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บทคัดย่อ 
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกลุแวนดา้หมู่เข็มที่พบเฉพาะในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่ง

สร้างจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และยีน rpoC1 ด้วยวิธี neighbor-joining และ maximum likelihood 
พบว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอสามารถใช้จ าแนกกลุ่มกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้ครบทุกชนิดและศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมได้ การจ าแนกและการจัดกลุ่มโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนเพียงยีนเดียวนั้นมีความผันแปรไปจาก
ผลที่คาดไว้ เนื่องจากมีข้อมูลไม่เพียงพอ เมื่อใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 2 บริเวณ ร่วมกัน พบว่ามีค่า CI และ RI 
เท่ากัน 0.62 และ 0.72 ตามล าดับ โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนทั้งสองสามารถแสดงการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ของ
กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้อย่างน่าเช่ือถือมากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการจ าแนกด้วยลักษณะสัณฐานและการจัด
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กลุ่มใหม่ของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rpoC1 มีความเหมาะสมต่อ
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มในระดับที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 2 บริเวณ ร่วมกันจะให้ข้อมูลเพียงพอต่อการศึกษาชนิดของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่
ใกล้ชิดกัน ดังนั้นความหลากหลายทางพันธุกรรมที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จึงสามารถน าไปใช้เป็นฐานข้อมูลส าหรับ
การปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ได้ รวมทั้งใช้เป็นข้อมูลส าหรับการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชและอนุกรมวิธานกล้วยไม้ใน
ประเทศไทยต่อไป 

ค าส าคัญ : กล้วยไม้; แวนด้า; หมู่เข็ม; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; การจ าแนก; ยีน matK; ยีน rpoC1 

Abstract 
Phylogenetic trees of Vanda section Ascocentrum localized in Southeast Asia was 

constructed using matK and rpoC1 genes followed neighbor-joining and maximum likelihood. It 
was shown that chloroplast DNA could be used as markers to classify all of Vanda section 
Ascocentrum and revealed genetic relationships among species. While grouping and classification 
by a single gene reached some limitations, combined two gene datasets could effective divide 
groups of Vanda section Ascocentrum with CI and RI value of 0.62 and 0.72, respectively and was 
also consistent with results from morphological classification. In addition, it was obvious that 
clustering of Vanda section Ascocentrum by using matK and rpoC1 genes was instrumental to 
study genetic relationship among closed related orchid species. Knowledge obtained in this study 
provides a practical database of orchid genetic diversity that can be beneficial for various 
application including orchid taxonomy, breeding, as well as plant conservation as whole.     

Keywords: orchid; Vanda; section Ascocentrum; genetic relationship; identification; matK; rpoC1 

1. บทน า
กล้วยไม้ (Orchidaceae) จัดเป็นพืชดอกวงศ์

ใหญ่ ค้นพบแล้วประมาณ 25,000 ชนิด กระจายอยู่ทั่ว
โลก มีการจ าแนกโดยอาศัยข้อมูลทางพันธุกรรมเป็น 5 
วงศ์ย่อย ได้แก่ (1) Apostasioideae (2) Cypripe-
dioideae (3) Epidendroideae (4) Orchidoideae 
และ (5) Vanilloideae แต่ยังมีการศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรม (genetic relationship) และการจัด
จ าแนก (identification) กล้วยไม้อย่างต่อเนื่อง ทั้งนี้
เนื่องจากมีการค้นพบกล้วยไม้ชนิดใหม่ ๆ เพิ่มขึ้นทุกปี 

รวมทั้งเพื่อจัดจ าแนกกล้วยไม้พันธุ์แท้กับลูกผสมให้
ชัดเจนยิ่งขึ้น [1-3] โดยกล้วยไม้สกุลแวนด้า (Vanda) 
นั้นจัดอยู่ในวงศ์ย่อย (subfamily) Epidendroideae 

เผ่า (tribe) Vandeae เผ่าย่อย (subtribe) Aeridinae 
เป็นกล้วยไม้ที่พบแพร่กระจายพันธุ์ในบริเวณเขตร้อน
ช้ืนทั่วทั้งบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ อินเดีย และ
ออสเตรเลีย เป็นพืชกลุ่มที่มีปัญหาในการศึกษาความ 
สัมพันธ์ระหว่างชนิดและการจัดจ าแนกภายในกลุ่ม ซึ่ง
หากมีการศึกษาแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(phylogenetic tree) ในกล้วยไม้สกุลนี้จะท าให้
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สามารถจ าแนกกลุ่มได้ชัดเจนมากขึ้น [3] ปี พ.ศ. 
2558 ตลาดกล้วยไม้เขตร้อนได้ขยายเพิ่มขึ้นมาก ซึ่งมี
กล้วยไม้สกุลแวนด้ารวมอยู่ด้วย ดังนั้นการขาดข้อมูล
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและการขาดวิธีการจ าแนก
กล้วยไม้ทีถู่กต้องนั้นจะเป็นปัญหาส าคัญต่อการส่งออก
กล้วยไม้ โดยวิธีการจ าแนกด้วยการพิจารณาเพียง
ลักษณะสัณฐานนั้นอาจเกิดความสับสนได้ง่ายและ
จ าเป็นต้องอาศัยความเช่ียวชาญ การศึกษาความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มครั้งนี้
จึงเป็นแนวทางในการแก้ปัญหา เพื่อให้สามารถจ าแนก
กลุ่มและมีข้อมูลความ สัมพันธ์ที่มีความชัดเจนมากขึ้น  

กล้วยไม้สกุลแวนด้าพบมากในภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ การศึกษาพบว่ากล้วยไม้สกุลแวนด้า
มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกนัภายในสกุล เมื่อวิเคราะห์ด้วย
ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบางบริเวณร่วมกันภายใน
เผ่าย่อย Aeridinae [4] จึงจัดกลุ่มใหม่ โดยกล้วยไม้
สกุลเข็มเดิมถูกรวมไวใ้นสกุลแวนด้าและจ าแนกย่อยไว้
ในหมู่เข็ม เป็นกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม [5] ซึ่งผล
การศึกษานั้นยังจ าแนกกล้วยไม้ในสกุลเข็มเดมิบางชนดิ
ออกไปอยู่ ในหมู่อื่น ได้แก่  หมู่แอสโคเซนโทรซิส 
(Ascocentrosis) โดยหมู่เข็มคงเหลืออยู่ 9 ชนิด ที่มี
ลักษณะเฉพาะของกล้วยไม้ในสกุลแวนด้าหมู่เข็ม ซึ่ง
แตกต่างจากหมู่อื่น ๆ เช่น เมื่อพิจารณาจากลักษณะ
สัณฐานพบว่าเดือยดอกมีลักษณะเป็นถุงยาว สามารถ
ผลิตน้ าหวานได้ภายในถุง มีขนาดของปากดอกและ
ความยาวของเดือยพอดีกับปากนก และมีเฉดสีส้ม แดง 
ม่วง ซึ่งเป็นช่วงสีที่นกสังเกตเห็นได้ง่ายเพื่อล่อให้นก
ช่วยผสมเกสร [6,7] นอกจากนี้พบว่าเข็มม่วง เข็มแดง 
และเข็มแสดมีการแพร่กระจายพันธุ์ทั่วทุกภูมิภาคของ
ประเทศไทย เข็มเวียดนามและเข็มยูนนานพบเฉพาะ
ในบริเวณแถบชายแดนทางภาคเหนือและภาคตะวัน-
ออกเฉียงเหนือของประเทศไทย รวมทั้งเวียดนาม ส่วน
อีก 4 ชนิด พบในพม่า มาเลเซีย และอินโดนีเซีย 

การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ ในการศึกษาความ 
สัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต โดยน าข้อมูลทางพันธุกรรม
มาแปลงเป็นค่าตัวเลขทีเ่ป็นข้อมูลทางคณิตศาสตร์ตาม
หลักการของอัลกอริทึม (algorithm) หรือแบบจ าลอง 
(model) และค านวณความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
(evolutionary relationships) แล้วสร้างเป็นแผนภูมิ 
ซึ่งมกีารพัฒนาวิธีการวิเคราะห์ขึ้นหลายแบบ ทั้งนี้เพื่อ
ท าให้การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกันและการ
วิเคราะห์วิวัฒนาการสอดคล้องกับความเป็นจริงมาก
ที่สุด โดยการเลือกใช้เครื่องหมายโมเลกุล (molecular 
marker) นั้นจะพิจารณาจากวัตถุประสงค์ของการ 
ศึกษา ถ้าต้องการศึกษาความ สัมพันธ์ระหว่างสิ่งมีชีวิต
ที่แตกต่างกันมาก ควรเลือกใช้ข้อมูลลักษณะปรากฏ 
(phenotype) เช่น โปรตีน เนื่องจากมีความผันแปร
น้อยกว่าและสามารถวิเคราะห์สิ่งมี ชีวิตที่มีความ 
สัมพันธ์แบบห่างกันได้ แต่ถ้าต้องการศึกษาสิ่งมีชีวิตที่มี
ความสัมพันธ์ ที่ ใกล้ ชิดกันมาก  ควรใ ช้ยี โน ไทป์ 
(genotype) หรือยีนจ าเพาะ (specific gene) หรือ
ต าแหน่งที่มีเพียงอัลลีล (allele) เดียว อย่างไรก็ตาม 
ต าแหน่งนั้นต้องมีความผันแปรมากพอที่จะให้ความ
แตกต่างระหว่างตัวอย่างได้ เนื่องจากการเปลี่ยนแปลง
ของลักษณะปรากฏจะได้รับอิทธิพลจากสิ่งแวดล้อม
และบางครั้งไม่ใช่ผลจากการเปลี่ยน แปลงของสาร
พันธุกรรม [8] 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ที่นิยมใช้
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในพืชนั้น มกีารใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) หลายต าแหน่งที่มี
ความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ค่อน 
ข้างสูง แต่มลี าดับอนุรักษ์ (conserved sequence) ที่
ส่วนปลาย และมีขนาดไม่ใหญ่มากนัก โดยพบว่าล าดับ
นิวคลีโอไทด์ของคลอโรพลาสต ์(chloroplast) ในพืชมี
ความเหมาะสม เนื่องจากจีโนมของพืชส่วนใหญ่มักเป็น
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พอลิพลอยด์ (polyploidy) แต่จีโนมของคลอโรพ
ลาสต์นั้นมเีพียงอัลลีลเดียวจึงเหมาะสมมากกว่า โดยมี
การเสนอล าดับนิวคลีโอไทด์หลายต าแหน่ง ได้แก่ ยีน 
rbcL ยีน matK ยีน rpoC1 ยีน rpoB และช้ินดีเอ็นเอ
ที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA เป็นต้น [9-14] และ
เสนอว่าส าหรับพืชบก (Embryophyte, land plants) 
ควรใช้ 2-3 ต าแหน่ง ร่วมกัน เพื่อใหไ้ด้ผลทีถู่กต้องและ
มีความน่าเช่ือถือเพิ่มข้ึน เช่น rpoC1 + rpoB + MatK 
หรือ rpoC1 + matK + trnH-psbA หรือ rbcL + 
trnH-psbA [10-14]  

การวิจัยครั้งนี้ได้เลือกใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
คลอโรพลาสต์ 2 ต าแหน่ง คือ ยีน matK และ rpoC1 
เพื่อประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้
สกุลแวนด้าหมู่เข็ม โดยจัดเรียงต าแหน่ง (alignment) 
แล้วใช้แบบจ าลองค านวณค่าระยะห่างทางวิวัฒนาการ
จากการกลาย (mutation) ที่ปรากฏ และสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยการพิจารณาระยะห่าง 
(distance) และการพิจารณาลักษณะ (character) 
แล้วเปรียบเทียบแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม โดยวิเคราะห์ความ 
สัมพันธ์ระหว่างตัวอย่างเปรียบเทียบกับข้อมูลการ
จ าแนกที่มีรายงานมาก่อน และฝากเก็บข้อมูลล าดับ   
นิวคลีโอไทด์ไว้ในฐานข้อมูล GenBank (http://www. 
ncbi.nlm.nih.gov/genbank) เพื่อใช้ประโยชน์ทาง
อนุกรมวิธาน การจ าแนกชนิดกล้วยไม้  และการ
ปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ที่มคีุณค่าทางเศรษฐกิจต่อไป 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตัวอย่างกล้วยไม้ 

กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม 11 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วยกล้วยไม้ที่พบทั่วไปในประเทศไทย 4 
ชนิด ได้แก่ เข็มแสด [Vanda garayi (Lindl.) L.M. 
Gardiner] เข็มแดง [V. curvifolia (Lindl.) L.M. 

Gardiner] เข็มม่วง [V. ampullacea (Roxb.) L.M. 
Gardiner] เข็มแสดใต้ [V. miniata (Lindl.) L.M. 
Gardiner] กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มหายาก 1 ชนิด 
ได้แก่ เข็มเวียดนาม [V. christensoniana (Haager) 
L.M. Gardiner] และกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่แอสโค-
เซนโทรซิส 1 ชนิด ได้แก่ เข็มยูนนาน [V. nana 
(Avar.) L.M. Gardiner] ซึ่งพบบริเวณตอนเหนือของ
ประเทศไทย รวมทั้งกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มพันธุ์
กลาย (mutant) ซึ่งประกอบด้วยเข็มม่วงที่เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของสีกลีบดอก 3 ชนิด ได้แก่ เข็มม่วง
เผือก (V. ampullacea var. album) เข็มม่วงดอกส้ม 
(V. ampullacea var. aurantiacum) เข็มม่วงดอก
แดง (V. ampullacea var. moulmeinense) และ
เข็มเวียดนามที่เกิดการเปลี่ยนแปลงของสีกลีบดอก 1 
ชนิด ได้แก่ เข็มเวียดนามดอกส้ม (V. christenso-
niana ‘orange’) และเข็มพันธุ์ลูกผสม (V. hybrid) 1 
ชนิด  

2.2 สกดัดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากกล้วยไม้ด้วยวิธีที่ประยุกต์ 

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 (ß-mercapto-
ethanol) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร น าไปบ่มในอ่างน้ า
ควบคุมอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
โดยผสมด้วยการพลิกหลอดไปมาเป็นระยะ ๆ เมื่อครบ
เวลาจึงน าออกมาวางให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม 
คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อัตราส่วน 24:1 
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(chloroform : isoamyl alcochol = 24:1) ปริมาตร 
1 เท่า ของปริมาตรทั้งหมด ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไป
หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 x g เป็นเวลา 10 นาที 
ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติมลิเนียร์พอลิ -
อะคริลาไมด์ (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 เทสารละลายทิ้งและล้างตะกอนด้วย  
เอทานอล (ethanol) 70 เปอร์เซ็นต์ 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 
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 ลติร 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 (polymerase chain reaction, PCR) 
โดยใช้สารละลายดีเอ็นเอความเข้มข้น 100 นาโนกรัม 
ของกล้วยไม้แต่ละชนิดเป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA 
template) ร่วมกับคู่ไพรเมอร์จ าเพาะกับยีน matK 
(matK-F คือ 5´-AATTTACGATCAATTCATTC-3´ 
และ matK-R คือ 5´-TTCTAGCACAAGA AAGTCG-
3´) และยีน rpoC1 (rpoC1-F คือ 5´-GTGGATACACT 
TCTTGATAATGG-3´ และ rpoC1-R คือ 5´-TGAGAA 
AACATAAGTAAACGGGC-3´) ความเข้มข้น 5 ไมโคร
โมลาร์ ในสารละลายผสมส าหรับเพิ่มปริมาณช้ิน       
ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซพ่อลิเมอรเ์รส คือ Taq DNA 
polymerase (5 U/µl) (RBC Bioscience, Taiwan) 
dNTP (2 mM) บัฟเฟอร์ (1X) และน้ า รวมปริมาตร
สุทธิ 40 ไมโครลิตร ซึ่งสภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
คือ เริ่มต้นที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
วินาที และท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 35 รอบ ที่
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 53 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที เมื่อท าปฏิกิริยาครบ 
แล้ว สิ้นสุดที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
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นาที แล้วตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีอิเล็กโทร- 
โฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ 

2.4 การวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทด์ 
ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 

และ rpoC1 ในกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มพันธุ์ต่าง ๆ 
โดยน าผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสส่งไป
วิเคราะห์ที่บริษัท Solgent (ประเทศเกาหลีใต้) เมื่อ
ได้รับผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละตัวอย่างแล้ว 
ตรวจสอบความถูกต้องของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยการ
พิจารณากราฟของนิวคลีโอไทด์แต่ละชนิดจากไฟล์
นามสกุล .abi ด้วยโปรแกรม Mega 6.0 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis) [16] 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างกล้วยไม้
สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่ตรวจสอบแล้วจะน าไปวิเคราะห์
เปรียบเทียบความถูกต้องของล าดับนิวคลีอไทด์ใน
ต าแหน่งเป้าหมายด้วยโปรแกรม BLAST ในเว็บไซต์
ของ NCBI (National Center for Biotechnology 
Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) แล้ว
น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละยีนมาวิเคราะห์ความ
คล้ายคลึงกันด้วยการเรียงต าแหน่งเปรียบเทียบกัน
แบบหลายตัวอย่าง (multiple alignment) ด้วย
โปรแกรมวิเคราะห์แบบออนไลน์ ClastalW [17] แล้ว
จึงน ามาวิเคราะห์ต่อด้วยโปรแกรม MEGA 6.0 โดยใช้
ผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี ClastalW มาใช้เป็นข้อมูลเพื่อ
สร้ า งแผนภูมิ ความสัมพันธ์ ทางพันธุ กรรมจาก
แบบจ าลองส าหรับสร้างแผนภูมิความ สัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม ซึ่งเลือกใช้วิธีการจัดกลุ่มจากระยะห่างทาง
พันธุกรรมที่ได้จากการวิเคราะห์ เช่น แบบจ าลอง 
neighbor joining (NJ) และวิธีการจัดกลุ่มโดยอาศัย
ลั ก ษณ ะ ข้ อ มู ล พั น ธุ ก ร ร ม  เ ช่ น  แบ บ  จ า ล อ ง 
maximum parsimony (MP) และ แบบ จ าลอง 
maximum likelihood (ML) แล้วเปรียบ เทียบผล
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยแผนภูมิความ สัมพันธ์

ทางพันธุกรรมของทุกแบบจ าลอง เปรียบเทียบผลการ
จ าแนกกลุ่มของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่ เข็ม  และ
พิจารณาเปรียบเทียบความสอดคล้องกับวิธีการจ าแนก
ด้วยลักษณะสัณฐาน รวมทั้ งรายงานการวิจัยที่
เกี่ยวข้องกับความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่
เข็มต่อไป 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่

พอลิเมอเรสพบว่าได้ช้ินดีเอ็นเอตามขนาดที่คาดไว้ใน
กล้วยไม้สกุลแวนด้าหมูเ่ข็มและหมูแ่อสโคเซนโทรซิสได้
ครบทุกตัวอย่าง เมื่อตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ที่มีความยาว
ประมาณ 957 คู่เบส และล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 
rpoC1 ที่มีความยาวประมาณ 569 คู่เบส เมื่อ
วิเคราะห์การปนเปื้อนของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย
โปรแกรม BLAST พบว่าทุกตัวอย่างคล้ายกับยีน
เป้าหมายที่พบในกล้วยไม้ ในฐานข้อมูล GenBank 
จากนั้นจึงฝากเก็บล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 
และ rpoC1 ในกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่ เข็มไว้ ใน
ฐานข้อมูล Genbank ซึ่งได้รับหมายเลขเฉพาะ 
(accession number) ดังตารางที่ 1 

การวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ใน
ทุกตัวอย่างของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มและหมู่
แอสโคเซนโทรซิสทั้ง 11 ชนิด ด้วยการใช้โปรแกรม 
ClastalW พบว่าเกิดการแทนที่ของล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(substitution) ในแต่ละตัวอย่างของกล้วยไม้สกุล
แวนด้าหมู่เข็ม โดยยีน matK มีต าแหน่งผันแปร 
(variable site) ของนิวคลีโอไทด์ 45 ต าแหน่ง เป็น
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ให้ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ 
(parsimony information site) 34  ต าแหน่ง เป็น
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงครั้งเดียว 
(singleton) 21 ต าแหน่ง และยีน rpoC1 มีต าแหน่ง
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ผันแปรของนิวคลีโอไทด์ 30 ต าแหน่ง เป็นล าดับนิวคลี
โอไทด์ที่ให้ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ 22 ต าแหน่ง 
เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิดการเปลี่ยนแปลงครั้งเดียว 
8 ต าแหน่ง นอกจากนี้ยังมีการเพิ่มขึ้นและหายไปของ 
นิวคลีโอไทด์ (indel) ซึ่งให้ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย  
 
ตารางที่ 1 หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน matK และ rpoC1 
 

พันธุก์ลว้ยไม้ 
หมายเลขเฉพาะของ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

matK rpoC1 
V. curvifolia KP772696 KP297985 
V. garayi ‘yellow’ KP772697 KP297986 
V. garayi KP772698 KP297987 
V. ampullacea KP772699 KP297988 
V. ampullacea var. 

album 
KP772700 KP297989 

V. ampullacea var. 
moulmeinense 

KP772701 KP297990 

V. ampullacea var. 
aurantiacum 

KP772702 KP297991 

V. christensoniana KP772703 KP297992 
V. christensoniana 

‘orange’ 
KP772704 KP297993 

V. nana KP772705 KP297994 
V. miniata KT581390 KT581393 

 
3.1 การวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรม 
การสร้ า งแผนภู มิ ค วามสั มพันธ์ ทา ง

พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้ าหมู่ เข็มด้ วย

โปรแกรม MEGA 6.0 โดยใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน matK และ rpoC1 ด้วยวิธี NJ, ML และ MP 
พบว่าสามารถใช้จ าแนกกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้ 
ผลการวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของยีน matK พบว่ามีค่า consistency index เท่ากับ 
0.827586 ค่า retention index เท่ากับ 0.9 แสดงว่า
แต่ละตัวอย่างสามารถแยกจากกันชัดเจน โดยมี
ลักษณะที่มีร่วมกันในยีนนี้น้อยเมื่อพิจารณาจากล าดับ
นิวคลีโอไทด์ที่ให้ข้อมูลมาก ส่งผลให้แผนภูมิความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้สอดคล้องกับข้อมูลเบื้องต้น
ที่ใช้พิจารณาอย่างยิ่ง เมื่อพิจารณาการจ าแนกกลุ่มของ
กล้วยไม้พบว่าสามารถจ าแนกได้สอดคล้องกับวิธี
จ าแนกด้วยลักษณะสัณฐานโดยแบ่งเป็น 4 กลุ่มย่อย 
คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ เข็มเวียดนาม เข็มเวียดนามดอก
เหลือง และเข็มยูนนาน กลุ่ม 2 ได้แก่ เข็มแดง และ
เข็มม่วงดอกขาว กลุ่ม 3 ได้แก่ เข็มม่วง เข็มม่วงดอก
แดง และเข็มม่วงดอกส้ม และกลุ่ม 4 ได้แก่ เข็มแสด 
เข็มแสดใต้  เข็มพันธุ์ผสม (รูปที่  1) ซึ่ ง ในกลุ่มนี้
เครื่องหมาย matK ไม่สามารถจ าแนกตัวอย่างทั้ง 3 
ชนิด ออกจากกันได้ ดังนั้นจึงไม่เหมาะสมส าหรับการ
ใช้ยีนเพียงยีนเดียวเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับการ
จ าแนกกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มในระดับชนิด ซึ่ง
สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่ายีน matK 
สามารถใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในพืช 
ดอกบางวงศ์และในวงศ์กล้วยไม้บางกลุ่ม ได่แก่ ในเผ่า 
Epidendriodeae เผ่าย่อย Aeridineae สกุลกุหลาบ 
สกุลโฮโลกลอสซัม สกุลหวาย และสกุลแวนด้า เป็นต้น 
[7,18-26] อย่างไรก็ตาม พบว่าสามารถจ าแนกชนิดได้
ในกลุ่มตัวอย่างที่มีความใกล้ชิดกันไม่มาก ดังนั้นจึง
สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอได้ดีส าหรับการแยก
ในระดับสกุลขึ้นไป และสามารถใช้ร่วมกับต าแหน่งอื่น
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมและจ าแนกชนิดกล้วยไม้ได้ดีขึ้น เช่น ใช้
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ร่วมกับต าแหน่ง rbcL, rpoC1, trnL-F, nrITS และ 
trnH-psbA [26-28] เป็นต้น โดยยีน matK จะแปล
รหัสเป็นเอนไซม์ maturase ท าหน้าที่ในกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงหลังถอดรหัส โดยพบว่ามีอัตราการผัน
แปรที่ผิดปกติได้ทั้งนิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโน ซึ่งการ
เพิ่มขึ้นหรือขากหายไปของนิวคลีโอไทด์จะท าให้เกิด
การเลื่อนกรอบการแปลรหัสไป ซึ่งอาจเป็นเหตุผลหนึ่ง

ที่พบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ไม่สมบูรณ์ใน
กล้วยไม้ โดยพบเป็นยีนเทียม (pseudogene) อันเป็น
อิทธิพลจากอัตราการรับแสงและระยะการพัฒนาการ
ในกล้วยไม้ ซึ่งควบคุมการวิวัฒนาการของยีนนี้ แต่ก็มี
บางรายงานพบว่าผลจากอัตราการผันแปรที่สูงผิดปกติ
นี้ส่งผลให้ยีนมีความเหมาะสมต่อการเป็นเครื่องหมายดี
เอ็นเอท่ีใช้ศึกษาความสัมพันธ์ในพืช [29-32] 

 

 
 

รูปที่ 1 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่วิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน matK ด้วยแบบจ าลอง neighbor joining 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 สามารถ

ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
แวนด้าหมู่เข็มได้ เมื่อวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมพบว่ามีค่า consistency index เท่ากับ 
0.653846 ค่า retention index เท่ากับ 0.75 และ
การจัดกลุ่มของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มแบ่งได้เป็น 
2 กลุ่ม คือ กลุ่มพันธุ์แท้ ได้แก่ เข็มแดง เข็มม่วง เข็ม
แสด เข็มเวียดนาม เข็มยูนนาน และเข็มเวียดนามดอก
ส้ม กับกลุ่มพันธุ์กลาย ได้แก่ เข็มม่วงเผือก เข็มม่วง
ดอกแดง เข็มม่วงดอกส้ม เข็มแสดใต้ และเข็มลูกผสม 
(รูปที่ 2) ซึ่งคลาดเลื่อนไปจากกลุ่มที่ใกล้ชิดกันตามที่
คาดไว้ โดยอาจมีสาเหตุจากการที่กล้วยไม้เป็นพืช

ช้ันสูงที่มีการวิวัฒนาการมากขึ้นจนลดรูปลักษณะ
หลายอยา่งลง โดยอินทรอนที่แทรกอยู่ภายในเอกซอน 
(exon) ของยีน rpoC1 อาจถูกก าจัดออกไป คล้ายกับ
ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวบางชนิด (เช่น ข้าว ข้าวโพด) ส่งผล
ให้มีความผันแปรไม่เพียงพอต่อการวิเคราะห์ เนื่องจาก
อินทรอนที่แทรกอยู่เป็นลักษณะร่วมที่ปรากฏในกลุ่ม
พืชดอกและเป็นแหล่ง ข้อมูลส าหรับการวิเคราะห์ 
อย่างไรก็ตาม ยังสามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ
เพื่อแยกตัวอย่างแต่ละชนิดได้ตามที่มีการแนะน าไว้ว่า
สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับศึกษาความ 
สัมพันธ์ของพืชบก พืชดอก และกล้วยไม้ โดยน าไป
วิเคราะห์ร่วมกับยีนอื่น [10,13-14,33-34] 
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รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่วิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน rpoC1 ด้วยแบบจ าลอง neighbor joining 

 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะเพียงยีนเดียว
พบว่ามีประสิทธิภาพในการจัดกลุ่มแสดงความสัมพันธ์
ไม่เพียงพอ ดังนั้นจึงน าชุดข้อมูลมารวมกันเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการวิเคราะห์ตามที่ข้อเสนอแนะ พบว่า
เมื่อรวมกันแล้วมีค่า consistency index เท่ากับ 
0.621212 ค่า retention index เท่ากับ 0.709302 
ซึ่งมีค่าต่ ากว่าการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์เพียงต าแหน่ง
เดียว กล่าวคือ มีลักษณะที่แสดงร่วมกันของล าดับ     
นิวคลีโอไทด์เพิ่มขึ้นเมื่อพิจารณาแยกแต่ละตัวอย่าง 
แต่เมื่อเปรียบเทียบจากชุดข้อมูลทุกตัวอย่างก็แสดงให้
เห็นว่าตัวอย่างมีลักษณะที่ใกล้ชิดกันและแบ่งกลุ่มย่อย
ได้น่าเช่ือถือขึ้น โดยสามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มย่อย 
ตามลักษณะที่สัมพันธ์ใกล้ชิดของตัวอย่าง สอดคล้อง
กับลักษณะสัณฐานและปัจจัยสภาพแวดล้อมของแหล่ง
กระจายพันธุ์ คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ เข็มแดง เข็มม่วง เข็ม
ม่วงเผือก เข็มม่วงดอกส้ม เข็มม่วงดอกแดง กลุ่มที่ 2 
ได้แก่ เข็มแสด เข็มแสดใต้ และเข็มลูกผสม และกลุ่มที่ 
3 ได้แก่ เข็มเวียดนาม เข็มเวียดนามดอกส้ม และเข็ม
ยูนนาน (รูปที่ 3) ซึ่งจะเห็นว่ากล้วยไม้แต่ละชนิดใน

กลุ่มเดียวกันมีข้อมูลทางพันธุกรรมร่วมกันที่แสดง
ความใกล้ชิดเพิ่มขึ้นและสอดคล้องกับลักษณะปรากฏ 
ได้แก่ โครงสร้างดอก ลักษณะใบ และปัจจัยจากสภาพ 
แวดล้อมแหล่งที่พบ ส่งผลให้เกิดการวิวัฒนาการแยก
จากกันของแต่ละกลุ่ม แต่ก็มีวิวัฒนาการที่แยกห่าง
ออกจากกันทีท่ าให้เกิดความแตกต่างกันของพันธุกรรม 
[6,19] เนื่องจากสภาพแวดล้อมเป็นปัจจัยหลักที่
ควบคุมให้เกิดการวิวัฒนาการในสิ่งมีชีวิตเพื่อความอยู่
รอด โดยลักษณะปรากฏจะเปลี่ยนแปลงออกไปต้อง
เปลี่ยนแปลงข้อมูลพันธุกรรมก่อน ซึ่งกล้วยไม้ในระดับ
สกุลหรือชนิดที่มีความใกล้ชิดกันมากนั้น การใช้ล าดับ 
นิวคลี โอไทด์ เป็นเครื่องหมายดี เอ็นเอจึงมีความ
เหมาะสม เพราะการเปลี่ยนแปลงในระดับนิวคลีโอไทด์
ให้ข้อมูลมากเพียงพอส าหรับการศึกษาความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการ [8, 36-37] โดยสนับสนุนการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในพืช เช่น การใช้ยีน rbcL 
เพื่อจ าแนกพืชวงศ์กล้วยไม้ออกเป็น 5 เผ่าใหญ่ ได้
อย่างมีประสิทธิภาพ แต่ผลการวิเคราะห์มีความ
ผิดพลาดมากขึ้นเมื่อมีการจัดกลุ่มที่ต่ าลงมาในระดับ
สกุล ซึ่งสอดคล้องกับผลการจ าแนกกล้วยไม้สกุล
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แวนด้าหมู่เข็มที่มีประสิทธิภาพไม่เพียงพอ และเมื่อใช้
ยีน matK หรือช้ินดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ
ยีน psbA เพื่อจ าแนกกล้วยไม้ในระดับเผ่า เผ่าย่อย 
สกุล และชนิดสามารถใช้ศึกษาได้ดีกว่า แต่ได้เฉพาะ
บางกลุ่มยังไม่ครอบคลุมพืชทุกชนิด ดังนั้นการใช้
เครื่ องหมายดี เอ็นเอหลายยีนร่วมกันจึงมีความ

เหมาะสมต่อการศึกษาพันธุกรรมมากกว่า เนื่องจากให้
ข้อมูลเพียงพอและสามารถเลือกให้เหมาะกับระดับ
ความสัมพันธ์ที่ศึกษา เช่น การเสนอให้ใช้ล าดับนิวคลี-
โอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะ 2-3 ต าแหน่ง ร่วมกัน [9-
10, 12-14, 37-38] 

 

 
 

รูปที่ 3 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มที่วิเคราะห์จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน matK ร่วมกับยีน rpoC1 ด้วยแบบจ าลอง maximum likelihood 

 

4. สรุป 
ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่าสามารถใช้ยีน matK 

ร่วมกับยีน  rpoC1 เพื่ อศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ สามารถแยกกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม
แต่ละชนิดออกจากกันได้ และเครื่องหมายดีเอ็นเอแต่
ละชนิดมีประสิทธิภาพเหมาะสมต่อการใช้ศึกษาความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ในระดับที่แตกต่าง
กัน เช่น ยีน rpoC1 เหมาะส าหรับใช้ศึกษาความ 
สัมพันธ์ของพืชในระดับอันดับลงมาจนถึงระดับวงศ์ ยีน  
rbcL เหมาะส าหรับศึกษาความสัมพันธ์ในระดับวงศ์ถึง
ระดับสกุล ยีน matK เหมาะส าหรับศึกษาความ 
สัมพันธ์ในระดับเผ่าจนถึงสกุล และช้ินดีเอ็นเอที่อยู่
ระหว่างยีน trnH กับ psbA เหมาะส าหรับศึกษา

ความสัมพันธ์ในระดับต่ ากว่าสกุล อย่างไรก็ตาม พบว่า
การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะหลาย
ต าแหน่งร่วมกันเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
มีความเหมาะสมมากว่า เช่น การศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้ าหมู่ เข็ม 
นอกจากนั้นยังพบว่าการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของพืชที่มีความใกล้ชิดกันในระดับชนิดโดย
ใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ เช่น เครื่องหมายอาร์เอพีดี ไอ
เอสเอสอาร์ มีความเหมาะสมมากว่า ดังนั้นจึงยังต้องมี
การศึกษาและเก็บข้อมูลความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ต่อไป เพื่อเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาอนุกรมวิธาน 
ความหลายหลายทางพันธุกรรม และใช้ปรับปรุงพันธุ์
กล้วยไม้ เพื่อยกระดับความรู้ เศรษฐกิจของประเทศให้
ทันนานาชาติ 
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