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5.  บทคัดย่อ   

กล้วยไม้รองเท้านารีมีจ านวนประชากรในธรรมชาติลดลงอย่างรวดเร็ว จัดเป็นพืชที่มีสถานภาพที่ใกล้สูญ
พันธุ์อีกชนิดของโลก ความรู้พื้นฐานทางพันธุกรรมและเครื่องหมายโมเลกุลในแต่ละสายพันธุ์มีความจ าเป็นมากใน
การบ่งชี้สายพันธุ์และความหลากหลาย งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาการใช้เครื่องหมายโมเลกุลและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
ของกล้วยไม้รองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ โดยการประยุกต์ใช้ เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุล
แวนด้ากับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี เพ่ือลดค่าใช้จ่าย ศึกษาไพรเมอร์ทั้งหมดจ านวน 101 คู่สาย กับกล้วยไม้สกุล
รองเท้านารี 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ พบว่ามี 61 คู่สายไพรเมอร์ ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ และคัดเลือกจ านวน 10 คู่ ที่ให้ลักษณะแถบดีเอ็นเอต่าง การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  
ไอเอสเอสอาร์จ านวน 16 เส้น พบว่า ให้แถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 250-1200 เบส แบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ได้ 2 กลุ่ม 
กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองตรัง รองเท้านารีเกรยี่ รองเท้านารี
เหลืองปราจีน และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ รองเท้านารีเหลืองกระบี่ ภูเก็ตอมตะ ภรณเรศ เง็กเซียน 
กฤษโกศล สะพานหิน53 ดลวิสิทธิ สุนทรีย์ ช านาญสินธิ์ ไตรมาศ และไม้ป่าเกาะพนัก การท าดีเอ็นบาร์โค๊ดของ
กล้วยไม้ด้วยยีน matK ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 13 ตัวอย่าง ได้ผลผลิตพีซีอาร์ประมาณ 945 เบส แบ่งกลุ่ม
ความสัมพันธ์ได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน 
รองเท้านารีเกรยี่ และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ รองเท้านารีเหลืองกระบี่ และไม้ป่าเกาะพนัก เมื่อน า
ล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล BLAST พบว่า มีค่าเปอร์เซ็นต์ Identity อยู่ระหว่าง 98-99 



เปอร์เซ็นต์ พบมีความเหมือนกับ P. niveum P. appletonianum P. bullenianum และ P. glaucophyllum 
ดังนั้นยีน matK ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีในประเทศไทยจะถูกน าไปลงในฐานข้อมูล BLAST ต่อไป 

Paphiopedilum sp. is an endangered orchid in the world. The basic information about 
genetic and DNA fingerprinting is necessary for identification and diversity of species. This 
research aims to study molecular markers and DNA fingerprints in collecting Paphiopedilum 
orchids. Application of Vanda’s developed SSR markers for characterization of Paphiopedilum in 
a cost and time effective way. The initial screenings of 101 primer pairs from Vanda were 
amplified to 25 samples from 12 varieties of Paphiopedilum orchids. The results showed that 
61 primer pairs gave positive amplified to Paphiopedilum DNA by PCR technique. Then, 10 
polymorphic primer pairs were selected. Six-teen ISSR primers were selected and amplified 
ranging in size from 250 to 1200 bp. DNA fingerprinting showed that 2 groups of related. First 
group are P. thaianum Khao-Pang-nga, P. niveum ‘Khao-Satoon’, P. godefroyae ‘Laung-Trang’,  
P. niveum+ godefroyae ‘Krayee’, P. concolor ‘Laung-Prajin’ and P. bellatulum. And second 
group are P. exul Laung Krabi, Puket Amata, Pornaret, Ngekzean, Kritkoson, Sapanhin53, Donvisit, 
Suntaree, Chamnansin, Trimas and  P. godefroyae.  The matK gene from 13 samples 
approximately 945 bp used for analyzing. Results showed that 2 groups of related. First group 
are P. thaianum Khao-Pang-nga, P. niveum ‘Khao-Satoon’, P. niveum+ godefroyae ‘Krayee’,     
P. concolor ‘Laung-Prajin’ and P. bellatulum. And second group are P. exul Laung Krabi, and    
P. godefroyae.  The use of matK sequences with BLAST searching showed 98-99 percentage 
identities with P. niveum P. appletonianum P. bullenianum แ ล ะ  P. glaucophyllum. 
Consequently, matK gene of these Paphiopedilum orchids will submit to BLAST database.    
 
6.  ค าน า 

การส ารวจรวบรวมพันธุ์พืชตามพ้ืนที่ต่างๆ ของประเทศไทย ส านักคุ้มครองพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร 
พบว่า มีพืชหายากและใกล้สูญพันธุ์ทั้งหมดในประเทศไทยประเมินได้มากกว่าร้อยละ 30  เป็นพืชที่จัดให้อยู่ในกลุ่ม
พืชหายากและใกล้สูญพันธุ์  ถึงแม้ว่าจากการประเมินในพืชหายากที่ขึ้นบัญชีไว้มีเพียง 1,407 ชนิด สาเหตุหลัก
ได้แก่พ้ืนที่แหล่งอาศัยหรือแหล่งกระจายพันธุ์ถูกบุกรุกท าลายจากมนุษย์  และถูกจ ากัดการกระจายพันธุ์จากปัจจัย
ธรรมชาติเอง  (วินัยและคณะ, 2550) ดังนั้น การเก็บข้อมูลพ้ืนฐานหรือลงลึกในกลุ่มพืชถิ่นเดียว (Endemic 
plant) และพืชหายาก (Rare) จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพ่ือเก็บรักษาพรรณพืชที่หายาก และพืชที่ใกล้จะสูญพันธุ์ 
เพราะอาจมีศักยภาพในเชิงเศรษฐกิจในอนาคต และเก็บรักษาประชากรพืชที่มีคุณลักษณะพิเศษ ส าหรับการ
ปรับปรุงพัฒนาพันธุ์พืชต่อไป   

กล้วยไม้รองเท้านารีในสกุล Paphiopedilum sp. ในโลกที่ค้นพบแล้วมีอยู่ประมาณ 70 ชนิด ส าหรับ
ประเทศไทยอยู่ในเขตร้อนพบกล้วยไม้รองเท้านารีพ้ืนเมืองเพียงสกุลเดียว คือสกุล Paphiopedilum โดยพบแล้ว 



17 ชนิด (อุไร, 2550) กล้วยไม้รองเท้านารีมีจ านวนประชากรในธรรมชาติลดลงอย่างรวดเร็ว จัดเป็นพืชที่มี
สถานภาพที่ใกล้สูญพันธุ์อีกชนิดของโลก ในขณะที่ข้อมูลทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ชนิด
นี้ยังมีอยู่น้อยและไม่มีความชัดเจน กล้วยไม้รองเท้านารีเป็นพืชที่พบทั้งเฉพาะถิ่น และบางพันธุ์พบว่า มีความ
หลากหลาย สามารถเจริญเติบโตได้ในหลายภาคของประเทศไทย และบางชนิดยังไม่มีผู้ศึกษา (เศรษฐมันตร์ , 
2551) กล้วยไม้รองเท้านารีได้รับความสนใจในการน ามาปลูกเลี้ยง เนื่องจากเป็นพืชที่มีความสวยงามทั้งดอกและ
ใบ ดอกจะบานทน ในบางพันธุ์หรือบางต้นที่มีลักษณะเด่นจะมีการซื้อขายกันในราคาที่สูงมาก จึงมีความเสี่ยงใน
การสูญหาย/สูญพันธุ์ค่อนข้างสูงทั้งเนื่องจากการบุกรุกพ้ืนที่ป่าเพ่ือเก็บน ามาจ าหน่าย และการ เปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อมเพ่ือท าประโยชน์อย่างอ่ืน ความจ าเป็นในการเก็บรักษาทรัพยากรพืชเหล่านี้และศึกษาวิจัยในองค์
ความรู้พ้ืนฐานก็มีความส าคัญและจ าเป็นอย่างยิ่ง ไม่ว่าจะเป็นเรื่องของสายพันธุ์ รายละเอียดทางพันธุกรรม และ
ความแตกต่าง หรือความหลากหลาย  ปัจจุบันมีการปรับปรุงพันธุ์ คัดเลือกพันธุ์ และขยายพันธุ์เพ่ือการค้ากันอย่าง
แพร่หลายทั้งในประเทศและต่างประเทศ (อบฉันท์, 2543) แต่การศึกษารายละเอียดทางพันธุกรรมยังคงมีอยู่อย่าง
จ ากัด ซึ่งยังต้องการข้อมูลทางด้านความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมมาสนับสนุนสมมุติฐานทางวิวัฒนาการอีกมาก รวม
ไปถึงการที่จะรักษาผลประโยชน์ของชาติ ผ่านการจดสิทธิบัตรพันธุ์พืชเพ่ือการใช้ประโยชน์อย่างจริงจัง (จักรพันธ์, 
2549) ปัจจุบันมีวิธีการทางวิทยาศาสตร์อยู่หลายวิธีที่ประสบความส าเร็จในการพัฒนาการตรวจสอบ และสามารถ
จ าแนกชนิดพันธุ์พืช เพื่อศึกษาความหลากหลาย และความใกล้ชิดทางพันธุกรรม ซึ่งจะท าให้ทราบข้อมูลพ้ืนฐาน ที่
จะเป็นประโยชน์ในการวางแผนปรับปรุงพันธุ์พืชในอนาคต เพ่ือเพ่ิมศักยภาพการพัฒนาคุณภาพ และมาตรฐาน
สินค้าเกษตร วิธีการดังกล่าว เป็นช่องทางใหม่อีกทางหนึ่งทีสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการพัฒนาเทคโนโลยี
ร่วมกับวิธีการจ าแนกพืชออกจากกัน อีกทั้งยังเป็นการรักษาผลประโยชน์ของชาติ ผ่านการจดอนุสิทธิบัตรพันธุ์พืช 
และวิธีการตรวจสอบเพื่อการใช้ประโยชน์อย่างจริงจังต่อไป 

การพัฒนาเทคนิคการวิเคราะห์เครื่องหมายระดับโมเลกุลขึ้นมาเพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดและสาย
พันธุ์ มีข้อได้เปรียบมากเมื่อเทียบกับการวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานเพียงอย่างเดียว เทคนิคในการหาความแตกต่าง
ของสิ่งมีชีวิตโดยอาศัยความแตกต่างในระดับยีน (Gene) ในรูปเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) จึงมี
ประสิทธิภาพสูงในการวิเคราะห์ความหลากหลาย และความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสิ่งมีชี วิต การตรวจสอบ
ชนิดของสิ่งมีชีวิตอยู่บนพ้ืนฐานของการตรวจการปนของดีเอ็นเอเฉพาะที่จ าเพาะต่อชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ อาศัย
หลักการพัฒนาเทคนิคเพ่ือการตรวจสอบเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณยีนที่จ าเพาะ
ต่อชนิดของสิ่งมีชีวิตให้ได้จ านวนมากและการตรวจวิเคราะห์ลักษณะดีเอ็นเอ ปัจจุบันการสกัดดีเอ็นเอจากกล้วยไม้
หลายชนิดนิยมใช้เทคนิค CTAB (Lodhi et al., 1994) สามารถท าได้โดยง่าย การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสามารถท า
โดยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) ซึ่งท าให้ปริมาณดีเอ็นเอท่ีมีอยู่น้อยเพ่ิมปริมาณมากข้ึน  

เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) หรือ SSR (Simple Sequence Repeat) 
หมายถึง ดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสซ้ า (repetitive DNA) เรียงอยู่ต่อเนื่องกันบนจีโนม แต่ละชุดประกอบด้วยเบสซ้ า
ตั้งแต่ 1-6 เบส กระจายตัวทั้งจีโนมแต่การกระจายไม่สม่ าเสมอ ท าให้เกิดความหลากหลาย จึงถูกน ามาใช้เป็น
เครื่องมือในการปรับปรุงพันธุ์พืช ในการเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือก (marker-assisted 
selection) การวางต าแหน่งยีน (QTL mapping) การสร้างแผนที่ยีน (gene mapping) การท าแผนที่โครโมโซม 



การศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความแปรปรวนในระดับดีเอ็นเอ 
(อรรัตน์, 2548) SSR เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบจ าเพาะ ตรวจสอบได้ครั้งละ 1 ต าแหน่ง (single-locus 
marker) โดยล าดับเบสที่อยู่สองข้างของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ มักเป็นล าดับเบสจ าเพาะ มีเพียงชุดเดียว 
(unique sequence) ดังนั้น ถ้าหาล าดับเบสที่อยู่สองข้างของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ได้ แล้วน ามาออกแบบไพร
เมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction) จะเป็นการเพ่ิมประมาณดี
เอ็นเอในต าแหน่งที่จ าเพาะเพียงต าแหน่งเดียว และเนื่องจากส่วนไมโครแซทเทลไลท์มีการกลายพันธุ์โดยการ
เพ่ิมขึ้นหรือลดลงของจ านวนชุดซ้ าได้ง่าย การตรวจสอบดีเอ็นเอต าแหน่งที่รวมเอาส่วนไมโครแซทเทลไลท์ไว้
ภายใน จึงมีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน (polymorphic)  เนื่องจากจ านวนชุดซ้ าที่ไม่เท่ากัน จึงพบพอลิ
มอร์ฟิซึมค่อนข้างสูง นอกจากนี้ยังแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน (codominance) จึงสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได้ (สุรินทร์, 2552)  

ปัจจุบันกล้วยไม้รองเท้านารีในธรรมชาติลดลง เนื่องจากมีความสวยงามและบางชนิดมีราคาสูง บางชนิด
ยังไม่มีผู้ศึกษา พบได้เฉพาะถิ่นและบางพันธุ์สามารถเจริญเติบโตในหลายภาคของประเทศไทย ในขณะที่ข้อมูล
ทางด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ชนิดนี้ยังมีอยู่น้อย (เศรษฐมันตร์ , 2551) ปัจจุบันมีรายงาน
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA) 
ระหว่างกล้วยไม้รองเท้านารี 6 ชนิด พบว่ารองเท้านารีเหลืองปราจีนมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับรองเท้านารีฝาหอย
มากที่สุด และเมื่อตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ของกล้วยไม้รองเท้านารีเพ่ือเป็นตัวแทนในการจ าแนก 
ปรากฏว่าไม่พบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์จากการใช้ไพรเมอร์อาร์เอพีดี (ประเดิม, 2543) ส าหรับใน 
Paphiopedilum micranthum ที่ใกล้จะสูญพันธุ์ พบว่า ค่า genetic differentiation ระหว่างประชากรมีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ในประชากรสูงถึง 79.69 % ในขณะที่ความหลากหลายทางพันธุกรรมระหว่างประชากร
มีค่าเท่ากับ 20.13 % (Li et al., 2002) และระหว่าง Paphiopedilum และ Phragmipedium พบว่า สามารถ
แยกความแตกต่างทั้ง 2 สกุลได้อย่างชัดเจน และผลการวิเคราะห์ยังสอดคล้องกับการจัดจ าแนกโดยใช้ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา (Chung et al., 2006) อย่างไรก็ตามเทคนิคอาร์เอพีดียังมีความเสถียรต่ าในการท าปฏิกิริยาแต่ละ
ครั้ง อาจท าให้ผลเกิดคลาดเคลื่อนได้ง่าย เมื่อเทียบกับการใช้เทคนิค SSR ซึ่งถูกน ามาศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมระหว่างสายพันธุ์มากขึ้น เนื่องจาก SSR เป็นเครื่องหมายโมเลกุลแบบ codominant ให้ลักษะณะพอลิ
มอร์ฟิซึมสูง มีความเสถียรและขั้นตอนที่ง่ายกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคอาร์เอฟแอลพี (RFLP) หรือ เอเอฟ
แอลพี (AFLP) นอกจากนี้ SSR สามารถตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์และเครื่องรันดีเอ็นเออัตโนมัติ (automated 
DNA sequencer) จึงง่ายและรวดเร็วต่อการวิเคราะห์กับตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีจ านวนมากในการคัดเลือกเพ่ือการ
ปรับปรุงพันธุ์ พืช (Yu et al., 2000: Sajib et al., 2012) แต่เครื่องหมาย SSR มีข้อจ ากัด คือ การพัฒนา
เครื่องหมายมีความยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายสูง  เนื่องจากต้องทราบล าดับเบสที่อยู่ข้างเคียงของต าแหน่งไมโครแซท
เทลไลท์ของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา เพ่ือให้ได้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ จึงจะสามารถน ามาใช้ได้ ( Hayden and 
Sharp, 2001) นอกจากนี้ปัจจุบันได้มีการน าดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) หรือส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์
จากยีนมาตรฐานที่ใช้ในการจ าแนกชนิดของพืช เช่น ยีนในส่วน coding ได้แก่ matK rbcL rpoB และ rpoC1 
หรือส่วน noncoding ได้แก่ atpF-atpH trnH-psbA และ psbK-psbI มาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทาง



พันธุกรรมมากขึ้น เนื่องจากงานต่อการเพ่ิมปริมาณและการวิเคราะห์ และยีน  rbcL + matK เป็นยีนที่ได้รับการ
แนะน ามากที่สุด (Janzen et al., 2009) ดังนั้น วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ จัดท าลายพิมพ์ดีเอ็น ศึกษา
เครื่องหมายโมเลกุล และน าดีเอ็นบาร์โค้ด มาศึกษาความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีในประเทศไทย  
 
7.  วิธีด าเนินการและอุปกรณ์ 
อุปกรณ์ 

1. สารเคมีที่ใช้ในงานทางชีววิทยาโมเลกุล 
2. เครื่อง spectrophotometer (PARKIN ELMER MBA2000) 
3. เครื่องหมุนเหวี่ยงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
4. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
5. ชุดถ่ายภาพ และ UV Transilluminators (BIORAD) 
6. เครื่องตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนพีซีอาร์ (QIAxcel Advanced System) 
7. เครื่องตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนพีซีอาร์ (ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer) 
8. ตู้แช่แข็งอุณหภูมิต่ า -20 องศาเซลเซียส  

 
วิธีด าเนินการ 
1. การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 

1.1 การเตรียมตัวอย่างกล้วยไม้และการสกัดดีเอ็นเอ 
น าใบกล้วยไม้รองเท้านารี จ านวน 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ ได้แก่ รองเท้านารีขาวชุมพร 

รองเท้านารีเหลืองตรังเกาะหน้าแดง รองเท้านารีเหลืองตรังเกาะพนัก รองเท้านารีเหลืองตรังเกาะไก่ รองเท้านารี
เหลืองตรังเกาะนกยูง รองเท้านารีอ่างทอง รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ รองเท้านารีเหลืองสิงขร รองเท้า
นารีเหลืองประจวบ รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี รองเท้านารีเหลืองอุดร และรองเท้านารีเหลืองปราจีน
เวียดนาม มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994)  

 

 1.2. การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนดามาใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
น าไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมดจ านวน 101 คู่สาย มาทดสอบกับดี

เอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี โดยเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 
ไมโครลิตร , 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไม โครลิ ตร , 25 mM MgCl2  2 ไม โครลิตร, 2mM dNTP 2 
ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5 uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas (0.5 unit) 0.15 
ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 
9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 
นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ แล้ว
ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกา



โรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร
ไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) และน าผลผลิตพีซีอาร์อีก 4 
ไมโครลิตร ไปตรวจสอบและบันทึกแถบดีเอ็นด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 

 

1.3. การติดฉลากสีและการวิเคราะห์ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 
น าไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้มาเพ่ิมล าดับเบสของ senseM13 จ านวน 18 เบส ทางด้านปลาย 5’ 

Forward ดังนี้ 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ เพ่ือจับกับ antisenseM13 ที่ติดด้วยฉลากสีฟูลออร์เรสเซนส์ 
ด้วยวิธีพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร , 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 
ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 2 ไมโครลิตร, 2mM dNTP 2.0 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5uM) อย่างละ 2.0 ไมโครลิตร
, antisenseM13 ที่ติดฉลากสีฟูลออร์เรสเซนส์ (5uM) 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas 
(0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของเครื่อง  themal 
cycle, Gene Amp 9700 เช่นเดียวกับข้อที่ 2 แล้วตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเครื่อง ABI 
PRISMTM 377 DNA Sequencer ซึ่งขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ได้จากเครื่องจะถูกน ามาลบส่วนของ 
M13 ออกจ านวน 18 เบส  

 

2. การจัดท าลายพิมพ์ดี เอ็นเอและการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลด้วยเทคนิค ISSR (Inter Simple 
Sequence Repeat) 

2.1 การเตรียมตัวอย่างกล้วยไม้และการสกัดดีเอ็นเอ 
น าใบกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี จ านวน 34 ตัวอย่าง จาก 7 ชนิด ที่เก็บรวบรวมไว้ที่ส านักวิจัยและ

พัฒนาการเกษตรเขตท่ี 2 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารี
เหลืองกระบี่ รองเท้านารีเกรยี่ รองเท้านารีฝาหอย รองเท้านารีเหลืองตรัง ภูเก็ตอมตะ ภรณเรศ เง็กเซียน กฤษ
โกศล สะพานหิน53 ดลวิสิทธิ สุนทรีย์ ช านาญสินธิ์ ไตรมาศ ไม้ป่าเกาะพนัก มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB 
ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994)  

 
    2.2. การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นด้วยไพรเมอร์ ISSR เพื่อจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

ทดสอบไพรเมอร์ ISSR จ านวนทั้งหมด 60 ไพรเมอร์ โดยเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์  ดังนี้ ดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 
ไม โครลิตร, 2mM dNTP 2 ไม โครลิตร ไพรเมอร์  (5 uM) 2  ไมโครลิตร  Taq DNA polymerase ยี่ ห้ อ 
Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของ
เครื่อง themal cycle Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศา
เซลเซียส 1 นาที 50-55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 
องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซี
อาร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็น
เวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 



น าภาพที่ได้ไปวิเคราะห์ผล โดยไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอให้คะแนน 0 และปรากฏแถบดีเอ็นเอให้คะแนน 1 แล้ว
วิเคราะห์ด้วยวิธี  unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) โดยใช้ โปรแกรม 
NTSYS-pc รุ่น 2.1 

 
3. การท าดีเอ็นเอบาร์โค๊ดของกล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย 
 3.1. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของช้ินส่วนยีน Maturase K (matK)   

น าดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้านารีจ านวน 13`ตัวอย่าง จาก 7 ชนิด ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา (P. 
thaianum) รองเท้านารีขาวสตูล (P. niveum) รองเท้านารีเหลืองปราจีน (P. concolor) รองเท้านารีเหลือง
กระบี่ (P. exul) รองเท้านารีเกรยี่ (P. niveum+ godefroyae) รองเท้านารีฝาหอย (P. bellatulum) ไม้ป่าเกาะ
พนัก (P. godefroyae) มาเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน Maturase K (matK) ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยใช้ไพร์เมอร์ตาม
รายงานของ Parveen และคณะ (2011) คือ matKForward 5’-ATCCATATGGAAATCTTGGTTC-3’  และ 
matKReverse 5’-GTTCTAGCACACGAAAGTCG-3’ เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 4 ไมโครลิตร 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 8 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2  8 ไมโครลิตร 
2mM dNTP 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (10 uM) อย่างละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas 
(0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการท างานของเครื่อง themal 
cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 
องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 
รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร ลงใน
แผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วย
เอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD)  

 

  3.2. การท าชิ้นส่วนพีซีอาร์ให้บริสุทธิ์ 
  น าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากข้อ 3.1. มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด PureLink® PCR Purification Kit ยี่ห้อ 
Invitrogen ดังนี้ น าพีซีอาร์ 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จ านวน 1 เท่า คือ 100 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ดูดของเหลวใส่ลงใน PureLink® Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใส ล้างคอลัมน์ด้วย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิ้งส่วนใส แล้วปั่นคอลัมน์ให้แห้งอีกรอบนาน 2 นาที ย้ายคอลัมน์ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 
จากนั้นชะผลผลิตพีซีอาร์ด้วย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 
(electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 2 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE 
buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุด
ถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 
MEGA6 
 



ระยะเวลาการทดลอง (เริ่มต้น – สิ้นสุด)  
ระยะเวลาเริ่มต้น ตุลาคม 2556  สิ้นสุด   กันยายน 2558 รวม 2 ปี 

สถานที่ด าเนินการทดลอง 
ห้องปฏิบัติการด้านชีวโมเลกุล ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี 

 
8.  ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 

1.1 การสกัดดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี 
การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994) พบว่า การวัดค่า (O.D) โดยใช้เครื่อง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 จะอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ซึ่งจัดอยู่ในช่วงมาตรฐาน จึงน าไปเจือ
จางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เมื่อน าไปตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีสโดยหยดดีเอ็นเอ 4 
ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ จะได้ดีเอ็นเอดังภาพที่ 1 เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป  

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 ตัวอย่างดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้านารีในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ (เลนส์ M คือ 1kb ladder) 
1. รองเท้านารีขาวชุมพร (P. godefroyae) No.1 10. รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) No.1 19. รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี (P. concolor) No.1 
2. รองเท้านารีขาวชุมพร (P. godefroyae) No.2 11. รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) No.2 20. รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี (P. concolor) No.2 
3. รองเท้านารีขาวชุมพร (P. godefroyae) No.3 12. รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) No.3 21. รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี (P. concolor) No.3 
4. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะหน้าแดง (P. godefroyae) 13. รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor)No.1 22. รองเท้านารีเหลืองอุดร (P. concolor) No.1 
5. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะพนัก (P. godefroyae) No.1 14. รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor)No.2 23. รองเท้านารีเหลืองอุดร (P. concolor) No.2 
6. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะพนัก (P. godefroyae) No.2 15. รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor)No.3 24. รองเท้านารีเหลืองอุดร (P. concolor) No.3 
7. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะไก่ (P. godefroyae) No.1 16. รองเท้านารีเหลืองสิงขร (P. concolor) No.1 25. รองเท้านารีเหลืองปราจีนเวียดนาม (P. concolor) 
8. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะไก่ (P. godefroyae) No.2 17. รองเท้านารีเหลืองสิงขร (P. concolor) No.2 
9. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะนกยูง (P. godefroyae) 18. รองเท้านารีเหลืองประจวบ (P. concolor) 

 

1.2 การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนดามาใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
การทดสอบไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมดจ านวน 101 คู่สาย กับดีเอ็นเอ

กล้วยไม้รองเท้านารี พบว่า สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 61 คู่สายไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอที่
ตั้งแต่ 1-6 แถบ ซึ่งการเกิดแถบดีเอ็นเอขึ้นหลายแถบอาจเนื่องมาจากสภาวะในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ขณะนั้นยัง
ไม่เหมาะสมกับคู่ไพรเมอร์นั้นๆ แต่อย่างไรก็ตามเครื่องหมาย SSR ที่ดีต้องมีเพียง 1 ต าแหน่ง ดังนั้น จึงได้คัดเลือก
ไพรเมอร์จ านวน 10 คู่สาย ได้แก่ Vandbirdo_003, Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_042, 
Vandbirdo_068, Vandbirdo_080, Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, Vandbirdo_097   แ ล ะ 
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Vandbirdo_098 ตามล าดับ (ตารางที่  1) ที่แสดงลักษณะแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ บนอะกาโรสเจล 2 
เปอร์เซ็นต์ ดังภาพที่ 2 การวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอต่างของเครื่องหมาย SSR บนแผ่นเจลอะกาโรสนั้นท าได้ยาก 
หากมีล าดับเบสซ้ าอยู่ในช่วง 3 – 10 เบส จะไม่สามารถมองเห็นความแตกต่าง แต่การบันทึกผลด้วยเครื่อง 
QIAxcel Advanced System แสดงให้เห็นลักษณะแถบดีเอ็นเอต่างได้ในทุกไพรเมอร์ โดยลักษณะแถบดีเอ็นเอ
ต่างของผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้แสดงเช่นเดียวกันกับไพรเมอร์ Vandbirdo_097 ดังภาพที่ 3 ทั้งนี้ไพรเมอร์ที่คัดเลือก
ได้ทั้งหมดจะถูกน าไปติดฉลากสีฟลูออร์เรสเซนส์เพื่อศึกษาขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอต่อไป 

 

ตารางท่ี 1  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ SSR จ านวน 10 คู่ คัดเลือกจากไพรเมอร์ 101 คู่ ที่พัฒนาจาก
กล้วยไม้สกุลแวนด้า   

ล าดับ
ที่ 

ชื่อไพร์เมอร 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

Forward 5’-3’ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

Reverse 5’-3’ 

Tm 
(oC) 

ขนาดอัลลีลในกล้วยไม้
สกุลแวนด้า(เบส) 

1. Vandbirdo_003 TGCACTCCCCCTTAGGTGAT CGAGGCATTTTTGTCCTGGC 57 378 
2. Vandbirdo_018 CGAGGTAGATGTGACGCAAA GCCTTAATCGACAGCTCCAG 55 217 
3. Vandbirdo_040 CGGAGACCTGTGTTTTTGGT TCGAACGACCTTCAACAAGA 52 213 
4. Vandbirdo_042 CGTGCACGTCTTACACACCT TTACAACTTTCGCCCTCGAC 53 206 
5. Vandbirdo_068 TTCGGATCCTCCTTCGTAGA CTCGCACAACAGAACTTGGA 53 203 
6. Vandbirdo_080 GTGCCACCCTCTTTTGTTGT ATCCCACGCAGAATCATTTC 52 197 
7. Vandbirdo_084 AGGGCGTGCTGTAGGAGTAA CCCAAGCTTCGAATACCAAA 53 201 
8. Vandbirdo_094 TCGAACCGTAGACCTTCTCG CCAAGCTTCGGATCAGGATA 53 221 
9. Vandbirdo_097 GGCGCTTTCTCATAGCTCAC GCCTACATACCTCGCTCTGC 55 207 
10. Vandbirdo_098 GGCGCTTTCTCATAGCTCAC GCTACATACCTCGCTCTGC 53 205 

 
 



                                   
ภาพที่ 2 ผลผลิตพีซีอาร์จากไพรเมอร์ SSR` 10 คู่ (ตารางท่ี 1) ในเจลอะกาโรส 2 เปอร์เซ็นต์ 

 

 
รูปที่ 3 ผลผลิตพีซีอาร์ที่เพ่ิมด้วยไพร์เมอร์ Vandbirdo_097 ที่วิเคราะห์ด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 

 
1.3 การวิเคราะห์ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอจากผลผลิตพีซีอาร์ 

  การบันทึกผลจากเครื่อง QIAxcel Advanced System ของไพรเมอร์ทั้ง 10 คู่ แสดงให้เห็นแถบดีเอ็นเอ
ต่างได้แต่ไม่สามารถบอกขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเอได้ จึงได้คัดเลือกคู่ไพรเมอร์มาติดฉลากสีฟลูออร์เรสเซนส์ 
จ านวน 4 คู่ ได้แก่ Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_084 และ Vandbirdo_097  เพ่ือวิเคราะห์
ขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer พบว่า ทั้ง 4 คู่ไพรเมอร์ แสดงชิ้นส่วนดีเอ็นเอต่าง



แบบโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต(ภาพที่ 4) ที่น่าสนใจ คือ ไพรเมอร์ Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิ้นส่วนดีเอ็น
เอที่แตกต่างแบบโฮโมไซโกตใน รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) และ รองเท้านารีเหลืองประจวบ (P. 
concolor) คือ 252 และ 222 เบส ตามล าดับ และแสดงชิ้นส่วนดีเอ็นต่างแบบเฮเทอโรไซโกตใน รองเท้านารี
เหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor) คือ 241/278 เบส (ตารางที่  2) ส าหรับไพรเมอร์ Vandbirdo_040, 
Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097 แสดงชิ้นส่วนแบบโฮโมไซโกต 202, 202 และ 209 เบส และแบบ
เฮเทอโรไซโกต 194/202, 198/202 และ 206/209 เบส ตามล าดับ  
  

ตารางท่ี 2 ขนาดชิ้นส่วนพีซีอาร์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่ได้จากไพรเมอร์ SSR  
ล าดับ

ท่ี 
สายพันธุ์กล้วยไม้สกุลรองเท้านารี ขนาดของอัลลีล (เบส) 

M13Vandbirdo_018 M13Vandbirdo_040 M13Vandbirdo_084 M13Vandbirdo_097 

1. รองเท้านารีขาวชุมพร (P. godefroyae)  278 194/202 202 206/209 
2. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะหน้าแดง (P. godefroyae) 278 194/202 202 206/209 
3. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะพนัก (P. godefroyae) 278 194/202 202 206/209 
4. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะไก่ (P. godefroyae) 278 194/202 202 209 
5. รองเท้านารีเหลือตรังเกาะนกยูง (P. godefroyae) 278 202 198/202 209 
6. รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) 252 194/202 202 209 
7. รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor) 241/278 202 202 206/209 
8. รองเท้านารีเหลืองสิงขร (P. concolor) 278 202 202 209 
9. รองเท้านารีเหลืองประจวบ (P. concolor) 222 202 198/202 209 
10. รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี (P. concolor) 278 202 198/202 209 
11. รองเท้านารีเหลืองอุดร (P. concolor) 278 202 202 209 
12. รองเท้านารีเหลืองปราจีนเวียดนาม (P. concolor) 278 202 198/202 206/209 

 
ภาพที่ 4  แสดงชิ้นส่วนดีเอ็นเอจากเครื่อง ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer โดยภาพ A. และ B. แสดง

ชิ้นส่วนดีเอ็นเอแบบโฮโอไซโกตที่ได้จากไพร์เมอร์ Vandbirdo_084 and Vandbirdo_097 ส่วนภาพ  
C. และ D. แสดงชิ้นส่วนดีเอ็นเอแบบเฮสเทอโรไซโกตที่ได้จากไพร์เมอร์  Vandbirdo_018 and 
Vandbirdo_040.     

 
2. การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลด้วยเทคนิค ISSR 



  จากการทดสอบไพร์เมอร์ชนิด ISSR จ านวน 60 เส้น ได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลักษณะต่างมาจ านวน 16 
เส้น ได้แก่ UBC807 UBC818 UBC827 UBC841 UBC844 UBC846 UBC848 UBC850 UBC856 UBC857 
UBC864 UBC868 UBC887 (AGC)5AY (ACGA)8 และ CT(CCT)3CAC (ตารางที่ 3) ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้เมื่อ
น าไปวิเคราะห์และสร้าง phylogenetic tree พบว่า ให้แถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 250-1200 เบส แสดงแถบดีเอ็นเอ
ต่ าสุดเท่ากับ 7 แถบ ในไพรเมอร์ (ACGA)8 และแสดงแถบดีเอ็นเอสูงสุด 12 แถบ ในไพรเมอร์ UBC841 UBC844 
และ UBC857 อย่างไรก็ตามแถบดีเอ็นเอที่พบจาก 16 ไพรเมอร์ ยังไม่พบแถบดีเอ็นท่ีสามารถแบ่งกลุ่ม
ความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีได้ อีกทั้งการที่กล้วยไม้รองเท้านารีเป็นกล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโตช้ามี 
การปรับปรุงพันธุ์ค่อนข้างยาก เนื่องจากมีข้อจ ากัดหลายอย่างจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ท าให้ผลผลิตที่ได้ไม่
เพียงพอต่อความต้องการ  การขยายพันธุ์ส่วนใหญ่จึงได้มาจากการแยกหน่อและการเพาะเมล็ด  จะเห็นได้ว่า
ตัวอย่างรองเท้านารีเหลืองปราจีนจ านวน 5 ตัวอย่าง ที่เพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ UBC827 ในหลุมที่ 5-9 ซึ่งเป็น
พันธุ์แท้และเก็บตัวอย่างในพ้ืนที่เดียวกัน แต่ให้แถบดีเอ็นเอที่ไม่เป็นไปในทางเดียวกัน (ภาพที่ 5) ทั้งนี้ต้นที่เก็บมา
อาจได้มาจากเมล็ดคนละเมล็ด ดังนั้นการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกกลุ่มความสัมพันธ์ของกล้วยไม้
รองเท้านารีจากเทคนิค ISSR จึงยังไม่เหมาะสมและไม่คุ้มทุน แตก่ารใช้เทคนิค SSR อาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง 
เนื่องจากเป็นเครื่องหมายโมเลกุลแบบ codominant ให้ลักษะณะพอลิมอร์ฟิซึมสูง สามารถตรวจสอบด้วยวิธีพีซี
อาร์และเครื่องรันดีเอ็นเออัตโนมัติ จึงง่ายและรวดเร็วต่อการวิเคราะห์กับตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีมีจ านวนมากในการ
คัดเลือกเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืช (Sajib et al., 2012) หรือการศึกษาความสัมพันธ์ของตัวอย่างกล้วยไม้รองเทา้
นารีที่เก็บมาไม่พร้อมกัน การจัดท า phylogenetic tree ของกล้วยไม้รองเท้าสกุลนารีจากเทคนิค ISSR สามารถ
แบ่งความสัมพันธ์ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองตรัง 
รองเท้านารีเกรยี่ รองเท้านารีเหลืองปราจีน และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มท่ี 2 ได้แก่ รองเท้านารีเหลืองกระบี่ 
ภูเก็ตอมตะ ภรณเรศ เง็กเซียน กฤษโกศล สะพานหิน53 ดลวิสิทธิ สุนทรีย์ ช านาญสินธิ์ ไตรมาศ และไม้ป่าเกาะ
พนัก มีค่าสัมประสิทธ์ความสัมพันธ์ของ phylogenetic tree อยู่ในช่วง 0.57-1.00 (ภาพท่ี 6) ให้ค่าดัชนีความ
เหมือนกันมากที่สุดเท่ากับ 0.995 ในรองเท้านารีเหลืองปราจีน กับรองเท้านารีฝาหอย ซึ่งเป็นไปตามรายงานของ
ประเดิม (2543) ที่ใช้เทคนิค RAPD และค่าดัชนีความเหมือนต่ าสุดเท่ากับ 0.512 ในรองเท้านารีขาวสตูลกับ
รองเท้านารีสุนทรีย์ 
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ภาพที่ 5  การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ISSR ได้แก่ (ACGA)8 UBC841 UBC844 UBC857 และ UBC827 
ตามล าดับ บนเจลอะกาโรส 2 เปอร์เซ็นต์  

 
ตารางท่ี 3 ไพรเมอร์ชนิด ISSR ที่คัดเลือกมาจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 

ล าดับที่ ชื่อไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ (5’ - 3’) Annealing 
1. UBC807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 50 
2. UBC818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 55 
3. UBC827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 50 
4. UBC841 GAG AGA GAG AGA GAG AYC 55 



5. UBC844 CTC TCT CTC TCT CTC TRC 50 
6. UBC846 CAC ACA CAC ACA CAC ART 50 
7. UBC848 CAC ACA CAC ACA CAC ARG 55 
8. UBC850 GTG TGT GTG TGT GTG TYC 55 
9. UBC856 ACA CAC ACA CAC ACA CYA 55 
10. UBC857 ACA CAC ACA CAC ACA CYG  50 
11. UBC864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 50 
12. UBC868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 50 
13. UBC887 DVD TCT CTCTCTCTC TC 55 
14. (AGC)5AY AGC AGC AGC AGC AGC Y 55 
15. (ACGA)8 VHV GTG TGT GTG TGT GT 55 
16. CT(CCT)3CAC CTC CTC CTC CTC AC 50 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 6  Phylogenic Tree ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ที่ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขต
ที่ 2 จังหวัดพิษณุโลก ทั้งหมด 7 ชนิด จ านวน 34 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค ISSR ใช้วิธีวิเคราห์แบบ 
UPGMA โดยใช้โปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.1 

 
3. การท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
  การท าดีเอ็นบาร์โค้ดของกล้วยไม้รองเท้านารีสามารถใช้ยีน matK rpoB rpoC1 rbcL และส่วนของ ITS  
เพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละสายพันธุ์มาเปรียบเทียบกันโดยใช้
โปรแกรม alignment ต่างๆ อย่างไรก็ตามยีน matK สามารถแสดงความหลากหลายระหว่างกลุ่มชนิดของ



กล้วยไม้รองเท้านารีมากที่สุดเท่ากับ 0.07 เปอร์เซ็นต์และให้เปอร์เซ็นต์ความชัดเจนในระหว่างชนิดเท่ากับ 100 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง ITS มีความชัดเจนอยู่แค่ 50 เปอร์เซ็นต์  (Parween et al., 2011) ดังนั้น การทดลองนี้จึงได้เลือก
ยีน matK ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 13 ตัวอย่าง จากตัวแทน 7 
ชนิด ที่ เป็นตัวอย่างเดียวกันกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา (P. thaianum) 
รองเท้านารีขาวสตูล (P. niveum) รองเท้านารีเหลืองปราจีน (P. concolor) รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (P. exul) 
รองเท้านารีเกรยี่ (P. niveum+ godefroyae) รองเท้านารีฝาหอย ( P. bellatulum) และไม้ป่าเกาะพนัก (P. 
godefroyae) ได้ผลผลิตพีซีอาร์ประมาณ 945 เบส (ภาพที่ 7) เมื่อน าไปวิเคราะห์และสร้าง phylogenetic tree 
ด้วยโปรแกรม MEGA6 พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา 
รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารีเกรยี่ และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ รองเท้า
นารีเหลืองกระบี่ และไม้ป่าเกาะพนัก มีค่าสัมประสิทธ์ความสัมพันธ์ของ phylogenetic tree อยู่ในช่วง 0-0.005 
(ภาพที่ 8) จะเห็นได้ว่าการจัดกลุ่มด้วยดีเอ็นบาร์โค้ดของยีน matK สอดคล้องกับการใช้เทคนิค ISSR แต่ให้ค่า
ระยะความห่างมากที่สุดเท่ากับ 0.017 ในรองเท้านารีเหลืองกระบี่กับรองเท้านารีขาวพังงา และรองเท้านารีเหลือง
กระบี่กับรองเท้านารีเกรยี่ ค่าระยะความห่างมากต่ าสุดเท่ากับ 0.000 ในรองเท้านารีขาวสตูลกับรองเท้านารีขาว
พังงา (ภาพท่ี 9) 
 

 
 

ภาพที่ 7 ผลผลิตพีซีอาร์ของยีน matK ขนาด 945 เบส ในเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
 
 



 
 
ภาพที่ 8  Phylogenic Tree ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ที่ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 

2 จังหวัดพิษณุโลก จาก 7 ชนิด จ านวน 13 ตัวอย่าง ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ดของยีน matK และวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรม MEGA6 

 

 
ภาพที่ 9 ค่าเปรียบเทียบระยะห่าง (distance) ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MEGA6 

  

การน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 13 ตัวอย่าง จากตัวแทนชนิดจ านวน 
7 ชนิด ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา (P. thaianum) รองเท้านารีขาวสตูล (P. niveum) รองเท้านารีเหลืองปราจีน 
(P. concolor) รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (P. exul) รองเท้านารีเกรยี่ (P. niveum+ godefroyae) รองเท้านารีฝา
หอย ( P. bellatulum) และไม้ป่าเกาะพนัก (P. godefroyae) (ภาพภาคผนวกที่ 1) เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 



BLAST พบว่า มีค่าเปอร์เซ็นต์ Identity อยู่ระหว่าง 98-99 เปอร์เซ็นต์ โดยคัดเลือกความเหมือนที่สุด 3 อันดับแรก 
ซึ่ งพบมีความ เหมื อนกับ  P. niveum P. appletonianum P. bullenianum และ P. glaucophyllum ใน
ฐานข้อมูล ดังแสดงในตารางที่ 4 อย่างไรก็ตามชนิดของกล้วยไม้รองเท้านารีที่พบในประเทศไทยนั้นตรงกับอีกหลาย
ชนิดที่พบในโลก เนื่องจากในประเทศไทยยังไม่มีการเพ่ิมข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ดของยีน matK กับชนิดกล้วยไม้สกุล
รองเท้าที่พบในฐานข้อมูล จึงท าให้ชนิดที่มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนมากสุดอาจจะไม่ตรงกันกับตัวอย่างที่ท าการ
ทดลอง ดังนั้น ล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวควรน าไปลงในฐานข้อมูล BLAST ต่อไป  
 
ตารางท่ี 4  ค่าความเหมือน (%Identity)  3 อันดับแรกของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีที่พบในประเทศไทยเทียบกับ

ฐานข้อมูล BLAST 

ชนิดกล้วยไม้รองเท้านารี 
ค่าความเหมือน (%Identity) จากฐานข้อมูล BLAST 

P. niveum P. appletonianum P. bullenianum P. glaucophyllum 

1. รองเท้านารีขาวพังงา P. thaianum 99 99 98 - 
2. รองเท้านารีขาวพังงา P. thaianum 99 99 98 - 
3. รองเท้านารีขาวสตูล P. niveum 99 99 - 99 
4. รองเท้านารีขาวสตูล P. niveum 99 99 - 99 
7. รองเท้านารีเหลืองปราจีน P. concolor 99 99 - 99 
8. รองเท้านารีเหลืองปราจีน P. concolor 99 99 - 99 
10. รองเท้านารีเหลืองกระบี่ P. exul - 99 99 99 
11. รองเท้านารีเหลืองกระบี่ P. exul - 99 99 99 
15. รองเท้านารีเกรยี่ P. niveum+ godefroyae 99 99 - 99 
16. รองเท้านารีเกรยี่ P. niveum+ godefroyae 99 98 - 99 
17. รองเท้านารีฝาหอย P. bellatulum 99 99 - 99 
30. ไม้ป่าเกาะพนัก P. godefroyae - 99 99 99 
32. ไม้ป่าเกาะพนัก P. godefroyae - 99 99 99 

 

9.  สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
1. การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้า

นารี 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ พบว่า จากไพรเมอร์ทั้งหมดจ านวน 101 คู่สาย สามารถท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ 
61 คู่สาย สามารถคัดเลือกไพรเมอร์จากผลการแสดงแถบดีเอ็นเอแถบเดียวหรือ 1 ต าแหน่ง บนเจลอะกาโรสได้ 
จ าน วน  10 คู่ ส าย  ได้ แก่  ได้ แก่  Vandbirdo_003, Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_042, 
Vandbirdo_068, Vandbirdo_080, Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, Vandbirdo_097   แ ล ะ 
Vandbirdo_098 ตามล าดับ  เมื่อบันทึกผลด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System แสดงให้เห็นลักษณะแถบดี
เอ็ น เอต่ า ง  (polymorphic) ได้ ใน ทุ ก ไพ ร เมอร์  จ ากนั้ น ไพ ร เมอร์  Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, 
Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097  ถูกน าไปติดฉลากสีฟูลออร์เรสเซนส์ เพ่ือน าไปศึกษาขนาดชิ้นส่วนดี
เอ็นเอ พบว่า แสดงผลชิ้นส่วนดี เอ็นเอต่างแบบโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต ที่น่าสนใจคือไพรเมอร์ 



Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่แตกต่างแบบโฮโมไซโกตใน รองเท้านารีอ่างทอง (P. godefroyae) 
และ รองเท้านารีเหลืองประจวบ (P. concolor) คือ 252 และ 222 เบส ตามล าดับ และแสดงชิ้นส่วนดีเอ็นต่าง
แบบเฮเทอโรไซโกตใน รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ (P. concolor) คือ 241/278 เบส จากการศึกษาไพร
เมอร์ที่คัดเลือกได้ทั้งหมด 10 คู่สาย จะถูกน าไปศึกษาความหลากทางพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้านารีต่อไป  

2. การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ จากการ
ทดสอบไพร์เมอร์ชนิด ISSR จ านวน 60 เส้น ได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลักษณะต่างมาจ านวน 16 เส้น ได้แก่ 
UBC807 UBC818 UBC827 UBC841 UBC844 UBC846 UBC848 UBC850 UBC856 UBC857 UBC864 
UBC868 UBC887 (AGC)5AY (ACGA)8 และ CT(CCT)3CAC พบว่า ให้แถบดีเอ็นเออยู่ในช่วง 250-1200 เบส 
แสดงแถบดีเอ็นเอต่ าสุดเท่ากับ 7 แถบ ในไพรเมอร์ (ACGA)8 และแสดงแถบดีเอ็นเอสูงสุด 12 แถบ ในไพรเมอร์ 
UBC841 UBC844 และ UBC857 และไม่พบแถบดีเอ็นที่สามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้า
นารี จึงไม่ได้พัฒนาเป็นเครื่องหมายโมกุลที่ใช้วิเคราะห์ความสัมพันธ์ ทั้งนี้การจัดท า phylogenetic tree ของ
กล้วยไม้รองเท้าสกุลนารี สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล 
รองเท้านารีเหลืองตรัง รองเท้านารี เกรยี่ รองเท้านารีเหลืองปราจีน และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ 
รองเท้านารีเหลืองกระบี่ ภูเก็ตอมตะ ภรณเรศ เง็กเซียน กฤษโกศล สะพานหิน53 ดลวิสิทธิ สุนทรีย์ ช านาญสินธิ์ 
ไตรมาศ และไม้ป่าเกาะพนัก มีค่าสัมประสิทธ์ความสัมพันธ์ของ phylogenetic tree อยู่ในช่วง 0.57-1.00 ให้ค่า
ดัชนีความเหมือนกันมากที่สุดเท่ากับ 0.995 ในรองเท้านารีเหลืองปราจีน กับรองเท้านารีฝาหอย ซึ่งเป็นไปตาม
รายงานของประเดิม (2543) ที่ใช้เทคนิค RAPD และค่าดัชนีความเหมือนต่ าสุดเท่ากับ 0.512 ในรองเท้านารีขาว
สตูลกับรองเท้านารีสุนทรีย์  

3. การท าดีเอ็นบาร์โค๊ดของกล้วยไม้รองเท้านารีสามารถใช้ยีน matK ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 13 ตัวอย่าง จากตัวแทนชนิดจ านวน 7 ชนิด ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา 
(P. thaianum) รองเท้านารีขาวสตูล (P. niveum) รองเท้านารีเหลืองปราจีน (P. concolor) รองเท้านารีเหลือง
กระบี่ (P. exul) รองเท้านารีเกรยี่ (P. niveum+ godefroyae) รองเท้านารีฝาหอย ( P. bellatulum) และไม้ป่า
เกาะพนัก (P. godefroyae) ได้ผลผลิตพีซีอาร์ประมาณ 945 เบส น าไปวิเคราะห์และสร้าง phylogenetic tree 
ด้วยโปรแกรม MEGA6 พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา 
รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารีเกรยี่ และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ รองเท้า
นารีเหลืองกระบี่ และไม้ป่าเกาะพนัก ซึ่งสอดคล้องกับผลของเทคนิค ISSR มีค่าสัมประสิทธ์ความสัมพันธ์ของ 
phylogenetic tree อยู่ในช่วง 0-0.005 (ภาพที่ 8) ให้ค่าระยะความห่างมากที่สุดเท่ากับ 0.017 ในรองเท้านารี
เหลืองกระบี่กับรองเท้านารีขาวพังงา และรองเท้านารีเหลืองกระบี่กับรองเท้านารีเกรยี่ ค่าระยะความห่างมาก
ต่ าสุดเท่ากับ 0.000 ในรองเท้านารีขาวสตูลกับรองเท้านารีขาวพังงา เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ไปเปรียบเทียบกับ
ฐานข้อมูล BLAST พบว่า มีค่าเปอร์เซ็นต์ Identity อยู่ระหว่าง 98-99 เปอร์เซ็นต์ โดยคัดเลือกความเหมือนที่สุด 
3  อั น ดั บ แ รก  ซึ่ งพ บ มี ค ว าม เห มื อ น กั บ  P. niveum P. appletonianum P. bullenianum แ ล ะ  P. 
glaucophyllum อย่างไรก็ตามชนิดของกล้วยไม้รองเท้านารีที่พบในประเทศไทยอาจจะตรงกับอีกหลายชนิดที่พบ
ในโลก ชนิดที่พบความเหมือนที่สุดอาจจะไม่ตรงกัน เนื่องจากในประเทศไทยยังไม่มีการเพ่ิมข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ด



ของยีน matK กับชนิดกล้วยไม้สกุลรองเท้าที่พบในไทยในฐานข้อมูล ดังนั้น ล าดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่าวควรน าไป
ลงในฐานข้อมูล BLAST ต่อไป นอกจากนี้การน าเอาดีเอ็นบาร์โค้ดมาศึกษาความสัมพันธ์นั้น มีข้ันตอนที่ง่ายและไม่
ซับซ้อน จึงเป็นทางเลือกที่ดีในการน ามาใช้กับกล้วยไม้รองเท้านารีเมื่อเทียบกับเทคนิค ISSR 
 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์:  
 สามารถน าไพรเมอร์ที่ได้จากการทดลองนี้ รวมถึงเทคนิค SSR ISSR และดีเอ็นเอบาร์โค้ด ไปประยุกต์ใช้
ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ตาม
หน่วยงานต่างๆ ได้ และล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK จากกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีสามารถน าไปลงใน
ฐานข้อมูล BLAST เพ่ือเป็นฐานข้อมูลของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีของประเทศไทยต่อไป 
 
 
11. ค าขอบคุณ 
 ขอขอบคุณชมรมกล้วยไม้รองเท้านารีแห่งประเทศไทยที่เอ้ือเฟ้ือตัวอย่างกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีจ านวน 
25 ตัวอย่าง ในการศึกษาการประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กับกล้วยไม้
สกุลรองเท้านารี และให้ค าปรึกษาพร้อมกับค าแนะน าส าหรับการทดลองนี้ 
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13.  ภาคผนวก 
  
ภาพผนวกที่ 1  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 7 ชนิด ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา 

(Paphiopedilum thaianum) รองเท้านารีขาวสตูล (Paphiopedilum niveum) รองเท้านารี
เหลืองปราจีน (Paphiopedilum concolor) รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (Paphiopedilum exul) 
รอ งเท้ าน ารี เกรยี่  (Paphiopedilum niveum + godefroyae) รอ งเท้ าน ารี เห ลื อ งตรั ง 
(Paphiopedilum godefroyae) และรองเท้านารีฝาหอย (Paphiopedilum bellatulum) มี
ลักษณะดังต่อไปนี้ 

 

 



>matK01 Paphiopedilum thaianum 
CGAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAACGACAAAGATTT

CTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTTACTAATAGGATG

ACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTATGGTATATAATT

TATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGATTTTCTAGTACA

CTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATACGGTTGAGCCCA

AAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAAGAGTTCCCTTTG

AAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCATAGGATCTTCTGA

AAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAGAAAGACTCCAGG

GGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCATATACATAAGAAT

TATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAAGTAACGAGACTA

TTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGATCCAGCATTGAAG

TACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAAGTAGATCTGACACATAATTCAAATGTAAAAAT

TTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGATGGAATAGATCG 

 

>matK02 Paphiopedilum thaianum 
TTCTAGCACCACGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAA

CGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTT

ACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTA

TGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGA

TTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATA

CGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAA

GAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCAT

AGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAG

AAAGACTCCAGGGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCAT

ATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAA

GTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGAT

CCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTCA

AATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAATGAAATAGA 

 

>matK03Paphiopedilum niveum 

TTCTAGCCCCCCCGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATA

ACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTT

TACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACT

ATGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATG

ATTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTAT

ACGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATA

AGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCA

TAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAA

GAAAGACTCCAGGGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCA

TATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGA

AGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGA

TCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAAGTAGATCTGACACATAATT

CAAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGATGGAAATAGATCGG 

 

>matK04 Paphiopedilum niveum 
TCTAGCACACGAAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAAC

GACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTTA

CTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTAT

GGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGAT

TTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATAC

GGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAAG

AGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCATA

GGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAGA

AAGACTCCAGGGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCATA

TACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAAG

TAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGATC



CAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTCAA

ATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAATGAAAAGATCGGA 

 

>matK07 Paphiopedilum concolor 
TTTCTAGCCCCCCCGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGAT

AACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGT

TTACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGAC

TATGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAAT

GATTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTA

TACGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAAT

AAGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGC

ATAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCA

AGAAAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTC

ATATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTG

AAGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTG

ATCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATT

CAAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAG 

 

>matK08 Paphiopedilum concolor 
TTTCTAGCACCCCGAAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGAT

AACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGT

TTACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGAC

TATGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAAT

GATTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTA

TACGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAAT

AAGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGC

ATAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCA

AGAAAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTC

ATATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTG

AAGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTG

ATCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATT

CAAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAGGAAA 

 

>matK10 Paphiopedilum exul 
TTCTAGCACCACGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAA

CGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTT

ACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTA

TGGTATATAATCTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGA

TTTTCTAGTACACTTGAAAAATACCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATA

CGGTTGAGACCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAA

GAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCAT

AGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAG

AAAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTTACGAATAAATAGGAATAAATATTCGCATTCAT

ATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAA

GTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGAT

CCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTAATTAGTAGATCTGACACATAATTC

AAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGATGGAATAGATCG 

 

>matK11 Paphiopedilum exul 
AAATAAAAGTATATACTTTATAGGATACGATAACGTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAACGACAAAGATTT

CTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTTACTAATAGGATG

ACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTATGGTATATAATC

TATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGATTTTCTAGTACA

CTTGAAAAATACCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATACGGTTGAGACCA

AAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAAGAGTTCCCTTTG

AAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCATAGGATCTTCTGA

AAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAGAAAGACTCCAGA

GGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTTACGAATAAATAGGAATAAATATTCGCATTCATATACATAAGAAT



TATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAAGTAACGAGACTA

TTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGATCCAGCATTGAAG

TACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTCAAATGTAAAAATT

TGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGA 

 

>matK15 Paphiopedilum niveum + godefroyae 
TCTAGCCCCCCCGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAA

CGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTT

ACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTA

TGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGA

TTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATA

CGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAA

GAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCAT

AGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAG

AAAGACTCCAGGGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCAT

ATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAA

GTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGAT

CCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTC

AAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGATGAAATTAGAT 

 

>matK16 Paphiopedilum niveum + godefroyae 
TTCTAGCCCCCCCCGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGAT

AACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGT

TTACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTTAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGAC

TATGGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAAT

GATTTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTA

TACGGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAAT

AAGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGC

ATAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCA

AGAAAGACTCCAGGGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTC

ATATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTG

AAGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTG

ATCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTAATTAGTAGATCTGACACATAAT

TCAAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAAGGAAATTAGATCG 

 

>matK17 Paphiopedilum bellatulum 
TCTAGCACCACGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATAAC

GACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTTTA

CTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACTAT

GGTATATAATTTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATGAT

TTTCTAGTACACTTGAAAAATATCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTATAC

GGTTGAGCCCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATAAG

AGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAAAAAGCATA

GGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAAGA

AAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGACTGTTTACGAATAAACAGGAATAAATATTCGCATTCATA

TACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGAAG

TAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAATAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGATC

CAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTCAA

ATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAATGAAATAGATG 

 

>matK30 Paphiopedilum godefroyae 
TTCTAGCCCCCCCGAAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGATA

ACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGTT

TACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGACT

ATGGTATATAATCTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAATG

ATTTTCTAGTACACTTGAAAAATACCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTAT

ACGGTTGAGACCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAATA

AGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGCA



TAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCAA

GAAAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTTACGAATAAATAGGAATAAATATTCGCATTCA

TATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTGA

AGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTGA

TCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTATTAGTAGATCTGACACATAATTC

AAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGAATGAAATAGATCGA 

 

>matK32 Paphiopedilum godefroyae 
TTTTAACCCCCCCCAGAGTCGAAGTATATACTTTATACGATACAAAACCTGTTTTTTTGAGGATCCACTGTGAT

AACGACAAAGATTTCTACATATCCGGCAAAATCGATCAATAATATCAGAATCCGATAAATCGGTCCAGATCGGT

TTACTAATAGGATGACCCAATACAGTACAAAATTGAGCTTTCGACAATGATCCAATAAGAGACATGACTGGGAC

TATGGTATATAATCTATGAGTCATAATATTTATTATAAATGAATTCTCTAGCATTTTATTTCTTACTACCAAAT

GATTTTCTAGTACACTTGAAAAATACCCCAGAAAAGAGAAGGAATAGTTGGATAATTGCTTTATATGGATCCTA

TACGGTTGAGACCAAAAGTGAAAATAAGATTGCCAAAAATTCACAAGATGAAATTTCCATTTATTCATCAGAAT

AAGAGTTCCCTTTGAAGCCAGAATTGCCTTTCCTTGATATCGAACATAATGCATGAAAGTATCCTTGAGAAAGC

ATAGGATCTTCTGAAAAGAATTACAACACACTACTATAAGATGCTCTATTTTTACATAGAAATGTGTTCGCTCA

AGAAAGACTCCAGAGGATGTTGATCGTAAATAAGAAGATTGTTTACGAATAAATAGGAATAAATATTCGCATTC

ATATACATAAGAATTATATAGGAACCAAAGGAATTTTTTCTTTCTTTTTGAAAAGGCGTAAATGAATTTCTTTG

AAGTAACGAGACTATTCAAATTATGATATTCGTGGAAAAGAAATCGCAATAAATGCAAAGAAGGAACATCCTTG

ATCCAGCATTGAAGTACTTGAACCAAGATTTCCAGATGTATGGGATGAGGTAATTAGTAAGATTCTGACACATA

ATTCAAATGTAAAAATTTGTCCTCTAAAAAGGGAAATATTGATGGAAATAGAATGGA 

 
 
 



 
 
ภาพผนวกที่ 2  ลักษณะดอกของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 7 ชนิด ดังนี้ รองเท้านารีขาวพังงา (Paphiopedilum 

thaianum) รองเท้านารีขาวสตูล (Paphiopedilum niveum) รองเท้านารีเหลืองปราจีน 
(Paphiopedilum concolor) รองเท้านารีเหลืองกระบี่ (Paphiopedilum exul) รองเท้านารี
เกรยี่ (Paphiopedilum niveum + godefroyae) รองเท้านารีเหลืองตรัง (Paphiopedilum 
godefroyae) และรองเท้านารีฝาหอย (Paphiopedilum bellatulum)  

 

 
1/  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
2/   ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1 
3/   ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 
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