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บทคัดย่อ 
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่พบในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้

สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วยวิธี neighbor-
joining, maximum parsimony และ maximum likelihood เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและจ าแนก
กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มด้วยล าดับดีเอ็นเอ พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์
ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA สามารถแยกชนิดกล้วยไม้ได้ดี แต่แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมที่ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL มีประสิทธิภาพต่ ากว่า คือ สามารถแยกชนิดกล้วยไม้ได้น้อยกว่า 
ซึ่งเกิดจากมีอัตราการแทนที่ของล าดับนิวคลีโอไทด์ต่ า อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 2 บริเวณ 
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ร่วมกันสามารถแยกชนิดกล้วยไม้เป็น 3 กลุ่ม ที่มีความสัมพันธ์กันภายในกลุ่ม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมสอดคล้องกับแหล่งแพร่กระจายพันธุ์ โดยข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในด้าน
อนุกรมวิธาน การอนุรักษ์พันธุกรรม และการปรับปรุงพันธุ ์
 

ค าส าคัญ : กล้วยไม้; สกุลแวนด้า; หมู่เข็ม; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 

Abstract 
Phylogenetic trees of Vanda section Ascocentrum from Southeast Asia were constructed 

using nucleotide sequences of rbcL gene and trnH-psbA intergenic spacer region. The datasets 
were analyzed with neighbor-joining, maximum parsimony, and maximum likelihood method to 
study intraspecific relationships and molecular identification by DNA sequences. The phylogenetic 
tree constructed from nucleotide sequences of trnH-psbA intergenic region reveals effective 
discriminated each species, whereas nucleotide sequences of rbcL gene proposed lower 
separating capability because of low rate of nucleotide substitution. However, result of combined 
phylogeny can correlative grouped into 3 clades that demonstrated congruent genetic 
relationship with ecological resource. This research information can be applied to taxonomic 
investigation, plant genetic conservation and breeding. 
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1. บทน า 

ส านักพัฒนาการค้าและธุรกิจเกษตรและ
อุตสาหกรรม กรมส่งเสริมการค้าระหว่างประเทศ 
กระทรวงพาณิชย์ รายงานสถานการณ์กล้วยไม้ไทย ปี 
พ.ศ. 2558 ว่าตลาดกล้วยไม้เขตร้อนขยายตัวเพิ่มขึ้น
อย่างมาก โดยกล้วยไม้ส่งออกส าคัญของไทย ได้แก่ 
หวาย (Dendrobium) มอคคาร่ า (Mokara) และ
แวนด้า (Vanda) แต่พบว่ามีปัญหาที่ส าคัญต่อการ
ส่งออกกล้วยไม้ คือ ขาดความหลากหลายและมักมี
ความสับสนในการจ าแนกพันธุ์ ดังนั้นการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้า
หมู่เข็มจึงสอดคล้องกับแนวทางแก้ปัญหานี้ โดยพืชใน
วงศ์กล้วยไม้ (Orchidaceae) ที่แพร่กระจายพันธุ์อยู่
ทั่วโลกนั้น ค้นพบแล้วประมาณ 25,000 ชนิด จ าแนก

หมวดหมู่เป็น 5 วงศ์ย่อย ได้แก่ Apostasioideae, 
Cypripedioideae, Epidendroideae, Orchidoi-
deae และ Vanilloideae [1] โดยกล้วยไม้สกุลแวนด้า 
จัดอยู่ในวงศ์ย่อย (subfamily) Epidendroideae เผ่า 
(tribe) Vandeae เผ่าย่อย (subtribe) Aeridinae ซึ่ง
พบแพร่กระจายพันธุ์ในแถบเขตร้อนช้ืนทั่วทั้งภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อินเดีย และออสเตรเลีย [2]  

กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มเดิมจัดเอยู่ในสกุล
เข็ม (Ascocentrum) ต่อมาเมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลี-
โอไทด์ (nucleotide) ของต าแหน่งจ าเพาะบางบริเวณ
ร่วมกันภายในเผ่าย่อย Aeridinae [3] พบว่าสกุลเข็มมี
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับสกุลแวนด้าสูง 
ดังนั้นจึงได้จัดจ าแนกหมวดหมู่ใหม่ โดยให้สกุลเข็ม
รวมอยู่ในสกุลแวนด้า [4] ปัจจุบันกล้วยไม้สกุลแวนด้า
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ประกอบด้วย 13 หมู่ ได้แก่ หมู่แวนด้า (Vanda) หมู่
เข็ม (Ascocentrum) หมู่แอสโคเซนโทรซิส (Asco-
centrosis) เป็นต้น [5] 

กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มมีลักษณะเฉพาะที่
ต่างจากกล้วยไม้ในสกุลแวนด้าชนิดอื่น คือ เดือยดอก 
(mentum) มีลักษณะเป็นถุงยาว สามารถผลิตน้ า 
หวานภายในถุงได้ โดยขนาดของปากดอก (labellum) 
และความยาวของเดือยดอกจะพอดีกับปากของนก อีก
ทั้งดอกมีเฉดสีส้ม แดง และม่วง เป็นช่วงสีที่นกสามาร
มองเห็นได้ง่าย ทั้งนี้เพื่อล่อให้นกช่วยผสมเกสร [6,7] 
โดยพบกระจายพันธุ์ทั่วทุกภูมิภาคของประเทศไทย 3 
ชนิด คือ เข็มม่วง เข็มแดง และเข็มแสด พบกระจาย
พันธุ์เฉพาะแถบชายแดนทางภาคเหนือ ภาคตะวันออก 
เฉียงเหนือ และประเทศเวียดนามอีก 2 ชนิด คือ เข็ม
เวียดนามและเข็มยูนนาน 

วิธีการวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมพัฒนาขึ้น
เพื่อใช้จ าแนกและศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิต ปัจจุบันนิยมใช้เครื่องหมายโมเลกุลที่มี
เทคนิคการท าง่ายและให้ข้อมูลทางพันธุกรรมที่แสดง
ความคล้ายคลึง (monomorphic) และความหลากรูป 
(polymorphic) ระหว่างสิ่งมีชีวิต ซึ่งสามารค านวณ
ตามหลักสมการอัลกอริทึม (algorithm) ทางคณิต-
ศาสตร์และวิเคราะห์ด้วยแบบจ าลอง (model) เพื่อ
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylo-
genetic tree) ที่สามารถแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง
สิ่งมีชีวิตได้ [8] นอกจากน้ีการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ (nucleotide sequence) ของต าแหน่งจ าเพาะ 
(specific site) สามารถวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของ
สิ่งมีชีวิตได้อย่างแม่นย า สะดวก และรวดเร็ว โดยการ
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะใน
พืชที่ต้องการจ าแนกหรือต้องการทราบชนิด ซึ่งใช้
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงเล็กน้อย น ามาเพิ่มปริมาณช้ิน    
ดีเอ็นเอมาตรฐานด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส 

(polymerase chain reaction, PCR) โดยใช้ไพรเมอร์
สากล (universal primer) แล้วน าผลผลิตที่ได้ไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นจึงสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ 

ช้ินดีเอ็นเอที่ใช้เป็นต าแหน่งจ าเพาะส าหรับการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมกัเลือกใช้บริเวณ
ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) 
สูง แต่ยังคงมีล าดับอนุรักษ์ (conserved sequence) 
ที่ปลาย 5 และ 3 อีกทั้งต้องมีขนาดไม่ยาวมาก โดย
บริเวณที่เหมาะสมส าหรับวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมและสามารถใช้เป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอ (DNA 
barcode) ส าหรับพืชคือดีเอ็นเอของคลอโรพลาสต์ 
(chloroplast) ซึ่งมีต าแหน่งจ าเพาะ ได้แก่ ยีน rbcL, 
matK, rpoC1, rpoB และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กับ psbA [9-14] อย่างไรก็ตาม บทความวิจัยที่
เคยรายงานมาก่อน เสนอว่าส าหรับพืชควรใช้ต าแหน่ง
จ าเพาะ 2-3 บริเวณ ร่วมกัน เพื่อให้ได้ผลการวิเคราะห์
ที่ถูกต้องและแม่นย าเพิ่มขึ้น ได้แก่ ใช้ล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ของยีน rpoC1, rpoB และ MatK ร่วมกัน หรือใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1, matK และ trnH-
psbA ร่วมกัน หรือใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
และ trnH-psbA ร่วมกัน [10,12-14] เป็นต้น  

งานวิจัยนีไ้ด้เลือกต าแหน่งจ าเพาะที่เสนอไว้ว่า
มีล าดับนิวคลีโอไทด์ผันแปร (variation) เหมาะสมต่อ
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (genetic 
relationship) และการจ าแนกชนิด (molecular 
identification) ในพืช 2 บริเวณ คือ ล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์ของยีน rbcL และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กับ psbA เพื่อวิเคราะห์ในกล้วยไม้สกุลแวนด้า
หมู่ เข็ม โดยเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ เพื่อ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) ซึ่ง
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ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากงานวิจัยนี้ได้ฝากเก็บ
ไว้ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) เพื่อเป็น
ประโยชน์ต่อการศึกษาด้านอนุกรมวิธานและการ
จ าแนกชนิดกล้วยไม้ที่มีคุณค่าทางเศรษฐกิจในอนาคต
ต่อไป 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
2.1 ตัวอย่างกล้วยไม้ 

กล้วยไม้สกุลแวนด้า 11 ชนิด ที่ใช้ในการ
วิจัยนีแ้บ่งเป็น 5 กลุ่ม คือ  

2.1.1 กล้วยไม้หมู่เข็มที่พบในประเทศ
ไทย 4 ชนิด ได้แก่ เข็มแสด [Vanda garayi (Lindl.) 
L.M. Gardiner] เข็มแดง [V. curvifolia (Lindl.) L.M. 
Gardiner] เข็มม่วง [V. ampullacea (Roxb.) L.M. 
Gardiner] และเข็มแสดใต้ [V. miniata (Lindl.) L.M. 
Gardiner]  

2.1.2 กล้วยไม้หมู่เข็มหายาก 1 ชนิด 
ได้แก่ เข็มเวียดนาม [V. chris-tensoniana (Haager) 
L.M. Gardiner]  

2.1.3 กล้วยไม้หมู่แอสโคเซนโทรซิส 1 
ชนิด ได้แก่ เข็มยูนนาน [V. nana (Avar.) L.M. 
Gardiner]  

2.14 กล้วยไม้เข็มที่เกิดจากการกลาย 
(mutation) ซึ่งมีสีกลีบดอกเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 4 
ชนิด ได้แก่ เข็มม่วงเผือก (V. ampullacea var. 
album) เข็มม่วงดอกส้ม (V. ampullacea var. 
aurantiacum) เข็มม่วงดอกแดง (V. ampullacea 
var. moulmeinense) และเข็มเวียดนามดอกส้ม (V. 
christensoniana “orange”)  

2.1.5 กล้วยไม้เข็มลูกผสม (V. hybrid)  
2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจากกล้วยไม้ด้วยวิธทีีป่ระยุกต์  

Doyle และ Doyle [15] โดยบดใบกล้วยไม้ปริมาณ 2-
3 กรัม ในบัฟเฟอร์สกัด (extraction buffer: 4 % 
CTAB, 2.5 M NaCl, 0.6 % SDS, 20 mM EDTA pH 
8.0, 100 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 0.1 % sodium 
metabisulfite) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และเติมพอลิ-
ไวนิลไพโรลิโดน (PVP, polyvinylpyrrolidone) 
ปริมาณ 0.3 กรัม เมื่อบดจนละเอียดเป็นเนื้อเดียวกัน
แล้วจึงเทส่วนผสมทั้งหมดลงในหลอดขนาด 50 มิลลิ 
ลิตร เติมเบตาเมอแคปโตเอทานอล (β-mercapto-
ethanol) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปบ่มในอ่างน้ า
ควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยผสมด้วยการพลิกหลอดไปมาเป็นระยะ ๆ เมื่อครบ
เวลาจึงน าออกมาวางให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อัตรา ส่วน 24:1 
(chloroform : isoamyl alcochol = 24:1) ปริมาตร 
1 เท่า ของปริมาตรทั้งหมด ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที 
ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมลิเนียร์พอลิ -
อะครีลาไมด์ (linear polyacrylamide) ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร และไอโซโพรพานอล ( isopropanol) 
ปริมาตร 1 เท่า ของปริมาตรทั้งหมด ผสมให้เข้ากัน 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้งและลา้งตะกอนด้วย 70 
เปอร์เซ็นต์ เอทานอล (ethanol) ท าให้ตะกอนแห้ง
ด้วยการระเหยเอทานอลที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที ละลายตะกอนด้วยบัพเฟอร์ทีอี (TE: 
10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แล้วถ่ายสารละลายใส่หลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลังจากน้ันเติมเอนไซม์ RNase A 
(10 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้ว
เติม ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
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อัตราส่วน 25:24:1 (phenol : chloroform : iso-
amylalcochol = 25:24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 
x g เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอด
ขนาด 1.5 มิลลิ ลิตร ใหม่ แล้วเติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซ
เอมิลแอลกอฮอล์ อัตราส่วน 24:1 ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g 
เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอด
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมลิเนียร์พอลิอะครีลาไมด์ 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร โซเดียมอะซีเตต ( sodium 
acetate pH 5.2) ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ปริมาตร 10 
เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตรทั้งหมด และไอโซโพรพานอล 
(isopropanol) ปริมาตร 1 เท่า ของปริมาตรทั้งหมด 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที เทสารละลายทิ้งและลา้งตะกอนด้วย 70 
เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ท าให้ตะกอนแห้งด้วยการระเหย
เอทานอลที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ละลายตะกอนด้วยบัพเฟอร์ทีอี ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นจึงตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
260 และ 280 นาโนเมตร และตรวจสอบคุณภาพของ
ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ใน
เจลอะกาโรส (agarose gel) ความเข้มข้น 0.8 
เปอร์เซ็นต์ 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่-

พอลิเมอเรส โดยใช้สารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้น 
100 นาโนกรัม ของกล้วยไม้แต่ละชนิดเป็นดีเอ็นเอ
แม่แบบ (DNA template) ร่วมกับคู่ไพรเมอร์จ าเพาะ
กับยีน rbcL (rbcL-F คือ 5-TCA CCA CAA ACA 
GAA ACT AAA GC-3 และ rbcL-R คือ 5-GGC ACA 
AAA TAA GAA ACG ATC TC-3) และจ าเพาะกับช้ิน

ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA (psbA-F คือ 
5-CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC-3 และ 
trnH-R คือ 5-GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT 
C-3) ความเข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ ในสารละลายผสม
ส าหรับเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ
เมอร์เรส คือ Taq DNA polymerase (5 U/µl) (RBC 
Bioscience, Taiwan) dNTP (2 mM) บัฟเฟอร์ 
(10X) และน้ า รวมปริมาตรสุทธิ 40 ไมโครลิตร และ
ก าหนดสภาวะการเกิดปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
วินาที แล้วก าหนดให้เริ่มต้นปฏิกิริยาซ้ าที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 53 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
60 วินาที โดยให้ท าปฏิกิริยาจนครบ 35 รอบ แล้ว
สิ้นสุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที จากนั้นตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอิเล็ก-
โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 

และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ใน
กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมูเ่ข็มพันธุ์ต่าง ๆ โดยน าผลผลิตที่
ได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรสส่งไปวิเคราะห์ที่บริษัท Solgent (ประเทศ
เกาหลีใต้) แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปตรวจสอบ
ความถูกต้องด้วยการเปรียบเทียบกับข้อมูลที่อยู่ในฐาน 
ข้อมูล GenBank ของ NCBI โดยใช้โปแกรม BLAST 
และฝากเก็บข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไว้ในฐาน 
ข้อมูล GenBank ด้วย 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละบริเวณมา
วิเคราะห์ด้วยการจัดเรียงต าแหน่งเปรียบเทียบกัน 
(multiple alignment) ให้ถูกต้องตรงกันทุกชนิด โดย
ใช้โปรแกรม ClastalW ในฐานข้อมูลออนไลน์ [16] 
หลังจากนั้นจึงวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม MEGA 6.0 
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(Molecular Evolutionary Genetics Analysis) [17] 
และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากแบบ 
จ าลองทางคณิตศาสตร์ โดยใช้วิธีการจัดกลุ่มจากระยะ 
ห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ที่ได้จากวิธี 
neighbor joining (NJ), maximum parsimony 
(MP) และ maximum likelihood (ML) แล้วเปรียบ 
เทียบแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้จากแต่
ละวิธ ี
 

3. ผลและวิจารณ์ 
เมื่อเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน rbcL และ

ช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ
ช้ินดีเอ็นเอดังกล่าวในกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้
ครบทุกตัวอย่าง และเมื่อน าไปท าอิเล็กโทรโฟรีซิสก็
ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป้าหมายเพียง 1 แถบ (band) ซึ่ง
มีขนาดตามที่คาดไว้ หลังจากน าส่งไปตรวจสอบล าดับ
นิวคลีโอไทด์พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL มี
ขนาด 665-668 คู่เบส (base pairs) และช้ินดีเอ็นเอที่
อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA มีขนาด 862-886 คู่
เบส เมื่อน าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่อยู่ในฐานข้อมูล 
GenBank ของ NCBI ด้วยโปแกรม BLAST พบว่ามี
ความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนจ าเพาะ
นั้นในกล้วยไม้ชนิดอื่น จากนั้นได้ฝากเก็บล าดับนิวคลี-
โอไทด์ไว้ในฐานข้อมูล Genbank มีหมายเลขเฉพาะ 
(accession number) ดังตารางที่ 1 

เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rbcL และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 
ในกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มและหมู่แอสโคเซนโทรซสิ 
รวม 11 ชนิด ด้วยโปรแกรม ClastalW พบว่ามีการ
แทนท่ีของนิวคลีโอไทด์ (substitution) ในกล้วยไม้แต่
ละชนิดแตกต่างกัน โดยพบต าแหน่งผันแปร (variable 
site) ในล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 31 ต าแหน่ง 

ซึ่ งเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ ให้ข้อมูลส าหรับการ
วิเคราะห์ (parsimony information site) 19 
ต าแหน่ง เป็นล าดับที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงครั้ง
เดียว (singleton) 12 ต าแหน่ง และพบต าแหน่งผัน
แปรในล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง
ยีน trnH กับ psbA 29 ต าแหน่ง ซึ่งเป็นล าดับนิวคลี-
โอไทด์ที่ให้ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ 22 ต าแหน่ง 
เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงเพียงครั้ง-  
 
ตารางที่ 1 หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่

ได้จากการเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน 
rbcL และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กับ psbA ในกล้วยไม้สกุลแวนด้า
หมู่เข็มและหมู่แอสโคเซนโทรซิส 

 

พันธุก์ล้วยไม้ 
หมายเลขเฉพาะของ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

rbcL trnH-psbA 
V. curvifolia KP772706 KP297975 
V. garayi ‘yellow’ KP772707 KP297976 
V. garayi KP772708 KP297977 
V. ampullacea KP772709 KP297978 
V. ampullacea var. 

album 
KP772710 KP297979 

V. ampullacea var. 
moulmeinense 

KP772711 KP297980 

V. ampullacea var. 
aurantiacum 

KP772712 KP297981 

V. christensoniana KP772713 KP297982 
V. christensoniana 

‘orange’ 
KP772714 KP297983 

V. nana KP772715 KP297984 

V. miniata KT581392 KT581391 
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เดียว 7 ต าแหน่ง นอกจากนั้นยังพบว่ามีการเพิ่มขึ้น 
(insertion) และขาดหายไป (deletion) ของล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ หรือเรียกว่าอินเดล (indel) ซึ่งให้ข้อมูล
ส าหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย 
โดยพบ 3 ต าแหน่ง ในล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
และพบ 54 ต าแหน่ง ในล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ิน    
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 

เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 2 บริเวณ ไป
วิเคราะห์และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ด้วยโปรแกรม MEGA 6.0 โดยวิธี NJ, MP และ ML 
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ให้ค่าดัชนีความ
สอดคล้อง (consistency index) 0.645161 และค่า
ดัชนีการกักเก็บ (retention index) 0.738095 ซึ่ง
สามารถจ าแนกชนิดกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้ง 11 ชนิด 
ได้ แต่การจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมยังไม่
สอดคล้องกับลักษณะสัณฐานและอนุกรมวิธาน โดย
เข็มแสดใต้และเข็มลูกผสมจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเข็ม 
ยูนนานซึ่งเป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม (out group) ส่วนเข็ม
ม่วงแยกออกจากเข็มม่วงเผือก เข็มม่วงดอกแดง และ
เข็มม่วงดอกส้ม ทั้งทีน่่าจะจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ดังรูป
ที่ 1 ซึ่งผลการจัดกลุ่มนี้แสดงให้เห็นว่าล าดับนิวคลีโอ-

ไทด์ของยีน rbcL ยังมีประสิทธิภาพไม่เพียงพอส าหรับ
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้
สกุลแวนด้าหมู่เข็ม ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการหารหสั
แท่งดีเอ็นเอในพืชดอกท่ีพบว่ายีน rbcL มีประสิทธิภาพ
ในการแยกทางวิวัฒนาการต่ าที่สุด [18] นอกจากนี้ยัง
พบว่ามีประสิทธิภาพในการจ าแนกชนิดกล้วยไม้สกุล
หวายต่ ากว่ายีน matK เมื่อใช้ในการระบุชนิดกล้วยไม้
สมุนไพรสกุลหวาย โดยพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน rbcL มีอัตราการวิวัฒนาการต่ ากว่าเมื่อเปรียบ 
เทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนอื่น ๆ เนื่องจากมี
อัตราการแทนที่ต่ า ดังนั้นจึงให้ข้อมูลในการวิเคราะห์
เพื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมไม่เพียง 
พอ ส่งผลให้แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่าง
ชนิดกล้วยไม้ที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันไม่ถูกต้อง [19-
21] อย่างไรก็ตาม ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL มี
ประสิทธิภาพในการจ าแนกพืชหลายชนิดได้ในระดับ
วงศ์ รวมทั้งวงศ์กล้วยไม้ด้วย ดังนั้นจึงสามารถใช้
จ าแนกได้ดีในระดับเผ่า โดยสามารถแบ่งกล้วยไม้เป็น 
5 เผ่าย่อย ได้อย่างถูกต้อง และยังสามารถจ าแนกได้
จนถึงระดับสกุลที่แตกต่างกัน นอกจากนั้นยังพบว่า
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตัวอย่างพืชดอกท่ีใช้ศึกษา- 

 

 
 

รูปที่ 1 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rbcL ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี maximum likelihood 
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หารหัสแท่งดีเอ็นเอได้สูงถึง 98 % [18,20-22] 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ

กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่า
มีค่าดัชนีความสอดคล้อง 0.535714 และค่าค่าดัชนี
การกักเก็บ 0.593750 สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุล
แวนด้าหมู่เข็มได้สอดคล้องกับแหล่งแพร่กระจายพันธุ์ 
เช่น เข็มแดงกับเข็มม่วงมักพบในบริเวณภาคเหนือ
ตอนล่างและภาคอีสาน เข็มเวียดนามกับเข็มยูนนาน
มักพบบริเวณภาคเหนือตอนบนและประเทศเวียดนาม
ตอนบน แต่เมื่อพิจารณาผลการจ าแนกในระดับชนิด
พบว่ายังจัดกลุ่มได้ไม่ถูกต้องนัก เช่น เข็มเวียดนาม
น่าจะใกล้ชิดกับเข็มเวียดนามดอกส้มที่เป็นพันธุ์กลาย 
(mutant) ดังรูปที่ 2 อย่างไรก็ตาม ผลการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ให้ผล
ดีกว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL เนื่องจากช้ิน    
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA มีอินทรอน 

(intron) ที่ไม่มีการแปลรหัส (translation) ดังนั้นจึงมี
โอกาสผันแปรสูงกว่า นอกจากนี้ยังอาจมีการเพิ่มขึ้น
และขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์สูงกว่า ซึ่งผลการวิจัย
นี้สอดคล้องกับรายงานที่ เสนอว่าช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA นั้น ส่วนอินทรอนจะเกิด
การผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์ขึ้นภายในบริเวณนี้
ได้แม้ว่าจะอยู่ในสกุลเดียวกัน ส่งผลให้ล าดับนิวคลีโอ-
ไทด์โดยรวมเกิดความผันแปรสูง ดังนั้นจึงแสดงความ
แตกต่างระหว่างพืชแต่ละชนิดและสามารถใช้ในการ
แยกพืชแต่ละชนิดออกจากกันได้มากที่สุด อีกทั้งยัง
สามารถระบุชนิดภายในวงแคบได้ดีกว่าเมื่อเปรียบ 
เทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL นอกจากนั้น
ยังพบว่าพืชในวงศ์กล้วยไม้มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ าของ
ยีน rps19 แทรกอยู่ระหว่างล าดับอนุรักษ์ที่เพิ่มขึ้นมา 
โดยมีผลต่อความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมภายในวงศ์
กล้วยไม้ ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการวิวัฒนาการที่
ซับซ้อนของยีนที่อยู่บนส่วนล าดับซ้ าแบบกลับทิศ 
(inverted repeat) ในคลอโรพลาสต์ [18,23,24] 

 

 
 

รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ิน   
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี maximum likelihood 
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อย่างไรก็ตาม การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
บริเวณเดียวเพี่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ 
ดังนั้นจึงใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของทั้ง 2 บริเวณ มา
วิเคราะห์ร่วมกัน ซึ่งทั้ง 2 บริเวณ เคยมีรายงานที่เสนอ
ใหเ้ป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับพืช โดยให้ใช้ร่วมกัน
หรือใช้ร่วมกับบริเวณอื่น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการ
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม [10,12-
14,18,23,25,26] ผลการวิเคราะห์พบว่ามีค่าความ
สอดคล้อง 0.522388 และค่าค่าดัชนีการกักเก็บ 
0.567568 โดยแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
แสดงให้เห็นว่าสามารถจ าแนกความแตกต่างของชนิด
กล้วยไม้ได้ดีขึ้น โดยแบ่งกล้วยไม้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ ที่
สอดคล้องกับแหล่งแพร่กระจายพันธุ์ และมีการแบ่ง 
กลุ่มย่อยลงไปตามลักษณะที่ใกล้ชิดกัน ดังรูปที่ 3 ซึ่ง
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมแสดงให้เห็นว่าการใ ช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ร่วมกับล าดับนิวคลี-
โอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH และ 
psbA มีประสิทธิภาพในการจ าแนกกล้วยไม้สกุล

แวนด้าหมู่เข็มแต่ละชนิดออกจากกันได้ สอดคล้องกับ
การจ าแนกด้วยวิธีการตรวจสอบลักษณะสัณฐาน 
อนุกรมวิธาน และผลการจัดกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุล
แวนด้า สกุลกุหลาบ และสกุลสิงโตกลอกตา [27-31] 
สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อจ าแนกกล้วยไม้
สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้ แม้ว่าเข็มแสดใต้และเข็มลูกผสม
จะจัดกลุ่มรวมกับเข็มยูนนานที่เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม 
ซึ่งจัดอยู่ในสกุลเดียวกันแต่ต่างหมู่ แสดงให้เห็นว่า 2 
กลุ่ม นี้มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกันมาก 
โดยผลการจัดกลุ่มที่ไม่สอดคล้องกับลักษณะสัณฐานนี้
อาจเกิดจากการมีความผันแปรทางพันธุกรรมไม่มาก
พอหรืออาจมีการวิวัฒนาการร่วมกันจากความใกล้ชิด
ของแหล่งแพร่กระจายพันธุ์ ดังนั้นเพื่อเพิ่มประสิทธิ-
ภาพในการจ าแนกกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มให้สูงขึ้น
ควรใช้ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ
อื่นเพิ่มเติม ได้แก่ ยีน matK ยีน rpoC1 เป็นต้น ทั้งนี้
เพื่อให้ผลการจ าแนกกลุ่มมีความถูกต้องและแม่นย า
สูงขึ้น ซึ่งอาจต้องมีการศึกษาต่อไป อย่างไรก็ตาม ผล
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้-

 

  
 

รูปที่ 3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rbcL ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ซึ่งวิเคราะห์ด้วยวิธี 
maximum likelihood 
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สกุลแวนด้าหมู่เข็มในงานวิจัยนี้ก็เป็นประโยชน์ส าหรับ
ใช้เป็นเครื่องมือในการระบุชนิดกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่
เข็ม การอนุรักษ์พันธุกรรม การปรับปรุงพัฒนาพันธุ์ 
และการศึกษาด้านอนุกรมวิธานต่อไปได้ 
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