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บทคัดย่อ 
กลว้ยไมส้กุลชา้งเป็นกลว้ยไมไ้ทยท่ีมีความส าคญัและไดรั้บความนิยม แต่ปัจจุบนัการจ าแนกพนัธุ์ตาม

สัณฐานวิทยามีความยุ่งยากและเกิดความสับสน เนื่องจากมีการปรับปรุงพนัธุ์ด ้วยการผสมพนัธุ์และ
ขยายพนัธ์ุด้วยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ดังนั้นงานวิจัยน้ีจึงน าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาตรวจสอบพนัธ์ุกลว้ยไมช้า้ง
และลูกผสม 13 พนัธ์ุ โดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 41 ชนิด สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได ้
เม่ือคดัเลือกไพรเมอร์ 29 ชนิด ท่ีให้ลายพิมพดี์เอ็นเออย่างชดัเจนมาตรวจสอบกบัดีเอ็นเอของกลว้ยไมช้า้งและ
ลูกผสมแต่ละพนัธ์ุ พบวา่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุไดด้ว้ยแถบดีเอน็เอจ าเพาะกบัพนัธ์ุ นอกจากนั้น
ยงัพบไพรเมอร์ 5 ชนิด ท่ีสามารถจ าแนกกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ไดโ้ดยใชไ้พรเมอร์เพียงชนิดเดียว 
เม่ือวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.61 ถึง 0.84 โดย
ผลการวจิยัคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่เคร่ืองหมายแฮตอาร์เอพีดีใชร้ะบุชนิดของกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมได ้ซ่ึงสามารถ 
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น าไปวางแผนการผสมพนัธ์ุเพ่ือพฒันาพนัธ์ุใหม่ ๆ ในอนาคต 
 

ค าส าคญั : กลว้ยไมช้า้ง, ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม, การจ าแนก, เคร่ืองหมายดีเอน็เอ, แฮตอาร์เอพีดี 
 

Abstract 
Rhynchostylis is one of an important and popular orchid in Thailand. However, identification based on 

morphology is difficult and because of the occurrence of new varieties from breeding program and tissue 
culture. High annealing temperature-random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique was used to 
identify 13 samples of Rhynchostylis gigantea and their hybrids. The total 72 random primers were screened and 
41 primers could be used for DNA amplification. Twenty-nine primers which gave clear amplified products 
were selected and used to analyze all samples. The result showed differences among 13 samples with specific 
DNA bands. In addition, 5 of 29 random primers were found to identify each sample using only one primer. A 
dendrogram based on polymorphic bands showed genetic similarities among R. gigantea and their hybrids with 
similarity coefficients ranging from 0 .61 to 0.84. Finally, these results indicated that the HAT-RAPD markers 
are capable of R. gigantea and their hybrids verification, which will be useful in the breeding program. 
 

Key words: Rhynchostylis gigantea, genetic relationship, identification, DNA marker, HAT-RAPD 
 

1. บทน า 
กลว้ยไมเ้ป็นไม้ดอกท่ีได้รับความนิยมอย่าง

แพ ร่หลายทั้ งภายในประเทศและต่ างประเทศ 
เน่ืองจากดอกกลว้ยไมมี้สีสันสวยงาม มีความหลาก 
หลายของรูปร่างดอก ขนาด และรูปทรงช่อดอก 
รวมทั้งมีอายปัุกแจกนัท่ียาวนานเม่ือเปรียบเทียบกับ
ไมต้ดัดอกทัว่ไป ดงันั้นกลว้ยไมจึ้งเป็นพืชเศรษฐกิจท่ี
ส าคัญชนิดหน่ึงของประเทศไทย มีการขยายตลาด
และเพ่ิมปริมาณการส่งออกมากข้ึนทุกปี อีกทั้ งยงัมี
มูลค่าการส่งออกสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ของมูลค่ารวม
ในการส่งออกไมด้อกไมป้ระดบัทั้งหมดของประเทศ
ไทย โดยมีมูลค่าการส่งออกในแต่ละปีไม่ต ่ ากว่า 
4,000 ลา้นบาท [1]  

การคา้กลว้ยไมข้องตลาดโลกมีทั้งไมต้ดัดอก
และไมก้ระถาง โดยปัจจุบันนิยมขยายพนัธ์ุกลว้ยไม้

ดว้ยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เพ่ือใหไ้ดผ้ลผลิตเป็นจ านวน
มาก อีกทั้งมีการผสมภายในพนัธ์ุ ผสมขา้มพนัธ์ุ ผสม
ข้ามชนิด และผสมข้ามสกุล ทั้ งน้ีเพื่อให้ได้พันธ์ุท่ี
แปลกใหม่และดึงดูดความสนใจจากผูบ้ริโภค 

กล้วยไม้สกุลช้าง (Rhynchostylis) มีลักษณะ
ล าตน้สั้นแข็งแรง ใบแข็งแรง หนาอวบน ้ า บางชนิด
ใบเล็กยาว ปลายใบหยกัมนหรือเป็นฟันแหลม ใบมี
ลายเป็นเส้นขนานหลายเส้นตามแนวยาวของใบ ช่อ
ดอกตั้งโคง้หรือหอ้ยยอ้ยลงมา ดอกจะออกกนัแน่นช่อ 
กลีบดอกชั้นนอก (กลีบเล้ียง) โตกว่ากลีบดอกชั้นใน 
ปากไม่มีขอ้พบั ปากจะเช่ือมต่อกบัฐานเส้าเกสร เดือย
ดอกช้ีไปขา้งหลงั แต่ปลายปากช้ีไปขา้งหน้า ไม่มีหู
หรือมีขนาดเลก็ เสา้เกสรและฐานเสา้เกสรสั้น มีเรณู 2 
ก้อน ปัจจุบันกล้วยไม้สกุลช้างจ าแนกเป็น 4 ชนิด 
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ไดแ้ก่ ไอยเรศหรือพวงมาลยั (R. retusa) เขาแกะ (R. 
coelestis) ช้าง (R. gigantea) และช้างฟิลิปปินส์ (R. 
violacea) โดยพบการกระจายพนัธ์ุตามธรรมชาติใน
ประเทศไทยเพียง 3 ชนิด คือ ไอยเรศ เขาแกะ และชา้ง 
ส่วนชา้งฟิลิปปินส์พบในประเทศฟิลิปปินส์ [2]  

กล้วยไม้ช้างเป็นกล้วยไม้กระถางท่ีได้รับ
ความนิยมและมีราคาค่อนข้างสูงมาก เพราะมีดอก
และช่อดอกขนาดใหญ่ อีกทั้ งดอกยงัมีกล่ินหอมแรง 
จากการขยายพัน ธ์ุด้วยการผสมข้าม ร่วมกับการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท าให้กล้วยไม้ช้างมีความหลาก 
หลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) ค่อนขา้งสูง 
การจ าแนกพนัธ์ุกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมต่าง ๆ ดว้ย
สัณฐานวิทยา กล่าวคือ การดูเพียงลกัษณะภายนอก 
เช่น  ดอก ใบ ราก จึงมีความยากล าบากและเกิด
ข้อผิ ดพลาดได้ ง่ าย  ดังนั้ น เทคโนโลยี เก่ี ยวกับ
เคร่ืองหมายดี เอ็นเอ (DNA marker) ซ่ึงใช้จ าแนก
ส่ิงมีชีวิตส าเร็จมาแลว้หลายชนิดจะมีประโยชน์อย่าง
ยิ่งต่อการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(genetic relationship) และการจ าแนก (identification) 
พนัธ์ุกลว้ยไมช้า้งและลูกผสม 

การวิจยักลว้ยไมท่ี้เคยรายงานมาก่อนน้ี พบวา่
มีนกัวจิยัประยกุตใ์ชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอหลายชนิดใน
กล้วยไม้หลายสกุล โดยเฉพาะกล้วยไม้สกุลหวาย 
(Dendrobium) ซ่ึงมีความหลากหลายสูงทั้งในพนัธ์ุแท้
และลูกผสม  [3-5] นอกจากนั้ น ย ัง มีรายงานใน
กล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซิส (Phalaenopsis) [6-8] 
สกุลแวนดา (Vanda) [9] รวมทั้ งสกุลช้าง [10,11] 
อย่างไรก็ตาม ยงัไม่พบรายงานการใช้เคร่ืองหมายดี
เอน็เอเพื่อการจ าแนกพนัธ์ุกลว้ยไมช้า้ง 

ด้วยความส าคัญดังกล่าว ผู ้วิจัย จึงศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ช้างและ
ลูกผสมดว้ยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high 

annealing temperature-random amplified polymer-
phic DNA) [12,13] โดยเพ่ิมปริมาณดี เอ็น เอด้วย
ปฏิ กิ ริยาลูกโซ่พอลิ เมอเรสห รือพี ซีอาร์  (PCR, 
polymerase chain reaction) ซ่ึงใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
(random primer) ข น า ด  8 -1 2  นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด ์
(nucleotide) เพียงชนิดเดียวเพื่อสร้างลายพิมพดี์เอ็นเอ 
(DNA fingerprinting) เน่ื องจาก เป็นวิ ธี ท่ี สะดวก 
รวดเร็ว ใชดี้เอ็นเอปริมาณน้อย ไม่จ าเป็นตอ้งทราบ
ขอ้มูลล าดบัเบสของดีเอ็นเอ ประหยดัค่าใชจ่้าย และ
ใหเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีจ าเพาะกบัแต่ละพนัธ์ุ 
 

2. อุปกรณ์และวธีิการ 
2.1 กล้วยไม้ช้างและลูกผสม 

กล้วยไม้ช้างพบการกระจายพันธ์ุตาม
ธรรมชาติในเกือบทุกภาคของประเทศไทย ยกเวน้
ภาคใต ้ เป็นกลว้ยไมท่ี้มีล าตน้ขนาดใหญ่สมช่ือ ใบ
หนาและมีลายสีเขียวแก่สลบักบัสีเขียวอ่อนเป็นทาง
ขนานกันตามความยาวของใบ เห็นได้ชัดทั้ งผิวใบ
ดา้นบนและดา้นล่าง ปลายใบหยกัมนเป็น 2 แฉก ช่อ
ดอกโคง้แต่ไม่ถึงกบัหอ้ยยอ้ย [14] โดยทัว่ไปดอกจะมี
พ้ืนสีขาว มีจุดกระสีม่วงแดงชัดเจน และมีความ
แตกต่างกัน  ดังนั้ น จึงแบ่ งกล้วยไม้ช้าง ท่ีพบใน
ธรรมชาติเป็นช้างเผือก ช้างกระ และช้างแดง ซ่ึงมี
ลกัษณะทัว่ไปดงัน้ี 

2.1.1 ช้างเผือก มีกลีบดอกสีขาวบริสุทธ์ิ 
อาจมีสีเขียวหรือสีเหลืองอ่อนท่ีปาก 

2.1.2 ช้างกระ กลีบดอกมีพ้ืนสีขาว มีจุด
กระสีม่วงแดงเป็นเม็ดเล็กหรือใหญ่ก็ไดท่ี้กลีบดอก
ทุกกลีบ บางตน้อาจมีเพียง 2-3 จุด หรือมีมากมายเต็ม
กลีบดอกก็ได ้ปากมีสีม่วงแดง มีทั้งสีอ่อนและสีเขม้ 

2.1.3 ช้างแดง กลีบดอกมีพ้ืนเป็นสีม่วง
แดง อาจมีสีขาวหลงเหลืออยูบ่า้งท่ีโคนกลีบดอก    แต ่
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ถา้ไม่มีสีขาวปนอยูเ่ลยจะถือวา่ดีมาก 
โดยกลว้ยไม้ชา้งและลูกผสมท่ีใชใ้นการ

วจิยัคร้ังน้ี จ านวน 13 พนัธ์ุ แบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 
1 เป็นกลว้ยไมช้้างท่ีพบในธรรมชาติ 3 พนัธ์ุ ได้แก่ 
ชา้งกระ ชา้งเผือก และชา้งแดง กลุ่มท่ี 2 เป็นกลว้ยไม้
ชา้งลูกผสมท่ีผา่นการคดัเลือกและรับรองพนัธ์ุ 5 พนัธ์ุ 
ไดแ้ก่ ชา้งพลาย ชา้งชมพู ชา้งประหลาด ชา้งสม้ และ
ช้างการ์ตูน และกลุ่มท่ี 3 เป็นกล้วยไม้ช้างลูกผสม
ใหม่ 5 สายพันธ์ุ ได้แก่ ลูกผสม 1 (ช้างแดง x ช้าง
ชมพู) ลูกผสม 2 (ช้างแดง x ช้างพลาย) ลูกผสม 3 
(ชา้งพลาย x ชา้งการ์ตูน) ลูกผสม 4 (ชา้งเผือก x ชา้ง
ประหลาด) และลูกผสม 5 (ชา้งการ์ตูน x ชา้งพลาย) 

2.2 การสกดัดเีอน็เอ 
สกัดดี เอ็น เอจากใบกล้วยไม้ช้างและ

ลูกผสมด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle และ Doyle [15] 
โดยบดใบกล้วยไม้ช้างและลูกผสมในไนโตรเจน 
เหลวให้เป็นผงละเอียด แล้วน าผงใบ 6 กรัม บ่มใน 
extraction buffer [4x CTAB; 4 % cethyltrimethyl 
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 
และ 0.1 % sodium metabisufite] 20 มิลลิลิตร ซ่ึงมี  
2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร  และ polyvinyl-
pyrrolidone (PVP) 0.3 กรัม  โดยบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เม่ือครบเวลาเติม 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์(chloroform : 
isoamyl alcohol = 24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กัน 
แลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 x g เป็นเวลา 5 นาที 
หลงัจากนั้นจึงแยกสารละลายใสส่วนบนมาเติม linear 
polyacrylamide 140 ไมโครลิตร และไอโซโพรพา
นอล (isopropanol) 7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและ
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 

นาที เม่ือครบเวลาน าไปหมุนเหวีย่งท่ี 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที หลงัจากนั้นจึงเทสารละลายท้ิงและลา้ง
ตะกอนด้วย washing buffer (10 mM sodium acetate 
pH 5.2 และ 70 % ethanol) ปล่อยให้แห้งและละลาย
ตะกอนใน RNase buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 
และ 15 mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติม เอนไซม ์
RNase A (10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เม่ือครบเวลาสกัด
ดว้ยฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 25:24:1) 1 
ค ร้ัง  และสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม  : ไอโซ เอ มิล
แอลกอฮอล์ (24:1) อีก 1 คร้ัง หลังจากนั้ น จึงย ้าย
สารละลายใสส่วนบนมาเติม linear polyacrylamide 
70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตต  ความเข้มข้น  3       
โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร 
และไอโซโพรพานอลให้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ของ
ปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงท่ี 12,000 x g เป็นเวลา 10 
นาที หลงัจากนั้นจึงเทสารละลายท้ิงและลา้งตะกอน
ดว้ยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ แลว้ผึ่งตะกอนให้แห้ง 
แลว้ละลายตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl 
pH 8.0 แ ล ะ  1.0 mM EDTA) ป ริ ม าต ร  200-300 
ไมโครลิตร 

ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดด้ว้ยวิธีวดั
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280     
นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดว้ย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะ
กาโรส (agarose gel) 0.8 เปอร์เซ็นต ์[16]  

2.3 การตรวจสอบลายพิมพ์ดี เอ็น เอด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพดี ี

2.3.1 การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
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เมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ ง 
13 พันธ์ุ (ในปริมาณท่ีเท่า ๆ กัน) เข้าด้วยกัน แล้ว
น าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใชไ้พรเมอร์
แบบสุ่ม จ านวน 72 ชนิด คือไพรเมอร์ชุด A2, B2, C2, 
D2, E2 และ F2 จากบริษัท Wako Company (Japan) 
ซ่ึงมีขนาด 12 นิวคลีโอไทด ์

เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม 
(ng) ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบฟัเฟอร์ 1 เท่า 
(50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 2.5 mM 
MgCl2) ซ่ึงมีนิวคลีโอไทด์  4 ชนิด  (dATP, dCTP, 
dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ (M) 
ไพรเมอร์แบบ สุ่ม  250 นาโนโมลาร์  (nM) และ
เอนไซม์  Taq DNA polymerase (Vivantis, Vivantis 
Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 1 ยนิูต [17,18] 

ป ฏิ กิ ริยาลูกโซ่พอลิ เมอ เรสมี  3 
ขั้นตอน คือ (1) บ่มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 
3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มท่ีอุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที, อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วนิาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที จ านวน 40 รอบ และ (3) บ่มท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แลว้ตรวจสอบ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสใน
เจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต ์[18] 

2.3.2 การสร้างลายพิมพ์ ดี เอ็น เอของ
กลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ โดยคดัเลือกไพร
เมอร์ท่ีให้ลายพิมพดี์เอ็นเออย่างชดัเจนมาตรวจสอบ
กบัดีเอ็นเอกลว้ยไมช้้างและลูกผสมแต่ละพนัธ์ุ โดย
ไดเ้พ่ิมปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ซ ้ า 3 คร้ัง ทั้งน้ีเพ่ือยนืยนัผลลายพิมพดี์เอน็เอ 

2.4 การวเิคราะห์ผล 
เปรียบเทียบลายพิมพดี์เอ็นเอกลว้ยไมช้า้ง

และลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์เอพี

ดี โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของ
แถบดีเอ็นเอท่ีไดท้ั้ งหมด แลว้วิเคราะห์ค่าดชันีความ
เหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ 
(dendrogram) ด้วยวิ ธีการจัดก ลุ่มแบบ  UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic 
mean) [19] 
 

3. ผลและวจิารณ์ 
3.1 ไพรเมอร์แบบสุ่มที่สามารถเพิ่มปริมาณ  

ดเีอน็เอด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่พอลเิมอเรส  
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอรวมของกลว้ยไม้

ชา้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ดว้ยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
โดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 41 
ชนิด (หรือคิดเป็น 56.44 เปอร์เซ็นต์) สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอได ้ 

3.2 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้ช้างและ
ลูกผสม 

เม่ือคดัเลือกไพรเมอร์แบบสุ่ม 29 ชนิด ท่ี
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชดัเจนมาสร้างลายพิมพ ์ 
ดีเอ็นเอกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมแต่ละพนัธ์ุ จ านวน 
13 พนัธ์ุ ดว้ยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี ปรากฏวา่พบแถบ
ดีเอ็นเอรวมทั้ งส้ิน 250 แถบ ขนาดประมาณ 300-
3,000 คู่เบส (base pairs, bp) ซ่ึงเป็นแถบดีเอ็นเอท่ีพบ
เหมือนกันทุกพัน ธ์ุ (monomorphic band) 41 แถบ 
(หรือคิดเป็น 16.40 เปอร์เซ็นต)์ และเป็นแถบดีเอ็นเอ
ท่ีพบต่างกันในแต่ละพันธ์ุ (polymorphic band) 209 
แถบ (หรือคิดเป็น 83.60 เปอร์เซ็นต)์  

ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์
เอพีดีนั้นมีรูปแบบจ าเพาะต่อกลว้ยไมช้า้งและลูกผสม
แต่ละพนัธ์ุ (รูปท่ี 1) และพบแถบดีเอ็นเอบางแถบท่ี
สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอส าหรับจดัจ าแนก
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พนัธ์ุกล้วยไม้ช้างและลูกผสมได้ นอกจากน้ียงัพบ
ไพรเมอร์ซ่ึงให้ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีสามารถแยกความ
แตกต่างของกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมแต่ละพนัธ์ุออก
จากกนัไดด้ว้ยไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว จ านวน 5 ชนิด 

ไ ด้ แ ก่  A31 (5-AAG-GCG-CGA-ACG-3), E23   
(5-AGG-TAC-GCC-GCA-3), E24 (5-CCG-GAG-
TGG-ATG-3) , F25 (5-CCA-GAT-CCG-AAT-3) 
และ F27 (5-CAG-GTG-GGA-GTA -3) 

 

 
 

รูปที ่1 ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใชไ้พรเมอร์ F25 [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus 
DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-13 คือ ช้างกระ ช้างการ์ตูน ช้างส้ม ลูกผสม 1 
(ช้างแดง x ช้างชมพู ) ช้างชมพู  ลูกผสม 2 (ช ้า ง แ ด ง  x  ช ้า ง พ ล า ย )  ช ้า ง เ ผ ือ ก  ล ูก ผ ส ม  3  
(ช้า งพลาย  x  ช้า งก า ร์ตูน )  ช ้า งประหลาด  ช้า งแด ง  ลูกผสม  4  ( ช้างเผือก x ช้างประหลาด) 
ชา้งพลาย และลูกผสม 5 (ชา้งการ์ตูน x ชา้งพลาย) ตามล าดบั] 

 
3.3 การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดเีอน็เอ 

เม่ือวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จาก
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลือกวธีิจดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณค่า
ดัชนีความเหมือนและสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ 
พบว่ากลว้ยไมช้า้งและลูกผสมท่ีใชใ้นการวิจยัคร้ังน้ี
ทั้ง 13 พนัธ์ุ มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยูร่ะหวา่ง 
0.61 ถึง 0.84 เฉล่ีย 0.73  

เม่ือพิจารณาท่ีค่าดัชนีความเหมือน 0.71 
พบว่าแบ่งกล้วยไม้ช้างและลูกผสมเป็น 3 กลุ่ม คือ 
กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ ชา้งกระ กลุ่ม 2 ไดแ้ก่ ชา้งการ์ตูน และ

กลุ่ม 3 ไดแ้ก่ ชา้งส้ม ชา้งชมพู ช้างแดง  ลูกผสม 4  
(ชา้งเผือก x ชา้งประหลาด) ชา้งพลาย ลูกผสม 1 (ชา้ง
แดง x ชา้งชมพ)ู ลูกผสม 2 (ช้างแดง x  ช้างพลาย)  
ช้างประหลาด ลูกผสม 5 (ชา้งการ์ตูน x ชา้งพลาย) 
ช้างเ ผือ ก  แ ล ะ ลูก ผ ส ม  3  ( ช ้า ง พ ล า ย  x  ช ้า ง
การ์ตูน)  (รูปท่ี 2) 

เม่ือพิจารณาท่ีค่าดัชนีความเหมือน 0.73 
พบว่าแบ่งกล้วยไม้ช้างและลูกผสมเป็น 4 กลุ่ม คือ 
กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ ชา้งกระ กลุ่ม 2 ไดแ้ก่ ชา้งการ์ตูน กลุ่ม 
3 ได้แก่ ช้างส้ม ช้างชมพู ช ้า ง แ ด ง  ล ูก ผ ส ม  4  
(ชา้งเผือก x ชา้งประหลาด) ชา้งพลาย ลูกผสม 1 (ชา้ง
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แดง x ชา้งชมพ)ู ลูกผสม 2 (ช้างแดง x  ช้างพลาย)  
ช ้า ง ป ร ะ ห ล า ด  และลูกผสม 5 (ช้างการ์ตูน  x 

ช้างพลาย) และกลุ่ม  4  ได้แ ก่  ช้าง เ ผ ือ ก  แ ล ะ
ลูกผสม 3  (ช้างพลาย x  ช้างการ์ตูน)  (รูปท่ี 3) 

 

 
 

รูปที ่2  แผนภูมิความสมัพนัธ์ของกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์เอพดีี 
 

3.4 อภิปรายผล 
กลว้ยไมช้้างและลูกผสมท่ีใชใ้นการวิจัย

คร้ังน้ี เป็นกลว้ยไมช้า้งท่ีพบในธรรมชาติ 3 พนัธ์ุ คือ 
ชา้งกระ ชา้งเผือก และชา้งแดง เม่ือพิจารณาแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ของกล้วยไม้ช้างและลูกผสมทั้ ง 13 
พนัธ์ุ ท่ีได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใชไ้พรเมอร์
แบบสุ่ม 29 ชนิด (รูปท่ี 2) พบวา่กลว้ยไมช้า้งพนัธ์ุชา้ง
กระต่างจากกล้วยไม้ช้างพันธ์ุอ่ืนและลูกผสมมาก
ท่ีสุด โดยแยกออกมาจากอีก 3 กลุ่ม และมีแนวโนม้วา่
เป็นบรรพบุรุษ (ancestor) ของกลว้ยไมช้้างทั้ งหมด 
สอดคล้องกับประวติัความเป็นมาและบันทึกของ 
ศาสตราจารยร์ะพี สาคริก ซ่ึงกล่าวว่าอนัท่ีจริงแล้ว
ชา้งแดงก็คือชา้งกระนัน่เอง กล่าวคือ จุดสีม่วงแดงถา้

มีจ านวนมากและขนาดใหญ่จะเช่ือมติดกนัจนไม่เห็น
สีขาวเลย เช่นเดียวกนักบัชา้งเผือกท่ีไม่มีจุดสีม่วงแดง
เลยจึงเห็นแต่พ้ืนสีขาวเท่านั้น ดงันั้นในธรรมชาติชา้ง
แดงและช้างเผือกจึงหายากมาก แต่พบช้างกระ
กระจายพนัธ์ุอยู่มากท่ีสุด และในกลุ่มของช้างกระ
ดว้ยกนัก็จะมีลกัษณะท่ีเรียกวา่ประหลาด คือ ถา้มีจุด
กระเล็กนอ้ยเกือบเป็นชา้งเผือกหรือมีจุดกระมากมาย
เป็น ป้ืนโต ๆ  เกือบ เป็นช้างแดง บ างคนก็ เรียก
ช้างเผือกกระหรือช้างแดงกระ แล้วแต่ว่าจะคล้าย
ชา้งเผือกหรือชา้งแดงมากกวา่ [14] 

กล้วยไม้ช้างลูกผสมท่ีผ่านการคัดเลือก
และรับรองพันธ์ุ 5 พันธ์ุ ได้แก่ ช้างพลาย ช้างชมพ ู
ช้างประหลาด ช้างส้ม และช้างการ์ตูน เกิดจากผู ้



ปีที่ 21 ฉบับที ่4 ตุลาคม - ธันวาคม 2556                                                                                           วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี 

 367 

เพาะเล้ียงกลว้ยไมแ้ละนกัปรับปรุงพนัธ์ุไดผ้สมพนัธ์ุ
ขา้มด้วยวิธีถ่ายละอองเกสรและเพาะเมล็ดกลว้ยไม้
จากฝักดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยชา้งพลาย
ได้จากการคู่ผสมระหว่างช้างแดงกับช้างเผือก ช้าง
ประหลาดได้จากการคู่ผสมระหว่างช้างแดงกับช้าง
กระ ช้างชมพูได้จากการคู่ผสมระหว่างช้างแดงกับ
ช้างแดง และช้างการ์ตูนได้จากการคู่ผสมระหว่าง
ช้างเผือกกับช้างแดง [14] โดยแต่ละคู่ผสมจะให้
ลูกผสมท่ีมีความหลากหลาย แต่สามารถคัดเลือก

ลูกผสมท่ี เด่นมาผสมตัวเอง แล้วคัด เลือกจนได้
ลกัษณะท่ีคงท่ี เม่ือพิจารณาแผนภูมิความสมัพนัธ์ของ
กลว้ยไมช้า้งและลูกผสม (รูปท่ี 2) พบวา่กลว้ยไมช้า้ง
ลูกผสมท่ีผ่านการคดัเลือกและรับรองพนัธ์ุดงักล่าวมี
การกระจายอยูใ่นทั้ง 3 กลุ่ม อยา่งไรก็ตาม พบวา่ชา้ง
สม้และชา้งชมพมีูความใกลชิ้ดกนัมาก และใกลชิ้ดกบั
และช้างแดง เน่ืองจากทั้ งช้างส้มและช้างชมพูเป็น
ลูกผสมท่ีเกิดจากชา้งแดงเป็นแม่ 

 

 
 

รูปที ่3  ค่าดชันีความเหมือนของกลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
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กล้วยไม้ช้างลูกผสมใหม่ 5 สายพัน ธ์ุ 
ไดแ้ก่ ลูกผสม 1 (ชา้งแดง x ชา้งชมพู) ลูกผสม 2 (ชา้ง
แดง x ชา้งพลาย) ลูกผสม 3 (ชา้งพลาย x ชา้งการ์ตูน) 
ลูกผสม 4 (ชา้งเผือก x ชา้งประหลาด) และลูกผสม 5 
(ช้างการ์ตูน x ช้างพลาย) นั้ น เม่ือพิจารณาแผนภูมิ
ความสัมพนัธ์ของกลว้ยไมช้า้งและลูกผสม (รูปท่ี 2) 
ท่ีค่ าดัชนีความเหมือน 0.71 พบว่ากล้วยไม้ช้าง
ลูกผสมใหม่น้ีมีการกระจายอยูใ่นกลุ่ม 3 เท่านั้น โดย
มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนภายในกลุ่มอยูร่ะหวา่ง 
0.68 ถึง 0.84 เฉล่ีย 0.78 (รูปท่ี 2) 

เทคนิคแฮตอาร์เอพี ดีได้ปรับอุณหภูมิ
ขั้ นตอนการเข้าจับของไพรเมอร์ (annealing) ใน
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้ สูงข้ึน  โดยทั่วไป
เท ค นิ ค อ า ร์ เ อ พี ดี  (RAPD, random amplified 
polymorphic DNA) จะใชอุ้ณหภูมิขั้นตอนการเขา้จบั
ของไพรเมอร์ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส แต่
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีไดป้รับอุณหภูมิขั้นตอนการเขา้
จบัของไพรเมอร์เป็น 46-62 องศาเซลเซียส [3,4] ซ่ึง
จะช่วยให้ไพรเมอร์แบบสุ่มเขา้จบัท่ีต าแหน่งจ าเพาะ
มากยิ่งข้ึน ลดการกระจายตัวในการเกาะให้น้อยลง 
และท าให้ผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพ่ิม
มากข้ึน โดยจะเห็นจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จาก
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมีแถบดีเอ็นเอชัดเจนมากกว่า 
ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีไดจ้ากเทคนิคอาร์เอพีดี 

การวิจัยน้ีแสดงถึงศักยภาพของเทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีในการจ าแนกพนัธ์ุกล้วยไม้ช้างและ
ลูกผสมไดเ้ช่นเดียวกบัพืชชนิดอ่ืน เช่น ล าไย [20] พืช
สกลุ Ficus [21] กลว้ยไมช้า้งและลูกผสม [18]  
 

4. สรุป 
การตรวจสอบกล้วยไม้ช้างและลูกผสม 

จ านวน 13 พันธ์ุ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้  

ไพรเมอร์แบบสุ่ม 29 ชนิด พบว่าสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างพนัธ์ุไดด้ว้ยแถบดีเอ็นเอจ าเพาะกับ
พนัธ์ุ และตรวจพบไพรเมอร์ 5 ชนิด ท่ีสามารถจ าแนก
กลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ไดด้ว้ยไพรเมอร์
เพียงชนิดเดียว เม่ือวิ เคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยู่
ระหวา่ง 0.61 ถึง 0.84 และแผนภูมิความสัมพนัธ์ของ
กลว้ยไมช้า้งและลูกผสมทั้ง 13 พนัธ์ุ ซ่ึงไดจ้ากเทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีท่ีค่าดัชนีความเหมือน 0.73 สามารถ
แยกกล้วยไม้ช้างและลูกผสมเป็น 4 กลุ่ม โดยแยก
กล้วยไม้ช้างพันธ์ุช้างกระซ่ึงเป็นบรรพบุรุษของ
กลว้ยไมช้า้งไวเ้ป็นอีกกลุ่มหน่ึงต่างหาก 
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