
บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลของโพแทสเซียมคลอเรตและอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไยพนัธ์ุดอ 

 เป็นท่ีทราบกนัดีแลว้วา่การชกัน าการออกดอกของล าไยสามารถท าไดโ้ดยอาศยัอุณหภูมิ
ต ่า และการใช ้KClO3 โดยจากการศึกษาพบวา่ การราด KClO3 ทางดินอตัรา 400 ppm สามารถชกัน า
การออกดอกของล าไยได ้โดยมีผลท าให้ออกดอกไดเ้ร็วกวา่การชกัน าดว้ยอุณหภูมิต ่า (17/12oC) ถึง 
22 วนั (นบัจากวนัท่ีเร่ิมทดลอง) และมีเปอร์เซ็นตก์ารออกดอกสูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ คือ 
94.81 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีการชักน าด้วยอุณหภู มิ (17/12oC) สามารถกระตุ้นการออกดอกได้
เช่นเดียวกนั แต่มีเปอร์เซ็นตก์ารออกดอกท่ีนอ้ยกวา่เพียง 25.14 เปอร์เซ็นต ์แต่อยา่งไรก็ตามการออก
ดอกตามธรรมชาติ (ชุดควบคุม) พบวา่ไม่ออกดอก (ตารางท่ี 9 และภาพท่ี 14) 
 ดงันั้นช้ีให้เห็นว่า KClO3 สามารถชกัน าการออกดอกของล าไยไดเ้ช่นเดียวกบัการชกัน า
ดว้ยอุณหภูมิต ่า แต่มีระยะเวลาการพฒันาตาดอกท่ีสั้นกวา่ (22วนั) และมีเปอร์เซ็นตก์ารออกดอกมาก
ท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
ตารางที ่9 ผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการออกดอกของล าไยพนัธ์ุดอ 

กรรมวธีิ 
ระยะเวลาออกดอก 

(จ านวนวนัหลงัจากเร่ิมท าการทดลอง) 
การออกดอก 
(เปอร์เซ็นต)์  

ชุดควบคุม ไม่ออกดอก 0.00c 

ราด KClO3 อตัรา 400 ppm 22a1/ 94.81a 

ปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (day 17/night 
12oC) 

44b 25.14b 

LSD0.05 * * 
1/ ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในสดมภเ์ดียวกนัมีความแตกต่างกนัในทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์วิเคราะห์ความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Least Significant Difference (LSD) 
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(ก) (ข) (ค) 

ภาพที่ 15 การเปล่ียนแปลงตายอดล าไยในวนัท่ี 22 หลงัจากเร่ิมท าการทดลองของชุดควบคุมท่ีไม่
การออกดอก (ก) การชกัน าการออกดอกโดยราด KClO3 ทางดิน (ข) การชกัน าการออก
ดอกโดยการปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ท่ีออกดอกในวนัท่ี 44 หลงัจากเร่ิมท า
การทดลอง (ค) 

4.2 ผลของโพแทสเซียมคลอเรต และอุณหภูมิต ่าต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาณไซโตไคนินในส่วน
ของยอด ใบ และรากล าไยพนัธ์ุดอ 

 จากไมโครเพลทชนิด 96 หลุม เคลือบเพลทดว้ย pAB-iP/iPA อตัราเจือจาง 1:200 เท่า และ
ใชฮ้อร์โมน iP/iPA ความเขม้ขน้ 10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 และ 0 นาโนกรัม/50 ไมโครลิตร เอนไซม ์
iP/iPA -AP อตัราเจือจาง 1:200 เท่า น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 ดว้ยเคร่ือง 
Microplate reader พบวา่ เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน iP/iPA (ภาพท่ี 16) พบความไวของการ
ท าปฏิกิริยาท่ี 50% binding ได ้1.8 ng/50ul  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่16 เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน iP/iPA  
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 ส่วนฮอร์โมน tZ/ZR เคลือบเพลทดว้ย pAB-tZ/ZR อตัราเจือจาง 1:200 เท่า และใชฮ้อร์โมน 
tZ/ZR ความเขม้ขน้ 10 5 1 0.5 0.1 0.05 0.01 และ 0 นาโนกรัม/50 ไมโครลิตร เอนไซม ์ZR-HRP 
อตัราเจือจาง 1:1000 เท่า น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 ดว้ยเคร่ือง Microplate 
reader พบวา่ เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน tZ/ZR (ภาพท่ี 17) พบความไวของการท าปฏิกิริยาท่ี 
50% binding ได ้70.3 ng/50ul  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่17 เส้นกราฟมาตรฐานของฮอร์โมน tZ/ZR  
 ดงัท่ีไดก้ล่าวมาแลว้ในตารางท่ี 9 วา่กรรมวิธีราด KClO3 ทางดิน เร่ิมแทงช่อดอกเม่ือวนัท่ี 
22 หลงัเร่ิมท าการทดลองเม่ือเทียบกบักรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ท่ีแทงช่อดอก
เม่ือ 44 วนัหลังเร่ิมท าการทดลอง และชุดควบคุมท่ีไม่ออกดอก ดังนั้นจึงได้ท าการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA และ tZ/ZR ในเน้ือเยือ่ส่วนของยอด ใบ และปลายราก
ของตน้ล าไยท่ีมีผลอนัเน่ืองมาจากกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm กรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้
อุณหภูมิต ่า (17/12oC) และชุดควบคุม ดงัต่อไปน้ี 

การเปลีย่นแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA 
ตายอด 

จากภาพท่ี 18 (ก; ภาพบน) แสดงถึงการเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA ใน

ส่วนของตายอดในช่วงวนัท่ี 15-30 หลังเร่ิมท าการทดลอง พบว่า ปริมาณ iP/iPA ในยอดของ

กรรมวิธีควบคุมเร่ิมลดลงเม่ือวนัท่ี 15 หลงัเร่ิมท าการทดลองเม่ือเทียบกบักรรมวิธี KClO3 ทางดิน 
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และกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ท่ีมีปริมาณ iP/iPA เพิ่มสูงข้ึนอย่างมีนยัส าคญั

ทางสถิติ จากนั้นในวนัท่ี 20 ปริมาณ iP/iPA ในส่วนของตายอดในกรรมวิธีควบคุมจะเพิ่มสูงข้ึน

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติแต่ไม่แตกต่างกบักรรมวิธีราด KClO3 ทางดิน ในขณะท่ีกรรมวิธีปลูกเล้ียง

ภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) มีปริมาณ iP/iPA ลดลงมากท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ จากนั้นใน

วนัท่ี 20 หลงัเร่ิมท าการทดลองปริมาณ iP/iPA ในทุกกรรมวิธีไม่มีความแตกต่างกนั แต่มีแนวโน้ม

วา่ปริมาณ iP/iPA ในกรรมวิธีราด KClO3 ทางดิน เพิ่มสูงข้ึนกว่ากรรมวิธีอ่ืนซ่ึงเป็นช่วงท่ีพบการ

แทงช่อดอกของตน้ล าไยในกรรมวิธีดงักล่าว และมีปริมาณ iP/iPA เพิ่มสูงข้ึนอยา่งต่อเน่ืองในวนัท่ี 

30 หลงัเร่ิมท าการทดลอง  

ใบ 

ในส่วนของใบล าไยในวนัท่ี 15 หลงัจากเร่ิมท าการทดลอง ปริมาณ iP/iPA ในกรรมวิธีราด 

KClO3 อตัรา 400 มิลลิกรัมต่อลิตร เพิ่มสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบั กรรมวิธีควบคุม

และกรรมวิธีราด KClO3ทางดินท่ีมีปริมาณ iP/iPA ในใบต ่าท่ีสุดอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ จากนั้น

ปริมาณ iP/iPA ของทุกกรรมวธีิในส่วนของใบไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ในวนัท่ี 20 

หลงัเร่ิมท าการทดลอง และปริมาณ iP/iPA ในกรรมวิธีราด KClO3 ทางดินจะลดลงต ่าท่ีสุดอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติ เม่ือวนัท่ี 25 หลงัเร่ิมแทงช่อดอก จากนั้นในวนัท่ี 30 ปริมาณ iP/iPA ของทุก

กรรมวธีิจะมีปริมาณท่ีไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

ปลายราก 

ในส่วนของปลายรากในวนัที่ 15 หลงัจากเร่ิมท าการทดลอง ปริมาณ iP/iPA ในกรรมวิธี

ราด KClO3 มีปริมาณสูงท่ีสุดอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อเทียบกบักรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้

อุณหภูมิต ่าและกรรมวิธีควบคุม จากนั้นปริมาณ iP/iPA ในกรรมวิธีราด KClO3 จะลดลงอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติ ในช่วงวนัที่ 20 หลงัก่อนการแทงช่อดอก ซ่ึงเมื่อเทียบกบักรรมวิธีควบคุม 

(ไม่ออกดอก) ท่ีมีปริมาณ iP/iPA ในส่วนของปลายรากมากที่สุดอย่างมีนับส าคญัทางสถิติ แต่

เมื่อวนัที่ 25 หรอวนัที่กรรมวิธีราด KClO3ทางดิน เร่ิมแทงช่อดอก ปริมาณ iP/iPA เพิ่มสูงข้ึน

กวา่กรรมวิธีควบคุม แต่นอ้ยกวา่กรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ท่ีมีปริมาณ iP/iPA 

เพิ่มมากที่สุดอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และจะเพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเน่ืองในวนัที่ 30 หลงัเร่ิมท า

การทดลอง 
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จากการเปลี่ยนแปลงปริมาณ iP/iPA ในส่วนของตายอด ใบ และปลายราก ที่มีผลต่อ

การออกดอก พบว่าปริมาณ iP/iPA ในส่วนของตายอดของกรรมวิธีราด KClO3มีแนวโน้มลดลง

ก่อนการออกดอก และจะเพิ่มสูงข้ึนอย่างต่อเน่ืองในช่วงแทงช่อดอก ซ่ึงตรงกนัขา้มกบัปริมาณ 

iP/iPA ในส่วนของใบและปลายรากท่ีมีปริมาณลดลงในช่วงแทงช่อดอก 

การเปลีย่นแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด tZ/ZR 

ตายอด 

ภาพท่ี 18 (ข; ภาพบน) แสดงถึงการเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด tZ/ZR ในส่วน

ของตายอดในช่วงวนัท่ี 15-30 หลังเร่ิมท าการทดลอง พบว่าในวนัท่ี 15 ปริมาณ tZ/ZR ในทุก

กรรมวิธีไม่มีความแตกต่างกัน แต่จากนั้ นในวนัท่ี 20 หลังเร่ิมท าการทดลอง ปริมาณ tZ/ZR 

กรรมวิธีการราด KClO3 ทางดินเพิ่มสูงข้ึนอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติแลว้จะเพิ่มสูงอย่างตอเน่ือง

จนกระทัง่แทงช่อดอก 

ใบ 

ในทางตรงกนัขา้มกบัตายอดปริมาณ tZ/ZR ในส่วนของใบของกรรมวิธีราด KClO3 ทาง

ดินเร่ิมลดลงตั้งแต่วนัท่ี 15-20 หลงัเร่ิมท าการทดลองและจะลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในวนัท่ี 

25 หลงัเร่ิมท าการทดลอง ซ่ึงเป็นช่วงแทงช่อดอก อยา่งไรก็ตามตั้งแต่วนัท่ี 20-30 วนัหลงัเร่ิมท าการ

ทดลอง ปริมาณ tZ/ZR ในกรรมวิธีควบคุมซ่ึงไม่ออกดอกจะมีปริมาณ tZ/ZR ในช่วงเวลาดงักล่าว

สูงท่ีสุดอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกบัปริมาณ tZ/ZR ในกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิ

ต ่า (17/12oC) ท่ีมีแนวโนม้ใกลเ้คียงกบัปริมาณ tZ/ZR ของกรรมวธีิราด KClO3 ทางดิน 

ปลายราก 

ในส่วนของปลายรากพบวา่ปริมาณ tZ/ZR ของกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร มีแนวโนม้ปริมาณ tZ/ZR ในกรรมวิธีปลูกเล้ียงใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) และกรรมวิธีควบคุม 
แต่อยา่งไรก็ตามในวนัท่ี 25 หรือวนัท่ีกรรมวิธีราดทางดินดว้ย KClO3 แทงช่อดอก ปริมาณ tZ/ZR 
ในปลายรากลดลง และลดลงอย่างมีนัยส าคญัหลงัแทงช่อดอก (วนัท่ี 30 หลงัเร่ิมท าการทดลอง) 
ในขณะท่ีปริมาณ tZ/ZR ในกรรมวิธีท่ีปลูกเล้ียงใต้อุณหภูมิต ่า (17/12oC) นั้ น เพิ่มสูงข้ึนอย่าง
ต่อเน่ืองอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติตั้งแต่วนัท่ี 25-30 หลงัเร่ิมท าการทดลอง  

จากการเปล่ียนแปลงปริมาณ tZ/ZR ในส่วนของตายอด ใบ และปลายรากท่ีมีผลต่อการออก
ดอกพบว่า ปริมาณ tZ/ZR ในส่วนของยอดกรรมวิธีราดทางดินด้วย KClO3จะเพิ่มสูงข้ึนก่อนการ
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ออกดอกจนกระทัง่แทงช่อดอก แต่ปริมาณ tZ/ZR ในส่วนของใบ และปลายรากจะมีแนวโนม้ลดลง 
และลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติในวนัท่ีแทงช่อดอก 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 18 การเปล่ียนแปลงปริมาณไซโตไคนินชนิด iP/iPA (ก) และ tZ/ZR (ข) ในเน้ือเยื่อส่วน
ต่างๆ ของล าไยในชุดควบคุม กรรมวิธีสารโพแทสเซียมคลอเรต และกรรมวิธีปลูกเล้ียง
ภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC)  
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4.3  การจ าแนกยีนที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ ในล าไยภายหลังการชักน า
ให้ออกดอก  

4.3.1 การสกัด RNA การก าจัดจีโนมิก DNA ที่ปนเป้ือน และการศึกษาการแสดงออกของยีนโดย
วธีิ RT-PCR 

 การสกดั RNA ดว้ยวิธีการของกฤษณา (2553) โดยน าปลายยอด ใบ และปลายรากของ
ล าไยท่ีน ามาสกดั RNA ทุก 5 วนั RNA ท่ีสกดัไดมี้ลกัษณะเป็นตะกอนสีขาวใส ละลายน ้ าไดง่้าย 
เม่ือน าไปตรวจสอบคุณภาพ RNA ดว้ย 1.2 เปอร์เซ็นตฟ์อร์มลัดีไฮด์อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิ
สภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต พบวา่ลกัษณะแถบของ RNA เกิดข้ึนมีความคมชดัทั้ง 2 แถบ ซ่ึงเป็น 
rRNA ขนาด 28s และ 18s (ภาพท่ี 19 (ก)) อยา่งไรก็ตามแถบ RNA ท่ีไดใ้นแต่ละตวัอยา่งมีความ
สวา่งไม่เท่ากนัแสดงถึงความเขม้ขน้ท่ีต่างกนั ในการสกดั RNA ใชต้วัอยา่งพืชประมาณ 0.1 กรัม 
ละลายตะกอน RNA ด้วยน ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เม่ือตรวจสอบปริมาณด้วย 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร พบว่ามีความเขม้ขน้ 100-800 ng/µl ผลการ
สกดั RNA ในเบ้ืองตน้พบวา่มีการปนเป้ือนของ genomic DNA คือ พบแถบท่ีมีขนาดใหญ่ ปรากฏ
อยูเ่หนือแถบของ RNA (ภาพท่ี 19 (ก)) จึงตอ้งก าจดัการปนเป้ือนท่ีเกิดข้ึนเพื่อไม่ให้กระทบต่อการ
เพิ่มปริมาณ DNA ดว้ยปฏิกิริยา PCR การก าจดั genomic DNA ท าไดโ้ดยใช้เอนไซม์ DNaseI 
(Fermentas Life Science, Canada) เม่ือน า RNA มาตรวจสอบคุณภาพอีกคร้ังบน 1.2 เปอร์เซ็นตอ์ะ
กาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต พบวา่ RNA ไม่มีการปนเป้ือน เน่ืองจากไม่
พบแถบของ genomic DNA ปรากฏบนอะกาโรสเจล (ภาพท่ี 19 (ข))  
 เน่ืองจาก RNA เป็นผลของการถอดรหัส (transcription) ยีนท่ีแสดงออกต่างกนัในแต่ละ
ระยะการเจริญเติบโต และแต่ละส่วนของพืช อย่างไรก็ตาม RNA มีขอ้จ ากดัดา้นความเสถียร จึง
เปล่ียนใหเ้ป็น DNA โดยกระบวนการ reverse transcription ใชชุ้ดน ้ ายา SuperScript III First-Strand 
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) ในการตรวจสอบผล reverse transcription อาศยั
การเพิ่มปริมาณ cDNA ดว้ยการท าปฏิกิริยา PCR ไพรเมอร์ท่ีใชคื้อ -tubulin forward primer และ 
-tubulin reverse primer จากนั้นน าผลิตภณัฑ์ท่ีไดจ้ากการท าปฏิกิริยา PCR ไปตรวจสอบผลดว้ย 
1.2 เปอร์เซ็นตอ์ะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบว่า แถบของ cDNA มีขนาดประมาณ 500 คู่เบส 
(ภาพท่ี 19 (ค)) เพียงแถบเดียวตรงตามขนาดท่ีคาดหวงัช้ีให้เห็นถึงคุณภาพท่ีดีของ RNA และการ
ก าจดัการปนเป้ือนของ genomic DNA ท่ีมีประสิทธิภาพ 
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ภาพที่ 19 การสกดั RNA การก าจดัจีโนมิก DNA ท่ีปนเป้ือน และการศึกษาการแสดงออกของยีน
โดยวิธี RT-PCR ((ก) แถบ RNA ที่สกดัจากเน้ือเยื่อต่างๆ ของล าไยบน 1.2 เปอร์เซ็นต์ฟอร์มลัดี
ไฮด์อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (ข) การก าจดัการปนเป้ือนของ gDNA (ค) การตรวจสอบผล 
reverse transcription อาศยัการเพิ่มปริมาณ cDNA จากการท าปฏิกิริยา PCR ก าหนดให้ M: DNA 
marker (1200 bp DNA ladder); C: ชุดควบคุม K: กรรมวิธี KClO3 อตัรา 400 ppm LT: กรรมวิธีปลูก
เล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ในวนัท่ี 0 หลงัจากเร่ิมท าการทดลอง) 

        ยอด                   ใบ    
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       ยอด                      ใบ                    ราก      

C     K     LT     C      K     LT     C     K    LT  

 

       ยอด                   ใบ                    ราก      

C      K     LT     C      K     LT    C     K    LT  

 

(ก)  

(ข) 

(ค) 
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4.3.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน CYP735A2 การทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ การน า

DNAสายผสมที่ได้เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5 และการตรวจสอบช้ิน
DNAทีโ่คลน 

จากการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน CYP735A2 ในพืช 6 ชนิด ได้แก่ 1) 
Arabidopsis thaliana 2) Populus trichocarpa 3) Oryza sativa 4) Triticum aestivum 5) Pisum 
sativum และ 6) Nicotiana tabacum สามารถออกแบบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ไดจ้  านวน 4 ไพรเมอร์ 
โดยมีต าแหน่ง และขนาดแตกต่างกนั ดงัแสดงภาพท่ี 20 (ก) 
 จากนั้นน า cDNA ของยอด ใบ และรากล าไยทั้ง 3 กรรมวิธีมารวมกันเพื่อใช้เป็น DNA 
ตน้แบบในการทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์คู่ CYPDEG F1/R1 สามารถเพิ่ม
ปริมาณ DNAไดใ้นเน้ือเยื่อล าไยส่วนของยอดกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm ใบกรรมวิธีปลูก
เล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) รากชุดควบคุม รากกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm และราก
กรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ตรวจสอบผลดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส พบ
ผลิตภณัฑ ์PCR มีขนาดประมาณ 340 คู่เบส (ภาพท่ี 20 (ข)) 

จากการน า DNA สายผสมท่ีไดเ้ขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5 แลว้คดัเลือก
โคโลนีท่ีมี pGEM-T Easy Vector แทรกอยู ่ท่ีเจริญบน LB agar plates (ampicillin/ IPTG / X-
Gal) โดยสุ่มเลือกเฉพาะแบคทีเรียท่ีให้โคโลนีสีขาว (blue-white colony screening) จ านวน 20
โคโลนี ท าการตรวจหาขนาดโดยใชไ้พรเมอร์ M13 forward และ M13 reverse (ภาพท่ี 20 (ค)) 
พบว่าผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR มีความยาวทั้งส้ิน 588 คู่เบส (ภาพท่ี 21) จากนั้นคดัเลือก
โคลน DNA มา 5 โคลนเพื่อน าไปสกดัพลาสมิดโดยใช ้PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit 
(invitrogen, USA) จากนั้นน าโคลนท่ีมี DNA เป้าหมายแทรกอยูไ่ปท าการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลี
โอไทด ์ 
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ภาพที่ 20 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน CYP735A2 การทดสอบดีเจเนอเรทไพรเมอร์ การน า

DNAสายผสมท่ีไดเ้ขา้สู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5 และการตรวจสอบช้ิน
DNAท่ีโคลน ((ก) ดีเจเนอเรทไพรเมอร์ที่ออกแบบมาจากบริเวณอนุรักษ์ (conserved 
region) ของล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน CYP735A2 (ข) ผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR โดย
ใช้คู่ดีเจเนอเรทไพรเมอร์ CYPDEG F1/R1 (1) ตรวจสอบดว้ยตรวจสอบผลดว้ย 1.2 
เปอร์เซ็นต์อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (M = DNA marker (1200 bp DNA ladder)) (ค) 
ลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญอยู ่LB agar plate ) 

 

 

 

(ก)  

(ข)  

(ค)  
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ภาพที่ 21 ขนาดผลิตภณัฑ์ที่ไดจ้ากการท า PCR ประมาณ 588 คู่เบส (1) ตรวจสอบผลดว้ย 1.2 
เปอร์เซ็นตอ์ะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (M = DNA marker 1200 bp DNA ladder) 

4.4 การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนีโดยเทคนิคชีวสารสนเทศศาสตร์ 

ยอด 
จากผลการวิเคราะห์ขอ้มูลหลงัวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ซ่ึงไดว้ิเคราะห์ทั้ง forward 

และ reverse โดยใชโ้ปรแกรม DNAMAN พบว่า กรรมวิธีควบคุมตายอดของกรรมวิธีราด KClO3 
อตัรา 400 ppm มีค่าความเหมือนของเส้น forward และ reverse เท่ากบั 96 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 22 
(ก)) และล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ขนาดประมาณ 287 คู่เบส (ภาพท่ี 22 (ข)) แลว้แปลเป็นล าดบั
กรดอะมิโนได ้95 ตวั (ภาพท่ี 22 (ค))  

น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยชุดโปรแกรม BLAST พบวา่การวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม blastn นั้น ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ค่า identity กบั clone: LjB06P23, BM1998 จาก 
Lotus japonicus (AP009642.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 79 ของ 287 คู่เบส เม่ือน าไปวิเคราะห์
ล าดบักรดอะมิโน ดว้ยโปรแกรม blastp รุ่น BLASTP 2.2.25 พบวา่มีค่า identity กบัล าดบักรดอะมิโน
ของ hypothetical protein จาก Vitis vinifera (XP_002277056.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 66 (ตารางท่ี 
11)  

 
 
 
 
 
 

 M        1 

 500 bp 
 700 bp 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189162419?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=9WZSAYCB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225456012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=9WY53ASN01N
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ภาพที่ 22 (ก) การ alignment ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากยอดล าไยกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 
ppm ดว้ยโปรแกรม DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้ากยอดล าไยกรรมวิธีราด 
KClO3 อตัรา 400 ppm และ (ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ไดจ้ากยอดล าไยกรรมวิธีราด KClO3 
อตัรา 400 ppm 

 
 

ก 

ข 

ค 
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ใบ 
ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลหลงัวเิคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ ซ่ึงไดว้ิเคราะห์ทั้ง forward และ 

reverse โดยใช้โปรแกรม DNAMAN พบว่ามีความเหมือนกนั (identity) ของเส้น forward และ 
reverse เท่ากบั 99 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 23 (ก)) และผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ไดม้ีขนาด
ประมาณ 316 คู่เบส (ภาพที่ 23 (ข)) แปลเป็นล าดบักรดอะมิโนได ้105 ตวั (ภาพที่ 23 (ค)) น า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปเปรียบเทียบกบัขอ้มูลดว้ยโปรแกรม blastn รุ่น BLASTN 2.2.25 พบวา่
ล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ไดม้ีความเหมือน (identity) กบั muconate cycloisomerase จาก Ricinus 
communis (XM_002528034.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 72  

เมื่อน าไปวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนดว้ยโปรแกรม  blastp รุ่น BLASTP 2.2.25 พบวา่มี
ความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนของ muconate cycloisomerase จาก Ricinus communis 
(XP_002528080.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 72 (ตารางท่ี 11)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
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ภาพที่ 23 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากใบล าไยกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใต้

อุณหภูมิต ่า (17/12oC) ดว้ยโปรแกรม DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้าก
ใบล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) (ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนท่ีได้
จากใบล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) 
ราก  
ในชุดควบคุม เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์มาท า alignment เพื่อยืนยนั

ความถูกตอ้งของล าดบันิวคลีโอไทด์ที่ไดด้ว้ยโปรแกรม DNAMAN พบว่ามีความเหมือนกนั 
(identity) ของเส้น forward และ reverse เท่ากบั 99 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 24 (ก)) และผลการวิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดมี้ขนาดประมาณ 334 คู่เบส (ภาพท่ี 24 (ข)) แลว้แปลเป็นล าดบักรดอะมิโน
ได ้111 ตวั (ภาพท่ี 24 (ค))  

น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยชุดโปรแกรม BLAST พบวา่การวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม blastn นั้น ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ค่า identity กบั hypothetical protein จาก Populus 
trichocarpa (XM_002317866.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 83 เม่ือน าไปวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโน
ดว้ยโปรแกรม blastp รุ่น BLASTP 2.2.25 พบวา่มีค่า identity กบัล าดบักรดอะมิโนของ muconate 
cycloisomerase จาก Ricinus communis (XP_002528080.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 73 (ตารางท่ี 
11)  

 
 
 
 
 
 
 
 

ค 

ข 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
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ภาพที่ 24 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุมดว้ยโปรแกรม 

DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุม (ค) ล าดบักรดอะ
มิโนของยนีท่ีไดจ้ากรากล าไยชุดควบคุม 

 

 ส่วนกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม DNAMAN พบวา่มีความเหมือนกนั (identity) ของเส้น forward และ reverse เท่ากบั 97 
เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 25 (ก)) และผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ขนาดประมาณ 297 คู่เบส 
(ภาพท่ี 25 (ข)) แลว้แปลเป็นล าดบักรดอะมิโนได ้98 ตวั (ภาพท่ี 25 (ค)) 
 น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยชุดโปรแกรม BLAST พบวา่การวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม blastn นั้น ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ค่า identity กบั hypothetical protein จาก Populus 
trichocarpa (XM_002317866.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 77 เม่ือน าไปวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโน
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ค 

ข 
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ดว้ยโปรแกรม blastp รุ่น BLASTP 2.2.25 พบวา่มีค่า identity กบัล าดบักรดอะมิโนของ muconate 
cycloisomerase จาก Ricinus communis (XP_002528080.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 70 (ตารางท่ี 11)  
 
  
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 25 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดจ้ากรากล าไยกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 

400 ppm ดว้ยโปรแกรม DNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนท่ีไดจ้ากรากล าไย
กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm (ค) ล าดบักรดอะมิโนของยีนที่ไดจ้ากรากล าไย
กรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm 

 
 ส่วนกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ป
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม DNAMAN พบว่ามีความเหมือนกนั (identity) ของเส้น forward และ 
reverse เท่ากบั97 เปอร์เซ็นต ์(ภาพท่ี 26 (ก)) และผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ขนาด
ประมาณ 256 คู่เบส (ภาพท่ี 26 (ข)) แลว้แปลเป็นล าดบักรดอะมิโนได ้110 ตวั (ภาพท่ี 26 (ค))  
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
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 น าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยชุดโปรแกรม BLAST พบวา่การวิเคราะห์
ดว้ยโปรแกรม blastn นั้น ล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีไดมี้ค่า identity กบั muconate cycloisomerase จาก 
Ricinus communis (XM_002528034.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 77 เม่ือน าไปวิเคราะห์ล าดบั
กรดอะมิโนดว้ยโปรแกรม blastp รุ่น BLASTP 2.2.25 พบวา่มีค่า identity กบัล าดบักรดอะมิโนของ 
muconate cycloisomerase จาก Ricinus communis (XP_002528080.1) มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 72 
(ตารางท่ี 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่26 (ก) การ alignment ของล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดจ้ากรากล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใต้

อุณหภูมิต ่า (17/12oC) ต ่าดว้ยโปรแกรมDNAMAN (ข) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีท่ีได้
จากรากล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) (ค) ล าดบักรดอะมิโนของ
ยนีท่ีไดจ้ากรากล าไยกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) ต ่า 

56  

ก 

ค 

ข 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255574331?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=9WZSAYCB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
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ตารางที่ 11 ผลการสืบคน้ความเหมือนของล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่ล าไยในกรรมวธีิต่างๆ
กบัล าดบักรดอะมิโนในฐานขอ้มูลโดยโปรแกรม BLASTP 2.2.25 
 

เนือ้เยือ่ล าไย พชื โปรตีน Identity 
(%) 

ยอดล าไยกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 
400 ppm 

Vitis vinifera hypothetical 
protein 

66 

ใบกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า 
(17/12oC) 

Ricinus communis muconate 
cycloisomeras 

72 

รากชุดควบคุม Ricinus communis muconate 
cycloisomeras 

73 

รากกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 
ppm 

Ricinus communis muconate 
cycloisomeras 

70 

รากกรรมวิธีปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิ
ต ่า (17/12oC)  

Ricinus communis muconate 
cycloisomeras 

72 

 
จากนั้นท า multiple alignment ดว้ยโปรแกรม CLUSTAL เวอร์ชนั 2.1 เพื่อเปรียบเทียบ

ความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนจ านวน 9 ตวัอยา่งท่ีสืบคน้จากขอ้มูลในฐานขอ้มูลท่ี NCBI ไดแ้ก่ 
ล าดบักรดอะมิโนของ Vitis vinifera (CBI15492.3, XP_002277056.1) ล าดบักรดอะมิโนของ 
Sorghum bicolor (XP_002455229.1) ล าดบักรดอะมิโนของ Zea may (NP_001170642.1) ล าดบั
กรดอะมิโนของ Oryza sativa Indica (EAY72457.1) ล าดบักรดอะมิโนของ Populus trichocarpa 
(XP_002317902.1)  ล าดับกรดอะมิโนของ Ricinus communis (XP_002528080.1, 
XP_002524895.1) และล าดบักรดอะมิโนของ Arabidopsis thaliana (NP_566605.1) ผลท่ีไดจ้าก
การท า multiple alignment แสดงดงัภาพท่ี 27 พบบริเวณอนุรักษท่ี์ประกอบไปดว้ยกรดอะมิโน F L 
V A P NVA R EL G และ GWGE ในล าดบักรดอะมิโนของเน้ือเยื่อล าไยกรรมวิธีต่างๆ รวมทั้ง
ล าดบักรดอะมิโน 9 ตวัอยา่งจากฐานขอ้มูล 
 

 

 

78  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297734245?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=9WYTU6JN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/225456012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=9WY53ASN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/125524343?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=9WWKNC7J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/224118774?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=9WWKNC7J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/255574332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=9WWKNC7J01S
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 ภาพที่ 27 ผลการท า multiple alignment ของล าดบักรดอะมิโนจ านวน 9 ตวัอยา่งท่ีสืบคน้จาก
ฐานขอ้มูล กบัล าดบักรดอะมิโนท่ีหาได ้ 

(ก าหนดให้ บริเวณสีเทา แทนต าแหน่งกรดอะมิโนท่ีคาดว่าเป็นบริเวณอนุรักษ์ (expectedly 
conserved regions) * แทนดว้ย identical sequence : แทนดว้ย conserved substitution และ . 
แทนดว้ย semi-conserved substitution) 

4.5 เนือ้เยื่อล าไยในกรรมวธีิต่างๆ และล าดับกรดอะมิโนของยีน 

 จากตารางท่ี 12 แสดงกรรมวิธีท่ีสามารถหาล าดบักรดอะมิโนของยีนในเน้ือเยื่อส่วนต่างๆ
ของล าไย ผลการทดลองพบว่าชุดควบคุมซ่ึงล าไยไม่ออกดอกสามารถหาล าดบักรดอะมิโนพบ
เฉพาะในรากล าไยเท่านั้น ส่วนในกรรมวธีิราด KClO3 อตัรา 400 ppm สามารถหาล าดบักรดอะมิโน 
พบทั้งในยอด และในราก ส่วนกรรมวธีิปลูกเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิต ่า (17/12oC) พบล าดบักรดอะมิโน
ในเน้ือเยื่อส่วนของใบ และรากของล าไย ซ่ึงแตกต่างจากกรรมวิธีราด KClO3 อตัรา 400 ppm ท่ีพบ
ในยอดล าไย 

56  
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ตารางที ่12 เน้ือเยือ่ล าไยในกรรมวธีิต่างๆ และล าดบักรดอะมิโนท่ีหาได ้
 

กรรมวธีิ การออกดอก 
เนือ้เยือ่ที่
พบ 

ล าดับกรดอะมิโน 

ควบคุม ไม่ออกดอก ราก 
1 SIELVLVLSP CVQRVPRTLH RSQRIVKLCA 

VSNLMAESGV STTERTGFGF KNLTGTFWVD 

61 VQRAEGGALN VALSEPLSVG PITRLEKVEN 

VAVRVELRNG CVGWGEDVDE F 

กรรมวิธีราด KClO3 

อตัรา 400 ppm 
ออกดอก 

ยอด 
1 TPCVQRVSRT LHRSQRIVKL CAVSNLMAES 

GVLTTERTGF GFKNLTGTFW VDVQRAEGGA 

61 LNVALSEPLS VGPITRLEKV ENVAVRVELR 

NGCVG 

ราก 
1 RFTPCVQRVS RTLHRSQRIV KLCAVSNLMA 

ESGVSTTERT GFGFKDLTGT FWVDVQRAEG 

61GALNVALSEP LSVGPIIRLE KVENVAVRVE 

LRNGCVGW 

กรรมวิ ธีปลูกเ ล้ียง

ภายใต้อุณหภู มิต ่ า 

(17/12oC) 

ออกดอก 
ใบ 

1 SIELVHVLTP CVQRVSRTLH RSQRIVKLCA 

VSNLMAESGV STTERTGFGF KNLTGTFWVD 

61 VQRAEGGALN VALSEPLSVG PITRLEKVEN 

VAVRVELRNG CVGWG 

ราก 1 SQRIVKLCAV SNLMAEPGVS TTERTGFGFK 

NLTGTFWVDV QRAEGGALNV ALSEPLSVGP 

61 ITRLEKVENV AVRVELRNGC VGWG 

 
 จากการศึกษาการจ าแนกยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ไซโตไคนินชนิด tZ ในส่วนตา
ยอด ใบ และปลายรากภายหลงัการชกัน าการออกดอกดว้ย KClO3 และอุณหภูมิต ่า สามารถสรุปเป็น
เบ้ืองตน้ไดว้่า กรรมวิธีควบคุมซ่ึงไม่ออกดอกจะสามารถหาล าดบักรดอะมิโนของยีนไดเ้ฉพาะใน
ส่วนของปลายรากเท่านั้น ส่วนตน้ล าไยท่ีออกดอกเน่ืองจากการชกัน าของ KClO3 จะสามารถหา
ล าดบักรดอะมิโนของยีนไดท้ั้งในส่วนของยอด และปลายราก แต่การชกัน าการออกดอกดว้ยการ
ปลูกเล้ียงในอุณหภูมิต ่าสามารถหาล าดบักรดอะมิโนไดท้ั้งในส่วนของใบ และราก แต่ไม่พบในยอด 
 
 


