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บทคดัย่อ 
กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนเป็นไมด้อกไมป้ระดบัทีม่คีุณค่าทางเศรษฐกจิ เน่ืองจากมลีกัษณะของดอกทีม่ี

ความสวยงามและมีกลิน่หอม อย่างไรกต็าม การจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนที่มคีวามหลากหลายทาง
พนัธุกรรมดว้ยลกัษณะสณัฐานนัน้ท าไดย้าก ดงันัน้งานวจิยันี้จงึใชล้ าดบันิวคลโีอไทดต์ าแหน่งจ าเพาะของยนี 
matK และยนี rbcL เพื่อจ าแนกและประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน 24 ชนิด 
โดยเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอของยนี matK และ rbcL ดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรสและหาล าดบันิวคลโีอไทด ์
แลว้ตรวจสอบการเปลีย่นแปลงล าดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยโปรแกรม ClustalW และสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA 7.0 ผลการศกึษาพบว่าแผนภูมคิวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของยนี matK 
และ rbcL สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนได ้17 และ 6 ชนิด ตามล าดบั โดยไม่สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนทัง้ 24 
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ชนิด ออกจากกนัได้ ดงันัน้จงึควรวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนีอื่น ๆ ร่วมด้วย เพื่อเพิม่ความผนัแปร
และเพิม่ประสทิธภิาพในการจ าแนกชนิดของเอือ้งเทยีน 
 

ค าส าคญั : กลว้ยไม;้ สกุลเอือ้งเทยีน; ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม; ยนี matK; ยนี rbcL 

 
Abstract 

The coelogyne are among the most highly prized of ornamental plants because the flowers 
are beautiful and fragrant. However, a method to identify the coelogyne with high genetic diversity by 
morphology study was difficult. This research, the nucleotide sequences of specific site were used to 
identify 24 samples of coelogyne. Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify the matK 
and the rbcL fragments. After that the PCR products were sequenced and analyzed by ClustalW for 
multiple sequence alignment and phylogenetic tree was constructed by MEGA 7.0. The results show 
that phylogenetic tree constructed base on the nucleotide sequences of matK and rbcL could 
distinguish 17 and 6 strains of coelogyne, respectively and could not be used to identify all 24 strains 
of them. Therefore, further analysis with more nucleotide sequence, other than matK and rbcL, to 
increase variable and informative sites for distinguishing coelogyne, is suggested. 
 

Keywords: orchid; Coelogyne; genetic relationship; matK; rbcL 
 
1. ค าน า 

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน (Coelogyne) เป็น
พชืองิอาศยัทีม่ดีอกขนาดใหญ่และสวยงาม จดัเป็น
กล้วยไม้ที่พบตามธรรมชาติได้ยาก เนื่ องจากมี
ปัจจยัจ ากดัหลายด้านที่ส่งผลต่อการงอกของเมลด็
และการเจริญเติบโต ปัจจุบันพบว่าเอื้องเทียนใน
ธรรมชาติลดปริมาณลงอย่างรวดเร็วและเสี่ยงต่อ
การสญูพนัธุ์ อกีทัง้การจ าแนกดว้ยลกัษณะสณัฐาน  
(morphology) ท าได้ยากและเกิดการผิดพลาดได้
ง่ายหากดูเพียงลักษณะที่ปรากฏ (phenotype) 
ภายนอก เน่ืองจากมอีทิธพิลของสิง่แวดลอ้มเขา้มา
เกี่ยวข้อง ท าให้ผลการจ าแนกไม่ เป็นไปตาม
ลักษณะพันธุกรรม (genotype) ที่แท้จริง จึงต้อง
อาศยัผู้เชี่ยวชาญที่มีประสบการณ์ นอกจากนี้การ
จ าแนกชนิดโดยการดูเพียงลักษณะสณัฐาน เช่น 
ดอก ใบ ล าต้น มขีอ้จ ากดั เนื่องจากดอกของพชืมี
จ านวนน้อย บางชนิดใช้เวลาในการออกดอกนาน 

ท าใหต้วัอย่างทีใ่ชต้รวจวเิคราะหไ์ม่เพยีงพอต่อการ
จ าแนกชนิด ซึ่งหากใช้เครื่องหมายดีเอน็เอ (DNA 
marker) จะช่วยให้การจ าแนกพืชมีประสิทธิภาพ
มากขึ้น เพราะไม่มีอทิธพิลของสิง่แวดล้อมเข้ามา
เกี่ยวขอ้ง จงึคดัเลอืกได้ตรงตามลกัษณะที่ต้องการ 
เน่ืองจากเครื่องหมายดเีอน็เอมปีรมิาณไม่จ ากดัต่อ
การวเิคราะห ์เพราะสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้
หลายเท่าด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR, 
polymerase chain reaction) และยังสามารถเก็บ
รกัษาตวัอย่างดเีอน็เอไวไ้ดเ้ป็นเวลานาน  

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ในงานวิจัยนี้  คือ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence) ของ
ต าแหน่งจ าเพาะ (specific site) ซึง่เป็นเทคนิคที่ใช้
จ าแนกชนิดของสิง่มชีวีติ โดยอาศยัการเพิม่ปรมิาณ   
ดเีอน็เอด้วยปฏิกิรยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสผสมผสาน
กบัชวีสารสนเทศศาสตร ์(bioinformatics) โดยเลอืก
เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีความผนัแปรของ
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ล าดับนิ วคลีโอ ไทด์ ในสิ่งมีชีวิต ต่ างชนิ ดกัน 
(interspecific variation) สูงกว่าความผันแปรของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกัน 
( intraspecific variation) ซึ่ ง ผ่ า น ก า รป ร ะ เมิ น
ศักยภาพมาแล้วว่าสามารถใช้ในการจ าแนก
สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้ จากนั ้นน าข้อมูลที่ได้ไป
วิเคราะห์เปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ    
ดเีอน็เอมาตรฐานในบรเิวณเดยีวกนั ซึ่งบนัทกึเกบ็
ไว้ในฐานข้อมูลรหัสแท่งดีเอ็นเอ (DNA barcode) 
ซึ่งเป็นข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตที่
ทราบชื่อวทิยาศาสตรแ์ลว้ วธิกีารนี้จะท าให้สามารถ
จ าแนกสิง่มีชีวิตได้อย่างรวดเรว็ (Shneyer, 2009; 
Casiraghi et al., 2010)  

ปัจจุบนัมผีู้ศกึษาการใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์
ของต าแหน่งจ าเพาะมากขึน้ ไดแ้ก่ การจ าแนกพนัธุ์
และการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
กลว้ยไมส้กุลหวายกลุ่มเอือ้งสายโดยใชล้ าดบันิวคล-ี
โอไทดข์องยนี matK และ rpoC1 (นฤมล และคณะ, 
2557ก) การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ของกลว้ยไมส้กุลแวนดา้หมู่เขม็โดยใชล้ าดบันิวคล-ี
โอไทดข์องยนี rbcL และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี 
trnH กบั psbA (จนิต ์และคณะ, 2558) การวเิคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สิงโต
กลอกตาหมู่สงิโตสยามโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนจ าเพาะ (เกียรติชัย และคณะ, 2557) โดย
ส ม า ค ม  Consortium for the Barcode of Life 
(CBOL) ได้เสนอว่าการใช้ยีน  matK ร่วมกับยีน 
rbcL มคีวามเหมาะสมมาก เนื่องจากสามารถใชไ้ด้
กับพืชเกือบทุกชนิด ให้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มี
คุณภาพดี และใช้แยกความแตกต่างระหว่างชนิด
ของพชืไดด้ ี

ยนี rbcL อยู่ในคลอโรพลาสต์ (chloroplast) 
ซึ่งก าหนดการสร้างหน่วยย่อยขนาดใหญ่ (large 
subunit) ของเอนไซม์ ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase (RubisCO) โดยเอนไซม ์

RubisCO มีหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการรวมตัว
ของ RuBP กับ CO2 ในวัฏจักรคาลวิน (Calvin’s 
cycle) (Soltis and Soltis, 1998) จากการศึกษา
พบว่าความยาวของยีน rbcL ในพืชแต่ละชนิดมี
ความแปรผนัเลก็น้อย โดยทัว่ไปมีความยาวเฉลี่ย                      
1,400 คู่ เบส (Ford et al., 2009) ซึ่งการน ามาใช้
เป็นดเีอน็เอมาตรฐานเพื่อสรา้งรหสัแท่งดเีอน็เอนัน้
จะใช้เพยีงบางส่วนของยนี มคีวามยาว 500-700 คู่
เบส (Kress and Erickson, 2007; Gonzalez et al., 
2009; Ebihara et al., 2010) 

ยนี matK มคีวามยาวประมาณ 1,500 คู่เบส 
ก าหนดการสร้างเอนไซม์ maturase ซึ่งมีหน้าที่
เ กี่ ย ว กั บ  group II introns splicing (Hilu and 
Liang, 1997) ขอ้ดขีองยนีน้ี คอื มคีวามแปรผนัของ
ล าดบันิวคลโีอไทด์สูงเพียงพอที่จะน ามาใช้จ าแนก
ชนิดพชืไดด้ ีอกีทัง้ยงัใหคุ้ณภาพของล าดบันิวคลโีอ
ไทดท์ีอ่ยู่ในเกณฑด์เีช่นเดยีวกบัยนี rbcL 

ล าดบันิวคลโีอไทดข์องต าแหน่งจ าเพาะช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพ ลดความผิดพลาด และมีความ
รวดเรว็ในการจ าแนกสิง่มีชีวติยิ่งขึ้น หลกัการ คือ 
สิ่งมีชีวิต แ ต่ ละชนิ ดมีสารพันธุกรรมที่ แสดง
ลกัษณะเฉพาะของสิง่มชีีวติชนิดนัน้ๆ ซึ่งต่างจาก
สิง่มชีวีติชนิดอื่น โดยสามารถใชจ้ าแนกไดทุ้กระยะ
ของพฒันาการชวีติ (วชิยั, 2552)  

ดงันัน้ งานวจิยันี้จึงได้ศึกษาความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมและการจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้อง
เทียนด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ 
rbcL โดยตรวจสอบการเปลีย่นแปลงล าดบันิวคลโีอ-
ไทดแ์ละสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างกล้วยไม้ 

กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ 
จ านวน 24 ชนิด ได้แก่  (1) เอื้องเทียนใบแคบ 
(Coelogyne Viscosa Rchb. f.) (2) เอื้องเทียนล า
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เขี ย ว  (Coelogyne lentiginosa Lindl.) (3) เอื้ อ ง
เทียนหิน  (Coelogyne calcicola Kerr.) (4) เอื้อง
เทียนน้อย (Coelogyne lactea Rchb. f.) (5) เอื้อง
เทียนส้ม (Coelogyne fuscescens var. brunnea) 
(6) เอื้ อ ง เทียนบาร์บ าตา  (Coelogyne barbata 
Lindl. ex Griff.) (7) เอือ้งมนั (Coelogyne cumingii 
Lindl.) (8) เอือ้งหมาก (Coelogyne trinervis Lindl.) 
(9) เอือ้งเทยีนขาว [Coelogyne nitida (Wall. Mss.) 
Lindl.] (10) เอือ้งสายเสรติ [Coelogyne rochussenii 
(de Vriese) Kuntze] (11) เอื้องล าเทียนปากด า 
(Coelogyne brachyptera Rchb. f.) (12) เ อื้ อ ง
เทียนใหญ่ลาว (Coelogyne eberhardtii Gagnep.) 
(13) เอื้อ งผาหมอก  (Coelogyne xyrekes Ridl.)                 
(14) เอื้องเทียนใบรี (Coelogyne fimbriata Lindl.) 
(15) เอื้องเทียนพังงา (Coelogyne pachystachya 
Elis.George & J.C.George) (16) เอื้ อ ง เทียน ใบ
บาง (Coelogyne schilleriana Rchb.f.) (17) เอื้อง
สายเสริตชมพู  (Coelogyne velutina de Vogel) 
(18) เอื้ อ ง เที ย น อิน โด  (Coelogyne pandurata 
Lindl.) (19) เอื้องเทียนลอเรน เซีย  (Coelogyne 
lawrenceana Rolfe) (20) เอื้องเทยีนใหญ่ (Coelo-
gyne assamica Linden & Rchb. f.) (21) เ อื้ อ ง
เที ย น บ อ ร์ เนี ย ว  (Coelogyne asperata Lindl.)   
(22) เอื้องผาหมอกเขียว  (Coelogyne speciosa 
Lindley) (23) เอื้องสายเสริตอินโด  (Coelogyne 
pulverula Teijsm. & Binn.) และ (24) เอื้องเทียน
หนู (Coelogyne schultesii S.K.Gen & S.Das) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลเอื้อง

เทยีนทัง้ 24 ชนิด ด้วยวธิปีระยุกต์จาก Doyle และ 
Doyle (1978) (ฐติพิร และคณะ, 2557) 

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอที่สกดัได้ด้วย
วธิวีดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธ ี
อเิลก็โทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส 

(agarose gel) 0.8 เปอร์เซน็ต์ (จาตุรงค์ และคณะ, 
2557)                                    

2.3 การเพ่ิมช้ินดีเอ็นเอของยีน matK 
และ rbcL 

น าดเีอน็เอกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทัง้ 24 
ชนิด ที่สกัดได้มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 100   
นาโนกรมัต่อไมโครลติร แลว้เพิม่ชิน้ดเีอน็เอของยนี 
matK และ rbcL ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
โดยใช้ดีเอ็นเอ 100 นาโนกรมั ในบัฟเฟอร์ 1 เท่า 
(50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 2.5 
mM MgCl2) ซึง่มนีิวคลโีอไทด ์4 ชนิด (dATP, dCTP, 
dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร ์โดยใช้
ไพรเมอรจ์ าเพาะต่อยนี matK (5-TAATTTACGAT 
CAATTCATTC-3 กบั 5-GTTCTAGCACAGAAA 
GTCG-3 และ rbcL (5-TCACCACAAACAGAAA 
CTAAAGC-3 กับ  5-GGCACAAAATAAGAAAC 
GATCTC-3) ปรมิาณ 500 นาโนโมลาร ์และเอนไซม ์
Taq DNA polymerase (RBC Bioscience, Taiwan) 
1 ยนูิต 

ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสม ี3 ขัน้ตอน 
คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ  53 องศา
เซลเซียส นาน 40 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 40 วินาที จ านวน 35 รอบ และ   
(3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี
จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลผลิตที่ได้ด้วย
เทคนิ คอิเล็กโทรโฟ รีซิส ใน เจ ลอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์(เกยีรตชิยั, 2557) 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
ส่งผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ -   

เมอเรสที่ได้จากการเพิ่มชิ้นดีเอ็นเอของยีน matK 
และ rbcL ไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ โดย
บรษิทั Solgent (ประเทศเกาหลใีต)้ เมื่อไดร้บัขอ้มูล
ล าดบันิวคลีโอไทด์แล้วจึงน ามาประกอบเป็นสาย
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เดยีวกนัและแกไ้ขล าดบันิวคลโีอไทดใ์หถู้กตอ้ง แลว้
น าล าดบันิวคลโีอไทด์มาจดัเรยีงและเปรียบเทียบ
ต าแหน่ง (multiple sequence alignment) โดยใช้
โปรแกรม ClustalW (http://www.genome.jp/tools/ 
clustalw) เพื่อวเิคราะหค์วามแตกต่างทางพนัธุกรรม 
(genetic distance) ของกลว้ยไมส้กุลเอื้องเทยีนแต่
ละชนิด จากนัน้น าผลที่ได้ไปสร้างแผนภูมิความ 
สมัพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) ตาม
รปูแบบของ Kimura's two parameter model เลอืก
การจดักลุ่มแบบ Neighbor-Joining และสุ่มข้อมูล
ซ ้าด้วยวธิี Bootstrap 1,000 ครัง้ โดยใช้โปรแกรม 
MEGA 7.0 (http://www.megasoftware. net)    
 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 

3.1 การเพ่ิมช้ินดีเอ็นเอของยีน matK 
และ rbcL 

เมื่ อ เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็น เอของยีน 
matK และยนี rbcL พบว่าสามารถเพิ่มปรมิาณชิ้น 
ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนได้ 24 ชนิด 
เมื่อตรวจสอบด้วยวธิอีเิลก็โทรโฟรซีสิในเจลอะกา-
โรส พบว่ามีขนาดประมาณ 950 และ 650 คู่เบส 
ตามล าดบั  

3.2 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน matK 

เมื่อเปรยีบเทยีบล าดบันิวคลโีอไทดข์อง
ยนี matK กบัขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดใ์น GenBank 
ข อ ง  NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) พบว่าคลา้ยคลงึกบัล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี matK ในพชือื่น และไดฝ้ากเกบ็ขอ้มลูล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในกล้วยไม้สกุลเอื้อง
เทยีนทัง้ 24 ชนิด ไว้ใน GenBank โดยมหีมายเลข
เฉพาะ (accession number) ของแต่ละล าดบันิวคล-ี
โอไทดด์งัตารางที ่1 

เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี matK  

มาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ ได้แก่ การแทนที่
แบบไพรมิดินีทรานสชินั (pyrimidines transition) 

 
ตารางท่ี 1 หมายเลขเฉพาะของล าดบันิวคลโีอไทด์

ที่ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูล GenBank 
ของ NCBI 

 

ชนิดกลว้ยไม ้
หมายเลขเฉพาะของล าดบั 

นิวคลโีอไทดข์องยนี 
matK rbcL 

เอือ้งเทยีนใบแคบ KP675987.1 KU219955.1 
เอือ้งเทยีนล าเขยีว KP675988.1 KU219956.1 
เอือ้งเทยีนหนิ KP675989.1 KU219957.1 
เอือ้งเทยีนน้อย KP675990.1 KU219958.1 
เอือ้งเทยีนสม้ KP675991.1 KU219959.1 
เอือ้งเทยีนบารบ์าตา KP675992.1 KU219960.1 
เอือ้งมนั KP675993.1 KU219961.1 
เอือ้งหมาก KP675994.1 KU219962.1 
เอือ้งเทยีนขาว KP675995.1 KU219965.1 
เอือ้งสายเสรติ KP675996.1 KU219963.1 
เอือ้งล าเทยีนปากด า KP675997.1 KU219964.1 
เอือ้งเทยีนใหญ่ลาว KP675998.1 KU219967.1 
เอือ้งผาหมอก KP675999.1 KU219966.1 
เอือ้งเทยีนใบร ี KP676000.1 KU219968.1 
เอือ้งเทยีนพงังา KU877838 KU219969.1 
เอือ้งเทยีนใบบาง KU877839 KU219970.1 
เอือ้งสายเสรติชมพ ู KU877840 KU219971.1 
เอือ้งเทยีนอนิโด KU877841 KU219972.1 
เอือ้งเทยีนลอเรนเซยี KU877842 KU877822.1 
เอือ้งเทยีนใหญ่ KU877843 KU877823.1 
เอือ้งเทยีนบอรเ์นียว KU877844 KU877824.1 
เอือ้งผาหมอกเขยีว KU877845 KU877825.1 
เอือ้งสายเสรติอนิโด KU877846 KU877826.1 
เอือ้งเทยีนหนู KU877847 KU877827.1 
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พวิรนีทรานสชินั (purines transition) และทรานส-
เวอร์ชัน (transversion) นอกจากนัน้ยงัพบอินเดล 
(indel, insertion/deletion) คือ มีการเพิ่มขึ้นหรือ

ขาดหายไปของนิวคลโีอไทด ์โดยต าแหน่งทีเ่กดิการ
เปลีย่นแปลงแสดงในตารางที ่2 

 
ตารางท่ี 2 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในกล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน 24 ชนิด ที่ให้ความแตกต่าง

ระหว่างชนิดของเอือ้งเทยีน 
 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์

อนิเดล 
21-100, 101-350, 108, 270, 311-319, 386, 394, 412-413, 427-437, 439, 456, 759, 
783, 801, 818, 881, 897, 921-927, 934-940, 945 และ 964-1,164 

ไพรมิดินีทรานสชินั 107, 132, 297, 299, 303, 310, 326, 332, 336, 344, 367, 373, 387, 389, 397, 423, 
435, 444, 465, 593, 618, 620, 631, 708, 761, 846, 868, 913, 932, 944 และ 953 

พวิรนีทรานสชินั 289, 321, 324, 346, 558, 362, 369, 417, 428-429, 432, 636, 789, 800, 838, 856, 
876, 896, 912, 917, 926, 928, 952 และ 956 

ทรานสเวอรช์นั 

101, 212, 234, 245, 250, 284, 285, 292, 295, 290-291, 298, 301, 304, 307, 309, 
323-324, 326-329, 333, 336, 338, 340, 341-343, 347-349, 357, 360-361, 365-366, 
371-372, 374, 383-384, 388, 392, 398, 422, 433, 438-439, 441, 445, 452, 458, 
499, 569, 604, 629, 635, 684-685, 694, 696, 723, 742-743, 745, 799, 844, 859-
860, 869, 877, 879, 885, 888, 900, 906, 909, 911, 915-916, 918, 920, 921-923, 
933, 943, 974, 951, 955, 957, 960 

 
เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี matK 

ไปสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม พบว่า 
สามารถจดัแบ่งได ้5 กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 ไดแ้ก่ เอือ้ง
เทยีนใบร ีเอือ้งเทยีนหนู เอือ้งเทยีนบารบ์าตา เอือ้ง
เทียนหิน เอื้องสายเสริต เอื้องเทียนอินโด เอื้อง
เทียนบอร์เนียว เอื้องสายเสริตชมพู  เอื้องเทียน
พังงา เอื้องสายเสริตอินโด และเอื้องมนั กลุ่มที่ 2 
ได้แก่ เอื้องผาหมอก เอื้องผาหมอกเขียว เอื้อง
เทยีนใบแคบ เอือ้งเทยีนสม้ เอือ้งเทยีนใบบาง เอือ้ง
เทียนใหญ่ เอื้องเทยีนน้อย และเอื้องหมาก กลุ่ม 3 
ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนขาว เอื้องเทยีนล าเขยีว และเอือ้ง
ล าเทียนปากด า กลุ่มที่ 4 ได้แก่ เอื้องเทียนลอเรน
เซีย และกลุ่มที่ 5 ได้แก่ เอื้องเทียนใหญ่ลาว โดย
สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนได้ 17 ชนิด ได้แก่ เอื้อง
เทียนใบรี เอื้องสายเสริต เอื้องเทียนอินโด เอื้อง

เทียนบอร์เนียว เอื้องสายเสริตชมพู  เอื้องเทียน
พงังา เอื้องสายเสรติอนิโด เอื้องมนั เอือ้งผาหมอก      
เอื้องผาหมอกเขียว เอื้องเทียนน้อย เอื้องหมาก 
เอื้องเทียนขาว เอื้องเทียนล าเขียว เอื้องล าเทียน
ปากด า เอื้องเทียนลอเรนเซยี และเอื้องเทยีนใหญ่
ลาว มปีระสทิธภิาพการจ าแนกชนิด 71 เปอรเ์ซน็ต ์ 

เมื่อพจิารณาหมู่ (section) ของกล้วยไม้
สกุลเอื้องเทียน พบว่ากล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนที่
สามารถจัดก ลุ่มได้ตรงตามหมู่  ได้แก่  (1) หมู่ 
verrucosae ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนอนิโด และเอือ้งเทยีน
บอรเ์นียว (2) speciosae ไดแ้ก่ เอือ้งผาหมอก และ
เอือ้งผาหมอกเขยีว (3) flaccidae ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีน
น้อย และเอื้องหมาก และ (4) หมู่  tomentosae 
ได้แก่ เอื้องสายเสริตชมพู เอื้องเทียนพังงา และ
เอือ้งสายเสรติอนิโด (รปูที ่1)  
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รปูท่ี 1 แผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่ได้
จากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี matK 

 

เมื่อวเิคราะห์การสรา้งกรดอะมโินพบว่า
การเปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลโีอไทด์บางต าแหน่งมี
ผลต่อการสรา้งกรดอะมโิน (ตารางที ่3)  

ดังนัน้จึงเห็นได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยนี matK สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนไดด้กีว่า 
ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี rbcL รวมทัง้การจ าแนก
ด้วยแฮตอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์ (ภัทรา และ
คณะ, 2559ก) เนื่องจากยีน matK มีคุณภาพของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์อยู่ ในเกณฑ์ดี  มีอัตราการ
วิวฒันาการสูงกว่ายีนอื่น ๆ จึงมีประสทิธิภาพใน
การจ าแนกและหาววิฒันาการของพืช (Tamura et 
al., 2013) 

3.3 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน rbcL 

เมื่อเปรยีบเทยีบล าดบันิวคลโีอไทดข์อง
ยนี rbcL กบัขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทดใ์น GenBank  

ตารางท่ี 3 การเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทดข์องยนี matK ทีม่ผีลต่อการสรา้งกรดอะมโิน 
 

ต าแหน่ง จ านวนชนิดของเอือ้งเทยีน การเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทด ์ การเปลีย่นแปลงกรดอะมโิน 
30 18 G เป็น A Lys เป็น Gln 
63 10 G เป็น A Ser เป็น Tyr 
225 9 C เป็น A Ser เป็น Tyr 
327 5 C เป็น A Gln เป็น Lys 
394 11 G เป็น T Gln เป็น His 
448 18 G เป็น T Lys เป็น Asn 
475 12 A เป็น T Tyr เป็น Phe 
580 12 A เป็น T Gln เป็น Leu 
643 6 C เป็น A Pro เป็น His 
663 3 C เป็น A Pro เป็น His 
669 14 C เป็น A Pro เป็น Asn 
687 11 A เป็น T Lys เป็น Ile 
718 12 A เป็น T Lys เป็น Met 
721 10 G เป็น T Lys เป็น Asn 
756 13 C เป็น A Gln เป็น Lys 
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GenBank ของ NCBI พบว่าคล้ายคลึงกับล าดับ    
นิวคลโีอไทดข์องยนี rbcL ในพชือื่น และไดฝ้ากเกบ็
ขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน rbcL ในกล้วยไม้
สกุลเอื้องเทยีนทัง้ 24 ชนิด ไวใ้น GenBank โดยมี
หมายเลขเฉพาะของแต่ละล าดับนิวคลีโอไทด์ดัง
ตารางที ่1 

เมื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
มาเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม ClustalW พบว่ามี
การเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ ได้แก่  การแทนที่
แบบไพริมิดีนทรานสิชัน พิวรีนทรานสิชัน และ 
ทรานสเวอรช์นั (ตารางที่ 4) และเมื่อวเิคราะห์การ
สรา้งกรดอะมโินพบว่าการเปลีย่นแปลงล าดบันิวคล-ี

โอไทด์บางต าแหน่งมีผลต่อการสร้างกรดอะมิโน 
(ตารางที ่5) 
 
ตารางท่ี 4 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ใน

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียน 24 ชนิด ที่ให้
ความแตกต่างระหว่างชนิดของเอื้อง
เทยีน 

 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์
ไพรมิดินีทรานสชินั 228, 258, 263 และ 492 
พวิรนีทรานสชินั 25 และ 600 
ทรานสเวอรช์นั 42, 45 และ 79 

 
ตารางท่ี 5 การเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทดข์องยนี rbcL ทีม่ผีลต่อการสรา้งกรดอะมโิน 
 

ต าแหน่ง จ านวนชนิดของเอือ้งเทยีน การเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทด ์ การเปลีย่นแปลงกรดอะมโิน 
25 14 A เป็น G Ser เป็น Gly 
79 15, 17 G เป็น C Asp เป็น His 
263 15, 17, 23 T เป็น C Val เป็น Ala 

 
เมื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 

ไปสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม พบว่า 
สามารถจดัแบ่งได ้3 กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 ไดแ้ก่ เอือ้ง
เทยีนสม้ เอือ้งมนั เอื้องเทยีนใบบาง เอื้องเทยีนใบ
แคบ เอื้องเทยีนบาร์บาตา เอื้องผาหมอก เอื้องผา
หมอกเขยีว เอื้องหมาก เอื้องเทยีนใบร ีเอื้องเทยีน
หนิ เอือ้งเทยีนใหญ่ เอือ้งเทยีนใหญ่ลาว เอือ้งเทยีน 
ลอเรนเซีย เอื้องเทียนน้อย เอื้องเทียนหนู เอื้อง
เทยีนล าเขยีว เอือ้งเทยีนขาว และเอือ้งล าเทยีนปาก
ด า กลุ่มที ่2 ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนอนิโด และเอือ้งเทยีน
บอร์เนียว และกลุ่มที่ 3 คือ เอื้องสายเสริตอินโด 
เอื้องสายเสรติ เอือ้งเทยีนพงังา และเอือ้งสายเสรติ
ชมพู โดยสามารถจ าแนกเอื้องเทียนได้ 6 ชนิด 
ไดแ้ก่ เอื้องเทยีนสม้ เอื้องมนั เอือ้งเทยีนใบรี เอื้อง
เทยีนใหญ่ เอือ้งสายเสรติอนิโด และเอือ้งสายเสรติ  

ซึง่มปีระสทิธภิาพการจ าแนกชนิด 25 เปอรเ์ซน็ต ์            
เมื่อพิจารณาหมู่ของกล้วยไม้สกุลเอื้อง

เทียน พบว่ากล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนที่สามารถจดั
กลุ่มไดต้รงตามหมู่ ไดแ้ก่ (1) หมู่ speciosae ไดแ้ก่ 
เอื้องผาหมอก และเอื้องผาหมอกเขียว (2) หมู่ 
lawrenceanae ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนใหญ่ลาว และเอือ้ง
เทียนลอเรนเซีย (3) หมู่ verrucosae ได้แก่ เอื้อง
เทียนอนิโด และเอื้องเทียนบอร์เนียว และ (4) หมู่ 
tomentosae ได้แก่ เอื้องสายเสริต เอื้องสายเสริต
ชมพู เอือ้งสายเสรติอนิโด และเอือ้งเทยีนพงังา (รูป
ที ่2) 

เมื่อเปรยีบเทียบแผนภูมิความสมัพันธ์
ทางพนัธุกรรมที่ได้จากล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน 
matK และยนี rbcL พบว่ายนี rbcL สามารถจ าแนก
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนได้ตรงตามหมู่  จ านวน 4 
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หมู่ เท่ากบัยนี matK แต่สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีน
ไดเ้พยีง 6 ชนิด มปีระสทิธภิาพในการจ าแนกชนิด
ค่อนขา้งน้อยเมื่อเปรยีบเทยีบกบัยนี matK ดงันัน้จงึ
ไม่ควรใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL เพียง
ต าแหน่งเดยีว ควรใชล้ าดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณอื่น
หรอืเครื่องหมายดเีอน็เออื่นร่วมด้วย ตวัอย่าง เช่น 
การใชเ้ครื่องหมายแฮตอารเ์อพดีจี าแนกเอือ้งเทยีน 
14 ชนิด พบว่าสามารถจ าแนกเอื้องเทียนได้ 10 
ชนิด (ภทัรา และคณะ, 2559ข) ซึ่งมีประสทิธภิาพ
มากกว่าการใชย้นี rbcL เพยีงยนีเดยีว สาเหตุทีย่นี 
rbcL สามารถจ าแนกชนิดของเอื้องเทียนได้น้อย 
เน่ืองจากเป็นยนีทีม่ลี าดบันิวคลโีอไทด์ขนาดสัน้ จงึ
มคีวามผนัแปรของนิวคลีโอไทด์น้อย แต่ข้อดีของ
ยีน rbcL คือ มีความเป็นมาตรฐานสากลและให้
ล าดับนิ วคลีโอไทด์ที่ มีคุณภาพดีมาก แม้ว่ า
ประสิทธิภาพการจ าแนกชนิดพืชจะค่อนข้างต ่ า 
(CBOL Plant Working Group, 2009)  
 

 
 

รปูท่ี 2 แผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่ได้
จากล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rbcL 

3.4 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน matK รว่มกบัยีน rbcL 

เมื่อวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยีน 
matK ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  rbcL 
พบว่าสามารถจ าแนกเอื้องเทียนได้ 17 ชนิด ซึ่งมี
ประสิทธิภาพการจ าแนกเท่ากับ 71 เปอร์เซ็นต์ 
สามารถจ าแนกเอื้องเทียนส้มกับเอื้องเทียนใหญ่
ออกจากกนัได้ ในขณะที่การใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยีน matK เพียงยีนเดียวจะไม่สามารถจ าแนก
เอื้องเทียน 2 ชนิด นี้ออกจากกัน นอกจากนี้ยัง
พบว่าสามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนหนิ เอือ้งเทยีนบาร์
บาตา เอื้องหมาก เอื้องเทียนน้อย และเอื้องเทียน
หนูออกจากกนัได ้แต่ถ้าใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์ของ
ยนี rbcL เพยีงยนีเดยีวจะไม่สามารถจ าแนก (รูปที ่
3) ดังนัน้การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 
ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rbcL ช่วยใหก้าร
จ าแนกชนิดของเอื้องเทียนมีประสทิธภิาพมากขึ้น 
สอดคลอ้งกบัผลการวจิยัของ Kress และ Erickson 
 

 
 

รปูท่ี 3 แผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่ได้
จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  matK 
ร่วมกบัยนี rbcL 
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(2008) Newmaster และคณะ (2008) และ CBOL 
Plant Working Group (2009) ที่ได้เสนอว่าการใช้
ล าดบันิวคลโีอไทดข์องต าแหน่งจ าเพาะ 2-3 บรเิวณ 
ร่วมกัน จะมีความเหมาะสมต่อการจ าแนกพืชได้
ดีกว่าการใช้เพียงบริเวณเดียว เนื่ องจากการใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะเพียง
บรเิวณเดยีวอาจไม่เพยีงพอ เนื่องจากล าดบันิวคลี-
โอไทด์ที่ใช้ในการวิเคราะห์มีขนาดเล็กมากเมื่อ
เปรียบเทียบกับขนาดจีโนมของพืช (นฤมล และ
คณะ, 2557ข)  
 
4. สรปุ 

การเพิม่ปรมิาณชิ้นดีเอน็เอด้วยไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อยนี matK และ rbcL พบว่าสามารถเพิ่ม
ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเอื้องเทียนได้ครบทุกชนิด มี
ขนาดประมาณ 950 และ 650 คู่เบส ตามล าดบั เมื่อ
สรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของยนีทัง้
สอง พบว่าไม่สามารถจ าแนกเอื้องเทยีนได้ครบทุก
ชนิด แผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของยีน 
matK จ าแนกได้  17 ชนิด ซึ่งมากกว่าแผนภูมิ
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของยนี rbcL ทีจ่ าแนก
ได้เพียง 6 ชนิด โดยแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมของยนี matK แบ่งเอือ้งเทยีนเป็น 4 กลุ่ม 
ส่วนแผนภูมิความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน 
rbcL แบ่งเอือ้งเทยีนเป็น 3 กลุ่ม  

เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  rbcL 
พบว่าสามารถจ าแนกชนิดของเอื้องเทียนได้ดีขึ้น
กว่าการใช้ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนีเพยีงยนีเดยีว 
อย่างไรกต็าม ล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี matK และ 
rbcL ยงัไม่สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนได้ครบทัง้ 24 
ชนิด การเพิม่ประสทิธภิาพการจ าแนกเอือ้งเทยีนให้
มากยิ่งขึ้นนัน้จะต้องเพิ่มล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ต าแหน่งจ าเพาะอื่น ๆ ร่วมดว้ย 
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