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บทคดัย่อ 
กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนพบไดต้ามป่าลุ่มต ่าเขตรอ้นและป่าดงดบิ เป็นกลว้ยไมท้ีม่ดีอกสสีนัสวยงาม มี

กลิน่หอมอ่อน ๆ ดูแลเพาะเลี้ยงง่าย และทนต่อความแห้งแลง้ จงึไดร้บัความนิยมในการปลูกเป็นไมด้อกไม้
ประดบั ปัจจุบนัการจ าแนกพนัธุโ์ดยดูเพยีงลกัษณะสณัฐานท าไดย้ากและมคีวามผดิพลาดสงู ดงันัน้ผูว้จิยัจงึ
ศกึษาการจ าแนกชนิดและประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนดว้ยเทคนิคแฮต
อารเ์อพดี ีโดยใชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม 72 ไพรเมอร ์ผลการวจิยัพบว่า 37 ไพรเมอร ์สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
ของเอื้องเทยีนทัง้ 14 ชนิด ได ้หลงัจากนัน้ได้คดัเลอืกมา 31 ไพรเมอร ์เพื่อใช้ในการสรา้งลายพมิพ์ดเีอน็เอ 
ซึง่ปรากฏว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างชนิดไดด้้วยแถบดเีอน็เอทีจ่ าเพาะ โดยพบแถบดเีอน็เอที่ให้
ความแตกต่างทัง้หมด 257 แถบ นอกจากน้ียงัพบไพรเมอรท์ีส่ามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนแต่ละชนิดออกจากกนั
ไดด้้วยการใช้ไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีว จ านวน 10 ไพรเมอร ์เมื่อวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYS และสรา้ง
แผนภูมคิวามสมัพนัธด์ว้ยวธิกีารจดักลุ่มแบบ UPGMA พบว่ามคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนระหว่าง 0.31 ถงึ 
0.64 และสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนออกเป็น 5 กลุ่ม ซึ่งผลการวิจยันี้สามารถน าไปใช้ในการ
วางแผนเพื่อการอนุรกัษ์และการปรบัปรุงพนัธุต่์อไป 
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Abstract 
The Coelogyne can be found from tropical lowland forests to montage rainforests. The plants 

have beautiful, fragrant flowers, can tolerate drought and neglect. So, Coelogyne are popular orchids 
of growers by dwellings. Nowadays identification based on morphology is difficult and high error. 
Thus, High annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique was 
used to identify and assessment 14 species of Coelogyne. The total 72 random primers were 
screened and 37 primers could be used for DNA amplification. And then, selected thirty-one primers 
that can gave clear amplified products for used to construct DNA fingerprints. The result showed 
differences among 14 samples with specific DNA bands and were 257 polymorphic bands. In 
addition, 10 of 31 random primers were found to identify each sample using only one primer. A 
dendrogram, which constructed base on polymorphic bands using the NTSYS program, showed 
genetic similarities among the 14 species of Coelogyne with similarity coefficients ranging from 0.31 
to 0.64 and separated to 5 clusters. Finally these results indicate that the HAT-RAPD markers 
capable to specify Coelogyne, which used to planning in the breeding program and maintain.

Keywords: orchid; Coelogyne; genetic relationship; identification; HAT-RAPD  

1. ค าน า
กลว้ยไมเ้ป็นพชืทีม่คีวามสวยงามทัง้สดัสว่น

ของต้น ใบ ร่วมกับองค์ประกอบของดอกที่มี
ลวดลาย และสสีนัสวยงาม จึงท าให้กล้วยไม้ได้รบั
ความนิยมเป็นอย่างมาก น ามาปลูกตามบ้านเรอืน
เป็นไมด้อกไมป้ระดบั รวมถงึมกีารปรบัปรุงพนัธุใ์ห้
มีลกัษณะดอก และล าต้นสวยงามมากยิ่งขึ้น โดย
ประเทศไทยได้ชื่อว่าเป็นดินแดนแห่งกล้วยไม้ 
เนื่องจากมสีภาพภูมปิระเทศที่เหมาะสม มป่ีาไม้ที่
อุดมสมบูรณ์ เป็นแหล่งที่อยู่อาศยัของกล้วยไม ้ใน
แต่ละปีมกีารคา้ขายกลว้ยไมท้ัง้ในและนอกประเทศ
เป็นจ านวนมาก ประเทศไทยจึงเป็นผู้ผลิตและ
ส่งออกดอกกล้วยไม้เขตร้อนอนัดับ 1 ของโลก มี
อตัราเพิ่มของมูลค่าการส่งออกดอกกล้วยไม้ และ
ต้นกล้วยไม้ในช่วงปี  พ .ศ. 2552-2559 ร้อยละ 
19.09 และ 25.31 ตามล าดับ โดยมีสัดส่วนการ

ส่งออกดอกกล้วยไม้ประมาณร้อยละ 85 และต้น
กลว้ยไม้ประมาณร้อยละ 15 ของมูลค่าการส่งออก
ของกล้วยไม้ทัง้หมด (คณะกรรมการกล้วยไม้
แห่งชาติ, 2553) ท าให้อุตสาหกรรมกล้วยไม้ของ
ไทยสามารถสรา้งรายไดน้ าเงนิเขา้สู่ประเทศไดเ้ป็น
จ านวนมาก นอกจากนี้ยงัช่วยให้เกษตรกรผู้เพาะ 
เลีย้งกลว้ยไมม้รีายได ้และมคีวามมัน่คงในอาชพี  

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนจดัเป็นกล้วยไม้อิง
อาศัย ล าลูกกล้วยรูปไข่ มีตัง้แต่ขนาดเล็กจนถึง
ขนาดใหญ่ มเีพยีงปลอ้งเดยีว ใบรูปรจีนถงึรูปแถบ 
ออกทีป่ลายล า ม ี1-2 ใบ ใบอ่อนมว้นตามแนวยาว 
มอีายุหลายฤดูก่อนหลุดร่วง ช่อดอกเป็นช่อกระจะ 
ออกปลายหน่อใหม่หรอืออกทีป่ลายล าทีเ่จรญิเตม็ที่
ช่อดอกมทีัง้ตัง้ตรง ทอดเอยีง และห้อยลง มสีดีอก
หลายสี ได้แก่ สีขาว สีเขียว สีเหลือง จนถึงสีส้ม 
กลบีดอกเป็นรปูแถบ กลบีปากอยู่ทางดา้นล่าง มกัม ี
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หูปากรูปสามเหลี่ยม เสา้เกสรเรยีงยาวและที่ปลาย
แผ่เป็นครบีคลา้ยหมวก สกุลนี้มกีารกระจายพนัธุใ์น
เขตรอ้นของทวปีเอเชยีพบประมาณ 250 ชนิด และ
ในประเทศไทยพบแลว้ 27 ชนิด (สลลิ, 2548) สกุล
เอือ้งเทยีนมกีารลดจ านวนลงเรื่อย ๆ เน่ืองจากการ
ตดัไมท้ าลายป่า ท าใหท้ีอ่ยู่อาศยัของกลว้ยไมล้ดลง 
อีกทัง้กล้วยไม้ยังต้องการองค์ประกอบอื่น ๆ ที่
จ าเป็นต่อการเจรญิเตบิโต เช่น อาหาร เมื่อปัจจยัที่
ส าคญัต่อกล้วยไม้ลดลง ส่งผลให้กล้วยไม้ค่อย ๆ 
ลดจ านวนลง แพร่ขยายพันธุ์ตามธรรมชาติได้
น้อยลง เสีย่งต่อการสญูพนัธุ ์จงึตอ้งมกีารศกึษาเพื่อ
จ าแนกและประเมินความสมัพันธ์ทางพันธุกรรม 
(genetic relationship) ของกลว้ยไม้สกุลเอือ้งเทยีน 
ทัง้นี้เพื่อน ามาใชใ้นการวางแผนในการอนุรกัษ์และ
ปรับปรุงพันธุ์ โดยอาจท าได้ด้วยการดูลักษณะ
สณัฐาน (morphology) ภายนอก เช่น ดอก ใบ ราก 
แต่วิธีนี้มักมีความผิด พลาดสูง เนื่ องจากอาจมี
อิทธิพลของสิ่งแวดล้อมเข้ามาเกี่ยวข้อง ท าให้
ลักษณ ะภายนอกของกล้วยไม้ เปลี่ยนแปลง 
นอกจากนี้ยงัตอ้งมคีวามเชีย่วชาญในการแยกความ 
แตกต่างของกล้วยไม้แต่ละชนิดอีกด้วย ดงันัน้จึง
ควรใช้เครื่องหมายดเีอน็เอ (DNA marker) มาช่วย
ในการจ าแนกและประเมินความ  สัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุ ล เอื้อง เทียนด้วย 
เนื่ องจาก เครื่องหมายดีเอ็น เอบางประเภทมี
ประสิทธิภาพสูง ท าได้ง่าย รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอ
ปรมิาณน้อย สามารถตรวจสอบไดค้รอบคลุมทัว่ทัง้
จีโนม และไม่มีอิทธิพลของสิ่งแวดล้อมเข้ามา
เกีย่วขอ้ง 

งานวิจัยที่ เคยรายงานก่อนหน้านี้พบว่า
นักวิจัยได้ประยุกต์ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอในการ
จ าแนกและประเมนิความสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้ าเรจ็
มาแล้วหลายสกุล ได้แก่ กล้วยไม้ช้างและลูกผสม 
(นฤมล, 2556) กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 
(นฤมล, 2557) กลว้ยไมส้กุลกุหลาบ (วรสิรา, 2557) 

กล้วยไม้สกุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยาม (เกยีรติ
ชยั และคณะ, 2557) เป็นต้น นอกจากนี้ยงัสามารถ
ประยุกตใ์ชก้บัพชือื่น ไดแ้ก่ พชืในวงศจ์ าปา (วรสิรา 
และคณะ, 2556) กลว้ยสกุลมวิซา (ฐติพิร และคณะ, 
2556) แพรเซี่ยงไฮ้ (เกียรติชัย และคณะ, 2556) 
หม้อข้าวหม้อแกงลงิ (เกียรติชยั และคณะ, 2557) 
ผักกาด (จาตุรงค์ และคณะ, 2557) ขมิ้น (วริสรา 
และคณะ, 2557) ข้าวพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 และ
ข้าวสายพนัธุ์กลายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 (ฐิติพร 
และคณะ, 2557) ขา้วมสี ี(จาตุรงค ์และคณะ, 2557) 
ส าหรบังานวจิยัเกีย่วกบักลว้ยไม้สกุลเอือ้งเทยีนใน
ประเทศไทยยงัมคี่อนขา้งน้อย  

ด้วยความส าคญัดงักล่าว คณะผู้วิจยัจงึได้
ศึกษาการจ าแนกชนิดและประเมินความสมัพันธ์
ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high annea-
ling temperature-random amplified polymorphic 
DNA) ซึ่งเป็นวธิทีี่ปรบัปรุงมาจากเทคนิคอารเ์อพดี ี
( RAPD, random amplified polymorphic DNA) 
คือ มีการเพิ่มอุณหภูมิ (annealing temperature) 
ในขัน้ตอนการเข้าจับกับดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) ของไพรเมอร ์(primer) จาก 35-42 เป็น 
46-62 องศาเซลเซียส ซึ่งจะให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
(DNA fingerprint) มีความชัดเจนมากขึ้นและให้
แถบดเีอน็เอ (DNA band) ทีม่คีวามหลากรปู (poly-
merphism) เ พิ่ ม ขึ้ น  (Anuntalabhochai et al., 
2000) อย่างไรก็ตาม เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีอาศัย
หลกัการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลูกโซ่พอ
ลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain 
reaction) เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอแบบสุ่ม (Welsh and 
McClelland, 1990) ไพรเมอร์จะเข้าจบักบัดีเอ็นเอ
แม่แบบภายในจโีนม โดยใช้ไพรเมอร์ที่ไม่จ าเพาะ
เจาะจง (arbitrary primer) หรือไพรเมอร์แบบสุ่ม 
(random primer) ข น า ด  8-12 นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด ์
(nucleotide) ซึ่งเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และรวดเร็ว 



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

 91 

รวมทัง้ประหยดัค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมาย  
ดี เ อ็ น เ อ  (DNA marker technique) ช นิ ด อื่ น 
(Sitthiphrom et al., 2006) 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างกล้วยไม้ 
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน (Coelogyne) ที่ใช้

ในงานวจิยันี้ จ านวน 14 ชนิด ไดแ้ก่ (1) เอือ้งเทยีน
ใบแคบ (C. viscosa Rchb. f.) (2) เอื้องเทียนล า
เขียว (C. lentiginosa Lindl.) (3) เอื้องเทียนหิน  
(C. calcicola Kerr.) (4) เอื้องเทยีนน้อย (C. lactea 
Rchb. f.) (5) เอื้องเทียนส้ม (C. fuscescens var. 
brunnea) (6) เอื้องเทียนบาร์บาตา (C. barbata 
Lindl. ex Griff.) (7) เอื้องมัน (C. cumingii Lindl.) 
(8) เอื้องหมาก (C. trinervis Lindl.) (9) เอื้องเทยีน
ขาว [C. nitida (Wall. Mss.) Lindl.] (10) เอื้องสาย
เ ส ริ ต  [ C. rochussenii (de Vriese) Kuntze]     
(11) เอื้องล าเทียนปากด า (C. brachyptera Rchb. 
f.) (12) เอื้ อ ง เที ย น ให ญ่ ล า ว  (C. eberhardtii 
Gagnep.) (13) เอื้องผาหมอก (C. xyrekes Ridl.) 
และ (14) เอือ้งเทยีนใบร ี(C. fimbriata Lindl.) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
น าใบกลว้ยไมเ้อือ้งเทยีนทัง้ 14 ชนิด มา

สกดัดเีอน็เอดว้ยวธิปีระยุกต์จาก Doyle และ Doyle 
(1978) โดยชัง่ชิ้นส่วนใบกล้วยไม้ 2-3 กรัม เติม
บฟัเฟอรส์กดั (extraction buffer ที่ประกอบด้วย 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) ซึ่งอุ่นในอ่างน ้าอุณหภูม ิ
60 องศาเซลเซียส ปรมิาตร 20 มิลลิลติร และเติม
พอลไิวนิลไพโรลโิดน (polyvinyl pyrolidone, PVP) 
0.3 กรัม  ลงในโกร่ง บดให้ละเอียดจนเป็นเนื้ อ
เดยีวกนั เทสว่นผสมทัง้หมดลงในหลอดเซนตรฟิิวจ์
ขนาด 50 มลิลลิติร เติมเบตาเมอแคปโทเอทานอล 
(β-mercaptoethonol) ปรมิาตร 20 ไมโครลติร แลว้

น าไปบ่มที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง โดยผสมให้เป็นเนื้อเดียวกนัโดยการกลับ
หลอดไปมาเป็นระยะ ๆ แลว้วางไวใ้หเ้ยน็ลงเท่ากบั
อุณหภูมหิอ้ง จากนัน้เตมิ คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิ
แอลกอฮอล์ (chloroform : isoamyl alcohol, 24:1) 
ปรมิาตร 1 เท่า ผสมให้เป็นเนื้อเดยีวกนั ด้วยการ
กลบัหลอดไปมาเบา ๆ น าไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็
รอบ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาท ีดูดสารละลาย
ส่วนบนใส่หลอดใหม่ แล้วเติมลเินียรพ์อลอิะคริลา-
ไมด ์(linear polyacrylamide) ปรมิาตร 100 ไมโคร 
ลติร และไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปรมิาตร 
1 เท่า ผสมให้เป็นเนื้อเดยีวกนัด้วยการกลบัหลอด
ไปมาเบา ๆ แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g เป็นเวลา 
15 นาที จากนัน้เทสารละลายส่วนใสทิ้งและล้าง
ตะกอนดว้ยเอทานอล 70 เปอรเ์ซน็ต์ ท าให้ตะกอน
แห้งด้วยการระเหยเอทานอลที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี(เปิดฝาหลอด) ละลาย
ตะกอนด้วยบฟัเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 mM Tris-
HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ป ริม าต ร 1 
มลิลลิติร จากนัน้เตมิ RNaseA ปรมิาตร 2.5 ไมโคร 
ลติร แลว้น าไปบ่มที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายลงสู่หลอดเซนตรฟิิวจข์นาด 1.5 
มลิลลิติร จ านวน 2 หลอด หลอดละ 500 ไมโครลติร 
เตมิ ฟีนอล : คลอโรฟอรม์ : ไอโซเอมลิแอลกอฮอล ์
(phenol : chloroform : isoamyl alcohol, 25:24:1) 
ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เป็นเนื้อเดยีวกนั
ด้วยการกลับหลอดไปมาเบา ๆ แล้วน าไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 x g เป็นเวลา 10  
นาที เมื่อครบเวลาดูดสารละลายใสส่วนบนลงสู่
หลอดใหม่ แล้วเติม  คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ผสมให้เป็น
เนื้อเดียวกนัด้วยการกลบัหลอดไปมาเบา ๆ แล้ว
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 12,000 x g เป็น
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เวลา 10 นาท ีเมื่อครบเวลาดดูสารละลายใสสว่นบน
ใส่หลอดใหม่ แล้วเติมลิเนียร์พอลิอะครีลาไมด ์
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั ้นเติมสารละลาย 
sodium acetate ความเข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) 
ปรมิาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปรมิาตรทัง้หมด ผสม
ให้เป็นเนื้อเดยีวกนัดว้ยการกลบัหลอดไปมาเบา ๆ 
เตมิไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปรมิาตร 1 เท่า 
ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันด้วยการกลบัหลอดไปมา
เบา ๆ แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 30 นาท ีเมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวีย่งที่
ความเรว็รอบ 12,000 x g รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 15 
นาท ีจากนัน้เทสารละลายส่วนใสทิง้แลว้ลา้งตะกอน
ด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ท าให้ตะกอนแห้ง
ด้วยการระเหยเอทานอลที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาท ี(เปิดฝาหลอด) ละลาย
ตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ทีอีปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
แล้วเกบ็สารละลายดเีอน็เอไว้ที่อุณหภูม ิ-20 องศา
เซลเซยีส 

2.3 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ
ของดีเอน็เอ 

น าดเีอน็เอทีส่กดัไดม้าตรวจสอบด้วยวธิ ี
อเิลก็โทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส 
(agarose gel) 0.8 เปอรเ์ซน็ต์ โดยมวลต่อปรมิาตร 
ยอ้มแถบดเีอน็เอดว้ยเอธเิดยีมโบรไมดค์วามเขม้ขน้ 
0.5 ไมโครกรมัต่อมิลลลิิตร เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
ตรวจสอบด้วยเครื่อง gel documen-tation เพื่ อ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการวัดค่าการ
ดดูกลนืแสงอลัตราไวโอเลต็ (ultraviolet) ดว้ยเครื่อง
สเปกโทรโฟโทมิเตอร์ (spectrophoto-meter) โดย
เจอืจางสารละลายดเีอน็เอ 50 เท่า และหาอตัราสว่น
ของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 
280 นาโนเมตร  

2.4 การสรา้งเครือ่งหมายแฮตอารเ์อพีดี  
2.4.1 การคดักรองไพรเมอร ์

น าดเีอน็เอของเอือ้งเทยีนทัง้หมดมา 

เจอืจางให้มคีวามเข้มขน้ 100 นาโนกรมัต่อไมโคร 
ลติร จากนัน้ดดูสารละลายดเีอน็เอของเอือ้งเทยีนทัง้ 
14 ชนิด ชนิดละ 10 ไมโครลิตร ผสมลงในหลอด
เซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 ไมโครลิตร หลอดเดียวกัน 
น ามาใช้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในการเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  โดยใช ้ 
ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ไพรเมอร์ คือ ไพรเมอร์ชุด 
A2, B2, C2, D2, E2 และ F2 จากบริษัท  Wako 
Company (Japan) ซึ่งมีขนาด 12 นิวคลีโอไทด ์
โดยองค์ประกอบของสารที่ใช้ในการเพิ่มปริมาณ   
ดี เอ็น เอ  ได้แก่  ดี เอ็น เอ  100 นาโนกรัม  (ng) 
บัฟ เฟอร์ 1 เท่ า (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl 
pH 8.4 และ 2.5 mM MgCl2) ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
250 นาโนโมลาร์ นิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, 
dCTP, dGTP และ dTTP) ชนิ ดละ 200 ไม โคร    
โมลาร์ และเอนไซม์ Taq DNA polymerase (RBC 
Taq DNA polymerase) 1 ยู นิ ต  (unit) (น ฤ ม ล , 
2555) 

ปฏิกริยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสประกอบ 
ด้ วย  3 ขั ้น ต อน  คือ  (1) initial denaturation ที่
อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส นาน 3 นาท ีจ านวน 1 
รอบ (2) denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วนิาท ีและ annealing ทีอุ่ณหภูม ิ46 องศา
เซลเซยีส นาน 30 วนิาท ีและ extension ทีอุ่ณหภูม ิ
72 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ีท าซ ้ารวม 40 รอบ 
และ (3) complete extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที หลงัจากนัน้ตรวจสอบลาย
พมิพด์เีอน็เอดว้ยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอรเ์ซน็ต ์(นฤมล, 2555) 

2.4.2 การสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ 
น าไพรเมอรท์ีค่ดัเลอืกไดจ้ากขัน้ตอน

การคัดกรองไพรเมอร์ มาใช้ในการเพิ่มปริมาณ     
ดเีอน็เอของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทัง้หมด แลว้น า
ผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมา
ตรวจสอบด้วยวธิีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
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ความเขม้ขน้ 1.5 เปอรเ์ซน็ต์ จากนัน้น าแผ่นเจลไป
ย้อมในเอธิเดียมโบรไมด์นาน 5 นาที แล้วน าไป
ถ่ายภาพเจลดว้ยเครื่อง gel documentation  

2.5 การวเิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอ 
น าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบ

การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ โดยถ้าปรากฏแถบ    
ดีเอ็นเอจะให้ค่าเท่ากับ 1 และถ้าไม่ปรากฏแถบ    
ดเีอน็เอจะใหค้่าเท่ากบั 0 จากนัน้น าผลการนับแถบ
ดีเอ็นเอที่ได้ไปวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิค์วาม
เหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 แลว้สรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pairgroup method with arithmetic 
mean) (Rohlf, 2002) 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสของเทคนิคแฮต

อาร์เอพีดีซึ่งใช้ดีเอ็นเอผสมเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ 
โดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ไพรเมอร์ พบว่าม ี  
ไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเอื้อง
เทียนทัง้ 14 ชนิด จ านวน 37 ไพรเมอร์ (คิดเป็น 
51.39 %) จากนัน้คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ผลอย่าง
ชดัเจนมา 31 ไพรเมอร ์เพื่อสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ
ของเอื้องเทียนทัง้ 14 ชนิด (รูปที่ 1) ปรากฏว่ามี
แถบดเีอน็เอทัง้หมด 257 แถบ เป็นแถบดเีอ็นเอที่
ให้ความแตก ต่างกันในแต่ละชนิดของเอื้องเทียน 
(polymorphic band) ขนาดประมาณ 300-3000 คู่
เบส ซึ่งเทคนิคแฮตอารเ์อพีดีนี้จะให้ไพรเมอร์แบบ
สุ่มเขา้จบักบัดเีอน็เอแม่แบบในต าแหน่งที่แตกต่าง
กัน  ขึ้นอยู่กับว่าต าแหน่งที่ เข้าจับนั ้นมีล าดับ        
นิวคลโีอไทดเ์ปลีย่น แปลงไปหรอืไม่ โดยอาจมกีาร
เพิม่ ขึน้ การขาดหายไป หรอืการแทนทีข่องล าดบั 
นิวคลโีอไทด์ ท าให้ไพรเมอร์ไม่สามารถเขา้จบั จงึ
ให้ลายพมิพ์ดีเอน็เอของพืชแต่ละชนิดแตกต่างกนั 
(สุรนิทร์, 2552) ท าให้สามารถจ าแนกและประเมิน

ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของกลว้ยไม้สกุลเอือ้ง
เทียนได้ นอกจาก นี้ยงัพบว่าลายพิมพ์เอ็นเอของ
เอื้องเทียนแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน ปรากฏ
แถบดเีอน็เอที่จ าเพาะกบัเอื้องเทยีนชนิดนัน้ ๆ จงึ
สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนแต่ละชนิดออกจากกนัได้
ด้วยการใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดยีว มีทัง้หมด 10 
ไพรเมอร์ ได้แก่ A27, A30, A32, B21, B27, C21, 
C24, C29, D22 และ F29 

เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยบันทึก
การปรากฏของแถบดีเอ็นเอ แล้วให้ค่าเท่ากับ 1 
และไม่ปรากฏแถบใหค้่าเท่ากบั 0 จากนัน้น าไปหา
ค่าสัมประสิทธิค์วามเหมือน และสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ด้วยวิธีการจัดกลุมแบบ UPGMA 
พบว่าค่าสมัประสทิธค์วามเหมอืนของกลว้ยไมส้กุล
เอื้องเทียนที่ใช้ในงานวิจัยนี้  14 ชนิด มีค่า 0.31-
0.64 โดยเอื้องเทียนล าเขยีวและเอื้องล าเทยีนปาก
ด ามค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืนมากทีสุ่ด คอื 0.64 
ในขณะที่ เอื้องสายเสริตมีค่าสัมประสิทธิค์วาม
เหมือนน้อยที่สุด คือ 0.31 ซึ่งสามารถแบ่งกลุ่ม
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนเป็น 5 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 
เอื้องเทียนใบแคบ เอื้องเทียนน้อย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 
เอื้องมัน กลุ่มที่ 3 แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่ม
ย่อยที ่3.1 ไดแ้ก่  เอือ้งเทยีนล าเขยีว เอือ้งล าเทยีน
ปากด า เอื้องเทยีนขาว เอื้องหมาก เอื้องผาหมอก 
เอือ้งเทยีนหนิ เอือ้งเทยีนบารบ์าตา เอือ้งเทยีนใหญ่
ลาว และกลุ่มย่อยที ่3.2 ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนสม้ กลุ่มที ่
4 ได้แก่ เอื้องเทียนใบรี และกลุ่มที่ 5 ได้แก่ เอื้อง
สายเสรติ (รปูที ่2) 

เมื่อพิจารณาแผนภูมิความสมัพันธ์พบว่า
เอื้องเทียนล าเขียวและเอื้องล าเทียนปากด ามีค่า
สมัประสทิธิค์วามเหมอืนเท่ากนั คอื 0.64 (รูปที่ 3) 
สอดคล้องกับผลการวิจัยของ ภัทรา และคณะ 
(2559) ซึง่ได้จ าแนกและประเมนิความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทยีนด้วยเทคนิค
ไอเอสเอสอาร ์ แสดงว่าเอือ้งเทยีนล าเขยีวและเอือ้ง 
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รปูท่ี 1 ลายพมิพด์เีอน็เอทีส่รา้งจากเครื่องหมายแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร ์F23 [M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน 
1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™ Life Technology, USA) และ 1-14 คอื (1) เอือ้งเทยีนใบแคบ 
(2) เอือ้งเทยีนล าเขยีว (3) เอือ้งเทยีนหนิ (4) เอือ้งเทยีนน้อย (5) เอือ้งเทยีนสม้ (6) เอือ้งเทยีนบารบ์า
ตา (7) เอื้องมนั (8) เอื้องหมาก (9) เอื้องเทยีนขาว (10) เอื้องสายเสรติ (11) เอื้องล าเทียนปากด า 
(12) เอือ้งเทยีนใหญ่ลาว (13) เอือ้งผาหมอก และ (14) เอือ้งเทยีนใบร ีตามล าดบั] 

 

 
 

รปูท่ี 2 แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทัง้ 14 ชนิด ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 
ล าเทียนปากด ามคีวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกล ้
เคียงกนัมาก โดยคาดว่าอาจเป็นเอื้องเทียนชนิด
เดยีวกนัมาก่อน แต่เมื่อมกีารแพร่กระจายพนัธต์าม
ธรรมชาตใินภูมปิระเทศต่าง ๆ ของประเทศไทย ท า
ใหม้กีารเปลีย่นแปลงไป เนื่องจากการผสมพนัธุแ์ละ 
การคัดเลือกโดยธรรมชาติ โดยการมีวิวฒันาการ

ร่วมกนั และอาจมีอทิธิพลจากสิง่แวดล้อมในพื้นที่
นัน้ ในขณะที่เอื้องสายเสรติมีค่าสมัประสทิธิค์วาม
เหมอืนกบัเอือ้งเทยีนชนิดอื่นน้อยทีสุ่ด คอื 0.31 ซึง่
มีความแตกต่างมากที่สุดและถูกจดักลุ่มแยกออก
จากอีก 4 กลุ่ม สอดคล้องกับลักษณะสัณฐาน 
เนื่องจากเอื้องสายเสรติจดัอยู่ในหมู่ Tomentosae 

 



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

 95 

ที่มีลักษณะการออกดอกแบบเป็นช่อทิ้งห้อยลง
ประมาณ 12-26 ดอกต่อช่อ แตกต่างกบัเอือ้งเทยีน
ชนิดอื่นที่ออกดอกแบบช่อตัง้ตรงหรือทอดเอียง 

จ านวน 4-6 ดอกต่อช่อ จึงมีแนวโน้มว่าอาจเป็น
บรรพบุรุษของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน 

 

 
 

รปูท่ี 3 ค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนของเอือ้งเทยีนทัง้ 14 ชนิด ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 

ดงันัน้งานวิจยันี้จึงแสดงประสทิธิภาพของ
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีในการจ าแนกและประเมิน
ความ สมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลเอือ้ง
เทยีนได้ เช่นเดยีวกบัพชืชนิดอื่น ไดแ้ก่ พชืในวงศ์
จ าปา (วริสรา และคณะ, 2556) กล้วยสกุลมิวซา 
(ฐิติพร และคณะ, 2556) แพรเซี่ยงไฮ้ (เกียรติชัย 
และคณะ, 2556) หม้อข้าวหม้อแกงลิง (เกียรติชยั 
และคณะ, 2557) ผักกาด (จาตุรงค์ และคณะ, 
2557) ขมิน้ (วรสิรา และคณะ, 2557) ขา้วพนัธุข์าว
ดอกมะล ิ105 และขา้วสายพนัธุก์ลายพนัธุข์าวดอก
มะลิ 105 (ฐิติพร และคณะ, 2557) กล้วยไม้สกุล
สงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยาม (เกยีรติชยั และคณะ, 

2557) กล้วยไม้สกุลกุหลาบ (วริสรา และคณะ, 
2557) ขา้วมสี ี(จาตุรงค์ และคณะ, 2557) กลว้ยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย (นฤมล, 2557) กล้วยไม้
สกุลแวนดา้หมู่เขม็ (จนิต์, 2558) นอกจากนี้เทคนิค
แฮตอาร์เอพีดียังสามารถประยุกต์ใช้ในการตรวจ 
สอบการกลายในถัว่เขียว (จาตุรงค์ และคณะ , 
2556) ไดอ้กีดว้ย 
 

4. สรปุ 
การจ าแนกและการประเมินความสมัพันธ์

ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนด้วย
เครื่องหมายแฮตอาร์เอพดีโีดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม 
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72 ไพรเมอร์ ผลการวิจัยพบว่าเครื่องหมายแฮต 
อารเ์อพดีมีปีระสทิธภิาพในการจ าแนกและประเมนิ
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของกลว้ยไม้สกุลเอือ้ง
เทียนได้ โดยสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้อง
เทยีนแต่ละชนิดออกจากกนัไดด้้วยการใชไ้พรเมอร์
เพียงชนิดเดียวจ านวน 10 ไพรเมอร์ เมื่อน าไป
วเิคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS และจดักลุ่มแบบ 
UPGMA พบว่าสามารถแบ่งได้ 5 กลุ่ม นอกจากนี้
ยงัพบว่าเอือ้งล าเทยีนปากด าและเอือ้งเทยีนล าเขยีว
มีความเหมือนกันทางพันธุกรรมมากที่สุด มีค่า
สมัประสทิธิค์วามเหมอืน คอื 0.64 และพบว่าเอื้อง
สายเสรติมีความแตกต่างมากที่สุด ซึ่งคาดว่าอาจ
เป็นบรรพบุรุษของสกุลเอือ้งเทยีน 
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