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การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลหวายใชวิธี SSR 

enrichment โดยสรางหองสมุดจีโนม (genomic libraries) ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด คือ 
เอนไซม MseI หรือ TaqI และคัดเลือกชิ้นดเีอ็นเอที่มีลําดบัเบสเปนไมโครแซทเทลไลทดวย       
โอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบที่ติดฉลากดวยไบโอติน  สําหรับกลุมที่ตัดดวย MseI ใชโพรบจํานวน 6 
ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10, (CCT)10, (GAT)10 และ (ATCT)7 สวนกลุมที่ตดัดวย TaqI ใช
โพรบ 4 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10 และ (CCT)10 และตรวจสอบซ้ําดวยวิธี dot blot 
hybridization  จากการศึกษาพบวาไดโคลนที่ใหผลบวกคิดเปน 26% และ 90% เมื่อนํามาหาลําดับ
เบสพบโคลนที่มีลําดับเบสซ้ํา 62.8% และ 88.8% ในกลุมแรกและกลุมสองตามลําดับ ซ่ึงจําแนก
ไดเปน GA/TC มากที่สุดถึง 50%  รองลงมาคือ CCT/AGG 22.8%  ลําดับเบสซ้ําแบบผสม 
(compound repeat) 15 แบบรวม 20.4%  CA/TG และ GAT/ATC นอยที่สุดพบเพียง 0.6%  
นอกจากนี้ยังพบลําดับเบสซ้ําชนิดอื่นคือ (GGGTTTA)n/(TAAACCC)n 5.6%  จากการออกแบบ
ไพรเมอร 73 คู พบวาไพรเมอรจํานวน 8 คูใหผลผลิตพีซีอารที่มีขนาดตามที่คาดหมาย ทําให
สามารถตรวจพบโพลีมอรฟซึมในประชากร โดยมีจํานวนแอลลีลอยูระหวาง 4-7 แอลลีล มี
คาเฉลี่ยเทากับ 5.25 แอลลีลตอตําแหนง มคีา observed heterozygosity (Ho) อยูระหวาง 0.0612-
1.0000 โดยมคีาเฉลี่ยเทากับ 0.7398  สวนคา expected heterozygosity (He) มีคาอยูระหวาง 
0.0788-0.7323 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.5871 สําหรับคา effective number of allele (ne) นั้นพบวา
อยูระหวาง 1.0855-3.7355 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 2.7850  เมื่อนําผลมาวเิคราะหความสัมพันธของ
กลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยางโดยใชไพรเมอรที่พฒันาขึ้นจากโปรแกรม 
NTSYS-pc version 2.1m พบวาสามารถแยกพนัธุของกลวยไมได แตไมสามารถจัดกลุมไดอยาง
ชัดเจน 
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 Microsatellite markers for Dendrobium orchids were developed using SSR enrichment 
procedure. Two genomic libraries were constructed from the DNA digested with either MseI or 
TaqI. They were screened for the presence of microsatellite sequences with 6 types of 
biotinylated oligonucleotide probes ((CA)15, (GA)15, (ACC)10, (CCT)10, (GAT)10 and (ATCT)7) 
for DNA digested with MseI and with 4 types of biotinylated oligonucleotide probes ((CA)15, 
(GA)15, (ACC)10 and (CCT)10) for those digested with TaqI. The positive clones were 
reconfirmed by dot blot hybridization showing 26% and 90% of the respective two groups. The 
total of 195 positive clones were sequenced, of which 62.8% and 88.8% contained SSR motifs, 
respectively. Different types of repeat motif were found comprising of GA/TC (50.0%), 
CCT/AGG (22.8%), 15 types of compound repeat (20.4%), GGGTTTAn/TAAACCCn (5.6%), 
CA/TG (0.6%) and GAT/ATC (0.6%). Seventy-three clones were chosen for primer design. 
Eight primer pairs could be used to amplify the products giving the expected sizes and detect 
genetic polymorphism in the population with the allele numbers ranging from 4 to 7 (average 
5.25 alleles per locus), observed heterozygosity (Ho) of 0.0612 to 1.0000 (average 0.7398), 
expected heterozygosity (He) of 0.0788 to 0.7323 (average 0.5871) and effective number of 
allele (ne) of 1.0855 to 3.7355 (average 2.7850). The genetic relationships of 49 Dendrobium 
hybrids were analyzed using NTSYS-pc version 2.1m program. The results showed that 
Dendrobium samples could be identified but they were not clearly separated into distinct 
clusters. 
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ขนาดประมาณ 219-230 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 
1-49  คือ ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่
ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่แตกตางกันจํานวน 7 แอลลีล 38 



 

(4) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพที ่ หนา 
  

8 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR49 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 190-200 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 
1-49  คือ ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่
ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่แตกตางกันจํานวน 5 แอลลีล 39 

9 ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR67 พบแถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 104-129 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 
1-49  คือ ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจาํนวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่
ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่แตกตางกันจํานวน 6 แอลลีล 39 

10 การจัดกลุมของกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง เพื่อแสดงความ
ใกลชิดทางพนัธุกรรมในรปูแบบของ phylogenetic tree โดยการวเิคราะหดวย
โปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 44 

 
 
 



 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

PCR = Polymerase chain reaction 
RAPD = Random amplified polymorphic DNA 
AFLP = Amplified fragment length polymorphism 
ITS = Internal transcribed spacer 
SSH = Suppression subtractive hybridization 
SSR = Simple sequence repeats 
STR = Short tandem repeats 
SSLP = Simple sequence length polymorphism 
VNTR = Variable number of tandem repeats 
Ta = Annealing temperature 
Tm = Melting temperature 
PIC = Polymorphic information content 
Ho = Observed heterozygosity 
He = Expected heterozygosity 
ne = Effective number of allele 
UPGMA = Unweighed pair-group method using arithmetic average 
 
 



การพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลหวาย 
 

Development of Microsatellite Markers for Dendrobium Orchids 
 

คํานํา 
 

 กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium) เปนกลวยไมสกุลทีใ่หญที่สุด มีการแพรกระจายพันธุ
ออกไปในบริเวณกวางทั้งในทวีปเอเชยี และหมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก เมื่อนับรวมกลวยไมนี้ที่
พบแลวมีประมาณ 1,000 ชนิด (มาลินี, 2542) กลวยไมนบัวาเปนไมตัดดอกที่สําคัญอันดับหนึ่งของ
ประเทศ อุตสาหกรรมกลวยไมของประเทศไทยไดขยายตัวเปนอยางมากในปจจุบันเมื่อเทียบกับไม
ตัดดอกชนิดอืน่ ๆ ทั้งทางดานพื้นที่ปลูก ปริมาณผลผลิตตอไร และจํานวนผูปลูกเลีย้ง มีการปลูก
เล้ียงคิดเปนพืน้ที่ประมาณ 17,500 ไร (กรมสงเสริมการเกษตร, 2546) และทํารายไดใหแกผูที่
เกี่ยวของกับอตุสาหกรรมกลวยไม ทั้งจากการใชบริโภคภายในประเทศ และการสงออกดอก
กลวยไมประมาณปละ 2,000 ลานบาท โดยในป พ.ศ. 2546 มีการสงออกดอกกลวยไมคิดเปนมูลคา
ประมาณ 1,985.4 ลานบาท และสงออกตนกลวยไมคิดเปนมูลคาประมาณ 377.04 ลานบาท (กรม
ศุลกากร, 2547) ประเทศไทยเปนผูสงออกกลวยไมตัดดอกเขตรอนรายใหญที่สุดของโลก ซ่ึงสวน
ใหญเปนสกุลหวาย (Laws, 1995) กลวยไมสกุลนี้จึงไดรับการพัฒนาพันธุขึ้นกวา 100 พันธุ และมี
ปริมาณการสงออกไปตางประเทศประมาณ 90 เปอรเซ็นตของกลวยไมสงออกทั้งหมด 
 

เนื่องจากกลวยไมสกุลหวายมีความหลากหลายทั้งในดานรูปราง ขนาดลําตน และใบ สวน
ทางดานดอกกม็ีความหลากหลายในดานขนาด รูปราง สีสัน จํานวนดอก การจัดเรียงดอกภายในชอ 
และกลิ่นหอมของดอก นอกจากนีย้ังสามารถจะนํามาผสมพันธุขามชนดิ และขามสกลุไดอยาง
กวางขวาง จึงเปนการเพิ่มความหลากหลายในดานลูกผสมอีกมากมาย (ครรชิต, 2547) ลักษณะของ
กลวยไมสกุลนี้คอนขางที่จะไมแนนอน (Lavarack et al., 2000) ทําใหเกิดความสับสนไดงายตอการ
นําไปใชประโยชน การจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาไมสามารถแยกไดชัดเจน จึงไดมี
การนําเทคนิคทางพันธุศาสตรโมเลกุลเขามาชวยในการตรวจสอบใหมีความถูกตองแมนยํามาก
ยิ่งขึ้น 

 
ไมโครแซทเทลไลท (microsatellite) หรือ simple sequence repeat (SSR) เปนดเีอ็นเอที่มี

ลําดับเบสเรียงตัวซํ้ากันประมาณ 1-6 นิวคลีโอไทด และมีการกระจายอยูทั่วทั้งจีโนม การใชไมโคร 
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แซทเทลไลทเปนเครื่องหมายมีขอดีเนื่องจากเปนเครื่องหมายดเีอ็นเอที่มีโพลีมอรฟซึม 
(polymorphism) สูง มีการกระจายทัว่จีโนม แสดงการขมแบบขมรวมกัน (codominance) และการ
วิเคราะหสามารถทําไดงาย และรวดเรว็ (Weber, 1990) นยิมใชตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่มีพันธุกรรม
ใกลเคียงกันมาก ๆ ขอดอยของการตรวจสอบดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท คือการพัฒนา
เครื่องหมายทาํไดยาก เนื่องจากตองโคลนสวนของดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสเปนไมโครแซทเทลไลท 
นํามาหาลําดับเบส และออกแบบไพรเมอร 

 
การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท มีวิธีการที่ยุงยาก และเปนขอจํากัดในการใช

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในพืชชนดิใหม ๆ การใชเทคนิค SSR enrichment เปนแนวทาง
หนึ่งที่จะทําใหการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเปนไปไดงายขึ้น 

 
 วิทยานิพนธนี้เปนการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไม
สกุลหวาย โดยใชวิธีการหาโคลนที่มีลําดับเบสเปนไมโครแซทเทลไลทจาก library แบบ enrich ซ่ึง
ชวยใหการพฒันาเครื่องหมายเปนไปไดเร็วข้ึน และทําการตรวจสอบดเีอ็นเอกลวยไมสกุลหวาย
ชนิดตาง ๆ โดยนํามาเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยเทคนิคพีซีอาร โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบไว แลว
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอโดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing polyacrylamide gel  

 
 
 



วัตถุประสงค 

 
เพื่อพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลหวาย และนําเครื่องหมาย

ดังกลาวมาใชในการจําแนกกลวยไมสกุลหวายชนิดตาง ๆ ดวยเทคนิคพีซีอาร 



การตรวจเอกสาร 

 
ขอมูลท่ัวไปของกลวยไม 
 
 กลวยไมเปนพชืใบเลี้ยงเดีย่ว (Subclass Monocotyledoneae) อยูในวงศกลวยไม (Family 
Orchidaceae) นับเปนวงศที่ใหญที่สุดวงศหนึ่งในพืชมดีอก (Class Angiospermae) ประกอบดวย
กลวยไมประมาณ 25,000 ชนิด (species) หรือ 7-10 เปอรเซ็นตของพืชดอกทั้งหมด (Dressler, 
1981) เจริญเตบิโตไดในทกุทวีปยกเวนทวปีแอนตารกตกิ รูปแบบการเจริญเติบโตมีหลายแบบ เชน 
เจริญเติบโตบนกิ่งไม พืน้หนิ พื้นดนิ และที่ช้ืนแฉะ ความแตกตางของชนิดกลวยไมจะพบมากใน
เขตรอน และมักเปนกลวยไมอากาศ (epiphyte) สวนกลวยไมเขตอบอุนมักเปนพวกกลวยไมดิน 
(terrestrial) มขีนาดตนตั้งแตขนาดเล็กที่สุดที่ส้ันกวา 1 นิ้ว และใหดอกมีขนาดเทาหวัเข็มหมดุไป
จนถึงใหญที่สุดซึ่งลําตนสูงตั้งแต 5 ฟุตไปจนถึง 10 ฟุต และใหชอดอกยาวถึง 15 ฟุต (Shuttleworth 
et al., 1970) 

 
กลวยไมสกุลหวาย (Dendrobium spp.) เปนกลวยไมสกุลที่ใหญที่สุด มีการแพรกระจาย

พันธุออกไปในบริเวณกวางทั้งในทวีปเอเชีย และหมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟก เมื่อนับรวม
กลวยไมนี้ที่พบแลวไดประมาณ 1,000 ชนิด ฉะนัน้นกัพฤกษศาสตรไดจําแนกกลวยไมสกุลหวาย
ออกเปนหมูประมาณ 20 หมู สําหรับที่พบในประเทศไทยคือพบในปาธรรมชาติมีมากกวา 130 ชนดิ 
ซ่ึงมีรูปรางลักษณะทั้งดอก ใบ และลําลูกกลวยแตกตางกนัออกไปอยางกวางขวาง (มาลินี, 2542) 
 
 กลวยไมสกุลหวายมีระบบรากกึ่งอากาศ (semi-epiphyte) และมีการเจริญเติบโตประเภท
แตกกอ (sympodial) แตกหนอปละ 2-3 หนอและเจริญเตบิโตเต็มที่ภายใน 3-6 เดือน เมื่อสุดลําจะ
ออกดอก 1-3 ชอ จากตาที่ปลาย และตาทีข่อถัดลงมา ชอดอกมีอายุ 45-60 วัน บาน ¾ ของชอก็เกบ็
เกี่ยวได แตละลําจะผลิตดอกได 5-15 ชอ ขึ้นอยูกับพนัธุและความสมบูรณของตน กลวยไมสกุล
หวายมีความสวยงาม ราคาถกูเมื่อเทียบกับกลวยไมสกุลอ่ืน ๆ ทนตอสภาพแวดลอม ใหผลผลิตเร็ว 
และจํานวนมาก กลวยไมสกลุหวายทีไ่ดรับความนิยมประกอบดวย  
 

ดอกสีขาว เชน พันธุ ขาว 4 เอ็น พันธุขาว 5 เอ็น พันธุขาวประวิทย พนัธุขาวสนาน พนัธุ
แจกเกอลีนโทมัส พันธุวอลเตอรโอมาย 
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ดอกสีชมพูเขมปนขาว เชน พันธุบอม 17 พันธุบอม 17 กลาย พันธุบอมโจ พันธุบอมโจเอีย
สกุล พันธุมิสทีน  

ดอกสีชมพูออนปนขาว เชน พันธุซากุระ พนัธุแอนนา  
ดอกสีชมพู เชน พันธุอินทวุงศ พันธุซีซาร พันธุแพนดา  
ดอกสีเหลือง เชน พันธุฟาตมิา พันธุเกษมโกลด พันธุ Mary Mak พนัธุ Mary Trouse พันธุ 

Tongchai Gold 
ดอกสีมวง เชน พันธุซาบิน 
ดอกสีขียวออน เชน พันธุบรูณะเจด 
ดอกสีมวงอมฟา เชน พันธุ Kultana Blue พันธุ Halawa Beauty พันธุ Izumi 

(สถาบันพัฒนาวิสาหกจิขนาดกลางและขนาดยอม, 2548) 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของกลวยไมสกุลหวาย 
 
 ราก เปนรากกึง่อากาศ (semi-epiphyte) ที่เกาะอยูตามตนไม บางสวนจะชอนไชไปตาม
เปลือกไม บางสวนเกาะยดึแนบสนิทกับตนไมนั้น (ไพบลูย, 2521) ผิวนอกของรากมสีารคลาย
ฟองน้ําหอหุมอยูซ่ึงเรียกวา velamen ทําหนาที่อุมน้ําจากน้ําฝนหรือน้ําคางเก็บไวเพื่อปองกันการ
ขาดน้ํา ปองกนัเนื้อเยื่อภายในไดรับบาดแผลและชวยยึดเกาะตดิกับตนไม นอกจากนีร้ากกลวยไมมี
คลอโรฟลลจึงสามารถสังเคราะหแสงได (ครรชิต, 2547) 
 
 ลําตน มีลักษณะการเจริญเติบโตและรูปทรงแบบซิมโพเดียล (sympodial) คือมีการเจริญไป
ตามแนวนอนดวยเหงา (rhizome) มีสวนกานใบที่อวบอวนทําหนาที่เกบ็น้ําเก็บอาหารเพื่อการ
เจริญเติบโตของลําใหม เรียกวาลําลูกกลวย (pseudo-bulb) บนลําลูกกลวยจะมีขอ ปลอง และตา   
(ระพ,ี 2530) เมื่อลําตนเจริญเติบโตเต็มที่แลวจะแตกหนอเปนลําตนใหมและเปนกอ (บรรณ, 2534)  
 
 ใบ มีการเรียงตัวของเสนใบเปนแบบขนาน ใบเรียงสลับกันตลอดลําตน เมื่อตนเจริญเติบโต
เต็มที่ บางชนดิมีใบแนนทางปลายยอด ขณะที่บางชนิดมีใบตลอดทั้งลําตน (สวนพฤกษศาสตร
สมเด็จพระนางเจาสิริกิติ,์ 2543) การเรียงตวัของใบ (phyllotaxy) เปนแบบสลับ ลักษณะการเรียงตวั
ในขณะที่ยังมสีภาพเปนตา (vernation) เรียงซอนทับกัน (duplicate) หรือทับเวียนกัน (convolute) 
(เต็ม, 2510) สวนกาบใบจะโอบรอบลําลูกกลวยตรงสวนปลองซึ่งอยูเหนือจากขอที่โคนกาบใบนัน้
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ติดอยู สวนที่ถูกแสงสวางจะมีสีเขียวของคลอโรฟลล ซ่ึงสามารถสังเคราะหแสงไดเชนเดียวกนักับ
ใบ (ระพ,ี 2530)  
 
 ชอดอก เปนแบบ racemose ชนิด raceme คือ ดอกที่โคนชอดอกจะบานกอน และบานเรียง
ไลไปที่ดอกออนกวาตามลําดับขึ้นไปยังปลายยอดของชอที่มีดอกออนที่สุด ชอดอกหนึ่ง ๆ มีหลาย
ดอก ลักษณะชอตั้งตรง สวนที่อยูใตดอกลางสุดลงมาถึงโคนชอดอก เรียกวา กานชอดอก 
(peduncle) สวนที่เหนือขึน้ไปของดอกลางสุดถึงสุดยอดของชอดอก เรียกวา แกนกลางของชอดอก 
(rachis) ดอกแตละดอกมีกานดอก เรียกวา กานดอกยอย (pedicel) บริเวณโคนกานดอกจะพบกาบ
รองดอก (bract) อยูเสมอ ซ่ึงมีลักษณะตาง ๆ กันไป และอาจหลุดไปเมือ่ดอกบาน หรือติดอยูจนติด
ฝก ขึ้นอยูกับชนิดของกลวยไม ชอดอกมีกําเนิดมาจากตาบริเวณขอที่ปลายลําลูกกลวย หรือตาตาม
ขอบริเวณลําลูกกลวย (เตม็, 2510) 
 
 ดอก ดอกของกลวยไมเปนดอกสมบูรณเพศ (complete flower) มีวงเกสรเพศผู เพศเมยี 
กลีบดอก และกลีบเลี้ยงอยูในดอกเดียวกนั ดอกของกลวยไมประกอบดวยกลีบเลี้ยง (sepal) เปน
กลีบที่อยูช้ันนอกสุดหรือดานหลังสุด ทําหนาที่หอหุมสวนประกอบอื่น ๆ ของดอกไวขณะทีด่อก
ตูม มีจํานวน 3 กลีบ กลีบดอก (petal) อยูถัดจากกลีบเลี้ยงมี 3 กลีบ กลีบหนึ่งเปลี่ยนรูปรางและมี
สีสันแตกตางออกไปเรียกวา กลีบปาก (lip) เสาเกสร (column) เปนสวนที่อยูตรงกลางดอก เกิดจาก
การรวมกันของกานชูเกสรเพศผูและกานชูเกสรเพศเมีย เกสรเพศผูและแองเกสรเพศเมียจะมีเยื่อ 
rostellum กั้นไมใหเกิดการถายเรณูในดอกเดยีวกัน (สวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิติ,์ 
2543) กลีบชั้นนอกบนและคูลางขนาดยาวพอ ๆ กัน โดยกลีบชั้นนอกบนจะอยูอยางอสิระเดี่ยว ๆ 
สวนกลีบชั้นนอกคูลางของดอกประสานเชือ่มติดกับฐานหรือสันหลังของเสาเกสร และสวนโคน
ของกลีบชั้นนอกคูลางและสวนฐานของเสาเกสรซึ่งประกอบกันนีจ้ะปดูออกมา มีลักษณะคลาย
เดือยที่เรียกวา เดือยดอก สําหรับกลีบชั้นในทั้งสองกลีบมีลักษณะตาง ๆ กัน แลวแตชนิดพันธุของ
กลวยไมนั้น ๆ (บรรณ, 2534) เกสรเพศผู (stamen) รวมตวักันเปนกอนเรณูที่มีลักษณะคลายขี้ผ้ึง 
และฝาครอบกอนเรณูที่อยูดานบนสุดของเสาเกสรทําหนาที่บังหรือหอหุมกอนเรณู เกสรเพศเมีย 
(pistil) ประกอบดวยสวนของยอดเกสรเพศเมียและรงัไขที่อยูในตําแหนงต่ํากวาวงกลีบดอก หรืออยู
ดานหลัง (สวนพฤกษศาสตรสมเด็จพระนางเจาสิริกิติ,์ 2543) 
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การจําแนกกลวยไม 
 

การจําแนกประเภทของกลวยไมออกเปนกลุมใหญ ๆ ตามลักษณะภายนอก เพื่อสะดวกใน
การปลูกเลี้ยง การขยายพนัธุ ตลอดจนการศึกษาคนควา ซ่ึงการจําแนกกลวยไมสามารถจําแนกได
ดังนี ้

 
1.  การจําแนกตามหลักพฤกษศาสตร 

 
 การจําแนกกลวยไมไดมีการพัฒนามาตลอดระยะเวลา 150 ป โดยเริ่มจาก Carolus 
Linnaeus ในป 1753 ในป 1830-1840 ไดมกีารจําแนกโดย John Lindley ตอมาก็มีนักจําแนกพันธุ
พืชอีกหลายทาน ไดแก Pfitzer ในป 1887, Schlechter ในป 1926, Mansfeld ในป 1937, Dressler 
และ Dodson ในป 1960, Garay ในป 1960 และ 1972 และ Dressler ในป 1981 ซ่ึงมีการปรับปรุงอีก
หลายครั้งจนกระทั่งในป 1993 โดยไดจําแนกกลวยไมสกลุหวายตามหวัขอหลัก ๆ ดังนี้  
 
อาณาจักร (Kingdom) Plantae 

จําพวก (Division) Magnoliophyta 
 ช้ัน (Class) Liliopsida 
 อันดับ (Order) Asparagales 
 วงศ (Family) Orchidaceae 
 วงศยอย (Subfamily) Epidendroideae 
 เผา (Tribe) Dendrobieae 
 เผายอย (Subtribe) Dendrobiinae 
 สกุล (Genus) Dendrobium 

 
การจัดแบงตามลักษณะทางพฤกษศาสตร ไดอาศัยหลักการจัดแบงตามอนุกรมวิธาน 

(taxonomy) ซ่ึงเปนหลักการที่ใชในการจัดหมวดหมูของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ บนโลกนี้ กลวยไมจดัอยู
ในวงศ (Family) Orchidaceae และไดมกีารแบงออกเปน 6 subfamily ดวยกัน (Pridgeon et al., 
1999, 2001, 2003, 2006 )ไดแก 1.) subfamily Apostasioideae 2.) subfamily Cypripedioideae 3.) 
subfamily Epidendroideae 4.) subfamily Higher Epidendroideae 5.) subfamily Orchidoideae 6.) 
subfamily Vanilloideae  
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2.  การจําแนกตามระบบราก (สําอางค, 2548) 
 
2.1  กลวยไมที่มีระบบรากแบบรากดิน (terrestrial) เกิดจากหวัที่อวบน้ําซึ่งอยูใตดนิ ตัวราก

จะมีน้ํามาก กลวยไมประเภทนี้มักจะพบอยูตามธรรมชาติในพื้นทีท่ี่มสีภาพของฤดูกาลมีการ
เปลี่ยนแปลงอยางชัดเจน เชน ในเขตที่มีฤดูฝนซึ่งมีฝนตกชุกและมีฤดแูลงซึ่งแหงสลับกัน เมื่อถึงฤดู
ฝนหัวก็จะแตกหนอและใบออนชูพนขึ้นมาบนผิวดิน สวนหวันัน้ก็จะเจริญเปนหวัใหมเพิ่มขึ้นมา
อีก และอาจจะออกดอกในตอนปลายฤดู เมื่อพนฤดูฝนไปแลวกจ็ะทรดุโทรมและแหงไป คงเหลอื
แตหวัซ่ึงอวบน้ําและมีอาหารสะสมอยูฝงอยูในดิน มีการพักตัวและสามารถทนความแหงแลงหรือ
แมแตการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิที่คอนขางรุนแรง เชน รอนจัด เยน็จัด ไดเปนอยางดีจนกระทัง่
ถึงฤดูที่มีน้ํา มีแสงสวาง และอุณหภูมิเหมาะสมก็จะเจริญเปนหนอและใบออนอีกครั้งหนึ่ง กลวยไม
ที่มีระบบรากแบบรากดินทีพ่บในประเทศไทยมีหลายสกุล เชน เพคไทลิส (Pecteilis) และแบรคคี
คอไรทิส (Brachycorythis) เปนตน  

 
2.2  กลวยไมที่มีระบบรากแบบรากกึ่งดนิ (semi-terrestrial) ไมมีหัวอวบน้ําเหมือนประเภท

ที่มีระบบรากแบบรากดิน มกัพบตามธรรมชาติในสภาพที่ขึ้นอยูบนพื้นดิน แตรากไมมีลักษณะอวบ
น้ํา รากสามารถเก็บสะสมน้ําไดดีพอสมควร รากขนออนแทบจะไมมีเลย บางครั้งจะพบวาใบอาจจะ
หลุดรวงไปในฤดูแลงจนเหลือแตตอ แตตาที่อยูที่ตอก็ยังดีอยู เมื่อไดรับความชื้นและสภาพแวดลอม
เหมาะสมกจ็ะแตกหนอใหมไดอีก หากมีลําลูกกลวยก็อาจจะอยูใตผิวดนิหรือเหนือผิวดินก็ได 
กลวยไมประเภทนี้มีระบบรากคอนขางละเอียด สวนใหญมักอาศัยอยูตามพื้นที่ซ่ึงมีหินผุและใบไมผุ
ตกทับถมอยูทีพ่ื้นดินและจะอาศัยส่ิงเหลานี้เปนอาหารดวย กลวยไมทีม่ีระบบรากแบบรากกึ่งดิน 
ไดแก กลวยไมสกุลรองเทานารี สกุลเอื้องพราว (Phaius) สกุลฮาเบนาเรีย (Habenaria) สกุล       
สเปโธกลอตลิส (Spathoglotlis) และกลวยไมบางชนิดในสกุลยูโลเฟย (Eulophia)  

 
 2.3  กลวยไมที่มีระบบรากแบบรากกึ่งอากาศ (semi-epiphyte) โดยธรรมชาติจะขึ้นอยูบน
พื้นดิน บนหิน และบนตนไม หากพบขึ้นอยูบนพื้นดนิก็จะอยูบนพื้นซึ่งมใีบไมผุตกทับถมกัน
คอนขางหนา เนื่องจากเปนสภาพที่โปรงชวยใหอากาศถายเทไดสะดวก หรือเปนพื้นทีสู่งที่ไมทําให
น้ําขังอยูนาน กลวยไมที่มีระบบรากแบบนีม้ีลักษณะและคุณสมบัติเอนเอียงไปทางรากอากาศมาก
ยิ่งขึ้น กลาวคอื เซลลผิวของรากมีช้ันเซลลที่หนาและมีลักษณะคลายฟองน้ํา ผิวนอกเกลี้ยงไมมีขน 
มีคุณสมบัติคลายฟองน้ําคือเก็บและดูดน้ําไดมาก นอกจากนั้นยังสามารถนําน้ําไปตามเซลลผิวได
ตลอดความยาวของราก กลวยไมที่มีรากแบบรากกึ่งอากาศนี้มักมีรากแขนงใหญหยาบอยูกันอยาง
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แนนหนา ไมมีรากขนออน รากมีขนาดเลก็กวารากอากาศ และมีแขนงรากเล็กกวาและหนาแนนกวา 
นอกจากนี้รากสวนมากยังซอนตัวอยูในเครื่องปลูก มีสวนนอยที่โผลออกมารับอากาศและแสง
ภายนอกภาชนะปลูก และไมชอบสภาพเครื่องปลูกที่แนนทึบหรือเปยกแฉะนานเกินไปอันเปนเหตุ
ใหรากไดรับอากาศไมเพยีงพอ กลวยไมทีม่ีรากแบบนี้ ไดแก กลวยไมสกุลแคทลียา สกุลหวาย สกลุ
ออนซิเดียม และสกุลซิมบิเดียม เปนตน 
 
 2.4  กลวยไมที่มีระบบรากแบบรากอากาศ (epiphyte) กลวยไมที่มีระบบรากเปนรากอากาศ
อยางแทจริงนัน้มักพบขึ้นอยูตามตนไม รากจะมีขนาดใหญและหยาบ ผิวรากหนา รากจะทําหนาที่
ดูดน้ํา เก็บน้ํา และนําน้ําไปตามรากไดเปนอยางดี ทําใหสามารถทนตอความแหงแลงไดดี แมวาจะ
ไมถูกน้ําหรือไมรดน้ําเลยเปนระยะเวลานาน กลวยไมที่มรีะบบรากแบบรากอากาศนีจ้ะไมชอบอยู
ในสภาพทีเ่ปยกแฉะนานเกินไป แตชอบสภาพที่โปรงทําใหรากสามารถแหงไดรวดเร็วหลังจาก
เปยกน้ํา บางสวนของรากมีสีเขียวของคลอโรฟลล ซ่ึงแสดงใหเห็นวารากอากาศสามารถทําหนาที่
ปรุงอาหารไดเมื่อมีแสงสวาง เพราะฉะนั้นรากประเภทนี้จงึไมหลบแสงสวางเหมือนรากตนไมดิน
ทั่วไป กลวยไมที่มีระบบรากอากาศ ไดแก กลวยไมสกุลแวนดา สกุลชาง สกุลกุหลาบ สกุล
แมลงปอ สกุลเข็ม และสกุลเรแนนเธอรา 
 
 3.  การจําแนกตามลักษณะการเจริญเติบโต (สลิล และนฤมล, 2545) 
 
 3.1  การเจรญิเติบโตทางปลายยอด (monopodial vegetative) เปนลักษณะการเจริญเติบโต
ของสวนยอดที่ไมจํากัดคือ มีเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดที่สามารถเจริญไดอยางไมส้ินสดุ และยัง
สามารถสรางเนื้อเยื่อเจริญใหมที่ดานขางได ยอดใหมที่เกิดขึ้นก็สามารถเจริญไดอยางไมส้ินสุด
เชนกัน กลวยไมที่มีลักษณะการเจริญเติบโตเชนนี้ เชน สกุลฟามุย สกุลเอื้องหนวดพราหมณ สกุล
ชาง สกุลเข็ม เปนตน 
 
 3.2  การเจริญเติบโตทางดานขางของลําตน (sympodial vegetative) เปนลักษณะการ
เจริญเติบโตของเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดทีม่ีอยูอยางจํากดั แตสรางเนื้อเยื่อเจริญใหมจากจุดเจริญที่
ดานขางของลําตน และจะสรางยอดใหมในชวงฤดูกาลที่เหมาะสมเทานั้น ตนที่สรางขึ้นมาใหมอาจ
เกิดชิดกับลําตนหรือลําลูกกลวยเดิม ทําใหมีลักษณะเปนกอแนน เชน กลวยไมสกุลกะเรกะรอน 
สกุลหวาย เปนตน หรืออาจสรางหางกันบนเหงาที่ทอดยาว ทําใหกลวยไมมีลักษณะเปนกอที่คลาย
สายโซ (chain-like) เชน กลวยไมสกุลสิงโตกลอกตา สกลุเอื้องเทียน เปนตน 
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4.  การจําแนกตามลักษณะการอาศัย (สลิล และนฤมล, 2545) 
 
 4.1  กลวยไมอิงอาศัย (epiphytic orchid) เปนกลวยไมทีอ่าศัยบนไมยนืตน โดยมีรากชวยใน
การยึดเกาะใหติดแนน และยงัสามารถหาอาหารมาเลี้ยงลําตนดวย กลุมไมกลุมนี้มีจํานวนชนิดมาก
ที่สุดที่พบในประเทศไทย เชน สกุลฟามุย สกุลเอื้องกุหลาบ สกุลสิงโตกลอกตา สกลุหวาย เปนตน 
 
 4.2  กลวยไมดนิ (terrestrial orchid) เปนกลวยไมที่มีรากหรือสวนของลําตนอาศัยที่ผิวหนา
ดินหรือใตผิวดินที่เรียกวา “ลําตนใตดิน” หลายชนิดสามารถเจริญเติบโตไดทุกฤดกูาล เชน วานน้ํา
ทอง วานนกฮมู มักพบกลวยไมเหลานี้ในปาดงดิบ หลายชนิดมีการพกัตัวในฤดูกาลที่ไมเหมาะสม
โดยเหลือเพยีงลําตนใตดินเทานั้น เชน สกุลล้ินมังกร สกุลทาวคูลู สกุลวานอึ่ง สกุลบัวสันโดษ เปน
ตน กลวยไมกลุมนี้มีจํานวนชนิดรองลงมาจากกลุมกลวยไมอิงอาศัย 
 
 4.3  กลวยไมอาศัยบนหนิ (lithophytic orchid) เปนกลวยไมที่มีการเจริญเติบโตและขยาย
เผาพันธุไดโดยอาศัยอยูบนหินแทนการยดึเกาะบนดนิหรือตนไม มักพบอยูใกลกับมอสและไลเคน 
กลวยไมกลุมนี้ เชน มาวิ่ง เอื้องกระเจีย้ง เอื้องคําหิน เปนตน 
 

5.  การจําแนกตามลักษณะการหาอาหาร (สลิล และนฤมล, 2545) 
 

 5.1  กลวยไมที่สามารถสังเคราะหอาหารได (autophytic orchid) เปนกลวยไมกลุมใหญที่
พบในโลก เปนกลวยไมที่มีคลอโรฟลล และสามารถสรางอาหารเองไดจากการสังเคราะหแสง 
 

5.2  กลวยไมกนิซาก (saprophytic orchid) เปนกลวยไมกลุมเล็กที่ไมสามารถสรางอาหาร
เองไดเนื่องจากไมมีคลอโรฟลล แตจะอาศัยอาหารจากจุลินทรียบางชนิด และสามารถพบไดเฉพาะ
ชวงที่ออกดอกเทานั้น กลวยไมในกลุมนี้ เชน เอื้องแฝง กลวยปลวก กลวยสมสยาม เปนตน 
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เทคนิคพีซีอาร (PCR, Polymerase chain reaction) 
 
 ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction) หรือพีซีอารเปนเทคนิคที่ใชเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอน็เออื่น โดยไมจําเปนตองทาํใหช้ินดีเอ็นเอ
ดังกลาวบริสุทธิ์กอน สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอที่สนใจไดโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณใน
เซลลหรือนําไปโคลน การทําพีซีอารคือการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส
ซํ้ากันหลาย ๆ รอบ เพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึ้นเปนทวีคูณ การสังเคราะหดเีอ็นเอจะเกดิขึ้นได
จําเปนตองมีไพรเมอรดวย ดงันั้นจึงใชไพรเมอร 2 ชนิดทีม่ีเบสคูสมกับปลายทั้ง 2 ดานของดีเอ็นเอ
บริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอรจะเกาะกับดีเอน็เอคนละสายและมีปลาย 3' ในทิศ
ทางเขาหากัน ดังนั้นขอกําหนดในการทําพีซีอารคือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณที่
ตองการเพิ่มปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสทั้งหมดหรือทราบเฉพาะสวนปลายก็ได เพื่อการ
ออกแบบสังเคราะหไพรเมอรมาใชในปฏิกริิยาตอไป บริเวณหรือช้ินสวนดีเอ็นเอทีเ่กดิการ
สังเคราะหเพิ่มปริมาณขึ้นจะมีขนาดความยาวเทากับชิน้ดีเอ็นเอจากปลาย 5' ของไพรเมอรหนึ่งถึง
ปลาย 5' ของไพรเมอรอีกชนดิหนึ่งนั่นเอง  
 
 ไพรเมอรที่ใชเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีทําคือสกัดดีเอน็เอ
จากเซลล นํามาใสรวมกับไพรเมอร บัฟเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 
ชนิด ทําใหดีเอ็นเอตนแบบแยกเปนสายเดีย่ว (denaturation) โดยใชความรอนแลวลดอุณหภูมิลง
อยางรวดเรว็เพื่อใหไพรเมอรที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอน็เอเปาหมายและมีปริมาณ
มากกวาชิน้ดีเอ็นเออื่น ๆ มากมายเขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ (annealing) ขั้นสุดทาย
จึงเปลี่ยนอณุหภูมใิหพอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสพรอมทั้งใสเอนไซม
ลงในปฏิกิริยา เอนไซมจะทาํหนาที่สังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร (primer extension)โดยมีดี
เอ็นเอเปาหมายเดิมเปนตนแบบ เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเปาหมาย
จะเพิ่มขึน้เปน 2 เทา เชน จากเดิมมี 1 โมเลกุลจะเพิ่มเปน 2 โมเลกุล ดังนั้นถาทําปฏิกริิยาซ้ํากัน 
(denaturation-annealing-extension) หลาย ๆ รอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึน้จาก 1 เปน 2, 
4, 8, … เทาไปเรื่อย ๆ จนถึง 2n เทา เมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ (สุรินทร, 2545) 
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เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker)  
 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความจําเพาะ
ของสิ่งมีชีวิตตัวหนึ่ง สายพนัธุหนึ่ง สปชีสหนึ่ง หรือในระดับตางสปชีส เปนดีเอ็นเอที่อยูที่ตําแหนง
หนึ่ง ๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA หรือ 
chloroplast DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายไดเนื่องจากเกิดความแปรปรวน 
(variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของ
ลําดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอนั่นเอง  
 
 วิธีตรวจสอบโพลีมอรฟซึมของดีเอ็นเอ (DNA polymorphism) ทําไดโดยการหาลําดบัเบส
ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชเครื่องหมายดเีอ็นเอ วิธีการ
ตรวจสอบอาจทําไดโดยใชวธีิไฮบริไดเซชันหรือวิธีเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพซีีอารเปนหลัก 
 
 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธีไฮบริไดเซชัน (Hybridization-based DNA 
fingerprinting) ทําไดโดยสกดัดีเอ็นเอจากเซลลนํามาตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ แลวแยกขนาดดีเอ็น
เอโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส ถายดีเอ็นเอลงสูแผนเมมเบรนฟลเตอร แลวไฮบริไดซกับโพรบที่ติด
ฉลากดวยสารกัมมันตรังสีหรือสารปลอดรังสี ตรวจสอบผลที่เกิดขึ้น จะปรากฏแถบดีเอ็นเอหลาย
แถบมีลักษณะจําเพาะกับแตละพันธุ 
 
 การตรวจลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร (PCR-based DNA fingerprinting) โดยทําการ
วิเคราะหดีเอ็นเอที่ไดจากกระบวนการเพิ่มปริมาณในหลอดทดลอง เพือ่ใชตรวจสอบดีเอ็นเอ ซ่ึงถา
เปนการตรวจสอบดีเอ็นเอทีต่ําแหนงเฉพาะเพยีงตําแหนงเดียว (single locus) จะใชไพรเมอร 2 ชนิด
ที่จําเพาะกับชวงของดีเอ็นเอหรือยีนหนึ่ง ๆ โดยตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายกอนเพื่อ
เปนขอมูลในการสังเคราะหไพรเมอร  แลวจึงใชไพรเมอร 2 ชนิดนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย
เพื่อตรวจสอบยืนยนัวามยีีนดังกลาว เชน ในการถายยนีหรือตรวจสอบโพลีมอรฟซึมระหวางพันธุ
พืชหรือสัตว ในกรณีที่ตรวจสอบดีเอ็นเอจากหลายตําแหนง (multi-locus) ไพรเมอรที่ใชมักจะเปน
ชนิดสุมรหัสเพียงชนดิเดยีวมาใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหมีปริมาณเพิ่มขึ้นในบางแหงเทานั้น เมื่อดี
เอ็นเอมีมากขึน้ก็สามารถนํามาวิเคราะหโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสและยอมแถบดีเอ็นเอบางแถบได 
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 การวิเคราะหเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวาเครื่องหมายทาง
โมเลกุล (molecular marker) นอกจากจะใชเพื่อศึกษาการจัดเรียงตวัของดีเอ็นเอสวนตาง ๆ ในจีโนม
หรือการทําแผนที่ของยีนแลว ยังสามารถใชตรวจสอบความหลากหลาย (polymorphism) ของพันธุ 
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ ตรวจสอบพันธุพอแมและทดสอบลูกผสม ศึกษาความสัมพันธ
ทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต หาเครื่องหมายทางโมเลกุลที่ใชตรวจสอบหรือบงชี้ลักษณะจําเพาะ 
เชน ความตานทานตอโรค ความตานทานตอสภาพแวดลอมบางอยาง ซ่ึงจะนําไปสูการโคลนยีน
โดยอาศัยแผนที่ (map-based cloning) ไดดวย (สุรินทร, 2545; Joshi et al., 2004) 
 
 การจําแนกพันธุกลวยไมโดยใชเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
 
 ในปจจุบนัไดมีการศึกษาและหาวิธีในการจําแนกกลวยไมชนิดตาง ๆ โดยไดมีการพฒันา
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดตาง ๆ ขึ้นมาใชรวมกับการจําแนกกลวยไมตามลักษณะทางพฤกษศาสตร 
เพื่อใหการจําแนกมีความเหมาะสมและถกูตองมากยิ่งขึน้ เทคนิคที่เปนที่นิยม ไดแก เทคนิค RAPD 
โดยดวงพร (2543) ใชเทคนคิ RAPD ในการจําแนกกลวยไมสกุลแวนดาฟามุย แวนดาแซนเดอเรีย
นา และลูกผสมจํานวน 23 ตน โดยใชไพรเมอร 9 ชนิด ทําใหเกิดแถบดเีอ็นเอ 126 แถบ มีดัชนีความ
เหมือนระหวางชนิดของแวนดาฟามุยและแวนดาแซนเดอเรียนาเพยีง 0.28 ขณะที่ดัชนีความเหมือน
ภายในชนดิแวนดาฟามุย และแซนเดอเรียนามีคา 0.62 และ 0.48 ตามลําดับ ในปเดยีวกัน ประเดิม 
(2543) ใชเทคนิค RAPD ศึกษาความสัมพนัธระหวางชนดิของกลวยไมรองเทานารี หมวด 
Brachypetalum จํานวน 6 ชนิด โดยใชไพรเมอร 520 ชนิด พบวาไพรเมอรจํานวน 8 ชนิด ทําใหเกดิ
แถบดีเอ็นเอจาํนวน 122 แถบ และมีคาดัชนีความเหมือนภายในชนดิอยูในชวง 0.29-0.55 สําหรับ
กลวยไมสกุลแคทลียา Benner et al. (1995) จําแนกหาคาโพลีมอรฟซึมในกลวยไมสกุลแคทลียา 
(Cattleya) ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร 10 ชนิด พบวาไพรเมอรจํานวน 9 ชนดิ ทําใหเกิด
ลายพิมพดีเอน็เอที่เปนเอกลกัษณ โดยมดีชันีความเหมือนระหวางชนดิอยูในชวง 0.22 – 0.61 ในป 
1998 Dubouzet et al.ใชเทคนิค RAPD ในการจําแนก Alstroemeria 7 ชนิด กลวยไม 5 ชนิด 
Carmen 2 ชนิด Butterfly 3 ชนิด และลูกผสม 5 ชนิด โดยใชไพรเมอรจํานวน 9 ชนดิ ผลการ
วิเคราะหสามารถแบงออกเปน 3 กลุมหลัก คือ (a) กลุม Alstroemeria 6 ชนิด (b) กลวยไม Carmen 
และลูกผสม และ (c) Butterfly และ Alstroemeria 1 ชนิด และในป 1999 Lim et al. ศึกษาคา genetic 
distance ของกลวยไมสกุลแวนดา Ascocentrum และ Euanthe โดยใชเทคนิค RAPD พบวา terete-
leaved Vanda ควรจัดอยูในสกุล Papilionanthe สวน Ascocentrum และ Euanthe จัดอยูใน strap-
leaved Vanda ได 
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นอกจากนี้มีการใชเทคนิค RAPD รวมกับ allozyme ในการตรวจหาความแปรผันทาง
พันธุกรรมและรูปแบบโครงสรางของประชากรในกลวยไม 3 ชนิด พบวาไมมีความผนัแปรทาง 
allozyme ที่เปนลักษณะเฉพาะตัวของกลวยไมทั้ง 3 ชนดิ สวนเครื่องหมาย RAPD พบวามีความผัน
แปรทางพันธกุรรมภายในประชากรของ Zeuxine garacilis และ Eulophia sinensis แตประชากร
ของ Z. stratcumatica มีความผันแปรนอย และรูปแบบความผันแปรทางพันธุกรรมมีความสัมพันธ
กับความแตกตางในระบบการผสมพันธุอยางเหน็ไดชัด (Sun and Wong, 2001) และในปเดียวกนั 
Sharma et al. (2001) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกลวยไม Pterostylis 6 ชนิดดวย 
allozyme และวิเคราะห phylogenetic relationship พบวาเครื่องหมาย allozyme สามารถแยกขอ
แตกตางระหวางประชากรไดอยางชัดเจน จากการวิเคราะหดวย Nei’s genetic distance (Nei, 1978) 
พบวาคาดัชนคีวามเหมือนภายในประชากรอยูในชวง 0.859-0.877 
 
 เทคนิค AFLP เปนเครื่องหมายดีเอ็นเออีกชนิดหนึ่งที่มีผูนาํมาใชในการจําแนกกลวยไม
สกุลแวนดา โดยตรวจสอบดีเอ็นเอจาก (1) เนื้อเยื่อบริเวณตาง ๆ เชนใบ และดอก และ (2) ดอก
กลวยไมที่เก็บในเวลาแตกตางกัน พบวาไพรเมอร EcoRI+4 และ MseI+3 ทําใหเกดิรูปแบบ AFLP 
ดีที่สุด โดยพบ polymorphic band มากกวา 10 เปอรเซ็นตในลูกผสมคูเดียวกัน แตพบรูปแบบ 
AFLP ที่แสดงโพลีมอรฟซึมในพันธุที่เกิดจากการกลายของโคลนเดียวกันเพียง 0.3-0.7 เปอรเซ็นต 
(Chen et al.,1999)  
 

ในกลวยไมสกุลหวายมีการตรวจสอบดีเอน็เอโดยโคลนสวนของ ITS (internal transcribed 
spacer) จากกลวยไม หาลําดับเบส และออกแบบไพรเมอร นําไพรเมอรที่ไดมาใชเพิม่ปริมาณดีเอน็
เอจากกลวยไม 47 ตัวอยาง และนําผลผลิตมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 6 ชนิด พบวาไดแบบของดี
เอ็นเอทั้งหมด 41 แบบ สามารถแยกตวัอยางทั้งพันธุพื้นเมืองและพันธุการคาไดเกือบทั้งหมด 
ยกเวนตวัอยางที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกัน (สุรินทร และคณะ, 2548) และไดมกีารศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมสกุลหวาย 12 ชนิดในไตหวนั โดยอาศยัการวิเคราะห
ลําดับเบสบริเวณ ITS ของ ribosomal DNA แลวนํามาหาคา genetic distance และ phylogenetic tree 
พบวาสามารถจัดแบงกลุมได 4 กลุมหลัก และเสนอวาควรจัด D. furcatopedicellatum และ D. 
somai ออกจากกลวยไมสกลุหวาย (Tsai et al., 2004) นอกจากนีย้ังมีการจําแนกกลวยไมสกุลหวาย
โดยเทคนิค AFLP (Xiang et al., 2003) และเทคนิค suppression subtractive hybridization (SSH) 
และ DNA array พบวาเทคนคินี้มีประสิทธิภาพสูงในการจําแนกกลวยไมดวยโพรบที่จําเพาะกับ
กลวยไมชนิดตาง ๆ (species-specific probe) (Li et al., 2004) 
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เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท  
 
 ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ (Microsatellite DNA) เปนกลุมของดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ํา 
(repetitive) เรียงตัวกันประมาณ 1-6 นิวคลีโอไทด โดยการซ้ําติดตอกนัไปเรื่อย ๆ เปนชวงยาว เชน 
(A)n, (GT)n, (GAT)n และ (ATGT)n เปนตน เมื่อ n คือจํานวนชดุซ้ํา มีจาํนวนซ้ําตั้งแต 2 ซํ้าขึ้นไป 
และไมเกิน 100 ซํ้า พบไดในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดทั้งในจีโนมของโพรแคริโอต (Gur-Arie et al., 2000) 
และยแูคริโอต (Morgante et al., 2002) มีการกระจายอยูทัว่จีโนม และถูกขนาบขางดวยลําดับเบส
อนุรักษ (highly conserved sequence) (Chambers and MacAvoy, 2000) เนื่องจากไมโครแซทเทล
ไลทดีเอ็นเอมลัีกษณะเปนลําดับเบสซ้ําขนาดสั้น ๆ ไมซับซอน จึงมช่ืีอเรียกอื่น ๆ อีกวา simple 
sequence repeats (SSR), short tandem repeats (STR), simple sequence length polymorphism 
(SSLP) และ variable number of tandem repeats (VNTR) 
 
 ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจะพบไดทั้งบริเวณทีไ่มเกีย่วของกับการถอดรหัสการ
สังเคราะหโปรตีน (noncoding regions) และบริเวณทีเ่กีย่วของกับการถอดรหัสการสังเคราะห
โปรตีน (coding regions) ความหลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอเกิดจากการขาดหายไป
ของลําดับเบสซ้ํา (deletion) หรือการสอดแทรกของลําดับเบสซ้ํา (insertion) การกลายนี้เกิดจาก
กระบวนการเขาคูผิดตําแหนงของลําดับเบส (slipped-strand mispairing) ในขณะทีม่ีการจําลอง
โมเลกุลดีเอ็นเอ (Litt and Luty, 1989) 
 
 ลักษณะของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอสามารถจําแนกชนิดได 3 ประเภท (Weber, 1990) 
ดังนี ้
 

1.  Perfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่มีเบส 2 หรือมากกวา 2 ตัวเรียงตวัซํ้า
กันไปเรื่อย ๆ เชน (CA)n 

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

3.  Imperfect repeat เปนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่มีเบสชนิดอื่นเขาแทรกในลําดบัเบส
ซํ้า ซ่ึงเกิดจากการกลาย เชน (GA)n(N)n(GA)n  
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การวิเคราะหความหลากหลายของจํานวนชดุที่ปรากฏบนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่
ตําแหนงหนึ่งสามารถใชเทคนิคพีซีอารเพิ่มปริมาณสวนของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดย
จะตองออกแบบไพรเมอรที่มีลําดับเบสเขาคูกันกับลําดับเบสที่ขนาบขางไมโครแซทเทลไลทดีเอ็น
เอ (flanking DNA) เมื่อเพิ่มปริมาณสวนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอแลวสามารถตรวจสอบความ
หลากหลายของไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยแยกขนาดของโมเลกุลดีเอ็นเอที่ไดโดยใชเทคนิค 
อิเล็กโทรโฟรีซีสในโพลีอะครีลาไมดเจล ตรวจสอบผลผลิตพีซีอารที่ติดฉลากดวยสารกัมมันตรังสี 
หรือการยอมดวยสารเคม ี(Weber and May, 1989) 
 

เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายดเีอ็นเอที่มีประสิทธิภาพสูง แตมีขอจํากัด
อันเนื่องมาจากขั้นตอนในการพัฒนาที่มีหลายขั้นตอน วธีิการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทล
ไลทมี 2 วิธี (Rakoczy-Trojanowska and Bolibok, 2004) ไดแก 
 

1.  การหาลําดบัเบสที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากฐานขอมูล (EMBL, GenBank) ซ่ึง
วิธีนี้สามารถทําไดงาย รวดเรว็ และราคาไมแพง โดยทัว่ไปจะพบไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอใน
สวนของดีเอ็นเอบริเวณทีไ่มเกี่ยวของกับการถอดรหัสการสังเคราะหโปรตีนของจโีนม แตวิธีนีจ้ะมี
ขอจํากัดกับพชืที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจหรือพืชทีน่าสนใจทางวทิยาศาสตรที่แสดงใน
ฐานขอมูล เชน ออย (Pinto et al., 2004) ฝาย (Qureshi et al., 2004) ขาว ขาวสาลี และขาวบารเลย 
(Rota et al., 2005) 

 
2.  การสรางหองสมุดจีโนม  (genomic library) ซ่ึงวิธีเดิมนั้นจะทําโดยการตัดชิ้นดเีอน็เอ

ดวยเอนไซมตดัจําเพาะใหมขีนาด 300-1,000 คูเบส แลวนําชิ้นดีเอน็เอมาเชื่อมตอกับดีเอ็นเอพาหะ 
กอนทําการเพิม่ปริมาณในแบคทีเรีย แลวคัดเลือกโคโลนีที่มีเบสซ้ําที่ตองการ (positive clone) โดย
การนําโคลนที่ไดมาไฮบริไดซกับโพรบโอลิโกนิวคลีโอไทดที่มีลําดับเบสซ้ําและติดฉลาก จากนั้น
สกัดพลาสมิดจากโคลนที่ใหผลบวกเพื่อหาลําดับเบสที่ขนาบขางไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ และ
ออกแบบคูไพรเมอร  แตวิธีนี้มีประสิทธิภาพต่ํา เนื่องจากไดโคลนที่ใหผลบวกจํานวนนอย ตอมาจึง
ไดมีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจากหองสมุดจีโนมแบบ enrichment ขึ้นมา โดยการ
ตัดชิ้นดีเอน็เอดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวนําชิ้นดีเอน็เอมาเชื่อมตอกับ adapter และแยกชิ้นดีเอ็นเอ
ที่มีลําดับเบสซ้ําโดยนําไปไฮบริไดซกับโพรบที่มีลําดับเบสซ้ํา (microsatellite oligoprobe) ที่ติด
ฉลากดวยไบโอติน ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ streptavidin ที่เคลือบอยูบน magnetic bead ทําพีซีอารแลว
โคลนเขาไปในเวคเตอร ตรวจสอบดวยเทคนิค colony hybridization เลือกโคลนที่ใหผลบวกมา
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สกัดพลาสมิด หาลําดับเบส และออกแบบไพรเมอร วิธีนีม้ีประสิทธิภาพสูงกวาวิธีดั้งเดิม เพราะ
สามารถเพิ่มจํานวนโคลนทีใ่หผลบวกไดเปนจํานวนมาก Tang et al. (2003) ทําการแยกเครื่องหมาย
ไมโครแซทเทลไลทจากนกกระจอกเทศ พบวาการสรางหองสมุดจีโนมแบบ enrichment นั้นให
โคลนที่มีลําดับเบสซ้ําแบบ CA สูงถึง 78.8% เมื่อเปรียบเทียบกับแบบ non enrichment ที่ใหเพยีง 
0.4% เทานั้น และในป 2004 Wang et al. พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในถ่ัว azuki พบวา
วิธีการสรางหองสมุดจีโนมแบบ enrichment สามารถเพิ่มปริมาณโคลนที่มีลําดับเบสซ้ําไดสูงกวา
วิธี non enrichment ถึง 116 เทา 

 
การตรวจสอบกลวยไมโดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

มีการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเพื่อตรวจสอบกลวยไมแลวหลายชนิด เชน 
กลวยไม Gymnadenia conopsea (Gustafsson and Thorén, 2001) พบเครื่องหมายไมโครแซทเทล
ไลท 6 ตําแหนงที่แสดงความผันแปรสูง โดยมีจํานวน 4-10 แอลลีลตอตําแหนง และมีคา degree of 
polymorphism สูง (Ho = 0.40-0.90; He = 0.54-0.88) กลวยไม Serapias vomeracea (Pellegrino et 
al., 2001) มีเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 6 ตําแหนงสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ และมีคาความ
ผันแปรทางพนัธุกรรมสูง โดยใหจํานวนแอลลีล 3-6 แอลลีลตอตําแหนง และคา Ho อยูในชวง 0.35-
0.86 สําหรับกลวยไม Gymnadenia conopsea มีรายงานอกีในป 2002 (Compbell et al., 2002) ซ่ึง
จากการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 7 ตําแหนง พบวา 4 ตําแหนงมีโพลีมอรฟซึมสูง โดยมี
จํานวนแอลลีลทั้งหมดที่พบในแตละตําแหนงอยูระหวาง 16 ถึง 25 มีคา Ho และ He อยูระหวาง 
0.36-0.67 และ 0.37-0.82 ตามลําดับ และในป 2006 ไดมกีารพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท
สําหรับกลวยไมสกุลแวนดา โดย Lim et al. พบวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจํานวน 13 
ตําแหนงมีโพลีมอรฟซึมในกลวยไมสกุลแวนดา 4 ชนิด แวนดาลูกผสม 11 ชนิด และกลวยไม 
Aranda 1ชนิด โดยใหจํานวนแอลลีลอยูในชวง 2-19 แอลลีลตอตําแหนง สําหรับประชากร            
V. sumatrana มีคา Ho และ He อยูระหวาง 0-0.76 (เฉลี่ย 0.31) และ 0-1 (เฉลี่ย 0.36) ตามลําดับ 

 
สําหรับกลวยไมสกุลหวาย จลุภาค และคณะ (2548) พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทล

ไลทโดยการสรางหองสมุดจโีนมแบบ enrichment ของ dinucleotide repeat และนําดีเอ็นเอ
เครื่องหมายทีไ่ดไปใชในการหาความสัมพันธ และตรวจสอบพันธุประวัติของกลวยไมสกุลหวาย
ตาง ๆ พบวามจีํานวนแอลลีลทั้งหมด 92 แอลลีล และมีคาเฉลี่ยจํานวนแอลลีลตอตําแหนงเทากบั 
5.75 และในป 2006 Yue et al. พัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกุลหวาย
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แบบ enrichment พบวาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจํานวน 14 ตําแหนงมีโพลีมอรฟซึมเมื่อทํา
การตรวจสอบกลวยไมสกุลหวายลูกผสมจํานวน 42 พันธุ โดยมีคาเฉลี่ยจํานวนแอลลีลตอตําแหนง
เทากับ 12.0 ± 1.9 และมีคา Ho โดยเฉลี่ยเทากับ 0.70  
 
การประยุกตใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

1.  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity/Genetic variation) ในพืช 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม รายงานสวนใหญจะใชเครื่องหมายดีเอน็เอชนิด
ที่เปนแบบสุม และตรวจสอบไดคร้ังละหลายตําแหนง แตเมื่อมีการพฒันาเครื่องหมายไมโครแซท
เทลไลทในพืชชนิดตาง ๆ มากขึ้นจึงมีการนาํมาใชในวัตถุประสงคนี้ดวย เชน ในมันเทศ (sweet 
potato) (Zhang et al., 1999) ฝาย (Reddy et al., 2001) ถ่ัวลิสง (He et al., 2002) ดอกทานตะวนั 
(Paniego et al., 2002) Arabidopsis (Symonds and Lloyd, 2003) ออย (Cordeiro et al., 2003) 
มะพราว (Meerow et al., 2003) กาแฟ (Baruah et al., 2003) สตรอเบอรี่ (Sargent et al., 2003)      
ถ่ัวลิสง (Moretzsohn et al., 2004) แตงไทย (Ritschel et al., 2004) ชา (Freeman et al., 2004) 
ยางพารา (Roy et al., 2004) ถ่ัวฝกยาว (Phansak et al., 2005) ฮอพ (Stajner et al., 2005) Picea 
asperata (Wang et al., 2005) โกโก (Sereno et al., 2006) ล้ินจี่ (Li et al., 2006) ฝาย (Bertini et al., 
2006) และลูกพีช (Bouhadida et al., 2007) เปนตน 
  

ในประเทศไทยมีการใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ
เมล็ดพันธุมะเขอืเทศลูกผสม จํานวน 8 พนัธุ โดยใชไพรเมอรจํานวน 16 คู พบวาไพรเมอร 9 คู
สามารถบอกความแตกตางในระดับจีโนไทประหวางพอและแมได (ณัฏยา, 2545) และใชจาํแนก
พันธุขาวที่มีความหอม (ขาวดอกมะลิ 105 กข 15 และ กข 6) และไมมคีวามหอม (ชัยนาท 1) (ปรีชา 
และปยวรา, 2548) ผลการศึกษาพบวาสามารถแยกขาวหอม และไมหอมไดจากการวิเคราะหลําดับ
เบสของไมโครแซทเทลไลทแบบ CT ของเครื่องหมาย RM17 โดยขาวพันธุชัยนาท 1 มีจํานวนซ้ํา 6 
ซํ้า ในขณะที่ขาวขาวดอกมะลิ 105 กข 15 และ กข 6 มีจํานวนซ้ํา 14, 12 และ 13 ซํ้า ตามลําดับ  
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2.  การติดตามยีนและการทําแผนที่จีโนม 
 
การติดตามยนีสามารถทําไดโดยการคนหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับยนีเปาหมาย 

โดยใชรวมกับวิธีการ Bulked Segregant Analysis (BSA) การใช NILs การแสดงตําแหนงยีนที่
ควบคุมลักษณะปริมาณ (QTLs) และการใชฐานขอมูลคอมพิวเตอร (Masojc, 2002)  
 

เนื่องจากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายที่มีโพลีมอรฟซึมสูง แสดงให
เห็นความแตกตางของความยาวที่ขึ้นอยูกบัจํานวนซ้ําของหนวยซํ้า สะดวก และรวดเร็วจึงมกีารนาํ
เครื่องหมายชนิดนี้มาใชในการติดตามยนี โดยมกีารศึกษามากในขาวสาลี ยีนที่ทําการศึกษาสวน
ใหญเปนยีนตานทานโรค เชน ยีนตานทานโรค stripe rust หรือ yellow rust ในขาวสาลี (Fahima et 
al., 1998; Chagué et al., 1999; Peng et al., 1999; Sun et al., 2002) ยีนตานทานโรค leaf rust ใน
ขาวสาลี (Suenaga et al., 2001; Schnurbusch et al., 2004; Vikal et al., 2004; McCartney et al., 
2005; Obert et al., 2005) ยีนตานทานโรค Fusarium head blight (FHB) ในขาวสาลี (Wei et al., 
2005) ยีนตานทานแมลง Russian wheat aphid (RWA) ในขาวสาลี (Miller et al., 2001) ยีนที่ทําให
แคระแกร็น (dwarfing gene) ในขาวสาลี (Korzun et al., 1997; 1998) ยนีตานทานเชื้อรา (powdery 
mildrew) ในขาวสาลี (Chen et al., 2005; Zhu et al., 2005) ยีน thermo-sensitive genic male-sterile 
ในขาวสาลี (Xing et al., 2003) การศึกษาตดิตามยีนในขาว เชน ยีนตานทานโรค sheath blight (Che 
et al., 2003) ยนีตานทานโรค bacterial leaf blight (BB) (Rao et al., 2003) ยีน fertility-restoring 
(Rf)ในระบบ CMS (Tan et al., 2004) ยีนตานทานแมลง whitebacked planthopper (WBPH) 
(Kadirvel et al., 2003) และยีน  premature senescence gene (Pse(t)) ในขาวกลายพนัธุ เพื่อศึกษา
การทํางานระดับโมเลกุลของการเสื่อมที่เกดิขึ้นกอนเวลาอันควรในขาวลูกผสม (Li et al., 2005) 
นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาตดิตามยีนในพืชชนิดอื่น เชน ในพริก เพื่อทําการปรับปรุงพันธุพริกใหมี
ลักษณะตานทานโรค (อรรัตน, 2543) ยนีควบคุมสีของเมล็ดใน Brassica juncea เพื่อปรับปรุง
คุณภาพของน้าํมันในเมล็ดใหดีขึ้น (Padmaja et al., 2005) ยีนตานทาน fusarium vascular wilt ใน
ถ่ัว lentil (Hamwieh et al., 2005) คัดเลือกพืชที่ตานทานตอโรคใบจดุ (angular leaf spot) ในถั่ว 
Phaseolus vulgaris (Silva et al., 2003) ยีนตานทานโรค phytophthora root rot (Demirbas et al., 
2001) และยีนตานทานโรค frogeye leaf spot (FLS) ในถ่ัวเหลือง (Yang et al., 2001) ยีนตานทาน
โรค leaf scald ในขาวบารเลย (Genger et al., 2003) และยีนทนตอดินทีม่ีอลูมิเนียมสูงในขาว
บารเลย (Raman et al., 2003) ในขาวไรย (Matos et al., 2005) เปนตน ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการ
ปรับปรุงพันธุและการคัดเลอืกพันธุที่ด ี
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 นอกจากการตดิตามยีนยังสามารถนําไปใชในการทําแผนที่จีโนม (Genetic linkage map 
และ QTL mapping) ในพืชหลายชนิด เชน ในขาวสาลี (Röder et al., 1998) ขาวบารเลย (Ramsay et 
al., 2000) ขาวฟาง (Bhattramakki et al., 2000) กุหลาบ tetraploid (Rajapakse et al., 2001) มัน
สําปะหลัง (Mba et al., 2001) ขาว (McCouch et al., 2002) ขาวโอต (Pal et al., 2002) ถ่ัวแดง 
(Gaitán-Solís et al., 2002) ขาวสาลี (Gupta et al., 2002) และ alfalfa (Julier et al., 2003) เปนตน 

 
การใชไมโครแซทเทลไลทเปนเครื่องหมายมีขอดี เนื่องจากเปนเครื่องหมายดเีอ็นเอที่มีโพลี

มอรฟซึมสูง มีการกระจายทัว่จีโนม ทั้งระหวางยีนและภายในยีน แสดงการขมแบบขมรวมกัน และ
การวิเคราะหสามารถทําไดงาย และรวดเรว็โดยใชเทคนิคพีซีอาร ซ่ึงตองการปริมาณดเีอ็นเอเริ่มตน
เพียงเล็กนอย (Weber, 1990) นิยมใชตรวจสอบสิ่งมีชีวิตที่มีพันธุกรรมใกลเคียงกันมาก ๆ เชน 
ตัวอยางภายใน species เดียวกัน ใชไดทั้งในคน (Litt and Luty, 1989; Weber and May, 1989; 
Mitas, 1997; Kimpara et al., 1997) สัตว เชน ในกุงกุลาดํา (Pongsomboon et al., 2000) ชาง 
(Archie et al., 2003) ฉลาม (Keeney and Heist, 2003) เตาทะเล (Aggarwal et al., 2004) แพะ 
(Iamartino et al., 2005) และพืชดังทีก่ลาวแลว 
 
 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 

 
กลวยไมสกุลหวายพันธุตาง ๆ แสดงไวในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายทีใ่ชในการศึกษา 
 

ตัวอยางที ่ ช่ือตัวอยาง ตัวอยางที ่ ช่ือตัวอยาง 
1 รินนภา 21 แมงมุมดํา 
2 ขาว 5 N 22 Den. Reha Zehorn 
3 ขาวสนาน 23 เบ็ตตี้ 
4 มิสทีน 24 ซารูเรีย 
5 บอม 17 แดง 25 ซันเกียว 
6 บอม K หวาน 26 ชมพูกลม 
7 ขาวประวทิย 27 บูรณะซันชาย 
8 โจแดง 28 บูรณะกรนี 
9 เอริกา 29 บูรณะเจด 
10 พีกาซัส มก. 30 เจาพระยาบลู 
11 Den. Jaquelyn Thomas 31 ใจฮาน 
12 อโนชา x กลูดิอาย 32 พานาว ี
13 หวายเจยีตโกลส 33 เอเมรอน 
14 มาดาม 34 วอเตอรอุไรวรรณ 
15 มิสสิงคโปร 35 หอม 16 
16 บุญเหลง 36 บางกอกแฟนซี 
17 ซีซาบางกอก 37 คานาเคซีไอ 
18 พีกาซัส 38 ขาวกลม 
19 แดงโตลา 39 สะเก็ดดาว 
20 เอียสกุล 40 Den. Jaquelyn Concert 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

ตัวอยางที ่ ช่ือตัวอยาง ตัวอยางที ่ ช่ือตัวอยาง 
41 สกลบลู 46 ชูโทน 
42 เรเย็นพราว 47 มีแสงนิล 
43 มิดไนทลิบสตกิ 48 ประพิน 
44 เก็ตติ้งบล ู 49 ซีซาแคระ 
45 บุญชูโกลด   
 

วิธีการ 

 
1. การสกัดแยกดเีอ็นเอจากกลวยไม 
 

สกัดแยกดีเอน็เอจากกลวยไมสกุลหวายพนัธุตาง ๆ โดยใชวิธีที่ประยุกตจาก Dellaporta et 
al. (1983) (ภาคผนวก 1) 
 
2. การโคลนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอโดยวิธี SSR enrichment 
 
 แยกโคลนที่มไีมโครแซทเทลไลทตามวิธีการที่ประยุกตจาก Yaish and Vega (2003) โดย
นําดีเอ็นเอมาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI หรือ TaqI แลวนําชิ้นดเีอ็นเอที่ไดมาเชื่อมตอกับ 
adapter ตรวจสอบและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร นําผลผลิตพีซีอารที่ไดไปไฮบริไดซกับ 
โอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดีย่วที่มีลําดับเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลทจํานวน 6 ชนิด คือ 
(CA)15, (GA)15, (ACC)10, (CCT)10, (GAT)10 และ (ATCT)7 สําหรับดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ MseI และโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดี่ยวทีม่ีลําดับเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลท
จํานวน 4 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10และ (CCT)10 สําหรับดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ TaqI ซ่ึงแตละชนิดติดฉลากที่ปลาย 5' ดวยไบโอติน (Biotinylated oligo) เพือ่แยกชิน้ดีเอน็
เอที่เกาะกับโพรบเมื่อทําปฎิกิริยากับ streptavidin ที่เคลือบอยูบน megnetic beads ลางดีเอ็นเอ
เปาหมายออกจาก beads และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายดวยวิธีพีซีอาร จากนั้นเชื่อมตอดีเอ็นเอ
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เขากับพลาสมิด pGEM-T และถายพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชัน (ดู
รายละเอียดในภาคผนวก 2) 
 
3. การคัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากหองสมุดจีโนม 
 
 คัดเลือกโคโลนีสีขาว โดยใชไมจิ้มฟนเขีย่เชื้อมาใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีน้ํากลั่น
นึ่งฆาเชื้อปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนํามาใชเปนดเีอ็นเอตนแบบ (template) ในการ
ตรวจสอบดวยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร แลวคัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกมาตรวจสอบวามี
ไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอหรือไมดวยวิธี dot blot hybridization โดยนาํผลผลิตพีซีอารที่ไดจากแต
ละโคลนหยดลงบนแผนเมมเบรน ทําการไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบที่มีลําดับไม
โครแซทเทลไลทดีเอ็นเอที่ตดิฉลากดวยไบโอติน และตรวจสอบโดยชดุตรวจสอบ North2South 
Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit (Pierce Biotechnology) (ภาคผนวก 3) 
 
4. การหาลําดับนวิคลีโอไทดและออกแบบไพรเมอร 
 

4.1 คัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอมาสกัดพลาสมิดดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป 
QIAprep® Spin Miniprep Kit (QIAGEN) แลวสงพลาสมิดไปหาลําดบันิวคลีโอไทด ณ หนวย
บริการชีวภาพ (BSU) หรือบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
  

4.2 ออกแบบและสังเคราะหไพรเมอร (Forward และ Reverse) จากลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณที่ขนาบขางไมโครแซทเทลไลท (flanking region) ใหมีความยาวประมาณ 20 เบส และมีคา 
Tm ของไพรเมอรใกลเคียงกนั 
  
 ทดสอบไพรเมอรโดยนําไพรเมอรที่ออกแบบไดมาทําปฏิกิริยาพีซีอารกับจีโนมิกดีเอน็เอที่
สกัดไว เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการทําปฏิกิริยาพีซีอารที่จะทําใหเกิดผลผลิตพีซีอารที่จําเพาะ 
โดยปฏิกิริยาประกอบดวยสารละลายดีเอ็นเอ (25 ng/μl) 1.0 ไมโครลิตร Forward primer (5 
pmol/μl) 1.0 ไมโครลิตร Reverse primer (5 pmol/μl) 1.0 ไมโครลิตร dNTP mix (2 mM) 1.5 
ไมโครลิตร 10X PCR buffer 1.5 ไมโครลิตร MgCl2 (50 mM) 0.75 ไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase (5 U/μl) 0.1 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 15.0 ไมโครลิตร ปรับ
โปรแกรมการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอจนไดสภาวะที่เหมาะสมกับแตละคูไพรเมอร 
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PIC  =  H  =  1 - Σ pi
2 

k 

i=1 

5. การตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมโดยใชเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 
 
 นําดีเอ็นเอกลวยไมสกุลหวายสายพันธุตาง ๆ มาเพิ่มปริมาณโดยใชคูไพรเมอรที่เลือกไว 
และตรวจสอบผลดวยอิเล็กโทรโฟรีซิสบนเจลโพลีอะครีลาไมดความเขมขน 6 เปอรเซ็นต แลวยอม
ดวยซิลเวอรไนเตรท (สุรินทร, 2545) 
 
6. การวิเคราะหขอมูล 
 

6.1 นําขอมูลแอลลีลที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมโดยใชคูไพรเมอรตาง ๆ  
มาบันทึกเปนขอมูลไบนารี (binary) เพื่อทาํการเปรียบเทยีบการเกดิแอลลีลขนาดตาง ๆ กันบนเจล
โพลีอะครีลาไมด โดยใหคะแนนตําแหนงที่เกิดแอลลีลเปน 1 และใหคะแนนตําแหนงที่ไมเกดิแอล
ลีลเปน 0 วิเคราะหความสัมพันธทางพันธกุรรมโดยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m  
 

6.2 นําขอมูลแอลลีลที่วิเคราะหไดมาคํานวณความถี่ของแอลลีล (allele frequency) และ
จํานวนแอลลีลตอตําแหนง (number of allele per locus) 

 
6.3 นําขอมูลแอลลีลที่วิเคราะหไดมาคํานวณคา Polymorphic Information  Content (PIC) 

จากสูตร                                                      
                     
         
 
 
 โดย pi คือ ความถี่ของแอลลีลที่ i, k คือ จํานวนแอลลีล (Hedrick, 1985) คา PIC หรือ

คา expected heterozygosity (He) เปนคาทีบ่งชี้โอกาสที่จะพบตวัอยางทีค่ัดเลือกมีการเกิดโพลีมอรฟ
ซึม 

 
6.4 นําขอมูลแอลลีลที่วิเคราะหไดมาคํานวณคา observed heterozygosity (Ho) 
 

Ho = จํานวนตัวอยางที่มีจีโนไทปแบบ heterozygous 
 จํานวนตัวอยางทั้งหมด 



 
 

25 

ne =  1/Σ pi
2 ne  =  1 / Σ pi
2 

6.5 นําขอมูลแอลลีลที่วิเคราะหไดมาคํานวณคา effective number of allele (ne) 
 
     
 
7. สถานที่ทําการทดลอง 
 

สถานที่ทําการวิจัย คือหองปฏิบัติการวิจัยและเรือนเพาะชาํของภาควิชาพันธุศาสตร คณะ   
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร เขตจตุจักร กรุงเทพฯ 
 
8. ระยะเวลาในการทดลอง 
 

 ระยะเวลาทําการวิจัย คือ ตั้งแตเดือนมนีาคม 2547 ถึงเดือนมีนาคม 2550 
 
 
 
 



ผลและวิจารณ 

 
1. การแยกไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ 

 
สกัดดีเอ็นเอจากใบกลวยไมสกุลหวายพันธุตาง ๆ แลวเลือกเพียง 1 ตัวอยางนํามาทําการ

โคลนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอโดยวิธี  SSR enrichment โดยตัดดีเอน็เอกลวยไมพนัธุรินนภา
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ1 ชนิด คือ เอนไซม MseI ซ่ึงมีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (5'-TTAA-3') หรือ
เอนไซม TaqI ซ่ึงมีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (5'-TGCA-3') จากนั้นเชื่อมตอดีเอ็นเอที่ตัดแลวกับ 
adapter และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพซีีอาร แยกลําดบัเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทโดยนํา
สารละลายดีเอ็นเอมาทําไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดีย่วที่มีลําดับเบสซ้ําแบบ
ไมโครแซทเทลไลทจํานวน 6 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10, (CCT)10, (GAT)10 และ (ATCT)7 
สําหรับดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI และโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดีย่วที่มีลําดับ
เบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลทจํานวน 4 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10 และ (CCT)10 สําหรับดี
เอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ TaqI โพรบแตละชนดิติดฉลากที่ปลาย 5' ดวยไบโอติน 
(Biotinylated oligo) จึงสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอที่เกาะกบัโพรบไดเมื่อทําปฏิกิริยากับ streptavidin ที่
เคลือบอยูบน magnetic beads นําลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทที่แยกไดมาทําใหเปนสายคู 
โดยเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร จากนั้นเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากบัพลาสมิด และถายพลาสมิด 
ลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชัน พบวาจํานวนโคลนที่ไดจากหองสมุดจีโนมที่
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI มีจํานวน 292 โคลน คัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกโดย
วิธีพีซีอาร ไดจํานวน 168 โคลน จากนั้นตรวจสอบไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอดวยวิธี dot blot 
hybridization พบวาไดโคลนที่ใหผลบวกจํานวน 43 โคลน คิดเปน 26 เปอรเซ็นต  

 
การพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลทในครั้งแรกไดโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดี

เอ็นเอจํานวนนอย อาจเนื่องมาจากมกีารจบักันเองของโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดีย่วที่มีลําดับ
เบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลทในขั้นตอนการทําไฮบริไดเซชันเพื่อทําการแยกลําดับเบสที่เปนไม
โครแซทเทลไลท โดยในขั้นตอนนี้จะใสโพรบไปจํานวน 6 ชนิด และพบวาโอลิโกนิวคลีโอไทด 
โพรบชนิด (ACC)10 สามารถจับกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบชนิด (GAT)10 ได และโอลิโกนิวคลี
โอไทดโพรบชนิด (GA)15สามารถจับกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบชนิด (ATCT)7 ได ทําใหการ
แยกลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทมีประสิทธิภาพต่ํา สงผลใหไดโคลนที่ใหผลบวกจํานวน
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นอย เมื่อเปรยีบเทียบกับการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทโดยวิธีเดียวกนันีใ้นพืชชนิดอืน่ 
เชน Neobalanocarpus heimii (Iwata et al., 2000) ยูคาลิปตัส (Steane et al., 2001) white clover 
(Trifolium repens L.) (Kölliker et al., 2001) Kandelia candel (Sugaya et al., 2002) และลูกพลัม 
(Mnejja et al., 2004) ไดโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอถึง 94, 63, 70.6, 90 และ 72.1 
เปอรเซ็นตตามลําดับ 

 
จากผลการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจากหองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซม 

MseI ดังกลาว จึงทดลองซ้ําโดยเปลี่ยนเอนไซมตัดจําเพาะเปน TaqI และลดจํานวนชนิดของโอลิโก
นิวคลีโอไทดโพรบเหลือ 4 ชนิด โดยตดัชนิดที่สามารถจับตัวกันไดออก พบวาจากหองสมุดจีโนม
ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI ไดจํานวนโคลนหลังจากการทรานสฟอรเมชันจํานวน 539 โคลน 
หลังจากทําพซีีอารคัดเลือกโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกไดจํานวน 469 โคลน สุมโคลนจํานวน 
169 โคลนมาตรวจสอบดวยวิธี dot blot hybridization พบวาไดโคลนที่ใหผลบวกจาํนวน 152 
โคลน คิดเปน 90 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปนคาที่สูงสอดคลองกับการพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทล
ไลทในพืชชนดิอื่นดังที่กลาวมาแลว จากลาํดับเบสที่มีไมโครแซทเทลลสามารถออกแบบไพรเมอร
ได 73 คู (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2  เปรียบเทียบจํานวนโคลนที่ไดระหวางการพฒันาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจาก

หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด 
 
ขั้นตอนการพฒันาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

MseI TaqI  
1.  จํานวนโคลนจากการทําทรานสฟอรเมชัน 292 539  
2.  จํานวนโคลนที่คัดเลือกไดจากการทําพซีีอาร 168 469  
3.  จํานวนโคลนที่นํามาตรวจสอบดวยวิธี dot blot  
     hybridization 

168 169  

4.  จํานวนโคลนที่ใหผลบวกจากการทํา dot blot  
     hybridization 

43 152  

5.  เปอรเซ็นตโคลนที่ใหผลบวก 26 90  
6.  จํานวนโคลนที่นําไปหาลําดับเบส  43 152  
7.  จํานวนไพรเมอรที่ออกแบบได  10 63  
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จากการหาลําดับเบส เมื่อนํามาตรวจดูสามารถจําแนกลําดับเบสในโคลนตาง ๆ ออกเปน 4 
กลุมไดดังนี ้

 
1.  กลุมที่ลําดับเบสมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรกสมบูรณและมลํีาดับเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทล

ไลทอยูบริเวณตรงกลาง 
 

2.  กลุมที่ลําดับเบสมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรกสมบูรณและมลํีาดับเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทล
ไลทอยูบริเวณสวนตนหรือสวนปลาย ทําใหไมมีที่สําหรับออกแบบไพรเมอร  
 
 3.  กลุมที่ลําดับเบสมีช้ินดีเอน็เอสอดแทรกสมบูรณแตไมมีลําดับเบสซ้ําแบบไมโครแซท
เทลไลท 
 
 4.  กลุมที่ลําดับเบสไมสมบูรณโดยมีความบกพรองของการอานลําดับเบส 
 

จากการนําโคลนที่ใหผลบวกในการทํา dot blot hybridization จากหองสมุดจีโนมที่ตดัดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MseI จํานวน 43 โคลนมาหาลําดับเบส พบวามีลําดับเบสซ้ําแบบไมโครแซท
เทลไลทเพียง 27 โคลน (คิดเปน 62.8 เปอรเซ็นต) และ 17 โคลนไมเหมาะสมสําหรับการออกแบบ
ไพรเมอร เนื่องจากลําดับเบสที่ขนาบขางลําดับเบสซ้ําบริเวณ 5' หรือ 3' ส้ันเกินไป (นอยกวา 10 คู
เบส) หรือไมมเีลย สวนโคลนที่เหลือ 3 โคลนมีลําดับเบสซ้ําแบบอื่น ๆ และไมมีลําดับเบสซ้ําเลย
และอีก 13 โคลนมีลําดับเบสไมสมบูรณโดยมีความบกพรองของการอานลําดับเบส สําหรับ
หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI พบวาจาก 152 โคลนที่ทําการหาลาํดับเบส พบวา 
135 โคลน (คิดเปน 88.8 เปอรเซ็นต) มีลําดับเบสซ้ํา และพบวา 72 โคลนมีลําดับเบสบริเวณปลาย 5' 
หรือ 3' ส้ันเกนิไป หรือไมมเีลย และโคลน 1 โคลนไมมีลําดับเบสซ้ํา อีก 16 โคลนไมสามารถอาน
ลําดับเบสได (ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 3  เปรียบเทียบความถี่ของลําดับเบสแตละชนิดที่พบระหวางการพัฒนาเครือ่งหมายไมโคร 
แซทเทลไลทจากหองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด 

 
ลักษณะของลําดับเบส หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

MseI TaqI  
1.  ลําดับเบสมีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบูรณ  
     (กลุมที่ 1) 

10 63  

2.  ลําดับเบสที่ไมมีสวนหวัหรือทายใหออกแบบ 
     ไพรเมอร (กลุมที่ 2 ) 

17 72  

3.  ลําดับเบสที่ไมมีลําดับเบสซ้ําแบบ 
     ไมโครแซทเทลไลท (กลุมที่ 3) 

3 1  

4.  ลําดับเบสไมสมบูรณโดยมีความบกพรองของ 
     การอานลําดับเบส (กลุมที่ 4) 

13 16  

จํานวนรวม 43 152  
 
 สาเหตุที่โคลนสวนใหญมีลําดับเบสบริเวณปลาย 5' หรือ 3' ส้ันเกินไป หรือไมมีเลยนัน้ 
อาจเนื่องมาจากเอนไซมตัดจาํเพาะที่นํามาใชไมเหมาะสม ลําดับเบสที่ไดจากการตัดดีเอ็นเอดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MseI จะมีเบสชนิด A และ T เปนองคประกอบสวนใหญ ทําใหบริเวณที่ขนาบ
ขางไมโครแซทเทลไลทมีคา Tm ต่ําไมเหมาะสําหรับออกแบบไพรเมอร สวนเอนไซมตัดจําเพาะ 
TaqI นั้นมีบริเวณจดจําบางสวนเปนลําดับเบสซ้ํา Hamilton et al. (1999) กลาววาสามารถแกปญหา
นี้ไดโดยการตดัดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะหลาย ๆ ชนิด ซ่ึงจะเพิ่มโอกาสใหไดลําดับเบสที่ยาว
ขึ้น 
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นําโคลนทั้งหมดที่มีลําดับเบสซ้ํามาจําแนกออกเปนกลุม ๆ ไดแก dinucleotide repeat, 
trinucleotide repeat, short tandem repeat และ compound repeat (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที่ 4  ลําดับเบสชนิดตาง ๆ ที่พบในการพัฒนาเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท 
 

ลําดับเบสซ้ํา หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
MseI TaqI  

Dinucleotide Repeats 
            GA/TC 
            CA/TG 
 

 
9 72 
- 1  

Trinucleotide Repeats 
            CCT/AGG 
            GAT/ATC 
 

 
1 36 
1 -  

Short Tandem Repeats 
            (GGGTTTA)n/(TAAACCC)n 

 
9 -  
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

ลําดับเบสซ้ํา หองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
MseI TaqI  

Compound Repeats 
            (GT)n และ (GA)n 
            (GA)n และ (GT)n(GA)n/(CT)n และ 
(CT)n(CA)n 
            (AGG)n และ (GA)n/ (CT)n และ (CCT)n 
            (GT)n(GA)n/(GA)n(GT)n/(CT)n(CA)n 
            (CA)n(CT)n และ 
(CCT)n(CCA)n(CCT)n(CCA)n 
            (CCT)n(CCA)n(CCT)n 
            (GA)n และ (GA)n(TAGA)n 
            (CT)n(CA)n(TA)n 
            (CCT)n(CCA)n  
            (CCT)n(CCA)n(CCT)n(CA)n(CT)n  
            (GA)n(GT)n(GA)n(GT)n 
            (GA)n(GT)n(GA)n 
            (CT)nGAA(ATCT)n(CT)n  
            (GGT)nAAT(GGA)n  
            (AAG)n(AGG)n   

 
- 2 
2 4 

 
1 2 
1 6 
1 - 

 
- 4 
1 - 
- 1 
- 2 
- 1 
- 1 
- 1 
1 - 
- 1 
- 1  

รวม 27 135  
 

เมื่อนําโคลนทั้งหมดที่มีลําดบัเบสซ้ํามาจําแนกออกเปนกลุม ๆ พบวาบางโคลนมีลําดับเบส
ซํ้ามากกวา 1 ชนิดในลําดับเบสเสนเดียวกนั (ภาพที่ 1) และพบวากลุมที่มีลําดับเบสซ้ํา 2 เบส
ติดตอกัน (dinucleotide repeats) มี 2 ชนิด คือ ชนิดที่มีการเรียงตัวซํ้ากนัของเบสชนิด(GA)n พบมาก
ที่สุดถึง 50% และ (CA)n ที่พบเพียง 0.6% การเรียงตัวซํ้ากันของเบสชนิด GA/TC มากกวาเบสชนดิ 
CA/TG นี้สอดคลองกับที่พบในพืชหลายชนิด เชน ถ่ัวลิสง (He et al., 2003) ยางพารา (Roy et al., 
2004) อะโวกาโด (Ashwort et al., 2004) และ chickpea (Sethy et al., 2006) จากการสํารวจลําดับ
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เบสซ้ําที่พบในพืชโดย Wang et al.(1994) พบวาการเรยีงตัวซํ้ากันของเบสชนิด (AT)/(AT) จะมี
ความถี่มากทีสุ่ด และพบความถี่ของการเรียงตัวซํ้ากนัของเบสชนิด (GA)/(TC) และ (CA)/(TG) 
รองลงมาตามลําดับ ในงานวิจัยคร้ังนี้ไมพบการเรียงตวัซํ้ากันของเบสชนิด AT/AT เนื่องจากไมได
ออกแบบโพรบที่มีลําดับเบสซ้ําดังกลาว เพราะโอลิโกนวิคลีโอไทดชนิด (AT)n จะจบักันเอง สวน
กลุมที่มีลําดับเบสซ้ํา 3 เบสซ้ําติดตอกัน (trinucleotide repeats) พบเพียง 2 ชนิด คือ CCT/AGG และ 
GAT/ATC ซ่ึงการเรียงตัวซํ้ากันของเบสชนิด CCT/AGG จะมีมากถึง 22.8% การเรียงตัวซํ้ากันของ
เบสชนิด GAT/ATC พบเพียง 0.6% สวนการเรียงตัวซํ้ากันของเบสชนิด ACC/GGT และ 
ATCT/AGAT  จะปรากฏรวมกับการเรียงตัวซํ้ากันของเบสชนิดอื่นใน compound repeat 

 
ภาพที่ 1  ลําดับเบสของโคลนที่มีลําดับเบสซ้ํามากกวา 1 ชนิด คือ (GA)n และ (GT)n(GA)n 

 
 นอกจากนี้ยังพบลําดับเบสซ้ําชนิดอื่น ซ่ึงมีเบส 7 เบสเรียงตัวซํ้าติดตอกัน คือ 
(GGGTTTA)n/(TAAACCC)n คิดเปน 5.6% แตไมสามารถออกแบบไพรเมอรได เนื่องจากมีลําดับ
เบสที่ปลาย 5' และ 3' ส้ันเกินไป 
 
2. เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท 
 
 นําลําดับเบสที่มีลักษณะดังกลุมที่ 1 คือ ลําดับเบสมีช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกสมบูรณและมี
ลําดับเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลทอยูบริเวณตรงกลางมาออกแบบไพรเมอร และคัดเลือกลําดับ
เบสที่มีลักษณะดังกลุมที่ 4 คือลําดับเบสไมสมบูรณโดยมคีวามบกพรองของการอานลําดับเบสมา
สกัดพลาสมิดเพื่อหาลําดับเบสจากดาน 3' (reverse) เพื่อใหไดลําดับเบสจากบริเวณสวนหลังยอน
ขึ้นมาดานหนาเพื่อออกแบบไพรเมอรบริเวณสวนหลังได ออกแบบไพรเมอรจากโคลนที่มีบริเวณ
ของลําดับเบสซ้ํามากกวาหรือเทากับ 10 ซํ้าโดยใชโปรแกรม Primer 3 จาก 
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi 
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 แตละลําดับเบสจะออกแบบไพรเมอร 2 เสน คือ Forward primer (F) 1 เสน และ Reverse 
primer (R) 1 เสน โดยใหครอมสวนที่เปนลําดับไมโครแซทเทลไลท โดยไพรเมอรแตละเสนมีความ
ยาวประมาณ 18-27 คูเบส มีคา melting temperature (Tm) ใกลเคยีงกัน ซ่ึงคํานวณไดจากสูตร Tm = 
[4 x (G+C)] + [2 x (A+T)] โดย G, C, A และ T คือจํานวนเบสแตละชนิดที่มีในสายโอลิโกนิวคลีโอ
ไทดนั้น (สุรินทร, 2545) ไพรเมอรแตละเสนมี GC content ระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต และมีขนาด
ของผลผลิตพีซีอารที่คาดหมายประมาณ 100-350 คูเบส 
 
 จากการออกแบบไพรเมอรไดไพรเมอรทั้งหมด 73 คู โดย 10 คูแรกไดจากหองสมุดจโีนมที่
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI อีก 63 คูไดจากหองสมดุจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI 
(ตารางที่ 2) นําไพรเมอรทั้ง 73 คู มาทดสอบเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากกลวยไมตัวอยางจํานวนหนึ่ง 
สวนใหญไดผลไมเปนไปตามที่คาดหมาย ไมเกิดแถบดีเอ็นเอ หรือเกดิแถบดีเอ็นเอจาํนวนมากคลาย
กับการใชไพรเมอรแบบสุม จึงทําการออกแบบไพรเมอรใหม โดยนําลําดับเบสที่ออกแบบไพรเมอร
ไปแลวมาออกแบบไพรเมอรเพิ่มเติม บางลาํดับเบสออกแบบไพรเมอรใหมทั้ง Forward primer และ 
Reverse primer บางลําดับเบสออกแบบ Forward primer หรือ Reverse primer ใหมเพยีงเสนเดยีว 
และนําไพรเมอรใหมและเกาที่ออกแบบไดมาจับคูกัน และคํานวณขนาดผลผลิตพีซีอารที่คาดหมาย 
พบวาไดไพรเมอรทั้งหมดจาํนวน 189 คู และพบวามีไพรเมอรจํานวน 8 คูที่ผลผลิตพีซีอารมีขนาด
เปนไปตามที่คาดหมาย 
 
 คัดเลือกคูไพรเมอรที่ใหผลผลิตพีซีอารมีขนาดเปนไปตามที่คาดหมายและทําใหเกดิโพลี
มอรฟซึมจํานวน 8 คู (ตารางที่ 5) ประกอบดวยคูไพรเมอรที่ไดจากหองสมุดจีโนมทีต่ัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ MseI จํานวน 2 คู ไดแก DR02 และ DR06 และไพรเมอรที่ไดจากหองสมุด
จีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ TaqI จํานวน 6 คู ไดแก DR12, DR26, DR30, DR31, DR49 และ 
DR67 มาตรวจสอบกับตัวอยางดีเอ็นเอกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจาํนวน 49 ตัวอยางดวย
เทคนิคพีซีอาร แลวนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาทําอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing polyacrylamide gel 
(ภาพที่ 2 – ภาพที่ 9)



ตารางที่ 5  ชื่อไพรเมอร ลําดับเบสของไพรเมอร จํานวนเบส ชนิดและลักษณะของลําดับเบสซ้ํา คา GC content และคา Ta 
 
No. ชื่อ ลําดับเบสของไพรเมอร (5'-3') จํานวนเบส 

(คูเบส) 
ชนิด ลําดับเบสซ้ํา %GC Ta  

(oC) 
1. DR02 F: GGACATAAAGAGAGCAGGG 

R: ATATCCCACCTCCCCCTATC 
19 
20 

imperfect  
compound repeat 

(GAGT)4GT(GA)12(TAGA)6 53.0 
59.0 

50 
 
 

2. DR06 F: GGCCAAAGACTCCTAGCTGA 
R: CATCTCTCCCCATGCAACTT 

20 
20 

perfect repeat      (AGG)25    55.0    
50.0 

  45* 
 
 

3. DR12 F: AAGGCGGCATCGGCGAATG     
R: CCTCCCCTTTCTCTCTATTCC 

19 
21 

  imperfect 
compound repeat 

(AGG)13GATA(GA)3 
GT(GA)2AAA(GA)4 

  63.2 
  52.4 

45 
 
 

4. DR26 F: CGATCTTTCACTCTCTCCATCAC 
R: ACAAAAGGGGAGAGAGCATGAG 

23 
22    

perfect repeat   (CT)18   47.8   
50.0 

57 
 

 
 

34 



ตารางที่ 5  (ตอ) 
 
No. ชื่อ ลําดับเบสของไพรเมอร (5'-3') จํานวนเบส 

(คูเบส) 
ชนิด ลําดับเบสซ้ํา %GC Ta 

(oC) 
5. DR30 F: CTCTCCATCTTGCCATCCTC 

R: AGCTTGTGGGGAAGGCTGG 
20 
19   

imperfect repeat (CT)3TA(TC)3TA(TC)3   55.0 
63.2 

57 
 
 

6. DR31   F: AGAGGGAGAGTGCAAGAG 
R: CGCTATTTCCATCCCTCC 

18  
18       

perfect repeat   (GA)10 55.6 
55.6 

58* 
 
 

7. DR49 F: ACTTGGTGGTCGACGAGGTC 
R: GAGCAAGGGGAGGGATAGAG 

20 
20 

  imperfect 
compound repeat 

(CCT)5(CCA)2(CCT)4(CA)3(CT)6, 
(CT)7, (CT)6ATCTCA(CT)4 

60.0 
60.0 

45 
 
 

8. DR67 F:CGATAACTATCTATATCCCCCTATCTC 
R: AGAGAGCAACAGGAGGAATG 

27 
20 

imperfect repeat (TC)3T3(CT)2CATTCA 
(CT)6AGA(TC)3 

40.7 
50.0 

56 

 

* หมายถึง การทําพีซีอารโดยใชโปรแกรม touchdown PCR 
 
 35 



 
 

36 

 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 2  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR02 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 
  ประมาณ 203-224 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 5 แอลลีล 
 
 

 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 3  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR06 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 195-208 คูเบส  [M คอื แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 6 แอลลีล 
 
 
 
 
 
 
 
 

     M  1   2   3   4    5    6   7    8   9  10  11  12 13  14  15 16 17 18   19 20  21  22  23 24  25  26 27   28  29 30 31  32  33  34 35 36  37  38  39  40 41 42  43  44  45 46 47 48 49  M 

200 bp => 

225 bp => 

200 bp => 

     M   1    2    3   4   5   6    7    8    9  10 11  12  13 14  15 16 17  18  19 20   21 22  23 24   25 26 27   28  29  30 31  32 33  34   35 36  37  38   39   40  41  42   43 44   45  46   47 48  49  M 

1  
2 

3 
4 5  

1  
3  
4  
6  

2  

5  
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ภาพที่ 4  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR12 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 152-172 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 5 แอลลีล 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR26 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
   ประมาณ 169-182 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
   ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

  แตกตางกันจาํนวน 4 แอลลีล 
 
 
 

 

     M   1  2   3   4   5   6   7    8   9  10  11  12 13  14  15  16  17 18  19 20 21 22 23 24  25 26  27   28  29 30 31 32 33  34  35 36  37 38  39  40  41 42  43  44  45 46 47 48 49  M 

175 bp => 

175 bp => 

150 bp => 

     M  1  2   3   4   5   6   7   8   9   10   11   12  13   14  15  16  17  18  19 20 21 22  23  24  25  26  27  28 29  30  31  32  33   34  35 36  37  38  39 40  41 42  43   44  45 46  47 48 49  M 

4  
2  3  

5  

1  

2  
3  

4  

1  
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ภาพที่ 6  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR30 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 171-183 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 4 แอลลีล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR31 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 219-230 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 7 แอลลีล 
 
 
 
 
 

      M   1   2   3   4    5   6   7   8    9   10  11  12 13  14  15  16  17 18  19  20   21  22 23 24   25  26  27  28  29 30  31   32  33  34  35 36 37 38   39  40  41  42 43  44   45  46  47  48 49  M 

175 bp =>  

 

     M  1  2   3   4    5   6   7   8   9  10  11 12  13  14  15 16  17 18   19 20 21 22  23  24 25 26  27 28  29 30 31   32  33  34 35 36 37  38 39 40 41  42 43 44   45 4647 48 49  M 

225 bp => 

1  
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4  
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ภาพที่ 8  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR49 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 190-200 คูเบส  [M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 5 แอลลีล 
 
 
 
 

               
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9  ผลการตรวจสอบดเีอ็นเอของกลวยไมโดยใชไพรเมอร DR67 พบแถบดีเอ็นเอขนาด  
  ประมาณ 104-129 คูเบส  [M คอื แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 bp DNA ladder, 1-49  คือ  
  ตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง] บริเวณที่ลูกศรชี้ คือ แอลลีลที่  

 แตกตางกันจํานวน 6 แอลลีล 
 
 

     M   1   2   3   4    5   6   7   8   9   10  11 12 13 14  15  16 17  18  19  20  21 22 23 24  25  26 27  28  29  30  31 32  33 34  35  36 37  38 39 40  41  42 43  44  45 46 47  48 49  M 

100 bp => 

125 bp => 

 

     M  1  2   3   4    5   6   7   8   9  10  11 12  13  14  15 16  17 18   19 20 21 22  23  24 25 26  27 28  29 30 31   32  33  34 35 36 37  38 39 40 41  42 43 44   45 4647 48 49  M 

200 bp => 

1  

1  
2  

3  
4  

5 

1 

2 
3 

4 
5 

6 
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จากไพรเมอรทั้งหมดจํานวน 189 คู ที่นํามาทดสอบกับ genomic DNA ดวยการทําปฏิกิริยา
พีซีอาร เพื่อเพิ่มปริมาณสวนที่เปนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอ โดยใชอุณหภูมิ annealing อยูในชวง 
45-60 องศาเซลเซียส รวมถึงมีการปรับปริมาณ MgCl2 เพื่อใหไดผลผลิตพีซีอารที่จําเพาะ พบวามี
ไพรเมอรจํานวน 8 คู ที่ใหผลผลิตพีซีอารมีขนาดเปนไปตามที่คาดหมาย และใหความแตกตางของ
ขนาดดีเอ็นเอ สาเหตุที่ทําใหไมเกิดผลผลิตพีซีอารอาจเนือ่งมาจากสภาวะในการทําปฏิกิริยาไม
เหมาะสม เชน อุณหภูมิและเวลาในการ annealing หรือปริมาณ MgCl2 ไมเหมาะสม ทําใหผลผลิต
พีซีอารที่ไดมีจํานวนแถบดีเอ็นเอมากหรือมีลักษณะเปน smear นอกจากการแกไขสภาวะในการทํา
พีซีอารแลวยังพบวาสามารถปรับปรุงปฏิกิริยาใหดีขึ้นไดโดยการออกแบบไพรเมอรใหม 
 

จากการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง 
โดยใชไพรเมอรจํานวน 8 คู พบวาแตละคูไพรเมอรมีจํานวนแอลลีลแตกตางกัน (ตารางที่ 6) โดยมี
ขนาดของแอลลีลอยูระหวาง 104-230 คูเบส มีจํานวนแอลลลีอยูระหวาง 4-7 แอลลีล และมีคาเฉลี่ย
เทากับ 5.25 แอลลีลตอตําแหนง โดยไพรเมอร DR31 สามารถสังเคราะหดีเอ็นเอไดจํานวนแอล
ลีลมากที่สุด 7 แอลลีล มีขนาดระหวาง 219-230 คูเบส และไพรเมอร DR26 และ DR30 ใหจํานวน
แอลลีลไดนอยที่สุดจํานวน 4 แอลลีล  มีขนาดประมาณ 169-183 คูเบส และพบวามีการเกิด null 
alleles ในบางคูไพรเมอร 

 
ขนาดของแอลลีลที่แตกตางกนัอาจมีสาเหตมุาจากการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไปของลําดบั

เบสในบริเวณซ้ําและ/หรือบริเวณที่ขนาบขางไมโครแซทเทลไลท โดยมีกลไกที่ทําใหเกิดการกลาย
ของลําดับเบสซ้ํา 2 กลไก คือ 1.)  เกิด DNA slippage ระหวางที่มกีารจาํลองดีเอ็นเอ (Tachida and 
Iizuka, 1992) 2.) เกิด recombination ระหวางสายดีเอน็เอ (DNA strands) โดย unequal crossing 
over หรือโดย gene conversion ทําใหมีการเปลี่ยนแปลงความยาวของลําดับเบสซ้ํา (Richard and 
Pâques, 2000) ประสิทธิภาพของกลไกที่ทําใหเกิดการกลายนี้ยังขึน้อยูกบัสภาพแวดลอม และปจจยั
ที่มีผลกระทบตออัตราการกลายของลําดับเบสซ้ํา ไดแก ชนิดของลําดบัเบสซ้ํา ขนาดของแอลลีล 
ตําแหนงบนโครโมโซม ปริมาณของเบส G และ C ในบริเวณที่ขนาบขางไมโครแซทเทลไลท แบบ
ของการแบงเซลล (ไมโทซิส หรือ ไมโอซิส) เพศ และจีโนไทป (Li et al., 2002) ซ่ึงจะสงผลให
ขนาดชิ้นดเีอ็นเอที่มีลําดับเบสซ้ํามีขนาดแตกตางกัน ทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมของเครื่องหมาย       
ไมโครแซทเทลไลท  
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นอกจากนี้การกลายยังสงผลใหไมมกีารเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ หรือเกดิ null alleles อัน
เนื่องมาจาก 1.) การขาดหายไปของไมโครแซทเทลไลทที่ตําแหนงดังกลาว (Callen et al., 1993)   
2.) การกลายทีเ่กิดจากการเพิม่ขึ้น การขาดหายไป หรือการแทนที่คูเบสในบริเวณที่ไพรเมอรจะเขา
ไปจับ (Lehman et al., 1996) ซ่ึงพบในพืชหลายชนิด เชน ในแอปเปล (Gianfranceschi et al., 1998) 
ขาว (Cho et al., 2000) สตรอเบอรี่ (Sargent et al., 2003) และอะโวกาโด (Ashwort et al., 2004) 
เปนตน 

 
จากการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมดวยคูไพรเมอรทัง้ 8 คู นําผลที่ไดมาคํานวณคา 

observed heterozygosity (Ho) พบวามีคาอยูระหวาง 0.0612-1.0000 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.7398 
สวนคา expected heterozygosity (He) หรือคา Polymorphic Information Content (PIC) พบวามีคา
อยูระหวาง 0.0788 ที่ตําแหนง DR12 ถึง 0.7323 ที่ตําแหนง DR06 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.5871 
แสดงใหเห็นวายีนบนโครโมโซมอยูในสภาพ heterozygous ที่สูง อาจเนื่องมาจากมกีารผสมขาม
ภายในชนดิของกลวยไมสกลุหวาย ทําใหกลวยไมสกุลหวายมีความแตกตางทางพันธุกรรมใน
ระหวางตนคอนขางสูง และสวนใหญมีจํานวนชดุโครโมโซมมากกวา 2 ชุด เมื่อทําการผสมเกสรจึง
ไดตนลูกผสมที่มีลักษณะแตกตางกันออกไป และยังพบวาในการทดลองนี้คา observed 
heterozygosity (Ho) สวนใหญสูงกวาคา expected heterozygosity (He) แสดงวาสัดสวนของ 
heterozygosity สูงกวาที่ควร อาจเกิดจากในการทดลองนี้ใชตัวอยางกลวยไมสกุลหวายพันธุการคา
ที่เปนลูกผสมทั้งหมดจึงทําใหมีคา observed heterozygosity (Ho) สูง และไมสามารถนําไป
เปรียบเทียบกบัการศึกษาอืน่ไดอยางชดัเจน เนื่องจากใชตัวอยางจํานวนนอย และศกึษาเครื่องหมาย
เพียง 8 ตําแหนงเทานั้น 

 
จํานวนแอลลีลที่พบมีคาอยูระหวาง 4-7 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 5.25 แอลลีลตอตําแหนง สวน

คา effective number of allele (ne) พบวามคีาอยูระหวาง 1.0855-3.7355 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 2.7850 
แสดงใหเห็นวาจํานวนแอลลีลที่มีประสิทธิภาพในการแยกความแตกตางไดดีมีนอยกวาจํานวนแอล
ลีลที่พบจริงคอนขางมาก ซ่ึงจะสังเกตไดจากผลการตรวจสอบ มีตัวอยางกลวยไมจํานวนมากที่มี    
จีโนไทปที่ตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งเหมอืนกัน อยางไรก็ตามเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทที่
พัฒนาไดจากการทดลองในครั้งนี้ สามารถนําไปประยกุตใชในการตรวจสอบพันธุ ตรวจสอบ
ลูกผสม จดทะเบียนพนัธุ นําไปใชในการพสูิจนเอกลักษณของกลวยไมสกุลหวาย และเปนขอมูล
สําหรับการอนุรักษพนัธุกรรมกลวยไมสกุลหวายตอไป



 
 

42 

ตารางที่ 6  จํานวนแอลลีลตอตําแหนง observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He) และคา effective number of allele (ne) ที่ไดจากการ 
                 ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรตาง ๆ 
 
ตําแหนงที ่ ไพรเมอร ขนาดผลผลิตพีซีอาร  

(คูเบส) 
จํานวนแอลลีล observed 

heterozygosity (Ho) 
expected 

heterozygosity (He) 
effective number of  

allele (ne) 
1 DR02 203-224 5 0.7045 0.7030 3.3664 
2 DR06 195-208 6 0.8478 0.7323 3.7355 
3 DR12 152-172 5 0.0612 0.0788 1.0855 
4 DR26 169-182 4 0.8125 0.6351 2.7408 
5 DR30 171-183 4 1.0000 0.5794 2.3777 
6 DR31 219-230 7 0.7143 0.6680 3.0120 
7 DR49 190-200 5 0.9697 0.5795 2.3781 
8 DR67 104-129 6 0.8085 0.7209 3.5842 

รวม   42 5.9185 4.6970 22.2802 
เฉลี่ย   5.25 0.7398 0.5871 2.7850 
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3. การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m 
 
 การวิเคราะหความสัมพันธของกลวยไมสกลุหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยางที่
ตรวจสอบดวยไพรเมอรที่พฒันาขึ้นจํานวน 8 คู โดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m (Rohlf, 
1997) ใชสูตรของ Nei and Li (1979) คํานวณคาดัชนีความเหมือนและความแตกตางของตัวอยางที
ละคูสลับกัน (similarity index) จนครบทุกตัวอยาง (ตารางผนวกที่ 1) จากนั้นนาํคาที่ไดมาจัดกลุม
ความสัมพันธดวยวิธี UPGMA (Sokal and Sneath, 1973) พบวาสามารถจัดกลุมแสดงความใกลชิด
ทางพันธกุรรมในรูปแบบของ phylogenetic tree (ภาพที่ 10) แตไมสามารถแบงกลุมกลวยไมสกุล
หวายพันธุการคาที่นํามาใชในการศึกษาไดอยางชัดเจน โดยกลุมที่มีความสัมพันธใกลชิดกันมาก
ประกอบดวยรินนภา เอียสกลุ ขาว 5 N ขาวสนาน ขาวประวิทย ขาวกลม มาดาม ชูโทน ประพิน 
Den. Jaquelyn Thomas มีแสงนิล บูรณะกรนี หอม 16 มิดไนทลิบสติก เอริกา มิสสิงคโปร บางกอก
แฟนซ ีบุญเหลง บูรณะเจด ใจฮาน เจาพระยาบล ูวอเตอรอุไรวรรณ Den. Jaquelyn Concert บอม 17 
แดง บอม K หวาน และโจแดง สวนพนัธุที่เหลือ คือ มิสทีน สกลบลู เก็ตติ้งบลู ซีซาแคระ พีกาซัส 
มก. พีกาซัส แดงโตลา ซีซาบางกอก ซันเกียว พานาว ีเอเมรอน ชมพูกลม หวายเจียตโกลส ซารูเรีย 
บุญชูโกลด เบ็ตตี้ บูรณะซันชาย คานาเคซีไอ อโนชา x กลูดิอาย เรเยน็พราว แมงมมุดํา และสะเกด็
ดาวมีความสัมพันธนอยลงเปนลําดับ โดยมพีันธุ Den. Reha Zehorn ซ่ึงเปนลูกผสมพันธุใหมเกิด
จากคูผสมระหวาง Den. Circe กับ Den. Blue Pacific (จิตราพรรณ, ติดตอเปนการสวนตวั) มี
ความสัมพันธทางพันธุกรรมกับพันธุอ่ืนนอยที่สุด 
 
 สวนพันธุที่เปนพันธุเดยีวกนั แตมาจากแหลงปลูกที่ตางกัน เชน พันธุพีกาซัส มก. และ
พันธุพีกาซัส พบวาไมมีความแตกตางกัน อาจเปนเพราะใชเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทในการ
ตรวจสอบจํานวนนอยเพยีง 8 ตําแหนงเทานัน้ ตองทําการพัฒนาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท
เพิ่มเติม
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ภาพที่ 10  การจัดกลุมของกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาจํานวน 49 ตัวอยาง เพื่อแสดงความใกลชิดทางพันธุกรรมในรูปแบบของ phylogenetic tree โดยการ 
    วิเคราะหดวยโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m

 รินนภา 
เอียสกุล 
ขาว 5 N ขาวสนาน 
ขาวประวิทย 
ขาวกลม 
มาดาม 
ชูโทน 
ประพิน 
Den. Jaquelyn Thomas 
มีแสงนิล 
บูรณะกรีน 
หอม 16 
มิดไนทลิบสติก 
เอริกา 
มิสสิงคโปร 
บางกอกแฟนซ ีบุญเหลง 
บูรณะเจด 
ใจฮาน 
เจาพระยาบล ู
วอเตอรอุไรวรรณ 
Den. Jaquelyn Concert 
 
บอม 17 แดง 
 
บอม K หวาน 
 
โจแดง 
 
มิสทีน 
สกลบล ู
เก็ตติ้งบล ู
ซีซาแคระ 
พีกาซัส มก. 
พีกาซัส 
แดงโตลา 
ซีซาบางกอก 
ซันเกียว 
พานาว ี
เอเมรอน 
ชมพูกลม 
หวายเจียตโกลส 
ซารูเรีย 
บุญชูโกลด 
เบ็ตตี้ 
บูรณะซันชาย 
คานาเคซีไอ 
อโนชา x กลูดอิาย 
เรเย็นพราว 
แมงมุมดาํ 
สะเก็ดดาว 
Den. Reha Zehorn 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 1.  จากการพฒันาเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทสําหรับกลวยไมสกลุหวายดวยวิธี SSR 
enrichment โดยสรางหองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 2 ชนิด คือ เอนไซม MseI หรือ 
TaqI  จากนั้นเชื่อมตอดีเอ็นเอที่ตัดแลวกับ adapter และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพซีีอาร แยกลําดบั
เบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทโดยนําสารละลายดีเอน็เอมาทําไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอ
ไทดโพรบสายเดีย่วที่มีลําดบัเบสซ้ําแบบไมโครแซทเทลไลทที่ติดฉลากที่ปลาย 5' ดวยไบโอตนิ 
(Biotinylated oligo) จึงสามารถแยกชิ้นดีเอ็นเอที่เกาะกบัโพรบไดเมื่อทําปฏิกิริยากับ streptavidin ที่
เคลือบอยูบน magnetic beads นําลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลทที่แยกไดมาเพิ่มปริมาณชิ้นดี
เอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร จากนัน้เชื่อมตอดีเอน็เอเขากับพลาสมิด และถายพลาสมิด ลูกผสมเขาสูเซลล
แบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชัน พบวาหองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI สามารถ
ตรวจสอบโคลนที่มีลําดับเบสเปนไมโครแซทเทลไลทจํานวน 43 โคลนจาก 168 โคลน คิดเปน 26 
เปอรเซ็นต ขณะทีห่องสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ TaqI สามารถตรวจสอบโคลนที่มี
ลําดับเบสเปนไมโครแซทเทลไลทจํานวน 152 โคลนจาก 169 โคลน คิดเปน 90 เปอรเซ็นต 
 
 2.  เมื่อนําโคลนทั้งหมดที่มีลําดับเบสซ้ํามาจําแนกออกเปนกลุม ๆ พบกลุมที่มีลําดับเบสซ้ํา 
2 เบสติดตอกนั (dinucleotide repeats) มี 2 ชนิด คือ การเรยีงตัวซํ้ากนัของเบสชนิด (GA)n (50%) 
และ (CA)n (0.6%) สวนกลุมที่มีลําดับเบสซ้ํา 3 เบสซ้ําติดตอกัน (trinucleotide repeats) พบเพียง 2 
ชนิด คือ CCT/AGG (22.8%) และ GAT/ATC (0.6%) สวนการเรียงตวัซํ้ากันของเบสชนิด 
ACC/GGT และ ATCT/AGAT  จะปรากฏรวมกับการเรยีงตัวซํ้ากันของเบสชนิดอื่นใน compound 
repeat 
 
 3.  สามารถออกแบบไพรเมอรไดทั้งหมด 73 คู โดย 10 คูแรกไดจากหองสมุดจีโนมทีต่ัด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ MseI อีก 63 คูไดจากหองสมุดจีโนมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI 
คัดเลือกคูไพรเมอรที่ใหผลผลิตพีซีอารมีขนาดเปนไปตามที่คาดหมายและทําใหเกดิโพลีมอรฟซึม
จํานวน 8 คู ไดแก DR02, DR06, DR12, DR26, DR30, DR31, DR49 และ DR67 โดยมีขนาดของ
แอลลีลระหวาง 104-230 คูเบส มีจํานวนแอลลีลอยูระหวาง 4-7 แอลลีล และมีคาเฉลี่ยเทากับ 5.25 
แอลลีลตอตําแหนง 
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4.  เมื่อนําขอมูลจากการตรวจสอบดีเอ็นเอของกลวยไมทัง้หมดมาคํานวณคา observed 
heterozygosity (Ho) พบวามคีาอยูระหวาง 0.0612-1.0000 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.7398 คา expected 
heterozygosity (He) มีคาอยูระหวาง 0.0788-0.7323 โดยมีคาเฉลี่ยเทากบั 0.5871 สวนคา effective 
number of allele (ne) พบวามีคาอยูระหวาง 1.0855-3.7355 โดยมีคาเฉลี่ยเทากับ 2.7850  
 
 5.  การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยใชโปรแกรม NTSYS-pc version 2.1m
พบวาไมสามารถแบงกลุมกลวยไมสกุลหวายพันธุการคาที่นํามาใชในการศึกษาไดอยางชัดเจน และ
พบวา Den. Reha Zehorn มีความสัมพันธทางพันธุกรรมกับพันธุอ่ืนนอยที่สุด 
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1. การสกัดแยกดเีอ็นเอจากกลวยไม 
 

1.1 นําใบพืชประมาณ 2 กรัม ตดัเปนชิ้นเลก็ ๆ ใสลงในโกรง เติมไนโตรเจนเหลวใหทวม 
แลวบดใหละเอียด จากนั้นถายใสหลอดเซน็ตริฟวจขนาด 50 มิลลิลิตร ที่มี extraction buffer (100 
mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร และ 2-
mercaptoethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ที่บมไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
 

1.2 เติม 20% SDS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยเขยาแรง ๆ บมไวที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที กลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว 
 

1.3 เติมโปแตสเซียมอะซิเตทความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
โดยเขยาแรง ๆ แลวแชในน้าํแข็งเปนเวลา 30 นาที ในขั้นนี้โปรตีนและโพลีแซคคาไรดจะ
ตกตะกอนรวมกับโปแตสเซียมโดเดซีลซัลเฟต เหลือกรดนิวคลีอิกอยูในสารละลาย 

 
1.4 นําไปปนเหวีย่งที่ 20,000g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 
 
1.5 ดูดสารละลายใสใสในหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 15 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอรม : ไอโซ

เอมิลแอลกอฮอล (24 : 1) 1 เทาของสารละลายที่ดูดมา กลับหลอดไปมาเบา ๆ เพื่อใหผสมเปนเนื้อ
เดียวกัน 

 
1.6 นําไปปนเหวีย่งที่ 3,500 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 
1.7 ดูดสารละลายใสใสในหลอดเซ็นตริฟวจขนาด 15 มิลลิลิตร เติมไอโซโพรพานอล

ปริมาตร 12 มิลลิลิตร หรือ 0.7 เทาของสารละลายที่ดูดมา ผสมใหเขากนัเบา ๆ นําไปเก็บไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หรือเปนเวลานานขามคืนกรณีที่ไมเหน็ตะกอน 

 
1.8 เกี่ยวตะกอนดเีอ็นเอดวยแทงแกวปลายงอใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หรือนําไป

ปนเหวี่ยงที่ 3,500 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที แลวผ่ึงตะกอนใหแหงในตู 37 องศา
เซลเซียส  
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1.9 เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร อุนที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส จนตะกอนละลายหมด 
 

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

 
1.11 เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
 
1.12 นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 
1.13 ทําตามขอ 1.11-1.12 ซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 
1.14 ผ่ึงตะกอนใหแหงในตู 37 องศาเซลเซียส แลวเติม RNase buffer (10 mM Tris-HCl, 

pH 8.0, 15 mM NaCl) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ละลายตะกอนใหหมด (อาจนําไปบมที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เพื่อใหตะกอนละลายเร็วข้ึน) 

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

องศาเซลเซียส เปนเวลานานขามคืน 
 
1.16 เติม RNase buffer เพิ่มจนปรมิาตรรวมเปน 500 ไมโครลิตร 
 
1.17 สกัดเอนไซม RNase A และโปรตีนที่อาจหลงเหลืออยูออกไปดวย ฟนอล : 

คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (25 : 24 : 1) 500 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบา ๆ เพื่อให
ผสมเปนเนื้อเดียวกัน 

 
1.18 นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 
1.19 ดูดสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม สกัดซ้ําดวยคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิล

แอลกอฮอล (24:1) ปริมาตร 1 เทาของสารละลาย โดยทําเหมือนขอ 1.5-1.6 เพื่อกําจัดฟนอลที่อาจ
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ติดอยูออกไป เนื่องจากฟนอลมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซมหลายชนิด เชน เอนไซมตัดจําเพาะ 
DNA polymerase เปนตน 

 
1.20 ทําตามขอ 1.19 ซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 
1.21 ดูดสารละลายสวนบนออกแลวใสในหลอดใหม เติมโซเดียมอะซีเตทความเขมขน 3 

โมลาร pH 5.2 ปริมาตร 1 ใน 10 เทาของสารละลายที่ดูดมา และเติมเอทานอลปริมาตร 2 เทาของ
ปริมาตรสารละลายที่ดดูมา เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอซ้ํา เกบ็ไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
30 นาที (หรือเก็บไวที่ 8 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาท)ี 

 
1.22 นําไปปนเหวีย่งที่ 12,000 rpm อุณหภูมิหอง เปนเวลา 10 นาที 
 
1.23 เทสวนน้ําทิ้ง ลางตะกอนดวยเอธานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 300 ไมโครลิตร 
 
1.24 เทสารละลายทิ้งไป ผ่ึงตะกอนใหแหงโดยคว่ําหลอดบนกระดาษซับ หรือปลอยให

แหงในอากาศ แลวละลายตะกอนใน TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 1 mM EDTA) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชตอไป 
 
2. การโคลนไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอโดยวิธี SSR enrichment 
 

2.1 การตัดดีเอน็เอดวยเอนไซมตดัจําเพาะ 
 

2.1.1 ทําการเลือกสารละลายดีเอ็นเอที่จะนํามาตดัดวยเอนไซมตดัจําเพาะมาอยางสุม 
ในการทดลองนี้เลือกใชสารละลายดีเอ็นเอกลวยไมสกุลหวายพันธุรินนภา โดยนําสารละลายดีเอ็น
เอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI หรือ TaqI ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยใชสารละลายดี
เอ็นเอพันธุรินนภา (200 ng/μl) 5.0 ไมโครลิตร 10X Reaction Buffer 5.0 ไมโครลิตร MseI (4,000 
U/ml) 2.5 ไมโครลิตร (หรือ TaqI (20,000 U/ml) 1.0 ไมโครลิตร) BSA (100 μg/ml) 0.5 ไมโครลิตร 
และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 50.0 ไมโครลิตร 
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2.1.2 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI มาบมไวที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปนเวลานานขามคืน (1X Reaction Buffer 2 ประกอบดวย 50 mM NaCl, 10 mM 
Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) และนาํสารละลายดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ TaqI มาบมไวที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสในอางน้ําควบคุมอณุหภูมิเปนเวลา 1 ช่ัวโมง (1X 
Reaction Buffer 3 ประกอบดวย 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl pH 7.9, 10 mM MgCl2, 1 mM 
DTT) 
 

2.1.3 ตรวจสอบผลการตัดของเอนไซมโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความ
เขมขน 1.0 เปอรเซ็นต โดยโหลดสี (6X loading buffer) 1 ไมโครลิตร และสารละลายดีเอ็นเอ 5 
ไมโครลิตร 
 

2.2 การเชื่อมตอสารละลายดีเอ็นเอกับ adapter  
 

2.2.1 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากขอ 2.1.2  มาเติมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา
เชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter โดยใชสารละลายดีเอ็นเอทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 20.0 
ไมโครลิตร MseI adapter หรือ TaqI adapter (12.5 pmole/μl) 8.0 ไมโครลิตร 5X T4 ligase buffer 
20.0 ไมโครลิตร T4 DNA ligase (400,000 U/ml) 2.0 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 
100.0 ไมโครลิตร 
 

2.2.2 นํามาบมไวทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวบมตอที่
อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง  (1X T4 DNA ligase Reaction Buffer ประกอบดวย 50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 1 mM ATP, 25 μg/ml BSA) 
ลําดับเบสของ adapter มีดังนี้ 
 
 MseI adapter  5'-GACGATGAGTCCTGAG-3' 
                                                                  3'-TACTCAGGACTCAT-5' 
 
 TaqI adapter  5'-GACGATGAGTCCTGAG-3' 
                                                                  3'-TACTCAGGACTCGC-5' 
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2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร 
 

2.3.1 นําสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.2.2 มาเพิ่มปริมาณโดยวธีิพีซีอาร โดยใช       
ไพรเมอร M1 (M1 primer  5'-GACGATGAGTCCTGAG-3') 
     
 โดยเตรียมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยาในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ใสสารละลายดีเอ็นเอ 
5.0 ไมโครลิตร M1 primer (5 pmol/μl) 2.0 ไมโครลิตร dNTP mix (2 mM) 3.0ไมโครลิตร 10X 
PCR buffer 3.0ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.2 ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมี
ปริมาตรรวม 30.0 ไมโครลิตร 
 

2.3.2 ตรวจสอบผลการทําพีซีอารโดยแบงสารละลายดเีอน็เอมาทําอิเล็กโทรโฟรีซิส
ในอะกาโรสเจลความเขมขน 1.0 เปอรเซ็นต สวนสารละลายดีเอน็เอทีเ่หลือเก็บไวทีอุ่ณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เมื่อตรวจสอบผลโดยยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดจะพบรอยยาว (smear) ของดีเอน็
เอ 
 

2.4 ทําการแยกลําดับเบสที่เปนไมโครแซทเทลไลท โดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่เหลือจาก
ขอ 3.3.2 มาทําไฮบริไดเซชนักับโอลิโกนวิคลีโอไทดโพรบสายเดี่ยวที่มีลําดับเบสซ้ําแบบไมโคร 
แซทเทลไลทจํานวน 6 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10, (CCT)10, (GAT)10 และ (ATCT)7 สําหรับ
ดีเอ็นเอที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI และโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดี่ยวทีม่ีลําดับเบสซ้ํา
แบบไมโคร แซทเทลไลทจํานวน 4 ชนิด คอื (CA)15, (GA)15, (ACC)10และ (CCT)10 สําหรับดีเอ็นเอ
ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ TaqI ซ่ึงแตละชนิดติดฉลากที่ปลาย 5' ดวยไบโอติน (Biotinylated 
oligo) ซ่ึงจะทําปฏิกิริยากับ streptavidin ที่เคลือบอยูบน magnetic beads 
 

2.4.1 นําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการทําพีซีอารมาเติมสารที่ใชในการทําปฏิกิริยา
ไฮบริไดเซชันกับโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบชนิดตาง ๆ โดยเติมสารละลายดีเอน็เอจากขอ 2.3.2 
40.0 ไมโครลิตร Biotinylated oligo (5 pmol/μl) ซ่ึงประกอบดวย B-(CA)15, B-(GA)15, B-(ACC)10, 
B-(CCT)10, B-(GAT)10 และ B-(ATCT)7 อยางละ 2.0ไมโครลิตร และเตมิ Hybridization buffer (6X 
SSC, 0.1% SDS)  48 ไมโครลิตรใหมีปริมาตรรวม 100.0 ไมโครลิตร 
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 กรณีที่ตัดดีเอน็เอดวยเอนไซม TaqI จะใสโอลิโกนิวคลีโอไทดโพรบสายเดี่ยวที่มลํีาดับเบส
ซํ้าแบบไมโครแซทเทลไลทจํานวน 4 ชนิด คือ (CA)15, (GA)15, (ACC)10และ (CCT)10 ความเขมขน 
5 pmol/μl อยางละ 2 ไมโครลิตร และเติม Hybridization buffer เพิ่มเปน 52 ไมโครลิตร เพื่อใหมี
ปริมาตรรวม 100 ไมโครลิตร 
 

2.4.2 พันหลอดดวยพาราฟลมเพื่อปองกันการระเหย 
 

2.4.3 นําไปบมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 – 15 นาที เพื่อทําใหดเีอ็นเอ
เสียสภาพเปนสายเดี่ยว (denature genomic DNA) 
 

2.4.4 นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอณุหภูม ิเปนเวลานาน
ขามคืน ซ่ึงเปนอุณหภูมิที่ใชในการไฮบรไิดเซชัน 
 

2.5 การเตรียม magnetic beads 
 

2.5.1 ดูด magnetic beads ปริมาตร 40 ไมโครลิตรใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

2.5.2 เติม 2X Binding and Washing buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA, 
1 M NaCl) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในหลอด และผสมใหเขากนั 
 

2.5.3 ใสหลอดลงในแทนแมเหล็ก magnet 50 ตั้งทิ้งไวประมาณ 1 นาทีที่อุณหภูมิ 
หอง แลวจงึดดูสารละลายออก (ระวังอยาให magnetic beads ติดออกไปดวย) 
 

2.5.4 เติม 2X Binding and Washing buffer ลงไปใหม ผสมใหเขากัน นําไปใสใน
แทนแมเหล็ก magnet 50 แลวดูดสารละลายทิ้งไป ทําตามขอ 2.5.2 และ ขอ 2.5.3 ซํ้าอีก 3-4 คร้ัง 
 

2.5.5 หลังจากดดู 2X Binding and Washing buffer คร้ังสุดทายออกหมดแลวจึงเติม 
Hybridization buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตรลงไปในหลอดผสมใหเขากันกับ magnetic beads  
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2.6 การทําไฮบริไดเซชันกับ magnetic beads 
 

2.6.1 นําสารละลายดีเอ็นเอมาทําไฮบริไดเซชันกบั magnetic beads โดยเติม
สารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.4.4 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทีม่ีสารละลาย beads และ 
Hybridization buffer จากขอ 2.5.5 ผสมใหเขากัน 
 

2.6.2 นําไปบมที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอณุหภูมิ เปนเวลา 3-4 
ช่ัวโมง ผสมใหเขากันทกุ ๆ 30 นาที 
 

2.7 การลางดีเอ็นอออกจาก beads 
 

2.7.1 นาํหลอดจากขอ 3.6.2 ใสลงในแทนแมเหล็ก magnet 50 ตั้งทิ้งไวประมาณ 1-2 
นาที จากนั้นดดูสารละลายใสทิ้งไป 
 

2.7.2 ลาง beads โดยเติมสารละลาย 2X SSC, 0.1%SDS ที่อุณหภูมิหอง ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.3 นําหลอดใสลงในแทนแมเหล็ก magnet 50 ตั้งทิ้งไวประมาณ 1 นาที แลวดูด
สารละลายใสทิ้งไป 
 

2.7.4 ทําตามขอ 2.7.2 และ 2.7.3 ซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 

2.7.5 เติม 1X SSC, 0.1%SDS ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.6 นําหลอดใสลงในแทนแมเหล็ก magnet 50 ตั้งทิ้งไวประมาณ 1 นาที แลวดูด
สารละลายออก 
 

2.7.7 ทําตามขอ 2.7.5 และ 2.7.6 ซํ้าอีก 1 คร้ัง 
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2.7.8 เติม 1X SSC, 0.1%SDS ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิ เปนเวลา 5 นาที 
 

2.7.9 นําหลอดใสลงในแทนแมเหล็ก magnet 50 ตั้งทิ้งไวประมาณ 1 นาที แลวดูด
สารละลายออก 
 

2.7.10 ทําตามขอ 2.7.8 และ 2.7.9 ซํ้าอีก 1 คร้ัง 
 

2.7.11 ลางดีเอ็นเอที่ตองการออกจาก beads โดยเติม TE ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 60 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส ใน heat box เปนเวลา 10 นาที 
 

2.7.12 นําหลอดใสลงในแทนแมเหล็ก magnet 50  ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่ตองการใส
ลงในหลอดใหมอยางรวดเรว็ 
 

2.7.13 เติม TE buffer ปริมาตร 60 ไมโครลิตรใสลงในหลอดที่มี magnetic beads แลว
เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2.8 การทําใหดีเอน็เอเปนสายคูและการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอโดยวิธีพีซีอาร 
 
 เตรียมสารที่ใชในการทําปฏกิิริยาในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยใสสารละลายดีเอ็นเอ
จากขอ 2.7.12 ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร M1 primer (5 pmol/μl) 2.0 ไมโครลิตร dNTP mix   (2 
mM) 2.0 ไมโครลิตร 10X PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 U/μl) 0.1 
ไมโครลิตร และเติมน้ํากลั่นใหมีปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําเขาเครื่องพีซีอาร
โดยใชอุณหภมูิและเวลาในการทําปฏิกิริยาดังนี ้
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ขั้นตอนที่ 1   
Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที         จํานวน 1 รอบ 
 

ขั้นตอนที่ 2   
Denaturation  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที 

 Annealing ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที               จํานวน 30 รอบ 
 Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 
 
ขั้นตอนที่ 3  

Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที                   จํานวน 1 รอบ 
 

2.9 การเชื่อมตอดีเอ็นเอเขากับพลาสมิด 
 

2.9.1 ทําการเชื่อมตอช้ินสวนดีเอน็เอกับพลาสมิด pGEM®T vector (Promega, USA) 
โดยเตรียมสารที่ใชในปฏิกิริยาในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยใสสารละลายดีเอ็นเอจากขอ 2.8 
ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร 2X Rapid Ligation Buffer 5.0 ไมโครลิตร pGEM®T vector 1.0 
ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase (400,000 U/ml) 1.0 ไมโครลิตร เพื่อใหมีปริมาตรรวม 10.0 
ไมโครลิตร 
 

2.9.2 นํามาบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นานขามคืน 
 

2.10 การถายพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียดวยวิธีทรานสฟอรเมชั่น 
 

2.10.1 นําเอาซูเปอรคอมพีเทนตเซลล (Promega, USA) ออกจากตู -80 องศาเซลเซียส 
มาแชในกระตกิน้ําแข็งเพื่อใหละลาย 
 

2.10.2 เติมสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ที่มีซูเปอรคอมพีเทนตเซลลปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน และแชในน้ําแข็งเปนเวลา 30 
นาที 
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2.10.3 ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิอยางรวดเรว็ (heat shock) โดยนําหลอดที่มี
สารละลายดีเอ็นเอและซูเปอรคอมพีเทนตเซลลจากขอ 2.10.2 ไปจุมลงในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่ 
42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวยายกลับมาแชในนํ้าแข็งอยางรวดเรว็เปนเวลา 2 นาที 
 

2.10.4 เติมอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย SOC (2% tryptone, 0.5% yeast extract, 10 mM 
NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4 และ 20 mM glucose ปรับ pH 6.8-7.0) 
ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมา 
 

2.10.5 นํามาบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง โดยเขยาที่ความเร็ว 
250 รอบตอนาที เพื่อใหแบคทีเรียเจริญเตบิโตและอยูในชวง log phase 
 

2.10.6 ผสม X-gal ความเขมขน 20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร และ 
IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
 

2.10.7 ดูดอาหารที่เล้ียงแบคทีเรียปริมาตร 100 ไมโครลิตร และสารละลายทีผ่สมไว
ในขอ 2.10.6 ปริมาตร 60 ไมโครลิตร มาเกลี่ย (spread) ลงบนผิวหนาอาหาร LB agar (อาหาร LB 
broth ที่เติม agar 1.5%) ที่มยีาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จํานวน 
10 plate โดยใชแทงแกวปลายงอ (glass spreader) 
 

2.10.8 นํา plate ใสในถุงพลาสติก และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12-
18 ช่ัวโมง ตรวจดูโคโลนีของแบคทีเรียที่มสีีขาวและสีฟาที่เจริญบนอาหาร คัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่
มีสีขาวมาทําการทดลองตอไป 
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3. การคัดเลือกโคลนที่มีไมโครแซทเทลไลทดีเอ็นเอจากหองสมุดจีโนม 
 

3.1 การเตรียมแผนเมมเบรน 
 

3.1.1 ตัดแผนไนลอนเมมเบรนใหมีขนาด 8x12 ตารางเซนติเมตร 
 

3.1.2 ตัดแผนกระดาษกรอง Whatman ใหมีขนาดใหญกวาแผนไนลอนเมมเบรน
เล็กนอย 
 

3.1.3 นํา plate ขนาดใหญมา 1 คู เติมน้ํากลั่นที่นึง่ฆาเชื้อแลว 1 plate และ 20X SSC 
อีก 1 plate จุมแผนไนลอนเมมเบรนลงในน้ํากลั่น และ 20X SSC ตามลําดับ 
 

3.1.4 วางแผนไนลอนเมมเบรนลงบนแผนกระดาษกรอง Whatman เพื่อซับน้ําออกจน
แหงด ีจากนัน้จึงวางแผนไนลอนเมมเบรนลงบนพลาสติกใสที่มีตําแหนงของจุดที่จะทําการหยดดี
เอ็นเอ 
 

3.1.5 นําผลผลิตพีซีอารมาปนเหวีย่งเพื่อใหดีเอน็เอรวมกนัทีก่นหลอด แลวจึงนําไป
ใหความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เพื่อใหดีเอ็นเอเสียสภาพเปนสายเดี่ยว 
แลวยายลงในน้ําแข็งทันท ีเพื่อปองกันการกลับมาจับกนัของดีเอ็นเอเปนสายคูอีก 
 

3.1.6 ดูดผลผลิตพีซีอารจากขอ 3.1.5 ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตรดวยปเปต แลวหยดลง
บนแผนไนลอนเมมเบรนที่เตรียมไวแลว 
 

3.1.7 หอแผนไนลอนเมมเบรนดวยแผนใสหออาหาร แลวนําไปฉายรังสี UV เปน
เวลา 10 นาท ี
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3.2 การทําไฮบริไดเซชันและตรวจสอบดวยชุดตรวจสอบ North2South 
Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit (Pierce Biotechnology) 
 

3.2.1 ทํา Pre-hybridization โดยนําแผนไนลอนเมมเบรนมาใสในถุงพลาสติกและเติม 
Hybridization Buffer ลงไป 10 มิลลิลิตร ปดปากถุงใหสนิท นําไปบมที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
เปนเวลาอยางนอย 30 นาที 
 

3.2.2 ขณะที่ทํา Pre-hybridization นํา Biotinylated DNA probe ที่มีลําดับเบสซ้ําแบบ
ไมโครแซทเทลไลทจํานวน 6 ชนิดหรือ 4 ชนิด ความเขมขน 30 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร อยางละ 10 
ไมโครลิตรมาผสมกันในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แลวใหความรอนที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 
นาที แลวนาํไปแชน้ําแข็งทนัที ดูดโพรบใสในถุงเมมเบรน ผสมใหเขากัน บมไวที่อุณหภูมิ 55 องศา
เซลเซียส นานขามคืน 
 

3.2.3 ลางแผนไนลอนเมมเบรนดวย 1X Hybridization Stringency Wash Buffer (2X 
SSC, 0.1%SDS) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-20 นาที และทําซ้าํ
อีก 2 คร้ัง 
 

3.2.4 คอย ๆ ริน 1X Hybridization Stringency Wash Buffer ออก แลวเติม Blocking 
Buffer ปริมาตร 25 มิลลิลิตร นําไปบมและเขยาที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 15 นาที 
 

3.2.5 เติม Streptavidin-HRP ลงใน Blocking Buffer ในอัตราสวน 1:300 (อยาใสให
ถูกแผนไนลอนเมมเบรนโดยตรง) ผสมใหเขากัน นําไปบมและเขยาทีอุ่ณหภูมิหอง เปนเวลา 15 
นาที 
 

3.2.6 ลางแผนไนลอนเมมเบรนดวย 1X Wash Buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยเขยา
ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที ทําซ้ําอีก 3 คร้ัง แลวยายแผนไนลอนเมมเบรนไปใสในถุงพลาสติก
ใหม 
 

3.2.7 ใส Substrate Equilibration Buffer ปริมาตร 25 มิลลิลิตรลงไป นําไปบมและ
เขยาที่อุณหภมูิหอง เปนเวลา 5 นาที 
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3.2.8 เตรียม Substrate Working Solution โดยผสม Luminol/Enhancer Solution กับ 
Peroxide Solution อยางละ 5  มิลลิลิตรในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชและระวังอยา
ใหถูกแสง) 
 

3.2.9 ยายแผนไนลอนเมมเบรนลงในกลองพลาสติก แลวใส Substrate Working 
Solution ใหทวมผิวเมมเบรน นําไปบมทีอุ่ณหภูมิหอง เขยาเบา ๆ เปนเวลา 5 นาท ี
 

3.2.10 เทสารละลายทิ้ง หอแผนไนลอนเมมเบรนดวยแผนใสหออาหารหรือ
ถุงพลาสติกใหสนิท ระวังอยาใหมฟีองอากาศและรอยยน 
 

3.2.11 Expose บนฟลมเอ็กซเรยเปนเวลา 30-60 วินาท ี
 

3.2.12 จุมฟลมลงในน้ํายาสรางภาพ (developer) ลางน้ํายาสรางภาพออกดวย
น้ําประปา 
 

3.2.13 จุมฟลมลงในน้ํายาคงสภาพ (fixer) ลางฟลมดวยน้ําประปา แลวผ่ึงฟลมให
แหง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางผนวกที่ 1  คา similarity index ที่ไดจากการเปรยีบเทียบคาความคลายคลึงของแถบดีเอ็นเอของกลวยไมสกลุหวาย 
 

 รินนภา ขาว 5 N ขาว
สนาน 

มิสทีน บอม 17 
แดง 

บอม K 
หวาน 

ขาว  
ประวิทย 

โจแดง เอริกา พีกาซัส 
มก. 

Den. 
Jaquelyn 
Thomas 

อโนชา x 
กลูดิอาย 

หวาย
เจียต
โกลส 

 รินนภา  1.0000000 
 ขาว 5 N  0.9285714  1.0000000 
 ขาวสนาน   0.9047619  0.9761905  1.0000000 
 มิสทีน 0.8333333  0.9047619  0.9285714  1.0000000 
 บอม 17 แดง  0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.7857143  1.0000000 
 บอม K หวาน   0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.9761905  1.0000000 
 ขาวประวิทย 0.9523810  0.9761905  0.9523810  0.8809524  0.8571429  0.8333333  1.0000000 
 โจแดง 0.8095238  0.7857143  0.7619048  0.7380952  0.9523810  0.9285714  0.8095238  1.0000000 
 เอริกา 0.8571429  0.8809524  0.9047619  0.8333333  0.7619048  0.7857143  0.9047619  0.7142857  1.0000000 
 พีกาซัส มก. 0.7857143  0.8571429  0.8809524  0.9047619  0.7380952  0.7619048  0.8333333  0.6904762  0.7857143  1.0000000 
 Den. Jaquelyn Thomas 0.8809524  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.9285714  0.7857143  0.8333333  0.8095238  1.0000000 
 อโนชา x กลูดิอาย  0.6428571  0.7142857  0.6904762  0.7142857  0.6904762  0.6666667  0.6904762  0.7380952  0.6428571  0.7142857  0.7142857  1.0000000 
 หวายเจียตโกลส 0.7380952  0.7619048  0.7380952  0.6666667  0.6904762  0.6666667  0.7857143  0.7380952  0.7857143  0.6190476  0.7619048  0.8095238  1.0000000 
 มาดาม 0.8571429  0.9285714  0.9047619  0.8333333  0.8095238  0.7857143  0.9047619  0.7619048  0.8095238  0.7857143  0.8809524  0.6904762  0.7380952 
 มิสสิงคโปร 0.8571429  0.8809524  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8571429  0.8571429  0.7619048  0.7857143  0.8333333  0.6904762  0.6904762 

 บุญเหลง 0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.7380952  0.9047619  0.8809524  0.8571429  0.8571429  0.8095238  0.7380952  0.8333333  0.7380952  0.7380952 80 



 
 

81 

ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

 รินนภา ขาว 5 N ขาว
สนาน 

มิสทีน บอม 17 
แดง 

บอม K 
หวาน 

ขาว  
ประวิทย 

โจแดง เอริกา พีกาซัส 
มก. 

Den. 
Jaquelyn 
Thomas 

อโนชา x 
กลูดิอาย 

หวาย
เจียต
โกลส 

 ซีซาบางกอก 0.7142857  0.7857143  0.8095238  0.8809524  0.7619048  0.7857143  0.7619048  0.8095238  0.7142857  0.8333333  0.7380952  0.7857143  0.6904762   
 พีกาซัส 0.7857143  0.8571429  0.8809524  0.9047619  0.7380952  0.7619048  0.8333333  0.6904762  0.7857143  1.0000000  0.8095238  0.7142857  0.6190476 
 แดงโตลา 0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.7619048  0.7380952  0.8095238  0.7142857  0.7142857  0.8333333  0.8333333  0.6904762  0.6428571   
 เอียสกุล 0.9285714  0.9047619  0.8809524  0.8571429  0.9285714  0.9047619  0.9285714  0.8809524  0.8333333  0.7619048  0.8571429  0.6190476  0.7142857 
 แมงมุมดํา 0.7142857  0.7380952  0.7142857  0.7380952  0.7619048  0.7380952  0.7619048  0.8095238  0.7142857  0.7380952  0.7380952  0.8809524  0.7380952 
 Den. Reha Zehorn 0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.6904762  0.6190476  0.5952381  0.7142857  0.5714286  0.6190476  0.5952381  0.6904762  0.5476190  0.6428571   
 เบ็ตตี้ 0.6904762  0.7619048  0.7380952  0.7619048  0.6904762  0.6666667  0.7380952  0.6428571  0.6904762  0.7619048  0.8095238  0.7619048  0.7142857   
 ซารูเรีย 0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.7380952  0.7142857  0.8809524  0.6904762  0.8333333  0.7619048  0.8571429  0.7619048  0.8571429 
 ซันเกียว 0.8095238  0.7857143  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.7619048  0.8095238  0.8333333  0.7857143  0.6904762  0.6904762 
 ชมพูกลม 0.8095238  0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.7619048  0.8095238  0.8333333  0.7380952  0.5476190  0.6428571 
 บูรณะซันชาย 0.6666667  0.6904762  0.7142857  0.7380952  0.6666667  0.6904762  0.7142857  0.6190476  0.7142857  0.7380952  0.7857143  0.6904762  0.6904762 
 บูรณะกรีน 0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.8809524  0.8571429  0.8809524  0.8333333  0.8333333  0.8095238  0.8571429  0.8095238  0.7619048 
 บูรณะเจด 0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.7380952  0.8095238  0.7857143  0.8571429  0.7619048  0.8095238  0.7380952  0.8333333  0.6428571  0.7380952 

 เจาพระยาบลู 0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.7619048  0.7857143  0.7619048  0.8809524  0.7380952  0.8333333  0.7619048  0.8571429  0.6666667  0.7142857 
 ใจฮาน 0.8571429  0.8809524  0.8571429  0.7857143  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.8095238  0.8095238  0.7857143  0.8809524  0.6904762  0.7380952 
 พานาวี 0.7619048  0.8333333  0.8095238  0.7380952  0.7619048  0.7380952  0.8095238  0.8095238  0.7619048  0.7380952  0.7857143  0.7857143  0.7380952 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 รินนภา ขาว 5 N ขาว

สนาน 
มิสทีน บอม 17 

แดง 
บอม K 
หวาน 

ขาว  
ประวิทย 

โจแดง เอริกา พีกาซัส 
มก. 

Den. 
Jaquelyn 
Thomas 

อโนชา x 
กลูดิอาย 

หวาย
เจียต
โกลส 

 เอเมรอน 0.7380952  0.8095238  0.7857143  0.7142857  0.7857143  0.7619048  0.7857143  0.7380952  0.6904762  0.7142857  0.8095238  0.8095238  0.7619048 
 วอรเตอรอุไรวรรณ 0.8571429  0.8809524  0.8571429  0.7857143  0.8095238  0.7857143  0.9047619  0.7619048  0.8571429  0.7380952  0.8333333  0.6428571  0.7857143 

 หอม 16 0.8571429  0.9285714  0.9047619  0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.8095238  0.8571429  0.8333333  0.8809524  0.7857143  0.7857143 

 บางกอกแฟนซี 0.9285714  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.8809524  0.8571429  0.9285714  0.8333333  0.8333333  0.8095238  0.9047619  0.6666667  0.7142857 
 คานาเคซีไอ 0.7142857  0.7857143  0.7619048  0.7857143  0.7142857  0.6904762  0.7619048  0.6666667  0.7142857  0.7857143  0.7857143  0.6904762  0.6428571   
 ขาวกลม 0.8809524  0.9523810  0.9285714  0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.9285714  0.7857143  0.8809524  0.8095238  0.8571429  0.7142857  0.7619048 
 สะเก็ดดาว 0.6428571  0.7142857  0.6904762  0.7142857  0.6904762  0.6666667  0.6904762  0.7380952  0.6428571  0.8095238  0.6666667  0.8571429  0.6666667   
 Den. Jaquelyn Concert 0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.7857143  0.7619048  0.8809524  0.7380952  0.7857143  0.8095238  0.8571429  0.6666667  0.6666667 
 สกลบลู 0.8809524  0.9523810  0.9285714  0.9523810  0.7857143  0.7619048  0.9285714  0.7380952  0.8333333  0.9047619  0.8571429  0.7619048  0.7142857   
 เรเย็นพราว 0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.7380952  0.7142857  0.6904762  0.7142857  0.6666667  0.6666667  0.7380952  0.7380952  0.9285714  0.7380952 
 มิดไนทลิบสติก 0.7857143  0.8571429  0.8333333  0.7619048  0.7857143  0.7619048  0.8333333  0.7380952  0.8333333  0.7619048  0.8095238  0.7142857  0.7619048 
 เก็ตติ้งบลู 0.8809524  0.9047619  0.8809524  0.9047619  0.7857143  0.7619048  0.8809524  0.7380952  0.7857143  0.9047619  0.8571429  0.7619048  0.6666667 
 บุญชูโกลด 0.7142857  0.7857143  0.7619048  0.7857143  0.6190476  0.5952381  0.7619048  0.5714286  0.7619048  0.7380952  0.7380952  0.7857143  0.7857143 
 ชูโทน 0.9047619  0.9285714  0.9047619  0.8333333  0.8095238  0.7857143  0.9047619  0.7619048  0.9047619  0.7857143  0.8333333  0.6904762  0.7380952 
 มีแสงนิล 0.8571429  0.9285714  0.9047619  0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.8095238  0.8095238  0.8333333  0.9285714  0.7380952  0.6904762 

 ประพิน 0.9047619  0.9285714  0.9047619  0.8333333  0.8095238  0.7857143  0.9047619  0.7619048  0.8571429  0.7857143  0.8809524  0.6904762  0.7380952   
 ซีซาแคระ 0.8571429  0.8809524  0.8571429  0.8809524  0.8095238  0.7857143  0.9047619  0.7619048  0.8095238  0.8809524  0.8809524  0.7380952  0.6904762   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

 มาดาม มิส
สิงคโปร 

บุญเหลง ซีซา
บางกอก 

พีกาซัส แดงโต
ลา 

เอียสกุล แมงมุม
ดํา 

Den. 
Reha 

Zehorn 

เบ็ตตี้ ซารูเรีย ซันเกียว ชมพู
กลม 

 รินนภา   
 ขาว 5 N   
 ขาวสนาน    
 มิสทีน  
 บอม 17 แดง   
 บอม K หวาน    
 ขาวประวิทย  
 โจแดง  
 เอริกา  
 พีกาซัส มก.  
 Den. Jaquelyn Thomas  

 อโนชา x กลูดิอาย  
 หวายเจียตโกลส  
 มาดาม 1.0000000 

 มิสสิงคโปร 0.9047619  1.0000000 
 บุญเหลง 0.8571429  0.9047619  1.0000000 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

 มาดาม มิส
สิงคโปร 

บุญเหลง ซีซา
บางกอก 

พีกาซัส แดงโต
ลา 

เอียสกุล แมงมุม
ดํา 

Den. 
Reha 

Zehorn 

เบ็ตตี้ ซารูเรีย ซันเกียว ชมพู
กลม 

 ซีซาบางกอก 0.7142857  0.7619048  0.7142857  1.0000000 
 พีกาซัส 0.7857143  0.7857143  0.7380952  0.8333333  1.0000000         
 แดงโตลา 0.8095238  0.8095238  0.7619048  0.8095238  0.8333333  1.0000000 
 เอียสกุล 0.8333333  0.8809524  0.8333333  0.7380952  0.7619048  0.7857143  1.0000000 
 แมงมุมดํา 0.7619048  0.7619048  0.8571429  0.8095238  0.7380952  0.7142857  0.6904762  1.0000000 
 Den. Reha Zehorn 0.6666667  0.6666667  0.5714286  0.6190476  0.5952381  0.6190476  0.6904762  0.4761905  1.0000000 
 เบ็ตตี้ 0.7857143  0.7380952  0.6904762  0.6904762  0.7619048  0.7857143  0.6666667  0.6904762  0.5952381  1.0000000 

 ซารูเรีย 0.8333333  0.7857143  0.7380952  0.6904762  0.7619048  0.7380952  0.8095238  0.6428571  0.7380952  0.8095238  1.0000000 
 ซันเกียว 0.7142857  0.7619048  0.8095238  0.8571429  0.8333333  0.8571429  0.7857143  0.7619048  0.5714286  0.7380952  0.7380952  1.0000000 
 ชมพูกลม 0.7619048  0.8095238  0.7142857  0.7142857  0.8333333  0.7142857  0.8809524  0.5714286  0.6190476  0.6428571  0.7857143  0.7619048  1.0000000
 บูรณะซันชาย 0.7142857  0.6666667  0.6666667  0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.6428571  0.6666667  0.5238095  0.9285714  0.7380952  0.7619048  0.6190476 
 บูรณะกรีน 0.8809524  0.8809524  0.9285714  0.7857143  0.8095238  0.7857143  0.8095238  0.8333333  0.6428571  0.7619048  0.8095238  0.7857143  0.7380952 
 บูรณะเจด 0.8571429  0.8571429  0.8571429  0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.7857143  0.7619048  0.5714286  0.7380952  0.7857143  0.7619048  0.7142857 

 เจาพระยาบลู 0.8333333  0.8333333  0.8333333  0.6904762  0.7619048  0.7380952  0.8095238  0.7857143  0.5952381  0.7142857  0.8095238  0.7857143  0.7380952 
 ใจฮาน 0.9047619  0.9047619  0.9047619  0.7142857  0.7857143  0.7619048  0.8333333  0.8095238  0.6190476  0.7380952  0.7857143  0.7619048  0.7142857 
 พานาวี 0.8095238  0.8095238  0.8571429  0.8095238  0.7380952  0.7142857  0.7380952  0.8571429  0.5714286  0.6428571  0.7380952  0.7142857  0.6666667 84 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 มาดาม มิส

สิงคโปร 
บุญเหลง ซีซา

บางกอก 
พีกาซัส แดงโต

ลา 
เอียสกุล แมงมุม

ดํา 
Den. 
Reha 

Zehorn 

เบ็ตตี้ ซารูเรีย ซันเกียว ชมพู
กลม 

 เอเมรอน 0.8333333  0.8333333  0.8333333  0.6904762  0.7142857  0.6904762  0.7142857  0.7380952  0.6428571  0.7619048  0.8571429  0.6904762  0.6428571 
 วอรเตอรอุไรวรรณ 0.9047619  0.8571429  0.8571429  0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.8333333  0.7619048  0.6190476  0.7380952  0.8333333  0.7619048  0.7619048 

 หอม 16 0.9047619  0.9047619  0.9047619  0.7619048  0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.8095238  0.6666667  0.7857143  0.8333333  0.7619048  0.7619048 

 บางกอกแฟนซี 0.8809524  0.9285714  0.9285714  0.7380952  0.8095238  0.8333333  0.9047619  0.7857143  0.6428571  0.7142857  0.8095238  0.8333333  0.7857143 
 คานาเคซีไอ  0.8571429  0.8095238  0.7619048  0.7142857  0.7857143  0.8095238  0.6904762  0.7619048  0.5238095  0.8333333  0.7380952  0.7619048  0.6666667 
 ขาวกลม 0.9285714  0.8809524  0.8333333  0.7380952  0.8095238  0.7857143  0.8571429  0.7380952  0.6904762  0.7619048  0.8571429  0.7380952  0.7857143 
 สะเก็ดดาว 0.6904762  0.6904762  0.7380952  0.7857143  0.8095238  0.6904762  0.6190476  0.8809524  0.4523810  0.6666667  0.6190476  0.6904762  0.6428571 
 Den. Jaquelyn Concert 0.8333333  0.8333333  0.7857143  0.7380952  0.8095238  0.7857143  0.8095238  0.6904762  0.7380952  0.7142857  0.8095238  0.7380952  0.7380952 
 สกลบลู 0.8809524  0.8333333  0.7857143  0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8571429  0.7857143  0.6904762  0.8095238  0.8571429  0.8333333  0.7857143 

 เรเย็นพราว 0.7142857  0.7142857  0.7619048  0.7142857  0.7380952  0.7142857  0.6428571  0.8095238  0.5714286  0.7857143  0.7857143  0.7142857  0.5714286 
 มิดไนทลิบสติก 0.8333333  0.8333333  0.8333333  0.6904762  0.7619048  0.7380952  0.7619048  0.7380952  0.5952381  0.7619048  0.8095238  0.7380952  0.7380952 
 เก็ตติ้งบลู 0.8333333  0.8333333  0.7857143  0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.7857143  0.6428571  0.8095238  0.8095238  0.8333333  0.7380952 
 บุญชูโกลด 0.7142857  0.6666667  0.6666667  0.6666667  0.7380952  0.7142857  0.6904762  0.6666667  0.6190476  0.7857143  0.8809524  0.7142857  0.6666667 
 ชูโทน 0.8571429  0.8571429  0.8571429  0.7142857  0.7857143  0.8095238  0.8809524  0.7142857  0.6666667  0.6904762  0.8333333  0.7619048  0.8095238 
 มีแสงนิล 0.9047619  0.8571429  0.8571429  0.8095238  0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.7619048  0.6666667  0.7857143  0.8333333  0.8095238  0.7619048 

 ประพิน 0.9047619  0.8571429  0.8571429  0.7142857  0.7857143  0.8571429  0.8809524  0.7142857  0.6666667  0.7380952  0.8333333  0.7619048  0.8095238 
 ซีซาแคระ 0.8095238  0.8095238  0.8095238  0.8095238  0.8809524  0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.6190476  0.7857143  0.7857143  0.8571429  0.7142857 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

 บูรณะ 
ซันชาย 

บูรณะ
กรีน 

บูรณะ
เจด 

เจาพระ 
ยาบลู 

ใจฮาน พานาวี เอเมรอน วอเตอร
อุไร
วรรณ 

หอม 16 บางกอก
แฟนซี 

คานาเค
ซีไอ 

ขาวกลม สะเก็ด
ดาว 

 ซีซาบางกอก   
 พีกาซัส  
 แดงโตลา   
 เอียสกุล  
 แมงมุมดํา  
 Den. Reha Zehorn   
 เบ็ตตี้  

 ซารูเรีย  
 ซันเกียว  
 ชมพูกลม  
 บูรณะซันชาย 1.0000000 
 บูรณะกรีน 0.6904762  1.0000000 
 บูรณะเจด 0.7142857  0.8333333  1.0000000   
 เจาพระยาบลู 0.6904762  0.8095238  0.9285714  1.0000000 
 ใจฮาน 0.7142857  0.8809524  0.9523810  0.9285714  1.0000000 
 พานาวี 0.6190476  0.8809524  0.7619048  0.7857143  0.8095238  1.0000000      86 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 บูรณะ 

ซันชาย 
บูรณะ
กรีน 

บูรณะ
เจด 

เจาพระ 
ยาบลู 

ใจฮาน พานาวี เอเมรอน วอเตอร
อุไร
วรรณ 

หอม 16 บางกอก
แฟนซี 

คานาเค
ซีไอ 

ขาวกลม สะเก็ด
ดาว 

 เอเมรอน 0.7380952  0.8571429  0.7857143  0.7619048  0.8333333  0.8333333  1.0000000 
 วอรเตอรอุไรวรรณ 0.7142857  0.8333333  0.9047619  0.8809524  0.9047619  0.7619048  0.7857143  1.0000000 
 หอม 16 0.7142857  0.9761905  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.8571429  0.8333333  0.8571429  1.0000000      
 บางกอกแฟนซี 0.6904762  0.8571429  0.8809524  0.9047619  0.9285714  0.8333333  0.8095238  0.8809524  0.8809524  1.0000000 
 คานาเคซีไอ  0.7619048  0.7857143  0.8095238  0.7857143  0.8095238  0.7142857  0.7380952  0.8571429  0.8095238  0.7857143  1.0000000 
 ขาวกลม 0.6904762  0.9047619  0.8333333  0.8095238  0.8809524  0.7857143  0.8095238  0.8809524  0.9285714  0.8571429  0.7857143  1.0000000 
 สะเก็ดดาว 0.5952381  0.8095238  0.6904762  0.7142857  0.7380952  0.7857143  0.6666667  0.6428571  0.7857143  0.6666667  0.6904762  0.7142857  1.0000000 
 Den. Jaquelyn Concert 0.6428571  0.8571429  0.7857143  0.8095238  0.8333333  0.7857143  0.7619048  0.7857143  0.8809524  0.8571429  0.7380952  0.8571429  0.6666667 
 สกลบลู 0.7380952  0.8571429  0.7857143  0.8095238  0.8333333  0.7857143  0.7619048  0.8333333  0.8809524  0.8571429  0.8333333  0.9047619  0.7619048 

 เรเย็นพราว 0.7142857  0.8333333  0.7142857  0.7380952  0.7619048  0.7142857  0.8333333  0.6666667  0.8095238  0.6904762  0.7142857  0.7380952  0.8333333 
 มิดไนทลิบสติก 0.6904762  0.9047619  0.8809524  0.8571429  0.8809524  0.7857143  0.7619048  0.8809524  0.9285714  0.8095238  0.8333333  0.8571429  0.7619048 
 เก็ตติ้งบลู 0.7380952  0.8571429  0.7857143  0.8095238  0.8333333  0.7857143  0.7619048  0.7857143  0.8809524  0.8571429  0.8333333  0.8571429  0.7619048 
 บุญชูโกลด 0.7142857  0.7380952  0.7142857  0.7380952  0.7142857  0.6666667  0.7380952  0.7619048  0.7619048  0.6904762  0.7619048  0.7380952  0.6904762 
 ชูโทน 0.6190476  0.8809524  0.7619048  0.7857143  0.8095238  0.8095238  0.7380952  0.8095238  0.9047619  0.8809524  0.7142857  0.9285714  0.6904762 
 มีแสงนิล 0.7142857  0.9285714  0.8095238  0.8333333  0.8571429  0.8571429  0.8333333  0.8095238  0.9047619  0.8809524  0.8095238  0.8809524  0.7380952   
 ประพิน 0.6666667  0.8809524  0.7619048  0.7857143  0.8095238  0.8095238  0.7380952  0.8095238  0.9047619  0.8809524  0.7619048  0.8809524  0.6904762 
 ซีซาแคระ 0.7619048  0.8333333  0.8095238  0.8333333  0.8571429  0.7619048  0.7380952  0.8095238  0.8571429  0.8809524  0.8095238  0.8333333  0.7380952   
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 Den. 

Jaquelyn 
Concert 

สกลบลู เรเย็น
พราว 

มิดไนท
ลิบสติก 

เก็ตติ้ง 
บลู 

บุญชู
โกลด 

ชูโทน มีแสงนิล ประพิน ซีซาแคระ 

 เอเมรอน  
 วอรเตอรอุไรวรรณ 

 หอม 16  

 บางกอกแฟนซี  
 คานาเคซีไอ   
 ขาวกลม  
 สะเก็ดดาว   
 Den. Jaquelyn Concert 1.0000000 
 สกลบลู 0.8571429  1.0000000 
 เรเย็นพราว 0.6904762  0.7857143  1.0000000 
 มิดไนทลิบสติก 0.8095238  0.8095238  0.7857143  1.0000000 
 เก็ตติ้งบลู 0.8571429  0.9523810  0.7857143  0.8095238  1.0000000 
 บุญชูโกลด 0.6904762  0.8333333  0.8571429  0.8333333  0.7857143  1.0000000 
 ชูโทน 0.8333333  0.8809524  0.7142857  0.8333333  0.8333333  0.7619048  1.0000000 
 มีแสงนิล 0.8809524  0.8809524  0.7619048  0.8333333  0.8809524  0.7142857  0.8571429  1.0000000 
 ประพิน 0.8333333  0.8809524  0.7142857  0.8333333  0.8333333  0.7619048  0.9523810  0.9047619  1.0000000 
 ซีซาแคระ 0.8333333  0.9285714  0.7619048  0.7857143  0.9285714  0.7619048  0.8095238  0.8571429  0.8095238  1.0000000
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวฐนิตา บุญสรางสม 
วัน เดือน ป ที่เกิด วันที่ 17 มกราคม 2524 
สถานที่เกิด  จังหวดัเชยีงใหม 
ประวัติการศึกษา ระดับปริญญาตรี คณะวิทยาศาสตร สาขาวิชาชีววิทยา 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน - 
สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 
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