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          เอกสารแนบหมายเลข 2 

บทคัดยอ 

 
“มาวิ่ง” เปนกลวยไมปาที่มีถิ่นกําเนิดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โครงสรางของดอกและ

ความหลากหลายของสีดอก ทําใหกลวยไมชนิดน้ีมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเพื่อเปนไมตัดดอกในการ

สงออก แตการศึกษาและพัฒนามาวิ่งใหมีคาทางเศรษฐกิจยังไมมีมากนัก ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงได

พัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทจากฐานขอมูล EST (Expressed Sequence Tag) จาก

กลวยไมสกุลอ่ืนๆ เพ่ือประโยชนในการใชปรับปรุงพันธุของกลวยไมสกุลมาวิ่ง โดยไดรวบรวม EST ของ

กลวยไมชนิดตางๆ จากฐานขอมูลจํานวน 8,009 EST จากน้ันคนหาเคร่ืองหมายโมเลกุลไมโครแซทเทล

ไลทจากกลุมขอมูลดังกลาวไดจํานวนทั้งสิ้น 177 EST-SSR โดย 23 เคร่ืองหมาย EST-SSR และ 7 

เคร่ืองหมาย EST จากจีโนมิกดีเอ็นเอ จาก Dendrobium และ Serapias ถูกนํามาใชศึกษาความ

หลากหลายของกลวยไมมาวิ่ง ซ่ึงผลจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 142 แอลลีล โดย 92 แอลลีล ที่แสดง

ความแตกตางภายในกลุมกลวยไมมาวิ่ง 30 ตัวอยาง คาความหลากหลายที่คํานวณไดมีคาเฉลี่ยเทากับ 

0.6076 โดยอยูในชวง 0.1244 ถึง 0.8439 เม่ือนําขอมูลที่ไดมาสรางตนไมแสดงความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการดวยโปรแกรม UPGMA พบวาสามารถแยกตัวอยางกลวยไมออกไดเปน 3 กลุมตัวอยางซึ่ง

สอดคลองกับอนุกรมวิธานของกลวยไม จากผลการทดลองน้ีแสดงวาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นนี้

สามารถนํามาใชเพ่ือจัดจําแนก อนุรักษ และคดเลือกพอแมพันธุในการปรับปรุงพันธุกลวยไมสกุลมาวิ่งได   

 
(คําหลัก) : Doritis; เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท; การถายโอนเคร่ืองหมาย; ความหลากหลายทาง

พันธุกรรม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

Abstract 

 
Doritis is a wild terrestrial orchid, originated in the Northeastern part of Thailand. With its good 
floral structure and very diverse color, it has high potential to develop into commercial 
ornamental plant or to use as a hybridizer with other orchid species. Unfortunately it has not 
been studied in detail for its potential of development. In this study we developed SSR markers 
from EST database and examined the transferability of genomic SSR markers from other 
orchids in Doritis. 8009 ESTs belonged to family Orchidaceae were collected and analyzed for 
microsatellite. A total of 177 EST-SSR were identified. Twenty three EST-SSR and seven 
genomic SSR primers (from Dendrobium and Serapias) were used for genetic diversity 
assessment of Doritis germplasms. 142 alleles were generated in which, 92 alleles (64.8%) 
showed polymorphism among 30 Doritis accessions (Doritis regnieriana, Doritis pulcherrima and 
D. pulcherrima var. buyssoniana). The polymorphic information content (PIC) average at 0.6076 
and ranged from 0.1244 to 0.8439. The phylogenetic tree based on UPGMA showed three 
major clades based on their taxonomy indicating that SSR markers developed in this study can 
be used for identification, conservation and selection of appropriate parents for the Doritis  
hybrid production in future. 
 
Keywords : Doritis; microsatellite marker; transferability; genetic diversity 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

Executive Summary 
 
 กลวยไมสกุลมาวิ่ง (Doritis) เปนกลวยไมดิน มักขึ้นเปนกอใหญบนลานหิน ซอกผาหิน หรือลานดิน

กวางบนเขาสูง ที่คอนขางแหงแลง หรือผิวดินรวนในบริเวณที่มีตนไมเตี้ยๆ และโปรง บังรมเล็กนอย 

กลวยไมสกุลมาวิ่งกระจายพันธุอยูในพมา ไทย ลาว กัมพูชา มาเลเซีย อินโดนีเซีย โครงสรางของดอกและ

ความหลากหลายของสีดอก ทําใหกลวยไมชนิดน้ีมีศักยภาพสูงในการพัฒนาเพื่อเปนไมตัดดอกในการ

สงออก แตการศึกษาและพัฒนามาวิ่งใหมีคาทางเศรษฐกิจยังไมมีมากนัก วัตถุประสงคของการวิจัยคร้ังนี้

เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลมาวิ่ง และตรวจสอบความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่งในประเทศไทย เพ่ือใชเปนขอมูลในการคัดเลือกพอแมพันธุในการผสม

ปรับปรุงพันธุกลวยไมสกุลน้ีในอนาคต โดยไดเก็บรวบรวมตัวอยางของกลวยไมสกุล Doritis จากภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยเฉพาะบริเวณจังหวัดอุบลราชธานี และจังหวัดใกลเคียง โดย

นํามาเพาะเลี้ยงไวที่โรงเพาะเลี้ยงของคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี จํานวนทั้งสิ้น 30 

ตัวอยาง จากน้ันทําการทดลองหาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบกลวยไม โดยทดลองทั้งหมด 4 วิธี คือ 1) การ

สกัดแยก DNA จากกลวยไมโดยวิธีประยุกตของ Dellaporta et.al., 1983 2) ชุดสกัด DNA Sabai Kit โดย 

Plant Molecular Biology Laboratory ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล 

3) ชุดสกัด DNA Nucleic Acid Extraction Kit โดยบริษัท Vivantis และ 4) การสกัด DNA โดยใช 2X 

CTAB (Lodhi et al. 1994, with minor modification) ซ่ึงพบวาวิธี 2X CTAB สามารถที่จะสกัดดีเอ็นเอได

ดีที่สุด  

 ในขณะเดียวกันไดรวบรวมขอมูล EST จากฐานขอมูลตาง ๆ และพัฒนาออกแบบไพรเมอร

เคร่ืองหมายโมเลกุล EST-SSR โดยไดคนหาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอจากสมาชิกวงศ 

Orchidaceae ในฐานขอมูลสาธารณะ NCBI โดยพยายามรวบรวมขอมูล EST และ mRNA ใหไดมากที่สุด

สําหรับนําไปใชในการออกแบบไพรเมอร เพ่ือพัฒนาเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลในกลวยไมสกุล Doritis 

ตอไป จากการสืบคนขอมูลพบวาสามารถสืบคนขอมูลที่เปนลําดับเบสของ EST ในกลวยไม ไดทั้งหมด 

8,009 ลําดับเบส ขอมูล mRNA ของกลวยไมสกุล Doritis 14 ลําดับเบส และ mRNA ของกลวยไมสาย

พันธุอ่ืน ๆ อีก 88 ลําดับเบส  จากน้ันนําขอมูล EST ที่ไดไปทําการจัดกลุมขอมูลและคัดเลือกคุณภาพของ

ขอมูลโดยใชโปรแกรม cap3 โดยขอมูลที่จะนําไปวิเคราะหจะตองอยูในรูปแบบของ FASTA พบวา

หลังจากวิเคราะหขอมูล คงเหลือขอมูลที่มีความเหมาะสมตอการนําไปใชงานตอไปท้ังหมด 1,261 ขอมูล 

แลวจึงนําขอมูลเหลาน้ีไปหาสวนของไมโครแซลเทลไลทตอไป โดยใชโปรแกรมสําหรับการคนหาลําดับ

เบสซ้ํา Websat (http://wsmartins.net/websat/) กําหนดคา repeat แบบ mono di tri tetra penta และ 

hexa ใหมีลําดับเบสนั้นๆซ้ํากัน 10, 6, 5, 4, 4 และ 4 ตามลําดับ ซ่ึงคาเหลาน้ีเปนคาอยางต่ําในการคนหา



    

 

บริเวณไมโครแซลเทลไลทของโปรแกรมและเม่ือพบบริเวณที่มีไมโครแซลเทลไลทก็สามารถออกแบบ ไพร

เมอรไดเลยในโปรแกรมนี้ โดยสามารถออกแบบไพรเมอรไดทั้งหมด 177 คูไพรเมอร แบงเปนแบบซํ้า 1 

เบส จํานวน 60 คู (33.90%) แบบซํ้า 2 เบส 68 คู (38.42%) แบบซํ้า 3 เบส 37 คู (22.03%) แบบซ้ํา 4 

เบส 5 คู (2.82%) แบบซํ้า 5 เบส 1 คู (0.56%) และซํ้า 6 เบส 6 คู (3.39%) และพบวารูปแบบของ SSR 

motif ที่พบมากที่สุดคือ A/T โดยคิดเปน 32.20% รูปแบบที่มีมากลําดับที่สอง คือ TC/GA คิดเปน 15.1% 

และรูปแบบที่มีมากเปนลําดับที่สามคือ AG/CT คิดเปน 11.24% จากนั้นทําการสุมเลือกไพรเมอรเพ่ือ

ทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร โดยมีเกณฑในการเลือก คือ ผลผลิตที่ไดควรมีขนาด

ระหวาง 100 – 400 คูเบส โดยสุมเลือกมาทั้งหมด 100 คูไพรเมอร เพ่ือใชในการทดสอบเคร่ืองหมายไม

โครแซลเทลไลทในกลวยไมสกุล Doritis นอกจากน้ีไดมีการคัดเลือกคูไพรเมอรที่สามารถใชเปน

เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในกลวยไมสกุลอ่ืน ๆ อีกทั้งหมด 35 คูไพรเมอร โดยอางอิงจากงานวิจัย

ของทิพวัลยและคณะในป 2549 Pellegrino et al.,2001 และ Yue et al.,2006   

 ผลการทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารพบวา มีไพรเมอรทั้งหมด 30 คูที่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอในตัวอยางกลวยไมสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษาได โดยมาจากการ EST ไพรเมอร 23 คู และ 

genomic SSR ของกลวยไมชนิดอ่ืนๆ อีก 7 คู ตอจากน้ีทําการตรวจสอบไพรเมอรทั้ง 30 คูวาสามารถ

สรางความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอในตัวอยางกลวยไมไดหรือไม โดยท่ัวไปขั้นตอนนี้สามารถ

ตรวจสอบไดโดยการใช Polyacrylamide Gel Electrophoresis ซ่ึงมีความสามารถในการแถบดีเอ็นเอที่มี

ขนาดแตกตางกันไดกัน 2-3 คูเบสได แตเน่ืองจาก polyacylamide gel น้ันเปนเจลที่คอนขางอันตรายตอ

ตัวผูทดลอง มีความยุงยากในการเตรียมและใชระยะเวลานานตอการทดลองหน่ึงคร้ัง รวมไปถึงตองการ

พ้ืนที่การทดลองที่จําเพาะ ทางผูทดลองจึงไดเลือกทําการตรวจสอบโดยใช HAD-GT12TM capillary gel 

electrophoresis system (Qiagene, Germany) ซ่ึงมีความปลอดภัยตอผูทดลองมากวา รวมไปถึงมีความ

รวดเร็วในการตรวจสอบผลและการอานวิเคราะหเม่ือเปรียบเทียบกับการใช polyacrylamide gel ผลจาก

การตรวจสอบพบวา จากไพรเมอรทั้งหมด 30 คู มี 20 คูที่แสดงความหลากหลาย (polomorphism) ใน

ตัวอยางกลวยไมที่ศึกษา สวนอีก 10 คูน้ันไมสามารถสรางความหลากหลายไดในตัวอยางที่ศึกษา 

(monomorphic) โดยไพรเมอรที่แสดงความหลากหลายมาจาก EST ไพรเมอร 13 คู และ genomic SSR 

ไพรเมอรจากกลวยไมชนิดอ่ืน 7 คู  

  เม่ือวิเคราะห phylogenetic ของตัวอยางโดยใชโปรแกรม NTSYS pc version 2.1 software 

package (Rohlf, 2000) เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวอยางที่เกิดจากการใชไพรเมอรดังกลาว ผลการ

วิเคราะหขอมูลพบวาสามารถจัดกลุมของขอมูลได 3 กลุมใหญ ๆ ตามสปชีรของตัวอยางที่นํามาศึกษา 

ไดแก D. pulcherrima (มาวิ่ง), D. pulcherrima var. buyssoniana (แดงอุบล)  และ D.  regnieriana (มา



    

 

วิ่งแคระ) ซ่ึงผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาไพรเมอรที่ออกแบบมานั้นสามารถที่จะนํามาใชเปนเคร่ืองหมาย

ในการจัดจําแนกสปชีรของกลวยไมสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษาได ขอมูลที่ไดจากงานวิจัยในครั้งน้ี แสดงให

เห็นถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่งที่ใชในการทดลองวามีคาสูง จึงสามารถใช

ประกอบในการคัดเลือกพอแมพันธุในการปรับปรุงพันธุกลวยไมได และเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่

พัฒนาขึ้นในครั้งน้ีสามารถนํามาใชในการพัฒนากลวยไมสกุลน้ีได เชนการตรวจสอบพันธุลูกผสม และการ

คัดเลือกพอแมพันธุในการผสม เปนตน งานวิจัยในครั้งน้ีจึงบรรลุวัตถุประสงคตางๆที่ไดตั้งไวทั้งหมด และ

เปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุกลวยไมมาวิ่งใหมีคุณคาตอไปไดในอนาคต 
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ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย  

 กลวยไมเปนไมตัดดอกท่ีสําคัญทางเศรษฐกิจของไทย แหลงกําเนิดอยูในเขตรอนมีประมาณ 740 

สกุลหรือ 18,000 ชนิด ในปจจุบันประเทศไทยไดรับการยอมรับวาเปนแหลงผลิตตนพันธุและดอกกลวยไม

เมืองรอนที่สําคัญที่สุดของโลก นอกจากนี้กระทรวงเกษตรและสหกรณ กําหนดใหกลวยไมเปนหน่ึงในสี่

ของพืชในกลุม Product champion ของประเทศ ซ่ึงในป 2549 มีปริมาณการสงออกสูงถึง 23,334 ตัน 

และทํารายไดจากการสงออก 2,581.01 ลานบาท โดยปริมาณการสงออกมีแนวโนมเพ่ิมมากขึ้น 

(สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) ซ่ึงมูลคาจากการสงออกกวาคร่ึง ไดมาจากตลาดในประเทศญี่ปุน 

ซ่ึงเปนตลาดที่มีความตองการสินคาที่มีคุณภาพและมีมาตรฐานสูง (จุลภาค และคณะ, 2548) ศูนยวิจัย

กสิกรไทย คาดวา มูลคาการสงออกกลวยไมของไทยป 2551 จะขยายตัวในอัตราไมต่ํากวารอยละ 10 คิด

เปนมูลคาประมาณ 93.9 ลานดอลลารสหรัฐฯ โดยมีตลาดสงออกสําคัญคือ ญ่ีปุน สหรัฐฯ และสหภาพยุ

โรป ดังนั้นกลวยไมจึงเปนไมดอกอีกชนิดหน่ึงที่มีศักยภาพสูงในการพัฒนา โดยจะตองมีการวางแผนดาน

การเกษตรเชิงยุทธศาสตรอยางจริงจังและมีประสิทธิภาพ  ประเทศไทยอาจกลายเปนผูนําดานการผลิต

กลวยไมที่สําคัญของโลกก็ได นอกจากน้ีสภาพภูมิอากาศ และสภาพแวดลอมตางๆ ในประเทศมีความ



    

 

เหมาะสมอยางยิ่งตอการผลิตกลวยไมจึงมีความเปนไปไดสูงที่ประเทศไทยจะกลายเปนศูนยกลางความรู

และการผลิตกลวยไมที่สําคัญของโลกในอนาคต  

 กลวยไมแดงอุบลจัดอยูในกลุมกลวยไมสกุลมาวิ่ง เปนกลวยไมพ้ืนเมืองของจังหวัดอุบลราชธานี 

ลักษณะเดนคือสามารถเจริญเติบโตไดดีในสภาพแวดลอมที่คอนขางแหงแลง ซ่ึงแตกตางจากกลวยไม

จําพวกหวายที่ชอบอากาศแบบรอนชื้นมากกวา ลักษณะของทรงตนและดอกเหมาะสําหรับนํามาพัฒนา

เปนกลวยไมกระถาง ปจจุบันยังไมมีการพัฒนาเพื่อการสงออกไปตางประเทศ จากท่ีกลาวมาจะเห็นไดวา

กลวยไมแดงอุบลมีศักยภาพสําหรับการผลิตในเชิงการคาระดับอุตสาหกรรมของประเทศหรือระหวาง

ประเทศได ถาสามารถพัฒนาไดประเทศไทยจะมีกลวยไมสงออกเพ่ิมขึ้นใหมที่เปนไมกระถาง นอกจากนี้

ยังเปนการพัฒนาพืชทองถิ่นใหมีศักยภาพในระดับประเทศและระดับโลกอีกดวย  การพัฒนาพันธุและการ

ปรับปรุงพันธุกลวยไมแดงอุบลจึงถือเปนอีกบทบาทหนึ่งที่สําคัญของการพัฒนาเปนไมกระถาง โดยใน

ปจจุบันลักษณะที่นักปรับปรุงพันธุตองการคือ ความหลากหลายของสีดอก และทรงตนที่มีขนาดเล็กลง 

กะทัดรัดเหมาะสมกับการเปนกลวยไมกระถาง จึงไดริเริ่มโครงการปรับปรุงพันธุกลวยไมแดงอุบล โดยมี

วัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาพันธุใหมใหเหมาะสมตอการเปนกลวยไมกระถาง แตการพัฒนาพันธุตองใช

ระยะเวลานาน จึงตองอาศัยเครื่องมือทางเทคโนโลยีชีวภาพเขามาเสริม เพ่ือสามารถคัดเลือกลูกผสมที่

ตองการไดในระยะแรกของการเจริญเติบโต ลดระยะเวลาในการพัฒนาพันธุ และเพิ่มประสิทธิภาพของการ

สรางพันธุใหม  

 ปจจุบันเทคโนโลยีเคร่ืองหมายโมเลกุลมีบทบาทมากกับการปรับปรุงพันธุพืช นักปรับปรุงพันธุ
นิยมนําเคร่ืองมือเหลาน้ีมาใชประโยชนในหลากหลายรูปแบบ เพ่ือประสิทธิภาพการพัฒนาพันธุ เชน 
นํามาใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรที่นักปรับปรุงพันธุรวบรวมพันธุไวสําหรับ
คัดเลือกพอแมที่จะใชในการสรางประชากรรุนตอไป ซ่ึงโดยทั่วไปนิยมผสมพันธุระหวางคูผสมที่มีความ
แตกตางทางพันธุกรรมสูง เพ่ือใหเกิดความหลากหลายของลูกผสมในรุนตอไป ดังน้ันการตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่งที่มีอยูในประเทศไทยจึงมีความสําคัญตอการ
ปรับปรุงพันธุของกลวยไมสกุลมาวิ่งเปนอยางมาก โดยขอมูลที่ไดจะถูกใชในการคัดเลือกพอแมพันธุที่
เหมาะสมในการปรับปรุงตอไป  โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูงเหมาะในการใชตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรม ไดแก เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท (microsatellite marker) หรือ 
simple sequence repeat (SSR marker) ซ่ึงใชวิธีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่
จําเพาะและมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในตําแหนงที่แนนอน นิยมใชในการตรวจสอบสิ่งที่มีชีวิตที่มี
พันธุกรรมใกลชิดกันเพราะเปนเคร่ืองหมายที่มีความแมนยําสูง สามารถบงบอกสภาพพันธุกรรมแบบโฮ
โมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได และเหมาะสําหรับการตรวจสอบเพื่อจดทะเบียนและรับรองพันธุ ในพืช
มีการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท เพ่ือใชในการตรวจสอบและการพัฒนาพันธุหลายชนิด เชน 
พืชตระกูลถั่ว (Hüttel et al., 1999; He et al., 2003) วัชพืชบางชนิด (Juillet et al., 2003) Arabidopsis 



    

 

และ Arabis (Clauss et  al., 2002) กลวยไมสกุล Ophyrus (Soliva et al., 2000) และกลวยไมสกุล 
Dendrobium (Boonsrangsom et al., 2008) เปนตน โดยการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทใน
ปจจุบันสามารถพัฒนาขึ้นมาจากฐานขอมูล EST ของกลวยไมชนิดตางๆได ซ่ึงวิธีน้ีจะชวยใหลดตนทุน
ในการพัฒนาเคร่ืองหมาย SSR และยังไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เปนสวนของยีนโดยตรงอีกดวย 
 
วัตถุประสงค  
 เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลมาวิ่ง และตรวจสอบความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่งในประเทศไทย 

 
ผลงานวิจัยที่เก่ียวของ 

ขอมูลทั่วไปของกลวยไม 

 กลวยไมเปนพืชใบเลี้ยงเด่ียว (Subclass Monocotyledoneae) อยูในวงศกลวยไม (Family  

Orchidaceae) ซ่ึงนับเปนวงศที่ใหญที่สุดวงศหน่ึงของพืชมีดอก (Class angiosperm) กลวยไมเปนพืชที่มี

วิวัฒนาการและการปรับตัวสูงในหลายรูปแบบ จึงสามารถกระจายพันธุอยูไดในทุกภูมิภาคของโลก 

รูปแบบการเจริญเติบโตของกลวยไมมีหลายแบบ จากการสํารวจพบกลวยไมที่ขึ้นบนตนไม (epiphyte) 

73% ที่เหลือพบขึ้นตามพื้นปา (terrestrial) เชน พื้นดิน พ้ืนหิน และที่ชื้นแฉะ ความหลากหลายของ

กลวยไมจะพบมากในเขตรอน (tropic) และมักจะเปนกลวยไมอากาศ (epiphyte) สวนกลวยไมที่อยูในเขต

อบอุน (temperate) มักเปนพวกกลวยไมดิน (terrestrial) (ครรชิต, 2547) คาดวาในโลก มีกลวยไม

ประมาณ 17,000-35,000 ชนิด ปจจุบันสํารวจและจําแนกได 796 สกุล ประมาณ 19,500 ชนิด (Dressler, 

1993) สําหรับในประเทศไทยมีจํานวน 178 สกุล รวม 1,128 ชนิด (วีรชัย, 2548) 

 เน่ืองจากกลวยไมมีจํานวนชนิดมากมาย ดังน้ันจึงมีลักษณะตนหลากหลาย ทั้งลักษณะการ

เจริญเติบโต รูปรางของตน ซ่ึงอาจมีลักษณะเปนหัว (tuber) อยูใตดิน เปนเหงา (rhizome) อยูเหนือพ้ืนดิน 

หรือเปนเหงาเจริญอยูบนตนไม (ปฐพีชล, 2547) ความสูงของตน พบตั้งแต 1 น้ิว และใหดอกมีขนาดเทา

หัวเข็มหมุด ไปจนถึงตนสูง 3 เมตร หรือมีลําตนเปนเถายาว มากกวา 20 เมตร และใหชอดอกยาวถึง 15 

ฟุต (Shuttleworth et  al., 1970) 

 

ลักษณะทางพฤกษศาสตรของกลวยไมสกุลมาวิ่ง 

 กลวยไมสกุลมาวิ่ง (Doritis) เปนกลวยไมดิน มักขึ้นเปนกอใหญบนลานหิน ซอกผาหิน หรือลานดิน

กวางบนเขาสูง ที่คอนขางแหงแลง หรือผิวดินรวนในบริเวณที่มีตนไมเตี้ยๆและโปรง บังรมเล็กนอย ลําตน

รูปทรงกระบอกสูงประมาณ 5-12 ซม. มีหลายขอ ใบเปนรูปรีแกมขอบขนานกวาง 2-4 ซม. ยาว 7-12 ซม. 



    

 

ออกที่ขอ มีหลายใบ เรียงสลับระนาบเดียว ใบหนาและคอนขางแข็ง ใบออนพับออกตามยาว มีอายุหลาย

ฤดู กาบใบติดคาตน สีเขียวถึงสีแดงคล้ํา ดอกมีลักษณะเปนชอยาวและตั้งตรง กานชอดอกยาว 20-50 ซม. 

แตละชอประกอบดวยดอกยอยจํานวนมาก เรียงเวียน กลีบเลี้ยง และกลีบดอกเปนสีมวงออน หรือสีมวง

แดง ใบประดับไมหลุดรวง ชอดอก กานดอก และรังไขเกลี้ยง กลีบเลี้ยงและกลีบดอกแยกเปนอิสระ กลีบ

เลี้ยงจะลูไปทางดานหลัง ทําใหเวลาดอกบานแลวดูคลายหัวมากําลังวิ่งตะบึง จึงถูกเรียกชื่อตามลักษณะ

ดังกลาววา “มาวิ่ง” กลีบปากเปนสีขาวแซมขึ้นจากโคนกลีบ บางชนิด พันธุสีจะแตกตางกันเห็นไดชัดเจน 

มีดวยกันหลายสี เชน สีขาว สีเหลือง สีแดง และ สีมวง  

 กลวยไมสกุลมาวิ่งกระจายพันธุอยูในพมา ไทย ลาว กัมพูชา มาเลเซีย อินโดนีเซีย พบในธรรมชาติ

มี เพียงชนิดเดียวคือ โดไรติส พูลเคอไรมา (Doritis pulcherrima) หรือเรียกวา มาวิ่ง และมีอีกชนิดหน่ึงซ่ึง

เปนสายพันธุยอย (variety) มีดอกใหญกวาธรรมดา พบทางภาคเหนือและภาคอีสานของไทย คือ มาบิน 

(Doritis pulcherrima var. chumpornensis) และแดงอุบล แยกเปนพันธุ บีสโซเนียนา (Doritis 

pulcherrima var. buyssoniana) ซ่ึงแดงอุบลน้ี พบวามีโครโมโซมเปน 2 เทาของมาวิ่งทั่วๆ ไป กลวยไม

ในสกุลมาวิ่งสวนใหญนิยมนําไปผสมกับสกุลฟาเลนอปซิส ไดสกุลใหมวา โดไรเตนอปซิส (Doritaenopsis) 

นอกจากนี้ยังมีการนําไปผสมกับสกุลอ่ืนอีก เชน สกุลเข็ม แวนดา และชาง เปนตน 

 

 เทคนิคพีซีอาร (PCR, Polymerase chain reaction) 

 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (Polymerase chain  reaction) หรือพีซีอาร เปนเทคนิคที่ใชเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอเปาหมาย ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออ่ืน โดยไมจําเปนตองทําใหชิ้นดีเอ็นเอดังกลาว

บริสุทธิ์กอน สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอท่ีสนใจโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลลหรือนําไป

โคลน การทําพีซีอาร คือ การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสซ้ํากันหลาย ๆ รอบ

เพ่ือใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึ้นเปนทวีคูณ การสังเคราะหดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นไดจําเปนตองมีไพรเมอรดวย 

ดังน้ันจึงใชไพรเมอร 2 ชนิด ที่มีเบสคูสมกับปลายทั้ง 2 ดานของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการเพ่ิมปริมาณ 

โดยไพรเมอรจะเกาะกับดีเอ็นเอคนละสาย และมีปลาย 3' ในทิศทางเขาหากัน ดังน้ันขอกําหนดในการทํา

พีซีอาร คือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการเพ่ิมปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสทั้งหมด

หรือทราบเฉพาะสวนปลายก็ได เพ่ือการออกแบบสังเคราะหเพ่ิมปริมาณขึ้นจะมีขนาดความยาวเทากับชิ้น

ดีเอ็นเอจากปลาย 5' ของไพรเมอรหน่ึงถึงปลาย 5' ของไพรเมอรอีกชนิดหน่ึงน่ันเอง (สุรินทร, 2545) 

 ไพรเมอรที่ใชเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีทําคือสกัด 

ดีเอ็นเอออกจากเซลล นํามาใสรวมกับไพรเมอร บัฟเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (dNTP) 

ทั้ง 4 ชนิด ทําใหดีเอ็นเอตนแบบแยกเปนสายเด่ียว (denaturation) โดยใชความรอน แลวลดอุณหภูมิลง



    

 

อยางรวดเร็ว เพ่ือใหไพรเมอรที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายและมีปริมาณ

มากกวาชิ้นดีเอ็นเออ่ืนๆมากมายเขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตอง การ (annealing) ขั้นสุดทายจึง

เปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสที่ใสลงในปฏิกิริยา เอนไซมจะ

ทําหนาที่สังเคราะหดีเอ็นเอตอจากไพรเมอร (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอเปาหมายเดิมเปนตนแบบ 

เม่ือปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเปาหมายจะเพ่ิมขึ้นเปน 2 เทา ดังนั้นถาดําเนิน

ปฏิกิริยาซํ้ากันหลายๆ รอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจะเพ่ิมขึ้นจนถึง 2 n เทา เม่ือปฏิกิริยาผานไป n 

รอบ (สุรินทร, 2545) 

 

 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite marker) 

 ไมโครแซทเทลไลท (Microsatellite) หมายถึง ลําดับเบสที่มีลักษณะซ้ํากันเรียงอยูตอเน่ืองกันที่

ตําแหนงหน่ึงๆ ในจีโนม แตละชุดซํ้าประกอบดวยเบส 1-6 เบส ชุดที่ซํ้ากันนี้จะอยูติดกันแบบหัวตอหาง 

เชน (A)n, (CA)n, (TCC)n และ (GATA)n เปนตน เม่ือ n คือจํานวนชุดซํ้า พบในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ศึกษา มี

วิธีเรียกแบบอ่ืน ไดแก simple sequence repeat (SSR) หรือ short tandem repeat (STR) ลําดับเบส

แบบไมโครแซทเทลไลทน้ีมีการกระจายตัวทั้งจีโนม แตไมสมํ่าเสมอ บางบริเวณก็พบมาก บางบริเวณก็พบ

นอยกวา ตามแตชนิดของสิ่งมีชีวิต การกระจายตัวของไมโครแซทเทลไลทสวนใหญอยูในบริเวณที่ไมใชยนี 

หรือสวนนํารหัสของยีน (noncoding region) (สุรินทร, 2549) 

 ลักษณะของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ สามารถจําแนกไดเปน 3 ประเภท (Weber and May, 

1990) ดังน้ี 

 1. Perfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีลําดับเบส 2 ตัว หรือมากกวา เรียงซ้ํากันไปเรื่อยๆ 

เชน (CA)n 

 2. Compound repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีลําดับเบสหลายชนิดเรียงตอกัน เชน (CA)n(GT)n 

 3. Imperfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทที่มีเบสอ่ืนเขามาแทรกในลําดับเบสซ้ํา ซ่ึงเกิดจากการ

กลาย เชน (CA)n(N)n(CA)n 

 หนาที่ของไมโครแซทเทลไลท ยังไมทราบแนชัด มีไมโครแซทเทลไลทบางสวนที่มีการอนุรักษ 

(conserved) โดยพบอยูที่ตําแหนงเดียวกันในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด บางสวนทําหนาที่ไดเน่ืองจากอยูในสวน

นํารหัสของยีน นอกจากน้ียังพบวาไมโครแซทเทลไลทบางชนิด สามารถจับกับโปรตีนที่จําเพาะ และทํา

หนาที่เปนตัวกระตุนการแสดงออกของยีน (enhancer)  โดยความแปรปรวนของจํานวนซ้ํา มีผลตอการ

ควบคุมการทํางานของยีน ลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลทบางแบบยังมีผลตอโครงสรางของโครมาติน

ดวย (Godldstein and Schlötterer, 1999) 



    

 

 ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทเปนลําดับเบสที่ไมเสถียร มีอัตราการกลายพันธุสูงกวาลําดับเบส

ทั่วๆ ไป โดยการกลายพันธุของไมโครแซทเทลไลทมักเกิดจากการขาดหายไปของลําดับเบสซํ้า (deletion) 

หรือการเพ่ิมขึ้นของลําดับเบสซํ้า (insertion) ตางจากลําดับเบสทั่วไปที่มักเกิดการกลายแบบการแทนท่ี

เบส โดยการเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของชุดซํ้ามีกลไก 2 แบบคือการเลื่อนของสายดีเอ็นเอที่จับคูกันขณะเกิด

การจําลองโมเลกุล (Slip-strand mispairing) หรือที่เรียกวาเกิด slippage (Levinson and Gutman, 1987) 

และการแลกเปลี่ยนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไมเทากัน (unequal crossing over) (Richard and Pâques, 2000) 

 เน่ืองจากลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท มีอัตราการกลายพันธุสูงประกอบกับมีการกระจายอยู

ทั่วไปในจีโนม จึงมีการนําดีเอ็นเอในสวนนี้มาใชศึกษาในทางพันธุกรรมกันอยางกวางขวาง ทั้งในดานการ

ใชเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการทําแผนที่โครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการ และความสัมพันธของ

สิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความแปรปรวนในระดับ 

ดีเอ็นเอต่ํา (Areshchenkova and Ganal, 2002) 

 การตรวจสอบดีเอ็นเอสวนที่เปนไมโครแซทเทลไลททําไดหลายวิธี ไดแก การทํา Southern blot 

hybridization โดยตัดจีโนมมิกดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แยกขนาดดีเอ็นเอโดยการทําอิเล็กโทร   

โฟรีซิส ยายแถบดีเอ็นเอไปบนแผนเมมเบรน แลวไฮบริไดซกับโพรบที่เปนสวนของไมโครแซทเทลไลท  

เชน  (CA)10  วิธีน้ีจะตรวจสอบดีเอ็นเอบริเวณที่มีลําดับเบสเปนไมโครแซทเทลไลทแบบใดแบบหนึ่งตาม

ชนิดของโพรบจากหลายตําแหนงพรอมๆกัน (multi-locus marker) หรืออาจดัดแปลงมาใชเทคนิคพีซีอาร 

โดยสังเคราะหไพรเมอรที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท นํามาใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช    

ไพรเมอรเพียงชนิดเดียว โดยไพรเมอรจะไปจับกับลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลทชนิดเดียวกันไดหลาย

ตําแหนง และเกิดการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดจากหลายบริเวณ วิธีน้ีเรียกวา microsatellite primed PCR 

(MP-PCR) จากวิธีน้ีมีการประยุกตใชไพรเมอรที่เพ่ิมเบสอ่ืนที่ไมไดเปนสวนหนึ่งของชุดซํ้าเขาที่ปลายของ

ไพรเมอรเดิมอีก 1-3 เบส เพ่ือใหการจับตัวของไพรเมอรกับตําแหนงไมโครแซทเทลไลทในจีโนมมี

ความจําเพาะมากขึ้น โดยสวนของดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได คือ บริเวณที่อยูระหวางสวนของไมโครแซท

เทลไลทที่ใชเปนไพรเมอร จึงมีชื่อเรียกใหมวา inter simple sequence repeat (ISSR) ซ่ึงเปนเคร่ืองหมาย

ที่ตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอมกัน โดยไมจําเปนตองทราบขอมูลลําดับเบสใดๆ ในจีโนม     

มากอน (สุรินทร, 2549) 

 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่นิยมใชในปจจุบัน เปนการตรวจสอบไมโครแซทเทล ไลทชนิดใด

ชนิดหน่ึงที่ตําแหนงจําเพาะ คร้ังละ 1 ตําแหนง (single-locus marker) โดยเทคนิคพีซีอาร จึงตองใช   

ไพรเมอร 2 ชนิด ที่มีลําดับเบสเปนคูสมกับลําดับเบสที่อยูขนาบขางของ 



    

 

ไมโครแซทเทลไลท (flanking DNA) ที่ตําแหนงดังกลาว และจําเปนตองมีขอมูลลําดับเบสที่ตองการ ดังน้ัน

จึงตองพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษากอน (สุรินทร, 2549) 

 วิธีการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท แบบด้ังเดิมน้ัน จะใชเทคนิคทางดานพันธุศาสตร

โมเลกุล เตรียมหองสมุดจีโนม (genome library) โดยการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) แลวเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA vector) 

ถายเขาสูแบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมจํานวน จากน้ันคัดเลือกโคลนโดยการไฮบริไดซกับโพรบที่เปน ไมโครแซทเทล

ไลท (SSR probe) แลวแยกดีเอ็นเอออกจากแบคทีเรียเพ่ือหาลําดับเบสที่อยูขนาบขางกับไมโครแซทเทล

ไลทดีเอ็นเอ และออกแบบไพรเมอร ซ่ึงเปนวิธีการที่ยุงยากและใชเวลานาน (He et al., 2003) ในปจจุบัน

การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทนิยมใชวิธี enrichment โดยการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ

รวมกับการไฮบริไดเซชันชิ้นดีเอ็นเอกับโพรบท่ีเปนไมโครแซทเทลไลทที่ติดปลายดวย   ไบโอติน (biotin) 

และแยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการดวย magnetic bead ที่หุมดวย streptavidin (Edwards et al., 1996) ซ่ึง

หลังจากกําจัดดีเอ็นเอสวนเกินออกไปแลวจะมีชิ้นดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท 50-90 

เปอรเซ็นต กอนจะเชื่อมกับดีเอ็นเอพาหะตอไป (Butcher et al., 2000) วิธีการ enrichment น้ีมี

ประสิทธิภาพสูง และการใชเวลาในการพัฒนานอยกวาวิธีด้ังเดิม (Billotte et al., 2001) จากขอดีของวิธี 

enrichment จึงมีผูใชวิธีน้ีพัฒนาการหาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเพ่ือตรวจสอบสิ่งมีชีวิตกันอยาง

กวางขวาง อาทิเชน การพัฒนาเครื่องหมาย SSR ของเมลอน โดยทําการโคลนลําดับเบสของไมโครแซล

เทลไลทไดมากถึง 700 โคลน จาก Tsp-AG/TG microsatellite enriched library และสามารถสรางไพร

เมอรไดถึง 144 ไพรเมอร ในจํานวนนี้สามารถคัดเลือกไพรเมอรที่มีประสิทธิภาพได 67 ไพรเมอร ซ่ึงถูก

นํามาใชเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอสําหรับการจําแนกความสัมพันธทางพันธุกรรมในเมลอน (Ritschell et al., 

2004) นอกจากน้ียังมีการนําเทคนิคดังกลาวมาใชในออย (Pinto et al., 2004) ฝาย (Qureshi et al., 

2004) ขาว ขาวสาลี และบารเลย (Rota et al., 2005) สําหรับในกลวยไม Dendrobium มีรายงานการ

พัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอดวยวิธี enrichment เชนเดียวกัน และประสบความสําเร็จเปนอยางดี โดย

สามารถสรางเครื่องหมาย SSR ไดจํานวน 8 เคร่ืองหมาย (Boonsrangsom et al., 2008) การพัฒนา

เคร่ืองหมาย SSR จํานวน 4 เคร่ืองหมายในกลวยไม Gymnadenia conopsea (L.) R. Brown (Campbell 

et al., 2002) การพัฒนาเคร่ืองหมาย SSR จํานวน 8 เคร่ืองหมายใน กลวยไม Ophrys fusca (Cotrim et 

al., 2008)  

 การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทมีวิธีการที่ยุงยาก และเสียคาใชจายสูง แตหลังจากการ

พัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทไดแลว สามารถนําไปใชไดงาย เน่ืองจากเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่

ใชวิธีการเพ่ิมปริมาณโดยวิธีพีซีอารจึงตองการดีเอ็นเอตนแบบปริมาณนอย และช้ินสวนดีเอ็นเอที่ตองการ



    

 

ตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก จึงใชดีเอ็นเอตัวอยางที่ไมตองมีคุณภาพมากนัก นอกจากนี้ผลการตรวจสอบยังมี

ความแมนยํา สามารถสงขอมูลลําดับเบสของไพรเมอรเพ่ือนําไปใชที่หองปฏิบัติการใดก็ได มีโพลีมอรฟซึม

สูง และยังมีการขมแบบ codominance จึงสามารถแยกความแตกตางระหวางโฮโมไซโกต และเฮเทอโรไซ

โกตได มีการกระจายทั่วทั้งจีโนม เหมาะสําหรับใชในการทําแผนที่จีโนม ตรวจสอบเอกลักษณของสิ่งมีชีวติ 

ตรวจสอบความ สัมพันธทางพันธุกรรม และสามารถนําไปประยุกตใชในดานตางๆ อีกมากมาย  (สุรินทร, 

2549) เชน การจําแนกความสัมพันธทางพันธุกรรมของขาวดวยเครื่องหมาย ISSR (Joshi et al., 2000) 

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมและพิสูจนความหลากหลายทางพันธุกรรมลูกผสมของมันฝรั่งดวย

เคร่ืองหมาย SSR (Hwang et al., 2002) การใชเคร่ืองหมาย RAPD และ ISSR ศึกษาความสัมพันธทาง

พันธุกรรมระหวางกลวยพันธุตางๆ (Venkatachalam et al., 2008) การนําเคร่ืองหมาย SSR จําแนกความ

แตกตางทางพันธุกรรมระหวางลูกผสมของสม (Oliveira et al., 2002) การศึกษาความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของกลวยไมพันธุตางๆ ในกลุม Dendrobium (Boonsrangsom et al., 2008) 

 ปจจุบันไดมีการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทขึ้นมาจากฐานขอมูล EST ของกลวยไมชนิด

ตาง ๆ ซ่ึงวิธีน้ีจะชวยลดตนทุนในการพัฒนาเครื่องหมาย SSR และยังไดเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เปนสวน

ของยีนโดยตรง มีการใชเทคนิคน้ีศึกษาสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เชน การพัฒนาและการทําแผนที่โครโมโซม

ของขาวสาลีโดยใชเคร่ืองหมาย EST-SSR และการประยุกตเพ่ือคนหาโครโมโซม Rye ในขาวสาลี (Li-

Fang et al., 2008) การประเมินผลทางพันธุกรรมของ EST-SST ที่ไดมาจากฝาย ( Yu et al., 2008 ) การ
พัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในหญาสายพันธุ gramineous ( Linzhi et al., 2008 ) และการ
ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสรางประชากรของเอลมอนดปาโดยใชเคร่ืองหมาย EST-

SSR (Omirshat et al., 2009 ) เปนตน 
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วิธีทดลอง  
การเก็บรวบรวมกลวยไมสกุลมาวิง่ 

 รวบรวมกลวยไมสกุลมาวิ่งในเขตจังหวัดอุบลราชธานี ในจังหวัดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือแลว

นํามาขยายพันธุในเรือนเพาะชํา ที่คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธาน ี

 

การสกัดดีเอ็นเอจากกลวยไม 

ทําการสกัดดีเอ็นเอจากใบของตัวอยางกลวยไมสกุลมาวิ่ง 4 วิธ ีดังน้ี 

1. การสกัดแยก DNA จากกลวยไมโดยวิธีประยุกตของ Dellaporta et al., 1983 

 นําใบพืชประมาณ 2 กรัม ตัดเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสลงในโกรง เติมไนโตรเจนเหลวใหทวมแลวบดให

ละเอียด จากน้ันถายใสหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มี extraction buffer (100mM Tris-HCl pH 8.0, 

50 mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ 2-mercaptoethanol ปริมาตร 300 



    

 

ไมโครลิตร ที่บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เติม 20% SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กันโดยเขยาแรง ๆ บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว เติมโปแตส

เซียมอะซิเตทความเขมขน 5 M ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดย เขยาแรง ๆ แลวแชในน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที ในขั้นนี้โปรตีนและโพลีแซคคาไรดจะตกตะกอน รวมกับโปแตสเซียมโดเดซีลซัลเฟต เหลือ

กรดนิวคลีอิกอยูในสารละลาย นําไปปนหวี่ยงที่ 20,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

ดูดสารละลายใสใสในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) 1 

เทาของสารละลายที่ดูดมา กลับหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหผสมเปนเน้ือเดียวกัน นําไปปนเหวี่ยงที่ 3,500 

rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสใสในหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 15 มิลลิลิตร เติมไอโซ

โพรพานอลปริมาตร 12 มิลลิลิตร หรือ 0.7 เทาของสารละลายที่ดูดมา ผสมใหเขากันเบา ๆ นําไปเก็บที่   

-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หรือเปนเวลานานขามคืนกรณีที่ไมเห็นตะกอน เก่ียวตะกอนดีเอ็น

เอดวยแทงแกวปลายงอใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หรือนําไปปนเหวี่ยงที่ 3,500 rpm อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 10 นาที แลวผึ่งตะกอนใหแหงในตู 37 องศาเซลเซียส เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 M 

ปริมาตร 300 ไมโครลิตร อุนที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนตะกอนละลายหมด เติม absolute ethanol 

ปริมาตร 2.5 เทาของสารละลายที่ดูดมา แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 

นาที เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงที่ 

12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนดวยเอธานอลซํ้าอีกคร้ัง จากน้ันผึ่งตะกอนใหแหง

ในตู 37 องศาเซลเซียส แลวเติม RNase buffer (10 mM Tris-HCl,pH 8.0, 15 mM NaCl) ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร แลวเติม RNase A 10 ไมโครลิตร (10 mg/ml) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสขามคืน ที่ 4 องศาเซลเซียส เติม RNase buffer เพ่ิมจนปริมาตรรวมเปน 500 ไมโครลิตร 

สกัดเอนไซม RNase A และโปรตีนที่อาจหลงเหลืออยูออกไปดวย ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล (25:24:1) 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน นําไปปน

เหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม สกัดซํ้าดวย

คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24:1) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย เน่ืองจากฟนอลมีผลยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมหลายชนิด เชน เอนไซมตัดจําเพาะDNA polymerase เปนตน ดูดสารละลาย

สวนบนออกแลวใสในหลอดใหม เติมโซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 M pH 5.2 ปริมาตร 1 ใน 10  เทา

ของสารละลายที่ดูดมา และเติมเอทานอลปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสารละลายที่ดูดมา เพ่ือตกตะกอนดี

เอ็นเอซ้ํา เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (หรือเก็บไวที่ 8 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 3 นาที) นําไปปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอน

ดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เทสารละลายทิ้งไป ผึ่งตะกอนใหแหงโดยคว่ํา



    

 

หลอดบนกระดาษซับ หรือปลอยใหแหงในอากาศ แลวละลายตะกอนใน TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 

8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชตอไป 

 

2. ชุดสกัด DNA Sabai Kit โดย Plant Molecular Biology Laboratory ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ    

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล  

 

3. ชุดสกัด DNA Nucleic Acid Extraction Kit โดยบริษัท Vivantis 

 

4. การสกัด DNA โดยใช 2X CTAB (Lodhi et al. 1994, with minor modification) 

 บดตัวอยางประมาณ 0.3-0.5 กรัม ในโกรงโดยใชไนโตรเจนเหลว แลวนําตัวอยางใสในหลอดขนาด 

1.5 มิลลิลิตร เติม 2X CTAB extraction buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาจนสารในหลอด

เปนเนื้อเดียวกัน และบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้งไวใหเย็น แลวเติม 

chloroform : isoamylalcohol 24:1 ปริมาตร 840 ไมโครลิตร ผสมเบา ๆ ใหเขากัน ปนเหวี่ยงที่ 12,000 

rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลดูดเอาสวนใสดานบนใสหลอดใหม เติม 

isopropanol ปริมาตรเทากับสวนที่ดูดมา ผสมใหเขากันแลวบมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 

ชั่งโมง ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที แลวจึงเทสวนใสทิ้ง ลาง

ตะกอน DNA ดวย 95% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง แลวลางตะกอนอีกคร้ังดวย 70% ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

ปนเหวี่ยงที่ 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง จากน้ันทิ้งตะกอน 

DNA ใหแหง แลวจึงละลายตะกอนดวยสารละลาย TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตรกําจัด RNA ดวย RNase A 

(10 ng/μl ) 1 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นเก็บรักษา DNA ไวที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 

 -  ตรวจสอบปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดได โดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสในเจลอะกาโรส 

(Agarose gel) 1.0 % โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบปริมาณที่แนนอนดวย

แรงเคลื่อนไฟฟา 80 โวลต ในสารละลาย 1x TBE buffer การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอภายใตแสง UV 

และภาพถายโดยใชเคร่ือง Gel document 



    

 

 -  ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยดูอัตราสวนของคา A260 / A280 ถาคาที่ไดมีคาระหวาง 1.8 – 

2.0 แสดงวาดีเอ็นเอที่ไดเปนดีเอ็นเอเกลียวคูที่บริสุทธิ์ ถาคาที่ไดมากกวา 2.0 แสดงวาดีเอ็นเอมีอารเอ็นเอ

ปนอยู ถาคาที่ไดนอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนเจือปน 

 

การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

 -  สืบคนหาลําดับเบสของเคร่ืองหมาย EST จากฐานขอมูลของกลวยไมสกุลตางๆ และรวบรวม

ขอมูล โดยเฉพาะจากฐานขอมูลใน GenBank Database จากนั้นนํามาทําการ cluster ดวยโปรแกรม 

MetaGenomeGAMBLER (http://www.insilicobiology.co.jp)  

 - นําขอมูลที่ไดมาหาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทโดยโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป

WebTROLL (Castelo et al., 2002) โดยกําหนดคาการคนหา mono-, di-, tri- tetra-, penta- และ hexa- 

nucleotide motifs ใหมีจํานวนซ้ํานอยที่สุดเปน 10, 5, 5, 3, 3 และ 3 ซํ้าตามลําดับ หลังจากน้ันจะตองนํา 

EST-SSR ที่วิเคราะหไดมาคัดกรอง low complexity sequence โดยการใชโปรแกรม RepeatMasker 

(http://www.repeatmasker.org) 

 - ทําการออกแบบไพรเมอรสําหรับเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่วิเคราะหมาได โดยใชโปรแกรม 

WebTROLL เพ่ือใชตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่ง 

 -  ตรวจสอบความสามารถของไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่ง 

 - ทําการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่ง ดวยเครื่องหมายไมโค

รแซทเทลไลท โดยการทํา PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากกลวยไมและตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโทรโฟ

ลิซีสในโพลีอะครีลาไมดเจล 

 -  ตรวจสอบผลและวิเคราะหผล เพ่ือสรางภาพแสดงความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไม

สกุลมาวิ่งที่รวบรวมมาได 

 -  สรุปและวิเคราะหผลการวิจัย เพ่ือเตรียมตีพิมพในวารสารวิชาการ 

 
ผลการทดลอง  
การเก็บรวบรวมกลวยไมสกุลมาวิง่ 

 เก็บรวบรวมตวัอยางกลวยไมในสกุล Doritis ทั้งหมด 30 ตัวอยาง จากเรือนเพาะเลีย้งกลวยไม คณะ

เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ซ่ึงไดมีการเก็บรวบรวมตวัอยางของกลวยไมในสกุล Doritis จาก

สถานที่ตางๆ มาเพาะเลี้ยงไวแลว โดยขอมูลทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางไดแสดงไวในตารางที่ 1  

 

 



    

 

ตารางที่ 1 รายชื่อสายพันธุและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางกลวยไมจํานวน 32 ตวัอยาง  

No. ID. ชื่อ ลักษณะใบและจุด ดอก สีดอก สีกลีบปาก สีกานดอก แหลงท่ีมา 

1 S2 D.  regnieriana เรียวเล็ก/มวง - - - - สระบุรี 

2 S3 D.  regnieriana เรียวเล็ก/มวง - - - - สระบุรี 

3 S4 D.  regnieriana เรียวเล็ก/เขียวแก - - - - สระบุรี 

4 M2 D. pulcherrima เรียวยาว/มวง - - - - สระบุรี 

5 M5 D. pulcherrima เรียวยาว/มวง - - - - สระบุรี 

6 Mah D. pulcherrima เรียวยาว/เขียวแก - - - - สระบุรี 

7 RO4 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - รอยเอ็ด 

8 RO10 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/มวง - - - - รอยเอ็ด 

9 DB6 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

10 DB8 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล ผึ่ง มวงออน สมออน เขียว ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

11 MDD2 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/เขียวแก - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

12 MDD3 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

13 MDD6 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

14 MDD10 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - -  ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

15 MDD11 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

16 MDD15 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

ยาวมน/ เขียวแก - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

17 MDD20 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

18 MDD22 D. pulcherrima var. ยาวมน/ เขียวแก ผึ่ง มวงออน สมอม เขียว ตลาดอินโดจีน 



    

 

 

 

เม่ือนําตัวอยางกลวยไมทั้ง 30 ตัวอยางมาสกัดดีเอ็นเอ ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพโดยวิธี agarose gel 

electrophoresis พบวาสามารถที่จะสกัดดีเอ็นจากตัวอยางได ดังแสดงในภาพที่ 1 

 

buyssoniana เหลือง มุกดาหาร 

19 CM8 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

20 CM11 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล - มวงเขม มวงเขม เขียวอม

เหลือง 

ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

21 CM16 D. pulcherrima var. 

buyssoniana 

เรียวยาว/น้ําตาล ลู มวง เหลือง เขียว ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

22 MV4 D. pulcherrima เรียวยาว/- ลู มวง สมเขม เขียวอม

เหลือง 

ชองแม็ก 

อุบลราชธานี 

23 MVP2 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล ลู ขาว สมเขม เขียวอม

เหลือง 

โพธิ์ไส 

อุบลราชธานี 

24 MVP26 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล ลู มวง มวงเขม เขียวอม

เหลือง 

โพธิ์ไส 

อุบลราชธานี 

25 MVP27 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล - - - - โพธิ์ไส 

อุบลราชธานี 

26 PT1 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล ลู - เหลืองเขม เขียวอม

เหลือง 

ภูผาเทิบ 

มุดาหาร 

27 PT2 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล ลู มวง สมเขม เขียวอม

เหลือง 

ภูผาเทิบ 

มุดาหาร 

28 MDM14 D. pulcherrima เรียวยาว/- ลู มวง มวงเขม เขียวมวง ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

29 MDM18 D. pulcherrima เรียวยาว/น้ําตาล - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 

30 MDM21 D. pulcherrima เรียวยาว/- - - - - ตลาดอินโดจีน 

มุกดาหาร 



    

 

 
 

 
ภาพที่ 1 ผลการตรวจสอบปริมาณและคณุภาพดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis ของตัวอยาง

กลวยไมทั้ง 30 ตัวอยาง โดย M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 

 

การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
 รวบรวมขอมูล EST จากฐานขอมูลตาง ๆ และพัฒนาออกแบบไพรเมอรเคร่ืองหมายโมเลกุล EST-

SSR เม่ือเริ่มตนทําการศึกษาไดคนหาขอมูลลําดับเบสของสมาชิกวงศ Orchidaceae จากฐานขอมูล

สาธารณะ NCBI โดยพยายามรวบรวมขอมูล EST และ mRNA ใหไดมากท่ีสุดสําหรับนําไปใชในการ

ออกแบบไพรเมอร เพ่ือพัฒนาเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลในกลวยไมสกุล Doritis ตอไป จากการสืบคนขอมูล

พบวาสามารถสืบคนขอมูลที่เปนลําดับเบสของ EST ในกลวยไม ไดทั้งหมด 8009 ลําดับเบส ขอมูล 

mRNA ของกลวยไมสกุล Doritis 14 ลําดับเบส และ mRNA ของกลวยไมสายพันธุอ่ืน ๆ อีก 88 ลําดับเบส  

จากน้ันนําขอมูล EST ที่ไดไปทําการจัดกลุมขอมูลและคัดเลือกคุณภาพของขอมูลโดยใชโปรแกรม cap3 

โดยขอมูลที่จะนําไปวิเคราะหจะตองอยูในรูปแบบของ FASTA พบวาหลังจากวิเคราะหขอมูล คงเหลือ

ขอมูลที่มีความเหมาะสมตอการนําไปใชงานตอไปทั้งหมด 1261 ขอมูล แลวจึงนําขอมูลเหลาน้ีไปหาสวน

ของ ไม โครแซล เทลไลท ต อ ไป  โดย ใช โปรแกรมสํ าห รับการค นหาลํ า ดับ เบส ซํ้ า  Websat 

(http://wsmartins.net/websat/) กําหนดคา repeat แบบ mono di tri tetra penta และ hexa ใหมีลําดับ



    

 

เบสนั้นๆซ้ํากัน 10, 6, 5, 4, 4 และ 4 ตามลําดับ ซ่ึงคาเหลาน้ีเปนคาอยางต่ําในการคนหาบริเวณไมโคร

แซลเทลไลทของโปรแกรมและเม่ือพบบริเวณที่มีไมโครแซลเทลไลทก็สามารถออกแบบ ไพรเมอรไดเลยใน

โปรแกรมนี้ โดยสามารถออกแบบไพรเมอรไดทั้งหมด 177 คูไพรเมอร แบงเปนแบบซํ้า 1 เบส จํานวน 60 

คู (33.90%) แบบซ้ํา 2 เบส 68 คู (38.42%) แบบซํ้า 3 เบส 37 คู (22.03%) แบบซ้ํา 4 เบส 5 คู (2.82%) 

แบบซํ้า 5 เบส 1 คู (0.56%) และซํ้า 6 เบส 6 คู (3.39%) ดังภาพที่ 1 นอกจากน้ีเม่ือวิเคราะหรูปแบบของ 

SSR motif พบวารูปแบบที่พบมากท่ีสุดคือ A/T โดยคิดเปน 32.20% รูปแบบที่มีมากลําดับที่สอง คือ 

TC/GA คิดเปน 15.1% และรูปแบบที่มีมากเปนลําดับที่สามคือ AG/CT คิดเปน 11.24% ดังแสดงในภาพที่ 

2 และ ตารางที่ 2 

                                 
    ภาพที่ 2 จํานวน EST-SSR แบงตามชนิดลําดับเบสซ้ํา 

      

    ตารางที่ 2 รูปแบบและจํานวนของ SSR motif 

 

SSR motif Number Frequency 

A/T 57 32.02247 

G/C 3 1.685393 

AT 10 5.617978 

TA 8 4.494382 

CA 1 0.561798 

AC/GT 2 1.123596 

AG/CT 20 11.23596 

TC/GA 27 15.16854 

AAG/CTT 3 1.685393 



    

 

AGG/CCT 2 1.123596 

ATC/GAT 2 1.123596 

AGA/TCT 1 0.561798 

ATA/TAT 1 0.561798 

CAA/TTG 3 1.685393 

CGG/CCG 8 4.494382 

GAC/GTC 1 0.561798 

GCC/GGC 7 3.932584 

GCG/CGC 3 1.685393 

GTG/CAC 3 1.685393 

TGA/TCA 1 0.561798 

TGG/CCA 1 3.571429 

TTC/GAA 2 1.123596 

AAAC/GTTT 5 2.808989 

TTGGT/ACCAA 1 0.561798 

CCCAAA/TTTGGG 2 1.123596 

CGGCAG/CTGCCG 3 1.685393 

TAACCC/GGGTTA 1 0.561798 

 

 จากน้ันทําการสุมเลือกไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดวยวธิีพีซีอาร แลวสามารถที่ใหผลผลิตทีมี่

ขนาด 100 – 400 คูเบส มาทั้งหมด 100 คูไพรเมอร เพ่ือใชในการทดสอบเครื่องหมายไมโครแซลเทลไลท

ในกลวยไมสกุล Doritis ดังตารางที่ 3 

 

   

 

 

 

 

 



    

 

   ตารางที่ 3 ลําดับเบสของไพรเมอร 100 คูไพรเมอร  

   

ลําดับ ชื่อ ลําดับเบส 

1 ORVDM1-F CCACGGTTGTATGTTCCTGTTT 

2 ORVDM1-R AACAAAGCACTAGGCAAAGGC 

3 ORESTM5-F CAAACCATAGAGCGGTGGAT 

4 ORESTM5-R CCTTAGCCCAATTTATCGAA 

5 ORESTM17-F TTTCCATCTCTACTTCGTGCG 

6 ORESTM17-R ATTCTACCTCAACTGCTGCCAT 

7 ORESTM32-F GGTGGATGTTAACTTTGGTTGC 

8 ORESTM32-R CACGTTTAAACCCGCCAA 

9 ORESTM45-F CTTTCAATGGGGATAAAAGCAC 

10 ORESTM45-R AAACCAGAAACATTTCACCCC 

11 ORESTM49-F TTTGTTGGTGTTTTGCAGTAGG 

12 ORESTM49-R TGGGATTTGATACAGTGAGAGC 

13 ORESTM59-F TTCTTCTGTGCATCTTTTGCTC 

14 ORESTM59-R CACAAACCCAATTTAACACCCT 

15 ORESTM94-F CTGCTTCCCAAGTGATTCTTCT 

16 ORESTM94-R GGTCAGGCATTTCAACAAAAC 

17 ORESTM109-F CGGTCTTCTTCTATCGCATTTC 

18 ORESTM109-R AATTCCCTTGTCATGTTGGTCT 

19 ORESTM115-F AGGAGGAGATGGAAGAGTTGAT 

20 ORESTM115-R GGCAAGAAACAAAGCAAAAG 

21 ORESTM127-F CTTGATGAATGTGAGGAAACCA 

22 ORESTM127-R AAACCTTACTGTTGGGCACACT 

23 ORESTM129-F CAGAACCCTCTTTCCCCTACTT 

24 ORESTM129-R AAACTGCATAACTCCCACACAA 

25 ORESTM130-F GAGGCCTCGTGCCGAATT 

26 ORESTM130-R CGAGAATGTACCGGAAAACCTG 



    

 

27 ORESTM133-F AAGCGAGAGAGAGAGAGAACGA 

28 ORESTM133-R ATGAGGAGAAGGTAATGGGGAA 

29 ORESTM136-F ACCCTTTTCTTGGCTTCTAACC 

30 ORESTM136-R ATGGAGTGGATCTCTTGCTCTC 

31 ORESTM140-F CACTGAGAGGAAGAAAGGTACAAAG 

32 ORESTM140-R ATAACAGAGGAGGATTGCGAGA 

33 ORVAESTM2-F AATTCGATTAGTCAGCCACCAA 

34 ORVAESTM2-R ATTTGAGCGTCCGTTGAAGTC 

35 ORVAESTM1-F CATGGGCAACAAGAGTGAAAC 

36 ORVAESTM1-R AAATAGGCAAACACTGGCCTT 

37 ORDBM5-F AAAAGAAGCTGAGAGAGAAGTGG 

38 ORDBM5-R GAGTGGAGAAGACAATTAGGGC 

39 ORPHESTM1-F TCTTCCATCATCGCACATACTC 

40 ORPHESTM1-R GCACAAGACCAATAAGGAAAGG 

41 ORPHESTM3-F GCGGTATCGAACTTGAATGG 

42 ORPHESTM3-R AAGAATAACAAGCAGTCGAGCC 

43 ORPHESTM9-F CATTGCAATGCCTCCACTATAA 

44 ORPHESTM9-R CCTTTAAGCCCATTTACCCCTA 

45 ORPHESTM12-F CTAGCCTGCAAGAAGGGC 

46 ORPHESTM12-R CAAGAGGCACTAAATCCAGACA 

47 ORPHESTM13-F CACGAGGAACAAAAGAAGGAA 

48 ORPHESTM13-R CTAAATCTCAACAAAGCCCTGC 

49 ORPHESTM14-F CCCACCGACAAATTCATACTT 

50 ORPHESTM14-R TAAGAGAGGTTGGAGAGAAGGG 

51 ORPHESTM16-F TGGAAATGACAAGGTTTCTGTG 

52 ORPHESTM16-R TTGAGCTTAGGAGGCAAATAGG 

53 ORPHESTM23-F CTAGCCTGCAAGAAGGGC 

54 ORPHESTM23-R CGGTACAACAAGAGGCACTAAA 

55 ORPHESTM27-F AGTGAAGGTTTTGAGGAAAGGC 



    

 

56 ORPHESTM27-R CATAGGGATTGGTCCGGC 

57 ORPHESTM30-F TTTCCATCTCTACTTCGTGCG 

58 ORPHESTM30-R GTGGGGTTTCTAGGGTTTCTTC 

59 ORPHESTM44-F TCTACTGGATTTTGGATGGGCA 

60 ORPHESTM44-R GGGTTCAAGGGAAGCCCC 

61 ORDBM8-F GCCTCTCTCTTTCTCTCACTGC 

62 ORDBM8-R GAAGAATCCCCAGTTCTCACAG 

63 ORESTM8-F GTCTTGGTCTGATGAACATGGA 

64 ORESTM8-R TTGTTGTTGTTATTGCTACCGC 

65 ORESTM19-F GACTAAGACTGAAGAAGGCAGCA 

66 ORESTM19-R ATTTCCAGAAGCCAATACTCCA 

67 ORESTM24-F TAAAACCAGATCCTCGTCCATA 

68 ORESTM24-R CCCCAACATTAAAAGGGAAT 

69 ORESTM28-F CTAACCATGCCAAACGATGATA 

70 ORESTM28-R AACGTCCTTCCCAATAGCATAA 

71 ORESTM30-F CGAATTCGGCACGAGGAG 

72 ORESTM30-R GAAGAAGAACCTTGTAATGGCG 

73 ORONM1-F AGTAACATCAGGCGCTTCAACT 

74 ORONM1-R GCTTGGGAAATGACTAAACTGG 

75 ORCAM1-F CGACCATTCTAAGCAGCAACTA 

76 ORCAM1-R GCCGGTAATTTTCTTTGTTCAC 

77 ORDBM2-F CTTATTGTCGGCATCATCCTTT 

78 ORDBM2-R ATCATTTGACACCGCTAAACCT 

79 ORDBM3-F AAGTTAGCGGGGATGCTGAT 

80 ORDBM3-R GCCTTAGCTGTTCAAATTCTTCC 

81 ORDBM4-F CCTTACTTGTCCCGACTCCTTA 

82 ORDBM4-R GGAAGAGAAGACACAGCCAAAG 

83 ORDBM7-F AGATAAATTGCTCCCTTCCCC 

84 ORDBM7-R GAGGTCGTCTTCTTCCTCTGAA 



    

 

85 ORESTM4-F CCATGAGATCCCCATAGTTGTT 

86 ORESTM4-R CCGGGTAACCAGGGTTTT 

87 ORESTM7-F ATGAGTTTATGCTTCATCGGGT 

88 ORESTM7-R GCGGCCAGTAATTGTATAGCTC 

89 ORESTM22-F TCAGTTGGTTCCTTAATTGGCT 

90 ORESTM22-R GCAAGGTATGCCAGAGACTTTT 

91 ORESTM26-F CACTGGATCACCTATCACGGTA 

92 ORESTM26-R TAGTTCCAAATAAAAGGCCCC 

93 ORESTM27-F ATTGACGATGAAACCATGACTG 

94 ORESTM27-R AGAAATACTCACCACTGCCCTG 

95 ORESTM35-F TCTTTTCTCCCTCTCCATTCAG 

96 ORESTM35-R AGAAGCAGCAGAACTAGAACCG 

97 ORESTM38-F AGATTTCCCAAGACATGCAGTT 

98 ORESTM39-R CGGGATAAATTCCTACATCCAC 

99 ORESTM42-F GGTCTTCAACAATAGGCAGTGA 

100 ORESTM42-R TGGTAGCTCGCATTTAAGGAAT 

101 >CL244CONTIG1-R TCTCTGAAACGAAAAGCGAAG 

102 >CL244CONTIG1-F CATCGGTGGAGAAAACAGAAG 

103 >CL296CONTIG1-R AGACGGGCTTAATGATGTCATT 

104 >CL296CONTIG1-F TGGTATGTATGTAAATGCCCCA 

105 >GI|110664761-R CCCCAAAATCTGGGATCTC 

106 >GI|110664761-F GGTTGAACGGAACTTGATAAGC 

107 >GI|110663516-R ATCTGAAGCCATTGATAACCGA 

108 >GI|110663516-F AGAAATACTCACCACTGCCCTG 

109 >GI|110664470-R TACGAGTCATTTTGCCCTTTG 

110 >GI|110664470-F TTCGGATAAAAGCGAAGGAA 

111 >GI|109154407-R TCAGATTCTTCTTGGTCGTGAG 

112 >GI|109154407-F GCTGGTGGAGACCCTGAA 

113 >GI|109151992-R CCAGGATCAAATCTTCCTTGAG 



    

 

114 >GI|109151992-F CAACACATAGACGAACTCCATCA 

115 >GI|109151206-R GCAAATGAACTGAAGTGGGTTA 

116 >GI|109151206-F CAAGCATATAGCACACCACACA 

117 >CL195CONTIG1-R AAGTCGTTGCTTCTCCCTCTC 

118 >CL195CONTIG1-F AAAGGAATTGGAAGAGTTGCTG 

119 >CL141CONTIG1-R TCGAGATATGTTCTGGGGTCTT 

120 >CL141CONTIG1-F AGACTGCCCTCATATATAACAGCA 

121 >CL491CONTIG1-R AGGTGAAGGCTGGATTCTTGT 

122 >CL491CONTIG1-F GTACTCCACTCCGAACGAAAAC 

123 >GI|109154284-R GTCTGCAACATACTCAAGCATAGC 

124 >GI|109154284-F CTTTTGGTCTTTCCCATCCTTT 

125 >GI|109152173-R ATCACGGTCTTTGGCGAT 

126 >GI|109152173-F GGAAGTCCAGAAAGGAAGAACA 

127 >GI|109153360-R AAAGGAACTATTATTGGCGGCT 

128 >GI|109153360-F ATATGGCTTGGACTGATCGC 

129 >GI|109152185-R AGCTGAGGTGGTAGAGACGAAG 

130 >GI|109152185-F CCAGGACAACCCATTTGATAAC 

131 >CL140CONTIG1-R TGAGGAATTCCGCACGAG 

132 >CL140CONTIG1-F CAAATAGGCGGCGATTTATTAG 

133 >CL201CONTIG1-R GCAAATGAACTGAAGTGGGTTAG 

134 >CL201CONTIG1-F GCATAACAGTCGGAAGCATACA 

135 >CL258CONTIG1-R GGAGCATCTAGGAGTTGGAAGA 

136 >CL258CONTIG1-F AGACGAGTTCATTTGCATTGG 

137 >GI|110663306-R GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT 

138 >GI|110663306-F GACTCCATTACTCTGAAACCGTG 

139 >GI|110663752-R TGGCGGGTCTTCAACAATA 

140 >GI|110663752-F GCCCTGTTTGGATCACTTTCTA 

141 >CL11CONTIG3-R GATTTGGTTTTGCTGATAAGGC 

142 >CL11CONTIG3-F TTTACTCGCCAGAGAGAGCAG 



    

 

143 >CL128CONTIG1-R GCATACCCAGAATGAAGAGGAC 

144 >CL128CONTIG1-F ACACATCAGCAACAAGGTCAAT 

145 >CL163CONTIG1-R TTTGAGAGGAAGTTTGTGTCCC 

146 >CL163CONTIG1-F GGTTTGAAGAACAGCAACATGA 

147 >CL186CONTIG1-R CCATCACGGTCACGATCTAAT 

148 >CL186CONTIG1-F GGAAGTCCAGAAAGGAAGAACA 

149 >CL295CONTIG1-R TAAAAGGAGCAAGGCGAGATAG 

150 >CL295CONTIG1-F GGCTGTAGATGACTGGGAGAAG 

151 >CL340CONTIG1-R CAAATCTTAACTTCTGTCCCCG 

152 >CL340CONTIG1-F CATGCTATCCACTCCACCATTA 

153 >CL455CONTIG1-R CATTCCATTCATCTCTCATCCA 

154 >CL455CONTIG1-F TACAAATCAAAGTCATCGTCGG 

155 >GI|109151933-R GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT 

156 >GI|109151933-F GCTTTCGACTCCATTACTCTGAA 

157 >GI|109153057-R AGCACAGAAAACAAAGCATGAG 

158 >GI|109153057-F AACGGAAATCCTTGAACCAGT 

159 >GI|109152891-R GGACCTTCGTCACTCACTCTTT 

160 >GI|109152891-F TCTTCCCCTGTACCTTCTTTGA 

161 >GI|110663257-R GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT 

162 >GI|110663257-F GACTCCATTACTCTGAAACCGTG 

163 >GI|110663905-R CGGGTCTTCAACAATAGGCA 

164 >GI|110663905-F GCCCTGTTTGGATCACTTTCTA 

165 >GI|109153889-R CCCCAACTCATCTCCACCT 

166 >GI|109153889-F TAATAACTGGGCAGCAAGTCG 

167 >GI|109154341-R AATCCAAATCCAACACCAACTC 

168 >GI|109154341-F TAATTCCAGCCACAGTCTCCTT 

169 >CL106CONTIG1-R TTTCCATCCTCCTCACTTCATT 

170 >CL106CONTIG1-F AGTATCGTCAAAGCCAGGGATA 

171 >CL275CONTIG1-R AGTCCCTCTCCGTCCTATGATT 



    

 

172 >CL275CONTIG1-F CTTCTTTCCAGTCATGTCCAGC 

173 >CL10CONTIG1-R ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 

174 >CL10CONTIG1-F TCCATTACTCTGAAACCGTGCT 

175 >CL96CONTIG1-R TGAAACCCTAACTAGCCGCC 

176 >CL96CONTIG1-F TATACCGCCTACCAATCAATCG 

177 >CL106CONTIG1-R GCACGAGGATCAATTTAGCATA 

178 >CL106CONTIG1-F GGAAGATGATGGGTACGTCATT 

179 >CL117CONTIG1-R TGCAAGAAACCTTAGAAGCTCA 

180 >CL117CONTIG1-F CTAGGAGAACAAAAGGGGAGGT 

181 >CL4CONTIG1-R ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 

182 >CL4CONTIG1-F TGCCTTCTTCGGTCTTAGTCTC 

183 >CL32CONTIG1-R CTCTCTCCTAACCCTCTCCCTC 

184 >CL32CONTIG1-F AGCAATGGGAAGAAACACATCT 

185 >CL39CONTIG2-R CGCTGAGGAGAAGCACTATTTT 

186 >CL39CONTIG2-F GTGGACGGTGTGGTCATAATC 

187 >CL61CONTIG1-R AATCCAAATCCAACACCAACTC 

188 >CL61CONTIG1-F AGCACACAGAACGAAAGAAACA 

189 >CL62CONTIG1-R CAGCACAGAAAAGAAAGCATGA 

190 >CL62CONTIG1-F TTCGGTCCACAGTATAGATTCGT 

191 >CL138CONTIG1-R AATTTCAGTACCATTGCGATCC 

192 >CL138CONTIG1-F TCCGTATTTTGAGCCTTCAGTT 

193 >CL295CONTIG1-R CGCCAATCGTCTCTCTTCTATT 

194 >CL295CONTIG1-F GTTTTCCTCTTCTTGCCTCTCC 

195 >GI|110663752-R TGGCGGGTCTTCAACAATA 

196 >GI|110663752-F TGGTAGCTCGCATTTAAGGAAT 

197 >CL17CONTIG3-R GTGAGGAAACCACCATGTATGA 

198 >CL17CONTIG3-F AAACCATCCAGCAAAGACAAAC 

199 >GI|109154809-R CCTCGTGCCGAATTCGGC 

200 >GI|109154809-F AAACTTGGGCTTCGCCTTTTCC 



    

 

 

นอกจากน้ีไดมีการคัดเลือกคูไพรเมอรที่สามารถใชเปนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทใน
กลวยไมสกุลอ่ืน ๆ อีกทั้งหมด 35 คูไพรเมอร โดยอางอิงจากงานวิจัยของทิพวัลยและคณะในป 2549 
Pellegrino et al., 2001 และ Yue et al., 2006  ดังแสดงในตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 รายชื่อไพรเมอรที่สามารถใชเปนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทไดในกลวยไมสกุลอ่ืนๆ 

ทั้งหมด 35 คูไพรเมอร โดย F คือ Forword primer และ R คือ Reverse primer 

 

ลําดับ ชื่อ ลําดับเบส 

1 ORCA40-F CAAGCTACTTCAGACTCATC 

2 ORCA40-R GAAGACACTGCTCATATTTC 

3 ORCA63-F TCTTGTAATTCAAAGCGGGC 

4 ORCA63-R GGCAAAGATCCATCACCAAC 

5 ORCA84-F TGCTCTTGCATTCCTTACGACT 

6 ORCA84-R CACGAGGAAGAAATGCACACTC 

7 ORCA165-F GAAGGAGAACCTTGTGTGCAAC 

8 ORCA165-R TGTCACTATGTGTTGGCTTGCT 

9 ORCT6-F CTCCTTGCTTGGATTTGCTTC 

10 ORCT6-R CACCTCATCACATCTTGCCAT 

11 ORCT8-F GAGGTGGGGATGAGGAATAGA 

12 ORCT8-R ATCTAGCCACCAGTGCTGCCA 

13 ORCT11-F AGCAGCACTTGGGTTTATGTC 

14 ORCT11-R GAATCTGAACTGCATGGCTCT 

15 ORCT33-F TGCATCTGGGAATGTGAGAG 

16 ORCT33-R ACCCATTGCCTATGATGGAA 

17 ORCT35-F AATCCTACACTTTGGCAACAAA 

18 ORCT35-R TTTGAATCCTCTTGGACGTTCT 

19 ORCT40-F GGCTCTGGAGATAACTAGGTTC 

20 ORCT40-R CGTTCTCCAGCTCTTCCTCT 



    

 

21 ORCT52-F GGCAACCCCATCTATAGCAA 

22 ORCT52-R ATGGCTATCGACTCCTCGAA 

23 ORCT58-F ATGGAGAGGGATGAAGAGTGT 

24 ORCT58-R ATCCCATTACCTTTGGAGTCTC 

25 ORCT59-F TGGAAGTTTCGGCATTACAC 

26 ORCT59-R GTAGGGTAATAGTAGCCTACCT 

27 ORCT69-F AAGAGGAAGGATCTACTC 

28 ORCT69-R ATAATGTGGCTTAGTCAG 

29 sv01-F TTTAGATGGCTGTGTGTGTTAGG 

30 sv01-R CAGCACATCCCATCCCTCTAAATCC

31 sv02-F GTGTGAGGTGTAGTTGAGGAGA 

32 sv02-R TTTTGCTCACCTCCATCAGC 

33 sv03-F TAATAGGTTGGGATGTCTTAGAGGG

34 sv03-R ACAGCACTCACACTCTGAACTCTCC

35 sv04-F CTGGTCTCTTCTTTCTGGAT 

36 sv04-R AACACCAACACACATATACAT 

37 sv05-F GTCAACCACCTCTTTGCATG 

38 sv05-R GGTTGAACACTGCTCGTCTACCGA

39 sv06-F CATTACAACAAGTTTAGAGCGG 

40 sv06-R GATATAGTTGCCGACTAATCC 

41 ORCT72-F GCTTCACCAACTTCCGAGAC 

42 ORCT72-R GGCCATGCTTTCCTTCACTA 

43 OA07-F CCTATCCGAGGAGAACCATAA 

44 OA07-R AAGCTTTGAGATTCTTTTGTGACT 

45 OA08-F AGGCAAAATATAACATACCTCAAT 

46 OA08-R AATCAAGCCATTTATCTCCTCT 

47 OA12-F GCATTCTTTTGCCTAATTCAGGAA 

48 OA12-R TCCACCCTTTCATCCAAATACTTC 

49 OA15-F  ACAGCGTTAACATAAACCATAAGC



    

 

50 OA15-R CTGCCCGCAGATTCAGC 

51 OA18-F GGAACGGAGAAGATTAAGACAACC

52 OA18-R TGCCCTCACATGCCGTATT 

53 OA19-F  TAAGGCAAACTTGAGTGCTTTATT 

54 OA19-R CTTGTGATTTCTTTGCCTTTCTT 

55 OA20-F CATATATTAGCCACTTCACTCTC  

56 OA20-R ATGTCCACCTCCCTAAAATAGTA 

57 OA21-F AAATGGGGAAAAAGGAAAGGAC  

58 OA21-R ATCCCTCCCCTCGCTCTCTC 

59 OA23-F CATCCCAGCCCTTTTTCAC  

60 OA23-R GAGAGCAAGAGGAGGATGGAA 

61 OA24-F GAGCAACGGGAGGGATAGAGATAT

62 OA24-R ACCTCTGTCTCCCTCTTGTCCATC 

63 OA25-F GGAAGGGCCTAAGTGGATG  

64 OA25-R GCGTACCATGCTTAACATTCA 

65 S122-F GTGACTCGAGCCTTGGAATACG  

66 S122-R ACGCCGGTGAAAGAAGAAGAG 

67 S130-F CTCATGCATAAATTTAGGGTAGA 

68 S130-R ACAACACGAACAAGTAGTCATC 

69 S136-F AGGGGACAAGCAATTGAGTTGAAT

70 s136-R TCGGCTAGTAGCAAGGCATCTTC 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

การตรวจสอบความสามารถของไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่ง 

 จากน้ันจึงนําดีเอ็นเอของกลวยไมที่สกัดมาทดลองเพ่ิมปริมาณดวยวิธีพีซีอารโดยใชไพรเมอร

ทั้งหมด 135 คูโดยเปนไพรเมอรที่ออกแบบเอง 100 คูและไพรเมอรจากกลวยไมอ่ืน 35 คู เพ่ือทดสอบวา

ไพรเมอรคูใดบางที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได นําไพรเมอรดังกลาวมาหาสภาวะที่เหมาะสมโดยการใช

อุณหภูมิในการ annealing ที่แตกตางกัน ซ่ึงสภาวะการทําพีซีอาร เปนดังน้ี 

 dNTP (2.5 mM)    2 μl 

 10X Buffer with Mg 2+  2 μl 

 Primer F & R   5 μM each 

 DNA template (30 μg)  1 μl 

 Taq (5 unit/μl)   0.2 μl 

 Water    9.8 μl   

 ผลจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร ตามสภาวะที่กําหนดขางตน พบวามี 20 คูไพรเมอรที่

สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดและนําไปใชเปนเคร่ืองหมายโมเลกุลในกลวยไมสายพันธุมาวิ่งได โดยเปน

ไพรเมอรที่ออกแบบเอง 12 คูและไพรเมอรที่สามารถใชเปนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในกลวยไม

อ่ืนๆ อีก 8 คูดังแสดงในตารางที่ 5 และภาพที่ 3 

 

ตารางที่ 5 รายชื่อไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมดีเอ็นเอไดโดยโดยเปนไพรเมอรที่ออกแบบเอง 12 คูและไพร

เมอรที่สามารถใชเปนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในกลวยไมอ่ืนๆ อีก 8 คู 

Name Forword Reword Temp. 
Product 

Size 

ORESTM127 (11) CTTGATGAATGTGAGGAAACCA AAACCTTACTGTTGGGCACACT 62 ~200bp 

ORESTM136 (15) ACCCTTTTCTTGGCTTCTAACC ATGGAGTGGATCTCTTGCTCTC 58 ~150bp 

ORPHESTM16 (26) TGGAAATGACAAGGTTTCTGTG TTGAGCTTAGGAGGCAAATAGG 62 ~230bp 

ORESTM8(32) GTCTTGGTCTGATGAACATGGA TTGTTGTTGTTATTGCTACCGC 58 ~250bp 

ORESTM27 (47) ATTGACGATGAAACCATGACTG AGAAATACTCACCACTGCCCTG 62 ~400bp 

ORESTM35 (48) TCTTTTCTCCCTCTCCATTCAG AGAAGCAGCAGAACTAGAACCG 58 ~350bp 

ORESTM59(7) TTCTTCTGTGCATCTTTTGCTC CACAAACCCAATTTAACACCCT 54 120bp 

CL296CONTIG1-(2) TGGTATGTATGTAAATGCCCCA AGACGGGCTTAATGATGTCATT 56 250 



    

 

CL195CONTIG1-(9) AAAGGAATTGGAAGAGTTGCTG AAGTCGTTGCTTCTCCCTCTC 58 250 

CL186CONTIG1-(24) GGAAGTCCAGAAAGGAAGAACA CCATCACGGTCACGATCTAAT 56 350 

CL10CONTIG1-(37) TCCATTACTCTGAAACCGTGCT ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 48 400 

CL4CONTIG1-(41) TGCCTTCTTCGGTCTTAGTCTC ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 58 180 

ORCA40(1) CAAGCTACTTCAGACTCATC GAAGACACTGCTCATATTTC 46 230 

ORCT6(5) CTCCTTGCTTGGATTTGCTTC CACCTCATCACATCTTGCCAT 42 300,350 

OA20(19) CATATATTAGCCACTTCACTCTC ATGTCCACCTCCCTAAAATAGTA 42 200,300 

sv04(20) CTGGTCTCTTCTTTCTGGAT AACACCAACACACATATACAT 42 250 

OA08(23) AGGCAAAATATAACATACCTCAAT AATCAAGCCATTTATCTCCTCT 42 250,400 

S130(28) CTCATGCATAAATTTAGGGTAGA ACAACACGAACAAGTAGTCATC 38 350 

S122(32) GTGACTCGAGCCTTGGAATACG ACGCCGGTGAAAGAAGAAGAG 42 350 

OA19(33) AAGGCAAACTTGAGTGCTTTATT CTTGTGATTTCTTTGCCTTTCTT 42 250 

 

    

 
 

ภาพที่ 3 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอรทั้ง 20 คู 



    

 

  

 จากน้ันไดทดลองทําพีซีอารอีกคร้ังโดยใชไพรเมอรที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดในครั้งแรก 

ดวยการเพ่ิมความเขมขนของ Mg2+ ลงไปในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร ซ่ึงทําใหใการทําปฏิกริยามี

ประสิทธิภาพมากขึ้น โดยสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่งไดอีก 10 คู ดังตารางที่ 6 

สรุปผลการทดสอบการเพ่ิมปริมาณเอ็นเอของกลวยไมสกุลมาวิ่ง ดวย SSR ไพรเมอรที่ออกแบบจาก

ฐานขอมูล EST ของกลวยไม และจากเครื่องหมาย SSR ที่เคยมีการรายงาน พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอในกลวยไมมาวิ่งไดทั้งหมด 30 คูไพรเมอร จากท้ังหมด 135 คูไพรเมอรที่ทําการทดสอบ คิดเปน 23 

% โดยสามารถนําเคร่ืองหมาย SSR  เหลามาตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอยาง

กลวยไมมาวิ่งตอไป 

 

ตารางที่ 6 รายชื่อไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่งได เม่ือเพ่ิมปริมาณ Mg2+ 

Name Forword Reword Temp. 
Product  

size 

CL491CONTIG1-(11) GTACTCCACTCCGAACGAAAAC AGGTGAAGGCTGGATTCTTGT 52 230 

GI|109152185-(15) CCAGGACAACCCATTTGATAAC AGCTGAGGTGGTAGAGACGAAG 56 350 

CL455CONTIG1-(27) TACAAATCAAAGTCATCGTCGG CATTCCATTCATCTCTCATCCA 56 150 

GI|109151933-(28) GCTTTCGACTCCATTACTCTGAA GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT 56 150 

GI|109153057-(29) AACGGAAATCCTTGAACCAGT AGCACAGAAAACAAAGCATGAG 58 130 

GI|109153889-(33) TAATAACTGGGCAGCAAGTCG CCCCAACTCATCTCCACCT 56 200 

GI|109154341-(34) TAATTCCAGCCACAGTCTCCTT AATCCAAATCCAACACCAACTC 58 180 

CL106CONTIG1-(35) AGTATCGTCAAAGCCAGGGATA TTTCCATCCTCCTCACTTCATT 50 180,250 

CL275CONTIG1-(36) CTTCTTTCCAGTCATGTCCAGC AGTCCCTCTCCGTCCTATGATT 52 150 

CL106CONTIG1-(39) GGAAGATGATGGGTACGTCATT GCACGAGGATCAATTTAGCATA 48 150,200 

CL32CONTIG1-(42) AGCAATGGGAAGAAACACATCT CTCTCTCCTAACCCTCTCCCTC 48 230 



    

 

การตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่ง  

   จากผลการศึกษาขางตนพบวา มีไพรเมอรทั้งหมด 30 คูที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในตัวอยาง

กลวยไมสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษาได โดยมาจากการ EST ไพรเมอร 23 คู และ genomic SSR ของกลวยไม

ชนิดอ่ืน ๆ อีก 7 คู ตอจากน้ีทําการตรวจสอบไพรเมอรทั้ง 30 คูวาสามารถสรางความหลากหลายของแถบดี

เอ็นเอในตัวอยางกลวยไมไดหรือไม โดยทั่วไปขั้นตอนนี้สามารถตรวจสอบไดโดยการใช Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis ซ่ึงมีความสามารถในการแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันไดกัน 2-3 คูเบสได แตเน่ืองจาก 

polyacylamide gel น้ันเปนเจลที่คอนขางอันตรายตอตัวผูทดลอง มีความยุงยากในการเตรียมและใชระยะเวลา

นานตอการทดลองหนึ่งครั้ง รวมไปถึงตองการพ้ืนที่การทดลองที่จําเพาะ ทางผูทดลองจึงไดเลือกทําการ

ตรวจสอบโดยใช HAD-GT12TM capillary gel electrophoresis system (Qiagene, Germany) ซ่ึงมีความ

ปลอดภัยตอผูทดลองมากวา รวมไปถึงมีความรวดเร็วในการตรวจสอบผลและการอานวิเคราะหเม่ือ

เปรียบเทียบกับการใช polyacrylamide gel ดังแสดงในภาพที่ 4 

  ผลจากการตรวจสอบพบวา จากไพรเมอรทั้งหมด 30 คู มี 20 คูที่แสดงความหลากหลาย 

(polomorphism) ในตัวอยางกลวยไมที่ศึกษา สวนอีก 10 คูน้ันไมสามารถสรางความหลากหลายไดในตัวอยาง

ที่ศึกษา (monomorphic) โดยไพรเมอรที่แสดงความหลากมาจาก EST ไพรเมอร 13 คู และ genomic SSR 

ไพรเมอรจากกลวยไมชนิดอ่ืน 7 คู ดังแสดงในตารางที่ 7  

   ตอจากน้ันทําการบันทึกผลจากการทดสอบขางตน โดยกําหนดใหแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเปน (1) และ 

แถบดีเอ็นเอที่ไมปรากฏเปน (0) ตารางที่ 8 เพ่ือนําไปวิเคราะห phylogenetic ของตัวอยางโดยใชโปรแกรม 

NTSYS pc version 2.1 software package (Rohlf, 2000) เพ่ือศึกษาความสัมพันธของตัวอยางที่เกิดจากการ

ใชไพรเมอรดังกลาว ผลจากการบันทึกผลเพ่ือนําไปวิเคราะหขอมูล ดังแสดงในตารางที่ 9 จากน้ันเลือกใช

พารามิเตอร Dice genetic similarity coefficient และเลือกการจัดกลุมของขอมูลโดย UPGMA  ผลการ

วิเคราะหขอมูลพบวาสามารถจัดกลุมของขอมูลได 3 กลุมใหญๆ ตามสปชีรของตัวอยางที่นํามาศึกษา ภาพท่ี 

5 ไดแก D. pulcherrima (มาวิ่ง), D. pulcherrima var. buyssoniana (แดงอุบล)  และ D. regnieriana (มาวิ่ง

แคระ) ซ่ึงผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาไพรเมอรที่ออกแบบมานั้นสามารถที่จะนํามาใชเปนเครื่องหมายในการ

จัดจําแนกสปชีรของกลวยไมสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษาได 

 

 

 

 

 



    

 

ภาพที่ 4 ผลจากการตรวจสอบความหลากหลาย (polymorphism) ของไพรเมอรโดยใช HAD-GT12TM capillary gel 

electrophoresis system (Qiagene, Germany) ของ ตัวอยาง S1, S2, S3 จากไพรเมอร 20C ตามลําดับ 

 



    

 

ตารางที่ 7 ลําดับเบส และรายละเอียดตางๆ ของไพรเมอรทั้งหมด 20 คู ที่แสดงความหลากหลาย (polymorphism) ในตวัอยางกลวยไมที่นํามาตรวจสอบได 

Forward 
Name Genbank accession no.

Reword 
Repeat motif Ta size range no. of alleles PIC protein description 

TTCTTCTGTGCATCTTTTGCTC 7A 

  

CB034531.1 

  CACAAACCCAATTTAACACCCT 

(A)11 

  

54 

  

74-85 

  

5 

  

0.6794 

  

Fiber protein Fb11 

AAN77150.1  

CTTGATGAATGTGAGGAAACCA 11A 

  
CB032260  

AAACCTTACTGTTGGGCACACT 

(CAA)5 

  

62 

  

116-119 

  

2 

  

0.495 

 

Not hit 

 

TGGAAATGACAAGGTTTCTGTG 26A 

  
C0742605.1  

TTGAGCTTAGGAGGCAAATAGG 

(GGAGCA)4 

  

62 

  

183-189 

  

2 

  

0.4528 

  

Not hit 

  

AGACGGGCTTAATGATGTCATT 2B 

  
CK859111.1  

TGGTATGTATGTAAATGCCCCA 

(TGG)5 

  

56 

  

244-247 

  

2 

  

0.1244 

  

Unknown protein  

ACR34461.1 

CATTCCATTCATCTCTCATCCA 27B 

  
CB031838.1  

TACAAATCAAAGTCATCGTCGG 

(CGG)5 

  

56 

  

127-183 

  

6 

  

0.6672 

  

Abscisic stress ripening 

ACZ50749.1  

  

GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT 28B 

  
CK857691.1  

GCTTTCGACTCCATTACTCTGAA 

(CGC)5 

  

56 

  

122-129 

  

3 

  

0.6128 

  

Not hit 

  



    

 

 

AGCACAGAAAACAAAGCATGAG 29B 

  
CB0343051  

AACGGAAATCCTTGAACCAGT 

(CAC)5 

  

58 

  

89-98 

  

4 

  

0.6397 

  

Stress responsive protein 

NP001149550.1 

  

AATCCAAATCCAACACCAACTC 34B 

  

CK855825.1 

  TAATTCCAGCCACAGTCTCCTT 

(GGC)5 

  

58 

  

136-165 

  

7 

  

0.8278 

  

Unnamed protein product 

NP001174118.1 

TTTCCATCCTCCTCACTTCATT 35B 

  
CB855825.1  

AGTATCGTCAAAGCCAGGGATA 

(AC)7 

  

50 

  

157-178 

  

7 

  

0.7836 

  

LLA-115 

ABI4885901 

AGTCCCTCTCCGTCCTATGATT 36B 

  
CK856598.1  

CTTCTTTCCAGTCATGTCCAGC 

(GAA)6 

  

52 

  

100-114 

  

6 

  

0.7511 

  

Hypothetical protein  

XP002443940.1 

  

ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 37B 

  

CK859137 

  TCCATTACTCTGAAACCGTGCT 

(TC)6 

  

48 

  

393-402 

  

4 

  

0.63 

  

Not hit 

  

GCACGAGGATCAATTTAGCATA 39B 

  
CK857960.1  

GGAAGATGATGGGTACGTCATT 

(AC)7 

  

48 

  

145-212 

  

6 

  

0.7328 

  

Cleavage dioxygenase 

Q48K96.1 

ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT 41B 

  
CB034609  

TGCCTTCTTCGGTCTTAGTCTC 

(CCG)6 

  

58 

  

194-200 

  

3 

  

0.6039 

  

Not hit 

  



    

 

 
 

 CAAGCTACTTCAGACTCATC 1C 

  

ORCA40  

( Yoocha et al., 2006 )  GAAGACACTGCTCATATTTC 

F(TG)8CA(TGCG)12

,R(TG)10(TGCG)6 

46 

  

200-209 

  

4 

  

0.6639 

  

  

  

CTCCTTGCTTGGATTTGCTTC 5C 

  

ORCT6  

( Yoocha et al., 2006 )  CACCTCATCACATCTTGCCAT 

(TC)5(GT)18 

  

42 

  

250-262 

  

6 

  

0.6533 

  
 

CATATATTAGCCACTTCACTCTC 19C 

  

OA20 

( Yue et al., 2006)  ATGTCCACCTCCCTAAAATAGTA 

data not shown 

  

42 

  

321-419 

  

4 

  

0.5828 

  

  

  

CTGGTCTCTTCTTTCTGGAT  

20C 

  

sv04 

( Pellegrino et al., 2001) AACACCAACACACATATACAT 

(CT)8AC(CT)5 

  

42 

  

284-305 

  

8 

  

0..8439 

  

  

  

AGGCAAAATATAACATACCTCAAT 23C 

  
OA08 (Yue et al., 2006) 

AATCAAGCCATTTATCTCCTCT 

data not shown 

  

42 

  

200-289 

  

3 

  

0.2886 

  

  

  

GTGACTCGAGCCTTGGAATACG 32C 

  
S122 (Yue et al., 2006) 

ACGCCGGTGAAAGAAGAAGAG 

F(TC)9(AC)4 

,RAT(AC)8 

42 

  

333-358 

  

6 

  

0.7889 

  

  

  

AAGGCAAACTTGAGTGCTTTATT 33C 

  
OA19 (Yue et al., 2006)

CTTGTGATTTCTTTGCCTTTCTT 

(GA)31 

  

42 

  

260-374 

  

4 

  

0.5672 

  

  

  



    

 

      ตารางที่ 8 ตารางการบันทกึแถบดีเอ็นเอของตัวอยางกลวยไมทั้งหมด 30 ตัวอยาง 



    

 

 

 

 



    

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

   ตารางที่ 9 แสดงคา genetic similarity coefficient   



    

 

ภาพที่ 5 phylogenetic tree ของตัวอยางกลวยไมสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษา 

 

 



    

 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง  
 คณะผูวิจัยไดการเก็บรวบรวมตัวอยางของกลวยไมสกุล Doritis ที่ตองการศึกษาจากพ้ืนที่ในเขต

จังหวัดอุบลราชธานี และบริเวณจังหวัดใกลเคียง แลวนํามาเพาะเลี้ยงที่โรงเรือนคณะเกษตรศาสตร 

มหาวิทยาลัยอุบลราชธานีจํานวนทั้งสิ้น 30 ตัวอยาง จากน้ันทําการทดลองหาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบ

กลวยไม โดยทดลองทั้งหมด 4 วิธี และพบวาวิธี 2X CTAB สามารถที่จะสกัดดีเอ็นเอไดดีที่สุด ในระหวาง

น้ันไดมีการสืบคนขอมูลและรวบรวมขอมูล EST จากฐานขอมูล นําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหคุณภาพและ

ตรวจสอบหาบริเวณที่มีลําดับเบสชุดซํ้าเพ่ือออกแบบไพรเมอร โดยใชโปรแกรม Cap3 และ Websat 

ตามลําดับ พบวาสามารถสืบคนขอมูลไดทั้งหมด 8018 ลําดับเบส หลังจากวิเคราะหขอมูล คงเหลือขอมูลที่

เหมาะสมตอการนําไปใชงานท้ังหมด 1,765 ลําดับเบส นําขอมูลเหลาน้ีตรวจหาชุดซํ้าและออกแบบไพร

เมอร พบวาสามารถออกแบบไพรเมอรไดทั้งหมด 177 คูไพรเมอร แบงเปนแบบซ้ํา 1 เบส จํานวน 60 คู 

(33.90%) แบบซํ้า 2 เบส 68 คู (38.42%) แบบซ้ํา 3 เบส 37 คู (22.03%) แบบซ้ํา 4 เบส 5 คู (2.82%) 

แบบซ้ํา 5 เบส 1 คู (0.56%) และซ้ํา 6 เบส 6 คู ( 3.39%) ตามลําดับ จากน้ันจึงคัดเลือกไพรเมอรมา

ทั้งหมด 100 คูและไพรเมอรที่สามารถใชเปนเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทในกลวยไมชนิดอ่ืนๆ อีก 35 

คู มาใชในการทดสอบไพรเมอรเพ่ือคนหาไพรเมอรที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกลวยไมสกุลมาวิ่งได 

ผลจากการทดสอบพบวา มีทั้งหมด 30 คูที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดและสามารถใชตรวจสอบความ

หลากหลายในกลวยไมสกุลมาวิ่ง โดยมาจากไพรเมอรที่สุมเลือกจากการออกแบบ 23 คูและไพรเมอรอ่ืนๆ 

อีก 7 คู จากนั้นจึงทดสอบความหลากหลายของตัวอยางโดยดูความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจาก

แตละไพรเมอรโดยใช HAD-GT12TM capillary gel electrophoresis system (Qiagene, Germany) และ

วิเคราะหขอมูลที่ไดโดยใช NTSYS pc version 2.1 software package (Rohlf, 2000) ผลจากการ

วิเคราะหขอมูล และสราง phylogenetic tree พบวา จากการใชไพรเมอรดังกลาวสามารถที่จะจัดกลุมของ

ตัวอยางออกไดเปน 3 กลุมใหญตามสปชีรของตัวอยาง น้ันแสดงใหเห็นวาไพรเมอรเหลาน้ีสามารถที่จะใช

ในการจําแนกชนิดของกลวยไมในสกุลมาวิ่งที่นํามาศึกษาได ขอมูลที่ไดจากงานวิจัยในครั้งน้ี แสดงใหเห็น

ถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่งที่ใชในการทดลองวามีคาสูง จึงสามารถใช

ประกอบในการคัดเลือกพอแมพันธุในการปรับปรุงพันธุกลวยไมได และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่

พัฒนาขึ้นในครั้งน้ีสามารถนํามาใชในการพัฒนากลวยไมสกุลน้ีได เชนการตรวจสอบพันธุลูกผสม และการ

คัดเลือกพอแมพันธุในการผสม เปนตน งานวิจัยในครั้งน้ีจึงบรรลุวัตถุประสงคตางๆที่ไดตั้งไวทั้งหมด และ

เปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุกลวยไมมาวิ่งใหมีคุณคาตอไปไดในอนาคต 

 
 
 



    

 

ขอเสนอแนะสําหรับงานวจิัยในอนาคต 
1. ในการทดลองคร้ังน้ีใชตัวอยางกลวยไมสกุลมาวิ่งจํานวน 30 ตัวอยาง ซ่ึงถาตองการทราบขอมูลที่

ครอบคลุมทั้งประเทศไทย ควรเพ่ิมการเก็บตัวอยางจากพื้นที่ตาง ๆ ของประเทศไทยใหครบถวนมากขึ้น 

นอกจากนี้ในการทดลองครั้งน้ียังขาดขอมูลทางดานรูปราง สัณฐาน และลักษณะตาง ๆ ของกลวยไมแตละ

ตัวอยาง เชน สีดอก สีใบ รูปรางใบ ขนาด และความยาวของตนและชอดอก เปนตน ซ่ึงควรมีการเก็บ

ขอมูลใหครบถวนก็จะมีประโยชนตอการเปรียบเทียบระหวางขอมูลทางดีเอ็นเอ และขอมูลภายนอกของ

กลวยไมได 

2. เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทที่พัฒนาหลายเครื่องหมาย เม่ือนํามาตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอแลวปรากฏวาไมสามารถเห็นความแตกตางระหวางตัวอยางกลวยไมที่นํามาทดสอบได แต

เคร่ืองหมายเหลายังคงสามารถนํามาใชประโยชนในการศึกษาคร้ังตอ ๆ ไปในอนาคตได จึงไมควรละเลย

เคร่ืองหมายเหลาน้ีเสีย นอกจากน้ียังควรศึกษาพัฒนาเคร่ืองหมายที่ไมมีความแตกตางเหลา โดยพัฒนา

ตอใหเปนเครื่องที่มีความแตกตางได โดยการพัฒนาเปนเคร่ืองหมาย CAPS ดวยการทดสอบตัดชิ้นดีเอ็น

เอที่เพ่ิมปริมาณไดดวยเอนไซนตัดจําเพาะชนิดตาง ซ่ึงสามารถกอใหเกิดแถบดีเอ็นเอที่แสดงความ

แตกตางระหวางตัวอยางกลวยไมได ตามที่ไดมีรายงานมาแลวในพืชอ่ืน ๆ  
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S. (2012) Development and transferability of EST-SSR and transferability of 
genomic SSR markers for genetic diversity assessment of Doritis. 
Biochemical Systematics and Ecology 45: 57–65. 

 

2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 
- เชิงพาณิชย: ไมมี 
- เชิงนโยบาย: ไมมี 
- เชิงสาธารณะ: ไมมี 

- เชิงวิชาการ: 1. นํามาใชเปนตัวอยางในการเรียนการสอนวิชา DNA Markers and 
Application ระดับปริญญาโท-เอก  
2. มีการผลิตบัณฑิตระดับปริญญาโท จํานวน 1 คน 
3. ไดเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่มีความเฉพาะตอกลวยไมสกุลมาวิ่ง 
ซ่ึงสามารถนําไปใชในการปรับปรุงพันธุได 
4. ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลมาวิ่ง ในเขต
จังหวัดอุบลราชธานี และเขตอีสานใต ของประเทศไทย  

 

3. อ่ืนๆ เชน การเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาต ิจํานวน 1 ครั้ง 

1. Ritchuay S, Jantasuriyarat C and Kate-Ngam S. Development of EST-SSR 
markers for orchid in Doritis family. The 3rd International Agricultural 
Students Symposium (IASS). February 19-28, 2012. University of Putra 
Malaysia, Malaysia. (oral presentation) 

 
 

 

 

 



    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 
 

 

 



    

 

 
 

 



    

 

 
 



    

 

 
 

 



    

 

 
 

 

 



    

 

 
 

 

 



    

 

 
 

 

 



    

 

 
 

 

 



    

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 
 



    

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 


