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Abstract 

 

 Rubber tree (Hevea brasiliensis) is the major economic crop of Thailand. For plant 
breeding, germplasm source is important, however, the germplasm source should be evaluated for 
genetic diversity before using for crop improvement. Chanthaburi Province is an old planting area 
of rubber tree for the early introduced clones of Thailand. The early introduced clones were 
planted by seeds. The objective of this study was to evaluate genetic diversity in early introduced 
clones of rubber trees at Chanthaburi province using SSR marker. The 42 early introduced clone 
seedlings from seeds collected from four locations in Chanthaburi province, and seedlings from 
seeds collected from RRIM 600 and RRIT 251 plots were evaluated using SSR marker. The 
results showed that percentages of molecular variance within populations and among populations 
were 84% and 16%, respectively, and the seedlings can be classified into four groups. 
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ค าน า 

 

ยางพารา (Hevea brasiliensis) เป็นไมย้ืนตน้ในเขตร้อน มีถ่ินก าเนิดอยู่บริเวณลุ่มน ้ า 
อะเมซอน ในทวีปอเมริกาใต ้และมีการน าเมล็ดยางจากถ่ินก าเนิดไปปลูกในพื้นท่ีต่าง ๆ ทัว่โลก 
ปัจจุบนัยางพาราปลูกกนัอยา่งกวา้งขวางในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะประเทศไทย 
อินโดนีเซีย และมาเลเซีย โดยประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการผลิตและส่งออกยางธรรมชาติมาก
ท่ีสุดในโลก (สถาบนัวจิยัยาง, 2555) ปัจจุบนัการขยายพนัธ์ุยางพาราในเชิงเศรษฐกิจใชว้ิธีการติดตา
บนตน้ตอยางพาราท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ด ท าใหไ้ดต้น้ใหม่จากตาพนัธ์ุดีและมีพนัธุกรรมเหมือนตน้
เดิมทุกประการ ในส่วนของตน้ตอยางพารา ในอดีตการผลิตตน้ตอยางพาราท่ีพบมากในประเทศ
ไทย จะเป็นการเพาะเมล็ดของโคลนท่ีน าเข้ามาปลูกในระยะแรก ซ่ึงมีความเป็นพัน ธ์ุทาง 
(heterozygosity) สูง และมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม แต่ปัจจุบนัมีการโค่นตน้ยางท่ีน าเขา้มา
ปลูกในระยะแรก แล้วเปล่ียนมาปลูกยางพาราพนัธ์ุแนะน ากนัทัว่ไป ท าให้ความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของยางพาราลดลงจากเดิม และใชเ้มล็ดท่ีเกิดจากยางพาราพนัธ์ุแนะน า ซ่ึงมกัจะเก็บจาก
พื้นท่ีท่ีปลูกยางพาราเพียงพนัธ์ุเดียวมาใช้เป็นตน้ตอยางพารา ท าให้ตน้ตอท่ีได้มีความอ่อนแอลง 
ยางพาราพนัธ์ุแนะน าท่ีปลูกมากท่ีสุดในประเทศไทยขณะน้ีคือพนัธ์ุ RRIM 600 (Nakkanong et al., 
2008) ปัจจุบนัพบวา่มีความอ่อนแอต่อโรครากขาวมากท่ีสุด (สายทอง, 2556) ท าให้ตอ้งหาพนัธ์ุยาง
ใหม่มาทดแทน 

 

การปรับปรุงพนัธ์ุยางพารามีจุดเร่ิมตน้เช่นเดียวกบัพืชอ่ืนคือ จะตอ้งมีแหล่งพนัธุกรรมท่ีใช้
ส าหรับการปรับปรุงพนัธ์ุ แหล่งพนัธุกรรมท่ีเป็นไปไดคื้อ ตน้ยางพาราท่ีน าเขา้มาปลูกในประเทศ
ไทยระยะแรก และจังหวดัจนัทบุรีเป็นหน่ึงในพื้นท่ีแหล่งปลูกยางเดิม ซ่ึงบริเวณท่ียงัคงมีต้น
ยางพาราท่ีน าเขา้มาปลูกในระยะแรกคือพื้นท่ีรอบ ๆ อุทยานแห่งชาติน ้ าตกพล้ิว จงัหวดัจนัทบุรี 
โดย Khonglao (2006) ระบุวา่ตน้กลา้ยางพาราจากโคลนท่ีน าเขา้มาปลูกในระยะแรกนั้นรากจะมี
ความแข็งแรงสูงกวา่ตน้กลา้จากยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 ถึงแมจ้ะมีความเช่ือวา่ยางพาราในทวีป
เอเชียนั้นมีฐานพนัธุกรรมแคบ (Nakkanong et al., 2008) การประเมินความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม เป็นวิธีการหน่ึงท่ีท าให้สามารถทราบความแตกต่าง หรือ ความเหมือนทางพนัธุกรรม
ของตน้ยางพาราในพื้นท่ีจงัหวดัจนัทบุรี กบัยางพาราพนัธ์ุแนะน าได ้
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การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์ เป็นวิธีการหน่ึงท่ีสามารถประเมินความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชได ้โดยเป็นวิธีท่ีช่วยลดระยะเวลาในการท างานลงได ้(Mantello 
et al., 2012) นอกจากน้ียงัเป็นวธีิท่ีง่าย รวดเร็ว และแม่นย  า สามารถวิเคราะห์ไดด้ว้ยเคร่ืองอตัโนมติั 
(Weigend and Romanov, 2001) ส าหรับขอ้เสียของวิธีการน้ี คือ ตอ้งใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ 
ท าให้ต้องทราบข้อมูลเก่ียวกับล าดับเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย ดังนั้ น การศึกษาคร้ังน้ีจึงมี
วตัถุประสงคเ์พื่อประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีน าเขา้มาปลูกในระยะแรก
ท่ีจงัหวดัจนัทบุรี โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท ์ส าหรับเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุยางพาราในประเทศไทย 
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การตรวจเอกสาร 

 

ยางพารา  

 

ยางพารา (rubber tree) เป็นไมย้ืนตน้เขตร้อน มีอายุยืนยาวหลายสิบปี เป็นพืชใบเล้ียงคู่ อยู่
ในวงศ ์Euphorbiaceae มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Hevea brasiliensis Muell. Arg. มีถ่ินก าเนิดอยูบ่ริเวณ
ลุ่มน ้าอะเมซอน ประเทศบราซิล ในทวีปอเมริกาใต ้(กรมส่งเสริมการเกษตร, 2540; ส านกัวิจยัและ
พฒันาการจดัการท่ีดิน, 2548; สายทอง, 2556) 

 

ในปี พ.ศ. 2036-2039 คริสโตเฟอร์ โคลมับสั (Christopher Columbus) เดินทางไปทวีป
อเมริกาในคร้ังท่ี 2 พบว่า ชาวพื้นเมืองในอเมริกากลางและอเมริกาใต ้รู้จกัและมีการใชป้ระโยชน์
จากยางกนั ท าใหโ้คลมับสัและคณะเกิดความสนใจและไดน้ ายางเขา้ไปเผยแพร่ในยุโรป ชาวยุโรป
จึงเร่ิมมีความสนใจเก่ียวกบัยางมากข้ึน โดยมีการส ารวจ และน าเมล็ดยางจากประเทศต่าง ๆ ในทวีป
อเมริกาใต ้ไปปลูกในประเทศอาณานิคมขององักฤษหลายคร้ังแต่ไม่ส าเร็จ จนกระทัง่ในปี พ.ศ. 
2419 โรเบิร์ต ครอส (Robert Cross) และเซอร์เฮนรี วิคแฮม (Sir Henry A. Wicham) ส่งเมล็ดยางท่ี
เก็บไดจ้ากท่ีราบสูง Tapajos บริเวณลุ่มน ้ าอะเมซอน ประเทศบราซิล จ านวน 70,000 เมล็ด ไปเพาะ
ในสวนพฤกษชาติคิว (Kew Royal Botanical Garden) กรุงลอนดอน ประเทศองักฤษ ผลการเพาะ
ปรากฏวา่เมล็ดยางงอกประมาณ 4 เปอร์เซ็นต ์และเมล็ดยางท่ีงอกน้ี ถูกส่งไปปลูกยงัประเทศต่าง ๆ 
ท่ีเป็นอาณานิคมของอังกฤษ เช่น ศรีลังกา สิงคโปร์ และมาเลเซีย ยางพาราจึงปลูกกันอย่าง
แพร่หลายในปัจจุบนั (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2540; สถาบนัวจิยัยาง, 2555) 

 

เม่ือประมาณปี พ.ศ. 2442-2444 พระยารัษฎานุประดิษฐ์ มหิศรภกัดี (คอซิมบ้ี ณ ระนอง) 
น ายางพาราเขา้มาปลูกในประเทศไทยเป็นคร้ังแรก โดยน ายางจากรัฐเปรัค ประเทศมาเลเซีย มาปลูก
ท่ีอ าเภอกนัตงั จงัหวดัตรัง ในปี พ.ศ. 2454 หลวงราชไมตรี (ปูม ปุณศรี)ไดซ้ื้อเมล็ดยางพาราจาก
ประเทศมาเลเซีย มาปลูกท่ีหมู่ 6 ต าบลคมบาง อ าเภอเมือง จังหวดัจันทบุรี นับว่าเป็นการ
แพร่กระจายยางพาราเขา้สู่ภาคตะวนัออกเป็นคร้ังแรก ต่อมาพระครูเพิ่ม พิทยากร เจา้อาวาสวดัคมบาง 
ไดน้ าเมล็ดยางจากสวนของหลวงราชไมตรี ไปปลูกท่ีวดัปากร ่ า อ าเภอแกลง จงัหวดัระยอง ท าให้
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ยางแพร่ขยายการปลูกไปยงัพื้นท่ีต่าง ๆ ในภาคตะวนัออก โดยเฉพาะใน 3 จงัหวดัท่ีส าคญั ไดแ้ก่ 
ระยอง จนัทบุรี และตราด (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2540) 

 

ปัจจุบนัยางพาราปลูกกนัอย่างกวา้งขวางในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้โดยเฉพาะ
ประเทศไทย อินโดนีเซีย และมาเลเซีย โดยประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีการผลิตและส่งออกยาง
ธรรมชาติมากท่ีสุดในโลก รองลงมาไดแ้ก่ อินโดนีเซีย และมาเลเซีย ตามล าดบั ยางพาราจึงเป็นพืช
เศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทย (สถาบนัวจิยัยาง, 2555; เรไร, 2556) 

 

ยางพารามีระบบรากแก้ว (tap root system) เป็นไมเ้น้ืออ่อน ล าตน้ลกัษณะกลมตรง 
ประกอบดว้ยส่วนส าคญั 3 ส่วน คือ เน้ือไม ้เยื่อเจริญ และเปลือกไม ้ใบเป็นใบประกอบ สีเขียวเป็นมนั 
มีใบยอ่ย 3 ใบ ใบยางจะแตกออกมาเป็นชั้น ๆ เรียกวา่ ฉตัรใบ (leaf storey) ยางพาราจะผลดัใบใน
ฤดูแลง้ของทุกปี ดอกมีลกัษณะเป็นช่อ เกิดตามปลายก่ิงหลงัจากตน้ยางผลดัใบ ดอกตวัผูแ้ละดอก
ตวัเมียเกิดแยกกนัแต่อยูใ่นช่อดอกเดียวกนั ผลมีลกัษณะเป็นพ ู(capsule) ปกติมี 3 พู ผลอ่อนมีสีเขียว 
ผลแก่มีสีน ้ าตาลและแข็ง จะแตกออกเม่ือผลแก่จดั เมล็ดยางมีสีน ้ าตาลลายขาวคลา้ยสีเมล็ดละหุ่ง  
น ้ ายางเป็นของเหลวสีขาวถึงขาวปนเหลืองขุ่นขน้ อยู่ในท่อน ้ ายางท่ีเรียงตวักนัอยู่ในเปลือกของ 
ตน้ยาง โดยปกติในน ้ ายางจะมีเน้ือยางแห้งประมาณ 25-45 เปอร์เซ็นต์ (กรมส่งเสริมการเกษตร, 
2540; ส านกัวจิยัและพฒันาการจดัการท่ีดิน, 2548; สถาบนัวจิยัยาง, 2555) 

 

การขยายพนัธ์ุยางพาราสามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น การขยายพนัธ์ุโดยใช้เมล็ด การติดตา 
สีน ้าตาล การติดตาเขียว เป็นตน้ ประเทศไทยไม่นิยมการขยายพนัธ์ุโดยใชเ้มล็ด เพราะประเทศไทย
ไม่มีสวนเก็บเมล็ด และเมล็ดยางท่ีน าไปปลูกมีการกลายพนัธ์ุมาก มีความเป็นพนัธ์ุทางสูง แต่นิยม
ใช้เมล็ดเพาะตน้กลา้เพื่อท าตน้ตอยางพารามาใช้ส าหรับการติดตา ปัจจุบนัการขยายพนัธ์ุยางพารา
ในเชิงเศรษฐกิจ นิยมใช้วิธีการติดตาบนตน้ตอยางพาราท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ด เพราะท าให้ไดต้น้
ใหม่จากตาพนัธ์ุดีและมีพนัธุกรรมเหมือนตน้เดิมทุกประการ (พรเทพ, 2555; สถาบนัวจิยัยาง, 2555) 

 

สถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร มีการพัฒนาและวิจัยพันธ์ุยางพ าราเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิต และจดัท าค าแนะน าพนัธ์ุยางเพื่อเผยแพร่แก่เกษตรกร โดยเร่ิมตั้งแต่ปี พ.ศ. 
2504 และมีการเปล่ียนแปลงค าแนะน าพนัธ์ุยางทุก ๆ 4 ปี โดยพิจารณาจากพนัธ์ุยางใหม่ท่ีไดรั้บจาก
ผลงานวิจยัการปรับปรุงพนัธ์ุยาง สภาพแวดลอ้มในพื้นท่ีปลูกยาง และวตัถุประสงค์การปลูกยาง
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ของเกษตรกร จากเดิมท่ีเกษตรกรปลูกยางเพื่อผลผลิตน ้ ายางเป็นหลกั แต่ปัจจุบนัไมย้างพารามี
ความส าคญัต่อการพฒันาอุตสาหกรรมไมข้องประเทศ เกษตรกรจึงปลูกยางเพื่อผลผลิตน ้ ายางและ/
หรือเน้ือไมเ้พิ่มข้ึน และประเทศไทยขยายพื้นท่ีปลูกยางพาราไปยงัแหล่งใหม่มากข้ึน จึงจ าเป็นตอ้ง
แนะน าพนัธ์ุยางใหเ้หมาะสมกบัพื้นท่ีปลูก ในปี พ.ศ. 2554 สถาบนัวิจยัยางจดัท าค าแนะน าพนัธ์ุยาง
ให้เหมาะสมกบัพื้นท่ีปลูกยางเดิมซ่ึงไดแ้ก่ ภาคใตแ้ละภาคตะวนัออก 3 จงัหวดั (ระยอง จนัทบุรี 
ตราด) และพื้นท่ีปลูกยางใหม่ซ่ึงไดแ้ก่ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ ภาคกลาง และบางส่วน
ของภาคตะวนัออก โดยแบ่งพนัธ์ุยางแนะน าเป็น 3 กลุ่ม คือ พนัธ์ุยางเพื่อผลผลิตน ้ ายาง ไดแ้ก่ พนัธ์ุ
สถาบนัวิจยัยาง 251 สถาบนัวิจยัยาง 226 BPM 24 RRIM 600 เป็นตน้ พนัธ์ุยางเพื่อผลผลิตน ้ ายาง
และเน้ือไม ้ได้แก่ PB 235 เป็นตน้ และพนัธ์ุยางเพื่อผลผลิตเน้ือไม ้ไดแ้ก่ พนัธ์ุฉะเชิงเทรา 50 
AVROS 2037 BPM 1 เป็นตน้ เพื่อให้เกษตรกรเลือกพนัธ์ุยางไดต้ามวตัถุประสงค์ของการปลูก 
(สถาบนัวจิยัยาง, 2554ก) 

 

ยางพาราพันธ์ุแนะน าท่ีปลูกมากท่ีสุดในประเทศไทยขณะน้ีคือ พันธ์ุ RRIM 600 
(Nakkanong et al., 2008) แต่พบวา่มีความอ่อนแอต่อโรครากขาวมากท่ีสุด และพนัธ์ุยางพาราท่ีปลูก
ทัว่ประเทศในปัจจุบนัมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมนอ้ยมาก จึงมีความเส่ียงต่อความเสียหายท่ี
เกิดจากการระบาดของโรคสูง (สายทอง, 2556) 

 

ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

 

ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) หมายถึง ความหลากหลายของหน่วย
พนัธุกรรมท่ีส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดได้รับการถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษ และส่งต่อไปยงัรุ่นต่อไป 
ลกัษณะทางพนัธุกรรม จะถ่ายทอดผ่านทางยีน (gene) ท่ีมีอยู่ในส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิด ส่งผลให้
ส่ิงมีชีวติชนิดเดียวกนัอาจมีลกัษณะเหมือน หรือแตกต่างกนัตามยีนท่ีถูกถ่ายทอดมาจากบรรพบุรุษ 
เช่น ขา้วมีสายพนัธ์ุหลายร้อยชนิด หรือพี่น้องอาจมีสีผม สีผิว และสีนยัน์ตาท่ีแตกต่างกนั เป็นตน้ 
ความผนัแปรทางพนัธุกรรมในแต่ละหน่วยชีวติ เกิดจากการเปล่ียนแปลงพนัธุกรรม (mutation) อาจ
เกิดข้ึนในระดบัยีน หรือในระดบัโครโมโซม ผสมกบักลไก crossingover ท่ีเกิดข้ึนขณะแบ่งเซลล์
สืบพนัธ์ุในการสืบพนัธ์ุแบบอาศยัเพศ ท าให้ยีนสลบัท่ีรวมตวักนัใหม่ (recombination) และเม่ือ
ลกัษณะน้ีถูกถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูกหลาน จะท าให้เกิดความหลากหลายทางพนัธุกรรม (ขนิษฐา, 
2549; พิไลวรรณ และ วรรณนิภา, 2557) 
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เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลิไลท์  

 

การศึกษาดา้นพนัธุศาสตร์ในระดบัโมเลกุล เป็นการศึกษาความแตกต่างของยีนท่ีท าหนา้ท่ี
ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวิต ซ่ึงเป็นประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช
อย่างมาก เช่น การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจสอบในระดบัยีนหรือดีเอ็นเอ การใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลในการก าหนดต าแหน่งบนจีโนม ศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธ์ุ เพื่อ
การรวบรวมพนัธ์ุ การท าแผนท่ีทางพนัธุกรรม (genetic mapping) การหาต าแหน่งยีน (gene 
tagging) เป็นตน้ 

 

เคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย คือ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
ไมโครแซทเทิลไลท ์(DNA microsatellite marker) หรือเคร่ืองหมายเอสเอสอาร์ (simple sequence 
repeat; SSR marker) (พชัรี, 2553)  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีใชเ้ป็น
เคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะของส่ิงมีชีวิตตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง หรือในระดบัต่าง 
สปีชีส์ เป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ท่ีต  าแหน่งหน่ึง ๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอ็นเอในออร์-
แกเนล (mitochondrial DNA หรือ chloroplast DNA) (สุรินทร์, 2552) 

 

ไมโครแซทเทิลไลท์ (microsatellite) เป็นดีเอ็นเอท่ีมีเบสซ ้ า (repetitive DNA) ในหน่ึง
หน่วยเบสซ ้ าสั้นมากประมาณ 1-6 คู่เบส หรือไม่เกิน 10 คู่เบส เรียงอยูต่่อเน่ืองกนัท่ีต าแหน่งหน่ึง ๆ 
ในจีโนม โดยมีการกระจายตวัทัว่ทั้งจีโนม พบมากในจีโนมของส่ิงมีชีวิตชั้นสูง ความแตกต่างของ
ส่ิงมีชีวติท่ีเกิดข้ึนนั้น เป็นผลมาจากจ านวนคร้ังของเบสซ ้ าของไมโครแซทเทิลไลทใ์นต าแหน่งหน่ึง 
ๆ เน่ืองจากล าดบัเบสแบบไมโครแซทเทิลไลทมี์การกระจายตวัอยูท่ ัว่ไปในจีโนม มกัมีล าดบัเบสท่ี
จ าเพาะ (unique sequences) อยู่ขนาบข้างกับเบสซ ้ าต่อเน่ือง ท าให้สามารถน ามาพฒันาเป็น
เคร่ืองหมายดีเอน็เอได ้โดยการออกแบบไพรเมอร์ท่ีสามารถเขา้คู่กบัเบสจ าเพาะได ้เรียกวา่ ไมโคร-
แซทเทิลไลท์ไพรเมอร์ หรือเอสเอสอาร์ไพรเมอร์ ไพรเมอร์น้ีจะใช้เป็นจุดเร่ิมต้นของการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของส่วนท่ีเป็นเบสซ ้ าต่อเน่ืองท่ีอยู่ระหว่างเบสจ าเพาะ ความหลากหลายของช้ิน 
ดีเอ็นเอขนาดต่าง ๆ เป็นผลมาจากจ านวนคร้ังของเบสซ ้ าท่ีไม่เท่ากนั ซ่ึงใช้บ่งบอกความแตกต่าง
ระหวา่งส่ิงมีชีวติได ้(สุรินทร์, 2552; พชัรี, 2553) 
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เคร่ืองหมายไมโครแซทเทิลไลท์ (microsatellite marker) หรือเคร่ืองหมาย SSR (SSR 
marker) เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบจ าเพาะ ตรวจสอบดีเอ็นเอไดค้ร้ังละ 1 ต าแหน่ง (single-locus 
marker) ขอ้ดีของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดน้ี คือ สามารถแยกความแตกต่างแบบข่มร่วมได ้(co-
dominant) ท าให้แยกความแตกต่างระหวา่งลกัษณะท่ีเป็นโฮโมไซกสั (homozygous) และเฮตเทอ-
โรไซกสั (heterozygous) ได ้สามารถตรวจสอบไดง่้ายโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain 
reaction; PCR) และใช้ดีเอ็นเอในการตรวจสอบเพียงเล็กนอ้ยเท่านั้น การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
ไมโครแซทเทิลไลท ์เป็นอีกวิธีการหน่ึงท่ีสามารถประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืช
ได ้โดยเป็นวิธีท่ีง่าย ช่วยลดระยะเวลาในการท างานลง แม่นย  า และสามารถวิเคราะห์ไดด้ว้ยเคร่ือง
อตัโนมติั แต่ตอ้งใชไ้พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ ท าให้ตอ้งทราบขอ้มูลเก่ียวกบัล าดบัเบสของดีเอ็นเอ
เป้าหมาย (พชัรี, 2553; Weigend and Romanov, 2001; Mantello et al., 2012) 
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วสัดุ อปุกรณ์ และวธิีการ 

 

1. เช้ือพนัธุกรรมยางพารา 

 

 ตน้กลา้ยางพาราท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดยางท่ีเก็บมาจากสถานท่ีต่าง ๆ ในจงัหวดัจนัทบุรี 
จ  านวน 4 สถานท่ี และจากสถานท่ีอ่ืน ๆ ท่ีปลูกพนัธ์ุยางแนะน า จ  านวน 4 สถานท่ี รายละเอียดแสดง
ดงัตารางท่ี 1 

 

ตารางที ่1 จ  านวนพื้นท่ีและตน้ยางท่ีไดจ้ากการเพาะเมล็ดยางท่ีเก็บมาจากพื้นท่ีต่าง ๆ ในจงัหวดั
จนัทบุรี และพื้นท่ีอ่ืน ๆ 

ประชากร รหัสพืน้ที่ สถานทีเ่กบ็เมลด็ยาง จ านวนต้นกล้า
ยางพารา 

1 12 พื้นท่ีป่าชุมชนโครงการอ่างเอด็ จ.จนัทบุรี 11 
2 6 หมู่ท่ี 2 ต.พวา อ.แก่งหางแมว จ.จนัทบุรี 12 
3 (Check) E1 ศูนยว์จิยัยางฉะเชิงเทรา ในแปลงปลูกยางพนัธ์ุ RRIM 600 5 
4 (Check) C สถานีสิทธิพรกฤดากร จ.ประจวบคีรีขนัธ์ ในแปลงปลูก 

ยางพนัธ์ุ RRIM 600 
5 

5 (Check) E2 ศูนยว์จิยัยางฉะเชิงเทรา ในแปลงปลูกยางพนัธ์ุ RRIT 251 6 
6 (Check) NE แปลงเกษตรกร จ.น่าน ในแปลงปลูกยางพนัธ์ุ RRIM 600 5 
7 4.1 หมู่ 10 ต.คมบาง อ.เมือง จ.จนัทบุรี 10 
8 2 บา้นคลองนารายณ์ บา้นคมบาง  

หมู่ 9 ต.คลองนารายณ์ อ.เมือง จ.จนัทบุรี 
9 

รวม   63 

 

2. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการสกดัดีเอน็เอ 

 2.1 อุปกรณ์ 

  - โกร่งบด 

  - ไมโครปิเปต 
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  - หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร 

  - อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

  - ตูอ้บ (Hot air oven) 

  - เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge) 

  - เคร่ือง Nanodrop2000 

 2.2 สารเคมี 

  - 2x CTAB (Extraction buffer) 

  - Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) 

  - Isopropanol (-20 องศาเซลเซียส) 

  - เอทานอล 70% 

  - สารละลาย TE 

 

3. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการท า PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 3.1 อุปกรณ์ 

  - Thermal cycler (PCR machine) 

  - 96-well plate PCR 

- PCR cover sheet 

 3.2 สารเคมี 

  - 10x Taq Buffer + (NH4)2SO4 

  - 25 Mm MgCl2 

  - Taq DNA Polymerase 

  - 1 Mm dNTPs 

  - น ้า 18 เมกกะโอห์ม 

  - Mineral oil 

  - Sequencing dye 
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- คู่ Primers จ านวน 10 คู่ ไดแ้ก่ HB41, HB42, HB49, HB56, HB57, HB64, 
HB72, HB79, HB86 และ HB87 รายละเอียดแสดงดงัตารางท่ี 2 

 

ตารางที ่2  ขอ้มูล SSR primer 

SSR 
primer 

Primer sequence (5’-3’) Repeat motif 
Annealing 
temp. (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 

   
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 
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4. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการท า Electrophoresis ใน Polyacrylamide gel 

 4.1 อุปกรณ์ 

  - กระจก 

  - ชุด Gel electrophoresis 

  - กระดาษ Kimwipes 

  - กระบะพลาสติก 

 4.2 สารเคมี 

  - Clear view 

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

  - Acetic acid 0.5% 

  - เอทานอล 95% 

  - Polyacrylamide 6% 

  - APS 10% (Ammonium per sulfate 10%) 

  - TEMED 

- 1x TBE buffer 

  - Fix solution 

  - Silver staining 

  - Develop solution 

  - Formaldehyde 37% 

 

5. วธีิการ 

 

5.1 การสกดัดีเอน็เอยางพารา ใช้วธีิ CTAB ซ่ึงดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1990) 

1) ใส่ใบอ่อนยางพาราลงในโกร่ง เติม 2x CTAB buffer (extraction buffer) ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร แลว้บดใบอ่อนยางพาราใหล้ะเอียด 



12 
 

2) ดูดสารละลายจากขอ้ 1) ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์700 ไมโครลิตร น าไปแช่ใน 
water bath ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (พลิกหลอดไปมา ทุก ๆ 5 นาที) 

3) เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมา 
(ประมาณ 200 คร้ัง) แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที (rpm) นาน 5 นาที 

4) ดูดสารละลายใสดา้นบน ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจห์ลอด
ใหม่ เติม isopropanol ปริมาตร 400 ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ จะเห็นสายดีเอ็นเอปรากฏ
อยูใ่นสารละลาย 

5) ป่ันเหวีย่งสารละลายดีเอน็เอท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 10 วินาที จะไดต้ะกอนดีเอ็น
เอติดอยูท่ี่กน้หลอด 

6) เทสารละลายทิ้ง แลว้ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ยเอทานอล 70% จ านวน 2 คร้ัง 

7) ตากตะกอนดีเอน็เอใหแ้หง้ในตูอ้บ 

8) เติมสารละลาย TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แล้วเก็บ
สารละลายดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

9) วดัความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอ ดว้ยเคร่ือง Nanodrop2000 

 

5.2 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิคพซีีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

1) เจือจาง (dilute) สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้ให้มีความเขม้ขน้ 20 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร ดว้ยน ้า 18 เมกกะโอห์ม 

2) เตรียม Master mix ส าหรับ 100 reaction โดยมีองคป์ระกอบดงัน้ี 

  - น ้า 18 เมกกะโอห์ม   484 ไมโครลิตร 

  - 10x Taq buffer    100 ไมโครลิตร 

  - 25 มิลลิโมล MgCl2   60 ไมโครลิตร 

  - 1 มิลลิโมล dNTPs   100 ไมโครลิตร 

  - 10 ไมโครโมล Forward primer  25 ไมโครลิตร 

  - 10 ไมโครโมล Reverse primer  25 ไมโครลิตร 

  - Taq polymerase   6 ไมโครลิตร 

   รวม    100 ไมโครลติร 
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3) ดูดสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลว้ลงใน 96 well plate PCR ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
เติม Master mix ลงไป 8 ไมโครลิตร แลว้ป่ันเหวีย่งใหส้ารละลายเขา้กนั ประมาณ 3 วนิาที 

4) น าเขา้เคร่ือง PCR ก าหนดโปรแกรม Thermocycling รายละเอียดแสดงดงัตารางท่ี 3 
โดยแต่ละคู่ Primers ก าหนดอุณหภูมิในช่วง Annealing แสดงดงัตารางท่ี 2  

 

ตารางที ่3  โปรแกรม Thermocycling 

ปฏิกริิยา อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา  

First denaturing 
Denaturing 
Annealing 
Extension 
Final extension 
Hold 

94 
94 

(แสดงดงัตารางท่ี 2) 
72 
72 
16 

5 นาที 
1 นาที 

45 วนิาที 
1 นาที 
7 นาที 
∞ 

 
 

30 cycles 
 
 

 
 

5) ผสม Sequencing dye ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงใน PCR product แลว้เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

5.3 การท า Electrophoresis ใน Polyacrylamide gel 

1) วธีิเตรียมกระจก 

  1.1) ขั้นตอนเช็ดกระจก 

   - เช็ดกระจกดว้ยเอทานอล 95% 3 คร้ัง 

- เตรียม Binding solution โดยใช ้Acetic acid 0.5% ในเอทานอล 95% 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมกับ Bind silane ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร แลว้เช็ดใหท้ัว่กระจก 2 คร้ัง 

   - เช็ดซ ้ าดว้ยเอทานอล 95% 2 คร้ัง 

  1.2) ขั้นตอนเช็ด chamber 

   - เช็ด chamber ดว้ยเอทานอล 95% 3 คร้ัง 
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   - หยด clear view ลงบน chamber แลว้เช็ดใหท้ัว่ 2 คร้ัง 

   - เช็ดซ ้ าดว้ยเอทานอล 95% 2 คร้ัง 

- แลว้ประกอบกระจก chamber และ spacer เขา้ดว้ยกนั โดยวาง spacer 
ไวด้า้นขา้งระหวา่งกระจก และ chamber เพื่อสร้างช่องวา่งส าหรับเทเจล 

2) วธีิเตรียมเจล และท า Electrophoresis ใน Polyacrylamide gel 

2.1) ผสม Acrylamide gel 6% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร, APS 10% ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร และ TEMED 50 ไมโครลิตร ใหเ้ขา้กนั 

2.2) เท Acrylamide gel ลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกกบั chamber เสียบหวีลงบน
เจลเพื่อสร้างช่องวา่งส าหรับโหลดตวัอยา่ง รอเจลแขง็ตวั ประมาณ 2 ชัว่โมง 

2.3) น าหวอีอก แลว้ประกอบกระจกเขา้กบัเคร่ือง Electrophoresis Polyacrylamide 
gel หลงัจากนั้นเติม 1x TBE buffer และ pre-run โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 1,500 
โวลต์ 100 มิลลิแอมแปร์ 100 วตัต์ เป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้เจลมีอุณหภูมิ
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส 

2.4) ก าจดัยเูรีย และเศษเจล ออกจากช่องโหลดตวัอยา่ง แลว้เสียบหวีลงในเจล เพื่อ
สร้างช่องโหลดตวัอยา่ง (well) 

2.5) โหลดตวัอย่างดีเอ็นเอลงใน well ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และโหลด 10 bp 
Marker ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ท่ีช่องแรกและช่องสุดทา้ยของเจล 

2.6) เปิดเคร่ือง Electrophoresis ท่ี 1,500 โวลต ์100 มิลลิแอมแปร์ 45 วตัต ์โดยเม่ือ
แถบสีดีเอน็เอเคล่ือนท่ีลงมาประมาณ 2 เซนติเมตร หยดุการท างานของ Power 
supply เพื่อน าหวอีอก แลว้ Run ต่อจนแถบดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีลงมาประมาณ 17 
เซนติเมตร (เวลา 1 ชัว่โมง 30) 

 

3) วธีิการยอ้มเจลดว้ยวธีิ Silver staining 

3.1) แช่กระจกใน fixer ท่ีอุณหภูมิประมาณ 16 องศาเซลเซียส เขยา่ไปมานาน 5 
นาที 

3.2) ยอ้มกระจกใน Silver staining เขยา่ไปมานาน 7 นาที 

3.3) ลา้งกระจกโดยน ากระจกมาผา่นน ้า ประมาณ 10 วนิาที 
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3.4) แช่กระจกใน Developer ท่ีเติม formaldehyde 37% ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
เขยา่จนกวา่จะปรากฏแถบดีเอน็เอ 

3.5) น ากระจกแช่ใน fixer ประมาณ 2 นาที แลว้ลา้งน ้า ประมาณ 5 นาที 

3.6) ตากกระจกใหแ้หง้ และน าไปวเิคราะห์ขอ้มูล 

 

5.4 การวเิคราะห์ข้อมูล 

1) สกอร์ (score) แถบดีเอ็นเอลงในโปรแกรม Microsoft Excel โดยให้ต าแหน่งท่ีปรากฏ
แถบชดัเจนเป็น 1 ต าแหน่งท่ีไม่ปรากฏแถบเป็น 0 และต าแหน่งท่ีขอ้มูลสูญหาย (missing data) เป็น 
-1 ตามรูปแบบ Binary data 

2) ใชโ้ปรแกรม GenAlEx 6.501 วิเคราะห์ Principal Coordinates Analysis และ Pairwise 
Population Matrix of Nei’s Genetic Distance 

3) ใชโ้ปรแกรม Past วิเคราะห์ Cluster analysis โดยวิธี Pair-Group Method (Gower’s 
analysis) 

 

5.5 สถานทีท่ าการทดลอง 

การวจิยัน้ีทดลองท่ีโรงเรือนภาควชิาพืชไร่นา และห้องปฏิบติัการเทคโนโลยีชีวภาพดา้น
พืช ภาควชิาพืชไร่นา คณะเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน 

 

5.6 ระยะเวลาท าการทดลอง 

เร่ิมตั้งแต่ เดือนกุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2557  ส้ินสุด  เดือนตุลาคม พ.ศ. 2557 
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ผลและวจิารณ์ 

 

การประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีน าเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ี
จงัหวดัจนัทบุรี โดยใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์ สามารถอธิบายผลการทดลองได้
ดงัน้ี 

 

1. ผลของปฏิกริิยา PCR 

 

 จากการศึกษาผลของปฏิกิริยา PCR ของคู่ Primers จ านวน10 คู่ไพรเมอร์ ไดแ้ก่ HB41, 
HB42, HB49, HB56, HB57, HB64, HB72, HB79, HB86 และ HB87 ให้ผลการสกอร์แถบดีเอ็นเอ
ของยางพารา 63 ตวัอยา่งบนต าแหน่ง (loci) ท่ีแตกต่างกนัรวมทั้งหมด 85 ต าแหน่ง  

 

 
 

ภาพที ่1 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB64 กบัตวัอยา่งดีเอ็นเอ
ของยางพารา จ านวน 63 ตวัอยา่ง (M = marker 10 bp ladder) 

 

2. Nei’s Genetic Distance 

 

 จากการวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อหาค่า Nei’s Genetic Distance (ตารางท่ี 4) ประเมิน
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งประชากร พบวา่ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งตวัอยา่ง
ยางพาราในป่าชุมชนโครงการอ่างเอ็ด จ.จนัทบุรี (pop1) กบั ยางพาราจาก ต.พวา อ.แก่งหางแมว  
จ.จนัทบุรี (pop2) มีค่า Nei’s Genetic Distance ต ่าท่ีสุด (0.027) ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
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ระหวา่งตวัอยา่งยางพาราในป่าชุมชนโครงการอ่างเอ็ด จ.จนัทบุรี (pop1) กบั ยาง RRIM 600 ของ
สถานีสิทธิพรกฤดากร (pop4) มีค่า Nei’s Genetic Distance สูงท่ีสุด (0.135)  

หากมีค่า Nei’s Genetic Distance สูง จะมีความแตกต่างระหว่างประชากรมาก หากค่า 
Nei’s Genetic Distance ต  ่า จะมีความใกลเ้คียงกนัระหวา่งประชากร (Kubik et al., 2009) ตวัอยา่ง
ยางพาราในป่าชุมชนโครงการอ่างเอ็ด จ.จนัทบุรี (pop1) มีความแตกต่างจากยาง RRIM 600 ของ
สถานีสิทธิพรกฤดากร (pop4) ยาง RRIT 251 (pop5) และยาง RRIM 600 จ.น่าน (pop6) มาก 
ยางพาราจาก ต.พวา อ.แก่งหางแมว จ.จนัทบุรี (pop2) กบัยางพาราจาก ต.คลองนารายณ์ อ.เมือง  
จ.จนัทบุรี (pop8) มีความแตกต่างจากยาง RRIM 600 ของสถานีสิทธิพรกฤดากร (pop4) มากกวา่
ประชากรแหล่งอ่ืน ยางพาราจาก ต.คมบาง อ. เมือง จ.จนัทบุรี (pop7) แตกต่างจากยาง RRIM 600 
ของสถานีสิทธิพรกฤดากร (pop4) และยาง RRIM 600 จ.น่าน (pop6) มาก 

 

ตารางที ่4  Pairwise Population Matrix of Nei’s Genetic Distance 

Pop1 Pop2 Pop3 Pop4 Pop5 Pop6 Pop7 Pop 8 

 0 

       

Pop1 

0.027 0 

 
     

Pop2 

0.053 0.030 0 

     

Pop3 

0.135 0.096 0.063 0 

    

Pop4 

0.083 0.059 0.050 0.096 0 

   

Pop5 

0.088 0.073 0.062 0.118 0.028 0 

  

Pop6 

0.066 0.052 0.076 0.104 0.066 0.093 0 

 

Pop7 

0.077 0.046 0.065 0.119 0.052 0.059 0.044 0 Pop 8 

 

3. เดนโดรแกรม (Dendrogram) 

 

 จากการวิเคราะห์ขอ้มูลแถบดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม Past โดยใช้วิธี Pair-Group Method 
(Gower’s analysis) สร้างเดนโดรแกรม (Dendrogram) แสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
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ยางพาราจ านวน 63 ตวัอยา่ง มีค่า Cophenetic Correlation (Coph. Corr) ของเดนโดรแกรมเท่ากบั 
0.7837 รายละเอียดแสดงดงัภาพท่ี 2 

 
ภาพที ่2 เดนโดรแกรม (Dendrogram) จากการวิเคราะห์ Cluster analysis โดยวิธี Pair-Group 

Method (Gower’s analysis) ของตวัอยา่งดีเอ็นเอยางพารา จ านวน 63 ตวัอยา่ง จากการใช ้
SSR marker 
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 ท่ีระยะ Distance 0.24 สามารถจ าแนกกลุ่มยางพาราได ้4 กลุ่ม โดยตวัอย่างยางพาราจาก
พื้นท่ีป่าชุมชนโครงการอ่างเอ็ด จ.จนัทบุรี (12) เป็นยางพาราท่ีมีความแตกต่างกนัภายในประชากร 
และมีหน่ึงตวัอยา่งท่ีแตกต่างจากประชากรกลุ่มอ่ืน ๆ 

 

อตัราความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของยางพาราท่ีน ามาประเมินความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม พบว่ามีอตัราการแปรปรวนภายในประชากรเท่ากบั 84 เปอร์เซ็นต์ และอตัราการ
แปรปรวนระหวา่งประชากรเท่ากบั 16 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 3) 

 
ภาพที ่3 เปอร์เซ็นตค์วามแปรปรวนเคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular variance) ของประชากร

ยางพารา 

 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

 การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์ ในการประเมินความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของยางพาราท่ีน าเขา้มาปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดัจนัทบุรี เปรียบเทียบกบัยางพาราพนัธ์ุ 
RRIT 251 จากศูนยว์ิจยัยางฉะเชิงเทรา และยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 จากศูนยว์ิจยัยางฉะเชิงเทรา 
สถานีสิทธิพรกฤดากร และ จ.น่าน สามารถน ามาประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ยางพาราได ้โดยสามารถจ าแนกยางพาราจ านวน 63 ตวัอยา่ง ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม ยางพาราท่ีน าเขา้มา
ปลูกในระยะแรกท่ีจงัหวดัจนัทบุรีมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมจากยางพาราพนัธ์ุแนะน าทั้งสอง
พนัธ์ุ 

 

Among Pops 
16% 

Within Pops 
84% 
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 ยางพาราท่ีน าเข้ามาปลูกในระยะแรกท่ีจังหวดัจันทบุรีน้ี สามารถน ามาใช้สร้างความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมในการปรับปรุงพนัธ์ุยางพาราได้ เพราะมีอตัราความแปรปรวนภายใน
ประชากร และระหวา่งประชากรเท่ากบั 84 เปอร์เซ็นต ์และ 16 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และขอ้มูลชุด
น้ีสามารถใชเ้ป็นเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการปรับปรุงพนัธ์ุยางพาราในประเทศไทยต่อไปได ้  
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
ภาพด าเนินการทดลอง 
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ภาพผนวกที ่1ก การบดใบอ่อนยางพารา ใน 2x CTAB buffer (Extraction buffer) 

 

 
 

ภาพผนวกที ่2ก การแยกชั้นระหว่างดีเอ็นเอ (สารละลายส่วนใส) ช้ินส่วนพืช และสารละลาย
คลอโรฟอร์ม และไอโซโพรพานอล 

 

 

 

 

 

 

ดีเอ็นเอ (ส่วนใส) 

ช้ินส่วนพืช 

สารละลายคลอโรฟอร์ม และ
ไอโซโพรพานอล 
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ภาพผนวกที ่3ก สารละลายส่วนใสท่ีมีดีเอน็เอ 

 

 
 

ภาพผนวกที ่4ก การวดัความเขม้ขน้ของดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง Nanodrop2000 

 

 
 

ภาพผนวกที ่5ก การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 
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ภาพผนวกที ่6ก การประกอบกระจก เขา้กบั chamber 

 

 
 

ภาพผนวกที ่7ก การเท Acrylamide gel 

 

 
 

ภาพผนวกที ่8ก การโหลดตวัอยา่งดีเอน็เอ PCR product  
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ภาคผนวก ข 

ภาพผลการทดลอง 
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ภาพผนวกที ่1ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB41 

 

 
 

ภาพผนวกที ่2ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB42 

 

 
 

ภาพผนวกที ่3ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช ้SSR primer HB49 

 

 

 

 

160 bp 

170 bp 

150 bp 
140 bp 

M                  12                             6                       E1           C1            E2                NE                4.1                    2                  M 

M                   12                             6               E1          C1             E2               NE                4.1                    2                  M 

M                   12                                6                     E1          C1             E2          NE               4.1                   2                M 

280 bp 

330 bp 

220 bp 

190 bp 

150 bp 
160 bp 

140 bp 

130 bp 
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ภาพผนวกที ่4ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB56 

 

 
 

ภาพผนวกที ่5ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB57 

 

 
 

ภาพผนวกที ่6ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB72 

 

140 bp 

150 bp 
160 bp 

M                  12                             6                       E1           C1            E2                NE                4.1                    2                 M 

190 bp 
210 bp 
230 bp 

180 bp 

M                  12                              6                    E1            C1          E2          NE                      4.1                      2                M 

140 bp 

180 bp 

200 bp 

150 bp 
160 bp 

M                   12                              6                      E1          C1            E2            NE                   4.1                   2               M 
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ภาพผนวกที ่7ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB79 

 

 
 

ภาพผนวกที ่8ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB86 

 

 
 

ภาพผนวกที ่9ข รูปแบบของแถบดีเอน็เอจากการท าพีซีอาร์ โดยใช้ SSR primer HB87 

190 bp 

210 bp 

230 bp 
250 bp 

M                 12                             6                       E1            C1             E2             NE                  4.1                      2               M 

140 bp 

120 bp 

130 bp 

110 bp 

100 bp 

M                 12                             6                       E1            C1             E2             NE                  4.1                      2               M 

210 bp 
230 bp 

200 bp 
190 bp 

250 bp 

M                  12                             6                       E1           C1            E2            NE                   4.1                       2              M 
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