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บทคัดย่อ 

  
กล้วยไม้กลุ่ มเ อ้ืองน้้ าต้นจัดอยู่ ในวงศ์กล้วยไม้   วงศ์ย่อย   Epidendroideae  ซึ่ ง

ประกอบด้วย  3  สกุล  คือ  สกุลเอื้องน้้าต้น  (Calanthe)  สกุลเอื้องพร้าว  (Phaius)  และสกุลเอ้ือง
กลีบเกลียว  (Cephalanteropsis) ซึ่งมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คล้ายกัน ท้าให้ยากต่อการจ้าแนก
ชนิดหรือสกุล ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเป็นเทคนิคที่ถูกต้องและสามารถใช้ในการระบุชนิดได้ง่าย  โดย
ท้าการศึกษาของล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ในคลอโรพลาสต์ ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 12 ชนิด สกุลเอ้ืองพร้าว 4 
ชนิด และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 2 ชนิด จากผลการทดลองพบว่า ยีน matK และยีน rbcL สามารถ
เพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และบริเวณ
ระหว่างยีน trnL-trnF สามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอาร์ได้เพียง 71.11 เปอร์เซ็นต์ และ 84.44 
เปอร์เซ็นต ์โดยยีน matK ยีน rbcL บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 
สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ 88.89 เปอร์เซ็นต์ 73.33 เปอร์เซ็นต์ 37.5 เปอร์เซ็นต์ และ 52.63 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งคลอโรพลาสดีเอ็นเอ 3 บริเวณมีความแตกต่างภายในชนิดต่้าแต่มีความแตกต่างทาง
พันธุกรรมระหว่างชนิดสูง ยกเว้นยีน rbcL ที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมต่้าทั้งภายในชนิดและ
ระหว่างชนิดจากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช้ MEGA5.2 ด้วยวิธี UPGMA จากค่า 
bootstrap support ที่สูง ยีน matK สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกเป็น  5 กลุ่ม ซึ่ง
สอดคล้องกับสัณฐานวิทยาของดอก ดังนั้นยีน matK มีประสิทธิภาพเพียงพอส้าหรับบาร์โค้ดใน
กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 
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ABSTRACT 

  
Calanthe group is an orchid in subfamily Epidendroideae, consisting of 

Calanthe, Phaius, and Cephalanteropsis which are shared many morphological 
characteristics. Therefore, it is difficult to classify in species/genus levels using only 
morphology. DNA barcoding is accurate and rapid technique for species identification. 
In this study, 12 species in Calanthe, 4 species in Phaius and 2 species in 
Cephalantheropsis were evaluated based on 4 regions of chloroplast DNA. From the 
result, the rates of PCR amplification success for matK and rbcL genes were 100% but 
for intergenic spacers between psbA-trnH and trnL-trnF were 71.11% and 84.44%, 
respectively. The success rates of DNA sequencing for regions of matK, rbcL, psbA-trnH 
and trnL-trnF were 88.89, 73.33, 37.5 and 52.63%, respectively. Three regions of 
Chloroplast DNA were low polymorphism in intraspecific but high in interspecific which 
rbcL gene showed lowest polymorphism. However, the region combination were 
higher intraspesifiic and interspecific polymorphism. Genetic relationship analyzed by 
MEGA5.2 using UPGMA method presented that there are 5 groups of Calanthe orchids 
with high bootstrap support and related with flower morphology based on matK. 
Therefore matK gene should be recommend for DNA barcoding in Calanthe group.  
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และรองศาสตราจารย์ ดร.นฤมล ธนานันต์ กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ได้กรุณาให้ค้าแนะน้าตลอดจนแก้ไข
ข้อบกพร่องของวิทยานิพนธ์ด้วยความเอาใจใส่ จนท้าให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส้าเร็จลุล่วงได้อย่างสมบูรณ์
และทรงคุณค่า 

ขอขอบพระคุณ นายทัศนัย ปัญจันทร์สิงห์ นางสาวสุรภา นัทพรนิชกุล นายวรวิช สุขตระกูล 
นายศัตวุฒิ ชุมภูอินทร์ นายธีระพงษ์ จั่นงาม และนางสาวดารินทร์ ศรีอริยานนท์ ที่ให้ความอนุเคราะห์
ตัวอย่างกล้วยไม้และข้อมูลดีเอ็นเอกลุ่มเอ้ืองน้้าต้นส้าหรับการท้าการวิจัยครั้งนี้ 

เหนือสิ่งอ่ืนใดขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา ของผู้วิจัยที่ให้ก้าลังใจและให้การสนับสนุน
ในทุก ๆ ด้านอย่างดีท่ีสุดเสมอมา 

คุณค่าและคุณประโยชน์อันพึงจะมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้  ผู้วิจัยขอมอบและอุทิศแด่ผู้มี
พระคุณทุกๆ ท่าน ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการระบุชนิดและการปรับปรุง
พันธุ์กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น เพ่ือประโยชน์ทางเศรษฐกิจต่อไป 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
ความเป็นมาของปัญหา 
 กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นจัดอยู่ในวงศ์ย่อย Epidendroideae ประกอบด้วย 3 สกุล ได้แก่ 

สกุลเอ้ืองน้้าต้น (Calanthe) พบ 260 ชนิด ในประเทศไทยมีรายงานพบ 23 ชนิด สกุลเอ้ืองพร้าว 

(Phaius) พบ 40 ชนิด  ในประเทศไทยมี รายงานพบ 7 ชนิด  และสกุล เ อ้ืองกลีบ เกลี ยว 

(Cephalantheropsis) พบ 5 ชนิด ในประเทศไทยมีรายงานพบ 2 ชนิด โดยกล้วยไม้กลุ่มนี้เป็นกลุ่ม

ของกล้วยไม้ดิน และกล้วยไม้อิงอาศัย ที่มีการเจริญเติบโตทางยอดหรือทางด้านข้าง ซึ่งมีลักษณะที่

ส้าคัญคือ มีใบแบบพับจีบ ดอกมีลักษณะเป็นช่อดอกแบบกระจะ กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีลักษณะ

คล้ายกัน ปลายกลีบปากแยกออกเป็นแฉก มีเรณู 8 อัน แยกออกเป็น 2 กลุ่ม มีการกระจายพันธุ์หลัก

ส่วนใหญ่อยู่ในเอเชีย โดยในประเทศจีนมีการรายงานของกล้วยไม้กลุ่มนี้ จึงมีการศึกษาความสัมพันธุ์

ทางพันธุกรรม โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์ สามารถแบ่งกล้วยไม้

กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกเป็น 6 กลุ่ม โดยสกุลเอ้ืองน้้าต้นแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ประกอบด้วย Calanthe, 

Styloglossa และ Preptanthe สกุลเอ้ืองพร้าว แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ประกอบด้วย Phaius และ 

Paraphaius ส่วนสกุลเอ้ืองกลีบเกลียวมี 1 กลุ่ม คือ Cephalantheropsis การจ้าแนกด้วยล้าดับ 

นิวคลีโอไทด์ต้าแหน่งเฉพาะกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ ราก ล้าต้น และใบ พบว่า มีบาง

ลักษณะของสัณฐานวิทยาที่ปรากฏร่วมกัน และบางลักษณะที่คล้ายกันมาก ดั งนั้นเมื่อพิจารณา

ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการพบว่าทั้งสามสกุลมีความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันมาก (Zhai et al., 2014) 

อาจส่งผลให้การจ้าแนกหรือระบุชนิดโดยใช้สัณฐานวิทยาอย่างเดียวท้าได้ยาก ต้องอาศัยความช้านาญ

และประสบการณ์ด้านการจ้าแนก ดังนั้นการใช้ข้อมูลทางพันธุกรรมที่จ้าเพาะของกล้วยไม้มาช่วยใน

การจ้าแนกจะท้าให้ได้ผลที่ถูกต้องยิ่งขึ้น  

ในปัจจุบันมีการน้าเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลจ้านวนมากมาช่วยในการจัดจ้าแนก 

เช่น การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  โดยใช้ไพรเมอร์ขนาดสั้นนเพียงเส้นเดียวมาจับกับดีเอ็นเอแบบสุ่ม 

ท้าให้ เกิดผลผลิตจ้านวนมาก เรียกว่า ramdom amplified polymorphic DNA หรือ RAPD 

เหมาะส้าหรับพืชที่ยังไม่มีการศึกษา แต่มีข้อเสียคือ เมื่อท้าซ้้าให้ผลไม่คงเดิม จึงมีการน้าเทคนิคอ่ืน  

มาใช้มากขึ้น โดยมีการน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ต้าแหน่งเฉพาะมาเป็นมาตรฐานในการระบุสิ่งมีชีวิตใน
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ระดับชนิด เรียกว่า ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) ซึ่งเป็นเทคนิคที่เร็วและถูกต้อง ดังนั้นจึงมี 

ผู้น้ามาใช้ระบุชนิดในสิ่งมีชีวิต ทั้งในสัตว์ ฟังไจ แบคทีเรีย และพืช ส้าหรับดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐานที่

ใช้ในพืช มีการน้าดีเอ็นเอทั้งจากนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์มาวิเคราะห์เพ่ือหาดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่

เหมาะสม โดย Consortium for the Barcode of Life plant working group (2009) เสนอการใช้

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ rbcL กับ matK ร่วมกัน (Hollingsworth et al., 2009) เนื่องจากวงศ์

กล้วยไม้เป็นวงศ์ท่ีมีความหลากหลายสูง มีสมาชิกจ้านวนมากและมีการกระจายพันธุ์ทั่วโลก ท้าให้เมื่อ

ศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดแล้วพบว่าแต่ละสกุลก็มีความแตกต่างกัน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงท้าการศึกษาล้าดับ 

นิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์ 4 บริเวณ คือ rbcL, matK, psbA-trnH และ trnL-trnF เพ่ือตรวจสอบ

หาดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่จ้าเพาะของแต่ละสกุลหรือแต่ละชนิดในกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่พบในประเทศ

ไทย  

 

จุดมุ่งหมายของการศึกษา 
1. เพ่ือตรวจสอบหาดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่จ้าเพาะในระดับสกุลหรือระดับชนิดของกล้วยไม้กลุ่ม

เอ้ืองน้้าต้น  
2. เพ่ือประเมินล้าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณในคลอโรพลาสต์ที่เหมาะสม ส้าหรับใช้เป็น 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 
 
ขอบเขตของงานวิจัย 

กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นในประเทศไทย ประกอบด้วย 3 สกุล คือ สกุลเอ้ืองน้้าต้นหรือ

Calanthe สกุลเอ้ืองพร้าวหรือ Phaius และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียวหรือ Cephalantheropsis โดย

ศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์ ในบริเวณยีน rbcL และ matK บริเวณระหว่างยีน 

psbA-trnH และ  trnL-trnF 

 

นิยามศัพท์เฉพาะ 
             ดีเอ็นเอบาร์โค้ด คือล้าดับนิวคลีโอไทด์ขนาดสั้นที่มีความจ้าเพาะกับพืชในระดับสกุลและ

ชนิด 
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สมมติฐานงานวิจัย 
 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์มีประสิทธิภาพในการจ้าแนกกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่มี
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดออกจากกัน และมีประสิทธิภาพในการเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือ
ระบุชนิดกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คล้ายกันได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

กล้วยไม้ (Orchid) 
 กล้วยไม้ เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledonous plant) จัดอยู่ในวงศ์ Orchidaceae

มีอายุหลายปี ไม่มีเนื้อไม้ (perennial herb) กล้วยไม้เป็นพืชที่มีจ้านวนสมาชิกมากที่สุดในกลุ่มไม้

ดอก สามารถเจริญเติบโตได้ในสภาพแวดล้อมที่หลากหลาย ซึ่งมีอยู่ในธรรมชาติมากกว่า 25,000 

ชนิด ทั้งในบริเวณที่มีน้้าแข็งปกคลุม เขตหนาว และเขตอบอุ่น โดยทวีปเอเชีย อเมริกาใต้ และ

แอฟริกา ซึ่งอยู่ในเขตร้อนเป็นบริเวณที่มีกล้วยไม้ในธรรมชาติจ้านวนมากและมีความหลากหลายสูง 

นอกจากนี้ยังมีการด้ารงชีวิตที่หลากหลาย เช่น กล้วยไม้อิงอาศัยพบจ้านวนมากในเขตร้อนและ เขต

อบอุ่นของโลก และยังมีสัณฐานวิทยาที่เฉพาะและหลากหลาย ซึ่งแตกต่างจากพืชชนิดอื่น ดังนี้ 

 ราก ส่วนใหญ่รากของกล้วยไม้เป็นรากอากาศ ไม่มีรากฝอย บริเวณปลายรากมีสีเขียวช่วย

ในการสังเคราะห์แสงเพ่ือสร้างอาหาร มีลักษณะอวบน้้าและมีเนื้อเยื่อคล้ายฟองน้้าหุ้มเพ่ือดูดซับ  

แร่ธาตุและน้้าและรักษาความชื้น เรียกว่า เวลาเมน (velamen) เกิดจากเนื้อเยื่อของเซลล์ที่ตาย 

พบได้ทั้งในกล้วยไม้ดินและกล้วยไม้อิงอาศัย ในกล้วยไม้ดินบางชนิดยังมีรากท้าหน้าที่สะสมอาหาร 

(tuberous root) (Kurzweil, 2011; ระพี สาคริก, 2530; เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ 

ไทยทอง, 2544) 

 ล้าต้น กล้วยไม้บางชนิดมีการปรับตัวของล้าต้นให้สามารถทนกับสภาพแวดล้อมที่แห้งแล้ง

ได้ โดยมีลักษณะล้าต้นป่องพองคล้ายผลกล้วย เรียกว่า ล้าลูกกล้วย หรือ หัวเทียม (pseudobulb) 

บริเวณล้าลูกกล้วยจะมีข้อปล้อง ตา สามารถแตกเป็นหน่อใหม่ได้ ซึ่งล้าลูกกล้วยอาจมีใบเดียวหรือ

หลายใบที่เจริญออกมาจากแต่ละข้อของล้าต้น บางชนิดมีแผ่นใบในการเก็บน้้าและอาหาร หรืออาจมี

สีเขียว ดังนั้นอาจมีล้าลูกกล้วยสั้น เนื่องจากมีแผ่นใบช่วยในการสังเคราะห์แสง ในกล้วยไม้ ดินจะมี 

ล้าต้นสะสมอาหารและน้้า (tuber) หรือบางชนิดล้าต้นมีขนาดเล็กมีใบปกคลุมจึงไม่เห็นส่วนของล้าต้น 

(Kurzweil, 2011; ระพี สาคริก, 2530; เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

 ใบ กล้วยไม้เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว จะมีเส้นกลางใบหรือเส้นย่อยยาวขนานไปตามความยาว

ของใบ ใบของกล้วยไม้จะมีสีเขียว ท้าหน้าที่ในการสังเคราะห์แสงสร้างอาหารของพืช บางชนิด

สามารถเจริญได้ในพ้ืนที่แห้งแล้ง เนื่องจากใบมีขนาดเล็กมากเพ่ือลดการสูญเสียน้้าที่เกิดจากการ
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ระเหยจากปากใบ หรืออาจมี กาบใบ ล้าต้น หรือราก ท้าหน้าที่ในการสังเคราะห์แสง  (Kurzweil, 

2011; ระพี สาคริก, 2530; เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

 ดอก กล้วยไม้เป็นดอกสมบูรณ์เพศ ประกอบด้วย กลีบเลี้ยง (sepal) 3 กลีบอยู่รอบนอกสุด

ของดอก โดยส่วนใหญ่มีลักษณะคล้ายกัน อาจแยกเป็นแต่ละกลีบหรือเชื่อมติดกันคล้ายหลอดสั้นๆ 

ถัดจากวงกลีบเลี้ยง เป็นกลีบดอก (petal) 3 กลีบ ซึ่งมีกลีบด้านข้าง 2 กลีบที่มีลักษณะเหมือนกันและ

อีก 1 กลีบจะอยู่ด้านล่างมีลักษณะแตกต่างจากกลีบที่อยู่ด้านข้าง เรียกว่า กลีบปาก (lip) ส่วนที่ 

อยู่ตรงกลางของดอกคือ เส้าเกสร (staminal column) มีลักษณะเป็นแท่งด้านบนจะมีฝาขนาดเล็ก 

(anther cap) ครอบกลุ่มเรณู ถัดลงมาจะมีแอ่งที่มีน้้าเหนียวๆ ซึ่งเป็นส่วนของเกสรเพศเมีย ถัดจาก

แอ่งเหนียวจะเป็นส่วนของรังไข่ ซึ่งจะอยู่ต่้ากว่าเส้าเกสร โดยจะมีลักษณะโป่งพองเล็กน้อย 

(Kurzweil, 2011; ระพี สาคริก, 2530; เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

 ผลหรือฝัก นอกจากจะมีราก ล้าต้น ใบ ดอก ที่หลากหลายแล้ว ผลหรือฝักก็เป็น

ส่วนประกอบหนึ่งที่มีความหลากหลายเช่นกัน ผลจะมีลักษณะสีเขียว เมื่อแก่เต็มที่จะแตกตามแนว

ของผล ภายในประกอบด้วยเมล็ดที่มีขนาดเล็กมาก ซึ่งเมล็ดจะไม่มีอาหารสะสมอยู่ภายในและ ไม่มีใบ

เลี้ยง (Kurzweil, 2011; ระพี สาคริก, 2530; เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล , 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 

2544) 

  

การจ าแนกกล้วยไม้  
 เนื่องจากกล้วยไม้มีสมาชิกจ้านวนมากประกอบกับลักษณะที่หลากหลายซึ่งเกิดจากการ

ปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมที่อยู่อาศัย จึงมีเกณฑ์ที่ใช้ในการจ้าแนกกล้วยไม้ที่หลากหลาย ดังนี้ 

            1. การจ้าแนกกล้วยไม้ตามที่อยู่อาศัย จากลักษณะของบริเวณที่มีการเจริญเติบโตใน

ธรรมชาติสามารถจ้าแนกได้ ดังนี้ 

            กล้วยไม้อิงอาศัย (epiphytic orchid) สามารถพบเห็นได้ทั่วไป โดยมักจะมีรากเกาะยึดกับ

เปลือกไม้ บางชนิดสามารถเจริญเติบโตได้บนหินหรือหน้าผาอาจเรียกว่า พวกอิงอาศัยบนหิน 

(lithophytic orchid) 

            กล้วยไม้ดิน (terrestrial orchid) หมายถึงกล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโตบนดินหรือบริเวณ

ซอกหินที่มีการสลายตัวของซากพืชแทรกอยู่ อาจมีส่วนของล้าต้นหรือรากอยู่ในระดับดินหรือใต้ดิน 

กล้วยไม้กลุ่มนี้จะมีการเจริญของใบ ดอก และฝักตามฤดูกาล 
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             กล้วยไม้กินซาก (saprophytic orchid) เป็นกล้วยไม้ที่ไม่มีการสร้างใบหรือต้นที่มีสีเขียว 

จึงไม่สามารถสังเคราะห์แสงเพ่ือสร้างอาหารได้ มีการเจริญเติบโตตามพ้ืนดิน จึงได้อาหารจากการย่อย

สลายซากพืช (เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

            2. การจ้าแนกกล้วยไม้ตามลักษณะการเจริญเติบโต สามารถแบ่งออกได้ 2 กลุ่ม คือ 

            กลุ่มที่มีการเจริญเติบโตทางปลายยอด (monopodial vegetative ) โดยกล้วยไม้กลุ่มนี้จะ

มีลักษณะยอดที่เจริญเติบโตไปเรื่อย ๆ ซึ่งจะมีล้าต้นชัดเจนและล้าต้นยาว จะเจริญทางปลายยอด   

อย่างเดียว หน่อใหม่จะเกิดจากโคนต้นเดิมหรือข้อใกล้โคนต้นเดิม สามารถออกดอกได้หลายช่อในต้น

เดียวกัน 

            กลุ่มท่ีมีการเจริญเติบโตทางด้านข้างของล้าต้น (sympodial vegetative) เป็นกลุ่มที่มีหน่อ

เกิดจากบริเวณฐานโคนต้นหรือเหง้าได้อย่างเดียว และมีส่วนของไหลที่ทอดเลื้อย จึงมักจะขึ้นเป็น

กระจุก กลุ่มนี้มักจะมีล้าต้นแบบล้าลูกกล้วย (เศรษฐมันตร์ กาญจนกุล, 2552; อบฉันท์ ไทยทอง, 

2544) 

            3. การจ้าแนกกล้วยไม้ตามหลักพฤกษศาสตร์  สามารถแบ่งออกได้เป็น 5 วงศ์ย่อย 

(Pridgeon et al., 1999) ดังนี้ 

            วงศ์ย่อย Apostasioideae เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ดิน มีตั้งแต่ขนาดเล็กจนถึงขนาดใหญ่       

มีส่วนของเหง้าที่อาจมีเกล็ด มีระบบรากแบบรากอากาศ ส่วนที่อยู่เหนือพ้ืนดินจะมีการเจริญเติบโต

ตามฤดูกาล มีล้าต้นแบบตั้งตรงและทอดนอน แตกหรือไม่แตกแขนง ใบจะเรียงเวียนรอบล้าต้น ใบมี

ลักษณะหลากหลายแล้วแต่ชนิด ช่อดอกจะออกที่บริเวณยอด มีลักษณะแบบกระจะ มักตั้งตรง  ซึ่ง         

ช่อดอกอาจมีการแตกแขนงในบางชนิด ดอกจะออกเรียงเวียนรอบแกนช่อดอก โดยดอกประกอบด้วย 

กลีบดอก 3 กลีบที่ไม่เชื่อมกัน กลีบดอก 2 กลีบมีลักษณะอวบน้้า และมีกลีบปากคล้ายกับกลีบดอก

และกลีบเลี้ยง  

            วงศ์ย่อย Vanilloideae เป็นกล้วยไม้ดินที่มีการเจริญเติบโตทางยอดและทางตาข้าง มีอายุ

หลายปี มีลักษณะเป็นพืชล้มลุกหรือไม้เลื้อย รากฝอยจะมีลักษณะยาวเพ่ือเกาะยึด และอวบน้้าเพ่ือ

สะสมอาหาร ล้าต้นจะมีข้อ ปล้อง ยืดยาวและเลื้อย ใบมีลักษณะอวบน้้า ช่อดอกเป็นแบบช่อกระจะ 

ออกจากบริเวณปลายยอด หรือด้านข้าง ดอกจะมีขนาดใหญ่ มีสีสันสวยงาม และมีลักษณะเด่น คือ       

มีกลิ่นหอม กลีบเลี้ยงและกลีบดอกแยกเป็นอิสระจากกัน 

            วงศ์ย่อย Cypripedioideae กล้วยไม้กลุ่มนี้ประกอบด้วยกล้วยไม้ดินที่เจริญบนหินและ

กล้วยไม้อิงอาศัย มีระบบรากฝอย เหง้ามีขนาดสั้นหรือยาวไม่แตกแขนงล้าต้นมีตั้งแต่สั้นจนถึงยาว        

https://en.wikipedia.org/wiki/Apostasioideae
https://en.wikipedia.org/wiki/Vanilloideae
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ต้นจะตั้งตรง ใบจะมีสีเหลืองจนเขียว มีลายจุดเข้มด้านบนของใบ ดอกมีตั้งแต่ 1 ดอกจนถึงหลายดอก 

ดอกมีขนาดใหญ่ มีเพียงสีเดียวหรือ 2 สีในดอกเดียวกัน กลีบเลี้ยงด้านบนจะตั้งตรง กลีบเลี้ยงด้านข้าง

มักจะเชื่อมกันเป็นกลีบรวม ปลายเรียบหรืออาจแยกเป็น 2 แฉก กลีบดอกเป็นอิสระออกจากกัน  

            วงศ์ย่อย Orchidoideae ส่วนใหญ่เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย มีทั้งแบบอาศัยอยู่เดี่ยวๆ หรืออยู่

รวมกันเป็นกลุ่ม มีรากหรือล้าต้นอวบ สะสมอาหาร บางชนิดมีเหง้าที่อวบน้้าและยืดยาว บางชนิดใบ

ลดรูปไปเป็นกาบใบ ใบจะเรียงเวียน มีตั้งแต่ 1 จนถึงหลายใบอยู่บริเวณท่ีโคนหรือล้าต้นไปจนถึงยอด 

มักจะออกใบตลอดทั้งปี ใบที่อยู่ปลายยอดจะเปลี่ยนเป็นใบประดับรองรับช่อดอก ซึ่งอาจมี สีเขียว    

ช่อดอกจะออกปลายยอด มีลักษณะช่อดอกแบบช่อกระจะ ประกอบด้วย 1 ดอกจนถึงหลายดอก 

หลายชนิดพบการบิดของก้านดอก กลีบเลี้ยงอาจเป็นอิสระหรือเชื่อมติดกันคลุมเส้าเกสร กลีบดอก

ส่วนใหญ่จะเป็นอิสระ ปลายกลีบแยกเป็น 2 แฉก กลีบปากมีขอบเรียบ ปลายแฉกอาจแยก 3-5 แฉก 

            วงศ์ย่อย Epidendroideae เป็นกลุ่มที่มีการเจริญเติบโตที่หลากหลาย ทั้งกล้วยไม้ดิน 

กล้วยไม้ที่ขึ้นบนหิน และกล้วยไม้อิงอาศัย พบการเจริญเติบโตทั้งแบบปลายยอดและด้านข้าง รากมัก

เป็นเส้นเดียว หรือแตกแขนง มีลักษณะอ้วนป้อม และมีชั้นของเวลาเมนที่หนา บางชนิดมีกาบหุ้มรอบ

ล้าต้น ไม่มีเนื้อไม้ อาจอยู่เดี่ยวหรืออยู่เป็นกลุ่ม ใบเป็นแบบใบเดี่ยวไม่หลุดร่วง มีลักษณะหนา ผิวใบ

มันและเหนียว ช่อดอกเป็นแบบช่อกระจะ ออกทางด้านข้าง บางชนิดออกที่ปลายยอด มีกลีบเลี้ยง

และกลีบดอกแยกเป็นอิสระจากกัน กลีบปากมีแฉก เส้าเกสรจะมีกลุ่มเรณู 2-6 กลุ่ม 

 

กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้ าต้น (Calanthe group) 
 กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น จัดอยู่ในวงศ์กล้วยไม้ (Orchidaceae) วงศ์ย่อย Epidendroideae 

ซึ่งเป็นกลุ่มของกล้วยไม้ดินและกล้วยไม้อิงอาศัย ประกอบด้วย 3 สกุล คือ สกุลเอ้ืองน้้าต้น 

(Calanthe R.Br.) สกุลเอ้ืองพร้าว (Phaius Lour.) และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว (Cephalantheropsis 

Guillaumin) มีรายงานการพบกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นในประเทศไทย สกุลเอ้ืองน้้าต้น 21 ชนิด สกุล

เอ้ืองพร้าว 5 ชนิด และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 1 ชนิด (Kurzweil, 2011) ซึ่งต่อมาในปี 2014 มีการ

เผยแพร่กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่พบในประเทศไทยในหนังสือ Flora of Thailand (Pedersen et 

al., 2014) ดังนี้ 

1. กล้วยไม้สกุลเอื้องน้้าต้น (Calanthe R.Br.) 
            Calanthe มีความหมายว่า กล้วยไม้ที่มีดอกสวยงาม โดยมาจากภาษากรีก 2 ค้า คือ 

“kalos” แปลว่าสวยงามและ “anthos” แปลว่าดอก กล้วยไม้สกุลนี้มักเจริญเติบโตในป่าผลัดใบหรือ

https://en.wikipedia.org/wiki/Orchidoideae
https://en.wikipedia.org/wiki/Epidendroideae
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ป่าดิบเขา ส่วนใหญ่เป็นกล้วยไม้ดิน กล้วยไม้ที่ขึ้นบนหิน บางชนิดเป็นกล้วยไม้อิงอาศัย ล้าต้นมี

ลักษณะอวบน้้าเป็นแบบ ล้าลูกกล้วย (pseudobulb) บางชนิดจะมีล้าต้นสั้นและมีใบคลุม ใบมีขนาด

ยาว สีเขียว และมีรอยพับจีบ มีการเจริญของช่อดอกทางด้านข้างหรือจากซอกใบ ช่อดอกยาว 12-80 

เซนติเมตร ไม่มีการแตกแขนง ดอกมีขนาดกลางไปจนถึงดอกขนาดใหญ่ โดยส่วนใหญ่กลีบเลี้ยงและ

กลีบดอกมีสีขาว สีชมพู หรือสีเหลือง เมื่อดอกมีอายุมากขึ้นจะเปลี่ยนเป็นสีน้้าเงิน กลีบเลี้ยงแยกจาก

กันและมักมีขนปกคลุม กลีบดอกมีลักษณะคล้ายกัน ปลายกลีบปากแยกออกเป็น 2-3 แฉก เส้าเกสร

สั้นเชื่อมกับโคนกลีบดอก ท้าให้ดูคล้ายเส้า กลุ่มเรณูมี 8 กลุ่ม แยกเป็นชุดละ 4 อัน  

กล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นเป็นสกุลที่มีขนาดใหญ่ มีสมาชิกท้ังหมด 207 ชนิด ส่วนใหญ่พบใน 

เอเชีย ออสเตรเลียเหนือ หมู่เกาะแปซิฟิก ไอซ์แลนด์ แอฟริกา และอเมริกากลาง ในประเทศไทยพบ

ทั้งหมด 23 ชนิด (Pedersen et al., 2014) 

1.1 Calanthe cardioglossa Schltr. (เอ้ืองน้้าต้น) 

กล้วยไม้ชนิดนี้มีล้าต้นที่สูง 30-68 เซนติเมตร มีล้าลูกกล้วยสีเขียวอมเทา มักเรียกว่า หัว         

มีลักษณะรูปรีซึ่งคล้ายกับลักษณะของน้้าเต้า มีร่องตื้นตามยาวบริเวณผิว โดยสูงประมาณ 3 -7 

เซนติเมตร กว้างประมาณ 2-3.5 เซนติเมตร ใบมีลักษณะรีแกมรูปใบหอก ยาวประมาณ 20-30 

เซนติเมตร กว้าง 3.5-5 เซนติเมตร บริเวณปลายใบแหลมมน ตรงงโคนใบสอบ ช่อดอกมีลักษะตรง

หรือโค้ง ยาวประมาณ 20-50 เซนติเมตร ดอกในช่อเรียงแบบโปร่ง ดอกมีขนาด 1.5-2 เซนติเมตร  

ผิวด้านนอกของกลีบเลี้ยงมีขน มีลายจุดประบนกลีบแตกต่างกัน ดอกมีสีที่หลากหลาย เช่น ชมพู ส้ม 

หรือเหลืองอมส้ม (ภาพ 1) กล้วยไม้ชนิดนี้มักออกดอกในเดือนธันวาคมถึงเดือนมกราคม                  

มักเจริญเติบโตในป่าดิบเขาและป่าผลัดใบ กล้วยไม้ชนิดนี้มีการกระจายพันธุ์ทั้ งใน ประเทศไทย ลาว 

เวียดนาม และกัมพูชา โดยในประเทศไทยสามารถพบได้ในหลายภูมิภาค ได้แก่  

ภาคเหนือ พบในจังหวัดแม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ น่าน อุตรดิตถ์ เพชรบูรณ์ และพิษณุโลก  

ภาคตะวันออกฉียงเหนือ พบในจังหวัดเลย ของแก่น ชัยภูมิ และอุบลราชธาณี  

ภาคตะวันตก พบในจังหวัดประจวบคีรีขันธ์  

ภาคตะวันออก พบในจังหวัดปราจีนบุรี และนครนายก 

ภาคใต้พบในจังหวัดระนอง สุราษฎร์ธานี และพังงา (Pedersen et al., 2014; อบฉันท์ ไทย

ทอง, 2544) 
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ภาพ 1 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe cardioglossa Schltr. 
 (ท่ีมา: https://www.123rf.com/photo_31651282_pink-ground-orchid-calanthe-

cardioglossa-native-specie-terrestrial-orchid-in-the-southeast-asian-are.html) 

 

1.2 Calanthe clavata Lindl. (เอ้ืองพุ่มคฑา) 

กล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 60 - 100 เซนติเมตร ใบ พับจีบ รูปรีแกม ขอบขนาน กว้าง 8-12 

เซนติเมตร ยาว 60-100 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อตั้ง บานเต็มที่กว้าง 1.5 เซนติเมตร ออกจาก        

โคนต้น ยาวประมาณ 40-50 เซนติเมตร มี 30-40 ดอก สีเหลือง กลีบปากมีหูกลีบชัดเจน บริเวณ 

โคนกลีบปากเป็นเดือยรูปกระบอง ออกดอกเดือนตุลาคมมักเจริญเติบโตในป่าดิบเขาและป่าผลัดใบ 

กระจายพันธุ์ในหลายประเทศ ทั้งในอินเดีย บังกลาเทศ เมียนมาร์ เวียดนาม จีน ไต้หวัน และไทย ใน

ประเทศไทยมีการกระจายพันธุ์เพียง 3 จังหวัด คือ เชียงใหม่ ชุมพร และสุราษฎร์ธานี  (ภาพ 2) 

(Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 2 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe clavata Lindl. 
(ท่ีมา: http://siamensis.org/webboard/topic/34817) 

 

https://www.123rf.com/photo_31651282_pink-ground-orchid-calanthe-cardioglossa-native-specie-terrestrial-orchid-in-the-southeast-asian-are.html
https://www.123rf.com/photo_31651282_pink-ground-orchid-calanthe-cardioglossa-native-specie-terrestrial-orchid-in-the-southeast-asian-are.html
http://siamensis.org/webboard/topic/34817
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1.3 Calanthe densiflora Lindl.  

กล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 40 – 60 เซนติเมตร ใบพับจีบ 4 – 5 ใบ กว้าง 8 - 12 เซนติเมตร 

ยาว 60-100 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อตั้ง ออกจากโคนต้น ยาวประมาณ 40-50 เซนติเมตร มี 30-

40 ดอก สีเหลือง มีการเจริญเติบโตในป่าเบญจพรรณ รายงานพบกล้วยไม้ชนิดนี้ในหลายประเทศ 

ได้แก่ เนปาล ภูฏาน อินเดีย บังกลาเทศ เมียนมาร์ เวียดนาม จีน ไต้หวัน ญี่ปุ่น และไทย                      

ในประเทศไทยพบในภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ คือ พิษณุโลก เพชรบูรณ์ และเลย (ภาพ 

3) (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 3 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe densiflora Lindl. 
(ท่ีมา: https://www.flickr.com/photos/afriorchids/4601411301) 

 

1.4 Calanthe herbacea Lindl.  

กล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 100 เซนติเมตร ใบพับจีบ 4-6 ใบ ขอบขนาน กว้าง 8 - 12 

เซนติเมตร ยาว 60-100 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อตั้ง บานเต็มที่กว้าง 1.5 เซนติเมตร ออกจากโคน

ต้น ยาวประมาณ 40-50 เซนติเมตร มี 30-40 ดอก กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีสีเขียว  กลีบปากมีสีขาว 

พบการเจริญเติบโตในป่าดิบเขา มีการกระจายพันธุ์ในหลายประเทศ ได้แก่ อินเดีย เมียนมา เวียดนาม 

จีน และประเทศไทย ซึ่งในประเทศไทยพบในภาคเหนือเท่านั้น ได้แก่ เชียงใหม่ และน่าน  (ภาพ 4) 

(Pedersen et al., 2014) 

 

https://www.flickr.com/photos/afriorchids/4601411301
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ภาพ 4 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe herbacea Lindl. 
(ท่ีมา: http://www.albiflora.be/plantdetail.php?id=76) 

 

1.5 Calanthe lyroglossa Rchb.f. (กล้วยไม้ดง) 

กล้วยไม้ชนิดนี้มีส่วนของล้าต้นที่สั้น บริเวณโคนถูกหุ้มด้วยกาบใบ ใบมีลักษณะขอบขนาน

แกมรูปรี ยาวประมาณ 30-60 เซนติเมตร กว้างประมาณ 5-8 เซนติเมตร บริเวณโคนใบเรียว แผ่นใบ 

มีลักษณะอ่อนและบาง ช่อดอกจะมีความสูงกว่าใบหรือใกล้เคียง ก้านช่อจะมีลักษณะอวบน้้าและตรง 

ดอกมักเกิดค่อนไปทางบริเวณปลายช่อดอก ท้าให้ช่อดอกมีลักษณะคล้ายพุ่ม  ประกอบด้วยใบประดับ

แทรกอยู่ในช่อดอก ดอกในช่อดอกจะทยอยบานจากบริเวณโคนช่อดอกไปยังปลายช่อดอก โดยดอก

ในช่อมีขนาดประมาณ 1 เซนติเมตร ซึ่งกลีบจะกางเล็กน้อย กล้วยไม้ชนิดนี้จะออกดอกประมาณเดือน

พฤศจิกายนไปจนถึงเดือนกุมภาพันธ์ มักเจริญเติบโตในป่าดิบเขา มีการกระจายพันธุ์ในหลายประเทศ 

เช่น อินเดีย เมียนมา กัมพูชา ลาว เวียดนาม จีน และเกาะบอร์เนียว ประเทศไทยเป็นอีกประเทศที่มี

รายงานพบกล้วยไม้ชนิดนี้ด้วย มีการกระจายพันธุ์ในหลายจังหวัด ได้แก่ เลย ชัยภูมิ นครราชสีมา 

นครนายก จันทบุรี ระนอง สุราษฎ์ธานี พังงา นครศรีธรรมราช และปัตตานี (ภาพ 5) (Pedersen et 

al., 2014; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

 

 
 

ภาพ 5 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe lyroglossa Rchb.f. 
(ท่ีมา: http://www.albiflora.be/plantdetail.php?id=76) 

http://www.albiflora.be/plantdetail.php?id=76
http://www.albiflora.be/plantdetail.php?id=76
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1.6 Calanthe masuca (D. Don) Lindl. (อ้ัวดอกม่วง)  

ต้นสั้น มีโคนกาบใบหุ้ม ใบเป็นรูปรีหรือรูปใบหอกกลับ แผ่นใบบางและอ่อน มีขนนุ่มทั้งสอง

ด้าน ปลายใบมีลักษณะแหลม โคนสอบเรียวเป็นก้าน ช่อดอกตั้งตรงสูงใกล้เคียงกับใบ ก้านช่อมี

ลักษณะอวบน้้า ดอกเกิดไปทางปลายช่อและแน่น กลีบทุกกลีบกางเกือบอยู่ในระดับเดียวกัน ปัจจุบัน

พบได้น้อยมาก ออกดอกในเดือนกรกฎาคม เจริญเติบโตในป่าดิบเขาและป่าดงดิบ พบกล้วยไม้ชนิดนี้

ในหลายประเทศ ได้แก่ ไทย อินเดีย ศรีลังกา เนปาล ภูฏาน เมียนมา เวียดนาม จีน ไต้หวัน ญี่ปุ่น 

มาเลเซีย นอกจากนี้ยังพบตามหมู่เกาะอีกด้วย ได้แก่ เกาะสุมาตรา เกาะชวา หมู่เกาะซุนดาน้อย                

เกาะบอร์เนียว และเกาะซูลาเวซี ซึ่งในประเทศไทยพบในหลายจังหวัดได้แก่ เชียงใหม่ น่าน พิษณุโลก 

เพชรบูรณ์ เลย ชัยภูมิ ปัตตานี ยะลา นราธิวาส (ภาพ 6) (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 6 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe masuca (D. Don) Lindl. 
(ท่ีมา: https://www.flickr.com/photos/131528844@N08/29755791877) 

 

1.7 Calanthe pulchra (Blume) Lindl.  

เป็นกล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 40 – 60 เซนติเมตร ใบพับจีบ 2 – 6 ใบ กว้าง 8 - 12 

เซนติเมตร ยาว 60-100 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อตั้ง ออกจากโคนต้น ยาวประมาณ 40-50 

เซนติเมตร มี 30-40 ดอก ดอกสีเหลือง กลีบปากมีสีเหลืองไปจนถึงสีด้า มักเจริญเติบโตในป่าดงดิบ

เขาพบกล้วยไม้ชนิดนี้ในหลายประเทศได้แก่ ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย สิงคโปร์ เกาะสุมาตรา เกาะชวา 

และเกาะบอร์เนียว รวมถึงประเทศไทยด้วย ซึ่งในประเทศไทยมีการกระจายพันธุ์ในภาคใต้เท่านั้น 

ได้แก่ นครศรีธรรมราช สงขลา และยะลา (ภาพ 7) (Pedersen et al., 2014) 

 

https://www.flickr.com/photos/131528844@N08/29755791877
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ภาพ 7 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe pulchra (Blume) Lindl. 
(ท่ีมา: http://www.dnp.go.th/botany/mindexdictdetail.aspx?runno=5262) 

 

1.8 Calanthe rosea (Lindl.) Benth. (เอ้ืองข้าวเหนียวลิง) 

มีล้าลูกกล้วยสีเขียวอมเทา มักเรียกว่า หัว มีลักษณะรูปรีซึ่งคล้ายกับลักษณะของน้้าเต้า            

มีร่องตื้นตามยาวบริเวณผิว โดยสูงประมาณ 6 -10 เซนติเมตร กว้างประมาณ 2-3 เซนติเมตร ใบมี

ลักษณะขอบขนานแกมรี ยาวประมาณ 20-40 เซนติเมตร กว้าง 5-6 เซนติเมตร แผ่นใบมีลักษณะ

อ่อนและบาง บริเวณโคนก้านจะเรียว มักท้ิงใบก่อนออกดอก ช่อดอกยาวประมาณ 20-50 เซนติเมตร        

ก้านช่อมีลักษณะผอมและมีขนปกคลุม ดอกในช่อเรียงแบบโปร่ง ดอกมักออกที่ปลายช่อดอก ดอกมี

ขนาด 4-2.5 เซนติเมตร โดยดอกจะทยอยบาน กล้วยไม้ชนิดนี้มักออกดอกในเดือนพฤศจิกายนถึง

เดือนธันวาคม มักเจริญเติบโตในป่าดิบแล้งและป่าผลัดใบ พบกล้วยไม้ชนิดนี้ในเมียนมา และประเทศ

ไทย ซึ่งในประเทศไทยมีการกระจายพันธุ์ในหลายจังหวัด  

ภาคเหนือ พบในจังหวัดน่าน ล้าปาง เพชรบูรณ์ และตาก  

ภาคกลาง พบในจังหวัดอุทัยธานี  

ภาคจะวันตก พบในจังหวัดกาญจนบุรี และเพชรบุรี 

ภาคตะวันออก พบในจังหวัดปราจีนบุรี (ภาพ 8) (Pedersen et al., 2014; อบฉันท์ ไทย

ทอง, 2544) 

1.9 Calanthe rubens Ridl. (อ้ัวพวงมณี) 

มีล้าลูกกล้วยสีเขียวอมเทา มักเรียกว่า หัว มีลักษณะรูปรีซึ่งคล้ายกับลักษณะของน้้าเต้า  

มีร่องตื้นตามยาวบริเวณผิว โดยสูงประมาณ 5 -6 เซนติเมตร กว้างประมาณ 2-3 เซนติเมตร ใบ ยาว

ประมาณ 25-40 เซนติเมตร กว้าง 8-10 เซนติเมตร มักทิ้งใบก่อนออกดอก ช่อดอกยาวประมาณ 

50 เซนติเมตร โดยดอกจะทยอยบาน กล้วยไม้ชนิดนี้มักออกดอกในเดือนมกราคมถึงเดือนกุมภาพันธ์ 

 

http://www.dnp.go.th/botany/mindexdictdetail.aspx?runno=5262
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ภาพ 8 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe rosea (Lindl.) Benth. 
(ท่ีมา: https://medium.com/@Potsandpetals/pots-and-petals-calanthe-rosea-

346446bf64cb) 

 

มักเจริญเติบโตในป่าดิบเขา พบกล้วยไม้ชนิดนี้ในหลายประทศ ได้แก่ กัมพูชา เวียดนาม ฟิลิปปินส์ 

มาเลเซีย และประเทศไทย โดยในประเทศไทยพบกระจายพันธุ์ในหลายจังหวัด ดังนี้ 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบในจังหวัดนครราชสีมา ศรีษะเกษ  

ภาคกลาง พบในจังหวัดสระบุรี  

ภาคตะวันออก พบในจังหวัดปราจีนบุรี ระยอง ชลบุรี  

ภาคใต้ พบในจังหวัดสุราษฎ์ธานี พังงา กระบี่ นครศรีธรรมราช ตรัง และสตูล (ภาพ 9) 

(Pedersen et al., 2014; อบฉันท์ ไทยทอง, 2544) 

1.10 Calanthe succedanea Gagnep.  

เป็นกล้วยไม้ดิน สูงประมาณ 30 – 47 เซนติเมตร ใบพับจีบ 4 ใบ กว้าง 8 - 12 เซนติเมตร 

ยาว 60-100 เซนติเมตร ดอกออกเป็นช่อตั้ง ออกจากโคนต้น ยาวประมาณ 40-50 เซนติเมตร มี 30- 

40 ดอก ดอกสีชมพู กลีบปากมีสีเข้ม ดอกคล้ายกับ C. cardioglossa แต่จะมีขนาดที่ใหญ่กว่า 

เจริญเติบโตในป่าดิบแล้ง ในประเทศไทยกล้วยไม้ชนิดนี้มีการกระจายพันธุ์ในหลายจังหวัด ได้แก่ 

แม่ฮ่องสอน เชียงใหม่ พิษณุโลก เพชรบูรณ์ เลย ชัยภูมิ และจันทบุรี นอกจากนี้ยังมีรายงานพบใน

ประเทศอ่ืนๆ ด้วย ได้แก่ กัมพูชา ลาว และเวียดนาม (ภาพ 10) (Pedersen et al., 2014) 

 

 

https://medium.com/@Potsandpetals/pots-and-petals-calanthe-rosea-346446bf64cb
https://medium.com/@Potsandpetals/pots-and-petals-calanthe-rosea-346446bf64cb
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ภาพ 9 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe rubens Ridl. 
(ท่ีมา: https://www.orchidroots.com/detail/30391/species/?tab=sum) 

 

 
 

ภาพ 10 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe succedanea Gagnep. 
(ท่ีมา: https://khaoyaim.exblog.jp/14858070/) 

 

1.11 Calanthe triplicata (Willemet) Ames (อ้ัวดอกขาว) 

ต้นสั้น มีโคนกาบใบหุ้ม ใบรูปขอบขนานแกมรี ช่อดอกลักษณะตั้งตรง ดอกเรียงตัวกันเป็นพุ่ม

ทางปลายช่อ ปัจจุบันสามารถพบได้น้อยลง ช่วงเวลาที่ออกดอกได้แก่เดือนพฤษภาคมไปจนถึงเดือน

มิถุนายนเจริญเติบโตในป่าดิบเขา ในประเทศไทยพบกล้วยไม้ชนิดนี้ในหลายจังหวัด ดังนี้ 

ภาคเหนือ พบในจังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย ล้าปาง เพชรบูรณ์ และตาก  

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบในจังหวัดเลย ชัยภูมิ และนครราชสีมา 

ภาคตะวันออก พบในจังหวัดนครนายก ปราจีนบุรี ชลบุรี จันทบุรี และตราด 

ภาคตะวันตก พบในจังหวัดกาญจนบุรี และเพชรบุรี (ภาพ 11) (Pedersen et al., 2014) 

 

https://www.orchidroots.com/detail/30391/species/?tab=sum
https://khaoyaim.exblog.jp/14858070/
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ภาพ 11 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe triplicata (Willemet) Ames 
(ท่ีมา: https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/448382?lg=en) 

 

1.12 Calanthe vestita Wall. Ex Lindl. (อ้ัวนวลจันทร์) 

หัวรูปรี ขอบเป็นสันมน สีเขียวอมเทา จะทิ้งใบก่อนออกดอก ปลายมักจะโค้ง ดอกในช่อ

ค่อนข้างดก กล้วยไม้ชนิดนี้จะออกดอกในเดือนพฤศจิกายนไปจนถึงเดือนมกราคม เจริญเติบโตในป่า

เขาหินปูน พบกล้วยไม้ชนิดนี้กระจายพันธุ์ในหลายประเทศ ได้แก่ ไทย เมียนมาร์ ลาว เวียดนาม 

ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย เกาะสุมาตรา เกาะชวา เกาะบอร์เนียว เกาะซูลาเวซี เกาะซุนดาน้อย และเกาะ

นิวกินี ซึ่งในประเทศไทยพบในจังหวัดตาก ระนอง สุราษฎร์ธานี และพังงา (ภาพ 12) (Pedersen et 

al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 12 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Calanthe vestita Wall. Ex Lindl. 
(ท่ีมา: https://alchetron.com/Calanthe-vestita) 

 

2. กล้วยไม้สกุลเอื้องพร้าว (Phaius Lour.) 
 มีการเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมที่คล้ายกับสกุลเอ้ืองน้้าต้น เป็นกล้วยไม้ดิน ล้าต้นเป็น

แบบล้าลูกกล้วยช่อดอกยาว 40-200 เซนติเมตร ดอกมีขนาดใหญ่ ชนิดที่พบในประเทศไทย ส่วนใหญ่

ดอกมีสีเหลือง สีชมพู หรือสีขาว กลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีลักษณะคล้ายกัน แต่ละกลีบไม่เชื่อมติดกัน  

https://inpn.mnhn.fr/espece/cd_nom/448382?lg=en
https://alchetron.com/Calanthe-vestita
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ปลายกลีบปากแยกเป็น 3 แฉกหรือมากกว่านั้น กลีบเลี้ยงและกลีบดอกไม่เชื่อมติดกับเส้าเกสร หรือ

อาจรวมเฉพาะที่ฐานของดอก เส้าเกสรมีลักษณะยาว โดยส่วนใหญ่มีขน เรณูมี 8 อัน แยกเป็น 2 กลุ่ม 

ทั่วโลกพบกล้วยไม้สกุลนี้ 40 ชนิด มีการกระจายพันธุ์ในเอเชีย แอฟริกา ออสเตรเลียเหนือ และ

ไอซ์แลนด์ ในประเทศไทยพบ 6 ชนิด (Pedersen et al., 2014) 

 2.1 Phaius flavus Lindl.  

 เอ้ืองค้าผา หรือเอ้ืองพร้าวดอกเหลือง หัวคล้ายกรวยคว่้า แต่ละต้นมี 5-8 ใบ โคนใบเป็น

กาบซ้อนกันคล้ายต้น เป็นล้ากลม แผ่นใบเป็นรูปรีแกมใบหอกกลับ มีแนวพับจีบตามยาวของใบ          

ช่อดอกจะเกิดจากโคนต้นเป็นช่อตรง กลีบดอกอวบน้้า เป็นกล้วยไม้ขนาดใหญ่ แต่พบค่อนข้างน้อย 

โดยจะออกดอกในเดือนเมษายนไปจนถึงเดือนมิถุนายน เป็นกล้วยไม้ดินเจริญเติบโตในป่าดิบเขา 

กล้วยไม้ชนิดนี้มีการกระจายพันธุ์ในหลายประเทศ เช่น อินเดีย เนปาล จีน ญี่ปุ่น มาเลเซีย นิวกินี 

และประเทศไทย ซึ่งประเทศไทยพบในหลายจังหวัด ได้แก่ เชียงใหม่ น่าน ตาก พิษณุโลก เพชรบูรณ์ 

เลย และกาญจนบุรี (ภาพ 13) (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 13 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Phaius flavus Lindl. 
(ท่ีมา: https://www.earth.com/earthpedia/plant/th/phaius-flavus/) 

 

          2.2 Phaius mishmensis Blume. 

 หรือกล้วยไม้ดง เป็นกล้วยไม้ดินเจริญเติบโตในป่าดิบเขา ล้าต้นสูง เป็นแท่งกลม ใบรูปหอก 

แผ่นใบพับจีบ ดอกออกเป็นช่อที่ล้าต้น มี 5-7 ดอก กลีบเลี้ยงและกลีบดอกสีแดงอมชมพูหรือสีแดง

เข้ม กลีบปากโคนเป็นเดือยรูปทรงกระบอกปลายแผ่ ขอบหยักเป็นคลื่น กลางกลีบมีขนเป็นกลุ่ม

ตามยาว ออกดอกช่วงเดือนกรกฎาคม -สิงหาคม (องค์การสวนพฤกษศาสตร์  กระทรวง

ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม, 2551)  มีรายงานพบในหลายประเทศ ได้แก่ อินเดีย ภูฏาน 

https://www.earth.com/earthpedia/plant/th/phaius-flavus/
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เมียนมาร์ ลาว เวียดนาม จีนไต้หวัน ญี่ปุ่น ฟิลิปปินส์ และไทย ในประเทศไทยพบในจังหวัดน่าน 

ล้าปาง พิษณุโลก เลย และราชบุรี(ภาพ 14) (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 14 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Phaius mishmensis Blume. 
(ท่ีมา: http://www.orchidspecies.com/phaiusmishmensis.htm) 

 

 2.3 Phaius indochinensis Seidenf. & Ormerod 

 หรือเอ้ืองพร้าวดง เป็นกล้วยไม้ดินเจริญเติบโตในป่าดิบเขา พบกระจายพันธุ์ในประเทศ

เวียดนาม และประเทศไทย ซึ่งในประเทศไทยพบในหลายจังหวัด ได้แก่ เพชรบูรณ์ เลย ชัยภูมิ 

จันทบุรี ชุมพร พังงา และปัตตานี (ภาพ 15) (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 15 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Phaius indochinensis Seidenf. & Ormerod 
(ท่ีมา: http://www.rspg.or.th/plants_data/rare_plants/scien_name_p19.htm) 

 

3. กล้วยไม้สกุลเอื้องกลีบเกลียว (Cephalantheropsis Guillaumin) 
เป็นกล้วยไม้ดิน ดอกมีขนาดกลาง ในประเทศไทยดอกสกุลนี้มีสีเหลืองหรือสีส้ม กลีบเลี้ยง

และกลีบดอกมีลักษณะคล้ายกัน เดือยดอกสั้น กลีบปากเจริญโอบหุ้มเส้าเกสร บริเวณปลายกลีบปาก

http://www.orchidspecies.com/phaiusmishmensis.htm
http://www.rspg.or.th/plants_data/rare_plants/scien_name_p19.htm
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จะแผ่ออกคล้ายปากแตร กลุ่มเรณูมี 8 อัน แยกออกเป็น 2 กลุ่ม กล้วยไม้สกุลนี้พบทั่วโลกทั้งหมด 5 

ชนิด ซึ่งพบใน อินเดีย จีน ไต้หวัน ฟิลิปปินส์ และญี่ปุ่น ปัจจุบันกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวใน

ธรรมชาติสามารถพบเห็นน้อยลง ในประเทศไทยพบ 2 ชนิด คือ (Pedersen et al., 2014) 

3.1 Cephalantheropsis longipes (Hook.f.) Ormerod  

 เป็นกล้วยไม้ดิน เจริญเติบโตในป่าดิบเขาล้าต้นสูง ช่อดอกยาว แผ่นใบพับจีบ มี 5  – 8 ใบ 

กลีบและกลีบดอก มีสีเหลืองไปจนถึงสีส้ม ดอกมีขนาดใหญ่ถึง 15 มิลลิเมตร มีการกระจายพันธุ์ใน

หลายประเทศ ได้แก่ อินเดีย เมียนมา จีน เวียดนาม มาเลเซีย เกาะสุมาตรา ไต้หวัน ฟิลิปปินส์ และ

ไทย (Pedersen et al., 2014) 

 

 
 

ภาพ 16 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Cephalantheropsis longipes (Hook.f.) Ormerod 
(ท่ีมา: http://www.dnp.go.th/botany/mindexdictdetail.aspx?runno=12229) 

 

3.2 Cephalantheropsis obcordata (Lindl.) Ormerod (เอ้ืองกลีบเกลียว) 

 เป็นกล้วยไม้ดิน อาศัยอยู่ในป่าดิบแล้ง ต้นสูง ล้าต้นยาว 3-5 เซนติเมตร ช่อดอกยาว ใบ         

พับจีบ มี 5 – 9 ใบ มีดอกอยู่จ้านวนมาก มีดอกสีเหลืองไปจนถึงสีส้ม กลีบปากมีสีขาว มีรายงานพบ

กล้วยไม้ชนิดนี้ในหลายประเทศ คือ อินเดีย บังกลาเทศ เมียนมา ลาว เวียดนาม จีน ไต้หวัน ญี่ปุ่น 

ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย และไทย ซึ่งในประเทศไทยมีการกระจายพันธุ์ในจังหวัดเลย กาญจนบุรี 

นครนายก นครราชสีมา สระบุรี ปราจีนบุรี จันทบุรี ระนอง สุราษฎ์ธานี และตรัง (ภาพ 17) 

(Pedersen et al., 2014) 

 

http://www.dnp.go.th/botany/mindexdictdetail.aspx?runno=12229
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ภาพ 17 ลักษณะดอกกล้วยไม้ Cephalantheropsis obcordata (Lindl.) Ormerod 
(ท่ีมา: https://www.flickriver.com/photos/mingiweng/31276715487/) 

 

คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (chloroplast DNA) 
 คลอโรพลาสต์เป็นออร์แกเนลที่ท้าหน้าที่ในการสังเคราะห์แสงเพ่ือสร้างอาหารของพืช       

ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของงพืช มักศึกษาดีเอ็นเอที่อยู่ในคลอโรพลาสต์ ซึ่งดีเอ็นเอ

จะอยู่ในส่วนของ สโตรมา (stroma) ที่มีลักษณะเป็นของเหลว ดีเอ็นเอของคลอโรพลาสมีลักษณะเป็น

วงกลม ประกอบด้วยพอลินิวคลีโอไทด์ 2 เส้น เข้าคู่กัน ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ของพืชมีขนาด

ประมาณ 120-160 กิโลเบส ประกอบด้วยยีนจ้านวน 120-140 ยีน (ค้ารพ รัตนสุต, 2561) โดย

บริเวณท่ีมีการน้ามาใช้ในการศึกษามีหลายยีน เช่น 

1. ยีน matK (maturase K) 
            ยีน matK เป็นยีนหนึ่งที่อยู่ในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ โดยแทรกอยู่ในอินทรอนของยีน trnK 

(ภาพ 18) ยีนนี้มีหน้าที่สร้างเอนไซม์ maturase K ซึ่งใช้ในกระบวนการตัดแต่ง (splicing) ของ 

อินทรอนกลุ่มที่ 2 มีขนาดประมาณ 1,500 คู่เบส (Barthet, 2006) ยีนนี้สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ

ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ได้ง่าย และมีวิวัฒนาการของล้าดับนิวคลีโอไทด์สูงน้ามาใช้ในการจ้าแนกพืช  

หลายชนิด โดยเฉพาะกล้วยไม้ ซึ่งจัดว่าเป็นพืชดอกที่มีความหลายหลายและจ้านวนชนิดมากที่สุด 

เช่น สกุลหวาย  (Dendrobium) กลุ่มเอ้ืองสายที่มีลูกผสมจ้านวนมากเพ่ือใช้ในทางเศรษฐกิจ 

(Thanananta et al., 2016) สกุลเอ้ืองเทียน (Coelogyne) เป็นสกุลที่พบจ้านวนไม่มากในธรรมชาติ 

(Thanananta et al., 2016) สกลุแวนด้า (Vanda) ซึ่งเป็นกล้วยไม้ที่ส้าคัญทางเศรษฐกิจ (Tanee et 

al., 2012) 

 

 

https://www.flickriver.com/photos/mingiweng/31276715487/
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ภาพ 18 ยีน matK ที่แทรกอยู่ระหว่าง trnK 5’ exon และ trnK 3’ exon 
(ที่มา: https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwi5rs-

w5PbmAhWt8HMBHYLMA78QjRx6BAgBEAQ&url) 

 
2. ยีน rbcL (riburose 1,5-bisphosphate carboxylase) 

            ยีน rbcL เป็นยีนขนาดใหญ่ประกอบด้วย 1 เอกซอน ไม่มีอินทรอน (ภาพ 19) ท้าหน้าที่

สร้างเอนไซม์ riburose 1,5-bisphosohate carboxylase/oxygenase large subunit หรือ 

RubisCO ในวัฏจักรคาลวิน (Calvin’s cycle) กระบวนการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ เอนไซม์ 

RubisCO จะเร่งปฏิกิริยาให้ RuBP รวมกับ CO2 ได้เป็น PGA โดยยีนนี้มีขนาดประมาณ 1,400 คู่เบส 

มีการน้ายีนนี้มาช่วยจ้าแนกในกล้วยไม้หลายชนิด ได้แก่ สกุลเอื้องเทียน (Coelogyne) ซึ่งใช้เวลาใน

การออกดอกนานและมีดอกจ้านวนน้อยท้าให้เกิดข้อผิดพลาดในการจ้าแนกได้ง่าย (Thanananta et 

al., 2016) 

 

 
 

ภาพ 19 ยีน rbcL อยู่ระหว่างยีน atpB และ accD 
(ที่มา: https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjpyqal7 

fbmAhXljOYKHVYNDJwQjRx6BAgBEAQ&url) 

 

3. บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH (psbA-trnH intergenic spacer) 
 psbA-trnH intergenic spacer อยู่ระหว่างยีน psbA ที่ควบคุมการสร้างสายพอลิเพปไทด์

เพ่ือใช้ใน photosystem ll กับยีน trnH ซึ่งควบคุมการสร้าง ของกรดอะมิโนฮิสติดีน (histidine, H) 

https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjpyqal7
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(ภาพ 20) ซึ่งบริเวณนี้มีความแปรผันของนิวคลีโอไทด์สูง กล้วยไม้ที่น้าบริเวณนี้มาใช้ในการจ้าแนก 

เช่น กล้วยไม้สกุลรองเท้านารีกลุ่มใบลาย  เป็นกล้วยไม้ที่ผลิตดอกเพ่ือส่งออกเป็นจ้านวนมาก 

เนื่องจากดอกมีความหลากหลายสูง แต่ลักษณะอ่ืนๆ ใกล้เคียงกันมาก (Meesangiem et al., 2017)

สกลุหวาย (Dendrobium) หมู่แคลิสตา (Maneenet et al., 2018) 

 

 
 

ภาพ 20 บริเวณระหว่างยีน psbA และ trnH 
(ที่มา: https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwi5rs-

w5PbmAhWt8HMBHYLMA78QjRx6BAgBEAQ&url) 

 

4. บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF (trnL-trnF intergenic spacer) 
            trnL-trnF intergenic spacer เป็นบริเวณในคลอโรพลาสต์อยู่ระหว่างยีน trnL ที่สร้าง 

tRNA ของกรดอะมิโนลิวซีน (leucine, L) และยีน trnF ควมคุมการสร้าง tRNA ของกรดอะมิโน         

ฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) โดยบริเวณระหว่างยีนทั้งสองนี้มีอัตราการแทนที่ของเบสสูง และมัก

พบต้าแหน่งการเพ่ิมข้ึนหรือขาดหายไปของล้าดับนิวคลีโอไทด์ จึงน้ามาใช้แก้ปัญหาในการจ้าแนกพืช

หลายชนิดที่มีสัณฐานวิทยาไม่ชัดเจน (กานดา พรหมณ,ี 2560; ปิยภรณ์ วงษ์อักษร, 2558) 

 

 
 

ภาพ 21 บริเวณ trnL-trnF intergenic spacer (trnL-trnF IGS) ที่อยู่ระหว่างยีน trnL  
และ trnF 

(ที่มา: https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwirheLO6_  

bmAhU6ILcAHTqSAIUQjRx6BAgBEAQ&url=https%3A%2F%2F) 

https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwirheLO6_%20%20bmAhU6IL
https://www.google.com/url?sa=i&source=images&cd=&ved=2ahUKEwirheLO6_%20%20bmAhU6IL
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ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) 
 ในทางชีววิทยา ดีเอ็นเอบาร์โค้ด คือ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ขนาดสั้นที่ใช้เป็นมาตรฐาน ซึ่งเป็น

เครื่องหมายที่มีลักษณะเฉพาะในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต นิยมใช้ในการระบุสิ่งมีชีวิตที่ไม่ทราบชนิด 

โดยระบุจากการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างกับล้าดับนิวคลีโอไทด์อ้างอิงในฐานข้อมูล 

ในการระบุชนิดดีเอ็นเอบาร์โค้ดท้าได้รวดเร็วและถูกต้อง (Xiang et al., 2011) โดยดีเอ็นเอบาร์โค้ดมี

ลักษณะดังนี้ 

 1. ล้าดับนิวคลีโอไทด์มีขนาด 500-800 คู่เบส เพ่ือให้ง่ายต่อการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย

เทคนิคพีซีอาร์ 

 2. มีลักษณะจ้าเพาะในการจ้าแนกระดับชนิด 

 3. มีบริเวณอนุรักษณ์ (conserved site) ส้าหรับการจับของไพรเมอร์ 

 ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเผยแพร่ครั้งแรก โดย Hebert et al. (Hebert et al., 2003) ใช้ล้าดับนิ

วคลีโอไทด์ยาว 600 เบสของยีน cytochrome c oxidase subunit 1 หรือ COI ในไมโทคอนเดรีย 

สามารถใช้ในการระบุชนิดได้ ดังนั้น COI จึงเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐานในการระบุชนิดในสัตว์

หลายกลุ่ม แต่ในสัตว์บางกลุ่ม COI ไม่มีประสิทธิภาพ เช่น สัตว์ปีก สัตว์เลื้อยคลาน (Kress et al., 

2015) ส้าหรับพืช COI ไม่สามารถใช้ในการระบุชนิดได้ เนื่องจากมีอัตราการแทนที่ของนิวคลีโอไทด์

ต่้ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ COI ในสัตว์ (A.J. Fazekas et al., 2009) จึงมีการทดสอบล้าดับนิวคลีโอ

ไทด์หลายบริเวณเพ่ือหาบริเวณมาตรฐานใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด บริเวณที่นิยมน้ามาทดสอบคือ คลอ

โรพลาสต์ดีเอ็นเอ เช่น rbcL, matK และ psbA-trnH (Hollingsworth et al., 2009; Kim et al., 

2014; Parveen et al., 2012; Xiang et al., 2011) และบริเวณดีเอ็นเอในนิวเคลียส คือ internal 

transcribed spacer หรือ ITS (Chase et al., 2005; Chen et al., 2010; Kress et al., 2005) 

 ดีเอ็นเอบาร์โค้ดถูกน้ามาใช้ในพืชหลายชนิด เพ่ือหาดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่เหมาะสมส้าหรับพืช 

Consortium for the Barcode of Life plant working group แนะน้าการระบุชนิดของพืชโดยใช้

ล้าดับนิวคลีโอไทด์สองบริเวณจากคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอร่วมกัน คือ rbcL กับ matK (Hollingsworth 

et al., 2009) กล้วยไม้เป็นพืชอีกชนิดหนึ่งที่มีการวิเคราะห์หาบริเวณที่เหมาะสม เช่น กล้วยไม้ 

สกุลหวาย (Dendrobium) เป็นสกุลที่มีขนาดใหญ่ประกอบด้วย 1,200-1,500 ชนิด มีการ 

กระจายพันธุ์ในแถบเอเชียเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศออสเตรเลีย และ

นิวซีแลนด์ กล้วยไม้สกุลหวายหลายชนิดเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ เนื่องจากมีการน้ากล้วยไม้หลายชนิด 

ไปใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์และทางเศรษฐกิจ รวมไปถึงการบุกรุกพ้ืนที่ส่งผลให้พ้ืนที่ป่าที่อยู่
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อาศัยลดลง กล้วยไม้สกุลหวายมีลักษณะต้นที่คล้ายกัน ประกอบกับมีจ้านวนชนิดค่อนข้างมาก ส่งผล

ให้มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่หลากหลาย บางลักษณะปรากฏในหลายชนิด ดังนั้นสัณฐานวิทยาจึงใช้ใน

การจ้าแนกและระบุชนิดของกล้วยไม้สกุลหวายได้ไม่ดี ดังนั้นจึงท้าการวิเคราะห์บาร์โค้ด 11 บริเวณ 

จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS, matK, rbcL และ trnH-psbA เพ่ือหาดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรฐาน

ส้าหรับกล้วยไม้สกุลหวาย จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 11 บริเวณ พบว่ามีประสิทธิภาพในการแยกชนิด

กล้วยไม้สกุลหวายต่้า (31.93 %) matK+rbcL เป็นบาร์โค้ดที่ CBOL เสนอให้เป็นบาร์โค้ดหลัก

ส้าหรับพืชมีประสิทธิภาพต่้า (24 %) ในกลุ่มบาร์โค้ดที่ใช้มากกว่าหนึ่งบริเวณ ITS+matK สามารถ

จ้าแนกกล้วยไม้สกุลนี้ได้มากที่สุด (76.92 %) (Xu et al., 2015) นอกจากนี้กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 

(Paphiopedilum) เป็นกล้วยไม้อีกสกุลหนึ่งที่น้าไปใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง ซึ่งการระบุชนิด

ขณะที่ไม่มีดอกท้าได้ยาก ดังนั้นการระบุชนิดโดยใช้สัณฐานวิทยาต้องใช้เวลานานและจ้าเป็นต้องมี

ทักษะในการจ้าแนก จึงใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเข้ามาช่วยในการระบุชนิดให้ถูกต้อง โดยวิเคราะห์ล้าดับ  

นิวคลีโอไทด์ 8 บริเวณ ประกอบด้วย ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ 7 บริเวณ (accD, matK, rbcL, 

rpoC2, ycf1, atpF-atpH, atpI-atpH) และดีเอ็นเอในนิวเคลียส (ITS) ซึ่ง nrITS มีประสิทธิภาพใน

การระบุชนิดสูงที่สุด (52.27 %) จาก 8 บริเวณ โดยบาร์โค้ดหลักมีประสิทธิภาพในการระบุชนิดต่้า

มาก (18.86 %) (Guo et al., 2016) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเพ่ือหาดีเอ็นเอบาร์โค้ดในกล้วยไม้ 

สกุลอื่นๆ อีกด้วย เช่น Holcoglossum (Xiang et al., 2011) Vanda (Tanee et al., 2012) 

            ปัจจุบันมีการน้าดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาประยุกต์ใช้ในด้านอื่นๆ เช่น นิเวศวิทยา ในบางกรณียังมี

สิ่งมีชีวิตที่ยังไม่ทราบชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่งสิ่งมีชีวิตที่มีลักษณะคล้ายกับสิ่งมีชีวิตอ่ืน แต่ยังมีบาง

ลักษณะที่แตกต่างที่อยู่ในถิ่นอาศัยที่มีความหลากหลายสูงมาก โดยเฉพาะสิ่ งมีชีวิตที่ระยะตัวอ่อนมี

ลักษณะคล้ายกัน จะจ้าแนกโดยใช้สัณฐานวิทยาได้ก็ต่อเมื่อเจริญเป็นตัวเต็มวัย จึงมีการน้าดีเอ็นเอ

บาร์โค้ดมาช่วยในการระบุชนิด จากดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ได้สามารถน้ามาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ 

(phylogeny) ทางวิวัฒนาการของสมาชิก การวิเคราะห์สายวิวัฒนาการมาตรฐานจะช่วยในการแยก

ความสัมพันธ์ของสมาชิกในแต่ละกลุ่ม ช่วยสร้างความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่หายไปภายในกลุ่ม

เป้าหมาย ส้าหรับพืชอาจจะต้องใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์มากกว่า 1 บริเวณ มาช่วยในการแก้ปัญหานี้ ใน

การอนุรักษ์ (conservation) มีการน้าดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาใช้ในการระบุและตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่เสี่ยง

ต่อการสูญพันธ์ เช่น การน้าดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาตรวจสอบพืชสมุนไพรจากธรรมชาติ หรือการ

ตรวจสอบชนิดในผลิตภัณฑ์ที่มีอยู่ในท้องตลาด (Kress et al., 2015) 

 



 25 

งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
การศึกษากล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นโดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ ITS ในนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ

และคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ คือ trnL-trnF IGS, atpI-atpH และ matK จ้านวน 50 ชนิดประกอบด้วย 

Calanthe 41 ชนิด Phaius 6 ชนิด และ Cephalantheropsis 3 ชนิด สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่ม

เอ้ืองน้้าต้นออกเป็น 6 กลุ่ม คือ Calanthe, Paraphaius, Styloglossum, Cephalantheropsis, 

Phaius และ Preptanthe โดย Calanthe แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม กล้วยไม้สกุลนี้ส่วนใหญ่อยู่ใน 

Calanthe รองลงมาคือ Styloglossum มีบางชนิดแยกออกมาอยู่ใน Preptanthe ส่วน Phaius 

แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ Paraphaius และ Phaius ซึ่งมีความใกล้ชิดกับกลุ่มของ Calanthe ส่วน 

Cephalantheropsis มี 1 กลุ่ม (Zhai et al., 2014) 

             Batista et al. วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของกล้วยไม้สกุล Habenaria 180 

ชนิด โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์จากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ คือ matK ร่วมกับล้าดับนิวคลีโอไทด์จาก

ดีเอ็นเอในนิวเคลียส คือ ITS สามารถแบ่งกล้วยไม้สกุลนี้ออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กล้วยไม้เขตร้อนในทวีป

อเมริกา (neotropical) และกล้วยไม้จากทวีปแอฟริกา ทวีปยุโรป และทวีปเอเชีย (Bartista et al., 

2013) 

              Hosseini et al. ศึกษาความสั ม พันธ์ ท า งวิ วัฒนาการของกล้ ว ย ไม้ สกุ ลหว าย 

(Dendrobium) ในประเทศมาเลเซีย โดยน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอในนิวเคลียส คือ ITS มา

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการร่วมกับล้าดับนิวคลีโอไทด์จากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์

ประกอบด้วย trnL-trnF, matK และ rbcL พบว่า section Desmosanthes มีความสัมพันธ์ทาง

วิวัฒนาการใกล้ชิดกับ section Cirrhopetalum (Hosseini et al., 2016) 

               Parveen et al. วิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 5 บริเวณจากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์เป็น

ส่วนของยีน 4 บริเวณ คือ rpoB, rpoC1, rbcL และ matK และบริเวณระหว่างยีนในนิวเคลียส คือ 

ITS มาใช้ในการระบุชนิดของ Paphiopedilum ที่ เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ 8 ชนิดและลูกผสมใน

ธรรมชาติ 3 ชนิด จากผลการศึกษา rpoB, rpoC1, rbcL และ nrITS สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้

ทุกตัวอย่าง เมื่อน้าไปหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละบริเวณ rpoB และ rbcL สามารถหาล้าดับนิวคลี

โอไทด์ได้มากที่สุด 97.61 % เมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์ พบว่า matK มีความแตกต่าง

ภายในชนิดเฉลี่ยเท่ากับ 0.07% ความแตกต่างระหว่างชนิดเฉลี่ย 0.9 % ซึ่งยีน matK มีความสามารถ

ในการจ้าแนกชนิดกล้วยไม้ทั้ง 11 ชนิดได้ (Parveen et al., 2012) 
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          กล้วยไม้สกุล Holcoglossum มีประมาณ 12 ชนิด มีเขตการกระจายพันธุ์ใน มาเลเซีย ไทย 

พม่า เวียดนาม และจีน จากรายงานการใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์จากดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์และดีเอ็น

เอในนิวเคลียส สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มนี้ออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 เป็นกล้วยไม้ที่กระจายพันธุ์ใน

เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ประกอบด้วย 4 ชนิด กลุ่มท่ี 2 กระจายพันธุ์บนภูเขา Hengduan ในประเทศ

จีน ประกอบด้วย 5 ชนิด และกลุ่มที่ 3 เป็นกล้วยไม้ที่กระจายพันธุ์อยู่ระหว่างกลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 

ประกอบด้วย 3 ชนิด (Fan et al., 2009) ซึ่งการระบุชนิดภายในกลุ่มโดยใช้สัณฐานวิทยาหรือข้อมูล

ในระดับโมเลกุลยังไม่มีประสิทธิภาพ ดังนั้นจึงวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 6 บริเวณ ประกอบด้วยดี

เอ็นเอในคลอโรพลาสต์ คือ rbcL, matK, atpF-atpH intergenic spacer, psbK-psbI intergenic 

spacer และ trnH-psbA intergenic spacer และล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอในนิวเคลียส คือ 

ITS มาวิเคราะห์หาดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการระบุชนิดอย่างมีประสิทธิภาพ จากผลการวิจัย rbcL 

สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ในทุกตัวอย่าง มีความแตกต่างระหว่างชนิดตั้งแต่ 0.0019 (rbcL) – 

0.0135 (nrITS) ซึ่งเมื่อพิจารณาดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่เหมาะสมจาก 6 บริเวณ พบว่า matK เป็นบริเวณ

ที่เหมาะสมที่สุดส้าหรับดีเอ็นเอบาร์โค้ดสกุล Holcoglossum (Xiang et al., 2011) 

 กล้วยไม้เป็นวงศ์ของพืชดอกท่ีมีขนาดใหญ่ ซึ่งมีสมาชิกมากถึง 25,000 ชนิด พบกระจายอยู่

ทั่วโลกโดยเฉพาะบริเวณเขตร้อน บางชนิดมีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ เช่น Phalaenopsis Blue 

บางชนิดน้ามาใช้เป็นอาหาร เช่น Vanilla Mill. นอกจากนี้บางชนิดยังมีสารส้าคัญใช้เป็นยา เช่น 

Bulbophyllum Thouars ซึ่งส่งผลให้กล้วยไม้บางชนิดมีจ้านวนหรือประชาการที่น้อยลง ท้าให้เสี่ยง

ต่อการสุญพันธุ์ได้ง่าย การระบุชนิดในกล้วยไม้กลุ่มนี้โดยใช้สัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียวนั้นท้าได้ยาก 

ต้องอาศัยความช้านาญและประสบการณ์สูง ดังนั้นจึงน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอใน                  

คลอโรพลาสต์ 5 บริเวณ ประกอบด้วย rbcL, matK, atpF-atpH intergenic spacer, psbK-psbI 

intergenic spacer และ trnH-psbA intergenic spacer มาวิเคราะห์เพ่ือใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่

เหมาะสมส้าหรับกล้วยไม้ 89 ชนิดในประเทศสาธารณรัฐเกาหลีใต้ จากการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

พบว่าบริเวณระหว่างยีน psbK-psbI intergenic spacer มีความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่าง

ชนิดสูงที่สุด (0.1192) ส่วนส้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK มีความหลากหลายทางพันธุกรรม

ระหว่างชนิดสูงรองลงมา (0.0803) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบบริเวณระหว่างยีนและบริเวณที่เป็นยีน rbcL 

มีความแตกต่างระหว่างชนิดต่้าที่สุด (0.0248) และเมื่อวิเคราะห์ความแตกต่างภายในชนิด พบว่า 

rbcL มีความแตกต่างภายในชนิดต่้าที่สุด 0.0009 และ psbK-psbI intergenic spacer มีความ

แตกต่างภายในชนิดมากที่สุดเท่ากับ 0.0072 ซึ่งล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnH-psbA มี
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ความสามารถในการแยกชนิดสูงที่สุด เท่ากับ 83.5 % ในขณะที่บริเวณยีน rbcL ความสามารถในการ

แยกชนิดน้อยที่สุด เท่ากับ 60.5 % เมื่อน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์แต่ละบริเวณมาวิเคราะห์ร่วมกันตั้งแต่ 2 

ถึง 5 บริเวณ พบว่าการใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมกัน 6 แบบสามารถแยกชนิดของกล้วยไม้ได้สูงถึง 

98.8 % ได้แก่ การใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน 3 บริเวณ และการใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณยีนและบริเวณระหว่างยีน 4-5 บริเวณร่วมกัน จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

ส าม า รถแบ่ ง กล้ ว ย ไม้  89 ชนิ ด  ออก เป็ น  4 กลุ่ ม  คื อ  Vanilloideae, Cypripedioideae, 

Orchidoideae และ Epidendroideae ดังนั้น ล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 5 บริเวณร่วมกันเป็นดีเอ็นเอ

บาร์โค้ดท่ีเหมาะสมในกล้วยไม้ของประเทศสาธารณรัฐเกาหลี (Kim et al., 2014) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
ตัวอย่างกล้วยไม้ที่ใช้ในการศึกษา 
 เก็บตัวอย่างใบกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 3 สกุล 18 ชนิด 45 ตัวอย่าง จาก 6 สถานที่ ได้แก่ 

สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิต์ จังหวัดเชียงใหม่ (MR) สวนกล้วยไม้คุณชายจาง จังหวัด

เชียงใหม่ (CM) สวนพฤกษศาสตร์บ้านร่มเกล้าพิษณุโลกในพระราชด้าริ จังหวัดพิษณุโลก (RK) 

อุทยานแห่งชาติภูหินร่องกล้า จังหวัดพิษณุโลก (PH) อ. ภูเรือ จังหวัดเลย (PR) และ อ. น้้าหนาว 

จังหวัดเพชรบูรณ์ (NN) โดยตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาประกอบด้วย สกุลเอ้ืองน้้าต้น (Calanthe) 

จ้านวน 12 ชนิด 29 ตัวอย่าง สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว (Cephalantheropsis) 2 ชนิด 4 ตัวอย่าง และ

สกุลเอื้องพร้าว (Phaius) 4 ชนิด 12 ตัวอย่าง ดังตาราง 1  

 

ตาราง 1 ตัวอย่างกล้วยไม้ท่ีใช้ในการศึกษา 
 

ล้าดับที่ ชื่อวิทยาศาสตร์ อักษรย่อ 

1 Calanthe cardioglossa Schltr. CCA_MR3 

2 C. cardioglossa Schltr. CCA_MR7 

3 C. cardioglossa Schltr. CCA_RK2 

4 C. clavata Lindl. CCL_PR1 

5 C. clavata Lindl. CCL_PR2 

6 C. densiflora Lindl. CDE_RK1 

7 C. densiflora Lindl. CDE_PH1 

8 C. herbacea Lindl. CHE_PH1 

9 C. lyroglossa Rchb.f. CLY_RK1 
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ตาราง 1 ตัวอย่างกล้วยไม้ท่ีใช้ในการศึกษา (ต่อ) 

 

ล้าดับที่ ชื่อวิทยาศาสตร์ อักษรย่อ 

10 C. lyroglossa Rchb.f. CLY_RK2 

11 C. lyroglossa Rchb.f. CLY_RK3 

12 C. masuca Lindl. CMA_MR1 

13 C. masuca Lindl. CMA_RK1 

14 C. masuca Lindl. CMA_RK4 

15 C. pulchra Lindl. CPU_MR1 

16 C. rosea Benth. CRO_MR3 

17 C. rosea Benth. CRO_MR4 

18 C. rosea Benth. CRO_MR7 

19 C. rubens Ridl. CRU_RK1 

20 C. rubens Ridl. CRU_MR3 

21 C. rubens Ridl. CRU_PR4 

22 C. rubens var. alba Ridl. CRUA_RK1 

23 C. succedanea Gagnep. CSU_MR1 

24 C. triplicata Ames. CTR_MR1 

25 C. triplicata Ames. CTR_RK1 

26 C. triplicata Ames. CTR_PR2 

27 C. triplicata Ames. CTR_NN1 

28 C. vestita Lindl. CVE_MR3 

29 C. vestita Lindl. CVE_MR4 

 

 

 

 



 30 

ตาราง 1 ตัวอย่างกล้วยไม้ท่ีใช้ในการศึกษา (ต่อ) 

 

ล้าดับที่ ชื่อวิทยาศาสตร์ อักษรย่อ 

30 Cephalantheropsis longipes Ormerod CEPL_RK1 

31 Ce. longipes Ormerod CEPL_PH1 

32 Ce. longipes Ormerod CEPL_PH2 

33 Ce. obcordata Ormerod CEPO_RK1 

34 Phaius flavus Lindl. PFL_RK2 

35 P. flavus Lindl. PFL_RK3 

36 P. indochinensis Seidenf. & Ormerod PIN_RK1 

37 P. mishmensis Rchb. PMI_RK4 

38 P. mishmensis Rchb. PMI_RK5 

39 P. mishmensis Rchb. PMI_RK7 

40 P. tankervilleae Blume PTA_MR1 

41 P. tankervilleae Blume PTA_RK1 

42 P. tankervilleae Blume PTA_PR1 

43 P. tankervilleae var. alba Blume PTAA_RK2 

44 P. tankervilleae var. alba Blume PTAA_RK3 

45 P. tankervilleae var. alba Blume PTAA_CM1 

 

การสกัดดีเอ็นเอจากพืชโดยวิธีดัดแปลงจาก Doyle and Doyle (1987) 
 น้าตัวอย่างใบสดกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นมาสกัดดีเอ็นเอ ด้วยวิธีที่ดัดแปลงจาก Doyle and 

Doyle (Doyle and Doyle, 1987) มีข้ันตอนดังนี้ 

1. ชั่งใบกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นประมาณ 0.5 กรัม มาบดให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลว แล้ว

ถ่ายใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่เติม 1X CTAB buffer 600 ไมโครลิตร และ 

 β-mercaptoethanol 10 ไมโครลิตร (ก่อนใช้อุ่นไว้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส) 
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 2. บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ผสมโดยกลับหลอดไปมาทุกๆ  10 

นาท ี

 3. เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน

เบาๆ 

 4. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาท ี

 5. ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

 6. เติม RNase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลิลิตร ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

 7. บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ี

 8. เติม Phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ผสม

ให้เข้ากันเบาๆ 

 9. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 10 นาท ี

 10. ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

 11. เติม chloroform: isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน

เบาๆ 

 12. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 10 นาท ี  

 13. ดูดสารละลายส่วนบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวส์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 

 14. เติม 3M Sodium acetate ปริมาตร 1/10 เท่า และเติม Absolute ethanol ปริมาตร 

2 เท่าของสารที่มีในหลอด 

 15. บ่มไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 45 นาท ี 

 16. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที  

 17. ล้างตะกอนด้วย 70% Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

 18. น้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาท ี

 19. ปล่อยให้ตะกอนแห้งในอากาศที่อุณหภูมิห้องประมาณ 15 นาท ี

 20. ละลายตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl และ 1 mM EDTA) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร 

 21. เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะใช้งาน 

 หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพและปริมาณด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ในอะกาโรสเจล 0.8% 

และเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดได้กับ 1 Kb DNA Ladder (Thermo scientific, United 
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State) ท้าให้ดีเอ็นเอเคลื่อนที่โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาทีหรือจนกว่า 

สี bromophenol blue เคลื่อนที่ประมาณ 2 ใน 3 ของเจล แล้วถ่ายภาพเพ่ือบันทึกผล วัดปริมาณ       

ดีเอ็นเอ ตรวจสอบการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร แล้วบันทึกผล 

 

การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
น้าดีเอ็นเอของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่สกัดได้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมด 4 บริเวณ 

ได้แก่ บริเวณยีน matK และ rbcLและบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และ trnL-F ในคลอโรพลาสต์ 

โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ดังตาราง 2 โดยใช้ความเข้มข้นของสารในปฏิกิริยาดังตาราง 3  

โดยมีอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมของยีน matK และ rbcL ดังตาราง 4 และบริเวณระหว่างยีน 

psbA-trnH และ trnL-trnF ดังตาราง 5 

 

ตาราง 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา 
 

ไพรเมอร์ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ อ้างอิง 

matKKUf 5’-ATATCCGCTACTCCTTCAGGAG-3’ (Srikulnath et al., 
2015) matKKUr 5’-CGAGCCAAAGTTCTAGCACACG-3’ 

rbcL 1F 5’-ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC-3’ (Fay et al., 1997) 
rbcL 724R 5’-CATGTACCTGCAGTAGC-3’  

psbA 5’-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3’ (Sang et al., 1997) 
trnH 5’-CGCGCATGGTGGATTCACAAATC-3’  

trnLF-c 5’-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’ (Taberlet  et al., 
1991) trnLF-f 5’-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ 
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ตาราง 3 ความเข้มข้นของสารต่างๆ ที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์  
 

สารเคมี ความเข้มข้นเริ่มต้น ความเข้มข้นสุดท้าย 

PCR buffer 10X 1X 
MgCl2 50 mM 0-1.5 mM 
dNTPs 10 mM 0.2-1 mM 
Forward primer 10 µM 0.2 µM 
Reverse primer 10 µM 0.2 µM 
Taq DNA polymerase  
(RBC, Taiwan) 

5U/µl 1-1.5 U 

Distilled water - Up to 50 µl 
DNA template - 50-100 ng 

 

ตาราง 4 อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ของยีน matK และ rbcL 
 

ขั้นตอน matK rbcL 

1. Initial denaturation 94 ◦C 3 นาท ี 94 ◦C 5 นาท ี

2. Denaturation 94 ◦C 30 วินาที 94 ◦C 30 วินาที 
    Annealing 50-60 ◦C 30 วินาที     35 56 ◦C 30 วินาที         35 
    Extension 72 ◦C 1 นาท ี 72 ◦C 1 นาท ี

3. Final extension 72 ◦C 10 นาท ี 72 ◦C 10 นาท ี
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ตาราง 5 อุณหภูมิและเวลาที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ของบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และ 
           trnL-trnF 
 

ขั้นตอน psbA-trnH trnL-trnF 
1. Initial denaturation 94 ◦C 5 นาท ี 94 ◦C 5 นาท ี

2. Denaturation 94 ◦C 30 วินาที 94 ◦C 30 วินาที 
    Annealing 49 ◦C 1 นาท ี           30 50 ◦C 1 นาท ี           30 
    Extension 72 ◦C 2 นาท ี 72 ◦C 2 นาท ี

3. Final extension 72 ◦C 5 นาท ี 72 ◦C 5 นาท ี

 

หลังจากนั้นน้าผลผลิตพีซีอาร์มาตรวจสอบขนาดด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล 1% 

และเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดได้กับ 1 Kb DNA Ladder (Thermo scientific, United 

State) และ 100 bp DNA Ladder (Sibenzyme, United State) ท้าให้ดี เอ็นเอเคลื่อนที่ โดยใช้

กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาที แล้วถ่ายภาพเพ่ือบันทึกผล 

 

การท าผลผลิตพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ 
 โดยผลผลิตพีซีอาร์ปรากฏบนดีเอ็นเอเพียง 1 แบนสามารถน้าผลผลิตนั้นมาท้าให้บริสุทธิ์ได้

เลย ถ้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ปรากฏแถบดีเอ็นเอมากกว่า 1 แถบ ท้าการตัดแถบดีเอ็นเอออกจากเจล 

แล้วน้าผลผลิตพีซีอาร์มาท้าให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุด PCR Clean-Up & Gel Extraction kit (PureDirex) 

มีข้ันตอนดังนี ้

ขั้นตอนที่ 1 Sample preparation 

1. เติม Buffer B 5 เท่าของปริมาตรผลผลิตพีซีอาร์ กลับหลอดไปมาให้เข้ากัน 

ขั้นตอนที่ 2 Binding 

1. น้า PG column ใส่ลงใน Collection tube ย้ายสารจากขั้นตอนที่ 1 ใส่ลงใน PG column น้าไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. เทสารใน Collection tube ทิ้ง แล้วน้า PG column กลับมาใส่ใน Collection tube  
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ขั้นตอนที่ 3 Wash 

1. เติม Buffer W1 400 ไมโครลิตรใส่ลงใน PG column น้าไปปั่นเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 10,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2. เทสารใน Collection tube ทิ้ง แล้วน้า PG column กลับมาใส่ใน Collection tube  

3. เติม Buffer W2 600 ไมโครลิตรใส่ลงใน PG column น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 วินาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4. เทสารใน Collection tube ทิ้ง แล้วน้า PG column กลับมาใส่ใน Collection tube  

5. น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือ

แยก Buffer W2 ทั้งหมดออกจาก PG column 

ขั้นตอนที่ 4 Elution 

1. ย้าย PG column ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

2. เติม Buffer E หรือน้้า 30 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ PG column ทิ้งไว้ประมาณ 2 นาที น้าไป

ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

หมายเหตุ ในกรณีที่ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณมีมากกว่า 1 แถบ จะแยกชิ้นส่วนออก

จากกันโดยการตัดเจล ย้ายเจล 300 มิลลิกรัมใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

แล้วเติม Buffer B 500 ไมโครลิตร แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

หรือจนกว่าเจลละลายทั้งหมด โดยกลับหลอดไปมาทุก 3 นาที แล้วทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง จากนั้น

ท้าตามขั้นตอนที่ 2 ถึง ขั้นตอนที่ 4 

หลังจากนั้นน้าผลผลิตพีซีอาร์มาตรวจสอบขนาดด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล 1% 

และเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอที่สกัดได้กับ 1 Kb DNA Ladder (Thermo scientific, United 

State) ท้าให้ดีเอ็นเอเคลื่อนที่โดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลาประมาณ 30 นาทีหรือจนกว่าสี

bromophenol blue เคลื่อนที่ประมาณ 2 ใน 3 ของเจล แล้วถ่ายภาพเพ่ือบันทึกผล 

 

การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 เมื่อท้าให้ผลผลิตพีซีอาร์บริสุทธิ์แล้วเตรียมตัวอย่างส้าหรับหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยบริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ โดยใช้ไพรเมอร์ ดังตาราง 2 ซึ่งมีความเข้มข้นและปริมาตร ดังตาราง 6 
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ตาราง 6 ความเข้มข้นและปริมาตรของผลผลิตพีซีอาร์และไพรเมอร์ส าหรับส่งหาล าดับ 
           นิวคลีโอไทด์ 
 

 

การวิเคราะห์ข้อมูล 
 เมื่อได้ล้าดับนิวคลีโอไทด์แล้วน้ามาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล National Center for 

Biotechnology Information โ ด ย ใ ช้  Nucleotide blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Blast.cgi) แล้วท้าการจัดเรียง (Alignment) โดยใช้โปรแกรม GeneDoc version 2.6.002 (Nicholas 

et al., 1997) และ ClustalX (Thompson et al., 1997)  ท้าการตรวจสอบนิวคลี โอไทด์ด้วย

โปรแกรม Chromas (Technelysium Pty. Ltd., Helensvale, Queensland, Australia) วิเคราะห์

ความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ภายในชนิดเดียวกันและระหว่างชนิดด้วย pairwise distance แล้วท้า

การวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม MEGA5.2 (Tamura et al., 2011) โดยใช้ Tamura-

3-parameter model สร้าง phylogenetic tree โดยใช้กล้วยไม้ชนิดอ่ืนป็น outgroups ได้แก่ 

Dendrobium pulchellum (AB519778.1), Vanda pumila (KC244661.1, MN523481.1), 

Holcoglossum linearifolium (JN106351.1), Paraholcoglossum auriculatum 

(HQ452928.1), Cypripedium calceolus (AY557208.1, HM640550.1), Paphiopedilum 

glaucophyllum (AY557205.1, KX755548.1), Spiranthes vernalis (MG755180.1, 

KJ773926.1), Anoectochilus lanceolatus (MK451808.1, MK451850.1), Rhomboda 

moulmeinesis (MK451810.1), Corallorhiza wisteriana (EU391361.1), Bulbophyllum 

odoratissimum (EU887945.1), Dendrobium hainanense (EU887943.1), Aerides odorata 

(KC985414.1) และ Vanda curvifolia (KC985418.1) 

 

ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ 
ความเข้มข้น 
ของตัวอย่าง 

ปริมาตร 
ของตัวอย่าง 

ปริมาตรของไพรเมอร์ 
(ความเข้มข้น) 

Purified PCR product  
(over 500 bp) 

Over 25 ng/ul 10 ul 5 ul (5 pmol/ul) 

Purified PCR product 
(over 1000 bp) 

30~60 ng/ul 10 ul 5 ul (5 pmol/ul) 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


 

บทที่ 4  
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

ผลการศึกษา 
1. การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 

เมื่อน้าใบกล้วยไม้ที่เก็บมาจากสถานที่ต่าง ๆ ทั้งหมด 18 ชนิด 45 ตัวอย่าง มาสกัดดีเอ็นเอ

ด้วยวิธี CTAB method ที่ดัดแปลงมาจากการสกัดใบพืชของ Doyle and Doyle (1987) ในบาง

ตัวอย่างจะได้สารละลายดีเอ็นเอใสไม่มีสี และมีบางตัวอย่างที่สารละลายดีเอ็นเอมีสีเหลืองอ่อน 

จากนั้นน้าดีเอ็นเอไปตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ที่มีความเข้มข้น 0.8% พบว่า  

ในทุกตัวอย่างปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกว่า 10 กิโลเบส นอกจากนี้ยังพบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้

จะมีรอย smear เกิดขึ้น (ภาพ 22) จากนั้นท้าการตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ 

ด้วยเครื่อง Microplate spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร พบว่า  

ความเข้มข้นของตัวอย่างดีเอ็นเอสูงสุดอยู่ที่ประมาณ 1,044 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (C. herbacea 

PH1) และความเข้มข้นต่้าสุดอยู่ที่ประมาณ 4.0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (C. rosea MR3) และค่า

อัตราส่วนค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร มีค่าประมาณ 1.5-2.0 

(ภาคผนวก ก) 

 

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์และท าให้ผลผลิตพีซีอาร์บริสุทธิ์ 
 น้าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยท้าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

4 บริ เวณ ได้แก่  ยีน matK ยีน rbcL บริเวณระหว่างยีน  psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน            

trnL-trnF ตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้นด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสที่มีความเข้มข้น 1% 

จากนั้นน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาท้าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดส้าเร็จรูป PCR Clean-Up & Gel Extraction 

Kit แล้วท้าการตรวจสอบด้วยวิธีวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสที่มีความเข้มข้น 1% 

2.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน matK 
  น้าชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่สกัดมาท้าการเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณยีน matK 

โดยใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ และใช้อุณหภูมิ annealing 50-60 องศาสเซลเซียส พบว่าจากตัวอย่างดีเอ็นเอ  
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ภาพ 22 ลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่สกัดจากใบกล้วยไม้ด้วยวืธี Doyle and Doyle (1987) โดย
M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA Ladder (Thermo Science, United State), 1 =  
C. cardioglossa MR3, 2 = C. densiflora PH1, 3 = C. rubens MR3, 4 = C. masuca 
MR1, 5 = C. herbacea PH1, 6 = P. indochinensis RK1, 7 = P. flavas RK2, 8 =  
P. flavas RK3, 9 = P. mishmensis RK4, 10 = P. mishmensis RK5, 11 =  
P. mishmensis RK7, 12 = Ce. obcordata RK1, 13 = Ce. longipes RK1, 14 =  
Ce. longipes PH1 และ 15 = Ce. longipes PH2 
  

18 ชนิด 45 ตัวอย่าง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ต้องการได้ทุกตัวอย่าง โดยชิ้นส่วน 

ดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดอยู่ที่ประมาณ 1,400 คู่เบสในทุกตัวอย่าง แต่บางตัวอย่างปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ 

ไม่จ้าเพาะ (non specific band) เกิดข้ึน (ภาพ 23) แล้วน้าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาท้าให้บริสุทธิ์ พบว่า

หลังจากท้าให้ผลผลิตที่ได้บริสุทธิ์พบแถบผลผลิตเพียงแถบเดียว  

 

2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน rbcL 
  เมื่อน้าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้จากการสกัดมาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย

เทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ 1 คู่ บริเวณยีน rbcL พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนได้ทั้งหมด 45 

ตัวอย่าง โดยชิ้นส่วนดีเอ็นเอมีความยาวประมาณ 700 คู่เบส บางตัวอย่างปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ไม่

จ้าเพาะ จึงท้าการเพ่ิมอุณหภูมิ annealing จาก 52 องศาเซลเซียส เป็น 56 องศาเซลเซียส ช่วยลด

แถบดีเอ็นเอที่ไม่จ้าเพาะ ในบางตัวอย่างเหลือแค่รอย smear เล็กน้อย (ภาพ 24) หลังจากที่น้า

ชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้มาท้าให้บริสุทธิ์ รอย smear ที่เกิดขึ้นก็จะหายไปและแถบดีเอ็นเอจะ

คมชัดขึ้น แต่ความเข้มของแถบหรือปริมาณดีเอ็นเอจะลดลง เนื่องจากดีเอ็นเอบางส่วนติดอยู่บนแผ่น

แมมเบรมที่ใช้ท้าให้ดีเอ็นเอบริสุทธิ์  

10,000  10,000  

         M  1   2   3   4   5   6   7   8   9  10  11 12 13  14 15  M 
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ภาพ 23 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณยีน matK โดย M1 คือ  
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder (GenedireX, Taiwan), M2 คือ 1 kb DNA Ladder 
(Thermo Scientific, United State), 1 = C. cardioglossa MR7, 2 = C. cardioglossa 
RK2, 3 = C. lyroglossa RK1, 4 = C. masuca RK1, 5 = P. indochinensis RK1, 6 =  
P. tankervilleae var. alba CM1, 7 = P. mishmemsis RK4, 8 = P. mishmemsis RK5, 
9 = Ce. longipes RK1, 10 = Ce. obcordata RK1, 11= C. cardioglossa MR3, 12 =  
C. masuca MR1, 13 = C. pulchra MR1, 14 = C. rosea MR3, 15 = C. rosea MR4, 16 
= C. rosea MR7, 17 = C. rubens MR3, 18 = C. succedanea MR1, 19 = C. triplicata 
MR1, 20 = C. vestita MR3, 21 = C. vestita MR4, 22 = P. tankervilleae MR1, 23 =  
Ce. longipes PH1, 24 = Ce. longipes PH2, 25 = C. densiflora PH1, 26 =  
C. herbacea PH1, 27 = C. clavata PR1, 28 = C. clavata PR2, 29 = C. rubens RK1, 
30 = C. triplicata RK1, 31 = P. flavus RK2,  32 = P. flavus RK3, 33 =  
P. tankervilleae RK1, 34 = P. tankervilleae var. alba RK2, 35 = P. tankervilleae 
var. alba RK3, 36 = C. lyroglossa RK2, 37 = C. lyroglossa RK3, 38 = C. densiflora 
RK1, 39 = C. rubens var. alba RK1, 40 = C. masuca RK4, 41 = C. rubens PR4, 42 = 
C. triplicata PR2, 43 = C. triplicata NN1, 44 = P. mishmensis RK7 และ 45 =  
P. tankervilleae PR1  
 

   M1   1    2    3    4    5    6    7     8    9   10   M2  11  12  13 14  15  16  17   18  19   20  21  22  23 

   M1  24   25  26   27  28   29  30   31  32   33   34  35   36  37   38   39   40   41   42   43   44  45 

1,000  

1,000  

1,500  

1,500  
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ภาพ 24 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณยีน rbcL โดย M คือ  
ดีเอ็นเอ มาตรฐาน 100 bp DNA Ladder (Sibenzyme), 1 = C. triplicata RK1, 2 =  
C. triplicata MR1, 3 = C. triplicata PR2, 4 = P. tankervilleae var. alba RK2, 5 =  
P. tankervilleae var. alba RK3, 6 = P. tankervilleae PR1, 7 = Ce. longipes PH1, 8 = 
Ce. longipes PH2, 9 = C. cardioglossa MR3, 10 = C. cardioglossa MR7, 11 =  
C. succedanea MR1, 12 = C. rosea MR3, 13 = C. rosea MR4, 14 = C. rosea MR7, 
15 = C. vestita MR3, 16 = C. vestita MR4, 17 = C. rubens MR3, 18 = C. masuca 
MR1, 19 = C. pulchra MR1, 20 = C. masuca RK1, 21 = C. masuca  RK4, 22 =  
C. rubens var. alba RK1, 23 = C. rubens RK1, 24 = C. lyroglossa RK1, 25 =  
C. lyroglossa RK2, 26 = C. lyroglossa RK3, 27 = P. mishmensis RK4, 28 =  
P. mishmensis RK5, 29 = P. mishmensis RK7, 30 = P. tankervilleae RK1, 31 =  
C. cardioglossa RK2, 32 = C. densiflora RK1, 33 = C. densiflora PH1, 34 =  
C. herbacea PH1, 35 = C. rubens PR4, 36 = C. triplicata NN1, 37 = C. clavata 
PR1, 38 = C. clavata PR2, 39 = Ce. longipes RK1, 40 = Ce. obcordata RK1, 41 =  
P. indochinensis RK1, 42 = P. flavus RK2, 43 = P. flavus RK3, 44 =  
P. tankervilleae MR1 และ 45 = P. tankervilleae var. alba CM1 
 

   M    1     2     3    4    5    6    7    8     9   10    11    12   13    14    15   16   17   18   19   20   21   22   23 

M   24    25   26   27   28    29   30   31    32   33   34   35   36   37    38   39   40    41   42   43   44   45 

700  

700  
500  

500  
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2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 
           น้าสารละลายดีเอ็นเอของกล้วยไม้ในกลุ่มเอ้ืองน้้าต้นที่ได้จากการสกัดดีเอ็นเอมาท้า

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์จะจับบริเวณยีน psbA และ 

รีเวิร์สไพรเมอร์จับที่ยีน  trnH จากการทดลองพบว่าแถบดีเ อ็นเอที่ เกิดจากการเพ่ิมปริมาณ 

บางตัวอย่างปรากฏเพียงแถบเดียว นอกจากนี้บางตัวอย่างเพ่ิมปริมาณได้น้อย แต่ในบางตัวอย่างพบ

แถบดีเอ็นเอ 2 แถบ ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากไพรเมอร์นี้มีขนาดประมาณ 700-1000 คู่เบส โดย

พบว่า กล้วยไม้ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 700 คู่เบส เป็นกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น

และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว ส่วนกล้วยไม้ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 1000 คู่เบส เป็น

กล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว และยังพบว่ามีกล้วยไม้จ้านวน 5 ชนิดที่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ 

ไ ด้ แ ก่  C. cardioglossa, C. pulchra, C. vestita, P. indochinensis และ  P. tankervilleae 

(ภาคผนวก ก) เนื่องจากบางตัวอย่างมีผลผลิตพีซีอาร์เป็นแถบจาง จึงต้องใช้ภาพ invert เพ่ือให้เห็น

ผลผลิต (ภาพ 25) หลังจากนั้นน้าผลผลิตที่ได้มาท้าให้บริสุทธิ์ โดยจากการตรวจสอบด้วยเทคนิค 

อิเล็กโทรโฟริซีสพบว่าชิ้นส่วนดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 700-1000 คู่เบส ในบางตัวอย่างเพ่ิมปริมาณ

ได้น้อยจึงท้าให้แถบผลผลิตมีลักษณะเป็นแถบจาง  

  
2.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF  

จากการน้าชิ้นส่วนของดีเอ็นเอท่ีได้จากการสกัดมาเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

โ ดย ใช้ ไ พร เมอร์  1 คู่  บริ เ วณ  trnL-trnF และ ใช้ อุณหภู มิ ใ น ขั้ น ตอน  annealing ที่  50-55  

องศาเซลเซียส เพ่ือหาอุณหภูมิที่เหมาะสม จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรส 1% 

พบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ต้องการได้ มีขนาดประมาณ 1,000 คู่เบส และ 1,200 

คู่เบส และพบว่ามีบางตัวอย่างไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จึงเจือจาง แต่ยังไม่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอได้ โดยสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของดีเอ็นเอได้ทั้งหมด  38 ตัวอย่าง จาก 45 

ตัวอย่าง ซึ่งเป็นตัวอย่างที่ปรากฏแถบของดีเอ็นเอมากกว่า 1 แถบ จ้านวน 12 ตัวอย่าง และปรากฏ

เพียง 1 แถบ จ้านวน 26 ตัวอย่าง (ภาพ 26) ในตัวอย่างที่ปรากฏแถบของดีเอ็นเอมากกว่า 1 แถบ จะ

ตัดแถบดีเอ็นเอที่ต้องการก่อนน้าไปท้าให้บริสุทธิ์ต่อไป ซึ่งหลังจากท้าให้ผลผลิตพีซีอาร์บริสุทธิ์แล้ว

พบว่าแถบดีเอ็นเอที่ได้จางมาก  
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ภาพ 25 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH  
โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, United states), 1 = 
C. rubens PR4, 2 = P. tankervilleae var. alba RK2, 3 = C. triplicata PR2, 4 =  
Ce. obcordata RK1, 5 = C. clavata PR1, 6 = P. tankervilleae var. alba CM1, 7 =  
C. masuca MR1, 8 = C. cardioglossa MR3, 9 = C. triplicata RK1, 10 = C. lyroglossa 
RK3, 11 = P. tankervilleae var. alba RK3, 12 = Ce. longipes RK1, 13 = P. flavus 
RK2, 14 = C. cardioglossa MR7, 15 = C. cardioglossa RK2, 16 = C. masuca RK1, 17 
= C. lyroglossa RK2, 18 = C. vestita MR3, 19 = C. vestita MR4, 20 = P. flavus RK3, 
21 = C. rubens RK1, 22 = C. rubens MR3, 23 = C. rubens var. alba RK1, 24  =  
P. indochinensis RK1, 25 = C. lyroglossa RK1, 26 = P. tankervilleae MR1, 27 =  
P. tankervilleae RK1, 28 = P. tankervilleae PR1, 29 = C. pulchra MR1, 30 =  
Ce. longipes PH1, 31 = Ce. longipes PH2, 32 = C. triplicata NN1, 33 = C. rosea 
MR3, 34 = C. rosea MR4, 35 = C. masuca RK4, 36 = C. clavata PR2, 37 =  
P. mishmensis RK4, 38 = P. mishmensis RK5, 39 = P. mishmensis RK7, 40 =  
C. triplicata MR1, 41 = C. succedanea MR1, 42 = C. densiflora RK1, 43 =  
C. densiflora PH1, 44 = C. rosea MR7 และ 45 = C. herbacea PH1 

M   1      2     3     4     5     6     7    8     9    10   11   12   13   14   15   16    17    18    19    20   21   22  23 

1,000  

   M    24    25     26    27    28    29    30   31   32   33   34  35   36   37   38   39    40   41   42   43   44  45 

1,000  
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ภาพ 26 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 
โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA Ladder (Sibenzyme), 1 = C. triplicata MR1, 2 = 
C. triplicata RK1, 3 = C. cardioglossa MR3, 4 = C. cardioglossa MR7, 5 =  
C. masuca MR1, 6 = C. masuca RK1, 7 = P. tankervilleae var. alba CM1, 8 =  
Ce. longipes RK1, 9 = Ce. longipes PH2, 10 = P. flavus RK2, 11 = P. tankervilleae 
MR1, 12 = C. triplicata NN1, 13 = Ce. obcordata RK1, 14 = C. clavata PR1, 15 =  
P. tankervilleae RK1, 16 = C. triplicata PR2, 17 = C. clavata PR2, 18 =  
C. cardioglossa RK2, 19 = C. rosea MR4, 20 = Ce. longipes  PH1, 21 = P. flavus 
RK3, 22 = P. mishmensis RK7, 23 = P. tankervilleae RK2, 24  = C. densiflora PH1, 
25 = C. lyroglossa RK1, 26 = P. tankervilleae var. alba RK3, 27 = P. indochinensis 
RK1, 28 = C. lyroglossa RK2, 29 = C. succedanea MR1, 30 = P. mishmensis RK4, 
31 = C. herbacea PH1, 32 = C. masuca RK4, 35 = C. vestita MR3, 36 = C. vestita 
MR4, 37 = C. rosea MR3, 38 = C. rosea MR7,  39 = P. tankervilleae PR1, 40 =  
C. rubens RK1, 41 = C. rubens var. alba RK1, 42 = C. rubens MR3, 43 = C. rubens 
PR4, 44 = C. densiflora RK1 และ 45 = C. lyroglossa RK3 
 

 

   M    1     2     3     4     5     6     7     8    9    10   11    12   13   14   15   16   17   18   19  20   21   22  23 

   M    24    25    26   27   28    29    30   31   32   33    34   35   36    37    38    39   40   41   42   43  44  45 

1,000  

1,000  
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3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์และการระบุชนิด 
3.1 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริเวณยีน matK  

          ตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์บริเวณยีน matK ของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 18 ชนิด

จ้านวนทั้งหมด 45 ตัวอย่าง มีเพียง 17 ชนิด 40 ตัวอย่าง ที่สามารถน้ามาจัดเรียงเพ่ือวิเคราะห์ได้ โดย

ล้าดับ    นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ที่น้ามาจัดเรียงมีความยาว 667-679 คู่เบส จากฐานข้อมูล 

NCBI ยีน matK ของ C. sieboldii (KF673815.1) มีความยาวประมาณ 1,500 คู่เบส เมื่อน้ามา

เปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ศึกษา พบว่า ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นอยู่บริเวณ

ต้าแหน่งที่ 142 ถึง 820 โดยล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ประกอบด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ 

conserved sites 91.50% (625 ต้ า แหน่ ง )  variable sites 8.49% (58 ต้ า แหน่ ง )  แบ่ ง เ ป็ น 

parsimony infomative sites 7.17% (49 ต้าแหน่ง) และ singleton sites 1.31% (9 ต้าแหน่ง) 

(ตาราง 7) โดยพบการแทนที่เบสแบบ transition 28 ต้าแหน่ง transversion 22 ต้าแหน่ง นอกจากนี้

ยังพบการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของล้าดับเบสตั้งแต่ 1 ต้าแหน่งถึง 27 ต้าแหน่ง โดยแต่ละตัวอย่าง

ภายในชนิดเดียวกันมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่แตกต่างกัน ยกเว้นกล้วยไม้ 5 ชนิด ได้แก่ C. rosea,  

C. ruben, C. vestita, C. triplicata และ P. tankervilleae ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์แตกต่างกัน

ภายในชนิดเดียวกัน (ภาคผนวก ค) กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นบางชนิดมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะ 

ได้แก่  C. clavata (ต้าแหน่ งที่  193, 214 และ 640) C. masuca (ต้าแหน่ งที่  556 และ 797)  

C.  pulchra (ต้าแหน่งที่ 574) P. flavus (ต้าแหน่งที่ 243, 286 และ 816) และ P. tankervilleae 

(ต้าแหน่งที่ 244, 342 และ 719) ในขณะที่กล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะ

ในระดับสกุล (Ce. longipes PH1, Ce. longipes PH2, Ce. longipes RK1 และ Ce. obcordata 

RK1) คือ ต้าแหน่งที่ 152, 210, 231, 320, 337, 443, 452, 655 และ 788 (ตาราง 8) 

 

3.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริเวณยีน rbcL 
          ผลผลิตพีซีอาร์บริเวณยีน rbcL ของตัวอย่างกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 18 ชนิด 45 

ตัวอย่างมีเพียง 15 ชนิด 33 ตัวอย่าง ที่สามารถน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์มาใช้ในการวิเคราะห์ได้ โดยมี

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ยาว 543 คู่เบส ซึ่งยีน rbcL มีความยาวประมาณ 1,400 คู่เบส เมื่อเปรียบเทียบ

ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL ของตัวอย่างกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นกับ Oreorchis patents 

(EU391355.1) ในฐานข้อมูล NCBI พบว่านิวคลีโอไทด์ที่ได้เริ่มต้นที่ต้าแหน่ง 122 ถึง 664 สามารถ

แปลรหัสได้ 180 กรดอะมิโน โดยกรดอะมิโนตัวแรกของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นเป็นกรดอะมิโนตัวที่  
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ตาราง 7 ผลการศึกษาเปรียบเทียบ 4 บริเวณ 
 

 matK rbcL psbA-trnH trnL-trnF 

PCR success (%) 100 100 71.11 84.44 
Sequencing success (%) 88.89 73.33 37.5 52.63 
Length of aligned sequence (bp) 667-679 543 492-511 448-497 
Conserved sites 625 526 476 458 
Insertion/deletion (bp) 5 (1-27) 0 3 (1-33) 24 (1-48) 
Variable sites 58 17 43 90 
Parsimony informative sites (%) 49 (7.17) 7 (1.29) 38 (7.23) 28 (4.94) 
Singleton sites 9 10 5 62 

 

42 และตัวสุดท้ายเป็นกรดอะมิโนตัวที่ 221 ประกอบด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ conserved sites 

96.89% (526 ต้ าแหน่ ง )  variable sites 3.13% (17 ต้ าแหน่ ง )  parsimony infomative sites 

1.29% (7 ต้าแหน่ง) และ singleton sites 1.84% (10 ต้าแหน่ง) (ตาราง 7) โดยพบการแทนที่เบส

แบบ transition 13 ต้าแหน่ง transversion 5 ต้าแหน่ง และจากล้าดับนิวคลีโอไทด์ไม่พบการเพ่ิมข้ึน

หรือขาดหายไปของล้าดับเบส กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นบางชนิดมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะ ได้แก่  

C.  pulchra (ต้าแหน่งที่ 240 และ 489) และ C. triplicata (ต้าแหน่งที่ 624) (ตาราง 9) 

 

3.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH  
          ผลผลิตพีซีอาร์บริ เวณระหว่ างยีน  psbA-trnH ของตั วอย่ างกล้ วยไม้กลุ่ ม 

เอ้ืองน้้าต้น 13 ชนิด 32 ตัวอย่าง มีเพียง 8 ชนิด 12 ตัวอย่าง ที่สามารถน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์มาใช้ใน

การวิเคราะห์ได้ โดยมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ยาว 492-511 คู่เบส โดยล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่าง

ยีน psbA-trnH ประกอบด้วยล้ าดับนิวคลี โอไทด์  conserved sites 90.67% (476 ต้าแหน่ง ) 

variable sites 5.17% (31 ต้าแหน่ง) parsimony infomative sites 7.23% (38 ต้าแหน่ง) และ 

singleton sites 0.95% (5 ต้ า แหน่ ง ) โ ด ยพบกา รแทนที่ เ บ ส แบบ  transition 2 ต้ า แหน่ ง 

transversion 24 ต้าแหน่ง (ตาราง 7) จากล้าดับนิวคลีโอไทด์มีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของ 
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ตาราง 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณยีน matK 
 

ตัวอย่าง 152 193 210 214 231 243 244 286 320 337 342 

1. CCA_MR3 T - C A C C G G C T G 
2. CCA_MR7 T - C A C C G G C T G 
3. CCA_RK2 T - C A C C G G C T G 
4. CCL_PR1 T T C G C C G G C T G 
5. CCL_PR2 T T C G C C G G C T G 
6. CDE_PH1 T - C A C C G G C T G 
7. CDE_RK1 T - C A C C G G C T G 
8. CLY_RK2 T - C A C C G G C T G 
9. CLY_RK3 T - C A C C G G C T G 
10. CMA_MR1 T - C A C C G G C T G 
11. CPU_MR1 T - C A C C G G C T G 
12. CRO_MR3 T - C A C C G G C T G 
13. CRO_MR4 T - C A C C G G C T G 
14. CRO_MR7 T - C A C C G G C T G 
15. CRU_MR3 T - C A C C G G C T G 
16. CRU_PR4 T - C A C C G G C T G 
17. CRU_RK1 T - C A C C G G C T G 
18. CRUA_RK1 T - C A C C G G C T G 
19. CSU_MR1 T - C A C C G G C T G 
20. CTR_MR1 T - C A C C G G C T G 
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ตาราง 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณยีน matK (ต่อ) 

 

ตัวอย่าง 152 193 210 214 231 243 244 286 320 337 342 

21. CTR_NN1 T - C A C C G G C T G 
22. CTR_PR2 T - C A C C G G C T G 
23. CVE_MR3 T - C A C C G G C T G 
24. CVE_MR4 T - C A C C G G C T G 
25. CELO_PH1 C - T A A C G G A C G 
26. CELO_PH2 C - T A A C G G A C G 
27. CELO_RK1 C - T A A C G G A C G 
28. CEOB_RK1 C - T A A C G G A C G 
29. PFL_RK2 T - C A C T G A C T G 
30. PFL_RK3 T - C A C T G A C T G 
31. PIN_RK1 T - C A C C G G C T G 
32. PMI_RK4 T - C A C C G G C T G 
33. PMI_RK5 T - C A C C G G C T G 
34. PMI_RK7 T - C A C C G G C T G 
35. PTA_MR1 T - C A C C A G C T C 
36. PTA_PR1 T - C A C C A G C T C 
37. PTA_RK1 T - C A C C A G C T C 
38. PTAA_CM1 T - C A C C A G C T C 
39. PTAA_RK2 T - C A C C A G C T C 
40. PTAA_RK3 T - C A C C A G C T C 
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ตาราง 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณยีน matK (ต่อ) 

 

ตัวอย่าง 443 452 556 574 640 655 719 788 797 816 

1. CCA_MR3 C G T G C G C G G G 
2. CCA_MR7 C G T G C G C G G G 
3. CCA_RK2 C G T G C G C G G G 
4. CCL_PR1 C G T G T G C G G G 
5. CCL_PR2 C G T G T G C G G G 
6. CDE_PH1 C G T G C G C G G G 
7. CDE_RK1 C G T G C G C G G G 
8. CLY_RK2 C G T G C G C G G G 
9. CLY_RK3 C G T G C G C G G G 
10. CMA_MR1 C G C G C G C G A G 
11. CPU_MR1 C G T A C G C G G G 
12. CRO_MR3 C G T G C G C G G G 
13. CRO_MR4 C G T G C G C G G G 
14. CRO_MR7 C G T G C G C G G G 
15. CRU_MR3 C G T G C G C G G G 
16. CRU_PR4 C G T G C G C G G G 
17. CRU_RK1 C G T G C G C G G G 
18. CRUA_RK1 C G T G C G C G G G 
19. CSU_MR1 C G T G C G C G G G 
20. CTR_MR1 C G T G C G C G G G 
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ตาราง 8 ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณยีน matK (ต่อ) 

 

ตัวอย่าง 443 452 556 574 640 655 719 788 797 816 

21. CTR_NN1 C G T G C G C G G G 
22. CTR_PR2 C G T G C G C G G G 
23. CVE_MR3 C T T G C G C G G G 
24. CVE_MR4 C T T G C G C G G G 
25. CELO_PH1 T G T G C T C A G G 
26. CELO_PH2 T G T G C T C A G G 
27. CELO_RK1 T G T G C T C A G G 
28. CEOB_RK1 T G T G C T C A G G 
29. PFL_RK2 C G T G - G C G G A 
30. PFL_RK3 C G T G - G C G G A 
31. PIN_RK1 C G T G C G C G G G 
32. PMI_RK4 C G T G C G C G G G 
33. PMI_RK5 C G T G C G C G G G 
34. PMI_RK7 C G T G C G C G G G 
35. PTA_MR1 C G T G C G A G G G 
36. PTA_PR1 C G T G C G A G G G 
37. PTA_RK1 C G T G C G A G G G 
38. PTAA_CM1 C G T G C G A G G G 
39. PTAA_RK2 C G T G C G A G G G 
40. PTAA_RK3 C G T G C G A G G G 
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ตาราง 9 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณยีน rbcL 
 

ตัวอย่าง 240 489 624 

1. CCA_MR3 A A G 
2. CCA_RK2 A A G 
3. CCL_PR1 A A G 
4. CCL_PR2 A A G 
5. CDE PH1 A A C 
6. CDE RK1 A A G 
7. CHE_PH1 A A G 
8.CPU_MR1 G G G 
9. CRU_MR3 A A G 
10. CRU_PR4 A A G 
11. CRU_RK1 A A G 
12. CRUA_RK1 A A G 
13. CSU_MR1 A A G 
14. CTR_MR1 A A A 
15. CTR_NN1 A A A 
16. CTR_PR2 A A A 
17. CTR RK1 A A A 
18. CVE_MR3 A A G 
19. CVE_MR4 A A G 
20. CELO_PH1 A A G 
21. CELO_PH2 A A G 
22. CELO_RK1 A A G 
23. CEOB_RK1 A A G 
24. PFL_RK2 A A G 
25. PFL_RK3 A A G 
26. PIN_RK1 A A G 

ตัวอย่าง 240 489 624 

27. PMI_RK5 A A G 
28. PMI_RK7 A A G 
29. PTA_MR1 A A G 
30. PTA_RK1 A A G 
31. PTAA_CM1 A A G 
32. PTAA_RK2 A A G 
33. PTAA_RK3 A A G 
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นิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ 1 ถึง 33 เบส กล้วยไม้สกุลเอื้องน้้าต้นบางชนิดมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะ ได้แก่ 

C. masuca (ต้าแหน่งที่ 389 และ 475) และ C. triplicata (ต้าแหน่งที่ 98, 137, 154, 156, 258, 

392 และ 425) และมีบางต้าแหน่งที่จ้ าเพาะกับ P. flavus และ P. tankervilleae var. alba 

(ต้าแหน่งที่ 169, 260, 274, 289, 380 และ 404) (ตาราง 10) 

 

3.4 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF  
          ผลผลิตพีซีอาร์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ของตัวอย่างกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 18 ชนิด 

45 ตัวอย่าง มีเพียง 12 ชนิด 20 ตัวอย่าง ที่สามารถน้าล้าดับนิวคลีโอไทด์มาใช้ในการวิเคราะห์ได้      

โดยมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ยาว 448-497 คู่เบส โดยล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 

ประกอบด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ conserved sites 80.77% (458 ต้าแหน่ง) variable sites 19.65% 

(90 ต้าแหน่ง) parsimomy infomative sites 4.94% (28 ต้าแหน่ง) และ singleton sites 10.93% 

(62 ต้าแหน่ง) (ตาราง 7) โดยพบการแทนที่เบสแบบ transition 32 ต้าแหน่ง transversion 56 

ต้าแหน่ง จากล้าดับนิวคลีโอไทด์มีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทด์ ตั้งแต่ 1 ถึง 48 เบส 

และมีนิวคลีโอไทด์บางต้าแหน่งที่จ้าเพาะกับกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นบางชนิด คือ C. clavata 

(ต้าแหน่งที่ 16) และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว (ต้าแหน่งที่ 2, 180, 220 และ 314) (ตาราง 11) 

 

4. การวิเคราะห์หาความแตกต่างทางพันธุกรรมภายในชนิดและระหว่างชนิดด้วยวิธี 
pairwise distance 

 น้าล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 บริเวณมาวิเคราะห์ความแตกต่างด้วยวิธี pairwise distance 

โดยใช้โปรแกรม MEGA5.2 พบว่า ยีน matK มีความแตกต่างภายในชนิดน้อยกว่าเมื่อเทียบกับชนิด

อ่ืน ยกเว้นบางชนิด คือ C. rosea, C. rubens, C. rubens var. alba และ C. vestits ที่มีความ

แตกต่างภายในชนิดสูงกว่าเมื่อเทียบกับชนิดอ่ืน ในขณะที่ยีน rbcL สกุลเอ้ืองน้้าต้นและสกุลเอ้ืองกลีบ

เกลียวมีความแตกต่างภายในชนิดน้อยกว่าเมื่อเทียบกับชนิดอ่ืน ซึ่งในสกุลเอ้ืองพร้าวไม่มีความ

แตกต่างภายในชนิดและสกุล ส่วนบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ไม่มีความแตกต่างภายในชนิด

เดียวกัน และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF มีความแตกต่างภายในชนิดต่้า ยกเว้น P. tankervilleae 

PR, P. tankervilleae RK, P. tankervilleae MR, P. tankervilleae var. alba MR ที่ มี ค ว าม

แตกต่างภายในชนิดสูงกว่าเมื่อเทียบกับชนิดอื่น 
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ตาราง 10 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 
 

ตัวอย่าง 98 137 154 156 169 258 260 274 289 380 389 

1. CCL_PR1 G G A C T T A C G T T 
2. CMA RK1 G G A C T T A C G T A 

3. CMA RK4 G G A C T T A C G T A 
4. CDE_PH1 G G A C T T A C G T T 

5. CLY RK1 G G A C T T A C G T T 

6. CLY RK2 G G A C T T A C G T T 

7. CLY RK3 G G A C T T A C G T T 

8. CSU_MR1 G G A C T T A C G T T 

9. CTR_MR1 C C T A T G A C G T T 

10. CTR RK1 C C T A T G A C G T T 

11. PFL RK2 G G A C A T T A C A T 

12. PTAA_RK2 G G A C A T T A C A T 

 

ตัวอย่าง 392 404 425 475 

1. CCL_PR1 C A C T 
2. CMA RK1 C A C G 
3. CMA RK4 C A C G 
4. CDE_PH1 C A C T 
5. CLY RK1 C A C T 
6. CLY RK2 C A C T 
7. CLY RK3 C A C T 
8. CSU_MR1 C A C T 
9. CTR_MR1 A A A T 
10. CTR RK1 A A A T 
11. PFL RK2 C C C T 
12. PTAA_RK2 C C C T 
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ตาราง 11 ต าแหน่งล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 
 

ตัวอย่าง 2 16 180 220 314 

1. CCL_PR1 G A G C T 
2. CMA RK4 G G G C T 
3. CMA MR1 G G G C T 
4. CHE_PH1 G G G C T 
5. CLY RK1 G G G C T 
6. CLY RK2 G G G C T 
7. CLY RK3 G G G C T 
8. CPU_MR1 G G G C T 
9. CSU_MR1 G G G C T 
10. CTR_PR2 G G G C T 
11. CTR RK1 G G G C T 
12. CELO_RK1 A G A T G 
13. CEOB_RK1 A G A T G 
14. PFL RK2 G G G C T 
15. PMI_RK5 G G G C T 
16. PMI_RK7 G G G C T 
17. PTA PR1 G G G C T 
18. PTA_MR1 G G G C T 
19. PTA_RK1 G G G C T 
20. PTAA_CM1 G G C C T 

 

ในการวิเคราะห์โดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมกันในบางชนิดมีความแตกต่างภายในชนิดสูงขึ้น 

ในขณะที่การวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างชนิด พบว่า บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และบริเวณ

ระหว่างยีน trnL-trnF มีความแตกต่างระหว่างชนิดสูงกว่ายีน matK และ rbcLซึ่งเมื่อน้ามาวิเคราะห์ 

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมกันท้าให้ความแตกต่างระหว่างชนิดมีค่าสูงกว่าการใช้ล้าดับนิวคลี โอไทด์เพียง

บริเวณเดียว (ตาราง 12) 
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ตาราง 12 ค่า pairwise distance ด้วยโปรแกรม MEGA5.2 
 

หมายเหตุ – คือ หนึ่งชนิดมีเพียง 1 ตัวอย่าง 

 

5. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้ล าดับนิวคลี
โอไทด์ต าแหน่งเฉพาะ 

 5.1 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดย
ใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK 

              การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยการวิเคราะห์ UPGMA โดยใช้

โปรแกรม MEGA5.2 แสดงให้เห็นว่าสามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกได้เป็น 5 กลุ่ม ดังนี้  

              กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 4 ตัวอย่าง คือ C. triplicata 

MR1, C. triplicata NN1, C. triplicata PR2 และ C. masuca MR1 และกล้วยไม้ในสกุลเอื้องพร้าว 

6 ตั ว อย่ า ง  คื อ  P. flavus RK2, P. flavus RK3, P. indochinensis RK1, P. mishmensis RK4,  

P. mishmemsis RK5 และ P. mishmensis RK7  

Region  Intraspecific Interspecific 

matK  0.000-0.008 0.000-0.040 
rbcL  0.000-0.0007 0.000-0.015 
psbA-trnH  0.000 0.004-0.066 
trnL-trnF  0.000-0.104 0.000-0.127 
matK+rbcL  0.000-0.008 0.002-0.022 
matK+psbA-trnH  0.000 0.007-0.033 
matK+trnL-trnF  0.000-0.032 0.001-0.060 
rbcL+ psbA-trnH  0.001 0.002-0.026 
rbcL+ trnL-trnF  0.000-0.031 0.000-0.055 
psbA-trnH+ trnL-trnF  0.000-0.001 0.004-0.041 
matK+rbcL+psbA-trnH  - 0.009-0.023 
matK+rbcL+ trnL-trnF  0.011-0.025 0.014-0.040 
matK+psbA-trnH+ trnL-trnF  0.001 0.007-0.026 
rbcL+psbA-trnH+ trnL-trnF  - 0.005-0.029 
matK+rbcL+psbA-trnH+ trnL-trnF  - 0.010-0.020 



55 

 

  

95 

P
age5

5
 

              กลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ P. tankervilleae และ P. tankervilleae var. 

alba ป ร ะกอบด้ ว ย  P. tankervilleae PR1, P. tankervilleae MR1, P. tankervilleae RK1,  

P. tankervilleae var. alba CM1, P. tankervilleae var. alba RK2  และ P. tankervilleae var. 

alba RK3 

               กลุ่มที่  3 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น 5 ชนิด 13 ตัวอย่าง ดังนี้   

C. rosea MR3, C. rosea MR4, C. rosea MR7, C. ruben MR3, C. rubens RK1, C. ruben PR4, 

C. ruben var. alba RK1, C. cardioglossa MR3, C. cardioglossa RK2, C. cardioglossa MR7, 

C. succedanea MR1, C. vestita MR3 และ C. vestita MR7 

               กลุ่มที่  4 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเ อ้ืองน้้าต้น 4 ชนิด 7 ตัวอย่าง ดังนี้   

C. lyroglossa RK2, C. lyroglossa RK3, C. pulchra, C. clavata PR1, C. clavata PR2,  

C. densiflora PH1 และ C. densiflora RK1 

               กลุ่มท่ี 5 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอื้องกลีบเกลียว ประกอบด้วย Ce. longipes  

PH1, Ce. longipes PH2, Ce. longipes RK1, และ Ce. Obcordata RK1 (ภาพ 27) 

               ยีน matK ในกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นมีความแตกต่างทางพันธุกรรม (pairwise 

diatance)  ตั้ งแต่  0.000 ถึง 0.040 โดยไม่พบความแตกต่างทางพันธุกรรมภายในชนิด คือ  

C. cardioglossa, C. clavata, C. densiflora, C. lyroglossa, P. flavus และ  P. mishmensis 

นอกจากนี้ยังพบว่ากล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวไม่มีความแตกต่างภายในสกุล ซึ่งกล้วยไม้สกุล 

เอ้ืองกลีบเกลียวทั้ง 4 ตัวอย่าง มีความแตกต่างทางพันธุกรรมจากกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 0.019 

ในตัวอย่าง C. densiflora PH1 และ C. densiflora RK1 ถึง 0.040 ในตัวอย่าง C. vestita MR4 

และสกุล เ อ้ืองพร้ าวตั้ งแต่  0.024 ในตั วอย่ า ง  P. indochinensis RK1, P. mishmensis RK4,  

P. mishmensis RK5 และ P. mishmensis RK7 ถึง 0.035 ในตัวอย่าง P. tankervilleae MR1,  

P. tankervilleae RK1, P. tankervilleae var. alba RK2, P. tankervilleae var. alba RK3 และ 

P. tankervilleae var. alba CM1 ดังนั้นกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวจึงถูกแยกออกมาจากทั้งสอง

สกุลที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมที่น้อยกว่า (ภาคผนวก ช) 

 

5.2 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL 

            เมื่อน้าไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ พบว่าในตัวอย่างชนิดเดียวกันจะ

มีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อยกว่าตัวอย่างที่อยู่คนละชนิดหรือสกุล จากการวิเคราะห์ 
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ภาพ 27 Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK โดยใช้วิธี 
UPGMA 
 

 CTR MR1

 CTR NN1

 CTR PR2

 CMA MR1

 PFL RK2

 PFL RK3

 PMI RK7

 PMI RK4

 PMI RK5

 PTA PR1

 PTA RK1

 PTA MR1

 PTAA RK2

 PTAA CM1

 PTAA RK3

 CRO MR3

 CRU PR4

 CVE MR3

 CVE MR4

 CRO MR4

 CRUA RK1

 CRO MR7

 CRU MR3

 CCA RK2

 CCA MR3

 CCA MR7

 CRU RK1

 CSU MR1

 CLY RK2

 CLY RK3

 CPU MR1

 CCL PR1

 CCL PR2

 CDE PH1

 CDE RK1

 CELO PH1

 CELO RK1

 CELO PH2

 CEOB RK1

 Dendrobium pulchellum 

 Vanda pumila 

 Holcoglossum linearifolium 

 Paraholcoglossum auriculatum 

 Cypripedium calceolus 

 Paphiopedilum glaucophyllum 

 Spiranthes vernalis 

 Anoectochilus lanceolatus 

 Rhomboda moulmeinensis 

กลุ่ม 1 

กลุ่ม 2 

กลุ่ม 3 

กลุ่ม 4 

กลุ่ม 5 

Outgroup 
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ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้การจัดเรียงล้าดับนิวคลีโอไทด์จะได้ phylogenetic tree ด้วยวิธี 

UPGMA สามารถแบ่งได้ 6 กลุ่มดังนี้  

            กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว คือ P. flavus RK2, P. flavus 

RK3, P. indochinensis RK1, P. mishmensis RK5, P. mishmensis RK7, P.  tankervilleae 

MR1, P. tankervilleae RK1, P.  tankervilleae var. alba CM1, P.  tankervilleae var. alba 

RK2 และ P.  tankervilleae var. alba RK3 และกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 1 ตัวอย่าง  

C. densiflora RK1 

          กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น ดังนี้ C. cardioglossa MR3,  

C. clavata PR2, C. succedanea MR1, C. vestita MR4, C. rubens PR4, C. rubens MR3,  

C. rubens RK1 และ C. rubens var. alba RK1 

           กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น 1 ตัวอย่าง คือ C. clavata PR1 

           กลุ่มท่ี 4 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น ประกอบด้วย C. herbacea 

PH1, C. triplicata MR1, C. triplicata NN1, C. triplicata PR2 และ C. triplicata RK2 

          กลุ่มท่ี 5 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้นและกล้วยไม้ในสกุลเอ้ือง 

กลีบเกลียว ดังนี้ C. pulchra MR1, C. cardioglossa RK2, C. densiflora PH1, Ce. longipes 

RK1, Ce. longipes PH1, Ce. longipes PH2 และ Ce. obcordata RK1 

          กลุ่มท่ี 6 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 1 ตัวอย่าง คือ C. vestita MR3 

(ภาพ 28) 

          กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นมีความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน rbcL อยู่ในช่วง 

0.000 ถึง 0.015 ซึ่งบางตัวอย่างภายในสกุลเดียวกันและต่างสกุลกันไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม 

เช่น C. cardiglossa MR3 และ C. clavata PR2 ไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับ C. rubens 

MR3, C. rubens PR4, C. rubens RK1, C. rubens var. alba RK1 และ  C. succedenea MR1 

และ ตัวอย่างกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว โดย C. vestita MR3 มีความแตกต่างทางพันธุกรรมสูงที่สุด 

คือ  0.013 เมื่ อ เปรี ยบเทียบกับ  C. pulchra MR1, C. triplicata PR2 และ C. triplicata RK1 

(ภาคผนวก ช) 
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ภาพ 28 Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL โดยใช้วิธี 
UPGMA 

 

 PIN RK

 PMI RK5

 PTAA CM

 PTAA RK3

 CDE RK

 PFL RK3

 PTA MR

 PFL RK2

 PTA RK1

 PMI RK7

 PTAA RK2

 CRU RK1

 CVE MR4

 CCL PR2

 CRU PR4

 CRU MR3

 CCA MR3

 CSU MR

 CCL PR1

 CHE PH

 CTR MR1

 CTR NN

 CTR PR2

 CTR RK

 CELO PH1

 CPU MR

 CCA RK2

 CDE PH

 CELO RK

 CELO PH2

 CEOB RK

 CVE MR3

 Corallorhiza wisteriana 

 Cypripedium calceolus 

 Paphiopedilum glaucophyllum

 Vanda pumila 

 Anoectochilus lanceolatus 

 Spiranthes vernalis 

กลุ่ม 1 

กลุ่ม 2 

กลุ่ม 3 

กลุ่ม 4 

กลุ่ม 5 

Outgroup 

กลุ่ม 6 
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5.3 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

          จากแผนภูมิความสัมพันธ์ของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 8 ชนิด 12 ตัวอย่าง สามารถ

แบ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกเป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ 

          กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น ดังนี้ C. masuca RK1,  

C. masuca RK4, C. densiflora PH1, C. triplicata MR1 และ C. triplicata RK1 

          กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น 2 ตัวอย่าง คือ C. clavata PR1 

และ C. succedanea MR1 

          กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้นและสกุลเอื้องพร้าว ดังนี้  

C. lyroglossa RK1, C. lyroglossa RK2, C. lyroglossa RK3, P. flavus RK2 และ  

P. tankervilleae var. alba RK2 (ภาพ 29) 

          บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ของกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นและเอ้ืองพร้าว อยู่

ในช่วง 0.000 ถึง 0.066 โดยตัวอย่างที่เป็นชนิดเดียวกันไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม คือ  

C. lyroglossa, C. masuca และ C. triplicata ซึ่ ง  C. triplicata MR1 และ C. triplicata RK มี

ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว P. flavus RK2 (0.066) และ P. 

tankervilleae var. alba RK2 (0.063) สูงที่สุด (ภาคผนวก ช) 

 

5.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF  

          เมื่อน้าข้อมูลที่ได้จากการจัดเรียงล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 12 ชนิด 20 ตัวอย่าง มา

สร้าง Phylogenetic tree โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี UPGMA ด้วยโปรแกรม MEGA5.2 สามารถแบ่งได้

เป็น 8 กลุ่ม ดังนี้ 

          กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น ประกอบด้วย C. lyroglossa RK1, 

 C. lyroglossa RK2, C. lyroglossa RK3, C. succedanea MR1, C. pulchra MR1 และ  

C. clavata PR1 

          กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น ดังนี้ C. masuca MR1, C. masuca 

RK4, C. herbacea PH1, C. triplicata RK1 และ C. triplicata PR2 
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ภาพ 29 Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH  
โดยใช้วิธี UPGMA 
 

          กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 1 ตัวอย่าง คือ Ce. 

longipes RK1 

          กลุ่มท่ี 4 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว ประกอบด้วย P. flavus RK2,  

P. tankervilleae RK1, P. mishmensis RK4 และ P. mishmensis RK5 

          กลุ่มท่ี 5 ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองพร้าว 1 ชนิด คือ P. tankervilleae PR1 

          กลุ่มท่ี 6 ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 1 ชนิด คือ Ce. obcordata 

RK1 

          กลุ่มท่ี 7 ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองพร้าว 1 ชนิด คือ P. tankervilleae MR1 

          กลุ่มท่ี 8 ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองพร้าว 1 ชนิด คือ P. tankervilleae var. 

alba CM1 (ภาพ 30) 

           กล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นมีความแตกต่างทางพันธุกรรมบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 

ภ า ย ใ น ส กุ ล ต่้ า  โ ด ย  C. lyroglossa RK1, C. lyroglossa RK3, C. pulchra MR1 แ ล ะ  

C. succedanea MR1 ไม่มีความแตกต่างทางพันธุกรรม (0.000) นอกจากนี้ C. lyroglossa RK1,  

C. lyroglossa RK3, C. pulchra MR1 และ C. succedanea MR1 มีความแตกต่างทางพันธุกรรม

 CMA RK1

 CMA RK4

 CDE PH1

 CTR MR1

 CTR RK1

 CCL PR1

 CSU MR1

 PFL RK2

 PTAA RK2

 CLY RK2

 CLY RK1

 CLY RK3

 Bulbophyllum odoratissimum

 Dendrobium hainanense

กลุ่ม 1 

กลุ่ม 2 

กลุ่ม 3 

Outgroup 
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กับ C. masuca MR1 และ C. herbacea PH1 สูงที่สุด (0.017) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกล้วยไม้สกุล

เอ้ืองกลีบเกลียว (Ce. obcordata RK1) มีความแตกต่างทางพันธุกรรมกับกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น

และสกุลเอ้ืองกลีบเกลียวสูงที่สุด คือ 0.127 ระหว่าง Ce. obcordata RK1 กับ P. tankervilleae 

var. alba CM1 (ภาคผนวก ช) 

 

5.5 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นโดยใช้
ล าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน matK ร่วมกับยีน rbcL 

          เมื่อน้าข้อมูลที่ได้จากการจัดเรียงล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 14 ชนิด 31 ตัวอย่าง 

มาสร้าง Phylogenetic tree โดยวิเคราะห์ด้วยวิธ ีUPGMA ด้วยโปรแกรม MEGA5.2 สามารถแบ่ง

ได้เป็น 5 กลุ่ม ดังนี้ 

          กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วยกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าวและเอ้ืองกลีบเกลียว ดังนี้ 

P. indochinensis RK1, P. mishmensis RK5, P. mishmensis RK7, P. flavus RK2, P. flavus 

RK3, C. triplicata PR2, C. triplicata MR1 และ C. triplicata NN1 

          กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองพร้าว 1 ชนิด คือ P. tankervilleae ดังนี้  

P. tankervilleae RK1, P. tankervilleae MR1, P. tankervilleae var. alba CM1,  

P. tankervilleae var. alba RK2 และ P. tankervilleae var. alba RK3 

          กลุ่มท่ี 3, 4 และ 5 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้สกุลเอื้องน้้าต้น ประกอบด้วย C. vestita 

MR3, C. vestita MR4, และ C. rubens PR4,  

          กลุ่มท่ี 6 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้น ดังนี้ C. rubens MR3, C. rubens 

RK1, C. rubens var. alba RK1, C. cardioglossa RK2, C. cardioglossa MR3 และ  

C. succedanea MR1 

          กลุ่ มที่  7 ประกอบด้วยกล้วยไม้ ในสกุลเ อ้ืองน้้ าต้น ดังนี้  C. pulchra MR1,  

C. clavata PR1, C. clavata PR2, C. densiflora PH1 และ C. densiflora RK1 

          กลุ่มท่ี 8 เป็นกลุ่มของกล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองกลีบเกลียว ประกอบด้วย Ce. longipes 

PH1, Ce. longipes PH2, Ce. longipes RK1 และ Ce. obcordata RK1 (ภาพ 31) 

          กล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวมีความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน matK และยีน 

rbcL ภายในสกุลเพียง 0.000-0.003 เมื่อเปรียบเทียบกับอีก 2 สกุลพบว่า มีความแตกต่างทาง

พันธุกรรมที่สูง เมื่อเปรียบเทียบกับกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้น มีความแตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ในช่วง

0.012 (ระหว่าง Ce. longipes PH2, Ce. longipes RK1 และ Ce. obcordata กับ C. densiflora 
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ภาพ 30 Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 
โดยใช้วิธี UPGMA 
 

PH1 และ C. densiflora RK1) ถึง 0.026 (ระหว่าง Ce. longipes PH1 กับ C. vestita MR3) และ

สกุลเอ้ืองพร้าวอยู่ในช่วง 0.015 (ระหว่าง Ce. longipes PH1, Ce. longipes PH2, Ce. longipes 

RK1 แ ล ะ  Ce. obcordata กั บ  P. flavus RK2, P. flavus RK3, P. indochinensis RK1,  

P. mishmensis RK5 และ P. mishmensis RK7) ถึ ง  0.022 (ระหว่ า ง  Ce. longipes PH1 กั บ  

P. tankervilleae MR1, P. tankervilleae RK1, P. tankervilleae var. alba RK2,  

P. tankervilleae var. alba RK3 และ P. tankervilleae var. alba CM1) (ภาคผนวก ช) 
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 CSU MR1

 CLY RK3
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ภาพ 31 Phylogenetic tree ที่ได้จากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ matK ร่วมกับ rbcL โดยใช้วิธี 
UPGMA 

 PIN RK1

 PMI RK5

 PMI RK7

 PFL RK2

 PFL RK3

 CTR PR2

 CTR MR1

 CTR NN1

 PTA RK1

 PTA MR1

 PTAA RK3

 PTAA CM1

 PTAA RK2

 CVE MR3

 CVE MR4

 CRU PR4

 CRU MR3

 CRUA RK1

 CCA RK2

 CSU MR1

 CCA MR3

 CRU RK1

 CPU MR1
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 CCL PR2
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 CDE RK1

 CELO PH1

 CELO PH2

 CELO RK1

 CEOB RK1
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อภิปรายผล 
1. การสกัดดีเอ็นเอ 

 การสกัดดีเอ็นเอจากใบกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 45 ตัวอย่าง ด้วยวิธี CTAB ที่

ดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (Doyle and Doyle, 1987) สารละลายดีเอ็นเอมีลักษณะใส

ไม่มีสี แต่ในบางตัวอย่างสารละลายดีเอ็นเอมีสีเหลืองอ่อน ซึ่งอาจเกิดจากสารกลุ่มพอลิฟีนอลหรือสาร

ที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชันของสารในกลุ่มพอลิฟีนอล ซึ่งถ้ามีการปนเปื้อนในสารของกลุ่มนี้

จ้านวนมากจะท้าให้สารละลายดีเอ็นเอที่ได้มีสีน้้าตาล (Katterman and Shattuck, 1983; Moreira 

and Oliveira, 2011) ซึ่งเป็นสารส้าคัญที่ส่งผลต่อคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ (Amani et al., 2011; 

Porebski et al., 1997) บางตัวอย่างมีการปนเปื้อนของสารในกลุ่มนี้ปริมาณน้อยจึงท้าให้สารละลาย

ดีเอ็นเอที่ได้มีสีเหลืองอ่อน สามารถก้าจัดสารในกลุ่มนี้โดยเติมสาร polyvinylpyrrolidone (PVP) 

หรือ bovine serum albumin (BSA) ในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ นอกจากนี้ยังมีการเติมสารβ-

mercaptoethanol ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารต้านออกซิเดชันใน CTAB buffer ดังนั้นการเพ่ิมปริมาณ 

β-mercaptoethanol ท้ า ใ ห้ ส า ร ล ะ ล า ย ดี เ อ็ น เ อ มี ป ริ ม า ณ ส า ร ก ลุ่ ม 

พอลิฟีนอลน้อยลง ท้าการ ตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบแถบดีเอ็นเอใน

ทุกตัวอย่างและมีรอย smear ซึ่งเกิดจากการท้างานของเอนไซม์ endonluclease ในตัวอย่างที่

สารละลายดีเอ็นเอมีสีเหลือง อาจเกิดจากใบกล้วยไม้ที่ใช้สกัดไม่ใช่ใบสดและเป็นใบแก่ ซึ่งมีสาร 

พอลิฟีนอลสูง ในวิธีการสกัดอาจใช้ใบสดที่เป็นใบอ่อน เนื่องจากเป็นส่วนของเนื้อเยื่อเจริญที่มีการแบ่ง

เซลล์ท้าให้มีปริมาณดีเอ็นเอที่สูงและมีสารพอลิฟีนอลน้อย ส่งผลให้ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีปริมาณและ

คุณภาพดีขึ้น นอกจากสารพอลิฟีนอลแล้วพืชมีสารอ่ืนที่ส่งผลต่อคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอด้วย 

สาร เมแทบอไลท์ทุติ ยภูมิ  ( secondary metabolite) เช่น  alkaloids, flavonoids, phenolic 

compounds, gummy polysaccharides, terpenes และ  quinine ส่ งผลต่ อการท้ า งานของ

เอนไซม์ตัดจ้าเพาะและการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ รวมไปถึงการโคลน (Sharma et al., 2002) บาง

กรณีสารละลายดีเอ็นเอมีลักษณะหนืดเนื่องจากการปนเปื้อนของพอลิแซ็คคาไรด์  (Amani et al., 

2011) โดยการสกัดดีเอ็นเอจากใบสดและใบแห้งของ Terminalia arjuna (Roxb.) พบว่าสารละลาย

ดีเอ็นเอที่ได้มักมีสีเหลือง และหนืด ซึ่งเกิดจากการพอลิแซ็คคาไรด์จับตัวกับดีเอ็นเอและมีสารพอลิฟี

นอลในปริมาณสูง เนื่องจากในขั้นตอนการตกตะกอนดีเอ็นเอสารเหล่านี้ตกตะกอนพร้อมกับดีเอ็นเอ 

สามารถก้าจัดสารพอลิฟีนอลได้โดยการล้างตะกอนด้วย wash buffer ที่ประกอบด้วย PVP และ β-

mercaptoethanol 3-4 ครั้ง และส้าหรับสารพอลิแซ็คคาไรด์สามารถก้าจัดได้โดยใช้ extraction 
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buffer ที่ประกอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้นสูง (Aljanabi et al., 1999; Deshmukh et 

al., 2007; Sharma et al., 2002) ในการสกัดดีเอ็นเอให้มีคุณภาพและปริมาณที่สูงควรใช้ใบสด แต่

ในพืชบางชนิดมีลักษณะของถิ่นที่อยู่อาศัยที่จ้าเพาะที่อยู่ห่างไกล ซึ่งยากต่อการเดินทางเพ่ือเก็บ

ตัวอย่าง ดังนั้นบางครั้งจึงจ้าเป็นต้องสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบแห้ง การสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ β-

mercaptoethanol ในปริมาณที่สูงสามารถก้าจัดพอลิฟีนอลออกจากใบแห้งได้ท้าให้ดีเอ็นเอมี

คุณภาพที่ดีขึ้น และใช้ extraction buffer ที่มีความเข้มข้นของ NaCl มากกว่า 0.5 M จะช่วยก้าจัด

พอลิฟีนอลในขั้นตอนการสกัดได้ (Moreira and Oliveira, 2011; Paterson et al., 1993; Sahu et 

al., 2012) ซึ่งบางชนิดอาจใช้ extraction buffer ที่มีความเข้มข้นของ NaCl สูงถึง 6 M (Aljanabi 

et al., 1999) ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมคุณภาพดีเอ็นเอ อาจเพ่ิมปริมาณของ NaCl และβ-mercaptoethanol 

ใน extraction buffer และเติม PVP ลงใน wash buffer เพ่ือก้าจัดพอลิแซ็คคาไรด์ 

  

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์  
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน matK โดยใช้ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด matKKUf และไพรเมอร์

รีเวิร์ส matKKUr สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ทั้ง 45 ตัวอย่าง ซึ่งไพรเมอร์ที่ใช้มาจากการออกแบบ

เพ่ือใช้ในการตรวจสอบกล้วยไม้สกุลหวาย (Srikulnath et al., 2015) ซึ่งกล้วยไม้สกุลหวายจัดอยู่ใน

วงศ์ย่อย Epidendroideae เช่นเดียวกับกล้วยไม้กลุ่ มเ อ้ืองน้้ าต้น จึ งสามารถเ พ่ิมป ริมาณ 

ดีเอ็นเอได้ ซึ่งยีน matK เป็นยีนที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ง่าย (Lahaye et al., 2008) ดังนั้น

กล้วยไม้ในหลายสกุลสามารถใช้ universal primer ในการเพ่ิมปริมาณได้ (Xiang et al., 2011; Xu 

et al., 2015) 

ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด rbcL1F และไพรเมอร์รีเวิร์ส rbcL724R เป็นไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจาก

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ Medusagyne oppositifolia (Fay et al., 1997) สามารถเพ่ิมปริมาณ 

ดีเอ็นเอบริเวณยีน rbcL ของกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นได้ในทุกตัวอย่าง โดยยีน rbcL เป็นยีนที่สร้าง

เอนไซม์รูบิสโก ที่ท้าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาในวัฏจักรคาลวิน (Soltis and Soltis, 1998) ยีน rbcL เป็นยีน

ที่มีอัตราการแทนที่ของเบสที่ต่้ามาก ซึ่งในการศึกษากล้วยไม้สกุลหวายเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน 

rbcL ด้วย universal primer สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในทุกตัวอย่าง มีล้าดับนิวคลีโอไทด์ยาว 

1,297 คู่เบส ซึ่งไม่มีต้าแหน่งที่เป็น parsimony informative site (Xu et al., 2015) นอกจากนี้

กล้วยไม้สกุล Holcoglossum สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน rbcL ได้ทุกตัวอย่าง โดยใช้ 

universal primer โดยมีล้าดับนิวคลีโอไทด์ยาว 1,288 คู่เบส พบ variable site 8 ต้าแหน่งเป็น
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parsimony informative site เพียง 3 ต้าแหน่ง ส่งผลให้เป็นบริเวณที่มีความแตกต่างระหว่างชนิด

ต่้าที่สุด (Xiang et al., 2011) จะเห็นได้ว่ายีน rbcL ของกล้วยไม้ในแต่ละสกุลมีบริเวณอนุรักษ์สูงมาก

สามารถใช้ universal primer ในการเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ ดังนั้นจึงท้าให้ไพรเมอร์ที่

ออกแบบจากพืชชนิดอื่นสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นได้ในทุกตัวอย่าง 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และ trnL-trnF ไม่สามารถเพ่ิม

ผลผลิตได้ในบางตัวอย่าง อาจเนื่องมาจากสารละลายดีเอ็นเอที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์มีการปนเปื้อน  

พอลิแซ็คคาไรด์ ซึ่งเป็นตัวยับยั้งการท้างานของเอนไซม์ Taq polymerase (Fang et al., 1992) 

และในบางตัวอย่างสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้น้อย อาจเนื่องมาจากดีเอ็นเอที่สกัดได้มีเอนไซม์ 

endonuclease ที่ท้าหน้าที่สลายพันธะฟอสโฟไดเอสเทอร์ของสายดีเอ็นเอ ท้าให้ดีเอ็นเอที่ได้เกิดการ

แตกหัก จึงเพ่ิมผลผลิตได้จ้านวนน้อย (Weishing et al., 1995) ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการ

ท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ 1-10 นาโนกรัม เนื่องจากปริมาณดีเอ็นเอที่มากเกินไปอาจส่งผลให้เกิดแถบ 

ดีเอ็นเอที่ไม่จ้าเพาะ รวมถึงดีเอ็นเอต้องปราศจาก phenol, proteinase K และ EDTA ที่เป็นตัว

ยับยั้งในการเกิดปฏิกิริยาพีซีอาร์ สามารถท้าให้ดีเอ็นเอมีคุณภาพดีขึ้นได้โดยการเจือจางดีเอ็นเอ 

(https://www.dnagdansk.com/media/Downloads/pcr-optimization-and-

troubleshooting. pdf) นอกจากนี้ไพรเมอร์ที่ใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอระหว่างยีน psbA-trnH 

และ trnL-trnF เป็น universal primer ซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในพืชหลายชนิด (Edwards 

et al., 2008; Kocyan et al., 2008; Xiang et al., 2011) รวมไปถึงกล้วยไม้ในบางสกุล เช่น สกุล 

Dendrobium ที่สามารถใช้ universal primer ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน psbA-

trnH ได้ในทุกตัวอย่าง (Xu et al., 2015) แต่ในพืชบางชนิดการใช้ universal primer ส่งผลให้เกิด

ปัญหาในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (Bolson et al., 2015; de Groot et al., 2011; Kelly et al., 

2010; Roy et al., 2010; Sass et al., 2007; Theodoridis et al., 2012; Yan et al., 2011) 

 

3. การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 ในเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ 4 บริเวณ คือ ยีน matK ยีน rbcL บริเวณ

ระหว่างยีน psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ 37.5 

(psbA-trnH) -88.89 (matK) เปอร์เซ็นต์ โดยยีน matK สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ 40 ตัวอย่าง 

จาก 45 ตัวอย่าง ซึ่งเป็นบริเวณที่ประสบความส้าเร็จในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์มากที่สุด โดยยีน 

matK เป็นยีนที่ประสบความส้าเร็จในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์สูงในพืชหลายชนิด เช่น กล้วยไม้สกุล

https://www.dnagdansk.com/media/Downloads/pcr-optimization-and-troubleshooting.%20pdf
https://www.dnagdansk.com/media/Downloads/pcr-optimization-and-troubleshooting.%20pdf
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หวาย ยีน matK สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้สูงถึง 97.42 เปอร์เซ็นต์ (Xu et al., 2015) 

กล้วยไม้สกุล Holcoglossum 82.70 เปอร์เซ็นต์ (Xiang et al., 2011) นอกจากนี้พืชที่มีความส้าคัญ

ทางเศรษฐกิจในประเทศบราซิล สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ได้สูงถึง 86 เปอร์เซ็นต์ 

(Bolson et al., 2015) จะเห็นได้ว่าบางตัวอย่างไม่สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ ในการศึกษาพืช

บางชนิดการใช้ universal primer ส่งผลต่อการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ (Bolson et al., 2015; Du et 

al., 2011; Kelly et al., 2010; Roy et al., 2010; Sass et al., 2007; Theodoridis et al., 2012; 

Yan et al., 2011) ดังนั้นเพิ่มเพ่ิมประสิทธิภาพของยีน matK อาจใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ้าเพาะกับพืช

ที่ศึกษาในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ (Guo et al., 2016; Yu et al., 2011) 

 ยีน rbcL เป็นยีนที่มีบริเวณอนุรักษ์จ้านวนมาก มีอัตราการแทนที่ของเบสต่้า จึงท้าให้ล้าดับ 

นิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลึงกันในพืชหลายชนิด ซึ่งเมื่อศึกษาในกลุ่มของพืชหลายชนิดท้าให้มีอัตรา

การประสบความส้าเร็จในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่สูงมาก เช่น การศึกษาพืชที่เจริญในป่าฝน  

ยีน rbcL ประสบความส้าเร็จในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์สูงที่สุด (82.80 เปอร์เซ็นต์) นอกจากนี้

การศึกษาพืชเขตร้อนในประเทศอินเดีย พบว่าสามารถหาล้าดับนิวคลโอไทด์ได้สูงถึง 90.8 เปอร์เซ็นต์ 

(Tripathi et al., 2013) ในพืชสกุล Berberis 97 เปอร์เซ็นต์ (Roy et al., 2010) 

 โดยการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ในกล้วยไม้สกุลหวาย

สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้เพียง 49.68% เนื่องจากล้าดับนิวคลีโอไทด์มีเบส T ซ้้า 100 เบส (Xu 

et al., 2015) ซึ่งเป็นต้าแหน่งของ microsatellite ท้าให้ไม่สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ ซึ่งใน

การศึกษาบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ในพืชชนิดอ่ืน มีอัตราการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่สูง แต่ยังมี

บางชนิดหรือบางตัวอย่างที่ไม่สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้ เช่น การศึกษาต้นไม้ที่เจริญเติบโตในอ

เมซอนที่สามารถหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ได้เพียง 89.90 เปอร์เซ็นต์ (Gonzalez et al., 2009) 

นอกจากนี้ยังพบว่า microsatellite มักเกิดบริเวณระหว่างยีน รวมไปถึงบริเวณระหว่างยีน 

trnL-trnF ด้วย จากการศึกษาบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ในเฟิร์นพบว่ามีการซ้้าของเบส 1 ชนิด 

ส่งผลให้ลดประสิทธิภาพในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ (de Groot et al., 2011; Erkens et al., 

2009) การใช้เอนไซม์ proofreading จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่มี

ต้ าแหน่ งการ เ รี ยงของ เบสซ้้ า  (Devey et al., 2009; Aron J. Fazekas et al., 2008; Aron J. 

Fazekas et al., 2010) 
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4. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์  
จัดเรียงล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 17 ชนิด 40 ตัวอย่าง โดย

เปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. sieboldii (KF673815.1) จากฐานข้อมูล NCBI พบว่า มี

การเพ่ิมขึ้น 1 เบสจ้านวน 1 ต้าแหน่ง 3 เบส 1 ต้าแหน่ง และพบการขาดหาย 3 เบส 1 ต้าแหน่ง ซึ่ง

การเพ่ิมข้ึนหรือขาดหายไปของเบสสามารถพบได้ในยีน matK ของกล้วยไม้หลายชนิด โดยการศึกษา

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ matK ของ กล้วยไม้ Corallorhiza และ Corallorhizinae พบว่ามีการขาด

หายไปของเบสบริเวณ 5’ ของ open leading frame  โดยสกุล Aplectrum มีการขาดหายไป 299 

เบส Oreochis และ Corallorhiza มีการขาดหายไป 84 เบส นอกจากนี้ยังพบว่า มีการเพ่ิมขึ้นของ

เบส 3-7 เบสในบางสกุลอีกด้วย (Freudenstein and Senyo, 2008) นอกจากนี้ยังพบว่ามีการแทนที่

ของเบสหลายต้าแหน่ง ซึ่งส่งผลให้เป็นยีนที่มีต้าแหน่งที่เป็น variable site และ parsimony site สูง 

บางรายงานกล่าวว่า matK เป็น pseudogene มีอัตราการวิวัฒนาการที่สูงนิยมใช้ในการศึกษา

ความสัมพันธ์ของกล้วยไม้หลายชนิด เช่น การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลก้าน

ก่อ 30 ชนิด พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ยีน matK มีการเพ่ิมข้ึนหรือขาดหายไปของเบสต้าแหน่งที่ 249-

254 และมีการแทนที่ของเบสทั้งหมด 66 ต้าแหน่ง สามารถใช้ในการจ้าแนกสกุลก้านก่อได้ 21 ชนิด 

(70 เ ป อ ร์ เ ซ็ น ต์ )  (Jiemjuejun et al., 2561) น อ ก จ า ก นี้ ยั ง มี ก า ร ใ ช้ ล้ า ดั บ 

นิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในการจ้าแนกกล้วยไม้สกุลหวายกลุ่มเอ้ืองสาย 13 ชนิด พบว่า ยีน matK 

พบการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไป 1 เบส 3 ต้าแหน่ง และการแทนที่ของเบส 30 ต้าแหน่ง ซึ่งบาง

ต้าแหน่งมีเบสที่จ้าเพาะกับกล้วยไม้บางชนิด (Thanananta et al., 2016) นอกจากนี้ การศึกษา

กล้วยไม้สกุลเอ้ืองเทียน พบว่า ยีน matK มีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของดีเอ็นเอจ้านวน 22 

ต้าแหน่ง และพบการแทนที่ของเบสจ้านวนมากกระจายอยู่ในล้าดับนิวคลีโอไทด์ตั้งแต่ต้าแหน่งที่ 101 

ถึง 960 (Thanananta et al., 2016) 

 เมื่อน้าข้อมูลของล้าดับน้าคลีโอไทด์ทั้งหมดที่ได้ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยบริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ มาจัดเรียง (alignment) โดยโปรแกรม GeneDoc พบว่าล้าดับ 

นิวคลีโอไทด์ที่ใช้ได้ มีทั้งหมด 33 ตัวอย่าง ในแต่ละตัวอย่างอยู่ในช่วง 530-724 คู่เบส แต่เมื่อท้าการ

การวิเคราะห์จะได้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่มีความยาว 543 เบส โดยพบการการกลายพันธุ์ของล้าดับ 

นิวคลีโอไทด์ทั้งหมด 2 แบบประกอบด้วยการแทนที่แบบทราสซิชัน และการแทนที่แบบทรานเวอร์ชัน 

เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ที่สมบูรณ์ของ Oreorchis patens ที่ได้จาก

ฐานข้อมูล NCBI พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์ตัวแรกของกล้วยไม้ในกลุ่มเอ้ืองน้้าต้นเริ่มต้นที่ต้าแหน่ง 
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122 กรดอะมิโนตัวแรกของล้าดับนิวคลีโอไทด์ตรงกับตัวที่ 42 และแปลรหัสได้ 180 กรดอะมิโน ซึ่ง

พบว่าล้ าดับนิวคลี โอไทด์ ของ C. vestits MR3 ตัวที่  583 เปลี่ยนจากเบส G เป็น A ท้าให้ 

กรดอะมิโนตัวที่ 195 เปลี่ยนจาก อะลานีน ที่ไม่มีขั้วและไม่มีประจุเป็นทรีโอนีนที่มีขั้วและไม่มีประจุ 

ตัวที่ 602 เปลี่ยนจากเบส G เป็น C ท้าให้กรดอะมิโนตัวที่ 201 เปลี่ยนจาก อาร์จีนีนที่มีประจุบวก 

เป็นโพรลีนที่ไม่มีข้ัวและไม่มีประจุ ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. densiflora PH1 ตัวที่ 624 เปลี่ยนจาก

เบส G เป็น C ท้าให้กรดอะมิโนตัวที่ 208 เปลี่ยนจาก ไลซีนที่มีประจุบวก เป็นแอสพาราจีนที่มีขั้วแต่

ไม่มีประจุ และล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. clavata PR1 ตัวที่ 638 เปลี่ยนจากเบส T เป็น G ท้าให้

กรดอะมิโนตัวที่ 213 เปลี่ยนจาก วาลีน เป็นไกลซีนซึ่งเป็นกรดอะมิโนกลุ่มเดียวกันที่ไม่มีขั้วและไม่มี

ประจุ  โดยการเปลี่ยนแปลงของเบสเป็นแบบ missense substitution ส่งผลให้กรดอะมิโน

เปลี่ยนแปลงแต่ไม่ส่งผลให้เกิด stop codon ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ

ต่างกันอาจจะไม่ได้อยู่ต้าแหน่งที่อยู่ใน active site ของเอนไซม์ ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงของกรด 

อะมิโนไม่ส่งผลต่อการท้างานของเอนไซม์ มีการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์ในกล้วยไม้หลายชนิด 

การศึกษาจ้าแนกกล้วยไม้สกุลก้านก่อ 30 ชนิด พบว่าล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ rbcL พบการแทนที่

ของเบส 52 ต้าแหน่ง สามารถจ้าแนกกล้วยไม้สกุลนี้ได้เพียง 10 ชนิด (Jiemjuejun et al., 2561) ซึ่ง

จากการศึกษากล้วยไม้สกุลเอ้ืองเทียน 24 ชนิดพบว่า ยีน rbcL มีการแทนที่ของเบสเพียง 9 ต้าแหน่ง 

(Thanananta et al., 2016) 

 การศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และ trnL-trnF พบว่าอัตราการ

เพ่ิมข้ึนหรือการขาดหายไปของดีเอ็นเอ และการแทนที่ของเบสที่สูงมาก เนื่องจากเป็นบริเวณระหว่าง

ยีนซึ่งการกลายพันธุ์ดังกล่าวไม่ส่งผลต่อการท้างานของยีน โดยการศึกษาการจ้าแนกพันธุ์และการ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลกุหลาบ พบว่า ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 

psbA-trnH มีการเพ่ิมขึ้นหรือขาดหายไปของดีเอ็นเอตั้งแต่ 1-7 เบส โดยพบทั้งหมด 6 ต้าแหน่ง 

(Thanananta et al., 2014) 

 

5. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น 
 กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นประกอบด้วย 3 สกุล ได้แก่ สกุลเอ้ืองน้้าต้น สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 

และสกุลเอ้ืองพร้าว ซึ่งมีลักษณะของล้าต้น ใบ และดอกที่คล้ายคลึงกัน มีเขตการกระจายพันธุ์ส่วน

ใหญ่อยู่ในแถบเอเชีย โดยในประเทศไทยพบการกระจายพันธุ์ในหลายจังหวัด เนื่องจากลักษณะ

สัณฐานวิทยาท้าให้ไม่สามารถจ้าแนกโดยใช้ลักษณะเพียงอย่างเดียว ดังนั้นจึงท้าการศึกษา
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ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ 4 บริเวณ ประกอบด้วย

บริเวณที่เป็นยีน ได้แก่ matK และ rbcL และบริเวณระหว่างยีน ได้แก่ บริเวณระหว่างยีน psbA-

trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF  

ซึ่งจากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้บริเวณยีน matK สามารถแบ่งกล้วยไม้

กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 17 ชนิด 40 ตัวอย่าง ได้เป็น 5 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย C. masuca,  

C. triplicata และ P. flavus และ P. mishmensis ใบประดับมีลักษณะรูปไข่ปลายใบแหลม กลีบ

ดอกมีลักษณะยาวรี ปลายกลีบดอกและฐานกลีบดอกเรียว กลีบปากเชื่อมติดกับเส้าเกสร ปลายกลีบ

ปากแยกออกเป็น 3 แฉก โคนกลีบปากมีส่วนของเดือยที่ยื่นออกมา กลุ่มที่  2 ประกอบด้วย                      

P. tankervilleae และ P. tankervilleae var. alba สีด้านนอกและด้านในของกลีบเลี้ยงและกลีบ

ดอกแตกต่างกัน โดยด้านนอกของกลีบเลี้ยงและกลีบดอกมีสีขาว ด้านในของกลีบเลี้ยงและกลีบดอกมี

สีน้้าตาลแดง กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย C. cardioglossa, C. succedanea, C. rosea, C. rubens,         

C. rubens var. alba และ C. vestita มีลักษณะล้าลูกกล้วยที่เด่น ไม่มีใบห่อหุ้มล้าลูกกล้วย ล้าลูก

กล้วยมีลักษณะเป็นรูปไข่หรือรูปรี ใบมีอายุสั้น ไม่มีใบในระยะออกดอก กลุ่มที่ 4 ประกอบด้วย             

C. lyroglossa, C. pulchra C. clavata และ C. densiflora ใบประดับหลุดร่วงง่าย โดยในระหว่าง

ออกดอกจะไม่ปรากฏใบประดับ ช่อดอกตั้ง ดอกมีขนาดเล็ก มีสีเหลืองหรือสีส้ม และกลุ่มที่ 5 

ประกอบด้วย Ce. longipes และ Ce. obcordata กลีบปากไม้เชื่อมติดกับเส้าเกสร โคนกลีบปากไม่

มีเดือยดอก (Kurzweil, 2011; Pedersen et al., 2014) 

ในขณะที่การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL 

สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น 15 ชนิด 33 ตัวอย่าง ได้ออกเป็น 6 กลุ่ม ซึ่งแตกต่างจากการ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ซึ่งยีน rbcL มีอัตราการ

แทนที่ของเบสต่้ากว่ายีน matK ท้าให้ล้าดับนิวคลีโอไทด์ส่วนใหญ่เป็นบริเวณอนุรักษ์ ซึ่งมีความ

แตกต่างในระดับสกุลหรือระดับชนิดต่้ามาก ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ 

Habenariinae จ้านวน 10 สกุล โดยวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ matK และ rbcL ใน 

คลอโรพลาสต์ พบว่า ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ rbcL มีขนาด 1,254 คู่เบสมีความแตกต่างทาง

พันธุกรรมน้อยกว่ายีน matK โดยพบต้าแหน่ง variable site เพียง 14 เปอร์เซ็นต์ เป็น parsimony 

informative site 8 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK มี variable site 34 

เปอร์เซ็นต์ เป็น parsimony informative site 22 เปอร์เซ็นต์ (Jin et al., 2014) 
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ในขณะที่การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

สามารถแบ่งกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นและสกุลเอ้ืองพร้าวออกเป็น 3 กลุ่ม โดยกลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย 

C. masuca, C. densiflora และ  C. triplicata กลุ่ ม ที่  2 ประกอบด้ ว ย  C. clavata และ  

C. succedanea และกลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย C. lyroglossa, P. flavus และ P. tankervilleae var. 

alba 

การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF สามารถแบ่งกล้วยไม้

กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกเป็น 8 กลุ่ม บางชนิดมีมากกว่า 1 ตัวอย่าง พบว่า P. tankervilleae RK1,  

P. tankervilleae PR1, P. tankervilleae MR1 และ P. tankervilleae var. alba CM1 แยกออก

จากกัน รวมไปถึงกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 2 ชนิด ที่แยกออกจากกัน แต่สามารถแยกกล้วยไม้

สกุลเอื้องน้้าต้นออกจากกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียวและเอ้ืองพร้าวได้ 

ซึ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นพบการกระจายพันธุ์ในประเทศอ่ืนๆด้วย โดยในประเทศจีนได้

ท้าการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมบริเวณในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (matK, atpI-atpH และ 

trnL-trnF) ร่วมกับนิวเคลียสดีเอ็นเอ (ITS) ของกล้วยไม้เอ้ืองน้้าต้นทั้งหมด 50 ชนิด ประกอบด้วย 

สกุลเอ้ืองน้้าต้น 41 ชนิด สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 3 ชนิด และสกุลเอ้ืองพร้าว 6 ชนิด สามารถแบ่ง

กล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นออกเป็น 6 สกุลย่อย โดยกล้วยไม้สกุลเอ้ืองน้้าต้นแบ่งออกเป็น 3 สกุลย่อย 

คือ Calanthe, Styloglossa และ Preptanthe สกุลเ อ้ืองพร้าวแบ่งออกเป็น 2 สกุลย่อย คือ 

Paraphaius และ Phaius และกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบกลียว 1 สกุล ซึ่งการศึกษาความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นในประเทศไทยประกอบด้วยกล้วยไม้ทั้ง 6 สกุล คือ สกุลย่อย 

Calanthe ประกอบด้วย C. triplicata และ C. herbacea สกุลย่อย Styloglossa ประกอบด้วย  

C. densiflora, C. clavata แ ล ะ  C. lyroglossa ส กุ ล ย่ อ ย  Preptanthe ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย                               

C. cardioglossa และ C. rubens สกุลย่อย Paraphaius ประกอบด้ วย P. flavus สกุลย่อย                                     

P. tankervilleae และ  P. mishmensis และสกุ ล ย่ อ ย  Cephalantheropsis ประกอบด้ ว ย  

Ce. longipes ซึ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นในประเทศจีนบางชนิดไม่พบการกระจายพันธุ์ในประเทศ

ไทย ท้าให้ในแต่ละสกุลย่อยมีตัวอย่างเพียง 1-3 ชนิด ซึ่งจากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

บริเวณคลอโรพลาสต์ 4 บริเวณของกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นในประเทศไทย พบว่า ล้าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน matK สามารถแบ่งกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นได้คล้ายกับการแบ่งกลุ่มกล้วยไม้ในประเทศจีน 

โดย กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย สกุลย่อย Calanthe Paraphaius และ Phaius กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย 
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Phaius กลุ่มที่ 3 เป็นสกุลย่อย Preptanthe กลุ่มที่ 4 เป็นสกุลย่อย Styloglossa และกลุ่มที่ 5 เป็น

สกุลย่อย Cephalantheropsis (Zhai et al., 2014) 

 

6. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดยใช้ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับยีน rbcL 

 การหาล้าดับในนิวคลีโอไทด์ในแต่ละบริเวณไม่ประสบความส้าเร็จในบางตัวอย่าง ดังนั้นจึง

เป็นข้อจ้ ากัด ในการวิ เคราะห์ความสัม พันธ์ทาง พันธุกรรมโดยใช้ล้ าดับนิวคลี โอไทด์ ใน  

คลอโรพลาสต์ร่วมกัน โดยเฉพาะบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ที่มีล้าดับนิวคลีโอไทด์เพียง 12 

ตัวอย่างในสกุลเอ้ืองน้้าต้นและสกุลเอ้ืองพร้าวเท่านั้น เมื่อน้ามาวิเคราะห์ร่วมกับบริเวณอ่ืน ส่งผลให้

ตัวอย่างที่ใช้ในการวิเคราะห์มีจ้านวนน้อยมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์

ร่วมกัน 3-4 บริเวณท่ีมีตัวอย่างในการวิเคราะห์เพียงบางชนิดเท่านั้น ดังนั้นเมื่อพิจารณาการวิเคราะห์

ล้าดับนิวคลีโอไทด์ร่วมกัน 2 บริเวณ การวิเคราะห์ยีน matK ร่วมกับยีน rbcL สามารถจัดกลุ่ม

กล้วยไม้ในสกุลเอ้ืองน้้าต้นได้ได้ดีที่สุด ซึ่งเป็นบริเวณที่แนะน้าเป็นบริเวณมาตรฐานส้าหรับดีเอ็นเอ

บาร์โค้ดในพืช (Hollingsworth et al., 2009) ซึ่งยีน rbcL เป็นบริเวณที่มีอัตาราการแทนที่ต่้ากว่า

บริเวณอ่ืน จึงมักใช้ยีน rbcL ร่วมกับบริเวณอ่ืนในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยยีน 

matK สามารถจ้าแนกกล้วยไม้สกุลก้านก่อได้ 21 ชนิด (70 เปอร์เซ็นต์) ส่วนยีน rbcL สามารถ

จ้าแนกได้เพียง 10 ชนิด (33.33 เปอร์เซ็นต์) เมื่อน้ามาวิเคราะห์ร่วมกันสามารถจ้าแนกได้ 23 ชนิด 

(76.67 เปอร์เซ็นต์) (Jiemjuejun et al., 2561) นอกจากนี้ยีน matK สามารถแยกกล้วยไม้สกุลหวาย

ได้ 10.48 เปอร์เซ็นต์ ยีน rbcL แยกได้ 5.56 เปอร์เซ็นต์ เมื่อน้ามาวิเคราะห์ร่วมกับช่วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการแยกเป็น 24 เปอร์เซ็นต์ (Xu et al., 2015) การจ้าแนกกล้วยไม้จ้านวน 4 วงศ์

ย่อย ได้แก่ Vanilloideae, Cypripedioideae, Orchidaceae และ Epidendroideae โดยใช้ยีน 

matK และยีน rbcL ร่วมกันช่วยเพ่ิมปริสิทธิภาพในการจ้าแนกจาก 73.6 เปอร์เซ็นต์ (matK) และ 

60.5 เปอร์เซ็นต์ (rbcL) เป็น 85.7 เปอร์เซ็นต์ (Kim et al., 2014) 

 

 

 

 



 

บทที่ 5 
 

บทสรุป 
 
สรุปผลการวิจัย 

1.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
จากการสกัดดีเอ็นเอของใบกล้วยไม้ด้วยวิธีการสกัดที่ดัดแปลงมาจากวิธี CTAB ของ Doyle 

and Doyle (1987) นั้น สามารถสกัดดีเอ็นเอของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้้าต้นได้ท้ังหมด 45 ตัวอย่าง และ

มีปริมาณดีเอ็นเอที่มากเพียงพอต่อการเพ่ิมปริมาณและมีคุณภาพดี แต่มีบางตัวอย่างเกิดการแตกหัก

ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 

1.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ matK และ 

rbcL ได้ทุกตัวอย่างในขณะที่บริเวณระหว่างยีนสามารถเพ่ิมปริมาณได้บางตัวอย่างซึ่งอาจเกิดจาก

ความแปรผันทางพันธุกรรม ซึ่งอาจออกแบบไพรเมอร์ใหม่ที่จ้าเพาะต่อกล้วยไม้ในการท้าปฏิกิริยา  

พีซีอาร์ 

1.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งของบริเวณในคลอโรพลาสต์ 
จากล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 บริเวณในคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ ยีน matK มีความแตกต่างทาง

พันธุกรรมภายในชนิดที่ต่้าและมีบางต้าแหน่งของล้าดับนิวคลีโอไทด์ที่จ้าเพาะกับกล้วยไม้บางชนิด 

ได้แก่ C. clavata, C. vestits, C. masuca, C. pulchra, P. flavus และ P. tankervilleae และ

บางต้าแหน่งมีความจ้าเพาะกับกล้วยไม้สกุลเอ้ืองกลีบเกลียว 

1.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้ล้าดับนิวคลโอไทด์ในบริเวณยีน matK 

พบว่าสามาถแยกกลุ่มกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้นได้ออกเป็น 5 กลุ่ม ซึ่งสามารถแยกกล้วยไม้สกุล 

เอ้ืองกลีบเกลียวออกจากสกุลเอ้ืองน้้าต้นและเอ้ืองพร้าวได้ ในขณะที่สกุลเอ้ืองน้้าต้นและเอ้ืองพร้าวไม่

สามารถแยกออกจากกันได้ ล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL มีบริเวณอนุรักษ์สูงมากยังไม่สามารถ

แยกท้ัง 3 สกุลได้อย่างชัดเจน  และบริเวณระหว่างยีนสามารถจัดกลุ่มกล้วยไม้เอ้ืองน้้าต้นได้บางชนิด 
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ข้อเสนอแนะ 
 1. บริเวณที่ศึกษาเป็นบริเวณในคลอโรพลาสต์ ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาล้าดับนิวคลีโอไทด์

บริเวณ internal transcript spacer ซึ่งเป็นบริเวณท่ีพบในนิวเคลียสมาช่วยในการจัดจ้าแนกกล้วยไม้

กลุ่มนี้ได้ดีขึ้น 

 2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH และ trnL-trnF ไม่สามารถเพ่ิม

ปริมาณได้ในบางตัวอย่าง และเกิดแถบ non-specific ควรออกแบบไพรเมอร์ที่จ้าเพาะกับกล้วยไม้ใน

กลุ่มนี้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
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ภาคผนวก ก การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ 
ตาราง ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ 260 280 260/280 Concentration (ng/µl) 

C. cardioglossa MR3 0.730 0.353 2.068 730 

C. cardioglossa MR7 0.836 0.403 2.074 836 

C. densiflora PH1 0.438 0.214 2.046 438 

C. herbacea PH1 1.044 0.661 1.579 1,044 

C. masuca MR1 0.911 0.480 1.898 911 

C. pulchra MR1 0.559 0.283 1.975 559 

C. rosea MR3 0.004 0.003 1.333 4 

C. rosea MR4 0.319 0.187 1.705 319 

C. rosea MR7 0.331 0.190 1.742 331 

C. rubens MR3 0.662 0.368 1.799 662 

C. succedanea MR1 0.456 0.382 1.194 456 

C. triplicata MR1 0.540 0.319 1.693 540 

C. vestita MR3 0.278 0.182 1.527 278 

C. vestita MR4 0.392 0.231 1.697 392 

Ce. longipes RK1 0.433 0.247 1.753 433 

Ce. longipes PH1 0.440 0.257 1.712 440 

Ce. longipes PH2 0.392 0.228 1.719 392 

Ce. obcordata RK1 0.538 0.316 1.702 538 

P. flavus RK2 0.174 0.100 1.740 174 

P. flavus RK3 0.130 0.074 1.757 130 

P. indochinensis RK1 0.111 0.078 1.423 111 

P. mishmensis RK4 0.160 0.103 1.747 160 
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ชื่อวิทยาศาสตร์ 260 280 260/280 Concentration (ng/µl) 

P. mishmensis RK5 0.222 0.139 1.597 222 

P. mishmensis RK7 0.186 0.128 1.453 186 

P. tankervilleae MR1 0.252 0.118 2.135 252 
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ภาคผนวก ข การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์และการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ตาราง การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์และการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณใน 

คลอโรพลาสต์ในกล้วยไม้กลุ่มเอ้ืองน้้าต้น ( M คือ ยีน matK, R คือ ยีน rbcL, PT คือ บริเวณระหว่าง

ยีน psbA-trnH และ LF คือ บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF) 

 

ชื่อวิทยาศาสตร์ 
Polymerase chain reaction DNA sequencing 

M R PT LF M R PT LF 

C. cardioglossa MR3 √ √  √ √ √   

C. cardioglossa MR7 √ √  √ √    

C. cardioglossa RK2 √ √   √ √   

C. clavata PR1 √ √ √ √ √ √ √ √ 

C. clavata PR2 √ √ √ √ √ √   

C. densiflora RK1 √ √ √ √ √ √   

C. densiflora PH1 √ √ √ √ √ √ √  

C. herbacea PH1 √ √ √ √  √  √ 

C. lyroglossa RK1 √ √ √ √   √ √ 

C. lyroglossa RK2 √ √ √ √ √  √ √ 

C. lyroglossa RK3 √ √ √ √ √  √ √ 

C. masuca MR1 √ √ √ √ √   √ 

C. masuca RK1 √ √ √ √   √  

C. masuca RK4 √ √ √ √   √ √ 

C. pulchra MR1 √ √  √ √ √  √ 

C. rosea MR3 √ √ √ √ √    

C. rosea MR4 √ √ √  √    

C. rosea MR7 √ √ √ √ √    

C. rubens RK1 √ √ √ √ √ √   

C. rubens MR3 √ √ √ √ √ √   
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ชื่อวิทยาศาสตร์ 
Polymerase chain reaction DNA sequencing 

M R PT LF M R PT LF 

C. rubens PR4 √ √ √ √ √ √   

C. rubens alba RK1 √ √ √ √ √ √ 
  

C. succedanea MR1 √ √ √ √ √ √ √ √ 

C. triplicata MR1 √ √ √ √ √ √ √ 
 

C. triplicata RK1 √ √ √ √  √ √ √ 

C. triplicata PR2 √ √ √ √ √ √  √ 

C. triplicata NN1 √ √ √ √ √ √   

C. vestita MR3 √ √  √ √ √   

C. vestita MR4 √ √  √ √ √   

Ce. longipes RK1 √ √ √ √ √ √  √ 

Ce. longipes PH1 √ √ √  √ √   

Ce. longipes PH2 √ √ √ √ √ √   

Ce. obcordata RK1 √ √ √ √ √ √  √ 

P. flavus RK2 √ √ √ √ √ √ √ √ 

P. flavus RK3 √ √ √  √ √   

P. indochinensis RK1 √ √  √ √ √   

P. mishmensis RK4 √ √ √ √ √   √ 

P. mishmensis RK5 √ √ √ √ √ √  √ 

P. mishmensis RK7 √ √ √  √ √   

P. tankervilleae MR1 √ √  √ √ √  √ 

P. tankervilleae RK1 √ √  √ √ √  √ 

P. tankervilleae PR1 √ √  √ √   √ 

P. tankervilleae alba RK2 √ √ √  √ √ √  

P. tankervilleae alba RK3 √ √ √  √ √   
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ชื่อวิทยาศาสตร์ 
Polymerase chain reaction DNA sequencing 

M R PT LF M R PT LF 

P. tankervilleae alba CM1 √ √ √ √ √ √  √ 
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ภาคผนวก ค ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 
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ภาคผนวก ง ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL  
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ภาคผนวก จ ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 
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ภาคผนวก ฉ ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 
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ภาคผนวก ช ความแตกต่างทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้นด้วยวิธี pairwise 
distance 
ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ด้วยวิธี pairwise distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL ด้วยวิธี pairwise distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ด้วยวิธี pairwise 

distance 

 

 

 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ด้วยวิธี pairwise 

distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน rbcL ด้วย

วิธี pairwise distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 
 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 

ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 
 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

ด้วยวิธี pairwise distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF 

ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 

 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน 

trnL-trnF ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 

 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับยีน rbcL และบริเวณระหว่าง

ยีน psbA-trnH ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 



109 

 

 
 
  

95 

P
age1

0
9

 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับยีน rbcL และบริเวณระหว่าง

ยีน trnL-trnF ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 
 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ด้วยวิธ ีpairwise distance 

 

 
 

ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน psbA-trnH 

และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ด้วยวิธ ีpairwise distance 
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ตาราง ความแตกต่างของล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ร่วมกับยีน rbcL บริเวรระหว่างยีน 

psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF ด้วยวิธี pairwise distance 

 

 

 
 
 
 



 

 

ภาคผนวก ซ ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้กลุ่มเอื้องน้ าต้น โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ร่วมกัน 

 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ matK ร่วมกับบริเวณระหว่าง  

ยีน psbA-trnH โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ matK ร่วมกับบริเวณระหว่าง 

ยีน trnL-trnF ใช้วิธี UPGMA 

 CCL PR1 matK psbA

 CDE PH1 matK psbA

 CLY RK2 matK psbA

 CLY RK3 matK psbA

 CSU MR1 matK psbA

 CTR MR1 matK psbA

 PFL RK2 matK psbA

 PTAA RK2 matK psbA

 CLY RK2 matK trnLF

 CLY RK3 matK trnLF

 CPU MR1 matK trnLF

 CCL PR1 matK trnLF

 CSU MR1 matK trnLF

 CMA MR1 matK trnLF

 CTR PR2 matK trnLF

 PFL RK2 matK trnLF

 PTA RK1 matK trnLF

 PMI RK4 matK trnLF

 PMI RK5 matK trnLF

 PTA PR1 matK trnLF

 PTA MR1 matK trnLF

 PTAA CM1 matK trnLF

 CELO RK1 matK trnLF

 CEOB RK1 matK trnLF
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ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ rbcL ร่วมกับบริเวณระหว่าง 

ยีน psbA-trnH โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ rbcL ร่วมกับบริเวณระหว่าง  

ยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 CTR MR1 rbcL psbA

 CTR RK rbcL psbA

 CDE PH rbcL psbA

 CCL PR1 rbcL psbA

 CSU MR rbcL psbA

 PFL RK2 rbcL psbA

 PTAA RK2 rbcL psbA

 CPU MR rbcL trnLF

 CSU MR rbcL trnLF

 CCL PR1 rbcL trnLF

 CHE PH rbcL trnLF

 CTR PR2 rbcL trnLF

 CTR RK rbcL trnLF

 PFL RK2 rbcL trnLF

 PMI RK5 rbcL trnLF

 PTA RK1 rbcL trnLF

 CELO RK rbcL trnLF

 CEOB RK rbcL trnLF

 PTA MR rbcL trnLF

 PTAA CM rbcL trnLF
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ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH   

ร่วมกับบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ยีน rbcL และ  

บริเวณระหว่างยีน psbA-trnH โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ยีน rbcL และ 

บริเวณระหว่างยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 CLY RK1 psbA trnLF

 CLY RK3 psbA trnLF

 CLY RK2 psbA trnLF

 CCL PR1 psbA trnLF

 CSU MR1 psbA trnLF

 CMA RK4 psbA trnLF

 CTR RK1 psbA trnLF

 PFL RK2 psbA trnLF

 CCL PR1 mrp

 CDE PH1 mrp

 CTR MR1 mrp

 CSU MR1 mrp

 PFL RK2 mrp

 PTAA RK2 mrp

 PMI RK5 mrt

 PTA RK1 mrt

 PFL RK2 mrt

 PTA MR1 mrt

 CTR PR2 mrt

 CCL PR1 mrt

 CSU MR1 mrt

 CELO RK1 mrt

 CEOB RK1 mrt

 PTAA CM1 mrt
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ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK บริเวณระหว่าง 

ยีน psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน rbcL บริเวณระหว่างยีน 

psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 

 

 

ภาพ Phylogenetic tree ที่ได้จากการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน matK ยีน rbcL บริเวณ

ระหว่างยีน psbA-trnH และบริเวณระหว่างยีน trnL-trnF โดยใช้วิธี UPGMA 

 
 
 

 CLY RK2 mpt

 CLY RK3 mpt

 CCL PR1 mpt

 CSU MR1 mpt

 PFL RK2 mpt

 CCL PR1 rpt

 CSU MR rpt

 CTR RK rpt

 PFL RK2 rpt

 CCL PR1 mrpt

 CSU MR1 mrpt
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