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บทคัดย่อ 
 

การศึกษาคุณลกัษณะเชิงโมเลกุลของลูกผสมข้ามสกุลของกล้วยไม้เอือ้งดินใบหมาก  และเอือ้งดินใบไผ่         
ที่ได้จากการถ่ายฝาก และน าเมล็ดมาเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณ nrITS (nuclear ribosomal internal transcribed spacer) และตดัด้วยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ 7 ชนิด พบว่าเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ  5 ชนิดให้รูปแบบที่เหมือนกนั ขณะที่ 2 ชนิดจะให้รูปแบบที่แตกต่างกนั คือ AluI และ TaqI ซึ่งจากการสุ่ม
ตวัอยา่งต้นท่ีเกิดจากการถ่ายฝากทัง้หมด 100 ต้น ความนา่จะเป็นท่ีจะได้ลกูผสมจากการถา่ยฝากเมื่อใช้เอือ้งดินใบหมาก
และเอือ้งดินใบไผเ่ป็นแม ่คิดเป็น 9.62% และ 8.33% ตามล าดบั  

 
ค าส าคัญ: ลกูผสมข้ามสกลุ/ เอือ้งดินใบหมาก/ เอือ้งดินใบไผ/่ พีซีอาร์-อาร์แอฟแอลพ ี

 

Abstract 
 

Molecular characterization by polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism 
(PCR-RFLP) in nrITS (nuclear ribosomal internal transcribed sequence) of intergeneric hybrids between 
Spathoglottis plicata Bl. and Arundina graminifolia (D. Don) Hochr. was investigated. The intergeneric 
seeding originated from deposit pollination together with tissue culture technique. PCR-RFLP profiles were 
generated using seven restriction enzymes (REs). Two REs, AluI and TaqI, were restricted polymorphic bands 
profiling whereas the others five gave monomorphic. The studies showed that probability analysis of            
the hybrids on maternal S. plicata and A. graminifolia was 9.62% and 8.33%, respectively.  
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1. บทน า 

กล้วยไม้เป็นพืชดอกที่มีความหลากหลายมากและมีความส าคัญในเชิงเศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก อีกทัง้ยังเป็น
ประเทศที่สง่ออกกล้วยไม้มากที่สดุของโลก (สภุาพร หนชูนะภยั และ บญุจิต ฐิตาภิวฒันกลุ, 2553) ด้วยความต้องการกล้วยไม้ในปริมาณมาก 
ในปัจจบุนัจึงได้มีการน าเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเข้ามาช่วยในการเพิ่มปริมาณให้เพียงต่อความต้องการ และยังมีการผสมพนัธุ์เกิด ขึน้  
เพื่อพฒันาสายพนัธุ์ใหม่ให้ได้พนัธุ์ที่มีลักษณะเด่นตามที่ต้องการ โดยส่วนใหญ่เป็นการผสมข้ามชนิดในสกุลเดียวกันซึ่งประสบความส าเร็จ   
เป็นอยา่งมาก นอกจากนีย้งัมีการผสมข้ามสกลุเกิดขึน้ เชน่ ลกูผสมข้ามสกุลระหว่าง Aerides vandarum Reichb.f และ Vanda  stangeana 
Reichb.f (Kishor et al., 2008) เป็นต้น ซึง่จะท าให้ได้ลกัษณะที่เดน่ที่ต้องการแตกต่างกันออกไป  ซึ่งในการศึกษาครัง้นีมุ้่งเน้นที่การผสมข้าม
สกุลของเอือ้งดินใบหมาก (Spathoglottis plicata Bl.) และเอือ้งดินใบไผ่ (Arundina graminifolia (D.Don) Hochr.)  โดยเอือ้งดินใบหมาก
เป็นกล้วยไม้ดินพันธุ์แท้ของไทยที่พบตามชายป่า หรือทุ่งโล่งที่ชืน้แฉะทางภาคตะวันออกและภาคใต้ ดอกออกเป็นช่อตัง้ สีชมพูอมม่วง        
และสามารถออกดอกได้ตลอดปี ในปัจจบุันพบว่าสามารถปลูกได้ในทกุภมิูภาคของประเทศไทย ปัจจุบนัเอือ้งดินใบหมากนีไ้ด้มีการน ามา
พัฒนาสายพันธุ์ เพื่อผลิตเป็นไม้กระถางเชิงการค้าอย่างต่อเน่ือง ขณะที่ เอือ้งดินใบไผ่ เป็นกล้วยไม้ดินที่พบได้ทั่วประเทศ ตามชายป่า          
และทุง่โล่ง สามารถทนต่อสภาพภมิูอากาศที่แห้งแล้งและร้อนได้ดี ออกดอกได้เกือบตลอดทัง้ปี ดอกเป็นช่อ ทยอยบานทีละดอก มีกลิ่นหอม 
กลีบดอกสีชมพอูอ่น แตก่ลีบปากมีสีชมพเูข้ม ซึ่งลกัษณะดงักลา่วนีเ้หมาะสมในการน ามาพฒันาและสร้างกล้วยไม้ดินลกูผสม 

ซึ่งในการผสมข้ามสกุลไม่ได้ประสบความส าเร็จเสมอไป จึงน าเทคนิคการถ่ายฝากเข้ามาช่วย ท าให้สามารถติดฝัก                     

และมีเมล็ด      ได้ แต่ถ้าจะรอการตรวจสอบลูกผสมที่เกิดขึน้อาจจะต้องรอจนกระทั่งกล้วยไม้เจริญเติบโตและออกดอกซึ่งจะใช้เวลานาน 

ดงันัน้ในการตรวจสอบด้านดีเอ็นเอท าให้สามารถวิเคราะห์ผลได้รวดเร็วขึน้ ซึ่งในรายงานของ กนกวรรณ แดงสวสัดิ์ (2551) ได้ท าการศึกษา

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการตรวจสอบพนัธุ์ลกูผสมบัวหลวงโดยใช้ชิน้ส่วนบริเวณ nrITS  ร่วมกับบริเวณยีนที่มีความจ าเพาะ พบว่าสามารถ

ตรวจสอบลกูผสมบัวหลวงที่เกิดขึน้ได้ และมีการน าเทคนิคที่สามารถใช้ในการตรวจสอบได้อย่างแม่นย าสงูอย่างเช่น เทคนิค SSCP (single 

strand conformational polymorphisms) ซึ่งเป็นเทคนิคที่สามารถแยกความแตกต่างแม้มีล าดับเบสของดีเอ็นเอต่างเพียงเล็กน้อยก็ตาม     

จีรภา ดาทอง และ วิภา  หงษ์ตระกูล (2555) ศึกษาการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อตรวจสอบพนัธุ์ลกูผสมในบวัประดบัและบวัหลวง     

โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณยีนที่จ าเพาะร่วมกับบริเวณ nrITS พบรูปแบบแถบดีเอ็นเอเพียงรูปแบบเดียวในทุกตัวอย่างที่ศึกษา           

บน      1% agarose gel แต่เม่ือวิเคราะห์บน non-denaturing polyacrylamide gel พบความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอ็นเอเกิดขึน้       

และสามารถระบุลกูผสมได้ ดงันัน้ในการศึกษากล้วยไม้ครัง้นีจ้ึงได้น าบริเวณ nrITS มาใช้ ซึ่งจากผลการทดลองของ Kishor et al. (2009)       

ก็ได้รายงานความมีเสถียรภาพทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้ดินลกูผสมระหว่าง Vanda stangeana กับ Aerides vandarum เม่ือมีการเพิ่ม

ปริมาณอยา่งมากและรวดเร็วด้วยเทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ โดยตรวจสอบจากดีเอ็นเอในนิวเคลียสบริเวณ nrITS ด้วยเทคนิค PCR-RFLP 

โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 9 ชนิด พบว่าลูกผสมที่เกิดขึน้มีรูปแบบของดีเอ็นเอเหมือนกันทัง้หมด  นั่นหมายความว่าลูกผสมที่เกิดขึน้                 

มีเสถียรภาพทางพันธุกรรมในบริเวณ nrITS สูงเม่ือเทียบกับต้นพ่อแม่ ดังนัน้ดีเอ็นเอบริเวณนีจ้ึงน่าที่จะเหมาะที่จะน ามาท าการทดสอบ

กล้วยไม้ลกูผสมในครัง้นีเ้ชน่กนั 

 
2. วิธีการ 

สุ่มตัวอย่างจากกล้วยไม้ดิน 5 กลุ่ม คือ 1) เอือ้งดินใบหมากพันธุ์แท้จากธรรมชาติ 2) เอือ้งดินใบไผ่พันธุ์แท้จากธรรมชาติ           

เพ่ือใช้เป็นพอ่แมพ่นัธุ์อยา่งละ 3 ต้น 3) ลกูผสมระหวา่งเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่ด้วยเทคนิคการถ่ายฝากโดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  

ที่มีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่จ านวน 52 ตัวอย่าง 4) ลูกผสมระหว่างเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่ด้วยเทคนิคการถ่ายฝาก                   

โดยการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่มีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่จ านวน 48 ตัวอย่าง และ 5) ลูกผสมจริงระหว่างเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่         

โดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่จ านวน 20 ตัวอย่าง จากนัน้สกัดดีเอ็นเอจากนิวเคลียส คลอโรพลาสต์ และไมโทคอนเดรียรวมกันทัง้หมด   

(Total DNA) ด้วยวิธีดดัแปลงของ Doyle and Doyle (1987) โดยใช้ 1X CTAB buffer (2% Cetyl trimethylammonium bromide, 1.4 M 
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NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris pH 8.0) ที่เติม - mercaptoethanol แล้วน าไปบ่มไว้ที่อณุหภมิู 60 ºC จากนัน้เติม chloroform: 

isoamyl alcohol (24:1) แล้วย่อยอาร์เอ็นเอด้วย RNase A จากนัน้ท าลายโปรตีนด้วย phenol:chloroform (1:1) แล้วท าซ า้ด้วย chloroform: 

isoamyl alcohol (24:1) จากนัน้ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย 3 M sodium acetate และ absolute ethanol และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย  

Ethanol 70% และสดุท้ายละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer (0.01 M Tris pH 8.0, 0.001 M EDTA pH 8.0) แล้วน าไปตรวจสอบขนาด  

และคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสที่ความเข้มข้นเจล  0.8% จากนัน้ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ nrITS       

โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ 17SE (5’ ATG GTC CGG TGA AGT GTT CG 3’) และ 26SE  (5’ CCC GGT TCG CTC GCC GTT AC 3’) 

(Kishor et al., 2009) แล้วท าชิน้สว่นดีเอ็นเอให้บริสทุธ์ิด้วย HiYieldTM Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) 
 จากนัน้น าดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิมาท าการตรวจสอบรูปแบบของดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี โดยการตัดด้วยเอนไซม์     
ตดัจ าเพาะ 7 ชนิด คือ AluI, EcoRV, HaeIII, HindIII, MspI, RsaI และ TaqI ในปฏิกิริยาทัง้หมด 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วยสารละลาย      
ดีเอ็นเอ 2-3 ไมโครกรัม 1X บฟัเฟอร์ เอนไซม์ตดัจ าเพาะแต่ละชนิด 3 U และน า้กลัน่นึ่งฆ่าเชือ้ จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมิูที่เหมาะสมส าหรับ
แต่ละเอนไซม์ แล้ววิเคราะห์รูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิสบน  2% อะกาโรสเจลโดยใช้กระแสไฟฟ้าที่แรงดนั 50 โวลต์ 
จากนัน้น าไปย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ แล้วน าไปสอ่งด้วยแสงอลัตราไวโอเลตในเคร่ือง Gel documentation (Bio-rad) 
3. ผลและอภปิราย 

 เม่ือท าการสกัดดีเอ็นเอจากตวัอย่างทัง้หมดพบว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณมาก จากนัน้เม่ือท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 
nrITS พบวา่ได้แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวมีขนาดประมาณ 900 คูเ่บส (ภาพ 1) 

 

ภาพ 1 ชิน้ส่วนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดย 1 คือเอือ้งดินใบหมาก 2 คือเอือ้งดินใบไผ่ และ 3-4       

คือลูกผสมที่ได้จากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ตามล าดับ และ M คือดีเอ็นเอ

มาตรฐาน 1 kilobase DNA ladder (Fermentas) 

 

จากนัน้เม่ือตดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอบริเวณ nrITS ของต้นพ่อพนัธุ์และแม่พันธุ์ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะทัง้หมด 7 ชนิด ที่ได้จากข้อมลู     
ใน Genebank ได้แก่ AluI, EcoRV, HaeIII, HindIII, MspI, RsaI และ TaqI เปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp 
DNA Ladder (Fermentas) พบว่าเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 5 ชนิด คือ EcoRV, HaeIII, HindIII, MspI และ RsaI ท าให้เกิดรูปแบบของดีเอ็นเอ     
ที่เหมือนกนั (monomorphic banding pattern) (ภาพ 2) จงึไมส่ามารถน าเอนไซม์ 5 ชนิดนีม้าใช้ในการตรวจสอบลกูผสมได้ ในขณะที่เอนไซม์
ตดัจ าเพาะอีก 2 ชนิด คือ AluI และ TaqI นัน้ท าให้เกิดรูปแบบของดีเอ็นเอที่ตา่งกนั (polymorphic banding pattern) ของพอ่พนัธุ์และแม่พนัธุ์
แต่ละต้น จึงสามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบลูกผสมในครัง้นีไ้ด้ โดยเม่ือตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอจากต้นพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์บริเวณ nrITS        
ด้วยเอนไซม์ AluI (AG^CT) และ TaqI (T^CGA) จ านวนอย่างละ 3 ต้น พบว่าเม่ือตดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอของเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่
ด้วยเอนไซม์ AluI จะให้รูปแบบของดีเอ็นเอของเอือ้งดินใบหมากที่แตกต่างกัน 3 รูปแบบ โดยทัง้ 3 ตัวอย่างก็ได้รูปแบบที่แตกต่างกัน       



107 
 

 
วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ฉบับพิเศษ  การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครัง้ที่ 6  วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557 

 

ขณะที่ต้นที่ 3 จะให้ผลรวมของขนาดของแถบดีเอ็นเอเกิน 900 คู่เบส อาจจะเน่ืองมาจากความแตกต่างของชุดดีเอ็นเอทัง้ 2 ชุด                     
ที่เป็นเฮทเทอโรไซกสั  ขณะที่ชิน้สว่นดีเอ็นเอเอือ้งดินใบไผ่จะให้เพียง 1 รูปแบบเทา่นัน้ ดงัภาพ 3-4 (ตาราง1)  

 

ภาพ 2 รูปแบบ monomorphic ของเอือ้งดินใบหมาก (1) เอือ้งดินใบไผ่ (2) ที่ตัดด้วยเอนไซม์ EcoRV และ M คือดีเอ็นเอขนาด

มาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 

                   
ภาพ 3 รูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI โดยที่ 1-3 คือเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 4-6 คือเอือ้งดิน

ใบไผ่ต้นที่ 1-3 และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas)  
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ภาพ 4 ไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI โดยที่ 1-3 คือเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 4   

คือเอือ้งดินใบไผ่ต้นที่ 1-3 และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas)  

 

ตาราง 1 ขนาดของแถบดีเอ็นเอพ่อพันธ์ุและแม่พันธ์ุที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ 
 

ต้นที่ ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ของ  
เอือ้งดินใบหมาก(คูเ่บส) 

ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ของ
เอือ้งดินใบไผ่ (คูเ่บส) 

1                         900, 750, 200 900, 750, 200 
2                         900, 600, 350 900, 750, 200 
3                 900, 750, 600, 350, 200 

(1) 900, 750, 200 
(2) 900, 600, 350 

900, 750, 200 

 

และเม่ือน าชิน้สว่นดีเอ็นเอมาตดัด้วย TaqI จะให้รูปแบบดีเอ็นเอจากเอือ้งดินใบหมาก 3 รูปแบบ โดยพบวา่เอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1 
นัน้มีขนาดของแถบดีเอ็นเอรวมกันน้อยกว่า 900 คู่เบส ซึ่งเป็นไปได้ว่ามีดีเอ็นเอสายสัน้ๆ อยู่ นั่นคือ ประมาณ 60 คู่เบส และ 20 คู่เบส            
ที่ไมส่ามารถปรากฏอยูใ่นการท าเจลอิเล็กโตรโฟริซิสได้ เชน่เดียวกบัในเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 2 และ 3 จะพบวา่มีขนาดของแถบดีเอ็นเอรวมกัน
ทัง้หมดมากกว่า 900 คู่เบส เน่ืองจากความแตกต่างของชุดดีเอ็นเอทัง้ 2 ชดุที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส ขณะที่เอือ้งดินใบไผ่จะให้ 2 รูปแบบ        
โดยมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450 คู่เบส ที่ใช้บ่งบอกความแตกต่างระหว่างเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบไผ่ โดยต้นที่ 1 และ 2      
จะมีรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนั และจะพบวา่มีขนาดของแถบดีเอ็นเอรวมกันทัง้หมดมากกว่า 900 คู่เบส เน่ืองจากความแตกต่างของชดุ 
ดีเอ็นเอทัง้ 2 ชดุที่เป็นเฮทเทอโรไซกัส ดงัภาพ 5 (ตาราง 2) นอกจากนีจ้ากทกุรูปแบบยงัพบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 คู่เบสที่เกิดจาก
การตดัไมห่มดของเอนไซม์เน่ืองจากความเข้มข้นของปฏิกิริยาอาจไมเ่หมาะสม และขณะที่ในบางตวัอย่างอาจไม่พบแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดสัน้
มากปรากฏอยูใ่นการท าเจลอิเล็กโตรโฟริซิส  

 

 
 

ภาพ 5 ไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ TaqI โดยที่ 1-3 คือเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 4 

คือเอือ้งดินใบไผ่ต้นที่ 1 และ 2 ในขณะที่ 5 คือเอือ้งดินใบไผ่ต้นที่ 3 และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA 

ladder (Fermentas)  
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ตาราง 2 ขนาดของแถบดีเอ็นเอพ่อพันธ์ุและแม่พันธ์ุที่ถูกตัดด้วยเอนไซม์ TaqI  

ต้นที่ ขนาดขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ของ 
เอือ้งดินใบหมาก (คูเ่บส) 

ขนาดขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้
ของเอือ้งดินใบไผ่ (คูเ่บส) 

1                 400, 250, 170, (60, 20)*             450, 350, 250, 170, 80, (20)* 
(1) 450, 350, 80, (20)* 
(2) 450, 250, 170, 80 

2            400, 350, 250, 170, (60, 20)* 
(1) 400, 250, 170, (60, 20)* 
(2) 400, 350, 170 

   450, 350, 250, 170, 80, (20)* 
(1) 450, 350, 80, (20)* 
(2) 450, 250, 170, 80 

3               400, 350, 250, 170,80 
(1) 400, 250, 170, 80 
(2) 400, 350, 170 

                 450, 250, 170, 80 

   หมายเหต:ุ ไมพ่บในการท า gel electrophoresis  

การตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมด้วยเอนไซม์ AluI 

การตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอของลกูผสมที่เกิดจากการผสมข้ามโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่บริเวณ nrITS ด้วยเอนไซม์ AluI จ านวน 20 
ตวัอย่าง พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 3 รูปแบบ ดงัภาพ 8 (ตาราง 3) โดยพบรูปแบบที่ 1 จ านวน 13 ตวัอย่าง มีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ  900, 750, 200 คู่เบสซึ่งสามารถระบุได้ว่ารูปแบบนีน้่าจะเป็นลกูผสมที่เกิดจากแม่ต้นที่ 1 กับพ่อ ลกูผสมในรูปแบบที่ 2 พบ
จ านวน 2 ตวัอยา่งซึง่น่าจะเป็นลกูผสมที่เกิดจากแมต้่นที่ 1 มีชิน้สว่นของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900, 750, 600, 350, 200 คู่เบส และรูปแบบ
ที่ 3 จ านวน 5 ตวัอย่าง มีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 คู่เบสเพียงแถบเดียวซึ่งไม่สามารถระบุได้ว่าเกิดจากแม่ต้นใด เน่ืองจาก
ชิน้สว่นดีเอ็นเอดงักลา่วไมส่ามารถตดัได้ 
ตาราง 3 ขนาดของแถบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI 

รูปแบบที ่ ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอของ
ลกูผสมโดยมีเอือ้งดินใบหมาก 

เป็นแม(่คูเ่บส) 

ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอของลกูผสม
จากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมาก 

เป็นแม ่(คูเ่บส) 

ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอ
ของลกูผสมจากการถ่ายฝากโดยมี
เอือ้งดินใบไผ่เป็นแม ่(คูเ่บส) 

1 900, 750, 200 900, 750, 200 900, 750, 200 

2 900, 750, 600, 350, 200 900, 750, 600, 350, 200 900, 750, 600, 350, 200 

3 900 900, 600, 350 900 

4 - 900 - 

 
เม่ือตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ด้วยเอนไซม์ AluI จ านวน 52 ตวัอย่าง     

พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 4 รูปแบบ ดงัภาพ 6-7 (ตาราง3) โดยรูปแบบที่ 1 พบจ านวน 1 ตวัอย่าง มีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 900, 750, 200 คูเ่บสซึง่น่าจะเป็นลกูผสมที่เกิดจากการผสมระหว่างแม่ต้นที่ 1 กับพ่อ หรือเกิดจากการผสมตวัเองของแม่ในต้นที่ 1   
ก็เป็นได้ รูปแบบที่ 2 พบจ านวน 6 ตวัอยา่งซึง่น่าจะเป็นลกูผสมที่เกิดแม่ต้นที่ 1 กับพ่อ  มีชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 และ 350 คู่เบส 
จากต้นแม ่และขนาด 750 และ 200 คูเ่บส จากต้นพอ่ ในรูปแบบที่ 3 พบจ านวน 36 ตวัอย่าง มีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900, 600, 
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350 คู่เบส จะเห็นได้ว่าไม่พบแถบดีเอ็นเอของเอือ้งดินใบไผ่ที่มีขนาด 750 และ 200 คู่เบสเลย ดังนัน้จึงไม่น่าจะเป็นลกูผสมข้ามที่แท้จริง     
และรูปแบบที่ 4 จ านวน 9 ตวัอยา่ง มีชิน้สว่นของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 คูเ่บสเพียงแถบเดียว จงึไมส่ามารถระบคุวามเป็นลกูผสมได้ 

 

 

ภาพ 6 รูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI โดย 1-4 
คือรูปแบบที่ 1-4 และ M  คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 

 
 
ภาพ 7 ไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ 

AluI โดย 1-4 คือรูปแบบที่ 1-4 ขณะที่ 5-7 คือเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 8 คือเอือ้งดินใบไผ่ และ M         
คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 

เม่ือตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ด้วยเอนไซม์ AluI จ านวน 48 ตัวอย่าง           
พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 3 รูปแบบ ดงัภาพ 8-9 (ตาราง 3) โดยรูปแบบที่ 1 พบจ านวน 20 ตวัอย่าง ซึ่งมีโอกาสที่จะเป็นลกูผสม
ระหว่างแม่และพ่อต้นที่ 1 หรือเป็นการผสมตวัเองของเอือ้งดินใบไผ่ นอกจากนีใ้นรูปแบบที่ 2 พบจ านวน 4 ตวัอย่างก็มีโอกาสเป็นลกูผสม       
ที่    เกิดจากแม่และพ่อต้นที่ 2 และในรูปแบบที่ 3 จ านวน 24 ตัวอย่าง มีชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 900 คู่เบสเพียงแถบเดียว           
ซึง่ไมส่ามารถใช้ในการระบคุวามเป็นลกูผสมได้ 
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ภาพ 8 รูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI โดย 1-3 คือ

รูปแบบที่ 1-3 และ M  คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas)  

 

ภาพ 9 ไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ AluI 

โดย 1-3 คือรูปแบบที่ 1-3 ขณะที่ 4-6 คือเอือ้งดินใบหมาก ต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 7 คือเอือ้งดินใบไผ่ และ M              

คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas)  

 

ดังนัน้จะเห็นได้ว่าเอนไซม์ AluI นัน้ สามารถตัดดีเอ็นเอของลูกผสมที่ได้จากการถ่ายฝากแล้วให้รูปแบบของดีเอ็นเอต่างๆ              
ที่สามารถบอกถึงโอกาสที่ตวัอยา่งนัน้ๆ จะเป็นลกูผสมข้ามสกลุที่แท้จริงโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแมท่ัง้สิน้ 7 ตวัอยา่ง ในขณะที่เม่ือมีเอือ้งดิน
ใบไผ่เป็นแมพ่บ 24 ตวัอยา่ง  

 
การตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมด้วยเอนไซม์ TaqI 

การตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมที่เกิดจากการผสมข้ามโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ด้วยเอนไซม์ TaqI จ านวน 20 ตวัอย่าง      
ซึ่งเป็นลูกที่เกิดจากการผสมข้ามที่แท้จริง พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 2 รูปแบบ ดงัภาพ 10 (ตาราง4) โดยรูปแบบที่ 1 พบ 19 
ตวัอย่าง มีชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450, 400, 250, 170, 80 คู่เบส สามารถบอกได้ว่าเป็นลกูผสมที่น่าจะเกิดจากการผสมระหว่าง     
ต้นแม่ต้นที่ 1 และต้นพ่อต้นที่ 3 และรูปแบบที่ 2 จ านวน 1 ตวัอย่าง พบชิน้ส่วนของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450, 400, 350, 250, 170, 80 คู่
เบสซึ่งไม่สามารถระบุต้นพ่อแม่ได้ จะเห็นได้ว่าลูกผสมจริงนัน้จะมีแถบของดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400-450 คู่เบสที่มีความหนามาก           
ท าให้ไม่สามารถแยกความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450 และ 400 คู่เบสออกจากกันได้อย่างชัดเจนโดยอะกาโรสเจล   
อิเล็กโตรโฟริซิส  
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ภาพ 10 ภาพไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ที่ เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์ TaqI         

โดย 1-2 คือรูปแบบที่ 1-2 ขณะที่ 3-5 คือเอือ้งดิน ใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 6-7 คือเอือ้งดินใบไผ่รูปแบบที่ 1-2 

ตามล าดับ และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 

 
 
 
ตาราง 4 ขนาดของแถบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการตัดด้วยเอนไซม์ TaqI 

 
รูปแบบที ่ ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอของ

ลกูผสมโดยมีเอือ้งดินใบหมาก 
เป็นแม(่คูเ่บส) 

ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอของลกูผสม
จากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมาก 

เป็นแม ่(คูเ่บส) 

ขนาดประมาณของแถบดีเอ็นเอ
ของลกูผสมจากการถ่ายฝากโดยมี
เอือ้งดินใบไผ่เป็นแม ่(คูเ่บส) 

1 450, 400, 250, 170, 80 450, 400, 350, 250, 170, 80 450, 350, 250, 170, 80 

2 450, 350, 250, 170, 80 450, 400, 250, 170, 80 450, 250, 170, 80 

3 - 400, 250, 170, 80 - 

4 - 400, 350, 250, 170, 80 - 

 

เม่ือตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ด้วยเอนไซม์ TaqI จ านวน 52 ตัวอย่าง     
พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 4 รูปแบบ ดังภาพ 11 (ตาราง4) โดยรูปแบบที่ 1 พบจ านวน 15 ตัวอย่าง และในรูปแบบที่ 2                 
พบ 2 ตัวอย่าง ซึ่งสามารถบอกได้ว่าน่าจะเป็นลูกผสมระหว่างต้นแม่ต้นที่ 1 และต้นพ่อต้นที่ 3 ดังนัน้ตัวอย่างทัง้สองรูปแบบนีพ้บว่า         
น่าจะเป็นลกูผสมข้ามสกุลที่แท้จริง เน่ืองจากพบแถบดีเอ็นเอหนาขนาดประมาณ 450 คู่เบสที่ได้จากต้นพ่อ ขณะที่รูปแบบที่ 3 จ านวน           
3 ตวัอย่าง และรูปแบบที่ 4 จ านวน 32 ตวัอย่าง ซึ่งทัง้ตวัอย่างในรูปแบบที่ 3 และ 4 นี ้ไม่มีโอกาสที่จะเป็นลกูผสมทัง้สิน้ เน่ืองจากไม่พบ     
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450 คูเ่บส จากเอือ้งดินใบไผ่เลย 

 

  

 

ภาพ 11 ภาพไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแม่ที่ เกิดจากการตัด          

ด้วยเอนไซม์ TaqI โดย 1-4 คือรูปแบบที่ 1-4 ขณะที่ 5-7 คือเอือ้งดินใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 8-9 คือเอือ้งดินใบไผ่

รูปแบบที่ 1-2 ตามล าดับ และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 
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เม่ือตัดชิน้ส่วนดีเอ็นเอของลูกผสมที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ด้วยเอนไซม์ TaqI จ านวน 48 ตัวอย่าง          
พบรูปแบบของดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 2 รูปแบบ ดงัภาพ 12 (ตาราง4) โดยรูปแบบที่ 1 พบ 9 ตวัอย่าง และรูปแบบที่ 2 จ านวน 39 ตวัอย่าง     
ซึง่ไมส่ามารถบอกได้วา่มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 คูเ่บสหรือไม ่เน่ืองจากความหนาของแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 450 คู่เบส ซึ่งพบ
ในเอือ้งดินใบไผ่ต้นพอ่อยูแ่ล้ว รูปแบบที่ได้ทัง้สองรูปแบบอาจเกิดจากการผสมข้ามสกลุหรือการผสมตวัเองของเอือ้งดินใบไผ่จึงไม่สามารถระบุ
ความเป็นลกูผสมข้ามสกลุของลกูที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแมด้่วยเอนไซม์ TaqI ได้  

 

 

ภาพ 12 ภาพไดอะแกรมรูปแบบดีเอ็นเอของลูกผสมจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์  

TaqI โดย 1-2 คือรูปแบบที่ 1-2 ขณะที่ 3-5  คือเอือ้งดิน ใบหมากต้นที่ 1-3 ตามล าดับ 6-7 คือเอือ้งดินใบไผ่รูปแบบ     

ที่  1-2 ตามล าดับ และ M คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 100 bp DNA ladder (Fermentas) 

 
ดังนัน้จะเห็นได้ว่าเอนไซม์ TaqI นัน้ สามารถตัดดีเอ็นเอของลูกผสมที่ได้จากการถ่ายฝากแล้วให้รูปแบบของดีเอ็นเอต่างๆ             

ที่สามารถบอกถึงโอกาสที่ตวัอยา่งนัน้ๆ จะเป็นลกูผสมข้ามสกลุที่แท้จริงโดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นแมท่ัง้สิน้ 17 ตวัอยา่ง (32.69%) 
จากการตรวจสอบลูกผสมที่เกิดจากการถ่ายฝากที่พบว่ามีโอกาสเป็นลูกผสมข้ามสกุลที่แท้จริงนัน้ จากทัง้การตัดด้วยเอนไซม์      

ตดัจ าเพาะชนิด AluI และ TaqI ให้ผลที่สอดคล้องกัน โดยมีเอือ้งดินใบหมากเป็นต้นแม่ ทัง้สิน้ 5 ตัวอย่าง (9.62%) แต่เม่ือใช้เอือ้งดินใบไผ่  
เป็นต้นแม่นัน้ไม่สามารถระบุความเป็นลกูผสมได้เม่ือใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะชนิด TaqI ดงันัน้จาก 24 ตวัอย่างจึงมีเพียง 4 ตวัอย่าง (8.33%)    
ที่ตรวจสอบได้ว่าเป็นลูกผสมข้ามสกุล เน่ืองจากมีแถบดีเอ็นเอของต้นพ่อที่ชัดเจนและเห็นง่ายกว่ารวมถึงแตกต่างจากต้นแม่อย่างชัดเจน 
เพราะสามารถระบุได้ว่าเกิดจากการผสมข้ามสกุลจริงระหว่างต้นพ่อแม่ต้นใด ส่วนตวัอย่างที่เหลืออาจจะต้องใช้เทคนิคอ่ืนเข้ามาช่วยระบุ
เพิ่มขึน้ ดงันัน้จึงพบว่ามีลกูผสมข้ามสกุลที่เกิดจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดินใบเป็นต้นแม่ทัง้สิน้ 5 และ 4 ตวัอย่าง 
ตามล าดบั แต่จากการรายงานของ Mao et al. (2004) ศึกษาการงอกของเมล็ดและการพฒันาเป็นต้นกล้าโดยเปรียบเทียบระหว่างการผสม
ตัวเองและการผสมข้ามชนิดของกล้วยไม้สกุล Spathoglottis Bl. พบว่ามีอัตราการงอกของเมล็ดและการพัฒนาเป็นต้นกล้าที่ต่างกัน            
ซึง่การศกึษาครัง้นีพ้บวา่ลกูผสมทัง้ 5 ตวัอยา่งที่เกิดจากการถ่ายฝากเม่ือมีเอือ้งดินใบหมากเป็นต้นแมน่ัน้ น่าจะไม่ใช่ลกูผสมข้ามสกุลที่แท้จริง 
เน่ืองจากมีระยะเวลาในการงอกของเมล็ดและการเจริญของต้นกล้าที่เทา่กบัต้นที่เกิดจากการผสมตวัเองของเอือ้งดินใบหมากแตจ่ะมีการเจริญ
ของต้นกล้าที่ช้ากว่าลกูผสมข้ามที่ใช้เอือ้งดินใบหมากเป็นต้นแม่โดยการผสมแบบปกติ กล่าวคือลูกผสมข้ามสกุลจะงอกและพฒันาช้ากว่า    
ต้นที่เกิดจากการผสมตวัเอง ในขณะที่ลกูผสมข้ามสกุลอีก 4 ตวัอย่างที่เกิดจากเอือ้งดินใบไผ่เป็นต้นแม่นัน้ มีระยะเวลาในการงอกของเมล็ด   
ที่สัน้กว่าต้นที่เกิดจากการผสมตวัเองของเอือ้งดินใบไผ่ จึงอาจจะเป็นไปได้อย่างมากที่จะเป็นลูกผสมข้ามสกุลที่แท้จริง ในการตรวจสอบ
ลกูผสมที่ได้จากการถ่ายฝากในครัง้นีจ้ึงพบว่ามีโอกาสที่จะได้ลกูผสมข้ามสกุลจากการถ่ายฝากโดยมี เอือ้งดินใบไผ่เป็นต้นแม่  4 ตัวอย่าง   
จากทัง้หมด 48 ตวัอยา่ง คิดเป็น 8.33% แสดงถึงว่าเอือ้งดินใบไผ่ไม่มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมหรือมีน้อยมากในธรรมชาติ     ซึ่งถือว่า
การผสมข้ามสกลุของกล้วยไม้ดินสองสกลุนีป้ระสบความส าเร็จในระดบัหนึ่ง    และเทคนิคการถ่ายฝากก็เป็นอีกวิธีหนึ่งที่สามารถเกิดลกูผสม
ได้ในกล้วยไม้ที่ไมส่ามารถผสมข้ามสกลุโดยวิธีปกติได้ 
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จากการตดัชิน้สว่นดีเอ็นเอบริเวณ nrITS ของพ่อแม่พนัธุ์ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ AluI และ TaqI พบความหลากหลายของรูปแบบ 

ที่เกิดขึน้ โดยพบวา่เอือ้งดินใบหมากจะเกิดรูปแบบดีเอ็นเอที่หลากหลายกว่าเอือ้งดินใบไผ่ โดยความหลากหลายที่เกิดขึน้นัน้อาจเกิดจากการ

เปลี่ยนแปลงของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ nrITS ใน rDNA ซึ่งเป็นบริเวณระหว่างยีน โดยเกิดจากการแทนที่ การแทรกเข้ามาหรือการขาด

หายไปของล าดบัดีเอ็นเอ (Venkateswarlu and Nazar, 1991) ซึ่งเอือ้งดินใบหมากนัน้มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสงูกว่าเอือ้งดินใบไผ่ 

ดงันัน้ในการตรวจสอบลูกผสมโดยใช้บริเวณ nrITS จึงอาจไม่เหมาะสมกับพืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมของบริเวณ nrITS สูง 

อยา่งเชน่เอือ้งดินใบหมากซึง่พบวา่ภายในต้นเดียวกนัก็มีความหลากหลายของล าดบัดีเอ็นเอบริเวณนีเ้ช่นกัน ซึ่งพบรายงานว่าพืชบางชนิดนัน้

มีชดุยีน rDNA หลายซ า้ ซึง่การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์อาจท าให้เกิดการเพิ่มปริมาณบริเวณ nrITS จากคนละชดุยีนกนั (Bailey 

et al., 2003) นอกจากนีอ้าจใช้ชิน้ส่วนของยีนซึ่งเป็นบริเวณที่ความจ าเพาะสงู (specific gene) เช่น 18S rRNA มาช่วยหรือการน าเทคนิค 

SSCP มาใช้ในการตรวจสอบร่วมก็ได้ ซึง่ก็อาจจะให้ผลชดัเจนขึน้เม่ือใช้หลายๆ บริเวณและหลายๆ เทคนิคร่วมกนั 

 
4. บทสรุป 
 จากการตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ -อาร์เอฟแอลพี บริเวณ nrITS ของกล้วยไม้ดินทัง้สองชนิด              
แตค่นละสกลุนีส้ามารถท าได้ โดยใช้เอนไซม์ TaqI และ AluI ซึง่สามารถให้รูปแบบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างเอือ้งดินใบหมากและเอือ้งดิน
ใบไผ่ และผลที่ได้จากทัง้สองเอนไซม์นีส้ามารถบอกความเป็นลูกผสมข้ามสกุลที่เกิดจากการถ่ายฝากได้  อีกทัง้ยังสามารถคาดคะเน              
ได้ว่าเป็นลกูผสมที่เกิดขึน้นี ้เกิดจากพ่อและแม่ต้นใดได้อีกด้วย แต่พบว่าเอนไซม์ 5 ชนิด ได้แก่ EcoRV, HaeIII, HindIII, MspI และ RsaI     
ไม่สามารถใช้ในการตรวจสอบลูกผสมข้ามสกุลที่เกิดขึน้นีไ้ด้ เน่ืองจากไม่สามารถแยกความแตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอต้นพ่อแม่พันธุ์           
ได้ ดังนัน้ในการศึกษาครัง้นีพ้บโอกาสที่จะเกิดลกูผสมข้ามสกุลจากการถ่ายฝากโดยมีเอือ้งดินใบไผ่เป็นแม่ คือ 8.33% นอกจากนีย้ังสรุป      
ได้ถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของบริเวณ nrITS ของเอือ้งดินใบหมากมากกวา่เอือ้งดินใบไผ่จากจ านวนรูปแบบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้นัน่เอง  
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