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บทคดัย่อ 
สงิโตกลอกตา (Bulbophyllum) เป็นกล้วยไม้สกุลใหญ่ อยู่ในวงศ์ Orchidaceae พบได้ในป่าเขตร้อน 

ปัจจุบนักลว้ยไมก้ลุ่มนี้ลดปรมิาณลงอย่างรวดเรว็ อกีทัง้การจ าแนกกลว้ยไมก้ลุ่มนี้ดว้ยลกัษณะสณัฐานนัน้ท า
ไดย้ากและต้องใชค้วามเชีย่วชาญ ดงันัน้จงึมคีวามจ าเป็นทีจ่ะต้องศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและ
สรา้งลายพมิพ์ดเีอน็เอเพื่อใชจ้ดัจ าแนกชนิดและพนัธุใ์นระดบัโมเลกุล ซึง่สามารถใชว้างแผนการอนุรกัษ์และ
ปรบัปรุงพนัธุต่์อไป โดยศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไม้สกุลสงิโตกลอกตากลุ่มสงิโตสยามที่
พบในประเทศไทย จ านวน 12 ชนิด ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและเทคนิคไอเอสเอสอาร์ โดยในส่วนของ
เทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีชไ้พรเมอรแ์บบสุ่ม จ านวน 20 ชนิด และในส่วนของเทคนิคไอเอสเอสอาร ์ใชไ้พรเมอร์
ไมโครแซทเทลไลท ์จ านวน 11 ชนิด พบว่าเทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละเทคนิคไอเอสเอสอาร ์สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างชนิดได้ด้วยแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกบัพันธุ์ นอกจากนัน้ยงัสามารถจ าแนกชนิดได้โดยใช ้  
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ไพรเมอรเ์พยีงชนิดเดยีวสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ เมื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธกุรรมพบว่ามคี่าดชันีความ
เหมอืน 0.23-0.49 และ 0.16-0.49 ตามล าดบั เมื่อวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยใชข้อ้มูลแถบ 
ดเีอน็เอของทัง้สองเทคนิคมาวเิคราะหผ์ลร่วมกนั พบว่าสามารถจ าแนกกลว้ยไมก้ลุ่มนี้ไดเ้ป็น 5 กลุ่ม โดยมคี่า
ดชันีความเหมอืน 0.20-0.49 เมื่อเปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห์ความสมัพนัธข์องแต่ละเครื่องหมายเทยีบกบั
ลกัษณะสณัฐานพบว่าการใชเ้ทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละเทคนิคไอเอสเอสอารร์่วมกนัใหผ้ลดทีีส่ดุ 
 

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

Bulbophyllum is one of the largest orchids genus belonging to family Orchidaceae and well-
known as tropical area plants. Nowadays Bulbophyllum are dramatically reduced and its 
morphological identification is much more difficult which requires skilled and experienced persons. So 
it is necessary to understand the genetic diversity and DNA fingerprinting of orchids to identify and 
classify correctly in the molecular level that lead to the plans for orchids conservation and breeding 
program in the future. In this study, 20 random primers of HAT-RAPD technique and 11 
microsatellite primers of ISSR technique were used to study the genetic relationship among 12 
species of Sestochilus section, member of Bulbophyllum found in Thailand. The result showed that 
HAT-RAPD markers and ISSR markers are able to make the differences among 12 species with 
specific DNA bands even by using as only one primer. A dendrogram constructing based on 
polymorphic bands showed genetic similarities among 12 clusters with the similarity coefficients 
ranging from 0.23 to 0.49 and 0.16 to 0.49, respectively. It also provides an analysis of genetic 
diversity using the DNA band of two markers analysis together. A dendrogram constructed showed 
genetic similarities among 12 clusters with the similarity coefficients ranging from 0.20 to 0.49 as well 
as the analysis of genetic diversity. Molecular markers and morphology comparative analysis found 
that using HAT-RAPD technique and ISSR technique analysis together give the best results. 
 

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

กลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตา (Bulbophyllum) 
เป็นกล้วยไม้สกุลใหญ่ จดัอยู่ในวงศ์ย่อย Epiden-
droideae พบตามธรรมชาตมิากกว่า 2,000 ชนิด มี
การจดัจ าแนกเป็นหมู่โดยน าลกัษณะที่ใกลเ้คยีงกนั
มารวม ไว้ ในหมู่ เดียวกัน  เพื่ อ ให้ จ าแนกและ
ตรวจสอบชนิดพนัธุ์ได้ง่าย โดยแต่ละหมู่มลีกัษณะ
แตกต่างกนัไป ซึง่จ าแนกไดเ้ป็น 15 หมู่ 

กลว้ยไมก้ลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโต
สยาม [Sestochilus (Breda) Benth. & Hook. f.] มี
ลักษณะส าคัญ คือ มีล าลูกกล้วยปรากฏเด่นชัด 
ตัง้แต่ขนาดเลก็จนถงึขนาดใหญ่ แต่ละล าลกูกลว้ยมี
เพยีงใบเดยีว ใบใหญ่และกวา้ง แผ่นใบหนา โดยใน
ประเทศไทยพบกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโต
สยาม 12 ชนิด ได้แก่ สงิโตประหลาด (B. affine) 
สิงโตขยุกขยุย  (B. dayanum) สิงโตอีคอร์ (B. 
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ecornutum) สงิโตสยาม (B. lobbii) สงิโตกา้มปใูหญ่ 
(B. macranthum) สิง โตก้ ามปู แดง (B. patens) 
สงิโตงาม (B. orectopetalum) สงิโตเขีย้วเชยีงดาว 
(B. pectinatum) พญาสงิโต (B. polystictum) สงิโต
ปากนกแก้ว (B. psittacoglossum) สิงโตอาจารย์
เตม็ (B. smitinandii) และสงิโตสุครินิ (B. rugosum) 
(สลลิ, 2553) 

ดังนัน้ผู้วิจ ัยจึงได้ศึกษาความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้สกุลสงิโตกลอกตาหมู่
สงิโตสยามที่มอียู่ในประเทศไทยด้วยการวเิคราะห์
ลายพมิพ์ดเีอน็เอที่ได้มาจากเทคนิคแฮตอารเ์อพีด ี
( HAT-RAPD, high annealing temperature - 
random amplified polymorphic DNA) และเทคนิค
ไอ เอ ส เอ ส อ าร์  ( ISSR, inter-simple sequence 
repeat) โดยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีใีชไ้พรเมอรแ์บบ
สุ่มขนาด 8-12 นิวคลีโอไทด์ ในการเพิ่มปริมาณ    
ดเีอน็เอด้วยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสหรอืพซีอีาร ์
(PCR, polymerase chain reaction) (Williams et 
al., 1990) ซึ่งเป็นวิธีที่ท าได้สะดวก รวดเร็ว ใช้     
ดีเอ็นเอปริมาณน้อย ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูล
ล าดับ ดี เอ็น เอ  แ ละป ระห ยัดค่ า ใช้ จ่ าย ก ว่ า
เครื่องหมายดีเอ็น เอชนิดอื่ น  (สุรินทร์ , 2552) 
เครื่องหมายไอเอสเอสอาร์ เป็นเทคนิคที่รวมเอา
ข้ อ ดี ข อ ง เค รื่ อ งห ม าย ไม โค รแ ชท เท ล ไลท์ 
(microsatellite) เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP, 
amplified fragment length polymorphisms) และ
เครื่องหมายอาร์เอพีดี (RAPD, random amplified 
polymorphic DNA) ไ ว้ ด้ ว ย กั น  (Bao and 
Jonathan, 2001) ปั จ จุ บั น นิ ย ม ใช้ กั น อ ย่ า ง
กว้างขวาง เนื่องจากเทคนิคไม่จ าเป็นต้องทราบ
ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับเทคนิค     
อารเ์อพดี ีโดยมหีลกัการ คอื ใชไ้พรเมอรท์ี่มลี าดบั
นิวคลีโอไทด์เป็นไมโครแซทเทลไลท์ความยาว
ประมาณ 16-25 นิวคลโีอไทด ์และเตมินิวคลโีอไทด์
คัดเลือก โดยไพรเมอร์จะเข้าจับต าแหน่งไมโคร-

แซทเทลไลท์ 2 ต าแหน่ง ใกล้ ๆ กัน แล้วเพิ่ม
ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างไมโครแซทเทลไลท ์
2 ต าแหน่ง ซึ่งเรียกชิ้นดีเอ็นเอนี้ว่าไอเอสเอสอาร ์
ข้อดีของเครื่องหมายนี้  คือ ท าได้ง่าย รวดเร็ว ไม่
จ า เป็ นต้ อ งท ราบล าดับนิ วคลีโอไทด์  และมี
ความสามารถในการท าซ ้าสงู (Powell et al., 1996; 
สรุนิทร,์ 2552) 
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 กล้วยไม้สกลุสิงโตกลอกตาหมู่สิงโต
สยาม 

กล้วยไม้ที่ใช้ในการวิจัยนี้คือกล้วยไม้
สกุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยาม 12 ชนิด ที่พบใน
ประเทศไทย ได้แก่ สิงโตก้ามปูใหญ่ สิงโตก้ามปู
แดง สงิโตประหลาด สงิโตอาจารย์เต็ม พญาสงิโต 
สงิโตสยาม สงิโตงาม สงิโตอีคอร์ สงิโตขยุกขยุย 
สงิโตเขี้ยวเชียงดาว สิงโตปากนกแก้ว และสิงโต    
สคุรินิ 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลสิงโต

กลอกตาหมู่สงิโตสยามด้วยวธิปีระยุกต์จาก Doyle 
และ Doyle (1987) โดยบดใบกลว้ยไม ้3-4 กรมั 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 ซึ่งมีเมอร์แคปโทเอทา-
นอล (2-mercaptoethanol) 20 ไม โครลิต ร และ   
พ อลิไวนิ ล ไพ รโรลิ โดน  (polyvinylpyrrolidone, 
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 
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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 
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  

ตรวจสอบปรมิาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวธิีวดั
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 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคแฮตอารเ์อพีดีและไอเอสเอสอาร ์

2.3.1 การคดัเลอืกชนิดไพรเมอร ์
น าดีเอ็นเอผสมของกล้วยไม้สกุล

สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทัง้ 12 ชนิด มาท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  โดยเทคนิคแฮต-     
อาร์เอพีดีใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม  จ านวน 72 ชนิด 
แบ่งเป็นไพรเมอรช์ุด A2, B2, C2, D2, E2 และ F2 
จากบรษิัท Wako Company (ประเทศญี่ปุ่ น) ส่วน
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ใช้ไพรเมอร์ที่มีล าดับเป็น    
ไมโครแซทเทลไลท ์จ านวน 35 ชนิด และตรวจสอบ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจล   
อะกาโรส 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโน
กรมั ด้วยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสในบฟัเฟอร์ 1 
เท่ า (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 
2.5 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลโีอไทด์ 4 ชนิด (dATP, 
dCTP, dGTP แ ล ะ  dTTP) ช นิ ด ล ะ  200 M     
ไพรเมอรแ์บบสุ่ม 250 nM และเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase (InvitrogenTM life technology, Brazil) 
1 ยนูิต (นฤมล และคณะ, 2555) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี  3 
ขัน้ตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซยีส นาน 30 วนิาท ีอุณหภูม ิ46 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 1 นาท ีจ านวน 40 รอบ และ (3) บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ านวน 
1 รอบ หลงัจากนัน้ตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอดว้ย
วธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิในเจลอะกาโรส 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์ 

2.3.2 การสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอ 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่คัดเลือกจาก

ขัน้ตอน 2.3.1 มาใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
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กลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามแต่ละชนิด 
และตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทร- 
โฟรซีสิในเจลอะกาโรส 1.5 เปอรเ์ซน็ต ์

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เปรียบ เทียบลายพิมพ์ดีเอ็น เอของ

กล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทัง้ 12 
ชนิด ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและไอเอส-
เอสอาร์ โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความ
แตกต่างของแถบดเีอน็เอทีไ่ดท้ัง้หมด แลว้วเิคราะห์
ค่ า ดัช นี ค ว าม เห มื อ น  (similarity index) ด้ ว ย
โปรแกรมส าเร็จรูป  NTSYS-pc รุ่น 2.0 จากนั ้น
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) ด้วย
วิธีการจัดก ลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair 
group method with arithmetic mean) (Rohlf, 
2002) โดยแบ่งการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ออกเป็น
การวิเคราะห์ขอ้มูลที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีด ี 
เทคนิคไอเอสเอสอาร ์และทัง้สองเทคนิคร่วมกนั 
 
3. ผลการวิจยั 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของเทคนิค   
แฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ดีเอ็นเอผสมเป็นดีเอ็นเอ
แม่แบบ (DNA template) พบว่ามีไพรเมอร์ 23 
ชนิด จากทัง้หมด 72 ชนิด ที่สามารถเพิ่มปรมิาณ  
ดีเอ็นเอได้อย่างชดัเจน เมื่อคดัเลือกไพรเมอร์ 20 
ชนิด มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุล
สงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามทัง้ 12 ชนิด พบว่ามี
ไพรเมอร์ 18 ชนิด ที่สามารถใช้แยกกล้วยไม้สกุล
สงิโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทัง้ 12 ชนิด ได้ด้วย
การใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียวสร้างลายพิมพ ์     
ดีเอ็นเอ ดังตัวอย่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก   
ไพรเมอร์ A22 ในรูปที่ 1 นอกจากนี้พบว่ามีแถบ   
ดเีอน็เอทีม่คีวามจ าเพาะต่อกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอก
ตาหมู่สงิโตสยามแต่ละชนิด โดยลายพิมพ์ดเีอน็เอ
ปรากฏแถบดเีอน็เอ 408 แถบ มีขนาด 200-3,000 
คู่ เบส เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 และเลอืกวิธจีดักลุ่ม
แบบ UPGMA พบว่าสามารถสร้างแผนภูมิความ 
สมัพันธ์ได้ดังรูปที่ 2 และมีค่าดัชนีความเหมือน
ระหว่างชนิด 0.23-0.49 โดยพบว่าสงิโตสยามและ
สงิโตงามมคีวาม สมัพนัธใ์กล้ชดิกนัมากที่สุด มคี่า
ดชันีความเหมอืน 0.49 ในขณะที่สงิโตปากนกแก้ว
ต่างจากสงิโตสคุรินิมากทีส่ดุ มคี่าดชันีความเหมอืน 
0.15 ท าใหส้ามารถแบ่งกลุ่มได ้5 กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 
ได้แก่ สงิโตก้ามปูใหญ่  สงิโตก้ามปูแดง และสิงโต
ประหลาด กลุ่มที่ 2 ได้แก่ สงิโตอาจารย์เต็ม สงิโต
สยาม สิงโตงาม และพญาสิงโต กลุ่มที่ 3 ได้แก่ 
สงิโตอีคอร์ กลุ่มที่ 4 ได้แก่ สิงโตขยุกขยุย สิงโต
เขีย้วเชยีงดาว และสงิโตปากนกแก้ว  และกลุ่มที่ 5 

ไดแ้ก่ สงิโตสคุรินิ 
ส่วนเทคนิคไอเอสเอสอารพ์บว่ามีไพรเมอร์ 

14 ชนิด จากทัง้หมด 35 ชนิด สามารถเพิม่ปรมิาณ 
ดีเอ็นเอได้อย่างชดัเจน เมื่อคดัเลือกไพรเมอร์ 11 
ชนิด มาสรา้งลายพมิพด์เีอน็เอพบว่ามไีพรเมอร ์10 
ชนิด ที่สามารถใช้แยกกล้วยไม้สกุลสงิโตกลอกตา
หมู่สงิโตสยามทัง้ 12 ชนิด ได้ด้วยการใช้ไพรเมอร์
เพียงชนิดเดยีวสร้างลายพมิพ์ดเีอน็เอ ดงัตวัอย่าง
ลายพมิพ์ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากไพรเมอร ์M01 ในรูปที ่3 
นอกจากนี้พบว่ามแีถบดเีอน็เอทีม่คีวามจ าเพาะต่อ
กลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามแต่ละชนิด 
โดยลายพิมพ์ดีเอ็นเอปรากฏแถบดีเอ็นเอทัง้หมด 
217 แถบ มีขนาด 200-3,000 คู่เบส เมื่อวิเคราะห ์   
ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลือกวิธีจัดก ลุ่มแบบ UPGMA พบว่ า
สามารถสร้างแผนภูมิความสมัพันธ์ได้ดังรูปที่ 4 
และมคี่าดชันีความเหมอืนระหว่างชนิด 0.16-0.49 
โดยพบว่าสงิโตสยามและสงิโตงามมคีวามสมัพนัธ์
ใกลช้ดิกนัมากทีส่ดุ โดยมคี่าดชันีความเหมอืน 0.49 
ในขณะที่สงิโตก้ามปูใหญ่ต่างจากสงิโตสุคิรนิมาก
ทีส่ดุ โดยมคี่าดชันีความเหมอืน 0.06 ท าใหส้ามารถ
แบ่งกลุ่มได ้5 กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 ไดแ้ก่ สงิโตกา้มปู
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ใหญ่ สงิโตก้ามปูแดง และสงิโตประหลาด กลุ่มที่ 2 
ได้แก่ สงิโตอาจารย์เต็ม สงิโตสยาม และสงิโตงาม 
กลุ่มที ่3 ไดแ้ก่ สงิโตขยุกขยุย สงิโตเขีย้วเชยีงดาว 

และสงิโตปากนกแก้ว กลุ่มที่ 4 ได้แก่ สงิโตอคีอร ์
และกลุ่มที ่5 ไดแ้ก่ พญาสงิโตและสงิโตสคุรินิ 

 

 
 

 

รปูท่ี 1 ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใชไ้พรเมอร ์A22 โดย M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน 1 
Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA) และ 1 คือ สิงโตก้ามปูใหญ่ 2 คือ 
สงิโตก้ามปูแดง 3 คอื สงิโตประหลาด 4 คอื สงิโตอาจารย์เต็ม 5 คอื พญาสงิโต 6 คอื สงิโตสยาม    
7 คือ สงิโตงาม 8 คือ สงิโตอีคอร์ 9 คือ สงิโตขยุกขยุย 10 คือ สงิโตเขี้ยวเชียงดาว 11 คือ สงิโต
ปากนกแกว้ และ 12 คอื สงิโตสคุรินิ 

 

 
 
 

รปูท่ี 2  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
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รปูท่ี 3 ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอารโ์ดยใชไ้พรเมอร ์M01 โดย M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน 1 
Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA) และ 1 คือ สิงโตก้ามปูใหญ่ 2 คือ 
สงิโตก้ามปูแดง 3 คอื สงิโตประหลาด 4 คอื สงิโตอาจารย์เต็ม 5 คอื พญาสงิโต 6 คอื สงิโตสยาม    
7 คือ สงิโตงาม 8 คือ สงิโตอีคอร์ 9 คือ สงิโตขยุกขยุย 10 คือ สงิโตเขี้ยวเชียงดาว 11 คือ สงิโต
ปากนกแกว้ และ 12 คอื สงิโตสคุรินิ 

 
 

 
 

รปูท่ี 4  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามทีไ่ดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอาร ์
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เมื่อน าขอ้มลูแถบดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากทัง้เทคนิค
แฮตอาร์เอพีดแีละไอเอสเอสอาร์มาวเิคราะห์ความ 
สมัพันธ์ของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโต
สยามร่วมกันด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 
และเลือกวิธีจดักลุ่มแบบ UPGMA พบว่าสามารถ
สร้างแผนภูมิความสมัพันธ์ได้ดงัรูปที่ 5 มีค่าดชันี
ความเหมือนระหว่างชนิด 0.20-0.49 โดยพบว่า
สงิโตสยามและสงิโตงามมคีวามสมัพนัธใ์กล้ชดิกนั
มากที่สุด มีค่าดัชนีความเหมือน 0.49 ในขณะที่
สงิโตปากนกแกว้ต่างจากสงิโตสุครินิมากทีสุ่ด มคี่า

ดชันีความเหมอืน 0.13 ท าใหส้ามารถแบ่งกลุ่มได ้5 
กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ได้แก่ สิงโตก้ามปูใหญ่ สิงโต
ก้ามปูแดง และสิงโตประหลาด กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 
สงิโตอาจารย์เต็ม สงิโตสยาม สงิโตงาม และพญา
สงิโต กลุ่มที่ 3 ได้แก่ สงิโตอีคอร์ กลุ่มที่ 4 ได้แก่ 
สิงโตขยุกขยุย สิงโตเขี้ยวเชียงดาว และสิงโต
ปากนกแกว้ และกลุ่มที ่5 ไดแ้ก่ สงิโตสุครินิ ซึง่ผล
ที่ได้มีความคล้ายคลึงกบัการจ าแนกด้วยลกัษณะ
สณัฐานมากกว่าการใช้เพยีงเทคนิคใดเทคนิคหนึ่ง
ดงัทีก่ล่าวมาแลว้  

 

 
 

 

รปูท่ี 5 แผนภูมคิวามสมัพนัธ์ของกลว้ยไม้สกุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโตสยามที่ไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
และไอเอสเอสอาร ์

 
4. วิจารณ์ 

การตรวจสอบกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่
สงิโตสยามด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี พบว่าแถบ    
ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีความแตกต่างกันและสามารถ
จ าแนกชนิดของกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโต

สยามได ้เมื่อสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธพ์บว่าความ 
สมัพันธ์ที่เกิดขึ้นมีความสอดคล้องกบัการจ าแนก
ชนิดตามลกัษณะสณัฐาน และจากผลการวเิคราะห์
ทัง้หมดท าให้กล่าวได้ว่าสามารถใช้เครื่องหมาย 
แฮตอาร์เอพีดีในการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทาง
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พนัธุกรรมของกล้วยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่สงิโต
สยามได้ เช่นเดียวกบัการศึกษาในพืชสกุล Ficus 
(วศิยั และสมบรูณ์, 2548) 

การตรวจสอบกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอกตาหมู่
สงิโตสยามดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร ์พบว่าสามารถ
ใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์ในการวิเคราะห์ความ 
สมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลสงิโตกลอก
ตาหมู่สิงโตสยามได้เช่นเดียวกับการศึกษาใน
ยางพารา (ยศนิทร ์และปรยีา, 2550) และมะพรา้ว 
(นภาพร และอนุชริา, 2555) 
 
5. สรปุ 

จากผลการวิจัยครัง้นี้พบว่ากล้วยไม้สกุล
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทัง้  12 ชนิด ต่างมี
ความแตกต่างกันในเชิงพันธุกรรม เมื่อวิเคราะห์
ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีแีละไอเอสเอสอาร์พบว่า
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้มีแถบดีเอ็นเอที่มีความ 
จ าเพาะต่อกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโต
สยามแต่ละชนิด และยงัสามารถใช้ไพรเมอร์เพียง
ชนิดเดยีวสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื่อน ามาใช้แยก
ความแตกต่างของกล้วยไม้สกุลสงิโตกลอกตาหมู่
สิงโตสยามได้ นอกจากนี้ยังพบว่าการวิเคราะห ์ 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
ร่วมกับเทคนิคไอเอสเอสอาร์ให้แผนภูมิความ 
สมัพนัธท์ีด่ทีีส่ดุ  
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