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บทคดัย่อ 
การศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัดว้ยเทคนิคอารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม 

72 ชนิด พบว่าไพรเมอร ์55 ชนิด สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ เมื่อคดัเลอืกไพรเมอร์ 25 ชนิด ที่ให้ลาย
พมิพด์เีอน็เออย่างชดัเจนมาวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัพนัธุป์ลกู 9 พนัธุ ์และ
พันธุ์ป่า 1 พันธุ์ พบว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับพันธุ์  
นอกจากนัน้ยงัพบไพรเมอรท์ีส่ามารถจ าแนกมนัส าปะหลงัทัง้ 10 พนัธุ ์ไดด้ว้ยไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีว เมื่อ
วเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมพบว่าสามารถจ าแนกมนัส าปะหลงัได้เป็น 2 กลุ่ม โดยมคี่าสมัประสทิธิ ์
ความเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.56 ถงึ 0.85 

ค าส าคญั : มนัส าปะหลงั, อารเ์อพดี,ี ความหลากหลายทางพนัธุกรรม, ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม

Abstract 
Random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique was used to study the genetic 

relationship in cassava. Seventy-two random primers were screened and 55 primers could be used 
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for DNA amplification. Twenty-five primers which gave clear amplified products were selected and 
used to analyze 9 cultivars and 1 wild species of cassava. The result showed differences among 10 
samples with specific DNA band. In addition, some of 25 random primers were able to identify each 
sample even though using as only one primer. A dendrogram based on polymorphic bands showed 
genetic similarities among cassavas and it split into 2 groups with similarity coefficients ranging 0.56 
to 0.85. 

Keywords: cassava (Manihot esculenta), RAPD (random amplified polymorphic DNA), genetic 
diversity, genetic relationship 

1. ค าน า
มนัส าปะหลงั (Mainihot esculenta Crantz) 

เป็นแหล่งอาหารประเภทคารโ์บไฮเดรตทีส่ าคญัของ
ประชากรในทวปีแอฟรกิาและอเมรกิาใต้ และเป็น
แหล่งวตัถุดบิประเภทแป้งที่มรีาคาถูกกว่าพชืผลติ
แป้งชนิดอื่น ๆ โดยแป้งจากมนัส าปะหลงัเป็นแป้งที่
ไม่มสี ีไม่มกีลิน่ และไม่ท าให้เกดิภูมแิพ้ จงึนิยมใช้
ในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส าอาง ยา และ
เคมีภัณฑ์ ต่ าง ๆ  (ฝ่ ายบริหารคลัส เตอร์และ
โปรแกรมวิจัย , 2554) นอกจากนั ้นยังเป็นพืช
พลงังานที่มีศกัยภาพสูงส าหรบัการผลติเอทานอล 
(ethanol) 

ประเทศไทยไม่ใช่ผูผ้ลติมนัส าปะหลงัอนัดบั
หนึ่งของโลก และประชากรไทยไม่ได้บริโภคมัน
ส าปะหลังเป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตหลัก ดังนั ้น
ประเทศไทยจึงปลูกมันส าปะหลังเพื่อแปรรูปและ
ส่งออกผลิตภัณฑ์มันส าปะหลัง ได้แก่ มันเส้น 
มันอัดเม็ด และแป้ง โดยส่งออกผลิตภัณฑ์มัน
ส าปะหลงัเป็นอนัดบัหนึ่งของโลกติดต่อกนัหลายปี 
แมม้ลูค่าการสง่ออกจะไม่สงูเมื่อเปรยีบเทยีบกบัการ
สง่ออกขา้วหรอืยางพารา แต่การใชม้นัส าปะหลงัใน
ประเทศก่อใหเ้กดิอุตสาหกรรมต่อเน่ืองทีม่มีูลค่าสูง
กว่า 300,000 ลา้นบาท และมกีารจา้งงานประมาณ 
1 ล้านคน ทั ้งนี้ ไม่นับรวมเกษตรกรผู้ปลูกมัน

ส าปะหลงัอกี 2.6 ลา้นคน (ฝ่ายบรหิารคลสัเตอรแ์ละ
โปรแกรมวจิยั, 2554) 

จากข้อมูลดงักล่าว จึงจดัมนัส าปะหลงัเป็น
พชืเศรษฐกจิทีส่ าคญัของประเทศไทย โดยเป็นพชืที่
ปลูกได้ทุกภูมิภาคและปลูกได้ตลอดปี  หัวมัน
ส าปะหลังที่ผลิตได้ส่วนใหญ่ใช้เป็นวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมมันเส้น มันอัดเม็ด แป้ง และอาหาร
สตัว์ ซึ่งเป็นสนิค้าเกษตรที่ส่งขายต่างประเทศและ
สร้างรายได้เป็นจ านวนมากแก่ประเทศไทย ดงันัน้
การปรบัปรุงพนัธุม์นัส าปะหลงัเพื่อใหไ้ดพ้นัธุใ์หม่ที่
มีคุณลกัษณะเด่นทางพันธุกรรมจึงมีความจ าเป็น 
ทัง้นี้เพื่อให้สอดคล้องกบัความต้องการของตลาด
และผู้บริโภค เช่น พันธุ์ที่ส ังเคราะห์แป้งในราก
สะสมอาหารได้ในปริม าณสูง  พันธุ์ ที่ ให้ แ ป้ ง
เหมาะสมต่อการน าไปแปรรูปเพื่อการผลิตเอทา
นอลไดป้รมิาณมาก (จรญัญา, 2553)  

ส าหรบัการปรบัปรุงพันธุ์นัน้ การคัดเลือก
พนัธุพ์่อแม่เป็นสิง่ส าคญัอย่างยิง่ โดยการเลอืกพนัธุ์
ที่ ผิ ด พ ล าด จ ะท า ให้ สิ้ น เป ลื อ งทั ้ ง แ ร ง ง าน 
งบประมาณ และเวลา ดงันัน้จงึต้องการขอ้มูลความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) 
เพื่ อให้ทราบถึงความใกล้ชิดระหว่างพันธุ์ที่ จะ
น ามาใช้ในการผสมพนัธุ์ ทัง้นี้เพื่อป้องการการเกดิ
ค ว า ม ถ ด ถ อ ย ท า งพั น ธุ ก ร ร ม  (inbreeding 
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depression) ซึ่งเกิดจากการเลือกพันธุ์พ่อแม่ที่มี
ความใกลช้ดิกนั (สพุตัรา, 2549) 

ด้วยความส าคญัดงักล่าว จึงมีแนวคิดที่จะ
ศึกษ าความสัมพันธ์ท างพันธุกรรม  (genetic 
relationship) ของมันส าป ะหลัง โดยใช้ เทคนิ ค    
อารเ์อพดี ี(RAPD, random amplified polymorphic 
DNA)  ซึ่งเป็นเทคนิคที่สามารถสร้างลายพิมพ์      
ดี เอ็ น เอ  (DNA fingerprinting) ได้ ด้ ว ย ก า ร ใช ้    
ไพรเมอร์แบบสุ่ม  (random primer) ขนาด 8-12    
นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) เพียงชนิดเดียว เพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสหรอื
พีซี อาร์  (PCR, polymerase chain reaction) ซึ่ ง
สะดวก รวด เร็ว  ใช้ดี เอ็น เอปริม าณ น้อย ไม่
จ าเป็นต้องทราบขอ้มูลล าดบัเบสของดีเอ็นเอ และ
ประหยดัค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมายดเีอน็เอ 
(DNA marker) ชนิดอื่น ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการ
การปรบัปรุงพนัธุใ์นอนาคต 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 พนัธุม์นัส าปะหลงั 

ตัวอย่ างพันธุ์มันส าป ะหลังที่ ใช้ ใน
การศกึษาครัง้นี้ จ านวน 10 พนัธุ์ ได้แก่ ระยอง 1, 
ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 60, ระยอง 90, 5 นาท,ี 
ศรรีาชา 1, Virgin Island 18, Virgin Island 22 และ
พันธุ์ป่าของไทย ได้มาจากศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 
อ าเภอเมอืง จงัหวดัระยอง  

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกั ด ดี เอ็ น เอ จ าก ใบ อ่ อ น ข อ ง มั น

ส าปะหลงัด้วยวิธีประยุกต์จาก Agrawal และคณะ 
(1992) โดยบดในไนโตรเจนเหลวใหเ้ป็นผงละเอยีด 
แล้ วน าผ งใบ  2 ก รัม  บ่ ม ใน  extraction buffer     
[4x CTAB; 4 % cethyl trimethyl ammonium 
bromide (CTAB), 2.8 M NaCl, 40 mM 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) แ ล ะ 
200 mM Tris-HCl pH 8.0] 10 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ซึ่ ง ม ี     

2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร ที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 60 นาท ีเมื่อครบเวลาเตมิ
คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์(chloroform : 
isoamyl alcohol = 24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้า
กนั แลว้น าไปหมุนเหวีย่งที่ 12,000 x g เป็นเวลา 5 
นาที หลังจากนัน้จึงแยกสารละลายใสส่วนบนมา
เติม linear polyacrylamide 140 ไมโครลิตร และ 
ไอโซโพรพานอล (isopropanol) 7 มลิลลิติร ผสมให้
เขา้กนัและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวีย่งที ่
12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนัน้จึงเท
สารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วย washing buffer 
(10 mM sodium acetate pH 5.2 แ ล ะ  70 % 
ethanol) ปล่อยใหแ้หง้และละลายตะกอนใน RNase 
buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ  15 mM 
NaCl) 500 ไมโครลติร เติมเอนไซม์ RNase A (10 
mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่ มที่อุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาสกัด
ดว้ยฟีนอล : คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล์ 
(phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 
25:24:1) 1 ครัง้ และสกดัด้วยคลอโรฟอร์ม : ไอโซ
เอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อกี 1 ครัง้ หลงัจากนัน้จงึ
ย้ายสารละลายใสส่วนบนมาเติม linear polyacry-
lamide 70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตต ความ
เข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต ์
ของปริมาตร และไอโซโพรพานอลให้ ได้  50 
เปอร์เซ็นต์ ของปรมิาตร บ่มที่อุณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนัน้จึงเท
สารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์  แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง แล้วละลาย
ตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 
และ 1.0 mM EDTA) ปรมิาตร 200-300 ไมโครลติร 

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดด้ว้ยวธิวีดั
ค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 และ 280  
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นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอเิล็กโทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ใน
เจ ล อ ะก า โรส  (agarose gel) 0.8 เป อ ร์ เซ็ น ต์ 
(Sambrook et al., 1989) 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคอารเ์อพีดี 

การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอมี 2 
ขัน้ตอน ไดแ้ก่ (1) การตรวจหา ไพรเมอรแ์บบสุ่มที่
ตอบสนองต่อปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยรวม  
ดีเอ็นเอมันส าปะหลังทัง้ 10 พันธุ์ เป็นตัวอย่าง
เดียวกนั และ (2) การวิเคราะห์ความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรม โดยคดัเลอืกไพรเมอร ์25 ชนิด ทีใ่ห้
ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับ      
ดเีอน็เอมนัส าปะหลงัแต่ละพนัธุ ์ 

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 100 นาโนกรมั (ng) 
ในบฟัเฟอร์ 1 เท่า (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl 
pH 8.4 และ 2.5 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 
ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) ชนิดละ 
200 ไมโครโมลาร์ (M) ไพรเมอร์แบบสุ่ม  250   
น า โน โม ล า ร์  ( nM) แ ล ะ เอ น ไซ ม์  Taq DNA 
polymerase (InvitrogenTM life technology, Brazil) 
1 ยนูิต (Wikie et al., 1993) โดยไพรเมอรแ์บบสุม่ที่
ใช้ 72 ชนิด คือไพรเมอร์ชุด A2, B2, C2, D2, E2 
และ F2 จาก Wako Company (Japan) ซึ่งมขีนาด 
12 นิวคลโีอไทด ์ 

ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสม ี3 ขัน้ตอน 
คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 
นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซยีส นาน 1 นาท ีอุณหภูม ิ35 องศาเซลเซยีส 
นาน 1 นาท ีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส นาน 
2 นาท ีจ านวน 40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ านวน 1 รอบ (Wikie 
et al., 1993) แ ล้ ว เก็ บ ไว้ที่ อุ ณ หภู มิ  4 อ งศ า
เซลเซียส ก่อนน าไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยแต่ละตวัอย่างท า 3 ซ ้า เพื่อใหไ้ดผ้ล
การทดลองทีน่่าเชื่อถอืยิง่ขึน้ 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เป รียบ เทียบลายพิมพ์ ดี เอ็น เอมัน

ส าปะหลงัทัง้ 10 พันธุ์ ที่ได้จากเทคนิคอาร์เอพีด ี
และเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่าง
ของแถบดีเอ็นเอที่ได้ทัง้หมด แล้ววิเคราะห์ด้วย
โปรแกรมส าเรจ็รปู NTSYS-pc รุ่น 2.0 โดยเลอืกวธิี
จัด ก ลุ่ม แบบ  UPGMA (unweighted pair group 
method with arithmetic mean) (Rohlf, 2002)  
 
3. ผลและวิจารณ์ 

การเพิ่ ม ป ริม าณ ดี เอ็น เอ รวมของมัน
ส าปะหลงัดว้ยเทคนิคอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอรแ์บบ
สุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 55 ชนิด หรอืคิดเป็น 
76.38 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพิ่มปริมาณดเีอน็เอได ้
หลังจากนัน้จึงคัดเลือกไพรเมอร์ 25 ชนิด ที่เพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับ     
ดีเอ็นเอมนัส าปะหลงัแต่ละพันธุ์ จ านวน 10 พันธุ ์
ปรากฏว่าพบแถบดเีอน็เอรวมทัง้สิน้ 223 แถบ ซึง่มี
ขนาดประมาณ 400-4,000 คู่ เบส โดยลายพิมพ์    
ดเีอน็เอที่ได้จากเทคนิคอารเ์อพดีมีรีูปแบบจ าเพาะ
ต่อมนัส าปะหลงัแต่ละพนัธุ์ (รูปที่ 1) และพบแถบ  
ดีเอ็นเอบางแถบที่สามารถใช้เป็นเครื่องหมาย    
อาร์เอพีด ี(RAPD marker) ส าหรบัจดัจ าแนกพนัธุ์
มันส าปะหลังได้ นอกจากนี้ยังพบไพรเมอร์ซึ่งให้
ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่สามารถแยกความแตกต่างของ
มนัส าปะหลงัแต่ละพนัธุอ์อกจากกนัไดด้ว้ยไพรเมอร์
เพียงชนิดเดียว จ านวน 6 ชนิด ได้แก่ B27 (GGC 
GGT TAT GAA), C22 (GGT CAC CGA TCC), 
C31 (TCT GCT GAC CGG)  D21, (GGC GAT 
TCT GCA), E26 (CTG CCT GTA CCA) แ ล ะ 
E32 (CAG GAA CAG CAA) 
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รปูท่ี 1 ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร ์C22 [M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน 1 Kb Plus 
DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-10 คือ ระยอง 1, ระยอง 2, ระยอง 5, 
ระยอง 60, ระยอง 90, 5 นาที , ศรีราชา 1, Virgin Island 18, Virgin Island 22 และพันธุ์ ป่ า 
ตามล าดบั] 

 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคอารเ์อพดีดีว้ยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 
และเลอืกวิธจีดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณค่า
ดชันีความเหมือน (similarity index) และแสดงผล
ในรูปแผนภูมิความสมัพนัธ์ (dendrogram) พบว่า
มนัส าปะหลงัทีใ่ชใ้นการวจิยัครัง้นี้ จ านวน 10 พนัธุ ์
แบ่งเป็น 2 กลุ่ม (รูปที่ 2) กลุ่ม 1 คอื มนัส าปะหลงั
พันธุ์ปลูก ได้แก่ ระยอง 1, ระยอง 2, ระยอง 5, 

ระยอง 60, ระยอง 90, 5 นาที, ศรีราชา 1, Virgin 
Island 18 และ Virgin Island 22 และกลุ่ม 2 คือ 
มัน ส าป ะห ลั งพั น ธุ์ ป่ า  โด ย ก ลุ่ ม  1 ซึ่ งมี ค่ า
สมัประสิทธิค์วามเหมือนภายในกลุ่มอยู่ระหว่าง 
0.62 ถึง 0.85 เฉลี่ย  0.73 และทัง้  2 ก ลุ่ม มีค่ า
สมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.56 ถึง 0.85 
เฉลีย่ 0.71 (รปูที ่3) 

 

 
 

รปูท่ี 2 แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องมนัส าปะหลงัทีไ่ดจ้ากเทคนิคอารเ์อพดี ี
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รปูท่ี 3  ค่าดชันีความเหมอืนของมนัส าปะหลงัทีไ่ดจ้ากเทคนิคอารเ์อพดี ี
 

งานวิจัยนี้แสดงถึงศักยภาพของเทคนิ ค  
อาร์เอพีดีในการจ าแนกพันธุ์ มันส าปะหลังได้
เช่น เดียวกับพืชชนิดอื่น  เช่น พริก น้อยหน่า       
บวัหลวง มะล ิโมก พุด (ธรีะชยั และนฤมล, 2543; 
นฤมล และมานะ, 2549; ธรีะชยั, 2550; นฤมล และ
คณะ, 2554a; นฤมล และคณะ, 2554b; นฤมล และ
คณะ, 2554c) 
 
4. สรปุ 

การศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
มนัส าปะหลงั 10 พนัธุ ์ดว้ยเทคนิคอารเ์อพดี ีพบว่า
มนัส าปะหลงัมคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรม โดย
งานวิจยันี้ตรวจพบไพรเมอร์ที่สามารถจ าแนกมัน
ส าปะหลงั 10 พนัธุ ์ไดด้ว้ยไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีว 
และเมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดเีอน็เอที่ได้จากเทคนิค
อาร์เอพีดีด้วยโปรแกรม NTSYS พบว่าสามารถ

แบ่งมนัส าปะหลงัที่ใช้ในการวจิยัครัง้นี้เป็น 2 กลุ่ม 
ซึง่แยกระหว่างพนัธุป์ลกูกบัพนัธุป่์า 
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ตัวอย่างพันธุ์มันส าปะหลังทั ้ง  10 พันธุ ์
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