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 ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัท่ีประเทศไทยส่ง
เป็นสินค้าออกอนัดบัหนึง่ของโลก ปัจจบุนัการระบสุายพนัธุ์ของยางพาราท าได้โดยอาศยัลกัษณะ
สณัฐานวิทยาซึง่จ าเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญในการตรวจสอบ การวิจยัครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือท า
การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) และบริเวณ 
non-coding ดีเอ็นเอ ระหวา่งยีน tRNAPhe และ tRNAPro ในไมโทคอนเดรียของยางพารา จ านวน 
10 สายพนัธุ์ ผลการวิจยัพบวา่ ในบริเวณ ITS1 ของยางพาราทกุสายพนัธุ์ มีขนาดเท่ากบั 226 คู่
เบส มีล าดบัเบสตา่งกนั 2 ต าแหนง่ คดิเป็น 0.88 เปอร์เซ็นต์ (2/226) บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ
มีขนาดเทา่กบั 256 คูเ่บส ล าดบัเบสแตกตา่งกนั 1 ต าแหนง่ คดิเป็น 0.39 เปอร์เซ็นต์ (1/256) 
แสดงวา่บริเวณ ITS1 และ non-coding ดีเอ็นเอของยางพารามีความแปรปรวนต ่า ไมส่ามารถ
น ามาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการระบสุายพนัธุ์ของยางพาราได้ 
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 Rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) is an important economic crop of 
Thailand which currently is the world’s top exporter. However, the conventional 
morphological characterization of the rubber tree requires specialists. This study aims to 
analyze nucleotide sequences of the nuclear Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) 
region and non-coding region between tRNAPhe and tRNAPro genes of the mitochondrial 
DNA of ten para rubber cultivars. The size of the ITS1 region of all cultivars was 226 
base pairs, with 0.88% difference (2/226) and the non-coding region was 256 base 
pairs, with 0.39% difference (1/256) indicating low variation between cultivars. 
Therefore, the ITS1 and non-coding regions were not suitable for use as the DNA marker 
for the rubber tree identification at the cultivar level. 
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ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชท่ีล าต้นให้น า้ยาง (latex crops) 
จดัเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคญัของประเทศไทย เน่ืองจากประเทศไทยเป็นผู้ผลิตยาง
ธรรมชาตสิง่ออกรายใหญ่ของโลก (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2560) ปัจจบุนัมีความต้องการ
ใช้ยางพาราและผลิตภณัฑ์จากยางในอตุสาหกรรมตา่ง ๆ เชน่ ยางรถจกัรยานยนต์ ยางล้อรถยนต์ 
ยางล้อรถบรรทกุ ยางรัดของ ถงุมือยาง ถงุยางอนามยั กาว รองเท้า เคร่ืองมือทางการแพทย์และ
วิทยาศาสตร์ ยางปพืูน้ และน าน า้ยางพาราผสมกบัยางมะตอยเพ่ือใช้เป็นวตัถดุบิในการท าถนน 
เป็นต้น สถาบนัวิจยัยาง การยางแหง่ประเทศไทย (2559) จ าแนกยางพาราตามวตัถปุระสงค์ของ
การใช้ประโยชน์โดยแบง่เป็น 3 กลุม่ คือ 1) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิตน า้ยาง เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้
ผลผลิตน า้ยางสงู เชน่ สายพนัธุ์ BPM24, RRIT251 และ RRIT226 2) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิต 
น า้ยางและเนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ทัง้ผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้ เชน่ สายพนัธุ์ PB235 และ 
PB260 และ 3) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิตเนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงู เช่น สายพนัธุ์ 
RRIT402 และ BPM1 จากการท่ียางพาราแตล่ะสายพนัธุ์มีข้อจ ากดัของการใช้ประโยชน์แตกตา่ง
กนั ดงันัน้เกษตรกรผู้ปลกูยางพาราจงึมีความจ าเป็นต้องคดัเลือกพนัธุ์ให้ถกูต้องและตรงตาม
ลกัษณะท่ีต้องการ อยา่งไรก็ตามการคดัเลือกพนัธุ์ยางพาราโดยใช้ลกัษณะภายนอก เชน่ รูปร่างใบ 
สีของใบ รูปร่างทรงพุม่ การแตกก่ิง ความต้านทานตอ่โรค และความต้านทานตอ่สภาพแวดล้อม 
จ าเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญ และใช้เวลานาน  
 ปัจจบุนัมีการประยกุต์ใช้ข้อมลูทางพนัธุกรรมของพืชในการจดัจ าแนกและระบชุนิดท่ีท า
ได้รวดเร็ว และมีความถกูต้องแมน่ย ามากกวา่การใช้ลกัษณะสณัฐานวิทยา (Kress & Erickson, 
2012; Li et al., 2015) โดยเฉพาะข้อความพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 (Internal Transcribed 
Spacer 1) ท่ีอยูร่ะหว่างไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (rDNA) ชนิด 18S และ 5.8S ซึง่เป็นชว่งดีเอ็นเอท่ีมี
ความยาวไมม่ากนกั และข้อมลูพนัธุกรรมมีความแปรผนัท่ีสามารถใช้จ าแนกชนิดในพืชได้หลาย
ชนิด (Wang et al., 2015) รวมถึงระดบัสายพนัธุ์ได้ เชน่ Ficus carica L. (Ghada et al., 2009) 
ดงันัน้ในงานวิจยันี ้จงึศกึษาข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ท่ีสมบรูณ์ของยางพาราจ านวน 
10 สายพนัธุ์ เพ่ือใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ เพิ่มเตมิจากท่ีลกัษณา ชยัประสิทธ์ิ และชตูา บญุภกัดี 
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(2557) ท าการศกึษาไว้แล้วในบางสว่นของ บริเวณ ITS1 ท่ีมีขนาดประมาณ 60 คูเ่บส ร่วมกบั 
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 5.8S และบางสว่นของบริเวณ ITS2 (ระหวา่ง 5.8S และ 28S) และพบ
ความแตกตา่งระหวา่งสายพนัธุ์ของยางพาราเพียง 2 ต าแหนง่เทา่นัน้ ร่วมกบัท าการศกึษาบริเวณ 
non-coding ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียของพืช ท่ีอยูร่ะหวา่งยีน tRNAPhe และ tRNAPro ซึง่ยงัไมมี่
รายงานการศกึษาในยางพารา ดงันัน้ผู้วิจยัจงึศกึษาเพ่ือให้ทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ
ดงักลา่ว ในยางพาราจ านวน 10 สายพนัธุ์ เพ่ือจะสามารถใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอบง่ชีค้วาม
เป็นเอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ได้ 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เพ่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ 
ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียของยางพารา จ านวน 10 สายพนัธุ์ 
 
สมมตฐิำนของกำรวิจัย 
 บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียของยางพาราแตล่ะ
สายพนัธุ์มีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแตกตา่งกนั สามารถระบเุอกลกัษณ์ของยางพาราแตล่ะสายพนัธุ์
ได้  
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 
 1.  ทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอใน 
ไมโทคอนเดรียของยางพาราแตล่ะสายพนัธุ์ท่ีน ามาศกึษา 
 2.  สามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบ และการยืนยนัสายพนัธุ์หรือชนิดของยางพารา
ส าหรับการปรับปรุงพนัธุ์ตอ่ไปได้ 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 
 สกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนของยางพาราท่ีได้รับความอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัยาง
ฉะเชิงเทรา จ านวน 10 สายพนัธุ์ จากนัน้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ ITS1 และบริเวณ  
non-coding ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรีย ด้วยเทคนิคพีซีอาร์และสง่อา่นล าดบันิวคลีโอไทด์ จากนัน้
น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีได้มาตรวจสอบความถกูต้อง เทียบเคียงความเหมือนกบัฐานข้อมลู 
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GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST และเปรียบเทียบความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยางพาราทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ วิเคราะห์ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (genetic distance) ด้วย
โปรแกรม MEGA version 6  



บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
 ยางพารา มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Hevea brasiliensis Muell. Arg. มีถ่ินก าเนิดในทวีป
อเมริกาใต้ ยางพาราถกูน ามาปลกูในประเทศแถบเอเชียครัง้แรกในปี พ.ศ. 2416 แตไ่มป่ระสบ
ความส าเร็จในการขยายพนัธุ์ ในปี พ.ศ. 2419 Sir Henry Wickham ชาวองักฤษได้น าเมล็ด
ยางพาราจากถ่ินก าเนิดในประเทศบราซิลและเปรู จ านวน 70,000 เมล็ดมาปลกูท่ีสวน
พฤกษศาสตร์ควิ (Kew Botanical Garden) ประเทศองักฤษ และได้สง่ต้นกล้ายางพาราจ านวน 
1,900 ต้นไปปลกูท่ีสวนพฤกษศาสตร์ฮีเนอราโทโกดา (Heneratogoda) ประเทศศรีลงักา และน า
ต้นกล้าอีกจ านวน 50 ต้น ไปปลกูท่ีสวนพฤกษศาสตร์สิงคโปร์ ประเทศสิงคโปร์ และในปี พ.ศ. 
2420 ได้มีการสง่ต้นกล้าของยางพาราจากสวนพฤกษศาสตร์ฮีเนอราโทโกดา (Heneratogoda) 
ประเทศศรีลงักา จ านวน 13 ต้นไปปลกูท่ีสวนพฤกษศาสตร์สิงคโปร์ ประเทศสิงคโปร์ เน่ืองจาก 
ต้นกล้าท่ีสง่มาครัง้แรกจากสวนพฤกษศาสตร์คิวได้ตายทัง้หมด และอีกสว่นหนึง่จ านวน 9 ต้น 
น าไปปลกูท่ีเมืองกวัลากงัซา ประเทศมาเลเซีย โดยต้นกล้ายางพาราทัง้ 22 ต้น จดัเป็นบรรพบรุุษ
ของยางพาราท่ีปลกูในทวีปเอเชียในปัจจบุนั ยางพาราจดัอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae พืชวงศ์นีมี้
ลกัษณะท่ีส าคญัคือ สว่นตา่ง ๆ ของพืช เชน่ ล าต้น ก่ิง ก้าน และใบ มีน า้ยางเป็นองค์ประกอบ  
(ศานิต สวสัดกิาญจน์, 2557) ตวัอยา่งพืชในวงศ์นี ้เชน่ มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta 
Crantz) ละหุง่ (Ricinus communis L.) มะขามปอ้ม (Phyllanthus emblica L.) มะไฟ 
(Baccaurea ramiflora Lour) โป๊ยเซียน  (Euphorbia milli Desmoul) และสบูด่ า (Jatropha 
curcas Linn.) เป็นต้น ส าหรับยางพารานัน้ เป็นพืชท่ีมีโมเลกลุของยางท่ีสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ในด้านอตุสาหกรรมได้ และยงัมีความส าคญัตอ่อตุสาหกรรมการยางมากท่ีสดุ 
(กรรณิการ์ ธีระวฒันสขุ, 2556) เน่ืองจากให้ผลผลิตสงูและมีคณุสมบตัิยางท่ีดี มีเปอร์เซ็นต์เนือ้
ยางแห้ง (dry rubber content: DRC) องค์ประกอบทางเคมีของน า้ยาง ความหนืดของน า้ยางและ
อตัราการไหลของน า้ยางดีกวา่พืชท่ีให้น า้ยางชนิดอ่ืน ๆ นอกจากนีย้งัมีการปรับตวัให้เข้ากบัสภาพ
ดนิฟ้าอากาศ ภมูิประเทศ และปริมาณน า้ฝนนของประเทศไทยได้เป็นอยา่งดี 
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ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของยางพารา 
 ยางพาราประกอบด้วยอวยัวะหลายสว่นท่ีส าคญั เชน่ ราก ล าต้น ใบ ชอ่ดอก ดอก ผล 
และเมล็ด (ศานิต สวสัดกิาญจน์, 2557) ซึง่แตล่ะสว่นมีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ท่ีส าคญั ดงันี ้
 ราก   
 ระบบรากเป็นระบบรากแก้ว (tap root system) รากแก้ว (primary root) งอกออกมา
เม่ือต้นกล้ามีอายปุระมาณ 1 เดือน รากนีเ้จริญเติบโตสูผ่ิวดนิด้านลา่ง และสามารถหยัง่ลกึลงสูด่นิ
ได้ลกึถึง 2.50 เมตร บริเวณรอบ ๆ รากแก้วมีรากแขนง (lateral root หรือ secondary root) แตก
กระจายออกไปทางด้านข้าง (ภาพท่ี 2-1 ก) รากแขนงของยางพารามีความยาวและความแข็งแรง
ตามอายท่ีุเพิ่มขึน้ โดยรากแขนงท่ีมีอาย ุ1-3 ปี มีความยาวประมาณ 5-10 เมตร และมีความ
แข็งแรงสงู เม่ือยางพารามีอายเุพิ่มขึน้ตัง้แต ่4 ปีขึน้ไป รากแขนงมีความยาว 10-50 เมตรหรือ
มากกวา่ โดยระยะนีร้ากมีความแข็งแรงต ่า รากแขนงท่ีมีอาย ุ1-3  ปี แตกออกมาจากส่วนของราก
แก้ว สว่นรากแขนงท่ีมีอาย ุ4 ปีขึน้ไปแตกออกมาจากส่วนของล าต้น และเม่ือรากแขนงชดุนีต้ายไป
จะมีรากแขนงจากสว่นลา่งของรากแก้วแตกออกมาท าหน้าท่ีแทน แตร่ากแก้วท่ีแตกออกมาใหมมี่
ขนาดสัน้กวา่  
 ล าต้น 
 ยางพารามีล าต้นเป็นไม้เนือ้ออ่น มีความสงูโดยทัว่ไปประมาณ 15-25 เมตร แตส่ามารถ
สงูเตม็ท่ีได้ถึง 40 เมตร เปลือกนอกของล าต้นมีสีน า้ตาลเทา สว่นใต้เปลือกของล าต้นมี 2 สี คือ  
สีแดงหรือสีม่วงออ่น เปลือกมีความหนา 7-15 มิลลิเมตร โดยต้นออ่นมีเปลือกท่ีมีความหนากวา่
ต้นแก่ เม่ือผา่ล าต้นยางพาราตามขวางสามารถจ าแนกเป็นชัน้ ๆ (ภาพท่ี 2-1 ข-ค) ดงันี ้
 1.  ชัน้นอกสดุคือเปลือก ชัน้นีป้ระกอบด้วยเนือ้เย่ือ จ านวน 4 ชัน้ คือ   
  1.1  ชัน้คอร์ก (cork layer) เป็นชัน้บาง ๆ มีสีน า้ตาล 
  1.2  ชัน้คอร์กแคมเบียม (cork cambium) มีสีน า้ตาลเชน่เดียวกบัชัน้คอร์ก 
  1.3  ชัน้เปลือกแข็ง (hard bark) มีสีน า้ตาลอมส้ม ประกอบด้วยท่อน า้ยาง และ 
stem cell ท่ีวนไปทางขวาเป็นเกลียวรอบล าต้น 
  1.4  ชัน้เปลือกอ่อน (soft bark) เป็นชัน้ท่ีมีท่อน า้ยางหนาแนน่และมีจ านวนมากท่ีสดุ   
 2.  ชัน้เนือ้เย่ือเจริญ 
 3.  ชัน้เนือ้ไม้ (wood) 
 4.  แกนกลางล าต้น (pith) 
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 ใบ   
 ใบของยางพาราเป็นใบประกอบ ซึง่ประกอบด้วยใบยอ่ยจ านวน 3 ใบ มีตวัใบยาว
ประมาณ 10-20 เซนตเิมตร ก้านใบยาวประมาณ 15 เซนตเิมตร ส่วนก้านใบยอ่ยมีความยาว
ประมาณ 2 เซนตเิมตร (ภาพท่ี 2-1 ง) นอกจากนีเ้ม่ือพิจารณารูปร่างใบ พบวา่ ใบยางพารามี
รูปร่างใบแตกตา่งกนั เชน่ รูปไข ่หรือวงรี ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัพนัธุ์ยางท่ีใช้ปลกู การเกิดใบของยางพารา
จะเวียนเป็นเกลียวรอบล าต้น การเกิดของใบ 1 รอบ เรียกวา่ ชัน้หรือฉัตร (leaf store) ใบท่ีอยู่ด้าน
บนสดุของฉตัรเป็นใบอ่อนมีก้านใบสัน้ สว่นใบท่ีอยู่ด้านล่างสดุเป็นใบท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสดุและมี
ก้านใบยาว ส าหรับสีใบของยางพารามีหลายสี แตท่ี่พบส่วนใหญ่มี 2 สี คือ ใบออ่นมีสีมว่งเงิน 
สว่นใบแก่มีสีเขียว 
 ช่อดอกและดอก 
 ยางพารามีชอ่ดอกเป็นแบบแพนิเคลิ (panicle) เป็นช่อดอกท่ีเกิดตามมมุใบบริเวณ
ปลายก่ิงแขนงเกิดพร้อมกบัการแตกใบใหม ่(ภาพท่ี 2-1 จ) ยางพาราจดัเป็นพืชท่ีมีชอ่ดอกตวัผู้และ
ดอกตวัเมียอยูใ่นชอ่ดอกเดียวกนั เรียกวา่ พืชรวมต้น (monoecious plant) 
 ชอ่ดอกของยางพารามีหลายสี เชน่ สีเหลืองออ่น เหลือง หรือขาว ขึน้อยูก่บัพนัธุ์ยางท่ีใช้
ปลกู ดอกของยางพารามีลกัษณะพิเศษอยู ่4 ประการ คือ มีกลิ่นหอม ก้านดอกสัน้ ไม่มีกลีบดอก 
และมีตอ่มน า้หวานอยูท่ี่ฐานด้านนอกของกลีบเลีย้ง เน่ืองจากยางพาราเป็นพืชท่ีไมมี่กลีบดอก  
ท าให้ดอกเป็นดอกท่ีไมส่มบรูณ์ (incomplete flower) ดอกยางพาราจงึมีสว่นประกอบเหลือเพียง 
3 สว่น คือ กลีบเลีย้ง เกสรตวัผู้  และเกสรตวัเมีย โดยกลีบเลีย้งมีสีเขียว จ านวน 5 อนั เช่ือมติดกนัท่ี
โคน โดยสว่นปลายแตกออกเป็นสามเหล่ียมจ านวน 5 แฉก ดอกตวัผู้ของยางพารามีลกัษณะคล้าย
รูปกรวย มีขนาดเล็กกวา่ดอกตวัเมีย เม่ือดอกตวัผู้บานจะมองเห็นละอองเกสรมีสีเหลือง และมี
เมือกเหนียวจบัอยูร่อบ ๆ ดอกทัง้ดอก ดอกตวัเมียของยางพารามีรูปร่างกลมรี มีขนาดใหญ่กวา่
ดอกตวัผู้  มีต าแหนง่ท่ีเกิดบริเวณปลายสดุของก่ิงแขนง ภายในดอกประกอบด้วย 3 สว่นท่ีส าคญั
คือ   
 1.  รังไข ่(ovary) ซึง่มีขนปกคลมุ รังไขแ่บง่ออกเป็น 3 ชอ่ง (carpels) แตล่ะชอ่งมี  
3 โลคลุ  (locule) แตล่ะโลคลุมี 1 ออวลุ (ovule) 
 2.  ก้านเกสรตวัเมีย (style) มีลกัษณะสัน้ 
 3.  ยอดเกสรตวัเมีย (stigma) มีสีขาวและมีลกัษณะเป็นหยกั (lobe) 
 ผลและเมล็ด 
 ผลของยางพาราเป็นแบบแคปซูล (capsule) มีลกัษณะเป็นรอยหยกั มีเส้นผา่น
ศนูย์กลางประมาณ 4.5-5.0 เซนตเิมตร ผลของยางพาราโตเตม็ท่ีและสกุแก่ เม่ือมีอายปุระมาณ  
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5-6 เดือนหลงัจากผสมเกสร ผลเม่ือแก่มีการแตกออก และเมล็ดท่ีอยูภ่ายในดีดตวัออก แล้ว
กระเดน็ไปได้ไกลจากล าต้น ยางพารา 1 ต้นให้ผลประมาณ 45-50 ผล ในแตล่ะผลประกอบด้วย
เมล็ดจ านวน 3 เมล็ด (ภาพท่ี 2-1 ฉ-ช) เมล็ดของยางพารามีหลายลกัษณะ เชน่ รูปไข ่วงรีหรือ
วงกลม ขึน้อยูก่บัพนัธุ์ยาง มีขนาดยาว 2.0-4.0 เซนตเิมตร และกว้าง 1.0-2.5 เซนตเิมตร  
 เมล็ดยางพาราประกอบด้วยเนือ้เย่ือจ านวน 3 ชัน้ คือ 
 1.  เย่ือหุ้มเมล็ด (seed coat) มีลกัษณะแข็ง เปลือกเป็นมนัวาว มีสีเทาหรือน า้ตาล และ
มีลวดลายบนเย่ือหุ้มเมล็ดหลายสี เชน่ สีด า น า้ตาล มว่งหรือเทา 
 2.  เอนโดสเปิร์ม (endosperm) เป็นชัน้ท่ีอยูถ่ดัจากเย่ือหุ้มเมล็ดเข้ามา มี 2 สี คือ สีขาว
เม่ือเมล็ดยงัมีชีวิตอยู่ และมีสีน า้ตาล เม่ือเมล็ดตายแล้ว เอนโดสเปิร์มมีหน้าท่ีสะสมอาหาร 
 3.  ใบเลีย้ง (coteledon) เป็นชัน้ท่ีอยู่ถดัจากชัน้เอนโดสเปิร์มเข้าไป เป็นชัน้ท่ีมี
สว่นประกอบของน า้มากท่ีสดุ 
 ลักษณะประจ าสายพันธ์ุของยางพารา 
 พนัธุ์ยางพาราท่ีสถาบนัวิจยัยางแนะน าให้เกษตรกรปลกู แบง่ตามวตัถปุระสงค์ของการ
ใช้ประโยชน์ ได้เป็น 3 กลุม่ คือ 1) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิตน า้ยาง เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิต 
น า้ยางสงู 2) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ทัง้ผลผลิตน า้ยางและ
เนือ้ไม้ และ 3) กลุม่พนัธุ์ยางเพ่ือผลผลิตเนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงู (สถาบนัวิจยั
ยาง การยางแหง่ประเทศไทย, 2559) 
 1) พันธ์ุยางเพ่ือผลผลิตน า้ยางสูง เป็นสายพนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตน า้ยางสงูเป็นหลกั การ
เลือกปลกูพนัธุ์ยางในกลุม่นี ้ควรมุง่เน้นผลผลิตน า้ยาง ประกอบด้วยสายพนัธุ์ตา่ง ๆ ดงันี ้
 1.  พนัธุ์สถาบนัวิจยัยาง 226 (RRIT226)   
 แม ่x พอ่: PB5/51 x RRIM600 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศไทย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางสงู ต้านทานตอ่โรคราสีชมพไูด้ดี ต้านทานระดบัปาน
กลางตอ่โรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทราและโรคเส้นด า มีจ านวนต้นท่ีแสดงอาการเปลือกแห้ง
น้อย 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีลกัษณะเป็นรูปกรวย มีขนาดเล็ก ใบมีรูปร่างปอ้มปลาย
ใบ ใบมีสีเขียว ลกัษณะล าต้นตรง ก่ิงมีขนาดปานกลาง และแตกก่ิงเล็ก ๆ จ านวนมาก ทรงพุม่มี
ขนาดปานกลางเป็นรูปพดั 
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ภาพท่ี 2-1  สณัฐานวิทยาของยางพารา  
   ก ระบบราก ข ภาพตดัขวางสว่นประกอบของล าต้น ค ล าต้น 
   ง ใบและฉัตร จ ช่อดอกและดอก ฉ ผล ช เมล็ดยางพารา 
   ท่ีมา: สถาบนัวิจยัยาง การยางแหง่ประเทศไทย (2559) 
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 2.  พนัธุ์สถาบนัวิจยัยาง 251 (RRIT251)   
 แม ่x พอ่: คดัเลือกจากต้นกล้ายางแปลงเอกชนในจงัหวดัสงขลา 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศไทย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางสงูมาก มีจ านวนต้นเปิดกรีดมาก มีความต้านทานโรค
เส้นด าได้ดี ต้านทานระดบัปานกลางตอ่โรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา โรคราแปง้ โรคใบจดุ
คอลเลโทตริกมั โรคใบจดุก้างปลา และโรคราสีชมพ ูมีจ านวนต้นท่ีแสดงอาการเปลือกแห้งน้อย 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีขนาดใหญ่และเป็นรูปกรวย ใบมีรูปร่างปอ้มปลายใบ 
ขอบใบเป็นคล่ืน ปลายใบเรียวแหลม ใบมีสีเขียวแก่ เส้นใบมีสีเขียวออ่น เส้นกลางใบนนูมองเห็น
เดน่ชดั 
 3.  พนัธุ์สถาบนัวิจยัยาง 408  (RRIT408)   
 แม ่x พอ่: PB5/51 x RRIC101 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศไทย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางสงู สามารถทนความแห้งแล้งได้ดีกว่าพนัธุ์อ่ืน ต้านทาน
ระดบัปานกลางตอ่ราแปง้ โรคใบจดุคอลเลโทตริกมั โรคเส้นด า โรคใบจดุก้างปลา และราสีชมพ ู
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีขนาดปานกลางรูปคร่ึงวงกลม มีลกัษณะโปร่ง ใบมี
รูปร่างกลางใบปอ้มคอ่นมาทางปลายใบ สีเขียวอมเหลือง ผิวใบเป็นมนั ฐานใบสอบเรียว ปลายใบ
เป็นติง่แหลม เส้นกลางใบเดน่ชดัมีสีเหลืองอมเขียว ทรงพุม่เป็นรูปกรวย มีขนาดใหญ่ พุม่ใบโปร่ง 
 4.  พนัธุ์บีพีเอ็ม 24 (BPM24)   
 แม ่x พอ่: GT1 x AVROS1734 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศอินโดนีเซีย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางสงูในระยะแรกของการเปิดกรีด เปลือกหนาและเรียบท า
ให้กรีดง่าย มีความต้านทานโรคได้ดี โดยเฉพาะโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทราและโรคเส้นด า 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีลกัษณะเป็นรูปกรวย ทรงพุ่มมีขนาดปานกลาง ใบมี
รูปร่างปอ้มกลางใบ ใบมีสีเขียว พุม่ใบคอ่นข้างทบึ ลกัษณะล าต้นตรง แตกก่ิงมาก ก่ิงมีขนาดปาน
กลาง มีการทิง้ก่ิงน้อย เร่ิมผลดัใบเร็วและทยอยผลดัใบ ความสม ่าเสมอของขนาดล าต้นทัง้แปลง
ปานกลาง เปลือกเดมิหนามาก สว่นเปลือกงอกใหม่หนาปานกลาง  
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 5.  พนัธุ์สงขลา 36 (SONGKRA36) 
 แม ่x พอ่: PB5/63 x PB107 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศไทย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตสงูมากในระยะ 2 ปีแรก และปีกรีดตอ่ ๆ มา ในชว่งผลดัใบ
ผลผลิตจะลดลง มีความต้านทานตอ่โรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทราดี แตอ่่อนแอตอ่โรคราสี
ชมพ ูและโรคใบจดุคอลเลตโทตริกมั มีอาการเปลือกแห้งปานกลาง มีความต้านทานลมปานกลาง 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ระยะก่อนเปิดกรีด และระหวา่งกรีดมีการเจริญเติบโตปานกลาง 
ทรงพุม่มีขนาดปานกลาง เปลือกเดมิและเปลือกงอกใหม่หนาปานกลาง ปลกูได้ในพืน้ท่ีท่ีมีหน้าดนิ
ตืน้ ไมค่วรปลกูในท่ีลาดชนั และมีระดบัน า้ใต้ดนิสงู 
 6.  พนัธุ์บางปิด หรือยางพนัธุ์สิงหนาท (BANGPID) 
 ผู้ ค้นพบยางพาราพนัธุ์บางปิด คือ คณุสิงหนาท แสงประทมุ บ้านบางปิด ต าบลบางปิด 
อ าเภอแหลมงอบ จงัหวดัตราด สนใจท่ีจะทดลองเพ่ือพฒันาและปรับปรุงพนัธุ์ยางให้มีผลผลิตสงู 
โดยในปี พ.ศ. 2513 ได้สงัเกตต้นยาง 10 ต้นในสวนยางให้ผลผลิตดี จงึศกึษาและเก็บข้อมลู
เก่ียวกบัต้นยางเหลา่นีเ้ป็นเวลา 16 ปี ในจ านวนยาง 10 ต้น มีต้นหนึง่มีคณุสมบตัพิิเศษคือให้
ผลผลิตสงู มีความต้านทานโรคสงู จงึได้น าก่ิงมาขยายพนัธุ์ รอเวลาประมาณ 6 ปี พร้อมท่ีจะกรีด
ได้ และไมป่รากฎวา่กลายพนัธุ์ จงึท าให้ยางต้นนีมี้ช่ือเสียงและแพร่หลายไปในหมูช่าวสวนยาง  
แตไ่มท่ราบวา่เป็นพนัธุ์อะไร จงึเรียกวา่ ยางพนัธุ์สิงหนาท แตส่ าหรับหนว่ยราชการบางแหง่เรียกวา่ 
ยางพนัธุ์บางปิด ตามช่ือหมู่บ้าน กรมวิชาการเกษตรได้ติดตามผลการทดลองเพื่อปรับปรุงพนัธุ์
ยางพาราของคณุสิงหนาท และกองทนุสงเคราะห์การท าสวนยางตราดได้สง่เสริมให้เกษตรกรน า
ยางพนัธุ์บางปิดไปปลกู เน่ืองจากให้ผลผลิตสงู และมีความต้านทานโรคดี 
 2) พันธ์ุยางเพื่อผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้ เป็นสายพนัธุ์ท่ีให้ทัง้ผลผลิตน า้ยางและ
เนือ้ไม้ โดยให้ผลผลิตน า้ยางสงู และมีการเจริญเติบโตดี ลกัษณะล าต้นตรง และให้ปริมาตรเนือ้ไม้
ในสว่นล าต้นสงู ประกอบด้วยสายพนัธุ์ตา่ง ๆ ดงันี ้
 1.  พนัธุ์พีบี 235 (PB235)   
 แม ่x พอ่: PB5/51 x PB5/78 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศมาเลเซีย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้สงู สามารถเจริญเตบิโตได้ดีมากในทกุพืน้ท่ี 
และต้านทานตอ่โรคราสีชมพูและโรคจดุก้างปลาได้ดี 
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 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีลกัษณะเป็นรูปกรวย ฉัตรมีขนาดใหญ่ ใบมีรูปร่างปอ้ม
กลางใบ ใบมีสีเขียวอมเหลือง ปลายใบเรียวแหลม แผน่ใบขรุขระเป็นมนั เส้นกลางใบนนูมองเห็น
เดน่ชดัและเส้นใบมีสีเขียวอ่อน ระยะยางอ่อนจะแตกก่ิงเร็วมาก มีก่ิงขนาดเล็กจ านวนมากและ
ทยอยทิง้ก่ิงด้านล่าง เม่ืออายมุากขึน้จะเหลือก่ิงขนาดกลางจ านวน 4-5 ก่ิงในระดบัสงู ลกัษณะ
การแตกก่ิงไมส่มดลุ มีพุม่ใบคอ่นข้างบาง ทรงพุม่มีขนาดใหญ่ เป็นรูปกลม ลกัษณะล าต้นตรง 
เปลือกเดมิหนาปานกลาง ส่วนเปลือกท่ีงอกใหมบ่าง มีจ านวนต้นท่ีแสดงอาการเปลือกแห้ง
คอ่นข้างมาก น า้ยางมีสีครีม  
 2.  พนัธุ์พีบี 255 (PB255)   
 แม ่x พอ่: PB5/51 x PB32/36 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศมาเลเซีย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้สงู เปลือกหนาและนิ่มกรีดง่าย ต้านทานลม
คอ่นข้างดี และการเจริญเตบิโตระยะก่อนเปิดกรีดเร็วมาก ท าให้เปิดกรีดได้เร็ว 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีลกัษณะเป็นรูปคร่ึงวงกลม ฉตัรมีขนาดใหญ่ ใบมีสีเขียว
ออ่น ใบมีรูปร่างปอ้มกลางใบ ปลายใบเรียวแหลม แผน่ใบเรียบ ไมเ่ป็นมนั ขอบใบหยกัถ่ี เส้นกลาง
ใบนนูมองเห็นเดน่ชดั เส้นใบมีสีเหลืองอมเขียว ลกัษณะล าต้นตรง ระยะยางออ่นจะแตกก่ิงเร็ว 
แตกก่ิงขนาดเล็กจ านวนมาก พุม่ใบทบึ ทรงพุม่มีขนาดใหญ่มีรูปกลม เร่ิมผลดัใบคอ่นข้างช้า 
 3.  พนัธุ์พีบี 260 (PB260)   
 แม ่x พอ่: PB5/51 x PB49 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศมาเลเซีย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตน า้ยางและเนือ้ไม้สงู ต้านทานตอ่โรคโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟ
ทอปโทรา โรคจดุก้างปลาและโรคเส้นด าได้ดี และมีความต้านทานลมดี 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีขนาดเล็กและมีลกัษณะเป็นรูปกรวย ใบมีสีเขียวเข้ม ใบมี
รูปร่างปอ้มปลายใบ แผน่ใบเรียบไมเ่ป็นมนั ปลายใบเรียวแหลม ขอบใบเป็นคล่ืนหยาบ เส้นกลาง
ใบนนูมองเห็นเดน่ชดั เส้นใบมีสีเหลืองอมเขียว ก้านใบและก้านใบยอ่ยสัน้ ลกัษณะล าต้นตรง แตก
ก่ิงน้อย ก่ิงมีขนาดปานกลาง ในแตล่ะก่ิงจะมีก่ิงขนาดเล็กจ านวนมากเป็นชัน้ ๆ การแตกก่ิงสมดลุดี 
ในชว่งอายนุ้อยพุม่ใบทบึ พออายมุากจะทิง้ก่ิงด้านล่างท าให้พุม่ใบคอ่นข้างบาง ทรงพุม่มีขนาด
ปานกลางเป็นรูปกลม เร่ิมผลดัใบคอ่นข้างช้า 
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 3) พันธ์ุยางเพื่อผลผลิตเนือ้ไม้สูง เป็นสายพนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงูเป็นหลกั  มีการ
เจริญเตบิโตดีมาก ลกัษณะล าต้นตรง ให้ปริมาตรเนือ้ไม้ในสว่นล าต้นสงูมาก ผลผลิตน า้ยางจะอยู่
ในระดบัต ่า เหมาะส าหรับปลกูเป็นสวนป่าเพ่ือการผลิตเนือ้ไม้ ประกอบด้วยสายพนัธุ์ตา่ง ๆ ดงันี ้
 1.  พนัธุ์ฉะเชิงเทรา 50 (RRIT402)   
 แม ่x พอ่: RRIC110 ill. 
 แหลง่ก าเนิด: ประเทศไทย 
 ลกัษณะเดน่: ให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงู และต้านทานตอ่โรคใบจดุคอลเลโทตริกมั โรคเส้นด า 
และโรคราสีชมพไูด้ดี 
 ลกัษณะประจ าพนัธุ์: ฉตัรใบมีลกัษณะเป็นรูปกรวย โปร่ง และมีขนาดเล็ก ใบมีสีเขียว
เข้ม ใบมีรูปร่างปอ้มปลายใบ แผน่ใบเป็นมนั ขอบใบเรียบ ขอบใบย่อยแยกจากกนั ก้านใบตรงและ
สัน้ ลกัษณะล าต้นกลมใหญ่และตรง ทรงพุม่มีขนาดคอ่นข้างใหญ่ เป็นรูปกรวย ในชว่งยางออ่น
แตกก่ิงขนาดกลางและเล็กจ านวนมาก การแตกก่ิงอยูใ่นระดบัสงู การแตกก่ิงสมดลุ  

 
เคร่ืองหมายทางพันธุกรรม   
 เคร่ืองหมายพนัธุกรรม (genetic marker) หมายถึง ลกัษณะท่ีสามารถถ่ายทอดทาง
พนัธุกรรมได้ การท่ีจะสามารถแยกความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิตด้วยเคร่ืองหมายพนัธุกรรมได้ 
สิ่งมีชีวิตนัน้ต้องมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) หรือ มีความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรม (genetic  variation) (นภาวรรณ เลขะวิพฒัน์, 2551) เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมท่ี
น ามาใช้ตรวจสอบพนัธุ์ยางพารา แบง่ออกเป็น 3 ประเภทตามลกัษณะของการแสดงออก ดงันี ้
 1.  เคร่ืองหมายสณัฐานวิทยา (morphological marker) เป็นการใช้ลกัษณะท่ีปรากฏ
ภายนอกท่ีสามารถสงัเกตได้ด้วยสายตาเป็นเคร่ืองหมาย ได้แก่ รูปร่างของใบ สีของใบ ลกัษณะ
ทรงพุม่ และผลผลิตน า้ยาง เป็นต้น เคร่ืองหมายพนัธุกรรมในระดบัสณัฐานวิทยาท่ีสามารถใช้
จ าแนกพนัธุ์ยางได้ด้วยวิธีง่าย ๆ และท าได้ทนัทีในแปลงปลกู ไมต้่องเก็บตวัอยา่งไปวิเคราะห์ และ
ไมต้่องอาศยัวิธีทางวิทยาศาสตร์ท่ียุง่ยากซบัซ้อน อยา่งไรก็ตามเคร่ืองหมายทางสณัฐานวิทยาก็มี
ข้อก าจดั เน่ืองจากลกัษณะทางสณัฐานวิทยามกัได้รับผลกระทบจากสภาพแวดล้อมท่ี
เปล่ียนแปลงไป ได้แก่ รูปร่างของใบ สีของใบ ขนาดทรงพุ่ม ผลผลิตน า้ยาง จะได้รับผลกระทบ
โดยตรงจากความอดุมสมบรูณ์ของดนิและปุ๋ ย และบางลกัษณะสามารถจ าแนกได้ในบางระยะของ
การเจริญเติบโต เชน่ ทรงฉตัร จะเห็นเป็นรูปร่างตา่ง ๆ ได้ชดัเจนเฉพาะในยางออ่น 1-2 ปี ซึง่
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เจ้าหน้าท่ีท่ีจะสามารถตรวจสอบความแตกตา่งของพนัธุ์ยางได้ถกูต้องแมน่ย า จะต้องเป็นผู้ ท่ีมี
ความช านาญและประสบการณ์สงู 
 2.  เคร่ืองหมายชีวเคมี (biochemical marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีได้จากการศกึษา
วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในต้นยาง ได้แก่ เอนไซม์ตา่ง ๆ เคร่ืองหมายชีวเคมีมีข้อจ ากดั
ท่ีการแสดงออกของเอนไซม์จะได้รับผลกระทบจากสภาพแวดล้อม และระยะการเจริญเตบิโตท่ี
แตกตา่งกนั เคร่ืองหมายชีวเคมีมีข้อจ ากดัคือ การเก็บตวัอยา่งเพื่อน าไปตรวจวิเคราะห์ใน
ห้องปฏิบตักิารคอ่นข้างยุง่ยาก และเฉพาะเจาะจงกบัระยะท่ีมีการแสดงออกของเอนไซม์ท่ีจะ
ตรวจสอบ 
 3.  เคร่ืองหมายโมเลกลุ หรือเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (molecular marker or DNA marker) 
เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างจากชิน้สว่นดีเอ็นเอหรือเป็นล าดบัเบสชว่งหนึง่บนโครโมโซม ซึง่สามารถ
บอกถึงต าแหนง่ใดต าแหนง่หนึง่บนโครโมโซมท่ีตรวจสอบและมีการถ่ายทอดสูรุ่่นลกูได้ 
เคร่ืองหมายโมเลกลุมีข้อได้เปรียบคือชิน้สว่นดีเอ็นเอมีจ านวนมาก สภาพแวดล้อมและระยะการ
เจริญเตบิโตไมมี่อิทธิพลตอ่การแสดงออกของเคร่ืองหมายโมเลกลุ มีความถกูต้องแมน่ย าสงู จงึมี
การน าเคร่ืองหมายโมเลกลุมาใช้ประโยชน์ในการตรวจสอบเพ่ือจ าแนกสายพนัธุ์ อนรัุกษ์พนัธุกรรม
ยาง รวมถึงการท าแผนท่ีพนัธุกรรมยาง (genetic  mapping) เพ่ือใช้ในงานปรับปรุงพนัธุ์ยาง 
ถึงแม้วา่การใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุจะมีความถกูต้องแมน่ย าสงู แตก็่มีข้อจ ากดัในเร่ืองของเทคนิค
ปฏิบตัมีิรายละเอียดขัน้ตอนทางวิทยาศาสตร์คอ่นข้างซบัซ้อน ต้องท าในห้องปฏิบตัิการ และมี
คา่ใช้จา่ยสงู 
 

จีโนมพืช (plant  genome) (สชุาดา สขุหร่อง, 2553) 
 จีโนมพืช หมายถึง สารพนัธุกรรมทัง้หมดของพืชซึง่บรรจอุยูใ่นเซลล์ ประกอบด้วย 
นิวเคลียร์จีโนม (nuclear genome) และออร์กาแนลจีโนม (organelle genome) ออร์กาแนลจีโนม
แบง่ได้เป็น 2 สว่น ได้แก่ คลอโรพลาสต์จีโนม (chloroplast genome) หรือคลอโรพลาสต์ 
ดีเอ็นเอ (chloroplast DNA หรือ cpDNA) และไมโทคอนเดรียจีโนม (mitochondrial genome) 
หรือไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอ (mitochondrial DNA หรือ mtDNA) 
 จีโนมครอบคลมุดีเอ็นทัง้สว่นท่ีเป็นยีน (genic DNA) ซึง่ท าหน้าท่ีสร้างโปรตีนท่ีใช้ใน
การท างานของเซลล์ และดีเอ็นเอสว่นท่ีไมใ่ชยี่น (non-genic DNA) ซึง่พบเป็นสว่นใหญ่ในจีโนม
ประมาณ 95% และยงัไมท่ราบบทบาทท่ีชดัเจน   
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 นิวเคลียร์จีโนม เป็นดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นนิวเคลียสของพืช มีลกัษณะเป็นเส้น (linear)  
อดัเรียงตวักนัเป็นโครโมโซม เป็นองค์ประกอบท่ีใหญ่ท่ีสดุของจีโนม ได้รับการถ่ายทอดมาจากพอ่
และแมค่นละคร่ึง ขนาดของนิวเคลียร์จีโนมแปรผนัมากในสิ่งมีชีวิต ในพืชพบได้ตัง้แต ่10 ถึง 
125,000 เมกะเบส สาเหตท่ีุตา่งกนัได้มากสว่นใหญ่เกิดจากจ านวนชดุของโครโมโซม (ploidy) 
ของพืชท่ีตา่งกนั สว่นในมนษุย์มีประมาณ 3 ล้านกิโลเบสเทา่นัน้   
 ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal  DNA) จะจดัเรียงตวัเป็นหนว่ยซ า้ (repeat unit) เป็น
พนัๆ หนว่ยซ า้ ในจีโนมพืช ครอบคลมุประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ของดีเอ็นเอทัง้หมด หน่วยซ า้ของ 
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอแยกจากกนัโดย intergenic spacer (IGS) แตล่ะหนว่ยซ า้ประกอบด้วยสว่นท่ี
ถกูถอดรหสัจากดีเอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอ (transcribed region) เร่ิมตัง้แตส่ว่น external transcribed 
spacer (ETS) ถดัมาเป็น ยีน 18S, ITS1 (internal transcribed spacer 1), ยีน 5.8S, ITS2 และ
ยีน 26S หรือ 28S ซึง่บริเวณ ITS มีขนาดความยาวและมีล าดบันิวคลีโอไทด์ไมแ่นน่อนขึน้อยู่กบั
ชนิดของพืช 
 ดีเอ็นเอบริเวณ ITS แบง่ได้เป็น 2 บริเวณ ได้แก่ ITS1 และ ITS2 ซึง่อยูร่ะหว่าง 18S กบั 
5.8S และ 5.8S กบั 26S ตามล าดบั (ภาพท่ี 2-2) บริเวณ ITS1 และ ITS2 เป็นสว่นหนึ่งของ 
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอท่ีถกูถอดรหสัเป็นไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอแตไ่มไ่ด้ประกอบอยูใ่นโครงสร้างของ 
ไรโบโซมท่ีเป็นสว่นหนึง่ของการสร้างโปรตีน แตดี่เอ็นเอสว่น ITS1 และ ITS2 ท าหน้าท่ีเป็นเพียง 
ตวัชว่ยให้ 26S และ 5.8S รวมกนัเป็น large subunit ribosome และ 18S รวมเป็นองค์ประกอบ
ของ small subunit ribosome 
 

 
 

ภาพท่ี 2-2  นิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS ท่ีอยูร่ะหวา่งไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 18S กบั 5.8S  
   และระหวา่งชนิด 5.8S กบั 26S 
   ท่ีมา: ประสบอร รินทอง, ภทัรพล เพียรชนะ และวนิดา ไทรชมภ ู(2556) 

 

 ปัจจบุนับริเวณ ITS ถกูน าไปใช้ในการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของพืชในกลุม่สมนุไพรมาก
ท่ีสดุ เน่ืองจากมีบริเวณอนรัุกษ์ จงึสามารถใช้เป็นต าแหนง่เข้าจบัของไพร์เมอร์สากล (universal 
primer) ท่ีไพรเมอร์คูเ่ดียวกนันีส้ามารถน าไปใช้ได้กบัพืชหลายชนิด นอกจากนีบ้ริเวณ ITS ยงั
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สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ได้ง่าย มีความยาวเหมาะสมในการน าไปหาล าดบัเบส
 สว่นไมโทคอนเดรียจีโนมของพืชนัน้ ประกอบด้วยยีนท่ีสร้างโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเก่ียวข้อง
กบักระบวนการหายใจระดบัเซลล์ (cellular respiration) กระบวนการฟอสโฟรีเลชนั 
(phosphorylation) และเป็นแหลง่พลงังานของเซลล์ มีดีเอ็นเอของตวัเอง มีการจ าลองโมเลกลุ 
ดีเอ็นเอ และสงัเคราะห์โปรตีนได้เอง (Burger, Gray, & Lang, 2003) โดยทัว่ไปจะมี 
ไมโทคอนเดรียเป็นพนั ๆ ในแตล่ะเซลล์ (Pereira, Carneiro, & Asch, 2010) โครงสร้างของ 
ไมโทคอนเดรียจีโนมมีลกัษณะเป็นวงแหวนเกลียวคู ่(double stranded circular DNA) ซึง่มีการ
ถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมผา่นทางด้านแม ่(maternal inheritance) ไมโทคอนเดรียจีโนมของ
พืชมีขนาดคอ่นข้างใหญ่ และมีขนาดตา่งกนัมาก ประมาณ 200-2,400 กิโลเบส (Asaf et al., 
2016) อตัราการแทนท่ีของนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียจีโนมของพืชช้ากว่าในสตัว์ 40-100 เทา่ 
และช้ากวา่ในนิวเคลียร์จีโนมและคลอโรพลาสต์จีโนม 12 และ 3-4 เทา่ ตามล าดบั ท าให้สามารถ
น าไปใช้วิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการในระดบัท่ีสงูกวา่ระดบัชนิด (species) หรือวงศ์ 
(family) เชน่ในระดบัซบัคลาส (subclass) หรือไฟลมั (phylum) ได้ดี  
 

 
 
ภาพท่ี 2-3  ไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ระหวา่งยีน tRNAPhe และ tRNAPro 
   ท่ีมา: Shearman et al. (2014) 
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ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) (สชุาดา สขุหร่อง, 2553) 
 ดีเอ็นเอบาร์โค้ดหรือรหสัแทง่ของดีเอ็นเอ เป็นเคร่ืองมือชนิดหนึง่ท่ีใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของดีเอ็นเอบริเวณใดบริเวณหนึง่หรือหลายบริเวณร่วมกนัในการระบชุนิดของสิ่งมีชีวิตได้อยา่ง
รวดเร็ว คณุสมบตัท่ีิเหมาะสมของดีเอ็นเอบาร์โค้ดคือเป็นดีเอ็นเอชว่งสัน้ ๆ ประมาณ 400-800  
คูเ่บส และต้องสามารถใช้ดีเอ็นเอชว่งนีใ้นการระบชุนิดกบัสิ่งมีชีวิตได้ทกุชนิดหรือมากชนิดท่ีสดุ  
ดีเอ็นเอบาร์โค้ดนอกจากจะชว่ยในการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของสิ่งมีชีวิตแล้ว ยงัชว่ยในการค้นพบ
สิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ ๆ ท่ียงัไมเ่คยรู้จกัมาก่อน และชว่ยในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ
อีกด้วย 
 คณุสมบตัขิองดีเอ็นเอบริเวณท่ีจะใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด  
 1.  ต้องมีความแตกตา่งทางพนัธุกรรม (genetic variability) ในระดบัชนิด 
 2.  มีบริเวณขนาบข้างท่ีอนรัุกษ์ (conserved flanking site) เพ่ือใช้เป็นต าแหนง่เข้า
เกาะของไพรเมอร์ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 3.  เป็นดีเอ็นเอชว่งสัน้ ๆ เพ่ือให้ง่ายในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 ในปัจจบุนัดีเอ็นบาร์โค้ดถกูน าไปประยกุต์ใช้กบักลุม่สตัว์มากกวา่ในพืช เน่ืองจากในพืช
มีอตัราการวิวฒันาการของล าดบันิวคลีโอไทด์ภายในจีโนมพืชต ่ากวา่ในสตัว์ (Kress & Erickson, 
2007) โดยดีเอ็นเอบาร์โค้ด คือ ล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของดีเอ็นเอท่ีถกูน ามาใช้เป็นเคร่ืองมือ
ในการระบแุละจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิต (Vijayan & Tsou, 2010; Xiang, Zhang, Lu, & Li, 
2011; Liu et al., 2014) ซึง่เป็นวิธีการท่ีสามารถท าได้อย่างรวดเร็ว และมีความถกูต้องแมน่ย า
มากกวา่การใช้ลกัษณะสณัฐานวิทยา (Kress & Erickson, 2012; Li et al., 2015) 
 

ปฏกิริิยาลูกโซ่โพลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (สมาคมพนัธุศาสตร์แหง่ประเทศไทย, 2548) 
 ปฏิกิริยาลกูโซโ่พลิเมอเรส หรือ Polymerase Chain Reaction เรียกสัน้ ๆ วา่ พีซีอาร์ 
(PCR) เป็นเทคนิคพืน้ฐานทางชีววิทยาระดบัโมเลกลุ ท่ีน ามาใช้ในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม 
หรือดีเอ็นเอในหลอดทดลอง จากปริมาณ DNA ท่ีใช้เป็นแมแ่บบเพียงเล็กน้อย จนได้ผลผลิตเป็น
พนัล้านโมเลกลุ ปฏิกิริยาพีซีอาร์ คดิค้นพฒันาขึน้โดย Kary Mullis และคณะ ในปี ค.ศ. 1985 
ตัง้แตน่ัน้มาได้มีการปรับปรุงและพฒันาวิธีการเพ่ือให้เกิดประโยชน์และการประยกุต์ใช้งานมากขึน้  
 ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ประกอบด้วยสารตัง้ต้นท่ีส าคญั ดงันี ้
 1.  ดีเอ็นเอแมแ่บบหรือ ดีเอ็นเอแมพ่ิมพ์ (DNA template) เป็นดีเอ็นเอท่ีสกดัได้มาจาก
เซลล์ของมนษุย์ สตัว์ พืช หรือสิ่งมีชีวิตชนิดตา่ง ๆ 
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 2.  ดีเอ็นเอสายเร่ิมต้นขนาดสัน้ ๆ เรียกวา่ ไพรเมอร์ (primer) มีความยาวประมาณ 18-
25 เบส จ านวน 2 สาย เรียกวา่ forward primer และ reverse  primer แตล่ะสายจะมีล าดบัเบสท่ี
เข้าคู ่(complementary) กบัล าดบัเบสด้านปลาย 3’ ของสายดีเอ็นเอแมแ่บบ และสามารถจบักบั
สายดีเอ็นเอแมแ่บบได้ โดยจบัท่ีต าแหนง่ท่ีอยูข่นาบข้าง (flanking  region) ของสายดีเอ็นเอคูส่ม
กนั ก าหนดส่วนท่ีต้องการเพิ่มจ านวน  
 3.  นิวคลีโอไทด์หรือเบส มี 4 ชนิด ได้แก่ อะดีนีน (adenine, A) กวันีน (guanine, G)  
ไซโทซีน (cytosine, C) และไทมีน (thymine, T) ซึง่เป็นสว่นประกอบส าคญัของโครงสร้างดีเอ็นเอ 
 4.  เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส (DNA polymerase) ท าหน้าท่ีในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ
สายใหม ่เอนไซม์นีมี้หลายชนิด ท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไปเป็นเอนไซม์ท่ีสกดัได้จากแบคทีเรียช่ือ Thermus 
aquaticus จงึเรียกเอนไซม์นีว้า่ Taq DNA polymerase แบคทีเรียชนิดนีอ้าศยัในน า้พรุ้อน มี
คณุสมบตัทินตอ่อณุหภมูิสงูได้ถึง 95 องศาเซลเซียส และอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การท างานของ
เอนไซม์คือประมาณ 72 องศาเซลเซียส  
 5.  แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) เป็นสารเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ DNA polymerase 
 6.  บพัเฟอร์ (buffer) เป็นสารท่ีท าให้สภาพของสารในหลอดทดลองมีสภาวะความเป็น
กรด-ดา่ง (pH) ท่ีเหมาะสมตอ่การเกิดปฏิกิริยา 
 7.  น า้ท่ีปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอส (nuclease free water) ซึง่ใช้ผสมกบัสารตัง้ต้น
ดงักลา่วทัง้หมด  
 การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ประกอบด้วย 3 ขัน้ตอนหลกั คือ 

 1.  การแยกสายดีเอ็นเอแมแ่บบ (denaturation) โดยใช้อณุหภมูิสงู 94-95 ̊ C เป็นเวลา
ประมาณ 30-60 วินาที  เพ่ือให้ดีเอ็นเอคลายเกลียวคูอ่อกจากกนัเป็นสายเด่ียว และท าหน้าท่ีเป็น
แมแ่บบในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ 

 2.  การจบัของสายไพรเมอร์ (primer annealing) โดยใช้อณุหภมูิ 50-65 ̊ C เป็นเวลา
ประมาณ 30-60 วินาที เพ่ือให้ไพรเมอร์เข้าจบักบัดีเอ็นเอแมแ่บบในบริเวณท่ีล าดบัเบสเข้าคูก่นั 
 3.  การสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหมโ่ดยการตอ่สายไพรเมอร์ (primer extension) โดยใช้

อณุหภมูิ 70-75 ̊ C เป็นเวลาประมาณ 30-120 วินาที ขึน้อยูก่บัความยาวของดีเอ็นเอท่ีต้องการ
เพิ่มจ านวน ขัน้ตอนนีเ้อนไซม์ DNA polymerase จะท าหน้าท่ีน าเบส (A, T, C, G) ท่ีเข้าคูก่บั  
ดีเอ็นเอแมแ่บบมาตอ่เข้าท่ีปลายของสายไพรเมอร์ทัง้สองเพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอสายใหม่ 
 ปฏิกิริยาทัง้ 3 ขัน้ตอนหลกัรวมเรียกวา่ 1 รอบพีซีอาร์ (PCR cycle) เกิดขึน้โดยน าหลอด
ทดลองท่ีมีสว่นผสมดงักลา่วข้างต้นเข้าเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเออตัโนมตั ิซึง่เป็นเคร่ืองท่ีสามารถ
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เปล่ียนแปลงอณุหภมูิสงู-ต ่าได้อยา่งรวดเร็ว รวมทัง้ก าหนดจ านวนรอบและเวลาส าหรับปฏิกิริยา
ในแตล่ะขัน้ตอนได้อยา่งอตัโนมตัิ 
 ปฏิกิริยาพีซีอาร์จะเกิดขึน้ซ า้ ๆ ประมาณ 25-40 รอบ โดยสายดีเอ็นเอท่ีสงัเคราะห์ขึน้ใน
แตล่ะรอบจะถกูใช้เป็นแมแ่บบในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหมใ่นรอบตอ่ ๆ ไปจนสิน้สดุปฏิกิริยา 
ดงันัน้ผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้จงึเพิ่มขึน้เป็นทวีคณู เรียกการเพิ่มจ านวนแบบนีว้า่ exponential 
amplification ซึง่ปฏิกิริยาทัง้หมดใช้เวลาเพียง 2-3 ชัว่โมง ดงัแสดงในภาพท่ี 2-4 
 

 
 

ภาพท่ี 2-4  ขัน้ตอนของปฏิกิริยาพีซีอาร์ใน 1 รอบปฏิกิริยา 
   ท่ีมา: https://global.britannica.com/science/polymerase-chain-reaction 
 
งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 มีรายงานการศกึษานิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS ท่ีอยูร่ะหวา่ง 18S, 5.8S และ 26S  
ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ ท่ีสามารถน ามาใช้ในการจ าแนกพืชในระดบัชนิดได้ รวมทัง้บริเวณ ITS นีย้งั
ถกูเสนอให้ใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดส าหรับกลุม่พืชมีเมล็ด โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในพืชชัน้สงู (Kress, 
Wurdack, Zimmer, Weigt, & Janzen, 2005; China Plant BOL Group, 2011; Fazekas, 
Kuzmima, Newmaster, & Hollongsworth, 2012; Wang et al., 2015) โดยมีตวัอย่างท่ีถกู
น าไปใช้จ าแนกพืชในระดบัชนิดในวงศ์คา่หด (Juglandeceae) เชน่ Cyclocarya paliurus, 
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Engelhardia acerofolia (Xiang et al., 2011) วงศ์ดีปลีน า้ (Potamogetonaceae) เชน่ 
ผกัตบชวา (Potamogeton crispus) (Du, Qimike, Yang, Chen, & Wang, 2011) และวงศ์ผกัชี 
(Apiaceae) เชน่ โกฐเชียง (Angelica sinensis), Ligusticum chuanxiong (Liu et al., 2014) 
เป็นต้น นอกจากนีบ้ริเวณ ITS ยงัถกูน าไปใช้จ าแนกในระดบัชนิดในสกลุเสาวรส (Passiflora 
spp.) (อนรัุกษ์ โพธ์ิเอ่ียม, สพุตัรา โพธ์ิเอ่ียม และทศันารถ กระจา่งวฒุิ, 2556) และ Pterygiella 
(Dong, Wortley, Wang, Li, & Lu, 2011) หรือน าไปใช้ร่วมกบัยีน rbcL, matK และบริเวณ trnH-
psbA ในคลอโรพลาสต์จีโนมในการระบเุอกลกัษณ์ของยาสมนุไพร (Li, Cao, But, & Shaw, 
2011) หรือใช้ร่วมกบัยีน SucS ในไมโทคอนเดรียจีโนม ยีน matK, rbcL, rps16, rpl16, บริเวณ 
trnL-F และ trnD-T ในคลอโรพลาสต์จีโนม เพ่ือจ าแนก subfamily ใหมข่องพืชในวงศ์ถัว่ 
(Leguminosae) (The Legume Phylogeny Working Group, 2017) และใช้จ าแนกสายพนัธุ์
มะขามหวาน (Tamarindus indica L.) สายพนัธุ์แสงอาทิตย์ออกจากมะขามหวานพนัธุ์อ่ืนได้  
(สวุนิดา อญัจิรเวโรจน์, อจัฉริยา รังษิรุจิ และธวชั ดอนสกลุ, 2551)  
 บริเวณ ITS1 ซึง่อยูร่ะหว่าง 18S และ 5.8S ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ ในพืชมีขนาดไมเ่ทา่กนั 
พบได้ตัง้แต ่100-681 คูเ่บส (Wang et al., 2015) บริเวณ ITS1 มีประสิทธิภาพในการจ าแนกชนิด
พืชได้ดี เชน่ จ าแนกชนิดของเคร่ืองยาเร่วน้อย (Amomum uliginosum) (ประสบอร รินทอง, 
วชัรินทร์ พากฏิพทัธ์, ปิลนัธนา เลิศสถิตธนกร และวนิดา ไทรชมภ,ู 2557) เร่วดง (A. villosum) 
(Qiao et al., 2009) และเร่วใหญ่ (Alpinia mutica) (ประสบอร รินทอง และคณะ, 2556) หรือ
บริเวณ ITS1 ถกูน าไปใช้ร่วมกบัยีน matK เพ่ือใช้จ าแนกความแตกตา่งระหวา่ง Hypericum 
perforatum และ H. androsaemum (Costa et al., 2016) และใช้จ าแนกสายพนัธุ์ในมะเดื่อ  
(F. carica L.) (Ghada et al., 2009) ได้ เป็นต้น (ตารางท่ี 2-1) ในยางพารามีการศกึษาบางสว่น
ของบริเวณ ITS1 ท่ีมีขนาดประมาณ 60 คูเ่บส ไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 5.8S และบางสว่นของ
บริเวณ ITS2 (ระหวา่ง 5.8S และ 28S) และพบความแตกตา่งระหวา่งสายพนัธุ์ของยางพารา 
เพียง 2 ต าแหนง่เทา่นัน้ จงึไมส่ามารถจ าแนกความแตกตา่งระหวา่งสายพนัธุ์ยางพาราได้ 
(ลกัษณา ชยัประสิทธ์ิ และชตูา บญุภกัดี, 2557)  
 ไมโทคอนเดรียจีโนมในพืชมีขนาดใหญ่มาก พบได้ตัง้แต ่200-2,400 กิโลเบส (Asaf  
et al., 2016) (ตารางท่ี 2-2) ไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอในพืชมีวิวฒันาการช้ากว่านิวเคลียร์ดีเอ็นเอ
และคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (Mustapha, Tamarzizt, Baraket, Abdallah, & Hannachi, 2015; 
Asaf et al., 2016; Kerten et al., 2016) ซึง่พืชแตล่ะชนิดมีขนาดของจีโนมและจ านวนยีนใน 
ไมโทคอนเดรียจีโนมแตกตา่งกนั ท าให้มีความแตกตา่งกนัในพืชแตล่ะชนิด (Liu et al., 2013) 
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นกัวิจยักลุม่นีจ้งึใช้ไมโทคอนเดรียจีโนมบอกความสมัพนัธ์และน าไปใช้จ าแนกพืชในระดบัชนิดใน
หญ้าละมาน (Oryza minuta) และหญ้าข้าวผี (O. rufipogon) (Asaf et al., 2016) และยางพารา 
(Shearman et al., 2014) เป็นต้น การศกึษาจีโนมในไมโทคอนเดรียของพืชมีไมม่ากนกั เน่ืองจาก
มีขนาดใหญ่และมีจ านวนยีน และล าดบัเบสแบบตา่ง ๆ ซบัซ้อนกวา่ของสตัว์ ท าให้การจดัเรียงตวั
ของยีนตา่ง ๆ แตกตา่งกนัในพืชแตล่ะชนิด และอตัราการแทนท่ีเบสต ่า (สริุนทร์ ปิยะโชคณากลุ, 
2552) และยงัไมมี่รายงานการศกึษาบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอซึง่เป็นสว่นท่ีไมถ่อดรหสั อยู่
ระหวา่ง ยีน tRNAPhe และ tRNAPro ในยางพารา ซึง่อาจจะพบความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์ และน ามาใช้บง่ชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ได้ 
 
ตารางท่ี 2-1  ขนาดของบริเวณ ITS1 ในพืชวงศ ์Moraceae และ Zingiberaceae  
 

วงศ์ ชนิด ขนาด (คู่เบส) แหลง่อ้างอิง 
Moraceae มะเด่ือ  

(Ficus carica L.) 
200-279 Ghada et al. (2009) 

 F. carica Zidi 200  
 F. carica Besbessi2 251  
 F. carica Besbessi1 252  
 F. carica Bidhi1 252  
 F. carica Delgane 253  
 F. carica Bither abiadh 254  
 F. carica Bidhi2 254  
 F. carica Soltani 258  
 F. carica Bidh beghal 258  
 F. carica Hemri 259  
 F. carica Besbessi3 278  
 F. carica Jrani 279  
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ตารางท่ี 2-1  (ตอ่)  
 

วงศ์ ชนิด ขนาด (คู่เบส) แหลง่อ้างอิง 
Zingiberaceae เร่วดง  

(Amomum villosum) 
178 Qiao et al. (2009) 

 เคร่ืองยาเร่วน้อย 
(Amomum uliginosum) 

180 ประสบอร รินทอง และ
คณะ (2557) 

 เร่วใหญ่ 
(Alpinia mutica) 

184 ประสบอร รินทอง และ
คณะ (2556) 

 
ตารางท่ี 2-2  ขนาดของไมโทคอนเดรียจีโนมในพืช 
 

วงศ์ ชนิด ขนาด (คู่เบส) แหลง่อ้างอิง 
Brassicaceae Arabidopsis thaliana  

 
366,924 Liu et al. (2013) 

 ผกักาดก้านขาว  
(Brassica napus) 

221,853 Liu et al. (2013) 

Caricaceae มะละกอ  
(Carica papaya) 

476,890 Liu et al. (2013) 

Solanaceae ยาสูบ  
(Nicotiana tabacum L.) 

430,597 Liu et al. (2013) 

Caryophyllaceae Silene latifolia 253,413 Liu et al. (2013) 
Fabaceae ถัว่เขียว  

(Vigna radiata L.) 
401,262 Liu et al. (2013) 

Malvaceae ฝนา้ยขน 
(Gossypium hirsutum) 

621,884 Liu et al. (2013) 

Euphorbiaceae ละหุ่ง  
(Ricinus communis) 

502,773 Liu et al. (2013) 

 ยางพารา  
(Hevea brasiliensis) 

1,325,823 Shearman et al. 
(2014) 
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ตารางท่ี 2-2  (ตอ่) 
 

วงศ์ ชนิด ขนาด (คู่เบส) แหลง่อ้างอิง 
Gesneriaceae Boea hypgrometrica 510,519 Zhang et al. (2012) 
Amaryllidaceae หอมหวัใหญ่  

(Allium cepa L.) 
316,363 Kim, Kim, Yang, and 

Kim (2016) 
Vitaceae องุ่นแดง  

(Vitis vinifera L.) 
773,279 Pereira et al. (2010) 

Salicaceae Populus tremula 783,442 Kersten et al. (2016) 
Poaceae หญ้าละมาน 

(Oryza minuta) 
515,022 Asaf et al. (2016) 

 ข้าว  
(O. sativa japonica) 

490,520 Asaf et al. (2016) 

 ข้าว  
(O. sativa indica) 

491,515 Asaf et al. (2016) 

 หญ้าข้าวผี  
(O. rufipogon) 

559,045 Asaf et al. (2016) 

 ข้าวโพด  
(Zea mays) 

569,630 Clifton et al. (2016) 

 ข้าวสาลี  
(Triticum aestivum) 

452,528 Liu et al. (2013) 

 ข้าวฟ่าง 
(Sorghum bicolor) 

468,628 Liu et al. (2013) 

 



บทที่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
วัสดุและอุปกรณ์ 

1.  เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Microcentrifuge) (Sigma, Germany) 
2.  เคร่ืองไมโครเวฟ (LG) 
3.  ชดุอปุกรณ์ gel documentation (Ingenius Syngene, United Kingdom) 
4.  เคร่ืองถ่ายภาพเจล (Syngene international Ltd., England) 
5.  เคร่ืองเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอ (Biometra, Germany) 
6.  เคร่ือง Vortex 
7.  เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่ (Tanita, Japan) 
8.  อา่งควบคมุอณุหภมูิ (Memmert GmbH) 
9.  อปุกรณ์ผา่ตดั ปากคีบ ใบมีด 
10.  ปิเปตอตัโนมตั ิ(Auto pipette) ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
11.  ทิปและทิปกรอง ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
12.  หลอด microcentrifuge ขนาด 0.2, 0.6, 1.5 และ 2.0 ไมโครลิตร 
13.  เคร่ืองนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอน า้ 
14.  Nanodrop 2000/2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) 

 
สำรเคมี 

1.  ชดุสกดัดีเอ็นเอ SP plant DNA Kit (OMEGA bio-tek, USA) 
2.  ชดุสกดัพลาสมิด PrestoTm Mini Plasmid Kit (Geneaid, Taiwan) 
3.  Agarose (Seakem, USA) 
4.  Ethidium bromide (Vivantis Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 
5.  6X Loading dry 
6.  Absolute ethanol (Merck, Germany) 
7.  Go taq green Master mix, 2X (Promega, USA) 
8.  100 bp DNA Ladder 

 9.  LB broth (Hardy diagnostics) 
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10.  ไพรเมอร์จ าเพาะบริเวณ ITS1 
11.  ไพรเมอร์จ าเพาะบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
12.  1x SB buffer 

 
กำรเตรียมตัวอย่ำง 
 สายพนัธุ์ยางพาราท่ีใช้ในงานวิจยันีมี้ทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ ได้รับความอนเุคราะห์จาก
ศนูย์วิจยัยางพารา ต าบลลาดกระทิง อ าเภอสนามชยัเขต จงัหวดัฉะเชิงเทรา ได้แก่ สายพนัธุ์  
1) PB235 2) PB255 3) PB260 4) BPM24 5) RRIT226 6) RRIT251 7) RRIT402  8) RRIT408  
9) BANGPID และ 10) SONGKRA36 และตวัอยา่งนอกกลุม่ซึง่ซือ้มาจากตลาดพนัธุ์ไม้ จงัหวดั
ชลบรีุ ท่ีอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae เดียวกนักบัยางพาราอีก 2 ชนิด คือ มนัส าปะหลงั (Manihot 
esculenta Crantz) และละหุง่ (Ricinus communis L.) และพืชตา่งวงศ์ 1 ชนิด คือ ถัว่เขียว 
(Vigna radiata L.) 
 
วิธีกำรทดลอง 
 การสกัดดีเอ็นเอ 
 ท าการสกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนของยางพาราและใบพืชนอกกลุม่ โดยน าใบท่ีมีขนาด
ความยาวประมาณ 3-4 เซนตเิมตร จ านวน 2-3 ใบ ล้างด้วยน า้สะอาด จากนัน้ใช้มีดผ่าตดัหัน่ให้
เป็นชิน้เล็ก ๆ น าไปใสล่งในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลติร น า้หนกัประมาณ 60-70 กรัม แล้ว
น าไปเข้าเคร่ืองป่ันเหว่ียงสญุญากาศ (Speed vacuum concentrator) เป็นเวลา 30 นาที แล้วใช้
แทง่แก้วบดลงในหลอดทดลองจนใบละเอียด จากนัน้เตมิ Buffer SP1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 
แล้วผสมให้เข้ากนัโดยการ vortex แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากนัน้เตมิ Buffer SP2 ปริมาตร 140 ไมโครลิตร แล้วน าไป vortex ให้เข้ากนั น าไปบม่ในอา่ง
น า้แข็งเป็นเวลา 5 นาที แล้วน าตวัอยา่งไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดดู
สว่นใสด้านบนใสล่งใน Omega Homogenizer Column ท่ีสวมอยูใ่น collection tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เตมิ Isopropanol เทา่กบัส่วนใสท่ีดดูมาในอตัราสว่น 1:1 น าไป vortex ให้เข้ากนั แล้ว
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 2 นาที ถ่ายสารละลายท่ีอยูใ่น collection tube ใส่
ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เตมิ Buffer SP3 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ absolute 
ethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัโดยการ vortex จากนัน้ดดูสารละลายปริมาตร 
650 ไมโครลิตร ถ่ายลงใน HiBind DNA Min Column ท่ีสวมอยูใ่น collection tube ขนาด 2 
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มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนท่ีไหลผา่นทิง้และวาง 
collection tube ไว้ท่ีเดมิ เติม Buffer SPW Wash ปริมาตร 650 ไมโครลิตร แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เทสว่นไหลผา่นทิง้ สวม collection tube ไว้ท่ีเดิม แล้วน าไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 2 นาที หลงัจากนัน้ย้าย HiBind DNA Column ใสล่งใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเตมิ nuclease free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้
ท่ีอณุหภมูิห้อง 5 นาที แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ี
สกดัได้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือน าไปใช้ในการทดลองตอ่ไป 
 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วยดีเอ็นเอของยางพารา
หรือของพืชนอกกลุม่ แตล่ะตวัอยา่ง (200 นาโนกรัม) 1 ไมโครลิตร, 10 mM ไพรเมอร์ ITS1 Mes L 
และ ITS1 Mes R ท่ีออกแบบขึน้ใหม่โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส าปะหลงั (GenBank 
accession no. JQ743203) ข้างละ 0.4 ไมโครลิตร, 2x taq master mix (200 µM dNTP 0.4 
ไมโครลิตร, 1.5 mM MgCl 0.6 ไมโครลิตร และ 10XBufferA 2 ไมโครลิตร) จ านวน 3.2 ไมโครลิตร 
และปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้ปราศจาก Nuclease ให้ครบ 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
โดยมีขัน้ตอนดงันี ้
 

Pre-denaturation 94 ºC 2 นาที 
Denaturation 94 ºC 45 นาที 
Annealing 62 ºC 10 นาที 
Extension 72 ºC 20 นาที 
Final extension 72 ºC 7 นาที 

 
 เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยาพีซีอาร์ น าผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้ไปตรวจสอบด้วย 1% อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซีสท่ีความตา่งศกัย์ 60 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp DNA ladder (Fermentas, Germany) น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีบริสทุธ์ิสง่วิเคราะห์อา่นล าดบั
นิวคลีโอไทด์โดยตรง จากนัน้น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพาราทัง้ 10 สายพนัธุ์ ท่ีได้มา
ตรวจสอบความถกูต้องอีกครัง้แล้วเทียบเคียงความเหมือนกบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม 
BLAST ผา่นระบบเครือขา่ยอินเตอร์เน็ต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) และเปรียบเทียบความ
แตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของยางพาราทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ วิเคราะห์

จ านวน 30 รอบ 
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ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (genetic distance) ด้วยโปรแกรม MEGA version 6 (Tamura, 
Stecher, Peterson, Filipski, & Kumar, 2013) และเลือก model BIC (Bayesian Information 
Criterion) ท่ีให้คา่ต ่าสดุ 
 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบไปด้วยดีเอ็นเอของยางพารา
หรือของพืชนอกกลุม่ แตล่ะตวัอยา่ง (200 นาโนกรัม) จ านวน 1 ไมโครลิตร, 10 mM ไพรเมอร์ trnF 
และ trnP ท่ีออกแบบมาจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพารา (GenBank accession no. 
AP014526) ใช้ข้างละ 0.4 ไมโครลิตร, 2x gotaq master mix (400 µM dATP, 400 µM dGTP, 
400 µM dCTP, 400 µM dTTP และ 3 mM MgCl) จ านวน 10 ไมโครลิตร และปรับปริมาตร
สดุท้ายด้วยน า้ปราศจาก Nuclease ให้ครบ 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยมีขัน้ตอนดงันี ้
 

Pre-denaturation 94 ºC 2 นาที 
Denaturation 94 ºC 45 นาที 
Annealing 60 ºC 20 นาที 
Extension 70 ºC 30 นาที 
Final extension 72 ºC 7 นาที 

 
 เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยาพีซีอาร์ น าผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้ไปตรวจสอบด้วย 1% อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟริซีสท่ีความตา่งศกัย์ 60 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp DNA ladder (Fermentas, Germany) น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีบริสทุธ์ิสง่วิเคราะห์อา่นล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ จากนัน้น าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพาราทัง้ 10 สายพนัธุ์ ท่ีได้มาตรวจสอบ
ความถกูต้องอีกครัง้แล้วเทียบเคียงความเหมือนกบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST 
ผา่นระบบเครือขา่ยอินเตอร์เน็ต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) และเปรียบเทียบความแตกตา่งของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของยางพาราทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ วิเคราะห์
ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (genetic distance) ด้วยโปรแกรม MEGA version 6 (Tamura et al., 
2013) และเลือก model BIC ท่ีให้คา่ต ่าสดุ 
 
 

จ านวน 30 รอบ 



 

 

บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 
Mes L และ ITS1 Mes R และน ำผลผลิตพีซีอำร์สง่อำ่นล ำดบันิวคลีโอไทด์ พบวำ่ผลผลิตพีซีอำร์
ของยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์ (สว่นมนัส ำปะหลงั ละหุง่ และถัว่เขียว ไมไ่ด้แสดงผล) มีขนำด
เทำ่กบั 503 คูเ่บส (ภำพท่ี 4-1) เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำไปเทียบเคียงกบัล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์บนฐำนข้อมลู GenBank พบวำ่เทียบเคียงได้กบับริเวณ ITS1 ของ Plukenetia 
loretensis (accession no. KP794453) ดงัภำพท่ี 4-2 ซึง่เป็นพืชท่ีจดัอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae 
เชน่เดียวกบัของยำงพำรำ และพบวำ่ บริเวณ ITS1 ของยำงพำรำทกุสำยพนัธุ์มีขนำดเทำ่กบั 226 
คูเ่บส (ภำพท่ี 4-3) 
 

 
 

 

ภำพท่ี 4-1  แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจ ำนวนในปฏิกิริยำพีซีอำร์ด้วยไพรเมอร์ ITS1 Mes L และ  
                 ITS1 Mes R ขนำด 503 คูเ่บส ของยำงพำรำ 10 สำยพนัธุ์ ตรวจสอบด้วย 
                 วิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีสท่ีควำมเข้มข้น 1% ควำมตำ่งศกัย์ 60 โวลต์  
                 เป็นเวลำ 60 นำที 
 

 
 

ภำพท่ี 4-2  บริเวณ ITS1 ระหวำ่งยีน 18S และ 5.8S rRNA ของยำงพำรำ  
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 ทัง้นีพ้บวำ่ ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีล ำดบัเบสแตกตำ่งกนั  
2 ต ำแหนง่ คิดเป็น 0.88 เปอร์เซ็นต์ (2/226) คือ ต ำแหนง่ท่ี 114 ของยำงพำรำสำยพนัธุ์ PB235, 
RRIT226, RRIT251, RRIT402 และ BANGPID แทนท่ีเบส C ด้วยเบส T และต ำแหนง่ท่ี 226 ของ
ยำงพำรำสำยพนัธุ์ PB235, RRIT251, RRIT402, RRIT408 และ BANGPID แทนท่ีเบส G ด้วย
เบส T (ภำพท่ี 4-3) ยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์ มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมเทำ่กบั 0.000-0.005 
โดยไมพ่บควำมแตกตำ่งทำงพนัธุกรรมในยำงพำรำสำยพนัธุ์ RRIT251, RRIT402, PB235 และ 
BANGPID และไมพ่บควำมแตกตำ่งทำงพนัธุกรรมในยำงพำรำสำยพนัธุ์ BPM24, PB255, PB260 
และ SONGKRA36 แตย่ำงพำรำทัง้สองกลุม่มีระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมเทำ่กบั 0.005 และ
ยำงพำรำสำยพนัธุ์ RRIT408 และ RRIT226 มีระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมจำกยำงพำรำทัง้ 8 สำย
พนัธุ์เทำ่กบั 0.002 และมีระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมระหว่ำงกนัเทำ่กบั 0.005 ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4-1 
เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำไปเปรียบเทียบกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ของพืชในวงศ์
เดียวกนั คือ มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta) ละหุง่ (Ricinus communis ) และ P. loretensis 
มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมอยูใ่นชว่ง 0.118-0.410 และพืชตำ่งวงศ์ คือถัว่เขียว (Vigna radiata) 
และองุ่นแดง (Vitis vinifera L.) (GenBank accession no. AF365988) พบวำ่มีคำ่ระยะหำ่งทำง
พนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.738-1.033 (ตำรำงท่ี 4-2)  
 

 
 
ภำพท่ี 4-3  กำรเทียบเคียงล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของยำงพำรำขนำด 226 คูเ่บส 
                 สญัลกัษณ์จดุ (.) หมำยถึง ล ำดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนัในต ำแหนง่ตรงกนั 
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ตำรำงท่ี 4-1  ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1  
                    ของยำงพำรำ 10 สำยพนัธุ์ 
 

 
ตำรำงท่ี 4-2  ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1  
                    ของยำงพำรำเปรียบเทียบกบัพืชในวงศ์ Euphorbiaceae เดียวกนัและตำ่งวงศ์  
                    คือ Vitaceae และ Fabaceae 
 

Cultivar 
Family Euphorbiaceae Family Vitaceae Family Fabaceae 

Manihot  
esculenta 

Plukenetia  
loretensis 

Ricinus 
communis 

Vitis vinifera Vigna radiata 

PB235 

0.123 0.378 0.410 0.752 1.033 
RRIT226 
RRIT402 

RRIT251 
BANGPID 
PB255 

0.118 0.369 0.401 0.738 1.012 

RRIT408 

PB206 
SONGKRA36 
BPM24 

 
 
 

Cultivar 
BANG 
PID 

BPM   
24 

PB       
255 

PB   
235 

PB   
260 

RRIT 
226 

RRIT  
251 

RRIT  
402 

RRIT 
408 

SONG 
KRA36 

BANGPID 0.000 
         BPM24 0.005 0.000 

        PB255 0.005 0.000 0.000 
       PB235 0.000 0.005 0.005 0.000 

      PB260 0.005 0.000 0.000 0.005 0.000 
     RRIT226 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.000 

    RRIT251 0.000 0.005 0.005 0.000 0.005 0.002 0.000 
   RRIT402 0.000 0.005 0.005 0.000 0.005 0.002 0.000 0.000 

  RRIT408 0.002 0.002 0.002 0.002 0.002 0.005 0.002 0.002 0.000 
 SONGKRA36 0.005 0.000 0.000 0.005 0.000 0.002 0.005 0.005 0.002 0.000 
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เม่ือน ำคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมไปสร้ำงแผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) พบวำ่ ยำงพำรำทัง้ 
10 สำยพนัธุ์อยูใ่นกลุม่เดียวกนั ซึง่แยกออกจำกตวัอยำ่งนอกกลุม่ คือ มนัส ำปะหลงั ละหุง่  
ถัว่เขียว P. loretensis และองุ่นแดง อยำ่งชดัเจน โดยมีควำมใกล้ชิดกบัมนัส ำปะหลงัมำกกวำ่ 
พืชตวัอย่ำงนอกกลุม่อ่ืน ๆ แสดงดงัภำพท่ี 4-4 
 

 
 

ภำพท่ี 4-4  แผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) แสดงควำมสมัพนัธ์จำกล ำดบันิวคลีโอไทด์ 
                 บริเวณ ITS1 ของยำงพำรำจ ำนวน 10 สำยพนัธุ์กบัตวัอยำ่งนอกกลุม่ มนัส ำปะหลงั  
                 (Manihot esculenta), ละหุง่ (Ricinus communis ), ถัว่เขียว (Vigna radiata),  
                 Plukenetia loretensis และองุ่นแดง (Vitis vinifera ) โดยใช้โปรแกรม MEGA  
                 version 6 ด้วยวิธี Nieghbor-joining สบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้ 
หมำยเหต ุ ตวัเลข 0.20 = คำ่ควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ต ำแหนง่ 
  และตวัเลขบนก่ิง (%) = คำ่ควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้ 
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 บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้ 
ไพรเมอร์ trnF และ trnP ท่ีจ ำเพำะในบริเวณยีน tRNAPhe และ tRNAPro ท่ีขนำบข้ำงบริเวณ non-
coding ดีเอ็นเอและน ำผลผลิตพีซีอำร์สง่อำ่นล ำดบันิวคลีโอไทด์ พบวำ่ผลผลิตพีซีอำร์ของ
ยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีขนำดเทำ่กบั 345 คูเ่บส (ภำพท่ี 4-5) เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยำงพำรำไปเทียบเคียงกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์บนฐำนข้อมลู GenBank พบวำ่เทียบเคียงได้กบั
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำ (GenBank accession no. AP014526) ดงัภำพท่ี 4-6 
และพบวำ่ บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำทกุสำยพนัธุ์มีขนำดเทำ่กบั 256 คูเ่บส  
(ภำพท่ี 4-6) 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภำพท่ี 4-5  แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มจ ำนวนในปฏิกิริยำพีซีอำร์ด้วยคูไ่พรเมอร์ trnF และ trnP 
                 ขนำด 345 คูเ่บส ของยำงพำรำ 10 สำยพนัธุ์ ตรวจสอบด้วยวิธีอะกำโรสเจล 
                 อิเล็กโทรโฟริซีสท่ีควำมเข้มข้น 1% ควำมตำ่งศกัย์ 60 โวลต์ เป็นเวลำ 60 นำที 
 

 
 

ภำพท่ี 4-6  บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอระหวำ่งยีน tRNAPhe และ tRNAPro ของยำงพำรำ  
 
 ทัง้นีพ้บวำ่ ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีล ำดบัเบสแตกตำ่งกนั  
1 ต ำแหนง่ คิดเป็น 0.39 เปอร์เซ็นต์ (1/256) คือ ต ำแหนง่ท่ี 33 ของยำงพำรำสำยพนัธุ์ BPM24 
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แทนท่ีเบส T ด้วยเบส G (ภำพท่ี 4-7) ยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์ มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม
เทำ่กบั 0.000-0.004 โดยยำงพำรำสำยพนัธุ์ PB235, PB255, PB260, RRIT226, RRIT251, 
RRIT402, RRIT408, BANGPID และ SONGKRA36 ไมพ่บควำมแตกตำ่งทำงพนัธุกรรม แต่
ยำงพำรำสำยพนัธุ์ BPM24 มีระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมจำกยำงพำรำทัง้ 9 สำยพนัธุ์เท่ำกบั 0.004 
ดงัแสดงในตำรำงท่ี 4-3 เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำไปเปรียบเทียบกบัล ำดบันิวคลีไทด์
ของพืชในวงศ์เดียวกนั คือ มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta) และละหุง่ (Ricinus communis ) 
มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมอยูใ่นชว่ง 0.056-0.088 และพืชตำ่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว (Vigna radiata)  
ถัว่แขก (Phaseolus vulgaris L.) และองุ่นแดง (Vitis vinifera L.) (GenBank accession no. 
AF365988) พบวำ่มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมอยูใ่นชว่ง 0.051-0.116 (ตำรำงท่ี 4-4)  
 

 
 

ภำพท่ี 4-7  กำรเทียบเคียงล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำ  
                 ขนำด 256 คูเ่บส 
                 สญัลกัษณ์จดุ (.) หมำยถึง ล ำดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนัในต ำแหนง่ตรงกนั 
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ตำรำงท่ี 4-3  ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  
                    non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำ 10 สำยพนัธุ์  
 

Cultivar 
BANG 

PID 
BPM  
24 

PB   
255 

PB   
235 

PB   
260 

RRIT 
226 

RRIT 
251 

RRIT 
402 

RRIT 
408 

SONG  
KRA36 

BANGPID 0.000 
         

BPM24 0.004 0.000 
        

PB255 0.000 0.004 0.000 
       

PB235 0.000 0.004 0.000 0.000 
      

PB260 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 
     

RRIT226 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 
    

RRIT251 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
   

RRIT402 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
  

RRIT408 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
 

SONGKRA36 0.000 0.004 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

 

ตำรำงท่ี 4-4  ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  
                    non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำเปรียบเทียบกบัพืชในวงศ์  
                    Euphorbiaceae เดียวกนั และตำ่งวงศ์ คือ Vitaceae และ Fabaceae 
 

Cultivar 
Family Euphorbiaceae Family Vitaceae Family Fabaceae 

Manihot  
esculenta 

Ricinus 
communis 

Vitis vinifera 
Phaseolus 
vulgaris 

Vigna 
radiata 

PB235 

0.060 0.088 0.116 0.060 0.051 

RRIT226 
RRIT402 
RRIT251 
BANGPID 
PB255 
RRIT408 
PB206 
SONGKLA36 
BPM24 0.056 0.088 0.116 0.065 0.056 
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เม่ือน ำคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมไปสร้ำงแผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) พบวำ่ ยำงพำรำทัง้ 
10 สำยพนัธุ์อยูใ่นกลุม่เดียวกนั ซึง่แยกออกจำกตวัอยำ่งนอกกลุม่ คือ มนัส ำปะหลงั ละหุง่  
ถัว่เขียว ถัว่แขก และองุ่นแดง อยำ่งชดัเจน แสดงดงัภำพท่ี 4-8 
 

 
 

ภำพท่ี 4-8  แผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) แสดงควำมสมัพนัธ์จำกล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  
                 non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำจ ำนวน 10 สำยพนัธุ์กบัตวัอยำ่งนอกกลุ่ม  
                 มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta), ละหุง่ (Ricinus communis ), ถัว่เขียว  
                 (Vigna radiata) ถัว่แขก (Phaseolus vulgaris) และองุ่นแดง (Vitis vinifera) โดยใช้ 
                 โปรแกรม MEGA version 6 ด้วยวิธี Nieghbor-joining สบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้  
หมำยเหต ุ ตวัเลข 0.005 = คำ่ควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ต ำแหนง่ 
  และตวัเลขบนก่ิง (%) = คำ่ควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้ 
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 เม่ือพิจำรณำควำมแปรปรวนในบริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของ
ยำงพำรำพบวำ่ บริเวณ ITS1 มีควำมแปรปรวนมำกกวำ่บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอทัง้ใน
ระหวำ่งสำยพนัธุ์ของยำงพำรำ (มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-
coding ดีเอ็นเออยูใ่นชว่ง 0.000-0.005 และ 0.000-0.004 ตำมล ำดบั) ภำยในวงศ์เดียวกนั (มีคำ่
ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเออยูใ่นช่วง 0.118-0.410 
และ 0.056-0.088 ตำมล ำดบั) และระหว่ำงวงศ์ (มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม บริเวณ ITS1 และ
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเออยูใ่นชว่ง 0.738-1.033 และ 0.051-0.116 ตำมล ำดบั) ดงัแสดงใน
ตำรำงท่ี 4-5 
 
ตำรำงท่ี 4-5  ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม (genetic distance) ของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ  
                    ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอระหวำ่งสำยพนัธุ์ของยำงพำรำ พืชในวงศ์  
                    Euphorbiaceae เดียวกนั และตำ่งวงศ์ คือ Vitaceae และ Fabaceae 
 

ตวัอยำ่ง 
คำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม 

บริเวณ ITS1 บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
ระหวำ่งสำยพนัธุ์ 0.000-0.005 0.000-0.004 
ระหวำ่งชนิดในวงศ์เดียวกนั 0.118-0.410 0.056-0.088 
ระหวำ่งวงศ์ 0.738-1.033 0.051-0.116 

 
 



บทที่ 5 
อภปิรายและสรุปผล 

 
อภปิรายผล 
 บริเวณ ITS1 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้ไพรเมอร์ ITS1 
Mes L และ ITS1 Mes R ท่ีออกแบบขึน้ใหมโ่ดยใช้ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส ำปะหลงั 
(GenBank accession no. JQ743203) ซึง่จดัอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกบัยำงพำรำ 
เน่ืองจำกปัจจบุนัยงัไมป่รำกฎข้อมลูล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณนีข้องยำงพำรำในฐำนข้อมลู 
GenBank และเม่ือน ำผลผลิตพีซีอำร์สง่อำ่นล ำดบันิวคลีโอไทด์ พบวำ่ทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีขนำด
เทำ่กบั 503 คูเ่บส เม่ือน ำมำเทียบเคียงได้เหมือนสงูสดุกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์บนฐำนข้อมลู 
GenBank ของ P. loretensis (accession no. KP794453) ซึง่จดัอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae 
เชน่เดียวกบัยำงพำรำ และพบวำ่บริเวณ ITS1 ของยำงพำรำมีขนำดเทำ่กบั 226 คูเ่บส ซึง่
สอดคล้องกบั Wang et al. (2015) ท่ีระบวุำ่บริเวณ ITS1 ในพืชมีขนำด 100-681 คูเ่บส ซึง่บริเวณ 
ITS1 ของยำงพำรำ มีขนำดใกล้เคียงกบั มะเดื่อ (F. carica L.) ท่ีมีขนำดเทำ่กบั 200-279 คูเ่บส 
โดยมะเด่ือสำยพนัธุ์ Zidi, Besbessi2, Besbessi1, Bidhi1, Delgane, Bither abiadh, Bidhi2, 
Soltani, Bidh beghal, Hemri, Besbessi3 และ Jrani  มีขนำดเท่ำกบั 200, 251, 252, 252, 253, 
254, 254, 258, 258, 259, 278 และ 279 คูเ่บส ตำมล ำดบั (Ghada et al., 2009) แต ่ITS1 ของ
ยำงพำรำมีขนำดยำวกวำ่ เร่วดง (A. villosum) ท่ีมีขนำดเทำ่กบั 178 คูเ่บส (Qiao et al., 2009) 
เคร่ืองยำเร่วน้อย (A. uliginosum) ท่ีมีขนำดเทำ่กบั 180 คูเ่บส (ประสบอร รินทอง และคณะ, 
2557) และเร่วใหญ่ (A. mutica) ท่ีมีขนำดเทำ่กบั 184 คูเ่บส (ประสบอร รินทอง และคณะ, 2556) 
และยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีล ำดบัเบสแตกตำ่งกนั 2 ต ำแหนง่ (0.88%) แสดงว่ำบริเวณ ITS1 
ระหวำ่งสำยพนัธุ์ของยำงพำรำมีควำมแปรปรวนต ่ำ มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมในช่วง 0-0.005 
นอกจำกนี ้ในรำยงำนวิจยัท่ีผำ่นมำของลกัษณำ ชยัประสิทธ์ิ และชตูำ บญุภกัดี (2557) ท่ีศกึษำ
บำงสว่นของบริเวณ ITS1 ท่ีมีขนำดประมำณ 60 คูเ่บส ร่วมกบัไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 5.8S และ
บำงสว่นของบริเวณ ITS2 (ระหวำ่ง 5.8S และ 28S) รวมมีขนำดทัง้สิน้ 382 คูเ่บส พบควำม
แตกตำ่งระหวำ่งสำยพนัธุ์ของยำงพำรำเพียง 2 ต ำแหนง่เทำ่นัน้ ซึง่ไมส่ำมำรถจ ำแนกควำม
แตกตำ่งระหวำ่งสำยพนัธุ์ยำงพำรำได้ ในขณะท่ี Ghada et al. (2009) ได้ศกึษำบริเวณ ITS1 ใน
มะเดื่อจ ำนวน 12 สำยพนัธุ์ พบวำ่สำมำรถใช้จ ำแนกสำยพนัธุ์ในมะเดื่อได้ บริเวณ ITS1 ของ
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ยำงพำรำมีควำมแปรปรวนต ่ำ ด้วยล ำดบันิวคลีโอไทด์มีควำมคล้ำยคลงึกนัภำยในชนิดเดียวกนั 
ดงันัน้จงึคำดวำ่จะสำมำรถน ำบริเวณ ITS1 มำใช้ระบเุอกลกัษณ์ในระดบัชนิดของยำงพำรำได้ 
สอดคล้องกบั Wang et al. (2015) ท่ีระบวุำ่ บริเวณ ITS1 มีประสิทธิภำพในกำรจ ำแนกชนิดพืชได้
ดี เชน่สำมำรถจ ำแนกชนิดของเคร่ืองยำเร่วน้อย (A. uliginosum) (ประสบอร รินทอง และคณะ, 
2557) เร่วดง (A. villosum) (Qiao et al., 2009) และเร่วใหญ่ (A. mutica) (ประสบอร รินทอง 
และคณะ, 2556) หรือใช้บริเวณ ITS1 ร่วมกบัยีน matK เพ่ือใช้จ ำแนกควำมแตกตำ่งระหวำ่ง  
H. perforatum และ H. androsaemum (Costa et al., 2016) ได้ เป็นต้น 
 บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้
ไพรเมอร์ trnF และ trnP ท่ีออกแบบมำจำกล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำ (GenBank 
accession no. AP014526.1) ท่ีจ ำเพำะในบริเวณยีน tRNAPhe และ tRNAPro ท่ีขนำบข้ำงบริเวณ 
non-coding เม่ือน ำผลผลิตพีซีอำร์สง่อำ่นล ำดบันิวคลีโอไทด์ พบวำ่ผลผลิตพีซีอำร์ของยำงพำรำ
ทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีขนำดเท่ำกบั 345 คูเ่บส เม่ือน ำมำเทียบเคียงกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์บน
ฐำนข้อมลู GenBank ของยำงพำรำ (accession no. AP014526.1) พบวำ่ บริเวณ non-coding  
ดีเอ็นเอของยำงพำรำมีขนำดเทำ่กบั 256 คูเ่บส และยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีล ำดบัเบสแตกตำ่ง
กนั 1 ต ำแหนง่ (0.39%) มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมในชว่ง 0-0.004 แสดงวำ่บริเวณ non-
coding ดีเอ็นเอระหว่ำงสำยพนัธุ์ของยำงพำรำมีควำมแปรปรวนต ่ำ อำจเน่ืองจำกไมโทคอนเดรียล
ดีเอ็นเอในพืชมีวิวฒันำกำรช้ำ (Mustapha et al., 2015; Asaf et al., 2016) โดยยำงพำรำสำย
พนัธุ์ BPM24 มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมจำกยำงพำรำสำยพนัธุ์อ่ืน ๆ เทำ่กบั 0.004 เน่ืองจำกมี
แมพ่นัธุ์ คือ GT1 และพอ่พนัธุ์ คือ AVROS1734 มำจำกประเทศอินโดนีเซีย ซึง่ตำ่งจำกสำยพนัธุ์
อ่ืน และเม่ือน ำไปเปรียบเทียบกบัพืชในวงศ์เดียวกนั คือมนัส ำปะหลงั และละหุง่ มีคำ่ระยะหำ่ง
ทำงพนัธุกรรมต ่ำอยูใ่นช่วง 0.056-0.088 และพืชตำ่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว ถัว่แขก และองุ่นแดง พบวำ่
มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมต ่ำอยูใ่นชว่ง 0.051-0.116 แสดงให้เห็นวำ่บริเวณ non-coding  
ดีเอ็นเอของพืชมีควำมแปรปรวนต ่ำ นำ่จะเหมำะสมน ำมำใช้ระบเุอกลกัษณ์ในระดบัชนิดของพืชได้ 
 เม่ือวิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์ไทด์บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของ
ยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์ ท่ีมีควำมแปรปรวนต ่ำ ไมส่มัพนัธ์กบัลกัษณะสณัฐำนวิทยำท่ีปรำกฎ  
ซึง่ถกูน ำไปใช้จดักลุม่พนัธุ์ยำงพำรำ โดยสถำบนัวิจยัยำง กำรยำงแหง่ประเทศไทย ท่ีจดัยำงพำรำ
สำยพนัธุ์ RRIT226, RRIT 251, RRIT408, BPM24, SONGKRA36 และ BANGPID เป็นกลุม่ท่ีให้
ผลผลิตน ำ้ยำงสงู และจดัสำยพนัธุ์ PB235, PB255 และ PB260 เป็นกลุม่ท่ีให้ผลผลิตน ำ้ยำงและ



38 

เนือ้ไม้สงู และแยกสำยพนัธุ์ RRIT402 ไว้ในกลุม่ท่ีให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงู ลกัษณะฟีโนไทป์ 
(phonotype) ท่ีแสดงออกของยำงพำรำ อำจถกูควบคมุด้วยยีนอ่ืน ๆ รวมถึงมีปัจจยัภำยนอกเข้ำ
มำเก่ียวข้อง เชน่ สภำพดนิฟ้ำอำกำศ ภมูิประเทศ และปริมำณน ำ้ ท่ีสง่ผลตอ่ลกัษณะฟีโนไทป์ท่ี
แตกตำ่งกนั ดงันัน้ลกัษณะดงักลำ่ว จะไมไ่ด้รับอิทธิพลจำกล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 และ
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอในยำงพำรำ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 บริเวณ ITS1 ของยำงพำรำทัง้ 10 สำยพนัธุ์มีขนำดเทำ่กนัคือ 226 คูเ่บส  มีควำม
แตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์เพียง 2 ต ำแหนง่ (0.88%) และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอมี
ขนำดเท่ำกนัคือ 256 คูเ่บส มีควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์เพียง 1 ต ำแหนง่ (0.39%) 
แสดงวำ่บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอของยำงพำรำมีควำมแปรปรวนต ่ำ  
ไมเ่หมำะสมท่ีจะใช้เป็นเคร่ืองหมำยดีเอ็นเอในกำรระบเุอกลกัษณ์ในระดบัสำยพนัธุ์  
 
ข้อเสนอแนะ 
 1.  ควรพิจำรณำศกึษำล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณอ่ืนเชน่ ยีน matK, rbcL และบริเวณ 
trnH-psbA ส ำหรับกำรบง่ชีใ้นระดบัสำยพนัธุ์ 
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ภาคผนวก ก 
สารเคมีและวธีิการเตรียม 

 
วิธีการเตรียมสารเคมี 
1.  ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA plus) 
 เตรียมปริมาณ 50 g 100 reaction    
 Stock 100 bp DNA ladder plus (0.5 g/l)       50 l 
 TE buffer         200 l 
 6X Orange DNA loading dye         20 l  
 6X DNA loading dye          30 l 
 
2.  1X SB buffer (เตรียมสารละลายปริมาตร 1,000 ml) 
 NaOH             8 g 
 Boric acid           45 g 
 น า้กลัน่      1,000 ml 
 




