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บทคัดย่อ 
เอื้องสายเป็นกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มหนึ่งที่นิยมปลูกเลี้ยงตามอาคารบ้านเรือนเช่นเดียวกับกล้วยไม้ชนิดอื่น 

ซึ่งมีการปรับปรุงพันธุ์ด้วยการผสมพันธุ์และขยายพันธุ์ด้วยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จึงท าให้มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง ดังนั้นการจ าแนกชนิดด้วยลักษณะสัณฐานอาจมีความยุ่งยากและเกิดความสับสนได้ง่าย งานวิจัยนี้จึง
น าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาตรวจสอบพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวาย 15 พันธุ์ ซึ่งเป็นกล้วยไม้กลุ่มเอื้องสาย 14 พันธุ์ โดยใช้
ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 51 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ เมื่อคัดเลือกไพรเมอร์ 24 ชนิด 
ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายแต่ละพันธ์ุ พบว่าสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างพันธุ์ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับพันธุ์ นอกจากนั้นยังพบไพรเมอร์ 20 ชนิด ที่สามารถจ าแนก
กล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ ได้โดยใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมพบว่ามีค่า
สัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.27 ถึง 0.71 โดยผลการวิจัยครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี
สามารถระบุชนิดของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย ซึ่งใช้วางแผนการผสมพันธ์ุเพื่อพัฒนาพันธุ์ใหม่ ๆ ได้        
 

ค าส าคัญ : สกุลหวาย; เอื้องสาย; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; เครื่องหมายดีเอ็นเอ; แฮตอาร์เอพีดี 
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Abstract 
Ueang Sai is a group of genus Dendrobium which the popular orchids of growers by 

dwellings as well as other species. The improved varieties by breeding and propagation using 
tissue culture to generated a high genetic diversity. Therefore, identification base on morphology 
may be cumbersome and confusing easily. High annealing temperature-random amplified 
polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique was used to identify 15 species (varieties) of 
Dendrobium, which 14 species were the members of Ueang Sai group. The total 72 random 
primers were screened and 51 primers could be used for DNA amplification. Twenty-nine primers 
were selected and used analyze each DNA species of Ueang Sai group. The result showed 
differences among 15 species with specific DNA bands. In addition, 20 of 24 random primers were 
able to identify each species even though using as only one primer. A dendrogram based on 
polymorphic bands showed genetic similarities among Ueang Sai group with similarity coefficients 
ranging 0.27-0.71. Finally, these results indicate that the HAT-RAPD markers capable to specify 
Ueang Sai group, which used to planning in the breeding program. 
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1. บทน า 

กล้วยไม้เป็นไม้ดอกที่ได้รับความนิยมอย่าง
แพร่หลายทั้ งภ ายในประ เทศและต่ างประเทศ 
เนื่ อ งจากดอกกล้ วย ไม้ มี สี สั น สวยงาม  มี ความ
หลากหลายของรูปร่างดอก ขนาด และรูปทรงช่อดอก 
รวมทั้งมีอายุปักแจกันที่ยาวนานเมื่อเปรียบเทียบกับ 
ไม้ตัดดอกทั่วไป ดังนั้นกล้วยไม้จึงเป็นพืชเศรษฐกิจที่
ส าคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย มีการขยายตลาดและ
เพิ่มปริมาณการส่งออกมากขึ้นทุกปี อีกทั้งยังมีมูลค่า
การส่งออกสูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ ของมูลค่ารวมในการ
ส่งออกไม้ดอกไม้ประดับของประเทศไทย โดยมีมูลค่า
การส่งออกในแต่ละปีไม่ต่ ากว่า 4,000 ล้านบาท [1]  

กล้ วย ไม้ ส กุ ลห วาย  (Dendrobium) เป็ น
กล้วยไม้สกุลที่ใหญ่ที่สุด พบแพร่กระจายทั้งในทวีป
เอเชียและหมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก จ าแนกเป็น 
20 หมู่  ค้ นพบ แล้ ว ไม่ น้ อยกว่ า  1,000 ชนิ ด  [2]      

บางชนิดนิยมน ามาปรับปรุงพันธุ์ด้วยการผสมพันธุ์
ร่ วมกับการเพาะ เลี้ ย งเนื้ อ เยื่ อ  ท าให้ เกิ ดความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) และ
ความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) สูง 

กล้วยไม้กลุ่มเอื้องสาย (Ueang Sai) เป็น 1 ใน 
3 กลุ่ม ของหมู่ยูจิแนนเธ (Eugenanthe) ซึ่งอยู่ในสกุล
หวาย มีล าต้นหรือล าลูกกล้วยยาวเรียวห้อยลงเป็น 
สายยาว ในช่วงฤดูร้อนจะสลัดใบทิ้งหมดและออกดอก
เกือบตลอดทั้งล าลูกกล้วย [2] ซึ่งมีความสวยงามมาก 
จึงได้รับความนิยมและน าออกจากป่ามาปลูกตาม
บ้านเรือน ปัจจุบันพื้นที่ป่าของประเทศไทยลดลงมาก 
และสภาพดินฟ้าอากาศเปลี่ยนแปลงบ่อย ส่งผลให้
เอื้องสายและกล้วยไม้ต่าง ๆ ลดปริมาณลงอย่าง
รวดเร็ว นอกจากนั้นผู้ปลูกเลี้ยงกล้วยไม้มักนิยมผสม
ข้ามพันธุ์ อีกทั้งมีการน าเอื้องสายจากต่างประเทศ 
ได้แก่ ลาว พม่า กัมพูชา มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ เป็นต้น 
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เข้ามาผสมพันธุ์กับกล้วยไม้ในประเทศ ดังนั้นจึงมีความ
จ าเป็นเร่งด่วนที่จะต้องศึกษาความหลากหลายทาง
พั น ธุ ก ร รม แ ล ะส ร้ า งล าย พิ ม พ์ ดี เอ็ น เอ  (DNA 
fingerprinting) ของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย
พันธุ์แท้ในประเทศไทย ทั้งนี้เพื่อจัดจ าแนกชนิดและ
พันธุ์ ในระดับโมเลกุล ซึ่ งสามารถใช้วางแผนการ
อนุรักษ์และปรับปรุงพันธุ์ต่อไป  

การวิจัยกล้วยไม้ที่เคยรายงานมาก่อนนี้ พบว่า
มีนักวิจัยประยุกต์ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอหลายชนิดใน
กล้วยไม้หลายสกุล โดยเฉพาะกล้วยไม้สกุลหวาย ซึ่งมี
ความหลากหลายสูงทั้งในพันธุ์แท้และลูกผสม [3-5] 
นอกจากนั้นยังมีรายงานในกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซิส 
(Phalaenopsis) [6-8] สกุลแวนดา (Vanda) [9] และ
สกุลช้าง [10,11] เป็นต้น อย่างไรก็ตาม ยังไม่พบ
รายงานการวิจัยเกี่ยวกับการใช้เครื่องหมายดเีอ็นเอเพื่อ
การจ าแนกชนิดของเอื้องสายพันธุ์แท้ที่ปลูกเลี้ยงใน
ประเทศไทย 

ด้วยความส าคัญดั งกล่าว ผู้ วิจัยจึ งศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องสาย
ด้ ว ย เท ค นิ ค แ ฮ ต อ า ร์ เอ พี ดี  (HAT-RAPD, high 
annealing temperature - random amplified 
polymorphic DNA) [12,13] โดยเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, 
polymerase chain reaction) ซึ่งจะใช้ไพรเมอร์แบบ
สุ่ ม  (random primer) ขนาด  8-12 นิ วคลี โอ ไทด์ 
(nucleotide) เพียงชนิดเดียวส าหรับสร้างลายพิมพ์   
ดีเอ็นเอ เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอ
ปริมาณน้อย ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับเบสของ 
ดี เอ็ น เอ  ป ระห ยั ด ค่ า ใ ช้ จ่ าย  แล ะส าม ารถ ให้
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับแต่ละพันธุ์ กล่าวคือ 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีใน
การจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 

กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายมีการ
เจริญเติบโตแบบฐานร่วม (sympodial) หรือประเภท
แตกกอ กล่าวคือ มีล าลูกกล้วย (pseudobulb) ซึ่งเมื่อ
เจริญเติบโตเต็มที่แล้วจะแตกหน่อเป็นล าลูกกล้วยใหม่ 
และรวมกันเป็นกอ มีใบแข็งหนาสีเขียว ดอกมีกลีบ
เลี้ยง (sepal) 3 กลีบ และกลีบดอก (petal) 3 กลีบ 
กลีบดอก 2 กลีบ ด้านข้างมีรูปร่างลักษณะและขนาด
เท่ากัน ส่วนโคนของอีกกลีบดอกมีลักษณะยื่นออกไป
ทางด้านหลังบริเวณส่วนล่างของดอกและประสาน
เช่ือมติดกับสันหลังของเส้าเกสร (column) โดยส่วน
ฐานของเส้าเกสรยื่นออกมามีลักษณะคล้ายเดือย
เรียกว่าเดือยดอก (mentum) โดยกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายแต่ละพันธุ์มีความแตกต่างกันในลักษณะ
สัณฐาน (morphology) ทั้งล าลูกกล้วย ใบ และดอก 
แต่ที่ชัดเจนท่ีสุดคือดอก [14] 

กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายที่ใช้ในการ
วิจัยครั้งนี้ จ านวน 14 พันธุ์ ได้แก่ (1) เอื้องสายไหม
หรือเอื้องสายล่องแล่ง [D. aphyllum (Roxb.) Fisch.] 
(2) เอื้องสายไหมเขาใหญ่ (D. aphyllum vir. Khao 
Yai) (3) เอื้องสายไหมเชียงตุ ง (D. aphyllum vir. 
Chiang Tung) (4) เ อื้ อ ง ส า ย น ก ก ร ะ จิ บ  (D. 
aphyllum x self) (5) เอื้องสายม่านพระอินทร์ (D. 
devonianum Paxt.) (6) เอื้ อ งส ายน้ าผึ้ งล าว (D. 
primulinum vir. Laos) (7) เอื้องสายประสาทหรือ
เอื้ อ ง ส า ย เห ลื อ ง  (D. primulinum vir. yellow 
pseudobulb) (8) เอื้องสายน้ าผึ้ง (D. primulinum 
Lindl.) (9) เอื้องสายน้ านม (D. cretaceum Lindl.) 
(10) เอื้องสายม่วง (D. lituiflorum Lindl.) (11) เอื้อง
สายน้ าครั่ ง (D. parishii Rchb. f.) (12) เอื้ องสาย
หลวง (D. anosmum Lindl.) (13) เอื้องสายมรกต 
(D. chrysanthum Lindl.) และ(14) เอื้องสายน้ าเขียว 
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(D. crepidatum Lindl. & Paxt.) โดยมีกล้วยไม้สกุล
หวายกลุ่มเอื้องเก๊ากิ่ว 1 พันธุ์ คือ เอื้องค ากิ่วเวียดนาม 
(D. haniffll Ridl.) เป็นกล้วยไม้สกุลหวายนอกกลุ่ม 
(out group) 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลหวายด้วย

วิธีประยุกต์จาก Doyle และ Doyle [15] โดยบดใบ
กล้วยไม้สกุลหวายในไนโตรเจนเหลวให้เป็นผงละเอียด 
แล้วน าผงใบ 6 กรัม บ่มใน extraction buffer [4x 
CTAB; 4 % cethyl trimethyl ammonium 
bromide (CTAB), 0.6 % sodium dodecyl 
sulfate (SDS), 2.5 M NaCl, 20 mM ethylene-
diamine tetraacetic acid (EDTA), 100 mM Tris-
HCl pH 8.0 และ 0.1 % sodium metabisufite] 10 
มิลลิลิตร ซึ่งมี 2-mercaptoethanol 20 ไมโครลิตร 
และ polyvinylpyrrolidone (PVP) 0.3 กรัม โดยบ่ม
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เมื่อ
ครบเวลาเติม คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
( chloroform : isoamyl alcohol = 24:1) 10 
มิลลิลิตร ผสมให้ เข้ากัน แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 5 นาที  หลังจากนั้นจึงแยก
สารละลายใสส่วนบนมาเติม linear polyacrylamide 
140 ไมโครลิตร และไอโซโพรพานอล (isopropanol) 
7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไป
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 15 นาที หลังจาก
นั้นจึงเทสารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วย washing 
buffer (10 mM sodium acetate pH 5.2 แ ล ะ    
70 % ethanol) ปล่อยให้แห้งและละลายตะกอนใน 
RNase buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 แ ละ  15 
mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์  RNase A 
(10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาสกัดด้วย   

ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม  : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
( phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 
25:24:1) 1 ครั้ง และสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม : ไอโซ   
เอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อีก 1 ครั้ง หลังจากนั้นจึงย้าย
สารละลายใสส่วนบนมาเติม linear polyacrylamide 
70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตต ความเข้มข้น 3 โมลาร์ 
(pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร และไอโซ    
โพรพานอลให้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร บ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไป
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นจึงเทสารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วยเอทานอล 
70 เปอร์เซ็นต์ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง แล้วละลาย
ตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 
และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 200-300 ไมโครลิตร 
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) 
และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทร  
โฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose 
gel) 0.8 เปอร์เซ็นต์ [16] 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 

2.3.1. การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ 
(ในปริมาณที่ เท่า ๆ กัน) เข้าด้วยกัน แล้วน าไปท า
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
จ านวน 72 ชนิด คือไพรเมอร์ชุด A2, B2, C2, D2, E2 
และ F2 จากบริษัท Wako Company (Japan) ซึ่งมี
ขนาด 12 นิวคลีโอไทด์ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม 
(ng) ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์ 1 เท่า 
(50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 แ ล ะ  2.5 
mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, 
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dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ (M) 
ไพรเมอร์แบบสุ่ม 250 นาโนโมลาร์ (nM) และเอนไซม์ 
Taq DNA polymerase (Vivantis, Vivantis 
Technologies Sdn Bhd, Malaysia) 1 ยูนิต [17,18]  
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 ขั้นตอน คือ (1) บ่มที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 
รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที, อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 
และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 
40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบลายพิมพ ์ 
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์ [18] 

2.3.2 การสร้างลายพิ มพ์ ดี เอ็น เอของ
กล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ โดยคัดเลือกไพรเมอร์ที่
ให้ลายพิมพ์ดี เอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับ       
ดีเอ็นเอกล้วยไม้แต่ละพันธุ์ โดยได้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซ้ า 3 ครั้ง ทั้งนี้เพื่อ
ยืนยันผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุล

หวายทั้ง 15 พันธุ์ ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดย
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบ  
ดีเอ็นเอที่ได้ทั้งหมด แล้ววิเคราะห์ค่าดัชนีความเหมือน 
(similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรปู NTSYS-pc 
รุ่น 2.0 หลังจากนั้นจึงสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ 
(dendrogram) ด้ วยวิธีการจัดกลุ่ มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with 
arithmetic mean) [19] 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 ไพรเมอร์แบบสุ่มที่สามารถเพ่ิมปริมาณ 

ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของกล้วยไม้
สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดย
ใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 51 ชนิด 
(หรือคิดเป็น 70.81 เปอร์เซ็นต์) สามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอได้ 

3.2 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวาย 
เมื่อคัดเลือกไพรเมอร์แบบสุ่ม 24 ชนิด ที่

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนมาสร้างลายพิมพ์   
ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายแต่ละพันธุ์ จ านวน 15 พันธุ์ 
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี ปรากฏว่าพบแถบดีเอ็นเอ
รวมทั้ งสิ้น  502 แถบ ขนาดประมาณ  250-3,000      
คู่ เบส (base pairs, bp) ซึ่ งเป็นแถบดี เอ็น เอที่พบ
เหมือนกันทุกพันธุ์ (monomorphic band) 501 แถบ 
(หรือคิดเป็น 99.80 เปอร์เซ็นต์) และเป็นแถบดีเอ็นเอ
ที่พบต่างกันในแต่ละพันธุ์ (polymorphic band) 1 
แถบ (หรือคิดเป็น 0.20 เปอร์เซ็นต์)  

โดยลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮต
อาร์เอพีดีนั้นมีรูปแบบจ าเพาะต่อกล้วยไม้สกุลหวาย 
แต่ละพันธุ์ (ตัวอย่างลายพิมพ์ดีเอ็นเอดังรูปที่ 1) และ
พบแถบดีเอ็นเอบางแถบที่สามารถใช้เป็นเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอส าหรับจัดจ าแนกพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายได้ 
นอกจากนี้ยังพบไพรเมอร์ซึ่งให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
สามารถแยกความแตกต่างของสกุลหวายแต่ละพันธุ์
ออกจากกันได้ด้วยไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว จ านวน 20 
ชนิด  ได้แก่  A21, A24, A25, B25, B27, B32, C21, 
C22, C26, C28, C29, D21, D22, D25, E23, E24, 
F22, F26, F27 และ F28  

3.3 การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลือกวิธีจัดกลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณค่า
ดัชนีความเหมือนและสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ 
พบว่ากล้วยไม้สกุลหวายที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ทั้ง 15 
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พันธุ์ มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.27 ถึง 
0.71 เฉลี่ย 0.37 (รูปที่ 2) ท าให้สามารถแบ่งกลุ่มของ
กล้วยไม้สกุลหวายได้ 7 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ เอื้อง
สายไหม เอื้องสายไหมเขาใหญ่ เอื้องสายไหมเชียงตุง 
เอื้องสายนกกระจิบ และเอื้องสายม่านพระอินทร์ กลุ่ม 
2 ได้แก่ เอื้องสายน้ าผึ้งลาว กลุ่ม 3 ได้แก่ เอื้องสาย

ประสาท เอื้องสายน้ าผึ้งไทย และเอื้องสายน้ านม กลุ่ม 
4 ได้แก่ เอื้องสายม่วง กลุ่ม 5 ได้แก่ เอื้องสายน้ าครั่ง 
และเอื้องสายหลวง กลุ่ม 6 ได้แก่ เอื้องสายมรกต และ
เอื้องสายน้ าเขียว และกลุ่ม 7 ได้แก่  เอื้ องค ากิ่ ว
เวียดนาม (รูปที่ 3) 

 

 
 

รูปที่ 1 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้       
ไพรเมอร์ A24 [M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, 
USA), 1-15 คือ ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวาย ได้แก่ เอื้องสายไหม เอื้องสายไหมเขาใหญ่ เอื้องสายไหมเชียงตุง 
เอื้องสายน้ าผึ้งลาว เอื้องสายนกกระจิบ เอื้องสายม่านพระอินทร์ เอื้องสายประสาท เอื้องสายม่วง เอื้องสาย
น้ าผึ้งไทย เอื้องสายน้ านม เอื้องสายน้ าเขียว เอื้องสายน้ าครั่ง เอื้องสายหลวง และเอื้องค ากิ่วเวียดนาม 
ตามล าดับ] 

 
3.4 อภิปรายผล 

การตรวจสอบกล้วยไม้สกุลหวาย 15 พันธุ์ 
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี เมื่อสกัดแยกดีเอ็นเอและ
น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 24 
ชนิด พบว่าแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นมีความแตกต่างกัน
และสามารถจ าแนกพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายได้อย่าง
ชัดเจน ดังนั้นจึงใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีจ าแนกพันธุ์
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายได้เช่นเดียวกับล าไย 
[20] พืชสกุล Ficus [21] และพยาธิใบไม้ [22] โดย
กล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ สามารถแยกได้โดยใช้

ไพรเมอร์เดี่ยว นอกจากนั้นยังพบว่าไพรเมอร์บางชนิด
สามารถแยกกล้วยไม้สกุลหวายออกเป็นกลุ่ม ๆ  

เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ในแต่ละพันธ์ุ พบว่าสามารถวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายได้ โดยแบ่งกล้วยไม้
สกุลหวายเป็น 7 กลุ่ม ซึ่ งสมาชิกในแต่ละกลุ่มมี
ลักษณะสัณฐานใกล้เคียงกัน 

ดังนั้นเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีจึงสามารถใช้ใน
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้
สกุลหวายได้ 
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รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกลุหวาย 15 พันธุ์ ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีด ี
 

เทคนิคแฮตอาร์ เอพีดี ได้ปรับอุณหภูมิ
ขั้นตอนการเข้าจับของไพรเมอร์  (annealing) ใน
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้สูงขึ้น โดยทั่วไปเทคนิค
อ า ร์ เ อ พี ดี  ( RAPD, random amplified poly-
morphic DNA) จะใช้อุณหภูมิขั้นตอนการเข้าจับของ
ไพรเมอร์ประมาณ 35-42 องศาเซลเซียส แต่เทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีได้ปรับอุณหภูมิขั้นตอนการเข้าจับของ
ไพรเมอร์เป็น 46-62 องศาเซลเซียส [3,4] ซึ่งจะช่วยให้
ไพรเมอร์แบบสุ่มเข้าจับที่ต าแหน่งจ าเพาะมากยิ่งขึ้น 
ลดการกระจายตัวในการเกาะให้น้อยลง และท าให้ผล
ผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพิ่มมากขึ้น โดยจะ
เห็นจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี
มีแถบดีเอ็นเอชัดเจนมากกว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
เทคนิคอาร์เอพีดี [23] 
 

4. สรุป 

การตรวจสอบกล้วยไม้สกุลหวาย จ านวน 15 
พันธุ์ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 

24 ชนิด พบว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์
ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอจ าเพาะกับพันธุ์ และมีไพรเมอร์ 20 
ชนิด ที่สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ 
ได้ด้วยการใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียวสร้างลายพิมพ์
แฮตอาร์ เอพี ดี  เมื่ อวิ เคราะห์ ความสั มพันธ์ทาง
พันธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่
ระหว่าง 0.27 ถึง 0.71 โดยแผนภูมิความสัมพันธ์ของ
กล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 15 พันธุ์ ที่ได้จากเทคนิคแฮต
อาร์เอพีดีในการวิจัยครั้งนี้สามารถแยกกล้วยไม้สกุล
หวายออกเป็น 7 กลุ่ม ซึ่งแต่ละกลุ่มมีความสอดคล้อง
กับลักษณะสัณฐาน 
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