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บทคัดย่อ 
การศึกษานี, เป็นการสร้างแผนที0พนัธุกรรมในปาล์มนํ, ามนั (Elaeis guineensis Jacq.) จากประชากร

ลูกผสม F1 จาํนวน 220 ตน้ ที0เกิดจากการผสมขา้มระหว่างพนัธ์ุ Tenera สองพนัธ์ุ คือ clone B และ clone D 
วิเคราะห์แผนที0พนัธุกรรมแบบ double pseudo-test cross โดยใชเ้ครื0องหมาย G-SSRs, EST-SSRs และ AFLP 
สร้างแผนที0ชนิดรวม (Integrated map) เชื0อมระหวา่งแผนที0 clone B และ clone D โดยใชเ้ครื0องหมายที0มีจีโนไทป์
แบบ intercross (เครื0องหมายโมเลกุลที0มีการกระจายตวัทั,งในพ่อและแม่) แผนที0พนัธุกรรมที0ไดป้ระกอบไปดว้ย  
G-SSRs จาํนวน 116 เครื0องหมาย, EST-SSRs จาํนวน 22 เครื0องหมาย และ AFLPs จาํนวน 22 เครื0องหมาย จาก
จาํนวนเครื0องหมายโมเลกุลทั,งหมด 160 เครื0องหมาย สร้างกลุ่มลิงคเ์กจได ้26 กลุ่ม รวมความยาวกลุ่มลิงค์เกจ
ทั,งหมดได ้  1,285 cM ระยะห่างระหวา่งเครื0องหมายเฉลี0ย 8.1 cM ในแผนที0พนัธุกรรมนี, มีเครื0องหมาย G-SSR มี
ตาํแหน่งลิงคก์บัลกัษณะความหนากะลา ในระยะทาง 6.4 cM แผนที0พนัธุกรรมที0สร้างไดนี้,นาํไปพฒันาให้เป็น
แผนที0พนัธุกรรมที0มีความอิ0มตวั และสามารถใชส้าํหรับการพฒันาเครื0องหมายที0สัมพนัธ์กบั QTLs ของลกัษณะที0
สนใจ ซึ0งเป็นประโยชน์อยา่งมากกบัการปรับปรุงพนัธ์ุปาลม์นํ, ามนั 
 
คาํสําคญั: แผนที0พนัธุกรรม  ปาลม์นํ, ามนั  SSR  ลกัษณะความหนาของกะลา 
 

Abstract 
 Genetic linkage maps of oil palm (Elaeis guineensis Jacq.) were constructed based on 220 F1 progenies 
derived from a cross between two Tenera palms, clone B and clone D. The double pseudo-test cross mapping 
strategy was applied using G-SSRs, EST-SSRs and AFLPs markers. The intercross markers (the markers 
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segregating in both parents) were used as bridges to align the two parent-specific genetic maps to produce an 
integrated map comprising 116 G-SSRs, 22 EST-SSRs and 22 AFLP markers. The 160 genetic markers were 
distributed on 26 linkage groups and covered  1,285 cM with an average spacing between two markers of 8.1 
cM. A G-SSR marker was mapped at 6.4 cM from the Sh locus controlling shell-thickness phenotype. The map 
developed in this study provides an initial step in producing a saturated linkage map of the Elaeis guineensis 
and can be used for identification of QTLs associated with agronomic important traits in oil palm. 
 
Keyword: genetic linkage map,  oil palm,  SSR, Sh locus 
 

1. บทนํา 
ปาล์มนํ, ามันสปีชีส์ Elaeis guineensis 

Jacquin เ ป็ น พื ช ยื น ต้น ใ บ เ ลี, ย ง เ ดี0 ย ว  มี จํา น ว น
โครโมโซมแบบดิพลอยด ์32 โครโมโซม โฮโมโลกสั
โครโมโซมจาํนวน 16 แท่ง (2n=32)  เปลือกผลชั,น
กลาง (mesocarp) และเมล็ด (kernel) ของปาลม์นํ, ามนั 
ใหผ้ลผลิตนํ, ามนัสูงจึงเป็นพืชนํ, ามนัที0สาํคญัชนิดหนึ0ง 
ลกัษณะความหนาของกะลาสามารถแยกได้เป็น 3 
แบบ คือ พนัธ์ุ Dura มีจีโนไทป์โฮโมไซกสัของแอล
ลีล Sh+ (Sh+ Sh+) ผลปาล์มจะมีกะลาหนา, พนัธ์ุ 
Pisifera ควบคุมโดยจีโนไทป์โฮโมไซกสัแอลลีล Sh- 
(Sh- Sh-) ผลปาล์มจะไม่มีกะลา และพนัธ์ุ Tenera 
ควบคุมโดยจีโนไทป์เฮเทอโรไซกสั (Sh+ Sh-) ผล
ปาล์มจะมีกะลาบาง เป็นพนัธ์ุลูกผสมระหว่างพนัธ์ุ 
Dura และพนัธ์ุ Pisifera แนวทางการศึกษาจีโนม
ปาลม์นํ, ามนัโดยใชเ้ทคโนโลยีชีวภาพเพื0อการพฒันา
ปาล์มพนัธ์ุใหม่หรือเพื0อการถ่ายทอดลักษณะที0ดีที0
ตอ้งการสู่พนัธ์ุปาลม์ที0ปลูกเป็นการคา้ จาํเป็นอยา่งยิ0ง
ที0ต้องศึกษาและเข้าใจจีโนมของปาล์มนํ, ามัน ซึ0 ง
เกี0ยวข้องกับการสร้างแผนที0 เครื0 องหมายโมเลกุล 
ขอ้มูลแผนที0พนัธุกรรมที0ได้จะเป็นขอ้มูลพื,นฐานที0
สาํคญัในการประยกุตใ์ชต้่อเพื0อการสืบหาเครื0องหมาย
โมเลกุลที0 มีความสัมพันธ์กับลักษณะ QTL 

(quantitative trait locus) และใชเ้ครื0องหมายดงักล่าว
ในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุปาลม์นํ, ามนั 
 เครื0องหมาย SSR (simple sequence repeat; 
SSR หรือไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) คือ 
ลาํดบัเบสซํ, าที0มีจาํนวนเบสในหนึ0 งหน่วยซํ, าไม่มาก
นกัตั,งแต่ 1-6 เบส เช่น (A)n, (CA)n, (TAT)n, (GATA)n 
เป็นตน้ เมื0อ n เป็นจาํนวนซํ, ามีจาํนวนตั,งแต่ไม่กี0ซํ, า
จนถึงจํานวนหลายสิบซํ, า ไมโครแซทเทลไลท์พบ
กระจายทั0วไปในจีโนมสิ0งมีชีวิตยคูาริโอท อตัราการ
เกิดโพลิมอร์ฟิซึมระหว่างจีโนไทป์มีค่อนข้างสูง 
เทคนิคการเพิ0มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์
ของเครื0องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาํเพาะตาํแหน่ง 
(locus-specific marker) เป็นวธีิการวิเคราะห์จีโนไทป์
ที0มีประสิทธิภาพ และแสดงจีโนไทป์แบบข่มร่วม 
(co-dominant) แต่มีขอ้จาํกัดในขั,นตอนการพฒันา
เครื0 องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที0ค่อนข้างยุ่งยาก 
สิ,นเปลืองเวลา และเสียค่าใช้จ่ายสูง [1] สําหรับ
สิ0งมีชีวิตบางสปีชีส์ที0มีขอ้มูลลาํดับเบสเป็นจาํนวน
มากในฐานขอ้มูลชีวสารสนเทศ โดยเฉพาะลาํดบัเบส
ของยนีที0เกิดการแสดงออกหรือลาํดบัเบสดีเอ็นเอจาก
จีโนม การพฒันาเครื0องหมาย EST-SSR (expressed 
sequence tag-simple sequence repeat) สามารถทาํได้
โดยการวเิคราะห์ขอ้มูลลาํดบัเบสของดีเอน็เอเหล่านั,น
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จากฐานขอ้มูลชีวสารสนเทศ คุณสมบติัที0สาํคญัของ
เครื0องหมาย EST-SSR คือ ความจาํเพาะเจาะจงของ
ตาํแหน่งเครื0องหมายโมเลกลุต่อยนีที0ใชอ้อกแบบไพร์
เมอร์  ส่วนเครื0องหมายโมเลกลุอีกชนิดหนึ0งที0นิยมคือ 
AFLP (amplified fragment length polymorphism) [2] 
เป็นการการสร้างเครื0 องหมายโมเลกุลแบบหลาย
ตาํแหน่ง (multi-locus markers) ในคราวเดียวกนั โดย
อาศยัหลกัการตดั genomic DNA ดว้ยเอนไซม์ตดั
จาํเพาะ 2 ชนิด (มีตาํแหน่งจดจาํ 4 และ 6 bp) และ
เชื0อม adapter ที0 เป็นดีเอ็นเอสายสั, นเขา้กับปลาย
ชิ,นส่วนดีเอ็นเอที0ถูกตดัดว้ยเอนไซมท์ั, งสอง และใช ้
primers ที0สามารถจบักบั adapter โดยครอบคลุมถึง
ชิ,นส่วนดีเอน็เอดงักล่าวในตาํแหน่งนิวคลีโอไทด์ที0 1, 
2 หรือ 3 สําหรับเพิ0มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา 
PCR ซึ0 งได้แถบดีเอ็นเอที0แสดงโพลิมอร์ฟิซึมเป็น
จํานวนมากและอ่านจีโนไทป์แบบข่มสมบูรณ์ 
(dominant) สามารถใชเ้พิ0มความหนาแน่นของแผนที0
เครื0องหมายโมเลกลุ  

ในงานวิจัยนี, เป็นการศึกษาพันธุศาสตร์
พื,นฐานของปาลม์นํ, ามนัโดยใชเ้ครื0องหมายโมเลกุล 3 
ชนิด คือ 1) เครื0องหมาย G-SSR (genomic-SSR) 2) 
เครื0องหมาย EST-SSR (Expressed sequence tag-
SSR) และ 3) เครื0องหมาย AFLP เพื0อสร้างแผนที0
พนัธุกรรมของปาลม์นํ, ามนั ขอ้มูลแผนที0พนัธุกรรมที0
ไดจ้ะเป็นขอ้มูลพื,นฐานที0สาํคญัในการประยกุตใ์ชต่้อ
เพื0อการสืบหาเครื0องหมายโมเลกุลที0มีความสัมพนัธ์
กบัลกัษณะสาํคญัทางเศรษฐกิจของปาล์มนํ, ามนั เช่น 
ความหนาของกะลา  

 

2.อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
2.1 ประชากรลูกผสม 

ในงานวจิยันี, ใชป้ระชากรลูกผสม F1 จาํนวน 
220 ตน้ อาย ุ4 ปี ที0เกิดจากการผสมระหวา่ง clone B 
(แม่พนัธ์ุ) และ clone D (พ่อพนัธ์ุ) เป็นปาลม์นํ, ามนั
ชนิด Tenera ทั, งสองพันธ์ุ ตัวอย่างปาล์มนํ, ามัน
ทั,งหมดนี, ได้รับความเอื,อเฟื, อจาก บริษทั โกลเด้นท์
เทอเนร่า จาํกดั นาํตวัอย่างใบปาล์มนํ, ามนั มาสกดัดี
เอ็นเอด้วยวิธี cetytrimethylammonium bromide 
(CTAB) [3] 

2.2 เครื�องหมายโมเลกลุ G-SSR  
นํา ดี เ อ็ น เ อ ป า ล์ ม นํ, า มัน ม า วิ เ ค ร า ะ ห์

เครื0องหมาย G-SSR (ใชร้หสัเครื0องหมาย GSSR) โดย
ใชไ้พรเมอร์ที0ออกแบบจากงานวจิยั Billotte และคณะ 
[4] ซึ0งมีจาํนวนไพร์เมอร์ทั,งหมด 256 คู่ และไพร์เมอร์
ที0ได้จากสถาบันจีโนม ศูนย์พนัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีแห่งชาติ (ใชร้หัสเครื0องหมาย GSSRb) 
จาํนวน 215 คู่  

2.3 เครื�องหมาย EST-SSR 
นํา ดี เ อ็ น เ อ ป า ล์ ม นํ, า มัน ม า วิ เ ค ร า ะ ห์

เครื0องหมาย EST-SSR (ใชร้หัสเครื0องหมาย ESSR) 
โ ด ย ใ ช้ไ พ ร เ ม อ ร์ ที0 อ อ ก แ บ บ จ า ก ง า น วิจัย ข อ ง 
Pipatchartlearnwong [5] ซึ0 งใชฐ้านขอ้มูล PalmGenes 
(http://palmoilis.mpob.gov.my/ 
palmgenes.html)  และขอ้มูลจากการหาลาํดับเบส 
ESTโดย จากสถาบนัจีโนม ศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยแีห่งชาติ ทาํการออกแบบไพรเมอร์ทั,งหมด 
326 คู่ไพรเมอร์  

องคป์ระกอบของปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร
รวม 20 µl ประกอบดว้ยดีเอ็นเอ 10 นาโนกรัม (ng),  
10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร (µl), MgCl2 25 มิลลิ
โมลาร์ (mM), dNTPs 2.0 มิลลิโมลาร์ (mM), ไพร
เมอร์แต่ละไพร์เมอร์ 0.25 ไมโครโมลาร์ (µM) และ
เอนไซม ์ Tag DNA polymerase 1 ยนิูต อุณหภูมิใน
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การทาํพีซีอาร์ ประกอบดว้ย อุณหภูมิ denature ที0 95 
◦C นาน 1 นาที และ 94 ◦C นาน 3 นาที ตามดว้ยรอบ
อุณหภูมิที0ใชใ้นการเพิ0มปริมาณดีเอ็นเอ 35 รอบ ที0 94 
◦C นาน 30 วินาที อุณหภูมิ annealing ตามความ
เหมาะสมของไพรเมอร์แต่ละคู่นาน 1 นาที 30 วินาที 
อุณหภูมิ extension ◦C นาน 30 วินาที และ final 
elongation 72 ◦C นาน 5 นาที ตรวจสอบโพลีมอร์ฟิ
ซึมในpolyacrylamide gel electrophoresis 6% และ
ยอ้ม ดว้ยซิลเวอร์ไนเตรทจากนั,นอ่านผลและวเิคราะห์
การกระจายตวัในประชากรลูกผสมปาลม์นํ, ามนั  

2.4 เครื�องหมายโมเลกลุ AFLP 
นํา ดี เ อ็ น เ อ ป า ล์ ม นํ, า มัน ม า วิ เ ค ร า ะ ห์

เครื0องหมาย AFLP ตามวิธีการของ Vos และคณะ [2] 
ตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ EcoRI และ MseI 
เชื0อมต่อดีเอ็นเอกบั adapter ทาํปฏิกิริยา PCR 2 รอบ 
คือ preselective PCR ใชไ้พรเมอร์  EcoRI + 1 (E-A) 
คู่กบั ไพรเมอร์  MseI + 1 (M-C)  เพิ0มปริมาณดีเอ็นเอ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ 30 รอบที0อุณหภูมิ 94 ◦C เป็นเวลา 
30 วินาที, 56 ◦C เป็นเวลา 60 วินาที และ 72 ◦C เป็น
เวลา 60 วินาที และ selective PCR  ใช้ไพรเมอร์ 
EcoRI + 3 (E-ANN) คู่กบั ไพรเมอร์ MseI + 3 (M-
CNN) จาํนวน 8 คู่ไพร์เมอร์ ทาํปฏิกิริยา touch down 
PCR ที0อุณหภูมิ 94 ◦C เป็นเวลา 30 วนิาที, 65 ◦C เป็น
เวลา 30 วนิาที และ 72 ◦C เป็นเวลา 60 วินาที จาํนวน 
12 รอบ แต่ละรอบจะลดอุณหภูมิ annealing จาก 65 
◦C ลงรอบละ 0.7 ◦C หลังจากนั, นทาํปฏิกิริยาที0
อุณหภูมิ 94 ◦C เป็นเวลา 30 วินาที, 56 ◦C เป็นเวลา 
30 วินาที และ 72 ◦C เป็นเวลา 60 วินาที จาํนวน 23 
รอบ ตรวจสอบโพลีมอร์ฟิซึมใน polyacrylamide gel 
electrophoresis 6% และยอ้ม DNA ดว้ย Silver nitrate 
จากนั, นอ่านผลและวิเคราะห์การกระจายตัวใน
ประชากรลูกผสมปาลม์นํ, ามนั 

2.5 ลกัษณะความหนากะลา (Sh) 
เก็บขอ้มูลฟีโนไทป์ของลกัษณะความหนา

ของกะลาจากประชากรลูกผสม F1 ที0เกิดจากการผสม
ขา้มระหว่างพนัธ์ุ Tenera สองพนัธ์ุ คือ clone B X 
clone D จาํนวน 220 ตน้ การกระจายตวัของลกัษณะ
ความหนากะลา คือ หนา (Dura) : ปานกลาง (Tenera) 
: ไม่มีกะลา (Pecifera) ทดสอบอตัราส่วน 1:2:1 โดย
ใชส้ถิติ Chi-square ที0ความเชื0อมั0น  P=0.05  

2.6 การวเิคราะห์จโีนไทป์ 
เครื0องหมาย GSSRs, ESSRs และ AFLPs 

ในประชากรลูกผสมปาล์มนํ, ามันทั, งหมด รวมทั, ง
ลกัษณะความหนาของกะลา ถูกนํามาวิเคราะห์การ
กระจายตวัเพื0อดูความสอดคลอ้งกับการกระจายตวั
ของเมนเดล จีโนไทป์ ab x aa หรือ ao x oo มี
อตัราส่วน 1:1, จีโนไทป์ aa x ab หรือ oo x ao มี
อตัราส่วน 1:1, จีโนไทป์ ao x ao มีอตัราส่วน 3:1, จี
โนไทป์ ab x ab มีอตัราส่วน 1:2:1  และจีโนไทป์ ab x 
cd หรือ ab x ac มีอตัราส่วน 1:1:1:1 ทดสอบค่าสถิติ
โดย Chi-square ที0ความเชื0อมั0น  P=0.05  

 2.7 การตั+งชื�อเครื�องหมายโมเลกลุ 
ตั, งชื0อเครื0 องหมายโมเลกุลโดยใช้จํานวน

แอลลีล ในแต่ละเครื0องหมาย ตามดว้ย B, D หรือ X  
โดยที0 B คือมีอตัราส่วน 1:1 มีจีโนไทป์แบบ 1 แอล
ลีล ao x oo หรือมีจีโนไทป์แบบ 2 แอลลีล ab x aa, D 
คือมีอตัราส่วน 1:1 มีจีโนไทป์แบบ 1 แอลลีล oo x ao 
หรือมีจีโนไทป์แบบ 2 แอลลีล aa x ab และ X คือมี
อตัราส่วนแบบ 3:1 มีจีโนไทป์แบบ1 แอลลีล ao x ao 
3:1, อตัราส่วน 1:2:1 มีจีโนไทป์แบบ 2 แอลลีล ab x 
ab หรืออตัราส่วนแบบ 1:1:1:1 มีจีโนไทป์แบบ 3 
แอลลีล ab x ac และมีจีโนไทป์แบบ 4 แอลลีล ab x 
cd ตามด้วยชนิดของเครื0องหมายโมเลกุลและรหัส
ของคู่ไพร์เมอร์  ตัวอย่างเช่น 3XGSSR3886 เป็น



วารสารวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีปีที� 18 ฉบับที� 4 ต.ค.-ธ.ค. 53  

 5

เครื0องหมาย G-SSR ที0มี 3 แอลลีล จีโนไทป์แบบ ab x 
ac และรหสัไพร์เมอร์ 3886 

2.8 การวิเคราะห์ลิงค์เกจและการสร้างแผน

ที�พนัธุกรรม 
สร้างแผนที0พนัธุกรรมใชก้ารวิเคราะห์แบบ 

double pseudo-test cross [6] ขั,นแรกคือการสร้างแผน
ที0พนัธุกกรรมใน Clone B และ Clone D ด้วย
โปรแกรม JoinMap Version 3.0 [7] โดยกาํหนดค่า 
LOD score ตํ0าสุดที0 4.0  ตรวจสอบความถูกตอ้งการ
จัดลําดับเครื0 องหมายโมเลกุล ระหว่างแผนที0ของ 
clone B และ clone D จากนั,นสร้างแผนที0รวม 
(Integrated map) เชื0อมโยงระหว่างแผนที0 clone B 
และ clone D โดยใชเ้ครื0องหมายที0มีจีโนไทป์แบบ 
intercross (ชนิด X) กาํหนดค่า LOD score ตํ0าสุดที0 
4.0, recombination fraction (r) ที0 0.35, ระยะทาง
ระหว่างเครื0 องหมายโมเลกุลใช้ mapping function 
แบบ Kosambi function, การจดัลาํดับเครื0องหมาย
กาํหนดค่า jump น้อยกวา่ 2 และ ripple มากกวา่ 3 
เปรียบเทียบความถูกต้องการจัดลาํดับเครื0 องหมาย
โมเล กุลระ หว่าง แผน ที0 รวม  และ แผนที0 พ่อแ ม่ 
วเิคราะห์ขนาดประมาณจีโนมดว้ยวธีิการของ Hulbert 
และคณะ [8] G = N(N-1) X/K โดยที0 N คือ จาํนวน
เครื0องหมายโมเลกุลที0สร้างแผนที0พนัธุกรรม, X คือ 
ระยะเฉลี0ยระหว่างสองเครื0องหมายโมเลกุล และ K 
คือ จาํนวนของ two point linkage 
 

3.ผลการทดลอง 

3.1 การวิเคราะห์จีโนไทป์ของเครื�องหมาย

โมเลกลุ 
 เครื0องหมายโมเลกลุทั,งหมดที0ใชใ้นงานวิจยั
นี,  ไดแ้ก่ เครื0องหมาย GSSR จาํนวน 256 คู่ไพร์เมอร์, 
เครื0 องหมาย GSSRb จํานวน 215 คู่ไพร์เมอร์, 

เครื0องหมาย EST-SSR จาํนวน 326 คู่ไพร์เมอร์ และ
เครื0 องหมาย AFLP จํานวน 8 คู่ไพร์เมอร์  ได้
เครื0องหมายที0มีโพลิมอร์ฟิซึมระหวา่ง clone B, clone 
D และประชากรลูกจาํนวน 10 ตน้ จํานวน 217 
เครื0 องหมาย ประกอบด้วย GSSRs จํานวน 143 
เครื0องหมาย, GSSRbs จาํนวน 18 เครื0องหมาย, ESSRs 
จาํนวน 29 เครื0องหมาย และเครื0องหมาย AFLPs 27 
เครื0องหมาย นาํเครื0องหมายทั,งหมด 217 เครื0องหมาย 
วิเคราะห์การกระจายตวัในประชากรลูกที0เหลือ 220 
ตน้ ไดเ้ครื0องหมายโมเลกุลที0แสดงผลการกระจายตวั
สอดคลอ้งกบัการกระจายตวัของเมนเดล (Chi-square, 
P<0.05) ทั, งหมด 191 เครื0 องหมาย ประกอบด้วย 
GSSRs จาํนวน 124 เครื0องหมาย, GSSRbs จาํนวน 17 
เครื0องหมาย, ESSRs จาํนวน 23 เครื0องหมาย และ 
AFLPs จํานวน 27 เครื0 องหมาย (ตารางที0 1) มี
เครื0องหมายโมเลกุลที0กระจายตวัตาม clone B ที0มี
อตัราส่วน 1:1 จีโนไทป์แบบ ao x oo จาํนวน 7 
เครื0องหมาย คิดเป็น 3.7%, จีโนไทป์แบบ ab x aa 
จาํนวน 34 เครื0องหมาย คิดเป็น 17.8%, และจีโนไทป์
แบบ ab x cc จาํนวน 3 เครื0องหมาย คิดเป็น 1.6% 
เครื0องหมายโมเลกุลที0กระจายตวัตาม clone D ที0มี
อตัราส่วน 1:1 จีโนไทป์แบบ oo x ao จาํนวน 14 
เครื0องหมาย คิดเป็น 7.3%, จีโนไทป์แบบ aa x ab 
จาํนวน 26 เครื0องหมาย คิดเป็น 13.6% และจีโนไทป์
แบบ cc x ab จาํนวน 3 เครื0องหมาย คิดเป็น 1.6% 
เ ค รื0 อ ง ห ม า ย โ ม เ ล กุล ที0 พ่อ แ ม่ มี จี โ น ไ ท ป์ แ บ บ 
heterozygous ทั,งคู่ มีอตัราส่วน 3:1 จีโนไทป์แบบ ao 
x ao จํานวน 30 เครื0 องหมาย คิดเป็น 15.7%, 
อตัราส่วน 1:1:1:1 จีโนไทป์แบบ ab x ac จาํนวน 39 
เครื0องหมาย คิดเป็น 20.4%, จีโนไทป์แบบ ab x cd 
จาํนวน 9 เครื0องหมาย คิดเป็น 4.7% และอตัราส่วน 
1:2:1 จีโนไทป์แบบ ab x ab จาํนวน 26 เครื0องหมาย 
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คิดเป็น 13.6% รวมถึงลกัษณะความหนากะลา มี
อตัราส่วน 1:2:1 ในการกระจายตวั คือ หนา (Dura) : 
ปานกลาง (Tenera) : ไม่มีกะลา (Pisifera) จาํนวน 
41:127:52  เครื0องหมาย SSRs ส่วนใหญ่ที0วเิคราะห์ได้
ปรากฏตาํแหน่งเดียวในจีโนม ยกเวน้ 7 คู่ไพร์เมอร์ 
GSSR0268, GSSR0446, GSSR2409, GSSRb078, 

GSSRb040, GSSRb159 และ ESSR0607 เป็น
เครื0องหมายโมเลกุลที0เกิด ปรากฎสองตาํแหน่งในจี
โนม (duplicated loci) มีเครื0องหมายโมเลกุลจาํนวน 
26 เครื0องหมาย แสดงผลการกระจายตวัไม่สอดคลอ้ง
กบัการกระจายตวัของเมนเดล (distorted markers) 
 

 

ตารางที� 1   แสดงการวเิคราะห์การกระจายตวัในประชากรลูกผสม F1 จาํนวน 220 ตน้ ของเครื0องหมาย G-SSR ที0
พฒันาจากการวิจยัของ Billotte และคณะ [5] เครื0องหมาย G-SSR ที0ไดจ้ากศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ เครื0องหมาย EST-SSR และเครื0องหมาย AFLP  

Code Segregating 
marker alleles 

Segregation 
ratio 

Parent genotypes Number of segregating marker loci in the cross 
B x D G-SSR EST-SSR AFLP Total 

1B 1 allele 1:1 ao x oo 1 1 5 7 
1D  1:1 oo x ao 2 2 10 14 
1X  3:1 ao x ao 15 3 12 30 
2B 2 alleles 1:1 ab x aa 29 5 - 34 
2D  1:1 aa x ab 22 4 - 26 
2X  1:2:1 ab x ab 21 5 - 26 
3B 3 alleles 1:1 ab x cc 3 - - 3 
3D  1:1 cc x ab 3 - - 3 
3X  1:1:1:1 ab x ac 36 3 - 39 
4X 4 alleles 1:1:1:1 ab x cd 9 - - 9 

total 141 23 27 191 

 
3.2 การวิเคราะห์ลิงค์เกจและการสร้างแผน

ที�พนัธุกรรม 
 สร้างแผนที0พนัธุกรรมของ clone B และ 
clone D โดยใชเ้ครื0องหมาย G-SSRs, EST-SSRs และ 
AFLPs แผนที0พนัธุกรรมของ clone B ประกอบดว้ย
เครื0องหมายโมเลกุล จาํนวน 118 เครื0องหมาย จาํแนก
เป็นเครื0องหมาย G-SSRs, EST-SSRs, AFLPs จาํนวน  
94, 16 และ 8 เครื0องหมายตามลาํดบั ไดลิ้งคเ์กจจาํน
วน 20 กลุ่ม รวมความยาวแผนที0ทั, งหมด 1,086 cM 
กลุ่มลิงคเ์กจมีความยาวเฉลี0ย 54.3 cM ลิงคเ์กจมีขนาด

ตั,งแต่ 5.9 ถึง 116.6 cM ประมาณขนาดของจีโนมดว้ย
วธีิดว้ยวธีิของ Hulbert และคณะ [8] เท่ากบั 1,294 cM 
มีเครื0องหมายโมเลกุล 22 เครื0องหมาย คิดเป็น 12.2% 
ที0 แสดงผลการกระจายตัวไม่สอดคล้องกับการ
กระจายตวัของเมนเดล (distorted markers) (ตารางที0
2) พบเครื0องหมาย 2BGSSRb192 มีตาํแหน่งใกลย้ีนที0
ควบคุมลกัาระความหนากะลา 6.4 cM 

แผนที0พันธุกรรมของ clone D มี
เครื0องหมายโมเลกุล จาํนวน 128 เครื0องหมาย จาํแนก
เป็นเครื0องหมาย G-SSRs, EST-SSRs และ AFLPs 
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จาํนวน  97, 15 และ16เครื0องหมายตามลาํดบั ไดลิ้งค์
เกจ 20 กลุ่ม รวมความยาวแผนที0ทั,งหมด 1,105 cM 
กลุ่มลิงคเ์กจมีความยาวเฉลี0ย 44.2 cM ลิงคเ์กจมีขนาด
ตั,งแต่ 5.9 ถึง 133.3 cM  ประมาณขนาดของจีโนม
ดว้ยวิธีดว้ยวิธีของ Hulbert และคณะ [8] 1,360 cM มี
เครื0องหมายโมเลกุลจาํนวน 21 เครื0องหมาย คิดเป็น 
12.1% ที0แสดงผลการกระจายตวัไม่สอดคลอ้งกบัการ
กระจายตวัของเมนเดล (distorted markers; ตารางที02) 
การเรียงลาํดบัเครื0องหมายโมเลกุลในแผนที0 clone B 
และ clone D มีบางลิงคเ์กจที0เรียงเครื0องหมายโมเลกุล
สลบัตาํแหน่งกนัโดยส่วนใหญ่เครื0องหมายโมเลกุลที0
มีการกระจายตวัแบบ 3:1 มีจีโนไทป์ ao x ao จะ
รบกวนการจัดลาํดับของเครื0 องหมายโมเลกุล เช่น 
กลุ่มลิงค์เกจที0 9 ของ clone B ตอ้งตดัเครื0องหมาย 
1XEagtMcta53 ออก การเรียงลาํดับเครื0 องหมาย
โมเลกุลจึงสอดคลอ้งกบักลุ่มลิงคเ์กจที0 13 ของ clone 
B 
 การสร้างแผนที0รวม ใชเ้ครื0องหมายที0มีจีโน
ไทป์แบบ Intercross (1X, 2X, 3X และ 4X) ใน clone 
B และ clone D เป็นเครื0องหมายเชื0อมโยงระหว่าง
แผนที0 clone B และ clone D จากเครื0องหมายโมเลกุล
ทั,งหมด 191 เครื0องหมาย (G-SSRs 141 เครื0องหมาย, 
EST-SSRs 23 เครื0 องหมาย และ AFLPs 27 
เครื0 องหมาย) สร้างแผนที0 เครื0 องหมายโมเลกุลชนิด
แผนที0รวม ไดลิ้งค์เกจจาํนวน 26 กลุ่ม (รูปที0 1) พบ
เครื0องหมายที0วิเคราะห์กลุ่มลิงคเ์กจไดมี้จาํนวน 158 
เครื0องหมาย ประกอบดว้ย G-SSRs 116 เครื0องหมาย, 
EST-SSRs 22 เครื0 องหมาย และ AFLPs 20 
เครื0 องหมาย รวมความยาวแผนที0ได้ 1,285 cM 
ค่าเฉลี0ยของระยะห่างระหว่างสองเครื0 องหมาย
โมเลกุลเท่ากบั 8.1 cM ความยาวลิงเกจตั,งแต่ 5.9 cM 
ถึง 113.4 cM ประมาณขนาดของจีโนมดว้ยวิธีดว้ยวิธี

ของ Hulbert และคณะ [8] ได้ 1,527 cM มี
เครื0องหมายโมเลกุลจาํนวน 26 เครื0องหมาย คิดเป็น 
11.9% ที0แสดงผลการกระจายตวัไม่สอดคลอ้งกบัการ
กระจายตวัของเมนเดล (distored markers; ตารางที02) 
และเครื0องหมาย 2BGSSRb192 (กลุ่มลิงเกจที0 3) มี
ตาํแหน่งใกลก้บัลกัษณะความหนากะลามากที0สุด ใน
ระยะทาง 6.4 cM (รูปที0 1) 
 
ตารางที� 2 แสดงผลการสร้างแผนที0พนัธุกรรมของ 
cloneB, clone D และ Integrated 

 Code Clone B 
map 

Clone D 
map 

Integrated 
map 

Initial number of segregating loci  181 174 218 

Number of mapped loci      
G-SSR:     

Parent specific loci of type: 1B 1 - 1 
 1D - 1 2 
 2B 25 - 25 
 2D - 21 14 
 3B 3 - 3 
 3D - - 1 

Bridge loci of type: 1X 7 10 9 
 2X 21 21 21 
 3X 31 33 33 
 4X 6 7 7 

EST-SSR:     
Parent specific loci of type: 1B 1 - 1 

 1D - 2 2 
 2B 4 - 4 
 2D - 5 4 
 3B - - - 
 3D - 2 - 

Bridge loci of type: 1X 3 2 3 
 2X 5 5 5 
 3X 3 3 3 

AFLP:     
Parent specific loci of type: 1B 2 - 2 
 1D - 7 8 
Bridge loci of type: 1X 6 9 10 

Total:  118 128 158 

Linkage analysis LOD threshold  4.0 4.0 4.0 
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 Code Clone B 
map 

Clone D 
map 

Integrated 
map 

Number of linkage groups  20 25 26 
Unlinked markers  30 19 33 
Unmapped markers 
(distorted) 

 22 21 26 

Map length (cM)  1,086 1,105 1,285 
Estimated genome sizea (cM)  1,294 1,360 1,527 
Linkage group average length 
(cM) 

 54.3 44.2 49.4 

Marker density  9.1 8.6 8.1 
aAccording to Hulbert และคณะ [8] 
 

4. การวจิารณ์ผลการทดลอง 
 งานวิจัยที0ใช้เครื0 องหมายโมเลกุลในการ
สร้างแผนที0 พันธุกรรมของปาล์มนํ, ามัน (Elaeis 
guineensis Jacq) ที0มีมาก่อนหน้านี,  ไดแ้ก่ การสร้าง
แผนที0เครื0องหมายโมเลกุล RAPD ของปาล์มนํ, ามนั 
[9]  ใชป้ระชากรลูกผสม F1 ระหว่าง Tenera และ 
Pisifera และไดเ้ครื0องหมาย RAPD ที0ลิงคก์บัลกัษณะ
กะลาของผลปาลม์ 2 เครื0องหมาย ซึ0 งมีตาํแหน่งขนาบ
ทั,งสองขา้งของลกัษณะความหนากะลา ในระยะห่าง 
17.5 และ 23.9 cM ตามลาํดบั งานวิจยัของ Rance 
และคณะ [10] สร้างแผนที0  RFLP ในการวิเคราะห์
หา  QTLs ของลกัษณะที0สาํคญัทางเศรษฐกิจของปาล์
นํ, ามนั โดยใชป้ระชากรลูกผสม F2 ที0ไดจ้ากการผสม
ตวัเองของปาลม์พนัธ์ุ A137/30 เครื0องหมาย RFLP ที0
ใ ช้ ใ น ก า ร ส ร้ า ง แ ผ น ที0 นี, มี ทั, ง ช นิ ด ข่ ม
ร่วม  (codominant) มีการกระจายตวัแบบ 1:2:1 และ
ช นิ ด ข่ ม ส ม บู ร ณ์  (dominant) มี ก า ร ก ร ะ จ า ย ตัว
แบบ 3:1 และแผนที0เครื0 องหมายโมเลกุลของปาล์ม
นํ, ามันที0 ถือว่าละเอียดเป็นแผนที0 เครื0 องหมาย SSR 
แ ล ะ  AFLP ที0 ส ร้ า ง จ า ก ก า ร ผ ส ม ร ะ ห ว่า ง
พั น ธ์ุ  Tenera ( LM2T)  กั บ พั น ธ์ุ  Dura ( DA10D) 
(Billotte และคณะ [4])                                                                                                                

 จากการเปรียบเทียบอตัราการเกิดโพลิมอฟิ
ซึมโดยการใช้เครื0 องหมาย SSR จากไพรเมอร์ชุด
เดียวกนัที0พฒันาจากงานวิจยัของ Billotte และคณะ 
[4] พบว่าอตัราโพลิมอฟิซึมในงานวิจัยของ Billotte 
และคณะ [4] มีประมาณ 65.6% ขณะที0งานวิจยันี, เกิด
โพลิมอฟิซึมประมาณ 48.4%    แสดงให้เห็นว่า
งานวิจยันี,  มีจาํนวนเครื0องหมาย G-SSR ที0แสดงโพลิ
มอฟิซึมน้อยกว่าทั,งนี,สาเหตุหนึ0 งอาจเนื0องจาก clone 
B และ clone D ซึ0 งเป็นชนิด Tenera ทั,งคู่ มีความ
ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมมากกันมากกว่าชนิด  Tenera 
กบั Dura ที0ใชใ้นการงานวิจยัของ Billotte และคณะ 
[4] เหตุผลที0โครงการวิจัยนี, ได้เลือกใช้ประชากร
ลูกผสมนี,  เนื0องจากในการสร้างประชากรลูกผสมของ
ปาลม์นํ, ามนั เพื0อการศึกษา QTL ตอ้งใชร้ะยะเวลาการ
สร้างนาน 4-5 ปี ถึงสามารถเก็บขอ้มูลได้ ขณะที0
ประชากรลูกผสมนี, เป็นประชากรที0สร้างขึ,นมาก่อน
แลว้ ลูกผสมมีอาย ุ4 ปี ซึ0 งเป็นช่วงอายทีุ0เหมาะสมกบั
การเริ0มโครงการวิจยัการวิเคราะห์ QTL ประกอบกบั
ประชากรลูกผสมนี, มีพอ่แม่ที0มีลกัษณะแตกต่างกนัใน
อตัราส่วนดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมีย ซึ0 งเป็นเป้าหมาย
หลกัในการหาเครื0องหมายที0สัมพนัธ์กบั QTL ของ
ลกัษณะนี,  
 แผนที0ปาล์มนํ, ามนัที0สร้างได้ในงานวิจัยนี,  
ประกอบด้วยลิงค์เกจจาํนวน 26 กลุ่ม รวมความยาว
แผนที0ได ้1,285 cM ความหนาแน่นเฉลี0ย 8.1 cM 
เทียบกบัแผนที0ปาลม์นํ, ามนัของ Billotte และคณะ [4] 
ที0ไดลิ้งค์เกจ 16 กลุ่มเท่ากบัโฮโมโลกัสโครโมโซม
ปาล์มนํ, ามนั (2n=32) และรวมความยาวแผนที0ได ้
1,743 cM  ความหนาแน่น เฉลี0ย 1.8 cM แสดงวา่แผน
ที0ปาล์มนํ, ามันที0สร้างได้ในงานวิจัยนี, ย ังมีความ
หนาแน่นไม่อิ0มตวั        เนื0องจากจาํนวนกลุ่มลิงคเ์กจ
ที0วเิคราะห์ไดไ้ม่เท่ากบัโฮโมโลกสัโครโมโซมปาลม์ 
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รูปที� 1  แผนที0พนัธุกรรมรวมของปาลม์ที0สร้างจากประชากรลูกผสม F1 จาํนวน 220 สายพนัธ์ุที0เกิดจากการผสม
ระหวา่ง clone B และclone D โดยใชเ้ครื0องหมายจาํนวน 158 เครื0องหมาย (G-SSRs 116 เครื0องหมาย, EST-SSRs 

2BGSSR2320

2BGSSR0409
2BGSSR3727

2BGSSR3737

3BGSSR3655

2BGSSR2144

1XGSSR0521
1BGSSR0773

2BGSSR2380

13.8

5.2

9.1

6.0

7.9

7.1

5.0
5.3

2XGSSR3557 

2XGSSR0059 
2XGSSR3775 

2DGSSR3160

2XGSSR0074 
2DESSR0470 
2XESSR0629
2XGSSR3769 

12.3 
7.3

19.9 

8.8

4.4
0.4
4.7

1XEacaMctt25 

3XGSSR3716

1BESSR0607_2

2BGSSRb192

Sh 

25.0 

11.1 

12.5 
6.4

2DGSSR3622

1DEatgMcag21

2DGSSR0886
3XGSSR3711

1XEatgMcag13
4XGSSR3808
2BGSSR0246
4XGSSR0778

3XGSSR2291

2DGSSR1740
3XGSSR0774
2XGSSR2407
1XEactMcta44
3XESSR0678
3XGSSR0163
2BGSSRb078_1
2BGSSR2440

3XGSSR3328
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4XGSSR0775

1XESSR0351

6.8

8.3

4.7

6.2
4.1
3.6
3.4

8.0

8.1
0.7
3.6
3.8
2.2
2.1
3.3
1.4

12.0

3.6
6.5

5.9

2XGSSR3587

2XGSSR3785
2XGSSR0446_1

2XGSSR0445

2DGSSR0433

1BEatgMccg45
1DEactMcta31

3XGSSRb067

2DGSSR3213
2BESSR0690
1DEaacMcac01
2BGSSR0788

3XGSSR3826

3XESSR0336

8.0

4.1
5.6

14.9

10.6

1.6

10.1

8.1
1.4
4.1
3.7
5.6

12.5

2BGSSRb032

2BESSR0692

3XGSSR3260

2DGSSR2347

4XGSSR3301
3DGSSR3544
2DGSSR0912

3XGSSR0425

3XGSSR0369

1XGSSRb040_1

1XGSSR2518

2BGSSRb014
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9.9
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5.7
4.5
3.2
6.5

20.6

8.7

9.5

22.9

1 2 3 4 5 6
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3BGSSR3389 
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16.5 

10.8 
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4.9
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2.5
7.1
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3.3
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19.7 

11.5 

14.1 

3XGSSR3803 

2BGSSR1713 
2XESSR0580

1XGSSRb159_1

1XEataMcta31 
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8.6

6.4
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21

1XGSSR3040

2BESSR0604
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22
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5.9

24
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26.5
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29.6 

26 
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22 เครื0องหมาย และ AFLPs 20 เครื0องหมาย) วเิคราะห์ลิงเกจโดยกาํหนดค่าLOD score ตํ0าสุดที0 4.0 recombination 
fraction (r) ที0 0.35 ระยะทางระหวา่งเครื0องหมายโมเลกลุใช ้mapping function แบบ Kosambi function 
 
นํ, ามนั (16)  ถา้ทาํการทดลองต่อโดยการเพิ0ม ช่องวา่ง
ระหวา่งเครื0องหมายจาํนวนคู่ไพร์เมอร์ SSR เพื0อใชใ้น
การสร้างแผนที0 และเพิ0มจํานวนคู่ไพร์เมอร์ AFLP 
เพื0อใช้ในการเติมจะช่วยลดระยะห่างระหว่างสอง
เครื0องหมายโมเลกุลและเชื0อมกลุ่มลิงคเ์กจเขา้ดว้ยกนั 
ให้มีจาํนวนกลุ่มลิงค์เกจเท่ากับจํานวนโฮโมโลกัส
โครโมโซม 
 ในการทดลองนี,พบเครื0องหมาย G-SSR คือ 
2BGSSRb192 (กลุ่มลิงเกจที0  3) มีตาํแหน่งใกล้กับ
ลกัษณะความหนากะลา ในระยะทาง 6.4 cM เป็น
ระยะทางที0ค่อนขา้งห่างและมีเพียงเครื0องหมายเดียว 
ถา้ตอ้งการหาเครื0องหมายโมเลกุลที0มีตาํแหน่งใกล้
มากขึ,นและเป็นเครื0องหมายขนาบขา้งลกัษณะความ
หนากะลา ระหว่างเครื0 องหมาย 2BGSSRb192 
สามารถใชว้ิธี BSA (Bulked Segregant Analysis) 
ของเครื0 องหมาย AFLP ก็จะสามารถหาตาํแหน่ง
เครื0 องหมายที0ระยะทางใกล้มากขึ, นและขนาบข้าง
ลกัษณะความหนากะลาซึ0งจะนาํไปใชใ้นการคดัเลือก
ลกัษณะกะลาของปาลม์นํ, ามนัได ้
 จากแผนที0รวม (Integrated map) กลุ่มลิงค์
เกจที0  4, 10 และ 13 มีการเรียงตาํแหน่งของ
เครื0องหมายโมเลกลุสลบักนัเมื0อเทียบกบัตาํแหน่งของ
เครื0องหมายโมเลกุลในแผนที0 clone B และ clone D 
อาจเนื0องมาจากเกิด mutation บนโครโมโซมใน
ลกัษณะแบบ inversion หรืออาจเกิดจากการคาํนวณ
ลิงค์เกจที0ไม่แม่นยาํและเมื0อนําเครื0 องหมาย G-SSR 
ในแต่ละกลุ่มลิงคเ์กจของแผนที0รวม (Integrated map) 
เทียบกบัแผนที0ของ Billotte และคณะ [4] เครื0องหมาย 
G-SSR มีการเรียงลําดับเครื0 องหมายโมเลกุลใน

ตาํแหน่งเดียวกนัและอยู่ในกลุ่มลิงคเ์กจเดียวกนั เช่น 
กลุ่มลิงคเ์กจที0 6 (รูปที01) กบั กลุ่มลิงคเ์กจที0 3 (LG3) 
ของ Billotte และคณะ [4] แต่มีบางกลุ่มลิงค์เกจที0มี
การเรียงลาํดับของเครื0องหมายโมเลกุลแตกต่างกัน 
เช่น กลุ่มลิงคเ์กจที0 10 (รูปที01) กบั กลุ่มลิงคเ์กจที0 1 
(LG1) ของ Billotte และคณะ [4] แผนที0พนัธุกรรม
ของปาล์มนํ, ามันที0ได้จากงานวิจัยนี, สามารถนําไป
เทียบกับแผนที0พันธุกรรมของปาล์มนํ, ามันที0 ใช้
ประชากรลูกผสมอื0นได ้(comparative mapping) และ 
ส า ม า ร ถ ใ ช้ เ ป็ น เ ค รื0 อ ง มื อ สํ า ห รั บ ก า ร พัฒ น า
เครื0องหมายโมเลกุลที0แสดงความสัมพนัธ์กบัลกัษณะ 
QTLs ที0สนใจ 
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