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บทคดัย่อ 
ประเทศไทยพบรองเทา้นารีเพยีงสกุลเดยีว คอื Paphiopedilum จากทัง้หมด 6 สกุล ทีพ่บทัว่โลก ซึง่

ได้รบัความนิยมในการปลูกเป็นอย่างมาก เนื่องด้วยลกัษณะที่สวยงามจงึมกีารปลูกเพื่อการค้า โดยรองเทา้
นารแีต่ละชนิดมลีกัษณะคลา้ยกนั ดงันัน้การจดัจ าแนกชนิดโดยใชล้กัษณะสณัฐานเพยีงอย่างเดยีวจงึค่อนขา้ง
ยาก งานวจิยันี้ไดจ้ าแนกกลว้ยไมร้องเทา้นาร ี20 ชนิด ดว้ยล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 และชิน้ดเีอน็เอ
ที่อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA เมื่อวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดข์องทัง้ 2 บรเิวณ ร่วมกนั และจดักลุ่มแบบ 
maximum likelihood โดยใช้โปรแกรม MEGA7 พบว่าประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกสูงกว่าการใช้เพียง
บรเิวณเดยีว อย่างไรกต็าม งานวจิยันี้ยงัจ าแนกได้ไม่ครบทุกชนิด ดงันัน้จงึควรใชล้ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
อื่นร่วมดว้ย ทัง้นี้เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพในการจ าแนกใหส้งูขึน้ 
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Abstract 
In Thailand, there is only one genus of Paphiopedilum from six genera worldwide which are 

very popular in planting due to their attractiveness and commercial point of view.  Most of 
Paphiopedilum are similar in morphological characters hence it is very difficult to classify them using 
morphology.  This research aims to identify and assess the genetic relationship of 20 Paphiopedilum 
species using nucleotide sequences of rpoC1 gene and trnH-psbA intergenic spacer region. According 
to analyzing data of two regions combining, and grouping by maximum likelihood method using 
MEGA7, it revealed an improve efficiency of Paphiopedilum classification, compared to that of one 
region.  However, this study cannot be applied to identify 20 species, other promising nucleotide 
sequences should be introduced to increase efficiency of classification.  
 

Keywords: Paphiopedilum; genetic relationship; identification; rpoC1 gene; trnH-psbA intergenic 
spacer region 

 
1. ค าน า 

กลว้ยไมจ้ดัเป็นพชืใบเลีย้งเดีย่วทีม่ลีกัษณะ
สีสันสวยงามและรู้จ ักกันอย่างแพร่หลาย มีการ
น ามาปลูกเป็นไม้ประดับและปรับปรุงพันธุ์ให้มี
ความหลากหลาย ให้มลีกัษณะที่แปลกตา บานทน
และมสีสีนัสวยงามยิง่ขึน้ ความตอ้งการกลว้ยไมจ้งึมี
มากขึ้น ท าให้ในปัจจุบนัประชากรของกล้วยไม้ใน
ธรรมชาตลิดลงอย่างรวดเรว็ เนื่องมาจากมกีารเกบ็
กลว้ยไมม้าขายและถิน่อาศยัของกลว้ยไมถู้กท าลาย 
ซึง่ท าใหก้ลว้ยไมบ้างชนิดสญูพนัธุไ์ปแลว้ บางชนิด
กใ็กลจ้ะสญูพนัธุ ์(อบฉนัท,์ 2543) 

รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ชนิดหนึ่งที่ได้รบั
ความนิยมในการปลูกเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะ
พนัธุพ์ืน้เมอืง ซึง่ในประเทศไทยคน้พบแลว้ 18 ชนดิ 
จากทัว่โลกที่พบแล้วประมาณ 136 ชนิด โดยใน
ประเทศไทยพบเพยีงสกุลเดยีว คอื Paphiopedilum 
เป็นรองเท้านารทีี่อยู่ในเขตร้อนและมถีิ่นก าเนิดใน
ประเทศไทย รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ดินหรืออิง
อาศยักไ็ด ้ไม่มลี าลูกกลว้ยเหมอืนกลว้ยไมป้ระเภท
อื่น ล าต้นขนาดเลก็ ใบอาจมลีายหรอืไม่มลีายกไ็ด้ 
ลกัษณะเด่นของรองเทา้นาร ีคอื มกีลบีดอกดา้นล่าง 

1 กลบี ที่มลีกัษณะคล้ายกบักระเป๋า บางพนัธุก์ลบี
ดอกขา้งบดิเป็นเกลยีวยาวสวยงาม (เศรษฐมนัตร,์ 
2551) 

การใช้ลกัษณะสณัฐานในการจ าแนกพชืนัน้
มคีวามยากล าบาก เนื่องจากขึน้กบัสภาพแวดลอ้ม
และตอ้งอาศยัผูช้ านาญ ดงันัน้จงึมกีารพฒันาโดยใช้
เครื่องหมายดเีอน็เอ (DNA marker) เขา้มาช่วยระบุ
หรือจ าแนกพืช และใช้ในการศึกษาความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมในพชืหลายชนิด ได้แก่ เครื่องหมาย
อารเ์อพดี ี(RAPD, random amplified polymorphic 
DNA) และการตรวจล าดบันิวคลโีอไทด ์(nucleotide 
sequence) ต าแหน่งจ าเพาะ เป็นต้น (Wolff and 
Rijn, 1993; Deng et al., 1995; Garcia et al., 1995; 
Debener and Mattiesch, 1998) 

CBOL Plant Working Group (2009) ศกึษา
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ 
(chloroplast genome) จ านวน 7 บริเวณ ได้แก่  
rbcL, rpoB, rpoC1, matK, trnH-psbA, atpF-atpH 
และ psbK-psbI เพื่อน ามาใชเ้ป็นดเีอน็เอมาตรฐาน 
(standard DNA) ในการสรา้งดเีอน็เอบารโ์คด (DNA 
barcode) ซึง่มศีกัยภาพในการจ าแนกสิง่มชีวีติ โดย
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การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ
มาตรฐานในพชืแต่ละชนิด 

ยีน rpoC1 ก าหนดการสร้างพอลิเพปไทด์ 
(polypeptide) ที่ เ ป็นองค์ประกอบของเอนไซม์     
อาร์เอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA polymerase) ซึ่งอยู่
ในคลอโรพลาสต ์(วุฒพิงศ,์ 2554) 

ชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยนี trnH-psbA เป็น 
intergenic spacer โดยยีน psbA ก าหนดการสร้าง
พอลเิพปไทด์ทีเ่ป็นองคป์ระกอบของ photosystem 
II ในกระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสง และยนี trnH 
ก าหนดการสรา้งอารเ์อน็เอถ่ายโอน (transfer RNA, 
tRNA) ชนิด tRNAhis (GUG) ซึ่งจะน ากรดอะมิโน 
ฮสีทดินี (histidine, H) ไปต่อเป็นสายพอลเิปปไทด ์

งานวิจัยนี้ ได้ประเมินความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมและจ าแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นารกีลุ่ม
ใบสเีขยีวดว้ยล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 และ
ชิ้ น ดี เ อ็น เ อที่ อ ยู่ ร ะ ห ว่ า ง ยีน  trnH กับ  psbA 
นอกจากนี้ยังเก็บล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไว้ใน
ฐานขอ้มลู GenBank ของ NCBI เพื่อใชใ้นการศกึษา
ในอนาคตต่อไป 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างกล้วยไม้สกลุรองเท้านารี 

กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นารี กลุ่มใบสเีขยีว 
20 ชนิด ได้แก่ (1) อินทนนท์ [P. villosum (Lindl.) 
Stein] (2) อินทนนท์คอแดง (P. barbigerum var. 
Coccineum) (3) อินทนนท์ ใบกว้า ง  [P. insigne 
(Wallich ex Lindley) Pfitzer] (4) อนิทนนทล์าว [P. 
gratrixianum (Mast.) Guillaumin] (5) เหลือง เลย 
(P. hirsutissimum var. Esquirolei) (6) เหลอืงกระบี ่
[P. exul (Ridl) Rolfe] (7) โ ร ธ สคิล เ ดีย นุ ม  [P. 
rothschildianum (Rchb.f.) Stein] (8) ไพรมุเรียนุม 
(P. primulinum M.W.Wood & P.Taylor) (9) ดอยตุง
กาญจ น์  (P. vejvarutianum O.Gruss & Roellke) 
(10) สไปเชเรยีนุม [P. spicerianum (Rchb.f) Pfitz.] 

(11) เ มือ ง ก าญจ น์  [P. parishii (Rchb.f) Stein]    
(12) ดอย ตุ ง  [P. charlesworthii (Rolfe) Pfitzer]  
(13) เ ชี ย ง ด า ว  ( P. dianthum Tang & Wang)      
(14) เฮนรยีานุม (P. henryanum Braem) (15) เฮเลเน 
( P. helenae f. aureum O.Gruss & Roeth)         
(16) ทรานเลียนอนุม (P. tranlienianum O.Gruss 
&  H.Perner) (17) แพรสแทนส ์[P. praestans (Rchb.f) 
Pfitz] (18) ฟิ ลิป ปิ นส์ เ อนซิส  [P. philippinense 
(Rchb.f) Stein] (19) ซุปารด์ไิอ (P. supardii Braem 
& Lob) และ (20) กลวัโคไฟลลุม (P. glaucophyllum 
J.J.Smith) 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกดัดเีอน็เอจากใบกลว้ยไมส้กุลรองเทา้

นารกีลุ่มใบสเีขยีวดว้ยวธิทีีป่ระยุกตจ์าก Doyle และ 
Doyle (1987) ตามวิธีของนฤมล และคณะ (2555) 
แลว้ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอดว้ยวธิกีารวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet, UV) ที่
ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (nm) ตรวจสอบ
คุณภ าพดี เ อ็ น เ อ ด้ ว ย วิ ธี อิ เ ล็ ก โ ท ร โ ฟ รี ซิ ส 
(electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose) ความ
เข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ และค านวณอัตราส่วน
ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 
และ 280 นาโนเมตร (Sambrook et al., 1989) 

2.3 การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน 
rpoC1 และช้ินดีเอน็เอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กบั 
psbA 

เพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน rpoC1 
และชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA ใน
กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี กลุ่มใบสเีขยีว 20 ชนิด 
โดยน าดีเอ็นเอแต่ละชนิดที่สกดัได้มาเจือจางให้มี
ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรมัต่อไมโครลติร  (ng/µl) 
เพื่อใชเ้ป็นดเีอน็เอแม่แบบ (DNA template) ส าหรบั
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR, polymerase 
chain reaction) ซึง่ประกอบดว้ยดเีอน็เอ 100 นาโน
กรมั (ng) ในบฟัเฟอร ์1 เท่า (50 mM KCl, 10 mM 
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Tris-HCl pH 9.1, 0.1 % Triton™ X-100 และ  2.5 
mM MgCl2) และมีนิวคลีโอไทด์ทัง้  4 ชนิด คือ 
dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ชนิดละ 200 ไมโคร
โมลาร ์(µM) ไพรเมอร ์(primer) ปรมิาณ 500 นาโน
โมลาร ์(nM) ซึง่มคีวามจ าเพาะต่อยนี rpoC1 (5-GT 
GGATACACTTCTTGATAATGG-3 กบั 5-TGAG 
AAAACATAAGTAAACGGGC-3) และชิ้นดเีอน็เอ
ทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA (5-CGCGCATGG 
TGGATTCACAATCC-3 กบั 5-GTTATGCATGA 
ACGTAATGCTC-3) แ ล ะ เ อ น ไ ซ ม์  Taq DNA 
polymerase (Vivantis technologies Sdn. Bhd., 
Malaysia) 1 ยูนิต (Unit) โดยมีปริมาตรรวม 40 
ไมโครลติร (เกยีรตชิยั และคณะ, 2557) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสมี 3 ขัน้ตอน 
คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาที จ านวน 1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที อุณหภูมิ 53 องศา
เซลเซียส นาน 40 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซยีส นาน 1 นาท ีจ านวน 35 รอบ และ (3) บ่ม
ทีอุ่ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจ านวน 
1 รอบ (เกยีรตชิยั และคณะ, 2557) 

หลงัจากนัน้ตรวจสอบชิ้นดเีอ็นเอที่เพิ่ม
ปรมิาณได้ด้วยวธิอีิเลก็โทรโฟรซีสิในอะกาโรส 1.5 
เปอรเ์ซน็ต ์  

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
ผลผลติจากปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสที่

ได้นัน้ส่งไปหาล าดบันิวคลโีอไทด์ทีบ่รษิทั Bioneer 
(ประเทศเกาหลใีต้) แล้วน าล าดบันิวคลโีอไทด์ทีไ่ด้
จากกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นารี กลุ่มใบสเีขยีว ทัง้ 20 
ชนิด มาเปรยีบเทยีบกนัเพื่อวเิคราะหค์วามแตกต่าง
ทางพนัธุกรรม (genetic distance) ด้วยโปรแกรม 
ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw) 
และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
( phylogenetic tree) โ ดย ใช้ โ ป รแกรม  MEGA7 
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

version 7) (http://www.megasoftware.net) โ ด ย
เลอืกวธิกีารจดักลุ่มแบบ maximum likelihood และ
ก าหนดค่า bootstrap 1,000 ครัง้ 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วย

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน 

rpoC1 และชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA ในกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบสเีขยีว ทัง้ 
20 ชนิด พบว่าสามารถเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอครบ
ทุกชนิด โดยชิ้นดีเอ็นเอของยีน rpoC1 มีขนาด
ประมาณ 500 คู่เบส (base pairs) และชิน้ดเีอน็เอที่
อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA มขีนาดประมาณ 900 
คู่เบส  

3.2 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง
ยีน rpoC1 

เมื่อวิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 ในรองเท้านารี กลุ่มใบสเีขยีว ทัง้ 20 ชนิด 
พบว่ามขีนาด 554 คู่เบส และฝากเกบ็ล าดบันิวคลี-
โอไทด์ที่ได้ไว้ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 
(National Center for Biotechnology Information) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยมีหมาย เลข
จ าเพาะ (accession number) ดงัตารางที ่1 

เมื่อวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของยนี 
rpoC1 ด้วย MEGA7 พบค่าความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี กลุ่มใบสี
เขียว ทัง้ 20 ชนิด เท่ากับ 0.000-0.004 และเมื่อ
สรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมโดยเลอืก
วิธี จัดก ลุ่มแบบ  maximum likelihood (รู ปที่  1) 
พบว่าไม่สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี
แ ต่ละชนิดออกจากกันครบทัง้หมด ทัง้นี้ อาจ
เนื่องจากล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดม้ีการเปลีย่นแปลง
น้อยมาก โดยมตี าแหน่งทีเ่กดิการกลาย (mutation) 
เพียง 4 ต าแหน่ง ท าให้ผลการวิเคราะห์มีความ
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เหมือนกันมาก ซึ่งพบรูปแบบการกลายเพียง
รูปแบบเดียว คือ ทรานสเวอร์ชัน (transversion) 
(ตารางที ่2) จงึท าใหล้ าดบันิวคลโีอไทดท์ีว่เิคราะห์
นัน้มีความเหมือนกันมาก และเมื่อสร้างแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจึงไม่สามารถแยก
กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ี20 ชนิด ออกจากกนั 

3.3   การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง 

ช้ินดีเอน็เอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA 
เมื่อวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ 

ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA ในกลว้ยไม้
สกุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบสเีขยีว ทัง้ 20 ชนิด พบว่า
มขีนาด 242-1102 คู่เบส และฝากเกบ็ล าดบันิวคลี-    
โอไทด์ที่ได้ไว้ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI 
ซึง่มหีมายเลขจ าเพาะดงัตารางที ่1

 
ตารางท่ี 1 หมายเลขจ าเพาะของล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH 

กบั psbA ในกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นารกีลุ่มใบสเีขยีวทีฝ่ากเกบ็ไวใ้นฐานขอ้มลู GenBank 
 

ล าดบั ชื่อสามญัและชื่อวทิยาศาสตร์ 
หมายเลขจ าเพาะของล าดบันิวคลโีอไทด ์

rpoC1 trnH-psbA 
1 อนิทนนท ์[P. villosum (Lindl.) Stein] KX755509 KX977091 
2 อนิทนนทค์อแดง (P. barbigerum var. Coccineum) KX755510 KX977092 
3 อนิทนนทใ์บกวา้ง [P. insigne (Wallich ex Lindley) Pfitzer] KX755511 KX977093 
4 อนิทนนทล์าว [P. gratrixianum (Mast.) Guillaumin] KX755512 KX977094 
5 เหลอืงเลย (P. hirsutissimum var. Esquirolei) KX755513 KX977095 
6 เหลอืงกระบี ่[P. exul (Ridl) Rolfe] KX755514 KX977096 
7 โรธสคลิเดยีนุม [P. rothschildianum (Rchb.f.) Stein] KX755515 KX977097 
8 ไพรมเุรยีนุม (P. primulinum M.W.Wood & P.Taylor) KX755516 KX977098 
9 ดอยตุงกาญจน์ (P. vejvarutianum O.Gruss & Roellke) KX755517 KX977099 
10 สไปเชเรยีนุม [P. spicerianum (Rchb.f) Pfitz.] KX755518 KX977100 
11 เมอืงกาญจน์ [P. parishii (Rchb.f) Stein] KX755519 KX977101 
12 ดอยตุง [P. charlesworthii (Rolfe) Pfitzer] KX755520 KX977102 
13 เชยีงดาว (P. dianthum Tang & Wang) KX755521 KX977103 
14 เฮนรยีานุม (P. henryanum Braem) KX755522 KX977104 
15 เฮเลเน (P. helenae f. aureum O.Gruss & Roeth) KX755523 KX977105 
16 ทรานเลยีนอนุม (P. tranlienianum O.Gruss & H.Perner) KX755524 KX977106 
17 แพรสแทนส ์[P. praestans (Rchb.f) Pfitz] KX755525 KX977107 
18 ฟิลปิปินสเ์อนซสิ [P. philippinense (Rchb.f) Stein] KX755526 KX977108 
19 ซุปารด์ไิอ (P. supardii Braem & Lob) KX755527 KX977109 
20 กลวัโคไฟลลุม (P. glaucophyllum J.J.Smith) KX755528 KX977110 

 
เมื่อวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิน้ 

ดี เ อ็น เอที่ อยู่ ร ะหว่ า งยีน  trnH กับ  psbA ด้วย 
MEGA7 พบค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของ

กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบสเีขยีว ทัง้ 20 ชนดิ 
จ านวน 20 ชนิด เท่ากบั 0.000-0.059 และเมื่อสรา้ง
แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมโดยเลอืกวธิจีดั
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กลุ่มแบบ maximum likelihood  (รูปที่ 2) พบว่า
สามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีบางชนิด
ออกจากกนั แต่ยงัมบีางชนิดทีไ่ม่สามารถแยกออก
จากกนัอย่างชดัเจน ได้แก่ เมอืงกาญจน์ เชยีงดาว 
เฮนรียานุม ทรานเลียนอนุม อินทนนท์ อินทนนท์
ลาว ดอยตุงกาญจน์ สไปเชเรียนุม และเฮเลเน 
อย่างไรก็ตามพบล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มีการ
เปลี่ยนแปลง 970 ต าแหน่ง มกีารกลาย 4 รูปแบบ 
คอื อนิเดล (indel, insersion/deletion) พวิรนีทราน-

สิชัน  (purine transition) ไพ ริมิดีนท ร านสิชัน 
(pyrimidine transition) และทรานสเวอรช์นั (ตาราง
ที ่3) 
 
ตารางท่ี 2 ต า แห น่ งนิ วคลี โ อไทด์ของยีน 

rpoC1 ทีม่กีารเปลีย่นแปลง 
 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์
ทรานสเวอรช์นั 147, 235, 381 และ 447 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูป ท่ี  1  แผนภู มิค ว ามสัมพันธ์ท า ง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารีกลุ่มใบสเีขยีวที่ได้
จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลี-
โอไทดข์องยนี rpoC1 

 
ตารางท่ี 3 ต าแหน่งนิวคลโีอไทดข์องชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA ทีม่กีารเปลีย่นแปลง 

 

รปูแบบการกลาย ต าแหน่งนิวคลโีอไทด ์
อนิเดล 20-46, 87-994, 1047-1052, 1072-1074, 1089-1091 และ 1092 

พวิรนีทรานสชินั 
51, 888, 895, 956, 962, 966, 992, 1015, 1019, 2001, 2005, 2012, 2019, 2029 
และ 2033 

ไพรมิดินีทรานสชินั 10, 890, 891, 952, 953, 965, 967, 987, 1016, 1047 และ 1059 

ทรานสเวอรช์นั 
63, 81, 82, 889, 892, 950, 951, 953, 955, 957, 960, 963, 968, 971, 979-980, 
983, 1021, 1045, 1065, 1066, 1076, 1088, 2013 และ 2014 

 
นอกจากนี้ยังพบว่าชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่

ระหว่างยีน trnH กับ psbA ในรองเท้านารีเหลือง
เลยมขีนาดเพยีง 242 คู่เบส ซึง่มขีนาดสัน้กว่าปกต ิ
โดยมีการขาดหายไปของล าดับนิวคลีโอไทด์เป็น
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จ านวนมาก เมื่อตรวจสอบในฐานขอ้มูล GenBank 
ของ NCBI พบว่าชิ้นดเีอ็นเอที่อยู่ระหว่างยนี trnH 
กบั psbA ในกลว้ยไม ้Paphiopedilum argus (Rchb. 
f.) Stein ก็มีขนาดเพียง 481 คู่ เบส (หมายเลข

จ าเพาะ JQ660920) ซึ่งมีล าดบันิวคลีโอไทด์น้อย
กว่า 900 คู่เบส เช่นกัน เนื่องจากมีความผนัแปร
ของล าดบันิวคลโีอไทด์ภายในชนิดสูง (นฤมล และ
คณะ, 2560) 

 

 

 
 
 
 
 
 
รูป ท่ี  2  แผนภู มิ ค ว า มสัม พัน ธ์ท า ง

พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารีกลุ่มใบสีเขียวที่ได้
จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลี-  
โ อไทด์ของชิ้นดี เ อ็น เ อที่ อ ยู่
ระหว่างยนี trnH กบั psbA 

 
3.4 การวิเคราะหล์ าดบันิวคลีโอไทดข์อง

ยีน rpoC1 และช้ินดีเอน็เอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH 
กบั psbAรว่มกนั 

เมื่อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี กลุ่มใบสี
เขยีว ทัง้ 20 ชนิด จากวเิคราะห์ล าดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี rpoC1 และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH 
กับ psbA ร่วมกัน โดยเลือกวิธีการจัดกลุ่มแบบ 
maximum likelihood (รู ปที่  3)  พบว่ า ส าม า รถ
จ าแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีคล้ายกบัแผนภูมิ
ความสมัพันธ์ทางพนัธุกรรมที่สร้างจากวิเคราะห์
ล าดบันิวคลโีอไทด์ของชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กับ psbA เพียงบริเวณเดียว อย่างไรก็ตาม 
สามารถแยกรองเท้านารีดอยตุงกาญจน์ออกจาก
รองเทา้นารชีนิดอื่น ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าการวเิคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะหลาย
บริเวณร่วมกนันัน้ บางครัง้อาจไม่สามารถจ าแนก

กล้วยไม้สกุลรองเท้านารีเพิ่มขึ้น ทัง้นี้ เนื่องจาก
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากยนี rpoC1 มคีวามหลาก
รูป (polymorphism) ต ่า อย่างไรกต็าม นอกจากจะ
ใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง
ยนี trnH และ psbA แลว้ ควรวเิคราะหร์่วมกบัล าดบั
นิวคลโีอไทดข์องต าแหน่งจ าเพาะอื่น เช่น ยนี rbcL 
และ matK (วุฒพิงศ์, 2554) เพื่อเพิม่ประสทิธภิาพ
ในการจ าแนก 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการวิจัยอื่นที่
แสดงประสทิธิภาพของการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์
ต าแหน่งจ าเพาะในการวเิคราะห์ความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมและการจ าแนกพชื ได้แก่ กล้วยไมส้งิโต
กลอกตา (เกียรติชยั, 2557) กล้วยไม้สกุลกุหลาบ 
(นฤมล และคณะ, 2557) กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม
เอื้องสาย (นฤมล และคณะ, 2558) กล้วยไม้สกุล
แวน้ดา้หมู่เขม็ (จนิต ์และคณะ, 2558) กลว้ยไมส้กุล
เอือ้งเทยีน (นฤมล และคณะ, 2560) ขา้วมสี ี(นฤมล  
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รูปท่ี 3  แผนภูมิความสมัพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กลุ
รองเทา้นารกีลุ่มใบสเีขยีวที่
ได้จากการวิเคราะห์ล าดับ 
นิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 
และชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่าง
ยนี trnH กบั psbA ร่วมกนั 

 
และคณะ, 2557) และมะม่วง (ปิยะดา และคณะ, 
2558) เป็นตน้ 
 

4. สรปุ 
การประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธกุรรมของ

กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบสเีขยีว จ านวน 20 
ชนิด ดว้ยล าดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 และชิน้
ดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA พบว่ายีน 
rpoC1 ยงัไม่สามารถจ าแนกรองเทา้นารอีอกจากกนั
ครบทัง้ 20 ชนิด ส่วนชิ้นดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กบั psbA จ าแนกรองเท้านารไีด้มากกว่าการ
ใช้ยนี rpoC1 เนื่องจากชิ้นดเีอน็เอที่อยู่ระหว่างยีน 
trnH กบั psbA มคีวามหลากรูปของนิวคลโีอไทดส์งู
กว่ามาก โดยพบต าแหน่งหลากรูป 970 ต าแหน่ง 
จึงมีประสิทธิภาพการจ าแนกสูงกว่า แต่เมื่อน า
ต าแหน่งจ าเพาะทัง้ 2 บรเิวณ มาวเิคราะห์ร่วมกนั 
พบว่าแผนภูมิความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมที่ได้มี
ความคลา้ยกบัแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม
ทีไ่ดจ้ากชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 
เพียงบริเวณเดียว อย่างไรก็ตาม ควรวิเคราะห์
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