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การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ 
 Doritis pulcherrima Lindl. ต้นแคระ โดยเทคนิคอาร์เอพดีี 

และ ไอเอสเอสอาร์ 

Genetic Relationship Analysis of Dwarf Doritis pulcherrima 
Lindl. by RAPD and ISSR Techniques 

มัลลกิา ดวงเขตต์1/  ณัฐา โพธาภรณ์1/  และวีณัน บัณฑติย์1/ 
Mallika Duangkhet1/, Nuttha Potapohn1/ and Weenun Bundithya1/ 

Abstract: Doritis pulcherrima Lindl. belongs to Orchidaceae family. Phenotypic variation within species is great 
making it difficult to identify plant using morphological characteristics. In this study, RAPD and ISSR were used 
to determine genetic relationship of Dwarf D. pulcherrima Lindl. with similar leaf shape and spot. Twelve of the 
80 RAPD and 13 of the 115 ISSR screened primers yielded 98 (87.5%) and 160 (85.1%) polymorphic bands, 
respectively. The genetic similarity coefficients ranged from 0.44 to 0.96 by RAPD and 0.46 to 0.93 by ISSR. 
Cluster analysis based on UPGMA clearly resulted in grouping of Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with 
spot, and the dendrogram generated with ISSR markers clearly separated D. pulcherrima Lindl. from Dwarf D. 
pulcherrima Lindl. and could group Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot. The molecular 
classification based on RAPD and ISSR technique agree with morphological identification of Dwarf D. 
pulcherrima Lindl.  
 
Keywords: Dwarf Doritis pulcherrima Lindl., RAPD Technique, ISSR Technique 
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คาํนํา 
 
Doritis pulcherrima Lindl. อยู่ในวงศ์ 

Orchidaceae ซึ่งเป็นวงศ์ท่ีใหญ่ท่ีสดุในบรรดากลุ่มไม้
ดอกด้วยกนั พบครัง้แรกในประเทศเวียดนาม มีช่ือไทยว่า 
ม้าวิ่ง เรียกตามลกัษณะกลีบเลีย้งกลีบดอกท่ีแผ่บานผึ่ง 
เม่ือดอกบานเตม็ท่ีจะลูไ่ปทางด้านหลงัเหมือนกบัลกัษณะ
ม้าท่ีกําลงัวิ่งควบเต็มท่ีจนขนลูไ่ปด้านหลงั (ณรงค์, 2519) 
เป็นกล้วยไม้ท่ีมีดอกขนาดเลก็ แต่มีก้านช่อดอกยาวตัง้ขึน้ 
ทรงต้นเตีย้ ใบซ้อนเรียงชิดกนั ใบหนาและคอ่นข้างอวบนํา้ 
ม้าวิ่งมีสีดอกท่ีผนัแปรมากตัง้แตสี่ขาวเกือบบริสทุธ์ิ และมี
หกูลีบปากสีเหลือง ซึ่งพบท่ีจงัหวดัประจวบคีรีขันธ์ ถึงสี
แดงม่วง และม่วงแดง หรือบางครัง้พบดอกสีฟ้าครามหรือ
ม่วงอมฟ้า แต่ท่ีพบมากคือสีระหว่างชมพอู่อนถึงชมพเูข้ม 
(สรุางค์รัตน์, 2551) กล้วยไม้สกุล Doritis เป็นหนึ่งใน
บรรดาสกลุกล้วยไม้ท่ีได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายทัง้
ภายในและต่างประเทศ (ระพี, 2544) อีกทัง้มีการนําพืช
สกุลนีไ้ปผสมกับพืชสกุลอ่ืน อาทิเช่น สกุลฟาแลนอปซิส 
เกิดเป็นลกูผสมมีช่ือสกลุว่า Doritaenopsis ซึง่มีลกัษณะ
ดอกท่ีสวยงาม ให้ลกัษณะสีดอกท่ีเน้นไปทางสีชมพ ู(ระพี, 
2544) โดยลักษณะของดอกที่แปลกตานัน้ สามารถ
พฒันาเป็นไม้ดอกส่งออกได้ สําหรับ D. pulcherrima 
Lindl. ต้นแคระนัน้ Taywiya et al. (2008) รายงานว่า พบ
แพร่กระจายในประเทศไทย เป็นกล้วยไม้ขนาดเล็ก 
(miniature plant) ดอกมีสีชมพเูข้ม มีกลุม่เรณ ู4 กลุม่ อยู่
ติดกนั จากการสงัเกตโดย ณฐัดนยั (ติดตอ่สว่นตวั) พบวา่ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะใบของ D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระมี
ลักษณะค่อนข้างหลากหลาย ทําให้การจําแนกโดยใช้
ลกัษณะทางฟีโนไทป์อยา่งเดียวไมเ่พียงพอ การนําเทคนิค
ทางอณูชีววิทยาเข้ามาช่วยตรวจสอบความแตกต่างทาง
พนัธุกรรม (สริุนทร์, 2545) มีสว่นช่วยเสริมให้การจําแนก
ถกูต้องยิ่งขึน้ 

เทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ีใช้ตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพนัธุกรรมมีอยู่หลายวิธี เช่น เทคนิค RAPD 
(random amplified polymorphic DNA) เป็นการใช้
เทคนิคพีซีอาร์เพ่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไม่จําเป็นต้อง
ทราบข้อมลูลําดบัเบสของดีเอ็นเอเป้าหมาย ไพรเมอร์ท่ีใช้
มีขนาดสัน้ประมาณ 10 นิวคลีโอไทด์ โดยสุม่จบักบัดีเอ็น
เอเป้าหมายที่มีลําดบัเบสคู่สมกนั (William et al., 1990) 
นิยมนํามาใช้จําแนกลักษณะทางพันธุกรรม ความ
แตกต่างทางด้านชนิด และประชากร (สริุนทร์, 2545) 
เน่ืองจากทําได้ง่าย และค่าใช้จ่ายไม่สงู (Lee et al., 
2003)  แต่ มี ข้ อ จํ ากัด คือ  เ ม่ื อ ทํ า ซํ า้มักใ ห้ผล ท่ี ไม่
เหมือนเดิม อย่างไรก็ตาม เทคนิค RAPD เป็นเทคนิคท่ีมี
ประสิทธิภาพเพียงพอสําหรับการจําแนกระหว่างชนิดได้ 
เช่นในการทดลองของ Lim et al. (1999) ศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้า 
จํานวน 10 ชนิด โดยใช้ไพรเมอร์ RAPD 8 ชนิด สามารถ
สงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้ทัง้หมด 158 แถบ และสามารถ
แบ่งกลุ่มพืชตวัอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม ท่ีสอดคล้องกับ
ลกัษณะใบ Oliveira et al. (2010) วิเคราะห์ความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมของพืชสกุล Catasetum ซึ่งอยู่ในวงศ์ 

บทคัดย่อ: Doritis pulcherrima Lindl. อยู่ในวงศ์ Orchidaceae มีความหลากหลายของลกัษณะทางสณัฐาน ทําให้ยาก
ต่อการจําแนกสายพนัธุ์ ดงันัน้จึงได้ศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้ D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระที่มี
ความคล้ายคลงึของรูปทรงใบ และลายที่ปรากฏบนใบ ด้วยเทคนิค RAPD และ ISSR จากการคดักรองไพรเมอร์ RAPD 80 
ชนิด และไพรเมอร์ ISSR 115 ชนิด พบวา่ไพรเมอร์ RAPD 12 ชนิด และไพรเมอร์ ISSR 13 ชนิด สามารถสงัเคราะห์แถบ   ดี
เอน็เอท่ีมีความแตกต่างกนัจํานวน 98 แถบ (87.5%) และ 160 แถบ (85.1%) ตามลําดบั  ค่าสมัประสิทธ์ิความเหมือนทาง
พนัธุกรรมโดยไพรเมอร์ RAPD และ ISSR อยูใ่นช่วง 0.44 ถงึ 0.96 และ 0.46 ถงึ 0.93 ตามลําดบั การจดักลุม่ความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรม ด้วยวิธี UPGMA พบว่าไพรเมอร์ RAPD สามารถจดักลุ่มต้นแคระใบกลมมีลายได้ และไพรเมอร์ ISSR 
จําแนก D. pulcherrima Lindl. ออกจากกลุ่มต้นแคระ และสามารถจดักลุ่มต้นแคระใบกลมมีลายได้ การจดักลุ่มด้วย
เทคนิค RAPD และ ISSR สอดคล้องกบัลกัษณะสณัฐานของกล้วยไม้ D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระ 
 
คาํสาํคัญ: Doritis pulcherrima Lindl.  ต้นแคระ  เทคนิคอาร์เอพีดี  เทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
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Orchidaceae โดยใช้ไพรเมอร์ RAPD จํานวน 15 ชนิด 
สามารถแบ่งพืชเป็น 11 กลุ่ม ตามลกัษณะทางสณัฐาน 
และสภาพภูมิศาสตร์การเจริญท่ีใกล้เคียงกนั ศิริลกัษณ์ 
และคณะ (2547) จําแนกกล้วยไม้สกุลหวายจํานวน 12 
ชนิด โดยใช้เทคนิค RAPD โดยไพรเมอร์ OPAK04 แสดง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ Dendrobium infundibulum และ 
Dendrobium crystallinum แตกต่างออกไปจากกล้วยไม้
ชนิดอ่ืน นอกจากนีย้งัมีเทคนิค ISSR (inter simple 
sequence repeats) ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสงู 
สามารถจําแนกความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างชนิด
จนถึงภายในชนิดของสิ่งมีชีวิต และลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้
จากเทคนิคนีส้ามารถทําซํา้ได้ มีค่าใช้จ่ายไม่สูงนัก ไม่
ยุ่งยากซบัซ้อน Wang et al. (2009) ได้ศึกษาความ
หลากหลาย  และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ 
Cymbidium goeringii โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR พบว่า ไพร
เมอร์ 25 ชนิด สามารถสงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้จํานวน 
4,405 แถบ สามารถแบ่งพืชออกเป็น 2 กลุ่ม และ
สอดคล้องกบัแหลง่กําเนิด Verma et al. (2009) รายงาน
การประยกุต์ใช้เทคนิค RAPD และ ISSR ร่วมกันใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชสกุล 
Vanilla โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR จํานวน 10 ชนิด และไพร
เมอร์ RAPD จํานวน 30 ชนิด พบว่ามีไพรเมอร์ RAPD 
เพียง 20 ชนิดเท่านัน้ท่ีสามารถสงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้
ทุกตัวอย่าง โดยทัง้สองเทคนิคสามารถแยก Vanilla 
andamanica ออกจาก Vanilla ชนิดอ่ืน แสดงให้เหน็วา่ V. 
andamanica มีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างจาก Vanilla ชนิดอ่ืน 
ในการศึกษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้ D. pulcherrima Lindl. ต้น
แคระท่ีมีความแตกต่างของรูปทรงใบ และลายท่ีปรากฏ
บนใบ ด้วยเทคนิค RAPD และ ISSR 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

พันธ์ุพืช 
พนัธุ์พืชท่ีใช้คือ D. pulcherrima Lindl. ต้น

แคระ หรือเอือ้งม้าวิ่งแคระ ได้มาจากสภาพธรรมชาติจาก
จงัหวดั ชมุพร และนํามาปลกูเลีย้งท่ีเรือนเพาะชํากล้วยไม้ 
ศูนย์วิจัย สาธิตและฝึกอบรมการเกษตรแม่เหียะ คณะ

เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ตวัอย่างท่ีศึกษามี
รูปทรงใบและลายที่ปรากฏบนใบตา่งกนั 3 กลุม่ กลุม่ละ 5 
ต้น โดย กลุม่ท่ี 1 มีลกัษณะต้นแคระใบกลมมีลาย กลุม่ท่ี 
2 ต้นแคระใบรีมีลาย และกลุ่มท่ี 3 ต้นแคระใบรีไม่มีลาย 
และใช้ D. pulcherrima Lindl. ต้นปกติ 1 ต้น เป็นพืชนอก
กลุม่ (ภาพที่ 1a-d) 
 
การสกัดดีเอน็เอ 

สกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี CTAB ท่ีดดัแปลงจาก 
Taywiya et al. (2008) ตรวจสอบคณุภาพ และปริมาณดี
เอ็นเอด้วยวิธี 1.8% agarose gel electrophoresis และ 
เคร่ือง Nanodrop เก็บดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ ไว้ท่ี -20 องศา
เซลเซียส 
 
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค RAPD 

องค์ประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ อ้างอิงจาก Kate-
ngam and Lakote (2008) โดยใช้ไพรเมอร์ RAPD 80 
ชนิด คือ OPA01-20, OPD01-20, OPF01-20 และ 
OPG01-20 (Bio Basic, Canada) สงัเคราะห์ดีเอ็นเอตาม
ขัน้ตอนดงันี ้94 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ 
ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 43.6 องศา
เซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 
40 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 8 นาที จํานวน 1 รอบ นํา
ผลผลิตท่ีได้มาตรวจสอบด้วย 1.8% agarose gel 
electrophoresis ใน 1X TBE buffer จากนัน้ย้อมด้วย   
เอธิเดียมโบรไมด์ บนัทึกภาพภายใต้แสง UV โดยใช้ gel 
documentation (Syngene gene genius bio imaging 
system, U. S. A.) 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ด้วยเทคนิค ISSR 

องค์ประกอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ อ้างอิงจาก 
Taywiya et al. (2008) โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR 118 ชนิด 
คือ ISSR1-ISSR98 (วีณนั และดําเนิน, 2554) UBC811, 
UBC812, UBC818, UBC827, UBC834, UBC835, 
UBC840, I2, I4, I25, I34, I44 (Wang et al., 2009) 
UBC809, UBC826, UBC836, UBC866 (Wang et al., 
2011) A37, B1, B7 และ B10 (Haider et al., 2012) 
สังเคราะห์ดีเอ็นเอตามขัน้ตอนดังนี  ้94 องศาเซลเซียส            

การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ 
 Doritis pulcherrima Lindl. ต้นแคระ โดยเทคนิคอาร์เอพดีี และ ไอเอสเอสอาร์ 
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3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที 58 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส        
1 นาที จํานวน 40 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 8 นาที
จํานวน 1 รอบ นําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้มาตรวจสอบ
เช่นเดียวกบัเทคนิค RAPD 

 
การวเิคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

ตรวจดูความคมชัด และจํานวนแถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฏ ตรวจสอบตําแหน่งท่ีปรากฏ และไม่ปรากฏแถบดี
เอ็นเอ คํานวณขนาดโมเลกลุด้วยโปรแกรม Excel 2010 
บนัทึกผลโดยให้การปรากฏแถบดีเอ็นเอมีค่าเป็น 1 และ
การไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในตําแหน่งเดียวกนัมีค่าเป็น 0 
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ด้วยโปรแกรม NTSYSpc version 
2.01e (Rohlf, 2000) สร้างแผนภาพเดนโดรแกรมด้วยวิธี  
.          . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

UPGMA คํานวณค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทาง
พันธุกรรมด้วยวิธี Jaccard’s similarity coefficients
ประเมินความเช่ือมัน่ของแผนภาพเดนโดรแกรมโดยการทํา 
bootstrap ด้วยโปรแกรม freetree (Hampl et al., 2001) 

 
ผลและวจิารณ์ 

 
การสกัดดีเอน็เอ 

การสกดัดีเอ็นเอจากใบของ D. pulcherrima 
Lindl. ด้วยวิธีการของ Taywiya et al. (2008) พบว่าได้ดี
เอ็นเอตวัอย่างท่ีมีความเข้มข้น 100-200 ng/μl โดยดีเอ็น
เอส่วนใหญ่มีคุณภาพดี ไม่มีการแตกหัก เน่ืองจากพบ
แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว และคมชดั ไม่มีแถบปนเปือ้น
ของอาร์เอน็เอ และโปรตีน (ภาพที่ 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

a b 

c d 

Figure 1 Characteristics of D. pulcherrima Lindl. (a = globose leaf with spot dwarf, b = oblong leaf with 
spot dwarf, c = oblong leaf without spot dwarf and d = D. pulcherrima Lindl. of normal size) 

M    A    B    C   OG 
3000bp  
500bp   
 
 
 

Figure 2 Genomic DNA extracted from leaf samples (M: molecular ladder; A: Dwarf D. pulcherrima Lindl. 
globose leaf with spot; B: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf with spot; C: Dwarf D. 
pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. pulcherrima Lindl.) 
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD และ 
ISSR 

การทดสอบไพรเมอร์ RAPD เบือ้งต้น จํานวน 
80 ไพรเมอร์ พบว่ามีไพรเมอร์ 12 ชนิด คือ OPA01, 
OPA02, OPA03, OPA05, OPA08, OPA09, OPA10, 
OPA11, OPA18, OPA19, OPA20 และ OPC19 ท่ี
สามารถสงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้ทกุตวัอย่าง แถบคมชดั 
และเกิดแถบจําเพาะในการจําแนกกลุม่ตวัอยา่งได้ หรือ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั (polymorphic bands) สงู 
สงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้ทัง้หมด 112 แถบ มีขนาด
ประมาณ 73 -2109 คู่เบส เป็นแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง 
จํานวน 98 แถบ คิดเป็น 87.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไพรเมอร์ 
OPA02 และ OPA11 เป็นไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอสงูสดุ
คือ 15 แถบ ในขณะที่ไพรเมอร์ OPA10, OPA11 และ 
OPA19 มีเปอร์เซ็นต์การให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน
สงูสดุคือ 100 เปอร์เซน็ต์ (ตารางที่ 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1 Polymorphism of RAPD and ISSR markers in Dwarf D. pulcherrima Lindl. and D. pulcherrima 
Lindl. 

Primer Primer sequence Total no. of  band 
No. of polymorphic 

bands 
% Polymorphism 

OPA01 5'-CAG GCC CTT C-3' 5 4 80 
OPA02 5'-TGC CGA GCT G-3' 15 14 93.33 
OPA03 5'-AGT CAG CCA C-3' 10 8 80 
OPA05 5'-AGG GGT CTT G-3' 3 2 66.67 
OPA08 5'-GTG ACG TAG G-3' 6 5 83.33 
OPA09 5'-GTG ATC GCA G-3' 12 10 83.33 
OPA10 5'-CAA TCG CCG T-3' 10 10 100 
OPA11 5'-CAG CAC CCA C-3' 15 15 100 
OPA18 5'-GGG TAA CGC C-3' 12 11 91.67 
OPA19 5'-CAA ACG TCG G-3' 7 7 100 
OPA20 5'-GTT GCG ATC C-3' 11 9 81.82 
OPC19 5'-GTT GCC AGC C-3' 6 3 50 
ISSR16 5'-(CGC)5A-3' 10 4 40 
ISSR18 5'-(CGC)5T-3' 13 11 84.62 
ISSR19 5'-(CGG)5A-3' 6 5 84.62 
ISSR25 5'-(GAG)7A-3' 10 5 50 
ISSR30 5'-(GCC)5T-3' 10 8 80 
ISSR67 5'-(ACA)9A-3' 15 15 100 
ISSR68 5'-(ACA)9T-3' 14 11 78.57 
ISSR69 5'-(ACA)9G-3' 16 13 81.25 
ISSR83 5'-(CAC)6A-3' 9 8 88.89 
ISSR84 5'-(CAC)6T-3' 25 25 100 

I2 5'-(ACA)8T-3' 18 17 94.44 
UBC866 5'-(GCC)6A-3' 13 9 69.23 

B10 5'-(CAG)5-3' 29 29 100 
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การทดสอบไพรเมอร์ ISSR จํานวน 118 ชนิด 
พบว่ามีไพรเมอร์ 13 ชนิด คือ ISSR16, ISSR18, ISSR19, 
ISSR25, ISSR30, ISSR67, ISSR68, ISSR69, ISSR83, 
ISSR84, I2, UBC866 และ B10 ท่ีสามารถสงัเคราะห์แถบ
ดีเอ็นเอได้ทกุตวัอย่าง แถบคมชดั และเกิดแถบที่จําแนก
กลุ่มตวัอย่างได้ หรือเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันสงู 
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้ทัง้หมด 188 แถบ ขนาด
ประมาณ 318-2758 คู่เบส เป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง 
จํานวน 160 แถบ คิดเป็น 85.1 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ 
B10 เป็นไพรเมอร์ท่ีให้จํานวนแถบดีเอ็นเอสงูสดุคือ 29 
แถบ และเปอร์เซ็นต์การให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน
สงูสดุคือ 100 เปอร์เซน็ต์ (ตารางที่ 1) 

การท่ีไพรเมอร์ RAPD ให้เปอร์เซน็ต์แถบดีเอน็เอ
ท่ีแตกต่างใกล้เคียงกบัไพรเมอร์ ISSR อาจเน่ืองมาจากทัง้ 
ไพรเมอร์ RAPD และไพรเมอร์ ISSR เป็นไพรเมอร์แบบสุม่
ซึ่งไม่จําเพาะเจาะจงกบัดีเอ็นเอบริเวณใด ทําให้มีโอกาส
เข้าจบักบัดีเอ็นเอได้หลายตําแหน่ง Kumar et al. (2009) 
รายงานว่า ไพรเมอร์ RAPD มีประสิทธิภาพในการ
สงัเคราะห์แถบดีเอ็นเอท่ีใกล้เคียงกบัไพรเมอร์ ISSR ใน
แอพริคอต โดยพบว่าไพรเมอร์ RAPD ให้เปอร์เซ็นต์แถบดี
เอ็นเอท่ีแตกต่างกนัสงูถึง 97.84 เปอร์เซ็นต์ สว่นไพรเมอร์ 
ISSR ให้เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่าง 96.5 
เปอร์เซ็นต์ และในการศึกษาพืชสกลุ Houttuynia โดย Wu 
et al. (2005) พบว่าทัง้ไพรเมอร์ RAPD และ ISSR ให้
เปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างใกล้เคียงกันคือ 92.9 
และ 92.3 เปอร์เซน็ต์ ตามลําดบั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอที่สัมพันธ์กับลักษณะใบ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอพบการปรากฏแถบ

จําเพาะที่สามารถจําแนกกลุม่ตวัอย่างได้ ดงันี ้การใช้ไพร
เมอร์ OPA02, OPA18, ISSR83 และ I2 พบแถบจําเพาะ
สําหรับกลุ่มต้นแคระใบกลมลาย ขนาดประมาณ 771, 
340, 639 และ 421 คู่เบส ตามลําดบั (ภาพท่ี 3-6) สว่น
การใช้ไพรเมอร์ ISSR19 พบแถบขนาดประมาณ 473 คู่
เบส สําหรับการจําแนกต้นแคระใบรีมีลาย และใบรีไม่มี
ลาย ออกจากต้นแคระใบกลมมีลาย และ D. pulcherrima 
Lindl. (ภาพที่ 7) 

 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ             
D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระ 

การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยวิธี 
Jaccard’s similarity coefficients พบว่า ไพรเมอร์ RAPD 
ทัง้ 12 ไพรเมอร์ มีค่าสมัประสิทธ์ิความเหมือนอยู่ในช่วง 
0.44-0.96 และเม่ือนําข้อมูลมาสร้างแผนภาพเดนโดร     
แกรมด้วยวิธี UPGMA พบว่า สามารถจัดกลุ่ม D. 
pulcherrima Lindl. ต้นแคระ และ D. pulcherrima Lindl. 
ทัง้ 16 ตวัอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มต้นแคระใบกลม
มีลาย (ต้นท่ี 1-5) ท่ีคา่สมัประสทิธ์ิความเหมือน 0.86 และ
กลุ่มท่ีสอง คือ ต้นแคระใบรีมีลาย (ต้นท่ี 1-5) ต้นแคระใบ
รีไม่มีลาย (ต้นท่ี 1-5 ยกเว้นต้นท่ี 3) และ D. pulcherrima 
Lindl. ท่ีค่าสมัประสิทธ์ิความเหมือน 0.54 (ภาพที่ 8) และ
เม่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของไพรเมอร์ 
ISSR ทัง้ 13 ชนิด พบวา่มีคา่สมัประสทิธ์ิความเหมือนอยู ่

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  M    A1   A2   A3    A4   A5   B1   B2   B3   B4   B5   C1   C2  C3   C4   C5  OG 
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Figure 3 DNA banding patterns amplified by OPA02. (arrow: 771 bp fragments; M: molecular ladder; A1-
A-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. 
oblong leaf with spot; C1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. 
pulcherrima Lindl.) 
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   M    A1   A2   A3   A4   A5   B1  B2  B3   B4   B5   C1  C2   C3   C4  C5   OG 
3000bp  

500bp   

Figure 4 DNA banding patterns amplified by OPA18 (arrow: 340 bp fragments; M: molecular ladder; A1-
A-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. 
oblong leaf with spot; C1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. 
pulcherrima Lindl.) 

       M    A1  A2   A3   A4   A5   B1  B2   B3  B4   B5   C1  C2   C3  C4  C5   OG 

3000bp  

500bp   

Figure 5 DNA banding patterns amplified by ISSR83. (arrow: 639 bp fragments; M: molecular ladder; A1-
A5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong 
leaf with spot; C1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. pulcherrima 
Lindl.) 

3000bp  

500bp   

M     A1   A2   A3  A4   A5   B1   B2   B3  B4   B5   C1  C2   C3  C4   C5  OG 

Figure 6 DNA banding patterns amplified by I2. (arrow: 421 bp fragments; M: molecular ladder; A1-A-5: 
Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf 
with spot; C1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. pulcherrima Lindl.) 
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ในช่วง 0.46-0.93 สามารถจําแนก D. pulcherrima Lindl. 
ออกจากพืชต้นแคระได้ ท่ีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน 
0.46 และสามารถจดักลุ่มต้นแคระใบกลมมีลายต้นท่ี 1-5 
ได้ ท่ีคา่สมัประสทิธ์ิความเหมือน 0.80 (ภาพที่ 9) 

การจดักลุม่ด้วยวิธี UPGMA ของทัง้สองเทคนิค 
ให้ผลสอดคล้องกับการจัดกลุ่มโดยใช้ลักษณะทาง
สณัฐานวิทยา เม่ือพิจารณาเทคนิค RAPD พบว่าสามารถ
จัดกลุ่มกล้วยไม้ตามลกัษณะสณัฐานทางใบ คือใบกลม 
(D. pulcherrima Lindl.ต้นแคระใบกลมลายต้นท่ี 1-5) 
(ภาพที่ 1a) และใบรี (D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระ ใบ
รีมีลายต้นท่ี 1-5 ต้นแคระใบรีไม่มีลายต้นท่ี 1-2 และ 4-5 
และ D. pulcherrima Lindl.) (ภาพท่ี 1b-d) สว่นเทคนิค    
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ISSR สามารถจัดกลุ่มกล้วยได้สอดคล้องกับลกัษณะ
สณัฐานมากกว่า โดยจดักลุม่ตามลกัษณะสณัฐานทางลํา
ต้น และใบ คือ จําแนก D. pulcherrima Lindl. ออกจาก
กลุม่ต้นแคระ โดย D. pulcherrima Lindl. มีลกัษณะต้นท่ี
สงู ใหญ่กว่า ใบยาว และเรียวมากกว่า D. pulcherrima 
Lindl. ต้นแคระ และจัดกลุ่มต้นแคระใบกลม (D. 
pulcherrima Lindl. ต้นแคระใบกลมลายต้นท่ี 1-5) ไว้
ด้วยกนั (ภาพที่ 1a) เทคนิค RAPD และ ISSR สามารถจดั
กลุม่ D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระใบกลมมีลายทัง้ 5 
ต้น ได้ ซึง่ลกัษณะใบของกลุม่นีค้อ่นข้างแตกต่างจากกลุม่
ท่ีเหลือได้แก่ D. pulcherrima Lindl. ต้นแคระใบรีมีลาย 
ใบรีไม่มีลาย และ D. pulcherrima Lindl. (ใบรี) การท่ี       
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   M    A1  A2  A3   A4   A5   B1   B2   B3  B4   B5   C1  C2  C3   C4   C5  OG 
3000bp  

500bp   

Figure 7 DNA banding patterns amplified by ISSR19. (arrow: 473 bp fragments; M: molecular ladder; A1-
A-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong 
leaf with spot; C1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. pulcherrima 
Lindl.) 

Figure 8 Dendrogram obtained with Jaccard’s coefficients using RAPD data of D. pulcherrima Lindl. Node 
support was estimated with 1,000 bootstrap replicates. (A1-A-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. 
globose leaf with spot; B1-5: Dwarf D. pulcherrima Lindl. oblong leaf with spot; C1-5: Dwarf D. 
pulcherrima Lindl. oblong leaf without spot; OG: D. pulcherrima Lindl.) 
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ไพรเมอร์ ISSR สามารถจัดกลุ่มพืชได้ละเอียด และ
สอดคล้องกับลกัษณะสณัฐานของกล้วยไม้มากกว่าไพร
เมอร์ RAPD สอดคล้องกบั Medraoui et al. (2007) ท่ี
รายงานว่าเทคนิค ISSR สามารถจดักลุ่มข้าวฟ่าง ได้
ชัดเจน  และสอดคล้องกับลักษณะทางภูมิศาสตร์
แหล่งท่ีมาของข้าวฟ่างมากกว่าเทคนิค RAPD อย่างไรก็
ตาม ทัง้ 2 เทคนิคมีประสทิธิภาพใกล้เคียงกนั เน่ืองจากให้
ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมใกล้เคียงกนั ความสอดคล้อง
ในการจดักลุ่มเพียงบางส่วนระหว่างเทคนิค RAPD และ 
ISSR เป็นไปในทางเดียวกบัรายงานของ Verma et al. 
(2009) ท่ีศึกษาความหลากหลายของพืชสกุล Vanilla 
พบวา่การจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของทัง้เทคนิค RAPD และ 
ISSR ไม่เหมือนกนั แต่มีความคล้ายคลึงกนัโดยทัง้สอง
เทคนิค จดักลุ่ม V. planifolia และ V. tahitensis ไว้
ด้วยกนัได้ อีกทัง้สามารถแยก V. andamanica ออกมาได้ 

เม่ือนําพืชตัวอย่างท่ีจัดเป็นกลุ่มเดียวกันด้วย
ลกัษณะทางสณัฐานมาวิเคราะห์ พบว่ามีลกัษณะแถบดี
เอ็นเอต่างกนั และมีระยะห่างทางพนัธุกรรม แสดงให้เห็น
ถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ D. pulcherrima 
Lindl. ต้นแคระท่ีศกึษาอยู ่
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