลานีก้ระจายอยูในกลุมโฮ

โมโลกัสลิงเกจที ่ HG-II, HG-III, HG-IV, HG-VI และ HG-VII จํานวน 14 , 16 ,7 ,3 และ 3 

เคร่ืองหมาย ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และภาพที ่4.3  

แผนที่พนัธกุรรมที่ไดในงานวิจัยนี้        เมื่อเปรียบเทยีบลําดับเบส EST-SSRs ที่ใช

ในการออกแบบไพรเมอรกับงานวิจยัของ Oliveira et al. (2007,pp.189-208)  ที่ม ี EST-SSRs 

ทั้งหมด    119    EST-SSRs    เมือ่พิจารณาเปรียบเทียบจาก EST-SSRs ทีม่ี  cluster ที่

เหมือนกนั พบวา ม ีEST-SSRs  ที ่ cluster เหมือนกัน 18 cluster    และมี  4 cluster    ที่สามารถ

จัดอยูในกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจเดียวกันทัง้ในงานวิจยัของ    Oliveira et al. (2007) และงานวิจยั

นี้  คือ    1) SCEQSD2077B12.g 2) SCMCRT2103A12.g 3) SCRLAD1139G03.g และ  4)  

SCEZHR1048C09.g  ซึ่ง cluster ที่ 1 , 2 , 3 และ 4 มีหนาที่คาดหมายเปนโปรตีนสมมุติฐาน 
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(hypothetical protein) ,  Lipid transfer protein-like protein , EST-SSRs ที่ไมมีความ

คลายคลึงกับฐานขอมูล  และ เปน cysteine protease  ตามลําดับ   และมี  2 cluster ที่พบทัง้ใน

งานวิจยัของ Oliveira et al. (2007) และงานวจิัยนี้แตในงานวจิัยของ Oliveira et al. (2007) 

สามารถวิเคราะหกลุมลิงคเกจได  คือ    SCSGLV1008C05.g และ  SCQGST1032E05.g ซึ่งมี

หนาที่คาดหมายเปน Fructose 1,6 bisphosphate aldolase และ Transcription factor TFiib 

ตามลําดับ  

 เมื่อเปรียบเทยีบแผนท่ีพนัธกุรรมที่ไดจากงานวิจยันีก้ับงานวิจัยของ Oliveira et al. 

(2007) ยังพบวาม ี EST-SSRs ที่มหีนาที่คาดหมายเหมือนกันแตมชีื่อ cluster ตางกนั ทัง้นี้อาจ

เนื่องมาจากเปน EST ทีม่าจาก mRNA ที่เปนยนีเดียวกันแตถกูพัฒนามาจากคนละสวนของ 

mRNA  เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบจากหลักการดังกลาวพบวา ในงานวิจยัของ Oliveira et al. 

(2007)  กับ งานวิจัยนี ้ มี EST-SSRs ที่มีหนาที่คาดหมายเหมือนกนัแตมีชื่อ cluster ตางกัน 

จํานวน 4 ยีน คือ 1) หนาที่คาดหมายยนี sucrose synthase  เปน cluster : 

SCCCLR1001A05.g ในวิจยัของ Oliveira et al. (2007) แตเปน  cluster : SCRUSB1064F09.g  

ในงานวิจัยนี ้   2)  หนาที่คาดหมายยนี Fructose-1,6-bisphosphatase เปน cluster 

SCAGLR1021D10.g  ในวิจยัของ Oliveira et al. (2007)    แตเปน  cluster : 

SCSFAD1070E12.gในงานวิจยันี ้     3)    หนาทีค่าดหมายยนี diphosphate - fructose-6-

phosphate 1 phosphotransferase เปน cluster SCCCST1006B01.gในวิจัยของ Oliveira et 

al. (2007) แตเปน  cluster :  SCSBST3094H07.g ในงานวิจัยนี้ 4) หนาที่คาดหมายยนี Sugar 

transporter family protein  เปน cluster SCEZRZ1014H07.gในวิจยัของ Oliveira et al. (2007) 

แตเปน  cluster : SCJLST1019B07.g ในงานวิจยันี ้

จากงานวิจยัของ Oliveira et al. (2007) และงานวจิัยนีพ้บวาแผนที ่EST-SSR ที่ได

มีความแตกตางกนั  ประการแรกเน่ืองมาจากการคัดเลือก EST ทีแ่ตกตางกนั ทําใหการพัฒนา

เคร่ืองหมาย EST-SSR ที่ไดมีความแตกตางกนั   ประการที่สองเนื่องมาจากการใชประชากร

ลูกผสมที่เกิดจากพอแมที่มสีายพนัธุแตกตางกนัจึงแสดงโพลิมอฟซึมที่แตกตางกันของเคร่ืองหมาย

EST-SSR ดังนั้นแผนที ่ EST-SSR ของงานวิจัยนี้จึงคอนขางมีความแตกตางอยางมาก จากวิจยั

ของ Oliveira et al. (2007) ในอนาคตถามีการเพิ่มเติมเคร่ืองหมาย EST-SSR ใหมจีํานวนมากข้ึน

ก็จะสามารถเปรียบเทียบแผนที่เคร่ืองหมาย EST-SSR ไดดีข้ึน  ซึ่งจะมีประโยชนอยางมากตอการ

วิเคราะห QTLs ของลักษณะที่สนใจจากแผนที่เคร่ืองหมาย EST-SSR จากงานวิจยัตางๆ  
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ตารางที ่4.4 
 เครื่องหมายโมเลกลุ EST-SSR ในแตละกลุมโฮโมโลกัสลงิคเกจและหนาทีย่ีน (Putitive Function) 

 

HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-

typed 
Putitive Functione E-value 

I-4,5,7,14,17,29,31,60,68 SEM061 SCEQAM1041H02.g (ct)12  p,s,x putative zinc-finger protein  1.00E-11 

I-2,7,8 SEM072 SCEQSD2075F10.g (ag)14 p,s 30S ribosomal protein S17, chloroplast precursor 0.081 

I-4,5,60 SEM078 SCEZRT2023F09.g (ggt)5(atag)14 p,x ubiquitin-protein ligase-like  4.00E-15 

I-2,7,17,29,31,56,60 SEM083 SCEZRZ3096G10.g (atg)10 p,s,x mnb1a_maizedof zinc finger protein mnb1a 5.00E-12 

I-2,31,45 SEM086 SCJFLR1035E04.g (ga)10 p,s chitin-inducible gibberellin-responsive protein  1.00E-81 

I-4,22,168,190 SEM098 SCJLRT1019D02.g (tg)15 p,s Hit not found  

I-29 SEM106 SCMCCL6027C07.g (tc)24 s hypothetical protein  2.00E-10 

I-22,45,60 SEM112 SCMCST1057D03.g (tc)14 p,s,x S-adenosylmethionine decarboxylase  7.00E-31 

I-8,17,29,31,45 SEM113 SCPIRT3024F01.g (ga)17(gga)5 p,s hypothetical protein  8.00E-39 

I-2,45,60 SEM119 SCQSHR1020F04.g (ct)16 p,s,x hypothetical protein OsI_018669  1.00E-35 

I-22136 SEM136 SCSBAM1085C09.g (cgg)12 p,s Hit not found  

I-60 SEM140 SCSFAD1114H02.g (at)23 x Hit not found  

I-4,8,14,29,60 SEM154 SCUTCL6035D02.g (ct)14 p,s,x ribosomal protein L4/L1 family protein, expressed  8.00E-133 

I-31,45,56,59,60 SEM158 SCVPCL6044A06.g (ag)12 p,s,x Hit not found  

I-17,29 SEM164 SCVPLR2019H04.g (ag)18 s Hit not found  

I-4,5,14,29,31,60,168,181,182,190 SEM167 SCVPRT2083D03.g (gt)30 p,s,x Hit not found  

I-2,31,45,56 SEM168 SCVPRZ2037E02.g (ct)11 p,s glycosyl hydrolase family 17 protein 1.00E-42 
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HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-

typed 
Putitive Functione E-value 

I-22,45,59 SEM184 SCVPFL1073A11.g (ga)10(ggc)7 p transcription elongation factor spt4 2.00E-46 

I-5,7,8,22,45,59 SEM208 SCACAM2044B11.g (ca)8(ac)5 p,s phytoene synthase 1.00E-76 

I-45,59,60 SEM219 SCMCAM2084A04.g 

(cag)6(cag)5-

(gca)5(cag)5 p,x zinc finger 1.00E-32 

II-20,64,84,118 SEM041 SCCCRT2001B06.g (ag)24 p,s,x  Hit not found  

II-30,32 SEM046 SCCCST1002H09.g (gct)11 p pi starvation-induced protein  588 

II-74165187 SEM055 SCEPAM2057B09.g (ct)15(ct)5 p,s zinc transporter 1.00E-49 

II-27,I30,32,43,119 SEM058 SCEPSB1130G10.g (cacta)15 p,s sugar-starvation induced protein  0.001 

II-3,27,I28,30,38 SEM060 SCEQAM1041B03.g (ag)12 p,x myb family transcription factor 1.00E-53 

II-64,68 SEM090 SCJFRZ2010C01.g (ag)17 s hypothetical protein  9.00E-18 

II-27,I32,39,222 SEM099 SCJLRT3076A02.g (ta)12 p Hit not found  

II-23,64,82 SEM108 SCMCFL5008F03.g (ag)10 p,s VP15 4.00E-30 

II-62 SEM131 SCRUFL4024B04.g (ac)18(cgc)6 x type 1 non specific lipid transfer protein precursor 1.00E-28 

II-44169214 SEM132 SCRURT2010E12.g (ct)18 s,p rna recognition motif-containing protein 1.00E-16 

II-100 SEM176 SCRFFL1029H06.g (cctc)5(ct)10 s drb3 (dsrna-binding protein 3) double-stranded rna binding 1.00E-55 

II-69 SEM200 SCEPAM1050A03.g (tc)9 x cytochrome p450 5.00E-66 

II-3,28,32,53,169 SEM221 SCQGAM2028B01.g (ccg)8 p,x ssxt protein containingexpressed 1.00E-54 

II-27,30 SEM234 SCACCL6009D08.g (acc)8 p family transcription factor containing protein, expressed  6.00E-11 

II-3,27 SEM235 SCACCL6010C05.g (tc)9 p gh3 like protein 5.00E-34 

II-27,28,I38,62 SEM288 SCACLR1057E07.g (ca)8(ac)5 p,x ring-h2 finger proteinexpressed 1.00E-140 
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HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-

typed 
Putitive Functione E-value 

II-3,32,131 SEM307 SCJFLR1074A10.g (ac)5(ca)9(ag)7 p Hit not found  

II-47,69,73 SEM308 SCJLLR1101F02.g (gt)8 p,x Hit not found  

II-33,84 SEM314 SCVPLR1049G12.g (ct)8(ct)5(cgc)7 p,s zinc transporter 9.00E-56 

II-33122 SEM319 SCAGLR2026C05.g (cgc)8 p,x Hit not found  

II-47,83 SEM321 SCQGLR2032D06.g (ga)8(gc)5 P transcription factor 3.00E-40 

II-69148165 SEM327 SCCCRT1001G10.g (cct)8 p,s,x carrier protein 1.00E-84 

II-82102 SEM336 SCJLRT1006C08.g (at)5(aag)8 p,s ubiquitin-conjugating enzyme -like 8.00E-45 

II-84 SEM337 SCJLRT1013F12.g (ga)8 s Hit not found  

II-82,83,125,228,229 SEM338 SCJLRT1018G02.g (ga)8 p nodulin21 familyexpressed 5.00E-73 

II-33 SEM339 SCJLRT1019C06.g (ag)8 p 

Hypoxia induced protein conserved region containing protein, 

expressed  6.00E-18 

II-44 SEM344 SCEPRT2047A05.g (ct)15 s putative enhancer of rudimentary  6.00E-53 

II-3,32 SEM351 SCMCRT2085E08.g (tg)8 p Hit not found  

II-82 SEM353 SCQSRT2033C08.g (ttg)9 p reverse transcriptase family member  1.00E-120 

II-20227 SEM355 SCSFRT2067E08.g (ag)8 p,x 

Hypoxia induced protein conserved region containing 

protein,expressed  8.00E-23 

II-33 SEM368 SCCCRZ2004C05.g (gcg)9 p protein tyrosine phosphatase 2.00E-84 

II-33,68 SEM373 SCVPRZ2038E05.g (ccg)8 p,s hypothetical protein OsI_028313  1.00E-50 

II-27,30,32,39 SEM375 SCEPRZ3128D05.g (ct)6(tc)9 p zinc ribbon 1  4.00E-20 

II-64 SEM415 SCMCST1050H06.g (tc)8 s small gtp-binding proteinac3 8.00E-65 
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HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-

typed 
Putitive Functione E-value 

II-23,64 SEM422 SCSGST1072B03.g (ag)8 s cytochrome p450 8.00E-32 

II-84 SEM425 SCSFAD1070E12.g (gcc)5  s  Fructose-1,6-bisphosphatase, chloroplast precursor (FBPase) 2.00E-26 

II-28,53,170 SEM431 SCRUSB1064F09.g (cgg)5 p,s,x putative sucrose synthase  7.00E-40 

II-28,43,170,206 SEM438 SCQSRT2031C10.g (tc)5 x,s NBS-LRR disease resistance protein homologue  2.00E-16 

II-64,69,114 SEM440 SCACSB1117C07.g (cgg)6 s,x putative Pathogenesis-related protein PR-1  2.00E-19 

II-28,38 SEM450 SCEZLB1006B07.g (gcc)5 x Heat shock protein 81-1  5.00E-99 

II-69 SEM454 SCBFRZ2045E11.g (ggc)5 x cold induced protein-like  4.00E-26 

III-46,65 SEM076 SCEZHR1048C09.g (gata)14 p,s cysteine protease 3.00E-53 

III-18,49,-67,123,224 SEM105 SCMCAM1100G01.g (ctttt)18 s,x retrotransposon protein, putative, unclassified, expressed  6.00E-46 

III-16,18,80,118,221 SEM120 SCQSRT2032H08.g (ccg)10 p,s putative protein 1.00E-29 

III-58 SEM127 SCRLAD1139G03.g (ag)23 s Hit not found  

III-8 SEM147 SCSGHR1070F11.g (tcc)10 s crr7 (chlororespiratory reduction 7) 1.00E-18 

III-16,217 SEM166 SCVPRT2080G09.g (gt)22 s Hit not found  

III-18 SEM174 SCQGFL3059G12.g (ta)11 s hypothetical protein  3.00E-05 

III-133,203 SEM238 SCEPCL6029D06.g (gcg)8 p,s protein kinase domain containingexpressed 5.00E-15 

III-67,232 SEM257 SCEZFL5084A01.g (tg)8 p,s Hit not found  

III-67,80,85 SEM298 SCCCLR1076A04.g (ca)8 p,s gpi-anchored protein  

III-80,85 SEM328 SCCCRT1003H03.g (cgg)8 p wd-40 repeat family protein 3.00E-28 

III-18,48,80,85 SEM341 SCAGRT2041D09.g (cgg)8 p,s,x cellulase containingexpressed 3.00E-46 

III-105,212 SEM358 SCAGRT3048C12.g (gaa)9 p,s Hit not found  
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HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-
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Putitive Functione E-value 

III-1,49,58,80,96 SEM390 SCSGSB1005B12.g (ag)8 p,s,x cytochrome p450 1.00E-57 

III-49 SEM398 SCEPSD1006D03.g (ta)9 x Hit not found  

III-65 SEM426 SCVPAM1059C01.g (at)5  s Sugar transporter family protein, expressed  1.00E-14 

III-16,108 SEM430 SCBFSB1047F11.g (ggc)5 
p,s 

PREDICTED: similar to glutamine-fructose-6-phosphate 

transaminase 2  3.9 

III-16,65 SEM435 SCEZLB1007E12.g (ta)7 s disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative  8.00E-07 

III-85,127 SEM437 SCJLRT1021D04.g (tcc)5 p 

putative disease resistance response protein-related/dirigent 

protein-related  
6.00E-45 

III-1,58,67 SEM441 SCACSD1018E05.g (gac)5 p,s 

disease resistance-responsive family protein, putative, 

expressed  
2.00E-24 

III-40,108 SEM444 SCRLAD1043B06.g (ggt)7 p,s dehydration responsive element binding protein 9.00E-13 

III-16,40,80 SEM448 SCEZFL5083C02.g (gc)5 p,s low temperature and salt responsive protein-like 4.00E-12 

III-65 SEST004 SCRLAD1040D08.g (at)5 s early-responsive to dehydration protein, putative, expressed  6.00E-59 

IV-50 SEM015 SCBGLR1119D12.g (ta)26(at)5 s Hit not found  

IV-150 SEM020 SCCCCL4004D08.g (ataga)12 p NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit K  1.00E-100 

IV-12,-37,162 SEM038 SCCCLR1080G12.g (ca)10 p,s putative WD-repeat containing protein  0 

IV-188 SEM068 SCEQRT1032H07.g (ta)6(ac)11(tc)6 s Hit not found  

IV-41 SEM084 SCEZSB1094A08.g (tc)10 x Hit not found  

IV-52,72 SEM092 SCJFSB1010B12.g (tc)10 x putative bZIP transcription factor  7.00E-24 

IV-71,111,126,144,220 SEM110 SCMCRT2103A12.g (at)12(tg)25 p,s cortical cell delineating proteinexpressed 3.00E-24 

IV-52,110,164 SEM117 SCQGLV1018G08.g (at)41 p,x putative nuclease I  1.00E-71 
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HG-LGa Markerb Clusterc Motif 
Allele-
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IV-72,79,93,130 SEM141 SCSFFL4083B01.g (ac)16(ag)13(gt)5 p,s,x glutaredoxin-like family protein 1.00E-43 

IV-72 SEM143 SCSFHR1045G08.g (ct)9(ct)12 x Hit not found  

IV-37,78,88,204,205,218 SEM159 SCVPHR1089A09.g (ag)13 p,s,x AF064707_1exhydrolase II  1.00E-18 

IV-42,52 SEM161 SCVPHR1094C01.g (agg)10 p,x putative auxin efflux carrier  1.00E-37 

IV-156 SEM179 SCSBFL1101G01.g (aaag)10 s protein kinase family protein 1.00E-50 

IV-107,134,150 SEM189 SCJFAD1013E12.g (agg)6(ggaa)8 p,s auxin efflux carrier 3.00E-62 

IV-128134156 SEM190 SCRLAD1098A04.g (ct)9 p,s Hit not found  

IV-52,61,107 SEM191 SCRLAD1138A05.g (gcc)8(cca)5 p,x Hit not found  

IV-61,71,120,167 SEM199 SCEPAM1021B02.g (tg)9 p,s falciparum resa-like protein withdomain 1.00E-29 

IV-110164 SEM203 SCEQAM1036D03.g (cgc)6(cgc)8 p wd40 repeat protein 1.00E-171 

IV-72,216 SEM214 SCEQAM2037C11.g (cag)8(cg)5 s,x Hit not found  

IV-12,41 SEM220 SCMCAM2084F10.b (at)8 s,x scarecrow gene regulator 2.00E-56 

IV-70 SEM223 SCSGAM2076E10.g (tc)8 p rna polymerase iv second largest subunit 8.00E-24 

IV-24 SEM227 SCCCCL3005D03.b (ct)8 s putative GT-2 factor  0.001 

IV-100 SEM233 SCCCCL4015B01.g (tgt)8 p gene X-like protein  4.00E-49 

IV-48,61 SEM237 SCEPCL6023G01.g (gca)8 p,s hypothetical protein  0.011 

IV-129,213 SEM258 SCEZFL5091D04.g (cac)9 s TPA_exp: GRP21  7.7 

IV-42,72,149 SEM297 SCCCLR1075D10.g (cgc)8(cac)6 p,x g-patch domain containingexpressed 3.00E-104 

IV-93,211 SEM329 SCEQRT1025C10.g (cgg)8 p,s beta--glucanase precursor 3.00E-36 

IV-34,57,70 SEM401 SCMCSD1059G09.g (ct)9 p,s alcohol dehydrogenase 3.00E-100 
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IV-48,79 SEM421 SCSGST1069F04.g (gga)5(ctc)8 s hypothetical protein OsI_010647  1.00E-16 

IV-72,88 SEM434 SCSBST3094H07.g (cga)6 x 

putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-

phosphotransferase  3.00E-42 

IV-79,I130 SEM443 SCMCST1057C10.g (gct)5 s putative disease resistance protein  4.00E-49 

IV-48 SEM445 SCBGAD1027C03.g (ggc)7 s 

Dehydration-responsive element-binding protein 2D (DREB2D 

protein) 9.00E-15 

IV-71,144 SEST003 SCSFSB1097B02.g (ta)8 s putative disease resistance protein I2  2.00E-14 

V-109 SEM124 SCRFLB1055F01.g (tcc)11 p bet v i allergen-like 4.00E-70 

V-51 SEM195 SCSGAD1008F08.g (ggc)9(gag)5 s Hit not found  

V-36 SEM211 SCCCAM2001E04.g (cgc)8 s hypothetical protein OsI_020099  7.00E-38 

V-109 SEM232 SCCCCL4014F09.g (ga)8 p ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein 1.00E-101 

V-87 SEM246 SCJLFL4097F08.b (cg)5(gaaa)8 p hypothetical protein  5.5 

V-145 SEM250 SCRLFL4109G12.g (ga)8 s putative flavonol 4'-sulfotransferase  5.00E-13 

V-51 SEM254 SCBGFL5080G03.g (cgg)8 s uv-damaged dna-binding 3.00E-92 

V-81 SEM306 SCJFLR1013A08.g (cag)8(cag)9 p ccr4-not transcription complex subunit 7 2.00E-14 

V-132 SEM310 SCQGLR1019C10.g (ga)8 p Hit not found  

V-132 SEM313 SCSGLR1084A02.g (gcg)9 p bicoid-interacting 3 6.00E-52 

V-36 SEM315 SCACLR2007A01.g (ca)5(ag)9 s hypothetical protein OsI_012959  1.00E-41 

V-140 SEM320 SCCCLR2002F05.g (ag)9(ag)7 p Hit not found  

V-21 SEM377 SCEQRZ3020E12.g (gcg)8 p pr4_phavuwound-induced basic protein 3.00E-11 
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V-81 SEM391 SCUTSB1033C02.g (ag)8 p Hit not found  

V-36,63,193 SEM407 SCCCST1006B01.g (cga)8 p pyrophosphate-dependent phosphofructo-1-kinase 4.00E-69 

V-36 SEM408 SCJFST1048G04.g (ga)9 p,s putative growth-regulating factor 6  5.00E-72 

VI-104 SEM206 SCVPAM1056A04.g (tctt)9 p lysine decarboxylase-like protein 3.00E-86 

VI-11,103 SEM215 SCEZAM2033H10.g (tc)8 p,s Hit not found  

VI-94,141 SEM236 SCCCCL6003H04.g (ct)9  S-receptor kinase homolog precursor-like  4.00E-04 

VI-157,160,161 SEM263 SCRLFL8053B05.g (gga)5(gca)8 p,s hypothetical protein OsJ_008782  1.00E-12 

VI-94,231 SEM271 SCJFHR1034E09.g (ccg)9 p,x acetylornithine deacetylase 9.00E-77 

VI-151 SEM273 SCQSHR1022B03.g (cat)9 s cdc2 protein kinases-like 1.00E-126 

VI-26 SEM275 SCRUHR1074E09.g (gag)9 x putative iron deficiency protein Ids3  3.00E-12 

VI-11 SEM279 SCVPHR1092G06.g (gt)8 s phospholipid transfer protein  1.00E-19 

VI-160,161 SEM282 SCQGLB1038F11.g (gcc)9 p 40s ribosomal protein s19 2.00E-75 

VI-94,99,174 SEM285 SCVPLB1020B05.g (gcc)9 p,x 40s ribosomal protein s19 1.00E-75 

VI-76,141 SEM290 SCBGLR1002F11.g (cgc)9 s 20s proteasome subunit pac1 5.00E-80 

VI-77,94 SEM295 SCCCLR1066F12.g (tc)8 p,x Hit not found  

VI-158 SEM349 SCEQRT2099E08.g (gca)8 s,x hga1-like protein 6.00E-62 

VI-77,95,99,121,157 SEM350 SCJFRT2057F04.g (gca)9 p ring-h2 zinc finger protein 5.00E-51 

VI-76 SEM366 SCBFRZ2045C02.g (ca)9 s Hit not found  

VI-15,26,77 SEM412 SCJLST1022C09.g (ct)8(ga)7 p,x Hit not found  

VI-15,433 SEM433 SCJLST1019B07.g (gc)6 p,s Sugar transporter family protein, expressed 3.00E-70 
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VII-86 SEM079 SCEZRT2024C04.g (ac)13 x Nitrilase-associated protein, putative, expressed  1.00E-11 

VII-25,86,153,189 SEM082 SCEZRZ3017G04.g (ga)12 p,s cbs domain-containingexpressed 6.00E-74 

VII-25,173,219 SEM148 SCSGLR1025D03.g (tca)12 p,s Hit not found  

VII-35,75 SEM207 SCACAM2043G03.g (gct)8 p,x leucine-rich repeat family protein 3.00E-104 

VII-35,135,215 SEM229 SCCCCL4007E05.g (cga)9 s,x 

putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-

phosphotransferase 0 

VII-98 SEM231 SCCCCL4013B10.g (cgt)5(gcg)9(cg)5 p lateral root primordia 3.00E-40 

VII-147 SEM255 SCCCFL5062D10.g (ag)8 s hypothetical protein OsI_008838  1.00E-16 

VII-35,173 SEM276 SCSFHR1043F12.g (tg)5(tg)8(ag)5 p,x indeterminate spikelet 1  3.00E-96 

VII-6,66 SEM287 SCRULB2062C01.b (ac)5(ac)9 p,s branched-chain amino acid aminotransferase 9.00E-38 

VII-75,153 SEM294 SCCCLR1066D07.g (cca)5(ccg)8 p,s hypothetical protein OsJ_014087  1.00E-12 

VII-6,75,91 SEM302 SCEPLR1008H10.g (ggc)5(cgg)8 p,s Hit not found  

VII-66 SEM332 SCJFRT1009B09.g (ggc)8 p rna recognition motif-containing 2.00E-89 

VII-75,153 SEM371 SCJFRZ2034B06.g (tg)9 p,s phosphatidate cytidylyltransferase familyexpressed 5.00E-53 

VII-106,209,210 SEM372 SCVPRZ2036E01.g (at)8 p,s hypothetical protein 3.00E-14 

VII-86,201 SEM392 SCUTSB1075H09.g (ta)8 x cytochrome p450 1.00E-59 

VII-66,147,194 SEM400 SCEZSD1081A02.g (ccg)8 p,s Hit not found  

VII-86 SEM447 SCCCCL3001D10.b (ccg)5 x putative cold shock protein-1  1.00E-29 

VII-163 SEM457 AY302083.1 
(tgc)6  s 

Saccharum hybrid cultivar soluble acid invertase (ShinvA) 

mRNA 

Saccharum 

mRNA  
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VIII-9,10,90,152,171,176,225 SEM029 SCCCCL6005F10.g (ct)21(ccg)7 p,x Probable mediator complex subunit SOH1 0.42 

VIII-9,90,154 SEM036 SCCCLR1078G05.g (ta)12 p Hit not found  

VIII-9154 SEM042 SCCCRZ2004G11.g (aag)7(ta)15 p hypothetical protein  2.00E-18 

VIII-9,90,154,175,225 SEM053 SCEPAM1020C01.g (ct)20(ct)20 p hypothetical protein OsJ_026388 2.00E-18 

VIII-175 SEM057 SCEPRT2048F09.g (cag)11 p bag domain containing  

VIII-10,171 SEM063 SCEQHR1078A09.g (ag)25 p,x Hit not found  

IX19,89,79 SEM001 SCEPRZ1008B02.g (agc)10 p,s hypothetical protein  

X-112146 SEM002 SCACAD1035F09.g (cg)7(ct)14 p glycosyl hydrolase family protein 17 6.00E-19 

X-112,146,177,178 SEM007 SCAGLB2047G03.g (tttc)15 p Hit not found  

X-112,146,177,178 SEM027 SCCCCL6001F08.g (ag)16 p cgi-125 protein 3.00E-54 

XI-155 SEM213 SCCCAM2C08B11.g (tc)5(tc)5(ct)5(ct)6 s Hit not found 3.00E-34 

XI-155,183,184,185 SEM239 SCRLCL6030D09.g (cag)6(cag)5 x,s hypothetical protein OsI_003665  3.00E-21 

Unassigned-113 SEM011 SCAGRT2041A11.g (ta)8  hypothetical protein OsJ_018777 1.00E-11 

Unassigned-223 SEM085 SCJFAD1011F07.b (ga)10(agag)5   putative pectin-glucuronyltransferase  1.00E-37 

Unassigned-208 SEM374 SCCCRZ3003B01.g (ag)9  mitochondrial carrier protein 8.00E-50 

Unassigned-195 SEM417 SCQGST1032E05.g (agga)9  transcription factor iib 7.00E-114 

Unassigned-196 SEM428 SCSGLV1008C05.g (cg)7  putative fructose-bisphosphate aldolase  3.00E-07 

Unlink SEM013 SCBFAM2022D09.g (gaaa)11  lysine decarboxylase-like protein 3.00E-50 

Unlink SEM014 SCBGAM1091A05.g (ta)10(cag)5  Hit not found  

Unlink SEM016 SCCCAD1003H03.g (aag)15  harpin-induced protein 1 family (HIN1)-like 5.00E-14 
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Unlink SEM019 SCCCCL4002A08.g (gca)5(caa)13  ARFE_ORYSJAuxin response factor 5 1.00E-177 

Unlink SEM024 SCCCCL4015G07.g (gc)8  Hit not found  

Unlink SEM037 SCCCLR1079D03.g (ga)15  unknown protein  1.00E-30 

Unlink SEM080 SCEZRZ3015G05.g (ta)27  heavy meromyosin-like 8.00E-19 

Unlink SEM094 SCJFST1014E07.g (tc)10  Hit not found  

Unlink SEM097 SCJLLR1033A04.g (cgt)10  ankyrin-like protein  3.00E-17 

Unlink SEM217 SCEZAM2096F07.g (ga)9  hypothetical protein  3.00E-16 

Unlink SEM261 SCAGFL8042E05.g (cgg)8  hypothetical protein  1.00E-08 

Unlink SEM265 SCAGHR1018C11.g (cca)8  Hit not found  

Unlink SEM280 SCCCLB1002D05.g (ac)5(tac)8(ct)7-(act)5  peroxidase atp8a 6.00E-147 

Unlink SEM303 SCEPLR1030D11.g (agg)8  hypothetical protein 8.00E-23 

Unlink SEM367 SCCCRZ2001C02.g (ag)8  Hit not found  

Unlink SEM369 SCJFRZ2015A10.g (ga)8  transcriptional coactivator-like protein 2.00E-71 

Unlink SEM418 SCQGST1032G11.g (gt)8  Hit not found  

Unlink SEM427 SCSBFL1105H11.b (ca)6  putative dTDP-glucose 4-6-dehydratase  1.00E-50 

Unlink SEM451 SCEZLB1007E12.g (ta)7  light-dependent short hypocotyl 1  2.00E-46 

Unlink SEM455 SCSBRZ3122D09.g (gga)6  water-stress protein-like protein  4.00E-16 
 

a : ตําแหนงลิงคเกจในกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ  b : ชื่อเครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR   c : หมายเลข Accession number จากฐานขอมูล SUCEST ( Sugarcane Expressed 

Sequence Tag project)   d : ชนิด allele-type  โดย p : phil6607 (lm x ll),  s : S6 (nn x np),  x : double simplex (hk x hk)   e : putative Expected EST homology   



 

 

54 

ตารางที ่4.5 
EST-SSRs ที่เกี่ยวของกับยนีที่สนใจศึกษา 

 

Group of 

 gene function 
Cluster 

 

HG-LG Motif  Putative  function  E-value  

  SCSFAD1070E12.g  II-84 (gcc)5  Fructose-1,6-bisphosphatase 2.00E-26 

  SCVPAM1059C01.g  III-65 (at)5 Sugar transporter family protein 1.00E-14 

Sugarcane SCRUSB1064F09.g   II-28,II-53,II-70 (cgg)5 putative sucrose synthase 7.00E-40 

metabolism SCJLST1019B07.g   VI-15 (gc)6 Sugar transporter family protein 3.00E-70 

 SCSBST3094H07.g   IV-72 (cga)6 putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase  3.00E-42 

 AY302083.1 VII-98,VII-163 (tgc)6 soluble acid invertes Saccharum mRNA 

 SCEZLB1007E12.g III-16,III-65 (ta)7 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative 8.00E-07 

 SCJLRT1021D04.g   III-85,III-127 (tcc)5 disease resistance response protein-related 6.00E-45 

 SCQSRT2031C10.g II-43,II-170 (tc)5 NBS-LRR disease resistance protein homologue 2.00E-16 

 SCACSB1117C07.g   II-64,II-68,II-69,II-73,II-114 (cgg)6 putative Pathogenesis-related protein PR-1 2.00E-19 

Disease SCSFSB1097B02.g IV-71,IV-115 (ta)8 putative disease resistance protein I2  2.00E-14 

 response SCACSD1018E05.g III-1,III-58,III-67 (gac)5 disease resistance-responsive family protein 2.00E-24 

 SCMCST1057C10.g   IV-79,IV-130 (gct)5 putative disease resistance protein  4.00E-49 

 SCQGLR1041A05.g   III-174,VI-15,VI-104 (ga)5 putative stress-induced protein sti1 1.00E-31 

 SCRLAD1040D08.g III-40,III-65,III-186 (at)5 early-responsive to dehydration protein 6.00E-59 

 SCRLAD1043B06.g III-40,III-108 (ggt)7 dehydration responsive element binding protein 9.00E-13 

 SCBGAD1027C03.g  IV-48,IV-50 (ggc)7 Dehydration-responsive element-binding protein 2D  9.00E-15 
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Group of 

 gene function 
Cluster 

 

HG-LG 

 

Motif Putative  function E-value 

 SCCCCL3001D10.b  VII-86 (ccg)5 putative cold shock protein-1  1.00E-29 

Abiotic stress SCEZFL5083C02.g  III-16,III-40 (gc)5 low temperature and salt responsive protein-like 4.00E-12 

response SCEZLB1006B07.g  II-28,II-38 (gcc)5 Heat shock protein 81-1  5.00E-99 

  SCBFRZ2045E11.g   II-69 (ggc)5 cold induced protein-like  4.00E-26 
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บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
(Discussion) 

 
การสรางแผนที่พนัธุกรรมการกําหนดคา LOD score มีความสําคัญตอการสราง

กลุมลิงเกจของแผนที่พนัธุกรรม จากงานวิจัยแผนที่พนัธุกรรมออยที่ผานมาพบวามกีารกําหนดคา

การวิเคราะหโดยใชคา LOD score ต้ังแต 3 ถึง 9 และกําหนดคา recombination fraction ต้ังแต 

0.25 ถงึ 0.35  (Al-Janabi et al.,1993,pp. 1249-1260 ; Da Silva et al.,1993,pp. 782-791   ; 

Mudge et al. 1996,pp. 1362-1366     ; Ming et al.,1998,pp. 1663-1682   ; Hoarau et al., 

2001,pp. 84-97  ; Garcia et al., 2006,pp. 298-314  ) ในงานวิจัยนี้การวเิคราะหแผนที่

เคร่ืองหมาย simplex และ double simplex ใช LOD score ในการจดักลุมเคร่ืองหมายโมเลกุลที่

มีคาต้ังแต 4 ถึง 15  เนื่องจากในการสรางแผนทีพ่ันธกุรรมของออยมีการใชเคร่ืองหมายโมเลกุล

เปนจํานวนมากประกอบกับออยเปนพืชทีม่ีโครโมโซมมากกวา 100 แทง ดังนัน้จึงมีความจําเปนที่

จะตองเพิม่ระดับความเขมงวดของ LOD score และการกําหนดคา recombination fraction 

เทากับ 0.35 แมเปนคาที่คอนขางสูง แตในงานวิจัยนี้ใชประชากรสําหรับสรางแผนที่พนัธุกรรมเปน

จํานวนมากถึง 283 ตน จงึสามารถหลีกเล่ียงการเกิดลิงคเกจแบบไมแทได 

สําหรับจาํนวนเคร่ืองหมาย double simplex ที่สรางไดจะข้ึนกับความแตกตางทาง

พันธกุรรมของพอแมพนัธุออยที่ใชในการผสมเพื่อสรางประชากรสําหรับทําแผนที่  ในงานวิจัยนี้มี

เคร่ืองหมาย double simplex จํานวน 238 เคร่ืองหมาย จากเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งหมดจํานวน 

1,749 เคร่ืองหมาย  คิดเปนอัตราสวน 13.6% ของเครื่องหมายทั้งหมด  ในขณะที่งานวิจัยของ 

Garcia et al. (2006,pp.298-314) มีเคร่ืองหมาย double simplex จํานวน 667 เคร่ืองหมาย จาก

เคร่ืองหมายโมเลกุลทัง้หมดจํานวน 1118 เคร่ืองหมาย คิดเปนอัตราสวน 60% ของเคร่ืองหมาย

ทั้งหมด ซึง่มคีวามแตกตางจากการทดลองน้ี     เนื่องจากทัง้พอแมที่นาํมาใชในงานวิจยัของ 

Garcia et al. (2006,pp.298-314)   เปนพนัธุที่ผานการปรับปรุงแลวโดยการผสมกลับไปยังออย 

S. officinarum ทําใหออยพันธุพอแมมีจีโนไทปเปนเฮทเทอโรไซกสัเหมือนกนั  จงึมีจํานวน

เคร่ืองหมาย double simplex มากกวางานวิจัยนี้ที่ใชพอแมพนัธุออยที่แตกตางกนั คือ เปนออย

สายพนัธุปา S. spontaneum (S6)  ผสมกับออยพนัธุปรับปรุง S. officinarum (Phil6607) ทําใหมี

จีโนไทปของเคร่ืองหมายทีแ่ตกตางกนัมากคือมีทัง้จีโนไทปโฮโมไซกสัผสมกับเฮทเทอโรไซกัส 
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จากการวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจทีไ่ดในงานวิจยันี้ พบวาในทุกกลุม           

โฮโมโลกัสลิงคเกจจะประกอบดวยลิงคเกจขนาดเล็กที่มเีคร่ืองหมายจาํนวน 2-3 เคร่ืองหมายเปน

จํานวนมาก (138 ลิงคเกจ) ซึ่งการมีลิงคเกจขนาดเล็กเปนจํานวนมากนั้น  สาเหตุประการแรก

เนื่องจากการกระจายตัวของเคร่ืองหมายในแทงโครโมโซมยังไมสม่าํเสมอ จึงทําใหพบลิงคเกจ

ขนาดเล็กเปนจํานวนมาก ประการที่สองอาจมีสาเหตุมาจากการผสมขามระหวางออย 2 สปชีส ที่

มีชุดของโครโมโซมพืน้ฐานตางกนั  คือ ออยพันธุปา S. spontaneum  (S6) มีจํานวนชุดโครโมโซม

พื้นฐาน x = 8   สวน  Phil6607 เปนออยพนัธุปรับปรุง คาดวาจะมีโครโมโซมมากกวา100 

(Sreenivasan et al,1987,pp.211-254;Bremer,1961,pp.59-78;D’Hont et al.,1998,pp.221-

225) การมีโครโมโซมพืน้ฐานแตกตางกัน  ทําใหการเขาคูของโฮโมโลกัสโครโมโซมในชวงการแบง

เซลลแบบไมโอซิสจะเขาคูกนัไดยากมากข้ึน ลิงคเกจที่มีขนาดใหญอาจเกิจจากความชอบกันใน

การเขาคูของโฮโมโลกัสโครโมโซมบางแทง  ทาํใหมีโอกาสที่เคร่ืองหมาย simplex เปนจํานวนมาก

วิเคราะหลิงคเกจได  ขณะที่ลิงคเกจขนาดเล็กอาจเกิดจากโครโมโซมบางแทงทีม่ีความชอบกนั

นอยในการเขาคูของโฮโมโลกัสโครโมโซม  จึงทาํใหลดโอกาสของการวิเคราะหลิงคเกจของ

เคร่ืองหมาย simplex ทาํใหไดลิงคเกจที่มขีนาดเล็ก 

นอกจากนีย้ังพบการเพิ่มชิน้สวนของโครโมโซม (duplication) ของเคร่ืองหมาย 

gSSR , EST-SSR และ SUS ที่เกิดจากไพรเมอรคูเดียวกันภายในลิงคเกจเดียวกัน  จํานวน 15 

ลิงคเกจ (I-60,II-33,II-47,II-64,II-83,II-84,III-142,IV-150,V-92,VII-98,VIII-179,IX-10,IX-152 

และIX-171) ซึ่งอาจมสีาเหตุจากความแตกตางกนัของสปชสีทาํใหการเขาคูกันของโฮโมโลกัส

โครโมโซมเกิดความผิดปกติ   เชน การยายตําแหนง (translocation) หรือการเกิดการเพิ่มชิน้สวน

โครโมโซมในบริเวณใกลเคียงเพื่อใหโครโมโซมสามารถเขาคูกันไดแนบสนิทที่สุดขณะเกิด

โครงสราง bivalent ในการแบงเซลลแบบไมโอซิส  ซึ่งเปนเหตุการณทีม่ีโอกาสพบมากในการผสม

ขามระหวางสปชีสออย  (D’Hont et al.,1998,pp. 221-225 ; Jannoo et al.,2004,pp. 460-467 ) 

การนาํลําดับเบส ESTs ทีม่ีลําดับเบสซ้ํา มาใชในการสรางเคร่ืองหมาย EST-SSR 

สามารถชวยลดระยะเวลาและตนทนุในกระบวนการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุออยได เนื่องจาก

การใชขอมูลจากลําดับเบสของยีนที่มกีารแสดงออกและทราบหนาที่คาดหมาย (putitive 

function) ที่เกี่ยวของกับลักษณะทางการเกษตรที่สําคัญ ในงานวิจัยนี้พบ EST-SSRs ที่เกีย่วของ

กับลักษณะทีส่นใจศึกษาในออย จาํนวน 21 EST-SSRs โดยแบงเปน ยีนที่เกี่ยวของกับ

กระบวนการเมตาบอลิซึมของน้าํตาล (Sugarcane metabolism)  จํานวน 6 EST-SSRs  , ยีนที่

เกี่ยวของกับการตานทานโรค (Disease response)  จาํนวน 11 EST-SSRs และยีนที่เกี่ยวของกบั
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การทนตอสภาพแวดลอมทีไ่มเหมาะสม (Abiotic stress reponse) จํานวน 5 EST-SSRs  ซึ่ง

ขอมูลที่ไดจากงานวจิัยนี ้ สามารถใชเปนเคร่ืองมือสําหรับการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลทีแ่สดง

ความสัมพันธกับลักษณะ QTLs ที่เกีย่วของกับองคประกอบผลผลิตและความหวานของออยได 
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สรุปผลการทดลอง 
 

แผนที่พนัธกุรรมออยสรางจากประชากรลกูผสม F1 จํานวน 283 สายพันธุที่ไดจาก

การผสมขามสปชีสระหวางออยพันธุปรับปรุง Phil6607 และ ออยสายพันธุปา Saccharum 

spontaneum พันธุ S6   โดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล 4 ชนิดคือ 1) เคร่ืองหมาย simple sequence 

repeat (gSSR) จํานวน 10 คูไพรเมอร 2) เคร่ืองหมาย expressed sequence tags-simple 

sequence repeat (EST-SSRs) จํานวน 212 คูไพรเมอร 3) เคร่ืองหมาย fluorescent-amplified 

fragment length polymorphism (f-AFLP) จํานวน 35 คูไพรเมอร 4) เคร่ืองหมายจําเพาะตอยีน 

sucrose synthase (SuS)  ไดจํานวนเคร่ืองหมายทั้งหมดที่มีการกระจายตัวในประชากรลูกผสมมี

จํานวน 1,749  เคร่ืองหมาย แบงเปนเคร่ืองหมาย  simplex ซึ่งมีอัตาการกระจายตัวของ

เคร่ืองหมายทีเ่กิดจากการผสมทดสอบ คือ 1:1 จํานวน 1,511 เคร่ืองหมาย และ double simplex 

ซึ่งมีอัตราการกระจายตัวของเคร่ืองหมายที่เกิดจากการผสมตัวเองของจีโนไทปเฮเทอโรไซกัส คือ 

3:1 จํานวน 238 เคร่ืองหมาย   

 ในการสรางแผนทีพ่ันธุกรรมกําหนดคา LOD score ต้ังแต  4.0 – 15.0  คา 

recombination fraction  เทากับ 0.35 คํานวณระยะหางระหวางเคร่ืองหมายดวย Kosambi 

function  วิเคราะหลิงคเกจได ทั้งหมด 232 ลิงเกจ  ประกอบดวยเคร่ืองหมายจํานวน 791 

เคร่ืองหมาย แบงเปนเคร่ืองหมาย gSSR จํานวน 5 เคร่ืองหมาย ,เคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 

537 เคร่ืองหมาย , เคร่ืองหมาย f-AFLP จํานวน 246 เคร่ืองหมาย และเคร่ืองหมาย SuS จํานวน 3 

เคร่ืองหมาย     รวมความยาวกลุมลิงคเกจทั้งหมดได  3,984  cM     ความยาวของกลุมลิงคเกจมี

ความยาวต้ังแต  0.4 - 100 cM   มีระยะหางเฉล่ียระหวางเคร่ืองหมายเทากับ 7.13 cM แผนที่

พันธกุรรมที่สรางไดคาดวาจะครอบคลุมประมาณ 52.1- 58.8 % ของท้ังจีโนม เมือ่ต้ังสมมุติฐาน

ใหมีจาํนวนโครโมโซม 100 – 120 โครโมโซม      จากลิงคเกจทั้งหมด  232   ลิงคเกจ ม ี219 ลิง

เกจที่สามารถนําไปวิเคราะหกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจได 11 กลุมโฮโมโลกัสลิงคเกจ โดยแบงเปนกลุม

ลิงคเกจจากโครโมโซม S. officinarum  จํานวน 101 กลุมลิงเกจ   กลุมลิงคเกจที่มาจากโครโมโซม 

S. spontaneum จํานวน 84 กลุมลิงเกจ   และกลุมลิงคเกจจํานวน  34 กลุมมาจากโครโมโซมที่

เกิดการรวมตัวกันใหมระหวาง S. officinarum และ S. spontaneum     

นอกจากนีย้ังพบวาเคร่ืองหมายม ีEST-SSR จํานวน 43 เคร่ืองหมาย ทีม่ีลําดับเบส 

EST-SSRs ที่เกี่ยวของกบัยีนที่สนใจศึกษา โดยแบงตามหนาที่ของยีนไดแก ยนีที่เกี่ยวของกบั

กระบวนการเมตาบอลิซึมของน้าํตาล (Sugarcane metabolism) จํานวน 6 EST-SSRs  , ยีนที่
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เกี่ยวของกับการตานทานโรค (Disease response)  จาํนวน 11 EST-SSRs    และยีนที่เกีย่วของ

กับการทนตอสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสม (Abiotic stress reponse) จํานวน 5 EST-SSRs  ซึ่ง

พบเคร่ืองหมาย EST-SSR ที่เกี่ยวของกบัยีนเหลานี้กระจายอยูในกลุมโฮโมโลกัสลิงเกจที่ HG-II, 

HG-III, HG-IV, HG-VI และ HG-VII จํานวน 14 , 16 , 7 ,3 และ 3 เคร่ืองหมาย ตามลําดับ  
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ภาคผนวก ก 

 

   ตารางแสดงคูไพรเมอรจํานวน 10 คูจากงานวจิัย Cordeiro et al. (2000,pp.161-168) 

 

SSR primers* Fwd Sequence (5_ _ 3_) Rev Sequence (5_ _ 3_) Motif Tm(๐C) 

1.MCS003B02 TCTTCCTCGCCTCCGATGGC GAACCGCAACCCGCAAGGAC (GGC)5 62.4 

2.MCS015B03 CGAGTTCGACGAGGCATCTAC CGATGTCGTTCCAGAAGAAGTG (CAG)5 55.6 

3.MCSA068G08 CTAATGCCATGCCCCAGAGG GCTGGTGATGTCGCCCATCT (CAG)6 57.2 

4.MCSA077C02 CAACCACCTCGCTCGATTCG TGATGAGCCAGCAATCCTCCT (AGG)8 59.1 

5.MCSA175A08 CAGGGGCAATGCTCGATGGA TGACACGCATGGGGTTGTCG (CGG)6 60.1 

6.MCSA175G03 CCATCGAGCAATCGAGCTGC GTTTGACAGGCGGATGTTCTGA (CGG)6 57.7 

7.MCSA180E02 CAACGACGCAGGATCGAACC AGCAGGCACGACTTCCCCAC (CCG)5 59.5 

8.YCS24.043 CCAAAGCCCAACTGAAAGAGC GAGGTTAGCGAAGTGGATCACG (GCC)5 58.4 

9.SMC222CG TTTCACGAACACCCCACCTA AGGGACTAGCACACATTATTGTG (CA)24 55.0 

10.SMC226CG GAGGCTCAGAAGCTGGCA T ACCCTCTATTTCCGAGTTGGT (CA)10 50.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

ตารางแสดงคูไพรเมอรจํานวน 213 คูที่ใชในการสรางเคร่ืองหมายโมเลกุล EST-SSR 

 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

1.SEM1  SCEPRZ1008B02.g ACCATCGCAATCGATGTTTA AACTGGATGGCGTACAATCA 56 

2.SEM2  SCACAD1035F09.g ACACCGAGCTGTCCCAAT GCATCTGATGAGCCTGTGAA 56 

3.SEM7  SCAGLB2047G03.g GGAAGGTATGGGTGCTATGC ACAGGGCAATAACAGGGGTA 58 

4.SEM11  SCAGRT2041A11.g AGGGCTTGGAAGAAAGGAAT TGGCAAGCAACAGCTAAAAC 58 

5.SEM13  SCBFAM2022D09.g GCGAGAGAAGCTAGGAAGCA CGCAGATCCTCTTGAACCTC 62 

6.SEM14  SCBGAM1091A05.g GAGCAACGAGCTGAAAAGTG TGTCCTGACCTAGGATGTGC 59 

7.SEM15  SCBGLR1119D12.g TGTCCACAATTTTGGCTGAT GTTGCTTGCCTGATCATTGT 56 

8.SEM16  SCCCAD1003H03.g CCTTCCTTGGCCTCTTCTCT TGCTGGTCGCAGTACTTGAT 58 

9.SEM19  SCCCCL4002A08.g CAGCCCATTAACCAAGCAAT GAAGCAGCTGTTGCTCACTG 58 

10.SEM20  SCCCCL4004D08.g CCGGCTGTGAAAATTAGGTT TCGAATTGGTCAAGACTCTCC 58 

11.SEM24 SCCCCL4015G07.g CAATTCGTGGCTTGTGTTTG AGCAGAATCGGCAAGGTAAA 58 

12.SEM27 SCCCCL6001F08.g AGGTCTCGGCACTTGGAGTA GATCGATCCTCCCTCTTTCC 62 

13.SEM29 SCCCCL6005F10.g GATCGATCCTCCCTCTTTCC AGGTCTCGGCACTTGGAGTA 62 

14.SEM36  SCCCLR1078G05.g CCATGTGCAGCATTTAACAA TGGACATGCTAATGACTACTGC 56 

15.SEM37  SCCCLR1079D03.g CTTCCTGCTTCGAACATTTG ACGAGGTAGATCCCGAAGG 56 

16.SEM38 SCCCLR1080G12.g TGAATTGCACAAAACACCAA GACGGTGTAAACAAGCTGTGA 55 

17.SEM41 SCCCRT2001B06.g CCCCCTTGACACCTCTGTAT TAGAACGAACCAGACGACCA 59 

18.SEM42 SCCCRZ2004G11.g GACTTCGGGAAGAAGGAGGT ACCAAGCACATCCAGCAGTA 59 

19.SEM46 SCCCST1002H09.g GCGGTCTTGTAGTGGTAGAGC TGATCCTCCTGTTCCTCACA 59 

20.SEM53 SCEPAM1020C01.g CCGCCTTCTCCTTAGTGACA CCACAAGCCTAATACAGCTCAA 62 

21.SEM55 SCEPAM2057B09.g ACGGCATCAGATTCAGATCA ATGGCTTTCCATCTCGTGAC 56 

22.SEM57  SCEPRT2048F09.g TCCAGAAGTACGTGGAGACG ACGACAGCAGGTCGAACAT 56 

23.SEM58 SCEPSB1130G10.g CCAACCAACCTCGACATTCT CCATGTGATCTGACCTGGTG 60 

24.SEM60 SCEQAM1041B03.g TGCTAACACATTTCAAGAAAGAGA GATCCAATCCGAGGAAAAGT 58 

25. SEM61 SCEQAM1041H02.g GTTCAGAACACGTGCAGCAT CACGCTTGACATGAGAGGAA 59 

26.SEM63  SCEQHR1078A09.g GGTCGGTGCTCTGTTCTTTT CCTGCAGCAGAGACGAGAT 59 

27.SEM68 SCEQRT1032H07.g CCCTGAGGTCTCTCTCCACT TGCCATAGGACAAGAGTTTAACA 64 

28.SEM72 SCEQSD2075F10.g GAACCTTATCGGTAGCCTCCT GAGCGCCATAGGAGAAGTG 58 

29.SEM76 SCEZHR1048C09.g ATATGCCATGCACGTGTGAC CAATGTAACCATCGCAGCAT 58 

30.SEM78 SCEZRT2023F09.g GTGGTCGCAGACGAGGTC CTCCGCATTAGCCATTTCC 58 

31.SEM79 SCEZRT2024C04.g GATGGAACAGATGCGACAAG GTTCATCGTAACCTGCTGGA 58 

32.SEM80  SCEZRZ3015G05.g GCAGATGAGAGGGCAAAAGT CGCCTGCAGATGAATCATAG 59 



 

 

33.SEM82 SCEZRZ3017G04.g AGTACAAGGCACAGCCAGAG GGACATGAGGTACACCCAGA 62 

34.SEM83 SCEZRZ3096G10.g TCCTCCTCTTGTTGCAGTTG GTCGTCGTCACGATCATCTC 58 

35.SEM84 SCEZSB1094A08.g TGTAGCAATTCCTTGCGTTG CAACAAATACAATGCCAATCG 58 

36.SEM85 SCJFAD1011F07.b CACCTAGTGAAAGGGGCAAA CCTGAAGCCTTGGTAGCATC 59 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

37. SEM86 SCJFLR1035E04.g CGAGAACTAGCATAGCACAAGA AACAACTGGTGCAAGTCCAT 58 

38.SEM90 SCJFRZ2010C01.g CGTGGGCTAATACAGCTCAA CCCACTGGCACAATCTTCTT 60 

39.SEM92 SCJFSB1010B12.g TGTGCCGTTGCCTAATAACA GGCAAGCTTCCTCAGTTTCTT 56 

40.SEM94 SCJFST1014E07.g TTATCTCTTCCCTGCGGTCT CTGGCTGGGGAGCAACTT 56 

41.SEM97 SCJLLR1033A04.g TTTGGGGGTTCTTAGTCCAG GAAGACAGTGGACGAGGTCA 59 

42.SEM98 SCJLRT1019D02.g GCCAGCAGAATGCTTAACAA TCTTACTCTGTCCCCCAACC 58 

43.SEM99 SCJLRT3076A02.g TTACCTCCGGCAACGTTAAA TGCAGGCATATGGTAGTCCA 56 

44.SEM105 SCMCAM1100G01.g AGGGGCCTCAAGTTGTTCTT CGGTCTCATGGTCACCTTTT 58 

45. SEM106 SCMCCL6027C07.g AGGTTGCTGATGGTCCTCAC CAAGAAGGGAAGCAGGGACT 62 

46.SEM108 SCMCFL5008F03.g CGACTTGTGTGGAGGTGAAA TGGATCAATGTGAACAAAATCG 58 

47.SEM110 SCMCRT2103A12.g GTCTCCTCCTCAACCACTGC GTGGGGTATGTAACCCATGC 62 

48. SEM112 SCMCST1057D03.g CCTTCTGCAGACGAGTTGAA ACCTGACCAGCAAATCAACA 58 

49.SEM113 SCPIRT3024F01.g TTCCGGTTTACCCTGCATAG TTCCTCAGGGCCCTTTTATT 58 

50.SEM117 SCQGLV1018G08.g GCGTGGCACTGACTACAAGT CAATGTTCTGTGGTCTGCACT 56 

52.SEM119 SCQSHR1020F04.g CCGCGTGCTCTCTCTCTCT ATTGCCATCACCTCATGCTT 56 

52.SEM120 SCQSRT2032H08.g TAGCAGCTCGATTCACGATT ATCCTAGTGTGGTGGGTGCT 58 

53.SEM124 SCRFLB1055F01.g CCTTGATGTGCTTGACGAG CCAACGAGCAAAAGTAAACG 56 

54.SEM125 SCRFRT3058D07.g TATTCTCTCCGGATCCCCTA ATTCAAAGCGCAACACAGTC 58 

55.SEM127 SCRLAD1139G03.g GCAGGATAAGCTTGGCAGTT CTCAAGGCAAGGAACGAATC 58 

56.SEM131 SCRUFL4024B04.g AAAGGAAAGCAAACCCAAGG GCAGTCGTTGTCGTAGCAGA 58 

57.SEM132 SCRURT2010E12.g CCCTCCACCTCTTTGCTC TAGAAAGACCTGCCCTCCTG 58 

58.SEM136 SCSBAM1085C09.g CTCTGACCCGAGCAAAGG GCCAATAAACAGCAGGGGTA 56 

59. SEM140 SCSFAD1114H02.g GTGTTTTGGAGACCGTGTCA CGATTGTTGCGCTGTACATC 58 

60.SEM141 SCSFFL4083B01.g ATCATCCACAGCTAGCAGCA GGTTTTGCCTTGGTTTTTGA 56 

61.SEM143 SCSFHR1045G08.g CCCCTCTCCCTCAGTCTTCT CCATGCTGTCAGGATCCAC 60 

62.SEM147 SCSGHR1070F11.g GCCTCTTCCTCCTCCACTC GACGACCGTCCTTGTTGAG 58 

63.SEM148 SCSGLR1025D03.g GCTACCGGATGGATAAAAGC CTGACCGAAATGATCAAGGA 56 

64. SEM154 SCUTCL6035D02.g ACCGAGGTAGGAGGGAGTGT GCTCGCCATGAATAGAAAGG 58 

65. SEM158 SCVPCL6044A06.g GGATGGTTAAAGCGGAAACA GGAAACAGTGTACGCCCAGT 56 

66.SEM159 SCVPHR1089A09.g CTGGTGGAATAACTCGCTGA CTCAAGGCAAGAACGAATCC 60 

67.SEM161 SCVPHR1094C01.g GAACTGCTCACTGGCTCCTC GTAGAAGTCCGTCGCCGTAA 58 

68. SEM164 SCVPLR2019H04.g GAGGTTATGGGGAAACCAGA GATTGCAGCCGTAAACTTGA 56 

69.SEM166 SCVPRT2080G09.g AGCGCATCTTGCTTATTTGA ATGCATGATCATCGAGGAAG 56 



 

 

70. SEM167 SCVPRT2083D03.g CGGATCTTGGCTCCTTCTCT AGCCTTGATTGGCAATGGTA 58 

71. SEM168 SCVPRZ2037E02.g AACGTCAGCCGCTACAACTT CTTCCCTTTTGCGAAGAAAA 56 

72.SEM174 SCQGFL3059G12.g CTCACCGCAGCTCTTTTTCT CACAAGCTATGCGGTCAAAA 58 

73.SEM176 SCRFFL1029H06.g CGCCATAACCATAACCACAG CCTCCCTCCGCTACTTCCTA 58 

74.SEM179 SCSBFL1101G01.g TATTCCACCGGGAACAAGAA GGGATTGTAGCGACGAGTTG 58 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

75. SEM180 SCSBFL1104E01.b TTCCACATCAAGCAAGCAAG ATGACATCAGGAGGGAGACC 58 

76. SEM184 SCVPFL1073A11.g ACCAACGCGACGAGAGAG GCCTGAACTGGTCGTAGGTC 58 

77.SEM189 SCJFAD1013E12.g GAACTGCTCACTGGCTCCTC GTAGAAGTCCGTCGCCGTAA 59 

78.SEM190 SCRLAD1098A04.g CTAGCACGGCAATACAGGC AGATCTGTTGGGTGCTCGTC 59 

79.SEM191 SCRLAD1138A05.g CCAGTCGCGATTCTTCCAC AAGGGACGGGGAGAAAAATA 55 

80.SEM195 SCSGAD1008F08.g CTTCCCGTCGCTCTTACCT CTCCTCCTCCTCCTCTCCAC 60 

81.SEM199 SCEPAM1021B02.g CTCTCGAGGAGGTGGATGAG CTGCAAGTTTGTTGGCTGAA 56 

82.SEM200 SCEPAM1050A03.g CTGCAGGATCACCTGGAAC TAAACCCACGCTGACAGACA 56 

83.SEM203 SCEQAM1036D03.g GCGGCCTCATACGTGTAGAT TCTCTTCCCCTCACCAGAAA 56 

84.SEM206 SCVPAM1056A04.g CATGGTAGCTCCGCTTCTTC GCGAGAAGCTAGGAAGCACA 59 

85.SEM207 SCACAM2043G03.g GGCACACCTCGAGAGACC ACTCCTCCTCCTCGCTTAGG 60 

86. SEM208 SCACAM2044B11.g TGAAGACGATGATGGGATGA TCTGTTTTGCTCCTCCGTCT 56 

87.SEM211 SCCCAM2001E04.g CGGTCGTCTCTTCCTCCTC CTACTACCACCCGGACCAGA 59 

88.SEM213 SCCCAM2C08B11.g CTCTCCGACTCGTCTTCCAC GCGGACTGCAAAAGAGAGAT 56 

89.SEM214 SCEQAM2037C11.g ATCGGCTCCAGTCAGAGAGA CCTGGTGAAGGCTCATGATT 59 

90.SEM215 SCEZAM2033H10.g GCCGAAGAGGAATCTACGAG GTTTGTCTTCCTCCCTGTGC 56 

91.SEM217 SCEZAM2096F07.g CACGGGGAGACGAGAGAC CCAACAACAACCAGAATATCG 54 

92.SEM219 SCMCAM2084A04.g AAGTACGGAGCGCAGTGTAG ACCGCCTTGTACTCCAAATC 56 

93.SEM220 SCMCAM2084F10.b AAGCTCCTTGCCTGCTACTC CAAAGGGCATCCTTTCTGAT 55 

94.SEM221 SCQGAM2028B01.g GCCTCTCTCTGCTCAGCCTA CTCCTCATCTCTCGCCAAA 56 

95.SEM223 SCSGAM2076E10.g CACAGCACTTGCCAAGCTAA AGTTTCACAAAGGGCGACTG 56 

96.SEM227 SCCCCL3005D03.b GCTACAGTGCCTCTCCCTCT CTAGAAGCAGAAGTGGAGTGCT 59 

97.SEM229 SCCCCL4007E05.g AGAACCACAACCACCAGGAG ACAGTTGAATAGGCCGGATG 58 

98.SEM231 SCCCCL4013B10.g CCGTTCTACACCTCCAACAT GACCGTGACCATCTGCTG 57 

99.SEM232 SCCCCL4014F09.g CAACTCCAGCTCCAGTCTCC CTTTTCGCGAAGTGAACACA 58 

100.SEM233 SCCCCL4015B01.g TTGCTTGGGACAAAAGGCTA ATCTTGCAAAGGAAGGAGCA 55 

101.SEM234 SCACCL6009D08.g GGACATGCTGCTCCCTACAT AGGAGGACTGGTGGTTGAGG 60 

102.SEM235 SCACCL6010C05.g CATCGGCTCATCATAACGAA AGCTACTTCAGCCCCAAGTG 55 

103.SEM236 SCCCCL6003H04.g CCCTTTGCTTCCCCTTTACT GAGGCGCCTTACTGTTCTTG 56 

104.SEM237 SCEPCL6023G01.g AGGGAAAGAGACGAGGGAGA CGTATCTCCGACCACTCCAC 59 

105.SEM238 SCEPCL6029D06.g CTCTCCCCCAACTCTCTCTG TCCGACGTCAACGTCTCAG 59 

106.SEM239 SCRLCL6030D09.g CGAGAAACCGTGTCCCCTA CCCTCTCCCTCTTCCTCCT 59 



 

 

107.SEM246  SCJLFL4097F08.b AATCGATCTTAGGGCCGGTA ACGCCGACGAGTGAGGAC 58 

108.SEM250 SCRLFL4109G12.g ACGACTGTTTGTTCGTGCTC TTCAAAGGGGCTATCTTGCT 55 

109.SEM254 SCBGFL5080G03.g ACCTTACAGAGCCCACTGCT TCGCGATAATGAGATTGAGC 59 

110.SEM255 SCCCFL5062D10.g CGGCGTCCACTGAAAGAG CAGCCTCGAGTTGGGATG 56 

111.SEM257 SCEZFL5084A01.g TGCTGGAGACGGAGTAGCTT ATCAGGCAAGCACACAATCA 57 

112.SEM258 SCEZFL5091D04.g GGAAGAGGAGGCTTCGAGAT CTGGATAATCACGCCCAAAT 55 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

113.SEM261 SCAGFL8042E05.g CCATCCATCCTCTCATCTCC AAGAGTGCTTGAGCGGATCT 56 

114.SEM263 SCRLFL8053B05.g AGCCTCTGACGCTAAGATCC CACACGCTGCAGATGTTGTT 56 

115.SEM265 SCAGHR1018C11.g ACACTAGCTAGCCAGCCACA GAAGCGAGGCTATGGCTATG 57 

116.SEM271 SCJFHR1034E09.g AGCAGATTCACTTCGCCACT CGATGAGCTTGGAGAGGAG 55 

117.SEM273 SCQSHR1022B03.g TTTCTTTTCGTCACACCCAAT ACTCCCGTCACTCACCTGAC 55 

118.SEM275 SCRUHR1074E09.g TCTCATCGGATTCACACACA GGGCAGCTTCGTAATGGT 55 

119.SEM276 SCSFHR1043F12.g AACCCGTTCTTCTTCCCCTA CAGAGGGAGATTTGCCATGT 55 

120.SEM279 SCVPHR1092G06.g AACCTAAACGACGACGATGG AGCGAGGAAACGTCGTACAT 58 

121.SEM280 SCCCLB1002D05.g ATGGAGCTCCGTCTTCTTGT AGTACCGTAGTTGGGGGTTG 54 

122.SEM282 SCQGLB1038F11.g GAACCTCGCAGTCTTCACAA CACTACCTGCCTTTCTCTCG 56 

123.SEM285 SCVPLB1020B05.g TCCTTGAACCTCGCAGTCTT CTACCTGCCTCTCTCGTTCC 54 

124.SEM287 SCRULB2062C01.b CCAATTCAACAAGCATCGAG GGGAGGACATGAAGTCTGGT 59 

125.SEM288 SCACLR1057E07.g TCCGATCACAATCACAGACC GCTGCAGCAGATGACAAACT 58 

126.SEM290 SCBGLR1002F11.g AAACGCAAACCCTTATCTCG GCTTGGAGGTCACCTTCTTC 55 

127.SEM294 SCCCLR1066D07.g CCATACCCTGTACCGTACCC GATGCTTGCATTCATCCTTG 55 

128.SEM295 SCCCLR1066F12.g CACCTCCCAGACTCTTCTCC GTGACACCATGGTCCTGAAG 56 

129.SEM297 SCCCLR1075D10.g CACCAAACAGACTCGCATTT CGGATCGAACTCTGTGACAT 54 

130.SEM298 SCCCLR1076A04.g ACGCGAGAGGGAGAGAGATA GTCAGCAGCACGAACAGC 59 

131.SEM302 SCEPLR1008H10.g GCGGTTTCTTGTTTTCCTTC ACCACGACCTCGATCTCAAC 56 

132.SEM303 SCEPLR1030D11.g CGAAAACCCTCAAACCCTAA CTCCTCTAGCTTCCGCTTGT 55 

133.SEM306 SCJFLR1013A08.g ACCACCAATACCACCACCAC TCGACGTTGGACTTGAGAAG 56 

134.SEM307 SCJFLR1074A10.g CAAACTTTTGCCCGATAGGT CGGAGCATACCAAGTGAAGA 54 

135.SEM308 SCJLLR1101F02.g TCTCGACTCCCCTAATCACC CGGACAGAAAGATCGCAGTA 55 

136.SEM310 SCQGLR1019C10.g AAGAAACCAACCCTCAAAGC GTAGGGTAGCGCTGGGTAAT 55 

137.SEM313 SCSGLR1084A02.g GAGGGAACACATCCCTTCTC GCCGTAGATGAAGACCTCCT 56 

138.SEM314 SCVPLR1049G12.g GAATATAACCGCCACCTTGC TGGCTTTCCATCTCGTGACT 58 

139.SEM315 SCACLR2007A01.g GAGGTCCTGGGAGAGACAGA GTCTGGCCCGTAAGCTGT 60 

140.SEM319 SCAGLR2026C05.g ATCGTCATCGCAAAATGC CAACCGGAGGCACTGAGTA 56 

141.SEM320 SCCCLR2002F05.g GAGGCAGCTCGACGACAC GTCAGCTCCGCTCCTGCT 62 

142.SEM321 SCQGLR2032D06.g GTCCGTCTCCACTCGAAAAC GCGGTTGAGGTCGAGGTAG 59 

143.SEM327 SCCCRT1001G10.g CTCCCCTCTCGCTCATCA AGGTTGACGATGGTGGTGAC 59 



 

 

144.SEM328 SCCCRT1003H03.g TCTTGCCTGTTCGTCTTCCT ATTCCGATTCCGATTCCAAC 55 

145.SEM329 SCEQRT1025C10.g CACCCAGCTCAAGTACAGCA GCCTGTAAAAGCCTCCTGTG 59 

146.SEM332 SCJFRT1009B09.g CCGCAAGGAAGAACACCTT GCAGTGGAAGTCGACGTAGG 56 

147.SEM336 SCJLRT1006C08.g GCCAGGGTTCTTCAAGTGAT TTCGTCATAGCCATCGTCAT 55 

148.SEM337 SCJLRT1013F12.g AGCAATGGTACGCACAAGAG TTGCTAGTCGTCGTTCTTGG 55 

149.SEM338 SCJLRT1018G02.g GATCGGATCGAGAGGAGTTTT ATACGACGAGGACGAAGTGG 56 

150.SEM339 SCJLRT1019C06.g AAGCGAGCGTACACCAAATC ACGGCTCAGATGGTTGAGAG 58 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

151.SEM341 SCAGRT2041D09.g GTGGTTTGAGTACGCTCGTG AGAGGGATGGCAGTATCCAG 56 

152.SEM344 SCEPRT2047A05.g CGTGCGCTCTCTCTCTCTCT ATTTTGAGATGGCTGCATCA 57 

153.SEM349 SCEQRT2099E08.g CGAGAGGCCTTCTCTCTCTG CGCTGACGTAGTCCTGGTAG 59 

154.SEM350 SCJFRT2057F04.g CCAATGGAGACGACACTCCT GCGGACGTAGATGGAGAAGA 59 

155.SEM351 SCMCRT2085E08.g CGACTGTGGGAGGAGTTTGT TTGCAGCAGTTGCTAGCTGT 57 

156.SEM353 SCQSRT2033C08.g TTGCTTCTGTTGGGTTTCAA TGGTTAAGGTTTGTCGGTGA 54 

157.SEM355 SCSFRT2067E08.g ACCAAATCCAAACACAGCAG CGATGGTTGAGAGCTTGTGT 57 

158.SEM358 SCAGRT3048C12.g CTGGCCTCAAGAGGAAACTG ACCAACCTCTTGACCAGCAC 59 

159.SEM361 SCCCRT3001D09.g GTAGCCGTGGAGCATGAAGT CTGCTGCCATTAGGAGCAAT 59 

160.SEM366 SCBFRZ2045C02.g CCACCTCTTCTGCCAAGAAC CATCTTAAACTCCGGTCCACA 55 

161.SEM367 SCCCRZ2001C02.g AGTCAGCATCCATCCAGTCC ATTTCTCCTGCCCTCCTCTC 59 

162.SEM368 SCCCRZ2004C05.g AAACCCTCGCCTCCGATT CCCAATGGTACCAGCAGAGT 59 

163.SEM369 SCJFRZ2015A10.g CGCTTCCATATCTTCTTCTTGG TGACTCTCCGGTCCCTACAC 55 

164.SEM371 SCJFRZ2034B06.g GGAGAAGCATTTCAGCAACC CCCGCTTTTCCTCTTTCTTT 54 

165.SEM372 SCVPRZ2036E01.g GCCAAGCTAAATAGCTGCTG ACCACCGTTTCTTTCCTGAC 57 

166.SEM373 SCVPRZ2038E05.g GCGACCAAATCTGCCGTAT CATGTAGTCGAGCGCAGAGA 58 

167.SEM374 SCCCRZ3003B01.g GCCTCCTCCCTCCTCTTCTA GACTGGCTCGGAAACCCTA 59 

168.SEM375 SCEPRZ3128D05.g ATGGAGGCTCGTTGTCTTTG CCGTAATCGCCTCCACTAAA 55 

169.SEM377 SCEQRZ3020E12.g GGAGAGGACGAAACCCTAGC CGCATTGAACGCAGTTTCTA 55 

170.SEM379 SCJFRZ3C03A08.b ACGAGGCCACCATAGAACAT GCACAAGGTGATTGTGCTGT 56 

171.SEM384 SCUTRZ3103F01.g TAGTAGCAAGCGAGGCGATA GTCTGTTGCCTTTGATCGTG 55 

172.SEM390 SCSGSB1005B12.g GGGGAAGTAAGTCTCAGGTCA GCCACCACCTCCATTATCTT 57 

173.SEM391 SCUTSB1033C02.g GTTCAGACTCGCGTGTTTTT GCTGAGAACCCTTCAGCTCT 55 

174.SEM392 SCUTSB1075H09.g TCATGCTCACCAGCAAAGAC TCCCGATCAGTGTGTAGACG 55 

175.SEM398 SCEPSD1006D03.g CGTGCAAGCTCCAATATGAT TGCCACTGTATAGCAGCGTA 54 

176.SEM400 SCEZSD1081A02.g CAGCTCATCCTCGTCAACCT CTCCTCTGCTCCTTGTTGCT 59 

177.SEM401 SCMCSD1059G09.g GCTCCATTCATTTCCTCCTC TTCGATCGATTGATGGTTGA 53 

178.SEM403 SCEQSD2077B12.g CCTGCATCAACCTCTCCAC GAAGGCGAGAGAGAAGATCG 55 

179.SEM407 SCCCST1006B01.g GCGAAACTAGCGCTGCTAAA GGAGGTTCGGGTACGAGTC 58 

180.SEM408 SCJFST1048G04.g CAGAGCCAGCCAGGTAAAAG TCATCGTGTGCTGCTGGT 58 



 

 

181.SEM412 SCJLST1022C09.g CAAGGCTGCTTCTGGTGTC CCTCTTTGGGTTCTCTGCTC 58 

182.SEM415 SCMCST1050H06.g CAGCAGACGAGACGAGAGAG AGGGTGATGAAGGGAATGAG 56 

183.SEM417 SCQGST1032E05.g GTCTCCTCCCCCTCCTCTC AGAAGGAGTCGCTCATCTCG 60 

184.SEM418 SCQGST1032G11.g CGGACGTCTCATGTTCTTTG CAGTGTCCAGTGCAAGTTCC 55 

185.SEM419 SCSFST1066E06.g TGCGTGGTTGATTGAAGAAG AGAAGCCTCTTCTGCTGCTG 60 

186.SEM421 SCSGST1069F04.g CACCCTGCTGGTCTCCTC TCGACGTCGTGTAGTGAACC 59 

187.SEM422 SCSGST1072B03.g GAAGAGTGGGGACGTCTCAG GCCAGAGGATGTGGTAGAGG 59 

188.SEM425 SCSFAD1070E12.g GTGCCACCAGCAGCAAT TCTCGTAGCTGCTCGACTTC 56 

ภาคผนวนก ก (ตอ) 

Primers Accession ID Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 
Tm 
(°C) 

189.SEM426 SCVPAM1059C01.g TCGAGAGCGGTTTCATCTTT CTTTCCTGTCAGCCAAGTGA 56 

190.SEM427 SCSBFL1105H11.b AAGTAGCGGAAGCATTAGTTCA CCAAGTTCCTCCTCACCAGTA 57 

191.SEM428 SCSGLV1008C05.g CAGGAAGAAACAGTAGGAAGCA AGGTACTTGGCGGTCTTGAT 57 

192.SEM430 SCBFSB1047F11.g GCTCTCATTCGCTACTCCTGAT TGTTCACCCATGTCCTTTACTG 55 

193.SEM431 SCRUSB1064F09.g TCCGACTACCTCAAGTGCAAG GACGGCATCTTCTTCTTCTCC 55 

194.SEM433 SCJLST1019B07.g CGCGTCCGTAGATTAGTAGCTC AGCGAGTAGATGTTGATGACCC 56 

195.SEM434 SCSBST3094H07.g GACACGCCCAAAGGAAAAG GAGATCCGGACACACATGG 54 

196.SEM435 SCEZLB1007E12.g TTCTTGCTTCTTTCTTTCCGTC TCAAATCGTGCTTGCTTGAG 52 

197.SEM436 SCQGLR1041A05.g AGGCTGAGAGAGCAAAGAAAGA CCTAGGATCCTTCGGGTTTC 55 

198.SEM437 SCJLRT1021D04.g GGTCCCATACATAACACAAGCA TGCATGAAGAAGCTCAGGTG 57 

199.SEM438 SCQSRT2031C10.g CCTGGTTCCTGCACTTGTCT CATCACTTGCCATCTGCATT 57 

200.SEM440 SCACSB1117C07.g CGTCAAGCTGTAGTCCGAGAG CTCGTCCCAGACCAGGAG 59 

201.SEM441 SCACSD1018E05.g AGCAACCTAATCACAGCAACAA CCATCATCCGATCATCCTTC 56 

202.SEM443 SCMCST1057C10.g CATTTATTTGCCACCTAGAAGGG AAACAGAAACCGGACAGCAC 56 

203.SEM444 SCRLAD1043B06.g GGAATGGGAACAGCCACTAAC AAGAAGGCTATCGAGGTGGG 55 

204.SEM445 SCBGAD1027C03.g CACGGTTCTCCTGCTGAAAG GACGGGGTTGTTGAAGGTG 55 

205.SEM447 SCCCCL3001D10.b GAGCAGTCCCTTGCCATGT GCCGTCGAGTACACCGTC 59 

206.SEM448 SCEZFL5083C02.g TGAGTTCAGTTCCTTCCCC AGAACTCCAAGGAGCAGCAG 56 

207.SEM450 SCEZLB1006B07.g TGGTGTGAGTTAGTGCCTGAGT TAGAAGGTGTTGATGATGAGCG 55 

208.SEM454 SCBFRZ2045E11.g AGCGACATGAGCTACCGTCT TAGTACCGCGACAGACCTTTCT 58 

209.SEM455 SCSBRZ3122D09.g GTAACTAGCAGCAACCCTAGCC ATCCTCTTTTGCCTCCCCT 55 

210.SEM457 AY302083 TCGTCCTACAACCACGACTACA GAGAGGCAAGCAAGGAAAGAT 56 

211.SEST003 SCSFSB1097B02.g CCCCGAAGATCAAGGATAGG CGCATCTCAAATGGGAAAAT 56 

212.SEST004 SCRLAD1040D08.g CAGGCACTGATGTCATGGAT GAACTACACTCGCCGCTCAC 56 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

ตารางแสดงผลการวิเคราะหชนิดเคร่ืองหมายโมเลกุลในประชากรลูกผสมจํานวน 283 ตัวอยาง

ดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล gSSR จํานวน 10 คูไพรเมอร 

 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร 
Phil6607 S6 

Double 

simplex 

 
Phil6607 S6 

1 SSR01 1 1 0 0 0 

2 SSR04 1 3 0 1 2 

3 SSR08 1 1 0 0 0 

4 SSR09 1 1 1 0 0 

5 SSR11 0 1 0 0 1 

6 SSR12 2 1 0 2 2 

7 SSR15 1 1 0 1 1 

8 SSR20 2 1 0 0 0 

9 SSR21 1 2 0 1 1 

10 SSR22 4 0 0 0 0 

  14(35.89%) 12(30.76%) 1(2.56%) 5(12.82%) 7(17.94%) 

Total  26(66.66%) 1(2.56%) 12(30.76%) 

 
ตารางแสดงผลการวิเคราะหชนิดเคร่ืองหมายโมเลกุลในประชากรลูกผสมจํานวน 283 

ตัวอยางดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล EST-SSR จํานวน  212  ไพรเมอร 

 

คูที่ ไพรเมอร 
Simplex Double Douplex 



 

 

Phil6607 S6 simplex Phil6607 S6 

1 SEM001 5 1 1 1 0 

2 SEM002 2 1 1 1 0 

3 SEM007 4 1 0 1 0 

4 SEM011 4 2 1 3 0 

5 SEM013 2 2 0 0 1 

6 SEM014 2 4 1 1 1 

7 SEM015 0 2 0 0 0 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

8 SEM016 0 0 0 0 1 

9 SEM019 5 2 1 2 0 

10 SEM020 2 2 0 1 0 

11 SEM024 4 1 0 1 0 

12 SEM027 6 2 0 1 1 

13 SEM029 5 2 1 0 0 

14 SEM036 3 0 0 1 1 

15 SEM037 3 2 1 1 0 

16 SEM038 1 3 0 0 0 

17 SEM041 4 8 1 0 0 

18 SEM042 2 0 0 1 1 

19 SEM046 2 1 0 0 0 

20 SEM053 6 0 0 1 1 

21 SEM055 1 2 1 0 0 

22 SEM057 4 2 0 4 0 

23 SEM058 4 2 1 0 0 

24 SEM060 4 0 3 0 0 

25 SEM061 3 5 2 1 0 



 

 

26 SEM063 1 0 2 2 1 

27 SEM068 1 3 1 0 0 

28 SEM072 1 2 1 0 0 

29 SEM076 6 3 0 0 0 

30 SEM078 3 0 3 2 2 

31 SEM079 1 2 1 1 0 

32 SEM080 0 1 0 1 0 

33 SEM082 1 3 0 0 0 

34 SEM083 1 6 2 3 2 

35 SEM084 3 4 3 0 0 

36 SEM085 2 0 0 0 0 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

36 SEM085 2 0 0 0 0 

37 SEM086 1 2 1 0 0 

38 SEM090 0 3 0 0 0 

39 SEM092 0 2 2 1 0 

40 SEM094 2 0 1 1 0 

41 SEM097 0 0 1 1 1 

42 SEM098 3 2 1 0 0 

43 SEM099 5 0 0 0 0 

44 SEM105 1 5 2 0 0 

45 SEM106 1 2 0 1 0 

46 SEM108 2 2 0 0 0 

47 SEM110 3 9 2 0 0 

48 SEM112 3 3 0 0 0 

49 SEM113 2 3 2 1 2 

50 SEM117 3 1 1 1 0 



 

 

51 SEM119 1 2 1 0 1 

52 SEM120 2 3 3 0 0 

53 SEM124 3 0 2 0 0 

54 SEM125 2 3 0 2 0 

55 SEM127 1 3 0 1 0 

56 SEM131 0 1 2 0 0 

57 SEM132 3 2 1 0 0 

58 SEM136 1 2 1 1 0 

59 SEM140 1 0 1 0 0 

60 SEM141 6 6 2 0 0 

61 SEM143 1 1 1 0 0 

62 SEM147 1 2 0 1 1 

63 SEM148 1 3 0 0 0 

64 SEM154 4 1 1 0 2 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

65 SEM158 4 1 1 1 1 

66 SEM159 4 3 1 0 0 

67 SEM161 1 1 1 0 0 

68 SEM164 1 4 1 3 0 

69 SEM166 4 1 1 0 1 

70 SEM167 4 7 2 1 0 

71 SEM168 2 2 0 1 1 

72 SEM174 0 1 0 0 0 

73 SEM176 1 2 0 0 1 

74 SEM179 0 2 0 1 2 

75 SEM180 2 2 1 1 0 

76 SEM184 3 0 0 1 1 



 

 

77 SEM189 4 3 2 1 0 

78 SEM190 2 3 0 1 1 

79 SEM191 2 0 1 0 1 

80 SEM195 0 1 0 1 0 

81 SEM199 6 3 1 1 0 

82 SEM200 2 1 4 1 0 

83 SEM203 3 0 0 1 0 

84 SEM206 2 3 1 0 0 

85 SEM207 3 0 1 1 0 

86 SEM208 6 1 1 1 0 

87 SEM211 1 1 1 2 0 

88 SEM213 3 1 0 0 0 

89 SEM214 1 2 1 0 0 

90 SEM215 0 3 0 0 0 

91 SEM217 3 0 1 1 1 

92 SEM219 3 1 2 0 2 

93 SEM220 1 2 1 0 0 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

94 SEM221 5 1 2 0 0 

95 SEM223 7 4 0 1 0 

96 SEM227 2 1 0 0 0 

97 SEM229 1 2 1 0 0 

98 SEM231 1 2 0 0 0 

99 SEM232 4 1 0 0 0 

100 SEM233 3 0 0 1 0 

101 SEM234 3 0 0 0 0 

102 SEM235 5 0 1 0 0 



 

 

103 SEM236 2 1 0 1 1 

104 SEM237 1 1 0 1 0 

105 SEM238 3 7 2 0 0 

106 SEM239 0 3 1 0 0 

107 SEM246 2 3 1 0 0 

108 SEM250 0 4 0 0 0 

109 SEM254 4 4 1 0 0 

110 SEM255 1 0 0 1 2 

111 SEM257 1 1 1 0 0 

112 SEM258 1 4 1 0 0 

113 SEM261 4 1 1 0 0 

114 SEM263 7 0 0 0 0 

115 SEM265 0 0 0 3 0 

116 SEM271 2 0 2 0 0 

117 SEM273 1 2 0 0 0 

118 SEM275 1 0 1 1 0 

119 SEM276 1 1 1 3 0 

120 SEM279 0 2 1 2 0 

121 SEM280 0 0 1 0 0 

122 SEM282 4 1 2 1 1 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

123 SEM285 1 1 2 0 0 

124 SEM287 2 2 1 0 0 

125 SEM288 1 1 4 0 0 

126 SEM290 1 3 1 0 0 

127 SEM294 2 3 0 0 0 

128 SEM295 2 1 3 0 0 



 

 

129 SEM297 5 1 1 0 0 

130 SEM298 3 2 0 0 1 

131 SEM302 3 4 1 0 0 

132 SEM303 0 3 0 0 0 

133 SEM306 1 2 0 0 0 

134 SEM307 4 0 1 0 0 

135 SEM308 1 1 2 0 0 

136 SEM310 2 4 1 0 0 

137 SEM313 3 3 0 0 0 

138 SEM314 2 1 1 0 0 

139 SEM315 2 2 2 0 0 

140 SEM319 2 1 0 0 0 

141 SEM320 2 2 1 0 0 

142 SEM321 4 1 1 0 0 

143 SEM327 1 3 1 0 0 

144 SEM328 4 0 0 1 0 

145 SEM329 1 1 0 0 2 

146 SEM332 1 2 0 0 0 

147 SEM336 2 1 0 0 0 

148 SEM337 1 1 1 0 0 

149 SEM338 11 1 1 0 0 

150 SEM339 2 2 0 1 1 

151 SEM341 5 3 1 1 0 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

152 SEM344 0 1 1 0 0 

153 SEM349 3 2 0 0 0 

154 SEM350 5 0 0 0 0 



 

 

155 SEM351 2 1 1 0 0 

156 SEM353 5 0 1 0 0 

157 SEM355 1 4 1 0 0 

158 SEM358 5 2 1 0 0 

159 SEM361 3 3 2 1 0 

160 SEM366 0 2 0 0 0 

161 SEM367 1 0 0 0 0 

162 SEM368 3 1 1 0 0 

163 SEM369 1 0 0 0 0 

164 SEM371 1 2 1 0 0 

165 SEM372 4 4 0 0 0 

166 SEM373 2 1 0 0 0 

167 SEM374 0 2 1 0 0 

168 SEM375 4 4 0 0 0 

169 SEM377 3 0 1 0 0 

170 SEM379 5 1 0 0 0 

171 SEM384 2 0 0 0 0 

172 SEM390 6 2 3 0 0 

173 SEM391 2 3 0 0 0 

174 SEM392 1 0 2 0 0 

175 SEM398 0 2 1 0 0 

176 SEM400 5 1 0 0 0 

177 SEM401 1 2 0 0 0 

178 SEM403 2 1 3 0 0 

179 SEM407 3 1 0 1 0 

180 SEM408 2 1 1 0 0 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 



 

 

181 SEM412 3 1 1 0 0 

182 SEM415 2 1 0 0 0 

183 SEM417 3 0 0 0 0 

184 SEM418 0 0 0 2 1 

185 SEM419 2 3 1 0 0 

186 SEM421 1 3 0 0 0 

187 SEM422 3 2 1 0 0 

188 SEM425 1 4 0 0 0 

189 SEM426 2 3 1 0 0 

190 SEM427 1 1 1 0 0 

191 SEM428 4 0 0 0 0 

192 SEM430 1 0 1 0 0 

193 SEM431 2 2 1 0 0 

194 SEM433 1 1 0 0 0 

195 SEM434 0 1 2 0 0 

196 SEM435 2 1 3 0 0 

197 SEM436 5 1 0 0 0 

198 SEM437 7 0 1 0 0 

199 SEM438 0 3 2 0 0 

200 SEM440 0 2 3 0 0 

201 SEM441 2 2 1 0 0 

202 SEM443 1 3 3 0 0 

203 SEM444 1 3 2 0 0 

204 SEM445 0 1 0 1 0 

205 SEM447 1 0 1 0 0 

206 SEM448 2 2 2 0 0 

207 SEM450 0 0 2 0 0 

208 SEM454 0 1 1 0 0 

209 SEM455 1 1 0 0 0 



 

 

ภาคผนวก ก (ตอ) 

Simplex Douplex 

คูที่ ไพรเมอร Phil6607 S6 

Double 

simplex Phil6607 S6 

210 SEM457 1 2 2 0 0 

211 SEST003 0 3 1 0 0 

212 SEST004 0 6 3 0 0 

  478(41.17%) 377(32.39%) 184(15.80%) 85(7.30%) 40(3.43%) 
Total  855(73.45%) 184(15.80%) 125(10.73%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
ภาคผนวก ข 

 

การคํานวณขนาดประมาณของจีโนมและสัดสวนของแผนทีพ่ันธุกรรม ที่สรางได 

 

 วิเคราะหขนาดประมาณของจีโนมดวยวิธกีารของ HulBert และคณะ (1988)  จากเคร่ืองหมาย  

 

simplex ออกมาในหนวย cM ตามสูตร     zG  = 
( )

z

z

K

XMM
⎥⎦
⎤

⎢⎣
⎡ − 2

2
)1(

 

 

GZ คือขนาดของจีโนมมีหนวยเปน cM   M คือ จํานวนเคร่ืองหมายโมเลกุลทีน่ํามา

สรางแผนที่โครโมโซม  XZ คือระยะเฉล่ียระหวางสองเครือ่งหมายโมเลกุล  KZ คือจํานวนของ two-

point  linkage  

M = 791   , XZ ; ระยะเฉล่ีย two point(3984/559)= 7.13 cM  ,   KZ;(791-232)=559 

 
 
GZKz = M(M-1)(2XZ)    

          2 
 

 
Gz 559 = 791(791-1) (2x7.13) 

         2                   
 
 
 
= (624,890/2)(14.26) 

 
Gz  = 7,970.42 cM  

 

คํานวณสัดสวนของแผนที่พนัธุกรรม ที่สรางไดเทยีบกับขนาดประมาณจีโนม 

            E(Cn)   =    1-ρ1,n 

 

โดยที่ ρ1,n คือคาความนาจะเปน ของแผนที่พนัธุกรรมที่เหลือของจีโนมทั้งหมดที่ไม

อยูในแผนที่พนัธุกรรมที่สรางได 

 



 

 

 ρ1,n  =  
1

2
+n
r *

⎪⎭

⎪
⎬
⎫

⎪⎩

⎪
⎨
⎧

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −−⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −

++ 11

1
2

1
nn

G
X

G
X  + 

⎪⎭

⎪
⎬
⎫

⎪⎩

⎪
⎨
⎧

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ −

n

G
X

G
rX 11  

 

r คือ จํานวนโครโมโซม( 80-120 )   X คือระยะระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลมีหนวย 

cM  G คือขนาดประมาณของจีโนมมีหนวย cM (Bishop et al., 1983) 

 

เมื่อใชคา r = 100  X คือระยะระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลมีหนวย cM  G คือขนาดประมาณของ

จีโนมมหีนวย cM (Bishop et al., 1983) 
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G = 7970.42 cM     ,  r = 100        ,    X ; (3,984/232)= 17.17 

 

= 2(100)      {(1- 17.17 )284 – (1-17.17)284} + (1-100*17.17)(1-17.17)283 
     284           2*7970.42         7970.42              7970.42     7970.42 
 
 

= 200    {(1- 0.0013 )284 – (1-0.0026)284} + (1-0.210)(1-0.0026)283 
     284                     

  = [200/284 x (0.566 – 0.426] + (0.790)(0.427) 

  = (200/284)(0.140) + 0.314 

  = 0.098+0.314 

  = 0.412 

 

คํานวณสัดสวนของแผนที่พนัธุกรรม ที่สรางไดเทยีบกับขนาดประมาณจีโนม 

            E(Cn)   =    1-ρ1,n 

                        =    1-0.412 

                        =     0.588 = 58.8% 

 

 



 

 

เมื่อใชคา r = 120    X คือระยะระหวางเคร่ืองหมายโมเลกุลมีหนวย cM  G คือขนาดประมาณของ

จีโนมมหีนวย cM (Bishop et al., 1983) 
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G = 7970.42 cM     ,  r = 120       ,    X ; (3,984/232)= 17.17 

 

= 2(120)      {(1- 17.17 )284 – (1-17.17)284} + (1-120*17.17)(1-17.17)283 
       284           2*7970.42         7970.42              7970.42        7970.42 
 
 

= 240    {(1- 0.0013 )284 – (1-0.0026)284} + (1-0.316)(1-0.0026)283 
     284                     

  = [240/284 x (0.566 – 0.426] + (0.684)(0.426) 

  = (240/284)(0.140) + 0.291 

  = 0.188+0.291 

  = 0.479 

คํานวณสัดสวนของแผนที่พนัธุกรรม ที่สรางไดเทยีบกับขนาดประมาณจีโนม 

            E(Cn)   =    1-ρ1,n 

                        =    1-0.479 

                        =     0.521=52.1% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ประวัติการศกึษา 
 

ชื่อ    พัทธนินัท   ภูมิพันธ 

วันเดือนปเกิด   19 มนีาคม  2525 

วุฒิการศึกษา   วิทยาศาสตรบัณฑิต  

(ต้ังแตระดับปริญญาตรี)  มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 

 

 

 

 

 

 

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


