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บทคัดย่อ 
 
  การศึกษาครัง้นีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความผันแปรทางพันธุกรรมของ
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600  และ RRIT 251 ในสวนยางพาราเกษตรกรทางภาคใต้ของประเทศ
ไทย โดยท าการเก็บตวัอย่างใบยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จ านวน 171 ตวัอย่าง และ RRIT 251 
จ านวน 21 ตวัอย่าง ในพืน้ท่ีปลูกยางทางภาคใต้ของประเทศไทย เปรียบเทียบกับพันธุ์ยาง
แนะน าจากสถาบนัวิจยัยาง จ านวน 14 สายพนัธุ์ โดยใช้เคร่ืองหมายแฮตอาร์เอพีดี และเอเอฟ
แอลพี จากการวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมโดยใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่มขนาด 
10 เบส จ านวน 11 ไพรเมอร์ คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีแสดงความแตกตา่งได้ชดัเจน จ านวน 6 ไพร
เมอร์ คือ  OPAD-01, OPAD-10, OPB-12, OPB-17, OPC-05 และ OPN-08 น าไพรเมอร์มา
ทดสอบกบัตวัอยา่งท่ีเก็บมาทัง้หมด พบว่า ให้แถบดีเอ็นเอทัง้สิน้  78 แถบ เป็นแถบท่ีแสดงความ
แตกต่างกัน จ านวน 52 แถบ  คิดเป็น 70.27 เปอร์เซ็นต์  ผลการวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอเพ่ือหา
ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม  และสร้างเดนโดรแกรมโดยวิธี  UPGMA 
(unweighted pair-group method with arithmetical averages) จากโปรแกรม NTSYS 
(version 2.1) พบว่า มีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.68-1.0 สามารถจดักลุ่ม
ได้ 8 กลุ่ม เม่ือเปรียบเทียบรูปแบบดีเอ็นเอ และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมในกลุ่มตวัอย่างพนัธุ์ 
RRIM 600 และ RRIT 251 พบความแปรปรวนของกลุ่มตวัอย่าง โดยมีคา่ดชันีความใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรมอยูร่ะหวา่ง 0.76-1.00 และ 0.78-1.00 ตามล าดบั  จากนัน้สุ่มตวัอย่างพนัธุ์ RRIM 600 
จ านวน 5 ตวัอย่าง และ RRIT 251 จ านวน 2 ตวัอย่าง ทดสอบกบัเทคนิคเอเอฟแอลพีเพ่ือยืนยนั
ผล โดยมีพนัธุ์แนะน าจ านวน 14 พนัธุ์ จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสุราษฏร์ธานีเป็นตวั
เปรียบเทียบ ท าการทดสอบกบัไพรเมอร์ 4 คู ่คือ E-AGG/P-GGG, E-AAG/P-GAC, E-ACG/P-
GAC และ E-ACG/P-GCA พบวา่ สามารถจดักลุม่ยางพาราได้ 7 กลุ่ม จากผลของแฮตอาร์เอพีดี 
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ABSTRACT 
 
                 The purpose of this study is to monitor the genetic variation of RRIM 600 and 
RRIT 251 clones in rubber plantations, southern Thailand. Leaf samples of 171 RRIM 
600 and 21 RRIT 251 were collected and two molecular techniques ;  HAT-RAPD (High 
Annealing Temperature RAPD) and AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
were used in this study. Fourteen Recommended clones from Rubber Research 
Institute of Thailand were included to compare DNA pattern with collected samples.  
Eleven 10-base oligonucleotide primers for HAT-RAPD were  initially screened and 6 
primers (OPAD-01, OPAD-10, OPB-12, OPB-17, OPC-05 and OPN-08) were chosen  to 
assess genetic variation among samples. From total 78 fragments generated by those 
primers, 52 were polymorphism (70.27%). Dendrogram from cluster analysis based on 
polymorphic band of HAT-RAPD was performed by UPGMA (Unweighted Pair-groups 
Method using Arithmetic averages) using NTSYS (Numerical Taxonomy and 
Multivariate Analysis System Version-2.1.) (version 2.1). It was found that all samples 
were classified into 8 groups with genetic similarity index value range from  0.68-1.00. 
When considered  genetic similarity within RRIM 600 and RRIT 251 populations, 
genetic variation were observed. Genetic similarity index in RRIM 600 and RRIT 251 
ranged from 0.76-1.00 and 0.78-1.00, respectively. AFLP technique was used to 
confirm genetic variation found in RRIM 600 and RRIT 251 population. Five and two 
samples of RRIM 600 and RRIT 251 were chosen for further studied, and 12 
recommended clones from Surat Thani agricultural research and development center 
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were included. According to the AFLP analysis with 4 primer-pairs (E-AGG/P-GGG,  
E-AAG/P-GAC, E-ACG/P-GAC and E-ACG/P-GCA) samples can be classified into 7 
groups. Result obtained from HAT-RAPD and AFLP confirmed genetic variation in 
RRIM 600 and RRIT 251 at rubber plantation in southern Thailand. No specific DNA 
fragment was found for RRIM 600 and RRIT 251.  
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 ขอขอบคุณ ศนูย์วิจัยและพฒันาการเกษตรสุราษฏร์ธานี และสวนเกษตรกรท่ี
เอือ้เฟือ้ตวัอยา่งพืชในการศกึษาครัง้นี ้ร่วมท าการวิจยัในครัง้นี ้ 
 ขอขอบคุณพ่ีอกัษร แคล้วคลาด พ่ีณัฎฐากร อะซิ่ม พ่ีสมศกัดิ์ โพธารส พ่ีฮูดา 
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พลนรินทร์ อินแพง นางสาววิภารัตน์ ด้วงเอียด น้องพรทิพย์ แสงศิลป์ รวมถึงคณาจารย์ บคุลากร
ภาควิชาพืชศาสตร์ทกุทา่น พ่ีๆ เพ่ือนๆ น้องๆ คณะทรัพยากรธรรมชาตท่ีิมีสว่นร่วมในความส าเร็จ
ของวิทยานิพนธ์เลม่นี ้
 สดุท้ายนีข้้าพเจ้าขอขอบพระคณุ คณุพ่อสทุนธ์ แซ่ลิ่ม คณุแม่อ านวย พุ่มข า ท่ี
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บทที่ 1 
 

บทน ำ 
 

บทน ำต้นเร่ือง 
 

ยางพาราเป็นพืชอุตสาหกรรมท่ีส าคัญของประเทศไทย และภูมิภาคอาเซียน 
ประเทศไทยเป็นผู้ ผลิตและส่งออกอันดับหนึ่งของโลก โดยมีพืน้ท่ีปลูกยาง 18.76 ล้านไร่ 
(สถาบนัวิจยัยาง, 2555) จากการเพิ่มพืน้ท่ีปลกูยางจากแหล่งปลกูยางเดิมในภาคใต้ และภาค
ตะวนัออกไปยงัแหล่งปลกูยางใหม่ในพืน้ท่ีภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือตามนโยบาย
รัฐบาลในช่วงปี พ.ศ. 2547-2549 (สถาบนัวิจยัยาง, 2550) ท าให้เกิดการขาดแคลนต้นตอตายาง  
ประกอบกับแปลงก่ิงตาของเอกชนท่ีได้รับการรับรองพันธุ์จากกรมวิชาการเกษตรมีไม่เพียงพอ 
เป็นผลให้มีการน าตายางพาราจากแหล่งท่ีไม่ได้มีการรับรองพนัธุ์ หรือตรวจสอบพนัธุ์ ท่ีถูกต้อง 
หรือแปลงก่ิงตาของเอกชนท่ีปลูกสร้างขึน้อาจไม่ตรงตามพนัธุ์ โดยเฉพาะพนัธุ์ยางชัน้ 1 ได้แก่ 
RRIT 251 และ RRIM 600 โดยพนัธุ์ RRIT 251 เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิตสงูเป็นอนัดบัหนึ่งของ
ประเทศ(สถาบนัวิจยัยาง, 2550) ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 462 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกู
ยางเดิม ให้ผลผลิต 8 ปีกรีดเฉล่ีย 343 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกูยางใหม่ มีความต้านทาน
ปานกลางต่อโรคใบร่วงไฟทอปโทรา โรคราแป้ง โรคใบจุดคอลเลโทตริกมั  (Colletotrichum leaf 
spot) โรคใบจดุก้างปลา และโรคราสีชมพ ูและคอ่นข้างต้านทานตอ่โรคเส้นด า (สถาบนัวิจยัยาง, 
2554ก) ส่วน RRIM 600 ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 297 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกูยางเดิม 
ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 263 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกูยางใหม่ แตอ่่อนแอตอ่โรคใบร่วงท่ี
เกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา โรคราสีชมพ ูคอ่นข้างอ่อนแอตอ่โรคใบจดุก้างปลา และเส้นด า คอ่นข้าง
ต้านทานตอ่โรคราแป้ง และใบจดุคอลเลโทตริกมั แตพ่นัธุ์ RRIM 600 สามารถปรับตวั และให้ผล
ผลิตได้ดีในเกือบทุกพืน้ท่ี ทนทานต่อการกรีดถ่ีได้มากกว่าพนัธุ์ อ่ืน ๆ ท าให้ RRIM 600 ได้รับ
ความนิยมจากเกษตรกรมาเป็นเวลานาน โดยประมาณ  70-80 เปอร์เซ็นต์ ของพนัธุ์ยางท่ีปลกูใน
ประเทศไทยเป็นพนัธุ์นี ้(สถาบนัวิจยัยาง, 2554ก) จากความไม่แน่ใจในพนัธุ์ยางพาราท่ีปลกูใน
แปลงเกษตรกรในปัจจุบนั  จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีจะต้องมีการตรวจสอบพันธุ์ยางพาราเพ่ือเป็น
ข้อมลูในการเฝ้าระวงั 

ปัจจุบันได้มีการน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใช้ในการศึกษาพันธุกรรมของ
ยางพารา เน่ืองจากมีความสะดวก รวดเร็ว และให้ผลท่ีถูกต้องแม่นย า เช่น การใช้เคร่ืองหมาย 
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SSR (Simple Sequence Repeat) หรือ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
(นภาวรรณ และคณะ, 2553) โดยเฉพาะเคร่ืองหมาย RAPD ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีท าได้ง่าย รวดเร็ว 
และให้ข้อมลูได้มาก แตมี่ข้อเสียเร่ืองการทดลองซ า้ ดงันัน้ จึงมีความจ าเป็นท่ีจะต้องหาเทคนิคท่ี
สามารถน าไปสู่การพัฒนาต่อยอด เพ่ือให้ง่ายต่อการน าไปปฏิบัติจริง ในการศึกษาครัง้นีใ้ช้
เทคนิค HAT-RAPD (High Annealing Temperature Random Amplified Polymorphic DNA) 
และAFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) ตรวจสอบความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมของพนัธุ์ยาง ส าหรับใช้เป็นข้อมูลสนบัสนุนการตรวจสอบยางพนัธุ์ RRIM 600 และ 
RRIT 251 เพ่ือเป็นข้อมลูให้กบัหน่วยราชการท่ีเก่ียวข้องในการควบคมุก ากบัการขยายพนัธุ์เพ่ือ
การค้า ปกป้องผลประโยชน์ให้กับเกษตรกรชาวสวนยาง สร้างความมัน่ใจให้กับเกษตรกรว่าจะ
ได้รับยางพนัธุ์ดีท่ีตรงตามพนัธุ์เพ่ือน าไปปลกูในพืน้ท่ีของตน 
 
ตรวจเอกสำร 
 
1. ประวัตกิำรปลูกยำงพำรำในประเทศไทย 
 
  ยางพาราจดัอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae สกลุ Hevea มีจ านวนโครโมโซม 2n = 
2x = 36 มีถ่ินก าเนิดบริเวณลุ่มน า้อเมซอน ประเทศบราซิล และประเทศเปรู ทวีปอเมริกาใต้ มี
การค้นพบว่ากลุ่มยางพนัธุ์ท่ีดีท่ีสดุคือ Hevea brasiliensis ซึ่งมีคณุภาพดีกว่า Hevea ชนิดอ่ืนๆ 
การปลูกยางในประเทศไทย ไม่มีบนัทึกหรือประวตัิท่ีแน่นอน แต่เช่ือกันว่า พ.ศ. 2443 (กลาง
รัชกาลท่ี 5)  พระยารัษฏานุประดิษฐ์มหิศรภกัดี (คอซิมบีณ้ระนอง) เจ้าเมืองตรังเป็นผู้น าต้น
ยางพาราเข้ามาปลูกเป็นครัง้แรกท่ีอ าเภอกันตงั จงัหวัดตรัง ต่อมามีราษฎรน ามาปลูกเป็นสวน
ยางในแถบจงัหวดัตรัง และนราธิวาส ตามล าดบั ในจงัหวดัจนัทบรีุ หลวงราชไมตรี (ปมู ปณุศรี) 
ได้เป็นผู้น าไปปลกูเม่ือประมาณ พ.ศ. 2451 สวนยางสว่นใหญ่ของประเทศขณะนัน้เป็นสวนยางท่ี
ปลูกด้วยเมล็ด แต่หลงัจากท่ีมีการจดัตัง้ส านกังานกองทุนสงเคราะห์การท าสวนยางขึน้มาในปี 
พ.ศ. 2503 เพ่ือด าเนินการปลูกยางพนัธุ์ดีทดแทนยางพนัธุ์ดัง้เดิมท่ีให้ผลผลิตต ่า สวนยางของ
ประเทศไทยจงึได้พฒันาขึน้มาเป็นล าดบั (เรวตั, 2542) พนัธุ์ยางท่ีเกษตรกรนิยมปลกูทดแทนยาง
พนัธุ์ดัง้เดิมในช่วงแรกคือ Tjir 1, PB 5/51, PR 107 และ RRIM 623 ตอ่มายางพาราพนัธุ์ RRIM 
600 และ GT 1 เร่ิมได้รับความนิยมโดยเป็นพนัธุ์ยางชัน้ 1 ในค าแนะน าพนัธุ์ยางปี พ.ศ. 2509 ซึ่ง
ยางพนัธุ์ RRIM 600 จดัเป็นพนัธุ์ยางท่ีได้รับความนิยมต่อเน่ืองจนถึงปัจจุบนั (ชูสิทธ์ิ และเวท, 
2542) ขณะท่ี RRIT 251 เป็นพนัธุ์ยางของไทยท่ีให้ผลผลิตสงูกว่าพนัธุ์ RRIM 600 และมีลกัษณะ
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อ่ืนๆ ท่ีดี เช่น การเจริญเติบโต ความต้านทานโรค ตามค าแนะน าพันธุ์ ยางปี  พ.ศ.2546 
(สถาบนัวิจยัยาง, 2549) 
2. กำรขยำยพันธ์ุยำงพำรำ 
 

การขยายพนัธุ์ยางพาราสามารถท าได้หลายวิธี ได้แก่ การขยายพนัธุ์โดยใช้เมล็ด
ใช้วิธีการตดิตาเขียว และตดิตาสีน า้ตาล เป็นต้น 

การขยายพนัธุ์โดยใช้เมล็ด (แบบอาศยัเพศ) ไม่เป็นท่ีนิยม  เพราะยางพาราเป็น
พืชผสมข้าม การขยายพนัธุ์โดยเมล็ดจะไม่ตรงตามพนัธุ์  เมล็ดยางจึงนิยมน าไปใช้เพาะเป็นต้น
กล้าเพ่ือใช้ในการท าเป็นต้นตอ  (stock)  ส าหรับติดตาตอ่ไป ส่วนการขยายพนัธุ์โดยวิธีการติดตา 
(bud grafting) เป็นการขยายพนัธุ์แบบไมอ่าศยัเพศ แบง่ออกเป็นการติดตาเขียว และการติดตาสี
น า้ตาล แต่ส่วนใหญ่นิยมติดตาเขียวมากกว่า เพราะการติดตาเขียว ท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว มี
โอกาสส าเร็จในการติดสูงมากกว่า  90 เปอร์เซ็นต์  (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2552ก) การ
ขยายพนัธุ์ยางด้วยวิธีการติดตาเขียวเป็นวิธีการท่ีพบครัง้แรกในรัฐซาบาร์ประเทศมาเลเซีย เม่ือ
พ.ศ. 2503 หลงัจากนัน้ได้ปรับปรุงแก้ไขวิธีการให้ดีขึน้ จนได้ผลเป็นท่ีน่าพอใจ (กรมส่งเสริม
การเกษตร, 2552ข) การติดตาเป็นวิธีการขยายพนัธุ์ โดยน าชิน้ส่วนของตาเพียงตาเดียวของต้น
พนัธุ์หนึง่มาเช่ือมตอ่กบัเนือ้เย่ือของต้นอีกพนัธุ์หนึง่ วตัถปุระสงค์เพ่ือต้องการเปล่ียนพนัธุ์เดิมจาก
ตาท่ีจะเจริญเติบโตเป็นต้นท่ีสมบูรณ์  วิธีการติดตาสามารถท าได้รวดเร็วกว่าการต่อก่ิง และ
ประสบผลส าเร็จสงูถึง 90 - 100 เปอร์เซ็นต ์จงึเป็นวิธีการขยายพนัธุ์แบบไม่ใช้เพศท่ีนกัขยายพนัธุ์
พืชนิยมเลือกใช้ นอกจากนัน้การตดิตายงัเป็นวิธีการท่ีใช้ชิน้สว่นของก่ิงพนัธุ์ดีในการขยายพนัธุ์ต้น
ใหม่ได้จ านวนมาก และยงัไม่สิน้เปลืองก่ิงพนัธุ์ดี เม่ือแผ่นตาเกิดรอยเช่ือมประสานกบัต้นตอแล้ว
ยงัจะให้รอยต่อท่ีแข็งแรงกว่าการต่อก่ิงบางวิธี โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะแรก หลังจากการ
เช่ือมตอ่แล้วก่ิงพนัธุ์ดีจะไม่ฉีกออกง่ายเม่ือมีลมแรง ตามหลกัทฤษฎีการขยายพนัธุ์แบบไม่อาศยั
เพศจะไมเ่กิดการกลายพนัธุ์ หรือสร้างความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Loveless and Hamrick, 
1984) 
 
3. พันธ์ุยำงแนะน ำ 
 

พันธุ์ยางท่ีแนะน าให้ปลูกโดยสถาบันวิจัยยาง กรมวิชาการเกษตร  (2554) 
แบง่เป็น 3 ชัน้  
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 พันธ์ุยำงชัน้ 1 เป็นยางพนัธุ์ดี ท่ีผา่นการทดลอง และศกึษาลกัษณะตา่งๆ อย่าง
ละเอียด แนะน าให้ปลกูโดยไมจ่ ากดัพืน้ท่ีปลกู 

พันธ์ุยำงชัน้ 2 เป็นยางพนัธุ์ดีท่ีอยู่ระหว่างการทดลอง และศกึษาลกัษณะบาง
ประการเพิ่มเติม แนะน าให้ปลกูได้ไม่เกินร้อยละ 30 ของเนือ้ท่ีปลกูยางท่ีถือครอง แตล่ะพนัธุ์ควร
ปลกูไมน้่อยกวา่ 7 ไร่ ภายใต้การแนะน าของสถาบนัวิจยัยาง 

พันธ์ุยำงชัน้ 3 เป็นยางพนัธุ์ ดีท่ีอยู่ระหว่างการทดลอง และยงัมีข้อมูลจ ากัด
แนะน าให้ปลกูได้ไมเ่กินร้อยละ 20 ของเนือ้ท่ีปลกูยางท่ีถือครอง แตล่ะพนัธุ์ควรปลกูไม่น้อยกว่า 7 
ไร่ ภายใต้การแนะน าของสถาบนัวิจยัยาง 
   นอกจากนีพ้นัธุ์ยางสามารถแบง่ได้เป็น 3 กลุ่ม (สถาบนัวิจยัยาง, 2554ก) ตาม
วตัถปุระสงค์การปลกูคือ 

กลุ่ม 1 พันธ์ุยำงเพื่อผลผลิตน ำ้ยำง เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิตน า้ยางสงูเป็น
หลกั 

กลุ่ม 2 พันธ์ุยำงเพื่อผลผลิตน ำ้ยำง และเนือ้ไม้  เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิต
น า้ยาง และเนือ้ไม้ โดยให้ผลผลิตน า้ยางสูง และมีการเจริญเติบโตดี ลักษณะล าต้นตรง ให้
ปริมาณเนือ้ไม้ในสว่นล าต้นสงู 

กลุ่ม 3 พันธ์ุยำงเพื่อผลผลิตเนือ้ไม้  เป็นพนัธุ์ยางท่ีให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงูเป็น
หลกั ลกัษณะล าต้นตรง ให้ปริมาณเนือ้ไม้ในส่วนล าต้นสงูมาก ผลผลิตน า้ยางอยู่ในระดบัต ่ากว่า
พนัธุ์ยางในกลุม่ 1 และกลุม่ 2  

พนัธุ์ยางท่ีแนะน าให้ปลกูตามค าแนะน าในปี พ.ศ. 2554  โดยแบง่ตามพืน้ท่ีปลกู
ยางเดมิ และพืน้ท่ีปลกูยางใหมใ่นประเทศไทยดงัแสดงใน ตารางท่ี 1 
 
ตำรำงท่ี 1 ค าแนะน าพนัธุ์ยางของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 

พันธ์ุยำงแนะน ำในพืน้ท่ีปลูกยำงเดมิ 
พนัธุ์ยางชัน้ 1 
กลุม่ 1 RRIT 251 RRIT 226 BPM 24     RRIM 600  
กลุม่ 2 PB 235         PB 255 PB 260   
กลุม่ 3 ฉะเชิงเทรา 50             AVROS 2037 BPM 1   
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ตำรำงท่ี 1 (ต่อ) ค าแนะน าพนัธุ์ยางของประเทศไทยในปี พ.ศ. 2554 
พันธ์ุยำงแนะน ำในพืน้ท่ีปลูกยำงใหม่ 

พนัธุ์ยางชัน้ 1 
กลุม่ 1 RRIT 408 RRIT 251 RRIT 226 BPM 24     RRIM 600 
กลุม่ 2 RRII 118    PB 235    
กลุม่ 3 ฉะเชิงเทรา 50             AVROS 2037 BPM 1   
ท่ีมา : สถาบนัวิจยัยาง (2554ก) 
 
4. กำรจ ำแนกพันธ์ุยำงโดยอำศัยลักษณะสัณฐำน 
 

การจ าแนกพันธุ์ยางโดยอาศัยลักษณะสัณฐานเป็นการจ าแนกพันธุ์ยางโดย
ลกัษณะตา่งๆ ท่ีมองเห็นด้วยสายตา เป็นวิธีการท่ีท าได้สะดวกรวดเร็ว สามารถน าไปปฏิบตัิใน
แปลงได้อย่างกว้างขวาง ประหยดัคา่ใช้จ่าย แรงงาน และวสัดอุปุกรณ์ อย่างไรก็ตามในการ
จ าแนกพนัธุ์ยางท่ีได้ผลถกูต้องแม่นย าต้องอาศยัการเรียนรู้ และฝึกทกัษะอย่างตอ่เน่ือง จนเกิด
ความช านาญ ส าหรับแนวทางการจ าแนกพนัธุ์ยางโดยทัว่ไปแบง่ออกเป็น 2 ช่วง (ศภุมิตร, 2554) 
ดงันี ้

1. ช่วงยำงอ่อนยังไม่แตกกิ่ง 
  ต้นยางท่ีอยู่ในระยะนีไ้ด้แก่ต้นยางช าถงุต้นก่ิงตายาง และต้นยางอายุ 1-2 ปี
ลกัษณะตา่งๆ ท่ีใช้ประกอบการพิจารณามีดงันี ้

ฉตัรใบ พิจารณาฉัตรใบแก่ท่ี 1-2 นบัจากยอดซึ่งอยู่ในสภาพสมบรูณ์
 และคงท่ี   
ใบ พิจารณาใบแก่ในฉัตรท่ี 2 นบัจากยอดลงมาซึ่งมีสภาพสมบรูณ์
 และใบแก่เตม็ท่ี  
ก้านใบ พิจารณารูปร่างและฐานก้านใบ ลกัษณะของฐานและทิศทาง
 ของก้านใบท่ีท ากบัล าต้น 
ก้านใบยอ่ย พิจารณาการแผก่ารท ามมุ และความยาวของก้านใบยอ่ย 
เปลือกตา พิจารณาลกัษณะของเปลือกทัง้สว่นสีเขียว และสว่นสีน า้ตาล 
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2. ช่วงยำงใหญ่ 
 ช่วงท่ีต้นยางอายมุากกว่า 2 ปีขึน้ไป มีความสงูจนไม่อาจพิจารณารายละเอียด
ปลีกยอ่ยเหมือนชว่งยางออ่น ลกัษณะตา่งๆ ท่ีใช้ประกอบการพิจารณามีดงันี ้

ล าต้น พิจารณารูปร่างและลกัษณะผิวเปลือกของล าต้น 
ทรงพุม่ พิจารณารูปทรงระดบัความสงูและความหนาแนน่ 
การแตกก่ิง พิจารณาการแตกก่ิงหลกัท่ีแตกจากล าต้นก่ิงรองและก่ิงแขนง 
เมล็ด  พิจารณาขนาดรูปร่างลกัษณะส่วนหลงัและอก ความหนา และ
  สีลวดลาย 

 
5. ยำงพำรำพันธ์ุ RRIM 600 
 

ประวัตพิันธ์ุ แม-่พอ่พนัธุ์   Tjir 1 X PB 86  
แหล่งท่ีมำของพันธ์ุ มาเลเซีย 
กำรแนะน ำของพันธ์ุ พนัธุ์ยางชัน้ 1 
ลักษณะประจ ำพันธ์ุ ทรงฉัตรรูปกรวยขนาดของฉัตรเล็ก (ภาพท่ี 1ก) 

ใบสีเขียวอมเหลือง เส้นกลางใบนนู ฐานใบสอบเรียว ปลายใบเป็นติ่งแหลม ลกัษณะแผ่นใบเรียบ
รูปร่างของใบกลางป้อมปลายใบ ขอบใบเรียบ (ภาพท่ี 1ข) รูปร่างของก้านใบตรง ความยาวก้าน
ใบปานกลาง รอยแผลก้านใบรูปหวัใจ (ภาพท่ี 1ค) ตาก้านใบนนูน้อยตัง้อยู่ในฐานก้านใบ ตาคิว้
ฝังในล าต้น ทิศทางของตาคิว้โค้งสมดลุ (ภาพท่ี 1ง) น า้ยางสีขาว รูปร่างของล าต้นตรง ลกัษณะ
ทรงพุ่มรูปพดั ความหนาแน่นของทรงพุ่มปานกลาง การแตกก่ิงสมดลุ (ภาพท่ี 1จ) ขนาดเมล็ด
ปานกลางรูปร่างของเมล็ดทรงส่ีเหล่ียม (squarished) ลกัษณะส่วนหวัเรียบ ลกัษณะส่วนท้าย
เรียบ ลกัษณะสว่นอกสนันนู ลกัษณะสว่นหลงัเรียบ (ภาพท่ี 1ฉ) (วิชา และคณะ, 2545) 

ลักษณะทำงกำรเกษตร ในระยะก่อนเปิดกรีด และระหว่างกรีด  การ
เจริญเติบโตปานกลาง เปลือกเดิมบาง เปลือกงอกใหม่หนาปานกลาง ผลผลิตระยะแรกอยู่ใน
ระดบัปานกลาง แตจ่ะเพิ่มขึน้เร่ือยๆ ในปีตอ่มา ในพืน้ท่ีปลูกยางเดิม ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 
297 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกูยางใหม่ ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 263 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี 
อ่อนแอต่อโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา และโรคราสีชมพู คอ่นข้างอ่อนแอตอ่โรคใบจุด
ก้างปลา และเส้นด า คอ่นข้างต้านทานตอ่โรคราแป้ง และใบจดุคอลเลโทตริกมั ปรับตวัและให้ผล
ผลิตได้ดีในเกือบทกุพืน้ท่ี ทนทานตอ่การกรีดถ่ีได้มากกว่าพนัธุ์ อ่ืน ๆ และมีจ านวนต้นยางแสดง
อาการเปลือกแห้งน้อย ต้านทานลมปานกลาง (สถาบนัวิจยัยาง, 2554ก)  
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ก)  

 

 
 
 
 
ข) 
 

 
 

 
 
 
 

ค) 
 
 
 
 

 
ภำพท่ี 1 ลกัษณะสณัฐานของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 
 ก) ทรงฉตัร 
 ข) ลกัษณะใบ 
 ค) รูปร่างของก้านใบและรอยแผลก้านใบ 

ท่ีมา : วิชา และคณะ (2545) 
 

ติง่แหลม (cuspidate) สอบเรียว (attenuate)  

รูปกรวย (conical) 

ขอบใบเรียบ (entire) 

ก้านใบตรง (straight)  รูปหวัใจ (heart shaped)  
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ง) 
 

 

 
 

 
 
 
จ) 
 
 
 

 
 

 
 

 
ฉ) 

 
 
 
ภำพท่ี 1 (ต่อ) ลกัษณะสณัฐานของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 
 ง) ตาก้านใบ ตาคิว้ และทิศทางของตาคิว้ 

 จ) ทรงพุม่ และการแตกก่ิง 

 ฉ) รูปร่างเมล็ด 

ท่ีมา : วิชา และคณะ (2545) 
 

ตาคิว้ฝังในล าต้น (sunken)  โค้งสมดลุ (smooth) 

รูปพดั (broom shaped)  สมดลุ (balanced) 

ทรงส่ีเหล่ียม (squared) เรียบ (flat) สนันนู (protrude) 
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6. ยำงพำรำพันธ์ุ RRIT 251 
 
 ประวัตพิันธ์ุ คัดเลือกพันธุ์มาจากสวนของนายซิ่ว  บุญไผ ่        
   ต. ปลกัหน ูอ. นาทวี จ. สงขลา 

ช่ือเดมิ พนัธุ์นาทวี 
แหล่งท่ีมำของพันธ์ุ ไทย 

กำรแนะน ำของพันธ์ุ พนัธุ์ยางชัน้ 1 
ลักษณะประจ ำพันธ์ุ ลกัษณะทรงฉัตรคร่ึงวงกลม (ภาพท่ี 2ก) ขนาด

ของฉัตรใหญ่ ใบสีเขียวแก่ เส้นกลางใบนนู ฐานใบรูปลิ่ม ปลายใบเรียวแหลม ลกัษณะแผ่นใบ
เรียบ ขอบใบเป็นคล่ืน (ภาพท่ี 2ข) ใบย่อยซ้าย-ขวาเปรียบเทียบกบัใบกลางมีรูปร่างแบบเดียวกนั 
แตข่นาดเล็กกวา่ รูปร่างก้านใบรูปตวัเอส ความยาวก้านใบยาว ฐานก้านใบเรียบสองชัน้ รอยแผล
ก้านใบรูปหวัใจ (ภาพท่ี 2ค) ลกัษณะการแผ่ของก้านใบย่อยยกขึน้ท ามมุแคบระหว่างก้านใบย่อย  
ความยาวก้านใบยอ่ยปานกลาง ตาก้านใบนนูน้อยตัง้อยู่ชิดฐานก้านใบ ตาคิว้เสมอล าต้น ทิศทาง
ของตาคิว้เอียงด้านใดด้านหนึ่ง (ภาพท่ี 2ง) น า้ยางสีขาว ลกัษณะทรงพุ่มรูปกลม ความหนาแน่น
ของทรงพุม่ขนาดใหญ่ การแตกก่ิงไมส่มดลุ (ภาพท่ี 2จ) (วิชา และคณะ, 2545) 

ลักษณะทำงกำรเกษตร การเจริญเติบโตระยะก่อนเปิดกรีด และระหว่าง
กรีดเจริญเตบิโตปานกลาง ความสม ่าเสมอของขนาดล าต้นทัง้แปลงดี ท าให้มีจ านวนต้นเปิดกรีด
มาก การแตกก่ิงไม่สมดลุ พุ่มใบทึบ ทรงพุ่มมีขนาดใหญ่ เป็นรูปทรงกลม ความหนาของเปลือก
เดิมและเปลือกงอกใหม่หนาปานกลาง ในพืน้ท่ีปลูกยางเดิม ให้ผลผลิต 10 ปีกรีดเฉล่ีย 462
กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในพืน้ท่ีปลกูยางใหม่ ให้ผลผลิต 8 ปีกรีดเฉล่ีย 343 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี ในช่วง
ผลดัใบผลผลิตลดลงเล็กน้อย มีความต้านทานปานกลางต่อโรคใบร่วงไฟทอปโทรา โรคราแป้ง 
โรคใบจดุคอลเลโทตริกมั โรคใบจดุก้างปลา และโรคราสีชมพ ูและคอ่นข้างต้านทานตอ่โรคเส้นด า 
มีจ านวนต้นยางแสดงอาการเปลือกแห้งน้อย ความต้านทานลมปานกลาง ไม่แนะน าให้ปลกูใน
พืน้ท่ีลาดชนัพืน้ท่ีท่ีมีหน้าดนิตืน้ และพืน้ท่ีท่ีมีระดบัน า้ใต้ดนิสงู (สถาบนัวิจยัยาง, 2554ก) 
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ข) 
 

 
 

 
 

 
 

ค) 
 
 

 
 
ภำพท่ี 2 ลกัษณะสณัฐานของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 
 ก) ทรงฉตัร 
 ข) ลกัษณะใบ 
 ค) รูปร่างของก้านใบและรอยแผลก้านใบ 

ท่ีมา : วิชา และคณะ (2545) 
 
 

คร่ึงวงกลม (hemisphere) 

เรียวแหลม (acuminate)  รูปลิ่ม (cuneaete)  คล่ืน (wavy) 

รูปตวัเอส (S-shaped)  รูปหวัใจ (heart shaped)  
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จ) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
ฉ) 
 
 
 
 
 
ภำพท่ี 2 (ต่อ) ลกัษณะสณัฐานของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 
 ง) ตาก้านใบ ตาคิว้ และทิศทางของตาคิว้ 

 จ) ทรงพุม่ และการแตกก่ิง 

ท่ีมา : วิชา และคณะ (2545) 
 
7. กำรจ ำแนกพันธ์ุโดยใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
 

เคร่ืองหมายโมเลกุล หรือเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างจาก
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอหรือล าดบัเบสช่วงหนึ่งบนโครโมโซม ซึ่งสามารถบอกถึงต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่ง
บนโครโมโซมท่ีตรวจสอบ และมีการถ่ายทอดสู่รุ่นลูกได้ เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีน ามาใช้ใน
การศึกษา และตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยางพารา ได้แก่ RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) (Low and Gale, 1991), RAPD (Random Amplified 

ตาเสมอล าต้น (normal) เอียงด้านใดด้านหนึง่ 
(unbalanced) 

ทรงกลม (rounded) ไมส่มดลุ (unbalanced) 
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Polymorphic DNA) (Chen et al.,1994), DAF (DNA amplification fingerprinting) (Low et 
al., 1996) และ SSR (Simple sequence repeats) (Low et al., 1996) เป็นต้น โดยเคร่ืองหมาย
โมเลกุลมีข้อได้เปรียบท่ีชิน้ดีเอ็นเอมีจ านวนมาก สภาพแวดล้อม และระยะการเจริญเติบโตไม่มี
อิทธิพลต่อการแสดงออกของเคร่ืองหมายโมเลกุล มีความถูกต้องแม่นย าสูง  จึงมีการน ามาใช้
ประโยชน์ในการตรวจแยกสายพนัธุ์  อนุรักษ์พันธุกรรมยาง รวมถึงการท าแผนท่ีพันธุกรรมยาง 
(genetic mapping) เพ่ือใช้ในงานปรับปรุงพนัธุ์ (นภาวรรณ, 2551) 

 
1. แฮตอำร์เอพีดี (HAT-RAPD: High Annealing Temperature RAPD) 
แฮตอาร์เอพีดีเป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีประยกุต์มาจากเทคนิคอาร์เอพีดีท่ีอาศยั

หลกัการเพิ่มปริมาณชิน้สว่นของดีเอ็นเอ โดยอาศยัหลกัการท าพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ขนาดสัน้ๆ 
ประมาณ 8-10 เบส เพียงชนิดเดียว มีล าดบัเบสแบบสุ่ม เป้าหมายการเกาะของไพรเมอร์ คือ 
บริเวณท่ีมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกัน โดยไม่ค านึงถึงทิศทางของไพรเมอร์ท่ีเกาะกับดีเอ็นเอต้นแบบ
และไมจ่ าเพาะกบัยีนใด โดยจะน ามาแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยการท าอิเล็กโตรโฟริซีสบนอะ
กาโรสเจล ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ การเกิดแถบดีเอ็นเอเป็นผลมาจากไพรเมอร์เข้า
ไปเกาะได้หลายบริเวณ ถ้าไพรเมอร์เข้าไปเกาะดีเอ็นเอ 2 บริเวณท่ีอยู่ไกลกนัมาก โดยเกาะกบัดี
เอ็นเอคนละสายในทิศทางเข้าหากนั จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในช่วงนัน้ได้ แตถ้่าไพรเมอร์
เกาะดีเอ็นเอสายเดียวกนัในทิศทางเดียวกัน หรือเกาะกบัดีเอ็นเอคนละสาย แต่ทิศทางแยกออก
จากกัน หรือเกาะได้สองสายห่างไกลกันมาก แม้ทิศทางเข้าหากันก็ไม่สามารถเกิดผลผลิตได้ข้อ
ได้เปรียบของเทคนิคนีคื้อ ท าได้ง่ายไม่ซบัซ้อน ให้ข้อมลูมาก ค่าใช้จ่ายไม่สูง ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ
น้อยประมาณ 25-100 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา แตมี่ข้อจ ากัดบ้างในเร่ืองการทดลองซ า้ เน่ืองจาก
เทคนิคนีมี้ความไวต่อการเปล่ียนแปลงสภาวะต่างๆ สูง จึงต้องควบคมุสภาพต่างๆ ให้คงท่ี และ
อาร์เอพีดียงัแสดงการข่มตอ่การไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ ท าให้ไม่สามารถแยกความแตกตา่งระหว่าง
ลกัษณะพนัธุ์แท้ และพนัธุ์ทางได้ (สริุนทร์, 2552) แฮตอาร์เอพีดีแตกตา่งจากเทคนิคอาร์เอพีดีโดย
ทัว่ๆ ไปท่ีใช้อณุหภูมิในขัน้ตอน annealing ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส แตใ่นแฮตอาร์เอพีดี
จะเพิ่มอณุหภมูิสงูขึน้เป็น 46-62 องศาเซลเซียส Anuntalabhochai และคณะ (2000) รายงานว่า
เม่ือเพิ่มอณุหภูมิ annealing มากกว่า 46 องศาเซลเซียส ในปฏิกิริยา  หรือท าการเพิ่มอณุหภูมิ 
annealing สูงกว่าเทคนิค RAPD ปกติ 10 องศาเซลเซียส ท าให้การเข้าเกาะกันของดีเอ็นเอ
ต้นแบบกับไพรเมอร์มีความจ าเพาะมากขึน้ ท าให้แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอมีความคมชัดมากขึน้ 
และสามารถท าซ า้ได้ผลคงเดิม นอกจากนีย้งัพบว่า การเพิ่มอณุหภูมิในขัน้ตอน annealing ให้
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สงูขึน้กวา่เดมิมากกวา่ 10 องศาเซลเซียส ท าให้จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเป็น non-specific ลดลงท า
ให้ผลการทดลองแมน่ย ามากขึน้ เน่ืองจากมีความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ในการเข้าจบัดีเอ็น
เอต้นแบบได้ดี (Eimert et al., 2003 ) เทคนิคนีใ้ห้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความคมชดั (high resolution) 
และการท าซ า้ให้ผลคงเดิม (reproducibility) นอกจากนีย้งัให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตา่งสูง 
(polymorphism) ตวัอย่างการใช้แฮตอาร์เอพีดีในการศึกษาด้าพืช ได้แก่ การศึกษาความ
แตกตา่งในระดบัพนัธุกรรมของพืชในสกลุ Ficus 25 ชนิด โดยใช้ไพรเมอร์ 4 ชนิด เกิดแถบดีเอ็น
เอทัง้หมด 143 แถบ เป็นแถบท่ีให้ความแตกตา่ง จ านวน 140 แถบ คิดเป็น 97.90 เปอร์เซ็นต์ เม่ือ
ท าซ า้สามารถเกิดแถบดีเอ็นเอเช่นเดิม แสดงให้เห็นว่าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี มีความแน่นอนใน
การเกิดแถบดีเอ็นเอ (reproducible) (วิศยั และสมบูรณ์, 2548) Anuntalabhochai และคณะ 
(2003) ศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมระดบัโมเลกุลของลิน้จ่ีของไทย โดยใช้เคร่ืองหมาย
แฮตอาร์เอพีดี และเอเอฟแอลพี พบว่า dendrogram ของแฮตอาร์เอพีดี และเอเอฟแอลพี
สามารถบง่บอกความสมัพนัธ์ของลิน้จ่ีทัง้ 10 สายพนัธุ์ไปในทางเดียวกนั ฐิติพร และคณะ (2556) 
ศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกล้วยสกลุมิวซา จ านวน10 พนัธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์
เอพีดี พบว่า สามารถแยกความแตกตา่งระหว่างพนัธุ์ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัพนัธุ์ และ
สามารถจ าแนกกล้วยทัง้ 10 พนัธุ์ออกจากกนัได้ นฤมล และคณะ (2555) สามารถจ าแนกข้าว
พนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และพนัธุ์ปรับปรุงจากพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 ทัง้ 8 พนัธุ์ ออกจากกนัได้
ด้วยแถบดีเอ็นเอจ าเพาะกับพันธุ์  จาตุรงค์ และคณะ (2556) ศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการ
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ในถั่วเขียว โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลแฮตอาร์เอพีดี พบว่า สามารถ
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ ในถั่วเขียวได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถประยุกต์ใช้กับการ
ตรวจสอบการกลายพนัธุ์ในสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ 
 

2. เอเอฟแอลพี (AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism)  
เอเอฟแอลพีเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเออีกแบบหนึง่ท่ีใช้หลกัการของพีซีอาร์ (PCR-

based marker) มีการพัฒนาขึน้โดย Zebeau และ Vos นักวิจยัของบริษัท Keygene N.V. 
ประเทศเนเธอร์แลนด์ และได้จดสิทธิบัตรในปี ค.ศ. 1993 เอเอฟแอลพีเป็นเคร่ืองหมายท่ี
ตรวจสอบความแตกต่างของชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้จากการย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ แล้วน ามาเพิ่ม
ปริมาณด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่จ าลองตวัหรือปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดงันัน้ เอเอฟแอลพีจึงรวมจุดเด่นหรือ
ความน่าเช่ือถือของอาร์เอฟแอลพี และประสิทธิภาพของปฏิกิริยาลูกโซ่จ าลองตวั (PCR) เข้า
ด้วยกนั (Vos et al., 1995) สารพนัธุกรรมจะถกูย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะสองชนิดท่ีมีต าแหน่ง
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จดจ าแตกต่างกัน ชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้จะถูกต่อเข้ากับชิน้ดีเอ็นเอสงัเคราะห์ท่ีทราบรหสั  (adapter) 
สองชนิด จากนัน้หากมีการเข้าคูท่ี่เฉพาะเจาะจงระหวา่งชิน้ดีเอ็นเอรหสัเร่ิมต้นจ าลองตวั (primer) 
กบัชิน้ดีเอ็นเอสงัเคราะห์ทราบรหสั (adapter) และเบสคดัเลือกในชิน้ดีเอ็นเอเป้าหมายจะท าให้ดี
เอ็นเอเหล่านัน้มีการเพิ่มปริมาณขึน้โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ เรียกขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
แบบเฉพาะนีว้่า  selective amplification ตอ่จากนัน้จึงน าชิน้ดีเอ็นเอท่ีมีการเพิ่มปริมาณนัน้มา
แยกด้วยเทคนิค     อิเลกโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel electrophoresis แบบ
เดียวกบัท่ีใช้หาล าดบัเบสของดีเอ็นเอ (sequencing gel) (Vos et al., 1995) แถบดีเอ็นเอ (DNA 
profile) ท่ีเกิดขึน้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เอเอฟแอลพีไพร์เมอร์ (AFLP primer) คู่
หนึ่งๆ นีเ้รียกว่าลายพิมพ์เอแอฟแอลพี (AFLP fingerprint) ดงันัน้ เอเอฟแอลพี จึงเป็นวิธี
ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเออีกวิธีหนึ่ง แถบดีเอ็นเอในลายพิมพ์ของแตล่ะตวัอย่างพืชท่ีตรวจสอบ
จะบง่บอกถึงความแตกตา่งของชิน้ดีเอ็นเอท่ีตดัได้ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

เคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี จดัเป็น high throughput markers ทัง้นีเ้น่ืองจาก
ปฏิกิริยาแต่ละครัง้สามารถให้เคร่ืองหมายโมเลกุลได้จ านวนมาก นอกจากนีย้งัมีลกัษณะดีเด่น
หลายประการ คือ จ านวนเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีมีอย่างมากมาย (abundance) และครอบคลุม
ทัง้จีโนม (extensive genome coverage) ในปฏิกิริยาหนึ่งๆ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้หลาย
ต าแหน่ง (multi locus) พร้อมๆ กนั ใช้ปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นในการท าปฏิกิริยาจ านวนน้อย และ
เม่ือท าการตรวจสอบซ า้จะให้ผลเหมือนเดิม (reproducibility) นอกจากนีย้งัไม่ต้องการข้อมูล
ล าดับเบสของดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการท าเอเอฟแอลพีมี
ลกัษณะเป็นลายพิมพ์แบบสุ่ม (random fingerprint) ความแตกตา่งหรือโพลีมอร์ฟิซึมท่ีเกิดขึน้
ระหวา่งพืชท่ีตรวจสอบ เกิดจากการมีหรือไมมี่แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณขึน้ ซึ่งเป็นผลมาจากการ
ถ่ายทอดลกัษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงลกัษณะข่ม (dominance) ต่อการไม่มีแถบดีเอ็นเอ 
(Mackill et al., 1996) จากลกัษณะเดน่เฉพาะตวัของเคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี ท าให้มีผู้นิยม
น ามาใช้ในการศึกษากันอย่างกว้างขวาง เช่น การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
(genetic diversity) การบง่ชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์ของสายพนัธุ์พืช (varietal identification) การ
สร้างแผนท่ียีนในพืชหลายชนิด และเป็นข้อมลูส าคญัในการจดสิทธิบตัรพนัธุ์พืช (plant patent) 
(Paterson, 1996; Staub et al., 1996; Mohan et al., 1997; Ridout and Donini, 1999; 
Katengam, 2002)ส าหรับตวัอย่างการใช้เทคนิคเอเอฟแอลพีในการศกึษายางพารา ได้แก่ การ
วิเคราะห์หาชิน้ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายส าหรับบง่ชีส้ายพนัธุ์  หรือคดัเลือกสายพนัธุ์ยางต้านทานโรค 
และวิเคราะห์ความแตกตา่งระหว่างสายพนัธุ์ในยางพารา 25 สายพนัธุ์ ซึ่งประกอบด้วยสายพนัธุ์ 
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Wickham 15 สายพนัธุ์ และยางป่า 10 สายพนัธุ์ได้ (Ding et al., 2001) Medina และคณะ 
(2007) ศกึษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีเกิดจากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ โดยใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกลุเอเอฟแอลพีใน somatic embryos ของยางพาราพนัธุ์ IAN 710 และ IAN 873 และพืช
ต้นใหม่ท่ีได้จากการพฒันาจากชิน้ส่วนของใบในกระบวนการ somatic embryogenesis พบว่า 
เทคนิคเอเอฟแอลพีมีประสิทธิภาพสามารถตรวจสอบความแปรปรวนภายในพืช และพบว่า 
เอ็มบริโอเจนิคแคลลัสของยางพาราพันธุ์  IAN 710 และ IAN 873 มีความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมสูง เช่นเดียวกับความแปรปรวนระหว่างเอ็มบริโอเจนิคแคลลสัและพืชต้นใหม่ ดงันัน้ 
เทคนิคเอเอฟแอลพีมีประสิทธิภาพสามารถตรวจสอบความแปรปรวนภายในพืชได้ 
 
3. วัตถุประสงค์ 
 
  เพ่ือตรวจสอบความผนัแปรทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 พนัธุ์   
RRIT 251 จากแปลงเกษตรกร และเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับยางพาราพันธุ์แนะน าของ
ประเทศไทย โดยอาศยัเคร่ืองหมายโมเลกลุแฮตอาร์เอพีดี และเคร่ืองหมายโมเลกลุเอเอฟแอลพี 
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บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการ 
 

1. วัสดุและอุปกรณ์ 
 

1.1 วัสดุพืช 
  ท ำกำรเก็บรวบรวมใบยำงพำรำพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 บริเวณสวน
ยำงพำรำทำงภำคใต้ ในพืน้ท่ีจงัหวดัสงขลำ นครศรีธรรมรำช ตรัง และสรุำษฎร์ธำนี และพนัธุ์ ยำง
แนะน ำอ่ืนๆ จำกศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี (ตำรำงท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 2 สำยพนัธุ์  (clone) จ ำนวนตวัอย่ำง และสถำนท่ีเก็บตวัอย่ำงใบยำงพำรำพนัธุ์แนะน ำ
 RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีใช้ในกำรศกึษำควำมแปรปรวนทำงพนัธุกรรม 
สายพันธ์ุ สถานที่เก็บ จ านวน 
AVROS 2037 
GT 1 
BPM 1 
BPM 24 
PB 235 
PB 255 
PB 260 
RRIC 110 
RRIT 226 
RRIT 408 
Tjir 1 
CH 50  
RRIM 600 
RRIT 251 

แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 
แปลงรวบรวมพนัธุ์ยำง ศนูย์วิจยัและพฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี 

1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
3 
3 

 รวม 18 
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ตารางที่  2 (ต่อ)  สำยพนัธุ์ (clones) จ ำนวนตวัอย่ำง และสถำนท่ีเก็บตวัอย่ำงใบยำงพำรำพนัธุ์   
 แนะน ำ พนัธุ์  RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีใช้ในกำรศึกษำควำมแปรปรวนทำง 
 พนัธุกรรม 
สายพันธ์ุ สถานที่เก็บ จ านวน 

RRIM 600 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอฉวำง จงัหวดันครศรีธรรมรำช (M25-M36) 12 
 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอช้ำงกลำง จงัหวดันครศรีธรรมรำช  

(M37-M45) 
 
9 

 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอหำดใหญ่ จงัหวดัสงขลำ (M46-M105) 60 
 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอนำทวี จงัหวดัสงขลำ (M106-M138) 33 
 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอจะนะ จงัหวดัสงขลำ (M139-M171) 33 
 รวม 171 
RRIT 251 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอนำโยง จงัหวดัตรัง (T1-T9) 9 
 แปลงเกษตรกรในอ ำเภอพระแสง จงัหวดัสรุำษฎร์ธำนี (T10-T21) 12 
 รวม 21 
 
หมายเหตุ    CH 50  หมำยถึง  ฉะเชิงเทรำ 50 
 
  1.2 สารเคมี 

 1.2.1 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
 - CTAB (Hexadecyl trimethyl-ammonium bromide) 
 - β-mercaptoethanol 
 - PVP-40 (Polyvinyl pyrrolidone) 
 - NaCl (Sodium chloride) 
 - Na2EDTA (Disodium ethylene diaminetetraacetate) 
 - Tris-HCl pH 8.0 
 - Chloroform 
 - Isopropanol 
 - TE buffer 
 - Ethanol 



18 

 - RNase 
 

 1.2.2 สารเคมีส าหรับใช้ท าอิเลคโทรโฟรีซิส 
 - LE agarose (FMC Bioproduct, USA) 

 - Seakem agarose (FMC Bioproduct, USA) 
  - Glacial acetic acid 
 - Boric acid 
         - Tris-base 
         - Ethidium bromide 
         - Loading buffer 
         - Lamda DNA  
         - 100 bp DNA Ladder (Operon, USA) 
         - Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
         -  Acrylamide : bis-acrylamide solution (29:1) 
         - Bind silane 
         - Repel silane 
         - Formamind 
         - Formaldehyde 
         - Urea 
         - TEMED (N,N,N’,N’ – tetramethethyenediamine) 
         - Ammoniuim persulfate 
         - Sodium thiosulfate (Na2S2O3•5H2O) 
         - Sodium carbonate (Na2CO3) 
         - Silver nitrate (AgNO3) 
 

 1.2.3 สารเคมีที่ใช้ท าพีซีอาร์ 
 - dNTP (dATP, dTTP, dCTP และ dGTP) (Promega, USA) 
  - ไพรเมอร์ส ำหรับเทคนิคแฮตอำร์เอพีดี จ ำนวน 11 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPAD-

01, OPAD-10, OPAD-12, OPB-12, OPB-17, OPC-05, OPN-08, OPN-
16, OPR-02, OPR-11 และ OPZ-4 
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 - ไพรเมอร์ส ำหรับเทคนิคเอเอฟแอลพี  จ ำนวน 4 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ E-
AGG/P-GGG, E-AAG/P-GAC, E-ACG/P-GAC และ E-ACG/P-GCA   

 - MgCl2 
 - 10X Taq buffer (Promega, USA) 
 - Taq DNA Polymerase B (Promega, USA) 
 - EcoRI และ PstI  

 
1.3 อุปกรณ์ 

 1.3.1 อุปกรณ์ที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างใบพืช 
 - ถงุพลำสตกิ 
 - กรรไกร 
 - กลอ่งโฟม 
 - ปำกกำเขียนเคร่ืองแก้ว 
 

 1.3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ การท าอิเลคโทรโฟรีซิส และ 
 การท าพีซีอาร์ 

 - ตู้เย็นและตู้แชแ่ข็ง 
 - เคร่ืองไมโครเซนตฟิิวส์ 
 - เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
 - เคร่ืองวดัควำมเป็นกรดดำ่ง 
 - เคร่ืองคนสำรละลำยอตัโนมตัิ 
 - แทง่แมเ่หล็ก 
 - ปิเปตปรับปริมำตร 
 - เคร่ืองเขยำ่  
 - หม้อนึง่ควำมดนัไอ 
 - เคร่ืองจำ่ยกระแสไฟฟ้ำ 
 - เคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 - เคร่ืองพีซีอำร์ 
 - โกร่งบดตวัอยำ่ง 
 - หลอดเอฟเพนดอร์ฟ 
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 - ไมโครเวฟ 
 - ตู้ดดูควนั 
 - UV Documentation 
 - Tip 
 - Gel Documentation 
 - น ำ้แข็ง และกระตกิน ำ้แข็ง 
 - เคร่ืองแก้ว กระบอกตวง และขวดตำ่งๆ 
 

2. วิธีการ 
 
  2.1 การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 
และ RRIT 251 โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลแฮตอาร์เอพีดี 

 2.1.1 การเก็บตัวอย่าง 
                              สุ่มเก็บตวัอย่ำงใบยำงพำรำพันธุ์  RRIM 600 และ RRIT 251 และใบ
ยำงพำรำพันธุ์ต่ำงๆ จำกแปลงทดลองของศูนย์วิจัยและพัฒนำกำรเกษตรสุรำษฎร์ธำนี กรม
วิชำกำรเกษตร เป็นตวัอย่ำงอ้ำงอิงของพนัธุ์ยำง จ ำนวน 14 พนัธุ์ ได้แก่ AVROS 2037, BPM 1, 
BPM 24, GT 1, PB 235, PB 255, PB 260, RRIC 110, RRIT 226, RRIT 408, Tjir 1, CH 50, 
RRIM 600 และ RRIT 251 (ตำรำงท่ี 2) 
 2.1.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
 สกัดดีเอ็นเอจำกใบยำงพำรำระยะเพสลำด โดยใช้สำรละลำย CTAB 
(hexadecyl trimethyl ammonium bromind) ซึ่งดดัแปลงจำก Doyle และ Doyle (1990) โดยใช้
ตวัอย่ำงใบยำงพำรำประมำณ 200 มิลลิกรัมน ำ้หนกัสด มำล้ำงท ำควำมสะอำด ซบัให้แห้ง บดใน 
CTAB buffer (PVP-40, NaCl, EDTA 0.5 M pH 8.0, CTAB 2%) ร่วมกบั β-mercaptoethanol 
เข้มข้น 2% ปริมำตร 700 ไมโครลิตร ในโกร่งให้ละเอียด จำกนัน้ใส่ในหลอดแอฟเพนดอร์ฟ เขย่ำ
ให้เข้ำกนั น ำไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 60 นำที กลบัหลอดไปมำทกุ 10 นำที 
เติมคลอโรฟอร์ม 700 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมำเบำๆ  ป่ันเหว่ียงใช้ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อ
นำที เป็นเวลำ 15 นำที จะได้สำรละลำยท่ีแยกชัน้ใส ดดูสำรละลำยส่วนใสใส่หลอดแอฟเพนดอร์ฟ
ใหม่ เติมไอโซโพรพำนอล 700 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมำเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ เทส่วนใสทิง้ 
ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอธำนอล ควำมเข้มข้น 70% ท่ีผ่ำนกำรแช่เย็น 3 ครัง้ ทิง้ให้แห้งท่ี
อณุหภมูิห้อง หลงัจำกนัน้ละลำยตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer 70 ไมโครลิตร [Tris-HCl (pH 7.5) 



21 

10 มิลลิโมลำร์ และ Na2EDTA (pH 7.0) 1 มิลลิโมลำร์] ท่ีอณุหภูมิห้อง เก็บรักษำดีเอ็นเอท่ี
อณุหภมูิ -20 องศำเซลเซียส จนกวำ่จะน ำมำใช้ 
 2.1.3 การตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 

 ตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยกำรเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มำตรฐำน (แลมดำดีเอ็นเอ) โดยกำรท ำอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกำโรส (LE Agarose, Promega, 
USA) เข้มข้น 1.0 % แรงเคล่ือนไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ในสำรละลำย TAE buffer (Tris Base, Glacial 
acetic acid, EDTA 0.5 โมลำร์ pH 8.0) เป็นเวลำ 20 นำที ย้อมแถบดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย เอทิเดียม
โบรไมด์ แล้วน ำไปตรวจสอบภำยใต้แสงอลุตร้ำไวโอเลต ด้วยเคร่ือง Gel documentation 

 2.1.4  การวิเคราะห์แฮตอาร์เอพีดี 
 ท ำกำรเพิ่มขยำยปริมำณดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงของยำงพำรำโดยวิ ธี 

Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่มซึ่งมีล ำดบัเบสยำว 10 เบสท่ีมีผู้
ศกึษำมำก่อนในยำงพำรำ ประกอบด้วยไพรเมอร์ 11 ชนิดท่ี ได้แก่ OPAD-01, OPAD-10, OPAD-
12, OPB-12, OPB-17, OPC-05, OPN-08, OPN-16, OPR-02, OPR-11 และ OPZ-4 จำก 
Operon, USA  (กรกช, 2550) นอกจำกนัน้จะท ำกำรคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสำมำรถเพิ่มปริมำณดีเอ็น
เอแบบสุ่มได้ด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์เพิ่มเติมอีกจ ำนวนหนึ่งเพ่ือประสิทธิภำพในกำรจ ำแนกควำม
แตกตำ่งระหว่ำงกลุ่มประชำกร โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยำดงัตอ่ไปนี ้ดีเอ็นเอต้นแบบ ควำม
เข้มข้น 50 นำโนกรัมตอ่ไมโครลิตร น ำ้กลัน่นึ่งฆ่ำเชือ้ 1X PCR buffer ควำมเข้มข้น 2 มิลลิโมลำร์ 
MgCl2 3 มิลลิโมลำร์  dNTP 0.2 มิลลิโมลำร์ ไพรเมอร์ 0.2 ไมโครโมลำร์ และ Taq DNA 
polymerase ปริมำณ 0.5  ยูนิต โดยเติมองค์ประกอบต่ำงๆ ลงในหลอด microcentrifuge tube 
แล้วจงึน ำไปเข้ำเคร่ือง PCR (Thermal cycler) โดยใช้ปฏิกิริยำดงันี ้ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 
นำที  95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 นำที ตำมด้วย 50  องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 45 นำที และ 72  
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที จ ำนวน 40 รอบ ตำมด้วย final extension ท่ี 72  องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 5 นำที ตรวจสอบชิน้สว่นดีเอ็นเอด้วยกำรท ำ electrophoresis  
 

2.2 การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600   
และ RRIT 251 โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี 
 2.2.1 การเตรียมดีเอ็นเอ 
 น ำดีเอ็นเอท่ีได้จำกกำรคัดเลือกดีเอ็นเอของตัวอย่ำงยำงพำรำจำกสวน
เกษตรกรท่ีให้แถบดีเอ็นเอไม่แตกต่ำง และแตกต่ำงกับพันธุ์ เปรียบเทียบของศูนย์วิจัยและ
พฒันำกำรเกษตรสรุำษฎร์ธำนี จำกกำรวิเครำะห์ด้วยเทคนิคแฮตอำร์เอพีดี โดยใตวัอย่ำงยำงพำรำ
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พนัธุ์ RRIM 600 จ ำนวน 1 และ 4 ตวัอย่ำง ตำมล ำดบั จำกตวัอย่ำงยำงพำรำพนัธุ์ RRIT 251 
อยำ่งละ 1 ตวัอยำ่ง และยำงพำรำพนัธุ์แนะน ำจ ำนวน 14 สำยพนัธุ์  มำเติมเอนไซม์ RNase 5 unit 
น ำไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชัว่โมง  
 
 2.2.3 การตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ และปริมาณดีเอ็นเอ 
 2.2.3.1 การวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของดีเอ็น         
                                     กำรวิเครำะห์ควำมบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอน ำดีเอ็นเอ มำตรวจสอบควำม
บริสทุธ์ิโดยเทียบอตัรำส่วนของค่ำดดูกลืนแสงท่ีควำมยำวคล่ืน 260 และ 280 นำโนเมตร ด้วย
เคร่ือง spectrophotometer เปรียบเทียบอตัรำสว่นซึง่ดีเอ็นเอท่ีมีควำมบริสทุธ์ิ คำ่อตัรำส่วน OD260 
ตอ่ OD280 ควรจะอยูใ่นระหวำ่ง 1.70-1.90 คำ่ท่ีดีท่ีสดุคือ 1.80 (Rogers and Bendich, 1988)  
 2.2.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณของดีเอ็นเอ 
 เน่ืองจำกเบสพิวรีนและไพริมิดีนท่ีเป็นส่วนประกอบของดีเอ็นเอนัน้
สำมำรถดดูกลืนแสงอลัตรำไวโอเลตได้ดีท่ีสดุอยูท่ี่ควำมยำวคล่ืน 260 นำโนเมตร (OD260) จึงน ำคำ่ 
OD260 น ำมำใช้ในกำรหำควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ โดยคำ่มำตรฐำน 1 OD260 มีคำ่เท่ำกับ 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 2.2.3.3 การวิเคราะห์สภาพท่ีสมบูรณ์ของดีเอ็นเอ  
 ตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ด้วยกำรเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
มำตรฐำน (แลมดำดีเอ็นเอ) โดยกำรท ำอิเล็กโตรโฟรีซิสบนอะกำโรส (LE Agarose, Promega, 
USA) เข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ แรงเคล่ือนไฟฟ้ำ 100 โวลต์ ในสำรละลำย TAE buffer (Tris Base, 
Glacial acetic acid, EDTA 0.5 โมลำร์ pH 8.0) เป็นเวลำ 20 นำที ย้อมแถบดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย   
เอธิเดียมโบรไมด์ แล้วน ำไปตรวจสอบภำยใต้แสงอลุตร้ำไวโอเลต 260 นำโนเมตร ด้วยเคร่ือง Gel 
documentation 
 

 2.2.4 การวิเคราะห์เอเอฟแอลพี 
 ท ำกำรวิเครำะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี ตำมวิธีท่ีดดัแปลงจำก Vos 
และคณะ (1995) เพ่ือศกึษำควำมสมัพนัธ์และลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของยำงพำรำ  
 2.2.4.1 การย่อยดีเอ็นเอ (DNA digestion) 
 น ำดีเอ็นเอของยำงพำรำแต่ละสำยพันธุ์  เจือจำงให้ได้ควำมเข้มข้น
สำยพนัธุ์ละ 500 นำโนกรัม ย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจ ำเพำะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ PstI 
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เข้มข้นอยำ่งละ 5 Units, NE Buffer และ BSA (promega) ผสมให้เข้ำกนัให้ได้ปริมำตรสดุท้ำย 30 
ไมโครลิตร แล้วบม่ไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 12 ชัว่โมง  

 2.2.4.2 การเช่ือมต่อชิน้ส่วนดีเอ็นเอกับ adeptor (DNA ligation) 
 น ำสำรละลำยดีเอ็นเอท่ีผ่ำนกำรย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ ำเพำะ EcoRI 
และ PstI ปริมำตร 20 ไมโครลิตร ผสมกบั EcoRI adapter 14 พิโคโมล, PstI adapter 140         
พิโคโมล, T4 buffer, T4 DNA ligase 200 units ผสมให้เข้ำกนับม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศำเซลเซียส
เป็นเวลำ 10 ชัว่โมง เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส ำหรับกำรเพิ่มปริมำณ ด้วย EcoRI adapter และ    
PstI adapter  
 2.2.4.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
 2.2.4.3.1 preselective PCR เป็นกำรเพิ่มปริมำณโดยกำรใช้ 
preselective primer ท่ีมีเบสคดัเลือก 1 เบส ท่ีปลำย 3’ โดยใช้สำรละลำยดีเอ็นเอท่ีผ่ำนกำร
เช่ือมตอ่ชิน้ส่วนดีเอ็นเอเข้ำกบั adaptor แล้ว ผสมกบั E-A ไพรเมอร์ 5 พิโคโมล, P-G ไพรเมอร์ 50 
พิโคโมล , 10 มิลลิโมลำร์ dNTPs, 1X buffer, Taq DNA polymerase 0.5 units ผสมให้เข้ำกนั
แล้วน ำไปเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง PCR โดยใช้โปรแกรมดงันี ้อณุหภูมิ 94 องศำเซลเซียส 
นำน 2 นำที จ ำนวน 1 รอบและตำมด้วย 94 องศำเซลเซียส 30 วินำที  56 องศำเซลเซียส 30 
วินำที  72 องศำเซลเซียส 2 นำทีจ ำนวน 40 รอบ และ 72 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที 
 2.2.4.3.2 selective PCR เป็นกำรน ำผลผลิตท่ีได้จำกขัน้แรก 
(preselective PCR) มำเพิ่มปริมำณชิน้ดีเอ็นเอโดยใช้ selective primer ท่ีมีกำรเพิ่มเบสเข้ำไปท่ี
ปลำย 3’ ซึ่งเพิ่มโอกำสในกำรคดัเลือก จ ำนวน 3 เบส โดยเจือจำงดีเอ็นเอจำก preselective 
amplification product ลง 10 เท่ำ ใช้ selective primer 9 คู ่ซึ่งไพรเมอร์ เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอโดย
ใช้โปรแกรม touch down PCR ดงันี ้94 องศำเซลเซียส นำน 2 นำที ตำมด้วย 94 องศำเซลเซียส  
30 วินำที 60 องศำเซลเซียส  30 วินำที 72 องศำเซลเซียส  2 นำที และลดอณุหภูมิขัน้ annealing 
ลงรอบละ 1 องศำเซลเซียส จ ำนวนทัง้หมด 4 รอบ ตำมด้วย 94 องศำเซลเซียส 30 วินำที 56 องศำ
เซลเซียส 30 วินำที 72 องศำเซลเซียส  2 นำที จ ำนวน 36 รอบ และ 72 องศำเซลเซียส นำน 10 
นำที  
 
 2.2.5 การแยกขนาดของชิน้ดีเอ็นเอโดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีสใน 
denaturation polyacrylamide gel 
 2.2.5.1 กำรเตรียมกระจกโดยใช้กระจก 2 แผ่น โดยน ำแผ่นกระจก
ส ำหรับเตรียมเจลมำล้ำงให้สะอำด แล้วเช็ดด้วยเอธำนอล 95 เปอร์เซ็นต์ 3 ครัง้ ให้สะอำดทัง้ 2 
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แผ่น แล้วเช็ดกระจกแผ่นหลงัด้วย bind silane 1 ไมโครลิตร ผสมกับ acidic ethanol (0.5 
เปอร์เซ็นต์ glacial acetic acid ใน 95 เปอร์เซ็นต์ ethanol) 999 ไมโครลิตร ใช้กระดำษท่ีไม่เป็น
ขนเช็ดไปในทำงเดียวกันจนทั่วทัง้แผ่น ทิง้ให้แห้งนำน 5 นำที แล้วเช็ดด้วยน ำ้กลั่นเพ่ือให้เจล
เกำะติดกบักระจก ส ำหรับกระจกแผ่นหน้ำใช้ repel silane 1 มิลลิลิตร หยดลงบนกระจกแผ่นสัน้
ใช้กระดำษเช็ดกระจกไปทำงเดียวกัน ทิง้ไว้ประมำณ 5 นำที จำกนัน้น ำกระจกทัง้ 2 แผ่นมำ
ประกอบเข้ำชดุโดยหนัแผ่นท่ีเช็ดด้วย bind silane และ repel silane เข้ำหำกนัโดยวำง spacer  
ซึ่งเป็นแผ่นพลำสติกแถบยำวเท่ำกบักระจก และมีควำมหนำเท่ำกบัเจลท่ีต้องกำร ไว้ทัง้สองข้ำง
เพ่ือให้เกิดช่องว่ำงระหว่ำงกระจกทัง้สอง ใช้กระดำษกำวปิดกระจกด้ำนท้ำย และด้ำนข้ำงทัง้ 2 
ด้ำนแล้วใช้คลิปหนีบยดึให้อยูต่ดิกบัท่ีเพ่ือป้องกนักำรไหลซมึของเจล 
 2.2.5.2 กำรเตรียมเจล denaturation polyacrylamide เข้มข้น 6 
เปอร์เซ็นต์ โดยผสมยเูรีย 36 กรัม  40 เปอร์เซ็นต์ polyacrylamide (39 : 1 = acrylamide : bis 
acrylamide) 10 มิลลิลิตร 10X TBE 10 มิลลิลิตร และ น ำ้ deionized  19 มิลลิลิตร เขย่ำเบำๆ ให้
ยเูรียละลำยหมด จำกนัน้จึงเติม 10  เปอร์เซ็นต์ ammonium persulfate 500 ไมโครลิตร และ 
TEMED 40 ไมโครลิตร เขยำ่ให้เป็นเนือ้เดียวกนัอย่ำงรวดเร็ว จำกนัน้รีบเทเจลใส่ลงในช่องระหว่ำง
กระจกจนเต็ม ระวังอย่ำให้เจลเป็นฟองอำกำศ แล้วเสียบหวีด้ำนบนเพ่ือให้เกิดช่องส ำหรับใส่
ตวัอยำ่ง ปลอ่ยให้เจลแข็งประมำณ 20 นำที  
 2.2.5.3 กำรแยกขนำดดีเอ็นเอด้วยกำรท ำอิเลคโตรโฟรี ซีสใน 
polyacrylamide gel โดยน ำตวัอย่ำงดีเอ็นเอผสมกบั loading dye (98 เปอร์เซ็นต์ formamide, 
10 มิลลิโมลำร์ EDTA, 0.1 เปอร์เซ็นต์ bromophenol blue, 0.1 เปอร์เซ็นต์ xylene cyanol) 
อตัรำส่วน 2 :1 น ำไป heat ท่ี 95 องศำเซลเซียส นำน 5 นำที จำกนัน้น ำไปแช่ในน ำ้แข็งอย่ำง
รวดเร็ว แล้วท ำอิเลคโตรโฟรีซีส ใน 0.5x TBE บฟัเฟอร์  ท่ีอณุหภูมิ 14 องศำเซลเซียส คำ่คงท่ี
กระแสไฟฟ้ำ 200 วตัต์ ควำมตำ่งศกัย์ 500 โวลต์ สงัเกตสีของ bromophenol blue อยู่บริเวณ
ด้ำนลำ่ง (3 ใน 4 สว่น) ของแผน่กระจกแล้วหยดุกระแสไฟฟ้ำซึง่ใช้เวลำประมำณ 6 ชัว่โมง 
 2.2.5.4 กำรย้อมแถบดีเอ็นเอ ด้วยวิธี silver staining ท่ีดดัแปลงจำก 
Bassam และคณะ (1991) โดยแช่เจลใน 10 เปอร์เซ็นต์ acetic acid นำน 30 นำที เขย่ำเบำๆ 
จำกนัน้ล้ำงด้วยน ำ้กลัน่ปลอดเชือ้ 30 นำที เขย่ำเบำๆ เปล่ียนน ำ้แล้วเขย่ำเพิ่มอีก 5 นำที  ย้อมเจล
ในสำรละลำยซิลเวอร์ไนเตรท (AgNO3) เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร เขย่ำ
เบำๆ นำน 30 นำที แล้วล้ำงแผ่นเจลด้วยน ำ้ deionized อย่ำงรวดเร็ว ประมำณ 5 วินำที แช่เจลใน
สำรละลำย develop ท่ีประกอบด้วย Na2CO3 25 กรัม, น ำ้ deionized  1,000 มิลลิลิตร, 37 
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เปอร์เซ็นต์ formaldehyde 624 ไมโครลิตร, 5 เปอร์เซ็นต์ sodium thiosulfate 250 ไมโครลิตร 
อณุหภูมิประมำณ 4 องศำเซลเซียส เขย่ำเบำๆ จนกว่ำจะเห็นแถบดีเอ็นเอชดัเจน แช่เจลใน 10 
เปอร์เซ็นต ์acetic acid เป็นเวลำ 5 นำที เพ่ือหยดุปฏิกิริยำน ำกระจกตัง้ทิง้ไว้ให้แห้งท่ีอณุหภูมิห้อง 
แล้วน ำไปอบให้แห้ง 

 
 2.3 การวิเคราะห์ข้อมูล 

 วิเครำะห์โดยแปลงข้อมูลแถบดีเอ็นเอให้ต ำแหน่งท่ีมีแถบดีเอ็นเอมีค่ำเท่ำกับ 1 
และต ำแหนง่ท่ีไมป่รำกฏแถบดีเอ็นเอมีคำ่เท่ำกบั 0 โดยคิดเฉพำะแถบ DNA ท่ีมีควำมชดัเจน และ
เพิ่มปริมำณได้สม ่ำเสมอเม่ือมีกำรท ำพีซีอำร์ซ ำ้ วิเครำะห์ควำมสัมพันธ์และควำมใกล้ชิดทำง
พนัธุกรรมด้วยโปรแกรม Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System Version-
2.1. (NTSYS version 2.1) (Rohlf, 2002)  
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 บทที่ 3  
 

ผล 
 

1. การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 
โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลแฮตอาร์เอพีดี  
   1.1 การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล
แฮตอาร์เอพีดี 
 1.1.1 การคัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่าง
ตัวอย่างของยางพาราพันธ์ุแนะน าโดยใช้ปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 จากการทดสอบหาไพรเมอร์จ านวน 11 ชนิด ท่ีสามารถแยกความแตกตา่ง
ของแถบดีเอ็นเอเม่ือน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ระหว่างยางพาราพนัธุ์แนะน า
จ านวน 14 สายพนัธุ์ ได้แก่ AVROS 2037, BPM 1, BPM 24, GT 1, PB 235, PB 255, PB 260, 
RRIC 110, RRIT 226, RRIT 408, Tjir 1, CH 50, RRIM 600 และ RRIT 251 จากศนูย์วิจยัและ
พัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี พบว่า มีไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกต่างได้ชัดเจนท่ีสุด
จ านวน 6 ไพรเมอร์ คือ OPAD-01, OPAD-10, OPB-12, OPB-17, OPC-05 และ OPN-08 เม่ือ
ทดสอบกบัดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีสุ่มมาทัง้หมดจากแหล่งตา่งๆ จ านวน 
171 ตวัอย่าง และตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จ านวน 21 ตวัอย่าง กับยางพาราพนัธุ์
เปรียบเทียบ จ านวน 14 สายพนัธุ์ จากการทดสอบพบว่า  ให้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด  74 แถบ เป็น
แถบท่ีแสดงความแตกต่างจ านวน  52 แถบ คิดเป็น 70.27 เปอร์เซ็นต์ และแถบท่ีไม่ให้ความ
แตกต่างจ านวน 22 แถบ คิดเป็น 29.73 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ OPB-17 เป็นไพรเมอร์ท่ีให้
จ านวนแถบดีเอ็นเอสงูสุด 18 แถบ และให้แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตา่งสูงสดุ 17 แถบ คิด
เป็น 94.44 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ี OPN-08 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตา่งต ่าสดุ 4 แถบ คิดเป็น 
44.44 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3 แสดงชนิดของไพรเมอร์ ล าดบัเบส และจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอของแตล่ะไพรเมอร์จากดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIM 600, RRIT 
251 และพนัธุ์ยางแนะน าจากการใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 

Primers Sequences Amplified Monomorphic Polymorphic Polymorphism 

    5' to 3' fragments fragments fragments (%) 

OPAD-01 CAAAGGGCGG 14 3 11 78.57 

OPAD-10 AAGAGGCCAA 12 5 7 58.33 

OPB-17 AGGGAACGAG 18 1 17 94.44 

OPB-12 CCTTGACGCA 9 3 6 66.67 

OPC-05 GATGACCGCC 12 5 7 58.33 

OPN-08 ACCTCAGCTC  9 5 4 44.44 

Total   74 22 52 70.27 
 
  รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าแฮตอาร์เอพีดีพีซีอาร์แตล่ะไพรเมอร์ มีความ
แตกตา่งกันทัง้ภายในสายพนัธุ์เดียวกัน และระหว่างสายพนัธุ์  OPAD-01 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่ม
ปริมาณได้ทัง้หมด 14 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่างจ านวน 11 แถบ (ภาพท่ี 3)  
OPAD-10 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 12 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่ง
จ านวน 7 แถบ (ภาพท่ี 4) OPB-12 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 9 แถบ เป็นแถบดีเอ็น
เอท่ีให้ความแตกตา่งจ านวน 6 แถบ (ภาพท่ี 5)   OPB-17 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 
18 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่งจ านวน 17 แถบ (ภาพท่ี 6) OPC-05 ให้แถบดีเอ็นเอท่ี
เพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 12 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่างจ านวน 7 แถบ (ภาพท่ี 7) 
OPN-08 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 9 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่าง
จ านวน 4 แถบ (ภาพท่ี 8)   
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ภาพที่ 3 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPAD-01    
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
 Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =         
 PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
 RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช)    Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)     

M    36     37   38    39   40    41    42   43   44    45   46    47    48   49    50    51   52   53   54   55   56    57   58   59    60   61    62  63   64    65   66    67    68    69    70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  

M      1     2      3      4     5      6      7      8      9    10    11    12   13    14   15    16    17   18  19    20    21  22    23   24    25   26   27   28   29   30    31   32    33   34   35   
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ภาพที่ 3 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์          
 OPAD-01   M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
  Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
          Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
 
 
                     

M     71   72    73     74   75    76     77   78    79     80   81   82    83    84    85   86   87   88   89    90    91  92   93   94    95  96    97   98   99  100 101 102 103104 105  

M  106  107 108 109 110 111  112  113 114 115 116 117  118   119  120  121 122  123 124 125  126  127 128 129  130  131  132 133 134 135 136  137 138 139  140   
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ภาพที่ 3 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์    
 OPAD-01  M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                                      

M    141 142 143 144 145  146 147   148 149  150  151 152 153  154 155  156  157 158  159 160 161  162 163 164  165 166  167 168 169 170  171  172 173 174  175    

  M   176  177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189  190 191  192 193  194 195 196  197  198  199   200   201 202  203  204  205 206 207 208 209 210  
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ภาพที่ 4 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPAD-10   
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
 Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =         
 PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
 RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช)    Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)     

M      1     2      3      4     5      6      7      8      9    10    11    12   13    14   15    16    17   18  19    20    21  22    23   24    25   26   27   28   29   30    31   32    33   34   35   

M    36     37   38    39   40    41    42   43   44    45   46    47    48   49    50    51   52   53   54   55   56    57   58   59    60   61    62  63   64    65   66    67    68    69    70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  
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ภาพที่ 4 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์    
 OPAD-01   M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
    Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
           Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
 
 
 

M     71   72    73    74    75    76    77   78    79     80  81   82    83    84   85   86   87    88   89   90   91    92   93   94    95   96    97   98   99   100 101 102  103  104 105  

M   106  107 108 109  110 111 112 113 114 115 116 117 118 119  120  121 122  123 124 125  126 127  128  129  130  131 132  133 134  135 136  137 138  139  140   
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ภาพที่ 4 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพันธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์   
 OPAD-10  M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                
     

M    141 142 143 144 145  146 147   148 149  150  151 152 153  154 155  156  157 158  159 160 161  162 163 164  165 166  167 168 169 170  171  172 173 174  175    

  M   176 177 178 179 180  181182 183 184 185 186 187 188189 190   191 192  193  194  195  196  197 198   199  200  201  202  203 204  205  206  207 208 209  210  
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ภาพที่ 5 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPB-12      
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
 Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =         
 PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
 RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช)    Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)     

M     1     2      3     4     5      6     7     8      9    10    11  12    13   14   15    16  17   18  19    20    21    22    23    24   25    26    27    28    29   30    31    32   33     34   35   

M     36    37     38    39    40    41    42    43   44   45   46    47   48   49    50   51   52    53   54   55   56   57   58   59    60  61   62   63   64    65   66   67     68    69    70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  



 
3528 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPB-12                                 
  M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
  Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
          Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
  
 

M     71   72    73   74    75   76   77    78    79   80   81   82    83   84  85    86   87    88    89   90     91   92  93    94     95   96    97    98    99  100 101  102 103 104 105  

M   106  107 108  109  110   111  112 113  114  115 116  117 118 119   120 121   122  123 124 125 126 127 128 129130 131132 133  134 135 136 137  138 139  140   
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ภาพท่ี 5 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPB-12  
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                                      
                         
 

M     141 142  143  144 145 146  147 148  149 150   151 152  153 154  155  156  157 158 159 160 161 162 163  164 165 166 167 168 169  170 171 172  173 174  175    

  M   176  177 178  179 180  181 182  183  184 185 186 187 188 189 190  191  192 193  194   195 196 197 198  199  200 201  202 203 204  205  206 207 208 209  210  
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ภาพที่ 6 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPB-17      
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
 Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =          
 PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
 RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช) Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)            

M     1     2       3     4      5      6     7      8      9    10    11   12    13    14    15   16    17   18  19    20   21   22   23   24    25   26    27   28   29    30   31    32    33   34   35   

M    36   37     38   39   40    41   42   43   44   45    46   47   48   49    50    51    52   53   54   55    56    57   58   59   60  61   62    63   64    65    66    67     68    69    70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  



 
3828 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 6 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPB-17  
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
  Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
          Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
  
 

M     71   72    73    74   75    76    77    78   79    80    81    82   83     84    85  86    87   88   89    90   91   92   93    94   95    96   97   98   99  100  101 102 103 104  105  

M   106 107  108 109  110 111 112  113  114 115 116 117  118  119  120  121 122  123 124 125  126  127 128 129  130  131 132 133  134 135 136  137  138 139  140   
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ภาพท่ี 6 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPB-17  
 คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                                      
                          
                       

M     141 142  143  144 145 146  147 148  149 150   151 152  153 154  155  156  157 158 159 160 161 162 163  164 165 166 167 168 169  170 171 172  173 174  175    

  M   176177 178  179 180  181 182  183 184 185  186 187 188  189 190  191 192  193  194  195 196  197 198 199 200  201  202  203  204  205 206  207 208  209  210  
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ภาพที่ 7 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPC-05       
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 

 Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =          
PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช) Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)            

M      1      2     3      4      5     6     7      8     9    10    11   12    13    14   15   16    17    18  19    20    21   22    23   24    25   26    27   28   29    30    31    32   33    34   35   

M     36    37     38   39   40    41   42   43   44   45    46   47   48   49    50    51   52   53    54   55    56    57   58   59    60    61   62    63   64   65    66    67   68    69    70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  
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ภาพท่ี 7 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPC-05   
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
  Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
          Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
 
 

M     71    72   73    74    75    76   77    78    79    80   81    82    83    84  85   86    87   88   89    90   91    92   93   94   95   96    97    98   99   100 101  102 103  104 105  

M   106 107  108  109  110  111 112   113  114 115 116  117 118  119  120 121  122 123 124  125 126 127 128 129  130 131 132 133  134 135 136  137  138 139  140   
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ภาพท่ี 7 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPC-05     
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                                      
                          
 

M     141 142  143  144  145 146  147 148  149 150   151 152  153 154  155 156 157 158 159 160  161  162 163  164  165 166 167 168  169   170 171 172  173 174  175    

  M   176  177  178 179 180  181 182 183  184 185  186  187 188 189 190  191 192 193   194 195  196 197  198 199  200  201 202  203 204  205  206 207 208 209  210  



 
4328 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 8 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร  จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์  OPN-08      
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 

Lane 1-18: พนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี (1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = BPM 24, 4 = GT 1, 5 =          
PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir 1, 12 = CH 50 , 13-15 = RRIT 251, 16-18 = 
RRIM 600)   

 Lane 19-42: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาบอน จ.นครศรีธรรมราช) Lane 43-54: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ฉวาง จ.นครศรีธรรมราช)                    
 Lane 55-63: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.ช้างกลาง จ.นครศรีธรรมราช) Lane 64-70: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)            

M      1     2      3      4      5      6      7      8      9    10    11    12    13   14    15   16    17    18  19    20    21   22   23   24    25   26   27   28   29    30   31   32   33   34   35   

M     36    37   38    39   40    41   42  43    44   45    46    47   48    49   50    51   52    53    54  55   56   57    58    59    60    61   62    63    64    65    66    67   68    69   70 

45 46  47 48 49  50 51 52 53 54 55 56  57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70  



 
4428 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 8 (ต่อ)  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPN-08           
 M คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส 
  Lane 71-102: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ทุง่ต าเสา อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา) Lane 103-123: พนัธุ์ RRIM 600 (ต.ฉลงุ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา)       
          Lane 124-140: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) 
 
 

M     71   72   73    74   75    76   77    78   79    80   81    82   83     84   85   86    87   88   89    90   91   92   93   94    95   96   97  98    99  100   101 102  103  104  105  

M  106  107  108  109  110  111 112  113  114  115 116  117 118 119 120  121 122 123  124 125 126  127 128 129  130 131 132  133 134 135  136  137 138 139  140   



 
4528 

 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 8 (ต่อ) รูปแบบแถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์แนะน า และยางพาราจากแปลงเกษตรกร จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เม่ือใช้ไพรเมอร์ OPN-08 
 คือ DNA Ladder ขนาด 100 คูเ่บส                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
  Lane 141-156: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.นาทวี จ.สงขลา) Lane 157-189: พนัธุ์ RRIM 600 (อ.จะนะ จ.สงขลา) 

          Lane 190-198: พนัธุ์ RRIT 251(จ.ตรัง) Lane 199-210: พนัธุ์ RRIT 251 (จ.สรุาษฎร์ธานี)                                      
                          
 

M   141 142  143 144  145 146 147  148 149   150  151  152  153  154  155  156 157 158 159  160 161 162 163  164  165 166  167 168  169 170 171  172  173 174  175    

  M   176 177178  179 180  181 182  183 184  185  186  187 188  189 190 191 192 193  194 195 196  197 198 199  200  201  202  203 204  205  206  207  208  209 210  
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 1.1.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของ
ยางพารา จากการใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
   1.1.2.1 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม
ของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 จากแปลงเกษตรกร ร่วมกับพันธ์ุยาง
แนะน า 
 จากการศึกษาความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของตัวอย่างยางพาราพันธุ์ 
RRIM 600 จ านวน 171 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จ านวน 21 ตวัอย่าง ท่ีเก็บ
จากแหล่งปลูกยางพาราในภาคใต้ของประเทศไทย กับยางพันธุ์แนะน าจากศูนย์วิจัยและ
พฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี จ านวน 14 พนัธุ์  โดยใช้แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี น าไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมด้วยการ
วิเคราะห์ UPGMA cluster analysis หาคา่ similarity coefficient โดยใช้โปรแกรม NTSYS  
 ผลการวิเคราะห์คา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม พบว่า มีคา่ดชันีความ
ใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.68-1.00 โดยมีคา่เฉล่ียเท่ากบั 0.92 โดยท่ียางพาราพนัธุ์ PB 
255 มีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกับยางพาราพนัธุ์ PB 260  ซึ่งมีค่าดชันีความใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรม เท่ากบั 0.93 ขณะท่ียางพาราพนัธุ์ RRIT 408 มีความห่างไกลทางพนัธุกรรมสงูสดุกบั
ยางพาราพนัธุ์ GT 1 และ RRIC 110 โดยมีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เท่ากบั 0.70 เม่ือ
พิจารณาคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์  RRIM 600 และ RRIT 251 กับ
ยางพาราพนัธุ์แนะน า พบว่ายางพาราพนัธุ์ RRIM 600 มีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกบัยางพารา
พนัธุ์ RRIT 226 มากท่ีสุด โดยมีค่าดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เท่ากับ 0.88 และมีความ
ห่างไกลทางพนัธุกรรมกับยางพาราพันธุ์ RRIT 408 มากท่ีสุด โดยมีค่าดชันีความใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรม เทา่กบั 0.76 ขณะท่ียางพาราพนัธุ์ RRIT 251 มีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมกบัยางพนัธุ์ 
PB 235 มากท่ีสดุ โดยมีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เท่ากบั 0.89 และมีความห่างไกลทาง
พนัธุกรรมกบัยางพนัธุ์ RRIT 408 มากท่ีสดุ โดยมีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เท่ากบั 0.74 
จากเดนโดรแกรมสามารถจดักลุ่มตามความสมัพนัธ์ และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมเป็น 8 กลุ่ม 
(ภาพท่ี 9) ดงันี ้ 
 กลุ่มท่ี 1 มี 4 ตวัอย่าง ประกอบด้วย AVROS 2037, BPM 1, CH 50 และ 
RRIC 110 
 กลุม่ท่ี 2 มี 2 ตวัอยา่ง ประกอบด้วย GT 1 และ BPM 24                                          
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 กลุ่มท่ี 3 มี 25 ตวัอย่าง ประกอบด้วย PB 235, RRIT 251 จากศนูย์วิจยั
และพฒันาการเกษตรสรุาษฏร์ธานี  จ านวน 3 ตวัอย่าง และตวัอย่างพนัธุ์ RRIT 251  ท่ีเก็บจาก
แปลงเกษตรกร จ านวน 21 ตวัอยา่ง  
 กลุ่มท่ี 4 มี 169 ตวัอย่าง ประกอบด้วย RRIM 600 จากศนูย์วิจัยและ
พฒันาการเกษตรสรุาษฏร์ธานี จ านวน 3 ตวัอย่าง และตวัอย่างพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลง
เกษตรกร จ านวน 166 ตวัอยา่ง  
 กลุม่ท่ี 5 มี 3 ตวัอยา่ง คือ PB 255, PB 260 และ RRIT 226  
 กลุ่มท่ี 6  มี 5 ตวัอย่าง ประกอบด้วย RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกร 
จ านวน 5 ตวัอยา่ง   
 กลุม่ท่ี 7 มี 1 ตวัอยา่ง คือ Tjir 1  
 กลุม่ท่ี 8 มี 1 ตวัอยา่ง คือ RRIT 408  
  เม่ือพิจารณาการกระจายตัวของตวัอย่างประชากรพบว่า ยางพาราพันธุ์
RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกร มีการกระจายตวัอยู ่2 กลุ่ม จากท่ีมีการจดักลุ่มทัง้สิน้ 8 กลุ่ม 
(ภาพท่ี 10) โดยประชากรส่วนใหญ่ประมาณ 97.08 เปอร์เซ็นต์ อยู่ในกลุ่มท่ี 4 และ 2.92 
เปอร์เซ็นต ์อยูใ่นกลุม่ 6 ขณะท่ียางพาราพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกร จดัอยู่ในกลุ่ม 3 
ทัง้หมด คดิเป็น 100 เปอร์เซ็นต ์ 
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ภาพที่ 9 เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จ านวน 171 ตวัอย่าง
   ยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จ านวน 21 ตวัอย่าง และยางพาราพนัธุ์แนะน าจ านวน 14  
  สายพนัธุ์ จากการใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
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ภาพที่ 10  แผนภูมิแท่งแสดงการกระจายตวัของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIM 600, RRIT 251 
 จากแปลงเกษตรกร และพนัธุ์ยางแนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์
 ธานี จากการใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
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  1.1.2.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม
ของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 จากแปลงเกษตรกร ร่วมกับ RRIM 600 จากศูนย์วิจัยและ
พัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี 
 จากการศึกษาความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมโดยใช้แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรในพืน้ท่ี
ปลูกยางทางภาคใต้ของประเทศไทย เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 
จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี น าไปวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ และความใกล้ชิด
ทางพนัธุกรรมด้วยการวิเคราะห์ UPGMA cluster analysis หาคา่ similarity coefficient โดยใช้
โปรแกรม NTSYS ผลการวิเคราะห์หาคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์ RRIM 
600 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรในพืน้ท่ีปลกูยางทางภาคใต้ของประเทศไทย จ านวน 171 ตวัอย่าง 
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและพัฒนาการเกษตร     
สรุาษฎร์ธานี จ านวน 3 ตวัอยา่ง พบวา่ มีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.76-1.00 
โดยมีคา่เฉล่ียเท่ากบั 0.88 จากเดนโดรแกรมสามารถจดักลุ่มตามความสมัพนัธ์และความใกล้ชิด
ทางพนัธุกรรม เป็น 2 กลุม่ (ภาพท่ี 11) ดงันี ้
   กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการ
เกษตรสุราษฎร์ธานี 3 ตวัอย่าง และกลุ่มตวัอย่างยางพาราพนัธุ์  RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลง
เกษตรกรในพืน้ท่ีปลกูยางทางภาคใต้ของประเทศไทย จ านวน 168 ตวัอย่าง ได้แก่ แปลงเกษตรกร
ในอ าเภอนาบอน จงัหวดันครศรีธรรมราช ทัง้หมด 24 ตวัอย่าง, แปลงเกษตรกรในอ าเภอฉวาง 
จังหวัดนครศรีธรรมราช ทัง้หมด 12 ตัวอย่าง, แปลงเกษตรกรในอ าเภอช้างกลาง จังหวัด
นครศรีธรรมราช ทัง้หมด 9 ตวัอย่าง, แปลงเกษตรกรในต าบลทุ่งต าเสา อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดั
สงขลา จ านวน 36 ตวัอย่าง จากทัง้หมด 39 ตวัอย่าง, แปลงเกษตรกรในต าบลฉลุง อ าเภอ
หาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ทัง้หมด 21 ตวัอย่าง แปลงเกษตรกรในอ าเภอนาทวี จังหวัดสงขลา 
ทัง้หมด 33 ตวัอย่าง และแปลงเกษตรกรในอ าเภอ จะนะ จงัหวดัสงขลา 33 ตวัอย่าง ยางพารา
พนัธุ์ RRIM 600 จ านวน 55 ตวัอย่าง ให้แถบดีเอ็นเอเหมือนกบั RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและ
พฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี คดิเป็น 32.16 เปอร์เซ็นต์ 
   กลุม่ท่ี 2 คือ ตวัอย่างยางพาราพนัธุ์  RRIM 600 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรใน
พืน้ท่ีปลูกยางทางภาคใต้ของประเทศไทย จ านวน 3 ตวัอย่าง ได้แก่ แปลงเกษตรกรในต าบลทุ่ง
ต าเสา อ าเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา จ านวน 3 ตวัอยา่ง จากทัง้หมด 39 ตวัอยา่ง 
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ภาพที่ 11  เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จ านวน 171 ตวัอย่าง 
  และ ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานีจาก 
  การใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 

ІІ

І 

І 
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   1.1.2.3 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม
ของยางพาราพันธ์ุ RRIT 251 จากแปลงเกษตรกร ร่วมกับ RRIT 251 จากศูนย์วิจัยและ
พัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี 
   จากการศึกษาความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมโดยใช้แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรในพืน้ท่ี
ปลูกยางทางภาคใต้ของประเทศไทย เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 
จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี น าไปวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ และความใกล้ชิด
ทางพนัธุกรรมด้วยการวิเคราะห์ UPGMA cluster analysis หาคา่ similarity coefficient โดยใช้
โปรแกรม NTSYS ผลการการวิเคราะห์หาค่าดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์ 
RRIT 251 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรในพืน้ท่ีปลูกยางทางภาคใต้ของประเทศไทย จ านวน 21 
ตวัอย่าง เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จาก ศนูย์วิจยัและพฒันาการ
เกษตรสุราษฎร์ธานี จ านวน 3 ตวัอย่าง พบว่า มีค่าดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 
0.78-1.00 โดยมีคา่เฉล่ียเท่ากบั 0.89 จากเดนโดรแกรมสามารถจดักลุ่มตามความสมัพนัธ์และ
ความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เป็น 2 กลุม่ (ภาพท่ี 12) ดงันี ้
   กลุ่มท่ี 1 คือ กลุ่มยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการ
เกษตรสุราษฎร์ธานี 3 ตวัอย่าง และกลุ่มตวัอย่างยางพาราพนัธุ์  RRIT 251 ท่ีเก็บจากแปลง
เกษตรกรในอ าเภอนาโยง จงัหวดัตรัง จ านวน 7 ตวัอย่าง และ แปลงเกษตรกรในอ าเภอพระแสง 
จงัหวดัสรุาษฎร์ธานี 12 ตวัอย่าง รวมทัง้สิน้ 19 ตวัอย่าง ยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จ านวน 4
ตวัอยา่ง ให้แถบดีเอ็นเอเหมือนกบั RRIT 251 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี คิด
เป็น 19.05 เปอร์เซ็นต์ 
   กลุ่มท่ี 2 คือ ตวัอย่างยางพาราพนัธุ์  RRIT 251 ท่ีเก็บจากแปลงเกษตรกรใน
อ าเภอนาโยง จงัหวดัตรัง จ านวน 2 ตวัอยา่ง  
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ภาพที่ 12  เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ของยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จ านวน 21 ตวัอย่าง 
  และยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี จาก 
  การใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
 
2. การศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 
โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี  
   2.1 ผลของการวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิและปริมาณของดีเอ็นเอ 
                        จากการเตรียมดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์แนะน าจ านวน  14 สายพนัธุ์ ตวัอย่าง
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีคดัเลือกจากตวัอย่างท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอแตกตา่งกนั
จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี จ านวน 5 และ 2 ตวัอย่าง ตามล าดบั พบว่า ดีเอ็นเอมี
ลกัษณะเป็นแถบ 1 แถบชดัเจน และปราศจากการปนเปือ้นของอาร์เอ็นเอ (ภาพท่ี 13) เม่ือน าดี
เอ็นเอมาตรวจสอบความบริสทุธ์ิโดยเทียบอตัราส่วนของคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 
280 นาโนเมตร พบว่า อยู่ในช่วง 1.78-1.89 ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความเข้มข้น 3.93 – 8.70 
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็นดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดี และมีปริมาณเพียงพอส าหรับการท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ตารางท่ี 4) 

ІІ
І 

І 
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        1     2      3     4     5      6     7     8     9    10   11   12   13   14  15   16   17   18   19  20    21 

 

ภาพท่ี 13  แสดงสภาพท่ีสมบรูณ์ของดีเอ็นเอ จากการท าอิเลคโตรโฟรีซีสดีเอ็นเอจากใบยางพารา
 ในเจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (  1 = AVROS 2037, 2 = BPM 1, 3 = 

 BPM 24, 4 = GT 1, 5 = PB 235, 6 = PB 255, 7 = PB 260, 8 = RRIC 110, 9 = 
 RRIT 226, 10 = RRIT 408, 11 = Tjir1, 12 = CH 50, 13 = RRIT 251, 14 = RRIM 
 600, 15 = RRIM 600 (1), 16 = RRIM 600 (2), 17 = RRIM 600 (3), 18 = RRIM 
 600 (4), 19 = RRIM 600 (5), 20 = RRIT 251 (1) และ 21 = RRIT 251 (2))  
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ตารางที่ 4 อตัราส่วนระหว่างคา่ดดูกลืนแสงท่ี 260 ตอ่ 280 นาโนเมตร ความบริสทุธ์ิของดีเอ็น
 และปริมาณดีเอ็นเอตอ่ไมโครลิตร 
สายพันธ์ุ
ยางพารา 

 
OD260 

 
OD280 

ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
OD260/280 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 

AVROS2037 0.310 0.222 1.89 7.75 

BPM 1 0.300 0.162 1.85 7.50 

BPM 24 0.157 0.084 1.87 3.93 

GT 1 0.185 0.102 1.81 4.60 

PB 235 0.179 0.099 1.81 4.48 

PB 255 0.180 0.099 1.82 4.50 

PB 260 0.099 0.055 1.80 2.48 

RRIC 110 0.217 0.118 1.83 5.43 

RRIT 226 0.348 0.185 1.88 8.70 

RRIT 408 0.324 0.176 1.84 8.10 

Tjir 1 0.264 0.149 1.78 6.60 

CH 50 0.200 0.108 1.85 5.00 
RRIM 600 0.250 0.138 1.81 6.25 

RRIT 251  0.205 0.113 1.81 5.13 

RRIM 600 (1) 0.277 0.152 1.82 6.93 

RRIM 600 (2) 0.238 0.132 1.80 5.95 

RRIM 600 (3) 0.217 0.117 1.85 5.43 

RRIM 600 (4) 0.257 0.142 1.81 6.43 

RRIM 600 (5) 0.271 0.149 1.82 6.78 

RRIT 251 (1)   0.280 0.151 1.85 7.00 
RRIT 251 (2) 0.210 0.116 1.81 5.25 
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2.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของ
ยางพารา จากการใช้เทคนิคเอเอฟแอลพ ี

จากการน าไพรเมอร์จ านวน 4 คู่ ได้แก่ ไพรเมอร์ E-AGG/P-GGG, E-AAG/       
P-GAC, E-ACG/P-GAC และ E-ACG/P-GCA มาเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็นเอในขัน้ตอน selective 
amplified ของยางพาราพนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี จ านวน 14 
สายพนัธุ์ และตวัอย่างพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีพบความแตกตา่ง หลงัจากการวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค HAT-RAPD และแยกขนาดด้วย 6 เปอร์เซ็นต์ denature polyacrylamide gel พบว่า 
ไพรเมอร์ในแต่ละคู่ให้แถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจน เป็นคู่ท่ีแสดงความแตกต่างของยางพาราแต่ละสาย
พนัธุ์ โดยทัง้ 4 คูไ่พรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 389 แถบ เป็นแถบท่ีแสดงความแตกตา่งจ านวน 
249 แถบ คิดเป็น 64.01 เปอร์เซ็นต์ โดยคูไ่พรเมอร์ E-ACG/P-GAC ให้จ านวนแถบดีเอ็นเอสงูสดุ
จ านวน 113 แถบ และให้แถบท่ีแสดงความแตกต่างสูงสุด 69 แถบ คิดเป็น 61.06 เปอร์เซ็นต์ 
ขณะท่ี E-ACG/P-GCA ให้แถบท่ีแสดงความแตกต่างต ่าสุด 79 แถบ เป็นแถบท่ีแสดงความ
แตกตา่งจ านวน 47 แถบ คดิเป็น 59.49 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 5) 

 
ตารางท่ี 5 แสดงชนิดของไพรเมอร์ ล าดบัเบส และจ านวนแถบดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็น
 เอของแตล่ะไพรเมอร์จากดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600, RRIT 251 และพนัธุ์
 ยางแนะน า 

Primer Amplified Monomorphic Polymorphic Polymorphism 

  fragments fragments fragments (%) 

E-AGG/P-GGG 99 34 65 65.66 

E- AAG/P-GAC 98 30 68 69.39 

E-ACG/P-GCA 79 32 47 59.49 

E-ACG/P-GAC  113 44 69 61.06 

Total 389 64 249 64.01 
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 รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าเอเอฟแอลพีพีซีอาร์แตล่ะคูไ่พรเมอร์ มีความ
แตกต่างกันทัง้ภายในสายพนัธุ์เดียวกัน และระหว่างสายพนัธุ์  คู่ไพรเมอร์ E-AGG/P-GGG ให้
แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 99 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่งจ านวน 65 แถบ 
(ภาพท่ี 14)  E- AAG/P-GAC ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 98 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ี
ให้ความแตกตา่งจ านวน 68 แถบ (ภาพท่ี 15) E-ACG/P-GCA ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้
ทัง้หมด 79 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่งจ านวน 47 แถบ (ภาพท่ี 16)  E-ACG/P-GAC 
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ทัง้หมด 113 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่งจ านวน 69 
แถบ (ภาพท่ี 17)  
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                                             M   1    2  3  4   5  6  7   8  9  10 111213 14  1516 17 18 19 20 21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 14  แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าอิเลคโตรโฟรีซีสในเจลโพลีอะคริลาไมด์ ความเข้มข้น 
 6 เปอร์เซ็นต์ของคูไ่พรเมอร์ E-AGG/P-GGG ( M= DNA Ladder, 1= AVROS 
 2037, 2= BPM 1, 3= BPM 24, 4= GT 1, 5= PB 235, 6= PB 255, 7= PB 260, 
 8= RRIC 110, 9= RRIT 226, 10= RRIT 408, 11= Tjir 1, 12= CH 50, 13= 
 RRIM 600, 14= RRIT 251, 15=RRIM 600(1), 16= RRIM 600(2), 17= RRIM 
 600(3), 18=  RRIM 600(4), 19= RRIM 600(5), 20= RRIT 251(1) และ 21 = RRIT 
 251(2)) 
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                                           M  1    2   3   4  5   6   7   8   9  10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
 

                                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 15 แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าอิเลคโตรโฟรีซีสในเจลโพลีอะคริลาไมด์ ความเข้มข้น 
 6 เปอร์เซ็นต์ของคู่ไพรเมอร์ E-AAG/P-GAC ( M= DNA Ladder, 1= AVROS 
 2037, 2= BPM 1, 3= BPM 24, 4= GT 1, 5= PB 235, 6= PB 255, 7= PB 260, 
 8= RRIC 110, 9= RRIT 226, 10= RRIT 408, 11= Tjir 1, 12= CH 50, 13= 
 RRIM 600, 14= RRIT 251, 15=RRIM 600(1), 16= RRIM 600(2), 17= RRIM 
 600(3), 18=  RRIM 600(4), 19= RRIM 600(5), 20= RRIT 251(1) และ 21 = RRIT 
 251(2)) 
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                                           M        1    2   3   4   5   6  7   8  9  10 11 121314 1516 17 18 19 20 21 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 16  แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าอิเลคโตรโฟรีซีสในเจลโพลีอะคริลาไมด์ ความเข้มข้น 
 6 เปอร์เซ็นต์ของคู่ไพรเมอร์ E-ACG/P-GCA ( M= DNA Ladder, 1= AVROS 
 2037, 2= BPM 1, 3= BPM 24, 4= GT 1, 5= PB 235, 6= PB 255, 7= PB 260, 
 8= RRIC 110, 9= RRIT 226, 10= RRIT 408, 11= Tjir 1, 12= CH 50, 13= 
 RRIM 600, 14= RRIT 251, 15=RRIM 600(1), 16= RRIM 600(2), 17= RRIM 
 600(3), 18=  RRIM 600(4), 19= RRIM 600(5), 20= RRIT 251(1) และ 21 = RRIT 
 251(2)) 
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                                           M     1   2   3    4   5  6   7   8   9  10 1112 13 14 15 16 17 1819 20 21 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 17  แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าอิเลคโตรโฟรีซีสในเจลโพลีอะคริลาไมด์ ความเข้มข้น 
 6 เปอร์เซ็นต์ของคู่ไพรเมอร์ E-ACG/P-GAC ( M= DNA Ladder, 1= AVROS 
 2037, 2= BPM 1, 3= BPM 24, 4= GT 1, 5= PB 235, 6= PB 255, 7= PB 260, 
 8= RRIC 110, 9= RRIT 226, 10= RRIT 408, 11= Tjir 1, 12= CH 50, 13= 
 RRIM 600, 14= RRIT 251, 15=RRIM 600(1), 16= RRIM 600(2), 17= RRIM 
 600(3), 18=  RRIM 600(4), 19= RRIM 600(5), 20= RRIT 251(1) และ 21 = RRIT 
 251(2)) 
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 เม่ือค านวณหาค่าระยะห่างทางพันธุกรรมเพ่ือน าไปสร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมโดยวิธี UPGMA พบว่า จากกลุ่มตวัอย่างยางพาราพนัธุ์แนะน า และพนัธุ์ RRIM 
600 และ RRIT 251 จากแปลงเกษตรกร และแปลงก่ิงตาจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตร       
สรุาษฎร์ธานี มีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.60-1.0 โดยมีคา่เฉล่ียเท่ากบั 0.80 
เม่ือพิจารณาค่าดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมเฉพาะกลุ่มตวัอย่างยางพาราพันธุ์ RRIM 600 
พบว่า RRIM 600 (5) จากแปลงเกษตรกรใน ต.ทุ่งต าเสา อ.หาดใหญ่ จงัหวัดสงขลา มีความ
ห่างไกลทางพนัธุกรรมสงูสุดกบัยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตร     
สรุาษฎร์ธานี โดยคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม เท่ากับ 0.94 ขณะท่ีกลุ่มตวัอย่างยางพารา
พนัธุ์ RRIT 251 พบว่า RRIT 251 (2) มีความห่างไกลทางพนัธุกรรมกบัยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 
จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี มากท่ีสดุโดยคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม 
เท่ากับ 0.97 (ตารางท่ี 6) จากเดนโดรแกรมท่ีจดักลุ่มตามความสมัพนัธ์ และความใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรมสามารถแบง่กลุ่มยางพาราพนัธุ์ RRIM 600, RRIT 251 และพนัธุ์แนะน าได้เป็น 5 กลุ่ม 
(ภาพท่ี 19) ดงันี ้ 
 กลุม่ท่ี 1 มี 4 ตวัอยา่ง ประกอบด้วย AVROS 2037, GT 1, BPM 1, BPM 24 
 กลุ่มท่ี 2 มี 5 ตวัอย่าง ประกอบด้วย PB 235, PB 255, RRIT 226   RRIC 110 
และ CH 50 
 กลุ่มท่ี 3 มี 10 ตวัอย่าง ประกอบด้วย Tjir 1, RRIM 600 จากศนูย์วิจยัและ
พฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี, RRIM 600 ท่ีคดัเลือกจากการวิเคราะห์แฮตอาร์เอพีดี ทัง้หมด 5 
ตวัอย่าง RRIT 251 จากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี และ RRIT 251 ท่ีคดัเลือก
จากการวิเคราะห์แฮตอาร์เอพีดี ทัง้หมด 2 ตวัอยา่ง                                     
 กลุม่ท่ี 4 มี 1 ตวัอยา่ง คือ PB 260 
 กลุม่ท่ี 5 มี 1 ตวัอยา่ง คือ RRIT 408  
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ภาพที่ 18  เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ของยางพาราพนัธุ์แนะน า จ านวน 14 สายพนัธุ์ และ
 ตวัอย่างพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีคดัเลือกจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค แฮต
 อาร์เอพีดีท่ีให้แถบดีเอ็นเอเหมือน (RRIM 600(1) และ RRIT 251(1)) และตา่ง (RRIM 
 600(2),  RRIM 600(3), RRIM 600(4), RRIM 600(5) และ RRIT 251(2)) กบั RRIM 
 600 และ RRIT 251 จากศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี โดย
 เทคนิคเอเอฟแอลพี 
 
 
 

І 

ІІ

І 

ІІІ 

ІV 

V 
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บทที่ 4 
 

วิจารณ์ 
 

 การขยายพันธุ์โดยวิธีการติดตาซึ่งนิยมใช้ในการขยายพันธุ์ยางพารา เป็นการ
ขยายพันธุ์แบบไม่ใช้เพศ โดยทั่วไปการขยายพันธุ์แบบไม่ใช้เพศเป็นวิธีการเพิ่มจ านวนพืชท่ีมี
ลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนต้นแม่ โดยใช้ส่วนของต้นท่ีเกิดมาจากการแบ่งเซลล์แบบไมโตซีส 
(mitosis) จึงคงลกัษณะเดิมไว้ได้ การขยายพนัธุ์ยางพาราด้วยวิธีนี ้โดยทฤษฎีแล้วเกษตรกรควร
ได้รับพนัธุ์ยางท่ีตรงตามพนัธุ์ แตใ่นความเป็นจริงท่ีเกิดขึน้ มีหลายคนไม่แน่ใจในพนัธุ์ยางท่ีตนเอง
จะปลกูจากการซือ้พนัธุ์ยางจากผู้ประกอบการท ายางช าถงุ หรือต้นตอยาง จากเหตผุลดงักล่าวจึง
มีความจ าเป็นต้องตรวจสอบพันธุ์ยางท่ีปลูกในแปลงเกษตรกรว่าได้รับพันธุ์ยางท่ีตรงตามพันธุ์
หรือไม ่จงึเป็นท่ีมาของการศกึษาในครัง้นี ้เพ่ือศกึษาความผนัแปรทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์
แนะน า RRIM 600 และ RRIT 251 โดยใช้เคร่ืองหมายชีวโมเลกลุ 2 เทคนิคคือ แฮตอาร์เอพีดี และ
เอเอฟแอลพี 
 
   การสกัดดีเอ็นเอ และการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีเป็นเทคนิคท่ีใช้ดีเอ็นเอในปริมาณน้อย แตต้่องเป็นดีเอ็นเอท่ี
มีความบริสทุธ์ิ และอยู่ในสภาพท่ีสมบรูณ์ (integrity) ซึ่งเป็นปัจจยัท่ีส าคญัตอ่ความคมชดัของดี
เอ็นเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ การสกัดดีเอ็นเอในใบยางพาราโดยวิธี       
CTAB ท่ีดดัแปลงจาก Doyle และ Doyle (1990) พบวา่มีคณุภาพและปริมาณเพียงพอส าหรับการ
วิเคราะห์แฮตอาร์เอพีดี ท าให้ได้ดีเอ็นเอท่ีมีคณุภาพคอ่นข้างดี ใช้เวลาในการสกดัน้อย คณุภาพ
ของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ แตกตา่งกนัขึน้อยู่กบัอายแุละความสดของใบยางพาราท่ีน ามาสกดั  ส าหรับ
ใบยางพาราท่ีเลือกมาสกดัควรเป็นใบในระยะเพสลาด เน่ืองจากเป็นใบท่ีไม่อ่อนหรือแก่จนเกินไป
เช่นเดียวกับการทดลองของ กรกช (2550) นอกจากการสกัดในยางพาราแล้วยังมีการใช้
สารละลาย CTAB ในพืชอ่ืนหลายชนิด เช่น พืชสกลุ Ficus spp. (วิศยั และสมบรูณ์, 2548) และ
ข้าว (อรวรรณ, 2553)  เป็นต้น ส่วนเทคนิคเอเอฟแอลพี พบว่า ดีเอ็นเอต้องมีความบริสทุธ์ิสงูและ
ต้องปราศจากการปนเปือ้นของอาร์เอ็นเอ และอยู่ในสภาพท่ีสมบรูณ์  จึงสามารถย่อยด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ EcoRI และ PstI ได้อย่างสมบรูณ์ เน่ืองจากการท าเอเอฟแอลพีนิยมใช้เอ็นไซม์ตดั
จ าเพาะท่ีมีต าแหน่งจดจ า จ านวน 6 คูเ่บส ร่วมกบัเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะท่ีมีต าแหน่งจดจ า 4 คูเ่บส 
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ซึ่งโดยส่วนใหญ่จะใช้ EcoRI ร่วมกบั MseI (สุรินทร์, 2545) แตใ่นการศกึษาครัง้นีใ้ช้ EcoRI 
ร่วมกบั PstI เป็นเอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิด rare cutter ทัง้คู ่จากการทดลองของ ศลัยา  (2547) ใช้
EcoRI ร่วมกบั MseI แล้วได้แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กคอ่นข้างมาก แถบดีเอ็นเอชิดกนัมาก และไม่
คอ่ยชดัเจน ท าให้การนบัแถบดีเอ็นเอมีโอกาสผิดพลาดได้ แตเ่ม่ือใช้ EcoRI ร่วมกบั PstI แถบดี
เอ็นเอมีความคมชดั  

 
  การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล 

เคร่ืองหมายโมเลกลุ (molecular marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างจากชิน้ส่วนดี
เอ็นเอหรือเป็นล าดับเบสช่วงหนึ่งบนโครโมโซมท่ีตรวจสอบ และมีการถ่ายทอดสู่ รุ่นลูกได้  
เคร่ืองหมายโมเลกุลมีข้อได้เปรียบท่ีชิน้ส่วนดีเอ็นเอมีจ านวนมาก สภาพแวดล้อม และระยะการ
เจริญเติบโตไม่มีอิทธิพลต่อการแสดงออกของเคร่ืองหมายโมเลกุล มีความแม่นย าสูง จึงมีการ
น ามาใช้ประโยชน์ในการตรวจแยกสายพนัธุ์ อนรัุกษ์พนัธุกรรมยาง รวมถึงการท าแผนท่ีพนัธุกรรม
ยาง (genetic mapping) เพ่ือใช้ในงานปรับปรุงพนัธุ์ (นภาวรรณ, 2551) แฮตอาร์เอพีดีเป็น
เคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีดดัแปลงจากอาร์เอพีดีซึ่งมี sensitivity สงู การท าซ า้อาจไม่เหมือนเดิม หาก
ไมมี่การควบคมุสภาวะในการท าพีซีอาร์ท่ีดีพอ การใช้เทคนิคอาร์เอพีดีจึงต้องระมดัระวงัเป็นพิเศษ 
แฮตอาร์เอพีดีประยกุต์จากเทคนิคอาร์เอพีดีโดยการเพิ่มอณุหภูมิในขัน้ตอน annealing ให้สงูขึน้
กว่าเดิมมากกว่า 10 องศาเซลเซียส จะท าให้ได้แถบดีเอ็นเอท่ีได้มีความคมชดัสงูขึน้ และพบว่ามี
จ านวนแถบดีเอ็นเอมากกว่าเดิม ผลการทดลองสามารถท าซ า้ได้ จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเป็น non-
specific ลดลง ท าให้ผลการทดลองแม่นย ามากขึน้ เน่ืองจากมีความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์
ในการเข้าจบัดีเอ็นเอต้นแบบได้ดี (Eimert et al., 2003) มีการน าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาศกึษาใน
พืชหลายชนิด เชน่ การตรวจสอบลกูผสมในลิน้จ่ี (Chundet et al., 2007) การจ าแนกข้าวพนัธุ์ขาว
ดอกมะลิ 105 และพนัธุ์ปรับปรุงจากพนัธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (นฤมล และคณะ, 2555) การ
ตรวจสอบการกลายในถัว่เขียว (จาตรุงค์ และคณะ, 2556) เป็นต้น การศกึษาครัง้นีใ้ช้เทคนิคแฮต
อาร์เอพีดีเพ่ือวิเคราะห์ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 
251 ซึ่งเป็นพนัธุ์ยางแนะน าชัน้ 1 พนัธุ์ RRIM 600 เป็นพนัธุ์ท่ีมีการปลกูอย่างแพร่หลายมาเป็น
ระยะเวลานาน ส่วนใหญ่พนัธุ์ยางท่ีปลกูในประเทศไทยเป็นพนัธุ์นี ้ส่วนพนัธุ์ RRIT 251 เป็นพนัธุ์
แนะน าในปี 2546 ให้ผลผลิตสงูกว่ายางพนัธุ์ RRIM 600 พฒันามาจากพนัธุ์ยางในพืน้ท่ี อ.นาทวี 
จ.สงขลา (สถาบนัวิจยัยาง, 2554ก) จากการเก็บตวัอย่างใบยางพาราทัง้สองพนัธุ์จากแปลงของ
เกษตรกรในบางพืน้ท่ีของจงัหวดันครศรีธรรมราช , สงขลา, ตรัง และสุราษฎร์ธานี  เปรียบเทียบ
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รูปแบบแถบดีเอ็นเอกบัยางพาราพนัธุ์แนะน าของศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี กรม
วิชาการเกษตร จ านวน 14 สายพนัธุ์  โดยใช้ 6 ไพรเมอร์ คือ OPAD-01, OPAD-10, OPB-12, 
OPB-17, OPC-05 และ OPN-08 ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตา่งเฉล่ีย 70.27 เปอร์เซ็นต์ จะ
เห็นว่าไพรเมอร์ท่ีใช้ในการศึกษาครัง้นีใ้ห้จ านวนแถบดีเอ็นเอค่อนข้างสูง เม่ือเทียบกับการใช้
เทคนิคอาร์เอพีดี ท่ีมีการศึกษาในยางพารามาก่อนหน้านี ้กรกช (2550) ใช้เทคนิคอาร์เอพีดี 
วิเคราะห์พนัธุกรรมของยางพาราพนัธุ์ดัง้เดมิ และพนัธุ์แนะน า จ านวน 21 พนัธุ์  พบว่า จ านวนของ
แถบดีเอ็นเอเฉล่ียทุกไพรเมอร์เท่ากับ 8.75 แถบ ในขณะท่ีการศึกษาโดยแฮตอาร์เอพีดีจาก
การศึกษาครัง้นีใ้ช้ 6 ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอทัง้สิน้ 78 แถบ เฉล่ีย 13 แถบต่อไพรเมอร์ เม่ือ
พิจารณาความสมัพนัธ์ระหว่างยางพาราโดยวิธี UPGMA หาคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม
จากตวัอย่างทัง้หมด พบว่า มีค่าดชันีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.68-1.00 จาก
การศกึษานี ้ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 แต่
พบว่า ไพรเมอร์ OPB-17 ให้แถบดีเอ็นเอ ขนาด 150 และ 600 คู่เบส ท่ีมีความจ าเพาะกับ
ยางพาราพนัธุ์ Tjir 1 และ CH 50 ตามล าดบั  ขณะท่ีไพรเมอร์ OPAD-01 แสดงแถบดีเอ็นเอ ขนาด 
200 และ 750 คู่เบส มีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอของยางพาราพนัธุ์  RRIT 408 และ Tjir 1 
ตามล าดบั แตจ่ากการทดลองของ กรกช (2550) ซึง่ใช้เทคนิคอาร์เอพีดี พบแถบดีเอ็นเอขนาด 700 
คูเ่บส ท่ีมีความจ าเพาะกบัยางพาราพนัธุ์ Tjir1 จากการใช้ไพรเมอร์ OPAD-01 แสดงให้เห็นว่าไพร
เมอร์ OPAD-01 เป็นไพรเมอร์ท่ีมีประสิทธิภาพในการศกึษาพนัธุ์ยางพารา ไม่ว่าจะใช้เทคนิคอาร์
เอพีดีหรือแฮตอาร์เอพีดี ชมภูนชุ (2553) วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของกล้วยน า้ว้าจ านวนทัง้หมด 9 
สายพนัธุ์ด้วยวิธีแฮตอาร์เอพีดี พบว่ามีความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรมท่ีคล้ายคลึงกันมาก โดยท่ีค่า
สมัประสิทธ์ิความเหมือนเท่ากบั 0.96 อาจต้องตรวจสอบโดยการเพิ่มจ านวนไพรเมอร์ การใช้ไพร
เมอร์ท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง (specific primer) มากขึน้ หรืออาศยัเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพและ
ความจ าเพาะมากขึน้  เชน่ เทคนิคเอเอฟแอลพี  

 จากการศกึษาครัง้นี ้แสดงให้เห็นชดัเจนวา่ มีความผนัแปรทางพนัธุกรรมของพนัธุ์
ยาง ทัง้พนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ในแปลงปลกูของเกษตรกร และเพ่ือยืนยนัผล จึงท าการ
เลือกตวัอยา่งท่ีผา่นการศกึษาด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาแล้ว น ามาทดสอบตอ่ด้วยเทคนิคเอเอฟ
แอลพี ซึ่งจดัเป็น high throughput markers เน่ืองจากปฏิกิริยาแตล่ะครัง้สามารถให้เคร่ืองหมาย
โมเลกลุได้จ านวนมาก มีข้อดีหลายประการ คือ ในปฏิกิริยาหนึ่งๆ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้
หลายต าแหนง่พร้อมๆ กนั ใช้ปริมาณดีเอ็นเอเร่ิมต้นในการท าปฏิกิริยาจ านวนน้อย และเม่ือท าการ
ตรวจสอบซ า้จะให้ผลเหมือนเดมิ จ านวนเคร่ืองหมายมีมาก และครอบคลมุทัง้จีโนม นอกจากนี ้ยงั
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ไม่ต้องการข้อมลูล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบ  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการท าเอ
เอฟแอลพี มีลกัษณะเป็นลายพิมพ์แบบสุม่ (random fingerprint) ความแตกตา่งหรือโพลีมอร์ฟิซึม
ท่ีเกิดขึน้ระหวา่งพืชท่ีตรวจสอบ เกิดจากการมีหรือไม่มีแถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณขึน้ ซึ่งเป็นผลมา
จากการถ่ายทอดลกัษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงลกัษณะข่ม (dominance) ตอ่การไม่มีแถบดีเอ็น
เอ (สุรีพร, 2546) ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้ท าการทดสอบเอเอฟแอลพีจากตวัอย่างดีเอ็นเอ พนัธุ์ 
RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีคดัเลือกจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี จ านวน 5 และ 2 
ตวัอย่าง ตามล าดบั โดยมียางพาราพนัธุ์แนะน าจากศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี 
จ านวน 14 สายพนัธุ์ เป็นพนัธุ์เปรียบเทียบ ใช้ไพรเมอร์ จ านวน 4 คูไ่พรเมอร์ คือ E-AGG/P-GGG, 
E- AAG/P-GAC, E-ACG/P-GAC และ E-ACG/P-GCA พบว่า ไพรเมอร์ทัง้ 4 คู ่ให้แถบดีเอ็นเอท่ี
ชัดเจน และแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีความแตกต่างกันในยางพาราแต่ละสายพันธุ์   ได้แถบดีเอ็นเอ
ทัง้หมด 389 แถบ เฉล่ีย 97.25 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างกัน
จ านวน  249 แถบ (64.01 เปอร์เซ็นต์) คูไ่พรเมอร์ E-ACG/P-GAC แสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอสงูสดุ
จ านวน 113 แถบ เป็นแถบท่ีแสดงความแตกต่างกันจ านวน 69 แถบ (61.06 เปอร์เซ็นต์)  ส่วนคู่
ไพรเมอร์ E-ACG/P-GCA แสดงแถบดีเอ็นน้อยท่ีสุดจ านวน 79 แถบ เป็นแถบท่ีแสดงความ
แตกตา่งกนัจ านวน 47 แถบ (59.49 เปอร์เซ็นต์) วิเคราะห์คา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมจาก
ตวัอย่างทัง้หมด พบว่า มีคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.60-1.00 ส่วนคา่ความ
ใกล้ชิดทางพนัธุกรรมระหว่างพนัธุ์ RRIM 600 มีค่าเท่ากับ 0.94-1.00 พนัธุ์ RRIT 251 จาก
ศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี และอีกจ านวน 2 ต้น จากสวนเกษตรกรมีค่าความ
ใกล้ชิดทางพนัธุกรรมเทา่กบั 0.97-1.00  

 เม่ือพิจารณาค่าความใกล้ชิดทางพันธุกรรมภายในกลุ่มตวัอย่างของยางพารา
พนัธุ์ RRIM 600 และกลุม่ตวัอย่างของยางพาราพนัธุ์  RRIT 251 เปรียบเทียบกบัพนัธุ์ดงักล่าวจาก
ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี พบว่า มีค่าดชันีความ
ใกล้ชิดทางพนัธุกรรมอยูร่ะหว่าง 0.76-1.00 และ 0.78-1.00 ตามล าดบั แสดงว่าลกัษณะภายนอก 
เช่น ลกัษณะใบ ผล ล าต้น เป็นต้น ไม่สามารถจ าแนกความแปรปรวนได้ แต่เม่ือน ามาตรวจสอบ
รูปแบบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี  จากการสุ่มคดัเลือกตวัอย่างของยางพาราพนัธุ์  RRIM 
600 และพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีมีแถบดีเอ็นเอเหมือนและต่างจากพนัธุ์เปรียบเทียบของศนูย์วิจยัและ
พัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี เพ่ือน ามายืนยันผลโดยใช้เทคนิคเอเอฟแอลพี พบว่า ให้ผล
สอดคล้องกนั แสดงว่า การจ าแนกพนัธุ์หรือการศกึษาความแปรปรวนของพนัธุ์ยางพาราโดยการ
ใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี และเอเอฟแอลพี มีประสิทธิภาพท่ีใกล้เคียงกนั สอดคล้องกบัรายงานการ
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วิจยัของ Anuntalabhochai และคณะ (2003) ท่ีศกึษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของลิน้จ่ี 10 
สายพนัธุ์ พบว่า เดนโดรแกรมของเคร่ืองหมายแฮตอาร์เอพีดีและเอเอฟแอลพี สามารถบ่งบอก
ความสมัพนัธ์ของลิน้จ่ีทัง้ 10 สายพนัธุ์ ไปในทิศทางเดียวกนั และสอดคล้องกบัประวตัพินัธุ์  

ความผันแปรทางพนัธุกรรมท่ีพบในการศึกษาครัง้นี ้สอดคล้องกับการทดลองของปรียา 
และคณะ (2551) ท่ีตรวจสอบพนัธุกรรมของยางพาราพันธุ์การค้า (RRIM 600) จ านวน 24 
ตวัอย่าง จากแปลงเกษตรกรในเขตจงัหวดัทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือคือ จงัหวดัสกลนคร โดย
ใช้เคร่ืองหมาย AP-PCR  และรายงานว่า พบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของยางพนัธุ์ดงักล่าว
คอ่นข้างสูงเช่นเดียวกนั ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีพบอาจมีหลายสาเหต ุแต่ส่วนหนึ่งเกิด
จากผู้ผลิตกล้ายางไมไ่ด้มาตรฐาน ไมมี่การตรวจสอบพนัธุ์ก่อนขายให้กบัเกษตรกร ท าให้เกษตรกร
ได้รับต้นกล้ายางท่ีมีคุณภาพต ่ากว่ามาตรฐาน ท่ีส าคญัคือ พันธุ์ยางไม่ถูกต้องตามสายพันธุ์ 
นอกจากนีแ้ล้ว ในบางกรณีแม้พนัธุ์ยางจะถูกต้องตามพันธุ์  แต่ต้นกล้าไม่ได้มาตรฐาน อาจเป็น
เพราะน าก่ิงตาพนัธุ์จากแปลงท่ีไม่ได้รับการรับรองพนัธุ์มาติดตา แตน่ าก่ิงตาสอยหรือก่ิงตาลาน
จากต้นท่ีให้ผลผลิตน า้ยางแล้วมาติดตา ท าให้เปอร์เซ็นต์น า้ยางต ่ากว่ามาตรฐาน  30-40 
เปอร์เซ็นต์ ต้นกล้ายางพารามีอตัราการตายสงูเม่ือปลกูลงในแปลง  และอตัราการเจริญเติบโตช้า 
จนอาจสง่ผลกระทบในระยะยาวตอ่ผลผลิตน า้ยาง เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นกล้าท่ีมีคณุภาพ (พนม, 
ม.ป.ป.)   
 แนวทางการแก้ไขปัญหาเหล่านี  ้ควรมีความเข้มงวดในการขึ น้ทะเบียน
ผู้ประกอบการผลิตกล้ายาง และต้องมีการตรวจสอบอย่างใกล้ชิด ทัง้นีก้ฎระเบียบการผลิตกล้า
ยาง ส าหรับขยายพนัธุ์และจ าหน่าย ต้องเป็นพนัธุ์ยางท่ีกรมวิชาการเกษตรแนะน าอยู่ในปัจจบุนั 
และต้นแม่พนัธุ์ในแปลงขยายพันธุ์ ก่ิงตายาง  ต้องผ่านการตรวจจ าแนกพนัธุ์พร้อมทัง้มีหนังสือ
รับรองจากกรมวิชาการเกษตร จึงสามารถน าพนัธุ์ยางมาขยายพนัธุ์เพ่ือจ าหน่ายได้ (กรมวิชาการ
เกษตร, 2532) ตามข้อก าหนดของกรมวิชาการเกษตร ผู้ประกอบการผู้ผลิตพนัธุ์ยางจะต้องมีแปลง
ก่ิงตายางเนือ้ท่ีไม่น้อยกว่าคร่ึงไร่ จ านวนต้นก่ิงตายางท่ีปลกูในแปลงมีไม่น้อยกว่า 500 ต้นตอ่ไร่ 
และไมม่ากกวา่ 1,600 ต้นตอ่ไร่ ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัชนิดก่ิงตาท่ีต้องการผลิต แปลงก่ิงตายางจะต้องเป็น
แปลงตัง้อยู่เอกเทศไม่มีไม้ยืนต้นอ่ืนขึน้ปะปน ทุกแปลงต้องได้รับการดแูลรักษาอย่างถกูต้องตาม
หลกัวิชาการ พนัธุ์ยางแต่ละพนัธุ์จดัแบ่งเป็นแปลงย่อยเด่นชดั ไม่ปะปนกัน และมีป้ายแสดงช่ือ
พนัธุ์ไว้หน้าแปลงผลิตแตล่ะพนัธุ์อยา่งชดัเจน เม่ือแปลงก่ิงตายางแปลงใดต้องการเปล่ียนพนัธุ์ยาง 
ขยายเนือ้ท่ี หรือลดเนือ้ท่ีปลกู เปล่ียนแปลงจากท่ีได้รับอนุญาต ต้องแจ้งให้ศนูย์วิจยัยาง กรม
วิชาการเกษตรทราบ (กรมวิชาการเกษตร, 2532) นอกจากนีแ้ล้ว ความแปรปรวนท่ีเกิดขึน้ อาจมา
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จากความแตกตา่งเดมิของพนัธุ์อยูก่่อนแล้ว โดยเฉพาะพนัธุ์ RRIM 600 ซึง่เป็นพนัธุ์ท่ีปรับปรุงพนัธุ์
จากประเทศมาเลเซีย และมีการน าเข้ามาปลูกในประเทศไทย เม่ือหลายสิบปีมาแล้ว การน าเข้า
อาจมีบางสว่นท่ีเกษตรกรน าเข้ามาเองโดยไม่ผ่านการตรวจสอบ โดยเฉพาะเขตจงัหวดัทางภาคใต้
ท่ีมีชายแดนติดกับประเทศมาเลเซีย พันธุ์ยาง RRIM 600 มาเลเซียออกพันธุ์ เป็นชุด (series) 
เรียกวา่ ชดุพนัธุ์ RRIM 600 ซึ่งมีหลายพนัธุ์ย่อย และมีลกัษณะใกล้เคียงกนั (Anonymous, 1960)  
การลกัลอบน าเข้าอาจเป็นอีกสาเหตขุองความแปรปรวนทางพนัธุกรรมท่ีเกิดขึน้ ส่วนพนัธุ์ RRIT 
251 เป็นพนัธุ์ยางท่ีคดัเลือกจากแปลงเกษตรกร อ าเภอนาทวี จงัหวดัสงขลาในปี พ.ศ. 2518 จาก
งานรวบรวมพนัธุ์ท่ีศนูย์วิจยัยางสงขลา แล้วน ามาทดสอบตามขัน้ตอนการปรับปรุงพนัธุ์ยาง ตัง้แต่
เปรียบเทียบพนัธุ์ขัน้ต้น เปรียบเทียบพันธุ์ขัน้ปลายและทดสอบพันธุ์ในพืน้ท่ีต่างๆ จนได้รับการ
พิจารณาเป็นพนัธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตรในปี พ.ศ. 2542 (สถาบนัวิจยัยาง, 2549) ก่อนท่ี
กรมวิชาการเกษตรจะน าไปทดสอบ ก็มีการขยายพนัธุ์ปลูกไปบ้างแล้ว ดงันัน้ความแปรปรวนท่ี
เกิดขึน้น่าจะมาจาก การผลิตท่ีไม่มีการควบคมุของผู้ประกอบการผลิตต้นกล้ายาง ตัง้แต่ก่ิงตาท่ี
น ามาใช้ผลิตต้นตอตา และยางช าถงุ จึงพบความแปรปรวนสงู ลกัษณะดงักล่าวนี ้คล้ายคลึงกบัท่ี
พบในพืชชนิดอ่ืน เช่น ทุเรียน ประวตัิของทุเรียนในยุครัตนโกสินทร์ พบว่าแหล่งพนัธุ์ส่วนหนึ่งได้
จากการเพาะเมล็ด และคดัเลือกพนัธุ์ท่ีดีไว้เพ่ือขยายพนัธุ์ตอ่โดยการเสียบยอดหรือตอนก่ิง  แตก็่มี
จ านวนจ ากดัท าให้การกระจายพนัธุ์ดีท าได้ยาก การปลกูจึงอาศยัการเพาะเมล็ดจากผลของพนัธุ์ดี 
ท าให้เกิดการแปรผนัของทุเรียนพนัธุ์ในแหล่งต่างๆ เตือนใจ และปิยะศกัดิ์ (2556) รายงานพบ 
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรมในทเุรียนพนัธุ์หมอนทอง ชะนี และพวงมณี จากแหล่งปลกูตา่งกนั
บนพืน้ฐานของเทคนิค DAF สอดคล้องกบัประวตัิพนัธุ์ท่ีพบว่า ภายหลงัท่ีได้รับการคดัเลือกและ
กระจายพนัธุ์ เกษตรกรไมส่ามารถหาก่ิงพนัธุ์ท่ีดีได้อยา่งสะดวก จึงมีเกษตรกรท่ีขยายพนัธุ์โดยการ
เพาะเมล็ดหรือการใช้ก่ิงตอนหรือทาบก่ิงปะปนกนั  

  ผลการศกึษาครัง้นีเ้ป็นการยืนยนัวา่พนัธุ์ยางท่ีปลกูในแปลงเกษตรกรอย่างน้อย 2 
พนัธุ์ คือ RRM 600 และ RRIT 251 บางส่วนไม่ตรงตามพนัธุ์จึงเป็นข้อมลูท่ีต้องเฝ้าระวงั ตอ่การ
ผลิตต้นตอตา และยางช าถงุให้ตรงตามพนัธุ์และมีความสม ่าเสมอ และเพ่ือให้การผลิตกล้ายางมี
คณุภาพ ต้องมีการควบคมุผู้ประกอบการท่ีจดทะเบียนผลิตกล้ายาง ได้แก่ ต้นตอตา ก่ิงตาเขียว 
และต้นยางช าถงุให้เป็นไปตามระเบียบท่ีเข้มงวดยิ่งขึน้ เพ่ือไมใ่ห้เกิดผลเสียหายแก่ผู้ปลกูยาง และ
เป็นข้อควรตระหนกัส าหรับเกษตรในการซือ้ต้นพนัธุ์ยางช าถงุ เกษตรกรควรซือ้จากร้านค้าหรือจาก
หนว่ยงานท่ีเช่ือถือได้ เพ่ือให้การปลกูสร้างสวนยางเป็นไปอยา่งยัง่ยืน 
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บทที่ 5 
 

สรุป 
 

1. การคดัเลือกไพรเมอร์ส าหรับแฮตอาร์เอพีดี จ านวน 11 ไพรเมอร์ เพ่ือค้นไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็น
เอท่ีแสดงความแตกตา่ง และชดัเจน สามารถคดัเลือกได้ 6 ไพรเมอร์ คือ OPAD-01, OPAD-10, 
OPB-12, OPB-17, OPC-05 และ OPN-08 ไพรเมอร์ส าหรับเอแอฟแอลพี จ านวน 4 คู่ คือ E-
AGG/P-GGG, E- AAG/P-GAC, E-ACG/P-GAC และ E-ACG/P-GCA 
 
2. การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 
จ านวน 171 ตวัอย่าง และ RRIT 251  จ านวน 21 ตวัอย่าง เปรียบเทียบกบัพนัธุ์ยางพาราแนะน า
ของศนูย์วิจยัและพฒันาการเกษตรสรุาษฎร์ธานี จ านวน 14 พนัธุ์  ได้แถบดีเอ็นเอจากแฮตอาร์เอพี
ดีทัง้หมด 78 แถบ เป็นแถบท่ีแตกตา่ง 52 แถบ คดิเป็น 70.27 เปอร์เซ็นต์ มีคา่ดชันีความใกล้ชิดอยู่
ระหวา่ง 0.68-1.00 และสามารถจดักลุม่ยางพาราได้ 8 กลุม่  
 
3. การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 
จ านวน 171 ตวัอย่าง และ RRIT 251  จ านวน 21 ตวัอย่าง กบัพนัธุ์เปรียบเทียบจากศนูย์วิจยัและ
พฒันาการเกษตรสุราษฎร์ธานี พบว่า กลุ่มตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 มีค่าดชันีความ
ใกล้ชิดอยู่ระหว่าง 0.76-1.00 กลุ่มตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 มีคา่ดชันีความใกล้ชิดอยู่
ระหวา่ง 0.78-1.00  
4. การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของตวัอย่างยางพาราพนัธุ์ RRIM 
600 และ RRIT 251 ท่ีคดัเลือกจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค HAT-RAPD ท่ีให้แถบดีเอ็นเอเหมือน
และพันธุ์ เปรียบเทียบจากศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรสุราษฎร์ธานี มาจ านวน 5 และ 2 
ตวัอย่างตามล าดบั ตรวจสอบด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพี พบว่า ให้ผลไปในทิศทางเดียวกันกับการ
วิเคราะห์ด้วยแฮตอาร์เอพีดี 
  จากการศกึษาครัง้นีแ้สดงวา่ พนัธุ์ยางพาราทัง้สองพนัธุ์คือ RRIM 600 และ RRIT 
251 มีความผนัแปรทางพนัธุกรรมคอ่นข้างสงู ดงันัน้การใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอจึงมีประสิทธิภาพ
สงูในการจ าแนกความแตกตา่งของสายพนัธุ์  ผลการศกึษาครัง้นีส้ามารถน าไปใช้เป็นข้อมลู เพ่ือ
การเฝ้าระวงัการผลิตต้นตอยาง หรือยางช าถงุ เพื่อให้เกษตรกรได้รับต้นยางพาราท่ีตรงตามพนัธุ์ 
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ภาคผนวก 
 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นจากพืช 
1) CTAB buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 PVP-40                                                          1.0             กรัม 
 NaCl2                                                             8.12           กรัม 
 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)                               4.0             กรัม 
 1.0 M Tris-HCl (pH 8.0)                                 10.0           มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 100 มิลลิลิตร จากนัน้จงึเตมิ CTAB ปริมาตร 2 กรัม แล้ว
บม่ทีนอณุ้ภมูิ 60 องศาเซลเซียส จนกว่าสารจะละลาย้มด น าดปนึนงฆา่เชือ้ เตมิสาร β-

mercaptoethanolเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ก่อนน ามาหช้ 
2) TE buffer ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 1.0 M Tris-HCl (pH 7.5)                                 500            ดมโครลิตร 
 0.25 M Na2EDTA (pH 8.0)                             4.0             ดมโครลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 500 มิลลิลิตร แล้วน าดปนึนงฆา่เชือ้ 
 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการท า Agarose gel electrophoresis  
1) TAE buffer ความเข้มข้น 5 เทา่ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 Tris Base                                                       121.1          กรัม 
 Acetic acid                                                    28.5            มิลลิลิตร 
 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)                               80               มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 500 มิลลิลิตร เจือจางความเข้มข้นเป็น 1 เทา่ แล้วน าดป 
นึนงฆา่เชือ้ก่อนน ามาหช้ 
2) TBE buffer ความเข้มข้น 5 เทา่ 
 Tris Base                                                       216.0          กรัม 

Boric acid                                                     110.0           มิลลิลิตร 
 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)                               80.0            มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 4 ลิตร เจือจางความเข้มข้นเป็น 1 เท่า แล้วน าดป 
นึนงฆา่เชือ้ก่อนน ามาหช้ 
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3) DNA sample buffer 
 Bromophenol blue                                        125              มิลลิกรัม 
 Xylene cyanol FF                                           125             มิลลิกรัม 

Glycerol                                                         15.0            มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 50 มิลลิลิตร แล้วน าดปนึนงฆา่เชือ้ก่อนน ามาหช้ 

4) Ethidium bromide 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 เตมิน า้กลันน 100 มิลลิลิตรตอ่ Ethidium bromide  1 กรัม 
 
สารเคมีที่ใช้ในการท า denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
 
1) 30% Acrylamide Bis-Acrylamide solution ทีนผสมแล้วหนอตัราสว่น 29 : 1 เก็บทีนอณุ้ภมูิ  

4 องศาเซลเซียส  
2) TBE buffer เข้มข้น 5 เทา่ 

Tris Base                                                       216.0          กรัม 
Boric acid                                                     110.0           มิลลิลิตร 

 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0)                               80.0            มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 4 ลิตร เจือจางความเข้มข้นเป็น 1 เท่า แล้วน าดปนึนง 
ฆา่เชือ้ก่อนน ามาหช้ 
3) 10% (w/v) Ammonium persulfate (APS) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 Ammonium persulfate1.0              กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 10 มิลลิลิตร เก็บทีนอณุ้ภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4) 6X gel loading buffer (ส า้รับ denaturing polyacrylamide gel) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 Formamide                                                    950              ดมโครลิตร 
 5% Bromophenol blue                                  10                ดมโครลิตร 
 5% Xylene cyanol                                         10                ดมโครลิตร 
 1 M EDTA                                                      20                ดมโครลิตร 
5) Bind silaneส า้รับทากระจกแผน่้ลงัทีนติดกบัเจล 
 Bind silane                                                    10                 ดมโครลิตร 
 Glacial acetic acid                                        2.5                ดมโครลิตร 
 95% Ethanol                                                  500               ดมโครลิตร 
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การเตรียมสารเคมีย้อมดีเอ็นเอด้วย Silver nitrate 
1) 10%  Acetic acid เตรียมปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร 
 Glacial acetic acid                                        100               มิลลิลิตร 
 เตมิน า้กลันนจนครบ 1,000 มิลลิลิตร 
2) 0.2% Silver nitrate ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Silver nitrate2.0                กรัม 
3) Develop solution ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร 
 Sodium carbonate                                        2.5                กรัม 

ปรับปริมาตรด้วยน า้กลันนห้้ดด้ 1,000 มิลลิลิตร เก็บทีนอณุ้ภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขณะหช้
ห้้เติม 40% Formaldehyde 500 ดมโครลิตร และ Sodium thiosulfate เข้มข้น 50 มิลลิกรัมตอ่
ดมโครลิตร ปริมาตร 40 ดมโครลิตร  
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