
บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสกัด RNA 
 

 บัวชั้นท่ีนํามาสกัด RNA โดยใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) มี 2 กลุม ท่ีมีลักษณะ
ตางกันคือ ในกลุมท่ี 1 ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพท่ี 3ก) สวนกลุมท่ี 2 ใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพที่ 3ข) และระยะของบัวช้ันท่ีนํามาสกัด RNA 
แบงเปน 4 ระยะคือ ระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรก
บาน โดยในชอดอกจะแยกสวนท่ีใชสกัดเปน 2 สวนคือ ใบประดับสวนลาง (lower bract) และ     
ใบประดับสวนบน (upper bract) (ภาพท่ี 3ค) RNA ท่ีสกัดไดมีลักษณะเปนกอนสีขาวขุน ละลายนํ้า
ไดงาย เม่ือตรวจสอบคุณภาพบน agarose gel  (1.2%) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต พบวาลักษณะ
แถบของ RNA เกิดข้ึนมีความคมชัดท้ัง 2 แถบ ซ่ึงเปน rRNA ขนาด 28s และ 18s (ภาพท่ี 4) อยางไร
ก็ตามแถบ RNA ท่ีไดในแตละตัวอยางมีความสวางไมเทากัน แสดงถึงความเขมขนท่ีตางกัน ในการ
สกัด RNA ใชตัวอยางพืชประมาณ 0.2 กรัม ตะกอน RNA ละลายในน้ําปริมาณ 20 μl เม่ือ
ตรวจสอบปริมาณดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm พบวามีความเขมขน  
100-400 ng/μl 
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ภาพท่ี 3 ระยะการเจริญเติบโตของบัวช้ันท่ีใชสกัด RNA  
 (ก) กลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
 (ข) กลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
 (ค) สวนของชอดอกท่ีใชในการสกัด RNA  
 (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 1           2               3                     4    (ก) 

 1              2                3              4       (ข) 

ใบประดับสวนบน 
(upper bract) 

ใบประดับสวนลาง 
(lower bract) 

(ค) 
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ภาพท่ี 4 แถบ RNA ท่ีสกัดจากระยะตางๆ ของบัวช้ันบน 1.2% agarose gel  
(M: marker 50 bp; 1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน;  
4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.2 การทํา DNase digestion 
 
 ผลการสกัด RNA ในเบ้ืองตนพบวามีการปนเปอนของ genomic DNA คือ พบแถบที่มี
ขนาดใหญ ปรากฏอยูเหนือแถบของ RNA  (ภาพท่ี 4) จึงตองกําจัดการปนเปอนท่ีเกิดข้ึนเพื่อไมให
กระทบตอการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR การกําจัด genomic DNA ทําไดโดยใชเอนไซม 
DNaseI เม่ือนํา RNA มาตรวจสอบคุณภาพอีกคร้ังหนึ่งบน agarose gel (1.2%) ภายใตแสง         
อัลตราไวโอเลต พบวา RNA ไมมีการปนเปอน เนื่องจากไมพบแถบของ genomic DNA ปรากฏบน     
agarose gel (ภาพท่ี 5) 

 
 
 
 
 
 
 
 

   1           2            3          4 
   1             2           3            4 

28s RNA 
18s RNA 

gDNA 
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ภาพท่ี 5 แถบ RNA ท่ีกําจัด genomic DNA ปนเปอนดวยเอนไซม DNaseI บน 1.2% agarose gel  
(1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.3 การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 

เนื่องจาก mRNA เปนผลของการถอดรหัส (transcription) ยีนท่ีแสดงออกตางกันในแตละ
ระยะการเจริญเติบโต และแตละสวนของพืช อยางไรก็ตาม RNA มีขอจํากัดดานความเสถียร จึง
เปล่ียนใหเปนดีเอ็นเอโดยกระบวนการ reverse transcription ใชชุดน้ํายา SuperScript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) ในการตรวจสอบผล reverse 
transcription อาศัยการเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยปฏิกิริยา PCR ไพรเมอรท่ีใชคือ ndhB up และ ndhB 
down นําผลผลิต PCR ไปแยกขนาดบน agarose gel (1.2%) พบวา แถบของ cDNA มีขนาด
ประมาณ 500 bp (ภาพที่ 6) เพียงแถบเดียวตรงตามขนาดท่ีคาดหวัง ช้ีใหเห็นถึงคุณภาพท่ีดีของ 
RNA และการกําจัดการปนเปอนของ gDNA ท่ีมีประสิทธิภาพ 

 
 
 
 
 
 

 

      1         2          3         4 

28s RNA 
18s RNA 
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ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบคุณภาพของ cDNA บน agarose gel (1.2%) โดยใชคูไพรเมอร ndhB  

(M: marker 50 bp; 1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน;  
4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.4 การคัดกรองคูไพรเมอร 
  

 การคัดกรองคูไพรเมอรเพื่อวิ เคราะหการแสดงออกของยีนในบัวช้ัน พิจารณาจาก
ความสามารถในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชเทคนิค PCR ใหไดผลผลิตท่ีมีจํานวนแถบ
หลากหลาย แถบท่ีไดมีความคมชัด รวมท้ังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดครอบคลุมในทุกตัวอยาง 
และจากการใช forward primer ท่ีมีความยาว 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 58 ไพรเมอร รวมกับ reverse 
primer ท้ังหมด 4 ชนิด คือ oligoVA oligoVT oligoVG และ oligoVC เม่ือตรวจสอบผลของ PCR ท่ี
ไดใน polyacrylamide gel (6%) พบวามีจํานวน 52 ไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ                      
ดีเอ็นเอเปาหมายได คือไพรเมอร OPD01 OPD02 OPD04 OPD05 OPD06 OPD09-OPD19             
OPF01-OPF09 OPF11-OPF20 OPAB12-OPAB19 และ AP-A01-AP-A10 สวนไพรเมอรท่ีสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได ผลการตรวจสอบพบวาแถบของดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเปนรอย
ยาวตอเนื่อง ไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอท่ีชัดเจน จึงนําผลผลิตของ PCR ท่ีไดในครั้งแรกมาเจือจาง
ดวยน้ําในอัตราสวน 1:20 เพื่อใชเปน template ในการทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ี 2 ผลท่ีไดพบวาแถบ
ของดีเอ็นเอปรากฏชัดเจนข้ึน (ภาพท่ี 7) เม่ือใช forward primer 6 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 

  M         1          2           3           4    

1,000 bp 

500 bp 

250 bp 
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OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ reverse primer คือ oligoVA และ oligoVG สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดในทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกสวนของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม 

 
 

 
(ก) 

 

 
                    (ข) 

ภาพท่ี 7 ตัวอยางผลการเพ่ิมปริมาณ cDNA ของบัวช้ันดวยปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอร OPD03 
OPD07 OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ oligoVA (ก) และ oligoVG (ข) 
บน polyacrylamide gel (6%) 
(1) ผลของการทํา PCR ในรอบที่ 1 (2) ผลของการทํา PCR ในรอบท่ี 2 
(M: marker 50 bp; 1: OPD03; 2: OPD07; 3: OPD08; 4: OPD20; 5: OPF10; 6: OPAB11) 

 M   1     2    3     4    5    6      M    1     2    3    4      5     6 

(1)                                         (2)  

 M    1    2     3    4    5     6    M    1     2    3    4     5    6 

(1)                                         (2)  
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4.5 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวชั้นโดยเทคนิค DDRT-PCR 
 

การใชเทคนิค DDRT-PCR เพื่อวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางบัวช้ันท้ัง 2
กลุมท่ีมีสัดสวนสีของใบประดับตางกัน คือ บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ 
ชอดอก และกลุมท่ีมีสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือใช forward primer 6 ไพรเมอรคือ 
OPD03 OPD07 OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ oligoVG ไมพบแถบท่ีมีการ
แสดงออกรวมกันภายในกลุมและแตกตางระหวางกลุมชัดเจนในทุกระยะการเจริญเติบโต  

อยางไรก็ตามเม่ือใชไพรเมอร OPD03 พบวาในระยะใบออน ของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพู
มากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมากกวาในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพที่ 8ก) สําหรับไพรเมอร OPD07 สามารถเพ่ิม
ปริมาณช้ินสวนของดีเอ็นเอ ในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของ 
ชอดอก ไดดีกวาในระยะใบออนของบัวชั้นท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก         
(ภาพท่ี 8ข)  

ไพรเมอร OPD08 พบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนอยางเฉพาะเจาะจงในระยะใบออนของบัวช้ัน
กลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก สวนในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอย
กวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกัน 2 ขนาดในสวนของ lower bract ท่ีทุก
ระยะการเจริญเติบโต และจากการสังเกตยังพบแถบของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากันในสวนของ lower 
bract ของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม ซ่ึงบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบ       
ดีเอ็นเอในระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน แตกตางจากบัวช้ันในกลุมท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอเฉพาะในระยะดอกจริงดอกแรกบาน
เทานั้น (ภาพท่ี 9ก) เม่ือใชไพรเมอร OPD20 มีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในระยะใบออนของบัวช้ันกลุม
ท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มากกวาแถบดีเอ็นเอของบัวช้ันอีกกลุมหนึ่งท่ี
ระยะเดียวกัน (ภาพท่ี 9ข)  

ไพรเมอร OPF10 แถบดีเอ็นเอสวนใหญมีขนาดเทากันในทุกระยะการเจริญเติบโตและทุก
สวนของบัวช้ันท้ัง  2 กลุม (ภาพท่ี 10ก) ไพรเมอร OPAB11 พบแถบดีเอ็นเอในระยะใบออนมีความ
หลากหลายในบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เมื่อเทียบกับระยะ       
ใบออนของบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และความแตกตางของ
แถบดีเอ็นเอภายในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดเทากันในสวนของ lower bract และ upper bract ท่ีระยะชอดอกตูม และระยะชอดอกบาน แต
ไมพบแถบดีเอ็นเอท้ัง 2 สวนนี้ ท่ีระยะดอกจริงดอกแรกบาน สําหรับในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับ       
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สีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอทีมีขนาดเทากันใน lower bract มีลักษณะเขม
กวาแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนใน upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน และ
ไมพบแถบดีเอ็นเอในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกตูม (ภาพท่ี 10ข)  
 

 

   
         (ก)            (ข)  

ภาพท่ี 8 DDRT-PCR โดยใช OPD03 (ก) และ OPD07 (ข) รวมกับ oligoVG 
1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวช้ันระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ัน
ระยะชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 
 
 
 
 
 
 

 

 1   P-B     F      F-B    2   P-B     F      F-B 
L  B  C   B  C  B   C   L  B  C  B   C  B   C 

 1    P-B      F      F-B    2   P-B      F     F-B 
L  B   C   B  C   B  C   L  B   C   B  C  B  C 
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         (ก)              (ข) 
 
ภาพท่ี 9 DDRT-PCR โดยใช OPD08 (ก) และ OPD20 (ข) รวมกับ oligoVG 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1    P-B       F     F-B    2   P-B     F     F-B 
 L   B  C   B  C  B   C  L  B  C  B   C  B  C 

 1    P-B      F      F-B    2   P-B      F     F-B 
L   B  C   B   C  B   C  L  B   C   B  C   B  C 
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           (ก)             (ข)  
 
ภาพท่ี 10 DDRT-PCR โดยใช OPF10 (ก) และ OPAB11 (ข) รวมกบั oligoVG 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 1    P-B      F     F-B    2     P-B      F      F-B 
 L  B   C   B  C  B   C   L   B  C   B   C  B   C 

 1   P-B      F      F-B   2   P-B      F     F-B 
L  B  C   B   C  B   C  L  B  C   B  C   B  C 
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เม่ือใช forward primer 6 ไพรเมอร ดังกลาวมาแลวรวมกับ oligoVA พบวา ไพรเมอร OPF10 
และ OPAB11 ใหแถบของดีเอ็นเอที่มีลักษณะหลากหลายในระยะใบออนของบัวช้ันกลุมท่ีมี        
ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือเปรียบเทียบกับระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  (ภาพท่ี 11ก) ไพรเมอร OPAB11 พบแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดใหญหลายขนาดในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก 
แตแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะพบในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอกใน
ระยะเดียวกัน ในสวนของ lower bract และ upper bract ที่ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอก
แรกบานของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมี
ขนาดท่ีหลากหลายมากกวาท่ีเกิดข้ึนในระยะชอดอกตูม (ภาพท่ี 11ข)  

สวนอีก 4 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 OPD08 และ OPD20 ใหลักษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ความแตกตางกัน (polymorphic DNA) เม่ือใชไพรเมอร OPD03 พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีจํานวน
มากในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกตูมในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ
ชอดอก เม่ือเปรียบเทียบกับบัวช้ันอีกกลุมท่ีระยะเดียวกัน  และพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 794 bp ซ่ึง
แสดงออกในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก ในสวนของ lower bract และ 
upper bract ในทุกระยะการเจริญเติบโตยกเวนในระยะใบออน (ภาพท่ี 12ก) ไพรเมอร OPD07 พบ
แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนท่ีระยะใบออนในบัวช้ันท้ัง  2 กลุม มีความแตกตางกันคือ แถบดีเอ็นเอท่ีพบใน
บัวชั้นท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอท่ีพบในบัวช้ัน
อีกกลุมหนึ่ง ในทางตรงกันขามกลับพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอย
กวา 1 ใน 3 ของชอดอก แตแถบนี้ไมปรากฏในบัวชั้นกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ    
ชอดอก และพบแถบดีเอ็นเอขนาด 883 bp ท่ีเกิดข้ึนในสวนของ upper bract ในระยะชอดอกบาน 
และระยะดอกจริงดอกแรกบาน ในกลุมบัวช้ันท่ีมีสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอกเทานั้น      
(ภาพท่ี 12ข)  

ไพรเมอร OPD08 ในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบ
ของดีเอ็นเอในสวนของ upper bract ท่ีมีขนาดหลากหลายท่ีระยะชอดอกตูมเพียงระยะเดียว ซ่ึงไม
พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน อีกท้ังยังพบแถบท่ี
แตกตางกัน 2 ขนาดคือ 835 bp และ 591 bp เฉพาะในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก โดยแถบขนาด 835 bp แสดงออกเฉพาะใน upper bract สวนแถบขนาด 591 bp 
แสดงออกใน lower bract และ upper bract ทุกระยะการเจริญเติบโต แตไมแสดงออกในระยะ      
ใบออน (ภาพท่ี 13ก) สวนไพรเมอร OPD20 ใหแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน ในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมี
ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก แตไมพบแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกันนี้ในบัวช้ันท่ีมี 
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ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และยังพบวาแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดในแตละสวน และแต
ละระยะการเจริญเติบโตภายในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีความ
แตกตางกันคือ พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจํานวนมากในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกบาน ซ่ึง
ในระยะชอดอกตูม และระยะดอกจริงดอกแรกบาน แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีจํานวนนอยกวา และใน
สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน แถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนมีจํานวนมากกวาแถบดีเอ็นเอใน
ระยะชอดอกตูม และระยะดอกจริงดอกแรกบาน เม่ือเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนระหวางสวน
ของ upper bract ใน  2 ระยะคือ ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน ในบัวช้ันกลุมท่ี
มีใบประดับสีชมพูมากกวา  1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบขนาด 939 bp แสดงออกเฉพาะใน 2 ระยะ
นี้เทานั้น (ภาพท่ี 13ข) 
 
 

   
           (ก)             (ข) 
 

ภาพท่ี 11 DDRT-PCR โดยใช OPF10 (ก) และ OPAB11 (ข) รวมกบั oligoVA 
1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 

 1    P-B      F      F-B    2     P-B     F      F-B 
 L  B   C   B   C  B   C  L  B   C   B   C  B  C 

 1    P-B      F      F-B    2   P-B      F       F-B 
 L  B   C   B  C  B   C   L  B  C   B   C  B  C 
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           (ก)             (ข) 
 
ภาพท่ี 12 DDRT-PCR โดยใช OPD03 (ก) และ OPD07 (ข) รวมกับ oligoVA 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

794 bp 

 1    P-B      F      F-B     2    P-B      F      F-B 
L   B   C   B  C   B   C  L    B  C   B   C   B  C 

883 bp 

 1    P-B      F     F-B    2    P-B     F     F-B 
L  B   C   B  C  B   C  L  B   C  B   C  B  C 
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           (ก)              (ข) 
 
ภาพท่ี 13 DDRT-PCR โดยใช OPD08 (ก) และ OPD20 (ข) รวมกับ oligoVA 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; B: lower bract;             
C: upper bract 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

835 bp 

591 bp 

 1    P-B      F      F-B    2   P-B      F      F-B 
L   B  C   B  C  B   C   L   B  C   B   C  B  C 

939 bp 

 1    P-B      F      F-B    2   P-B      F     F-B 
 L  B  C   B  C  B   C   L  B  C   B   C  B  C 
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4.6 การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR (reamplification of PCR fragment) 
  

จากการทํา DDRT-PCR คัดเลือกแถบท่ีนาสนใจท่ีมีลักษณะแตกตางระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม 
เพื่อการวิเคราะหลําดับเบสดังนี้ แถบดีเอ็นเอจากการใชไพรเมอร OPD03 ขนาด 794 bp ในกลุมของ
บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จากตัวอยาง lower bract และ upper bract 
ท้ัง 3 ระยะรวม 6 แถบ และการใชไพรเมอร OPD08 ขนาด 591 bp ในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับ      
สีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จํานวน 6 แถบ นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากแตละแถบไปเพ่ิม
ปริมาณผลผลิตดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชเง่ือนไขปฏิกิริยาเชนเดียวกับเทคนิค DDRT-PCR เม่ือ
ตรวจสอบผลผลิต PCR ท่ีไดใน polyacrylamide gel (6%) พบวาในการใชไพรเมอร OPD03 ยังคง
พบแถบที่มีขนาด 794 bp แตปรากฏแถบอื่นๆ เพ่ิมเติมขนาดประมาณ 750-250 bp สวนการใช 
OPD08 ยังคงพบแถบท่ีมีขนาด 591 bp เชนเดียวกัน แถบท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเขมกวากอนการเพิ่ม
ปริมาณผลผลิตดวยปฏิกิริยา PCR  (ภาพท่ี 14) ใชผลผลิต PCR ท่ีไดท้ัง 12 หลอด เพ่ือวิเคราะห
ลําดับเบส (บริษัท1st Base ประเทศมาเลเซีย) 

 
 
 
 



39 
 

 
 

ภาพท่ี 14 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR 
(M: marker 50 bp; 1-6 OPD03/VA; 7-12: OPD08/VA; 1, 7: สวนของ lower bract ท่ีระยะ
ชอดอกตูม; 2, 8: สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกตูม; 3, 9: สวนของ lower bract ท่ี
ระยะชอดอกบาน; 4, 10: สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน; 5, 11: สวนของ lower 
bract ท่ีระยะดอกจริงดอกแรกบาน; 6, 12: สวนของ upper bract ท่ีระยะดอกจริงดอก     
แรกบาน) 

 
4.7 การวิเคราะหลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอ 
 

ผลการวิเคราะหแถบขนาด 794 bp จํานวน 6 แถบ พบวาลําดับเบสท่ีไดจากการวิเคราะหมี
ขนาดอยูระหวาง 156-720 bp สวนผลการวิเคราะหแถบที่มีขนาด 591 bp จํานวน 6 แถบ พบวา
ลําดับเบสท่ีไดมีขนาด 374-519 bp เม่ือนําลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจากการวิเคราะหโดย forward 
primer และ reverse primer มาทํา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของลําดับเบสท่ีไดดวย
โปรแกรม DNAMAN พบวาลําดับเบสท่ีไดมีลักษณะท่ีเหมือนกันตํ่ามาก ผลการ alignment ของ
แถบขนาด 408 bp ท่ีไดจากเสน forward primer และแถบขนาด 423 bp ท่ีไดจากเสน reverse primer  
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มีความเหมือนกันมากท่ีสุด (identity) ท่ีคาความเหมือนเทากับ 44% โดยเปนแถบท่ีไดมาจากสวน 
upper bract ของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา  1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือนําผลการวิเคราะห
ลําดับเบสของแถบท่ีไดจากกลุมไพรเมอร OPD03 และกลุมไพรเมอร OPD08 มาวิเคราะหความ
เหมือนกันของลําดับเบสภายในกลุม ดวยโปรแกรม clustalw.aln โดยแยกวิเคราะหออกเปน 2 สวน
คือ สวนของ lower bract  และ upper bract พบวามีลําดับเบสบางสวนเหมือนกัน (ภาคผนวก) 
จากน้ันจึงนําผลลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอท่ีมีคาความเหมือนกันมากท่ีสุด โดยใชลําดับเบสท่ีได
จากการวิเคราะหดวย forward primer ไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสบนฐานขอมูลใน NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม BLAST พบวามีความคลายคลึงกับ Homo sapiens 
chromosome 3 (ตารางท่ี 2) มากท่ีสุด 
  
ตารางท่ี 2 ลําดับนิวคลีโอไทดบนฐานขอมูล GenBank ท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับพันธุกรรมของ

แถบ cDNA แถบท่ี 10 ขนาด 408 bp ของบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก ในสวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน  

 

 
 

   
     
 
   
 
      

Accession  
 

Length 
(bp) 

ยีนท่ีมีความคลายคลึง 
 

% identity 
 

E-
value 

AC132808.2 195741 Homo sapiens chromosome 3 clone RP11-
794P9, complete sequence 

93% 3e-90 

AC093418.2 206320 Homo sapiens chromosome 3 clone RP11-
1035L22, complete sequence 

92% 2e-88 


