
บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

5.1 การตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอ 
 
 อารเอ็นเอที่มีคุณภาพดีควรมีอัตราสวนของคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 ตอ 280 
เทากับ 1.9-2.0 จึงจะแสดงวาอารเอ็นเอไมมีการปนเปอนของโปรตีนและดีเอ็นเอ และเม่ือตรวจสอบ
คุณภาพดวยวิธีอิเล็คโตรโฟริซิสดวยอกาโรสเขมขน 1.2% แลวตองเห็นแถบอารเอ็นเอท่ีชัดเจนเพียง
สองแถบ ไมเปนปน และไมมีการปนเปอนของดีเอ็นเอ (Hongbo et al., 2008)  ซ่ึงการสกัดอารเอ็น
เอจากเอ้ืองดินใบหมาก 3 ชนิด 5 ตัวอยางท่ีมีสีดอกตางกัน ท้ัง 3 ระยะ คือ ระยะดอกตูม (ระยะท่ี 1) 
ดอกแรกแยม (ระยะที่ 2) และดอกบาน (ระยะท่ี 3) เม่ือวัดคาดูดกลืนแสงของอารเอ็นเอ ท่ีความยาว
คล่ืน 260 ตอ 280 ไดอัตรสวน 2.2 ซ่ึงถือวามีคุณภาพคอนขางดี เม่ือตรวจสอบคุณภาพดวยวิธีอิเล็ค
โตรโฟริซิสดวยอกาโรสเขมขน 1.2% พบวาอารเอ็นเอท่ีไดปรากฏเปนแถบชัดเจน แตยังมีการ
ปนเปอนของดีเอ็นเอในสวนบนของเจล ซ่ึงจะสงผลตอการเพิ่มปริมาณซีดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป 
หากไพรเมอรท่ีใชสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีปนเปอนได อาจทําใหการแปลผลผิดพลาด  (Maier 
et al., 1992) การกําจัดดีเอ็นเอท่ีปนเปอนออกจากอารเอ็นเอโดยเอนไซม DNase I พบวาแถบอาร
เอ็นเอมีความคมชัดข้ึน และไมมีสวนปนเปอนของดีเอ็นเอ อารเอ็นเอที่ไดจัดวามีคุณภาพดี และ
สามารถใชเปนแมแบบในการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (Manoj et al., 2008) 
 
5.2 การตรวจสอบคุณภาพซีดีเอ็นเอ  
 

การตรวจสอบคุณภาพของซีดีเอ็นเอใชคูไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบเพ่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสราง NADH ซ่ึงเปนยีนท่ีตองมีการ
แสดงออกตลอดเวลา จึงสามารถนํามาใชตรวจสอบไดวามีการสังเคราะหซีดีเอ็นเอไดจริง (Maier et 
al., 1992) เม่ือนํามาทดสอบผลการทํา reverse transcription ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากกลีบดอก
ของเอ้ืองดินใบหมากพบแถบของซีดีเอ็นเอท่ีได แสดงแถบท่ีชัดเจนขนาดประมาณ 500 bp และมี
เพียงแถบเดียว แสดงใหเห็นวาการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ ไมมีการปนเปอนของจีโนมิกดีเอ็นเอ 
เนื่องจากถามีการปนเปอนจะทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอซ่ึงมีขนาดใหญกวาซีดีเอ็นเอที่ได เชนเดียวกับ
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การใชคูไพรเมอร ndhB ในขาวโพดพบวาสามารถสังเคราะหแถบซีดีเอ็นเอ ขนาด 500 bp และมี
เพียงแถบเดียวเชนกัน (Maier et al., 1992) 

 
5.3 การคัดกรองไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 
 
 คูไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอคือ ตองสามารถเพ่ิมดีเอ็นเอเปาหมาย
ได และไดผลผลิตปริมาณมาก (สุรินทร, 2545) แตการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก
ดวยปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 1 ยังไมเห็นแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน และมองเห็นเปนแถบปนยาว ซ่ึงอาจ
เกิดจากการท่ีไพรเมอรมีลําดับเบสไมเหมาะสม จับกับดีเอ็นเอตนแบบไดไมดี จึงไมสามารถ
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดยาวตอออกไปได หรือภายในดีเอ็นเอตนแบบนั้นมีลําดับเบสคูสม
กับไพรเมอรจํานวนมาก ทําใหไพรเมอรเขาคูกับดีเอ็นเอตนแบบไดหลายตําแหนง เกิดผลผลิต     
พีซีอารท่ีมีขนาดแตกตางกันจํานวนมาก แตมีปริมาณนอย หรืออาจเนื่องจากเง่ือนไขของสภาวะการ
ทําปฏิกิริยาไมเหมาะสมกับไพรเมอรชนิดนี้ จึงทําใหเกิดผลผลิตพีซีอารเปนแถบปนยาว (สุรินทร, 
2545) นอกจากนั้นการใชไพรเมอรท่ีมีความยาวนอยเพียง 10 นิวคลีโอไทด ทําใหไมเจาะจงกับ       
ดีเอ็นเอตนแบบ เนื่องจากไพรเมอรสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดหลายตําแหนง จึงปรับการ
ทดลองโดยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 2 คร้ัง พบวาแถบดีเอ็นเอชัดเจนข้ึน แสดงใหเห็นวาการเขาจับ
ของไพรเมอรมีความจําเพาะมากยิ่งข้ึน มองเห็นปนลดนอยลง ซ่ึงสอดคลองกับ Roux et al. (1998) 
ซ่ึงศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซินในยาสูบโดยวิธี mRNA differential display โดยเร่ิมตนทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังแรก 40 รอบ ผลพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดไมชัดเจน และพบแถบปนยาวชัดมาก 
ทําใหไมสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน จึงเพ่ิมปฏิกิริยาอีกคร้ังโดยใชผลผลิตพีซีอาร 
คร้ังท่ี 1 ไปเจือจางกับน้ําในอัตราสวน 1 : 10 โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาเชนเดิม ทําปฏิกิริยาอีก 25 
รอบ พบวาสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน แถบปนยาวนอยลง สามารถนํามาใชจัด
กลุมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมได  

จากการคัดกรองไพรเมอรท้ังหมด 58 ไพรเมอร พบวามีไพรเมอรเพียง 8 ชนิดเทานั้นท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได สวนอีก 50 ไพรเมอรที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เปาหมายไดนั้น อาจเกิดจากไพรเมอรไมมีเบสคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบ หรือชวงของ primer 
annealing อาจไมเหมาะสมกับไพรเมอร จึงทําใหไพรเมอรไมสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือ
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอตอไปได จึงไมเกิดผลผลิตพีซีอาร (สุรินทร, 2545) ไพรเมอร 8 ชนิดท่ี
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดนั้น  พบวามี  5 ชนิดท่ีใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง 
(polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะตอกลุมตัวอยางท่ีศึกษา เนื่องจากไมสามารถเพ่ิม
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ปริมาณดีเอ็นเอของตัวอยางไดครบท้ัง 5 ชนิด 3 ระยะ จึงมีไพรเมอรเพียง 3 ชนิด ไดแก OPD16, 
OPF14 และ OPAB19 เทานั้นท่ีสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอของทุกตัวอยาง และสามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางตัวอยางได เชนเดียวกับการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีจําเพาะตอการสรางรวง
ของขาวสาลีดวยเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร โดยสกัดอารเอ็นเอจากรวงขาวสาลี ใบแก เกสรเพศผู 
เกสรเพศเมีย รังไข และราก และคัดเลือกไพรเมอรแบบสุม 76 ชนิด เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ พบวามี
ไพรเมอร 43 ชนิดไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได และมี 19 ชนิดท่ีสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอเปาหมายได ใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง (polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะตอ
ตัวอยางท้ัง 6 ระยะ และมีเพียง 13 ชนิด เทานั้นท่ีใหแถบท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอรวงขาวสาลี ซ่ึง
สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวามีความคลายคลึงกับยีน LEAFY และ APETALA1 ใน 
Arabidopsis ท่ีเกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อเจริญ และยังคลายกับยีน UFO ซ่ึงเปนยีนท่ีจําเพาะตอ
การสรางดอกใน Arabidopsis (Ogihara et al., 1998) 
 
5.4 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร 
 
 ผลการวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางกลีบดอกเอื้องดินใบหมากท้ัง 5 
ตัวอยาง 3 ระยะดวยไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 รวมกับ anchored 
primer dT12VG  พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตางกันท้ังหมด 9 แถบ ท่ีแตกตางกันตามกลุมของ
เอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 ชนิด แถบกลุมนี้มีความเขมแถบเทากันในกลีบดอกแตละระยะ แสดงใหเห็น
ถึงระดับการแสดงออกของยีนตลอดระยะการพัฒนาดอก จากความแตกตางกันนี้แสดงใหเห็นถึง
การแสดงออกของยีนท่ีแตกตางกันของเอ้ืองดินใบหมากแตละชนิด ที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณโดย
ไพรเมอรแบบสุม และแถบท่ีไดมีความจําเพาะเจาะจงกับกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 กลุมสี 
เชนเดียวกับการศึกษาแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอและแถบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในกลวยไมกลุม
เขาแกะและกลุมชาง โดยใชไพรเมอรแบบสุม 24 ชนิด พบวามีไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ  
ดีเอ็นเอได 2 ชนิด และไพรเมอรอีก 15 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได 
แตไมเหมาะสําหรับการใชจัดกลุมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได 
และพบวามีไพรเมอรเพียง 7 ชนิดเทานั้นท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดและสามารถนํามาจัดกลุม
แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได (สุพัตรา, 2547)  

สวนไพรเมอร OPF14 ใหแถบขนาด 373 bp และไพรเมอร OPAB19 ใหแถบขนาด 445 bp  
ท่ีมีความเขมของแถบเพิ่มมากข้ึนในแตละระยะการเจริญเติบโตแสดงใหเห็นวาเปนยีนท่ีแสดงออก
เพิ่มข้ึนเม่ือระยะการพัฒนามากข้ึน เชนเดียวกับการศึกษาการแสดงออกของยีนในระหวางการ
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พัฒนาดอกของคารเนช่ันในระยะดอกตูมและดอกบาน โดยพบวามี 21 โคลนจาก 35 โคลน ท่ีมีการ
แสดงออกท่ีสัมพันธกับยีนท่ีเกี่ยวกับการพัฒนาของดอก โดย 13 โคลน มีการแสดงออกเฉพาะใน
ดอกบานแลวเทานั้น และอีก 8 โคลน มีการแสดงออกในดอกตูมและเพ่ิมมากข้ึนในระยะดอกบาน 
(Ok et al., 2003) 
 
5.5 การวิเคราะหแถบดีเอ็นเอ 
 
 จากการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการคัดกรองยีนของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดย
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร พบวาไพรเมอร OPD16, OPF14 และ OPAB19 มีเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอท่ี
แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง 14.29%, 13.95% และ 1.66% ตามลําดับ ซ่ึงความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีไดนั้นเกิดจากใช ไพรเมอรชนิดสุม ขนาด 10 นิวคลีโอไทดเพิ่มปริมาณ
ช้ินสวนดีเอ็นเอ ไพรเมอรท่ีใหเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง
สูง แสดงวาตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาไปจับและเพิ่มปริมาณน้ันเปนตําแหนงท่ีบงบอกความแตกตาง
ระหวางกลุมตัวอยางไดดี สวนไพรเมอรท่ีใหเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางกัน
ระหวางกลุมตัวอยางตํ่าแสดงวาตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาไปจับและเพิ่มปริมาณน้ันยังใชบงบอกความ
แตกตางระหวางกลุมตัวอยางไดไมดีเทาท่ีควร อยางไรก็ตามจากการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกไพรเมอร
ท้ัง 3 ชนิด แมวาจะมีเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางคอนขาง
ต่ํา เนื่องจากคัดเลือกแถบท่ีใหความแตกตางระหวางกลุมท่ีชัดเจน ท่ีคาดวาจะพบขอมูลท่ีใชบงบอก
ความแตกตางระหวางกลุมของกลวยไมท้ัง 5 ชนิดได  
 
5.6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแถบท่ีคัดเลือก 
 
 ภายหลังจากการตัดแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 
อยางไรก็ตามพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดเปนแถบท่ีมีขนาดตรงตามท่ีตองการ ในบางตัวอยางมีแถบ       
ดีเอ็นเอท่ีไมตรงกับขนาดท่ีตองการอยูดวย ซ่ึงอาจเปนเพราะความไมสมํ่าเสมอในการทําปฏิกิริยา
อาจมีผลจากการเกิดความเปล่ียนแปลงในหลอดทดลอง เชนมีการปนเปอน หรือเส่ือมสภาพของ
องคประกอบพีซีอารและปฏิกิริยาพีซีอารนั้นมีความไวสูงมาก เม่ือทําซํ้าจึงไมเหมือนเดิมทุก
ประการ (สุรินทร, 2545) อีกท้ังไพรเมอรท่ีใชมีขนาดคอนขางส้ัน ทําใหสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอ
ตนแบบไดหลายตําแหนง ผลท่ีไดจึงไมสม่ําเสมอ (Weising et al., 1995) ซ่ึงในการเพิ่มปริมาณ       
ดีเอ็นเอของแถบที่คัดเลือกนี้จึงตองทําหลายคร้ัง โดยเพิ่มเวลาของการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารบน 
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6% polyacrylamide gel ใหนานข้ึนกวาเดิม เพื่อใหแถบดีเอ็นเอแยกออกจากกันชัดเจน และทําการ
ตัดแถบดีเอ็นเอท่ีตองการนั้นไปเพิ่มปริมาณอีกคร้ังหนึ่ง จนไดแถบดีเอ็นเอท่ีมีเพียงแถบเดียว 
ชัดเจน และตรงกับขนาดท่ีตองการ 
 
5.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอ 
 

จากการคัดเลือกแถบดีเอ็นเอทั้ง 10 แถบ ท่ีคัดเลือกจากแถบท่ีมีความนาสนใจ มีความ
คมชัด และสามารถบงบอกความแตกตางระหวางกลุมของกลวยไมท้ัง 5 ชนิดไดอยางชัดเจน ซ่ึง
คาดวาจะไดขอมูลท่ีเปนประโยชนตอการคัดเลือกเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ และคาดวาจะมีศักยภาพ
ในการบงช้ีความแตกตางทางพันธุกรรมท่ีสัมพันธกับลักษณะของดอกเอ้ืองดินใบหมาก  
 ตัวอยางแถบท่ีคัดเลือกมา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของท้ัง 2 สายโดยใช
โปรแกรม DNAMAN  คือ แถบขนาด 270 bp จาก S. plicata สีชมพู  ระยะดอกตูม โดยไพรเมอร 
OPF14 ซ่ึงมีเบสที่มีความเหมือนกัน (identity) สูงท่ีสุด และเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) พบวามีความ
คลายคลึงกับยีน Sorghum bicolor hypothetical protein, Zea mays tousled-like kinase 2 และ Oryza 
sativa Japonica Group Os03g0113500 (Os03g0113500) mRNA ซ่ึงสวนใหญจะเกี่ยวของกับพืช
ท้ังส้ิน ไดแก ขาวฟาง ขาวโพด และ ขาว ตามลําดับ ยกเวนเพียงแตยีน Plasmodium yoelii yoelii str. 
17XNL chloroquine resistance marker protein (PY02945) partial mRNA ท่ีเปนยีนท่ีเกี่ยวของกับ
การสรางโปรตีนท่ีตานทานตอเชื้อมาลาเรีย ผลการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลแมวาจะเปนยีนท่ี
เกี่ยวของกับพืช ซ่ึงยังไมพบขอมูลท่ีเกี่ยวของกับพันธุกรรมกลวยไมแตอยางใด ท้ังนี้อาจเปนเพราะ
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอารนี้ใชไพรเมอรชนิดสุมท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเพียง 10 เบส จึงทําให
ความสามารถในการเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบจับไดหลายตําแหนง ทําใหผลท่ีไดจึงไมสมํ่าเสมอ 
(Weising et al., 1995) ในการศึกษาเพิ่มเติมตอไปอาจมีการปรับการทดลองโดยเพ่ิมความยาวของ
ไพรเมอรข้ึนเพื่อความจําเพาะเจาะจงในการเขาจับทําปฏิกิริยา หรือหากตองการบงช้ีในระดับสูงกวา
นี้เพื่อใหโพลีมอรฟซึมจํานวนมากและทําซํ้าไดมาก อาจใชเทคนิคอ่ืนเชน เทคนิค RFLP หรือ 
เทคนิค AFLP อยางไรก็ตามเทคนิคเหลานี้มีความซับซอนยุงยาก ตองใชความชํานาญสูง หรืออาจ
ใชเทคนิค SSR ท่ีสามารถใหโพลีมอรฟซึมจํานวนมาก ไมซับซอนยุงยาก แตตองมีขอมูลทาง
พันธุกรรมมากกวาเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร ดังนั้นเทคนิคดีดีอารที-พีซีอารจึงยังเปนท่ีนิยมเนื่องจาก
สามารถปฏิบัติงานไดงาย และไมตองมีขอมูลทางพันธุกรรมมากนัก (Chen et al., 2004) 
 


