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บทสรุปผู้บริหาร 

(Executive Summary) 

 
 ข้าพเจ้า ดร.ปัทมา ศรีน ้าเงิน ได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัยจากมหาวิทยาลัยบูรพา ประเภท
งบประมาณเงินรายได้ จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบูรพา เรื่องการพัฒนา
ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum spp.) ในประเทศไทย                   
(Development of a DNA Barcoding for Paphiopedilum spp. in Thailand) รหัสโครงการ -  
สัญญาเลขท่ี 8/2559 ได้รับงบประมาณรวมทั งสิ น ๓๖๑,๐๐๐ บาท (สามแสนหกหมื่นหนึ่งพันบาทถ้วน) 
ระยะเวลาด้าเนินงาน 3 ปี 6 เดือน (31 มีนาคม 2559 ถึงวันที่  15 กันยายน 2562) 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคัดย่อ 

 กล้วยไม้รองเท้านารี อยู่ในอนุสัญญาการค้าระหว่างประเทศว่าด้วยสัตว์ป่าและพันธุ์พืช
(CITES) บัญชีที่ 1 ระบุว่ารองเท้านารีอยู่ในบัญชีพืชใกล้สูญพันธุ์ ห้ามซื อขาย ยกเว้นเพ่ือการศึกษา หรือ
ขยายพันธุ์เทียมเท่านั น เช่น การเพาะเลี ยงเนือ้เยื่อ งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือสร้าง DNA barcode 
ของกล้วยไม้รองเท้านารีของไทย จ้านวน 5 ชนิด ได้แก่ รองเท้านารีเหลืองปราจีน (Paphiopedilum 

concolor), รองเท้านารีเหลืองกาญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum), รองเท้านารีดอยตุงกาญจน์ 
(Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum),    รองเท้านารีเกาะช้าง (Paphiopedilum simensis), 
รองเท้านารีคางกอบคอแดง (Paphiopedilum appletonianum) ผลการศึกษาพบว่า ยีนมาตราฐาน rbcL, 
matK, rpoB และ rpoC1 มีขนาดประมาณ 700 750 650 และ 550 คู่เบส ตามล้าดับ โดยพบว่ายีน
มาตราฐาน rbcL และ matK, ดังกล่าวสามารถใช้น้ามาพัฒนาเป็น barcoding เพ่ือจ้าแนกชนิดพันธุ์ของ
กล้วยไม้รองเท้านารีได้เป็นอย่างดี นอกจากนี เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้า
นารีทั ง 5 ชนิด ด้วยเทคนคิเครื่องหมายโมเลกุล SCoT พบว่า สามารถแบ่งกลุ่มได้ 2 กลุ่ม มีค่า 
cophenetic correlation (r) 0.99 และกล้วยไม้ร้องเท้ารีเกาะช้างแสดงการมีพันธุกรรมเดียวกับ
กล้วยไม้รองเท้านารีคางคบคอแดงได้อย่างถูกต้อง ดังนั นผลการศึกษาวิจัยในครั งนี สามารถน้าไปใช้ใน
การช่วยจ้าแนกชนิดและการอนุรักษ์ของกล้วยไม้รองเท้านารีได้เป็นอย่างดี 
 
ค้าส้าคัญ: รองเท้านารี, การจ้าแนกชนิด, ดีเอ็นเอบาร์โค๊ต, ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ, เครื่องหมาย SCoT 

 

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abstract 
 

Lady slipper orchids is in the Convention on International Trade in Endangered 
Species of Wild Fauna and Flora (CITES) are red list of threatened at risk for extinction. 
The International trade in specimens of these species is prohibited except when the 
purpose of the import is not commercial, for instance for scientific research, or when the 
plants are artificially propagated such as tissue culture. Therefore, the objective of this 
research was to construct the DNA barcoding of 5 species of Thai lady slipper orchids as 
Paphiopedilum concolor, Paphiopedilum concolorvar.striatum, Paphiopedilum 
barbigerum var.vejvarutianum,    Paphiopedilum simensis and Paphiopedilum 
appletonianum. The results showed that the rbcL, matK, rpoB and rpoC1 were 
approximately 720, 900, 520 and 600 base pairs, respectively. The rbcL and matK genes 
can be used to develop as a barcoding for identification of lady slipper species. In 
addition, SCoT molecular marker technique was investigated to determine the genetic 
relationships for all 5 species. The phylogenetic tree was classified into 2 groups with 
cophenetic correlation (r) 0.99. Interestingly, Paphiopedilum simensis and 
Paphiopedilum appletonianum showed same genetic relationship. Therefore, the 
results of this technics can be used to identify the species of lady slipper orchids and 
conservation as well. 

 
Keywords: Paphiopedilum spp, Identification, DNA Barcoding, DNA fingerprint, 

SCoT marker 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



ผลผลิต (output) ที่ได้จากโครงการวิจัย 
 

โครงการวิจัย การพัฒนาดีเอ็นเอบาร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี (Paphiopedilum spp.) 
ในประเทศไทย (Development of a DNA Barcoding for Paphiopedilum spp. in Thailand) ซ่ึง
ได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยจากงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผ่นดิน) 
ประจ้าปีงบประมาณ พ.ศ. 2559 (เพ่ิมเติม) มหาวิทยาลัยบูรพา ผ่านส้านักงานคณะกรรมการการวิจัย
แห่งชาตินั น สัญญาเลขท่ี 8/2559  ผลผลิต (output) ที่ได้จากโครงการวิจัย มีดังนั น 

1. ได้องค์ความรู้ใหม่หรือได้สร้างฐานข้อมมุลเกี่ยวกับการน้า DNA barcode มาใช้ในการ
จ้าแนกชนิดของกล้วยไม้รองเท้านารี โดยเฉพาะการที่สามารถระบุถึงประสิทธิภาพการน้า
ยีนมาตราฐาน rbcL และ matK มาใช้ในการจ้าแนกชนิด 

2. การริเริ่มการท้าแผนที่ตัดเอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะของยีนมาตราฐานมาใช่ร่วมในการจัดจ้าแนก
ชนิดพันธุ์  

3. ผลงานวิจัยชิ นนี สามารถเผยแพร่ได้ในวารสารทางวิชาการระดับชาติและนานาชาติ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ผลลัพท์ (outcome) ที่ได้จากโครงการวิจัย 
 

กล้วยไม้รองเท้านารี เป็นกล้วยไม้ที่มีความสวยงาม ด้วยลักษณะของดอกท่ีมีกระเป๋าคล้าย
รองเท้าของสตรี แตกต่างจากกล้วยไม้ทั่วไป อีกทั งยังมีน้อยในธรรมชาติเนื่องจากอัตราการงอกที่ต่้าและ
เติบโตได้ช้า จึงท้าให้กล้วยไม้ ชนิดนี มีคุณค่าทั งทางเศรษฐกิจ และยังเป็นตัวบ่งชี ถึงความอุดมสมบูรณ์
ของระบบนิเวศน์ได้เป็นอย่างดี ปัจจุบันนี  กล้วยไม้รองเท้านารีนั นอยู่ในภาวะถูกคุกคามอย่างหนักใน
ธรรมชาติถงึแม้จะมีการขยายพันธุ์เทียมอย่างแพร่หลายก็ตาม อย่างไรก็ตาม กล้วยไม้รองเท้านารีแต่ละ
ชนิดอาจมีรูปร่างลักษณะของล้าต้นที่เหมือนกันจนไม่สามารถ จ้าแนกได้อย่างเช่น รองเท้านารีเหลือง
ตรัง รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารีขาวสตูล เป็นต้น จะสามารถ จ่าแนกได้ก็ต่อเมื่อกล้วยไม้นั น
ออกดอก  กรอปกับล้วยไม้รองเท้านารี อยู่ในอนุสัญญาการค้าระหว่างประเทศว่าด้วยสัตว์ป่าและพันธุ์
พืช (CITES) บัญชีที่ 1 ระบุว่ารองเท้านารีอยู่ในบัญชีพืชใกล้สูญพันธุ์ ห้ามซื อขาย ยกเว้นเพื่อการศึกษา 
ดังนั นการสร้างระบบการจ้าแนกชนิดของกล้วยไม้รองเท้านารีที่ดี จะช่วยให้สามารถวางแผนการอนุรักษ์
ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ น  

นอกจากนี ผลงานวิจัยชิ นนี ยังเป็นฐานข้อมูลส้าหรับนักวิชาการ นักวิจัย อาจารย์ นิสิต และ
ผู้ที่สนใจงานทางด้านอนุกรรมวิธาน ความหลากหลายทางพันธุกรรม และยังประโยชน์ต่อการอนุรักษ์
สายพันธุ์ การแสดงสิทธิการคุ้มครองพันธุ์พืช  รวมถึงการน้าไปต่อยอดงานวิจัยหรือใช้ประกอบในการ
เรียนการสอนอีกทางหนึ่งด้วย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยชิ นนี เป็นมุ่งหวังให้เป็นงานวิจัยเชิงพื นฐาน  (Basic Research) เพ่ือพัฒนาระบบ
เครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ด ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีซึ่งถูกบรรจุอยู่ในบัญชีอ้างอิงที่ 1 ของ CITES 
โดยระบุสถานะใกล้สูญพันธุ์ ห้ามท้าการซื อขายโดยเด็ดขาด ยกเว้นเพื่อการศึกษาและวิจัย ดังนั นการ
สร้างดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดที่จ้าเพาะต่อสายพันธุ์กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี สามารถช่วยป้องกัน หรือ
ปกป้องคุ้มครองสายพันธุ์ สามารรถใช้เป็นเครื่องมือเพ่ือยืนยันสายพันธุ์ในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งถือว่ามีความ
ถูกต้องมากท่ีสุด อันจะเป็นประโยชน์ต่อวงการกล้วยไม้ไทย และการอนุรักษ์สายพันธุ์กล้วยไม้ของไทย
อีกทางหนึ่งด้วย 
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ค ำน ำ 

กล้วยไม้รองเท้านารี เป็นกล้วยไม้สกุลหนึ่งที่มีลักษณะกระเป๋าของดอกคล้ายคลึงกับรองเท้า
ของสุภาพสตรี จึงรู้จักกันทั่วไปในนามของรองเท้านารีหรือ Lady’s Slippers มีรูปร่างสวยงามแปลก
ตา และจัดเป็นกล้วยไม้อีกชนิดหนึ่งที่ปลูกเลี้ยงยาก และเป็นที่ต้องการตลาด ท าให้ในปัจจุบันกล้วยไม้
รองเท้านารีปรากฏอยู่ในภาวะถูกคุกคามอย่างหนักในธรรมชาติ ถึงแม้จะมีการขยายพันธุ์เทียม เช่น 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกันอย่างแพร่หลายก็ตาม และยังปรากฏอยู่ในอนุสัญญาการค้าระหว่างประเทศ
ว่าด้วยสัตว์ป่าและพันธุ์พืช (CITES) บัญชีที่ 1 ระบุว่ารองเท้านารีอยู่ในบัญชีพืชใกล้สูญพันธุ์ ห้ามซื้อ
ขาย ยกเว้นเพื่อการศึกษาเท่านั้น ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า การวิจัยครั้งนี้ซึ่งเป็นการสร้างองค์ความรู้
ใหม่ อันจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่ศึกษา และเพ่ือเป็นแนวทางการศึกษาต่อ งานวิจัยต่อยอดในอนาคต 
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ii 
 

สำรบัญ 

 หน้ำ 
สารบัญตาราง iii 
สารบัญรูป iv 
บทที่ 1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 1 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 2 
บทที่ 2 ทฤษฏีและเอกสารที่เกี่ยวข้อง 3 
          กรอบแนวคิดของการวิจัย 3 
          การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (information) ที่เก่ียวข้อง 3 
          กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 4 
          ดีเอ็นเอบาร์โค๊ต (DNA Barcodes) 5 
          เครื่องหมายโมเลกุล SCoT 7 
บทที่ 3 วิธีการศึกษาวิจัย 10 
บทที่ 4 ผลการศึกษาวิจัยและอภิปราย 14 
          สว่นที่ 1 การศึกษา DNA barcoding เพ่ือระบุชนิดกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี  14 
          สว่นที่ 2 การวิเคราะห์ความน่าจะเป็น DNA Barcoding ของยีน 
          มาตราฐานในกล้วยไม้รองเท้านารีด้วยโปรแกรม DNA Subway 

32 

          สว่นที่ 3  การสร้างแผนที่ยีนมาตราฐานด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ 38 
          สว่นที่ 4 วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายโมเลกุลชนิด  
          Start Codon  Targeted (SCoT) 

43 

บทที่ 6 สรุปผลการศึกษาวิจัย 47 
เอกสารอ้างอิง 49 
ภาคผนวก 52 
          รายงานสรุปการเงิน 53 
          ภาพผนวกท่ี 1 54 
          ภาพผนวกท่ี 2 66 
          ประวัติผู้วิจัย 72 

 

 

 

 

 



iii 
 

สำรบัญตำรำง 

ตำรำงท่ี  หน้ำ 
3.1 ชนิดของกล้วยไม้กสุลรองเท้านารีที่พบในภาคตะวันออกของประเทศไทย 10 
3.3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีน ITS, matK, rbcL, rpoC1 

และ  trnH-psbA intergenic spacer 
12 

4.1 ค่าความเข้มข้นและความบริสุทธ์ของดีเอ็นเอจากกล้วยไม้รองเท้านารี 5 
ชนิด 

17 

4.2 ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ที่จ าเพาะกับเครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือสร้าง
barcoding ของ  กล้วยไม้ร้องเท้านารีทั้ง 5 ชนิด  

18 

4.3 ผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอจากบริเวณอนุรักษ์ 
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บทที่ 1 
 

      บทน ำ  
 
ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
 

ปัจจุบันกระแสความนิยมในการเลี้ยงกล้วยไม้เพ่ือใช้เป็นไม้ประดับเพ่ิมขึ้นอย่างมาก ท าให้
เกิดธุรกิจการค้าท่ีเกี่ยวข้องกับกล้วยเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและต่อเนื่อง ทั้งกล้วยไม้เลี้ยงที่มีราคาไม่
แพง  เช่น กล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium spp.) กล้วยไม้แคทลียา (Cattleya John Lindley) 
รวมไปถึงกล้วยไม้ที่มีราคาแพงขึ้น เช่น กล้วยไม้สกุลช้าง (Rhychostylis gigantean) กรอปกับ
รสนิยมผู้เลี้ยงที่ต้องการมีกล้วยไม้หายาก และกล้วยไม้ป่าไว้ในครอบครอง ท าให้เกิดการลักลอบน า
กล้วยไม้ป่าออกมาจากป่า ซึ่งกล้วยไม้รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้อีกสกุลหนึ่งที่ได้รับความนิยมเป็นอย่าง
มาก มีราคาที่แพง หายาก และเป็นที่นิยมของคนทั่วไป ซึ่งปัจจุบันพบว่า กล้วยไม้ป่าสกุลรองเท้านารี
พันธุ์แท้ลดลงไปมาก ซึ่งเสี่ยงต่อการใกล้สูญพันธุ์ และเมื่อมีกระแสความนิยมในตัวกล้วยไม้ร้องเท้า
นารีมาก นักปรับปรุงพันธุ์ หรือผู้เพาะเลี้ยงกล้วยไม้จึงได้มีการปรับปรุงพันธุ์ เพ่ือคัดเลือกลักษณะทรง
ต้น ใบ รูปทรงดอก สีสัน ให้ตรงกับความต้องการของผู้บริโภค ซึ่งอาจท าให้ลักษณะที่ดีบางอย่างของ
กล้วยไม้รองเท้านารีนั้น ๆ หายไป  

ดังนั้นเพ่ือความร่วมมือช่วยกันอนุรักษ์ความหลากหลายของกล้วยไม้รองเท้านารี หลาย
ประเทศรวมทั้งประเทศไทยได้ร่วมมือกันในอันที่จะปกป้องและคุ้มครองเพ่ืออนุรักษ์พืชป่าและสัตว์ป่า
ที่ก าลังจะสูญพันธุ์ จึงได้มีอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศหรือ CITES (The Convention on 
International Trade in Endangered Species of Fauna and Flora: CITES) ขึ้น โดยมีข้อบัญญัติ
ว่าประเทศสมาชิกต้องมีกฏหมายข้อบังคับในการคุ้มครองพันธุ์สัตว์ป่าและพืชป่า ซึ่ งกล้วยไม้รองเท้า
นารีถูกจัดอยู่ในบัญชีอนุรักษ์แนบท้ายประเภทที่ 1 (ภาพที่ 1) ที่ระบุว่าใกล้สูญพันธุ์ นอกจากนี้ความที่
กล้วยไม้รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ที่ได้รับความนิยมเลี้ยง ผู้ค้ากล้วยไม้จึงมีการพยายามสร้างกล้วยไม้
รองเท้านารีลูกผสมขึ้นมากมายเพ่ือจ าหน่าย หรือผู้เลี้ยงกล้วยไม้ท าการผสมพันธุ์เอง บางครั้ง
ก่อให้เกิดปัญหาหรือความสับสนในระบุชนิดของพันธุ์เมื่อใช้ลักษณะทางสัณฐาน และความช านาญ
ของผู้เลี้ยงเพียงอย่างเดียว 

เครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcodes) เป็นแนวความคิดใหม่ที่เกิดขึ้นได้ไม่นานโดย
การใช้ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เรียงตัวอยู่บนบริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานหรือบริเวณ
อนุรักษ์หรือในยีนบางชนิดของสิ่งมีชีวิตที่มีขนาดสั้น ๆ มาช่วยในการสนับสนุนการจัดจ าแนกชนิดของ
สิ่งมีชีวิต ปัจจุบันดีเอ็นเอบาร์โค้ดกลายมาเป็นเครื่องมีส าคัญอย่างหนึ่งที่น ามาประยุกต์ใช้กับงานหรือ
การศึกษาทางด้านความหลากหลายทางชีวภาพ (biodiversity) จากอดีตที่ผ่านมานักอนุกรมวิธาน 
(taxonomist) จ าแนกชนิดของสิ่งมีชีวิตโดยอาศัยข้อมูลทางด้านสัณฐานวิทยา บางครั้งจะเกิด
ข้อจ ากัดบางประการท าให้การจัดจ าแนกผิดพลาดไป หากสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ เกิดการปรับตัวหรือผันแปร
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โครงสร้างภายนอก (phenotypic plasticity) หรือเกิดสปีชีส์ซ่อนเร้น (crypic species) ดังนั้น
เครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่อาศัยลักษณะทางพันธุกรรมที่ไม่ผันแปรไปตามสิ่งแวดล้อมมาช่วย
สนับสนุนการจ าแนก จะท าให้การะบุชนิดมีความชัดเจนมากยิ่งขึ้น 

การศึกษาเพ่ือสร้างเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดในกล้วยไม้รองเท้านารี จึงนับว่ามีความส าคัญ
เป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้ทั้งการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพเพ่ือการ
อนุรักษ์พันธุ์ ในขณะเดียวกันเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดนี้ยังสามารถน ามาใช้ตรวจสอบการเป็นพันธุ์
แท้ หรือพันธุ์ผสม พร้อมทั้งน ามาประยุกต์เพ่ือสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เพ่ือการคุ้มครองสายพันธุ์ใน
อนาคตได้อีกด้วย ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาการสร้างเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือใช้ในการ
จ าแนกและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้านารีโดยเลือกใช้ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน ITS matK, rbcL, rpoC1 และ trnH-psbA intergenic spacer ซึ่งจัดว่าเป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพและเป็นที่ยอมรับโดยทั่วไป พร้อมทั้งจัดท าระบบฐานข้อมูลที่เกี่ยวข้อง
กล้วยไม้รองเท้านารีเพื่อเผยแพร่แก่ผู้ที่สนใจต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1. เพ่ือสนองพระราชด าริโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืช อันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จ   
พระเทพรัตนราชสุดาฯ  สยามบรมราชกุมารี 
           2. เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรม และสร้างดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดที่จ าเพาะต่อสาย
พันธุ์กล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่พบในเขตภาคตะวันออกของประเทศไทย 
   
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตร ฯลฯ  
 
1. ทราบความสัมพันธ์เชิงพันธุกรรมหรือวิวัฒนาการของกล้วยไม้รองเท้านารีในภาคตะวันออกของ

ประเทศไทย 
2.  สามารถพัฒนาระบบดีเอ็นเอแบบบาร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีในประเทศไทยได้ 
3.  เป็นฐานข้อมูลส าหรับนักวิชาการ นักวิจัย อาจารย์ นิสิต และผู้ที่สนใจงานทางด้านอนุกรรมวิธาน 

ความหลากหลายทางพันธุกรรม และยังประโยชน์ต่อการอนุรักษ์สายพันธุ์ การแสดงสิทธิการ
คุ้มครองพันธุ์พืช  รวมถึงการน าไปต่อยอดงานวิจัยหรือใช้ประกอบในการเรียนการสอนอีกทาง
หนึ่งด้วย 
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บทที่ 2 

 
ทฤษฏีและเอกสำรที่เกี่ยวข้อง 

 
กรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย 
 

 สิ่งมีชีวิตทุกชนิดจะมีสารพันธุกรรมพ้ืนฐานที่เหมือนกัน มีนิวคลีโอไทด์เหมือนกัน หรือมีดี
เอ็นเอที่เหมือนกัน แต่การจัดเรียงตัวที่ต่างกันของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละสิ่งมีชีวิต ท าให้เกิดความ
หลากหลายของรหัสพันธุกรรมจนกลายมาเป็นความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ดังนั้น
หากต้องการเปรียบเทียบพันธุกรรมของสิ่งมีชวิตในระบบเดียวกัน จึงจ าเป็นต้องใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
หรือยีนมาตรฐานมาตรวจสอบจึงเป็นที่มาของการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 

จากความก้าวหน้าของเทคนิคทางอณูชีววิทยา คือปฏิกิริยาลูกโซ่หรือเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอ (Polymerase Chain Reaction: PCR) ท าให้การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณท่ีสนใจ
เป็นไปได้ง่ายขึ้น ในการทดลองนี้เลือกใช้ยีนมาตรฐานทั้งจากคลอโรพลาสต์ ซึ่งพบว่ามีโอกาสเกิดความ
ผันแปรได้สูงระหว่างชนิดพันธุ์ (species) ดังนั้นจึงคาดว่ายีนมาตรฐาน matK, rbcL, rpoC1 และ  
trnH-psbA intergenic spacer และยีนที่ก าหนดการสร้างไรโบโซมท่ีอยู่บริเวณนิวเคลียส คือ ยีน ITS 
(Internal transcribed spacer) จะสามารถระบุความแตกต่างระหว่างชนิดพันธุ์ของรองเท้านารีได้  

 
กำรทบทวนวรรณกรรม/สำรสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 
 

กล้วยไม้เป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่จัดอยู่ในวงศ์ Orchidaceae เป็นพืชดอกที่ได้รับความนิยม 
เนื่องจากลักษณะดอก มีสีสันและลวดลายที่สวยงาม และมีความหลากหลายทั้งชนิดพันธุ์และสกุลมาก 
ปัจจุบันกล้วยไม้นับเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญ โดบเฉพาะกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) 
เนื่องจากเป็นไม้ตัดดอกที่ได้รับความนิยมมากในต่างประเทศ นอกจากนี้แล้วกระแสการเลี้ยงกล้วยไม้
เพ่ือเป็นไม้ประดับก็ได้รับความนิยม มีการจัดตั้งกลุ่มหรือชมรมผู้เลี้ยงและผู้ค้ากล้วยไม้ขึ้น เพ่ือ
แลกเปลี่ยนความรู้ วิธีการปรับปรุงสายพันธุ์กล้วยไม้ เพ่ือให้ตรงตามความต้องการของตลาดและ
ผู้บริโภค กล้วยไม้รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ที่มีอีกชนิดหนึ่ง ความส าคัญทางเศรษฐกิจและเป็นที่นิยม
ของคนทั่วไป เนื่องเป็นกล้วยไม้ที่หายากและราคาแพงที่สุด ประเทศไทยเป็นถิ่นก าเนิดของรองเท้า
นารีพ้ืนเมืองหลายชนิด แต่ปัจจุบันมีการตัดไม้ท าลายป่า มีการเก็บจากป่ามาจ าหน่าย นับวันจึงมี
โอกาสสูญพันธุ์ได้ในที่สุด 
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กล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรี 

กล้วยไม้รองเท้านารี (lady’s Slipper) เป็นกล้วยไม้ที่มีถ่ินก าเนิดและพบได้ทั้งในเขตหนาว
และเขตร้อนของโลก พบได้ทั้งในทวีปเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เอเชียตะวันออกและเอเชียใต้ ทั่วโลก
พบกล้วยไม้รองเท้านารี 5 สกุล (Genus) รวม 137 ชนิด ตามหลักการจัดจ าแนกทางพฤศาสตร์ คือ 
Cypripedium, Paphiopedilum, Phragmipedium, Selenipedium และ Mexipedium ส าหรับ
ในประเทศไทยพบเพียงสกุลเดียว คือ Paphiopedilum  

กล้วยไม้รองเท้านารีที่พบในประเทศไทยเป็นกล้วยไม้รองเท้านารีเขตร้อนสกุล 
Paphiopedilum ซึ่งปัจจุบันที่ค้นพบแล้วมีทั้งหมด 17 ชนิด (อุไร 2549; จักรพันธ์ 2010) คือ รองเท้า
นารีคางกบแดง (Paph. appletonianum) รองเท้านารีม่วงสงขลา หรือรองเท้านารีคางกบใต้ (Paph. 
barbalum) รองเท้านารีฝาหอย (Paph. bellatulum) รองเท้านารีคางกบ หรือรองเท้านารีไทย
แลนด์ (Paph. callosum) รองเท้านารีดอยตุง (Paph charlesworthii) รองเท้านารีเหลืองปราจีน 
หรือรองเท้านารีเหลือกาญน์ หรือรองเท้านารีเหลืองอุดร (Paph. concolor) รองเท้านารีเหลืองกระบี่ 
(Paph.exul) รองเท้านารีขาวชุมพร (Paph. godefroyae) รองเท้านารีเหลืองตรัง หรือรองเท้านารี
เหลือพังงา (Paph. godefroyae var leucochilum) รองเท้านารีเหลืองเลย (Paph. hirsutissimum 
var.esquirolei) รองเท้านารีอินซิกเน่ (Paph. insigne) รองเท้านารีขาวสตูล (Paph. niveum) 
รองเท้านารีเมืองกาญจน์ หรือรองเท้านารีเชียงดาว (Paph. parishii) รองเท้านารีปีกแมลงปอ หรือ
รองเท้านารีสุขะกุล (Paph. sukhalii) รองเท้านารีอินทนนท์ (Paph.villosum) รองเท้านารีช่อง
อ่างทอง (Paph. godefroyae var. ang-thong ) และรองเท้านารีเกาะช้าง (Paph. parishii) ใน
จ านวนนี้มีถึง 14 พันธุ์ที่ถูกระบุอยู่ในบัญชีอนุรักษ์ที่ 1 ของ CITES ว่าเป็นพืชที่ใกล้สูญพันธุ์ (ภาพที่ 
2.1)  

จากที่นานาประเทศตระหนักถึงการอนุรักษ์สัตว์ป่าและพืชป่าที่ใกล้จะสูญพันธุ์ จึงได้ร่วมมือ
กันจัดตั้ง อนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศซึ่งด้วยชนิดของสัตว์ป่าและพืชป่าที่ได้ใกล้จะสูญ
พันธุ์ ซึ่งเรียกโดยทั่วไปว่า อนุสัญญาไซเตส มีผลบังคับใช้ตั้งแต่วันที่ 1 กรกฏาคม พ.ศ. 2518 ปัจจุบัน
มีประเทศสมาชิกจ านวน 173 ประเทศ จากการที่กล้วยไม้รองเท้านารีจัดอยู่ในบัญชีอนุรักษ์ที่ 1 
หมายความว่า เป็นพืชชนิดพันธุ์ที่ใกล้จะสูญพันธุ์ ห้ามท าการค้าโดยเด็ดขาด ยกเว้นเพ่ือการศึกษา 
วิจัย หรือขยายพันธุ์เทียมซึ่งต้องได้รับความยินยอมจากประเทศที่น าเข้าเสียก่อน ประเทศส่งออกจึง
จะออกใบอนุญาตให้ทั้งนี้ต้องค านึงถึงความอยู่รอดของพืชชนิดพันธุ์นั้น ๆ  
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ดีเอ็นเอบำร์โค้ด (DNA Barcodes) 

Hebert et al (2003)  มีความคิดที่จะจ าแนกสิ่งมีชีวิตทุกชนิดทั่วโลกที่มีจ านวนมากกว่า 
1,800,000 ชนิด โดยน าล าดับนิวคลีโอไทด์สายสั้น ๆ ของบางยีนที่มีความคงตัว และเป็นมาตรฐาน มา
สร้างเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือให้ง่ายต่อการจ าแนก ตรวจสอบ และติดตามชนิดของสิ่งมีชีวิต และ
พบว่าล าดับ    นิวคลีโอไทด์บางส่วนบริเวณปลายด้าน 5’ ของยีน Cytochrome c oxidasesubunit 
1 (Cox1 หรือ COI) ในสัตว์ที่อยู่บริเวณไมโตคอนเดรีย ที่มีขนาดประมาณ 648 คู่เบส มีความแตกต่าง
มากพอที่จะแยกสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกันออกจากกันได้อย่างชัดเจน ในขณะที่สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันจะมี
ความแตกต่างกันน้อยมากหรือไม่มีเลย ท าให้มีความนิยมใช้ยีนนี้ในการจ าแนกชนิดในสัตว์ ดังนั้น 
Hebert จึงได้เสนอค าว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) เพ่ือใช้ส าหรับเรียกดีเอ็นเอบริเวณหนึ่ง ๆ 
ในจีโนมที่มีล าดับดีเอ็นเอเป็นเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด แต่ในพืชพบว่ายีน COI นี้ไม่สามารถ
ใช้ในการจ าแนกชนิดได้ เนื่องจากมีความแตกต่างระหว่างชนิดต่ ามาก หรือมีวิวัฒนาการต่ า จึงมีมีการ
ใช้ยีนอื่นๆ ที่อยู่ในคลอโรพาสต์แทนได้แก่ ยีน maturaseK (matK), trnH-psbA intergenic spacer, 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) เป็นต้น นอกจากนี้
ยังมีการรายงานยีนบริเวณคลอโร 

พลาสต์ที่มีความเหมาะสมในการใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ิมเติม ได้แก่ atpF-atpH spacer, 
rpoB,  rpoC1และ psbK-psbl spacer (CBOL., 2009) ปัจจุบันมีนักวิทยาศาสตร์ทั่วโลกประมาณ 50 
ประเทศ 150 หน่วยงาน ร่วมมือกันก่อตั้งองค์กรความร่วมมือระหว่างประเทศ Consortium for the 
Barcode of Life (CBOL) เพ่ือศึกษา และรวบรวมข้อมูลเกี่ยวเกี่ยวดีเอ็นเอบาร์โค้ดของสิ่งมีชิต อันจะ
เป็นประโยชน์ต่อการศึกษาวิวัฒนาการและความผันแปรของสิ่งมีชีวิตต่อไป  
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ภำพที่ 2.1 กล้วยไม้รองเท้านารีบางชนิดพันธุ์ที่ใกล้สูญพันธุ์ตามบัญชีอนุรักษ์ที่ 1 ของ CITES 

ที่มำ  ดัดแปลงจาก http://203.172.198.146/rice/rice_mix2/plant_thai_app.htm 
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Internal Transcribed Spacer (ITS) 

 ดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed Spacers (ITSs) ของ ribosomal DNA (rDNA) 
(ภาพที่ 2.2) มักนิยมใช้กันโดยทั่วไปในการศึกษาเพ่ือจ าแนกหรือบ่งชี้ชนิดของสิ่งมีชีวิต เนื่องจากเป็น
บริเวณท่ีถูกอนุรักษ์ไว้ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด และมีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงกว่าดีเอ็นเอใน
บริเวณอ่ืน ๆ ของ rDNA ท าให้สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์หรือภายในสายพันธุ์
เดียวกันได้ ซึ่งในปัจจุบันมีการน า ITS มาใช้เป็นเครื่องมือในการจัดจ าแนกชนิด และศึกษาความหลาย
ทางพันธุกรรมของสิ่งมีวิตกันอย่างแพร่หลาย 

   

 

 

ภำพที่ 2.2 ribosomal RNA แสดงบริเวณ ITS 

ที่มำ      http://hermes.bionet.nsc.ru/pg/32/42.htm 

 

เครื่องหมำยโมเลกุลสก็อต (SCoT)          

เครื่องหมายสก็อต (SCoT, start codon targeted) ซึ่งเป็นเครื่องหมายทางโมเลกุลแบบ
หนึ่งพัฒนาขึ้นโดย Collard และ Mackill (2009) โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) ขนาด 18 นิวคลีโอไทด์
เพียงชนิดเดียวที่มีล่าดับเบส ATG เริ่มต้นในสายนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพ่ือ
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ซึ่งจะให้ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่มีความชัดเจนและมีความ
หลากรูป (polymorphism) อีกท้ังเป็นวิธีที่สะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอ ปริมาณน้อย ไม่จ่าเป็นต้อง
ทราบข้อมูลล่าดับเบสของดีเอ็นเอ ประหยัดค่าใช้จ่าย และให้เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ จ่าเพาะกับแต่ละ
พันธุ์ (ธีระชัย ธนานันต์, 2560) 
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งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 พรรษา และคณะ 2556 รายงานการศึกษาการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพ่ือการระบุชนิดของ
สมุนไพรแปรรูปสกุลขี้เหล็ก (Senna) จ านวน 14 ชนิด โดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของดี
เอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต์ 3 บริเวณ ได้แก่ matK, rbcL และ  trnH-psbA intergenic spacer 
พบว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดประจ าชนิดพืชคือ trnH-psbA intergenic spacer และ  rbcL 
สามารถระบุชนิดพืชได้โดยมีค่าความผันแปรของนิวคลีโอไทด์อยู่ที่ 0.029-0.647 และ 0.010-0.062 
ตามล าดับ และพบว่าเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ด trnH-psbA intergenic สามารถใช้ระบุชนิดพืชได้
ดีที่สุดโดยระบุชนิดได้ 71.43 เปอร์เซนต์ ในขณะที่ matK ไม่สามารถใช้ในการระบุชนิดของพืชได้ ซึ่ง
สอดคล้องการรายงานผลการวิจัยของ de Groot et al (2011) ระบุว่า ยีน rbcL และ  trnH-psbA 
intergenic spacer สามารถใช้จ าแนกสายพันธุ์ของเฟริน (NW-European fern) ได้เป็นอย่างดี 
ในขณะที่ยีน matK ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ได้ 

Saunder (2005) รายงานผลการศึกษาเบื้องต้นของการน ายีน Cox1 มาใช้เป็นดีเอ็นเอ
บาร์โคด้ เพ่ือบ่งชี้ชนิดพันธุ์และศึกษาความหลายหลายทางพันธุกรรมของสาหร่ายชนิด red 
macroalgae ได้แก่   สปีชีส์ Mazzaella, Dilsea,  Neodilsea และ   Asteromenia  ที่ข้ึนบริเวณ
ทะเลแปซิฟิกเหนือ จ านวนทั้งหมด 37 สปีชีส์ ซึ่งผลการทดลองทดลองว่า ยีน Cox1 มีแนวโน้มที่จะ
บ่งชี้สปีชีส์ของ red macroalgae  ได้ดี และตรวจพบความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างสปีชีส์ 
แต่ยังต้องศึกษาเพ่ิมเติ่มต่อ เนื่องจาก ยีน Cox1 เป็นยีนในไมโคคอนเดรียซึ่งมีความผันแปรต่ า 
 Lucus et al (2012) ท าการพัฒนาระบบเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดในหญ้าทะเลจ านวน 
14 ชนิดพันธุ์ที่พบบริเวณแถบชายฝั่งประเทศอินเดีย โดยการใช้ยีนจ าเพาะ rbcL และ matK ผลการ
ทดลองพบว่า ยีน matK มีประสิทธิภาพในการระบุหรือจ าแนกสายพันธุ์ได้ดีกว่ายีน rbcL 
 Parveen et al (2012) รายงานการศึกษาการใช้ยีน rpoC1, matK และ ITS เป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ทเพ่ือระบุชนิดพันธุ์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีสายพันธุ์อินเดีย จ านวน 8 
ชนิด จ านวน 35 ตัวอย่าง และกล้วยไม้รองเท้านารีลูกผสม จ านวน 3 ชนิด จ านวน 7 ตัวอย่าง พบว่า 
ยีน matK สามารถใช้แยกกล้วยไม้รองเท้านารีสายพันธุ์แท้ออกจากสายพันธุ์ลูกผสมได้อย่างชัดเจน
เมื่อพิจารณาจากการจัดกลุ่มความใกล้ชนิดทางพันธุกรรม ในขณะที่พบบริเวณอนุรักษ์อีก 8 loci ที่มี
ความแตกต่างกันใน 8 ชนิดของกล้วยไม้รองเท้านารีพันธุ์แท้ ซึ่งคาดว่าจะสามารถน ามาพัฒนาเพื่อใช้
เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดหรือลายพิมพ์ดีเอ็นเอต่อไปได้ 
 ปรียา พวงสาลี และคณะ (2560: 58-67) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพยุง
Dalbergia cochinchinensis ซึ่งอยู่ในวงศ์ Fabaceae โดยใช้เครื่องหมาย Start Codon Targeted 
(SCoT) ในการระบุความต่างทางพันธุกรรมของพะยูง 19 ตัวอย่างที่พบในพ้ืนที่สวนสัตว์อุบลราชธานี 
จังหวัดอุบลราชธานี และ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น พบว่า ไพรเมอร์ SCoT จานวน 5 
ชนิด เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ 33 แถบ ซึ่ง ทั้งหมดมีลักษณะเป็นโพลิมอร์ฟิก จ่านวนแถบที่เพ่ิมปริมาณ
ไดม้ีจานวนแตกต่างกันไปตั้งแต่ 2 (SCoT-22) จนถึง 11 (SCoT-4) แถบ โดยเฉลี่ย 6.6 แถบต่อไพร
เมอร์และมีขนาดตั้งแต่ 135 ถึง 960 คู่เบส จากการวิเคราะห์โครงสร้าง ทางพันธุกรรมพบว่า จัดเป็น
กลุ่มย่อยสองกลุ่มซึ่งคล้ายคลึงกับผลการวิเคราะห์ด้วยระบบ neighbour-joining (NJ) การวิเคราะห์
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ความแปรปรวนทางพันธุกรรม (molecular variance analysis, AMOVA) แสดงให้เห็นว่าการ 
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมมีความแตกต่างในกลุ่มประชากร (89 เปอร์เซ็นต์) มากกว่าระหว่างกลุ่ม
ประชากร (11 เปอร์เซ็นต์ ) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า เครื่องหมาย SCoT สามารถใช้ในการบ่งชี้
ความแตกต่างทางพันธุกรรม ระหว่าง D. cochinchinensis ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 ทัศนีย์ สิงห์ศิลารักษ์ (2560) การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของทุเรียนจ่านวน 30 
พันธุ์ ที่ รวบรวมจากสวนบ้านเรา จังหวัดระยอง ด้วยเครื่องหมายสก๊อต ซึ่ง ข้อดีของเครื่องหมายนี้คือ 
สะดวก รวดเร็ว ราคา ถูก มีความหลากรูป และมีประสิทธิภาพสูง เมื่อคัดเลือกไพรเมอร์ 80 ชนิด 
พบว่าไพรเมอร์ 19 ชนิด สามารถเพ่ิม ปริมาณดีเอ็นเอแล้วให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจน จ่านว
นแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่ปรากฏรวม 277 แถบ มีขนาด ประมาณ 200-2,750คู่เบส เป็นแถบดีเอ็นเอที่
ให้ความหลากรูป 219 แถบ คิดเป็น 79.06 เปอร์เซ็นต์ เมื่อสร้าง แผนภูมิความสัมพันธ์จากข้อมูลแถบ
ดีเอ็นเอและจัดกลุ่มแบบ UPGMA ด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.01e พบว่ามี ค่าดัชนีความเหมือน 
0.67-0.89 สามารถแบ่งทุเรียนเป็น 2 กลุ่ม แต่ไม่สอดคล้องกับการจัดกลุ่มด้วยลักษณะสัณฐาน 
ภายนอก และเม่ือวิเคราะห์แผนภูมิความสัมพันธ์ที่ได้จากเครื่องหมายสก๊อต แสดงให้เห็นถึงความ
ใกล้ชิดทาง พันธุกรรมของทุเรียนในประเทศไทย แม้ว่ามีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงก็ตาม 
 กรองทอง ใจแก้วแดง (2557) การศึกษาความผันแปรทางพันธุกรรมของต้นรักแกนมอจ่าน
วน 96 ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมาย Start Codon Targeted (SCoT) พบไพรเมอร์ที่มีความเหมาะสม
จ่านวน 5 ไพรเมอร์ คือ SCoT46 SCoT47 SCoT48 SCoT52 และ SCoT55 สามารถให้แถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 36 แถบ มีขนาดอยู่ในช่วง 800-3,000 คู่เบส โดย 34 แถบเป็นแถบดีเอ็นเอที่ให้โพลีมอร์ฟิก 
คิดเป็น 94.44 เปอร์เซ็นต์ ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด ค่าเฮเตอโรไซโกซิตีมีค่าอยู่ในช่วง 0.21-0.39 
เฉลี่ยเท่ากับ 0.28 ค่า polymorphic information content มีค่าอยู่ ในช่วง 0.299-0.375 และค่า 
coefficientof genetic differentiation มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.275 ผลการจัดกลุ่มด้วย วิธี 
unweighted pair group method with arithmeticaverage พบว่าค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึง
ทาง พันธุกรรมที่ค่านวณด้วยสูตรของ Jaccard อยู่ในช่วง 0.130-0.923 สามารถแบ่งตัวอย่างต้นรัก
แกนมอที่ ท่าการศึกษาออกเป็น 10 กลุ่ม การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าตัวอย่างต้นรักแกนมอมีความ
ผันแปรทางพันธุกรรมสูง สามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการปรับปรุงพันธุ์และอนุรักษ์แหล่ง
พันธุกรรมในประเทศไทยต่อไป 
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บทที่ 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

1. เก็บรวบรวบพันธุ์และระบุชนิดกล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรี  

 ส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี ดังตารางที่ 3.1 ตามสถานที่ต่าง ๆ พร้อม
ทั้งระบุชนิด หรือสายพันธุ์กล้วยไม้เหล่านั้นตามลักษณะทางสัณฐานที่ปรากฏ รวมทั้งสอบถามข้อมูล
จากผู้รู้ ผู้เลี้ยงกล้วยชนิดนั้น ๆ  เมื่อระบุสายพันธุ์ของกล้วยไม้ได้แล้ว น าส่วนของใบอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอ
ที่ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีการเกษตร คณะวิทยาศาสตร์และศิลปศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา วิทยา
เขตจันทบุรี 

2. กำรสกัดดีเอ็นเอ 

 ท าการสกัด DNA โดยใช้ชุดสกัด DNA ส าเร็จรูป (Tiangen Biotech (Beijing) CO.LTD ) 
โดย บดตัวอย่างในไนโตรเจนเหลวจนตัวอย่างละเอียด แล้วใส่ในไมโครทิวขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใส่ 
Buffer LP1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร และใส่ RNase ปริมาตร 6 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 1 นาที ทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที ใส่ Buffer LP2 ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ผสม 1 นาที ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 
centrifuge ที่ 12000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ปิเปตส่วนใสใส่ไมโครทิวใหม่ ใส่ Buffer LP3 ปริมาตร 
1.5 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากัน 15 วินาที ปิเปตส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน คอลัมน์CB3 ปั่นเหวี่ยงด้วย
เครื่อง centrifuge ที่ 12000 รอบต่อนาที นาน 30วินาที หลังจากนั้นเทน้ าใน คอลัมน์CB3 ทิ้ง ใส่ 
Buffer PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 12000 รอบต่อนาที 30 
วินาที หลังจากนั้นเทน้ าใน คอลัมน์ CB3 ทิ้ง ท าขั้นตอนที่ 7 ซ้ าอีก 2 รอบ ปั่นเหวี่ยงคอลัมน์เปล่าด้วย
เครื่อง centrifuge ที่ 12000 รอบ/นาที 2 นาที เปิดผาคอลัมน์ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง จน DNA แห้ง น า
คอลัมน์ CB3 ใส่ใน ไมโครทิวขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิเปต Buffer TE ปริมาตร 50-200 ไมโครลิตร ทิ้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2-5 นาที แล้วปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 12000 รอบต่อนาที 2 นาที เก็บ
ตัวอย่าง DNA ที่สกัดไว้ได้ที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือไว้ใช้ในขั้นตอนถัดไป 

ตำรำงท่ี 3.1 ชนิดของกล้วยไม้กสุลรองเท้านารีที่พบในภาคตะวันออกของประเทศไทย 

ชื่อวิทยำศำสตร์ ชื่อท้องถิ่น 

Paphiopedilum concolor รองเท้านารีเหลืองปราจนี 

Paphiopedilum appletonianum รองเท้านารีคางกบคอแดง  

Paphiopedilum simensis รองเท้านารีเกาะชา้ง  

Paphiopedilum concolorvar.striatum รองเท้านารีเหลืองกาญจน ์

Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum รองเท้านารีดอยตุงกาญจน์    
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3. กำรสร้ำงเครื่องหมำยดีเอ็นเอบำร์โค้ดที่บริเวณยีน ITS, matK, rbcL, rpoC1 และ trnH-psbA 
intergenic spacer  

 ในการทดลองนี้จะท าการศึกษาการสร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ด โดยการวิเคราะห์ยีนมาตรฐาน 
ITS, matK, rbcL, rpoC1 และ  trnH-psbA intergenic spacer ตามวิธีของ Parveen et al (2012) 
โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะกับยีนดังกล่าว ดังตารางที่ 2 ดังนี้ น าดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้านารีที่สกัด
ได้ปริมาณ 20-30 นาโนกรัม มาเพ่ิมปริมาณเฉพาะส่วนที่สนใจด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ใช้ไพร์เมอร์ที่
จ าเพาะ ความเข้มข้น 2 ไมโครโมล 1x Taq buffer dNTP mix ความเข้มข้น 0.2 มิลลิโมล MgCl2 

ความเข้มข้น 2 มิลลิโมล และเอนไซม์ Taq polymerase ความเข้มข้น 1 ยูนิต ต่อปฏิกิริยา 25 
ไมโครลิตร การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท าด้วยเครื่อง DNA thermal cycle ด้วยระดับอุณหภูมิดังนี้  
 
 ขั้นตอนที่ 1 pre-denature  94  องศาเซลเซียล นาน 5   นาท ี
 ขั้นตอนที่ 2 denature 94  องศาเซลเซียล นาน 30 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 3 annealing 50-55   องศาเซลเซียล นาน 40 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 4 extension 72 องศาเซลเซียล นาน 1    นาที (ซ้ า 35 รอบ) 
 ขั้นตอนที่ 5 final-extension 72 องศาเซลเซียล นาน 7 นาที 
 

ตรวจสอบความแตกต่างของผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ด้วยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีสความ
เข้มข้น 1.0 เปอร์เซนต์ เลือกแถบดีเอ็นเอที่ถูกต้องส่งไปวิเคราะห์หาล าดับเบส เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์
หาบริเวณอนุรักษ์ ในขั้นตอนถัดไป 

 
4. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

 แถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนจากข้ันตอนที่ 3 จะถูกสกัดออกมาจากเจล เพ่ือวิเคราะห์หาล าดับเบส เมื่อ
ได้ล าดับเบสของดีเอ็นเอสังเคราะห์นั้น ๆ แล้ว น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTN เพ่ือ
วิเคราะห์ค่าความเหมือนของดีเอ็นเอที่สังเคราะห์ได้กับฐานข้อมูลยีนสาธารณะ GenBank 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยเลือกใช้ megaBlast ที่ค่า cut off  ของการตรวจสอบที่ E-value = 
10-3 และวิเคราะห์ความน่าจะเป็นของ DNA barcodes ด้วยฐานข้อมูล DNA subway 
(www.dnasubway.org)  
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ตำรำงท่ี 3.2 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ที่จ ำเพำะกับยีน ITS, matK, rbcL, rpoC1 และ  
trnH-psbA intergenic spacer 

Name of primer Gene Primer (5’-3’) 
PCR product 

size (bp) 
References 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGC 290 White et al., 1990 

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 290 White et al., 1990 

ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC 330 White et al., 1990 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 700 White et al., 1990 

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 315 White et al., 1990 

 Forward Reverse   

trnH– psbA- trnH2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC  296–1120 Tate  et al., 2003 

trnH– psbA- trn H  ACTGCCTTGATCCACTTGGC  296–1120 Tate  et al., 2003 

trnH– psbA- psbAF  GTTATGCATGAACGTAATGCTC 296–1120 Tate  et al., 2003 

trnH– psbA- psb A  CGAAGCTCCATCTACAAATGG 296–1120 Tate  et al., 2003 

rbcL-a ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAG
C 

CTTCTGCTACAAATAAGAATCGATC
TC 

550-600 Kress et al., 2007 

rbcL1-174 ATGTCACCACAAACAGAAAC TCGCATGTACCTGCAGTAGC 724 Fay et al., 1997 

matK 390-1326 CGATCTATTCATTCAATATTTC TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 930 Cuénoud et al., 
2002 

rpoC1 GTGGATACACTTCTTGATAATGG CCATAAGCATATCTTGAGTTGG 486 CBOL., 2009 

              

 

5. กำรวิเครำะห์ควำมน่ำจะเป็นของยีนมำตรำฐำนในกำรเป็น DNA barcode ของหญ้ำทะเล
ด้วยโปรแกรม DNA subway 

 ชิ้นดีเอ็นเอของยีนมาตราฐาน rbcL, rpoB, matK, ITS,  trnH-psbA และ rpoC1 ที่ถูกต้อง
ของกกจันทบูรจากข้ันตอนที่ 4 จะถูกสกัดออกมาจากเจล เพ่ือวิเคราะห์หาล าดับเบส เมื่อได้ล าดับเบส
ของดีเอ็นเอสังเคราะห์นั้น ๆ แล้ว จะน ามาการศึกษาความน่าจะเป็นของการเป็น DNA barcode ด้วย
โปรแกรม DNA subway (https://dnasubway.cyverse.org/) โดยเลือกการวิเคราะห์แบบ 
Determine Sequencing Relationship (blue line) เปรียบเทียบกับ reference data จาก 
common plant และ monocot และสร้างแผนภูมิพันธุกรรมแสดงความน่าจะเป็นของการเป็นดีเอ็น
เอบาร์โค๊ดของยีนมาตราฐานเหล่านั้นด้วย Phylib Maximum Likelihoods (PHYLIP ML) 
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6. วิเครำะห์แผนที่ยีนบริเวณอนุรักษ์ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ 
น าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากข้ันที่ 5 วิเคราะห์จุดตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ด้วยโปรแกรม Web Cutter จากนั้นท าการตัดชิ้นแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดจากบริเวณเหล่านั้น เพ่ือสร้าง
แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อชนิดพันธุ์ของรองเท้านารีต่อไป 
 
7.วิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด Start Codon 
Targeted (SCoT) 

 น าดีเอ็นเอของรองเท้านารีมาตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมาย
โมเลกุล SCoT ตามวิธีของ Collard and Mackill. (2009) เลือกเฉพาะคู่ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอที่
ชัดเจนและท าซ้ าได้ น ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS โดยเลือกใช้ค่าวิเคราะห์ความเหมือนทาง
พันธุกรรมและจัดกลุ่มพันธุกรรมชนิด unweighted pair-group method with arithmetic 
average (UPGMA)  
 

กำรวิเครำะห์ข้อมูล 
ให้คะแนนแถบ DNA ที่ได้จากการแยกขนาด โดยพิจารณาจากการปรากฏของ DNA ซึ่งการ

ปรากฏของแถบ DNA คือ 1 การไม่ปรากฏแถบ DNA คือ 0 จากนั้นน ามาหาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมโดยจัดกลุ่ม Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม PAST program (โปรแกรมไม่มีลิขสิทธิ์) 
โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน Simple matching coefficient (SM) ในการวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อ
จัดกลุ่มของตัวอย่างที่เหมือนกัน ซึ่งแสดงผลออกมาในรูปของ Phylogenetic tree โดยใช้ค่า SHAN 
แล้วตรวจสอบ Phylogenetic tree ที่ได้ว่าจัดกลุ่มได้ดีเพียงใดโดยการวิเคราะห์ค่า Coephenetic 
correlation (r) 
 

Coephenetic correlation (Farris, 1969) เป็นค่าที่นิยมใช้บอกระดับของการจัดกลุ่มท่ีได้
ว่าอยู่ในเกณฑ์ใดโดยการค านวณหาค่า coephenetic correlation ซึ่งค่า r ที่ได้จะแบ่งออกเป็นช่วง
ต่าง ๆ เพื่อแสดงถึงระดับของการจัดกลุ่มในงานทดลอง 
 r มีค่ามากกว่า 0.9 ถือว่าจัดกลุ่มได้ดีมาก 
 r มีค่าอยู่ระหว่าง 0.8-0.9 ถือว่าจัดกลุ่มได้ดี 
 r มีค่าอยู่ระหว่าง 0.7-0.8 ถือว่าจัดกลุ่มปานกลาง 
 r มีค่าน้อยกว่า 0.7 ถือว่าจัดกลุ่มไม่ดี 

 ค่า genetic distance หรือ ค่าระยะห่างทางพันธุกรรม เป็นค่าที่แสดงความแตกต่างทาง
พันธุกรรมระหว่าง species หรือ ระหว่างประชากรใน species นั้น ๆ โดยค่า genetic distance มี
ค่าน้อยจะหมายถึง มีความแตกต่างทางพันธุกรรมน้อยหรือมีความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมมาก และ
ค่า genetic distance มีค่ามากจะหมายถึงมีความแตกต่างทางพันธุกรรมมากหรือมีความคล้ายคลึง
ทางพันธุกรรมน้อย (Nei and Li, 1979) 

 



บทที่ 4 
 

ผลการศึกษาวิจัย และการอภิปรายผล 
 
ส่วนที่ 1 การศึกษา DNA barcoding เพ่ือระบุชนิดกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี  
 
1. เก็บรวบรวบพันธุ์และระบุชนิดกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
 ได้ด ำเนินกำรส ำรวจและเก็บกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดคือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
(Paphiopedilum concolor) รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum) 
รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum)   รองเท้ำนำรีเกำะ
ช้ำง (Paphiopedilum simensis) และ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง (Paphiopedilum 
appletonianum) ซึ่งในกำรเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้ร้องเท้ำนำรีดังกล่ำวนั้นมีด้วยกันหลำยช่อทำงด้วยกัน
คือ โดยรองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีนปรำจีนและรองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ ได้รับจำกเกษตรกรสมำชิก
ชมรมกล้วยไม้รองเท้ำนำรีจังหวัดจันทบุรี รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงและรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง ได้จำก
ป่ำแถบจังหวัดตรำดโดยได้ติดต่อกับชำวบ้ำนหรือเกษตรกรผู้ที่มีควำมรู้เรื่องกล้วยไม้เป็นอย่ำงดีในกำร
น ำทำงเพ่ืออกเก็บตัวอย่ำง และรองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์   ได้รับมำจำกกลุ่มผู้รักกล้วยไม้จังหวัด
เชียงใหม่ ภำพกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดแสดงดังภำพ 4.1-4.5 
 

 
 
ภาพที่ 4.1 กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 



15 
 

 
 
ภาพที่ 4.2 กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 
 

 
 
ภาพที่ 4.3 กล้วยไม้รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์    
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ภาพที่ 4.4 กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง  
 
 

 
 
ภาพที่ 4.5 กล้วยไม้รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง  
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2. การสกัดดีเอ็นเอ 
 ท ำกำรสกัดดีเอ็นจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดโดยใช้ชุดส ำเร็จแยกสกัดสำรพันธุกรรม 
(ชุด Kit) Tian Gen (ประเทศจีน) เมื่อแยกสกัดดีเอ็นอได้แล้ว น ำมำตรวจเชคคุณภำพและปริมำณด้วย
เครื่อง Nanodrop ที่ควำมยำวคลื่น 260 นำโนเมตร และเจลอะกำโรสอิเลคโตรโฟลิซิสเข้มข้น 1 
เปอร์เซนต์ พบว่ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภำพดี โดยมีควำมบริสุทธ์อยู่ในช่วง 1.67-1.83 ซึ่งถือว่ำ
คุณภำพดีมำก ปรำศจำกกำรปนเปื้อนด้วยอำร์เอ็นเอและโปรตีนที่เสียสภำพ ดังตำรำงที่ 4.1 และภำพ
ที่ 4. 6 ดั้งนั้นดีเอ็นเอที่แยกสกัดได้นี้สำมำรถน ำมำใช้ในขั้นตอนกำรท ำ barcoding และ จ ำแนกชนิด
พันธุ์ด้วยเทคนิคโมเลกุลเครื่องหมำย SCoT ต่อไป  
 
ตารางท่ี 4.1 ค่ำควำมเข้มข้นและควำมบริสุทธ์ของดีเอ็นเอจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรี 5 ชนิด 

ล ำดับที่ ชื่อกล้วยไม้ รหัส ควำมเข้มข้น 
(ng/µL) 

ควำมบริสุทธิ์ 
(OD260/280) 

1 รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน P01 23.1 1.65 
2 รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ P02 24.8 1.67 
3 รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ P03 36.0 1.80 
4 รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง P04 42.2 1.76 
5 รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง P05 54.0 1.75 

   
 

           
 
ภาพที่ 4.6 จีโนมิคดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด บนเจลอะกำโรสอิเลคโตรโฟลิซิส   

    เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
 P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 
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3. การสร้างเครื่องหมายดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่บริเวณยีน ITS, matK, rbcL, rpoB, rpoC1 และ trnH-
psbA intergenic spacer 
 
 ดีเอ็นเอที่แยกสกัดได้ในขั้นตอนที่ 2 ถูกน ำมำใช้ในสร้ำง barcoding โดยใช้ยีน ITS, matK, rbcL, 
rpoB rpoC1 และ trnH-psbA intergenic spacer ซึ่งยีนเหล่ำนี้เป็นบริเวณอนุรักษ์ในพืช แต่มี
ควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกชนิดพันธุ์ได้โดยอำศัยกำรเกิดกำรกลำยพันธุ์บำงต ำแหน่งในสำยพันธุกรรม 
ดังนั้นจำกกำรทดลองพบว่ำ สำมำรถตรวจพบดีเอ็นเอเป้ำหมำยของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีที่จ ำเพำะกับ
ยีนดังกล่ำวด้วยเทคนิคพีซรอำร์ พบว่ำมีเพียง ยีนมำตรำฐำน matK, rbcL, rpoB และ rpoC1 เท่ำนั้น
ที่ให้ขนำดของดีเอ็นที่ถูกต้องและเกิดเพียงแบนเดียว ในขณะที่ยีนมำตรำฐำนชนิดอื่นคือ ITS และ 
trnH-psbA intergenic spacer ให้ผลผลิตพีซีอำร์ที่ไม่ถูกต้อง (ตำรำงที่ 4.2 และภำพที่ 4.7-4.15) 
และชิ้นดีเอ็นเอดังกล่ำวได้ถูก recovery ออกมำจำกเจลอะกำโรส พร้อมทั้งท ำให้บริสุทธิ์ เมื่อน ำไป
วิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโทด์เพ่ือหำค่ำควำมเหมือนด้วยโปรแกรม BLASTN ต่อไป 
 
ตารางท่ี 4.2 ขนำดของผลผลิตพีซีอำร์ที่จ ำเพำะกับเครื่องหมำยดีเอ็นเอเพ่ือสร้ำง barcoding ของ   
                กล้วยไม้ร้องเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด  

ล าดับที่ ชนิดของเครื่องหมายดีเอ็นอ 
ขนาดของผลผลิต

พีซีอาร์ (bp) 
Annealing 
tem. (ºC) 

1 ITS2 1,000 50 
2 ITS3 1,200 50 
3 matK 900 55 
4 rbcL 720 55 
5 rbcL174 700 52 
6 rpoC1 600 52 
7 rpoB 520 52 
8 trn-H psbA trnH-F/trn psbA-psbA-R 900 52 
9 trn-H psbA trnH-F/trnH psbA-psbAF-R 850 52 
10 trnH psbA-trnH2-F/trnH psb-psbA-R 900 52 
11 trnH psbA-trnH2-F/ trnH psbA-psbAF-R 850 52 
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ภาพที่ 4.7 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด ITS3 ขนำด 1,200 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง  
      5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 
 

P05 P04 P03 P02 P01 M 

1200 bp 
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ภาพที่ 4.8 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด matK ขนำด 900 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง  
          5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

900 bp 
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ภาพที่ 4.8 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด rbcL ขนำด 720 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5  
             ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 
 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

720 bp 
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ภาพที่ 4.9 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด rbcL174 ขนำด 700 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรี    
          ทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

700 bp 
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ภาพที่ 4.10 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด rpoC1 ขนำด 600 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรี 
                ทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

600 bp 
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ภาพที่ 4.11 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด rpoB ขนำด 520 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง  
                5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

520 bp 
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ภาพที่ 4.12 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด trn-H psbA trnH-F/trn psbA-psbA-R ขนำด  
                900 คู่เบส  บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

900 bp 
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ภาพที่ 4.13 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด trn-H psbA trnH-F/trnH psbA-psbAF-R  
                ขนำด 850 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

850 bp 
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ภาพที่ 4.14 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด trnH psbA-trnH2-F/trnH psb-psbA-R ขนำด  
                900 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

900 bp 
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ภาพที่ 4.15 ผลผลิตของเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด trnH psbA-trnH2-F/ trnH psbA-psbAF-R  
                ขนำด 850 คู่เบส บนกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

P01 P02 P03 P04 P05 M 

850 bp 
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4. การวิเคราะห์ค่าความเหมือนโดยใช้โปรแกรม BLAST 
  เมื่อท ำกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีนบริเวณอนุรักษ์ rbcL, 
matK, rpoB และ rpoC1 ที่มีรำยงำนมำก่อนในฐำนข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLASTN และ 
algorithm ดังตำรำงที่ 4.3 พบว่ำ  

1. ชิ้นดีเอ็นเอ rbcL-P01, rbcL-P02, rbcL-P03, rbcL-P04 และ rbcL-P05 ที่ได้จำกำรเพ่ิม 
ปริมำณในส่วนของยีนมำตรำฐำน rbcL ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (Paphiopedilum 
concolor) รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum) รองเท้ำนำรีดอยตุง
กำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum)   รองเท้ำนำรีเกำะ
ช้ำง (Paphiopedilum simensis) และ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง (Paphiopedilum 
appletonianum) ตำมล ำดับ โดยพบมีขนำดประมำณ 720 คู่เบส และแสดงควำมเหมือนกับล ำดับนิ
วคลีโอไทด์ของยีนมำตรำฐำน rbcL ของกล้วยไม้ Paphiopedilum purpuratum ประมำณ 99.15 -
99.71 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำล ำดับนิวคลีโอไทดค์มีควำมเหมือนกันมำก หรืออำจกล่ำวได้ว่ำมีล ำดับเดียว
คลีโอไทด์เดียวกัน 

2. ชิ้นดีเอ็นเอ matK-P01, matK-P02, matK-P03, matK-P04 และ matK-P05 ที่ได้จำกำร 
เพ่ิมปริมำณในส่วนของยีนมำตรำฐำน matK ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรี
เหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และ รองเท้ำนำรีคำงกบ
คอแดง  ตำมล ำดับ โดยพบมีขนำดประมำณ 900 คู่เบส และแสดงควำมเหมือนกับล ำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนมำตรำฐำน matK ของกล้วยไม้ Paphiopedilum niveum,  Paphiopedilum henryanum, 
Paphiopedilum appletonianum และ Paphiopedilum callosum ประมำณ 99.55 -99.89 
เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำล ำดับนิวคลีโอไทดค์มีควำมเหมือนกันมำก หรืออำจกล่ำวได้ว่ำมีล ำดับเดียวคลีโอ
ไทด์เดียวกัน 

3. ชิ้นดีเอ็นเอ rpoB-P01, rpoB-P02, rpoB-P03, rpoB-P04 และ rpoB-P05 ที่ได้จำกำร 
เพ่ิมปริมำณในส่วนของยีนมำตรำฐำน rpoB ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลือง
กำญจน ์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง  ตำมล ำดับ 
โดยพบมีขนำดประมำณ 520 คู่เบส และแสดงควำมเหมือนกับล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนมำตรำฐำน 
rpoB ของกล้วยไม้ Paphiopedilum x dalatense และ Paphiopedilum tranlienianum ประมำณ 99.19 -
99.88 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำล ำดับนิวคลีโอไทดค์มีควำมเหมือนกันมำก หรืออำจกล่ำวได้ว่ำมีล ำดับเดียว
คลีโอไทด์เดียวกัน 

4. ชิ้นดีเอ็นเอ rpoC1-P01, rpo C1-P02, rpoC1-P03, rpoC1-P04 และ rpoC1-P05 ที่ได้จำ 
กำรเพ่ิมปริมำณในส่วนของยีนมำตรำฐำน rpoC1 ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรี
เหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรีคำงกบ
คอแดง  ตำมล ำดับ โดยพบมีขนำดประมำณ 600 คู่เบส และแสดงควำมเหมือนกับล ำดับนิวคลีโอไทด์
ของยีนมำตรำฐำน rpoB ของกล้วยไม้ Cypripedium henryi Cypripedium calceolus และ Cypripedium 

japonicum ประมำณ 97.41 -97.58 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่ำล ำดับนิวคลีโอไทดค์มีควำมเหมือนกันมำก  
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ตารางท่ี 4.3 ผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอจำกบริเวณอนุรักษ์ rbcL, matK,  
rpoB และ rpoC1 ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีด้วยโปรแกรม BLASTN 

Fragment 
Length 

(bp) 

Sequence Homology 
GenBank 
Accession 

No. 
Description E-value Identity 

rbcL-P01 726 MK161066.1 Paphiopedilum purpuratum isolate 2114 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.15% 

rbcL-P02 725 MK161066.1 Paphiopedilum purpuratum isolate 2114 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.71% 

rbcL-P03 723 MK161066.1 Paphiopedilum purpuratum isolate 2114 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.71% 

rbcL-P04 723 MK161066.1 Paphiopedilum purpuratum isolate 2114 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.71% 

rbcL-P05 723 MK161066.1 Paphiopedilum purpuratum isolate 2114 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.71% 

matK-P01 917 KC692139.1 Paphiopedilum niveum voucher FRI 56091 
maturase K (matK) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.55% 

matK-P02 917 KC692139.1 Paphiopedilum niveum voucher FRI 56091 
maturase K (matK) gene, partial cds; chloroplast 

0.0 99.55% 

matK-P03 917 KY966920.1 Paphiopedilum henryanum voucher KFBG3192 
maturase K (matK) gene, partial cds; plastid 

0.0 99.89% 

matK-P04 918 KY966915.1 Paphiopedilum appletonianum voucher 
KFBGFS7092 maturase K (matK) gene, partial cds; 
plastid 

0.0 99.66% 

matK-P05 915 KY966917.1 Paphiopedilum callosum voucher KFBG2174A 
maturase K (matK) gene, partial cds; plastid 

0.0 99.77% 

rpoB-P01 529 MK876158.1 Paphiopedilum x dalatense voucher DAL_143 
RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial 
cds; chloroplast 

0.0 99.40% 

rpoB-P02 530 MK876158.1 Paphiopedilum x dalatense voucher DAL_143 
RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial 
cds; chloroplast 

0.0 99.19% 



31 
 

Fragment 
Length 

(bp) 

Sequence Homology 
GenBank 
Accession 

No. 
Description E-value Identity 

rpoB-P03 528 MK876181.1 Paphiopedilum tranlienianum voucher TRA_178 
RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial 
cds; chloroplast 

0.0 99.80% 

rpoB-P04 528 MK876181.1 Paphiopedilum tranlienianum voucher TRA_178 
RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial 
cds; chloroplast 

0.0 99.40% 

rpoB-P05 528 MK876157.1 Paphiopedilum x dalatense voucher DAL_138 
RNA polymerase beta subunit (rpoB) gene, partial 
cds; chloroplast 

0.0 99.40% 

rpoC1-
P01 

596 AM889880.1 Cypripedium henryi chloroplast partial rpoC1 
gene for RNA polymerase beta' subunit 

0.0 97.41% 

rpoC1-
P02 

597 AM889880.1 Cypripedium henryi chloroplast partial rpoC1 
gene for RNA polymerase beta' subunit 

0.0 97.41% 

rpoC1-
P03 

600 AM889879.1 Cypripedium calceolus chloroplast partial rpoC1 
gene for RNA polymerase beta' subunit 

0.0 97.58% 

rpoC1-
P04 

596 LC086632.1 Cypripedium japonicum chloroplast rpoC1 gene 
for DNA-directed RNA polymerase beta' chain, 
partial cds, isolate: smsl42 

0.0 97.58% 

rpoC1-
P05 

595 LC086632.1 Cypripedium japonicum chloroplast rpoC1 gene 
for DNA-directed RNA polymerase beta' chain, 
partial cds, isolate: smsl42 

0.0 97.41% 
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ส่วนที่ 2 การวิเคราะห์ความน่าจะเป็น DNA Barcoding ของยีนมาตราฐานในกล้วยไม้รองเท้านารี
ด้วยโปรแกรม DNA Subway 

กำรท ำ DNA barcode มีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้เป็นเครื่องมือช่วยในกำรระบุสิ่งมีชีวิต และมี
ควำมจ ำ เป็นอย่ำงยิ่งที่ต้องมีนักอนุกรมวิธำนในกำรสร้ำงระบบอ้ำงอิงที่ถูกต้องเพรำะฐำนข้อมูลจะต้อง
เป็นล ำ ดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกตัวอย่ำงที่มีกำรระบุชนิดอย่ำงถูกต้องโดยนักอนุกรมวิธำนเท่ำนั้น DNA 
barcode จึงเป็นเครื่องมือวิเครำะห์อย่ำงง่ำยที่มีพ้ืนฐำนอยู่บนควำมรู้ของนักอนุกรมวิธำนในกำรระบุ
ชนิดของสิ่งมีชีวิต (พรณรงค์ และอรุณรัตน์, 2554) โดยท ำกำรออกแบบไพร์เมอร์ให้เข้ำเกำะบริเวณ
อนุรักษ์ (conserve region) และคลอบคลุมในส่วนที่ผันแปร เพ่ือให้ผลผลิตที่เกิดจำกกำรผันแปรนั้น 
มำใช้ในกำรจ ำแนกชนิด ซึ่งน่ำจะเกิดขึ้นตำมสำยวิวัฒนำกำร 
   เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ควำมน่ำจะเป็นของกำรเป็น DNA Barcoding ของยีนมำตรำฐำน rbcL, 
rpoB, matK และ rpoC1 ที่ถูกต้องของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดนี้ คือ ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรี
เหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และ
รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง ด้วยโปรแกรม DNA Subway พบว่ำ  

1. ยีนมำตรำฐำน rbcL สำมำรถแยกของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลือง 
กำญจน ์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดงออกจำกกัน
ได ้(ภำพที่ 4.16) และพบว่ำบริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) นี้จะมีควำมแปรปรวนสูง โดยพบ
มีควำมกว้ำงประมำณ 550 คู่เบส (ภำพที่ 4.17) 

2. ยีนมำตรำฐำน matK สำมำรถแยกของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลือง 
กำญจน ์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดงออกจำกกัน
ได้ (ภำพที่ 4.18) และพบว่ำบริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) นี้จะมีควำมแปรปรวนสูง โดยพบ
มีควำมกว้ำงประมำณ 850 คู่เบส (ภำพท่ี 4.19) กำรที่ยีนมำตรำฐำน matK มีช่วงผันแปร หรือมีช่วง
แปรปรวนเป็นบริเวณกว้ำงจึงส่งผลให้เกิดกำรผันแปรในระหว่ำงสิ่งมีชีวิตได้มำกเช่นเดียวกัน 

3. ยีนมำตรำฐำน rpoB สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทุกชนิดออกจำก 
พืชอ่ืน ๆ ได้ แต่มีประสิทธิภำพต่ ำในกำรแยกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้ำนำรี
เหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และ
รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง (ภำพท่ี 4.20) และพบว่ำบริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) นี้จะมี
ควำมแปรปรวนของยีนมำตรำฐำน rpoB ควำมยำวประมำณ 520 คู่เบส (ภำพที่ 4.21)  

4. ยีนมำตรำฐำน rpoC1 สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทุกชนิดออก 
จำกพืชอ่ืน ๆ ได้ แต่มีประสิทธิภำพต่ ำในกำรแยกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้ำนำรี
เหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และ
รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง (ภำพท่ี 4.21) และพบว่ำบริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) นี้จะมี
ควำมแปรปรวนของยีนมำตรำฐำน rpoC1 ควำมยำวประมำณ 1,300 คู่เบส (ภำพที่ 4.22) แม้ว่ำ
บริเวณอนุรักษ์ (conserve sequence) นี้จะมีควำมแปรปรวนของยีนมำตรำฐำน rpoC1 จะมี
ช่วงกว้ำงมำก แต่ยังไม่สำมำรถกล่ำวได้ว่ำมีประสิทธิภำพในกำรน ำมำใช้จ ำแนกชนิดพันธืของพืช 
เนื่องจำกในปัจจุบันยังพบว่ำในฐำนข้อมูลที่ใช้ในกำรวิเครำะห์ข้อมูลยังมีข้อมูลของยีนนี้ไม่มำกเท่ำกับ
ยีนมำตรำฐำน rbcL และ matK 
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ภาพที่ 4.16 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงควำมเหมือนของยีนมำตรำฐำน rbcL  ในกำรเป็น DNA  
       Barcode ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด เมื่อวิเครำะห์ PHYLIP ML ด้วยโปรแกรม  
               DNA Subway 
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ภาพที่ 4.17 กำรวิเครำะห์ Consensus sequence ของยีนมำตรำฐำน rbcL ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรี 
            ทั้ง 5 ชนิดเทียบกับจีโนมอ้ำงอิง เมื่อวิเครำะห์ muscle  ด้วยโปรแกรม DNA Subway 
 
 
 
 
 



35 
 

 
 
 
ภาพที่ 4.18 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงควำมเหมือนของยีนมำตรำฐำน matK  ในกำรเป็น DNA  
       Barcode ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด เมื่อวิเครำะห์ PHYLIP ML ด้วยโปรแกรม  
               DNA Subway 

 
ภาพที่ 4.19 กำรวิเครำะห์ Consensus sequence ของยีนมำตรำฐำน matK ในกล้วยไม้รองเท้ำ 
        นำรีทั้ง 5 ชนิดเทียบกับจีโนมอ้ำงอิง เมื่อวิเครำะห์ muscle  ด้วยโปรแกรม DNA  
                 Subway 
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ภาพที่ 4.20 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงควำมเหมือนของยีนมำตรำฐำน rpoB  ในกำรเป็น DNA  
       Barcode ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด เมื่อวิเครำะห์ PHYLIP ML ด้วยโปรแกรม  
               DNA Subway 
 
 

 
ภาพที่ 4.21 กำรวิเครำะห์ Consensus sequence ของยีนมำตรำฐำน rpoB ในกล้วยไม้รองเท้ำ 
        นำรีทั้ง 5 ชนิดเทียบกับจีโนมอ้ำงอิง เมื่อวิเครำะห์ muscle  ด้วยโปรแกรม DNA  
                 Subway 
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ภาพที่ 4.22 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงควำมเหมือนของยีนมำตรำฐำน rpoC1  ในกำรเป็น DNA  
       Barcode ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด เมื่อวิเครำะห์ PHYLIP ML ด้วยโปรแกรม  
               DNA Subway 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4.23 กำรวิเครำะห์ Consensus sequence ของยีนมำตรำฐำน rpoC1 ในกล้วยไม้รองเท้ำ 
        นำรีทั้ง 5 ชนิดเทียบกับจีโนมอ้ำงอิง เมื่อวิเครำะห์ muscle  ด้วยโปรแกรม DNA  
                 Subway 
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ส่วนที่ 3 การสร้างแผนที่ยีนมาตราฐานด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ 
 
 ในกำรวิเครำะห์แผนที่ยีนมำตรำฐำนหรือบริเวณอนุรักษ์ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ เป็นอีก
เทคนิคหนึ่งที่สำมำรถน ำมำใช้เพ่ือสร้ำงเอกลักษณ์ของยีนต่ำง ๆ ในสิ่งมีชวิต และสำมำรถน ำไปใช้ใน
กำรจ ำแนกชนิดได้ เมื่อน้ ำชิ้นส่วนของยีนของมำตรำฐำน rbcL, rpoB, matK และ rpoC1 ของ
กลว้ยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดนี้ คือ กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 
รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง มำวิเครำะห์จุดตัด
ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะด้วยโปรแกรม web cutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/ และ
ภำคผนวกท่ี 1) พบว่ำ 

1. ยีนมำตรำฐำน rbcL ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดคือ กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง 
ปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรี
คำงกบคอแดง เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ NspI พบว่ำ จะสำมำรถแยกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง
กำญจน ์(P02) ออกจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีอ่ืน ๆ ได้ เนื่องจำกยีนมำตรำฐำนของกล้วยไม้รองเท้ำนำรี
เหลืองกำญจน์ไม่มีจุดตัดของเอนไซม์ ชนิดนี้ ซึ่งจะได้ชิ้นดีเอ็นเอชึ้นเดียวที่มีขนำดประมำณ 596 คู่เบส 
ซึ่งแตกต่ำงยีนมำตรำฐำน rbcL ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีชนิดอ่ืนที่มีจุดตัดของเอไซม์ชนิดนี้ โดยเมื่อตัด
ด้วยเอนไซม์ดังกล่ำว จะท ำให้ได้ชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 2 ชิ้น ขนำดประมำณ 278 และ 318 คู่เบส (ภำพ
ที่ 4.24) 

 
ภาพที่ 4.24 แผนที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำน rbcL ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ NspI  
            ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 

   P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
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2. ยีนมำตรำฐำน matK กำรท ำแผนที่เอนไซม์ตัดจ ำเพำะ โดยขั้นตอนที่ 1 ตัดด้วยเอนไซม์ 
ตัดจ ำเพำะ HpaII จะสำมำรถแยกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (P01) และกล้วยไม้รองเท้ำนำรี
เหลืองกำญจน์ (P02) ออกจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีชนิดอื่นๆ ได้ โดยพบว่ำ กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง
ปรำจีน จะใช้ชิ้นดีเอ็นเอขนำดประมำณ 270 และ 647 คู่เบส และกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์
จะให้ชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 3 ชิ้น ขนำดประมำณ 109 270 และ 538 คู่เบส ในขณะที่กล้วยไม้รองเท้ำนำรี
อ่ืน ๆ จะให้ชิ้นดีเอ็นเอขนำดประมำณ 109 และ 808 คู่เบส (ภำพที่ 4.25) 
      ในขั้นตอนที่ 2 เพ่ือแยกชนิดของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีที่เหลือ จะใช้เอนไซม์ตัดจ ำเพำะ 2 
ชนิดท ำงำนร่วมกันคือ PsiI และ Sau96I โดยพบว่ำรองเท้ำนำรีดอยตุง (P03) จะไม่มีจุดตัดของเอนไซม์
ชนิดนี้ ท ำให้ได้ชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 1 ชิ้น ขนำดประมำณ 917 คู่เบส กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงจะ
พบชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 3 ชิ้น ขนำดประมำณประมำณ 118 148 และ 651 คู่เบส ในขณะที่รองเท้ำนำรี
คำงกบคอแดงจะพบชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 2 ชิ้น ขนำดประมำณ 266 และ 651 คู่เบส ตำมล ำดับ (ภำพที่ 
4.26) 

 
ภาพที่ 4.25 ขั้นตอนที่ 1 แผนที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำน matK ด้วยเอนไซม์ตัด 
                จ ำเพำะ HpaII ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 

   P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
 



40 
 

 
ภาพที่ 4.26 ขั้นตอนที่ 2 แผนที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำน matK ด้วยเอนไซม์ตัด 
                จ ำเพำะ PsiI +  Sau96I ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 

   P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
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3. ยีนมำตรำฐำน rpoB ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดคือ กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง 
ปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรี
คำงกบคอแดง เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ MnII พบว่ำ จะสำมำรถแยกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง
กำญจน ์(P02) ออกจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีอ่ืน ๆ  ได้ ซึ่งจะได้ชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 2ชึ้น มีขนำดประมำณ 
219 และ 310 คู่เบส ในขณะที่กล้วยไม้รองเท้ำนำรีชนิดอื่นไม่มีจุดตัดของเนไซม์ตัดจ ำเพำะชนิดนี้ ทก
ให้ได้ชิ้นดีเอ็นเพียง 1 ชิ้น ขนำดประมำณ 529 คู่เบส (ภำพที่ 4.27) 
 
 

 
ภาพที่ 4.27 แผนที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำน rpoB ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ MnII  
            ขั้นตอนที่ 1 ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 

   P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
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4. ยีนมำตรำฐำน rpoC1 ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิดคือ กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง 
ปรำจีน รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง และรองเท้ำนำรี
คำงกบคอแดง เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ BstXI พบว่ำ จะสำมำรถแยกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือง
กำญจน ์(P02) ออกจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีอ่ืน ๆ ได้ เนื่องจำกกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองกำญน์ไม่มี
จุดตัดของเอนไซม์ชนิดนี้ จึงได้ชิ้นดีเอ็นเอจ ำนวน 1 ชึ้น มีขนำดประมำณ 600 คู่เบส ในขณะที่กล้วยไม้
รองเท้ำนำรีชนิดอ่ืนๆ จะพบชิ้นดีเอ็นเอจ ำนสน 2 ชิ้น ขนำดประมำณ 213 และ 387 คู่เบส (ภำพท่ี 
4.27) 
 

 
ภาพที่ 4.28 แผนที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำน rpoC1 ด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ  
       BstXI ในกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 

   P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
 
 
  จากผลการทดลองการสร้างแผนที่ยีนมาตราฐานดังกล่าวด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะพบว่า 
อาจจังไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในกล้วยไม้รองเท้านารี เนื่องจากสาเหตุหลายประการ เช่น จุดตัด
ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะส่วนใหญ่จะคล้าย ๆ กัน หรือมีเหมือนกันท าให้ไม่สามารถแยกความ
แตกต่างของชิ้นดีเอ็นเอได้ และเอนไซม์ที่จะสามารถน ามาใช้สร้างแผนที่ได้ มักเป็นเอนไซม์ที่มี
ราคาสูง ซ่ึงหากน าเทคนิคอ่ืนมาร่วมด้วย อาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพได้ดีกว่านี้ 
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ส่วนที่ 4 วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมด้วยเครื่องหมายโมเลกุลชนิด Start Codon   
Targeted (SCoT) 
  
 ในส่วนของกำรพัฒนำเทคนิคกำรตรวจวิเครำะห์นั้น ได้ดัดแปลงเทคนิคกำรตรวจวิเครำะห์
จำก Collard and Mackill. (2009) ดังนี้ น ำดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีดังกล่ำวปริมำณ 30-50 
นำโนกรัม มำเพ่ิมปริมำณเฉพำะส่วนที่สนใจด้วยเทคนิคพีซีอำร์ ใช้ไพร์เมอร์ SCoT (S1-S36) จ ำนวน 
36 คู่ไพรเมอร์ (ภำพที่ 4.29-30) จำกแผนภูมิพันธุกรรม (ภำพที่ 4.31) พบว่ำ แผนภูมิพันธุกรรมของ
กล้วยไม้รองเท้ำนำรีนี้ แบ่งงอกได้เป็น 2 กลุ่ม โดยมีค่ำ cophenetic correlation หรือค่ำ r – 0.99 
ซ่ึงซ่ึงวำ่เป็นกำรจดักลุ่มท่ีดีมำก ซ่ึงกลุ่มท่ี 1 ประกอบไปด้วยกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีนและ
กล้วยไม้รองเท้ำนำรีเหลือกำญจน์ และ กลุ่มที่ 2 ประกอบไปด้วยกล้วยไม้รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ 
รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงและรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง จะพบว่ำเครื่องหมำยโมเลกุล SCoT นับเป็น
เครื่องมือทีมีประสิทธิภำพมำกในกำรจ ำแนกชนิดของพืช สอดคล้องกับ ธีระชัย ธนำนันต์ (2560) ได้
ประเมินควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรีด้วยเครื่องหมำยสก๊อต โดยใช้ไพร
เมอร์ 80 ชนิด ผลกำรวิจัยพบว่ำไพรเมอร์ 17 ชนิด สำมำรถเพ่ิม ปริมำณดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลรองเท้ำ
นำรีทั้ง 15 ชนิดได้ และยังให้ ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอที่ชัดเจน เมื่อวิเครำะห์ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอพบแถบดีเอ็น
เอที่มีควำมหลำกรูป 219 แถบ เมื่อสร้ำง แผนภูมิควำมสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม NTSYS โดยเลือกวิธีจัด
กลุ่มแบบ UPGMA พบว่ำมีค่ำสัมประสิทธิ์ควำมเหมือน ระหว่ำง 0.7613 ถึง 0.3514 และสำมำรถ
จ่ำแนกกล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรีเป็น 3 กลุ่มซ่ึงผลกำรวิจัยครั้ง นี้สำมำรถ นำไปใช้ในกำรปรับปรุงพันธุ์
และกำรอนุรักษ์แหล่งพันธุกรรมต่อไป  
 นฤมล ธนำนันต์ (2560) กำรศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมและกำรระบุพันธุ์กล้วยไม้สกุล 
ก้ำนก่อ 15 ชนิด ด้วยเครื่องหมำยสก็อต โดยใช้ไพรเมอร์ 80 ชนิด พบว่ำไพรเมอร์ 35 ชนิด สำมำรถ
เพ่ิมปริมำณดี เอ็นเอได้ เมื่อคัดเลือกไพรเมอร์ 21 ชนิด ที่ให้ลำยพิมพ์ดีเอ็นเออย่ำงชัดเจนมำวิเครำะห์
และสร้ำงควำมหลำกหลำย ทำงพันธุกรรม พบว่ำสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของกล้วยไม้สกุลก้ำนก่อ
ทั้ง 15 ชนิด ได้ด้วยแถบดีเอ็นเอท่ีจ่ำเพำะ กับพันธุ์ เมื่อวิเครำะห์ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมโดย
ใช้โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 พบว่ำสำมำรถแบ่ง กล้วยไม้สกุลก้ำนก่อทั้ง 15 ชนิด เป็น 3 กลุ่ม มีค่ำ
สัมประสิทธิ์ควำมเหมือนอยู่ระหว่ำง 0.37 ถึง 0.64 
 จำกภำพ 4.31 รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงแสดงกำรมีลักษณะทำงพันธุกรรมเดียวกับรองเท้ำนำรี
คำงกบคอแดง ซึ่งโดยตำมธรรมชำติแล้ว รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงเป็นลูกผสมที่เกิดข้ึนตำมธรรมชำติ
ระหว่ำงรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง และรองเท้ำนำรีคำงกบ ซึ่งพบว่ำรองเท้ำนำรีเกำะช้ำงเป็นลูกผสมที่
พบไดย้ำกมำก และเป็นที่ต้องกำรของตลำดท ำให้มีรำคำแพงมำก ดังนั้นจึงท ำให้มีกำรหลอกขำย
กล้วยไม้ชนิดนี้ในรำคำที่สูง เนื่องจำกหำกกล้วยไม้ชนิดไม่ออกดอก จะเป็นกำรยำกท่ีจะจ ำแนกออก
จำกรองเท้ำนำรีคำงกบคอแดงและรองเท้ำนำรีคำงกบ กำรใช้ลักษณะทำงสัญฐำนวิทยำเพียงอย่ำง
เดียวอำจไม่เพียงพอ กำรสร้ำง DNA barcoding เพ่ือช่วยในกำรจ ำนวนจึงนับเป็นอีกวิธีหนึ่งที่จะช่วย
จ ำแนกชชนิดและกำรอนุรักษ์พันธืกล้วยไม้ได้ 
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ภาพที่ 4.29 ผลผลิตพีซีอำร์ของไพร์เมอร์ S19 จำกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SCoT บนกล้วยไม้ 
                รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
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ภาพที่ 4.30 ผลผลิตพีซีอำร์ของไพร์เมอร์ S22 จำกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SCoT บนกล้วยไม้ 
                รองเท้ำนำรีทั้ง 5 ชนิด 

P01   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
 P02   คือ รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ 

P03   คือ รองเท้ำนำรีดอยตุง 
P04   คือ รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
P05   คือ รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดง 
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ภาพที่ 4.31 แผนภูมิพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีทั้ง 5ชนิด เมื่อจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์โดยใช้   
        UPGMA วิเครำะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS 2.22c 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการศึกษาวิจัย 
 

ในกำรศึกษำวิจัยเรื่องกำรพัฒนำดีเอ็นเอบำร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรี 
(Paphiopedilum spp.) ในประเทศไทยจ ำนวน 5 ชนิด ได้แก่ รองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน 
(Paphiopedilum concolor), รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum 
concolorvar.striatum), รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum 
var.vejvarutianum),    รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง (Paphiopedilum simensis), รองเท้ำนำรีคำงกอบ
คอแดง (Paphiopedilum appletonianum) ผลกำรศึกษำ พบว่ำสำมำถสรุปได้ดังนี้ 
 
1. การศึกษา DNA barcoding ในกล้วยไม้รองเท้านารี พบว่า 

1. ยีนมำตรำฐำน rbcL ในรองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (Paphiopedilum concolor), รองเท้ำ
นำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum), รองเท้ำนำรีดอยตุง
กำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum),    รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
(Paphiopedilum simensis), รองเท้ำนำรีคำงกอบคอแดง (Paphiopedilum 
appletonianum)  มีขนำด 726, 725, 723, 723 และ 723 คู่เบส ตำมล ำดับ (หรือ
ประมำณ 720 คู่เบส) 

2. ยีนมำตรำฐำน matK ในรองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (Paphiopedilum concolor), รองเท้ำ
นำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum), รองเท้ำนำรีดอยตุง
กำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum),    รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
(Paphiopedilum simensis), รองเท้ำนำรีคำงกอบคอแดง (Paphiopedilum 
appletonianum)  มีขนำด 917, 917, 917, 917 และ 915 เบส ตำมล ำดับ (หรือประมำณ 
900 คู่เบส) 

3. ยีนมำตรำฐำน rpoB ในหญ้ำทะเล ในรองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (Paphiopedilum 
concolor), รองเท้ำนำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum), 
รองเท้ำนำรีดอยตุงกำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum 
var.vejvarutianum),    รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง (Paphiopedilum simensis), รองเท้ำนำรี
คำงกอบคอแดง (Paphiopedilum appletonianum)  มีขนำด 529, 530, 528, 528 และ
5298เบส ตำมล ำดับ (หรือประมำณ 520 คู่เบส) 

4. ยีนมำตรำฐำน rpoC1 ในรองเท้ำนำรีเหลืองปรำจีน (Paphiopedilum concolor), รองเท้ำ
นำรีเหลืองกำญจน์ (Paphiopedilum concolorvar.striatum), รองเท้ำนำรีดอยตุง
กำญจน์ (Paphiopedilum barbigerum var.vejvarutianum),    รองเท้ำนำรีเกำะช้ำง 
(Paphiopedilum simensis), รองเท้ำนำรีคำงกอบคอแดง (Paphiopedilum 
appletonianum)  มีขนำด  596, 597, 600, 596 และ 595 เบสตำมล ำดับ (หรือประมำณ 
600 คู่เบส) 
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  2.  กำรวิเครำะห์ควำมน่ำจะเป็น DNA Barcoding ของยีนมำตรำฐำนในหญ้ำทะเลด้วย
โปรแกรม DNA Subway พบว่ำ ยีนมำตรำฐำน rbcL และ matK มีประสิทธิภำพในกำรน ำมำสร้ำง
เป็น DNA barcoding ที่จ ำเพำะต่อชนิดพันธุ์ของกล้วยไม้รองเท้ำนำรี ส่วนยีนมำตรำฐำนชนิดอื่นคือ 
rpoB และ rpoC1 ยังมีประสิทธิภำพไม่เพียงพอ หำกแต่ต้องใช้ร่วมกับยีนมำตรำฐำนชนิดอื่น จะ
สำมำรถช่วยเพิ่มประสิทธิภำพในกำรจ ำแนกชนิดได้ 
  3.  กำรพัฒนำกำรสร้ำงแผนที่ตัดจ ำเพำะของยีนมำตรำฐำนด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ พบว่ำยัง
ไม่มีประสิทธิภำพมำกพอ และมีค่ำใช้จ่ำยสูง 
  4. กำรสร้ำงแผนภูมิพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีด้วยเทคนิคเครื่องหมำยโมเลกุล SCoT 
พบว่ำมีประสิทธิภำพ สำมำรถแยกกล้วยไม้แต่ละชนิดออกจำกกันได้ และยังสำมำรถบ่งชี้ควำมสัมพันธ์
ทำงพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้ำนำรีเกำะช้ำงและกล้วยไม้รองเท้ำนำรีคำงกบคอแดงได้อย่ำงถูกต้อง 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



49 
 

 
เอกสารอ้างอิง 

 
กรองทอง ใจแก้วแดง (2557) กำรวิเครำะห์ควำมผันแปรทำงพันธุกรรมของต้นรักแกนมอในประเทศ

ไทยโดยใช้เครื่องหมำย Start Codon Targeted (SCoT).คณะวนศำสตร์ 
มหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ จตุจักร วำรสำรวนศำสตร์ 33 (2) : 19-27 

 
จักพันธ์ วนิชกุล. 2558. กล้วยไม้รองเท้ำนำรีในประเทศไทย Paphiopedilum spp. ออนไลน์ เข้ำถึง

ได้จำก http://www.tonmai2u.com/topic%20paphiopedilum.html 
 
 นฤมล ธนำนันต์ เกียรติชัย แช่ไต่ และธีระชัย ธนำนันต์. 2557. กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ทำง

พันธุกรรมของกล้วยไม้สิงโตกลอกตำ หมู่สิงโตสยำมโดยใช้ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนจ ำเพำะ. 
วำรสำรวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี. 22(4): 523-530. 

 
ทัศนีย์ สิงห์ศิลำรักษ์ (2560) .กำรประเมินควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมและกำรจ ำแนกทุเรียนด้วย

เครื่องหมำยสก๊อต. สำขำวิชำเทคโนโลยีชีวภำพ คณะวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยี 
มหำวิทยำลัยธรรมศำสตร์ศูนย์รังสิต.Thai Journal of Science and Technology : 213-
222 

 
พรรษำ มนต์แข็ง, อรุณรัตน์ ฉวีรำช, ธวัดชัย ธำนี และ รุ่งลำวัลย์ สุดมูล. 2556. ดีเอ็นเอบำร์โค้ดเพ่ือ

กำรระบุชนิดสมุนไพรแปรรูปสกุลขี้เหล็ก (Senna). ว. มข. (บศ.) 13(2): 18-30 
 
วุฒิพร มหำค ำ. (2554)  DNA barcodind  ของพืช: หลักกำรพ้ืนฐำนกำรประยุกต์ใช้ และข้อจ ำกัด. 

ว.พฤกษำศำสตร์ไทย 3(1): หน้ำ 1-30 
 
อุไร จิรมงคลกำร. 2549. กล้วยไม้รองเท้ำนำรี. พิมพ์ครั้งที่ 4. กรุงเทพฯ: ส ำนักพิมพ์บ้ำนและสวน 

สำยธุรกิจโรงพิมพ์ บริษัทอมรินทร์พริ้นติ้งแอนด์พับลิชชิ่ง จ ำกัด (มหำชน) 
 
CBOL Plant working Group. 2009. A DNA barcode for land plants. Proceedings of the  

National Academy of Science of the United States of America 106: 12794- 
12797. 
 



50 
 

Collard, B. C. Y. and D. J. Mackil. 2009. Start Codon Targeted (SCoT)  
Polymorphism: A Simple, Novel DNA Marker Technique for Generating 
Gene-Targeted Markers in Plants. Plant Mol Biol Rep.  27(1): 86-93 

 

Cuénoud, P., V. Savolainen,  L. W. Chatrou, M. Powell, R. J. Grayer and M. W. Chase. 
2002.  Molecular phylogenetics of caryophyllales based on nuclear 18S rDNA 
and plastid rbcL, atpB, and matK DNA sequences. Am. J. Bot.,  89, 132–144. 

 
de Groot G.A., H.J. During, J.W. Maas and H. Schneider. 2011. Use of rbcL and trnL-F 

as a two-locus DNA barcode for identification of NW-European ferns: an 
ecological perspective. PLoS One 6: e16371.  

 
Doyle, J.J. and J.L. Doyle. 1990. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus 12: 13- 

14.Fay, M. F., S. M. Swensen and M. W. Chase. 1997. Taxonomic affinities of 
Medusagyne oppositifolia (Medusagynaceae). Kew Bull., 52, 111–120. 
 

Farris, J.S. 1969. On the cophenetic correlation coefficient. Syst. Biolo. 18(3): 279-285. 
 
Hebert, P. D. N., Aใ Cywinska, S. L. Ball and J.R. deWaard. 2003. Biological 

identifications through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society B 270: 
313-321. 

 
Kress, W. J. and D.L. Erickson. 2007. A two-locus global DNA barcode for land plants: 

The coding rbcL gene complements the noncoding trnH–psbA spacer region. 
PLoS ONE, 2, e508. 

 
Lucas C., T. Thangaradjou and J. Papenbrock. 2012. Development of a DNA Barcoding 

System for Seagrasses: Successful but Not Simple. PLoS ONE 7(1): e29987.  
 
Nei, M. & Li, W.H. 1979. Mathematical model for studying genetic variations in terms 

 of restriction endonucleases. Proceedings of the National Academy of 
 Science, Washington, 76:5269-5273. 

http://link.springer.com/journal/11105/27/1/page/1


51 
 

Parveen I., H.K. Singh , S. Raghuvanshi , U.C. Pradhan and S.B. Babbar . 2012. DNA 
barcoding of endangered Indian Paphiopedilum species. Mol Ecol 
Resour. 2012 Jan; 12(1): 82-90. 

 

Saunders, G.W. 2005. Applying DNA barcoding to red macroalgae: a preliminary 
appraisal holds promise for future applications. Phil. Trans. R. Soc. B.  360, 
1879–1888. 

 
Tate, J. A. and B. B. Simpson.2003. Paraphyly of Tarasa (Malvaceae) and diverse 

origins of the polyploid species. Syst. Bot., 28, 723–737. 
 
White, T.J., T. Bruns, S. Lee and J. Taylor. 1990. Amplification and direct sequencing 

of  fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. In PCR protocol: A guide to 
methods and applications. Academic Press, pp. 315-322.  

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21951639
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21951639


 
 

 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



53 
 

รายงานสรุปการเงิน 
 

เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย  (NRMS 13 หลัก)  -  สัญญำเลขท่ี 8/2559 โครงกำรวิจัย
ประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) เพ่ิมเติม อพ.สธ 

ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. 2559 มหำวิทยำลัยบูรพำ 
ชื่อโครงกำร กำรพัฒนำดีเอ็นเอบำร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้ำนำรี (Paphiopedilum spp.) ใน 
               ประเทศไทย 
ชื่อหัวหน้ำโครงกำรวิจัยผู้รับทุน  ดร.ปัทมำ ศรีน้ ำเงิน 
รำยงำนในช่วงตั้งแต่วันที่ 31 มีนำคม 2559 ถึงวันที่  15 กันยำยน 2562 
ระยะเวลำด ำเนินกำร.......3......ปี ....6....... เดือน ตั้งแต่วันที่  31 มีนำคม 2559 

รายรับ 
จ ำนวนเงินที่ได้รับ  
งวดที่  1 (50%)  142,500 บำท  เมื่อที่ 3 มีนำคม พ.ศ. 2559  
งวดที่  2 (40%)  114,000  บำท  เมื่อวันที่ 5 มกรำคม พ.ศ. 2560  
งวดที่  3 (10%)  ..................................  บำท  เมื่อวัน เดือน ปี......................................  
   รวม     285,000 (สองแสนแปดหมื่นห้ำพันบำทถ้วน)  

รายจ่าย 

รำยกำร งบประมำณท่ีตั้งไว้ งบประมำณท่ีใช้จริง จ ำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1.ค่ำตอบแทน 24,000 24,000 0 

2.ค่ำจ้ำงผู้ช่วยวิจัย 72,000 72,000 0 

3. ค่ำวัสดุ 90,500 90,500 0 

4. ค่ำใช้สอย 70,000 70,000 0 

5. ค่ำครุภัณฑ์ 0 0 0 

6. ค่ำใช้จ่ำยอื่น ๆ  
   -ค่ำธรรมเนียมอุดหนุนสถำบัน 

28,500 28,500 0 

รวม 285,000 285,000 0 

  
 (.....ดร.ปัทมำ ศรีน้ ำเงิน........)  

                                                                                    หัวหน้ำโครงกำรวิจัย 
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ภาคผนวกที่ 2 ต าแหน่งการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

ยีนมาตราฐาน rbcL 
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ยีนมำตรำฐำน matK 
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ยีนมาตราฐาน rpoB 
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ยีนมาตราฐาน rpoC1 

 

 

 

 

 



64 
 

 

 



65 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


	Title
	Acknowledgement
	Abstract
	Content
	Chapter1-5
	Reference
	Appendix



