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วิจารณผลการทดลอง 
 
 กลุมบัวช้ันในงานทดลองคร้ังนี้แบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ีมีลักษณะของใบประดับ    
สีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และกลุมใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก โดย
พิจารณาจากสัดสวนสีชมพูท่ีเกิดข้ึน ท้ังใบประดับสวนลาง (lower bract) และใบประดับสวนบน 
(upper bract) โดยไมข้ึนกับความยาวของชอดอก บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก นอกจากจะมีจํานวนช้ันกลีบใบประดับสวนลางท่ีมีสีชมพูมากกวา แลวยังมีสีชมพูเขม
กวากลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก ในใบประดับสวนลางเปนสวนท่ีมี
ดอกจริงอยู ใน 1 กลีบมีดอกจริงอยู 3 ดอก โดยบานคร้ังละ 1 ดอกเทานั้น ใบประดับมีลักษณะ 
ปลายมนสีเขียวออนท่ีปลายมีสีชมพูอมมวง สวนนี้มีอยู 10-15 ช้ัน แตใบประดับสวนบน ไมมีดอก
จริงอยู ปลายกลีบมีลักษณะแหลม เนื้อกลีบบาง และมีขนาดกลีบแคบยาวกวาใบประดับสวนลาง   
สีขาวปลายสีชมพูอมมวง มีอยู 5-6 ช้ัน (วรรณภา, 2540) ซ่ึงลักษณะความแตกตางดังกลาวมาน้ียอม   
มีผลตอการแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนในแตละระยะและแตละช้ินสวนของบัวช้ันท่ีนํามาสกัด RNA 
 เนื่องจากลักษณะทางฟโนไทปในระยะการเจริญเติบโตทางดานลําตน (vegetative) ของ  
บัวช้ันท้ัง 2 กลุมมีความใกลเคียงกัน ไมวาจะเปนจํานวนใบ ลักษณะของใบ สีของใบท่ีเกิดข้ึน 
รวมท้ังความสูงของลําตน ทําใหไมสามารถจําแนกได ตองใชระยะท่ีบัวช้ันออกดอก (reproductive) 
ชวงเดือนสิงหาคมถึงตุลาคม ในการจําแนกกลุมบัวช้ันออกจากกัน ใชลักษณะสัดสวนของสีกลีบ        
ใบประดับท่ีเกิดข้ึนในชอดอก ซ่ึงเปนการจัดกลุมโดยอาศัยการตัดสินใจของผูคัดเลือก การจําแนก
ดังกลาวอาจไดผลตางไป หากลักษณะถูกควบคุมดวยยีนหลายตําแหนง และมีอิทธิพลของ
ส่ิงแวดลอมรวมดวย (Hussain et al., 2008)  

การใชลักษณะทางสัณฐานรวมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล เชนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจะชวยให
การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชสกุล Curcuma sp. มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยลดขอจํากัดดาน
ระยะเวลา และความแปรปรวนท่ีเกิดจากสภาพแวดลอม (Das et al., 2001) ดังจะเห็นไดจากการ
จําแนกพันธุลูกผสมของ Curcuma sp. พันธุหนึ่งท่ีเปนท่ีรูจักกันดีคือ ปทุมมามีลักษณะท่ีนาสนใจ
คือมีกานดอกแข็ง ชอดอกมีขนาดใหญ เม่ือนํามาเปนพอแมพันธุทําใหลูกผสมท่ีไดมีคุณภาพที่ดี 
การใชลักษณะภายนอกในการจําแนกปทุมมาลูกผสมออกจากพอแมพันธุทําไดยากจึงมีการนํา
เคร่ืองหมายโมเลกุลเขามาชวยในการตรวจสอบ Curcuma sp. 20 สายพันธุ โดยใช 11 ไพรเมอร ให
แถบของดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันอยูในชวง 100-2500 bp คัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจนําไปหา
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ลําดับเบสเพ่ือออกแบบเปนไพรเมอร SCAR พบวาสามารถเพิ่มปริมาณแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด      
600 bp ในปทุมมาทุกสายพันธุ รวมท้ังปทุมมาท่ีเปนลูกผสม ซ่ึงยังไมสามารถใชแยกความแตกตาง
ระหวางปทุมมาท่ีเปนลูกผสมออกจากพอแมพันธุได (Anuntalabhochai et al., 2007) อีกท้ังยังมีการ
ใชเทคนิค RAPD รวมกับเทคนิค ISSR ในการหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ Curcuma sp.   
15 สายพันธุ พบวาจากการใชไพรเมอร RAPD 39 ไพรเมอร ใหแถบดีเอ็นเอ 376 แถบ มีเพียง 352 
แถบท่ีใหความแตกตางกัน และจากการใชไพรเมอร ISSR 8 ไพรเมอร พบแถบดีเอ็นเอ 91 แถบ มี 
87 แถบที่มีความแตกตางกัน จากขอมูลความเหมือนและความตางของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนใน 
Curcuma sp. 15 สายพันธุ นําไปจัดกลุมความสัมพันธดวยโปรแกรม UPGMA สามารถจัดกลุมออก
ได 7 กลุม ท่ีคอนขางจะสอดคลองกับการจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐาน (Syamkumar and 
Sasikumar, 2007) การนําเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยในการจําแนกกลุมของพืชท่ีมีลักษณะ
คลายคลึงกัน ทําใหการจําแนกกลุมมีความแมนยํา รวดเร็ว และลดระยะเวลาในการจัดจําแนก โดย
ไมตองรอจนถึงระยะท่ีเหมาะสม 
  
การสกัด RNA และการทํา DNase digestion 
 
 การใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) ในการสกัด RNA เปนวิธีการสกัดแบบ single-
step ซ่ึงแยก RNA ออกจาก gDNA หลังจากท่ีสกัดดวย guanidinium thiocyanate, sodium acetate, 
phenol และ chloroform แลวนําไปปนเหวี่ยง สารละลายท่ีไดเกิดการแยกช้ัน โดยท่ีสารละลาย RNA 
จะแยกอยูช้ันบน สวน gDNA และโปรตีนจะอยูในสารละลายช้ันลาง จากน้ันจึงแยกสารละลายช้ัน 
ท่ีมี RNA ออกจาก gDNA และโปรตีน ตกตะกอน RNA ท่ีไดดวย isopropanol (Chomozynski and 
Sacchi, 2006)  ปญหาที่เกิดข้ึนจากการใช guanidine thiocyanate buffer ท่ีมีอยูใน Trizol reagent ใน
การสกัด RNA คือหลังจากท่ีนําไปปนเหวี่ยง เพื่อแยกสารละลาย RNA สารละลายท่ีไดแยกช้ัน     
ไมชัดเจน (Ding et al., 2008) ในการทดลองใชวิธีการนี้สกัด RNA จากสวนตางๆ ของบัวช้ัน พบ
การปนเปอนของ gDNA เกิดข้ึนเล็กนอย อาจเนื่องมาจากในระหวางท่ีมีการแยกสารละลายสวนบน 
ซ่ึงเปนสารละลายของ RNA มีการปนเปอนของสารละลายช้ันลางซ่ึงเปนสวนของ gDNA จึงทําให
เกิดการปนเปอนของ gDNA และสามารถตรวจสอบไดดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส การใช TrizolTM 
Reagent พบการปนเปอนของ gDNA ในปริมาณนอย เม่ือเทียบกับวิธีการอื่น (Portillo et al., 2006) 
แตยังตองกําจัด gDNA ท่ีปนเปอนโดยใชเอนไซม DNaseI เนื่องจากอาจสงผลตอการทําปฏิกิริยา 
PCR และการวิเคราะหการแสดงออกของยีนในภายหลัง (Dunican et al., 1997) คือ ผลผลิต PCR 
ไมไดมาจาก cDNA เปาหมายท่ีตองการ แตเปนการเพ่ิมปริมาณ gDNA ท่ีปนเปอน เนื่องจากมีลําดับ
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เบสคลายกัน (Lingerfelt et al., 2009) เม่ือได RNA ท่ีมีคุณภาพ ไมมีการปนเปอนของ gDNA 
สามารถนําไปใชในการสังเคราะห cDNA ตอไป 
 
การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 
 เนื่องจาก mRNA เปนสวนของยีนท่ีมีการแสดงออกในแตละชวงระยะการเจริญเติบโต และ
แสดงออกในแตละสวนของพืชแตกตางกันจึงสามารถใชเปนตัวช้ีบงรูปแบบการแสดงออกของยีน     
การเปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA ใชชุดน้ํายา SuperScript III First-Strand Synthesis System for 
RT-PCR (Invitrogen, USA) ซ่ึง mRNA ท่ีกลาวมาน้ีทางดานปลาย 3’ ประกอบดวย poly (A+) จึงใช
ไพรเมอร oligoVT การตรวจสอบคุณภาพของ cDNA ใชไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบจากสวนหนึ่ง
ของยีน chloroplast ndhB ท่ีควบคุมการสราง NAD(P)H dehydrogenase ในกระบวนการการ
สังเคราะหแสง ซ่ึงมีการแสดงออกในเน้ือเยื่อท่ีมีสีเขียว และสีขาว ดังนั้นจึงสามารถใชตรวจสอบผล
การสังเคราะห cDNA (Karcher and Bock, 2002) เม่ือนําไพรเมอร ndhB up และ ndhB down มาใช
ตรวจสอบคุณภาพของ cDNA โดยเทคนิค PCR ผลท่ีไดคือพบแถบของ cDNA ท่ีเกิดข้ึนมีขนาด
ประมาณ 500 bp เพียงแถบเดียวตรงตามขนาดท่ีคาดหวัง ซ่ึงถาหากมีการปนเปอนของ gDNA จะ
พบแถบของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญวาแถบของ cDNA ท่ีเกิดข้ึน เนื่องจากใน gDNA มีสวนท่ีไมใช
รหัส (intron) รวมอยูดวย ในขณะท่ี cDNA มีเฉพาะสวนท่ีเปนรหัส (exon) จึงทําใหขนาดท่ีไดเล็ก
กวา gDNA (Maier el al., 1992) แสดงใหเห็นวาการสังเคราะห cDNA ประสบความสําเร็จ 
 
การคัดกรองคูไพรเมอร 
 

การคัดกรองคูไพรเมอรในการจําแนกความแตกตางของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม พิจารณาจาก
ความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชเทคนิค PCR ผลผลิตจากคูไพรเมอรท่ี
คัดเลือกควรมีปริมาณมากและแถบดีเอ็นเอที่ไดมีความคมชัด ซ่ึงการคัดกรองไพรเมอรทําเพื่อ
คัดเลือก forward primer และ reverse primer ท่ีมีศักยภาพ ท่ีไมทําใหเกิด primer dimer (Vallone 
and Butler, 2004) จากการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อคัดเลือกคูไพรเมอรในเบ้ืองตน พบวาสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได แตมีลักษณะเปนรอยยาวตอเนื่องและไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอ 
เนื่องจากช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดตางกันแบบตอเนื่อง (สุรินทร, 2552) ซ่ึงอาจเกิดจาก    
ไพรเมอรท่ีใชเปนแบบสุมและมีขนาดส้ันเพียง 10 นิวคลีโอไทด เกิดการจับกับดีเอ็นเอเปาหมายได
หลายตําแหนง ทําใหไมเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน อยางไรก็ตามเม่ือนําผลผลิตของ PCR ท่ีไดในครั้ง
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แรกมาเจือจางเพื่อใชเปน template ในการทําปฏิกิริยา PCR คร้ังท่ี 2 พบวาแถบดีเอ็นเอปรากฏข้ึน
ชัดเจน แสดงใหเห็นวาไพรเมอรสามารถเขาไปจับกับตําแหนงท่ีจําเพาะมากข้ึนจากการเพิ่มปริมาณ
ของผลผลิตจาก PCR ในคร้ังแรก สอดคลองกับ Roux et al. (1998) ท่ีศึกษายีนท่ีตอบสนองตอ   
ออกซินในตนยาสูบ ใชวิธี mRNA differential display โดยทํา PCR 2 รอบเชนกัน ซ่ึงในรอบแรกทํา 
PCR 40 รอบ ลักษณะแถบท่ีเกิดข้ึนเปนรอยยาวหนา แถบของดีเอ็นเอไมชัดเจน ทําใหยากตอการ
วิเคราะหขอมูล เพื่อใหไดผลดีจึงนํา PCR ในรอบแรกมาเจือจางในอัตราสวนหนึ่งตอสิบ แลวนําไป
ทํา PCR อีก 25 รอบ พบวาแถบของดีเอ็นเอมีความชัดเจนมากข้ึน จากการคัดกรองไพรเมอร         
58 ชนิด สามารถคัดเลือกได 6 ชนิด สวนอีก 52 ชนิดไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได 
เนื่องจากการไพรเมอรท่ีใชเปนไพรเมอรแบบสุม ลําดับเบสท่ีมีอยูอาจไมใชเบสคูสมกับดีเอ็นเอ
เปาหมายจึงไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได 

 
 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวชั้นโดยเทคนิค DDRT-PCR 
 

การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวช้ันท่ีมีความแตกตางกันของสัดสวนสีชมพูของ 
ใบประดับ โดยการใชเทคนิค DDRT-PCR เม่ือใชไพรเมอร 6 ชนิดคือ OPD03 OPD07 OPD08 
OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ oligoVG และ oligoVA พบความแตกตางของการแสดงออก
ของยีนในระยะการพัฒนาเดียวกัน ท้ังในสวนของใบออน ใบประดับสวนลาง (lower bract) และ 
ใบประดับสวนบน (upper bract) ความแตกตางของลักษณะสัณฐานใบประดับท้ัง 2 สวน รวมท้ัง
การมีดอกจริงในกลีบประดับ เปนผลมาจากการแสดงออกของยีนแตกตางกัน ดังจะเห็นไดจากการ
แสดงออกของยีนในกลวยไมมาดามทองอินท่ีมีการเปล่ียนแปลงบริเวณเนื้อเยื่อปลายยอดในชวงท่ี
เจริญเปล่ียนเปนตาดอก มีท้ังยีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึน และลดลง เม่ือนํายีนท่ีไดนี้ไปวิเคราะห     
ลําดับเบส พบวาเกี่ยวของกับ transcription factors รวมท้ัง MADS-box gene (Yu and Goh, 2000) 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีมีตอการพัฒนาของรังไขกอนและหลังการปฏิสนธิใน 
Cymbidium hybridium ดวยเทคนิค DDRT-PCR พบวามี cDNA ท่ีได 3 โคลน เม่ือนํามาเปรียบเทียบ
กับขอมูลใน NCBI เปนยีนท่ีคลายกับยีน ABC-type transporter GTPase และ 40s ribosomal S3 
proteins (RPS3) นํายีนท่ีไดนี้มาตรวจสอบการแสดงออกอีกคร้ังหนึ่งดวย northern analysis พบวา 
RPS3 มีการแสดงออกมากเม่ือเกิดการปฏิสนธิ (Chen et al., 2007) แสดงใหเห็นวาการแสดงออก
ของยีนข้ึนอยูกับระยะการพัฒนาของพืชท่ีเกิดข้ึน อีกท้ังยังมีการการนําเทคนิค DDRT-PCR ชวย
คัดเลือกตนเพศผูและตนเพศเมียใน Piper longum ในระยะตนออน พบวาเกิดแถบของดีเอ็นเอท่ี
แตกตางกัน 48 แถบ อยูในกลุมของเพศเมีย 32 แถบ สวนในกลุมเพศผูพบ 16 แถบท่ีแตกตางกัน 
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(Manoj et al., 2008) นอกจากนี้แลวความแตกตางของการแสดงออกของยีน อาจเนื่องมาจาก
ขอจํากัดของบัวช้ันท่ีมีชอดอกพียง 1 ชอตอตน  จึงตองใชตัวอยางพืชจากบัวช้ันหลายตน ซ่ึงอาจมี
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมระหวางตนภายในกลุมตัวอยางพืชท่ีศึกษา  

การวิเคราะหบัวช้ันท่ีระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริง
ดอกแรกบาน พบความแตกตางของแถบที่แสดงถึงการแสดงออกของยีนท่ีตางกันในระยะการ
เจริญเติบโตแตละระยะ ระยะการพัฒนาที่ตางกันนั้นมีผลตอพืชท้ังดานกายวิภาค สัณฐาน ชีวเคมี 
และสรีระ ซ่ึงเปนผลของการทํางานของยีนท่ีแตกตางกัน ดังเชน การตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนดวยเทคนิค DDRT-PCR ในระยะการพัฒนาผลสตรอเบอร่ี คือระยะผลสีเขียว ระยะผลเร่ิมเปล่ียน
จากสีเขียวเปนสีขาว ระยะผลสีแดง 1 ใน 4 ของผล และระยะผลสีแดง พบยีนมีการแสดงออก
เพ่ิมข้ึนในผลสุกของสตรอเบอร่ี 5 ยีน เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนเหลานี้ในใบ ราก และ 
กานใบ รวมกับระยะการพัฒนาของผลสตรอเบอร่ี พบวามีเพียง 3 ยีนเทานั้นท่ีแสดงออกอยาง
ชัดเจนในขณะท่ีผลสตรอเบอร่ีพัฒนาไปจนเกิดกระบวนการสุก แตไมพบการแสดงออกของยีนนี้
ในระยะ การพัฒนาตนและใบ (Wilkinson et al., 1995) การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีควบคุม
การพัฒนาดอกใน Calanthe discolor และ C. sieboldii พบยีนท่ีแสดงออกตางกัน 66 ยีน เปน        
C. discolor 26 ยีน และ C. sieboldii  40 ยีน ซ่ึงการแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนนี้อาจเกี่ยวของกับ 
metabolic pathways และ hormonal signaling ท่ีแตกตางกัน (Park et al., 2010)  

รูปแบบการแสดงออกของยีนระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม คือบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพู
มากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก โดย
พิจารณาแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในทุกสวนและทุกระยะการเจริญเติบโต พบแถบท่ีมีการ
แสดงออกเฉพาะกลุม ซ่ึงแถบเหลานี้ยังตองมีการตรวจสอบเพ่ิมเติมเพื่อยืนยันวาเปนแถบท่ีเกี่ยวของ
กับความแตกตางของสัดสวนสีของชอดอก ในการศึกษา Pharbitis nil ท่ีมีสีตางกันคือ มีสีมวง และ
สีขาว โดยใชเทคนิค DDRT-PCR พบวาการแสดงออกของยีนตางกัน คือในดอกสีมวงมียีน
แสดงออก 19 ยีน และดอกสีขาวมียีนแสดงออก 16 ยีน เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับเบสพบวายีนท่ี 19 
ในดอกสีขาวเปนยีนท่ีเหมือนกับยีน 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A ของ Solanum 
tuberosum (Kim et al., 2000)  
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การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR (reamplification of PCR fragment) และการวิเคราะหลําดับเบส 
 

 หลังจากคัดเลือกแถบดีเอ็นเอท่ีนาสนใจและมีความแตกตางระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม      
เพื่อเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR พบแถบดีเอ็นเอเพิ่มเติมจากขนาด 794 และ 591 bp อาจ
เนื่องมาจากการใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซ่ึงมีขนาดเล็กทําใหมีความจําเพาะตอดีเอ็นเอ
เปาหมายตํ่า อาจทําปฏิกิริยาไดหลายตําแหนง ซ่ึงการท่ีไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหเปนแถบ
เดียวนี้สงผลตอการวิเคราะหลําดับเบสภายหลัง  

การนําลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจากการวิเคราะหโดย forward primer และ reverse primer 
มาทํา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของการวิเคราะหลําดับเบสพบวา คาความเหมือนกันท่ี
เกิดข้ึน (identity) มีคาตํ่า อาจเนื่องมาจาก เอนไซม Taq DNA polymerase ไมสามารถตรวจสอบ
ความถูกตองของสายดีเอ็นเอท่ีถูกสังเคราะหข้ึนมาใหมได ทําใหอัตราการสังเคราะหผิดพลาด
คอนขางสูง (สุรินทร, 2552) นอกจากนี้แลวผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ท่ีเกิดข้ึนหลายแถบ อาจ
รบกวนการวิเคราะห ทําใหเม่ือนําขอมูลของลําดับเบสท่ีไดไปเปรียบเทียบกันระหวางลําดับเบสท่ี
เกิดข้ึนในใบประดับสวนลางไมตรงกันภายในกลุม  ซ่ึงสามารถแกไขไดโดยการ  cloning 
(Sturtevant, 2000) เนื่องจากจะชวยใหการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีมียีนท่ีตองการใหมีปริมาณมาก
ข้ึน (ประดิษฐ, 2550) และจากผลของความแปรปรวนในการวิเคราะหเม่ือนําลําดับเบสท่ีมีคา 
identity สูงท่ีสุดเปรียบเทียบลําดับเบสบนฐานขอมูลใน NCBI ผลท่ีไดมีความเหมือนกับลําดับเบสท่ี
ไดใน Homo sapiens ซ่ึงไมระบุหนาท่ีของยีนไว 
 


