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ABSTRACT

The extraction of good quality DNA from leaves of cassava is a complicated process 
due to the presence of interfering substances such as polyphenols and polysaccharides that 
affect the quality of DNA. In hexadecyltrimethylammonium bromide or CTAB method which 
is widely used for DNA extraction, hazardous organic solvents such as phenol and chloroform 
are required to remove these interfering substances.   The whole process does take  
approximately 130 minutes making it unsuitable for extracting large number of DNA samples. 
The objective of this research was to develop a DNA extraction method from cassava leaves 
which is rapid, free of harmful organic solvents, does not use liquid nitrogen, as well as cost 
and time effective. The DNA extraction method developed in this research was based on 
sodium dodecyl sulfate/sodium chloride or SDS/NaCl method. The SDS/NaCl+PVP method 
yielded DNA amount in the range of 1,431.4 - 1,510.3 µg per 1g of leaf sample with absorption 
ratios A

260
/A

280
 of 1.74 - 1.90. Agarose gel electrophoresis showed the intact, sharp and clear 

DNA bands with little degradation. The extracted DNA could be used in restriction analysis 
and as template in polymerase chain reaction (PCR) using many types of primer including 
housekeeping gene, universal, SCAR, EST and SSR primers in both of single and multiplex 
PCR. It indicated that the DNA extracted by SDS/NaCl+PVP method had purity, good quality 
and was suitable for molecular analyses such as restriction digestion and PCR  
amplification. The whole process of DNA extraction using SDS/NaCl+PVP method took about 
48 minutes.

Keywords: DNA extraction, cassava, interfering substance, sodium dodecyl sulfate (SDS), 
polyvinylpyrrolidone (PVP)
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บทคัดย่อ
การสกดัดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลงัให้ได้

คณุภาพดมีขีัน้ตอนทียุ่ง่ยากซบัซ้อน เนือ่งจากมสีาร
รบกวน ได้แก่ โพลฟีีนอล และโพลแีซคคาไรด์ ที่
ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของดีเอ็นเอ การสกัด
ดเีอน็เอด้วยวธิ ีhexadecyltrimethylammonium 
bromide หรอื CTAB ทีน่ยิมใช้โดยทัว่ไป มีการใช้
ตวัท�ำละลายอนิทรย์ีอนัตรายต่าง ๆ เช่น ฟีนอล 
คลอโรฟอร์ม เพ่ือก�ำจดัสารรบกวน และมหีลายขัน้
ตอนท�ำให้ใช้เวลานานประมาณ 130 นาท ี จงึไม่
เหมาะกบัการสกดัดเีอน็เอจากตัวอย่างจ�ำนวนมาก 
งานวิจัยนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการสกัด
ดีเอ็นเอจากใบมันส�ำปะหลังที่สะดวกรวดเร็ว 
ปราศจากตวัท�ำละลายอนิทรย์ีอนัตราย ไม่จ�ำเป็น
ต้องใช้ไนโตรเจนเหลว ประหยดัค่าใช้จ่ายและเวลา 
วิธีการสกัดดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้นนี้มีพื้นฐานจากวิธี 
sodium dodecyl sulfate/sodium chloride หรอื 
SDS/NaCl   วิธี SDS/NaCl+PVP ให้ปริมาณ
ดเีอน็เอในช่วง 1,431.4 – 1,510.3 ไมโครกรมั/
ตวัอย่างใบ 1 กรมั และมอีตัราส่วนการดดูกลนืแสง 
A

260
/A

280
 อยูใ่นช่วง 1.74 - 1.90  อะกาโรสเจล 

อิเลก็โทรโฟรซิีสแสดงให้เหน็แถบดเีอน็เอทีส่มบรูณ์ 
และคมชัดโดยมีการย่อยสลายของดีเอ็นเอเพียง
เล็กน้อย ดีเอ็นเอที่สกัดได้สามารถใช้ในการ
วเิคราะห์กบัเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ และใช้เป็นดเีอน็เอ
ต้นแบบในปฏกิิรยิาลูกโซ่โพลิเมอเรส (พซีอีาร์) โดย
ใช้ไพรเมอร์ต่าง ๆ ได้แก่ ไพรเมอร์ของยนีเจ้าบ้าน 
ยนูเิวอร์แซลไพรเมอร์ รวมถงึไพรเมอร์ชนดิสการ์ 
(SCAR) อเีอสท ี (EST) และเอสเอสอาร์ (SSR) 
ทัง้แบบไพรเมอร์คูเ่ดยีว (single PCR) และแบบ
ไพรเมอร์หลายคูใ่นหน่ึงปฏกิริยิา (multiplex PCR)
ได้ แสดงถงึดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP 
มคีวามบรสิทุธิ ์คณุภาพด ีและเหมาะส�ำหรบัใช้ใน
การวิเคราะห์ระดับโมเลกุล เช่น การย่อยด้วย
เอนไซม์ตัดจ�ำเพาะและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนคิพซีอีาร์ กระบวนการสกดัดเีอน็เอนีใ้ช้
เวลาประมาณ 48 นาที

ค�ำส�ำคัญ: การสกดัดเีอน็เอ, มนัส�ำปะหลงั, สาร
รบกวน, โซเดยีมโดเดซลิซลัเฟต (SDS), โพลิไวนลิ
ไพโรลโิดน (PVP)

บทน�ำ
มันส�ำปะหลัง (Manihot esculenta 

Crantz.) เป็นพชือาหารหลกั และเป็นแหล่งแป้ง
อันดับสองของโลกรองจากข้าวโพด การปรับปรุง
พันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่ เป็น
กลยุทธ์ส�ำคัญที่ช่วยสนับสนุนความม่ันคงทาง
อาหารและเกษตรกรรมที่ยั่งยืน (Hautea and 
Escaler, 2004) ซ่ึงเทคนคิทางเทคโนโลยชีวีภาพ
ต่าง ๆ เช่น การใช้เครือ่งหมายโมเลกลุในการคัด
เลอืกพนัธุพ์ชื (marker-assisted selection, MAS) 
การวนิจิฉยัระดับโมเลกลุและพันธวุศิวกรรม ซ่ึงมี
ขั้นตอนพื้นฐานที่ส�ำคัญ ได้แก่ การสกัดดีเอ็นเอ 
ที่มีคุณภาพ ส�ำหรับน�ำไปใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเีมอเรสหรอืพซีอีาร์ การสกดั
ดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลงัให้ได้คณุภาพดีมีความ
ยาก เนือ่งจากในมันส�ำปะหลงัมีสารรบกวน ได้แก่ 
โพลีฟีนอล และโพลีแซคคาไรด์ในปริมาณสูง 
(Sharma et al., 2008) ท�ำให้ในขัน้ตอนการบด
ตัวอย่างพืชเพ่ือสกดัดีเอน็เอ สารประกอบฟีนอลกิ
จะถูกออกซิไดซ์ และจับกับกรดนิวคลีอิกและ
โปรตีนแบบย้อนกลับไม่ได้ กลายเป็นวุ้นเชิงซ้อน 
(gelatinous complex) และท�ำให้ดีเอ็นเอเป็น 
สนี�ำ้ตาล (Sahu et al., 2012) ส�ำหรบัโพลแีซคคา
ไรด์จะตกตะกอนร่วมกับดีเอ็นเอในขั้นตอนเติม
แอลกอฮอล์ ท�ำให้ปนเป้ือนไปกบัดเีอน็เอและเกดิ
เป็นสารละลายดีเอน็เอทีมี่ความหนดืสงู (Do and 
Adams, 1991) การปนเป้ือนของสารรบกวนเหล่านี้ 
ท�ำให้ความเข้มข้นและคุณภาพของดีเอ็นเอลดลง 
และขดัขวางการท�ำปฏิกริยิาของเอนไซม์ต่าง ๆ  ต่อ
ดีเอน็เอ เช่น การเพ่ิมปรมิาณดีเอน็เอด้วยเอนไซม์
โพลีเมอเรส การย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัด
จ�ำเพาะ หรือการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด ์ 
โดยไปยับยั้งการท�ำงานของเอนไซม์โพลีเมอเรส 
หรือเอนโดนิวคลีเอส (Khanuja et al., 1999;  
Kim et al., 1997)

วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบดั้งเดิมที่ใช้กัน
อย่างแพร่หลายส�ำหรบัส่ิงมชีวีติเกอืบทัง้หมด มกีาร
ใช ้สารลดแรงตึงผิวประจุบวก (cat ionic  
detergent) ได้แก่ CTAB (hexadecyltrimethy 
lammonium bromide ) ตามด้วย ฟีนอล-
คลอโรฟอร์ม เพือ่แยกโปรตนีออกจากกรดนวิคลอิกิ 
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การตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยแอลกอฮอล์ การล้าง
ก้อนดีเอ็นเอ (DNA pellet) และการท�ำให้แห้ง  
วธีิการน้ีเรียกว่าวธิ ีCTAB (Murray and Thompson, 
1980) วธิ ีCTAB ไม่เพยีงแต่มกีารใช้ตวัท�ำละลาย
อินทรีย์อันตรายที่เป็นพิษต่อระบบประสาท ทาง
เดนิหายใจและผวิหนงั แต่ยงัมหีลายขัน้ตอนท�ำให้
ใช้เวลานาน จึงไม่เหมาะกับการสกัดดีเอ็นเอจาก
ตัวอย่างท่ีมีจ�ำนวนมาก วิธีการสกัดดีเอ็นเอแบบ
รวดเรว็โดยไม่ใช้ CTAB ถกูเสนอโดย Dellaporta 
et al. (1983) ดดัแปลงโดย Edwards et al. (1991) 
และ Kotchoni and Gachomo (2009) หลักการ
ของวธิกีารนี ้ได้แก่ การบดเชงิกลร่วมกบัสารละลาย
บฟัเฟอร์สกดัดเีอน็เอทีม่ ีSDS 0.5 - 2% เป็นส่วน
ประกอบ โดย SDS มหีน้าทีใ่นการท�ำลายเยือ่หุ้ม
เซลล์และเย่ือหุ้มนิวเคลียส เพ่ือปลดปล่อยดเีอ็นเอ
ออกมาละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ หลงัจากนัน้
ดีเอ็นเอจะถูกท�ำให้แยกออกมาโดยขั้นตอนปั่น
เหวี่ยงให้เกิดการตกตะกอน โดยโพลีแซคคาไรด์
และโปรตนีส่วนใหญ่จะจบัตวัแน่นกบั SDS ทีไ่ม่
ละลายน�ำ้ และตกตะกอนในระหว่างการป่ันเหวีย่ง
คร้ังแรก ซึง่ดเีอน็เออยูใ่นน�ำ้ใสส่วนบน (supernatant) 
น�้ำใสส่วนบนดังกล่าว จะถูกย้ายไปยังหลอดใหม่
และดเีอ็นเอจะถกูท�ำให้ตกตะกอนด้วย isopropanol 
อย่างไรก็ตาม จนถึงปัจจุบัน ยังไม่มีรายงานการ
สกดัดีเอ็นเอจากมนัส�ำปะหลงัโดยใช้วธิ ีSDS/NaCl 
หรอืวธิ ีSDS/NaCl+PVP 

วธิกีารสกดัดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลงัที่
มรีายงานส่วนใหญ่  เป็นการสกดัทีใ่ช้สาร CTAB 
เป็นพื้นฐาน (CTAB-based) เช่น รายงานของ 
Devi et al. (2013); Osena et al. (2017) และ 
Sharma et al. (2008) โดยมคีวามแตกต่างกันทีมี่
การเพิ่มเติมหรือเพ่ิมปริมาณสารบางชนิด เช่น 
PVP, NaCl และ EDTA เป็นต้น งานวจิยันี ้ มี
วตัถปุระสงค์เพือ่ท�ำการศึกษาเปรยีบเทียบการสกดั
ดเีอ็นเอจากใบมนัส�ำปะหลงั 3 วธิ ีได้แก่ วธิ ีCTAB 
วธิ ีSDS/NaCl และวธิ ีSDS/NaCl+PVP ซ่ึงเพ่ิม 
PVP ในสารละลายบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอชนิด 
SDS/NaCl เพื่อพัฒนาวิธีการสกัดดีเอ็นเอจาก 
ใบมันส�ำปะหลังให้สะดวกรวดเร็ว ปราศจากตัว 
ท�ำละลายอนิทรีย์อนัตราย ประหยดัค่าใช้จ่าย และเวลา

อปุกรณ์และวธิกีาร
1. การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส�ำปะหลังด้วยวิธี 
SDS/NaCl + PVP, วิธี SDS/NaCl และวิธี 
CTAB

เปรยีบเทยีบการสกดัดีเอน็เอ 3 วธิ ีโดยใช้
ตัวอย่างมันส�ำปะหลงั 3 สายพันธุ ์ ได้แก่ CMR 
62-51-01, CMR 62-49-03 และ CMR 62-29-09 
ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์ใบมันส�ำปะหลังจาก
ศนูย์วจิยัพืชไร่ระยอง กรมวชิาการเกษตร

1.1 การสกดัดีเอ็นเอจากใบมันส�ำปะหลัง
โดยด้วยวธิ ีSDS/NaCl + PVP โดยดัดแปลงจาก
วิธีของ Edwards et al. (1991) และวิธีของ  
Kotchoni and Gachomo (2009) ได้เพ่ิม PVP 
ในสารละลายบฟัเฟอร์สกดัดีเอน็เอ และมีขัน้ตอน 
ดงันี้ 

1.1.1 ตัดใบมันส�ำปะหลงัประมาณ 0.07 
กรัม มาใส่ในโกร่ง เติมสารละลายบัฟเฟอร์สกัด
ดีเอน็เอ (200 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5% (w/v) 
SDS, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8.0, 
2% (w/v) PVP) ปรมิาณ 400 ไมโครลติร บด
ตัวอย่างให้ละเอยีดด้วยโกร่ง เป็นเวลา 15 วนิาท ี
ที่อุณหภูมิห้อง จากนั้น เติมสารละลายบัฟเฟอร์
สกัดดีเอ็นเออีก 200 ไมโครลิตร บดตัวอย่างจน
เนียนละเอียดและดูดสารที่บด 400 ไมโครลิตร  
ใส่ในหลอดขนาดบรรจ ุ1.5 มล. แล้วน�ำไปป่ันเหวีย่ง
ทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีทีอ่ณุหภมิูห้อง เป็น
เวลา 3 นาท ีและดูดน�ำ้ใสส่วนบน (supernatant) 
300 ไมโครลติร ใส่ในหลอดใหม่ขนาดบรรจ ุ1.5 มล.

1.1.2 เติม isopropanol ทีแ่ช่เยน็ปรมิาณ 
300 ไมโครลติร และผสมเบา ๆ จากนัน้ วางไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที เพื่อตกตะกอน
ดีเอ็นเอ (DNA precipitation) แล้วน�ำไปป่ันเหว่ียง
ทีค่วามเรว็ 12,000 รอบ/นาท ีทีอ่ณุหภมิูห้อง เป็น
เวลา 5 นาท ีและเทน�ำ้ใสส่วนบนทิง้

1.1.3 เติม 70% (v/v) ethanol 500 
ไมโครลติร เพ่ือล้างตะกอนดีเอน็เอ (DNA pellet) 
จากนัน้น�ำไปป่ันเหวีย่งทีค่วามเร็ว 12,000 รอบ/นาท ี
ทีอ่ณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 5 นาท ีและเทน�ำ้ใสส่วน
บนทิ้งด้วยความระมัดระวัง เพื่อไม่ให้ตะกอน
ดีเอ็นเอตกหล่นออกไป ดูดน�้ำส่วนที่เหลือออกให้
หมด และผึง่ดีเอน็เอให้แห้ง 
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1.1.4 เติมน�้ำเปล ่าที่ ไม ่ มีนิวคลีเอส  
(nuclease-free water) 120 ไมโครลิตร ลงใน
หลอด เพ่ือละลายตะกอนดเีอน็เอซึง่มโีพลแีซคคาไรด์
ปะปนอยู่ด้วย ดเีอน็เอจะละลายในน�ำ้ แต่โพลีแซคคาไรด์
ไม่ละลายน�ำ้ จากนัน้ท�ำการตกตะกอนโพลแีซคคาไรด์ 
โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบ/นาที  
ทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 5 นาท ีและดดูน�ำ้ใสส่วน
บนท่ีมีดีเอ็นเอละลายอยูใ่ส่ในหลอดใหม่ขนาดบรรจุ 
1.5 มล. น�ำดเีอน็เอทีไ่ด้มาตรวจสอบคณุภาพและ
วัดความเข้มข้นด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
Biodrop (UK) แล้วเกบ็สารละลายดเีอน็เอท่ี -20º ํซ. 
ส�ำหรบัใช้ในการศกึษาวจิยัต่อไป

1.2 การสกดัดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลัง
ด้วยวิธี SDS/NaCl (วธิเีปรยีบเทยีบ) น�ำใบมนั
ส�ำปะหลังประมาณ 0.07 กรัม ใช้สารละลาย
บฟัเฟอร์สกดัดเีอน็เอชนดิ SDS/NaCl ทีไ่ม่มีส่วน
ประกอบของ PVP (200 mM Tris-HCl pH 7.5, 
0.5% (w/v) SDS, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA 
pH 8.0) และด�ำเนนิการตามข้อ 1.1 

1.3 การสกดัดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลัง
ด้วยวธิ ีCTAB (วธิเีปรยีบเทยีบ) ปรบัจากวิธกีาร
สกัดดีเอ็นเอในพืชอันดับ (order) Zingiberales 
โดยใช้ CTAB (Devi et al., 2013) ซึง่มขีัน้ตอน
ดงันี้

1.3.1 ตดัใบมนัส�ำปะหลงัประมาณ 1 กรมั 
มาใส่ในโกร่ง ท�ำการบดพร้อมกับไนโตรเจนเหลว
จนละเอียดเป็นผงแป้ง แล้วตกัตวัอย่างทีบ่ดได้ใส่
หลอดขนาดบรรจ ุ15 มล. เตมิสารละลายบฟัเฟอร์
สกดัดีเอน็เอชนดิ CTAB (2% (w/v) CTAB, 1.4 M 
NaCl, 20 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 4% (w/v) PVP ซึง่เตมิ ßmercaptoethanol 
ในอตัราส่วน 500 : 1 (ปรมิาณ 7 มล.) และบ่มที่
อณุหภมู ิ65 ºซํ. เป็นเวลา 30 นาท ีก่อนใช้งาน จาก
นัน้น�ำมาผสมกบัผงแป้งให้เข้ากนั ทีอ่ณุหภมู ิ65 ºซํ. 
เป็นเวลา 30 นาท ีโดยเขย่าทกุ ๆ 10 นาที แล้ว
น�ำมาตัง้พกัไว้ทีอ่ณุหภมูห้ิอง 

1.3.2 เตมิ chloroform : isoamyl alcohol 
(24 : 1) 7 มล. ผสมให้เข้ากนั โดยการกลบัหลอด
ไปมาเบา ๆ  หรอืใช้เครือ่ง shaker เบา ๆ  เป็นเวลา 
10 นาท ี จากนัน้น�ำไปป่ันเหวีย่งทีค่วามเรว็ 8,000 
รอบ/นาท ีทีอ่ณุหภมูห้ิอง เป็นเวลา 10 นาท ี ดูด
น�้ำใสส่วนบน 5 มล. ใส่ในหลอดใหม่ แล้วเติม 

isopropanol ที่แช่เย็น 3 มล. (0.6 เท่าของ
สารละลายดีเอ็นเอ) และกลับหลอดไปมาเบา ๆ 
จากนัน้บ่มที ่ –20 ํ ซ. หรอืแช่ในน�ำ้แขง็ 30 นาท ี
ระยะนีจ้ะเห็นตะกอนดีเอน็เอเป็นเส้นสขีาวใส

1.3.3 เกีย่วเส้นดีเอน็เอข้ึนมา (hook) ใส่
หลอดขนาดบรรจ ุ1.5 มล. ล้างตะกอนดเีอน็เอด้วย 
washing solution (70% (v/v) ethanol, 10 mM 
ammonium acetate) 400 ไมโครลติร 2 ครัง้  
และล้างด้วย 70% (v/v) ethanol ทีแ่ช่เยน็ 500 
ไมโครลติร อกี 2 ครัง้  จากนัน้ผึง่ดีเอน็เอให้แห้ง
ในตู้อบลมร้อนอณุหภมิู 65 ํºซ.เป็นเวลา 20 นาที

1.3.4 ละลายตะกอนดเีอ็นเอด้วย TE 300 
ไมโครลิตร และเติม RNase A (10 มก./มล.)  
1 ไมโครลติร บ่มทีอ่ณุหภมิู 65 ºซํ. เป็นเวลา 10 นาที 
ในกรณทีีส่ารละลายดีเอน็เอมีความหนดืให้ใส่ TE 
เพิม่เติมจนไม่มคีวามหนดื ซึง่ในงานวิจยันีไ้ด้ใช้ TE 
ในการละลายดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีCTAB ตวัอย่าง
ละ 720 ไมโครลติร จากนัน้น�ำดเีอน็เอมาตรวจสอบ
คณุภาพและวดัความเข้มข้นด้วยเครือ่งสเปกโตรโฟ
โตมิเตอร์ Biodrop (UK) แล้วเก็บสารละลาย
ดีเอน็เอที ่-20 ํºซ. ส�ำหรบัใช้ในการศกึษาวจิยัต่อไป

2. การตรวจสอบคณุภาพของดีเอ็นเอ
ท�ำการตรวจสอบคณุภาพของดเีอน็เอ 2 วิธี 

ได้แก่ 1) การวดัค่าการดดูกลนืแสง (absorbance) 
โดยเครือ่งสเปกโตรโฟโตมเิตอร์ Biodrop (UK) ซึง่
เป ็นการวัดปริมาณการดูดกลืนแสงของกรด 
นิวคลีอิกและโปรตีนที่ความยาวคลื่น 260 และ 
280 นาโนเมตร และ 2) การแยกแถบดีเอน็เอใน 
อะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซิีส โดยใช้เจลอะกาโรส 
1% และท�ำอเิลก็โทรโฟรีซสิ เปรยีบเทยีบขนาดกบั
ดีเอน็เอมาตรฐานทีท่ราบขนาด ย้อมด้วยเอธเิดียม
โบร์ไมด์ แล้วน�ำไปส่องดูแถบดีเอน็เอพร้อมบนัทกึ
ภาพด้วยเครือ่ง Gel-Doc UV Transilluminator 
(Bio-Rad Laboratories, USA)

3. การตรวจสอบความใช้ได้ของดีเอน็เอในการท�ำ
ปฏกิริยิากบัเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ

น�ำดีเอ็นเอมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ 
EcoRI แบบ FastDigestTM (Thermo Scientific, 
USA) ในปรมิาตร 10 ไมโครลติร ประกอบด้วย 
ดีเอน็เอ 1 ไมโครกรมั, 1X FastDigestTM Buffer, 
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EcoRI FastDigestTM enzyme 1 ไมโครลติร ปรบั
ปรมิาตรให้ครบด้วยน�ำ้  น�ำสารทีผ่สมแล้วไปบ่มที่
อณุหภมู ิ37 ºซํ. เป็นเวลา 30 นาท ีต่อด้วยการบ่ม
ทีอ่ณุหภมู ิ65 ºซํ. 10 นาท ีจากนัน้ ตรวจสอบแถบ
ดเีอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใช้
เจลอะกาโรส 1%

4. การตรวจสอบความใช้ได้ของดเีอน็เอในการท�ำ
ปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเิมอเรสแบบ single PCR และ
แบบ multiplex PCR

ไพรเมอร์ที่ใช้ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ในงาน
วจิยันีม้ ี จ�ำนวน 8 ไพรเมอร์ ได้แก่ rbcLa, ITS 
(ITS2-S2F/ITS4), RME1, NS158, SSRY28, 
NS169, EST-R และ EST-K (Table 1) rbcL 
เป็นยีนเจ้าบ้านที่แปลรหัสเป็นโปรตีนหน่วยย่อย
ของเอนไซม์ ribulose bisphosphate carboxylase 
oxygenase (RUBISCO) ส�ำหรบั ITS เป็นล�ำดับ
นวิคลโีอไทด์ท่ีอยูร่ะหว่างปลาย 3’ กบัปลาย 5’ ของ
ยนีก�ำหนดการสร้างหน่วยย่อยของไรโบโซมและถูก
ใช้เป็นยนูเิวอร์แซลไพรเมอร์ เครือ่งหมายดีเอน็เอ 
RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R และ 
EST-K มีรายงานว่า มีความเกี่ยวข้องกับความ

ต้านทานโรคใบด่างมนัส�ำปะหลงั หรอืเกีย่วข้องกบั
ยีนที่ตอบสนองต่อเชื้อสาเหตุของโรคใบด่างมัน
ส�ำปะหลัง และมีการน�ำมาใช้ในการตรวจสอบ
จีโนไทป์เพื่อช ่วยคัดเลือกพันธุ ์มันส�ำปะหลัง
ต้านทานโรคใบด่าง (จีราพร และคณะ, 2563; 
Carmo et al., 2015) การท�ำ single PCR เป็นการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์เพียง 1 คู่  
งานวิจยันี ้ใช้ไพรเมอร์ rbcLa, ITS (ITS2-S2F/ITS4), 
EST-R และ RME1 ของแต่ละคู่ในการท�ำ single 
PCR โดยใช้ Taq DNA Polymerase, recombi-
nant (Thermo Scientific, USA) ซ่ึงรายละเอยีด
ส่วนประกอบของสารต่าง ๆ และอณุหภมิูทีใ่ช้ใน
ปฏกิริยิาตามรายงานของ จรีาพร และคณะ (2563) 
และแสดง Table 1

ส�ำหรบัการท�ำ multiplex PCR เป็นการ
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอโดยใช้ไพรเมอร์ตัง้แต่ 2 คู ่ขึน้ไป 
ซึ่งงานวิจัยนี้ ใช้ไพรเมอร์เครื่องหมายดีเอ็นเอ 
EST-K ร่วมกบั NS158 (2 คู่) และเครือ่งหมาย 
SSRY28 ร่วมกบั NS169 (2 คู่) ส่วนประกอบของ
สารในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 
ดเีอน็เอ 100 นาโนกรมั, 1X Taq buffer with 
(NH

4
)
2
SO

4
, 0.2 mM ส�ำหรบั dNTP แต่ละชนดิ, 

Table 1 List and sequence of the primers used in single and multiplex PCR 

Primer name Sequence (5’ – 3’)
Annealing 

temperature (°๐C)

rbcLa
(Kress et al., 2009; Levin, 2003)

F : ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
R : GTAAAATCAAGTCCACCRCG

60

ITS
(White et al., 1990; Yao et al., 2010)

ITS2-S2F : ATGCGATACTTGGTGTGAAT
ITS4 : TCCTCCGCTTATTGATATGC

60

RME1
(Fregene et al., 2006)

F : ATGTTAATGTAATGAAAGAGC
R : AGAAGAGGGTAGGAGTTATGT

56

NS158
(Fregene et al., 2006)

F : GTGCGAAATGGAAATCAATG
R : TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA

55

SSRY28
(Akano et al., 2002)

F : TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG
R : GCTGCGTGCAAAACTAAAAT

55

NS169
(Okogbenin et al., 2012)

F : GTGCGAAATGGAAATCAATG
R : GCCTTCTCAGCATATGGAGC

55

EST-R
(Jeeraporn et al., 2020)

F : TGAGAAGGGAAATCGCAGGA
R : GAGGACTTCAACCATGCCAT

55

EST-K
(Jeeraporn et al., 2020)

F : ACTTGCTCATGGCCATGCTC
R : CAGAGCCTTGTTCTGAAGAAG

55
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0.2 µM forward primer1, 0.2 µM forward primer2, 
0.2 M reverse primer1, 0.2 M reverse primer2, 
1.5 mM MgCl

2
, Taq DNA Polymerase 1.5 U 

ปรบัปรมิาตรให้ครบด้วยน�ำ้ จากนัน้ น�ำสารทีผ่สม
แล้วเข้าเคร่ืองเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ โดยตัง้โปรแกรม
อณุหภมู ิPre-denaturation 94 ํºซ. 5 นาท ีจ�ำนวน 
1 รอบ และตัง้รอบให้เครือ่งท�ำงาน 3 ขัน้ตอน ดังนี้ 
Denaturation 94 ํºซ. 40 วนิาท,ี Annealing 55 ºซํ. 
40 วนิาท,ี Extension 72 ºซํ. 30 - 60 วนิาที จ�ำนวน 
40 รอบ ตามด้วยขัน้ตอน Final extension 72 ํซ. 
5 นาท ีอกี 1 รอบ ตรวจวเิคราะห์ผลด้วยอะกาโรส
เจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใช้เจลอะกาโรส 2%

5. การสกดัดเีอน็เอด้วยวธิ ี SDS/NaCl + PVP 
ในมนัส�ำปะหลงัลกูผสม จ�ำนวน 60 สายพนัธุ์

เนือ่งจาก ต้องการทดสอบการสกดัดเีอน็เอ
ด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP กบัตวัอย่างจ�ำนวนมาก 
จึงท�ำการสกัดดีเอ็นเอจากใบของมันส�ำปะหลัง
ลกูผสมเพือ่บรโิภค กลุม่ CMRE62 ทีเ่กดิจากการ
ผสมแบบปิด (cross pollination) และกลุ่ม 
OMRE62 ทีเ่กดิจากการผสมแบบเปิด (open pol-
lination) รวมทัง้สิน้ 60 สายพนัธุ ์ซึง่ได้รบัความ
อนุเคราะห์ใบมันส�ำปะหลังจากศูนย์วิจัยพืชไร่
ระยอง จากนัน้ ตรวจสอบคณุภาพของดเีอน็เอด้วย
การวัดค่าการดูดกลืนแสง และอะกาโรสเจล 
อเิลก็โทรโฟรซีสิ

6. การทดสอบการก�ำจดั RNA ด้วย RNase A 
ในสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกัดด้วยวิธี SDS/NaCl 
และวธิ ีSDS/NaCl+PVP

น�ำดเีอน็เอ 2 ไมโครกรมั มาเตมิ RNase 
A (2 มก./มล.) 0.3 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ  
65 ºซํ. เป็นเวลา 10 นาท ีจากนัน้ ตรวจสอบแถบ
ดเีอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใช้
เจลอะกาโรส 1%

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ปรมิาณและคุณภาพของดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิี 
SDS/NaCl+PVP เปรยีบเทียบกับวธิ ีCTAB และ
วธิ ีSDS/NaCl

ความเข้มข้นดีเอ็นเอท่ีวัดจากเครื่อง 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ Biodrop (UK) พบว่า 

ดีเอน็เอทีส่กดัจากวธิ ีCTAB วธิ ีSDS/NaCl และ
วธิ ีSDS/NaCl+PVP มค่ีาเฉลีย่ความเข้มข้น 1.924, 
0.485, 0.859 ไมโครกรมั/ไมโครลติร ตามล�ำดบั 
(Table 2) และมีปริมาณผลผลิตดีเอ็นเอจากวิธี 
CTAB และวธิ ีSDS/NaCl+PVP เฉลีย่ 1,385.5 
และ 1,473.1 ไมโครกรมัต่อใบมนัส�ำปะหลงั 1 กรมั 
ตามล�ำดบั ขณะทีวิ่ธ ีSDS/NaCl ให้ผลผลติดเีอน็เอ 
ต�่ำกว่า 2 วิธี ดังกล่าว โดยมีค่าเฉลี่ยที่ 830.9 
ไมโครกรมัต่อใบมันส�ำปะหลงั 1 กรมั (Table 2) 
อัตราส่วน A

260
/A

280
  ซึ่งระบุความบริสุทธิ์ของ 

ดีเอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีCTAB วธิ ีSDS/NaCl และ
วธิ ีSDS/NaCl+PVP มค่ีาเฉลีย่ 1.822, 1.836 และ 
1.820 ตามล�ำดับ (Table 2) แสดงถงึดีเอน็เอทีส่กดั
ได้จากทั้ง 3 วิธี มีความบริสุทธิ์หรือคุณภาพด ี 
มีการปนเปื้อนของโปรตีนและโพลีแซคคาไรด์ใน
ระดับต�ำ่ เนือ่งจากดีเอน็เอทีมี่คุณภาพดนีัน้ ต้องมี
ค่า A

260
/A

280
 อยูใ่นช่วง 1.7-2.0 (Maniatis et al., 

1982) 
การประเมินคุณภาพของดีเอ็นเอโดย 

อะกาโรสเจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ พบว่า ดีเอน็เอทีส่กดั
ด้วยวธิ ี CTAB มีแถบดีเอน็เอทีส่มบรูณ์ (intact) 
คมชดั (sharp and clear) อยูเ่หนอืแถบดีเอน็เอ
มาตรฐานขนาด 10,000 bp และไม่มีส่วนของ 
ดีเอน็เอทีย่่อยสลาย (Figure 1 Lane 1-3) ส่วนวธิ ี
SDS/NaCl+PVP ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่สมบูรณ์
และคมชัดเช่นเดียวกัน แม้ว่าพบการย่อยสลาย
ของดีเอ็นเอบ้างเพียงเล็กน้อย (Figure 1 Lane 
7-9) แสดงให้เหน็ว่า ตวัอย่างดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ี
CTAB และวิธี SDS/NaCl+PVP มีคุณภาพสูง 
ขณะที่ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี SDS/NaCl มีแถบ
ดีเอ็นเอที่อยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 
10,000 bp จางกว่าวิธี CTAB และวิธี SDS/
NaCl+PVP แสดงถึงการมีดีเอ็นเอน้อยกว่า  
(Figure 1 Lane 4-6) ซ่ึงสอดคล้องกบัผลการวดั
ปริมาณสารพันธุกรรมด ้วยเครื่องสเปกโตร 
โฟโตมิเตอร์ นอกจากนี ้พบว่า การย่อยสลายของ 
ดเีอน็เอมากกว่าวธิ ีCTAB และวธิ ีSDS/NaCl+PVP 
ดังปรากฏเป็นแถบกว้างในช่วง 500-750 bp  
(Figure 1 Lane 4-6) ส�ำหรบัแถบทีป่รากฏ ณ 
ต�ำแหน่งประมาณ 250 bp ในตัวอย่างดีเอน็เอที่
สกดัด้วยวธีิ SDS/NaCl และวธิ ีSDS/NaCl+PVP 
คือ RNA (Figure 1 Lane 4-9) เนื่องจาก  
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Table 2 Yield and purity of genomic DNA isolated from leaves of three different cassava 
lines using three different extraction methods 

DNA 
extraction
method

Cassava line
Weight of leaves for 

DNA extraction 
(g)

Volume of TE or 
ddH

2
O to dissolve 
DNA (µl)

DNA conc. quantified by 
using spectrophotometer

(µg/ul)

DNA yield
(µg/g of 
sample)

Purity
(A

260
/A

280
)

CTAB CMR 62-51-01 1 720 1.511 1,087.9 1.886

CMR 62-49-03 1 720 1.978 1,424.2 1.839

CMR 62-29-09 1 720 2.284 1,644.5 1.740

Average 1.924 1,385.5 1.822

SDS/NaCl CMR 62-51-01 0.07 120 0.513 879.4 1.872

CMR 62-49-03 0.07 120 0.453 776.6 1.883

CMR 62-29-09 0.07 120 0.488 836.6 1.752

Average 0.485 830.9 1.836

SDS/NaCl 
+ PVP

CMR 62-51-01 0.07 120 0.835 1,431.4 1.902

CMR 62-49-03 0.07 120 0.881 1,510.3 1.817

CMR 62-29-09 0.07 120 0.862 1,477.7 1.741

Average 0.859 1,473.1 1.820

Figure 1 Electrophoresis of genomic DNA extracted from leaves of different cassava lines 
using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M = 1 kb 
DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = 
CMR 62-29-09

เอน็เอท่ีสมบูรณ์และคมชดัเช่นเดียวกนั แมว้า่พบการยอ่ยสลายของดีเอ็นเอบา้งเพียงเล็กนอ้ย (Figure 1 Lane 

7-9) แสดงให้เห็นว่า ตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี CTAB และวิธี SDS/NaCl+PVP มีคุณภาพสูง ขณะท่ีดี

เอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี SDS/NaCl มีแถบดีเอ็นเอท่ีอยูเ่หนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10,000 bp จางกวา่วิธี 

CTAB และวธีิ SDS/NaCl+PVP แสดงถึงการมีดีเอน็เอนอ้ยกวา่ (Figure 1 Lane 4-6) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการ

วดัปริมาณสารพนัธุกรรมดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ นอกจากน้ี พบว่า การย่อยสลายของดีเอ็นเอ

มากกวา่วธีิ CTAB และวธีิ SDS/NaCl+PVP ดงัปรากฏเป็นแถบกวา้งในช่วง 500-750 bp (Figure 1 Lane 4-6) 

สําหรับแถบท่ีปรากฏ ณ ตาํแหน่งประมาณ 250 bp ในตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี SDS/NaCl และวิธี 

SDS/NaCl+PVP คือ RNA (Figure 1 Lane 4-9) เน่ืองจากการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี SDS/NaCl และวิธี 

SDS/NaCl+PVP ไม่มีขั้นตอนการกาํจดั RNA ดว้ย RNase A ดงัเช่นวธีิ CTAB  

 

 

 
Figure 1 Electrophoresis of genomic DNA extracted from leaves of different cassava lines using CTAB  

(1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M = 1 kb DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = 

CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09. 

 

2. การตรวจสอบความใช้ได้ของดีเอน็เอในการทาํปฏิกริิยากบัเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

 ผลจากการนาํดีเอ็นเอท่ีสกดัไดด้ว้ยวิธีต่าง ๆ จากขอ้ 1 ไปยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI เป็น

เวลา 30 นาที จากนั้น ตรวจสอบแถบดีเอน็เอดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบวา่ ดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี 

CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP ถูกยอ่ยและปรากฏเป็นหลายแถบในช่วง 1,500 – 10,000 bp 

เช่นเดียวกนั (Figure 2) แมว้า่ดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี SDS/NaCl จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ ณ ตาํแหน่งประมาณ 

10,000 bp ท่ีจางกวา่อีก 2 วิธี ซ่ึงอาจมีสาเหตุจากวิธี SDS/NaCl สกดัไดดี้เอ็นเอท่ีสมบูรณ์ (แถบดีเอ็นเอท่ีอยู่

เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10,000 bp) ปริมาณนอ้ยกวา่อีก 2 วิธี ดงัปรากฏใน Figure 1 ผลการ

ตรวจสอบความใชไ้ดข้องดีเอ็นเอในการทาํปฏิกิริยากบัเอนไซมต์ดัจาํเพาะ แสดงให้เห็นวา่ ดีเอ็นเอท่ีสกดั

การสกดัดีเอน็เอด้วยวธิ ีSDS/NaCl และวธิ ีSDS/
NaCl+PVP ไม่มีข้ันตอนการก�ำจัด RNA ด้วย 
RNase A ดงัเช่นวธิ ีCTAB 

2. การตรวจสอบความใช้ได้ของดเีอน็เอในการท�ำ
ปฏกิริยิากบัเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ

ผลจากการน�ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธี 
ต่าง ๆ จากข้อ 1 ไปย่อยด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ 
EcoRI เป็นเวลา 30 นาท ีจากนัน้ ตรวจสอบแถบ

ดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส พบว่า 
ดีเอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีCTAB วธิ ีSDS/NaCl และ
วธิ ีSDS/NaCl+PVP ถกูย่อยและปรากฏเป็นหลาย
แถบในช่วง 1,500 – 10,000 bp เช่นเดียวกัน 
(Figure 2) แม้ว่าดีเอน็เอทีส่กดัด้วยวิธ ีSDS/NaCl 
จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ ณ ต�ำแหน่งประมาณ 
10,000 bp ทีจ่างกว่าอกี 2 วธิ ีซ่ึงอาจมีสาเหตุจาก
วิธี  SDS/NaCl สกัดได ้ดี เ อ็นเอที่สมบูรณ ์ 
(แถบดีเอ็นเอที่อยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน
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ขนาด 10,000 bp) ปริมาณน้อยกว่าอีก 2 วิธี  
ดงัปรากฏใน Figure 1 ผลการตรวจสอบความใช้ได้
ของดีเอ็นเอในการท�ำปฏิกิริยากับเอนไซม์ตัด
จ�ำเพาะ แสดงให้เห็นว่า ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี 
SDS/NaCl+PVP มีความบริสุทธิ์และคุณภาพดี
เพียงพอ และสามารถท�ำปฏิกิริยากับเอนไซม์ตัด
จ�ำเพาะได้เช่นเดยีวกับดเีอน็เอท่ีสกัดด้วยวธิ ีCTAB 

3. การตรวจสอบความใช้ได้ของดเีอน็เอในการท�ำ
ปฏกิริยิาลกูโซ่โพลเิมอเรสแบบ single PCR และ
แบบ multiplex PCR

การท�ำ single PCR ด้วยไพรเมอร์ของยนี
เจ้าบ้าน rbcLa และยนูเิวอร์แซลไพรเมอร์ (ITS2-
S2F/ITS4) พบว่า ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี SDS/
NaCl+PVP สามารถเพ่ิมปรมิาณชิน้ส่วนดเีอน็เอ
ได้เช่นเดยีวกบัดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ี CTAB และ
วธิ ีSDS/NaCl (Figure 3) โดยในไพรเมอร์ rbcLa 
ทุกตัวอย่างปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกัน 
ประมาณ 600 bp (Figure 3A) ซึง่สอดคล้องกบั
รายงานของ Parvathy et al. (2015) ทีท่�ำปฏกิริยิา
พซีอีาร์ด้วยไพรเมอร์ rbcLa ในตวัอย่างดเีอ็นเอที่
สกดัจากแป้งมันส�ำปะหลงั (cassava starch) และ
ปรากฏแถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 600 bp เช่น
เดยีวกนั ส�ำหรบัในไพรเมอร์ ITS (ITS2-S2F/ITS4) 
ทุกตัวอย่าง ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกัน 
ประมาณ 400 bp (Figure 3B) สอดคล้องกับ

รายงานของ Yao et al. (2010) ทีร่ะบวุ่า ความ
ยาวของชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ ITS2 ในพืชใบเลีย้งคู่
มีขนาดอยูใ่นช่วง 100 – 700 bp

การท�ำ  single PCR ด้วยไพรเมอร์
เครือ่งหมายดีเอน็เอ EST-R และ RME1 พบว่า 
ดีเอ็นเอจากวิธี SDS/NaCl+PVP สามารถเพิ่ม
ปรมิาณชิน้ส่วนดเีอน็เอได้ เช่นเดยีวกบัดเีอน็เอจาก
วธิ ีCTAB และวธิ ีSDS/NaCl (Figure 4A และ 
4B) โดยมแีถบดเีอน็เอต�ำแหน่งตรงกบั positive 
control ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตัวอย่าง 
มันส�ำปะหลงัพันธุ ์ TME3 ซ่ึงต้านทานโรคใบด่าง 
ทีมี่รายงานการปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
500 และ 700 bp ในเครือ่งหมาย EST-R และ 
RME1 ตามล�ำดับ (จีราพรและคณะ, 2563;  
Carmo et al., 2015) ส�ำหรบัการท�ำ multiplex 
PCR พบว่า ดเีอน็เอทีส่กดัได้จากทัง้ 3 วธิ ี ปรากฏ
แถบดีเอน็เอเช่นเดียวกนัในแต่ละตัวอย่าง โดยเม่ือ
ใช้ไพรเมอร์เครือ่งหมาย EST-K ร่วมกบั NS158 
จะปรากฏแถบดีเอน็เอบรเิวณ 600 และ 200 bp 
(Figure 4C) เม่ือใช้ไพรเมอร์เครือ่งหมาย NS169 
ร่วมกบั SSRY28 จะปรากฏแถบดเีอน็เอบรเิวณ 
300 และ 200 bp (Figure 4D) แสดงถงึดีเอน็เอ
ที่สกัดได้จากทั้ง 3 วิธีนี้มีความบริสุทธิ์ และมี
คุณภาพดีเพียงพอในการใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนคิพีซีอาร์ได้   Edwards et al. (1991) 
พบว่า ดีเอ็นเอที่สกัดจากพืช Brassica napus  

Figure 2 Analysis of DNA digested with restriction enzyme EcoRI and separated by 1% 
agarose gel electrophoresis. DNA was extracted from leaves of different cassava lines using 
CTAB (1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M1 = 1 kb DNA 
Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 
62-29-09, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder

ด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP มีความบริสุทธ์ิและคุณภาพดีเพียงพอ และสามารถทาํปฏิกิริยากับเอนไซม์ตดั

จาํเพาะไดเ้ช่นเดียวกบัดีเอน็เอท่ีสกดัดว้ยวธีิ CTAB  

 

 
Figure 2 Analysis of DNA digested with restriction enzyme EcoRI and separated by 1% agarose gel 

electrophoresis. DNA was extracted from leaves of different cassava lines using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl 

(4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M1 = 1 kb DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, 

Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder. 

 

3. การตรวจสอบความใช้ได้ของดีเอ็นเอในการทําปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบ single PCR และแบบ 

multiplex PCR 

 การทาํ single PCR ด้วยไพรเมอร์ของยีนเจา้บ้าน rbcLa และยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ (ITS2-

S2F/ITS4) พบวา่ ดีเอน็เอท่ีสกดัดว้ยวธีิ SDS/NaCl+PVP สามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอไดเ้ช่นเดียวกบั

ดีเอน็เอท่ีสกดัดว้ยวธีิ CTAB และวธีิ SDS/NaCl (Figure 3) โดยในไพรเมอร์ rbcLa ทุกตวัอยา่งปรากฏแถบดี

เอน็เอขนาดเดียวกนั ประมาณ 600 bp (Figure 3A) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Parvathy et al. (2015) ท่ีทาํ

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ยไพรเมอร์ rbcLa ในตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัจากแป้งมนัสําปะหลงั (cassava starch) และ

ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 600 bp เช่นเดียวกนั สําหรับในไพรเมอร์ ITS (ITS2-S2F/ITS4) ทุก

ตวัอยา่ง ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกนั ประมาณ 400 bp (Figure 3B) สอดคลอ้งกบัรายงานของ Yao et 

al. (2010) ท่ีระบุวา่ ความยาวของช้ินส่วนดีเอน็เอของ ITS2 ในพืชใบเล้ียงคู่มีขนาดอยูใ่นช่วง 100 – 700 bp 

การทาํ single PCR ดว้ยไพรเมอร์เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ EST-R และ RME1 พบวา่ ดีเอ็นเอจากวิธี 

SDS/NaCl+PVP สามารถเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอได้เช่นเดียวกับดีเอ็นเอจากวิธี  CTAB และวิธี 

SDS/NaCl (Figure 4A และ 4B) โดยมีแถบดีเอ็นเอตาํแหน่งตรงกบั positive control ซ่ึงเป็นแถบดีเอ็นเอท่ี

ปรากฏในตวัอย่างมนัสําปะหลงัพนัธ์ุ TME3 ซ่ึงตา้นทานโรคใบด่าง ท่ีมีรายงานการปรากฏแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 500 และ 700 bp ในเคร่ืองหมาย EST-R และ RME1 ตามลาํดบั (จีราพรและคณะ, 2563; 
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Figure 3 Single PCR amplification using primer rbcLa (A) and ITS (ITS2-S2F/ITS4) (B)  
separated by 2% agarose gel electrophoresis. DNA was extracted from leaves of different 
cassava lines using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane 
M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 
3, 6, 9 = CMR 62-29-09, Lane 10 = TME3 (DNA was extracted from leaf using CTAB method 
in the study of Jeeraporn et al. (2020) and used as a positive control), Lane 11 = ddH

2
O 

(negative control), Lane M2 = 100 bp DNA Ladder

Carmo et al., 2015) สาํหรับการทาํ multiplex PCR พบวา่ ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 3 วิธี  ปรากฏแถบดีเอ็นเอ

เช่นเดียวกนัในแต่ละตวัอยา่ง โดยเม่ือใชไ้พรเมอร์เคร่ืองหมาย EST-K ร่วมกบั NS158 จะปรากฏแถบดีเอ็น

เอบริเวณ 600 และ 200 bp (Figure 4C) เม่ือใชไ้พรเมอร์เคร่ืองหมาย NS169 ร่วมกบั SSRY28 จะปรากฏแถบ

ดีเอ็นเอบริเวณ 300 และ 200 bp (Figure 4D) แสดงถึงดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 3 วิธีน้ีมีความบริสุทธ์ิ และมี

คุณภาพดีเพียงพอในการใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ได ้ Edwards et al. (1991) พบวา่ ดีเอ็นเอ

ท่ีสกดัจากพืช Brassica napus ดว้ยวิธี SDS/NaCl สามารถนาํมาตรวจสอบช้ินส่วนของยีน ß-glucuronidase 

(GUS) ท่ีมีการถ่ายยีนในพืชดงักล่าวโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ได ้และ Kotchoni and Gachomo (2009) รายงาน

วา่ ดีเอ็นเอท่ีสกดัจากพืชตน้แบบ Arabidopsis thaliana ดว้ยวิธี SDS/NaCl สามารถนาํมาตรวจสอบช้ินส่วน

ของ T-DNA ในพืช Arabidopsis thaliana พนัธ์ุกลาย และช้ินส่วนของยีนเป้าหมายท่ีถูกทาํให้ผิดปกติไม่

สามารถแสดงออกหรือยนีน็อกเอาต ์(gene knockout) โดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์ไดเ้ช่นกนั  อยา่งไรก็ตาม แมว้า่ดี

เอ็นเอจากใบมนัสําปะหลงัท่ีสกดัด้วยวิธี SDS/NaCl จะสามารถทาํปฏิกิริยากบัเอนไซม์ตดัจาํเพาะและ

เอนไซมโ์พลีเมอเรสได ้แต่ดีเอน็เอท่ีสกดัดว้ยวธีิ SDS/NaCl ไดป้ริมาณนอ้ยกวา่ และมีการยอ่ยสลายมากกวา่

วิธี SDS/NaCl+PVP โดยมีสาเหตุจากสารละลายบฟัเฟอร์สกดัดีเอ็นเอชนิด SDS/NaCl ไม่มีส่วนประกอบ

ของ PVP ท่ีมีคุณสมบติัในการกาํจดัสารประกอบฟีนอลิก ซ่ึงในขั้นตอนการบดตวัอยา่งพืชเพื่อสกดัดีเอน็เอ 

สารประกอบฟีนอลิก จะถูกออกซิไดซ์และจบักบักรดนิวคลีอิกและโปรตีนส่งผลทาํให้ดีเอน็เอเป็นสีนํ้ าตาล 

(Sahu et al., 2012) อีกทั้งกระตุน้ใหเ้กิดการยอ่ยสลายของดีเอ็นเอ (DNA degradation) อีกดว้ย (John. 1992) 

การปนเป้ือนของสารรบกวน เช่น โพลีฟีนอล และโพลีแซคคาไรด์ จะขดัขวางกิจกรรม (activity) ของ

เอนไซมใ์นปฏิกิริยาต่าง ๆ ท่ีมีต่อดีเอน็เอ (Do and Adams, 1991; Porebski et al., 1997)  
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agarose gel electrophoresis. DNA was extracted from leaves of different cassava lines using CTAB (1 - 3), 

SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = 

CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09, Lane 10 = TME3 (DNA 

ด้วยวิธี SDS/NaCl สามารถน�ำมาตรวจสอบชิ้น
ส่วนของยนี ßβ-glucuronidase (GUS) ท่ีมกีารถ่าย
ยีนในพืชดังกล่าวโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ได้ และ  
Kotchoni and Gachomo (2009) รายงานว่า 
ดีเอ็นเอที่สกัดจากพืชต้นแบบ Arabidopsis  
thaliana ด้วยวธิ ีSDS/NaCl สามารถน�ำมาตรวจ
สอบช้ินส่วนของ T-DNA ในพืช Arabidopsis 
thaliana พนัธุก์ลาย และชิน้ส่วนของยนีเป้าหมาย
ท่ีถูกท�ำให้ผิดปกติไม ่สามารถแสดงออกหรือ 
ยนีน็อกเอาต์ (gene knockout) โดยใช้เทคนิคพซีอีาร์ 
ได้เช่นกัน อย่างไรก็ตาม แม้ว่าดีเอ็นเอจากใบ 
มนัส�ำปะหลงัท่ีสกดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl จะสามารถ
ท�ำปฏิกิริยากับเอนไซม์ตัดจ�ำเพาะ และเอนไซม์ 
โพลเีมอเรสได้ แต่ดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl 
ได้ปริมาณน้อยกว่า และมีการย่อยสลายมากกว่า
วธิ ีSDS/NaCl+PVP โดยมสีาเหตจุากสารละลาย
บัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอชนิด SDS/NaCl ไม่มีส่วน
ประกอบของ PVP ทีม่คีณุสมบตัใินการก�ำจัดสาร
ประกอบฟีนอลกิ ซึง่ในขัน้ตอนการบดตวัอย่างพืช
เพือ่สกดัดีเอน็เอ สารประกอบฟีนอลิก จะถูกออกซไิดซ์
และจับกับกรดนิวคลีอิกและโปรตีน ส่งผลท�ำให้

ดีเอ็นเอเป็นสีน�้ำตาล (Sahu et al., 2012)  
อีกทั้งกระตุ้นให้เกิดการย่อยสลายของดีเอ็นเอ 
(DNA degradation) อกีด้วย (John. 1992) การ
ปนเปื้อนของสารรบกวน เช่น โพลีฟีนอล และ 
โพลแีซคคาไรด์ จะขัดขวางกิจกรรม (activity) ของ
เอนไซม์ในปฏกิริยิาต่าง ๆ  ทีมี่ต่อดีเอน็เอ (Do and 
Adams, 1991; Porebski et al., 1997) 

4. การสกดัดีเอ็นเอด้วยวธิ ี SDS/NaCl + PVP 
ในมันส�ำปะหลังลูกผสม จ�ำนวน 60 สายพันธุ์

เนือ่งจากต้องการทดสอบการสกดัดเีอน็เอ
ด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP กบัตัวอย่างจ�ำนวนมาก 
จึงท�ำการสกัดดีเอ็นเอจากใบของมันส�ำปะหลัง
ลูกผสมเพื่อบริโภค กลุ่ม CMRE62 และกลุ่ม 
OMRE62 รวมทัง้สิน้ 60 สายพันธุ ์ผลการทดลอง 
พบว ่ า  ดี เ อ็น เอที่ สกั ด ได ้ มีค ่ า เฉลี่ ยความ 
เข้มข้น 0.980 ไมโครกรมั/ไมโครลติร อตัราส่วน  
A

260
/A

280 
 มีค่าเฉลีย่ 1.826  แสดงถงึประสทิธภิาพ

ของการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP 
ท�ำให้ได้ดีเอน็เอปรมิาณมาก มีความบรสิทุธิ ์และ
คณุภาพด ีผลการแยกแถบดเีอน็เอด้วยอะกาโรสเจล 



198	 วารสารวิชาการเกษตร ปีที่ 39 ฉบับที่ 2 พฤษภาคม - สิงหาคม 2564

Figure 5 Electrophoresis of genomic DNA extracted from leaves of different cassava lines 
for consumption using SDS/NaCl+PVP method. Lane M = 1 kb DNA Ladder, Lane 1-15,  
51-60 = Hybrids generated by cross pollination (group CMRE 62), Lane 16-50 = Hybrids  
generated by open pollination (group OMRE 62)
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จากผลการทดลองทั้งหมดขา้งตน้ แสดงให้เห็นว่า วิธี SDS/NaCl+PVP สามารถสกดัดีเอ็นเอได้

ปริมาณมากและมีความบริสุทธ์ิ คุณภาพใกลเ้คียงกบัวธีิ CTAB นอกจากน้ี ดีเอน็เอท่ีสกดัไดส้ามารถนาํไปใช้

ในปฏิกิริยาการยอ่ยดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ไดเ้ช่นเดียวกบัวิธี 

CTAB  ซ่ึงวิธี SDS/NaCl+PVP มีขอ้ดี คือ (1) ไม่ตอ้งใชต้วัทาํละลายอินทรียอ์นัตราย ทาํให้ปลอดภยัต่อ

ผูป้ฏิบติังานและเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม (2) สามารถสกดัดีเอ็นเอไดจ้าํนวนตวัอยา่งมากกวา่วิธี CTAB ใน

ระยะเวลาท่ีเท่ากนั (3) ประหยดัค่าใชจ่้าย (ค่าสารเคมีและค่าวสัดุวิทยาศาสตร์ลดลงประมาณ 37 และ 75 % 

ตามลาํดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี CTAB) และ (4) ไม่ตอ้งใชไ้นโตรเจนเหลวในการบดตวัอย่าง  แต่วิธี 

SDS/NaCl+PVP มีขอ้จาํกดั คือ การสกดัดีเอนเอดว้ยวธีิ SDS/NaCl+PVP มีการปนเป้ือนของ RNA เล็กนอ้ย

ดงัปรากฏใน Figure 1 เน่ืองจากไม่มีขั้นตอนการกาํจดั RNA โดยใช ้RNase A ดงัเช่นวิธี CTAB ท่ีมีขั้นตอน

การกาํจดั RNA ในช่วงทา้ย  

แมว้า่จะมีการปนเป้ือนของ RNA ในดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี SDS/NaCl+PVP แต่ไม่ส่งผลกระทบต่อ

การวเิคราะห์ระดบัโมเลกุลเก่ียวกบัการยอ่ยดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ หรือการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ย

เอนไซมโ์พลีเมอเรสดงั Figure 2, 3 และ 4 สอดคลอ้งกบัรายงานของ Edwards et al. (1991) และ Kotchoni 

and Gachomo (2009) ท่ีสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี SDS/NaCl โดยไม่มีขั้นตอนการกาํจดั RNA เช่นเดียวกนั แต่

สามารถใชดี้เอน็เอดงักล่าว ตรวจสอบจีโนไทป์ของพชืดว้ยเทคนิคพซีีอาร์ได ้ 

อยา่งไรก็ตาม คณะผูว้จิยัไดท้ดลองนาํดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP ไป

ทาํการกาํจดั RNA ด้วย RNase A พบว่า RNA ท่ีปนเป้ือนถูกกาํจดัไป แต่ดีเอ็นเอท่ีสกัดด้วยวิธี 

SDS/NaCl+PVP สูญหายไป (loss) ดว้ย ขณะท่ีดีเอน็เอจากวธีิ SDS/NaCl หายไปเพียงเล็กนอ้ยและยงัปรากฏ

Figure 4 Single and multiplex PCR amplification using primer EST-R (A), RME1 (B), EST-K with 
NS158 (C) and NS169 with SSRY28 (D) separated by 2% agarose gel electrophoresis. DNA 
was extracted from leaves of different cassava lines using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl  
(4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = 
CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09, Lane 10 = TME3 
(positive control), Lane 11 = ddH

2
O (negative control), Lane M2 = 100 bp DNA Ladder
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4. การสกดัดีเอน็เอด้วยวธีิ SDS/NaCl + PVP ในมันสําปะหลงัลูกผสมจํานวน 60 สายพนัธ์ุ 

 เน่ืองจากตอ้งการทดสอบการสกดัดีเอ็นเอด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP กบัตวัอย่างจาํนวนมาก จึงทาํ

การสกดัดีเอ็นเอจากใบของมนัสําปะหลงัลูกผสมเพื่อบริโภคกลุ่ม CMRE62 และกลุ่ม OMRE62 รวมทั้งส้ิน 

60 สายพนัธ์ุ ผลการทดลอง พบว่า ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดมี้ค่าเฉล่ียความเขม้ขน้ 0.980 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 

อตัราส่วน A260/A280  มีค่าเฉล่ีย 1.826  แสดงถึงประสิทธิภาพของการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี SDS/NaCl+PVP 

ทาํให้ได้ดีเอ็นเอปริมาณมาก มีความบริสุทธ์ิ และคุณภาพดี ผลการแยกแถบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส  ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ์ และคมชดัอยูเ่หนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 10,000 

bp ดงั Figure 5  

 

อิเล็กโทรโฟรีซิส   ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีสมบูรณ์ 
และคมชัดอยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 
10,000 bp ดงั (Figure 5) 

จากผลการทดลองท้ังหมดข้างต้น แสดง
ให้เห็นว่า วิธี SDS/NaCl+PVP สามารถสกัด
ดเีอน็เอได้ปริมาณมากและมคีวามบรสิทุธิ ์คณุภาพ

ใกล้เคียงกบัวธิ ีCTAB นอกจากนี ้ ดีเอน็เอทีส่กดั
ได้สามารถน�ำไปใช้ในปฏกิิรยิาการย่อยด้วยเอนไซม์
ตดัจ�ำเพาะและการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเทคนคิ
พีซีอาร์ได้เช่นเดียวกับวิธี CTAB ซึ่งวิธี SDS/
NaCl+PVP มีข้อดี คือ (1) ไม่ต้องใช้ตัวท�ำละลาย
อนิทรย์ีอนัตราย ท�ำให้ปลอดภยัต่อผูป้ฏบัิติงานและ
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เป็นมติรกบัสิง่แวดล้อม (2) สามารถสกดัดีเอน็เอ
ได้จ�ำนวนตวัอย่างมากกว่าวธิ ีCTAB ในระยะเวลา
ทีเ่ท่ากนั (3) ประหยดัค่าใช้จ่าย (ค่าสารเคมีและ
ค่าวสัดวุทิยาศาสตร์ลดลงประมาณ 37 และ 75 % 
ตามล�ำดบั เม่ือเปรียบเทียบกับวธิ ีCTAB) และ (4) 
ไม่ต้องใช้ไนโตรเจนเหลวในการบดตวัอย่าง  แต่วธิ ี
SDS/NaCl+PVP มข้ีอจ�ำกดั คอื การสกัดดเีอน็เอ 
ด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP มกีารปนเป้ือนของ RNA 
เล็กน้อยดังปรากฏใน Figure 1 เนื่องจากไม่ม ี
ขัน้ตอนการก�ำจดั RNA โดยใช้ RNase A ดังเช่น
วธิ ีCTAB ทีม่ขีัน้ตอนการก�ำจดั RNA ในช่วงท้าย 

แม้ว่าจะมีการปนเปื้อนของ RNA ใน
ดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP แต่ไม่ส่ง
ผลกระทบต่อการวิเคราะห์ระดับโมเลกุลเกี่ยวกับ
การย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจ�ำเพาะ หรอืการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์โพลีเมอเรส ดัง 
Figure 2, 3 และ 4 สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Edwards et al. (1991) และ Kotchoni and 
Gachomo (2009) ทีส่กดัดเีอน็เอด้วยวธิ ี SDS/
NaCl โดยไม่มขีัน้ตอนการก�ำจดั RNA เช่นเดยีวกนั 
แต่สามารถใช้ดเีอน็เอดงักล่าว ตรวจสอบจโีนไทป์
ของพชืด้วยเทคนคิพซีอีาร์ได้ 

อย่างไรก็ตาม คณะผู้วิจัยได้ทดลองน�ำ
ดเีอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ี SDS/NaCl และวธิ ี SDS/
NaCl+PVP ไปท�ำการก�ำจดั RNA ด้วย RNase A 
พบว่า RNA ท่ีปนเป้ือนถูกก�ำจัดไป แต่ดเีอน็เอที่
สกดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP สญูหายไป (loss) 

ด้วย ขณะที่ดีเอ็นเอจากวิธี SDS/NaCl หายไป
เพียงเล็กน้อยและยังปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน 
(Figure 6) Dona and Houseley (2014) รายงาน
ว่า ดีเอ็นเอสูญหายไปเกิดจากการจับกันระหว่าง 
RNase A กบัดีเอน็เอ สร้างเป็น RNase A-DNA 
complex ทีมี่ความเสถยีร และ RNase A-DNA 
complex กบัโมเลกลุอืน่ ๆ  ถกูชะออกไปในขัน้ตอน
การท�ำความสะอาดดีเอน็เอ (purifying step) 

ซ่ึงคณะผูว้จิยัต้ังสมมุติฐานว่า อาจเป็นไป
ได้ว่า PVP ไปช่วยส่งเสริมการจับกันระหว่าง 
RNase A กบั DNA เกดิการสร้างเป็น RNase 
A-DNA complex ขึ้นมา การท่ีมี PVP ใน
สารละลายดีเอน็เอทีส่กดัด้วยวธิ ีSDS/NaCl+PVP  
อาจท�ำให้ RNase A จบักบัดีเอน็เอได้มากขึน้ จงึ
ส่งผลให้ดีเอ็นเอสูญหายไป (loss) มากกว่าวิธี 
SDS/NaCl ซึง่สมมตุฐิานนีต้้องท�ำการพสิจูน์ต่อไป 
ส�ำหรบัวธิ ีCTAB นัน้ PVP จะถกูก�ำจดัออกไปใน
ขัน้ตอนแยกชัน้ด้วยคลอโรฟอร์ม (Jadhav et al., 
2015) จงึไม่ส่งผลต่อการจบักนัระหว่าง RNase A 
กับดีเอ็นเอในขั้นตอนการใส่ RNase A ใน
สารละลายดเีอน็เอเพือ่ก�ำจดั RNA ทีด่�ำเนนิการ
ช่วงท้าย 

สรปุผลการทดลอง
การสกดัดเีอน็เอจากใบมนัส�ำปะหลงัด้วย

วิธี SDS/NaCl+PVP ที่พัฒนาขึ้นจากงานวิจัยนี ้
ท�ำให้สามารถสกัดดเีอน็เอได้รวดเรว็ขึน้ ลดการใช้

Figure 6 Electrophoresis of DNA extracted from leaves of different cassava lines using CTAB 
(1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method, and treated with RNase A. 
Lane M = 1 kb DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 2, 5, 8 = CMR 62-49-03, 
Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09

แถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน (Figure 6) Dona and Houseley (2014) รายงานวา่ ดีเอ็นเอสูญหายไปเกิดจากการจบักนั

ระหว่าง RNase A กบัดีเอ็นเอ สร้างเป็น RNase A-DNA complex ท่ีมีความเสถียร และ RNase A-DNA 

complex กบัโมเลกุลอ่ืน ๆ ถูกชะออกไปในขั้นตอนการทาํความสะอาดดีเอน็เอ (purifying step)  
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ซ่ึงคณะผูว้ิจยัตั้งสมมุติฐานวา่ อาจเป็นไปไดว้า่ PVP ไปช่วยส่งเสริมการจบักนัระหวา่ง RNase A 

กบั DNA เกิดการสร้างเป็น RNase A-DNA complex ข้ึนมา การท่ีมี PVP ในสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธี 

SDS/NaCl+PVP  อาจทาํให้ RNase A จบักบัดีเอ็นเอไดม้ากข้ึน จากนั้นส่งผลให้ดีเอ็นเอสูญหายไป (loss) 

มากกว่าวิธี SDS/NaCl ซ่ึงสมมุติฐานน้ีตอ้งทาํการพิสูจน์ต่อไป สําหรับวิธี CTAB นั้น PVP จะถูกกาํจดั

ออกไปในขั้นตอนแยกชั้นดว้ยคลอโรฟอร์ม (Jadhav et al., 2015) จึงไม่ส่งผลต่อการจบักนัระหวา่ง RNase 

A กบัดีเอน็เอในขั้นตอนการใส่ RNase A ในสารละลายดีเอน็เอเพื่อกาํจดั RNA ท่ีดาํเนินการช่วงทา้ย  

 

สรุปผลการทดลอง 

การสกดัดีเอ็นเอจากใบมนัสําปะหลงัดว้ยวิธี SDS/NaCl+PVP ท่ีพฒันาข้ึนจากงานวิจยัน้ี ทาํให้

สามารถสกดัดีเอน็เอไดร้วดเร็วข้ึน ลดการใชต้วัทาํละลายอินทรียอ์นัตราย ซ่ึงดีเอ็นเอท่ีสกดัดว้ยวิธีน้ีมีสภาพ

สมบูรณ์ คุณภาพสูง และปริมาณมากใกลเ้คียงกบัวธีิ CTAB สามารถนาํไปใชว้เิคราะห์ระดบัโมเลกุลไดอ้ยา่ง

มีประสิทธิภาพ 
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ตวัท�ำละลายอนิทรย์ีอนัตราย ซึง่ดเีอน็เอทีส่กัดด้วย
วธินีีม้สีภาพสมบรูณ์ คณุภาพสงู และปรมิาณมาก
ใกล้เคยีงกบัวธิ ีCTAB สามารถน�ำไปใช้วเิคราะห์
ระดบัโมเลกลุได้อย่างมปีระสทิธภิาพ
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