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บทคดัย่อ 

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจส าคญัที่ประเทศไทยสง่เป็นสินค้าออกอนัดบัหนึง่
ของโลก ปัจจุบนัการระบสุายพนัธุ์ของยางพาราท าได้โดยอาศยัลกัษณะสณัฐานวิทยาซึง่จ าเป็นต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญในการ
ตรวจสอบ งานวิจยันีศ้ึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) ของยางพาราจ านวน 10 
สายพนัธุ์  ด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่โพลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) และอ่านล าดบัเบส เพื่อพฒันาใช้
เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในระดบัสายพนัธุ์ พบวา่ ผลผลติพีซีอาร์ของยางพาราทกุสายพนัธุ์มขีนาด 503 คูเ่บส บริเวณ ITS1 
มีขนาดเทา่กบั 226 คูเ่บส มีล าดบัเบสตา่งกนั 2 ต าแหนง่ 0.88 เปอร์เซ็นต์ (2/226) แสดงวา่บริเวณ ITS1 ระหวา่งสายพนัธุ์
ของยางพารามีความแปรปรวนต ่า ดงันัน้บริเวณ ITS1 ไม่สามารถน ามาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการระบสุายพนัธุ์
ยางพาราได้  
ค ำส ำคัญ : เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ   ยางพารา   Internal Transcribed Spacer 1   ITS1    PCR 
 

Abstract 
Para rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) is an important economic crop of Thailand which 

currently is the world’s top exporter. However, the conventional morphological characterization of the para 
rubber tree requires specialists. This study aims to use molecular genetic analysis of the Internal Transcribed 
Spacer 1 ( ITS1)  region of ten para rubber cultivars by using Polymerase chain reaction (PCR) technique and 
sequencing as a cultivar DNA marker. The PCR products of all cultivars were 503 base pairs in length and size 
of the ITS1 region is 226 base pairs, with 0.88% difference (2/226)  indicating low variation between cultivars. 
Therefore, the ITS1 region is not a suitable DNA marker for the para rubber tree identification at the cultivar 
level. 
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บทน ำ 
ยางพารา (para rubber tree, Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชที่ล าต้นให้น า้ยาง (latex crops) จดัเป็น

พืชเศรษฐกิจที่มีความส าคญั ที่ประเทศไทยสง่ออกเป็นอนัดบัหนึง่ของโลก (Sawatdikarn, 2014) ปัจจุบนัมีความต้องการ
ใช้ยางพาราและผลิตภณัฑ์จากยางในอตุสาหกรรมต่าง ๆ เพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่อง Rubber Authority of Thailand (2016) 
จ าแนกยางพาราตามวตัถปุระสงค์ของการใช้ประโยชน์โดยแบ่งเป็น 3 กลุม่ คือ 1) กลุม่พนัธุ์ยางเพื่อผลผลิตน า้ยาง เป็น
พนัธุ์ยางที่ให้ผลผลิตน า้ยางสงู เช่น สายพนัธุ์ BPM24, RRIT251 และ RRIT226 2) กลุม่พนัธุ์ยางเพื่อผลผลิตน า้ยางและ
เนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางที่ให้ผลผลติน า้ยางและเนือ้ไม้สงู เช่น สายพนัธุ์ PB235 และ PB260 และ 3) กลุม่พนัธุ์ยางเพื่อผลผลติ
เนือ้ไม้ เป็นพนัธุ์ยางที่ให้ผลผลิตเนือ้ไม้สงู เช่น สายพนัธุ์ AVROS2307 และ BPM1 จากการที่ยางพาราแต่ละสายพนัธุ์มี
ข้อจ ากดัของการใช้ประโยชน์แตกตา่งกนั ฉะนัน้เกษตรกรผู้ปลกูยางพาราจึงมีความจ าเป็นต้องคดัเลอืกพนัธุ์ให้ถกูต้องและ
ตรงตามลกัษณะที่ต้องการ แต่อย่างไรก็ตามการคดัเลือกพนัธุ์ยางพาราโดยใช้ลกัษณะภายนอก เช่น รูปร่างใบ สีของใบ 
ลกัษณะของฉตัร รูปร่างทรงพุ่ม การแตกก่ิง ความต้านทานต่อโรค และความต้านทานต่อสภาพแวดล้อม จ าเป็นต้องใช้
ผู้ เช่ียวชาญ และใช้เวลานาน  

ในปัจจุบนั มีการประยุกต์ใช้ข้อมูลทางพนัธุกรรมของพืชในการจัดจ าแนกและระบุชนิดที่ท าได้รวดเร็ว และมี
ความถูกต้องแม่นย ามากกว่าการใช้ลักษณะสัณฐานวิทยา (Kress & Erickson, 2012; Li et al., 2015) โดยเฉพาะ
ข้อความพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 (internal transcribed spacer 1) ที่อยู่ระหว่างไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (rDNA) ชนิด 18S 
และ 5.8S ซึง่เป็นช่วงดีเอ็นเอที่มีความยาวไมม่ากนกั และข้อมลูพนัธุกรรมมีความแปรผนัท่ีสามารถใช้จ าแนกชนิดในพืชได้
หลายชนิด (Wang et al., 2015) รวมถึงระดบัสายพนัธุ์ได้ เช่น Ficus carica L. (Ghada et al., 2009) ดงันัน้ในงานวิจยันี ้
จึงศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ที่สมบูรณ์ของยางพาราจ านวน 10 สายพันธุ์  เพื่อใช้เป็นเคร่ืองหมาย 
ดีเอ็นเอ เพิ่มเติมจากที่มีการศึกษาไว้แล้ว (Chaiprasit & Boonphakdee, 2014) ในบางส่วนของบริเวณ ITS1 ที่มีขนาด
ประมาณ 60 คู่เบส ไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 5.8S และบางสว่นของบริเวณ ITS2 (ระหว่าง 5.8S และ 28S) และพบความ
แตกตา่งระหวา่งสายพนัธุ์ของยางพาราเพียง 2 ต าแหนง่เทา่นัน้ 
 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

สายพนัธุ์ยางพาราที่ใช้ในงานวิจยันีม้ีทัง้หมด 10 สายพนัธุ์  ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจยัพนัธุ์ยางพารา 
ต าบลลาดกระทิง อ าเภอสนามชัยเขต จังหวัดฉะเชิงเทรา ได้แก่ สายพันธุ์  1) PB235 2) PB255 3) PB260 4) BPM24  
5) RRIT226 6) RRIT251 7) RRIT402  8) RRIT408  9) BANGPID และ 10) SONGKRA36 และตัวอย่างนอกกลุ่มที่อยู่
ในวงศ์ Euphorbiaceae เดียวกันกับยางพาราอีก 2 ชนิด คือ มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) และละหุ่ง 
(Ricinus communis L.) และพืชตา่งวงศ์ 1 ชนิด คือ ถัว่เขียว (Vigna radiata L.)  

ท าการเตรียมดีเอ็นเอทัง้หมด (Total DNA) จากใบออ่นของพืชโดยใช้ชดุสกดัส าเร็จ SP Plant DNA Kit (Omega 
biotek, USA) ภายหลงัตรวจสอบคณุภาพและปริมาณดีเอ็นเอแล้วน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ด้วยไพรเมอร์ 
ITS1 Mes L 5’ TCG CTC CTA CCG ATT GAA TG 3’ และ  ITS1 Mes R 5’ GCA ACT TGC GTT CAA AGA CTC 3’              
ที่ออกแบบขึน้ใหม่ในห้องปฏิบตัิการ โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส าปะหลงั (GenBank accession no. JQ743203) 
โดยมีขัน้ตอน pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94ºC เป็นเวลา 2 นาที denaturation ที่อุณหภูมิ 94ºC เป็นเวลา 45 วินาที 
annealing ที่อุณหภูมิ 62ºC เป็นเวลา 10 วินาที extension ที่อุณหภูมิ 72ºC เป็นเวลา 20 วินาที ปฏิกิริยาท าจ านวน
ทัง้หมด 30 รอบ และ final extension อณุหภมูิ 72ºC เป็นเวลา 7 นาที แล้วน าผลติภณัฑ์พีซีอาร์ที่ได้ไปตรวจสอบด้วย 1% 
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อะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟริซีสที่ความตา่งศกัย์ 60 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
ladder (Fermentas, Germany) ผลผลิตพีซีอาร์ที่บริสุทธ์ิส่งวิเคราะห์อ่านล าดบันิวคลีโอไทด์โดยตรง จากนัน้น าข้อมูล
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพาราทัง้ 10 สายพนัธุ์  ที่ได้มาตรวจสอบความถกูต้องอีกครัง้แล้วเทียบเคียงความเหมือนกบั
ฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST ผา่นระบบเครือขา่ยอินเตอร์เน็ต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของยางพาราทัง้หมด 10 สายพนัธุ์ วิเคราะห์ระยะห่างทางพนัธุกรรม 
(genetic distance) ด้วยโปรแกรม MEGA version 6 (Tamura et al., 2013) 

 

  
ภาพที่ 1 ต าแหนง่ของไพรเมอร์ (ITS1 Mes L และ ITS1 Mes R) และบริเวณ ITS1 ระหวา่งยีน 18S และ 5.8S rRNA  

ของยางพารา  
 
ผลกำรวิจัยและวิจำรณ์ผล 

เมื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ ITS Mes L และ ITS Mes R และอ่านล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ พบว่าผลผลิตพีซีอาร์ของยางพาราทกุตวัอยา่งมีขนาดเท่ากบั 503 คู่เบส (ภาพที่ 1) เมื่อน ามาเทียบเคียงกบั
ล าดับนิวคลีโอไทด์บนฐานข้อมูล GenBank ของ Plukenetia loretensis (accession no. KP794453) ซึ่งจัดอยู่ในวงศ์
Euphorbiaceae เช่นเดียวกบัยางพารา พบวา่บริเวณ ITS1 ของยางพารามีขนาดเทา่กบั 226 คูเ่บส โดยทัง้ 10 สายพนัธุ์มี
ล าดับเบสแตกต่างกัน 2 ต าแหน่ง (0.88%) คือ ต าแหน่งที่ 114 พบเบส T ในยางพาราสายพันธุ์  PB235, RRIT226, 
RRIT251, RRIT402 และ BANGPID และต าแหน่งที่ 226 พบเบส T ในยางพาราสายพนัธุ์  PB235, RRIT251, RRIT402, 
RRIT408 และ BANGPID (ภาพท่ี 3) มีคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0-0.005 แสดงวา่ภายในชนิดเดียวกนัมีความ
แปรปรวนต ่า และเมื่อน าไปเปรียบเทียบกบัพืชในวงศ์เดียวกนั คือมนัส าปะหลงั ละหุ่ง และ P. loretensis มีค่าระยะห่าง
ทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.118-0.410 และพืชตา่งวงศ์ คือถัว่เขียว และองุ่นแดง (Vitis vinifera L.) (GenBank accession 
no. AF365988) พบว่ามีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมอยู่ในช่วง 0.738-1.033 ดังตารางที่ 1 จะเห็นว่าบริเวณ ITS1 ของ
ยางพารานัน้ไม่สามารถใช้แยกระหว่างสายพันธุ์ ได้ สอดคล้องกับ Chaiprasit and Boonphakdee (2014) ที่ศึกษา
บางสว่นของ ITS1 และ ITS2 และไมส่ามารถจ าแนกความแตกตา่งระหวา่งสายพนัธุ์ได้ และมีตวัอยา่งการใช้บริเวณ ITS1 
เพื่อระบชุนิดของพืช เช่น เคร่ืองยาเร่วน้อย (Amomum uliginosum) (Rinthong et al., 2014) เร่วใหญ่ (Rinthong et al., 
2013) หรือใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ บริเวณ ITS1 ร่วมกับยีน matK ระบุชนิดของ Hypericum perforatum และ              
H. androsaemum (Costa et al., 2016) นอกจากนี ้บริเวณ ITS ยงัถกูน ามาใช้เพื่อจ าแนกชนิดของพืชดอก (China Plant 
BOL Group, 2011) ในวงศ์ดอกดิน (Pterygiella) (Dong  et al., 2011) และวงศ์ค่าหด (Juglandeceae) ได้ (Xiang                
et al., 2011) เป็นต้น ในขณะที่มีตวัอย่างการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน caffeate O-methyl-transferas 
และยีน Cinnamyl Alcohol Dehydrogenase สามารถจ าแนกยางพาราได้ 7 สายพันธุ์  (Yameun & Boonphakdee, 
2013) และ 8 สายพนัธุ์ (Waraput & Boonphakdee, 2013) จากจ านวนทัง้หมด 10 สายพนัธุ์  
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ภาพที่ 2  แถบดีเอ็นเอที่เพิ่มจ านวนในปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ ITS1 Mes L และ ITS1 Mes R ขนาด 503 คู่เบส 
    ของยางพารา 10 สายพนัธุ์ ตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟริซีสทีค่วามเข้มข้น 1% ความตา่งศกัย์ 
    60 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที 
 

 
 
ภาพที่ 3  การเทียบเคียงล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1 ของยางพาราขนาด 226 คูเ่บส 
               สญัลกัษณ์จดุ (.) หมายถึง ล าดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนัในต าแหนง่ตรงกนั 
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ตารางที่ 1  ระยะหา่งทางพนัธุกรรม (genetic distance) ของล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ ITS1 ของยางพาราเปรียบเทียบ 
   กบัพืชในวงศ์ Euphorbiaceae เดียวกนัและตา่งวงศ์ คือ Vitaceae และ Fabaceae 
 

Cultivar Family Euphorbiaceae Family Vitaceae Family Fabaceae 

Manihot esculenta Plukenetia loretensis Ricinus communis Vitis vinifera Vigna radiata 
PB235 

0.123 0.378 0.410 0.752 1.033 

RRIT226 

RRIT402 
RRIT251 
BANGPID 
PB255 

0.118 0.369 0.401 0.738 1.012 

RRIT408 

PB206 
SONGKLA36 
BPM24 

 
สรุปผลกำรวิจัย 

บริเวณ ITS1 ของยางพาราทัง้ 10 สายพนัธุ์มีขนาดเทา่กนัคือ 226 คูเ่บส  มีความแตกตา่งของล าดบันิวคลโีอไทด์
เพียง 2 ต าแหน่ง แสดงว่าบริเวณ ITS1 ของยางพารามีความแปรปรวนต ่า ไม่เหมาะสมที่จะใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ            
ในการระบเุอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ได้ 
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