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บทคัดย่อ 
กล้วยไม้นกคุ้มไฟ (Anoecotchilus burmannicus) เป็นกล้วยไม้ดินที่มีคุณค่าเชิงสมุนไพร เนื่องจากมีถิ่นที่อยู่

จ าเพาะ และมีปริมาณลดลงในธรรมชาติ จึงมีการจัดพื้นที่อนุรักษ์ในเขต อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ แต่ยังไม่มีรายงานเกี่ยวกับ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นี้ในพื้นที่อนุรักษ์ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความสัมพันธ์ และ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นกคุ้มไฟในพื้นท่ีอนุรักษ์ และกล้วยไม้ในสกุล Anoectochilus อื่นๆ ท่ีรวม
รวบจากพื้นที่ภาคเหนือของประเทศไทย ไพรเมอร์ของเครื่องหมาย ISSR 7 เครื่องหมายถูกน ามาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ของกล้วยไม้นกคุ้มไฟ กล้วยไม้ A. albolineatus A. roxburghii A. elwesii และ O. lanceolatus จ านวนทั้งหมด 33 
ตัวอย่าง เครื่องหมายที่ใช้สามารถแยกกล้วยไม้ทั้ง 5 สปีชีส์ออกจากกัน และสามารถจัดกลุ่มได้ 2 กลุ่ม ความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของนกคุ้มไฟในพื้นที่อนุรักษ์อยู่ ในระดับปานกลาง โดยมี ค่า Nei’s genetic diversity (H) และ 
Shannon’s information index (I) เท่ากับ 0.22 และ 0.33 ตามล าดับ ส าหรับ A. albolineatus A. roxburghii และ 
A. elwesii มีค่า H และ I อยู่ในช่วง 0.12-0.15 และ 0.19-0.23 ตามล าดับ ในขณะที่ O. lanceolatus มีค่าความ
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หลากหลายต่ า (H=0.07, I=0.10) งานวิจัยนี้เป็นการรายงานความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม และความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล Anoectochilus ในประเทศไทยเป็นครั้งแรก ความรู้ในงานวิจัยนี้อาจใช้เป็นแนวทางในการ
อนุรักษ์เพื่อการใช้ประโยชน์กล้วยไม้กลุ่มนี้ต่อไปได้ 
 

ค าส าคัญ: กล้วยไม้สกุล Anoectochilus; นกคุ้มไฟ; เครื่องหมายดีเอ็นเอ; ความหลากหลายทางพันธุกรรม ; 
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

 

Abstract 
Anoectochilus burmannicus, a terrestrial orchid, holds potential as a medicinal plant.  However, 

due to its restricted habitat and deforestation, its natural population has declined.  Consequently, its 
habitat in Chiang Mai province, Thailand, has been designated as a conservation area. Nonetheless, the 
genetic diversity of this species in the region remains largely unknown. The objective of the study was 
to assess the genetic relationships and diversity of A. burmannicus and related species collected from 
northern Thailand.  Thirty- three DNA samples of A.  burmannicus, A.  albolineatus, A.  roxburghii, A. 
elwesii and O.  lanceolatus were analyzed using seven inter-simple sequence repeat ( ISSR)primers. A 
total of 82 bands were obtained, showing 98.9% polymorphism. All five studied species were clearly 
separated and clustered into two groups based on genetic analysis.  Nei’ s genetic diversity ( H)  and 
Shannon information index (I) of A. burmannicus were 0.22 and 0.33, respectively, indicating moderate 
genetic diversity.  For A.  albolineatus, A.  roxburghii and A.  elwesii, H ranged from 0.12 to 0.15, and I 
ranged from 0. 19 to 0. 23.  In contrast, genetic diversity in O.  lanceolatus was low ( H= 0. 07, I= 0. 10) . 
These results represent the first report on the genetic relationships and diversity of Anoectochilus sp. 
in Thailand.  This information may be crucial for developing genetic conservation strategies for these 
species in Thailand.   
 

Keywords:  Anoectochilus sp. ; Anoectochilus burmannicus; DNA markers; Genetic diversity; Genetic 
relationships 
 

1. บทน า 
กล้วยไม้ดินสกุล Anoectochilus หรือสกุลว่านนกคุ้ม  เป็นกล้วยไม้ขนาดเล็ก อาศัยบนดิน มีการกระจายพันธุ์ใน

เขตอบอุ่นและเขตร้อนของทวีปเอเชีย ในประเทศไทยพบเฉพาะในป่าไม้ผลัดใบทุกภูมิภาค ( Sitthisajjathum, 2007) 
กล้วยไม้ในสกุลนี้หลายชนิดมีสรรพคุณทางยาโดยใช้เป็นยาสมุนไพร เช่น กล้วยไม้ A. formosamus HAYATA A. 
koshunensis A. roxburghii พบว่ามีสรรพคุณใช้รักษาโรคความดันโลหิตสูง โรคเบาหวาน โรคหัวใจ โรคเกี่ยวกับตับ
และไต เป็นต้น (Du et al., 2008; Ye et al., 2017) Cai และคณะ (2015) ได้พบสารชนิดใหม่ชื่อ elwesoside ซึ่งเป็น
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สารในกลุ่ม flovonal triglycoside จาก A. elwesii โดยพบว่า สารชนิดนี้สามารถเพิ่มหรือกระตุ้นเซลล์ที่ดื้อต่อฮอร์โมน
อินซูลิน (HepG2 cells) ให้ดูดซึมกลูโคสได้มากขึ้น นอกจากนี้การศึกษาสารสกัดของนกคุ้มไฟ (A. burmannicus) ที่
เก็บจากบริเวณภาคเหนือของประเทศไทยพบว่ามีฤทธิ์ต้านการอักเสบ (anti-inflammatory) และฤทธิ์ต้านภาวะดื้อต่อ
ฮอร์โมนอินซูลิน (anti-insulin resistance) ในเซลล์ จึงมีศักยภาพที่จะใช้เป็นยาทางเลือก เพื่อป้องกันและรักษาโรค
เรื้อรังที่เกิดจากการอักเสบต่างๆ เช่น โรคเบาหวานชนิดที่ 2 ได้ (Budluang et al., 2017; Karinchai et al., 2021)  

แต่อย่างไรกต็าม กล้วยไม้กลุ่มนี้เป็นกล้วยไม้เฉพาะถิ่นพบได้ในบางพื้นที่ของประเทศไทย มีถิ่นอาศัยบนดินร่วนปน
ทรายหรือดินท่ีมีเศษซากพืชทับถมในป่าดิบเขาและป่าดิบแล้งที่ระดบัความสูง 800-1200 เมตรจากระดับน้ าทะเล เช่น 
กล้วยไม้นกคุ้มไฟ (A. burmannicus) มีเขตกระจายพันธ์ุบริเวณเชยีงใหม่ ตาก และเลย A. elwesii พบได้ที่เชียงใหม ่
นครสวรรค์ เลย และกาญจนบุรี A. roxburghii พบที่เชียงใหม่ พิษณุโลก เลย และชัยภูมิ A. albolineatus พบที่เชียงใหม ่
พิษณุโลก และนครราชสีมา เนื่องจากกล้วยไม้กลุม่นี้เป็นกล้วยไม้ที่จ าเพาะต่อถิ่นที่อยู่จึงท าให้มีจ านวนน้อยมากใน
ธรรมชาติ และมีจ านวนลดลง (Sitthisajjathum, 2007) ดังนั้นหากจะน ากล้วยไม้กลุ่มนีม้าใช้ประโยชน์อย่างยั่งยนื 
จ าเป็นต้องวางแผนการอนุรักษ์ควบคู่ไปด้วย ในปัจจุบันกลุม่ชาวบ้านหมู่บ้านปงไคร้ ต.โป่งแยง อ.แมร่ิม จ.เชียงใหม่ ซึ่ง
เป็นพื้นที่ท่ีพบกล้วยไม้นกคุม้ไฟ มีการก าหนดพื้นท่ีอนุรักษ์พืชชนิดนี้ในธรรมชาติ แต่ยังไมม่ีรายงานเกี่ยวกับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นกคุ้มไฟในบริเวณอนุรักษ์นี้ 

เครื่องหมายดีเอ็นเอถูกน ามาใช้เพื่อบ่งช้ีความจ าเพาะหรือความแตกต่างทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตทั้งระหว่างสปี
ชีส์ ภายในสปีชีส์ หรือแต่ละตัวบุคคลได้ สามารถใช้หาความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต และศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษาได้อีกด้วย เครื่องหมาย ISSR เป็นเครื่องหมายที่ใช้ไพรเมอร์เป็นล าดับของไมโครแซทเทล
ไลท์และเพิ่มปลายด้านใดด้านหนึ่งด้วยเบสชนิดอื่น 1-3 ตัว เช่น A(CA)7CTG หรือ (AC)8GA เป็นต้น จึงเป็นการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่อยู่ระหว่างล าดับไมโครแซทเทลไลท์ที่กระจายตัวทั่วจีโนมของสิ่งมีชีวิต  จึงมีโอกาสให้ความ
หลากหลายของแถบดีเอ็นเอสูง มีความจ าเพาะเจาะจงจากเบสที่เพิ่มเข้าไปจึงท าซ้ าได้ ไพรเมอร์ไม่จ าเพาะเจาะจงต่อ
สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด (Peyachoknagul, 2009) จึงท าให้เครื่องหมายนี้ถูกน ามาใช้อย่างกว้างขวางเพื่อศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต เช่น การใช้เครื่องหมาย ISSR และ DAMD 
(Directed Amplification of Minisatellite DNA regions) เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและค้นหา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เกี่ยวข้องกับลักษณะที่ส าคัญทางชีวเคมีของประชากรที่ใกล้สูญพันธุ์ของ Dendrobium nobile 
(เอื้องเก๊ากิ่ว) ซึ่งพบเครื่องหมายดีเอ็นเอ/แถบดีเอ็นเอท่ีสัมพันธ์กับปริมาณสาร phytochemical ด้วย (Bhattacharyya 
et al., 2015) Zhang และคณะ (2010) ใช้เครื่องหมาย ISSR เพื่อวิเคราะห์กลุ่มประชากรกล้วยไม้ A. formosanus 
HAYATA ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมา 5 ปี และตรวจสอบความเสถียรทางพันธุกรรมของประชากร นอกจากนี้
เครื่องหมาย ISSR ยังถูกน ามาศึกษาความสัมพันธ์และความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชสมุนไพรและกล้วยไม้หลาย
ชนิด เ ช่น พืชสมุนไพรสิรินธรวัลลี  (Phanera sirindhorniae)  พืชสมุนไพร Euphorbia resinifera กล้วยไม้  
Oeceoclades maculata กล้วยไม้สกุลกุหลาบ Aerides maculosum และกล้วยไม้นางอั้วน้อย (Habenaria 
dentata)  เป็นต้น (Abd-dada et al. , 2023; Parab et al. , 2008; Sakulsathaporn et al. , 2023; Ueno et al. , 
2015; Yang et al., 2023)  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้เครื่องหมาย ISSR ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
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ประชากรกล้วยไม้นกคุ้มไฟในพื้นที่อนุรักษ์ของหมู่บ้านปงไคร้ ต.โป่งแยง อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ พร้อมทั้งวิเคราะห์ความ
หลากหลายและความสัมพันธ์ของกล้วยไม้ดินสกุล Anoectochilus ชนิดอื่น ๆ ที่พบในประเทศไทยด้วย ซึ่งข้อมูลที่ได้
จากการศึกษาน้ีอาจน าไปใช้ในการวางแผนสร้างแนวทางในการอนุรักษ์และใช้ประโยชน์ในกล้วยไม้กลุ่มนี้ต่อไป 
 

2. วิธีการ 
2.1 ตัวอย่างพืช 
พืชที่ใช้ในงานวิจัยนี้มีจ านวน 34 ตัวอย่าง ประกอบด้วยกล้วยไม้ดินสกุล Anoectochilus และสกุลใกล้เคียง 

จ านวน 5 ชนิด ได้แก่ 1) Anoectochilus burmanicus (นกคุ้มไฟ) จ านวน 17 ตัวอย่าง ได้แก่ ABU02, ABU09, 
ABU11, ABU15, ABU23, ABU27, ABU29, ABU30, ABU32, ABU33, ABU38, ABU41, ABU42, ABU44, ABU47, 
ABU48 และ ABU49 ซึ่งเก็บรวบรวมจากพื้นที่อนุรักษ์กล้วยไม้นกคุ้มไฟของบ้านปงไคร้ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่ 2) A. 
albolineatus ช่ือเดิม A. siamensis จ านวน 6 ตัวอย่าง ได้แก่ Asi_ST1, Asi_ST2, Asi_ST3, Asi_ST6, Asi_P4 และ 
Asi_P5 รวบรวมจากพ้ืนท่ี จ. เชียงใหม่ 3) A. roxburghii จ านวน 5 ตัวอย่าง ได้แก่ ARO6, ARO8, ARO9, ARO11 และ 
ARO12 รวบรวมจากพ้ืนท่ี จ. พิษณุโลก 4) A. elwesii จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ AEl_ST12, AEl_ST23 และ AEl_ST25 
รวบรวมจากพื้นที่  จ. เ ชียงใหม่  และ 5) Odontochilus lanceolatus จ านวน 2 ตัวอย่าง ได้แก่  OLa_ST21, 
OLa_ST22 รวบรวมจากพ้ืนท่ี จ. เชียงใหม่ และใช้กล้วยไม้ Ludisia discolor เป็น outgroup จ านวน 1 ตัวอย่าง  

2.2 การสกัดดเีอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี modified CTAB (Hwang & Kim, 2000) มีวิธีการดังนี้ บดใบกล้วยไม้น้ าหนักประมาณ 100 

มิลลิกรัม ในไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด หลังจากนั้นใส่ในสารละลาย CTAB ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร และเติม β-
mercaptoethanol ปริมาตร 10 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงแล้วดูดสารละลายใส่หลอดใหม่และเติมเอนไซม์ RNase A น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง จากนั้นเติมฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (25:24:1) ในอัตราส่วน 1:1 น าไปปั่นเหวี่ยงแล้วดูด
สารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ น าไปตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตท 0.3 โมลาร์ และเอทานอล
ปริมาตรเป็น 2 เท่าของสารละลายส่วนบนท่ีได้ หลังจากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยง และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% เอทานอล 
หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย TE pH 8.0 ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร เก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

2.3 การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยเครื่องหมาย ISSR 
เครื่องหมาย ISSR จ านวน 7 เครื่องหมาย (Table 1) จากงานวิจัยของ Das และคณะ (2011) Taheri และคณะ 

(2012) และ สถาพรและคณะ (2019) ถูกน ามาใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่างต่าง ๆ องค์ประกอบของปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสประกอบด้วย ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ 20 นาโนกรัม (ng) สารละลาย 1x DreamTaq Green PCR Master 
Mix (ThermoScientific, USA) ไพรเมอร์ ISSR 0.4 ไมโครโมลาร์ (μM) และน้ าในปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร (μl) 
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรสมี 3 ขั้นตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, อุณหภูมิ Ta องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซยีส 

81



Vol. 12 • No. 2 • April - June 2024                                                Thai Journal of Science and Technology 

5 
 

นาน 1 นาที จ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จ านวน 1 รอบ หลังจากนั้นจึง
ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ความต่างศักย์ 100 โวลต์ ท า
การทดลอง 2 ซ้ า 
 
Table 1 Information of primers and their number of amplified and polymorphic bands 

Primer 
name 

Primer 
sequences  
(5’  3’) 

Annealing 
temperature 

(Ta) 

No. of 
amplified 

bands 

No. of 
polymorphic 

bands 

% of 
polymorphic 

bands 
808 (AG)8C 58°C 9 9 100 
811 (GA)8C 52°C 15 15 100 
812 (GA)8A 52°C 8 8 100 
818 (CA)8G 52°C 10 10 100 

834 (AG)8YT 55°C 14 13 92.8 
847 (CA)8RC 58°C 10 10 100 

880 (GGAGA)3 52°C 16 16 100 
total - - 82 81 98.97 

 
2.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรม 
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้น ให้สัญลักษณ์

เป็น 1 ถ้าปรากฏแถบดีเอ็นเอ และให้สัญลักษณ์เป็น 0 ถ้าไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ น าค่าสัญลักษณ์ที่ได้จากทุกไพรเมอรม์า
วิเคราะห์ค่าดัชนีความเหมือน (similarity index) และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) โดยใช้วิธีการจัดกลุ่ม
แบบ UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) ด้วยโปรแกรม FreeTree (Pavlícek et 
al., 1999) และ TreeView (Page, 1996) 

ประเมินค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม popgene เวอร์ช่ัน 1.31 โดยน าข้อมลูค่าสญัลักษณ ์ 
0 และ 1 ที่ได้จากทุกไพรเมอรไ์ปวเิคราะห์ค่า polymorphic loci, percentage of polymorphic loci, gene diversity 
(H) และ Shannon’s information index (I)  
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไมน้กคุ้มไฟ และกล้วยไมส้ปีชีส์ใกล้เคียงท่ีศึกษา 
จากการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอในตัวอย่างแต่ละสปีชีส์ พบว่าท้ัง 7 ไพรเมอร์ท าให้เกดิเแถบดเีอ็นเอท่ีแตกต่างกัน

ระหว่างสปีชีส์ ให้แถบที่ชัดเจน และท าซ้ าได้ เหมาะสมที่จะน ามาสร้างลายพิมพด์ีเอ็นเอ โดยไพรเมอร์ทั้ง 7 เครื่องหมาย 
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Figure 1 DNA fingerprints of A. burmannicus and related species using primer 811. Outgroup: Ludisia 
discolor. N: negative control, H2O. M: 1 kb plus DNA ladder (ThermoScientific, USA). 
 
Table 2 Range of genetic similarity coefficients within and between species of Anoectochilus sp. and 
O. lanceolatus obtained from 7 ISSR primers  

A. burmannicus 
(ABU) 

0.491-0.901 
    
    

A. albolineatus 
(Asi) 

0.430-0.705 0.646-0.825 
   
   

A. roxburghii 
(ARO) 

0.437-0.687 0.451-0.685 0.667-0.812 
  
  

O. lanceolatus 
(OLa) 

0.265-0.479 0.412-0.529 0.324-0.451 0.811 
 
 

A. elwesii (AEl) 0.231-0.559 0.351-0.551 0.361-0.594 0.471-0.597 0.656-0.721 

 
A. 

burmannicus 
(ABU) 

A. 
albolineatus 

(Asi) 

A. roxburghii 
(ARO) 

O. lanceolatus 
(OLa) 

A. elwesii  
(AEl) 

Note: Genetic similarity coefficients of the same sample were not included in this table. So, the 
maximum coefficient within species was not 1.  

 
ท าให้เกิดแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 200 – 2,000 คู่เบส จ านวนแถบดีเอ็นเอที่พบในแต่ละไพรเมอร์อยู่ในช่วง 8-16 
แถบ (Table 1) ไพรเมอร์ 880 ให้แถบดีเอ็นเอสูงสุดคือ 16 แถบ รองลงมาคือ ไพรเมอร์ 811 (Fig. 1) ให้แถบดีเอ็นเอ
จ านวน 15 แถบ เมื่อวิเคราะหล์ายพิมพ์ดีเอ็นเอท้ังหมด มีแถบดีเอน็เอหลากรูปจ านวน 81 แถบ จากท้ังหมด 82 แถบ คิด
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เป็นร้อยละ 98.9 แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย ISSR เหมาะสมท่ีจะน ามาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในพืช
กลุ่มนี้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Tran และคณะ (2022) ที่เครื่องหมาย ISSR ท าให้เกิดความหลากรูปของแถบดีเอ็น
เอในกล้วยไม้กลุ่ม jewel orchids ในเวียดนาม คิดเป็นร้อยละ 100 นอกจากน้ีเครื่องหมาย ISSR ยงัสามารถตรวจพบ 
somaclonal variation ในกล้วยไม้ A. formosanus HATAYA ที่ถูกขยายพันธ์ุด้วยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเป็นเวลา
มากกว่า 5 ปีได้ (Zhang et al., 2010)  
 
Table 3 genetic similarity coefficients between samples obtained from 7 ISSR primers 

ABU09 0.643                

ABU11 0.747 0.615               

ABU15 0.757 0.625 0.795              

ABU23 0.686 0.6 0.759 0.718             

ABU27 0.789 0.623 0.8 0.835 0.8            

ABU29 0.758 0.679 0.8 0.757 0.771 0.901           

ABU30 0.763 0.606 0.824 0.786 0.75 0.765 0.763          

ABU32 0.765 0.655 0.753 0.737 0.694 0.795 0.735 0.795         

ABU33 0.677 0.692 0.676 0.571 0.606 0.657 0.71 0.694 0.781        

ABU38 0.725 0.678 0.769 0.727 0.712 0.757 0.725 0.709 0.817 0.708       

ABU41 0.708 0.691 0.757 0.685 0.754 0.8 0.8 0.667 0.746 0.656 0.824      

ABU42 0.735 0.655 0.779 0.711 0.667 0.74 0.765 0.718 0.629 0.594 0.732 0.806     

ABU44 0.758 0.643 0.773 0.703 0.657 0.732 0.788 0.711 0.676 0.71 0.725 0.738 0.794    

ABU47 0.657 0.667 0.658 0.64 0.648 0.722 0.657 0.701 0.812 0.667 0.686 0.727 0.696 0.657   

ABU48 0.571 0.609 0.523 0.563 0.6 0.59 0.571 0.515 0.621 0.615 0.576 0.582 0.552 0.5 0.596   

ABU49 0.545 0.667 0.5 0.54 0.644 0.567 0.618 0.554 0.632 0.706 0.586 0.556 0.491 0.509 0.571 0.756 

 ABU02 ABU09 ABU11 ABU15 ABU23 ABU27 ABU29 ABU30 ABU32 ABU33 ABU38 ABU41 ABU42 ABU44 ABU47 ABU48 

 
3.2 ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นกคุม้ไฟ และกล้วยไมส้ปีชีส์ใกล้เคียง 
เมื่อวิเคราะห์ความเหมือนทางพันธุกรรมจากลายพิมพด์ีเอ็นเอของตวัอย่างต่าง ๆ ที่เกิดจากไพรเมอร์ ISSR ด้วย

โปรแกรม FreeTree พบว่ากล้วยไม้ดินท้ัง 5 สปีชีส์ มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนระหว่างตัวอย่างอยู่ในช่วง 0.23 – 0.90 
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(Table 3 - 6) กล้วยไม้นกคุ้มไฟ (A. burmannicus) มีค่าสัมประสทิธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมภายในสปีชีส์กว้างที่สุด
คือ อยู่ในช่วง 0.49-0.90 (Table 2) รองลงมาคือกล้วยไม้ A. albolineatus และ กล้วยไม้ A. roxburghii ที่มีคา่
สัมประสิทธ์ิความเหมือนอยู่ในช่วง 0.65-0.83 และ 0.67-0.81 ตามล าดับ เมื่อพิจารณาความเหมือนทางพันธุกรรม
ระหว่างสปีชีส์พบว่า กล้วยไม้นกคุม้ไฟ (A. burmannicus) มีความเหมือนทางพันธุกรรมใกล้เคียงกับ A. albolineatus 
หรือ A. roxburghii มากกว่า ระหว่างนกคุ้มไฟกับ A. elwesii หรือ O. lanceolatus (Table 2) 
 
Table 4 genetic similarity coefficients between samples obtained from 7 ISSR primers (Continual) 

Asi_P4 0.492 0.549 0.543 0.522 0.585 0.545 0.557 0.507 0.571 0.561 0.625 0.567 0.571 0.59 0.548 0.706 

Asi_P5 0.486 0.467 0.557 0.538 0.595 0.507 0.486 0.525 0.5 0.485 0.575 0.522 0.556 0.514 0.507 0.533 

Asi_ST1 0.431 0.509 0.514 0.521 0.551 0.514 0.523 0.48 0.478 0.525 0.618 0.594 0.537 0.554 0.485 0.582 

Asi_ST2 0.478 0.456 0.5 0.507 0.535 0.528 0.537 0.545 0.522 0.508 0.543 0.515 0.551 0.567 0.529 0.596 

Asi_ST3 0.516 0.5 0.479 0.514 0.545 0.478 0.484 0.556 0.5 0.517 0.523 0.525 0.531 0.548 0.54 0.577 

Asi_ST6 0.455 0.536 0.533 0.514 0.571 0.507 0.515 0.553 0.529 0.516 0.58 0.585 0.618 0.636 0.567 0.607 

OLa_ST21 0.389 0.355 0.42 0.4 0.474 0.416 0.361 0.415 0.378 0.265 0.453 0.479 0.459 0.333 0.411 0.323 

OLa_ST22 0.412 0.345 0.416 0.395 0.417 0.384 0.324 0.436 0.371 0.313 0.451 0.388 0.4 0.382 0.377 0.31 

AEl_ST12 0.523 0.473 0.514 0.466 0.406 0.486 0.462 0.453 0.448 0.459 0.559 0.531 0.507 0.554 0.424 0.364 

AEl_ST23 0.452 0.346 0.394 0.457 0.333 0.328 0.323 0.472 0.313 0.379 0.431 0.361 0.406 0.419 0.317 0.231 

AEl_ST25 0.492 0.436 0.486 0.466 0.435 0.4 0.4 0.48 0.418 0.492 0.471 0.406 0.478 0.492 0.424 0.364 

ARO6 0.515 0.571 0.56 0.486 0.6 0.507 0.485 0.526 0.559 0.548 0.638 0.585 0.559 0.455 0.567 0.536 

ARO8 0.557 0.51 0.6 0.551 0.585 0.545 0.525 0.507 0.54 0.526 0.688 0.6 0.603 0.525 0.516 0.471 

ARO9 0.492 0.545 0.541 0.575 0.58 0.543 0.462 0.507 0.507 0.492 0.559 0.531 0.567 0.554 0.545 0.473 

ARO11 0.492 0.582 0.541 0.493 0.638 0.543 0.523 0.533 0.478 0.525 0.559 0.563 0.597 0.585 0.485 0.509 

ARO12 0.523 0.582 0.514 0.521 0.551 0.457 0.462 0.507 0.478 0.525 0.559 0.438 0.478 0.462 0.455 0.545 

Out group 0.157 0.195 0.3 0.136 0.145 0.143 0.157 0.328 0.264 0.298 0.259 0.24 0.226 0.235 0.269 0.146 

 ABU02 ABU09 ABU11 ABU15 ABU23 ABU27 ABU29 ABU30 ABU32 ABU33 ABU38 ABU41 ABU42 ABU44 ABU47 ABU48 
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Table 5 genetic similarity coefficients between samples obtained from 7 ISSR primers (Continual) 

Asi_P4 0.6                 

Asi_P5 0.475 0.646 
               

Asi_ST1 0.519 0.7 0.783 
              

Asi_ST2 0.571 0.677 0.676 0.758 
             

Asi_ST3 0.51 0.667 0.758 0.787 0.825 
            

Asi_ST6 0.582 0.721 0.686 0.738 0.806 0.742 
           

OLa_ST
21 

0.328 0.418 0.5 0.451 0.493 0.412 0.5 
          

OLa_ST
22 

0.316 0.476 0.444 0.448 0.522 0.469 0.529 0.811 
         

AEl_ST1
2 

0.333 0.467 0.435 0.5 0.455 0.393 0.492 0.535 0.597 
        

AEl_ST2
3 

0.314 0.351 0.364 0.426 0.444 0.414 0.387 0.471 0.531 0.721 
       

AEl_ST2
5 

0.407 0.467 0.551 0.438 0.545 0.525 0.462 0.507 0.537 0.656 0.721 
      

ARO6 0.545 0.525 0.686 0.646 0.537 0.613 0.576 0.417 0.324 0.431 0.387 0.492 
     

ARO8 0.52 0.536 0.615 0.567 0.452 0.561 0.525 0.388 0.349 0.4 0.386 0.5 0.754 
    

ARO9 0.444 0.467 0.667 0.563 0.485 0.59 0.585 0.423 0.358 0.438 0.361 0.531 0.738 0.733 
   

ARO11 0.481 0.5 0.638 0.594 0.515 0.59 0.585 0.423 0.358 0.5 0.361 0.531 0.708 0.667 0.813 
  

ARO12 0.556 0.533 0.638 0.563 0.515 0.623 0.554 0.451 0.448 0.469 0.393 0.594 0.8 0.733 0.75 0.75 
 

Out 
group 

0.2 0.217 0.327 0.28 0.308 0.383 0.275 0.386 0.34 0.32 0.298 0.32 0.314 0.13 0.24 0.24 0.28 

 
ABU4

9 
Asi_P

4 
Asi_P

5 
Asi_ST

1 
Asi_S
T2 

Asi_S
T3 

Asi_ST
6 

OLa_S
T21 

OLa_S
T22 

AEl_S
T12 

AEl_S
T23 

AEl_S
T25 

ARO6 ARO8 ARO9 
ARO1

1 
ARO1

2 
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เมื่อน าค่าสมัประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมมาสร้างเป็นแผนภมูคิวามสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยวิธกีารจัดกลุ่ม
แบบ UPGMA พบว่าไพรเมอร์ทั้ง 7 เครื่องหมายสามารถใช้แบ่งกลุม่กล้วยไม้ดินท้ัง 5 สปีชีส์ออกจากกันได้ (Fig. 2) โดย
แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ 1) กลุ่ม A ประกอบด้วยกล้วยไม้นกคุม้ไฟ (A. burmannicus) กล้วยไม ้A. albolineatus 
และ กล้วยไม้ A. roxburghii และ 2) กลุ่ม B ประกอบด้วยกล้วยไม ้A. elwesii และ O. lanceolatus ซึ่งสอดคล้องกับ
ลักษณะลายบนใบของกล้วยไม้ โดยกลุ่ม A เป็นกล้วยไม้ที่มีเส้นลวดลายบนใบหรือจัดเป็นกล้วยไม้กลุ่ม jewel orchids 
ส่วนกลุ่ม B เป็นกล้วยไม้ที่ไมม่ีเส้นลวดลายบนใบ ใบมีสีเขยีวเข้ม  

 

 
Figure 2. A dendrogram of Anoectochilus sp. and O. lanceolatus based on UPGMA cluster analysis of 
the genetic similarity. 
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Table 6 genetic diversity of the studied species 

Species 
Sample 

size 

No. of 
Polymorphic 

loci 

Percentage of 
polymorphic 

loci 

H  
(gene diversity) 

I (Shannon’s 
information 

index) 
A. burmannicus 17 54 65.85 % 0.2158 0.3263 
A. albolineatus 6 38 46.34 % 0.1510 0.2306 

A. roxburghii 5 33 40.24 % 0.1477 0.2195 
A. elwesii 3 28 34.15 % 0.1276 0.1902 

O. lanceolatus 2 14 17.07 % 0.0707 0.1032 
Note: H = Nei's (1973) gene diversity 

 
3.3 ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นกคุ้มไฟ และกล้วยไมส้ปีชีส์ใกลเ้คียงที่ศึกษา 
เมื่อพิจารณาความหลากหลายทางพันธุกรรมของแต่ละสปีชีส์โดยใช้ค่า gene diversity (H) (Nei, 1973) และ 

Shannon’s information index (I) ส าหรับเครื่องหมาย ISSR ที่มีรูปแบบการข่มของเครื่องหมายแบบข่มสมบูรณ์ 
(dominant marker) จะมีค่า H และ I อยู่ในช่วง 0 - 0.5 หากประชากรที่ศึกษามีค่า H และ I สูง แสดงว่าเป็นประชากร
ที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ( Peyachoknagul, 2009) ในงานวิจัยนี้พบว่า กล้วยไม้นกคุ้มไฟ (A. 
burmannicus) มีค่า H และ I เท่ากับ 0.22 และ 0.33 ตามล าดับ (Table 6) ซึ่งมีค่าสูงท่ีสุด แสดงให้เห็นว่ากล้วยไม้นก
คุ้มไฟ (A. burmannicus) มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับกล้วยไม้สปีชีส์อื่น ๆ ท่ีศึกษาใน
งานวิจัยนี้ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Huang และคณะ (2023) ที่ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วย
เครื่องหมาย ISSR และ SRAP ในประชากร A. roxburghii หลายพื้นท่ีในประเทศจีน พบว่ามีค่า H และ I อยู่ในช่วง 0.22 
– 0.24 และ 0.34 – 0.38 ตามล าดับ ส าหรับค่า H และ I ของประชากรกล้วยไม้ A. albolineatus A. roxburghii A. 
elwesii และ O. lanceolatus มีค่าต่ า อาจเป็นเพราะจ านวนตัวอย่างที่ศึกษาน้อย และตัวอย่างถูกเก็บในบริเวณใกล้ ๆ 
กัน เนื่องจากตัวอย่างของสปีชีส์เหล่านี้ถูกเก็บจากพื้นท่ีธรรมชาติ มีถิ่นที่อยู่จ ากัด และมีปริมาณน้อยในธรรมชาติ ดังนั้น
หากต้องการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มข้างต้น ควรส ารวจในบริเวณที่กว้าง และหลากหลาย
พื้นที่มากขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม ในบริเวณที่นักวิจัยส ารวจ พบกล้วยไม้เหล่านี้ในธรรมชาติน้อยมาก หากต้องการน าพืช
กลุ่มนี้มาใช้ประโยชน์ ควรวางแผนการอนุรักษ์ควบคู่กันไปด้วย ตามแนวทางเดียวกันกับการก าหนดพื้นที่อนุรักษ์และใช้
ประโยชน์ของกล้วยไม้นกคุ้มไฟของบ้านปงไคร้ อ.แม่ริม จ.เชียงใหม่  
 

4. สรุป 
เครื่องหมาย ISSR สามารถใช้ประเมินความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้นกคุ้มไฟและ

กล้วยไม้สปีชีส์ใกล้เคียงที่ศึกษาได ้ไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 7 เครื่องหมายให้ความหลากรูปของแถบดีเอ็นเอสูงถึงร้อยละ 98.9 
และสามารถแยกกล้วยไม้ทั้ง 5 สปีชีส์ออกจากกันได้ โดยพบว่ากล้วยไม้นกคุ้มไฟมีความเหมือนทางพันธุกรรมใกลเ้คียงกับ

88



Thai Journal of Science and Technology                                       ปีที ่12 • ฉบบัที ่2 • เมษายน – มิถนุายน 2567 

12 
 

กล้วยไม้ A. albolineatus และ A. roxburghii และกล้วยไม้นกคุ้มไฟในพ้ืนท่ีอนุรักษ์ฯ มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
อยู่ในระดับปานกลาง แต่มีความหลากหลายสูงกว่ากล้วยไม้ A. albolineatus A. roxburghii A. elwesii และ O. 
lanceolatus ที่อยู่ในสภาพธรรมชาติ งานวิจัยนี้เป็นการรายงานความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม และความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกลุ Anoectochilus ในประเทศไทยเป็นครั้งแรก ความรู้ในงานวิจัยนี้อาจใช้เป็นแนวทางในการ
อนุรักษ์เพื่อการใช้ประโยชน์กล้วยไม้กลุม่นี้ต่อไปได้ 
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