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บทคัดย่อ 
สิงโตกลอกตา (Bulbophyllum) เป็นกล้วยไม้สกุลใหญ่ อยู่ในวงศ์ Orchidaceae พบเห็นได้ในป่าเขตร้อน 

ปัจจุบันกล้วยไม้กลุ่มนี้ลดปริมาณลงอย่างรวดเร็ว ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเพื่อจัดจ าแนกชนิดและพันธุ์ในระดับโมเลกุล ซึ่งสามารถใช้วางแผนการอนุรักษ์และปรับปรุงพันธุ์ต่อไป 
งานวิจัยนี้ได้วิเคราะห์จีโนมของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม 12 ชนิด โดยตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน matK, rbcL, rpoB, rpoC1 และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่าไม่มีล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณใดที่สามารถแยกกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด ออกจากกันได้ทั้งหมด อย่างไรก็ตาม 
การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL ร่วมกันสามารถแยกกล้วยไม้สิงโตสกุลกลอกตาหมู่สิงโตสยาม
ออกจากกันได้ ยกเว้นสิงโตก้ามปูใหญ่และสิงโตก้ามปูแดงซึ่งสามารถแยกด้วยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 หรือช้ินดีเอ็นเอ trnH-psbA 
 

ค าส าคัญ : สิงโตกลอกตา; สิงโตสยาม; ยีนจ าเพาะ; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
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Abstract 
Bulbophyllum is a largest genus in Orchidaceae family and a well-known plant of tropical 

area. Currently, Bulbophyllum are reduced dramatically, it necessary to study the genetic 
diversity and DNA fingerprinting of molecular identification. Those results could be used to plan 
for conservation and breeding. In this research, genomic DNA among 12 species of Bulbophyllum 
section Sestochilus were analyzed the nucleotide sequences of matK, rbcL, rpoB, rpoC1 and 
trnH-psbA, but non-regions can be specify among all of them. However, used the nucleotide 
sequences of matK and rbcL together capable to identify most of Bulbophyllum section 
Sestochilus, excepted B. macranthum and B. patens, which can identify by using the nucleotide 
sequences of rpoC1 or trnH-psbA. 
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1. บทน า 

สิงโตกลอกตา (Bulbophyllum) เป็นกล้วยไม้
สกุลใหญ่ จัดอยู่ในวงศ์ย่อย Epidendroideae พบใน
ธรรมชาติมากกว่า 2,000 ชนิด มีการจัดเป็นกลุ่มด้วย
ลักษณะสัณฐานเป็น 15 กลุ่ม เพื่อให้จ าแนกและ
ตรวจสอบชนิดพันธุ์ได้ง่าย โดยในแต่ละกลุ่มมีลักษณะ
แตกต่างกันไป บางกลุ่มแตกต่างกันอย่างเห็นได้ชัด 
บางกลุ่มแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย  

ประเทศไทยพบกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตา  
หมู่สิงโตสยาม (Sestochilus) 12 ชนิด ได้แก่ สิงโต
ประหลาด (Bulbophyllum affine) สิงโตขยุกขยุย 
(B. dayanum) สิงโตอีคอร์ (B. ecornutum) สิงโต
สยาม (B. lobbii) สิงโตก้ามปูใหญ่ (B. macranthum) 
สิงโตก้ามปูแดง (B. patens) สิงโตงาม (B. orectope-
talum) สิงโตเขี้ยวเชียงดาว (B. pectinatum) พญา
สิงโต (B. polystictum) สิงโตปากนกแก้ว (B. psitta-
coglossum) สิงโตอาจารย์เต็ม (B. smitinandii) และ
สิงโตสุคิริน (B. rugosum) [1] โดยการจ าแนกกล้วยไม้
กลุ่มนี้ด้วยลักษณะสัณฐานท าได้ยากและต้องใช้ความ
เช่ียวชาญสูง ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่ต้องศึกษาความ
แตกต่างทางพันธุกรรม (genetic distance) และหา

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เพื่อใช้ในการ
จ าแนกชนิดและพันธุ์ในระดับโมเลกุล ซึ่งสามารถใช้
วางแผนอนุรักษ์และปรับปรุงพันธุ์ต่อไป 

รหัสแท่งดีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอบาร์โคด (DNA 
barcode) เป็น เทคนิคการใช้ล าดับนิวคลี โอไทด์ 
(nucleotide sequence) บริเวณใดบริเวณหนึ่งหรือ
หลายบริเวณร่วมกันในการระบุชนิดสิ่งมีชีวิต โดย
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณที่ใช้เป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอต้อง
มีความแตกต่างทางพันธุกรรมที่เกิดจากความผันแปร
ทางพันธุกรรม (genetic variability) ในระดับชนิด
หรือสปีชีส์ (species) และมีบริเวณอนุรักษ์ขนาบข้าง 
(conserved flanking site) เพื่อใช้เป็นต าแหน่งเกาะ
ของไพรเมอร์ (primer) ส าหรับการท าพีซีอาร์ (PCR) 
หรือปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain 
reaction) ซึ่งควรเป็นดีเอ็นเอช่วงสั้น ๆ เพื่อให้ง่ายต่อ
การเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส [2] 

การใช้รหัสแท่งดีเอ็นเอเพื่อระบุชนิดในพืชเริ่มมี
การใช้มาไม่นาน โดยความร่วมมือกันระหว่างประเทศ
ต่าง ๆ ได้ก่อตั้งโครงการจัดท าฐานข้อมูลรหัสแท่ง      
ดีเอน็เอของสิ่งมีชีวิต (The Barcode of Life Project) 
โดยศึกษาดีเอ็นเอ 7 บริเวณ ซึ่งเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์
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ของยีนก าหนดการสร้างโปรตีน 4 บริเวณ ได้แก่ 
matK, rbcL, rpoB และ rpoC1 และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน 3 บริเวณ ได้แก่ atpF-atpH, trnH-psbA 
และ psbK-psbI โดยพบว่าการใช้ยีน matK ร่วมกับ 
rbcL มีความเหมาะสมมาก เนื่องจากสามารถใช้ได้กับ
พืชเกือบทุกชนิด ให้ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีคุณภาพดี 
และใช้แยกความแตกต่างระหว่างชนิดของพืชได้ [3] 

ยีน matK (maturase K) รายงานครั้งแรกใน
ต้นยาสูบ (Nicotiana tabacum) [4] มีขนาดประมาณ 
1,550 คู่เบส ซึ่งเมื่อแปลรหัส (translation) จะได้ช้ิน
พอลิเพปไทด์ (polypeptide) ของเอนไซม์แมทัวเรส 
(maturase) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสร้างกรดอะมิโน 
ไลซีน (lysine: K) [5] โดยมีรายงานว่ายีน matK มี
วิวัฒนาการเร็วที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับยีนที่อยู่ใน  
คลอโรพลาสต์ (chloroplast) และเป็นยีนที่สามารถ
เพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสได้ง่าย 

ยีน rbcL (ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit) ในพืชมี
หลากหลายขนาด เช่น 1,428, 1,431 หรือ 1,434 คู่
เบส เป็นยีนที่ไม่มีอินทรอน (intron) สอดแทรกอยู่
ภายใน เมื่อลอกรหัส (transcription) และแปลรหัสจะ
ได้หน่วยย่อยขนาดใหญ่ (large subunit) ของเอนไซม์ 
รูบิสโก (rubisco) หรือ ribulose-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการ
ตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ (carbon dioxide fixation) 
ในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (photosyntesis) 
มีรายงานว่าการใช้ยีน matK ร่วมกับ rbcL เป็นรหัส
แท่งดี เอ็นเอจะท าให้การจัดกลุ่มและการพิสูจน์
เอกลักษณ์ชัดเจนข้ึน [6] 

งานวิจัยนี้ ได้ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโต
สยามที่พบในประเทศไทย โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน matK, rbcL, rpoB, rpoC1 และช้ินดีเอ็นเอที่
อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 กล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม 

กล้วยไม้ที่ใช้ในการวิจัยนี้คือกล้วยไม้สกุล
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม 12 ชนิด ที่พบในประเทศ
ไทย ได้แก่ สิงโตก้ามปูใหญ่ สิงโตก้ามปูแดง สิงโต
ประหลาด สิงโตอาจารย์เต็ม พญาสิงโต สิงโตสยาม 
สิงโตงาม สิงโตอีคอร์ สิงโตขยุกขยุย สิงโตเขี้ยวเชียง
ดาว สิงโตปากนกแก้ว และสิงโตสุคิริน 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดแยกดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลสิงโต

กลอกตาหมู่สิงโตสยามด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle 
และ Doyle [7] โดยชั่งช้ินส่วนใบประมาณ 6 กรัม เติม
สารละลายบัฟเฟอร์สกัด (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 และพอลิไวนิล
ไพโรลิโดน (polyvinyl pyrolidone) 0.3 กรัม แล้วบด
ใบกล้วยไม้ให้ละเอียด เติมเบตาเมอแคปโทเอทานอล 
(-mercaptoethonol) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(chloroform : isoamyl alcohol) 24: 1 ปริมาตร 1 
เท่า น าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอด
ใหม่ แล้วเติมลิเนียร์พอลิอะครีลาไมด์ (linear poly-
acrylamide) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และไอโซ-   
โพพานอล (isopropanol) ปริมาตร 1 เท่า น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 15 
นาที จากนั้นเทสารละลายส่วนบนทิ้งและล้างตะกอน
ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ตะกอนแห้ง แล้ว
ละลายตะกอนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer, 
10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นเติมอาร์ เอ็นเอสเอ 
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(RNase A) ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เติมฟีนอล : 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (phenol : 
chloroform : isoamyl alcohol) 25: 24: 1 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใส
ส่วนบนลงสู่หลอดใหม่ แล้วเติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอ
มิลแอลกอฮอล์ 24: 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไป
หมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที ดูด
สารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่  แล้วเติมลิ เนียร์      
พอลิอะครีลาไมด์ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั้นเติม
สารละลายโซเดียมอะซีเตต (sodium acetate) ความ
เข้มข้น 3 โมลาร์ (pH 5.2) 10 เปอร์เซ็นต์ ของ
ปริมาตรทั้งหมด เติมไอโซโพพานอล ปริมาตร 1 เท่า 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็น
เวลา 15 นาที จากนั้นเทสารละลายส่วนใสทิ้งแล้วล้าง
ตะกอนด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ เอทานอล ท าให้ตะกอน
แห้ง ละลายตะกอนด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ ทีอี 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วเก็บสารละลายดีเอ็นเอ
ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบปริมาณ   
ดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) ตรวจสอบ
คุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส  (electro-
phoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose) ความเข้มข้น 
0.8 เปอร์เซ็นต์ [8] 

2.3 การสร้างรหัสแท่งดีเอ็นเอ 
น าดีเอ็นเอตัวอย่างกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอก

ตาหมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด มาเจือจางให้มีความ
เข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จากนั้นเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอของยีน matK, rpoC1, rpoB, rbcL 
และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสในบัฟเฟอร์ (50 mM KCl, 
20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 0.25 mM MgCl2) ซึ่ง

มีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ 
dTTP) ชนิดละ 200 M ไพรเมอร์ชนิดที่มีล าดับสากล 
(universal primer) สายฟอร์เวิร์ด (forward primer) 
และสายรีเวิร์ส (reverse primer) สายละ 250 nM 
และเอนไซม์ Taq DNA polymerase (InvitrogenTM 
life technology, Brazil) 1 ยูนิต [9] 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสมี 3 ขั้นตอน คือ 
(1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 
จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที, อุณหภูมิ 53 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาท ี
จ านวน 40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบ
ลายพิมพ์ดี เอ็นเอด้วยวิธีอิ เล็กโทรโฟรีซิสในเจล       
อะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้

สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามแต่ละชนิดที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดย
บริษัท Solgent (เกาหลีใต้) หลังจากนั้นจึงน าล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ของแต่ละบริเวณที่ได้มาเปรียบเทียบกัน
ด้วยการใช้โปรแกรม ClustalW2 (http://www.ebi. 
ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) เพื่อวิเคราะห์ความ
แตกต่างทางพันธุกรรม แล้วน ามาสร้างแผนภูมิความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) โดย
เลือกวิธีจัดกลุ่มแบบ neighbor joining 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส 
การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอของกล้วยไม้

สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด ด้วย
ปฏิกิ ริ ยาลูกโซ่พอลิ เมอ เรสโดยใช้ไพรเมอร์ที่ มี
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ความจ าเพาะกับยีน matK, rbcL และ rpoB พบว่า
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบรเิวณดงักล่าวได้ทั้ง 12 
ตัวอย่าง โดยให้แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 900, 
650 และ 400 คู่เบส ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 1 หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลีโอไทด์

ของช้ินดีเอ็นเอของยีน matK, rbcL และ 
rpoB ในกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตา    
หมู่สิงโตสยาม 

 

ชนิดของกล้วยไม ้
หมายเลขเฉพาะ 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

matK rbcL rpoB 
สิงโตก้ามปูใหญ ่ KJ462084 KJ462096 KJ462108 
สิงโตก้ามปูแดง KJ462085 KJ462097 KJ462109 
สิงโตประหลาด KJ462086 KJ462098 KJ462110 
สิงโตอาจารย์เต็ม KJ462087 KJ462099 KJ462111 
พญาสิงโต KJ462088 KJ462100 KJ462112 
สิงโตสยาม KJ462089 KJ462101 KJ462113 
สิงโตงาม KJ462090 KJ462102 KJ462114 
สิงโตอีคอร ์ KJ462091 KJ462103 KJ462115 
สิงโตขยุกขยุย KJ462092 KJ462104 KJ462116 
สิงโตเขี้ยวเชียงดาว KJ462093 KJ462105 KJ462117 
สิงโตปากนกแก้ว KJ462094 KJ462106 KJ462118 
สิงโตสุคิริน KJ462095 KJ462107 KJ462119 
 

3.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK, 

rbcL และ rpoB ที่ได้ไปเปรียบ เทียบกับล าดับ        
นิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI (National Center 
for Biotechnology Information) พบว่าล าดับ      
นิวคลีโอไทด์ที่ได้ตรงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละ
ยีนในพืช จากนั้นได้ฝากเก็บข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน matK, rbcL และ rpoB ของกล้วยไม้สกุล

สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด ไว้ในฐาน 
ข้อมูล NCBI และได้รับหมายเลขเฉพาะ (accession 
number) ดังตารางที่ 1 

3.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
เมื่อเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

matK, rbcL และ rpoB ในกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตา
หมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด ด้วยโปรแกรม ClustalW2 
แล้วสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ไม่สามารถแยกสิงโต
ก้ามปูใหญ่กับสิงโตก้ามปูแดง และสิงโตอาจารย์เต็มกับ
สิงโตสยามออกจากกัน (รูปที ่1) อย่างไรก็ตาม พบว่ามี
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ให้ความแตกต่างระหว่างชนิด
ของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทั้งหมด 
29 ต าแหน่ง (ตารางที่ 2) ทีเ่กิดการแทนที่นิวคลีโอไทด์ 
ซึ่งมี 10 ต าแหน่ง ที่แสดงเอกลักษณ์ของกล้วยไม้สกุล
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามแต่ละชนิด โดยมีค่าความ
แตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างชนิด 0.000-0.016 
 
ตารางที่ 2 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ที่ให้

ความแตกต่างระหว่างชนิดของกล้วยไม้
สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม 

 

รูปแบบการกลาย 
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 

เกิดการแทนท่ีนิวคลีโอไทด์ 

ไพริมิดีนทรานสิชัน 284, 566, 599, 785, 825 และ 875 

พิวรีนทรานสิชัน 356, 398, 623 และ 868 

ทรานสเวอร์ชัน 72, 117, 164, 209, 291, 312, 347, 
390, 428, 533, 602, 641, 648, 681, 
758, 774, 776, 784 และ 794 

 
ยีน rbcL ไม่สามารถแยกกล้วยไม้สกุลสิงโต

กลอกตาหมู่สิงโตสยามออกจากกันได้ 3 คู่ (รูปที่ 2) 
ได้แก่ สิงโตก้ามปูใหญ่กับสิงโตก้ามปูแดง สิงโตอาจารย์
เต็มกับสิงโตงาม และสิงโตอีคอร์กับสิงโตสุคิริน อย่างไร
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ก็ตาม พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกัน 8 ต าแหน่ง 
(ตารางที่  3) ที่ให้ความแตกต่างระหว่างชนิดของ
กล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโต โดยมีการแทนที่
ของนิวคลีโอไทด์ ซึ่งมี 2 ต าแหน่ง ที่แสดงเอกลักษณ์
ของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิ งโตสยามแต่ละ
ชนิด ซึ่งสามารถใช้ระบุชนิดได้ มีค่าความแตกต่างทาง

พันธุกรรมระหว่างชนิด 0.000-0.009 โดยล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ของยีน rpoB ไม่สามารถแยกกล้วยไม้สกลุ
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามออกจากกัน เนื่องจากมี
ล าดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันทั้งหมด ดังนั้นจึงไม่
สามารถน าผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ไป
สร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

 

 
 

รูปที่ 1 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามที่สร้างจากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 

 

 
รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามที่สร้างจากการวิเคราะห์

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
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ตารางที่ 3 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ที่ให้
ความแตกต่างระหว่างชนิดของกล้วยไม้
สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม 

 

รูปแบบการกลาย 
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 

เกิดการแทนท่ีนิวคลีโอไทด์ 

ไพริมิดีนทรานสิชัน 262, 440 และ 491 

พิวรีนทรานสิชัน 158 และ 261 

ทรานสเวอร์ชัน 261, 262, 267, 278 และ 420 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL 

สามารถแยกกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม
เกือบทุกชนิดยกเว้นสิงโตก้ามปูใหญ่กับสิงโตก้ามปูแดง 
ดังนั้นจึงได้ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA โดยมี
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 และ 850 คู่เบส 
ตามล าดับ ซึ่งสามารถแยกสิงโตก้ามปูใหญ่และสิงโต
ก้ามปูแดงออกจากกันได้ เนื่องจากมีล าดับนิวคลีโอไทด์
แตกต่างกันทีต่ าแหน่ง 251 และ 738 ตามล าดับ 

3.4 อภิปรายผล 
การตรวจสอบกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตา

หมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด เมื่อสกัดแยกดีเอ็นเอและ
น ามาเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วย
การใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกับยีน matK, rbcL 
และ rpoB แล้วตรวจสอบและวิเคราะห์ล าดับนิวคลี- 
โอไทด์ พบว่ายีน matK ไม่สามารถแยกสิงโตก้ามปู
ใหญ่กับสิงโตก้ามปูแดง และสิงโตอาจารย์เต็มกับสิงโต
สยามออกจากกัน ยีน rbcL ไม่สามารถแยกสิงโตก้ามปู
ใหญ่กับสิงโตก้ามปูแดง สิงโตอาจารย์เต็มกับสิงโตงาม 
และสิงโตอีคอร์กับสิงโตสุคิรินออกจากกัน และยีน 
rpoB ไม่สามารถแยกกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่
สิงโตสยามออกจากกัน เมื่อวิเคราะห์ผลการใช้ยีน 
matK ร่วมกับยีน rbcLพบว่าสามารถแยกกล้วยไมส้กลุ
สิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามได้เกือบทั้งหมด ยกเว้น

สิงโตก้ามปูใหญ่และสิงโตก้ามปูแดง ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานก่อนหน้านี้ที่กล่าวว่าการใช้ยีน matK ร่วมกับ
ยีน rbcL ท าให้การจ าแนกได้ดีขึ้น [3] เมื่อตรวจสอบ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่าสามารถแยกสิงโต
ก้ามปูใหญ่และสิงโตก้ามปูแดงออกจากกันได้ 
 

4. สรุป 
การตรวจสอบกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่

สิงโตสยามด้วยรหัสแท่งดีเอ็นเอ พบว่าล าดับนิวคลี-  
โอไทด์ของยีน matK, rbcL และ rpoB สามารถแยก
กล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยามทั้ง 12 ชนิด 
ได้เกือบท้ังหมด ยกเว้นสิงโตก้ามปูใหญ่และสิงโตก้ามปู
แดง ซึ่งสามารถแยกได้ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 หรือล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าการ
จ าแนกชนิดกล้วยไม้สกุลสิงโตกลอกตาหมู่สิงโตสยาม
ควรใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์อย่างน้อย 3 บริเวณ คือ ยีน 
matK, rbcL และ rpoC1 หรือ matK, rbcL และ 
trnH-psbA 
 
 

5. รายการอ้างอิง 
[1] สลิล สิทธิสัจจธรรม, 2553, กล้วยไม้สิงโตกลอก

ตาในประเทศไทย, ส านักพิมพ์บ้านและสวน, 
กรุงเทพฯ, 255 น. 

[2] Kress, W.J. and Erickson, D.L., 2008, DNA 
Barcodes: Genes, genomics and 
bioinformatics, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 
105: 2761-2762. 

[3] CBOL Plant working Group, 2009, A DNA 
barcode for land plants, Proc. Nat. Acad. 
Sci. U.S.A. 106: 12794-12797. 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                              ปทีี่ 22 ฉบับที ่4 ตุลาคม - ธันวาคม 2557 

 530 

[4] Sugita, M., Shinozaki, K. and Sugiura, M., 

1985, Tobacco chloroplast tRNA Lys 
(UUU) gene contains a 2.5-kilobase-pair 

intron: An open reading frame and a 
conserved boundary sequence in the 

intron, Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 82: 
3557-3561. 

[5] Soltis, D.E., Soltis, P.S. and Doyle, J.J., 
1998, Molecular Systematic of Plants II: 

DNA Sequencing, Kluwer Academic Press, 
Boston. 

[6] Plunkett, G.M., Soltis, D.E. and Soltis, P.S., 
1997, Clarification of the relationship 
between Apiaceae and Araliaceae based 

on matK and rbcL sequence data, Amer. 
J. Bot. 84: 565-580. 

[7] Doyle, J.J. and Doyle, J.L., 1987, A rapid 
DNA isolation procedure for small 
quantities of fresh leaf tissue, 
Phytochem. Bull. 19: 11-15. 

[8] Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, 
T., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2nd Ed., Cold Spring Harbor 
Laboratory, New York, 1626 p.  

[9] นฤมล ธนานันต์ , วิภาวรรณ ประสิทธิ์ และ       
ธีระชัย ธนานันต์ , 2555, การจ าแนกข้าวพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 และพันธุ์ปรับปรุงจากพันธุ์
ขาวดอกมะลิ 105 ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี , 
Thai J. Sci. Technol. 1: 169-188. 

 


