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บทคัดย่อ 
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายเป็นไม้ประดับเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย ซึ่งปัจจุบันการจ าแนก

ชนิดและพันธุ์กล้วยไม้ด้วยลักษณะสัณฐานมักมีความยุ่งยากและเกิดการสับสนได้ง่ายเนื่องจากมีลูกผสม
มากมายหลายชนิด ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงใช้ล าดับนิวลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะเพื่อตรวจสอบกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายจ านวน 13 ตัวอย่าง โดยเพิ่มช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ rpoC1 ในพลาสติด และตรวจสอบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ แล้ววิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม ClustalW2 และ MEGA 4.0 จากนั้นจึงสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่าแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน matK สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุล
หวายกลุ่มเอื้องสายได้ 7 ชนิด ส่วนแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน rpoC1 สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุล
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หวายกลุ่มเอื้องสายได้ทั้ง 13 ชนิด ซึ่งให้ค่าสัมประสิทธิ์ความต่างเป็น 0.000-0.027 และ 0.002-0.014 ตามล าดับ 
อย่างไรก็ตาม เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงพบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนทั้งสองในกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิดนั้นมีความแตกต่างกัน ซึ่งสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายออกจากกันได้ทั้ง 
13 ชนิด 
 

ค าส าคัญ : สกุลหวาย; เอื้องสาย; การจ าแนก; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; ยีนจ าเพาะ 
 

Abstract 
Ueang Sai is a group of genus Dendrobium which one of the most important Thai orchids. 

The currently, to identify the orchid species, varieties and hybrids based on morphology are 
difficult and confusion from many new hybrids. This research, the nucleotide sequences of 
specific site were used to identify 13 samples of Ueang Sai. The plastid genes, matK and rpoC1 
were amplified and sequenced, after that all nucleotide sequences were analyzed by ClustalW2 
and MEGA 4.0. The phylogenetic tree constructed base on the nucleotide sequences of matK and 
rpoC1 could distinguish 7 and 13 out of 13 species, which the distance coefficients ranging 0.000-
0.027 and 0.002-0.014, respectively. However, when analyzed the nucleotide sequences directly, 
the nucleotide sequences of both genes from each Ueang Sai were differences and could 
distinguish 13 out of 13 species. 
 

Keywords: Dendrobium; Ueang Sai; identification; genetic relationship; specific gene  
 

1. บทน า 
กล้วยไม้เป็นพืชดอกที่มีความหลากหลายมาก 

และมีหลายสกุล (genus) ด้วยกัน กล้วยไม้สกุลหวาย 
(Dendrobium) เป็นสกุลที่มีจ านวนชนิด (species) 
มากที่สุด ปัจจุบันพบว่ากล้วยไม้สกุลนี้มีมากกว่า 
1,000 ชนิด นักพฤกษศาสตร์จ าแนกกล้วยไม้สกุล
หวายออกเป็น 41 หมู่ (section) ได้แก่ ฟาแลนแนนเธ 
(Phalaenanthe) เซอราโทเบียม (Ceratobium)      
ยูจิแนนเธ (Eugenanthe) แคลลิสตา (Callista) ไนโกร
เฮอร์ซูเธ (Nigrohirsutae) เป็นต้น [1] โดยในประเทศ
ไทยพบกล้วยไม้สกุลนี้ตามธรรมชาติมากกว่า 150 ชนิด 
ซึ่งทุกชนิดเป็นกล้วยไม้อิงอาศัยและล าต้นมีลักษณะ
แตกต่างกันไป ได้แก่ เป็นล ากลมยาว รูปลูกกล้วย รูป

กระสวย รูปเหลี่ยม และล าต้นผอมยาวคล้ายเส้นลวด 
[2] กล้วยไม้กลุ่มเอื้องสาย (Ueang Sai) จัดอยู่ในสกุล
หวายหมู่ยูจิแนนเธ [3]  

กล้วยไม้ที่ประเทศไทยส่งออกไปจ าหน่าย
ต่างประเทศประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ เป็นกล้วยไม้สกุล
หวายและลูกผสมของสกุลหวาย ด้วยความส าคัญ
ดังกล่าว การวิจัยนี้จึงได้ศึกษาเทคนิคทางพันธุศาสตร์
โมเลกุลที่สามารถใช้ในการจ าแนกและวิเคราะห์ความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้อง
สาย โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotid) ของยีน 
(gene) matK และ rpoC1 ซึ่งเป็นต าแหน่งจ าเพาะ 
(specific site) ที่สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
(DNA marker) ส าหรับจ าแนกสิ่งมีชีวิต โดยสามารถ
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ตรวจสอบได้ในทุกระยะการพัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 
[4] โดยอาศัยความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์
ขนาดสั้น  ๆ  ในบางบริเวณ โดยข้อดีในการใช้ล าดับ    
นิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะคือเป็นเครื่องหมายที่
ใช้ได้ทั่วไป ข้อมูลที่ได้เป็นท่ียอมรับทั่วโลก เนื่องจากใช้
ต าแหน่งหรือยีนเดียวกันเป็นมาตรฐาน ผลที่ได้มี
ประสิทธิภาพ สามารถท าซ้ าได้ รวมทั้งมีขั้นตอนไม่
ซับซ้อน สะดวก และรวดเร็ว  

การวิจัยนี้เลือกใช้ต าแหน่งมาตรฐาน 2 บริเวณ 
คือ (1) ช้ินดีเอ็นเอของยีน matK ซึ่งเป็นยีนที่แทรกอยู่
ในส่วนอินทรอน (intron) ของยีน trnK ในพลาสติด 
(plastid) มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส ท าหน้าที่
ก าหนดการสร้างเอนไซม์ mutarase ส าหรับใช้ใน
กระบวนการตัดแต่ง (splicing) ของอินทรอนกลุ่มที่ 2 
[5] และ (2) ช้ินดีเอ็นเอของยีน rpoC1 ซึ่งเป็นยีนที่อยู่
ในพลาสติด มีขนาดประมาณ 2,800 คู่เบส ท าหน้าที่
ก าหนดการสร้างพอลิเพปไทด์ (polypeptide) ที่เป็น
ส่วนประกอบของเอนไซม์อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA 
polymerase) [6] ทั้งนี้เนื่องจากเคยมีรายงานมาแล้ว
ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK มีประสิทธิภาพสูง
ในการจ าแนกพืช รวมทั้งต าแหน่งจ าเพาะทั้งสองเป็น
บริเวณที่ง่ายต่อการเพิ่มช้ินดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain 
reaction) และเหมาะสมส าหรับเป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอ 
(DNA barcode) 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 

2.1 กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 
ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 

(Dendrobium, Ueang Sai group) ในประเทศไทย 
13 ชนิด ได้แก่ (1) เอื้องสายไหม [D. aphyllum 
(Roxb.) Fischer] (2) เอื้องสายม่านพระอินทร์       
(D. devonianum Paxt.) (3) เอื้องสายม่วง (D. 

lituiflorum Lindl.) (4) เอื้องสายน้ าผึ้งไทย (D. 
primulinum Lindl.) (5) เอื้องสายน้ านม (D. 
cretaceum Lindl.) (6) เอื้องสายมรกต (D. 
chrysanthum Lindl.) (7) เอื้องสายน้ าเขียว (D. 
crepidatum Lindl. & Paxton) (8) เอื้องสายน้ าครั่ง 
(D. parishii Rchb. f.) (9) เอื้องสายหลวง (D. 
anosmum Lindl.) (10) เอื้องสายนางนวล (D. 
crocatum Hook. f.) (11) เอื้องไม้เท้าฤๅษี                      
(D. pendulum Roxb.) (12) เอื้องสายสามสี (D. 
crystallinum Rchb. f.) และ (13) เอื้องสายสี่ดอก 
(D. cumulatum Lindl.) ซึ่งเก็บรวบรวมจากภูมิภาค
ต่าง ๆ ของประเทศไทย น ามาปลูกจนออกดอก เพื่อ
ตรวจสอบพันธุ์ด้วยลักษณะสัณฐาน (morphology) 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม

เอื้องสายทั้ง 13 ชนิด ด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle และ 
Doyle [7] โดยบดใบกล้วยไม้ 3-4 กรัม ในบัฟเฟอร์
สกัด [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 และพอลิไวนิล
ไพรโรลิโดน (polyvinylpyrrolidone, PVP) 0.3 กรัม 
โดยบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาที เมื่อครบเวลาเติม คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (chloroform : isoamyl alcohol = 
24:1) 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปหมุน
เหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแยก
สารละลายใสส่วนบนมาเติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ 
(linear polyacrylamide) 140 ไมโครลิตร และไอโซ
โพรพานอล (isopropanol) 7 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                              ปีที่ 23 ฉบับที ่1 มกราคม - มีนาคม 2558 

 4 

และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเทสารละลายทิ้งและล้าง
ตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ล้าง (washing buffer; 10 mM 
sodium acetate pH 5.2 และ 70 % ethanol) 
ปล่อยให้แห้ง แล้วละลายตะกอนในบัฟเฟอร์อาร์เอ็น
เอส (RNase buffer; 10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 
15 mM NaCl) 500 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์อาร์เอ็น
เอสเอ (RNase A 10 mg/ml) 4 ไมโครลิตร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาสกัดด้วย ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (phenol : chloroform : isoamyl 
alcohol = 25:24:1) 1 ครั้ง และสกัดด้วย คลอโร 
ฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) อีก 1 ครั้ง 
หลังจากนั้นจึงย้ายสารละลายใสส่วนบนมาใส่หลอด
ใหม่ แล้วเติมลิเนียร์พอลิอะคริลาไมด์ 70 ไมโครลิตร 
เติมโซเดียมอะซิเตต (sodium acetate) ความเข้มข้น 
3 โมลาร์ (pH 5.2) ให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตร 
และเติมไอโซโพรพานอลให้ได้ 50 เปอร์เซ็นต์ ของ
ปริมาตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 12,000 x g เป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นเทสารละลายทิ้ง ล้างตะกอน
ด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ และผึ่งตะกอนให้แห้ง 
แล้วละลายตะกอนด้วยบัฟเฟอร์ทีอี (TE buffer; 10 
mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA) ปริมาตร 
200-300 ไมโครลิตร หลังจากนั้นจึงตรวจสอบปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบ
คุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electro-
phoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 0.8 
เปอร์เซ็นต์ [8] 

2.3 การเพ่ิมชิ้นดีเอ็นเอของยีน matK และ 
rpoC1 

น าดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย
ทั้ง 13 ชนิด ที่สกัดได้มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 100 
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มช้ินดีเอ็นเอที่
ต าแหน่งจ าเพาะ คือ ช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ 
rpoC1 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ดีเอ็นเอ 100 
นาโนกรัม ในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM KCl, 20 mM 
Tris-HCl pH 8.4 และ 0.25 mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลี
โอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP)                                   
ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ โดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะต่อ
ยีน matK (5- TAA TTT ACG ATC AAT TCA TTC -3 
กับ 5- GTT CTA GCA CAA GAA AGT CG -3 และ 
rpoC1 (5- GTG GAT ACA CTT CTT GAT AAT GG -3 
กับ 5- TGA GAA AAC ATA AGT AAA CGG GC -3) 
ปริมาณ 500 นาโนโมลาร์ และเอนไซม์ Taq DNA 
polymerase (InvitrogenTM life technology, 
Brazil) 1 ยูนิต 

โดยปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 3 ขั้นตอน 
คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาที 
จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซยีส 
นาน 30 วินาที อุณหภมู ิ 53 องศาเซลเซียส นาน 40 
วินาที และอณุหภมู ิ72 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที 
จ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูม ิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ แล้วตรวจสอบ
ผลผลติที่ไดด้้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
1.5 เปอร์เซ็นต์ [9] 

2.4 การวิเคราะห์ผล 
เมื่อตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ ของ    

ช้ินดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่  
พอลิเมอเรสของยีน matK และ rpoC1 โดยบริษัท 
Solgent (ประเทศเกาหลีใต้) แล้ว น าข้อมูลที่ได้มา
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม ClustalW2 เพื่อวิเคราะห์
ความแตกต่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ของ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิด น าผลการ
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เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) 
ด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 4.0 (molecular 
evolutionary genetics analysis version 4.0) 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
3.1 การเพ่ิมชิ้นดีเอ็นเอของยีน matK และ 

rpoC1  
การเพิ่มช้ินดีเอ็นเอของยีน matK และ 

rpoC1 ในกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด 
ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะพบว่าสามารถเพิ่มช้ินดีเอ็นเอได้
ทั้ง 13 ชนิด โดยแถบดีเอ็นเอที่ได้มีความชัดเจนและมี
ขนาดที่ตรงตามที่คาดไว้ กล่าวคือ ช้ินดีเอ็นเอของยีน 

matK ขนาดประมาณ 900 คู่เบส ส่วนช้ินดีเอ็นเอของ
ยีน rpoC1 ขนาดประมาณ 500 คู่เบส  

3.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK และ rpoC1 

เมื่อตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 
และ rpoC1 ในกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั้ง 13 
ชนิด แล้วน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล NCBI พบว่าล าดับ    
นิวคลีโอไทด์ของยีนทั้งสองมีความเหมือนกับพืชอื่น ซึ่ง
ยืนยันว่าช้ินดีเอ็นเอที่ได้นั้นถูกต้อง แล้วได้ฝากเก็บไวใ้น
ฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI (National Center 
for Biotechnology Information) และมีหมายเลข
จ าเพาะ (accession number) ดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 หมายเลขจ าเพาะล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน matK และ rpoC1 ในกล้วยไมส้กุลหวายกลุ่มเอื้องสาย   

ที่ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมลู GenBank 
 

ช่ือพ้ืนเมืองและช่ือวิทยาศาสตร ์
หมายเลขจ าเพาะของล าดับนิวคลโีอไทด์และขนาด (คู่เบส) 

matK rpoC1 

เอื้องสายไหม [D. aphyllum (Roxb.) Fischer] KF957841 (921) KF976979 (526) 

เอื้องสายม่านพระอินทร์ (D. devonianum Paxt.) KF957842 (897) KF976980 (524) 

เอื้องสายม่วง (D. lituiflorum Lindl.) KF957843 (869) KF976981 (524) 

เอื้องสายน้ าผึ้งไทย (D. primulinum Lindl.) KF957844 (875) KF976982 (525) 

เอื้องสายน้ านม (D. cretaceum Lindl.) KF957845 (866) KF976983 (524) 

เอื้องสายมรกต (D. chrysanthum Lindl.) KF957846 (875) KF976984 (524) 

เอื้องสายน้ าเขียว (D. crepidatum Lindl. & Paxton) KF957847 (877) KF976985 (524) 

เอื้องสายน้ าครั่ง (D. parishii Rchb. f.) KF957848 (877) KF976986 (522) 

เอื้องสายหลวง (D. anosmum Lindl.) KF957849 (878) KF976987 (525) 

เอื้องสายนางนวล (D. crocatum Hook. f.) KF957850 (890) KF976988 (524) 

เอื้องไม้เท้าฤๅษ ี(D. pendulum Roxb.) KF957851 (873) KF976989 (523) 

เอื้องสายสามสี (D. crystallinum Rchb. f.) KF957852 (876) KF976990 (523) 

เอื้องสายสีด่อก (D. cumulatum Lindl.) KF957853 (871) KF976991 (524) 
 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                              ปีที่ 23 ฉบับที ่1 มกราคม - มีนาคม 2558 

 6 

3.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน 
matK และ rpoC1 

3.3.1 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK ในกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั้ง 13 ชนิด 
มาเปรียบเทียบกันด้วยโปรแกรม ClustalW2 พบว่ายีน 
matK มีขนาด 871 นิวคลีโอไทด์ พบ 27 ต าแหน่ง ที่มี
ความแตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธุ์  (ตารางที่ 2) 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 4.0 โดยเลือก
วิธีจัดกลุ่มแบบ neighbor-joining ได้แผนภูมิความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมดังรูปที่ 1 โดยมีค่าสัมประสิทธิ์
ความแตกต่าง (distance coefficient) อยู่ระหว่าง 
0.000 ถึง 0.027 ซึ่งสามารถแบ่งกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ 
เอื้องสายนางนวล เอื้องสายสี่ดอก เอื้องสายสามสี 
เอื้องไม้เท้าฤๅษี เอื้องสายมรกต และเอื้องสายน้ าเขียว 
กลุ่ม 2 ได้แก่ เอื้องสายน้ าครั่ง เอื้องสายหลวง เอื้อง
สายม่วง เอื้องสายน้ าผึ้งไทย และเอื้องสายน้ านม กลุ่ม 
3 ได้แก่ เอื้องสายไหม และกลุ่ม 4 ได้แก่ เอื้องสายม่าน
พระอินทร์ โดยไม่สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสาย 6 ชนิด ออกจากกัน ได้แก่ เอื้องสาย
มรกตกับเอื้องสายน้ าเขียว เอื้องสายน้ าครั่งกับเอื้อง
สายหลวง และเอื้องสายน้ าผึ้งไทยกับเอื้องสายสาย
น้ านม  

อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์โดยตรงพบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายได้ เนื่องจากมีล าดับนิวคลีโอไทด์บาง
ต าแหน่งมีความหลากรูป (polymorphism) ที่เกิดจาก
การกลาย (mutation) ซึ่งพบ 4 รูปแบบ ได้แก่ อินเดล 
(indel, insersion/deletion) พิวรีนทรานสิชัน 
(purine transition) ไพริมิดีนทรานสิชัน (pyrimidine 
transition) และทรานสเวอร์ชัน (transversion) 
(ตารางที่ 2) 

 ตารางที่ 2 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ที่มี
ความหลากรูป 

 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1, 857 และ 861 
พิวรีนทรานสิชัน 41, 285, 460, 600 และ 852 
ไพริมิดีนทรานสิชัน 237, 364, 374, 606, 750 

และ 795 
ทรานสเวอร์ชัน 104, 195, 240, 304, 350, 

439, 463, 506, 581, 588, 
589, 744 และ 850 

 
ตารางที่ 3 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 ที่มี

ความหลากรูป 
 

รูปแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
อินเดล 1-3, 9, 12 และ 514 
พิวรีนทรานสิชัน 5, 7, 264 และ 372 
ไพริมิดีนทรานสิชัน 3, 4, 6, 9 และ 142 
ทรานสเวอร์ชัน 2-6, 8, 9, 20, 138, 222, 297 

และ 514-516 
 

3.3.2 เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 ในกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั้ง 13 ชนิด 
มาเปรียบเทียบกันด้วยโปรแกรม ClustalW2 พบว่ายีน 
rpoC1 มีขนาด 507 นิวคลีโอไทด์ พบ 29 ต าแหน่ง ที่
มีความแตกต่างกันในกล้วยไม้แต่ละพันธุ์ (ตารางที่ 3) 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 4.0 โดยเลือก
วิธีจัดกลุ่มแบบ neighbor-joining ได้แผนภูมิความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมดังรูปที่ 2 โดยมีค่าสัมประสิทธิ์
ความแตกต่างอยู่ระหว่าง 0.002 ถึง 0.014 ซึ่งสามารถ
แบ่งกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด เป็น 5 
กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ เอื้องสายไหม เอื้องสายม่าน
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พระอินทร์ เอื้องสายหลวง เอื้องสายน้ าผึ้งไทย และ
เอื้องสายน้ าครั่ง กลุ่ม 2 ได้แก่ เอื้องสายนางนวล และ
เอื้องสายสี่ดอก กลุ่ม 3 ได้แก่ เอื้องสายน้ าเขียว กลุ่ม 4 
ได้แก่ เอื้องสายม่วง และเอื้องสายสามสี และกลุ่ม 5 
ได้แก่ เอื้องสายน้ านม เอื้องสายมรกต และเอื้องไม้เท้า
ฤๅษี โดยสามารถจ าแนกไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 

ชนิด ออกจากกันได้ทั้งหมด เมื่อพิจารณาล าดับนิวคลี
โอไทด์โดยตรงพบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายได้ เนื่องจากมีล าดับนิวคลีโอไทด์บาง
ต าแหน่งมีความหลากรูป เ ช่นเดียวกับยีน matK 
(ตารางที่ 3) 

 

 
 

รูปที่ 1 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด ที่ได้จากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 

 

 
 

รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด ที่ได้จากการวิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ิน ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน rpoC1 
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3.3 อภิปรายผล 
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่

วิเคราะห์ได้จากยีน matK และ rpoC1 แสดงให้เห็นว่า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 มีประสิทธิภาพใน
การจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย 13 ชนิด 
ได้ดีกว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK แต่เมื่อ
พิจารณาจากความหลากรูปของล าดับนิวคลีโอไทด์
โดยตรงพบว่ายีนทั้งสองสามารถใช้ในการจ าแนก
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั้ง 13 ชนิด ออกจาก
กันได้ ท้ังนี้ผลการจ าแนกท่ีแตกต่างกันระหว่างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมกับการจ าแนกโดยดูจาก
ความหลากรูปของล าดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงนั้นเกิด
จากขั้นตอนวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งการสร้าง
แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมนั้นจะให้น้ าหนัก
คะแนนไม่เท่ากันในแต่ละรูปแบบการกลาย โดยให้
น้ าหนักรูปแบบการกลายแบบอินเดลมากที่ สุด 
รองลงมาคือแบบทรานสเวอร์ชัน พิวรีนทรานสิชนั และ
ไพริมิดีนทรานสิชัน ตามล าดับ [10] โดยล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน rpoC1 จะพบการกลายแบบอินเดล 
มากกว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK  

นอกจากนั้นยังพบว่าความหลากรูปของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีต าแหน่งที่จ าเพาะต่อกล้วยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายแต่ละชนิด โดยล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน matk พบต าแหน่ง 850, 852, 853, 854, 
857, 861, 864 และ 865 จ าเพาะต่อเอื้องสายไหม 
ต าแหน่ง 1 และ 463 จ าเพาะต่อเอื้องสายม่วง 
ต าแหน่ง 588 จ าเพาะต่อเอื้องสายน้ าเขียว ต าแหน่ง 
237 จ าเพาะต่อเอื้องสายนางนวล และต าแหน่ง 506 
และ 581 จ าเพาะต่อเอื้องไม้เท้าฤๅษี และล าดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน rpoC1 พบต าแหน่ง 9 จ าเพาะต่อเอื้อง
สายม่วง ต าแหน่ง 8 จ าเพาะต่อเอื้องสายน้ าผึ้งไทย 
ต าแหน่ง 3 จ าเพาะต่อเอื้องสายมรกต ต าแหน่ง 5, 6 
และ 138 จ าเพาะต่อเอื้องสายน้ าเขียว ต าแหน่ง 3 

จ าเพาะต่อเอื้องสายน้ าครั่ง ต าแหน่ง 9 จ าเพาะต่อ
เอื้องสายหลวง และต าแหน่ง 20, 142 และ 297 
จ าเพาะต่อเอื้องสายสามสี ซึ่งต าแหน่งที่จ าเพาะเหล่านี้
สามารถน าไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ าเพาะ
ต่อชนิดของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายต่อไป  

เมื่ อพิจารณาการแบ่ งกลุ่ มตามความ 
สัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้จากการวิเคราะห์ล าดับ     
นิวคลีโอไทด์ของยีนทั้งสองนั้น พบว่าล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีนทั้งสองสามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายทั้ง 13 
ชนิด ได้ต่างกัน โดยสมาชิกในแต่ละกลุ่มที่แบ่งได้จาก
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน matK มีลักษณะ
สัณฐานใกล้เคียงกันมากกว่าสมาชิกในแต่ละกลุ่มที่แบ่ง
ได้จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ยีน rpoC1 ทั้งนี้
มีความสอดคล้องกับการแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ของ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายในงานวิจัยก่อนหน้านี้
ที่ศึกษาถึงการประเมินความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุล
หวายในกลุ่มเอื้องสายด้วยเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี 
(HAT-RAPD, high annealing temperature-
random amplification polymorphic DNA) [11] 
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
จะไม่เหมาะสมในการน าไปใช้เพื่อศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรม แต่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 ก็
สามารถน าไปใช้เพื่อจ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกุลหวาย
กลุ่มเอื้องสายได้ ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสอบ
และจ าแนกพันธุ์พืชได้เช่นเดียวกับเครื่องหมายดีเอ็นเอ
อื่น ๆ 
 

4. สรุป 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ไป

วิเคราะห์และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  
พบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย
ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 13 ชนิด ออกจากกันได้ 7 ชนิด 
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ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 เมื่อน าไป
วิเคราะห์และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  
พบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสาย
ทั้ง 13 ชนิด ออกจากกันได้ทั้งหมด อย่างไรก็ตาม เมื่อ
วิเคราะห์ที่ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยตรงพบว่าล าดับนิว 
คลีโอไทด์ของยีนทั้งสองสามารถใช้จ าแนกชนิดของ
กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายได้  และสามารถ
ประยุกต์ใช้ในการวางแผนการปรับปรุงพันธุ์ นอกจากนี้ 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม
เอื้องสายทั้ง 13 ชนิด มาเปรียบเทียบกัน พบว่าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน matK มีความแตกต่างกัน 30 
ต าแหน่ง และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 มี
ความแตกต่างกัน 20 ต าแหน่ง ซึ่งสามารถน าไปพัฒนา
เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อชนิดของกล้วยไม้
สกุลหวายกลุ่มเอื้องสายได้ 
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