
65 

 

บทที ่5 
วจิารณ์ผลการทดลอง 

 
5.1 ผลของโพแทสเซียมคลอเรตและอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไยพนัธ์ุดอ 

จากการศึกษาผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไย พบว่า

โพแทสเซียมคลอเรต อตัรา 400 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชกัน าให้ตน้ล าไยออกดอกไดเ้ร็วกว่าการ

ปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ซ่ึงสอดคลอ้งกบันฤเทพ (2552) ท่ีราดโพแทสเซียมคลอเรตทาง

ดินในอตัรา 12 กรัมต่อตน้ สามารถชกัน าให้ตน้ล าไยออกดอกไดถึ้ง 91 เปอร์เซ็นต ์ภายในระยะเวลา 

20 วนั ขณะท่ี Sringarm (2008) ไดเ้ปรียบเทียบการชกัน าให้ล าไยออกดอกดว้ยโพแทสเซียมคลอเรต 

และได้รับอุณหภูมิต ่า พบว่าโพแทสเซียมคลอเรตสามารถชักน าให้ล าไยออกดอกได้เช่นกัน ซ่ึง 

Davenport and Stern (2005) ไดร้ายงานไวว้า่อุณหภูมิต ่าจะชกัน าการเกิดตาดอกในล าไย ขณะท่ีสภาพ

อุณหภูมิสูงจะชกัน าใหเ้กิดเป็นตาใบเท่านั้น 

5.2 ผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณไซโตไคนินในส่วน
ของยอด ใบ และรากล าไยพนัธ์ุดอ 

ส าหรับการเปล่ียนแปลงระดบัไซโตไคนินในใบ ยอด และรากในช่วงก่อนการออกดอก 

พบวา่ tZ/ZR มีปริมาณสูงกวา่ iP/iPA ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Chen (1990) และ Chen et al. (1997) ท่ีพบวา่

ปริมาณ Z/ZR มีมากกว่า iP/iPA ในช่วงระหว่างการชักน าการเกิดดอกล าไยและล้ินจ่ี ท านอง

เดียวกบันฤเทพ (2552) ท่ีกล่าวว่า การเปล่ียนแปลงปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนินในรูป iP/iPA และ 

tZ/ZR ในใบล าไยพนัธ์ุดอมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนในช่วงก่อนการออกดอกเม่ือเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดรั้บสาร 

และ Sringarm (2008) พบวา่ไซโตไคนินเป็นฮอร์โมนส าคญัในการออกดอกทั้งฮอร์โมนไซโตไคนิน

ชนิด iP/iPA และโดยเฉพาะ tZ/ZR ซ่ึงจะเพิ่มข้ึนมากในระยะก่อนออกดอก และระยะออกดอก หลงั

ตน้ล าไยไดรั้บโพแทสเซียมคลอเรต ในยอดล าไยท่ีถูกชกัน าให้ออกดอกดว้ยอุณหภูมิต ่า (12/17oC) ก็

พบปริมาณ iP/iPA และ tZ/ZR มีระดบัสูงข้ึน เช่นเดียวกบัณัฐวดี (2545) พบปริมาณสารคลา้ยไซโต

ไคนินมีแนวโนม้สูงข้ึนในช่วงก่อนการออกดอก โดยยอดล าไยในกลุ่มท่ีไดรั้บสารโพแทสเซียมคลอ

เรตมีปริมาณสารคล้ายไซโตไตนินสูงกว่ากลุ่มควบคุมในทุกสัปดาห์ท่ีท าการศึกษา ดังนั้นการ
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เปล่ียนแปลงระดบัฮอร์โมนไซโตไคนินในช่วงก่อนการออกดอกสันนิษฐานเป็นเบ้ืองตน้วา่ไซโตไค

นินน่าจะมีบทบาทส าคัญในกระบวนการชักน าการออกดอกของล าไย แม้จะมีแนวโน้มในการ

สันนิษฐานวา่ iP/iPA อาจจะไม่เก่ียวขอ้งโดยตรงกบักระบวนการชกัน าการออกดอกในพืชตระกูลไม้

ผลชนิดต่างๆ หรือในล าไยหลงัจากไดรั้บโพแทสเซียมคลอเรต แต่อย่างไรก็ตามพบวา่ปริมาณไซโต

ไคนินชนิด tZ/ZR จะมีมากนอ้ยเพียงใดข้ึนอยูก่บัปริมาณของ iP/iPA ท่ีสะสมอยูใ่นใบแก่ดว้ย เพราะ

เน่ืองจาก iP/iPA ท่ีอาจถูกส่งจากรากทางท่อล าเลียงมายงัใบจะเป็น precursor ของ tZ/ZR ก่อนท่ีจะ

เคล่ือนยา้ยไปยงัส่วนเน้ือเยื่อเจริญปลายยอด เพื่อพฒันาให้กลายเป็นตาดอกต่อไป (Sringarm et al., 

2009; Potchanasin et al., 2009) นอกจากน้ีคาดวา่ NADPH จากใบอาจเป็นส่ือกลางท่ีเก่ียวขอ้งกบั

ขั้นตอนการสังเคราะห์ไซโตไคนิน ซ่ึงมีความสัมพนัธ์ในขั้นตอนการเปล่ียนจาก iP/iPA ไปเป็น 

tZ/ZR โดยกระบวนการยอ่ยสลาย (hydroxylation) ท่ีบริเวณ isoprenoid side chain ของ iP/iPA ไป

เป็น tZ/ZR ดว้ยเอนไซม ์cytochrome P450 mooxygenase เป็นตวักระตุน้การเปล่ียนดงักล่าว (Takei 

et al, 2001) ส่วนการกระตุน้ใหอ้อกดอกชกัน าทางธรรมชาติโดยอุณหภูมิต ่า พบวา่ปริมาณไซโตไค

นินในยอดท่ีเพิ่มข้ึนสัมพนัธ์กบัการเพิ่มการเคล่ือนท่ีของ iP และ iPA ออกจากใบโดยทางท่อล าเลียง

อาหาร ซ่ึงคาดวา่เคล่ือนท่ีไปสู่ยอดล าไย เพื่อส่งสัญญาณการชกัน าใหอ้อกดอก แต่ในกรณีการชกัน า

ใหอ้อกดอกดว้ยโพแทสเซียมคลอเรต ซ่ึงชกัน าให้เกิดการออกดอกนอกฤดูยงัไม่สามารถระบุไดว้า่

ปริมาณไซโตไคนินท่ีเพิ่มข้ึนในยอดมากจากแหล่งใด เน่ืองจากไม่พบการเคล่ือนท่ีออกจากใบของ

ทั้ง tZ ZR iP และ iPA (Sringarm et al., 2009) 

5.3 การจ าแนกยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ ในล าไยภายหลังการชักน าให้
ออกดอก  

 ส าหรับการจ าแนกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ ในตน้ล าไยภายหลงั
การชกัน าให้ออกดอก โดยเลือกใช้วิธีการสกดัอาร์เอ็นเอดว้ย วิธีการของกฤษณา (2553) เป็นวิธีท่ี
พฒันาข้ึนจากวิธี CTAB ให้ปริมาณและคุณภาพของอาร์เอ็นเอท่ีดี เหมาะสมส าหรับการสกดัอาร์
เอ็นเอของพืชในเขตร้อน และเขตก่ึงร้อน โดยอาร์เอ็นเอท่ีไดส้ามารถน าไปสังเคราะห์ cDNA ดว้ย
วธีิ RT-PCR และ น าไปใชศึ้กษางานดา้นอ่ืนต่อไปได ้อาร์เอน็เอมีขอ้จ ากดัดา้นความเสถียร จึงเปล่ียน
ให้เป็นดีเอ็นเอโดยกระบวนการ reverse transcription จากนั้นท าการศึกษาการแสดงออกของยีนโดย
เทคนิค reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) เพราะเป็นวิธีท่ีมีความไวสูงในการ
ตรวจหา mRNA เน่ืองจากปริมาณ mRNA เป็นผลผลิตของยีนท่ีมีการแสดงออกในช่วงเวลา และใน
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เน้ือเยื่อชนิดใดชนิดหน่ึงเท่านั้น ท าให้อตัราส่วนของ mRNA บางชนิดมีอยู่สูงในเซลล์ หรือเน้ือเยื่อ
ดงักล่าว ส่วนการเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะกบัยีนนั้นๆ จะท าให้
ปริมาณของดีเอ็นเอเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่าของทุกๆรอบปฏิกิริยา (2n เมื่อ n เป็นจ านวนรอบของ
ปฏิกิริยา) ท าให้สามารถตรวจหา mRNA ที่มีปริมาณเพียงเล็กน้อยได้ (มณี, 2547; สุรินทร์, 
2548) แต่การตรวจสอบโดยวิธีน้ีตอ้งมีปัจจยั (parameter) ต่างๆที่เหมาะสม เช่น ความเขม้ขน้
ของไพรเมอร์ ความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมคลอไรด์ และจ านวนรอบของปฏิกิริยา เน่ืองจาก
ปริมาณดีเอ ็นเอที่ส ังเคราะห์ไดถ้ า้มีปริมาณน้อยเกินไปหรือไม่เหมาะสม จะไม่สามารถ
ตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสได ้ดงันั้นการท าปฏิกิริยาที่จ  านวนรอบต่างๆกนั 
ร่วมกบัการตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสจะสามารถบอกระดบัการแสดงออก
ของยีนที่สนใจได้ (Marone et al., 2001) ในการตรวจสอบผล reverse transcription อาศยัการ
เพิ่มปริมาณ ดว้ยการท า PCR ไพรเมอร์ที่ใช้คือ -tubulin forward primer และ -tubulin 
reverse primer แลว้น าผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR ไปตรวจสอบผลดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นต์อะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่า แถบของผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR มีขนาดประมาณ 500 คู่
เบส  

เมื่อน าล าดบัเบสที่ไดไ้ปวิเคราะห์โดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร์ โดยใช ้ M13 forward 
primer และ M13 reverse primer มาท า alignment เพื่อยืนยนัความถูกตอ้งของล าดบัเบสที่ไดด้ว้ย
โปรแกรม DNAMAN พบวา่มีความเหมือนกนั (identity) สูง แลว้น าล าดบัเบสท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบ
กบัขอ้มูลในฐานขอ้มูลที่ NCBI จากเวบไซต์ http://www.ncbi.nlm.nih.gov จากการวิเคราะห์ดว้ย
ชุดโปรแกรม BLAST พิจารณาจากค่าร้อยละความเหมือน (identity) ในแต่ละเน้ือเยื่อพืช ซ่ึง 
Madden (2002) ไดร้ายงานไวว้า่ ค่าร้อยละความเหมือนสูง ล าดบัเบสจะมีความเหมือนกนัมากกวา่
ค่าร้อยละความเหมือนต ่า จากนั้นท า multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLUSTAL เวอร์ชนั 2.1 
เพื่อเปรียบเทียบความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนจ านวน 9 ตวัอย่างท่ีสืบคน้จากข้อมูลใน
ฐานขอ้มูลท่ี NCBI  
 กรรมวิธีท่ีสามารถหาล าดับกรดอะมิโนจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีน CYP735A2 ใน
เน้ือเยือ่ส่วนต่างๆ ของล าไย พบวา่ ในชุดควบคุมซ่ึงล าไยไม่ออกดอกสามารถหาล าดบักรดอะมิโนจาก
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีน CYP735A2 เฉพาะในรากล าไยเท่านั้น ส่วนในกรรมวิธีราดโพแทสเซียม
คลอเรตสามารถหาล าดบักรดอะมิโนจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีน CYP735A2 ไดท้ั้งในยอด และ
รากซ่ึงเป็นเน้ือเยื่อท่ีสะสมปริมาณฮอร์โมนไซไคนินชนิด tZ มากท่ีสุดแหล่งหน่ึงซ่ึงมียีนท าหนา้ท่ี
สร้างฮอร์โมนไซไคนินชนิด tZ ซ่ึงสอดคลอ้งจากการทดลองท่ีพบวา่ ระดบัปริมาณฮอร์โมนไซโต
ไคนินชนิด tZ มีปริมาณเพิ ่มสูงข้ึนในวนัที่ 15 หลงัการทดลอง ส่วนกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้
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อุณหภูมิต  ่า พบล าดบักรดอะมิโนจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบจากยีน CYP735A2 ในส่วนของใบ และ
รากของล าไย ซ่ึงแตกต่างจากกรรมวิธีที่ราดโพแทสเซียมคลอเรตที่พบในยอดล าไย ซ่ึงการออก
ดอกของล าไยที่ราดโพแทสเซียมคลอเรต และปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต  ่าอาจมีต าแหน่งการ
ท างานของยีนแตกต่างกนั โดย Takei et al. (2004) ไดร้ายงานวา่ trans-hydroxylation อาจจะมี
ส่วนเกี่ยวขอ้งในการควบคุมการเคลื่อนยา้ยระยะไกลของไซโตไคนินจากรากไปยอดผา่นทาง 
xylem การล าเลียงน้ีมีบทบาทในการส่งสัญญาณของธาตุไนโตรเจนต่อการสร้างรากพิเศษ 
(adventitious root) และการแตกตายอด ไซโตไคนินชนิด tZ เป็นไซโตไคนินที่โดดเด่นใน 
xylem exudates ดงันั้น CYP735As มีการแสดงออกมากท่ีสุดในราก โดยเฉพาะ CYP735A2 จะชกั
น าใหเ้กิดรากโดยไซโตไคนิน  
 

 


