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บทที่ 3 
 

วิธีการวิจัย 
 

1. พันธ์ุปาล์มนํา้มัน 
 

ในงานวิจยันี ้ตวัอยา่งปาล์มนํา้มนัท่ีใช้ได้มาจาก 2 แหลง่คือ บริษัทโกลเด้น 
เทนเนอร่า และศนูย์วิจยัปาล์มจงัหวดัสรุาษฏ์ธานี (ศวป.สฏ.) (ตารางท่ี 3.1) ซึง่ปาล์มนํา้มนัท่ีใช้มี
ดงันี ้ คือ Elaeis guineensis ทัง้จาก 2 แหลง่ จากบริษัทโกลเด้นเทนเนอร่า 7 ต้น และศนูย์วิจยั
ปาล์ม 48 ต้น, Elaeis oleifera จากศนูย์วิจยัปาล์มจงัหวดัสรุาษฏ์ธานีจํานวน 4 ต้นเพ่ือวิเคราะห์
ประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายท่ีพฒันาได้เม่ือใช้ในพืชตา่งสปีชีส์ และมะพร้าว (Cocos nucifera ) 
เพ่ือวิเคราะห์ประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายในพืชข้ามจีนสัในตระกลูเดียวกนั นอกจากนีย้งัศกึษา
โพลิมอร์ฟิซมึของปาล์มนํา้มนัใน clone B และ clone D ซึง่เป็นพ่อและแม่ของประชากรลกูผสม
สําหรับสร้างแผนท่ีและเพ่ือวิเคราะห์แนวโน้มการกระจายตวัของเคร่ืองหมายในลกูผสม F1 จํานวน 
10 ต้น  
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ตารางท่ี 3.1 
พนัธุ์ตวัอยา่งปาล์มนํา้มนั มะพร้าว  

No. Accession Pedigree Source Fruit Type 
1 101/2D AVROS ศวป.สฏ. Dura 
2 101/177D AVROS ศวป.สฏ. Dura 
3 101/93P AVROS ศวป.สฏ. Pisifera 
4 101/95 AVROS ศวป.สฏ. Pisifera 
5 101/49 AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
6 101/386 AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
7 109/300D Calabar ศวป.สฏ. Dura 
8 109/286P Calabar ศวป.สฏ. Pisifera 
9 109/319P Calabar ศวป.สฏ. Pisifera 
10 109/284T Calabar ศวป.สฏ. Tenera 
11 109/298T Calabar ศวป.สฏ. Tenera 
12 122/1446T Calabar-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
13 116/182D DAMI ศวป.สฏ. Dura 
14 116/269D DAMI ศวป.สฏ. Dura 
15 116/179P DAMI ศวป.สฏ. Pisifera 
16 116/206P DAMI ศวป.สฏ. Pisifera 
17 116/116T DAMI ศวป.สฏ. Tenera 
18 116/233T DAMI ศวป.สฏ. Tenera 
19 141/158T DAMI ศวป.สฏ. Tenera 
20 141/1345T DAMI ศวป.สฏ. Tenera 
21 65/239D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
22 67/740D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
23 67/791D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
24 69/903D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
25 69/955D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
26 76/120D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
27 79/339D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
28 89/1853D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
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ตารางท่ี 3.1 (ตอ่) 
No. Accession Pedigree Source Fruit Type 
29 91/1617D Deli Dura ศวป.สฏ. Dura 
30 114/177D Ghana ศวป.สฏ. Dura 
31 114/198D Ghana ศวป.สฏ. Dura 
32 114/172P Ghana ศวป.สฏ. Pisifera 
33 114/175T Ghana ศวป.สฏ. Tenera 
34 114/197T Ghana ศวป.สฏ. Tenera 
35 125/154T Ghana-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
36 133/1433T Ghana-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
37 140/102T Ghana-Yangambi ศวป.สฏ. Tenera 
38 KB/68D Kazemba ศวป.สฏ. Dura 
39 129/1426T La Me-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
40 138/391T La Me-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
41 110/760D Nigeria ศวป.สฏ. Dura 
42 110/763D Nigeria ศวป.สฏ. Dura 
43 110/444P Nigeria ศวป.สฏ. Pisifera 
44 110/65T Nigeria ศวป.สฏ. Tenera 
45 110/66T Nigeria ศวป.สฏ. Tenera 
46 159/398T Tanzania ศวป.สฏ. Tenera 
47 112/427T Yangambi ศวป.สฏ. Tenera 
48 132/1415T Yangambi-AVROS ศวป.สฏ. Tenera 
49 R3/11PA - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Pisifera 
50 R4/16DA - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Dura 
51 R8/9DB - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Dura 
52 R9/15DA - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Dura 
53 PBR16/6 - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Pisifera 
54 DBR12/7 - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Dura 
55 PBR17/14 - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Pisifera 
56 clone B - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Tenera 
57 cloneD - บ.โกลเด้นเทนเนอร่า Tenera 
58 48 Oleifera - ศวป.สฏ. - 
59 57 Oleifera - ศวป.สฏ. - 
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ตารางท่ี 3.1 (ตอ่) 
No. Accession Pedigree Source Fruit Type 
60 58 Oleifera - ศวป.สฏ. - 
61 164 Oleifera - ศวป.สฏ. - 
62 coconut - - - 

 
2. วิธีทดลอง 
 

2.1 การค้นหา EST-SSR โดยการทาํเหมืองข้อมูล  
ในงานวิจยันีนํ้าข้อมลูของลําดบันิวคลีโอไทด์ของ EST จากฐานข้อมลู 2 แหลง่ 

แหลง่แรก คือ PalmGenes (http://palmoilis.mpob.gov.my/palmgenes.html) ซึง่เป็นฐานข้อมลู
สาธารณะ EST ของปาล์มนํา้มนัจากประเทศมาเลเซีย ซึง่สร้างฐานข้อมลู EST โดยวิธีการโคลนยีน
ด้วยวิธีมาตรฐานแล้วทําการหาลําดบัเบส EST (Brown et al., 1996; Paterson, 1996) จํานวน 
5,610 กลุ่มและ ฐานข้อมูลจีโนมปาล์มนํา้มันของประเทศไทย โดยศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (BIOTEC) โดยหาลําดบัเบสด้วยวิธี pyrosequencing (Cole et al., 
2009)  จํานวน 75,948 ลําดบัเบส จากนัน้ทําการจดักลุม่ (assemble และ clustering ) ของข้อมลู
นิวคลีโอไทด์ โดยการใช้โปรแกรม CAP3 (Huang and Madan, 1999) เพ่ือให้ได้ข้อมลู 2 กลุม่ คือ 
singlets และ contigs นําข้อมลูท่ีได้ทัง้หมดค้นหา EST ท่ีมีลําดบัเบสของ SSR โดยใช้โปรแกรม 
WebTROLL (Martins et al., 2009) กําหนดชดุซํา้ของ mono-, di-, tri-, tetra-, penta- และ hexa 
nucleotide ให้มีจํานวนซํา้ 10, 5, 5, 3, 3 และ 3 ตามลําดบั และคดักรองชดุเบสซํา้แท้จริง โดยใช้
โปรแกรม RepeatMasker Web Server (Arian and Robert, 2003) ซึง่ทําการคดักรองลําดบัเบส
ซํา้ท่ีเป็น interspersed repeats และ low complexity ออก จากนัน้นําข้อมลู EST-SSRs 
วิเคราะห์หน้าท่ีโปรตีนคาดหมายโดยใช้โปรแกรม Blast2Go (Conesa et al., 2005) โดยทําการ
วิเคราะห์ความคล้ายคลงึกบัฐานข้อมลูโปรตีน (BLASTX) กบัฐานข้อมลูของ NCBI โดยกําหนด 
เปอร์เซน็ต์ similarity และ E-value  เท่ากบั 75% และ 10-6 ตามลําดบั 
 
 2.2 การออกแบบไพรเมอร์ 

นําข้อมลู EST ท่ีมี SSRs จํานวน 1,570 ตําแหน่ง ทําการออกแบบไพรเมอร์ โดยการ 
ใช้โปรแกรม Primer3 (Steve and Helen, 2000) โดยการออกแบบไพรเมอร์นัน้ จะเลือกไพรเมอร์
จาก EST ท่ีมีชดุซํา้ของ mono-, di-, tri-, tetra-, penta- และ hexa nucleotide ให้มีจํานวนซํา้ 16, 
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7, 6, 5, 4 และ 4 ตามลําดบั กําหนดขนาดของผลผลิตพีซีอาร์อยู่ในช่วง 100-300 คูเ่บส และ
กําหนด Tm ของเคร่ืองหมายแตล่ะเคร่ืองหมายให้อยู่ในช่วง 50-60oC ทําการตัง้ช่ือเคร่ืองหมายดี
เอ็นเอ EST-SSRs จะใช้ตวัอกัษรว่า PESTM ซึง่ย่อมาจาก palm EST marker แล้วตามด้วยลําดบั
ของไพรเมอร์ เช่น PESTM1 ยอ่มาจาก palm EST marker ลําดบัท่ี 1 เป็นต้น 
 

2.3 การสกัดดเีอน็เอ 
สกดัดีเอ็นเอด้วยวธีิการ cetyltrimethylammonium bromide (CTAB method)  

ขัน้ตอนการสกัดทําตามวิธีของ Gawel and Jarnet (1991) แต่ได้มีการปรับเปลี่ยนเพ่ือให้
เหมาะสมกบัตวัอย่างพืชท่ีใช้ในงานวิจยัดงันี ้เร่ิมจากการนําตวัอย่างใบอ่อนประมาณ 500 กรัม 
(3-4 ใบ) ใสล่งในโกร่งและเติมไนโตรเจนเหลวให้ท่วมตวัอย่าง บดตวัอย่างใบด้วยท่ีบดให้ละเอียด
ในขณะท่ีไนโตรเจนเหลวยงัไม่ระเหยไป ใส ่CTAB extaction buffer (20 mM EDTA, 100 mM 
Tris-HCl pH. 8.0, 1.4 M NaCl, 2% (W/V) CTAB ผสมกบั 0.1% ของ β-mercaptoethanol เม่ือ
ต้องการใช้) ท่ีอุ่นให้ร้อนแล้วท่ีอณุหภมูิ 65 oC  ประมาณ 10 มิลลิลิตร ลงไปผสมกบัตวัอย่างใบท่ี
บดละเอียดแล้ว (ต้องใสก่่อนท่ีตวัอยา่งใบจะละลาย) ใช้ท่ีบดคนสารละลายบฟัเฟอร์ให้ผสมเข้ากบั
ตวัอย่างใบท่ีบดแล้ว จากนัน้เทสารละลายลงในหลอด centrifuge ขนาด 50 มิลิลิตร นําไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 65 oC นาน 30 นาที เขย่าตวัอย่างเป็นครัง้คราว หลงัจากนัน้นําตวัอย่างออกมาตัง้ทิง้ไว้
ให้เย็นท่ีอณุหภมูิห้อง จากนัน้ตกตะกอนโปรตีนโดยเติม chloroform : isoamyalcohol (24:1, V/V) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขย่าให้สารละลายผสมเข้ากันดี ทําการป่ันแยกสารละลายดีเอ็นเอท่ี
ความเร็วรอบ 4,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ปิเปตสารละลายส่วนใสของดีเอ็นเอด้านบนด้วย 
Pasteur pipette ใสล่งในหลอดทดลอง centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตรหลอดใหม่ แล้วคอ่ยๆเติม 
absolute ethanol ท่ีเย็นจดัในปริมาตรสองเท่าตวัของสารละลายท่ีได้เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ เม่ือ
ปิดฝาหลอดแล้วพลิกหลอดไปมาหลายๆ ครัง้จนกระทัง่เห็นสายดีเอ็นเอเกาะตวัเป็นก้อน จากนัน้
เก่ียวสายดีเอ็นเอขึน้มาจาก absolute ethanol โดยใช้แท่งแก้วท่ีงอเป็นขอเก่ียว ล้างดีเอ็นเอใน
หลอดทดลอง centrifuge ท่ีมี 70% ethanol หลงัจากนัน้นําดีเอ็นเอออกไปใส่หลอดทดลอง 
microfuge ท่ีมี 0.2 M NaAc 1 มิลลิลิตร แช่ดีเอ็นเอนาน 10 นาที แล้วนําดีเอ็นเอออกไปใสใ่น
หลอดทดลอง microfuge ท่ีมี 0.01 M NH4Ac 1 มิลลิลิตร เพ่ือล้างดีเอ็นเอประมาณ 10 วินาที 
จากนัน้ทําให้ดีเอ็นเอแห้งโดยสมัผสักบักระดาษกรอง เม่ือดีอ็นเอแห้งนํามาละลายในหลอดทดลอง 
microfuge ท่ีมี 50 ไมโครลิตรของ TE buffer pH 8.0 (10 mM Tris HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 
จ ากนั น้ ทํ า ก า ร วั ด ค ว าม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง ดี เ อ็ น เ อ ท่ี ไ ด้ ด้ ว ย เ ค ร่ื อ ง วั ด ก า ร ดู ด ก ลื น แส ง 
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(spectrophotometer) ท่ีความยาวแสง 260 และ 280 นาโนเมตร เทียบกบัการเรืองแสงของแถบดี
เอ็นเอด้วยเคร่ืองอิเลคโตรโฟลิซีส (agarose gel electrophoresis) จากนัน้ทําการเก็บรักษา
สารละลายดีเอ็นเอท่ีอณุหภมูิท่ี -20 oC 
  

2.4 การทาํปฏกิิริยาพีซีอาร์ของเคร่ืองหมาย EST-SSR และเคร่ืองหมาย gSSR 
  นําดีเอ็นเอปาล์มมาวิเคราะห์ประสทิธิภาพของเคร่ืองหมาย EST-SSR โดยใช้ 
ไพรเมอร์ท่ีพฒันาได้ และเคร่ืองหมาย gSSR ท่ีได้จากการวิจยัของ Billotte et al. (2005, pp.754-
765) จํานวน 33 คูไ่พรเมอร์ โดยใช้องค์ประกอบของปฎิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 20 μl 
ประกอบด้วย 2 μl 10X PCR buffer, 25 mM MgCl2, 5 U/μl ของเอนไซม์ Tag polymerase, 2.0 
mM dNTPs, 2.5 pmole/μl ไพรเมอร์ และ 10 ng ดีเอ็นเอต้นแบบ อณุหภมูิในการทําพีซีอาร์ 
ประกอบด้วยอณุหภมูิ denature ท่ี 95 oC นาน 1 นาที และ 94 oC นาน 3 นาที ตามด้วยรอบ
อณุหภมูิท่ีใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 35 รอบ ท่ี 94 oC นาน 30 วินาที อณุหภมู ิannealing ตาม
ความเหมาะสมของไพรเมอร์แตล่ะคูน่าน 1 นาที 30 วินาที และอณุหภมูิ extension 72 oC นาน 
30 วินาที ตรวจสอบผลเบือ้งต้นด้วยการแยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า 2% agarose gel 
electrophoresis แล้วนําไปวิเคราะห์หาโพลีมอร์ฟิซมึใน 6% polyacrylsmide gel 
electrophoresis แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยซลิเวอร์ไนเตรทโดยวิธีการของ Benbouza et al., 
(2006) จากนัน้อา่นผลและวิเคราะห์โพลมิอร์ฟิซมึในตวัอยา่งปาล์ม  
 
 

2.5 การประเมินประสิทธิภาพของเคร่ืองหมาย EST-SSR 
  ทําการวิเคราะห์โพลิมอร์ฟิซึมเพ่ือการศึกษาความแตกต่างระหว่างปาล์มนํา้มนั 
Elaeis guineensis ท่ีได้จาก 2 แหลง่ คือบริษัทโกลเด้นเทนเนอร่าและศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎร์ธานี 
ความแตกตา่งระหว่างพืชข้ามสปีชีส์ คือ Elaeis oleifera และความแตกตา่งระหว่างพืชข้ามจีนสั 
คือมะพร้าว (Cocos nucifera) พารามิเตอร์ท่ีศกึษาประกอบด้วย 
 1) การวิเคราะห์จํานวนแอลลีลเฉล่ียตอ่ตําแหน่ง (number of alleles per locus) 
โดยนับจํานวนแอลลีลท่ีศึกษาทัง้หมดทุกตําแหน่ง แล้วนํามาหารด้วยจํานวนตําแหน่งของ
เคร่ืองหมายทัง้หมดท่ีทําการศกึษา 
 

n =  ∑ni 
              K 

K 
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 โดย  K  = จํานวนโลไซ 
   ni = จํานวนแอลลีลในแตล่ะโลกสั   
 2) การวิเคราะห์คา่ PIC (Polymorphism information content) เป็นการวิเคราะห์
ประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายท่ีแสดงความหลากหลายของแอลลีลของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ การ
วิเคราะห์คา่ PIC ในงานวิจยันีใ้ช้ปาล์มนํา้มนัท่ีเป็น Elaeis guineensis เท่านัน้ สตูรท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์คา่ PIC คํานวณจาก 
   

PIC  =  1-∑pi
2 - ∑∑2 pi

2 pj
2 

 
 เม่ือ p เป็นความถ่ีของแถบดีเอ็นท่ี j ของเคร่ืองหมายท่ี i (Botstein et al., 1980)  
  
 3) การวิเคราะห์คา่ discrimination power (D) เป็นคา่ท่ีแสดงถึงประสิทธิภาพของ
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการแยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของพืชตวัอยา่งท่ีศกึษา โดยการวิจยันี ้
ใช้ปาล์มนํา้มนัท่ีเป็น Elaeis guineensis เท่านัน้ โดยคํานวณจาก 
 

D =  1-C = 1-∑pj Npj -1 
 

เม่ือ  D  เป็นคา่ประสทิธิภาพการแยกความแตกตา่ง 
 C เป็นคา่ความนา่จะเป็นท่ีพืชตวัอยา่งท่ีศกึษาจะมีพนัธุกรรมเหมือนกนั 
 pj เป็นคา่ความถ่ีของแถบดีเอ็นเอท่ี I เคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ี j 
 N จํานวนพืชตวัอยา่งทัง้หมดท่ีศกึษา 
 I เป็นจํานวนแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ี j (Sarri et al., 2006) 
 
 4) การวิเคราะห์เฮเทอโรไซโกซิตี ้(heterozygosity) หมายถึงความถ่ีของเฮเทอโรไซ
โกตีต้อ่ยีน 1 ตําแหน่ง จะคํานวณทัง้คา่จริง (H0) และคา่ตามทฤษฎี (He) โดยท่ีคา่ 
 H0 (observed heterozygosity)หรือ Heterozygosity คือ สดัสว่นของเฮเทอโรไซกสั 
จีโนไทป์เฉล่ียตอ่ตําแหน่ง คํานวณได้จากข้อมลูจริง 

i=1 i=1 j=i+1 

k k-1 k 

I 

i = 1 
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 He (expected heterozygosity) เรียกอีกอย่างหนึ่งว่า Gene Diversity เป็นคา่เฮเทอ
โรไซโกซตีิท่ี้ได้จากการคํานวณทางอ้อม โดยตัง้สมมตุฐิานวา่ประชากรนัน้อยูใ่นสภาพสมดลุ ดงันัน้
ความถ่ีจีโนไทป์โฮโมไซโกต p2+q2 และ ความถ่ีของเฮเทอโรไซโกต = 1-(p2+q2) สามารถ
เปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งระหว่าง H0 และ He โดยวิธีทดสอบไคสแควร์ (X

2 ) = (H0 - He)2 / He 
เพ่ือทดสอบความเบ่ียงเบนจากสมดลุฮาร์ดี – ไวน์เบอร์ก (Hardy – Weinberg principle)  
 
  5) คา่ FST  คือ คา่สมัประสิทธ์ิท่ีแสดงถึงการผสมภายในสายพนัธุ์ท่ีแสดงถึงความ
แตกต่างของความถ่ีจีโนไทป์เฮเทอโรไซโกสระหว่างประชากรย่อยกับประชากรรวม ซึ่งคํานวณ
โปรแกรม PopGene (Francis C., 1999) จากสตูร 
 

FST = (HT – HS) / HT = 1- (HS / HT) 
 

 เม่ือ HT  คือความหลากหลายทางพนัธุกรรมทัง้หมด หรือคา่คาดหมายเฮเทอโรไซ
โกซตีิใ้นประชากรทัง้หมดโดยประมาณจากคา่ความถ่ีแอลลีลรวม 
    HS คือค่าเฉล่ียค่าคาดหมายเฮเทอโรไซโกซิตีท่ี้ประมาณจากประชากรย่อย
ในแตล่ะประชากร 
 
 6) การวิเคราะห์คา่ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม ใช้ข้อมลูการให้คะแนนแถบดีเอ็นเอ
แบบ co-dominamt เพ่ือหาค่าความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม (genetic similarity) เพ่ือสร้าง 
dendrogram โดยวิธี unweighted pair-group method with arithmetic means (UPGMA) 
(Sneath and Sokal, 1973) โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc ver 2.02  
 
 7) วิเคราะห์ความแปรปรวนทางพนัธุกรรม โดย Analysis of molecular variance 
(AMOVA, Excoffier et al., 1992) โดยทําการวิเคราะห์ค่า FST ซึง่เป็นค่าการวิเคราะห์ความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมของประชากรปาล์ม และวิเคราะห์โครงสร้างพันธุกรรมของประชากร
ปาล์มนํา้มนั ด้วยโปรแกรม  STRUCTURE (Pritchard and Falush, 2007) โดยการวิเคราะห์
โครงสร้างทางพนัธุกรรมจะแบ่งเป็นสองส่วนคือ การวิเคราะห์โครงสร้างในตวัอย่างพันธุ์ปาล์ม
จํานวน 57 ตวัอย่างท่ีประกอบด้วยพนัธุ์ปาล์มจากบริษัทโกลเด้นเทเนอร่าจํานวน 9 ตวัอย่างและ
พันธุ์ปาล์มจากศูนย์วิจัยปาล์มสุราษฎร์ธานีจํานวน 48 ตัวอย่าง และการวิเคราะห์โครงสร้าง
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พนัธุกรรมในพนัธุ์ปาล์มจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎร์ธานีจํานวน 48 ตวัอยา่ง  โดยขัน้แรกในการ
วิเคราะห์จะทําการจดักลุ่มประชากร โดยดคู่าความเป็นไปได้ของจํานวนกลุ่มประชากร (K) โดย
พิจารณาจากคา่ Variance of ln likelihood ( Var[LnP(D)]) ท่ีมีคา่มากท่ีสดุ เม่ือทําการจดักลุม่
ของประชากรแล้ว จากนัน้ทําการวิเคราะห์โครงสร้างในตวัอย่างพนัธุ์ปาล์ม โดยกําหนดค่าความ
น่าจะเป็นของกลุม่พนัธุ์ท่ีมีฐานพนัธุกรรมจากแหลง่เดียวกนั (Q) อยา่งน้อย 70%   
 

2.6 การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมาย EST-SSR และ gSSR 
 นําไพรเมอร์ EST-SSR ท่ีออกแบบได้และแสดงโพลิมอร์ฟิซมึในปาล์มนํา้มนั Elaeis 
guineensis  และเคร่ืองหมาย genomic SSR (gSSR) ท่ีได้จากการวิจยัของ Billotte et al. (2005, 
pp.754-765) จํานวน 33 คูไ่พรเมอร์มาวิเคราะห์และเปรียบเทียบคา่ PIC และ D ของเคร่ืองหมาย 
EST-SSR และ gSSR เปรียบเทียบกนั เพ่ือดปูระสิทธิภาพของเคร่ืองหมาย EST-SSR ท่ีพฒันาได้
ว่ามีความสามารถในการแยกความแตกตา่งของปาล์มนํา้มนัใกล้เคียงกบัเคร่ืองหมาย gSSR โดย
การวิเคราะห์คา่ PIC คํานวณโดยใช้โปรแกรม PowerMarker (Jack Liu, 1996) 
 

2.7 การศึกษาการกระจายตวัในลูกผสม F1 ที่เกิดระหว่าง clone B และ clone D 
 ทําการวิเคราะห์แนวโน้มการกระจายตวัของเคร่ืองหมาย EST-SSR ในประชากร 

ลกูผสม F1 ท่ีได้จากการผสมระหว่าง clone B และ clone D ใช้ลกูผสม 10 ต้นคดัเลือกโดยการสุม่
ตวัอย่างเพ่ือดคูวามสอดคล้องกบัการกระจายตวัของเมนเดล โดยเคร่ืองหมาย EST-SSR ท่ีใช้
วิเคราะห์ ต้องแสดงโพลิมอร์ฟิซมึใน clone B, clone D และลกูผสม F1 จํานวน 10 ตวัอย่าง 
จากนัน้อ่านค่าโพลิมอร์ฟิซึมแบบ co-dominant marker ดแูอลลีลและจีโนไทป์ของพ่อและแม ่
(clone B และ clone D) ซึง่ในลกูจะมีรูปแบบของแอลลีลและจีโนไทป์ตามกฎของเมนเดล จีโน
ไทป์ ab x aa มีอตัราสว่น aa:ab เป็น 1:1, จีโนไทป์ aa x ab มีอตัราสว่น  ab:aa เป็น 1:1, จีโน
ไทป์ ab x ab มีอตัราสว่น aa:ab:bb เป็น 1:2:1 และจีโนไทป์แบบ ab x ac มีอตัราส่วน 
ab:ac:bb:bc เป็น 1:1:1:1 และการอ่านคา่แบบ dominant marker การอ่านคา่ a เท่ากบัมีแถบดี
เอ็นเอปรากฏ การอ่านคา่ o เท่ากบัไม่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏ การกระจายตวัในลกูตามกฏของเมน
เดล จีโนไทป์แบบ ao x oo หรือ oo x ao มีอตัราสว่นการปรากฏแถบดีเอ็นเอและไม่ปรากฏแถบดี
เอ็นเอเท่ากบั 3:1  
 

2.8 การวิเคราะห์ linkage disequilibrium 
 ทําการวิเคราะห์คา่ linkage disequilibrium (LD) โดยการวิเคราะห์คา่ r2 ( the  
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square of correlation coefficient ) ระหว่างแอลลีลของแตล่ะคูไ่พรเมอร์ โดยตัง้สมมติฐานว่า
ตวัอย่างของปาล์มนํา้มนัเป็นประชากรมีการผสมกนัแบบสุม่ด้วยโปรแกรม PowerMarker (Jack 
Liu, 1996) ทดสอบสมมติฐานแบบ exact test ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 ในแตล่ะตําแหน่งของแอล
ลีล โดยแตล่ะแอลลีลท่ีใช้ในการวิเคราะห์ต้องเป็นไปตาม H-W equilibrium ดงันัน้ก่อนท่ีจะทําการ
วิเคราะห์คา่ LD ต้องทําการวิเคราะห์คา่ H-W equilibrium ในแตล่ะตําแหน่งของแอลลีล โดยใช้
เคร่ืองหมายทัง้หมด 29 เคร่ืองหมายประกอบด้วยเคร่ืองหมาย EST-SSR จํานวน 19 เคร่ืองหมาย
และ gSSR จํานวน 10 เคร่ืองหมาย โดยเคร่ืองหมายทัง้ 29 เคร่ืองหมายนีป้รากฏในแผนท่ี
พนัธุกรรมของปาล์มนํา้มนัในประชากรลกูผสม F1 ท่ีเกิดจากการผสมของ clone B และ clone D 
ตามงานวิจัยของกิตติพฒัน์ อุโฆษกิจ (ภาคผนวก ง) โดยวิเคราะห์จากโปรแกรม PowerMarker 
(Jack Liu., 1996) โดยทําการวิเคราะห์คา่ P-value แบบ exact test ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 ทัง้ 
29 เคร่ืองหมาย จากนัน้ทําการวิเคราะห์หาความสมัพนัธ์ระหว่างประชากรรวมและแต่ละกลุ่ม
ประชากรยอ่ย (FST) ในแตล่ะเคร่ืองหมาย 


