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สกุลแวนด้าในประเทศไทย
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บทคัดย่อ: ไมโครแซทเทลไลท์ หรือ SSRs marker เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างทางพันธุกรรมสูงและเป็น 
co-dominant marker ทีใ่ช้ศกึษาความแตกต่างของพนัธกุรรมในประชากรของสิง่มชีวีติต่างๆ แม้ว่าการพฒันาเครือ่งหมาย
ดีเอ็นเอชนิดนี้มีต้นทุนสูงและเสียเวลามาก แวนด้าเป็นกล้วยไม้ในวงศ์ Ochidaceae มีสมาชิกในวงค์ประมาณ 50 ชนิด
เท่านัน้ เป็นกล้วยไม้ทีม่คีวามส�ำคญัมากชนดิหนึง่ในกลุม่ไม้ตดัดอก มรีาคาสงู บางชนดิมกีลิน่หอม และมคีวามทนทานใน
การใช้มาก มสีสีนัสวยงามหลากหลาย ซึง่ในประเทศไทยเป็นกล้วยไม้สกลุทีม่คีวามส�ำคญัในการตดัดอกเพือ่ส่งออก ในการ
วิจัยได้ใช้เทคนิคแมกเนติกบีด ไฮบริไดเซชั่น (magnetic bead hybridization) เพื่อสร้างห้องสมุดดีเอ็นเอชนิดที่มีดีเอ็นเอ
แกนซ�ำ้ปรมิาณมากส�ำหรบัพฒันาเครือ่งหมายดเีอน็เอชนดิไมโครแซทเทลไลท์ส�ำหรบักล้วยไม้สกลุแวนดา น�ำไปหาล�ำดบั
ดเีอน็เอแล้วออกแบบไพรเมอร์ขนาบข้าง โดยออกแบบไพรเมอร์ จ�ำนวน 101 คูแ่ล้วน�ำไปทดสอบการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอใน
กล้วยไม้แวนดาพันธุ์พื้นเมืองของไทย 5 ชนิด พบว่ามีไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้จ�ำนวน 64 ไพรเมอร์ โดยให้
แถบดีเอ็นเอตั้งแต่ 1-9 อัลลีลโดยและมีค่าความถี่เฉลี่ย 1 อัลลีล จากการทดลองได้คัดเลือกไพรเมอร์จ�ำนวน 25 คู่ที่แสดง
ผลของความแตกต่างทางพันธุกรรมจ�ำนวน 1-3 อัลลีลในกล้วยไม้สกุลนี้ ผลการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอนี้สามารถน�ำ
ไปสนับสนุนการศึกษารูปแบบความหลากหลายและตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลแวนดาต่อไปและ
ไพรเมอร์ที่ได้นี้สามารถน�ำไปจ�ำแนกความแตกต่างในกล้วยไม้สกุลใกล้ เคียง กับสกุลแวนด้าได้ 
ค�ำส�ำคัญ: ไมโครแซทเทลไลท์, ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ, แมกเนติกบีด, กล้วยไม้สกุลแวนด้า, Vanda spp., เครื่องหมาย 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 microsatellites markers are cost and time-
intensive. Vanda is a genus in the orchid family Orchidaceae which have only 50 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) markers for Vanda orchids 
and applied to DNA sequencing to design primers from flanking regions. The 101 primer pairs sets were designed 
and amplified DNA of 5 natives Vanda orchids. The 64 primer pairs were successfully amplified and characterized by 
genotyping in 5 native species of Vanda orchids in Thailand. The number of alleles per locus ranged from 1-9 with the 
average number of alleles are 1. We have seleted 25 specific primer pairs which showed polymorphism in 1-3 alleles in 
these orchids. The development of these markers will contribute to the studies or diversity patterns and fingerprinting 
for each variety 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. 
Keywords: Microsatellite, DNA fingerprinting, Magnetic bead, Vanda Orchid, Vanda spp. SSRs marker 
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บทน�ำ

แวนด้าเป็นกล้วยไม้ประเภทโมโนโพเดีย้ล ไม่แตก

กอ เจริญเติบโตไปทางยอด รากเป็นรากอากาศ ใบมี

ลักษณะกลม แบนหรือร่อง ใบซ้อนสลับกัน ช่อดอกจะ

ออกด้านข้างของล�ำต้นสลบักบัใบ ช่อดอกยาวและแขง็ 

กลีบนอกและกลีบในมีรูปร่างคล้ายคลึงกัน โคนกลีบ

แคบ และไปรวมกันที่โคนเส้าเกสร กลีบดอกในล่าง

ด้านใต้มีเดือยแหลมยื่นออกมาเป็นส่วนท้ายของปาก

กระเป๋า ปากกระเป๋าของแวนด้าเป็นแบบธรรมดาแบน

เป็นแผ่นหนาแข็ง และพุ่งออกด้านหน้า รูปลักษณะ

คล้ายช้อน หูกระเป๋าทั้งสองข้างแข็งและตั้งขึ้น สีดอก

มีมากมายแตกต่างกันตามแต่ละชนิด กล้วยไม้สกุล

แวนด้าพบในป่าตามธรรมชาติประมาณ 40 ชนิด มี

กระจายพันธุ์อยู่ในทวีปเอเชีย ตั้งแต่อินเดีย ศรีลังกา 

พม่า ไทย อนิโดนเีซยี จนถงึฟิลปิปินส์ แวนด้าได้รบัการ

ปรับปรุงสายพันธุ์ขึ้นอีกหลายพันธุ์ ปัจจุบันได้มีการ

จ�ำแนกประเภทของแวนดา้ โดยอาศัยรูปร่างลักษณะ

ของใบออกเป็น 4 ประเภท คือ แวนด้าใบกลม มี

ลักษณะของใบกลมยาวทรงกระบอก ต้นสูง ข้อห่าง 

สังเกตได้ที่ใบติดอยู่ห่างๆ กัน มีดอกช่อละหลายดอก 

แต่ดอกจะบานตดิต้นอยูค่ราวละ 2–3 ดอกเท่านัน้ เมือ่

ดอกข้างบนบานเพิม่ขึน้ ดอกข้างล่างจะโรยไล่กนัขึน้ไป

เรื่อยๆ การปลูกใช้ดอกจึงนิยมปลิดดอกมากกว่าตัด

ดอกทัง้ช่อ แวนด้าใบแบน ลกัษณะใบแผ่แบนออก ถ้า

ตัดมาดูหน้าตัดจะเป็นรูปตัววี มีข้อถี่ปล้องสั้น ใบซ้อน

ชิดกัน ปลายใบโค้งลงและจักเป็นแฉก แวนด้าใบร่อง 

มีรูปทรงของใบและล�ำต้นคล้ายใบแบนมากกว่าใบ

กลม แวนด้าประเภทนีไ้ม่พบในป่าธรรมชาต ิการน�ำมา

ปลกูเลีย้งเป็นพนัธุล์กูผสมทัง้สิน้ โดยน�ำแวนด้าใบกลม

มาผสมกับแวนด้าใบแบน แวนด้าก้างปลา มีรูปทรง

ของใบและล�ำต้น กิ่งใบกลมกับใบแบน พบตามป่า

ธรรมชาติน้อยมาก เพราะกล้วยไม้พันธุ์นี้เป็นหมันทั้ง

สิ้น กล้วยไม้สกุลแวนดานี้ในประเทศไทยเป็นไม้ตัด

ดอกเพือ่การส่งออกทีส่�ำคญัรองลงมาจากกล้วยไม้สกลุ

หวายและได้ปรับปรุงสร้างสายพันธุ ์ลูกผสมขึ้นมา

หลายสายพันธุ์ มีเกษตรกรหลายรายได้เตรียมขอยื่น

จดทะเบียนพันธุ์เพื่อผลิตเป็นกล้วยไม้ตัดดอก ในการ

จ�ำแนกพันธุ์ยังไม่มีเครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะต่อ

สายพันธุ์ ดีเอ็นเอเครื่องหมายที่นิยมใช้กันมากได้แก่

ไมโครแซทเทลไลท์ดเีอน็เอ (simple sequence repeat 

(SSRs)) เป็นดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ความผันแปรสูง

มากจึงนิยมใช้กันอย่างกว้างขวางในการจ�ำแนกพันธุ์

พชืในระดบัสายพนัธุใ์นชนดิเดยีวกนัได้ด ี(Martin และ

คณะ, 2004) เนื่องจาก microsatellite markers จะไม่

ถ่ายทอดในระหว่างพืชชนิดเดียวกัน แต่การน�ำมาใช้

งานจะต้องพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดนี้ในพืช

แต่ละชนิดและมักจะใช้ร่วมกันได้ยาก ดังนั้นจึงต้อง

พฒันาเครือ่งหมายดเีอน็เอนีใ้หม่ตลอดเวลา แม้ว่าบาง

ครั้งจะพบการถ่ายทอด SSRs ระหว่างพืชชนิดที่ใกล้

เคยีงกนับ้าง ในการพฒันาขึน้มาจะต้องสร้างห้องสมดุ

ของไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite-enriched  

libraries) ซึ่งปัจจุบันมีหลายเทคนิค จากการทดลอง

ของ Martin และคณะ (2004) ได้ใช้เทคนิค magnetic 

capture พบว ่า ได ้ชิ้นดี เอ็นเอที่มีชิ้นส ่วนของ 

ไมโครแซทเทลไลท์มากถึง 95.8 % และมีชิ้นส่วนที่มี

ขนาดยาวอยู่ 30.8 % จึงเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพ

สูงมากจึงใช้วิธีดังกล่าวในการทดลองครั้งนี้ 

วิธีการศึกษา

ตัวอย่างกล้วยไม้สกุลแวนดา (Vanda spp.) และ

การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดแยกกรดนิวคลีอิกจากกล้วยไม้สกุลแวนดา 

(Vanda spp.) ที่ได้คัดเลือกไว้ 20 สายพันธุ์ จากสวน

กล้วยไม ้เกษตรกรในจังหวัดราชบุรีและจังหวัด

เชยีงใหม่ และศนูย์วจิยัพชืสวนเชยีงราย น�ำใบอ่อนมา

บดในไนโตรเจนเหลวจนละเอยีดเป็นผง แล้วน�ำไปสกดั

ดเีอน็เอด้วย CTAB ตรวจสอบดเีอน็เอทีส่กดัได้โดยแยก

ด้วย 1% agrose gel electrophoresis แล้วย้อมเจ

ลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น�ำไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย

เครื่อง UV Transluminators พร้อมบันทึกภาพ รวม

ดีเอ็นเอด้วยกันและท�ำการวัดปริมาณดีเอ็นเอ จากนั้น
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เจือจางดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร น�ำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C ส�ำหรับน�ำ

ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะต่อไป

การเตรียมชิ้นดีเอ็นเอต้นแบบ

ตัดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะและแยก

ขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิส โดย

การน�ำดเีอน็เอปรมิาณรวม 2,000 นาโนกรมั มาตดัด้วย

เอนไซม์ Mbo I (Fast Digest Enzyme) โดยใช้ 10X 

Fast digest buffer 5 ไมโครลติร เอนไซม์ 5 ไมโครลติร 

และน�้ำ (PCR grade water) 35 ไมโครลิตร รวม

ปรมิาตรทัง้หมด 50 ไมโครลติร น�ำมาบ่มไว้ที ่37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30-60 นาที แล้วหยุดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีด้วย

เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม PCR ( Thermal 

Cycle 9700 ) เก็บตัวอย่างไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส จาก

นั้นน�ำดีเอ็นเอมาเชื่อมต่อกับ Adaptor โดยเตรียม 

Adaptor ชนิดปลายเหนียว โดยการสังเคราะห์ oligo 

primer 2 สาย ที่มีปลายเป็นต�ำแหน่งตัดจ�ำเพาะของ

เอนไซม์ Mbo I ซึ่งจะใช้ต่อกับดีเอ็นเอของกล้วยไม้ที่

ตัดด้วยเอนไซม์ชนิดเดียวกันแล้ว มีล�ำดับเบสดังนี้ 

Sticky end adaptor (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] โดยการผสมอตัราส่วน Oligo 

A (ความเข้มข้น 200 พิโคโมล/ไมโครลิตร) จ�ำนวน 20 

ไมโครลิตร Oligo B (ความเข้มข้น 200 พิโคโมล/

ไมโครลติร) จ�ำนวน 20 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนัดโีดย

การดดูปล่อยด้วยไปเปตน�ำไปตกตะกอนแล้วน�ำไปต้ม

ทีอ่ณุหภมู ิ80 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 5 นาทใีนเครือ่ง

พีซีอาร์ แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง เติมน�้ำ

กลัน่ 40 ไมโครลติรแล้วเกบ็ไว้ที ่-20 องศาเซลเซยีส จะ

ได้ดีเอ็นเอสายคู่ชนิดปลายเหนียวดังนี้ 

Adaptor	5’ GGC CAG AGA CCC CAA GCT TCG 3’

		  5’ CCG GTC TCT GGG GTT CGA AGC 

CTA G - PO4 3’

ท�ำการเชื่อมต่อดีเอ็นเอกับ Adaptor โดยน�ำ

ดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะมาทั้งหมด 90 

ไมโครลติร แล้วผสมสารละลายต่าง ๆ  ดงันี ้2x T4 DNA 

ligase buffer 50 ul น�้ำ ( PCR grade water : BDH) 

6 ul Adaptor 1 ul (25 uM) T4 DNA ligase (Promega) 

1.5 ul (100u) ปริมาตรรวม 100 ul ผสมให้เข้ากันโดย

ดูดสารละลายขึ้นลงด้วยไปเปต น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสข้ามคืน หรือที่อุณหภูมิห้องนาน 1 

ชัว่โมง จากนัน้น�ำไปหยดุปฏกิริยิาทีอ่ณุหภมู ิ65 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5-10 นาที ตรวจสอบผลการตัดต่อ

เอนไซม์ด้วยการท�ำ เจลอเิลคโตรโฟรซิสิด้วย อะกาโรส 

2 % น�ำดเีอน็เอทีไ่ด้มาเพิม่ปรมิาณด้วยไพรเมอร์ Oligo 

A และ Oligo B ให้มีปริมาณมากขึ้นส�ำหรับท�ำการ

ทดลองในขั้นตอนต่อไป จากนั้นท�ำการคัดขนาดชิ้น

ส่วนดเีอน็เอและการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอทีค่ดัเลอืกโดย

น�ำดเีอน็เอทัง้หมดทีเ่ชือ่มต่อ Adapter และเพิม่ปรมิาณ

ด้วยการท�ำพีซีอาร์มา ท�ำเจลอิเลคโตรโฟริซิสโดยใช้  

อะกาโรสชนิด low melting point 1 % แล้วตัดเจล 

บริเวณดีเอ็นเอที่มีขนาด 400-1000 คู่เบส ท�ำการแยก

ดีเอ็นเอจากเจลด้วยการใช้ QIAquick gel extraction 

kit (QIAGEN) ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยการท�ำเจล 

อิเลคโตรโฟริซิสอีกครั้งเพื่อดูว ่ามีดีเอ็นเอขนาดที่

ต้องการหรือไม่ ซึ่งดีเอ็นเอนี้จะใช้เป็นต้นแบบส�ำหรับ

การท�ำพีซีอาร์ต่อไป น�ำไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 

400-1000 คูเ่บสให้เพิม่มากขึน้ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ ด้วย 

Hot star taq PCR Master Mix Kit (QIAgen) โดยใช้  

DNA-adaptor เป็น ไพรเมอร์ ตรวจสอบด้วยอะกาโรส

เจล 1.5 % ดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้เป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบในการโพรบต่อไป

การคัดเลือกชิ้นส่วนไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ 

ด้วย streptavidine-coated magnetic beads

เตรียมโพรบด้วยการสังเคราะห์ดีเอ็นเอชนิดเบส

แกนซ�้ำ di-nucleotide ได้แก่ Biotin-(GA)12, Biotin-

(GT)12, Biotin-(CT)12, Biotin-(AG)12, tri- nucle-

otide ได้แก่ Biotin-(TGT)9, Biotin-(GTG)8, Biotin-

(GAG)8,  Biot in-(GCT)8,  Biot in-(TCT)10, 
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Biotin-(CGT)8, Biotin-(AGT)10, Biotin-(TGA)10 

และ tetra-nucleotide repeat tandem ได้แก่ Biotin-

(TGTT)8, Biotin-(GTAT)8 ซึง่ตดิฉลากไบโอตนิเพือ่ท�ำ

เป็นโพรบตรวจจับดีเอ็นเอที่เราตัดและคัดเลือกขนาด

ไว้ น�ำมา เชื่อมต่อกับ streptavidine-coated mag-

netic beads ( M2-80 Dynabeads : Streptavidin-

coated magnetic beads , Invitrogen) จะได้โพรบ 

ที่มีปลายข้างหนึ่งเป็นแม่เหล็ก น�ำโพรบที่ติดแม่เหล็ก

ทั้งหมดไปท�ำไฮบริไดเซชั่นกับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 400-

1000 คู่เบสที่เตรียมไว้ ใช้ดีเอ็นเอปริมาตร 20-30 

ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดพีซีอาร์ น�ำไปบ่มในเครื่อง 

พซีอีาร์ทีอ่ณุหภมู ิ90 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที 

เพื่อแยกดีเอ็นเอให้เป็นสายเดี่ยว แล้วแช่น�้ำแข็งทันที 

ดูดสารละลายที่มีดีเอ็นเอทั้งหมดนี้เติมลงในหลอด

ไมโครที่มีโพรบที่เตรียมไว้นั้น ผสมให้เข้ากันดีด้วยไป

เปต น�ำไปบ่มในเครื่อง incubator shaker ที่อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส และเปิดเขย่าเบาๆ เป็นเวลา 1 

ชั่วโมง จากนั้นน�ำมาวางบน magnetic stand ดีเอ็นเอ

ที่มีเบสคู่สมกับโพรบจะถูกไฮบริไดซ์และดูดติดกับแม่

เหล็กอยู่ข้างหลอด แล้วดูดน�้ำทิ้งไป ดึงหลอดออกจาก

แท่นแม่เหล็ก แล้วละลายตะกอนข้างหลอดด้วย 2X 

SSC ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นล้างด้วย   2 X 

SSC ปริมาตร 1 มล. อีก 4 ครั้ง โดยแต่ละครั้งให้บ่มทิ้ง

ไว้ 5 นาทก่ีอนดดู 2X SSC ทิง้ไป แล้วล้างด้วย 1 X SSC 

ปริมาตร 1 มล. อีก 4 ครั้ง โดยแต่ละครั้งให้บ่มทิ้งไว้ 5 

นาทก่ีอนดดู 1X SSC ทิง้ไป ในขัน้ตอนสดุท้าย ละลาย

ตะกอนที่ได้ด้วย น�้ำหรือ TE 50 ul บ่มทิ้งไว้ที่ 95 องศา

เซลเซียส นาน 10 นาทีเพื่อแยกแม่เหล็กออกจาก

ดีเอ็นเอ แล้ววางบน magnetic stand ดูดน�้ำใสที่มี

ดีเอ็นเอที่ต้องการเก็บไว้ท�ำพีซีอาร์ต่อไปส่วน beads 

น�ำไปละลายด้วย TE หรือน�้ำ 50 μl เก็บไว้ที่ 4 องศา

เซลเซียส น�ำกลับมาใช้ได้อีก

การสร ้างห ้องสมุดดีเอ็นเอชนิดไมโครแซท

เทลไลท	์

เมื่อได้ชิ้นดีเอ็นเอ น�ำมาตรวจสอบด้วยอะกาโรส

เจล 1.5 % ถ้ามแีถบดเีอน็เอขนาด 400-1000 คูเ่บสจงึ

น�ำมาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เออกีครัง้ด้วยไพรเมอร์ OligoA 

ดีเอ็นเอที่ได้นี้จะเป็นไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ น�ำ

ดเีอน็เอทีต่รวจสอบแล้วนัน้มาโคลนเข้าในเวคเตอร์ TA 

Cloning Kit ( Invitrogen) ซึง่ใช้เวคเตอร์ pCR 2.1 และ

ใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase เป็นเอนไซม์เชื่อมต่อ โดย

ใช้ E. coli สายพันธุ์ TOP10F’ ตามวิธีการของบริษัท 

คัดเลือกโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่เราสนใจที่มีสีขาว มา

ทัง้หมด 250 โคลนแล้วน�ำไปเลีย้งเพิม่ปรมิาณใน SOC 

media น�ำ E. coli ทีไ่ด้มาสกดัพลาสมดิ โดยใช้ ชดุสกดั 

พลาสมดิส�ำเรจ็รปู GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit 

(Fermentas) โดยขั้นตอนที่บริษัทแนะน�ำ ตรวจสอบ

ผลการโคลนด้วยการท�ำเจลอิเลคโตรโฟริซิสด้วย  

อะกาโรส 1.5 % น�ำตัวอย่างส่งให้บริษัทเอกชนน�ำไป

หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์จ�ำนวน 101 โคลน 

การออกแบบไพรเมอร์และทดสอบดีเอ็นเอ

เครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท ์

น�ำล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ 101 สาย มาออกแบบ

ไพรเมอร์จ�ำเพาะของดเีอน็เอแต่ละชิน้โดยใช้โปรแกรม 

Prim3 แล้วสังเคราะห์ไพรเมอร์และน�ำมาคัดเลือกหา

ไพรเมอร์ทีเ่หมาะสมด้วยการทดสอบการท�ำพซีอีาร์โดย

การน�ำ  ไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้มาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ของกล้วยไม้สกุลแวนดา จ�ำนวน 5 สายพันธุ์โดยใช้ 

ไพรเมอร์ 101 คู่ โดยใช้ค่า Tm ตามโปรแกรมค�ำนวณ

ได้ ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้โดยใช้  

เมตาพอร์ 3 % ซึ่งเตรียมโดยใช้ อะกาโรส 1 ส่วน  

เมตาพอร์ 2 ส่วน ซึง่การละลายเมตาพอร์จะต้องค่อยๆ 

เทผงวุ ้นลงไปใน TE buffer ที่กวนด ้วยเครื่อง  

magnetic sterer อยู่ตลอดเวลาให้เป็นเนื้อเดียวกัน

แล้วน�ำไปหลอมให้ละลายอย่างดใีนไมโครเวฟทีเ่ปิดไฟ

กลางนาน 5 นาท ีโดยน�ำออกมาแกว่งทกุ ๆ  1 นาท ีก่อน

น�ำไปใช้งานต่อไป ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเมทิเดียม

โบรไมด์ อ่านแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏด้วย เครื่อง Gel 

documentation และบนัทกึผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ
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ผลการศึกษาและวิจารณ์

การสร้าง SSR-enrich library

	 การสร้าง SSR library โดยปรับปรุงจากวิธี

การของ Bloor และคณะ (2001) ตัดจีโนมิคดีเอ็นเอ

ด้วยเอนไซม์ Mbo I แล้วน�ำไปเชือ่มต่อกบัอะแดบเตอร์

ชนิดปลายเหนียวเพื่อให้เป็นบริเวณส�ำหรับไพรเมอร์

เข้าเกาะจับ โดยการเตรียมอะแดบเตอร์ใช้ล�ำดับ 

นวิคลโีอไทด์ทีเ่ป็นสายตรงข้ามกบัรอยตดัของเอนไซม์ 

Mbo I ซึง่จะท�ำให้เพิม่ปรมิาณได้เป็นจ�ำนวนมากเพยีง

พอส�ำหรับการน�ำไปท�ำไฮบริไดเซชั่นกับโพรบดีเอ็นเอ

ทีเ่ตรยีมไว้ด้วยการสงัเคราะห์จ�ำนวน 14 โพรบดงักล่าว 

จากการทดลองเมื่อน�ำจีโนมิคดีเอ็นเอไปตัดและเชื่อม

ต่อแล้วได้ดเีอน็เอตามต้องการ น�ำดเีอน็เอทีไ่ด้นีไ้ปแยก

ด้วยอะกะโรสเจลชนิดหลอมละลายที่อุณหภูมิต�่ำแล้ว

ตดัแยกดเีอน็เอโดยการตดัเอาจากเจลบรเิวณทีม่ขีนาด 

400-1000 คูเ่บสโดยการเปรยีบเทยีบกบั 100 bp DNA 

marker แยกดเีอน็เอจากเจลดงัแสดงใน Figure 1A น�ำ

ดีเอ็นเอที่ได้ไปเพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้ 

ไพรเมอร์ชนิดเดียวกับอะแดบเตอร์ท�ำให้เพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอขนาด 400 -1000 คู ่เบส ได้ปริมาณมาก  

ดังแสดงใน Figure 1B จากนั้นจึงน�ำดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคพีซีอาร์นี้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบส�ำหรับการท�ำ 

ไฮบรไิดเซชัน่กบัโพรบต่อไป ดเีอน็เอทีเ่พิม่ปรมิาณได้นี้

จะประกอบด้วยชิน้ดเีอน็เอทีม่กีารเรยีงล�ำดบันวิคลโีอไทด์

หลากหลายแบบเพราะเป็นดเีอน็เอจากจโีนมคิและการ

ที่เราใช้ดีเอ็นเอขนาดนี้เพื่อความสะดวกในการหาล�ำ

ดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องอัตโนมัติต่อไป เมื่อได้

ดเีอน็เอขนาดทีต้่องการในปรมิาณมากพอแล้วจงึน�ำไป

ท�ำไฮบริไดเซชั่นกับโพรบที่เตรียมไว้ โดย

โพรบจะเชื่อมต่อด้วย biotin ที่ปลาย 5’ แล้วไบโอติน

นี้จะไปท�ำปฏิกิริยากับ streptavidin ซึ่งเชื่อมต่ออยู่กับ 

magnetic bead มีคุณสมบัติเป็นแม่เหล็ก ในที่นี้ใช้

ผลิตภัณฑ์ของ Invitrogen ได้แก่ M2-80 Dynabeads 

: Streptavidin-coated magnetic beads เมื่อจะใช้

งานต้องน�ำมาวางบนแถบแม่เหล็ก โดยมีหลักการคือ 

magnetic beads ทีเ่ชือ่มกบั Streptavidin แล้ว Biotin 

ที่เชื่อมต่ออยู ่กับดีเอ็นเอโพรบก็จะเข้ามาเกาะกับ 

beads และเมื่อวางหลอดบนแท่นแม่เหล็กก็จะเกาะ

อยู่ข้างหลอด เมื่อเราเติมดีเอ็นเอขนาด 400-1000 คู่

เบสลงไป สายดีเอ็นเอที่มีล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่เข้ากัน

ได้กับโพรบแต่ละชนิดก็จะเข้าเกาะกับดีเอ็นเอคู่สม 

(complementary) ของตน แล้วล้างดีเอ็นเอที่ไม่ได้ใช้

ทิ้งไป จะเหลือเฉพาะดีเอ็นเอที่มีเบสเรียงล�ำดับเป็น

แกนซ�้ำติดอยู ่กับโพรบและติดอยู ่ที่ข ้างหลอดล้าง

ดีเอ็นเอที่ได้แล้วแยกออกจากโพรบ น�ำดีเอ็นเอที่แยก

ได้นีไ้ปเพิม่ปรมิาณอกีครัง้ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ สามารถ

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของโพรบจ�ำนวน 14 โพรบ  

(Figure 1C) ซึ่งจะมีปริมาณมากพอส�ำหรับการโคลน

เข้าสู่เวคเตอร์ TA cloning kit ต่อไป เมื่อน�ำดีเอ็นเอที่

มีการเรียงล�ำดับ ดีเอ็นเอแบบ repetitive DNA เพิ่ม

ปรมิาณด้วยไพรเมอร์ชดุเดมิแล้วไปโคลนเข้าสูเ่วคเตอร์

ของชุดโคลนส�ำเร็จรูป TA cloning kit คัดเลือกโคลนที่

มีดีเอ็นเอที่ต้องการซึ่งจะมีโคโลนีสีขาว แต่ละโคลนจะ

มดีเีอน็เอเข้าเพยีง 1 สาย แล้วเลอืก ดเีอน็เอมาชนดิละ 

10-15 โคโลนี ตรวจสอบผลการโคลนด้วยการท�ำ  

colony PCR เพื่อตรวจสอบวา่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ

จริง (Figure 2A) แล้วเพิ่มปริมาณด้วยการเลี้ยงใน

อาหาร SOC media น�ำไปสกดัพลาสมดิ ตรวจดอูกีครัง้

ด้วยการท�ำเจลอเิลคโตรโฟรซิสิ พลาสมดิทีม่ดีเีอน็เอจะ

ม ี3 แถบ (Figure 2B) จากนัน้น�ำพลาสมดิไปหาล�ำดบั   

นิวคลีโอไทด์ต่อไป 
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ดีเอ็นเอที�มีเบสเรียงลาํดบัเป็นแกนซํ �าติดอยู่กบัโพรบและติดอยู่ที�ข้างหลอดล้างดีเอ็นเอที�ได้แล้วแยกออกจากโพรบ  นําดี

เอ็นเอที�แยกได้นี �ไปเพิ�มปริมาณอีกครั �งด้วยเทคนิคพีซีอาร์  สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของโพรบจํานวน 14 โพรบ (figure 

1C)  ซึ�งจะมีปริมาณมากพอสาํหรับการโคลนเข้าสูเ่วคเตอร์  TA  cloning kit ต่อไป  เมื�อนําดีเอ็นเอที�มีการเรียงลาํดบั   ดี

เอ็นเอแบบ repetitive DNA  เพิ�มปริมาณด้วยไพรเมอร์ชดุเดิมแล้วไปโคลนเข้าสูเ่วคเตอร์ของชดุโคลนสาํเร็จรูป TA 

cloning kit  คดัเลอืกโคลนที�มีดีเอ็นเอที�ต้องการซึ�งจะมีโคโลนีสขีาว  แต่ละโคลนจะมีดีเอ็นเอเข้าเพียง 1 สาย แล้วเลอืก    

ดีเอ็นเอมาชนิดละ 10-15  โคโลนี  ตรวจสอบผลการโคลนด้วยการทํา colony PCR  เพื�อตรวจสอบว่ามีชิ �นดีเอ็นเอที�

ต้องการจริง  (figure 2A)  แล้วเพิ�มปริมาณด้วยการเลี �ยงในอาหาร SOC media นําไปสกดัพลาสมิด  ตรวจดอูีกครั �งด้วย

การทําเจลอิเลคโตรโฟริซิส พลาสมิดที�มีดีเอ็นเอจะมี 3 แถบ (figure 2B)  จากนั �นนําพลาสมิดไปหาลาํดบั       นิวคลโีอ

ไทด์ต่อไป  

   

Figure 1. 1A) Digested genomic DNA and 1B)  PCR amplification of digested genomic DNA with Adapter          

                 oligoA primer indicated that fragments in the size range of 400-1000 bp were amplified. The first   

                 lane shows the DNA size marker  (100 bp DNA ladder(Gene Ruler TM 100 bp DNA Ladder  

                 Plus,Fermentas), in 1% agarose gel. 1  Biotin-(GA)12,   2 Biotin-(GT)12,  3 Biotin-(CT)12, 4  Biotin- 

                 (AG)12, 5  Biotin-(TGT)9, 6  Biotin-(GTG)8, 7  Biotin-(GAG)8, 8  Biotin-(GCT)8, 9   Biotin-(TCT)10, 10   

                 Biotin-(CGT)8, Biotin-(AGT)10,    10  Biotin-(TGA)10  11   Biotin-(TGTT)8 , 12  Biotin-(GTAT)8

 
Figure 1C   Electrophoretic profile showing amplified PCR products obtained from  14 oligonucleotide repeat  

as probes in the size range of 400-1000 bp. M is 100 bp DNA ladder(Gene Ruler TM 100 bp DNA 

Ladder Plus,Fermentas), in 1% agarose gel.  

 

 

Figure 2. 2A) PCR amplification of positive clones with M13 primers. 2B) Plasmid DNA of positive clones .   

                M1 is 100 bp DNA ladder, M2 is 1kb DNA ladder  in 1% agarose gel. 

1b 
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ผลการหาล�ำดับกรดนิวคลีอิคและการออกแบบ

ไพรเมอร์

น�ำไปหาล�ำดับเบสโดยบริษัทเอกชนจ�ำนวน 101 

โคโลน ีจากนัน้น�ำล�ำดบันวิคลโีอไทด์ทีไ่ด้ มาออกแบบ  

ไพรเมอร์ส่วนขนาบข้าง ด้วยโปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ 

Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/

primer /primer3_www.cgi) ได้ไพรเมอร์จ�ำนวน 101 

คู ่  เมื่อน�ำมาทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได  ้ 

(Figure 3)

และสามารถคัดเลือกไพรเมอร์ได้ 64 คู่ โดยคัด

เลือกจากผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้ที่ใช้

ในการทดลองดงั Table 1 เมือ่ตรวจสอบไพรเมอร์ทีใ่ห้

ความแตกต่างทางพนัธกุรรมแล้วพบว่ามเีพยีง 25 ไพร

เมอร์ทีใ่ช้กบักล้วยไม้สกลุแวนดาได้โดยคดัเลอืกเฉพาะ

ที่ให้ผลของอัลลีลไม่เกิน 3 อัลลีล
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ผลการหาลําดับกรดนิวคลีอิคและการออกแบบไพรเมอร์ 

 นําไปหาลําดบัเบสโดยบริษัทเอกชนจํานวน 101  โคโลนี  จากนั �นนําลาํดบันิวคลโีอไทด์ที�ได้ มาออกแบบ     

ไพรเมอร์สว่นขนาบข้าง ด้วยโปรแกรมออกแบบไพรเมอร์ Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer 

/primer3_www.cgi) ได้ไพรเมอร์จํานวน 101 คู่  เมื�อนํามาทดสอบการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอได้ (figure 3 ) 

 

  

   

Figure 3.  Allele characteristics of Vanda orchid , 1) Khemkhaw , 2) Khemleung  , 3) Sampoihangpla               

4) Sampoidong 5) Sampoiluang  with A) BIRDOV13 primer, B) BIRDOV28 primer,  C) BIRDOV37 

primer, D) BIRDOV41 primer  in 3% metaphor gel. 

และสามารถคัดเลือกไพรเมอร์ได้ 64 คู่ โดยคัดเลือกจากผลการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้ที�ใช้ในการทดลองดัง

Table 1 เมื�อตรวจสอบไพรเมอร์ที�ให้ความแตกต่างทางพันธุกรรมแล้วพบว่ามีเพียง 25 ไพรเมอร์ที�ใช้กับกล้วยไม้สกุล

แวนดาได้โดยคดัเลอืกเฉพาะที�ให้ผลของอลัลลีไม่เกิน 3 อลัลลี 
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สรุป

จากการพัฒนาดี เอ็น เอ เครื่ อ งหมายชนิด 

ไมโครแซทเทลไลท์โดยใช้ M2-80 Dynabeads : 

Streptavidin-coated magnetic beads ร่วมกบั biotin 

– lebelled probe สามารถคดัแยกดเีอน็เอทีเ่ป็น SSRs 

motif ได้ ในการทดลองนี้ได้พัฒนาไพรเมอร์ส�ำหรับ

ตรวจสอบลายพมิพ์ดเีอน็เอของกล้วยไม้สกลุแวนดาได้ 

25 ไพรเมอร์ จากทั้งหมด 101 ไพรเมอร์ที่ท�ำการ

ทดสอบ ไพรเมอร์ที่ได้สามารถน�ำไปเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลแวนดาแต่ละอัลลีลเพื่อการ

ตรวจสอบจ�ำแนกพันธุ์ต่อไป นอกจากนี้สามารถน�ำไป

ทดสอบกบักล้วยไม้สกลุอืน่ ๆ  เช่นรองเท้านาร ีกล้วยไม้

สกุลหวายและสกุล แคทลียาเป็นต้น 

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงรายที่ให้ความ

อนุเคราะห์ตัวอย่างพันธุ์ที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้
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Table 1. Primer sequences and allele characteristics of 25 forward and reverse microsatellite markers isolated 

from Vanda spp. using streptavidine-coated magnetic beads .  

No. ID. 
Forward primer sequence 

( 5´              3´ ) 

Reverse primer sequence 

( 5´              3´ ) 

Tm 

(◦C) 

Allele 

size 

(bp) 

No. of 

alleles 

No. of 

total 

alleles 

1 BIRDOV02 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 55 215 1-2 10 

2 BIRDOV03 GCATCCAGCTGAAATCCTCT AGTTTACACGGTGTGCGTCA 50 204 1-2 6 

3 BIRDOV05 CAAGCTTCGGATCAACCCTA GAGGTGCTTGGCATATTCGT 60 217 1 1 

4 BIRDOV06 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 209 1-2 9 

5 BIRDOV07 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 219 1-2 10 

6 BIRDOV08 AGAGTGTGGGGCAAGAGAGA CTTCGGATCCTCATCACACA 60 219 1-2 6 

7 BIRDOV11 CGAAGAGATCCTCCTGTTGC TTTGTCCGGTCATTCAGTCA 60 215 2-3 8 

8 BIRDOV13 TCGCCGAGCTTTAGGTAGAA TCATCACCTCCATCCTCCTC 60 211 1-2 7 

9 BIRDOV15 CAGTCCAACCGAAGCTTTTC AGAAGGATTGGCATGTTTGC 60 209 2 6 

10 BIRDOV16 CAGTCCAACCGAAGCTTTTC AGAAGGATTGGCATGTTTGC 60 198 1-2 6 

11 BIRDOV20 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 225 1-2 5 

12 BIRDOV22 CGTGCACGTCTTACACACCT TTACAACTTTCGCCCTCGAC 55 206 1-2 6 

13 BIRDOV23 CCAAGCTTCGGATCATTTCT CCACCCCCTACACGACTATC 59 206 1-2 9 

14 BIRDOV26 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 203 2 9 

15 BIRDOV30 CTCATATGCAAGGGGGAGAA CCAAGCTTCGATCGTCTCTC 60 224 2-3 12 

16 BIRDOV31 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC ACGAACCGAACAGGCTTATG 60 198 1-3 8 

17 BIRDOV41 GAAAATGGGTCATTGGTTGG ATGTCCTTGGCTTCAAATGG 60 202 1-2 8 

18 BIRDOV46 ACCCGCTTAGCTAGCACGTA TGTTTCCCTCTATCCGCTCA 60 191 1-2 5 

19 BIRDOV49 AGCTTCGGATCAAGGTGCTA CACGGTCTCCTTTGTGAGTG 60 206 2-3 8 

20 BIRDOV55 CTGCCCAGAATGAAGTGTGA CAGCTGGATGGCAAATAATG 60 202 1-2 8 

21 BIRDOV59 TGGAGGTGCTGGTGATATTG ACACAGGCATCTCCACACAC 60 197 2-3 10 

22 BIRDOV61 GAGGGAGAGAGGGAGAAGGA ACAAGAAACCTGCGTCGAAT 59 204 1-2 9 

23 BIRDOV62 GATCGAAGCTTGGGTCTCT GACACGAACCAGAGCAGACA 60 225 1-2 7 

24 BIRDOV63 ATTCAACTTACCCCGTGTGC TAACACACGGACGGCAAATA 60 254 1-2 5 

25 BIRDOV64 CCCCCAACTTCTACAACAGC GACCCCAAGCTTCGTAATCA 60 202 2-3 10 

 

สรุป 

 จากการพฒันาดีเอ็นเอเครื�องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์โดยใช้ M2-80 Dynabeads : Streptavidin-coated 

magnetic beads  ร่วมกับ biotin – lebelled probe  สามารถคัดแยกดีเอ็นเอที�เป็น SSRs motif ได้  ในการทดลองนี �ได้

พฒันาไพรเมอร์สาํหรับตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกลุแวนดาได้  25  ไพรเมอร์  จากทั �งหมด 101 ไพรเมอร์ที�

ทําการทดสอบ  ไพรเมอร์ที�ได้สามารถนําไปเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลแวนดาแต่ละอัลลีลเพื�อการตรวจสอบ
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