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บทสรุปผู้บรหิาร 

การพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ที่มีความเฉพาะเจาะจงกับกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
สามารถนํามาประยุกต์ใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม การตรวจสอบความแตกต่าง
ระหว่างสายพันธ์ุ การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของสายพันธ์ุ รวมท้ังการตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสม
ได้ นอกจากนี้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาขึ้นใหม่จากกล้วยไม้ต่างชนิด/ต่างสกุล สามารถ
นํามาถ่ายโอน (cross transferability) ใช้ศึกษาในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้ ดังน้ัน งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือ 1) พัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จากยีนท่ีมีการแสดงออกของกล้วยไม้ใน
ฐานข้อมูล GenBank 2) ตรวจสอบการการถ่ายโอนของเคร่ืองหมาย G-microsatellite ของกล้วยไม้
สกุลต่าง ๆ ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 3) เพื่อประเมินศักยภาพของเครื่องหมาย EST-microsatellite และ  
G-microsatellite ดังกล่าวในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง และ 
ตรวจสอบเอกลักษณ์ของสายพันธุ์กล้วยไม้ลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับกล้วยไม้ต่างสกุล  

การพัฒนาเครื่องหมาย EST-microsatellite จากฐานข้อมูล EST ของกล้วยไม้สกุลต่าง ๆ  
ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ได้ข้อมูลลําดับเบส EST ของกล้วยไม้
ทั้งหมด จํานวน 8,009 ลําดับเบส ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สกุล Doritis จํานวน 14 ลําดับเบส และ 
mRNA ของกล้วยไม้สายพันธ์ุอ่ืน ๆ อีก จํานวน 88 ลําดับเบส จัดกลุ่มข้อมูลและคัดเลือกคุณภาพของ
ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม CAP3 Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-
lyon1.fr/cap3.php) ได้ข้อมูลที่มีความเหมาะสมต่อการนําไปใช้งานทั้งหมด 1,261 ข้อมูล จากน้ันนํา
ข้อมูลที่ได้มาค้นหา EST ที่มีไมโครแซทเทลไลท์ เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม Troll 
software (http://wsmartins.net/websat/) ได้ไพรเมอร์ EST-microsatellite ทั้งหมด 177 คู่ 
ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบลําดับเบสซ้ํา 1 เบส จํานวน 60 คู่ (33.90 เปอร์เซ็นต์) 
ลําดับเบสซ้ํา 2 เบส จํานวน 68 คู่ (38.42 เปอร์เซ็นต์) ลําดับเบสซ้ํา 3 เบส จํานวน 37 คู่ (22.03 
เปอร์เซ็นต์) ลําดับเบสซ้ํา 4 เบส จํานวน 5 คู่ (2.82 เปอร์เซ็นต์) ลําดับเบสซ้ํา 5 เบส จํานวน 1 คู่ (0.56 
เปอร์เซ็นต์) และลําดับเบสซ้ํา 6 เบส จํานวน 6 คู่ (3.39 เปอร์เซ็นต์) ทําการเลือกไพรเมอร์  
EST-microsatellite ที่มีขนาดของแถบดีเอ็นเอ ประมาณ 100 – 400 คู่เบส จํานวน 100 คู่ มาทดสอบ
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง โดยมีการปรับอุณหภูมิการเข้าคู่ระหว่างดีเอ็นเอต้นแบบกับ
ไพรเมอร์ (annealing temperature) ให้เหมาะสม ได้ไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้ จํานวน 25 คู่ (คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต์)  

ดําเนินการสืบค้นเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (G-microsatellite) จากกล้วยไม้สกุลอ่ืนที่มี
เผยแพร่ใน public domain รวมจํานวน 35 คู่ ประกอบด้วยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก
กล้วยไม้สกุล Dendrobiums จํานวน 29 คู่ และสกุล Serapias vomeracea จํานวน 6 คู่ นํามา
ทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้ม้าว่ิง โดยใช้องค์ประกอบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
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เช่นเดียวกันกับการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite โดยการปรับ
อุณหภูมิที่ใช้ในการเข้าคู่ระหว่างดีเอ็นเอต้นแบบกับไพรเมอร์ (annealing temperature) ให้เหมาะสม 
ได้ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้อย่างชัดเจน 
จํานวน 8 คู่ (คิดเป็น 22.86 เปอร์เซ็นต์)  

การประเมินศักยภาพของเครื่องหมาย EST-microsatellite ที่พัฒนาได้จากฐานข้อมูล EST (25 
เครื่องหมาย) และ G-microsatellite (8 เครื่องหมาย) โดยนํามาประเมินความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง โดยสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และตรวจสอบ 
ความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ หรือแถบดีเอ็นเอท่ีได้โดยใช้เครื่อง HAD-GT12TM capillary gel 
electrophoresis system (Qiagen, Germany) พบว่า ได้อัลลีลทั้งหมด จํานวน 142 อัลลีล และ 
มีอัลลีลที่แสดงความแตกต่างในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง รวมจํานวน 92 อัลลีล ค่าเฉล่ีย
ของอัลลีลต่อเครื่องหมายเท่ากับ 4.6 อัลลีล ค่า Polymorphic information content (PIC) ของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ ที่ใช้ในการศึกษาคร้ังน้ี รวมจํานวน 20 เครื่องหมาย มีค่าระหว่าง 0.124 
– 0.844 คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.620 บ่งช้ีได้ว่าประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ในการ
นําไปใช้ในการศึกษาพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงอยู่ในระดับปานกลางถึงค่อนข้างสูง ค่าสัมประสิทธ์ิ
ความใกล้ชิดทางพันธุกรรม (Dice’s Similarity Coefficient) ของกล้วยไม้สกุลม้าวิ่งจํานวน 24 ตัวอย่าง 
มีค่าต้ังแต่ 0.19-0.70 ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.53 บ่งช้ีว่ากล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่นํามาศึกษามีความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมในระดับปานกลาง เมื่อนําข้อมูลความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมาจัดกลุ่ม ด้วยวิธี UPGMA 
(UPGMA cluster analysis) และการวิเคราะห์ปัจจัยหลัก (principle component analysis: PCA) 
พบว่า สามารถจัดกลุ่มทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่  

การตรวจสอบเอกลักษณ์ของกล้วยไม้ลูกผสมต่างสกุลระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุลอ่ืน 
จํานวน 6 คู่ผสม ประกอบด้วยกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ สกุลฟาแลนอปซีส จํานวน 4 คู่ผสม และสกุลม้าว่ิง 
กับ สกุลเข็ม จํานวน 2 คู่ผสม ด้วยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ใน
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 33 คู่ ประกอบด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ที่พัฒนาขึ้นใหม่จาก
การศึกษาครั้งน้ี จํานวน 25 เครื่องหมาย และ G-microsatellite ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน จํานวน 8 
เครื่องหมาย และสืบค้นหาเครื่องหมาย G-microsatellite เพ่ิมเติมอีก จํานวน 25 เครื่องหมาย นํามา
ตรวจสอบความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ของกล้วยไม้ทั้ง 3 สกุล (parental screening) พบว่า มี
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุล 
ฟาแลนอปซีส จํานวน 10 เครื่องหมาย ประกอบด้วย เครื่องหมาย EST-microsatellite จํานวน 6 
เครื่องหมาย (A48 B34 B27 B28 B2 และ B41) และ G-microsatellite จํานวน 4 เคร่ืองหมาย  
(KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 และ PGCT17) และเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับสกุลเข็ม จํานวน 4 เครื่องหมาย ประกอบด้วย เคร่ืองหมาย

ข



ค 

EST-microsatellite จํานวน 3 เครื่องหมาย (A48 B9 และ B28) และ G-microsatellite จํานวน 1 
เครื่องหมาย (KNU-CC-55) เมื่อนําเครื่องหมายดังกล่าวมาตรวจสอบกล้วยไม้ลูกผสม พบว่า สามารถ
ยืนยันความเป็นลูกผสมของกล้วยไม้ต่างสกุลอย่าง เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาข้ึนใหม่ ผลที่
ได้จากงานวิจัยน้ีสามารถนําไปใช้ประโยชน์ในการศึกษาด้านพันธุศาสตร์ และการปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิงเชิงพาณิชย์ได้ในอนาคต 
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บทคัดย่อ 

 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเครื่องหมาย EST-microsatellite จากฐานข้อมูลของยีนที่มี
การแสดงออกเพื่อใช้ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ตรวจสอบการถ่ายโอนของเครื่องหมาย G-microsatellite 
ของกล้วยไม้สกุลต่าง ๆ ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง และเพ่ือประเมินศักยภาพของเครื่องหมาย microsatellite 
ดังกล่าวในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง และตรวจสอบเอกลักษณ์
ของกล้วยไม้ลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับกล้วยไม้ต่างสกุล จากการค้นหาข้อมูลลําดับเบสของยีน
ที่มีการแสดงออกจากฐานข้อมูล EST ของกล้วยไม้ จํานวน 8,009 ลําดับเบส ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้
สายพันธ์ุอ่ืน ๆ จํานวน 88 ลําดับเบส และข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สกุล Doritis จํานวน 14 ลําดับเบส 
ออกแบบไพรเมอร์ EST-microsatellite ได้ทั้งหมด จํานวน 177 คู่ โดยพบไพรเมอร์ที่มีลําดับเบสซ้ํา 
2 เบสสูงสุด คิดเป็น 38.42 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือลําดับเบสซ้ํา 1 เบส (33.90 เปอร์เซ็นต์) และลําดับ
เบสซ้ํา 3 เบส (22.03 เปอร์เซ็นต์) โดยมีรูปแบบของเบสซ้ําที่พบส่วนใหญ่แบบ (TC/GA)n 

 (A/T)n และ 
(CGG/CCG)n ตามลําดับ เลือกไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 100 คู่ และสืบค้นไพรเมอร์ 
G-microsatellite ของกล้วยไม้สกุลอ่ืน ๆ รวมจํานวน 35 คู่ มาทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอใน
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง พบว่า ไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 25 คู่ และไพรเมอร์ G-microsatellite 
จํานวน 8 คู่ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้ และนําไปใช้ในการประเมินความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง อัลลีลของไมโครแซทเทลไลท์ที่
แสดงความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่นํามาศึกษา มีจํานวน 92 อัลลีล ซึ่งได้มาจากเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 20 เคร่ืองหมาย ประกอบด้วย เครื่องหมาย EST-microsatellite จํานวน 
13 เครื่องหมาย  (57 อัลลีล) และ เคร่ืองหมาย G-microsatellite จํานวน 7 เครื่องหมาย (35 อัลลีล)  
ค่า PIC ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ มีค่าต้ังแต่ 0.124 - 0.844 เฉลี่ยเท่ากับ 0.620  
ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรม (Dice’s similarity) ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 24 ตัวอย่าง มีค่า
ต้ังแต่ 0.19-0.70 การจัดกลุ่มทางพันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA และ PCA ให้ผลสอดคล้องกัน โดยสามารถ
จัดกลุ่มเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ได้ 2 กลุ่มใหญ่ การตรวจสอบ
เอกลักษณข์องกล้วยไม้ลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุลฟาแลนอปซีส และ กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
กับสกุลเข็ม โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 32 เครื่องหมาย ประกอบด้วย เครื่องหมาย 
EST-microsatellite ที่พัฒนาได้จากการศึกษาคร้ังนี้ จํานวน 25 เครื่องหมาย และ เครื่องหมาย 
G-microsatellite จํานวน 8 เครื่องหมาย พบว่า มีเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน  
6 เครื่องหมาย (A48 B34 B27 B28 B2 และ B41) และ G-microsatellite จํานวน 4 เครื่องหมาย 
(KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 และ PGCT17) ที่สามารถตรวจสอบเอกลักษณ์ของกล้วยไม้ลูกผสม
ระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับสกุลฟาแลนอปซีสได้ และมีเครื่องหมาย EST-microsatellite จํานวน  
3 เครื่องหมาย (A48, B9 และ B28) และ G-microsatellite จํานวน 1 เครื่องหมาย (KNU-CC-55) 
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ที่สามารถตรวจสอบเอกลักษณ์ของกล้วยไม้ลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับสกุลเข็มได้อย่างชัดเจน 
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาได้ จากการศึกษาครั้งน้ี จะเป็นประโยชน์ในการศึกษาพันธุกรรม 
และการปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเชิงพาณิชย์ได้ในอนาคต 
 

คําสําคญั: กลว้ยไม้สกุลม้าว่ิง เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ ยีนที่แสดงออก การถ่ายโอน ความ
หลากหลายทางพันธุกรรม การตรวจสอบสายพันธ์ุลูกผสม 

จ
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Abstract 

The research was aimed to generate new EST-microsatellite markers from EST 
database for Doritis orchid, to examine the transferability of genomic microsatellite 
markers from other orchids in Doritis and to evaluate their potential of those markers 
for genetic diversity assessment and hybrid identification of Doritis. Eight thousand and 
nine ESTs and 88 mRNA sequences belonged to family Orchidaceae and 14 Doritis 
mRNA sequences were collected and analyzed for microsatellite.  A total of 177 EST-
microsatellite were identified. Of these microsatellites, 38.42% were di-nucleotide 
repeats, followed by mono- (33.90%) and tri-nucleotide repeat (22.03%), respectively. 
(TC/GA)n, (A/T)n and (CGG/CCG)n predominated in dimers, monomers and trimers, 
respectively One hundred novel EST-microsatellite and 35 public G-microsatellites 
primer pairs were tested for DNA amplification in Doritis, of these 25 novel EST-
microsatellite and public 8 G-microsatellites primer pairs were successfully amplified 
and used for genetic diversity assessment in 24 Doritis accessions. A total of 92 
polymorphic alleles were generated from 20 microsatellites markers which consisted of 
13 EST-microsatellite (57 alleles) and 7 G-microsatellite (35 alleles) markers. The 
average of polymorphic content (PIC) value was 0.620 and ranged from 0.124 - 0.844. 
Dice’s genetic similarity coefficient among 24 Doritis accessions ranged from 0.19-0.70. 
Cluster analysis based on unweightedpair group method using arithmetic average 
(UPGMA) and principal component analysis (PCA) clearly grouped 24 Doritis accessions 
into two major clusters. Hybrid progeny from 2 intergeneric crosses, Doritis sp. x 
Phalanenopsis sp. and Doritis sp. and Ascocentrum sp., were identified using 32 
microsatellite markers including novel 25 EST-microsatellite and public 8 
G-microsatellite markers. Six EST-microsatellite markers (A48, B34, B27, B28, B2 and B41) 
and 4 G-microsatellite markers (KNU-CC-32, KNU-CC-71, PGB209 and PGCT17) were able 
to distinguish hybrid from the crosses between Doritis sp. x Phalanenopsis sp. whereas 
3 EST-microsatellite (A48, B9 and B28) and one G-microsatellite markers (KNU-CC-55) 
were able to identify hybrid between the crosses between Doritis sp. X Ascocentrum sp. 
Theses microsatellite markers developed in this study enrich the current resource of 
molecular markers which would facilitate further genetic studies and molecular 
breeding of commercial Doritis in future. 
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กิตติกรรมประกาศ 

ผู้วิจัยและคณะ ขอขอบคุณ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ที่ให้ทุนสนับสนุนการวิจัยในคร้ังน้ี 
โครงการวิจัย “การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากฐานข้อมูล EST และการประเมินความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง” นี้เป็นหน่ึงในโครงการวิจัยย่อยภายใต้ชุดโครงการวิจัย 
“การพัฒนาสายพันธ์ุกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ือเพ่ิมศักยภาพเชิงพาณิชย์” งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยสร้างองค์
ความรู้เพ่ือการพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมของชุมชน ในส่วนแผนงานวิจัยบูรณาการตามทิศทางการวิจัย
ของมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ภายใต้งานการพัฒนาการเกษตร การบริหารจัดการแหล่งนํ้า และการ 
แปรรูปสินค้าการเกษตร งบประมาณแผ่นดิน ปี 2554 และ ปี 2555  

ผู้วิจัยและคณะ ขอขอบคุณคณะวิจัยจากโครงการวิจัยย่อยท่ี 2 “โครงการการปรับปรุงพันธ์ุ
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ือเป็นไม้ประดับกระถาง” ที่ให้ความเอ้ือเฟ้ือเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
และกล้วยไม้ลูกผสมต่าง ๆ ที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ ขอขอบคุณ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี ที่ให้ความเอ้ือเฟ้ือสถานที่ (ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ) และอุปกรณ์ ในการ
ดําเนินการวิจัย และท้ายสุด ขอขอบคุณผู้ที่มีส่วนร่วมทุกท่าน ที่ช่วยให้โครงการวิจัยน้ีสําเร็จลุล่วงไปได้
ด้วยดี 
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สารบญัตาราง 

ตารางที ่  หน้า 
1 รายช่ือไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน ๆ ที่มีเผยแพร่

ในบทความวิจัย รวมทั้งหมด จํานวน 35 คู่ 
14 

2 รายช่ือคู่ผสมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส 
จํานวน 4 คู่ และกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ กล้วยไม้เข็ม จํานวน 2 คู่ผสม 
รวมจํานวน 6 คู่ผสม 

17 

3 รายช่ือไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ที่ได้จากการสืบค้นจากกล้วยไม้
ชนิดอ่ืนที่จะนํามาตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมเพิ่มเติม จํานวน 
25 คู่ 

20 

4 รายช่ือกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่รวบรวมจากสถานท่ีต่าง ๆ ในเขตภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือจํานวน 24 ตัวอย่าง  

22 

5 จํานวน และความถ่ีของลําดับเบสซ้ําชนิดต่างๆ ที่พบใน ESTs ของ
กล้วยไม้ 

26 

6 EST - microsatellite primers จากฐานข้อมูล EST กล้วยไม้วงศ์ 
Orchidaceae จํานวน 25 คู่ ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้
ม้าว่ิงได้ 

30 

7 G-microsatellite primers จากกล้วยไม้สกุลอ่ืน จํานวน 8 คู่  
ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่ได้จากกล้วยไม้ 
ม้าว่ิงได้ 

32 

8 ลํา ดับเบสของเค ร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์  จํานวน  20 คู่ 
ประกอบด้วย EST-microsatellite primer จํานวน 13 คู่ และ  
G-microsatellite primer จํานวน 7 คู่ แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความ
แตกต่างในเช้ือพันธุกรรมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ลําดับเบสซ้ํา อุณหภูมิ 
annealing ที่เหมาะสม ขนาดของอัลลีล จํานวนอัลลีล ค่า PIC และ
หน้าที่ของโปรตีนจากฐานข้อมูล NCBI (BLASTX) 

35 

9 ค่าประสิทธ์ิความเหมือนทางพันธุกรรม โดยวิธี Dice (Dice’s 
similarity coefficient) ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง 
โดยใช้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 92 อัลลีล 

39 
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สารบญัตาราง 

ตารางที ่  หน้า 
10 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง Phalaenopsis wedding 

x NK14 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) ด้วยเคร่ืองหมาย 
EST-microsatellite จํานวน 5 คู่ (A48 B34 B28 B2 และ B41) และ 
G-microsatellite จํานวน 4 คู่ (KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 
และ PGCT17) 

45 

11 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง Phalaenopsis wedding 
x PK3 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) ด้วยเคร่ืองหมาย 
EST-microsatellite จํานวน 5 คู่ (A48 B34 B28 B2 และ B41) และ 
G-microsatellite จํานวน 4 คู่ (KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 
และ PGCT17) 

46 

12 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง Phaleanopsis ember 
var wedding x RE4 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) 
ด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จาํนวน 5 คู่ (A48 B34 B27 
B48 และ B41) และ G-microsatellite จํานวน 2 คู่ (KNU-CC-32 
และ KNU-CC-71) 

50 

13 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง NK13 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red ด้วย
เคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 6 คู่ (A48 B34 B27 B28 
B2 และ B41) และ G-microsatellite จํานวน 3 คู่ (KNU-CC-32 
KNU-CC-71 และ PGCT17) 

51 

14 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง UN10 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแดง) 
ด้วยเครื่องหมาย EST-microsatellite จํานวน 3 คู่ (A48 B9 และ B28) 
และ G-microsatellite จํานวน 1 คู่ (KNU-CC-55) 

54 

15 ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมระหว่าง NK4 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) 
ด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 3 คู่ (A48 B9 และ 
B28) และ G-microsatellite จํานวน 1 คู่ (KNU-CC-55) 

55 
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สารบญัภาพ 

 

ภาพที ่  หน้า 

1 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแสดงปริมาณจีโนมิกดีเอ็นเอของกล้วยไม้ 
จํานวน 24 ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐาน 

23 

2 Histogram แสดงความถี่ของ EST-microsatellite จํานวนท้ังหมด 177 
คู่ ที่จําแนกตามชนิดของลําดับเบสซ้ํา ได้แก่ mono- di- tri- tetra- 
penta and hexa–nucleotide repeats 

25 

3 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิง ด้วยไพรเมอร์ EST-microsatellite 

27 

4 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิง ด้วยไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่มีการเพ่ิมปริมาณ 
MgCl2 

28 

5 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิง ด้วยไพรเมอร์ที่ได้จากกล้วยไม้ชนิดอ่ืน ๆ จํานวน 8 คู่ 

29 

6 การจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงจํานวน 
24 ตัวอย่าง ด้วยวิธี UPGMA โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
จํานวน 92 เครื่องหมาย (อัลลีล) 

41 

7 การจัดกลุ่มทางพันธุกรรมโดยการวิเคราะห์ปัจจัยหลัก (PCA) ของ
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 92 อัลลีล 

42 
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กล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีสกับสกุลม้าว่ิง จํานวน 2 คู่ โดยใช้ไพรเมอร์ 
G-microsatellite KNU-CC-71 
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บทนํา 

ความสําคัญและที่มาของปัญหาที่ทําการวิจัย 

 กล้วยไม้เป็นไม้ตัดดอกที่สําคัญทางเศรษฐกิจของไทย แหล่งกําเนิดอยู่ในเขตร้อนมีประมาณ 
740 สกุลหรือ 18,000 ชนิด ในปัจจุบันประเทศไทยได้รับการยอมรับว่าเป็นแหล่งผลิตต้นพันธ์ุและดอก
กล้วยไม้เมืองร้อนที่สําคัญที่สุดของโลก นอกจากน้ีกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ กําหนดให้กล้วยไม้เป็น
หน่ึงในสี่ของพืชในกลุ่ม Product champion ของประเทศ ซึ่งในปี 2549 มีปริมาณการส่งออกสูงถึง 
23,334 ตัน และทํารายได้จากการส่งออก 2,581.01 ล้านบาท โดยปริมาณการส่งออกมีแนวโน้มเพ่ิมมาก
ขึ้น (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2550) ซึ่งมูลค่าจากการส่งออกกว่าครึ่ง ได้มาจากตลาดในประเทศ
ญี่ปุ่น ซึ่งเป็นตลาดที่มีความต้องการสินค้าที่มีคุณภาพและมีมาตรฐานสูง (จุลภาค และคณะ, 2548) 
ศูนย์วิจัยกสิกรไทย คาดการณ์ว่า มูลค่าการส่งออกกล้วยไม้ของไทยปี 2551 จะขยายตัวในอัตราไม่ตํ่า
กว่าร้อยละ 10 คิดเป็นมูลค่าประมาณ 93.9 ล้านดอลลาร์สหรัฐฯ โดยมีตลาดส่งออกสําคัญคือ ญี่ปุ่น 
สหรัฐฯ และสหภาพยุโรป ดังน้ันกล้วยไม้จึงเป็นไม้ดอกอีกชนิดหน่ึงที่มีศักยภาพสูงในการพัฒนา  
โดยจะต้องมีการวางแผนด้านการเกษตรเชิงยุทธศาสตร์อย่างจริงจังและมีประสิทธิภาพ ประเทศไทยอาจ
กลายเป็นผู้นําด้านการผลิตกล้วยไม้ที่สําคัญของโลกก็ได้ นอกจากน้ีสภาพภูมิอากาศ และสภาพแวดล้อม
ต่างๆ ในประเทศมีความเหมาะสมอย่างย่ิงต่อการผลิตกล้วยไม้ จึงมีความเป็นไปได้สูงที่ประเทศไทยจะ
กลายเป็นศูนย์กลางความรู้และการผลิตกล้วยไม้ที่สําคัญของโลกในอนาคต  

 กล้วยไม้แดงอุบลจัดอยู่ในกลุ่มกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง เป็นกล้วยไม้พ้ืนเมืองของจังหวัด
อุบลราชธานี ลักษณะเด่นคือสามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาพแวดล้อมที่ค่อนข้างแห้งแล้ง ซึ่งแตกต่าง
จากกล้วยไม้จําพวกหวายที่ชอบอากาศแบบร้อนช้ืนมากกว่า (ครรชิต, 2541) ลักษณะของทรงต้นและ
ดอกเหมาะสําหรับนํามาพัฒนาเป็นกล้วยไม้กระถาง ปัจจุบันยังไม่มีการพัฒนาเพ่ือการส่งออกไป
ต่างประเทศ จากที่กล่าวมาจะเห็นได้ว่ากล้วยไม้แดงอุบลมีศักยภาพสําหรับการผลิตในเชิงการค้าระดับ
อุตสาหกรรมของประเทศหรือระหว่างประเทศได้ ถ้าสามารถพัฒนาได้ประเทศไทยจะมีกล้วยไม้กระถาง
เพ่ือการส่งออกชนิดใหม่เ พ่ิมมากขึ้น นอกจากน้ียังเป็นการพัฒนาพืชท้องถิ่นให้มีศักยภาพใน
ระดับประเทศและระดับโลกอีกด้วย  การพัฒนาพันธ์ุและการปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้แดงอุบล จึงถือเป็น
อีกบทบาทหนึ่งที่สําคัญของการพัฒนาเพ่ือการใช้ประโยชน์เป็นเป็นไม้กระถาง โดยในปัจจุบันลักษณะที่
นักปรับปรุงพันธ์ุต้องการคือ ความหลากหลายของสีดอก และทรงต้นที่มีขนาดเล็กลง กะทัดรัดเหมาะสม
กับการเป็นกล้วยไม้กระถาง จึงได้ริเริ่มโครงการปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้แดงอุบล โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
พัฒนาพันธ์ุใหม่ให้เหมาะสมต่อการเป็นกล้วยไม้กระถาง แต่การพัฒนาพันธ์ุต้องใช้ระยะเวลานาน จึงต้อง
อาศัยเครื่องมือทางเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาเสริม เพ่ือสามารถคัดเลือกลูกผสมที่ต้องการได้ในระยะแรก
ของการเจริญเติบโต ลดระยะเวลาในการพัฒนาพันธ์ุ และเพ่ิมประสิทธิภาพของการสร้างพันธ์ุใหม่  
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 ปัจจุบันเทคโนโลยีเคร่ืองหมายโมเลกุลมีบทบาทมากกับการปรับปรุงพันธ์ุพืช นักปรับปรุง
พันธ์ุนิยมนําเคร่ืองมือเหล่าน้ีมาใช้ประโยชน์ในหลากหลายรูปแบบ เพ่ือประสิทธิภาพการพัฒนาพันธ์ุ เช่น 
นํามาใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรที่นักปรับปรุงพันธ์ุรวบรวมพันธ์ุไว้สําหรับ
คัดเลือกพ่อแม่ที่จะใช้ในการสร้างประชากรรุ่นต่อไป ซึ่งโดยทั่วไปนิยมผสมพันธ์ุระหว่างคู่ผสมที่มีความ
แตกต่างทางพันธุกรรมสูง เพ่ือให้เกิดความหลากหลายของลูกผสมในรุ่นต่อไป การทําแผนที่ยีนเพ่ือ
นํามาใช้เป็นข้อมูลพันธุกรรมพ้ืนฐานของพืชพันธ์ุนั้น ๆ และก้าวไปสู่การดัดแปลงพันธุกรรมเพ่ือสร้าง 
สายพันธ์ุที่นักปรับปรุงพันธ์ุต้องการ และการศึกษาลักษณะพันธุกรรม (genotype) ควบคู่กับลักษณะ
ปรากฏ (phenotype) หรือที่เรียกกันว่า QTL (quantitative trait loci) เพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพการ
คัดเลือกลูกผสมของนักปรับปรุงพันธ์ุให้ตรงกับลักษณะพันธุกรรมที่มีอยู่ของต้นลูกผสมให้มากที่สุด หรือ
เพ่ือลดบทบาทของสภาพแวดล้อมที่มีผลต่อการแสดงออกของลักษณะปรากฏในต้นลูกผสมให้น้อยที่สุด 
เป็นต้น 

 การพัฒนางานวิจัยที่เก่ียวข้องกับงานปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้ การจัดจําแนกพันธ์ุกล้วยไม้ 
การศึกษาพันธุกรรมของประชากรกล้วยไม้ และการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงกับ
ประชากรกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ถือว่ามีความสําคัญต่อการผลิตกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงในประเทศไทย  
ซึ่งโดยท่ัวไปวิธีการด้ังเดิมการพัฒนาและคัดเลือกพันธ์ุจะพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏ
ให้เห็น ซึ่งต้องใช้ระยะเวลานาน สําหรับกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง อาจใช้เวลาอย่างน้อย 4 ปี สําหรับการ
เจริญเติบโตต้ังแต่เมล็ดงอกจนออกดอก การปฏิบัติค่อนข้างยุ่งยากและอาจเกิดข้อผิดพลาดได้ง่าย มีการ
ลงทุนสูงด้านการดูแลและการเขตกรรม นอกจากน้ีการแสดงออกของลักษณะปรากฏต่างๆ 
(phenotype) ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงมักผันแปรตามสภาพแวดล้อมที่ได้รับ กล่าวคือ ถ้ากล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิงได้รับนํ้า ปุ๋ย และสภาพแวดล้อมเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต จะทําให้ต้นมีความแข็งแรง และดอก
มีคุณภาพท่ีดี ในทางตรงกันข้ามถ้าได้รับสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต อาจทําให้ต้น
หยุดชะงักการเจริญเติบโต และไม่ออกดอก เป็นต้น ต่างๆ เหล้านี้จะเห็นได้ว่าล้วนแต่เป็นปัญหาที่ทําให้
การพัฒนาพันธ์ุประสบกับความล้มเหลวได้ แนวทางหน่ึงที่สามารถนํามาใช้แก้ปัญหาดังกล่าวคือ การใช้
เทคนิคการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมท่ีนักปรับปรุงพันธ์ุต้องการด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอซึ่งมี
หลายวิธี เช่น RAPD (Random amplified polymorphic DNA) (William et al., 1990) AFLP 
(Amplified fragment length polymorphism) (Vos et al., 1995) SRAP (Sequence-related 
amplified  polymorphism) (Li and Quiros, 2001)  ซึ่งเป็นวิธีตรวจแบบสุ่มโดยการตรวจสอบ 
ดีเอ็นเอได้ครั้งละหลายตําแหน่ง ใช้วิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยพีซีอาร์แบบประยุกต์ วิธีการท้ังหลาย
เหล่าน้ียังมีข้อบกพร่องในเร่ืองของความเฉพาะเจาะจงน้อยและไม่สามารถนําไปประยุกต์ใช้กับ
ห้องปฏิบัติการอ่ืนๆ ได้ (สุรินทร์, 2545)  ปัจจุบันได้มีการค้นพบเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูง
กว่า ได้แก่ เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite marker) หรือ simple sequence repeat 
(SSR marker) ซึ่งใช้วิธีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยพีซีอาร์เช่นเดียวกัน แต่มีการใช้ไพรเมอร์ที่จําเพาะและมี
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในตําแหน่งที่แน่นอน สามารถทําซ้ําได้ในห้องปฏิบัติการต่างๆ นิยมใช้ในการ
ตรวจสอบสิ่งที่มีชีวิตที่มีพันธุกรรมใกล้ชิดกันเพราะเป็นเครื่องหมายที่มีความแม่นยําสูง สามารถบ่งบอก
สภาพพันธุกรรมแบบโฮโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได้ จึงสามารถส่งข้อมูลแลกเปลี่ยนระหว่าง
ห้องปฏิบัติการได้ เหมาะสําหรับการตรวจสอบเพ่ือจดทะเบียนและรับรองพันธ์ุ หรือใช้ศึกษาโครงสร้าง
ของประชากร การทําแผนที่ยีน และการศึกษา QTL เป็นต้น ในพืชมีการพัฒนาเคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์ เพ่ือใช้ในการตรวจสอบและการพัฒนาพันธ์ุหลายชนิด เช่น พืชตระกูลถั่ว (Hüttel et 
al., 1999; He et al., 2003) วัชพืชบางชนิด (Juillet et al., 2003) Arabidopsis และ Arabis 
(Clauss et al., 2002) กล้วยไม้สกุล Ophyrus (Soliva et al., 2000) และ กล้วยไม้สกุล 
Dendrobium (Boonsrangsom et al., 2008) เป็นต้น โดยการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์
ในปัจจุบันใช้วิธี enrichment เพ่ือเพ่ิมโอกาสที่จะตรวจพบลําดับเบสท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์มากข้ึน 
(Cordeiro et al., 1999; Rivera et al., 2003) ทําให้การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทําได้
ง่ายและรวดเร็วขึ้น 

 สําหรับในกล้วยไม้บางชนิดได้มีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์บ้างแล้ว ตัวอย่างเช่น 
กล้วยไม้สกุลแวนด้า (ปรารถนา, 2550) และกล้วยไม้สกุลหวาย (จุลภาค และคณะ, 2548) แต่ยังไม่มี
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่จําเพาะสําหรับกล้วยไม้ในสกุลม้าว่ิง ซึ่งขั้นตอนการพัฒนาลูกผสม
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิงน้ัน มีความจําเป็นอย่างย่ิงที่ต้องตรวจสอบความเป็น true to type ของลูกผสมที่ถูก
พัฒนาขึ้นว่าเกิดมาจากต้นพันธ์ุพ่อแม่ที่ต้องการจริงหรือไม่เพ่ือใช้ยืนยันในทางการค้าเชิงพาณิชย์ ดังน้ัน
เพ่ือสามารถตรวจสอบความเป็น true to type ของลูกผสมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จึงมีความจําเป็นอย่างยิ่ง
ที่ต้องพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ขึ้นมา เพ่ือใช้เป็นตัวบ่งช้ีตรวจสอบลูกผสมของกล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิงต่อไป 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
 1. เพ่ือพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จาก ยีนที่มีการแสดงออก (expressed 
sequence tag) ของกล้วยไม้ ใน Genbank 
 2. เพ่ือตรวจสอบการใช้ประโยชน์ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้สกุลต่าง ๆ
ที่มีการเผยแพร่ใน public domain cross transferability กับกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
 3. เพ่ือนําเคร่ืองหมาย EST-microsatellite และเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก
กล้วยไม้ต่างสกุลมา ตรวจสอบความเป็นเอกลักษณ์ของลูกผสมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่ได้มีการพัฒนาสาย
พันธ์ุขึ้น (hybrid identification) 
 4. เพ่ือนําเครื่องหมาย EST-microsatellite และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก
กลว้ยไม้ต่างสกุลมาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
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การตรวจเอกสาร 

ข้อมูลทั่วไปของกล้วยไม้ 

 กล้วยไม้เป็นพืชใบเลี้ยงเด่ียว (Subclass Monocotyledoneae) อยู่ในวงศ์กล้วยไม้ (Family  
Orchidaceae) ซึ่งนับเป็นวงศ์ที่ใหญ่ที่สุดวงศ์หน่ึงของพืชมีดอก (Class angiosperm) กล้วยไม้เป็นพืชที่
มีวิวัฒนาการและการปรับตัวอย่างสูงในหลายรูปแบบ จึงสามารถกระจายพันธ์ุอยู่ได้ในทุกภูมิภาคของ
โลก รูปแบบการเจริญเติบโตของกล้วยไม้มีหลายแบบ จากการสํารวจพบกล้วยไม้ที่ขึ้นบนต้นไม้ 
(epiphyte) 73% ที่เหลือพบขึ้นตามพ้ืนป่า (terrestrial) เช่น พ้ืนดิน พ้ืนหิน และที่ช้ืนแฉะ ความ
แตกต่างของชนิดกล้วยไม้จะพบมากในเขตร้อน (tropic) และมักจะเป็นกล้วยไม้อากาศ (epiphytic 
orchids) ส่วนกล้วยไม้ที่อยู่ในเขตอบอุ่น (temperate) มักเป็นพวกกล้วยไม้ดิน (terrestrial orchids) 
(ครรชิต, 2541) คาดว่าในโลก มีกล้วยไม้ประมาณ 17,000-35,000 ชนิด ปัจจุบันสํารวจและจําแนกได้ 
796 สกุล ประมาณ 19,500 ชนิด (Dressler, 1993) สําหรับในประเทศไทยมีจํานวน 178 สกุล รวม 
1,128 ชนิด (วีรชัย, 2548) 

เน่ืองจากกล้วยไม้มีจํานวนชนิดมากมาย ดังนั้นจึงมีลักษณะต้นหลากหลาย ทั้งลักษณะการ
เจริญเติบโต รูปร่างของต้น ซึ่งอาจมีลักษณะเป็นหัว (tuber) อยู่ใต้ดิน เป็นเหง้า (rhizome) อยู่เหนือ
พ้ืนดิน หรือเป็นเหง้าเจริญอยู่บนต้นไม้ (ปฐพีชล, 2547) ความสูงของต้น พบต้ังแต่ 1 นิ้ว และให้ดอกมี
ขนาดเท่าหัวเข็มหมุด ไปจนถึงต้นสูง 3 เมตร หรือมีลําเป็นเถายาว มากกว่า 20 เมตร และให้ช่อดอกยาว
ถึง 15 ฟุต (Shuttleworth et  al., 1970) 

ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง (Doritis) เป็นกล้วยไม้ดิน มักขึ้นเป็นกอใหญ่บนลานหิน ซอกผาหิน หรือลาน
ดินกว้างบนเขาสูง ที่ค่อนข้างแห้งแล้ง หรือผิวดินร่วนในบริเวณท่ีมีต้นไม้เต้ียๆและโปร่ง บังร่มเล็กน้อย 
ลําต้นรูปทรงกระบอกสูงประมาณ 5-12 เซนติเมตร. มีหลายข้อ ใบเป็นรูปรีแกมขอบขนานกว้าง 2-4 
เซนติเมตรยาว 7-12 เซนติเมตร ออกที่ข้อ มีหลายใบ เรียงสลับระนาบเดียว ใบหนาและค่อนข้างแข็ง ใบ
อ่อนพับออกตามยาว มีอายุหลายฤดู กาบใบติดคาต้น สีเขียวถึงสีแดงคล้ํา ดอกมีลักษณะเป็นช่อยาวและ
ต้ังตรง ก้านช่อดอกยาว 20-50 เซนติเมตร. แต่ละช่อประกอบด้วยดอกย่อยจํานวนมาก เรียงเวียน กลีบ
เลี้ยง และกลีบดอกเป็นสีม่วงอ่อน หรือสีม่วงแดง ใบประดับไม่หลุดร่วง ช่อดอก ก้านดอก และรังไข่
เกลี้ยง กลีบเลี้ยงและกลีบดอกแยกเป็นอิสระ กลีบเลี้ยงจะลู่ไปทางด้านหลัง ทําให้เวลาดอกบานแล้วดู
คล้ายหัวม้ากําลังว่ิงตะบึง จึงถูกเรียกช่ือตามลักษณะดังกล่าวว่า “ม้าว่ิง” กลีบปากเป็นสีขาวแซมขึ้นจาก
โคนกลีบ บางชนิด พันธ์ุสีจะแตกต่างกันเห็นได้ชัดเจน มีด้วยกันหลายสี เช่น สีขาว สีเหลือง สีแดง และ 
สีม่วง  
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กล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกระจายพันธ์ุอยู่ในพม่า ไทย ลาว กัมพูชา มาเลเซีย อินโดนีเซีย พบใน
ธรรมชาติมี เพียงชนิดเดียวคือ โดไรติส พูลเคอไรมา (Doritis pulcherrima) หรือเรียกว่า “ม้าว่ิง” และ
มีอีกชนิดหน่ึงซึ่งเป็นสายพันธ์ุย่อย (variety) มีดอกใหญ่กว่าธรรมดา พบทางภาคเหนือและภาคอีสาน
ของไทย คือ “ม้าบิน” (Doritis pulcherrima var. chumpornensis) และ “แดงอุบล” ซึ่งแยกเป็น
พันธ์ุบีสโซเนียนา (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) ซึ่งแดงอุบลน้ี พบว่ามีโครโมโซมเป็น 2 
เท่าของม้าว่ิงทั่วๆ ไป กล้วยไม้ในสกุลม้าว่ิงส่วนใหญ่นิยมนําไปผสมกับสกุลฟาเลนอปซิส ได้สกุลใหม่ว่า 
“โดไรเตนอปซิส (Doritaenopsis)” นอกจากนี้ยังมีการนําไปผสมกับสกุลอ่ืนอีก เช่น สกุลเข็ม แวนด้า 
และช้าง เป็นต้น 

เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA Marker) หมายถึง ลําดับเบสช่วงหนึ่งของดีเอ็นเอที่ใช้เป็น
เคร่ืองหมายบ่งช้ีความเป็นเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต โดยอาจมีตําแหน่งบนโครโมโซมในนิวเคลียส 
(nuclear DNA) หรือในออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถ
ถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ พืชแต่ละชนิดแต่ละสายพันธ์ุมีการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของ 
ดีเอ็นเอที่เป็นเอกลักษณ์ ความแตกต่างหรือโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) ของลําดับเบสในโมเลกุล
ของดีเอ็นเอนี่เองที่ทําให้สิ่งมีชีวิตมีความแตกต่างกัน  และสามารถนํามาประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองหมาย
โมเลกุลได้ (สุรีพร, 2546)  

การใช้ดีเอ็นเอเป็นเครื่องหมายในการบ่งบอกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต สามารถทําได้โดยการ
เปรียบเทียบลักษณะของดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ โดยเทคนิคทางอณูวิทยาซึ่งเป็นที่รู้จักกันโดยท่ัวไปว่า 
“ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ” (DNA Fingerprinting) ซึ่งหมายถึงแบบแผนดีเอ็นเอที่จําเพาะของส่ิงมีชีวิตหน่ึง ๆ
นั่นเอง สามารถนํามาตรวจสอบความแตกต่าง หรือโพลีมอร์ฟิซึมของสิ่งมีชีวิต หรือสายพันธ์ุพืชที่ต้องการ
ตรวจสอบได้ 

เครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่นิยมนํามาใช้ในการการเกษตร ส่วนใหญ่จะเป็น PCR-based 
marker ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่พัฒนาข้ึนโดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดย
ปฏิกิริยาลูกโซ่จําลองตัวดีเอ็นเอ หรือ เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction technique) 
ตัวอย่าง เครื่องหมายดีเอ็นเอที่นิยมใช้ในงานปรับปรุงพันธ์ุพืช ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอพีดี (RAPD 
marker) (William et al., 1990) เคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี (AFLP marker) (Vos et al., 1995) และ 
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite) หรือ เอสเอสอาร์ (SSR marker) เป็นต้น   
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เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite Marker) 

 ไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite) เป็นกลุ่มดีเอ็นเอที่มีเบสซ้ํา (repetitive DNA) พบมากใน
จีโนมของสิ่งมีชีวิตช้ันสูง  ความผันแปรของจํานวนเบสซ้ําในส่วนต่างๆของจีโนมของส่ิงมีชีวิตสามารถ
นํามาประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ดีโดยท่ีโพลีมอร์ฟิซึมที่
เกิดขึ้นน้ัน เป็นผลเน่ืองมาจากจํานวนคร้ังของเบสซํ้าของไมโครแซทเทลไลท์ในโลกัสหนึ่งๆ (Powell et 
al., 1996) ไมโครแซทเทลไลท์ มีช่ือเรียกแตกต่างกันไป เช่น “Simple Sequence Repeats (SSR)” 
“Simple Sequence Length Polymorphism (SSLP)” และ “Sequence-tagged Microsatellite 
Site (STMS)” เป็นต้น (สุรีพร, 2546) ดังนั้น ไมโครแซทเทลไลท์ จึงหมายถึง ลําดับเบสที่มีลักษณะซ้ํากัน
เรียงอยู่ต่อเนื่องกันที่ตําแหน่งหน่ึงๆ ในจีโนม แต่ละชุดซ้ําประกอบด้วยเบส 1-6 เบส ชุดที่ซ้ํากันน้ีจะอยู่
ติดกันแบบหัวต่อหาง เช่น (A)n (CA)n (TCC)n และ (GATA)n เป็นต้น เมื่อ n คือจํานวนชุดซ้ํา พบใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่ศึกษา  

หน้าที่ของไมโครแซทเทลไลท์ ยังไม่ทราบแน่ชัด มีไมโครแซทเทลไลท์บางส่วนที่มีการอนุรักษ์ 
(conserved) โดยพบอยู่ที่ตําแหน่งเดียวกันในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด ในขณะที่บางส่วนทําหน้าที่ได้เน่ืองจาก
อยู่ในส่วนนํารหัสของยีน นอกจากน้ียังพบว่าไมโครแซทเทลไลท์บางชนิด สามารถจับกับโปรตีนที่จําเพาะ 
และทําหน้าที่เป็นตัวกระตุ้นการแสดงออกของยีน (enhancer) โดยความแปรปรวนของจํานวนซ้ํา มีผล
ต่อการควบคุมการทํางานของยีน ลําดับเบสของไมโครแซทเทลไลท์บางแบบยังมีผลต่อโครงสร้างของ 
เส้นใยโครมาตินด้วย (Godldstein and Schlötterer, 1999) 

ไมโครแซทเทลไลท์เป็นลําดับเบสที่ไม่เสถียร มีอัตราการกลายพันธ์ุสูงกว่าลําดับเบสทั่วๆ ไป โดย
การกลายพันธ์ุของไมโครแซทเทลไลท์มักเกิดจากการขาดหายไปของลําดับเบสซ้ํา (deletion) หรือการ
เพ่ิมขึ้นของลําดับเบสซ้ํา (insertion) ต่างจากลําดับเบสทั่วไปท่ีมักเกิดการกลายแบบการแทนที่เบส โดย
การเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของชุดซ้ํา มีกลไก 2 แบบคือ 1.) การเลื่อนของสายดีเอ็นเอท่ีจับคู่กันขณะเกิดการ
จําลองโมเลกุล (Slip-strand mis pairing) หรือที่เรียกว่าเกิด slippage (Levinson and Gutman, 
1987) และ 2.) การแลกเปล่ียนช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ไม่เท่ากัน (unequal crossing over) (Richard and 
Pâques, 2000) 

 เน่ืองจากลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลท์ มีอัตราการกลายพันธ์ุสูงประกอบกับมีการกระจาย
อยู่ทั่วไปในจีโนม จึงมีการนําดีเอ็นเอในส่วนนี้มาใช้ศึกษาในทางพันธุกรรมกันอย่างกว้างขวาง ทั้งในด้าน
การใช้เป็นเครื่องหมายดเีอ็นเอในการทําแผนที่โครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการ และความสัมพันธ์ของ
สิ่งมีชีวิต โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความแปรปรวนในระดับดีเอ็นเอตํ่า (Areshchenkova and Ganal, 
2002) 
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วิธีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์แบบด้ังเดิมน้ันจะใช้เทคนิคทางด้านพันธุศาสตร์
โมเลกุล เตรียมห้องสมุดจีโนม (genome library) โดยการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ด้วย
เอนไซม์ตัดจําเพาะ (restriction enzyme) แล้วเช่ือมช้ินดีเอ็นเอดังกล่าวกับดีเอ็นเอพาหะ (DNA 
vector) ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรียเพ่ือเพ่ิมจํานวน จากน้ันคัดเลือกโคลนโดยการไฮบริไดซ์กับโพรบที่เป็น 
ไมโครแซทเทลไลท์ (SSR probe) แล้วแยกดีเอ็นเอออกจากแบคทีเรียเพ่ือหาลําดับเบสที่อยู่ขนาบข้างกับ
ไมโครแซทเทลไลท์ดีเอ็นเอ และออกแบบไพรเมอร์ ซึ่งเป็นวิธีการที่ยุ่งยากและใช้เวลานาน (He et al., 
2003) ในปัจจุบันการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์นิยมใช้วิธี enrichment โดยการเพ่ิมปริมาณ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอร่วมกับการไฮบริไดเซชันช้ินดีเอ็นเอกับโพรบท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์ที่ติดปลายด้วย 
ไบโอติน (biotin) และแยกช้ินดีเอ็นเอที่ต้องการด้วย magnetic bead ที่หุ้มด้วย streptavidin 
(Edwards et al., 1996) ซึ่งหลังจากกําจัดดีเอ็นเอส่วนเกินออกไปแล้วจะมีช้ินดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสแบบ
ไมโครแซทเทลไลท์ 50-90 เปอร์เซ็นต์ ก่อนจะเช่ือมกับดีเอ็นเอพาหะต่อไป (Butcher et al., 2000) 
วิธีการ enrichment นี้มีประสิทธิภาพสูง และการใช้เวลาในการพัฒนาน้อยกว่าวิธีด้ังเดิม (Billotte et 
al., 2001) จากข้อดีของวิธี enrichment จึงมีผู้ใช้วิธีนี้พัฒนาการหาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือ
ตรวจสอบสิ่งมีชีวิตกันอย่างกว้างขวาง อาทิเช่น การพัฒนาเคร่ืองหมาย SSR ของเมลอน โดยทําการ
โคลนลําดับเบสของไมโครแซลเทลไลท์ได้มากถึง 700 โคลน จาก Tsp-AG/TG microsatellite 
enriched library และสามารถสร้างไพรเมอร์ได้ถึง 144 ไพรเมอร์ ในจํานวนน้ีสามารถคัดเลือกไพรเมอร์
ที่มีประสิทธิภาพได้ 67 ไพรเมอร์ ซึ่งถูกนํามาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอสําหรับการจําแนกความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมในเมลอน (Ritschell et al., 2004) นอกจากนี้ยังมีการนําเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในอ้อย 
(Pinto et al., 2004) ฝ้าย (Qureshi et al., 2004) ข้าว ข้าวสาลี และบาร์เลย์ (Rota et al., 2005) 
สําหรับในกล้วยไม้หวาย Dendrobium มีรายงานการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอด้วยวิธี enrichment 
เช่นเดียวกัน และประสบความสําเร็จเป็นอย่างดี โดยสามารถสร้างเคร่ืองหมาย SSR ได้จํานวน 8 
เครื่องหมาย (Boonsrangsom et al., 2008) การพัฒนาเครื่องหมาย SSR จํานวน 4 เครื่องหมายใน
กล้วยไม้ Gymnadenia conopsea (L.) R. Brown (Campbell et al., 2002) การพัฒนาเครื่องหมาย 
SSR จํานวน 8 เครื่องหมายในกล้วยไม้ Ophrys fusca (Cotrim et al., 2008)  

 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาได้นี้สามารถนําไปประยุกต์ใช้ได้ง่าย เน่ืองจากเป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้วิธีการเพ่ิมปริมาณโดยวิธีพีซีอาร์ จึงต้องการดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณน้อยและ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก จึงใช้ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ไม่ต้องมีคุณภาพมากนัก 
นอกจากนี้ ผลการตรวจสอบยังมีความแม่นยํา สามารถส่งข้อมูลลําดับเบสของไพรเมอร์เพ่ือนําไปใช้ที่
ห้องปฏิบัติการใดก็ได้ มีโพลีมอร์ฟิซึมสูง และยังมีการข่มแบบ codominance จึงสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างโฮโมไซโกต และเฮเทอโรไซโกตได้ มีการกระจายทั่วทั้งจีโนม เหมาะสําหรับใช้ในการทํา
แผนที่จีโนม ตรวจสอบเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต ตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม และสามารถนําไป
ประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ อีกมากมาย (สุรินทร์, 2549) เช่น การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและ
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พิสูจน์ความหลากหลายทางพันธุกรรมลูกผสมของมันฝรั่งด้วยเคร่ืองหมาย SSR (Hwang et al., 2002) 
การนําเครื่องหมาย SSR จําแนกความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างลูกผสมของส้ม (Oliveira et al., 
2002) เป็นต้น 

 ปัจจุบันได้มีการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ขึ้นมาจากฐานข้อมูลสาธารณะ 
Expressed sequence tags (EST) ที่อยู่ใน GenBank ซึ่งวิธีนี้จะช่วยลดต้นทุนในการพัฒนา
เครื่องหมาย SSR และยังได้เคร่ืองหมายโมเลกุลที่เป็นส่วนของยีนโดยตรง EST เป็นลําดับดีเอ็นเอส่วนที่
เป็น complementary DNA (cDNA) ของ mRNA ที่ทําหน้าที่คัดลอกรหัสดีเอ็นเอบางส่วนของจีโนม มี
ขนาด 500-800 นิวคลีโอไทด์ โดยเกี่ยวข้องกับยีนที่มีการแสดงออก ซึ่งจะทําให้สามารถระบุยีนที่
เก่ียวข้องกับลักษณะทางพันธุกรรมได้เร็ว (Poncet et al., 2006) นอกจากน้ีเครื่องหมาย EST-
microsatellite ที่พัฒนาขึ้นน้ี สามารถนําไปถ่ายโอน (species/genera cross transferability) ในพืชที่
มีความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมต่างชนิด หรือต่างสกุล ที่อยู่ในวงศ์เดียวกันได้ ทั้งน้ีเน่ืองมาจากพืชเหล่านี้มี
บรรพบุรุษร่วมกัน (common ancestor) ทําให้ยีนที่แสดงออกเกิดการอนุรักษ์ (gene conserve) ที่ไม่
เปลี่ยนแปลงหน้าที่การทํางาน (Feng et al., 2009; Naresh et al., 2009; Poncet et al., 2006) การ
พัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ในจากฐานข้อมูล EST ปัจจุบันสามารถพัฒนาได้อย่างกว้างขวาง
ทั้งในพืชใบเลี้ยงเด่ียว และใบเลี้ยงคู่ ที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ โดยมีความถี่ของไมโครแซทเทลไลท์ที่
พบใน EST ของกลุ่มพืชใบเลี้ยงเด่ียวประมาณ 1.5-7.5 เปอร์เซ็นต์ ส่วนกลุ่มพืชใบเลี้ยงคู่จะพบประมาณ 
2.65 ถึง 16.82 เปอร์เซ็นต์ มีรายงานการใช้เทคนิคน้ีศึกษาสิ่งมีชีวิตหลายชนิด เช่น การพัฒนาและการ
ทําแผนที่โครโมโซมของข้าวสาลีโดยใช้เคร่ืองหมาย EST-SSR และการประยุกต์เพ่ือค้นหาโครโมโซม Rye 
ในข้าวสาลี (Li-Fang et al., 2008) การประเมินผลทางพันธุกรรมของ EST-SSR ที่ได้มาจากฝ้าย (Yu et 
al., 2008) การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ในหญ้าสายพันธ์ุ gramineous (Linzhi et al., 
2008) และการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร้างประชากรของเอลมอนด์ป่าโดยใช้
เครื่องหมาย EST-SSR (Omirshat et al., 2009) การพัฒนาเครื่องหมาย EST-microsatellite เพ่ือแยก
ความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพริก (Capsicum annuum L.) และการถ่ายโอนเคร่ืองหมาย EST-
microsatellite ในพืชตระกูล Solonaceae เช่น มะเขือ ยาสูบ มันฝรั่ง และมะเขือเทศ (Ince et al., 
2010) การถ่ายโอนเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ของถั่วเหลือง (Glycine max L.) ในถั่วเขียว 
(Arachis hypogaea L.) (He et al., 2006) การใช้ประโยชน์จากฐานข้อมูล EST-microsatellite ของ
สายพันธ์ุถั่วลิสง (Arachis hypogaea L.) และถ่ัวลิสงพันธ์ุป่า (Liang et al., 2009) การถ่ายโอน
เครื่องหมาย EST-microsatellite ของข้าวบาร์เลย์ในข้าวสาลี ข้าวไรน์ (rye) และข้าว (rice) (Varshney 
et al., 2005) การถ่ายโอนเคร่ืองหมายเครื่องหมาย EST-microsatellite ของแอพริคอท (apricot) ใน
องุ่น (Decroocq et al., 2003) เป็นต้น  



9

การศึกษาพันธุกรรมของกล้วยไม้ด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 

 ได้มีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ด้วยวิธี enrichment โดยการสร้าง DNA library 
และพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จากฐานข้อมูล EST สําหรับการศึกษาพันธุกรรมในกล้วยไม้
สกุลต่าง ๆ และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาข้ึนสามารถนําไปถ่ายโอน ในกล้วยไม้ต่างชนิด/
ต่างสกุล (cross species/genera transferability) ได้ เช่น การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์
เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้พันธ์ุต่าง ๆ ในกลุ่ม Dendrobium (Boonsrangsom 
et al., 2008; Lu et. al., 2012) การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือประเมินความ
หลากหลาย และโครงสร้างประชากรของกล้วยไม้ Dendrobium loddigesii (Cai et al., 2012) การ
พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ในกล้วยไม้ Phalaenopsis gigantea (Rodrigues and Kumar, 
2009) และกล้วยไม้ในสกุล Phalaenopsis  (Fatimah and Sukma, 2011) การพัฒนาเครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์จากกล้วยไม ้ Cymbidium goeringii  และนําไปถ่ายโอนใน (cross-amplification) 
ใน Cymbidium sinensis และ Cymbidium hybridium เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของกล้วยไม้ในสกุล Cymbidium (Moe et al., 2010) การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของ
กล้วยไม้ vanilla พันธ์ุปลูก และถ่ายโอนเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ใน vanilla ต่างชนิด (Bory et 
al., 2008) การพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite เพ่ือวิเคราะห์ความหลากหลายและ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ในกลุ่มของ Chinese orchid (Cymbidium spp.) จํานวน 6 
ชนิด (Cymbidium goeringii, C. faberi, C. ensifolium, C. kanran, C. sinense และ C. goeringii 
var. longibracteatum) (Huang et al., 2010) การพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ใน
กล้วยไม้สกุลแวนด้า (Teh et al., 2011.) การพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จาก 
Dendrobium nobile และนําไปใช้ประโยชน์เพ่ือศึกษาความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการของกล้วยไม้สกุล 
Dendrobium (Dendrobium phylogeny analysis ) (Lu et al., 2013.) และการสร้างแผนท่ี
พันธุกรรมของ Dendrobium moniliforme และ D. ofcinale ด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite 
(Lu et al., 2012) เป็นต้น 
 

การตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสม 

ปัจจุบันมีการนําเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite markers) มาใช้การจําแนก
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของพืชหลายชนิด และประสบความสําเร็จเป็นอย่างดี Ritschel et al. 
(2004) ทําการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ จาก enriched genomic library เพ่ือการจําแนก
พันธุกรรมของเมลอน พบว่า เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ ที่พัฒนาได้จํานวน 55 เคร่ืองหมาย 
สามารถจําแนกความแตกต่างทางพันธุกรรมของลูกผสมในโครงการปรับปรุงพันธ์ุเมลอนได้อย่างมี
ประสิทธิภาพและชัดเจน และพบว่าการกระจายตัวของอัลลีลเป็นไปตามหลักการของเมนเดล 
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(Mendelian expectations) ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ สามารถ
นํามาใช้ตรวจสอบพันธุกรรมของลูกผสมได้เป็นอย่างดี  

 สําหรับในกล้วยไม้ได้มีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ เช่นเดียวกัน โดยมีรายงานว่า
ปรารถนา (2550) ได้พัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์สําหรับกล้วยไม้สกุลแวนด้า และพบว่า
ห้องสมุดจีโนมที่ใช้โพรบแบบ dinucleotide (CA)15 และ (GA)15 ได้โคลนที่ให้ผลบวกซึ่งมีไมโครแซทเทล
ไลท์ประมาณ 82 เปอร์เซ็นต์  และได้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่ใช้ตรวจสอบกล้วยไม้สกุลแวนด้า
ได้จํานวน 9 เครื่องหมาย  Boonsrangsom et al. (2008) ทําการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
ในกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium sp.) และสามารถนําเคร่ืองหมายดังกล่าวมาใช้จัดจําแนกลูกผสม
กล้วยไม้จํานวน 49 สายพันธ์ุ โดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 42 เครื่องหมาย ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนี้ยังได้พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จากยีนที่มีการแสดงออก (Express 
sequence tag) จากฐานข้อมูลสาธารณะของ EST เพ่ือตรวจสอบเอกลักษณ์หรือตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ของลูกผสมได้ จากการรายงานของ Naresh et al. (2009) ที่ได้พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์
จากฐานข้อมูล EST ของดอกคําฝอย เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิลูกผสม ได้ไพรเมอร์ EST-
microsatellite  จํานวน 119 คู่ ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ได้เคร่ืองหมาย EST-microsatellite  
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จํานวน 74 คู่ จากน้ันทําการตรวจสอบความแตกต่างของสายพันธ์ุพ่อแม่
ด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 74 คู่ พบว่ามีเพียงเคร่ืองหมาย EST-microsatellite  
จํานวน  5 คู่ เท่านั้นที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ และเครื่องหมาย 
EST - microsatellite จํานวน 5 คู่นี้ สามารถตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดอกคําฝอยลูกผสมได้ 
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วิธีการวิจัย 

1. การเก็บรวบรวมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 การรวบรวมเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ดําเนินโดย
โครงการ การปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ือเป็นไม้ประดับกระถาง (โครงการย่อยที่ 2 ภายใต้ชุด
โครงการวิจัย “การพัฒนาสายพันธ์ุกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ือเพ่ิมศักยภาพเชิงพาณิชย์”) นํามาอนุบาลใน
เรือนเพาะชํา คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี  

2. การสกัดดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 การสกัดดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง โดยใช้วิธี 2% CTAB with phenol-chloroform 
(Sue et al., 1997) โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 
 บดใบกล้วยไม้ให้ละเอียดในไนโตรเจนเหลว แล้วถ่ายผงใบลงในหลอดขนาด 2,000 μl เติม 
Extraction buffer 650 μl (100 mM Tris 1.4 M NaCl 20 mM EDTA (pH 8.0) 2% CTAB 0.3% ß-
mercaptoethanol) และเติม PVP ประมาณ 50 mg ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 65  ํC นาน 25-60 นาที  
นําออกมาต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้อง 4- 6 นาทีและเติม chloroform: octanol (24:1) ปริมาตร 650 μl ผสม
โดยกลับหลอดไปมา ป่ันเหว่ียง 3000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่
เติม chloroform: octanol (24:1) อีกเพื่อกําจัด PVP ในสารละลายป่ันเหว่ียง 3000 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่เติม 1/2 volumeของ 5 M NaCl ผสมให้เข้ากัน 
และเติม 2 volume ของ 95% ethanol ที่เย็นจัดผสมให้เข้ากัน  ป่ันเหว่ียง 3000 รอบต่อนาที  
ที่อุณหภูมิห้องนาน 20 นาที เทส่วนใสทิ้ง ล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ตากตะกอนท่ี 37  ํC หรือใน 
vacuum จนแห้ง ละลายตะกอนด้วย TE buffer 300 μl ที่ 4-6  ํC 1 คืน   
 เติม 3 μl RNase A (10 mg/ml) บ่มที่ 37  ํC 60 นาที และเติม Proteinase K 3 μl (1 
mg/ml) บ่มที่ 37  ํC อีก 15-30 นาที เติม phenol: chloroform ป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 10-20 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 2 M sodium acetate ปริมาตร 1/10 เท่า และ 
absolute ethanol ปริมาตร 2 เท่า เก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ -20  ํC นาน 1 คืน ป่ันเหว่ียงที่ 14,000 
รอบต่อนาที นาน 10-20 นาที ล้างตะกอนด้วย 70% ethanol ตากตะกอนให้แห้ง เติม TE buffer 100-
200 μl เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ เก็บที่ -20  ํC 

 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 

(Agarose gel electrophoresis) 1.0 % โดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีทราบปริมาณท่ี
แน่นอนด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 80 โวลต์ ในสารละลาย 1x TBE buffer การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ
ภายใต้แสง UV และภาพถ่ายโดยใช้เครื่อง Gel document 
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3. การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก EST database ของกล้วยไม้ 

 3.1 การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก EST database ของกล้วยไม้ 

 สืบค้นหาลําดับเบสของ EST จากฐานข้อมูลของกล้วยไม้สกุลต่างๆ และรวบรวมข้อมูล 
โดยเฉพาะจากฐานข้อมูลใน GenBank Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั้นนํามาจัด
กลุ่มด้วยโปรแกรม CAP3 Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) 
(Huang and Madan, 1999) ความยาวไม่เกิน 5.4 เมกะเบส แล้วนําข้อมูลที่ได้มาค้นหา 
ไมโครแซทเทลไลท์ และออกแบบไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์สําเร็จรูป 
Troll software (http://wsmartins.net/websat/) โดยกําหนดค่าการค้นหาจํานวนเบสซ้ําน้อย ได้แก่ 
เบสซ้ําหน่ึงเบส (mono-repeat motif) สองเบส (di-repeat motif) สามเบส (tri-repeat motif) สี่เบส 
(tetra-repeat motif) ห้าเบส (penta-repeat motif)  และหกเบส (hexa-repeat motif) ให้มีจํานวน
ซ้ําน้อยที่สุดเป็น 10 6 5 4 4 และ 4 ซ้ําตามลําดับ เมื่อได้ลําดับเบสที่เป็นไมโครแซทเทลไลท์แล้ว ทําการ
ออกแบบไพรเมอร์ที่ขนาบข้างกับไมโครแซทเทลไลท์ โดยมีหลักเกณฑ์ในการออกแบบไพรเมอร์ ดังน้ี 
ความยาวของไพรเมอร์ (primer length) ระหว่าง 18-27 คู่เบส ปริมาณ GC (GC content) 40-80 
เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิในการ annealing ระหว่าง 57-68  ํC และขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได้ 
(product size) ประมาณ 100-400 คู่เบส 

 3.2 ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมาย EST-microsatellite ในกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิง 

  ตรวจสอบความสามารถของไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ใน
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 20 μl ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ ประมาณ 25-30 ng, dNTPs 0.25 
mM forward และ reverse primers 0.25 μM 1x PCR buffer (with 1.5 mM MgCl2) (ขึ้นอยู่กับ
ไพรเมอร์แต่ละคู่ ที่ต้องมีการปรับเพ่ิม MgCl2) และ 1 U Taq polymerase ปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นน่ึง
ฆ่าเช้ือ โดยใช้โปรแกรมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ มีดังน้ี denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 3 นาที 
ตามด้วย PCR cycle จํานวน 35 รอบ ประกอบด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที 
annealing นาน 30 วินาท ีและ extension ท่ีอุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที และ long extension ที่
อุณหภูมิ 72  ํC นาน 10 นาทีโดยใช้อุณหภูมิในการ annealing ท่ีแตกต่างกัน  คือ 48 50 52 54 56 58 
และ 62  ํC ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะการโรสเจล ความเข้มข้น 
1 เปอร์เซ็นต์ 
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 3.3 การตรวจสอบการถ่ายโอนของ G - microsatellite ของกล้วยไม้ชนิดอื่นในกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิง (Cross transferability of G – microsatellite) 

 สืบค้นหาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน ที่มีเผยแพร่ในบทความวิจัย 
รวมทั้งหมด จํานวน 35 คู่ ประกอบด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากกล้วยไม้สกุล Dendrobium 
จํานวน 29 คู่ กล้วยไม้ Serapias vomeracea จํานวน 6 คู่ (ตารางที่ 1)  

นํามาตรวจสอบความสามารถของไพรเมอร์ ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ด้วยองค์ประกอบของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 20 μl ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ 25 ng dNTPs 0.25 mM Forward 
และ Reverse primers 0.25  μM 1x PCR buffer (with 15 mM MgCl2) และ Taq polymerase 
0.5 ยูนิต ปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ โดยใช้โปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดังน้ี 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 5 นาที  ตามด้วย PCR cycle จํานวน 35 รอบ ประกอบด้วย 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที annealing (Gradient annealing temperature )  
นาน 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที แล้วตามด้วย Long Extension ที่ 72  ํC 
นาน 10 นาที 1 ตรวจสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ใน
เจลอะกาโรส ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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4. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 4.1 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) 

 นําดีเอ็นเอของเช้ือพันธุกรรมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
โดยใช้ไพรเมอร์ EST - microsatellite ที่ได้จากการทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้ม้าว่ิง  
(ข้อ 3.2) และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน (ข้อ 3.3) บันทึกข้อมูลอัลลีลของ
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่แสดงความแตกต่างระหว่างตัวอย่างของเช้ือพันธุกรรมกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิงที่นํามาศึกษาในรูปแบบไบนารี่ โดยกําหนดให้แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ และไม่ปรากฏ เป็น 1 และ 0 
ตามลําดับ 

 4.2 ค่า Polymorphic information content (PIC) 

การคํานวณค่า Polymorphic information content (PIC) หรือ Heterozygosities 
ของ RAPD markers ซึ่งเป็นค่าที่บ่งบอกโอกาสท่ีจะพบตัวอย่างที่สุ่มมาโดยสุ่ม (random sampling) 
สองตัวอย่างที่มีความแตกต่างกัน (polymorphisms) ที่ตําแหน่งของ marker ที่กําหนด โดยประเมิน
จาก 

 

   H = 1
2

1


 pii

k

 
 
 โดยที่ pi คือ ความถี่ของ ith  อัลลีล (allele) และ k คือจํานวนของอัลลีล (Ott, 1991)   
 
 4.3 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสายพันธ์ุกล้วยไม้ โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
NYSYS-pc (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (Rohlf, 2000) โดยอาศัย
ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนของ Dice (Dice’s Similarity coefficient) จากน้ันนํามาคํานวณหา 
Genetic similarity ระหว่างจีโนไทป์ของสายพันธ์ุกล้วยไม้ที่นํามาศึกษา สร้างเป็น Genetic similarity 
matrix ซึ่งจะใช้เป็น ข้อมูลในการวิเคราะห์ cluster analysis เพ่ือจัดกลุ่มสายพันธ์ุกล้วยไม้ที่มีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรม (Dendrogram) โดยอาศัยการวิเคราะห์ด้วยวิธี unweighted pair group 
method on the basis of arithmetic averages (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) และ
วิเคราะห์ปัจจัยหลัก (Principal component analysis: PCA) 
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5. การตรวจสอบลูกผสมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 นําลูกผสมต่างสกุลที่ได้รับการพัฒนาสายพันธ์ุ จากการสร้างลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
กับ กล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส จํานวน 4 คู่ และกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ กล้วยไม้สกุลเข็ม จํานวน 2 
คู่ผสม จากโครงการ “การปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ือเป็นไม้ประดับกระถาง” (โครงการย่อยที่ 
2) และสายพันธ์ุพ่อแม่ สกัดดีเอ็นเอตามวิธี 2% CTAB with phenol-chloroform (Sue et al., 1997) 
ตารางท่ี 2 

 
 

ตารางที่ 2 รายช่ือคู่ผสมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ กล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส จํานวน 4 คู่ และกล้วยไม้
สกุลม้าว่ิง กับ กล้วยไม้สกุลเข็ม จํานวน 2 คู่ผสม รวมจํานวน 6 คู่ผสม 

ลําดับ สายพันธุ์แม่ สายพันธุ์พ่อ 

1 Phalaenopsis wedding NK14 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) 

2 Phalaenopsis wedding PK3 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) 

3 Phaleanopsis ember var wedding RE4 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana)  

4 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) Phalaenopsis-Red 

5 UN10 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana). Ascocentrum sp. (เข็มแดง) 

6 NK4 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana). Ascocentrum sp. (เข็มแสด) 
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5.1 การตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมด้วยเครื่องหมาย EST-microsatellite 

ตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสม  จํานวน  6 คู่  (ตารางที่  2) ด้วยเครื่องหมาย EST-
microsatellite ที่ได้จากการทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง มาคัดเลือก
เครื่องหมายท่ีสามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ได้ ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตรรวม 
20 μl ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ ประมาณ 25-30 ng 0.25 mM dNTPs 0.25 μM Forward และ 
Reverse primers 1x PCR buffer (with 15 mM MgCl2) และ 1 U Taq polymerase แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นนึ่งฆ่าเช้ือ โดยใช้โปรแกรมในปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังน้ี denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC 
นาน 3 นาที ตามด้วย PCR cycle จํานวน 35 รอบ ประกอบด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 
30 วินาที specific annealing นาน 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที และ 
long extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 10 นาที จากนั้นนํามาแยกขนาดและความแตกต่างระหว่างสาย
พันธ์ุ โดยใช้เทคนิค denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ด้วย 7 % polyacrylamide 
gel ด้วยแรงเคลื่อนไฟฟ้า 60 วัตต์ ที่อุณหภูมิ 45  ํC นาน 2 ช่ัวโมง แล้วนํากระจกมาย้อมด้วย silver 
nitrate เพ่ือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น 

5.2 การตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมด้วยเครื่องหมายจีโนมิกไมโครแซทเทลไลท์ของ
กล้วยไม้ชนดิอ่ืน ๆ 

ตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสม จํานวน 6 คู่ ด้วยเคร่ืองหมายจีโนมิกไมโครแซทเทลไลท์ของ
กล้วยไม้ชนิดอ่ืน ที่ได้จากการสืบค้นจากบทความวิจัย สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิง จํานวน 8 คู่ มาคัดเลือกเคร่ืองหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ได้ ด้วย
องค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ปริมาตรรวม 20 μl ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ 25 ng dNTPs 
0.25 mM Forward และ Reverse primers 0.25  μM 1x PCR buffer (with 15 mM MgCl2) และ 
Taq polymerase 0.5 ยูนิต ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ โดยใช้โปรแกรมการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอ ดังน้ี denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 5 นาที  ตามด้วย PCR cycle จํานวน 35 รอบ 
ประกอบด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที annealing (Gradient annealing 
temperature ) นาน 30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที แล้วตามด้วย Long 
Extension ที่ 72  ํC นาน 10 นาที 1 ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส ในเจลอะกาโรส เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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สืบค้นหาเคร่ืองหมายจีโนมิกไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืนเพ่ิมอีก จํานวน 25 คู่ 
(ตารางที่ 3) ประกอบด้วย กล้วยไม้สกุล Cymbidium จํานวน 5 คู่ และสกุล Phalaenopsis จํานวน 
20 คู่ ตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 20 μl ประกอบด้วย 
ดีเอ็นเอต้นแบบ ประมาณ 25-30 ng dNTPs 0.25 mM Forward และ Reverse primers 0.25 μM 
1x PCR buffer (with 15 mM MgCl2) และ Taq polymerase 1 ยูนิต โดยใช้โปรแกรมการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอที่แตกต่างกันดังนี้ 

ไพรเมอร์ที่ได้จากกล้วยไม้สกุล Cymbidium ใช้โปรแกรมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ดังน้ี 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 3 นาที ตามด้วย PCR cycle รอบที่ 1 จํานวน 35 รอบ 
ประกอบด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 55  ํC นาน  
30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที PCR cycle รอบที่ 2 จํานวน 10 รอบ
ประกอบด้วย denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 53  ํC นาน  
30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที และ long extension ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 
10 นาที  

ไพรเมอร์ที่ได้จากกล้วยไม้สกุลสกุลฟาแลนอปซีส ใช้โปรแกรมการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ดังนี้ 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 3 นาที ตามด้วย PCR cycle จํานวน 35 รอบ ประกอบด้วย 
denaturation ที่อุณหภูมิ 94  ํC นาน 30 วินาที specific annealing นาน 30 วินาที และ extension 
ที่อุณหภูมิ 72  ํC นาน 1 นาที และ long extension ท่ีอุณหภูมิ 72  ํC นาน 10 นาที และ ตรวจสอบการ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส ในเจลอะกาโรส เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
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ผลการวิจัย 
1. การเก็บรวบรวมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 การรวบรวมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือแล้วนํามาอนุบาลในเรือนเพาะชํา 
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ประกอบด้วย กล้วยไม้แดงอุบล จํานวน 15 ตัวอย่าง และ
กล้วยไม้ม้าว่ิง จํานวน 9 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4 ) 

ตารางที่ 4 รายช่ือกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงที่รวบรวมจากสถานที่ต่าง ๆ ในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือจํานวน 
24 ตัวอย่าง  

ลําดับ รหัสพันธุ ์ ชื่อพันธุ ์ สถานที่รวบรวม 
1 RO4 แดงอุบล ซื้อจากชาวบ้าน จ.รอ้ยเอด็ 
2 RO10 แดงอุบล ซื้อจากชาวบ้าน จ.รอ้ยเอด็ 
3 CM8 แดงอุบล ต. ช่องเม็ก อ.สิรินธร จ.อุบลราชธานี 
4 CM11 แดงอุบล ต. ช่องเม็ก อ.สิรินธร จ.อุบลราชธานี 
5 CM16 แดงอุบล ต. ช่องเม็ก อ.สิรินธร จ.อุบลราชธานี 
6 DB6 แดงอุบล ซื้อจากชาวบ้าน ช่องเมก็ อ.สิรนิธร จ.อุบลราชธานี 
7 DB8 แดงอุบล ซื้อจากชาวบ้าน ช่องเมก็ อ.สิรนิธร จ.อุบลราชธาน ี
8 MDD2 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
9 MDD3 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
10 MDD6 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
11 MDD10 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
12 MDD11 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
13 MDD15 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
14 MDD20 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
15 MDD22 แดงอุบล ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
16 MV4 ม้าวิ่ง ซื้อจากชาวบ้าน ช่องเมก็ อ.สิรนิธร จ.อุบลราชธานี 
17 PT1 ม้าวิ่ง อุทยานแหง่ชาติภูผาเทิบ จ.มกุดาหาร  
18 PT2 ม้าวิ่ง อุทยานแหง่ชาติภูผาเทิบ จ.มกุดาหาร 
19 MDM14 ม้าวิ่ง ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
20 MDM18 ม้าวิ่ง ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
21 MDM21 ม้าวิ่ง ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร 
22 MVP2 ม้าวิ่ง อ.โพธิ์ไทร จ.อบุลราชธาน ี
23 MVP26 ม้าวิ่ง อ.โพธิ์ไทร จ.อบุลราชธาน ี
24 MVP27 ม้าวิ่ง อ.โพธิ์ไทร จ.อบุลราชธาน ี
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2. การสกัดดีเอ็นเอ 

ตรวจสอบปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากตัวอย่างกล้วยไม้ จํานวน 24 ตัวอย่าง
โดยเปรียบเทียบกับปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอมาตรฐาน (Lambda DNA) ความเข้มข้น 50 และ 
100 นาโนกรัม ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้เจลอะกาโรส (agarose gel) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 
ในสารละลาย 1x TBE buffer โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 80 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ถ่ายภาพเจล 
อะกาโรส โดยใช้ Gel document พบว่า ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ มีความเข้มข้นประมาณ 3 - 10 
ไมโครกรัม ต่อไมโครลิตร (ภาพที่ 1) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแสดงปริมาณจีโนมิกดีเอ็นเอของกล้วยไม้ จํานวน  
24 ตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐาน (M1= DNA standard  
100 ng, M2 = DNA standard 200 ng (Fermentas)) 

23
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3. การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก EST database ของกล้วยไม้ 

 3.1 การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จาก EST database ของกล้วยไม้ 

จากการค้นหาลําดับเบสของเคร่ืองหมาย EST จากฐานข้อมูลของกล้วยไม้สกุลต่าง ๆ จาก
ฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). (สืบค้นเมื่อเดือนกุมภาพันธ์ 2553) ได้ข้อมูล
ลําดับเบส EST ของกล้วยไม้ทั้งหมด จํานวน 8,009 ลําดับเบส ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สกุล Doritis 
14 ลําดับเบส และ mRNA ของกล้วยไม้สายพันธ์ุอ่ืน ๆ อีก 88 ลําดับเบส บันทึกข้อมูลลําดับเบสใน
รูปแบบ FASTA จากน้ันทําการจัดกลุ่มข้อมูลและคัดเลือกคุณภาพของข้อมูลโดยใช้โปรแกรม CAP3 
Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/ cap3.php) (Huang and Madan, 
1999) โดยกําหนดความยาวไม่เกิน 5.4 เมกะเบส พบว่า ได้ข้อมูลที่มีความเหมาะสมต่อการนําไปใช้งาน
ทั้งหมด 1,261 ลําดับเบส ค้นหา EST ที่มีไมโครแซทเทลไลท์ และออกแบบไพรเมอร์ที่เป็น 
unique sequence ขนาบหัวท้ายกับไมโครแซทเทลไลท์ โดยใช้โปรแกรม Troll software 
(http://wsmartins.net/websat/) พบว่า ได้ข้อมูลไมโครแซทเทลไลท์ไพรเมอร์ ทั้งหมด จํานวน 177 คู่ 
ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่ได้จากการออกแบบลําดับเบสซ้ํา 1 เบส (mono-type ) จํานวน 60 คู่ คิดเป็น 
33.90 เปอร์เซ็นต์ ลําดับเบสซ้ํา 2 เบส (di-type ) จํานวน 68 คู่ คิดเป็น 38.42 เปอร์เซ็นต์ ลําดับเบสซ้ํา 
3 เบส (tri-type) จํานวน 37 คู่ คิดเป็น 22.03 เปอร์เซ็นต์ ลําดับเบสซ้ํา 4 เบส (tetra-type) จํานวน  
5 คู่ คิดเป็น 2.82 เปอร์เซ็นต์ ลําดับเบสซ้ํา 5 เบส (penta-type) จํานวน 1 คู่ คิดเป็น 0.56 เปอร์เซ็นต์ 
และลําดับเบสซ้ํา 6 เบส (hexa-type) จํานวน 6 คู่ คิดเป็น 3.39 เปอร์เซ็นต์ โดยรูปแบบของลําดับเบส
ซ้ํา 1 เบส พบมากท่ีสุดคือ A/T คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความถ่ีที่พบ 32.20 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ เบสซํ้า 
 2 เบส คือ TC/GA คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความถ่ีที่พบ 15.17 เปอร์เซ็นต์ และ AG/CT คิดเป็นเปอร์เซ็นต์
ความถ่ีที่พบ 11.24 เปอร์เซ็นต์ รูปแบบของลําดับเบสซ้ํา 3 เบสท่ีพบมากคือ CGG/CCG คิดเป็น
เปอร์เซ็นต์ความถี่ที่พบ 8.43 เปอร์เซ็นต์ รูปแบบของลําดับเบสซ้ํา 4 เบสท่ีพบมากคือ AAAC/GTTT  
คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ความถี่ทีพ่บ 2.81 เปอร์เซ็นต์ส่วนลําดับเบสซ้ํา 5 เบส และ 6 เบส จะพบค่อนข้างน้อย 
(ภาพที่ 2 ตารางที่ 5) 
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ภาพที ่2 Histogram แสดงความถี่ของ EST-microsatellite จํานวนทัง้หมด 177 คู่ ที่
จําแนกตามชนดิของลําดับเบสซํ้า ได้แก่ mono-  di-  tri-  tetra-  penta and 
hexa – nucleotide repeats 
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ตารางที่ 5  จํานวน และความถ่ีของลําดับเบสซ้ําชนิดต่างๆ ที่พบใน ESTs ของกล้วยไม้ 

Repeat unit SSR motif Number Frequency 
mono-repeat A/T 57 32.02247 

 G/C 3 1.685393 
di-repeat 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 

tri-repeat 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 15 8.42697 
 GAC/GTC 1 0.561798 
 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 

tetra-repeat AAAC/GTTT 5 2.808989 
penta-repeat TTGGT/ACCAA 1 0.561798 

 CCCAAA/TTTGGG 2 1.123596 
hexa-repeat CGGCAG/CTGCCG 3 1.685393 

 TAACCC/GGGTTA 1 0.561798 
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 3.2 ทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเครื่องหมาย EST-microsatellite ที่พัฒนาได้ใน
กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 จาก EST-microsatellite  ที่ออกแบบได้ จํานวน 177 คู่ ทําการเลือกไพรเมอร์ EST-
microsatellite ที่มีขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีคาดหมาย (expected size) ประมาณ 100 – 400 คู่เบส 
จํานวน 100 คู่ ที่ได้จากการออกแบบไพรเมอร์ทั้งหมด จํานวน 177 คู่ มาทดสอบการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 1 ตัวอย่าง โดยการปรับอุณหภูมิในการเข้าคู่ระหว่างดีเอ็นเอ
ต้นแบบกับไพรเมอร์ (annealing temperature) ณ อุณหภูมิต่าง ๆ (ระหว่าง 48 – 65  ํC) พบว่า  
มีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 12 คู่ (คู่ที่ 1-12) (ภาพที่ 3 และ ตารางที่ 6) ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอได้ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จากน้ันทําการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิง โดยการปรับความเข้มข้นของแมกนีเซียมคลอไรด์เพ่ิมขึ้น เป็น 1.25 มิลลิโมลาร์ พบว่าได้ไพรเมอร์ 
EST-microsatellite ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงเพ่ิมอีก จํานวน 13 คู่ (คู่ที่ 
13-25) (ภาพที่ 4 ตารางที่ 6) รวมไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ใน
กล้วยไมส้กุลม้าว่ิง จํานวน 25 คู่ คิดเป็น 25 เปอร์เซ็นต์ของไพรเมอร์ที่เลือกมาทั้งหมด (ตารางที่ 6) และ
ไพรเมอร์ที่ ได้นี้จะนําไปสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 
24 ตัวอย่าง และตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับกล้วยไม้สกุลอ่ืนต่อไป 
 

 
  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที ่3 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง 
ด้วยไพรเมอร ์EST - microsatellite (M = DNA marker 100 bp (Fermentas) 
2 = ORESTM5 (A2) 7 = ORESTM59 (A7) 9 = ORESTM109 (A9)  
10 = ORESTM115 (A10) 11 = ORESTM127 (A11) 15 = ORESTM136 (A15) 
26 = ORPHESTM16 (A26) 32 = ORESTM27 (A47) 47 = ORESTM27 (A47) 
48 = ORESTM35 (A48)) 

M      2     7     9    10    11   15    26   32   47   48 
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ภาพที่ 4 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง ด้วยไพรเมอร ์ 
EST-microsatellite ที่มีการเพิ่มปริมาณ MgCl2 (M = DNA marker 100 bp (Fermentas) 
11 = CL491CONTIG1-(B11) 15 = GI|109152185-(B15) 20 = GI|110663752-(B20) 
26 = CL340CONTIG1-(B26) 27 = CL455CONTIG1-(B27) 28 = GI|109151933-(B28) 
29 = GI|109153057-(B29) 33 = GI|109153889-(B33) 34 = GI|109154341-(B34) 
35 = CL106CONTIG1-(B35) 36 = CL275CONTIG1-(B36) 39 = CL106CONTIG1-(B39) 
42 = CL32CONTIG1-(B42)) 

 
  
  

    28   35   M  11  15  20   26  M M    27   29   33   34   35    36   39   42   M   
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3.3 การตรวจสอบการถ่ายโอนของ G-microsatellite ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืนในกล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิง (Cross transferability of G-microsatellite) 

การสืบค้นเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จากกล้วยไม้สกุลอ่ืนที่มีเผยแพร่ในบทความวิจัย จาก
กล้วยไม้สกุล Dendrobiums จํานวน 29 คู่ และสกุล Serapias vomeracea จํานวน 6 คู่ (ตารางที่ 6) 
ได้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ทั้งหมด จํานวน 35 คู่ นํามาทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้
ม้าวิ่ง โดยใช้องค์ประกอบในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเช่นเดียวกันกับการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite โดยปรับอุณหภูมิที่ใช้ในการเข้าคู่ระหว่างดีเอ็นเอต้นแบบกับ 
ไพรเมอร์ (annealing temperature) ผลการตรวจสอบ พบว่า ได้ไมโครแซทเทลไลท์ไพรเมอร์ที่สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้อย่างชัดเจน จํานวน 8 คู่ คิดเป็น 22.86 เปอร์เซ็นต์ของ 
ไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ที่นํามาทดสอบ และไพรเมอร์ที่ได้จะนําไปสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเช้ือ
พันธุกรรมกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง และนําไปทดสอบในการตรวจสอบเอกลักษณ์ของ
ลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับกล้วยไม้สกุลอ่ืนต่อไป (ภาพที่ 5 ตารางที่ 7) 

 
 

 
 
 

 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 5 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกลุม้าวิ่ง 
ด้วยไพรเมอร์ทีไ่ด้จากกล้วยไม้ชนิดอื่น ๆ จํานวน 8 คู่ (M = 100 bp 
(Fermentas), 1 = ORCA40 (C1) 5 = ORCT6 (C5) 19 = OA20 (C19) 
20 = sv04 (C20) 23 = OA08 (C23) 28 = S130 (C28) 32 = S122 
(C32) 33 = OA19 (C33))

M     1     5    19    20    23   28   32   33   M 
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4. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 4.1 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง 

 นําไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ชัดเจนในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
จํานวน 25 คู่ และไพรเมอร์ที่ได้จากการค้นหาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์จากกล้วยไม้ชนิดอ่ืนๆ  
(G-microsatellite) จํานวน 8 คู่ (ตารางที่ 6 และตารางที่ 7) มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4) โดยตรวจสอบความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ือง HAD-
GT12TM capillary gel electrophoresis system (Qiagen, Germany) พบว่า จากไพรเมอร์ 
ไมโครแซทเทลไลท์ ทั้งหมด จํานวน 33 คู่  ประกอบด้วยเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 25 
คู่ (ตารางที่ 6) และเคร่ืองหมาย G-microsatellite จํานวน 8 คู่ (ตารางท่ี 7) สามารถสร้างลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ได้อัลลีลทั้งหมด จํานวน 142 อัลลีล 
โดยมีไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ ที่ให้แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิง จํานวน 20 คู่ ประกอบด้วย ไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 13 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความ
แตกต่าง จํานวน 57 อัลลีล และ G-microsatellite จํานวน 7 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 
35 อัลลีล รวมอัลลีลที่แสดงความแตกต่างในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง 
ทั้งหมด 92 อัลลีล เฉลี่ย 4.6 อัลลีลต่อคู่ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ได้ (size range) อยู่ระหว่าง 
74-419 คู่เบส อัลลีลที่ได้มีจํานวนต้ังแต่ 2-8 อัลลีล โดยคู่ไพรเมอร์ที่ได้อัลลีลสูงสุด คือ  
G-microsatellite ไพรเมอร์ 20C (SV04) ได้อัลลีล จํานวน 8 อัลลีล และไพรเมอร์ที่ได้จํานวนอัลลีลน้อย
สุด คือ EST-microsatellite ที่พัฒนาได้ คู่ไพรเมอร์ A11 (CB032260), A26 (C0742605.1) และ 2B 
(CK859111.1) จํานวน 2 อัลลีล ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่พัฒนามาจากฐานข้อมูล EST (EST-microsatellite) 
(ตารางท่ี 8)  
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4.2 ค่า Polymorphic information content (PIC) 

 ค่า Polymorphic information content (PIC) ของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 
20 เครื่องหมาย มีค่าต้ังแต่ 0.124 – 0.844 เฉลี่ยเท่ากับ 0.620 (ตารางที่ 8) บ่งช้ีได้ว่าประสิทธิภาพของ
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ในการนําไปใช้ในการศึกษาพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงอยู่ในระดับ
ปานกลาง ถึงค่อนข้างสูง ซึ่งประกอบด้วย ค่า PIC ของเคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 13 คู่ 
มีค่าอยู่ระหว่าง 0.124 - 0.828 คิดเป็นค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.615 บ่งช้ีว่าค่า PIC ของเครื่องหมาย EST-
microsatellite มีค่าอยู่ในระดับปานกลางถึงปานสูง โดยเคร่ืองหมาย 34B (CK855825.1) มีค่า PIC 
สูงสุดเท่ากับ 0.828 รองลงมา 35B (CB855825.1) 36 B (CK856598.1) 39B (CK857960.1) มีค่า PIC 
เท่ากับ 0.784 0.751 และ 0.733 ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่า เครื่องหมาย EST-microsatellite  
ทั้ง 4 เครื่องหมาย เป็นเครื่องหมายท่ีมีประสิทธิภาพเหมาะสําหรับใช้ในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม และ เคร่ืองหมาย 2B (CK859111.1) มีค่า PIC ตํ่าสุด เท่ากับ 0.124 หน้าที่ของโปรตีนของ
เคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 13 คู่ ที่ได้จากการค้นหาในฐานข้อมูล NCBI (BLASTX 
search protein databases using a translated nucleotide query) พบว่า ยีนส่วนใหญ่คาดว่าจะ
สามารถสังเคราะห์เป็นโปรตีน (predicted protein) และเป็นยีนที่ไม่ทราบหน้าที่ของโปรตีน 
(unknown) (ตารางที่ 8) และค่า PIC ของเคร่ืองหมาย G-microsatellite จํานวน 7 คู่ มีค่าอยู่ระหว่าง 
0.289 - 0.844 คิดเป็นค่าเฉลี่ยเท่ากับ 0.627 บ่งช้ีว่าค่า PIC ของเคร่ืองหมาย G-microsatellite มีค่า
อยู่ในระดับปานกลางถึงปานสูง โดยเคร่ืองหมาย 1C (SV04) มีค่า PIC สูงสุดเท่ากับ 0.844 รองลงมา 
32C (S122) มีค่า PIC เท่ากับ 0.789 และเครื่องหมาย 23C มีค่า PIC ตํ่าสุด เท่ากับ 0.289 และ
เครื่องหมาย G-microsatellite พัฒนามาจากส่วนที่เป็นจีโนมิกดีเอ็นเอจึงไม่พบหน้าที่การสังเคราะห์
โปรตีนในฐานข้อมูล  

34



35

4335 

ตา
รา

งท
ี่ 8 

ลํา
ดับ

เบ
สข

อง
เครื่

อง
หม

าย
ไม

โค
รแ

ซท
เท

ลไล
ท์ 

จํา
นว

น 
20

 คู่ 
ปร

ะก
อบ

ด้ว
ย E

ST
-m

icr
os

ate
llit

e p
rim

er 
จํา

นว
น 

13
 คู่ 

แล
ะ G

-m
icr

os
ate

llit
e 

pri
me

r จ
ําน

วน
 7 

คู่ แ
ถบ

ดีเอ็
นเอ

ที่แ
สด

งค
วา

มแ
ตก

ต่า
งใน

เชื้อ
พัน

ธุก
รร

มก
ล้ว

ยไม
้สก

ลุม
้าวิ่

ง ล
ําดั

บเ
บส

ซ้ํา
 อุณ

หภู
ม ิa

nn
ea

lin
g ท

ี่เหม
าะ

สม
 ขน

าด
ขอ

งอั
ลล

ีล จ
ําน

วน
อัล

ลีล
 ค่า

 PI
C แ

ละ
หน

้าท
ี่ขอ

งโป
รตี

นจ
าก

ฐา
นข้

อม
ูล N

CB
I (B

LA
ST

X) 

Na
me

 
Ge

nb
an

k 
ac

ce
ssi

on
 no

. 
Fo

rw
ard

 se
qu

en
ce

 (5
’-3

’) 
Re

pe
at 

mo
tif

 
Tm

* 
siz

e 
ran

ge
 

no
. o

f 
all

ele
s 

PIC
 

pr
ot

ein
 d

es
cri

pt
ion

 
Re

ve
rt 

se
qu

en
ce

 (5
’-3

’) 
ES

T-m
icr

os
ate

llit
e p

rim
er 

 
 

 
 

 
 

1. 
7A

 
CB

03
45

31
.1 

TT
CT

TC
TG

TG
CA

TC
TT

TT
GC

TC
 

(A)
11

 
54

 
74

-85
 

5 
0.6

79
 

Fib
er 

pro
tei

n 
Fb

11
AA

N7
71

50
.1 

 
 

CA
CA

AA
CC

CA
AT

TT
AA

CA
CC

CT
 

 
 

 
 

 
2. 

11
A 

CB
03

22
60

 
CT

TG
AT

GA
AT

GT
GA

GG
AA

AC
CA

 
(CA

A) 5
 

62
 

11
6-1

19
 

2 
0.4

95
 

No
t h

it 
 

 
AA

AC
CT

TA
CT

GT
TG

GG
CA

CA
CT

 
 

 
 

 
 

 
3. 

26
A 

C0
74

26
05

.1 
TG

GA
AA

TG
AC

AA
GG

TT
TC

TG
TG

 
(GG

AG
CA

) 4 
62

 
18

3-1
89

 
2 

0.4
53

 
No

t h
it 

 
 

TT
GA

GC
TT

AG
GA

GG
CA

AA
TA

GG
 

 
 

 
 

 
 

4. 
2B

 
CK

85
91

11
.1 

AG
AC

GG
GC

TT
AA

TG
AT

GT
CA

TT
 

(TG
G) 5

 
56

 
24

4-2
47

 
2 

0.1
24

 
Un

kn
ow

n p
rot

ein
 

AC
R3

44
61

.1 
 

 
TG

GT
AT

GT
AT

GT
AA

AT
GC

CC
CA

 
 

 
 

 
 

5. 
27

B 
CB

03
18

38
.1 

CA
TT

CC
AT

TC
AT

CT
CT

CA
TC

CA
 

(CG
G) 5

 
56

 
12

7-1
83

 
6 

0.6
67

 
Ab

sci
sic

 st
res

s r
ipe

nin
g 

AC
Z5

07
49

.1 
 

 
TA

CA
AA

TC
AA

AG
TC

AT
CG

TC
GG

 
 

 
 

 
 

6. 
28

B 
CK

85
76

91
.1 

GA
AG

CA
GC

AG
CA

GA
AG

AG
GT

 
(CG

C) 5
 

56
 

12
2-1

29
 

3 
0.6

13
 

No
t h

it 
 

 
GC

TT
TC

GA
CT

CC
AT

TA
CT

CT
GA

A 
 

 
 

 
 

 
7. 

29
B 

CB
03

43
05

1 
AG

CA
CA

GA
AA

AC
AA

AG
CA

TG
AG

 
(CA

C) 5
 

58
 

89
-98

 
4 

0.6
40

 
Str

es
s r

es
po

ns
ive

 pr
ot

ein
 

NP
00

11
49

55
0.1

 
 

 
AA

CG
GA

AA
TC

CT
TG

AA
CC

AG
T 

 
 

 
 

 
* T

m 
คือ

 An
ne

ali
ng

 Te
mp

era
tur

e ท
ี่เห

มา
ะส

ม 



36

36 

ตา
รา

งท
ี่ 8 

 ลาํ
ดับ

เบ
สข

อง
เครื่

อง
หม

าย
ไม

โค
รแ

ซท
เท

ลไล
ท์ 

จํา
นว

น 
20

 คู่ 
ปร

ะก
อบ

ด้ว
ย E

ST
-m

icr
os

ate
llit

e p
rim

er 
จํา

นว
น 

13
 คู่ 

แล
ะ G

-m
icr

os
ate

llit
e 

pri
me

r จ
ําน

วน
 7 

คู่ แ
ถบ

ดีเอ็
นเอ

ที่แ
สด

งค
วา

มแ
ตก

ต่า
งใน

เชื้อ
พัน

ธุก
รร

มก
ล้ว

ยไม
้สก

ลุม
้าวิ่

ง ล
ําดั

บเ
บส

ซ้ํา
 อุณ

หภู
ม ิa

nn
ea

lin
g ท

ี่เหม
าะ

สม
 ขน

าด
ขอ

งอั
ลล

ีล จ
ําน

วน
อัล

ลีล
 ค่า

 PI
C แ

ละ
หน

้าท
ี่ขอ

งโป
รตี

นจ
าก

ฐา
นข้

อม
ูล N

CB
I (B

LA
ST

X) 
(ต่อ

) 

Na
me

 
Ge

nb
an

k 
ac

ce
ssi

on
 no

. 
Fo

rw
ard

 se
qu

en
ce

 (5
’-3

’) 
Re

pe
at 

mo
tif

 
Tm * 

siz
e r

an
ge

 
no

. o
f 

all
ele

s 
PIC

 
pr

ot
ein

 d
es

cri
pt

ion
 

Re
ve

rt 
se

qu
en

ce
 (5

’-3
’) 

8. 
34

B 
CK

85
58

25
.1 

AA
TC

CA
AA

TC
CA

AC
AC

CA
AC

TC
 

(GG
C) 5

 
58

 
13

6-1
65

 
7 

0.8
28

 
Un

na
me

d p
rot

ein
 

pro
du

ct 
NP

00
11

74
11

8.1
 

 
 

TA
AT

TC
CA

GC
CA

CA
GT

CT
CC

TT
 

 
 

 
 

 
9. 

35
B 

CB
85

58
25

.1 
TT

TC
CA

TC
CT

CC
TC

AC
TT

CA
TT

 
(AC

) 7 
50

 
15

7-1
78

 
7 

0.7
84

 
LL

A-1
15

 AB
I48

85
90

1 
 

 
AG

TA
TC

GT
CA

AA
GC

CA
GG

GA
TA

 
 

 
 

 
 

 

10
. 3

6B
 

CK
85

65
98

.1 
AG

TC
CC

TC
TC

CG
TC

CT
AT

GA
TT

 
(GA

A) 6
 

52
 

10
0-1

14
 

6 
0.7

51
 

Hy
po

the
tic

al 
pro

tei
n 

XP
00

24
43

94
0.1

 
 

 
CT

TC
TT

TC
CA

GT
CA

TG
TC

CA
GC

 
 

 
 

 
 

11
. 3

7B
 

CK
85

91
37

 
AT

GG
CA

GC
AG

TT
GA

GG
TA

GA
AT

 
(TC

) 6 
48

 
39

3-4
02

 
4 

0.6
30

 
No

t h
it 

 
 

TC
CA

TT
AC

TC
TG

AA
AC

CG
TG

CT
 

 
 

 
 

 

12
. 3

9B
 

CK
85

79
60

.1 
GC

AC
GA

GG
AT

CA
AT

TT
AG

CA
TA

 
(AC

) 7 
48

 
14

5-2
12

 
6 

0.7
33

 
Cle

av
ag

e d
iox

yg
en

ase
 

Q4
8K

96
.1 

 
 

GG
AA

GA
TG

AT
GG

GT
AC

GT
CA

TT
 

 
 

 
 

 

13
. 4

1B
 

CB
03

46
09

 
AT

GG
CA

GC
AG

TT
GA

GG
TA

GA
AT

 
(CC

G) 6
 

58
 

19
4-2

00
 

3 
0.6

04
 

No
t h

it 
 

 
TG

CC
TT

CT
TC

GG
TC

TT
AG

TC
TC

 
 

 
 

 
 

 

  



37

37 

ตา
รา

งท
ี่ 8 

 ลาํ
ดับ

เบ
สข

อง
เครื่

อง
หม

าย
ไม

โค
รแ

ซท
เท

ลไล
ท์ 

จํา
นว

น 
20

 คู่ 
ปร

ะก
อบ

ด้ว
ย E

ST
-m

icr
os

ate
llit

e p
rim

er 
จํา

นว
น 

13
 คู่ 

แล
ะ G

-m
icr

os
ate

llit
e 

pri
me

r จ
ําน

วน
 7 

คู่ แ
ถบ

ดีเอ็
นเอ

ที่แ
สด

งค
วา

มแ
ตก

ต่า
งใน

เชื้อ
พัน

ธุก
รร

มก
ล้ว

ยไม
้สก

ลุม
้าวิ่

ง ล
ําดั

บเ
บส

ซ้ํา
 อุณ

หภู
ม ิa

nn
ea

lin
g ท

ี่เหม
าะ

สม
 ขน

าด
ขอ

งอั
ลล

ีล จ
ําน

วน
อัล

ลีล
 ค่า

 PI
C แ

ละ
หน

้าท
ี่ขอ

งโป
รตี

นจ
าก

ฐา
นข้

อม
ูล N

CB
I (B

LA
ST

X) 
(ต่อ

) 

Na
me

 
Ge

nb
an

k a
cc

es
sio

n n
o. 

Fo
rw

ard
 se

qu
en

ce
 (5

’-3
’) 

Re
pe

at 
mo

tif
 

Tm
* 

siz
e r

an
ge

 
no

. o
f 

all
ele

s  
PIC

 
pr

ot
ein

 
de

scr
ipt

ion
 

Re
ve

rt 
se

qu
en

ce
 (5

’-3
’) 

G-
mi

cro
sa

tel
lite

 p
rim

er 
 

 
 

 
 

 
14

. 1
C 

OR
CA

40
  

(Yo
oc

ha
 et

 al
., 2

00
6) 

CA
AG

CT
AC

TT
CA

GA
CT

CA
TC

 
F(T

G) 8
CA

(TG
CG

) 12
, 

R(T
G) 1

0(T
GC

G) 6
 

46
 

20
0-2

09
 

4 
0.6

64
 

- 
GA

AG
AC

AC
TG

CT
CA

TA
TT

TC
 

 
 

 
 

15
. 5

C 
OR

CT
6  

(Yo
oc

ha
 et

 al
., 2

00
6) 

CT
CC

TT
GC

TT
GG

AT
TT

GC
TT

C 
(TC

) 5(G
T) 1

8 
42

 
25

0-2
62

 
6 

0.6
53

 
- 

 
CA

CC
TC

AT
CA

CA
TC

TT
GC

CA
T 

 
 

 
 

 
16

. 1
9C

 
OA

20
 

(Yu
e e

t a
l., 

20
06

) 
CA

TA
TA

TT
AG

CC
AC

TT
CA

CT
CT

C 
da

ta 
no

t s
ho

wn
 

42
 

32
1-4

19
 

4 
0.5

83
 

- 
 

AT
GT

CC
AC

CT
CC

CT
AA

AA
TA

GT
A 

 
 

 
 

 

17
. 2

0C
 

SV
04

  
(Pe

lle
gri

no
 et

 al
., 2

00
1) 

CT
GG

TC
TC

TT
CT

TT
CT

GG
AT

 
(CT

) 8A
C(C

T) 5
 

42
 

28
4-3

05
 

8 
0.8

44
 

- 
 

AA
CA

CC
AA

CA
CA

CA
TA

TA
CA

T 
 

 
 

 

18
. 2

3C
 

OA
08

  
(Yu

e e
t a

l., 
20

06
) 

AG
GC

AA
AA

TA
TA

AC
AT

AC
CT

CA
AT

 
da

ta 
no

t s
ho

wn
 

 
42

 
20

0-2
89

 
3 

0.2
89

 
- 

 
AA

TC
AA

GC
CA

TT
TA

TC
TC

CT
CT

 
 

 
 

 
19

. 3
2C

 
S1

22
  

(Yu
e e

t a
l., 

20
06

) 
GT

GA
CT

CG
AG

CC
TT

GG
AA

TA
CG

 
F(T

C) 9
(AC

) 4 
,RA

T(A
C) 8

 
42

 
33

3-3
58

 
6 

0.7
89

 
- 

 
AC

GC
CG

GT
GA

AA
GA

AG
AA

GA
G 

 
 

 
 

 
20

. 3
3C

 
OA

19
  

(Yu
e e

t a
l., 

20
06

) 
AA

GG
CA

AA
CT

TG
AG

TG
CT

TT
AT

T 
(GA

) 31
 

42
 

26
0-3

74
 

4 
0.5

67
 

- 
 

CT
TG

TG
AT

TT
CT

TT
GC

CT
TT

CT
T 

 
 

 
 

 
 



38

 4.2 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

ความใกล้ชิดทางพันธุกรรม (Genetic Similarity) 

 จากการวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธ์ิความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของ Dice’s Similarity 
Coefficient ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงจํานวน 24 ตัวอย่าง พบว่า ค่าสัมประสิทธ์ิความใกล้ชิดทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงมีค่าต้ังแต่ 0.19-0.70 โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.53 โดยกล้วยไม้ม้าว่ิงรหัส 
MDM14 กับ MDM18 มีค่าความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมมากท่ีสุด (0.70) และกล้วยไม้แดงอุบลรหัส 
MDD2 กับ MDD11 มีค่าความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมน้อยท่ีสุด (0.19) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากกล้วยไม้
ม้าว่ิงและแดงอุบลมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันน้อย หรือไม่แตกต่างกันเมื่ออยู่ในระยะท่ีมี
การเจริญเติบโต การจําแนกความแตกต่างโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาระหว่างกล้วยไม้แดงอุบลและ
ม้าว่ิงน้ัน ทําได้ค่อนข้างยาก ยกเว้นในระยะเจริญเติบโตเต็มที่ และในระยะออกดอก โดยขนาดดอกของ
กล้วยไม้แดงอุบลจะใหญ่กว่ากล้วยไม้ม้าว่ิง รวมท้ังก้านช่อดอกกล้วยไม้แดงอุบลจะยาวกว่ากล้วยไม้ม้าว่ิง 
ดังนั้นจึงสามารถแยกความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้แดงอุบลและม้าว่ิงได้อย่างชัดเจน (ตารางที่ 9) 
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การจัดกลุ่มทางพันธุกรรม (Cluster analysis) 

 การจัดกลุ่มทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ด้วยวิธี UPGMA พบว่า
สามารถจัดกลุ่มได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ (ภาพที่ 6) ดังนี้ 

 กลุ่มที่ 1 (Cluster I) ประกอบด้วย 3 กลุ่มย่อย คือกล้วยไม้แดงอุบล 2 กลุ่ม และกล้วยไม้ม้าว่ิง
อีก 1 กลุ่ม ดังนี้ 

 -กลุ่มย่อยที่ 1 (sub-cluster I-I) ประกอบด้วยกล้วยไม้แดงอุบลจํานวน 6 ตัวอย่าง ได้แก่ 
MDD2 CM8 CM11 CM16 RO5 และ RO10 โดยกล้วยไม้แดงอุบลรหัส CM11 กับ CM16 มีความ
ใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมมากที่สุด (0.60) อาจเนื่องมาจากทั้งสองตัวอย่างรวบรวมมาจากสถานที่เดียวกัน 
(ต. ช่องเม็ก อ.สิรินธร จ.อุบลราชธานี) 

 -กลุ่มย่อยที่ 2 (sub-cluster I-II) ประกอบด้วยกล้วยไม้แดงอุบลจํานวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ DB8 
MDD2 MDD10 และ MDD11 

 -กลุ่มย่อยที่ 3 (sub-cluster I-II) ประกอบด้วยกล้วยไม้แดงม้าว่ิงจํานวน 2 ตัวอย่าง ได้แก่ PT1 
และ PT2 ซึ่งทั้งสองตัวอย่างรวบรวมมาจากสถานที่เดียวกัน (อุทยานแห่งชาติภูผาเทิบ จ.มุกดาหาร) และ
มีค่าความใกล้ชิดทางพันธุกรรมค่อนข้างสูง (0.58) 

 กลุ่มที่ 2 (Cluster II) ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย คือกล้วยไม้แดงอุบล และกล้วยไม้ม้าว่ิง ดังนี้ 

 -กลุ่มย่อยที่ 1 (sub-cluster II-I) ประกอบด้วยกล้วยไม้แดงอุบลจํานวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ 
MDD3 DB6 MDD6 และ MDD15  

 -กลุ่มย่อยที่ 2 (sub-cluster II-II) ประกอบด้วยกล้วยไม้ม้าว่ิงจํานวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ MDM14 
MDM18 MVP2 และ MVP26 โดยตัวอย่าง MDM14 กับ MDM18 มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมเท่ากับ 
0.70 (ซื้อที่ตลาดอินโดจีน อ.เมือง จ.มุกดาหาร) และ MVP2 กับ MVP26 ความใกล้ชิดทางพันธุกรรม
เท่ากับ 0.67 (อ.โพธ์ิไทร จ.อุบลราชธานี) 
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การวิเคราะห์ปัจจัยหลัก (Principal component analysis: PCA) 

การจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง โดยการ
วิเคราะห์ปัจจัยหลัก (Principal component analysis: PCA) สามปัจจัยแรกสามารถอธิบายความ
แปรปรวนได้ 26.93 เปอร์เซ็นต์ โดยองค์ประกอบหลักที่ 1 2 และ 3 ครอบคลุมความแปรปรวน 10.74 
เปอร์เซ็นต์ 8.58 เปอร์เซ็นต์ และ 7.61 เปอร์เซ็นต์ ของความแปรปรวนทั้งหมดตามลําดับ พบว่าการจัด
กลุ่มโดยวิธี PCA ให้ผลสอดคล้องกับการจัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA cluster analysis (ภาพที่ 7) 
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ภาพที่ 7 การจดักลุ่มทางพันธกุรรมโดยการวิเคราะห์ปัจจัยหลัก (PCA) ของกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง จํานวน 24 

ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ์จํานวน 92 อัลลีล 
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5. การตรวจสอบเอกลักษณล์ูกผสม 

นําเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
จํานวน 25 คู่ (ตารางที่ 6) เครื่องหมาย G-microsatellite ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน จํานวน 8 คู่ (ตารางท่ี 
7) และสืบค้นหาเคร่ืองหมาย G-microsatellite เพ่ิมเติมอีก จํานวน 25 คู่ (ตารางที่ 3) มาตรวจสอบ 
และคัดกรองเคร่ืองหมายที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ได้ ซึ่งการศึกษาคร้ังน้ีมีการ
พัฒนากล้วยไม้สกุลม้าว่ิงลูกผสมที่ได้จากการผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ สกุลฟาแลนอปซีส และ
สกุลม้าว่ิง กับ สกุลเข็ม รวมจํานวน 6 คู่ผสม (ตารางที่ 2) โดยใช้กล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 2 ตัวอย่าง 
สกุลฟาแลนอปซีส (Phaleanopsis ember) จํานวน 2 ตัวอย่าง และ สกุลเข็ม (เข็มแสด Ascocentrum 
sp.) จํานวน 2 ตัวอย่าง ที่ใช้เป็นพันธ์ุตรวจสอบ (Check) และสุ่มเลือกลูกผสมจากแต่ละคู่ผสมมา 
จํานวน 10 – 15 ตัวอย่าง ผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมที่ได้ในแต่ละคู่ มีดังนี้  

คู่ที่ 1. Phalaenopsis wedding x NK14 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) โดย
เลือกลูกผสม (hybrid) มาตรวจสอบ จํานวน 10 ตัวอย่าง พบว่า มีไพรเมอร์ EST-microsatellite 
จํานวน 5 คู่ ได้แก่ A48 B2 B28 B34 และ B41 โดยเคร่ืองหมาย EST-microsetellite จํานวน 4 
เครื่องหมาย คือ B2 B28 B34 และ B41 สามารถเพ่ิมปริมาณและแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อ
แม่ได้ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของลูกผสมทั้ง 10 ตัวอย่างได้ เน่ืองจากลูกผสมทั้ง 10 ตัวอย่างมี
ขนาดของแถบดีเอ็นเอเท่ากับสายพันธ์ุแม่ จึงไม่สามารถนํามาใช้ในการระบุเอกลักษณ์ของลูกผสมได้ ส่วน
เครื่องหมาย EST-microsetellite A48 ตรวจพบลูกผสมในตัวอย่างท่ี 4 6 8 และ และเครื่องหมาย  
G-microsatellite ของกล้วยไม้ชนิดอ่ืน จํานวน 4 คู่ ได้แก่ KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 และ
PGCT 17 ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ได้ แต่ไม่สามารถแยกความแตกต่างของ
ลูกผสมท้ัง 10 ตัวอย่างได้ เนื่องจากลูกผสมท้ัง 10 ตัวอย่างมีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ (ตารางท่ี 
10 ภาพที่ 8-9) 

คู่ที่ 2. P. wedding x PK3 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) และลูกผสม (hybrid) 
จํานวน 10 ตัวอย่าง แต่เน่ืองจากสายพันธ์ุพ่อไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ดังน้ันจึงใช้กล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิงที่เป็นพันธ์ุเปรียบเทียบเป็นตัวแทนในการตรวจสอบขนาดของแถบดีเอ็นเอสายพันธ์ุพ่อ ผลการ
ตรวจสอบ พบว่า ไพรเมอร์ EST-microsatellite A48 ลูกผสมที่ได้ 10 ตัวอย่างมีขนาดอัลลีลเหมือนสาย
พันธ์ุพ่อ ยกเว้นตัวอย่างที่ 4 ที่มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ ไพรเมอร์ B2 ลูกผสมที่ได้ 10 ตัวอย่าง มี
ขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุพ่อแม่ ยกเว้นตัวอย่างที่ 6 ที่มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพัน ธ์ุแม่  
ไพรเมอร์ B28 ลูกผสมตัวอย่างที่ 1-5 มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ ส่วนตัวอย่างที่ 6-9 มีขนาดอัลลีล
เหมือนสายพันธ์ุพ่อแม่ ไพรเมอร์ B34 ลูกผสมที่ได้มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุพ่อแม่ เกือบทุกตัวอย่าง 
ยกเว้นตัวอย่างที่ 2 ที่มีขนาดอีลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ไพรเมอร์ B41 มีลูกผสมตัวอย่างที่ 1-3, 5, 7 และ 
10 ที่มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุพ่อแม่ ตัวอย่างที่ 4 และ 9 มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ และ
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ตัวอย่างที่ 6 และ 8 มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุพ่อไพรเมอร์ G-microsatellite จํานวน 4 คู่ ได้แก่ 
KNU-CC-32 KNU-CC-71 PGB209 และ PGCT 17 พบขนาดอัลลีลของลูกผสมทุกตัวอย่างเหมือนสาย
พันธ์ุพ่อแม่ ยกเว้นตัวอย่างที่ 4 ที่มีขนาดอัลลีลเหมือนสายพันธ์ุแม่ (ตารางที่ 11 ภาพที่ 8-9) 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 8 โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซสิของการตรวจสอบลูกผสม ระหว่างกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส 
กับ สกุลม้าวิ่ง จํานวน 2 คู่ โดยใช้ไพรเมอร ์G-microsatellite KNU-CC-32 (M = 100bp ladder 
(Fermentas) P1 P2 = Phalaenopsis ember (Check) D1 D2 = Doritis (Check) F1 = 
Phalaenopsis wedding M1 = NK14 M2  = PK3) 

**ลูกศรสีดํา คือ อัลลีลของสายพันธุ์แม่  / ลูกศรสีขาว คือ อัลลีลของสายพันธุ์พ่อ  /  ลูกศรประ คือ อัลลีลของลูกผสม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 9 โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซสิของการตรวจสอบลูกผสม ระหว่างกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส 
กับ สกุลม้าวิ่ง จํานวน 2 คู่ โดยใช้ไพรเมอร์ G-microsatellite KNU-CC-71 (M = 100bp ladder 
(Fermentas) P1 P2 = Phalaenopsis ember (Check) D1 D2 = Doritis (Check) F1 = 
Phalaenopsis wedding M1 = NK14 M2 = PK3) 

**ลูกศรสีดํา คือ อัลลีลของสายพันธุ์แม่  / ลูกศรสีขาว คือ อัลลีลของสายพันธุ์พ่อ  /  ลูกศรประ คือ อัลลีลของลูกผสม 

 

P1   P2  D1  D2   F1  M1   1    2   3     4   5     6   7    8    9   10   P1   P2  D1 D2    F1  M2  3  4   5   6   7   8    

Phalaenopsis wedding x NK14 (Hybrid 1- 10) Phalaenopsis wedding x PK3 (Hybrid 3- 8)

200 bp 

250 bp 

  M   P1   P2  D1 D2  F1 M1  1  2   3   4   5   6   7  8   9  10   P1 P2  D1 D2 F1  M2  1   2  3  4   5   6   7   8    9  10  

Phalaenopsis wedding x NK14 (Hybrid 1- 10) Phalaenopsis wedding x PK3 (Hybrid 1- 10)

130 bp 

150 bp 
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คู่ที่ 3 Phaleanopsis ember var wedding x RE4 (Doritis pulcherrima var. 
buyssoniana) และลูกผสม จํานวน 15 ตัวอย่าง พบว่ามีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 5 คู่
ได้แก่ A48 B27 B28 B34 และ B41 และไพรเมอร์ G-microsatellite จํานวน 2 คู่ ได้แก่ KNU-CC-32 
และKNU-CC-71 ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ได้ และแสดงผลการตรวจสอบ
เอกลักษณ์ของลูกผสม ทั้ง 15 ตัวอย่าง ได้ชัดเจนทุกตัวอย่าง (ตารางที่ 12 ภาพที่ 10-14) 

คู่ที่ 4 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red พบว่า  
มีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 6 คู่ ได้แก่ A48 B2 B27 B28 B34 และ B41 และ ไพรเมอร์ 
 G-microsatellite จํานวน 3 คู่ ได้แก่ KNU-CC-32 KNU-CC-71 และ PGCT17 ที่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ และตรวจสอบลูกผสมทั้ง 15 ตัวอย่างได้อย่างชัดเจนโดยเฉพาะไพรเมอร์ 
EST-microsatellite A48, B34 และ B41 ที่สามารถตรวจสอบลูกผสมได้ทุกตัวอย่าง โดยลูกผสมทั้ง 
15 ตัวอย่าง แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนทั้งสายพันธ์ุพ่อและแม่ และทั้งสองสายพันธ์ุมีจีโนไทป์ที่เป็น 
โฮโมไซกัส ทําให้แถบดีเอ็นเอที่ได้แสดงอัลลีลท่ีแตกต่างกัน เมื่อนํามาตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมจึง
สามารถระบุได้ชัดเจนว่าลูกผสมที่ได้นั้นมีแถบดีเอ็นเอมาจากสายพันธุ์พ่อหรือสายพันธ์ุแม่ (ตารางที่ 13 
ภาพที่ 10-14 ) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 10 โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซีส 

กับ สกุลม้าวิ่ง โดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - A48 (M = 100 bp ladder (Fermentas)  
1-2 = Phalaenopsis ember (Check) 3-6 = Doritis (Check) คู่ผสมที่ 1 Phaleanopsis 
ember var wedding (Pha.wed) x RE4 และ ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง คู่ผสมที่ 2 NK13 
(Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ ลูกผสมจํานวน 15 
ตัวอย่าง) 

150 bp 

MPha.wed x RE4 (Hybrid) NK13 x Pha.red (Hybrid) 

47



48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 11  โพลีอะคริลาไมด์ เจลอิ เ ล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุล 

ฟาแลนอปซีส กับ สกุลม้าวิ่ง โดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - B28 (M = 100 bp ladder 
(Fermentas) 1-2 = Phalaenopsis ember (Check) 3-6 = Doritis (Check) คู่ผสมที่ 1 
Phaleanopsis ember var wedding (Pha.wed) x RE4 และ ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง 
คู่ผสมที่ 2 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ 
ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง) 

 
 

 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 12  โพลีอะคริลาไมด์ เจลอิ เ ล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุล 

ฟาแลนอปซีส กับ สกุลม้าวิ่ง โดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - B34 (M = 100 bp ladder 
(Fermentas) 1-2 = Phalaenopsis ember (Check) 3-6 = Doritis (Check) คู่ผสมที่ 1 
Phaleanopsis ember var wedding (Pha.wed) x RE4 และ ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง 
คู่ผสมที่ 2 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ 
ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง) 

 
 

Pha.wed x RE4 (Hybrid) NK13 x Pha.red (Hybrid) 

100 bp 

150 bp 

M

100 bp 

M Pha.wed x RE4 (Hybrid) NK13 x Pha.red (Hybrid) 

150 bp 
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ภาพที่ 13  โพลีอะคริลาไมด์ เจลอิ เ ล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุล 

ฟาแลนอปซีส กับ สกุลม้าวิ่ง โดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - B41 (M = 100 bp ladder 
(Fermentas) 1-2 = Phalaenopsis ember (Check) 3-6 = Doritis (Check) คู่ผสมที่ 1 
Phaleanopsis ember var wedding (Pha.wed) x RE4 และ ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง 
คู่ผสมที่ 2 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ 
ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง) 

 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 14  โพลีอะคริลาไมด์ เจลอิ เ ล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุล 

ฟาแลนอปซีส กับ สกุลม้าวิ่ง โดยใช้ไพรเมอร์ G-microsatellite - KNU-CC-71 (M = 100 bp 
ladder (Fermentas) 1-2 = Phalaenopsis ember (Check) 3-6 = Doritis (Check) คู่ผสมที่ 
1 Phaleanopsis ember var wedding (Pha.wed) x RE4 และ ลูกผสม จํานวน 15 ตัวอย่าง 
คู่ผสมที่ 2 NK13 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ 
ลูกผสมจํานวน 15 ตัวอย่าง) 

Pha.wed x RE4 (Hybrid) NK13 x Pha.red (Hybrid) 

150 bp 

M

300 bp 

Pha.wed x RE4 (Hybrid) NK13 x Pha.red (Hybrid) 
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คู่ที่ 5 UN10 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana). x Ascocentrum sp. (เข็มแดง) 
และลูกผสม (hybrid) จํานวน 15 ตัวอย่าง พบว่า มีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 3 คู่ ได้แก่ 
A48 B9 และ B28 และไพรเมอร์ G-microsatellite จํานวน 1 คู่ได้แก่ KNU-CC-55 ที่สามารถแยก
ความแตกต่างของสายพันธ์ุพ่อแม่ และแสดงผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมได้ชัดเจนทุกตัวอย่าง 
ยกเว้นลูกผสมตัวอย่าง 1 และ 13 ที่ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ (ตารางที่ 14 ภาพที่ 15-17) 

 คู่ที่ 6 NK4 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana). x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) และ
ลูกผสม (hybrid) จํานวน 14 ตัวอย่าง พบว่า มีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 3 คู่ ได้แก่ A48 
B9 และ B28 และไพรเมอร์ G-microsatellite จํานวน 1 คู่ ได้แก่ KNU-CC-55 ที่สามารถแยกความ
แตกต่างของสายพันธ์ุพ่อแม่ และแสดงผลการตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมได้ชัดเจนทุกตัวอย่าง 
(ตารางท่ี 15 ภาพที่ 15-17) 
 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 15 โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง กับ 
สกุลเข็ม โดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - A48 (M = 100 bp ladder (Fermentas)  
1-2 = แดงอุบล 3-4 = เข็มแสด คู่ผสมที่ 1 UN10 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana). x 
Ascocentrum sp. (เข็มแดง) และลูกผสม จํานวน 15 ตัวอย่าง คู่ผสมที่ 2 NK4 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) และลูกผสม จํานวน  
15 ตัวอย่าง 

 
 

UN10 x AA (hybrid) NK4 x AB (hybrid) 

150 bp 
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ภาพที่ 16  โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง กับ 

สกุลเข็มโดยใช้ไพรเมอร์ EST-microsatellite - B29 (M = 100 bp ladder (Fermentas)  
1-2 = แดงอุบล 3-4 = เข็มแสด คู่ผสมที่ 1 UN10 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x 
Ascocentrum sp. (เข็มแดง) และลูกผสม จํานวน 15 ตัวอย่าง คู่ผสมที่ 2 NK4 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) และลูกผสม จํานวน 
 15 ตัวอย่าง 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 17  โพลีอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการตรวจสอบลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าวิ่ง กับ 

สกุลเข็มโดยใช้ไพรเมอร์ G-microsatellite -KNU-CC-55 (M = 100 bp ladder (Fermentas)  
1-2 = แดงอุบล 3-4 = เข็มแสด คู่ผสมที่ 1 UN10 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) x 
Ascocentrum sp. (เข็มแดง) และลูกผสม จํานวน 15 ตัวอย่าง คู่ผสมที่ 2 NK4 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) และลูกผสม จํานวน  
15 ตัวอย่าง 

 

UN10 x AA (hybrid) NK4 x AB (hybrid) 

150 bp 

UN10 x AA (hybrid) NK4 x AB (hybrid) 

150 bp 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 

การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท์  

การพัฒนาเครื่องหมาย EST-microsatellite ของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จากฐานข้อมูล EST ของ
กล้วยไม้ต่าง ๆ ในวงศ์กล้วยไม้ เพ่ือนํามาพัฒนาเป็นเครื่องหมายที่เฉพาะในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จากการ
สืบค้นฐานข้อมูลลํ า ดับเบสของกล้วยไม้ส กุล ต่าง  ๆ  ใน  GenBank Database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยทําการสืบค้นเมื่อเดือนกุมภาพันธ์ 2553 ได้ข้อมูลที่เป็นลําดับ
เบสของ EST ของกล้วยไม้ทั้งหมด จํานวน 8,009 ลําดับเบส ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สกุล Doritis 14 
ลําดับเบส และ mRNA ของกล้วยไม้สายพันธ์ุอ่ืน ๆ อีก 88 ลําดับเบส เมื่อทําการจัดกลุ่มข้อมูล 
(assembly) และออกแบบไพรเมอร์ ได้ไพรเมอร์ทั้งหมด จํานวน 177 คู่ จํานวนไพรเมอร์ที่ใช้ในการ
ออกแบบนั้น ขึ้นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆ หลายปัจจัย ได้แก่ การกําหนดหลักเกณฑ์ที่ใช้ในการค้นหา และ
ออกแบบไมโครแซทเทลไลท์ เช่น ความยาวของไพรเมอร์ (Primer length) อุณหภูมิในการเข้าคู่ของ 
ไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (Tm) เปอร์เซ็นต์ GC (GC content) และ ขนาดของดีเอ็นเอคาดหมาย 
(expected size) เป็นต้น จํานวนของข้อมูลทั้งหมดที่ได้จากการรวบรวมข้อมูลจากฐานข้อมูล โปรแกรม
ที่ใช้ในการค้นหาแต่ละโปรแกรมท่ีแตกต่างกัน และวิธีการวิเคราะห์ที่แตกต่างกัน (Castro et al., 2012; 
Varshney et al., 2005) ปัจจัยดังกล่าวส่งผลให้จํานวนไพรเมอร์ที่พัฒนาได้แตกต่างกัน  

การพัฒนาเครื่องหมาย EST microsatellite นั้น จะช่วยลดข้อจํากัดในการพัฒนาเครื่องหมาย
ไมโคแซทเทลไลท์แบบด้ังเดิมได้ เน่ืองจากสามารถพัฒนาได้ง่าย ลดระยะเวลา และค่าใช้จ่ายในการ
พัฒนาเครื่องหมาย อีกทั้งยังได้เครื่องหมายท่ีพัฒนามาจากยีนที่มีการแสดงออกโดยตรง ส่วนใหญ่ลําดับ
ข้อมูลของ EST ที่พบในฐานข้อมูลสาธารณะน้ันจะเป็นข้อมูลลําดับเบสของพืชที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ สําหรับพืชเฉพาะถิ่นหรือพืชพ้ืนเมืองจะพบลําดับข้อมูลของ EST ในฐานข้อมูลค่อนข้างน้อย 
หรือไม่พบเลย ดังนั้นในการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ จากฐานข้อมูล EST สําหรับพืช
เฉพาะถิ่นดังกล่าว จึงต้องใช้ข้อมูล EST ของพืชที่อยู่ในสกุลหรือวงศ์เดียวกันที่มีความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการร่วมกัน ซึ่งสันนิษฐานว่าน่าจะมาจากยีนที่มีต้นกําเนิดเดียวกัน (common ancestor)  
ซึ่งเคร่ืองหมายที่พัฒนาได้จากพืชดังกล่าวสามารถพัฒนามาใช้ประโยชน์ในพืชเฉพาะถ่ินได้ อย่างไรก็ตาม
ก็ต้องมีการตรวจสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายท่ีพัฒนาได้ดังกล่าวในพืชเฉพาะถิ่นท่ีต้องการศึกษา 
(Chapman et al., 2009; Dendoum et al., 2012; Naresh et al., 2009; Poncet et al., 2006) 

การพัฒนาเครื่องหมาย EST-microsatellite จากฐานข้อมูล EST ของกล้วยไม้ต่าง ๆ ในวงศ์
กล้วยไม้ ส่วนใหญ่ลําดับเบสซ้ําที่พบสูงสุดจะเป็นลําดับเบสซ้ํา 2 เบส (38.42 เปอร์เซ็นต์) รองลงมาคือ
ลําดับเบสซ้ํา 1 เบส (30.90 เปอร์เซ็นต์) และ เบสซ้ํา 3 เบส ตามลําดับ (22.03 เปอร์เซ็นต์) ตามลําดับ 
โดยรูปแบบของลําดับเบสซ้ํา 2 เบส ที่พบมากที่สุด คือ AG/CT ส่วนลําดับเบสซ้ําแบบ CG/GC จะไม่พบ
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เลย สอดคล้องกับการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ของกล้วยไม้หวาย (Dendrobium nobile) 
(Lu et al., 2013) และสกุลซิมบิเดียม (Cymbidium genus) (Moe et al., 2010) ที่พบว่าส่วนใหญ่จะ
พบลําดับเบสซ้ํา 2 เบส แบบ AG มากที่สุด และลําดับเบสซ้ําแบบ CG จะพบได้น้อยมากในกล้วยไม้ทั้ง 
2 สกุล รวมท้ังในกลุ่มธัญพืช เช่น ข้าว ข้าวโพด ถั่วเหลือง (Nicot et al., 2004) และกลุ่มพืชใบเลี้ยงคู่ 
เป็นต้น (Poncet et al., 2006) และรูปแบบของลําดับเบสซ้ํา 3 เบส ที่พบมาก คือ CGG/GCC ซึ่ง
ความถี่ลําดับเบสซ้ํา 3 เบส ชนิดนี้จะพบได้น้อยในกล้วยไม้หวาย (Dendrobium nobile) (Lu et al., 
2013) สกุลซิมบิเดียม (Cymbidium genus) (Moe et al., 2010) และกลุ่มพืชใบเลี้ยงคู่ โดยรูปแบบที่
พบส่วนใหญ่จะเป็นแบบ AAG (Yu et al., 2004) ส่วนในกล้วยไม้สกุลแวนด้าพบความถ่ีของลําดับเบส 2 
เบส แบบ AT/TA มากที่สุด รองลงคือความถี่ของเบสซ้ํา 3 เบส แบบAAG/TTC และ AGA/TCT และ
รูปแบบของลําดับเบสซ้ําชนิดอ่ืนจะพบได้น้อยในกล้วยไม้สกุลน้ี (The et al., 2011) 

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 

 จากการตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเครื่องหมาย EST-microsatellite และจาก  
G-microsatellite ที่รวบรวมจากบทความวิจัย พบว่า เครื่องหมายเครื่องหมาย EST-microsatellite 
และ G-microsatellite จํานวน 25 คู่ และ 8 คู่ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงได้  
นําเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ดังกล่าว มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้า
ว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ตรวจสอบความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง HAD-GT12TM capillary 
gel electrophoresis system (Qiagen, Germany) พบว่า ได้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่แสดง
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 20 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 
92 อัลลีล ประกอบด้วย ไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่แสดงความแตกต่างในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง 
จํานวน 13 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 57 อัลลีล เฉลี่ย 4 อัลลีลต่อไพรเมอร์ จํานวนอัลลีล
ที่ได้อยู่ระหว่าง 2- 7 อัลลีล โดยมีไพรเมอร์ B34 และ B35 ที่มีจํานวนอัลลีลสูงสุด คือ จํานวน 7 อัลลีล 

ค่า Polymorphic information content (PIC value) มีค่า 0.828 และ 0.786 ตามลําดับ 
รองลงมาคือ ไพรเมอร์ B27 B39 และ B2 จํานวน 6 อัลลีล ค่า PIC มีค่า 0.751 0.733 และ 0.667 
ตามลําดับ บ่งช้ีได้ว่าค่า PIC ของเคร่ืองหมาย EST-microsatellite ทั้ง 5 เครื่องหมาย มีค่าอยู่ในระดับ
ค่อนข้างสูง และมีไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ (G-microsatellite) จากกล้วยไม้สกุลอ่ืนที่แสดงความ
แตกต่างในกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 7 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 35 อัลลีล เฉลี่ย  
5 อัลลีลต่อไพรเมอร์ จํานวนอัลลีลที่ได้อยู่ระหว่าง 2-8 อัลลีล โดยมีไพรเมอร์ SV04 มีจํานวนอัลลีลสูงสุด 
คือ 8 อัลลีล ค่า PIC มีค่าเท่ากับ 0.844 บ่งช้ีได้ว่า ค่า PIC ของเคร่ืองหมายนี้มีค่าอยู่ในระดับสูง 
เน่ืองจากเคร่ืองหมาย G - microsatellite พัฒนามาจากจีโนมิกดีเอ็นเอ อาจเป็นส่วนของยีน หรือไม่ใช่
ยีนก็ได้ จึงมีความแปรปรวนสูง และมีโอกาสเกิดโพลีมอร์ฟิซึมได้สูงกว่าเคร่ืองหมาย EST-microsatellite 
แต่เครื่องหมาย EST-microsatellite สามารถนําไปใช้ในการถ่ายโอน (cross transferability) ในพืชที่มี
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ความสัมพันธ์ใกล้ชิดที่อยู่ในสกุลเดียวกัน หรือต่างสกุลแต่อยู่ในวงศ์เดียวกันได้สูงกว่าเครื่องหมาย 
G-microsatellite ทั้งนี้เน่ืองมาจากเครื่องหมาย EST-microsatellite พัฒนามาจากยีนท่ีมีการ
แสดงออก และเป็นยีนที่มีการอนุรักษ์ลําดับเบส (conserve sequence) อาจมาจากต้นกําเนิดหรือ
บรรพบุรุษร่วมกัน (Barati and Arzani, 2012; Chapman et al., 2009; Datta et al., 2010; Fang 
et al., 2010; Gupta et al., 2003; Poncet et al., 2006) 

 ค่าสัมประสิทธ์ิความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงจํานวน 24 ตัวอย่าง มีค่าต้ังแต่ 
0.19- 0.70 เฉลี่ยเท่ากับ 0.53 การจัดกลุ่มทางพันธุกรรม (UPGMA cluster analysis) และการ
วิเคราะห์ปัจจัยหลัก (PCA) สามารถจัดกลุ่ม ได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ และภายในกลุ่มใหญ่นั้นสามารถแยก
เป็นกลุ่มย่อยระหว่างกลุ่มของกล้วยไม้ม้าว่ิง และแดงอุบลได้อย่างชัดเจน แสดงให้เห็นว่า เครื่องหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์มีประสิทธิภาพในนํามาใช้ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิงได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

การตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสม 

การคัดกรองเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 33 คู่ (EST-microsatellite จํานวน 25 คู่ 
และ G-microsatellite) ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ ที่ใช้ในการพัฒนาลูกผสม
กล้วยต่างสกุล จํานวน 2 ชุด ประกอบด้วย คู่ผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุลฟาแลนอปซีส 
(ประกอบด้วย Phalaenopsis ember var wedding และ Phalaenopsis-Red) และกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิงกับสกุลเข็ม ได้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุล 
ม้าว่ิงกับสกุลฟาแลนอปซีส ได้จํานวน 10 เครื่องหมาย (ประกอบด้วย EST-microsatellite จํานวน 6 
เครื่องหมาย และ G-microsatellite จํานวน 4 เครื่องหมาย) และเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ ที่
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุลเข็ม ได้จํานวน 4 เคร่ืองหมาย (EST-
microsatellite จํานวน 3 เครื่องหมาย และ G-microsatellite จํานวน 1 เครื่องหมาย)  

การตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมระหว่าง Phaleanopsis ember var wedding x NK 14 
(Doritis pulcherrima var. buyssoniana) และลูกผสมระหว่าง Phaleanopsis ember var 
wedding x PK3 (Doritis pulcherrima var. buyssoniana) จํานวน 10 ตัวอย่าง โดยใช้เคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 9 เคร่ืองหมาย (ประกอบด้วย EST-microsatellite จํานวน 5 เคร่ืองหมาย 
และ G-microsatellite จํานวน 4 เครื่องหมาย) พบว่า ลูกผสมที่ได้ส่วนใหญ่จะมีจีโนไทป์เหมือนสาย
พันธ์ุแม่ อาจเน่ืองมาจากลูกผสมส่วนใหญ่มาจากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ จากเนื้อเย่ือของฝักที่เป็นสาย
พันธ์ุแม่ที่เจริญเติบโตในระหว่างการเพาะเล้ียงในสภาพที่ปลอดเช้ือ และ Phaleanopsis ember var 
wedding เป็นพันธ์ุกล้วยไม้ที่ได้รับการปรับปรุงพันธ์ุแล้ว ไม่ทราบท่ีมาของฐานพันธุกรรม (genetic 
background) ท่ีชัดเจน และมีจีโนไทป์แบบเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) ดังนั้น จึงแยกความแตกต่าง
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ได้ยาก ประกอบกับเคร่ืองหมาย G-microsatellite ที่นํามาตรวจสอบน้ันพัฒนาจากกล้วยไม้สกุลอ่ืน 
(Cymbidium sp. และ Phalaenopsis gigantea) ต่างจากกล้วยไม้ในสกุลที่นํามาสร้างลูกผสมที่ได้ใน
โครงการที่ 1 (Phaleanopsis และ Doritis pulcherrima var. buyssoniana) อาจเป็นสาเหตุหน่ึงที่
ทําให้แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏไม่เป็นไปตามที่คาดการณ์ไว้  

การตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมระหว่าง NK13 (Doritis pulcherrima var. 
buyssoniana) x Phalaenopsis-Red และ Phaleanopsis ember var wedding x RE4 (Doritis 
pulcherrima var. buyssoniana) จํานวน 15 ตัวอย่าง โดยใช้เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 
10 เครื่องหมาย (ประกอบด้วย EST-microsatellite จํานวน 6 เครื่องหมาย และ G-microsatellite 
จํานวน 4 เครื่องหมาย) และการตรวจสอบเอกลักษณข์องลูกผสมระหว่าง UN10 (Doritis pulcherrima 
var. buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแดง) และ NK4 (Doritis pulcherrima var. 
buyssoniana) x Ascocentrum sp. (เข็มแสด) จํานวน 15 ตัวอย่าง โดยใช้เคร่ืองหมาย 
ไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 4 เคร่ืองหมาย (ประกอบด้วย EST-microsatellite จํานวน 3 เครื่องหมาย 
และ G-microsatellite จํานวน 1 เคร่ืองหมาย) พบว่า ลูกผสมท่ีได้ทั้ง 15 ตัวอย่าง สามารถระบุได้
ชัดเจนว่าเกิดจากการผสมระหว่างสายพันธ์ุพ่อแม่ เน่ืองจากสายพันธุ์พ่อแม่มีจีโนไทป์เป็นโฮโมไซกัส ลูกที่
ได้มีจีโนไทป์เป็นเฮเทอโรไซกัสที่เกิดจากการผสมจริงระหว่างสองสายพันธ์ุเป็นไปตามความคาดหมาย 

ในการตรวจสอบเอกลักษณ์ลูกผสมของกล้วยไม้ที่ได้จากการผสมข้ามสกุลครั้งน้ี เป็นการบ่งบอก
ถึงประสิทธิภาพของเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ในการบ่งช้ีกล้วยไม้ลูกผสมได้อย่างชัดเจน 
การตรวจสอบและยืนยันความเป็นเอกลักษณ์ของลูกผสม โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาในขณะต้นยัง
เล็กทําได้ค่อนข้างยาก ดังน้ันการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ที่มีความจําเพาะจึงเป็นสิ่งสําคัญ เน่ืองจาก
เครื่องหมายดีเอ็นเอไม่มอิีทธิพลของสภาพแวดล้อมเข้ามาเกี่ยวข้อง เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ เป็น
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่แสดงการข่มรวม ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกัส 
และเฮเทอโรไซกัสได้ และเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนามาจากยีนที่แสดงออก (EST) จะมีข้อ 
ดีเด่น คือสามารถนํามาใช้ตรวจสอบพืชต่างสกุลหรือต่างสปีชีส์ที่มีบรรพบุรุษเดียวกันได้ จากการ
ตรวจสอบเอกลักษณ์ของลูกผสมระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงกับสกุลฟาแลนอปซีส และกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง
กับสกุลเข็ม พบว่า จากไพรเมอร์ EST-microsatellite ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ในกล้วยไม้สกุล
ม้าว่ิง จํานวน 25 คู่ มีเพียงไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 3 เครื่องหมาย เท่าน้ันที่สามารถ
ตรวจสอบลูกผสมที่มาจาก 3 สกุลได้ สอดคล้องกับการรายงานของ Naresh et al. (2009) ที่พัฒนา
เครื่องหมาย EST-microsatellite เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดอกคําฝอยลูกผสม จากการคัดกรอง
เครื่องหมาย EST-microsatellite ที่แยกความแตกต่างระหว่างพ่อแม่ได้ จํานวน จํานวน 119 คู่ พบว่า 
มีเครื่องหมาย EST-microsatellite จํานวน 5 คู่ เท่านั้นที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุ
พ่อแม่ และลูกผสมได้ 

59



60 60 

สรุปผลการวิจัย 

1) การพัฒนาเคร่ืองหมาย EST - microsatellite จากฐานข้อมูล EST พืชในวงศ์กล้วยไม้ 
ทั้งหมดจํานวน 8,009 ลําดับเบส ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สกุล Doritis จํานวน 14 ลําดับเบส และ
ข้อมูล mRNA ของกล้วยไม้สายพันธ์ุอ่ืน ๆ อีก จํานวน 88 ลําดับเบส เมื่อจัดกลุ่ม และค้นหา 
ไมโครแซทเทลไลท์ ออกแบบไพรเมอร์ ได้ไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 177 คู่ โดยพบ 
ไมโครแซทเทลไลท์แบบซ้ํา 2 เบสมากที่สุด รองลงมาคือเบสซ้ํา 1 เบส และ 3 เบส ตามลําดับ รูปแบบ
ของลําดับเบสซ้ํา 2 เบส ที่พบมากที่สุด คือ TC/GA รองลงมาคือ AG/CT (15.17 และ 11.24 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลําดับ) สุ่มเลือกไพรเมอร์ EST-microsatellite มาทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้ม้าว่ิง 
จํานวน 100 คู่ มีไพรเมอร์ EST-microsatellite จํานวน 25 คู่ ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ชัดเจน 
นอกจากน้ีได้สืบค้นหาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (G-microsatellite) จากกล้วยไม้สกุลอ่ืน จํานวน 
35 คู่ ทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้ม้าว่ิง ได้เคร่ืองหมาย G-microsatellite ที่สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในกล้วยไม้ม้าว่ิง จํานวน 8 คู่  

2) สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ด้วย 
เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 33 คู่ ประกอบด้วย EST-microsatellite จํานวน 25 คู่ และ 
G-microsatellite จํานวน 8 คู่ ได้อัลลีลทั้งหมด จํานวน 142 อัลลีล โดยมีไพรเมอร์ไมโครแซทเทลไลท์ 
ที่ให้แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 20 คู่ ประกอบด้วย 
ไพรเมอร์ EST-- microsatellite จํานวน 13 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 57 อัลลีล และ 
G-microsatellite จํานวน 7 คู่ ได้อัลลีลที่แสดงความแตกต่าง จํานวน 35 อัลลีล รวมอัลลีลที่แสดงความ
แตกต่างในเช้ือพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง จํานวน 24 ตัวอย่าง ทั้งหมด 92 อัลลีล เฉลี่ย 4.6 อัลลีล
ต่อคู่ไพรเมอร์ ค่า PIC ของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 20 คู่ มีค่าระหว่าง 0.124 – 0.844 
คิดเป็นค่าเฉล่ียเท่ากับ 0.620 บ่งช้ีได้ว่าประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท์ในการนําไปใช้
ในการศึกษาพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลม้าว่ิงอยู่ในระดับปานกลางถึงค่อนข้างสูง ค่าสัมประสิทธ์ิความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมมีค่าต้ังแต่ 0.19-0.70 การจัดกลุ่มทางพันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA และ PCA ให้ผล
สอดคล้องกัน โดยสามารถจัดกลุ่มได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ และภายในกลุ่มย่อยสามารถแยกกลุ่มระหว่าง
กล้วยไม้ม้าว่ิง และแดงอุบลได้อย่างชัดเจน 

3) การตรวจสอบเอกลักษณ์ของกล้วยไม้ลูกผสมต่างสกุล จํานวน 6 คู่ผสม ประกอบด้วยคู่ผสม
ระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ สกุลฟาแลนอปซีส จํานวน 4 คู่ผสม และ สกุลม้าว่ิง กับ สกุลเข็ม จํานวน 
2 คู่ผสม เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ จํานวน 33 คู่ ประกอบด้วยเครื่องหมาย EST-microsatellite 
จํานวน 25 คู่ เคร่ืองหมาย G-microsatellite จํานวน 8 คู่ และสืบค้นเคร่ืองหมาย G-microsatellite 
เพ่ิมเติมอีกจํานวน 25 คู่ พบว่า ได้เคร่ืองหมาย EST-microsatellite จํานวน 5 คู่ (A48, B2, B28, B34 
และ B41) และ เครื่องหมาย G-microsatellite จํานวน 4 คู่ (KNU-CC-32, KNU-CC-71, PGB209 และ 
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PGCT17) ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างกล้วยไม้สกุลม้าว่ิง กับ สกุลฟาแลนอปซีส และ
เครื่องหมาย EST - microsatellite จํานวน 3 คู่ (A48, B9, และ B28) เคร่ืองหมาย G-microsatellite 
จํานวน 1 คู่ (KNU-CC-55) ที่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสกุลม้าว่ิง กับ สกุลเข็ม ได้อย่างชัดเจน 
ซึ่งเครื่องหมายดังกล่าวสามารถนํามาใช้ในการตรวจสอบเอกลักษณ์ของกล้วยไม้ลูกผสมระหว่างสกุล
ดังกล่าวได้  

จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่ได้จากการพัฒนาครั้งน้ี สามารถ
นํามาใช้ประโยชน์ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม เพ่ือการอนุรักษ์ และคัดเลือกสายพันธ์ุพ่อ
แม่ที่เหมาะสม เพ่ือสร้างกล้วยไม้ลูกผสม Doritis เชิงพาณิชย์ในอนาคต  
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a b s t r a c t

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. Unfor-
tunately 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 195 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 germplasm. 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.

� 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Doritis, a monopodial lithophytic species, is a genus closely related to Phalaenopsis. It comprises only two species: Doritis
regnieriana Lindl. and Doritis pulcherrima Rchb.f. (Kamemoto and Sakarik, 1975). This orchid is widely distributed in Indo-
china, Burma, Thailand, Malaysia and Sumatra (Christenson, 2001). Three varieties are commonly found in Thailand including
D. regnieriana, D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssoniana. D. regnieriana is known by the locals as “Ma-wing-krae”. D.
pulcherrima is known as “Ma-wing” because the shape of flower resembles the head of a running horse. D. pulcherrima var.
buyssoniana abounds in the northeast of Thailand, on the banks of the Mekong River in Ubon Ratchathani province, which
Thais refer to as “Daeng Ubon” (red Ubon). With larger flowers, larger leaves and longer inflorescences than D. pulcherrima, it
is considered a variation of D. pulcherrima distinctive enough to warrant a botanical variety status (Kamemoto and Sakarik,
1975). In general, orchids in genus Doritis can grow in a relatively dry environment. The characteristics of the plant, especially
the flower, are considered to have potential in the horticultural trade.
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Currently, the lack of information about Doritis genetic diversity and its evolution is one of the obstacles of using Doritis to
its maximum potential and developing new exotic ornamental hybrids. The use of molecular technologies will help to speed
up this process including using molecular markers in the selection of parents for hybrid production. Determining the genetic
diversity of Doritis is an important step in generating the information for breeders to breed new Doritis hybrids.

In this study we developed SSR markers from EST database of other orchid genera and examined the transferability of
genomic SSRmarkers fromother orchid genera toDoritis. We then used these SSRmarkers (both EST-SSR and genomic SSR) to
assess genetic diversity of 30 Doritis accessions from the northeast of Thailand. The data obtained from this research will be
useful for the selection of appropriate parents for the Doritis hybrid production.

2. Materials and methods

2.1. Plant materials and DNA extraction

Thirty accessions of Doritis were collected from Northeastern part of Thailand including three accessions of D. regnieriana
Lindl., twelve accessions of D. pulcherrima Rchb.f. and fifteen accessions of D. pulcherrima var. buyssoniana (Table 1 and Fig. 1).
All Doritis samples were cultured in the greenhouse at the Faculty of Agriculture, Ubon Ratchathani University. The total
genomic DNA was extracted from young leaves using a modified CTAB method (Doyle and Doyle, 1990). DNA concentrations
were evaluated using aNanoDrop� 1000 Spectrophotometer (Thermoscientific), then diluted to 50 ng/ml and stored at�20 �C.

2.2. Development of EST-SSR markers

A total of 8018 EST sequences of Doritis and other related orchid species (Dendrobium and Phalaenopsis) were downloaded
from National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (GenBank) in September 2010.
These EST sequences were processed by trimming off vector sequences, clustered and assembled using the TGIL (http://
sourceforge.net/projects/tgicl/) and CAP3 program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php). The unique sequences were used to
analyze repeated patterns and design primers by using the troll software (http://wsmartins.net/websat/), defining minimum
SSR repeats of 10, 6, 5, 4, 4 and 4 base pairs for mono-, di-, tri-, tetra-, penta- and hexa-nucleotide repeats respectively.
Primers were designed flanking the SSR and generated PCR products 100–400 base pairs in length. Primer size ranges
between 18 and 27 base pairs, melting temperature of primer ranges between 57 and 68 �C and GC content ranges between
40 and 80%. One hundred primer pairs were randomly selected and synthesized at Pacific Science Co., Ltd and BioDesign Co.,
Ltd for PCR amplification.

Table 1
Accession number, Taxon and collection site of Doritis for study.

No. Accession no. Taxon Collection site

1 S2 D. regnieriana Sarabury
2 S3 D. regnieriana Sarabury
3 S4 D. regnieriana Sarabury
4 M2 D. pulcherrima Sarabury
5 M5 D. pulcherrima Sarabury
6 Mah D. pulcherrima Chiang Rai
7 RO4 D. pulcherrima var. buyssoniana Roi Et
8 RO10 D. pulcherrima var. buyssoniana Roi Et
9 DB6 D. pulcherrima var. buyssoniana Sirindhon, Ubon Ratchathani
10 DB8 D. pulcherrima var. buyssoniana Sirindhon, Ubon Ratchathani
11 MDD2 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
12 MDD3 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
13 MDD6 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
14 MDD10 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
15 MDD11 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
16 MDD15 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
17 MDD20 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
18 MDD22 D. pulcherrima var. buyssoniana Indochaina market, Mukdahan
19 CM8 D. pulcherrima var. buyssoniana Sirindhon, Ubon Ratchathani
20 CM11 D. pulcherrima var. buyssoniana Sirindhon, Ubon Ratchathani
21 CM16 D. pulcherrima var. buyssoniana Sirindhon, Ubon Ratchathani
22 MV4 D. pulcherrima Sirindhon, Ubon Ratchathani
23 MVP2 D. pulcherrima Pho Sai, Ubon Ratchathani
24 MVP26 D. pulcherrima Pho Sai, Ubon Ratchathani
25 MVP27 D. pulcherrima Pho Sai, Ubon Ratchathani
26 PT1 D. pulcherrima Phu Pha Thoep National park Mukdahan
27 PT2 D. pulcherrima Phu Pha Thoep National park Mukdahan
28 MDM14 D. pulcherrima Indochaina market, Mukdahan
29 MDM18 D. pulcherrima Indochaina market, Mukdahan
30 MDM21 D. pulcherrima Indochaina market, Mukdahan
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2.3. EST-SSR amplification

PCR reactions were carried out in a final volume of 20 ml, containing approximately 50 ng of genomic DNA, 0.5 units of
DreamTaq� DNA Polymerase (Fermentas, USA), 1� DreamTaq� DNA Polymerase buffer, 5 mM of each primer and 200 mM of
dNTP. Amplification reactions were carried out on a Bioer GenePro Thermal Cycler (USA) using the following cycling profile:
94� C for 5 min followed by 30 cycles at 94� C for 30 s, 48–62� C (gradient) for 30 s, 72� C for 60 s, final extension step at 72� C
for 10 min and the PCR products were stored at 4� C before analysis. The PCR products were separated on 2.0% agarose gel
electrophoresis at 75 V for 1.5 h and visualized under UV light after staining with ethidium bromide. The detection of
polymorphism of PCR products was carried out by HAD-GT12� capillary gel electrophoresis system (Qiagene, Germany)
following the manufacturer’s protocol using OM500 method.

2.4. Transferability of genomic SSR

Thirty five genomic SSR markers developed from other orchid species including 6 SSR markers from Serapias (Pellegrino
et al., 2001) and 29 SSRmarkers fromDendrobium (Yoocha et al., 2006; Yue et al., 2006) were tested for amplification inDoritis
using the same PCR amplification protocol mentioned above. Those primer pairs that can amplify a clear band in Doritiswere
used for genetic diversity assessment.

Fig. 1. Map of Thailand showing the collection sites (circle: D. pulcherrima, square: D. buyssoniana and triangle: D. regnieriana).
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2.5. Genetic diversity and phylogenetic analysis

For data analysis, the polymorphic of EST- and genomic-SSR alleles were scored for the presence (1) and absence (0) for all
thirty individuals. The number of polymorphic bands (PB), percentage of polymorphic bands (PPB), the observed number of
alleles per locus (Ao), effective number of alleles per locus (Ae), expected heterozygosity (He) and Shannon’s information index
(Ho) was calculated using POPGENE v.1.31 (Yeh et al., 1999). Polymorphism information content (PIC) was calculated by
applying the formula given by Anderson et al. (1993). The NTSYS pc version 2.1 software package (Rohlf, 2000) was used to
calculate Dice genetic similarity coefficient (Nei and Li,1979) for cluster analysis using the unweighted pair groupmethodwith
arithmetic average (UPGMA). Principal Coordinate Analysis (PCA) was also performed using NTSYS-pc software to resolve the
patterns of clustering among genotypes. AMOVAwas used to investigate genetic diversity among andwithin species (Excoffier
et al., 1992; Missio et al., 2009) using Arlequin3.5 software program (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3).

3. Results

3.1. EST-SSR identification, development and characterization

From a total of 8018 ESTs of orchid species obtained from GenBank EST database, an assembly of high quality ESTs
generated 1765 unique sequences including 695 contigs and 1070 singletons. The EST-SSR search software was identified and
designed 195 SSR primer pairs, based on criteria described in Materials and methods. From a total of 195 identified EST-SSR,
therewere 67 (34.36%) mono-nucleotide repeats, 76 (38.98%) di-nucleotide repeats, 39 (20%) tri-nucleotide repeats, 6 (0.38%)
tetra-nucleotide repeats, 1 (0.51%) penta-nucleotide repeat and 6 (3.08%) hexa-nucleotide repeats (Table 2). The TA/GA motif
was the most common among di-nucleotide repeats accounting for 14.87% followed by AC/CT (12.82%), AT (5.13%), TA (4.1%)
and AC/GT (1.54%) as shown in Table 2. One hundred EST-SSR primer pairs were randomly selected and synthesized for
evaluating the applicability of developed EST-SSR in Doritis. Twenty-three EST-SSR primers (23%) yielded unambiguous PCR
products among 30 Doritis accessions (Table 3).

3.2. Genomic SSR marker transferability

Transferability of thirty five genomic SSR markers from other orchid genus was employed for amplification in Doritis.
Seven SSR primer pairs (20%) were successful in Doritis DNA amplification and were used for genetic diversity assessment.
One primer pair belonged to Serapias (20C) and six pairs belonged to Dendrobium (1C, 5C, 19C, 23C, 32C, 33C) (Table 3).

Table 2
The frequency of repeat motifs in EST-SSR markers.

Repeat unit Motifs Number Frequency

Mono-nucleotide A/T 64 32.82050
G/C 3 1.53846

Di-nucleotide TC/GA 29 14.87180
AG/CT 25 12.82050
AT 10 5.12821
TA 8 4.10256
AC/GT 3 1.53846
CA 1 0.51282

Tri-nucleotide CGG/CCG 8 4.10256
GCC/GGC 7 3.58974
GCG/CGC 3 1.53846
GTG/CAC 3 1.53846
AAG/CTT 3 1.53846
CAA/TTG 3 1.53846
AGG/CCT 2 1.02564
ATC/GAT 2 1.02564
TTC/GAA 2 1.02564
AGA/TCT 1 0.51282
ATA/TAT 1 0.51282
GAC/GTC 1 0.51282
CAG/CTG 1 0.51282
TGA/TCA 1 0.51282
TGG/CCA 1 0.51282

Tetra-nucleotide AAAC/GTTT 5 2.56410
AATT/TTAA 1 0.51282

Penta-nucleotide TTGGT/ACCAA 1 0.51282
Hexa-nucleotide CGGCAG/CTGCCG 3 1.53846

CCCAAA/TTTGGG 2 1.02564
TAACCC/GGGTTA 1 0.51282

Total 195 100
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3.3. Polymorphism of SSR markers

Thirty SSR primer pairs (23 EST-SSRs and 7 genomic SSRs) were used for genetic diversity assessment of 30 Doritis
accessions, collected in Northeastern part of Thailand. Twenty of thirty primers showed polymorphic bands. A total of 142 SSR
alleles were generated, 92 alleles (64.8%) showed polymorphism among Doritis accessions. The numbers of polymorphic
bands were on average at 4.6 alleles per locus (ranged from 2 to 8). The polymorphic information content (PIC) varied from
0.1244 (2B) to 0.8439 (20C) with an average of 0.6076 (Table 4). The observed number of alleles per locus (Ao) ranged from
2.25 to 4.15 (mean ¼ 3.33) and the effective number of alleles per locus (Ae) ranged from 1.9227 to 3.0805 (mean ¼ 2.49). The
percentage of polymorphic loci (PPB) per species was relatively high and ranged from 90% in D. regnieriana to 100% in D.
pulcherrima var. buyssoniana (Table 4).

3.4. Genetic diversity and phylogenetic analysis

The expected heterozygosity (He) ranged from 0.5233 to 0.6194 (mean ¼ 0.558), of which D. pulcherrima var. buyssoniana
showed the highest level of He and D. regnieriana showed the lowest. D. pulcherrima var. buyssoniana exhibited the greatest
level of variability (PPB: 100%, He: 0.6194, Ho: 1.1235, respectively), whereas the D. regnieriana exhibited the lowest level of
variability (PPB: 90%, He: 0.5233, Ho: 0.6768, respectively) as shown in Table 4. The AMOVA result revealed 10.59% and

Table 3
Sequences of 20 polymorphic primers, their accession number, repeat motif, annealing temperature, size range of product, number of alleles, PIC and protein
description.

Name GenBank
accession no.

Forward Repeat motif Ta Size range No. of
alleles

PIC Protein description
and reference

Reword

7A CB034531.1 TTCTTCTGTGCATCTTTTGCTC (A)11 54 74–85 5 0.6794 Fiber protein Fb11
AAN77150.1CACAAACCCAATTTAACACCCT

11A CB032260 CTTGATGAATGTGAGGAAACCA (CAA)5 62 116–119 2 0.495 Not hit
AAACCTTACTGTTGGGCACACT

26A CO742605.1 TGGAAATGACAAGGTTTCTGTG (GGAGCA)4 62 183–189 2 0.4528 Not hit
TTGAGCTTAGGAGGCAAATAGG

2B CK859111.1 AGACGGGCTTAATGATGTCATT (TGG)5 56 244–247 2 0.1244 Unknown protein
ACR34461.1TGGTATGTATGTAAATGCCCCA

27B CB031838.1 CATTCCATTCATCTCTCATCCA (CGG)5 56 127–183 6 0.6672 Abscisic stress
ripening
ACZ50749.1

TACAAATCAAAGTCATCGTCGG

28B CK857691.1 GAAGCAGCAGCAGAAGAGGT (CGC)5 56 122–129 3 0.6128 Not hit
GCTTTCGACTCCATTACTCTGAA

29B CB0343051 AGCACAGAAAACAAAGCATGAG (CAC)5 58 89–98 4 0.6397 Stress responsive
protein
NP_001149550.1

AACGGAAATCCTTGAACCAGT

34B CK855825.1 AATCCAAATCCAACACCAACTC (GGC)5 58 136–165 7 0.8278 Unnamed protein
product
NP_001174118.1

TAATTCCAGCCACAGTCTCCTT

35B CB855825.1 TTTCCATCCTCCTCACTTCATT (AC)7 50 157–178 7 0.7836 LLA-115 ABI4885901
AGTATCGTCAAAGCCAGGGATA

36B CK856598.1 AGTCCCTCTCCGTCCTATGATT (GAA)6 52 100–114 6 0.7511 Hypothetical protein
XP_002443940.1CTTCTTTCCAGTCATGTCCAGC

37B CK859137 ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT (TC)6 48 393–402 4 0.63 Not hit
TCCATTACTCTGAAACCGTGCT

39B CK857960.1 GCACGAGGATCAATTTAGCATA (AC)7 48 145–212 6 0.7328 Cleavage
dioxygenase
Q48K96.1

GGAAGATGATGGGTACGTCATT

41B CB034609 ATGGCAGCAGTTGAGGTAGAAT (CCG)6 58 194–200 3 0.6039 Not hit
TGCCTTCTTCGGTCTTAGTCTC

1C ORCA40 CAAGCTACTTCAGACTCATC F(TG)8CA(TGCG)12,
R(TG)10(TGCG)6

46 200–209 4 0.6639 (Yoocha
et al., 2006)GAAGACACTGCTCATATTTC

5C ORCT6 CTCCTTGCTTGGATTTGCTTC (TC)5(GT)18 42 250–262 6 0.6533 (Yoocha
et al., 2006)CACCTCATCACATCTTGCCAT

19C OA20 CATATATTAGCCACTTCACTCTC Data not shown 42 321–419 4 0.5828 (Yue
et al., 2006)ATGTCCACCTCCCTAAAATAGTA

20C sv04 CTGGTCTCTTCTTTCTGGAT (CT)8AC(CT)5 42 284–305 8 0.8439 (Pellegrino
et al., 2001)AACACCAACACACATATACAT

23C OA08 AGGCAAAATATAACATACCTCAAT Data not shown 42 200–289 3 0.2886 (Yue
et al., 2006)AATCAAGCCATTTATCTCCTCT

32C S122 GTGACTCGAGCCTTGGAATACG F(TC)9(AC)4,
RAT(AC)8

42 333–358 6 0.7889 (Yue
et al., 2006)ACGCCGGTGAAAGAAGAAGAG

33C OA19 AAGGCAAACTTGAGTGCTTTATT (GA)31 42 260–374 4 0.5672 (Yue
et al., 2006)CTTGTGATTTCTTTGCCTTTCTT
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89.408% variation presented among and within species (D. regnieriana, D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssoniana)
(Table 5) respectively and fixation indices from AMOVA was 0.106 (P < 0.001).

The UPGMAwas used to generate a dendrogram, based on Dice’s similarity, for genetic relationship of 30 Doritis accessions
(Fig. 2). The dendrogram revealed 3 major clades, grouped by species of Doritis accessions. For example, D. regnieriana
including S2, S3 and S4 were clustered in the same group, same as D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssoniana
accessions were also grouped based on their taxonomy.

The genetic distance between species showed the highest level betweenD. regnieriana and D. pulcherrima (0.3036) and the
lowest level between D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssoniana (0.1739) (Table 6). The principle coordinate analysis
(PCA) separated 30 accessions into 3 major groups based on their taxonomy, which was consistent with the result of
phylogenetic analysis (Fig. 3).

4. Discussion

4.1. EST-SSR development and polymorphism

Studies of expressed sequence tag (EST) have generated a vast amount of publicly available sequence data frommany plant
species (Li et al., 2011). EST-SSRs are different from traditional SSR (genomic-SSR) marker, which have some intrinsic
advantages over genomic SSRs in their direct association with transcribed genes, lower expense of development, and high
level of transferability to related species (Mian et al., 2005). In the present study, EST-SSRs were developed from orchid
species and used for genetic diversity assessment in Doritis. Twenty three primer pairs from a total of 100 primer pairs (23%)
were successfully amplified genomic DNA of Doritis. This percentage was low when compared with the previous reports in
which 952 successfully amplified markers from 994 markers (95.8%) in hops (Koelling et al., 2011); 31 from 35 markers
(88.6%) in cucumbers (Hu et al., 2010); 44 from 50 markers (88%) in sesames (Wei et al., 2008); 251 from 290 markers (86.5%)
in peanuts (Liang et al., 2009); 10 from 12 markers (83%) in oil palms (Singh et al., 2008); 170 from 239 markers (71.13%) in
Japanese chestnuts (Nishio et al., 2011) and 54 from 97 markers (55.7%) in teas (Ma et al., 2012). One explanation for the low
percentage of SSR product amplification might be due to the principle attributable to natural sequence variations existing
within the primer binding sites of different orchid species, since the majority of EST sequences were obtained from Den-
drobium and Phalaenopsis (only few sequences from Doritis). Another reason might be the poor quality sequence of the ESTs
from which the SSR primers were designed (Park et al., 2010).

4.2. SSR transferability

Genomic SSRs from other orchid genera were used to study the transferability in Doritis. From 35 primer pairs, 7 primer
pairs (20%) were able to amplify PCR products in 30 Doritis accessions. These percentages of transferability were similar to
previous studies in other plant species (Bory et al., 2008; Hu et al., 2011; Li et al., 2011; Tahan et al., 2009; Wunsch, 2009). The
transferability of SSR markers depends on the genetic relatedness among examined species which includes the difference in
DNA sequence, genome size and evolution rate (Xie et al., 2010). The low percentage of transferability may result from the
evolutionary distance between Dendrobium and Serapias and Doritis. The two genera are not closely related to Doritis as
Phalaenopsis. When compared EST-SSR and genomic SSR markers, the level of transferability of EST-SSR markers were higher
than that of genomic SSR markers. The result indicated that the conserved nature of coding sequences compared with non-

Table 4
Genetic diversity of 3 species of Doritis.

Species No. of SSR locus No. of PBa PPBb Ao
c Ae

d He
e Ho

f

D. regnieriana 20 18 90% 2.25 1.9227 0.5233 0.35
D. pulcherrima 20 19 95% 3.6 2.4675 0.5317 0.225
D. pulcherrima var. buyssoniana 20 20 100% 4.15 3.0805 0.6144 0.3036

a (PB), number of polymorphic band.
b (PPB), percentage of polymorphic band.
c (Ao), observed number of alleles per locus.
d (Ae), effective number of alleles per locus.
e (He), expected heterozygosity.
f (Ho), Shannon’s information index.

Table 5
Analysis of molecular variance (AMOVA) of Doritis germplasms.

Source of variation Sum of squares Variance component Percentage variation P-value

Among species 35.242 0.68184 10.59% <0.001
Within species 328.092 5.7559 89.4082 <0.001
Total 363.333 6.4379
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coding genomic DNA and that the mutation frequency of EST sequences is lower than that of genomic DNA sequence (Wen
et al., 2010). In contrast when consider the percentage of genomic SSR and EST-SSR markers producing polymorphic alleles,
genomic SSR (100%) were higher than EST-SSR (56.5%) due to the conserved sequence in transcribed regions of genes (Hu
et al., 2011; Wen et al., 2010). Our result was consistent with previous studies in other plant species (Eujayl et al., 2004;
Gao et al., 2005; Luro et al., 2008).

4.3. Genetic diversity of Doritis

The genetic diversity was measured by the polymorphic information content (PIC) and the polymorphism rate (P). The loci
polymorphism can be considered high, medium or low if PIC > 0.5, 0.5 > PIC > 0.25 and PIC < 0.25 (Xie et al., 2010). In the
present study the result showed a medium PIC value in both EST-SSR (0.6154) and genomic SSR (0.5064). The PIC values
average at 0.6076 and indicate the usefulness of DNA markers for gene mapping, molecular breeding and germplasm eval-
uation (Wei et al., 2008). This result suggested that EST-SSR and genomic SSR markers from this study could contribute
substantive information to the genetics and breeding research of Doritis.

A UPGMA dendrogram, inferred from the shared allele frequencies among 30 accessions, formed 3 main groups distin-
guished by species and variety. Three accessions of D. regnierianawere grouped together, twelve accessions of D. pulcherrima
were grouped together and fifteen accessions of D. pulcherrima var. buyssoniana were also grouped together. The D.
regnieriana group was placed closer to D. pulcherrima than to D. pulcherrima var. buyssoniana. This result was in agreement
with the chromosome studied and floral architecture and size as both D. regnieriana and D. pulcherrima are diploid species,
2n¼ 2x¼ 38with small sized flowers and backward pointing sepals butD. pulcherrima var. buyssoniana is a tetraploid species,
2n ¼ 4x ¼ 76 with larger sized flowers and broad sepals. D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssonianawere placed next
to each other as they both are the same species (Christenson, 2001). Both species have similar characteristics with the

Fig. 2. The genetic relationship between 30 accessions, based on Dice’s similarity coefficient.

Table 6
Nei’s unbiased genetic distance among 3 species of Doritis.

Species D. regnieriana D. pulcherrima D. pulcherrima var. buyssoniana

D. regnieriana 0.0000
D. pulcherrima 0.3036 0.0000
D. pulcherrima var. buyssoniana 0.2623 0.1739 0.0000
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tetraploid exhibiting larger structure than the diploid variety (Kamemoto and Sakarik, 1975). This result was also consistent
with Nei’s unbiased genetic distance between population, D. pulcherrima and D. pulcherrima var. buyssoniana was close to
each other (0.1739) while both were more distance with D. regnieriana.

In conclusion, the EST-SSR and genomic SSR markers, developed from other orchid genera, were successfully employed to
measure genetic diversity and relationships within this Doritis collection. Future studies with these SSR markers could be
useful for identification, conservation and selection of appropriate parents for the hybrid production.
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