
บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสกัด RNA 
 

 บัวชั้นท่ีนํามาสกัด RNA โดยใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) มี 2 กลุม ท่ีมีลักษณะ
ตางกันคือ ในกลุมท่ี 1 ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพท่ี 3ก) สวนกลุมท่ี 2 ใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพที่ 3ข) และระยะของบัวช้ันท่ีนํามาสกัด RNA 
แบงเปน 4 ระยะคือ ระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรก
บาน โดยในชอดอกจะแยกสวนท่ีใชสกัดเปน 2 สวนคือ ใบประดับสวนลาง (lower bract) และ     
ใบประดับสวนบน (upper bract) (ภาพท่ี 3ค) RNA ท่ีสกัดไดมีลักษณะเปนกอนสีขาวขุน ละลายนํ้า
ไดงาย เม่ือตรวจสอบคุณภาพบน agarose gel  (1.2%) ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต พบวาลักษณะ
แถบของ RNA เกิดข้ึนมีความคมชัดท้ัง 2 แถบ ซ่ึงเปน rRNA ขนาด 28s และ 18s (ภาพท่ี 4) อยางไร
ก็ตามแถบ RNA ท่ีไดในแตละตัวอยางมีความสวางไมเทากัน แสดงถึงความเขมขนท่ีตางกัน ในการ
สกัด RNA ใชตัวอยางพืชประมาณ 0.2 กรัม ตะกอน RNA ละลายในน้ําปริมาณ 20 μl เม่ือ
ตรวจสอบปริมาณดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm พบวามีความเขมขน  
100-400 ng/μl 
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ภาพท่ี 3 ระยะการเจริญเติบโตของบัวช้ันท่ีใชสกัด RNA  
 (ก) กลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
 (ข) กลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  
 (ค) สวนของชอดอกท่ีใชในการสกัด RNA  
 (1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 1           2               3                     4    (ก) 

 1              2                3              4       (ข) 

ใบประดับสวนบน 
(upper bract) 

ใบประดับสวนลาง 
(lower bract) 

(ค) 
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ภาพท่ี 4 แถบ RNA ท่ีสกัดจากระยะตางๆ ของบัวช้ันบน 1.2% agarose gel  
(M: marker 50 bp; 1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน;  
4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.2 การทํา DNase digestion 
 
 ผลการสกัด RNA ในเบ้ืองตนพบวามีการปนเปอนของ genomic DNA คือ พบแถบที่มี
ขนาดใหญ ปรากฏอยูเหนือแถบของ RNA  (ภาพท่ี 4) จึงตองกําจัดการปนเปอนท่ีเกิดข้ึนเพื่อไมให
กระทบตอการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR การกําจัด genomic DNA ทําไดโดยใชเอนไซม 
DNaseI เม่ือนํา RNA มาตรวจสอบคุณภาพอีกคร้ังหนึ่งบน agarose gel (1.2%) ภายใตแสง         
อัลตราไวโอเลต พบวา RNA ไมมีการปนเปอน เนื่องจากไมพบแถบของ 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 ปนเปอนดวยเอนไซม DNaseI บน 1.2% agarose gel  
(1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน; 4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.3 การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 

เนื่องจาก mRNA เปนผลของการถอดรหัส (transcription) ยีนท่ีแสดงออกตางกันในแตละ
ระยะการเจริญเติบโต และแตละสวนของพืช อยางไรก็ตาม RNA มีขอจํากัดดานความเสถียร จึง
เปล่ียนใหเปนดีเอ็นเอโดยกระบวนการ reverse transcription ใชชุดน้ํายา SuperScript III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) ในการตรวจสอบผล reverse 
transcription อาศัยการเพิ่มปริมาณ cDNA ดวยปฏิกิริยา PCR ไพรเมอรท่ีใชคือ ndhB up และ ndhB 
down นําผลผลิต PCR ไปแยกขนาดบน agarose gel (1.2%) พบวา แถบของ cDNA มีขนาด
ประมาณ 500 bp (ภาพที่ 6) เพียงแถบเดียวตรงตามขนาดท่ีคาดหวัง ช้ีใหเห็นถึงคุณภาพท่ีดีของ 
RNA และการกําจัดการปนเปอนของ gDNA ท่ีมีประสิทธิภาพ 

 
 
 
 
 
 

 

      1         2          3         4 

28s RNA 
18s RNA 
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ภาพท่ี 6 ผลการตรวจสอบคุณภาพของ cDNA บน agarose gel (1.2%) โดยใชคูไพรเมอร ndhB  

(M: marker 50 bp; 1: ระยะใบออน; 2: ระยะชอดอกตูม; 3: ระยะชอดอกบาน;  
4: ระยะดอกจริงดอกแรกบาน) 

 
4.4 การคัดกรองคูไพรเมอร 
  

 การคัดกรองคูไพรเมอรเพื่อวิ เคราะหการแสดงออกของยีนในบัวช้ัน พิจารณาจาก
ความสามารถในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายโดยใชเทคนิค PCR ใหไดผลผลิตท่ีมีจํานวนแถบ
หลากหลาย แถบท่ีไดมีความคมชัด รวมท้ังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดครอบคลุมในทุกตัวอยาง 
และจากการใช forward primer ท่ีมีความยาว 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 58 ไพรเมอร รวมกับ reverse 
primer ท้ังหมด 4 ชนิด คือ oligoVA oligoVT oligoVG และ oligoVC เม่ือตรวจสอบผลของ PCR ท่ี
ไดใน polyacrylamide gel (6%) พบวามีจํานวน 52 ไพรเมอรท่ีไมสามารถเพ่ิมปริมาณ                      
ดีเอ็นเอเปาหมายได คือไพรเมอร OPD01 OPD02 OPD04 OPD05 OPD06 OPD09-OPD19             
OPF01-OPF09 OPF11-OPF20 OPAB12-OPAB19 และ AP-A01-AP-A10 สวนไพรเมอรท่ีสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได ผลการตรวจสอบพบวาแถบของดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเปนรอย
ยาวตอเนื่อง ไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอท่ีชัดเจน จึงนําผลผลิตของ PCR ท่ีไดในครั้งแรกมาเจือจาง
ดวยน้ําในอัตราสวน 1:20 เพื่อใชเปน template ในการทําปฏิกิริยา PCR รอบท่ี 2 ผลท่ีไดพบวาแถบ
ของดีเอ็นเอปรากฏชัดเจนข้ึน (ภาพท่ี 7) เม่ือใช forward primer 6 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 

  M         1          2           3           4    

1,000 bp 

500 bp 

250 bp 
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OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ reverse primer คือ oligoVA และ oligoVG สามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายไดในทุกระยะการเจริญเติบโตและทุกสวนของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม 

 
 

 
(ก) 

 

 
                    (ข) 

ภาพท่ี 7 ตัวอยางผลการเพ่ิมปริมาณ cDNA ของบัวช้ันดวยปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอร OPD03 
OPD07 OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ 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 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวชั้นโดยเทคนิค DDRT-PCR 
 

การใชเทคนิค DDRT-PCR เพื่อวิเคราะหการแสดงออกของยีนท่ีตางกันระหวางบัวช้ันท้ัง 2
กลุมท่ีมีสัดสวนสีของใบประดับตางกัน คือ บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ 
ชอดอก และกลุมท่ีมีสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือใช forward primer 6 ไพรเมอรคือ 
OPD03 OPD07 OPD08 OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ oligoVG ไมพบแถบท่ีมีการ
แสดงออกรวมกันภายในกลุมและแตกตางระหวางกลุมชัดเจนในทุกระยะการเจริญเติบโต  

อยางไรก็ตามเม่ือใชไพรเมอร OPD03 พบวาในระยะใบออน ของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพู
มากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมากกวาในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก (ภาพที่ 8ก) สําหรับไพรเมอร OPD07 สามารถเพ่ิม
ปริมาณช้ินสวนของดีเอ็นเอ ในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของ 
ชอดอก ไดดีกวาในระยะใบออนของบัวชั้นท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก         
(ภาพท่ี 8ข)  

ไพรเมอร OPD08 พบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนอยางเฉพาะเจาะจงในระยะใบออนของบัวช้ัน
กลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก สวนในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอย
กวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกัน 2 ขนาดในสวนของ lower bract ท่ีทุก
ระยะการเจริญเติบโต และจากการสังเกตยังพบแถบของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากันในสวนของ lower 
bract ของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม ซ่ึงบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบ       
ดีเอ็นเอในระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน แตกตางจากบัวช้ันในกลุมท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอเฉพาะในระยะดอกจริงดอกแรกบาน
เทานั้น (ภาพท่ี 9ก) เม่ือใชไพรเมอร OPD20 มีแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในระยะใบออนของบัวช้ันกลุม
ท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มากกวาแถบดีเอ็นเอของบัวช้ันอีกกลุมหนึ่งท่ี
ระยะเดียวกัน (ภาพท่ี 9ข)  

ไพรเมอร OPF10 แถบดีเอ็นเอสวนใหญมีขนาดเทากันในทุกระยะการเจริญเติบโตและทุก
สวนของบัวช้ันท้ัง  2 กลุม (ภาพท่ี 10ก) ไพรเมอร OPAB11 พบแถบดีเอ็นเอในระยะใบออนมีความ
หลากหลายในบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เมื่อเทียบกับระยะ       
ใบออนของบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และความแตกตางของ
แถบดีเอ็นเอภายในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดเทากันในสวนของ lower bract และ upper bract ท่ีระยะชอดอกตูม และระยะชอดอกบาน แต
ไมพบแถบดีเอ็นเอท้ัง 2 สวนนี้ ท่ีระยะดอกจริงดอกแรกบาน สําหรับในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับ       
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สีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอทีมีขนาดเทากันใน lower bract มีลักษณะเขม
กวาแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนใน upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน และ
ไมพบแถบดีเอ็นเอในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกตูม (ภาพท่ี 10ข)  
 

 

   
         (ก)            (ข)  

ภาพท่ี 8 DDRT-PCR โดยใช OPD03 (ก) และ OPD07 (ข) รวมกับ oligoVG 
1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวช้ันระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ัน
ระยะชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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) รวมกับ oligoVG 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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) รวมกบั oligoVG 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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 ดังกลาวมาแลวรวมกับ oligoVA พบวา ไพรเมอร OPF10 
และ OPAB11 ใหแถบของดีเอ็นเอที่มีลักษณะหลากหลายในระยะใบออนของบัวช้ันกลุมท่ีมี        
ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือเปรียบเทียบกับระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบ
ประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก  (ภาพท่ี 11ก) ไพรเมอร OPAB11 พบแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดใหญหลายขนาดในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก 
แตแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะพบในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอกใน
ระยะเดียวกัน ในสวนของ lower bract และ upper bract ที่ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอก
แรกบานของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมี
ขนาดท่ีหลากหลายมากกวาท่ีเกิดข้ึนในระยะชอดอกตูม (ภาพท่ี 11ข)  

สวนอีก 4 ไพรเมอรคือ OPD03 OPD07 OPD08 และ OPD20 ใหลักษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ความแตกตางกัน (polymorphic DNA) เม่ือใชไพรเมอร OPD03 พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีจํานวน
มากในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกตูมในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ
ชอดอก เม่ือเปรียบเทียบกับบัวช้ันอีกกลุมท่ีระยะเดียวกัน  และพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 794 bp ซ่ึง
แสดงออกในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก ในสวนของ lower bract และ 
upper bract ในทุกระยะการเจริญเติบโตยกเวนในระยะใบออน (ภาพท่ี 12ก) ไพรเมอร OPD07 พบ
แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนท่ีระยะใบออนในบัวช้ันท้ัง  2 กลุม มีความแตกตางกันคือ แถบดีเอ็นเอท่ีพบใน
บัวชั้นท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีขนาดใหญกวาแถบดีเอ็นเอท่ีพบในบัวช้ัน
อีกกลุมหนึ่ง ในทางตรงกันขามกลับพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอย
กวา 1 ใน 3 ของชอดอก แตแถบนี้ไมปรากฏในบัวชั้นกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของ    
ชอดอก และพบแถบดีเอ็นเอขนาด 883 bp ท่ีเกิดข้ึนในสวนของ upper bract ในระยะชอดอกบาน 
และระยะดอกจริงดอกแรกบาน ในกลุมบัวช้ันท่ีมีสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอกเทานั้น      
(ภาพท่ี 12ข)  

ไพรเมอร OPD08 ในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบ
ของดีเอ็นเอในสวนของ upper bract ท่ีมีขนาดหลากหลายท่ีระยะชอดอกตูมเพียงระยะเดียว ซ่ึงไม
พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน อีกท้ังยังพบแถบท่ี
แตกตางกัน 2 ขนาดคือ 835 bp และ 591 bp เฉพาะในบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก โดยแถบขนาด 835 bp แสดงออกเฉพาะใน upper bract สวนแถบขนาด 591 bp 
แสดงออกใน lower bract และ upper bract ทุกระยะการเจริญเติบโต แตไมแสดงออกในระยะ      
ใบออน (ภาพท่ี 13ก) สวนไพรเมอร OPD20 ใหแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน ในระยะใบออนของบัวช้ันท่ีมี
ใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก แตไมพบแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกันนี้ในบัวช้ันท่ีมี 



35 
 

ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และยังพบวาแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดในแตละสวน และแต
ละระยะการเจริญเติบโตภายในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก มีความ
แตกตางกันคือ พบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนจํานวนมากในสวนของ lower bract ท่ีระยะชอดอกบาน ซ่ึง
ในระยะชอดอกตูม และระยะดอกจริงดอกแรกบาน แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีจํานวนนอยกวา และใน
สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน แถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนมีจํานวนมากกวาแถบดีเอ็นเอใน
ระยะชอดอกตูม และระยะดอกจริงดอกแรกบาน เม่ือเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนระหวางสวน
ของ upper bract ใน  2 ระยะคือ ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริงดอกแรกบาน ในบัวช้ันกลุมท่ี
มีใบประดับสีชมพูมากกวา  1 ใน 3 ของชอดอก พบแถบขนาด 939 bp แสดงออกเฉพาะใน 2 ระยะ
นี้เทานั้น (ภาพท่ี 13ข) 
 
 

   
           (ก)             (ข) 
 

ภาพท่ี 11 DDRT-PCR โดยใช OPF10 (ก) และ OPAB11 (ข) รวมกบั oligoVA 
1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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) รวมกับ oligoVA 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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) รวมกับ oligoVA 

1: บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; 2: บัวช้ันกลุมท่ีมี           
ใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก; P-B: บัวชั้นระยะชอดอกตูม; F: บัวช้ันระยะ
ชอดอกบาน; F-B: บัวช้ันระยะดอกจริงดอกแรกบาน; L: ใบออน; 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 คัดเลือกแถบท่ีนาสนใจท่ีมีลักษณะแตกตางระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม 
เพื่อการวิเคราะหลําดับเบสดังนี้ แถบดีเอ็นเอจากการใชไพรเมอร OPD03 ขนาด 794 bp ในกลุมของ
บัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จากตัวอยาง lower bract และ upper bract 
ท้ัง 3 ระยะรวม 6 แถบ และการใชไพรเมอร OPD08 ขนาด 591 bp ในกลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับ      
สีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก จํานวน 6 แถบ นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากแตละแถบไปเพ่ิม
ปริมาณผลผลิตดวยปฏิกิริยา PCR โดยใชเง่ือนไขปฏิกิริยาเชนเดียวกับเทคนิค DDRT-PCR เม่ือ
ตรวจสอบผลผลิต PCR ท่ีไดใน polyacrylamide gel (6%) พบวาในการใชไพรเมอร OPD03 ยังคง
พบแถบที่มีขนาด 794 bp แตปรากฏแถบอื่นๆ เพ่ิมเติมขนาดประมาณ 750-250 bp สวนการใช 
OPD08 ยังคงพบแถบท่ีมีขนาด 591 bp เชนเดียวกัน แถบท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะเขมกวากอนการเพิ่ม
ปริมาณผลผลิตดวยปฏิกิริยา PCR  (ภาพท่ี 14) ใชผลผลิต PCR ท่ีไดท้ัง 12 หลอด เพ่ือวิเคราะห
ลําดับเบส (บริษัท1st Base ประเทศมาเลเซีย) 
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ภาพท่ี 14 ผลการเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR 
(M: marker 50 bp; 1-6 OPD03/VA; 7-12: OPD08/VA; 1, 7: สวนของ lower bract ท่ีระยะ
ชอดอกตูม; 2, 8: สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกตูม; 3, 9: สวนของ lower bract ท่ี
ระยะชอดอกบาน; 4, 10: สวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน; 5, 11: สวนของ lower 
bract ท่ีระยะดอกจริงดอกแรกบาน; 6, 12: สวนของ upper bract ท่ีระยะดอกจริงดอก     
แรกบาน) 

 
4.7 การวิเคราะหลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอ 
 

ผลการวิเคราะหแถบขนาด 794 bp จํานวน 6 แถบ พบวาลําดับเบสท่ีไดจากการวิเคราะหมี
ขนาดอยูระหวาง 156-720 bp สวนผลการวิเคราะหแถบที่มีขนาด 591 bp จํานวน 6 แถบ พบวา
ลําดับเบสท่ีไดมีขนาด 374-519 bp เม่ือนําลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจากการวิเคราะหโดย forward 
primer และ reverse primer มาทํา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของลําดับเบสท่ีไดดวย
โปรแกรม DNAMAN พบวาลําดับเบสท่ีไดมีลักษณะท่ีเหมือนกันตํ่ามาก ผลการ alignment ของ
แถบขนาด 408 bp ท่ีไดจากเสน forward primer และแถบขนาด 423 bp ท่ีไดจากเสน reverse primer  

M 
1,000 bp 

250 bp 

800 bp 

600 bp 

500 bp 
591 bp 

794 bp  1    2     3    4    5    6 

 7    8    9   10 11  12 
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มีความเหมือนกันมากท่ีสุด (identity) ท่ีคาความเหมือนเทากับ 44% โดยเปนแถบท่ีไดมาจากสวน 
upper bract ของบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา  1 ใน 3 ของชอดอก เม่ือนําผลการวิเคราะห
ลําดับเบสของแถบท่ีไดจากกลุมไพรเมอร OPD03 และกลุมไพรเมอร OPD08 มาวิเคราะหความ
เหมือนกันของลําดับเบสภายในกลุม ดวยโปรแกรม clustalw.aln โดยแยกวิเคราะหออกเปน 2 สวน
คือ สวนของ lower bract  และ upper bract พบวามีลําดับเบสบางสวนเหมือนกัน (ภาคผนวก) 
จากน้ันจึงนําผลลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอท่ีมีคาความเหมือนกันมากท่ีสุด โดยใชลําดับเบสท่ีได
จากการวิเคราะหดวย forward primer ไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสบนฐานขอมูลใน NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยใชโปรแกรม BLAST พบวามีความคลายคลึงกับ Homo sapiens 
chromosome 3 (ตารางท่ี 2) มากท่ีสุด 
  
ตารางท่ี 2 ลําดับนิวคลีโอไทดบนฐานขอมูล GenBank ท่ีมีความคลายคลึงกับลําดับพันธุกรรมของ

แถบ cDNA แถบท่ี 10 ขนาด 408 bp ของบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก ในสวนของ upper bract ท่ีระยะชอดอกบาน  

 

 
 

   
     
 
   
 
      

Accession  
 

Length 
(bp) 

ยีนท่ีมีความคลายคลึง 
 

% 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 


