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บทคดัย่อ 
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมมปีระโยชน์ต่อการจําแนกสิ�งมชีวีติในระดบัโมเลกุล ปัจจุบนัการจําแนก

กล้วยไม้มกัมีความยุ่งยากและความสบัสน อีกทั <งการจําแนกด้วยลกัษณะสณัฐานต้องอาศยัผู้เชี�ยวชาญ 
งานวิจัยนี<จึงใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ในการ
จําแนกพนัธุแ์ละประเมนิความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบลาย 22 พนัธุ ์เมื�อ
วเิคราะหแ์ผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมที�ไดจ้ากลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 หรอืชิ<นดเีอน็เอที�อยู่
ระหว่างยนี trnH กบั psbA  เพยีงบรเิวณเดยีว พบว่าไม่สามารถจําแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้านารบีางพนัธุ์ 
ดงันั <นจงึวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด์ของยนี rpoC1 และชิ<นดเีอน็เอที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA ร่วมกนั 
ซึ�งยงัคงพบว่าไม่สามารถจําแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นารคีรบทุกพนัธุ ์แต่การวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด ์2 
บรเิวณ ร่วมกนั มปีระสทิธภิาพในการจาํแนกมากกว่าการวเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดเ์พยีงบรเิวณเดยีว 
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คาํสาํคญั : สกุลรองเทา้นาร;ี ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม; การจําแนก; ยนี rpoC1; ชิ<นดเีอน็เอที�อยู่ระหว่าง
ยนี trnH กบั psbA 

Abstract 
Genetic relationship is useful for molecular identification of organism.  The conventional orchid 

identification based mainly on morphology is difficult and confused.  Besides, an expert for 
morphological classification is required.  In this research, 22 samples of mottled- leaf Paphiopedilum 
were used to identify and analyze genetic relationship using DNA sequences of rpoC1 genes and trnH-
psbA intergenic spacer region.  The results revealed that, the phylogenetic tree constructed based on 
the nucleotide sequences of rpoC1 or trnH- psbA intergenic spacer region could not be employed to 
classify some varieties of Paphiopedilum. When data of rpoC1 gene and trnH-psbA intergenic spacer 
region were combined, some varieties of Paphiopedilum remained unidentified. However, combination 
data of the two loci showed more efficiency for identification among mottled- leaf Paphiopedilum 
samples than that of only single locus.  
 

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

 
1. คาํนํา 

ประเทศไทยจดัเป็นศูนย์กลางการกระจาย
พนัธุ์ของกล้วยไม้ในแถบภูมภิาคเอเชยีตะวนัออก
เฉียงใต้ เนื� องจากมีกล้วยไม้หลากหลายชนิดที�
กระจายตัวอยู่ทั �วภูมิภาคต่าง ๆ ทั �วประเทศ (มลิ
วลัย์, 2539; สําอางค์, 2549) อกีทั <งประเทศไทยยงั
เป็นผู้ผลิตและผู้ส่งออกดอกกล้วยไม้เขตร้อนมาก
เป็นอันดับ 1 ของโลก สามารถผลิตและส่งออก
กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum) ได้ใน
ปรมิาณมาก (วเิคราะหโ์ดยกรมส่งเสรมิการเกษตร) 
ปัจจุบันกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีถือว่าเป็นมรดก
ทางธรรมชาตทิี�มอียู่ในประเทศไทย มรีาคาค่อนขา้ง
แพงและหายาก (อุไร, 2541) 

การศึกษาพบว่าในกล้วยไม้รองเท้านารีมี
สารสติลบีน (stilbene) ซึ�งเป็นสารที�มพีิษต่อเซลล์ 
(cytotoxicity) สามารถต้านเซลล์มะเร็งในปอด 
(Lertnitikul et al., 2016) การอกัเสบ แบคทเีรยี และ
ไวรัส (Naphat-sawan et al., 2016) ดอกกล้วยไม้

สกุลรองเทา้นารมีคีวามหลากหลายมาก แต่ลกัษณะ
สณัฐานอื�น ๆ มคีวามใกลเ้คยีงกนั ส่งผลใหย้ากต่อ
การจําแนกพนัธุ์ ดงันั <นจงึมคีวามจําเป็นต้องศกึษา
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม (genetic relationship) 
ของกลว้ยไมส้กุลนี< 

ลําดบันิวคลโีอไทด์ (nucleotide sequence) 
ของดีเอ็นเอเป็นสารพันธุกรรมที�กําหนดลักษณะ
ของสิ�งมีชีวิต สิ�งมีชีวิตชนิดเดียวกันจะคล้ายกัน
มากกว่าสิ�งมชีวีติต่างชนิดกนั จงึไดนํ้ามาประยุกตใ์ช้
ในการจําแนกสิ�งมีชีวิต เพื�อเพิ�มความถูกต้อง 
รวดเรว็ และประสทิธภิาพในการระบุสิ�งมชีวีติ อกีทั <ง
ยงัเป็นที�ยอมรบัและได้รบัความร่วมมอืกนัระหว่าง
ประเทศต่าง ๆ เกดิเป็นโครงการในการระบุสิ�งมชีวีติ 
(The Barcode of Life Project) (พรณรงค ์และอรุณ
รตัน์, 2554) ซึ�งบริเวณตําแหน่งจําเพาะที�เสนอให้
เป็นดเีอน็เอมาตรฐาน (standardized DNA) ในการ
ระบุและจําแนกสิ�งมีชีวิตมีหลายข้อเสนอ เช่น       
(1) ยีน rbcL ร่วมกับชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน 
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trnH กบั psbA (Kress and Erickson, 2007) (2) ชิ<น
ดเีอน็เอที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA, ยนี rpoC1, 
ยนี rbcL และยนี matK โดยเลอืกวเิคราะหร่์วมกนั 3 
บ ริ เ ว ณ  (Hollingsworth, 2008)  ( 3)  ยีน  matK 
ร่วมกบัชิ<นดีเอน็เอที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 
(Newmaster et al., 2008) โดยสรุปพบว่าการใช้
ตําแหน่งจําเพาะหลายบริเวณร่วมกันจะมีความ
แม่นยําและมีประสิทธิภาพเพิ�มขึ<น (Chase et al., 
2007; Lahaye et al., 2007; Hollingsworth, 2008, 
Guo et al., 2015) 

ยีน rpoC1 กําหนดการสร้างพอลิเพปไทด์ 
(polypeptide) ที�เ ป็นองค์ประกอบของเอนไซม์    
อารเ์อน็เอพอลเิมอเรส (RNA polymerase) (Serino 
and Maliga, 1998) สาํหรบัชิ<นดเีอน็เอที�อยู่ระหว่าง
ยนี trnH กบั psbA นั <น เป็นส่วนปลายของยนี trnH 
ที�กาํหนดการสรา้ง tRNAhis (GUG) ซึ�งจบักบักรดอะ
มิโนฮีสทิดีน (histidine, H) และต้นส่วนต้นของยนี 
psbA ที�กําหนดการสร้างพอลิเพปไทด์ที�เป็นองค์ 
ประกอบของ photosystem II โดยชิ<นดเีอ็นเอที�อยู่
ระหว่างยนี trnH กบั psbA เป็นบรเิวณที�นิยมนํามา
พสิจูน์เอกลกัษณ์ของสิ�งมชีวีติ เนื�องจากเป็นบรเิวณ
ที�มคีวามผนัแปรของลําดบันิวคลโีอไทด์สูง (Kress 
et al., 2005; Kress and Erickson, 2007) 

งานวิจัยนี< ใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA ในการเมินความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมและ
การจาํแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบลาย 22 
พนัธุ ์โดยเปรยีบเทยีบลําดบันิวคลโีอไทดข์องทั <ง 2 
บริเวณ จากนั <นสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรม (phylogenetic tree) โดยใชล้ําดบันิวคล-ี
โอไทด์ของบริเวณเดียวและของทั <ง 2 บริเวณ 
ร่วมกัน ซึ�งผลการวิจัยนี<จะเป็นประโยชน์ต่อการ
อนุรกัษ์และการคุ้มครองพนัธุ์กล้วยไม้สกุลรองเทา้
นาร ีรวมถงึการวางแผนปรบัปรุงพนัธุแ์ละผลติเพื�อ
การคา้ต่อไป 

2. อปุกรณ์และวิธีการวิจยั 
2.1 กล้วยไม้สกลุรองเท้านารี กลุ่มใบลาย 

กลว้ยไมส้กุลรองเท้านาร ีกลุ่มใบลาย ที�
ใชใ้นงานวจิยันี< จาํนวน 22 พนัธุ ์แสดงดงัตารางที� 1 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
สกดัดเีอน็เอจากใบกลว้ยไมส้กุลรองเทา้

นารี กลุ่มใบลาย ด้วยวิธีประยุกต์จาก Doyle และ 
Doyle (1987) ตามวธิขีอง นฤมล และคณะ (2555) 
แลว้ตรวจสอบคุณภาพของดเีอน็เอดว้ยวธิอีเิลก็โทร-
โฟรซีสิ (eletrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose) 
ความเขม้ขน้ 0.8 % (Sambrook et al., 1989) และ
ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอดว้ยการวดัค่าการดูดกลนื
แสงอัลตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น 260 นาโน
เมตร 

2.3 การเพิ6มปริมาณชิ4นดีเอน็เอ 
เพิ�มปรมิาณยนี rpoC1 และชิ<นดเีอน็เอที�

อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่
พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) 
ซึ�งประกอบด้วยดเีอน็เอแม่แบบ 100 นาโนกรมัต่อ
ไมโครลติร ในบฟัเฟอร ์1 เท่า (50 mM KCl, 10 mM 
Tris-HCl pH 9.1, 0.1 % Triton™ X-100 และ  2.5 
mM MgCl2) และมีนิวคลีโอไทด์ทั <ง  4 ชนิด คือ 
dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ชนิดละ 2 มิลลิ  
โมลาร ์(mM) ไพรเมอร ์250 นาโนโมลาร ์(nM) โดย
ใช้ไพรเมอร์สากล (universal primer) ที�จําเพาะกบั
ยนี rpoC1 (rpoC1-F : 5′-GTGGATACACTTCTTG 
ATAATGG-3′, rpoC1-R : 5′-TGAGAAAACATAA 
GTAAACGGGC-3′) และไพรเมอร์สากลที�จําเพาะ
กับชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ ระหว่างยีน  trnH กับ psbA  
(trnH-F : 5′-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-
3′, psbA-R : 5′-GTTATGCATGAACGTAATGCT 
C-3′) (CBOL Plant Working Group, 2009) แ ล ะ
เอนไซม ์Taq DNA polymerase (Vivantis, Vivantis 
technologies Sdn. Bhd., Malaysia) 1 ยูนิต (Unit) 
(เกยีรตชิยั และคณะ, 2557) 
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ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสมี 3 ขั <นตอน 
คือ (1) บ่มที�อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 
นาที จํานวน 1 รอบ (2) บ่มที�อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซยีส นาน 30 วนิาท ีบ่มที�อุณหภูม ิ54 และ 56 
องศาเซลเซยีส (สาํหรบัยนี rpoC1 และ ชิ<นดเีอน็เอ
ที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA ตามลาํดบั) นาน 30 
วนิาท ีและบ่มที�อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 1 

นาที จํานวน 40 รอบ และ (3) บ่มที�อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซยีส นาน 5 นาท ีจํานวน 1 รอบ จากนั <น
ตรวจสอบชิ<นดเีอน็เอที�เพิ�มปรมิาณไดด้ว้ยวธิอีเิลก็-
โทรโฟรซีสิในอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 1.5 % และ
เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอที�ทราบขนาดต่าง ๆ 
(DNA ladder) (นฤมล และคณะ, 2555) 

 
ตารางที6 1 กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบลาย ที�ใชใ้นงานวจิยั จาํนวน 22 พนัธุ ์

 

ชื�อสามญัและชื�อวทิยาศาสตรข์องกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุม่ใบลาย สกุลยอ่ย หมู ่
(1) ฝาหอย [P. bellatulum (Rchb.f) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(2) เหลอืงปราจนี [P. concolor subsp. reynieri (Rchb.f.) Fowlie] Brachypetalum Brachypetalum 
(3) เหลอืงปราจนีเวยีดนาม [P. concolor var. tonkinese (God.-Leb.) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(4) เหลอืงกาญจน์ [P. concolor (Bateman) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(5) เหลอืงอุดร (P. concolor subsp. hennisianum Fowlie) Brachypetalum Brachypetalum 
(6) เหลอืงสงิขร [P. concolor var. longipetalum (Rolfe) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(7) เหลอืงตรงั [P. godefroyae (God.-Leb.) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(8) เหลอืงพงังา [P. godefroyae var. leucochilum (Masters) Hallier ‘Yellow’] Brachypetalum Brachypetalum 
(9) ขาวชุมพร [P. godefroyae var. leucochilum (Masters) Hallier ‘White’] Brachypetalum Brachypetalum 
(10) ชอ่งอา่งทอง [P. godefroyae var. ang-thong (Fowlie) Braem] Brachypetalum Brachypetalum 
(11) ขาวสตลู [P. niveum (Rchb.f) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(12) ขาวพงังา (P. thaianum Iamwir.) Brachypetalum Brachypetalum 
(13) เกรย ี(P. ‘Greyi’) Brachypetalum Brachypetalum 
(14) เหลอืงประจวบ [P. concolor var. chlorophyllum (Rchb.f.) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(15) มาลโิปเอนเซ (P. malipoense Chen & Tsi.) Parvisepalum Parvisepalum 
(16) แจค็กไิอ [P. malipoense var. jackii (Hua) Averyanov] Parvisepalum Parvisepalum 
(17) ไมแครนทุม (P. micranthum Tang & Wang) Parvisepalum Parvisepalum 
(18) เวยีดนามเอนเซ (P. vietnamense O. Gruss & Perner) Parvisepalum Parvisepalum 
(19) เดเลแนตไิอ (P. delenatii Guillaumin) Parvisepalum Parvisepalum 
(20) อารเ์มเนียคุม (P. armeniacum S.C. Chen & F.Y. Liu) Parvisepalum Parvisepalum 
(21) อเีมอรโ์ซนิไอ (P. emersonii Koop. & P.J. Cribb) Parvisepalum Emersonianum 
(��) ฮานเกยีนุม (P. hangianum Perner & Oruss) Parvisepalum Emersonianum 

 
2.4 การวิเคราะหผ์ล 

ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 

psbA ที� เ พิ� ม ป ริม าณไ ด้  โ ดย บ ริษั ท  Bioneer 
(ประเทศเกาหลใีต้) แลว้ตรวจสอบความถูกต้องของ
ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ี�ไดโ้ดยเปรยีบเทยีบกบัขอ้มูลใน
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ฐานขอ้มูลGenBank ของ NCBI (https://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov) และฝากเกบ็ขอ้มูลลําดบันิวคลโีอไทด์
ไว้ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI จากนั <น
เปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 พันธุ์ แบบ multiple 
alignment ด้วยโปรแกรม ClustalW (http://www. 
ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) 

วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรม 
(genetic distance) และสร้างแผนภูมคิวามสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมด้วยโปรแกรม MEGA7 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0) โดย
เลอืกวธิกีารจดักลุ่มแบบ maximum likelihood และ
กาํหนดค่า bootstrap 1,000 รอบ 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การเพิ6มปริมาณของชิ4นดีเอน็เอ  

การเพิ�มปริมาณชิ<นดีเอ็นเอของยีน 
rpoC1 และชิ<นดเีอน็ที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 
ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 พนัธุ์ 
ด้วยไพรเมอร์สากล พบว่าสามารถเพิ�มปริมาณ      
ดีเอ็นเอครบทุกพนัธุ์ เมื�อตรวจสอบด้วยวิธีอิเล็ก-
โทรโฟรซีสิ ปรากฏแถบดเีอน็เอของยนี rpoC1 และ
ชิ<นดีเอ็นที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA เพียง 1 
แถบ ตามความคาดหวงั ซึ�งมีขนาดประมาณ 500 
และ 900 คู่เบส ตามลาํดบั 

3.2 การตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด ์
เมื�อตรวจสอบลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 

rpoC1 และชิ<นดเีอน็ที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA 
ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 พนัธุ์ 
แล้วนําไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ใน
ฐานขอ้มลู GenBank ของ NCBI พบว่าลาํดบันิวคล-ี
โอไทดข์องทั <ง 2 บรเิวณ มคีวามคลา้ยคลงึกบัลาํดบั
นิวคลีโอไทด์ของตําแหน่งจําเพาะดังกล่าวใน
กลว้ยไมร้องเทา้นาร ี92-100 เปอรเ์ซน็ต ์ซึ�งเป็นการ
ยนืยนัว่าชิ<นดเีอน็เอที�ไดน้ั <นถูกต้อง และไดฝ้ากเกบ็

ลําดบันิวคลีโอไทด์ไว้ในฐานขอ้มูล GenBank ของ 
NCBI โดยมหีมายเลขจาํเพาะ (accession number)  
ดงัตารางที� 2 
 

ตารางที6 2 หมายเลขจําเพาะของลําดับนิวคลี- 
โอไทดข์องยนี rpoC1 และชิ<นดเีอน็เอ
ที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ใน
กลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบลาย 
22 พันธุ์ ที�ฝากเก็บไว้ในฐานข้อมูล 
GenBank ของ NCBI 

 

กลว้ยไมส้กุล
รองเทา้นาร ี 
กลุ่มใบลาย 

หมายเลขจาํเพาะของ 
ลาํดบันิวคลโีอไทด ์(คู่เบส) 
rpoC1 trnH-psbA 

นารฝีาหอย KU201366 (554) KU201394 (931) 
เหลอืงปราจนี KU201367 (554) KU201395 (940) 
เหลอืงปราจนี

เวยีดนาม 
KU201368 (554) KU201396 (939) 

เหลอืงกาญจน์ KU201369 (554) KU201397 (941) 
เหลอืงอุดร KU201370 (554) KU201398 (947) 
เหลอืงสงิขร KU201371 (554) KU201399 (939) 
เหลอืงตรงั KU201372 (554) KU201400 (937) 
เหลอืงพงังา KU201373 (554) KU201401 (937) 
ขาวชุมพร KU201374 (554) KU201402 (935) 
ช่องอ่างทอง KU201375 (554) KU201403 (938) 
ขาวสตูล KU201376 (554) KU201404 (938) 
ขาวพงังา KU201377 (554) KU201405 (937) 
เกรย ี KU201378 (554) KU201406 (941) 
เหลอืงประจวบ KU201379 (554) KU201407 (932) 
มาลโิปเอนเซ KX265000 (554) KX265008 (922) 
แจค็กไิอ  KX265001 (554) KX265009 (919) 
ไมแครนทุม KX265002 (554) KX265010 (910) 
เวยีดนามเอนเซ  KX265003 (554) KX265011 (927) 
เดเลแนตไิอ KX265004 (554) KX265012 (915) 
อารเ์มเนียคุม KX265005 (554) KX265013 (913) 
อเีมอรโ์ซนิไอ  KX265006 (554) KX265014 (922) 
ฮานเกยีนุม KX265007 (554) KX265015 (919) 

 
3.3 การวิเคราะหล์าํดบันิวคลีโอไทด ์
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เมื�อเปรยีบเทยีบลําดบันิวคลโีอไทดข์อง
ทั <ง 2 บรเิวณ ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านาร ีกลุ่มใบ
ลาย 22 พันธุ์ พบว่ามีการกลายระดับยีน (gene 
mutation) เกิดขึ<น โดยลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 มกีารกลายเกดิขึ<น 2 รูปแบบ คอื ไพรมิดินี 
ทรานสิชัน  (pyrimidine transition)  5 ตํ าแหน่ง 
และพวิรนีทรานสชินั (purine transition) 11 ตําแหน่ง 
ส่วนชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA มี
การกลายเกิดขึ<น 4 รูปแบบ ได้แก่ อินเดล (indel, 
insertion/deletion) 62 ตําแหน่ง ทรานสเวอร์ชัน 

(transversion) 67 ตําแหน่ง  พิวรีนทรานสิชัน 20 
ตําแหน่ง และไพรมิดินีทรานสชินั 20 ตําแหน่ง 

เมื�อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมจากลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 
และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA 
พบว่าลําดบันิวคลโีอไทดข์องทั <ง 2 บรเิวณ สามารถ
จําแนกกลว้ยไมร้องเทา้นารเีป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่ม
ที�  1 คือ รองเท้านารี 14 พันธุ์  ที�จ ัดอยู่ ในสกุล 
Paphiopedilum ส กุ ล ย่ อ ย  Brachypetalum ห มู่  
Brachypetalum และกลุ่มที� 2 คือ รองเท้านารี 8 
พันธุ์  ที�จ ัดอยู่ ในสกุล Paphiopedilum สกุลย่อย 
Parvisepalum หมู่ Parvisepalum และหมู่ Emerso- 

nianum (ตารางที� 1)  
โดยแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม

ที�ไดจ้ากลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 (รูปที� 1) 
พบว่ากลุ่มที� 1 จําแนกรองเท้านารเีหลืองสงิขรได้ 
ส่วนที�เหลอืไม่สามารถจาํแนก กลุ่มที� 2 ไม่สามารถ
จําแนกรองเท้านารมีาลโิปเอนเซและแจค็กไิอออก
จากกนั สาํหรบัแผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม
ที�ได้จากลําดับนิวคลีโอไทด์ของชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่
ระหว่างยนี trnH กบั psbA (รปูที� 2) จาํแนกกลว้ยไม้
รองเท้านารีในกลุ่มที�  1 บางพันธุ์ได้ แต่ยังไม่
สามารถจําแนกรองเท้านารีฝาหอย เหลอืงปราจีน 
และเหลอืงกาญจน์ออกจากกนั และไม่สามารถแยก
รองเทา้นารเีหลอืงพงังา ช่องอ่างทอง และเกรยอีอก
จากกนั สว่นกลุ่มที� 2 ไม่สามารถจาํแนกรองเทา้นารี
มาลโิปเอนเซและแจค็กไิอออกจากกนั เช่นเดยีวกบั
แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมที�ไดจ้ากลําดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 ซึ�งจะเห็นได้ว่าลําดบั  
นิวคลีโอไทด์ของชิ<นดีเอ็นเอระหว่างยีน trnH และ 
psbA สามารถจาํแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่ม
ใบลาย 22 พนัธุ ์ไดด้กีว่าลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี 
rpoC1 เนื�องจากยนี rpoC1 มกีารกลายเกดิขึ<นน้อย
กว่าชิ<นดเีอน็เอระหว่างยนี trnH และ psbA 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที6 1  แผนภูมคิวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
กล้วยไม้สกุลรองเท้านาร ีกลุ่มใบลาย 22 
พนัธุ ์ที�ไดจ้ากการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอ
ไทดข์องยนี rpoC1 
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รูปที6  2  แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 
พันธุ์ ที�ได้จากการวิเคราะห์
ลํ าดับ นิวคลีโอไทด์ของชิ<น      
ดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH 
กบั psbA 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที6  3  แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 
พันธุ์ ที�ได้จากการวิเคราะห์
ลํ าดับ นิวคลีโอไทด์ของยีน 
rpoC1 และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่
ร ะหว่ า งยีน  trnH กับ  psbA 
ร่วมกนั 

 
เมื�อสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทาง

พนัธุกรรมจากการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทด์ของ
ยนี rpoC1 ร่วมกบัชิ<นดเีอน็เอที�อยู่ระหว่างยนี trnH 
กบั psbA (รูปที� 3) พบว่าสามารถแบ่งกลว้ยไมส้กุล

รองเท้านารี กลุ่มใบลาย 22 พันธุ์ เป็น 2 กลุ่ม 
เช่นเดียวกัน โดยกลุ่มที� 1 ยังไม่สามารถจําแนก
รองเท้านารีฝาหอย เหลืองปราจนี เหลืองกาญจน์ 
เหลืองพังงา ช่องอ่างทอง และเกรยีออกจากกัน 
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ส่วนกลุ่มที� 2 จําแนกรองเท้านารีมาลิโปเอนเซ
และแจ็คกิไอออกจากกนัได้ ดงันั <นถ้าวิเคราะห์ยนี
หลายบรเิวณร่วมกนัจะเป็นการเพิ�มประสทิธภิาพใน
การจาํแนกกลว้ยไมร้องเทา้นารมีากขึ<น 

3.4 อภิปรายผล 
การใช้ลําดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณต่าง ๆ 

ในคลอโรพลาสต์ (chloroplast) นิยมใช้สําหรบัการ
จําแนกพืช โดยบริเวณที�เป็นดีเอ็นเอมาตราฐาน 
(standard DNA) คอื ยนี rpoB, rpoC1, rbcL, matK, 
ชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน atpF กับ atpH, psbK 
กบั psbI และ trnH กบั psbA (CBOL Plant Working 
Group, 2009) ซึ�งงานวจิยัต่าง ๆ พบว่าชิ<นดเีอน็เอ
ที�อยู่ระหว่างยนี trnH กบั psbA มีประสทิธภิาพใน
การจาํแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้นาร ีกลุ่มใบลาย สงู
กว่ายนี rpoC1 เนื�องจากชิ<นดเีอน็เอที�อยู่ระหว่างยนี 
trnH กบั psbA เป็นบรเิวณที�มกีารผนัแปรของลาํดบั
นิวคลีโอไทด์สูง  (Kress et al., 2005; Kress and 
Erickson, 2007) และยงัเป็นบรเิวณที�สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างชนิดหรอืสปีชสี ์(species) ได้
ดทีี�สดุอกีดว้ย (CBOL Plant Working Group, 2009; 
Pang et al., 2011)  

เมื�อนําลําดบันิวคลโีอไทดข์อง 2 บรเิวณ 
มาวิเคราะห์ร่วมกัน พบว่ามีประสิทธิภาพในการ
จําแนกสงูขึ<น เช่นเดยีวกบังานวจิยัที�เคยรายงานมา
ก่อน ไดแ้ก่ นฤมล และคณะ (2560) วเิคราะหล์าํดบั
นิวคลโีอไทดข์องยนี rpoC1 ร่วมกบัชิ<นดเีอน็เอที�อยู่
ระหว่างยนี trnH กบั psbA พบว่ามปีระสทิธภิาพใน
การจําแนกกล้วยไม้สกุลเอื<องสาย 92 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ�งดีกว่าการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของตําแหน่ง
จําเพาะเพยีงบรเิวณเดยีว นฤมล และคณะ (2557) 
ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และชิ<น    
ดีเอ็นเอที�อยู่ ระหว่างยีน trnH กับ psbA พบว่า
สามารถแยกกล้วยไม้สิงโตก้ามปูใหญ่และสิงโต
ก้ามปูแดงออกจากกนั อย่างไรกต็าม การใช้ลําดบั 
นิวคลีโอไทด์ของตําแหน่งจําเพาะเพียง 1 หรือ 2 

บรเิวณ กย็งัไม่สามารถจาํแนกกลว้ยไมส้กุลรองเทา้
นาร ีกลุ่มใบลาย 22 พนัธุ์ ออกจากกนัครบทั <งหมด 
ดังนั <นควรใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของตําแหน่ง
จําเพาะหลายบรเิวณร่วมกนั เพื�อเพิ�มประสทิธภิาพ
ในการจําแนก (Hilu et al., 2003) ดังนั <นจึงมีการ
เสนอให้วิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ
มาตรฐานหลายบริเวณร่วมกันเพื�อใช้สําหรบัการ
ระบุพนัธุข์องพชื (Fazekas et al., 2008) 

ปัจจุบัน งานวิจัยเกี�ยวกับการใช้ลําดบั  
นิวคลโีอไทดข์องตําแหน่งจาํเพาะมกีารพฒันาอย่าง
รวดเรว็ โดยนํามาใชก้นัอย่างกวา้งขวางในพชืหลาย
ชนิด ได้แก่ มอส (Mosses) (Liu et al., 2010) พืช
ว ง ศ์ กุ ห ล า บ  ( Rosaceae) (Pang et al., 2011) 
กลว้ยไมส้งิโตกลอกตา หมู่สงิโตสยาม (นฤมล และ
คณะ, 2557) ข้าวมีสี (นฤมล และคณะ, 2557) 
กลว้ยไมส้กุลแวนดา้ หมู่เขม็ (จนิต ์และคณะ, 2558) 
กลว้ยไมส้กุลหวาย กลุ่มเอื<องสาย (นฤมล และคณะ, 
2558) กลว้ยไมส้กุลหวาย หมู่ไนโกรเฮอรซ์ูเธ (ธรีะ
ชยั และคณะ, 2560) และกล้วยไม้สกุลรองเทา้นาร ี
(Venus slipper) (Guo et al., 2016) เป็นต้น ซึ�งจะ
เห็นได้ว่าการใช้ลําดับนิวคลีโอไทด์ของตําแหน่ง
จําเพาะเป็นวิธีที�มีประโยชน์ในการศึกษาความ 
สมัพนัธแ์ละการจาํแนกพชื 
  

4. สรปุ  
เมื�อวิเคราะห์ลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 

rpoC1 และชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่ระหว่างยีน trnH กับ 
psbA พบว่าสามารถจําแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้า
นาร ีกลุ่มใบลาย 22 พนัธุ ์เป็น 2 กลุ่ม ตามสกุลย่อย 
ยังไม่สามารถจําแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี
ภายในกลุ่มบางพนัธุ ์ดงันั <นจงึวเิคราะหล์ําดบันิวคลี
โอไทด์ของยีน rpoC1 ร่วมกับชิ<นดีเอ็นเอที�อยู่
ร ะ ห ว่ า ง ยี น  trnH กับ  psbA พ บ ว่ า แ ผ น ภู มิ
ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมที�สรา้งได ้แบ่งกลว้ยไม้
สกุลรองเท้านาร ีกลุ่มใบลาย 22 พนัธุ์ เป็น 2 กลุ่ม 
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เช่นเดียวกัน และยังคงมีบางพันธุ์ที�ไม่สามารถ
จาํแนกออกจากกนั แต่มปีระสทิธภิาพในการจาํแนก
สงูกว่าการวเิคราะหล์ําดบันิวคลโีอไทดเ์พยีงบรเิวณ
เดยีว  
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