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บทคัดย่อ 

  
เอื้ องน้้ าต้น  (Calanthe group) เป็นกลุ่ มของกล้วยไม้ที่ มี ลักษณะดอกสวยงาม 

ประกอบด้วย 3 สกุล คือ เอื้องน้้าต้น (Calanthe) เอื้องพร้าว (Phaius) และเอื้องกลีบเกลียว 
(Cephalantheropsis) ซึ่งทั้ง 3 สกุล มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกัน ท้าให้การจัดจ้าแนก
โดยใช้สัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวนั้นท้าได้ยาก งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้ องน้้าต้นโดยใช้เครื่องหมาย Sequence related amplified 
polymorphism (SRAP) ซึ่งพบว่า เครื่องหมาย SRAP จ้านวน 18 คู่ไพรเมอร์ สามารถเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอกล้วยไม้กลุ่มนี้ได้ 565 แถบ ซึ่งเป็นแถบที่มีความแตกต่าง (polymorphic bands) 562 แถบ 
คิดเป็น 99.45% เมื่อสร้างแผนภาพความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA พบว่า สามารถ
จ้ า แ น ก ไ ด้ เ ป็ น  5 ก ลุ่ ม  คื อ  ก ลุ่ ม ข อ ง  Calanthe จ้ า น ว น  3 ก ลุ่ ม  Phaius 1 ก ลุ่ ม 
และ Calanthe ร่วมกับ Cephalantheropsis อีก 1 กลุ่ม โดยผลที่ได้สอดคล้องกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและรายงานที่ศึกษาจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์  นอกจากนี้ผลการพัฒนา
เครื่องหมาย SCAR ส้าหรับระบุสกุลหรือชนิดด้วยไพรเมอร์จ้านวน 44 คู่ ประสบความส้าเร็จในการ
ระบุชนิดจ้านวน 12 คู่ โดยสามารถใช้ระบุกล้วยไม้ได้ 7 ชนิด และหากใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ ร่วมกัน จะ
สามารถระบุชนิดได้เพิ่มข้ึนอีก 4 ชนิด ซึ่งเครื่องหมาย SCAR ที่พัฒนาข้ึนน้ีสามารถน้าไปใช้ประโยชน์
ในการตรวจสอบลูกผสมระหว่างชนิด/สกุลของกล้วยไม้ในกลุ่มนี้บางคู่ได้ 
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ABSTRACT 

  
Calanthe group is a group of orchid species that have gorgeous flowers. 

Calanthe orchid consists of 3 genera, 
namely Calanthe, Phaius and Cephalantheropsis, which share many similar 
characteristics, causing difficulty in identification. In this study, the genetic relationship 
of Calanthe group was studied by Sequence related amplified polymorphism (SRAP) 
markers. Using 18 primer pairs, 565 fragments were generated in which 562 fragments 
were polymorphic (99.45%). The dendrogram was constructed using UPGMA method 
and these Calanthe orchids were separated into 5 clades consisted of 3 groups of 
genus Calanthe, 1 Phaius group and the last one 
included Calanthe and Cephalantheropsis species. The overall clusters were in 
agreement with their morphologies and other reports using DNA sequences of the 
chloroplast genome indicating the effectiveness of SRAP markers. In addition, 44 SCAR 
primers were designed for genus or species identification. The results showed that 12 
primers were successfully used to identify 7 species. In addition, the combination of 2 
SCAR primer could differentiate the other 4 species more. SCAR marker developed in 
this study can be used for detection of interspecific/intergeneric hybrids of some 
crosses in this group. 
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ดร.พัทธมน แสงอินทร์ กรรมการที่ปรกึษาวิทยานิพนธ์ และรองศาสตราจารย์ ดร.สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล 
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ต่าง ๆ จนส้าเร็จลุล่วงไปด้วยดี 

ขอขอบคุณ คุณวรุณ สุวรรณกิตติ คุณวรวิช สุขตระกูล คุณศัตวุฒิ ชุมภูอินทร์ คุณปภาวรินทร์ 
ภิญโญค้า สมาชิกในห้องปฏิบัติการทางชีววิทยาโมเลกุลทุกท่าน คุณจุฬาลักษณ์ ลิ้นจี่ขาว คุณชุติพร มณี
พลาย และแพทย์หญิงอารีย์ หินเพชร ที่ให้การช่วยเหลือ และให้ก้าลังใจกันมาโดยตลอด 

ขอขอบคุณ คุณสุนันท์ โพธ์ิน้อยยัง และคุณฉวีวรรณ เรืองจุ้ย เจ้าหน้าที่ภาควิชาชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ได้อ้านวยความสะดวกในด้านเครื่องมือและอุปกรณ์ต่าง  ๆ  
ตลอดจนอาจารย์ในภาควิชาชีววิทยาทุกท่าน 

ขอขอบคุณ โครงการพัฒนาก้าลังคนด้านวิทยาศาสตร์ (ทุนเรียนดีวิทยาศาสตร์แห่งประเทศ
ไทย) ที่ให้ทุนสนับสนุนแก่ผู้วิจัย ขอขอบคุณทุนวิจัยจากส้านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.: 
R2560B128) และมหาวิทยาลัยนเรศวร ปี 2560 ที่ให้การสนับสนุน จนงานวิจัยนี้ส้าเร็จลุล่วงได้ตาม
วัตถุประสงค์ 

สุดท้ายขอขอบคุณ บิดา มารดา ที่คอยให้ก้าลังใจ คอยช่วยเหลือในทุก ๆ ด้าน จนผู้วิจัย
ท้างานส้าเร็จไปได้ด้วยดี 
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บทที่  1 บทน า 
 

ความเป็นมาของปญัหา 
 กล้วยไม้เป็นไม้ดอกในกลุ่มพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledonous plant) จัดอยู่ในวงศ์
กล้วยไม้ (Orchidaceae) เป็นพืชที่มีอายุยืนนาน จ าพวกไม่มีเนื้อไม้ (perennial herb) และมีจ านวน
ชนิดมากที่สุดในกลุ่มพืชดอก กล้วยไม้มีถ่ินอาศัยแบบต่าง ๆ ตั้งแต่บริเวณที่มีน้ าแข็งปกคลุมเกือบ
ตลอดปี เขตหนาว เขตอบอุ่น ไปจนถึงเขตร้อนในป่าทุกประเภท นอกจากกล้วยไม้จะสามารถ
เจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันแล้ว ยังมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เป็นเอกลักษณ์เฉพาะ
กลุ่ม ท าให้พืชกลุ่มนี้ได้รับความนิยมในการปลูกเลี้ยงและศึกษาเป็นอย่างมาก (อบฉันท์ ไทยทอง, 
2543) ส าหรับประเทศไทยกล้วยไม้เป็นพืชดอกที่ส่งออกอันดับต้นๆ และเป็นสินค้าที่มีมูลค่าทาง
เศรษฐกิจเป็นอย่างมาก ส่งผลให้กล้วยไม้ที่มีอยู่ตามธรรมชาติลดน้อยลง โดยกล้วยไม้มีสัดส่วนที่ถูก
คุกคามอยู่มาก อันเนื่องมาจากสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม รวมไปถึงการใช้ประโยชน์ของมนุษยเ์พื่อ

เป็นไม้ดอกไม้ประดับหรือยารักษาโรค (Qian, Wang, & Tian, 2013) นอกจากกล้วยไม้ในธรรมชาติ
แล้ว ปัจจุบันยังมีกล้วยไม้ลูกผสมที่เกิดข้ึนจากการปรับปรุงพันธ์ุอีกมากมาย รวมไปถึงลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของกล้วยไม้บางชนิดก็มีความคล้ายคลึงกันเปน็อย่างมาก เช่น กล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าตน้ที่
ประกอบด้วย 3 สกุล คือ สกุลเอื้องน้ าต้น (Calanthe) สกุลเอื้องพร้าว (Phaius) และสกุลเอื้องกลีบ
เกลียว (Cephalantheropsis) ซึ่งมีการกระจายพันธ์ุในแถบเอเชีย ออสเตรเลีย แอฟริกา และหมู่
เกาะแปซิฟิก ส าหรับประเทศไทยสามารถพบได้ตามป่าดิบทั่วทุกภาค ซึ่งกล้วยไม้ในกลุ่มนี้จะออกดอก
เพียงปีละครั้งเท่านั้น มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายอย่างที่คล้ายคลึงกันมาก ท าให้ยากต่อการจัด
จ าแนกชนิดหากไม่มีดอก 

 จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในนิวเคลียสและ  
คลอโรพลาสต์ พบว่า สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มนี้ออกได้เป็น 6 กลุ่ม  (section) คือ Calanthe, 
Cephalantheropsis, Paraphaius, Phaius, Preptanthe แล ะ  Styloglossum (Zhai et al., 
2014) แต่อย่างไรก็ตามการจัดกลุ่มของกล้วยไม้กลุ่มนี้ก็ยังไม่เป็นที่ชัดเจนหากใช้ลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาเพียงอย่างเดียว เนื่องจากกล้วยไม้กลุ่มนี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาหลายอย่างที่คล้ายคลึงกัน 
เ ช่น ลักษณะใบแบบพับจีบ (plicate leaves) เกสรเพศผู้  (stamen) ประกอบด้วยกลุ่มเรณู 
(pollinium) 2 กลุ่ม กลุ่มละ 4 เรณู กลีบปากของดอกมีลักษณะเป็นเดือย (spurs lip) และมีลักษณะ
ที่เป็นล าต้นเทียมเรียกว่า ล าลูกกล้วย (pseudobulb) (Zhai et al., 2014) นอกจากนี้กล้วยไม้กลุ่มนี้
บางชนิดยังขาดข้อมูลทางสัณฐานวิทยาที่ชัดเจน เนื่องจากจะออกดอกเพียงปีละหนึ่งครั้ง ประกอบกบั
อาจเกิดการผสมข้ามระหว่างชนิดได้ ท าให้การจัดจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาท าได้ยาก
ยิ่งขึ้น โดยกล้วยไม้กลุ่มนี้พบทั่วโลกประมาณ 200 ชนิด ในขณะที่ประเทศไทยมีรายงานเพียง 23 ชนิด 
และเนื่องจากความสวยงามของดอกและระยะเวลาการบานที่ยาวนาน ท าให้กล้วยไม้กลุ่มนี้เป็นที่
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สนใจของผู้ปลูกเลี้ยงและนักปรับปรุงพันธ์ุเป็นอย่างมาก แต่เนื่องจากความคล้ายคลึงกันของลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาท าให้ปัจจุบันจึงมีการน าความรู้ทางด้านชีววิทยาระดับโมเลกุล เข้ามาช่วยใน
การศึกษาและจัดจ าแนกชนิดของกล้วยไม้มากข้ึน เนื่องจากสามารถให้ข้อมูลที่ถูกต้องและแม่นย า
มากกว่าการจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว โดยในปัจจุบันมีการน าเทคนิคทาง
ชีววิทยาระดับโมเลกุลมาพัฒนาและปรับใช้หลายเทคนิค เพื่อช่วยในการวิเคราะห์สายสั มพันธ์ทาง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตมากข้ึน และการศึกษาทางชีววิทยาระดับโมเลกุลของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าตน้
ยั ง มี ข้ อ มู ล อยู่ น้ อ ย  ก า ร ศึ กษาครั้ ง นี้ จึ ง ใ ช้ เ ทคนิ ค  SRAP (sequence-related amplified 
polymorphism) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจัดกลุ่มของกล้วยไม้กลุ่ มนี้ โดย 
SRAP เป็นเทคนิคที่สามารถท าได้ง่าย รวดเร็ว ให้ผลคงเดิมเมื่อท าซ้ า (Li & Quiros, 2001) รวมถึง
การใช้เครื่องหมายชนิดนี้ในการศึกษาในพืชอื่น เช่น Cucurbita moschata (Ferriol, Picó, de 
Córdova, & Nuez, 2004) Chrysanthemum morifolium (Shao, Guo, Deng, & Guo, 2010) 
Triticum dicoccoides (Dong et al., 2010) ก็สามารถใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้ 
นอกจากนี้การพัฒนาเครื่องหมายที่เพิ่มความจ าเพาะในการตรวจสอบชนิดของสิ่งมีชีวิตก็ได้รับความ
นิยมเช่นกัน เนื่องจากสามารถใช้ระบุและจ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่
คล้ายคลึงกันได้ โดยใช้เวลาเพียงไม่นาน ไม่ต้องรอให้สิ่ งมีชีวิตนั้นเจริญเติบโตหรือแสดงลักษณะที่
แตกต่างออกมา ซึ่งในปัจจุบันมีงานวิจัยที่พัฒนาเครื่องหมายที่จ าเพาะในการตรวจสอบพืชหลายชนิด 
เช่น Ctenopharyngodon idella (W. Ding, Cao, & Cao, 2009) Idesia polycarpa (Wang, Li, 
Li, Chang, & Li, 2015) Hypsizigus marmoreus (S. Sun, Feng, Chen, Hu, & Zhang, 2016) 
ดังนั้นในงานวิจัยครั้งนี้จึงพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะ เพื่อใช้ในการจ าแนกชนิดของ
กล้วยไม้ในกลุ่มเอื้องน้ าต้นอย่างแม่นย าและมีประสิทธิภาพ 

 

จุดมุ่งหมายของการศึกษา 
1. เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้เครื่องหมาย 

SRAP 
2. เพื่อพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ที่จ าเพาะในการระบุชนิดของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น 

 

ขอบเขตของงานวิจัย 
ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของกล้วยไม้ในกลุ่มเอื้องน้ าต้น จ านวน 3 สกุล คือ สกุล

เอื้องน้ าต้น (Calanthe) สกุลเอื้องพร้าว (Phaius) และสกุลเอื้องกลีบเกลียว (Cephalantheropsis) 
โดยศึกษาตัวอย่างที่มีการเก็บรวบรวมไว้ที่สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ สวนกล้วยไม้
คุณชายจาง จังหวัดเชียงใหม่ สวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้าในพระราชด าริ จังหวัดพิษณุโลก และ
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ตัวอย่างจากจังหวัดเลย เพชรบูรณ์ และพิษณุโลก โดยใช้เครื่องหมาย SRAP และพัฒนาเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะต่อชนิดของกล้วยไม้กลุ่มนี้ 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
 กล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น หมายถึง กล้วยไม้ 3 สกุล คือ เอื้องน้ าต้น เอื้องพร้าว และเอื้อง
กลีบเกลียว ส่วนใหญ่พบในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 

 

สมมติฐานของการวิจัย 
 กล้วยไม้ในสกุลเอื้องน้ าต้นสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 สกุล คือ เอื้องน้ าต้น เอื้องพร้าว และ
เอื้องกลีบเกลียว ซึ่งจากการพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่ามีความคล้ายคลึ งกันมาก 
ดังนั้นการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SRAP สามารถใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ของกล้วยไม้ทั้ง 3 
กลุ่ม ได้อย่างชัดเจน นอกจากนี้สามารถพัฒนาเครื่องหมาย SCAR (sequence characterized 
amplified region) ให้จ าเพาะต่อกล้วยไม้บางชนิดได้ 

 

  



4 
 

บทที่  2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

กล้วยไม้ (orchid) 
กล้วยไม้จัดอยู่ในวงศ์ Orchidaceae หรือวงศ์กล้วยไม้ เป็นพืชจ าพวกไม่มีเนื้อไม้ที่มีอายุยืน

หลายปี ตามรายงานพบว่า วงศ์กล้วยไม้ที่มีอยู่เดิมตามธรรมชาติ มีจ านวนชนิดมากที่สุดในกลุ่มไมด้อก 
ทั่วโลกพบมากกว่า 796 สกุล 19,000 ชนิด สามารถพบได้ในถ่ินอาศัยแบบต่าง ๆ ตั้งแต่บริเวณที่มี
น้ าแข็งปกคลุมเกือบตลอดปีไปจนถึงเขตร้อนในป่าทุกประเภท กล้วยไม้เป็นพืชที่ได้รับความนิยมเป็น
อย่างมาก เนื่องจากลักษณะของล าต้น ใบ ดอกที่สวยงามและแปลกตา ท าให้นิยมน ามาปลูกเลี้ยงกัน
อย่างแพร่หลาย โดยประเทศไทยเป็นแหล่งกล้วยไม้เมืองร้อนที่ส าคัญแหล่งหนึ่งของโลก ซึ่งมีกล้วยไม้
พันธ์ุพื้นเมืองมากถึง 167 สกุล 1,140 ชนิด (อบฉันท์ ไทยทอง, 2543) จากลักษณะของดอกกล้วยไม้
ที่มีความสวยงามและสีสันสดใส ท าให้ได้รับความนิยมในการน าไปประดับตกแต่ ง ปักแจกัน ท า
กระเช้าดอกไม้ หรือท าของช าร่วยในงานมงคลต่าง ๆ  ส าหรับประเทศไทยเป็นที่อยู่ของกล้วยไม้อยู่
หลายสกุล ไม่ว่าจะเป็นกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) สกุลช้าง (Rhynchostylis) สกุลแวนด้า 
(Vanda) สกุลเข็ม (Ascocentrum) สกุลกุหลาบ (Aerides) สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum) 
เป็นต้น (ชวลิต ดาบแก้ว, 2546) 

 

ลักษณะท่ัวไปของกล้วยไม ้
1.  ราก 

รากของกล้วยไม้มีขนาดและจ านวนที่ต่างกัน ท าหน้าที่ช่วยในการยึดเกาะของล าต้น รวมไป
ถึงรากของกล้วยไม้บางชนิดยังสามารถท าหน้าที่สังเคราะห์ด้วยแสงได้ บางชนิดจะโป่งพองออก 
ท าหน้าที่สะสมอาหาร และมีเนื้อเยื่อที่ช่วยในการเก็บกักความช้ืนไว้ได้อีกด้วย (อบฉันท์ ไทยทอง, 
2543) 

2.  ล าต้น 

 กล้วยไม้เป็นพืชที่มีลักษณะล าต้นหลายแบบที่แตกต่างกัน เช่น ล าต้นตรง ล าต้นอวบน้ า 
เป็นเหง้า เป็นหัวอยู่ใต้ดิน บางชนิดเป็นล าลูกกล้วย 

3.  ใบ 

 กล้วยไม้มีรูปแบบใบผันแปรไปตามแต่ละชนิด ลักษณะใบทั่วไปจะมีเส้นใบขนานตามความ
ยาวของใบ 
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4.  ดอก 

 ดอกเป็นลักษณะเด่นของกล้วยไม้ สามารถใช้ตรวจหาช่ือวิทยาศาสตร์หรือใช้ส าหรับการ
จ าแนกได้ ส่วนของดอกประกอบด้วย กลีบเลี้ยงซึ่งอยู่ช้ันนอกสุด มี 3 กลีบ คือกลีบเลี้ยงบนและกลีบ
เลี้ยงคู่ข้าง ต่อมาคือกลีบดอกอยู่ถัดจากวงกลีบเลีย้ง มี 2 กลีบอยู่ด้านบน และกลีบล่างหรือกลีบปากที่
มีลักษณะแตกต่างกันไปในแต่ละชนิด เส้าเกสร เป็นลักษณะที่พบเฉพาะในกล้วยไม้เท่านั้น เกิดจาก
การรวมกันของก้านเกสรเพศผู้และเพศเมียอยู่ตรงกลางดอก อับเรณูแต่ละสกุลจะมีจ านวนกลุ่มเรณูที่
แตกต่างกันไป และรังไข่ 

5.  ฝักและเมล็ด 

 ฝักของกล้วยไม้เมื่อแก่เต็มที่จะแตกออกตามแนว 3 แนว ภายในจะมีเมล็ดที่ไม่มีส่วนของ
เอนโดสเปิร์มและใบเลี้ยง ดังนั้นการที่เมล็ดจะสามารถเจริญเติบโตได้น้ันจะต้องอยู่ในสภาวะแวดล้อม
ที่เหมาะสมเท่านั้น (อาภรณ์ อุดมศิลป์, 2552) 

 

การจัดจ าแนกกล้วยไม ้
นอกจากกล้วยไม้ที่พบตามธรรมชาติแล้วยังมีกล้วยไม้ที่ได้รับการปรับปรุงพันธ์ุเพื่อให้ได้

ลักษณะที่สวยงามเพิ่มเติมอีกเป็นจ านวนมาก ซึ่งพืชในวงศ์กล้วยไม้มีความหลากหลายสูง รวมถึงมี
จ านวนสกุลและชนิดมากมาย ท าให้การจัดจ าแนกกล้วยไม้มีหลายระบบ เช่น 

1.  การจ้าแนกตามแหล่งที่พบ  
(อาภรณ์ อุดมศิลป์, 2552) 

 การจ าแนกกล้วยไม้ตามลักษณะแหล่งที่อยู่อาศัย คือ 

 1.1  กล้วยไม้อิงอาศัย (epiphytic orchid) พบได้มากที่สุดในป่าทุกประเภท โดยเฉพาะใน
ป่าดิบเขาที่มักอาศัยปะปนกับเฟิร์นหรือมอส โดยการยึดเกาะกับต้นไม้แต่ไม่แย่งอาหารจากต้นไม้ใหญ่ 
เนื่องจากรากสามารถสังเคราะห์อาหารเองได้ 

 1.2  กล้วยไม้ดิน (terrestrial orchid) กล้วยไม้กลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะมีหัวหรือเหง้าอยู่ที่ผิวดิน
หรือใต้ดิน แต่หากพบตามป่าดิบจะเป็นประเภทที่สามารถเจริญเติบโตได้ทุกฤดูกาล ส่วนที่พบตามป่า
ผลัดใบจะเป็นประเภทที่มีการพักตัวในฤดูกาลที่ไม่เหมาะสมเหลือเพียงหัวใต้ดินเท่านั้น 

 1.3  กล้วยไม้เจริญบนหิน (lithophytic orchid) มีการเจริญแบบยึดเกาะกับหินแทนการ
ยึดเกาะกับต้นไม้  
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 1.4  กล้วยไม้กินซาก (saprophytic orchid) เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ที่ไม่สามารถสร้างอาหาร
จากการสังเคราะห์ด้วยแสงเองได้ เนื่องจากไม่มีใบหรือไม่มีคลอโรฟิลล์ แต่อาศัยอาหารจากการย่อย
สลายซากพืชต่างๆ  

2.  การจ้าแนกตามลกัษณะการเจริญเติบโต  
(อาภรณ์ อุดมศิลป์, 2552) 

การจ าแนกกล้วยไม้ตามลักษณะการเจริญเติบโต สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 

1.  พวกที่มีการเจริญเติบโตทางยอด (monopodial orchid) เป็นกล้วยไม้ที่ตายอดจะแตก
ใบใหม่เจริญข้ึนไปเรื่อย ๆ  มีการเรียงตัวของใบแบบซ้อนทับกัน จะออกดอกที่ตาตามข้อของล าต้นไม่
ออกที่ยอด 

2.  พวกที่มีการเจริญทางด้านข้าง (sympodial orchid) เป็นกล้วยไม้ที่มีการสร้างต้นหรือ
หน่อใหม่จากส่วนโคนของต้นเดิม การเรียงตัวของใบจะม้วนซ้อนเวียนกันไป สามารถออกดอกได้ทั้งที่
ยอดและตาข้างตามข้อของล าลูกกล้วย 

3.  การจ้าแนกทางอนุกรมวิธาน 
การจ าแนกกล้วยไม้ตามระบบของ Pridgeon, Cribb, Chase, and Rasmussen (1999) 

ตามหนังสือชุด The Genera Orchidacearum จัดแบ่งพืชในวงศ์กล้วยไม้ออกเป็น 5 วงศ์ย่อย คือ  

1.  Apostasioideae เป็นกล้วยไม้ดินที่มีลักษณะของกลีบเลี้ยงและกลีบดอกที่คล้ายกัน มี
กลีบปากที่ไม่แตกต่างจากกลีบอื่น เกสรเพศผู้ (stamen) มีจ านวน 3 หรือ 2 อัน เรณูเป็นผง มีก้านชู
ยอดเกสรเพศเมีย และรังไข่แบ่งออกเป็น 3 ช่อง ซึ่งแตกต่างจากกล้วยไม้กลุ่มอื่น กล้วยไม้กลุ่มนี้มี
วิวัฒนาการต่ าสุด มีลักษณะคล้ายกับพืชในวงศ์ลิลี่ (Liliaceae) จึงเป็นกลุ่มของกล้วยไม้ที่มีลักษณะ
โบราณที่สุด ในประเทศไทยพบ 2 สกุล คือ สกุลตานขโมย (Apostasia) และสกุล Neuwiedia 

2. Cypripedioideae เป็นกล้วยไม้ดิน ที่มีกลีบเลี้ยงด้านข้างเช่ือมติดกันเป็นอันเดียว กลีบ
ปากเป็นถุงคล้ายรองเท้า มีเกสรเพศผู้ที่สมบูรณ์เพศอยู่ทางด้านข้างของเกสรเพศผู้ที่เป็นหมัน ละออง
เรณูเหนียวจับกลุ่มกันเป็นแผ่น เป็นกล้วยไม้ที่มีอายุยืนนานและไม่ทิ้งใบ ได้แก่ รองเท้านารี  
(Paphiopedilum) กล้วยไม้กลุ่มนี้มี 4 สกุล 115 ชนิด กระจายพันธ์ุในเขตหนาวเหนือ เขตอบอุ่น
เหนือ และเขตร้อน ในประเทศไทยพบเพียงสกุลรองเท้านารีสกุลเดียวจ านวน 12 ชนิด 

3. Orchidioideae เป็นกล้วยไม้ดินที่มีเหง้าทอดไปตามผิวดินหรือใต้ดิน มีรากสะสมอาหาร 
ใบบาง มีเกสรเพศผู้ 1 อัน ผนังฝาปิดอับเรณู (anther cap) ไม่หลุดร่วง แต่กลุ่มละอองเรณูมีก้านไป
ยึดติดกับแผ่นเยื่อบาง ๆ  ส่วนปลายของจะงอยยอดเกสรเพศเมียจะยืดตัวอยู่ระหว่างอับเรณู มีลักษณะ
เด่นคือ กลีบเลี้ยงบนเช่ือมติดกับกลีบดอกคล้ายหมวก เช่น สกุลนางอั้ว (Habenaria) กล้วยไม้กลุ่มนี้
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พบประมาณ 120 สกุล 2,740 ชนิด กระจายพันธ์ุในเขตหนาว เขตอบอุ่น และเขตร้อน ในประเทศ
ไทยพบ 9 สกุล 59 ชนิด 

4. Vandoideae ส่วนใหญ่เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย แต่สามารถพบได้ทั้งที่เป็นกล้วยไม้ดินและ
กล้วยไม้กินซาก มีลักษณะของต้นและใบหลากหลายแบบ กลีบเลี้ยงและกลีบดอกแยกเป็นอิสระ กลีบ
ปากแยกเป็นอิสระหรือโคนขอบกลีบเช่ือมกับเส้าเกสร มีเกสรเพศผู้ 1 อัน อับเรณูส่วนบนจะแยก
ออกเป็นฝาปิด (operculum) และหลุดร่วงไปเมื่อเจริญเติบโตเต็มที่ กลุ่มละอองเรณูค่อนข้างเหนียว
และแข็งอยู่กันเป็นกลุ่ม มีก้านและมีแป้นยึดก้าน เช่น สกุลวานิลลา (Vanilla) กล้วยไม้กลุ่มนี้พบใน
เขตร้อนและเขตอบอุ่นประมาณ 319 สกุล 4,639 ชนิด ในประเทศไทยพบประมาณ 72 สกุล 286 
ชนิด 

5. Epidendroideae มีทั้งกล้วยไม้อิงอาศัยและกล้วยไม้ดิน ลักษณะของต้น ใบ และจ านวน
เกสรเพศผู้คล้ายวงศ์ย่อย Vandoideae แต่ละอองเรณูจับกลุ่มเป็นก้อนแน่น แต่ไม่แข็ง ละอองเรณูไม่
มีก้าน ดอกเดี่ยวหรือหลายดอก อาจมีแขนงช่อ ช่อดอกสามารถเกิดได้ทั้งปลายยอดและด้านข้างของ
ล าต้น เช่น สกุลหวาย (Dendrobium) กล้วยไม้กลุ่มนี้มีการกระจายพันธ์ุในเขตร้อนเท่านั้น ทั่วโลกพบ
ประมาณ 309 สกุล 11,007 ชนิด ในประเทศไทยมีประมาณ 32 สกุล 624 ชนิด (Pridgeon et al., 
1999; ราชบัณฑิตยสถาน, 2547; อบฉันท์ ไทยทอง, 2543; อาภรณ์ อุดมศิลป์, 2552) 

 

กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้ าตน้ (Calanthe group) 
กล้ วย ไม้ กลุ่ ม เ อื้ อ งน้ าต้ น  ( Calanthe group)  จั ดอยู่ ในวง ศ์  Orchidaceae วง ศ์ย่ อย 

Epidendroideae สามารถแบ่งย่อยได้เป็น 3 สกุล คือ เอื้องน้ าต้น (Calanthe) เอื้องพร้าว (Phaius) 
และเอื้องกลีบเกลียว (Cephalantheropsis) โดยทั้ง 3 สกุล มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึง
กันท าให้ยากที่จะจัดจ าแนก ซึ่งลักษณะส าคัญของกล้วยไม้กลุ่มนี้คือ มี ใบอ่อนแบบพับจีบ (plicate 
leaf) อาจมีหรือไม่มีล าลูกกล้วยหรือมีหัวอยู่ใต้ดิน ลักษณะใบเรียงเวียนสลับหรือสลับระนาบเดียว มี
ดอกเดี่ยวหรือหลายดอก อาจมีแขนงช่อ ช่อดอก ซึ่งสามารถเกิดได้ทั้งที่ปลายยอดและเกิดด้านข้าง 
ล าต้น มีทั้งช่อดอกตั้งตรงและห้อยลง มีเกสรเพศผู้ 1 อัน กลุ่มเรณู 2 ถึง 8 กลุ่ม กลุ่มเรณูส่วนใหญ่ไม่
มีก้านกลุ่มเรณู (อาภรณ์ อุดมศิลป์, 2552) โดยมีการจัดล าดับทางอนุกรมวิธานของกล้วยไม้กลุ่มเอื้อง
น้ าต้นไว้ดังนี้ 

  



8 
 

Kingdom พืช (Plantae) 

Division พืชดอก (Magnoliophyta) 

Class พืชใบเลี้ยงเดี่ยว (Liliopsida) 

Order แอสพารากาเลส (Asparagales) 

Family กล้วยไม้ (Orchidaceae) 

Subfamily Epidendroideae 

 Tribe Collabieae 

Genus Calanthe, Phaius, Cephalantheropsis 

(Angiosperm Phylogeny Group, 2009) 

1.  กล้วยไม้สกุลเอื้องน้้าต้น (Calanthe R.Br.) 
กล้วยไม้สกุลเอื้องน้ าต้น หรือ Calanthe ตั้งข้ึนในปี ค.ศ. 1821 โดย Robert Brown  

นักพฤกษศาสตร์ชาวอังกฤษ โดยมีรากศัพท์มาจากภาษากรีก 2 ค า คือ kalos แปลว่า สวยงาม และ 
anthe หมายถึง ดอก (ชนินทร์ โถรัตน์, 2541) กล้วยไม้กลุ่มนี้เป็นกล้วยไม้ดินที่มักจะทิ้งใบก่อนจะ
ออกดอก ส าหรับประเทศไทยพบจ านวน 15 ชนิด ตามป่าสนเขาและป่าดิบแลง้ที่สงูจากระดับน้ าทะเล
ตั้งแต่ 200 เมตรข้ึนไป ในที่มีอากาศค่อนข้างเย็น และชอบข้ึนในที่ที่มีร่มเงา ลักษณะหัวอวบน้ า  
บางชนิดต้นสั้น มีใบคลุม ใบยาวและมีรอยพับจีบตามยาว ช่อดอกเกิดทางด้านข้างของหัวหรือจาก
ซอกใบยาว 20-60 เซนติเมตร ส่วนใหญ่มีขนตลอดช่อ ดอกเกิดช่วงปลายของช่อ ทยอยบานไปเป็น
เวลานาน ดอกขนาดไม่โตนัก โคนกลีบปากมีเดือยยาว ส่วนที่เหลือของกลีบปากมักแยกเป็น 3 แฉก 
แฉกกลางปลายเว้าลึกต่างกันในแต่ละชนิด เส้าเกสรสั้นและมีส่วนหน้าของเส้าเกสรยืดตัวมาเช่ือมกับ
โคนกลีบดอก ท าให้ดูคล้ายเส้าเกสรติดอยู่ที่โคนของกลีบปาก กลุ่มเรณูมี 8 กลุ่ม แยกเป็นชุดละ 4 อัน 
ตัวอย่างกล้วยไม้ในสกุลเอื้องน้ าต้นที่พบในประเทศไทย คือ  

1.1  Calanthe cardioglossa Schltr. มีช่ือไทยว่าเอื้องน้ าต้น เอื้องเหลี่ยม หรือเฒ่าน่ังฮุ่ง 
พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1906 โดย Carl Curt Hosseus และตั้งช่ือโดย Friedrich Richard Rudolf 
Schlechter ซึ่งใช้รากศัพท์ในภาษากรีก คือ cardia แปลว่า หัวใจ และ glosso แปลว่า ลิ้น ซึ่ง
กล้วยไม้ชนิดนี้มีลักษณะของกลีบปากเป็นรูปหัวใจ มีลักษณะของล าลูกกล้วยเป็นรปูรีหรือคล้ายน้ าเตา้ 
ผิวเป็นร่องตื้นตามยาว ใบรูปรีแกมรูปใบหอก ปลายแหลมมน กล้วยไม้ชนิดนี้จะทิ้งใบก่อนออกดอก 
ช่อดอกตรงหรือปลายโค้ง ผิวกลีบเลี้ยงมีขน มีเดือยดอกยาว ดอกมีหลายสี ตั้งแต่สีเกือบขาว ชมพู
อ่อน ชมพูแก่ ชมพูอมม่วง เหลือง และเหลืองอมส้ม ออกดอกช่วงเดือนธันวาคม - มกราคม สามารถ
พบได้ในป่าดิบเกือบทุกภาคของประเทศไทย ยกเว้นภาคกลาง 
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1.2  Calanthe clavata Lindl. มี ช่ือภาษาไทยว่าเอื้องพุ่มคทา เป็นกล้วยไม้ดิน สูง
ประมาณ 28 – 80 เซนติเมตร ใบแบบพับจีบรูปรี ออกดอกเป็นช่อ ดอกมีสีเหลือง กลีบปากมีหูกลีบ
ชัดเจน โคนเป็นเดือยรูปกระบอง ออกดอกช่วงเดือนพฤศจิกายน - มกราคม พบได้ในป่าดิบทาง
ภาคเหนือและภาคใต้ 

1.3  Calanthe densiflora Lindl. สูงประมาณ 40 – 60 เซนติเมตร ใบแบบพับจีบ  
ออกดอกเป็นช่อตั้งจากโคนต้นโดยตรง ดอกสีเหลือง ออกดอกช่วงเดือนตุลาคม - ธันวาคม พบได้ตาม
ป่าผสมที่ความสูงเหนือระดับน้ าทะเลประมาณ 1,350 – 1,530 เมตร ทางภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

1.4  Calanthe lyroglossa Rchb. f. มีช่ือไทยว่ากล้วยไม้ดงหรือพุ่มข้าวบิณฑ์ มีลักษณะ
ล าต้นสั้นมีกาบใบหุ้ม ใบเป็นรูปขอบขนานแกมรูปรี ดอกจะเกิดไปทางปลายช่อ เรียงตัวเป็นพุ่ม มีใบ
ประดับแทรก ดอกจะทยอยบานเป็นเวลานาน มักอยู่ช่วงเดือนพฤศจิกายน - กุมภาพันธ์ สามารถพบ
ได้ในป่าดิบช้ืนทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และภาคใต้ 

1.5  Calanthe masuca (D. Don) Lindl. ช่ือไทยว่าอั้วดอกม่วง มีลักษณะล าต้นสั้น 
มีกาบใบหุ้ม ใบรูปรีหรือรูปใบหอกกลับ มีขนนุ่มทั้งสองด้าน ปลายใบแหลม โคนเรียว ช่อดอกสูง
ใกล้เคียงกับใบ ดอกทยอยบานในเดือนกรกฎาคม - พฤศจิกายน สามารถพบได้ในป่าดิบช้ืนทาง
ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคใต้ 

1.6  Calanthe pulchra (Blume) Lindl. มีช่ือไทยว่า ว่านพร้าวดอกเหลืองหรือเอื้อง 
น้ าต้นมลายู มีลักษณะใบรูปใบหอก ปลายแหลม โคนเรียวแคบเป็นก้านใบ ทิ้งใบก่อนมีดอก ดอกสี
เหลืองส้ม ออกดอกช่วงเดือนกันยายน - พฤศจิกายน สามารถพบได้ตามป่าดิบช้ืนและป่าดิบเขาทาง
ภาคใต้ของไทย เช่น จังหวัดนครศรีธรรมราช สงขลา ยะลา 

1.7  Calanthe rosea (Lindl.) Benth. มีช่ือไทยว่าเอื้องข้าวเหนียวลิงหรืออั้วชมพูไพร มี
ลักษณะหัวรูปรี มักมีส่วนคล้ายน้ าเต้า ใบรูปขอบขนานแกมรูปรี โคนเรียวเป็นก้าน ทิ้งใบก่ อนมีดอก 
ดอกในช่อจะทยอยบานเป็นเวลา มักออกช่วงเดือนพฤศจิกายน - ธันวาคม สามารถพบได้ในป่าดิบช้ืน
ทางภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันตก 

1.8  Calanthe rubens Ridl. มีช่ือไทยว่าอั้วพวงมณี พบครั้งแรกที่เกาะลังกาวีประเทศ
มาเลเซีย โดย Charles Curtis และต่อมา Henry Nicholas Ridley ได้ตั้งช่ือกล้วยไม้ชนิดนี้โดยใช้
ศัพท์ภาษาละตินซึ่งแปลว่าสีแดง กล้วยไม้ชนิดนี้มีลักษณะล าลูกกล้วยเป็นรปูกลมร ีคล้ายน้ าเต้า ใบรปู
รี ปลายใบแหลม ช่อดอกมีขนปกคลุม ทิ้งใบก่อนออกดอก โดยดอกในช่อจะทยอยบานในเดือน
มกราคม - กุมภาพันธ์ สามารถพบได้ตามป่าดิบในภาคตะวันออก ภาคตะวันออกเฉียงใต้ ภาคกลาง 
และภาคใต ้
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1.9  Calanthe succedanea Gagnep. ล าต้นสูง 30-47 เซนติเมตร ล าลูกกล้วยรูปไข่
เห็นได้ชัดเจน ใบแบบพับจีบ ดอกสีชมพู ออกดอกช่วงเดือนพฤศจิกายน - ธันวาคม พบได้ตามป่าดิบ
แล้งในภาคเหนือ ตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคตะวันออก 

1.10  Calanthe triplicata (Willemet) Ames มีช่ือไทยว่าอั้วดอกขาว พุ่มข้าวตอก หรือ
ข้าวตอกฤาษี พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1796 โดย Pierre Willemet ซึ่งตั้งช่ือว่า Orchis triplicate 
ต่อมา Oakes Ames ได้ตั้งช่ือใหม่เป็น C. triplicata ซึ่งมีรากศัพท์มาจากภาษาละติน ค าว่า tri ซึ่ง
แปลว่า สาม และค าว่า plicate หมายถึงลักษณะใบแบบพับจีบ ลักษณะล าต้นสั้นมีกาบใบหุ้ม ใบรูป
ขอบขนานแกมรูปรี ช่อดอกตั้งตรง ออกดอกในช่วงเดือนพฤษภาคม - มิถุนายน สามารถพบได้ในป่า
ดิบเกือบทุกภาค ยกเว้นภาคกลาง 

1.11  Calanthe vestita Lindl. มีช่ือไทยว่าอั้วนวลจันทร์หรือขาวมะลิลา พบครั้งแรกโดย 
Nattaneil Wallich ในประเทศพม่า ต่อมา Sir John Lindley ตั้งช่ือชนิด ซึ่งหมายถึงช่อดอกที่มีขน
ปกคลุม โดยล าลูกกล้วยมีลักษณะเป็นรูปน้ าเต้า ใบรูปรี ปลายแหลม จะทิ้งใบก่อนออกดอก มัก 
ออกดอกในช่วงเดือนพฤศจิกายน - มกราคม พบได้ในป่าดิบแล้งทางภาคใต้  

1.12  Calanthe herbacea Lindl. กล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 100 เซนติเมตร ใบแบบพับ
จีบขอบขนาน ดอกออกเป็นช่อตั้งจากโคนต้น กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีสีเขียว กลีบปากสีขาว เป็น
กล้วยไม้ที่มีการรายงานใหม่ ออกดอกในช่วงเดือนมิถุนายน - สิงหาคม พบได้ตามป่าดิบเขาใน
ภาคเหนือ (Pedersen et al., 2014; ชนินทร์ โถรัตน์, 2541; อบฉันท์ ไทยทอง, 2543) 

2.  กล้วยไม้สกุลเอื้องพร้าว (Phaius Lour.) 
กล้วยไม้สกุลเอื้องพร้าวหรือ Phaius ตั้งข้ึนโดย Joao de Loureiro ในปี ค.ศ. 1790 ซึ่งมี

รากศัพท์มาจากภาษากรีก ค าว่า Phaios หมายถึง สีเทา คือลักษณะดอกมีสีเข้มหรือกลีบด้านนอก
เป็นสีเทา (ชนินทร์ โถรัตน์, 2541) นิยมปลูกเป็นไม้ประดับกันอย่างแพร่หลาย แต่พบเห็นได้น้อยใน
ธรรมชาติ ในประเทศไทยพบเพียง 5 ชนิด เจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่ค่อนข้างเย็นและในที่ทีม่รีม่
เงา ลักษณะของต้นและใบคล้ายกับสกุลเอื้องน้ าต้นมาก แตกต่างกันที่โคนกลีบปากของดอก 
สกุลเอื้องพร้าวจะมีส่วนยืดเป็นถุงหรือเดือยเพียงสั้นๆ กลีบปากเหนือจากถุงหรือเดือยจะเจรญิโอบอุม้
เส้าเกสร ส่วนปลายของกลีบปากแผ่ออกคล้ายปากแตร ซึ่งมีปลายด้านหนึ่งบานและโค้งลง กลุ่มเรณู
คล้ายกระบองมี 8 อัน แยกเป็น 2 ชุด (อบฉันท์ ไทยทอง, 2543) ตัวอย่างกล้วยไม้ในสกุลเอื้องพร้าวที่
พบในประเทศไทย ได้แก่  

2.1  Phaius flavus (Blume) Lindl. มีช่ือไทยว่าเอื้องพร้าวดอกเหลือง มีลักษณะหัวคลา้ย
รูปกรวยคว่ า โคนใบมีกาบใบซ้อนกันคล้ายต้น แผ่นใบเป็นรูปรีหรือรูปแกมใบหอกกลับ ช่อดอกเกิด
จากโคนต้น ดอกในช่อแน่นช่วงปลายช่อ ดอกจะทยอยบานในเดือนเมษายน  - มิถุนายน พบได้ตาม 
ป่าดิบทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  
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2.2  Phaius indochinensis Seidenf. & Ormerod. มีช่ือไทยว่า น้ าค้างกลางเที่ยงหรือ
เอื้องพร้าวดง สูงประมาณ 60 – 94 เซนติเมตร สีของดอกด้านนอกเป็นสีน้ าตาลเหลือง ด้านในเป็นสี
น้ าตาลม่วงกับสีเหลือง ออกดอกช่วงเดือนพฤศจิกายน - มกราคม สามารถพบได้ตามป่าดิบแล้งที่
ความสูง 500 – 1,300 เมตร เหนือระดับน้ าทะเลทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และ
ภาคใต้  

2.3  Phaius mishmensis (Lindl. & Paxton) Rchb.f. มีช่ือไทยว่า กล้วยไม้ดง ค้นพบครั้ง
แรกในประเทศอินเดีย โดย William Griffith ในครั้งแรก Sir John Lindley และ Joseph Paxton 
ได้ตั้ ง ช่ือว่า Limatodis mishmensis แต่ Heinrich Gustav Reichenbach ได้ย้ายมาไว้ในสกุล 
Phaius ส าหรับค าว่า mishmensis นั้นตั้งช่ือตามเทือกเขาทางตอนเหนือของอินเดียที่พบกล้วยไม้
ชนิดนี้เป็นครั้งแรก กล้วยไม้ชนิดนี้มีลักษณะของล าต้นทรงกระบอกชิด ข้ึนเป็นกอ ใบรูปรีแกมรูปหอก
หรือหอกกลับ ปลายใบแหลม โคนใบเป็นกาบ ใบประดับดอกรูปใบหอก กลีบเลี้ยงบนรูปขอบขนาน
แกมรูปไข่กลับ ปลายกลีบมน กลีบปากรูปร ีกลีบกลางมีขนปกคลุม  มักออกดอกในช่วงเดือนกันยายน 
– ตุลาคม ช่วงออกดอกไม่ทิ้งใบ สามารถพบได้ในป่าดิบเขา ตามที่ร่มที่มีความสูงจากระดับน้ าทะเล 
1,000 – 1,400 เมตร  

2.4  Phaius tankervilleae (Banks ex L’Her.) Blume มี ช่ือไทยว่าเอื้ องพร้ าวหรือ 
ฉัตรพระอินทร์ ในครั้งแรก Joseph Banks และ Charles Louis L’Heritier de Brutelle ตั้งช่ือว่า 
Limodorum tankervilleae เพื่อเป็นเกียรติแด่ Countess of Tankerville แต่ต่อมา Carl Ludwig 
von Blume ได้ย้ายมาอยู่ในสกุล Phaius แทน กล้วยไม้ชนิดนี้มีลักษณะล าต้นเป็นหัวรูปไข่เกือบกลม 
แผ่นใบมีแนวพับจีบ ปลายใบแหลม โคนหุ้มซ้อนกันคล้ายต้น ช่อดอกเกิดจากโคนต้น กลีบเลี้ยงและ
กลีบดอกรูปใบหอก ปลายกลีบแหลม ด้านในกลีบสีน้ าตาลแดงจนถึงสีน้ าตาลอมม่วง ด้านนอกสีขาว
หม่นแกมสีเทา ดอกอยู่ค่อนไปทางปลายช่อ ทยอยออกดอกเป็นเวลานานในช่วงเดือนพฤศจิกายน  - 
ธันวาคม ช่วงออกดอกจะไม่ทิ้งใบ สามารถพบได้ในป่าดิบเขา ป่าดิบแล้งทางภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ (Pedersen et al., 2014; ชนินทร์ โถรัตน์, 2541; อบฉันท์ ไทยทอง, 2543) 

3.  กล้วยไม้สกุลเอื้องกลีบเกลียว (Cephalanteropsis Guill.) 
สกุลเอื้องกลีบเกลียวหรือ Cephalantheropsis ตั้ง ข้ึนในปี  ค.ศ. 1960 โดย Jean 

Baptiste Antoine Guillemin ซึ่งมาจากค าว่า Cephalanthera และค าว่า opsis หมายถึงคล้าย 
ช่ือสกุลนี้จึงหมายถึงสกุลที่คล้ายกับสกุล Cephalanthera (ชนินทร์ โถรัตน์, 2541) ประเทศไทยพบ 
2 ชนิด พบตามป่าดิบเขา ตามที่โล่งแจ้งแสงแดดจัดและแสงแดดร าไร กลีบเลี้ยงมีลักษณะรูปใบหอก
จนถึงรูปแถบ กลีบดอกรูปแถบ เส้าเกสรสั้น สีเหลือง ที่ปลายมีฝาครอบกลุ่มเรณูสีขาว (อาภรณ์ อุดม
ศิลป์, 2552) กล้วยไม้ในสกุลเอื้องกลีบเกลียวที่พบในประเทศไทย คือ  
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3.1  Cephalanteropsis obcordata (Lindl.) Ormerod มีช่ือไทยว่าเอื้องกลีบเกลียว 
พบครั้งแรกในประเทศอินเดีย โดยช่ือชนิดนี้มาจากภาษาละตินที่แปลว่า รูปหัวใจกลับ ซึ่งหมายถึง
กลีบปากที่มีลักษณะเป็นรูปหัวใจกลับ โดยกล้วยไม้ชนิดนี้มีลักษณะล าต้นค่อนข้างยาว ใบรูปรี ปลาย
ใบแหลม กลีบดอกรูปแถบสีเหลือง ปลายกลีบแหลมม้วนบิดเมื่อบานเต็มที่ ออกดอกช่วงเดือน
พฤศจิกายน - มกราคม เมื่อออกดอกจะไม่ทิ้งใบ สามารถพบได้ตามป่าดิบเขา หรือที่โล่งแจ้งทางภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคตะวันออก และภาคใต้ (ชนินทร์ โถรัตน์, 2541) 

3.2  Cephalantheropsis longipes (Hook.f.) Ormerod. ล าต้นสูงประมาณ 30 – 50 
เซนติเมตร ช่อดอกยาว แผ่นใบพับ ดอกมีขนาดใหญ่สีเหลืองหรือสีเหลืองส้ม ออกดอกช่วงเดือน
กรกฎาคม พบได้ตามป่าเขาที่อยู่สูงเหนือระดับน้ าทะเล 1,200 เมตร ทางภาคเหนือและภาคใต้ เป็น
กล้วยไม้รายงานใหม่ในปี 2010 (Pedersen et al., 2014) 

 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ใช้เป็นเครื่องหมายในการระบุความจ าเพาะของสิ่งมีชีวิต
แต่ละชนิด ซึ่งเป็นดีเอ็นเอที่อยู่ที่ต าแหน่งหนึ่ง ๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือในออร์แกเนลล์ 
(mitochondrial DNA หรือ chloroplast DNA) โดยการเกิดพอลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) ของ
ล าดับเบสหรือความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทด์ที่เกิดข้ึนนั้นสามารถใช้เป็นเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอได้ (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ดีควรมีคุณสมบัติที่ประกอบไป
ด้วยการมีพอลิมอฟิซึมของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ท าให้เกิดเอกลักษณ์เฉพาะตัว สามารถตรวจสอบได้ทัง้
จีโนม ไม่ใช่แค่บริเวณใดบริเวณหนึ่ง ท าได้ง่าย รวดเร็ว มีความถูกต้องเที่ยงตรงสูง แต่ใช้ต้นทุนต่ า 
(สุชาดา สุขหร่อง, 2553) 

ประเภทของเครื่องหมายดีเอ็นเอ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ประเภท คือ 

1.  เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบไฮบริไดเซชัน (Hybridization-based marker) เป็นเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอซึ่งเริ่มต้นท าในมนุษย์ โดยการน าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากนั้นแยก
ขนาดของดีเอ็นเอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส แล้วถ่ายดีเอ็นเอลงสู่แผ่นเมมเบรน จากนั้นไฮบริไดซ์ โดย
อาศัยหลักการการเข้าคู่กันของล าดับเบสที่เป็นคู่สมระหว่างดีเอ็นเอเป้าหมายกับดีเอ็นเอที่ใช้เป็น  
ตัวติดตามหรือโพรบ (probe) ที่ติดฉลากด้วยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสี เรียกว่าเครื่องหมาย
ไฮบริไดเซชัน (Hybridization) เช่น เครื่องหมาย Restriction fragment length polymorphism 
(RFLP marker) เป็นต้น (สุชาดา สุขหร่อง, 2553; สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 

2.  เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบพีซีอาร์ (PCR-based marker) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อาศัย
หลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction) โดยจะ
ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับช่วงของดีเอ็นเอหรือยีนหนึ่งๆ หรือใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่
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ได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก เนื่องจากใช้ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มต้นน้อย สามารถท าได้ง่าย สะดวก และ
รวดเร็ว เช่น เครื่องหมาย Random amplified polymorphic DNA (RAPD marker) เครื่องหมาย 
Amplified fragment length polymorphism (AFLP marker) เครื่องหมาย Sequence related 
amplified polymorphism (SRAP marker) เครื่องหมาย Sequence characterized amplified 
regions (SCAR marker) เป็นต้น (สุชาดา สุขหร่อง, 2553; สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 

3.  เครื่องหมายดีเอ็นเอจากล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequence-based marker) เป็นเครื่องหมาย
โมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการระบุล าดับนิวคลีโอไทด์ในสายดีเอ็นเอบางส่วนจากสายดีเอ็นเอทั้งหมดที่ไม่
ทราบล าดับนิวคลีโอไทด์ แต่เครื่องหมายชนิดนี้มีข้อเสียคือ ต้องใช้ต้นทุนสูงเมื่อเทียบกับวิธีอื่น และ
การที่จะหาล าดับนิวคลีโอไทด์ให้ครบทั้งจีโนมนั้นท าได้ยาก จึงต้องเลือกศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
ดีเอ็นเอเฉพาะบางบริเวณที่เหมาะสมเท่านั้น (Nadeem et al., 2018) ตัวอย่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ชนิดนี้ได้แก่ เครื่องหมาย SNP (Single nucleotide polymorphism) หรือการท าบาร์โค้ด (DNA 
barcoding) 

 

เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction) 
เทคนิคพีซีอาร์หรือปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสพัฒนาโดย Mullis และคณะ ในปี ค.ศ. 1985 

เป็นเทคนิคพื้นฐานทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง โดยใช้
ปริมาณดีเอ็นเอตั้งต้นเพียงเล็กน้อย รวมไปถึงไม่จ าเป็นต้องท าให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอนั้นบริสุทธ์ิก่อนก็
สามารถเพิ่มปริมาณได้ การท าพีซีอาร์คือการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซ้ า
กันหลายรอบ เพื่อให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนเป็นทวีคูณ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอจ าเป็นต้องมี  
ไพรเมอร์ ซึ่งเป็นดีเอ็นสายสั้นๆ ที่มีเบสคู่สมกับปลายทั้ง 2 ด้านของดีเอ็นเอบริเวณที่ต้องการเพิ่ม
ปริมาณ โดยไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ forward และไพรเมอร์ reverse จะเกาะกับดีเอ็นเอ 
คนละสาย โดยปลาย 3′ อยู่ในทิศทางเข้าหากัน ดังนั้นการท าพีซีอาร์จ าเป็นต้องทราบล าดับเบสของ 
ดีเอ็นเอบริเวณที่ต้องการเพิ่มเพื่อให้สามารถออกแบบไพรเมอร์มาท าการเพิ่มปริมาณได้ การเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์จะอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส และจากการ
ค้นพบเอนไซม์พอลิเมอเรสจากแบคทีเรยีในน้ าพุร้อน Thermus aquaticus ซึ่งสามารถทนความร้อน
ได้สูง ท าให้การท าพีซีอาร์ท าได้สะดวก (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) 
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เครื่องหมาย SRAP (Sequence related amplified polymorphism) 
เครื่องหมาย SRAP พัฒนาข้ึนในปี ค.ศ. 2001 โดย Li และ Quiros เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน

จีโนมทั้งหมด โดยเน้นบริเวณ open reading frame (ORF) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ซึ่งใช้ส าหรับ 
การท าแผนที่ยีนและการตามหายีน GLS-ALK ในพืชกลุ่มผักกาด โดยออกแบบไพรเมอร์จ านวน 10 คู่ 
โดยมีไพรเมอร์ชนิด forward และ reverse ยาว 17 และ 18 นิวคลีโอไทด์ ตามล าดับ ประกอบด้วย 
core sequence ยาว 13-14 เบส โดย 10-11 เบสแรกเริ่มต้นด้านปลาย 5′ เป็นล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
ไม่จ าเพาะ (filler sequence) ตามด้วย CCGG ในไพรเมอร์ชนิด forward และ AATT ในไพรเมอร ์
ชนิด reverse และตามด้วยเบสคัดเลือกด้านปลาย 3′ อีก 3 เบส โดยเพิ่มปริมาณด้วยวิธี step up 
PCR โดยการใช้อุณหภูมิต่ าในข้ันตอน annealing ที่ 35°C ใน 5 รอบแรก หลังจากนั้นอีก 35 รอบ 
เพิ่มอุณหภูมิเป็น 50°C และตรวจสอบผลด้วยเจลพอลิอะครีลาไมด์ที่มีสารที่ท าให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ 
(denaturing polyacrylamide gel) นอกจากนี้ Li และ Quiros ยังใช้เครื่องหมาย SRAP ในพืชอีก
หลายชนิด เช่น มันฝรั่ง ข้าว ผักกาดหอม กะหล่ าปลีจีน (Brassica rapa L.) ผักกาดก้านขาว 
(Brassica napus L.) กระเทียม แอปเปิล พืชตระกูลส้ม และเซเลอรี ซึ่งก็สามารถใช้ในการจ าแนก
และท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชในกลุม่ต่าง ๆ  ได้ (Li & Quiros, 2001) ซึ่งข้อดีของเครื่องหมาย SRAP 
คือ สามารถท าได้ง่าย มีความน่าเช่ือถือ มีแนวโน้มที่สามารถเพิ่มปริมาณบริเวณ ORF ได้ ไม่จ ากัด
เฉพาะในพืชชนิดใดชนิดหนึ่งแต่สามารถใช้ได้กับพืชหลาย ๆ ชนิด ใช้ต้นทุนในการศึกษาน้อย และ
สามารถใช้ในการศึกษาได้หลายวัตถุประสงค์ เช่น ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ใช้ในการ
ติดตามยีน การตรวจสอบลูกผสม การสร้างแผนที่ยีน รวมไปถึงการระบุเพศในพืชบางชนิด (Aneja, 
Yadav, Chawla, & Yadav, 2012) 

 

เครื่องหมาย SCAR (Sequence characterized amplified region) 
เครื่องหมาย SCAR พัฒนาโดย Paran and Michelmore (1993) เพื่อศึกษายีนต้านทานโรค

ราน้ าค้าง (downy mildew resistance gene) ในผักกาด โดย SCAR เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบ
จ าเพาะที่พัฒนามาจากเครื่องหมายพีซีอาร์แบบสุ่ม เ ช่น RAPD SRAP เป็นต้น โดยการตัด 
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างมาโคลน หาล าดับเบส แล้วออกแบบไพรเมอร์คู่ใหม่จากล าดับเบสที่ได้ เพื่อให้
สามารถตรวจสอบโดยวิธีพีซีอาร์แบบจ าเพาะเพียงหนึ่งต าแหน่ง (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) โดย
เครื่องหมาย SCAR เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนแบบจ าเพาะกบั
ต าแหน่งของจีโนมหรือกับชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ ซึ่งไพรเมอร์ใหม่ที่ได้สามารถใช้ตรวจสอบโดยการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างเดิม โดยพิจารณาจากการเกิดหรือไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ (สุชาดา สุขหร่อง, 
2553) 

  



15 
 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้เครื่องหมาย SRAP เริ่มต้นจากการพัฒนาของ 

Li และ Quiros ในปี ค.ศ. 2001 ซึ่งได้พัฒนาเครื่องหมาย SRAP เพื่อศึกษาพืชกลุ่มผักกาด (Brassica 
oleracea L.) โดยการเปรียบเทียบกับเครื่องหมาย AFLP เพื่อติดตามยีน BoGLS-ALK และหาล าดับ
เบสในสายพันธ์ุดั้งเดิมและสายพันธ์ุที่เป็นดับเบิลแฮพลอยด์ (double haploid) ซึ่งผลการศึกษา
พบว่า ล าดับเบสของแถบดีเอ็นเอที่ได้มีความคล้ายคลึงกับล าดับเบสใน GenBank ถึง 45% และแถบ 
SRAP ที่เกิดข้ึนเป็นแบบ Co-dominant ถึง 20% ดังนั้นเครื่องหมาย SRAP จึงเป็นเครื่องหมายที่มี
ประสิทธิภาพ เนื่องจากสามารถท าได้ง่าย และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ได้กับพืชหลายชนิด (Li & 
Quiros, 2001) 

เครื่องหมาย SRAP สามารถใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชหลายชนิด 
เช่น พืชตระกูลอ้อย (Saccharum spp.) จ านวน 30 ตัวอย่าง ซึ่งพบว่าสามารถแยกออกได้เป็น 2 
กลุ่มหลัก คือกลุ่มที่เป็นพันธ์ุป่า และอ้อยปลูก (Suman, Kimbeng, Edmé, & Veremis, 2008) 
การศึกษาในกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium officinale) ที่เก็บมาจากเมืองต่าง ๆ  ในประเทศจีน 
ซึ่งพบว่ากล้วยไม้ชนิดนี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับชนิดค่อนข้างสูง ในขณะที่ความ
หลากหลายระดับประชากรเมื่อเทียบกับกล้วยไม้ชนิดอื่น ๆ แล้วอยู่ในระดับต่ า (G. Ding et al., 
2008) รวมไปถึงยังมีการศึกษาความหลากหลายในกล้วยไม้ชนิด Dendrobium loddigesii ที่เก็บมา
จากเมืองต่าง ๆ  ของประเทศจีนพบว่า สามารถจ าแนกกล้วยไม้ชนิดนี้ได้ออกเป็น 2 กลุ่ม ซึ่งสอดคลอ้ง
กับสถานที่เก็บตัวอย่าง (Cai et al., 2011) นอกจากการศึกษาในกล้วยไม้แล้วยังมีการน าไปใช้ศึกษา
ในหม่อน (Morus spp.) ซึ่งพบว่าเครื่องหมาย SRAP สามารถจัดจ าแนกหม่อนออกได้เป็น 3 กลุ่ม 
สอดคล้องกับการจัดจ าแนกด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Zhao et al., 2009) การศึกษาความ
หลากหลายของข้าวสาลีชนิด Triticum dicoccoides ในประเทศอิสราเอลพบว่า แบ่งกลุ่มข้าวสาลีได้
เป็น 3 กลุ่มหลัก ซึ่งสอดคล้องกับถ่ินที่อยู่ของตัวอย่างที่น ามาศึกษา (Dong et al., 2010) และ
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในหญ้าฝรั่นที่เก็บมาจากสถานที่ต่างกันในประเทศอิหร่าน 
ก็พบว่าเครื่องหมาย SRAP สามารถให้ผลที่แตกต่างกันในแต่ละจีโนไทป์ได้ ซึ่งเครื่องหมายชนิดอื่น ๆ  
ที่เคยศึกษาก่อนหน้านี้ไม่สามารถตรวจสอบได้ (Babaei, Talebi, Bahar, & Zeinali, 2014)  

นอกจากการศึกษาโดยใช้เครื่องหมาย SRAP เพียงอย่างเดียวแล้วยังมีการศึกษาร่วมกับ
เครื่องหมายอื่น ๆ  เช่น การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใช้เครือ่งหมาย SRAP ในพืชกลุ่ม
ฟักทองอเมริกัน (Cucurbita pepo) ซึ่งพบว่าสามารถจัดจ าแนกฟักทองอเมริกันจ านวน 69 ตัวอย่าง 
ที่มีความหลากหลายทางสัณฐานวิทยา แบ่งออกเป็น 2 ชนิดย่อยที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนคือ ชนิด
ย่อย pepo และชนิดย่อย ovifera ซึ่งสอดคล้องกับผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมาย AFLP 
นอกจากนี้ยังพบว่าผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย SRAP ยัง
สอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยามากกว่าการวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมาย  AFLP อีกด้วย 
(Ferriol, Pico, & Nuez, 2003) รวมถึงมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในฟักทองอเมรกินั
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ชนิด Cucurbita moschata จ านวน 47 ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมาย SRAP ร่วมกับเครื่องหมาย 
AFLP พบว่าเครื่องหมายทั้ง 2 ชนิดให้ผลสอดคล้องกับข้อมูลทางสัณฐานวิทยา รวมไปถึงสอดคล้อง
กับแหล่งที่อยู่ของฟักทองอเมริกันที่น ามาศึกษาอีกด้วย (Ferriol et al., 2004) ต่อมามีการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมในกล้วย (Musa spp.) ที่เป็นกล้วยพันธ์ุป่า และกล้วยที่ปลูกทั่วไป
เปรียบเทียบกับเครื่องหมาย AFLP พบว่าทั้ง 2 เครื่องหมายสามารถจ าแนกตัวอย่างกล้วยสอดคล้อง
กับการจัดจ าแนกเป็น section ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเครื่องหมาย  SRAP ให้แถบ 
ดีเอ็นเอที่จ าเพาะมากกว่าเครื่องหมาย AFLP รวมไปถึงแถบที่จ าเพาะที่ได้จากเครื่องหมาย SRAP ยัง
สามารถน าไปใช้ศึกษาต่อได้ เนื่องจากเป็นแถบดีเอน็เอทีเ่กิดจากการเพิ่มปรมิาณบรเิวณยีน (Youssef, 
James, Rivera-Madrid, Ortiz, & Escobedo-GraciaMedrano, 2011) 

นอกจากการใช้เครื่องหมาย SRAP ร่วมกับเครื่องหมาย AFLP แล้วยังมีการศึกษาร่วมกับ
เครื่องหมาย  ISSR (Inter simple sequence repeats) เ ช่น การศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในเบญจมาศ (Chrysanthemum morifolium) โดยใช้เครื่องหมาย SRAP เปรียบเทียบกบั
เครื่องหมาย ISSR ร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบว่า สามารถจ าแนกเบญจมาศออกได้เป็น 4 
กลุ่ม ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะทางภูมิศาสตร์ของแหล่งที่เก็บตัวอย่าง และเมื่อวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จาก
เครื่องหมาย SRAP ร่วมกับข้อมูลจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าให้ค่าความสัมพันธ์ที่สูงกว่า
ข้อมูลที่ วิเคราะห์ด้วยเครื่องหมาย  ISSR (Shao et al., 2010) รวมไปถึงยังมีการศึกษาความ
หลากหลายของ Toona sinensis ซึ่ ง เป็นไม้ยืนต้นในประเทศจีน โดยใช้เครื่องหมาย  SRAP 
เปรียบเทียบกับเครื่องหมาย ISSR ซึ่งก็พบว่าเครื่องหมายทั้ง 2 สามารถจ าแนกตัวอย่างที่น ามาศึกษา
ได้เป็น 2 กลุ่ม ตามลักษณะถ่ินที่อยู่ คือ กลุ่มที่มาจากภาคเหนือและภาคใต้ของจีน และยังมีรายงาน
ด้วยว่าเครื่องหมาย SRAP สามารถใช้แยกพืชชนิดนี้ได้ดีกว่าเครื่องหมาย ISSR (Xing, Liu, Song, & 
Li, 2016)  

นอกจากนี้ยังมีการประยุกต์ใช้เครื่องหมาย  SRAP ในการตรวจสอบลูกผสมในพืชสกุล 
Stylosanthes guianensis เพื่อคัดเลือกลูกผสมไปใช้ในการศึกษาต่อไป โดยจากการศึกษาพบว่า 
เครื่องหมาย SRAP สามารถระบุลูกผสมที่แท้จริงได้ โดยการหาแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะของพ่อ ซึ่ง
สามารถใช้ในการคัดเลือกลูกผสมที่เกิดจากการผสมตัวเองออกจากลูกผสมที่แท้จริงได้ (Huang, Liu, 
Bai, Wang, & Tang, 2014) 

นอกจากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย  SRAP ซึ่ ง เป็น
เครื่องหมายที่ใช้ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนแบบไม่จ าเพาะแล้วยังมีการศึกษาเพื่อพัฒนาให้เป็น
เครื่องหมายที่สามารถตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนแบบจ าเพาะได้ โดยการพัฒนาให้เป็น
เครื่องหมาย SCAR (Sequence characterized amplified region) ซึ่งเป็นเครื่องหมายที่พัฒนาให้
มีความจ าเพาะในการตรวจสอบชนิดของพืชที่จะศึกษา ซึ่งสามารถพัฒนาจากเครื่องหมายที่ได้จาก
การเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์หลายชนิด เ ช่น เครื่องหมาย RAPD เครื่องหมาย SRAP 
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เครื่องหมาย ISSR เป็นต้น ปัจจุบันมีการศึกษาเพื่อพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ในพืชหลายชนิด เช่น 
การพัฒนาเครื่องหมายที่จ าเพาะจากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS (Nuclear ribosomal internal 
transcribed spacer region)  ในการตรวจสอบกล้ วย ไม้ ในกลุ่ ม รอง เท้ านารี  3 ชนิ ด  คือ 
Paphiopedilum armeniacum, P. micranthum และ P. delenatii ซึ่งเป็นกล้วยไม้หายากและ
เสี่ยงต่อการสูญพันธ์ุ รวมไปถึงตรวจสอบลูกผสมที่ได้จากกล้วยไม้ทั้ง 3 ชนิดด้วย พบว่าลักษณะทาง
สัณฐานวิทยามีความคล้ายคลึงกันมาก ท าให้ต้องพัฒนาเครื่องหมายที่สามารถใช้ในการจัดจ าแนก
กล้วยไม้รองเท้านารีแต่ละชนิด โดยการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะจ านวน 3 คู่ ส าหรับตรวจสอบ
กล้วยไม้ทั้ง 3 ชนิด คือ P. armeniacum ขนาด 600 คู่เบส, P. micranthum ขนาด 700 คู่เบส และ 
P. delenatii  ขนาด 300 คู่เบส รวมไปถึงการพัฒนาให้สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของกล้วยไม้
รองเท้านารีจากไพรเมอรห์ลายคู่ที่ออกแบบข้ึนพรอ้มกันในปฏิกิริยาเดียวกันหรือ multiplex PCR อีก
ด้วย (Y. W. Sun, Liao, Hung, Chang, & Sung, 2011)  

นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาเครื่องหมาย SCAR จากเครื่องหมาย RAPD เพื่อตรวจสอบการเจือ
ปนของขมิ้นชนิดอื่น ๆ ในผงขมิ้นชัน ซึ่งพบว่าสามารถน าไปใช้ตรวจสอบตัวอย่างผงขมิ้นชันตาม
ท้องตลาดได้ (Dhanya, Syamkumar, Siju, & Sasikumar, 2011) และยังมีการศึกษาเพื่อพัฒนา
เครื่องหมาย SCAR ในการตรวจสอบพืชอีกหลายชนิด เช่น การพัฒนาเครื่องหมาย  SCAR ในถ่ัว 
Cyamopsis tetragonoloba จากเครื่องหมาย RAPD และ ISSR จ านวน 20 คู่ไพรเมอร์ พบว่า มี
เพียง 1 คู่ไพรเมอร์ ที่สามารถตรวจสอบได้ ในขณะที่ไพรเมอร์คู่อื่น ๆ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ในหลาย
ตัวอย่าง แสดงถึงความใกล้ชิดกันของตัวอย่างที่น ามาศึกษา (P. Sharma, Kumar, Raman, & Tiwari, 
2014) และการพัฒนาเครื่องหมาย SCAR จากเครื่องหมาย RAPD เพื่อใช้แยกลิ้นจี่ (Litchi chinensis) 
ออกจากพืชชนิดอื่น (Cheng et al., 2015) นอกจากนี้ Wang et al. (2015) ประสบความส าเร็จใน
การพัฒนาเครื่องหมาย SCAR จากเครื่องหมาย SRAP ส าหรับใช้ระบุเพศในต้น Idesia polycarpa 
ซึ่งไพรเมอร์ที่ออกแบบสามารถเพิ่มปริมาณในต้นเพศเมียเท่านั้น 

ส่วนการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นในปัจจุบันยังมีไม่
มากนัก โดยมีการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS 
และดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ (trnL-F, atpI-atpH, matK) ในกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นจ านวน 50 
ชนิด ในประเทศจีน พบว่า สามารถจ าแนกความสัมพัน ธ์กล้วยไม้กลุ่มนี้ ได้  6 สกุล  คือ 
Cephalantheropsis, Paraphaius, Phaius, Preptanthe, Styloglossum และ Calanthe โดย
ภายในสกุล Calanthe สามารถแบ่งย่อยได้เป็น 5 กลุ่มย่อย (section) คือ Tricarinata, Calanthe, 
Puberula, Ghiebreghtia และ Alpinocalanthe (Zhai et al., 2014) นอกจากนี้ยังมีการศึกษา
ความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลเอื้องน้ าต้น (Calanthe) ในประเทศไทยโดยใช้เครื่องหมาย RAPD โดย
การคัดเลือกไพรเมอร์ RAPD จ านวน 20 ไพรเมอร์ ซึ่งสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอื้องน้ าต้นได้เป็น 
3 กลุ่มใหญ่ โดยกลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอื้องน้ าต้นที่ไม่สามารถระบุชนิดได้ 1 ตัวอย่าง 
(calanthe sp.6) กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มของ C. cardioglossa และลูกผสม (Calanthe hybrid) และ



18 
 

กลุ่มที่ 3 แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มย่อยที่ 1 ประกอบด้วย C. vestita และ C. rubens และ
กลุ่มย่อยที่ 2 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอื้องน้ าต้นที่ไม่สามารถระบุชนิดได้จ านวน 5 ตัวอย่าง 
(Calanthe sp.1-5) ซึ่งทั้ง 5 ตัวอย่าง มีลักษณะของรูปทรงกลีบดอกและกลีบเลี้ยงที่คล้ายคลึงกัน 
แตกต่างกันเพียงลักษณะสีของกลีบปาก (Punjansing, Chaichanachap, Sanitchon, Pinta, & 
Nakkuntod, 2017) เท่านั้น แต่อย่างไรก็ตาม ปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับกล้วยไม้กลุ่ม
เอื้องน้ าต้นโดยใช้เครื่องหมายระดับโมเลกุลอื่น ๆ 
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บทที่  3 วิธีด าเนินงานวิจัย 
 

ตัวอย่างพืชที่น ามาศึกษา 
เก็บตัวอย่างพืชกลุ่มเอื้องน้ าต้น (Calanthe group) ทั้ง 3 สกุล จากที่เก็บรวบรวมไว้ในสวน

พฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ จังหวัดเชียงใหม่ สวนกล้วยไม้คุณชายจาง จังหวัดเชียงใหม่ 
และสวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้า ในพระราชด าริ จังหวัดพิษณุโลก รวมไปถึงแหล่งที่มีการกระจาย
พันธ์ุในจังหวัดต่าง ๆ รวมตัวอย่างทั้งหมดจ านวน 20 ชนิด 45 ตัวอย่าง (ตารางที่ 1) 

ตารางที่ 1 ตัวอย่างที่น ามาใช้ในการศึกษา 

ล ำดับท่ี ตัวอย่ำงพืช แหล่งท่ีมำ 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

Calanthe cardioglossa Schltr. 
Calanthe clavata Lindl. 
Calanthe densiflora Lindl. 
Calanthe lyroglossa Rchb.f. 
Calanthe masuca (D. Don) Lindl. 
Calanthe pulchra (Blume) Lindl. 
Calanthe rosea (Lindl.) Benth. 
Calanthe rubens Ridl. 
Calanthe succedanea Gagnep. 
Calanthe triplicata (Willemet) Ames 
Calanthe vestita Wall. Ex Lindl. 
Calanthe herbacea Lindl. 
Calanthe rubens Ridl. “alba” 
Phaius flavus (Blume) Lindl. 
Phaius indochinesis Seidenf. & Ormerod 
Phaius mishmensis (Lindl. & Paxton) Rchb.f. 
Phaius tankervilleae (Banks) Blume 
Phaius tankervilleae (Banks) Blume “alba” 
Cephalantheropsis obcordata (Lindl.) Ormerod 
Cephalantheropsis longipes (Hook.f.) Ormerod 

MR และ RK 
PR 

RK และ PH 
RK 

MR และ RK 
MR 
MR 

MR, RK และ PR 
MR 

MR, RK, PR และ NN 
MR 
PH 
RK 
RK 
RK 
RK 

MR, RK และ PR 
RK และ CM 

RK 
RK และ PH 

* MR = สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์ จังหวัดเชียงใหม่ 
 RK = สวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้า พิษณุโลก ในพระราชด าริ จังหวัดพิษณุโลก 
 PH = จังหวัดพิษณุโลก NN = จังหวัดเพชรบูรณ์ 
 PR = จังหวัดเลย  CM = สวนกล้วยไม้คุณชายจาง จังหวัดเชียงใหม่  
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วิธีด าเนินการทดลอง 
1.  เตรียมตัวอย่างพืช 

น าใบของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นมาล้างท าความสะอาดแล้วเช็ดให้แห้ง จากนั้นน าไป
สกัดดีเอ็นเอในข้ันตอนต่อไป 

2.  การสกัดดีเอ็นเอ 
2.1  ช่ังใบกล้วยไม้ประมาณ 0.5 กรัม บดให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลว แล้วถ่ายใส่

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ เติม 2X CTAB buffer 600 ไมโครลิตร และ β-
mercaptoethanol 10 ไมโครลิตร (ก่อนใช้อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ผสมโดยการกลับหลอดไปมาทุก 10 นาที 

2.2  เติม chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากันเบาๆ น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

2.3  ดูดสารละลายส่วนบนใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 
เติม RNaseA ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

2.4  เติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร
ผสมให้เข้ากันเบาๆ น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น 
ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

2.5  เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้า
กัน น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนบน
ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

2.6  เติม 3M Sodium acetate pH 5.5 ปริมาตร 1/10 เท่า และเติม Absolute 
ethanol ปริมาตร 2 เท่าของสารที่มีในหลอด น าไปบ่มที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาที เมื่อครบเวลาปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างตะกอน
ด้วย 70% Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อีกครั้ง
เป็นเวลา 5 นาที 

2.7  ตากตะกอนให้แห้งในอากาศที่อุณหภูมหิ้องประมาณ 10 นาที แล้วละลายตะกอน
ด้วย TE buffer ปรมิาตร 30 ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้งาน 
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3.  การตรวจสอบปริมาณและการแยกขนาดดีเอ็นเอโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรซีิสบนอะกาโรส

เจล 

3.1  เตรียมถาดส าหรับเทเจลและหวีให้เรียบร้อย 
3.2  ช่ังผงอะกาโรส 0.8 กรัม ในขวดรูปชมพู่แล้วเติม 1X TAE buffer 100 มิลลิลิตร 

ละลายอะกาโรสโดยใช้ไมโครเวฟเขย่าเป็นครั้งคราวให้อะกาโรสละลาย วางทิ้งไว้ให้อุณหภูมิลดลง
ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 
ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วจึงเทลงในถาดที่
เตรียมไว้ 

3.3  เมื่ออะกาโรสแข็งตัวแล้วค่อยๆ ดึงหวีออก จะไดห้ลมุส าหรบัใส่ตัวอย่างดเีอ็นเอ แล้ว
น าไปวางในเครื่องส าหรบัท าอิเล็กโทรโฟรซีิส เท 1X TAE buffer ลงไป ใหสู้งกว่าผิวอะกาโรสเลก็น้อย 
ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับ 6X loading dye แล้วหยอดลงในหลุม (well) 

3.4  เปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟ (power supply) ใช้ความต่างศักย์ 100 โวลต์ จนกว่าส ี
bromophenol blue จะเคลื่อนไปเป็นระยะ 2 ใน 3 ของแผ่นเจล จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้
แสงอลัตราไวโอเลตแล้วบันทึกภาพ 

***ในกรณีที่ใช้ TBE buffer สามารถท าได้เช่นกันโดยเปลี่ยนจาก TAE buffer เป็น TBE 
buffer แทน 

3 .5   ตรวจสอบปริม าณและความบริ สุท ธ์ิขอ งดี เ อ็ นเ อที่ สกั ดได้ โ ดย ใช้ วิ ธี  
spectrophotometry 

4.  การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP ส้าหรับการศึกษาลายพิมพ์ดเีอ็นเอ 

4.1  การคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ทีเ่หมาะสม 

ตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมาย SRAP โดยการคัดเลือกคู่ไพรเมอร์จาก 
100 คู่ไพรเมอร์ จากการจับคู่ไพรเมอร์ forward และไพรเมอร์ reverse ตามตารางที่ 2 โดยท าการ
เพิ่มปริมาณ 3 ตัวอย่างจาก 3 สกุล คือ C. densiflora, P. flavus และ Cep. obcordata 
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ตารางที่ 2 ไพรเมอรท์ี่ใช้ในการศึกษา 

ชื่อ Forward primer (5′-3′)  ชื่อ Reverse primer (5′-3′) 
M1 TGAGTCCAAACCGGAAA  E1 GACTGCGTACGAATTAAC 
M2 TGAGTCCAAACCGGAAG  E2 GACTGCGTACGAATTAAT 
M3 TGAGTCCAAACCGGAAC  E3 GACTGCGTACGAATTGAC 
M4 TGAGTCCAAACCGGAAT  E4 GACTGCGTACGAATTGCA 
M5 TGAGTCCAAACCGGAGC  E5 GACTGCGTACGAATTCAA 
M6 TGAGTCCAAACCGGACA  E6 GACTGCGTACGAATTCAG 
M7 TGAGTCCAAACCGGACC  E7 GACTGCGTACGAATTCAC 
M8 TGAGTCCAAACCGGATA  E8 GACTGCGTACGAATTCTG 
M9 TGAGTCCAAACCGGTAG  E9 GACTGCGTACGAATTTGA 
M10 TGAGTCCAAACCGGTCA  E10 GACTGCGTACGAATTTGC 

ที่มา : Li and Quiros (2001) 
 

4.2  การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP  
เมื่อคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แตกต่าง ชัดเจน และจ านวนมากได้

แล้ว น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับตัวอย่างทั้งหมด โดยรวมตัวอย่างที่มาจากชนิดเดียวกันเข้าด้วยกัน
เป็น 20 ตัวอย่าง ซึ่งมีองค์ประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาดังตารางที่ 3 โดยอุณหภูมิและเวลาในแต่
ละข้ันตอน คือ denaturation ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที annealing 35 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที และ extension ที่ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ใน 5 รอบแรก หลังจากนั้น
อีก 35 รอบ เพิ่มอุณหภูมิในข้ันตอน annealing เป็น 52 องศาเซลเซียส  

ตารางที่ 3 องค์ประกอบของสารที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซอีาร ์

สำรเคม ี ควำมเข้มข้นสุดท้ำย ปริมำตร 
(ไมโครลิตร) 

Distilled water - 10.8 
10X i-TaqTM plus buffer + MgCl2 1X 1.5 

10 mM dNTPs 0.2 mM 0.3 
10 µM Forward Primer (M) 0.4 µM 0.6 
10 µM Reverse Primer (R) 0.4 µM 0.6 

5U/µl Taq DNA Polymerase (i- TaqTM plus) 1 U 0.2 
DNA template 100 ng 1 

ปริมำตรรวม 15 
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จากนั้นตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคอิเล็กโทร - 
โฟรีซิสบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์ใน 1X TBE buffer โดยใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้าความ
ต่างศักย์ 80 โวลต์ เป็นเวลา 5 ช่ัวโมง น าไปส่องดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตแล้วถ่ายภาพ 

5.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม  
วิเคราะห์ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความ

แตกต่างของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด โดยแปลงข้อมูลจากแถบดีเอ็นเอที่ได้เป็นสัญลักษณ์ คือ ให้
สัญลักษณ์เป็น 1 เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอ และให้สัญลักษณ์เป็น 0 เมื่อไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ จากนั้น
ค านวณค่าดัชนีความเหมือน (similarity index) ตามวิธีของ Jaccard (1908)  และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม NTSYSpc 2.20e (Rohlf, 1988) สร้างแผนภาพแสดงความสัมพันธ์ทาง
พั น ธุ ก ร ร มด้ ว ย วิ ธี  unweighted pair group method with arithmetic average (UPGMA) 
(Sneath & Sokal, 1973) แล ะ วิ เ ค ร าะห์ ค่ า  PIC (Polymorphic information content) ตาม
หลักการของฮาร์ดี-ไวน์เบิร์ก (Hardy-Weinberg equilibrium) โดยค านวณจาก PICi = 2fi(1-fi) โดย
ที่ fi คือความถ่ีของแอลลีลที่เพิ่มปริมาณได้ (ปรากฏแถบดีเอ็นเอ) และ 1-fi คือ ความถ่ีของแอลลีลที่
ไม่สามารถเพิ่มปริมาณได้ (ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ) (Roldán-Ruiz, Dendauw, Van Bockstaele, 
Depicker, & De Loose, 2000) 

 

6. พัฒนาเครื่องหมาย SCAR 
6.1  การท าช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ได้ให้บริสุทธ์ิ 

จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากการท า SRAP เลือกแถบดีเอ็นเอที่ข้ึนเฉพาะกล้วยไม้
ชนิดที่ต้องการ ตัดแถบดีเอ็นเอ แล้วน ามาท าให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอบริสุทธ์ิโดยใช้ชุดส าเร็จ PureDirex 
PCR Clean-up & Gel Extraction Kit (GeneDirex) โดยมี ข้ันตอนตามวิธีมาตรฐานของบริษัท 
GeneDirex ดังนี ้

6.1.1  น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์มาแยก
ขนาดของแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช้ 1X TAE buffer ที่เตรียมใหม่ 
จากนั้นน าเจลไปส่องภายใต้แสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ต้องการ แล้วตัดแถบ  
ดีเอ็นเอใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ช่ังน้ าหนักของหลอดเปล่าไว้แล้ว 

6.1.2  น าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่มีช้ินส่วนเจลไปช่ังน้ าหนักอีกครั้งเพื่อหา
น้ าหนักของเจล จากนั้นเติม buffer B 500 ไมโครลิตร ต่อเจลที่ตัดได้ 300 มิลลิกรัม น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกว่าเจลจะละลายจนหมด โดยระหว่างการบ่ม 
ผสมโดยใช้เครื่องผสมสารทุก ๆ 2-3 นาที จากนั้นวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เพื่อให้สารละลายเย็นลง 
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6.1.3  น า PG Column ใส่ใน collection tube แล้วเติมสารละลายเจลที่ได้ลงไป
ใน PG Column ปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นเทของเหลว
ใน collection  tube ทิ้ง วาง PG Column ใน collection tube ตามเดิม 

6.1.4  เติม buffer w1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร เพื่อล้างตะกอนดีเอ็นเอ แล้ว
น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวใน collection tube 
ทิ้ง วาง PG Column ใน collection tube ตามเดิม 

6.1.5  เติม buffer w2 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวใน collection tube ทิ้ง วาง PG Column ใน 
collection tube ตามเดิม แล้วน าปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 

6.1.6  ย้าย PG Column ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอด
ใหม่ เติม buffer E ปริมาตร 50-200 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง column บนแผ่นเมมเบรนเพื่อละลาย 
ดีเอ็นเอ แล้ววางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดและความเข้มข้นด้วยเทคนิคอะกาโรสอิเล็กโทร -
โฟรีซิส  

6.2  การโคลนช้ินดีเอ็นเอ 

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ท าให้บริสทุธ์ิแล้วมาต่อเช่ือมกับพลาสมดิ pTZ57R/T Cloning 
vector (Thermo Scientific, USA) จากนั้นถ่ายดีเอ็นเอสายผสมที่ได้เข้าสู่แบคทีเรีย Escherichia 
coli สายพันธ์ุ DH5α เพื่อให้พลาสมิดเพิ่มปริมาณไปพร้อมกับการแบ่งเซลล์ของแบคทีเรียเจ้าบ้าน 
คัดเลือกดีเอ็นเอสายผสมโดยวิธี blue-white colony selection บนอาหารแข็ง LB ที่มี X-gal, IPTG 
และ ampicillin เมื่อได้โคโลนีที่ต้องการแล้วจึงสกัดพลาสมดิออกจากเซลลเ์จา้บ้าน และน าพลาสมดิที่
ได้มาตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ และหาล าดับ  
นิวคลีโอไทด์โดยบริษัท Macrogen Inc. ประเทศเกาหลีใต้  

6.2.1  การเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอกบัพลาสมิด 

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ผ่านการท าให้บริสุทธ์ิแล้วมาเช่ือมต่อกับพลาสมิด 
pTZ57R/T Cloning vector โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยาดังตารางที่ 4 จากนั้นเมื่อผสมสาร
ทั้งหมดแล้ว น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 
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ตารางที่ 4 องค์ประกอบของสารที่ใช้ในการเช่ือมตอ่ช้ินส่วนดีเอ็นเอกับพลาสมิด 

สำรเคม ี ควำมเข้มข้นสุดท้ำย ปริมำตร (ไมโครลิตร) 
5X ligation buffer 1X 2 

pTZ57R/T Cloning Vector 
(55ng/µl) 

55 ng 
1 

T4 DNA ligase (5 units/ µl) 5 units 1 

PCR product 
Water, nuclease-free 

 
5 
1.7 

Total  10 

 

6.2.2  การเตรียม competent cell 

1)  streak เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ DH5α บนอาหาร
แข็ง LB แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน เพื่อให้ได้โคโลนเีดี่ยว จากนั้นย้ายโคโลนี
เดี่ยวลงในอาหารเหลว SOB ปริมาตร 2 มิลลลิิตร น าไปเขยา่ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง 

2)  ดูดเช้ือจากอาหารเหลวในข้อ 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติมลงไปใน
อาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือจากอาหารเหลวลงในหลอดเซนตริฟิวจ์ ขนาด 50 
มิลลิลิตร ที่เย็น น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที เทของเหลว (supernatant) ทิง้ 

3)  เติม 100 mM CaCl2 ที่เย็น ปริมาตร 10 มิลลลิิตร ท าให้เซลล์กระจาย
ด้วยไมโครปิเปตโดยการดูดข้ึนลงหลายๆ ครั้ง น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที อุณหภูม ิ
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เทของเหลวทิ้ง และท าซ้ าอีกครัง้ จากนั้นเติม 100 mM CaCl2 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ท าให้เซลล์กระจายด้วยไมโครปิเปตโดยการดูดข้ึนลงหลายๆ ครั้ง แบ่งใสห่ลอด 
ไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 200 ไมโครลิตร จะได้ competent cell ส าหรบัการ
ใช้งานต่อไป 

6.2.3  น าพลาสมิดเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านด้วยวิธี Heat shock 

1)  เติมพลาสมิดที่เช่ือมต่อกบัช้ินส่วนดีเอ็นเอ (ligation mix) ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ลงไปในหลอด competent cell ผสมใหเ้ข้ากนัด้วยไมโครปิเปตเบาๆ จากนั้นแช่น้ าแข็ง 
เป็นเวลา 30 นาที 
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2)  น าหลอด competent cell ที่เติมพลาสมิดแล้วไปบม่ที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที น าไปแช่น้ าแข็งทันที เปน็เวลา 2 นาที 

3)  เติมอาหารเหลว SOC ปริมาตร 800 ไมโครลิตร น าไปเขย่าที่ความเร็ว 
200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที 

4)  ดูดอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 700 ไมโครลิตร ทิ้งไป จากนั้นท าให้เซลล์
กระจายด้วยไมโครปเิปตโดยการดูดข้ึนลงหลาย ๆ ครั้ง แล้วน าไป spread ลงบนอาหารแข็ง LB ที่ม ี 
X-gal, IPTG และ ampicillin แล้วน าไปบม่ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง 

5)  คัดเลือกโคโลนีที่มี recombinant plasmid ด้วยวิธี blue-white 
colony selection  

6.2.4  การสกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทีเรีย 

1)  เข่ียโคโลนีที่ต้องการใส่ในอาหารเหลว 2XYT ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ที่ม ี
ampicillin (100 µg/ml) น าไปเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18 ช่ัวโมง 

2)  ย้ายเช้ือลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลลิติร แล้วน าไปปั่น
เหว่ียงที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเทอาหารเหนือตะกอนทิง้ ท าซ้ าจน
อาหารทีเ่ลี้ยงเช้ือไว้หมด 

3)  สกัดพลาสมิดโดยใช้ชุดสกัดส าเรจ็รปู PureDirex Plasmid miniPREP 
Kit (Bio-Helix) โดยเติม buffer s1 ปริมาตร 200 ไมโครลติร จากนั้นน าไปเขย่าให้เซลล์กระจายโดย
ใช้ vortex แล้วเติม buffer s2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมทันทีโดยการกลบัหลอดไปมา วางทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 2 นาที แล้วเติม buffer s3 ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมทันทโีดยการกลบั
หลอดไปมา จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที 

4)  น า PM Column ใส่ใน collection tube ดูดของเหลวด้านบนลงใน PM 
Column แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวด้านล่าง
ทิ้ง วาง PM ใน collection tube ตามเดิม จากนั้นเติม buffer w1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวด้านล่างทิ้ง วาง PM ใน 
collection tube ตามเดิม 

5)  เติม buffer w2 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทของเหลวด้านล่างทิ้ง วาง PM ใน collection tube ตามเดมิ 
น าไปปั่นเหว่ียงอีกครั้งที่ความเร็ว 6000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นย้าย PM Column ลง
ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม buffer E เพื่อละลายตะกอน ปรมิาตร 
50-200 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง column บนแผ่นเมมเบรนเพื่อละลายดเีอ็นเอ โดยวางไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเรว็ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาท ี
จากนั้นตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรซีสิ  
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6.2.5 การตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอจากพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

เมื่อสกัดพลาสมิดได้แล้วน ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI และ 
HindIII โดยการเติมสารละลายดีเอ็นเอในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วผสมสารเคมีต่างๆ ที่ใช้ใน
ปฏิกิริยาดังตารางที่ 5 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน แล้วตรวจสอบผลด้วย
วิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ 1X TAE เป็นบัฟเฟอร์ ความ
ต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ จนกว่าสี bromophenol blue จะเคลื่อนไปเป็นระยะทาง 2 ใน 3 ของ
แผ่นเจล ย้อมเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ เพื่อตรวจสอบขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ได้ หลังจากนั้นน า 
พลาสมิดที่มีช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการ ส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen Inc. ประเทศ
เกาหลีใต้ โดยใช้ Universal Primers M13F และ M13R 

ตารางที่ 5 ปรมิาตรและความเข้มข้นของสารที่ใช้ในการตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

สำรเคม ี ควำมเข้มข้นสุดท้ำย ปริมำตรท่ีใช้ (ไมโครลิตร) 
10X Buffer R 1X 2 
10 U/µl Restriction enzyme (EcoRI) 10U 1 
10 U/µl Restriction enzyme (HindIII) 10U 1 
Plasmid - 5 
Distilled water  - 11 
Total  20 

 

6.2.6  การสังเคราะห์ไพรเมอรส์ าหรบัเครือ่งหมาย SCAR  

เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทด์แล้ว น ามาจัดเรียง (alignment) โดยใช้โปรแกรม 
GeneDoc Version 2.6.2 (Nicholas & Nicholas, 1997) และตรวจสอบการจัดเรียงด้วยโปรแกรม 
ClustralX (Thompson, Gibson, & Higgins, 2002) เปรียบเทียบนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับฐานข้อมูล 
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) จากนั้นออกแบบไพรเมอร์และตรวจสอบค่าต่าง ๆ  โดยใช้
เว็บไซต์ IDTDNA (https://sg.idtdna.com/site) และสังเคราะห์ไพรเมอร์ที่ออกแบบกับบริษัท 
Macrogen Inc. ประเทศเกาหลีใต้ 

7.  การทดสอบความจ้าเพาะของเครื่องหมาย SCAR 
น าไพรเมอร์ SCAR ที่สังเคราะห์มาตรวจสอบความจ าเพาะต่อชนิดของกล้วยไม้ใน

กลุ่ม Calanthe โดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ ซึ่งเป็นตัวอย่างเดียวกับที่ใช้ในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
จ านวน 20 ตัวอย่าง และตัวอย่างอื่น ๆ ซึ่งประกอบไปด้วย Epipactis flava, Triticum aestivum 
และ Dendrobium species โดยใช้ความเข้มข้นและปริมาตรของสารดังตารางที่  6 ใช้เวลาและ
อุณหภูมิในการท าพีซีอาร์ดังตารางที่ 7 แล้วตรวจสอบผลโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
https://sg.idtdna.com/site)%20โดย
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ตารางที่ 6 ความเข้มข้นและปริมาตรของสารที่ใช้ในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

ควำมเข้มข้นของสำร ควำมเข้มข้นสุดท้ำย 
ปริมำตรท่ีใช้ 
(ไมโครลิตร) 

Distilled water - 7.3 
10X i-TaqTM plus buffer + MgCl2 1X 1 

10 mM dNTPs 0.2 mM 0.2 
10 µM Forward Primer  0.2 µM 0.2 
10 mM Reverse Primer  0.2 µM 0.2 

5U/µl Taq DNA Polymerase (i- TaqTM plus) 0.5 U 0.1 
DNA template 100 ng 1 

รวม  10 
 

ตารางที่ 7 อุณหภูมิและเวลาในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศำเซลเซียส) เวลำ  จ ำนวนรอบ 
Initial denaturation 94 2 นาที 1 
Denaturation  
Annealing  
Extension 

94 
54-70 
72 

30 วินาที 
45 วินาที 
30 วินาที 

 

Final extension 72 7 นาที 1 
 

 
 
  

35 
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บทที่  4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอ 
 การสกัดดีเอ็นเอจากใบของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้วิธี CTAB ที่ดัดแปลงมาจาก Doyle 
and Doyle (1987) พบว่าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้ส่วนใหญ่มีลักษณะใสไม่มีสี แต่ก็มีบางตัวอย่าง
ที่สารละลายเป็นสีน้ าตาล เมื่อน าสารละลายดีเอ็นเอมาตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรส
เจลความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดมากกว่า 10 กิโลเบส เมื่อเทียบกับ
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)) และสังเกตได้ว่าใน
บางตัวอย่างมีลักษณะเป็นปื้น (smear) แสดงว่ามีการแตกหักของช้ินดีเอ็นเอ ซึ่งอาจเกิดจากการมสีาร
ประเภทพอลิแซ็กคาไรด์ในตัวอย่างจ านวนมาก ซึ่งมีผลท าให้สายดีเอ็นเอขาดหรือเสียหายได้ (A. D. 
Sharma, Gill, & Singh, 2002) และเนื่องจากตัวอย่างมีจ านวนมาก (45 ตัวอย่าง) ต้องใช้เวลานานใน
การสกัด ท าให้บางตัวอย่างเกิดการเน่าเสียก่อนที่จะสกัดได้ทัน ซึ่งมีผลท าให้คุณภาพของดีเอ็นเอที่
สกัดได้ไม่ดีเท่าที่ควร แต่เมื่อน าสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไปตรวจสอบค่าความบริสุทธ์ิก็พบว่ามีค่า
ต่ าสุดอยู่ที่  1.649 (C. lyroglossa RK) และสูงสุดที่  1.9505 (C. masuca RK) ซึ่งสามารถน า
สารละลายดีเอ็นเอที่ได้ไปใช้ในการศึกษาต่อไปได้ ดังนั้นวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ดัดแปลงมาจาก Doyle 
and Doyle (1987) นั้นเหมาะสมที่จะใช้กับตัวอย่างใบสดของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น (ภาพที่ 1) 

 

 

 

 

 

 

 

  

M     1      2    3      4      5     6     7      8    9    10    11   12  

10,000 bp 

ภาพที่ 1 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดด้วยวิธีดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1987) โดย M = 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); Lane 1-4 = C. densiflora; Lane 5-8 = 
P. flavus; Lane 9-12 = Cep. obcordata 
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร ์
 การคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ทีเ่หมาะสม 

  สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธีดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1987) สามารถน ามาใช้
ในการเพิ่มปริมาณได้เนื่องจากมีความบริสุทธ์ิที่เหมาะสม โดยน ามาท าพีซีอาร์เพื่อคัดเลือกคู่ไพรเมอร์
จากไพรเมอร์ SRAP จ านวน 100 คู่พบว่า ไพรเมอร์ 18 คู่ให้แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนและมีแถบดีเอ็นเอที่
แตกต่าง (Polymorphic band) คือ M1E7, M2E1, M2E2, M2E4, M2E5, M2E6, M2E7, M2E9, 
M2E10, M3E6, M3E9, M4E3, M5E2, M6E10, M9E2, M9E4, M9E5 และ M10E1 (ภาพที่ 2) ซึ่ง
สามารถน าไปใช้ในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอต่อไปได้ ส่วนไพรเมอร์อีก 82 คู่ แบ่งออกเป็นไพรเมอร์
ที่ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นได้ 14 คู่ คือ M1E3, M1E8, M3E8, M4E8, 
M5E8, M6E1, M6E2, M6E8, M7E6, M7E7, M7E8, M8E8, M9E8 และ M10E8 และไพรเมอร์ที่
สามารถเพิ่มปริมาณได้ในบางตัวอย่าง 17 คู่ คือ M1E2, M1E4, M1E5, M3E3, M2E3, M6E3, M6E4, 
M6E5, M6E9, M7E9, M7E10, M8E2, M8E7, M9E3, M9E10, M10E3, M10E9 และไพรเมอร์ 51 
คู่ สามารถเพิ่มปริมาณได้ในทุกตัวอย่าง แต่มีไพรเมอร์ 9 คู่ คือ M1E1, M3E1, M3E10, M5E4, 
M7E2, M7E4, M7E5, M8E5 และ M10E4 ให้ผลที่เป็นแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน (monomorphic 
band) และไพรเมอร์ 42 คู่ ที่เหลือให้ผลการเพิ่มปริมาณที่ไม่ชัดเจน จึงไม่ได้น าไปใช้ในการศึกษา
ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M    1    2    3   4    5    6    7    8    9   10   11  12   13  14  15   M 

1,500 bp 

100 bp 

ภาพที่ 2 ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอเพื่อคัดเลือกคู่ไพรเมอร์คู่ที่เหมาะสม โดย M = 100 bp 
DNA Ladder (GeneDirex); Lane 1-3 = ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ M3E6; Lane 
4-6 = ไพรเมอร์ M3E7; Lane 7-9 = ไพรเมอร์ M3E8; Lane 10-12 = ไพรเมอร์ M3E9; Lane 13-
15 = ไพรเมอร์ M3E10; Lane 1,4,7,10,13 = Cep. obcordata; Lane 2,5,8,11,14 = P. flavus; 
Lane 3,6,9,12,15 = C. densiflora 
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 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 
  เมื่อได้คู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมจ านวน 18 คู่แล้ว น ามาเพิ่มปริมาณกับตัวอย่างกล้วยไม้กลุ่ม
เอื้องน้ าต้นทั้ง 20 ชนิด เพื่อสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบว่า ไพรเมอร์ทั้ง 18 คู่สามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น ซึ่งมีขนาดอยู่ในช่วง 100 – 1,500 คู่เบส (ภาคผนวก ข) โดยมีจ านวน
แถบดีเอ็นเอที่ได้จ านวน 565 แถบ เฉลี่ยเป็น 31.39 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง
จ านวน 562 แถบ  คิดเป็น 99.45 % และจากการพิจารณาความหลากหลายจากค่า PIC 
(Polymorphic information content) พบว่า มีค่าอยู่ในช่วง 0.00 – 0.50 โดยมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.15 
(ตารางที่ 8) 

ตารางที่ 8 จ านวนแถบดีเอ็นเอและเปอรเ์ซ็นต์พอลิมอร์ฟซิึมที่ได้จากการเพิม่ปริมาณด้วยไพรเมอร์ 
SRAP 

คู่ไพรเมอร์ จ ำนวนแถบดี
เอ็นเอท้ังหมด 

จ ำนวน
แถบท่ี

แตกต่ำง 

เปอร์เซ็นต์จ ำนวน
แถบท่ีแตกต่ำง 

ช่วงของค่ำ 
polymorphic 
information 

content (PIC) และ
ค่ำเฉลี่ย 

M1E7 33 33 100 0.05-0.50 (0.18) 
M2E1 44 44 100 0.05-0.50 (0.12) 
M2E2 25 25 100 0.05-0.35 (0.15) 
M2E4 24 24 100 0.05-0.27 (0.13) 
M2E5 36 36 100 0.05-0.41 (0.16) 
M2E6 35 35 100 0.05-0.46 (0.16) 
M2E7 32 30 93.75 0.00-0.38 (0.13) 
M2E9 39 39 100 0.05-0.44 (0.14) 
M2E10 28 28 100 0.05-0.38 (0.17) 
M3E6 28 28 100 0.05-0.31 (0.14) 
M3E9 29 29 100 0.05-0.35 (0.15) 
M4E3 32 32 100 0.05-0.41 (0.16) 
M5E2 27 26 96.30 0.00-0.27 (0.16) 
M6E10 35 35 100 0.05-0.47 (0.16) 
M9E2 40 40 100 0.05-0.46 (0.16) 
M9E4 23 23 100 0.05-0.50 (0.18) 
M9E5 26 26 100 0.05-0.44 (0.20) 
M10E1 29 29 100 0.05-0.44 (0.15) 
Total 565 562 - - 
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คู่ไพรเมอร์ จ ำนวนแถบดี
เอ็นเอท้ังหมด 

จ ำนวน
แถบท่ี

แตกต่ำง 

เปอร์เซ็นต์จ ำนวน
แถบท่ีแตกต่ำง 

ช่วงของค่ำ 
polymorphic 
information 

content (PIC) และ
ค่ำเฉลี่ย 

Average 31.39 31.22 99.45 0.15 
 

กำรสรำ้ง phylogenetic tree และหำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม 
 ภายหลังการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP แล้ว น าแถบดีเอ็นเอที่ได้มาวิเคราะห์พบว่า 
มีแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 565 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน (monomorphic band) จ านวน 3 
แถบ และเป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน (polymorphic band) จ านวน 562 แถบ เมื่อน าข้อมูลที่ได้
ไปวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรม (similarity coefficient) ตามวิธีของ Jaccard 
(1908) พบว่าอยู่ในช่วง 0.06 – 0.59 เฉลี่ย 0.149 ซึ่งเมื่อพิจารณาแยกทีละสกุลพบว่า สกุล 
Calanthe มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมอยู่ในช่วง 0.06 (ระหว่าง C. masuca กับ  
C. cardioglossa) ถึง 0.40 (ระหว่าง C. pulchra กับ C. lyroglossa) โดยมีค่าสัมประสิทธ์ิความ
เหมือนทางพันธุกรรมภายในสกุลเฉลี่ยอยู่ที่  0.148 ในขณะที่สกุล Phaius มีค่าสัมประสิทธ์ิความ
เหมือนทางพันธุกรรม อยู่ในช่วง 0.12 (ระหว่าง P. flavus กับ P. tankervilleae “alba”) ถึง 0.59 
(ร ะ ห ว่ า ง  P. mishmensis กั บ  P. indochinensis) โ ด ย เ ฉ ลี่ ย เ ท่ า กั บ  0.259 แ ล ะ ส กุ ล 
Cephalantheropsis มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.33 (ตารางที่ 9) 

 จากนั้นน าข้อมูลค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมมาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มกลว้ยไม้เอื้องน้ าต้นทั้ง 20 ชนิดออกได้เป็น 5 กลุม่
ที่ coefficient 0.158 โดยกลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยกล้วยไม้ 3 ชนิดในสกุล Calanthe คือ C. masuca 
C. triplicata และ C. herbacea ส่วนกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย C. rosea, C. rubens, C. vestita,  
C. succedanea และ C. rubens “alba” กลุ่มที่ 3 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกลุ Phaius ประกอบดว้ย 
P. flavus, P. indochinensis, P. mishmensis, P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” 
กลุ่มที่ 4 ประกอบด้วยกล้วยไม้ 2 สกุลคือ Calanthe ประกอบด้วย C. clavata, C. densiflora,  
C. lyroglossa, C. pulchra และ Cephalantheropsis คือ Cep. obcordata และ Cep. longipes 
และกลุ่มสุดท้าย คือ C. cardioglossa (ภาพที่ 3) 

 

 



33
 

 ตา
รา

งท
ี่ 9

 ค่
าส

ัมป
ระ

สิท
ธ์ิค

วา
มเ

หม
ือน

ทา
งพ

ันธุ
กร

รม
 (J

ac
ca

rd
 si

m
ila

rit
y 

co
ef

fic
ien

t) 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 
33 

 

 

C. cardioglossa 

C. clavata 

C. densiflora 

C. lyroglossa 

C. masuca 

C. pulchra 

C. rosea 

C. rubens 

C. succedanea 

C. triplicata 

C. vestita 

C. herbacea 

C. rubens “alba” 

P. flavus 

P. indochinensis 

P. mishmensis 

P. tankervilleae 

P. tankervilleae “alba” 

Cep. obcordata 

Cep. longipes 

C
. 
c
a
r
d
io

g
lo

s
s
a
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
c
la

v
a
ta

 
0
.1

2
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
d
e
n
s
if

lo
r
a
 

0
.1

1
 

0
.2

8
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
ly

r
o
g
lo

s
s
a
 

0
.0

9
 

0
.1

8
 

0
.2

1
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
m

a
s
u
c
a
 

0
.0

6
 

0
.1

0
 

0
.0

9
 

0
.1

3
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
p
u
lc

h
r
a
 

0
.0

7
 

0
.1

4
 

0
.2

1
 

0
.4

0
 

0
.1

0
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
r
o
s
e
a
 

0
.1

1
 

0
.1

3
 

0
.1

6
 

0
.1

1
 

0
.1

2
 

0
.0

9
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
r
u
b
e
n
s
 

0
.1

5
 

0
.1

5
 

0
.1

2
 

0
.1

4
 

0
.1

0
 

0
.0

9
 

0
.3

7
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
s
u
c
c
e
d
a
n
e
a
 

0
.1

6
 

0
.1

3
 

0
.1

2
 

0
.1

3
 

0
.1

0
 

0
.0

9
 

0
.2

0
 

0
.2

6
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
tr

ip
li

c
a
ta

 
0
.0

8
 

0
.1

2
 

0
.1

4
 

0
.1

0
 

0
.2

4
 

0
.0

9
 

0
.1

6
 

0
.1

5
 

0
.1

6
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
v
e
s
ti

ta
 

0
.1

1
 

0
.1

0
 

0
.0

8
 

0
.1

4
 

0
.1

3
 

0
.1

0
 

0
.2

2
 

0
.3

5
 

0
.2

3
 

0
.1

4
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
C

. 
h
e
r
b
a
c
e
a
 

0
.1

1
 

0
.0

9
 

0
.1

1
 

0
.0

8
 

0
.2

6
 

0
.0

8
 

0
.1

3
 

0
.1

2
 

0
.1

1
 

0
.3

2
 

0
.1

3
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
 

C
. 
r
u
b
e
n
s
 “

a
lb

a
”
 

0
.1

0
 

0
.1

5
 

0
.1

4
 

0
.1

1
 

0
.1

0
 

0
.1

3
 

0
.3

4
 

0
.2

0
 

0
.1

7
 

0
.1

6
 

0
.1

6
 

0
.1

0
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

 
P

. 
fl

a
v
u
s
 

0
.1

0
 

0
.1

1
 

0
.1

5
 

0
.1

3
 

0
.1

1
 

0
.1

1
 

0
.1

8
 

0
.1

2
 

0
.1

6
 

0
.1

4
 

0
.1

0
 

0
.1

0
 

0
.1

9
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
 

P
. 
in

d
o
c
h
in

e
n
s
is

 
0
.1

0
 

0
.1

5
 

0
.1

8
 

0
.1

6
 

0
.1

1
 

0
.1

6
 

0
.1

7
 

0
.1

3
 

0
.1

3
 

0
.1

2
 

0
.1

1
 

0
.1

2
 

0
.1

3
 

0
.2

3
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

 
P

. 
m

is
h
m

e
n
s
is

 
0
.1

3
 

0
.1

5
 

0
.1

7
 

0
.1

9
 

0
.1

0
 

0
.1

6
 

0
.1

8
 

0
.1

1
 

0
.1

4
 

0
.1

4
 

0
.1

1
 

0
.1

2
 

0
.1

5
 

0
.2

4
 

0
.5

9
 

1
.0

0
 

 
 

 
 

P
. 
ta

n
k
e
r
v
il

le
a
e
 

0
.0

8
 

0
.1

9
 

0
.1

5
 

0
.1

4
 

0
.1

0
 

0
.1

1
 

0
.1

6
 

0
.1

0
 

0
.1

1
 

0
.1

3
 

0
.1

3
 

0
.1

2
 

0
.1

9
 

0
.1

3
 

0
.1

8
 

0
.1

8
 

1
.0

0
 

 
 

 
P

. 
ta

n
k
e
r
v
il

le
a
e
 “

a
lb

a
”
 

0
.0

9
 

0
.1

7
 

0
.1

9
 

0
.1

6
 

0
.0

8
 

0
.1

3
 

0
.1

5
 

0
.1

1
 

0
.1

3
 

0
.1

5
 

0
.1

3
 

0
.1

1
 

0
.1

6
 

0
.1

2
 

0
.1

7
 

0
.1

8
 

0
.5

7
 

1
.0

0
 

 
 

C
e
p
. 

o
b
c
o
r
d
a
ta

 
0
.1

2
 

0
.2

0
 

0
.2

5
 

0
.3

0
 

0
.0

9
 

0
.1

5
 

0
.1

8
 

0
.1

2
 

0
.1

5
 

0
.1

4
 

0
.0

9
 

0
.1

4
 

0
.1

7
 

0
.1

5
 

0
.1

7
 

0
.1

8
 

0
.1

7
 

0
.1

7
 

1
.0

0
 

 
C

e
p
. 
lo

n
g
ip

e
s
 

0
.1

3
 

0
.1

5
 

0
.1

4
 

0
.2

0
 

0
.1

1
 

0
.1

1
 

0
.1

3
 

0
.1

3
 

0
.1

3
 

0
.1

1
 

0
.0

9
 

0
.1

3
 

0
.1

2
 

0
.1

0
 

0
.1

2
 

0
.1

4
 

0
.1

1
 

0
.1

0
 

0
.3

3
 

1
.0

0
 



34
 

  
 

34 
 

ภา
พท

ี่ 3
 แ

ผน
ภา

พแ
สด

งค
วา

มส
ัมพ

ันธ์
ทา

งพ
ันธุ

กร
รม

ด้ว
ยวิ

ธี 
UP

GM
A 



35 
 

การพัฒนาเครื่องหมาย SCAR 
 การตัดแถบดีเอ็นเอและการโคลน 

 จากการตรวจสอบดีเอ็นเอของกล้วยไม้ทั้งหมดด้วยเครื่องหมาย SRAP 18 คู่ไพรเมอร์ พบ
แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะจึงตัดแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะจากการท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรซีิสจ านวน 77 
แถบ (ตารางที่ 10) จากนั้นน าแถบดีเอ็นเอที่ได้ไปท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดส าเร็จรูป PureDireX PCR 
Clean-up & Gel Extraction Kit แล้วน าช้ินส่วนดีเอ็นเอมาเช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิด pTZ57R/T ส่ง
ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α คัดเลือกโคโลนีบนอาหารแข็ง ตัวอย่างละ 2-3 โคโลนี 
โดยเลือกโคโลนีสีขาวมาเลี้ยงในอาหารเหลว 2XYT น าไปสกัดด้วยชุดส าเร็จรูป Plasmid miniprep 
Kit (PureDirex) สามารถสกัดพลาสมิดได้ทุกโคโลนีที่น ามาเลี้ยง (ภาพที่ 4) และตัดด้วยเอนไซม์ 
HindIII และ EcoRI พบว่า มี 17 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากกล้วยไม้ 11 ชนิดเท่านั้น (ภาพที่ 5) 

 

ตารางที่ 10 จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ตัดได้จากการท า SRAP 

ไพรเมอร์ 
SRAP 

จ ำนวนแถบ
ท่ีตัดได้ 

จ ำนวนแถบ
ท่ีโคลนได้ 

ขนำดท่ีโคลนได้ 
(คู่เบส) 

จำกกล้วยไมช้นิด 

M1E7 8 - - - 
M2E1 5 1 200 C. triplicata 
M2E2 5 - - - 
M2E4 2 - - - 
M2E5 5 - - - 
M2E6 3 1 200 C. triplicata 
M2E7 5 - -  
M2E9 4 2 500-550 C. triplicata และ C. 

succedanea 
M2E10 6 - - - 
M3E6 6 3 480-700 C. rubens “alba”, C. 

densiflora และ C. lyroglossa 
M3E9 5 3 540-800 C. herbacea, P. flavus และ 

P. indochinensis 
M4E3 5 1 250 C. rubens “alba” 
M5E2 3 1 400 P. flavus 
M6E10 4 1 800 C. masuca 
M9E2 3 2 800 C. clavata และ C. rubens 

“alba” 
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ไพรเมอร์ 
SRAP 

จ ำนวนแถบ
ท่ีตัดได้ 

จ ำนวนแถบ
ท่ีโคลนได้ 

ขนำดท่ีโคลนได้ 
(คู่เบส) 

จำกกล้วยไมช้นิด 

M9E4 2 1 900 C. succedanea 
M9E5 1 1 550 Cep. longipes 
M10E1 5 -  - 
รวม 77 17 -  

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M  1   2  3   4  5   6   7  8   9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

3000 bp 

1000 bp 

M   1   2  3  4  5  6  7   8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

3000 bp 

1000 bp 

ภาพที่ 4 ผลการสกัดพลาสมิดจากโคลนที่มาจากกล้วยไม้และไพรเมอร์ต่างๆ  โดย M = 1 kb DNA 
Ladder (GeneDirex); Lane 1-2 = C. triplicata 200 bp M2E1; Lane 3-4 = C. triplicata 200 bp 
M2E6; Lane 5-7 = C. succedanea 550 bp M2E9; Lane 8 = C. densiflora 700 bp M3E6; Lane 
9-11 = C. lyroglossa 480 bp M3E6; Lane 12-14 = C. triplicata 550 bp M3E9; Lane 15-16 = 
P. indochinensis 800 bp M3E9; Lane 17-18 = C. rubens “alba” 250 bp M4E3; Lane 19 = 
C. masuca 800 bp M6E10 Lane 20 = Blue colony 

ภาพที่ 5 พลาสมิดที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ โดย M = 1 kb DNA Ladder (GeneDirex); Lane 1-2 
=  C. triplicata 200  bp M2E1 ; Lane 3-4 = C. triplicata 200 bp M2E6; Lane 5-7 = C. 
succedanea 550 bp M2E9; Lane 8 = C. densiflora 700 bp M3E6; Lane 9-11 = C. lyroglossa 
480 bp M3E6; Lane 12-14 = C. triplicata 550 bp M3E9; Lane 15-16 = P. indochinensis 800 
bp M3E9; Lane 17-18 = C. rubens “alba” 250 bp M4E3; Lane 19 = C. masuca 800 bp 
M6E10; Lane 20 = Blue colony cut with restriction enzyme; Lane 21 = Blue colony uncut 
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 การหาล้าดับนิวคลีโอไทด ์
 หลังจากทดสอบตัดพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแลว้ พบว่ามีเพียง 17 โคลน ที่มีช้ินส่วน
ดีเอ็นเอแทรกอยู่ น าพลาสมิดเหล่าน้ีส่งไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยบริษัท Macrogen Inc. ประเทศ
เกาหลีใต้ และน าข้อมูลที่ได้จากการหาล าดับนิวคลโีอไทด์มาท าการเปรยีบเทยีบ (blast) กับฐานข้อมลู 
Genbank พบว่า ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค SRAP ส่วนใหญ่เป็นช้ินส่วนที่เพิ่มปริมาณ
มาจากส่วนของยีน (ตารางที่ 11) ซึ่งสอดคล้องกับวัตถุประสงค์การออกแบบไพรเมอร์ของ Li and 
Quiros (2001) ที่ออกแบบไพรเมอร์ SRAP ให้จับได้กับส่วนของ ORFs 

 

ตารางที่ 11 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอเมื่อเปรียบเทียบกับฐานข้อมลู Genbank 

ท่ี ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ ข้อมูลจำก Genbank เปอร์เซ็นต์
ควำมเหมือน 

1 C. triplicata 164 bp M2E1 PREDICTED: Dendrobium 
catenatum condensin complex 
subunit 2 (LOC110105888), mRNA 

92 

2 C. triplicata 141 bp M2E6 PREDICTED: Phalaenopsis equestris 
uncharacterized LOC110037469 
(LOC110037469), mRNA 

81 

3 C. triplicata 498 bp M3E9 PREDICTED: Dendrobium 
catenatum uncharacterized 
LOC110112721 (LOC110112721), 
mRNA 

93 

4 C. rubens “alba” 384 bp 
M3E6 

Larimichthys crocea genome 
assembly, chromosome: X 

94 

5 C. rubens “alba” 210 bp 
M4E3 

Plasmodium malariae genome 
assembly, chromosome: 13 

84 

6 C. rubens “alba” 775 bp 
M9E2 

PREDICTED: Dendrobium 
catenatum probable protein S-
acyltransferase 1 (LOC110091874), 
transcript variant X3, mRNA 

94 

7 C. herbacea 486 bp M3E9 Erycina pusilla clone BAC clone 
012N23 mitochondrion sequence 

97 

8 C. clavata 851 bp M9E2 Oryza sativa Indica Group cultivar 
Shuhui498 chromosome 10 
sequence 

97 
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ท่ี ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ ข้อมูลจำก Genbank เปอร์เซ็นต์
ควำมเหมือน 

9 C. succadenea 683 bp 
M9E4 

PREDICTED: Carlito syrichta DnaJ 
heat shock protein family (Hsp40) 
member C21 (DNAJC21), mRNA 

83 

10 C. succedanea 450 bp 
M2E9 

PREDICTED: Dendrobium 
catenatum 5'-3' exoribonuclease 3 
(LOC110098478), mRNA 

95 

11 C. densiflora 672 bp M3E6 PREDICTED: Tetranychus urticae 
uncharacterized LOC107362182 
(LOC107362182), mRNA 

85 

12 C. lyroglossa 433 bp M3E6 Oryzias latipes strain Hd-rR 
chromosome 4 sequence 

100 

13 C. masuca 757 bp M6E10 Vitis vinifera contig 
VV78X194680.77, whole genome 
shotgun sequence 

80 

14 P. flavus 395 bp M3E9 PREDICTED: Arachis duranensis 
uncharacterized LOC107466426 
(LOC107466426), mRNA 

83 

15 P. flavus 341 bp M5E2 PREDICTED: Dendrobium 
catenatum uncharacterized 
LOC110111351 (LOC110111351), 
mRNA 

80 

16 P. indochinensis 775 bp 
M3E9 

PREDICTED: Cucurbita moschata 
uncharacterized LOC111449572 
(LOC111449572), mRNA 

79 

17 Cep. longipes 507 bp M9E5 Eutrema salsugineum hypothetical 
protein (EUTSA_v10018221mg) 
mRNA, complete cds 

100 

 

 การออกแบบไพรเมอร ์
  เมื่อได้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอที่จ าเพาะแล้วน ามาออกแบบไพรเมอร์
จ านวน 44 คู่ไพรเมอร์ โดยออกแบบจากช้ินส่วนดีเอ็นเอจ านวน 17 แถบที่โคลนส าเร็จ (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12 ไพรเมอร์ทีอ่อกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ตัดได้ 

ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M2E1 CTR1 CTR1_F GCTGAAACCAATTT

CTAGAAGG 
140 C. 

triplicata 
55 

CTR1_R GCAAGTATATCTTC
ACGCC 

M2E6 CTR2 CTR2_F GGTGAAATTGAACT
TTGATGGG 

120 67 

CTR2_R GGAATAGCAGCTAC
CATAGG 

M3E9 CTR3 CTR3_F CGAGTCGTAGTTCT
TCCTTCCC 

400 60 

CTR3_R CGGATTCTTATCTG
ATGCCG 

M3E9 CTR4 CTR4_F GCTTATACGCCTCT
GACCG 

300 60 

CTR4_R CGGATTCTTATCTG
ATGCCG 

M3E6 CRUA
1 

CRUA1_
F 

GAGAATAGGCACTG
GACGG 

350 C. rubens 
“alba” 

57 

CRUA1_
R 

GCGTACGAATTCAG
CAAGGG 

M9E2 CRUA
2 

CRUA2_
F 

GTCCAATGCATTGA
CCAACCC 

470 55 

CRUA2_
R 

GACCATCACTATGT
ACTTGGC 

M9E2 CRUA
3 

CRUA3_
F 

GTCCAATGCATTGA
CCAACCC 

600 54 

CRUA3_
R 

GGAAGACTTATATT
TGGCCCGG 
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ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M9E2 CRUA

4 
CRUA4_

F 
GGGCTTCTTCCATT

GACCC 
300 C. rubens 

“alba” 
54 

CRUA4_
R 

GACCATCACTATGT
ACTTGGC 

M9E2 CRUA
5 

CRUA5_
F 

GGGCTTCTTCCATT
GACCC 

440 54 

CRUA5_
R 

GGAAGACTTATATT
TGGCCCGG 

M4E3 CRUA
6 

CRUA6_
F 

GATGAAGTAGCGAG
GAGC 

170 62 

CRUA6_
R 

CGTGAAATGGACTT
TGCG 

M3E9 CHE1 CHE1_F CCAATTCACACAAA
TCGAGTCG 

440 C. 
herbacea 

54 

CHE1_R GAAGGTGTTTGTCC
TTAACGG 

M3E9 CHE2 CHE2_F GATTCTCGCTCTTAT
TCTCGGC 

270 54 

CHE2_R GAAGGTGTTTGTCC
TTAACGG 

M9E2 CCL1 CCL1_F GCGGAATCCGCTAA
CTCCC 

580 C. 
clavata 

50 

CCL1_R GGGTCGACTTAAGG
CGCC 

M9E2 CCL2 CCL2_F GCGGAATCCGCTAA
CTCCC 

650 55 

CCL2_R GAAACCTGAATCCT
TCGGGC 

M9E2 CCL3 CCL3_F GAGTTGGTACATTG
GATTCCCC 

540 55 

CCL3_R GGGTCGACTTAAGG
CGCC 
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ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M9E2 CCL4 CCL4_F GAGTTGGTACATTG

GATTCCCC 
600 C. 

clavata 
57 

CCL4_R GAAACCTGAATCCT
TCGGGC 

M9E2 CCL5 CCL5_F GGCATACTAATGGC
TTTTCCCC 

440 55 

CCL5_R GGGTCGACTTAAGG
CGCC 

M9E2 CCL6 CCL6_F GGCATACTAATGGC
TTTTCCCC 

500 55 

CCL6_R GAAACCTGAATCCT
TCGGGC 

M9E4 CSU1 CSU1_F CCTAATTAGCCTTAT
TAAGGGC 

400 C. 
succedan

ea 

62 

CSU1_R CCTCTCTAGAGATT
AAAACCGC 

M9E4 CSU2 CSU2_F CCTAATTAGCCTTAT
TAAGGGC 

450 54 

CSU2_R GAAACTTCCCAACT
AGGGC 

M9E4 CSU3 CSU3_F GTAGTTTCTCATCTC
CTCGG 

230 54 

CSU3_R CCTCTCTAGAGATT
AAAACCGC 

M9E4 CSU4 CSU4_F GTAGTTTCTCATCTC
CTCGG 

280 54 

CSU4_R GAAACTTCCCAACT
AGGGC 

M2E9 CSU5 CSU5_F GCACTATTAAACTT
GGCCC 

250 68.5 

CSU5_R CGCTATCTATAAAG
ATGCACACGC 
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ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M2E9 CSU6 CSU6_F GCACTATTAAACTT

GGCCC 
430 C. 

succedan
ea 

50 

CSU6_R GCATTTTATTCAGG
CAGTTGGG 

M2E9 CSU7 CSU7_F CCAGCAAGGCAACA
AACCG 

100 65 

CSU7_R CGCTATCTATAAAG
ATGCACACGC 

M2E9 CSU8 CSU8_F CCAGCAAGGCAACA
AACCG 

250 65 

CSU8_R GCATTTTATTCAGG
CAGTTGGG 

M3E6 CDE1 CDE1_F GGTGAAAAAGTTCA
GAACCAACGG 

300 C. 
densiflor

a 

60 

CDE1_R GCTTACAAATGCTA
AGGCGG 

M3E6 CDE2 CDE2_F GGTGAAAAAGTTCA
GAACCAACGG 

600 60 

CDE2_R GCTGATCAATACCT
GTAATTACGG 

M3E6 CDE3 CDE3_F GCACCAGAATTCTA
CAAACCGG 

200 65 

CDE3_R GCTTACAAATGCTA
AGGCGG 

M3E6 CDE4 CDE4_F GCACCAGAATTCTA
CAAACCGG 

450 55 

CDE4_R GCTGATCAATACCT
GTAATTACGG 
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ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M3E6 CLY1 CLY1_F CGGTCGACTAGAAT

TTTATGGC 
400 C. 

lyrogloss
a 

65 

CLY1_R CGAACCTATTGTAA
ACTCAGAGGC 

M3E6 CLY2 CLY2_F CCATAAATGCGCAC
ACTGCC 

270 70 

CLY2_R CGAACCTATTGTAA
ACTCAGAGGC 

M6E10 CMA1 CMA1_F GGATGTAAGTGGAA
AACCC 

550 C. 
masuca 

57 

CMA1_
R 

GCAAGATGCGGAAG
ATTCGGG 

M6E10 CMA2 CMA2_F GGATGTAAGTGGAA
AACCC 

650 68 

CMA2_
R 

GGTATAGAATCAAT
CGGGCGG 

M6E10 CMA3 CMA3_F CGACAAGAAACCCT
TGGCG 

330 70 

CMA3_
R 

GCAAGATGCGGAAG
ATTCGGG 

M6E10 CMA4 CMA4_F CGACAAGAAACCCT
TGGCG 

420 60 

CMA4_
R 

GGTATAGAATCAAT
CGGGCGG 

M3E9 PFL1 PFL1_F GTTAATGGTTCATG
TGGCGAGC 

320 P. flavus 57 

PFL1_R GAGTTGATTCTGCT
CGCG 

M5E2 PFL2 PFL2_F GAGACCATTTGTCA
AGGCC 

240 64 

 PFL2_R CAGAATATTGGAAG
ACTCAGGC 
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ไพร
เมอร์ 
SRAP 

ไพร
เมอร ์
SCAR 

ต ำแหน่ง ล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
(5′-3′) 

ขนำดท่ี
คำดหมำย 
(คู่เบส) 

ส ำหรับ
ชนิด 

อุณหภูมิ 
annealing 

(◦C) 
M3E9 PIN1 PIN1_F CGAATTAACCTTCG

ATTGCG 
500 P. 

indochine
nsis 

65 

PIN1_R GGTGGAAGTTAGGC
TAGGGC 

M3E9 PIN2 PIN2_F CGAATTAACCTTCG
ATTGCG 

700 60 

PIN2_R CGATAGAGACGTTA
CTGGTGGC 

M3E9 PIN3 PIN3_F CCTCTCTTCCTTAA
GCTTCCC 

160 57 

PIN3_R GGTGGAAGTTAGGC
TAGGGC 

M3E9 PIN4 PIN4_F CCTCTCTTCCTTAA
GCTTCCC 

360 57 

PIN4_R CGATAGAGACGTTA
CTGGTGGC 

M9E5 CEPL1 CEPL1_
F 

CATCATCATCATGT
CGACCCC 

400 Cep. 
longipes 

60 

CEPL1_
R 

CATTTAGACTCCTT
GTGGAGGC 

M9E5 CEPL2 CEPL2_
F 

GCAGCTTGATCTTT
GTTAAGGC 

270 70 

CEPL2_
R 

CATTTAGACTCCTT
GTGGAGGC 
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 การทดสอบความจ้าเพาะของไพรเมอร ์
  การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์จ านวน 44 คู่ กับตัวอย่างทั้งหมด 20 ตัวอย่าง คือ  

 1. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. triplicata จ านวน 4 คู่ คือ CTR1, 
CTR2, CTR3 และ CTR4 ไม่สามารถใช้ระบุกล้วยไม้ชนิดนี้ได้ โดยไพรเมอร์ CTR1 สามารถเพิ่ม
ปริมาณได้ในเกือบทุกตัวอย่าง ขนาด 140 คู่เบส ยกเว้น C pulchra (ภาพที่ 6A) ในขณะที่ไพรเมอร์ 
CTR2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ในตัวอย่าง C. masuca และ C. triplicata ขนาด 120 คู่เบส (ภาพที่ 
6B) ไพรเมอร์ CTR3 สามารถเพิ่มปริมาณได้ในทุกตัวอย่าง แต่มีขนาดแตกต่างกันคือ C. masuca 
และ C. herbacea มีขนาด 400 คู่เบส ในขณะที่ตัวอย่างอื่น ๆ มีขนาดประมาณ 800 คู่เบส (ภาพที่ 
6C) และไพรเมอร์ CTR4 สามารถเพิ่มปริมาณได้ในทุกตัวอย่าง ขนาด 300 คู่เบส เท่ากัน (ภาพที่ 6D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

200 bp 

C 

400 bp 

800 bp 

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

200 bp 
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 2. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. rubens “alba” จ านวน 6 คู่ คือ 
CRUA1, CRUA2, CRUA3, CRUA4, CRUA5 และ CRUA6 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ทั้ง 6 
คู่ ไม่สามารถใช้ระบุชนิด C. rubens “alba” ได้อย่างจ าเพาะ โดยไพรเมอร์ CRUA1 เพิ่มปริมาณ
อย่างไม่จ าเพาะในหลายตัวอย่างและหลายขนาด ทั้งใน C. rosea, C. rubens, C. succedanea, C. 
vestita, C. rubens “alba”, P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” ขนาด 350 คู่เบส 
ซึ่งเมื่อพิจารณาจากแผนภาพทางพันธุกรรมพบว่า ตัวอย่าง Calanthe ที่เพิ่มปริมาณได้ทั้ง 5 ตัวอย่าง
ถูกจัดไว้ในกลุ่ม 2 (ภาพที่ 7A) ส่วน P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” ถูกจัดอยู่ใน
กลุ่มสกุล Phaius ในขณะที่ไพรเมอร์ CRUA2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 3 ตัวอย่าง คือ C. rosea, C. 
rubens และ C. rubens “alba” ขนาด 470 คู่เบส (ภาพที่ 7B) ส่วนไพรเมอร์ CRUA3 สามารถเพิ่ม
ปริมาณได้ขนาด 600 คู่เบส ใน 3 ตัวอย่าง คือ C. cardioglossa, C. rosea และ C. rubens “alba” 
สอดคล้องกับค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมที่ระบุว่า C. rubens “alba” มีความ
คล้ายคลึงกับ C. rosea มากกว่า C. rubens (ภาพที่ 7C) ไพรเมอร์ CRUA4 เพิ่มปริมาณได้ใน 3 
ตัวอย่าง คือ C. rosea, C. rubens และ C. rubens “alba” ขนาด 300 คู่เบส (ภาพที่ 7D) ไพรเมอร์ 
CRUA5 เพิ่มปริมาณได้ใน 6 ตัวอย่าง คือ C. cardioglossa, C. rosea, C. rubens, C. succedanea, 
C. vestita และ C. rubens “alba” ขนาด 440 คู่เบส (ภาพที่ 7E) และไพรเมอร์ CRUA6 สามารถ
เพิ่มปริมาณได้ในเกือบทุกตัวอย่างและมีจ านวนแถบดีเอ็นเอจ านวนมาก แสดงว่าไพรเมอร์ไม่จ าเพาะ 
และไม่สามารถใช้ระบุชนิดของ C. rubens “alba” ได้ (ภาพที่ 7F)  

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

300 bp 

ภาพที่ 6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
triplicata ไพรเมอร์ CTR1 (A), CTR 2 (B), CTR 3 (C) และ CTR 4 (D) โดย M = 100 bp DNA 
ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora 
Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 
8 = C. rubens Lane 9 = C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 
12  =  C. herbacea Lane 13  =  C. rubens “alba” Lane 14  =  P. flavus Lane 15  =  P. 
indochinensis Lane 16  =  P. mishmensis Lane 17  =  P. tankervilleae Lane 18  =  P. 
tankervilleae “alba”  Lane 19 = Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 
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M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

500 bp 

M   1   2   3   4   5  6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

500 bp 

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

500 bp 

M   1  2   3   4   5  6  7   8  9  10 11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

500 bp 

M  1  2   3  4   5  6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16  17  18  19  20 E 

500 bp 
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 3. ไพรเมอร์ทีอ่อกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. herbacea จ านวน 2 คู่ คือ CHE1 
และ CHE2 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ CHE1 สามารถเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอได้ในทุกตัวอย่าง 
ขนาด 850 คู่เบส ยกเว้นในชนิด C. masuca และ C. herbacea มีขนาด 400 คู่เบส ในขณะที่ C. 
triplicata ปรากฏทัง้ 2 ขนาด โดยจากแผนภาพทางพันธุกรรมพบว่ากล้วยไม้ทั้ง 3 ชนิด มี
ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกัน ถูกจัดอยู่ในกลุม่ที่ 1 ด้วยกัน ดังนั้นไพรเมอร์ CHE1 อาจใช้ในการระบุชนิดใน
กลุ่มที่ 1 ได ้และใช้แยกชนิด C. triplicata ได้ด้วย เนื่องจากเป็นชนิดเดียวทีม่ีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ทั้ง 
850 และ 400 คู่เบส (ภาพที่ 8A) ส่วนไพรเมอร์ CHE2 ไมส่ามารถใช้ระบุชนิดใดได้ เนื่องจากสามารถ
เพิ่มปริมาณได้ในทุกตัวอย่างขนาด 270 คู่เบส (ภาพที่ 8B) 

 

 

 

 

 

  

M   1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13  14 15 16 17 18 19 20 F 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

500 bp 

900 bp 

ภาพที่ 7 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
rubens “alba” ไพรเมอร์ CRUA1 (A), CRUA2 (B), CRUA3 (C), CRUA4 (D), CRUA5 (E) และ 
CRUA6 (F) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 
= C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 
6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 = C. succedanea Lane 
10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 13 = C. rubens 
“alba” Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = P. mishmensis Lane 
17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = Cep. obcordata 
Lane 20 = Cep. longipes 
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 4. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. clavata จ านวน 6 คู่ คือ CCL1, 
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 และ CCL6 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ CCL1 ไม่สามารถเพิ่ม
ปริมาณได้ในตัวอย่างใดเลย (ภาพที่ 9A) ไพรเมอร์ CCL2 เพิ่มปริมาณได้ในหลายตัวอย่าง (ภาพที่ 9B) 
ไพรเมอร์ CCL3 สามารถเพิ่มปริมาณใน C. cardioglossa, C. rosea และ C. vestita ขนาด 900 คู่
เบส ในขณะที่ C. masuca ขนาด 700 คู่เบส และ C. rubens “alba” ปรากฏทั้ง 2 แถบ (ภาพที่ 
9C) ไพรเมอร์ CCL4 เพิ่มปริมาณได้ในหลายตัวอย่าง โดยมี C. lyroglossa และ Cep. obcordata 
ขนาด 600 คู่เบส ส่วน Cep. longipes ปรากฏ 2 แถบ ขนาด 600 และ 700 คู่เบส (ภาพที่ 9D)  
ไพรเมอร์ CCL5 เพิ่มปริมาณได้ใน C. densiflora ขนาด 750 คู่เบส (ภาพที่ 9E) และไพรเมอร์ CCL6 
เพิ่มปริมาณได้แบบไม่จ าเพาะเจาะจง (ภาพที่ 9F) 

 

 

 

 

  

1   2  3   4   5    6   7   8  9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 M B 

500 bp 
200 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

500 bp 

ภาพที่ 8 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
herbacea ไพรเมอร์ CHE1 (A) และ CHE2 (B) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 
1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa 
Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 
= C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea 
Lane 13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = 
P. mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = 
Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 
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  M   1   2    3  4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

500 bp 

1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20  M D 

500 bp 

 M  1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 E 

500 bp 
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 5. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. succedanea จ านวน 8 คู่ คือ 
CSU1, CSU2, CSU3, CSU4, CSU5, CSU6, CSU7 และ CSU8 ผลการทดสอบปรากฏว่าไพรเมอร์ 
CSU1 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 6 ตัวอย่าง ตัวอย่างละ 2 แถบ คือ C. cardioglossa, C. pulchra, 
C. rosea, C. rubens, C. succedanea และ C. vestita ขนาด 750 และ 400 คู่เบส (ภาพที่ 10A) 
ส่วนไพรเมอร์ CSU2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 4 ตัวอย่าง คือ C. cardioglossa, C. pulchra, C. 
succedanea และ C. vestita ขนาด 450 คู่เบส (ภาพที่ 10B) ไพรเมอร์ CSU3, CSU4 และ CSU5 
สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 7 ตัวอย่าง คือ C. cardioglossa, C. pulchra, C. rosea, C. rubens, C. 
succedanea, C. vestita และ C. rubens “alba” ขนาด 230, 280 และ 250 คู่เบส (ภาพที่ 10C-
E) ตามล าดับ ส่วนไพรเมอร์ CSU6 ไม่สามารถเพิ่มปริมาณได้ในตัวอย่างใดเลย (ภาพที่ 10F) ในขณะที่
ไพรเมอร์ CSU7 เพิ่มปริมาณได้ในทุกตัวอย่างขนาด 100 คู่เบส (ภาพที่ 10G) และไพรเมอร์ CSU8 
สามารถเพิ่มปริมาณได้ในเกือบทุกตัวอย่าง ขนาด 250 คู่เบส ยกเว้น P. indochinensis, P. 
mishmensis และ Cep. longipes (ภาพที่ 10H)  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 F 

500 bp 

ภาพที่ 9 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
clavata ไพรเมอร์ CCL1 (A), CCL2 (B), CCL3 (C), CCL4 (D), CCL5 (E) และ CCL6 (F) โดย M = 
100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 
= C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 
= C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 = C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 
11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus 
Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = P. mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 
18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 



52 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8  9  10 11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

200 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

300 bp 

M   1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 E 

300 bp 
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M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 F 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17 18 19 20 G 

100 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 H 

300 bp 

ภาพที่ 10 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
succedanea ไพรเมอร์ CSU1 (A), CSU2 (B), CSU3 (C), CSU4 (D), CSU5 (E), CSU6 (F), CSU7 
(G), และ CSU8 (H) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa 
Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca 
Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 = C. succedanea 
Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 13 = C. rubens 
“alba”  Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = P. mishmensis Lane 
17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba”  Lane 19 = Cep. obcordata 
Lane 20 = Cep. longipes 
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 6. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. densiflora จ านวน 4 คู่ คือ CDE1, 
CDE2, CDE3 และ CDE4 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่มีความจ าเพาะกับกล้วยไม้ชนิด 
C. densiflora เนื่องจากสามารถเพิ่มได้ในกล้วยไม้ชนิดน้ีเพียงชนิดเดียว ซึ่งมีขนาดแตกต่างกันตาม
ขนาดของไพรเมอร์ที่ออกแบบคือ CDE1 ขนาด 300 คู่เบส (ภาพที่ 11A) CDE2 ขนาด 600 คู่เบส 
(ภาพที่ 11B) CDE3 ขนาด 200 คู่เบส (ภาพที่ 11C) และ CDE4 ขนาด 450 คู่เบส (ภาพที่ 11D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

M  1   2   3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

300 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

600 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

200 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

500 bp 
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 7. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. lyroglossa จ านวน 2 คู่ คือ CLY1 
และ CLY2 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ CLY1 และ CLY2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 3 ชนิด 
คือ C. lyroglossa, Cep. obcordata และ Cep. longipes ขนาด 400 คู่เบส (ภาพที่ 12A) และ 
270 คู่เบส (ภาพที่ 12B) ตามล าดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

400 bp 

 M  1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

500 bp 

ภาพที่ 11 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
densiflora ไพรเมอร์ CDE1 (A), CDE2 (B), CDE3 (C) และ CDE4 (D) โดย M = 100 bp DNA ladder 
(GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 
= C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. 
rubens Lane 9 = C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = 
C. herbacea Lane 13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis 
Lane 16 = P. mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” 
Lane 19 = Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 

ภาพที่ 12 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
lyroglossa ไพรเมอร์ CLY1 (A) และ CLY2 (B) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 
1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa 
Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 = 
C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 
13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = P. 
mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = 
Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 



56 
 

 8. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. masuca จ านวน 4 คู่ คือ CMA1, 
CMA2, CMA3 และ CMA4 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ CMA1 ไม่สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน
ตัวอย่างใดเลย (ภาพที่ 13A) ไพรเมอร์ CMA2 สามารถเพิ่มปริมาณใน 2 ชนิด คือ C. masuca และ 
C. triplicata ขนาด 700 คู่เบส (ภาพที่ 13B) ไพรเมอร์ CMA3 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 3 ชนิด คือ 
C. masuca และ C. herbacea ขนาด 330 คู่เบส และสามารถเพิ่มปริมาณได้ใน C. triplicata 
ขนาด 400 คู่เบสอีกด้วย (ภาพที่ 13C) ไพรเมอร์ CMA4 เพิ่มปริมาณได้ใน 3 ชนิดคือ C. masuca 
ขนาด 420 คู่เบส ในขณะที่ C. triplicata และ C. herbacea นั้นสามารถเพิ่มปริมาณได้ 2 แถบ 
ขนาด 420 และ 470 คู่เบส (ภาพที่ 13D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

400 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

400 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

400 bp 
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 9. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ P. flavus จ านวน 2 คู่ คือ PFL1 และ 
PFL2 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ PFL1 สามารถเพิ่มปริมาณได้เกือบทุกตัวอย่าง ขนาด 320 
คู่เบส ยกเว้น C. cardiglossa, C. rosea และ P. tankrvilleae “alba” (ภาพที่ 14A) ในขณะที ่
ไพรเมอร์ PFL2 สามารถเพิ่มปริมาณได้อย่างจ าเพาะกับ P. flavus เท่านั้น ขนาด 240 คู่เบส (ภาพที่ 
14B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

400 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

300 bp 

ภาพที่ 13 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ C. 
masuca ไพรเมอร์ CMA1 (A), CMA2 (B), CMA3 (C) และ CMA4 (D) โดย M = 100 bp DNA 
ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora 
Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea 
Lane 8 =  C. rubens Lane 9 =  C. succedanea Lane 10 =  C. triplicata Lane 11=  C. 
vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus Lane 
15 = P. indochinensis Lane 16 = P. mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = 
P. tankervilleae “alba” Lane 19 = Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 

ภาพที่ 14 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ P. flavus 
ไพรเมอร์  PFL1 (A) และ PFL2 (B) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. 
cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = 
C. masuca Lane 6  =  C. pulchra Lane7  =  C. rosea Lane 8  =  C. rubens Lane 9  =  C. 
succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea Lane 13 
=  C. rubens “alba” Lane 14  =  P. flavus Lane 15  =  P. indochinensis Lane 16  =  P. 
mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = Cep. 
obcordata Lane 20 = Cep. longipes 
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 10. ไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ P. indochinensis จ านวน 4 คู่ คือ 
PIN1, PIN2, PIN3 และ PIN4 ผลการทดสอบปรากฏว่า ไพรเมอร์ PIN1 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 2 
ชนิด คือ P. indochinensis และ P. mishmensis ขนาด 500 คู่เบส (ภาพที่  15A)  ในขณะที ่
ไพรเมอร์ PIN2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน P. indochinensis และ P. mishmensis ขนาด 700 คู่เบส 
และสามารถเพิ่มปริมาณใน P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” ขนาด 500 คู่เบส ได้
เช่นกัน (ภาพที่ 15B) ส่วนไพรเมอร์ PIN3 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 4 ชนิด เช่นเดียวกับไพรเมอร์ 
PIN2 ขนาด 160 คู่เบส และเพิ่มปริมาณได้ในชนิดอื่น ๆ  อย่างไม่จ าเพาะเจาะจงด้วย (ภาพที่ 15C) 
ไพรเมอร์ PIN4 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน P. indochinensis และ P. mishmensis ขนาด 360 คู่เบส 
(ภาพที่  15D)  ซึ่ ง เมื่ อพิจารณาจากค่าสัมประสิท ธ์ิความเหมือนทางพัน ธุกรรมระหว่าง  
P. indochinensis และ P. mishmensis พบว่า มีค่าสูงถึง 0.59 ท าให้ไพรเมอร์ SCAR จึงไม่สามารถ
ใช้จ าแนกทั้ง 2 ชนิดนี้ออกจากกันได้  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 A 

500 bp 

 M  1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

800 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 C 

500 bp 
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 11. ไพรเมอร์ที่มาจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Cep. longipes จ านวน 2 คู่ คือ CEPL1 และ 
CEPL2 ผลการทดสอบปรากฎว่า ไพรเมอร์ CEPL1 สามารถเพิ่มปริมาณได้ในเกือบทุกชนิด ขนาด 
400-500 คู่เบส ยกเว้น C. masuca, C. rubens, C. triplicata และ C. herbacea (ภาพที่ 16A) 
ส่วนไพรเมอร์ CEPL2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 3 ชนิดคือ C. lyroglossa, Cep. obcordata และ 
Cep. longipes ขนาด 270 คู่เบส (ภาพที่ 16B) 

 

 

 

 

 

 

  

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 D 

500 bp 

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 A 

500 bp 

ภาพที่ 15 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ P. 
indochinensis ไพรเมอร์ PIN1 (A), PIN2 (B), PIN3 (C) และ PIN4 (D) โดย M = 100 bp DNA 
ladder (GeneDirex) Lane 1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora 
Lane 4 = C. lyroglossa Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 
8 = C. rubens Lane 9 = C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 
12  =  C. herbacea Lane 13  =  C. rubens “alba” Lane 14  =  P. flavus Lane 15  =  P. 
indochinensis Lane 16  =  P. mishmensis Lane 17  =  P. tankervilleae Lane 18  =  P. 
tankervilleae “alba” Lane 19 = Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 
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 ดังนั้นจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ 17 แถบ น ามาออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะได้ 44 คู่ 
โดยผลการทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ SCAR ทั้ง 44 คู่ พบว่า ประสบความส าเร็จในการระบุ
ชนิดจ านวน 12 คู่ คือ CHE1, CCL3, CCL4, CCL5, CDE1, CDE2, CDE3, CDE4, CMA3, CMA4, 
PFL2 แล ะ  CEPL1 ส าม า ร ถ ใ ช้ แยกกล้ ว ย ไม้ ไ ด้  7  ชนิ ด  คื อ  C. densiflora, C. masuca,  
C. succedanea, C. triplicata, C. rubens “alba”, P. flavus แล ะ  Cep. longipes แล ะม ี
ไพรเมอร์จ านวน 2 คู่ คือ PIN1 และ PIN4 ที่สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน 2 ชนิด คือ P. mishmensis 
และ P. indochinensis เท่านั้น และไพรเมอร์อีก 20 คู่ คือ CTR1, CTR2, CTR3, CRUA1, CRUA2, 
CRUA3, CRUA4, CRUA5, CSU1, CSU2, CSU3, CSU4, CSU5, CSU8, CLY1, CLY2, CMA2, PFL1, 
PIN2 และ CEPL2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ในหลายชนิด (ตารางที่ 13) นอกจากนี้ยังมีไพรเมอร์ที่ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณได้ในตัวอย่างใดเลยจ านวน 3 คู่ คือ CCL1, CSU6 และ CMA1 และไพรเมอร์ที่
สามารถเพิ่มปริมาณได้ในทุกชนิดจ านวน 4 คู่ คือ CTR3, CTR4, CHE2 และ CSU7

M   1   2    3   4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16  17  18 19 20 B 

300 bp 

ภาพที่ 16 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ SCAR ที่ออกแบบมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอของ Cep. 
longipes ไพรเมอร์ CEPL1 (A) และ CEPL2 (B) โดย M = 100 bp DNA ladder (GeneDirex) Lane 
1 = C. cardioglossa Lane 2 = C. clavata Lane 3 = C. densiflora Lane 4 = C. lyroglossa 
Lane 5 = C. masuca Lane 6 = C. pulchra Lane7 = C. rosea Lane 8 = C. rubens Lane 9 
= C. succedanea Lane 10 = C. triplicata Lane 11= C. vestita Lane 12 = C. herbacea 
Lane 13 = C. rubens “alba” Lane 14 = P. flavus Lane 15 = P. indochinensis Lane 16 = 
P. mishmensis Lane 17 = P. tankervilleae Lane 18 = P. tankervilleae “alba” Lane 19 = 
Cep. obcordata Lane 20 = Cep. longipes 
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 จากตารางที่ 13 จะเห็นได้ว่ามีบางไพรเมอร์ที่สามารถใช้ระบุชนิดได้ ถึงแม้จะสามารถเพิ่ม
ปริมาณได้หลายชนิดก็ตาม เนื่องจากบางชนิดสามารถเพิ่มปริมาณได้ขนาดที่แตกต่างกัน เช่น  

 - ไพรเมอร์ CHE1 สามารถเพิ่มปริมาณใน C. masuca และ C. herbacea ขนาด 400 คู่เบส 
ในขณะที่ชนิดอื่นเพิ่มปริมาณได้ขนาด 850 คู่เบส ยกเว้น C. triplicata ที่เพิ่มปริมาณได้ทั้ง 2 ขนาด 
จึงสามารถใช้แยก C. triplicata ได ้

 - ไพรเมอร์ CCL3 เพิ่มปริมาณใน C. rubens “alba” 2 แถบ ขนาด 700 และ 900 คู่เบส 
ในขณะที่ C. cardioglossa, C. rosea, C. vestita มีขนาด 900 คู่เบส และ C. masuca ขนาด 700 
คู่เบส จึงสามารถใช้แยก C. rubens “alba” และ C. masuca ได ้

 - ไพรเมอร์ CCL4 เพิ่มปริมาณได้ใน 3 ชนิด คือ C. lyroglossa และ Cep. obcordata ขนาด 
600 คู่เบส ในขณะที่ Cep. longipes เพิ่มปริมาณได้ 2 แถบ ขนาด 600 และ 700 คู่เบส จึงใช้แยก 
Cep. longipes ได ้

 - ไพรเมอร์ CCL5 สามารถใช้ระบุ C. densiflora ได้ เนื่องจากสามารถเพิ่มปริมาณได้เพียง
ชนิดเดียวขนาด 750 คู่เบส 

 - ไพรเมอร์ CMA3 เพิ่มปริมาณได้ใน C. masuca และ C. herbacea ขนาด 330 คู่เบส 
ในขณะที่ใน C. triplicata มีขนาด 400 คู่เบส จึงสามารถใช้ระบุ C. triplicata ได ้

 - ไพรเมอร์ CMA4 เพิ่มปริมาณได้ใน C. triplicata และ C. herbacea จ านวน 2 แถบ ขนาด 
420 และ 470 คู่เบส ในขณะที่ใน C. masuca ปรากฏเพียง 1 แถบ ขนาด 420 คู่เบส ดังนั้นจึง
สามารถใช้ระบุ C. masuca ได ้

 - ไพรเมอร์ CEPL1 เพิ่มปริมาณใน C. succedanea 2 แถบ ขนาด 400 และ 500 คู่เบส 
ในขณะที่ชนิดอื่น ๆ บางชนิดมีขนาดเพียง 400 คู่เบสเท่านั้น จึงสามารถใช้ระบุ C. succedanea ได ้

 

อภิปรายผล 
 1.  การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 

ผลการสกัดดีเอ็นเอกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้วิธี CTAB ที่ดัดแปลงจาก Doyle 
and Doyle (1987) พบว่า สารละลายดีเอ็นเอที่สกัดได้มีลักษณะใสไม่มีสี และเมื่อน ามาตรวจสอบ
โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจลที่ความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ดีเอ็น เอที่สกัดได้มี
ปริมาณมากและมีขนาดมากกว่า 10,000 คู่เบส ยกเว้นบางตัวอย่างที่ได้สารละลายดีเอ็นเอสีน้ าตาล
และมีลักษณะเป็นปื้น ซึ่งเป็นผลมาจากการแตกหักของดีเอ็นเอเป็นช้ินเล็ก ๆ  จ านวนมากในข้ันตอน
การดึงโปรตีน นอกจากนี้ในข้ันตอนการบดตัวอย่างใบนั้นท าได้ยากมาก เนื่องจากใบกล้วยไม้กลุ่มเอือ้ง
น้ าต้นมีขนาดใหญ่ และมีเส้นใบที่แข็งและหนา ท าให้ต้องใช้ไนโตรเจนเหลวจ านวนมากเพื่อป้องกัน
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การเกิดสารประกอบประเภทฟีนอล ซึ่งกระบวนการออกซิเดชันของสารประเภทนี้จะท าให้ดีเอ็นเอที่
ได้มีสีน้ าตาล (สุชาดา สุขหร่อง, 2553) รวมถึงหากมีการสร้างสารประกอบฟีนอล พอลิแซ็กคาไรด์ 
และสารทุติยภูมิอื่น ๆ  จะท าให้ขัดขวางการท างานของเอนไซม์ต่าง ๆ  ซึ่งส่งผลต่อปฏิกิริยาพีซีอาร์ใน
ข้ันตอนต่อไปได้ (Azmat et al., 2012) 

รายงานการศึกษาการสกัดดีเอ็นเอในใบพืชที่แข็งและมีเส้นใยมาก เช่น อินทผาลัม ก็มี
รายงานการใช้ไนโตรเจนเหลวในระหว่างการบดตัวอย่างใบ ซึ่งจะช่วยให้สามารถบดใบอินทผาลัมได้
ง่าย รวมถึงสามารถป้องกันการเกิดสารประกอบต่าง ๆ เช่น สารประกอบประเภทพอลิฟีนอลได้ 
(Mirbahar, Khan, Saeed, Kauser, & Jahan, 2014)  นอกจากนี้อาจเติมสารช่วยดูดซับ เ ช่น 
polyvinylpyrrolidon (PVP) หรือ bovine serum albumin (BSA) เพิ่มเติม เพื่อลดปริมาณสาร
กลุ่มพอลิฟีนอลและเพื่อให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอมากและมีคุณภาพดี (สุชาดา สุขหร่อง, 2553) โดย
วิธีการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ CTAB ซึ่งดัดแปลงมาจาก Doyle และ Doyle (1987) เป็นวิธีที่เหมาะสมใน
การสกัดดีเอ็นเอจากใบของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นเนื่องจากวิธีการนี้มีการดัดแปลงให้สามารถก าจัด
สารประกอบพวกพอลิฟีนอล พอลิแซ็กคาไรด์ รวมไปถึงสารทุติยภูมิต่าง ๆ ได้ (Azmat et al., 2012) 

2.  การเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร ์
2.1  การคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ทีเ่หมาะสม 

   การคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ SRAP ที่เหมาะสมจาก 100 คู่ โดยการเลือกตัวแทนมาจาก
สกุลละ 1 ตัวอย่างคือ C. densiflora, P. flavus และ Cep. obcordata เพื่อคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่
สามารถเพิ่มปริมาณได้ในกล้วยไม้ทั้ง 3 สกุล พบว่า มีเพียง 18 คู่ ที่สามารถเพิ่มปริมาณและให้แถบ 
ดีเอ็นเอที่แตกต่าง (polymorphic band) โดยไพรเมอร์ forward M2 ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น 
TGA GTC CAA ACC GGA AG สามารถเพิ่มปริมาณได้ดีในกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น อีกทั้งยังสามารถ
เพิ่มปริมาณได้ในกล้วยไม้สกุลหวายชนิด Dendrobium officinale (G. Ding et al., 2008) และชนิด 
Dendrobium loddigesii (Cai et al., 2011) อีกด้วย แสดงว่าไพรเมอร์นี้มีความเหมาะสมต่อการใช้
ศึกษาในกล้วยไม้ 

2.2  การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 
 ผลการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ SRAP 18 คู่ พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นทั้ง 20 ตัวอย่าง โดยมีขนาดประมาณ 100-1,500 คู่เบส จ านวน 565 
แถบ เป็นแถบที่แตกต่างจ านวน 562 แถบ คิดเป็น 99.45% เนื่องจากเป็นการศึกษาในกล้วยไม้กลุ่ม
เอื้องน้ าต้นในระดับสกุลถึง 3 สกุล จึงท าให้เปอร์เซ็นต์ของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างมีค่าสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาในพืชอื่น ๆ เช่น พืชสกุลหวาย (Dendrobium) ที่มีเปอร์เซ็นต์ของ
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง 97% (Ferriol et al., 2003) พืชสกุลสนเขา (Pinus) 94.8% (Xie, Liu, 
Wang, & Li, 2015) ซึ่งเป็นการศึกษาในระดับชนิด หรือแม้แต่การศึกษาในระดับภายในชนิดเดียวกัน 
เช่น กล้วยไม้สกุลหวายชนิด Dendrobium officinale ที่มีเปอร์เซ็นต์ของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่าง
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เพียง 51.68% (G. Ding et al., 2008) หญ้าฝรั่น (Crocus sativus) 43.88% (Babaei et al., 2014) 
ยี่หร่า (Cuminum cyminum) 92.3% (Bhatt, Kumar, Patel, & Solanki, 2017) นอกจากนี้เมื่อ
พิจารณาความหลากหลายในระดับสกุลและชนิดแล้ว พบว่ากล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นมีความสัมพันธ์ที่
ใกล้ชิดกันมาก ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาโดยใช้เครื่องหมาย SRAP ในระดับที่สูงกว่าระดับ
สกุลเป็นครั้งแรก และผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมาย SRAP มีความเหมาะสมส าหรับใช้ศึกษา
ความสัมพันธ์ในกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น นอกจากนี้ การพิจารณาค่า PIC เป็นอีกวิธีการหนึ่งส าหรับ
การตรวจสอบประสิทธิภาพของเครื่องหมายที่ใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์และความหลากหลายทาง
พันธุกรรม เนื่องจากค่า PIC สามารถใช้ในการระบุหรือบ่งบอกถึงความสามารถของไพรเมอร์ในการ
สร้างพอลิมอฟิซึมในประชากรโดยข้ึนกับจ านวนของแอลลีลและการกระจายความถี่ของแอลลีล โดย
ค่า PIC ของเครื่องหมายแบบข่มสมบูรณ์ (dominant markers) จะมีค่าสูงสุดเพียง 0.5 เท่านั้น 
(Chesnokov & Artemyeva, 2015) 

3.  การวิเคราะหห์าความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วย phylogenetic tree 
การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ (Genetic relationship) จากค่าสัมประสิทธ์ิความ

เหมือนทางพันธุกรรม (similarity coefficient) ตามวิธีของ Jaccard (1908) พบว่า กล้วยไม้ทั้ง 3 
สกุลมีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.06 - 0.59 เฉลี่ย 0.149 ซึ่งเป็นค่าที่ต่ า
มากเมื่อเทียบกับการศึกษาโดยใช้เครื่องหมาย SRAP ในพืชอื่นๆ (Jehan, Vashishtha, Yadav, & 
Lakhanpaul, 2014) เนื่องจากกล้วยไม้ในกลุ่มเอื้องน้ าต้นประกอบไปด้วย 3 สกุล ท าให้มีความ
หลากหลายที่มากกว่าการศึกษาภายในสกุลหรือชนิดเดียวกัน ซึ่งเมื่อพิจารณาค่าสัมประสิทธ์ิความ
เหมือนทางพันธุกรรมภายในแต่ละสกุล พบว่า สกุล Calanthe มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทาง
พันธุกรรมเฉลี่ยเท่ากับ 0.148 มีค่าน้อยที่สุดที่ 0.06 ระหว่าง C. cardioglossa และ C. masuca 
เนื่องจากทั้ง 2 ชนิดนี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ต่างกัน คือ C. cardioglossa กลีบปากแยกกับ 
เส้าเกสร และล าลูกกล้วย (pseudobulb) มีลักษณะคล้ายรูปไข่ สามารถมองเห็นได้ชัดเจน ในขณะที่
ใน C. masuca นั้นกลีบปากเช่ือมติดเส้าเกสร ล าลูกกล้วยซ่อนอยู่ใต้ใบประดับ ท าให้มองเห็นได้ไม่
ชัดเจน (Pedersen et al., 2014) และจากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณนิวเคลียสและ 
คลอโรพลาสต์ก็จัดอยู่ในกลุ่มที่ต่างกัน (Zhai et al., 2014) ส่วนค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทาง
พันธุกรรมสูงสุดภายในกลุ่มคือ 0.40 ระหว่าง C. rubens และ C. rosea เนื่องจากทั้ง 2 ชนิดนี้มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันหลายอย่าง เช่น ล าลูกกล้วยรูปไข่ มองเห็นได้ชัดเจน ช่อดอก
มีขนปกคลุมตลอดช่อ floral bract ติดทนนาน และดอกมีสีชมพูคล้ายกัน (Pedersen et al., 2014) 
และที่น่าสนใจคือ ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมระหว่าง 2 ชนิดนี้มีค่ามากกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบระหว่าง C. rubens กับ C. rubens “alba” จึงอาจเป็นไปได้ที่ C. rubens “alba” อาจ
เป็นชนิดอื่นที่เกิดจากการจ าแนกในขณะการเก็บตัวอย่างที่ผิดพลาด เนื่องจากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาคล้ายคลึงกับ C. rubens เป็นอย่างมาก แตกต่างกันเพียงแค่สีดอกที่เป็นสีขาวเท่านั้น ซึ่งใน
ปัจจุบันมีการใช้ลักษณะของสีดอกในการจัดจ าแนกมากขึ้น มีการท าแผนภูมิแท่งระบุสีดอก (color 
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histogram) แต่อย่างไรก็ตามการใช้สีดอกในการจัดจ าแนกเพียงอย่างเดียวยังไม่ได้รับการยอมรับ 
จะต้องใช้ลักษณะอื่น ๆ ประกอบการจัดจ าแนกด้วย (Wäldchen, Rzanny, Seeland, & Mäder, 
2018) ดังนั้นจึงอาจจะระบุ C. rubens “alba” เป็น Calanthe sp. ไปก่อนจนกว่าจะมีข้อมูลที่แน่
ชัดจากการศึกษาด้านอื่น ๆ เช่น การท าบาร์โค้ด หรือเครื่องหมายโมเลกุลอื่น ๆ 

ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมภายในสกุล Phaius มีค่าเฉลี่ย 0.259 ต่ าสุด
อยู่ที่ 0.12 ระหว่าง P. flavus และ P. tankervilleae ซึ่งทั้งสองชนิดนี้จากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์
ในคลอโรพลาสต์และนิวเคลียสถูกจัดให้อยู่คนละกลุ่ม และเมื่อพิจารณาลักษณะทางสัณฐานวิทยาก็
พบว่า P. flavus จะมี floral bract แบบติดทนนาน ในขณะที่ P. tankervilleae จะมี floral bract 
ที่หลุดร่วงได้ง่าย (Zhai et al., 2014) และค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมสูงสุดในสกุล 
Phaius อยู่ที่ 0.59 ระหว่าง P. indochinensis และ P. mishmensis ซึ่งทั้งสองชนิดนี้มีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันมาก เช่น floral bract หลุดร่วงได้ง่าย ช่อดอกเจริญทางด้านข้างของ 
ล าต้น ยกเว้นความยาวของเดือย โดย P. indochinensis จะมีเดือยยาวน้อยกว่า 6 มิลลิเมตร ในขณะ
ที่ P. mishmemsis เดือยจะยาวมากกว่า 10 มิลลิเมตร (Pedersen et al., 2014) ในขณะที่ ค่า
สัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมระหว่าง P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” 
มีค่าไม่สูงมากนักแต่ยังคงอยู่ในกลุ่มเดียวกัน ดังนั้นในอนาคตหากมีข้อมูลเกี่ยวกับ P. tankervilleae 
และ P. tankervilleae “alba” มากข้ึน อาจจะจ าแนกกล้วยไม้ทั้ง 2 ชนิดนี้ให้เป็นคนละชนิดกันได้ 
ส่วนสกุล Cephalantheropsis ทั้ง 2 ชนิด มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพนัธุกรรมอยู่ที่ 0.33 ซึ่ง
ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมสอดคล้องกับจ านวนชนิดที่น ามาใช้ศึกษาในแต่ละสกุล 

เมื่อน าค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรมที่ได้มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้วิธี UPGMA พบว่า สามารถจัดกลุ่มทางพันธุกรรมออก
ได้เป็น 5 กลุ่ม (clade) ที่ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพนัธุกรรม 0.158 โดยกลุ่มแรกที่แยกออกมา
ประกอบด้วย 3 ชนิดในสกุล Calanthe คือ C. masuca, C. triplicata และ C. herbacea ซึ่งทั้ง 3 
ชนิดนี้มีลักษณะที่คล้ายคลึงกันเช่น floral bract ติดทนนาน กลีบปากเช่ือมติดกับเส้าเกสร ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ในนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์ของ Zhai et al. (2014) ซึ่ง
ได้จัดกล้วยไม้ทั้ง 3 ชนิดนี้ไว้ในกลุ่มเดียวกัน (Calanthe section. Calanthe)  

กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุล Calanthe จ านวน 5 ชนิด คือ C. rosea, C. 
rubens, C. vestita, C. succedanea และ C. rubens “alba” โดยกล้วยไม้ในกลุ่มนี้มีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกันหลายอย่าง เช่น ล าลูกกล้วยรูปไข่ มองเห็นได้ชัดเจน floral bract ติดทน
นาน เดือยดอกช้ีไปด้านหน้า และมีขนปกคลุม (Pedersen et al., 2014) 
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กลุ่มที่  3 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุล  Phaius ทั้ ง  5 ตัวอย่าง คือ P. flavus, P. 
indochinensis, P. mishmensis, P. tankervilleae และ P. tankervilleae “alba” ซึ่งกล้วยไม้ใน
กลุ่มนี้เป็นกล้วยไม้ในสกุลเดียวกัน มีลักษณะถ่ินที่อยู่ที่คล้ายคลึงกัน รวมไปถึงการที่โคนกลีบปากยืด
ออกเป็นถุงหรือเป็นเดือยสั้น ๆ  กลีบปากแผ่ออกคล้ายปากแตรทีเ่หมือนกัน (อบฉันท์ ไทยทอง, 2543)  

กลุ่มที่ 4 เป็นกลุ่มที่ประกอบด้วยกล้วยไม้จาก 2 สกุลคือ สกุล Calanthe และสกุล 
Cephalantheropsis โดยสกุล Calanthe ประกอบด้วย C. clavata, C. densiflora, C. lyroglossa 
และ C. pulchra โดยมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกัน คือ กลีบปากเช่ือมติดกับเส้าเกสร มี
เดือย และดอกมีสีเหลืองขนาดเล็ก ในขณะที่สกุล Cephalantheropsis คือ Cep. obcordata และ 
Cep. longipes กลีบปากไม่มีเดือย แต่ 2 สกุลนี้เป็นกลุ่มที่มี floral bract หลุดร่วงได้ง่ายเหมือนกัน 
ผลการจัดกลุ่มนี้สอดคล้องกับรายงานของ Zhai et al. (2014) ที่พบว่า Cephalantheropsis เป็น 
sister group ข อ ง  Calanthe section. Syloglossum (C. clavata, C. densiflora แ ล ะ  C. 
lyroglossa) และรายงานของ Chase et al. (2015) ซึ่งจัดให้ Cephalantheropsis เป็น sister 
clade ของ C. clavata และ C. densiflora ด้วย 

กลุ่มที่  5 มีเพียง C. cardioglossa เพียงชนิดเดียว ซึ่งแยกออกมาจากกลุ่มของ 
Calanthe ชนิดอื่น ๆ โดย C. cardioglossa มีลักษณะที่เป็นเอกลักษณ์คือ มีเส้น (strong vein) อยู่
ตรงปลายกลีบปาก (Kurzweil, 2010) แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลการศึกษาในกล้วยไม้ชนิดนี้ยังมีอยู่น้อย 
จึงต้องมีการใช้เทคนิคอื่น ๆ ศึกษาเพิ่มเติมเพื่อให้สามารถจ าแนกกล้วยไม้ชนิดนี้ได้อย่างแม่นย ามาก
ข้ึน 

4.  การพัฒนาเครื่องหมาย SCAR 
4.1  การตัดแถบดีเอ็นเอและการโคลน 

จากการตัดแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อกลว้ยไม้แต่ละชนิดพบว่าแถบดีเอ็นเอ 77 แถบ 
ที่ตัดได้เมื่อน ามาโคลน ประสบความส าเร็จเพียงแค่ 17 แถบ คิดเป็น 22.07% โดยการโคลนประสบ
ผลส าเร็จน้อยอาจเนื่องมาจากความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอที่ตัดมาจากอะกาโรสเจลมีน้อย เนื่องจาก
ในข้ันตอนการตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสไม่สามารถตรวจสอบได้ ท าให้การ
ค านวณอัตราส่วนระหว่างเวคเตอร์ต่อผลผลิตพีซีอาร์นั้นท าได้ยาก โอกาสที่พลาสมิดจะได้รับช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอในข้ันตอนการท าดีเอ็นเอสายผสมก็น้อยลงตามไปด้วย นอกจากนี้ในข้ันตอนการถ่ายดีเอ็นเอ
สายผสมเข้าสู่เซลล์ของแบคทีเรีย ซึ่งใช้วิธีการ heat shock นั้นมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลายชนิด ไม่ว่าจะ
เป็นรูปร่างและขนาดของพลาสมิด ระยะการเจริญเติบโตของเซลล์  หรือวิธีที่ท าให้เซลล์เป็น 
competent (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) ดังนั้นจึงยังไม่สามารถโคลนช้ินส่วนดีเอ็นเอทั้งหมดที่
ตัดมาได ้
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4.2  การหาล าดับนิวคลโีอไทด ์
การหาล าดับนิวคลีโอไทด์โดยบริษัท Macrogen Inc. ประเทศเกาหลีใต้ โดย 1 

แถบดีเอ็นเอเลือกส่งหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 2-3 โคลน แล้วน ามาเปรียบเทียบกัน พบว่ามีล าดับนิวคลี
โอไทด์ที่เหมือนกัน และเมื่อเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล Genbank พบว่า ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ได้
จากการเพิ่มปรมิาณด้วยเทคนิค SRAP เป็นส่วนของยีน ซึ่งสอดคล้องกับการพัฒนาเครือ่งหมาย SRAP 
ของ Li and Quiros (2001) ที่ออกแบบไพรเมอร์เพื่อให้จบัได้กับส่วนของยีน โดยจากการเปรียบเทยีบ
ข้อมูลพบว่า ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ SRAP ทั้ง 17 แถบ มีล าดับนิวคลีโอไทด์
คล้ายคลึงกับ mRNA ของกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium catenatum), ถ่ัวลิสงป่า (Arachis 
duranensis), กล้วยไม้ Erycina pusilla, ผักวอเตอร์เครส (Eutrema salsugineum) , กล้วยไม้ 
Phalaenopsis equestris, ข้าว (Oryza sativa indica), ฟักทองอเมริกัน (Cucurbita moschata), 
องุ่น (Vitis vinifera), ไรสองจุด (Tetranychus urticae), ปลาซิวข้าวสารญี่ปุ่น (Oryzias latipes), 
เ ช้ือมาลาเรีย (Plasmodium malariae) และทาร์ เซียร์ฟิลิปปินส์ (Carlito syrichta) ซึ่ งการ
เปรียบเทียบกบัฐานข้อมูล (Blast: Basic local alignment search tool) เป็นการเปรียบเทียบล าดบั
นิวคลีโอไทด์ที่มีอยู่ในฐานข้อมูล โดยการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เหมือนกันในช่วงสั้นๆ (McGinnis & 
Madden, 2004) ดังนั้นหากเป็นล าดับนิวคลีโอไทด์จากสิ่งมีชีวิตชนิดใหม่ที่ยังไม่มีข้อมูลอยู่ใน
ฐานข้อมูล โปรแกรมจะพยายามหาล าดับนิวคลีโอด์ที่ใกล้เคียงกันมากที่สุด ซี่งจะแสดงผลออกเป็น
ชนิดอื่นที่มีอยู่ในฐานข้อมูลแทน 

4.3  การทดสอบความจ าเพาะของไพรเมอร ์
  จากการออกแบบไพรเมอรท์ี่จ าเพาะจ านวน 44 คู่ พบว่าประสบความส าเร็จในการ
ระบุชนิดจ านวน 12 คู่ คือ CHE1, CCL3, CCL4, CCL5, CDE1, CDE2, CDE3, CDE4, CMA3, CMA4, 
PFL2 และ CEPL1 โดยสามารถใช้ตรวจสอบกล้วยไม้ 7 ชนิด คือ C. densiflora, C. masuca,  
C. succedanea, C. triplicata, C. rubens “alba”, P. flavus และ Cep. longipes และไพรเมอร์
ที่สามารถใช้ระบุ P. mishmensis และ P. indochinensis ได้ คือ PIN1 และ PIN4 และไพรเมอร์อีก 
20 คู่ คือ CTR1, CTR2, CTR3, CRUA1, CRUA2, CRUA3, CRUA4, CRUA5, CSU1, CSU2, CSU3, 
CSU4, CSU5, CSU8, CLY1, CLY2, CMA2, PFL1, PIN2 และ CEPL2 สามารถเพิ่มปริมาณได้ใน
หลายชนิด แต่มีขนาดที่แตกต่างกัน ซึ่งการที่ไพรเมอร์ SCAR สามารถเพิ่มปริมาณได้ในหลายตัวอย่าง
อาจเกิดจากความแตกต่างของล าดับเบสเกิดข้ึนที่บริเวณที่ไพรเมอร์เดิมจับท าให้เมื่อออกแบบไพร
เมอร์ SCAR จึงไม่ให้ผลที่แตกต่าง (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552) นอกจากนี้ในพืชที่มีความสัมพันธ์
ใกล้ชิดกันมาก เครื่องหมาย SCAR ก็อาจจะไม่สามารถใช้ระบุชนิดได้ แต่ใช้ระบุเป็นกลุ่มตามกลุ่มของ
ความสัมพันธ์แทนได้ ซึ่งจากรายงานการพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ในพืชหลายชนิด เช่น แตงกวา 
พบว่าเมื่อทดสอบไพรเมอร ์SCAR แล้วให้ผลเป็น 1 แถบดีเอ็นเอเพียง 52% (Horejsi, Box, & Staub, 
1999) หรือรายงานการพัฒนาในถ่ัว (Cyamopsis tetragonoloba) พบว่า จากไพรเมอร์จ านวน 20 
คู่ ประสบความส าเร็จหรือจ าเพาะกับชนิดและถ่ินที่อยู่เพียง 2 คู่ แสดงให้เห็นว่า การพัฒนา
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เครื่องหมาย SCAR จากแถบที่แตกต่างจากเครื่องหมายชนิดอื่น เช่น RAPD หรือ SRAP อาจให้ผลที่
ไม่จ าเพาะเจาะจง เนื่องจากต าแหน่งการจับของไพรเมอร์อาจไม่ใช่ต าแหน่งที่ท าให้เกิดความแตกต่าง 
หรืออาจเป็นผลมาจากความแตกต่างระหว่างล าดับนิวคลีโอไทด์ในจีโนมที่ใกล้เคียงกันมาก (P. 
Sharma et al., 2014) 

 จากตารางที่ 13 จะพบว่าถ้าตรวจสอบกล้วยไม้โดยใช้ไพรเมอร์ SCAR ร่วมกัน 2 คู่ จะสามารถ
ระบุชนิดของกล้วยไม้ได้เพิ่มข้ึน เช่น ไพรเมอร์  CRUA3 ร่วมกับ CSU2 จะสามารถใช้ระบุ C. 
cardioglossa ได้ ไพรเมอร์ CRUA3 ร่วมกับ CRUA4 สามารถใช้ระบุ C. cardioglossa และ C. 
rubens ได้ ไพรเมอร์ CRUA4 ร่วมกับ CCL3 สามารถใช้ระบุ C. rosea และ C. rubens “alba” ไพร
เมอร์ CTR2 ร่วมกับ CTR3 สามารถใช้ระบุ C. masuca และ C. triplicata ได้ ไพรเมอร์ CCL3 
ร่วมกับ CRUA2 สามารถใช้ระบุ C. rosea และ C. rubens “alba” นอกจากนี้ยังสามารถใช้ระบุ
กล้วยไม้ทั้ง 3 ชนิด คือ C. masuca, C. triplicata และ C. herbacea ได้ โดยการใช้ไพรเมอร์ CHE1 
ร่วมกับ CMA2 และ CMA4 ไพรเมอร์ CTR2 ร่วมกับ CHE1 และไพรเมอร์ CMA3 ร่วมกับ CMA4 
(ตารางที่ 14) 
 
ตารางที่ 14 การระบุชนิดกล้วยไมจ้ากการรวมไพรเมอร์ SCAR 

ไพรเมอร ์ ชนิดของกล้วยไม้ท่ีระบุได้ ขนำด (คู่เบส) 
CRUA3+CSU2 C. cardioglossa 600 และ 450  
CTR2+CHE1 C. masuca 120 และ 400  

C. herbacea 400 
C. triplicata 120, 400 และ 850 

CRUA3+CRUA4 C. cardioglossa 600 
C. rubens 300 

CRUA4+CCL3 C. rosea 300 และ 900 
C. rubens “alba” 300, 700 และ 900 

CHE1+CMA2 C. masuca 400 และ 700 
C. triplicata 400, 700 และ 850 
C. herbacea 400 

CHE1+CMA4 C. masuca 400 และ 420 
C. triplicata 400, 420, 470 และ 850 
C. herbacea 400, 420 และ 470 

CTR2+CTR3 C. masuca 120 และ 400 
C. triplicata 120 และ 800 

CCL3+CRUA2 C. rosea 470 และ 900 
C. rubens “alba” 470, 700 และ 900 
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ไพรเมอร ์ ชนิดของกล้วยไม้ท่ีระบุได้ ขนำด (คู่เบส) 
CMA3+CMA4 C. masuca 330 และ 420 

C. triplicata 400, 420 และ 470 
C. herbacea 330, 420 และ 470 
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บทที่ 5 บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย 
1. การสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้วิธี CTAB ที่ดัดแปลงมาจาก 
Doyle and Doyle (1987) สามารถใช้ในการสกัดกล้วยไม้กลุ่มนี้ได้ทุกตัวอย่าง ซึ่งให้ปริมาณมากและ
ดีเอ็นเอมีคุณภาพดีเพียงพอส าหรับการตรวจสอบด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอ 

2. การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค SRAP 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้เทคนิค  SRAP 

สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มนี้ออกได้เป็น 5 กลุ่ม คือ กลุ่มของสกุล Calanthe 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม Phaius 
1 กลุ่ม Calanthe ร่วมกับ Cephalantheropsis 1 กลุ่ม กล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นทั้ง 3 สกุล เป็น
แบบ monophyletic group ในขณะที่เมื่อพิจารณาภายในแต่ละสกุลพบว่า สกุล Calanthe เป็น 
polyphyletic group ที่มีสกุล Cephalantheropsis เป็น sister taxa 

3. การพัฒนาและทดสอบเครื่องหมาย SCAR 
การพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ที่จ าเพาะต่อกล้วยไม้กลุ่มนี้จ านวน 44 คู่ไพรเมอร์ 

ประสบความส าเร็จในการระบุชนิดจ านวน 12 คู่ ส าหรับระบุกล้วยไม้ 7 ชนิด คือ C. densiflora,  
C. masuca, C. succedanea, C. triplicata, C. rubens “alba”, P. flavus และ Cep. longipes 
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับ 2 ชนิด (P. indochinensis และ P. mishmensis) จ านวน 2 คู่ และไพรเมอร์
ที่เพิ่มปริมาณได้ในหลายชนิด แต่มีขนาดที่แตกต่างกันจ านวน 20 คู่ โดยหากใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ ร่วมกัน 
จะสามารถใช้ระบุชนิดของกล้วยไม้ได้เพิ่มข้ึนอีกจ านวน 4 ชนิด คือ C. cardioglossa, C. rosea, C. 
rubens, และ C. herbacea 

 
ข้อเสนอแนะ 

1. ข้อมูลส าหรับ C. rubens “alba” ที่ได้จากเครื่องหมาย SRAP ยังไม่สอดคล้องกับ
การจัดจ าแนกทางสัณฐานวิทยา ควรศึกษาโดยการใช้วิธีอื่น ๆ เพิ่มเติม 

2. การพัฒนาเครื่องหมาย SCAR จากเครื่องหมาย  SRAP ยังไม่สามารถพัฒนา
เครื่องหมายที่มีความจ าเพาะได้ในทุกชนิด ควรใช้การศึกษาจากเครื่องหมายชนิดอื่น ๆ หรือโคลน
ช้ินส่วนดีเอ็นเอเพิ่มเติม เพื่อให้สามารถพัฒนาเครื่องหมาย SCAR ที่ใช้แยกกล้วยไม้ได้ครบทุกชนิด 

3. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอรม์ากกว่า 1 คู่ ซึ่งอาจท าปฏิกิริยาแยกกันหรอื
ท าพร้อมกันแบบ multiplex PCR จะช่วยในการระบุกล้วยไม้บางชนิดได้เพิ่มข้ึน 
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