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Abstract: Paphiopedilum myanmaricum is a new species in subgenus Brachypetalum recently discovered  
in 2017. Leaf and flower characters are very similar to Paphiopedilum josianae. This research applied RAPD 
(random amplified polymorphic DNA) technique to compare P. myanmaricum with 10 other species in the same 
subgenus. Thirty RAPD primers were screened, 7 of which were able to amplify clear polymorphic bands  
with sizes ranging from 180 to 2000 bp. Similarity coefficients were calculated and dendrogram was 
constructed by UPGMA using NTSYS (version 2.2). The results showed that 11 Paphiopedilum species  
in subgenus Brachypetalum could be divided into 2 clusters of 4 subgroups with similarity coefficients  
ranging from 0.400 to 0.850. Genetic variation was in accordance with flower characteristics of each species. 
Some common flower characters, however, could be identified within each subgroup. Dendrogram analysis 
revealed close relationship between Paphiopedilum concolor and P. concolor var. hennisianum with the highest 
similarity coefficients of 0.850 and between P. myanmaricum and P. josianae with similarity coefficients of 0.663. 
The RAPD results enable genetic assessment of P. myanmaricum among other species in subgenus 
Brachypetalum. Chromosome study of P. myanmaricum by Feulgen squash method indicated a chromosome 
number 2n = 26. This information can be applied for plant identification and breeding program. 
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ค าน า 
 

กล้ วย ไม้ รอ ง เท้ าน ารี ห รื อ  “lady slipper”  
เป็นกล้วยไม้ที่มี ถ่ินก าเนิดในเขตร้อนและเขตหนาว 
ของโลก จัดอยู่ในวงศ ์Orchidaceae ปัจจุบันพบ 5 สกุล
คื อ  Cypripedium, Maxipedium, Paphiopedilum, 
Phragmipedium และ Selenipedium (Cribb, 1998)  
ซึ่งกลว้ยไม้รองเท้านารีสกุล Paphiopedilum พบในเขต 
รอ้นของทวีปเอเชีย ประกอบด้วย 90 สายพันธุ์และอีก  
17 สายพันธุ์เป็นลูกผสมตามธรรมชาติ (Renz, 2011) 
รองเท้านารีเป็นกลว้ยไม้ที่หายาก และมีความสวยงาม 
ทั้งในด้านรูปทรงและสีสันดอกที่หลากหลายและอายุ 
การบานของดอกที่ยาวนาน 1 ถึง 2 เดือน ลักษณะ 
เฉพาะของกล้วยไม้รองเท้านารีคือกลีบปากได้เปลี่ยน 
รูปเป็นถุงห้อยคล้ายหัวรองเท้า จึงท าให้รองเท้านารี 
เป็นกลว้ยไม้ที่ได้รบัความนิยมในกลุ่มนักเลีย้งและนัก
สะสมกล้วยไม้จากทั่ วโลก (Koopowitz, 2008) บริเวณ
เทือกเขาหินปูนในเอเชียตะวันออกเฉียงใตแ้ถบประเทศ
ไทย เมี ยนมาร์ ลาว และเวียดนาม เป็นถ่ินก าเนิ ด 
ของกลว้ยไมร้องเทา้นารีหลายสายพันธุ์ โดยเฉพาะสกุล
ย่อย Brachypetalum ซึ่งมีลกัษณะหนา้ใบลายแบบลาย
หินอ่อนสีเขียวเข้มสลับเขียวเทาและใต้ใบมีจุดสีม่วง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ขึน้หนาแน่น กา้นช่อดอกค่อนขา้งสัน้ สามารถออกดอก 
ได ้1 - 2 ดอกในหนึ่งกา้นช่อ ดอกขนาดกลาง สีขาว สีครีม 
ไปจนถึงสีเหลืองเข้ม และมักมีจุดประสีม่วงกระจาย 
บนกลีบดอก กลีบปากรูปทรงรีขอบกลีบบนพับมว้นเขา้ 
สตามิ โนด (staminode) รูปทรงไข่  หรือรูปทรงคล้าย 
หัวใจขนาดเล็ก (Cribb, 1998) รองเท้านารีในสกุลย่อย 
Brachypetalum ในประเทศไทยพบได้  9 สายพั นธุ ์ 
คือ รองเท้านารีฝาหอย (Paphiopedilum bellatulum) 
รองเท้านารีเหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor) 
รองเท้านารีเหลืองอุดร (Paphiopedilum concolor var. 
hennisianum) รองเทา้นารเีหลอืงกาญจน ์(Paphiopedilum 
concolor var. striatum) ร อ ง เท้ า น า รี เห ลื อ ง ต รั ง 
(Paphiopedilum leucochilum) รองเท้านารีขาวชุมพร 
(Paphiopedilum godeforyae) รองเท้านารีช่องอ่างทอง 
(Paphiopedilum x ang - thong) รองเท้านารีขาวสตูล 
(Paphiopedilum niveum) และรองเท้านารีขาวพังงา 
(Paphiopedilum thaianum) 

ในปี ค.ศ. 2017 Koopowitz et al. คน้พบรองเทา้
นารีสายพันธุ์ ใหม่ ในสกุลย่อย Brachypetalum และ 
ตั้ ง ช่ื อ ว่ า  Paphiopedilum myanmaricum Koopowitz, 
Iamwir. & Laohap. 2017 ซึ่งมี ช่ือไทยว่า “รองเท้านาร ี
แดงสิงขร” โดยถ่ินก าเนิดของรองเท้านารีสายพันธุ์นี  ้

บทคัดย่อ: กลว้ยไม้รองเท้านารีแดงสิงขรจัดเป็นรองเท้านารีสายพันธุ์ใหม่ในสกุลย่อย Brachypetalum ที่ค้นพบใน 
ปี พ.ศ. 2560 ลกัษณะใบและดอกมีความใกลเ้คียงกับรองเทา้นารีเหลืองสิงขร งานวิจัยนีใ้ช้เทคนิคอารเ์อพีดี  (random 
amplified polymorphic DNA) เพื่ อเปรียบเที ยบรองเท้านารีแดงสิ งขรกับรองเท้านารีอี ก 10 สายพันธุ์ ในสกุล 
ย่อยเดียวกัน เมื่อคัดกรองไพรเมอร์ 30 ไพรเมอร ์พบว่า 7 ไพรเมอร ์ให้แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนและมีรูปแบบต่างกัน 
ขนาด 180 - 2000 คู่ เบส การค านวณค่าดัชนีความเหมือนด้วยโปรแกรม NTSYS (เวอร์ชัน 2.2) โดยวิธีจัดกลุ่ม  
UPGMA พบว่า สามารถจัดกลุ่มรองเท้านารี 11 สายพันธุ์ในสกุลย่อย Brachypetalum ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ 4 กลุ่ม 
ย่อย โดยมีค่าดัชนีความเหมือน 0.400 - 0.850 ความต่างทางพันธุกรรมมีความสอดคลอ้งกับลกัษณะเฉพาะของดอก 
ในแต่ละสายพันธุ์ อย่างไรก็ตาม ดอกภายในกลุ่มย่อยมีลกัษณะทั่วไปบางประการร่วมกัน จากแผนภูมิความสมัพันธ์  
พบว่า รองเทา้นารีเหลืองปราจีนและรองเทา้นารีเหลืองอุดรมีความสมัพันธ์ใกลชิ้ดกันมากที่สุด มีค่าดชันีความเหมือน 
0.850 ส่วนรองเท้านารีแดงสิงขรและรองเท้านารีเหลืองสิงขรมีค่าดัชนีความเหมือน 0.663 ดังนั้น การใช้เทคนิค 
อารเ์อพีดีสามารถประเมินความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของรองเท้านารีแดงสิงขรกับรองเท้านารีสายพันธุ์อื่นในสกุล 
ย่อย Brachypetalum ได้ การศึกษาโครโมโซมของรองเท้านารีแดงสิงขรด้วยวิธี Feulgen squash พบว่า มีจ านวน
โครโมโซม 2n = 26 ซึง่ขอ้มลูที่ไดส้ามารถน าไปใชใ้นการวางแผนการจดัจ าแนกพืชและการปรบัปรุงพนัธุต์อ่ไปได้ 

ค าส าคัญ:  สกลุยอ่ยบราคีเพทาลมั  การวิเคราะหพ์นัธุกรรม  เทคนิคอารเ์อพีดี  จ านวนโครโมโซม 
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พบได้ที่เทือกเขาหินปูนทางตอนใต้ของเมียนมาร ์โดย 
จะเกาะอาศัยอยู่ตามหน้าผาหรือซอกผาหินปูน ใบมี
ลกัษณะเป็นรูปแถบขอบขนาน หนา้ใบลายแบบลายหิน
อ่อนสีเขียวเข้มสลับเขียวเทาและใต้ใบมีจุดสีม่วงขึน้
หนาแน่น ก้านช่อดอกสัน้โค้งอ่อนลงและมีขนสัน้สีขาว 
ขึน้ปกคลมุโดยทั่ว ดอกมีขนาดใหญ่เมื่อบานเต็มที่มีขนาด 
6.8 - 8 เซนติเมตร ดอกมีสีเหลืองอ่อนถึงเหลือง และมี
ลายเสน้สีม่วงแดงกระจายเรียงตัวค่อนขา้งเป็นแนวยาว
ตามกลีบดอกและกลีบเลีย้ง กลีบปากเป็นรูปไข ่ขอบกลีบ
ปากดา้นบนพบักลบัเขา้และมีจุดสีม่วงแดงกระจายทั่วทัง้
กลีบปาก สตามิโนดเป็นรูปทรงคล้ายหัวใจปลายล่าง
แหลมมีจุดสีม่วงแดงขนาดเล็กกระจายค่อนขา้งหนาแน่น
ช่วงปลายล่างมีขนสีขาวบริเวณขอบด้านบนและมี 
จุดสี เหลืองอมเขียวอยู่ตรงกลาง (Koopowitz et al., 
2017) ซึ่งรองเท้านารีแดงสิงขรนีม้ีลักษณะดอกและใบ
ค่อนขา้งคลา้ยกับรองเทา้นารีเหลืองสิงขร (P. josianae)  
การจ าแนกรองเท้านารีสองสายพันธุ์นีด้ ้วยลักษณะใบ
เพียงอย่างเดียวไม่สามารถแยกความแตกต่างได ้ดังนัน้ 
วตัถุประสงคข์องงานวิจัยนีจ้ึงประยุกตเ์ทคนิคอารเ์อพีดี 
เพื่อวิเคราะหพ์นัธุกรรมรองเทา้นารีแดงสิงขร รองเทา้นารี
เหลืองสิงขร และรองเทา้นารีอีก 9 สายพันธุ์ในสกุลย่อย 
Brachypetalum และศึกษาจ านวนโครโมโซมของรองเทา้
นารีแดงสิงขรซึ่งเป็นรองเท้านารีสายพันธุ์ใหม่ล่าสุดใน
สกุลย่อยนี ้ ซึ่งข้อมูลทั้งหมดที่ ได้สามารถน าไปใช้ใน 
การวางแผนการจดัจ าแนกพืชและการปรบัปรุงพนัธุ์ได้ 
 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
 
กล้วยไม้รองเท้านารีสกุล Paphiopedilum ที่ ใช้ใน
การศึกษา 

กลว้ยไมร้องเทา้นารีสกุลย่อย Brachypetalum 
11 สายพันธุ์ได้แก่ รองเท้านารีฝาหอย (P. bellatulum) 
รองเท้านารีเหลืองปราจีน (P. concolor) รองเท้านารี
เหลืองอุดร (P. concolor var. hennisianum) รองเทา้นารี
เหลืองกาญจน์ (P. concolor var. striatum) รองเท้านารี
เหลืองตรัง (P. leucochilum) รองเท้านารีเหลืองสิงขร  
(P. josianae) รองเท้านารีแดงสิงขร (P. myanmaricum) 
รองเท้านารีขาวชุมพร (P. godeforyae) รองเท้านารี 

ช่องอ่างทอง (P. x ang - thong) รองเท้านารีขาวสตูล  
(P. niveum) และรองเท้านารีขาวพังงา (P. thaianum) 
(Figure 1) 
การสกัดและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

ใช้ใบอ่อนของรองเท้านารีเพื่อสกัดดี เอ็นเอ 
ตามวิธีของ CTAB จาก Doyle and Doyle (1990) และ 
Duangkhet et al. (2014) และคัดกรองไพรเมอรอ์ารเ์อ- 
พีดี 30 ไพรเมอร ์คือ OPA01, OPA02, OPA03, OPA04, 
OPA05, OPA06, OPA07, OPA08, OPA09, OPA10, 
OPF01, OPF02, OPF03, OPF06, OPF07, OPF08, 
OPF09, OPF11, OPF12, OPF13, OPN02, OPN04, 
OPN05, OPN06, OPN07, OPN08, OPN10, OPN14, 
OPN16 และ OPN18 

เพิ่ มปริมาณดี เอ็ น เอด้วยเทคนิ คพี ซี อาร ์
ประกอบด้วยดี เอ็นเอ 20 ng ไพรเมอร์ 100 ng PCR 
master mix (SOLIS BIODYNE) 4 µl แ ล ะ  dH20 14 µl 
ปริมาตรรวม 20 µl ปฏิกิริยามี 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอน 
ที่  1 บ่มที่อุณหภูมิ  94 ˚C นาน 4 นาที  จ านวน 1 รอบ 
ขั้นตอนที่  2 บ่ มที่ อุณ หภู มิ  94 ˚C นาน  30 วิ น าที  
37 ˚C นาน 1 นาที  72 ˚C นาน 2 นาที  รวม 44 รอบ 
ขั้นตอนที่ 3 บ่มที่อุณหภูมิ 72 ˚C นาน 10 นาที โดยใช ้
วิ ธีของ Taywiya et al. (2008) จากนั้นตรวจสอบลาย 
พิมพ์ดี เอ็นเอโดยท าอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
ความเขม้ขน้ 1.8 % 
การวิเคราะหล์ายพิมพด์ีเอ็นเอ 

บันทึกข้อมูลลายพิมพ์ดี เอ็นเอของรองเท้ า 
นารี ในสกุลย่อย Brachypetalum ทั้ง 11 สายพันธุ์  ที ่
ได้จากเทคนิคอารเ์อพีดี ค านวณค่าดัชนีความเหมือน  
(similarity coefficient) แ ล ะ วิ เค รา ะ ห์ ก า รจั ด ก ลุ่ ม  
(cluster analysis) โดยสร้างแผนภู มิ ความสัมพันธ ์ 
(dendrogram) ด้ ว ย วิ ธี ก า รจั ด ก ลุ่ ม แบ บ  UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic 
average) ดว้ยโปรแกรม NTSYS - pc version 2.2 
การศึกษาจ านวนโครโมโซมของรองเท้านารีแดงสิงขร 

การปลู ก เลี ้ย งรอ งเท้ าน ารีแด งสิ งข รใน 
เครื่องปลูกที่มีส่วนผสมของหินภู เขาไฟ ไฮโดรตอน  
เปลือกสน และกาบมะพร้าวสับขนาดเล็ก อัตราส่วน  
1 : 1 : 1 : 1 ให้ปุ๋ ยน ้าสูตรเสมอ 20 - 20 - 20 และให ้



 

 162 

วารสารเกษตร 37(2): 159 - 168 (2564) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
สารละลาย NAA เพื่ อ เร่งรากสัปดาห์ละหนึ่ งครั้ง  
ใช้มีดผ่าตัด ตัดปลายรากใหม่ความยาวประมาณ 1 
เซนติ เมตร ในช่ วงเช้าเวลา 9:00 - 10:00 น. ศึ กษา 
จ านวนโครโมโซมจากเชลล์ปลายรากโดยใช้เทคนิค 
Feulgen squash แ ล ะต าม วิ ธี ข อ ง  Sanpote (2009)  
และ Górniak et al. (2014) โดยนับจ านวนโครโมโซม 
จากเซลล์ระยะเมทาเฟสจ านวน 20 เซลล์ ถ่ายภาพ
โครโม โซมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ ก าลังขยาย  
1000 X 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอรอ์ารเ์อพีดี 

จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้า
นารีสกุลย่อย Brachypetalum ทั้ ง 11 สายพันธุ์  ใช ้
ไพรเมอร์จ านวน 30 ไพรเมอร์ พบว่ามี ไพรเมอร์ 15  
ไพรเมอร ์ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณจ านวนแถบดีเอ็นเอได้ 
คิดเป็น 50 % เมื่อคัดเลือกไพรเมอรท์ี่ ให้แถบดีเอ็นเอ 
จ านวนมากและชัดเจน (Figure 2) มี  7 ไพรเมอร์ ให ้

Figure 1. Flower and leaf characters of 11 Paphiopedilum species (subgenus Brachypetalum) in this study.  
A) P. bellatulum, B) P. concolor, C) P. concolor var. hennisianum, D) P. concolor var. striatum,  
E) P. leucochilum, F) P. josianae, G) P. myanmaricum, H) P. godeforyae, I) P. x ang - thong,  
J) P. niveum and K) P. thaianum 
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แถบรวม 80 แถบ ขนาดประมาณ  180 ถึ ง 2,000 คู ่
เบส  เป็ น  monomorphic band 1 แถบ  (1.25 %) และ 
polymorphic band 79 แ ถ บ  (98.75 %) ไพ ร เม อ ร์ที่ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ให้ เฉพ าะ  polymorphic band จ าน วน  6 ไพ รเม อ ร ์ 
ได้ แก่  OPA10, OPF06, OPN04, OPN05, OPN10 และ 
OPN16 (Table 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Genomic DNA fingerprint of 11 Paphiopedilum species generated by RAPD - PCR using OPN04 
primer.1) P. bellatulum, 2) P. josianae, 3) P. myanmaricum, 4) P. concolor, 5) P. concolor var. 
striatum, 6) P. concolor var. hennisianum, 7) P. leucochilum, 8) P. godeforyae, 9) P. x ang - thong,  
10) P. niveum and 11) P. thaianum 

Table 1. Nucleotide sequence of each primer, number of total bands, number of polymorphic bands and 
number of monomorphic bands of 11 Paphiopedilum species 

Primer Nucleotide Sequence 
5’  3’ 

Total 
bands 

Polymorphic 
bands 

Monomorphic 
bands 

Polymorphism 
(%) 

OPA02 TGCCGAGCTG 7 6 1 85.71 
OPA10 GTGATCGCAG 13 13 0 100 
OPF06 GGGAATTCGG 14 14 0 100 
OPN04 GACCGACCCA 9 9 0 100 
OPN05 ACTGAACGCC 13 13 0 100 
OPN10 ACAACTGGGG 8 8 0 100 
OPN16 AAGCGACCTG 16 16 0 100 

Total 80 79 1 - 
Average 11.43 11.28 0.15 97.96 

 



 

 164 

วารสารเกษตร 37(2): 159 - 168 (2564) 

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้า
นารีในสกุลยอ่ย Brachypetalum  

เมื่อใช้ข้อมูลการปรากฏแถบดีเอ็นเอโดยใช้ 
ไพรเมอร์อาร์เอพีดี  7 ไพรเมอร์ สามารถค านวณดัชนี 
ความเหมือน ระหว่างตัวอย่าง โดย P. concolor  และ  
P. niveum มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมน้อยที่ สุด 
มีค่าดัชนีความเหมือน 0.400 และ P. concolor และ  
P. concolor var. hennisianum มี ความสัมพั นธ์ทาง
พันธุกรรมใกล้ชิดกันมากที่สุด มีค่าดัชนีความเหมือน 
0.850 (Table 2) สอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐาน 
ของ P. concolor ที่มีลักษณะดอกสีเหลืองมีจุดสีม่วง
กระจายบนกลีบดอก ก้านช่อดอกสั้น ซึ่งต่างกันมาก 
กับ P. niveum ที่มีลักษณะดอกสีขาวมีจุดสีม่วงขนาด 
เล็กกระจายเล็กนอ้ยบนกลีบดอก ก้านช่อดอกค่อนขา้ง
ยาว ในทางกลับกัน P. concolor  และ P. concolor var. 
hennisianum มีลักษณะดอกที่เหมือนกันมาก ดอกมีสี
เหลืองมีจุดสีม่วงกระจายบนกลีบดอก ก้านช่อดอกสัน้  
แต่มี ความต่ างกันที่ ลักษณะใบและแหล่งก าเนิ ด  
โดยที่ ใต้ใบของ P. concolor  มี จุดสีม่ วงกระจายไม่
หนาแน่น มีแหล่งก าเนิดอยู่ทางภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือตอนล่างของไทยเรื่อยเข้าไปทางภาคตะวันออก 
และในประเทศกมัพชูา แต่ P. concolor var. hennisianum  
ใต้ใบมีจุดสีม่วงกระจายหนาแน่น มีแหล่งก าเนิดอยู่ 
ทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนบนของไทยเรื่อย 
เขา้ไปจนถึงประเทศลาว (Cribb, 1998) 

เมื่ อวิ เคราะห์แผนภูมิ ความสัมพันธ์ด้วย 
วิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA พบว่า รองเทา้นารีในสกุล 
ย่อย Brachypetalum ทั้ง 11 สายพันธุ์ สามารถจัดเป็น  
2 กลุ่มใหญ่เมื่อพิจารณาค่าดัชนีความเหมือนที่ 0.560  
ซึ่งรองเท้านารีทุกสายพันธุ์ในสองกลุ่มใหญ่มีลักษณะ 
หน้าใบลายคล้ายหินอ่อนสี เขียวเข้มสลับเขียวเทา
คล้ายคลึงกัน แต่ลักษณะทางสัณฐานของดอกใน 
แต่ละกลุ่มมี ความแตกต่างกัน กลุ่มใหญ่ กลุ่มที่  1  
สามารถแบ่งออกไดเ้ป็นอีก 2 กลุ่มย่อยเมื่อพิจารณาค่า 
ดัชนี ความเหมื อนที่  0.588 โดยสมาชิกในกลุ่ม  1.1 
ประกอบด้วย P. bellatulum P. niveum และ P. thaianum 
สมาชิกในกลุ่มที่  1.2 ประกอบด้วย P. josianae และ  
P. concolor var. striatum กลุ่มใหญ่กลุ่มที่  2 สามารถ 

แบ่งออกได้เป็นอีก 2 กลุ่มย่อยเมื่อพิจารณาค่าดัชนี 
ค วาม เหมื อนที่  0.634 โด ยสมา ชิ ก ใน กลุ่ ม ที่  2.1 
ประกอบด้วย  P. myanmaricum P. leucochilum P. 
godeforyae และ P. x ang - thong สมาชิกในกลุ่มที่  
2.2 ประกอบด้วย P. concolor และ P. concolor var. 
hennisianum (Figure 3)  

เมื่ อพิ จารณ าสมาชิ กกลุ่ ม  1.1 P. niveum  
และ P. thaianum ดอกมีสีขาวและมีจุดสีม่วงกระจาย
เล็กน้อยบนกลีบดอกเหมือนกัน ต่างกันที่ขนาดดอก 
โดยเฉลี่ยของ P. thaianum มีขนาดเล็กกว่า P. niveum  
และสัณฐานของดอกมีความต่างส าคัญที่สตามิโนด  
โดย P. thaianum มีลักษณะเป็นแผ่นแบนรูปรีคล้าย 
หัวใจและมีเสน้ร่างแหสีเขียวอ่อนอยู่ตรงกลาง ต่างจาก  
P. niveum ที่มีลักษณะเป็นแผ่นแบนรูปรีและมีจุดสี
เหลืองอยู่ตรงกลาง (Iamwiriyakul, 2006) เมื่อพิจารณา
สมาชิ กกลุ่ ม  1. 2 P. josianae และ P. concolor var. 
striatum ลักษณะดอกของ P. concolor var. striatum  
ที่ กลีบเลี ้ยงบนและกลีบดอกค่อนข้างแคบ รูปทรง 
ดอกกางผึ่งออกคลา้ยกับลักษณะดอกของ P. josianae 
แต่ 2 สายพันธุ์นีม้ีลักษณะสตามิโนดต่างกันเล็กน้อย  
โดยใน P. josianae สตามิโนดส่วนบนค่อนข้างโค้งมน  
มี ขนสีขาวขึ ้นบริเวณขอบบนและไม่หยักเป็ นร่อง 
ลึกรูปตัววี เหมือนที่พบใน P. concolor var. striatum  
(Koopowitz et al., 2018) เมื่อพิจารณาสมาชิกกลุ่ม 2.1 
P. leucochilum, P. godeforyae และ P. x ang - thong 
ทั้ ง  3 สายพันธุ์มี ลักษณ ะดอกใกล้เคี ยงกัน  และ 
มี การกระจายพันธุ์ ใน เขตพื ้นที่ ใกล้ เคี ยงกันทาง 
ภาคใต้ของไทย (Cribb, 1998) ส าหรบัสมาชิกกลุ่ม 2.2  
P. concolor  แ ล ะ  P. concolor var. hennisianum มี 
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล้ชิดกันมากที่สุด มีค่า 
ดัชนีความเหมือน 0.850 ซึ่ งสอดคล้องกับลักษณะ 
ทางสัณฐานโดยมีลักษณะดอกที่ ใกล้เคียงกันมาก 
แตกต่างกันเฉพาะลักษณะจุดประสีม่วงที่ ใต้ใบ ซึ่ ง 
การจ าแนกสายพันธุ์ในกลุ่ม 2.1 และ 2.2 สอดคล้อง 
กับงานวิ จัยของ Thanananta et al. (2017) ที่ ศึ กษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและการระบุสายพันธุ์ 
ของกล้วยไม้รองเท้านารีสกุลย่อย Brachypetalum  
ดว้ยเครือ่งหมาย สก๊อต (SCoT) 
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Table 2. Similarity coefficient of 11 Paphiopedilum species in subgenus Brachypetalum 

Species 1) 2) 3) 4) 5) 6) 7) 8) 9) 10) 11) 
1) 1.000           
2) 0.675 1.000          
3) 0.613 0.663 1.000         
4) 0.525 0.550 0.688 1.000        
5) 0.588 0.663 0.675 0.638 1.000       
6) 0.525 0.525 0.713 0.850 0.613 1.000      
7) 0.588 0.588 0.675 0.588 0.475 0.688 1.000     
8) 0.625 0.675 0.788 0.600 0.513 0.625 0.813 1.000    
9) 0.538 0.688 0.675 0.588 0.525 0.613 0.650 0.763 1.000   
10) 0.700 0.525 0.438 0.400 0.613 0.425 0.463 0.450 0.513 1.000  
11) 0.700 0.600 0.613 0.550 0.563 0.575 0.638 0.650 0.638 0.6253 1.000 

1)= P. bellatulum, 2) = P. josianae, 3) = P. myanmaricum, 4) = P. concolor, 5) = P. concolor  var. striatum, 6) = P. concolor  var. 
hennisianum, 7) = P. leucochilum, 8) = P. godeforyae, 9) = P. x ang-thong, 10) = P. niveum, 11) = P. thaianum 

Figure 3. Dendrogram of 11 Paphiopedilum species in subgenus Brachypetalum by UPGMA 
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เมื ่อพิจารณาระหว่าง P. josianae และ P. 
myanmaricum พบว่า มีลกัษณะดอกที่ใกลเ้คียงกัน 
ส่วนลกัษณะใบเหมือนกันจนไม่สามารถจ าแนกสาย
พนัธุ ์ได  ้เมื ่อจ าแนกดว้ยเทคนิคอารเ์อพ ีด ี พบว ่า 
รองเทา้นารี 2 สายพนัธุ์นีม้ีค่าดชันีความเหมือน 0.663  
และผลจากแผนภูมิความสมัพนัธ์ พบว่า P. josianae 
และ P. myanmaricum ถูกแยกต่างกลุ่มอย่างชัดเจน 
โดยที ่ P. josianae ถ ูกจ ัด ให อ้ยู ่กลุ ่ม  1.2 ร ่วมก ับ  
P. concolor var. striatum และ P. myanmaricum 
ถ ูกจ ัดใหอ้ยู ่กลุ ่ม  2.1 ร ่วมก ับ  P. leucochilum, P.  
godeforyae และ P. x ang - thong สอดคลอ้งก ับ 
การศึกษาของ Chung et al. (2006) ที ่ศ ึกษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมระหว่างกลว้ยไมร้องเทา้
นารีสกุล Paphiopedilum และสกุล Phragmipedium 
โดยใชเ้ทคนิคอารเ์อพีดี ซึ่งผลจากการศึกษา  พบว่า 
กลว้ยไมร้องเทา้นารีทั ง้สองสก ุลสามารถจ าแนก 
ออกจากก ัน ได อ้ย ่า งช ัด เจนและสอดคลอ้ งก ับ 
ลกัษณะทางสณัฐาน ดงันัน้จ ึงสามารถใช เ้ทคนิค 
อารเ์อพีดีซึ ่งท าไดไ้ม่ยากมากและสามารถใหข้อ้ม ูล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การจัดจ าแนกไดด้ีในการจ าแนกสายพนัธุ์ของรองเทา้
นารีทัง้ 11 สายพนัธุ์ในสกุลย่อย Brachypetalum ได ้ 
จ านวนโครโมโซมของรองเท้านารีแดงสิงขร 

รอ ง เท า้น า ร ีแด งส ิงข ร เป็น รอ ง เท า้น า รี 
สายพนัธุ ์ใหม ่ล ่าสดุ ในสก ุลย ่อย  Brachypetalum  
ซึ่งยงัไม่มีขอ้มูลการศึกษาเกี่ยวกับจ านวนโครโมโซม 
จากการศ ึกษ าจ าน วน โค รโม โซม ใน เซลล ร์ะยะ 
เม ท า เฟ ส จ า ก เซ ล ล ป์ ล า ย รา ก โด ย ใช เ้ท ค น ิค  
Feulgen squash พบว่า P. myanmaricum มีจ านวน
โครโมโซม 2n = 26 (Figure 4 ) สอดคลอ้งก ับการ
รายงานของ Cribb (1998) พบว ่ารองเท า้นารีท ุก 
สายพ นัธุ ์ในสก ุลย ่อย  Brachypetalum ม ีจ านวน
โครโมโซม 2n = 26 เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ 
Sanpote (2009) ได ศ้ ึกษาจ านวนโครโม โซมของ
ร อ ง เท า้ น า ร ี P. bellatulum, P. leucochilum, P. 
godeforyae แล ะ  P. x ang - thong ในสก ุล ย ่อ ย 
Brachypetalum พบว่า รองเทา้นารีทัง้ 4 สายพนัธุ ์มี
จ านวนโครโมโซม 2n = 26 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. Chromosome number of Paphiopedilum myanmaricum 2n = 26 at 1000 X magnification, scale bar 
50 µm 
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สรุป 
 

การจัดจ าแนกกล้วยไม้รองเท้านารีสกุลย่อย 
Brachypetalum 11 สายพันธุ์  ด้วยเทคนิคอาร์เอพี ดี  
โดยใชไ้พรเมอร ์30 ไพรเมอร ์พบวา่ มีไพรเมอร ์7 ไพรเมอร ์
ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจ้ านวนมากและใหแ้ถบ 
ที่ชัดเจน 80 แถบ มีขนาดประมาณ 180 ถึง 2,000 คู่เบส 
การวิเคราะห์ค่าดัชนีความเหมือนและการจัดกลุ่มแบบ 
UPGMA พบว่า สามารถจดักลุม่รองเทา้นารี 11 สายพนัธุ์
ออกเป็น 2 กลุม่ โดยมีคา่ดชันีความเหมือน 0.400 - 0.850 
จากแผนภูมิความสมัพันธ์ พบว่า การจัดกลุ่มสอดคลอ้ง
กับสัณฐานของดอก โดย P. concolor และ P. concolor  
var. hennisianum มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมใกล ้
ชิดกันมากที่สุด มีค่าดัชนีความเหมือน 0.850 ส่วน P. 
josianae และ P. myanmaricum มีค่าดัชนีความเหมือน 
0.663 และถูกแยกให้อยู่ต่างกลุ่มกัน และการศึกษา
จ านวนโครโมโซมระยะเมทาเฟสจากปลายรากของ P. 
myanmaricum พบว่า รองเท้านารีสายพันธุ์นีม้ีจ  านวน
โครโมโซม 2n = 26  

 
กิตตกิรรมประกาศ 
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บัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี 
ส  านักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวง 
การอุดมศึกษา วิทยาศาสตร ์วิจัยและนวตักรรม 
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