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บทคัดยBอ 
กล:วยไม:สกุลกุหลาบหรือเอ้ืองกุหลาบ (Aerides) จัดเปDนกล:วยไม:ท่ีมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเปDนไม:ตัดดอก

หรือสKงออกของประเทศไทย เน่ืองจากรูปทรงดอกท่ีสวยงามคล:ายนก และกล:วยไม:ในสกุลน้ียังสามารถผสมข:ามชนิด
และข:ามสกุลได:งKาย ด:วยเหตุน้ีจึงเกิดสายพันธุ(ใหมK ๆ ข้ึนมากมายในปQจจุบัน การศึกษาในครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค(เพ่ือ
ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล:วยไม:สกุลกุหลาบในประเทศไทยท้ัง 7 ชนิด เปรียบเทียบกับสกุล
แวนด:า 3 ชนิด และสกุลช:าง 2 ชนิด ด:วยเทคนิค SRAP โดยสุKมเลือกจาก 100 คูKไพรเมอร( โดยผลการศึกษาพบวKา
ไพรเมอร( SRAP จํานวน 8 คูK สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินสKวนดีเอ็นเอและให:แถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจนท้ังหมด 164 แถบ 
ขนาดประมาณ 50-2,000 คูKเบส โดย 163 แถบ เปDนแถบดีเอ็นเอท่ีพบแตกตKางกันในทุกชนิดท่ีศึกษา และเมื่อนํา
ข:อมูลท่ีได:มาวิเคราะห(ความแตกตKาง พบวKามีคKาสัมประสิทธ์ิความเหมือน 0.039-0.891 โดยเหมือนกันน:อยท่ีสุด คือ 
กุหลาบขาว 3 กับกุหลาบมาลัยแดง 3 และเหมือนกันมากท่ีสุด คือ เข็มขาวกับเขาแกะ ขณะท่ีในกล:วยไม:สกุลกุหลาบ
น้ันคKาสัมประสิทธ(ความเหมือนท่ีมากท่ีสุด คือ กุหลาบขาว 3 และ 4 (0.625) ดังน้ันจะเห็นได:วKากล:วยไม:สกุลกุหลาบ
น้ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงมาก  

 

คําสําคัญ : กล:วยไม:; เครื่องหมายดีเอ็นเอ; ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 

Abstract 
The orchids in genus Aerides are highly potential to develop into cut flower or export plants 

of Thailand because of their bird-like beauty flower. The plants in this genus can be easily crossed 
to produce both inter-specific and inter-generic hybrids are occurred nowadays. This research aimed 
to evaluate genetic diversity of 7 species of Thai Aerides compared with 3 species of Vanda and 2 
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species of Rhynchostylis using SRAP (sequence-related amplified polymorphism) technique. One 
hundred of SRAP primer pairs were screened while 8 primer pairs were chosen because they 
showed distinguish bands. One hundred and sixty three polymorphic bands were presented from 
totally 164 generated bands ranged in size from about 50-2,000 bp from all samples. The similarity 
index was varied from 0.039 between A. odorata3 and A. multiflora3 to 0.891 between V. lilacina 
and R. coelestis whereas the highest similarity index within Aerides was between A. odorata3 and 
4 (0.625). Therefore, there is a high genetic diversity among Aerides orchids in Thailand.  

 

Keywords: orchid; DNA marker; genetic diversity 
 
1. บทนํา 

กล:วยไม:สกุลกุหลาบ (Aerides) เปDนกล:วยไม:อิง
อาศัยท่ีพบกระจายพันธุ( ท่ัวไปในเขตร:อนของทวีป
เอเซีย ตั้งแตKประเทศอินเดียไปจนถึงทางตอนใต:ของ
ประเทศจีน และหมูKเกาะนิวกินี เปDนกล:วยไม:ท่ีจัดได:วKา
มีคุณคKาทางเศรษฐกิจสูง เน่ืองจากชKอดอกเดKน มีกลิ่น
หอมและสีสันสวยงาม และรูปรKางดอกยังมีความ 
จําเพาะคล:ายรูปนกด:วย กล:วยไม:สกุลกุหลาบน้ีพบได:
ในปqาท่ัวทุกภาคของประเทศไทย โดยเกาะอาศัยอยูK
ตามต:นไม:ใหญK บางชนิดเจริญอยูKบนหิน โดยเปDนต:น
เดี่ยวหรือเปDนกลุKมใหญK มีลําต:นกลมยาว ต:นแกKมักจะ
แตกก่ิงใกล:โคนต:น รากเปDนรากอากาศ ใบรูปขอบ
ขนานเรียงสลับซ:ายขวา โคนใบเปDนกาบหุ:มลําต:น ชKอ
ดอกเกิดตามซอกใบ สKวนใหญKจะห:อยลง ดอกบาน
เต็มท่ีมีขนาดประมาณ 2-3 เซนติเมตร สามารถบานได:
หลายวันและมีกลิ่นหอมมาก โดยจะออกดอกในชKวงฤดู
ร:อนถึงต:นฤดูฝน กลีบเลี้ยงและกลีบดอกคล:ายกัน กลีบ
ปากมีเดือยซ่ึงมักจะงอและเบนออกทางด:านหน:า กลีบ
ปากแบKงเปDน 3 พู ซ่ึงเปDนลักษณะเดKนของกล:วยไม:สกุล
น้ี เส:าเกสรคKอนข:างสั้นและสKวนปลายมีจะงอยแหลม 
ในธรรมชาติพบข้ึนตามปqาเบญจพรรณ ปqาดิบ บางชนิด
พบตามปqาชายหาด และปqาชายเลน ซ่ึงเปDนกล:วยไม:ท่ี
เลี้ยงงKายและมีบทบาทสาคัญในการผสมพันธุ(เพ่ือการ
ปรับปรุงพันธุ(  [1] โดยประเทศไทยมีกล:วยไม:สกุล

กุหลาบ 7 ชนิด ซ่ึงเดิมมี 8 ชนิด แตKมีการย:ายไปอยูKใน
สกุลแวนด:า 1 ชนิด คือ Vanda flabellata เน่ืองจาก
การตรวจสอบในระดับของดีเอ็นเอท้ังบริเวณคลอโร-
พลาสต(และนิวเคลียส [2,3] กล:วยไม:สกุลกุหลาบ
นอกจากเลี้ยงงKายและมีดอกท่ีสวยงามแล:วยังมีคุณคKา
ในทางด:านการผสมพันธุ( สามารถผสมพันธุ(ได:ท้ังภายใน
สกุลและข:ามสกุล ได:แกK เมื่อนําไปผสมกับสกุลแวนด:าก็
จะได:เปDนสกุลแอริโดแวนด:า (Aeridovanda) แตKเมื่อ
นําไปผสมกับสกุลช:างก็จะได: เปDนแอริ โดสไตลิส 
(Aeridostylis) เปDนต:น ซ่ึงการผสมข:ามสกุลน้ันเปDนท่ี
นิยมเพ่ือให:ได:ลักษณะตามท่ีต:องการ มีประโยชน(
ทางด:านเศรษฐกิจ ในประเทศไทยจะมีชKวงออกดอกอยูK
ในเดือนมีนาคมถึงเดือนมิถุนายนหรือกรกฎาคมของทุก
ปw ซ่ึงเจริญเติบโตได:ในทุกภาค จัดเปDนพันธุ(ท่ีพบได:ไมK
ยากนัก 

การศึกษาวิจัยทางดี เ อ็นเอของกล:วยไม:มี
ม ากมาย  ตั้ ง แตK ก า รส กัดดี เ อ็น เ อจน ถึ งการ ใช:
เครื่องหมายชีวโมเลกุลตKาง ๆ เชKน RAPD, RFLP หรือ
แม:แตKการหาลําดับดี เ อ็นเอ อยKางไรก็ตาม ยั งมี
การศึกษาน:อยมากเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาแขนง
อ่ืน เชKน การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ ด:วยลักษณะของใบ
กล:วยไม: น้ันมีลักษณะอวบนํ้าและแข็งมาก ดังน้ัน
เทคนิคการสกัดดีเอ็นเอจึงมีความสําคัญมากตั้งแตKใน
ข้ันตอนแรก โดยมีรายงานการศึกษาเก่ียวกับการสกัด 
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ดีเอ็นเอของกล:วยไม:สกุลช:าง ท่ีศึกษาเปรียบเทียบ
วิธีการท่ีเหมาะสมสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ 3 วิธี ได:แกK 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดัดแปลงจากวิธีของ Doyle และ 
Doyle ในปw ค.ศ. 1987 และชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป
ของ NucleoSpin® Plant ผลการศึกษาพบวKาดีเอ็นเอ
ท่ีสกัดได:จากใบของกล:วยไม:สกุลช:างโดยวิธีดัดแปลงน้ัน
จะได:ปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอไมKแตกตKางจากชุด
สกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปของ NucleoSpin® Plant [4] 
ชนิดของตัวอยKางพืชเปDนอีกปQจจัยท่ีควรคํานึงถึงในการ
สกัดดีเอ็นเอก็คือตัวอยKางสดและตัวอยKางแห:ง ซ่ึงจะ
เกิดจากผลของสาร secondary metabolites และ
นํ้ามันหลายชนิดท่ีพืชสร:างข้ึน พบวKาในตัวอยKางสดจะ
เกิดกระบวนการเมทาบอลิซึมข้ึนมาก ทําให:ไปมีผล
ขัดขวางการสกัดดีเอ็นเอและไปควบคุมการทําปฏิกิริยา
ของสารเคมีท่ีใช:ท้ังในการสกัดดีเอ็นเอและการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ แตKสําหรับตัวอยKางแห:งน้ัน พืชบาง
ชนิดสร:างสารประกอบฟwนอลในปริมาณมาก เมื่อแห:ง
แล:วเปDนสีนํ้าตาล ทําให:สารสกัดดีเอ็นเอท่ีได:มีสีเหลือง
ถึงนํ้าตาลตามไปด:วย อยKางไรก็ตาม พืชแตKละชนิดและ
แตKละอวัยวะก็มีสารตKาง ๆ แตกตKางกัน เชKน การสกัด 
ดีเอ็นเอจากใบมะขามท่ีจําเปDนต:องมีการปรับคKาความ
เปDนกรดดKาง (pH) ในแตKข้ันตอนเพ่ือให:สารละลายเปDน
กลาง กKอนจะดําเนินการในข้ันตอนตKอไป [5] รวมถึง
การรายงานวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากสนท่ีมีใบแหลม 
(Cupressus sempervirens L.) และแข็ง โดยชุดสกัด
ดีเอ็นเอสําเร็จรูปท่ีมีการปรับประยุกต( ข้ันตอนให:
เหมาะสม พบวKาได:ดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณมากพอท่ีจะ
สามารถนําไปใช:ศึกษาตKอได: [6] ดังน้ันจะเห็นได:วKาการ
สกัดดีเอ็นเอมีอยูKหลายวิธีด:วยกัน ซ่ึงลักษณะใบของ
กล:วยไม:ท่ีอวบนํ้า แข็ง และมีคาร(โบไฮเดรตมากเปDน
ปQญหาหลักในการสกัดดีเอ็นเอ  

ในประเทศไทยมีการศึกษาทางด:านชีวโมเลกุล
ของกล:วยไม:สกุลกุหลาบ เพ่ือการจัดจําแนกสายพันธุ(

และวิเคราะห(ความสัมพันธ(ทางพันธุกรรมโดยใช:
เครื่องหมายดีเอ็นเอตKาง ๆ เชKน วริสรา และคณะ ในปw 
พ.ศ. 2557 ศึกษาความสัมพันธ(ทางพันธุกรรมและจัด
จําแนกกล:วยไม:สกุลกุหลาบในประเทศไทย 12 พันธุ( 
และเ อ้ืองหนวดพราหมณ(อีก 1 พันธุ(  ด:วยเทคนิค     
แฮตอาร(เอพีดี (HAT-RAPD) และไอเอสเอสอาร( (ISSR) 
ซ่ึงเทคนิคแฮตอาร(เอพีดีจะรวมดีเอ็นเอของกล:วยไม:เข:า
ด:วยกันแล:วใช:ไพรเมอร(แบบสุKมขนาด 12 เบส จํานวน 
6 ชุด ชุดละ 12 ชนิด ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด:วย
ปฏิกิริยาพีซีอาร( สKวนเทคนิคไอเอสเอสอาร(จะใช:     
ไพรเมอร(สําหรับไมโครแซทเทลไลต(ท่ีมีขนาด 17-18 
เบส จํานวน 35 ชนิด จากการศึกษาพบวKาท้ังสอง
เทคนิคดังกลKาวสามารถจัดจําแนกกล:วยไม:ได:ท้ัง 13 
พันธุ( ซ่ึงให:คKาความเหมือนต่ํา แสดงให:เห็นวKากล:วยไม:
กลุKมน้ีมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง นอกจากน้ี
ผลวิเคราะห(ยังสามารถจัดกลุKมได:ไมKเหมือนกัน ซ่ึงอาจ
เน่ืองจากปริมาณข:อมูลของแถบดีเอ็นเอและจํานวน
รูปแบบแถบดีเอ็นเอน้ันแตกตKางกัน โดยเทคนิคแฮต-
อาร(เอพีดีปรากฏแถบดีเอ็นเอ จํานวน 323 แถบ ขนาด
ประมาณ 250 ถึง 2,900 คูKเบส มีแถบท่ีแตกตKางกันใน
แตKละพันธุ( 323 แถบ สามารถแยกได:เปDน 5 กลุKม โดย
มีคKาความเหมือนอยูKระหวKาง 0.26 ถึง 0.70 ในขณะท่ี
เทคนิคไอเอสเอสอาร(ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 160 แถบ 
ขนาด 100 ถึง 3,000 คูKเบส เปDนแถบท่ีแตกตKางกัน 
157 แถบ จัดกลุKมได: 6 กลุKม ซ่ึงมีคKาความเหมือนอยูK
ระหวKาง 0.33 ถึง 0.73 เมื่อนําข:อมูลท่ีได:จากท้ังสอง
เทคนิคมาวิเคราะห(รKวมกันพบวKาสามารถแบKงกลุKม
กล:วยไม:ออกเปDน 5 กลุKม เชKนเดิม และเทคนิคแฮตอาร(-
เอพีดียังมีความสอดคล:องกับลักษณะทางสัณฐาน
มากกวKาเทคนิคไอเอสเอสอาร(อีกด:วย [7] ขณะเดียวกัน 
นฤมล และคณะ ในปw พ.ศ. 2557 ก็ได:จัดจําแนกพันธุ(
และวิเคราะห(ความสัมพันธ(ทางพันธุกรรมของกล:วยไม:
สกุลกุหลาบ 12 พันธุ( และเอ้ืองหนวดพราหมณ(อีก 1 
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พันธุ( ด:วยลําดับเบสของตําแหนKงจําเพาะ โดยศึกษา    
ดี เ อ็นเอบริ เวณ ITS ในนิวเคลียสของยีน matK, 
rpoC1, rpoB และบริเวณระหวKางยีน psbA-trnH ใน
คลอโรพลาสต( จากการเพ่ิมปริมาณช้ินสKวนดีเอ็นเอ
พบวKาไมKสามารถเพ่ิมช้ินสKวนดีเอ็นเอบริเวณ ITS ได:
ครบทุกตัวอยKาง แตKสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบรเิวณ 
matK และบริเวณระหวKางยีน psbA-trnH ได:ครบทุก
ตัวอยKาง ซ่ึงมีขนาดประมาณ 900 และ 800 เบส 
ตามลําดับ จากการวิเคราะห(ลําดับนิวคลีโอไทด(ด:วย
โปรแกรม ClustalW2 ปรากฏวKายีน matK ท่ี เ พ่ิม
ปริมาณได:มีขนาด 877 เบส มีความแตกตKางกันใน
กล:วยไม:แตKละตัวอยKาง 43 ตําแหนKง สร:างแผนภูมิแสดง
ความสัมพันธ(ด:วยโปรแกรม MEGA รุKน 4.0 เลือกวิธีจัด
กลุKมแบบ neighbor-joining พบวKาไมKสามารถแยก
กล:วยไม: 6 พันธุ( ออกจากกันได: สําหรับบริเวณระหวKาง
ยีน psbA-trnH มีขนาด 889 เบส โดยมี 166 ตําแหนKง
ท่ีแตกตKางกันในแตKละสายพันธุ( แตKยังไมKสามารถแยก
กล:วยไม: 6 พันธุ( ออกจากกันได:เชKนกัน จึงนําข:อมูลจาก
ท้ังสองตําแหนKงมาวิเคราะห(รKวมกันแล:วสร:างแผนภูมิ
แสดงความสัมพันธ(ทางพันธุกรรม ปรากฏวKายังไมK
สามารถแยกเอ้ืองกุหลาบชมพูกระบ่ีกับเอ้ืองกุหลาบ
นKานออกจากกันได: จึงวิเคราะห(ลําดับนิวคลีโอไทด(ของ
ยีน rpoC1 และ rpoB เพ่ิมเติม ซ่ึงยีน rpoC1 น้ีมีขนาด 
529 เบส พบ 15 ตําแหนKง ท่ีแตกตKางกันในกล:วยไม:แตK
ล ะ พัน ธุ(  และยี น  rpoB มี ขนาด  362 เบส  พบ  7 
ตําแหนKง ท่ีมีความแตกตKางกันในกล:วยไม:แตKละพันธุ( 
เมื่อพิจารณาแล:วพบวKาสามารถแยกเอ้ืองกุหลาบชมพู
กระบ่ีกับเอ้ืองกุหลาบนKานออกจากกันได: โดยสรุปแล:ว 
คือ การใช:ข:อมูลจากดีเอ็นเอหลายตําแหนKงมาวิเคราะห(
จะชKวยให:สามารถจัดจําแนกกล:วยไม:ได:ดีข้ึน [8] ในปw
เดี ยว กัน น้ี  นฤมล  และคณะ ได:ประ เมินความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของกล:วยไม:สกุลกุหลาบ 15 
พันธุ(  ด:วยเครื่องหมายแฮตอาร(เอพีดี โดยการใช:       

ไพรเมอร(แบบสุKม 72 ชนิด พบวKามีไพร(เมอร( 57 ชนิด 
ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได: เมื่อคัดเลือกไพรเมอร(
มา 24 ชนิด ท่ีให:ลายพิมพ(ดีเอ็นเออยKางชัดเจนมา
ตรวจสอบกับตัวอยKางกล:วยไม:สกุลกุหลาบทุกพันธุ( 
พบวKาให:แถบดีเอ็นเอท้ังหมด 467 แถบ แตกตKางกันใน
แตKละพันธุ( 463 แถบ เมื่อวิเคราะห(ข:อมูลด:วยโปรแกรม 
NTSYS-pc รุKน 2.01e และจัดกลุKมแบบ UPGMA แล:ว
สร:างแผนภูมิ ปรากฏวKาแบKงได: 6 กลุKม ซ่ึงสอดคล:องกับ
ลักษณะทางสัณฐาน [9]  

ดังน้ันจะเห็นได:วKาเครื่องหมายดีเอ็นเอเปDนวิธี
หน่ึงท่ีใช:ในการศึกษาความสัมพันธ(ทางพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิต รวมไปถึงความหลากหลายทางพันธุกรรม 
(genetic diversity) ด: ว ย  โ ด ย เทค นิค  sequence 
related amplified polymorphism (SRAP) จัดเปDน
อีกเทคนิคหน่ึงท่ีนKาสนใจในการนํามาศึกษา เน่ืองจาก
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SRAP เปDนเครื่องหมาย
โมเลกุลดีเอ็นเอท่ีถูกคิดค:นและพัฒนาโดย Li และ 
Quiros ในปw ค.ศ. 2001 โดยอาศัยหลักการเพ่ิมปรมิาณ
ดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร( (PCR, polymerase chain 
reaction) โดยการนําดี เ อ็นเอในจีโนม (genomic 
DNA) ของสิ่งมีชีวิตมาเพ่ิมปริมาณในสKวนของ open 
reading frame (ORF) ด:วยเทคนิคพีซีอาร(โดยใช:   ไพร
เมอร( 2 ชนิด คือ ไพรเมอร(สKวนหน:า (forward primer) 
และไพรเมอร(สKวนหลัง (reverse primer) ท่ีมีขนาด 
17-18 เบส แตKละไพรเมอร(ประกอบด:วยสองสKวน คือ 

สKวนแรกเปDนลําดับเบสหลัก (core sequence) ขนาด 
13-14 เบส โดย 10-11 เบสแรก ด:านปลาย 5′ เปDน
ลําดับเบสท่ีไมKมีความจําเพาะเรยีกวKาลําดับเบสสKวนเตมิ 
(filler sequence) ตามด:วยลําดับเบสจําเพาะคือ 
CCGG สําหรับไพรเมอร(สKวนหน:าและ AATT สําหรับ
ไพรเมอร(สKวนหลัง สKวนท่ีสอง คือ เบสแบบคัดเลือก 
(selective base) จํานวน 3 เบส ด:านปลาย 3′ ในสKวน
ของลําดับเบสสKวนเติมของไพรเมอร(สKวนหน:า และไพร
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เมอร(สKวนหลังต:องไมKเหมือนกัน ไพรเมอร(ต:องไมKเกิด 
hairpin ห รื อ  secondary structure แ ล ะ ต: อ ง มี
เปอร(เซ็นต( GC สูงประมาณ 40-50 เปอร(เซ็นต( จาก
ไพรเมอร(ท่ีออกแบบไว:ทําให:ตําแหนKงท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณได:ในจีโนม มีแนวโน:มเปDนสKวนของยีนมากกวKา
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบสุKมชนิดอ่ืน สําหรับการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอจะใช:วิธี step up PCR คือ ใช:อุณหภูมิ 
annealing ต่ําท่ี 35 องศาเซลเซียส 5 รอบ เพ่ือให:  
ไพรเมอร(จับกับดีเอ็นเอเป�าหมายได:ดี แล:วจึงเพ่ิม
อุณหภูมิให:สูงข้ึนท่ี 52 องศาเซลเซียสอีก 30-35 รอบ 
เพ่ือให:เกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสKวนท่ีมาจาก 
5 รอบแรกเทKาน้ัน ทําให:ผลท่ีได:มีความคงท่ี หลังจาก
น้ันจะตรวจสอบผลโดยใช: polyacrylamide gel ท่ีมี
สารท่ีทําให:ดี เอ็นเอเสียสภาพ (denaturing poly-
acrylamide gel) และทําให:ได:แถบดีเอ็นเอจํานวนมาก 
การขKมของแถบดีเอ็นเอจากเครื่องหมาย SRAP น้ีมีท้ัง
ขKมสมบูรณ( (dominant) และขKมรKวม (codominant) 
แตKเน่ืองจากไมKสามารถระบุได:วKาแถบดีเอ็นเอแถบใดขKม
รKวมกับแถบใด จึงต:องตรวจสอบในรูปของการมีหรือไมK
มีแถบดีเอ็นเอท่ีตําแหนKงตรงกัน เครื่องหมายโมเลกุลน้ี
ทดสอบโดยการหาลําดับเบสในลูกผสมของ Brassica 
oleracea L. ระหวKางสายพันธุ(ดั้งเดิมและสายพันธุ(ท่ี
เปDน double haploid หลังจากการศึกษาลําดับเบส
แล:ว พบวKาประมาณ 45 เปอร(เซ็นต( ของลําดับเบสท่ีหา
ได:มีความคล:ายคลึงกับลําดับเบสของยีนใน GenBank  
และ 20 เปอร(เซ็นต( ของเครื่องหมาย SRAP แสดงการ
ขKมแบบขKมรKวมกัน (co-dominant) จึงตรวจสอบในรูป
ของการมีหรือไมKมีแถบดีเอ็นเอท่ีตําแหนKงตรงกัน 
นอกจากน้ียังนําเทคนิค SRAP ไปใช:ในการสร:างลาย
พิมพ(ดี เ อ็นเอในพืชอ่ืน ๆ อีก เชKน มันฝรั่ ง  ข: าว 
กระเทียม แอปเป��ล  Chinese cabbage (Brassica 
rapa L.), rapeseed (Brassica napus L.) citrus 
และ celery [10] รวมถึงการศึกษาใน Brassica rapa 

เพ่ือหายีนต:านทานตKอโบรอน [11] รวมถึงฟQกทอง [12] 
อ:อย [13] กล:วย [14] ผักกาดเขียว [15] หญ:าฝรั่ง [16] 
สน [17] และแตงโม [18] รวมท้ังกล:วยไม:สกุลหวาย
ด:วย [19]  

ดังน้ันจากข:อมูลข:างต:นเทคนิค SRAP นKาจะมี
ศักยภาพในการนํามาศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกล:วยไม:ในสกุลกุหลาบและใกล:เคียงได: 
เพ่ือความเข:าใจทางพันธุกรรมของพืชในสกุลน้ีมาก
ยิ่งข้ึน 
 

2. อุปกรณPและวิธีการ 
2.1 ตัวอยBางและการสกัดดีเอ็นเอ 

เก็บตัวอยKางใบอKอนกล:วยไม:จากแหลKง
รวบรวมเอกชนจํานวน 26 ตัวอยKาง โดยเปDนตัวอยKาง
กล:วยไม:ในสกุลกุหลาบจํานวน 7 ชนิด 18 ตัวอยKาง 
ตัวอยKางท่ีไมKทราบชนิดและคาดวKาเปDนลูกผสมจํานวน 
2 ตัวอยKาง กล:วยไม:ในสกุลแวนด:า 3 ชนิด 4 ตัวอยKาง 
และกล:วยไม:ในสกุลช:าง 2 ชนิด 2 ตัวอยKาง (ตาราง 1) 
โดยเก็บใบใสKใน silica gel เพ่ือให:ใบแห:ง แล:วนํามา
สกัดดีเอ็นเอด:วยวิธีดัดแปลงของ Dolye และ Dolye 
(1987) จากน้ันตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอและคุณภาพ
ดี เ อ็นเอด:วยวิธี agarose gel electrophoresis บน 
อะกาโรสเจลความเข:มข:น 0.8 % และนําไปวัดคKาการ
ดูดกลืนแสงท่ี 260 และ 280 นาโนเมตร แล:วหาความ
เข:มข:นของสารละลายดีเอ็นเอกKอนนําไปเพ่ิมปริมาณ
ด:วยเทคนิค SRAP ตKอไป 

2.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด�วยเทคนิค 
sequence related amplified polymorphism 
(SRAP) 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด:วยเทคนิค SRAP 
เริ่มจากนําดีเอ็นเอกล:วยไม: 3 ตัวอยKาง ของแตKละสกุล 
ไ ด: แ กK  Aerides odorata, Vanda flabellate แ ละ 
Rhynchostylis gigantea มาคัดเลือก โดยใช:การจับคูK
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ไพรเมอร( M1-M10 เปDน forward primer กับ E1-E10 
เปDน reverse primer จํานวน 100 คูKไพรเมอร( (ตาราง 
2) โดยคัดเลือกจากคูKไพรเมอร(คูKท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอได: 3 ตัวอยKาง และให:แถบดีเอ็นเอท่ีแตกตKางกัน 
หลังจากน้ันนําไพรเมอร(ท่ีคัดเลือกแล:วมาเพ่ิมปริมาณ
กับทุกตัวอยKางตามตาราง 1 ภายใต:สภาวะท่ีกําหนด 

โดย 5 รอบแรก ใช: อุณหภูมิ  annealing 35 องศา
เซลเซียส และอีก 35 รอบ ใช:อุณหภูมิ annealing 52 
องศาเซลเซียส จากน้ันนําไปตรวจสอบโดยใช:อะกาโรส
เจล 1.7 % ใน 1x TAE buffer ความตKางศักย( 100 
โวลต( 

 
ตาราง 1  ตัวอยKางกล:วยไม:ท่ีใช:ในการวิจัย 
 

ชนิดท่ี ช่ือพ้ืนเมือง ช่ือวิทยาศาสตร( 
จํานวน
ตัวอยKาง 

ตัวอยKางท่ี 

1 กุหลาบกระเป�าเป�ด Aerides falcata Lindl. & Paxton. 3 1,2,3 
2 กุหลาบกระเป�าป�ด/กุหลาบขาว A. odorata Lour. 4 4,5,6,7 
3 กุหลาบเหลืองโคราช A. houlletiana Rchb. f. 2 8,9 
4 กุหลาบแดง A. crassifolia Parish ex Burb. 2 10,11 
5 กุหลาบเอราวัณ A. rosea Lodd. Ex Lindl. & Paxton 3 12,13,14 
6 กุหลาบมาลัยแดง A. multiflora Roxb. 3 15,16,17 
7 กุหลาบกระบ่ี A. krabiense Seidenf. 1 18 
8 กุหลาบอินทจักร Vanda flabellate (Rolfe ex. Downie) 2 19,20 
9 กุหลาบ Aerides sp. 2 21,22 
10 เข็มขาว V. lilacina Teijsm. & Binn. 1 23 
11 ฟ�ามุKย V. coerulca Griff. ex Lindl. 1 24 
12 ช:างกระ Rhynchostylis gigantea (Lindl.) Ridl. 1 25 
13 เขาแกะ R. coelestis (Rchb.f.) Rchb.f. ex H.J.Veitch 1 26 

 
2.3 การวิเคราะหPความหลากหลายทาง

พันธุกรรม 
นําแถบดีเอ็นเอท่ีได:จากคูKไพรเมอร(ท่ีให:ผล

ชัดเจนมาแปลผล โดยให:คKาแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏใน
ตําแหนKงหน่ึง ๆ เปDน 1 เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอ และ
เปDน 0 เมื่อไมKปรากฏแถบดีเอ็นเอ จากน้ันนําข:อมูลมา
วิเคราะห(หาความเหมือนและความแตกตKางของแถบ  
ดีเอ็นเอท่ีได:ท้ังหมด แล:ววิเคราะห(คKาดัชนีความเหมือน 
(similarity index) ด:วยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYS-pc 

รุKน 2.0 [20] และสร:างแผนภูมิความสัมพันธ( (dendro-
gram) ด:วยวิธีการจัดกลุKมแบบ UPGMA (unweighted 
pair group method with arithmetic mean) [21]  
 

3. ผลและวิจารณP 
การสกัดดีเอ็นเอจากใบแห:งของกล:วยไม:สกุล

กุหลาบและสกุลใกล:เคียง จํานวน 26 ตัวอยKาง โดยใช:
วิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Doyle และ Doyle (1987) พบวKา 
สามารถสกัดดีเอ็นเอจากใบแห:งได:ดี เน่ืองจากใบแห:งจะ 
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ตาราง 2  ลําดับดเีอ็นเอของไพรเมอร( M1-M10 (forward) และ E1-E10 (reverse) 
 

Forward primer ลําดับเบส 5′→3′ Reverse primer ลําดับเบส 5′→3′ 
M1 TGAGTCCAAACCGGAAA’ E1 GACTGCGTACGAATTAAC 
M2 TGAGTCCAAACCGGAAG E2 GACTGCGTACGAATTAAT 
M3 TGAGTCCAAACCGGAAC E3 GACTGCGTACGAATTGA 
M4 TGAGTCCAAACCGGAAT E4 GACTGCGTACGAATTGCA 
M5 TGAGTCCAAACCGGAGC E5 GACTGCGTACGAATTCAA 
M6 TGAGTCCAAACCGGACA E6 GACTGCGTACGAATTCAG 
M7 TGAGTCCAAACCGGACC E7 GACTGCGTACGAATTCAC 
M8 TGAGTCCAAACCGGATA E8 GACTGCGTACGAATTCGT 
M9 TGAGTCCAAACCGGTAG E9 GACTGCGTACGAATTTGA 
M10 TGAGTCCAAACCGGTCA E10 GACTGCGTACGAATTTGC 

 

 
 

รูปท่ี 1  ช้ินสKวนดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณด:วยคูKไพรเมอร( M2/E4 ท้ัง 26 ตัวอยKาง (ตาราง 1), M คือ 100 bp 
(Gene Direx) 

 

 
 

รูปท่ี 2  ช้ินสKวนดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณด:วยคูKไพรเมอร( M3/E1 ท้ัง 26 ตัวอยKาง (ตาราง 1), M คือ 100 bp 
(Gene Direx) 
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รูปท่ี 3  ช้ินสKวนดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณด:วยคูKไพรเมอร( M3/E3 ท้ัง 26 ตัวอยKาง (ตาราง 1), M คือ 100 bp 
(Gene Direx) 

 
มีประมาณนํ้าในเซลล(น:อย ใบบาง ทําให:บดได:งKาย แตK
ใบของกล:วยไม:บางตัวอยKางมีลักษณะแข็ง เหนียว มี
เส:นใยคKอนข:างมาก จึงต:องใช:ไนโตรเจนเหลวใน
ปริมาณท่ีมากข้ึนเ พ่ือป�องการเ กิดสารประกอบ
ประเภทฟwนอล ซ่ึงมีผลตKอความสะอาดของดีเอ็นเอท่ี
สกัดได: ยิ่งไปกวKาน้ันใบของกล:วยไม:สกุลน้ีมีปริมาณ
คาร(โบไฮเดรตสูง การสกัดดีเอ็นเอแบบ large scale 
จึงได:ปริมาณดีเอ็นเอมาก แตKมีคาร(โบไฮเดรตมากด:วย
เชKนกัน ซ่ึงจะไปขัดขวางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ จึงใช:
การส กัดดี เ อ็น เอแบบ small scale สํ าหรับบาง
ตัวอยKางท่ีมีคาร(โบไฮเดรตมาก 

การคัดเลือกไพรเมอร( ท่ีมีความจําเพาะกับ
ตัวอยKางกล:วยไม:สกุลกุหลาบจาก 100 คูKไพรเมอร( ซ่ึง
เปDนไพรเมอร(แบบสุKม พบวKาไพรเมอร(ท่ีสามารถเพ่ิม
ปริมาณและปรากฏแถบดีเอ็นเอครบทุกตัวอยKางมี
จํานวน 15 คูKไพรเมอร( แตKมีเพียง 8 คูKไพรเมอร( ท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณและปรากฏแถบดีเอ็นเอได:ชัดเจน
ท่ีสุด จึงเลือก 8 คูK ไพรเมอร(  ได:แกK  M2E4, M2E5, 
M2E6, M2E7, M3E1, M3E3, M3E4 และ M3E5 มา
เพ่ิมปริมาณช้ินสKวนดีเอ็นเอเพ่ือวิเคราะห(ความหลาก 
หลายทางพันธุกรรมของกล:วยไม:สกุลกุหลาบและสกุล
ใกล:เคียงตKอไป โดย 8 คูKไพรเมอร( น้ัน มี 3 คูKไพรเมอร( 
ท่ีให:แถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจนและปริมาณมาก คือ M2E4 

(รูปท่ี 1), M3E1 (รูปท่ี 2) และ M3E3 (รูปท่ี 3) จากท้ัง 
8 คูKไพรเมอร( จะให:แถบดีเอ็นเอท้ังสิ้น 164 แถบ โดย
เฉลี่ย 20 แถบตKอไพรเมอร( โดยมีขนาดตั้งแตK 50-2,000 
เบส และพบวKามี 163 แถบท่ีเปDน polymorphic band 
ของทุกตัวอยKาง และมี 1 แถบ ท่ีเปDน mono-morphic 
band โดยพบในไพรเมอร( M2/E4 ซ่ึงจะเห็นได:วKา
เทคนิค SRAP น้ันสามารถให:แถบดีเอ็นเอท่ีแตกตKาง
จํานวนมาก 

หลังจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด:วยเทคนิค 
SRAP แล:วนําผลท่ีได:มาวิเคราะห(ความแตกตKางของ
แถบดีเอ็นเอโดยการให:สัญลักษณ( 1 และ 0 พบวKามีคKา
ดัช นีความเหมือน (similarity index)  ของแตKละ
ตัวอยKางอยูK ในชKวง 0.039-0.891 เมื่อพิจารณาทุก
ตัวอยKาง โดยคูKตัวอยKางท่ีมีแถบดีเอ็นเอท่ีคล:ายกันน:อย
สุด คือ กุหลาบขาว 3 กับกุหลาบมาลัยแดง 3 ขณะท่ีคูK
ตัวอยKางท่ีคล:ายกันมากท่ีสุด คือ เข็มขาวกับเขาแกะ 
และเมื่อพิจารณาภายในสกุล Aerides พบความคล:าย
สูงสุดท่ี 0.625 ระหวKางกุหลาบขาว 3 และกุหลาบขาว 
4 (รูปท่ี 4) 

จากน้ันนําข:อมูลมาวิเคราะห(ความสัมพันธ(
พบวKาสามารถแยกกล:วยไม:สกุลกุหลาบออกได:เปDน 2 
กลุKม ซ่ึงแตกตKางกับการศึกษาของ มลิวรรณ และคณะ 
ในปw พ.ศ. 2558 ท่ีใช:เทคนิค PCR-RFLP แล:วความ 
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สัมพันธ(ทางพันธุกรรมแบKงเปDน 2 กลุKม แตKตัวอยKางใน
กลุKมแตกตKางกัน [22] นKาจะเน่ืองจากในการทดลองน้ัน
ใช:เฉพาะสKวนของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต(เทKาน้ัน แตK
การศึกษาน้ีเปDนดีเอ็นเอท้ังหมดในเซลล( โดยในการ 
ศึกษาครั้งน้ีกลุKมท่ี 1 ประกอบด:วยกล:วยไม: 2 ชนิด 7 
ตัวอยKาง ได:แกK กุหลาบกระเป�าป�ด 2 ตัวอยKาง กุหลาบ
ขาว 2 ตัวอยKาง และกุหลาบกระเป�าเป�ด 3 ตัวอยKาง 
โดยกุหลาบกระเป�าป�ดและกุหลาบขาวน้ันเปDนกล:วยไม:
ชนิดเดียวกัน แตKตKางกันท่ีสีดอก โดยกุหลาบกระเป�าป�ด 
มีดอกจะมีสีชมพูมKวง ขณะท่ีกุหลาบขาวมีดอกสีขาว 
นอกจากความแตกตKางในเรื่องของสีดอกแล:ว ยังพบวKา
กุหลาบกระเป�าป�ดท่ีพบได:ในภาคเหนือจะมีโครโมโซม
เปDนเตตราพลอยด( (tetraploid-4n) ขณะท่ีกุหลาบขาว
ท่ีพบทางภาคใต:จะมีโครโมโซมเปDนดิพลอยด( (diploid-
2n) [23] และเมื่อพิจารณาลักษณะภายนอกของ
กล:วยไม:กลุKมน้ีท้ัง 2 ชนิด พบวKาจะมีลักษณะหลาย
ประการท่ีคล:ายคลึงกัน เชKน มีกลีบปาก 3 สKวน มีเส:า
เกสรยาว โดยรวมมีความคล:ายคลึงกันแตกตKางกัน
เฉพาะลักษณะของปากหรือท่ีเรียกวKากระเป�า โดย
กุหลาบกระเป�าป�ดสKวนของปากจะป�ดคลุมสKวนของเส:า
เกสรไว: สKวนจากกุหลาบกระเป�าเป�ดกระเป�าจะเป�ดอ:า
ออก สKวนกลุKมท่ี 2 ประกอบด:วยตัวอยKางกล:วยไม:ท่ี
เหลือท้ังหมด โดยตัวอยKางกล:วยไม:สกุลกุหลาบท่ีถูกจัด
อยูKในกลุKมน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายประการ
ท่ีคล:ายคลึงกัน เชKน เส:าเกสรสั้น กลีบดอกและกลีบ
เลี้ยงมีลักษณะโค:งกลม กลีบปากด:านข:างมีขนาดเล็ก 
ซ่ึงกุหลาบอินทจักรเปDนกล:วยไม:ในสกุลแวนด:าซ่ึงแทรก
อยูKในสายสัมพันธ(ทางวิวัฒนาการของกล:วยไม:สกุล
กุหลาบ โดยกุหลาบอินทจักรท้ัง 2 ตัวอยKาง แยกกันอยูK
คนละกลุKมยKอยเน่ืองมาจากมีแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตKางกัน
มาก ซ่ึงอาจเปDนไปได:วKามีความผันแปรมาก และกKอน
หน:าน้ีการจัดจําแนกกุหลาบอินทจักรยังมีความสับสน
อยูK โดยแตKเดิมน้ันมีการจัดให:อยูKในสกุลกุหลาบ เพราะ
ลักษณะฐานเส:าเกสรยาว มีกลีบปากท่ีเคลื่อนท่ีได: คือ 

ไมKยึดติดแนKนอยูKกับเส:าเกสร [24] และจัดให:อยูKในสกุล
แวนด:าเน่ืองจากมีลักษณะเดือยดอกสั้น กลีบปากกว:าง 
[25-27] แตKตKอมาพบวKาได:มีจัดให:กุหลาบอินทจักรให:
ไปอยูKในสกุลแวนด:าเน่ืองจากมีการนําข:อมูลทาง      ชีว
โมเลกุลมาสนับสนุน [28,29] ประกอบกับกุหลาบอินท
จักรมีลักษณะของกลีบปาก และเส:าเกสรท่ีแตกตKาง
จากกล:วยไม:สกุลกุหลาบด:วย นอกจากน้ียังมีการศึกษา
ความสัมพันธ(ทางวิวัฒนาการของกล:วยไม:สกุลกุหลาบ
ด:วยข:อมูลดีเอ็นเอในนิวเคลียสบริเวณ nrITS และคลอ
โรพลาสต(บริเวณ matK และ trnL-trnL-F ยังพบอีกวKา
กุหลาบอินทจักรจัดอยูKในกลุKมท่ีมีความสัมพันธ(ใกล:ชิด
กับสกุลแวนด:า ซ่ึงแยกออกจากสกุลกุหลาบได:อยKาง
ชัดเจน [30] แตKจากการวิจัยครั้งน้ีพบวKากุหลาบอินท
จักรมีความใกล:ชิดทางพันธุกรรมกับ Aerides sp.1 ซ่ึง
อาจสันนิษฐานได:วKากล:วยไม:สกุลกุหลาบชนิดท่ี 1 น้ีมี
ความสัมพันธ(ใกล:ชิดกับสกุลแวนด:า และจากการ
วิเคราะห(โครโมโซมของกล:วยไม:กลุKมน้ียังเปDนเหตุผล
หน่ึงท่ีสามารถบอกได:วKากล:วยไม:สกุลกุหลาบและ
กล:วยไม:สกุลแวนด:ามีความสัมพันธ(ใกล:ชิดกันมาก [31-
34] (รูปท่ี 5) 
 

4. สรุปผลการวิจัย 
การสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB ซ่ึงดัดแปลงมา

จาก Doyle และ Doyle น้ันสามารถใช:ในการสกัด     
ดีเอ็นเอในกล:วยไม:ได:ทุกตัวอยKาง และสามารถใช:ได:ดี
กับตัวอยKางใบแห:ง สKวนการคัดเลือกไพรเมอร(ท่ีมีความ
เหมาะสมกับตัวอยKางของกล:วยไม:สกุลกุหลาบจาก 100 
คูKไพรเมอร( มีจํานวน 8 คูKไพรเมอร( ท่ีเหมาะสมในการ
ใช:เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยเทคนิค SRAP น้ีสามารถพบ 
polymorphic band ได:มากกวKา 90 % และช้ินสKวน 
ดีเอ็นเอมีขนาดอยูKในชKวง 50-2,000 คูKเบส นอกจากน้ี
ยังสรุปได:วKากล:วยไม:ในสกุลกุหลาบน้ีมีความผันแปรท่ี
สูงมากท้ังในระดับชนิดและระดับสกุล 
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รูปท่ี 4  คKาดัชนีความเหมือน (similarity index) ของกล:วยไม:สกุลกุหลาบและสกุลใกล:เคียงท้ังสิ้น 26 ตัวอยKาง 
(ตาราง 1) 

 

 
 

รูปท่ี 5  แผนภาพแสดงความสมัพันธ(ทางพันธุกรรมของกล:วยไม:สกุลกุหลาบรKวมกับกล:วยไม:สกุลอ่ืน 
 
5. กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยน้ีได:รับทุนสนับสนุนการทําวิจัยจาก
งบประมาณรายได: มหาวิทยาลัยนเรศวร ประจําปw

งบประมาณ 2559 เลขท่ีโครงการ R2559C124 และ
ความอนุเคราะห(สถานท่ี รวมถึงอุปกรณ(ในการทําวิจัย
จากภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร( มหาวิทยาลัย
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นเรศวร พร:อมกันน้ี ขอขอบคุณ ผู:ชKวยศาสตราจารย( 
ดร.คงศักดิ์ พร:อมเทพ และคุณสมภพ พินิจสําหรับ
อนุเคราะห(ตัวอยKางกล:วยไม:ท่ีใช:ในการศึกษา 
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