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บทคดัย่อ 
กล้วยไม้สกุลกุหลาบเป็นกล้วยไม้ที่มีความสวยงามและมีกลิ่นหอม จึงนิยมน ามาปลูกเลี้ยงเป็นไม้

ประดบั แต่เนื่องจากกลว้ยไม้สกุลนี้มลีกัษณะล าต้นและใบคล้ายกนั การจ าแนกพนัธุ์ โดยใช้ลกัษณะสณัฐาน
ขณะที่ไม่มดีอกจงึท าไดย้าก ดงันัน้งานวจิยันี้จงึใชเ้ทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละไอเอสเอสอาร์มาตรวจสอบและ
จ าแนกพนัธุก์ลว้ยไมส้กุลกุหลาบ 13 พนัธุ ์ผลการวจิยัพบว่าการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์แบบสุม่ที่
คดัเลอืกแลว้ 20 ไพรเมอร ์ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีปรากฏแถบดเีอน็เอ 323 แถบ ซึง่เป็นแถบดเีอน็เอที่ให้
ความแตกต่างกนัในกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพนัธุ์ 321 แถบ ส่วนการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ 
ไมโครแซทเทลไลต์ทีค่ดัเลอืกแลว้ 10 ไพรเมอร ์ดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร ์ปรากฏแถบดเีอน็เอ 160 แถบ ซึง่
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เป็นแถบดีเอน็เอที่ให้ความแตกต่างกนัในกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพนัธุ์ 157 แถบ เมื่อน าข้อมูลที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละไอเอสเอสอารม์าจดักลุ่มโดยใช้โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 พบว่าสามารถแบ่ง
กลว้ยไมส้กุลกุหลาบไดเ้ป็น 5 และ 6 กลุ่ม ตามล าดบั โดยมคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืน 0.26-0.70 และ 0.33-
0.73 ตามล าดบั เมื่อน าขอ้มูลทีไ่ดจ้ากเทคนิคทัง้สองมาวเิคราะหร์่วมกนัพบว่าสามารถแบ่งกลุ่มกลว้ยไมส้กุล
กุหลาบไดเ้ป็น 5 กลุ่ม เช่นเดยีวกบัเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 

ค าส าคญั :    สกุลกุหลาบ; การจ าแนก; ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม; แฮตอารเ์อพดี;ี ไอเอสเอสอาร ์
 
Abstract 

Aerides is a beautiful and fragrance orchid species, which is popular by grown as ornamental 
plants. Most Aerides spp. have similar stems and leaves. Therefore, identification based on 
morphology is difficult when flower was absent. Thus, HAT-RAPD and ISSR were used to verify and 
identify 13 varieties of Aerides. Twenty random primers for HAT-RAPD were selected and a total 323 
scorable bands were observed. Three hundred and twenty one of these were polymorphic. In ISSR 
analysis 10 microsatellite primers were selected generating a total 160 scorable band, in which 157 
were polymorphic. Cluster analysis of HAT-RAPD and ISSR data using the NTSYS-pc version 2.0 to 
calculate the similarity coefficient resulted into 5 and 6 clusters with similarity coefficients index 
ranged from 0.26 to 0.70. and 0.33 to 0.73, respectively. Cluster analysis of combined HAT-RAPD 
and ISSR data consisted of 5 clusters similar to the result of HAT-RAPD. 
 

Keywords: Aerides; identification; genetic relationship; HAT-RAPD; ISSR 
 
1. ค าน า 

กลว้ยไมส้กุลกุหลาบ (Aerides) พบไดใ้นป่า
ทัว่ทุกภาคของประเทศไทยและประเทศในแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ มีต้นกลมยาว รากเป็น
ระบบรากอากาศ ใบรปูขอบขนานเรยีงสลบัซา้ยขวา 
โคนใบเป็นกาบหุ้มต้น ช่อดอกส่วนใหญ่จะห้อยลง 
กลบีเลีย้งและกลบีดอกจะคลา้ยกนั กลบีปากมเีดอืย
ซึ่งมักจะงอและเบนออกทางด้านหน้าซึ่ งเป็ น
ลกัษณะเด่นของกล้วยไม้สกุลนี้ ดอกมรีูปร่าง สสีนั
สวยงาม และมีกลิ่นหอม เป็นกล้วยไม้ที่เลี้ยงง่าย 
(อบฉนัท,์ 2543) ดว้ยเหตุนี้จงึไดร้บัความนิยมน าไป
ปลูกเลี้ยงและผสมพันธุ์เพื่ อปรับปรุงพันธุ์ แต่
ปัจจุบนัการจ าแนกพนัธุโ์ดยใชล้กัษณะสณัฐานเพยีง
อย่างเดียวท าได้ยาก จึงใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
(DNA marker) เขา้มาช่วย 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high 
annealing temperature - random amplified 
polymorphic DNA) เป็นเทคนิคที่สร้างลายพิมพ์   
ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ด้วยการใช้ไพรเมอร์
แบบสุ่ม (random primer) ขนาด 8-12 นิวคลีโอ-
ไทด์ (nucleotide) โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่หรือพีซีอาร์ (PCR, polymerase 
chain reaction) (Williams et al., 1990) ซึ่งสะดวก 
รวดเรว็ ใชด้เีอน็เอปรมิาณน้อย ไม่จ าเป็นต้องทราบ
ข้อมูลล าดับดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา และ
ประหยดัค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมายดเีอน็เอ
ชนิดอื่น (สรุนิทร,์ 2552) 

เทคนิคไอเอสเอสอาร ์(ISSR, inter-simple 
sequence repeat) เป็นการเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอ
ทีอ่ยู่ระหว่างต าแหน่งไมโครแซทเทลไลต ์(micro-
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satellite) 2 ต าแหน่ง ไมโครแซทเทลไลตค์อืชิน้    
ดเีอน็เอบรเิวณทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทดซ์ ้า (repetitive 
DNA) เรยีงต่อเนื่องกนัในจโีนม แต่ละชุดซ ้า
ประกอบดว้ย 1-6 นิวคลโีอไทด ์พบไดใ้นสิง่มชีวีติ
ทุกชนิด ไมโครแซทเทลไลตพ์บกระจายแบบไม่
สม ่าเสมอทัว่ทัง้จโีนม พบมากในจโีนมของสิง่มชีวีติ
ชัน้สงู และสว่นใหญ่พบในบรเิวณทีไ่ม่ใช่ยนี (non-
coding region) ซึง่ความผนัแปรจ านวนซ ้าของ    
ไมโครแซทเทลไลตใ์นจโีนมสามารถประยุกตใ์ชเ้ป็น
เครื่องหมายดเีอน็เอเพื่อจ าแนกความแตกต่างของ
สิง่มชีวีติได ้(สรุนิทร,์ 2552) เทคนิคไอเอสเอสอาร์
ไม่จ าเป็นตอ้งทราบขอ้มลูล าดบัเบสเช่นเดยีวกบั
เทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีมหีลกัการคอืใชไ้พรเมอรท์ีม่ ี
ล าดบันิวคลโีอไทดเ์ป็นไมโครแซทเทลไลตแ์ละเตมิ
นิวคลโีอไทดค์ดัเลอืก โดยไพรเมอรจ์ะเขา้จบักบั  
ไมโครแซทเทลไลต ์2 ต าแหน่ง ใกล ้ๆ กนั แลว้เพิม่
ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอระหว่างไมโครแซทเทลไลตท์ัง้ 2 
ต าแหน่ง นัน้ ซึง่เรยีกชิน้ดเีอน็เอน้ีว่าไอเอสเอสอาร ์
โดยมขีอ้ด ีคอื ท าไดง้่าย รวดเรว็ และตน้ทุนไม่สงู
มากนกั สว่นขอ้ดอ้ยคอืเป็นเครือ่งหมายทีแ่สดงการ
ขม่แบบสมบรูณ์ (complete dominant) (Powell et 
al., 1996; สรุนิทร,์ 2552) 

งานวจิยันี้มจีุดประสงคเ์พื่อจ าแนกพนัธุ์และ
วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้
สกุลกุหลาบด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและเทคนิค 
ไอเอสเอสอาร์ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการอนุรกัษ์
และปรบัปรุงพนัธุใ์นอนาคต 
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 กล้วยไม้สกลุกหุลาบ 
ตวัอย่างกลว้ยไมส้กุลกุหลาบในประเทศไทย 

13 พันธุ์ ได้แก่ เอื้องกุหลาบแดง (A. crassifolia 
C.S.P. Parish ex Burb.) เอื้องกุหลาบมาลัยแดง 
(A. multiflora Roxb.var multiflora) เอื้องกุหลาบ
ขาว (A. odorata var. albino) เอื้องกุหลาบกระเป๋า

ปิด (A. odorata Lour.)  เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด 
(A. falcata Lindl. & Paxton) เอือ้งกุหลาบพวงชมพ ู
(A. falcata var. puangchompoo) เอื้ อ งกุ ห ล าบ
เห ลือ ง โค ราช  (A. houlettiana Rchb. f.) เอื้ อ ง
กุหลาบอินทจกัร (A. flabellata Rolfe ex Downie) 
เอื้องกุหลาบชมพูกระบี่ (A. krabiense Seidenf.) 
เอื้องกุหลาบ น่าน  (A. rosea Lodd. ex Lindl. & 
Paxton) เอื้องกุหลาบลอเลนเซีย (A. lawrenceae 
Lour.) เอื้องกุหลาบควนิคววิลัเนอรา (A. quinque-
vulnera Lindl.) และเอือ้งหนวดพราหมณ์ (Seiden-
fadenia mitrata Rchb. f. Garay)  

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
น าใบกล้วยไม้สกุลกุหลาบทัง้ 13 พันธุ ์

มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle และ 
Doyle (1987) โดยบดใบกล้วยไม้  3-4 กรัม  ใน
บั ฟ เฟ อ ร์ ส กั ด  [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 มลิลลิติร ซึ่งมเีมอร์แคปโทเอทา-
นอล (2-mercaptoethanol) 20 ไม โครลิต ร และ   
พอลิไวนิ ลไพ รโรลิโดน  (polyvinyl-pyrrolidone, 
PVP) 0.3 ก รัม  โด ยบ่ ม ที่ อุ ณ หภู มิ  60 อ งศ า
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลาเติม 
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
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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 
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  แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ ง 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
ด้วยเทคนิคอเิล็กโทรโฟรซีิส (electrophoresis) ใน
เจ ล อ ะก า โรส  (agarose gel) 0.8 เป อ ร์ เซ็ น ต ์
(Sambrook et al., 1989) 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคแฮตอารเ์อพีดีและไอเอสเอสอาร ์

2.3.1 การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่  
พอลิเมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุล

กุหลาบทัง้ 13 พันธุ์ เข้าด้วยกัน แล้วน าไปท า
ปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส เทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีช้
ไพรเมอรแ์บบสุม่ ขนาด 12 นิวคลโีอไทด ์จ านวน 6 
ชุด ชุดละ 12 ชนิด คือไพรเมอร์ชุด A2, B2, C2, 
D2, E2 แ ล ะ  F2 จ าก บ ริษั ท  Wako Company 
(Japan) ส่วนเทคนิคไอเอสเอสอาร์ใช้ไพรเมอร์    
ไมโครแซทเทลไลต์ ขนาด 17-18 นิวคลีโอไทด ์
จ านวน 35 ชนิด ไดแ้ก่ M01-M35 โดยเพิม่ปรมิาณ
ดีเอ็นเอ 100 นาโนกรมั (ng) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ 
พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM KCl, 20 
mM Tris-HCl pH 8.4 และ 2.5 mM MgCl2) ซึ่งม ี 
นิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ (M) ไพรเมอร ์
250 นาโนโมลาร์ (nM) และเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase (Vivantis, Vivantis Technologies 
Sdn Bhd, Malaysia) 1 ยูนิต (นฤมล และคณะ, 
2555) ปฏิกริยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 ขัน้ตอน คือ 
(1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาท ี
จ านวน 1 รอบ (2) บ่มทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 
นาน 30 วนิาที, อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 
30 วนิาท ีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที จ านวน 40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ านวน 1 รอบ จากนัน้
ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทร- 
โฟรซีสิในเจลอะกาโรส 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์(นฤมล และ
คณะ, 2555) 

2.3.2 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
กลว้ยไมส้กุลกุหลาบ โดยคดัเลอืกไพรเมอรท์ีใ่หล้าย
พิมพ์ดีเอ็นเออย่างชดัเจนมาตรวจสอบกบัดเีอน็เอ
ของกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพันธุ์ด้วยปฏิกิรยิา
ลูกโซ่พอลเิมอเรสซ ้า 3 ครัง้ ทัง้นี้เพื่อยนืยนัผลลาย
พมิพด์เีอน็เอ (นฤมล และคณะ, 2555) 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เปรยีบเทียบลายพิมพ์ดเีอน็เอของกล้วยไม้

สกุลกุหลาบที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและ     
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ไอเอสเอสอาร์ โดยเปรียบเทียบความเหมือนและ
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ทัง้หมด แล้ว
วิเคราะห์ค่าดัชนีความเหมือน (similarity index) 
ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.0 และ

สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) ด้วย
วิธีการจัดก ลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair 
group method with arithmetic mean) (Rohlf, 
2002) 

 

 
 

รปูท่ี 1 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลกุหลาบโดยใช้ไพรเมอร์ C21 [M คือ        
ดี เอ็ น เอ ม าต ร ฐ าน  1 kb plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA) 1-13 คื อ       
เอื้องกุหลาบแดง เอื้องกุหลาบมาลัยแดง เอื้องกุหลาบขาว เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด เอื้องกุหลาบ
กระเป๋าเปิด เอือ้งกุหลาบพวงชมพ ูเอือ้งกุหลาบเหลอืงโคราช เอือ้งกุหลาบอนิทจกัร เอือ้งกุหลาบชมพู
กระบี่ เอือ้งกุหลาบน่าน เอื้องกุหลาบลอเลนเซยี เอื้องหนวดพราหมณ์ และเอื้องกุหลาบควนิคววิลั - 
เนอรา ตามล าดบั] 

 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 

3.1 เทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 
การ เพิ่ ม ป ริม าณ ดี เอ็น เอ รวม ขอ ง

กลว้ยไมส้กุลกุหลาบดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดย
ใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 39 
ชนิด (หรอืคดิเป็น 54.17 เปอรเ์ซน็ต์) สามารถเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอได้ เมื่อคดัเลอืกไพรเมอร์แบบสุ่มที่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจน 20 
ชนิด ไดแ้ก่ A22, A30, A32, B21, B22, B23, B25, 
B27, B32, C21, C28, C29, C31, D23, E23, E24, 
E31, E32, F23 และ F31 มาสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ
ของกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพันธุ์ด้วยเทคนิค 
แฮตอาร์เอพีด ีปรากฏว่าพบแถบดเีอน็เอรวม 323 
แถบ ขนาดประมาณ 250-2,900 คู่เบส เป็นแถบ   
ดีเอ็นเอที่พบเหมือนกันทุกพันธุ์ (monomorphic 

band) 2 แถบ (หรอืคดิเป็น 0.62 เปอร์เซน็ต์) และ
เป็นแถบดีเอ็นเอที่พบต่างกนัในแต่ละพนัธุ์ (poly-
morphic band) 321 แถบ  (ห รือคิด เป็ น  99.38 
เปอร์เซ็นต์) โดยลายพมิพ์ดีเอน็เอที่ได้จากเทคนิค
แฮตอารเ์อพดีนีัน้มรีูปแบบจ าเพาะต่อกล้วยไม้สกุล
กุหลาบแต่ละพนัธุ ์ดงัตวัอย่างลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ด้
จากไพรเมอร์ C21 ในรูปที่ 1 และพบแถบดเีอ็นเอ
บางแถบที่สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ส าหรบัจดัจ าแนกกล้วยไมส้กุลกุหลาบได้ นอกจาก 
นัน้ยงัพบไพรเมอรท์ีใ่หล้ายพมิพด์เีอน็เอซึง่สามารถ
แยกความแตกต่างของกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละ
พันธุ์ออกจากกันด้วยการใช้ไพรเมอร์เพียงชนิด
เดยีวสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ จ านวน 13 ชนิด ไดแ้ก่ 
A22 (5-GCCTGCCTCACG-3), B21 (5-AAGCC 
TATACCA-3), B25 (5-AGCACTGAATCT-3), 
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B27 (5-GGCGGTTATGAA-3), B32 (5-ATCGC 
GGCTTAT-3), C21 (5-GGAGAGCGGACG-3), 
C28 (5-GTCGACGCATCA-3), C29 (5-GTCG 
CCTTACCA-3), C31 (5-TCTGCTGACCGG-3), 
E23 (5-AGGTACGCCGCA-3), E24 (5-CCGG 
AGTGGATG-3), E31 (5-GAGGACAGCAA-3) 
และ E32 (5-CAGGAACAGCAA-3) 

เมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอารเ์อพดีดีว้ยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลอืกวธิจีดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณ
ค่าดชันีความเหมอืนและสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(รูปที่ 2) พบว่ากลว้ยไม้สกุลกุหลาบทัง้ 13 พนัธุ์ ที่
ใช้ในการวิจยัครัง้น้ีมีค่าสมัประสิทธิค์วามเหมือน 
0.26-0.70 เฉลีย่ 0.48 ถ้าพจิารณาทีค่่าสมัประสทิธิ ์
ความเหมอืน 0.45 พบว่าสามารถแบ่งกลว้ยไมส้กุล

กุหลาบทัง้ 13 พนัธุ ์เป็น 5 กลุ่ม คอื กลุ่ม 1 ได้แก่ 
เอื้องกุหลาบแดง เอื้องกุหลาบลอเลนเซีย เอื้อง
กุหลาบควนิคววิลัเนอรา และเอือ้งกุหลาบมาลยัแดง 
กลุ่ม 2 ไดแ้ก่ เอือ้งกุหลาบขาว เอือ้งกุหลาบกระเป๋า
เปิด เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด เอื้องกุหลาบเหลือง
โคราช และเอื้องกุหลาบพวงชมพู กลุ่ม 3 ได้แก่ 
เอื้องกุหลาบชมพูกระบี่  และเอื้องกุหลาบน่าน   
กลุ่ม 4 ได้แก่ เอื้องหนวดพราหมณ์ และกลุ่มที่ 5 
ไดแ้ก่ เอือ้งกุหลาบอนิทจกัร ซึง่สมาชกิในแต่ละกลุ่ม
มลีกัษณะสณัฐานใกลเ้คยีงกนั ผลการวจิยันี้แสดงว่า
กล้วยไม้สกุลกุหลาบมีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมสูง โดยแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธุ์นัน้สามารถใช้เป็นเครื่องหมายแฮต-    
อารเ์อพดีสี าหรบัการจ าแนกกลว้ยไมส้กุลกุหลาบได ้

 
รปูท่ี 2  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลกุหลาบทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี

 
3.2 เทคนิคไอเอสเอสอาร ์

การ เพิ่ ม ป ริม าณ ดี เอ็น เอ รวม ขอ ง
กลว้ยไม้สกุลกุหลาบดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอารโ์ดย
ใช้ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลต์ 35 ชนิด พบว่า 
ไพรเมอร ์16 ชนิด (หรอืคดิเป็น 45.71 เปอรเ์ซน็ต์) 
ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ เมื่อคัดเลือก   

ไพรเมอรไ์มโครแซทเทลไลต์ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณ
ดเีอน็เอไดอ้ย่างชดัเจน 10 ชนิด ได้แก่ M01, M04, 
M05, M07, M14, M20, M24, M27, M29 แ ล ะ 
M35 มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุล
กุหลาบแต่ละพันธุ์ ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
ปรากฏว่าพบแถบดีเอ็นเอรวม 160 แถบ ขนาด
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ประมาณ 100-3,000 คู่เบส เป็นแถบดีเอ็นเอที่พบ
เหมือนกันทุกพันธุ์ 3 แถบ (หรือคิดเป็น  1.88 
เปอร์เซ็นต์) และเป็นแถบดีเอ็นเอที่พบต่างกันใน 
แต่ละพนัธุ ์157 แถบ (หรอืคดิเป็น 98.12 เปอรเ์ซน็ต์) 
โดยลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอาร์
มรีูปแบบจ าเพาะต่อกลว้ยไมส้กุลกุหลาบแต่ละพนัธุ์ 
ดงัตวัอย่างลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากไพรเมอร ์M05 
ในรปูที ่3 และพบแถบดเีอน็เอบางแถบทีส่ามารถใช้
เป็นเครื่องหมายดเีอน็เอส าหรบัจดัจ าแนกตวัอย่าง

ของกล้วยไม้สกุลกุหลาบได้ นอกจากนี้ ยังพบ    
ไพรเมอร์ซึ่งให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สามารถแยก
ความแตกต่างของกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพนัธุ์
ออกจากกนัได้ด้วยการใช้ไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีว
สร้างลายพมิพ์ดเีอน็เอ จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ M05 
[(AC)8C], M07 [(GA)8G), M20 [(TG)8G), M24 
[(TC)8C], M27 [(GTC)6], M29 [(CAC)6] และ M35 
[(CTG)6]  

 

 
 

รปูท่ี 3 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลกุหลาบโดยใช้ไพรเมอร์ M05 [M คือ        
ดี เอ็ น เอ ม าต ร ฐ าน  1 kb plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA) 1-13 คื อ       
เอื้องกุหลาบแดง เอื้องกุหลาบมาลัยแดง เอื้องกุหลาบขาว เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด  เอื้องกุหลาบ
กระเป๋าเปิด เอือ้งกุหลาบพวงชมพ ูเอือ้งกุหลาบเหลอืงโคราช เอือ้งกุหลาบอนิทจกัร เอือ้งกุหลาบชมพู
กระบี่ เอือ้งกุหลาบน่าน เอื้องกุหลาบลอเลนเซยี เอื้องหนวดพราหมณ์ และเอื้องกุหลาบควนิคววิลั - 
เนอรา ตามล าดบั] 

 
เมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคไอเอสเอสอารด์ว้ยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลอืกวธิจีดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณ
ค่าดชันีความเหมอืนและสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(รูปที่ 4) พบว่ากลว้ยไม้สกุลกุหลาบทัง้ 13 พนัธุ์ ที่
ใช้ในการวิจยัครัง้น้ีมีค่าสมัประสิทธิค์วามเหมือน 
0.33-0.73 เฉลีย่ 0.53 ถ้าพจิารณาทีค่่าสมัประสทิธิ ์
ความเหมอืน 0.53 พบว่าสามารถแบ่งกลว้ยไมส้กุล
กุหลาบทัง้ 13 พนัธุ ์เป็น 6 กลุ่ม คอื กลุ่ม 1 ได้แก่ 
เอือ้งกุหลาบแดง และเอือ้งกุหลาบมาลยัแดง กลุ่ม 2 

ไดแ้ก่ เอือ้งกุหลาบกระเป๋าปิด เอือ้งกุหลาบกระเป๋า
เปิด เอื้องกุหลาบพวงชมพู เอื้องกุหลาบเหลือง
โคราช และเอื้องกุหลาบลอเลนเซีย กลุ่ม 3 ได้แก่ 
เอือ้งกุหลาบชมพูกระบี ่เอือ้งกุหลาบน่าน และเอือ้ง
กุหลาบควนิคววิลัเนอรา กลุ่ม 4 ไดแ้ก่ เอื้องหนวด 
พราหมณ์ กลุ่มที่ 5 ได้แก่ เอื้องกุหลาบขาว และ
กลุ่มที ่6 ไดแ้ก่ เอือ้งกุหลาบอนิทจกัร ผลการวจิยันี้
แสดงว่ากล้วยไม้สกุลกุหลาบมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมสูง โดยแถบดีเอ็นเอที่ ให้ความ
แตกต่างระหว่างพันธุ์สามารถใช้เป็นเครื่องหมาย  
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ไอเอสเอสอาร์ส าหรับการจ าแนกกล้วยไม้สกุล กุหลาบได ้
 

 
รปูท่ี 4  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลกุหลาบทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอาร ์

 
3.3. เทคนิคแฮตอารเ์อพีดีรว่มกบัเทคนิค

ไอเอสเอสอาร ์
เมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอาร์เอพดีรี่วมกบัเทคนิคไอเอสเอสอาร์
ด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 และเลือกวธิจีดั
กลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณค่าสัมประสิทธิ ์
ความเหมอืนและสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ (รูปที ่
5) พบว่ากลว้ยไม้สกุลกุหลาบทีใ่ช้ในการวจิยัครัง้นี้
ทัง้ 13 พันธุ์ มีค่าสมัประสิทธิค์วามเหมือน 0.32-
0.71 เฉลี่ย 0.52 เมื่อพิจารณาที่ ค่าสัมประสิทธิ ์
ความเหมอืน 0.47 พบว่าสามารถแบ่งกลว้ยไมส้กุล
กุหลาบเป็น 5 กลุ่ม คอื กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ เอือ้งกุหลาบ
แดง เอือ้งกุหลาบมาลยัแดง เอือ้งกุหลาบลอเลนเซยี 
และเอื้องกุหลาบควินควิวัลเนอรา กลุ่ม 2 ได้แก่ 
เอื้องกุหลาบขาว เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด เอื้อง
กุหลาบกระเป๋าเปิด เอือ้งกุหลาบพวงชมพ ูและเอือ้ง
กุหลาบเหลืองโคราช กลุ่ม 3 ได้แก่ เอื้องกุหลาบ
ชมพูกระบี่ และเอื้องกุหลาบน่าน กลุ่ม 4 ได้แก่ 
เอื้องหนวดพราหมณ์  และกลุ่ม 5 ได้แก่  เอื้อง
กุหลาบอนิทจกัร  

3.4 การอภิปรายผลการวิจยั 
ผลการวจิยัพบว่าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี

และเทคนิคไอเอสเอสอาร์สามารถจ าแนกกล้วยไม้
สกุลกุหลาบทัง้ 13 พันธุ์ ได้ โดยมีค่าสมัประสิทธิ ์
ความเหมือนเฉลี่ย 0.48 และ 0.53 ตามล าดบั ซึ่ง
แสดงให้เห็นว่ากล้วยไม้สกุลกุหลาบมีความหลาก 
หลายทางพนัธุกรรมสงู  

เมื่อวเิคราะหผ์ลการแบ่งกลุ่มของเทคนิค
ทัง้สองพบว่าสามารถแบ่งกลุ่มกลว้ยไมส้กุลกุหลาบ
ไดไ้ม่เท่ากนัและสมาชกิภายในกลุ่มมคีวามแตกต่าง
กัน  ทั ้งนี้ อาจ เป็นผลมาจากหลายปัจจัย  เช่น 
ปริมาณข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคทัง้สอง
ต่างกนัและมเีปอรเ์ซน็ตค์วามหลากรปูต่างกนั จงึท า
ใหม้ศีกัยภาพในการจ าแนกต่างกนั (Guasmi et al., 
2012) โดยสมาชิกในแต่ละกลุ่มที่ได้จากการแบ่ง
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมีความสอดคล้องกับ
ลกัษณะสณัฐานมากกว่า  

เมื่อพจิารณาค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืน
ทางพันธุกรรมที่ได้จากทัง้สองเทคนิคพบว่าเอื้อง
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หนวดพรามหณ์ซึ่งเดิมจัดอยู่ในสกุลกุหลาบโดย 
Heinrich Gustav Reichenbach (ปี ค.ศ. 1864) แต่
ปัจจุบันได้ย้ายไปอยู่ในสกุล Seidenfadenia โดย 
Gunnar Seidenfaden (ปี  ค .ศ . 1972) (Hansen, 
2000) มค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืนทางพนัธุกรรม
กับเอื้องกุหลาบพันธุ์อื่น 12 พันธุ์ มากกว่าเอื้อง
กุหลาบอินทจกัร ดังนัน้เอื้องหนวดพราหมณ์จึงมี

ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมใกลช้ดิกบักลว้ยไมส้กุล
กุหลาบ ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อนหน้านี้ที่พบว่า
เอื้องหนวดพราหมณ์ซึ่งได้ย้ายไปอยู่สกุลอื่น แต่
กลับมีความใกล้ชิดกับสกุลกุหลาบมากกว่าเอื้อง
กุหลาบอนิทจกัรซึง่อยู่ในสกุลเดยีวกนั (นฤมล และ
คณะ, 2557) 

 

 
รปูท่ี 5 แผนภูมิความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลกุหลาบที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีร่วมกับ เทคนิค          

ไอเอสเอสอาร ์
 

เมื่อพจิารณาแผนภูมคิวามสมัพนัธพ์บวา่
เอือ้งกุหลาบกระเป๋าปิดกบัเอื้องกุหลาบขาว ซึ่งอยู่
ในสปีซสีเ์ดยีวกนัถูกจ าแนกออกจากกนัไปอยู่คนละ
กลุ่ม ทัง้นี้อาจเนื่องจากเอือ้งกุหลาบกระเป๋าปิดเมื่อ
เกดิการกลาย (mutation) ตามธรรมชาติ โดยท าให้
สทีีก่ลบีปากหายไปกลายเป็นลกัษณะเผอืก (albino) 
ปรากฏชดัเจน ส่วนการกลายในบรเิวณอื่น ๆ ของ 
จโีนมไม่ปรากฏ ดงันัน้ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ได้อาจมี
ความแตกต่างไปจากเดมิมาก 

เมื่อวเิคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
เทคนิคแฮตอาร์เอพดีรี่วมกบัเทคนิคไอเอสเอสอาร์
พบว่าใหผ้ลสอดคลอ้งกบัลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้าก

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมากกว่า เนื่องจากลายพิมพ ์ 
ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมีจ านวน
มากกว่า 

งานวจิยันี้แสดงถงึศกัยภาพของเทคนิค
แฮตอารเ์อพดีแีละไอเอสเอสอารใ์นการจ าแนกพนัธุ์
กลว้ยไมส้กุลกุหลาบไดเ้ช่นเดยีวกบัพชืชนิดอื่น เช่น 
สาหร่ายเตา (พรีะวุฒ ิและคณะ, 2556) กลว้ยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอือ้งสาย (นฤมล และคณะ, 2557) 
มะพรา้ว (นภาพร และอนุชริา, 2555) และกลว้ยไม้
สกุลซมิบเิดยีม (Sharma et al., 2013)  
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4. สรปุ 
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์

สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลกุหลาบทัง้ 13 พันธุ ์
ออกจากกนัไดโ้ดยใชไ้พรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีวสรา้ง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เมื่อวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทาง
พันธุกรรมและสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์พบว่า
สามารถแบ่งกล้วยไม้สกุลกุหลาบทัง้ 13 พนัธุ ์เป็น 
5 และ 6 กลุ่ม ตามล าดบั โดยการแบ่งกลุ่มจากการ
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮต- 
อาร์เอพีดีพบว่าสมาชิกในกลุ่มมีลักษณะสณัฐาน
ใกล้เคียงกัน ส่วนการแบ่งกลุ่มจากการวิเคราะห์ 
ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอารน์ัน้ม ี
1 กลุ่ม ทีต่่างไปจากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีคอื เอือ้ง
กุหลาบขาว โดยแยกออกมาเป็นกลุ่มใหม่ 
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