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บทคัดย่อ 
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน (Coelogyne) เป็นพืชอิงอาศัยที่มีดอกขนาดใหญ่และสวยงาม จัดเป็นกล้วยไม้ที่พบ

ตามธรรมชาติได้ยาก เนื่องจากมีปัจจัยจ ากัดหลายด้านที่ส่งผลต่อการงอกของเมล็ดและการเจริญเติบโต ปัจจุบัน
พบว่าเอื้องเทียนในธรรมชาติลดปริมาณลงอย่างรวดเร็วและเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ อีกทั้งการจ าแนกด้วยลักษณะ
สัณฐานท าได้ยากและตอ้งอาศัยผู้ความเชี่ยวชาญที่มีประสบการณ์ ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงสร้างลายพิมพด์ีเอ็นเอของเอื้อง
เทียน จ านวน 14 ชนิด ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ โดยคัดกรองไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลต์ 35 ชนิด ส าหรับใช้
ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่าไพรเมอร์ 14 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ และไพรเมอร์ 9 ชนิด 
ให้แถบดีเอ็นเออย่างชัดเจน ขนาด 500-2,000 คู่เบส รวมทั้งหมด 203 แถบ โดยมีแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับชนิด
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนแต่ละชนิด จ านวน 17 แถบ เมื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม NTSYS รุ่น 2.0 
พบว่าเอื้องเทียนล าเขียวมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับเอื้องล าเทียนปากด ามากที่สุด โดยมีค่าสัมประสิทธิ์
ความคล้ายเท่ากับ 0.63 
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Abstract 
Coelogyne are epiphytic plants, which have large and beautiful flowers. These orchids are 

rare in the nature because of the limited factors that affect growth and seed germination. 
Recently, the native Coelogyne have dramatically reduced, extinction and them morphological 
identification is much more difficult and need the expert who experienced. In this research, the 
DNA fingerprints were generated to evaluate the genetic relationships among 14 Coelogyne 
species by using inter-simple sequence repeat (ISSR) techniques with 35 microsatellite primers. 
The results showed that 14 primers were capable to DNA amplification and 9 primers were gave 
203 clearly DNA bands with about 500-2000 bp in sizes. Moreover, 17 DNA bands were specific to 
each orchid species. The dendrogram was constructed using NTSYS (version 2.0) software based 
on the comparison of similarity coefficients used for cluster analysis, Its was found that Coelogyne 
lentiginosa and Coelogyne brachyptera were most closely related with similarity coefficient of 
0.63. 
 

Keywords: Coelogyne; genetic relationship; ISSR (inter-simple sequence repeat) 
 
1. บทน า 

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน (Coelogyne) เป็น
กล้วยไม้ที่มีดอกสวยงามขนาดใหญ่ 3-5 ดอกต่อช่อ
ดอก โดยช่อดอกงอกออกจากโคนต้น มีใบประดับเป็น
กาบขนาดยาวพอ ๆ กับความยาวของกลีบดอก มักมี
กลิ่นหอมอ่อน ๆ ที่ปากมักมีแต้มสีสดใสลวดลายต่าง ๆ 
กันตามแต่ละชนิด กล้วยไม้สกุลนี้เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย
จ าพวกท่ีมีการเจริญทางด้านข้าง มีเหง้าหรือมีส่วนทอด 
เลื้อยหรือไหล เมื่อต้นเจริญเต็มที่แล้วสามารถแตกต้น
ใหม่หรือหน่อใหม่จากโคนกอหรือตามล าข้อของต้นได้ 
เจริญเติบโตตามโขดหินหรือต้นไม้ ชอบแสงแดดจัดถึง
แสงปานกลาง ตามธรรมชาติพบในบริเวณป่าดิบเขา

ของภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาค
ตะวันออก และภาคตะวันออกเฉียงใต้ มักมีดอกในช่วง 
เดือนมีนาคมถึงเมษายน เป็นกลุ่มกล้วยไม้ที่มีความ
หลากหลาย ส ารวจพบแล้วประมาณ 250 ชนิด โดย
แพร่กระจายพันธุ์ในเขตร้อนของทวีปเอเชีย จัดเป็น
กล้วยไม้ที่พบได้ยากในธรรมชาติชนิดหนึ่ ง  การ

ขยายพันธุ์เกิดแบบอาศัยเพศด้วยการแพร่กระจายของ
เมล็ด แต่เนื่องจากมีปัจจัยจ ากัดหลายประการที่ส่งผล
ต่อการงอกของเมล็ดในสภาพธรรมชาติ ได้แก่ การไม่มี
อาหารสะสมในเอนโดสเปิร์ม (endosperm) ความ
ต้องการราที่จ าเพาะเพื่อช่วยในการงอกของเมล็ด เป็น
ต้น จึงท าให้อัตราการงอกเป็นต้นใหม่เพื่อเพิ่มจ านวน
ประชากรนั้นอยู่ในอัตราที่ต่ ามาก ส่วนการขยายพันธุ์
แบบไม่อาศัยเพศนั้น เอื้องเทียนสามารถแตกกอใหม่ได้ 
แต่อัตราการเพิ่มจ านวนก็ต่ าด้วยเช่นกัน โดยปัจจัยของ
กล้วยไม้เองและการตัดไม้ท าลายป่าส่งผลให้ในปัจจุบัน
บกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนตามแหล่งธรรมชาติน้อยมาก
และอยู่ในภาวะใกล้สูญพันธุ์ เนื่องจากสิ่งแวดล้อมที่มี
การเปลี่ยนแปลงส่งผลให้กล้วยไม้สกุลนี้ลดปริมาณลง
อย่างรวดเร็ว นอกจากน้ียังพบว่ากล้วยไม้แต่ละชนิดใน
สกุลนี้มลีักษณะสัณฐานคลา้ยคลงึกันมาก ดังนั้นจึงแยก
ได้ยาก  อย่างไรก็ตาม การศึกษาลักษณะทางนธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลนี้ เป็นสิ่งจ าเป็น ทั้งนี้ เพื่อใช้เป็น
แนวทางในการอนุรักษ์ต่อไป ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงได้
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สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) และ
ศึ กษาความ  สั มพั น ธ์ ท า งพั น ธุ ก ร รม  ( genetic 
relationship) กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนด้วยเทคนิคไอ
เอสเอสอาร์ (ISSR, inter-simple sequence repeat) 
ซึ่งเป็นเทคนิคที่ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับนิวคลี
โอไทด์ (nucleotide) ในจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการ
ศึกษา [1] มีความสามารถในการท าซ้ า (reprodu-
cibility) และให้ความหลากรูป (polymorphism) 
หรือความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ (DNA band) ใน
ลายพิมพ์  ดีเอ็นเอสูง ใช้เวลาน้อย วิธีการไม่ยุ่งยาก
ซับซ้อน [2] โดยงานวิจัยที่เคยรายงานมาก่อนพบว่า
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่น่าเช่ือถือ
มากกว่าเทคนิคอาร์เอพีดี (RAPD, random ampli-
fied polymer-phic DNA) เนื่องจากใช้อุณหภูมิใน
ขั้นตอนการเข้าจับของไพรเมอร์ (primer) กับดีเอ็นเอ
แม่แบบ (DNA template) สูงกว่า และไพรเมอร์ไมโค
รแซทเทลไลต์ (microsatellite primer) ที่ใช้มีขนาด
ยาวมากกว่า  [3-5] ดังนั้นเทคนิคไอเอสเอสอาร์จึงมี
ความเหมาะสมส าหรับการศึกษาพันธุกรรมในกลุ่ม
ประชากรของสิ่งมีชีวิต [6-8] 

งานวิจัยนี้ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน จ านวน 14 ชนิด ด้วย
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ โดยสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอและ
แผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) ของกล้วยไม้
สกุลเอื้องเทียน 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 กล้วยไม้สกุลเอ้ืองเทียน 

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน จ านวน 14 ชนิด 
รวบรวมจากแหล่งธรรมชาติต่าง ๆ ของประเทศไทย 
แต่ละชนิดมี 2-7 กอ น ามาปลูกเพื่อตรวจสอบลักษณะ
สัณฐานและดอก และใช้ใบส าหรับสกัดดีเอ็นเอ (ตาราง
ที่ 1) 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ                                                                                                                            
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน

ด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle และ Doyle [9] โดยบดใบ
กล้วยไม้  3-4 กรัม ในบัฟเฟอร์สกัด [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 และ 0.1 % sodium 
metabisufite] 20 มิลลิลิตร จากนั้นเติมเมอร์แคปโท
เอทานอล (2-mercaptoethanol) 20 ไมโครลิตร 
และพอลิไวนิลไพรโรลิโดน (polyvinylpyrrolidone, 
PVP) 0.3 กรัม และบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที เมื่อครบเวลาเติม คลอโรฟอร์ม :  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (chloroform : isoamyl 
alcohol = 24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้ว
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นแยกสารละลายส่วนบนมาเติมลิเนียร์พอลิ อะค
ริลาไมด์ (linear polyacrylamide) 140 ไมโครลิตร 
และไอโซโพรพานอล (isopropanol) 7 มิลลิลิตร ผสม
ให้เข้ากันและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 
x g นาน 15 นาท ีหลังจากนั้นจึงเทสารละลายทิ้ง และ
ล้างตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ล้าง (washing buffer; 10 
mM sodium acetate pH 5.2 และ 70 % ethanol) 
ปล่อยให้แห้ง เมื่อแห้งแล้วจึงละลายตะกอนในบัฟเฟอร์
อาร์เอ็นเอสเอ (RNase buffer; 10 mM Tris-HCl pH 
8.0 และ 15 mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์
อาร์เอ็นเอสเอ (10 mg/ml RNase A) 4 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
เมื่อครบเวลาสกัดด้วย ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซ  
เอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : chloroform : isoamyl 
alcohol = 25:24:1) 1 ครั้ง และสกัดด้วยคลอโรฟอรม์  
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ตารางที่ 1 กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน จ านวน 14 ชนิด ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้
 

ช่ือสามัญ ช่ือวิทยาศาสตร ์ แหล่งที่พบ 

1. เอื้องเทียนใบแคบ 
Coelogyne Viscosa 

Rchb. f. 

ป่าดิบแล้ง ป่าผลัดใบ และป่าสนทุกภาค (ยกเว้นภาค

กลาง) 

2. เอื้องเทียนล าเขียว 
Coelogyne lentiginosa 

Lindl. 

ป่าดิบแล้งในภาคเหนือ ภาคตะวันตกและภาคตะวัน 

ออกเฉียงเหนือ 

3. เอื้องเทียนหิน 
Coelogyne calcicola 

Kerr. 

พม่า ยูนนาน ลาว และเวียดนาม (ยังมรีายงานว่าพบใน

ธรรมชาติของไทย) 

4. เอื้องเทียนน้อย 
Coelogyne lacteal 

Rchb. f. 

ป่าดิบแล้งและป่าสน ทางภาคเหนือและภาคตะวันออก 

เฉียงเหนือ 

5. เอื้องเทียนส้ม 
Coelogyne fuscescens 

var. brunnea 
ป่าดิบเขาทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

6. เอื้องเทียนบาร์บาตา 
Coelogyne barbata 

Lindl. ex Griff. 

ภูฏาน เนปาล พม่า จีน และเทือกเขาหิมาลัยในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย (ยังมีรายงานว่า

พบในธรรมชาติของไทย) 

7. เอื้องมัน 
Coelogyne cumingii 

Lindl. 

ป่าดิบแล้งและป่าผลัดใบในภาคเหนือ ภาคตะวันออก 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ 

8. เอื้องหมาก 
Coelogyne trinervis 

Lindl. 
ป่าดิบแล้งและป่าผลัดใบท่ัวทุกภาคของประเทศไทย 

9. เอื้องสายเสิด 
Coelogyne rochussenii 

(de Vriese) Kuntze 

ป่าดิบเขา โดยพบมากที่เขาหลวงในภาคใต้ของไทย 

นอกจากน้ียังพบในมาเลเซียและอินโดนีเซีย 

10. เอื้องล าเทียนปากด า 
Coelogyne brachyptera 

Rchb. f. 
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก 

และภาคตะวันตกเฉียงใต้ 

11. เอื้องเทียนขาว 
Coelogyne nitida (Wall. 

Mss.) Lindl. 
ป่าดิบแล้งและป่าผลัดใบในประเทศไทย อินเดีย ภูฐาน 

บังคลาเทศ ลาว เมียนม่าร์ เนปาล และจีน 

12. เอื้องผาหมอก Coelogyne xyrekes Ridl.  
คาบสมุทรมลายู สุมาตรา และภาคใต้ของไทยในป่าดิบ

เขา 

13. เอื้องเทียนใหญ่ลาว 
Coelogyne eberhardtii 

Gagnep. 
ลาวและเวียดนาม (ยังมีรายงานว่าพบในธรรมชาติของ

ไทย) 

14. เอื้องเทียนใบรี 
Coelogyne fimbriata 

Lindl. 

ป่าดิบทางภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ

ภาคตะวันออก 
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: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อีก 1 ครั้ง จากนั้นจึง
ย้ายสารละลายใสส่วนบนมาเติมลิเนียร์พอลิอะคริ    
ลาไมด์ 70 ไมโครลิตร โซเดียมอะซิเตต (sodium 
acetate) ความเข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 
เปอร์เซ็นต์ของปริมาตร และเติมไอโซโพรพานอลให้ได้ 
50 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร บ่มที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงเท
สารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วยเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง เมื่อตะกอนแห้งดี
แล้วจึงละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 
mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 
200-300 ไมโครลิตร 

ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ
ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 
0.8 เปอร์เซ็นต์ [10] 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
เทคนิคไอเอสเอสอาร์                                                                                                          

2.3.1 การคัดเลือกชนิดไพรเมอร์  
ตรวจสอบไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลต์ 

จ านวน 35 ชนิด เพื่อหาไพรเมอร์ที่ตอบสนองต่อ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR, polymerase chain 
reaction) โดยรวม ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนทั้ง 
14 ชนิด เป็นตัวอย่างเดียวกัน แล้วเพิ่มปริมาณใน
บัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 
8.4 และ 0.25 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide) 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 µM ไพรเมอร์แบบสุ่ม 250 nM 
และเอนไซม์ Taq DNA polymerase (RBC 
Bioscience, Taiwan) 1 ยูนิต โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรสมี 3 ขั้นตอน ได้แก่ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่
อุณหภูมิ 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 จากนั้นน าผลผลิตปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอเรสมาตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็ก
โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ [11] 

2.3.2 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
น าไพรเมอร์ ไมโครแซทเทลไลต์ ที่

คัดเลือกได้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุล
เอื้องเทียนแต่ละชนิดด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
หลังจากนั้นน าผลผลิตของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
มาตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์  

2.3.3 การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอในลายพิมพ์    

ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนที่ได้ เมื่อปรากฏ
แถบดีเอ็นเอให้คะแนนเป็น 1 และถ้าไม่ปรากฏแถบ   
ดีเอ็นเอให้คะแนนเป็น 0 จากนั้นน าข้อมูลที่ได้ไป
ตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยหาค่า
สัมประสิทธิ์ความคล้าย (similarity coefficient) ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.0 หลังจากนั้นจึง
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) โดยเลือก
วิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair 
group method with arithmetic mean) [12] 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคไอเอส

เอสอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ 35 ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 14 
ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได ้เมื่อสร้างลายพิมพ์
ดีเอ็นเอพบว่าไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจนมี 9 
ชนิด ได้แก่ M5, M10, M14, M15, M21, M24, M26, 
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M27 และ M34 (ตารางที่ 2) โดยพบแถบดีเอ็นเอรวม
ทั้งหมด 203 แถบ มีขนาด 500-2,000 คู่เบส โดยมี
แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อชนิดกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน 

จ านวน 17 แถบ ซึ่งสามารถแยกความแตกต่างของ
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนแต่ละชนิดได้ ตัวอย่าง เช่น 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากไพรเมอร์ M21 (รูปที่ 1) 

 

 

 
 

 

รูปที่ 1   ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สร้างจากเทคนิคไอเอสเอสอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ M21 [M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-14 คือ ดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน
แต่ละชนิด ได้แก่ (1) เอื้องเทียนใบแคบ (2) เอื้องเทียนล าเขียว (3) เอื้องเทียนหิน (4) เอื้องเทียนน้อย (5) 
เอื้องเทียนส้ม (6) เอื้องเทียนบาร์บาตา (7) เอื้องมัน (8) เอื้องหมาก (9) เอื้องสายเสิต (10) เอื้องล าเทียน
ปากด า (11) เอื้องเทียนขาว (12) เอื้องผาหมอก (13) เอื้องเทียนใหญ่ลาว และ (14) เอื้องเทียนใบรี] 

 
ตารางที่ 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ไมโคร 

แซทเทลไลท์ที่ใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

 

ช่ือไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (53) 
M05 ACACACACACACACACC 
M10 GAGAGAGAGAGAGAGAC 
M14 CACACACACACACACAG 
M15 CTCTCTCTCTCTCTCTG 
M21 TCTCTCTCTCTCTCTCG 
M24 TCTCTCTCTCTCTCTCC 
M26 CTCCTCCTCCTCCTCCTC 
M27 GTCGTCGTCGTCGTCGTC 
M34 CTTCTTCTTCTTCTTCTTG 

การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน 14 ชนิด ด้วยเทคนิคไอเอส
เอสอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ 9 ชนิด ที่
คัดเลือกได้นั้น ให้แถบดีเอ็นเอรวมทั้งหมด 65 แถบ มี
ขนาดประมาณ 500-2,000 คู่เบส ซึ่งพบว่าสามารถ
แยกความแตกต่างระหว่างชนิดด้วยแถบดีเอ็นเอที่
จ าเพาะ เชนเดียวกับงานวิจัยที่เคยรายงานในพืชอื่น ๆ 
ได้แก่ กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย [11] กล้วยไม้
สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม [13] กล้วยไม้สกุล
กุหลาบ [14] กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม [15] และ
ข้าวมีสี [16] 

เมื่อวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายพบว่า
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนทั้ง 14 ชนิด มีค่าดัชนีความ
เหมือน 0.16-0.63 เมื่อพิจารณาที่ค่าสัมประสิทธิ์ความ
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คล้ายที่ 0.39 พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์สามารถแบ่ง
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนออกเป็น 6 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 
ได้แก่ เอื้องเทียนใบแคบ เอื้องมัน เอื้องหมาก และ
เอื้องเทียนใหญ่ลาว กลุ่ม 2 ได้แก่ เอื้องเทียนน้อย และ
เอื้องสายเสิด กลุ่ม 3 ได้แก่ เอื้องเทียนล าเขียว และ
เอื้องล าเทียนปากด า กลุ่ม 4 ได้แก่ เอื้องเทียนบาร์บา
ตา เอื้องเทียนขาว และเอื้องผาหมอก กลุ่ม 5 ได้แก่ 

เอื้องเทียนหิน และเอื้องเทียนใบรี และกลุ่ม 6 เอื้อง
เทียนส้ม (รูปที่ 2) โดยเอื้องเทียนล าเขียวกับเอื้องล า
เทียนปากด ามีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกัน
มากที่สุด มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ 0.63 ส่วนเอื้อง
เทียนส้มมีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมกับเอื้องเทียน
ชนิดอื่น ๆ น้อยที่สุด มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ 
0.16 

 

 
 

รูปที่ 2  แผนภูมิความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกลุเอื้องเทียนท่ีไดจ้ากเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
 
การใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์ในงานวิจัยครั้งนี้

สามารถจัดจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนได้อย่างดี
และสามารถยืนยันความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันของกล้วยไม้
สกุลเอื้องเทียนแต่ละชนิดที่น ามาศึกษาได้ ดังนั้นจึง
สรุปได้ว่าเทคนิคไอเอสเอสอาร์เป็นเทคนิคที่สามารถใช้
สร้างเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เพื่อศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลเอื้อง
เทียนได้ โดยสามารถประยุกต์ใช้กับพืชชนิดอื่น ๆ ได้
เช่นกัน อย่างไรก็ตาม หากเพิ่มจ านวนไพรเมอร์ไมโคร 
แซทเทลไลท์ที่ใช้ ในการศึกษาให้มากขึ้นจะท าให้มี
ประสิทธิภาพสูงขึ้น 
 

4. สรุป 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของชนิด

กล้วยไม้ในสกุลเอื้องเทียน จ านวน 14 ชนิด โดยใช้
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ เมื่อสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลต์ 9 ชนิด พบว่าให้แถบ     
ดีเอ็นเอขนาด 500-2,000 คู่เบส รวมทั้งหมด 203 
แถบ โดยมีแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับชนิดกล้วยไม้สกุล
เอื้องเทียน จ านวน 17 แถบ เมื่อสร้างแผนภูมิความ 
สัมพันธ์พบว่าเอื้องเทียนล าเขียวมีความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมใกล้ชิดกับเอื้องล าเทียนปากด ามากที่สุด โดย
มีค่าสัมประสิทธ์ิความคล้ายเท่ากับ 0.63 
 



ปีที่ 24 ฉบับที่ 2 เมษายน - มิถุนายน 2559                                                            วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 349 

5. รายการอ้างอิง 
[1] Godwin, I.G., Mace, E.S., and Nurzuhaira-

waity, 2001, Genotyping Pacific Island 
Taro [Colocasia esculenta (L.) Schott] 
germplasm, pp. 109-128, In Plant 
Genotyping: The DNA Fingerprinting of 
Plants, Henry, R. (Ed.), CAB International, 
Oxon. 

[2] อรวรรณ ชลวาณิชย์, 2547, การวิเคราะห์ไอเอส
เอสอาร์ของเปล้าใหญ่ (Croton oblongifolius) 
ในประเทศไทย, วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, จุฬาลง 
กรณ์มหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ. 

[3] Cao, P.J., Yao, Q.F., Ding, B.Y., Zeng, H.Y., 
Zhong, Y.X., Fu, C.X. and Jin, X.F., 2006, 
Genetic diversity of Sinojackia 
dolichocarpa (Styracaceae) a species 
endangered and endemic to China 
detected by inter simple sequence 
repeat (ISSR), Biochem. Sys. Ecol. 34: 
231-239. 

[4] Nagaoka, A. and Ogihara, Y., 1997, 
Applicability of inter-simple sequence 
repeats polymorphisms in wheat for use 
as DNA markers in comparison to RFLP 
and RAPD markers, Theor. Appl. Genet. 
95: 597-602. 

[5] Tsumura, Y., Ohba, K. and Strauss, S.H., 
1996, Diversity and inheritance of inter-
simple sequence repeat polymorphisms 
in Douglas-fir (Pseudotsuga menziesii) 
and sugi (Cryptomeria japonica), Theor. 
Appl. Gent. 9: 40-45. 

[6] Barth,  S.,  Melchinger,  A.E.  and  Lubber- 

 stedt, T., 2002, Genetic diversity in 
Arabidopsis thaliana L. Heynh. 
Investigated by cleaved amplified 
polymorphic sequence (CAPS) and inter-
simple sequence repeat (ISSR) markers, 
Mol. Ecol. 11: 495-505.  

[7] Esselman, E.J., Li, J.Q., Crawford, D.J., 
Windus, J.L. and Wolfe, A.D., 1999. Clonal 
diversity in the rare Calamagrostis porteri 
ssp. insperata (Poaceae): Comparative 
results for allozymes and random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) and 
intersimple sequence repeat (ISSR) 
markers, Mol. Ecol. 8: 443-451. 

[8] Zietkiewicz, E., Rafalski, A. and Labuda, 
D., 1994, Genome fingerprinting by 
simple sequence repeat (SSR)-anchored 
polymerase chain reaction amplification, 
Genomics 20: 176-183. 

[9] Doyle, J.J. and Doyle, J.L., 1987, A rapid 
DNA isolation procedure for small 
quantities of fresh leaf tissue, 
Phytochem. Bull. 19: 11-15. 

[10] Sambrook, J., Fritschi, E.F. and Maniatis, 
T., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New York. 

[11] ฐิติพร โท้มโสภา, ธีระชัย ธนานันต์ และนฤมล 
ธนานันต์, 2557, การจ าแนกพันธุ์และการ
วิ เคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายด้วยเทคนิคแฮต
อาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์, Thai J. Sci. 
Technol. 3: 82-91. 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที่ 24 ฉบับที ่2 เมษายน - มิถุนายน 2559 

 350 

[12] Rohlf, F.J., 2002, NTSYS pc Numerical 
Taxonomy and Multivariate Analysis 
System, Applied Biostatistics, Inc., New 
York. 

[13] เกียรติชัย แซ่ไต่, ธีระชัย ธนานันต์ และนฤมล 
ธนานันต์, 2557, การจ าแนกและวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามด้วยเครื่องหมายแฮต
อาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์, Thai J. Sci. 
Technol. 3: 92-101. 

[14] วริสรา แทนสง่า, ธีระชัย ธนานันต์ และนฤมล 
ธนานันต์, 2557, การจ าแนกพันธุ์และการ
วิ เคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลกุหลาบ (Aerides) ด้วยเทคนิคแฮต

อาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์, Thai J. Sci. 
Technol. 3: 102-112. 

[15] จินต์ ทองสม, ธีระชัย ธนานันต์ และนฤมล 
ธนานันต์, 2558, การจ าแนกและวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
แวนด้าหมู่เข็มด้วยเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี
และไอเอสเอสอาร์ , ว.วิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี 23: 475-484. 

 [16] จาตุรงค์ สัมฤทธิ์, ธีระชัย ธนานันต์ และนฤมล 
ธนานันต์, 2556, การจ าแนกพันธุ์และการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข้าวมีสี
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์ , 
Thai J. Sci. Technol. 1: 248-252. 

 


