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บทคดัย่อ 
การศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์ูเธและลูกผสม 15 พนัธุ ์

ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุม่ 72 ชนิด ผลการวจิยัพบว่าไพรเมอร ์39 ชนิด สามารถเพิม่
ปรมิาณดเีอน็เอได ้เมื่อคดัเลอืกไพรเมอร ์17 ชนิด ทีใ่หล้ายพมิพด์เีอน็เออย่างชดัเจนมาสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ 
พบว่าเกดิแถบดเีอน็เอที่ใหค้วามแตกต่างทัง้หมด 240 แถบ ซึง่สามารถแยกความแตกต่างของกลว้ยไมส้กุล
หวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมทัง้ 15 พนัธุ ์ไดด้ว้ยแถบดเีอน็จ าเพาะกบัพนัธุ ์เมื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมโดยใช้โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 พบว่าสามารถจ าแนกกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์
ซเูธและลกูผสมไดท้ัง้ 15 พนัธุ ์โดยแบ่งเป็น 7 กลุ่ม มคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 0.20 ถงึ 0.78  

ค าส าคญั :   สกุลหวาย; หมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธ; ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม; แฮตอารเ์อพดี ี

Abstract 
High annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique was 

used to study the genetic relationships between 15 Dendrobium section Nigrohirsutae and their 
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hybrids. Seventy-two random primers were used for DNA amplification and 39 primers could be used 
to DNA amplification. Seven teen primers which gave clear amplified products were generated DNA 
fingerprinting. Among these bands, 240 bands were found to be polymorphic bands that the results 
showed significant differences among 15 cultivars by using specific fragments for each cultivar. A 
dendrogram, which constructed base on polymorphic bands using the NTSYS-pc version 2.0 
program, showed genetic similarities among the 15 cultivars and classified to 7 clusters with 
similarity coefficients ranging 0.20 to 0.78. 
 

Keywords: Dendrobium; section Nigrohirsutae; genetic relationship; HAT-RAPD 
 
1. ค าน า 

กล้วยไม้สกุลเด็นโรเบียม (Dendrobium) 
หรอืสกุลหวายเป็นสกุลใหญ่ โดยมถีิน่ก าเนิดอยู่เขต
ทวปีเอเชยี นักพฤกษศาสตรไ์ด้จ าแนกออกเป็นหมู่ 
41 หมู่ (อบฉันท์, 2542) โดยเฉพาะประเทศไทย 
พบการกระจายพนัธุอ์ยู่ตามธรรมชาตอิย่างมากมาย  
จงึท าให้ประเทศไทยกลายเป็นศูนย์กลางของการ
ขยายพนัธุ์กล้วยไม้สกุลหวาย และเพื่อรองรบัการ
ขยายตวัของอุตสาหกรรมกลว้ยไมโ้ลก ทีม่แีนวโน้ม
การค้าเพิ่มสูงขึ้นทุกปี จึงมีการผสมพันธุ์กล้วยไม้
พนัธุใ์หม่ ๆ เพื่อตอบสนองความต้องการของตลาด 
ท าให้เกิดเป็นกล้วยไม้สกุลหวายลูกผสม (hybrid) 
ปัจจุบันประเทศไทยมีบทบาทส าคัญในการผลิต
กล้วยไม้สกุลหวายลูกผสมส าหรบัการส่งออกเพื่อ
จ าหน่ายสู่ตลาดกล้วยไม้โลก (ส านักพฒันาการค้า
และธุรกิจการเกษตรและอุตสาหกรรม กรมการ
ส่งเสรมิการค้าระหว่างประเทศ, 2558) ซึง่กลว้ยไม้
สกุลหวายลูกผสมทุกชนิดในอุตสาหกรรมการคา้ใน
ขณะนี้เป็นกล้วยไม้ที่ผ่านการปรบัปรุงจากพ่อแม่
พันธุ์พื้นเมืองทัง้สิ้น จึงส่งผลให้ลกัษณะฟีโนไทป์ 
(phenotype) ของกลว้ยไมส้กุลหวายลูกผสมมคีวาม
หลากหลายจ านวนมาก ทัง้โครงสร้างดอกหรือสี
ดอกที่สวยงาม อกีทัง้ยงัส่งผลถึงความผนัแปรทาง
พนัธุกรรม (genetic variation) ระดบัชวีโมเลกุลอกี
ดว้ย ด้วยความนิยมการปรบัปรุงพนัธุก์ลว้ยไมส้กุล

หวายนัน้ ส่งผลให้ต้นพ่อแม่พนัธุพ์ื้นเมอืงที่แท้จรงิ
ถูกละทิง้ความส าคญั โดยไม่มกีารเพาะปลกูและอาจ
สญูพนัธุใ์นอนาคต รวมถงึเกดิการสญูเสยีลกัษณะที่
ส าคญัทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายพันธุ์
พื้นเมืองของประเทศไทย (Peyachoknagul et al., 
2014) 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เป็น
เครื่องหมายที่มีบทบาทส าคัญในการจ าแนกชนิด
พนัธุ ์ซึง่อาศยัความแตกต่างของล าดบันิวคลโีอไทด ์
(nucleotide) ในโมเลกุลดีเอ็นเอช่วงหนึ่ง เพื่อระบุ
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม (genetic relationship) 
ของสิง่มชีวีติแต่ละชนิด (สรุพีร, 2546) เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอที่เกิดจากปฏิกิรยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือ
พี ซี อ า ร์  (PCR, polymorphic chain reaction) มี
หลายเทคนิค ได้แก่  เอสเอสอาร์ (SSR, simple 
sequence repeats) (Brown et al., 1996) ไอ เอส
เอสอาร์  (ISSR, inter simple sequence repeat) 
(Zhang et al., 2010) อาร์เอพีดี (RAPD, random 
amplified polymorphic DNA) (Williams et al., 
1990) และเทคนิคอื่น ๆ ซึ่งเป็นเทคนิคที่ให้ข้อมูล
ถูกตอ้งและแม่นย าสงู  

การวจิยัครัง้นี้มจีุดประสงคเ์พื่อรวบรวมพนัธุ์
กลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมใน
ประเทศไทยมาศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม
ด้วยแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high annealing 



ปีที ่5  ฉบบัที ่1  มกราคม - เมษายน 2559                                       Thai Journal of Science and Technology 

 79 

temperature-random amplified polymorphic 
DNA) ซึ่งเป็นเทคนิคที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม 
(random primer) (นฤมล และคณะ, 2556) ซึ่งวิธี
ท าไม่ยุ่งยาก ไม่ซับซ้อน ท าได้ง่าย สะดวก และ
รวดเร็ว รวมทัง้ประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิค
เครื่องหมายดีเอ็น เอ (DNA marker technique) 
ชนิดอื่น (Sitthiphrom et al., 2006) โดยขอ้มูลที่ได้
เป็นข้อมูลพื้นฐานส าหรบัเป็นแนวทางในการวาง
แผนการอนุรักษ์  การปรับปรุงพันธุ์ และการใช้
ประโยชน์จากกลว้ยไมอ้ย่างยัง่ยนืต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการวิจยั  
2.1 กล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์

ซูเธและลูกผสม 
กล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์ซูเธ

และลูกผสมที่ใช้ในงานวิจัยนี้มี 15 พันธุ์ ได้แก่    
(1) เอื้ อ ง ป าก น ก แ ก้ ว  (D. cruentum Rchb.f.)      
(2) เอือ้งเงนิหลวง (D. formosum Roxb. ex Lindl.) 
(3) ลูกผสม 1 : ดอนมารี (Dawn Maree) = เอื้อง
ปากนกแก้ว x เอื้องเงินหลวง (4) ลูกผสม 2: รุ่ง
กมล เวศย์วรุฒม์ (Roongkamol Vejvarut) = ดอน
มาร ีx เอือ้งเงนิหลวง (5) ลูกผสม 3: กรนีแลนเทริน์ 
(Green Lanturn) = ดอนมารี x เอื้องปากนกแก้ว 
(6) ลูกผสม 4: ลูกผสมดอนมารี (Dawn Maree 
hybrid) = ดอนมาร ีx เอื้องแซะหอม (7) เอื้องแซะ
หอม  (D. scabrilingue Lindl.) (8) เอื้ อ ง เงิน  (D. 
draconis Rchb. f.) (9) เอือ้งทอง (D. ellipsophyllum 
Tang & Wang) (10) ลูกผสม 5: เอื้องเงินหลวง x 
เอื้ อ งทอง (11) เอื้ อ งต าเหิน  (D. infundibulum 
Lindl.) (12) เอือ้งนางช ี(D. kontumense Gagnep.) 
(13) เอื้องแซะภูกระดึง (D. christyanum Rchb.f.) 
(14) ลูกผสม 6: ฟรอสตี้ดอนปากแดง (Frosty 
Dawn. var. red labellum) = ดอนมาร ีx ไลมฟ์รอส 
(Lime Frost) = เอื้องปากนกแก้ว x เอื้องแซะ และ 

(15) ลูกผสม 7: ฟรอสตี้ดอนปากเหลือง (Frosty 
Dawn var. yellow labellum) = ดอนมารี x ไลม์
ฟรอส (Lime Frost) = เอื้องปากนกแก้ว x เอื้อง
แซะ โดยเก็บรวบรวมและน ามาเพาะปลูกจนออก
ดอกและจ าแนกพันธุ์เบื้องต้นโดยการตรวจสอบ
ลักษณะสณัฐาน (morphology)  โครงสร้างล าต้น 
ลกัษณะใบ รวมถงึโครงสรา้งดอก 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลหวาย

หมู่ไนโกรเฮอรซ์ูเธและลูกผสมทัง้ 15 พนัธุ์ ด้วยวธิี
ประยุกต์ของ Doyle และ Doyle (1987) โดยน าใบ
กลว้ยไมป้รมิาณ 3-4 กรมั บดในโกร่งดว้ยบฟัเฟอร์
สกดั (extraction buffer; 4 % CTAB, 2.5 M NaCl, 
0.6 % SDS, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM 
Tris-HCl pH 8.0 และ 0.1 % sodium metabisulfite) 
20 มลิลลิติร พอลไิวนิลไพรโรลโิดน (PVP) 0.3 กรมั 
และ 2-mercaptoethanol 20 ไมโครลติร น าไปบ่มที่
อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส นาน 60 นาท ีจากนัน้
เติม  คลอโรฟอร์ม  : ไอโซ เอมิลแอลกอฮอล ์
( chloroform : isoamyl alcohol = 24:1) 500 
ไมโครลติร ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั แลว้น าไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g นาน 10 นาที ดูด
สารละลายใสส่วนบนใส่หลอดใหม่แล้วเติมลิเนียร์ 
พอลิอะคริลาไมด์  ( linear polyacrylamide) 100 
ไมโครลิตร และไอโซโพรพานอล (isopropanol) 1 
เท่า แลว้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส นาน 30 
นาท ีและน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเรว็ 12,000 x g 
นาน 15 นาที และล้างตะกอนด้วย 70 เปอร์เซ็นต ์
เอทานอล แล้วละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ (TE 
buffer; 10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 
8.0) 500 ไมโครลิตร หลังจากนัน้จึงเติมเอนไซม ์
อาร์เอ็นเอสเอ (RNase A 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
1.5 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 60 นาที หลังจากครบระยะเวลาสกัดด้วย     
ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
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(phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 25:24:1) 
500 ไมโครลติร และสกดัดว้ย คลอโรฟอรม์ : ไอโซ
เอมิแอลกอฮอล์ (24:1) จากนัน้ดูดสารละลายส่วน 
บนใสห่ลอดใหม่ แลว้เตมิลเินียรพ์อลอิะครลิาไมด์ 5 
ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมอะซิเตต (3 M 
sodium acetate pH 5.2) 10 เป อ ร์ เซ็ น ต์  ข อ ง
ปรมิาตรทัง้หมด และเติมไอโซโพรพานอล 1 เท่า 
แล้วบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาท ีจากนัน้น าไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 x 
g นาน 15 นาที น าตะกอนดีเอ็นเอล้างด้วย 70 
เปอรเ์ซน็ต ์เอทานอล และท าใหต้ะกอนดเีอน็เอแหง้ 
ละลายตะกอนในบัฟเฟอร์ 100 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280    
นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอดว้ย
เทคนิคเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจล  
อะกาโรส (agarose) ทีค่วามเขม้ขน้ 0.8 เปอรเ์ซน็ต ์
(Sambrook et al., 1989) 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 

ขัน้แรกเป็นการคัดเลือกไพรเมอร์ที่
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้โดยน าดเีอน็เอผสม
ของกล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์ซูเธและ
ลูกผสมทัง้ 15 พันธุ์ มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส โดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม
จ านวน 72 ชนิด (Wako Company, Japan) ซึ่งมี
ขนาด 12 นิวคลีโอไทด์ โดยปฏิกิริยามีปริมาตร
สุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอ 
100 นาโนกรัม (ng) ในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM 
KCl, 1.5 mM MgCl2, 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 1 
mg/ml BSA, 10 mM (NH4)2SO4) และมีนิวคลีโอ
ไทด์ 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP 
ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร ์(M) ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
250 นาโน  โมลาร์ (nM) และเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase (RBC Bioscience, Taiwan) 1 ยู นิ ต 

(unit) ภายใตส้ภาวะทีด่ดัแปลงจากงานวจิยัของ นฤ
มล และคณะ (2555) ซึ่งม ี3 ขัน้ตอน คอื (1) บ่มที่
อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส นาน 3 นาท ีจ านวน 1 
รอบ (2) บ่มที่ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี
บ่มที่ 46 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที และบ่มที ่
72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 40 รอบ 
และ (3) บ่มที่  72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
(DNA fingerprint) ด้ ว ย วิ ธี อิ เล็ ก โท ร โฟ รีซิ ส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 
ความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ จากนั ้นย้อมด้วย   
เอธเิดยีมโบร์ไมด์ (ethidium bromide) และตรวจดู
ภายใตแ้สงอตัราไวโอเลต (ultraviolet)  

ขัน้ที่สองเป็นการสรา้งลายพมิพ์ดเีอน็เอ 
โดยน าไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้จากขัน้ตอนแรกมา
เพิ่มปรมิาณดเีอน็เอกล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกร-
เฮอร์ซูเธและลูกผสมแต่ละสายพันธุ์ แล้วน าไป
ตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิ 
ในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดย
เปรยีบเทยีบกบัดเีอน็เอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA 
Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA) 
จากนัน้บนัทกึภาพเพื่อน าไปวเิคราะหผ์ลต่อไป 

2.4 การวิเคราะหล์ายพิมพดี์เอน็เอ 
เปรียบเทียบความเหมือนและความ

แตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวาย
หมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมทัง้ 15 พนัธุ ์ทีไ่ดจ้าก
เทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยให้แถบดเีอน็เอทีป่รากฏ
มีค่าเท่ ากับ 1 และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอมีค่า
เท่ากบั 0 แลว้น าผลทีไ่ดม้าวเิคราะหค่์าสมัประสทิธิ ์
ความเหมือน (similarity index) และสร้างแผนภูมิ
ความสมัพันธ์ (dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่ม
แบบ  UPGMA (unweighted pair group method 
with arithmetic mean) โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 (Rohlf, 2002) 
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3. ผลและวิจารณ์ผลการวิจยั 
3.1 การวิเคราะหค์วามสมัพนัธ์ทางพนัธุ- 

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

กล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์ซูเธและลูกผสม
จ านวน 15 พนัธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใช้
ไพรเมอรแ์บบสุ่มจ านวน 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร ์
39 ชนิด สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได ้และพบว่า
ไพรเมอร ์17 ชนิด ใหล้ายพมิพด์เีอน็เออย่างชดัเจน  

(คดิเป็น 23.61 เปอรเ์ซน็ต)์ 
เมื่อน าไพรเมอร์ 17 ชนิด มาสร้างลาย

พมิพด์เีอน็เอของกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์-
ซูเธและลูกผสมทัง้ 15 พันธุ์ พบแถบดีเอ็นเอรวม
ทัง้หมด 1,086 แถบ (คิดเป็น 63.88 เปอร์เซ็นต์) 
โดยมีขนาดอยู่ระหว่าง 150 ถึง 3,000 คู่เบส และ
พบแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง (polymorphic 
band) เฉลี่ย 14.12 แถบต่อไพรเมอร์ (คิดเป็น 
99.41 เปอร์เซ็นต์ ) โดยไพรเมอร์ D23 ให้แถบ

 
ตารางท่ี 1 ชื่อและล าดบันิวคลโีอไทดข์องไพรเมอรแ์บบสุม่ จ านวนแถบดเีอน็เอทีป่รากฏทัง้หมด จ านวนแถบ

ดเีอน็เอจ าเพาะ และจ านวนแถบดเีอน็เอทีใ่หค้วามแตกต่างในลายพมิพด์เีอน็เอของกลว้ยไมส้กุล
หวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมจ านวน 15 พนัธุ ์ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี

 

Random 
primer 

Nucleotide Sequence 
53 

Total bands 
Polymorphic 

loci 
Monomorphic 

loci 
% Polymorphic 

A22 AGAATTGGACCA 69 14 - 100 
A24 CTCCTGCTGTTG 81 16 - 100 
A27 ATCGCGGAATA 58 14 - 100 
A29 GGTTCGGGAATG 57 11 - 100 
A30 GACCTGCGATCT 40 13 - 100 
A31 AAGGCGCGAACG 38 9 - 100 
B22 GGTGACTGGTGG 52 10 1   90 
B23 GGTGCCGGAGCA 82 12 - 100 
B27 GGCGGTTATGAA 68 16 - 100 
B32 ATCGCGGCTTAT 53 15 - 100 
C21 GGAGAGCGGACG 65 15 - 100 
C28 GTCGACGCATCA 82 14 - 100 
C31 TCTGCTGACCGG 69 12 - 100 
D23 ACCATCAAACGG 63 21 - 100 
E23 AGGTACGCCGCA 61 10 - 100 
F23 CCATCCGCACGA 70 18 - 100 
F25 CCAGATCCGAAT 78 20 - 100 

รวม (total) 1,086 240 1 - 
ค่าเฉลีย่ (average) 63.88 14.12 0.06 99.41 
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ดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างมากที่สุดถึง 21 แถบ 
(ตารางที ่1) นอกจากนัน้ยงัพบว่าไพรเมอร ์B22 ให้
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันทัง้หมด (monomorphic 

band) 1 แถบ ขนาดประมาณ 500 คู่เบส (รูปที่ 1) 
โดยแถบดเีอน็เอดงักล่าวอาจเป็นลกัษณะพนัธุกรรม
เฉพาะของกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธ 

 

(ก) 

 

 

(ข) 

 

 

 

รปูท่ี 1 ลายพมิพด์เีอน็เอของกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีี
โดยใช้ไพรเมอร์ B22 (ก ) และ D23 (ข) [M คือ ดีเอ็น เอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder 
(Invitrogen™ Life Technology, USA) และ 1-15 คือ (1) เอื้องปากนกแก้ว  (2) เอื้องเงินหลวง       
(3) ลูกผสม 1 (ดอนมารี) (4) ลูกผสม 2 (รุ่งกมล เวศย์วรุฒม์) (5) ลูกผสม 3 (กรีนแลนเทิร์น)         
(6) ลกูผสม 4 (ลูกผสมดอนมาร)ี (7) เอือ้งแซะหอม (8) เอือ้งเงนิ (9) เอือ้งทอง (10) ลูกผสม 5 (เอือ้ง
เงินหลวง x เอื้องทอง) (11) เอื้องตาเหิน (12) เอื้องนางชี (13) เอื้องแซะภูกระดึง (14) ลูกผสม 6 
(ฟรอสตีด้อนปากแดง) และ (15) ลกูผสม 7 (ฟรอสตีด้อนปากเหลอืง) ตามล าดบั] 

 
เมื่อวเิคราะห์ขอ้มูลแถบดเีอน็เอจากลาย

พิมพ์ดีเอ็นเอทัง้หมดด้วยโปรแกรม NTSY-pc รุ่น 
2.0 และจัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA สามารถสร้าง
แผนภูมคิวามสมัพนัธไ์ดด้งัรูปที ่2 มค่ีาสมัประสทิธิ ์
ความเหมือน (similarity coefficient) อยู่ระหว่าง 
0.20 ถึง 0.78 โดยพบว่าลูกผสมดอนมารแีละดอน
มารีมีความใกล้ชิดกันมากที่สุด (0.78) ในขณะที่
ลกูผสมดอนมารแีตกต่างจากเอือ้งแซะภูกระดงึมาก
ทีส่ดุ (0.20) (ตารางที ่2)  

เมื่ อพิจารณาที่ ค่าสัมประสิทธิค์วาม
เหมือนที่ 0.51 พบว่าสามารถแยกกล้วยไม้สกุล
หวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์เูธและลกูผสมเป็น 7 กลุ่ม คอื 
กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ เอือ้งปากนกแกว้ กลุ่ม 2 ได้แก่ เอือ้ง
เงินหลวง เอื้องแซะหอม ลูกผสม 1 (ดอนมารี) 
ลูกผสม 4 (ลูกผสมดอนมารี) ลูกผสม 2 (รุ่งกมล 
เวศยว์รุฒม)์ และลกูผสม 3 (กรนีแลนเทริน์) กลุ่ม 3 
ได้แก่ เอื้องเงนิ เอื้องทอง และลูกผสม 5 (เอื้องเงนิ
หลวง x เอื้องทอง) ก ลุ่ม  4 ได้แก่  ลูกผสม  6 
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รปูท่ี 2 แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์ูเธและลูกผสม 15พนัธุ ์ทีไ่ดจ้ากเทคนิค
แฮตอารเ์อพดี ี

 
ตารางท่ี 2 ค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนของกลว้ยไมส้กุลหวายหมู่ไนโกรเฮอรซ์ูเธและลูกผสม 15 พนัธุ ์ทีไ่ด้

จากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 

เอือ้ปากนกแกว้ 1.000               
เอือ้งเงนิหลวง 0.403 1.000              

ลูกผสม 1 (ดอนมาร)ี 0.517 0.577 1.000             
ลูกผสม 2 (รุ่งกมล เวศยว์รุฒม)์ 0.421 0.649 0.671 1.000            

ลูกผสม 3 (กรนีแลนเทริน์) 0.465 0.514 0.535 0.679 1.000           
ลูกผสม 4 (ลูกผสมดอนมาร)ี 0.460 0.525 0.779 0.654 0.591 1.000          

เอือ้งแซะหอม 0.388 0.624 0.494 0.541 0.510 0.493 1.000         
เอือ้งเงนิ 0.329 0.506 0.455 0.547 0.543 0.465 0.516 1.000        
เอือ้งทอง 0.424 0.471 0.409 0.444 0.435 0.481 0.582 0.515 1.000       

ลูกผสม 5 (เอือ้งเงนิหลวง x เอือ้งทอง) 0.343 0.479 0.478 0.582 0.503 0.523 0.523 0.550 0.574 1.000      
เอือ้งตาเหนิ 0.236 0.304 0.304 0.338 0.283 0.274 0.325 0.338 0.295 0.367 1.000     
เอือ้งนางช ี 0.331 0.313 0.288 0.279 0.361 0.303 0.329 0.412 0.354 0.407 0.390 1.000    

เอือ้งแซะภูกระดงึ 0.313 0.291 0.231 0.252 0.256 0.197 0.262 0.296 0.209 0.237 0.344 0.344 1.000   
ลูกผสม 6 ( ฟรอสตีด้อนปากแดง) 0.437 0.500 0.509 0.506 0.500 0.483 0.456 0.469 0.447 0.480 0.300 0.439 0.336 1.000  

ลูกผสม 7 (ฟรอสตีด้อนปากเหลอืง) 0.403 0.382 0.472 0.416 0.388 0.500 0.382 0.362 0.365 0.386 0.355 0.380 0.339 0.532 1.000 
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(ฟรอสตี้ดอนปากแดง) และลูกผสม 7 (ฟรอสตี้ดอน
ปากเหลือง) กลุ่ม 5 ได้แก่ เอื้องตาเหิน กลุ่ม 6 
ได้แก่ เอื้องนางชี และกลุ่ม 7 ได้แก่ เอื้องแซะภู
กระดึง ซึ่งจากการศึกษาลักษณะสัณฐานพบว่า
กลว้ยไมส้กุลหวายลกูผสมมโีครงสรา้งดอกใกลเ้คยีง
กับพ่อแม่พันธุ์ และการจัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA 
พบว่ามคีวามสอดคลอ้งกบัลกัษณะสณัฐานดงักล่าว 
ได้แก่ ลูกผสม 1 (ดอนมาร)ี มค่ีาสมัประสทิธิค์วาม
เหมอืนใกลเ้คยีงกบัพ่อหรอืแม่เท่ากนั โดยใกลเ้คยีง
กบัแม่ (เอื้องปากนกแก้ว) (0.52) และใกล้เคยีงกบั
พ่อ (เอือ้งเงนิหลวง) (0.58) ส่วนลูกผสม 2 (รุ่งกมล 
เวศยว์รุฒม)์ ใกลเ้คยีงกบัแม่ (ดอนมาร)ี (0.65) และ
ใกลเ้คยีงกบัพ่อ (เอือ้งเงนิหลวง) (0.67) เป็นตน้ 

3.2 อภิปรายผล 
เทคนิคอารเ์อพดีคีอืเทคนิคทีใ่ชไ้พรเมอร์

แบบสุ่มเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่   
พอลิเมอเรส โดยขัน้ตอนการเข้าจบัของไพรเมอร์ 
(annealing temperature) จะใช้อุณหภูมิประมาณ 
35-42 องศาเซลเซียส (Williams et al., 1990) แต่
เพื่อเพิม่ความถูกต้องของลายพมิพ์ดเีอ็นเอให้มาก
ขึน้ จงึมีการพฒันาเป็นเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดย
เพิม่อุณหภูมชิ่วงการเขา้จบัของไพรเมอรส์งูขึน้เป็น 
46-62 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส  (Xiang et al., 2003; 
Boonsrangsom et al., 2008) ทัง้นี้เพื่อเป็นการเพิม่
ความจ าเพาะของการเข้าจบัระหว่างไพรเมอร์กับ
ล าดบันิวคลโีอไทด ์ซึง่มผีลต่อผลผลติจากปฏกิริยิา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสให้เพิ่มมากขึ้น ดงันัน้ลายพิมพ์   
ดีเอ็นเอจึงมีจ านวนแถบดีเอ็นเอลดลง แต่มีความ
เข้มของแถบดีเอ็นเอเพิ่มขึ้น (นฤมล และคณะ, 
2556) 

งานวิจัยนี้  เมื่อสกัดแยกดีเอ็นเอและ
น ามาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยแฮตอารเ์อพดี ีซึง่เป็น
เทคนิคที่ใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม แล้ววิเคราะห์แถบ    
ดีเอ็นเอจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้  พบว่าแฮต    
อาร์เอพีดีสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายหมู่   

ไนโกรเฮอร์ซูเธและลูกผสมทัง้ 15 พันธุ์ ได้เป็น 7 
กลุ่ม ซึ่งสอดคล้องกบังานวจิยัก่อนหน้านี้ที่ระบุว่า
สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับ
ลกัษณะสณัฐาน (นฤมล และคณะ, 2557) นอกจาก 
นี้ยงัพบว่าเทคนิคแฮตอารเ์อพดีสีามารถจดัจ าแนก
และแยกความแตกต่างทางพันธุกรรมของพืช
ลกูผสมไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ (Sitthiphrom et al., 
2006; Chundet et al., 2007) 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีสามารถใช้ศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมและการประเมิน
ความสมัพนัธข์องของพชืในวงศจ์ าปา (วรสิรา และ
คณะ, 2556) กล้วยสกุลมิวซา (ฐิติพร และคณะ, 
2556) แพรเซี่ยงไฮ้ (เกียรติชัย และคณะ, 2556) 
หม้อขา้วหม้อแกงลิง (เกียรติชยั และคณะ, 2557) 
ผักกาด (จาตุรงค์ และคณะ, 2557) ขมิ้น (วริสรา 
และคณะ, 2557) ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และ
ข้าวสายพนัธุ์กลายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (ฐิติพร 
และคณะ, 2557) กล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่
สงิโตสยาม (เกียรติชยั และคณะ, 2557) กล้วยไม้
สกุลกุหลาบ (วริสรา และคณะ, 2557) ข้าวมีส ี
(จาตุรงค์ และคณะ, 2557) กลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่ม
เอื้องสาย (นฤมล, 2557) กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่
เขม็ (จนิต์, 2558) นอกจากนี้เทคนิคแฮตอารเ์อพดีี
ยงัสามารถประยุกตใ์ชใ้นการตรวจสอบการกลายใน
ถัว่เขยีว (จาตุรงค ์และคณะ, 2556) ไดอ้กีดว้ย 
 

4. สรปุ  
เมื่อประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของ

กล้วยไม้สกุลหวายหมู่ไนโกรเฮอร์ซูเธและลูกผสม
จ านวน 15 พนัธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ีโดยใช้
ไพรเมอร์แบบสุ่ม 17 ชนิด แล้ววเิคราะห์ด้วยด้วย
โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 พบว่ากล้วยไม้สกุล
หวายหมู่ไนโกรเฮอร์ซูเธและลูกผสมมีความแตก 
ต่างทางพนัธุกรรม สามารถจ าแนกเป็น 7 กลุ่ม และ
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พบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเฉลี่ย 0.50 โดย
ลกูผสมดอนมารแีละดอนมารมีคีวามใกลช้ดิกนัมาก
ที่สุด (0.78) ซึ่งไพรเมอร์แบบสุ่ม 16 ชนิด ได้แก่ 
A22, A24, A27, A29, A30, A31, B23, B27, B32, 
C21, C28, C31, D23, E23, F23 แ ล ะ  F25 พ บ
แถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างสูง (คิดเป็น 100 
เปอรเ์ซน็ต์) และพบแถบดเีอน็เอที่เหมอืนกนัในทุก
พนัธุข์นาดประมาณ 500 คู่เบส จากไพรเมอร์ B22 
ดงันัน้ผลการวิจัยนี้สามารถน าไปเป็นแนวทางใน
การวางแผนการอนุรกัษ์ การปรบัปรุงพนัธุ ์และการ
ใชป้ระโยชน์จากกลว้ยไมอ้ย่างยัง่ยนืต่อไป 
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