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คํานํา 
 

 เปนที่ทราบกนัโดยทัว่ไปวา อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษสวนใหญใชไมยูคาลิปตัส 
(Eucalyptus spp.) เปนวัตถุดบิหลัก ซ่ึงเยื่อที่ผลิตจากยูคาลิปตัส เร่ิมมีการซื้อขายกันในตลาดโลก
ประมาณป 2500 และในชวงเวลาเพียงไมถึงหนึ่งทศวรรษ เยื่อยูคาลิปตัสสามารถครองตลาด และ
กลายเปนวัตถุดิบสําคัญของการผลิตกระดาษพิมพเขยีน (Cotterill and McRae, 1997) เนื่องจากมี
คุณภาพดี และสามารถใชประโยชนในการทํากระดาษไดหลากหลาย  

 
สําหรับประเทศไทย ยูคาลิปตสัเปนไมเศรษฐกิจที่มีความสําคัญมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ สามารถสรางรายไดจํานวนมาก ดังนั้นจึงมีความตองการปรับปรุงพันธุ   
ยูคาลิปตัสเพื่อใหมีลักษณะทีเ่หมาะสม ตอบสนองตอความตองการของอุตสาหกรรมนี้ รูปแบบการ
ปรับปรุงพันธุแบบหนึ่งทีน่ิยมใชคือ nucleus breeding strategy เนื่องจากใหคณุคาของการปรับปรุง
พันธุตอรอบการปรับปรุงพันธุสูง หลักสําคัญของการปรับปรุงพันธุในรูปแบบนี้ คอื การคัดเลือก
เฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดนเปนพอแมพันธุ สรางเปนประชากรขนาดเล็กที่มีลักษณะดีเดน 
(nucleus population) ดังนั้นการเลือกพอแมพันธุที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมจึงมีความ 
สําคัญ ซ่ึงปจจุบันมีสายตนทีถู่กคัดเลือกและพัฒนาในประเทศไทย (land race) ถูกนํามาใชเปนพอ
แมพันธุอยูแลว ปญหาก็คือ สายตนเหลานีไ้มสามารถตรวจสอบประวตัิยอนกลับไปวามาจากถิ่น
กําเนิดใดตามธรรมชาติ ดังนั้นเมื่อคัดเลือกพอแมพนัธุใหมเพิ่มเติม จึงทําใหไมทราบวาฐาน
พันธุกรรมมีความใกลเคยีงกนักับพอแมพนัธุปจจุบันมากนอยเพียงใด และนอกจากนี้ในประชากร 
E. camaldulensis ยังถูกแบงเปน 2 กลุมยอยไดแก E. camaldulensis ssp. simulata และ                    
E. camaldulensis var. obtusa จึงเกิดคําถามวาในการสรางประชากรควรสรางเปนประชากรเดียว
หรือแยกจากกนั 
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     ดังนั้น จึงเปนที่มาของการวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) เพื่อใชตอบคําถามขางตน ในการวิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธุกรรมนี้ ควรใชวิธีที่นาเชื่อถือ ทําไดงาย สามารถทําซ้ําไดผลเหมือนเดิม และมี
ความเฉพาะเจาะจงกับยูคาลิปตัส ไดแก การใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite 
markers)



 
 
 
 

วัตถุประสงค 
 
 
 1. เพื่อวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพอแมพันธุที่ถูกคัดเลือกและพัฒนา
ภายในประเทศไทย และพอแมพันธุที่คัดเลือกใหมจากประชากรหลักที่ปลูกดวยเมล็ดที่มาจากถิ่น
กําเนิดตามธรรมชาติ เพื่อจัดแบงกลุมของคูผสมที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสําหรับสราง
เปนประชากรขนาดเล็กที่คัดเลือกเฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดนใน nucleus breeding strategy 
  
 2. เพื่อวิเคราะหโครงสรางของประชากรระหวาง E. camaldulensis ssp. simulata และ       
E. camaldulensis var. obtusa เพื่อประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนวาควรสรางเปนประชากรรวม
หรือแยกเปนสองกลุมยอย 



 
 
 
 

การตรวจเอกสาร 
 
1. ยูคาลิปตัส   
 
 ยูคาลิปตัส (Eucalyptus spp.) มีลักษณะเปนไมยืนตน (tree) หรือไมพุม (shrub) ที่มีความสูง
ตั้งแต 3-70 เมตร พบประมาณ 700 ชนิด สวนใหญมีถ่ินกาํเนิดในประเทศออสเตรเลีย พบเปนสวน
นอยในติมอร อินโดนีเซีย และฟลิปปนส ยูคาลิปตัสชนิดที่นิยมปลูกเพื่ออุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ
ในเขตหนาวและกึ่งหนาวคือ E. globulus, E. grandis, E. nitens, E. viminalis และลูกผสมของ 
E.grandis x E. urophylla และในเขตรอนคือ E. camaldulensis และ E. urophylla (Cotterill and 
McRae, 1997) 
  
 สําหรับในประเทศไทยมกีารนํายูคาลิปตัสเขามาปลูกตั้งแตประมาณป 2493 และชนดิที่
สามารถปลูกไดดีคือ E. camaldulensis มีช่ือสามัญวา river red gum, murry red gum, red gum หรือ 
river gum มีการจัดหมวดหมูทางอนุกรมวธิาน ดังนี้  
 
  หมวด (division) Magnoliophyta  
       ชั้น (class) Magnoliopsida  
            ชั้นยอย (subclass) Rosidae  
                 อันดบั (order) Myrtates  
                      วงศ (family) Myrtaceae  
                           สกุล (genus) Eucalyptus  
                                                       ชนิด (species) E. camaldulensis  Dehnh. 
 
 E. camaldulensis เปนไมพืน้เมืองของประเทศออสเตรเลีย มีการกระจายพันธุตาม
ธรรมชาติกวางขวางทั่วประเทศ (ดังภาพที่ 1) พบมากตามริมน้ําและที่ราบน้ําทวมถึงตอนกลางของ
ประเทศ ลักษณะพืน้ที่ที่ E. camaldulensis กระจายอยูมหีลายลักษณะ ทั้งพื้นที่แหงแลง กึ่งแหงแลง 
ตามริมธารและแมน้ํา และพืน้ที่ลาดชันบนเขา ลักษณะอากาศที่ E. camaldulensis กระจายพันธุอยูมี
ความหลากหลายเชนเดยีวกนั คือสามารถพบไดทั้งในเขตรอนซึ่งมีอุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ยรายเดือนของ
เดือนที่รอนอยูในชวง 27 – 40 องศาเซลเซียส จนถึงเขตอบอุนที่มีอุณหภูมิต่ําสุดเฉลี่ยรายเดือนของ
เดือนที่หนาวอยูในชวง 3 – 15 องศาเซลเซียส ปกติพบในพื้นที่ที่มีปริมาณน้ําฝนอยูในชวง 250 – 
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625 มิลลิเมตรตอป แตบางพืน้ที่ปริมาณน้ําฝนอาจสูงถึง 1,250 มิลลิเมตรตอป หรือบางพื้นที่ปริมาณ
น้ําฝนอาจต่ําเพียง 150 มิลลิเมตรตอป (Eldridge et al., 1993)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 1  การกระจายพันธุตามธรรมชาติของ E. camaldulensis ในประเทศออสเตรเลีย 
 ที่มา:  Eldridge  et al. (1993) 
 
 ลักษณะโดยทัว่ไปของ E. camaldulensis เปนไมยนืตนสงู 15-30 เมตร แตในบางแหงพบวา
สูงถึง 50 เมตร ลําตนมีขนาดเสนผานศูนยกลางที่ระดับอก (DBH) 1 – 2 เมตร เปลือกลําตนเรียบสี
ชมพู สีครีม หรือสีขาวปนกนั เปลือกลอกเปนแผนกวาง ใบมีความผันแปรไปตามชวงอายุ ใบเปน
ใบเดีย่ว เรียงแบบสลับ แตในตนออนใบเรียงแบบตรงกนัขาม ใบรูปเรยีวยาวหรือรูปหอก ใบมกัจะ
หอยลง แตในตนออนใบเปนรูปไขหรือรูปหอกกวาง ๆ ไมมีหูใบ ใบเปนรูปสี่เหล่ียม ดอกเกดิเปน
ชอตามซอกใบ ในแตละชอดอกประกอบดวยดอกยอยจาํนวน 7 – 11 ดอก ดอกยอยเปนรูปกระสวย 
มีฐานรองดอกเปนรูปถวย กลีบเล้ียงและกลีบดอกปรับสภาพเปนฝาปด (operculum) และมีจํานวน
ฝาปดสองชั้น ชั้นนอกเกิดจากกลีบเล้ียง สวนฝาปดชั้นในเกิดจากการเชื่อมรวมกันของกลีบดอก ใน
แตละดอกมีเกสรเพศผูจํานวนมาก กานชูอับละอองเรณูตัง้ตรง รังไขมี 4 คารเพล แตละคารเพลมีไข
จํานวนมาก ออกดอกเกือบตลอดทั้งป ผลเปนรูปถวย ผลแหงแตก เมล็ดสีน้ําตาลหรือสีเหลือง  (สุธีร
, 2543)  
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 จากการที่ E. camaldulensis มีการแพรกระจายเปนวงกวางและมีลักษณะที่แตกตางกนัตาม
ถ่ินกําเนิด ดังนั้นจึงมีการจําแนก E. camaldulensis ออกเปน 3 กลุมยอย คือ 1 ชนิดยอย (subspecies) 
ไดแก E. camaldulensis ssp. simulata และ 2 วาไรตี้ (varieties) ไดแก E. camaldulensis var. obtusa 
และ E. camaldulensis var. camaldulensis ซ่ึงในแตละกลุมมีความแตกตางกันหลัก ๆ ไดแก การ
กระจายพันธุตามธรรมชาติ สีและลักษณะของเปลือก และลักษณะของฝาปด (CSIRO, n.d.) ซ่ึงมี
รายละเอียดดังนี้ 
 
  การกระจายพนัธุตามธรรมชาติ  
  E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa จะพบการ
แพรกระจายทางตอนเหนือของประเทศออสเตรเลีย สวน E. camaldulensis var. camaldulensis จะ
พบทางตอนใตของประเทศในบริเวณที่มอีากาศหนาวกวา  
 
  สีและลักษณะของเปลือก  
  E. camaldulensis ssp. simulata มีเปลือกสีเทาถึงขาว ลักษณะเรียบ สวน                 
E. camaldulensis var. obtusa จะมีเปลือกสแีดง น้ําตาลออนถึงขาว ลักษณะเรียบ และ                    
E. camaldulensis var. camaldulensis จะมีเปลือกสีเทาถึงขาว พบเปลือกขรุขระบริเวณโคนตน 
 
  ลักษณะของฝาปด  
  E. camaldulensis ssp. simulata มีฝาปดรูปเขาสัตว (horn shaped) หรือรูปกรวย
คอนขางยาว สวน E. camaldulensis var. obtusa จะมีฝาปดรูปกลม (rounded) หรือกรวยทู (obtuse) 
และ E. camaldulensis var. camaldulensis จะมีฝาปดรูปจะงอย (strongly beaked) 
 
 สําหรับประเทศไทยมี 2 กลุมยอย คือ E. camaldulensis ssp. simulata และE. camaldulensis 
var. obtusa ซ่ึงมีความแตกตางอยางเหน็ไดชัดคือ สีและลักษณะของเปลือก และรูปรางของฝาปด 
ดังภาพที่ 2 และ 3 
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         ภาพที่ 2  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ E. camaldulensis ssp. simulata 
         ที่มา:  http://www.viridans.com/plpics/htm/1322AVDN.HTM 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         ภาพที่ 3  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ E. camaldulensis var. obtusa 
         ที่มา:  http://www.viridans.com/plpics/htm/1258AVDN.HTM 
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2. การปรับปรงุพันธุยูคาลิปตสั   
 
 รูปแบบการปรับปรุงพันธุยูคาลิปตัสมีหลายรูปแบบ แตรูปแบบที่นิยมใชกันทัว่ไปคอื 

nucleus breeding strategy เสนอโดย Cotterill (1989) ซ่ึงปรับปรุงมาจากการปรับปรุงพันธุแกะใน
ประเทศออสเตรเลียและนวิซีแลนด หลักการของการปรับปรุงพันธุรูปแบบนี้ คือ จะแบงกลุม
ประชากรออกเปน 2 กลุม คือ กลุมประชากรหลัก (main population) เปนประชากรที่มีฐาน
พันธุกรรมกวาง มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง และกลุมประชากรขนาดเล็กทีม่ีคัดเลือก
เฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดน (nucleus population) เปนประชากรที่ไดจากการคัดเลือกจากกลุม
ประชากรหลักโดยเลือกเฉพาะตนที่มีลักษณะดีเดน (best parents) นํามาผสมกันเอง (best- with-
best) แบบควบคุม (control pollination) จะไดลูกผสมแบบ full-sib progeny นําไปปลูกทดสอบ 
และคัดเลือกตนที่ใหลักษณะดีเดนที่สุด ขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ (cloning) เพื่อปลูกตอไป การ
ปรับปรุงพันธุในรูปแบบนีจ้ะให genetic gain สูงประมาณ 20-40% ทั้งนี้ขึ้นกับอัตราการถายทอด
ลักษณะทางพนัธุกรรม (heritability) ของลักษณะที่คัดเลอืก จุดสําคัญของการปรับปรุงพันธุใน
รูปแบบนี้คือ การคัดเลือกตนที่มีลักษณะที่ตองการสูงนั้น จะตองเลือกตนที่มีความแตกตางกันทาง
พันธุกรรมสูงดวย เพื่อใหลูกผสมที่ไดดีเดนขึ้น 
 
 วิธีการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมนี้สามารถคํานวณไดโดยใชขอมูลทางพันธุ
ศาสตรเชิงปริมาณ (quantitative genetic data) และการใชเครื่องหมายโมเลกุล ซ่ึงเปนวิธีที่ใหผลที่
นาเชื่อถือ และสามารถนําไปใชประโยชนไดมากกวา (Dorothy et al., 2006) 
 
3. การใชเคร่ืองหมายโมเลกุลชวยในงานปรับปรุงพนัธุ   
 
 ปจจุบันเครื่องหมายโมเลกุลมีบทบาทชวยในการปรับปรงุพันธุพืชตาง ๆ มากมาย ซ่ึง
ในทางการเกษตรมีการนําเทคนิคนี้มาใชและประสบความสําเร็จมากวาสองทศวรรษ ในยูคาลิปตัส
มีการใชเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยเสรมิโครงการปรับปรุงพันธุเชนกัน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ 
ลดเวลาในการปรับปรุงพันธุแตละรอบ รวมทั้งลดคาใชจายในการจัดทาํแปลงทดลอง (MacRae and 
Cotterill, 2000; Poke et al., 2005)  
 
 นอกจากนี้ยังสามารถใชประโยชนเพื่อคนหาและศกึษายนีที่เกีย่วของกบัลักษณะตาง ๆ ที่มี
ความสําคัญทางการคา เชน ความทนทานตอความหนาวเย็น ความทนโรค การเพิ่มผลผลิตเนื้อไม
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และความสูง ความสามารถในการสรางราก การเพิ่มปรมิาณเปอรเซนตเยื่อ การลดปริมาณลิกนิน 
การเพิ่มคุณภาพเยื่อและคุณภาพกระดาษ (Cotterill and McRae, 1997; Marques et al., 2002; Moran  
et al., 2002; Poke  et al., 2005) มีรายงานการศึกษาการใชประโยชนดงักลาวในยูคาลิปตัสหลาย
ชนิดเชน E. globulus, E. tereticornis, E. urophylla, E .grandis (Byrne  et al., 1997; Brondani  et 
al., 1998; Marques  et al., 1998; Thamarus  et al., 2002; Junghans  et al., 2003; Thamarus  et al,, 
2004; Li  et al., มปป.) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาในลูกผสมขามชนิดระหวาง E. urophylla x      E. 
grandis (Verhaegen  et al., 1997) และ E. grandis x E. globulus (Myburg  et al., 2003) อีกดวย 
 
 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite marker) เปนเครื่องหมายที่มีขนาดของชุด
ซํ้าสั้นมากเพียง 1 – 4 คูเบส หรือไมเกิน 10 คูเบส (สุรินทร, 2545) มีช่ือเรียกที่แตกตางกันออกไป 
ไดแก simple sequence repeat (SSR), simple sequence length polymorphism (SSLP) และ 
sequence tagged microsatellite site (STMS) เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอประเภทอาศยัเทคนิคพีซีอาร 
ชนิดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนงของลําดับเบสบนจีโนม โดยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมา
เพื่อใหเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอสวนที่เปนไมโครแซทเทลไลทเฉพาะตําแหนงที่สามารถแสดงความ
แตกตางได ซ่ึงโดยทั่วไปเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจะใหจํานวนแถบดีเอ็นเอไมมาก 
เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนง ขอดีของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท คือ เปน
เครื่องหมายทีส่ามารถใหความแตกตางไดสูง และแสดงใหเห็นสภาพขมรวมกันของยีน  (co-
dominant) ตองการปริมาณดเีอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอย พบกระจายทัว่ทั้งจีโนม ทั้งระหวางยนีและ
ภายในยนีและสามารถใชไดเพียงทราบลําดบัเบสของไพรเมอร (จิระ, 2549) มีการใชเครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลทเพื่อศึกษาการเรียงตวัของดีเอ็นเอสวนตาง ๆ ในจีโนม หรือการทาํแผนที่ยีน 
และยังประยกุตใชในการตรวจสอบความหลากหลายของพันธุ (Smith et al., 2003) นอกจากนีย้ัง 
สามารถใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ ตรวจสอบพันธุพอแมและใชทดสอบลูกผสม 
ศึกษาความสัมพันธทางววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต และหาเครื่องหมายที่ใชตรวจสอบหรือบงชี้
ลักษณะจําเพาะ เชน ความตานทานโรค ความทนทานตอสภาพแวดลอมบางอยาง การควบคุมการ
ออกดอก (Missiaggia et al., 2005) ซ่ึงจะนาํไปสูการโคลนยีนโดยอาศัยแผนที่ยีนไดดวย   
 
4. การวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม   
 
 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม เปนการวเิคราะหการจดักลุมขอมูลและ
ตัวอยาง (cluster analysis) โดยใชวิธีการทางคณิตศาสตรที่ใชในการจําแนก หรือแบงขอมูล หรือ
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ตัวอยางที่ศกึษาออกเปนกลุมยอย ตั้งแต 2 กลุมขึ้นไป โดยประเมินความสัมพันธของตัวอยางที่
ศึกษา ซ่ึงอาศยัคาความสัมพนัธ (correlation) และคาความนาจะเปน (probability) ในการจัดกลุม
ดวยวิธีการจดักลุมแบบ distance function ที่จะคํานวณความเหมือน (similarity) หรือความตาง 
(distance) ของตัวอยางที่ศกึษา แลวนําคาที่ไดมาจัดกลุมตัวอยางที่มีคาความคลายกนัมากที่สุด หรือ
มีคาความตางนอยที่สุดจะถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกัน สวนตวัอยางที่มคีาความคลายกันนอย หรือมี
ความตางกันมากจะจัดใหอยูตางกลุมกัน ซ่ึงวิธีการนี้จะสามารถบอกไดวาตัวอยางที่ศกึษามีความ
คลายคลึง หรือแตกตางกนัมากนอยอยางไร  
 
 ขอมูลที่ใชในการนํามาวิเคราะหโดยวิธีจดักลุมแบบนี้สามารถใชขอมูลท่ีเปนลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและทางชีวโมเลกุล ไดแก ผลผลิตตอพื้นที่ จํานวนรวงตอพื้นที่ จํานวนเมล็ดตอรวง 
น้ําหนกัเมล็ด ความสูงตน ความโตตน น้ําหนักแหงของตน หรือ การตานทานตอโรคหรือแมลง 
และขอมูลลักษณะการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคตาง ๆ เชน RAPD, RFLP, AFLP 
หรือ SSR เปนตน การแสดงผลความสัมพันธของตัวอยางที่จัดกลุม สามารถแสดงโดยแผนภูมิ
ตนไมจําลองทีจ่ะแสดงคาความเหมือน (similarity) หรือความตาง (distance) บอกถึงระดับ
ความสัมพันธของแตละตัวอยางได (ภาควชิาพันธุศาสตร, 2550) 
 
 วิธีการสรางแผนภูมิตนไมจาํลองดวยวิธี distance method จะอาศัยระยะหางระหวาง
ตัวอยางแตละคูจากตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด แผนภมูิตนไมจําลองที่สรางขึ้นจะพจิารณาจาก
ความสัมพันธของคา distance ที่ไดจากตวัอยางแตละคูเปรียบเทียบกับคูอ่ืน ๆ วิธีการที่นิยมใชไดแก 
UPGMA (unweight pair-groups method using arithmetic average) ซ่ึงจะสรางแผนภมูิตนไมจําลอง
โดยการหาคูตวัอยางที่มี pairwise distance นอยที่สุดจาก distance matrix จากนั้นจัดใหตัวอยางคูนัน้
รวมกันเปนกลุม (cluster) ในสวนอื่น ๆ ของ matrix ที่ไมเกี่ยวของกับกลุมดังกลาวใหคงคาเดิมไว 
จากนั้นดําเนนิการรอบใหม โดยเริ่มจากการหาคูตัวอยางที่มี pairwise distance นอยทีสุ่ดเชนเดิม 
แลวจัดกลุม ดาํเนินการเชนนี้ไปจนทกุตัวอยางถูกจัดเขาอยูในกลุม วิธีการนี้ใชไดดีในกรณีที่อัตรา
การกลายพันธุแบบแทนทีเ่บสคงที่เทานั้น ถาอัตราการแทนที่เบสไมคงที่แลว สัณฐานของแผนภูมิ
ตนไมจําลองทีไ่ดจะมีความคลาดเคลื่อนสูง (Nei and Kumar, 2000) 
 
 วิธีการสรางแผนภูมิตนไมจาํลองอีกวิธีหนึ่งที่นิยมคือ วธีิการ maximum likelihood ซ่ึงเปน
การสรางแผนภูมิตนไมจําลองภายใตแบบจําลองการแทนที่เบสที่เหมาะสมโดยพจิารณาความ
เปนไปได (likelihood) ของแผนภูมิตนไมจําลองที่สรางขึ้นภายใตขอกาํหนดทีว่าสัณฐานของ
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แผนภูมิตนไมจําลองใดที่ใหคา likelihood สูงสุดจะเปนแผนภูมิตนไมจาํลองที่ดีที่สุด คา likelihood 
ของตําแหนงหนึ่ง ๆ จะเทากับผลรวมของความนาจะเปนที่บรรพบุรุษจะมนีิวคลีโอไทดในรูปแบบ
ตาง ๆ ที่เปนไปไดในทกุรูปแบบภายใตแบบจําลองการแทนที่เบสที่กาํหนด โดยในโปรแกรม
คอมพิวเตอรจะรายงานคา likelihood เปนคา –ln ดังนั้นคา –ln ที่ไดยิ่งมีคาต่ําแสดงวาคา likelihood 
ของแผนภมูิตนไมจําลองนัน้ ๆ จะมีคาสูง (ภาควิชาพันธศุาสตร, 2550) 
 
 คาที่ใชในการตรวจสอบการจัดกลุมแผนภมูิตนไมจําลอง 
 
  1. Cophenetic correlation  
    
   เปนคาที่บอกถึงวา การจัดกลุมที่ไดดีเพยีงใด ซ่ึงดูไดจากคา goodness of 
fit โดยคํานวณหาคา cophenetic correlation (r) โดย 
 
    r  > 0.9 หมายถึง จัดกลุมไดดีมาก 
    0.9 > r  > 0.8 หมายถึง จัดกลุมไดด ี
    0.8 > r  > 0.7 หมายถึง จัดกลุมไดปานกลาง 
    0.7 > r หมายถึง จัดกลุมไดไมดี 
 
  2. Bootstrap test  
 
   เปนการทดสอบความนาเชื่อถือของกลุมที่จัดมีมากนอยเทาไร โดยบอก
เปนเปอรเซ็นตของโอกาสที่จะมีการจดักลุมเหมือนเดิมเทาไร เมื่อมีการสุมเอาตัวแปร (variable) 
หรือขอมูลใด ๆ ที่ใชในการจัดกลุมออกตามจํานวนครั้งที่ตองการ  
 
   วิธีการคือ ทําการเลือกขอมูลในคอลัมนใด ๆโดยสุม แลวแทนที่ดวย
ขอมูลจากคอลัมนอ่ืนที่เลือกมาโดยสุมเชนเดียวกัน ดังนัน้จะมีขอมูลในบางตําแหนงที่ปรากฏขึ้น
อยางนอย 2 คร้ัง ในขณะที่ขอมูลบางตําแหนงไมเปล่ียนแปลง จากผลของการสุมแทนที่ดังกลาวจะ
ทําใหเกิดลําดบัของขอมูลใหม และจะใชเปนขอมูลในการสรางแผนภูมิตนไมจําลองสัณฐานของ
แผนภูมิตนไมจําลองที่สรางขึ้นใหม จะถูกเปรียบเทียบกบัแผนภูมิตนไมจําลองที่สรางไวโดยไมมี
การแทนที่ขอมูลใด ๆ (original tree) ถา interior branch ของแผนภูมิตนไมจําลองที่ไดเหมือนกบั 
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original  ของแผนภูมิตนไมจําลองจะใหคะแนนเปน 1 แตถา branch ใด พบเฉพาะใน original ของ
แผนภูมิตนไมจําลองจะมีคาเปน 0 และ bootstrap จะดําเนินการเชนนีห้ลาย ๆ รอบ แลวจะคํานวณ
เปอรเซ็นตของแตละ interior branch ของ original ของแผนภูมิตนไมจาํลองที่พบในแผนภูมิตนไม
จําลองที่ไดจากการสลับขอมูลทุกรอบ คาที่ไดนี้เรียกวา confidential value หรืออาจเรียกวา 
bootstrap value 
 
   กลุมตัวอยางทีมี่คา bootstrap มาก แสดงใหเห็นวากลุมที่จดัไดมีความ
นาเชื่อถือ โอกาสที่การจัดกลุมจะเปลี่ยนไปนอย เมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมที่มีคา bootstrap นอย 
ตัวอยางทีแ่ยกออกเปนกลุมเดี่ยวจะไมสามารถคํานวณคา bootstrap ได 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. ตัวอยางสายตนยูคาลิปตัสที่คัดเลือกจากแปลงประชากรหลักที่รวบรวมเชื้อพันธุของ    

E. camaldulensis ซ่ึงเปนแปลงทดลองที่ปลูกโดยใชเมล็ดนําเขาจากประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงทราบ
ถ่ินกําเนิดตามธรรมชาติ และตัวอยางสายตนพอแมพนัธุที่คัดเลือกจากภายในประเทศไทยเพื่อเปน
สายตนเปรียบเทียบ ซ่ึงไมสามารถตรวจสอบยอนกลับวามาจากถิ่นกําเนิดใดตามธรรมชาติ 

 
2. วัสดุอุปกรณสําหรับสกัดและวเิคราะหดีเอ็นเอ เชน โกรง tip ที่นึ่งฆาเชื้อแลว เครื่องปน

เหวีย่ง เปนตน  
 
3. วัสดุอุปกรณสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร เชน เครื่องพซีีอาร, ถาดสําหรับทําปฏิกิริยาพีซี

อาร, สารเคมีตาง ๆ สําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
 
4. วัสดุอุปกรณสําหรับแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยาพซีีอาร 

เชน เครื่อง electrophoresis กระจก สารเคมสํีาหรับเตรียม polyacrylamide gel และสารเคมีที่ใช
สําหรับยอมดวยวิธี silver staining เครื่อง capillary electrophoresis เปนตน 

 
5. เครื่องคอมพิวเตอรและโปรแกรมในการวิเคราะหขอมูล ไดแก NTSYS, Winboot, 

STRUCTURE 
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วิธีการ 

 
1. การคัดเลือกตัวอยาง  
 
 คัดเลือกจากแปลงประชากรหลักที่รวบรวมเชื้อพันธุของ E. camaldulensis ซ่ึงประกอบ 
ดวย 2 กลุมยอย คือ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa โดยเลือก
จากตัวอยางทีม่ีการเจริญเตบิโตดีที่สุดทั้ง 2 กลุม กลุมยอยละ 20 ตัวอยาง และเลือกตวัอยาง            
E. camaldulensis ที่ใชเปนพอแมพันธุปจจบุัน เพื่อเปนตวัอยางเปรยีบเทียบจํานวน 5 ตัวอยาง 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอ   
 
 การสกัดดีเอน็เอจากใบออนสด ดวยสารละลาย CTAB โดยใชใบออนสดจํานวน 1 กรัม บด
ในไนโตรเจนเหลวใหละเอยีด ทําใหเซลลแตกดวย CTAB buffer และทําการสกัดโปรตีนและแยก
เซลลพืชออกดวย chloroform : isoamyl (24:1) และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอลบริสุทธิ์ 
 
3. การวิเคราะหดีเอ็นเอที่สกัดได   
  
 การตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง spectrophotometer โดย
อาศัยหลักการที่เบสที่เปนองคประกอบของกรดนวิคลีอิก สามารถดูดกลืนแสงไดดทีี่สุดที่ความยาว
คล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร และสารละลายดีเอ็นเอที่เขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร (A260 หรือ OD260) เทากับ 1 ซ่ึงสามารถ
คํานวณหาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอไดจากสูตร 
 
  ความเขมขนของดีเอ็นเอ (μg/ml) = A260 x 50 x dilution factor 
 
 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารสกัดดีเอ็นเอทําไดโดยเทยีบอัตราสวนของคา A260 / A280 
ดังนี ้
  A260 / A280 > 2.0 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอ 
  2.0 > A260 / A280 > 1.8 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์สูง 
  1.8 > A260 / A280 > 1.65 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ 



 

15 

  1.65 > A260 / A280 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีการปนเปอนของโปรตีนหรือฟนอล 
 
 สารสกัดดีเอ็นเอที่สามารถใชทําปฏิกิริยาพีซีอารไดจะตองมีความบริสุทธิ์สูง – บริสุทธิ์ 
หรือมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.65 – 2.0  
 
4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท   
 
 ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่พัฒนาจาก E. grandis และ E. urophylla โดยมีราย 
ละเอียดของแตละไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามตารางผนวกที่ 1 และความเขมขน
ของสารตาง ๆ ที่ใชสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร ประยุกตอางอิงตามวิธีการของ Brondani et al. 
(1998), Brondani et al. (2002) และ Steane  et al. (2001) ดังนี ้
 
    สาร    ความเขมขนสดุทาย 
  dNTP                  0.2 mM 
  buffer     1 X 
  MgCl2                  1.5 mM 
  forward ไพรเมอร   0.2 μM 
  reverse ไพรเมอร   0.2 μM 
  Taq DNA polymerase   1 U 
  DNA               20 ng 
 
 และใชโปรแกรมการทําปฏิกิริยา ดังนี้  
 
  ขั้นที่ 1  pre-denaturing  96 องศาเซลเซียส 2 นาที 
  ขั้นที่ 2  denaturing  94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
  ขั้นที่ 3 annealing   (*) องศาเซลเซียส 1 นาที 
  ขั้นที่ 4  extension  72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
  ขั้นที่ 5  ยอนกลับ ขั้นที่ 2 – 4 จํานวน 29 รอบ 
  ขั้นที่ 6 final extension  72 องศาเซลเซียส 7 นาที 
  ขั้นที่ 7 end 
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 หมายเหตุ ขั้นตอนที่ 3 annealing (*) อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาเปลี่ยนไปในแตละไพร
เมอร 
 
5. การแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
 
 5.1 วิธี silver staining    
 
 นําผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารที่ไดมาแยกความแตกตางดวย electrophoresis บน 5% 
polyacrylamide gel กําลังไฟฟา 60 วัตต อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นานประมาณ 2 ช่ัวโมง ยอม
แถบดีเอ็นเอดวย silver nitrate โดยการนําแผนกระจกเจลมาแชในสารละลายกรดอะซิติก 10% เขยา
นาน 30 นาที เพื่อกําจัดยูเรียซ่ึงเปนสวนผสมใน polyacrylamide gel ออก แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น 
(หรือน้ํา deionize) คร้ังละ 2 นาที 3 คร้ัง ยอมดวยสารละลาย silver nitrate (1% silver nitrate, 0.56% 
formaldehyde) นาน 30 นาที ลาง silver nitrate ที่เปนสวนเกินทิ้งดวยน้าํกลั่นประมาณ 3 – 5 วินาท ี
เติม developer (30% sodium carbonate, 0.1% sodium thiosulphate, 0.56% formaldehyde) โดยเขยา
ชา ๆ จนแถบดีเอ็นเอปรากฏชัด หยุดปฏิกิริยาดวยกรดอะซิติก 10% นานประมาณ 1 นาที ลาง
กระจกเจลดวยการเขยาในน้าํกลั่นนาน 5 นาที ยกไปวางผึ่งใหแหงสําหรับอานผลตอไป 
 
 5.2 วิธี capillary electrophoresis 
  
 คัดเลือกไพรเมอร ที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดด ีไดดีจากขอ 5.1 มาแยกความแตกตาง
โดยใชเครื่อง eGene’s HDA-GT12TM genetic analyzer ซ่ึงสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอ
ตามน้ําหนกัโมเลกุล (molecular weight) ไดละเอียด (eGene inc., 2006) เพื่อใหสามารถแยกความ
แตกตางของตวัอยางที่ทําปฏิกิริยาพีซีอาร ไดผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารนอย 
 
6. การวิเคราะหขอมูล   
 
 6.1 การใหคะแนนแถบดีเอน็เอ 
  
  6.1.1 สําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS และโปรแกรม Winboot ให
คะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอในขนาดเดยีวกันของแตละไพรเมอร (สําหรับวิธี capillary 
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electrophoresis วิเคราะหจากขนาดที่แตกตางกันไมเกิน 3 bp) หากมแีถบดีเอ็นเอใหตวัเลข 1 หาก  
ไมมีแถบดีเอ็นเอใหตวัเลข 0 ถาหากไมมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารใหตัวเลข -9  
 
  6.1.2 สําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE ใหคะแนนการเกิดแถบดี
เอ็นเอในขนาดเดียวกนัเปนตัวเลขเดยีวกัน เรียงกัน เชน 1, 2, 3, ... ตั้งแตขนาดเล็กถึงขนาดใหญ 
หากไมมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารใหตวัเลข -9 
 
 6.2 การวิเคราะหขอมูล 
 
  6.2.1 ใชโปรแกรม NTSYS คํานวณคาความเหมือนกนัของตัวอยางทั้งหมด 45 
ตัวอยาง แลวสรางเปนแผนภมูิตนไมจําลองโดยใชการคํานวณแบบ Jaccard และจดักลุมแบบ 
UPGMA คํานวณคา cophenetic ตามขั้นตอนดังนี ้
 
  ก. จัดรูปแบบคะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนตัวอยาง และ
แนว row เปนอัลลีลแถวดานบนสุดเซลลแรกกําหนดคาสําหรับโปรแกรม NTSYS โดยให 1 แทน
ขอมูลแบบ rectangular เซลลที่สองกําหนดจํานวนตวัอยาง เซลลที่สามกําหนดจํานวนอัลลีล เซลลที่
ส่ีกําหนด คา error แทนดวย -9 เปดขอมูลโดยใชโปรแกรม NTSYS และบันทึกไฟลในนามสกุล nts 
 
  ข. วิเคราะหคาความเหมือนกนัโดยเลือก dis/similarity เลือก quantitative data 
เลือก input file ที่บันทึกไวจากขอ ก. และตั้งชื่อ output file ในนามสกลุ nts เลือกการคํานวณ
coefficient แบบ Jaccard กําหนด positive code เปน 1 และ negative code เปน 0  
 
  ค. สรางแผนภมูิตนไมจําลองโดยเลือก cluster เลือก SAHN เลือก input file ที่
บันทึกไวจากขอ ข. และตั้งชื่อ output tree file ในนามสกุล nts เลือกการจัดกลุมแบบ UPGMA ดผูล
แผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการวิเคราะห 
 
  ง. คํานวณคา cophenetic โดยเลือก input tree file ที่บันทึกไวจากขอ ค. และตั้งชื่อ 
output cophenetic file ในนามสกุล nts  
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  จ. นํา file ที่ไดจากการคํานวณไปเปดดูผลใน matrix comp. plot โดยเลอืก input 
file 1 (X) คือ matrix ที่คํานวณจากขอ ข. และ input file 2 (Y) คือ matrix ที่คํานวณจากขอ ง. 
โปรแกรมจะเปรียบเทียบผลที่ไดเปนกราฟระหวาง 2 matrixes และ พิจารณาคา cophenetic ไดจาก 
report listing 
 
  6.2.2 ใชโปรแกรม Winboot เพื่อคํานวณคา bootstrap โดยใชการคํานวณแบบ 
Jaccard จํานวน 1,000 รอบ ตามขั้นตอนดงันี้ 
 
  ก. จัดรูปแบบคะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนอัลลีล  และ
แนว row เปนตัวอยาง แถวดานบนสุด เซลลแรกกําหนดจํานวนตัวอยาง เซลลที่สองกําหนดจํานวน 
allele กําหนดใหคา error เปน 0 และบันทกึไฟลในนามสกุล txt ที่มีแท็บเปนตัวคัน่ 
 
  ข. วิเคราะหคา bootstrap โดยเลือก input file ที่บันทึกไวจากขอ ก. และตั้งชื่อ 
output file ในนามสกุล txt ใชการคํานวณ coefficient แบบ Jaccard เชนเดียวกับการใชโปรแกรม 
NTSYS โดยกาํหนดจํานวนรอบเปน 1,000 รอบ 
  
  ค. พิจารณาจากคา bootstrap จากคาที่ปรากฏในแผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการ
วิเคราะหของโปรแกรม 
 
 6.2.3 ใชโปรแกรม STRUCTURE ที่พัฒนาโดย Pritchard et al. (2000) เพื่อวิเคราะห
โครงสรางของประชากรวามีกลุมยอย (subgroup) หรือไม ตามขั้นตอนดังนี ้
    
  ก. จัดรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนไพรเมอร (=locus) และ
แนว row เปนตัวอยาง ที่มกีารแบงกลุมของประชากรโดยกลุม 1 แทนตวัอยางของ E. camaldulensis 
ssp. simulata, กลุม 2 แทนตวัอยางของ E. camaldulensis var. obtusa และกลุม 3 แทนตัวอยางที่
คัดเลือกในประเทศไทย และตัวอยางหนึ่งจะใชสองแถว แถวแรกคือ อัลลีลที่หนึ่ง และแถวที่สอง 
คือ อัลลีลที่สอง ถามีแคเพียงหนึ่งอัลลีล ใหถือวาอีกอัลลีลคืออัลลีลเดียวกัน (Pritchard  et al., 2007) 
และบันทึกไฟลในนามสกุล txt ที่มีแท็บเปนตัวคั่น โดยทีแ่ถวแรกจะใสเฉพาะชื่อไพรเมอร เทานั้น 
 
  ข. สราง project ใหม ตั้งชื่อ และใช input file ที่บันทึกไวจากขอ ก.  
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  ค. คํานวณหาคากลุมยอย K ที่เหมาะสม ตามวิธีการของ Evanno et al. (2005) ตาม
ขั้นตอนดังนี ้
 

  1. กําหนดคา K ที่คาดวาจะเปน และเริ่ม run ตั้งแต K = 1 หรือ 2 จนถึงคา 
K ที่คาดวาจะเปน และ run เพิ่มอีก 3 K ในที่นี้คาดวาจะมคีา K = 3 นั่นคือ 1: E. camaldulensis ssp. 
simulata, 2: E. camaldulensis var. obtusa และ 3: E. camaldulensis ในประเทศไทย ดังนั้นจํานวน 
K ที่ตอง run คือ 1 – 6 และ run ประมาณ 20 คร้ังตอ K โดยกําหนดคา burn in และ MCMC เทากบั 
10,000 

 
   2. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา mean likelihood L(K) กับคา K 
โดยใหแกนเอก็ซเปนคา K และแกนวายเปนคา L(K) 
 
   3. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา mean difference between 
successive likelihood value of K คํานวณจาก L’(K) = L(K) – L(K-1) ซ่ึงคาความแตกตางนี้มี
ลักษณะเชนเดยีวกันกับขนาดการเปลี่ยนแปลงของคา likelihood function ที่เกี่ยวของกับคา K โดย
ใหแกนเอก็ซเปนคา K และแกนวายเปนคา L’(K) 
 
   4. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา absolute value of the difference 
between successive value of L’(K) คํานวณจาก [L”(K)] = [L’(K+1) – L’(K)] ซ่ึงมีลักษณะ
เชนเดยีวกันกบัอัตราการเปลี่ยนแปลงครั้งที่สองของคา L(K) ที่เกี่ยวของกับคา K โดยใหแกนเอ็กซ
เปนคา K และแกนวายเปนคา [L”(K)] 
 
   5. ประมาณคา ∆K จากคา absolute value of  L”(K) เฉลี่ยจากการ run 
ทั้งหมด 20 คร้ัง หารดวยคา standard deviation of L(K)  
 
   6. คา K ที่แทจริงคือคา ∆K ใน K ที่มีความแตกตางอยางเดนชัดจากคา ∆K 
ใน K อ่ืน ๆ 
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  ง. วิเคราะหผลโครงสรางของประชากรโดยวิเคราะหจากแผนภูมแิทงหรือ triangle 
plot ที่ไดจากโปรแกรมใน K ที่แทจริงที่คํานวณไดจากขอ ค. โดย run โปรแกรมใหมที่มีคา burn in 
เทากับ 100,000 และ MCMC เทากับ 500,000 
 
  



 
 
 
 

ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1. ผลการคัดเลือกตัวอยาง   
 
 คัดเลือกตัวอยาง E. camaldulensis โดยแบงเปนคัดเลือกจาก E. camaldulensis ssp. 
simulata และ E. camaldulensis var. obtusa กลุมละ 20 ตัวอยางที่มกีารเจริญเติบโตดีทีสุ่ด ซ่ึงได
จากขอมูลผลการวัดเสนผานศูนยกลางที่ระดับอก (DBH : diameter at breast height) ในแปลง
รวบรวมเชื้อพนัธุ โดยที่ E. camaldulensis ssp. simulata ที่ศึกษามีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.85 – 
9.99 เซนติเมตร และ E. camaldulensis var. obtusa ที่ศึกษามีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.09 – 9.14 
เซนติเมตร ถ่ินกําเนิดตามธรรมชาติ (provenances) เกือบทั้งหมดมาจาก Queensland (QLD) มีเพียง
ตัวอยางเดียวทีม่าจาก Northern territory (NT) การกระจายของตัวอยางที่เลือกตามถิ่นกําเนิดตาม
ธรรมชาติในประเทศออสเตรเลียเปนดังภาพที่ 4 และคัดเลือกตัวอยาง E. camaldulensis ซ่ึงเปนสาย
ตนพอแมพนัธุที่ถูกคัดเลือกและพัฒนาภายในประเทศไทย จํานวน 5 ตัวอยาง รายละเอยีดของขนาด
เสนผานศูนยกลางและถิ่นกําเนิดของแตละตัวอยาง ดังตารางผนวกที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 4 การกระจายพนัธุตามธรรมชาติของตัวอยางที่ศกึษา 
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2. ผลการสกัด วดัความเขมขนและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
  
 ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยเก็บใบออนสดบริเวณปลายยอดของตนตัวอยางที่คัดเลือกจากแปลง
ทดลองดังภาพที่ 5 ตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ พบวา ความเขมขนของ          
ดีเอ็นเออยูในชวง 260 – 9,715 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.0 – 1.85
แตมีตัวอยาง 4.13% ไดสารกดัดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์สูง และ 24.79% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธิ์  หรืออาจกลาวไดวามีตวัอยางที่สามารถใชในการทําปฏิกริิยาพีซีอารไดเพียง 29.92% 
จึงแกปญหาดวยการทดลองคัดเลือกตัวอยางที่มีคา A260 / A280 ต่ํากวา 1.65 มาทดลองสกัดซ้ําดวย 
phenol : chloroform : isoamyl อัตราสวน 25 : 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร หรือ chloroform : 
isoamyl อัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร พบวาสวนใหญมผีลไมแตกตางจากเดิม 
นอกจากนี้ความเขมขนของดเีอ็นเอยังลดลงเหลือเพียง 20 – 30 % จากเดมิ จึงไมสามารถใชวิธีการ
สกัดซ้ําในการแกปญหาได 
 
 ดังนั้นจึงแกปญหาดวยการทดลองเตรียมตัวอยางใบออนใหม 2 วิธีคือ วิธีที่ 1 ตัดตน
ตัวอยางที่โคนตนปลอยใหแตกหนอข้ึนมาใหม แลวเก็บใบออนจากหนอใหมที่แตกใหมนั้นมาทํา
การสกัดดีเอน็เอ ดังภาพที่ 6 และวิธีที่ 2 คือ ใชตนตวัอยางที่ถูกตัดจากแปลง นํามาตัดทอนเปนทอน
ส้ันๆ ทอนละประมาณหนึ่งเมตรปกชําในโรงเรือนเพาะชาํ (greenhouse) พรอมใหน้ําดวยระบบพน
ฝอยปลอยใหแตกยอดขึ้นมาใหม แลวเก็บใบออนจากยอดที่แตกใหมนัน้มาทําการสกดัดีเอ็นเอ ดัง
ภาพที่ 7 พบวา  
 
 วิธีที่ 1 ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวง 1,165 – 5,960 นาโนกรัม
ตอไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.07 – 1.98 มีตัวอยาง 26.47% ไดสารสกัดดีเอน็เอที่มี
ความบริสุทธิ์สูง และ 23.53% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ หรือมีตัวอยางที่สามารถใชใน
การทําปฏิกิริยาพีซีอารได 50%  
 
 วิธีที่ 2 ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวง 180 – 5,195 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.16 – 3.27 มีตัวอยาง 64.44% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธิ์สูง และ 17.78% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ หรือมีตัวอยางที่สามารถใชใน
การทําปฏิกิริยาพีซีอารได 82.22%  
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 ผลการวัดคา A260 / A280 ของสารสกัดดีเอ็นเอที่ไดจากใบออนจากวิธีการเตรียมตวัอยางที่
แตกตางกัน ดงัแสดงในภาพที่ 8 
  
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 5 ลักษณะของใบออนสดบริเวณปลายยอดของตนตัวอยางในแปลงทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 6 ลักษณะของใบออนสดจากหนอใหมที่แตกในแปลงทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 7 ลักษณะของใบออนสดจากกิ่งทีน่ํามามาปกในโรงเรือนเพาะชํา พรอมใหน้าํ 
  ดวยระบบพนฝอย 
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 ภาพที่ 8 กราฟเปรียบเทียบผลการสกัดดีเอน็เอโดยใชใบออนสดจากแหลงตาง ๆ กัน 
 
3. ผลการทําปฏิกิริยาพีซีอาร และการแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ 
 
 3.1 วิธี silver staining  
 
  ทําปฏิกิริยาพซีีอารใชไพรเมอรทั้งหมด 80 ไพรเมอรกับจํานวนตัวอยาง 40 ตัวอยาง (ไม
รวมตัวอยางที่เก็บจากประเทศไทย) พบวา สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอของผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร 
จํานวน 60 ไพรเมอร คิดเปน 75% เฉพาะไพรเมอรมีศักยภาพในการเพิม่จํานวนดีเอน็เอไดสามารถ
ทําการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอไดต่ําสุด 1 ตัวอยางและสูงสุด 35 ตัวอยาง ไพรเมอรที่มีศักยภาพในการ
เพิ่มจํานวนตวัอยางไดสูงสุดคือ EMBRA35 และ EMBRA42 จํานวนอัลลีลในแตละไพรเมอร
เทากับ 2 – 26 อัลลีล เฉลี่ยเทากับ 10.2 อัลลีลตอไพรเมอร โดยไพรเมอรที่ใหจํานวนอลัลีลสูงสุดคือ 
EMBRA42 ดังตารางผนวกที่ 2 และตัวอยางเจลที่ใชไพรเมอร EMBRA42 ดังภาพที่ 9 
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 ภาพที่ 9 ตัวอยางเจลที่แยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวธีิ silver staining  
  โดยใช ไพรเมอร EMBRA42 
 
 3.2 วิธี capillary electrophoresis 
 
 จากขอมูลผลการแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining ขางตน คัดเลือก
เฉพาะไพรเมอรที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอน็เอไดจํานวนตวัอยางมากกวา 20 ตัวอยาง หรือใหแถบดี
เอ็นเอที่เหน็ชดัเจน จํานวน 17 ไพรเมอร ไดแก EMBRA04, EMBRA05, EMBRA06, EMBRA07,  
EMBRA08, EMBRA09, EMBRA10, EMBRA16, EMBRA17, EMBRA21, EMBRA26, 
EMBRA27, EMBRA36, EMBRA42, EMBRA53, EMBRA58 และ EMBRA60 นํามาแยกความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง capillary electrophoresis (eGene) พบวา ในแตละไพรเมอร 
มีจํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดมากขึ้น โดยสามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดต่ําสุด 35 
ตัวอยาง สูงสดุครบทั้ง 40 ตัวอยาง เฉลี่ย 38.70 ตัวอยางตอไพรเมอร (ไมรวมตัวอยางในประเทศ
ไทย) จํานวนอลัลีลในแตละไพรเมอรตั้งแต 13 – 35 อัลลีล เฉลี่ยเทากับ 19.7 อัลลีลตอไพรเมอร
ตัวอยางของ peak ที่ใชไพรเมอร EMBRA42 กับ MO13 ดังภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  ตัวอยางผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวิธี capillary electrophoresis 
   โดยใช ไพรเมอร EMBRA42 กับตัวอยาง MO13 
  
 3.3 เปรียบเทียบความแตกตางของสองวิธี 
 
  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอและขนาดของแถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากทั้งสองวิธีมีความ
ใกลเคียงกัน ตวัอยางดังภาพที่ 11 เปนผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร 
EMBRA42 เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากทั้งสองวิธี  
 
 เปอรเซ็นตผลตางของจํานวนตัวอยางที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดของวิธี capillary 
electrophoresis เทียบกับวิธี silver staining เพิ่มขึ้นเฉลี่ยเทากับ 107.9% และเปอรเซ็นตผลตางของ
จํานวนอัลลีล ของวิธี capillary electrophoresis เมื่อเทียบกับวิธี silver staining เพิ่มขึ้นเฉลี่ยเทากับ 
50.5% ดังตารางที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟแสดง peak ของ
ขนาดดีเอ็นเอที่ตรวจพบ 
ในวงกลมคือพบ 2 ขนาด 

standard 
peak 

standard 
peak 

แสดงแถบดีเอ็นเอ 

แสดงคาที่อานได และ 
คํานวณเปนขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 11  เปรียบเทียบผลการแยกความแตกตางของดีเอน็เอของตัวอยาง MS01 – MS20 โดยใชไพรเมอร EMBRA42 ดวยวิธี silver staining (ซาย) 
     และวิธี capillary electrophoresis (ขวา) 
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining และ capillary 
     electrophoresis 
 

วิธี silver staining วิธี capillary 
electrophoresis 

ผลตาง (%) เมื่อเทียบ
กับวิธี silver staining 

ลําดับ
ที่ 

primer 

ตัวอยางที ่เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอได 

อัล
ลีล 

ตัวอยางที่ เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอได 

อัล
ลีล 

ตัวอยางที่ เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอได 

อัล
ลีล 

1 EMBRA04 25 17 38 18 52.0 5.9 

2 EMBRA05 22 20 40 22 81.8 10.0 

3 EMBRA06 18 17 40 19 122.2 11.8 

4 EMBRA07 10 17 37 18 270.0 5.9 

5 EMBRA08 8 9 40 17 400.0 88.9 

6 EMBRA09 28 18 40 13 42.9 -27.8 

7 EMBRA10 18 20 40 18 122.2 -10.0 

8 EMBRA16 25 12 36 24 44.0 100.0 

9 EMBRA17 35 19 40 33 14.3 73.7 

10 EMBRA21 22 10 40 13 81.8 30.0 

11 EMBRA26 21 17 39 17 85.7 0.0 

12 EMBRA27 21 17 39 14 85.7 -17.6 

13 EMBRA36 23 16 39 18 69.6 12.5 

14 EMBRA42 35 26 40 19 14.3 -26.9 

15 EMBRA53 33 11 38 15 15.2 36.4 

16 EMBRA58 29 12 35 22 20.7 83.3 

17 EMBRA60 9 6 37 35 311.1 483.3 

 
 เลือกเฉพาะไพรเมอรที่มีจํานวนอัลลีล 1 – 2 อัลลีลตอตัวอยาง เพื่อนําไปวิเคราะหขอมูล  
ไดจํานวน 12 ไพรเมอร คือ EMBRA04, EMBRA05, EMBRA06, EMBRA07, EMBRA08, 
EMBRA10, EMBRA16, EMBRA21, EMBRA26, EMBRA27, EMBRA36 และ EMBRA42 
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4. ผลการวิเคราะหขอมูล 
   
 4.1 ผลการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS 
 
  จากการคํานวณคาความเหมอืนกันของตวัอยางทั้งหมด 45 ตัวอยาง โดยใชการ
คํานวณแบบ Jaccard model และการจดักลุมแบบ UPGMA และสรางเปนแผนภมูิตนไมจําลองและ
คํานวณคา cophenetic correlation พบวามคีา 0.64 ซ่ึงต่ํามาก ดังภาพที่ 12 แสดงวาจดักลุมไดไมดี 
แตคา similarity coefficient อยูในชวง 0.05 – 0.53 แสดงวาตัวอยางมคีวามแตกตางกันทาง
พันธุกรรมมาก ดังภาพที่ 13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 12  matrix comparison ระหวางการคํานวณครั้งแรกดวย Jaccard และ 
      หลังการคํานวณ cophenetic correlation   
 
 
 

คา similarity 
coefficient ที่ได
จากการคํานวณ
ดวย Jaccard 
model 

คา similarity coefficient ที่ไดหลังจากการคํานวณ 
cophenetic correlation 
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ภาพที่ 13  แผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการคํานวณแบบ Jaccard model และการจดักลุมแบบ 
    UPGMA ดวยโปรแกรม NTSYS 
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 4.2 ผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม Winboot 
 
  คํานวณคา bootstrap โดยใชการคํานวณแบบ Jaccard จาํนวน 1,000 รอบ แลว
สรางเปนแผนภูมิตนไมจําลองแบบ consensus พบวา สวนใหญมีคา bootstrap ต่ํากวา 50% มีเพียง
สองกลุมที่มีคา bootstrap สูงกวา 50% ไดแก กลุมของ CT03 และ CT04 ที่มีคา bootstrap 95% และ 
(CT03, CT04) และ MO15 ที่มีคา bootstrap 54% ดังภาพที่ 12 
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ภาพที่ 14  แผนภูมิตนไมจําลองแบบ consensus ที่ไดจากการคํานวณแบบ Jaccard model และ 
    คา bootstrap แสดงเฉพาะคาที่มากกวา 50% ดวยโปรแกรม Winboot  
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 4.3 ผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE 
 
  4.3.1 วิเคราะหจํานวนกลุมยอย (ซ่ึงแทนดวย K) ที่แทจริง 
 
   คํานวณคา K ที่แทจริงโดยสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา K ในแกน 
X และคา mean likelihood L(K) ในแกน Y (ภาพที่ 15 ก) แลวสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา 
mean difference between successive likelihood value of K ที่คํานวณจาก L’(K) = L(K) – L(K-1) 
ซ่ึงคาความแตกตางนี้มีลักษณะเชนเดยีวกนักับขนาดการเปลี่ยนแปลงของคา likelihood function ที่
เกี่ยวของกับคา K  (ภาพที่ 15 ข) แลวสรางกราฟความสมัพันธระหวางคา absolute value of the 
difference between successive value of L’(K) คํานวณจาก [L”(K)] = [L’(K+1) – L’(K)] ซ่ึงมี
ลักษณะเชนเดยีวกันกับอัตราการเปลี่ยนแปลงครั้งที่สองของคา L(K) ที่เกี่ยวของกับคา K (ภาพที่ 15 
ค) ประมาณคา ∆K จากคา absolute value of  L”(K) เฉลี่ยจากการทํางานของโปรแกรมทั้งหมด 20 
คร้ัง หารดวยคา standard deviation of L(K) และคา K ที่แทจริงคือคา ∆K ใน K ที่มีความแตกตาง
อยางเดนชดัจากคา ∆K ใน K อ่ืน ๆ ในที่นี้คอื K = 2 (ดังแสดงในวงกลมภาพที่ 15 ง) 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 15 กราฟแสดงการคํานวณคากลุมยอยหรือคา K ที่แทจริง 
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  4.3.2 ผลการวิเคราะหโดยใชคา K ที่แทจริง คือ K = 2 ใช  burn in เทากับ 100,000 
และ MCMC เทากับ 500,000 แสดงดวยแผนภูมิแทง ดังภาพที่ 16  
 
 
 
 
 
 
 
 
          E. camaldulensis ssp. simulata              E. camaldulemsis var. obtusa             ไทย              K1          K2 

 
 ภาพที่ 16  แผนภูมิแทงประยุกตที่ไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE ซ่ึง
สามารถแบงตัวอยางออกเปน 2 กลุมยอย 
 
   ก. สามารถแบงแยกประชากรออกเปน 2 กลุมยอย ที่มีความแตกตางกัน
ทางพันธุกรรมและสามารถจับคูผสมระหวางกลุมกันสําหรับใชใน nucleus breeding strategy ได 
คือ  
 
   กลุมยอยที่ 1 กลุมที่มีแถบสีเขียวเปนหลัก ซ่ึงประกอบดวย  
   E. camaldulensis ssp. simulata จํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก MS01, MS02, 
MS03, MS04, MS05, MS06, MS07, MS08, MS09, MS10, MS11, MS12, MS13, MS14, MS15, 
MS16, MS17, MS18, MS19 และ MS20  
   E. camaldulensis var. obtusa จํานวน 18 ตัวอยาง ไดแก MO01, MO03, 
MO04, MO05, MO06, MO07, MO08, MO09, MO10, MO11, MO12, MO13, MO14, MO16, 
MO17, MO18, MO19 และ MO20  
   สายตนจากประเทศไทย จํานวน 1 ตัวอยาง ไดแก TH01  
   โดยที่กลุมที่ 1 นี้มีคา expected heterozygosity ระหวางแตละตนภายใน
กลุม ประมาณ 68% 
 

กลุมยอยที่ 1 กลุมยอยที่ 2 
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   กลุมยอยที่ 2 กลุมที่มีแถบสีแดงเปนหลัก ซ่ึงประกอบดวย 
   E. camaldulensis var. obtusa จํานวน 2 ตัวอยาง ไดแก MO02 และ MO15  
   สายตนจากประเทศไทย จํานวน 4 ตัวอยาง ไดแก TH02, TH03, TH04 
และ TH05 
    โดยที่กลุมที่ 2 นี้มีคา expected heterozygosity ระหวางแตละตนภายใน
กลุม ประมาณ 22% 
 
        ข. สําหรับ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. 
obtusa มีโครงสรางของประชากรคลายคลึงกัน จึงเปนขอมลูประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนได 
วา สามารถสรางเปนประชากรเดียวได ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาในตัวอยางตางชนิดกัน เชน 
การจัดแบงกลุมระหวาง E. grandis และ E. urophylla สามารถแบงกลุมตามชนิดไดอยางชัดเจน 
(Muro-Abad et al., 2005) 
 
  4.3.3 ไพรเมอรที่บงชี้ไดอยางชัดเจนถึงการแยกกลุม โดยพิจารณาจากคาความ
แตกตางของ allele frequency ระหวางสองกลุม ไดแก   
 
     allele frequency กลุมที่ 1    กลุมที่ 2 
   EMBRA04  อัลลีลที่ 12   0.610  0.077 
   EMBRA05  อัลลีลที่ 5 0.415  0.070 
      อัลลีลที่ 10 0.140  0.039 
     อัลลีลที่ 11 0.135  0.039 
   EMBRA07  อัลลีลที่ 3  0.358  0.096 
          อัลลีลที่  8 0.152  0.040   
   EMBRA08      อัลลีลที่  12 0.268  0.062 
          อัลลีลที่  14 0.229  0.036  
   EMBRA09     อัลลีลที่ 10 0.323  0.075  
   EMBRA10      อัลลีลที่  5 0.353  0.069  
       อัลลีลที่ 13 0.131  0.030  
          อัลลีลที่  15 0.140  0.060  
   EMBRA16      อัลลีลที่  3 0.166  0.026  
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   EMBRA21     อัลลีลที่  10 0.240  0.082  
          อัลลีลที่  11 0.517   0.044  
   EMBRA26      อัลลีลที่  9   0.520   0.122 
         อัลลีลที่  8    0.266   0.031  
   EMBRA27      อัลลีลที่ 7    0.271   0.066  
          อัลลีลที่  8    0.346   0.041  
 

วิจารณ 
 
1. การคัดเลือกตัวอยาง   
 
 คัดเลือกตัวอยางโดยคัดตนทีม่ีการเจริญเตบิโตมากที่สุดของประชากรหลัก เพื่อใชเปนพอ
แมพันธุสําหรบั nucleus population ดังนั้นจึงมีหลายตวัอยางที่มาจากถิน่กําเนดิเดยีวกนั ตางกันที่
ตระกูลของตัวอยาง แตผลการวิเคราะหก็ยังพบวา ตวัอยางที่มาจากถิ่นกําเนิดเดยีวกัน ยงัมีคา 
similarity coefficient ต่ํามาก นั่นคือ มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสูงมาก (Butcher et al., 2001) 
ดังนั้น จึงพอจะประเมนิในเบื้องตนวา ในแตละตระกูลมีความแตกตางกันทางพันธกุรรมมาก จน
สามารถปลอยใหเกิดการผสมพันธุโดยสุมได  
 
2. การสกัด วัดความเขมขน และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
 
 เมื่อเปรียบเทียบระหวางทีม่าของตัวอยางใบออนที่แตกตางกัน จากภาพที่ 8 พบวาเมื่อ
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตที่สามารถใชทําปฏิกิริยาพีซีอารไดของตัวอยางทีส่กัดจากใบออนสดบริเวณ
ปลายยอดของตนตัวอยางที่คดัเลือกจากแปลง จะนอยกวาใบออนจากหนอใหมทีแ่ตกในแปลง
ทดลอง และนอยกวาใบออนจากกิ่งทีน่ํามาปกชําในโรงเรอืนเพาะชําพรอมใหน้ําดวยระบบพนฝอย
ตามลําดับ ซ่ึงทั้งนี้นาจะเนื่องจากใบออนทีแ่ตกออกมาจากกิ่งที่นํามาปกชําในโรงเรือนจะอยูในที่รม 
มีแสงรําไร มีความอวบน้ําสูง ใบจะนิ่ม เหี่ยวงาย ดังนัน้การสะสมสารพวกฟนอลิก คอมปาวด ยงั
นาจะนอยอยู ผลการสกัดดีเอ็นเอจึงดีที่สุด  
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 ผลการทดลองจากการสกัดซ้าํพบวาไมไดชวยใหดเีอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากขึ้น และยังลด
ความเขมขนของดีเอ็นเอลงอกีดวย ดังนั้นควรเตรียมตวัอยางใบออนโดยใชวิธีปกชํากิง่ในโรงเรือน
และใหน้ําดวยระบบพนฝอยจะใหผลดีกวา 
 
3. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร และแยกความแตกตางของแถบดเีอ็นเอ   
 
 3.1 วิธี silver staining  
 
  พบปญหาวาบางตัวอยางมแีถบเกิดขึ้นแตจางมาก จนบางครั้งไมสามารถแยกไดวา
เปนแถบดีเอน็เอของผลผลิตของปฏิกิริยาพซีีอารหรือไม ทําใหไมสามารถใหคะแนนได จึงทําให
ขอมูลสูญหายจํานวนมาก และตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ บางครั้งตัดสินใจไดยากวาอยูใน
ตําแหนงเดยีวกันหรือไม ทําใหคาจํานวนอลัลีลที่อานไดคลาดเคลื่อนไป วิธีนี้จึงไมเหมาะกับ
การศึกษาในสิง่มีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมากและมีอัลลีลขนาดไมแตกตางกันมากนัก นอกจากนี้ยัง
เปนวิธีที่ใชเทคนิคและความชํานาญในการปฏิบัติมาก และมีสารเคมีที่เปนอันตรายตอผูปฏิบัติ
(eGene. inc., 2007) 
 
 3.2 วิธี capillary electrophoresis  
 
  เปนวิธีที่สะดวกเร็ว ไดคาที่ถูกตองแมนยํา สามารถแยกความแตกตางไดประมาณ 
1 – 5 คูเบส สามารถวิเคราะหผลไดแมวาจะมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารนอยมากกต็าม ประมาณ 
0.1 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  
 
  ดังนั้นจึงเหมาะกับสิ่งมีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมากและในแตละอัลลีลมีขนาดไม
แตกตางกันมากนัก ไมตองใชเทคนิคและความชํานาญของผูปฏิบัติ ไมเปนอันตรายตอผูปฏิบัติ 
เนื่องจากสารเคมีตาง ๆ เชน เจล สียอมเอทธิเดียมโบรไมด ถูกบรรจุอยูใน capillary tube ซ่ึงอยูใน 
cartridge อีกทีหนึ่ง นอกจากนี้ยังใชเวลาในการวิเคราะหนอยมากประมาณ 0.5 – 2 ช่ัวโมงตอ 96 
ตัวอยาง (eGene. inc., 2007) 
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4. การวิเคราะหขอมูล   
 
 4.1 การวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS และ Winboot   
 
  การสรางแผนภูมิตนไมจําลองดวยโปรแกรม NTSYS และ Winboot จะมีลักษณะ
การใหคะแนนแบบ 1,0 (binary data) เหมือนกันทั้งสองโปรแกรม ผลจากการวิเคราะหขอมูลดวย
โปรแกรม NTSYS สามารถบอกไดวาตัวอยางที่ศึกษามีความหลากหลายทางพันธุกรรมมาก (คา 
similarity coefficient อยูในชวง 0.05 – 0.53) แตทั้งสองโปรแกรมแสดงผลการจัดกลุมจัดไดไมดี
เชนเดยีวกัน ทัง้นี้อาจเนื่องมาจาก การใหคะแนนแบบ 1,0 เปนการใหคะแนนแบบที่เหมาะกับ
เครื่องหมายโมเลกุลที่เปน dominant markers เชน RAPD (Yap and Nelson, 1996) มากกวา co-
dominant markers เชน เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  
 
  แตอยางไรก็ตาม ตัวอยางที่ถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันจากผลการวิเคราะหดวย
โปรแกรม STRUCTURE โดยเฉพาะในกลุมที่ 2 ซ่ึงมี 6 ตัวอยาง ไดแก MO02, MO15, TH02, 
TH03, TH04 และ TH04 ก็ยงัคงถูกจัดใหอยูในกลุมที่มีความใกลเคยีงกนัเมื่อสรางเปนแผนภมูิ
ตนไมจําลองดวยทั้งสองโปรแกรม (ภาพที่ 17) แตตําแหนงบนแผนภมูิตนไมจําลองของตัวอยางอืน่ 
ๆ มีความแตกตางกันระหวางสองโปรแกรม ดังนั้น จึงไมเหมาะทีจ่ะใชขอมูลแบบ binary data ใน
การอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของยูคาลิปตัสที่ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 17 ก 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 17 ข 

MO02 
MO15 
TH02 
TH03 
TH04 
TH05 

TH04 
TH05 
MO15 
TH03 
TH02 
MO02 
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 ภาพที่ 17  กลุมตัวอยางที่สองที่ไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE เมื่อ 
    วิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS (ก) และโปรแกรม Winboot (ข) พบวาถูกจัดอยู 
    ในกลุมเดยีวกัน 
 
 4.2 การวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE  
 
  ขอมูลสําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE จะมีการใหคะแนนแบบ
แยกเปนสองอลัลีล ซ่ึงนาจะเหมาะสมสําหรับการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (Pritchard  et 
al., 2007) สําหรับยูคาลิปตสั เนื่องจากยูคาลิปตัสเปนพืชที่มีจาํนวนโครโมโซมสองชุด (diploid) 
และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายโมเลกุลแบบ co-dominant marker ดังนั้นการ
ใหคะแนนเปนสองอัลลีล แสดงความเปน co-dominant ไดดี และสามารถอธิบายไดดีที่สุดสําหรับยู
คาลิปตัสที่ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท นอกจากนีโ้ปรแกรม STRUCTURE แสดงผลออกมา
เปนแผนภูมิแทงซึ่งสามารถมองเห็นไดชัดเจนถึงกลุมที่มคีวามแตกตางกัน  
 
5. ประโยชนท่ีไดรับอ่ืน ๆ  
  
 นอกจากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยูคาลิปตัส ยังนําไปใชประโยชน
ดานอื่น ๆ ได เชน   
   
 5.1 แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแตละไพรเมอรในแตละตวัอยางสามารถใชเปนลายพิมพดเีอน็เอ
ของตัวอยางนัน้ๆ ได ซ่ึงจะสามารถใชประกอบการจดสทิธิบัตรพันธุพืชได (Rocha et al., 2002) 
นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบยอนกลับไปถึงพอแมพนัธุไดดวย (Grattaplaglia et al., 2004; Kirst  
et al., 2005) 
 
 5.2 สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการสรางแผนที่ดีเอน็เอและจีโนม การติดตามและ
คนหายนี ใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อชวยในการคัดเลือกลักษณะตาง ๆ ที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจได เชน EMBRA05 และ EMBRA09 เปนไพรเมอรที่เชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุมลักษณะที่
เกี่ยงของกับการออกดอก ซ่ึงเปนลักษณะที่สําคัญในกระบวนการปรบัปรุงพันธุและการถายยีน 
EMBRA07 เปนไพรเมอรที่เชื่อมโยงกับยนีที่ควบคุมลักษณะที่เกีย่วของกับการสรางลิกนิน ซ่ึงเปน
ลักษณะที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของอตุสาหกรรมเยือ่และกระดาษเปนอยางยิ่ง เนื่องจากเปน
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ลักษณะที่เกีย่วของโดยตรงกบัเปอรเซ็นตเยือ่ (Brondani  et al., 2006; Myburg et al., 2007; Pijut et 
al., 2007)นอกจากนี้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับยูคาลิปตสัยังคงมีการเผยแพรอยาง
ตอเนื่อง ซ่ึงสามารถใชประโยชนในการสรางแผนที ่ ดีเอ็นเอที่มีความละเอียดมากขึ้น (Steane  et 
al., 2005) 
 
 5.3 สามารถประยุกตใชในการศึกษาทางพนัธุศาสตรปาไม เพื่อการอนุรักษ หรือการ
ปรับปรุงพันธุไดอีก อาทิเชน การติดตาม gene flow ในประชากรตามธรรมชาติและแปลงปลูก 
ผลของการปลูกเลี้ยงโดยมนษุย (domestication) ที่มีตอความหลากหลายทางพันธุกรรม (Jones et 
al., 2006) การจัดการแปลงเก็บเมล็ดพันธุ การกําหนดคูผสมสําหรับโปรแกรมการปรบัปรุงพันธุขั้น
สูง (Liewlaksaneeyanawin, 2006)  
  
 



 
 
 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 สรุป 

 

 จากผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ E. camaldulensis โดยใช
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท สรุปไดดังนี้ 
 
 1. เมื่อวิเคราะหความหลากหลายดวยโปรแกรม STRUCTURE สามารถแบงแยกประชากร
ออกเปน 2 กลุมยอย ที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรม และสามารถจับคูผสมระหวางกลุมยอยกัน
สําหรับใชใน nucleus breeding strategy ได คือ  
 
 กลุมยอยที่ 1 ประกอบดวย 
 
  E. camaldulensis ssp. simulata ไดแก MS01, MS02, MS03, MSO4, MS05, 
MS06, MS07, MS08, MS09, MS10, MS11, MS12, MS13, MS14, MS15, MS16, MS17, MS18, 
MS19 และ MS20 
 
  E. camaldulensis var. obtusa ไดแก MO01, MO03, MO04, MO05, MO06, 
MO07, MO08, MO09, MO10, MO11, MO12, MO13, MO14, MO16, MO17, MO18, MO19 และ 
MO20 
 
  สายตนจากประเทศไทยไดแก TH01 
 
 กลุมยอยที่ 2 ประกอบดวย 
 
  E. camaldulensis var. obtusa ไดแก MO02 และ MO15  
 
  และสายตนจากประเทศไทย ไดแก TH02, TH03, TH04, TH05 
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 2. สําหรับ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa มีโครงสราง
ของประชากรสวนใหญคลายคลึงกัน จึงเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนไดวา สามารถ
สรางเปนประชากรเดียวได ซ่ึงจะสามารถปลูกในพื้นทีเ่ดียวกันไดโดยไมตองมี buffer zone 
  
 

 ขอเสนอแนะ 

 

 1. ในการสกัดดีเอ็นเอของยูคาลิปตัสควรใชวิธีการเตรียมใบออนดวยการเก็บกิ่งมาปกชาํใน
โรงเรือนเพาะชําพรอมใหน้ําดวยระบบพนฝอยเพื่อใหแตกยอดใหมกอนนําใบออนไปสกัดดีเอ็นเอ 
จะใหดีเอน็เอที่มีความบริสุทธิ์สูง 

 
 2. การแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชวิธี capillary electrophoresis จะใหผลที่มี
ความแมนยําถูกตอง สะดวกรวดเร็ว ไมตองใชเทคนิคและความชํานาญ และไมเปนอนัตรายตอผู
ปฏิบัติ เหมาะกับผูที่ศึกษาสิง่มีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมาก และมีความแตกตางของแตละอัลลีลไม
มากนัก  
 
 3. สําหรับการศึกษาในครั้งนี ้การวิเคราะหโดยใชโปรแกรม STRUCTURE จะเปนวธีิที่มี
ความเหมาะสมที่สุด 
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ตารางผนวกที ่1 รายละเอียดของตัวอยางทีศ่ึกษา 
ลําดับที่ ตัวอยาง ถิ่นกําเนิด (provenances) DBH* latitude longitude altitude 

      (cm) deg. min. deg. min. (m) 
 E. camaldulensis ssp. simulata       
1 MS01 LAURA RIVER QLD 9.99 15 34 144 28 100 
2 MS02 LAURA RIVER QLD 9.99 15 34 144 28 100 
3 MS03 LAURA RIVER QLD 9.87 15 34 144 28 100 
4 MS04 MOREHEAD RIVER QLD 9.84 15 2 143 40 50 
5 MS05 LAURA RIVER QLD 9.68 15 34 144 28 100 
6 MS06 KENNEDY RIVER QLD 9.61 15 22 144 10 100 
7 MS07 LAURA RIVER QLD 9.45 15 34 144 28 100 
8 MS08 KENNEDY RIVER QLD 9.39 15 22 144 10 100 
9 MS09 LAURA RIVER QLD 9.33 15 34 144 28 100 

10 MS10 LAURA RIVER QLD 9.29 15 34 144 28 100 
11 MS11 KENNEDY RIVER QLD 9.23 15 22 144 10 100 
12 MS12 WALSH R NR ROOKWOOD QLD 9.17 16 59 144 18 240 
13 MS13 LAURA RIVER QLD 9.17 15 34 144 28 100 
14 MS14 LAURA RIVER QLD 9.14 15 34 144 28 100 
15 MS15 NORMANBY RIVER QLD 9.14 15 31 145 0 80 
16 MS16 NORMANBY RIVER QLD 9.10 15 31 145 0 80 
17 MS17 LAURA RIVER QLD 9.01 15 34 144 28 100 
18 MS18 PALMER R, PALMERVILLE QLD 8.91 16 0 144 5 400 
19 MS19 PALMER RIVER QLD 8.91 16 6 144 46 110 
20 MS20 LAURA RIVER QLD 8.85 15 34 144 28 100 

 E. camaldulensis var. obtusa       
21 MO01 WLEAFGOLD NE PETFORD QLD 9.14 17 12 145 1 460 
22 MO02 HALES SIDING E PETFORD QLD 9.10 17 22 145 12 780 
23 MO03 E'BETHCK E WROTHAM PK QLD 9.10 16 40 144 1 175 
24 MO04 PETFORD AREA QLD 9.04 17 24 145 2 590 
25 MO05 MURPHYSCK NE PETFORD QLD 8.98 17 17 145 3 500 
26 MO06 EMU CK E PETFORD QLD 8.98 17 21 144 57 460 
27 MO07 E'BETHCK E WROTHAM PK QLD 8.75 16 40 144 1 175 
28 MO08 SW OF DIMBULAH QLD 8.69 17 11 145 3 460 
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ตารางผนวกที ่1 (ตอ) 
ลําดับที่ ตัวอยาง ถิ่นกําเนิด (provenances) DBH* latitude longitude altitude 

      (cm) deg. min. deg. min. (m) 
29 MO09 EMU CK E PETFORD QLD 8.66 17 21 144 57 460 
30 MO10 CHINAMANS CK ESE PETFORD QLD 8.66 17 24 145 10 680 
31 MO11 CARBONATE CK NE PETFORD QLD 8.63 17 12 145 4 480 
32 MO12 OAKY CK ESE PETFORD QLD 8.37 17 25 145 6 560 
33 MO13 EMU CK SE PETFORD QLD 8.28 17 24 144 59 500 
34 MO14 NOLANCK SE WROTHAM PK QLD 8.28 16 49 144 10 240 
35 MO15 MITCHELL R,HEALEYSYD QLD 8.21 16 1 142 34 150 
36 MO16 ECCLES CK NE PETFORD QLD 8.18 17 17 145 3 500 
37 MO17 MISHAP CK NE PETFORD QLD 8.18 17 11 145 7 520 
38 MO18 VICTORIA RIVER NT 8.15 15 35 131 2 35 
39 MO19 GIBBS CK ESE PETFORD QLD 8.12 17 24 145 9 680 
40 MO20 VICTORIA RIVER NT 8.09 15 35 131 2 35 

 E. camaldulensis  ที่คัดเลือกในประเทศไทย       

41 TH01 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดกําแพงเพชร 

42 TH02 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดพังงา 

43 TH03 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดกาญจนบุรี 

44 TH04 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดราชบุรี 

45 TH05 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดหนองคาย 

 หมายเหตุ * เปน DBH (ซม.) ที่วัดเมื่ออายุ 2 ป 
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ตารางผนวกที ่2 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMBRA01 (AG)33 gATAgAACTTTCCTATTTgATCg 56 127 

  gTAggATTTgATgTCTgCAA   

EMBRA02 (AG)15 CgTgACACCAggACATTAC 56 121 

  ACAAATgCAAATTCAAATgA   

EMBRA03 (AG)19 gATCggATTggAggAgAC 56 123 

  AATTCAATTCATCCAAAgC   

EMBRA04 (AG)23 ATACAATgATTTgAAAgggg 56 64 

  gAgTTgTTTgTTTTgTCgAA   

EMBRA05 (AG)22 ATgCTggTCCAACTAAgATT 56 88 

  TgAgCCTAAAAgCCCAAC   

EMBRA06 (AG)19 AgAgAATTgCTCTTCATggA 56 98 

  gAAAAgTCTgCAAAgTCTgC   

EMBRA07 (AG)15 CACACCgTgTCAgTTAgC 56 115 

  AATAAggAggATTCCATgg   

EMBRA08 (AG)21 CACAACTAAAAATCAAAACCC 56 127 

  AAAgAgCAgATTATTACAgAAgC   

EMBRA09 (AGA)3(AG)28 AgTgAgAgAgATATTCgCgT 56 94 

  CCAATACAATCATCAATCCA   

EMBRA10 (CCT)3(AG)14 gTAAAgACATAgTgAAgACATTCC 56 95 

  AgACAgTACgTTCTCTAgCTC   

EMBRA11 (AG)4GG(AG)13 gCTTAgAATTTgCCTAAACC 56 97 

  gTAAAATCCATgggCAAg   

EMBRA12 (AG)22 AggATTTgTggggCAAgT 56 98 

  gTTCCCCATTTTCATgTCC   

EMBRA13 (AG)27 ATTTCCCTAggTTTgACATg 56 130 

  TCCAACATCTTACTCAACCA   

EMBRA14 (AG)8AAC(AG)25 gCCTCAAACCAATTCAAAT 56 109 

  CATgATTCATCCCACTCCTC   

EMBRA15 (AG)21 TTTgTTggATgAggACTT 56 66 

    CAACATgTTCTCCgAAAAg     

 



 

53 

ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMBRA16 (AG)21 CAACgTTCCCCTTTCTTC 56 98 

  ATgTTAggCCAAACCCAg   

EMBRA17 (AG)18 AggATACTCgTgAgAgAAgC 56 184 

  gTAgATCTgTTCTgCATgTTg   

EMBRA18 (AG)3GG(AG)19 CAgCTAggATgTTAgACTTgg 56 87 

  gCACACCTAgAATTTTCAAACTA   

EMBRA19 (AG)23 gACggTTgATTTCCTgATT 56 124 

  gTggTgCTCCTCTCCTCT   

EMBRA20 (AG)19 gTgAgTgggTATCCATCg 56 97 

  gCTggAACTggTCTTgAg   

EMBRA21 (AC)16TT(AC)12 ACAAgggAAACTTgATCg 56 92 

  ggAACCgAACATAgCAAg   

EMBRA22 (AG)17(AC)14 gCACATgCACACACggTTg 56 126 

  AAggCCAgTggTCgTgAgTC   

EMBRA23 (AG)16 ggTTgTTTCATCTTTTCCATg 56 118 

  AgCgAAggCAATgTgTTT   

EMBRA24 (GAA)5C(GA)6 CgCTATAATTCTATgCCg 56 162 

  TgAgAgAgATATTCgCgT   

EMBRA25 (AG)27TAG...(AG)4 TCATCAggTTCgCTCgTT 56 315 

  AgTTgAgTgAACACgCgg   

EMBRA26 (AG)19 CCCACAACAAAAggAAAg 56 120 

  AgAggTgTTCgATTCAATTC   

EMBRA27 (AG)24 ATAACCACACCAATCTgCA 56 135 

  TATAgCTCgAACgCTCAAC   

EMBRA28 (AG)25 CAAgACATgCATTTCgTAgT 56 178 

  ACTCTTgATgTgACgAgACA   

EMBRA29 (AG)18AGA...(AG)18 CTTCgCTCACATCAgTCTC 56 204 

  CAATCgAgTCAATAACATTC   

EMBRA30 (AG)22 TTAgTTgAATCCAACCATTg 58 138 

    TATATAAggTgCAAATAATAAACg     
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ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMBRA31 (AG)6TTTCCC(AG)19 AATTgCCCgAgTCAAAATAC 58 148 

  ggAACAATgTggTTTggg   

EMBRA32 (AG)22 ATCAgCCTCCACgTTCTA 56 65 

  ggAgAAggAAggTgTATCAA   

EMBRA33 (AG)19 CAATTTgCATgTCCAgTTTg 58 122 

  gCAgAAgTTgATTgAAAgCA   

EMBRA34 (AG)21 TCAAAACCCTCTCTCTCAT 56 104 

  AATAAACATTTTCTTTgAACAgA   

EMBRA35 (AG)24(TCC)9 ATTTTTgAgAgAAAAATCTTATCC 56 205 

  gTggTgTgAACgAACgAT   

EMBRA36 (AG)29 TTATCgTCAATTCTTgCTTg 56 155 

  AATTCAgCTCAAgATTTggT   

EMBRA37 (AG)16 CACCTCTCCAAACTACACAA 56 124 

  CTCCTCTCTCTTCACCATTC   

EMBRA38 (AG)11(TA)4 ggTTCTCTAgTgAAAATgTCg 56 126 

  ATACATCCATCAAAgCACAA   

EMBRA39 (AG)9(CA)11 gCATTCgTACTCATTTTCAA 54 146 

  gCATCgAgAgTggATTAgTT   

EMBRA40 (AG)19(CA)4 AAAgTATCTTCACgCTTCAT 56 141 

  TCCCAATCATgATCTTCAg   

EMBRA41 (AG)13 ATgATTTTgTgCgTggAC 56 198 

  TCAggTgAAAggATggAg   

EMBRA42 (AG)15 gAgTAAAAATTggTTTTgAgTg 56 127 

  CCCTCTTTTCATTTTgTCTT   

EMBRA43 (AG)14 TCCAggTTCATATTCACATC 56 145 

  CATCTCAAgTTCCTCCCT   

EMBRA44 (AG)16 ggggTTTgTTCTgCTTAg 50 208 

  CAAAAgAgTTCAgCTgTg   

EMBRA45 (AG)18 gTCATTTgCACACAgTTTTC 56 102 

    AgTTCATAgAATgCAgAAAATg     
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ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMBRA46 (AG)20 gAAgTCATCATCTgTAgATTgC 56 168 

  ACCCATTATTCTTTgTgAgC   

EMBRA47 (AG)24 AgAACCCTCTATAAAACCCC 56 106 

  gggCTAgACATgATggAg   

EMBRA48 (AG)26 ATTTgATTCCTTCCCCAA 54 123 

  ATTgTAATggAgCCTCTCAC   

EMBRA49 (AG)20 ATTATTggTTCATATTgAAAACC 54 132 

  AgATAgAgATTgAgTgAgACCC   

EMBRA50 (AG)10AA(AG)17(AGG)6 TggATgCTgTTCTCATCCT 58 123 

  gggTTTCTTTgTgAAACgA   

EMBRA51 (AG)20 gATgCATTCCTTTTTTTCC 58 115 

  CATTCTCTTgCATCTggAC   

EMBRA52 (AG)2T(AG)26 TAATCAgCATTAgCgAAAgA 58 103 

  CgTATATgTTCAgAgTCAATCC   

EMBRA53 (AG)17GT(AG)5 ATTAgCTTTTCTgTAACCCg 60 130 

  gAATggACAAgCTCTgATg   

EMBRA54 (AG)17 TgTATgAggTACATCCgg 50 144 

  AAAgTTATCAgCgAgAgTTC   

EMBRA55 (AG)26 ATATTgACCCCTTCAAAgA 50 178 

  TgTCATCACCAATAATTgTT   

EMBRA56 (AG)23(CA)8 TCATTgACATgCTgACTgT 58 149 

  ACTAACAgTTgAAAAggTAAAgC   

EMBRA57 (AG)28 CCTTCTCTCTCTTggAATAC 56 115 

  ATAgCCAgTgAAAgTgAgg   

EMBRA58 (AG)20 CACCAACTggTACTATgAggAT 56 143 

  TTggCTTAgggTAgAACACT   

EMBRA59 (GA)6GG(GA)3AA(GA)9 gTTgTgCATgggCCTCTTg 52 106 

  CgACggCCAgTgAATTgTAA   

EMBRA60 (AG)23 AACAgCAgTTgCTACACCAC 60 114 

    gAgCgAAAAggAgAACACC     
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ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMBRA61 (AG)22 ggCATAACgAgTTgTTCT 58 186 

  AgAgTATAATCAgCgCCT   

EMBRA62 (AG)18 TAggACCTACAggACCAT 55 139 

  gAACCCACAgTTATTTCC   

EMBRA63 (AG)21 CATCTggAgATCgAggAA 58 201 

  gAgAgAAggATCATgCCA   

EMBRA64 (AG)21 gCTTCACTTTCAgAACACTC 56 270 

  AgCTCCCTTCACAgTgTA   

EMBRA65 (AG)18 gACATCTCCTCCTCAAgC 58 173 

  CgATATgCTACgTCTTCC   

EMBRA66 (AG)18A(AG)4 ACTTCTTAggCTACAgCA 56 155 

  gAAggATCACgAgACATA   

EMBRA67 (AG)17 ggAAgAATCTAAgCgTCA 58 218 

  gAAgAAgATgAATgTAggTg   

EMBRA68 (AG)20 gATgACTTCTCCTTCCgT 58 108 

  TggCTTACggTAgAACAC   

EMBRA69 (AG)5TT(AG)19 ACCTTgTgATggATgAAgC 56 121 

  CCCgACAAggATgAgAAA   

EMBRA70 (CATA)9CAT(AC)17 gTCACTgTgTTCAAgAACgTA 56 169 

  TTgTTgCTgATACCAATCC   

EMCRC01a (CA)16 gCATggACACCCTTTTTC 50 151-203 

  ATTgAgAATgCTgAACCAAAC   

EMCRC01b (CA)16 ATgCCgCACTTggAAgC 55 295-342 

  ggACTgAAAgCCCATTgAgAA   

EMCRC02 (CT)9--(CA)10 gCCACTgTgTggCTTTC 55 157-189 

  CCCAATCATTTTTCATTTTgA   

EMCRC03 (CA)10 AgATggggTTTCTCATggTTT 55 109-145 

  ACCgTACTATgCAgCTggAAC   

EMCRC04 (AC)17 gTAATCTTTCATTCTCCgACC 55 178-268 

    CTCgAggACATgTTgAgTg     
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ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
ไพรเมอร ชุดซ้ํา ลําดับเบส Annealing Temp. ขนาด 

      (องศาเซลเซยีส) (bp) 

EMCRC05 (CT)19(CA)13 gTTTCTTCCTCTgCTTgTTgC 60 202-248 

  gATgggTTCggATTTAggC   

EMCRC06 (CT)11(CA)23 CTTCAAggTTCACAGATgg 50 151-193 

  TCTTCATAAgTCCCCTAATCA   

EMCRC07 (TG)15(AG)8 CgAATCAAgTCgACATgTgTg 60 271-309 

  CCGTCgACCgCCCTAT   

EMCRC08 (CT)13(CA)24 CCAgATTGTAgCCCTTATgTg 55 231-265 

  CATCCCAATCAATCAAACgAAC   

EMCRC09 (TG)14 CTgggCTgTgCATCTCTgAAA 55 286-342 

    gACCCggTCAACTCCTCAAgA     

 
 
ตารางผนวกที ่3 สรุปผลการแยกความแตกตางดวยวิธี silver staining 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอได 

จํานวน 
อัลลีล 

หมายเหตุ 

    MS1/ MO2/ รวม     

1 EMBRA01 3 0 3 5  
2 EMBRA02 5 10 15 7  
3 EMBRA03 5 8 13 19  
4 EMBRA04 10 15 25 17  
5 EMBRA05 10 12 22 20  
6 EMBRA06 8 10 18 17 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
7 EMBRA07 1 9 10 17 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
8 EMBRA08 2 6 8 9 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
9 EMBRA09 11 17 28 18  

10 EMBRA10 6 12 18 20 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
11 EMBRA11 7 8 15 7  
12 EMBRA12 9 7 16 7  
13 EMBRA13 8 9 17 13   
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ตารางผนวกที ่3 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอได 

จํานวน 
อัลลีล 

หมายเหตุ 

    MS1/ MO2/ รวม     

14 EMBRA14 4 11 15 14  
15 EMBRA15 8 9 17 10 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
16 EMBRA16 13 12 25 12  
17 EMBRA17 17 18 35 19 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
18 EMBRA18 3 0 3 3  
19 EMBRA19 4 11 15 9  
20 EMBRA20 5 5 10 7  
21 EMBRA21 12 10 22 10 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
22 EMBRA22 0 5 5 6  
23 EMBRA23 6 4 10 8  
24 EMBRA24 9 9 18 12  
25 EMBRA25     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
26 EMBRA26 9 12 21 17  
27 EMBRA27 7 14 21 17 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
28 EMBRA28     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
29 EMBRA29 1 5 6 9  
30 EMBRA30     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
31 EMBRA31     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
32 EMBRA32     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
33 EMBRA33     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
34 EMBRA34 2 0 2 2  
35 EMBRA35 3 5 8 11  
36 EMBRA36 7 16 23 16  
37 EMBRA37     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
38 EMBRA38     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
39 EMBRA39 4 6 10 8  
40 EMBRA40         ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
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ตารางผนวกที ่3 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอได 

จํานวน 
อัลลีล 

หมายเหตุ 

    MS1/ MO2/ รวม     

41 EMBRA41 0 5 5 6  
42 EMBRA42 17 18 35 26 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
43 EMBRA43 2 10 12 12  
44 EMBRA44 2 9 11 9  
45 EMBRA45     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
46 EMBRA46 4 3 7 4  
47 EMBRA47     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
48 EMBRA48     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
49 EMBRA49     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
50 EMBRA50     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
51 EMBRA51 7 4 11 9  
52 EMBRA52 2 4 6 4  
53 EMBRA53 17 16 33 11  

54 EMBRA54 2 2 4 4  
55 EMBRA55     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
56 EMBRA56     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
57 EMBRA57 0 4 4 11  
58 EMBRA58 10 19 29 12  
59 EMBRA59 3 4 7 9  
60 EMBRA60 3 6 9 6  
61 EMBRA61 5 3 8 9  
62 EMBRA62     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
63 EMBRA63 2 1 3 4  
64 EMBRA64 0 1 1 2  
65 EMBRA65     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
66 EMBRA66 1 9 10 11  
67 EMBRA67 2 0 2 3   
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ตารางผนวกที ่3 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
ดีเอ็นเอได 

จํานวน 
อัลลีล 

หมายเหตุ 

    MS1/ MO2/ รวม     

68 EMBRA68 5 5 10 8  
69 EMBRA69 2 4 6 6  
70 EMBRA70 1 1 2 4  
71 EMCRC01a     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
72 EMCRC01b 0 4 4 10  
73 EMCRC02 8 9 17 13  
74 EMCRC03 14 7 21 18  
75 EMCRC04 7 6 13 16  
76 EMCRC05     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
77 EMCRC06 6 3 9 13 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
78 EMCRC07     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
79 EMCRC08 1 3 4 4  
80 EMCRC09 0 1 1 2   

 
 หมายเหตุ  1/ MS คือ ตัวอยางที่คัดเลือกจาก E. camaldulensis ssp. simulata 

      2/ MO คือ ตัวอยางที่คัดเลือกจาก E. camaldulensis var. obtus



 
 
 
 

ตารางผนวกที ่4 ขอมูลการใหคะแนนสําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE 
ตัวอยาง population 

ID* 
อัล
ลีล 

EMBRA04 EMBRA05 EMBRA07 EMBRA08 EMBRA09 EMBRA10 EMBRA16 EMBRA21 EMBRA26 EMBRA27 EMBRA36 EMBRA42 

MS01 1 a1 8 9 11 7 4 7 12 3 4 5 -9 9 

MS01 1 a2 12 15 11 11 5 11 12 3 4 5 -9 13 

MS02 1 a1 6 8 3 5 2 4 7 3 10 5 12 8 

MS02 1 a2 6 22 9 12 2 18 7 10 17 12 12 13 

MS03 1 a1 6 7 6 4 7 7 17 9 2 5 7 6 

MS03 1 a2 6 11 6 9 7 11 17 9 2 7 7 9 

MS04 1 a1 8 12 11 8 8 5 8 7 -9 4 13 2 

MS04 1 a2 8 19 13 8 8 5 17 7 -9 4 13 8 

MS05 1 a1 2 9 5 5 4 3 17 5 9 9 4 15 

MS05 1 a2 17 18 12 9 4 7 17 9 9 9 4 18 

MS06 1 a1 9 13 5 6 3 6 8 3 6 1 6 7 

MS06 1 a2 13 15 10 10 3 6 17 6 6 13 6 14 

MS07 1 a1 3 6 6 7 3 10 17 3 9 1 2 9 

MS07 1 a2 3 15 13 12 3 10 17 9 9 2 2 9 

MS08 1 a1 5 12 2 9 11 4 7 4 6 4 2 11 

MS08 1 a2 13 12 10 16 11 8 7 6 6 12 2 11 

MS09 1 a1 13 3 7 4 3 10 15 6 11 5 10 8 

MS09 1 a2 13 8 7 8 11 10 17 13 11 12 14 8 

MS10 1 a1 16 6 2 6 3 10 13 6 10 5 5 10 

MS10 1 a2 16 20 15 9 3 16 13 6 16 12 5 10 61 



 

ตารางผนวกที ่4 (ตอ) 
ตัวอยาง population 

ID* 
อัล
ลีล 

EMBRA04 EMBRA05 EMBRA07 EMBRA08 EMBRA09 EMBRA10 EMBRA16 EMBRA21 EMBRA26 EMBRA27 EMBRA36 EMBRA42 

MS11 1 a1 13 8 16 10 13 5 6 3 8 5 8 9 

MS11 1 a2 15 13 16 10 13 5 8 10 10 5 8 9 

MS12 1 a1 6 4 9 8 6 4 18 4 7 2 9 2 

MS12 1 a2 6 14 9 10 11 12 18 4 12 2 9 7 

MS13 1 a1 8 5 10 7 6 6 16 7 4 3 7 8 

MS13 1 a2 8 14 13 12 6 8 20 9 4 4 7 8 

MS14 1 a1 5 2 14 5 4 7 -9 3 6 5 11 6 

MS14 1 a2 5 2 14 5 10 10 -9 6 10 5 11 13 

MS15 1 a1 6 8 7 5 5 9 -9 2 3 2 10 13 

MS15 1 a2 6 12 13 9 8 12 -9 2 9 8 10 13 

MS16 1 a1 1 9 7 4 3 6 5 1 9 4 4 9 

MS16 1 a2 1 9 12 7 3 6 5 1 17 4 8 18 

MS17 1 a1 3 4 8 10 4 10 12 3 9 8 4 8 

MS17 1 a2 3 4 16 10 4 10 12 13 9 13 4 14 

MS18 1 a1 12 4 4 9 2 6 8 7 2 1 5 9 

MS18 1 a2 12 21 4 9 2 9 8 12 2 5 8 12 

MS19 1 a1 4 8 6 6 2 5 17 11 5 6 2 9 

MS19 1 a2 4 13 11 11 7 14 17 13 5 13 2 15 

MS20 1 a1 -9 5 10 7 5 7 -9 6 3 3 9 8 

MS20 1 a2 -9 10 10 7 10 12 -9 12 3 5 11 8 62 



 

ตารางผนวกที ่4 (ตอ) 
ตัวอยาง population 

ID* 
อัล
ลีล 

EMBRA04 EMBRA05 EMBRA07 EMBRA08 EMBRA09 EMBRA10 EMBRA16 EMBRA21 EMBRA26 EMBRA27 EMBRA36 EMBRA42 

MO01 2 a1 2 2 12 4 12 8 10 5 5 5 4 7 

MO01 2 a2 2 12 12 12 12 15 15 8 5 5 14 10 

MO02 2 a1 12 5 3 14 -9 7 4 10 9 9 4 4 

MO02 2 a2 12 5 7 14 -9 7 9 10 17 9 10 8 

MO03 2 a1 6 2 12 6 6 6 22 5 4 6 6 2 

MO03 2 a2 6 12 12 6 8 9 22 8 4 6 11 7 

MO04 2 a1 9 8 2 6 5 4 19 8 5 5 6 6 

MO04 2 a2 9 14 11 11 8 11 19 12 5 5 6 18 

MO05 2 a1 14 9 -9 4 3 3 -9 2 4 3 7 7 

MO05 2 a2 14 9 -9 9 12 6 -9 2 4 7 12 10 

MO06 2 a1 18 5 4 4 8 4 8 7 3 3 8 3 

MO06 2 a2 18 5 4 11 10 4 11 7 12 4 8 7 

MO07 2 a1 3 5 10 6 4 3 20 8 3 -9 7 7 

MO07 2 a2 3 12 10 10 4 3 20 8 9 -9 7 10 

MO08 2 a1 10 7 -9 6 4 6 11 13 2 2 8 14 

MO08 2 a2 10 10 -9 6 7 6 18 13 2 4 11 19 

MO09 2 a1 9 4 5 3 3 3 8 8 11 4 8 5 

MO09 2 a2 9 4 8 10 3 8 16 8 11 4 10 11 

MO10 2 a1 11 3 1 6 6 4 14 3 3 7 4 7 

MO10 2 a2 11 8 6 14 6 13 19 8 3 7 10 7 63 



 

ตารางผนวกที ่4 (ตอ) 
ตัวอยาง population 

ID* 
อัล
ลีล 

EMBRA04 EMBRA05 EMBRA07 EMBRA08 EMBRA09 EMBRA10 EMBRA16 EMBRA21 EMBRA26 EMBRA27 EMBRA36 EMBRA42 

MO11 2 a1 4 12 7 2 1 8 13 7 10 2 6 2 

MO11 2 a2 9 18 7 11 8 10 13 7 10 2 13 7 

MO12 2 a1 -9 4 10 7 4 3 17 2 5 2 4 9 

MO12 2 a2 -9 11 10 15 7 11 24 7 6 2 10 17 

MO13 2 a1 18 8 3 4 4 7 16 5 4 2 7 1 

MO13 2 a2 18 14 3 4 10 10 24 7 4 6 7 9 

MO14 2 a1 7 9 6 4 2 7 8 10 5 4 11 2 

MO14 2 a2 7 16 12 6 2 7 16 10 7 5 13 9 

MO15 2 a1 12 5 2 12 3 5 9 11 9 7 5 4 

MO15 2 a2 12 11 7 17 11 5 16 11 9 7 11 9 

MO16 2 a1 4 14 3 6 3 1 10 8 5 9 9 8 

MO16 2 a2 4 14 3 15 3 2 10 8 10 9 9 12 

MO17 2 a1 10 3 5 4 3 2 10 4 12 1 11 11 

MO17 2 a2 12 15 14 10 3 2 16 10 13 5 18 11 

MO18 2 a1 9 3 3 2 1 8 10 3 1 3 4 3 

MO18 2 a2 12 7 15 8 1 15 15 12 1 6 8 16 

MO19 2 a1 3 1 5 1 4 8 9 9 7 10 11 8 

MO19 2 a2 3 7 14 7 10 15 17 9 7 10 15 13 

MO20 2 a1 6 1 4 2 3 7 3 10 3 5 11 4 

MO20 2 a2 6 8 18 14 3 7 17 12 9 5 14 4 64 



 

ตารางผนวกที ่4 (ตอ) 
ตัวอยาง population 

ID* 
อัล
ลีล 

EMBRA04 EMBRA05 EMBRA07 EMBRA08 EMBRA09 EMBRA10 EMBRA16 EMBRA21 EMBRA26 EMBRA27 EMBRA36 EMBRA42 

TH01 3 a1 8 8 3 9 3 8 16 3 2 2 3 5 

TH01 3 a2 8 8 12 16 3 15 21 11 2 6 9 9 

TH02 3 a1 12 5 3 12 9 6 3 10 9 8 4 5 

TH02 3 a2 12 10 5 14 9 15 24 11 9 8 9 9 

TH03 3 a1 12 5 3 12 10 5 3 11 9 8 4 5 

TH03 3 a2 12 10 9 12 10 15 9 11 9 11 10 9 

TH04 3 a1 -9 5 3 10 10 13 7 11 8 7 11 4 

TH04 3 a2 -9 8 8 10 10 13 9 13 8 7 11 9 

TH05 3 a1 6 6 3 9 4 5 6 11 8 8 11 5 

TH05 3 a2 6 11 8 11 4 5 9 11 8 8 11 9 

 
 หมายเหตุ  population ID* หมายถึง กลุมของประชากรที่คาดวาจะเปนโดย 
    1 หมายถึง E. camaldulensis ssp. simulata 
    2 หมายถึง E. camaldulensis var. obtusa 
    3 หมายถึง ตัวอยางของประเทศไทย 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล ฐิติพร สายมณ ี
วัน เดือน ป ที่เกิด 2 มกราคม 2515 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ.(วนศาสตร) เกียรตนิิยมอันดับหนึง่ 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักวจิัย 
สถานที่ทํางานปจจุบัน บริษัทเอสซีจี เปเปอร จํากัด (มหาชน) 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศกึษาที่ไดรับ ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โดยงบประมาณของ

โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั สาขาเทคโนโลยี 
ชีวภาพเกษตร ภายใตโครงการบัณฑิตศึกษาและวจิัย 
สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศกึษาธิการ 
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