
ซ 

สารบัญ 

หน้า 
กิตติกรรมประกาศ ค 
บทคดัยอ่ภาษาไทย ง 
บทคดัยอ่ภาษาองักฤษ ฉ 
สารบญั ซ 
สารบญัตาราง ฌ 
สารบญัภาพ ญ 
บทท่ี 1  บทน า 1 
บทท่ี 2  ตรวจเอกสาร 3 
บทท่ี 3  อุปกรณ์และวธีิการ 19 
บทท่ี 4  ผลการทดลอง  
4.1 ผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไยพนัธ์ุดอ 42 
4.2 ผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินใน
ส่วนของยอด ใบ และรากล าไยพนัธ์ุดอ 

43 

4.3 การจ าแนกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ/ZR ในล าไยภายหลงัการ
ชกัน าใหอ้อกดอก  

49 

4.3.1 การสกดัอาร์เอ็นเอ การก าจดัจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีปนเป้ือน และการศึกษาการแสดงออก
ของยนีโดยวธีิ RT-PCR 

49 

4.3.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน CYP735A2 การทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ การน าดีเอ็น
เอสายผสมเขา้สู่เซลล์เจา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ DH5 และการตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีโคลน 

51 

4.4 การวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีโดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร์ 53 
4.5 เน้ือเยื่อล าไยในกรรมวธีิต่างๆ และล าดบักรดอะมิโนของยนี 62 
บทท่ี 5  วจิารณ์ผลการทดลอง 63 
บทท่ี 6  สรุปผลการทดลอง 67 
เอกสารอา้งอิง 68 
ภาคผนวก 74 
ประวติัผูเ้ขียน 84 



ฌ 

สารบัญตาราง 
 

ตาราง    หน้า 
1 ส่วนประกอบของสารผสมส าหรับก าจดัดีเอน็เอ    32 
2 ส่วนประกอบของสารผสมส าหรับการสังเคราะห์ cDNA 32 
3 ส่วนประกอบของสารผสมในการสังเคราะห์ cDNA 33 
4 ส่วนประกอบของสารผสมส าหรับการตรวจสอบผลของ cDNA 33 
5 ส่วนประกอบของสารผสมการทดสอบดีเจอเนอเรทไพรเมอร์รอบท่ี 1 35 
6 ส่วนประกอบของสารผสมการทดสอบดีเจอเนอเรทไพรเมอร์รอบท่ี 2 36 
7 ส่วนประกอบของสารผสมของการเช่ือมต่อดีเอน็เอท่ีสนใจเขา้กบัดีเอ็นเอพาหะ 37 
8 ส่วนประกอบของสารผสมของการตรวจสอบช้ินดีเอน็เอท่ีโคลน 39 
9 ขอ้มูลทางกายภาพการออกดอกของล าไยพนัธ์ุดอ 41 
10 การเปล่ียนแปลงตายอดของล าไยในช่วงระยะเวลาท่ีท าการทดลอง 44 
11 ผลการสืบคน้ความเหมือนของล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากเน้ือเยื่อล าไยในกรรมวิธีต่างๆ

กบัล าดบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูลโดยโปรแกรม BLASTP 2.2.25 
60 

12 เน้ือเยือ่ล าไยในกรรมวธีิต่างๆ และล าดบักรดอะมิโนท่ีหาได ้ 62 
13 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPAในใบล าไยหลงักรรมวธีิ 76 
14 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA ในยอดล าไยหลงักรรมวธีิ 76 
15 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPAในรากล าไยหลงักรรมวธีิ 77 
16 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด tZ/ZR ในใบล าไยหลงักรรมวธีิ 77 
17 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด tZ/ZR ในยอดล าไยหลงักรรมวธีิ 78 
18 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด tZ/ZRในรากล าไยหลงักรรมวธีิ 78 

 

 

 

 

 



ญ 
 

สารบัญภาพ 
 

ภาพ    หน้า 
1 โครงสร้างทางเคมีของสารในกลุ่มไซโตไคนิน 7 
2 รูปแบบจ าลองวถีิของการสังเคราะห์ไซโตไคนิน ในตน้ Arabidopsisโดยผา่นวถีิ 

methylerythritol phosphate (MEP) และ mevalonate (MVA)  
9 

3 การศึกษาการเจริญเติบโตของ Arabidopsis ในเน้ือเยื่อจ าเพาะและการตอบสนองไซโตไค
นินของยนี CYP735A1 และ CYP735A2 

11 

4 ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) 13 
5 แผนภาพ Nested PCR  16 
6 แผนท่ีของ pGEM-T Easy Vector ขนาด 3015 bp 23 
7 ลกัษณะตน้ล าไยท่ีปลูกเล้ียง  26 
8 การบด และการสกดัตวัอยา่งพืชเพื่อวเิคราะห์ปริมาณฮอร์โมน 27 
9 การกรองสาร การระเหยแหง้ และการป่ันเหวีย่งตวัอยา่ง 28 
10 ส่วนประกอบของคอลมัน์ท่ีใชใ้นการท าสารใหบ้ริสุทธ์ิ (Purification) 29 
11 ขั้นตอนการวดัปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด iP/iPAโดยวธีิ Competitive ELISA 30 
12 ขั้นตอนการวดัปริมาณฮอร์โมนไซโตไคนินชนิด tZ/ZR โดยวธีิ Competitive ELISA 31 
13 การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CYP735A2 35 
14 ขั้นตอนการน าดีเอน็เอสายผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli 39 
15 การเปล่ียนแปลงตายอดล าไย 43 
16 เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน iP/iPA 43 
17 เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน tZ/ZR 45 
18 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA และ tZ/ZR ในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆ  48 
19 การสกดั RNA การก าจดัจีโนมิก DNA ท่ีปนเป้ือน และการศึกษาการแสดงออกของยนี

โดยวธีิ RT-PCR 
50 

20 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยนี CYP735A2 การทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ การน า
DNAสายผสมท่ีไดเ้ขา้สู่เซลลแ์บคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5 และการตรวจสอบช้ิน
DNAท่ีโคลน 

52 

21 ขนาดผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท า PCR ประมาณ 588 คู่เบส 53 
 



ฎ 
 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพ    หน้า 
22 (ก) การ alignment ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากยอดล าไยกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 

400 ppm ดว้ยโปรแกรม DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้ากยอดล าไย
กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm และ (ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ไดจ้ากยอด
ล าไยกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm 

54 

23  (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากใบล าไยกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้
อุณหภูมิต ่า (17/12oC) ดว้ยโปรแกรมDNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีได้
จากใบล าไยกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) และ(ค) ล าดบักรดอะมิโน
ของยนีท่ีไดจ้ากใบล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) 

56 

24 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุมดว้ยโปรแกรม
DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุม และ(ค) ล าดบั
กรดอะมิโนของยนีท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุม 

57 

25 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดด้ว้ยโปรแกรม DNAMAN (ข) ล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีนที่ได้ และ(ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ไดจ้ากรากล าไย
กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm 

58 

26 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดด้ว้ยโปรแกรมDNAMAN (ข) ล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีนที่ไดจ้ากรากล าไย และ(ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ไดจ้าก
รากล าไยกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) 

59 

27 ผลการท า multiple alignment ของล าดบักรดอะมิโนจ านวน 9 ตวัอยา่งท่ีสืบคน้จาก
ฐานขอ้มูล กบัล าดบักรดอะมิโนท่ีหาได ้

59 

28 ขอ้มูลการเปล่ียนแปลงความช้ืนสัมพทัธ์ โดยแสดงค่าความช้ืนสัมพทัธ์ของกรรมวิธี
ควบคุม กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm (RH of HT) และกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้
อุณหภูมิต ่า  

75 

29 ขอ้มูลการเปล่ียนแปลงสภาพภูมิอากาศ โดยแสดงอุณหภูมิกลางวนั-กลางคืน (Day temp. of 
HT-Night temp. of HT) ในกรรมวิธีควบคุม กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm และ
อุณหภูมิกลางวนั-กลางคืน (Day temp. of LT- Night temp. of  LT) ของกรรมวิธีปลูกเล้ียง
ภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) 

75 

 


