
บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 

5.1 การตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอ 
 
 อารเอ็นเอที่มีคุณภาพดีควรมีอัตราสวนของคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 ตอ 280 
เทากับ 1.9-2.0 จึงจะแสดงวาอารเอ็นเอไมมีการปนเปอนของโปรตีนและดีเอ็นเอ และเม่ือตรวจสอบ
คุณภาพดวยวิธีอิเล็คโตรโฟริซิสดวยอกาโรสเขมขน 1.2% แลวตองเห็นแถบอารเอ็นเอท่ีชัดเจนเพียง
สองแถบ ไมเปนปน และไมมีการปนเปอนของดีเอ็นเอ (Hongbo et al., 2008)  ซ่ึงการสกัดอารเอ็น
เอจากเอ้ืองดินใบหมาก 3 ชนิด 5 ตัวอยางท่ีมีสีดอกตางกัน ท้ัง 3 ระยะ คือ ระยะดอกตูม (ระยะท่ี 1) 
ดอกแรกแยม (ระยะที่ 2) และดอกบาน (ระยะท่ี 3) เม่ือวัดคาดูดกลืนแสงของอารเอ็นเอ ท่ีความยาว
คล่ืน 260 ตอ 280 ไดอัตรสวน 2.2 ซ่ึงถือวามีคุณภาพคอนขางดี เม่ือตรวจสอบคุณภาพดวยวิธีอิเล็ค
โตรโฟริซิสดวยอกาโรสเขมขน 1.2% พบวาอารเอ็นเอท่ีไดปรากฏเปนแถบชัดเจน แตยังมีการ
ปนเปอนของดีเอ็นเอในสวนบนของเจล ซ่ึงจะสงผลตอการเพิ่มปริมาณซีดีเอ็นเอในข้ันตอนตอไป 
หากไพรเมอรท่ีใชสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอท่ีปนเปอนได อาจทําใหการแปลผลผิดพลาด  (Maier 
et al., 1992) การกําจัดดีเอ็นเอท่ีปนเปอนออกจากอารเอ็นเอโดยเอนไซม DNase I พบวาแถบอาร
เอ็นเอมีความคมชัดข้ึน และไมมีสวนปนเปอนของดีเอ็นเอ อารเอ็นเอที่ไดจัดวามีคุณภาพดี และ
สามารถใชเปนแมแบบในการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (Manoj et al., 2008) 
 
5.2 การตรวจสอบคุณภาพซีดีเอ็นเอ  
 

การตรวจสอบคุณภาพของซีดีเอ็นเอใชคูไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบเพ่ือตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการสราง NADH ซ่ึงเปนยีนท่ีตองมีการ
แสดงออกตลอดเวลา จึงสามารถนํามาใชตรวจสอบไดวามีการสังเคราะหซีดีเอ็นเอไดจริง (Maier et 
al., 1992) เม่ือนํามาทดสอบผลการทํา reverse transcription ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากกลีบดอก
ของเอ้ืองดินใบหมากพบแถบของซีดีเอ็นเอท่ีได แสดงแถบท่ีชัดเจนขนาดประมาณ 500 bp และมี
เพียงแถบเดียว แสดงใหเห็นวาการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ ไมมีการปนเปอนของจีโนมิกดีเอ็นเอ 
เนื่องจากถามีการปนเปอนจะทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอซ่ึงมีขนาดใหญกวาซีดีเอ็นเอที่ได เชนเดียวกับ
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การใชคูไพรเมอร ndhB ในขาวโพดพบวาสามารถสังเคราะหแถบซีดีเอ็นเอ ขนาด 500 bp และมี
เพียงแถบเดียวเชนกัน (Maier et al., 1992) 

 
5.3 การคัดกรองไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 
 
 คูไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอคือ ตองสามารถเพ่ิมดีเอ็นเอเปาหมาย
ได และไดผลผลิตปริมาณมาก (สุรินทร, 2545) แตการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก
ดวยปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 1 ยังไมเห็นแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน และมองเห็นเปนแถบปนยาว ซ่ึงอาจ
เกิดจากการท่ีไพรเมอรมีลําดับเบสไมเหมาะสม จับกับดีเอ็นเอตนแบบไดไมดี จึงไมสามารถ
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดยาวตอออกไปได หรือภายในดีเอ็นเอตนแบบนั้นมีลําดับเบสคูสม
กับไพรเมอรจํานวนมาก ทําใหไพรเมอรเขาคูกับดีเอ็นเอตนแบบไดหลายตําแหนง เกิดผลผลิต     
พีซีอารท่ีมีขนาดแตกตางกันจํานวนมาก แตมีปริมาณนอย หรืออาจเนื่องจากเง่ือนไขของสภาวะการ
ทําปฏิกิริยาไมเหมาะสมกับไพรเมอรชนิดนี้ จึงทําใหเกิดผลผลิตพีซีอารเปนแถบปนยาว (สุรินทร, 
2545) นอกจากนั้นการใชไพรเมอรท่ีมีความยาวนอยเพียง 10 นิวคลีโอไทด ทําใหไมเจาะจงกับ       
ดีเอ็นเอตนแบบ เนื่องจากไพรเมอรสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบไดหลายตําแหนง จึงปรับการ
ทดลองโดยการทําปฏิกิริยาพีซีอาร 2 คร้ัง พบวาแถบดีเอ็นเอชัดเจนข้ึน แสดงใหเห็นวาการเขาจับ
ของไพรเมอรมีความจําเพาะมากยิ่งข้ึน มองเห็นปนลดนอยลง ซ่ึงสอดคลองกับ Roux et al. (1998) 
ซ่ึงศึกษายีนท่ีตอบสนองตอออกซินในยาสูบโดยวิธี mRNA differential display โดยเร่ิมตนทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังแรก 40 รอบ ผลพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดไมชัดเจน และพบแถบปนยาวชัดมาก 
ทําใหไมสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน จึงเพ่ิมปฏิกิริยาอีกคร้ังโดยใชผลผลิตพีซีอาร 
คร้ังท่ี 1 ไปเจือจางกับน้ําในอัตราสวน 1 : 10 โดยมีสวนผสมของปฏิกิริยาเชนเดิม ทําปฏิกิริยาอีก 25 
รอบ พบวาสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดอยางชัดเจน แถบปนยาวนอยลง สามารถนํามาใชจัด
กลุมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมได  

จากการคัดกรองไพรเมอรท้ังหมด 58 ไพรเมอร พบวามีไพรเมอรเพียง 8 ชนิดเทานั้นท่ี
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได สวนอีก 50 ไพรเมอรที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
เปาหมายไดนั้น อาจเกิดจากไพรเมอรไมมีเบสคูสมกับดีเอ็นเอตนแบบ หรือชวงของ primer 
annealing อาจไมเหมาะสมกับไพรเมอร จึงทําใหไพรเมอรไมสามารถจับกับดีเอ็นเอตนแบบเพ่ือ
สังเคราะหแถบดีเอ็นเอตอไปได จึงไมเกิดผลผลิตพีซีอาร (สุรินทร, 2545) ไพรเมอร 8 ชนิดท่ี
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดนั้น  พบวามี  5 ชนิดท่ีใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง 
(polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะตอกลุมตัวอยางท่ีศึกษา เนื่องจากไมสามารถเพ่ิม
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ปริมาณดีเอ็นเอของตัวอยางไดครบท้ัง 5 ชนิด 3 ระยะ จึงมีไพรเมอรเพียง 3 ชนิด ไดแก OPD16, 
OPF14 และ OPAB19 เทานั้นท่ีสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอของทุกตัวอยาง และสามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางตัวอยางได เชนเดียวกับการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีจําเพาะตอการสรางรวง
ของขาวสาลีดวยเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร โดยสกัดอารเอ็นเอจากรวงขาวสาลี ใบแก เกสรเพศผู 
เกสรเพศเมีย รังไข และราก และคัดเลือกไพรเมอรแบบสุม 76 ชนิด เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ พบวามี
ไพรเมอร 43 ชนิดไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได และมี 19 ชนิดท่ีสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอเปาหมายได ใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง (polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะตอ
ตัวอยางท้ัง 6 ระยะ และมีเพียง 13 ชนิด เทานั้นท่ีใหแถบท่ีมีความจําเพาะเจาะจงตอรวงขาวสาลี ซ่ึง
สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวามีความคลายคลึงกับยีน LEAFY และ APETALA1 ใน 
Arabidopsis ท่ีเกี่ยวของกับการสรางเนื้อเยื่อเจริญ และยังคลายกับยีน UFO ซ่ึงเปนยีนท่ีจําเพาะตอ
การสรางดอกใน Arabidopsis (Ogihara et al., 1998) 
 
5.4 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร 
 
 ผลการวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางกลีบดอกเอื้องดินใบหมากท้ัง 5 
ตัวอยาง 3 ระยะดวยไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 รวมกับ anchored 
primer dT12VG  พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตางกันท้ังหมด 9 แถบ ท่ีแตกตางกันตามกลุมของ
เอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 ชนิด แถบกลุมนี้มีความเขมแถบเทากันในกลีบดอกแตละระยะ แสดงใหเห็น
ถึงระดับการแสดงออกของยีนตลอดระยะการพัฒนาดอก จากความแตกตางกันนี้แสดงใหเห็นถึง
การแสดงออกของยีนท่ีแตกตางกันของเอ้ืองดินใบหมากแตละชนิด ที่เกิดจากการเพิ่มปริมาณโดย
ไพรเมอรแบบสุม และแถบท่ีไดมีความจําเพาะเจาะจงกับกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 กลุมสี 
เชนเดียวกับการศึกษาแบบแผนลายพิมพดีเอ็นเอและแถบเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในกลวยไมกลุม
เขาแกะและกลุมชาง โดยใชไพรเมอรแบบสุม 24 ชนิด พบวามีไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ  
ดีเอ็นเอได 2 ชนิด และไพรเมอรอีก 15 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได 
แตไมเหมาะสําหรับการใชจัดกลุมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได 
และพบวามีไพรเมอรเพียง 7 ชนิดเทานั้นท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดและสามารถนํามาจัดกลุม
แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของกลวยไมท้ัง 2 กลุมได (สุพัตรา, 2547)  

สวนไพรเมอร OPF14 ใหแถบขนาด 373 bp และไพรเมอร OPAB19 ใหแถบขนาด 445 bp  
ท่ีมีความเขมของแถบเพิ่มมากข้ึนในแตละระยะการเจริญเติบโตแสดงใหเห็นวาเปนยีนท่ีแสดงออก
เพิ่มข้ึนเม่ือระยะการพัฒนามากข้ึน เชนเดียวกับการศึกษาการแสดงออกของยีนในระหวางการ
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พัฒนาดอกของคารเนช่ันในระยะดอกตูมและดอกบาน โดยพบวามี 21 โคลนจาก 35 โคลน ท่ีมีการ
แสดงออกท่ีสัมพันธกับยีนท่ีเกี่ยวกับการพัฒนาของดอก โดย 13 โคลน มีการแสดงออกเฉพาะใน
ดอกบานแลวเทานั้น และอีก 8 โคลน มีการแสดงออกในดอกตูมและเพ่ิมมากข้ึนในระยะดอกบาน 
(Ok et al., 2003) 
 
5.5 การวิเคราะหแถบดีเอ็นเอ 
 
 จากการวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการคัดกรองยีนของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดย
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร พบวาไพรเมอร OPD16, OPF14 และ OPAB19 มีเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอท่ี
แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง 14.29%, 13.95% และ 1.66% ตามลําดับ ซ่ึงความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีไดนั้นเกิดจากใช ไพรเมอรชนิดสุม ขนาด 10 นิวคลีโอไทดเพิ่มปริมาณ
ช้ินสวนดีเอ็นเอ ไพรเมอรท่ีใหเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง
สูง แสดงวาตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาไปจับและเพิ่มปริมาณน้ันเปนตําแหนงท่ีบงบอกความแตกตาง
ระหวางกลุมตัวอยางไดดี สวนไพรเมอรท่ีใหเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางกัน
ระหวางกลุมตัวอยางตํ่าแสดงวาตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาไปจับและเพิ่มปริมาณน้ันยังใชบงบอกความ
แตกตางระหวางกลุมตัวอยางไดไมดีเทาท่ีควร อยางไรก็ตามจากการศึกษาคร้ังนี้ไดเลือกไพรเมอร
ท้ัง 3 ชนิด แมวาจะมีเปอรเซ็นตแถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางคอนขาง
ต่ํา เนื่องจากคัดเลือกแถบท่ีใหความแตกตางระหวางกลุมท่ีชัดเจน ท่ีคาดวาจะพบขอมูลท่ีใชบงบอก
ความแตกตางระหวางกลุมของกลวยไมท้ัง 5 ชนิดได  
 
5.6 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแถบท่ีคัดเลือก 
 
 ภายหลังจากการตัดแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 
อยางไรก็ตามพบวาแถบดีเอ็นเอที่ไดเปนแถบท่ีมีขนาดตรงตามท่ีตองการ ในบางตัวอยางมีแถบ       
ดีเอ็นเอท่ีไมตรงกับขนาดท่ีตองการอยูดวย ซ่ึงอาจเปนเพราะความไมสมํ่าเสมอในการทําปฏิกิริยา
อาจมีผลจากการเกิดความเปล่ียนแปลงในหลอดทดลอง เชนมีการปนเปอน หรือเส่ือมสภาพของ
องคประกอบพีซีอารและปฏิกิริยาพีซีอารนั้นมีความไวสูงมาก เม่ือทําซํ้าจึงไมเหมือนเดิมทุก
ประการ (สุรินทร, 2545) อีกท้ังไพรเมอรท่ีใชมีขนาดคอนขางส้ัน ทําใหสามารถเขาจับกับดีเอ็นเอ
ตนแบบไดหลายตําแหนง ผลท่ีไดจึงไมสม่ําเสมอ (Weising et al., 1995) ซ่ึงในการเพิ่มปริมาณ       
ดีเอ็นเอของแถบที่คัดเลือกนี้จึงตองทําหลายคร้ัง โดยเพิ่มเวลาของการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารบน 
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6% polyacrylamide gel ใหนานข้ึนกวาเดิม เพื่อใหแถบดีเอ็นเอแยกออกจากกันชัดเจน และทําการ
ตัดแถบดีเอ็นเอท่ีตองการนั้นไปเพิ่มปริมาณอีกคร้ังหนึ่ง จนไดแถบดีเอ็นเอท่ีมีเพียงแถบเดียว 
ชัดเจน และตรงกับขนาดท่ีตองการ 
 
5.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอ 
 

จากการคัดเลือกแถบดีเอ็นเอทั้ง 10 แถบ ท่ีคัดเลือกจากแถบท่ีมีความนาสนใจ มีความ
คมชัด และสามารถบงบอกความแตกตางระหวางกลุมของกลวยไมท้ัง 5 ชนิดไดอยางชัดเจน ซ่ึง
คาดวาจะไดขอมูลท่ีเปนประโยชนตอการคัดเลือกเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ และคาดวาจะมีศักยภาพ
ในการบงช้ีความแตกตางทางพันธุกรรมท่ีสัมพันธกับลักษณะของดอกเอ้ืองดินใบหมาก  
 ตัวอยางแถบท่ีคัดเลือกมา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของท้ัง 2 สายโดยใช
โปรแกรม DNAMAN  คือ แถบขนาด 270 bp จาก S. plicata สีชมพู  ระยะดอกตูม โดยไพรเมอร 
OPF14 ซ่ึงมีเบสที่มีความเหมือนกัน (identity) สูงท่ีสุด และเม่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) พบวามีความ
คลายคลึงกับยีน Sorghum bicolor hypothetical protein, Zea mays tousled-like kinase 2 และ Oryza 
sativa Japonica Group Os03g0113500 (Os03g0113500) mRNA ซ่ึงสวนใหญจะเกี่ยวของกับพืช
ท้ังส้ิน ไดแก ขาวฟาง ขาวโพด และ ขาว ตามลําดับ ยกเวนเพียงแตยีน Plasmodium yoelii yoelii str. 
17XNL chloroquine resistance marker protein (PY02945) partial mRNA ท่ีเปนยีนท่ีเกี่ยวของกับ
การสรางโปรตีนท่ีตานทานตอเชื้อมาลาเรีย ผลการเปรียบเทียบกับฐานขอมูลแมวาจะเปนยีนท่ี
เกี่ยวของกับพืช ซ่ึงยังไมพบขอมูลท่ีเกี่ยวของกับพันธุกรรมกลวยไมแตอยางใด ท้ังนี้อาจเปนเพราะ
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอารนี้ใชไพรเมอรชนิดสุมท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดเพียง 10 เบส จึงทําให
ความสามารถในการเขาจับกับดีเอ็นเอตนแบบจับไดหลายตําแหนง ทําใหผลท่ีไดจึงไมสมํ่าเสมอ 
(Weising et al., 1995) ในการศึกษาเพิ่มเติมตอไปอาจมีการปรับการทดลองโดยเพ่ิมความยาวของ
ไพรเมอรข้ึนเพื่อความจําเพาะเจาะจงในการเขาจับทําปฏิกิริยา หรือหากตองการบงช้ีในระดับสูงกวา
นี้เพื่อใหโพลีมอรฟซึมจํานวนมากและทําซํ้าไดมาก อาจใชเทคนิคอ่ืนเชน เทคนิค RFLP หรือ 
เทคนิค AFLP อยางไรก็ตามเทคนิคเหลานี้มีความซับซอนยุงยาก ตองใชความชํานาญสูง หรืออาจ
ใชเทคนิค SSR ท่ีสามารถใหโพลีมอรฟซึมจํานวนมาก ไมซับซอนยุงยาก แตตองมีขอมูลทาง
พันธุกรรมมากกวาเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร ดังนั้นเทคนิคดีดีอารที-พีซีอารจึงยังเปนท่ีนิยมเนื่องจาก
สามารถปฏิบัติงานไดงาย และไมตองมีขอมูลทางพันธุกรรมมากนัก (Chen et al., 2004) 
 


