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ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคญั เกษตรกรผูป้ลูกยางพารามีความตอ้งการยางพนัธุ์ดีมาก

ขึ้น ในขณะท่ีประเทศไทยมีฐานพนัธุกรรมของยางพาราไม่มากนัก การศึกษาน้ีเป็นการประเมิน

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีนาํเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดักระบ่ีและจงัหวดั

สกลนครเปรียบเทียบกับเช้ือพันธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล  โดยใช้

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีผ่านการคดัเลือกจาํนวน 10 ไพรเมอร์ 

ไ ด้ แ ก่  HB41, HB42, HB49, HB56, HB57, HB64, HB72, HB79, HB86 แ ล ะ  HB87 แ ล ะ ทํ า 

Acrylamide gel electrophoresis เพื่ อนําข้อมูลลายพิมพ์ดี เอ็นเอมาวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม 

GenAlEx 6.501 และ โปรแกรม past จากผลการศึกษาพบว่า Molecular Variance ภายในประชากร

เท่ากบั 76% ระหว่างประชากรเท่ากบั 24% และผล Dendrogram จากสูตร Jaccard’s analysis พบว่า

ช่วง Similarity ท่ี 0.2 สามารถจาํแนกยางพาราได ้5 กลุ่ม 
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The rubber tree (Hevea brasiliensis) is the major economic crop. Farmers need better 

cultivated clones but currently Thailand has not much genetic database. This case of study was 

about genetic diversity evaluation in early introduced clones of rubber trees (Hevea brasiliensis) 

at Krabi and Sakon Nakhon provinces compared with rubber clone germplasm collected from 

Brazil using SSR Marker. Using primers that were screened 10 primers (HB41, HB42, HB49, 

HB56, HB57, HB64, HB72, HB79, HB86 and HB87) for PCR (Polymerase Chain Reaction) 

technique and making Acrylamide gel electrophoresis. The data were analyzed using GenAlEx 

6.501 and Past program. The results showed that percentages of molecular variance within 

populations are 76% and 24% are among populations. Dendrogram using data from Jaccard’s 

analysis showed that rubber samples could be clustered into 5 groups with similarity at 0.2. 
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บราซิลโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอไมโครแซทเทิลไลท์ 
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(คอซิมบ้ี ณ ระนอง) ไดเ้ดินทางไปดูงานท่ีประเทศมาเลเซีย เล็งเห็นว่าอาชีพทาํสวนยางให้ผลดี ปี พ.ศ. 

2444 มีการนํากล้ายางจากอินโดนีเซียกลับมาเมืองไทยและแจกจ่ายส่งเสริมให้ราษฎรปลูกยาง 

แพร่หลายไปทัว่จึงไดรั้บการยกย่องเป็นบิดาแห่งยางพาราไทย (สุนิสา, 2548) ปัจจุบนัประเทศไทยเป็น

ประเทศผูผ้ลิตยางธรรมชาติมากท่ีสุดในโลก มีปริมาณการผลิตยางเพิ่มขึ้นอย่างต่อเน่ือง และยงัเป็น

ประเทศท่ีส่งออกยางธรรมชาติมากท่ีสุดในโลกด้วย (สถาบันวิจัยยาง, 2550) ความต้องการของ

เกษตรกรในการใช้พนัธุ์ยางมีเพิ่มมากขึ้น ก่อให้ความตอ้งการพนัธุ์ท่ีมีศกัยภาพและคุณภาพดี (สุรพล, 

2548) ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมเป็นหน่ึงในปัจจยัสาํคญัท่ีส่งผลใหเ้กิดความสาํเร็จในการปรับปรุง

พนัธุ์ ในระยะหลงัท่ีเกษตรกรเลือกปลูกยางพนัธุ์แนะนาํเพิ่มมากขึ้นทาํให้โคลนยางพาราท่ีนาํเขา้มาใน

ระยะแรกเร่ิมสูญหายไป แนวทางการปรับปรุงพนัธุ์ยางจึงพยายามเพิ่มความแปรปรวนทางพนัธุกรรม

โดยมีการนําเข้าเช้ือพนัธุกรรมยางจากประเทศบราซิล แต่การใช้เช้ือพนัธุกรรมจากแหล่งท่ีต่างกัน 

(exotic germplasm) อาจพบปัญหาในเร่ืองการปรับตวั จึงมีแนวคิดว่าอาจใช้โคลนยางพาราท่ีนําเขา้มา

ในระยะแรกซ่ึงยงัมีหลงเหลือในบางสถานท่ีของพื้นท่ีแหล่งปลูกยางเดิม 
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การประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์

เปรียบเทียบโคลนยางพาราท่ีนําเขา้มาในระยะแรก เช้ือพนัธุกรรมจากประเทศบราซิล และพนัธุ์ยาง

แนะนาํจะทาํใหส้ามารถตดัสินใจเลือกใชเ้ช้ือพนัธุกรรมยางในการปรับปรุงพนัธุ์ยางไดเ้หมาะสม ดงันั้น

การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีนาํเขา้มา

ปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดักระบ่ีและจงัหวดัสกลนครเปรียบเทียบกบัเช้ือพนัธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวม

มาจากประเทศบราซิล โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอไมโครแซทเทิลไลท ์

  



3 
 

วัตถุประสงค์ 

 

เพื่อประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีนาํมาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดั

กระบ่ี สกลนคร เปรียบเทียบกบัเช้ือพนัธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. ยางพารา 

 

 Hevea brasiliensis หรือยางพาราเป็นไมย้ืนตน้ เจริญไดดี้ในเขตร้อนช้ืน มีฝนตกชุก ถ่ินกาํเนิด

อยู่ในเขตป่าฝนลุ่มนํ้ าอเมซอน เป็นพืช Diploid (2n=36, x=9) ยางพาราเป็นพืชผสมข้าม และเป็น 

Monoecious plant คือในหน่ึงตน้มีทั้ งดอกตัวผูและดอกตัวเมียในต้นเดียวกันแต่อยู่ต่างตาํแหน่งกัน 

(Mantello et al., 2012) 

ยางพาราเป็นพืชในสกุล (Genus) Hevea วงศ ์(Family) Euphorbiaceae ไมใ้นวงศน้ี์มีอยู่ดว้ยกนั

ไม่น้อยกว่า 10 ชนิด ยางธรรมชาติท่ีนิยมปลูกอยู่ในปัจจุบนักว่า 99 เปอร์เซ็นต ์คือ Hevea brasiliensis 

ซ่ึงเป็นพืชท่ีได้มาจากเมืองท่าช่ือ พารา (Para) บนฝ่ังแม่นํ้ าอเมซอน ประเทศบราซิล องค์กรสากล

ระหว่างประเทศจึงยอมรับคาํว่า ยางพารา (Para rubber) และยาง Hevea brasiliensis ถือเป็นตวัแทนของ

ยางธรรมชาติทัว่ไป เน่ืองจากเป็นยางชนิดท่ีดีท่ีสุดในการให้นํ้ ายางและเหมาะสมในการปลูก จึงนิยม

ปลูกแพร่หลายเฉพาะชนิดน้ี มีการปรับปรุงพนัธุ์เพื่อไดผ้ลผลิตนํ้ ายางสูงขึ้น ผลผลิตต่อไร่สูง ดูแลรักษา

ไดง้่าย ตา้นทานโรค (สุนิสา, 2548) 

 

1.1. ประวัติความเป็นมา 

 

ชาวพื้นเมืองอเมริกากลางและอเมริกาใตเ้รียกตน้ไมท่ี้ใหย้างวา่ คาอุทชุ์ค (Caoutchouc) 

แปลว่าตน้ไมร้้องไห้ (องค์การสวนยาง, ม.ป.ป.) ชาวอินเดียนแดงเผ่ามายนั นาํนํ้ ายางจากตน้

ยางพารามาใชป้ระโยชน์ เช่น ทาํรองเทา้ โดยรองนํ้ายางใส่ภาชนะแลว้จุ่มเทา้ลงในนํ้ ายางทิ้งให้

แหง้และทาํซํ้ าจนไดร้องเทา้ท่ีมีความหนาและขนาดเขา้กบัเทา้พอดีตามตอ้งการ และในอเมริกา

ใตน้าํนํ้ ายางมาเคลือบผา้เพื่อทาํเส้ือกนัฝนและผา้กนันํ้า เม่ือปี พ.ศ. 2036 คริสโตเฟอร์ โคลมับสั 

(Christopher Columbus) ได้คน้พบลูกบอลยางท่ีเดง้กระดอนไดจ้ากชาวพื้นเมืองไฮติ จนถึงปี 
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พ.ศ.2313โจเซฟ พริสล่ี (Joseph Priestley) พบว่ายางสามารถลบรอยดาํของดินสอได้โดยท่ี

กระดาษไม่เสีย จึงเรียกยางวา่ Rubber ซ่ึงเป็นคาํเรียกยางเฉพาะในองักฤษและฮอลแลนดเ์ท่านั้น 

และเรียกของเหลวท่ีออกมาจากตน้ยางว่า Latex ส่วนในประเทศยุโรปอ่ืนๆ ในสมยันั้น เรียก

ยางวา่ คาอุทชุ์ค ทั้งส้ิน (สุนิสา, 2548)  

ในปี พ.ศ.2386 ชาลส์ กูดเยียร์ ได้ค้นพบการทาํให้ยางคงรูปโดยการอบความร้อน 

(Vulcanization) และยางท่ีผสมกาํมะถนัและตะกัว่ขาว เม่ือย่างไฟแลว้แมย้างจะกระทบความ

ร้อนหรือเย็นจดัจะเปล่ียนรูปไปเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ซ่ึงนับได้ว่าเป็นการเปิดโอกาสในการ

พฒันายางและใชป้ระโยชน์จากยางมากขึ้นจนถึงปัจจุบนั (องคก์ารสวนยาง, ม.ป.ป.) 

 

1.2. การปลูกยางพาราในเอเชีย 

 

ปี  พ.ศ. 2402 เซอร์ คลี เมนส์  มาร์คแฮม (Sir Clements Markham) นําพันธุ์ยางมา

ทดลองปลูกในอินเดียเป็นคร้ังแรกแต่ไม่ประสบความสําเร็จ จึงได้ทดลองปลูกยางในพื้นท่ี

ต่างๆท่ีเป็นอาณานิคมขององักฤษ และพบว่ายางพาราท่ีปลูกบริเวณแหลมมลายูให้ผลดี ใน

เอเชียนิยมปลูกยางพารากนัอย่างแพร่หลาย อาจเน่ืองมาจากมีองค์ประกอบท่ีเหมาะสม ทั้งภูมิ

ประเทศ สภาพดิน ปริมาณฝน แรงงานท่ีหาไดง้่าย สามารถปลูกยางบนเนินเขาได ้ยางพาราเป็น

พืชปลูกง่าย ไม่ตอ้งดูแลรักษามากนกั โรคและศตัรูพืชมีนอ้ย ผลผลิตยางสามารถขายไดต้ลอด

และใช้ประโยชน์ได้ทุกส่วนของต้นยาง และในปี พ.ศ.2419 เซอร์ เฮนร่ี ริกแฮม (Sir Henry 

Wickham) เร่ิมปลูกยางในศรีลงักาจนประสบความสําเร็จ จึงไดรั้บการยกย่องว่าเป็นบิดาแห่ง

การปลูกยาง ปี พ.ศ.2427 เซอร์ ทรีแมน (Sir Triman) ได้เร่ิมพัฒนาการกรีดยางคร้ังแรกท่ี

ประเทศศรีลงักา จนกระทัง่ปี พ.ศ.2432 ริดล่ี (Ridley) ไดเ้ร่ิมพบวิธีการกรีดยางและเวลาการ

กรีดท่ีเหมาะสม จึงเป็นตน้กาํเนิดสู่รากฐานของสวนยางพารา ซ่ึงเป็นอาชีพของเกษตรกรใน

ภูมิภาคน้ีตั้งแต่นั้นมา จนกลายเป็นแหล่งผลิตยางพาราท่ีใหญ่ท่ีสุดของโลกในปัจจุบนั (สุนิสา, 

2548) 
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1.3. การปลูกยางพาราในประเทศไทย 

 

เร่ิมในปี พ.ศ.2442 โดยพระยารัษฎานุประดิษฐ์ มหิศรภกัดี (คอซิมบ้ี ณ ระนอง) ขณะ

ดาํรงตาํแหน่งเจา้เมืองตรัง เดินทางไปดูงานท่ีประเทศมาเลเซีย ไดเ้ล็งเห็นว่าอาชีพทาํสวนยาง

ใหผ้ลดี เม่ือปี พ.ศ.2444 พระสถล สถานพิทกัษ ์นาํกลา้ยางจากอินโดนีเซียกลบัมาเมืองไทยโดย

การนาํสาํลีชุบนํ้ าหุ้มราก แลว้ห่อดว้ยกระดาษหนงัสือพิมพบ์รรจุลงในลงัใส่เรือนาํกลบัมาปลูก

บริเวณหน้าบา้นพกั อาํเภอกนัตงั จงัหวดัตรัง หลงัจากนั้นพระยารัษฎานุประดิษฐ์ มหิศรภกัดี 

ไดส่้งคนไปเรียนรู้วิธีปลูกยางมาเพื่อมาสอนประชาชน นักเรียนของท่านท่ีส่งไปนั้น ลว้นแต่

เป็นเจ้าเมือง นายอาํเภอ กาํนัน และผูใ้หญ่บา้นทั้งส้ิน พร้อมกันนั้นท่านได้สั่งให้กาํนันและ

ผูใ้หญ่บา้น นาํพนัธุ์ยางไปแจกจ่ายและส่งเสริมให้ราษฎรปลูกกนัทัว่ไป ซ่ึงอาจกล่าวไดว้่าเป็น

ยคุต่ืนยาง ชาวบา้นเรียกยางน้ีวา่ “ยางเทศา” พระยารัษฎานุประดิษฐ์ มหิศรภกัดี จึงไดรั้บการยก

ย่องเป็น “บิดาแห่งยางพาราไทย” อนุสาวรียข์องท่านตั้งอยู่ท่ีตาํหนักผ่อนกาย ตาํบลทบัเท่ียง 

จงัหวดัตรัง (สุนิสา, 2548) 

 

ต่อมาปี พ.ศ.2454 หลวงราชไมตรี (ปูม ปุณศรี) ไดน้าํพนัธุ์ยางพาราไปปลูกท่ีจงัหวดั

จนัทบุรี ภาคตะวนัออก ส่งผลใหอ้าชีพการทาํสวนยางแพร่หลายและขยายออกไปอย่างรวดเร็ว 

ยางจึงมีความลาํคญั และเป็นพืชเศรษฐกิจหลกัของประเทศไทยมาจนทุกวนัน้ี (สุนิสา, 2548) 

 

1.4. ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 

1.2.1. ลําต้น เป็นส่วนสําคญัท่ีสุดของตน้ยางเพราะเป็นบริเวณท่ีเก็บเก่ียวผลผลิตใน

รูปของนํ้ ายางสดและการนาํไมย้างไปใชป้ระโยชน์เม่ือถึงกาํหนดเวลาในการ

โค่นเพื่อปลูกใหม่ทดแทน ตน้ยางเป็นไมเ้น้ืออ่อนมีเน้ือไมสี้เขียวปนเหลือง 

ลาํตน้ประกอบดว้ย 3 ส่วนสาํคญั คือ 

1. เน้ือไม้ (Wood) แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นเน้ือไม้แข็ง (Pith) และ

ส่วนท่ีเป็นเน้ือไม ้จะมีส่วนท่ีเป็นเน้ือไมแ้ข็งอยู่ด้านในตรงกลางลาํต้น 

ส่วนท่ีเป็นเน้ือไมจ้ะอยูถ่ดัออกมา 
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2. เน้ือเยื่อเจริญ (Cambium) เป็นส่วนสําคัญมากจะเป็นเน้ือเยื่อบางๆ อยู่

โดยรอบเน้ือไม ้มีหนา้ท่ีสร้างความเจริญเติบโตใหก้บัตน้ยาง 

3. เปลือกไม ้(Bark) อยู่ถดัออกมาจากเน้ือเยื่อเจริญดา้นนอกสุดเป็นส่วนท่ีมี

ความสําคญัเพราะท่อนํ้ ายางอยูใ่นส่วนน้ี เปลือกยางพาราจะแบ่งออกเป็น 

3 ส่วน คือ ส่วนนอกสุดเรียกว่า Epidermis มีสีเขียวเม่ือยางอายุน้อย แต่

เม่ือยางอายุมากกลายเป็นสีนํ้ าตาลและหนาขึ้นเรียกว่า Cork ส่วนกลาง

เป็นส่วนท่ีมีเปลือกแข็งประกอบดว้ย Stone cell จะมีมากนอ้ยแตกต่างกนั

ไปตามพนัธุ์ Stone cell น้ีทาํให้เปลือกแข็ง มีสีเหลืองเปราะ ถา้มีจาํนวน

มากทาํให้กรีดยางลาํบากขึ้น ส่วนในเป็นเปลือกอ่อน มีท่อนํ้ ายางเรียงตวั

มาก โดยเฉพาะดา้นในสุดท่ีติดกบัเน้ือเยื่อเจริญจะยิ่งมีท่อนํ้ ายางมากขึ้น 

ส่วนเปลือกแข็งจะมีท่อนํ้ ายางอยู่ประปราย ส่วนนอกสุดมีสีนํ้ าตาล ตก

กระและไม่มีท่อนํ้ายางอยู ่(สุนิสา, 2548) 

 

1.2.2. ทรงพุ่ม ประกอบดว้ยใบและก่ิงกา้นสาขาท่ีประกอบขึ้นเป็นหน่วยท่ีมีรูปร่าง

แตกต่างไปตามลกัษณะพนัธุ์ มีหน้าท่ีหลกัในการสังเคราะห์แสง และลาํเลียง

แร่ธาตุ ธาตุอาหารต่างๆ (สุนิสา, 2548) 

 

1.2.3. ใบ ใบยางเป็นใบประกอบ (Compound leaf) หน่ึงกา้นใบมีใบย่อย (Leaf let) 3 

ใบ เช่น พนัธุ์ RRIM 600, GT 1, และ PR 255 เป็นตน้ แต่ยางบางพนัธุ์อาจมี

ใบ ย่อย  4-5 ใบ  เช่ น  พัน ธุ์  RRIM 701, RRIM 703 แล ะ PB 235 เป็ น ต้น 

ลักษณะและขนาดของใบ  สีใบมีสีเข้มเป็นมัน เข้มหรือจางมากน้อยจะ

แตกต่างกนัไปตามพนัธุ์ ใบยางแตกออกเป็นชั้นเรียกว่า “ฉัตร” ฉัตรแตกต่าง

กนัไปตามพนัธุ์ ระยะเวลาท่ีเร่ิมแตกฉัตรจนถึงใบฉัตรแรกนั้นแก่เต็มท่ี 2-3 

เดือน (สุนิสา, 2548) 

 

1.2.4. กิ่งก้าน ประกอบด้วยก่ิงขนาดใหญ่ซ่ึงเป็นส่วนท่ีเจริญต่อจากลาํตน้ 2-3 ก่ิง 

เป็นก่ิงหลกั ส่วนก่ิงท่ีแตกออกจากก่ิงกลกัเป็นก่ิงรอง ขนาดและมุมของการ

แตกก่ิงหลกั ก่ิงรอง มีผลทาํให้ลกัษณะและรูปทรงของทรงพุ่มแตกต่างกัน
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ระหว่างพนัธุ์ท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงจะมีผลต่อความแขง็แรง ความตา้นทานลม พาย ุ

โรคและแมลงต่างๆ โดยส่งผลรวมต่อการเจริญเติบโต ปกติตน้ยางจะมีการ

ผลดัใบในฤดูแลง้หรือช่วงเดือนกลางฤดูหนาวทุกปี ยกเวน้ตน้ยางเล็กท่ียงัไม่

แตกก่ิงกา้นสาขาหรือยางเล็กท่ีมีอายุไม่ถึง 3 ปี จะไม่ผลดัใบ ช่วงเวลาท่ียาง

ผลดัใบนบัตั้งแต่ใบร่วงจนถึงใบออกใหม่แตกออกและแก่เต็มท่ีประมาณ 2-3 

เดือน ซ่ึงช่วงดงักล่าวจะหยดุกรีดยางและเป็นช่วงท่ีตน้ยางไดห้ยดุพกั (สุนิสา, 

2548) 

 

1.2.5. ดอก ทําหน้าท่ีผสมพันธุ์เพื่อขยายพันธุ์ ดอกยางจะออกดอกตามปลายก่ิง 

หลงัจากท่ีตน้ผลดัใบ โดยออกพร้อมกนักบัใบอ่อนท่ีแตกออกใหม่ ดอกยางมี

ลกัษณะเป็นช่อแบบ Compound raceme หรือ panicle ในแต่ละช่อดอกมีหลาย

ก่ิงซ่ึงจะมีทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียอยู่ในช่อเดียวกนัโดยปกติจะมีดอกตวัผู ้

มากกว่าดอกตวัเมีย ปกติยางจะออกดอกปีละ 2 คร้ัง ราวๆเดือนกุมภาพนัธ์ถึง

เดือนมิถุนายนคร้ังหน่ึง และในเดือนสิงหาคมถึงเดือนตุลาคมอีกคร้ังหน่ีง ซ่ึง

การออกดอกคร้ังแรกเป็นการออกดอกตามฤดูกาล ซ่ึงจะได้ผลผลิตเมล็ด

มากกวา่การออกดอกคร้ังท่ีสอง (สุนิสา, 2548) 

 

1.2.6. ผลและเมล็ด ผลยางเกิดจากการผสมเกสรของเกสรตวัผูก้บัเกสรตวัเมีย เป็น

พืชท่ีมีการผสมพนัธุ์แบบเปิด พนัธุ์ไหนจะผสมกบัพนัธุ์ไหนหรือเกสรตวัผู ้

จากตน้ใดจะไปผสมกับเกสรตวัเมียจากตน้ใดก็ได้ ทาํให้เมล็ดท่ีได้มีโอกาส

เป็นลูกผสมมาก จึงไม่นิยมนาํเมล็ดพนัธุ์ยางไปปลูกโดยตรงเพราะอาจกลาย

พนัธุ์ได ้ผลยางมีลกัษณะเป็นพู ปกติมี 3 พู ในแต่ละพูจะมีเมลด็อยู่ภายใน ผล

อ่อนมีสีเขียว ถา้แก่เปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาลและแข็ง ผลโตเต็มท่ีใช้เวลา 2 เดือน

คร่ึงถึง 3 เดือน เม่ือผลแก่จดัแลว้ผลจะแตกและร่วงหล่นออกมาตกลงสู่พื้นดิน 

ส่วนเมล็ดยางมีสีนํ้ าตาลลายขาวคลา้ยสีเมล็ดละหุ่ง มีขนาดเมล็ดยาว 2-2.5 

เซนติเมตร กวา้ง 1.5-2.5 เซนติเมตร หนัก 3-6 กรัม เมล็ดประกอบด้วยส่วน

สาํคญั 3 ส่วน คือ  
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1. เปลือกเมล็ด (Seed coat) ทาํหน้าท่ีป้องกนัเอ็นโดสเปิร์มและตน้อ่อนมิให้

ไดรั้บอนัตรายจากส่ิงแวดลอ้มต่างๆ 

2. เอ็นโดสเปิร์ม (Endosperm) ทําหน้าท่ีสะสมอาหารสําหรับต้นอ่อนใน

ระยะแรก 

3. ต้นอ่อน (Embryo) ประกอบด้วยใบเล้ียง ปลายราก ยอดอ่อน ทําหน้าท่ี

เจริญเติบโตเป็นตน้ยางต่อไป 

 เมล็ดยางเม่ือหล่นใหม่ๆ จะมีเปอร์เซ็นต์ความงอกสูงและจะลดลง

อย่างรวดเร็ว โดยเป อร์เซ็นต์ความงอกจะลดลงวันละประมาณ  5 

เปอร์เซนต์ ฉะนั้นในสภาพปกติเมล็ดยางจะสามารถรักษาความงอกไวไ้ด้

ประมาณ 20 วนั ถ้าต้องการนําเมล็ดยางไปเพาะสําหรับใช้ประโยชน์ 

จะตอ้งเลือกเมลด็ท่ีหล่นใหม่ๆ และตอ้งรีบนาํไปเพาะทนัที 

 เมล็ดยางจะไม่ นิยมสําห รับ ปลูกทําสวนยางโดยตรง แต่จะมี

ความสําคัญในการใช้สร้างแปลงกล้ายาง เพื่อจะใช้เป็นต้นตอในการ

ขยายพนัธุ์ดว้ยวิธีการติดตา (สุนิสา, 2548) 

 

1.2.7. ราก เป็นส่วนสําคญัท่ีทาํหน้าท่ีเกาะยึดพื้นท่ีดินและหาอาหาร ในขณะท่ีเร่ิม

งอกใหม่ๆ มีส่วนของ radical งอกออกมาและเจริญเติบโตเป็นรากแกว้ (Tap 

root) ซ่ึงมีขนาดใหญ่ ต่อมาจะมีรากแขนง (Lateral root) แตกออกจากรากแกว้

แผ่ออกไปไกลรอบทรงพุ่มทาํหน้าท่ียึดลาํตน้และดูดซึมธาตุอาหารและนํ้ า 

ส่วนรากฝอยเป็นรากท่ีแตกออกจากรากแขนงแผก่ระจายทัว่ไปบริเวณทรงพุ่ม

และอยู่หนาแน่นมากบ ริเวณ ผิวหน้าดิน ท่ี มีความลึกลงไปไม่ เกิน  30 

เซนติเมตร ทาํหน้าท่ีดูดซึมธาตุอาหารนาํไปเล้ียงลาํตน้และก่ิงก้านสาขาใน

ระยะแรกของการเจริญเติบโต รากยางจะแผ่ขยายออกนอกลาํตน้ช้าๆ เป็น

บริเวณไม่กวา้งนัก แต่หลงัจากตน้ยางอายุ 3 ปีขึ้นไปแลว้นั้นรากจะแผ่ขยาย

ออกไปกวา้งเตม็ตลอดทั้งแถวของยาง (สุนิสา, 2548) 
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1.2.8. น้ํายาง เป็นของเหลวสีขาวถึงขาวปนเหลืองขุ่นขน้ ท่อนํ้ ายางมีการจดัเรียงตวั

อยู่ในเปลือกของตน้ยางโดยเฉพาะอย่างยิ่งเปลือกด้านในท่ีอยู่ติดกบัเน้ือเยื่อ

เจริญ การท่ีจะนาํนํ้ ายางออกมาจากตน้ยางจะตอ้งใชมี้ดกรีดเปลือกตน้ยางเพื่อ

ตดัท่อนํ้ ายางออกจากกนั นํ้ ายางมีส่วนประกอบสําคญั 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็น

เน้ือยางและส่วนท่ีไม่ใช่เน้ือยาง ตามปกติในนํ้ ายางสดจะมีเน้ือยางแห้งอยู่

ประมาณ 25-45 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงส่วนของเน้ือยางแห้งเป็นส่วนท่ีนํามาใช้

ประโยชน์ (สุนิสา, 2548) 

 

2. เคร่ืองหมายดีเอน็เอและการตรวจลายพมิพ์ดีเอน็เอ (DNA marker and DNA fingerprinting) 

 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจาํเพาะ

ของส่ิงมีชีวิตตวัหน่ึง สายพนัธุ์หน่ึง สปีชีส์หน่ึง หรือในระดบัต่างสปีชีส์ เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ท่ีตาํแหน่ง

ห น่ึ งๆ  บ น โค รโม โซ ม  (Nuclear DNA) ห รือดี เอ็น เอใน ออร์แกเน ล  (Mitochondrial DNA ห รือ 

Chloroplast DNA) (สุนิสา, 2548) พืชแต่ละชนิดแต่ละสายพนัธุ์มีการจดัเรียงตวัของนิวคลีโอไทด์ใน

โมเลกุลดีเอ็นเอท่ีเป็นเอกลกัษณ์และมีความแตกต่าง (Polymorphisms) ของลาํดบัเบสในโมเลกุลดีเอ็น

เอ จึงทาํให้ส่ิงมีชีวิตมีความแตกต่างกนั และสามารถนาํมาประยุกต์ใชเ้ป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอได ้(จุฑา

พร, 2555) 

 

ไมโครแซทเทิลไลท์ (Microsatellite) หมายถึง ลาํดบัเบสท่ีมีลกัษณะซํ้ากนัเรียงอยู่ต่อเน่ืองกนัท่ี

ตาํแหน่งหน่ึงๆ ในจีโนม แต่ละชุดซํ้ าประกอบดว้ย 1-6 คู่เบส หรือไม่เกิน 10 คู่เบส เรียงตวัต่อกันใน

ทิศทางเดียวกนั ท่ีตาํแหน่งหน่ึงอาจมีลาํดบัเบสซํ้ ายาวต่อเน่ืองกนัไดห้ลายร้อยคู่เบส มีช่ือเรียกแบบอ่ืน 

ได้แก่ Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ Short Tandem Repeat (STR) ลาํดับเบสแบบไมโครแซท

เทิลไลท์น้ีมีการกระจายตวัทั้งจีโนม แต่การกระจายไม่สมํ่าเสมอ บางบริเวณก็พบมาก บางบริเวณก็พบ

น้อยกว่า ตามแต่ชนิดของส่ิงมีชีวิต การกระจายตวัของไมโครแซทเทิลไลท์ส่วนใหญ่อยู่ในบริเวณท่ี

ไม่ใช่ยีนหรือส่วนนาํรหัสของยีน (Non-coding region) โดยเฉพาะพวกพวกท่ีชุดซํ้ ามีขนาดไม่เท่ากบั 3 

เบส เพราะถา้เกิดการเปล่ียนแปลงจาํนวนของชุดซํ้ าจะทาํให้เกิดการกลายพนัธุ ์(Mutation) มีส่วนนอ้ยท่ี

พบอยู่ในส่วนนํารหัสของยีน หรือส่วนท่ีเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีน ไพรเมอร์ท่ีใช้จึงต้อง
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สามารถจับกับดีเอ็นเอได้ทั้ ง 2 ทิศทาง โดยมีปลาย 3' เข้าหากัน ซ่ึงจะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ตําแหน่งดังกล่าวได้ เรียกวิธีตรวจสอบดีเอ็นเอแบบน้ีว่า Microsatellite-primed PCR ซ่ึงสามารถ

ตรวจสอบไดโ้ดยไม่จาํเป็นตอ้งทราบขอ้มูลลาํดบัเบสของส่ิงมีชีวิตท่ีตอ้งการศึกษา (สุรินทร์, 2552) 

 

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลท์ (Microsatellite marker)  

 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลท ์หรือเคร่ืองหมาย SSR (SSR marker) เป็นเคร่ืองหมาย

ดีเอ็นเอแบบจาํเพาะ ตรวจสอบดีเอ็นเอไดค้ร้ังละ 1 ตาํแหน่ง (Single-locus marker) จากการท่ีทราบว่า

ลาํดบัเบสแบบไมโครแซทเทิลไลท์พบไดม้ากมาย กระจายตวัอยู่ทัว่จีโนม โดยลาํดบัเบสท่ีอยู่สองขา้ง

ของส่วนไมโครแซทเทิลไลท์ มักเป็นลาํดับเบสจาํเพาะ มีเพียงชุดเดียวในจีโนม (Unique sequence) 

ดังนั้ นถ้าสามารถหาลําดับเบสท่ีอยู่สองข้างของส่วนไมโครแซทเทิลไลท์ท่ีตําแหน่งใดได้ นํามา

ออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์สําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR จะเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็น

เอในตาํแหน่งท่ีจาํเพาะเพียงตาํแหน่งเดียว การใชเ้ทคนิค PCR จึงตอ้งการไพรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีลาํดบัเบส

เหมือน (หรือเป็นคู่สม) กับลาํดับเบสท่ีอยู่ขนาบขา้งของไมโครแซทเทิลไลท์ตาํแหน่งดังกล่าว และ

จาํเป็นตอ้งมีขอ้มูลลาํดับเบสท่ีตอ้งการ และเน่ืองจากส่วนไมโครแซทเทิลไลท์เป็นส่วนท่ีมีการกลาย

พนัธุ์โดยการเพิ่มขึ้นหรือลดลงของจาํนวนชุดซํ้ าไดง้่าย การตรวจสอบดีเอน็เอโดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็น

เอตาํแหน่งท่ีรวมเอาส่วนไมโครแซทเทิลไลท์ไวภ้ายใน จึงมีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน 

เน่ืองจากจาํนวนชุดซํ้าท่ีไม่เท่ากนั การตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลทจึ์งพบพอลิมอร์ฟิ

ซึมค่อนขา้งสูง นอกจากน้ียงัแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน (Codominance) จึงสามารถแยกความ

แตกต่างระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได้ ขอ้เสียของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดน้ี คือ ตอ้ง

ทราบลาํดบัเบสท่ีอยู่ขา้งเคียงตาํแหน่งไมโครแซทเทิลไลท์ คือ ตอ้งมีขอ้มูลลาํดบัเบสของส่ิงมีชีวิตท่ี

ตอ้งการศึกษา การพฒันาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลทจึ์งยุง่ยากและมีค่าใชจ่้ายสูง (สุรินทร์, 2552) 

การตรวจสอบดีเอน็เอส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทิลไลทท์าํไดห้ลายวิธี ไดแ้ก่การทาํ Southern blot 

hybridization ซ่ึงวิธีน้ีจะตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณท่ีมีลาํดบัเบสเป็นไมโครแซทเทิลไลท์แบบใดแบบ

หน่ึงตามชนิดของโพรบ (Probe) จากหลายตาํแหน่งพร้อมกนั (Multi-locus marker) และอาจดดัแปลง
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มาใช้เทคนิค PCR โดยสังเคราะห์โอลิโกนิวคลีโอไทด์ท่ีมีลาํดบัเบสแบบไมโครแซทเทิลไลท ์นาํมาใช้

เป็นไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยไพรเมอร์จะไปจบักบัลาํดบัเบสของไมโครแซทเทิลไลท์

ชนิดเดียวกนัไดห้ลายตาํแหน่ง และเกิดการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอไดจ้ากหลายบริเวณ (สุรินทร์, 2552) 

ความแตกต่าง หรือ พอลิมอร์ฟิซึม (Polymorphism) ท่ีเกิดจากเคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลท ์

คือความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได ้เน่ืองจากจาํนวนชุดซํ้ าท่ีมีในไมโครแซทเทิลไลทท่ี์

ตาํแหน่งเดียวกนัในตวัอย่างแต่ละตวัอยา่งไม่เท่ากนั ซ่ึงจะตรวจสอบไดท้นัทีเม่ือนาํมาแยกขนาดโดย

ทําอิ เล็กโท รโฟ รีซิ ส ในเจลพ อลิอะคริลาไม ด์ ท่ี มีส ารท่ี ทําให้ ดี เอ็น เอเสี ยส ภาพ  (Denaturing 

polyacrylamide gel) ขนาดของดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันอาจเป็นเพียง 1 ชุดซํ้ า คือ 2 คู่ เบส ดังนั้ นการ

ออกแบบไพรเมอร์สําหรับตรวจสอบเคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลท ์จึงตอ้งเลือกตาํแหน่งท่ีไม่ห่างกนั

มากนกั โดยผลผลิต PCR ท่ีคาดหมายควรมีขนาดไม่เกิน 300 คู่เบส เพื่อให้การแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ี

มีความยาวต่างกนัน้อยๆ มีประสิทธิภาพ ผลผลิต PCR ท่ีได้ อาจตรวจสอบโดยวิธีติดฉลากไพรเมอร์ 

ชนิดหน่ึงดว้ยสารกมัมนัตรังสี หรือสารเรืองแสง แลว้ติดตามผลโดยทาํออโตเรดิโอกราฟหรือใชเ้คร่ือง

อตัโนมติั หรือการยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท หรือสียอ้มดีเอ็นเอชนิดอ่ืน ตวัอย่างท่ีเป็นโฮโม

ไซโกตจะพบแถบดีเอน็เอ 1 แถบ ส่วนท่ีเป็นเฮเทอโรไซโกตจะพบแถบดีเอน็เอ 2 แถบ (สุรินทร์, 2552) 

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลทส์ามารถนาํไปใชไ้ดง้่าย เน่ืองจากเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใช้

วิธีการเพิ่มปริมาณโดย PCR จึงต้องการดีเอ็นเอตน้แบบปริมาณน้อย และช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ

ตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก จึงไม่ตอ้งใช้ดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีมีคุณภาพดีมากนัก ผลการตรวจสอบยงัมีความ

แม่นยาํ สามารถส่งขอ้มูลลาํดบัเบสของไพรเมอร์เพื่อนาํไปใชท่ี้ห้องปฏิบติัการใดก็ได ้มีพอลิเมอร์ฟิซึม

สูง เน่ืองจากเกิดการเปล่ียนแปลงจาํนวนชุดซํ้ าได้ง่าย นอกจากน้ียงัมีการข่มแบบ Codominance จึง

สามารถแยกความแตกต่างระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได ้มีการกระจายตวัทัว่ทั้งจีโนม 

เหมาะสาํหรับใชใ้นการทาํแผนท่ีจีโนม ตรวจสอบเอกลกัษณ์ของส่ิงมีชีวิต ตรวจสอบความสัมพนัธ์ทาง

พนัธุกรรม และสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆได ้(สุรินทร์, 2552) 
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การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) เป็นวิธีการท่ีทาํให้เกิดลายพิมพ์หรือแบบ

แผนของดีเอ็นเอท่ีจาํเพาะ สามารถตรวจสอบพอลิมอร์ฟิซึมได้ เดิมได้จากการนําดีเอ็นเอทั้งหมดใน

เซลล ์(Genomic DNA) มาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจาํเพาะ แลว้แยกขนาดโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ยา้ยช้ินดี

เอน็เอท่ีแยกแลว้ทั้งหมดไปยงัแผ่นเมมเบรนฟิลเตอร์ (Membrane filter) ไฮบริไดซ์กบัโพรบ (Probe) ซ่ึง

มาจากดีเอ็นเอส่วนท่ีเป็นมินิแซทเทิลไลท์ สามารถตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอไดจ้ากหลายตาํแหน่ง (Multi-

locus) พร้อมๆกนั เกิดเป็นลายพิมพท่ี์จาํเพาะกบัแต่ละบุคคล มีความหมายเดียวกบัคาํว่า DNA profiling 

หรือ DNA typing การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอในปัจจุบนัยงัหมายรวมถึงวิธีตรวจสอบดีเอ็นเอโดยการ

เพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิค PCR ท่ีเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากหลายตาํแหน่งพร้อมๆกนั (Multi-locus 

PCR) เพราะทาํใหเ้กิดแบบแผนของดีเอน็เอจาํเพาะเช่นเดียวกนั (สุรินทร์, 2552) 

 

การตรวจลายพมิพ์ดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR จะใชไ้พรเมอร์ 

2 ชนิดท่ีจาํเพาะกบัช่วงของดีเอ็นเอหรือยีนหน่ึงๆ โดยตอ้งทราบลาํดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมายก่อน

เพื่อเป็นขอ้มูลในการสังเคราะห์ไพรเมอร์ แลว้จึงใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย 

ในการตรวจสอบพอลิมอร์ฟิซึมระหว่างพนัธุ์พืชหรือสัตว์ เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตาํแหน่ง

จาํเพาะเพียงตาํแหน่งเดียว (Single-locus) การตรวจสอบดีเอ็นเอจากหลายตาํแหน่งโดยวิธี PCR ทาํได้

โดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม ไพรเมอร์ท่ีเป็นไมโครแซทเทิลไลทดี์เอ็นเอ (SSR) หรือไพรเมอร์ท่ีสังเคราะห์

จากลาํดบัเบสบางส่วนของมินิแซทเทิลไลท์ดีเอ็นเอ เพื่อให้สามารถเกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายไดห้ลาย

ตาํแหน่ง และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจ้ากหลายบริเวณ เกิดเป็นลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีจาํเพาะโดยใชไ้พรเมอร์

เพียงชนิดเดียว ซ่ึงมีรายงานวา่ใชไ้ดผ้ลดีกบัพืชหลายชนิด (สุรินทร์, 2552) 

ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากการใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอหากนาํมาบนัทึกความเหมือนและความต่าง

ของแถบดีเอน็เอ สามารถนาํมาใชวิ้เคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสายพนัธุ์หรือชนิดต่างๆ 

ไดโ้ดยการคาํนวณค่าตวัแปรทางพนัธุกรรม เช่น ความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรม (genetic similarity, GS) 

หรือระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance, GD) เป็นตน้ (จุฑาพร, 2555) 

 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอสําหรับการศึกษาความหลายหลายทางพนัธุกรรม  

เน่ืองจากไดมี้การพฒันาเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลองดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ

เมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) จึงมีการใช้ประโยชน์จากเทคนิคดังกล่าวเพื่อการทาํลาย

พิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ของส่ิงมีชีวิตด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดต่างๆ ซ่ึงเคร่ืองหมายดี
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เอ็นเอท่ีมีความจําเพาะในส่ิงมีชีวิตจะมีความเหมาะสมอย่างยิ่งในการใช้ระบุชนิดส่ิงมีชีวิต การ

ตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอประกอบดว้ยขั้นตอนต่างๆ คือ การสกดัดีเอ็นเอ การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดี

เอ็นเอในหลอดทดลองดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดต่างๆ จากนั้นนาํ

ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้มาแยกขนาดด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (Gel electrophoresis) ลาย

พิมพ์ดีเอ็นเอท่ีไดส้ามารถนํามาใช้ประโยชน์หลายดา้น เช่น การระบุสายพนัธุ์หรือชนิดของส่ิงมีชีวิต 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของพนัธุ์หรือเมล็ดพนัธุ ์ศึกษาวิวฒันาการและความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม

ของส่ิงมีชีวิต และการวิเคราะห์ความแตกต่างของฐานพนัธุกรรมเพื่อใชใ้นการปรับปรุงพนัธุ์ (จุฑาพร, 

2555) 

ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากการใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอหากนาํมาบนัทึกความเหมือนและความต่าง

ของแถบดีเอน็เอ สามารถนาํมาใชวิ้เคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสายพนัธุ์หรือชนิดต่างๆ 

ได้โดยการคาํนวณค่าตัวแปรทางพนัธุกรรม เช่น ความคล้ายคลึงทางพนัธุกรรม (Genetic similarity, 

GS) หรือระยะห่างทางพนัธุกรรม (Genetic distance, GD) เป็นตน้ (จุฑาพร, 2555) 
 

 Distance-based method เป็นการสร้าง Tree หรือ Dendrogram ท่ีใชส้าํหรับศึกษาความ

หลากหลายทางพนัธุกรรม โดยเร่ิมจากการเปล่ียนขอ้มูลทางโมเลกุลใหเ้ป็นคา่ Distance ก่อน โดย

คาํนวณค่า Distance ระหวา่งแต่ละตวัอยา่งเป็นคู่ๆ นาํมาทาํเป็น เมทริกซ์ (Metrix) แลว้จึงสร้าง Tree ซ่ึง

ค่า Distance คาํนวณมาจากรูปแบบของแถบดีเอน็เอหรือโปรตีนท่ีไดจ้ากการตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมาย

แบบต่างๆ ในการเปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอน็เอของแต่ละตวัอยา่ง นิยมใชร้ะบบตวัเลข 1 และ 0 

โดยตวัเลข 1 แสดงการมีแถบดีเอ็นเอท่ีตาํแหน่งหน่ึง 0 แสดงการไม่มีแถบดีเอน็เอขนาดเดียวกนันั้น ซ่ึง

ใชไ้ดท้ั้งเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีตรวจสอบคร้ังละ 1 ตาํแหน่ง และหลายตาํแหน่ง การคาํนวณค่า Distance 

มีหลายวิธี เร่ิมแรกจะคาํนวณค่าความคลา้ยคลึง Genetic similarity (GS) หรือ Similarity coefficient (S) 

แลว้จึงคาํนวณค่า Genetic distance (GD) จากสูตร GD = 1-GS และค่า GS สามารถคาํนวณไดห้ลายวิธี 

เช่น วิธีของ Jaccard (1908) ท่ีจะคิดเฉพาะแถบดีเอน็เอท่ีพบเหมือนกนัและใหค้วามสาํคญักบั 3 

เหตุการณ์ท่ีพบแถบดีเอน็เอ คือ การพบแถบดีเอน็เอเหมือนกนัทั้งสองตวัอยา่ง การพบแถบดีเอ็นเอใน

ตวัอยา่งท่ี 1 แต่ไม่พบในตวัอยา่งท่ี 2 และการพบแถบดีเอ็นเอในตวัอยา่งท่ี 2 แต่ไม่พบในตวัอยา่งท่ี 1 

เม่ือไดค้่า GS แลว้จึงคาํนวณค่า Distance เพื่อนาํมาใชส้ร้าง Tree ต่อไป (สุรินทร์, 2552) 
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3. ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Genetic diversity) 

 

หน่วยพนัธุกรรมหรือยีนของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดเป็นส่วนประกอบท่ีอยู่ในเซลลข์องส่ิงมีชีวิต 

มีบทบาทต่อการกาํหนดลกัษณะความจาํเพาะ และความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ซ่ึงส่ิงมีชีวิต

ต่างๆ จะมีความแตกต่�างกนัมากหรือนอ้ยขึ้นอยู่กบัความสัมพนัธ์ของจุดกาํเนิดและการวิวฒันาการ

ของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ เช่น มา้กบัลาเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีจุดกาํเนิดและการวิวฒันาการท่ีคลา้ยคลึงกนั จึงยอ่มจะ

มีพนัธุกรรมท่ีใกลเ้คียงกนัมากกวา่ส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืนๆ (ศูนยข์อ้มูลส่ิงแวดลอ้มฯ, ม.ป.ป.) ส่ิงมีชีวิตแต่ละ

ชนิดไดรั้บการถ่ายทอดมาจากรุ่นพ่อแม่และส่งต่อไปยงัรุ่นต่อไป ลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีไดรั้บการ

ถ่ายทอดนั้นผา่นทางยนีส์ (Genes) ท่ีมีอยูใ่นส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ซ่ึงส่งผลใหส่ิ้งมีชีวิตชนิดเดียวกนัอาจมี

ลักษณะท่ีคล้ายคลึงกันหรือแตกต่างกันไปตาม Gene ท่ีได้รับการถ่ายทอดมา ตัวอย่างของความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมมีอยู่ทุกครอบครัวของส่ิงมีชีวิต พี่น้องอาจมีสีผม สีผิวและสีของนัยน์ตาท่ี

แตกต่างกนั เป็นตน้ (ภาควิชาชีววิทยาฯ, ม.ป.ป.) 

ความแปรผนัทางพนัธุกรรม (Genetic variation) มีความสําคญัอยา่งยิ่งสําหรับความอยู่รอดของ

ชนิดพนัธุ์ ในแต่ละหน่วยชีวิตนั้นมีสาเหตุมาจากการเปล่ียนแปลงพนัธุกรรม (Mutation) ซ่ึงอาจเกิดขึ้น

ในระดับ Gene หรือในระดับโครโมโซม ผสมผสานกับกลไกท่ีเรียกว่า Crossing-over ท่ีเกิดขึ้นใน

ขณะท่ีมีการแบ่งเซลลสื์บพนัธุ์ สําหรับการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศ เป็นผลทาํให ้Gene สลบัท่ีรวมตวักนั

ใหม่ (Recombination) ซ่ึงจะถูกถ่ายทอดไปสู่ลูกหลานต่อๆ ไปในประชากร (ภาควิชาชีววิทยาฯ, 

ม.ป.ป.) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 

 

การประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีนาํเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดั

กระบ่ีและสกลนครเปรียบเทียบกบัเช้ือพนัธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิลโดยใช้

เคร่ืองหมายดีเอน็เอไมโครแซทเทิลไลท ์

 

อุปกรณ์ 

 

1. ยางพาราท่ีใชใ้นการทดลอง 

ตน้กลา้ยางพาราท่ีไดจ้ากการเพาะเมลด็ยางท่ีเก็บมาจาก จ.กระบ่ี จ.สกลนคร แปลงเช้ือ

พนัธุกรรมยางท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล ณ ศูนยวิ์จยัและพฒันาการเกษตรภูเก็ต 

และจากสถานท่ีอ่ืน ๆ ท่ีปลูกพนัธุ์ยางแนะนาํใน 4 สถานท่ี รายละเอียดแสดงดงัตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 สถานท่ีเก็บรวบรวมเมลด็ยางพาราและจาํนวนตน้กลา้ยางพารา   

ประชากร รหัสสถานท่ี สถานท่ีเกบ็เมลด็ยางพารา 
จํานวนต้นกล้า

ยางพารา 

1 SKN วดัหลวงปู่ มัน่ จ.สกลนคร 9 

2 S14 ยาง อายอุยา่งนอ้ยประมาณ 40 ปี มีจาํนวนประมาณ 200 

ตน้ ในพื้นท่ีของคุณสุรัตน์ บุญชูวงศ ์หมู่ท่ี 2 ต.เหนือ

คลอง อ.เหนือคลอง จ.กระบ่ี 

12 

3 S18 แปลงรวบรวมเช้ือพนัธุกรรมยางในแปลงเปรียบเทียบ

พนัธุ์ยางขั้นตน้ จากก่ิงตาท่ีไดจ้ากประเทศบราซิล จาํนวน 

98 สายพนัธุ์ ณ ศูนยวิ์จยัและพฒันาการเกษตรภูเก็ต อ.

ถลาง จ.ภูเก็ต 

12 

4 E1 ศูนยวิ์จยัยางฉะเชิงเทรา ในแปลงปลูกยางพนัธุ์ RRIM 600 5 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ)  

ประชากร รหัสสถานท่ี สถานท่ีเกบ็เมลด็ยางพารา 
จํานวนต้นกล้า

ยางพารา 

5 C1 สถานีสิทธิพรกฤษดากร จ.ประจวบคีรีขนัธ์ ในแปลงปลูก

ยางพนัธุ์ RRIM 600 

 

6 E2 ศูนยวิ์จยัยางฉะเชิงเทรา ในแปลงปลูกยางพนัธุ์ RRIT 251 6 

7 NE แปลงเกษตรกร จ.น่าน ในแปลงปลูกยางพนัธุ์ RRIM 600 5 

 

2. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับสกดัดีเอน็เอ 

2.1. อุปกรณ์  

2.1.1 โกร่งบด 

2.1.2 Micropipette 

2.1.3 Microcentrifuge tubes (volume 1.5 ml) 

2.1.4 Water bath 

2.1.5 Hot air oven 

2.1.6 Nanodrop2000 

2.2. สารเคมี  

2.2.1 2x CTAB 

2.2.2 Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 

2.2.3 Isopropanol 

2.2.4 Ethanol 70% 

2.2.5 1x TE 

3. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับการทาํ PCR 

3.1. อุปกรณ์  

3.1.1 Thermal cycler (PCR machine) 

3.1.2 96-well plate PCR 
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3.1.3 PCR Cover sheet 

3.1.4 Microcentrifuge tube (volume 1.5 ml) 

3.1.5 Micropipette 

3.2. สารเคมี  

3.2.1 10x Taq Buffer + (NH4)2SO4 

3.2.2 25 mM MgCl2 

3.2.3 Taq DNA Polymerase 

3.2.4 1 mM dNTPs 

3.2.5 18 megOhms water 

3.2.6 Mineral oil 

3.2.7 Sequencing dye 

3.2.8 คู่ Primers จาํนวน 10 คู่ รายละเอียดแสดงดงัตารางท่ี 2. 

 

ตารางท่ี 2.  ขอ้มูล SSR primer  

SSR 

primer 
Primer sequence (5’-3’) Repeat motif 

Annealing 

temperature (ºC) 
Allele number  

HB41 AACCAGCCACTCTTTTGACCT (AC)23 56 5 

 TCCTTGCATGTTGATTTCTGTT    

HB42 AAATTGGCAGCTTGTTCTTG (TG)10C(GT)6 56 5 

 TCGGTTGGATATGGTGTCA    

HB49   56  

HB56 TTGAATTGAGAAGAAGGTGAA (AG)5 56 1 

 CCGACAACTGGAACTAATACT    

HB57 AGCCTGCGATCACAACAAT (AG)16 60 5 

 TGCCTCACACCCTCACCT    
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ตารางท่ี 2. (ต่อ)  

SSR 

primer 
Primer sequence (5’-3’) 

Repeat 

motif 

Annealing 

temperature (ºC) 
Allele number  

 

HB64 AATCCACCCAGCCTTACAG (AG)17 60 7 

 AATTGGTGAGCTTCGTTTTT    

HB72   60  

HB79 CTGGTGTGAAAACGGTAGAA (ATT)5 56 1 

 AGAATAGAAAAAGCCTCAAAAT    

HB86 AGTGGCCAAGAAAGAAAAAG (GGA)4 56 1 

 TGTGTAAATGTATGCGTGAGTC    

HB87 TCACTGAGAGGGAGGGGAAGAG (AGG)4 56 1 

 GGCCAAACCATCGCAAACA    

 

4. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับการทาํ Polyacrylamide gel electrophoresis 

4.1 อุปกรณ์  

4.1.1 กระจก 

4.1.2 ชุด Gel electrophoresis 

4.1.3 ขวดสาํหรับเทเจล 

4.1.4 Micropipette 

4.1.5 ภาชนะบรรจุสารเคมีในขั้นตอน Staining  

4.2 สารเคมี  

4.2.1 Ethanol 95% 

4.2.2 Bind silane (3-(Trimethoxysilyl)propyl methacrylate) 

4.2.3 Acetic acid 5% 

4.2.4 Clear view 
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4.2.5 Polyacrylamide 6% 

4.2.6 APS 10% (Ammonium persulfate 10%) 

4.2.7 TEMED 

4.2.8 1x TBE buffer 

4.2.9 Fix solution 

4.2.10 Silver staining 

4.2.11 Develop solution 

4.2.12 Formaldehyde 37% 

 

วิธีการ 

 

1. การสกดัดีเอน็เอยางพาราโดยวิธี CTAB method (Doyle and Doyle, 1987) 

1.1. นบัและจดบนัทึกจาํนวนตน้กลา้ยางพาราท่ีไดจ้ากการเพาะเมลด็ยางท่ีเก็บมาจากสถานท่ี

ต่าง ๆ 

1.2. เก็บใบอ่อนของยางพาราแต่ละตวัอยา่งมาประมาณตน้ละ 1-1.5 ใบ นาํมาแยกใส่โกร่งบด 

เติม 2x CTAB ปริมาตร 750 ไมโครลิตร บดใบใหล้ะเอียด  

1.3. เทของเหลวทั้งหมดในโกร่งลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปิดฝา แช่ใน water bath  ท่ี

อุณภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที โดยพลิกหลอดทุก ๆ 5 นาที  

1.4. เติม Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร นําไปป่ันเหว่ียงท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 5 นาที สารละลายจะมีการแยกชั้น แลว้ดูดสารละลายใส

ชั้นบนปริมาตรประมาณ 400 ไมโครลิตรใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจใ์หม่  

1.5. เติม Isopropanol อุณหภูมิ -20องศาเซลเซียส ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เขยา่จนเห็นดีเอ็น

เอสีขาว นาํไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 20 วินาที จะพบว่ามีดีเอ็นเอสี

ขาวติดอยูก่น้หลอด  

1.6. เทส่วนของเหลวทิ้ง แลว้ลา้งดีเอ็นเอดว้ย Ethanol 70% ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลว้ป่ัน

เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 rpm นาน 10 วินาที เทสารละลายทิ้ง โดยลา้งดีเอน็เอ 2 คร้ัง  

1.7. นาํหลอดไมโครเซนตริฟิวจไ์ปเขา้เคร่ือง Hot air oven อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  
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1.8. เม่ือดีเอน็เอแหง้แลว้ เติม 1x TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บเป็น DNA Samples Stock  

1.9. วดัความเขม้ขน้ของ DNA Samples Stock ดว้ยเคร่ือง NanoDrop2000 

2. เพิม่ปริมาณชิ้นส่วนดีเอน็เอ ด้วยปฏิกริิยาพซีีอาร์ (PCR: Polymerase Chain Reaction) 

2.1. เตรียม  DNA Samples ให้ มีความเข้มข้น  20 นาโนกรัม /ไมโครลิตร ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร โดยเจือจาง DNA Samples Stock ดว้ย 18 megaohms water 

2.2. ปิเปตดีเอ็นเอความเข้มข้น 20 นาโนกรัม/ไมโครลิตรของแต่ละตัวอย่าง ปริมาตร 2 

ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุมของ PCR Plate ขนาด 96 หลุม (96-well plate PCR) 

2.3. เตรียม Master Mix ส่วนประกอบดังตารางท่ี 3. สําหรับ PCR plate ขนาด 96 หลุม จะ

เตรียม Master mix ปริมาตร 100 เท่า ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ตามลาํดบั ผสม

ใหเ้ขา้กนั 

 

ตารางท่ี 3.  ส่วนประกอบของ Master mix   

ส่วนประกอบ 
ปริมาตร ต่อ 1 

ปฏิกริิยา (ไมโครลติร) 

ปริมาตร 100 เท่า

(ไมโครลติร) 
 

DNA 2 
2 ไมโครลิตร 

ต่อตวัอยา่ง 
(ปิเปตใส่ Plate PCR) 

dH2O (18 M Ω water) 4.84 484 (หลอด Master mix) 

10x Taq buffer 1 100 " 

25 mM MgCl2 0.6 60 " 

1 mM dNTPs 1 100 " 

10 µM Primer (Forward) 0.25 25 " 

10 µM Primer (Reverse) 0.25 25 " 

Taq Polymerase 0.06 6 " 

     รวม 10 100   

 

2.4. ปิเปต Master Mix ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ใส่ลงในแต่ละหลุมของ PCR Plate ป่ันเหว่ียง

ใหส้ารละลายเขา้กนันาน 5 วินาที  
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2.5. หยด mineral oil ลงในแต่ละหลุมของ PCR Plate หลุมละ 1 หยด แล้วปิดด้วย PCR 

Cover sheet 

2.6. นําเข้าเคร่ือง PCR โดยกําหนดโปรแกรม Thermocycling ดังตารางท่ี 4. โดยแต่ละคู่ 

Primers ตั้ ง อุณ ห ภู มิ ใน ช่ วง Annealing ดังตารางท่ี  2. ซ่ึ งอุณ ห ภูมิ ช่ วง Annealing 

(Annealing temperature) ของแต่ละคู่ Primer เป็นไปตามค่า Melting temperature (Tm)  

 

ตารางท่ี 4.  โปรแกรม Thermocycling    

ปฏิกริิยา อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา   

First denaturing 94 5 นาที  
Denaturing 94 1 นาที 

 
Annealing (ดูจากตารางท่ี 2.) 45 วินาที 30 cycles 

Extension 72 1 นาที  
Final extension 72 7 นาที  

Hold 16 ∞   

 

2.7. เม่ือทาํ PCR เสร็จแลว้ เติม Sequencing dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เก็บ PCR Plate ให้

เรียบร้อย ทาํเช่นน้ีจนครบ 10 คู่ Primers 

2.8. นาํ PCR product ไปแยกขนาดโดยใช ้6% Polyacrylamide gel 

3. Gel electrophoresis 

3.1. การเตรียม Polyacrylamide gel 

1. เตรียม Chamber  

1.1 ใช ้Paper towel เช็ดหนา้ Chamber ดว้ย Ethanol 95% จาํนวน 3 คร้ัง 

1.2 ใช ้Kimwipes เช็ดหนา้ Chamber ดว้ย Clear view จาํนวน 1 คร้ัง  

เพื่อไม่ใหเ้จลติด Chamber 

1.3 ใช ้Kimwipes เช็ดหนา้ Chamber ดว้ย Ethanol 95% จาํนวน 2 คร้ัง 

2. เตรียมกระจก  
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2.1 ใช ้Kimwipes เช็ดดา้นหน่ึงของกระจก ดว้ย Ethanol 95% จาํนวน 3 คร้ัง 

2.2 เต รี ย ม  Binding solution โ ด ย ใ ช้  Acetic acid 0.5% in ethanol 95% 

ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมกบั Bind silane ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 

แลว้แบ่งเช็ดกระจกดา้นเดิม 2 คร้ัง โดยใช ้Kimwipes เช็ดใหท้ัว่กระจก 

2.3 ใช ้Kimwipes เช็ดกระจก ดว้ย Ethanol 95% จาํนวน 2 คร้ัง 

3. ประกอบ Chamber และกระจกเขา้ดว้ยกนั โดยวาง Chamber ไวด้า้นล่างแลว้วาง 

Spacer ท่ีดา้นขา้งของ Chamber ทั้ง 2 ขา้ง 

4. วางกระจก (ด้านท่ีเช็ดดว้ย Binding solution) ประกบลงบน Chamber ใช ้Clamp 

ยดึ Chamber กบักระจกใหติ้ดกนั วางกระจกท่ีประกอบแลว้โดยกระจกอยูด่า้นล่าง 

ส่วน Chamber อยูด่า้นบน 

5. เตรียม Gel mix โดยใช้  Polyacrylamide 6% ปริมาตร 50 มิลลิ ลิตร APS 10% 

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ใส่ลงในขวด

สาํหรับเทเจลแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 

6. เทเจลลงในช่องว่างระหวา่งกระจกกบั Chamber (ช่องวา่งจาก Spacer) ระวงัไม่ให้

เกิดฟองอากาศ  

7. เม่ือเจลเต็มช่องว่างใส่หวีดา้นขอบเรียบลึกประมาณ 1 เซนติเมตร เพื่อสร้างพื้นท่ี

ในการโหลดตวัอยา่ง (ระวงัอยา่ใหมี้ฟองอากาศท่ีหนา้เจล) แลว้ใชค้ลิปหนีบยดึไว ้

8. ทิ้งเจลใหแ้ขง็ตวั ประมาณ 2 ชัว่โมง 

 

3.2. Polyacrylamide gel electrophoresis 

1. เติม 1x TBE ลงในช่องสาํหรับบฟัเฟอร์ (Tank) ใหท้่วมเส้นลวด 

2. นาํ Chamber ท่ีเตรียมไว ้มาตั้งบน Tank แลว้ประกอบตวัล็อกและขั้วท่ีต่อกบั 

Tank 

3. เท 1X TBE ใส่ใน Chamber ให้ท่วมขอบ Chamber จากนั้นค่อยๆดึงหวีออก

แลว้ใช ้Dropper บีบไล่เศษเจลท่ีติดอยู ่

4. ประกอบขั้วดา้นบนของ Chamber เขา้กบั Power supply ตั้งค่าไฟฟ้าท่ี 1,500 

โวลต ์100 mA 100 วตัต ์ติดแถบวดัอุณหภูมิไวท่ี้กระจกแลว้ Pre-run เป็นเวลา 

30 นาที สังเกตอุณหภูมิท่ีตอ้งการใหอ้ยูใ่นช่วง 45-55 องศาเซลเซียส 
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5. หยุดการทาํงานของ Power supply แลว้ถอดขั้วดา้นบนของ Chamber ออก ใช ้

Dropper บีบไล่ยเูรียและเศษเจล บริเวณท่ีเสียบหวีออกไป 

6. ใส่หวีลงไปให้ปลายหวีจิกขอบเจลเล็กน้อยเพื่อสร้างช่องว่างในการโหลด

ตวัอยา่ง  

7. โหลดตวัอย่าง ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละช่อง (well) โดยเวน้ช่อง

แรกไวส้าํหรับโหลด Marker 

8. โหลด 10 bp Marker ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงไปในช่องแรกและช่องสุดทา้ย

ทา้ย แลว้ใส่ขั้วดา้นบนของ Chamber ปิดลงไป ตั้งค่าไฟฟ้าท่ี 1,500 โวลต ์100 

mA 45 วตัต ์แลว้เร่ิม Run 

9. เม่ือแถบสีดีเอ็นเอลงมาประมาณ 2 เซนติเมตร หยุดการทํางานของ Power 

supply เพื่อนาํหวีออกแลว้ Run ต่อจนแถบสีลงมาประมาณ 17 เซนติเมตร  

10. หยุดการทํางานของ Power supply ถอดขั้วของ Chamber และ Clamp ออก 

และนาํกระจกออกจาก Chamber 

 

3.3. การย้อม Polyacrylamide gel 

ยอ้มสีกระจกดว้ยวิธี Silver staing  

1. นํากระจกท่ีได้ไปแช่ Fixer ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 16 องศาเซลเซียส เขย่าไปมา

นาน 5 นาที 

2. แช่ Silver staing เขยา่ไปมานาน 7 นาที  

3. ลา้งกระจก โดยนาํกระจกมาผา่นนํ้า ประมาณ 10 วินาที 

4. แช่ Develop solution เขยา่ไปมาจนเห็นแถบดีเอน็เอชดัเจน  

5. แช่ Fix solution เขยา่ไปมานาน 2 นาที แลว้ลา้งนํ้า 5 นาที  

6. ผึ่งกระจกให้แห้ง และนาํผลของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากทั้ง 10 กระจก ไปวิเคราะห์

ขอ้มูล 
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การวิเคราะห์ข้อมูล 

1. สกอร์ (score) ตาํแหน่งของแถบดีเอ็นเอลงในโปรแกรม Microsoft Excel โดยให้ตาํแหน่ง

ท่ีปรากฎแถบชดัเจนเป็น 1 ตาํแหน่งท่ีไม่ปรากฏแถบเป็น 0 และตาํแหน่งท่ีขอ้มูลสูญหาย 

(missing data) เป็น -1 ตามรูปแบบ binary data 

2. ใช้โปรแกรม  GenAlEx 6.501 วิ เคราะห์  Principal Coordinates Analysis และ Pairwise 

Population Matrix of Nei’s Genetic Distance  

3. ใช้โปรแกรม Past วิเคราะห์ cluster analysis โดยวิธี Pair-Group Method เลือกใช้สูตร 

Jaccard’s analysis  
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สถานท่ีทําการทดลอง 

 

การวิจยัน้ีทดลองท่ีโรงเรือนภาควิชาพืชไร่นาและห้องปฏิบติัการ ภาควิชาพืชไร่นา คณะเกษตร 

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

 

ระยะเวลาทําการทดลอง 

 

เร่ิมตั้งแต่ เดือนกุมภาพนัธ ์พ.ศ.2557  ส้ินสุด  เดือนตุลาคม พ.ศ. 2557 
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ผลและวิจารณ์ผล 

 

การประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีนาํเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดั

กระบ่ีและสกลนครเปรียบเทียบกับเช้ือพนัธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิลโดยใช้

เคร่ืองหมายดีเอน็เอไมโครแซทเทิลไลท ์สามารถอธิบายผลการทดลองไดด้งัน้ี 

 

1. ผลของปฏิกริิยา PCR 

 

จากการศึกษาผลของปฏิกิริยา PCR ของคู่ Primers จาํนวน 10 คู่ ได้แก่ HB41, HB42, HB49, 

HB56, HB57, HB64, HB72, HB79, HB86 แ ล ะ  HB87 โ ด ย ใ ช้  6% Denaturing Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis ให้ผลการสกอร์แถบดีเอ็นเอของตน้กลา้ยางพาราท่ีนาํเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดั

กระบ่ี สกลนคร เช้ือพันธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล ยางจากแปลงปลูกพันธุ์ 

RRIM600 และยางจากแปลงปลูกพนัธุ์ RRIT251 จาํนวน 54 ตวัอย่าง บนตาํแหน่ง (loci) ท่ีแตกต่างกนั

รวมทั้งหมด 85 ตาํแหน่ง ในช่วงระหวา่ง 110-300 bp 

 

 

ภาพท่ี 1  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB64 (lane 1 = marker 10 bp 

ladder) 
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2. Nei’s Genetic Distance 

 

จากการวิเคราะห์ขอ้มูล ค่า Nei’s Genetic Distance (ตารางท่ี 5) ทาํใหท้ราบวา่แต่ละประชากรมี

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมห่างหรือใกลชิ้ดกัน โดยค่าน้อยคือมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกัน ค่ายิ่งมาก

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมก็จะแตกต่างกนัมากขึ้น ตวัอย่างจากแปลงรวบรวมเช้ือพนัธุกรรมยางใน

แปลงเปรียบเทียบพนัธุกรรมยางขั้นตน้ จากก่ิงตาท่ีไดจ้ากประเทศบราซิล (Pop3) มีความแตกต่างจาก

ตวัอยา่งยางโบราณวดัหลวงปู่ มัน่ จ.สกลนคร (Pop1) อยู่ 13.2% แตกต่างกบัตวัอยา่งยางโบราณ จ.กระบ่ี 

(Pop2) อยู่ 3.9% แตกต่างกบัตวัอย่างจากแปลงปลูกยางพารา RRIM 600 ของศูนยวิ์จยัยางฉะเชิงเทรา 

(Pop4) อยู่ 5.4% แตกต่างกบัตวัอย่างยางพาราจากแปลงปลูก RRIM 600 ของสถานีสิทธิพรกฤษดากร 

(Pop5) อยู่ 12.70% แตกต่างกบัตวัอย่างยางพาราจากแปลงปลูก RRIT 251 ของศูนยวิ์จยัยางฉะเชิงเทรา 

(Pop6) อยู ่6.2% และแตกต่างกบัตวัอยา่งยางพาราจากแปลงปลูก RRIM 600 ของแปลงเกษตรกร จ.น่าน 

(Pop7) อยู ่6.7% 

 

ตารางท่ี 5  การวิเคราะห์ Pairwise Population Matrix of Nei’s Genetic Distance  
Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7  
0       Pop1 

0.084 0      Pop2 

0.132 0.039 0     Pop3 

0.121 0.051 0.054 0    Pop4 

0.154 0.119 0.127 0.063 0   Pop5 

0.126 0.060 0.062 0.050 0.096 0  Pop6 

0.146 0.078 0.067 0.062 0.118 0.028 0 Pop7 
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3. เดนโดแกรม (Dendrogram) 

 

ข้อมูลจากการสกอร์แถบดีเอ็นเอ  เม่ือนําไปสร้างเดนโดแกรม (Dendrogram) ด้วยสูตร 

Jaccard’s analysis มีค่า Cophenetic Correlation (Coph. Corr.) เท่ากบั 0.8283 รายละเอียดแสดงดงัภาพ

ท่ี 2 

 

 
 

ภาพท่ี 2  เดนโดรแกรม (Dendrogram) จากการวิเคราะห์ cluster analysis ด้วยวิธี Pair-Group Method  

(Jaccard’s analysis) โดยการใช ้SSR marker 

 

จากผลเดนโดรแกรมท่ีช่วงของค่า Similarity เท่ากบั 0.2 สามารถจาํแนกยางพาราได ้5 กลุ่ม 

และพบวา่ตวัอยา่งยางพาราจากแปลงรวบรวมเช้ือพนัธุกรรมยางในแปลงเปรียบเทียบพนัธุกรรมยาง

ขั้นตน้ จากก่ิงตาท่ีไดจ้ากประเทศบราซิล (S18) เป็นยางท่ีมีความแตกต่างกนัภายในประชากรและ

แตกต่างจากยางแหล่งอ่ืน ๆ ดงัตารางท่ี 6. 
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ตารางท่ี 6.  การจดักลุ่มตวัอยา่งยางพารา  
กลุ่ม จํานวนตัวอย่าง รหัสตัวอย่าง 

1 5 S18-2, S18-3, S18-9, S18-10, S18-12 

2 43 S18-11, S14-2, E1-3, C1-5, C1-1, C1-3, C1-2, E1-2, E1-4, E2-4, 

S14-4, S14-6, S14-9, E2-1, NE-4, E2-2,E2-6, NE-2, NE-3, S14-1, 

E1-5, E1-1, E2-3, NE-5, E2-5, NE-1, S14-3, S14-11, SKN9, 

SKN2, SKN8, SKN4, SKN1, SKN10, SKN5, SKN6, SKN3 

3 1 S18-8 

4 2 S18-1, S18-7 

5 3 S18-4, S18-5, S18-6 

 

อัตราการแปรปรวนทางพันธุกรรมของยางพาราท่ีนํามาประเมินความหลากหลายทาง

พนัธุกรรม พบว่ามีอตัราการแปรปรวนภายในประชากรเท่ากบั 76% และอตัราการแปรปรวนระหว่าง

ประชากรเท่ากบั 24% 

รูปท่ี 3  เปอร์เซ็นตค์วามแปรปรวนเคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular Variance) ของประชากรยางพารา 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

การใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอไมโครแซทเทิลไลทใ์นการประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ของยางพาราท่ีนําเข้ามาปลูกในระยะแรกท่ีจังหวดักระบ่ีและจงัหวดัสกลนคร เปรียบเทียบกับเช้ือ

พันธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล ยางพาราพันธุ์ RRIM 600 จากศูนย์วิจัยยาง

ฉะเชิงเทรา สถานีสิทธิพรกฤษดากร และ จ.น่าน และพนัธุ์ RRIT 251 จากศูนยวิ์จยัยางฉะเชิงเทรา มี

อตัราการแปรปรวนภายในประชากรเท่ากบั 76% มีอตัราการแปรปรวนระหว่างประชากรเท่ากบั 24% 

และสามารถจาํแนกยางพาราทั้ง 54 ตวัอย่าง ออกได้เป็น 5 กลุ่ม ซ่ึงตวัอย่างเช้ือพนัธุกรรมยางพาราท่ี

รวบรวมมาจากประเทศบราซิลมีความแตกต่างกบัตวัอยา่งยางพาราท่ีนาํเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดั

กระบ่ีและสกลนคร และแตกต่างกับตัวอย่างยางพาราจากแปลงปลูกยางพนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์ 

RRIT 251 ท่ีเป็นยางพาราพนัธุ์แนะนํา โดยมี Similarity อยู่ท่ี 0.2 คือมีความคลา้ยคลึงกนัประมาณ 20 

เปอร์เซ็นต ์ 

 

เช้ือพันธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจากประเทศบราซิล และยางพาราท่ีนําเข้ามาปลูกใน

ระยะแรกท่ีจงัหวดักระบ่ีและสกลนคร สามารถนํามาใช้สร้างความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในการ

ปรับปรุงพนัธุ์ยางพาราได้ เน่ืองจากมีความคลา้ยคลึงกันประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ แต่จะตอ้งพิจารณา

ลักษณะฟีโนไทป์ และความสามารถในการปรับตัวของเช้ือพันธุกรรมยางพาราท่ีรวบรวมมาจาก

ประเทศบราซิลเพิ่มเติม 
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ภาพผลการทดลอง 
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 ภาพผนวกท่ี 1  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB41 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 2  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB42 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 3  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB49 

M             SKN                                 S14                                   S18                             E1              C1                 E2                 NE        M 

M             SKN                                 S14                                   S18                             E1              C1                 E2                 NE        M 

M             SKN                                 S14                                   S18                             E1              C1                 E2                 NE      M 

160 bp 

170 bp 

150 bp 

140 bp 

280 bp 

330 bp 

190 bp 

130 bp 

140 bp 

150 bp 

160 bp 
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 ภาพผนวกท่ี 4  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB56 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 5  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB57 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 6  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB72 

 M             SKN                               S14                                 S18                                E1             C1                 E2                NE         M 

 M             SKN                               S14                                 S18                                E1             C1                 E2                NE        M 

 M             SKN                               S14                                 S18                                E1             C1                 E2                NE        M 

140 bp 

150 bp 

160 bp 

180 bp 

190 bp 

210 bp 

230 bp 

140 bp 

150 bp 

160 bp 

200 bp 

180 bp 
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 ภาพผนวกท่ี 7  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB79 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 8  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB86 

 

 

 ภาพผนวกท่ี 9  รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการทาํพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB87  

 M              SKN                               S14                                     S18                         E1              C1                 E2                 NE      M 

 M              SKN                               S14                                     S18                         E1                 C1                E2                 NE       M  

 M             SKN                               S14                                 S18                              E1              C1                 E2                 NE        M 

190 bp 
200 bp 
210 bp 
220 bp 

250 bp 

140 bp 

110 bp 

120 bp 

130 bp 

150 bp 

210 bp 
200 bp 
190 bp 

220 bp 
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ภาคผนวก ข 

ภาพดาํเนินการทดลอง 
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ภาพผนวกท่ี 10  การบดตวัอยา่งใบอ่อนยางพารา  

                           ดว้ย 2x CTAB 

ภาพผนวกท่ี 11  การแยกชั้นระหวา่งส่วนใสกบั  

                           Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1)  

ภาพผนวกท่ี 12  ส่วนใสท่ีมีดีเอ็นเอ 
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ภาพผนวกท่ี 13  การวดัความเขม้ขน้ของดีเอน็เอดว้ย 

                               เคร่ือง Nanodrop2000 

ภาพผนวกท่ี 15  การประกอบ Chamber เขา้กบักระจก 

ภาพผนวกท่ี 14  PCR product  
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ภาพผนวกท่ี 18  การโหลดตวัอยา่ง PCR product ในการทาํ 

                           เจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 

ภาพผนวกท่ี 17  ชุดเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 

ภาพผนวกท่ี 16  การเทเจลพอลิอะคริลาไมด ์
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