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การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า 
ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
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บทคัดย่อ: การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR (Simple Sequence Repeat) ในพืช มีขั้นตอนที่ยุ่งยาก มีค่าใช้จ่าย
สงู และใช้ระยะเวลานาน นอกจากนีย้งัไม่มรีายงานการพฒันาในกล้วยไม้สกลุรองเท้านาร ี(Paphiopedilum) วตัถปุระสงค์
ของงานวจิยันีจ้งึได้น�ำเครือ่งหมายโมเลกลุ SSR ทีพ่ฒันาจากกล้วยไม้สกลุแวนด้า (Vanda) โดยส�ำนกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยี
ชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร มาประยุกต์ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี เพื่อลดค่าใช้จ่ายและระยะเวลาในการพัฒนา  
ไพรเมอร์ทั้งหมดจ�ำนวน 101 คู่สาย ถูกน�ำมาทดสอบกับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ ได้แก่ 
รองเท้านารขีาวชมุพร รองเท้านารเีหลอืงตรงัเกาะหน้าแดง รองเท้านารเีหลอืงตรงัเกาะพนกั รองเท้านารเีหลอืงตรงัเกาะไก่ 
รองเท้านารีเหลืองตรังเกาะนกยูง รองเท้านารีช่องอ่างทอง รองเท้านารีเหลืองปราจีนอุตรดิตถ์ รองเท้านารีเหลืองประจวบ
รองเท้านารีเหลืองสิงขร รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี รองเท้านารีเหลืองอุดร และรองเท้านารีเหลืองปราจีนเวียดนาม 
พบว่าม ี61 คูส่ายไพรเมอร์ ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ จากนัน้คดัเลอืกไพรเมอร์จ�ำนวน 10 คูส่าย
ไพรเมอร์ ทีใ่ห้ลกัษณะแถบดเีอน็เอต่าง (polymorphic) เพือ่น�ำไปศกึษาขนาดชิน้ส่วนดเีอน็เอ และน�ำไปศกึษาความหลาก
ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้านารีต่อไป 
ค�ำส�ำคัญ: เครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์, กล้วยไม้รองเท้านารี 

ABSTRACT: The development of Simple Sequence Repeat (SSR) markers in plants is complicated, high cost and 
time consuming. Moreover, there’s no report about the SSR development in Lady’s slipper orchid (Paphiopedilum  
orchid). The aim of this study was to use the Vanda’s developed SSR markers from Biotechnology Research 
and Development Office, Department of Agriculture, 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 (Paph. godefroyae from Chumporn, Koh Nah-Dang, Koh Pa-Nak, Koh Kai, Koh Nok-Yoong 
and ang-thong; Paph. concolor from Uttaradit, Prachuap Khiri Khan, Singkon, Saraburi, Udon Thani and Vietnam). 
The results showed that 61 primer pairs gave positive amplified to Paphiopedilum DNA by PCR technique. Then,  
10 polymorphic primer pairs were selected and the product sizes of the result fragments were analyzed. Furthermore, 
the selected primers were being used for studying the genetic diversity of Paphiopedilum orchid.
Keywords: Microsatellite markers, Lady’s slipper orchid
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บทน�ำ

	 เครือ่งหมายโมเลกลุไมโครแซทเทลไลท์ (micros-

atellite) หรอื SSR (Simple Sequence Repeat) หมาย

ถึง ดีเอ็นเอที่มีล�ำดับเบสซ�้ำ (repetitive DNA) เรียงอยู่

ต่อเนื่องกันบนจีโนม แต่ละชุดประกอบด้วยเบสซ�้ำ

ตั้งแต่ 1-6 เบส กระจายตัวทั้งจีโนมแต่การกระจายไม่

สม�่ำเสมอ ท�ำให้เกิดความหลากหลาย จึงถูกนํามาใช้

เป็นเครื่องมือในการปรับปรุงพันธุ ์พืช ในการเป็น

เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือก (marker-as-

sisted selection) การวางตําแหน่งยีน (QTL map-

ping) การสร้างแผนที่ยีน (gene mapping) การทํา

แผนที่โครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการและความ

สัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความ

แปรปรวนในระดับดีเอ็นเอ (อรรัตน์, 2548) SSR เป็น

เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบจ�ำเพาะ ตรวจสอบได้ครั้งละ 

1 ต�ำแหน่ง (single-locus marker) โดยล�ำดบัเบสทีอ่ยู่

สองข้างของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ มกัเป็นล�ำดบัเบส

จ�ำเพาะ มีเพียงชุดเดียว (unique sequence) ดังนั้น 

ถ้าหาล�ำดับเบสที่อยู ่สองข้างของส่วนไมโครแซท

เทลไลท์ได้ แล้วน�ำมาออกแบบไพรเมอร์ส�ำหรับเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase 

chain reaction) จะเป็นการเพิ่มประมาณดีเอ็นเอใน

ต�ำแหน่งที่จ�ำเพาะเพียงต�ำแหน่งเดียว และเนื่องจาก

ส่วนไมโครแซทเทลไลท์มกีารกลายพนัธุโ์ดยการเพิม่ขึน้

หรือลดลงของจ�ำนวนชุดซ�้ำได้ง่าย การตรวจสอบ

ดีเอ็นเอต�ำแหน่งที่รวมเอาส่วนไมโครแซทเทลไลท์ไว้

ภายใน จึงมีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 

(polymorphic)  เนื่องจากจ�ำนวนชุดซ�้ำที่ไม่เท่ากัน จึง

พบพอลิมอร์ฟิซึมค่อนข้างสูง นอกจากนี้ยังแสดงแถบ

ดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน (codominance) จึงสามารถ

แยกความแตกต่างระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซ

โกตได ้(สุรินทร,์ 2552) 

	 กล้วยไม้รองเท้านารีที่ค้นพบแล้วทั่วโลกมีอยู ่

ประมาณ 70 ชนิด ส�ำหรับประเทศไทยพบเพียงสกุล

เดียว คือ Paphiopedilum โดยพบแล้ว 17 ชนิด 

ปัจจุบันกล้วยไม้รองเท้านารีในธรรมชาติลดลงอย่าง

รวดเร็ว เนื่องจากมีความสวยงามและบางชนิดมีราคา

สงู จงึจดัเป็นพชืทีม่สีถานภาพใกล้สญูพนัธุอ์กีชนดิของ

โลก บางชนิดยังไม่มีผู้ศึกษา พบได้เฉพาะถิ่นและบาง

พนัธุส์ามารถเจรญิเตบิโตในหลายภาคของประเทศไทย 

ในขณะที่ข ้อมูลทางด ้านความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของกล้วยไม้ชนิดนี้ยังมีอยู่น้อย (เศรษฐมัน

ตร์, 2551) อย่างไรก็ตามนักปรับปรุงพันธุ ์ยังต้อง

ปรับปรุงพันธุ์ คัดเลือกพันธุ์ และขยายพันธุ์เพื่อการค้า

กันอย่างแพร่หลายทั้งในประเทศและตา่งประเทศ จึง

ต้องการข้อมูลทางด้านความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม

มาสนบัสนนุสมมตุฐิานทางววิฒันาการอกีมาก รวมไป

ถงึการทีจ่ะรกัษาผลประโยชน์ของชาต ิและการจดสทิธิ

บตัรพนัธุพ์ชืเพือ่การใช้ประโยชน์อย่างจรงิจงั (อบฉนัท์, 

2543) ปัจจุบันมีรายงานการศึกษาความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี (RAPD, Random 

Amplified Polymorphic DNA) ระหว่างกล้วยไม้

รองเท้านาร ี6 ชนิด พบว่ารองเท้านารีเหลืองปราจีนมี

ความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับรองเท้านารีฝาหอยมากที่สุด 

และเมื่อตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ของ

กล้วยไม้รองเท้านารีเพื่อเป็นตัวแทนในการจ�ำแนก 

ปรากฏว่าไม่พบลายพมิพ์ดเีอน็เอทีเ่ป็นเอกลกัษณ์จาก

การใช้ไพรเมอร์อาร์เอพีดี (ประเดิม, 2543) ส�ำหรับใน 

Paphiopedilum micranthum ที่ใกล้จะสูญพันธุ์ พบ

ว่า ค่า genetic differentiation ระหว่างประชากรมี

ความแตกต่างทางพันธุกรรมอยู่ในประชากรสูงถึง 

79.69 % ในขณะที่ความหลากหลายทางพันธุกรรม

ระหว่างประชากรมีค่าเท่ากับ 20.13 % (Li et al., 

2002) และระหว่าง Paphiopedilum และ Phragmi-

pedium พบว่า สามารถแยกความแตกต่างทั้ง 2 สกุล

ได้อย่างชัดเจน และผลการวิเคราะห์ยังสอดคล้องกับ

การจัดจ�ำแนกโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

(Chung et al., 2006) อย่างไรก็ตามเทคนิคอาร์เอพีดี

ยังมีความเสถียรต�่ำในการท�ำปฏิกิริยาแต่ละครั้ง อาจ

ท�ำให้ผลเกิดคลาดเคลื่อนได้ง่าย เมื่อเทียบกับการใช้

เทคนิค SSR ซึ่งถูกน�ำมาศึกษาความสัมพันธ์ทาง

พนัธกุรรมระหว่างสายพนัธุม์ากขึน้ เนือ่งจาก SSR เป็น

เครื่องหมายโมเลกุลแบบ codominant ให้ลักษณะ 
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พอลิมอร์ฟิซึมสูง มีความเสถียรและขั้นตอนที่ง่ายกว่า 

เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเทคนคิอาร์เอฟแอลพ ี(RFLP) หรอื 

เอเอฟแอลพี (AFLP) นอกจากนี้ SSR สามารถตรวจ

สอบด้วยวธิพีซีอีาร์และเครือ่งรนัดเีอน็เออตัโนมตั ิ(au-

tomated DNA sequencer) จงึง่ายและรวดเรว็ต่อการ

วิเคราะห์กับตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีจ�ำนวนมากในการคัด

เลือกเพื่อการปรับปรุงพันธุ์พืช (Yu et al., 2000: Sajib 

et al., 2012) แต่เครื่องหมาย SSR มีข้อจ�ำกัด คือ การ

พัฒนาเครื่องหมายมีความยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายสูง  

เนื่องจากต้องทราบล�ำดับเบสที่อยู ่ข ้างเคียงของ

ต�ำแหน่งไมโครแซทเทลไลท์ของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการ

ศึกษา เพื่อให้ได้ไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะ จึงจะ 

สามารถนํามาใช้ได้ ( Hayden and Sharp, 2001)  

ดังนั้น วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้ คือ น�ำเครื่องหมาย

โมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า โดย

ส�ำนกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีวีภาพ กรมวชิาการเกษตร 

มาประยุกต์ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านาร ี เพื่อลดค่า

ใช้จ่ายและระยะเวลาในการพัฒนา

วิธีการศึกษา

1.	 การเตรียมตัวอย่างกล้วยไม้และการสกัด

ดีเอ็นเอ

	 น�ำใบกล้วยไม้รองเท้านารี จ�ำนวน 25 ตัวอย่าง 

จาก 12 สายพนัธุ ์ได้แก่ รองเท้านารขีาวชมุพร รองเท้า

นารีเหลืองตรังเกาะหน้าแดง รองเท้านารีเหลืองตรัง

เกาะพนัก รองเท้านารีเหลืองตรังเกาะไก่ รองเทา้นารี

เหลอืงตรงัเกาะนกยงู รองเท้านารอ่ีางทอง รองเท้านารี

เหลอืงปราจนีอตุรดติถ์ รองเท้านารเีหลอืงสงิขร รองเท้า

นารีเหลืองประจวบ รองเท้านารีเหลืองปราจีนสระบุรี 

รองเท้านารีเหลืองอุดร และรองเท้านารีเหลืองปราจีน

เวยีดนาม มาสกดัดเีอน็เอด้วยวธิ ีCTAB ดดัแปลงจาก 

Lodhi et al., (1994) 

2. 	 การคดัเลอืกไพรเมอร์ชนดิ SSR ทีพ่ฒันาจาก

กล้วยไม้สกลุแวนดามาใช้กบักล้วยไม้สกลุรองเท้า

นารี

	 น�ำไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุล

แวนด้าทั้งหมดจ�ำนวน 101 คู ่สาย มาทดสอบกับ

ดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี โดยเตรียมส่วนผสม

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/

ไมโครลติร) 2 ไมโครลติร, 10x PCR buffer((NH
4
)
2
SO

4
) 

2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl
2
  2 ไมโครลิตร, 2mM 

dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5 uM) อย่างละ 2 

ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ Fermentas 

(0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 

ไมโครลติร โดยตัง้โปรแกรมการท�ำงานของเครือ่ง the-

mal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 

3 นาที จ�ำนวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 

นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศา

เซลเซยีส 1 นาท ีจ�ำนวน 35 รอบ จากนัน้ตัง้ที ่72 องศา

เซลเซียส 7 นาที 1 รอบ แล้วตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็ค

โทรโฟรซีสี (electropholesis) โดยหยดผลผลติพซีอีาร์ 

4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์

ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ เป็น

เวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบ

ดเีอน็เอด้วยชดุถ่ายภาพ UV Transilluminators (BIO-

RAD) และน�ำผลผลิตพีซีอาร์อีก 4 ไมโครลิตร ไปตรวจ

สอบและบันทึกแถบดีเอ็นด้วยเครื่อง QIAxcel Ad-

vanced System

3. 	 การตดิฉลากสแีละการวเิคราะห์ขนาดชิน้ส่วน

ดีเอ็นเอ

	 น�ำไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้มาเพิ่มล�ำดับเบสของ 

senseM13 จ�ำนวน 18 เบส ทางด้านปลาย 5’ Forward 

ดังนี้ 5’-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’ เพื่อจับกับ 

antisenseM13 ทีต่ดิด้วยฉลากสฟีลูออร์เรสเซนส์ ด้วย

วิธีพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/

ไมโครลติร) 2 ไมโครลติร, 10x PCR buffer((NH
4
)
2
SO

4
) 

2 ไมโครลติร, 25 mM MgCl
2
 2 ไมโครลติร, 2mM dNTP 

2.0 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5uM) อย่างละ 2.0 
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ไมโครลิตร, antisenseM13 ที่ติดฉลากสีฟูลออร์เรส

เซนส์ (5uM) 1 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 

ยี่ห้อ Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ใน

ปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการ

ท�ำงานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 

เช่นเดียวกับข้อที่ 2 แล้วตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วน

ผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเครื่อง ABI PRISMTM 377 DNA 

Sequencer ซึง่ขนาดของชิน้ส่วนดเีอน็เอทีว่เิคราะห์ได้

จากเครื่องจะถูกน�ำมาลบส่วนของ M13 ออกจ�ำนวน 

18 เบส 

สถานที่และระยะเวลาด�ำเนินการทดลอง

	 ส�ำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการ

เกษตร (ธันวาคม 2556 - มีนาคม 2557)

ผลและวิจารณ์การศึกษา

1.	 การสกัดดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี

	 การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก 

Lodhi et al., (1994) พบว่า การวัดค่า (O.D) โดยใช้

เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/

A280 จะอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ซึ่งจัดอยู่ในช่วงมาตรฐาน 

จึงน�ำไปเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/

ไมโครลติร เมือ่น�ำไปตรวจสอบผลด้วยวธิอีเิลค็โทรโฟรี

ซีสโดยหยดดีเอ็นเอ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกา

โรสเจล 1 เปอร์เซน็ต์ จะได้ดเีอน็เอ Figure 1 เพือ่น�ำไป

ท�ำปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป 

เรสเซนส์ (5uM) 1 ไมโครลติร, Taq DNA polymerase ยี�ห้อ Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลติร ในปฏิกิริยาทั �งหมด 

25 ไมโครลติร โดยตั �งโปรแกรมการทํางานของเครื�อง themal cycle, Gene Amp 9700 เช่นเดียวกบัข้อที� 2 แล้วตรวจสอบ

ขนาดของชิ �นสว่นผลผลิตพีซีอาร์ด้วยเครื�อง ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer ซึ�งขนาดของชิ �นสว่นดีเอ็นเอที�วิเคราะห์

ได้จากเครื�องจะถกูนํามาลบสว่นของ M13 ออกจํานวน 18 เบส  

 

สถานที�และระยะเวลาดําเนินการทดลอง 

สาํนกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร (ธันวาคม 2556 - มีนาคม 2557) 

 

ผลและวิจารณ์การศึกษา 

1. การสกัดดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี 

การสกดัดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดดัแปลงจาก Lodhi et al., (1994) พบว่า การวดัค่า (O.D) โดยใช้เครื�อง 

spectrophotometer ที�ความยาวคลื�น A260/A280 จะอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ซึ�งจดัอยู่ในช่วงมาตรฐาน จงึนําไปเจือจางให้ได้

ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลติร เมื�อนําไปตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเลค็โทรโฟรีซีสโดยหยดดีเอ็นเอ 4 ไมโครลติร ลงใน

แผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ จะได้ดีเอ็นเอดงัภาพที� 1 เพื�อนําไปทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป  

 

 

 

 

 

Figure 1. DNA samples of Paphiopedilum in 1% agarose gel. (lane M is DNA ladder 1kb) 
1. Paph. godefroyae from Chumporn No.1 10. Paph. godefroyae, Ang-thong No.1 19. Paph. concolor from Saraburi No.1 

2. Paph. godefroyae from Chumporn No.2 11. Paph. godefroyae, Ang-thong No.2 20. Paph. concolor from Saraburi No.2 

3. Paph. godefroyae from Chumporn No.3 12. Paph. godefroyae, Ang-thong No.3 21. Paph. concolor from Saraburi No.3 

4. Paph. godefroyae from Koh Nah-Dang 13. Paph. concolor from Uttaradit No.1 22. Paph. concolor from Udon Thani No.1 

5. Paph. godefroyae from Koh Pa-Nak No.1 14. Paph. concolor from Uttaradit No.2 23. Paph. concolor from Udon Thani No.2 

6. Paph. godefroyae from Koh Pa-Nak No.2 15. Paph. concolor from Uttaradit No.3 24. Paph. concolor from Udon Thani No.3 

7. Paph. godefroyae from Koh Kai No.1 16. Paph. concolor from Singkon No.1 25. Paph. concolor from Vietnam 

8. Paph. godefroyae from Koh Kai No.2 17. Paph. concolor from Singkon No.2 

9. Paph. godefroyae from Koh Nok-Yoong 18. Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan 

 

2. การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที�พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนดามาใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 

การทดสอบไพรเมอร์ชนิด SSR ที�พฒันาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั �งหมดจํานวน 101 คู่สาย กบัดีเอ็นเอกล้วยไม้

รองเท้านารี พบว่า สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 61 คู่สายไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอที�ตั �งแต่ 1-6 แถบ 

ซึ�งการเกิดแถบดีเอ็นเอขึ �นหลายแถบอาจเนื�องมาจากสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ขณะนั �นยงัไม่เหมาะสมกบัคู่ไพร

เมอร์นั �นๆ แต่อย่างไรก็ตามเครื�องหมาย SSR ที�ดีต้องมีเพียง 1 ตําแหน่ง ดงันั �น จงึได้คัดเลอืกไพรเมอร์จํานวน 10 คู่สาย 

ได้แก่ Vandbirdo_003, Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_042, Vandbirdo_068, Vandbirdo_080, 

Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, Vandbirdo_097   และ Vandbirdo_098 ตามลาํดบั (ตารางที� 1) ที�แสดงลกัษณะ

แถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ บนอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ ดงัภาพที� 2 การวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอต่างของเครื�องหมาย SSR 

1        2        3        4       5        6       7       8        9      10      11     12      13      14     15      16       17 

18      19       20      21      22      23     24      25 

M 

M 

M 
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2.	 การคดัเลอืกไพรเมอร์ชนดิ SSR ทีพ่ฒันาจาก

กล้วยไม้สกลุแวนดามาใช้กบักล้วยไม้สกลุรองเท้า

นารี

	 การทดสอบไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจาก

กล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมดจ�ำนวน 101 คู่สาย กับ

ดีเอ็นเอกล้วยไม้รองเท้านารี พบว่า สามารถเพิ่ม

ปรมิาณดเีอน็เอได้ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ 61 คูส่ายไพรเมอร์ 

ให้แถบดีเอ็นเอที่ตั้งแต่ 1-6 แถบ ซึ่งการเกิดแถบ

ดเีอน็เอขึน้หลายแถบอาจเนือ่งมาจากสภาวะในการท�ำ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ขณะนั้นยังไม่เหมาะสมกับคู่ไพรเมอร์

นัน้ๆ แต่อย่างไรกต็ามเครือ่งหมาย SSR ทีด่ต้ีองมเีพยีง 

1 ต�ำแหน่ง ดังนั้น จึงได้คัดเลือกไพรเมอร์จ�ำนวน 10 คู่

สาย ได้แก่ Vandbirdo_003, Vandbirdo_018, Vand-

birdo_040, Vandbirdo_042, Vandbirdo_068, 
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Vandbirdo_080, Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, 

Vandbirdo_097   และ Vandbirdo_098 ตามล�ำดับ 

(Table 1) ที่แสดงลักษณะแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ 

บนอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ Figure 2 การวิเคราะห์

แถบดีเอ็นเอต่างของเครื่องหมาย SSR บนแผ่นเจลอะ

กาโรสนั้นท�ำได้ยาก หากมีล�ำดับเบสซ�้ำอยู่ในช่วง 3 – 

10 เบส จะไม่สามารถมองเห็นความแตกต่าง แต่การ

บันทึกผลด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 

แสดงให ้เห็นลักษณะแถบดีเอ็นเอต ่างได ้ในทุก 

ไพรเมอร์ โดยลกัษณะแถบดเีอน็เอต่างของผลผลติพซีี

อาร ์ที่ ได ้แสดงเช ่นเดียวกันกับไพรเมอร ์  Vand-

birdo_097 Figure 3 ทัง้นีไ้พรเมอร์ทีค่ดัเลอืกได้ทัง้หมด

จะถกูน�ำไปตดิฉลากสฟีลอูอร์เรสเซนส์เพือ่ศกึษาขนาด

ชิ้นส่วนดีเอ็นเอต่อไป

บนแผ่นเจลอะกาโรสนั �นทําได้ยาก หากมีลาํดบัเบสซํ �าอยู่ในช่วง 3 – 10 เบส จะไม่สามารถมองเห็นความแตกต่าง แต่การ

บนัทกึผลด้วยเครื�อง QIAxcel Advanced System แสดงให้เห็นลกัษณะแถบดีเอ็นเอต่างได้ในทกุไพรเมอร์ โดยลกัษณะ

แถบดีเอ็นเอต่างของผลผลติพีซีอาร์ที�ได้แสดงเช่นเดียวกนักบัไพรเมอร์ Vandbirdo_097 ดงัภาพที� 3 ทั �งนี �ไพรเมอร์ที�

คดัเลอืกได้ทั �งหมดจะถูกนําไปติดฉลากสฟีลอูอร์เรสเซนส์เพื�อศกึษาขนาดชิ �นสว่นดีเอ็นเอต่อไป 

 

Table 1  Sequence of 10 SSR primer pairs selected from 101 primer pairs which developed from Vanda.  

No. Primer Name Sequence of Forward 5’-3’ Sequence of Reverse 5’-3’ Tm (oC) 
Allele size of 

Vanda (bp) 

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 

 

 
                                                                     

Figure 2 PCR products of 25 samples amplified with 10 SSR primer pairs (Table.1) in 2% agarose gel. 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



583KHON KAEN AGR. J. 42 SUPPL. 3 : (2014).

3.	 การวิเคราะห์ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอจาก

ผลผลิตพีซีอาร์

	 การบันทึกผลจากเครื่อง QIAxcel Advanced 

System ของไพรเมอร์ทั้ง 10 คู่ แสดงให้เห็นแถบ

ดีเอ็นเอต่างได้แต่ไม่สามารถบอกขนาดของชิ้นส่วน

ดีเอ็นเอได้ จึงได้คัดเลือกคู ่ไพรเมอร์มาติดฉลากสี 

ฟลูออร์เรสเซนส์ จ�ำนวน 4 คู่ ได้แก่ Vandbirdo_018, 

Vandbirdo_040, Vandbirdo_084 และ Vand-

birdo_097  เพือ่วเิคราะห์ขนาดดเีอน็เอด้วยเครือ่ง ABI 

PRISMTM 377 DNA Sequencer พบว่า ทั้ง 4 คู่ไพรเมอร์ 

แสดงชิ้นส ่วนดีเอ็นเอต ่างแบบโฮโมไซโกตและ 

เฮเทอโรไซโกต (Figure 4) ที่น่าสนใจ คือ ไพรเมอร์ 

Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิน้ส่วนดเีอน็เอทีแ่ตกต่าง

แบบโฮโมไซโกตใน Paph. godefroyae, Ang-thong 

และ Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan คอื 

252 และ 222 เบส ตามล�ำดับ และแสดงชิ้นส่วนดีเอ็น

ต่างแบบเฮเทอโรไซโกตใน Paph. concolor from Ut-

taradit คือ 241/278 เบส (Table 2) ส�ำหรับไพรเมอร์ 

Vandbirdo_040, Vandbirdo_084, และ Vand-

birdo_097 แสดงชิ้นส่วนแบบโฮโมไซโกต 202, 202 

และ 209 เบส และแบบเฮเทอโรไซโกต 194/202, 

198/202 และ 206/209 เบส ตามล�ำดับ 

 
Figure 3  PCR products amplified with Vandbirdo_097 primer analyzed by QIAxcel Advanced System. 
 

3. การวิเคราะห์ขนาดชิ �นส่วนดีเอ็นเอจากผลผลิตพีซีอาร์ 

  การบนัทกึผลจากเครื�อง QIAxcel Advanced System ของไพรเมอร์ทั �ง 10 คู่ แสดงให้เห็นแถบดีเอ็นเอต่างได้แต่

ไม่สามารถบอกขนาดของชิ �นสว่นดีเอ็นเอได้ จึงได้คัดเลอืกคู่ไพรเมอร์มาติดฉลากสฟีลอูอร์เรสเซนส์ จํานวน 4 คู่ ได้แก่ 

Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_084 และ Vandbirdo_097  เพื�อวิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื�อง ABI 

PRISMTM 377 DNA Sequencer พบว่า ทั �ง 4 คู่ไพรเมอร์ แสดงชิ �นสว่นดีเอ็นเอต่างแบบโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต

(ภาพที� 4) ที�น่าสนใจ คือ ไพรเมอร์ Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิ �นส่วนดีเอ็นเอที�แตกต่างแบบโฮโมไซโกตใน Paph. 

godefroyae, Ang-thong และ Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan คือ 252 และ 222 เบส ตามลําดบั และ

แสดงชิ �นสว่นดีเอ็นต่างแบบเฮเทอโรไซโกตใน Paph. concolor from Uttaradit คือ 241/278 เบส (ตารางที� 2) สาํหรับไพร

เมอร์ Vandbirdo_040, Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097 แสดงชิ �นสว่นแบบโฮโมไซโกต 202, 202 และ 209 เบส 

และแบบเฮเทอโรไซโกต 194/202, 198/202 และ 206/209 เบส ตามลาํดบั  

 

Table 2  The Size of target SSR fragments in Paphiopedilum. 

No. Variaties of Paphiopedilum 
Alleles size (bp) 

M13Vandbirdo_018 M13Vandbirdo_ 040 M13Vandbirdo_ 084 M13Vandbirdo_ 097 
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8. Paph. concolor from Singkon 278 202 202 209 
9. Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan 222 * 198/202 209 

10. Paph. concolor from Saraburi 278 202 198/202 209 
11. Paph. concolor from Udon Thani 278 202 202 209 
12. Paph. concolor from Vietnam 278 202 198/202 206/209 

Remark: * is missing data.  
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Figure 3  PCR products amplified with Vandbirdo_097 primer analyzed by QIAxcel Advanced System. 
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แสดงชิ �นสว่นดีเอ็นต่างแบบเฮเทอโรไซโกตใน Paph. concolor from Uttaradit คือ 241/278 เบส (ตารางที� 2) สาํหรับไพร

เมอร์ Vandbirdo_040, Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097 แสดงชิ �นสว่นแบบโฮโมไซโกต 202, 202 และ 209 เบส 

และแบบเฮเทอโรไซโกต 194/202, 198/202 และ 206/209 เบส ตามลาํดบั  

 

Table 2  The Size of target SSR fragments in Paphiopedilum. 

No. Variaties of Paphiopedilum 
Alleles size (bp) 

M13Vandbirdo_018 M13Vandbirdo_ 040 M13Vandbirdo_ 084 M13Vandbirdo_ 097 

1. Paph. godefroyae from Chumporn 278 194/202 202 206/209 
2. Paph. godefroyae from Koh Nah-Dang 278 194/202 202 206/209 
3. Paph. godefroyae from Koh Pa-Nak 278 194/202 202 206/209 
4. Paph. godefroyae from Koh Kai 278 194/202 202 209 
5. Paph. godefroyae from Koh Nok-Yoong * 202 198/202 209 
6. Paph. godefroyae, Ang-thong 252 194/202 202 209 
7. Paph. concolor from Uttaradit 241/278 202 202 206/209 
8. Paph. concolor from Singkon 278 202 202 209 
9. Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan 222 * 198/202 209 

10. Paph. concolor from Saraburi 278 202 198/202 209 
11. Paph. concolor from Udon Thani 278 202 202 209 
12. Paph. concolor from Vietnam 278 202 198/202 206/209 

Remark: * is missing data.  
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Figure 4  The picture of DNA fragments from ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer, A. and B. showed 

homozygote fragment of Vandbirdo_084 and Vandbirdo_097, C. and D. showed heterozygote 

fragments of Vandbirdo_018 and Vandbirdo_040.     

 

สรุป 

การประยกุต์เครื�องหมายโมเลกลุ SSR ที�พฒันาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กบักล้วยไม้สกลุรองเท้านารี 25 

ตวัอย่าง จาก 12 สายพนัธุ์ พบว่า จากไพรเมอร์ทั �งหมดจํานวน 101 คู่สาย สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ 61 คู่สาย 

สามารถคดัเลอืกไพรเมอร์จากผลการแสดงแถบดีเอ็นเอแถบเดียวหรือ 1 ตําแหน่ง บนเจลอะกาโรสได้ จํานวน 10 คู่สาย 

ได้แก่ ได้แก่ Vandbirdo_003, Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_042, Vandbirdo_068, Vandbirdo_080, 

Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, Vandbirdo_097   และ Vandbirdo_098 ตามลําดบั  เมื�อบนัทกึผลด้วยเครื�อง 

QIAxcel Advanced System แสดงให้เห็นลกัษณะแถบดีเอ็นเอต่าง (polymorphic) ได้ในทกุไพรเมอร์ จากนั �นไพรเมอร์ 

Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097  ถกูนําไปติดฉลากสฟีูลออร์เรสเซนส์ เพื�อ

นําไปศกึษาขนาดชิ �นส่วนดีเอ็นเอ พบว่า แสดงผลชิ �นสว่นดีเอ็นเอต่างแบบโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต ที�น่าสนใจคือไพร

เมอร์ Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิ �นสว่นดีเอ็นเอที�แตกต่างแบบโฮโมไซโกตในกล้วยไม้รองเท้านารี Paph. godefroyae, 

Ang-thong และ Paph. concolor from Prachuap Khiri Khan คือ 252 และ 222 เบส ตามลาํดบั และแสดงชิ �นสว่นดีเอ็น

ต่างแบบเฮเทอโรไซโกตใน Paph. concolor from Uttaradit คือ 241/278 เบส จากการศกึษาไพรเมอร์ที�คดัเลอืกได้

ทั �งหมด 10 คู่สาย จะถูกนําไปศึกษาความหลากทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้รองเท้านารีต่อไป  
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สรุป

	 การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนา

จากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้า

นารี 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ พบว่า จากไพรเมอร์

ทัง้หมดจ�ำนวน 101 คูส่าย สามารถท�ำปฏกิริยิาพซีอีาร์

ได้ 61 คู่สาย สามารถคัดเลือกไพรเมอร์จากผลการ

แสดงแถบดเีอน็เอแถบเดยีวหรอื 1 ต�ำแหน่ง บนเจลอะ

กาโรสได้ จ�ำนวน 10 คู ่สาย ได้แก่ ได้แก่ Vand-

birdo_003, Vandbirdo_018, Vandbirdo_040, 

Vandbirdo_042, Vandbirdo_068, Vandbirdo_080, 

Vandbirdo_084, Vandbirdo_094, Vandbirdo_097   

และ Vandbirdo_098 ตามล�ำดับ  เมื่อบันทึกผลด้วย

เครื่อง QIAxcel Advanced System แสดงให้เห็น

ลกัษณะแถบดเีอน็เอต่าง (polymorphic) ได้ในทกุไพร

เมอร์ จากนั้นไพรเมอร์ Vandbirdo_018, Vand-

birdo_040, Vandbirdo_084, และ Vandbirdo_097  

ถูกน�ำไปติดฉลากสีฟูลออร์เรสเซนส์ เพื่อน�ำไปศึกษา

ขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอ พบว่า แสดงผลชิ้นส่วนดีเอ็นเอ

ต่างแบบโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกต ที่น่าสนใจคือ

ไพรเมอร์ Vandbirdo_018 แสดงขนาดชิน้ส่วนดเีอน็เอ

ที่แตกต่างแบบโฮโมไซโกตในกล้วยไม้รองเท้านารี 

Paph. godefroyae, Ang-thong และ Paph. concolor 

from Prachuap Khiri Khan คือ 252 และ 222 เบส 

ตามล�ำดบั และแสดงชิน้ส่วนดเีอน็ต่างแบบเฮเทอโรไซ

โกตใน Paph. concolor from Uttaradit คือ 241/278 

เบส จากการศกึษาไพรเมอร์ทีค่ดัเลอืกได้ทัง้หมด 10 คู่

สาย จะถูกน�ำไปศึกษาความหลากทางพันธุกรรมของ

กล้วยไม้รองเท้านารีต่อไป 
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