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บทคัดย0อ 
การวิจัยน้ีได6สร6างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของกล6วยไม6สกุลก6านก?อจากลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 

matK และ rbcL ด6วยวิธี maximum likelihood เพ่ือศึกษาความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและจําแนกชนิดกล6วยไม6
สกุลก6านก?อ 30 ชนิด โดยเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของตําแหน?งจําเพาะท้ัง 2 บริเวณ ด6วยปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรส 
แล6วนําไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด� หลังจากน้ันจึงวิเคราะห�ข6อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ด6วยโปรแกรม ClustalW 
และ MEGA7 พบว?าแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมท่ีได6จากลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK แยกชนิดกล6วยไม6
สกุลก6านก?อได6ดี แต?แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมท่ีได6จากลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL มีประสิทธิภาพต่ํา
กว?า โดยแยกชนิดของกล6วยไม6สกุลก6านก?อได6น6อยกว?า เน่ืองจากมีการแทนท่ีของลําดับนิวคลีโอไทด�ต่ํากว?า อย?างไรก็
ตาม เมื่อวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะท้ังสองร?วมกัน จะทําให6มีประสิทธิภาพในการจําแนกสูงข้ึน 
ซึ่งข6อมูลท่ีได6จากงานวิจัยน้ีสามารถนําไปประยุกต�ใช6ในด6านอนุกรมวิธาน การอนุรักษ�พันธุกรรม และการปรับปรุง
พันธุ�กล6วยไม6
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Abstract 
Phylogenetic trees of orchids in the genus Eria were constructed using nucleotide sequences 

of matK and rbcL genes. The datasets were analyzed by maximum likelihood method to study 
interspecific relationships and molecular identification of orchid in the genus Eria (30 species) using 
nucleotide sequences. Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify matK and rbcL gene 
fragments and after that the PCR products were sequenced. The nucleotide sequences were 
analyzed by ClustalW for multiple sequence alignment and phylogenetic tree were constructed by 
MEGA7. The phylogenetic tree constructed from nucleotide sequences of matK genes was effective 
for discrimination of each species, whereas the other from nucleotide sequences of rbcL gene 
revealed lower separating capability because of low rate of nucleotide substitution. However, result 
of combined sequences can be efficiently used for classification. However, this research information 
can be applied to taxonomic investigation, plant genetic conservation and breeding.  

 

Keywords: orchid; Eria; genetic relationship; identification; matK; rbcL 
 
1. บทนํา 

กล6วยไม6เปjนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว จัดอยู?ในวงศ� 
Orchidaceae เปj น ไม6 ตั ดดอก ท่ี ไ ด6 รั บความ นิยม 
เน่ืองจากดอกของกล6วยไม6มีลักษณะดอก สีสัน และ
ลวดลายสวยงาม กล6วยไม6ถือเปjนไม6ตัดดอกท่ีมีอายุการ
ใช6งานได6นาน อีกท้ังกล6วยไม6เปjนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญ
ของไทย เพราะเปjนไม6ส?งออกขายไปยังต?างประเทศ 
สร6างรายได6เข6าประเทศปnละหลายร6อยล6านบาท และมี
การปลูกเลี้ยงอย?างครบวงจร ตั้งแต?การผสมเกสร 
เพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ เลี้ยงลูกกล6วยไม6 เลี้ยงต6นกล6วยไม6
จนกระท่ังให6ดอก ตัดดอกบรรจุหีบห?อและส?งออก 
แหล?งกําเนิดกล6วยไม6ปoาท่ีสําคัญของโลกมี 2 แหล?งใหญ? 
คือ ลาตินอเมริกา และเอเชียแปซิฟqค [1] ส?วนแหล?ง 
กําเนิดกล6วยไม6ปoาในภูมิภาคเอเชียและแปซิฟqคน้ัน 
ประเทศไทยถือเปjนศูนย�กลางของกล6วยไม6 จากการ 
ศึกษาพบว?าประเทศไทยมีพันธุ�กล6วยไม6ปoาเปjนจํานวน
มาก แสดงให6เห็นว?าประเทศไทยมีสภาพแวดล6อม

เ อ้ือ อํานวยต? อการ เจริญงอกงามของกล6 วย ไม6  
นอกจากน้ีกล6วยไม6ปoาท่ีพบในภูมิภาคเอเชียและ      แป
ซิฟqคยังมีลักษณะโดดเด?นเปjนเอกลักษณ�แตกต?างจาก
กล6วยไม6ในภูมิภาคลาตินอเมริกา 

กล6วยไม6สกุลก6านก?อหรือสกุลเอเรีย (Eria) 
ค6นพบครั้งแรกเมื่อปn ค.ศ. 1825 โดย Lindley สําหรับ
ช่ือสกุลมีรากศัพท�มาจากภาษากรีกว?า Erion (ขนแกะ) 
หมายถึงขนอ?อนนุ?มท่ีด6านกลีบเลี้ยงท่ีพบได6ท่ัวไปใน
กล6วยไม6สกุลน้ี ส?วนช่ือไทยมีหลากหลายช่ือ เช?น สกุล
เอ้ืองบายศรี สกุลเอ้ืองน่ิม [1] ลักษณะโดยท่ัวไปของ
กล6วยไม6สกุลก6านก?อเปjนกล6วยไม6 อิงอาศัย เจริญ
ด6านข6าง ลําลูกกล6วยมีขนาดเล็กจนถึงมีขนาดใหญ? มี
หลายข6อปล6องและมีหลายรูปทรงบางชนิดกลม บาง
ชนิดแบน และบางชนิดลดรูปลงจนปรากฏรูปทรงไม?
เด?นชัด มีท้ังชนิดข้ึนชิดกันเปjนกอและข้ึนห?าง ๆ กันบน
เหง6า [2] ใบมีหลายรูปทรง ออกท่ีข6อหรือออกท่ีใกล6
ยอด มีหลายใบ เรียงสลับ โคนใบมักเปjนกาบ ใบอ?อน
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พับตามแนวยาวช?อดอกเปjนช?อกระจะ ออกด6านข6าง
หรือท่ีใกล6ยอด มีตั้งแต?ช?อเดียวจนถึงหลายช?อ ตั้งตรง
หรือทอดเอียง ดอกมีจํานวนน6อยจนถึงมาก เรียงเวียน 
บานจากโคนสู?ปลายช?อ กลีบเลี้ยงและกลีบดอกแยก
ออกเปjนอิสระ กลีบปากอยู?ทางด6านล?าง ไม?มีเดือย เส6า
เกสรสั้นหรือยาว มีคางยื่นยาว มีฝาครอบ กลุ?มเรณูมี 8 
กลุ?ม ไม?มีก6านและแปyนก6านกลุ?มเรณู [3] ซ่ึงกล6วยไม6
สกุลน้ีพบมากในเขตอบอุ?นและเขตร6อนของภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต6 โดยประเทศไทยพบ 63 ชนิด 
[1] ป|จจุบันน้ีกล6วยไม6สกุลก6านก?อกําลังได6รับความ
สนใจและเปjน ท่ีต6องการของตลาดเ พ่ิมมาก ข้ึน 
เน่ืองจากลักษณะดอกของกล6วยไม6สกุลน้ีท่ีโดดเด?นเปjน
เอกลักษณ�และแตกต?างจากกล6วยไม6สกุลอ่ืน ๆ อีกท้ังมี
จํานวนค?อนข6างน6อยในธรรมชาติและจัดเปjนกล6วยไม6
ปoาหายาก ทําให6ต6องศึกษาในระดับโมเลกุลโดยใช6
เ ครื่ อ งหมายดี เ อ็น เอ เข6 ามาช? วย  เ พ่ือ วิ เคราะห�
ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมและจัดจําแนกพันธุ� รวมท้ัง
นําไปใช6ประโยชน�ในการวางแผนปรับปรุงพันธุ�และ
อนุรักษ�พันธุ�ต?อไป 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ท่ีนิยมใช6
วิเคราะห�ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมในพืชน้ัน มีการใช6              
ลําดับนิวคลีโอไทด� (nucleotide) หลายตําแหน?งท่ีมี
ความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) 
ค? อ น ข6 า ง สู ง  แ ต? มี ลํ า ดั บ อ นุ รั ก ษ�  (conserved 
sequence) ท่ีส?วนปลาย และมีขนาดไม?ใหญ?มากนัก 
โดยพบว?าลําดับนิวคลีโอไทด�ของคลอโรพลาสต�  
(chloroplast) ในพืชมีความเหมาะสม เน่ืองจากจีโนม 
(genome) ของพืชส?วนใหญ?มักเปjนพอลิพลอยด�  
(polyploidy) แต?จีโนมของคลอโรพลาสต�น้ันมีเพียง 
อัลลีล (allele) เดียวจึงเหมาะสมมากกว?า ซ่ึงลําดับ    
นิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะเปjนเครื่องหมายท่ีได6
แนวคิดมาจากรหัสแท?งสินค6าหรือบาร�โค6ด (barcode) 
ท่ีติดอยู?ข6างกล?องสินค6ามาใช6ในการจําแนกสิ่งมีชีวิต ซ่ึง

สามารถจําแนกได6ทุกระยะการพัฒนาของสิ่งมีชีวิต โดย
อาศัยความแตกต?างของลําดับนิวคลีโอไทด�ในดีเอ็นเอ
มาจําแนกสิ่งมีชีวิตต?างชนิดออกจากกัน ซ่ึงสมบัติของ
บริเวณท่ีจะนํามาใช6เปjนลําดับนิวคลีโอไทด�ตําแหน?ง
จําเพาะ คือ ต6องมีความแตกต?างกันมากในสิ่งมีชีวิตต?าง
ชนิดกัน แต?มีความแตกต?างภายในชนิดเดียวกันต่ํามาก
หรือไม?มีเลย และต6องมีบริเวณอนุรักษ� (conserved 
region) ซ่ึงบริเวณอนุรักษ�น้ีจะทําให6ใช6ไพรเมอร�สากล 
(universal primer) ได6 และสามารถเพ่ิมปริมาณช้ิน  
ดีเอ็นเอด6วยปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรส (polymerase 
chain reaction, PCR) [4] 

ลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะน้ัน 
นํามาใช6ครั้งแรกในการจําแนกสิ่งมีชีวิตจําพวกสัตว� โดย
ลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีนํามาใช6 คือ ลําดับนิวคลีโอไทด�
ของยีน Cytochrome c oxidase I (COI) ท่ีอยู?ใน    ไม
โทคอนเดรีย  (mitochondria) ซ่ึ งการ จัด จําแนก
สิ่งมีชีวิตจําพวกสัตว�ค?อนข6างประสบความสําเร็จอย?าง
มาก หลังจากน้ันนักวิจัยจึงพยายามท่ีจะใช6ลําดับนิวคล-ี
โอไทด�ตําแหน?งจําเพาะมาจําแนกสิ่งมีชีวิตจําพวกพืช 
แต?จากการวิจัยพบว?าลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน COI 
ในไมโทคอนเดรียในพืชมีอัตราการเกิดวิวัฒนาการต่ํา 
ทําให6มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด�ไม?เพียง
พอท่ีจะใช6ในการจําแนกชนิดพืช นักวิจัยจึงสนใจลําดับ
นิวคลีโอไทด�ในคลอโรพลาสต� (chloroplast) โดยมี
หลายกลุ?มได6เสนอลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?ง
จําเพาะในคลอโรพลาสต�รวม 7 บริเวณ ประกอบด6วย 
4 ยีน 3 ช้ินดีเอ็นเอระหว?างยีน (spacer) มีศักยภาพ
และเหมาะสมท่ีจะนํามาใช6เปjนดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA 
standard) ได6 ดี  ไ ด6 แก?  rbcL, rpoC1, matK, rpoB, 
trnH-psbA, atpF-atpH และ psbK-psbI [5]  

การวิจัยน้ีใช6ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK 
และยีน rbcL เพ่ือจําแนกชนิดของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 
โดยเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�เ พ่ือวิเคราะห�
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ความสัม พันธ�ทาง พัน ธุกรรมและสร6 างแผนภูมิ
ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
โดยข6อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ท่ีได6จากงานวิจัยน้ีได6ฝาก
เก็บไว6ในฐานข6อมูล GenBank ของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Infor-mation) เพ่ือเปjน
ประโยชน�ต?อการศึกษาวิจัยทางอนุกรมวิธาน และเพ่ือ
นําไปใช6ประโยชน�ในการวางแผนปรับปรุงพันธุ�และ
อนุรักษ�พันธุ�กล6วยไม6สกุลก6านก?อต?อไป 
 

2. อุปกรณ*และวิธีการ 
2.1 ตัวอย0างกล�วยไม�สกุลก�านก0อ 

กล6วยไม6สกุลก6านก?อ 30 ชนิด ท่ีใช6ในการ
วิจัยน้ีแสดงดังตารางท่ี 1 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล6วยไม6สกุลก6านก?อท้ัง 

30 ชนิด ด6วยวิธีประยุกต�จากวิธีของ Doyle และ 
Doyle [6] ตามวิธีของ นฤมล และคณะ [7] จากน้ัน
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีได6ด6วยวิธีวัดค?าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) 
และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด6วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟ-
รีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose 
gel) ความ เข6 มข6น  0.8 เปอร� เ ซ็นต�  และ คํานวณ
อัตราส?วนระหว?างการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร [8]  

2.3 การเ พ่ิมปริมาณชิ้น ดี เ อ็น เอของยีน 
matK และ rbcL 

นําดีเอ็นเอกล6วยไม6สกุลก6านก?อท้ัง 30 ชนิด 
ท่ีสกัดได6มาเจือจางให6มีความเข6มข6น 100 นาโนกรัมต?อ 
ไมโครลิตร เพ่ือเปjนดีเอ็นเอแม?แบบ (DNA template) 
แล6วเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของตําแหน?งจําเพาะ คือ 
ช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ rbcL โดยทําปฏิกิริยา
ลูกโซ?พอลิเมอเรส โดยใช6ดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม ใน
บัฟเฟอร� 1 เท?า (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 

9.1), 0.1 % Triton™ X-100 และ 2.5 mM MgCl2 ) 
ซ่ึงมีนิวคลีโอไทด� 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP 
และ dTTP ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร� (µM) ไพรเมอร�
จําเพาะ 250 นาโนโมลาร� (nM)  โดยใช6ไพรเมอร�
จําเพาะต?อยีน matK และ rbcL (ตารางท่ี 2) เอนไซม� 
Taq DNA polymerase (Vivantis technologies Sdn 

Bhd., Malaysia) 1 ยูนิต (Unit) และนํ้า รวมปริมาตร
สุทธิ 40 ไมโครลิตร [7] 

ปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรสมี 3 ข้ันตอน คือ 
(1) บ?มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 
จํานวน 1 รอบ (2) บ?มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที, อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
จํานวน 35 รอบ และ (3) บ?มท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ ก?อนนําไป
ตรวจสอบขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได6ด6วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส ความเข6มข6น 1.5 
เปอร�เซ็นต� แล6วย6อมด6วยเอธิเดียมโบรไมด� (ethydium 
bromide) และตรวจดูภายใต6แสงอัลตราไวโอเลต 
(ultraviolet) โดยเปรียบเทียบขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ี
ได6จากปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรสกับช้ินดีเอ็นเอท่ีทราบ
ขนาด (DNA ladder) หลังจากน้ันจึงส?งผลผลิตจาก
ปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรสไปตรวจสอบลําดับนิวคลี- 
โอไทด� ณ บริษัท Bioneer (ประเทศเกาหลีใต6) [7] 

2.4 การวิเคราะห*ลําดับนิวคลีโอไทด* 
ผลผลิตของปฏิกิริยาลูกโซ?พอลิเมอเรสท่ีได6

จากการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ 
rbcL ในกล6วยไม6สกุลก6านก?อน้ัน ได6ส?งไปวิเคราะห�ยัง
บริษัท Bioneer (ประเทศเกาหลีใต6) เมื่อได6ข6อมูลลําดบั
นิวคลีโอไทด�มาแล6ว นํามาตรวจสอบความถูกต6องด6วย
การเปรียบเทียบกับข6อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ในฐาน 
ข6อมูล GenBank ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm. 
nih.gov) ด6วยโปรแกรม BLAST แล6วนําลําดับนิวคล-ี
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ตารางท่ี 1  ช่ือสามัญและช่ือวิทยาศาสตร�ของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 30 ชนิด หมายเลขจําเพาะและความยาวของ
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK และ rbcL ท่ีฝากเก็บไว6ในฐานข6อมูล GenBank 

 

ลําดับ ช่ือสามัญและช่ือวิทยาศาสตร� 
หมายเลขจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทด�

และความยาว (คู?เบส) 
matK rbcL 

1 เอื้องดาวเรียง [Eria javanica (SW.) Blume] KX7210104 (605) KX721074 (554) 
2 เอื้องน่ิมดอกเหลือง (Eria bractescens Lindl.) KX7210105 (605) KX721075 (554) 
3 เอื้องคําหิน [Eria lasiopetala (Willd.) Ormerod] KX7210106 (605) KX721076 (554) 
4 เอื้องเต?าทอง [Eria ornata (Blume) Lindl.] KX7210107 (605) KX721077 (554) 
5 เอื้องช?องวงช6าง (Eria densa Ridl.) KX7210108 (605) KX721078 (554) 
6 เอื้องหนวดปลาหมึก (Eria sarcophylla Schltr.) KX7210109 (605) KX721079 (554) 
7 เอื้องน่ิมดอกน6อย (Eria eriopsidobulbon C.S.P. Parish & Rchb.f.) KX7210110 (605) KX721080 (554) 
8 เอื้องอินจัน [Eria biflora (Griff.) Lindl.] KX7210111 (605) KX721081 (554) 
9 เอื้องน่ิมภูหลวง [Eria coronaria (Lindl.) Rchb.f] KX7210112 (605) KX721082 (554) 
10 เอื้องนิมมานรดี (Eria amica Rchb.f.) KX7210113 (611) KX721083 (554) 
11 เอื้องทําทานใต6 (Eria iridifolia Hook.f.) KX7210114 (605) KX721084 (554) 
12 เอื้องน่ิมดอยสุเทพ (Eria sutepensis Rolfe ex Downie) KX7210115 (605) KX721085 (554) 
13 เอื้องน่ิมปากแดง (Eria atrovinosa Carr) KX7210116 (605) KX721086 (554) 
14 เอื้องศรีประภา (Eria cristata Rolfe) KX7210117 (605) KX721087 (554) 
15 เอื้องน่ิมมาเลย� (Eria xanthocheila Ridl.) KX7210118 (605) KX721088 (554) 
16 โรบัสตา [Eria robusta (Blume) Lindl.] KX7210119 (605) KX721089 (554) 
17 เอื้องช?อเงินยวง (Eria globulifera Seidenf.) KX7210120 (605) KX721090 (554) 
18 เอื้องดอกไม6เงิน (Eria paniculata Lindl.) KX7210121 (605) KX721091 (554) 
19 เอื้องประคําร6อย (Eria pellipes Rchb.f. ex Hook.f.) KX7210122 (605) KX721092 (554) 
20 เอื้องกระเพาะปลา (Eria acervata Lindl.)  KX7210123 (605) KX721093 (554) 
21 เอื้องแจกันเงิน (Eria obesa Lindl.) KX7210124 (605) KX721094 (554) 
22 เอื้องแปรงสีฟ|นพระอินทร� (Eria siamensis Schltr.) KX7210125 (605) KX721095 (554) 
23 เอื้องสายฝน (Eria mucronata Lindl.) KX7210126 (605) KX721096 (554) 
24 เอื้องตาลหิน (Eria discolor Lindl.) KX7210127 (605) KX721097 (554) 
25 เอื้องน่ิมภู (Eria marginata Rolfe) KX7210128 (605) KX721098 (554) 
26 เอื้องน่ิมปากตัด (Eria truncata Lindl.) KX7210129 (605) KX721099 (554) 
27 ยูนิฟอเลีย (Eria unifolia J.J.Sm.) KX7210130 (605) KX721100 (554) 
28 โกลปqเฟรา (Eria globifera Rolfe) KX7210131 (605) KX721101 (554) 
29 เอื้องน้ิวนาง (Eria pannea Lindl.) KX7210132 (605) KX721102 (554) 
30 เนกลีคตา (Eria neglecta Ridl.) KX7210133 (605) KX721103 (554) 
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ตารางท่ี 2  ไพรเมอร�สากลท่ีใช6เพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ rbcL 
 

ยีน ไพรเมอร� ลําดับนิวคลีโอไทด� (5′→3′) อ6างอิง 

matK 
Forward TCTGGAGTCTTTCTTGAGCG CBOL, 2009 
Reverse GTTCTAGCACAAGAAAGTCG CBOL, 2009 

rbcL 
Forward TCACCACAAACAGAAACTAAAGC CBOL, 2009 
Reverse GGCACAAAATAAGAAACGATCTC CBOL, 2009 

 
โอไทด�ของแต?ละยีนมาวิเคราะห�ความคล6ายคลึงกันด6วย
การจัดเรียงตําแหน?งเปรียบเทียบกันแบบหลายตัวอย?าง 
(multiple sequence alignment) ด6 ว ย โ ป รแกรม 
ClastalW [9] และวิเคราะห�ต?อด6วยโปรแกรม MEGA 
รุ? น  7.0 [10] เ พ่ือสร6 างแผนภูมิความสัม พันธ�ทาง
พันธุกรรม โดยเลือกการวิธีการจัดกลุ?ม 4 วิธี ได6แก? 
maximum likelihood (ML), maximum parsimony 
(MP), neighbor joining (NJ) และ unweighted pair 
group method with arithmetic mean (UPGMA) 
แล6วเลือกวิธีการจัดกลุ?มท่ีให6ผลการจําแนกตรงกับการ
จําแนกด6วยลักษณะสัณฐาน (morphology) มากท่ีสุด 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ* 
3.1 การเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน matK 

และ rbcL   
การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน matK 

และ rbcL ในกล6วยไม6สกุลก6านก?อ จํานวน 30 ชนิด 
ด6วยไพรเมอร�สากล พบว?าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ได6ท้ังหมด 30 ชนิด แถบดีเอ็นเอท่ีได6มีความชัดเจนและ
มีความถูกต6องตามท่ีต6องการ โดยช้ินดีเอ็นเอของยีน 
matK ท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได6มขีนาด 605-611 คู?เบส 
และช้ินดีเอ็นเอของยีน rbcL ท่ีเพ่ิมปริมาณได6มีขนาด 
554 คู?เบส จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทด�ของกล6วยไม6
สกุลก6านก?อท่ีได6แต?ละชนิดไปเปรียบเทียบกับข6อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด�ในฐานข6อมูล GenBank  พบว?ามี
ความคล6ายคลึงกับลําดับนิวคลโีอไทด�ของยีน matK ใน

พืชอ่ืน (มีค?า identity 99 เปอร�เซ็นต�) และลําดับนิวคล-ี
โอไทด�ของยีน rbcL ในพืชอ่ืน (มีค? า  identity 99 
เปอร�เซ็นต�) ซ่ึงเปjนการยืนยันได6ว?าช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณได6น้ันเปjนบริเวณท่ีถูกต6อง โดยข6อมูลลําดับ    
นิวคลีโอไทด�ของยีนท้ังสองในกล6วยไม6สกุลก6านก?อท้ัง 
30 ช นิด  ได6 ฝ ากเ ก็บไว6 ท่ี ฐานข6อมูล  GenBank มี
หมายเลขจําเพาะ (accession number) ดังตารางท่ี 1 
จากน้ันจึงวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของกล6วยไม6สกุล
ก6านก?อท้ัง 30 ชนิด ด6วยโปรแกรม ClustalW ด6วยวิธี 
multiple alignment พบว?าลําดับนิวคลีโอไทด�มีความ
แตกต?างในกล6วยไม6แต?ละชนิด ซ่ึงเกิดจากความผันแปร
ทางพันธุกรรม (genetic variation) หรือเกิดการกลาย
ระดับยีน (gene mutation) 4 รูปแบบ ได6แก? อินเดล 
(indel, insersion/deletion) พิวรีนทรานสิชัน (purine 
transition) ไพริมิดีนทรานสิชัน (pyrimidine transi-
tion) และทรานสเวอร�ชัน (transversion) โดยการ
กลายของลําดับนิคลีโอไทด�น้ีอาจส?งผลต?อวิวัฒนาการ 
(evolution) [10] 

3.2 การวิเคราะห*ลําดับนิวคลีโอไทด*ของยีน 
matK และ rbcL 

3.2.1 การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
ยีน matK 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
ยีน matK แบบ multiple sequence alignment ด6วย
โปรแกรม ClustalW พบว?าลําดับนิวคลีโอไทด�บางส?วน
ของยีน matK ขนาด 605-611 นิวคลีโอไทด� ต?างกัน 
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68 ตําแหน?ง (11.24 เปอร�เซ็นต�) (ตารางท่ี 3) เมื่อ
วิเคราะห�ด6วยโปรแกรม MEGA รุ?น 7.0 พบว?ามีค?า
ความแตกต?างทางพันธุกรรม 0.000-0.030 แล6วเมื่อ
สร6างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมโดยเลือกการ
จัดกลุ?ม 4 วิธี ได6แก? ML, MP, NJ และ UPGMA พบว?า
การจัดกลุ?มท่ีให6ผลการจําแนกตรงกับการจําแนกด6วย
ลักษณะสัณฐานมากท่ีสุด คือ ML โดยให6ผลสอดคล6อง
กับหมู? (section) ของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 

เมื่อพิจารณาแผนภูมิความสัมพันธ�ทาง
พันธุกรรม พบว?ากล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีใช6ในการวิจัยน้ี 
30 ชนิด มี 21 ชนิด (70 เปอร�เซ็นต�) ท่ีสามารถจําแนก

ออกจากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองดอกไม6เงิน เอ้ืองทําทานใต6 
เอ้ืองตาลหิน เอ้ืองน่ิมดอกน6อย เนกลีคตา เอ้ืองน้ิวนาง 
เอ้ืองประคําร6อย ยูนิฟอเลีย โรบัสตา  เอ้ืองสายฝน 
เอ้ืองน่ิมภูหลวง เอ้ืองคําหิน เอ้ืองแจกัน-เงิน เอ้ืองช?อ
เงินยวง เอ้ืองน่ิมดอยสุเทพ เอ้ืองน่ิมดอก-เหลือง เอ้ือง
เต?าทอง เอ้ืองน่ิมภู เอ้ืองน่ิมมาเลย� เอ้ือง-นิมมานรดี 
และเอ้ืองกระเพาะปลา และมี 9 ชนิด (30 เปอร�เซ็นต�) 
ท่ีไม?สามารถจําแนกออกจากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองน่ิม
ปาดตัด เอ้ืองอินจัน เอ้ืองแปรงสีฟ|นพระอินทร� โกลปq
เฟรา เอ้ืองหนวดปลาหมึก เอ้ืองช?องวงช6าง เอ้ือง-ศรี
ประภา เอ้ืองน่ิมปากแดง และเอ้ืองดาวเรียง (รูปท่ี 1) 

 
ตารางท่ี 3  ตําแหน?งนิวคลีโอไทด�ของยีน matK ท่ีมีความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ตําแหน?งนิวคลีโอไทด� 
อินเดล  249-254 

พิวรีนทรานสิชัน  
3 9 , 60, 65, 72, 86, 127, 138, 257, 383, 423, 442, 447, 468, 475, 478, 486, 506, 
555, 570  

ไพริมิดีนทรานสิชัน  
61, 88, 90, 99, 137, 142, 160, 267, 270, 355, 365, 404, 450, 459, 501, 543, 546, 
553, 566 

ทรานสเวอร�ชัน  
56, 58, 60, 70, 72, 88, 114, 134, 195 196, 226, 236, 238, 265, 296, 308, 316, 351, 
356, 375, 388, 399, 417, 432, 494, 577, 579  

  
นอกจากน้ีลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 

matK ยังสามารถจําแนกกล6วยไม6สกุลก6านก?อได6ตรง
ตามหมู? จํานวน 6 หมู? คือ (1) หมู? Mycaranthes ได6แก? 
เ อ้ื อ งดอกไม6 เ งิ น  และ เ อ้ื อ ง ทํ าทานใต6  (2) หมู?  
Aeridostachya ได6แก? ยูนิฟอเลีย และโรบัสตา (3) หมู? 
Urostachya ได6แก? เอ้ืองหนวดปลาหมึก และเอ้ืองช?อ-
งวงช6าง (4) หมู? Strongyleria ได6แก? เอ้ืองน้ิวนาง และ
เอ้ืองประคําร6อย (5) หมู? Dendrolirium ได6แก? เอ้ือง-
น่ิมมาเลย� เอ้ืองนิมมานรดี และเอ้ืองน่ิมปากแดง และ 
(6) หมู? Eria ได6แก? เอ้ืองแจกันเงิน และเอ้ืองช?อเงินยวง 
ซ่ึงแสดงให6เห็นได6ว?าลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK 

มีประสิทธิภาพในการประเมินความสัมพันธ�และการ
จําแนกทางพันธุกรรมของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 

3.2.2 การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
ยีน rbcL 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
ยีน rbcL แบบ multiple sequence alignment ด6วย
โปรแกรม ClustalW พบว?าลําดับนิวคลีโอไทด�บางส?วน
ของยีน rbcL ขนาด 554 นิวคลีโอไทด� ต?างกัน 52 
ตําแหน?ง (9.39 เปอร�เซ็นต�) (ตารางท่ี 4) เมื่อวิเคราะห�
ด6วยโปรแกรม MEGA รุ?น 7.0 พบว?ามีค?าความแตก 
ต?างทางพันธุกรรม 0.000-0.066 และเมื่อสร6างแผนภมู ิ
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รูปท่ี 1  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ

กล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีได6จากการวิเคราะห�
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK โดยเลือก
วิธีการจัดกลุ?มแบบ ML 

 
รูปท่ี 2  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ

กล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีได6จากการวิเคราะห�
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL โดยเลือก
วิธีการจัดกลุ?มแบบ ML 

 

ความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมโดยเลือกการจัดกลุ?ม 4 วิธี 
ได6แก? ML, MP, NJ และ UPGMA พบว?าการจัดกลุ?มท่ี
ให6ผลการจําแนกตรงกับการจําแนกด6วยลักษณะ
สัณฐานมากท่ีสุด คือ ML 

เมื่อพิจารณาจากแผนภูมิความสัมพันธ�
ทางพันธุกรรม พบว?ากล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีใช6ในการ
วิจัยน้ี 30 ชนิด มี  10 ชนิด (33.33 เปอร� เ ซ็นต�) ท่ี
สามารถจําแนกออกจากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองน่ิมปากตัด 
เอ้ืองน่ิมดอกน6อย เอ้ืองน่ิมดอกเหลือง ยูนิฟอเลีย เอ้ือง-
สายฝน เอ้ืองแปรงสีฟ|นพระอินทร� เอ้ืองน่ิมภูหลวง 
เอ้ืองคําหิน เอ้ืองนิมมานรดี และเอ้ืองดอกไม6เงิน และมี 
20 ชนิด (66.67 เปอร�เซ็นต�) ท่ีไม?สามารถจําแนกออก
จากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองช?องวงช6าง เอ้ืองดาวเรียง เอ้ือง-
หนวดปลาหมึก เอ้ืองอินจัน เอ้ืองทําทานใต6 เอ้ืองน่ิม

ปากแดง เอ้ืองน่ิมมาเลย� โรบัสตา เอ้ืองประคําร6อย 

เอ้ืองตาลหิน เนกลีคตา เอ้ืองน่ิมภู เอ้ืองศรีประภา เอ้ือง-
เต?าทอง เอ้ืองน้ิวนาง เอ้ืองแจกันเงิน เอ้ืองกระเพาะ-
ปลา เอ้ืองช?อเงินยวง เอ้ืองน่ิมดอยสุเทพ และโกลปq-  
เฟรา (รูปท่ี 2) ซ่ึงเห็นได6ว?าลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 
rbcL สามารถจะจําแนกกล6วยไม6สกุลก6านก?อแต?ละชนิด
ออกจากกันได6น6อย และการจัดจําแนกยังไม?ตรงตาม
หมู?ของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ อย?างไรก็ตาม แม6ว?าลําดับ
นิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL จะไม?เหมาะสมในการใช6
ศึกษาความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม แต?ก็สามารถใช6ใน
การจําแนกชนิดของกล6วยไม6สกุลก6านก?อบางชนิด โดย
สามารถประยุกต�ใช6เพ่ือตรวจสอบและจําแนกพันธุ�พืช
ได6เช?นเดียวกับเครื่องหมายดีเอ็นเออ่ืน ๆ ดังน้ันจึงควร
วิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL ร?วมกับลําดับ
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ตารางท่ี 4  ตําแหน?งนิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL ท่ีมีความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ตําแหน?งนิวคลีโอไทด� 
พิวรีนทรานสิชัน 50, 85, 93, 135, 150, 156, 243, 262, 276, 444, 480, 585, 600, 609, 615 

ไพริมิดีนทรานสิชัน  
27, 57, 81, 174, 183, 222, 263, 269, 342, 400, 409, 441, 447, 456, 459, 492, 501, 
502, 540, 552, 592, 612, 618 

ทรานสเวอร�ชัน  42, 81, 105, 144, 171, 222, 261, 262, 268, 279, 369, 420, 424, 425, 430, 525, 579 
 
นิวคลีโอไทด�ของยีนอ่ืน ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
จําแนกชนิดของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 

3.2.3 การวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
ยีน matK ร?วมกับลําดับนิวคลีโอไทด�ของ rbcL 

เมื่อวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 
matK และ rbcL ร?วมกัน โดยเปรียบเทียบลําดบันิวคล-ี
โอไทด�แบบ multiple sequences alignment ด6วย
โปรแกรม ClustalW และนําข6อมูลท่ีวิเคราะห�ได6ไป
สร6างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมด6วยโปรแกรม 
MEGA รุ?น 7.0  โดยลือกการจัดกลุ?มแบบ ML เมื่อ
พิจารณาแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมดังกล?าว 
พบว?ากล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีใช6ในการวิจัยน้ี 30 ชนิด มี 
23 ชนิด (76.67 เปอร�เซ็นต�) ท่ีสามารถจําแนกออก
จากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองน่ิมปากตัด เอ้ืองแปรงสีฟ|น-
พระอินทร� เอ้ืองทําทานใต6 เอ้ืองตาลหิน เอ้ืองน่ิมดอก-
น6อย ยูนิฟอเลีย โรบัสตา เนกลีคตา เอ้ืองน้ิวนาง เอ้ือง-
ประคําร6อย เอ้ืองสายฝน เอ้ืองน่ิมภูหลวง เอ้ืองคําหิน 
เอ้ืองน่ิมดอกเหลือง เอ้ืองเต?าทอง เอ้ืองน่ิมภู เอ้ือง-
นิมมานรดี เอ้ืองน่ิมมาเลย� เอ้ืองกระเพาะปลา เอ้ือง-
แจกันเงิน เอ้ืองช?อเงินยวง เอ้ืองน่ิมดอยสุเทพ และ
เอ้ืองดอกไม6เงิน และมี 7 ชนิด (23.33 เปอร�เซ็นต�) ท่ี
ไม?สามารถจําแนกออกจากชนิดอ่ืน ได6แก? เอ้ืองอินจัน 
เอ้ืองหนวดปลาหมึก เอ้ืองช?องวงช6าง เอ้ืองศรีประภา 
เอ้ืองน่ิมปากแดง เอ้ืองดาวเรียง และโกลปqเฟรา (รูปท่ี 3)  

เมื่อวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 
matK และ rbcL ร?วมกัน สามารถจําแนกกล6วยไม6สกุล

ก6านก?อได6ตรงตามหมู?  จํานวน 3 หมู?  คือ (1) หมู?  
Aeridostachya ได6แก? ยูนิฟอเลีย และโรบัสตา (2) หมู? 
Urostachya ได6แก? เอ้ืองหนวดปลาหมึก และเอ้ืองช?อ-
งวงช6าง และ (3) หมู? Strongyleria ได6แก? เอ้ืองน้ิวนาง
และเอ้ืองประคําร6อย ซ่ึงแสดงให6เห็นว?าเมื่อวิเคราะห�
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK และ rbcL ร?วมกันจะ 

 

 
 

รูปท่ี 3  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ
กล6วยไม6สกุลก6านก?อท่ีได6จากการวิเคราะห�
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK และ rbcL 

ร?วมกัน โดยเลือกวิธีการจัดกลุ?มแบบ ML 
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มีประสิทธิภาพในการจําแนกและประเมินความสัมพันธ�
ทางพันธุกรรมของกล6วยไม6สกุลก6านก?อสูงข้ึน เน่ืองจาก
ลําดับนิวคลีโอไทด�ยีน matK มีคุณภาพอยู?ในเกณฑ�ท่ีดี 
มี อัตราวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทด�สูงกว?า
บริเวณอ่ืน ๆ และมีอัตราการแทนท่ีนิวคลีโอไทด�สูง 
ดัง น้ันจึงมีประสิทธิภาพในการจําแนกและศึกษา
วิวัฒนาการของพืช [11] แต?ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน 
rbcL ยังจําแนกกล6วยไม6สกุลก6านก?อแต?ละชนิดออก
จากกันได6น6อย ดังน้ันจึงควรวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอ-
ไทด�ของยีน rbcL ร?วมกับลําดับนิวคลีโอไทด�ของ
บริเวณอ่ืน ๆ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ 

โดยการวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�
ของยีน matK และยีน rbcL ร?วมกัน มีประสิทธิภาพ
ในการจําแนกชนิดกล6วยไม6สกุลก6านก?อได6ดีกว?าการ
วิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะเพียง 
1 บริเวณ ซ่ึงสอดคล6องกับงานวิจัยอ่ืนท่ีวิเคราะห�ความ 
สัมพันธ�ทางพันธุกรรมของพืชโดยใช6ลําดับนิวคลีโอไทด�
ร?วมกันหลายบริเวณ ได6แก? กล6วยไม6สกุลหวาย กลุ?ม
เอ้ืองสาย [12] กล6วยไม6สกุลแวนด6า หมู?เข็ม [13-14] 
กล6วยไม6สกุลกุหลาบ [15] กล6วยไม6สิงโตกลอกตา หมู?
สิงโตสยาม [16] ข6าวมีสี [17] และมะม?วง [18] เปjนต6น 

อย?างไรก็ตาม การใช6ลําดับนิวคลีโอไทด�
ของตําแหน?งจําเพาะเพียงไม?ก่ีตําแหน?ง ซ่ึงลําดับนิวคลี-
โอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะท่ีนํามาใช6ในการตรวจสอบ
ดังกล?าวค?อนข6างจะมีขนาดเล็กเมื่อเปรียบเทียบกับ
ขนาดของจีโนมพืชท้ังหมด จึงวิเคราะห�ความสัมพันธ�
ทางพันธุกรรมได6ไม?ดีเท?ากับเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด
อ่ืนท่ีนิยมใช6ในการตรวจสอบท้ังจีโนมพืช ได6แก? แฮต
อาร�เอพีดี (high annealing temperature-random 
amplified polymorphic DNA, HAT-RAPD) ส ก� อต 
(start codon targeted, SCoT) ไอเอสเอสอาร� (inter-
simple sequence repeat, ISSR) เปjนต6น [19] 
  

4. สรุป 

การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ 
rbcL ในกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 30 ชนิด ด6วยไพรเมอร�
สากล พบว?าเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอได6ท้ัง 30 ชนิด เมื่อ
สร6างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมจากข6อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะ แสดงให6เห็นว?า
การใช6ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK และ rbcL มี
ประสิทธิภาพในการจําแนกชนิดกล6วยไม6 โดยลําดับ    
นิวคลีโอไทด�ของยีน matK มีประสิทธิภาพในการ
จําแนกชนิดกล6วยไม6สกุลก6านก?อสูงกว?า สามารถแยก
กล6วยไม6สกุลก6านก?อได6 21 ชนิด และสามารถจําแนก
ตรงตามหมู?ของกล6วยไม6สกุลก6านก?อ 6 หมู? ในขณะท่ี
ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน rbcL มีประสิทธิภาพต่ํากว?า 
ซ่ึงจําแนกชนิดกล6วยไม6สกุลก6านก?อได6น6อยกว?า  

แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมท่ีได6จาก
ข6อมูลลําดับนิวคลีโอไทด�ของตําแหน?งจําเพาะร?วมกัน 2 
บริเวณ โดยวิเคราะห�ลําดับนิวคลีโอไทด�ของยีน matK 
และ rbcL ร?วมกัน พบว?ามีประสิทธิภาพในการจําแนก
ชนิดกล6วยไม6สกุลก6านก?อสูงข้ึน เน่ืองจากสามารถแยก
กล6วยไม6สกุลก6านก?อได6 23 ชนิด มีเพียงบางชนิดท่ีไม?
สามารถแยกได6 อย?างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาลําดับนิวคล-ี
โอไทด�โดยตรง พบว?าสามารถจําแนกชนิดกล6วยไม6สกุล
ก6านก?อได6ท้ังหมด เน่ืองจากมีลําดับนิวคลีโอไทด�บาง
ตําแหน?งท่ีมีความหลากรูป (polymorphism) ท่ีเกิด
จากการกลาย ซ่ึงพบ 4 รูปแบบ ได6แก? อินเดล พิวรีน-
ทรานสิชัน ไพริมิดีนทรานสิชัน และทรานสเวอร�ชัน 
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