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การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Eucalyptus camaldulensis โดยใช
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

 

Genetic Diversity Analysis of Eucalyptus camaldulensis Using Microsatellite 
Markers 

 

คํานํา 
 

 เปนที่ทราบกนัโดยทัว่ไปวา อุตสาหกรรมเยื่อและกระดาษสวนใหญใชไมยูคาลิปตัส 
(Eucalyptus spp.) เปนวัตถุดบิหลัก ซ่ึงเยื่อที่ผลิตจากยูคาลิปตัส เร่ิมมีการซื้อขายกันในตลาดโลก
ประมาณป 2500 และในชวงเวลาเพียงไมถึงหนึ่งทศวรรษ เยื่อยูคาลิปตัสสามารถครองตลาด และ
กลายเปนวัตถุดิบสําคัญของการผลิตกระดาษพิมพเขยีน (Cotterill and McRae, 1997) เนื่องจากมี
คุณภาพดี และสามารถใชประโยชนในการทํากระดาษไดหลากหลาย  

 
สําหรับประเทศไทย ยูคาลิปตสัเปนไมเศรษฐกิจที่มีความสําคัญมาก โดยเฉพาะอยางยิ่งใน

อุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ สามารถสรางรายไดจํานวนมาก ดังนั้นจึงมีความตองการปรับปรุงพันธุ   
ยูคาลิปตัสเพื่อใหมีลักษณะทีเ่หมาะสม ตอบสนองตอความตองการของอุตสาหกรรมนี้ รูปแบบการ
ปรับปรุงพันธุแบบหนึ่งทีน่ิยมใชคือ nucleus breeding strategy เนื่องจากใหคณุคาของการปรับปรุง
พันธุตอรอบการปรับปรุงพันธุสูง หลักสําคัญของการปรับปรุงพันธุในรูปแบบนี้ คอื การคัดเลือก
เฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดนเปนพอแมพันธุ สรางเปนประชากรขนาดเล็กที่มีลักษณะดีเดน 
(nucleus population) ดังนั้นการเลือกพอแมพันธุที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมจึงมีความ 
สําคัญ ซ่ึงปจจุบันมีสายตนทีถู่กคัดเลือกและพัฒนาในประเทศไทย (land race) ถูกนํามาใชเปนพอ
แมพันธุอยูแลว ปญหาก็คือ สายตนเหลานีไ้มสามารถตรวจสอบประวตัิยอนกลับไปวามาจากถิ่น
กําเนิดใดตามธรรมชาติ ดังนั้นเมื่อคัดเลือกพอแมพนัธุใหมเพิ่มเติม จึงทําใหไมทราบวาฐาน
พันธุกรรมมีความใกลเคยีงกนักับพอแมพนัธุปจจุบันมากนอยเพียงใด และนอกจากนี้ในประชากร 
E. camaldulensis ยังถูกแบงเปน 2 กลุมยอยไดแก E. camaldulensis ssp. simulata และ                    
E. camaldulensis var. obtusa จึงเกิดคําถามวาในการสรางประชากรควรสรางเปนประชากรเดียว
หรือแยกจากกนั 
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     ดังนั้น จึงเปนที่มาของการวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) เพื่อใชตอบคําถามขางตน ในการวิเคราะหความ
หลากหลายทางพันธุกรรมนี้ ควรใชวิธีที่นาเชื่อถือ ทําไดงาย สามารถทําซ้ําไดผลเหมือนเดิม และมี
ความเฉพาะเจาะจงกับยูคาลิปตัส ไดแก การใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite 
markers)



 
 
 
 

วัตถุประสงค 
 
 
 1. เพื่อวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพอแมพันธุที่ถูกคัดเลือกและพัฒนา
ภายในประเทศไทย และพอแมพันธุที่คัดเลือกใหมจากประชากรหลักที่ปลูกดวยเมล็ดที่มาจากถิ่น
กําเนิดตามธรรมชาติ เพื่อจัดแบงกลุมของคูผสมที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสําหรับสราง
เปนประชากรขนาดเล็กที่คัดเลือกเฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดนใน nucleus breeding strategy 
  
 2. เพื่อวิเคราะหโครงสรางของประชากรระหวาง E. camaldulensis ssp. simulata และ       
E. camaldulensis var. obtusa เพื่อประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนวาควรสรางเปนประชากรรวม
หรือแยกเปนสองกลุมยอย 



 
 
 
 

การตรวจเอกสาร 
 
1. ยูคาลิปตัส   
 
 ยูคาลิปตัส (Eucalyptus spp.) มีลักษณะเปนไมยืนตน (tree) หรือไมพุม (shrub) ที่มีความสูง
ตั้งแต 3-70 เมตร พบประมาณ 700 ชนิด สวนใหญมีถ่ินกาํเนิดในประเทศออสเตรเลีย พบเปนสวน
นอยในติมอร อินโดนีเซีย และฟลิปปนส ยูคาลิปตัสชนิดที่นิยมปลูกเพื่ออุตสาหกรรมเยื่อกระดาษ
ในเขตหนาวและกึ่งหนาวคือ E. globulus, E. grandis, E. nitens, E. viminalis และลูกผสมของ 
E.grandis x E. urophylla และในเขตรอนคือ E. camaldulensis และ E. urophylla (Cotterill and 
McRae, 1997) 
  
 สําหรับในประเทศไทยมกีารนํายูคาลิปตัสเขามาปลูกตั้งแตประมาณป 2493 และชนดิที่
สามารถปลูกไดดีคือ E. camaldulensis มีช่ือสามัญวา river red gum, murry red gum, red gum หรือ 
river gum มีการจัดหมวดหมูทางอนุกรมวธิาน ดังนี้  
 
  หมวด (division) Magnoliophyta  
       ชั้น (class) Magnoliopsida  
            ชั้นยอย (subclass) Rosidae  
                 อันดบั (order) Myrtates  
                      วงศ (family) Myrtaceae  
                           สกุล (genus) Eucalyptus  
                                                       ชนิด (species) E. camaldulensis  Dehnh. 
 
 E. camaldulensis เปนไมพืน้เมืองของประเทศออสเตรเลีย มีการกระจายพันธุตาม
ธรรมชาติกวางขวางทั่วประเทศ (ดังภาพที่ 1) พบมากตามริมน้ําและที่ราบน้ําทวมถึงตอนกลางของ
ประเทศ ลักษณะพืน้ที่ที่ E. camaldulensis กระจายอยูมหีลายลักษณะ ทั้งพื้นที่แหงแลง กึ่งแหงแลง 
ตามริมธารและแมน้ํา และพืน้ที่ลาดชันบนเขา ลักษณะอากาศที่ E. camaldulensis กระจายพันธุอยูมี
ความหลากหลายเชนเดยีวกนั คือสามารถพบไดทั้งในเขตรอนซึ่งมีอุณหภูมิสูงสุดเฉลี่ยรายเดือนของ
เดือนที่รอนอยูในชวง 27 – 40 องศาเซลเซียส จนถึงเขตอบอุนที่มีอุณหภูมิต่ําสุดเฉลี่ยรายเดือนของ
เดือนที่หนาวอยูในชวง 3 – 15 องศาเซลเซียส ปกติพบในพื้นที่ที่มีปริมาณน้ําฝนอยูในชวง 250 – 
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625 มิลลิเมตรตอป แตบางพืน้ที่ปริมาณน้ําฝนอาจสูงถึง 1,250 มิลลิเมตรตอป หรือบางพื้นที่ปริมาณ
น้ําฝนอาจต่ําเพียง 150 มิลลิเมตรตอป (Eldridge et al., 1993)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 1  การกระจายพันธุตามธรรมชาติของ E. camaldulensis ในประเทศออสเตรเลีย 
 ที่มา:  Eldridge  et al. (1993) 
 
 ลักษณะโดยทัว่ไปของ E. camaldulensis เปนไมยนืตนสงู 15-30 เมตร แตในบางแหงพบวา
สูงถึง 50 เมตร ลําตนมีขนาดเสนผานศูนยกลางที่ระดับอก (DBH) 1 – 2 เมตร เปลือกลําตนเรียบสี
ชมพู สีครีม หรือสีขาวปนกนั เปลือกลอกเปนแผนกวาง ใบมีความผันแปรไปตามชวงอายุ ใบเปน
ใบเดีย่ว เรียงแบบสลับ แตในตนออนใบเรียงแบบตรงกนัขาม ใบรูปเรยีวยาวหรือรูปหอก ใบมกัจะ
หอยลง แตในตนออนใบเปนรูปไขหรือรูปหอกกวาง ๆ ไมมีหูใบ ใบเปนรูปสี่เหล่ียม ดอกเกดิเปน
ชอตามซอกใบ ในแตละชอดอกประกอบดวยดอกยอยจาํนวน 7 – 11 ดอก ดอกยอยเปนรูปกระสวย 
มีฐานรองดอกเปนรูปถวย กลีบเล้ียงและกลีบดอกปรับสภาพเปนฝาปด (operculum) และมีจํานวน
ฝาปดสองชั้น ชั้นนอกเกิดจากกลีบเล้ียง สวนฝาปดชั้นในเกิดจากการเชื่อมรวมกันของกลีบดอก ใน
แตละดอกมีเกสรเพศผูจํานวนมาก กานชูอับละอองเรณูตัง้ตรง รังไขมี 4 คารเพล แตละคารเพลมีไข
จํานวนมาก ออกดอกเกือบตลอดทั้งป ผลเปนรูปถวย ผลแหงแตก เมล็ดสีน้ําตาลหรือสีเหลือง  (สุธีร
, 2543)  
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 จากการที่ E. camaldulensis มีการแพรกระจายเปนวงกวางและมีลักษณะที่แตกตางกนัตาม
ถ่ินกําเนิด ดังนั้นจึงมีการจําแนก E. camaldulensis ออกเปน 3 กลุมยอย คือ 1 ชนิดยอย (subspecies) 
ไดแก E. camaldulensis ssp. simulata และ 2 วาไรตี้ (varieties) ไดแก E. camaldulensis var. obtusa 
และ E. camaldulensis var. camaldulensis ซ่ึงในแตละกลุมมีความแตกตางกันหลัก ๆ ไดแก การ
กระจายพันธุตามธรรมชาติ สีและลักษณะของเปลือก และลักษณะของฝาปด (CSIRO, n.d.) ซ่ึงมี
รายละเอียดดังนี้ 
 
  การกระจายพนัธุตามธรรมชาติ  
  E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa จะพบการ
แพรกระจายทางตอนเหนือของประเทศออสเตรเลีย สวน E. camaldulensis var. camaldulensis จะ
พบทางตอนใตของประเทศในบริเวณที่มอีากาศหนาวกวา  
 
  สีและลักษณะของเปลือก  
  E. camaldulensis ssp. simulata มีเปลือกสีเทาถึงขาว ลักษณะเรียบ สวน                 
E. camaldulensis var. obtusa จะมีเปลือกสแีดง น้ําตาลออนถึงขาว ลักษณะเรียบ และ                    
E. camaldulensis var. camaldulensis จะมีเปลือกสีเทาถึงขาว พบเปลือกขรุขระบริเวณโคนตน 
 
  ลักษณะของฝาปด  
  E. camaldulensis ssp. simulata มีฝาปดรูปเขาสัตว (horn shaped) หรือรูปกรวย
คอนขางยาว สวน E. camaldulensis var. obtusa จะมีฝาปดรูปกลม (rounded) หรือกรวยทู (obtuse) 
และ E. camaldulensis var. camaldulensis จะมีฝาปดรูปจะงอย (strongly beaked) 
 
 สําหรับประเทศไทยมี 2 กลุมยอย คือ E. camaldulensis ssp. simulata และE. camaldulensis 
var. obtusa ซ่ึงมีความแตกตางอยางเหน็ไดชัดคือ สีและลักษณะของเปลือก และรูปรางของฝาปด 
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. การปรับปรงุพันธุยูคาลิปตสั   
 
 รูปแบบการปรับปรุงพันธุยูคาลิปตัสมีหลายรูปแบบ แตรูปแบบที่นิยมใชกันทัว่ไปคอื 

nucleus breeding strategy เสนอโดย Cotterill (1989) ซ่ึงปรับปรุงมาจากการปรับปรุงพันธุแกะใน
ประเทศออสเตรเลียและนวิซีแลนด หลักการของการปรับปรุงพันธุรูปแบบนี้ คือ จะแบงกลุม
ประชากรออกเปน 2 กลุม คือ กลุมประชากรหลัก (main population) เปนประชากรที่มีฐาน
พันธุกรรมกวาง มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง และกลุมประชากรขนาดเล็กทีม่ีคัดเลือก
เฉพาะสายตนที่มีลักษณะดีเดน (nucleus population) เปนประชากรที่ไดจากการคัดเลือกจากกลุม
ประชากรหลักโดยเลือกเฉพาะตนที่มีลักษณะดีเดน (best parents) นํามาผสมกันเอง (best- with-
best) แบบควบคุม (control pollination) จะไดลูกผสมแบบ full-sib progeny นําไปปลูกทดสอบ 
และคัดเลือกตนที่ใหลักษณะดีเดนที่สุด ขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ (cloning) เพื่อปลูกตอไป การ
ปรับปรุงพันธุในรูปแบบนีจ้ะให genetic gain สูงประมาณ 20-40% ทั้งนี้ขึ้นกับอัตราการถายทอด
ลักษณะทางพนัธุกรรม (heritability) ของลักษณะที่คัดเลอืก จุดสําคัญของการปรับปรุงพันธุใน
รูปแบบนี้คือ การคัดเลือกตนที่มีลักษณะที่ตองการสูงนั้น จะตองเลือกตนที่มีความแตกตางกันทาง
พันธุกรรมสูงดวย เพื่อใหลูกผสมที่ไดดีเดนขึ้น 
 
 วิธีการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมนี้สามารถคํานวณไดโดยใชขอมูลทางพันธุ
ศาสตรเชิงปริมาณ (quantitative genetic data) และการใชเครื่องหมายโมเลกุล ซ่ึงเปนวิธีที่ใหผลที่
นาเชื่อถือ และสามารถนําไปใชประโยชนไดมากกวา (Dorothy et al., 2006) 
 
3. การใชเคร่ืองหมายโมเลกุลชวยในงานปรับปรุงพนัธุ   
 
 ปจจุบันเครื่องหมายโมเลกุลมีบทบาทชวยในการปรับปรงุพันธุพืชตาง ๆ มากมาย ซ่ึง
ในทางการเกษตรมีการนําเทคนิคนี้มาใชและประสบความสําเร็จมากวาสองทศวรรษ ในยูคาลิปตัส
มีการใชเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยเสรมิโครงการปรับปรุงพันธุเชนกัน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ 
ลดเวลาในการปรับปรุงพันธุแตละรอบ รวมทั้งลดคาใชจายในการจัดทาํแปลงทดลอง (MacRae and 
Cotterill, 2000; Poke et al., 2005)  
 
 นอกจากนี้ยังสามารถใชประโยชนเพื่อคนหาและศกึษายนีที่เกีย่วของกบัลักษณะตาง ๆ ที่มี
ความสําคัญทางการคา เชน ความทนทานตอความหนาวเย็น ความทนโรค การเพิ่มผลผลิตเนื้อไม
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และความสูง ความสามารถในการสรางราก การเพิ่มปรมิาณเปอรเซนตเยื่อ การลดปริมาณลิกนิน 
การเพิ่มคุณภาพเยื่อและคุณภาพกระดาษ (Cotterill and McRae, 1997; Marques et al., 2002; Moran  
et al., 2002; Poke  et al., 2005) มีรายงานการศึกษาการใชประโยชนดงักลาวในยูคาลิปตัสหลาย
ชนิดเชน 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.) นอกจากนีย้ังมีการศึกษาในลูกผสมขามชนิดระหวาง E. urophylla x      E. 
grandis (Verhaegen  et al., 1997) และ E. grandis x E. globulus (Myburg  et al., 2003) อีกดวย 
 
 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite marker) เปนเครื่องหมายที่มีขนาดของชุด
ซํ้าสั้นมากเพียง 1 – 4 คูเบส หรือไมเกิน 10 คูเบส (สุรินทร, 2545) มีช่ือเรียกที่แตกตางกันออกไป 
ไดแก simple sequence repeat (SSR), simple sequence length polymorphism (SSLP) และ 
sequence tagged microsatellite site (STMS) เปนเครื่องหมายดเีอ็นเอประเภทอาศยัเทคนิคพีซีอาร 
ชนิดที่มีความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนงของลําดับเบสบนจีโนม โดยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมา
เพื่อใหเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอสวนที่เปนไมโครแซทเทลไลทเฉพาะตําแหนงที่สามารถแสดงความ
แตกตางได ซ่ึงโดยทั่วไปเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจะใหจํานวนแถบดีเอ็นเอไมมาก 
เนื่องจากมีความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนง ขอดีของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท คือ เปน
เครื่องหมายทีส่ามารถใหความแตกตางไดสูง และแสดงใหเห็นสภาพขมรวมกันของยีน  (co-
dominant) ตองการปริมาณดเีอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอย พบกระจายทัว่ทั้งจีโนม ทั้งระหวางยนีและ
ภายในยนีและสามารถใชไดเพียงทราบลําดบัเบสของไพรเมอร (จิระ, 2549) มีการใชเครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลทเพื่อศึกษาการเรียงตวัของดีเอ็นเอสวนตาง ๆ ในจีโนม หรือการทาํแผนที่ยีน 
และยังประยกุตใชในการตรวจสอบความหลากหลายของพันธุ (Smith et al., 2003) นอกจากนีย้ัง 
สามารถใชในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ ตรวจสอบพันธุพอแมและใชทดสอบลูกผสม 
ศึกษาความสัมพันธทางววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต และหาเครื่องหมายที่ใชตรวจสอบหรือบงชี้
ลักษณะจําเพาะ เชน ความตานทานโรค ความทนทานตอสภาพแวดลอมบางอยาง การควบคุมการ
ออกดอก (Missiaggia et al., 2005) ซ่ึงจะนาํไปสูการโคลนยีนโดยอาศัยแผนที่ยีนไดดวย   
 
4. การวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรม   
 
 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม เปนการวเิคราะหการจดักลุมขอมูลและ
ตัวอยาง (cluster analysis) โดยใชวิธีการทางคณิตศาสตรที่ใชในการจําแนก หรือแบงขอมูล หรือ
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ตัวอยางที่ศกึษาออกเปนกลุมยอย ตั้งแต 2 กลุมขึ้นไป โดยประเมินความสัมพันธของตัวอยางที่
ศึกษา ซ่ึงอาศยัคาความสัมพนัธ (correlation) และคาความนาจะเปน (probability) ในการจัดกลุม
ดวยวิธีการจดักลุมแบบ distance function ที่จะคํานวณความเหมือน (similarity) หรือความตาง 
(distance) ของตัวอยางที่ศกึษา แลวนําคาที่ไดมาจัดกลุมตัวอยางที่มีคาความคลายกนัมากที่สุด หรือ
มีคาความตางนอยที่สุดจะถูกจัดใหอยูในกลุมเดียวกัน สวนตวัอยางที่มคีาความคลายกันนอย หรือมี
ความตางกันมากจะจัดใหอยูตางกลุมกัน ซ่ึงวิธีการนี้จะสามารถบอกไดวาตัวอยางที่ศกึษามีความ
คลายคลึง หรือแตกตางกนัมากนอยอยางไร  
 
 ขอมูลที่ใชในการนํามาวิเคราะหโดยวิธีจดักลุมแบบนี้สามารถใชขอมูลท่ีเปนลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและทางชีวโมเลกุล ไดแก ผลผลิตตอพื้นที่ จํานวนรวงตอพื้นที่ จํานวนเมล็ดตอรวง 
น้ําหนกัเมล็ด ความสูงตน ความโตตน น้ําหนักแหงของตน หรือ การตานทานตอโรคหรือแมลง 
และขอมูลลักษณะการปรากฏของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคตาง ๆ เชน RAPD, RFLP, AFLP 
หรือ SSR เปนตน การแสดงผลความสัมพันธของตัวอยางที่จัดกลุม สามารถแสดงโดยแผนภูมิ
ตนไมจําลองทีจ่ะแสดงคาความเหมือน (similarity) หรือความตาง (distance) บอกถึงระดับ
ความสัมพันธของแตละตัวอยางได (ภาควชิาพันธุศาสตร, 2550) 
 
 วิธีการสรางแผนภูมิตนไมจาํลองดวยวิธี distance method จะอาศัยระยะหางระหวาง
ตัวอยางแตละคูจากตัวอยางที่ศึกษาทั้งหมด แผนภมูิตนไมจําลองที่สรางขึ้นจะพจิารณาจาก
ความสัมพันธของคา distance ที่ไดจากตวัอยางแตละคูเปรียบเทียบกับคูอ่ืน ๆ วิธีการที่นิยมใชไดแก 
UPGMA (unweight pair-groups method using arithmetic average) ซ่ึงจะสรางแผนภมูิตนไมจําลอง
โดยการหาคูตวัอยางที่มี pairwise distance นอยที่สุดจาก distance matrix จากนั้นจัดใหตัวอยางคูนัน้
รวมกันเปนกลุม (cluster) ในสวนอื่น ๆ ของ matrix ที่ไมเกี่ยวของกับกลุมดังกลาวใหคงคาเดิมไว 
จากนั้นดําเนนิการรอบใหม โดยเริ่มจากการหาคูตัวอยางที่มี pairwise distance นอยทีสุ่ดเชนเดิม 
แลวจัดกลุม ดาํเนินการเชนนี้ไปจนทกุตัวอยางถูกจัดเขาอยูในกลุม วิธีการนี้ใชไดดีในกรณีที่อัตรา
การกลายพันธุแบบแทนทีเ่บสคงที่เทานั้น ถาอัตราการแทนที่เบสไมคงที่แลว สัณฐานของแผนภูมิ
ตนไมจําลองทีไ่ดจะมีความคลาดเคลื่อนสูง (Nei and Kumar, 2000) 
 
 วิธีการสรางแผนภูมิตนไมจาํลองอีกวิธีหนึ่งที่นิยมคือ วธีิการ maximum likelihood ซ่ึงเปน
การสรางแผนภูมิตนไมจําลองภายใตแบบจําลองการแทนที่เบสที่เหมาะสมโดยพจิารณาความ
เปนไปได (likelihood) ของแผนภูมิตนไมจําลองที่สรางขึ้นภายใตขอกาํหนดทีว่าสัณฐานของ
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แผนภูมิตนไมจําลองใดที่ใหคา likelihood สูงสุดจะเปนแผนภูมิตนไมจาํลองที่ดีที่สุด คา likelihood 
ของตําแหนงหนึ่ง ๆ จะเทากับผลรวมของความนาจะเปนที่บรรพบุรุษจะมนีิวคลีโอไทดในรูปแบบ
ตาง ๆ ที่เปนไปไดในทกุรูปแบบภายใตแบบจําลองการแทนที่เบสที่กาํหนด โดยในโปรแกรม
คอมพิวเตอรจะรายงานคา likelihood เปนคา –ln ดังนั้นคา –ln ที่ไดยิ่งมีคาต่ําแสดงวาคา likelihood 
ของแผนภมูิตนไมจําลองนัน้ ๆ จะมีคาสูง (ภาควิชาพันธศุาสตร, 2550) 
 
 คาที่ใชในการตรวจสอบการจัดกลุมแผนภมูิตนไมจําลอง 
 
  1. Cophenetic correlation  
    
   เปนคาที่บอกถึงวา การจัดกลุมที่ไดดีเพยีงใด ซ่ึงดูไดจากคา goodness of 
fit โดยคํานวณหาคา cophenetic correlation (r) โดย 
 
    r  > 0.9 หมายถึง จัดกลุมไดดีมาก 
    0.9 > r  > 0.8 หมายถึง จัดกลุมไดด ี
    0.8 > r  > 0.7 หมายถึง จัดกลุมไดปานกลาง 
    0.7 > r หมายถึง จัดกลุมไดไมดี 
 
  2. Bootstrap test  
 
   เปนการทดสอบความนาเชื่อถือของกลุมที่จัดมีมากนอยเทาไร โดยบอก
เปนเปอรเซ็นตของโอกาสที่จะมีการจดักลุมเหมือนเดิมเทาไร เมื่อมีการสุมเอาตัวแปร (variable) 
หรือขอมูลใด ๆ ที่ใชในการจัดกลุมออกตามจํานวนครั้งที่ตองการ  
 
   วิธีการคือ ทําการเลือกขอมูลในคอลัมนใด ๆโดยสุม แลวแทนที่ดวย
ขอมูลจากคอลัมนอ่ืนที่เลือกมาโดยสุมเชนเดียวกัน ดังนัน้จะมีขอมูลในบางตําแหนงที่ปรากฏขึ้น
อยางนอย 2 คร้ัง ในขณะที่ขอมูลบางตําแหนงไมเปล่ียนแปลง จากผลของการสุมแทนที่ดังกลาวจะ
ทําใหเกิดลําดบัของขอมูลใหม และจะใชเปนขอมูลในการสรางแผนภูมิตนไมจําลองสัณฐานของ
แผนภูมิตนไมจําลองที่สรางขึ้นใหม จะถูกเปรียบเทียบกบัแผนภูมิตนไมจําลองที่สรางไวโดยไมมี
การแทนที่ขอมูลใด ๆ (original tree) ถา interior branch ของแผนภูมิตนไมจําลองที่ไดเหมือนกบั 
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original  ของแผนภูมิตนไมจําลองจะใหคะแนนเปน 1 แตถา branch ใด พบเฉพาะใน original ของ
แผนภูมิตนไมจําลองจะมีคาเปน 0 และ bootstrap จะดําเนินการเชนนีห้ลาย ๆ รอบ แลวจะคํานวณ
เปอรเซ็นตของแตละ interior branch ของ original ของแผนภูมิตนไมจาํลองที่พบในแผนภูมิตนไม
จําลองที่ไดจากการสลับขอมูลทุกรอบ คาที่ไดนี้เรียกวา confidential value หรืออาจเรียกวา 
bootstrap value 
 
   กลุมตัวอยางทีมี่คา bootstrap มาก แสดงใหเห็นวากลุมที่จดัไดมีความ
นาเชื่อถือ โอกาสที่การจัดกลุมจะเปลี่ยนไปนอย เมื่อเปรยีบเทียบกับกลุมที่มีคา bootstrap นอย 
ตัวอยางทีแ่ยกออกเปนกลุมเดี่ยวจะไมสามารถคํานวณคา bootstrap ได 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 
1. ตัวอยางสายตนยูคาลิปตัสที่คัดเลือกจากแปลงประชากรหลักที่รวบรวมเชื้อพันธุของ    

E. camaldulensis ซ่ึงเปนแปลงทดลองที่ปลูกโดยใชเมล็ดนําเขาจากประเทศออสเตรเลีย ซ่ึงทราบ
ถ่ินกําเนิดตามธรรมชาติ และตัวอยางสายตนพอแมพนัธุที่คัดเลือกจากภายในประเทศไทยเพื่อเปน
สายตนเปรียบเทียบ ซ่ึงไมสามารถตรวจสอบยอนกลับวามาจากถิ่นกําเนิดใดตามธรรมชาติ 

 
2. วัสดุอุปกรณสําหรับสกัดและวเิคราะหดีเอ็นเอ เชน โกรง tip ที่นึ่งฆาเชื้อแลว เครื่องปน

เหวีย่ง เปนตน  
 
3. วัสดุอุปกรณสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร เชน เครื่องพซีีอาร, ถาดสําหรับทําปฏิกิริยาพีซี

อาร, สารเคมีตาง ๆ สําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร เปนตน 
 
4. วัสดุอุปกรณสําหรับแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยาพซีีอาร 

เชน เครื่อง electrophoresis กระจก สารเคมสํีาหรับเตรียม polyacrylamide gel และสารเคมีที่ใช
สําหรับยอมดวยวิธี silver staining เครื่อง capillary electrophoresis เปนตน 

 
5. เครื่องคอมพิวเตอรและโปรแกรมในการวิเคราะหขอมูล ไดแก NTSYS, Winboot, 

STRUCTURE 
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วิธีการ 

 
1. การคัดเลือกตัวอยาง  
 
 คัดเลือกจากแปลงประชากรหลักที่รวบรวมเชื้อพันธุของ E. camaldulensis ซ่ึงประกอบ 
ดวย 2 กลุมยอย คือ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa โดยเลือก
จากตัวอยางทีม่ีการเจริญเตบิโตดีที่สุดทั้ง 2 กลุม กลุมยอยละ 20 ตัวอยาง และเลือกตวัอยาง            
E. camaldulensis ที่ใชเปนพอแมพันธุปจจบุัน เพื่อเปนตวัอยางเปรยีบเทียบจํานวน 5 ตัวอยาง 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอ   
 
 การสกัดดีเอน็เอจากใบออนสด ดวยสารละลาย CTAB โดยใชใบออนสดจํานวน 1 กรัม บด
ในไนโตรเจนเหลวใหละเอยีด ทําใหเซลลแตกดวย CTAB buffer และทําการสกัดโปรตีนและแยก
เซลลพืชออกดวย chloroform : isoamyl (24:1) และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอลบริสุทธิ์ 
 
3. การวิเคราะหดีเอ็นเอที่สกัดได   
  
 การตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง spectrophotometer โดย
อาศัยหลักการที่เบสที่เปนองคประกอบของกรดนวิคลีอิก สามารถดูดกลืนแสงไดดทีี่สุดที่ความยาว
คล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร และสารละลายดีเอ็นเอที่เขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
สามารถดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นแสง 260 นาโนเมตร (A260 หรือ OD260) เทากับ 1 ซ่ึงสามารถ
คํานวณหาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอไดจากสูตร 
 
  ความเขมขนของดีเอ็นเอ (μg/ml) = A260 x 50 x dilution factor 
 
 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสารสกัดดีเอ็นเอทําไดโดยเทยีบอัตราสวนของคา A260 / A280 
ดังนี ้
  A260 / A280 > 2.0 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีการปนเปอนของอารเอ็นเอ 
  2.0 > A260 / A280 > 1.8 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์สูง 
  1.8 > A260 / A280 > 1.65 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์ 
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  1.65 > A260 / A280 หมายถึง สารสกัดดีเอ็นเอมีการปนเปอนของโปรตีนหรือฟนอล 
 
 สารสกัดดีเอ็นเอที่สามารถใชทําปฏิกิริยาพีซีอารไดจะตองมีความบริสุทธิ์สูง – บริสุทธิ์ 
หรือมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.65 – 2.0  
 
4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท   
 
 ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่พัฒนาจาก E. grandis และ E. urophylla โดยมีราย 
ละเอียดของแตละไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอารตามตารางผนวกที่ 1 และความเขมขน
ของสารตาง ๆ ที่ใชสําหรับทําปฏิกิริยาพีซีอาร ประยุกตอางอิงตามวิธีการของ Brondani et al. 
(1998), Brondani et al. (2002) และ Steane  et al. (2001) ดังนี ้
 
    สาร    ความเขมขนสดุทาย 
  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 
 
 และใชโปรแกรมการทําปฏิกิริยา 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  ยอนกลับ 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 (*) อุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาเปลี่ยนไปในแตละไพร
เมอร 
 
5. การแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
 
 5.1 วิธี silver staining    
 
 นําผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารที่ไดมาแยกความแตกตางดวย electrophoresis บน 5% 
polyacrylamide gel กําลังไฟฟา 60 วัตต อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นานประมาณ 2 ช่ัวโมง ยอม
แถบดีเอ็นเอดวย silver nitrate โดยการนําแผนกระจกเจลมาแชในสารละลายกรดอะซิติก 10% เขยา
นาน 30 นาที เพื่อกําจัดยูเรียซ่ึงเปนสวนผสมใน polyacrylamide gel ออก แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น 
(หรือน้ํา deionize) คร้ังละ 2 นาที 3 คร้ัง ยอมดวยสารละลาย silver nitrate (1% silver nitrate, 0.56% 
formaldehyde) นาน 30 นาที ลาง silver nitrate ที่เปนสวนเกินทิ้งดวยน้าํกลั่นประมาณ 3 – 5 วินาท ี
เติม developer (30% sodium carbonate, 0.1% sodium thiosulphate, 0.56% formaldehyde) โดยเขยา
ชา ๆ จนแถบดีเอ็นเอปรากฏชัด หยุดปฏิกิริยาดวยกรดอะซิติก 10% นานประมาณ 1 นาที ลาง
กระจกเจลดวยการเขยาในน้าํกลั่นนาน 5 นาที ยกไปวางผึ่งใหแหงสําหรับอานผลตอไป 
 
 5.2 วิธี capillary electrophoresis 
  
 คัดเลือกไพรเมอร ที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดด ีไดดีจากขอ 5.1 มาแยกความแตกตาง
โดยใชเครื่อง eGene’s HDA-GT12TM genetic analyzer ซ่ึงสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอ
ตามน้ําหนกัโมเลกุล (molecular weight) ไดละเอียด (eGene inc., 2006) เพื่อใหสามารถแยกความ
แตกตางของตวัอยางที่ทําปฏิกิริยาพีซีอาร ไดผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารนอย 
 
6. การวิเคราะหขอมูล   
 
 6.1 การใหคะแนนแถบดีเอน็เอ 
  
  6.1.1 สําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS และโปรแกรม Winboot ให
คะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอในขนาดเดยีวกันของแตละไพรเมอร (สําหรับวิธี capillary 
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electrophoresis วิเคราะหจากขนาดที่แตกตางกันไมเกิน 3 bp) หากมแีถบดีเอ็นเอใหตวัเลข 1 หาก  
ไมมีแถบดีเอ็นเอใหตวัเลข 0 ถาหากไมมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารใหตัวเลข -9  
 
  6.1.2 สําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE ใหคะแนนการเกิดแถบดี
เอ็นเอในขนาดเดียวกนัเปนตัวเลขเดยีวกัน เรียงกัน เชน 1, 2, 3, ... ตั้งแตขนาดเล็กถึงขนาดใหญ 
หากไมมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารใหตวัเลข -9 
 
 6.2 การวิเคราะหขอมูล 
 
  6.2.1 ใชโปรแกรม NTSYS คํานวณคาความเหมือนกนัของตัวอยางทั้งหมด 45 
ตัวอยาง แลวสรางเปนแผนภมูิตนไมจําลองโดยใชการคํานวณแบบ Jaccard และจดักลุมแบบ 
UPGMA คํานวณคา cophenetic ตามขั้นตอนดังนี ้
 
  ก. จัดรูปแบบคะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนตัวอยาง และ
แนว row เปนอัลลีลแถวดานบนสุดเซลลแรกกําหนดคาสําหรับโปรแกรม NTSYS โดยให 1 แทน
ขอมูลแบบ rectangular เซลลที่สองกําหนดจํานวนตวัอยาง เซลลที่สามกําหนดจํานวนอัลลีล เซลลที่
ส่ีกําหนด คา error แทนดวย -9 เปดขอมูลโดยใชโปรแกรม NTSYS และบันทึกไฟลในนามสกุล nts 
 
  ข. วิเคราะหคาความเหมือนกนัโดยเลือก dis/similarity เลือก quantitative data 
เลือก input file ที่บันทึกไวจากขอ ก. และตั้งชื่อ output file ในนามสกลุ nts เลือกการคํานวณ
coefficient แบบ Jaccard กําหนด positive code เปน 1 และ negative code เปน 0  
 
  ค. สรางแผนภมูิตนไมจําลองโดยเลือก cluster เลือก SAHN เลือก input file ที่
บันทึกไวจากขอ ข. และตั้งชื่อ output tree file ในนามสกุล nts เลือกการจัดกลุมแบบ UPGMA ดผูล
แผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการวิเคราะห 
 
  ง. คํานวณคา cophenetic โดยเลือก input tree file ที่บันทึกไวจากขอ ค. และตั้งชื่อ 
output cophenetic file ในนามสกุล nts  
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  จ. นํา file ที่ไดจากการคํานวณไปเปดดูผลใน matrix comp. plot โดยเลอืก input 
file 1 (X) คือ matrix ที่คํานวณจากขอ ข. และ input file 2 (Y) คือ matrix ที่คํานวณจากขอ ง. 
โปรแกรมจะเปรียบเทียบผลที่ไดเปนกราฟระหวาง 2 matrixes และ พิจารณาคา cophenetic ไดจาก 
report listing 
 
  6.2.2 ใชโปรแกรม Winboot เพื่อคํานวณคา bootstrap โดยใชการคํานวณแบบ 
Jaccard จํานวน 1,000 รอบ ตามขั้นตอนดงันี้ 
 
  ก. จัดรูปแบบคะแนนการเกดิแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนอัลลีล  และ
แนว row เปนตัวอยาง แถวดานบนสุด เซลลแรกกําหนดจํานวนตัวอยาง เซลลที่สองกําหนดจํานวน 
allele กําหนดใหคา error เปน 0 และบันทกึไฟลในนามสกุล txt ที่มีแท็บเปนตัวคัน่ 
 
  ข. วิเคราะหคา bootstrap โดยเลือก input file ที่บันทึกไวจากขอ ก. และตั้งชื่อ 
output file ในนามสกุล txt ใชการคํานวณ coefficient แบบ Jaccard เชนเดียวกับการใชโปรแกรม 
NTSYS โดยกาํหนดจํานวนรอบเปน 1,000 รอบ 
  
  ค. พิจารณาจากคา bootstrap จากคาที่ปรากฏในแผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการ
วิเคราะหของโปรแกรม 
 
 6.2.3 ใชโปรแกรม STRUCTURE ที่พัฒนาโดย Pritchard et al. (2000) เพื่อวิเคราะห
โครงสรางของประชากรวามีกลุมยอย (subgroup) หรือไม ตามขั้นตอนดังนี ้
    
  ก. จัดรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอโดยใหแนว column เปนไพรเมอร (=locus) และ
แนว row เปนตัวอยาง ที่มกีารแบงกลุมของประชากรโดยกลุม 1 แทนตวัอยางของ E. camaldulensis 
ssp. simulata, กลุม 2 แทนตวัอยางของ E. camaldulensis var. obtusa และกลุม 3 แทนตัวอยางที่
คัดเลือกในประเทศไทย และตัวอยางหนึ่งจะใชสองแถว แถวแรกคือ อัลลีลที่หนึ่ง และแถวที่สอง 
คือ อัลลีลที่สอง ถามีแคเพียงหนึ่งอัลลีล ใหถือวาอีกอัลลีลคืออัลลีลเดียวกัน (Pritchard  et al., 2007) 
และบันทึกไฟลในนามสกุล txt ที่มีแท็บเปนตัวคั่น โดยทีแ่ถวแรกจะใสเฉพาะชื่อไพรเมอร เทานั้น 
 
  ข. สราง project ใหม ตั้งชื่อ และใช input file ที่บันทึกไวจากขอ ก.  
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  ค. คํานวณหาคากลุมยอย K ที่เหมาะสม ตามวิธีการของ Evanno et al. (2005) ตาม
ขั้นตอนดังนี ้
 

  1. กําหนดคา K ที่คาดวาจะเปน และเริ่ม run ตั้งแต K = 1 หรือ 2 จนถึงคา 
K ที่คาดวาจะเปน และ run เพิ่มอีก 3 K ในที่นี้คาดวาจะมคีา K = 3 นั่นคือ 1: E. camaldulensis ssp. 
simulata, 2: E. camaldulensis var. obtusa และ 3: E. camaldulensis ในประเทศไทย ดังนั้นจํานวน 
K ที่ตอง run คือ 1 – 6 และ run ประมาณ 20 คร้ังตอ K โดยกําหนดคา burn in และ MCMC เทากบั 
10,000 

 
   2. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา mean likelihood L(K) กับคา K 
โดยใหแกนเอก็ซเปนคา K และแกนวายเปนคา L(K) 
 
   3. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา mean difference between 
successive likelihood value of K คํานวณจาก L’(K) = L(K) – L(K-1) ซ่ึงคาความแตกตางนี้มี
ลักษณะเชนเดยีวกันกับขนาดการเปลี่ยนแปลงของคา likelihood function ที่เกี่ยวของกับคา K โดย
ใหแกนเอก็ซเปนคา K และแกนวายเปนคา L’(K) 
 
   4. เขียนกราฟความสัมพันธระหวางคา absolute value of the difference 
between successive value of L’(K) คํานวณจาก [L”(K)] = [L’(K+1) – L’(K)] ซ่ึงมีลักษณะ
เชนเดยีวกันกบัอัตราการเปลี่ยนแปลงครั้งที่สองของคา L(K) ที่เกี่ยวของกับคา K โดยใหแกนเอ็กซ
เปนคา K และแกนวายเปนคา [L”(K)] 
 
   5. ประมาณคา ∆K จากคา absolute value of  L”(K) เฉลี่ยจากการ run 
ทั้งหมด 20 คร้ัง หารดวยคา standard deviation of L(K)  
 
   6. คา K ที่แทจริงคือคา ∆K ใน K ที่มีความแตกตางอยางเดนชัดจากคา ∆K 
ใน K อ่ืน ๆ 
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  ง. วิเคราะหผลโครงสรางของประชากรโดยวิเคราะหจากแผนภูมแิทงหรือ triangle 
plot ที่ไดจากโปรแกรมใน K ที่แทจริงที่คํานวณไดจากขอ ค. โดย run โปรแกรมใหมที่มีคา burn in 
เทากับ 100,000 และ MCMC เทากับ 500,000 
 
  



 
 
 
 

ผลและวิจารณ 

 

ผล 
 
1. ผลการคัดเลือกตัวอยาง   
 
 คัดเลือกตัวอยาง E. camaldulensis โดยแบงเปนคัดเลือกจาก E. camaldulensis ssp. 
simulata และ E. camaldulensis var. obtusa กลุมละ 20 ตัวอยางที่มกีารเจริญเติบโตดีทีสุ่ด ซ่ึงได
จากขอมูลผลการวัดเสนผานศูนยกลางที่ระดับอก (DBH : diameter at breast height) ในแปลง
รวบรวมเชื้อพนัธุ โดยที่ E. camaldulensis ssp. simulata ที่ศึกษามีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.85 – 
9.99 เซนติเมตร และ E. camaldulensis var. obtusa ที่ศึกษามีขนาดเสนผานศูนยกลาง 8.09 – 9.14 
เซนติเมตร ถ่ินกําเนิดตามธรรมชาติ (provenances) เกือบทั้งหมดมาจาก Queensland (QLD) มีเพียง
ตัวอยางเดียวทีม่าจาก Northern territory (NT) การกระจายของตัวอยางที่เลือกตามถิ่นกําเนิดตาม
ธรรมชาติในประเทศออสเตรเลียเปนดังภาพที่ 4 และคัดเลือกตัวอยาง E. camaldulensis ซ่ึงเปนสาย
ตนพอแมพนัธุที่ถูกคัดเลือกและพัฒนาภายในประเทศไทย จํานวน 5 ตัวอยาง รายละเอยีดของขนาด
เสนผานศูนยกลางและถิ่นกําเนิดของแตละตัวอยาง ดังตารางผนวกที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 4 การกระจายพนัธุตามธรรมชาติของตัวอยางที่ศกึษา 
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2. ผลการสกัด วดัความเขมขนและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
  
 ทําการสกัดดีเอ็นเอโดยเก็บใบออนสดบริเวณปลายยอดของตนตัวอยางที่คัดเลือกจากแปลง
ทดลองดังภาพที่ 5 ตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ พบวา ความเขมขนของ          
ดีเอ็นเออยูในชวง 260 – 9,715 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.0 – 1.85
แตมีตัวอยาง 4.13% ไดสารกดัดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์สูง และ 24.79% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธิ์  หรืออาจกลาวไดวามีตวัอยางที่สามารถใชในการทําปฏิกริิยาพีซีอารไดเพียง 29.92% 
จึงแกปญหาดวยการทดลองคัดเลือกตัวอยางที่มีคา A260 / A280 ต่ํากวา 1.65 มาทดลองสกัดซ้ําดวย 
phenol : chloroform : isoamyl อัตราสวน 25 : 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร หรือ chloroform : 
isoamyl อัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร พบวาสวนใหญมผีลไมแตกตางจากเดิม 
นอกจากนี้ความเขมขนของดเีอ็นเอยังลดลงเหลือเพียง 20 – 30 % จากเดมิ จึงไมสามารถใชวิธีการ
สกัดซ้ําในการแกปญหาได 
 
 ดังนั้นจึงแกปญหาดวยการทดลองเตรียมตัวอยางใบออนใหม 2 วิธีคือ วิธีที่ 1 ตัดตน
ตัวอยางที่โคนตนปลอยใหแตกหนอข้ึนมาใหม แลวเก็บใบออนจากหนอใหมที่แตกใหมนั้นมาทํา
การสกัดดีเอน็เอ ดังภาพที่ 6 และวิธีที่ 2 คือ ใชตนตวัอยางที่ถูกตัดจากแปลง นํามาตัดทอนเปนทอน
ส้ันๆ ทอนละประมาณหนึ่งเมตรปกชําในโรงเรือนเพาะชาํ (greenhouse) พรอมใหน้ําดวยระบบพน
ฝอยปลอยใหแตกยอดขึ้นมาใหม แลวเก็บใบออนจากยอดที่แตกใหมนัน้มาทําการสกดัดีเอ็นเอ ดัง
ภาพที่ 7 พบวา  
 
 วิธีที่ 1 ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวง 1,165 – 5,960 นาโนกรัม
ตอไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.07 – 1.98 มีตัวอยาง 26.47% ไดสารสกัดดีเอน็เอที่มี
ความบริสุทธิ์สูง และ 23.53% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ หรือมีตัวอยางที่สามารถใชใน
การทําปฏิกิริยาพีซีอารได 50%  
 
 วิธีที่ 2 ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความเขมขนของดีเอ็นเออยูในชวง 180 – 5,195 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตร และมีคา A260 / A280 อยูในชวง 1.16 – 3.27 มีตัวอยาง 64.44% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มี
ความบริสุทธิ์สูง และ 17.78% ไดสารสกัดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ หรือมีตัวอยางที่สามารถใชใน
การทําปฏิกิริยาพีซีอารได 82.22%  
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 ผลการวัดคา A260 / A280 ของสารสกัดดีเอ็นเอที่ไดจากใบออนจากวิธีการเตรียมตวัอยางที่
แตกตางกัน ดงัแสดงในภาพที่ 8 
  
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 5 ลักษณะของใบออนสดบริเวณปลายยอดของตนตัวอยางในแปลงทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 6 ลักษณะของใบออนสดจากหนอใหมที่แตกในแปลงทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 7 ลักษณะของใบออนสดจากกิ่งทีน่ํามามาปกในโรงเรือนเพาะชํา พรอมใหน้าํ 
  ดวยระบบพนฝอย 
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 ภาพที่ 8 กราฟเปรียบเทียบผลการสกัดดีเอน็เอโดยใชใบออนสดจากแหลงตาง ๆ กัน 
 
3. ผลการทําปฏิกิริยาพีซีอาร และการแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ 
 
 3.1 วิธี silver staining  
 
  ทําปฏิกิริยาพซีีอารใชไพรเมอรทั้งหมด 80 ไพรเมอรกับจํานวนตัวอยาง 40 ตัวอยาง (ไม
รวมตัวอยางที่เก็บจากประเทศไทย) พบวา สามารถเห็นแถบดีเอ็นเอของผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร 
จํานวน 60 ไพรเมอร คิดเปน 75% เฉพาะไพรเมอรมีศักยภาพในการเพิม่จํานวนดีเอน็เอไดสามารถ
ทําการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอไดต่ําสุด 1 ตัวอยางและสูงสุด 35 ตัวอยาง ไพรเมอรที่มีศักยภาพในการ
เพิ่มจํานวนตวัอยางไดสูงสุดคือ EMBRA35 และ EMBRA42 จํานวนอัลลีลในแตละไพรเมอร
เทากับ 2 – 26 อัลลีล เฉลี่ยเทากับ 10.2 อัลลีลตอไพรเมอร โดยไพรเมอรที่ใหจํานวนอลัลีลสูงสุดคือ 
EMBRA42 ดังตารางผนวกที่ 2 และตัวอยางเจลที่ใชไพรเมอร EMBRA42 ดังภาพที่ 9 
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 ภาพที่ 9 ตัวอยางเจลที่แยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวธีิ silver staining  
  โดยใช ไพรเมอร EMBRA42 
 
 3.2 วิธี capillary electrophoresis 
 
 จากขอมูลผลการแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining ขางตน คัดเลือก
เฉพาะไพรเมอรที่สามารถเพิ่มจํานวนดีเอน็เอไดจํานวนตวัอยางมากกวา 20 ตัวอยาง หรือใหแถบดี
เอ็นเอที่เหน็ชดัเจน จํานวน 17 ไพรเมอร ไดแก EMBRA04, EMBRA05, EMBRA06, EMBRA07,  
EMBRA08, EMBRA09, EMBRA10, EMBRA16, EMBRA17, EMBRA21, EMBRA26, 
EMBRA27, EMBRA36, EMBRA42, EMBRA53, EMBRA58 และ EMBRA60 นํามาแยกความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชเครื่อง capillary electrophoresis (eGene) พบวา ในแตละไพรเมอร 
มีจํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอไดมากขึ้น โดยสามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดต่ําสุด 35 
ตัวอยาง สูงสดุครบทั้ง 40 ตัวอยาง เฉลี่ย 38.70 ตัวอยางตอไพรเมอร (ไมรวมตัวอยางในประเทศ
ไทย) จํานวนอลัลีลในแตละไพรเมอรตั้งแต 13 – 35 อัลลีล เฉลี่ยเทากับ 19.7 อัลลีลตอไพรเมอร
ตัวอยางของ peak ที่ใชไพรเมอร EMBRA42 กับ MO13 ดังภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  ตัวอยางผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวิธี capillary electrophoresis 
   โดยใช ไพรเมอร EMBRA42 กับตัวอยาง MO13 
  
 3.3 เปรียบเทียบความแตกตางของสองวิธี 
 
  การปรากฏของแถบดีเอ็นเอและขนาดของแถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากทั้งสองวิธีมีความ
ใกลเคียงกัน ตวัอยางดังภาพที่ 11 เปนผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร 
EMBRA42 เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากทั้งสองวิธี  
 
 เปอรเซ็นตผลตางของจํานวนตัวอยางที่สามารถเพิ่มจํานวนดเีอ็นเอไดของวิธี capillary 
electrophoresis เทียบกับวิธี silver staining เพิ่มขึ้นเฉลี่ยเทากับ 107.9% และเปอรเซ็นตผลตางของ
จํานวนอัลลีล ของวิธี capillary electrophoresis เมื่อเทียบกับวิธี silver staining เพิ่มขึ้นเฉลี่ยเทากับ 
50.5% ดังตารางที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 

กราฟแสดง peak ของ
ขนาดดีเอ็นเอที่ตรวจพบ 
ในวงกลมคือพบ 2 ขนาด 

standard 
peak 

standard 
peak 

แสดงแถบดีเอ็นเอ 

แสดงคาที่อานได และ 
คํานวณเปนขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 



 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 11  เปรียบเทียบผลการแยกความแตกตางของดีเอน็เอของตัวอยาง MS01 – MS20 โดยใชไพรเมอร EMBRA42 ดวยวิธี silver staining (ซาย) 
     และวิธี capillary electrophoresis (ขวา) 
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ตารางที่ 1  เปรียบเทียบผลการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining และ capillary 
     electrophoresis 
 

วิธี silver staining วิธี capillary 
electrophoresis 

ผลตาง (%) เมื่อเทียบ
กับวิธี silver staining 

ลําดับ
ที่ 

primer 

ตัวอยางที ่เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอได 

อัล
ลีล 

ตัวอยางที่ เพิ่ม
จํานวนดีเอ็นเอได 

อัล
ลีล 

ตัวอยางที่ 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 

 
 เลือกเฉพาะไพรเมอรที่มีจํานวนอัลลีล 1 – 2 อัลลีลตอตัวอยาง เพื่อนําไปวิเคราะหขอมูล  
ไดจํานวน 12 ไพรเมอร คือ EMBRA04, EMBRA05, EMBRA06, EMBRA07, EMBRA08, 
EMBRA10, EMBRA16, EMBRA21, EMBRA26, EMBRA27, EMBRA36 และ EMBRA42 
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4. ผลการวิเคราะหขอมูล 
   
 4.1 ผลการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS 
 
  จากการคํานวณคาความเหมอืนกันของตวัอยางทั้งหมด 45 ตัวอยาง โดยใชการ
คํานวณแบบ Jaccard model และการจดักลุมแบบ UPGMA และสรางเปนแผนภมูิตนไมจําลองและ
คํานวณคา cophenetic correlation พบวามคีา 0.64 ซ่ึงต่ํามาก ดังภาพที่ 12 แสดงวาจดักลุมไดไมดี 
แตคา similarity coefficient อยูในชวง 0.05 – 0.53 แสดงวาตัวอยางมคีวามแตกตางกันทาง
พันธุกรรมมาก ดังภาพที่ 13 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 12  matrix comparison ระหวางการคํานวณครั้งแรกดวย Jaccard และ 
      หลังการคํานวณ cophenetic correlation   
 
 
 

คา similarity 
coefficient ที่ได
จากการคํานวณ
ดวย Jaccard 
model 

คา similarity coefficient ที่ไดหลังจากการคํานวณ 
cophenetic correlation 
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ภาพที่ 13  แผนภูมิตนไมจําลองที่ไดจากการคํานวณแบบ Jaccard model และการจดักลุมแบบ 
    UPGMA ดวยโปรแกรม NTSYS 
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 4.2 ผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม Winboot 
 
  คํานวณคา bootstrap โดยใชการคํานวณแบบ Jaccard จาํนวน 1,000 รอบ แลว
สรางเปนแผนภูมิตนไมจําลองแบบ consensus พบวา สวนใหญมีคา bootstrap ต่ํากวา 50% มีเพียง
สองกลุมที่มีคา bootstrap สูงกวา 50% ไดแก กลุมของ CT03 และ CT04 ที่มีคา bootstrap 95% และ 
(CT03, CT04) และ MO15 ที่มีคา bootstrap 54% ดังภาพที่ 12 
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ภาพที่ 14  แผนภูมิตนไมจําลองแบบ consensus ที่ไดจากการคํานวณแบบ Jaccard model และ 
    คา bootstrap แสดงเฉพาะคาที่มากกวา 50% ดวยโปรแกรม Winboot  
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 4.3 ผลการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE 
 
  4.3.1 วิเคราะหจํานวนกลุมยอย (ซ่ึงแทนดวย K) ที่แทจริง 
 
   คํานวณคา K ที่แทจริงโดยสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา K ในแกน 
X และคา mean likelihood L(K) ในแกน Y (ภาพที่ 15 ก) แลวสรางกราฟความสัมพันธระหวางคา 
mean difference between successive likelihood value of K ที่คํานวณจาก L’(K) = L(K) – L(K-1) 
ซ่ึงคาความแตกตางนี้มีลักษณะเชนเดยีวกนักับขนาดการเปลี่ยนแปลงของคา likelihood function ที่
เกี่ยวของกับคา K  (ภาพที่ 15 ข) แลวสรางกราฟความสมัพันธระหวางคา absolute value of the 
difference between successive value of L’(K) คํานวณจาก [L”(K)] = [L’(K+1) – L’(K)] ซ่ึงมี
ลักษณะเชนเดยีวกันกับอัตราการเปลี่ยนแปลงครั้งที่สองของคา L(K) ที่เกี่ยวของกับคา K (ภาพที่ 15 
ค) ประมาณคา ∆K จากคา absolute value of  L”(K) เฉลี่ยจากการทํางานของโปรแกรมทั้งหมด 20 
คร้ัง หารดวยคา standard deviation of L(K) และคา K ที่แทจริงคือคา ∆K ใน K ที่มีความแตกตาง
อยางเดนชดัจากคา ∆K ใน K อ่ืน ๆ ในที่นี้คอื K = 2 (ดังแสดงในวงกลมภาพที่ 15 ง) 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 15 กราฟแสดงการคํานวณคากลุมยอยหรือคา K ที่แทจริง 
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  4.3.2 ผลการวิเคราะหโดยใชคา K ที่แทจริง คือ K = 2 ใช  burn in เทากับ 100,000 
และ MCMC เทากับ 500,000 แสดงดวยแผนภูมิแทง ดังภาพที่ 16  
 
 
 
 
 
 
 
 
          E. camaldulensis ssp. simulata              E. camaldulemsis var. obtusa             ไทย              K1          K2 

 
 ภาพที่ 16  แผนภูมิแทงประยุกตที่ไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE ซ่ึง
สามารถแบงตัวอยางออกเปน 2 กลุมยอย 
 
   ก. สามารถแบงแยกประชากรออกเปน 2 กลุมยอย ที่มีความแตกตางกัน
ทางพันธุกรรมและสามารถจับคูผสมระหวางกลุมกันสําหรับใชใน nucleus breeding strategy ได 
คือ  
 
   กลุมยอยที่ 1 กลุมที่มีแถบสีเขียวเปนหลัก ซ่ึงประกอบดวย  
   E. camaldulensis ssp. simulata จํานวน 20 ตัวอยาง ไดแก 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 ตัวอยาง ไดแก MO01, MO03, 
MO04, MO05, MO06, MO07, MO08, MO09, MO10, MO11, MO12, MO13, MO14, MO16, 
MO17, MO18, MO19 และ MO20  
   สายตนจากประเทศไทย จํานวน 1 ตัวอยาง ไดแก TH01  
   โดยที่กลุมที่ 1 นี้มีคา expected heterozygosity ระหวางแตละตนภายใน
กลุม ประมาณ 68% 
 

กลุมยอยที่ 1 กลุมยอยที่ 2 
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   กลุมยอยที่ 2 กลุมที่มีแถบสีแดงเปนหลัก ซ่ึงประกอบดวย 
   E. camaldulensis var. obtusa จํานวน 2 ตัวอยาง ไดแก MO02 และ MO15  
   สายตนจากประเทศไทย จํานวน 4 ตัวอยาง ไดแก TH02, TH03, TH04 
และ TH05 
    โดยที่กลุมที่ 2 นี้มีคา expected heterozygosity ระหวางแตละตนภายใน
กลุม ประมาณ 22% 
 
        ข. สําหรับ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. 
obtusa มีโครงสรางของประชากรคลายคลึงกัน จึงเปนขอมลูประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนได 
วา สามารถสรางเปนประชากรเดียวได ซ่ึงสอดคลองกับผลการศึกษาในตัวอยางตางชนิดกัน เชน 
การจัดแบงกลุมระหวาง E. grandis และ E. urophylla สามารถแบงกลุมตามชนิดไดอยางชัดเจน 
(Muro-Abad et al., 2005) 
 
  4.3.3 ไพรเมอรที่บงชี้ไดอยางชัดเจนถึงการแยกกลุม โดยพิจารณาจากคาความ
แตกตางของ allele frequency ระหวางสองกลุม ไดแก   
 
     allele frequency กลุมที่ 1    กลุมที่ 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. การคัดเลือกตัวอยาง   
 
 คัดเลือกตัวอยางโดยคัดตนทีม่ีการเจริญเตบิโตมากที่สุดของประชากรหลัก เพื่อใชเปนพอ
แมพันธุสําหรบั nucleus population ดังนั้นจึงมีหลายตวัอยางที่มาจากถิน่กําเนดิเดยีวกนั ตางกันที่
ตระกูลของตัวอยาง แตผลการวิเคราะหก็ยังพบวา ตวัอยางที่มาจากถิ่นกําเนิดเดยีวกัน ยงัมีคา 
similarity coefficient ต่ํามาก นั่นคือ มีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสูงมาก (Butcher et al., 2001) 
ดังนั้น จึงพอจะประเมนิในเบื้องตนวา ในแตละตระกูลมีความแตกตางกันทางพันธกุรรมมาก จน
สามารถปลอยใหเกิดการผสมพันธุโดยสุมได  
 
2. การสกัด วัดความเขมขน และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
 
 เมื่อเปรียบเทียบระหวางทีม่าของตัวอยางใบออนที่แตกตางกัน จากภาพที่ 8 พบวาเมื่อ
เปรียบเทียบเปอรเซ็นตที่สามารถใชทําปฏิกิริยาพีซีอารไดของตัวอยางทีส่กัดจากใบออนสดบริเวณ
ปลายยอดของตนตัวอยางที่คดัเลือกจากแปลง จะนอยกวาใบออนจากหนอใหมทีแ่ตกในแปลง
ทดลอง และนอยกวาใบออนจากกิ่งทีน่ํามาปกชําในโรงเรอืนเพาะชําพรอมใหน้ําดวยระบบพนฝอย
ตามลําดับ ซ่ึงทั้งนี้นาจะเนื่องจากใบออนทีแ่ตกออกมาจากกิ่งที่นํามาปกชําในโรงเรือนจะอยูในที่รม 
มีแสงรําไร มีความอวบน้ําสูง ใบจะนิ่ม เหี่ยวงาย ดังนัน้การสะสมสารพวกฟนอลิก คอมปาวด ยงั
นาจะนอยอยู ผลการสกัดดีเอ็นเอจึงดีที่สุด  
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 ผลการทดลองจากการสกัดซ้าํพบวาไมไดชวยใหดเีอ็นเอมีความบริสุทธิ์มากขึ้น และยังลด
ความเขมขนของดีเอ็นเอลงอกีดวย ดังนั้นควรเตรียมตวัอยางใบออนโดยใชวิธีปกชํากิง่ในโรงเรือน
และใหน้ําดวยระบบพนฝอยจะใหผลดีกวา 
 
3. การทําปฏิกิริยาพีซีอาร และแยกความแตกตางของแถบดเีอ็นเอ   
 
 3.1 วิธี silver staining  
 
  พบปญหาวาบางตัวอยางมแีถบเกิดขึ้นแตจางมาก จนบางครั้งไมสามารถแยกไดวา
เปนแถบดีเอน็เอของผลผลิตของปฏิกิริยาพซีีอารหรือไม ทําใหไมสามารถใหคะแนนได จึงทําให
ขอมูลสูญหายจํานวนมาก และตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ บางครั้งตัดสินใจไดยากวาอยูใน
ตําแหนงเดยีวกันหรือไม ทําใหคาจํานวนอลัลีลที่อานไดคลาดเคลื่อนไป วิธีนี้จึงไมเหมาะกับ
การศึกษาในสิง่มีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมากและมีอัลลีลขนาดไมแตกตางกันมากนัก นอกจากนี้ยัง
เปนวิธีที่ใชเทคนิคและความชํานาญในการปฏิบัติมาก และมีสารเคมีที่เปนอันตรายตอผูปฏิบัติ
(eGene. inc., 2007) 
 
 3.2 วิธี capillary electrophoresis  
 
  เปนวิธีที่สะดวกเร็ว ไดคาที่ถูกตองแมนยํา สามารถแยกความแตกตางไดประมาณ 
1 – 5 คูเบส สามารถวิเคราะหผลไดแมวาจะมีผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารนอยมากกต็าม ประมาณ 
0.1 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  
 
  ดังนั้นจึงเหมาะกับสิ่งมีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมากและในแตละอัลลีลมีขนาดไม
แตกตางกันมากนัก ไมตองใชเทคนิคและความชํานาญของผูปฏิบัติ ไมเปนอันตรายตอผูปฏิบัติ 
เนื่องจากสารเคมีตาง ๆ เชน เจล สียอมเอทธิเดียมโบรไมด ถูกบรรจุอยูใน capillary tube ซ่ึงอยูใน 
cartridge อีกทีหนึ่ง นอกจากนี้ยังใชเวลาในการวิเคราะหนอยมากประมาณ 0.5 – 2 ช่ัวโมงตอ 96 
ตัวอยาง (eGene. inc., 2007) 
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4. การวิเคราะหขอมูล   
 
 4.1 การวิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS และ Winboot   
 
  การสรางแผนภูมิตนไมจําลองดวยโปรแกรม NTSYS และ Winboot จะมีลักษณะ
การใหคะแนนแบบ 1,0 (binary data) เหมือนกันทั้งสองโปรแกรม ผลจากการวิเคราะหขอมูลดวย
โปรแกรม NTSYS สามารถบอกไดวาตัวอยางที่ศึกษามีความหลากหลายทางพันธุกรรมมาก (คา 
similarity coefficient อยูในชวง 0.05 – 0.53) แตทั้งสองโปรแกรมแสดงผลการจัดกลุมจัดไดไมดี
เชนเดยีวกัน ทัง้นี้อาจเนื่องมาจาก การใหคะแนนแบบ 1,0 เปนการใหคะแนนแบบที่เหมาะกับ
เครื่องหมายโมเลกุลที่เปน dominant markers เชน RAPD (Yap and Nelson, 1996) มากกวา co-
dominant markers เชน เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท  
 
  แตอยางไรก็ตาม ตัวอยางที่ถูกจัดอยูในกลุมเดียวกันจากผลการวิเคราะหดวย
โปรแกรม STRUCTURE โดยเฉพาะในกลุมที่ 2 ซ่ึงมี 6 ตัวอยาง ไดแก MO02, MO15, TH02, 
TH03, TH04 และ TH04 ก็ยงัคงถูกจัดใหอยูในกลุมที่มีความใกลเคยีงกนัเมื่อสรางเปนแผนภมูิ
ตนไมจําลองดวยทั้งสองโปรแกรม (ภาพที่ 17) แตตําแหนงบนแผนภมูิตนไมจําลองของตัวอยางอืน่ 
ๆ มีความแตกตางกันระหวางสองโปรแกรม ดังนั้น จึงไมเหมาะทีจ่ะใชขอมูลแบบ binary data ใน
การอธิบายความหลากหลายทางพันธุกรรมของยูคาลิปตัสที่ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 17 ก 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 17 ข 

MO02 
MO15 
TH02 
TH03 
TH04 
TH05 

TH04 
TH05 
MO15 
TH03 
TH02 
MO02 
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 ภาพที่ 17  กลุมตัวอยางที่สองที่ไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE เมื่อ 
    วิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS (ก) และโปรแกรม Winboot (ข) พบวาถูกจัดอยู 
    ในกลุมเดยีวกัน 
 
 4.2 การวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE  
 
  ขอมูลสําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE จะมีการใหคะแนนแบบ
แยกเปนสองอลัลีล ซ่ึงนาจะเหมาะสมสําหรับการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท (Pritchard  et 
al., 2007) สําหรับยูคาลิปตสั เนื่องจากยูคาลิปตัสเปนพืชที่มีจาํนวนโครโมโซมสองชุด (diploid) 
และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายโมเลกุลแบบ co-dominant marker ดังนั้นการ
ใหคะแนนเปนสองอัลลีล แสดงความเปน co-dominant ไดดี และสามารถอธิบายไดดีที่สุดสําหรับยู
คาลิปตัสที่ใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท นอกจากนีโ้ปรแกรม STRUCTURE แสดงผลออกมา
เปนแผนภูมิแทงซึ่งสามารถมองเห็นไดชัดเจนถึงกลุมที่มคีวามแตกตางกัน  
 
5. ประโยชนท่ีไดรับอ่ืน ๆ  
  
 นอกจากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยูคาลิปตัส ยังนําไปใชประโยชน
ดานอื่น ๆ ได เชน   
   
 5.1 แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏแตละไพรเมอรในแตละตวัอยางสามารถใชเปนลายพิมพดเีอน็เอ
ของตัวอยางนัน้ๆ ได ซ่ึงจะสามารถใชประกอบการจดสทิธิบัตรพันธุพืชได (Rocha et al., 2002) 
นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบยอนกลับไปถึงพอแมพนัธุไดดวย (Grattaplaglia et al., 2004; Kirst  
et al., 2005) 
 
 5.2 สามารถใชเปนขอมูลเบื้องตนในการสรางแผนที่ดีเอน็เอและจีโนม การติดตามและ
คนหายนี ใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อชวยในการคัดเลือกลักษณะตาง ๆ ที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจได เชน EMBRA05 และ EMBRA09 เปนไพรเมอรที่เชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุมลักษณะที่
เกี่ยงของกับการออกดอก ซ่ึงเปนลักษณะที่สําคัญในกระบวนการปรบัปรุงพันธุและการถายยีน 
EMBRA07 เปนไพรเมอรที่เชื่อมโยงกับยนีที่ควบคุมลักษณะที่เกีย่วของกับการสรางลิกนิน ซ่ึงเปน
ลักษณะที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของอตุสาหกรรมเยือ่และกระดาษเปนอยางยิ่ง เนื่องจากเปน
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ลักษณะที่เกีย่วของโดยตรงกบัเปอรเซ็นตเยือ่ (Brondani  et al., 2006; Myburg et al., 2007; Pijut et 
al., 2007)นอกจากนี้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับยูคาลิปตสัยังคงมีการเผยแพรอยาง
ตอเนื่อง ซ่ึงสามารถใชประโยชนในการสรางแผนที ่ ดีเอ็นเอที่มีความละเอียดมากขึ้น (Steane  et 
al., 2005) 
 
 5.3 สามารถประยุกตใชในการศึกษาทางพนัธุศาสตรปาไม เพื่อการอนุรักษ หรือการ
ปรับปรุงพันธุไดอีก อาทิเชน การติดตาม gene flow ในประชากรตามธรรมชาติและแปลงปลูก 
ผลของการปลูกเลี้ยงโดยมนษุย (domestication) ที่มีตอความหลากหลายทางพันธุกรรม (Jones et 
al., 2006) การจัดการแปลงเก็บเมล็ดพันธุ การกําหนดคูผสมสําหรับโปรแกรมการปรบัปรุงพันธุขั้น
สูง (Liewlaksaneeyanawin, 2006)  
  
 



 
 
 
 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 สรุป 

 

 จากผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ E. camaldulensis โดยใช
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท สรุปไดดังนี้ 
 
 1. เมื่อวิเคราะหความหลากหลายดวยโปรแกรม STRUCTURE สามารถแบงแยกประชากร
ออกเปน 2 กลุมยอย ที่มีความแตกตางกันทางพันธุกรรม และสามารถจับคูผสมระหวางกลุมยอยกัน
สําหรับใชใน nucleus breeding strategy ได คือ  
 
 กลุมยอยที่ 1 ประกอบดวย 
 
  E. camaldulensis ssp. simulata ไดแก 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 ไดแก MO01, MO03, MO04, MO05, MO06, 
MO07, MO08, MO09, MO10, MO11, MO12, MO13, MO14, MO16, MO17, MO18, MO19 และ 
MO20 
 
  สายตนจากประเทศไทยไดแก TH01 
 
 กลุมยอยที่ 2 ประกอบดวย 
 
  E. camaldulensis var. obtusa ไดแก MO02 และ MO15  
 
  และสายตนจากประเทศไทย ไดแก TH02, TH03, TH04, TH05 
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 2. สําหรับ E. camaldulensis ssp. simulata และ E. camaldulensis var. obtusa มีโครงสราง
ของประชากรสวนใหญคลายคลึงกัน จึงเปนขอมูลประกอบการตัดสินใจในเบื้องตนไดวา สามารถ
สรางเปนประชากรเดียวได ซ่ึงจะสามารถปลูกในพื้นทีเ่ดียวกันไดโดยไมตองมี buffer zone 
  
 

 ขอเสนอแนะ 

 

 1. ในการสกัดดีเอ็นเอของยูคาลิปตัสควรใชวิธีการเตรียมใบออนดวยการเก็บกิ่งมาปกชาํใน
โรงเรือนเพาะชําพรอมใหน้ําดวยระบบพนฝอยเพื่อใหแตกยอดใหมกอนนําใบออนไปสกัดดีเอ็นเอ 
จะใหดีเอน็เอที่มีความบริสุทธิ์สูง 

 
 2. การแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยใชวิธี capillary electrophoresis จะใหผลที่มี
ความแมนยําถูกตอง สะดวกรวดเร็ว ไมตองใชเทคนิคและความชํานาญ และไมเปนอนัตรายตอผู
ปฏิบัติ เหมาะกับผูที่ศึกษาสิง่มีชีวิตที่มีจํานวนอัลลีลมาก และมีความแตกตางของแตละอัลลีลไม
มากนัก  
 
 3. สําหรับการศึกษาในครั้งนี ้การวิเคราะหโดยใชโปรแกรม STRUCTURE จะเปนวธีิที่มี
ความเหมาะสมที่สุด 
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ตารางผนวกที ่1 รายละเอียดของตัวอยางทีศ่ึกษา 
ลําดับที่ ตัวอยาง 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 (ตอ) 
ลําดับที่ ตัวอยาง 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 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดกําแพงเพชร 

42 TH02 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดพังงา 

43 TH03 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดกาญจนบุรี 

44 TH04 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดราชบุรี 

45 TH05 สายตนที่คัดเลือกจากจังหวัดหนองคาย 

 หมายเหตุ * เปน DBH (ซม.) ที่วัดเมื่ออายุ 2 ป 
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ตารางผนวกที ่2 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
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     
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ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
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     

 



 

54 

ตารางผนวกที ่2 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 (ตอ) 
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 สรุปผลการแยกความแตกตางดวยวิธี silver staining 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
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 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
26 EMBRA26 9 12 21 17  
27 EMBRA27 7 14 21 17 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
28 EMBRA28     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
29 EMBRA29 1 5 6 9  
30 EMBRA30     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
31 EMBRA31     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
32 EMBRA32     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
33 EMBRA33     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
34 EMBRA34 2 0 2 2  
35 EMBRA35 3 5 8 11  
36 EMBRA36 7 16 23 16  
37 EMBRA37     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
38 EMBRA38     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
39 EMBRA39 4 6 10 8  
40 EMBRA40         ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
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ตารางผนวกที ่3 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
46 EMBRA46 4 3 7 4  
47 EMBRA47     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
48 EMBRA48     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
49 EMBRA49     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
50 EMBRA50     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
56 EMBRA56     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
63 EMBRA63 2 1 3 4  
64 EMBRA64 0 1 1 2  
65 EMBRA65     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
66 EMBRA66 1 9 10 11  
67 EMBRA67 2 0 2 3   
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ตารางผนวกที ่3 (ตอ) 
ลําดับ
ที่ 

ไพรเมอร จํานวนตัวอยางที่เพิ่มจํานวน 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
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     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
77 EMCRC06 6 3 9 13 แถบดีเอ็นเอชัดเจน 
78 EMCRC07     ไมสามารถเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอได 
79 EMCRC08 1 3 4 4  
80 EMCRC09 0 1 1 2   

 
 หมายเหตุ  1/ MS คือ ตัวอยางที่คัดเลือกจาก E. camaldulensis ssp. simulata 

      2/ MO คือ ตัวอยางที่คัดเลือกจาก E. camaldulensis var. obtus



 
 
 
 

ตารางผนวกที ่4 ขอมูลการใหคะแนนสําหรับการวิเคราะหดวยโปรแกรม STRUCTURE 
ตัวอยาง 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 (ตอ) 
ตัวอยาง 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 (ตอ) 
ตัวอยาง 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 (ตอ) 
ตัวอยาง 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 (ตอ) 
ตัวอยาง 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 กลุมของประชากรที่คาดวาจะเปนโดย 
    1 หมายถึง E. camaldulensis ssp. simulata 
    2 หมายถึง E. camaldulensis var. obtusa 
    3 หมายถึง ตัวอยางของประเทศไทย 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล ฐิติพร สายมณ ี
วัน เดือน ป ที่เกิด 2 มกราคม 2515 
สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ.(วนศาสตร) เกียรตนิิยมอันดับหนึง่ 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักวจิัย 
สถานที่ทํางานปจจุบัน บริษัทเอสซีจี เปเปอร จํากัด (มหาชน) 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศกึษาที่ไดรับ ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร โดยงบประมาณของ

โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั สาขาเทคโนโลยี 
ชีวภาพเกษตร ภายใตโครงการบัณฑิตศึกษาและวจิัย 
สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี สํานักงาน
คณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวงศกึษาธิการ 
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