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บทคดัยอ่ 
ไมโครแซทเทลไลท ์ หรอื SSRs marker เป็นเครือ่งหมายดเีอ็นเอที่ใหค้วามแตกตา่งและเป็น co-dominant marker ที่ใช้
ศกึษาความแตกตา่งของพนัธกุรรมในประชากรของสิง่มีชีวิตตา่งๆ แตก่ารพฒันาเครือ่งหมายดเีอน็เอชนิดนีม้ตีน้ทนุสงูและ
เสยีเวลามาก แวนดา้เป็นกลว้ยไมท้ี่เป็นสกลุเลก็มเีพียงประมาณ 50 ชนิดเทา่นัน้ แตเ่ป็นกลว้ยไมท้ี่มีความส าคญัมากชนดิ
หนึง่ในกลุม่ไมต้ดัดอก มีราคาสงู บางชนิดมีกลิน่หอม และมคีวามทนทานในการใชม้าก มีสสีนัสวยงามหลากหลาย ซึง่ใน
ประเทศไทยเป็นกลว้ยไมส้กลุที่มคีวามส าคญัในการตดัดอกเพื่อสง่ออก ในการวจิยัไดใ้ชเ้ทคนิคแมกเนตกิ บีด ไฮบรดิได
เซชั่น (magnetic bead hybridization) เพื่อสรา้งหอ้งสมดุดเีอ็นเอชนดิที่มีแกนซ า้ปรมิาณมาก สามารถพฒันาและ
ออกแบบไพรเมอร ์ จ านวน 101 คู ่ ซึง่ใหแ้ถบดีเอ็นเอ จ านวน 1-5 อลัลลี และเมื่อทดสอบการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอจาก
กลว้ยไมแ้วนดา้พนัธุพ์ืน้เมือง 5 ชนิดสามารถคดัเลอืกไดจ้ านวน 64 คู ่ไพรเมอร ์และแสดงความแตกตา่งได ้ผลการพฒันา
เครือ่งหมายดีเอ็นเอชนิดนีส้ามารถน าไปแยก หาความหลากหลาย ของพนัธุกรรมกลว้ยไมน้ี ้ แตล่ะสายพนัธุ ์ โดยใช้
ขอ้มลูแมททรกิซ ์ ของไพรเมอรจ์ านวน 10-15 คู ่ และไพรเมอรท์ี่ไดน้ีส้ามารถน าไปจ าแนกความแตกตา่ง ในกลว้ยไมส้กลุ
ใกลเ้คยีงกบัสกลุแวนดา้ได ้ 
ค ำส ำคัญ ไมโครแซทเทลไลท ์ลายพิมพด์ีเอ็นเอ แมกเนตกิ บีด กลว้ยไมส้กลุแวนดา้ เครือ่งหมาย SSRs 

 

Abstract 
Microsatellite or simple sequence repeats (SSRs) are highly polymorphic, co-dominant genetic markers 
commonly used for population genetics analysis, although the development of species microsatellites are 
cost and time-intensive. Vanda is a genus in the orchid family (Orchidaceae) which, although not large (about 
fifty species), is one of the most important florally. This genus and its allies are considered to be the most 
highly evolved of all orchids within Orchidaceae. The genus is very highly prized in horticulture for its showy, 
fragrant, long lasting and intensely colorful flowers. In Thailand, this orchid is very important genera for 
exporting as fresh cut flowers. In this study, we used magnetic bead hybridization method within enrichment 
library to develop microsatellite simple sequence repeats (SSRs) for Vanda orchids. 101 primer sets were 
designed and characterized in 5 wild species of Vanda in Thailand. The number of alleles per locus ranged 
from 1-5 ,The 64 primer pairs were successfully amplified and characterized by genotyping in 5 wild 
populations of Vanda spp. and showed polymorphic. The development of these markers will contribute to the 



studies or diversity patterns and fingerprinting for each variety of their matrix profiles with 10 to 15 primer 
pairs used. The 64 primer pairs we designed can be used to distinguish different ecotypes and species, and 
might be used for species related in genera Vanda.  
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บทน ำ 

แวนดา้เป็นกลว้ยไมป้ระเภทโมโนโพเดีย้ล ไมแ่ตกกอ เจรญิเติบโตไปทางยอด รากเป็นรากอากาศ ใบมีลกัษณะ

กลม แบนหรอืรอ่ง ใบซอ้นสลบักนั ช่อดอกจะออกดา้นขา้งของล าตน้สลบักบัใบ ช่อดอกยาวและแข็ง กลบีนอกและกลบีใน

มีรูปรา่งคลา้ยคลงึกนั โคนกลบีแคบ และไปรวมกนัท่ีโคนเสา้เกสร กลบีดอกในลา่งดา้นใตม้เีดือยแหลมยื่นออกมาเป็น

สว่นทา้ยของปากกระเป๋า ปากกระเป๋าของแวนดา้เป็นแบบธรรมดาแบนเป็นแผน่หนาแขง็ และพุง่ออกดา้นหนา้ 

รูปลกัษณะคลา้ยชอ้น หกูระเป๋าทัง้สองขา้งแขง็และตัง้ขึน้ สดีอกมีมากมายแตกตา่งกนัตามแตล่ะชนิด กลว้ยไมส้กลุ

แวนดา้พบในป่าตามธรรมชาติประมาณ 40 ชนิด มกีระจายพนัธุอ์ยูใ่นทวีปเอเชีย ตัง้แตอ่ินเดีย ศรลีงักา พมา่ ไทย 

อินโดนีเซีย จนถึงฟิลปิปินส ์แวนดา้ไดร้บัการปรบัปรุงสายพนัธุข์ึน้อีกหลายพนัธุ์ ปัจจบุนัไดม้ีการจ าแนกประเภทของ

แวนดา้ โดยอาศยัรูปรา่งลกัษณะของใบออกเป็น 4 ประเภท คือ  แวนดา้ใบกลม มีลกัษณะของใบกลมยาวทรงกระบอก 

ตน้สงู ขอ้หา่ง สงัเกตไดท้ี่ใบตดิอยูห่่างๆ กนั มีดอกช่อละหลายดอก แตด่อกจะบานติดตน้อยูค่ราวละ 2–3 ดอกเทา่นัน้ เมื่อ

ดอกขา้งบนบานเพิ่มขึน้ ดอกขา้งลา่งจะโรยไลก่นัขึน้ไปเรือ่ยๆ การปลกูใชด้อกจงึนิยมปลดิดอกมากกวา่ตดัดอกทัง้ช่อ  

แวนดา้ใบแบน ลกัษณะใบแผแ่บนออก ถา้ตดัมาดหูนา้ตดัจะเป็นรูปตวัวี มขีอ้ถ่ีปลอ้งสัน้ ใบซอ้นชิดกนั ปลายใบโคง้ลงและ

จกัเป็นแฉก  แวนดา้ใบรอ่ง มีรูปทรงของใบและล าตน้คลา้ยใบแบนมากกวา่ใบกลม แวนดา้ประเภทนีไ้มพ่บในป่าธรรมชาติ 

การน ามาปลกูเลีย้งเป็นพนัธุล์กูผสมทัง้สิน้ โดยน าแวนดา้ใบกลมมาผสมกบัแวนดา้ใบแบน  แวนดา้กา้งปลา มีรูปทรงของ

ใบและล าตน้ ก่ิงใบกลมกบัใบแบน พบตามป่าธรรมชาตินอ้ยมาก เพราะกลว้ยไมพ้นัธุน์ีเ้ป็นหมนัทัง้สิน้ กลว้ยไมส้กลุ

แวนดานีใ้นประเทศไทยเป็นไมต้ดัดอกเพื่อการสง่ออกที่ส  าคญัรองลงมาจากกลว้ยไมส้กลุหวายและไดป้รบัปรุงสรา้งสาย

พนัธุล์กูผสมขึน้มาหลายสายพนัธุ ์มีเกษตรกรหลายรายไดเ้ตรยีมขอยื่นจดทะเบียนพนัธุเ์พื่อผลติเป็นกลว้ยไมต้ดัดอก ใน

การจ าแนกพนัธุย์งัไมม่เีครือ่งหมายดเีอ็นเอที่จ าเพาะตอ่สายพนัธุ ์ ดีเอ็นเอเครือ่งหมายที่นยิมใชก้นัมากไดแ้ก่ไมโครแซท

เทลไลทด์ีเอ็นเอ (simple sequence repeat (SSRs))  เป็นดีเอ็นเอเครือ่งหมายทีค่วามผนัแปรสงูมากจงึนิยมใชก้นัอยา่ง

กวา้งขวางในการจ าแนกพนัธุพ์ชืในระดบัสายพนัธุใ์นชนดิเดียวกนัไดด้ี (Martin และคณะ, 2004) เนื่องจาก microsatellite 

markers จะไมถ่่ายทอดในระหวา่งพืชชนิดเดียวกนั แตก่ารน ามาใชง้านจะตอ้งพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอชนิดนีใ้นพืชแต่



ละชนิดและมกัจะใชร้ว่มกนัไดย้าก ดงันัน้จงึตอ้งพฒันาเครือ่งหมายดีเอ็นเอนีใ้หมต่ลอดเวลา  แมว้า่บางครัง้จะพบการ

ถ่ายทอด SSRs ระหวา่งพืชชนิดที่ใกลเ้คยีงกนับา้ง  ในการพฒันาขึน้มาจะตอ้งสรา้งหอ้งสมดุของไมโครแซทเทลไลท ์

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

เทคนิค magnetic capture พบวา่ ไดชิ้น้ดีเอ็นเอที่มชิีน้สว่นของไมโครแซทเทลไลทม์ากถงึ 95.8 %  และมีชิน้สว่นท่ีมีขนาด

ยาวอยู ่30.8 %  จึงเป็นเทคนิคทีม่ีประสทิธิภาพสงูมากจงึใชว้ิธีดงักลา่วในการทดลองครัง้นี ้ 

วิธีกำรศึกษำ 
ตัวอยำ่งกลว้ยไม้สกุลแวนดำและกำรสกัดดีเอ็นเอ 

 ในการจ าแนกชิน้สว่นที่เป็นไมโครแซทเทลไลท ์ไดส้กดัแยกกรดนิวคลีอิกจากกลว้ยไมส้กุลแวนดาที่ไดค้ดัเลือกไว้  
20 สายพนัธุ ์จากสวนกลว้ยไมเ้กษตรกรในจงัหวดัราชบรุแีละจงัหวดัเชียงใหม ่น าใบออ่นมาบดในไนโตรเจนเหลวจน
ละเอียดเป็นผง แลว้น าไปสกดัดีเอ็นเอดว้ย CTAB ตรวจสอบดีเอน็เอที่สกดัไดโ้ดยแยกดว้ย 1% agrose gel 
electrophoresis แลว้ยอ้มเจลดว้ยสารละลาย Ethidium bromide ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรมัตอ่มิลลลิติร น าไปตรวจดู
แถบดีเอ็นเอดว้ยเครือ่ง UV Transluminators พรอ้มบนัทกึภาพ และท าการวดัปรมิาณดเีอ็นเอ จากนัน้เจือจางดีเอ็นเอใหม้ี

ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรมั/ไมโครลติร น าไปเก็บไวท้ี่อณุหภมูิ -20 C ส าหรบัน าไปตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะตอ่ไป 
กำรเตรียมชิน้ดเีอ็นเอตน้แบบ 
ตัดดีเอน็เอด้วยเอนไซมต์ดัจ ำเพำะและแยกขนำดดเีอน็เอดว้ยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิส   โดยการน าดเีอ็นเอ
ปรมิาณรวม 2000 นาโนกรมั มาตดัดว้ยเอนไซม ์Mbo I (Fast Digest Enzyme)  โดยใช ้10X Fast digest buffer  5  
ไมโครลติร  เอนไซม ์ 5  ไมโครลติร  และน า้ (PCR grade water) 35  ไมโครลติร  รวมปรมิาตรทัง้หมด 50 ไมโครลติร  
น ามาบม่ไวท้ี่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30-60  นาที  แลว้หยดุปฏิกิรยิาที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
ดว้ยเครือ่งเพิ่มปรมิาณสารพนัธกุรรม PCR ( Thermal Cycle 9700 )  เก็บตวัอยา่งไวท้ี่ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้น าดีเอ็น
เอมาเช่ือมตอ่กบัอะแดบเตอร ์โดยเตรยีม  Adaptor  ชนิดปลายเหนียว  โดยการสงัเคราะห ์oligo primer  2 สาย ที่มีปลาย
เป็นรอยตดัของเอนไซม ์Mbo I   ซึง่จะใชต้อ่กบัดเีอ็นเอของกลว้ยไมท้ี่ตดัดว้ยเอนไซมช์นดิเดียวกนัแลว้ 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
เขม้ขน้ 200 พิโคโมล/ไมโครลติร)  จ านวน  20  ไมโครลติร  Oligo B (ความเขม้ขน้ 200 พิโคโมล/ไมโครลติร)  จ านวน  20  
ไมโครลติร  ผสมใหเ้ขา้กนัดีโดยการดดูปลอ่ยดว้ยไปเปตน าไปตกตะกอนแลว้น าไปตม้ที่อณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 5 นาทีในเครือ่งพซีีอาร ์ แลว้ตัง้ทิง้ไวท้ี่อณุหภมูิหอ้ง 1 ชั่วโมง  เติมน า้กลั่น 40 ไมโครลติรแลว้เก็บไวท้ี่  -20 องศา
เซลเซยีส จะไดด้เีอ็นเอสายคูช่นดิปลายเหนียวดงันี ้ Adaptor                 GGC CAG AGA CCC CAA GCT TCG 

                    CCG GTC TCT GGG GTT CGA AGC CTA G - PO4 

ท าการเช่ือมตอ่ดเีอ็นเอกบั Adaptor  โดยน าดีเอ็นเอทีต่ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะมาทัง้หมด 90 ไมโครลติร  แลว้ผสม
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) ปรมิาตรรวม  100  ul  ผสมใหเ้ขา้กนัโดยดดูสารละลายขึน้
ลงดว้ยไปเปต  น าไปบม่ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซยีสขา้มคืน  หรอืที่อณุหภมูิหอ้งนาน 1 ชั่วโมง  จากนัน้น าไปหยดุปฏิกิรยิา
ที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5-10 นาที  ตรวจสอบผลการตดัตอ่เอนไซมด์ว้ยการท า เจลอิเลคโตรโฟรซิิสดว้ยอะ



กะโรส 2 %  น าดเีอ็นเอที่ไดม้าเพิม่ปรมิาณดว้ยไพรเมอร ์Oligo A และ Oligo B  ใหม้ีปรมิาณมากขึน้ส าหรบัท าการทดลอง
ในขัน้ตอนตอ่ไป  จากนัน้ท าการคดัขนาดชิน้สว่นดีเอ็นเอและการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอที่คดัเลอืกโดยน าดเีอ็นเอทัง้หมดที่
เช่ือมตอ่ Adapter  และเพิ่มปรมิาณดว้ยการท าพีซีอารม์า ท าเจลอิเลคโตรโฟรซิิสโดยใช ้อะกะโรสชนิด low melting point  
1 %  แลว้ตดัเจลบรเิวณดีเอ็นเอที่มีขนาด 400-1000 คูเ่บส  ท าการแยกดีเอ็นเอจากเจลดว้ยการใช ้ QIAquick gel 
extraction kit (QIAGEN)  ตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ยการท าเจลอิเลคโตรโฟรซิิสอีกครัง้เพื่อดวูา่มีดเีอ็นเอขนาดทีต่อ้งการ
หรอืไม ่ ซึง่ดีเอ็นเอนีจ้ะใชเ้ป็นตน้แบบส าหรบัการท าพซีีอารต์อ่ไป น าไปเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอขนาด 400-1000 คูเ่บสใหเ้พิ่ม
มากขึน้ดว้ยเทคนคิพีซีอาร ์ดว้ย Hot star taq PCR Master Mix Kit ( QIAgen) โดยใช ้DNA-adaptor เป็นไพรเมอร ์ 
ตรวจสอบดว้ยอะกะโรสเจล  1.5 %  ดีเอ็นเอที่เพิม่ปรมิาณไดเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบในการโพรบตอ่ไป 
 

กำรคัดเลือกชิน้ส่วนไมโครแซทเทลไลทด์ีเอ็นเอ ด้วย streptavidine-coated magnetic beads 

 เตรยีมโพรบดว้ยการสงัเคราะหด์เีอ็นเอชนิดเบสแกนซ า้   di-nucleotide ไดแ้ก่  Biotin-(GA)12, Biotin-

(GT)12, Biotin-(CT)12, Biotin-(AG)12,  tri- nucleotide  ไดแ้ก่ 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 

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

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

beads , Invitrogen)  จะไดโ้พรบที่มีปลายขา้งหนึง่เป็นแม่เหลก็ น าโพรบที่ติดแม่เหล็กทัง้หมดไปท าไฮบรไิดเซชั่นกบัชิน้ดี

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

เครื่องพีซีอารท์ี่อณุหภมูิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อแยกดีเอ็นเอใหเ้ป็นสายเดี่ยว แลว้แช่น า้แข็งทนัที  ดูด

สารละลายที่มีดีเอ็นเอทัง้หมดนีเ้ติมลงในหลอดไมโครที่มีโพรบท่ีเตรยีมไวน้ัน้ ผสมใหเ้ขา้กนัดีดว้ยไปเปต น าไปบม่ในเครือ่ง 

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

stand  ดีเอ็นเอที่มีเบสคู่สมกบัโพรบจะถกูไฮบริไดซแ์ละดดูติดกบัแม่เหล็กอยู่ขา้งหลอด  แลว้ดดูน า้ทิง้ไป  ดึงหลอดออก

จากแท่นแม่เหล็ก  แลว้ละลายตะกอนขา้งหลอดด้วย 2X SSC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  จากนัน้ลา้งดว้ย  2 X SSC 

ปรมิาตร 1 มล. อีก 4 ครัง้ โดยแตล่ะครัง้ใหบ้ม่ทิง้ไว ้5 นาทีก่อนดดู 2X SSC ทิง้ไป  แลว้ลา้งดว้ย  1 X SSC ปรมิาตร 1 มล. 

อีก 4 ครัง้ โดยแต่ละครัง้ใหบ้ม่ทิง้ไว ้5 นาทีก่อนดดู 1X SSC ทิง้ไป   ในขัน้ตอนสดุทา้ย ละลายตะกอนที่ไดด้ว้ย น า้หรอื TE 

50 ul  บ่มทิง้ไวท้ี่ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีเพื่อแยกแม่เหลก็ออกจากดีเอ็นเอ แลว้วางบน magnetic stand  ดดูน า้

ใสที่มีดีเอ็นเอที่ตอ้งการเก็บไวท้ าพีซีอารต์่อไปสว่น  beads น าไปละลายดว้ย TE หรอืน า้ 50 ul เก็บไวท้ี่ 4 องศาเซลเซียส 

น ากลบัมาใชไ้ดอ้ีก 

 

 

กำรสร้ำงห้องสมุดดีเอน็เอชนิดไมโครแซทเทลไลท ์ ( SSR-enrich library) 



เมื่อไดชิ้น้ดีเอ็นเอ น ามาตรวจสอบดว้ยอะกะโรสเจล 1.5 % ถา้มีแถบดีเอ็นเอขนาด 400-1000 คู่เบสจึงน ามาเพิ่ม
ปรมิาณดีเอ็นเออีกครัง้ดว้ยไพรเมอร ์OligoA  ดีเอ็นเอที่ไดน้ีจ้ะเป็นไมโครแซทเทลไลทด์ีเอ็นเอ  น าดีเอ็นเอที่ตรวจสอบแลว้นัน้มา
โคลนเข้าในเวคเตอร ์TA Cloning Kit ( Invitrogen) ซึงใช้เวคเตอร ์pCR 2.1 และใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase เป็นเอนไซม์
เช่ือมตอ่ โดยใช ้ E. coli  สายพนัธุ ์TOP10F’ ตามวิธีการของบรษัิท  คดัเลอืกโคลนท่ีมีชิน้ดีเอ็นเอที่เราสนใจที่มีสขีาว  มาทัง้หมด 
250 โคลนแลว้น าไปเลีย้งเพิ่มปริมาณใน SOC media  น า E. coli ที่ไดม้าสกัดพลาสมิด โดยใช้ ชุดสกัดพลาสมิดส าเร็จรูป  
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas)โดยขัน้ตอนที่บรษัิทแนะน า  ตรวจสอบผลการโคลนดว้ยการท าเจลอิเลคโตร
โฟรซิิสดว้ย อะกะรส 1.5 %   น าตวัอยา่งสง่ใหบ้รษัิทเอกชนน าไปหาล าดบันิวคลโีอไทดจ์ านวน 101 โคลน  
กำรออกแบบไพรเมอรแ์ละทดสอบดีเอ็นเอเคร่ืองหมำยชนิดไมโครแซทเทลไลท ์ 

น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได ้101 สาย  มาออกแบบไพรเมอรจ์ าเพาะของดีเอ็นเอแต่ละชิน้โดยใช้โปรแกรม   
Prim3  แลว้สงัเคราะหไ์พรเมอรแ์ละน ามาคดัเลือกหาไพรเมอรท์ี่เหมาะสมดว้ยการทดสอบการท าพีซีอารโ์ดยการน าไพร
เมอรท์ี่ออกแบบไวม้าเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลว้ยไมส้กุลแวนดา จ านวน 5 สายพนัธุโ์ดยใชไ้พรเมอร ์ 101 คู่  โดยใชค้่า 
Tm ตามโปรแกรมค านวณได ้ ตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอที่เพิ่มปรมิาณไดโ้ดยใช ้ เมตาพอร ์3 %  ซึ่งเตรียมโดยใช ้ อะกะโรส 1 
สว่น  เมตาพอร ์2 สว่น  ซึ่งการละลายเมตาพอรจ์ะตอ้งค่อย ๆ เทผงวุน้ลงไปใน TE buffer  ทีกวนดว้ยเครื่อง magnetic 
sterer  อยู่ตลอดเวลาใหเ้ป็นเนือ้เดียวกันแลว้น าไปหลอมใหล้ะลายอย่างดีในไมโครเวฟที่เปิดไฟกลางนาน ราว 5 นาที  
โดยน าออกมาแกว่งทุก ๆ 1 นาที  ก่อนน าไปใชง้านต่อไป  ยอ้มแถบดีเอ็นเอดว้ยเมทิเดียมโบรไมด ์ อ่านแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏดว้ย เครือ่ง Gel documentation  และบนัทกึผลการเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอ 
 

ผลกำรศึกษำและวิจำรณ ์
กำรสร้ำง SSR-enrich library 

 การสรา้ง SSR library  โดยการตดัจีโนมิคดเีอ็นเอดว้ยเอนไซม ์ Mbo I  แลว้น าไปเช่ือมตอ่กบัอะแดบเตอรช์นิด

ปลายเหนียวเพื่อใหเ้ป็นบรเิวณส าหรบัไพรเมอรเ์ขา้เกาะจบั  โดยการเตรยีมอะแดบเตอรใ์ชล้  าดบันิวคลโีอไทดท์ี่เป็นสาย

ตรงขา้มกบัรอยตดัของเอนไซม ์Mbo I  ซึง่จะท าใหเ้พิ่มปรมิาณไดเ้ป็นจ านวนมากเพียงพอส าหรบัการน าไปท าไฮบรไิด

เซชั่นกบัโพรบดีเอ็นเอทีเ่ตรยีมไวด้ว้ยการสงัเคราะหจ์ านวน  14 โพรบดงักลา่ว  จากการทดลองเมือ่น าจีโนมิคดีเอ็นเอไปตดั

และเช่ือมตอ่แลว้ไดด้เีอ็นเอตามตอ้งการ น าดเีอ็นเอที่ไดน้ีไ้ปแยกดว้ยอะกะโรสเจลชนิดหลอมละลายที่อณุหภมูิต  ่าแลว้ตดั

แยกดเีอ็นเอโดยการตดัเอาจากเจลบรเิวณที่มีขนาด 400-1000 คูเ่บสโดยการเปรยีบเทยีบกบั 100  bp DNA marker   

แยกดเีอ็นเอจากเจลดงัแสดงในภาพท่ี 1 ก  น าดเีอ็นเอที่ไดไ้ปเพิ่มปรมิาณดว้ยวิธีพีซีอารโ์ดยใชไ้พรเมอรช์นิดเดยีวกบัอะ

แดบเตอรท์ าใหเ้พิ่มปรมิาณดีเอ็นเอขนาด 400 -1000 คูเ่บส ไดป้รมิาณมาก ดงัแสดงในภาพท่ี 1 ข  จากนัน้จงึน าดีเอ็นเอที่

ไดจ้ากเทคนิคพซีีอารน์ีเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบส าหรบัการท าไฮบรไิดเซชั่นกบัโพรบตอ่ไป  ดีเอ็นเอทีเ่พิม่ปรมิาณไดน้ีจ้ะ

ประกอบดว้ยชิน้ดเีอ็นเอที่มกีารเรยีงล าดบันิวคลโีอไทดห์ลากหลายแบบเพราะเป็นดีเอ็นเอจากจีโนมิคและการท่ีเราใชด้ี

เอ็นเอขนาดนีเ้พื่อความสะดวกในการหาล าดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยเครือ่งอตัโนมตัติอ่ไป   เมื่อไดด้ีเอน็เอขนาดทีต่อ้งการใน

ปรมิาณมากพอแลว้จึงน าไปท าไฮบรไิดเซชั่นกบัโพรบท่ีเตรยีมไว ้ โดยโพรบจะเช่ือมตอ่ดว้ย biotin ที่ปลาย 5’  แลว้ไบโอติน

นีจ้ะไปท าปฏิกิรยิากบั streptavidin ซึง่เช่ือมตอ่อยูก่บั magnetic bead มีคณุสมบตัเิป็นแมเ่หลก็ ในท่ีนีใ้ชผ้ลติภณัฑข์อง 

Invitrogen  ไดแ้ก่  M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated magnetic beads  เมื่อจะใชง้านตอ้งน ามาวางบนแถบ



แมเ่หลก็  โดยมีหลกัการคือ magnetic beads ทีเ่ช่ือมกบั Streptavidin แลว้ Biotin ที่เช่ือมตอ่อยูก่บัดีเอ็นเอโพรบก็จะเขา้

มาเกาะกบั beads  และเมื่อวางหลอดบนแทน่แมเ่หลก็ก็จะเกาะอยูข่า้งหลอด  เมื่อเราเติมดเีอ็นเอขนาด 400-1000 คูเ่บส

ลงไป  สายดีเอ็นเอที่มีล  าดบันิวคลโีอไทดท์ี่เขา้กนัไดก้บัโพรบแตล่ะชนิดก็จะเขา้เกาะกบัดีเอ็นเอคูส่ม (complementary) 

ของตน  แลว้ลา้งดีเอ็นเอที่ไมไ่ดใ้ชท้ิง้ไป  จะเหลอืเฉพาะดีเอ็นเอทีม่ีเบสเรยีงล าดบัเป็นแกนซ า้ตดิอยูก่บัโพรบและติดอยูท่ี่

ขา้งหลอดลา้งดเีอ็นเอที่ไดแ้ลว้แยกออกจากโพรบ  น าดเีอ็นเอที่แยกไดน้ีไ้ปเพิ่มปรมิาณอีกครัง้ดว้ยเทคนิคพซีีอาร ์ สามารถ

เพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอของโพรบจ านวน 14 โพรบดงัภาพท่ี  1 ค  ซึง่จะมีปรมิาณมากพอส าหรบัการโคลนเขา้สูเ่วคเตอร ์ TA  

cloning kit ตอ่ไป  เมื่อน าดเีอ็นเอที่มีการเรยีงล าดบัดเีอ็นเอแบบ repetitive DNA  เพิ่มปรมิาณดว้ยไพรเมอรช์ดุเดิมแลว้ไป

โคลนเขา้สูเ่วคเตอรข์องชดุโคลนส าเรจ็รูป TA cloning kit  คดัเลอืกโคลนท่ีมีดีเอ็นเอที่ตอ้งการซึง่จะมีโคโลนีสีขาว  แตล่ะ

โคลนจะมีดีเอ็นเอเขา้เพยีง 1 สาย แลว้เลอืกดเีอ็นเอมาชนิดละ 10-15  โคโลนี  ตรวจสอบผลการโคลนดว้ยการท า colony 

PCR  เพื่อตรวจสอบวา่มชิีน้ดเีอน็เอที่ตอ้งการจรงิ  ดงัแสดงในภาพ  ท่ี 2 ก  แลว้เพิ่มปรมิาณดว้ยการเลีย้งในอาหาร SOC 

media น าไปสกดัพลาสมดิ  ตรวจดอูีกครัง้ดว้ยการท าเจลอิเลคโตรโฟรซิิส พลาสมิดที่มีดีเอ็นเอจะมี 3 แถบดงัภาพท่ี 2 ข  

จากนัน้น าพลาสมิดไปหาล าดบันิวคลโีอไทดต์อ่ไป  

 

ภำพที่ 1 ก  และ 1 ข  แสดงดีเอ็นเอขนาด 400 – 1000 คู่เบสก่อนและหลงัจากเพิ่มปริมาณดว้ยไพรเมอรข์องอะแดบ

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

 

ภำพที่1 ค   แสดงไมโครแซทเทลไลทด์ีเอ็นเอขนาด 400 -1000 คู่เบสซึ่งไดจ้ากการเพิ่มปรมิาณจากดีเอ็นเอของโพรบ 14 
ชนิด  ชนิดละ 1 ไลบรารีโ่ดย M หมายถึง 100 bp DNA ladder  บน 1% agarose gel 

 

ภำพที่ 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 

ผลกำรหำล ำดับกรดนิวคลีโอไทดแ์ละกำรออกแบบไพรเมอร ์

 น าไปหาล าดบัเบสโดยบรษัิทเอกชนจ านวน 101  โคโลนี  จากนัน้น าล าดบักรดนิวคลอีคิที่ได ้มาออกแบบไพร
เมอรส์ว่นหวัและทา้ย ดว้ยโปรแกรมPrimer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer /primer3_www.cgi) ได้
ไพรเมอรจ์ านวน 101 คู ่ เมื่อน ามาทดสอบการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอไดด้งัภาพท่ี 3 

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


 

ภำพที่ 3  ผลการทดสอบการท าปฏิกิริยาพีซีอารด์ว้ยไพรเมอรจ์ านวน 101 คู ่ กบักลว้ยไมส้กุลแวนดาจ านวน 5 สายพนัธุ ์ 

โดยการแยกแถบดีเอ็นเอดว้ย เมตาพอร ์3 %   โดยการเปรยีบเทียบขนาดของดีเอ็นเอดว้ย 100 bp DNA ladder 

 และสามารถคดัเลือกไพรเมอรไ์ด ้64 คู่ โดยคดัเลือกจากผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลว้ยไมท้ี่ใชใ้นการทดลองดงั
ตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 แสดงผลการออกแบบไพรเมอรจ์ากล าดับดีเอ็นเอที่ไดจ้ากการอ่านแถบดีเอ็นเอของชิน้ส่วนดีเอ็นเอชนิดไม        
โครแซทเทลไลท ์( SSRs motif ) ที่คดัเลอืกไดจ้ านวน 64 คู่ 

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 

 จากการพฒันาดีเอ็นเอเครือ่งหมายชนิดไมโครแซทเทลไลทโ์ดยใช ้M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated 

magnetic beads  ร่วมกับ biotin – lebelled probe  สามารถคดัแยกดีเอ็นเอที่เป็น SSRs motif ได ้ ในการทดลองนีไ้ด้

พฒันาไพรเมอรส์  าหรบัตรวจสอบลายพิมพด์ีเอ็นเอของกลว้ยไมส้กลุแวนดาได ้ 64  ไพรเมอร ์ จากทัง้หมด 101 ไพรเมอรท์ี่

ท  าการทดสอบ  ไพรเมอรท์ี่ไดส้ามารถน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลว้ยไมส้กุลแวนดาแต่ละอลัลีลเพื่อการตรวจสอบ

จ าแนกพนัธุต์อ่ไป นอกจากนีส้ามารถน าไปทดสอบกบักลว้ยไมส้กลุอื่น ๆ เช่นรองเทา้นาร ีกลว้ยไมส้กลุหวายและสกลุแคท

ลยีาเป็นตน้  

ค ำขอบคุณ 
ขอขอบคณุศนูยว์ิจยัพืชสวนเชียงรายที่ใหค้วามอนเุคราะหต์วัอยา่งพนัธุท์ี่ใชใ้นการทดลองครัง้นี ้
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