
บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการสกัดอารเอ็นเอ 
 

การสกัดอารเอ็นเอจากกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 3 ชนิด 5 ตัวอยางท่ีมีสีดอกตางกันคือ     
S. affinis    สีเหลือง, S. plicata   สีมวง สีชมพู และสีขาว และ S. petri  สีบานเย็น โดยใชตัวอยางพืช 
3 ระยะ คือ ระยะดอกตูม (ระยะท่ี 1) ดอกแรกแยม (ระยะท่ี 2) และดอกบาน (ระยะท่ี 3) โดยใชชุด
สารเคมี Trizol TM Reagent (Invitrogen, USA)  เม่ือวัดคาดูดกลืนแสงของอารเอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 
260 nm  พบวามีความเขมขน 35-45 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และตรวจสอบคุณภาพดวย 1.2% 
agarose gel  พบวาอารเอ็นเอท่ีไดปรากฏเปนแถบชัดเจน แตมีการปนเปอนของดีเอ็นเอในสวนบน
ของเจล (ภาพท่ี 4) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 4 อารเอ็นเอของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน  

1.) S. plicata สีมวง 2.) S. plicata สีชมพู 3.) S. plicata สีขาว 4.) S. affinis สีเหลือง          
5.) S. petri  สีบานเย็น  

 

1 2 3 4 5 

Genomic DNA 

28s RNA 

18s RNA 
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4.2  ผลการตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอท่ีไดจากการทํา DNase digestion 

 ผลจากการกําจัดดีเอ็นเอท่ีปนเปอนออกจากอารเอ็นเอโดยเอนไซม DNase I พบวาแถบ  
อารเอ็นเอที่ไดมีคุณภาพดีข้ึน โดยแถบอารเอ็นเอมีความคมชัดข้ึน และไมมีสวนปนเปอนของ         
ดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 5) 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 5 อารเอ็นเอหลังการทํา DNase digestion ของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน 
1.) S. plicata สีมวง 2.) S. plicata สีชมพู 3.) S. plicata สีขาว 4.) S. affinis สีเหลือง          
5.) S. petri  สีบานเย็น  
 
 
 
 
 
 
 
 

 

1 2 3 4 5 

28s RNA 

18s RNA 
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4.3 ผลการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 

การตรวจสอบคุณภาพของซีดีเอ็นเอ โดยใชคูไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบเพื่อตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต (Maier et al., 1992) นํามาทดสอบผลการทํา reverse 
transcription ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากกลีบดอกของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก พบแถบของ      
ซีดีเอ็นเอชัดเจน ขนาดประมาณ 500 bp และมีเพียงแถบเดียว (ภาพท่ี 6) 

  

 

 
 

ภาพท่ี 6 ผลผลิตพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร ndhB ของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน 
1.) S. plicata สีมวง 2.) S. plicata สีชมพู 3.) S. plicata สีขาว            
4.) S. affinis  สีเหลือง 5.) S. petri  สีบานเย็น  

 
 

 

 

 

 

50 bp 
marker  1 2 3 4 5 

500 bp 

200 bp 

1031 bp 
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4.4 ผลการคัดกรองไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดนิใบหมาก 
 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 2 คร้ัง เนื่องจากการ
ทําปฏิกิริยาคร้ังท่ี 1 ยังไมเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน มองเห็นเปนปนยาว (ภาพท่ี 7A) อยางไรก็ตาม
เม่ือนําผลผลิตของพีซีอาร คร้ังแรกมาเจือจางเพื่อใชเปนตนแบบในการทําปฏิกิริยาคร้ังท่ี 2 พบวา
แถบดีเอ็นเอชัดเจนข้ึน (ภาพท่ี 7B) 

จากการใชไพรเมอรแบบสุมจํานวน 58 ชนิด รวมกับ anchored primer dT12VG ในการเพิ่ม
ปริมาณ ดีเอ็นเอจากกลีบดอกเอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 ตัวอยาง ท่ี 3 ระยะ พบวาไพรเมอร 8 ชนิด คือ 
OPD 16, OPF 13, OPF 14, OPF 16, OPAB 11, OPAB 12, OPAB 17 และ OPAB 19 สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได (ภาพที่ 8-12) โดยไพรเมอร 5 ชนิด ไดแก OPF13, OPF16, OPAB11, 
OPAB12, และ OPAB17 ใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง (polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะ
ตอกลุมตัวอยางท่ีศึกษา สวนไพรเมอรอีก 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 สามารถ
สังเคราะหดีเอ็นเอของทุกตัวอยาง และสามารถจําแนกความแตกตางระหวางตัวอยาง (ภาพท่ี 8-12) 
 
 

 

 

 

ภาพท่ี 7  ผลผลิตพีซีอาร 2 คร้ัง โดยใชไพรเมอรชนิดสุม (OPD, OPF และ OPAB) รวมกับ Oligo  
dT12VG ของกลวยไมเอ้ืองดนิใบหมากท้ัง 5 กลุมสี ใน 3 ระยะ ไดแก ระยะดอกตูม ดอก
แรกแยม และดอกบาน รวมกัน  A : ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 1 B : ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 2  
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ภาพท่ี 8 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีมวง  

 A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  
 * ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 

 
 
 

   
 
ภาพท่ี 9 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีชมพู  
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

* ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
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ภาพท่ี 10 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีขาว 
                A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

  *ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
 
 
 

   
 
ภาพท่ี 11 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. affinis  สีเหลือง   
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

  *ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
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ภาพท่ี 12 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. petri  สีบานเย็น 
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

 * ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
 
4.5 ผลการวิเคราะหการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร 
 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากแตละชนิด 5 กลุมสี 3 ระยะ ดวย
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร โดยใชไพรเมอรท่ีคัดเลือก 3 ชนิด ตรวจสอบดวย 6% polyacrylamide gel 
พบวาใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมากและชัดเจนสามารถบันทึกผลได 352 แถบ ขนาดต้ังแต 1,000–200 
bp แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏพบ 2 ลักษณะคือ แถบดีเอ็นเอท่ีไมแสดงความแตกตางกันระหวางกลุม
ตัวอยาง และแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง สําหรับจํานวนแถบท่ีไม
แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางพบ 36-178 แถบตอไพรเมอร (เฉล่ีย 108.33 แถบ) คิด
เปน 92.33 เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด สวนจํานวนแถบที่แสดงความแตกตางกันระหวาง
กลุมตัวอยางพบ 3-18 แถบตอไพรเมอร (เฉล่ีย 9 แถบ) คิดเปน 7.67 เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอ
ท้ังหมด (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2 จํานวนแถบดีเอ็นเอจากการคัดกรองยีนของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดยเทคนิค 
               ดีดีอารที-พีซีอาร 
 

 
 

Primer 

 
Total bands per 

primer 
 

 
Non-Polymorphic 

bands 

 
Polymorphic 

bands 

 
% Polymorphic 

bands 

OPD16 
 

42 36 6 14.29 

OPF14 
 

129 111 18 13.95 

OPAB19 
 

181 178 3 1.66 

Total 352 325 27 29.9 

 
การวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางกลีบดอกเอ้ืองดินใบหมาก 5 ตัวอยาง 

เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 รวมกับ 
anchored primer dT12VG จากแถบดีเอ็นเอท่ีสามารถบันทึกผลไดรวม 352 แถบ ในการเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะท้ังหมด 9 แถบ ขนาด 534, 489, 464, 445, 419, 373, 
337, 334 และ 270 bp (ภาพท่ี 13) โดยเปนกลุมท่ีมีความเขมแถบเทากันในกลีบดอกแตละระยะ  

การใชไพรเมอร OPD16 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 419 bp และ 334 bp ท่ีมี
ความจําเพาะกับ S. petri  ซ่ึงเปนกลุมท่ีมีสีบานเย็น ท้ัง 3 ระยะ  

ไพรเมอร OPF14 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 534, 489, 464, 373, 337 และ 270 
bp จํานวน 6 แถบ ซ่ึงมีความจําเพาะตอกลุมตัวอยางท่ีตางกัน โดยแถบขนาด 373 และ 337 bp พบ
เฉพาะใน S. plicata สีมวง แถบขนาด 534 และ 464 bp พบเฉพาะใน S. plicata   สีชมพู แถบขนาด 
270 bp พบเฉพาะใน S. plicata สีขาว และแถบขนาด 489 bp ท่ีพบเฉพาะใน S. petri เทานั้น   

ไพรเมอร OPAB19 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 445 bp เฉพาะใน S. plicata สี
มวง  
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นอกจากความจําเพาะตอเอ้ืองดินใบหมากในแตละกลุมแลว ยังพบวาบางแถบมีการ
แสดงออกที่ตางกันในแตละระยะภายในกลุม คือ แถบขนาด 373 bp โดยไพรเมอร OPF14 และ
ขนาด 445 bp โดยไพรเมอร OPAB19 (ภาพท่ี 13)  ซ่ึงมีความเขมของแถบเพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตามใน
การศึกษาคร้ังนี้ยังไมพบแถบท่ีจําเพาะตอ S. affinis 
 
  

 
 
 

ภาพท่ี 13 ผลผลิตพีซีอารของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ท่ีใชไพรเมอรชนิดสุม 3 ชนิดรวมกับ  
  anchored primer dT12VG 
  V = S.  plicata สีมวง P = S.  plicata สีชมพู W = S.  plicata  สีขาว   
  Y = S. affinis สีเหลือง M = S. petri สีบานเย็น  
  1 = ระยะดอกตูม  2 = ระยะดอกแรกแยม 3 = ระยะดอกบาน 

 

OPD16 OPAB19 OPF14 
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4.6 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแถบคัดเลือก 

 
จากการตัดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร และตรวจสอบผลผลิตพีซีอารบน 6% polyacrylamide gel พบวาสวนใหญแถบ
ดีเอ็นเอท่ีไดมีเพียงแถบเดียว ชัดเจน และตรงกับขนาดท่ีตองการ (ภาพท่ี 14A) เวนแตแถบขนาด 
445 bp ของ S. petri สีบานเย็น ระยะดอกบาน โดยไพรเมอร OPAB19 ท่ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีไมตรง
กับขนาดท่ีตองการอยูดวยบางในคร้ังแรก (ภาพท่ี 14B) จึงทําการตัดแถบดีเอ็นเอน้ีอีกคร้ังเพื่อเพิ่ม
ปริมาณอีกคร้ังจนไดแถบเดียว ชัดเจน 

 

                       
 
ภาพท่ี 14  ตัวอยางผลการตรวจสอบตําแหนงผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอ 

   A : ขนาด 534 bp ของ S.  plicata สีชมพู ระยะดอกบาน โดยใชไพรเมอร OPF14 
   B : ขนาด 445 bp ของ S. petri สีบานเย็น ระยะดอกบาน โดยใชไพรเมอร OPAB19 
   ลูกศรสีแดง แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีไมตรงกบัขนาดท่ีตองการ 
 

500 bp 

600 bp 

534 bp 500 bp 
445 bp 

400 bp 
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4.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอ 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอท่ีคัดเลือกมา 10 แถบ ไดแก 

1. แถบขนาด 534 bp ของ S.  plicata สีชมพู ระยะดอกตูม     โดยไพรเมอร OPF14 
2. แถบขนาด 534 bp ของ S.  plicata สีชมพู ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPF14 
3. แถบขนาด 373 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPF14 
4. แถบขนาด 337 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPF14 
5. แถบขนาด 270 bp ของ S.  affinis สีเหลือง ระยะดอกตูม     โดยไพรเมอร OPF14 
6. แถบขนาด 445 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกแรกแยม โดยไพรเมอร OPAB19 
7. แถบขนาด 445 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPAB19 
8. แถบขนาด 445 bp ของ S.  plicata สีชมพู ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPAB19 
9. แถบขนาด 445 bp ของ S.  affinis  สีเหลือง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPAB19 
10. แถบขนาด 445 bp ของ S.  petri    สีบานเย็น ระยะดอกบาน โดยไพรเมอร OPAB19 

 
 โดยสงผลผลิตพีซีอารท่ีไดใหบริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซีย  ขอมูลท่ีไดเปนลําดับ   
นิวคลีโอไทดท้ัง 2 สาย จึงนํามา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของท้ัง 2 สายโดยใชโปรแกรม 
DNAMAN พบวาตัวอยางท่ี 5 มีคาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนกัน (identity) สูงท่ีสุดคือ 
44% (ภาคผนวก) และเม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการวิเคราะหดวย reverse primer ไป
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST                      
( www.ncbi.nlm.nih.gov ) พบวามีความคลายคลึงกับยีน Sorghum bicolor hypothetical protein, 
Zea mays tousled-like kinase 2, Oryza sativa Japonica Group Os03g0113500 (Os03g0113500) 
mRNA และ Plasmodium yoelii yoelii str. 17XNL chloroquine resistance marker protein 
(PY02945) partial mRNA (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3  ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับพันธุกรรมของแถบดีเอ็นเอแถบท่ี 5 บน 
    ฐานขอมูลของ GenBank 
 

Accession Length 
(bp) 

ยีนท่ีมีความคลายคลึงกัน % identity E-
value 

XM_00246382
9.1 

 

2240 
 

Sorghum bicolor hypothetical protein 87% 1.9 

NM_00111177
6.1 

 

2729 Zea mays tousled-like kinase 2 87% 2.0 

NM_00105527
1.2 

 

4146 Oryza sativa Japonica Group 
Os03g0113500 (Os03g0113500) mRNA 

87% 6.8 

XM_725807.1 19911 Plasmodium yoelii yoelii str. 17XNL 
chloroquine resistance marker protein 

(PY02945) partial mRNA 

81% 6.8 

 


