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วิจารณผลการทดลอง 
 
 กลุมบัวช้ันในงานทดลองคร้ังนี้แบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมท่ีมีลักษณะของใบประดับ    
สีชมพูมากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และกลุมใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก โดย
พิจารณาจากสัดสวนสีชมพูท่ีเกิดข้ึน ท้ังใบประดับสวนลาง (lower bract) และใบประดับสวนบน 
(upper bract) โดยไมข้ึนกับความยาวของชอดอก บัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูมากกวา 1 ใน 3 
ของชอดอก นอกจากจะมีจํานวนช้ันกลีบใบประดับสวนลางท่ีมีสีชมพูมากกวา แลวยังมีสีชมพูเขม
กวากลุมบัวช้ันท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก ในใบประดับสวนลางเปนสวนท่ีมี
ดอกจริงอยู ใน 1 กลีบมีดอกจริงอยู 3 ดอก โดยบานคร้ังละ 1 ดอกเทานั้น ใบประดับมีลักษณะ 
ปลายมนสีเขียวออนท่ีปลายมีสีชมพูอมมวง สวนนี้มีอยู 10-15 ช้ัน แตใบประดับสวนบน ไมมีดอก
จริงอยู ปลายกลีบมีลักษณะแหลม เนื้อกลีบบาง และมีขนาดกลีบแคบยาวกวาใบประดับสวนลาง   
สีขาวปลายสีชมพูอมมวง มีอยู 5-6 ช้ัน (วรรณภา, 2540) ซ่ึงลักษณะความแตกตางดังกลาวมาน้ียอม   
มีผลตอการแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนในแตละระยะและแตละช้ินสวนของบัวช้ันท่ีนํามาสกัด RNA 
 เนื่องจากลักษณะทางฟโนไทปในระยะการเจริญเติบโตทางดานลําตน (vegetative) ของ  
บัวช้ันท้ัง 2 กลุมมีความใกลเคียงกัน ไมวาจะเปนจํานวนใบ ลักษณะของใบ สีของใบท่ีเกิดข้ึน 
รวมท้ังความสูงของลําตน ทําใหไมสามารถจําแนกได ตองใชระยะท่ีบัวช้ันออกดอก (reproductive) 
ชวงเดือนสิงหาคมถึงตุลาคม ในการจําแนกกลุมบัวช้ันออกจากกัน ใชลักษณะสัดสวนของสีกลีบ        
ใบประดับท่ีเกิดข้ึนในชอดอก ซ่ึงเปนการจัดกลุมโดยอาศัยการตัดสินใจของผูคัดเลือก การจําแนก
ดังกลาวอาจไดผลตางไป หากลักษณะถูกควบคุมดวยยีนหลายตําแหนง และมีอิทธิพลของ
ส่ิงแวดลอมรวมดวย (Hussain et al., 2008)  

การใชลักษณะทางสัณฐานรวมกับเทคนิคทางชีวโมเลกุล เชนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอจะชวยให
การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชสกุล Curcuma sp. มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยลดขอจํากัดดาน
ระยะเวลา และความแปรปรวนท่ีเกิดจากสภาพแวดลอม (Das et al., 2001) ดังจะเห็นไดจากการ
จําแนกพันธุลูกผสมของ Curcuma sp. พันธุหนึ่งท่ีเปนท่ีรูจักกันดีคือ ปทุมมามีลักษณะท่ีนาสนใจ
คือมีกานดอกแข็ง ชอดอกมีขนาดใหญ เม่ือนํามาเปนพอแมพันธุทําใหลูกผสมท่ีไดมีคุณภาพที่ดี 
การใชลักษณะภายนอกในการจําแนกปทุมมาลูกผสมออกจากพอแมพันธุทําไดยากจึงมีการนํา
เคร่ืองหมายโมเลกุลเขามาชวยในการตรวจสอบ Curcuma sp. 20 สายพันธุ โดยใช 11 ไพรเมอร ให
แถบของดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันอยูในชวง 100-2500 bp คัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่นาสนใจนําไปหา
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ลําดับเบสเพ่ือออกแบบเปนไพรเมอร SCAR พบวาสามารถเพิ่มปริมาณแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด      
600 bp ในปทุมมาทุกสายพันธุ รวมท้ังปทุมมาท่ีเปนลูกผสม ซ่ึงยังไมสามารถใชแยกความแตกตาง
ระหวางปทุมมาท่ีเปนลูกผสมออกจากพอแมพันธุได (Anuntalabhochai et al., 2007) อีกท้ังยังมีการ
ใชเทคนิค RAPD รวมกับเทคนิค ISSR ในการหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของ Curcuma sp.   
15 สายพันธุ พบวาจากการใชไพรเมอร RAPD 39 ไพรเมอร ใหแถบดีเอ็นเอ 376 แถบ มีเพียง 352 
แถบท่ีใหความแตกตางกัน และจากการใชไพรเมอร ISSR 8 ไพรเมอร พบแถบดีเอ็นเอ 91 แถบ มี 
87 แถบที่มีความแตกตางกัน จากขอมูลความเหมือนและความตางของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนใน 
Curcuma sp. 15 สายพันธุ นําไปจัดกลุมความสัมพันธดวยโปรแกรม UPGMA สามารถจัดกลุมออก
ได 7 กลุม ท่ีคอนขางจะสอดคลองกับการจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐาน (Syamkumar and 
Sasikumar, 2007) การนําเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยในการจําแนกกลุมของพืชท่ีมีลักษณะ
คลายคลึงกัน ทําใหการจําแนกกลุมมีความแมนยํา รวดเร็ว และลดระยะเวลาในการจัดจําแนก โดย
ไมตองรอจนถึงระยะท่ีเหมาะสม 
  
การสกัด RNA และการทํา DNase digestion 
 
 การใช TrizolTM Reagent (Invitrogen, USA) ในการสกัด RNA เปนวิธีการสกัดแบบ single-
step ซ่ึงแยก RNA ออกจาก gDNA หลังจากท่ีสกัดดวย guanidinium thiocyanate, sodium acetate, 
phenol และ chloroform แลวนําไปปนเหวี่ยง สารละลายท่ีไดเกิดการแยกช้ัน โดยท่ีสารละลาย RNA 
จะแยกอยูช้ันบน สวน gDNA และโปรตีนจะอยูในสารละลายช้ันลาง จากน้ันจึงแยกสารละลายช้ัน 
ท่ีมี RNA ออกจาก gDNA และโปรตีน ตกตะกอน RNA ท่ีไดดวย isopropanol (Chomozynski and 
Sacchi, 2006)  ปญหาที่เกิดข้ึนจากการใช guanidine thiocyanate buffer ท่ีมีอยูใน Trizol reagent ใน
การสกัด RNA คือหลังจากท่ีนําไปปนเหวี่ยง เพื่อแยกสารละลาย RNA สารละลายท่ีไดแยกช้ัน     
ไมชัดเจน (Ding et al., 2008) ในการทดลองใชวิธีการนี้สกัด RNA จากสวนตางๆ ของบัวช้ัน พบ
การปนเปอนของ gDNA เกิดข้ึนเล็กนอย อาจเนื่องมาจากในระหวางท่ีมีการแยกสารละลายสวนบน 
ซ่ึงเปนสารละลายของ RNA มีการปนเปอนของสารละลายช้ันลางซ่ึงเปนสวนของ gDNA จึงทําให
เกิดการปนเปอนของ gDNA และสามารถตรวจสอบไดดวยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส การใช TrizolTM 
Reagent พบการปนเปอนของ gDNA ในปริมาณนอย เม่ือเทียบกับวิธีการอื่น (Portillo et al., 2006) 
แตยังตองกําจัด gDNA ท่ีปนเปอนโดยใชเอนไซม DNaseI เนื่องจากอาจสงผลตอการทําปฏิกิริยา 
PCR และการวิเคราะหการแสดงออกของยีนในภายหลัง (Dunican et al., 1997) คือ ผลผลิต PCR 
ไมไดมาจาก cDNA เปาหมายท่ีตองการ แตเปนการเพ่ิมปริมาณ gDNA ท่ีปนเปอน เนื่องจากมีลําดับ
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เบสคลายกัน (Lingerfelt et al., 2009) เม่ือได RNA ท่ีมีคุณภาพ ไมมีการปนเปอนของ gDNA 
สามารถนําไปใชในการสังเคราะห cDNA ตอไป 
 
การสังเคราะหซีดีเอ็นเอ (cDNA synthesis) 
 
 เนื่องจาก mRNA เปนสวนของยีนท่ีมีการแสดงออกในแตละชวงระยะการเจริญเติบโต และ
แสดงออกในแตละสวนของพืชแตกตางกันจึงสามารถใชเปนตัวช้ีบงรูปแบบการแสดงออกของยีน     
การเปล่ียน mRNA ใหเปน cDNA ใชชุดน้ํายา SuperScript III First-Strand Synthesis System for 
RT-PCR (Invitrogen, USA) ซ่ึง mRNA ท่ีกลาวมาน้ีทางดานปลาย 3’ ประกอบดวย poly (A+) จึงใช
ไพรเมอร oligoVT การตรวจสอบคุณภาพของ cDNA ใชไพรเมอร ndhB ซ่ึงออกแบบจากสวนหนึ่ง
ของยีน chloroplast ndhB ท่ีควบคุมการสราง NAD(P)H dehydrogenase ในกระบวนการการ
สังเคราะหแสง ซ่ึงมีการแสดงออกในเน้ือเยื่อท่ีมีสีเขียว และสีขาว ดังนั้นจึงสามารถใชตรวจสอบผล
การสังเคราะห cDNA (Karcher and Bock, 2002) เม่ือนําไพรเมอร ndhB up และ ndhB down มาใช
ตรวจสอบคุณภาพของ cDNA โดยเทคนิค PCR ผลท่ีไดคือพบแถบของ cDNA ท่ีเกิดข้ึนมีขนาด
ประมาณ 500 bp เพียงแถบเดียวตรงตามขนาดท่ีคาดหวัง ซ่ึงถาหากมีการปนเปอนของ gDNA จะ
พบแถบของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใหญวาแถบของ cDNA ท่ีเกิดข้ึน เนื่องจากใน gDNA มีสวนท่ีไมใช
รหัส (intron) รวมอยูดวย ในขณะท่ี cDNA มีเฉพาะสวนท่ีเปนรหัส (exon) จึงทําใหขนาดท่ีไดเล็ก
กวา gDNA (Maier el al., 1992) แสดงใหเห็นวาการสังเคราะห cDNA ประสบความสําเร็จ 
 
การคัดกรองคูไพรเมอร 
 

การคัดกรองคูไพรเมอรในการจําแนกความแตกตางของบัวช้ันท้ัง 2 กลุม พิจารณาจาก
ความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชเทคนิค PCR ผลผลิตจากคูไพรเมอรท่ี
คัดเลือกควรมีปริมาณมากและแถบดีเอ็นเอที่ไดมีความคมชัด ซ่ึงการคัดกรองไพรเมอรทําเพื่อ
คัดเลือก forward primer และ reverse primer ท่ีมีศักยภาพ ท่ีไมทําใหเกิด primer dimer (Vallone 
and Butler, 2004) จากการทําปฏิกิริยา PCR เพื่อคัดเลือกคูไพรเมอรในเบ้ืองตน พบวาสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได แตมีลักษณะเปนรอยยาวตอเนื่องและไมปรากฏแถบของดีเอ็นเอ 
เนื่องจากช้ินสวนของดีเอ็นเอที่ไดมีขนาดตางกันแบบตอเนื่อง (สุรินทร, 2552) ซ่ึงอาจเกิดจาก    
ไพรเมอรท่ีใชเปนแบบสุมและมีขนาดส้ันเพียง 10 นิวคลีโอไทด เกิดการจับกับดีเอ็นเอเปาหมายได
หลายตําแหนง ทําใหไมเห็นแถบดีเอ็นเอท่ีชัดเจน อยางไรก็ตามเม่ือนําผลผลิตของ PCR ท่ีไดในครั้ง
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แรกมาเจือจางเพื่อใชเปน template ในการทําปฏิกิริยา PCR คร้ังท่ี 2 พบวาแถบดีเอ็นเอปรากฏข้ึน
ชัดเจน แสดงใหเห็นวาไพรเมอรสามารถเขาไปจับกับตําแหนงท่ีจําเพาะมากข้ึนจากการเพิ่มปริมาณ
ของผลผลิตจาก PCR ในคร้ังแรก สอดคลองกับ Roux et al. (1998) ท่ีศึกษายีนท่ีตอบสนองตอ   
ออกซินในตนยาสูบ ใชวิธี mRNA differential display โดยทํา PCR 2 รอบเชนกัน ซ่ึงในรอบแรกทํา 
PCR 40 รอบ ลักษณะแถบท่ีเกิดข้ึนเปนรอยยาวหนา แถบของดีเอ็นเอไมชัดเจน ทําใหยากตอการ
วิเคราะหขอมูล เพื่อใหไดผลดีจึงนํา PCR ในรอบแรกมาเจือจางในอัตราสวนหนึ่งตอสิบ แลวนําไป
ทํา PCR อีก 25 รอบ พบวาแถบของดีเอ็นเอมีความชัดเจนมากข้ึน จากการคัดกรองไพรเมอร         
58 ชนิด สามารถคัดเลือกได 6 ชนิด สวนอีก 52 ชนิดไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได 
เนื่องจากการไพรเมอรท่ีใชเปนไพรเมอรแบบสุม ลําดับเบสท่ีมีอยูอาจไมใชเบสคูสมกับดีเอ็นเอ
เปาหมายจึงไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายได 

 
 การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวชั้นโดยเทคนิค DDRT-PCR 
 

การวิเคราะหการแสดงออกของยีนในบัวช้ันท่ีมีความแตกตางกันของสัดสวนสีชมพูของ 
ใบประดับ โดยการใชเทคนิค DDRT-PCR เม่ือใชไพรเมอร 6 ชนิดคือ OPD03 OPD07 OPD08 
OPD20 OPF10 และ OPAB11 รวมกับ oligoVG และ oligoVA พบความแตกตางของการแสดงออก
ของยีนในระยะการพัฒนาเดียวกัน ท้ังในสวนของใบออน ใบประดับสวนลาง (lower bract) และ 
ใบประดับสวนบน (upper bract) ความแตกตางของลักษณะสัณฐานใบประดับท้ัง 2 สวน รวมท้ัง
การมีดอกจริงในกลีบประดับ เปนผลมาจากการแสดงออกของยีนแตกตางกัน ดังจะเห็นไดจากการ
แสดงออกของยีนในกลวยไมมาดามทองอินท่ีมีการเปล่ียนแปลงบริเวณเนื้อเยื่อปลายยอดในชวงท่ี
เจริญเปล่ียนเปนตาดอก มีท้ังยีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึน และลดลง เม่ือนํายีนท่ีไดนี้ไปวิเคราะห     
ลําดับเบส พบวาเกี่ยวของกับ transcription factors รวมท้ัง MADS-box gene (Yu and Goh, 2000) 
การตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีมีตอการพัฒนาของรังไขกอนและหลังการปฏิสนธิใน 
Cymbidium hybridium ดวยเทคนิค DDRT-PCR พบวามี cDNA ท่ีได 3 โคลน เม่ือนํามาเปรียบเทียบ
กับขอมูลใน NCBI เปนยีนท่ีคลายกับยีน ABC-type transporter GTPase และ 40s ribosomal S3 
proteins (RPS3) นํายีนท่ีไดนี้มาตรวจสอบการแสดงออกอีกคร้ังหนึ่งดวย northern analysis พบวา 
RPS3 มีการแสดงออกมากเม่ือเกิดการปฏิสนธิ (Chen et al., 2007) แสดงใหเห็นวาการแสดงออก
ของยีนข้ึนอยูกับระยะการพัฒนาของพืชท่ีเกิดข้ึน อีกท้ังยังมีการการนําเทคนิค DDRT-PCR ชวย
คัดเลือกตนเพศผูและตนเพศเมียใน Piper longum ในระยะตนออน พบวาเกิดแถบของดีเอ็นเอท่ี
แตกตางกัน 48 แถบ อยูในกลุมของเพศเมีย 32 แถบ สวนในกลุมเพศผูพบ 16 แถบท่ีแตกตางกัน 
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(Manoj et al., 2008) นอกจากนี้แลวความแตกตางของการแสดงออกของยีน อาจเนื่องมาจาก
ขอจํากัดของบัวช้ันท่ีมีชอดอกพียง 1 ชอตอตน  จึงตองใชตัวอยางพืชจากบัวช้ันหลายตน ซ่ึงอาจมี
ความแปรปรวนทางพันธุกรรมระหวางตนภายในกลุมตัวอยางพืชท่ีศึกษา  

การวิเคราะหบัวช้ันท่ีระยะใบออน ระยะชอดอกตูม ระยะชอดอกบาน และระยะดอกจริง
ดอกแรกบาน พบความแตกตางของแถบที่แสดงถึงการแสดงออกของยีนท่ีตางกันในระยะการ
เจริญเติบโตแตละระยะ ระยะการพัฒนาที่ตางกันนั้นมีผลตอพืชท้ังดานกายวิภาค สัณฐาน ชีวเคมี 
และสรีระ ซ่ึงเปนผลของการทํางานของยีนท่ีแตกตางกัน ดังเชน การตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนดวยเทคนิค DDRT-PCR ในระยะการพัฒนาผลสตรอเบอร่ี คือระยะผลสีเขียว ระยะผลเร่ิมเปล่ียน
จากสีเขียวเปนสีขาว ระยะผลสีแดง 1 ใน 4 ของผล และระยะผลสีแดง พบยีนมีการแสดงออก
เพ่ิมข้ึนในผลสุกของสตรอเบอร่ี 5 ยีน เม่ือตรวจสอบการแสดงออกของยีนเหลานี้ในใบ ราก และ 
กานใบ รวมกับระยะการพัฒนาของผลสตรอเบอร่ี พบวามีเพียง 3 ยีนเทานั้นท่ีแสดงออกอยาง
ชัดเจนในขณะท่ีผลสตรอเบอร่ีพัฒนาไปจนเกิดกระบวนการสุก แตไมพบการแสดงออกของยีนนี้
ในระยะ การพัฒนาตนและใบ (Wilkinson et al., 1995) การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีควบคุม
การพัฒนาดอกใน Calanthe discolor และ C. sieboldii พบยีนท่ีแสดงออกตางกัน 66 ยีน เปน        
C. discolor 26 ยีน และ C. sieboldii  40 ยีน ซ่ึงการแสดงออกของยีนท่ีเกิดข้ึนนี้อาจเกี่ยวของกับ 
metabolic pathways และ hormonal signaling ท่ีแตกตางกัน (Park et al., 2010)  

รูปแบบการแสดงออกของยีนระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม คือบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพู
มากกวา 1 ใน 3 ของชอดอก และบัวช้ันกลุมท่ีมีใบประดับสีชมพูนอยกวา 1 ใน 3 ของชอดอก โดย
พิจารณาแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในทุกสวนและทุกระยะการเจริญเติบโต พบแถบท่ีมีการ
แสดงออกเฉพาะกลุม ซ่ึงแถบเหลานี้ยังตองมีการตรวจสอบเพ่ิมเติมเพื่อยืนยันวาเปนแถบท่ีเกี่ยวของ
กับความแตกตางของสัดสวนสีของชอดอก ในการศึกษา Pharbitis nil ท่ีมีสีตางกันคือ มีสีมวง และ
สีขาว โดยใชเทคนิค DDRT-PCR พบวาการแสดงออกของยีนตางกัน คือในดอกสีมวงมียีน
แสดงออก 19 ยีน และดอกสีขาวมียีนแสดงออก 16 ยีน เม่ือนําไปวิเคราะหลําดับเบสพบวายีนท่ี 19 
ในดอกสีขาวเปนยีนท่ีเหมือนกับยีน 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A ของ Solanum 
tuberosum (Kim et al., 2000)  
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การเพิ่มปริมาณผลผลิต PCR (reamplification of PCR fragment) และการวิเคราะหลําดับเบส 
 

 หลังจากคัดเลือกแถบดีเอ็นเอท่ีนาสนใจและมีความแตกตางระหวางบัวช้ันท้ัง 2 กลุม      
เพื่อเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR พบแถบดีเอ็นเอเพิ่มเติมจากขนาด 794 และ 591 bp อาจ
เนื่องมาจากการใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด ซ่ึงมีขนาดเล็กทําใหมีความจําเพาะตอดีเอ็นเอ
เปาหมายตํ่า อาจทําปฏิกิริยาไดหลายตําแหนง ซ่ึงการท่ีไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใหเปนแถบ
เดียวนี้สงผลตอการวิเคราะหลําดับเบสภายหลัง  

การนําลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีไดจากการวิเคราะหโดย forward primer และ reverse primer 
มาทํา alignment เพื่อยืนยันความถูกตองของการวิเคราะหลําดับเบสพบวา คาความเหมือนกันท่ี
เกิดข้ึน (identity) มีคาตํ่า อาจเนื่องมาจาก เอนไซม Taq DNA polymerase ไมสามารถตรวจสอบ
ความถูกตองของสายดีเอ็นเอท่ีถูกสังเคราะหข้ึนมาใหมได ทําใหอัตราการสังเคราะหผิดพลาด
คอนขางสูง (สุรินทร, 2552) นอกจากนี้แลวผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ท่ีเกิดข้ึนหลายแถบ อาจ
รบกวนการวิเคราะห ทําใหเม่ือนําขอมูลของลําดับเบสท่ีไดไปเปรียบเทียบกันระหวางลําดับเบสท่ี
เกิดข้ึนในใบประดับสวนลางไมตรงกันภายในกลุม  ซ่ึงสามารถแกไขไดโดยการ  cloning 
(Sturtevant, 2000) เนื่องจากจะชวยใหการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีมียีนท่ีตองการใหมีปริมาณมาก
ข้ึน (ประดิษฐ, 2550) และจากผลของความแปรปรวนในการวิเคราะหเม่ือนําลําดับเบสท่ีมีคา 
identity สูงท่ีสุดเปรียบเทียบลําดับเบสบนฐานขอมูลใน NCBI ผลท่ีไดมีความเหมือนกับลําดับเบสท่ี
ไดใน Homo sapiens ซ่ึงไมระบุหนาท่ีของยีนไว 
 


