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บทคดัย่อ 
กลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายเป็นกลว้ยไมท้ีส่วยงามและนิยมใชเ้ป็นพ่อแม่พนัธุใ์นการปรบัปรุงพนัธุ์ 

แต่ปัจจุบนัขอ้มลูความสมัพนัธน์ัน้มไีม่ครบถว้น รวมทัง้การจ าแนกชนิดตามลกัษณะสณัฐานมคีวามยุ่งยากและ
เกดิความสบัสน งานวจิยันี้จงึใชเ้ทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุม่ทีค่ดัเลอืกมา 20 ไพรเมอร ์และ
เทคนิคไอเอสเอสอาร ์โดยใชไ้พรเมอรไ์มโครแซทเทลไลต์ที่คดัเลอืกมา 14 ไพรเมอร ์เพื่อตรวจสอบกลว้ยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย จ านวน 13 ชนิด พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคทัง้สองสามารถจ าแนก
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด ออกจากกนัได้ เมื่อน าลายพมิพ์ดเีอน็เอมาวเิคราะห์และสร้าง
แผนภูมคิวามสมัพนัธด์ว้ยวธิ ีUPGMA พบว่าเทคนิคทัง้สองสามารถจ าแนกกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายที่
ใชใ้นการศกึษา 13 ชนิด ออกจากกนัได้เป็น 7 กลุ่ม ซึง่สอดคลอ้งกบัลกัษณะสณัฐาน ดงันัน้เทคนิคทัง้สองจงึ
สามารถใช้ในการจ าแนกชนิดและบอกความสมัพนัธข์องกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายได้ ซึ่งขอ้มูลที่ได้
สามารถน าไปประยุกตใ์ชใ้นการวางแผนการปรบัปรุงพนัธต่์อไป 
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Abstract 

Dendrobium spp., Ueang Sai group, is a beautiful Thai orchid and commonly used as a 
parental line in orchid breeding. At present the relationship of Eugenanthe is not complete and 
identification of Eugenanthe based on morphology is difficult and confused. High annealing 
temperature - random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) with 20 random primers and inter-
simple sequence repeat (ISSR) with 14 microsatellite primers were used to identify 13 samples of 
Dendrobium spp., Ueang Sai group. DNA fingerprinting obtained by the two techniques could 
distinguish all 13 species. A dendrogram constructed based on polymorphic bands with UPGMA 
method showed that Dendrobium spp., Ueang Sai group, in this study could be divided into seven 
groups which is similar to their morphologies. Both markers can be used to identify and analyze the 
genetic relationship of Dendrobium spp., Ueang Sai group, and this information can be used in the 
breeding program in the future. 
 

Keywords: Dendrobium; Ueang Sai; genetic relationship; identification; HAT-RAPD; ISSR 
 
1. ค าน า 

กล้วยไม้เป็นพืชดอกเศรษฐกจิที่ส าคญัของ
ประเทศไทย โดยมูลค่าการส่งออกกล้วยไม้ของ
ประเทศไทยในแต่ละปีมีมูลค่าหลายล้านบาท ซึ่ง
กล้วยไม้ที่นิยมส่งออกจากประเทศไทย ได้แก่ 
กล้วยไม้สกุลหวาย มอคคารา และแวนดา จาก
ขอ้มลูส านักงานเศรษฐกจิเกษตรพบว่าประมาณ 80 
เปอร์เซน็ต์ ของกล้วยไม้ที่ส่งออกจากประเทศไทย
เป็นกล้วยไม้สกุลหวายและพันธุ์ลูกผสมของสกุล
หวาย กล้วยไม้สกุลหวายเป็นสกุลที่มจี านวนชนิด
มากที่สุด นักพฤกษศาสตร์จึงได้จ าแนกกล้วยไม้
สกุลหวายออกเป็นหมู่ได้ 41 หมู่ เช่น หมู่ฟาแลน-
แ น น เธ  (Phalaenanthe) ห มู่ เซ อ ร า โท เบี ย ม 
(Ceratobium) หมู่ แคลลิสตา (Callista) และหมู่   
ไน โก ร เฮ อ ร์ซู เธ  (Nigrohirsutae) (Baker and 
Baker, 1996) ซึ่งในประเทศไทยพบกล้วยไม้สกุล
เหล่านี้ตามธรรมชาติมากกว่า 150 ชนิด ทุกชนิด
เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย ลกัษณะต้นมีทัง้แบบที่เป็น  

ล ากลมยาว ล าต้นรูปลูกกล้วย รูปกระสวย รูป
เหลีย่ม ตลอดจนพวกทีล่ าตน้ผอมยาวคลา้ยเสน้ลวด
แตกต่างกนัไป (อบฉนัท,์ 2543) 

ปัจจุบนัความตอ้งการทางตลาดของกลว้ยไม้
มมีากขึน้ และตอ้งการกลว้ยไมท้ีม่คีวามหลากหลาย
มากยิง่ขึน้ ท าให้มกีารปรบัปรุงพนัธุก์ล้วยไม้อย่าง
แพร่หลาย ซึง่การปรบัปรุงพนัธุจ์ าเป็นตอ้งใชข้อ้มูล
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม (genetic relationship) 
มาช่วยวเิคราะหเ์พื่อใชใ้นการวางแผนปรบัปรุงพนัธุ ์
นอกจากนี้ตอ้งมกีารจ าแนกชนิดและพนัธุข์องพ่อแม่
พนัธุท์ีน่ ามาใชใ้หถู้กต้อง ซึง่การใชล้กัษณะสณัฐาน
สามารถท าไดย้าก และมคีวามสบัสนอยู่มาก ดงันัน้
จงึศกึษาการจ าแนกชนิดและวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล (molecular 
technique) ได้แก่  เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-
RAPD, high annealing temperature - random 
amplified polymorphic DNA) และไอเอสเอสอาร ์
(ISSR, inter-simple sequence repeat) ซึ่ ง เ ป็ น
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เทคนิคที่สามารถสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprint) ได้โดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณ      
ดเีอน็เอโดยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสหรอืเทคนิค
พีซีอาร์  (PCR, polymerase chain reaction) ซึ่ ง
เทคนิคทัง้สองจะมคีวามแตกต่างกนัทีค่วามจ าเพาะ
ของไพรเมอร์ (primer) กับดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) โดยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีชไ้พรเมอรท์ีม่ ี
ล าดบันิวคลีโอไทด์แบบสุ่ม (random) ส่วนเทคนิค
ไอเอสเอสอาร์ใช้ไพรเมอร์ที่มีนิวคลีโอไทด์แบบ    
ไมโครแซทเทลไลต์ (microsatellite) โดยข้อดีของ
เทคนิคทัง้สอง คือ ท าได้ง่าย รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอ
ปริมาณน้อย ไม่ต้องทราบข้อมูลล าดับดีเอ็นเอ 
(DNA sequence) ของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา 
และประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมาย      
ดเีอน็เออื่น (สรุนิทร,์ 2552) 

การศกึษาวจิยัครัง้นี้ใชเ้ทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
และไอเอสเอสอาร์ในการจ าแนกชนิดของกล้วยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอือ้งสาย และวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในการวางแผน
ปรบัปรุงพนัธุก์ลว้ยไมต่้อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 กล้วยไม้สุกลหวาย 

กล้วยไมส้กุลหวาย (Dendrobium) กลุ่ม
เอือ้งสาย (Ueang Sai group) ทีพ่บในประเทศไทย 
13 ช นิ ด  ได้ แ ก่  เอื้ อ งส าย ไห ม  [D. aphyllum 
(Roxb.) Fischer] เอื้องสายม่ านพระอินทร์  (D. 
devonianum Paxt.) เอื้องสายม่วง (D. lituiflorum 
Lindl.) เอื้องสายน ้าผึ้งไทย (D. primulinum Lindl.) 
เอื้องสายน ้ านม (D. cretaceum Lindl.) เอื้องสาย
มรกต (D. chrysanthum Lindl.) เอื้องสายน ้าเขยีว 
(D. crepidatum Lindl. & Paxton) เอื้องสายน ้าครัง่ 
(D. parishii Rchb. f.) เอือ้งสายหลวง (D. anosmum 
Lindl.) เอื้องสายนางนวล (D. crocatum Hook. f.) 

เอื้องไม้เท้าฤๅษี (D. pendulum Roxb.) เอื้องสาย
สามสี (D. crystallinum Rchb. f.) และเอื้องสายสี่
ด อก  (D. cumulatum Lindl.) ซึ่ ง เก็บ จาก ป่ าใน
ภูมภิาคต่าง ๆ ของประเทศไทย น ามาปลูกจนออก
ดอกเพื่อตรวจสอบและยืนยนัพันธุ์โดยใช้ลกัษณะ
สณัฐาน 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้ด้วยวิธี

ประยุกต์จาก Doyle และ Doyle (1987) โดยบดใบ
กล้วยไม้ 3-4 กรัม ในบัฟเฟอร์สกัด [extraction 
buffer; 4 % cethyl trimethyl ammonium bromide 
(CTAB), 0.6 % sodium dodecyl sulfate (SDS), 
2.5 M NaCl, 20 mM ethylenediamine tetraacetic 
acid (EDTA), 100 mM Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ   
0.1 % sodium metabisufite] 20 มิลลิลิต ร ซึ่ งมี
เมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercaptoethanol) 20 
ไมโครลติร และพอลิไวนิลไพรโรลโิดน (polyvinyl-
pyrrolidone, PVP) 0.3 กรมั โดยบ่มที่อุณหภูม ิ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
เติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ (linear polyacryla-
mide) 140 ไม โครลิต ร  และไอโซ โพ รพานอล 
(isopropanol) 7 มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนัและน าไป
บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนัน้จึงเทสารละลายทิ้ง
และลา้งตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ลา้ง (washing buffer; 
10 mM sodium acetate pH 5.2 แ ล ะ  70 % 
ethanol) ป ล่อย ให้ แห้ งและละลายตะกอน ใน
บัฟเฟอร์อาร์เอ็นเอสเอ  (RNase buffer; 10 mM 
Tris-HCl pH 8.0 แ ล ะ  15 mM NaCl) 500 
ไมโครลิตร เติมเอนไซม์อาร์เอ็นเอสเอ (10 mg/ml 
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RNase A) 4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาสกดัดว้ย 
ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 
25:24:1) 1 ครัง้ และสกดัด้วยคลอโรฟอรม์ : ไอโซ-
เอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อกี 1 ครัง้ หลงัจากนัน้จงึ
ย้ายสารละลายใสส่วนบนมาเติมลเินียร์พอลอิะคริ-
ลาไมด์ 70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตตความ
เข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต ์
ของปริมาตร และเติมไอโซโพรพานอลให้ได้ 50 
เปอร์เซ็นต์ ของปรมิาตร บ่มที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนัน้จึงเท
สารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์  แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง แล้วละลาย
ตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 mM Tris-
HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 200-
300 ไมโครลติร  

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดด้ว้ยวธิวีดั
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
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 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอ 
2.3.1 เทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 

เทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีม ี2 ขัน้ตอน 
คอื (1) การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่ตอบสนอง
ต่อปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด (ใน
ปริมาณที่เท่า ๆ กัน) เข้าด้วยกัน แล้วน าไปท า
ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม 
จ านวน 72 ไพรเมอร ์คอื ไพรเมอรช์ุด A2, B2, C2, 
D2, E2 แ ล ะ  F2 จ าก บ ริษั ท  Wako Company 
(Japan) ซึ่งมขีนาด 12 นิวคลโีอไทด์ และ (2) การ

ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ที่ให้
ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับ      
ดเีอน็เอกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายแต่ละชนิด  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโน
กรัม  (ng) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสใน
บัฟ เฟอร์ 1 เท่ า  (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   
นาโนโมลาร์ (nM) และเอนไซม์ Taq DNA poly-
merase (InvitrogenTM life technology, Brazil) 1  
ยนูิต 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี  3 
ขัน้ตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซยีส นาน 30 วนิาท,ี อุณหภูมิ 46 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน  40 รอบ และ      
(3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
จ านวน 1 รอบ (นฤมล และคณะ, 2555) แล้ว
ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอในเจลอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์ดว้ยเทคนิคอเิลก็โทรโฟรซีสิ  

2.3.2 เทคนิคไอเอสเอสอาร ์
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ ม ี2 ขัน้ตอน 

คอื (1) การตรวจหาไพรเมอร์ทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทด์
ซ ้า (repeated nucleotide sequence) ที่ตอบสนอง
ต่อปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด (ใน
ปริมาณที่เท่า ๆ กัน) เข้าด้วยกัน แล้วน าไปท า
ปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสโดยใชไ้พรเมอร์ทีม่ลี าดบั
นิวคลีโอไทด์ซ ้า จ านวน 35 ไพรเมอร์ ซึ่งมีขนาด 
16-18 นิวคลีโอไทด์ และ (2) การตรวจสอบลาย
พิมพ์ดีเอน็เอ โดยคดัเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์  
ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมามาตรวจสอบกับดีเอ็นเอ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิด แล้ว



Thai Journal of Science and Technology                                    ปีที ่3  ฉบบัที ่2  พฤษภาคม - สิงหาคม 2557 

 86 

เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส
โดยใชส้ภาวะเช่นเดยีวกบัเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีแต่
เปลีย่นไพรเมอรเ์ป็นไพรเมอรท์ีม่ลี าดบันิวคลโีอไทด์
ซ ้า 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอน็เอกล้วยไม้

สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด ที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์ โดย
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของ
แถบดเีอน็เอทีไ่ดท้ัง้หมด แลว้วเิคราะหค์่าดชันีความ
เหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 และสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic 
mean) (Rohlf, 2002) 
 
3. ผลและวิจารณ์ 

การใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพ ีด ีตรวจสอบ  
ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั ง้  13 
ชนิด  โดยใช้ไพรเมอร์ 72 ไพรเมอร์ พบว่าม ี 28 

ไพรเมอร ์ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ (คดิเป็น 
38.88 เปอรเ์ซน็ต์) หลงัจากนัน้จงึคดัเลอืกไพรเมอร์
ที่สามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอได้ปรมิาณสูงอย่าง
ชดัเจนและใหแ้ถบดเีอน็เอหลายแถบ ซึง่คดัเลอืกได้
ทัง้หมด 20 ไพรเมอร์ เมื่อน ามาตรวจสอบดเีอน็เอ
กลว้ยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิด พบว่า
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้แถบดีเอ็นเอรวม 
389 แถบ มีขนาดตัง้แต่ 250-3,000 คู่ เบส โดย
ทั ้งหมด เป็ นแถบดี เอ็น เอที่ มีความหลากรูป 
(polymorphism) นอกจากนี้ ยังพบ ไพ รเมอร์ที่
สามารถจ าแนกกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทัง้ 
13 ชนิด ออกจากกนัได้ด้วยการใช้เพียงไพรเมอร์
เดียวสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ จ านวน 16 ไพรเมอร ์
ไ ด้ แ ก่  A22, B21, B22, B27, C21, C24, C29, 
C31, D31, E22, E23, E24, E31, E32, F25 และ 
F31 ซึ่งลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ได้จากแต่ละไพรเมอร์มี
รปูแบบจ าเพาะต่อกลว้ยไม้สกุลหวายกลุ่มเอือ้งสาย
แต่ละชนิด ดังตัวอย่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
ไพรเมอร ์C24 ในรปูที ่1 

 

 
 

รปูท่ี 1 ลายพมิพด์เีอน็เอของกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร์ 
C24 [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA),     
1-13 คอื (1) เอื้องสายไหม (2) เอื้องสายม่านพระอนิทร ์(3) เอื้องสายม่วง (4) เอื้องสายน ้าผึ้งไทย  
(5) เอือ้งสายน ้านม (6) เอือ้งสายมรกต (7) เอือ้งสายน ้าเขยีว (8) เอือ้งสายน ้าครัง่ (9) เอือ้งสายหลวง 
(10) เอือ้งสายนางนวล (11) เอือ้งไมเ้ทา้ฤๅษ ี(12) เอือ้งสายสามส ีและ (13) เอือ้งสายสีด่อก] 
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การใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีตรวจสอบ       
ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 
ชนิด โดยใช้ไพรเมอรท์ี่มีล าดบันิวคลโีอไทด์ซ ้า 35 
ไพรเมอร์ พบว่ามี 20 ไพรเมอร์ ที่สามารถเพิ่ม
ปรมิาณดเีอน็เอได ้(คดิเป็น 57.14 เปอรเ์ซน็ต์) เมื่อ
คดัเลอืกไพรเมอรท์ี่สามารถเพิ่มปรมิาณดเีอน็เอได้
ปริมาณสูงอย่างชัดเจนและให้แถบดีเอ็นเอหลาย
แถบ จ านวน 14 ไพรเมอร์ มาตรวจสอบดีเอ็นเอ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด พบว่า 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้แถบดีเอ็นเอรวม 

205 แถบ มีขนาดตัง้แต่  250-3,000 คู่ เบส โดย
ทัง้หมดเป็นแถบดเีอน็เอที่มคีวามหลากรูป โดยพบ
ไพรเมอรท์ี่สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม
เอื้องสายทัง้ 13 ชนิด ออกจากกันได้ด้วยการใช้
เพยีงไพรเมอรเ์ดยีวสรา้งลายพมิพ์ดเีอน็เอ จ านวน 
6 ไพรเมอร์ ได้แก่  M01, M02, M04, M20, M27 
และ M29 โดยลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากแต่ละ   
ไพรเมอร์มีรูปแบบจ าเพาะต่อกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิด ตวัอย่างลายพมิพ์ดเีอน็เอ
ทีไ่ดจ้ากไพรเมอร ์M01 ในรปูที ่2 

 

 
 

รปูท่ี 2 ลายพมิพด์เีอน็เอของกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอารโ์ดยใชไ้พรเมอร์ 
M01 [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA),    
1-13 คอื (1) เอื้องสายไหม (2) เอื้องสายม่านพระอนิทร์ (3) เอื้องสายม่วง (4) เอื้องสายน ้าผึ้งไทย  
(5) เอือ้งสายน ้านม (6) เอือ้งสายมรกต (7) เอือ้งสายน ้าเขยีว (8) เอือ้งสายน ้าครัง่ (9) เอือ้งสายหลวง 
(10) เอือ้งสายนางนวล (11) เอือ้งไมเ้ทา้ฤๅษ ี(12) เอือ้งสายสามส ีและ (13) เอือ้งสายสีด่อก] 

 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์ด้วย
โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 และเลอืกวิธจีดักลุ่ม
แบบ UPGMA โดยค านวณค่าดชันีความเหมอืนและ
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ พบว่ากล้วยไม้สกุล
หวายกลุ่มเอือ้งสายทีใ่ชใ้นการวจิยัทัง้ 13 ชนิด มคี่า
สมัประสทิธิค์วามเหมอืน 0.17-0.46 และ 0.13-0.62 
ตามล าดบั โดยเมื่อพจิารณาแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ที่

ไดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีทีีค่่าดชันีความเหมอืน 
0.27 (รูปที่ 3) และที่ได้จากเทคนิคไอเอสเอสอาร์ที่
ค่าดชันีความเหมอืน 0.29 (รูปที่ 4) พบว่าสามารถ
แบ่งกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายเป็น 7 กลุ่ม 
เหมือนกัน คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ เอื้องสายไหม เอื้อง
สายม่านพระอนิทร ์และเอือ้งสายม่วง กลุ่ม 2 ไดแ้ก่ 
เอื้องสายน ้ าผึ้งไทย และเอื้องสายน ้ านม กลุ่ม 3 
ได้แก่ เอื้องสายน ้าครัง่ และเอื้องสายหลวง กลุ่ม 4 
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ไดแ้ก่ เอือ้งสายมรกต และเอือ้งสายน ้าเขยีว กลุ่ม 5 
ไดแ้ก่ เอือ้งไมเ้ทา้ฤๅษี กลุ่ม 6 ไดแ้ก่ เอือ้งสายสาม
สี และกลุ่ม 7 ได้แก่ เอื้องสายนางนวล และเอื้อง

สายสี่ดอก โดยสมาชิกในแต่ละกลุ่มมีลักษณะ
สณัฐานใกลเ้คยีงกนั 

 

 
 

รปูท่ี 3  แผนภมูคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีี 
 

 
 

รปูท่ี 4  แผนภมูคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
 

นอกจากนี้เมื่อน าลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ได้จาก
เทคนิคทัง้สองมาวเิคราะห์รวมกนั แล้วค านวณค่า
ดชันีความเหมือนและสร้างแผนภูมิความสมัพันธ ์

พบว่ามค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืน 0.17-0.46 และ
เมื่อพิจารณาแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ที่ค่าดชันีความ
เหมอืน 0.25 (รูปที่ 5) พบว่าสามารถแบ่งกล้วยไม้
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สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายเป็น 7 กลุ่ม โดยสมาชกิใน
แต่ละกลุ่มเหมือนกับแผนภูมิความสัมพันธ์ของ

กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายที่ได้จากแต่ละ
เทคนิค 

 

 
 

รปูท่ี 5 แผนภูมิความสมัพันธ์ของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและ         
ไอเอสเอสอาร ์

 
การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละไอเอสเอสอารแ์สดงใหเ้หน็
ว่าเทคนิคทัง้สองสามารถจ าแนกกลว้ยไมส้กุลหวาย
กลุ่มเอือ้งสายทัง้ 13 ชนิด ทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ออกจาก
กนัไดด้ว้ยการใชเ้พยีงไพรเมอรเ์ดยีวสรา้งลายพมิพ์
ดเีอน็เอ แสดงถงึประสทิธภิาพของเทคนิคทัง้สองใน
การจดัจ าแนกชนิดของกลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้ง
สายซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้ตรวจสอบหา     
พ่อแม่พนัธุใ์นพนัธุล์ูกผสมได ้นอกจากนี้ยงัพบแถบ
ดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้อง
สายแต่ละชนิดซึ่งแถบดีเอ็นเอนี้สามารถน าไป
พัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อชนิด
ของกล้วยไม้สกุ ลหวายก ลุ่ม เอื้อ งสาย ต่อไป 
เช่ น เดียวกับ งานวิจัยพื ชสกุ ลระก าที่ พัฒ นา
เครื่องหมายสการ์ (SCAR marker) ที่จ าเพาะต่อ
พนัธุจ์ากลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคอารเ์อพดี ี
(วลยัลกัษณ์, 2553)  

การแบ่งกลุ่มของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม
เอือ้งสายทัง้ 13 ชนิด ออกเป็น 7 กลุ่ม ตามแผนภูมิ
ความสมัพนัธ์ที่วเิคราะห์ได้ พบว่าสมาชิกในแต่ละ
กลุ่มมลีกัษณะสณัฐานใกลเ้คยีงกนั เช่น รูปร่างและ
สขีองดอก ซึง่ผลการวจิยัสอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อน
หน้านี้ที่ศึกษาหาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายด้วยเทคนิค    
แฮตอารเ์อพดี ี(นฤมล และคณะ, 2557) แต่งานวจิยั
นี้ใช้จ านวนตัวอย่างกล้วยไม้เพิ่มขึ้น ได้แก่ เอื้อง
สายนางนวล เอือ้งไม้เท้าฤๅษี เอือ้งสายสามส ีและ
เอือ้งสายสีด่อก โดยผลการวจิยัทีไ่ดแ้สดงใหเ้หน็ว่า
เทคนิคทัง้สองสามารถระบุความสมัพนัธ์และความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมได้ ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อการ
วางแผนปรบัปรุงพนัธุ ์ 

อย่างไรก็ตาม แผนภูมิความสัมพันธ์ซึ่งมี
การจดักลุ่มกลว้ยไม้สกุลหวายกลุ่มเอือ้งสายเป็น 7 
กลุ่ม นัน้ ได้พิจารณาจากค่าดัชนีความเหมือนที่



Thai Journal of Science and Technology                                    ปีที ่3  ฉบบัที ่2  พฤษภาคม - สิงหาคม 2557 

 90 

ต่างกันเล็กน้อย กล่าวคือ เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
พิจารณาที่ค่าดัชนีความเหมือน 0.27 ในขณะที่
เทคนิคไอเอสเอสอาร์พิจารณาที่ค่าดัชนีความ
เหมือน 0.29 โดยความแตกต่างนี้ เป็นผลมาจาก
ปรมิาณขอ้มูลของแถบดเีอน็เอทีใ่ช้ในการวเิคราะห์
ต่างกนั ซึ่งท าให้เทคนิคทัง้สองมีประสทิธิภาพใน
การจ าแนกไม่เท่ากนั เช่นเดยีวกบังานวจิยัก่อนหน้า
นี้ที่ศกึษาเปรยีบเทยีบผลของเทคนิคอารเ์อพดีแีละ
ไอเอสเอสอารใ์นการหาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลวนิลา (Verma et al., 2009) ที่
พบว่าแผนภูมคิวามสมัพนัธท์ีไ่ดจ้ากเทคนิคทัง้สอง
มคีวามแตกต่างกนั เน่ืองจากปรมิาณขอ้มลูของแถบ
ดเีอน็เอทีน่ ามาวเิคราะหต่์างกนั  

นอกจากนัน้แผนภูมคิวามสมัพนัธ์ที่ได้จาก
ลายพมิพ์ดเีอน็เอของเทคนิคแฮตอาร์เอพดีรีวมกบั
เทคนิคไอเอสเอสอาร์นั ้น  ก็สามารถแบ่งก ลุ่ม
กลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายทัง้ 13 ชนิด เป็น 7 
กลุ่ม เช่นเดียวกับแผนภูมิความสมัพันธ์ที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีหรือเทคนิคไอเอสเอสอาร์
เพยีงอย่างเดยีว ซึง่เป็นการยนืยนัความถูกต้องของ
ความสมัพนัธ์และความใกล้ชดิทางพนัธุกรรมที่ได้
จากเทคนิคทัง้สองอกีดว้ย 
 
4. สรปุ 

การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
พบว่ากลว้ยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด 
สามารถแยกไดด้ว้ยการใชเ้พยีงไพรเมอรเ์ดยีวสรา้ง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยไพรเมอร์ที่สามารถแยก
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายออกจากกนัได้ทัง้ 
13 ชนิด มี 16 ไพรเมอร์ ได้แก่ A22, B21, B22, 
B27, C21, C24, C29, C31, D31, E22, E23, E24, 
E31, E32, F25 และ F31 ส่วนการเพิ่มปริมาณ     
ดเีอน็เอกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด 
ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พบ 6 ไพรเมอร์ โดย  

ไพรเมอร์ที่สามารถแยกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม
เอื้องสายออกจากกนัได้ทัง้ 13 ชนิด ม ี6 ไพรเมอร ์
ไดแ้ก่ M01, M02, M04, M20, M27 และ M29  

แผนภูมคิวามสมัพนัธท์ีไ่ดจ้ากเทคนิคทัง้สอง
ให้ผลเหมือนกัน คือ สามารถแบ่งกล้วยไม้สกุล
หวายกลุ่มเอื้องสายทัง้ 13 ชนิด ที่ใช้ในการศึกษา
ครัง้นี้ออกเป็น 7 กลุ่ม โดยสมาชิกในแต่ละกลุ่มมี
ลกัษณะสณัฐานใกลเ้คยีงกนั 
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