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บทคัดย1อ 
กล0วยไม0รองเท0านารีเป4นกล0วยไม0ท่ีมีคุณค8าทางเศรษฐกิจของไทย ป?จจุบันการจําแนกและการระบุพันธุ#

กล0วยไม0รองเท0านารีมีความสําคัญ แต8การจําแนกและการระบุพันธุ#กล0วยไม0รองเท0านารีด0วยลกัษณะสณัฐานทําได0ยาก 
อีกท้ังกล0วยไม0รองเท0านารีเป4นกล0วยไม0ท่ีเสี่ยงต8อการสูญพันธุ# งานวิจัยน้ีได0ศึกษาความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมและการ
ระบุพันธุ#กล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# ด0วยลําดับนิวคลีโอไทด#ตําแหน8งจําเพาะของยีน rbcL และ matK 
โดยใช0ไพรเมอร#สากลเพ่ิมปริมาณช้ินดเีอ็นเอของยีน rbcL และ matK ด0วยปฏิกิริยาลูกโซ8พอลิเมอเรส แล0วตรวจสอบ
ลําดับนิวคลีโอไทด# และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด#ด0วยโปรแกรม ClustalW2 จากน้ันสร0างแผนภูมิความสัมพันธ#
ทางพันธุกรรมด0วยโปรแกรม MEGA7 พบว8าแผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จากยีน rbcL และ matK มี
ประสิทธิภาพในการจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีต่ํา จึงนําลําดับนิวคลีโอไทด#ของท้ัง 2 ยีน มาวิเคราะห#ร8วมกัน พบว8า
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ประสิทธิภาพในการจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีเพ่ิมข้ึน โดยการวิเคระห#ลําดับนิวคลีโอไทด#หลายบริเวณร8วมกัน จะ
ช8วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีให0ดียิ่งข้ึน 

 

คําสําคัญ : กล0วยไม0รองเท0านารี; การจําแนก; ความสัมพันธ#ทางพันธุกรรม; ลําดับนิวคลีโอไทด# 
 

Abstract 
Lady’s slipper is one of the most economically important orchid in Thailand. At present, 

identification of orchid species is important but identification based on morphology is difficult. 
Besides, Paphiopedilum are risky to be extincted. So, we analyzed the phylogenetic tree and 
identification of 22 varieties of mottled-leaf Paphiopedilum base on nucleotide sequences of rbcL 
and matK genes. The universal primer sets were used to amplify rbcL and matK genes by 
polymerase chain reaction (PCR) and the PCR products were sequenced. Then, the multiple 
sequence alignment were analyzed by ClustalW and the phylogenetic tree were constructed base 
on the nucleotide sequences by MEGA7. The phylogenetic tree constructed from single-locus 
resulting in low effective power for identification. When combination of rbcL and matK sequences 
were used, the effective power for identification were better than single-locus. Therefore, the 
combination of multi-locus were recommended to improve the effectiveness of identification of 
mottled-leaf Paphiopedilum.  

 

Keywords: Lady’s slipper; Paphiopedilum; identification; genetic relationship; nucleotide sequence 
 
1. บทนํา 

ประเทศไทยเป4นแหล8งผลิตกล0วยไม0เขตร0อนท่ี
สําคัญ สามารถส8งออกดอกกล0วยไม0เขตร0อนสูงเป4น
อันดับ 1 ของโลก และเป4นศูนย#กลางของกล0วยไม0ใน
ภูมิภาคเอเชียและแปซิฟmค โดยพบพันธุ#กล0วยไม0ปnา
หลากหลายชนิด เพราะมีสภาพแวดล0อมเอ้ืออํานวยต8อ
การเจริญงอกงามของกล0วยไม0 นอกจากน้ีกล0วยไม0ปnาท่ี
พบยังมีลักษณะโดดเด8นเป4นเอกลักษณ#เฉพาะถ่ิน  

กล0วยไม0รองเท0านารี (Lady' s slipper) มีถ่ิน
กําเนิดในเขตร0อนและเขตหนาวของโลก จุดเด8นของ
กล0วยไม0สกุลน้ี คือ ลักษณะของกลีบปากท่ีงองุ0มเป4น
กระเปrา ซึ่งคล0ายกับปลายรองเท0าไม0ของชาวดัตช# 
ประเทศไทยซึ่งอยู8ในเขตร0อนพบกล0วยไม0รองเท0านารี

พ้ืนเมืองเพียงสกุลเดียว คือ Paphiopedilum รวม 18 
ชนิด จากท่ัวโลกท่ีพบแล0ว 70 ชนิด [1] โดยได0นํามา
ปรับปรุงพันธุ#และขยายพันธุ#เพ่ือการค0าอย8างกว0างขวาง 
[2] อย8างไรก็ตาม กล0วยไม0รองเท0านารีจัดเป4นพืชท่ีใกล0
สูญพันธุ# ห0ามนําไม0ปnามาค0าขายโดยเด็ดขาด [3] ดังน้ัน
จึงมีความจําเป4นอย8างยิ่งท่ีจะต0องศึกษาลักษณะทาง
พันธุกรรมของกล0วยไม0สกุลน้ี 

อ ง ค# ก ร  Consortium for the Barcode of 
Life (CBOL) เสนอว8าลําดับนิวคลีโอไทด# (nucleotide 
sequence) ของตําแหน8งจําเพาะ (specific site) เป4น
วิธีท่ีเหมาะสมสําหรับการระบุพันธุ#พืช โดยมีไพรเมอร#
สากล (universal primer) ท่ีใช0ได0 กับพืชทุกชนิด มี
ฐานข0อมูล และมีการร8วมมือกันขององค#กรระดับโลก 
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ดังน้ันจึงมีมาตรฐานและเป4นท่ียอมรับท่ัวโลก (นฤมล, 
2558) ลําดับนิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งจําเพาะเริ่มจาก
การใช0ช้ินดีเอ็นเอของยีน Cytochrome c oxidase I 
(COI) ในไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ของสัตว# แต8
พบว8ายีน COI ในไมโทคอนเดรียของพืชมีอัตราการ
วิวัฒนาการต่ํา ต8อมาจึงได0มีการศึกษาโดยใช0ดีเอ็นเอใน
คลอโรพลาสต# (chloroplast) ซึ่งประสบความสําเร็จ
อย8างมากในพืช โดยตําแหน8งจําเพาะท่ีใช0กันอย8าง
แพร8หลายในพืชท่ีกําหนดโดย CBOL ได0แก8 rpoB, 
rpoC1 , rbcL, matK, atpF-atpH, psbK- psbI แ ล ะ 
trnH-psbA [4]  

งานวิจัยน้ีได0เลือกศึกษายีนในคลอโรพลาสต# 2 
ยีน คือ rbcL และ matK 

ยีน rbcL ไม8มีอินทรอน (intron) โดยท่ัวไปมี
ขนาดประมาณ 1,400 คู8เบส ส8วนในพืชมีหลากหลาย
ขนาด [5] เป4นยีนกําหนดการสร0างหน8วยย8อยขนาด
ใหญ8 (large subunit) ของเอนไซม#  ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) 
[6] ซึ่งองค#กร CBOL เสนอว8ายีน rbcL เหมาะสมต8อ
การใช0เป4นดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA standard) มาก
ท่ีสุด [4] 

ยีน matK มีขนาดประมาณ 1,600 คู8เบส เป4น
ยีนกําหนดการสร0างเอนไซม#  maturase ซึ่ งมีการ
วิวัฒนาการของนิวคลีโอไทด#และอัตราการแทนท่ีของ 
นิวคลีโอไทด#ค8อนข0างสูง จึงทําให0มีประสิทธิภาพในการ
จําแนกและหาวิวัฒนาการของพืชได0 [7,8] Guo และ
คณะ แนะนําให0ใช0ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน matK 
วิเคราะห#ร8วมกับบริเวณอ่ืน ๆ จะทําให0การจําแนกพืชมี
ประสิทธิภาพมากข้ึน [9] 

การวิจัยท่ีเคยมีรายงานมาก8อน พบว8าลําดับ     
นิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งจําเพาะสามารถใช0จําแนก
และระบุพันธุ# พืชหลายชนิด ได0แก8  ข0 าวมีสี  [10] 
กล0วยไม0สิงโตกลอกตา หมู8สิงโตสยาม [5] กล0วยไม0สกุล

แวนด0า หมู8เข็ม [11] กล0วยไม0สกุลหวาย กลุ8มเอ้ืองสาย 
[12] และกล0วยไม0สกุลหวาย หมู8ไนโกรเฮอร#ซูเธ [13] 
เป4นต0น งานวิจัย น้ีจึงวิเคราะห#ความสัมพันธ#ทาง
พันธุกรรมและการระบุพันธุ#กล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8ม
ใบลาย 22 พันธุ# ด0วยลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL 
และ matK ซึ่งผล การวิจัยน้ีสามารถใช0ประโยชน#ใน
การระบุพันธุ# หรือใช0ในการตรวจสอบพันธุ#เพ่ือคุ0มครอง
กล0วยไม0รองเท0านารี อีกท้ังสามารถใช0 เป4นข0อมูล
พ้ืนฐานในการวางแผนการปรัปรุงพันธุ#กล0วยไม0รองเท0า
นารีอีกด0วย 
 

2. อุปกรณ&และวิธีการวิจัย 
2.1 กล�วยไม�รองเท�านารี กลุ1มใบลาย 

กล0วยไม0สกุลรองเท0านารี กลุ8มใบลาย ท่ีใช0
ในงานวิจัยน้ี จํานวน 22 พันธุ# แสดงดังตารางท่ี 1 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกล0วยไม0รองเท0านารี

ด0วยวิธีประยุกต#จากวิธีของ Doyle และ Doyle [14] 
ตามวิธีของ นฤมล และคณะ [15] จากน้ันตรวจสอบ
คุณภาพของดีเอ็นเอด0วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (eletro-
phoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose) ความเข0มข0น
ร0อยละ 0.8 และคํานวณอัตราส8วนระหว8างค8าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร 
(nm) [16] และตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอด0วยการวัด
ค8าการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคลื่น 
260 นาโนเมตร 

2.3 การเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน rbcL 
และ matK 

เพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน rbcL และ 
matK ด0วยปฏิกิริยาลูกโซ8พอลิเมอเรส (polymerase 
chain reaction, PCR) ซึ่ ง ป ร ะกอบด0 ว ยดี เ อ็ น เ อ
แม8แบบ (DNA template) 100 นาโนกรัม ในบัฟเฟอร# 
1 เท8า (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl pH 9.1, 0.1 
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% Triton™ X-100 และ 2.5 mM MgCl2) และมีนิวคลี-
โอไทด#ท้ัง 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP 
ชนิดละ 2 มิลลิโมลาร# (mM) ไพรเมอร# 250 นาโน     
โมลาร# (nM) โดยใช0ไพรเมอร#สากลท่ีจําเพาะกับยีน 
rbcL (rbcL-F: 5′-TCACCACAAACAGAAACTAAAG 
C-3′ และ rbcL-R: 5′-GGCACAAAATAAGAAACGATC 
TC-3′) [4] และไพรเมอร#สากลท่ีจําเพาะกับยีน matK 
(matK-F: 5′-TAATTTACGATCAATTCATTC-3′ และ 
matK-R: 5′-GTTCTAGCACAAGAAAGTCG-3′) [4] 
แ ล ะ เ อ น ไ ซ ม#  Taq DNA polymerase (Vivantis, 
Vivantis technologies Sdn. Bhd., Malaysia) 1 ยูนิต 
(Unit) โดยปฏิกิริยาลูกโซ8พอลิเมอเรสมี 3 ข้ันตอน คือ 

(1) บ8มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
จํานวน 1 รอบ (2) บ8มท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที , บ8ม ท่ี อุณหภูมิ  52 และ 54 องศา
เซลเซียส (สําหรับยีน matK และ rbcL ตามลําดับ) 
นาน 30 วินาที และบ8มท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที จํานวน 40 รอบ และ (3) บ8มท่ีอุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จํานวน 1 รอบ จากน้ัน
ตรวจสอบขนาดช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได0ด0วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเข0มข0นร0อยละ 
1.5 เปรียบเทียบกับช้ินดีเอ็นเอท่ีทราบขนาด (DNA 
ladder) 

 
ตารางท่ี 1  กล0วยไม0สกุลรองเท0านารี กลุ8มใบลาย ท่ีใช0ในงานวิจัย จํานวน 22 พันธุ# 
 

ชื่อสามัญและชื่อวิทยาศาสตร#ของกล0วยไม0สกุลรองเท0านารี กลุ8มใบลาย สกุลย8อย หมู8 
(1) ฝาหอย [P. bellatulum (Rchb.f) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(2) เหลืองปราจีน [P. concolor subsp. reynieri (Rchb.f.) Fowlie] Brachypetalum Brachypetalum 
(3) เหลืองปราจีนเวียดนาม [P. concolor var. tonkinese (God.-Leb.) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(4) เหลืองกาญจน# [P. concolor (Bateman) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(5) เหลืองอุดร (P. concolor subsp. hennisianum Fowlie) Brachypetalum Brachypetalum 
(6) เหลืองสิงขร [P. concolor var. longipetalum (Rolfe) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(7) เหลืองตรัง [P. godefroyae (God.-Leb.) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(8) เหลืองพังงา [P. godefroyae var. leucochilum (Masters) Hallier ‘Yellow’] Brachypetalum Brachypetalum 
(9) ขาวชุมพร [P. godefroyae var. leucochilum (Masters) Hallier ‘White’] Brachypetalum Brachypetalum 
(10) ช8องอ8างทอง [P. godefroyae var. ang-thong (Fowlie) Braem] Brachypetalum Brachypetalum 
(11) ขาวสตูล [P. niveum (Rchb.f) Stein] Brachypetalum Brachypetalum 
(12) ขาวพังงา (P. thaianum Iamwir.) Brachypetalum Brachypetalum 
(13) เกรยี (P. ‘Greyi’) Brachypetalum Brachypetalum 
(14) เหลืองประจวบ [P. concolor var. chlorophyllum (Rchb.f.) Pfitzer] Brachypetalum Brachypetalum 
(15) มาลิโปเอนเซ (P. malipoense Chen & Tsi.) Parvisepalum Parvisepalum 
(16) แจ็คกิไอ [P. malipoense var. jackii (Hua) Averyanov] Parvisepalum Parvisepalum 
(17) ไมแครนทุม (P. micranthum Tang & Wang) Parvisepalum Parvisepalum 
(18) เวียดนามเอนเซ (P. vietnamense O. Gruss & Perner) Parvisepalum Parvisepalum 
(19) เดเลแนติไอ (P. delenatii Guillaumin) Parvisepalum Parvisepalum 
(20) อาร#เมเนียคุม (P. armeniacum S.C. Chen & F.Y. Liu) Parvisepalum Parvisepalum 
(21) อีเมอร#โซนิไอ (P. emersonii Koop. & P.J. Cribb) Parvisepalum Emersonianum 
(22) ฮานเกียนุม (P. hangianum Perner & Oruss) Parvisepalum Emersonianum 
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2.4 การวิเคราะห&ผล 
ส8งผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซ8พอลิเมอเรส

ไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด# ณ บริษัท Bioneer 
(ประเทศเกาหลีใต0) แล0วนําลําดับนิวคลีโอไทด#ท่ีได0มา
ตรวจสอบความถูกต0อง โดยเปรียบเทียบกับข0อมูล
ลําดับนิวคลีโอไทด#ท่ีอยู8ในฐานข0อมูล GenBank ของ 
NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) ด0วยโปรแกรม Blast (https://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi) จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทด#
ของกล0วยไม0รองเท0านารีท้ัง 22 พันธุ# มาเปรียบเทียบ
กันท้ังหมดด0วยโปรแกรม ClustalW (http://www. 
ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle) และวิเคราะห#ความ
แตกต8างทางพันธุกรรม (genetic distance) แล0วสร0าง
แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรม (phylogenetic 
tree) ด0 ว ย โ ปรแกรม  MEGA รุ8 น  7.0 (Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis version 7.0) 
(http://www.megasoftware.net) เลือกการจัดกลุ8ม
แบบ maximum likelihood (ML) และกําหนดค8า 
bootstrap เป4น 1,000 รอบ  

เปรียบเทียบแผนภูมิความสัมพันธ#ทาง
พันธุกรรมท่ีได0จากการวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของ
ยีน rbcL และ matK รวมท้ังแผนภูมิความสัมพันธ#ทาง
พันธุกรรมท่ีได0จากการวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของ 
ตําแหน8งจําเพาะท้ังสองร8วมกัน จากน้ันฝากเก็บข0อมูล
ลํ าดับ นิวคลี โอ ไทด#ของยีน  rbcL และ  matK ใน
กล0วยไม0รองเท0านารี  กลุ8มใบลาย 22 พันธุ#  ไว0 ใน
ฐานข0อมูล GenBank 
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ& 
การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน rbcL และ 

matK ในกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# 
ด0วยไพรเมอร#สากล พบว8าเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอได0ท้ัง 
22 พันธุ# และปรากฏแถบดีเอ็นเอเป�าหมายเพียง 1 

แถบ (band) โดยมีความชัดเจนและมีขนาดท่ีถูกต0อง
ตามท่ีคาดหวัง ซึ่ง ช้ินดีเอ็นเอของยีน rbcL ท่ีเพ่ิม
ปริมาณได0มีขนาดประมาณ 650 คู8เบส ส8วนช้ินดีเอ็นเอ
ของยีน matK ท่ีเพ่ิมปริมาณได0มีขนาดประมาณ 850 
คู8เบส  

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด#ท่ีได0ไปเปรียบเทียบ
กับข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด#ในฐานข0อมูล GenBank 
พบว8 าลํ าดับ นิวคลี โอไทด#ของ ท้ัง  2 ยีน  มีความ
คล0ายคลึงกับข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีนดังกล8าว
ในกล0วยไม0รองเท0านารี 85-100 เปอร#เซ็นต# จากน้ันได0
ฝากเก็บข0อมูลลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL และ 
matK ในกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย ท้ัง 22 พันธุ# 
ไว0ท่ีฐานข0อมูล GenBank ของ NCBI โดยมีหมายเลข
จําเพาะ (accession number) ของลําดับนิวคลีโอไทด#
ดังตารางท่ี 2 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
rbcL ในกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# 
พบว8าช้ินดีอ็นเอมีขนาด 663 นิวคลีโอไทด# แตกต8างกัน 
6 ตําแหน8ง (0.90 เปอร#เซ็นต#) โดยรูปแบบการกลาย 
(mutation) ท่ีพบ ได0แก8 ทรานสเวอร#ชัน (transver-
sion) 3 ตําแหน8ง พิวรีนทรานสิชัน (purine transition) 
1 ตําแหน8ง และไพริมิดีนทรานสิชัน (pyrimidine 
transition) 3 ตําแหน8ง ดังตารางท่ี 3  

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
matK ในกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# 
พบว8าช้ินดีเอ็นเอมีขนาด 863 นิวคลีโอไทด# แตกต8าง
กัน 139 ตําแหน8ง (16.11 เปอร#เซ็นต#) โดยรูปแบบการ
กลายท่ีพบ ได0แก8 อินเดล (indel, insertion/deletion) 
45 ตําแหน8ง ทรานสเวอร#ชัน 70 ตําแหน8ง พิวรีนทราน-
สิชัน 24 ตําแหน8ง และไพริมิดีนทรานสชัิน 25 ตําแหน8ง 
ดังตารางท่ี 4 

เมื่อสร0างแผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรม
ด0วยโปรแกรม MEGA รุ8น 7.0 เลือกวิธีการจัดกลุ8มแบบ  
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ตารางท่ี 2  หมายเลขจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทด#
ของยีน rbcL และ matK ในกล0วยไม0สกุล
รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# ท่ีฝาก
เก็บไว0ในฐานข0อมูล GenBank 

 

กล0วยไม0สกุล
รองเท0านารี  
กลุ8มใบลาย 

หมายเลขจาํเพาะของ 
ลําดับนิวคลีโอไทด# (คู8เบส) 
rbcL matK 

นารีฝาหอย KU183624 (663) KU201380 (850) 

เหลืองปราจีน KU183625 (663) KU201381 (849) 
เหลืองปราจีน

เวียดนาม 
KU183626 (663) KU201382 (850) 

เหลืองกาญจน# KU183627 (663) KU201383 (849)  
เหลืองอุดร KU183628 (663) KU201384 (849) 
เหลืองสิงขร KU183629 (663) KU201385 (847) 
เหลืองตรัง KU183630 (663) KU201386 (849) 

เหลืองพังงา KU183631 (663) KU201387 (850) 
ขาวชุมพร KU183632 (663) KU201388 (850) 
ช8องอ8างทอง KU183633 (663) KU201389 (851) 
ขาวสตูล KU183634 (663) KU201390 (850) 
ขาวพังงา KU183635 (663) KU201391 (849)  
เกรยี KU183636 (663) KU201392 (849) 

เหลืองประจวบ KU183637 (663) KU201393 (849) 
มาลิโปเอนเซ KX264992 (663) KX352824 (857) 
แจ็คกิไอ  KX264993 (663) KX352829 (857) 
ไมแครนทุม KX264994 (663) KX352825 (855) 
เวียดนามเอนเซ  KX264995 (663) KX352830 (858) 
เดเลแนติไอ KX264996 (663) KX352831 (856) 

อาร#เมเนียคุม KX264997 (663) KX352826 (856) 
อีเมอร#โซนิไอ  KX264998 (663) KX352827 (829) 
ฮานเกียนุม KX264999 (663) KX352828 (830) 

 
ML พบว8าแผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
ยีน rbcL (รูปท่ี 1) และยีน matK (รูปท่ี 2) ให0ผลท่ี
คล0ายคลึงกัน คือ จําแนกกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบ
ลาย 22 พันธุ# เป4น 2 กลุ8ม อย8างชัดเจน คือ กลุ8มท่ี 1 
คือ รองเท0 านารีส กุล Paphiopedilum ส กุลย8อย 

Brachypetalum ห มู8  Brachypetalum 14 พั น ธุ#  
ได0แก8  ขาวพังงา เกรยี  เหลืองตรั ง เหลืองสิ งขร     
เหลืองพังงา ช8องอ8างทอง ขาวสตูล ขาวชุมพร ฝาหอย 
เหลืองปราจีน เหลืองกาญจน#  เหลืองประจวบ     
เหลืองปราจีนเวียดนาม และเหลืองอุดร 
 

ตารางท่ี 3  ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL ท่ีพบการ
เปลี่ยนแปลง 

 

รูปแบบการกลาย ตําแหน8งนิวคลีโอไทด# 
ทรานสเวอร#ชัน 162, 432, และ 456 
ไพริมิดีนทรานสิชัน 174 และ 447 
พิวรีนทรานสิชัน 261 

  

กลุ8มท่ี 2 ได0แก8 เวียดนามเอนเซ เดเลแนติไอ 
มาลิโปเอนเซ แจ็คกิไอ อีเมอร#โซนิไอ ไมแครนทุม   
ฮานเกียนุม และอาร#เมเนียคุม ซึ่งเป4นรองเท0านารีสกุล 
Paphiopedilum ส กุ ล ย8 อ ย  Parvisepalum ห มู8  
Parvisepalum 6 พันธุ#  และหมู8  Emersonianum 2 
พันธุ#  

แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL ไม8
สามารถจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีในกลุ8มท่ี 1 ออก
จากกัน ส8วนในกลุ8มท่ี 2 แบ8งเป4น 2 กลุ8มย8อย และไม8
สามารถจําแนกกล0วยไม0ภายในกลุ8มน้ัน  

แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลโีอไทด#ของยีน matK สามารถ
จําแนกกลุ8มท่ี 1 บางพันธุ# ส8วนกลุ8มท่ี 2 สามารถจําแนก
ออกจากกันทุกพันธุ#  

ดังน้ันลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน matK จึงมี
ประสิทธิภาพในการจําแนกสูงกว8าลําดับนิวคลีโอไทด#
ของยีน rbcL อย8างไรก็ตาม เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 พันธุ# 
จึงได0วิเคราะห#ลําดับนิวคลโีอไทด#ของท้ัง 2 ยีน ร8วมกัน  
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ตารางท่ี 4  ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน matK ท่ีพบ
การเปลี่ยนแปลง 

 

รูปแบบการ
กลาย 

ตําแหน8งนิวคลีโอไทด# 

อินเดล 
22-31, 34-36, 44, 54, 760, 767, 777, 
779, 802-808, 810, 817-838 แ ล ะ 
843 

ทรานส 
เวอร#ชัน 

47, 122, 154, 155, 214, 253, 360, 
421, 529, 539, 559, 585, 586, 626, 
629, 637, 638, 642, 652, 653, 655, 
656, 661-663, 671, 678, 679, 692, 
704, 707, 714, 715, 728, 730, 734, 
737, 739, 752, 765, 766, 774, 778, 
781, 783, 784, 790, 791, 794, 797-
800, 805, 808, 813, 819, 822, 823, 
826, 831, 835, 840 และ 841 

ไพริมดิีน 
ทรานสิชัน 

32, 33, 35, 69, 110, 150, 151, 176, 
325, 344, 586, 729, 730, 736, 755, 
788, 808, 811, 819-821, 823, 839, 
840 และ 843 

พิวรีน 
ทรานสิชัน 

203, 214, 215, 249, 334, 472, 496, 
583, 595, 628, 647, 654, 664, 725, 
733, 751, 777, 790, 806, 807, 812-
814 และ 841 

 
(รูปท่ี 3) พบว8าแผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0
สามารถจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย 22 
พันธุ# เป4น 2 กลุ8ม เช8นเดียวกับการวิเคราะห#ลําดับ      
นิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL หรือ matK ซึ่งจะเห็นว8า
กล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มท่ี 1 เมื่อวิเคราะห#ลําดับ      
นิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL หรือ matK จะไม8สามารถ
จําแนกกล0วยไม0รองเท0านารี เมื่อวิเคราะห#ลําดับนิวคลี-
โอไทด#ของยีนท้ังสองร8วมกัน สามารถจําแนกกล0วยไม0

รองเท0านารีดีข้ึน แต8ก็ยังมีบางพันธุ#ท่ีไม8สามารถจําแนก
ออกจากกันได0 ดังน้ันหากวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#
ของตําแหน8งจําเพาะร8วมกันมากข้ึน (เช8น 3 หรือ 4 
บริเวณ) อาจเป4นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการจําแนก
กล0วยไม0รองเท0านารีให0ดียิ่งข้ึน 
 

 
 

รูปท่ี 1  แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL 

 

 
 

รูปท่ี 2  แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
matK 
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รูปท่ี 3  แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0จาก
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL 
และ matK ร8วมกัน 

 
ผลการวิจัยแสดงให0เห็นว8าลําดับนิวคลีโอไทด#

ของยีน matK เป4นบริเวณท่ีมีการแทนท่ีนิวคลีโอไทด#
สูง จัดเป4นตําแหน8งจําเพาะพ้ืนฐานท่ีแนะนําให0ใช0ใน
การจําแนกพืชท่ีมีความสัมพันธ#ใกล0ชิดกัน [17] แต8ยัง
ไม8สามารถจําแนกพันธุ#กล0วยไม0รองเท0านาร ีกลุ8มใบลาย
บางชนิดออกจากกันได0 ส8วนลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
rbcL มีความสามารถในการจําแนกกล0วยไม0รองเท0า
นารี กลุ8มใบลายค8อนข0างต่ํา เน่ืองจากมีอัตราการ
วิวัฒนาการและการแทนท่ีต่ํากว8าเมื่อเปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีนอ่ืน ๆ [18] กล8าวคือ ยีน 
rbcL สามารถใช0ในการจําแนกพืชระดับวงศ#หรือเหนือ 
กว8าระดับวงศ# [19] จึงมีความสามารถจําแนกกล0วยไม0
รองเท0านารี กลุ8มใบลาย ในสกุลย8อยเดียวกันได0น0อย
กว8ายีน matK 

การเพ่ิมประสิทธิภาพในการจําแนกสามารถทํา
ได0โดยวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งจําเพาะ
หลายบริ เวณร8วมกัน จึ งมีการเสนอให0 วิ เคราะห#

ตําแหน8งจําเพาะหลายบริเวณร8วมกัน ซึ่งเป4นดีเอ็นเอ
มาตรฐานในการระบุพันธุ#พืช [20] โดย Guo และคณะ 
[9] แนะนําให0 วิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
matK ร8วมกับบริเวณอ่ืน ๆ ซึ่งจะทําให0การจําแนกหรือ
การระบุพืชมีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยการวิเคราะห#
ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน matK ร8วมกับยีน rbcL เป4น
บริเวณให0ผลดีท่ีสุดสําหรับพืชบก [4,18] นอกจากน้ัน
รายงานการวิจัยท่ีวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน 
matK ร8วมกับยีน rbcL พบว8ามีความสามารถในการ
จําแนกมากกว8าการวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของ
ตําแหน8งจําเพาะเพียง 1 บริเวณ  

อย8างไรก็ตาม ในการวิจัยครั้ง น้ีพบว8าการ
วิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน matK ร8วมกับยีน 
rbcL ก็ยังไม8สามารถจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8ม
ใบลาย ครบทุกพันธุ# บางพันธุ#ยังไม8สามารถแยกออก
จากกัน โดยส8วนใหญ8เป4นกล0วยไม0รองเท0านารีท่ีอยู8ใน 
ชนิดหรือสป�ซีส# (species) เดียวกัน แสดงให0เห็นว8าการ
ใช0ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีนมาวิเคราะห#ความสัมพันธ#
ทางพันธุกรรมในพืชระดับชนิดหรือสป�ซีส#เดียวกันทําได0
ยาก เน่ืองจากมีความใกล0ชิดทางพันธุกรรมสูง ดังน้ัน
ลําดับนิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งจําเพาะจึงเหมาะสมกับ
การวิเคราะห#ความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมในพืชสกุล
เดียวกัน แต8ต8างชนิดกัน [21] 
 

4. สรุป  
การวิเคราะห#ความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมและ

การระบุพันธุ#กล0วยไม0รองเท0านารี กลุ8มใบลาย โดยใช0
ลําดับนิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL และ matK พบว8า
แผนภูมิความสัมพันธ# ท่ี ได0จากยีน matK มีความ 
สามารถในการจําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีได0ดีกว8าการ
ใช0ยีน rbcL เน่ืองจากยีน matK เป4นบริเวณท่ีมีการ
แทนท่ี นิวคลี โอไทด#สู ง  จัด เป4นบริ เ วณพ้ืนฐานท่ี
เหมาะสมในการจําแนกพืชท่ีมีความสัมพันธุ#ใกล0ชิดกัน
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มาก ส8วนยีน rbcL มีความสามารถในการจําแนก
กล0 วย ไม0 รอง เท0 านารี ต่ํ า  เ น่ื องจากมี อัตราการ
วิวัฒนาการและอัตราการแทนท่ีต่ํากว8า อย8างไรก็ตาม 
การวิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งเพียง 1 
บริเวณน้ันยังมีประสิทธิภาพต่ํา จึงได0วิเคราะห#ลําดับ    
นิวคลีโอไทด#ของยีน rbcL และ matK ร8วมกัน พบว8า
แผนภูมิความสัมพันธ#ทางพันธุกรรมท่ีได0มีความ 
สามารถในการจําแนกดีข้ึน แต8ก็ยังไม8สามารถจําแนก
กล0วยไม0รองเท0านารีบางพันธุ#ออกจากกัน ดังน้ันถ0าหาก
วิเคราะห#ลําดับนิวคลีโอไทด#ของตําแหน8งจําเพาะหลาย
บริเวณร8วมกัน อาจช8วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
จําแนกกล0วยไม0รองเท0านารีให0ดียิ่งข้ึน 
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