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บทคดัย่อ 
กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนเป็นกลว้ยไมอ้งิอาศยั จดัอยู่ในวงศ ์Orchidaceae เป็นกลว้ยไมท้ีม่ดีอกสวยงาม

และมกีลิน่หอม ปัจจุบนัการจ าแนกชนิดของกล้วยไมด้้วยลกัษณะสณัฐานท าได้ยากและมคีวามผดิพลาดสงู 
ดงันัน้งานวจิยันี้จงึใชล้ าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 และชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA เพื่อ
ระบุชนิดและประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน 24 ชนิด โดยการเพิม่ปรมิาณ
ชิน้ดเีอน็เอของ rpoC1 และ trnH-psbA ดว้ยปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส แลว้น าไปตรวจสอบการเปลีย่นแปลง
ของล าดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยโปรแกรม ClustalW และสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม 
MEGA 7.0 ผลการศึกษาพบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของ rpoC1 และ trnH-psbA สามารถระบุชนิดของเอื้อง
เทียนได้ 7 และ 15 ชนิด ตามล าดบั เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ทัง้ 2 บริเวณ ร่วมกนั พบว่า
สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนไดเ้กอืบทุกชนิด ยกเวน้เอือ้งเทยีนล าเขยีวและเอือ้งล าเทยีนปากด า 
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trnH-psbA 

 
Abstract 

The Coelogyne is a sympodial epiphytes from the family Orchidaceae. The plants have beautiful 
and fragrant flowers. Currently, identification of orchid species based on morphology is difficult and 
high error. This research, the nucleotide sequences of specific sites were used to identify 24 samples 
of Coelogyne. Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify rpoC1 gene and trnH-psbA 
intergenic spacer. The PCR products of rpoC1 gene and trnH-psbA intergenic spacer were sequenced 
and then the data were analyzed by ClustalW and MEGA 7.0. The results showed that nucleotide 
sequences of rpoC1 gene and trnH-psbA intergenic spacer could distinguish 7 and 15 out of 24 orchids, 
respectively. The combined nucleotide sequences of rpoC1 gene and trnH-psbA intergenic spacer 
were capable to identify most of Coelogyne, excepted C. lentiginosa and C. brachyptera.  
 

Keywords: orchid; Coelogyne; genetic relationship; rpoC1 gene; trnH-psbA intergenic spacer  
 
1. ค าน า 

กล้วยไม้สกุลเอื้องเทยีนเป็นกล้วยไม้ป่าหา
ยาก พบได้ทัง้ในป่าผลดัใบและป่าไม่ผลดัใบ มเีขต 
กระจายพันธุ์ในประเทศไทย พม่า ลาว กัมพูชา 
มาเลเซยี เวยีดนาม อนิโดนิเซยี จดัเป็นกลว้ยไมท้ีม่ ี
ดอกสสีนัสวยงาม เป็นทีต่อ้งการของตลาดทัง้ในและ
นอกประเทศ ดงันัน้กล้วยไม้จงึเป็นพชืเศรษฐกจิที่
ส าคญัของประเทศไทย มกีารส่งออกไปยงัตลาดทัว่
โลก ซึ่งมีมูลค่าสูงประมาณ 400 ล้านเหรียญ ส่วน
ใหญ่เป็นกล้วยไม้เขตร้อน มีตลาดรับซื้อกว่า 84 
ประเทศ ที่ส าคญั ได้แก่ ญี่ปุ่ น อิตาลี ฝรัง่เศส จนี 
อเมริกา เป็นต้น โดยเนเธอร์แลนด์เป็นแหล่งผลติ
และส่งออกกล้วยไม้เขตหนาวอันดับ 1 ของโลก 
สว่นไทยเป็นผูผ้ลติและสง่ออกดอกกลว้ยไมเ้ขตรอ้น
อันดับ 1 ของโลก  (กรมส่งเสริมการค้าระหว่าง
ประเทศ , 2558) ปัจจุบันพบว่ าแนวโน้มความ
ต้องการของผูบ้รโิภคยงัคงตอ้งการกลว้ยไมท้ีม่ดีอก
สสีนัสวยงาม ได้สายพนัธุ์ใหม่ ๆ ที่มีความหลาก- 
หลายมากขึ้น แต่ปัญหาที่เกิดขึ้น คือ มักมีความ

สับสนในการจ าแนกพันธุ์ เนื่ องจากการจ าแนก
กล้วยไมจ้ากลกัษณะภายนอกหรอืลกัษณะสณัฐาน 
(morphology) ท าได้ยาก และมักมีอิทธิพลจาก
สิ่งแวดล้อมเข้ามาเกี่ยวข้อง ท าให้เกิดความผิด 
พลาดในการจ าแนกสงู ดงันัน้การใชล้ าดบันิวคลโีอ-
ไทด์ต าแหน่งจ าเพาะ  (specific site) ของยีน rpoC1 

และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH และ psbA เพื่อ
จ าแนกและประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทียนจึงสอดคล้องกับแนว
ทางการแก้ปัญหานี้ เนื่องจากการใช้เครื่องหมาย   
ดี เ อ็น เอ  (DNA marker) ในการจ าแนกพันธุ์ มี
ความถูกต้องและแม่นย าสูง เนื่องจากไม่มอีทิธพิล
ของสิง่แวดลอ้ม ท าไดใ้นทุกช่วงระยะของการเจรญิ 
เติบโตของพืช  และใช้ปริมาณตัวอย่างพืชเพียง
เลก็น้อย จงึไม่ท าลายตน้พชื 

โดยการใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์ (nucleotide) 
ต าแหน่งจ าเพาะจดัเป็น molecular based identifi-
cation system ที่ผสมผสานร่วมกบัชวีสารสนเทศ-
ศาสตร์ (Bioinformatics) เป็นการใชล้ าดบันิวคลโีอ-
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ไทด์จากดีเอ็นเอบริเวณที่มีการประเมินแล้วว่ามี
ศักยภาพเพียงพอที่จะระบุ ( identification) หรือ
จ าแนกชนิดของสิง่มชีวีติ อาจใชเ้พยีงบรเิวณเดยีว
หรอืหลายบรเิวณในจโีนมร่วมกนั แต่มกัเป็นดเีอน็เอ
ช่วงสัน้ ๆ แล้วน าข้อมูลที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในบริเวณเดียวกนัที่เก็บไว้ใน
ฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI (National Center 
for Biotechnology Information; https://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/) ซึ่งเป็นขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทดข์อง
สิ่งมีชีวิตที่ทราบชื่อวิทยาศาสตร์แล้ว  วิธีการนี้
สามารถจะระบุสิง่มชีวีติได้อย่างรวดเรว็ (Shneyer, 
2009; Casiraghi et al., 2010) โดยล าดบัดเีอน็เอใน
บริเวณที่ใช้เป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอ (DNA barcode) 
นัน้จะต้องมีความผนัแปรทางพนัธุกรรม (genetic 
variation) ในระดบัสปีชสี์ (species) หรอืชนิด และ
มตี าแหน่งอนุรกัษ์ (conserved site) ขนาบขา้ง เพื่อ
เป็นต าแหน่งจับของไพรเมอร์ในการท าปฏิกิริยา
ลกูโซ่พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction) ซึง่
เป็นดีเอ็นเอช่วงสัน้ ๆ เพื่อให้ง่าย ต่อการเพิ่ม
ปรมิาณ (Kress and Erickson, 2008) 

ดเีอน็เอในคลอโรพลาสต์ (chloroplast) เมื่อ
น ามาสร้างลายพมิพ์ดเีอน็เอ (DNA fingerprint) จะ
ให้ข้อมูลได้ดีกว่าดีเอ็นเอในนิวเคลียส เนื่องจาก     
ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ของต้นลูกส่วนใหญ่จะ
ได้รบัการถ่ายทอดมาจากแม่ฝ่ายเดยีว (uniparetal 
inheritance) ต้นลูกที่สบืเชื้อสายมาจากต้นบรรพ-
บุรุษฝ่ายแม่จงึมรีูปแบบดเีอน็เอของคลอโรพลาสต์
แบบโฮโมไซกัส  (homozygous) นอกจากนี้การ
ตรวจสอบดีเอน็เอในคลอโรพลาสต์ยงัมขีอ้ดเีหนือ 
กว่านิวเคลียส คือ ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์จะมี
จ านวนโมเลกุล (copy number) มากกว่าในนิวเคลยีส 
ท าใหง้่ายต่อการเพิม่ปรมิาณดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอ-
ลเิมอเรสและตรวจสอบสอบไดง้่าย 

trnH (tRNAHis) เป็นยีนที่ไม่ได้มีการแปล
รหสั (translation) เป็นโปรตนี แต่จะมกีารลอกรหสั 

(transcription) ได้เป็น tRNAHis (GUG) และปลาย 
3 จับกับกรดอะมิโนฮีสทิดีน (histidine, H) เพื่อ
น าไปต่อเป็นสายพอลเิพปไทด์ (polypeptide) ส่วน 
psbA (photosystem II protein D1) เป็นยนีก าหนด 
การสร้างโปรตีน D1 ซึ่งเป็นองค์ประกอบของรงค-
วตัถุระบบแสงที ่2 (photosystem II) ในกระบวนการ
สงัเคราะห์ด้วยแสง (photosynthesis) ของพชื เป็น
ชิน้ดเีอน็เอทีน่ิยมใชใ้นการพสิจูน์เอกลกัษณ์ของพชื 
เน่ืองจากบรเิวณน้ีมคีวามผนัแปรของล าดบันิวคลโีอ
ไทด์ภายในระดับชนิดหรือสปีชีส์สูงที่สุด  เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัล าดบั  นิวคลโีอไทดบ์รเิวณอื่น 

PoC1 เป็นยนีก าหนดการสรา้งพอลเิพปไทด์
ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของเอนไซมอ์ารเ์อน็เอพอลเิมอ-
เรส (RNA polymerase) โดยอินทรอน (intron) ที่
พบในยนี rpoC1 เป็นลกัษณะปกตทิีส่ามารถพบได้
ในพืชดอก ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลง
แทนทีส่งู รวมทัง้มคีวามผนัแปรของล าดบันิวคลโีอ-
ไทด์ในเอ็กซอน (exon) และอินทรอนที่ให้ข้อมูล
เพยีงพอในพชืหลายชนิด เมื่อวเิคราะหข์อ้มูลความ
ผนัแปรนี้จะบ่งชีถ้งึความสมัพนัธไ์ด ้(Liston, 1992; 
Downie et al., 1996) 

การใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ต าแหน่งจ าเพาะ
เพยีง 1 บรเิวณ อาจใหผ้ลการจ าแนกพชืชนิดต่าง ๆ 
ไดไ้ม่ดนีกั อย่างไรกต็าม มงีานวจิยัทีเ่คยรายงานมา
ก่อนเสนอว่าการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่ง
จ าเพาะมากกว่า 1 บรเิวณ มคีวามเหมาะสมต่อการ
น าไปใช้ระบุพืชกลุ่มต่าง ๆ ได้ดีกว่าการใช้เพียง
บรเิวณเดยีว โดยเสนอใหใ้ชร้่วมกนัเป็น 2-3 บรเิวณ 
( Kress and Erickson, 2008; Newmaster et al., 
2008; CBOL Plant Working Group, 2009) หรอืใช ้
3 บรเิวณร่วมกนั (Chase et al., 2007)  

งานวจิยัครัง้นี้ไดเ้ลอืกนิวคลโีอไทดต์ าแหน่ง
จ าเพาะที่ศกึษามาแล้วว่ามคีวามเหมาะสมส าหรบั
การประเมินความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมและการ
จ าแนกพนัธุ์พืช ได้แก่ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 
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rpoC1 และชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA เพื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของ
กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน โดยการเปรยีบเทยีบล าดบั
นิวคลีโอไทด์และวเิคราะห์ขอ้มูลเพื่อสร้างแผนภูมิ
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้จากงานวจิยันี้ทัง้หมด
ฝากเกบ็ไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank ของ NCBI เพื่อ
ใชเ้ป็นประโยชน์ต่อการศกึษาในอนาคต 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างกล้วยไม้ 

กลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทีใ่ชใ้นงานวจิยันี้ 
จ านวน 24 ชนิด ได้แก่ (1) เอื้องเทียนใบแคบ 
(Coelogyne Viscosa Rchb. f.) (2) เอื้องเทียนล า
เ ขีย ว  (Coelogyne lentiginosa Lindl.) (3) เ อื้ อ ง
เทียนหิน  (Coelogyne calcicola Kerr.) (4) เอื้อง
เทียนน้อย (Coelogyne lactea Rchb. f.) (5) เอื้อง
เทียนส้ม (Coelogyne fuscescens var. brunnea) 
(6) เอื้ อ ง เทียนบาร์บาตา  (Coelogyne barbata 
Lindl. ex Griff.) (7) เอื้องมนั (Coelogyne cumingii 
Lindl.) (8) เอือ้งหมาก (Coelogyne trinervis Lindl.) 
(9) เอือ้งเทยีนขาว [Coelogyne nitida (Wall. Mss.) 
Lindl.] (10) เอือ้งสายเสรติ [Coelogyne rochussenii 
(de Vriese) Kuntze] (11) เอื้องล า เทียนปากด า  
(Coelogyne brachyptera Rchb. f.) (12) เอือ้งเทยีน
ใ ห ญ่ ล า ว  ( Coelogyne eberhardtii Gagnep.)      
(13) เอื้ อ งผาหมอก (Coelogyne xyrekes Ridl.) 
(14) เอื้องเทียนใบรี (Coelogyne fimbriata Lindl.) 
(15) เอื้องเทียนพังงา (Coelogyne pachystachya 
Elis. George & J.C.George) (16) เอื้อง เทียนใบ
บาง (Coelogyne schilleriana Rchb. f.) (17) เอื้อง
สาย เสริตชมพู  (Coelogyne velutina de Vogel) 
(18) เ อื้ อ ง เ ทีย นอิน โ ด  (Coelogyne pandurata 
Lindl.) (19) เอื้อง เทียนลอเรนเซีย  (Coelogyne 
lawrenceana Rolfe) (20) เอื้องเทยีนใหญ่ (Coelo-

gyne assamica Linden & Rchb. f.) (21) เอือ้งเทยีน
บอร์เนียว (Coelogyne asperata Lindl.) (22) เอื้อง
ผ าหมอก เขีย ว  (Coelogyne speciosa Lindley)   
(23) เอื้องสายเสริตอินโด (Coelogyne pulverula 
Teijsm. & Binn.) และ (24) เอื้องเทยีนหนู (Coelo-
gyne schultesii S.K.Gen & S.Das) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลเอื้อง

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

ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอที่สกดัไดด้ว้ย
วธิวีดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโน
เมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดเีอน็เอด้วยวธิ ี
อเิลก็โทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส 
(agarose gel) 0.8 เปอร์เซน็ต์ (จาตุรงค์ และคณะ, 
2557) 

2.3 การเพ่ิมช้ินดีเอ็นเอของยีน rpoC1 
และช้ินดีเอน็เอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA 

น าดเีอน็เอกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนทัง้ 24 
ชนิด ที่สกัดได้มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 100    
นาโนกรมัต่อไมโครลติร แลว้เพิม่ชิน้ดเีอน็เอของยนี 
rpoC1 และชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA ดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส โดยใชด้เีอน็เอ 
100 นาโนกรมั ในบฟัเฟอร ์1 เท่า (50 mM KCl, 20 
mM Tris-HCl pH 8.4 และ  2.5 mM MgCl2) ซึ่ งมี    
นิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ โดยใช้ไพรเมอร์
จ าเพาะต่อยนี rpoC1 (5-GTGGATACACTTCTTG 
ATAATGG-3 กับ 5-TGAGAAAACATAAGTAAA 
CGGG C-3 และไพรเมอร์จ าเพาะต่อชิ้นดเีอน็เอที่
อยู่ระหว่างยนี trnH-psbA (5-CGCGCATGGTGG 
ATTCACAATCC-3 กบั 5-GTTATGCATGAACG 
TAATGCTC-3) ปริมาณ 500 นาโนโมลาร์ และ
เอนไซม ์Taq DNA polymerase (RBC Bioscience, 
Taiwan) 1 ยนูิต (Unit) 
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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) บ่มที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลผลิตที่ได้ด้วย
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์(เกยีรตชิยั, 2557) 

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
ส่งผลผลติที่ได้จากปฏกิริยิาลูกโซ่พอลิ-

เมอเรสในการเพิม่ชิน้ดเีอน็เอของยนี rpoC1 และชิน้
ดี เ อ็น เ อที่ อ ยู่ ร ะ ห ว่ า ง ยีน  trnH กับ  psbA ไป
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์โดยบริษัท Solgent 
(ประเทศเกาหลใีต้) เมื่อไดร้บัขอ้มูลล าดบันิวคลโีอ-
ไทด์แล้ว จึงน ามาประกอบเป็นสายเดียวกันและ
แก้ไขล าดับนิวคลีโอไทด์ให้ถูกต้อง โดยน าข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์มาจัดเรียงและเปรียบเทียบ
ต าแหน่ง (multiple sequence alignment) ด้วย
โปรแกรม  ClustalW (http: /www.genome.jp/tools/ 
clustalw) ทัง้นี้ เพื่อวิเคราะห์ความแตกต่างทาง
พันธุกรรม (genetic distance) ของกล้วยไม้สกุล
เอือ้งเทยีนแต่ละชนิด และน าผลทีไ่ดไ้ปสรา้งแผนภมูิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมตามรูปแบบของ 
Kimura's two parameter model เลือกการจัดกลุ่ม
แบบ neighbor-joining และสุ่มข้อมูลซ ้ าด้วยวิธี 
bootstrap 1,000 ครัง้ โดยใช้โปรแกรม MEGA 7.0 
(http://www.megasoftware.net)   
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ 

เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน rpoC1 
และชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ ระหว่างยีน trnH กับ psbA 
พบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของกลว้ยไม้สกุล

เอือ้งเทยีนไดท้ัง้ 24 ชนิด เมื่อตรวจสอบขนาดด้วย
วิธี อิเล็กโทรโฟรซีิสในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 
1.5 เปอร์เซน็ต์ พบว่ายนี rpoC1 และชิ้นดเีอน็เอที่
อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA มขีนาดประมาณ 575 
และ 800 คู่เบส ตามล าดบั เมื่อน าล าดบันิวคลโีอ-
ไทดข์องยนี rpoC1 และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี 
trnH กบั psbA ไปเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์
ในฐาน ข้อมูล GenBank ของ NCBI พบว่าล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ตรงกบัขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยนี rpoC1 และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH 
กับ psbA ในพืชชนิดอื่น ๆ จึงได้ฝากเก็บข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของทัง้ 2 บริเวณ ในกล้วยไม้
สกุลเอื้องเทียน ทัง้  24 ชนิด ไว้ในฐานข้อมูล 
GenBank  ของ NCBI โดยมหีมายเลขเฉพาะของแต่
ละล าดบันิวคลโีอไทดด์งัตารางที ่1 

3.2 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน rpoC1 

เมื่อน าล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 
มาเปรยีบเทยีบกนัดว้ยโปรแกรม ClustalW พบว่ามี
ต าแหน่งที่เกิดการกลาย (mutation) ของล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ ได้แก่ การแทนที่นิวคลีโอไทด์แบบ  
ไพรมิดินีทรานสชินั (pyrimidine transition) พวิรนี-
ทรานสชินั (purine transition) และทรานสเวอร์ชนั 
(transversion) นอกจากนี้ยงัพบว่ามอีนิเดล (indel, 
insertion/deletion) กล่าวคอื มกีารขาดหายไปหรอื
มีการเพิ่มขึ้นของล าดบันิวคลีโอไทด์ (ตารางที่ 2) 
จากนัน้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 ไป
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย
วิธีการจัดกลุ่มแบบ neighbor joining และเลือก
รู ป แ บบ  Kimura's two parameter model ด้ ว ย
โปรแกรม MEGA 7.0 พบว่าแผนภูมคิวามสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมที่ได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 
rpoC1 สามารถจดักลุ่มกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนได ้2 
กลุ่ม คอื กลุ่มที ่1 ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนน้อย เอือ้งเทยีน
ขาว เอื้องเทียนใบแคบ เอื้องเทียนล าเขยีว เอื้อง
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หมาก เอื้องมนั เอื้องเทยีนใหญ่ลาว เอื้องล าเทยีน
ปากด า เอื้องเทยีนสม้ เอื้องเทยีนใบบาง เอื้องสาย
เสรติ เอือ้งผาหมอก เอือ้งเทยีนหนู เอือ้งเทยีนบาร์
บาตา เอือ้งเทยีนหนิ เอือ้งเทยีนใบร ีเอือ้งผาหมอก
เขยีว เอื้องเทยีนอนิโด เอื้องเทยีนพงังา เอื้องสาย 
เสริตชมพู เอื้องเทียนลอเรนเซีย เอื้องเทียนใหญ่ 
และเอือ้งสายเสรติอนิโด กลุ่มที ่2 ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีน
บอร์เนียว (รูปที่ 1ก) เมื่อพจิารณาการจดักลุ่มตาม
หมู่ของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน พบว่าล าดบันิวคลี-
โอไทด์ของยีน rpoC1 สามารถจ าแนกได้ตรงตาม
หมู่ (section) ของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทยีน คอื หมู่ 
Tomentosae ได้แก่ เอื้องสายเสริตชมพู และเอื้อง
เทยีนพงังา นอกจากนี้ยงัสามารถจ าแนกเอือ้งเทยีน
ได ้7 ชนิด ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนสม้ เอือ้งเทยีนหนู เอือ้ง
เทียนบาร์บาตา เอื้องผาหมอกเขียว เอื้องเทียน
พงังา เอือ้งสายเสรติชมพู และเอือ้งเทยีนบอรเ์นียว 
ซึ่งจะเห็นได้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนไดเ้พยีง 29 เปอรเ์ซน็ต ์มี
ประสทิธภิาพในการจ าแนกน้อย จงึไม่ควรใชล้ าดบั   
นิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 เพยีงบรเิวณเดยีวหรอื
อาจใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอประเภทอื่นมาร่วม
วิเคราะห์ผลด้วย ตัวอย่าง เช่น การจ าแนกเอื้อง
เทียน 14 ชนิด ด้วยเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี 
(HAT-RAPD, high annealing temperature-
random amplified polymorphic DNA) ซึ่ ง พบว่ า
สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนได ้10 ชนิด (นฤมล และ
คณะ, 2559) การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK และ rbcL ซึง่สามารถจ าแนกเอือ้งเทยีนได ้17 
ชนิด (นฤมล และคณะ, 2559) เมื่อใช้เครื่องหมาย  
ดีเอ็นเอหลายชนิด หรือล าดับนิวคลีโอไทด์หลาย
บรเิวณจะสามารถเพิม่โดยมปีระสทิธภิาพมากกว่า
การใชย้นี rpoC1 เพยีงยนีเดยีว สาเหตุทีย่นี rpoC1 
สามารถจ าแนกชนิดของเอื้อ ง เทียนได้ น้ อย 
เนื่องจากเป็นยนีทีม่ขีนาดสัน้ จงึมคีวามผนัแปรของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์น้อย ดังนัน้จึงควรวิเคราะห์

ร่วมกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนอื่น ๆ เพื่อเพิ่ม
ความผนัแปรของล าดบันิวคลโีอไทด์ในการจ าแนก
ชนิดของเอือ้งเทยีน 
 
ตารางท่ี 1 หมายเลขเฉพาะของล าดบันิวคลโีอ-

ไทด์ที่ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูล 
GenBank ของ NCBI 

 

ชนิดกลว้ยไม ้
หมายเลขเฉพาะของ 
ล าดบันิวคลโีอไทด ์

rpoC1 trnH-psbA 
เอือ้งเทยีนใบแคบ KP662080.1 KP694310.1 
เอือ้งเทยีนล าเขยีว KP662081.1 KP694311.1 
เอือ้งเทยีนหนิ KP662082.1 KP694312.2 
เอือ้งเทยีนน้อย KP662083.1 KP694313.1 
เอือ้งเทยีนสม้ KP662084.1 KP694314.1 
เอือ้งเทยีนบารบ์าตา KP662085.1 KP694315.1 
เอือ้งมนั KP662086.1 KP694316.1 
เอือ้งหมาก KP662087.1 KP694317.1 
เอือ้งเทยีนขาว KP662088.1 KP694318.2 
เอือ้งสายเสรติ KP662089.1 KP694319.1 
เอือ้งล าเทยีนปากด า KP662090.1 KP694320.1 
เอือ้งเทยีนใหญ่ลาว KP662091.1 KP694321.1 
เอือ้งผาหมอก KP662092.1 KP694322.1 
เอือ้งเทยีนใบร ี KP662093.1 KP694323.1 
เอือ้งเทยีนพงังา KU219951.1 KU877828.1 
เอือ้งเทยีนใบบาง KU219952.1 KU877829.1 
เอือ้งสายเสรติชมพ ู KU219953.1 KU877830.1 
เอือ้งเทยีนอนิโด KU219954.1 KU877831.1 
เอือ้งเทยีนลอเรนเซยี KX037356.1 KU877832.1 
เอือ้งเทยีนใหญ่ KX037360.1 KU877833.1 
เอือ้งเทยีนบอรเ์นียว KX037361.1 KU877834.1 
เอือ้งผาหมอกเขยีว KX037357.1 KU877835.1 
เอือ้งสายเสรติอนิโด KX037358.1 KU877836.1 
เอือ้งเทยีนหนู KX037359.1 KU877837.1 
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ตารางท่ี 2 ต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 ในกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน 24 ชนิด ทีใ่หค้วามแตกต่าง
ระหว่างชนิดของเอือ้งเทยีน 

 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์
พวิรนีทรานซชินั 304, 311, 344, 461, 354, 408, 427 และ 460 
ไพรมิดินีทรานซชินั 50, 235, 301 และ 439 
ทรานสเวอรช์นั 46, 57, 289, 382, 386, 396, 417-418, 428 และ 448 
อนิเดล  23-31, 25-31, 50, 51-52, 74 และ 510-537 

 

 
(ก) (ข) 

 

รปูท่ี 1 แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 (ก) 
และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA (ข) 

 
3.3 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดท่ี์อยู่

ระหว่างยีน trnH กบัpsbA 
เมื่อเปรยีบเทยีบล าดบันิวคลโีอไทด์ของ

ชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วย
โปรแกรม ClustalW พบว่ามกีารกลายเกดิขึน้หลาย
แบบ ได้แก่ ไพริมิดีนทรานสชินั พิวรีนทรานสชินั 
ทรานสเวอร์ชนั และอินเดล (ตารางที่ 3) จากนัน้
สร้างแผนภูมิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยใช้
โปรแกรม MEGA 7.0 ด้วยวิธี  neighbor joining 

สามารถจดักลุ่มกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีน 24 ชนิด ได ้
3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ได้แก่ เอื้องเทียนบาร์บาตา 
เอื้องเทียนใบรี เอื้องเทียนหนิ เอื้องมนั เอื้องสาย- 
เสริต เอื้องสายเสริตอินโด เอื้องเทียนอินโด เอื้อง
เทียนบอร์เนียว เอื้องเทียนพังงา เอื้องสายเสริต
ชมพู เอื้องเทียนหนู เอื้องเทียนน้อย เอื้องหมาก 
เอื้องเทียนใบแคบ เอื้องเทียนใหญ่ เอื้องผาหมอก 
เอื้องผาหมอกเขยีว เอื้องเทยีนสม้ เอื้องเทยีนใหญ่
ลาว เอื้องเทียนใบบาง และเอื้องเทียนลอเรนเซีย 
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กลุ่มที่  2 ได้แก่  เอื้องเทียนล าเขียว และเอื้อง         
ล าเทยีนปากด า และกลุ่มที่ 3 ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนขาว 
(รูปที่ 1ข) โดยพบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมที่ได้จากการจัดกลุ่มแบบ  neighbor 
joining สามารถจัดกลุ่มได้ตรงตามหมู่ของเอื้อง
เทียน คือ (1) หมู่  Tomentosae ได้แก่ เอื้องสาย   
เสริต เอื้องสายเสริตอินโด เอื้องเทียนพังงา และ
เอือ้งสายเสรติชมพ ู(2) หมู่ Terrucosae ไดแ้ก่ เอือ้ง
เทียนอินโด และเอื้องเทียนบอร์เนียว  (3) หมู่  
Flaccidae ได้แก่ เอื้องเทียนน้อยและเอื้องหมาก  
(4) หมู่ Speciosae ได้แก่ เอื้องผาหมอก  และเอื้อง
ผาหมอกเขียว  และ  (5) หมู่  Ocellatae ได้แก่ เอื้อง
เทยีนขาว นอกจากนี้ยงัสามารถจ าแนกเอื้องเทยีน
ได ้15 ชนิด ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนหนิ เอือ้งมนั เอือ้งสาย
เสริต เอื้องสายเสริตอินโด เอื้องเทียนอินโด เอื้อง

เทยีนบอรเ์นียว เอือ้งเทยีนหนู เอือ้งเทยีนน้อย เอือ้ง
หมาก เอื้องเทยีนใบแคบ เอื้องเทยีนใหญ่ เอื้องผา
หมอก เอื้องผาหมอกเขียว เอื้องเทียนใบบาง                                
และเอือ้งเทยีนขาว มปีระสทิธภิาพในการจ าแนก 63 
เปอร์เซน็ต์ จงึเหน็ได้ว่าล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ 
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA สามารถ
จ าแนกกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนไดด้กีว่าล าดบันิวคล-ี
โอไทด์ของยีน rpoC1 เพราะมีความแปรผันของ
ล าดบันิวคลโีอไทดค์่อนขา้งสงูและเพยีงส าหรบัการ
จ าแนกชนิดของพืชได้ดี  (Kress and Erickson, 
2008) นอกจากนี้ชิ้นดเีอ็นเอที่อยู่ระหว่างยนี trnH 
กบั psbA มสี่วนปลาย 2 ดา้น มลี าดบันิวคลโีอไทด์
ที่เป็นแบบอนุรกัษ์สูง จงึสามารถอกแบบไพรเมอร์
สากลส าหรบัศกึษาในพชืไดห้ลายกลุ่ม (Taberlet et 
al., 1991; Shaw et al., 2005)                  

 
ตารางท่ี 3 ต าแหน่งนิวคลโีอไทด์ของชิ้นดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH และ psbA ในกล้วยไม้สกุลเอื้อง

เทยีน 24 ชนิด ทีใ่หค้วามแตกต่างระหว่างชนิดของเอือ้งเทยีน 
 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์

พวิรนีทรานซชินั 
33, 35, 43, 48, 50, 278, 295, 306, 310, 386, 389, 414-415, 440, 442, 470, 
477, 479, 484, 531, 554, 562, 624, 625, 793, 795, 833 และ 871 

ไพรมิดินีทรานซชินั 
41, 52, 54, 220, 235, 249, 251, 260, 264, 290, 314, 328, 330, 337, 371, 425, 
429, 447, 458, 493, 495, 498, 539, 635, 715 และ 812  

ทรานสเวอรช์นั 

32, 37, 42, 46, 47, 53, 151, 197, 204, 217, 223, 227, 231, 233, 231, 239, 255, 
259, 266, 270, 272, 282, 288, 293, 313, 317, 320, 322, 325, 336, 340, 343, 
348, 352, 356, 360, 365, 367, 370, 373, 376, 380, 384, 395, 399, 403, 407, 
409, 412, 420, 422, 431, 435, 437, 448, 450, 454, 460, 462-464, 467, 473, 
475, 492, 532, 547, 555, 558, 578, 607, 619, 623, 713, 717, 719, 721, 723, 
727, 730, 756, 772, 786 และ 802 

อนิเดล 
31- 46, 51, 55-100, 101-103, 106-130, 212, 504-528, 543, 579-587, 598-599, 
612, 636-712, 739-754, 815 และ 862-870 

3.4 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน rpoC1 ร่วมกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ิน    
ดีเอน็เอท่ีอยูร่ะหว่างยีน trnH กบั psbA 

เมื่อวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี 
rpoC1 ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ดเีอน็เอที่
อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA แลว้สรา้งแผนภูมคิวาม  
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รปูท่ี 2 แผนภูมคิวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่
ไดจ้ากการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี rpoC1 ร่วมกบัล าดบันิวคลีโอ-
ไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กบั psbA 

 
ความสมัพันธ์ทางพนัธุกรรม โดยเลือกวิธีการจดั
กลุ่มแบบ neighbor joining พบว่าสามารถจดักลุ่ม
กล้วยไม้สกุลเอื้องเทยีนได้ตรงกบัลกัษณะสณัฐาน
ตามหมู่  คือ (1) หมู่  Speciosae ได้แก่ เอื้องผา
หมอก และเอือ้งผาหมอกเขยีว (2) หมู่ Tomentosae 
ไดแ้ก่ เอือ้งสายเสรติ สายเสรติอนิโด เอือ้งสายเสรติ
ชมพู และเอื้องเทียนพังงา (3) หมู่  verrucosae 
ได้แก่ เอื้องเทียนอินโด และเอื้องเทียนบอร์เนียว 
และ (4) หมู่ ocellatae ไดแ้ก่ เอือ้งเทยีนขาว (รูปที่ 
2) เมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการจ าแนก 
พบว่าการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
วเิคราะหร์่วมกบัล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ดเีอน็เอ
ที่อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA มีประสทิธิภาพใน
การจ าแนกสูงกว่าการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์เพียง
บรเิวณเดยีว โดยสามารถจ าแนกล้วยไม้สกุลเอื้อง
เทยีนได้ 22 ชนิด โดยพบว่ามปีระสทิธภิาพในการ

จ าแนก 92 เปอร์เซน็ต์ ซึ่งยงัไม่สามารถแยกเอื้อง
เทยีนล าเขยีวและเอื้องล าเทยีนปากด าออกจากกนั 
อย่างไรก็ตาม สามารถเอื้องเทียนทัง้  2 ชนิด 
ดงักล่าวออกจากกนัได้ด้วยการใช้ล าดบันิวคลโีอ-
ไทด์ของยนี matK ร่วมกบัยนี rbcL (นฤมล, 2559) 
สอดคล้องกบัรายงานการวจิยัทีผ่่านมา ซึ่งรายงาน
ว่าการใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์เพยีงบรเิวณเดยีวอาจ
ให้ประสทิธภิาพในการจ าแนกต ่า จงึมกีารเสนอให้
ใชร้่วมกนัอย่างน้อย 2 บรเิวณ ขึน้ไป   

ดังนัน้งานวิจัยนี้จึงแสดงประสิทธิภาพ
ของการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ต าแหน่งจ าเพาะใน
การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมและการ
ระบุชนิดของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนไดเ้ช่นเดยีวกบั
การศกึษาในพชืชนิดอื่น ๆ ได้แก่ มะม่วง (ปิยะดา
และคณะ, 2558) ข้าวมีส ี(นฤมล และคณะ, 2557) 
กลว้ยไมส้กุลแวนดา้หมู่เขม็ (จนิต์ และคณะ, 2558) 
เป็นตน้ 
 

4. สรปุ 
การประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมและ

ระบุชนิดของกลว้ยไมส้กุลเอือ้งเทยีนด้วยล าดบันิว-
คลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน rpoC1 จ าแนกเอื้องเทียนได้เพียง 7 
ชนิด และจดักลุ่มได้ตรงตามหมู่ของกล้วยไม้สกุล
เอื้องเทียนได้เพียง 1 หมู่ คือ Tomentosae ส่วน
ล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กบั psbA จ าแนกเอื้องเทยีนได้ 15 ชนิด และ
จดักลุ่มได้ตรงตามหมู่ของกล้วยไม้สกุลเอื้องเทยีน
ได ้5 หมู่ คอื Tomentosae, Verrucosae, Flaccidae, 
Speciosae และ  Ocellatae เมื่ อวิ เคราะห์ล าดับ      
นิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 ร่วมกบัล าดบันิวคลโีอ-
ไทดข์องชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 
พบว่าจ าแนกเอือ้งเทยีนได ้22 ชนิด และจดักลุ่มได้
ตรงตามหมู่ของเอื้องเทียนได้  4 หมู่  คือ  หมู่  
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Speciosae, Tomentosae, Verrucosae แ ล ะ 
Ocellatae ซึง่พบว่าการวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทด์
อย่างน้อย 2 บริเวณ ขึ้นไปนัน้ มีประสทิธิภาพใน
การจ าแนกมากกว่าการใชล้ าดบันิวคลโีอไทดเ์พียง
บรเิวณเดยีว โดยผลการวจิยัทีไ่ดน้ี้สามารถน าไปใช้
เป็นข้อมูลพื้นฐานในการวางแผนเพื่ออนุรกัษ์และ
ปรบัปรุงพนัธุใ์หม่ ๆ ต่อไป 
 

5. รายการอ้างอิง 
เกียรติชัย แซ่ไต่ , นฤมล ธนานันต์ และธีระชัย 

ธนานันต์, 2557, การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมของกล้วยไมส้งิโตกลอกตาหมู่
สงิโตสยามโดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี
จ าเพาะ, ว.วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 22: 
523-530. 

จาตุรงค์ สัมฤทธิ,์ เปรมณัช ขุนปักษี , ธีระชัย 
ธนานันต์ และนฤมล ธนานันต์ , 2557, การ
วเิคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมและการ
จ าแนกผักกาดด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี , 
Thai J. Sci. Technol. 3: 23-28.  

จนิต ์ทองสม, นฤมล ธนานนัต ์และธรีะชยั ธนานนัต,์ 
2558, ก า ร วิ เ ค ร า ะห์ ค ว ามสัมพันธ์ท า ง
พนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลแวนดา้หมู่เขม็โดย
ใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และชิ้นดี
เอ็นเอที่อยู่ ระหว่างยีน trnH กับ psbA, ว.
วทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ี23: 994-1005. 

ฐติพิร โทม้โสภา, ธรีะชยั ธนานันต์, บุญหงษ์ จงคดิ 
และนฤมล ธนานนัต,์ 2557, ความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมของขา้วพนัธุข์าวดอกมะล ิ105 และ
ข้าวสายพันธุ์กลายพันธุ์ขาวดอกมะลิ 105 
ด้วยเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี, Thai J. Sci. 
Technol. 3: 36-44. 

นฤมล ธนานันต์, จาตุรงค์ สัมฤทธิ ์และธีระชัย 
ธนานันต์, 2557, การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมของขา้วมสีโีดยใช้ล าดบันิวคลี

โอไทด์ของยีน rbcL และ rpoC1, ว.วิทยา 
ศาสตรแ์ละเทคโนโลย ี22: 674-682. 

นฤมล ธนานันต์, ภัทรา หงษ์ทองดี และธีระชัย 
ธนานันต์ , 2559, การจ าแนกชนิดและการ
ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กล้วยไมส้กุลเอื้องเทยีนด้วยเครื่องหมายแฮต
อารเ์อพดี,ี Thai J. Sci. Technol. 5: 88-97. 

นฤมล ธนานันต์, ภัทรา หงษ์ทองดี และธีระชัย 
ธนานันต์, 2559, การประเมินความสมัพันธ์
ทางพันธุกรรมและการจ าแนกกล้วยไม้สกุล
เอื้องเทียนด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
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