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 บทคดัยอ่  
 

กลว้ยไมเ้ป็นไมด้อกเศรษฐกิจที่ส  าคญัชนิดหนึ่งของประเทศไทย เนื่องจากมีความสวยงามและความ
หลากหลายของสายพนัธุส์งู จึงจ าเป็นตอ้งมีการจ าแนกสายพนัธุก์ลว้ยไมแ้ต่ละชนิดออกจากกนัไดอ้ยา่งถกูตอ้ง ใน
งานวิจยันีไ้ดศ้ึกษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมและการระบพุนัธุก์ลว้ยไมห้ายากดว้ยล าดบัดีเอ็นเอของยีน rbcL 
ส  าหรับน าไปประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายบาร์โค้ดดีเอ็นเอเพื่อบ่งชี ้ความแตกต่างของสายพันธุ์กล้วยไม้ 
หายากไดถ้กูตอ้ง โดยรวบรวมสายพนัธุ์กลว้ยไมห้ายากที่ปลกูไวท้ี่แหลง่อนรุกัษ์นอกถ่ิน ณ หน่วยวิจยัชีววิทยาพืช 
มหาวิทยาลยัราชภัฏเพชรบุรี ผลวิจัยพบว่าการน าดีเอ็นเอของกลว้ยไมห้ายากจ านวน 30 ชนิด ไปเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอรส์  าหรบัเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอของยีน rbcL ในบริเวณสว่นหนา้ของยีน ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่
พอลิเมอเรส เมื่อน าดีเอ็นเอไปตรวจสอบและเปรยีบเทียบกบัฐานขอ้มลู GenBank สรา้งแผนภมูิความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรม พบว่ามีล  าดบัดีเอ็นเอของกลว้ยไมจ้ านวน 9 ชนิด ที่ยงัไม่เคยมีรายงานล าดบัดีเอ็นเอของยีน rbcL ใน
บริเวณนี ้สว่นยีน rbcL ในกลว้ยไมช้นิดอื่นที่เคยมีรายงานแลว้นัน้ พบว่ามีล  าดบัดีเอ็นเอที่ท  าการศึกษาในครัง้นี ้มี
ความเหมือนกับล าดับในฐานข้อมูลไม่ต ่ากว่าร้อยละ 94 และมีล  าดับต าแหน่งสนิป 92 ต าแหน่ง แผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้จากบริเวณส่วนต้นยีน rbcL ขนาดประมาณ 600 คู่เบส สามารถจัดกลุ่ม 
ของกลว้ยไมใ้นระดบัเผา่ไดอ้ยา่งถกูตอ้ง สามารถจ าแนกกลว้ยไมไ้ทยไดอ้ยา่งนอ้ย 30 ชนิด และคาดวา่จะสามารถ
น าไปใชใ้นการศกึษาตอ่ไปไดใ้นอนาคต 

 
ค าส าคัญ: ยีน rbcL กลว้ยไม ้แหลง่อนรุกัษ์นอกถ่ินก าเนิด แผนภมูิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม 
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Abstract 
 

Orchid is one of the most important flowering plants in Thailand, despite the splendor and variety 
of species are great.  Hence, it is essential to classify and identify the orchid species.  In this research, 
the genetic relationship and identification of rare Thai orchid species were performed via the rbcL 
nucleotide sequences.  These sequences were applied as DNA barcoding to indicate the differentiation 
of orchid species. Rare Thai orchid species were collected from an ex-situ conservation at Plant Biology 
Research Unit, Phetchaburi Rajabhat University.  The 5’  coding fragments of rbcL gene were amplified 
with the polymerase chain reaction.  The nucleotide sequences were examined and compared with the 
GenBank database, the phylogenetic tree was constructed.  The results showed that the approximately 
600 base pairs of rbcL sequences from 9 orchid species had been newly deposited on the GenBank 
database while the remaining sequences revealed the similarity over 94% and the SNP haplotype is 92 
positions. The partial 5’ coding fragments rbcL gene sequences have the efficiency to clustering orchids 
at tribe level and identify at least 30 Thai orchid species and will be used in further study. 
 

Keywords: rbcL gene, Orchid, Ex situ conservation, Phylogenetic tree        
 
บทน า 

กลว้ยไมเ้ป็นพืชดอกที่มีจ านวนชนิดมากและ 
มีรายงานพบไม่นอ้ยกว่า 25,000 ชนิด ในประเทศไทย
กล้วยไม้จัดเป็นพืชวงศ์ที่ใหญ่ที่สุด นักพฤษศาสตร์
ตรวจสอบช่ือถูกตอ้งแลว้ มีจ านวน 180 ถึง 190 สกุล 
และ 1,300 ชนิด กระจายอยู่ทั่วประเทศ1 เนื่องจาก
ประเทศไทยตั้งอยู่บริ เวณเส้นศูนย์สูตร มีสภาพ
ภูมิอากาศแบบเขตรอ้น จึงมีความอุดมสมบูรณ์ของ
ทรัพยากรธรรมชาติ  โดยเฉพาะอย่างยิ่ งกล้วยไม้  
แต่ปัจจุบันความสมดุลของธรรมชาติ เริ่มเกิดการ
เปลี่ยนแปลงไปในทางที่ เสื่อมโทรมอย่างรวดเร็ว 
โดยเฉพาะป่าและพรรณพืชโดนคุกคามอย่างหนัก 
ทัง้จากมนุษยแ์ละจากภัยธรรมชาติ ประกอบกับการ
ลักลอบเก็บกล้วยไม้ออกจากแหล่งธรรมชาติมาก 
จนยากที่จะฟ้ืนคืนได้ ซึ่งกล้วยไม้หลายชนิดตกอยู่

สภาพใกลส้ญูพนัธุ์2 อีกทัง้การจ าแนกดว้ยลกัษณะทาง
สณัฐาน (Morphology) ท าไดค้่อนขา้งยากและอาจเกิด
ความผิดพลาดไดเ้มื่อพิจารณาเพียงลกัษณะที่ปรากฏ 
ทั้ งนี ้อิ ท ธิพลของสิ่ ง แวดล้อม เข้ามา เ ก่ี ยวข้อง 
ท าใหผ้ลการจ าแนกไม่เป็นไปตามลกัษณะพันธุกรรม 
ที่แท้จริง ซึ่งจ าเป็นต้องใช้ผู้ที่มีความเช่ียวชาญและ
ประสบการณ ์นอกจากนีก้ารจ าแนกชนิดของกลว้ยไม้
อาศัยลกัษณะสณัฐานของดอกเป็นส่วนใหญ่แต่ยังมี
ขอ้จ ากดั เนื่องจากดอกของกลว้ยไมบ้างชนิดใชเ้วลาใน
การออกดอกนานหรือมีจ านวนนอ้ย ซึ่งการใชล้กัษณะ
สัณฐานอื่ น  ๆ  เพี ยงอย่ า ง เดี ยว  เช่ น  ดอก  ใบ  
หรือ ล าต้น อาจท าให้เกิดความผิดพลาดได้ง่าย  
การใชเ้ครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) จึงเขา้มามี
บทบาทในการช่วยจ าแนก ซึง่ในงานทดลองนีใ้ชล้  าดบัดี
เอ็นเอสายสั้นที่ เรียกว่า บาร์โค้ดดี เอ็นเอ (DNA 
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Barcode) ท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณจากปฏิกิริยาลูกโซ่
พ อ ลี เ ม อ เ ร ส  ( Polymerase Chain Reaction)  
ในการจดัจ าแนก 

บาร์โค้ดดี เอ็นเอเป็นเครื่องหมายโมเลกุล 
(Molecular marker) เป็นวิธีการที่ระบชุนิดของสิง่มีชีวิต
ไดอ้ย่างรวดเร็วและแม่นย า ซึ่งไดเ้ขา้มามีบทบาทใน
งานด้านพันธุศาสตร ์ เนื่องจากการจัดกลุ่มหรือการ
จ าแนกสิ่งมีชีวิตโดยอาศยัลกัษณะสณัฐานวิทยาท าได้
ยาก โดยเฉพาะพืชซึ่ ง เป็นสิ่ งมี ชี วิตที่มีลักษณะ
คลา้ยคลึงกัน3 จึงท าใหเ้กิดความผิดพลาดในการแยก
ความแตกต่างของสายพันธุ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสาย
พนัธุพ์ืชบางชนิดที่มีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม การใช้
เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการบ่งชีค้วามแตกต่างของ
สายพันธุ์พืช (Varietal identification) ไดเ้ขา้มาช่วยให้
การจ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์ให้มีความ
ถกูตอ้งแม่นย ามากยิ่งขึน้ โดยการใชล้  าดบัดีเอ็นเอของ
สิ่งมีชีวิตที่ต้องการทราบชนิดมาใช้เปรียบเทียบกับ
ล าดับดีเอ็นเอที่ทราบชนิดแลว้4, 5 Consortium for the 
Barcode of Life (CBOL) เสนอว่าชิน้ดีเอ็นเอต าแหน่ง
จ าเพาะ (Specific site) เหมาะส าหรบัการระบุชนิดพืช 
โดยต าแหน่งที่เหมาะสมคือชิน้ดีเอ็นเอคลอโรพลาสต ์
(Chloroplast) และไดเ้สนอต าแหนง่มาตรฐาน 2 ยีน คือ 
ยีน matK และ rbcL6 ซึ่งงานวิจยันีไ้ดเ้ลือกศึกษายีนใน
คลอโรพลาสต ์ไดแ้ก่ ยีน rbcL ซึง่ไมม่ีอินทรอน (Intron) 
โ ด ย ทั่ ว ไ ป มี ข น า ด ป ร ะ ม า ณ  1, 400 คู่ เ บ ส  
เป็นยีนก าหนดการ สรา้งหน่วยย่อยขนาดใหญ่ (Large 
subunit) ของเอนไซม์ ribulose-1,5- bisphosphate 
carboxylase/oxygenase (RuBisCO)  ซึ่งมีหนา้ที่เป็น
ตวัเรง่ปฏิกิรยิาการรวมตวัของ RuBP กบั CO2ในวฏัจกัร
คาลวิน7 ซึ่งองคก์ร CBOL เสนอว่ายีน rbcL เหมาะสม
ต่อการใชเ้ป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard) มาก

ที่สดุ เนื่องจากมีวิวฒันาการของดีเอ็นเอและอตัราการ
แทนที่ของดีเอ็นเอค่อนขา้งสงู จึงท าใหม้ีประสิทธิภาพ
ในการจ าแนกและหาวิวัฒนาการของพืชได้ โดยยีน 
rbcL นี ้มีประสิทธิภาพ ในการจ าแนกพืชไดห้ลายชนิด 
ยกตัวอย่างเช่น กาแฟ 8 ว่านน ้าทอง9 ตีนตุ๊กแก10  
เป็นตน้ 

ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดศ้ึกษาถึงความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมและจ าแนกกลว้ยไมไ้ทยดว้ยล าดบัดีเอ็นเอ
ของยีน rbcL รวมไปถึงความสอดคล้องกับการจัด
จ าแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยสรา้ง
แผนภูมิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม ซึ่งสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้กับกล้วยไม้เพื่อการตรวจสอบชนิดของ
กลว้ยไมห้ายาก รวมถึงสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการ
วางแผนอนุรกัษ์กลว้ยไมห้ายากในประเทศไทย อีกทัง้
ยงัน าไปใชเ้ป็นฐานขอ้มูลดีเอ็นเอเพื่อใชใ้นการอา้งอิง
สายพันธุ์และเปรียบเทียบกับกล้วยไม้สายพันธุ์
ตา่งประเทศ 

วิธีด าเนินการวิจัย 
ตัวอยา่งกลว้ยไม้ 

ชนิดพืชที่น  ามาศึกษาในครัง้นีเ้ป็นกลว้ยไมป่้า 
ซึ่งเป็นพืชใบเลีย้งเดี่ยวในวงศ ์Orchidaceae ที่มีการ
ปลกูอนรุกัษ์นอกถ่ินก าเนิดที่สามารถระบชุนิดไดอ้ยา่ง
แน่ชดั ณ หน่วยวิจยัชีววิทยาพืช มหาวิทยาลยัราชภฏั
เพชรบุรี จ านวน 30 ชนิด ไดแ้ก่ (1) กุหลาบกระเป๋า
เปิด (Aerides falcata Lindl. & Paxton) (2) เอือ้งเข็ม
แดง (Ascocentrum curvifolium Lindl.) (3) สงิโตกา้มปู
ใ ห ญ่  ( Bulbophyllum macranthum Lindl. ) 
(4)  สิ งโตฟันจักร(Bulbophyllum dentiferum Ridl. ) 
( 5)  สิ ง โ ตนั ก กล้ า ม  ( Bulbophyllum lasiochilum 
E.C.Parish & Rchb.f.) (6) สิงโตงาม (Bulbophyllum 
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affine Wall.  ex Lindl. )  (7)  เอื ้อ งมัน  (Coelogyne 
cumingii Lindl. )  (8)  กระเร่กระร่อน (Cymbidium 
aloifolium (L. )  Sw. )  (9)  กระเร่กระร่อนปากเป็ด 
(Cymbidium finlaysonianum Lindl. )  (10)  เอื ้องผึ ้ง 
(Dendrobium lindleyi Steud.)  (11)  เอื ้องกระเจี ้ยง 
(Dendrobium amplum Lindl.) (12) เหลืองจันทบูร 
(Dendrobium friedericksianum Rchb.f.) (13) เอื ้อง
สายม่ านพระอิ นทร์  (Dendrobium devonianum 
Paxton) (14) เอือ้งเงินหลวง (Dendrobium formosum 
Roxb. ex Lindl.) (15) เอือ้งแปรงสีฟัน (Dendrobium 
secundum (Blume) Lindl. ex Wall.) (16) เอื ้องทอง 
(Dendrobium ellipsophyllum Tang & F.T.Wang) (17) 
เพชรหงึ (Grammatophyllum speciosum Blume) (18) 
เอือ้งกาบดอก (Pholidota imbricata Lindl.) (19) เอือ้ง
ล าต่อ (Pholidota articulata Lindl. )  (20)  ช้างกระ 
( Rhynchostylis gigantea Ridl. )  ( 21)  เ ข า แ ก ะ 
(Rhynchostylis coelestis A.H.Kent)  (22)  ไอยเรศ 
(Rhynchostylis retusa Blume) (23) สามปอยขุนตาล 
(Vanda denisoniana Benson & Rchb.f.) (24) เอื ้อง
มะลิ (Dendrobium crumenatum Swartz) (25) เอือ้ง
ปีกไก่ใหญ่ (Agrostophyllum planicaule Rchb.f.) (26) 
หมกูลิง้ (Eulophia andamanensis Rchb.f.) (27) เถางู
เขียว (Vanilla aphylla Blume) (28) เอือ้งสายล่องแล่ง 
(Dendrobium aphyllum C.E.C.  Fisch.)  (29)  เอื ้อง
กุหลาบแดง (Aerides crassifolia C.S.P.Parish ex 
Burb.) และ (30) เอือ้งหนวดพราหมณ ์(Seidenfadenia 
mitrata (Rchb.f.) Garay)  

 
การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดี เอ็นเอจากใบกล้วยไม้ทั้ง  30 ชนิด  
โดยน าตัวอย่างจากใบกลว้ยไมต้ดัเป็นชิน้เล็กขนาด

ประมาณ 1 ตารางเซนติเมตร จากนัน้สกดัแยกดว้ยวิธี
ประยุกต์จาก Doyle and Doyle (1978) 11 ท าการ
ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวิธีวดัค่าการดูดกลืน
แสงอลัตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร  
และต ร ว จสอบคุณภาพขอ งดี เ อ็ น เ อด้ว ย วิ ธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส (Eletrophoresis) ในเจลอะกาโรส 
(Agarose) ความเขม้ขน้ 1% และหาความบรสิทุธ์ิโดย
การค านวณอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลืน่ 260 และ 280 นาโนเมตร 12 
การเพิ่มชิน้ดีเอ็นเอของยนี rbcL 

น าดี เ อ็น เอกล้วยไม้ที่ ผ่ านการสกัดแยก 
ดีเอ็นเอทั้ง 30 ชนิด มาเจือจางให้มีความเข้มข้น 
50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แล้วเพิ่มชิ ้นดี เอ็นเอ 
ของยีน  rbcL ด้วยปฏิ กิ ริยาลูก โซ่พอลิ เมอ เ รส  
(T-100 Thermal Cycler, สหรฐัอเมริกา) โดยใชด้ีเอ็นเอ 
50 นาโนกรมั ใน PCR master mix 2 เท่า (Biotechrabbit, 
เ ยอรมนี )  แ ล ะ ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์ จ า เ พ า ะ ต่ อ ยี น  
rbcL (5’  ATGTCACCACAAACAGAAAC 3’ 13 กับ  
5’CTTCACAAGCAGCAGCTAGTTC 3’ )14 ที่ความ
เข้มข้นสุดท้าย 1 ไมโครโมลาร์ ให้มีปริมาตรรวม  
25 ไมโครลติร 

กา ร เ พิ่ ม ป ริ ม าณ ชิ้น ส่ ว นขอ ง ยี น  rbcL  
ดว้ยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลีเมอเรส 3 ขัน้ตอน คือ (1) บ่ม
ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีจ านวน  
1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน  
30 วินาที  บ่มที่อุณหภูมิ  52 องศาเซลเซียส นาน  
30 วินาที และบ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 
50 วินาที จ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ จากนัน้
น า ม า ต ร ว จ ส อ บ ผ ล ผ ลิ ต ที่ ไ ด้ ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
อิเลก็โทรโฟรซีิสในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1% 
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การวิเคราะหผ์ล 
น าผลผลิตดี เอ็น เอที่ท  าการเพิ่มปริมาณ

ชิ้นส่วนยีน rbcL ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส  
ท าใหด้ีเอ็นเอมีความบริสทุธ์ิโดยการตดัและสกดัแถบ
ดี เอ็นเอออกจากเจล ตรวจล าดับดี เอ็นเอโดยผู้
ใหบ้ริการ (Bionics, เกาหลีใต)้ จากนัน้ท าการแกไ้ข
ข้อมูลล าดับดีเอ็นเอให้ถูกต้องและน าไปฝากไวบ้น
ฐานข้อมูลGenBank ผ่านทาง  DDBJ (DNA Data 
Bank of Japan)  ล  าดับดี เ อ็น เอของกล้วย ไม้ทั้ง  
30 ชนิด ได้ถูกน ามาวิเคราะห์เพื่อหารูปแบบสนิป 
(SNP haplotype) และสรา้งแผนภมูิความสมัพนัธท์าง
พันธุกรรม (phylogenetic tree) ดว้ย โมเดล Jukes-
Cantor Gamma ในการจัดกลุ่มแบบ  Maximum-
Likelihood และสุ่มข้อมูลซ ้าแบบ Bootstrap 1,000 
ครัง้โดยใชโ้ปรแกรม MEGA 7.015 

ผลการวิจัย 
จากการเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอของยีน rbcL 

ดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส พบว่าสามารถเพิ่ม  
ปริมาณในกลว้ยไมไ้ทยไดท้ัง้ 30 ชนิด และเมื่อท าการ

ตรวจสอบขนาดดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
ในเจลปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 คู่เบส 
(Figure 1) เมื่อน าไปวดัความเขม้ขน้และความบรสิทุธ์ิ 
(260/280) พบว่าดีเอ็นเอของกลว้ยไมม้ีความเขม้ขน้
ตั้งแต่ 0.8-2.4 ไมโครกรัม และมีความบริสุทธ์ิ ท่ี 
1.7-2.1 เมื่อท าการเปรียบเทียบล าดบัดีเอ็นเอของยีน 
rbcL กับล าดับดี เอ็นเอบนฐานข้อมูล  GenBank  
ของ NCBI พบว่าล าดบัดีเอ็นเอที่ไดน้ี ้มีล  าดบัดีเอ็นเอ
จากกล้วยไม้ 9 ชนิดยังไม่ปรากฏบนฐานข้อมูล 
GenBank ส่วนในล าดับดีเอ็นเอของยีน rbcL ของ
กล้วยไม้ที่ เหลือทั้ง  21 ชนิดที่มีในฐานข้อมูลนั้น  
มีความเหมือนไมน่อ้ยกวา่รอ้ยละ 94 จึงไดท้ าการฝาก
เก็บล าดับดี เอ็นเอของยีน rbcL จากกล้วยไม้ทั้ง  
30 ชนิ ด  และ ได้หมาย เลข เฉพาะ  (Accession 
number) แสดงใน (Table 1) นอกจากนีย้งัไดท้  าการ
วิเคราะห์หารูปแบบสนิป (SNP haplotype) ซึ่งพบ
ต าแหน่งที่เกิดสนิปขึน้จ านวน 92 ต าแหน่ง ดงัแสดง
ใน (Figure 2) 

 

 
Figure 1. Some of 600 base pairs gel electrophoresis of rbcL gene from A. falcata (1), B. macranthum 
(2), B. lasiochilum (3), C. aloifolium (4), D. lindleyi (5), D. friedericksianum (6), D. devonianum (7), D. 
ellipsophyllum (8), G. speciosum (9), R. gigantea (10) and V. aphylla (11). M:1 kb ladder. 
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Table 1. Accession number of orchid species in the present experiment and matching with the GenBank 
database.  

Table 1.Orchid species 
Accession 

number 
Database matching (%) 

Accession 
number 

Aerides falcata Lindl. & Paxton  
Ascocentrum curvifolium Lindl. 
Bulbophyllum macranthum Lindl. 
Bulbophyllum dentiferum Ridl. 
Bulbophyllum lasiochilum E.C.Parish & Rchb.f. 
Bulbophyllum affine Wall. ex Lindl. 
Coelogyne cumingii Lindl. 
Cymbidium aloifolium (L.) Sw. 
Cymbidium finlaysonianum Lindl. 
Dendrobium lindleyi Steud. 
Dendrobium amplum Lindl. 
Dendrobium friedericksianum Rchb.f. 
Dendrobium devonianum Paxton 
Dendrobium formosum Roxb. ex Lindl. 
Dendrobium secundum (Blume) Lindl. ex Wall. 
Dendrobium ellipsophyllum Tang & F.T.Wang 
Grammatophyllum speciosum Blume 
Pholidota imbricata Lindl. 
Pholidota articulata Lindl. 
Rhynchostylis gigantea Ridl. 
Rhynchostylis coelestis A.H.Kent 
Rhynchostylis retusa Blume 
Vanda denisoniana Benson & Rchb.f. 
Dendrobium crumenatum Swartz 
Agrostophyllum planicaule Rchb.f. 
Eulophia andamanensis Rchb.f. 
Vanilla aphylla Blume 
Dendrobium aphyllum C.E.C. Fisch. 
Aerides crassifolia C.S.P.Parish ex Burb. 
Seidenfadenia mitrata Rchb.f. 

LC670752 
LC670742 
LC670743 
LC670744 
LC670738 
LC670741 
LC670726 
LC670745 
LC670754 
LC670737 
LC670733 
LC670756 
LC670730 
LC670731 
LC670740 
LC670746 
LC670724 
LC670736 
LC670747 
LC670749 
LC670725 
LC670748 
LC670727 
LC670732 
LC670734 
LC670751 
LC670750 
LC670739 
LC670753 
LC670755 

Not available in GenBank 
Ascocentrum curvifolium (99.62) 
Bulbophyllum macranthum (100) 

Not available in GenBank 
Not available in GenBank 

Bulbophyllum affine (99.84) 
Coelogyne cumingii (99.46) 
Cymbidium aloifolium (97.30) 

Not available in GenBank 
Dendrobium lindleyi (99.46) 
Dendrobium amplum (99.82) 

Not available in GenBank 
Dendrobium devonianum (99.61) 
Dendrobium formosum (99.82) 

Not available in GenBank 
Dendrobium ellipsophyllum (100) 
Grammatophyllum speciosum 
(99.10) 
Pholidota imbricata (99.46) 
Pholidota articulata (100) 
Rhynchostylis gigantea (96.98) 
Rhynchostylis coelestis (95.69) 
Rhynchostylis retusa (97.50) 
Vanda denisoniana (94.30) 
Dendrobium crumenatum (99.64) 

Not available in GenBank 
Not available in GenBank 

Vanilla aphylla (100) 
Dendrobium aphyllum (99.68) 

Not available in GenBank 
Not available in GenBank 

- 
JX876893 
KT884993 

- 
- 

KJ462098 
MN400414 
MN641752 

- 
HM055117 
JN005429 

- 
LC317045 
KP762095 

- 
KP762100 
AF074176  
MN398392 
NC050859 
JX134498 
JX134500 
MT919284 
JQ180386 
JF713166 

- 
- 

AF074238 
LC192953 

- 
- 

 



PBRU SCIENCE JOURNAL 
ปีที่ 19 ฉบับที ่2 กรกฎาคม – ธันวาคม 2565 

   76 

 

PBRU Science Journal 
Volume 19 Number 2 July-December 2022 

 
Figure 2. SNP haplotype of 30 orchid species 

 
อภปิรายผล 

ผลจากการสรา้งแผนภมูิแสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี Maximum Likelihood (Figure 3)  

 
Figure 3. Cladogram of evolutionary relationships from rbcL gene with Maximum-Likelihood methods.
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พบว่ากลว้ยไมท้ี่น  ามาใช้ในการศึกษาครัง้นี ้
ส่วนใหญ่เป็นกลว้ยไมท้ี่อยู่ในวงศย์่อย (Subfamily) 
Epidendroideae ซึ่งเป็นวงศย์่อยที่มีจ านวนสมาชิก
กลว้ยไมม้ากที่สดุถึงรอ้ยละ 76 สามารถพบกลว้ยไม้
ในวงศ์ย่อยนี ้ได้ทั่ วโลก โดยเฉพาะในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้16 ซึ่งมีลักษณะเป็นกล้วยไม้อิง
อาศัย มีล  าต้นแบบกก (Reed-stem) และมีใบแบบ
สลับหว่าง (Distichous) หรือเป็นเกลียวรอบล าต้น 
(Spiraling)17 มีเพียงแค่กลว้ยไมเ้ถางูเขียวเพียงชนิด
เดียวที่อยู่ในวงศย์่อย Vanilloideae กลว้ยไมท้ี่เหลือ
ทั้ ง  29 ช นิ ด ที่ ถู ก จั ด จ า แ น ก อ ยู่ ใ น ว ง ศ์ ย่ อ ย 
Epidendroideae ยังสามารถจัดออกเป็นกลุ่มไดอ้ีก  
5 เผา่ (Tribe) ซึง่ล  าดบัอนกุรมวิธานท่ีตอ่จากวงศย์อ่ย 
โดย 5 เผ่าที่จัดจ าแนกได้คือ (1) เผ่า Podochileae 
ได้แก่  กล้วยไม้สกุลสิง โต  (Bulbophyllum)  เ ป็น
กลว้ยไมท้ี่ล  าลกูกลว้ยมีหนึ่งปลอ้ง ใบมีจ านวน 1 ใบ 
(หายากที่มี 2 ใบ) ช่อดอกออกตามขอ้ดา้นล่างหรือ
ออกจากเหงา้ กลีบปากติดกบัส่วนปลายคางของเสา้
เกสรที่ยืดยาว ลกัษณะคลา้ยบานพบั ท าใหก้ลีบปาก
สามารถเคลือ่นไหวได้18, 19 (2) เผา่ Cymbidieae ไดแ้ก่ 
กลว้ยไมส้กุลซิมบิเดียม (Cymbidium) สกุลเพชรหึง 
(Grammatophyllum) สกุล Eulophia เป็นกล้วยไม้
ประเภทแตกกอ (Sympodial) ล  าลกูกลว้ยมี 1 ปลอ้ง
หรือหลายปลอ้ง ใบมีได้ตั้งแต่จ านวนน้อยไปจนถึง
จ านวนมากช่อดอกออกจากฐานของล าลกูกลว้ย กลุม่
เรณมูีจ านวน 2 กลุม่ มีลกัษณะแข็ง เป็นรอ่ง และไมม่ี
กา้น (caudicles) สกุลซิมบิเดียม กลีบเลีย้งและกลีบ
ดอกมีขนาดและลกัษณะคลา้ยกัน ดา้นขา้งของกลีบ
ปาก ตัง้ขนานไปกับส่วนของเสา้เกสร ปากดา้นหนา้
โค้งลง มีฐานเส้าเกสร (Column- foot)  ส่วนสกุล

เพชรหึงจะไม่มีฐานเส้าเกสร 19 (3) เผ่า Vandeae 
ได้แ ก่  สกุ ลช้า ง  (Rhynchostylis)  สกุ ลกุ หลาบ 
(Aerides)  สกุลเข็ม (Ascocentrum)  สกุลแวนด้า 
( Vanda)  เ ป็ น ก ล้ ว ย ไ ม้ ป ร ะ เ ภ ท ไ ม่ แ ต ก ก อ 
(Monopodial) มีการเจริญเติบโตขึน้ไปทางส่วนยอด 
ใบเรียงตวัแบบซอ้นทบักัน ช่อดอกออกตามขอ้ กลีบ
ดอกคู่ลา่งมกัเช่ือมติดกนัเป็นคาง กลุม่เรณมูีจ านวน 2 
กลุม่ มีรอ่ง19 (4) เผา่ Arethuseae ไดแ้ก่ สกลุเอือ้งล  าตอ่ 
(Pholidota) สกุลเอือ้งใบหมาก (Coelogyne) เป็น
กลว้ยไมป้ระเภทแตกกอ (Sympodial) ช่อดอกออก
ปลายยอด กลุ่มเรณูมีจ านวน 4 หรือ 8 กลุ่ม มักจะ
เ ช่ือมติดกับก้าน หากไม่มีก้านกลุ่มเรณูมักจะมี
ลกัษณะเป็นรูปกระบอง ในสกลุเอือ้งใบหมาก ดอกจะ
มีขนาดกวา้ง 0.6-13 เซนติเมตรกลบีปากจะไมเ่ปลี่ยน
รูปไปเป็นถงุ (Saccate) ไม่มีฐานเสา้เกสร กลุม่เรณมูี
จ านวน 4 กลุ่ม มีลกัษณะแข็งและไม่มีกา้นสกุลเอือ้ง
ล าต่อ ดอกมกัจะมีขนาดเล็กกว่า 2 เซนติเมตร กลีบ
ปากมกัจะเปลีย่นรูปไปเป็นถงุ (นอ้ยที่ไมเ่ปลีย่น) กลุม่
เรณมูีจ านวน 4 กลุม่ แบง่ตามขนาดเป็น 2 คู ่มีไข กา้น
กลุม่เรณไูมช่ดัเจน20 และ (5) เผา่ Dendroibeae ไดแ้ก่ 
สกลุหวาย (Dendrobium) สกลุ Agrostophyllum เป็น
กลว้ยไมป้ระเภทแตกกอ (Sympodial) ช่อดอกออก
ตามขอ้ ใบพบัตามแนวยาวคือประกบเขา้หาตามแนว
เสน้กลางใบ (Duplicate) กลุ่มเรณูมีจ านวน 4 กลุ่ม 
อบัเรณูประกบัหลงั (Incumbent) มีลกัษณะแข็งและ
ไม่มีก้าน (Caudicles) ล  าลูกกลว้ยจะมีหลายปลอ้ง 
ใบมีจ านวนไดต้ัง้แต ่1 ใบไปจนถึงจ านวนมาก ใบเรยีง
เป็นสองแถว ช่อดอกออกตามขอ้บรเิวณใกลย้อด กลบี
ปากไม่มีเดือย และมักจะไม่สามารถเคลื่อนไหวได ้
กลุม่เรณแูข็งและไมม่ีกา้น19, 21 
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ล าดับดีเอ็นเอของยีน rbcL ที่ใช้ในการวิจัย 
ในครัง้นี ้มีความยาว 600 คู่เบส เป็นบริเวณสว่นแปล
รหัสส่วนหน้า (5’ coding region) ของยีน โดยใน
บริเวณส่วนหนา้ของยีน rbcL นีม้ีความแปรผันของ
ล า ดั บ ดี เ อ็ น เ อ ค่ อ น ข้ า ง สู ง 22 แ ผ น ภู มิ แ ส ด ง
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจึงสามารถจัดจ าแนก
กลว้ยได้ 5 เผ่า และผลจากการเปรียบเทียบล าดับ 
ดีเอ็นเอที่หาออกมาไดก้ับฐานขอ้มูล GenBank นั้น 
ข้อมูลที่ ได้จากการ เปรียบเทียบตรงกับล าดับ 
ดี เ อ็ น เ อของยี น  rbcL ในฐานข้อมูล  มากกว่า 
รอ้ยละ 94 ยกเว้นเอือ้งปีกไก่ใหญ่ (A. planicaule) 
สิงโตนักกล้าม (B.  lasiochilum)  กระเร่กระร่อน
ปากเป็ด (C. finlaysonianum) และเหลืองจันทบูร  
(D. friedericksianum) ที่ยังไม่เคยมีรายงานล าดับ 
ดีเอ็นเอของยีน rbcL ในฐานขอ้มลูมาก่อนจึงถือไดว้า่
เป็นการรายงานล าดบัดีเอ็นเอของยีน rbcL เป็นครัง้
แ รก  ส าหรับ ในกล้วย ไม้  กุหลาบกระ เ ป๋า เ ปิด  
(A.  falcata)  สิงโตฟันจักร  (B.  dentiferum)  เอื ้อง 
แปรงสีฟัน (D. secundum) หมูกลิง้ (E. andamanensis) 
และเอือ้งกุหลาบแดง (A. crassifolia) ถึงแมว้่ามีการ
รายงานล าดบัดีเอ็นเอของยีน rbcL ในฐานขอ้มลู แต่
ล  าดบัดีเอ็นเอที่รายงานเป็นคนละบริเวณกบัล าดบัดี
เอ็นเอที่ท  าการศึกษาในครัง้นี  ้นอกจากนีผ้ลจากการ
เปรียบเทียบหารูปแบบสนิป แสดงใหเ้ห็นถึงรูปแบบท่ี
เกิดขึน้ซึ่งเกิดความแตกต่างกนัในล าดบัดีเอ็นเอถึง92 
ต าแหน่ง คิดเป็นรอ้ยละ15.33 ของบริเวณชิน้ดีเอ็นเอ
จากการเพิ่มปรมิาณดว้ยไพรเมอรน์ี ้ซึง่แสดงใหเ้ห็นวา่
ล าดบัดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการวิจยันีม้ีความถกูตอ้งในการ
ระบชุนิดของกลว้ยไม ้และนบัไดว้่ายีน rbcL เพียงยีน
เดียวก็มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะใชใ้นการจัดกลุ่ม

ของกลว้ยไมว้งศย์่อย Epidendroideae ถึงแมว้่าใน
งานวิจัยก่อนหน้านี ้ได้แนะน าให้ใช้ยีนหลายยีน
เช่ือมตอ่กนัเพื่อใหม้ีความสามารถในการจดัจ าแนกได้
อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ อย่างไรก็ดี Cameron 
et. al. (1999)23 ไดใ้ชย้ีน rbcL เพียงยีนเดียวที่มีความ
ยาวประมาณ 1,200 คู่เบส ในการหาความสมัพันธ์
ทางพนัธุกรรมและจัดจ าแนกกลุ่มกลว้ยไม ้ซึ่งพบว่า
ผลที่ไดม้ีความแตกต่างกับการใชล้  าดบัดีเอ็นเอของ
ยีน rbcL ในงานวิจยันีใ้น 2 ต าแหนง่ ซึง่ไดแ้ก่ กลว้ยไม้
ในสกลุสงิโต ที่โดยการจดัจ าแนกทัง้ทางสณัฐานวทิยา
หรือการใชล้  าดบัดีเอ็นเอของยีนหลายยีนเช่ือมต่อกัน
นัน้ ไดจ้ัดกลว้ยไมใ้นกลุ่มสิงโตใหม้ีความใกลชิ้ดกับ
กลว้ยไมส้กุลหวาย แต่เมื่อใช้ล  าดับดีเอ็นเอของยีน 
rbcL ที่มีความยาว 600 คู่เบส กลับพบว่ากล้วยไม้
กลุ่ ม สิ ง โตมี ค ว าม ใกล้ ชิ ดกับกล้ว ย ไม้ใ น เ ผ่ า 
Cymbidieae ม า ก ก ว่ า  อี ก ป ร ะ ก า ร ห นึ่ ง คื อ
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมใ้นสกุลเอือ้ง
ล าต่อ ซึ่งมีความแตกต่างจากในรายงานก่อนหนา้ที่
พบว่ากล้วยไม้สกุลนีไ้ด้ถูกจัดแยกออกไปเป็นเผ่า 
Arethuseae ซึ่ งอยู่ห่ า งกับกล้วยไม้ส กุลหวาย 24  
แ ต่ จ า ก ก า ร ใ ช้ ล  า ดั บ ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง ยี น  rbcL  
ในงานวิจัยนี ้ที่ความยาว 600 คู่เบส พบว่ากลุ่มของ
กลว้ยไมส้กุลเอือ้งล าต่อไดถ้กูจัดเขา้ไปอยู่รวมกนักบั
กลว้ยไมส้กุลหวาย ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการที่ล  าดบั
ดีเอ็นเอในส่วนตน้ของถึงกลางยีนนีม้ีความแตกต่าง
กันนอ้ยและมีความแตกต่างกันมากขึน้ในส่วนท้าย
ของยีน ซึ่งความยาวที่ 600 คู่เบสนีจ้ึงไม่เพียงพอที่จะ
ใช้ในการจัดต าแหน่งของเผ่าในกล้วยไม้ได้อย่าง
ถกูตอ้ง แต่อย่างไรก็ดี ขอ้ดีของการใชล้  าดบัดีเอ็นเอที่
สัน้ คือสามารถลดค่าใชจ้่ายในการหาล าดบัดีเอ็นเอ
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โดยที่ท  าการหาล าดับดีเอ็นเอเพียงปฏิกิริยาเดียว 
(Reaction) แต่หากใช้ล  าดับดีเอ็นเอที่มีความยาว
ตั้งแต่  900 ขั้นไป มีความจ า เ ป็นที่ จะต้องใช้ 2 
ปฏิกิรยิาเพื่อความถกูตอ้งแมน่ย า สง่ผลใหม้ีคา่ใชจ้า่ย
สงูขึน้ นอกจากนีก้ลว้ยไมใ้นกลุม่เดียวกนัมีขอ้มลูทาง
พันธุกรรมร่วมกันที่แสดงความใกล้ชิดเพิ่มขึน้และ
สอดคลอ้งกับลกัษณะปรากฏ ไดแ้ก่ โครงสรา้งดอก 
ลกัษณะใบ และปัจจยัจากสภาพแวดลอ้มแหลง่ที่พบ 
ส่งผลให้เกิดการวิวัฒนาการแยกจากกันของแต่ละ
กลุม่ซึ่งวิวฒันาการที่แยกห่างออกจากกนัที่ท  าใหเ้กิด
ความแตกต่างกันของพันธุกรรม 25,  26 เนื่องจาก
สภาพแวดลอ้มเป็นปัจจัยหลักที่ควบคุมให้เกิดการ
วิวัฒนาการในสิ่งมีชีวิตเพื่อความอยู่รอด ท าใหเ้กิด
การเปลี่ยนแปลงขอ้มลูพนัธุกรรมก่อนแลว้จึงสง่ผลให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงลกัษณะที่ปรากฏ ซึ่งกลว้ยไมใ้น
ระดบัสกุลหรือชนิดที่มีความใกลชิ้ดกนัมากนัน้การใช้
ล  าดบันิวคลีโอไทดเ์ป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอจึงมีความ
เหมาะสม เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงในระดบัดีเอ็นเอ
ใหข้อ้มลูมากเพียงพอส าหรบัการศึกษาความสมัพนัธ์
เชิงวิวฒันาการ โดยที่ล  าดบัดีเอ็นเอที่ถกูเลอืกมาใชน้ัน้ 
จ าเป็นตอ้งมีอตัราการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอที่สูง 
กล่าวคือ ล าดับดีเอ็นเอยิ่งมีอัตราการผันแปรที่สูง 
ยอ่มมีประสทิธิภาพในการจ าแนกชนิดของสิง่มีชีวิตได้
ดี27, 28  

  
สรุปผลการวิจัย 

ผลการวิจยัในครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่า การใชย้ีน 
rbcL ที่ มี ล  าดับดี เ อ็ น เ อขนาดสั้น  ( 600 คู่ เ บส)  
ในบริเวณส่วนต้นของยีน ซึ่งมีความเหมือนกันกับ 
ในฐานขอ้มูล อีกทัง้ยงัไดม้ีการน าล าดบัดีเอ็นเอของ

ยีน rbcL ที่ยงัไมเ่คยมีรายงานในฐานขอ้มลูเขา้ไปฝาก
ไว้ที่ฐานข้อมูล GenBank และสามารถใช้ในการ
จ าแนกตัวอย่างกลว้ยไม้จากแหล่งอนุรักษ์นอกถ่ิน
ก าเนิดณ มหาวิทยาลยัราชภัฏเพชรบุรี ทัง้ 30 ชนิด 
และยังสามารถใช้ในการจัดกลุ่มกลว้ยไม้ได้อย่าง
ถกูตอ้งในระดบัวงศย์อ่ยและเผา่ ถึงแมว้า่การใชล้  าดบั
ดีเอ็นเอที่มีความยาวจะให้ผลที่แม่นย ากว่าแต่ก็มี
ค่าใชจ้่ายที่สงูขึน้ตามมาดว้ยเช่นกัน ดงันัน้จะเห็นได้
ว่าการใชด้ีเอ็นเอสัน้จึงเพียงพอส าหรบัการจดัจ าแนก
กลว้ยไมไ้ทย ซึ่งผลการวิจัยนีย้งัสามารถน าไปใชใ้น
การวางแผนการอนุรกัษ์ การระบุชนิดและปรบัปรุง
พนัธุต์อ่ไป 
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