
บทความวิจัย (Research Article) 

*ผู้รับผิดชอบบทความ : thana@tu.ac.th 

 

การจ าแนกพันธุ์และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
ของกล้วยไม้สกุลกุหลาบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ

Identification and Genetic Relationship Analysis of 
Aerides Using Nucleotide Sequences of Specific Sites 

 

นฤมล ธนานันต์ 

คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชภฏัวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชูปถัมภ์ 
ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 13180  

วริสรา แทนสง่า และธีระชัย ธนานันต*์ 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวทิยาลัยธรรมศาสตร์ 

ศูนย์รังสิต ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 12120 

Narumol Thanananta 
Faculty of Science and Technology, Valaya Alongkorn Rajabhat University under Royal Patronage, 

Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 13180 

Warisara Tansa-nga and Theerachai Thanananta* 

Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, 
Rangsit Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 

 

  

บทคัดย่อ 
กล้วยไม้สกุลกุหลาบเป็นกล้วยไม้ที่มีความส าคัญและได้รับความนิยม เนื่องจากมีดอกสวยงามและกลิ่นหอม 

ปัจจุบันการจ าแนกพันธุ์ตามลักษณะสณัฐานมีความยุ่งยาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้จ าแนกพันธุ์กล้วยไม้สกุลกุหลาบ 12 
พันธุ์ และสกุลหนวดพราหมณ์ 1 พันธุ์ ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ โดยเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS ยีน matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่า
บริเวณ ITS ไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้เนื่องจากไม่สามารถเพิ่มปรมิาณช้ินดีเอ็นเอของกล้วยไม้ได้ครบทั้ง 13 พันธุ์ เมื่อ
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์และวิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรม ClustalW2 และ MEGA 4.0 พบว่ายีน matK และ
ช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA สามารถจ าแนกพันธุ์กล้วยไมอ้อกจากกันได้ 11 พันธุ์ โดยไม่สามารถแยก
เอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่านออกจากกัน อย่างไรก็ตาม ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และ rpoB 
สามารถจ าแนกเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่านออกจากกันได้ 
 

ค าส าคัญ : สกุลกุหลาบ; การจ าแนก; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; ยีนจ าเพาะ 
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Abstract 
Aerides is an important and most popular orchid because its flower is beautiful and 

fragrance. At present, identification base on morphology have been difficult. This research, the 
nucleotide sequences of specific sites were used to identify 12 Aerides and 1 Seidenfadenia 
varieties. The matK and trnH-psbA intergenic spacer were suitable to use because all DNA 
samples were amplified by polymerase chain reaction (PCR), while ITS was unsuitable. The PCR 
products of matK and trnH-psbA intergenic spacer were used to nucleotide sequencing and then 
the data were analyzed by ClustalW2 and MEGA 4.0. These results show that nucleotide 
sequences of matK and trnH-psbA intergenic spacer could distinguish 11 out of 13 orchids 
varieties, excepted A. krabiense and A. rosea. However, the nucleotide sequences of rpoC1 and 
rpoB were used to identify both of A. krabiense and A. rosea.  
 

Keywords: Aerides; identification; genetic relationship; specific gene 
 

1. บทน า 

กล้วยไม้สกุลกุหลาบ (Aerides) เป็นกล้วยไม้ที่
พบตามธรรมชาติในป่าท่ัวทุกภาคของประเทศไทยและ
ประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ โดยเกาะอาศัย
อยู่ตามต้นไม้ อาจขึ้นเป็นต้นเดียวหรือขึ้นเป็นกลุ่มใหญ่ 
มีต้นกลมยาว ต้นแก่มักจะแตกกิ่งใกล้โคนต้น รากใหญ่
ยาว เป็นระบบรากอากาศ ใบรูปขอบขนานเรียงสลับ
ซ้ายขวา โคนใบเป็นกาบหุ้มต้น ช่อดอกเกิดตามซอกใบ 
เอนเล็กน้อยหรือห้อยลง ส่วนใหญ่ดอกในช่อค่อนข้าง
ดก ดอกมีขนาดประมาณ  2-3 เซนติเมตร บานทน
หลายวัน โดยจะมีดอกในช่วงฤดูร้อนถึงต้นฤดูฝน กลีบ
เลี้ยงและกลีบดอกคล้ายกัน กลีบปากมีเดือยซึ่งมักจะ
งอและเบนออกทางด้านหน้า เส้าเกสรค่อนข้างสั้นและ
ส่วนปลายมีจะงอยแหลม ในธรรมชาติพบขึ้นตามป่า
เบญจพรรณ ป่าดิบ บางชนิดพบตามป่าชายหาด และ
ป่าชายเลน เป็นกล้วยไม้ที่เลี้ยงง่าย มีบทบาทส าคัญใน
การผสมพันธ์ุเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ นอกจากนี้ยังพบว่า
กล้วยไม้อิงอาศัยทุกชนิดในสกุลนี้ที่พบในประเทศไทย
ล้วนสวยงามและมีกลิ่นหอม ซึ่งนิยมน ามาปลูกเลี้ยงกัน
ทั่วไป [1] 

รหัสแท่งดีเอ็นเอ (DNA barcode) เป็นเทคนิค
ใหม่ที่ก าลังได้ความนิยมและน ามาประยุกต์ใช้ในการ
จ าแนกสิ่งมีชีวิต มีแนวคิดมาจากรหัสแท่งสินค้าหรือ
บาร์โค้ด (barcode) ที่อยู่ข้างกล่องสินค้า ซึ่งสามารถ
จ าแนกได้ในทุกระยะการพัฒนาของสิ่งมีชีวิต โดย
พัฒนาขึ้นจากการเลือกใช้ช้ินดีเอ็นเอขนาดสั้นบริเวณ
ต าแหน่งจ าเพาะ (specific site) ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์
ต่างกันมากพอที่จะท าให้สามารถแยกสิ่งมีชีวิตต่างชนิด
กันออกจากกัน แต่ต้องมีความแตกต่างภายในชนิด
เดียวกันต่ ามากหรือไม่มีเลย และต้องมีบริเวณอนุรักษ์ 
(conserved region) ที่สามารถใช้เป็นไพรเมอร์สากล 
(universal primer) เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอนั้น
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, 
polymerase chain reaction) ส าหรับน ามาใช้เป็น
รหัสแท่งดีเอ็นเอ [2] การวิจัยครั้งนี้มีจุดประสงค์เพื่อ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (genetic 
relationship) และจ าแนกพันธุ์ของกล้วยไม้สกุล
กุหลาบด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ 
(specific site) ซึ่งเป็นต าแหน่งที่นิยมใช้ในการสร้าง
รหัสแท่งดีเอ็นเอ 
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2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 กล้วยไม้สกุลกุหลาบ 

กล้วยไม้สกุลกุหลาบในประเทศไทย 12
พันธุ์  ประกอบด้ วย เอื้ อ งกุหลาบแดง  (Aerides 
crassifolia C.S.P. Parish ex Burb.) เอื้องกุหลาบ
มาลัยแดง (Aerides multiflora Roxb. var. 
multiflora) เอื้องกุหลาบขาว (Aerides odorata 
var. albino) เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด (Aerides 
odorata Lour.) เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด (Aerides 
falcata Lindl. & Paxton) เอื้องกุหลาบพวงชมพู 
(Aerides falcata var. puangchompoo) เอื้อง
กุหลาบเหลืองโคราช (Aerides houlettiana Rchb. 
f.) เอื้องกุหลาบอินทจักร (Aerides flabellata Rolfe 
ex Downie) เอื้องกุหลาบชมพูกระบี่ (Aerides 
krabiense Seidenf.) เอื้องกุหลาบน่าน (Aerides 
rosea Lodd. ex Lindl. & Paxton) เอื้องกุหลาบ  
ลอเลนเซีย (Aerides lawrenceae Rchb. f.) และ
เอื้องกุหลาบควินควิวัลเนอรา (Aerides quinquevul-
nera Lindl.) รวมทั้งกล้วยไม้สกุลหนวดพราหมณ์ 1 
พันธุ์ คือ เอื้องหนวดพราหมณ์ [Seidenfadenia 
mitrata (Rchb. f.) Garay] ซึ่งเดิมจัดอยู่ในสกุล
กุหลาบก่อนแยกเป็นสกุลใหม่ โดยรวบรวมและน ามา
ปลูกเลี้ยงจนกระทั่งออกดอก หลังจากนั้นตรวจสอบ
และจ าแนกชนิด/พันธุ์ด้วยลักษณะสัณฐานโดย รอง
ศาสตราจารย์ ดร. ธีระชัย ธนานันต์ 

 2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้ทั้ง 13 พันธุ์ ด้วย

วิธีประยุกต์จาก Doyle และ Doyle [3] โดยบดใบ
กล้วยไม้ 3-4 กรัม ในบัฟเฟอร์สกัด [extraction 
buffer; 4 % cethyl trimethyl ammonium 
bromide (CTAB), 0.6 % sodium dodecyl 
sulfate (SDS), 2.5 M NaCl, 20 mM ethylene 
diaminetetraacetic acid (EDTA), 100 mM Tris-

HCl pH 8.0 และ 0.1 % sodium meta-bisufite] 
20 มิลลิลิตร ที่มีเมอร์แคปโทเอทานอล (2-mercapto 
ethanol) 20 ไมโครลิตร และพอลิไวนิลไพรโรลิโดน 
(polyvinylpyrrolidone, PVP) 0.3 กรัม โดยบ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที เมื่อ
ครบเวลาเติม คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(chloroform : isoamyl alcohol = 24:1) 10 
มิลลิลิตร ผสมให้ เข้ากัน แล้วน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
12,000 x g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแยกสารละลาย
ใสส่วนบนมาเติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ (linear 
polyacrylamide) 140 ไมโครลิตร และไอโซโพรพา
นอล (isopropanol) 7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและ
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นเทสารละลายทิ้งและล้างตะกอน
ด้วยบัฟเฟอร์ล้าง (washing buffer; 10 mM sodium 
acetate pH 5.2 และ 70 % ethanol) ปล่อยให้แห้ง 
แล้วละลายตะกอนในบัฟเฟอร์อาร์เอ็นเอส (RNase 
buffer; 10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 15 mM 
NaCl) 500 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์อาร์เอ็นเอสเอ 
(RNase A 10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาสกัด
ด้วย ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(phenol : chloroform : isoamyl alcohol = 
25:24:1) 1 ครั้ง และสกัดด้วย คลอโรฟอร์ม : ไอโซ  
เอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อีก 1 ครั้ง หลังจากนัน้จึงย้าย
สารละลายใสส่วนบนมาใส่หลอดใหม่ แล้วเติมลิเนียร์
พอลิอะคริลาไมด์ 70 ไมโครลิตร เติมโซเดียมอะซิเตต 
(sodium acetate) ความเข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) 
ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร และเติมไอโซโพรพา
นอลให้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร แล้วบ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไป
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น
เทสารละลายทิ้ง ล้างตะกอนด้วยเอทานอล  70 
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เปอร์เซ็นต์ และผึ่งตะกอนให้แห้ง แล้วละลายตะกอน
ด้วยบัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 mM Tris-HCl pH 
8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 200-300 
ไมโครลิตร หลังจากนั้นจึงตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่
ได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพ    
ดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ใน
เจลอะกาโรส (agarose gel) 0.8 เปอร์เซ็นต์ [4] 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
น าดีเอ็นเอกล้วยไม้ทั้ง 13 พันธุ์ ที่สกัด

ได้มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง
จ าเพาะ ได้แก่ ช้ินดีเอ็นเอบริเวณ ITS ยีน matK, 
rpoC 1, rpoB, และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH 
กับ psbA โดยใช้ปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม (ng) 
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 
mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 0.25 mM 
MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, 
dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ (M) 
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ 500 นาโนโมลาร์ (nM) และ
เอนไซม์ Taq DNA polymerase (InvitrogenTM life 
technology, Brazil) 1 ยูนิต โดยใช้สภาวะของ
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ดังนี้ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที, อุณหภูมิ 
53 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที และอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที จ านวน 35 รอบ และ 
(3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA 
fingerprinting) ด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจล  
อะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ [5] 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
ส่งผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส

ไปตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Solgent 

ประเทศเกาหลีใต้ เมื่อได้รับข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
กลับมาแล้วจึงเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ต าแหน่งจ าเพาะในกล้วยไม้สกุลกุหลาบแต่ละพันธุ์โดย
ใช้โปรแกรม ClustalW2 เพื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลี
โอไทด์ จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
ด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 4.0  
 

3. ผลและวิจารณ์ 
3.1 การเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่ต าแหน่ง

จ าเพาะ 
การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของบริเวณ ITS 

ยีน matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA ในกล้วยไม้ 13 พันธุ์ พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ
ยีน matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA ได้ครบทั้ง 13 พันธุ์ โดยได้แถบดีเอ็นเอที่มีความ
ชัดเจนและมีขนาดประมาณ 900 และ 800 คู่เบส 
ตามล าดับ ซึ่งมีขนาดตรงตามที่คาดไว้ แต่ไม่สามารถ
เพิ่มช้ินดีเอ็นเอของบริเวณ ITS ได้ครบทุกพันธุ์ ดังนั้น
บริเวณ ITS นี้จึงไม่เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบขั้น
ต่อไป เมื่อตรวจสอบและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
จากยีน matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH 
กับ psbA พบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้ออกจากกันได้ 
11 พันธุ์ อีก 2 พันธุ ์จ าแนกออกจากกันไม่ได้ คือ เอื้อง
กุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่าน  

ดังนั้นจึงเลือกตรวจสอบยีน rpoC1 และ 
rpoB เพิ่มเติมเฉพาะเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่และเอื้อง
กุหลาบน่าน โดยใช้เอื้องกุหลาบอินทจักรเป็นพันธุ์
ควบคุม (control) ซึ่งพบว่าสามารถเพิ่มปริมาณช้ิน   
ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลกุหลาบทั้ง 3 พันธุ์ ที่เลือกมา
ตรวจสอบ โดยแถบดีเอ็นเอที่ได้มีความชัดเจนและมี
ขนาดประมาณ 500 และ 400 คู่เบส ตามล าดับ ซึ่งมี
ขนาดตรงตามทีค่าดไว้  
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3.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ต าแหน่งจ าเพาะ 

เมื่อตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK, 
rpoC1, rpoB และล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่
อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ในกล้วยไม้ 13 พันธุ์ 
แลว้น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล าดับ
นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI (National Center 
for Biotech-nology Information) พบว่าล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะดังกล่าวมีความ
คล้ายคลึงกับพืชอื่น โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

matK, rpoC1, rpoB และล าดับนิวคลีโอไทด์ช้ิน      
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ในกล้วยไม้ 
13 พันธุ์ มีค่าความเหมือนกัน (identity) สูงสุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับพืชอื่นและกล้วยไม้อื่นเป็น 99, 98, 99 
และ 96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซึ่งเป็นการยืนยันว่าช้ิน
ดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้นั้นเป็นช้ินดีเอ็นเอบริเวณที่
ถูกต้อง หลังจากนั้นได้ฝากเก็บข้อมูลล าดับนิวคลี     
โอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะในกล้วยไม้ทั้ง 13 พันธุ์ ไว้
ในฐานข้อมูล Genbank ของ NCBI ซึ่งได้รับหมายเลข
เฉพาะ (accession numbers) ดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK, rpoC1, rpoB และ trnH-psbA 
 

กล้วยไม ้
หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลโีอไทด ์

matK trnH-psbA rpoC1 rpoB 
เอื้องกุหลาบแดง KJ028766 KJ093258 - - 
เอื้องกุหลาบมาลัยแดง KJ028767 KJ093259 - - 
เอื้องกุหลาบขาว KJ028768 KJ093260 - - 
เอื้องกุหลาบกระเป๋าปิด KJ028769 KJ093261 - - 
เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปดิ KJ028770 KJ093262 - - 
เอื้องกุหลาบพวงชมพู KJ028771 KJ093263 - - 
เอื้องกุหลาบเหลืองโคราช KJ028772 KJ093264 - - 
เอื้องกุหลาบอินทจักร KJ028773 KJ093265 KJ403733 KJ403736 
เอื้องกุหลาบชมพูกระบี ่ KJ028774 KJ093266 KJ403734 KJ403737 
เอื้องกุหลาบน่าน KJ028775 KJ093267 KJ403735 KJ403738 
เอื้องกุหลาบลอเลนเซยี KJ028776 KJ093268 - - 
เอื้องหนวดพราหมณ ์ KJ028777 KJ093269 - - 
เอื้องกุหลาบควินควิวัลเนอรา KJ028778 KJ093270 - - 

 
3.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ต าแหน่งจ าเพาะ 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้ทั้ง 13 

พันธุ์ มาเปรียบเทียบกันด้วยโปรแกรม ClustalW2 
พบว่ายีน matK มีขนาด 877 นิวคลีโอไทด์ พบ 43 

ต าแหน่ง ที่มีความแตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธุ์ 
(ตารางที่ 2) เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 
4.0 โดยเลือกวิธีจัดกลุ่มแบบ neighbor-joining ได้
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมดังรูปที่ 1 โดยมีค่า
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สัมประสิทธ์ิความแตกต่าง (distance coefficient) อยู่
ระหว่าง 0.000 ถึง 0.016 ซึ่งพบว่าไม่สามารถจ าแนก
กล้วยไม้ 6 พันธุ์ ออกจากกัน ได้แก่ เอื้องกุหลาบ
กระเป๋าเปิดกับเอื้องกุหลาบพวงชมพู เอื้องกุหลาบ
กระเป๋าปิดกับเอื้องกุหลาบเหลืองโคราช และเอื้อง
กุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่าน อย่างไรก็ตาม 
เมื่อพิจารณาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงจะสามารถ
จ าแนกเอื้องกุหลาบพวงชมพูกับเอื้องกุหลาบชมพู
กระบี่ได้ เนื่องจากมีล าดับนิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งมี
ความหลากรูป (polymorphism) ที่เกิดจากการกลาย 
(mutation) ซึ่งพบ 4 รูปแบบ ได้แก่ อินเดล (indel, 
insersion/deletion) พิวรีนทรานสิชัน (purine 
transition) ไพริมิดีนทรานสิ ชัน (pyrimidine 

transition) และทรานสเวอร์ชัน (transversion) 
(ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ที่มี

ความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1-13, 832, 854 และ 872 
พิวรีนทรานสิชัน 109, 125, 296, 433, 700, 

706 และ 819 
ไพริมิดีนทรานสิชัน 23, 235, 648, 675 และ 829 
ทรานสเวอร์ชัน 67, 115-116, 186, 324 330, 

338, 367, 392, 484, 569, 
646, 658, 850 และ 870 

 

 
 

รูปที่ 1 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ 13 พันธุ์ ที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK 

 
ช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA มี

ขนาด 889 นิวคลีโอไทด์ พบ 166 ต าแหน่ง ที่มีความ
แตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธุ์ (ตารางที่ 3)  เมื่อน า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 4.0 โดยเลือกวิธี

จัดกลุ่มแบบ neighbor-joining ได้แผนภูมิความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมดังรูปที่ 2 โดยมีค่าสัมประสิทธิ์
ความแตกต่างอยู่ระหว่าง 0.000 ถึง 0.024 ซึ่งพบว่าไม่
สามารถจ าแนกกล้วยไม้ 6 พันธุ์ ออกจากกัน ได้แก่ 
เอื้องกุหลาบลอเลนเซียกับเอื้องกุหลาบพวงชมพู เอื้อง
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กุหลาบกระเป๋าปิดกับเอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด และ
เอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่าน อย่างไรก็
ตาม เมื่อพิจารณาที่ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงจะ
สามารถจ าแนกเอื้องกุหลาบลอเลนเซียกับเอื้องกุหลาบ
พวงชมพูและเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบ

น่านได้ เนื่องจากมีล าดับนิวคลีโอไทด์บางต าแหน่งมี
ความหลากที่เกิดจากการกลาย ซึ่งพบ 4 รูปแบบ 
ได้แก่ อินเดล พิวรีนทรานสิชัน ไพริมิดีนทรานสิชัน 
และทรานสเวอร์ชัน (ตารางที่ 3)  

 
ตารางที่ 3 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ที่มคีวามหลากรูปความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1-7, 14, 22, 27, 40 และ 130 
พิวรีนทรานสิชัน 476, 483, 541-542, 553-561, 645-650, 723, 736, 751, 779-792, 798, 868, 869, 

871, 876-878 และ 884-886 
ไพริมิดีนทรานสิชัน 412, 491, 530, 568, 574, 637-644, 651-656, 658-696, 766-767, 770, 772-778, 

820, 836, 861, 872, 873, 875, 879-881, 883 และ 887-888 
ทรานสเวอร์ชัน 13, 190, 467, 471, 474, 481, 503-518, 590, 657, 771, 854, 874, 882 และ 889 
 

 
 

รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ 13 พันธุ์ ที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ิน 
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 

 
เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่ง

จ าเพาะ 2 ต าแหน่ง ดังกล่าวร่วมกัน โดยสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้ดังรูปที่ 3 พบว่าไม่
สามารถจ าแนกเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบ
น่านออกจากกัน ดังนั้นจึงวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน rpoC1 และ rpoB เพิ่มเติม ซึ่งยีน rpoC1 มี
ขนาด 529 นิวคลีโอไทด์ พบ 15 ต าแหน่ง ที่มีความ
แตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธุ์ (ตารางที่ 4) และยีน 
rpoB มีขนาด 362 นิวคลีโอไทด์ พบ 7 ต าแหน่ง ที่มี
ความแตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธ์ุ (ตารางที่ 5) 
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รูปที่ 3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ 13 พันธุ์ ที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK ร่วมกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 

 
ตารางที่ 4 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 ที่มี

ความหลากรูป  
 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1-2, 11, 12 และ 529 
พิวรีนทรานสิชัน 3, 9-10, 322 และ 334 
ทรานสเวอร์ชัน 6-8, 13 และ 22 

 
ตารางที่ 5 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ที่มี

ความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1 และ 2  
พิวรีนทรานสิชัน 6  
ไพริมิดีนทรานสิชัน 215, 302 และ 321  
ทรานสเวอร์ชัน 7  

 
เมื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

ของกล้วยไม้ที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน rpoC1 และ rpoB (รูปที่ 4 และ 5) พบว่ายีน
ทั้งสองสามารถจ าแนกเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้อง
กุหลาบน่านออกจากกันได้ โดยมีค่าสัมประสิทธิ์ความ
แตกต่างอยู่ระหว่าง 0.010 ถึง 0.023 และ 0.006 ถึง 
0.011 ตามล าดับ 

3.4 อภิปรายผล 
การวิจัยเกี่ยวกับการสร้างรหัสแท่งดีเอ็นเอใน

กล้วยไม้สกุล Holcoglossum ซึ่งเป็นสกุลที่ใกล้เคียง
กับสกุลกุหลาบ โดยเลือกใช้ต าแหน่งจ า เพาะ 3 
ต าแหน่ง คือ ยีน matK ช้ินดีเอ็นเอของบริเวณ ITS 
และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA โดย
พบว่าต าแหน่งจ าเพาะที่สามารถจ าแนกพันธุ์กล้วยไม้
ในสกุล Holcoglossum ได้ดีที่สุด คือ ยีน matK ช้ิน 
ดีเอ็นเอของบริเวณ ITS และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง
ยีน trnH กับ psbA ตามล าดับ [6] โดยให้ผลต่างจาก
การวิจัยครั้งนี้ที่ศึกษาในกล้วยไม้สกุลกุหลาบ ซึ่งพบว่า
ช้ินดีเอ็นเอของบริเวณ ITS ไม่เหมาะสม เนื่องจากไม่
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สามารถเพิ่มปริมาณได้ครบทุกพันธุ์ ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
ต าแหน่งที่ใช้เป็นไพรเมอร์สากลเกิดการเปลี่ยนแปลง
จนไพรเมอร์ไม่สามารถเข้าไปจับ นอกจากนั้นยังพบว่า
ช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA สามารถ
จ าแนกพันธุ์กล้วยไม้ในสกุลกุหลาบได้ดีกว่ายีน matK  

อย่างไรก็ตาม ผลการวิจัยในครั้งนี้ยังพบว่ายีน 
matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 
ก็ยังไม่สามารถจ าแนกกล้วยไม้ทั้ง 13 พันธุ์ แม้ว่าจะน า
ผลมาวิเคราะห์ร่วมกันก็ยังคงไม่สามารถจ าแนกเอื้อง
กุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่านออกจากกัน 
ดังนั้นจึงได้ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
และ rpoB เพิ่มเติม โดยจะเห็นได้ว่าต าแหน่งจ าเพาะ
เพียงต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งไม่สามารถใช้ในการ
จ าแนกพันธุ์ของกล้วยไม้ทั้ง 13 พันธุ์ ออกจากกันได้
ทั้ งหมด จ าเป็นต้องใช้หลายต าแหน่งร่วมกัน ซึ่ ง
สอดคล้องกับงานวิจัยของณัฐกร และคณะ ที่ศึกษาใน
พืชสกุล Alpinia Roxb. (Zingiberaceae) โดยการใช้
ยีน rpoB และ rpoC1 เพียงล าพังจะจ าแนกพืชได้ไม่ดี 
แต่เมื่อใช้ต าแหน่งจ าเพาะหลายต าแหน่งมาวิเคราะห์
ร่วมกันจะสามารถจ าแนกพืชได้ดีขึ้น [7]  

เมื่ อพิ จ ารณาแผนภู มิ ค วามสั มพันธ์ ทา ง
พันธุกรรมจะเห็นได้ว่าเอื้องหนวดพราหมณ์มีความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกับกล้วยไม้สกุลกุหลาบ
มาก ทั้ง ๆ ที่เอื้องหนวดพราหมณ์อยู่ในสกุลหนวด 
พราหมณ์ซึ่งที่สอดคล้องกับงานวิจัยของนฤมล และ
คณะ [9] ทั้งนี้อาจเนื่องจากเอื้องหนวดพราหมณ์เดิม
จัดอยู่ในสกุลกุหลาบตั้งแตปี่ ค.ศ. 1864 โดย Heinrich 
Gustav Reichenbach แต่ปัจจุบันจัดอยู่ในสกุลหนวด 
พราหมณ์โดย Gunnar Seidenfaden ในปี ค.ศ. 
1972 [8] แสดงให้เห็นว่าการจัดจ าแนกโดยใช้ลักษณะ
สัณฐานเพียงอย่างเดียวอาจเกิดปัญหาขึ้นได้  

กล้วยไม้สกุลกุหลาบชนิดหรือสปีซีส์ (species) 
เดียวกันแต่ต่างพันธุ์ (variety) ได้แก่ เอื้องกุหลาบ

กระเป๋าเปิดกับเอื้องกุหลาบพวงชมพู และเอื้องกุหลาบ
กระเป๋าปิดกับเอื้องกุหลาบขาว ควรจะมีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกัน แต่จากแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ที่สร้างขึ้นพบว่าไม่เป็นเช่นนั้น ทั้งนี้เนื่องจากการใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะเพียงไม่กี่
ต าแหน่งซึ่งมีขนาดเล็กมากเมื่อเปรียบเทียบกับขนาด 
ของจีโนม (genome) พืชทั้งหมด ดังนั้นจึงไม่สามารถ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้ดี เท่ากับ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ชนิดอื่นที่นิยมใช้
ในการตรวจสอบทั้งจีโนมพืช ได้แก่ แฮตอาร์เอพีดี 
(HAT-RAPD, high annealing temperature-
random amplified polymorphic DNA) หรือ     
ไอเอสเอสอาร์ ( ISSR, inter-simple sequence 
repeat) เป็นต้น [9] 

นอกจากนี้ยังพบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมที่ได้จากยีน matK ให้ผลใกล้เคียงกับ
ลักษณะสัณฐานมากกว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมที่ได้จากช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH 
กับ psbA ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยอื่นที่ใช้ยีน matK 
และช้ินดีเอ็นเอของต าแหน่งจ าเพาะอื่น ๆ ในการ
จ าแนกพันธุ์กล้วยไม้  โดยพบว่ายีน matK มีความ 
สามารถในการจ าแนกมากกว่าต าแหน่งจ าเพาะอื่น ๆ 
เช่น งานวิจัยของ Asahina และคณะ พบว่ายีน rbcL 
มีความสามารถในการจ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกุล
หวายได้น้อยกว่ายีน matK [10] 

4. สรุป 
การจ าแนกพันธุ์กล้วยไม้สกุลกุหลาบ 12 พันธุ์ 

และสกุลหนวดพราหมณ์ 1 พันธุ์ โดยตรวจสอบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ 3 ต าแหน่ง คือ ช้ิน 
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS ยีน matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่าบริเวณ ITS ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของกล้วยไม้ได้ครบทั้ง 
13 พันธุ์ จึงเหมาะสมที่จะน ามาใช้ เมื่อตรวจสอบล าดบั
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นิวคลีโอไทด์และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
โปรแกรม ClustalW2 และ MEGA 4.0 พบว่ายีน 
matK และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 
สามารถจ าแนกพันธุ์กล้วยไม้ได้ 11 พันธุ์ แต่ไม่สามารถ
แยกเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่านออก
จากกัน แต่เมื่อตรวจสอบและวิเคราะห์ล าดับนิวคลี   
โอไทด์ของยีน rpoC1 และ rpoB เพิ่มเติมจึงสามารถ
จ าแนกเอื้องกุหลาบชมพูกระบี่กับเอื้องกุหลาบน่าน
ออกจากกันได้ 
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