
บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการสกัดอารเอ็นเอ 
 

การสกัดอารเอ็นเอจากกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก 3 ชนิด 5 ตัวอยางท่ีมีสีดอกตางกันคือ     
S. affinis    สีเหลือง, S. plicata   สีมวง สีชมพู และสีขาว และ S. petri  สีบานเย็น โดยใชตัวอยางพืช 
3 ระยะ คือ ระยะดอกตูม (ระยะท่ี 1) ดอกแรกแยม (ระยะท่ี 2) และดอกบาน (ระยะท่ี 3) โดยใชชุด
สารเคมี Trizol TM Reagent (Invitrogen, USA)  เม่ือวัดคาดูดกลืนแสงของอารเอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 
260 nm  พบวามีความเขมขน 35-45 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และตรวจสอบคุณภาพดวย 1.2% 
agarose gel  พบวาอารเอ็นเอท่ีไดปรากฏเปนแถบชัดเจน แตมีการปนเปอนของดีเอ็นเอในสวนบน
ของเจล (ภาพท่ี 4) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 4 อารเอ็นเอของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน  

1.) S. plicata สีมวง 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  ผลการตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอท่ีไดจากการทํา DNase digestion 

 ผลจากการกําจัดดีเอ็นเอท่ีปนเปอนออกจากอารเอ็นเอโดยเอนไซม DNase I พบวาแถบ  
อารเอ็นเอที่ไดมีคุณภาพดีข้ึน โดยแถบอารเอ็นเอมีความคมชัดข้ึน และไมมีสวนปนเปอนของ         
ดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 5) 
 
 

 
 
 

ภาพท่ี 5 อารเอ็นเอหลังการทํา DNase digestion ของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน 
1.) S. plicata สีมวง 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 ผลการสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 

การตรวจสอบคุณภาพของซีดีเอ็นเอ โดยใชคูไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบเพื่อตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนในคลอโรพลาสต (Maier et al., 1992) นํามาทดสอบผลการทํา reverse 
transcription ของอารเอ็นเอท่ีสกัดไดจากกลีบดอกของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก พบแถบของ      
ซีดีเอ็นเอชัดเจน ขนาดประมาณ 500 bp และมีเพียงแถบเดียว (ภาพท่ี 6) 

  

 

 
 

ภาพท่ี 6 ผลผลิตพีซีอารโดยใชคูไพรเมอร ndhB ของ Spathoglottis sp. ระยะดอกบาน 
1.) S. plicata สีมวง 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 ผลการคัดกรองไพรเมอรท่ีเหมาะสมสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดนิใบหมาก 
 
 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 2 คร้ัง เนื่องจากการ
ทําปฏิกิริยาคร้ังท่ี 1 ยังไมเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน มองเห็นเปนปนยาว (ภาพท่ี 7A) อยางไรก็ตาม
เม่ือนําผลผลิตของพีซีอาร คร้ังแรกมาเจือจางเพื่อใชเปนตนแบบในการทําปฏิกิริยาคร้ังท่ี 2 พบวา
แถบดีเอ็นเอชัดเจนข้ึน (ภาพท่ี 7B) 

จากการใชไพรเมอรแบบสุมจํานวน 58 ชนิด รวมกับ anchored primer dT12VG ในการเพิ่ม
ปริมาณ ดีเอ็นเอจากกลีบดอกเอ้ืองดินใบหมากท้ัง 5 ตัวอยาง ท่ี 3 ระยะ พบวาไพรเมอร 8 ชนิด คือ 
OPD 16, OPF 13, OPF 14, OPF 16, OPAB 11, OPAB 12, OPAB 17 และ OPAB 19 สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได (ภาพที่ 8-12) โดยไพรเมอร 5 ชนิด ไดแก OPF13, OPF16, OPAB11, 
OPAB12, และ OPAB17 ใหลักษณะแถบท่ีแตกตาง (polymorphic) แตแถบท่ีไดไมมีความจําเพาะ
ตอกลุมตัวอยางท่ีศึกษา สวนไพรเมอรอีก 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 สามารถ
สังเคราะหดีเอ็นเอของทุกตัวอยาง และสามารถจําแนกความแตกตางระหวางตัวอยาง (ภาพท่ี 8-12) 
 
 

 

 

 

ภาพท่ี 7  ผลผลิตพีซีอาร 2 คร้ัง โดยใชไพรเมอรชนิดสุม (OPD, OPF และ OPAB) รวมกับ Oligo  
dT12VG ของกลวยไมเอ้ืองดนิใบหมากท้ัง 5 กลุมสี ใน 3 ระยะ ไดแก ระยะดอกตูม ดอก
แรกแยม และดอกบาน รวมกัน  A : ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 1 B : ปฏิกิริยาพีซีอารคร้ังท่ี 2  
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ภาพท่ี 8 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีมวง  

 A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  
 * ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 

 
 
 

   
 
ภาพท่ี 9 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีชมพู  
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

* ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
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ภาพท่ี 10 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. plicata สีขาว 
                A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

  *ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
 
 
 

   
 
ภาพท่ี 11 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. affinis  สีเหลือง   
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

  *ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
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ภาพท่ี 12 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิตพีซีอารโดยใชไพรเมอรชนิดสุมของ S. petri  สีบานเย็น 
               A : ระยะดอกตูม B : ระยะดอกแรกแยม C : ระยะดอกบาน  

 * ตัวอักษรสีแดงแสดงไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณผลผลิตพีซีอารได 
 
4.5 ผลการวิเคราะหการแสดงออกของยีนโดยใชเทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร 
 

ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากแตละชนิด 5 กลุมสี 3 ระยะ ดวย
เทคนิคดีดีอารที-พีซีอาร โดยใชไพรเมอรท่ีคัดเลือก 3 ชนิด ตรวจสอบดวย 6% polyacrylamide gel 
พบวาใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมากและชัดเจนสามารถบันทึกผลได 352 แถบ ขนาดต้ังแต 1,000–200 
bp แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏพบ 2 ลักษณะคือ แถบดีเอ็นเอท่ีไมแสดงความแตกตางกันระหวางกลุม
ตัวอยาง และแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง สําหรับจํานวนแถบท่ีไม
แสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางพบ 36-178 แถบตอไพรเมอร (เฉล่ีย 108.33 แถบ) คิด
เปน 92.33 เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด สวนจํานวนแถบที่แสดงความแตกตางกันระหวาง
กลุมตัวอยางพบ 3-18 แถบตอไพรเมอร (เฉล่ีย 9 แถบ) คิดเปน 7.67 เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอ
ท้ังหมด (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 2 จํานวนแถบดีเอ็นเอจากการคัดกรองยีนของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมากโดยเทคนิค 
               ดีดีอารที-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 

 
การวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางกลีบดอกเอ้ืองดินใบหมาก 5 ตัวอยาง 

เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก OPD16, OPF14 และ OPAB19 รวมกับ 
anchored primer dT12VG จากแถบดีเอ็นเอท่ีสามารถบันทึกผลไดรวม 352 แถบ ในการเปรียบเทียบ
ระหวางกลุมพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะท้ังหมด 9 แถบ ขนาด 534, 489, 464, 445, 419, 373, 
337, 334 และ 270 bp (ภาพท่ี 13) โดยเปนกลุมท่ีมีความเขมแถบเทากันในกลีบดอกแตละระยะ  

การใชไพรเมอร OPD16 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 419 bp และ 334 bp ท่ีมี
ความจําเพาะกับ S. petri  ซ่ึงเปนกลุมท่ีมีสีบานเย็น ท้ัง 3 ระยะ  

ไพรเมอร OPF14 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 534, 489, 464, 373, 337 และ 270 
bp จํานวน 6 แถบ ซ่ึงมีความจําเพาะตอกลุมตัวอยางท่ีตางกัน โดยแถบขนาด 373 และ 337 bp พบ
เฉพาะใน S. plicata สีมวง แถบขนาด 534 และ 464 bp พบเฉพาะใน S. plicata   สีชมพู แถบขนาด 
270 bp พบเฉพาะใน S. plicata สีขาว และแถบขนาด 489 bp ท่ีพบเฉพาะใน S. petri เทานั้น   

ไพรเมอร OPAB19 สามารถสังเคราะหแถบดีเอ็นเอขนาด 445 bp เฉพาะใน S. plicata สี
มวง  
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นอกจากความจําเพาะตอเอ้ืองดินใบหมากในแตละกลุมแลว ยังพบวาบางแถบมีการ
แสดงออกที่ตางกันในแตละระยะภายในกลุม คือ แถบขนาด 373 bp โดยไพรเมอร OPF14 และ
ขนาด 445 bp โดยไพรเมอร OPAB19 (ภาพท่ี 13)  ซ่ึงมีความเขมของแถบเพ่ิมข้ึน อยางไรก็ตามใน
การศึกษาคร้ังนี้ยังไมพบแถบท่ีจําเพาะตอ S. affinis 
 
  

 
 
 

ภาพท่ี 13 ผลผลิตพีซีอารของกลวยไมเอ้ืองดินใบหมาก ท่ีใชไพรเมอรชนิดสุม 3 ชนิดรวมกับ  
  anchored primer dT12VG 
  V = S.  plicata สีมวง P = S.  plicata สีชมพู W = S.  plicata  สีขาว   
  Y = S. affinis สีเหลือง M = S. petri สีบานเย็น  
  1 = ระยะดอกตูม  2 = ระยะดอกแรกแยม 3 = ระยะดอกบาน 

 

OPD16 OPAB19 OPF14 
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4.6 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของแถบคัดเลือก 

 
จากการตัดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยาง เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร และตรวจสอบผลผลิตพีซีอารบน 6% polyacrylamide gel พบวาสวนใหญแถบ
ดีเอ็นเอท่ีไดมีเพียงแถบเดียว ชัดเจน และตรงกับขนาดท่ีตองการ (ภาพท่ี 14A) เวนแตแถบขนาด 
445 bp ของ S. petri สีบานเย็น ระยะดอกบาน โดยไพรเมอร OPAB19 ท่ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีไมตรง
กับขนาดท่ีตองการอยูดวยบางในคร้ังแรก (ภาพท่ี 14B) จึงทําการตัดแถบดีเอ็นเอน้ีอีกคร้ังเพื่อเพิ่ม
ปริมาณอีกคร้ังจนไดแถบเดียว ชัดเจน 

 

                       
 
ภาพท่ี 14  ตัวอยางผลการตรวจสอบตําแหนงผลผลิตพีซีอารท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอ 

   A : ขนาด 534 bp ของ S.  plicata สีชมพู ระยะดอกบาน โดยใชไพรเมอร OPF14 
   B : ขนาด 445 bp ของ S. petri สีบานเย็น ระยะดอกบาน โดยใชไพรเมอร OPAB19 
   ลูกศรสีแดง แสดงแถบดีเอ็นเอท่ีไมตรงกบัขนาดท่ีตองการ 
 

500 bp 

600 bp 

534 bp 500 bp 
445 bp 

400 bp 
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4.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอ 
 ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของแถบดีเอ็นเอท่ีคัดเลือกมา 10 แถบ ไดแก 

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 สีมวง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPF14 
4. แถบขนาด 337 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกบาน   โดยไพรเมอร OPF14 
5. แถบขนาด 270 bp ของ S.  affinis สีเหลือง ระยะดอกตูม     โดยไพรเมอร OPF14 
6. แถบขนาด 445 bp ของ S.  plicata สีมวง ระยะดอกแรกแยม โดยไพรเมอร OPAB19 
7. แถบขนาด 445 bp ของ S.  plicata สีมวง 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 

 
 โดยสงผลผลิตพีซีอารท่ีไดใหบริษัท 1st BASE ประเทศมาเลเซีย  ขอมูลท่ีไดเปนลําดับ   
นิวคลีโอไทดท้ัง 2 สาย จึงนํามา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของท้ัง 2 สายโดยใชโปรแกรม 
DNAMAN พบวาตัวอยางท่ี 5 มีคาลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความเหมือนกัน (identity) สูงท่ีสุดคือ 
44% (ภาคผนวก) และเม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการวิเคราะหดวย reverse primer ไป
เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST                      
( www.ncbi.nlm.nih.gov ) พบวามีความคลายคลึงกับยีน 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  ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับพันธุกรรมของแถบดีเอ็นเอแถบท่ี 5 บน 
    ฐานขอมูลของ GenBank 
 

Accession Length 
(bp) 

ยีนท่ีมีความคลายคลึงกัน % 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 

 


