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การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวพ้ืนเมืองในจังหวัดชายแดนภาคใต้
โดยใช้ เทคนิค RAPD และเทคนิค HAT-RAPD

Assessment of Genetic Diversity of Rice Landraces in Southern Border Provinces 
Using RAPD and HAT-RAPD Techniques

บทคัดย่อ
	 ข้าวเป็นอาหารหลักของประชากร	 และยังเป็นสินค้าส่งออกที่สำาคัญของประเทศไทย	 เน่ืองจากประเทศไทยมีสภาพ
ภูมิประเทศและภูมิอากาศของแต่ละภาคแตกต่างกัน	 จึงทำาให้พืชพื้นเมืองรวมถึงข้าวในพื้นที่ภาคใต้มีความหลากหลายด้วย		
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความหลากหลายของข้าวพ้ืนเมืองท่ีปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดชายแดนภาคใต้	 โดยใช้เทคนิค	 RAPD	
และ	HAT-RAPD	พบว่า	 เทคนิค	 RAPD	 สามารถแบ่งข้าวได้เป็น	 2	 กลุ่ม	 โดย	 กลุ่มที่	 1	 ประกอบด้วย	 ข้าวสายพันธุ์หอม
กระดังงา	พันธุ์ซีบูกันตัง	กลุ่มที่	 2	ประกอบด้วย	ข้าวสายพันธุ์สังข์หยด	พันธุ์เล็บนกปัตตานี	 ในขณะที่เทคนิค	HAT-RAPD	
สามารถแบ่งข้าวได้เป็น	 2	 กลุ่ม	 กลุ่มที่	 1	 ได้แก่	 ข้าวสายพันธุ์หอมกระดังงา	 พันธุ์ซีบูกันตัง	 และพันธุ์เล็บนกปัตตานี	 ส่วน
ข้าวสายพันธุ์สังข์หยด	 ถูกจัดแยกอยู่ในกลุ่มที่สอง	 นอกจากน้ี	 ยังพบว่า	 การนำาไพรเมอร์ของเทคนิค	 RAPD	 ไปใช้กับเทคนิค	
HAT-RAPD	 และการนำาไพรเมอร์ของเทคนิค	HAT-RAPD	 ไปใช้กับเทคนิค	 RAPD	 ให้ผลเหมือนกับการใช้เทคนิค	 RAPD	
ดังน้ัน	การใช้เทคนิคที่เหมาะสมกับพืชที่ต้องการวิเคราะห์จึงมีความจำาเป็นในการหาความสัมพันธ์ของสายพันธุ์ข้าว	เพื่อนำาไปใช้
ประโยชน์ในการพัฒนาสายพันธุ์ต่อไป
คำาสำาคัญ: ข้าว			RAPD			HAT-RAPD			ความหลากหลายทางพันธุกรรม	

Abstract
	 Rice	(Oryza sativa	L.)	is	the	main	food	source	for	population,	and	the	important	export	of	Thailand.	
Due	to	the	geographical	and	climatic	difference	of	each	region,	the	diversity	of	native	plant	including	rice	
in southern Thailand has also been shown. This research aims to study the diversity of native rice grown in 

southern	border	provinces	by	using	RAPD	and	HAT-RAPD	techniques.	Base	on	RAPD	technique,	2	groups	
of	rice	were	shown.	The	first	group	composted	of	Hom	kradang	nga	rice	and,	Seebookantang	rice,	for	the	
second	group	is	Sang	yod	rice	and	Leb	nok	Pattani	rice.	Meanwhile,	HAT-RAPD	technique	provided	a	
group	of	of	Hom	kradang	nga	rice,	Seebookantang	rice	and	Leb	nok	Pattani	rice,	and	Sang	yod	rice	was	
separated	into	the	second	group.	Moreover,	applying	primer	from	RAPD	with	HAT-RAPD	technique,	and	
using	HAT-RAPD	primer	with	RAPD	technique	provided	the	same	results	of	RAPD	technique.	Therefore,	
the suitable technique for each plant needed for study on variety of rice relationship to be useful for further 

cultivars improvement.
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บทนำา
	 ข้าว	 (Oryza sativa)	 เป็นธัญญาหารหลักที่สำาคัญของมนุษย์	 จัดอยู่สายพันธุ์เดียวกับหญ้า	 มีความหลากหลายทาง
ชีวภาพ	ปลูกง่าย	 มีความทนทานต่อทุกสภาพ	 ภูมิประเทศในโลก	ประชากรโลกมากกว่าคร่ึงบริโภคข้าวเป็นอาหาร	 (Chanlakhon,	
Thammbenjapon	&	Sanitchon,	2012)	ในปี	2560	ประเทศไทยมีการผลิตข้าวท้ังหมด	11.63	ล้านตัน	คิดเป็นมูลค่าการส่งออก	
174,503	ล้านบาท	(Office	of	Agricultural	Economics,	2017)	
	 ข้าว	แบ่งออกเป็น	2	ชนิด	คือ	ข้าวปลูก	หมายถึง	ข้าวที่มนุษย์ปลูกไว้สำาหรับบริโภคใช้ประโยชน์ต่างๆ	และข้าวป่าใน
ประเทศไทยมี	5	ชนิด	ที่สำาคัญคือ	ข้าวป่า	Oryza rufipogon	หรือ	Oryza perennis	ส่วนข้าวปลูกมี	2	ชนิด	ได้แก่	Oryza 
sativa	แบ่งได้เป็น	3	ชนิด	 ซ่ึงมีปลูกท่ัวไป	และ	Oryza glaberrima	 มีปลูกเฉพาะในทวีปแอฟริกาตะวันตกเท่าน้ัน	 ข้าวสายพันธ์ุ	
Oryza sativa	แบ่งได้เป็น	3	ชนิด	ได้แก่	ข้าวอินดิกา	(indica)	เจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อนและปลูกในประเทศไทย	มีเมล็ดเรียว
ยาว	 ข้าวจาโปนิคา	 (japonica)	 เจริญเติบโตได้ดีในเขตอบอุ่น	 ปลูกแถบประเทศญ่ีปุ่น	 เกาหลี	 และจีนตอนเหนือ	 มีลักษณะเมล็ด
ป้อมส้ัน	ส่วนข้าวจาวานิคา	(javanica)	ปลูกเฉพาะในประเทศอินโดนีเซีย	ต้นสูง	เมล็ดใหญ่ป้อม	(Veerapat,	Sriwattanapong	&	
Rodjanaritpichet,	2010)
	 ข้าวพันธุ์ที่นิยมปลูกในแต่ละพื้นที่	 คือข้าวที่ประชากรในพื้นที่นิยมบริโภค	 และเหมาะสมกับสภาพพื้นที่	 ภูมิอากาศ
และสภาพของดินรวมถึงพันธุ์ที่ให้ผลผลิตสูง	ต้านทานต่อโรคและแมลง	 (Sang-arrun	 et	 al.,	 2010)	พันธุ์ข้าวที่นิยมปลูกใน
พื้นที่จังหวัดชายแดนภาคใต้	 ได้แก่	 ข้าวพันธุ์ซีบูกังตัน	 (ซีบูฆาแต-ข้าวพันชั่ง),	 ข้าวหอมกระดังงา	 ส่วนข้าวพันธุ์เล็บนกปัตตานี	
และข้าวพันธุ์สังข์หยด	เป็นข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่มีเอกลักษณ์เฉพาะภาคใต้	(Prahanphap,	2014)	แต่ปัจจุบันมีการปลูกข้าวพันธุ์
พื้นเมืองลดลง	เน่ืองจากมีการพัฒนาข้าวพันธุ์ใหม่มาแทนที่	(Chutima,	Sujipuli,	Phetsree	&	Jongjitwimol,	2016)	
	 ข้าวพันธุ์ซีบูกันตังมีลักษณะโดยทั่วไป	คือ	ทรงกอตั้ง	ลำาต้นค่อนข้างแข็ง	มีปล้องสีเขียว	ล้ินใบส้ัน	แหลม	มี	2	ยอด	
หูใบสีเขียวอ่อน	ข้อต่อสีเขียวอ่อน	ยอดดอกสีเขียวอ่อน	ยอดเกสรตัวเมียสีขาว	กลีบรองดอกสีฟาง	คอรวงส้ัน	ลักษณะรวงแน่น
ปานกลาง	การแตกระแง้ปานกลาง	เปลือกเมล็ดสีฟางร่องน้ำาตาล	(ภาพท่ี	1ก)	ข้าวพันธ์ุหอมกระดังงา	มีลักษณะท่ัวไป	คือ	ทรงกอต้ัง
ลำาต้นค่อนข้างแข็ง	 ปล้องสีเขียวมีเส้นม่วง	 แผ่นใบสีเขียว	 ล้ินใบสีขาวแหลม	 มี	 2	 ยอด	หูใบสีเขียวอ่อน	 ข้อต่อใบสีเขียวอ่อน	
ยอดดอกสีม่วง	 ยอดเกสรตัวเมียสีขาว	 กลีบรองดอกสีม่วง	 คอรวงยาว	 รวงค่อนข้างแน่น	 การแตกระแง้ถ่ี	 เปลือกเมล็ดสีฟาง	
(Sang-arrun	et	al.	2010)	(ภาพที่	1ข.)	ข้าวพันธุ์เล็บนกปัตตานี	มีลักษณะฟางปลายเมล็ดสีน้ำาตาล	เมล็ดสีขาว	ความยาวเมล็ด
ปานกลาง	 รูปร่างเมล็ดเรียว	(Panomjan	&	Amornviriyachai,	2011)	 (ภาพท่ี	1ค.)	 ข้าวพันธ์ุสังข์หยด	มีลักษณะเป็นทรงกอต้ัง	
ปล้องสีเหลืองอ่อน	ล้ินใบสีขาว	มี	2	ยอด	ข้อต่อสีเขียว	กาบใบสีเขียว	ยอดเกสรตัวเมียสีขาว	มีการติดเมล็ดดี	การแตกระแง้ถ่ี	
เปลือกเมล็ดสีฟาง	ลักษณะเมล็ดเรียวยาว	อายุเบา	(ภาพ	ที่1ง.)	มีแหล่งปลูกดั้งเดิมอยู่ในจังหวัดพัทลุง	(Prahanphap,	2014)
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ภาพท่ี 1 ลักษณะท่ัวไปของข้าว	ก.ข้าวพันธ์ุซีบูกันตัง	(Sang-arrun	et	al.	2010)	ข.ข้าวพันธ์ุหอมกระดังงา	(Sang-arrun	et	al.,	
2010)	ค.	ข้าวพันธุ์เล็บนกปัตตานี	(Pakawan,	2016)	ง.	ข้าวพันธุ์สังข์หยด	(Prahanphap,	2014)

	 เคร่ืองหมายโมเลกุล	 (Molecular	markers)	 เป็นเคร่ืองมือท่ีมีประโยชน์ในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรม	
ความหลากชนิดของลักษณะต่างๆ	 และการระบุเชื้อพันธุ์	 เทคนิค	 RAPD	 เป็นการเพิ่มจำานวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอของตัวอย่าง
แบบสุ่ม	 โดยใช้ไพรเมอร์สายส้ัน	 ซึ่งเป็นเทคนิคที่ได้รับความนิยม	 เน่ืองจากสามารถทำาได้ง่าย	 ต้นทุนต่ำา	 ใช้เวลาน้อย	 และไม่
จำาเป็นต้องทราบลำาดับจีโนไทป์มาก่อนด้วย	 (Rekha,	 Martin,	 Sreekumar	 &	Madassery,	 2011)	 เทคนิค	 HAT-RAPD	
(High	Annealing	Temperature	–	Randomly	Amplified	Polymorphic	DNA)	เป็นกระบวนการที่มีประโยชน์ใช้หาความ
แตกต่าง	 ความเก่ียวข้องสัมพันธ์กัน	 และความแตกต่างของสายพันธุ์ทางสัณฐานวิทยา	 เน่ืองจากการใช้อุณหภูมิสูงในช่วงการ
หลอมเหลว	(Annealing)	และแสดงความแตกต่าง	(Polymorphisms)	ได้ดีกว่า	เทคนิคน้ีถูกนำาไปใช้ในหลายๆงานวิจัย	เช่น	
การตรวจสอบลูกผสมในล้ินจี่	 (Chundet,	 Cutler,	 Tasanon	&	Anuntalabhochai,	 2007),	 การจำาแนกข้าวพันธุ์ขาวดอก
มะลิ	105	และพันธุ์ปรับปรุงจากพันธุ์ขาวดอกมะลิ	105	(Thanananta,	Prasit	&	Thanananta,	2012),	การวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข้าวพันธ์ุขาวดอกมะลิ	105	และข้าวสายพันธ์ุกลายพันธ์ุขาวดอกมะลิ	105	(Thomsopa,	Thanananta,	
Chongkid	&	Thanananta,	2014),	และการระบุชนิดของหนอนตายหยากจากส่วนราก	(Suttaduk,	Dheeranupattana	&	
Rotarayanont,	2015)	เป็นต้น

วัตถุประสงค์การวิจัย
	 เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม	 (Genetic	 Variation)	 ของข้าวพันธุ์พื้นเมืองที่ปลูกในพื้นที่จังหวัด
ชายแดนใต้	 ได้แก่	 ข้าวหอมกระดังงา	 ข้าวซีบูกันตัง	 ข้าวเล็บนกปัตตานี	 และข้าวสังข์หยด	 ด้วยเทคนิค	RAPD	 และ	 เทคนิค	
HAT-RAPD	
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ระเบียบวิธีวิจัย
 1. พันธุ์ข้าว
	 ข้าวที่ใช้ในการวิจัยครั้งน้ี	จำานวน	4	สายพันธุ์	ได้แก่	ข้าวหอมกระดังงา,	ข้าวซีบูกันตัง,	ข้าวเล็บนกปัตตานี	และข้าว
สังข์หยด	สายพันธุ์ละ	10	ต้น	ทำาการทดลอง	4	ซ้ำา	โดยใช้พันธ์ุข้าวจากโครงการหมู่บ้านเศรษฐกิจพอเพียงและฟาร์มตัวอย่าง	ใน
สมเด็จพระนางเจ้าฯ	พระบรมราชินีนาถ	บ้านรอตันบาตู	จังหวัดนราธิวาส	
 2. การสกัดดีเอ็นเอ
	 การสกัดดีเอ็นเอ	ดัดแปลงจากวิธีการของ	Doyle	&	Doyle	(1990)	โดยชั่งใบอ่อนข้าว	หนัก	0.2	กรัม	บดให้ละเอียด
ด้วยไนโตรเจนเหลว	 เทใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์	 ขนาด	 1.5	 มิลลิลิตร	 เติมบัฟเฟอร์สกัด	 (CTAB	 Extraction	 Buffer)	
ปริมาตร	750	ไมโครลิตร	ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร	(Vortex)	บ่มไว้ที่อุณหภูมิ	60	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	1	ชั่วโมง	
เติมคลอโรฟอร์ม	(Chloroform)	ปริมาตร	750	ไมโครลิตร	แล้วนำาไปปั่นเหวี่ยงที่	12,000	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	20	นาที	หลัง
จากน้ัน	ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่	แล้วเติมไอโซโพรพานอล	(Isopropanol)	เย็นลงไปปริมาตร	750	ไมโครลิตร	เอียงหลอดไปมา
เบาๆ	จะพบดีเอ็นเอตกตะกอน	จากน้ันนำาไปแช่ที่อุณหภูมิ	-20	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	1	ชั่วโมง	เม่ือครบเวลา	นำาไปปั่นเหวี่ยง
ที่	12,000	รอบต่อนาที	เป็นเวลา	10	นาที	แล้วเทสารละลายทิ้ง	ล้างตะกอนด้วยเอธานอล	(Ethanol)	70	เปอร์เซ็นต์	ปริมาตร	
600	ไมโครลิตร	ปล่อยให้แห้งและละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ทีอี	 (TE	Buffer;	10	mM	Tris-HCl	pH	8.0	และ	1.0	mM	
EDTA)	ปริมาตร	20	ไมโครลิตร	
	 ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอ	โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้เครื่อง	NanoDrop	Lite	(Thermo	
Scientific,	USA)	ที่ความยาวคล่ืน	260	และ	280	นาโนเมตร	(nm)	และเปรียบเทียบค่า	OD260/OD280	เพื่อวัดการปนเปื้อนของ
สารอ่ืนๆ	โดยนำาผลที่ได้มาคำานวณความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอจากสูตร

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ	(ng/ml)	=	50	x	Dilution	Factor	x	OD260

 3. การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD และ HAT-RAPD
	 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ	50	นาโนกรัม	(ng)	ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์	1	เท่า	(50	mM	KCl,	20	mM	
Tris-HCl	pH	8.4	และ	2.5	mM	MgCl2)	ซ่ึงมีนิวคลีโอไทด์	4	ชนิด	(dATP,	dCTP,	dGTP	และ	dTTP)	ชนิดละ	2.5	มิลลิโมลาร์	
(mM)	ไพรเมอร์แบบสุ่ม	10	ไมโครโมลาร์	(µM)	และเอนไซม์	Taq	DNA	polymerase	(InvitrogenTM	life	technology,	Brazil)	
1	ยูนิต	ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการเพ่ิมจำานวนดีเอ็นเอโดยเทคนิค	RAPD	จำานวน	26	ชนิด	และเทคนิค	HAT-RAPD	จำานวน	3	ชนิด	
	 การเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส	ของท้ังสองเทคนิค	ประกอบด้วย	3	ข้ันตอน	ได้แก่	1)	การ	Denaturation	2)	การ	
Denaturation,	Annealing	และ	Extension	และ	ขั้นตอนที่	3)	การ	Final	extension	จากน้ันตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟเรซิสในเจลอะกาโรส	1.2	เปอร์เซ็นต์
 4. วิเคราะห์ข้อมูล
	 เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอ็นเอข้าวทั้ง	4	สายพันธุ์	ที่ได้จากเทคนิค	RAPD	และ	HAT-RAPD	โดยเปรียบเทียบความ
เหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ทั้งหมด	แล้ววิเคราะห์ดัชนีค่าความเหมือน	(Similarity	 Index)	 ด้วยโปรแกรม
สำาเร็จรูป	 NTSYS-pc	 รุ่น	 2.0	 และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์	 (Dendrogram)	 ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ	 UPGMA	 (Un-

weighted	Pair	Group	Method	With	Arithmethic	Mean)

ผลการวิจัย
	 จากการตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง	 ด้วยเครื่อง	 NanoDrop	 Lite	
(Thermo	Scientific,	USA)	พบว่าดีเอ็นเอของข้าวสายพันธุ์ต่างๆ	ทั้ง	4	สายพันธุ์	มีคุณภาพปานกลาง	ดังตารางที่	1
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ตารางที่ 1	แสดงปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอข้าว	4	สายพันธุ์
สายพันธุ์ข้าว ปริมาณของดีเอ็นเอ	(ng/ul) OD260	/	OD280	(nm)

1.	พันธุ์หอมกระดังงา
2.	พันธุ์ซีบูกังตัน
3.	พันธุ์เล็บนกปัตตานี
4.	พันธุ์สังข์หยด

15.63
2.66
3.57
5.95

1.38
1.76
2.16
2.13

 1. ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของข้าว 4 สายพันธุ์
	 เม่ือนำาดีเอ็นเอของข้าว	 4	 สายพันธุ์	 ได้แก่	 ข้าวพันธุ์หอมกระดังงา,	 พันธุ์ซีบูกันตัง,	 พันธุ์เล็บนกปัตตานี,	 และพันธุ์
สังข์หยด	สามารถแยกความแตกต่างโดยใช้เทคนิค	RAPD	และ	HAT-RAPD	พบว่าให้ผลของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน	ดังน้ี	
เทคนิค	RAPD	ใช้ไพรเมอร์	26	ชนิด	ให้แถบดีเอ็นเอรวมทั้งส้ิน	169	แถบ	ขนาดประมาณ	200-1500	คู่เบส	(bp)	ซึ่งเป็นแถบ
ดีเอ็นเอที่พบเหมือนกันทุกตัวอย่าง	(Monomorphic	Band)	และต่างกันในแต่ละตัวอย่าง	(polymorphic	band)	ดังตารางที่	2
ตารางที่ 2	แสดงผลของแถบดีเอ็นเอตัวอย่างพันธุ์ข้าว	โดยใช้เทคนิค	RAPD	ด้วยไพรเมอร์	26	ชนิด

Primer	codes Primer	nucleotide	
sequence	(5’-3’) Total bands

Polymorphic	
bands

Polymorphic	(%) Size	(bp)

OPA-04
OPAL-12
OPAL-13
OPA-13
OPA-18
OPB-08
OPB-12
OPB-17
OPC-04
OPD-05
OPD-08
OPD-20
OPG-02
OPH-05
OPK-16
OPM-14
OPN-06
OPN-12
OPR-02
OPR-13
OPR-16
OPX-11
OPY-11

AATCGGGCTG
CCCAGGCTAC
GAATGGCACC
CAGCACCCAC
AGGTGACCGT
GTCCACACGG
CCTTGACGCA
AGGGAACGAG
CCGCATCTAC
TGAGCGGACA
GTGTGCCCCA
ACCCGGTCAC
GGCACTGAGG
AGTCGTCCCC
GAGCGTCGAA
AGGGTCGTTC
GAGACGCACA
CACAGACACC
CACAGCTGCC
GGACGACAAG
CTCTGCGCGT

GGAGCCTCAG
AGACGATGGG

11

6
8
7
6
7
11

12
3
4
7
6
12
7
12
8
6
8
5
8
3
6
6

3
3
4
5
3
4
10
10
0
3
4
6
7
6
9
8
5
6
2
4
2
4
4

27.27
50
50

71.43
50

57.14
90.91
83.33
0
75

57.14
100
58.33
85.71
75
100
83.33
75
40
50

66.67
66.67
66.67

500-1500
500-1500
500-1500
500-1500
500-1500
600-1000
300-1500
300-1500
500-1500
500-1500
200-1000
500-1500
300-1500
300-1500
400-1500
400-1500
300-1500
300-1000
900-1500
500-1500
400-100
400-1500
300-1000

Total 169 112 66.27
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	 ส่วนเทคนิค	HAT-RAPD	ใช้ไพรเมอร์	3	ชนิด	ให้แถบดีเอ็นเอทั้งส้ิน	20	แถบ	ขนาดประมาณ	30-1500	คู่เบส	(bp)	
ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอที่พบเหมือนกันทุกตัวอย่าง	 (Monomorphic	Band)	และต่างกันในแต่ละตัวอย่าง	 (Polymorphic	Band)	
ดังตารางที่	3
ตารางที่ 3	แสดงผลของแถบดีเอ็นเอตัวอย่างพันธุ์ข้าว	โดยใช้เทคนิค	HAT-RAPD	ด้วยไพรเมอร์	3	ชนิด

Primer	codes Primer	nucleotide	
sequence	(5’-3’) Total bands

Polymorphic	
bands

Polymorphic	(%) Size	(bp)

C29
D23
D31

GTCGCCTTACCA
ACCATCAAAGCC
GGAGGTCGACCA

3
7
10

0
7
6

0
100
60

600-1500
400-1500
300-1000

Total 20 13 65

 2. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าวโดยเทคนิค RAPD 
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	4	สายพันธุ์	คือ	ข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	พันธุ์ซีบูกันตัง	พันธุ์
เล็บนกปัตตานี	และพันธุ์สังข์หยด	โดยใช้เทคนิค	RAPD	พบว่าเดนโดรแกรม	(ภาพที่	2)	สามารถแบ่งกลุ่มข้าวได้เป็น	2	กลุ่ม	
โดยกลุ่มแรกประกอบด้วยข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	และพันธุ์ซีบูกันตัง	ซึ่งมีค่าดัชนีความเหมือน	0.49-0.66	กลุ่มที่สองประกอบ
ด้วยพันธุ์เล็บนกปัตตานี	และพันธุ์สังข์หยด	มีค่าดัชนีความเหมือน	0.66	(ดังตารางที่	4)	โดยที่	ข้าวพันธุ์เล็บนกปัตตานีมีความ
สัมพันธ์ใกล้ชิดกับพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	 โดยมีดัชนีความเหมือน	 0.66	 ส่วนพันธุ์ซีบูกันตังกับพันธุ์สังข์หยด	 มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	 มีดัชนีความเหมือน	 0.42	 และเม่ือเปรียบเทียบดัชนีความเหมือนระหว่างกลุ่ม	 1	 และกลุ่ม	 2	 มีค่าดัชนี
ความเหมือนเท่ากับ	0.47	ดังภาพที่	2
ตารางที่ 4	ค่าดัชนีความเหมือนของข้าว	4	สายพันธุ์ที่ได้จากการใช้เทคนิค	RAPD

ภาพที่ 2	เดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอข้าว	โดยใช้เทคนิค	RAPD
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 3. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าวโดยเทคนิค HAT-RAPD
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	4	สายพันธ์ุ	โดยใช้เทคนิค	HAT-RAPD	พบว่าได้	เดน-โดรแกรม	
แบ่งกลุ่มข้าวเป็น	2	กลุ่มใหญ่ๆ	โดยกลุ่มแรกประกอบด้วยข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	พันธุ์ซีบูกันตัง	และพันธุ์เล็บนกปัตตานี	ซึ่งมี
ค่าดัชนีความเหมือน	0.62-0.64	กลุ่มท่ีสองประกอบด้วยพันธ์ุสังข์หยดเพียงพันธ์ุเดียว	มีค่าดัชนีความเหมือน	0.55	(ดังภาพท่ี	3)	
	 เม่ือเปรียบเทียบจากค่าดัชนีความเหมือนใน	 (ตารางที่	 5)	 พบว่า	 ข้าวพันธุ์หอมกระดังงามีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ
พันธุ์เล็บนกปัตตานีและพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	 โดยมีดัชนีความเหมือน	 0.64	 ส่วนพันธุ์ซีบูกันตังกับพันธุ์เล็บนกปัตตานี	 มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	มีดัชนีความเหมือน	0.50	และเม่ือเปรียบเทียบดัชนีความเหมือนระหว่างกลุ่ม	1	และกลุ่ม	2	
มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ	0.55
ตารางที่ 5	ค่าดัชนีความเหมือนของข้าว	4	สายพันธุ์ที่ได้จากการใช้เทคนิค	HAT-RAPD

ภาพที่ 3	เดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอข้าว	โดยใช้เทคนิค	HAT-RAPD

 4. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าวโดยเทคนิค RAPD ร่วมกับเทคนิค HAT-RAPD
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	4	สายพันธ์ุ	โดยใช้เทคนิค	RAPD	ร่วมกับเทคนิค	HAT-RAPD	
ได้เดนโดรแกรมที่สามารถแบ่งกลุ่มข้าวได้เป็น	2	กลุ่ม	โดยกลุ่มแรกประกอบด้วยข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	และพันธุ์ซีบูกังตัน	ซึ่ง
มีค่าดัชนีความเหมือน	 0.51-0.66	 กลุ่มที่สองประกอบด้วยพันธุ์เล็บนกปัตตานีและพันธุ์สังข์หยด	 มีค่าดัชนีความเหมือน	 0.66	
(ดังตารางที่	6)
	 เม่ือเปรียบเทียบจากเดนโดรแกรม	(ภาพที่	4)	ที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอพบว่า	ข้าว
พันธุ์เล็บนกปัตตานีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	โดยมีดัชนีความเหมือน	0.66	ส่วนพันธุ์ซีบูกันตังกับพันธุ์
สังข์หยด	 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	 มีดัชนีความเหมือน	0.44	 ดังตารางที่	 6	และเม่ือเปรียบเทียบดัชนีความเหมือน
ระหว่างกลุ่ม	1	และ	กลุ่ม	2	มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ	0.48
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ตารางที่ 6	ค่าดัชนีความเหมือนของข้าว	4	สายพันธุ์ที่ได้จากการใช้เทคนิค	RAPD	ร่วมกับเทคนิค	HAT-RAPD

ภาพที่ 4	เดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอข้าว
โดยใช้เทคนิค	RAPD	ร่วมกับเทคนิค	HAT-RAPD

 5. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าว 4 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิค RAPD โดยใช้ ไพรเมอร์ 
HAT-RAPD 
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	 4	 สายพันธุ์	 ด้วยเทคนิค	 RAPD	 โดยการใช้ไพรเมอร์ของ	
HAT-RAPD	คือ	C29	D23	และ	D31	ได้เดนโดรแกรม	(ภาพที่	5)	แบ่งกลุ่มข้าวได้เป็น	2	กลุ่ม	โดยกลุ่มแรกประกอบด้วยข้าว
พันธุ์หอมกระดังงา	และพันธุ์ซีบูกันตัง	ซึ่งมีค่าดัชนีความเหมือน	0.59-0.75	กลุ่มที่สองประกอบด้วยพันธุ์เล็บนกปัตตานี	และ
พันธุ์สังข์หยด	มีค่าดัชนีความเหมือน	0.75	
	 เม่ือเปรียบเทียบจากเดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอพบว่า	 ข้าวพันธุ์เล็บนก
ปัตตานีมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	โดยมีดัชนีความเหมือน	0.75	ส่วนพันธุ์ซีบูกันตังกับพันธุ์สังข์หยด	มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	มีดัชนีความเหมือน	0.44	และเม่ือเปรียบเทียบดัชนีความเหมือนระหว่างกลุ่ม	1	และกลุ่ม	2	
มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ	0.53	ดังตารางที่	7
ตารางที่ 7 ค่าดัชนีความเหมือนของข้าว	4	สายพันธุ์ที่ได้จากการใช้เทคนิค	RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์จากเทคนิค	HAT-RAPD
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ภาพที่ 5	เดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอข้าว	โดยใช้เทคนิค	RAPD
โดยใช้ไพรเมอร์จากเทคนิค	HAT-RAPD

 6. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าว 4 สายพันธุ์ ด้วยเทคนิค HAT-RAPD โดยการใช้
ไพรเมอร์ RAPD
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	 4	สายพันธุ์	 ด้วยเทคนิค	HAT-RAPD	 โดยการใช้ไพรเมอร์
ของเทคนิค	RAPD	(26	ไพรเมอร์)	ได้เดนโดรแกรม	ดังภาพที่	6	ที่สามารถแบ่งกลุ่มข้าวได้เป็น	2	กลุ่ม	โดยกลุ่มแรกประกอบ
ด้วยข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	 และพันธุ์ซีบูกันตัง	 ซึ่งมีค่าดัชนีความเหมือน	 0.50-0.66	 กลุ่มที่สองประกอบด้วยพันธุ์เล็บนก
ปัตตานี	และพันธุ์สังข์หยด	มีค่าดัชนีความเหมือน	0.66	
	 เม่ือเปรียบเทียบจากเดนโดรแกรม	 วิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอพบว่า	 ข้าวพันธุ์เล็บนกปัตตานี
มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	 โดยมีดัชนีความเหมือน	 0.66	 ส่วนพันธุ์ซีบูกันตังกับพันธุ์สังข์หยด	 มีความ
สัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	มีดัชนีความเหมือน	0.42	และเม่ือเปรียบเทียบดัชนีความเหมือนระหว่างกลุ่ม	1	และกลุ่ม	2	มีค่า
ดัชนีความเหมือนเท่ากับ	0.47	ดังตารางที่	8
ตารางที่ 8	ค่าดัชนีความเหมือนของข้าว	4	สายพันธุ์ที่ได้จากการใช้เทคนิค	HAT-RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์จากเทคนิค	RAPD	
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ภาพที่ 6	เดนโดรแกรมที่ได้จากการวิเคราะห์ข้อมูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอข้าว	โดยใช้เทคนิค	HAT-RAPD	
โดยใช้ไพรเมอร์จากเทคนิค	RAPD

อภิปรายผล
	 การใช้เทคนิค	RAPD	และ	HAT-RAPD	ในการหาความสัมพันธ์ของข้าว	4	สายพันธุ์	ได้แก่	การใช้เทคนิค	RAPD,	
เทคนิค	HAT-RAPD,	เทคนิค	RAPD	ร่วมกับเทคนิค	HAT-RAPD,	เทคนิค	RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์ของเทคนิค	HAT-RAPD,	
เทคนิค	HAT-RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์ของเทคนิค	RAPD	ซึ่งได้มีการนำา	2	เทคนิคมาใช้ร่วมกัน	รวมถึงการใช้ไพรเมอร์ร่วมกัน
ทั้งหมด	5	การทดลองน้ัน	พบว่า	การใช้เทคนิค	HAT-RAPD	ให้ผลการแยกกลุ่มที่ต่างจากวิธีอ่ืน	อาจเป็นเพราะวิธีการน้ียังไม่
เหมาะสม	โดยขัดแย้งกับการรายงานของ	Thomsopa	et	al.	(2014)	และ	Thanananta	et	al.	(2012)	ซ่ึงใช้เทคนิค	HAT-RAPD	
ในการหาความสัมพันธ์ของข้าวขาวดอกมะลิ	และพันธุ์ปรังปรุงจากขาวดอกมะลิ	
	 การวิจัยครั้งน้ีพบว่า	 การใช้เทคนิค	 RAPD	 สามารถแบ่งกลุ่มข้าวทั้ง	 4	 สายพันธุ์ได้สอดคล้องกับวิธีการอ่ืนๆ	 ซึ่ง
สอดคล้องกับการรายงานของ	Prathepha	(1999)	ซึ่งใช้เทคนิค	RAPD	ในการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมระดับ
ดีเอ็นเอของข้าวหอมพื้นเมือง	นอกจากน้ี	Rahman,	Islam,	Alam	&	Nasiruddin	(2007)	และ	Mani,	Bastin,	Kumar	&	
Ahmed	(2010)	รายงานความสำาเร็จในการใช้เทคนิค	RAPD	ในข้าวด้วย

สรุป
	 จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าว	4	สายพันธ์ุ	 คือ	 พันธ์ุหอมกระดังงา	 พันธ์ุซีบูกันตัง	 พันธ์ุเล็บนก
ปัตตานี	และพันธ์ุสังข์หยด	พบว่า	เทคนิค	RAPD,	เทคนิค	RAPD	ร่วมกับเทคนิค	HAT-RAPD,	เทคนิค	RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์
ของเทคนิค	HAT-RAPD,	เทคนิค	HAT-RAPD	โดยใช้ไพรเมอร์ของเทคนิค	RAPD	ให้เดนโดรแกรม	ที่สามารถแบ่งกลุ่มข้าว
ได้เป็น	2	กลุ่ม	ที่เหมือนกัน	กล่าวคือ	กลุ่มแรกประกอบด้วยข้าวพันธุ์หอมกระดังงา	กับพันธุ์ซีบูกันตัง	กลุ่มที่สองประกอบด้วย
ข้าวสายพันธุ์เล็บนกปัตตานี	กับสายพันธุ์สังข์หยด
	 ส่วนเทคนิค	HAT-RAPD	ได้เดนโดรแกรมที่สามารถแบ่งกลุ่มข้าวได้เป็น	2	กลุ่มใหญ่ๆ	โดยกลุ่มแรกประกอบด้วย
ข้าวพันธุ์หอมกระดังงา,	พันธุ์ซีบูกังตัน	และพันธุ์เล็บนกปัตตานี	กลุ่มที่สองประกอบด้วยพันธุ์สังข์หยดเพียงสายพันธุ์เดียว	
	 ดังน้ัน	 จะเห็นได้ว่า	 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค	 RAPD	 ข้าวสายพันธุ์เล็บนกปัตตานี	 มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	 และสายพันธุ์ข้าวซีบูกันตังกับสายพันธุ์ข้าวสังข์หยด	 มีความสัมพันธ์ใกล้
ชิดกันน้อยที่สุด	ส่วนการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค	HAT-RAPD	ข้าวสายพันธุ์หอมกระดังงา	มีความ
สัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธุ์เล็บนกปัตตานีและสายพันธุ์สังข์หยดมากที่สุด	และสายพันธุ์	ซีบูกันตัง	กับสายพันธุ์เล็บนกปัตตานี
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มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด	ในขณะเดียวกัน	การนำาไพรเมอร์	HAT-RAPD	ศึกษาด้วยเทคนิค	RAPD	ปรากฏว่า	ข้าว
สายพันธ์ุเล็บนกปัตตานี	 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับสายพันธ์ุสังข์หยดมากท่ีสุด	 ในขณะท่ีสายพันธ์ุซีบูกันตังกับสายพันธ์ุสังข์หยด	 มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันน้อยที่สุด
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