
     Thai J. Genet. 2013, 6(1) : 1-10
  

การศึกษาความสมัพนัธท์างพนัธกุรรมของกล้วยไม้สกลุช้าง (Rhynchostylis 
Bl.; Orchidaceae) ด้วยวิธี Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP) 
Genetic relationship of Rhynchostylis Bl. (Orchidaceae) based on 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
 
ธนากร วงษศา1 อภินันท ์ล้ิมมงคล2 และอนุพนัธ ์กงบงัเกิด3* 
Thanakorn Wongsa1, Apinun Limmongkon2, Anupan Kongbangkerd3* 
1โปรแกรมวชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัราชภฏัก าแพงเพชร ก าแพงเพชร 
62000 
2ภาควชิาชวีเคม ีคณะวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์มหาวทิยาลยันเรศวร พษิณุโลก 65000 
3หน่วยวจิยัการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พชื ภาควชิาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยันเรศวร พษิณุโลก 
65000 
1Biology Program, Faculty of Science and Technology, Kamphaeng Phet Rajabhat University, 
Kamphaeng Phet 62000 
2Department of Biochemistry, Faculty of Medical Science, Naresuan University, Phitsanulok 65000 
3Plant Tissue Culture Research Unit, Department of Biology, Faculty of Science, Naresuan 
University, Phitsanulok 65000 
 
* Corresponding author: anupank@nu.ac.th 
 
บทคดัย่อ 

การศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลช้าง (Rhynchostylis Bl.) โดยใช้
เครื่องหมายโมเลกุล Amplified Fragment Length 
Polymorphism (AFLP) พบว่ามไีพรเมอร์ EcoRI-
MseI จ านวน 15 คู่ไพรเมอร์ สามารถแยกความ
แตกต่างของตัวอย่างที่ศึกษาทัง้ 23 ตัวอย่าง ผล
การศกึษาพบว่ากลว้ยไมส้กุลชา้ง 4 กลุ่ม ใหแ้ถบดี
เอ็นเอทัง้หมด 1 ,522 แถบ เป็นแถบที่ให้ความ
แตกต่างระหว่างตวัอย่าง 1,504 แถบ คิดเป็น
เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์  Polymorphism เ ท่ า กั บ  9 8 . 7 2

 

เปอร์เซ็นต์ การจัดก ลุ่มความสัมพันธ์ด้วยวิธ ี
UPGMA และ PCoA พบว่าสามารถจดัแบ่งกลุ่ม
ย่อยของไอยเรศ (R. retusa) และ ไอยเรศน่าน 
(Rhynchostylis sp.) ไดอ้ย่างชดัเจน นอกจากนี้การ
จดักลุ่มดว้ยวธิ ีAFLP ยงัมคีวามสอดคลอ้งกบัการ
แบ่งกลุ่มโดยลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของกลว้ยไม้
สกุลชา้ง 
 
ABSTRACT 

Study of genetic relationship among 
Rhynchostylis species using Amplified Fragment 
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Length Polymorphism (AFLP) technique showed 
that fifteen AFLP primer combinations (EcoRI-
MseI) were able to distinguish all 23 samples. 
The results showed that 4 groups of 
Rhynchostylis generated a total of 1,522 
fragments, of which 1,504 fragments (98.72 %) 
were polymorphic. The UPGMA and PCoA 
cluster analysis resulted in clearly separated 
Rhynchostylis sp. from R. retusa Bl. Besides, 
the molecular classification based on AFLP 
technique was in good agreement with 
morphological classifications of Rhynchostylis. 
 
ค าส าคญั: กล้วยไม้สกุลช้าง, เครื่องหมาย AFLP, 
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม 
Keywords: Rhynchostylis, AFLP marker, genetic 
relationship 
 

บทน า 
กล้วยไม้สกุลช้าง Rhynchostylis Bl. 

(Orchidaceae) จัดเ ป็นพืชหนึ่ งที่มีความส าคัญ 
เน่ืองจากเป็นกลว้ยไมท้ีไ่ดร้บัความนิยมในการปลูก
เลีย้งทัง้ในและต่างประเทศ เนื่องจากเป็นกลว้ยไมท้ี่
สวยงามทัง้รูปทรง ต้น ช่อดอก และมกีลิน่หอมมาก 
กลว้ยไมส้กุลชา้ง พบไดท้ัว่ไป 3 ชนิด และ 2 ชนิด
ย่อย (WSCP, 2012) คอื ช้างกระ (R. gigantea) 
เขาแกะ (R. coelestis) ไอยเรศ (R. retusa) มเีขต
การกระจายพนัธุ์ตัง้แต่ อินเดีย จีนตอนใต้ เอเชีย
ตะวนัออกเฉียงใต้ ได้แก่ พม่า ลาว เวยีดนาม ไทย 
กัมพูชา มาเลเซีย และ R. gigantea subsp. 
violacea พบทีป่ระเทศฟิลปิปินส ์ส่วนช้างค่อม (R. 
gigantea subsp. gigantea) นัน้พบปะปนกบัชา้ง
กระทัว่ไป แต่มีลักษณะใบป้อมสัน้กว่าช้างกระ 

 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มคีวามหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของกลว้ยไม้สกุลชา้ง พบว่ามกีลว้ยไม้ที่
เรียกว่าไอยเรศน่าน (Rhynchostylis sp.) พบที่
จงัหวดัน่าน (อนุพนัธ ์และคณะ, 2550) มลีกัษณะ
ของดอกที่มีความคล้ายกันกับกลุ่มไอยเรศ แต่
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการที่มีความ
แตกต่างออกไป นอกจากนี้ยงัมรีายงานการส ารวจ
กลว้ยไมไ้อยเรศน่านในประเทศลาว แต่ยงัไม่มกีาร
ระบุชนิด (Svengsuksa and Lamzai, 2005) ดว้ย
เหตุนี้การจดักลุ่มของกลว้ยไม้ไอยเรศน่านให้อยู่ใน
กลุ่มของไอยเรศ โดยอาศยัลกัษณะทีส่งัเกตได้จาก
ภายนอกเพยีงอย่างเดยีวนัน้ จงึอาจจะยงัไม่มคีวาม
ถูกต้องและชดัเจนมากนัก ในปจัจุบนัขอ้มูลพืน้ฐาน
ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลช้าง ยังไม่ได้รับ
การศึกษาอย่างกว้างขวาง รวมทัง้ข้อมูลความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลชา้ง ยงั
มคี่อนข้างจ ากดั มีเพียงรายงานการศึกษาการจดั
กลุ่มของกลว้ยไมส้กุลชา้ง จากความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมตามลกัษณะของสดีอก ดว้ยเครื่องหมาย 
RAPD (สพุตัรา และวณีัน, 2548) รวมถงึการศกึษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไอยเรศ ด้วย
เครื่องหมาย RAPD และ ISSR (Parab and 
Krishnan, 2008) แต่ยงัไม่มรีายงานการศกึษาถึง
การจดัจ าแนกกลว้ยไมส้กุลชา้งในระดบัพนัธุกรรมที่
ชดัเจน ซึ่งการศึกษาโดยใช้เครื่องหมาย AFLP มี
ข้อดีมากกว่าเครื่องหมาย RAPD หลายประการ 
โดยเฉพาะการท าซ ้าแต่ละครัง้ให้ผลการทดลองที่
แน่นอน และให้ขอ้มูลทางพนัธุกรรมครอบคลุมทัง้
จีโนมของพืช ดังนัน้เป็นสิ่งที่น่าสนใจอย่างยิ่งใน
การศึกษาข้อมูลพื้นฐานทางพันธุกรรมในระดับ
ชีววิทยาโมเลกุลของกล้วยไม้สกุลช้าง เพื่อเป็น
ข้อมูลในการจัดจ าแนกประเภทของกล้วยไม้สกุล
ช้าง และใช้ในการศึกษาความหลากหลายทาง
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พนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลชา้งต่อไป 
 

อปุกรณ์และวิธีการ  
ตวัอย่างกล้วยไม้สกลุช้างและวิธีการสกดัดีเอน็เอ 

น าตัวอย่างกล้วยไม้สกุลช้างจ านวน 23 
ตวัอย่าง ได้แก่ ชา้งกระ (R. gigantea) 9 ตวัอย่าง 
เขาแกะ (R. coeleatis)  3  ตัวอย่าง  ไอยเรศ        
(R. retusa)  5  ตัว อย่ า ง  และ ไอย เรศ น่ าน 

(Rhynchostylis sp.) 6 ตวัอย่าง (Table 1) โดยน า
ใบอ่อนของตวัอย่างทัง้หมดมาสกดัดเีอน็เอด้วยวธิ ี
Doyle and Doyle (1987) หรอืสกดัโดยใชชุ้ดสกดั 
ดเีอน็เอ NucleoSpin® Plant (Macherey-Nagel) 
ซึง่ดเีอน็เอจากทัง้ 2 วธิ ีมคีุณภาพทีด่ ีและสามารถ
น ามาตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอโดยเทคนิค AFLP 
ไดไ้ม่แตกต่างกนั (ธนากร และคณะ, 2551) 

 
Table 1 Detail of Thailand Rhynchostylis species used in this study. 
Name of the species Accession code Source 
Rhynchostylis gigantea Rg1/ Rg39 Nakhon Sawan/ Sakon Nakhon 
R. gigantea var. harrisonianum Rg30, Rg33 Cultivated (white)- Nakhon Sawan 
R. gigantea var. rubrum Rg27, Rg28 Cultivated (red)-Nakhon Sawan 
R. gigantea var. petiolata Rg40/ Rg2 Kamphaeng Phet/ Nakhon Sawan 
R. gigantea var. gigantea Rg21 Tak 
R. retusa Rr1, Rr2/ Rr3/ Rr7,Rr8 Krabi/ Phrae/ Tak 
R. coelestis Rc3/ Rc8/ Rc10 Nakhon Sawan/ Tak/  

Cultivated (Pink)-Kamphaeng Phet 
Rhynchostylis sp. R.sp1- R.sp6 Nan 

 
การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
AFLP 
 ตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก 4 กลุ่ม
ตวัอย่างของ ช้างกระ (R. gigantea) เขาแกะ (R. 
coeleatis) ไอยเรศ (R. retusa) และไอยเรศน่าน 
(Rhynchostylis sp.) มาตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอ
ด้วยเทคนิค AFLP ตามวิธีการของ Vos et al. 
(1995) โดยน าดีเอ็นเอมาตัดอย่างสมบูรณ์ด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ MseI 
จากนัน้เชื่อมต่อดเีอน็เอเขา้กบั adaptor น าดเีอน็เอ
ทีเ่ชื่อมต่อกบั adaptor มาใชเ้ป็นตน้แบบในการเพิม่
ปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 2 ครัง้ โดยการเพิ่ม
ปรมิาณครัง้แรก (pre-selective amplification) ใช้

 

ไพรเมอรท์ีเ่พิม่เบสคดัเลอืก 1 เบสทีป่ลาย 3’ ไดแ้ก่ 
E.A (5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’) และ M.C 
(5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’) ด้วยปฏกิริยิา
พีซีอาร์ที่ 72°C 2 นาที ตามด้วย 20 รอบ ของ 
94°C 30 วินาที, 56°C 1 นาที และ 72°C 1 นาท ี
จากนัน้น าผลติภณัฑจ์ากปฏกิริยิาพซีอีารใ์นครัง้แรก
มาเพิม่ปรมิาณครัง้ทีส่อง (selective amplification) 
ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 1 รอบ ที่ 94°C 30 วินาที, 
65°C 30 วนิาท ีและ 72°C 1 นาท ีแลว้ลดอุณหภูมิ
ช่วง annealing (65°C) ลงรอบละ 0.7°C จ านวน 
12 รอบ และต่อดว้ยรอบสุดทา้ยที ่94°C 30 วนิาท,ี 
56°C 30 วนิาท ีและ 72°C 1 นาท ีโดยใชไ้พรเมอร์
ทีเ่พิม่เบสคดัเลอืกจ านวน 3 เบส คอื E-ANN 8 ไพร
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เมอร์ และ M-CNN 8 ไพรเมอร์ จากนัน้คดัเลอืกคู่
ไพรเมอร์ที่เหมาะสม ต่อการตรวจสอบลายพิมพ์    
ดเีอน็เอ จากทัง้หมด 64 คู่ พบว่ามไีพรเมอรจ์ านวน 
15 คู่ (E-ACC/M-CAA, E-ACT/M-CAA, E-AGG/ 
M-CAA, E-ACC/M-CAG, E-ACG/M-CAT, E-
AGC/M-CAT, E-AGG/M-CAT, E-ACC/M-CTA, 
E-ACG/M-CTA, E-ACA/M-CTC, E-AGG/M-CTC, 
E-ACT/M-CTG, E-AGC/M-CTG, E-AGG/M-CTG, 
E-AGC/M-CAA) ที่เหมาะสมต่อการตรวจสอบลาย
พมิพ์ดเีอน็เอ ตรวจสอบลายพมิพ์ดเีอน็เอด้วยวธิอีิ
เ ล็ก โทรโฟ รีซิส  ในพอลิอะคริลา ไมด์ เ จล  6 
เปอร์เซ็นต์ และย้อมเจลด้วยสารละลายซิลเวอร์   
ไนเตรท ดว้ยวธิขีอง Benbouza et al. (2006)  

 

การวิเคราะหข์้อมูล  
 น าข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยวิธี AFLP 
มาวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม โดยแปลง
ขอ้มลูแถบดเีอน็เอของตวัอย่างกลว้ยไมส้กุลชา้ง 23 
ตวัอย่าง โดยใหส้ญัลกัษณ์เป็น “1” เมื่อปรากฏแถบ
ดเีอน็เอ และให้สญัลกัษณ์เป็น “0” เมื่อไม่ปรากฏ
แถบดเีอน็เอ วเิคราะหค์วามสมัพนัธด์้วยโปรแกรม 
NTSYSpc 2.20e (Rohlf, 2000) สรา้งแผนภูมทิาง
พนัธุกรรมดว้ยวธิ ีunweighted pair group method 
with arithmetic average (UPGMA; Sneath and 
Sokal, 1973) ค านวณค่าสมัประสิทธิค์วาม
คล้ายคลึงทางพันธุ กรรม  ด้วยวิธี  Jaccard’s 
similarity coefficients (Jaccard, 1908) จดักลุ่ม
ความสัมพันธ์ด้วยวิธี principal coordinate 
analysis (PCoA) ค านวณค่า Mantel’s correlation 
test (cophenetic correlation coefficient, r; 
Mantel, 1967; Sokal and Rohlf, 1994) และ
ประเมินความเชื่อมัน่ของแผนภูมิทางพันธุกรรม 
โดยการท า bootstrap ด้วยโปรแกรม freetree 
(Hampl et al., 2001) 

ผลการทดลองและวิจารณ์  
การวิเคราะหข์้อมูลทางพนัธกุรรม 

จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของ
กลว้ยไมส้กุลชา้ง ซึง่เป็นรายงานการศกึษาครัง้แรก 
โดยวเิคราะห์ขอ้มูลจากแถบดเีอ็นเอที่เพิม่ปรมิาณ
ดว้ยเทคนิค AFLP ของกลว้ยไมส้กุลชา้งทัง้หมด 23 
ตวัอย่าง จากคู่ไพรเมอร์ 15 คู่ พบแถบดีเอ็นเอ
ทัง้หมดจ านวน 1,522 แถบ มแีถบดเีอน็เอทีม่ขีนาด
ต่างกนั 1,504 แถบ และมแีถบดเีอน็เอทีเ่หมอืนกนั
จ านวน 19 แถบ คดิเป็นรอ้ยละของ polymorphism 
เท่ากบั 98.72 เปอร์เซ็นต์ อีกทัง้ยงัพบคู่ไพรเมอร์  
ทีใ่หแ้ถบดเีอน็เอ  ทีจ่ าเพาะต่อชนิดพนัธุ ์(Figure 1) 

 

         
 

Figure 1 AFLP profile generated using primer 
pair E-AGC/M-CAT, R. gigantea (1-9) R. retusa 
(10-14) Rhynchostylis sp. (15-20) and R. 
coelestis (21-23). Arrows show unique 
molecular bands specific for different 
Rhynchostylis groups. 
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จ านวนหลายแถบดเีอน็เอ (Table 2) ซึง่แถบดเีอน็
เอเหล่านี้สามารถน าไปพัฒนาเป็นเครื่องหมาย 
Sequence Characterized Amplified Region 
(SCAR) เพื่อใชต้รวจสอบชนิดพนัธุไ์ดอ้ย่างรวดเรว็
อีกด้วย เมื่อน าข้อมูลมาวิเคราะห์ค่าดัชนีความ
เหมอืนและความแตกต่างของ Jaccard’s similarity 
coefficients (Table 3) และน าไปจัดกลุ่ม
ความสมัพนัธ์ด้วยวธิ ีUPGMA พบว่าการจดักลุ่ม
กล้วยไม้สกุลช้างทัง้ 23 ตัวอย่าง สามารถแบ่ง

ออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มเขาแกะ (R. coelestis) 
จ านวน 3 ตวัอย่าง กลุ่มทีส่อง คอื กลุ่มชา้งกระ (R. 
gigantea) จ านวน 9 ตัวอย่ าง  กลุ่มที่สาม คือ
ไอยเรศ (R. retusa) จ านวน 5 ตวัอย่าง และกลุ่มทีส่ี ่
คอื กลุ่มไอยเรศน่าน (Rhynchostylis sp.) จ านวน 
6 ตวัอย่าง โดยแต่ละกลุ่มมคี่า Jaccard’s similarity 
coefficients อยู่ในช่วง 0.4297-0.6152, 0.5331-
0.8839,  0.4070-0.8535 แ ล ะ  0.5157-0.8381 
ตามล าดบั (Table 3) 
 

Table 2 Number of unique molecular bands specific each Rhynchostylis species detected upon 
AFLP analysis using primer combination 

Primer pair 
Number of unique marker Total number of 

unique marker 
per primer pair R. gigantea R. coelestis R. retusa Rhynchostylis sp. 

E-ACT/M-CAA 5 5 2 5 17 

E-AGG/M-CAA 7 3 2 3 15 

E-AGC/M-CAT 10 14 4 7 35 

E-AGG/M-CAT 3 7 4 6 20 

Total 25 29 12 11 87 
 
Table 3 Minimum-Maximum Percentage similarity matrix from 23 Rhynchostylis accessions 
generated form Jaccard’s similarity coefficient 

 
R. gigantea R. retusa R. coelestis Rhynchostylis sp. 

R. gigantean 0.5331-0.8839 
   R. retusa 0.2212-0.2975 0.4070-0.8535 

  R. coelestis 0.1579-0.1958 0.1450-0.2154 0.4297-0.6152 
 Rhynchostylis sp. 0.2088-0.2839 0.2906-0.4205 0.1696-0.2108 0.5157-0.8381 

  
การจดักลุ่มทัง้แบบ UPGMA (Figure 2) 

และ PCoA (Figure 3) จากขอ้มูลการศกึษาด้วย 
AFLP พบว่าให้ผลสอดคล้องกบัความสมัพนัธ์ของ
การจดักลุ่มโดยใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา เมื่อ

พจิารณากล้วยไม้ในก ลุ่ม เขาแกะ  พบว่ามคีวาม
แตกต่างทางสัณฐานวิทยาของล าต้น ใบ และ
ลกัษณะช่อดอก (Figure 4G, 4H) แตกต่างจาก
กล้วยไม้สกุลช้างกลุ่มอื่นอย่างชดัเจน กล้วยไม้ใน
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กลุ่มเขาแกะจึงถูกจัดแยกออกเป็นกลุ่มแรกจาก
กล้วยไม้สกุลช้างกลุ่มอื่นๆ (Figure 2 และ 3) 
ส าหรับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
ตัวอย่างกล้วยไม้กลุ่มช้างกระนัน้ มีทัง้ตัวอย่างที่
ได้มาจากธรรมชาติและจากการปลูกเลี้ยงคดัเลอืก
สายพนัธุ ์พบว่า มคีวามแปรปรวนของลกัษณะทาง
สณัฐานวิทยาที่แสดงออก ได้แก่ ความแปรปรวน
ของสดีอกทีม่คีวามหลากหลายตัง้แต่ ดอกสขีาวทัง้
ดอก (ชา้งเผอืก: R. gigantea var. harrisonianum; 
Figure 4M) ดอกสแีดงทัง้ดอก (ช้างแดง: R. 
gigantea var. rubrum; Figure 4L) ดอกทีม่กีลบี
เลี้ยงและกลบีดอกสขีาวแต่กลบีปากมสีชีมพู (ช้าง
ประหลาด: R. gigantea var. petiolata; Figure 4J 

และ 4N) หรอื ดอกทีม่กีลบีเลีย้งและกลบีดอกมจีุด
กระสชีมพู (ชา้งกระ: R. gigantea; Figure 4I) หรอื
ตน้ทีม่ลีกัษณะของใบใหญ่และสัน้ เป็นสนัชีข้ ึน้ (ชา้ง
ค่อม: R. gigantea var. gigantea; Figure 4K) เมื่อ
ตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  AFLP 
พบว่าตัวอย่ างทัง้  9  ตัวอย่ าง  มีลักษณะทาง
พนัธุกรรมทีม่คีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิกนัมาก ถงึแมว้่า
ตวัอย่างทีศ่กึษานัน้มาจากต่างแหล่งกนักต็าม หรอื
ตวัอย่างที่มสีดีอกต่างกนักต็าม แต่ยงัคงมลีกัษณะ
ทางพนัธุกรรมเหมือนกนั โดยผลจากการจดักลุ่ม
ดว้ยวธิ ีUPGMA และ PCoA จดัไวใ้นกลุ่มชา้งกระ
กลุ่มเดยีวกนั 

 

 
Figure 2 Dendrogram of 23 Rhynchostylis accessions resulting from the UPGMA cluster analysis 
based on Jaccard’s similarity coefficients values obtained from the AFLP data. Node support was 
estimated with 1,000 bootstrap replicates. 
 

ในกลุ่มที่สามและกลุ่มที่สี่ คือ กลุ่มของ
ไอยเรศจ านวน 5 ตัวอย่าง และกลุ่มไอยเรศน่าน 
(Rhynchostylis sp.) จ านวน 6 ตวัอย่าง เป็นกลุ่ม
ตวัอย่างที่มคีวามสมัพนัธก์นัมากกว่ากล้วยไม้สกุล
ช้างในกลุ่มอื่น แม้ว่าตัวอย่างของกลุ่มไอยเรศมา
จากแหล่งตวัอย่างต่างกนั คอื แพร่ ตาก และกระบี ่

ในการจดักลุ่มดว้ยวธิ ีUPGMA และ PCoA นัน้ได้
แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของลักษณะทาง
พันธุกรรม ที่มีความใกล้ชิดกันกับกล้วยไม้กลุ่ม
ไอยเรศน่าน จากจงัหวดัน่าน แต่ไม่พบว่ามตีวัอย่าง
ของกลุ่มไอยเรศและไอยเรศน่าน อยู่รวมกนัในกลุ่ม
บนกิง่เดยีวกนัแต่อย่างใด (Figure 2) แมว้่าไอยเรศ 
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Figure 3 Pattern of relationships among 23 
Rhynchostylis accessions revealed by Principal 
coordinate analysis (PCoA) based on AFLP.

น่านมลีกัษณะทางสณัฐานวทิยา สขีองปลายรากที่
เป็นสแีดงเขม้ (Figure 4F) ความกวา้งของใบเฉลีย่ 
2 .97 ซม. และความยาวใบเฉลี่ย  26.61ซม. 
มากกว่าของไอยเรศ (Figure 4E) ซึง่มคีวามกวา้ง
ของใบเฉลีย่ 1.84 ซม. และความยาวใบเฉลีย่ 19.11 
ซม. อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ(n=10 ; p<0.05) อกี
ทัง้บรเิวณปลายใบและโคนใบของไอยเรศน่านยงัมี
ลกัษณะเป็นจุดม่วง หรอืเป็นป้ืนสมี่วงแดง (Figure 
4B และ 4O) ซึง่มคีวามคลา้ยคลงึกบัลกัษณะของใบ
ชา้งแดงอกีดว้ย เมื่อน าขอ้มลู AFLP มาวเิคราะหจ์ดั
กลุ่มด้วยวิธี PCoA ที่มีองค์ประกอบหลักที่ 1, 2 
และ 3 ครอบคลุมความแปรปรวน 24.57, 19.44 
และ 12.52 เปอรเ์ซน็ต ์ของความแปรปรวนทัง้หมด

 

 
 
Figure 4 Morphology of Rhynchostylis; R. retusa [stem (A), leaf apex (O-lower), root tip (E), 
inflorescence (C)] Rhynchostylis sp. [stem (B), leaf apex (O-upper), root tip (F), inflorescence (D)] 
R. coelestis [blue (G), pink flower (H)] and R. gigantea (I-N). See color figure on the journal 
website. 
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ตามล าดบั และมคีวามสอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มดว้ย
วธิ ีUPGMA (Figure 2) อกีทัง้การจดักลุ่มดว้ยวธิ ี
PCoA ชี้ชัดถึงการแยกกลุ่มของไอยเรศน่านเป็น
กลุ่มย่อยจากกลุ่มไอยเรศอย่างชัดเจนอีกด้วย 
(Figure 3) และเมื่อพิจารณาถึงค่า cophenetic 
correlation coefficient (r) ซึง่ Sirithunya et al. 
(2001) รายงานว่า ค่า r ที่อยู่ระหว่าง 0.9-1.0 มี
ความสอดคล้องของค่าสมัประสทิธิค์วามคล้ายคลงึ
ทางพนัธุกรรมทีไ่ด้จากกระบวนการจดักลุ่ม กบัค่า
สมัประสทิธิค์วามคล้ายคลึงทางพนัธุกรรมเริ่มต้น
ค่อนขา้งมากทีสุ่ด จากผลการทดลอง r = 0.99 ถอื
ว่าค่าสมัประสทิธิค์วามคลา้ยคลงึทางพนัธุกรรมทีไ่ด้
จ ากกระบวนการจัดก ลุ่ม  สอดคล้อ งกับค่ า
สมัประสทิธิค์วามคล้ายคลึงทางพนัธุกรรมเริ่มต้น
มากที่สุด หรอืแสดงว่าขอ้มูลที่ได้มคีวามน่าเชื่อถือ
สงู (Mantel, 1967; Sokal and Rohlf, 1994; 
Spooner et al., 2005)  

จากการศึกษาของ พรพันธ์ และคณะ 
(2544) โดยศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้
สกุลชา้ง และสกุลใกลเ้คยีงโดยใชค้ลอโรพลาสต์ยนี 
rbc L และ pet A และใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ TaqI 
และ HaeIII พบว่ายังไม่สามารถจ าแนกกล้วยไม้
สกุลชา้ง ไดแ้ก่ ชา้งกระ ชา้งเผอืก ชา้งแดง ไอยเรศ 
และเขาแกะ ออกเป็นกลุ่มที่ชดัเจนได้ ในขณะที่
ขอ้มลูการวเิคราะหด์ว้ยเทคนิค AFLP ในการศกึษา
นี้  สามารถแยกกล้วยไม้สกุลช้างออกเป็นกลุ่ม
เขาแกะ ชา้งกระ ไอยเรศ และ ไอยเรศน่านไดอ้ย่าง
ชดัเจน เนื่องจากวิธ ีAFLP ให้ขอ้มูลที่แสดงความ
แตกต่างของการจดักลุ่มไดด้กีว่าขอ้มูลจาก PCR-
RFLP (Lin et al., 1996) หรอืจากการใชข้อ้มูลของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่สามารถแสดงให้เห็นถึง
ความผนัแปรทีเ่กดิขึน้ได ้(Despres et al., 2003; 
Spooner et al., 2005) นอกจากนี้วธิ ีAFLP ยงัมี
ขอ้ด ีคอืมคีวามน่าเชื่อถือในการท าซ ้าสงูและไดผ้ล
การทดลองที่เหมอืนเดมิ นอกจากนี้ยงัเป็นวธิทีี่ให้

ข้อมูลจ านวนมากต่อการท าแต่ละครัง้ ซึ่งข้อดี
เหล่านี้มปีระโยชน์อย่างมาก ส าหรบัการศกึษาและ
จ าแนกกลุ่มของพืชบางชนิดที่มีความใกล้ชิดกัน 
(Spooner et al., 2005) 
 

สรปุผลการทดลอง 
 จากการศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลช้างด้วยวิธี AFLP จ านวน 23 
ตวัอย่าง โดยจดักลุ่มความสมัพนัธด์ว้ยวธิ ีUPGMA 
และ PCoA พบว่าให้ผลสอดคล้องกนั คือสามารถ
จดักลุ่มกลว้ยไมอ้อกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ คอื กลุ่มชา้ง
กระ กลุ่มเขาแกะ และกลุ่มไอยเรศ โดยข้อมูล 
AFLP สามารถแยกไอยเรศน่าน (Rhynchostylis 
sp.) ออกจากกลุ่มไอยเรศเป็นกลุ่มย่อยชดัเจน ซึง่มี
ค ว า ม เ ป็ น ไ ป ไ ด้ ใ น ก า ร จั ด ไ อ ย เ ร ศ น่ า น 
(Rhynchostylis sp.) เป็นชนิดย่อยของไอยเรศ หรอื
สายพนัธุ์ย่อยของไอยเรศต่อไป อกีทัง้ยงัพบแถบดี
เอน็เอทีจ่ าเพาะในแต่ละสายพนัธุ ์ซึง่สามารถน าไป
พฒันาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อไปใชป้ระโยชน์
ในการจ าแนกสายพนัธุก์ลว้ยไมส้กุลชา้งต่อไปได ้
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