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บทคดัย่อ 

ไมโครแซทเทลไลท์ หรือ SSRs marker เป็นเคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่ให้ความแตกตา่งและเป็น co-dominant marker ที่ใช้
ศกึษาความแตกตา่งของพนัธกุรรมในประชากรของสิง่มีชีวิตตา่งๆ แตก่ารพฒันาเคร่ืองหมายดเีอน็เอชนิดนีม้ต้ีนทนุสงูและ
เสยีเวลามาก แวนด้าเป็นกล้วยไม้ที่เป็นสกลุเลก็มเีพียงประมาณ 50 ชนิดเทา่นัน้ แตเ่ป็นกล้วยไม้ที่มีความส าคญัมากชนดิ
หนึง่ในกลุม่ไม้ตดัดอก มีราคาสงู บางชนิดมีกลิน่หอม และมคีวามทนทานในการใช้มาก มีสสีนัสวยงามหลากหลาย ซึง่ใน
ประเทศไทยเป็นกล้วยไม้สกลุที่มคีวามส าคญัในการตดัดอกเพื่อสง่ออก ในการวจิยัได้ใช้เทคนิคแมกเนตกิ บีด ไฮบริดได
เซชัน่ (magnetic bead hybridization) เพื่อสร้างห้องสมดุดเีอ็นเอชนดิที่มีแกนซ า้ปริมาณมาก สามารถพฒันาและ
ออกแบบไพรเมอร์ จ านวน 101 คู ่ ซึง่ให้แถบดีเอ็นเอ จ านวน 1-5 อลัลลี และเมื่อทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก
กล้วยไม้แวนด้าพนัธุ์พืน้เมือง 5 ชนิดสามารถคดัเลอืกได้จ านวน 64 คู ่ไพรเมอร์ และแสดงความแตกตา่งได้ ผลการพฒันา
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดนีส้ามารถน าไปแยก หาความหลากหลาย ของพนัธุกรรมกล้วยไม้นี ้ แตล่ะสายพนัธุ์ โดยใช้
ข้อมลูแมททริกซ์ ของไพรเมอร์จ านวน 10-15 คู ่ และไพรเมอร์ที่ได้นีส้ามารถน าไปจ าแนกความแตกตา่ง ในกล้วยไม้สกลุ
ใกล้เคยีงกบัสกลุแวนด้าได้  
ค าส าคัญ ไมโครแซทเทลไลท์ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ แมกเนตกิ บีด กล้วยไม้สกลุแวนด้า เคร่ืองหมาย SSRs 
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บทน า 

แวนด้าเป็นกล้วยไม้ประเภทโมโนโพเดีย้ล ไมแ่ตกกอ เจริญเติบโตไปทางยอด รากเป็นรากอากาศ ใบมีลกัษณะ

กลม แบนหรือร่อง ใบซ้อนสลบักนั ช่อดอกจะออกด้านข้างของล าต้นสลบักบัใบ ช่อดอกยาวและแข็ง กลบีนอกและกลบีใน

มีรูปร่างคล้ายคลงึกนั โคนกลบีแคบ และไปรวมกนัท่ีโคนเส้าเกสร กลบีดอกในลา่งด้านใต้มเีดือยแหลมยื่นออกมาเป็น

สว่นท้ายของปากกระเป๋า ปากกระเป๋าของแวนด้าเป็นแบบธรรมดาแบนเป็นแผน่หนาแขง็ และพุง่ออกด้านหน้า 

รูปลกัษณะคล้ายช้อน หกูระเป๋าทัง้สองข้างแขง็และตัง้ขึน้ สดีอกมีมากมายแตกตา่งกนัตามแตล่ะชนิด กล้วยไม้สกลุ

แวนด้าพบในป่าตามธรรมชาติประมาณ 40 ชนิด มกีระจายพนัธุ์อยูใ่นทวีปเอเชีย ตัง้แตอ่ินเดีย ศรีลงักา พมา่ ไทย 

อินโดนีเซีย จนถึงฟิลปิปินส์ แวนด้าได้รับการปรับปรุงสายพนัธุ์ขึน้อีกหลายพนัธุ์ ปัจจบุนัได้มีการจ าแนกประเภทของ

แวนด้า โดยอาศยัรูปร่างลกัษณะของใบออกเป็น 4 ประเภท คือ  แวนด้าใบกลม มีลกัษณะของใบกลมยาวทรงกระบอก 

ต้นสงู ข้อหา่ง สงัเกตได้ที่ใบตดิอยูห่่างๆ กนั มีดอกช่อละหลายดอก แตด่อกจะบานติดต้นอยูค่ราวละ 2–3 ดอกเทา่นัน้ เมื่อ

ดอกข้างบนบานเพิ่มขึน้ ดอกข้างลา่งจะโรยไลก่นัขึน้ไปเร่ือยๆ การปลกูใช้ดอกจงึนิยมปลดิดอกมากกวา่ตดัดอกทัง้ช่อ  

แวนด้าใบแบน ลกัษณะใบแผแ่บนออก ถ้าตดัมาดหูน้าตดัจะเป็นรูปตวัวี มข้ีอถ่ีปล้องสัน้ ใบซ้อนชิดกนั ปลายใบโค้งลงและ

จกัเป็นแฉก  แวนด้าใบร่อง มีรูปทรงของใบและล าต้นคล้ายใบแบนมากกวา่ใบกลม แวนด้าประเภทนีไ้มพ่บในป่าธรรมชาติ 

การน ามาปลกูเลีย้งเป็นพนัธุ์ลกูผสมทัง้สิน้ โดยน าแวนด้าใบกลมมาผสมกบัแวนด้าใบแบน  แวนด้าก้างปลา มีรูปทรงของ

ใบและล าต้น ก่ิงใบกลมกบัใบแบน พบตามป่าธรรมชาติน้อยมาก เพราะกล้วยไม้พนัธุ์นีเ้ป็นหมนัทัง้สิน้ กล้วยไม้สกลุ

แวนดานีใ้นประเทศไทยเป็นไม้ตดัดอกเพื่อการสง่ออกที่ส าคญัรองลงมาจากกล้วยไม้สกลุหวายและได้ปรับปรุงสร้างสาย

พนัธุ์ลกูผสมขึน้มาหลายสายพนัธุ์ มีเกษตรกรหลายรายได้เตรียมขอยื่นจดทะเบียนพนัธุ์เพื่อผลติเป็นกล้วยไม้ตดัดอก ใน

การจ าแนกพนัธุ์ยงัไมม่เีคร่ืองหมายดเีอ็นเอที่จ าเพาะตอ่สายพนัธุ์  ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายที่นยิมใช้กนัมากได้แก่ไมโครแซท

เทลไลท์ดีเอ็นเอ (simple sequence repeat (SSRs))  เป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมายทีค่วามผนัแปรสงูมากจงึนิยมใช้กนัอยา่ง

กว้างขวางในการจ าแนกพนัธุ์พชืในระดบัสายพนัธุ์ในชนดิเดียวกนัได้ดี (Martin และคณะ, 2004) เนื่องจาก microsatellite 

markers จะไมถ่่ายทอดในระหวา่งพืชชนิดเดียวกนั แตก่ารน ามาใช้งานจะต้องพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดนีใ้นพืชแต่

ละชนิดและมกัจะใช้ร่วมกนัได้ยาก ดงันัน้จงึต้องพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอนีใ้หมต่ลอดเวลา  แม้วา่บางครัง้จะพบการ

ถ่ายทอด SSRs ระหวา่งพืชชนิดที่ใกล้เคยีงกนับ้าง  ในการพฒันาขึน้มาจะต้องสร้างห้องสมดุของไมโครแซทเทลไลท์ 

(microsatellite-enriched libraries) ซึง่ปัจจบุนัมีหลายเทคนิค  จากการทดลองของ Martin และคณะ (2004)  ได้ใช้

เทคนิค magnetic capture พบวา่ ได้ชิน้ดีเอ็นเอที่มชิีน้สว่นของไมโครแซทเทลไลท์มากถงึ 95.8 %  และมีชิน้สว่นท่ีมีขนาด

ยาวอยู ่30.8 %  จึงเป็นเทคนิคทีม่ีประสทิธิภาพสงูมากจงึใช้วิธีดงักลา่วในการทดลองครัง้นี ้ 

วิธีการศึกษา 
ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลแวนดาและการสกัดดีเอ็นเอ 

 ในการจ าแนกชิน้สว่นที่เป็นไมโครแซทเทลไลท์ ได้สกดัแยกกรดนิวคลีอิกจากกล้วยไม้สกุลแวนดาที่ได้คดัเลือกไว้ 
20 สายพนัธุ์ จากสวนกล้วยไม้เกษตรกรในจงัหวดัราชบรีุและจงัหวดัเชียงใหม ่น าใบออ่นมาบดในไนโตรเจนเหลวจน



ละเอียดเป็นผง แล้วน าไปสกดัดีเอ็นเอด้วย CTAB ตรวจสอบดีเอน็เอที่สกดัได้โดยแยกด้วย 1% agrose gel 
electrophoresis แล้วย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร น าไปตรวจดู
แถบดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV Transluminators พร้อมบนัทกึภาพ และท าการวดัปริมาณดเีอ็นเอ จากนัน้เจือจางดีเอ็นเอให้มี

ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/ไมโครลติร น าไปเก็บไว้ที่อณุหภมูิ -20 C ส าหรับน าไปตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะตอ่ไป 
การเตรียมชิน้ดีเอ็นเอต้นแบบ 
ตัดดีเอน็เอด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะและแยกขนาดดเีอน็เอด้วยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิส   โดยการน าดเีอ็นเอ
ปริมาณรวม 2000 นาโนกรัม มาตดัด้วยเอนไซม์ Mbo I (Fast Digest Enzyme)  โดยใช้ 10X Fast digest buffer  5  
ไมโครลติร  เอนไซม์  5  ไมโครลติร  และน า้ (PCR grade water) 35  ไมโครลติร  รวมปริมาตรทัง้หมด 50 ไมโครลติร  
น ามาบม่ไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60  นาที  แล้วหยดุปฏิกิริยาที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
ด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธกุรรม PCR ( Thermal Cycle 9700 )  เก็บตวัอยา่งไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้น าดีเอ็น
เอมาเช่ือมตอ่กบัอะแดบเตอร์ โดยเตรียม  Adaptor  ชนิดปลายเหนียว  โดยการสงัเคราะห์ oligo primer  2 สาย ที่มีปลาย
เป็นรอยตดัของเอนไซม์ Mbo I   ซึง่จะใช้ตอ่กบัดเีอ็นเอของกล้วยไม้ที่ตดัด้วยเอนไซม์ชนดิเดียวกนัแล้ว มีล าดบัเบสดงันี ้ 
Sticky end adaptor (Sau3A1(Mbo I)-specific).Oligo A 5’GGC CAG AGA CCC CAA GCT TCG3’ [21-mer]    
Oligo B 5’PO4 - GAT CCG AAG CTT GGG GTC TCT GGC C3’ [25-mer] โดยการผสมอตัราสว่น  Oligo A (ความ
เข้มข้น 200 พิโคโมล/ไมโครลติร)  จ านวน  20  ไมโครลติร  Oligo B (ความเข้มข้น 200 พิโคโมล/ไมโครลติร)  จ านวน  20  
ไมโครลติร  ผสมให้เข้ากนัดีโดยการดดูปลอ่ยด้วยไปเปตน าไปตกตะกอนแล้วน าไปต้มที่อณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 5 นาทีในเคร่ืองพซีีอาร์  แล้วตัง้ทิง้ไว้ที่อณุหภมูิห้อง 1 ชัว่โมง  เติมน า้กลัน่ 40 ไมโครลติรแล้วเก็บไว้ที่ -20 องศา
เซลเซยีส จะได้ดเีอ็นเอสายคูช่นดิปลายเหนียวดงันี ้ Adaptor                 GGC CAG AGA CCC CAA GCT TCG 

                    CCG GTC TCT GGG GTT CGA AGC CTA G - PO4 

ท าการเช่ือมตอ่ดเีอ็นเอกบั Adaptor  โดยน าดีเอ็นเอทีต่ดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะมาทัง้หมด 90 ไมโครลติร  แล้วผสม
สารละลายตา่ง ๆ ดงันี ้ 2x T4 DNA ligase buffer  50  ul  น า้ ( PCR grade water : BDH)  6  ul Adaptor                                           
1 ul  (25 uM)   T4 DNA ligase  (Promega)  1.5 ul (100u) ปริมาตรรวม  100  ul  ผสมให้เข้ากนัโดยดดูสารละลายขึน้
ลงด้วยไปเปต  น าไปบม่ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซยีสข้ามคืน  หรือที่อณุหภมูิห้องนาน 1 ชัว่โมง  จากนัน้น าไปหยดุปฏิกิริยา
ที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5-10 นาที  ตรวจสอบผลการตดัตอ่เอนไซม์ด้วยการท า เจลอิเลคโตรโฟริซิสด้วยอะ
กะโรส 2 %  น าดเีอ็นเอที่ได้มาเพิม่ปริมาณด้วยไพรเมอร์ Oligo A และ Oligo B  ให้มีปริมาณมากขึน้ส าหรับท าการทดลอง
ในขัน้ตอนตอ่ไป  จากนัน้ท าการคดัขนาดชิน้สว่นดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่คดัเลอืกโดยน าดเีอ็นเอทัง้หมดที่
เช่ือมตอ่ Adapter  และเพิ่มปริมาณด้วยการท าพีซีอาร์มา ท าเจลอิเลคโตรโฟริซิสโดยใช้ อะกะโรสชนิด low melting point  
1 %  แล้วตดัเจลบริเวณดีเอ็นเอที่มีขนาด 400-1000 คูเ่บส  ท าการแยกดีเอ็นเอจากเจลด้วยการใช้  QIAquick gel 
extraction kit (QIAGEN)  ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยการท าเจลอิเลคโตรโฟริซิสอีกครัง้เพื่อดวูา่มีดเีอ็นเอขนาดทีต้่องการ
หรือไม ่ ซึง่ดีเอ็นเอนีจ้ะใช้เป็นต้นแบบส าหรับการท าพซีีอาร์ตอ่ไป น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 400-1000 คูเ่บสให้เพิ่ม
มากขึน้ด้วยเทคนคิพีซีอาร์ ด้วย Hot star taq PCR Master Mix Kit ( QIAgen) โดยใช้ DNA-adaptor เป็นไพรเมอร์  
ตรวจสอบด้วยอะกะโรสเจล  1.5 %  ดีเอ็นเอที่เพิม่ปริมาณได้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการโพรบตอ่ไป 
 

การคัดเลือกชิน้ส่วนไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ ด้วย streptavidine-coated magnetic beads 



 เตรียมโพรบด้วยการสงัเคราะห์ดเีอ็นเอชนิดเบสแกนซ า้   di-nucleotide ได้แก่  Biotin-(GA)12, Biotin-

(GT)12, Biotin-(CT)12, Biotin-(AG)12,  tri- nucleotide  ได้แก่ Biotin-(TGT)9, Biotin-(GTG)8, Biotin-(GAG)8, Biotin-

(GCT)8,  Biotin-(TCT)10, Biotin-(CGT)8, Biotin-(AGT)10, Biotin-(TGA)10  และ tetra-nucleotide repeat tandem 

ได้แก่  Biotin-(TGTT)8 , Biotin-(GTAT)8 ซึง่ติดฉลากไบโอตินเพื่อท าเป็นโพรบตรวจจบัดีเอ็นเอที่เราตดัและคดัเลอืกขนาด

ไว้ น ามา เช่ือมต่อกบั streptavidine-coated magnetic beads ( M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated magnetic 

beads , Invitrogen)  จะได้โพรบท่ีมีปลายข้างหนึง่เป็นแม่เหล็ก น าโพรบที่ติดแม่เหล็กทัง้หมดไปท าไฮบริไดเซชัน่กบัชิน้ดี

เอ็นเอขนาด 400-1000 คู่เบสที่เตรียมไว้ ใช้ดีเอ็นเอปริมาตร 20-30 ไมโครลิตร  ใส่ลงในหลอดพีซีอาร์ น าไปบ่มใน

เคร่ืองพีซีอาร์ที่อณุหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยว แล้วแช่น า้แข็งทนัที  ดูด

สารละลายที่มีดีเอ็นเอทัง้หมดนีเ้ติมลงในหลอดไมโครที่มีโพรบท่ีเตรียมไว้นัน้ ผสมให้เข้ากนัดีด้วยไปเปต น าไปบม่ในเคร่ือง 

incubator shaker ที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส และเปิดเขย่าเบา ๆ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้น ามาวางบน magnetic 

stand  ดีเอ็นเอที่มีเบสคู่สมกบัโพรบจะถูกไฮบริไดซ์และดูดติดกบัแม่เหล็กอยู่ข้างหลอด  แล้วดดูน า้ทิง้ไป  ดึงหลอดออก

จากแท่นแม่เหล็ก  แล้วละลายตะกอนข้างหลอดด้วย 2X SSC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนัน้ล้างด้วย  2 X SSC 

ปริมาตร 1 มล. อีก 4 ครัง้ โดยแตล่ะครัง้ให้บม่ทิง้ไว้ 5 นาทีก่อนดดู 2X SSC ทิง้ไป  แล้วล้างด้วย  1 X SSC ปริมาตร 1 มล. 

อีก 4 ครัง้ โดยแตล่ะครัง้ให้บม่ทิง้ไว้ 5 นาทีก่อนดดู 1X SSC ทิง้ไป   ในขัน้ตอนสดุท้าย ละลายตะกอนที่ได้ด้วย น า้หรือ TE 

50 ul  บม่ทิง้ไว้ที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีเพื่อแยกแม่เหล็กออกจากดีเอ็นเอ แล้ววางบน magnetic stand  ดดูน า้

ใสที่มีดีเอ็นเอที่ต้องการเก็บไว้ท าพีซีอาร์ต่อไปสว่น  beads น าไปละลายด้วย TE หรือน า้ 50 ul เก็บไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส 

น ากลบัมาใช้ได้อีก 

 

 

การสร้างห้องสมุดดีเอน็เอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ ( SSR-enrich library) 

เมื่อได้ชิน้ดีเอ็นเอ น ามาตรวจสอบด้วยอะกะโรสเจล 1.5 % ถ้ามีแถบดีเอ็นเอขนาด 400-1000 คู่เบสจึงน ามาเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเออีกครัง้ด้วยไพรเมอร์ OligoA  ดีเอ็นเอที่ได้นีจ้ะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ  น าดีเอ็นเอที่ตรวจสอบแล้วนัน้มา
โคลนเข้าในเวคเตอร์ TA Cloning Kit ( Invitrogen) ซึงใช้เวคเตอร์ pCR 2.1 และใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase เป็นเอนไซม์
เช่ือมตอ่ โดยใช้  E. coli  สายพนัธุ์ TOP10F’ ตามวิธีการของบริษัท  คดัเลอืกโคลนท่ีมีชิน้ดีเอ็นเอที่เราสนใจที่มีสขีาว  มาทัง้หมด 
250 โคลนแล้วน าไปเลีย้งเพิ่มปริมาณใน SOC media  น า E. coli ที่ได้มาสกดัพลาสมิด โดยใช้ ชุดสกดัพลาสมิดส าเร็จรูป  
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)โดยขัน้ตอนที่บริษัทแนะน า  ตรวจสอบผลการโคลนด้วยการท าเจลอิเลคโตร
โฟริซิสด้วย อะกะรส 1.5 %   น าตวัอยา่งสง่ให้บริษัทเอกชนน าไปหาล าดบันิวคลโีอไทด์จ านวน 101 โคลน  
การออกแบบไพรเมอร์และทดสอบดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์  

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ 101 สาย  มาออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะของดีเอ็นเอแต่ละชิน้โดยใช้โปรแกรม   
Prim3  แล้วสงัเคราะห์ไพรเมอร์และน ามาคดัเลือกหาไพรเมอร์ที่เหมาะสมด้วยการทดสอบการท าพีซีอาร์โดยการน าไพร
เมอร์ที่ออกแบบไว้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลแวนดา จ านวน 5 สายพนัธุ์โดยใช้ไพรเมอร์  101 คู่  โดยใช้ค่า 



Tm ตามโปรแกรมค านวณได้  ตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้โดยใช้  เมตาพอร์ 3 %  ซึ่งเตรียมโดยใช้  อะกะโรส 1 
สว่น  เมตาพอร์ 2 สว่น  ซึ่งการละลายเมตาพอร์จะต้องค่อย ๆ เทผงวุ้นลงไปใน TE buffer  ทีกวนด้วยเคร่ือง magnetic 
sterer  อยู่ตลอดเวลาให้เป็นเนือ้เดียวกนัแล้วน าไปหลอมให้ละลายอย่างดีในไมโครเวฟที่เปิดไฟกลางนาน ราว 5 นาที  
โดยน าออกมาแกว่งทกุ ๆ 1 นาที  ก่อนน าไปใช้งานต่อไป  ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเมทิเดียมโบรไมด์  อ่านแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏด้วย เคร่ือง Gel documentation  และบนัทกึผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
การสร้าง SSR-enrich library 

 การสร้าง SSR library  โดยการตดัจีโนมิคดเีอ็นเอด้วยเอนไซม์  Mbo I  แล้วน าไปเช่ือมตอ่กบัอะแดบเตอร์ชนิด

ปลายเหนียวเพื่อให้เป็นบริเวณส าหรับไพรเมอร์เข้าเกาะจบั  โดยการเตรียมอะแดบเตอร์ใช้ล าดบันิวคลโีอไทด์ที่เป็นสาย

ตรงข้ามกบัรอยตดัของเอนไซม์ Mbo I  ซึง่จะท าให้เพิ่มปริมาณได้เป็นจ านวนมากเพียงพอส าหรับการน าไปท าไฮบริได

เซชัน่กบัโพรบดีเอ็นเอทีเ่ตรียมไว้ด้วยการสงัเคราะห์จ านวน  14 โพรบดงักลา่ว  จากการทดลองเมือ่น าจีโนมิคดีเอ็นเอไปตดั

และเช่ือมตอ่แล้วได้ดเีอ็นเอตามต้องการ น าดเีอ็นเอที่ได้นีไ้ปแยกด้วยอะกะโรสเจลชนิดหลอมละลายที่อณุหภมูิต า่แล้วตดั

แยกดเีอ็นเอโดยการตดัเอาจากเจลบริเวณที่มีขนาด 400-1000 คูเ่บสโดยการเปรียบเทยีบกบั 100  bp DNA marker   

แยกดเีอ็นเอจากเจลดงัแสดงในภาพท่ี 1 ก  น าดเีอ็นเอที่ได้ไปเพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ชนิดเดยีวกบัอะ

แดบเตอร์ท าให้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 400 -1000 คูเ่บส ได้ปริมาณมาก ดงัแสดงในภาพท่ี 1 ข  จากนัน้จงึน าดีเอ็นเอที่

ได้จากเทคนิคพซีีอาร์นีเ้ป็นดีเอ็นเอต้นแบบส าหรับการท าไฮบริไดเซชัน่กบัโพรบตอ่ไป  ดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปริมาณได้นีจ้ะ

ประกอบด้วยชิน้ดเีอ็นเอที่มกีารเรียงล าดบันิวคลโีอไทด์หลากหลายแบบเพราะเป็นดีเอ็นเอจากจีโนมิคและการท่ีเราใช้ดี

เอ็นเอขนาดนีเ้พื่อความสะดวกในการหาล าดบันิวคลโีอไทด์ด้วยเคร่ืองอตัโนมตัติอ่ไป   เมื่อได้ดีเอน็เอขนาดทีต้่องการใน

ปริมาณมากพอแล้วจึงน าไปท าไฮบริไดเซชัน่กบัโพรบท่ีเตรียมไว้  โดยโพรบจะเช่ือมตอ่ด้วย biotin ที่ปลาย 5’  แล้วไบโอติน

นีจ้ะไปท าปฏิกิริยากบั streptavidin ซึง่เช่ือมตอ่อยูก่บั magnetic bead มีคณุสมบตัเิป็นแมเ่หลก็ ในท่ีนีใ้ช้ผลติภณัฑ์ของ 

Invitrogen  ได้แก่  M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated magnetic beads  เมื่อจะใช้งานต้องน ามาวางบนแถบ

แมเ่หลก็  โดยมีหลกัการคือ magnetic beads ทีเ่ช่ือมกบั Streptavidin แล้ว Biotin ที่เช่ือมตอ่อยูก่บัดีเอ็นเอโพรบก็จะเข้า

มาเกาะกบั beads  และเมื่อวางหลอดบนแทน่แมเ่หลก็ก็จะเกาะอยูข้่างหลอด  เมื่อเราเติมดเีอ็นเอขนาด 400-1000 คูเ่บส

ลงไป  สายดีเอ็นเอที่มีล าดบันิวคลโีอไทด์ที่เข้ากนัได้กบัโพรบแตล่ะชนิดก็จะเข้าเกาะกบัดีเอ็นเอคูส่ม (complementary) 

ของตน  แล้วล้างดีเอ็นเอที่ไมไ่ด้ใช้ทิง้ไป  จะเหลอืเฉพาะดีเอ็นเอทีม่ีเบสเรียงล าดบัเป็นแกนซ า้ตดิอยูก่บัโพรบและติดอยูท่ี่

ข้างหลอดล้างดเีอ็นเอที่ได้แล้วแยกออกจากโพรบ  น าดเีอ็นเอที่แยกได้นีไ้ปเพิ่มปริมาณอีกครัง้ด้วยเทคนิคพซีีอาร์  สามารถ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของโพรบจ านวน 14 โพรบดงัภาพท่ี  1 ค  ซึง่จะมีปริมาณมากพอส าหรับการโคลนเข้าสูเ่วคเตอร์  TA  

cloning kit ตอ่ไป  เมื่อน าดเีอ็นเอที่มีการเรียงล าดบัดเีอ็นเอแบบ repetitive DNA  เพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ชดุเดิมแล้วไป

โคลนเข้าสูเ่วคเตอร์ของชดุโคลนส าเร็จรูป TA cloning kit  คดัเลอืกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอที่ต้องการซึง่จะมีโคโลนีสีขาว  แตล่ะ

โคลนจะมีดีเอ็นเอเข้าเพยีง 1 สาย แล้วเลอืกดเีอ็นเอมาชนิดละ 10-15  โคโลนี  ตรวจสอบผลการโคลนด้วยการท า colony 

PCR  เพื่อตรวจสอบวา่มชิีน้ดเีอน็เอที่ต้องการจริง  ดงัแสดงในภาพ  ท่ี 2 ก  แล้วเพิ่มปริมาณด้วยการเลีย้งในอาหาร SOC 



media น าไปสกดัพลาสมดิ  ตรวจดอูีกครัง้ด้วยการท าเจลอิเลคโตรโฟริซิส พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอจะมี 3 แถบดงัภาพท่ี 2 ข  

จากนัน้น าพลาสมิดไปหาล าดบันิวคลโีอไทด์ตอ่ไป  

 

ภาพที่ 1 ก  และ 1 ข  แสดงดีเอ็นเอขนาด 400 – 1000 คู่เบสก่อนและหลงัจากเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ของอะแดบ

เตอร์ oligoA  โดย M หมายถึง 100 bp DNA ladder  บน 1% agarose gel 

 

ภาพที่1 ค   แสดงไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอขนาด 400 -1000 คู่เบสซึ่งได้จากการเพิ่มปริมาณจากดีเอ็นเอของโพรบ 14 
ชนิด  ชนิดละ 1 ไลบราร่ีโดย M หมายถึง 100 bp DNA ladder  บน 1% agarose gel 

 

ภาพที่ 2 ก และ 2 ข  แสดงผลของการท า colony PCR  และการสกดัพลาสมิด เพื่อน าไปหาล าดบักรดนิวคลอีิคโดย M1 
และ M2 หมายถึง 100 bp DNA ladder ฉ,ธ 1kb DNA ladder  บน 1% agarose gel 

ผลการหาล าดับกรดนิวคลีโอไทด์และการออกแบบไพรเมอร์ 

 น าไปหาล าดบัเบสโดยบริษัทเอกชนจ านวน 101  โคโลนี  จากนัน้น าล าดบักรดนิวคลอีคิที่ได้ มาออกแบบไพร
เมอร์สว่นหวัและท้าย ด้วยโปรแกรมPrimer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer /primer3_www.cgi) ได้
ไพรเมอร์จ านวน 101 คู ่ เมื่อน ามาทดสอบการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอได้ดงัภาพท่ี 3 

 

ภาพที่ 3  ผลการทดสอบการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์จ านวน 101 คู่  กบักล้วยไม้สกุลแวนดาจ านวน 5 สายพนัธุ์  

โดยการแยกแถบดีเอ็นเอด้วย เมตาพอร์ 3 %   โดยการเปรียบเทียบขนาดของดีเอ็นเอด้วย 100 bp DNA ladder 

http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer%20/primer3_www.cgi


 และสามารถคดัเลือกไพรเมอร์ได้ 64 คู่ โดยคดัเลือกจากผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้ที่ใช้ในการทดลองดงั
ตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดงผลการออกแบบไพรเมอร์จากล าดับดีเอ็นเอที่ได้จากการอ่านแถบดีเอ็นเอของชิน้ส่วนดีเอ็นเอชนิดไม        
โครแซทเทลไลท์ ( SSRs motif ) ที่คดัเลอืกได้จ านวน 64 คู ่

ล าดบั 

ที่ 

ชื่อ Forward primer sequence 

( 5´              3´ ) 

Reverse primer sequence 

( 5´              3´ ) 

Tm 
(◦C) 

ขนาด
ของ              
อลั
ลีล

(bp) 

จ านวน 

อลัลีล 

รวม M 

P 

1 BIRDOV01 CCACCCAACTGCTCTATCGG AGCTTCGTCCTCACTTGGTG 60 375 1 4 M 
2 BIRDOV02 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 55 215 1-2 10 P 
3 BIRDOV03 GCATCCAGCTGAAATCCTCT AGTTTACACGGTGTGCGTCA 50 204 1-2 6 P 
4 BIRDOV04 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC ACGAACCGAACAGGCTTATG 55 204 1 5 M 
5 BIRDOV05 CAAGCTTCGGATCAACCCTA GAGGTGCTTGGCATATTCGT 60 217 1 1 P 
6 BIRDOV06 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 209 1-2 9 P 
7 BIRDOV07 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 219 1-2 10 P 
8 BIRDOV08 AGAGTGTGGGGCAAGAGAGA CTTCGGATCCTCATCACACA 60 219 1-2 6 P 
9 BIRDOV09 GGTCGAGGCAAAAGTGATGT GCAACGAATTAGCCCAAAAA 60 221 1 15 M 

10 BIRDOV10 GCAACTGGTCCAGAACCTTG CTTTGTTTTAGGGCGACTGC 60 210 1 2 M 
11 BIRDOV11 CGAAGAGATCCTCCTGTTGC TTTGTCCGGTCATTCAGTCA 60 215 2-3 8 P 
12 BIRDOV12 ATCCCACTCTCATCCCTCAC TCCTCTTCCACCTTCCTCCT 60 254 5-6 22 P 
13 BIRDOV13 TCGCCGAGCTTTAGGTAGAA TCATCACCTCCATCCTCCTC 60 211 1-2 7 P 
14 BIRDOV14 GCCCGTGTCTCAAAATCTCT GCGCATACGTTCTTGCATTA 59 206 1 5 M 
15 BIRDOV15 CAGTCCAACCGAAGCTTTTC AGAAGGATTGGCATGTTTGC 60 209 2 6 P 
16 BIRDOV16 CAGTCCAACCGAAGCTTTTC AGAAGGATTGGCATGTTTGC 60 198 1-2 6 P 
17 BIRDOV17 GAGAGAGAAAGGGAGCAGGAG GGTCCCAACCTCTTCCAATC 60 234 2 4 M 
18 BIRDOV18 AGCTGACTTGGCGAAACACT TTACGCTCCGGAACAAAAGT 60 202 1 5 M 
19 BIRDOV19 CGAGGGATGGAATGATTGTT TCTCACCAGAAGGAGGCATT 60 212 1 5 M 
20 BIRDOV20 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 225 1-2 5 P 
21 BIRDOV21 CATGCTTTGAGTTGGGAGGT ACCTGGACGGCAAATAATGA 60 211 1 5 M 
22 BIRDOV22 CGTGCACGTCTTACACACCT TTACAACTTTCGCCCTCGAC 55 206 1-2 6 P 
23 BIRDOV23 CCAAGCTTCGGATCATTTCT CCACCCCCTACACGACTATC 59 206 1-2 9 P 
24 BIRDOV24 TGTTGCAACGAACAGGTCAC TGTCCTGGCTGGTTTAGAGG 60 201 1 3 M 
25 BIRDOV25 CCCTTCAAGAACTCCACCAA AATCCATGTGTGCGGATTTT 60 216 1 2 M 
26 BIRDOV26 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 203 2 9 P 
27 BIRDOV27 CCCTTCAAGAACTCCACCAA AATCCATGTGTGCGGATTTT 60 204 1 3 M 
28 BIRDOV28 CTTGGGTTTGAGTGGGATTG AGACACCTTGCCCTCATTTG 60 213 2 10 M 
29 BIRDOV29 GATCGAAGCTTGGGGTCTCT GACACGAACCAGAGCAGACA 60 225 2-4 16 P 
30 BIRDOV30 CTCATATGCAAGGGGGAGAA CCAAGCTTCGATCGTCTCTC 60 224 2-3 12 P 



31 BIRDOV31 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC ACGAACCGAACAGGCTTATG 60 198 1-3 8 P 
32 BIRDOV32 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC GACCGAACAGGCTTATGTCC 60 200 1 5 M 

 

 

ตารางที่ 1 (ตอ่) 

ล าดบั 
ที่ 

ชื่อ Forward primer sequence 
( 5´              3´ ) 

Reverse primer sequence 
( 5´              3´ ) 

Tm 
(◦C) 

ขนาด
ของ              
อลัลีล
(bp) 

จ านวน 
อลัลีล 

รวม M 
P 

33 BIRDOV33 CCTCTAGACCAGCCAGGACA CCATTGGACCGTTACACACA 60 215 4-9 21 P 

34 BIRDOV34 CATGGGGTGTTGTTTGAGTG CATGGGGTGTTGTTTGAGTG 60 209 3-5 13 P 

35 BIRDOV35 TTCGGATCCTCCTTCGTAGA CTCGCACAACAGAACTTGGA 60 203 1 5 M 

36 BIRDOV36 TGAGGCTCACAACTCCAACA CAAGGGTCGTAGTCGGTTGT 60 193 2-6 13 P 

37 BIRDOV37 GAAGGACTTGAAAAGGGCAGT GCCCCAAACAGACCCTAAAT 50 203 3-9 18 P 

38 BIRDOV38 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC AACCGAACAGGCTTATGTCC 60 199 1 4 M 

39 BIRDOV39 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC ACGAACCGAACAGGCTTATG 55 202 1 4 M 

40 BIRDOV40 GCTGTAGGAGCCCAAACTGA TTTGGTTGAGCTCCCTTTTG 60 222 1 5 M 

41 BIRDOV41 GAAAATGGGTCATTGGTTGG ATGTCCTTGGCTTCAAATGG 60 202 1-2 8 P 

42 BIRDOV42 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC GACCGAACAGGCTTATGTCC 55 199 1 5 M 

43 BIRDOV43 AAGTTGGCCTCAACAACCAG CCCTCCACCTAAACAGCAAA 60 210 1 3 M 

44 BIRDOV44 GTGCCACCCTCTTTTGTTGT ATCCCACGCAGAATCATTTC 60 197 1 1 M 

45 BIRDOV45 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 201 1 2 M 

46 BIRDOV46 ACCCGCTTAGCTAGCACGTA TGTTTCCCTCTATCCGCTCA 60 191 1-2 5 P 

47 BIRDOV47 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 201 1 2 M 

48 BIRDOV48 AGGGCGTGCTGTAGGAGTAA CCCAAGCTTCGAATACCAAA 60 201 1 5 M 

49 BIRDOV49 AGCTTCGGATCAAGGTGCTA CACGGTCTCCTTTGTGAGTG 60 206 3-4 8 P 

50 BIRDOV50 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 201 1 2 M 

51 BIRDOV51 AGGGCGTGCTGTAGGAGTAA CCCAAGCTTCGAATACCAAA 60 201 1 5 M 

52 BIRDOV52 GCAACTGGTCCAGAACCTTG CTTTGTTTTAGGGCGACTGC 60 201 1 3 M 

53 BIRDOV53 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 200 1 2 M 

54 BIRDOV54 TCGAACCGTAGACCTTCTCG CCAAGCTTCGGATCAGGATA 60 221 1 5 M 

55 BIRDOV55 CTGCCCAGAATGAAGTGTGA CAGCTGGATGGCAAATAATG 60 202 1-2 8 P 

56 BIRDOV56 GGCGCTTTCTCATAGCTCAC GCCTACATACCTCGCTCTGC 60 207 1 2 M 

57 BIRDOV57 GGCGCTTTCTCATAGCTCAC GCTACATACCTCGCTCTGC 60 205 1 2 M 

58 BIRDOV58 TGTTGCAACGAACAGGTCAC CGAAGTCGAGGCATTTCTGT 60 209 1 2 M 

59 BIRDOV59 TGGAGGTGCTGGTGATATTG ACACAGGCATCTCCACACAC 60 197 2-3 10 P 



60 BIRDOV60 GGCGCTTTCTCATAGCTCAC GCCTACATACCTCGCTCTGC 60 207 1 5 M 

61 BIRDOV61 GAGGGAGAGAGGGAGAAGGA ACAAGAAACCTGCGTCGAAT 59 204 1-2 9 P 

62 BIRDOV62 GATCGAAGCTTGGGTCTCT GACACGAACCAGAGCAGACA 60 225 1-2 7 P 

63 BIRDOV63 ATTCAACTTACCCCGTGTGC TAACACACGGACGGCAAATA 60 254 1-2 5 P 

64 BIRDOV64 CCCCCAACTTCTACAACAGC GACCCCAAGCTTCGTAATCA 60 202 2-3 10 P 

 
สรุป 

 จากการพฒันาดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์โดยใช้ M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated 

magnetic beads  ร่วมกบั biotin – lebelled probe  สามารถคดัแยกดีเอ็นเอที่เป็น SSRs motif ได้  ในการทดลองนีไ้ด้

พฒันาไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกลุแวนดาได้  64  ไพรเมอร์  จากทัง้หมด 101 ไพรเมอร์ที่

ท าการทดสอบ  ไพรเมอร์ที่ได้สามารถน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลแวนดาแต่ละอลัลีลเพื่อการตรวจสอบ

จ าแนกพนัธุ์ตอ่ไป นอกจากนีส้ามารถน าไปทดสอบกบักล้วยไม้สกลุอื่น ๆ เช่นรองเท้านารี กล้วยไม้สกลุหวายและสกลุแคท

ลยีาเป็นต้น  

ค าขอบคุณ 
ขอขอบคณุศนูย์วิจยัพืชสวนเชียงรายที่ให้ความอนเุคราะห์ตวัอยา่งพนัธุ์ที่ใช้ในการทดลองครัง้นี ้
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