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บทที่ 4 
 

ผลของการวจิัย 
 
1. การค้นหาและพัฒนา EST-SSR โดยการทาํเหมืองข้อมูล 

ในงานวิจยัเบือ้งต้นได้นําเฉพาะฐานข้อมลู EST ของ PalmGenes จดักลุม่โดย 
โปรแกรม MetaGenome GAMBLER (Insilico biology, Yokohama, Japan) ได้ข้อมลูทัง้หมด 
3,288 กลุ่ม ประกอบด้วย singlet 2,992 กลุ่ม และ contig 812 กลุ่ม จากนัน้ใช้โปรแกรม 
WebTROLL และ RepeatMasker เพ่ือค้นหา EST ท่ีมี SSR พบว่าได้ข้อมลู EST-SSRs จํานวน 
151 กลุม่ โดยลําดบัเบสชนิด mononucleotide พบมากท่ีสดุคือ 43 ซํา้ (28.18%) รองลงมาคือ 
di-, tri-, tetra-, penta-, hexa- และ compound nucleotide จํานวน 39 (25.83%), 31 (20.53%), 
28 (18.54%), 4 (2.65%), 5 (3.31%) และ 14 (9.27%) ตามลําดบั 

ในงานวิจยันีนํ้าข้อมลูของลําดบันิวคลีโอไทด์ของ EST จากฐานข้อมลู 2 แหลง่  
แหล่งแรก คือ PalmGenes ซึ่งเป็นฐานข้อมลูสาธารณะ EST ของปาล์มนํา้มนัจากประเทศ
มาเลเซีย ประกอบด้วย EST ทัง้หมด 5,610 กลุ่ม และฐานข้อมลูลําดบัเบสปาล์มนํา้มนัของ
ประเทศไทย จํานวน 75,948 ลําดับเบส นําข้อมูลทัง้หมดทําการจัดกลุ่ม (assemble และ 
clustering )โดยโปรแกรม CAP3 ได้ข้อมลูจํานวน 47,256 กลุม่ ประกอบด้วย singlet 46,328 
กลุม่ และ contig 928 กลุม่ จากนัน้ใช้โปรแกรม WebTROLL และ RepeatMasker เพ่ือค้นหา 
EST ท่ีมี SSR พบว่าได้ข้อมลู EST-SSRs จํานวน 1,570 กลุม่ โดยจดักลุม่ตามชนิดลําดบัเบสซํา้
ของ EST-SSRs ท่ีมีทัง้หมด 6 ชนิด คือ Mononucleotide, Dinucleotide, Trinucleotide, 
Tetranucleotide, Pentanucleotide และ Hexanucleotide ชนิดลําดบัเบสซํา้ (motif types) ท่ี
ปรากฏมากท่ีสดุคือ Mononucleotide 68.78% (1,181) รองลงมากคือ Dinucleotide 15.08% 
(259) โดยพบว่า EST-SSRs ชนิด Mononucleotideประกอบไปด้วย motif แบบหนึ่งเบสซํา้ มี
รูปแบบ 2 รูปแบบ คือ A/T และ G/C โดย motif ท่ีพบมากคือ A/T จํานวน 1,152 คดิเป็นเปอร์เซน็ต์
ความถ่ี 67.09 โดยจํานวนซํา้ของ A/T ท่ีพบมากท่ีสดุคือ 11-15 ชดุซํา้ มีจํานวน 707 EST (ตาราง
ท่ี 4.1) 
 ชนิดลําดบัเบสซํา้แบบ Dinucleotide ประกอบไปด้วย motif แบบสองเบสซํา้ มี
รูปแบบ 4 รูปแบบ คือ AC/GT, AG/CT, AT/TA และGC/CG โดย motif ท่ีพบมากคือ AG/CT 
จํานวน 150 ซํา้ คดิเป็นเปอร์เซน็ต์ความถ่ี 8.74% ของลําดบัเบสซํา้ชนิด Dinucleotide โดยจํานวน
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ซํา้ของ AG/CT ท่ีพบมากท่ีสดุคือ 6 ชดุซํา้ และพบ motif แบบ  AT/TA, AC/GTและGC/CG 
จํานวน 67, 34 และ 8 ซํา้ตามลําดบั (ตารางท่ี 4.1) 
 ชนิดลําดบัเบสซํา้แบบ Trinucleotide ประกอบไปด้วย motif แบบสามเบสซํา้ มี
รูปแบบ 10 รูปแบบ คือ CAG/CTG, TTC/GAA, CAT/ATG, AAG/CTT, CCA/TGG, ATT/AAT, 
GCG/CGC, AGG/CCT, TAG/CTA และ GAC/GTC โดย motif ท่ีพบมากคือ TTC/GAA, 
ATT/AAT และ CAG/CTG ซึง่พบ 36, 31 และ 28 ซํา้ตามลําดบั โดยจํานวนซํา้ของ TTC/GAA พบ
มากท่ีสดุคือ 5 ชดุซํา้ ในขณะท่ีจํานวนซํา้ของ ATT/AAT และ CAG/CTG ท่ีพบมากท่ีสดุคือ 5 ชดุ
ซํา้เช่นกนั (ตารางท่ี 4.1) 
 ชนิดลําดบัเบสซํา้แบบ Tetranucleotide ประกอบไปด้วย motif แบบสี่เบสซํา้ 
ปรากฏเพียง 17 โดยจํานวนซํา้ของ AAAT/ATTT, AAAG/CTTT และ TATG/CATA พบมากท่ีสดุ
คือ 25, 10 และ 8 ชดุซํา้ตามลําดบั ซึง่จํานวนซํา้ของลําดบัเบสท่ีพบมากทัง้สามชนิดมีชดุซํา้ท่ีมาก
ท่ีสดุคือ 5 ชดุซํา้ ในขณะท่ีชนิดลําดบัเบสซํา้แบบ Pentanucleotide ประกอบด้วย motif แบบห้า
เบสซํา้จํานวนทัง้หมด 7 EST ซึง่ motif ท่ีพบมาก คือ AAAAT/ATTTT, TTTTC/GAAAA และ 
TGGGG/CCCCA พบจํานวน 12, 12 และ 3 ซํา้ตามลําดบั และชนิดลําดบัเบสซํา้แบบ 
Hexanucleotide พบว่ามีจํานวนซํา้เป็นจํานวนน้อยมากเม่ือเทียบกับชนิดลําดับเบสซํ า้ 
Mononucleotide, Dinucleotide, Trinucleotide , Tetranucleotide และ Pentanucleotide โดย 
Hexanucleotide จะประกอบด้วย motif ทัง้หมด 14 รูปแบบ (ตารางท่ี 4.1) 
 นอกจากการจดัจําแนกตามชนิดของลําดบัเบสซํา้และการพิจารณา motif แล้ว ได้ทํา
การพิจารณาการจดัจําแนกลําดบัเบสซํา้ตามรูปแบบของการปรากฏลําดบัเบสซํา้ได้ 3 กลุ่ม
ด้วยกนัคือ แบบท่ี 1 แบบ Perfect จะเป็นกลุม่ท่ีปรากฏลําดบัเบสซํา้เพียงชนิดเดียวในหนึ่ง EST-
SSR เช่น ….(AT)n…. แบบท่ี 2 แบบ Imperfect จะเป็นกลุม่ท่ีปรากฏลําดบัเบสซํา้เพียงชนิดเดียว
แตส่ามารถเกิดขึน้ได้หลายตําแหน่งภายในหนึ่ง EST-SSR เช่น …(AT)n…(AT)n… และแบบท่ี 3 
แบบ Compound จะเป็นกลุม่ท่ีปรากฏลําดบัเบสซํา้หลายชนิดและเกิดขึน้ได้หลายตําแหน่งในหนึง่ 
EST-SSR เช่น …(A)n…(AT)n… ผลจากการจดัจําแนก EST-SSR ตามรูปแบบการปรากฏลําดบั
เบสซํา้แสดงดงัตารางท่ี 4.2 จากการจดักลุ่มรูปแบบการปรากฏลําดบัเบสซํา้ พบว่ารูปแบบการ
ปรากฏลําดบัเบสแบบซํา้แบบ Perfect พบมากท่ีสดุ คือ 1,475 ตําแหน่ง คิดเป็น 93.95% ของ
จํานวนซํา้ สว่นรูปแบบการปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ Compound และImperfect พบว่ามีจํานวน
เท่าๆ กนั คือ 49 และ 46 ตําแหน่งตามลําดบั คิดเป็น 3.12 และ 2.93% ตามลําดบั โดยรูปแบบ
การปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ Compound  พบว่าลําดบัเบสซํา้ชนิด Mono-repeat, Di-repeat 
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และ Tetra-repeat มีจํานวนท่ีใกล้เคียงกนัคือ 16, 12 และ 12 ซํา้ตามลําดบั ในขณะท่ีการปรากฏ
ลําดบัเบสซํา้แบบ Imperfect พบวา่ลําดบัเบสซํา้ชนิด Mono-repeat พบมากท่ีสดุคือ 40 ซํา้     



49
 

ตา
รา
งที่

 4.
1 

คว
าม
ถี่ข
อง
ชนิ
ดลํ
าด
บัเ
บส
ซํา้
ใน

 E
ST

 ที่
มี 

SS
R 

SS
R

 T
yp

e 
M

ot
if

 

N
o.

 o
f 

re
pe

at
s 

To
ta

l/
m

ot
if

Fr
eq

ue
nc

y 
(%

) 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10

 
11

-
15

 
16

-
20

 
21

-
25

 
N

o.
 

w
it

hi
n 

 
ty

pe
 

M
on

on
uc

le
ot

id
es

 
A/

T 
  

  
  

  
  

  
  

38
3 

70
7 

59
 

3 
11

52
 

67
.0

9 

  
G

/C
 

  
  

  
  

  
  

  
10

 
18

 
1 

0 
29

 
1.

69
 

D
in

uc
le

ot
id

es
 

AG
/C

T 
  

  
  

74
 

29
 

15
 

9 
8 

14
 

  
1 

15
0 

8.
74

 

  
AT

/T
A 

  
  

  
22

 
24

 
15

 
2 

1 
3 

  
  

67
 

3.
9 

  
AC

/G
T 

  
  

  
9 

6 
11

 
2 

2 
3 

1 
  

34
 

1.
98

 

  
G

C/
CG

 
  

  
  

7 
1 

  
  

  
  

  
  

8 
0.

47
 

Tr
in

uc
le

ot
id

es
 

TT
C/

G
AA

 
  

2 
22

 
10

 
2 

  
  

  
  

  
  

36
 

2.
1 

  
AT

T/
AA

T 
  

  
15

 
4 

7 
2 

2 
  

1 
  

  
31

 
1.

81
 

  
CA

G
/C

TG
 

  
2 

12
 

8 
2 

3 
1 

  
  

  
  

28
 

1.
63

 

  
G

CG
/C

G
C 

  
  

5 
7 

2 
3 

2 
  

  
  

  
19

 
1.

11
 

  
AG

G
/C

CT
 

  
  

8 
7 

3 
  

  
  

  
  

  
18

 
1.

05
 

  
CC

A/
TG

G
 

  
  

3 
5 

1 
1 

  
  

  
  

  
10

 
0.

58
 

  
CA

T/
AT

G
 

  
  

4 
  

1 
  

1 
  

  
  

  
6 

0.
35

 

  
AA

C/
TT

G
 

  
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
2 

0.
12

 

  
TA

G
/C

TA
 

  
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
2 

0.
12

 

  
G

AC
/G

TC
 

  
  

1 
  

  
1 

  
  

  
  

  
2 

0.
12

 

Te
tr

an
uc

le
ot

id
es

 
AA

AT
/A

TT
T 

  
11

 
10

 
2 

2 
  

  
  

  
  

  
25

 
1.

46
 

  
AA

AG
/C

TT
T 

  
10

 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

10
 

0.
58

 

  
TA

TG
/C

AT
A 

  
6 

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
8 

0.
47

 

  
AC

CG
/C

G
G

T 
  

3 
  

2 
1 

  
  

  
  

  
  

6 
0.

35
 



50
 

 
ตา
รา
งที่

 4.
1 (
ตอ่

) 

SS
R

 T
yp

e 
M

ot
if

 

N
o.

 o
f 

re
pe

at
s 

To
ta

l/
m

ot
if

Fr
eq

ue
nc

y 
(%

) 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10

11
-

15
 

16
-

20
 

21
-

25
 

N
o.

 

w
it

hi
n 

 

ty
pe

 

  
TA

TC
/G

AT
A 

  
2 

3 
  

  
  

  
  

  
  

  
5 

0.
29

 

  
TC

G
C/

G
CG

A 
1 

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
CA

AA
/T

TT
G

 
  

  
3 

  
  

  
  

  
  

  
  

3 
0.

17
 

  
TG

CG
/C

G
CA

 
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
TA

AT
/A

TT
A 

  
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
2 

0.
12

 

  
G

AT
C/

CT
AG

 
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
TC

G
C/

G
CG

A 
1 

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
CG

AG
/C

TC
G

 
  

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
G

G
CA

/C
CG

T 
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
AA

CC
/G

G
TT

 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
AA

CT
/A

G
TT

 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
G

CA
A/

TT
G

C 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
CA

TC
/G

AT
G

 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

P
en

ta
nu

cl
eo

ti
de

s 
AA

AA
T/

AT
TT

T 
  

10
 

2 
  

  
  

  
  

  
  

  
12

 
0.

7 

  
TT

TT
C/

G
AA

AA
 

3 
6 

3 
  

  
  

  
  

  
  

  
12

 
0.

7 

  
TG

G
G

G
/C

CC
CA

 
  

  
3 

  
  

  
  

  
  

  
  

3 
0.

17
 

  
TC

TC
T/

AG
AG

A 
  

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
AT

AT
A/

TA
TA

T 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
AA

AG
C/

G
CT

TT
 

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 

  
AG

CA
C/

G
TG

CT
 

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 



51
 

 
ตา
รา
งที่

 4.
1 (
ตอ่

) 

SS
R

 T
yp

e 
M

ot
if

 

N
o.

 o
f 

re
pe

at
s 

To
ta

l/
m

ot
if

Fr
eq

ue
nc

y 
(%

) 

3 
4 

5 
6 

7 
8 

9 
10

 
11

-
15

 
16

-
20

 
21

-
25

 
N

o.
 

w
it

hi
n 

 

ty
pe

 

H
ex

an
uc

le
ot

id
es

 
AT

TT
TT

/A
AA

AT
 

  
1 

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
2 

0.
12

 

  
G

CG
AG

G
/C

CT
CG

C 
  

1 
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

2 
0.

12
 

  
G

AG
G

G
C/

G
CC

CT
C 

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 

  
G

AA
G

AG
/C

TT
CT

C 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
G

G
TC

TC
/G

AG
AC

C 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
CG

AT
TT

/A
AA

TC
G

 
  

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
AA

TT
TG

/C
AA

AT
T 

  
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 

  
G

CG
G

AG
/C

TC
CG

C 
  

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
G

G
CG

CC
/C

CG
CG

G
 

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 

  
TC

TT
TT

/A
G

AA
AA

 
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
TC

TC
CT

/A
G

G
AG

A 
  

1 
  

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
G

TG
G

G
A/

TC
CA

C 
  

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
G

G
G

AG
A/

TC
TC

CC
 

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

  
1 

0.
06

 

  
G

G
TT

AG
/C

CA
AT

C 
  

  
1 

  
  

  
  

  
  

  
  

1 
0.

06
 

  
To

ta
l 

7 
76

 
11

1 
15

7 
81

 
51

 
19

 
40

4 
74

6 
61

 
4 

17
17

 
10

0 

  
%

 
0.

41
 

4.
43

 
6.

46
 

9.
14

 
4.

72
 

2.
97

 
1.

11
 

23
.5

3 
43

.4
5 

3.
55

 
0.

23
 

10
0 

  



52 

ตารางท่ี 4.2 
ชนิดของลําดบัเบสซํา้และรูปแบบของการซํา้ของเคร่ืองหมาย EST-SSR ท่ีได้จากการทําเหมือง

ข้อมลู 
Repeat Class Perfect Imperfect Compound Total 

Mono-repeat 1034 40 16 1090 
Di-repeat 221 5 12 238 
Tri-repeat 130 1 8 139 
Tetra-repeat 53 12 65 
Penta-repeat 26 26 
Hexa-repeat 11 1 12 
Total 1475 46 49 1570 

% 93.949 2.9299 3.121 100 
 

   
2. การวิเคราะห์หน้าที่ของ EST-SSRs 

 เม่ือวิเคราะห์หน้าท่ีคาดหมายลําดบัเบส EST-SSRs เฉพาะในฐานข้อมลู  
PalmGenes จากจํานวน 151 EST-SSRs พบว่า 120 EST-SSRs (79.47%) เป็นยีนท่ีทราบหน้าท่ี
การทํางาน 4 EST-SSRs (2.3%) เป็นโปรตีนสมมตุฐิาน และสว่นท่ีเหลือ 27 EST-SSRs (17.88%) 
เป็น EST-SSRs ท่ีไมพ่บความคล้ายคลงึกบัข้อมลูในฐานข้อมลู และเม่ือทําการวิเคราะห์ความยาว
ของนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการเปรียบเทียบหน้าท่ี พบว่า ความยาวของนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์มีความยาวเฉลี่ยประมาณ 430  นิวคลีโอไทด์ (ฐานข้อมลู PalmGenes) และเม่ือ
วิเคราะห์ในฐานข้อมูลลําดับเบสปาล์มนํา้มันของศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาต ิ
จํานวน 1,419 EST-SSRs พบวา่ 69 EST-SSRs (4.93%) เป็นยีนท่ีทราบหน้าท่ีการทํางาน 1 EST-
SSRs (0.07%) เป็นโปรตีนสมมตุิฐาน และสว่นท่ีเหลือ 1,349 EST-SSRs (95%) เป็น EST-SSRs 
ท่ีไมพ่บความคล้ายคลงึกบัข้อมลูในฐานข้อมลู 

 ในขณะท่ีเม่ือทําการวิเคราะห์หน้าท่ีคาดหมายลําดบัเบส EST-SSRs ของฐานข้อมลู  
PalmGenes และของศูนย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแห่งชาติท่ีผ่านการ clustering ถูก
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Blast2Go จากจํานวน 1,570 EST-SSRs พบว่า 120 EST-SSRs เป็นยีนท่ี
ทราบหน้าท่ีการทํางาน 5 EST-SSRs เป็นโปรตีนสมมตุิฐาน  และสว่นท่ีเหลือ 1,445 EST-SSRs 
เป็น EST-SSRs  ท่ีไม่พบความคล้ายคลงึกบัข้อมลูในฐานข้อมลู (ภาคผนวก ก) ในการวิเคราะห์
หน้าท่ีคาดหมายลําดบัเบส EST-SSRs ท่ีมีความคล้ายคลงึกบัลําดบัเบสของยีน พบว่า 52 EST-
SSRs เก่ียวข้องกบัองค์ประกอบของเซลล์ 60 EST-SSRs เก่ียวข้องกบักระบวนการทํางานในระดบั
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โมเลกลุ และ 55 EST-SSRs ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการทางชีวภาพ และเม่ือทําการวิเคราะห์ความ
คล้ายคลึงของลําดบัเบส EST-SSRs ของปาล์มนํา้มนักบัพืชชนิดอ่ืนๆ  พบว่ามีความคล้ายคลึง
กบัข้าว (Oryza sativa) มากท่ีสดุเน่ืองมาจากปาล์มนํา้มนัจดัเป็นพืชใบเลีย้งเด่ียวเช่นเดียวกนั
กบัข้าว และข้าวเป็นพืชท่ีมีการศกึษาจีโนมได้ครบถ้วนแล้วและฐานข้อมลูของข้าวได้ถกูตีพิมพ์ใน
ฐานข้อมลูสาธารณะครบถ้วนเช่นเดียวกนั ดงันัน้จึงมีโอกาสท่ี EST-SSRs ของปาล์มนํา้มนัส่วน
ใหญ่จงึมีความคล้ายคลงึกบัข้าวมากกว่าพืชชนิดอ่ืนๆ และพบว่าลําดบัเบส EST-SSRs ของปาล์ม
นํา้มนัยงัมีความคล้ายคลงึกบัพืชในกลุม่ใบเลีย้งเด่ียวแล้ว นอกจากนีพ้บว่าลําดบัเบส EST-SSRs 
ของปาล์มนํา้มนัยงัมีความคล้ายคลงึกบัพืชใบเลีย้งคูร่องลงมา คือ องุ่น (Vitis vinifera) และอะรา
บิด๊อปซิส (Arabidopsis thaliana) เน่ืองจากองุ่นและอะราบิด๊อปซิสเป็นพืชใบเลีย้งคู่ท่ีถูก
ทําการศึกษาทางด้านพนัธุศาสตร์และมีข้อมลูเก่ียวกับลําดบัเบสไว้อย่างครบถ้วน นอกจากนีย้งั
พบว่าลําดบัเบส EST-SSRs ของปาล์มนํา้มนัยงัมีความคล้ายคลงึกบัลําดบัเบสของสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ
แตมี่ปริมาณท่ีไม่มาก และเม่ือทําการวิเคราะห์ความยาวของนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ
หน้าท่ี พบวา่ ความยาวของนิวคลีโอไทด์ท่ีใช้ในการวเิคราะห์มีความยาวเฉล่ียประมาณ 250 นิวคลี
โอไทด์ 

   
3. การออกแบบไพรเมอร์และวิเคราะห์เคร่ืองหมาย EST-SSRs ด้วยปฏกิิริยาพีซีอาร์ 

 จาก EST-SSRs ทัง้หมด 1,570 ลําดบัเบส ได้ทําการคดัเลือก EST-SSRs เพ่ือ 
ออกแบบไพรเมอร์โดยโปรแกรม Primer3 โดยใช้เกณฑ์การพิจารณาจากการปรากฏของจํานวนซํา้
เป็นจํานวนมาก เน่ืองจากเคร่ืองหมาย SSR ท่ีมีจํานวนซํา้มาก มีโอกาสเกิดโพลิมอร์ฟิซมึสงู ใน
งานวิจยันีไ้ด้คดัเลือกชดุซํา้ ดงันีคื้อ mono- , di- , tri- , tetra- , penta- และ hexa nucleotide ให้มี
จํานวนซํา้ 16, 7, 6, 5, 4 และ 4 ตามลําดบั พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ได้ 326 คูไ่พรเมอร์ 
แตจ่ากการศกึษาก่อนหน้านีใ้นฐานข้อมลูสาธารณะ PalmGenes ได้กําหนดชดุซํา้ของ mono- , 
di- , tri- , tetra- , penta- และ hexa nucleotide ให้มีจํานวนซํา้ 10, 5, 5, 3, 3 และ 3 ตามลําดบั 
สามารถออกแบบไพรเมอร์ได้ 48 คูไ่พรเมอร์ รวมมีไพรเมอร์ท่ีทําการออกแบบทัง้หมด 374 คูไ่พร
เมอร์ พบว่า 81 EST-SSRs เป็นยีนท่ีทราบหน้าท่ีการทํางาน 4 EST-SSRs เป็นโปรตีนสมมตุิฐาน 
และส่วนท่ีเหลือ 289 EST-SSRs เป็น EST-SSRs  ท่ีไม่พบความคล้ายคลึงกับฐานข้อมูล 
(ภาคผนวก ก) ในการวิเคราะห์หน้าท่ีคาดหมายลําดบัเบส EST-SSRs ท่ีมีความใกล้เคียงกบัลําดบั
เบสของยีน พบว่า 40 EST-SSRs เก่ียวข้องกบัองค์ประกอบของเซลล์ 47 EST-SSRs เก่ียวข้องกบั
กระบวนการทํางานในระดบัโมเลกลุ และ 42 EST-SSRs ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการทางชีวภาพ 
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 เม่ือทําการจดักลุม่ของไพรเมอร์ท่ีสงัเคราะห์ทัง้หมด 374 คูไ่พรเมอร์ (ภาคผนวก ก) 
โดยดกูารปรากฏของลําดบัเบสซํา้ พบว่า รูปแบบการปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ Perfect มากท่ีสดุ 
คือ 342 ซํา้ คิดเป็น 91.94% (ตาราง 4.3) ในจํานวนนีพ้บว่าเป็นการปรากฏลําดบัเบสซํา้ชนิด Di-
repeat สงูท่ีสดุคือ 143 ซํา้ รองลงมาเป็นชนิด Tri-repeat มีจํานวนซํา้ 86 ซํา้ และ Mono-repeat 
มีจํานวนซํา้ 65 ซํา้ ตามลําดบั สว่นรูปแบบการปรากฏลําดบัเบสซํา้ท่ีพบรองลงมาเป็นอนัดบัสอง
คือ รูปแบบการปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ Compound จํานวน 21 ซํา้ คิดเป็น 5.65% โดยรูปแบบ
การปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ Compound  พบว่าการลําดบัเบสซํา้ชนิด Mono-repeat และ Di-
repeat มีจํานวนใกล้เคียงกนั คือ 8 และ 7 ซํา้ตามลําดบั ในขณะท่ีการปรากฏลําดบัเบสซํา้แบบ 
Imperfect มีจํานวนน้อยท่ีสดุคือ 9 ซํา้ พบวา่การลําดบัเบสซํา้ชนิด Mono-repeat พบวา่ท่ีสดุคือ 5 
ซํา้  
 

ตารางท่ี 4.3 
เคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 374 คูไ่พรเมอร์จําแนกตามรูปแบบการปรากฏลําดบัเบส

ซํา้ 
Repeat Class Perfect Imperfect Compound Total 

Mono-repeat 67 5 7 79 
Di-repeat 143 2 8 153 
Tri-repeat 86 1 3 90 
Tetra-repeat 32 1 1 34 
Penta-repeat 5 0 1 6 
Hexa-repeat 11 0 1 12 

Total 344 9 21 374 
% 91.94 2.42 5.65 100 

 
จากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือปรับหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยใช้ไพรเมอร์ทัง้หมด  

374 เคร่ืองหมาย พบว่า ในปาล์มนํา้มนั E. guineensis สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้สําเร็จ 302 
คูไ่พรเมอร์ คิดเป็นร้อยละ 80.75 ปาล์มนํา้มนั E. oleifera สามารถทําปฏิกิริยาสําเร็จ 254 คูไ่พร
เมอร์ คิดเป็นร้อยละ 67.91 และในมะพร้าว (Cocos nucifera) สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้
สําเร็จ 195 คูไ่พรเมอร์ คดิเป็นร้อยละ 52.14 และจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ 302 คูไ่พรเมอร์ใน E. 
guineensis พบว่ามีบางคู่ไพรเมอร์ท่ีให้ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีเกินค่าท่ีคาดหวงัไว้เพราะเกิด
จากการแทรกของอินตรอนทัง้หมด 97 คูไ่พรเมอร์ คดิเป็น 32.12% และมีไพรเมอร์ 26 คูไ่พรเมอร์ท่ี
เป็น duplicate marker คือไพรเมอร์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้มากกว่าหนึ่งตําแหน่งในจี
โนม ภาพท่ี 4.1 
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4. การประเมินประสิทธิภาพของเคร่ืองหมาย EST-SSRs ในปาล์ม E. guineensis  
จากคูไ่พรเมอร์ 374 คูไ่พรเมอร์พบวา่มี 302 คูไ่พรเมอร์ท่ีสามารถทําปฏิกิริยาพีซี 

อาร์ได้สําเร็จ มี 248 คูไ่พรเมอร์ คิดเป็น 82.12% ท่ีแสดงโพลิมอร์ฟิซมึระหว่างพืชตวัอย่าง (ภาพท่ี 
4.2) และไม่แสดงโพลิมอร์ฟิซมึ 54 คูไ่พรเมอร์ คิดเป็น 17.88% ในปาล์ม E. guineensis  ผลการ
วิเคราะห์จํานวนแอลลีลต่อเคร่ืองหมาย EST-SSR ท่ีแสดงโพลิมอร์ฟืซมึพบว่ามีจํานวนแอลลีล 
751แอลลีล โดยจํานวนแอลลีลท่ีพบจะอยู่ในช่วง 2-5 แอลลีล และมีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 2.68 แอลลีล
ตอ่หนึ่งคูไ่พรเมอร์ (ภาพผนวก ข) มีเคร่ืองหมาย 5 คูไ่พรเมอร์ท่ีให้จํานวนแอลลีลท่ีสดุ คือ 5 แอล
ลีลต่อไพรเมอร์ คือเคร่ืองหมาย PESTM98, PESTM478, PESTM506, PESTM610 และ 
PESTM678 เ ม่ือคํานวนณค่า  Heterozygosity และค่า  GeneDiversity พบว่า  ค่า 
Heterozygosity และ คา่ GeneDiversity มีคา่เฉลี่ย 0.38 และ 0.4 ตามลําดบั ดงัภาคผนวก ข  

จํานวนซํา้ของลําดบัเบสซํา้มีความสําคญัตอ่การแสดงความแตกตา่งของจีโนไทป์  
ถ้าจํานวนซํา้มากขึน้เคร่ืองหมาย SSR จะสามารถแสดงความแตกต่างระหว่างจีโนไทป์ได้มาก
ยิ่งขึน้ (Powell, 1996) ซึง่สามารถพิจารณาได้จากค่า PIC และคา่ D จากการวิเคราะห์คา่ PIC 
และ D ด้วยเคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 248 คูไ่พรเมอร์ พบว่า สร้างแถบดีเอ็นเอได้ทัง้หมด 
280 เคร่ืองหมาย โดยเป็น duplication จํานวน 26 เคร่ืองหมาย เม่ือนําแถบดีเอ็นเอมาวิเคราะห์คา่ 
PIC โดยแบง่ข้อมลูเป็น 7 ช่วงดงันี ้0-0.09, 0.1-0.19, 0.2-0.29, 0.3-0.39, 0.4-0.49, 0.5-0.59 
และ 0.6-0.69 พบวา่คา่ PIC ท่ีได้มีคา่อยูใ่นช่วง 0.035-0.69 มีคา่เฉลี่ย 0.34 ดงัภาพ 4.3 และมีคา่
สงูท่ีสดุเท่ากับ 0.69 ซึ่งผลของการวิเคราะห์ค่า PIC ของเคร่ืองหมายทัง้หมดแสดงในตาราง
ภาคผนวก ข และเม่ือทําการเปรียบเทียบค่า PIC ท่ีได้จากเหมืองข้อมลู PalmGenes และศนูย์
พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาต ิพบวา่มีคา่เท่ากบั 0.33 และ 0.34 ตามลําดบั 

ในขณะท่ีเม่ือนําแถบดีเอ็นเอมาวิเคราะห์คา่ D ซึง่เป็นคา่ท่ีแสดงถึงประสทิธิภาพ 
ของเคร่ืองหมาย EST-SSR ในการแยกความแตกตา่งทางพนัธุกรรมของพืชตวัอย่างท่ีศกึษา พบว่า
เม่ือแบง่ข้อมลูเป็น 9 ช่วงดงันี ้0-0.09, 0.1-0.19, 0.2-0.29, 0.3-0.39, 0.4-0.49, 0.5-0.59, 0.6-
0.69, 0.7-0.79 และ0.8-0.89 พบว่าคา่ D ท่ีได้มีคา่อยู่ในช่วง 0.035-0.83 มีคา่เฉลี่ย 0.48 ดงัภาพ 
4.4 และมีคา่สงูท่ีสดุเท่ากบั 0.83 ซึง่ผลของการวิเคราะห์คา่ D ทัง้หมดแสดงในตารางภาคผนวก ข 
และเม่ือทําการเปรียบเทียบคา่ D ท่ีได้จากเหมืองข้อมลู PalmGenes และศนูย์พนัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาต ิพบวา่มีคา่เท่ากบั 0.44 และ 0.48 ตามลําดบั   
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ภาพท่ี 4.3 
ผลการวิเคราะห์คา่ Polymorphism Information Content ท่ีวิเคราะห์จากแถบเคร่ืองหมาย EST-

SSRs จํานวน 280 เคร่ืองหมาย 

 
 

 ภาพท่ี 4.4 
ผลการวิเคราะห์คา่ Discrimination Power ท่ีวิเคราะห์จากแถบเคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 

280 เคร่ืองหมาย 
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5. การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมาย gSSRs และเคร่ืองหมาย EST-SSRs 
นําเคร่ืองหมาย gSSRs จํานวน 33 เคร่ืองหมายจากการออกแบบจากงานวิจยั 

ของ Billotte et al., (2005, pp.754-765) เปรียบเทียบประสิทธิภาพกบัเคร่ืองหมาย EST-SSR 
พบวา่ มีเคร่ืองหมาย gSSR 96.97% (32 คูไ่พรเมอร์) ท่ีแสดงโพลิมอร์ฟิซมึในตวัอย่างปาล์มนํา้มนั 
(Elaeis guineensis) 57 ตวัอย่าง และสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ได้ใน Elaeis oleifera 
และมะพร้าว คิดเป็น 84.85 (28 คูไ่พรเมอร์) และ 57.57 (19 คูไ่พรเมอร์) % ตามลําดบั จากการ
เปรียบเทียบคา่ PIC พบว่าคา่ PIC ของเคร่ืองหมาย gSSR มีคา่อยู่ระหว่าง 0.11-0.78 มีคา่สงูสดุ
เท่ากบั 0.78 และมีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 0.52 ในขณะท่ีคา่ PIC ของเคร่ืองหมาย EST-SSR มีคา่เฉลี่ย
เท่ากบั 0.34 ซึ่งพบว่าค่า PIC ของเคร่ืองหมาย gSSR มีค่าท่ีสงูกว่า ในขณะท่ีค่า D ของ
เคร่ืองหมาย gSSR มีคา่อยู่ในช่วง 0.17-0.92  มีคา่สงูสดุเท่ากบั 0.92 มีคา่เฉลี่ยเท่ากบั 0.73 ซึง่
สงูกวา่คา่เฉลี่ยของเคร่ืองหมาย EST-SSR ท่ีมีคา่ 0.48  

 
6. การวิเคราะห์ความหลากหลายของปาล์มนํา้มันโดยเคร่ืองหมาย EST-SSR 

จากการวิเคราะห์คา่ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยการใช้ข้อมลูการให้คะแนน 
ของแถบดีเอ็นเอแบบ co-dominamt เพ่ือหาค่าความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม (genetic similarity) 
และนําไปสร้าง dendrogram โดยวิธี unweighted pair-group method with arithmetic means 
(UPGMA) โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc ver 2.02 โดยใช้พืชตวัอย่างท่ีประกอบด้วย Elaeis 
guineensis จํานวน 57 ตวัอย่าง Elaeis oleifera จํานวน 4 ตวัอย่างและมะพร้าว (Cocos 
nucifera) จํานวนหนึ่งตวัอย่าง พบว่า Similarity Coefficient ท่ีเท่ากบั 0.684 สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างมะพร้าวและ Elaeis oleifera ออกจาก Elaeis guineensis ได้ ในขณะท่ี 
Similarity Coefficient เท่ากบั 0.748 สามารถแยกกลุม่ประชากรได้ 2 กลุม่คือ พืชตวัอย่างท่ีได้มา
จากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี และจากบริษัทโกลเด้นเทเนอร่า ดงัภาพท่ี 4.5  

การวิเคราะห์โครงสร้างพนัธุกรรมของปาล์มนํา้มนั (Elaeis guineensis) จํานวน  
57 ตวัอย่าง โดยการใช้โปรแกรม STRUCTURE พบว่าพืชท่ีนํามาทดสอบสามารถแบ่งได้เป็น 2 
กลุ่มใหญ่ คือ พืชตวัอย่างท่ีได้มาจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี และจากบริษัทโกลเด้นเทเนอร่า 
ดงัภาพท่ี 4.6 โดยสีแดงเป็นพนัธุ์ท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี และสีเขียว
เป็นพนัธ์ท่ีมีแหลง่พนัธุกรรมจากบริษัทโกลเด้นเทเนอร่า  

การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมด้วยโปรแกรม NTSYSpc ver 2.02 และ 
การวิเคราะห์โครงสร้างทางพนัธุกรรมด้วยโปรแกรม STRUCTURE ให้ผลท่ีสอดคล้องกันคือ 
แบ่งกลุ่มพืชตวัอย่างได้ 2 กลุ่มคือ พืชตวัอย่างจากศูนย์วิจัยปาล์มสุราษฎ์ธานี และจากบริษัท
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โกลเด้นเทเนอร่า จากการวิเคราะห์การแบ่งความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยการวิเคราะห์แบบ 
Analysis of Molecular Variance (AMOVA) ตารางท่ี 4.4 ของปาล์มนํา้มนัพบว่า คา่ความ
แปรปรวนระหวา่งกลุม่ประชากร 2 กลุม่ประชากร (population/region) และภายในกลุม่ประชากร
มีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 18.18% และ 81.82% ตามลําดบั และพบว่า  FST ท่ีคํานวณได้มีคา่ 
0.18 แสดงถึงพนัธุ์ปาล์มจากแตล่ะแหล่งพนัธุกรรมมีการผสมภายในแหล่งพนัธุกรรมเดียวกนั มี
การปะปนของเชือ้พันธุกรรมจากแต่ละแหล่งน้อย ทําให้เกิดโครงสร้างของประชากรย่อย และ
พบวา่คา่ FST  ในบริษัทโกลเด้นเทเนอร่า (0.19) มีคา่ท่ีสงูกวา่คา่ FST  ในศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี 
(0.18) นั่นแสดงว่าในบริษัทโกลเด้นเทเนอร่านั่นปาล์มนํา้มันมีการผสมภายในประชากรกลุ่ม
มากกว่าในศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี แสดงถึงความแปรปรวนทางพนัธุกรรมส่วนใหญ่เกิดจาก
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายในกลุ่มประชากร(Individuals/Population) และเม่ือทําการ
วิเคราะห์คา่ Heterozygosity พบว่าคา่เฉลี่ย Heterozygosity ของบริษัทโกลเด้นเทเนอร่า (0.307) 
มีค่าท่ีต่ํากว่าของศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี (0.335) นัน่แสดงว่าความแปรปรวนทางพนัธุกรรม
สว่นใหญ่เกิดจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี ดงัตารางท่ี 4.4 
 

ตาราง 4.4 
แสดงการวิเคราะห์การแบง่ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมโดยใช้ AMOVA ในปาล์มนํา้มนั 

Elaeis guineensis จํานวน 57 สายพนัธุ์ 
Source of   
variation d.f. 

Sum of  
squares 

Variance  
components 

Percentage of 
variation 

Among 
populations 1 568.977 16.34220 Va 18.18 

Within  
populations 112 8237.663 73.55056 Vb 81.82 

Total 113 8806.64 89.89276 
 Fixation Index      FST :      0.18180 
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 เม่ือวิเคราะห์โครงสร้างพันธุกรรมปาล์มนํา้มันท่ีมาจากศูนย์วิจัยปาล์มสุราษฎ์
ธานี จํานวน 48 ตวัอย่าง พบว่าสามารถแบ่งออกได้เป็น 8 กลุ่มย่อย (ภาพท่ี 4.7) ส่วนใหญ่
สอดคล้องกบัแหลง่พนัธุกรรมปาล์ม โดยพบว่าในแต่ละกลุม่ประชากรมีพนัธุกรรมผสมจากแหล่ง
อ่ืนด้วย เน่ืองจากปาล์มนํา้มนัท่ีได้รับมาจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎ์ธานี เป็นปาล์มนํา้มนัท่ีรวบรวม
จากแหล่งหลายแหล่งในต่างประเทศ ดงันัน้จึงพบว่าพนัธุกรรมส่วนใหญ่ของปาล์มนํา้มนัมีความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมในแหล่งท่ีมาสงู เม่ือกําหนดค่า Q > 0.7 จะพบว่า สีแดง มีเชือ้
พนัธุกรรมท่ีมาจาก Nigeria มีคา่ similarity coefficient เท่ากบั 0.86 สีเขียว มีเชือ้พนัธุกรรมท่ีมา
จาก AVROS มีค่า similarity coefficient เท่ากับ 0.83 สีนํา้เงิน มีเชือ้พนัธุกรรมท่ีมาจาก
หลากหลายแหลง่พนัธุกรรมมีคา่ similarity coefficient ภายในกลุม่เท่ากบั 0.88 สีเหลือง มีเชือ้
พนัธุกรรมท่ีมาจาก Deli Dura โดยมีคา่ similarity coefficient เท่ากบั 0.86 สีชมพ ูมีเชือ้พนัธุกรรม
ท่ีมาจาก Calabar มีคา่ similarity coefficient เท่ากบั 0.86 สีฟ้า มีเชือ้พนัธุกรรมท่ีมาจากบริษัท 
DAMI มีค่า similarity coefficient เท่ากบั 0.86 สีส้ม มีเชือ้พนัธุกรรมท่ีมาจาก Ghana มีค่า 
similarity coefficient เท่ากบั 0.86 และสีม่วงเป็นพนัธุกรรมของลกูผสม (hybrid line) โดยมีคา่ 
similarity coefficient เท่ากบั 0.84 โดยมีบางพนัธุ์ท่ีมีเชือ้พนัธุกรรมท่ีไม่ตรงกบัแหล่งพนัธุกรรม 
เม่ือทําการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Structure คือ ตวัอย่างท่ี 38 มีเชือ้พนัธุกรรมจาก AVROS, 
Calabar และจากลกูผสม แต่ระบุแหล่งพนัธุกรรมมาจาก Kazemba ตวัอย่างท่ี 30 มีแหล่ง
พันธุกรรมจาก Ghana แต่ไม่พบเชือ้พันธุกรรมของ Ghana (สีส้ม) แต่เม่ือวิเคราะห์จาก 
dendrogram พบว่ามีความใกล้ชิดกบั Deli dura ตวัอย่างท่ี 10 ระบแุหล่งพนัธุกรรมมาจาก 
Calabar แตไ่ม่พบเชือ้พนัธุกรรมของ Calabar (สีชมพ)ู แตเ่ม่ือวิเคราะห์จาก dendrogram พบว่า
มีความใกล้ชิดกับ Deli dura ตวัอย่างท่ี 14 ระบุแหล่งพนัธุกรรมจาก DAMI แต่ไม่พบเชือ้
พนัธุกรรมของ DAMI (สีฟ้า) แตเ่ม่ือวิเคราะห์จาก dendrogram พบว่าตวัอย่างท่ี 14 อยู่ในกลุ่ม 
Unmatch แตมี่ความใกล้ชิดกบัปาล์มนํา้มนัท่ีมาจาก DAMI ตวัอย่างท่ี 29 ระบแุหลง่พนัธุกรรม
จาก Deli Dura ซึง่สว่นใหญ่มีเชือ้พนัธุกรรม Unmatch (สีนํา้เงิน) แตอ่ย่างไรก็ตามก็พบว่ามีเชือ้
พนัธุกรรมท่ียงัสอดคล้องกับแหล่งพนัธุกรรมของ Deli Dura (สีเหลือง) และเม่ือวิเคราะห์จาก 
dendrogram ก็พบว่าตวัอย่างมีความใกล้ชิดกบั Deli dura และตวัอย่างท่ี 3 และ 4 ระบแุหล่ง
พันธุกรรมจาก AVROS แต่ไม่พบเชือ้พันธุกรรมของ AVROS (สีเขียว) แต่เม่ือวิเคราะห์จาก 
dendrogram พบวา่มีความใกล้ชิดกบั DAMI และจากการวิเคราะห์พบว่า ภายในแหลง่พนัธุกรรม
ท่ีระบวุ่ามาจากแหลง่เดียวกนั อาจพบเชือ้พนัธุกรรมจากแหล่งพนัธุกรรมอ่ืนๆ แตอ่ย่างไรก็ตามใน
แตล่ะแหลง่พนัธุกรรมก็มีเชือ้พนัธุกรรมในแตล่ะแหลง่นัน้มากกว่า 70% และยงัมีปาล์มนํา้มนับาง
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พนัธุ์ท่ีมีพนัธุกรรมท่ีมีความบริสทุธ์ิมาก คือมีคา่ Q > 90%  คือ ตวัอยา่งท่ี 41และ 42, 44 ท่ีมาจาก
แหลง่พนัธุกรรม Nigeria ตวัอย่างท่ี1, 5, 6 และ 40 มีพนัธุกรรมของ AVROS ตวัอย่างท่ี 21, 22, 
23, 24 และ 27 มาจากแหลง่พนัธุกรรม Deli Dura ตวัอยา่งท่ี 8, 9 และ 11 มาจากแหลง่พนัธุกรรม 
Calabar ตวัอย่างท่ี15, 17 และ 18 มาจากแหลง่พนัธุกรรม DAMI และตวัอย่างท่ี 32, 33 และ 34 
มาจากแหลง่พนัธุกรรม Ghana 
  เม่ือแบ่งกลุ่มประชากรของปาล์มนํา้มนั 48 ตวัอย่างท่ีได้จากศนูย์วิจยัปาล์ม
สรุาษฎ์ธานีตามโครงสร้างประชากร วิเคราะห์ค่า FST เปรียบเทียบในแต่ละกลุ่มประชากรเพ่ือดู
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของประชากรปาล์ม เม่ือนําคา่ FST ท่ีเปรียบเทียบในแตล่ะแหลง่พนัธุ์
ของปาล์มนํา้มนัไปสร้าง dendrogram พบว่าปาล์มนํา้มนัสามารถจดัออกได้เป็น 4 กลุม่หลกั คือ
ปาล์มนํา้ในท่ีมาจากอฟัริกา, Hybrid line, Unmatch (ปาล์มนํา้มนัท่ีระบแุหล่งพนัธุกรรมไม่
สอดคล้องกับโครงสร้างประชากรท่ีคํานวณจากโปรแกรม STRUCTURE) และ Ghana เม่ือ
วิเคราะห์ปาล์มนํา้มนัในกลุ่มของอฟัริกา พบว่าสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย โดยกลุ่มแรก
ประกอบด้วย Nigeria, Deli dura และ Calabar เป็นปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากอฟัริกาตะวนัตก กลุม่ท่ี 
2 ประกอบด้วย AVORS และ DAMI เป็นปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ โดยมีค่า 
FST ท่ีแตกต่างกนัระหว่างกลุ่มเท่ากบั 0.102 เม่ือวิเคราะห์พนัธุกรรมปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากอฟัริกา
ตะวนัตก พบว่า ปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากแหล่ง Nigeria มีความแตกต่าง (P= 0.01) จากปาล์มท่ีมา
จากแหลง่ Deli dura และ Calabar ท่ี FST เท่ากบั 0.116 โดยปาล์มนํา้มนัจาก Nigeria และ Deli 
dura มี ปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากแหลง่ Deli dura มีคา่ FST ท่ีแตกตา่งจาก Calabar เท่ากบั 0.136 
(P= 0.01) เม่ือวิเคราะห์ปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ พบว่า AVORS มีคา่ FST ท่ี
แตกต่างจาก DAMI เท่ากบั 0.111 (P= 0.01) เม่ือวิเคราะห์ค่า FST ท่ีแตกต่างกนัระหว่างปาล์ม
นํา้มนัในกลุม่ตา่งๆ พบว่าปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากอฟัริกากบั Hybrid line พบว่าอยู่คนละกลุ่มกนั 
โดยมีคา่ FST เท่ากบั 0.070  ปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากกลุม่อฟัริกาและ Hybrid line กบักลุม่ Unmatch 
มีคา่ FST เท่ากบั 0.064 และปาล์มนํา้มนัท่ีมาจากอฟัริกา, Hybrid line และ Unmatch กบั Ghana 
มีคา่ FST เท่ากบั 0.05 (ตาราง 4.5 และภาพท่ี 4.8) 
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7. การวิเคราะห์แนวโน้มการกระจายตวัของเคร่ืองหมายในประชากรลูกผสมสําหรับสร้าง
แผนที่เคร่ืองหมายโมเลกุล 

ในการศกึษาแนวโน้มการกระจายตวัของเคร่ืองหมาย EST-SSRs ในลกูผสม 
ประชากร F1 ท่ีเกิดจากการผสมระหว่าง clone B และ clone D โดยการคดัเลือกแบบสุม่จํานวน 
10 ต้น พบว่า เคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 68 เคร่ืองหมายจากทัง้หมด 302 คูไ่พรเมอร์ คิด
เป็น 22.52% ท่ีแสดงโพลิมอร์ฟิซมึระหว่าง clone B, clone D และลกูผสม F1 จํานวน 10 ต้น ซึง่
เคร่ืองหมาย EST-SSRs ท่ีใช้ในการศกึษาการกระจายตวัสอดคล้องกบัการกระจายตวัของเมนเดล 
(Chi-square, P < 0.05) ทัง้หมด 65 เคร่ืองหมาย มีเคร่ืองหมายท่ีกระจายตวัตาม clone B ท่ีมี
อตัราสว่น 1:1 จีโนไทป์แบบ ao x  oo จํานวน 1 เคร่ืองหมาย (1.52%) และจีโนไทป์แบบ ab x aa 
จํานวน 15 เคร่ืองหมาย (22.73%) เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีกระจายตวัตาม clone D ท่ีมีอตัราสว่น 
1:1 จีโนไทป์แบบ aa x ab  จํานวน 15 เคร่ืองหมาย (22.73%) และเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีพอ่แมมี่จี
โนไทป์แบบเฮเทอโรไซกสัทัง้คู ่มีอตัราส่วน 3:1 จีโนไทป์แบบ ao x ao จํานวน 1 เคร่ืองหมาย 
(1.52%) อตัราส่วน 1:2:1 จีโนไทป์แบบ ab x ab จํานวน 30 เคร่ืองหมาย (45.45%) และ
อตัราสว่น 1:1:1:1 (fully informative) จีโนไทป์แบบ ab x ac จํานวน 4 เคร่ืองหมาย (6.06%) 
(ภาคผนวก ก) และจากการทําแผนท่ีพนัธุกรรมของปาล์มนํา้มนัในประชากรลกูผสมระหวา่ง clone 
B และ clone D โดยการใช้เคร่ืองหมาย gSSR จํานวน 256 คูไ่พรเมอร์ พบวา่มี 161 เคร่ืองหมายท่ี
แสดงโพลมิอร์ฟิซมึในประชากรลกูผสม คดิเป็น 62.89% ตามงานวิจยัของวิภาวี ชัน้โรจน์ (2553)  

 
8. การวิเคราะห์ linkage disequilibrium 
  นําเคร่ืองหมาย EST-SSRs จํานวน 19 คู่ไพรเมอร์และเคร่ืองหมาย gSSRs 
จํานวน 10 คูไ่พรเมอร์ ท่ีนําไปสร้างแผนท่ีพนัธุกรรมของปาล์มนํา้มนัในประชากรลกูผสมระหว่าง 
clone B และ clone D จากงานวิจยัของกิตติพฒัน์ อโุฆษกิจ (ยงัไม่ตีพิมพ์)(ภาคผนวก ง) พบว่า
เม่ือนําเคร่ืองหมายทัง้ 29 คูไ่พรเมอร์ มาทดสอบสมดลุทางพนัธุกรรม H-W equilibrium ในแตล่ะ
ตําแหน่งของคูไ่พรเมอร์ โดยใช้วิธีวิเคราะห์แบบ exact test พบว่าในประชากรรวม 57 ตวัอย่าง มี
เคร่ืองหมาย 10 คู่ไพรเมอร์ท่ีมีค่าความถ่ีจีโนไทป์เป็นไปตามสมดลุทางพนัธุกรรมของ Hardy-
Weinberg อย่างมีนัยสําคัญ (P=0.05) แต่อย่างไรก็ตาม เม่ือทําการปรับค่าโดย Bonferroni 
correction พบว่าในเคร่ืองหมายจํานวน 29 คู่ไพรเมอร์ พบว่า ในประชากรรวมมีเคร่ืองหมาย
จํานวน 16 คูไ่พรเมอร์ท่ีมีสมดลุทางพนัธุกรรมของ  Hardy-Weinberg ดงันัน้จึงนําเคร่ืองหมาย 16 
คูไ่พรเมอร์ท่ีมีสมดลุทางพนัธุกรรมเป็นไปตาม H-W frequencies มาทําการทดสอบสมมตฐิานการ
ลดลงของ heterozygote  พบว่าปฏิเสธสมมติฐานของ heterozygote ท่ีระดบันยัสําคญั 0.05 
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พบวา่มีคา่ heterozygote ลดลง (หรือมีคา่ FST ท่ีสงู) มี 3 คูไ่พรเมอร์ (PESTM515, mEgCIR3785 
และ mEgCIR0802) ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากปาล์มนํา้มนัมีการผสมกนัภายในแหล่งพนัธุ์ ท่ีนํามา
ทดสอบ จึงทําให้มีค่า homozygote สงูขึน้และมีค่า heterozygote ลดลง ซึ่งทําให้เกิดเป็นกลุ่ม
ของประชากรยอ่ย จากนัน้เม่ือทําการวิเคราะห์ปรับคา่ด้วย Bonferroni correction พบว่ามีเพียง 1 
คู่ไพรเมอร์ (PESTM515)ท่ีมีค่า heterozygote ลดลงท่ีระดับนัยสําคัญ 0.05 ตามตารางท่ี 4.6 
จากนัน้วิเคราะห์คา่ r2 เพ่ือประเมิน linkage disequilibrium ระหวา่งเคร่ืองหมายทัง้ 13 คูไ่พรเมอร์
ท่ีผ่านการทดสอบโดยการปรับคา่ Bonferroni correction พบว่ามี  36 คูก่ารเปรียบเทียบท่ีมีคา่ P 
value น้อยกว่า 0.05 จากทัง้หมด105 คูก่ารเปรียบเทียบ มี 2 คูไ่พรเมอร์ท่ีอยู่ใน linkage group ท่ี 
1 (PESTM470 และ PESTM629) มีระยะห่างเท่ากบั 0.412 cM และมี 2 คู่ไพรเมอร์ท่ีอยู่ใน 
linkage group ท่ี 9 (PESTM475 และ PESTM464) มีระยะห่างเท่ากบั 80.707 cM (ภาคผนวก ง) 
มีคา่ linkage disequilibrium ท่ีระดบันยัสําคญัท่ี 0.05 บางคูไ่พรเมอร์มี linkage group ท่ีอยู่คน
ละ linkage กนั โดยมีคา่ linkage disequilibrium ท่ีระดบันยัสําคญัท่ี 0.05 แตเ่ม่ือทําการปรับคา่ 
Bonferroni correction ไมมี่คูไ่พรเมอร์ใดท่ีมี linkage disequilibrium กนั  
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ตารางท่ี 4.6 
การวิเคราะห์สมดลุทางพนัธุกรรม ของ H-W equilibrium ในแตล่ะเคร่ืองหมายโดยการวิเคราะห์
แบบ exact test โดยประเมนิคา่ P-value คา่ Fixation index (FST) ในตวัอยา่งพนัธุ์ปาล์มจํานวน 
57 ตวัอยา่งท่ีประกอบด้วยพนัธุ์ปาล์มจากบริษัทโกลเด้นเทเนอร่าจํานวน 9 ตวัอยา่งและพนัธุ์

ปาล์มจากศนูย์วิจยัปาล์มสรุาษฎร์ธานีจํานวน 48 ตวัอยา่ง 
 

Name Marker  P-value FST Linkage group 
2BGSSR3737 mEgCIR3737 0.0278 0.0113 2 
2DESSR0470 PESTM470 0.0317 0.0239 1 
2XESSR0629 PESTM629 0.2924 0.0032 1 
2DESSR0638 PESTM638 0.5348 0.1565 1 

1BESSR0607_2 PESTM607_2 0 0.0053 1 
2DESSR0515 PESTM515 0.111 0.3383 1 
1XESSR0351 PESTM351 0.2764 0.0700 4 
3XESSR0678 PESTM678 0 0.0019 4 
1XESSR0567 PESTM567 0.4397 0.1467 5 
2XGSSR3785 mEgCIR3785 0 0.1994 6 
2BESSR0690 PESTM690 0.0001 0.1583 6 
3XESSR0336 PESTM336 1 0.0588 6 
3XGSSR3260 mEgCIR3260 0 0.0211 7 
2BESSR0692 PESTM692 0.0727 0.0019 7 
2BGSSR3300 mEgCIR3300 0.0202 0.0216 8 
2XESSR0475 PESTM475 0.0106 0.0047 9 
3XESSR0464 PESTM464 0.0072 0.0053 9 
2DGSSR0380 mEgCIR0380 0.0808 0.0049 10 
2XGSSR0802 mEgCIR0802 0 0.1865 10 
1DESSR0500 PESTM500 0.0668 0.0840 10 
2XESSR0533 PESTM533 0 0.0201 10 
3XGSSR3633 mEgCIR3633 0 0.1278 11 
2XESSR0614 PESTM614 0.2832 0.0019 11 
2DGSSR3427 mEgCIR3427 0 0.0556 13 
2BESSR0604 PESTM604 0 0.0509 13 
2BGSSR1713 mEgCIR1713 0.0031 0.0280 15 
2XESSR0580 PESTM580 0.0002 0.0155 15 

2DESSR0607_1 PESTM607_1 0 0.0217 17 
4XGSSR3569 mEgCIR3569 0.0001 0.0369 18 

 
 




