
 

 

 

 

การแสดงออกของยีนไคติเนสในการตานทานโรคราในมะขาม  

Expression of Chitinase gene to resistance Oidium Leaf Disease in 

Tamarind (Tamarindus indica) 

 

 

 

 

 

 

 

 

สุรเชษฐ  เอ่ียมสําอาง 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ 
งานวิจัยนีไ้ดรับทุนสนับสนุนจากมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ 

ประเภทท่ัวไป ประจําปงบประมาณ 2556 

 



 

 

 

 

การแสดงออกของยีนไคติเนสในการตานทานโรคราในมะขาม  

Expression of Chitinase gene to resistance Oidium Leaf Disease in 

Tamarind (Tamarindus indica) 

 

 

 

 

 

 

 

 

สุรเชษฐ เอี่ยมสําอาง 

รศ.ดร.เบญจพร ศรีสุวรมาศ   

 

 

 

 

 

 

 

สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี 

มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ 
งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนจากมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ 

ประเภทท่ัวไป ประจําปงบประมาณ 2556 



สุรเชษฐ เอ่ียมสําอาง.  2556.  การแสดงออกของยีนไคติเนสในการตานทานโรคราในมะขาม .  

สาขาวิชา ชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  มหาวิทยาลัยราชเพชรบูรณ   
 

บทคัดยอ 

 

มะขามหวานมีศัตรูธรรมชาติท่ีสรางความเสียหายใหกับมะขามเปนอยางมาก ศัตรู
ธรรมชาติของมะขามคือเชื้อราโดยเฉพาะเชื้อรา Genus Oidium conidia เปนแบบ pseudoidium 

type จําแนกไดเปนชนิด Oidium subgenus Pseudoidium sp. จากการศึกษาลักษณะประจําพันธุ
มะขาม พบวา มะขามพันธุปลูกท่ีติดเชื้อรานอยไดคือ พันธุปลูกขันตี ศรีชมภู และเพชรบัวทอง และ
พันธุปลูกท่ีออนแอตอเชื้อราไดแกพันธุปลูก สีทอง และประกายทอง จากการศึกษาพบวา ผนังเซลล
ของเช้ือราประกอบดวยสาร Chitin และถูกทําลายไดดวยเอนไซม CHitinase ซ่ึงไดจากการแสดงออก
ของยีน Chitinase จึงทําการศึกษาการแสดงออกของยีนดังกลาวในมะขาม 5 พันธุปลูก พบวา 
มะขามพันธุ ขันตี เพชรบัวทอง และสีทองมีการแสดงออกของยีน Chitinase ในระดับท่ีสูง ขณะท่ี
มะขามพันธุศรีชมภูและประกายทองมีระดับการแสดงออกท่ีคอนขางตํ่า จากผลดังกลาวพันธุปลูก
ขันตี เพชรบัวทอง มีการแสดงออกของยีน Chitinase ในระดับสูงซ่ึงสอดคลองกับลักษณะการติดเชื้อ
ราท่ีนอย ขณะท่ี พันธุปลูกประกายทองซ่ึงมีความออนแอตอเชื้อรามีการแสดงออกของยีน Chitinase 
ในระดับตํ่า จากผลดังกลาวทําใหเห็นถึงความสอดคลองระหวางความสามารถในการทนตอเชื้อราและ
การแสดงออกของยีน Chitinase ซ่ึงเปนขอมูลนําไปสูการปรับปรุงพันธุมะขามใหมีความสามารถใน
การตานทานเช้ือราตอไป 



Surachest  Aiumsumang.  2013.  Expression of Chitinase gene to resistance Oidium 

Leaf Disease in Tamarind (Tamarindus indica), Faculty of Science and Technology,  

Phetchabun Rajabhat University. 

 

ABSTRACT 

 

Sweet tamarind are natural enemies damage to the tamarind is huge. Tamarind is a 

natural enemy of mold fungi Genus Oidium conidia pseudoidium type is classified as 

type Oidium subgenus Pseudoidium sp. Study found that the characteristics of the 

variety, tamarind, tamarind varieties grown fungus is less. Cultivars Khantree 

Srichompoo and Phetbuathong. Cultivars susceptible to fungal and plant species 

include Srithong and Prakaithong from the study. Cell walls of fungi contain Chitin 

and destroyed by enzymes Chitinase derived from expression of Chitinase gene. We 

evaluated the expression of genes such Tamarind five cultivars found that tamarind 

Khantree Phetbuathong and Srithong with expression. Chitinase gene at a higher level 

. While tamarind Srichompoo and Prakaithong has relatively low expression levels . 

As a result, cultivars Khantree and Phetbuathong with high level of Chitinase gene 

expression , which corresponds to the fungal less while cultivars Prakaithong, which 

are susceptible to mold the expression of low level Chitinase gene. as a result, see 

the correspondence between the ability to resist mold and Chitinase gene 

expression , which is leading to improved varieties of tamarind to have the ability to 

resist fungal next. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 

 

1. ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

มะขาม มีชื่อวิทยาศาสตรคือ Tamarindus indica Linn จัดอยูในวงศ Fabaceae Lindley เปนไม

เขตรอน มีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกาแถบประเทศซูดาน ตอมามีการนําเขามาในประเทศแถบเขตรอนของ

เอเชีย และประเทศแถบละตินอเมริกา และในปจจุบันมีมากในเม็กซิโก เปนไมยืนตนขนาดกลางจนถึงขนาด

ใหญแตกก่ิงกานสาขามากไมมีหนาม เปลือกตนขรุขระและหนา สีน้ําตาลออน ใบเปนใบประกอบ ใบเล็กออก

ตามก่ิงกานใบเปนคู ใบยอยเปนรูปขอบขนาน ปลายใบและโคนใบมน ประกอบ ดวยใบยอย 10 - 15 คู ดอกมี

ขนาดเล็ก กลีบดอกสีเหลืองและมีจุดประสีแดงหรือมวงแดงอยูกลางดอก ผล เปนฝกยาว รูปรางยาวหรือโคง 

ยาว 3-20 ซม. ฝกออนมีเปลือกสีเขียวอมเทา สีนํ้าตาลเกรียม เน้ือในติดกับเปลือก เม่ือแกฝกเปล่ียนเปน

เปลือกแข็งกรอบหักงาย สีน้ําตาล เน้ือในกลายเปนสีน้ําตาลหุมเมล็ด เน้ือมีรสเปร้ียวหรือหวาน  

มะขามถูกจําแนกมะขามออกเปนมะขามหวานและมะขามเปร้ียว มะขามหวานเปนพืชเศรษฐกิจท่ี

สําคัญของจังหวัดเพชรบูรณ ซ่ึงข้ึนชื่อจนเปนท่ีรูจักกันท่ัวไปวา จังหวัดเพชรบูรณเปน  เมืองมะขามหวาน 

มะขามหวานเพชรบูรณมีรสหวานสนิท มะขามหวาน เปนพืชท่ีข้ึนไดดีในดินแทบทุกชนิด มะขามหวานท่ีปลูก

ในจังหวัดเพชรบูรณมีหลายพันธุ เชน หม่ืนจง นายหยัด หรือสีทอง ศรีชมภู ขันตี ปากดุก เจาเน้ือเศรษฐกิจ ฝก

ดาบ ฯลฯ แหลงปลูกมะขามหวาน ภาคเหนือที่จังหวัดเพชรบูรณ แพร นาน ลําปาง พิษณุโลก อุตรดิตถ พะเยา 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือที่จังหวัดเลย มุกดาหาร นครราชสีมา อุบลราชธานี ชัยภูมิ หนองคาย สกลนคร 

นครพนม อุดรธานี ขอนแกน หนองบัวลําภู อํานาจเจริญ ภาคตะวันออกที่จังหวัดจันทบุรี สระแกว จังหวัดท่ี

ปลูกมะขามหวานมากท่ีสุด จังหวัดเพชรบูรณ รองลงมาคือ จังหวัดเลย 2546 (กลุมวิเคราะหและวางระบบ

ขอมูล ศูนยสารสนเทศ กรมสงเสริมการเกษตร, 2553)   

จากการศึกษาเก่ียวกับมะขามหวาน พบวา มะขามหวานมีศัตรูธรรมชาติท่ีสรางความเสียหายใหกับ

มะขามเปนอยางมาก สงผลกระทบตอผลผลิต ชาวสวนตองเสียคาใชจายไปกับการปองกันกําจัดเปนมูลคา

มหาศาลในแตละป ศัตรูธรรมชาติของมะขามดังกลาวคือ เชื้อรา โดยเฉพาะเชื้อรา Genus Oidium conidia 

เปนแบบ pseudoidium type จําแนกไดเปนชนิด Oidium subgenus Pseudoidium sp. เชื้อราซ่ึงสงผล

กระทบตอมะขามในทุกระยะการเจริญเติบโต ต้ังแตระยะตนออน จนถึงระยะโตเต็มวัย เชื้อสามารถเขาทําลาย

มะขามไดท้ังสวนใบ ดอก และฝกมะขาม จากขอมูลดังกลาว เบญจพร ศรีสุวรมาศและจินตนา สนามชัยสกุล 

(2552) ไดทําการศึกษาการติดเชื้อราในมะขามโดยทําการทดลองเพาะเชื้อราในมะขามหวานสายพันธุประกาย
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ทอง ต้ังแตระยะเปนดอก ท้ังดอกตูม(ดอกยังไมเปด)และดอกบาน ฝกออนมะขามอายุ 1 เดือน 3 เดือน 5 

เดือน 8 เดือนและระยะฝกแกหรือฝกสุก อายุ 9-10 เดือน ปรากฏวาพบเชื้อราในรังไขและฐานรองดอกของ

ดอกบาน และฝกมะขามทุกระยะท่ีนํามาตรวจเชื้อ  ไมพบเชื้อราในดอกตูมเพียงทรีตเมนตเดียว  จากการ

ทดลองน้ีทําใหสรุปไดวา  มะขามติดเชื้อราต้ังแตระยะเปนดอก  เกิดจากสปอรของเชื้อรา ซ่ึง คาดวามีอยู

มากมายในบรรยากาศภายในสวนมะขามปลิวไปตกบนยอดเกสรตัวเมียดวยแรงลม และแมลงพาไปหรือติดอยู

กับละอองเกสรตัวผูซ่ึงเขาไปปฏิสนธิในรังไข สปอรของเชื้อราท่ีเขาไปในรังไขจะถูกหอหุมดวยเน้ือเย่ือเปลือก

และเจริญอยูภายในฝกมะขามพรอมกับเจริญเติบโตของฝกมะขาม ดังน้ันเม่ือตรวจเชื้อในฝกออนทุกระยะและ

ฝกแกท่ีไมมีรอยแตกหรือรองรอยของการถูกทําลายดวยเชื้อราจากผิวนอก จะตรวจพบเชื้อดังกลาวอยูภายใน

ฟกมะขาม  

จากปญหาดังกลาวทําใหการกําจัดเชื้อราดวยวิธีการกําจัดจากภายนอก เชน การใชยากําจัดเชื้อรา 

การเก็บผลผลิตในท่ีแหง หรือกระบวนการเก็บเก่ียวและเก็บรักษาท่ีทําใหมะขามปราศจากเชื้อราเปนไปไดยาก

ข้ึน แตโดยท่ัวไปแลว ในธรรมชาติของพืชเองน้ันมักมีกลไกการปองกันตัวเองจากสิ่งรบกวนอยู ท้ังในสวนของ

การออกดอกและติดผลในชวงท่ีมีส่ิงรบกวนนอย การสรางสารยับย้ังหรือตอตานการรุกรานของโรคและแมลง 

ซ่ึงจากการรุกรานของเชื้อราทําใหพืชมีกลไกในการตานเชื้อราดวยการสรางเอ็นไซมบางชนิดเพ่ือยับย้ังการ

ทํางานของเชื้อรา ซ่ึงเอ็นไซมท่ีมีบทบาทสําคัญในกระบวนการน้ีไดแก ไคติเนส โดยกระบวนการความคุมการ

สังเคราะหดวยยีนไคติเนส เอนไซมไคติเนสเปนเอนไซมท่ียอยสลายไคติน (chitin) ซ่ึงมีโครงสรางเปนสายพอลิ

เมอร (polymer) ที่ไมมีก่ิง (unbranch) ของ ß-1,4-N-acetylglucosamide (GlcNAc) เอนไซมไคติเนสท่ีพบ

ในเชื้อราน้ันเม่ือแบงตามลําดับของกรดอะมิโน (amino acid sequence) จะเปนกลุมท่ี 3 (class III 

chitinase) และเปนแฟมิลี (family) ที ่18 ของเอนไซมไกลคอซิลไฮดรอเลส (glycosyl hydrolase) (Cohen-

Kupiec และ Chet, 1998) เอนไซมไคติเนสท่ีพบในเชื้อราน้ีมีหนาท่ีอยูหลายอยางดวยกัน เชน มีบทบาท

เก่ียวกับการไดรับสารอาหาร, กระบวนการพัฒนาและการเปล่ียนรูปรางเน่ืองจากไคตินเปนองคประกอบหลัก

ของผนังเซลลของเชื้อรา นอกจากน้ันยังมีความสําคัญในกระบวนการเปนปรสิตของเชื้อรา  Trichoderma 

spp. ตอเชื้อราสาเหตุโรคพืช ในการควบคุมโดยชีววิธีดวยเอนไซมไคติเนสในเชื้อราน้ีสวนมากจะเปนสายเพป

ไทดสายเดียว (single peptide) ที่อาจจะมีบริเวณจับของไคติน (chitin binding domain) อยูดวย จาก

งานวิจัยท่ีมีมากอนพบวาเอนไซมไคติเนสน้ัน มีบทบาทหลักในการยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

เพราะผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืชสวนใหญประกอบดวยไคตินงานทดลองในป  ค.ศ. 2002 โดย 

Pappinen และคณะ รายงานการถายยีนไคติเนสเขาตนเบิช (Betula pendula) โดยเชื้ออะโกรแบคทีเรียม 

พบวาพืชผลิตโปรตีนไคติเนส และแสดงความตานทานตอเชื้อรา Pyrenopeziza betulicola ที่กอโรคใบจุด

ได และ Ornatawski และคณะ (2004) ทดลองถายยีนไคติเนสท่ีไดจาก tobacco hornworm  
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 จากการศึกษาลักษณะประจําพันธุมะขาม พบวา มะขามแตละพันธุปลูกมีความสามารถในการตาน

เชื้อราท่ีแตกตางกัน จากการศึกษาของ เบญจพร ศรีสุวรมาศและจินตนา สนามชัยสกุล (2552) พบวา มะขาม

พันธุปลูกท่ีติดเชื้อรานอยไดคือ พันธุปลูกขันตี ศรีชมภู และเพชรบัวทอง และพันธุปลูกท่ีออนแอตอเชื้อรา

ไดแกพันธุปลูก สีทอง และประกายทอง ซ่ึงหากทําการศึกษาแลว พบวา มะขามสองกลุมน้ีมีลักษณะการ

แสดงออกของยีนไคติเนสท่ีแตกตางกันก็จะพอสรุปเบ้ืองตนไดวา ความสามารถในการทนตอเชื้อราน้ันเกิดจา

กระบวนการทํางานของยีนไคตเนสและการทํางานของเอนไซมไคติเนสได 

2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

 2.1 ศึกษาลําดับเบสหรือนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนสจากมะขามดวยเทคนิค พีซีอาร ของมะขามที่

ตานเชื้อราและตนท่ีติดเชื้อรา จากมะขาม 5 พันธุปลูก ไดแก ขันตี ศรีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง และประกาย

ทอง เพ่ือใชในการจําแนกพันธุปลูกและคัดเลือกพันธุตานเชื้อราของมะขามในจังหวัดเพชรบูรณ 

 2.2  ศึกษาลักษณะการแสดออกของยีนไคติเนสท่ีมีตอกระบวนการสังเคราะหเอนไซมไคติเนสจากดี

เอ็นเอของมะขามท่ีมีความจําเพาะในแตละพันธุปลูกเพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีมีลักษณะการตอตาน

การรุกรานของเช้ือราในมะขามท่ีมีลักษณะตานทานเชื้อราและพันธุปลูกออนแอตอเชื้อราดวยเทคนิค reverse 

transcription polymerase chain reaction และเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) จาก

มะขาม 5 พันธุปลูก ไดแก ขันตี ศรีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง และประกายทอง 

3. ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 3.1 สามารถเขาใจถึงกลไกในการตานเช้ือราในมะขามและเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุมะขามให
มีความสามารถในการตานเชื้อราไดมากข้ึน 

       3.2 มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณไดงานวิจัยท่ีตรงตามตัวชี้วัดของการประกันคุณภาพการศึกษาตาม
เกณฑของ กพร. สมศ. และ สกอ. 
       3.3 ไดองคความรูทางดานการปรับปรุงพันธุมะขามในระดับโมเลกุลในเร่ืองการตานเชื้อ รา และ
สามารถประยุกตใชในการสรางและปรับปรุงพันธุมะขามใหตานโรคและแมลงอ่ืน ๆ ได 
       3.4 สามารถจดสิทธิบัตรมะขามตานเชื้อราท่ีไดจากผลการวิจัย 

 

1.4 ขอบเขตของการวิจัย 

 1.  การทดลองน้ีใชมะขาม 5 พันธุปลูก คือ ขันตี ศรีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง และประกายทองจาก
จังหวัดเพชรบูรณเทาน้ัน ทั้งตนท่ีเจริญในธรรมชาติและเจริญในเรือนทดลอง 

2. การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอใชชุด Kit Real Genomics ของบริษัท RBC Bioscience Crop ประเทศ
ไตหวัน 
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3. การสังเคราะห complementary DNA หรือ cDNA จากอารเอ็นเอดวยเทคนิค reverse 

transcription โดยใชชุดสังเคราะห Omniscript Reverse Transcriptase (QAIGEN, Germany) 

4. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา PCR ใชคูไพรเมอร ซ่ึงสังเคราะหโดย บริษัท Macrogen 

จากน้ันสงตัวอยางดีเอ็นเอไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอของมะขามพันธุปลูกตางๆ ดวยเทคนิค 

DNA sequencing 

 

1.5 ขอบเขตระยะเวลา 

 ระยะเวลาในการทํางานวิจัย เร่ิมทําการศึกษาต้ังแตเดือน เมษายน พ.ศ. 2556 ถึง เดือน มีนาคม พ.ศ. 
2557 



บทท่ี 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 
 

1. ขอมูลท่ัวไปเก่ียวกับมะขาม 

1.1 ลักษณะท่ัวไปของมะขาม 

มะขาม มีชื่อวิทยาศาสตรคือ Tamarindus indica Linn จัดอยูในวงศ Fabaceae Lindley 

เปนไมเขตรอน มีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปแอฟริกาแถบประเทศซูดาน ตอมามีการนําเขามาในประเทศแถบ
เขตรอนของเอเชีย และประเทศแถบละตินอเมริกา และในปจจุบันมีมากในเม็กซิโก เปนไมยืนตนขนาด
กลางจนถึงขนาดใหญแตกก่ิงกานสาขามากไมมีหนาม เปลือกตนขรุขระและหนา สีน้ําตาลออน ใบเปน
ใบประกอบ ใบเล็กออกตามก่ิงกานใบเปนคู ใบยอยเปนรูปขอบขนาน ปลายใบและโคนใบมน ประกอบ 
ดวยใบยอย 10 - 15 คู ดอกมีขนาดเล็ก กลีบดอกสีเหลืองและมีจุดประสีแดงหรือมวงแดงอยูกลางดอก 
ผล เปนฝกยาว รูปรางยาวหรือโคง ยาว 3-20 ซม. ฝกออนมีเปลือกสีเขียวอมเทา สีน้ําตาลเกรียม เน้ือใน
ติดกับเปลือก เม่ือแกฝกเปล่ียนเปนเปลือกแข็งกรอบหักงาย สีน้ําตาล เน้ือในกลายเปนสีนํ้าตาลหุมเมล็ด 
เน้ือมีรสเปร้ียวหรือหวาน  

ในประเทศไทยมะขามแบงออกเปนมะขามหวานและมะขามเปร้ียว สามารถปลูกไดทุกภาคของ
ประเทศทําใหมีพันธุตาง ๆ กระจายอยูท่ัวไปจังหวัดเพชรบูรณเปนถ่ินปลูกมะขามหวานพันธุดี และมี
ประวัติความเปนมาท่ียาวนานดานมะขามหวาน ไดมีการข้ึนทะเบียนกับกรมทรัพยสินทางปญญา
กระทรวงพาณิชย ทะเบียนเลขท่ี สช.48100003 ประกาศต้ังแตวันท่ี 30 กันยายน 2548 ประกาศ โดย
การข้ึนทะเบียนมะขามหวานเพชรบูรณไดประกาศไวเปนสินคาท่ีมีส่ิงบงชี้ทางภูมิศาสตรดังน้ีมะขาม
หวานเพชรบูรณ หมายถึง มะขามหวานฝกตรงจากพันธุศรีชมพู พันธุขันตีพันธุประกายทอง พันธุฝก
ดาบ พันธุหวานลอน และมะขามหวานฝกโคงจากพันธุสีทองพันธุสีทองเบา พันธุนํ้าผ้ึง พันธุอินทผาลัม 
พันธุหม่ืนจง และพันธุแสงอาทิตย ซ่ึงปลูกในพ้ืนท่ีจังหวัดเพชรบูรณ (กรมทรัพยสินทางปญญา. 2548: 

ออนไลน) 
 ราก ตนออนท่ีเพาะจากเมล็ดจะมีรากแกว ระบบรากมีการแผกระจายดีจึงมีความสามารถใน
การหาอาหารไดดี และมีความทนทานตอสภาพแวดลอมท่ีแหงแลง (กนก ชวนานนท. 2534) 

 ลําตน เปนไมยืนตนไมผลัดใบ อาจมีความสูงไดถึง 20 เมตร เปลือกแตกเปนรองและสะเก็ดเล็ก 
ๆ ตามแนวยาว เน้ือไมเหนียว ละเอียดและแข็ง ลักษณะของตนมะขามหวานเปนทรงพุมแยกเปน 2 
แบบ คือทรงโปรง และทรงทึบ (พิจิตร โชคพัฒนา. 2546: 13) 

 ใบ เปนใบประกอบแบบขนนก (Pinnately compound leaves) มีใบยอยติดอยูท้ัง 2 ขาง
ของแกนกลางใบ (Rachis) โดยใบยอยจะเรียงเปนแถวตามแกนกลาง (Raven. 1992) ใบยอยมี
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ประมาณ 10-20 คู เรียงสลับกันอยางเปนระเบียบ ใบยอยแตละใบจะมีความกวางประมาณ 0.5-1.0 
เซนติเมตร (กองบรรณาธิการกลุมบัณฑิตเกษตรกาวหนา. 2530) 

 ดอก เปนดอกชอ (Inflorescence) แบบราซีม (Racemes) มีสมมาตรแบบ Bilateral 1 ชอ
ดอกจะมีดอกยอย (Floret) ประมาณ 3-10 ดอก แตละดอกมีความยาวประมาณ 1.5 เซนติเมตร
ประกอบดวยใบประดับท่ีมีสีแดง 2 อัน ความยาวประมาณ 8 มิลลิเมตร และจะรวงไปเม่ือดอกบาน 

(Tucker. 2000: 1385-1407) มีกลีบดอก (Petal) 5 กลีบ มีสีครีมปนแดง กลีบดอก 2 กลีบถูกลดรูปไป
เปนขน (Bristles) (Lawrenceville. 2007: Online) กลีบเล้ียง (Sepal) 4 กลีบ มีสีเหลืองออน
ดอกมะขามหวานเปนดอกสมบูรณเพศ เกสรตัวผู (Stamen) ที่สามารถทําหนาท่ีไดมี 3 อันกานเกสรตัว
ผู (Filament) ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร กานเกสรจะเชื่อมติดกันคร่ึงหน่ึงของความยาวท้ังหมด อับ
เรณู (Anther) มีสีแดงปนนํ้าตาล เกสรตัวเมีย (Pistil) ประกอบดวยรังไข(Ovary) เหนือวงกลีบ 
(Corolla) (Singh. 2004) ภายในมีโอวูล (Ovule) อยูต้ังแต 8-10 หรือมากกวา ยอดเกสรตัวเมียมองไม
เห็นชองชัดเจนลักษณะเปนหัวกลมเล็ก (Subcapitate) สีเขียว (Tucker. 2000) 

 ผล เปนผลเด่ียวแบบฝก (Legume) มีหลายเมล็ดต้ังแต 1-8 เมล็ด เม่ือฝกยังออนจะมีสีเขียวสด
หรือสีเขียวปนนํ้าตาลและมีนวลหรือละอองสีนํ้าตาลจับอยู จึงดูเปนสีเขียวปนนํ้าตาลเน้ือในสีขาวนวล 
รสเปร้ียวจัด ตอมาเม่ืออายุฝกมากข้ึนเน้ือจะมีสีเหลืองนวลแลวเปล่ียนเปนสีนํ้าตาลเขม ยุบแหงลอน
ออกจากเปลือก สวนเน้ือหุมเมล็ดจะติดกันยาวและมีเสนใยยึดอยูภายใน3 เสนตามความยาวของฝก ซ่ึง
เรียกวา สาแหรก (กนก ชวนานนท. 2534: 24) 

 
ภาพท่ี 1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของมะขามหวาน 

ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Schnabel. H.G., (2006) 
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1.2 การเจริญของมะขามหวานในรอบป 
 มะขามหวานเปนพืชท่ีสามารถปลูกไดดีในพ้ืนท่ีแหงแลง โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
เน่ืองจากมะขามหวานตองการนํ้าไมมากนักในการเจริญ เม่ือเขาสูฤดูฝนประมาณเดือนมิถุนายนถึงเดือน
กรกฎาคม จะแตกใบออน ออกดอก และติดฝก ฝกมะขามหวานจะเร่ิมแกและเก็บเก่ียวไดต้ังแตเดือน
ธันวาคมถึงเดือนกุมภาพันธ ในชวงน้ีหากมีปริมาณนํ้าฝนมากอาจเกิดความเสียหายตอสวนมะขามหวาน
โดยเฉพาะในชวงการสุกของฝกมะขามหวาน(กองบรรณาธิการกลุมบัณฑิตเกษตรกาวหนา. 2530: 9-

10) ภายหลังการเก็บเก่ียวประมาณเดือนมีนาคมถึงเดือนเมษายนใบจะรวงเรียกวาระยะพักตัว2.1.2 

การขยายพันธุมะขามหวาน 

 การทําสวนมะขามหวานในประเทศไทยปจจุบันนิยมขยายพันธุดวยวิธีการเปล่ียนยอด
(ภาพประกอบ2.6) เน่ืองจากวิธีนี้มีขอดีหลายประการ คือ ไดตนพันธุท่ีมีระบบรากแข็งแรง มีการ
เจริญเติบโตเร็วไมชะงัก สามารถบังคับทรงพุมไดตามความตองการ การเปล่ียนยอดมะขามหวาน
สามารถทําได โดยการเปล่ียนยอดตนตอท่ีปลูกในแปลง ซ่ึงตนตอน้ันไดจากการเพาะเมล็ดและควรมีอายุ 
8 เดือนถึง 2 ป เม่ือทําการเปลี่ยนยอดแลวจะใชเวลาปลูกและบํารุง 4-5 ป รวมระยะเวลาโดยประมาณ 
5-8 ป จึงจะไดมะขามหวานท่ีออกจําหนายได (กรมสงเสริมการเกษตร.2548: ออนไลน) ตนมะขาม
สามารถมีชีวิตยืนยาวและใหผลผลิตไดถึง 80-200 ป (InternationalCenter for Underutilized 

Crops. 1999: Online) 

 
ภาพท่ี2 การขยายพันธุมะขามหวานโดยวิธีการเปล่ียนยอด 

ท่ีมากรมสงเสริมการเกษตร. (2548). 
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1.3 การศึกษาดานเซลลพันธุศาสตร 
 การศึกษาดานเซลลพันธุศาสตรของมะขามหวานเพชรบูรณพันธุศรีชมภู พันธุขันตีพันธุประกาย
ทอง และพันธุสีทอง โดยศึกษาคาริโอไทปจากรากท่ีเพาะดวยเมล็ดไดผลดังน้ี 

 มะขามหวานพันธุศรีชมภู มีความถ่ีในการกระจายของโครโมโซมแบบดิพลอยด (2n)สูงสุดคือ 
2n=24 จํานวน 73 เซลล จากจํานวนเซลลท่ีนับท้ังหมด 80 เซลล คิดเปน 91.25เปอรเซ็นต ดังน้ัน
มะขามหวานพันธุศรีชมภูจึงมีจํานวนโครโมโซมแบบดิพลอยด2n=24คาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซม
แบบเมทาเซนทริก 5 คู ซับเมทาเซนทริก 6 คู และซับเทโลเซนทริก 1 คู จํานวนแขนโครโมโซม 
(NF)เทากับ 46 ลักษณะท่ีสําคัญคือมีแซทเทลไลท (Satellite) ที่แขนขางส้ันของโครโมโซมแบบซับเทโลเซ
นทริก โครโมโซมมีความยาวท้ังแขน (Total length หรือ T) ต้ังแต 1.545-2.815ไมโครเมตร เฉล่ีย 
1.955±0.213 ไมโครเมตร โครโมโซมมีความยาวสัมพัทธ (Relative length หรือRL) ต้ังแต 6.584-

11.997 เปอรเซ็นต โครโมโซมขนาดใหญมี 4 คู ไดแกคูท่ี 1, 2, 6 และ 7โครโมโซมขนาดเล็กมี 8 คู 
ไดแกคูท่ี 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11 และ 12 

 
 

ภาพท่ี 3  ภาพถายโครโมโซมในระยะเมทาเฟสของการแบงเซลลแบบไมโทซิส (2n=24)ของมะขามหวานพันธุศรีชมภู 
(A) และคาริโอไทป (B) ที่กําลังขยายประมาณ 6,826 เทาลูกศรชี้คือแซทเทลไลท 
ท่ีมาสุวนิดา อัญจิรเวโรจน, (2550) 

 มะขามหวานพันธุขันตี มีความถ่ีในการกระจายของโครโมโซมแบบดิพลอยด (2n)สูงสุดคือ 
2n=24 จํานวน 79 เซลล จากจํานวนเซลลท่ีนับท้ังหมด 93 เซลล คิดเปน 84.95เปอรเซ็นต ดังน้ัน
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มะขามหวานพันธุขันตีจึงมีจํานวนโครโมโซมแบบดิพลอยด 2n=24 คาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซม
แบเมทาเซนทริก5 คู ซับเมทาเซนทริก 5 คู และซับเทโลเซนทริก 2 คู จํานวนแขนโครโมโซมเทากับ 44 
ลักษณะท่ีสําคัญคือมีแซทเทลไลทท่ีแขนขางส้ันของโครโมโซมแบบซับเทโลเซนทริกคูท่ี 1 โครโมโซมมี
ความยาวท้ังแขนต้ังแต 2.032-3.343 ไมโครเมตร เฉล่ีย 2.510±0.301 ไมโครเมตร โครโมโซมมีความ
ยาวสัมพัทธต้ังแต 6.745-11.096 เปอรเซ็นต โครโมโซมขนาดใหญมี 6 คู ไดแกคูท่ี 1, 2, 6,7, 8 และ 
11 โครโมโซมขนาดเล็กมี 6 คู ไดแกคูท่ี 3, 4, 5, 9, 10 และ 12 

 
 

ภาพท่ี 4 ภาพถายโครโมโซมในระยะเมทาเฟสของการแบงเซลลแบบไมโทซิส (2n=24)ของมะขามหวานพันธุขันตี 

(A) และคาริโอไทป (B) ที่กําลังขยายประมาณ 3,713 เทา ลูกศรชี้คือแซทเทลไลท 
ท่ีมาสุวนิดา อัญจิรเวโรจน, (2550) 

 มะขามหวานพันธุประกายทอง มีความถ่ีในการกระจายของโครโมโซมแบบดิพลอยด (2n)สูงสุด
คือ2n=24 จํานวน 68 เซลล จากจํานวนเซลลท่ีนับท้ังหมด 90 เซลล คิดเปน 75.55เปอรเซ็นต ดังน้ัน
มะขามหวานพันธุประกายทองจึงมีจํานวนโครโมโซมแบบดิพลอยด2n=24 คาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซม
แบบเมทาเซนทริก 5 คู ซับเมทาเซนทริก 6 คู และซับเทโลเซนทริก 1 คู จํานวนแขนโครโมโซมเทากับ 46 
ลักษณะท่ีสําคัญคือมีแซทเทลไลทท่ีแขนขางส้ันของโครโมโซมแบบซับเทโลเซนทริกโครโมโซมมีความยาวท้ังแขนต้ังแต 
2.317-4.208 ไมโครเมตร เฉล่ีย 2.972±0.546 ไมโครเมตรโครโมโซมมีความยาวสัมพัทธ (Relative 
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length หรือ RL) ต้ังแต 6.499-11.799 เปอรเซ็นตโครโมโซมขนาดใหญมี 6 คู ไดแกคูท่ี 1, 2, 3, 6, 7 
และ 12 โครโมโซมขนาดเล็กมี 6 คู ไดแกคูท่ี 4, 5, 8, 9, 10 และ 11 

 
ภาพท่ี 5  ภาพถายโครโมโซมในระยะเมทาเฟสของการแบงเซลลแบบไมโทซิส (2n=24) ของมะขาม
หวานพันธุประกายทอง (A) และคาริโอไทป (B) ที่กําลังขยายประมาณ 3,163 เทาลูกศรชี้คือแซทเทลไลท 
ท่ีมาสุวนิดา อัญจิรเวโรจน, (2550) 

 มะขามหวานพันธุสีทอง มีความถ่ีในการกระจายของโครโมโซมแบบดิพลอยด (2n)สูงสุดคือ 
2n=24 จํานวน 87 เซลล จากจํานวนเซลลท่ีนับท้ังหมด 97 เซลล คิดเปน 89.69เปอรเซ็นต ดังน้ัน
มะขามหวานพันธุสีทองจึงมีจํานวนโครโมโซมแบบดิพลอยด2n=24คาริโอไทป ประกอบดวยโครโมโซม
แบบเมทาเซนทริก 5 คู ซับเมทาเซนทริก 5 คู และซับเทโลเซนทริก 2 คู จํานวนแขนโครโมโซมเทากับ
44 ลักษณะท่ีสําคัญคือมีแซทเทลไลทท่ีแขนขางส้ันของโครโมโซมแบบซับเทโลเซนทริกคูที่ 1โครโมโซมมี
ความยาวท้ังแขนต้ังแต 1.721-2.969 ไมโครเมตร เฉล่ีย 2.264±0.257 ไมโครเมตรโครโมโซมมีความ
ยาวสัมพัทธ ต้ังแต 6.33-10.928 เปอรเซ็นต โครโมโซมขนาดใหญมี 5 คู ไดแกคูท่ี 1, 2, 6, 11 และ 12 

โครโมโซมขนาดเล็กมี 7 คู ไดแกคูท่ี 3, 4, 5, 7, 8, 9 และ 10 
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ภาพท่ี 6 ภาพถายโครโมโซมในระยะเมทาเฟสของการแบงเซลลแบบไมโทซิส (2n=24) ของมะขาม
หวานพันธุสีทอง (A) และคาริโอไทป (B) ที่กําลังขยายประมาณ 5,433 เทาลูกศรชี้คือแซทเทลไลท 
ท่ีมาสุวนิดา อัญจิรเวโรจน, (2550)  

2. เชื้อรากอโรคในมะขาม 

จากการศึกษาเก่ียวกับมะขามหวาน พบวา มะขามหวานมีศัตรูธรรมชาติท่ีสรางความเสียหาย
ใหกับมะขามเปนอยางมาก สงผลกระทบตอผลผลิต ชาวสวนตองเสียคาใชจายไปกับการปองกันกําจัด
เปนมูลคามหาศาลในแตละป ศัตรูธรรมชาติของมะขามดังกลาวคือ เชื้อรา โดยเฉพาะเชื้อรา Genus 

Oidium conidia เปนแบบ pseudoidium type จําแนกไดเปนชนิด Oidium subgenus 

Pseudoidium sp. เชื้อราซ่ึงสงผลกระทบตอมะขามในทุกระยะการเจริญเติบโต ต้ังแตระยะตนออน 
จนถึงระยะโตเต็มวัย เชื้อสามารถเขาทําลายมะขามไดท้ังสวนใบ ดอก และฝกมะขาม จากขอมูลดังกลาว 
เบญจพร ศรีสุวรมาศและจินตนา สนามชัยสกุล (2552) ไดทําการศึกษาการติดเชื้อราในมะขามโดยทํา
การทดลองเพาะเชื้อราในมะขามหวานสายพันธุประกายทอง ต้ังแตระยะเปนดอก ท้ังดอกตูม(ดอกยังไม
เปด)และดอกบาน ฝกออนมะขามอายุ 1 เดือน 3 เดือน 5 เดือน 8 เดือนและระยะฝกแกหรือฝกสุ ก 
อายุ 9-10 เดือน ปรากฏวาพบเชื้อราในรังไขและฐานรองดอกของดอกบาน และฝกมะขามทุกระยะท่ี
นํามาตรวจเชื้อ  ไมพบเชื้อราในดอกตูมเพียงทรีตเมนตเดียว  จากการทดลองน้ีทําใหสรุปไดวา  มะขาม
ติดเชื้อราต้ังแตระยะเปนดอก  เกิดจากสปอรของเชื้อรา ซ่ึงคาดวามีอยูมากมายในบรรยากาศภายใน
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สวนมะขามปลิวไปตกบนยอดเกสรตัวเมียดวยแรงลม และแมลงพาไปหรือติดอยูกับละอองเกสรตัวผูซ่ึง
เขาไปปฏิสนธิในรังไข สปอรของเชื้อราท่ีเขาไปในรังไขจะถูกหอหุมดวยเน้ือเย่ือเปลือกและเจริญอยู
ภายในฝกมะขามพรอมกับเจริญเติบโตของฝกมะขาม ดังน้ันเม่ือตรวจเชื้อในฝกออนทุกระยะและฝกแก
ที่ไมมีรอยแตกหรือรองรอยของการถูกทําลายดวยเชื้อราจากผิวนอก จะตรวจพบเชื้อดังกลาวอยูภายใน
ฟกมะขาม  

จากปญหาดังกลาวทําใหการกําจัดเช้ือราดวยวิธีการกําจัดจากภายนอก เชน การใชยากําจัดเชื้อ
รา การเก็บผลผลิตในท่ีแหง หรือกระบวนการเก็บเก่ียวและเก็บรักษาท่ีทําใหมะขามปราศจากเชื้อรา
เปนไปไดยากข้ึน แตโดยท่ัวไปแลว ในธรรมชาติของพืชเองน้ันมักมีกลไกการปองกันตัวเองจากส่ิงรบกวน
อยู ท้ังในสวนของการออกดอกและติดผลในชวงท่ีมีส่ิงรบกวนนอย การสรางสารยับย้ังหรือตอตานการ
รุกรานของโรคและแมลง ซ่ึงจากการรุกรานของเชื้อราทําใหพืชมีกลไกในการตานเชื้อราดวยการสราง
เอ็นไซมบางชนิดเพ่ือยับย้ังการทํางานของเชื้อรา ซ่ึงเอ็นไซมท่ีมีบทบาทสําคัญในกระบวนการน้ีไดแก ไค
ติเนส โดยกระบวนการความคุมการสังเคราะหดวยยีนไคติเนส เอนไซมไคติเนสเปนเอนไซมท่ียอยสลาย
ไคติน (chitin) ซ่ึงมีโครงสรางเปนสายพอลิเมอร (polymer) ที่ไมมีก่ิง (unbranch) ของ ß-1,4-N-

acetylglucosamide (GlcNAc) เอนไซมไคติเนสท่ีพบในเชื้อราน้ันเม่ือแบงตามลําดับของกรดอะมิโน 

(amino acid sequence) จะเปนกลุมท่ี 3 (class III chitinase) และเปนแฟมิลี (family) ที่ 18 ของ
เอนไซมไกลคอซิลไฮดรอเลส (glycosyl hydrolase) (Cohen-Kupiec และ Chet, 1998) เอนไซมไค
ติเนสท่ีพบในเชื้อราน้ีมีหนาท่ีอยูหลายอยางดวยกัน เชน มีบทบาทเก่ียวกับการไดรับสารอาหาร , 

กระบวนการพัฒนาและการเปล่ียนรูปรางเน่ืองจากไคตินเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของเชื้อรา 

นอกจากน้ันยังมีความสําคัญในกระบวนการเปนปรสิตของเชื้อรา Trichoderma spp. ตอเชื้อราสาเหตุ
โรคพืช ในการควบคุมโดยชีววิธีดวยเอนไซมไคติเนสในเชื้อราน้ีสวนมากจะเปนสายเพปไทดสายเดียว  

(single peptide) ที่อาจจะมีบริเวณจับของไคติน (chitin binding domain) อยูดวย จากงานวิจัยท่ีมี
มากอนพบวาเอนไซมไคติเนสน้ัน มีบทบาทหลักในการยอยสลายผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืช 

เพราะผนังเซลลของเชื้อราสาเหตุโรคพืชสวนใหญประกอบดวยไคตินงานทดลองในป  ค.ศ. 2002 โดย 

Pappinen และคณะ รายงานการถายยีนไคติเนสเขาตนเบิช (Betula pendula) โดยเชื้ออะโกร
แบคทีเรียม พบวาพืชผลิตโปรตีนไคติเนส และแสดงความตานทานตอเชื้อรา Pyrenopeziza 

betulicola ที่กอโรคใบจุดได และ Ornatawski และคณะ (2004) ทดลองถายยีนไคติเนสท่ีไดจาก 

tobacco hornworm  

 จากการศึกษาลักษณะประจําพันธุมะขาม พบวา มะขามแตละพันธุปลูกมีความสามารถในการ
ตานเชื้อราท่ีแตกตางกัน จากการศึกษาของ เบญจพร ศรีสุวรมาศและจินตนา สนามชัยสกุล (2552) 
พบวา มะขามพันธุปลูกท่ีติดเชื้อรานอยไดคือ พันธุปลูกขันตี ศรีชมภู และเพชรบัวทอง และพันธุปลูกท่ี
ออนแอตอเชื้อราไดแกพันธุปลูก สีทอง และประกายทอง ซ่ึงหากทําการศึกษาแลว พบวา มะขามสอง
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กลุมน้ีมีลักษณะการแสดงออกของยีนไคติเนสท่ีแตกตางกันก็จะพอสรุปเบ้ืองตนไดวา ความสามารถใน
การทนตอเชื้อราน้ันเกิดจากระบวนการทํางานของยีนไคตเนสและการทํางานของเอนไซมไคติเนสได 
 มะขามท่ีมีความตานทานตอเชื้อราท่ีแตกตางกันจะมีรูปแบบการแสดงออกของยีนไคติเนสท่ี
แตกตางกันเปนผลใหมีกระบวนการสังเคราะหเอนไซมไคติเนสซ่ึงเปนยีนท่ีมีความสามารถในการตาน
เชื้อราท่ีแตกตางกัน โดย ในมะขามพันธุปลูกท่ีมีความตานทานตอเชื้อราจะมีการแสดงออกของยีนไค
ติเนสมากกวายีนไคติเนสในมะขามพันธุปลูกท่ีมีความออนเตอเชื้อรา และเม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทดบนสายดีเอ็นเอของยีนไคติเนสในมะขาม จะพบวามีลําดับท่ีตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจาก
ฐานขอมูล GenBank Accession number HM222538 ซ่ึงเปนรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ี
เฉพาะเจาะจงของยีนตานเชื้อรา 

การสรางสารปฎิชีวนะท่ีมีผลในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อสาเหตุโรคพืช การแขงขัน
และครอบครองพ้ืนที่การเจริญเติบโตและสรางสปอรไดอยางรวดเร็วในดิน และการเปนปรสิต โดยการ
สรางเสนใยพันรัดเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคพืช จากน้ันสรางเอนไซมยอยสลายไดแก เอนไซม 
chitinase, ß-1,3-glucanase, protease และ cellulase ออกมายอยสลายผนังเซลลของเช้ือราสาเหตุ
โรคพืช เอนไซม chitinase ทําหนาท่ียอยสลายไคตินซ่ึงเปนสารประกอบท่ีเกิดจากการเชื่อมตอกันของ 
N-acetyl-Dglucosamine ดวยพันธะ b -1,4-glycosidic bond (Fukamizo, 2000) chitinase เปน
เอนไซมท่ีมีบทบาทหลักในกลไกการเปนปรสิต เน่ืองจากผนังเซลลของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคพืชสวน
ใหญมีไคตินเปนองคประกอบ เชน Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Pythium sp. และ 

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici 

 

3. การศึกษาทางพันธุศาสตรโมเลกุล 

การศึกษาทางดานพันธุศาสตรในระดับโมเลกุล เปนการศึกษาถึงความแตกตางของยีนท่ีทํา
หนาท่ีควบคุมการแสดงออกของลักษณะตางๆ ของสิ่งมีชีวิต การศึกษาน้ีมีประโยชนอยางมากท่ีจะ
นํามาใชในการศึกษาและปรับปรุงพันธุพืช การใชเปนเคร่ืองหมายในการตรวจสอบในระดับยีนหรือดี
เอ็นเอ เชน ใชเปนเคร่ืองหมายในการคัดเลือก (marker-assisted selection) การจําแนกสายพันธุพืช 

เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธิ์ของสายพันธุ การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุ 
เพ่ือการรวบรวมพันธุ การทําแผนท่ีทางพันธุกรรม (genetic mapping) การหาตําแหนงยีน (gene 

tagging) เปนการใชเคร่ืองหมายโมเลกุลในการกําหนดตําแหนงบนจีโนม  การใชประโยชนทางดาน
การศึกษาลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) ซึ่งเปนลักษณะท่ีมีความสําคัญทางพืช
หลายๆ ประการ เชน ผลผลิต และลักษณะการเจริญเติบโตของพืช โดยลักษณะเหลาน้ีถูกควบคุมดวย
ยีนหลายคูท่ีทํางานรวมกัน การแสดงออกเชนน้ีสามารถจําแนกยีนแตละตัวท่ีควบคุมอยูออกมาไดโดย
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ใชเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอมาชวยในการทําแผนท่ี ทําใหไดเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีอยูใกลกับ
ตําแหนงของยีนท่ีสนใจจนสามารถนําสวนของยีนท่ีตองการออกมาได (สุรินทร, 2552)  

 เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท เปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีมีจํานวนเบสซ้ําในหน่ึงหนวยเบส
ซ้ําประมาณ 1-6 เบส เรียงอยูตอเน่ืองกัน กระจายท่ัวท้ังจีโนม พบมากในจีโนมของสิ่งมีชีวิตช้ันสูง 

ความแตกตางของส่ิงมีชีวิตท่ีเกิดข้ึนน้ันเปนผลเน่ืองมาจากจํานวนคร้ังของเบสซ้ําของไมโครแซทเทล
ไลทในโลกัสหน่ึงๆ ขอดีของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดน้ี คือ สามารถแยกความแตกตางแบบขมรวมได 
(co-dominant) ทําใหแยกความแตกตางระหวางลักษณะท่ีเปนโฮโมไซกัส (homozygous) และเฮทเทอ
โรไซกัส (heterozygous) ได สามารถตรวจสอบไดงายโดยใชโดยใชเทคนิคพีซีอาร (polymerase 

chain reaction; PCR) ตองการดีเอ็นเอท่ีใชตรวจสอบเพียงเล็กนอยเทาน้ัน โดยจะพบภายในยีนหรือ
ระหวางยีน ไพรเมอร (primer) ท่ีสรางข้ึนมาสําหรับพืชหน่ึงๆ น้ันมีความจําเพาะเจาะจง แตการพัฒนา
เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทดวยวิธีมาตรฐานคอนขางยุงยากใชเวลานาน  คาใชจายสูง และใน
ปจจุบัน ไดมีการทําฐานขอมูลจากฐานขอมูลสาธารณะ EST (expressed sequence tags) มาใชในการ
หาเคร่ืองหมายไมโคร แซทเทลไลท เพ่ือเปนการลดคาใชจายและระยะเวลาในการพัฒนาเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลท และวิธีการน้ีเปนท่ีแพรหลายในการพัฒนาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในปจจุบัน  (ขวัญ
ใจ และคณะ, 2552) ไมโคร แซทเทลไลทประกอบดวยเบสซ้ําตอเน่ือง (tandem repeat) ต้ังแต 1-6 เบส 

ตัวอยางเชน เบสซ้ําหน่ึงเบสเรียกวา mono-nucleotide repeat เชน (A)n เบสซ้ําสองเบส เรียกวา di-

nucleotide repeat เชน (CA)n เบสซ้ําสามเบส เรียกวา tri-nucleotide repeat เชน (TAA)n และเบสซ้ําสี่
เบส เรียกวา tetra-nucleotide repeat เชน (GATA)n โดยท่ี n เปนจํานวนคร้ังของเบสซ้ํา ลําดับเบสแบบ
ไมโครแซทเทลไลทน้ีมีการกระจายตัวท้ังจีโนม (Powell et al., 1996) แตการกระจายตัวไมสมํ่าเสมอ
บางบริเวณพบมาก บางบริเวณพบนอย ตามแตชนิดของสิ่งมีชีวิต การกระจายตัวของไมโครแซทเทล
ไลทสวนใหญอยูในบริเวณท่ีไมใชยีน หรือสวนนํารหัสของยีน (non-coding region) โดยเฉพาะพวกท่ี
ชุดซ้ํามีขนาดไมเทากับ 3 เบส เพราะถาเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวนของชุดซ้ําจะทําใหเกิดการกลาย
พันธุ มีสวนนอยท่ีพบอยูสวนนํารหัสของยีนหรือสวนท่ีเก่ียวของกับการแสดงออกของยีนเน่ืองจาก
ลําดับเบสแบบไมโครแซทเทลไลทมีการกระจายอยูท่ัวไปในจีโนม มักมีลําดับเบสท่ีจําเพาะ (unique 

sequences) อยูขนาบขางกับเบสซ้ําตอเน่ือง จากลักษณะเฉพาะของลําดับเบสน้ีสามารถนํามาพัฒนา
เปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอได โดยการออกแบบไพรเมอรท่ีสามารถเขาคูกับเบสจําเพาะ  (unique 

sequences) เหลาน้ี ซึ่งเรียกวา ไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร ไพรเมอรเหลาน้ีจะใชเปนจุดเร่ิมตนของ
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสวนท่ีเปนเบสซ้ําตอเน่ืองท่ีอยูระหวางเบสจําเพาะ  ความหลากหลายของ
ช้ินดีเอ็นเอขนาดตางๆ เปนผลมาจากจํานวนคร้ังของเบสซ้ําท่ีไมเทากัน ซึ่งจะใชบงบอกความแตกตาง
ระหวางสิ่งมีชีวิตได (Ince et al., 2009; Karaca et al., 2005; สุรินทร, 2552) ปจจุบัน ไดมีการนํา
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เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทน้ีมาใชเปนเคร่ืองมือในการปรับปรุงพันธุอยางกวางขวาง  ท้ังในดาน
การใชเปนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชวยในการคัดเลือก  (marker-assisted selection) การวางตําแหนงยีน 

(QTL mapping) การสรางแผนท่ียีน(gene mapping) ในการทําแผนท่ีโครโมโซม การศึกษา
วิวัฒนาการและความสัมพันธของสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะ ในสิ่งมีชีวิตท่ีมีความแปรปรวนในระดับดีเอ็น
เอตํ่า (Areshchenkova and Ganal, 2002) 

 อยางไรก็ตาม เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทยังมีขอจํากัดท่ีสําคัญของการพัฒนาหรือสรางไม
โคร แซทเทลไลทไพรเมอรน้ัน ตองใชระยะเวลานาน มีวิธีการคอนขางยุงยาก และคาใชจายในการ
พัฒนาคอนขางสูงมาก โดยตองอาศัยการโคลนไมโครแซทเทลไลท และการหาลําดับเบส เพ่ือนํามา
ออกแบบไพรเมอรท่ีขนาบขางกับไมโครแซทเทลไลท ซ่ึงจะเปนอุปสรรคสําหรับพืชท่ีไมมีขอมูลลําดับเบส
ใน GENBANK มากอน นอกจากน้ีแลว ปญหาทางดานเทคนิคท่ีพบอยูบอยๆ คือ การวิเคราะหผล
คอนขางยาก หากไดแถบดีเอ็นเอท่ีเปนหลายแถบ (stutter bands) อาจทําใหการอานแถบดีเอ็นเออาจ
ผิดพลาดได (He et al., 2003; สุรีพร, 2546) ดังน้ัน เพ่ือลดขอจํากัดดังกลาว จึงมีการนําขอมูล 

expressed sequence tags (EST) มาใชในการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ซ่ึงสามารถระบุ
ยีนที่เก่ียวของกับลักษณะทางพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว และถูกนํามาใชประโยชนในการสรางแผนที่ยีน 

และประยุกตใชในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมในพืชหลายชนิดอยางกวางขวาง 
 เคร่ืองหมาย EST-SSR (expressed sequence tags) expressed sequence tags (EST) 

เปนลําดับดีเอ็นเอสวนท่ีเปน complementary DNA (cDNA) ของเอ็มอารเอ็นเอ (mRNA) ที่ทําหนาท่ี
คัดลอกรหัสดีเอ็นเอบางสวนของจีโนม โดยท่ัวไป จะสัมพันธกับการเรียงลําดับเบสของดีเอ็นเอ ซ่ึงจะมี
การพัฒนาในสวนท่ีมีการแสดงความแตกตาง (polymorphism) ของลําดับเบสดีเอ็นเอ และท่ีในสวนท่ี
เปนเอ็กซอน (exon polymorphism) (Poncet et al., 2006) ลําดับดีเอ็นเอท่ีพบใน EST มีขนาด 

500-800 นิวคลีโอไทด จะเก่ียวของกับยีนท่ีมีการแสดงออก การใชลําดับ EST จะสามารถระบุยีนท่ี
เก่ียวของกับลักษณะทางพันธุกรรมไดอยางรวดเร็ว นอกจากน้ี ในจีโนมของส่ิงมีชีวิต ยังพบบริเวณท่ีมี
ลําดับนิวคลีโอไทดซํ้าอยูมากมาย ที่มีชุดซํ้า 1-6 คูเบส เรียกวา ไมโครแซทเทลไลท หรือเอสเอสอาร 
(SSR) โดยจํานวนซํ้าของชุดซํ้าน้ีจะแตกตางกันไปในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ดังน้ัน เอสเอสอารจึงสามารถใช
เปนเคร่ืองหมายพันธุกรรมท่ีสามารถระบุลักษณะเฉพาะของส่ิงมีชีวิตได และถูกนํามาใชประโยชนใน
การสรางแผนท่ียีนและการประยุกตใชในการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด (Cho et 

al., 2000) 

 การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจากฐานขอมูล EST ในปจจุบัน มีการใชอยาง
แพรหลายในส่ิงมีชีวิตหลายชนิด โดยการคนหาขอมูลของลําดับเบสจากฐานขอมูลสาธารณะ NCIB 

(National Center for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov) แลวนําขอมูลของ
ลําดับเบสท่ีมีการแสดงออก มาออกแบบไพรเมอรในตําแหนงเฉพาะของยีนน้ันๆ โดยใชหลักการของ
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ปฏิกิริยาพีซีอารเพ่ือเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ แลวนําไปตรวจสอบและแยกขนาดโดยใชอะกาโรส และ
อะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟลิซีส เปรียบเทียบกับขนาดของแถบดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีมีความจําเพาะ
เจาะจงกับตําแหนงของยีนท่ีตองการเพ่ิมปริมาณในการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจาก
ฐานขอมูล EST จะตองพิจารณาจากจํานวนขอมูล EST ของพืช ความแตกตางระหวางส่ิงมีชีวิตชนิด 

(species) เดียวกัน หรือแมแตในสกุล (genus) เดียวกัน ที่มีสายวิวัฒนาการเก่ียวของกัน และอาจ
เชื่อมโยงถึงหลักการทํางานยีนเดียวกันท่ีอยูในจีโนม สามารถนํามาตรวจสอบกับพืชท่ีอยูในวงศเดียวกัน
ได (cross transferability) เน่ืองจากการมีบรรพบุรุษรวมกัน (orthologous genes) จะเปนตัวกําหนด
รูปแบบและลําดับเบส รวมท้ังขอมูลความสัมพันธเก่ียวกับรูปแบบการกลายพันธุ และวิวัฒนาการของ
ตําแหนงยีน (loci) (Poncet et al., 2006) วิธีการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลทจากฐานขอมูล 

EST นี้ จะชวยลดตนทุนแรงงาน และระยะเวลา ในการพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท และยังได
เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเปนสวนของยีนโดยตรง (Feng et al., 2009; Naresh et al., 2009) ซ่ึงสามารถ
นําไปใชในการประเมินความหลากหลายของจีโนมท่ีจะเปนประโยชนในการเปรียบเทียบแผนท่ีทาง
พันธุกรรม หายีนเปาหมายท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจ และเพ่ิมเติมยีนท่ีสําคัญลงในแผนท่ีทาง
พันธุกรรมใหสมบูรณมากข้ึนปจจุบัน จํานวน EST ในฐานขอมูลสาธารณะมีจํานวนมาก จึงเปนขอดีใน
การพัฒนาเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ซ่ึงเปนวิธีท่ีงาย สะดวก และรวดเร็ว การพัฒนาเคร่ืองหมาย
ไมโครแซทเทลไลทจากฐานขอมูล EST ประสบความสําเร็จในพืชหลายชนิด ทั้งในพืชใบเล้ียงเด่ียวและ
ใบเล้ียงคู (Kentety et al., 2002) และมีการใชประโยชนจาก EST ของพืชใกลเคียง (cross 

transferability) อยางแพรหลาย เน่ืองจากฐานขอมูล EST มีจํานวนมากข้ึน การพัฒนาไพรเมอรจําเปน
จะตองมีการคัดกรอง EST กอน เพ่ือลดความซํ้าซอนของขอมูล และขอมูล EST สวนใหญเปนพืชท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ ดังน้ัน ในพืชพ้ืนเมืองอาจจะตองใชขอมูลของ EST ในพืชท่ีอยูในสกุลหรือวงศ
เดียวกัน ซ่ึงเปนขอจํากัดในการพัฒนาเคร่ืองหมาย EST-SSR ในพืชท่ียังไมมีในฐานขอมูล 

 

4. เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการศึกษาการแสดงออกของยีน 

 เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) หรืออีกชื่อวา In vitro enzymatic gene 

amplification เปนเทคนิคการพ่ิมขยายปริมาณชิ้นสวนของดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ในการเพ่ิมขยาย
ปริมาณดีเอ็นเอ จําเปนตองอาศัยองคประกอบตาง ๆ ดังน้ีคือ ดีเอ็นเอแมพิมพ (template DNA), 

thermostable DNA polymerase, deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ทั้งส่ีชนิด, 

oligonucleotide primers, บัฟเฟอรท่ีเหมาะสม ปฏิกิริยาการสังเคราะหจะเกิดตอเน่ืองซํ้ากันเปน
วงจรลูกโซ ในแตละรอบ (Cycle) ประกอบดวย 3 ข้ันตอน คือ ข้ันตอน Denaturation เปนข้ันตอนการ
แยกสายคูของดีเอ็นเอแมพิมพใหเปนสายเด่ียว โดยใชอุณหภูมิประมาณ 90–95 °C ข้ันตอน Annealing 

เปนข้ันตอนลดอุณหภูมิลงมาท่ี 50-55 °C เพ่ือให Primer สามารถเกาะติดกับดีเอ็นเอแมพิมพสายเด่ียว
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ตรงบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดคูสม และข้ันตอน Primer extension เปนข้ันตอนการสรางสายดีเอ็นเอ
สายใหมตอออกจาก Primer ในทิศทางจาก 5′ ไป 3′ อุณหภูมิในข้ันตอนน้ีจะอยูในชวง 70–75 °C การ
สังเคราะหจะดําเนินตามลําดับ 3 ข้ันตอนซํ้ากันเปนจํานวน 20-30 รอบ ทําใหได PCR product หรือ 

amplified product เปนดีเอ็นเอสายใหมเพ่ิมข้ึนเปนจํานวนมาก 

เทคนิค Reverse transcription - polymerase chain reaction หรือ เทคนิค RT-PCR เปน
เทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณตําแหนงยีนท่ีสนใจโดยใชอารเอ็นเอเปนแมแบบ  

วัตถุประสงคเพ่ือใชในการตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน  โดยหลักการคือ สกัดอารเอ็นเอใหมี
ความบริสุทธิ์เพ่ือนําอารเอ็นเอเขาสู ข้ันตอนการสังเคราะห cDNA โดยกระบวนการ reverse 

transcription โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม reverse transcriptase ซ่ึงจะทํางานโดยการสราง
สายดีเอ็นเอไดท้ังจากแมแบบท่ีเปนดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ โดยท่ัวไปเอนไซมชนิดน้ีเปนเอนไซมท่ีสกัดได
จาก retroviruses 2 ชนิด ไดแก Avian myeloblastosis virus (AMV) และ Moloney murine 

leukemia virus (MMLV) ซ่ึงเอนไซมท่ีไดจากไวรัสท้ังสองชนิดน้ีมีประสิทธิภาพในการสรางสาย cDNA 

ไมตางกัน  
เหตุผลท่ีตองใชอารเอ็นเอเปนแมแบบในการศึกษาระดับการแสดงออกของยีนเน่ืองจาก

กระบวนการสังเคราะห mRNA จากรหัสพันธุกรรมบนดีเอ็นเอมีบทบาทท่ีสําคัญมากตอการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในระดับของ gene transcription ภายในเซลลซึ่งสามารถเปล่ียนแปลงเพ่ือตอบสนอง
ตอสัญญาณมากมายท่ีเกิดข้ึนในระหวางท่ีพืชยังมีชีวิตอยู การเปล่ียนระดับ transcription เปนสาเหตุ
ใหเกิดการเปล่ียนแปลงระดับของ mRNA ดังน้ัน ในการตรวจวัดระดับของ mRNA ของยีนชนิดหน่ึงจึง
ทําใหทราบระดับการแสดงออกของยีนชนิดน้ันๆดวย เทคนิค RT-PCR จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือใชในการ
ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีน โดยปฏิกิริยาจะถูกแบงออกเปนสองข้ันตอนคือ ข้ันตอนในการ
เปล่ียนจากอารเอ็นเอใหเปนดีเอ็นเอดวยการทําปฏิกิริยาของเอนไซม reverse transcriptase เรียกวา
ปฏิกิริยา reverse transcription เพ่ือใหไดสายดีเอ็นเอคูสม หรือ complementary DNA หรือ cDNA 

และข้ันตอนการเพ่ิมจํานวน cDNA ดวยการทําปฏิกิริยา polymerase chain reaction เพ่ือใหได
ปริมาณดีเอ็นเอท่ีมากพอตอการตรวจสอบ  
 เทคนิค Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) หรือ RNA-PCR 

เปนเทคนิคการเพ่ิมขยายปริมาณ RNA ที่ประกอบดวยสองปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยา reverse 

transcription เปนการสรางสายดีเอ็นเอคูสม (complementary DNA - cDNA) จากแมพิมพอารเอ็น
เอ โดยอาศัยเอนไซม reverse transcriptase (RT) และปฏิกิริยา PCR โดยใช cDNA ที่สรางข้ึนเปน
แมพิมพ สําหรับ RT ที่ใชสวนใหญไดมาจาก retrovirus ซ่ึงมีคุณสมบัติโดยท่ัวไป ดังน้ีคือ 

- เปน RNA และ DNA – dependent DNA polymerase โดยตองใช primer รวมในการ
สรางสาย cDNA 
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- ไมมี proofreading หรือ 3′-5′ exonuclease activity 

- มี RNaseH activity 

ในปจจุบันมี RT หลายชนิดท่ืนํามาใชในการสรางสาย cDNA ไดแก 
- Moloney murine leckemia virus (MMLV) RT 

- Avian myeoblastosis virus (AMV) RT 

- SuperScriptTM RNaseH- RT, SuperScriptIITM RNaseH- RT และ Expand Reverse 

Transcriptase  

เอนไซมท้ังสามเปน MMLV RT กลายพันธุท่ีปราศจาก RNase H activity 

- Tth DNA Polymerase เปน thermostable DNA polymerase จาก Thermus 

thermophilus ที่ม ีRT activity ในภาวะท่ีมี Mn2+ อยู แตไมมี RNase H activity 

รูปแบบของเทคนิค RT-PCR สามารถทําได 2 รูปแบบ คือ 

1. แบบสองข้ันตอน (Two-step RT-PCR) ในข้ันตอนแรก เปนข้ันตอนทํา reverse 

transcription เพ่ือสรางสาย cDNA โดยใชแบบใดก็ได ในข้ันตอนท่ีสอง cDNA ที่ไดจากหลอดปฏิกิริยา
แรก จะถูกนํามาใชในการทํา PCR ตอในหลอดท่ีสอง 

2. แบบข้ันตอนเดียว (One-step RT-PCR) RT-PCR แบบน้ี ทั้งปฏิกิริยา reverse 

transcription และ PCR จะเกิดตอเน่ืองภายในหลอดเดียวกัน primers ที่ใชในปฏิกิริยา reverse 

transcription จะตองใช gene-specific primers เทาน้ัน จะใช primers ชนิดอ่ืนไมได 

สุวิตา และคณะ (2554) ทําการโคลนยีนไคติเนสจากเชื้อรา Trichoderma harzianum ซ่ึง
เปนไอโซเลตท่ีมีประสิทธิภาพในการกระตุนความตานทานโรคใบจุดเป ากระสุนในมะเขือเทศ โดยเพ่ิม
ปริมาณช้ินสวนยีนไคติเนสดวยเทคนิค PCR ไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 1,200 คูเบส เม่ือทํา
การโคลนยีนไคติเนส โดยเชื่อมตอผลิตภัณฑ PCR กบเวคเตอร  pGEM-T พบวาโคลนของเชื้อรา T. 

harzianum มีลําดับนิวคลีโอไทดเหมือนกบลําดับนิวคลีโอไทดของ T. harzianum chit-HAR2 gene 

for endochitinase-HAR2 (AB041752) ของฐานขอมูล GenBank 99% และมีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกับ endochitinase-HAR2 ของเช้ือรา Hypocrea lixii (BAB40590) 98 % ยีนไคติเนสท่ีไดจาก
การศึกษาน้ีสามารถนําไปใชในการสงถายยีนเขาสูมะเขือเทศเพ่ือปรับปรุงพันธุมะเขือเทศใหมีความ
ตานทานตอโรคของมะเขือเทศ 
  มานะ ขาวเมฆ (2553) ศึกษาการแสดงออกของยีนไคติเนสจากกระถินบานในขาวไทยดอกมะลิ 
105 และขาวญ่ีปุนโกชิฮิการิ ดวยอะโกรแบคทีเรียมท่ีมีพลาสมิด pCAMBIA 1300 เปนตัวพาหะ 
หลังจากเพาะเมล็ดขาวท้ังสองชนิดเปนแคลลัส และสรางพลาสมิด pCAMBIA 1300 ที่มียีน chitinase, 

CaMV35S และ NOS แลวถายยีนไคติเนสเขาไปในขาวท้ัง 2 สายพันธุ แลวตรวจการแสดงออกดวยวิธี 
PCR, Northern blot gel, Southern blot gel และ gus assay พบวาการแสดงออกของยีนไคติเนส 
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และยีน gus ในขาวดอกมะลิ 105 จะมีมากกวาในขาวโกชิฮิการิ โดยจะมีการแสดงออกในทุก ๆ สวน
ของขาวท้ัง 2 ชนิด แตจะมีการแสดงออกนอยท่ีสุดในรากสวนใน ใบ ลําตน และเมล็ด จะมีการ
แสดงออกของยีนไคติเนสและยีน gus มาก แสดงวายีนไคติเนสจะมีในใบ ตน และเมล็ดมากกวาในราก 
เม่ือทดสอบการตานเชื้อราสายพันธุ Fusarium monoliforme ในตนขาวท้ังขาวสายพันธุขาวดอกมะลิ 
105 และขาวโกชิฮิการิ ท่ีไมไดรับการถายยีนน้ัน ปรากฎวาตนขาวท่ีไดรับการสเปรยเชื้อราท้ังสองสาย
พันธุหลังจากน้ันสองวันตนขาวมีลักษณะเห่ียว ใบเร่ิมเหลือง และเม่ือเปนเวลา 1 สัปดาหตนขาวเห่ียว 
ใบเกิดจุดสีนํ้าตาล เม่ือเทียบกับตนขาวท้ังสองสายพันธุท่ีไมไดฉีดพนเชื้อรา แสดงใหเห็นวาตนขาวท่ีไมมี
ยีนของไคติเนสจะไมสามารถตานทานเช้ือรา จึงทําใหเกิดโรคเช้ือราในขาวได 



บทท่ี 3 

การดําเนินงานวิจัย 

3.1 การสกัดแยกอารเอ็นเอออกจากเนื้อเย่ือ  
สกัดอารเอ็นเอโดยใชชุดสกัด RNeasy Mini Kit® (ประกอบดวย  RNeasy Mini Spin 

Columns, QIAshredder Spin Columns, Collection Tubes, Buffer RLT, Buffer RLC, Buffer 

RW1, Buffer RPE, RNase-Free Water) โดยมีข้ันตอนตามท่ีผูผลิตแนะนํา (QAIGEN, Germany) 

คือ นําตัวอยางพืชท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80  องศาเซลเซียส ปริมาณ 100 มิลลิกรัม มาเทลงในโกรง 
จากน้ันเติมไนโตเจนเหลวและบดตัวอยางจนละเอียด เทลงในหลอด microcentrifuge ที่แชไวใน
ไนโตรเจนเหลว เติม Buffer RLT 450 ไมโครลิตรและเขยาหลอดดวยเคร่ือง vortex mix ใหเขากัน 
จากน้ันนําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที เพ่ือทําใหเซลลแตก 

จากน้ันเทตัวอยางลงใน QIAshredder spin column ปนเหวี่ยง 2 นาทีท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ
นาที ยาย supernatant ลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม นํา QIAshredder spin 

column ไปปนเหวี่ยงเพ่ือกําจัดกาก กากจะถูกกักไวใน QIAshredder spin column สวนท่ีเปน 
อารเอ็นเอจะผานลงใน collection tube ดานลาง ทําการดูดตัวอยางดานลางน้ีลงใน 
microcentrifuge tube หลอดใหม จากน้ันเติม ethanol (96-100%) ปริมาตร 0.5 เทาของตัวอยาง
ในหลอด microcentrifuge tube ผสมใหเขากันอยางรวดเร็วโดยการใชปเปตดูดข้ึนลงเบาๆ แลวยาย
สารละลายซ่ึงประกอบดวยตะกอนท่ีมีอารเอ็นเอลงใน RNeasy spin column นําไปปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที เทสารละลายท่ีตกลงดานลางท้ิงไป แลวเติม 

Buffer RW1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงใน  RNeasy spin column ปดฝาและปนเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 30 วินาที เพ่ือลาง spin column membrane เท
สารละลายท่ีตกลงดานลางท้ิง เติม Buffer RPE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงใน  RNeasy spin 

column ปดฝาและปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ลาง spin 

column membrane เทสารละลายท่ีตกลงดานลางท้ิงไป เติม  Buffer RPE ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ลงใน RNeasy spin column ปดฝา ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 

2 นาที ลาง spin column membrane ปนเหวี่ยง spin column membrane ใหแหงเพ่ือใหแนใจ
วาไมมี ethanol เหลืออยู จากน้ัน ยาย RNeasy spin column ลงใน collection tube ใหม  ปด
ฝาและนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาทีเปนเวลา 1 นาที ในข้ันตอนน้ีเปนการกําจัด 

Buffer RPE ที่ยังคงตกคางใน RNeasy spin column ใหหมดไป จากน้ันยาย RNeasy spin 

column ลงใน collection tube อันใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตรเติม RNase-free water 50 

ไมโครลิตร ลงใน spin column membrane ปดฝา และปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
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เปนเวลา  1 นาที เพ่ือละลายอารเอ็นเอเม่ือไดสารละลายอารเอ็นเอแลวสามารถนําไปใชงานตอได
ทันที หรือเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสสําหรับใชงาน 

3.2 การวัดปริมาณและการตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอ 

การหาปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอทําไดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 

260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร ซ่ึงปริมาณอารเอ็นเอ

ที่ไดในแตละคร้ังคาการดูดกลืนแสงท่ีอานไดจะตองไมตํ่ากวา 0.15 หากคาท่ีอานไดเทากับ 1 จะ

เทากับความเขมขนของสารละลายอารเอ็นเอ 40 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยท่ัวไป ปริมาณอารเอ็นเอท่ีแยกไดน้ันมักมีปริมาณท่ีคอนขางนอย ดังน้ันการวัดปริมาณ

อารเอ็นเอจึงตองมีการเจือจางเพ่ือไมใหเปนการส้ินเปลืองตัวอยางอารเอ็นเอท่ีสกัดได โดยกอนทําการ

วัดคาการดูดกลืนแสง ลาง cuvette ดวยสารละลาย NaOH ความเขมขน 0.1 โมลาร และสารละลาย 

EDTA ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร แลวลางซํ้าดวย RNase-free water จากน้ันทําการวัดความ

เขมขนของอารเอ็นเอโดยเจือจางสารละลายอารเอ็นเอใหมีความเขมขนลดลง 10 เทา โดยการเตรียม

สารละลาย TE buffer ปริมาตร 180 ไมโครลิตรลงในหลอด microcentrifuge และดูดสารละลาย

อารเอ็นเอปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมกันในหลอด microcentrifuge ใหเขากัน นําไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรดวยเคร่ืองสเปกโตร

โฟโตมิเตอร (Spectrophotometer: Ultrospec 1100 pro) โดยกอนทําการวัด นํา  cuvette 

ที่ลางทําความสะอาดแลว เติม TE buffer ใหเต็มหลอด หรือประมาณ 500 ไมโครลิตร เช็ดบริเวณ

ขางหลอดซ่ึงเปนสวนท่ีแสงผานใหแหงแลวใสหลอด cuvette ลงในเคร่ืองเพ่ือต้ังคาการดูดกลืนแสงให

เปนศูนย จากน้ัน เท TE buffer ออก ลางดวย RNase-free water เช็ดใหแหง จากน้ันเติม

สารละลายอารเอ็นเอท่ีตองการวัดความเขมขนลงใน cuvette เช็ดบริเวณขางหลอดใหสะอาดเพ่ือ

ไมใหรบกวนเสนทางของแสง ใสหลอดลงในเคร่ือง ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 

นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร โดยทําการวัดคาการดูดกลืนแสง 3 ซํ้า ในแตละความยาวคล่ืน นํา

คาท่ีไดมาหาคาเฉล่ียและนํามาคํานวณความเขมขนของอารเอ็นเอท่ีได โดยมีสมการในการคํานวณ

ปริมาณอารเอ็นเอดังน้ีคือ 
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RNA concentration (µg/ml)  =  (40 µg/ml) x (A260) x (Dilution factor)  

กําหนดให 

RNA concentration   =  ความเขมขนของอารเอ็นเอ มีหนวยเปนไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร 

A260 =  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 

Dilution factor = คาสัดสวนการเจือจางของสารละลายอารเอ็นเอ 

3.3 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอารเอ็นเอ 

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของอารเอ็นเอทําไดโดยการเปรียบเทียบอัตราสวนระหวางคาการ

ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) โดยอารเอ็นเอท่ีมี

ความบริสุทธ์ิ จะมีคาอัตราสวนระหวาง A260/A280 อยูระหวาง 1.9 – 2.1  

3.4 การกําจัดดีเอ็นเอท่ีอาจมีการปนเปอนดวยเอนไซม DNase 

หลังจากการสกัดอารเอ็นเอแลว เพ่ือใหอารเอ็นเอน้ันมีความบริสุทธิ์ ปราศจากสารพันธุกรรม

ชนิดอ่ืนโดยเฉพาะดีเอ็นเอ ซ่ึงหากมีการปนเปอนอาจทําใหผลการทดลองเกิดความผิดพลาดได จึงตอง

กําจัดดีเอ็นเอดวยเอนไซม DNase ซ่ึงในการทดลองน้ีไดใชเอนไซม DNase คือ RQ1 RNase-Free 

DNase (Promega, USA) (1U/µl) โดยการนําอารเอ็นเอ 10 ไมโครกรัม มาเติมลงใน 10x reaction 

buffer 2 ไมโครลิตร เติมเอนไซม RQ1 RNase-Free DNase ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตร

ดวย DNase RNase free water จนครบ 20 ไมโครลิตร นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 30 นาที จากน้ันหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม RQ1 DNase stop solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียสเปนเวลา 10 นาที จากการทําปฏิกิริยาน้ีทําใหมี

สารละลายปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตรและมีความเขมขนอารเอ็นเอเทากับ 500 นาโนกรัมตอ

ไมโครลิตร ตัวอยางท่ีไดเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส หรือนําไปใชในปฏิกิริยา RT-PCR ตอไป 

3.5 การสังเคราะห cDNA ดวยปฏิกิริยา RT-PCR 

การสังเคราะห cDNA ปฏิกิริยาน้ีเปนการสังเคราะห cDNA แบบ 2 ข้ันตอน (Two-step RT-

PCR) โดยมีสวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ีคือ 

การสังเคราะห complementary DNA หรือ cDNA จากอารเอ็นเอดวยเทคนิค reverse 

transcription โดยใชชุดสังเคราะห Omniscript Reverse Transcriptase® (ประกอบดวย 
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Omniscript Reverse Transcriptase, Buffer RT, dNTP Mix, RNase-Free Water) โดยมีข้ันตอน
ตามท่ีผูผลิตแนะนํา (QAIGEN, Germany) คือ เตรียมอารเอ็นเอท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียสมาทําใหละลายและใหความเย็นโดยแชไวในนํ้าแข็งเพ่ือปองกันอารเอ็นเอเส่ือมสภาพ ละลาย
สารละลาย Oligo dT primer (Bio Basic Inc, Canada), 10x Buffer RT, dNTP Mix, และ 

RNase-free water ที่อุณหภูมิหอง ดูดสารแตละชนิดมาผสมกันแลวแชลงในนํ้าแข็ง จากน้ันนําไป
เขยาดวยเคร่ือง vortex mix และปนเหวี่ยงชวงเวลาส้ันๆใหสวนท่ีคางอยูขางหลอดตกลงไปรวมกัน
ทั้งหมด  นํา master mix ทั้งหมดเก็บไวในนํ้าแข็ง ถาตองการทํามากกวา 1 ปฏิกิริยา ใหเตรียม
ปริมาณใน master mix เพ่ิมข้ึนอีก 10 เปอรเซ็นต มากกวาท่ีตองเตรียมไวใชจริงเพ่ือปองกันความ
ผิดพลาดท่ีเกิดจากการสูญหายของสารละลายในระหวางการปฏิบัติงาน  จากน้ันเติมอารเอ็นเอลงใน
แตละหลอดท่ีมี master mix ที่แชนํ้าแข็งไวแลว นําไปเขยาดวยเคร่ือง vortex mix ประมาณ 5 

วินาที และปนเหวี่ยงชวงเวลาส้ันๆใหสวนท่ีติดอยูขางหลอดลงมารวมกันท้ังหมด  นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาท ีเพ่ือใหเอนไซม reverse transcriptase เร่ิมปฏิกิริยาเปล่ียนอาร
เอ็นเอใหเปน cDNA หลังจากข้ันตอนน้ีแลวสามารถนําตัวอยางไปใชทําปฏิกิริยาพีซีอารได หรือเก็บ
ตัวอยาง cDNA ไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสเพ่ือเตรียมไวใชงานตอไป โดยในปฏิกิริยา                
RT-PCR มีสวนประกอบดังแสดงในตาราง 

สวนประกอบในปฏิกิริยา RT-PCR 

Component   Volume/reaction   Final concentration 

Master mix 

10x Buffer RT    2 µl   1x 

dNTP Mix (5 mM each dNTP)  2 µl   0.5 mM each dNTP 

Oligo-dT primer (10 µM)* 2 µl    1 µM 

RNase inhibitor (10 units/µl) 1 µl    10 units (per 20 µl reaction) 

Omniscript Reverse Transcriptase 1 µl  4 units (per 20 µl reaction) 

RNase-free water Variable 

Template RNA  Variable            Up to 2 µg (per 20 µl  reaction) 

Total volume   20 µl 
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3.6 การออกแบบไพรเมอร  

หลังจากทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจจากฐานขอมูล GenBank  แลว นํา

ลําดับนิวคลีโอไทดมาเปนตนแบบในการออกแบบไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยใช

โปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 กําหนดใหอุณหภูมิในการเขาจับกับแมแบบ (Annealing) 

อยูระหวาง 59 - 60 องศาเซลเซียส มีกลุมนิวคลีโอไทด CG เปนสวนประกอบประมาณ 50 

เปอรเซ็นต ขนาดของผลผลิตอยูระหวาง 200 - 300 bp และกําหนดใหโปรแกรมหลีกเล่ียงการ

เลือกไพรเมอรท่ีมีการเขาจับกันเอง (self complementary) อุณหภูมิในการเขาจับกับแมแบบ

ของไพรเมอรตางกันไมเกิน 1 องศาเซลเซียส และเม่ือสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนท่ีสนใจ

ไดแลว นําดีเอ็นเอไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดดวยเทคนิค DNA sequencing เพ่ือยืนยัน

ความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีเพ่ิมปริมาณได เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีนท่ีใชเปนตนแบบการศึกษาดวยโปรแกรม Blastn 

3.7 การสังเคราะห cDNA  

ปฏิกิริยาน้ีเปนการสังเคราะห cDNA แบบ 2 ข้ันตอน (Two-step RT-PCR) โดยมี

สวนประกอบในปฏิกิริยาดังน้ีคือ 

การสังเคราะห complementary DNA หรือ cDNA จากอารเอ็นเอดวยเทคนิค reverse 

transcription โดยใชชุดสังเคราะห Omniscript Reverse Transcriptase® (ประกอบดวย 

Omniscript Reverse Transcriptase, Buffer RT, dNTP Mix, RNase-Free Water) โดยมี

ข้ันตอนตามท่ีผูผลิตแนะนํา (QAIGEN, Germany) คือ เตรียมอารเอ็นเอท่ีเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 

องศาเซลเซียสมาทําใหละลายและใหความเย็นโดยแชไวในนํ้าแข็งเพ่ือปองกันอารเอ็น เอเส่ือมสภาพ 

ละลายสารละลาย Oligo dT primer (Bio Basic Inc, Canada), 10x Buffer RT, dNTP Mix, และ 

RNase-free water ที่อุณหภูมิหอง ดูดสารแตละชนิดมาผสมกันแลวแชลงในนํ้าแข็ง จากน้ันนําไป

เขยาดวยเคร่ือง vortex mix และปนเหวี่ยงชวงเวลาส้ันๆใหสวนท่ีคางอยูขางหลอดตกลงไปรวมกัน

ทั้งหมด  นํา master mix ทั้งหมดเก็บไวในนํ้าแข็ง ถาตองการทํามากกวา 1 ปฏิกิริยา ใหเตรียม

ปริมาณใน master mix เพ่ิมข้ึนอีก 10 เปอรเซ็นต มากกวาท่ีตองเตรียมไวใชจริงเพ่ือปองกันความ

ผิดพลาดท่ีเกิดจากการสูญหายของสารละลายในระหวางการปฏิบัติงาน จากน้ันเติมอารเอ็นเอลงใน

แตละหลอดท่ีมี master mix ที่แชนํ้าแข็งไวแลว นําไปเขยาดวยเคร่ือง vortex mix ประมาณ 5 

วินาที และปนเหวี่ยงชวงเวลาส้ันๆใหสวนท่ีติดอยูขางหลอดลงมารวมกันท้ังหมด นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 
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37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 60 นาที เพ่ือใหเอนไซม reverse transcriptase เร่ิมปฏิกิริยาเปล่ียน

อารเอ็นเอใหเปน cDNA หลังจากข้ันตอนน้ีแลวสามารถนําตัวอยางไปใชทําปฏิกิริยาพีซีอารได หรือ

เก็บตัวอยาง cDNA ไวท่ีอุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสเพ่ือเตรียมไวใชงาน 

3.8 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR)  
ในข้ันตอนปฏิกิริยาพีซีอารน้ี เปนข้ันตอนในการนํา cDNA ที่ไดจากปฏิกิริยา RT-PCR มา

เพ่ิมปริมาณใหมากข้ึน การทําปฏิกิริยาพีซีอาร เร่ิมจากเตรียม master mix ที่ประกอบดวย 1x PCR 

Buffer, dNTP, forward primers, reverse primers, Taq DNA polymerase, DNase - RNase 

free water การเตรียมสารละลายตางๆ ทําไดโดยปเปตสารแตละชนิดลงในหลอดทดลองใหมเพ่ือ

เตรียมเปน master mix เน่ืองจากสารละลายท้ังหมดเส่ือมสภาพไดงาย จึงควรปฏิบัติงานอยาง

รวดเร็วและระมัดระวัง และสารทุกชนิดตองอยูในความเย็นขณะปฏิบัติงาน โดยเฉพาะ Taq DNA 

polymerase ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีการเส่ือมสภาพไดงายและเพ่ือไมตองการใหเกิดปฏิกิริยากอนการ

เติม cDNA จึงควรเติม Taq DNA polymerase นี้ลงในปฏิกิริยาเปนอันดับสุดทายใน master mix 

กอนการเติม cDNA เม่ือเตรียม master mix เรียบรอยแลว ทําการปเปตสารลงในหลอดทดลองแต

ละตัวอยาง หลังจากน้ันเติม cDNA แตละตัวอยางลงไปและเร่ิมปฏิกิริยาดวยเคร่ือง thermal cycler 

3.9 การตรวจผลปฏิกิริยา PCR ดวย Agarose gel  

นําดีเอ็นเอท่ีไดจากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบดวย agarose gel 1.5 เปอรเซ็นต โดยใช

ผลผลิตพีซีอาร 3 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในชอง 

agarose gel ทีละตัวอยางจนครบ และเปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 

Lambda DNA /HindIII (บริษัท SibEnzyme, Russia) ซ่ึงเปนดีเอ็นเอท่ีทราบขนาดและปริมาณท่ี

แนนอนเพ่ือใชในการเปรียบเทียบขนาดของผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร จากน้ันทําการแยกขนาด

ดีเอ็นเอดวยเคร่ือง electrophoresis โดยใชแรงดันไฟฟา 75 โวลต เปนเวลา 90 นาที นําไปตรวจผล

บนเคร่ืองฉาย UV (UV Transilluminator) และบันทึกภาพการเรืองแสงของดีเอ็นเอดวยกลอง 

polaroid camera โดยท่ัวไป การตรวจสอบผลจากปฏิกิริยาพีซีอารหากชิ้นยีนมีขนาดใหญ 500 - 

1,00 bp มักเตรียม agarose gel ใหมีความเขมขนท่ีประมาณ 0.8 เปอรเซ็นต แตเน่ืองจากในการ

ทดลองน้ี ผลผลิตพีซีอารท่ีไดมีขนาดประมาณ 200 bp และ 246 bp การตรวจสอบจึงตองใชความ

เขมขนของ agarose gel ใหมากข้ึนเปน 1.5 เปอรเซ็นต เน่ืองจากความเขมขนของ agarose gel ที่มี
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คาสูง ชองวางระหวางโมเลกุลในเน้ือสารจะย่ิงมีคาลดลง จึงทําใหดีเอ็นเอท่ีย่ิงมีขนาดใหญจะเคล่ือนท่ี

ไปตามแรงดันกระแสไฟฟาไดลดลง ในขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะยังคงสามารถเคล่ือนผานชองวาง

ระหวางโมเลกุลของ agarose gel ได ดวยเหตุน้ี การแยกขนาดดีเอ็นเอดวย electrophoresis บน 

agarose gel ที่มีความเขมขนสูงข้ึนจึงสามารถแยกช้ินดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกันไดดีขึ้น  

3.10 วิเคราะหระดับการแสดงออกของยีน  

หลังจากการตรวจผลปฏิกิริยาพีซีอารดวยเคร่ืองฉาย UV และบันทึกภาพดวยกลอง 

polaroid camera แลว ภาพท่ีไดซึ่งเปนภาพท่ีแสดงลักษณะการเรืองแสงของดีเอ็นเอซ่ึงเกิดจากการ

ทีส่ารเอธิเดียมโบรไมดซ่ึงมีคุณสมบัติเปน fluorescent compound ที่จะเขาจับกับบริเวณ double 

stranded ของสายดีเอ็นเอโดยจะแทรกตัวอยูระหวางคูเบส และสามารถเรืองแสงเม่ือไดรับรังสี UV 

ดังน้ันเม่ือพบการเรืองแสงจึงหมายถึงพบชิ้นดีเอ็นเอ และหากมีการเรืองแสงมากจึงหมายถึงมีปริมาณ

ดีเอ็นเอมากตามไปดวย จากการศึกษาการแสดงออกของยีนซ่ึงยีนท่ีไดเปนชิ้น cDNA ที่ไดจาก

ปฏิกิริยา reverse transcription ของอารเอ็นเอซ่ึงถูกกระตุนจากกระบวนการ transcription ดังน้ัน 

ความเขมจากการเรืองแสงของดีเอ็นเอน้ีจึงบงบอกถึงการแสดงออกของยีนท่ี ศึกษาน้ีไดดวย จาก

การศึกษาการแสดงออกของยีนดวยโปรแกรม PhotocaptMw ซ่ึงโปรแกรมน้ีจะใชวิธีการ

เปรียบเทียบระดับความเขมของการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณยีนท่ีสนใจและ

แถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณของยีนท่ีมีการแสดงออกตลอดเวลา (constitutive หรือ 

housekeeping gene) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีใชยีน Actin เปนยีนมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบ การ

แสดงออกของยีนท่ีสนใจคํานวณไดจากคา relative quantification  
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บทท่ี  4 

ผลวิจัยและอภิปรายผล 

 

4.1 สืบคนขอมูลของยีนท่ีเก่ียวของกับกลไกการตานเชื้อรา 

 จากฐานขอมูล GenBank และจากฐานขอมูลจีโนมมะขาม รูปแบบการแสดงออกของยีน
ไคติเนสท่ีแตกตางกันเปนผลใหมีกระบวนการสังเคราะหเอนไซมไคติเนสซ่ึงเปนยีนท่ีมีความสามารถใน
การตานเชื้อราท่ีแตกตางกัน โดย ในมะขามพันธุปลูกท่ีมีความตานทานตอเชื้อราจะมีการแสดงออก
ของยีนไคติเนสมากกวายีนไคติเนสในมะขามพันธุปลูกท่ีมีความออนเตอเชื้อรา และเม่ือตรวจสอบ
ลําดับนิวคลีโอไทดบนสายดีเอ็นเอของยีนไคติเนสในมะขาม จะพบวามีลําดับท่ีตรงกับลําดับนิวคลีโอ
ไทดท่ีไดจากฐานขอมูล GenBank Accession number HM222538 ซ่ึงเปนรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ที่เฉพาะเจาะจงของยีนตานเชื้อรา 

4.2 การออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Primer 3 

หลังจากสืบคนขอมูลนิวคลีโอไทดของยีนท่ีสนใจแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีนมา

ออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Primer 3 version 0.4.0 จากเว็บไซต http://frodo.wi.mit. 

edu/primer3/ ไดไพรเมอรท่ีมีขนาด 20 นิวคลีโอไทด ท้ังหมด 5 คูไพรเมอร โดยมีคูไพรเมอร คู และ 

Actin 2 คู การคัดเลือกไพรเมอรพิจารณาจากการท่ีคูไพรเมอรมีปริมาณรวมของเบส G และ C 

ประมาณ 50 เปอรเซ็นต และเน่ืองจากตองใชไพรเมอรน้ีซ่ึงไดแกไพรเมอร Chitinase ทําปฏิกิริยาพีซี

อารในหลอดทดลองเดียวกันกับไพรเมอร Actin การเลือกไพรเมอรน้ีจึงตองเลือกไพรเมอรคูท่ีมีคา 

Tm (melting temperature) ใหใกลเคียงกัน ไพรเมอรตองมีความจําเพาะกับลําดับเบสเปาหมาย

เพียงตําแหนงเดียวบนสายตนแบบ ไมควรมีลําดับเบสท่ีจับคูกับลําดับเบสของตัวเองหรือจับกับคูไพร

เมอรของตัวเอง และไพรเมอรตองจับบริเวณ coding sequence ซ่ึงขอมูลท่ีเปน coding sequence 

เปนขอมูลท่ีแสดงไวในแบบรายงานผลการสืบคนขอมูลยีน Chitinase ที่มี accession number 

HM222538 มีสวนของ coding sequence ในชวงของเบสตําแหนงท่ี 313 ถึง 494 ไพรเมอรแตละคู

กําหนดบริเวณท่ีถูกเพ่ิมปริมาณเพ่ือใหผลผลิตท่ีมีขนาดประมาณ 200 bp ซ่ึงเปนการสะดวกในการ

ตรวจผล ซ่ึงแสดงรายละเอียดการออกแบบไพรเมอรไวในตารางท่ี 5 และแผนภาพแสดงตัวอยางการ

เขาจับของไพรเมอรบนตําแหนงของลําดับเบสจากยีนท่ีไดจากฐานขอมูล GenBank  
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ตารางท่ี  1 รายละเอียดของไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณช้ินยีน 

 

ไพรเมอร 
 

 

ลําดับ 5' – 3' 

ปริมาณ 
G + C 

(%) 

Tm 

(°C) 

ตําแหนงท่ี 

ไพรเมอรเขาจับ 

ขนาด
ผลผลิต 
(bp) 

Chitin 1F 

Chitin 1R 

GAGTCATCTTCACGCCCATT 

CCCAAGTAGGCATCAGGAAA 

50 

50 

60.10 

60.10 

313-494 182 

Chitin 2F 

Chitin 2R 

AGCTGGTCATTGTGGTCCTC 

AATGGGCGTGAAGATGACTC 

55 

50 

60.10 

60.10 

123-332 210 

Chitin 3F 

Chitin 3R 

GAGTCATCTTCACGCCCATT 

GGCCTGTTTGCCGTAAAGTA 

50 

50 

60.10 

60.10 

313-514 202 

Chitin 4F 

Chitin 4R 

AGCTGGTCATTGTGGTCCTC 

CCTCCCAAGAAATTGTTCCA 

55 

45 

60.10 

59.90 

123-311 189 

Chitin 5F 

Chitin 5R 

GAAGCATGTGCAACAGGAAA 

AGCATCACCTTGATCCCTTG 

45 

50 

59.80 

60.10 

37-215 179 

 

จากตารางรายละเอียดไพรเมอร (ตารางท่ี 1) แสดงตัวอยางบริเวณตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาจับ

กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Chitinase ดังแสดงในภาพท่ี 7-11 

ภาพท่ี 7 ไพรเมอรชื่อ Chitin 1 และตําแหนงเขาจับบนลําดับยีน Chitinase ที่ตําแหนง  313-

494 บริเวณแถบสีเทาคือ  บริเวณท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

1.    TATTGGGGCC  AAAACGGTA  ATGAAGCAAG  CCTAGCAGAA  GCATGTGCAA  CAGGAAAGTAT 

61   TCTTATGTAA  ACATAGCCTT  CCTTAACAAG  TTTGGTAATG  GCCAAGCTCC  AGAAATCTTC 

121   ATAGCTGGTC  ATTGTGGTCC  TCCCTTTTCA  AACAATTGCT  CTCTGGTTGG  CAGCGACATC 

181   AAAAAATGCC  AAAACCAAGG  GATCAAGGTG  ATGCTATCTA  TTGGAGGGGC  GAGTGGGAGT  

241   AGTTACTCTC  TTGCTTCCTC  GGGTGATGCT  AAAAATGTTT  CTGATTACT  TGTGGAACAA   

301   TTTCTTGGGA  GGCGAGTCAT  CTTCACGCCC  ATTAGGGGAC  GCCGTATTAG  ATGGCATAGA   

361   TTTTGAGATA  TTAAATAACA  GCACAAGATA  TCATGAAGAC  CTAGCGGGTC  ACCTCAAGTC   

421   ACATAGCACT  ACGACTCAAA  AATATGTTTA  CTTGAGTGCA  GCACCTCAGT  GCCCATTTCCT  

481   GATGCCTACT  TGGGTACTTT  ACGGCAAACA  GGCCTTTTTG  ACTATGTTTG  GGTGCAATTC   

541   TACAATGATC  CTCACTGCCA  ATATAGCCAG  GGAAATGTTG  ATGATCTTAT  GAAATCTTGG   

601   AAATCATGGT  CAATACATTT  AAAAGAGAGG  AAAGTATTTT   TGGGGTTGCC  AGCATCTCCG  

661   GCAGCAGCTG  GTGGTTATGT  TCCTCCTGAT  GTTCTTAATT  CTCAAATTCT  TCCTGCTATTA   

721   AAGGTTCTTC  TTATGGTGGT  GTTATGCTTT  GG 
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ภาพท่ี 8 ไพรเมอรชื่อ Chitin 2 และตําแหนงเขาจับบนลําดับยีน Chitinase ที่ตําแหนง  123-

332บริเวณแถบสีเทาคือ  บริเวณท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

1.    TATTGGGGCC  AAAACGGTA  ATGAAGCAAG  CCTAGCAGAA  GCATGTGCAA  CAGGAAAGTAT 

61   TCTTATGTAA  ACATAGCCTT  CCTTAACAAG  TTTGGTAATG  GCCAAGCTCC  AGAAATCTTC 

121   ATAGCTGGTC  ATTGTGGTCC  TCCCTTTTCA  AACAATTGCT  CTCTGGTTGG  CAGCGACATC 

181   AAAAAATGCC  AAAACCAAGG  GATCAAGGTG  ATGCTATCTA  TTGGAGGGGC  GAGTGGGAGT  

241   AGTTACTCTC  TTGCTTCCTC  GGGTGATGCT  AAAAATGTTT  CTGATTACT  TGTGGAACAA   

301   TTTCTTGGGA  GGCGAGTCAT  CTTCACGCCC  ATTAGGGGAC  GCCGTATTAG  ATGGCATAGA   

361   TTTTGAGATA  TTAAATAACA  GCACAAGATA  TCATGAAGAC  CTAGCGGGTC  ACCTCAAGTC   

421   ACATAGCACT  ACGACTCAAA  AATATGTTTA  CTTGAGTGCA  GCACCTCAGT  GCCCATTTCCT  

481   GATGCCTACT  TGGGTACTTT  ACGGCAAACA  GGCCTTTTTG  ACTATGTTTG  GGTGCAATTC   

541   TACAATGATC  CTCACTGCCA  ATATAGCCAG  GGAAATGTTG  ATGATCTTAT  GAAATCTTGG   

601   AAATCATGGT  CAATACATTT  AAAAGAGAGG  AAAGTATTTT   TGGGGTTGCC  AGCATCTCCG  

661   GCAGCAGCTG  GTGGTTATGT  TCCTCCTGAT  GTTCTTAATT  CTCAAATTCT  TCCTGCTATTA   

721   AAGGTTCTTC  TTATGGTGGT  GTTATGCTTT  GG 

 

ภาพท่ี 9 ไพรเมอรชื่อ Chitin 3 และตําแหนงเขาจับบนลําดับยีน Chitinase ที่ตําแหนง  313-

514บริเวณแถบสีเทาคือ  บริเวณท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

1.    TATTGGGGCC  AAAACGGTA  ATGAAGCAAG  CCTAGCAGAA  GCATGTGCAA  CAGGAAAGTAT 

61   TCTTATGTAA  ACATAGCCTT  CCTTAACAAG  TTTGGTAATG  GCCAAGCTCC  AGAAATCTTC 

121   ATAGCTGGTC  ATTGTGGTCC  TCCCTTTTCA  AACAATTGCT  CTCTGGTTGG  CAGCGACATC 

181   AAAAAATGCC  AAAACCAAGG  GATCAAGGTG  ATGCTATCTA  TTGGAGGGGC  GAGTGGGAGT  

241   AGTTACTCTC  TTGCTTCCTC  GGGTGATGCT  AAAAATGTTT  CTGATTACT  TGTGGAACAA   

301   TTTCTTGGGA  GGCGAGTCAT  CTTCACGCCC  ATTAGGGGAC  GCCGTATTAG  ATGGCATAGA   

361   TTTTGAGATA  TTAAATAACA  GCACAAGATA  TCATGAAGAC  CTAGCGGGTC  ACCTCAAGTC   

421   ACATAGCACT  ACGACTCAAA  AATATGTTTA  CTTGAGTGCA  GCACCTCAGT  GCCCATTTCCT  

481   GATGCCTACT  TGGGTACTTT  ACGGCAAACA  GGCCTTTTTG  ACTATGTTTG  GGTGCAATTC   

541   TACAATGATC  CTCACTGCCA  ATATAGCCAG  GGAAATGTTG  ATGATCTTAT  GAAATCTTGG   

601   AAATCATGGT  CAATACATTT  AAAAGAGAGG  AAAGTATTTT   TGGGGTTGCC  AGCATCTCCG  

661   GCAGCAGCTG  GTGGTTATGT  TCCTCCTGAT  GTTCTTAATT  CTCAAATTCT  TCCTGCTATTA   

721   AAGGTTCTTC  TTATGGTGGT  GTTATGCTTT  GG 
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ภาพท่ี 10 ไพรเมอรชื่อ Chitin 4 และตําแหนงเขาจับบนลําดับยีน Chitinase ที่ตําแหนง  123-

311บริเวณแถบสีเทาคือ  บริเวณท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

1.    TATTGGGGCC  AAAACGGTA  ATGAAGCAAG  CCTAGCAGAA  GCATGTGCAA  CAGGAAAGTAT 

61   TCTTATGTAA  ACATAGCCTT  CCTTAACAAG  TTTGGTAATG  GCCAAGCTCC  AGAAATCTTC 

121   ATAGCTGGTC  ATTGTGGTCC  TCCCTTTTCA  AACAATTGCT  CTCTGGTTGG  CAGCGACATC 

181   AAAAAATGCC  AAAACCAAGG  GATCAAGGTG  ATGCTATCTA  TTGGAGGGGC  GAGTGGGAGT  

241   AGTTACTCTC  TTGCTTCCTC  GGGTGATGCT  AAAAATGTTT  CTGATTACT  TGTGGAACAA   

301   TTTCTTGGGA  GGCGAGTCAT  CTTCACGCCC  ATTAGGGGAC  GCCGTATTAG  ATGGCATAGA   

361   TTTTGAGATA  TTAAATAACA  GCACAAGATA  TCATGAAGAC  CTAGCGGGTC  ACCTCAAGTC   

421   ACATAGCACT  ACGACTCAAA  AATATGTTTA  CTTGAGTGCA  GCACCTCAGT  GCCCATTTCCT  

481   GATGCCTACT  TGGGTACTTT  ACGGCAAACA  GGCCTTTTTG  ACTATGTTTG  GGTGCAATTC   

541   TACAATGATC  CTCACTGCCA  ATATAGCCAG  GGAAATGTTG  ATGATCTTAT  GAAATCTTGG   

601   AAATCATGGT  CAATACATTT  AAAAGAGAGG  AAAGTATTTT   TGGGGTTGCC  AGCATCTCCG  

661   GCAGCAGCTG  GTGGTTATGT  TCCTCCTGAT  GTTCTTAATT  CTCAAATTCT  TCCTGCTATTA   

721   AAGGTTCTTC  TTATGGTGGT  GTTATGCTTT  GG 

 

ภาพท่ี 11 ไพรเมอรชื่อ Chitin 5 และตําแหนงเขาจับบนลําดับยีน Chitinase ที่ตําแหนง 37-215

บริเวณแถบสีเทาคือ  บริเวณท่ีเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอาร 

1.    TATTGGGGCC  AAAACGGTA  ATGAAGCAAG  CCTAGCAGAA  GCATGTGCAA  CAGGAAAGTAT 

61   TCTTATGTAA  ACATAGCCTT  CCTTAACAAG  TTTGGTAATG  GCCAAGCTCC  AGAAATCTTC 

121   ATAGCTGGTC  ATTGTGGTCC  TCCCTTTTCA  AACAATTGCT  CTCTGGTTGG  CAGCGACATC 

181   AAAAAATGCC  AAAACCAAGG  GATCAAGGTG  ATGCTATCTA  TTGGAGGGGC  GAGTGGGAGT  

241   AGTTACTCTC  TTGCTTCCTC  GGGTGATGCT  AAAAATGTTT  CTGATTACT  TGTGGAACAA   

301   TTTCTTGGGA  GGCGAGTCAT  CTTCACGCCC  ATTAGGGGAC  GCCGTATTAG  ATGGCATAGA   

361   TTTTGAGATA  TTAAATAACA  GCACAAGATA  TCATGAAGAC  CTAGCGGGTC  ACCTCAAGTC   

421   ACATAGCACT  ACGACTCAAA  AATATGTTTA  CTTGAGTGCA  GCACCTCAGT  GCCCATTTCCT  

481   GATGCCTACT  TGGGTACTTT  ACGGCAAACA  GGCCTTTTTG  ACTATGTTTG  GGTGCAATTC   

541   TACAATGATC  CTCACTGCCA  ATATAGCCAG  GGAAATGTTG  ATGATCTTAT  GAAATCTTGG   

601   AAATCATGGT  CAATACATTT  AAAAGAGAGG  AAAGTATTTT   TGGGGTTGCC  AGCATCTCCG  

661   GCAGCAGCTG  GTGGTTATGT  TCCTCCTGAT  GTTCTTAATT  CTCAAATTCT  TCCTGCTATTA   

721   AAGGTTCTTC  TTATGGTGGT  GTTATGCTTT  GG 
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4.3 การศึกษาการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 

4.3.1 การสกัดแยกอารเอ็นเอจากเนื้อเย่ือพืช 

จากการสกัดอารเอ็นเอตัวอยางใบมะขามที่อายุประมาณ 30 วันท้ัง 5 พันธุปลูก ไดแก ขันตี 

ศรีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง และประกายทองและนําตัวอยางท่ีไดมาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ

อารเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร 

(A280) ดวยเคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสงและคํานวณความเขมขนจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโน

เมตร อารเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์และมีการปนเปอนนอยจะมีคาสัดสวนระหวาง A260/ A280  อยู

ระหวาง 1.9 – 2.1 ดังแสดงในตารางท่ี 6 หลังจากน้ันนําคา A260 ซ่ึงเปนคาการดูดกลืนแสงของอาร

เอ็นเอมาคํานวณความเขมขน(สมการหนาท่ี 39) และนําอารเอ็นเอเขาสูปฏิกิริยา RT-PCR  

ตารางท่ี  2 ผลการตรวจสอบปริมาณและคุณภาพอารเอ็นเอสวนใบดวยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

ตัวอยางท่ี A260 A280 
A260/ A280 

 

ความเขมขนอารเอ็นเอ

(µg/ml) 

ขันตรี 0.457 0.243 1.880 91.4 

ศรีชมภู 0.309 0.160 1.931 61.8 

เพชรบัวทอง 0.280 0.142 1.971 56.0 

สีทอง 0.293 0.150 1.953 58.6 

ประกายทอง 0.246 0.114 2.157 49.2 

  

4.3.2 การตรวจผลปฏิกิริยาพีซีอารดวย Agarose gel 

ภายหลังจากการทําปฏิกิริยา RT-PCR เพ่ือเปล่ียนอารเอ็นเอใหเปน cDNA เรียบรอยแลว 

เพ่ิมชิ้นยีนดวยปฏิกิริยาพีซีอาร โดยการใชไพรเมอรท่ีไดจากการออกแบบดวยโปรแกรม  primer3 

ทดสอบไพรเมอรท่ีออกแบบไวและหาสภาวะท่ีเหมาะสมของปฏิกิริยา ไดแก อุณหภูมิในการเขาจับกับ

ดีเอ็นเอสายตนแบบ (Annealing temperature, TA) ของไพรเมอร จากน้ันตรวจสอบผลบน 

agarose gel 1.5% บนเคร่ืองฉาย UV (UV Transilluminator) และบันทึกภาพดวยกลอง polaroid 

camera จากการทดลองพบวา ไพรเมอร Chitanase ใหผลคอนขางดี โดยมีแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีตรง
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กับท่ีไดทําการออกแบบไว มีแถบของดีเอ็นเอขนาดใกลเคียง 200 bp เกิดข้ึนตามท่ีโปรแกรมกําหนด 

และยังพบแถบดีเอ็นเอขนาดตํ่ากวา 100 bp เกิดข้ึนบางสวนดังแสดงในภาพท่ี 12-13 

 
 

ภาพท่ี 12   ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอร ของยีน Chitinase (ใกลเคียง 200 bp)  

 

 

ภาพท่ี  13 ผลผลิตท่ีไดจากปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอร ของยีน Chitinase (ใกลเคียง 200 bp) 

และยีน Actin (ใกลเคียง 250 bp)  

กําหนดให Ka = ขันตี    Sr = ศรีชมภู   

Pe = เพชรบัวทอง  Se = สีทอง  Pr = ประกายทอง 

 

 

 

Ka     Sr    Pe    Se    Pr 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

Ka     Sr     Pe      Se     Pr 

300 bp 

200 bp 
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4.3.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

การแสดงออกของยีนเปนกระบวนการการถายทอดขอมูลทางชีวภาพหรือขอมูลทาง

พันธุกรรมท่ีบรรจุอยูในดีเอ็นเอไปยัง mRNA แลวแปลรหัสไปเปนโปรตีน ในเซลลของส่ิงมีชีวิตทุก

เซลลจะตองมีขอมูลทางพันธุกรรม ในระหวางการเจริญเติบโตและการพัฒนาการตางๆ แตละเซลลจะ

มีกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีนเหลาน้ีตางเวลาหรือตางวาระกัน การควบคุมการแสดงออก

ของยีนแบงเปนสองข้ันตอนคือ ข้ันตอนระหวางกระบวนการถอดรหัสพันธุกรรม (transcription) โดย

เปนการควบคุมการสังเคราะห mRNA ลําดับเบสบนสาย mRNA จะถูกกําหนดโดยลําดับของเบสบน

สายดีเอ็นเอแมแบบ และข้ันตอนการแปลรหัสพันธุกรรม (translation) เปนข้ันตอนการแปลรหัสเพ่ือ

สังเคราะหเปนโพลีเปปไทด หรือโปรตีน การแสดงออกของยีนเก่ียวของกับการสังเคราะหโปรตีนหรือ

เอนไซมเพ่ือตอบสนองตอสภาพแวดลอมหน่ึงๆ การแสดงออกของยีนจึงมีผลตอปริมาณโปรตีนท่ีถูก

สังเคราะหข้ึนดวย เม่ือเซลลตองการโปรตีนชนิดใดชนิดหน่ึงมากข้ึน จึงตองมีกระบวนการถอดรหัส

จากแมพิมพดีเอ็นเอใหเปนอารเอ็นเอมากข้ึนตามไปดวย  

จากการศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีกําหนดการสรางเอ็นไซมตานอนุมูลอิสระภายใตสภาวะ

เครียดเกลือซ่ึงในการทดลองน้ีไดแก ยีน Chitinase ซ่ึงเม่ือตรวจผลของดีเอ็นเอของยีนท่ีคาดวาจะ

เปนยีน Chitinase ที่ไดจากการเปล่ียนอารเอ็นเอใหเปน ดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยา RT-PCR และเพ่ิม

ปริมาณชิ้นยีนท่ีคาดวาจะเปนยีน Chitinase ดวยปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชไพรเมอร ตรวจผล gel 

electrophoresis จาก agarose gel 1.5 เปอรเซ็นตดวยเคร่ืองฉาย UV บันทึกภาพดวยกลอง 

polaroid camera จากน้ันนําภาพท่ีไดไปวิเคราะหผลดวยโปรแกรม photocaptMw ซ่ึงเปน

โปรแกรมท่ีใชวัดคาความเขมแสงจากการเรืองแสงโดยมีข้ันตอนการวิเคราะหในโปรแกรมดังน้ีคือ เขา

สูโปรแกรมและเลือก file ของภาพท่ีตองการวิเคราะห จากน้ันเลือก lane definition เพ่ือใสจํานวน

แถวท่ีตองการวิเคราะหแลวเลือก separation โปรแกรมจะแสดงแถวเทากับจํานวนแถวท่ีใสลงไปใน 

lane definition จากน้ันเลือกท่ี detection band แลวปอนจํานวนแถวท่ีตองการวิเคราะห และ

เลือกท่ี detection โปรแกรมจะแสดงเสนสีบนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ จากน้ันเลือกท่ี volume ซ่ึง

โปรแกรมจะแสดงคาความสูง พ้ืนท่ีบริเวณท่ีพบแถบดีเอ็นเอและตารางแสดงผลเปนตัวเลขของคา

ดังกลาวดังแสดงไวในตารางท่ี 3 ซ่ึงเม่ือแถบดีเอ็นเอท่ีพบมีความเขมแสงสูงและมีความคมชัด           

คาท่ีแสดงจากโปรแกรมจะมีคาสูงตามไปดวย ซ่ึงหากมีปริมาณดีเอ็นเอมาก หมายถึงมีการแสดงออก

ของยีนมากข้ึนดวยเชนกัน จากคาดังกลาวสามารถนํามาวิเคราะหเพ่ือหาการแสดงออกของยีนในแต
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ละตัวอยางแถบดีเอ็นเอท่ีได จากน้ันหาระดับแสดงออกของยีนโดยคํานวณจากคา relative 

quantification ซ่ึงเปนการหาความสัมพันธระหวางสัดสวนของการแสดงออกของยีนโดยเปรียบเทียบ

กับการแสดงออกมาตรฐานของยีน Actin ซ่ึงผลการคํานวณแสดงไวในตารางท่ี 3  

เม่ือทําปฏิกิริยา RT-PCR จากอารเอ็นเอของเน้ือเย่ือใบมะขามพันธุปลูก ขันตี ศรีชมภู เพชร

บัวทอง สีทอง และประกายทองรวมกับไพรเมอรแบบจําเพาะตอยีน Chitinase เทียบกับยีน Actin 

โดยใชตนแบบอารเอ็นเอท่ีมีความเขมขนเทากัน ซ่ึงคํานวณไดจากคาการดูดกลืนแสงท่ี 260 นาโน

เมตร และสมการในหนาท่ี 40 ทําการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนยีน Chitinase เทียบกับยีน 

Actin พบวา ในเน้ือเย่ือมะขามพันธุปลูก ขันตี  เพชรบัวทอง และสีทอง ซ่ึงโดยธรรมชาติแลวมีเชื้อรา

รบกวนบริเวณฝกและใบคอนขางนอย ซ่ึงในการทดลองคร้ังน้ี มีคาการแสดงออกของยีน Chitinase 

คอนขางมาก โดยมีคาเทากับ 181 151 และ 166 ตามลําดับ สวนมะขามท่ีมีลักษณะตามธรรมชาติท่ี

มักจะพบเชื้อราคอนขางมากไดแกพันธุปลูกศรีชมภูและประกายทอง ซ่ึงมีคาท่ีการแสดงออกของยีนท่ี

ไดจากการอานคาความสวางจากภาพ gel electrophoresis ที ่132 และ 118 ตามลําดับ ดังแสดงใน

ตารางท่ี 3 

ซ่ึงจากผลการทดลองดังกลาวขางตน ทําใหทราบถึงวา ในพืชพันธุปลูกท่ีมีความทนหรือ

ตานทานตอเชื้อราซ่ึงสังเกตไดจากลักษณะภายนอกท่ีมักมีการเขาบุกรุกของเชื้อราคอนขางนอย มีการ

แสดงออกหรือการมีอยูของ mRNA หรือ messenger RNA ซ่ึงเปนนิวคลีโอไทดท่ีทําหนาท่ีในการ

คัดลอกรหัสจากบริเวณยีนบนสายดีเอ็นเอเพ่ือนําไปสังเคราะหโปรตีน หรือเอนไซมตางๆเพ่ือหวังผลใน

การเกิดการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมี กระบวนการสรางสารประกอบ กระบวนการสลายสารประกอบ 

การยอยสลายสาร หรือการเรงปฏิกิริยาเพ่ือทําใหพืชสามารถมีกระบวนการทางชีวเคมีไดอยางปรกติ 

กระบวนการเจริญเติบโต กระบวนการในการเจริญพันธุ หรือแมกระท้ังกระบวนการปกปองตัวเองให

รอดพนจากอันตรายจากสภาวะแวดลอม โรค และแมลง ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี เชื้อราซ่ึงเปน

สิ่งรบกวนท่ีทําใหมะขามเกิดโรค สงผลกระทบใหการเจริญเติบโตผิดปรกติ ลดลง หรือตายในท่ีสุ ด 

หรือรบกวนกระบวนการสืบพันธุ การเจริญและการสุกแกของฝก ภายนอกหรือพ้ืนผิวของเซลลเชื้อรา

มักประกอบดวยสารประกอบ Chitin เปนองคประกอบ ซ่ึงจากการศึกษาพบวา มะขามท่ีพบในสภาพ

ธรรมชาติท่ีมีการเกิดเชื้อราหรือมีการรบกวนของเช้ือราคอนขางนอย มักพบวามีการแสดงออกของยีน

หรือมีการปรากฎตัวของยีน Chitinase ในระดับท่ีสูงเม่ือเทียบกับมะขามพันธุปลูกท่ีมีการติดเชื้อรา

หรือถูกรบกวนจากเชื้อราซ่ึงใหผลในการแสดงออกของยีนท่ีคอนขางนอยกวา จากการทดลองน้ี สรุป
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ไดเบ้ืองตนวา มะขามพันธุปลูกท่ีมีการแสดงออกของยีน Chitinase ที่มากกวา อาจสงผลใหเกิดการ

แสดงออกของยีน Chitinase ที่มากกวาดวย เปนผลใหเม่ือเชื้อราเขาบุกรุก ยีน Chitinase ซ่ึงเปนยีน

ที่นํารหัสไปสังเคราะหเอนไซม Chitinase เพ่ือยอยสลายสารประกอบ Chitin ซ่ึงพบมากพบพ้ืนผิว

เซลลของเช้ือรา เม่ือเช้ือราเขาบุกรุกมะขามพันธุปลูกดังกลาว จึงสงผลใหเชื้อราท่ีบุกรุกน้ันถูกเอนไซม 

Chitinase ที่ถูกสังเคราะหข้ึนน้ันเขาทําลายผนังเซลล เปนผลใหเชื้อราถูกทําลาย ลดจํานวนลงและ

หมดไปในท่ีสุด เปนผลใหมะขามพันธุปลูกน้ันรอดพนจากการบุกรุกของเชื้อรา และสามารถ

เจริญเติบโตและออกดอกออกผลไดอยางปรกติภายใตสภาวะท่ีมีการระบาดของเชื้อราเม่ือเทียบกียบ

พันธุปลูกอ่ืนๆท่ีมีการแสดงออกของยีน Chitinase ที่มีการแสดงออกท่ีนอยกวา 

ตารางท่ี  3 แสดงคาความเขมแสงของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการวิเคราะหผลดวยโปรแกรม
photocaptMw 

 

Cultivar 

 

Gene 

replace ขันตรี สีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง ประกายทอง 

Chitinase 1 153 112 134 156 107 

Actin 1 249 241 251 251 253 

Chitinase 2 188 147 145 171 112 

Actin 2 230 224 221 222 225 

Chitinase 3 186 135 142 166 132 

Actin 3 222 220 220 220 226 

Chitinase 4 195 141 165 175 124 

Actin 4 218 229 224 227 221 

Chitinase 5 184 128 171 162 115 

Actin 5 221 224 221 224 224 

Chitinase  181 132 151 166 118 

Actin  228 227 227 228 229 
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4.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA Sequencing) 

หลังจากการตรวจผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอารดวย agarose gel 1.5 เปอรเซ็นต พบวา 

ผลผลิตในสวนท่ีคาดวาจะเปนยีน  Chitinase ซ่ึงมีขนาดใกลเคียงกับขนาดท่ีไดจากการโปรแกรมการ

ออกแบบไพรเมอร คือประมาณ 182 bp และ 210 bp ตามลําดับ แตเน่ืองจากการตรวจผลลักษณะ

นี้ไมสามารถทราบไดเลยวา ชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดจากปฏิกิริยาพีซีอารนั้นเปนชิ้นยีนตรงกับยีนตามท่ีตองการ

หรือไม จึงทําการสงผลผลิตจากปฏิกิริยาพีซีอารของดีเอ็นเอท่ีคาดวานาจะเปนยีน Chitinase ไป

ตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (DNA sequencing) ท่ีบริษัท ไบโอดีไซนจํากัด อุทยานวิทยาศาสตร

แหงประเทศไทย อําเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี โดยวิเคราะหหาลําดับของดีเอ็นเอท้ังสาย forward 

และสาย reverse เม่ือไดผลลําดับนิวคลีโอไทดแลว นํามาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการ

สืบคนในฐานขอมูล GenBank  โดยเปรียบเทียบดวยโปรแกรม BLAST 2 SEQUENCE (bl2seq) และ 

Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTN)  

หลังจากท่ีไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Chitinase แลว นําชุดขอมูลดังกลาวมา

เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล NCBI ซ่ึงเปนขอมูลของยีน Chitinase ที่ใชใน

การออกแบบไพรเมอร เปรียบเทียบโดยโปรแกรม BLAST (bl2seq) เพ่ือตรวจสอบวาลําดับนิวคลีโอ

ไทดท่ีไดตรงกับลําดับท่ีใชในการออกแบบไพรเมอรหรือไม 

ตารางท่ี  4 ตําแหนงท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตรงกันของดีเอ็นเอท่ีคาดวาจะเปน Chitinase จากการ

ทํา DNA sequencing และยีน Chitinase 

 

Primer pair 
Chitinase จาก 

DNA sequencing 

Chitinase จาก 

PCR product 

Identities 

Number (%) 

1 367-435 313-494 68 37.36 

2 155-298 123-332 143 68.10 

3 344-489 313-514 145 71.78 

4 141-297 123-311 156 82.53 

5 56-188 37-215 132 73.74 
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จากผลการทดลองดังกลาว ไพรเมอรมีการเขาจับและสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอไดแตเม่ือ

ตรวจลําดับนิวคลีโอไทดพบวา ไมตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีใชเปนตนแบบ  ซ่ึงคาดวาจะเกิด

จากการเขาจับของไพรเมอรท่ีไมจําเพาะเจาะจงกับยีนชนิดน้ันเพียงชนิดเดียว ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีไมดี

ของไพรเมอร จึงไดนําชุดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดน้ีไปวิเคราะหเพ่ือหาชนิดของยีนดวย โปรแกรม 

Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTN) จากการวิเคราะหผลดวยโปรแกรม

ทําใหทราบวา ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคลาย กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีมี Accession 

number HM222538 มีขนาด 753 bp ยีนดังกลาวมีลักษณะเหมือนกับยีน Chitinase มีตําแหนงท่ี

เปน coding sequence ที่ตําแหนง  1-753  พบใน Tamarindus indica Group ลําดับนิวคลีโอ

ไทดที่ไดจากปฏิกิริยาการทํา DNA sequencing มีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตรงกันท่ีตําแหนง  37-514 จาก

ไพรเมอรจํานวน 5 คู ไดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีคารอยละใกลเคียงกับ PCR product ที่ทําการออกแบบ

ไวดวยโปรแกรม Primer 3 มีคาเทากับ 37.36 68.10 71.78 82.53 และ73.74 ตามลําดับ 

 



บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนไคติเนสจากมะขามดวยเทคนิค พีซีอาร ของมะขามที่ตานเชื้อ

ราและตนท่ีติดเชื้อรา จากมะขาม 5 พันธุปลูก ไดแก ขันตี ศรีชมภู เพชรบัวทอง สีทอง และประกายทองการ

โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีนดวยปฏิกิริยา RT-PCR จากเน้ือเย่ือใบมะขามขันตี ศรีชมภู เพชรบัว

ทอง สีทอง และประกายทองการรวมกับการใชไพรเมอรท่ีออกแบบดวยโปรแกรม primer 3 เพ่ือใชในการเพ่ิม

ปริมาณเพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน Chitinase และเปรียบเทียบการแสดงออกกับยีน Actin สามารถสรุป

ไดวา ในพืชพันธุปลูกท่ีมีความทนหรือตานทานตอเชื้อราซ่ึงสังเกตไดจากลักษณะภายนอกท่ีมักมีการเขาบุกรุก

ของเช้ือราคอนขางนอย มีการแสดงออกหรือการมีอยูของ mRNA หรือ messenger RNA ซ่ึงเปนนิวคลีโอไทด

ที่ทําหนาท่ีในการคัดลอกรหัสจากบริเวณยีนบนสายดีเอ็นเอเพ่ือนําไปสังเคราะหโปรตีน หรือเอนไซมตางๆเพ่ือ

หวังผลในการเกิดการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีเพ่ือทําใหพืชสามารถมีกระบวนการทางชีวเคมีไดอยางปรกติ 

กระบวนการเจริญเติบโต กระบวนการในการเจริญพันธุ หรือแมกระท้ังกระบวนการปกปองตัวเองใหรอดพน

จากอันตรายจากสภาวะแวดลอม โรค และแมลง ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี เชื้อราซ่ึงเปนส่ิงรบกวนท่ีทําใหมะขาม

เกิดโรค สงผลกระทบใหการเจริญเติบโตผิดปรกติ ลดลง หรือตายในท่ีสุด หรือรบกวนกระบวนการสืบพันธุ 

การเจริญและการสุกแกของฝก ภายนอกหรือพ้ืนผิวของเซลลเชื้อรามักประกอบดวยสารประกอบ Chitin เปน

องคประกอบ ซ่ึงจากการศึกษาพบวา มะขามท่ีพบในสภาพธรรมชาติท่ีมีการเกิดเชื้อราหรือมีการรบกวนของ

เชื้อราคอนขางนอย มักพบวามีการแสดงออกของยีนหรือมีการปรากฎตัวของยีน Chitinase ในระดับท่ีสูงเม่ือ

เทียบกับมะขามพันธุปลูกท่ีมีการติดเชื้อราหรือถูกรบกวนจากเช้ือราซ่ึงใหผลในการแสดงออกของยีนท่ีคอนขาง

นอยกวา จากการทดลองน้ี สรุปไดเบ้ืองตนวา มะขามพันธุปลูกท่ีมีการแสดงออกของยีน Chitinase ที่มากกวา 

อาจสงผลใหเกิดการแสดงออกของยีน Chitinase ที่มากกวาดวย เปนผลใหเม่ือเชื้อราเขาบุกรุก ยีน 

Chitinase ซ่ึงเปนยีนท่ีนํารหัสไปสังเคราะหเอนไซม Chitinase เพ่ือยอยสลายสารประกอบ Chitin ซ่ึงพบมาก

พบพ้ืนผิวเซลลของเชื้อรา เม่ือเชื้อราเขาบุกรุกมะขามพันธุปลูกดังกลาว จึงสงผลใหเชื้อราท่ีบุกรุกน้ันถูก

เอนไซม Chitinase ที่ถูกสังเคราะหข้ึนน้ันเขาทําลายผนังเซลล เปนผลใหเชื้อราถูกทําลาย ลดจํานวนลงและ

หมดไปในท่ีสุด เปนผลใหมะขามพันธุปลูกน้ันรอดพนจากการบุกรุกของเชื้อรา และสามารถเจริญเติบโตและ

ออกดอกออกผลไดอยางปรกติภายใตสภาวะท่ีมีการระบาดของเชื้อราเม่ือเทียบกับพันธุปลูกอ่ืนๆท่ีมีการ

แสดงออกของยีน Chitinase ที่มีการแสดงออกท่ีนอยกวา  

จากผลการตรวจสอบความสามารถในการตานทานตอเชื้อรา พบวา ในมะขามพันธุปลูกท่ีมีความ

ตานทานตอเชื้อรา มักพบวามีการแสดงออกของยีนท่ีคาดวาจะเปนยีน Chitinase นี้ดวย ซ่ึงไดทําการ
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ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวดวย ไพรเมอรมีการเขาจับและสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอได และ

สงชิ้นดีเอ็นเอไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและนําชุดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดน้ีไปวิเคราะหเพ่ือหาชนิดของ

ยีนดวยโปรแกรม Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide (BLASTN) จากการวิเคราะหผลดวย

โปรแกรมทําใหทราบวา ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคลาย กับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีมี Accession 

number HM222538 มีขนาด 753 bp ยีนดังกลาวมีลักษณะเหมือนกับยีน Chitinase มีตําแหนงท่ีเปน 

coding sequence ที่ตําแหนง  1-753  พบใน Tamarindus indica Group ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก

ปฏิกิริยาการทํา DNA sequencing มีลําดับนิวคลีโอไทดท่ีตรงกันท่ีตําแหนง  37-514 จากไพรเมอรจํานวน 5 คู 

ไดลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีคารอยละใกลเคียงกับ PCR product ที่ทําการออกแบบไวดวยโปรแกรม Primer 3 มีคา

เทากับ 37.36 68.10 71.78 82.53 และ73.74 ตามลําดับ ซ่ึงตรงกับความคาดหมายท่ีตั้งไว 

ขอเสนอแนะจากการวิจัยในคร้ังน้ีคือ ในพืชหลายชนิดมีกลไกในการปองกันตนเองจากสภาวะท่ีไม

เหมาะสมตอก่ีเจริญเติบโต ดวยวิธีตางๆหลายวิธี วิธีการหน่ึงคือ การกระตุนใหเกิดการแสดงออกของยีนเพ่ือ

ผลิตเอนไซมบางชนิดในการตอตาน ยังย้ัง หรือทําลายศัตรูท่ีมาบุกรุก จากการศึกษาพบวา มะขามในแตละ

พันธุปลูกมีการติดเช้ือราในระดับท่ีแตกตางกันไป บางชนิดมีการติดเชื้อรานอยหรือไมติดเชื้อเลย สวนหน่ึงเปน

มะขามเปร้ียวซ่ึงอาจเปนเพราะมีปริมาณนํ้าตาลซ่ึงเปนแหลงอาหารของเช้ือรานอย แตในขณะเดียวกัน มะขาม

บางพันธุปลูกมีความหวานพอประมาณ แตพบวามีการติดเชื้อราคอนขางนอย ซ่ึงหากเปนเชนน้ันแลว จะตองมี

กลไกบางอยางท่ีมีความสามรถในการยับย้ังไมใหเชื้อราเขาไปใชประโยชนจากนํ้าตาลในฝกมะขามได จึงไดมี

การศึกษาลักษณะการแสดงออกของยีนบางประการท่ีคาดวานาจะมีผลตอการตานทานเชื้อรา ซ่ึง นันทา เชิง

เชาว (2555) ไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีน beta-1, 3-glucanase และ Chitinase ในยางพารา 

พบวา ยางพาราพันธุปลูกท่ีมีการติดเชื้อราแปงอยางรุนแรง มีการแสดงออกของยีนท้ังสองชนิดในปริมาณท่ี

นอยกวาเม่ือเทียบกับยางพาราพันธุปลูกท่ีไมคอยติดเชื้อราซ่ึงพบวามีการแสดงออกของยีนท้ังสองท่ีมากกวา

อยางมีนัยสําคัญ จากผลการทดลองดังกลาว ทําใหสามารถเปนแนวทางในการศึกษาเพ่ือพัฒนาพันธุพืช

เศรษฐกิจท่ีมีปญหาเกิดความเสียหายจากโรคและแมลงใหมีความสามารถตานทานโรคและแมลงไดดีย่ิงข้ึนจาก

ความรูทางดานพันธุศาสตรตอไป 
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1. ลําดับนิวคลีโอไทดยีน Chitinase มะขามท่ีใชศึกษา Accession number HM222538 

Tamarindus indica class III chitinase gene, partial cds 

GenBank: HM222538.1 

GenBank Graphics 
>gi|308212835|gb|HM222538.1| Tamarindus indica class III chitinase gene, partial cds 

TATTGGGGCCAAAACGGTAATGAAGCAAGCCTAGCAGAAGCATGTGCAACAGGAAAGTATTCTTATGTAA 

ACATAGCCTTCCTTAACAAGTTTGGTAATGGCCAAGCTCCAGAAATCTTCATAGCTGGTCATTGTGGTCC 

TCCCTTTTCAAACAATTGCTCTCTGGTTGGCAGCGACATCAAAAAATGCCAAAACCAAGGGATCAAGGTG 

ATGCTATCTATTGGAGGGGCGAGTGGGAGTAGTTACTCTCTTGCTTCCTCGGGTGATGCTAAAAATGTTT 

CTGATTACTTGTGGAACAATTTCTTGGGAGGCGAGTCATCTTCACGCCCATTAGGGGACGCCGTATTAGA 

TGGCATAGATTTTGAGATATTAAATAACAGCACAAGATATCATGAAGACCTAGCGGGTCACCTCAAGTCA 

CATAGCACTACGACTCAAAAATATGTTTACTTGAGTGCAGCACCTCAGTGCCCATTTCCTGATGCCTACT 

TGGGTACTTTACGGCAAACAGGCCTTTTTGACTATGTTTGGGTGCAATTCTACAATGATCCTCACTGCCA 

ATATAGCCAGGGAAATGTTGATGATCTTATGAAATCTTGGAAATCATGGTCAATACATTTAAAAGAGAGG 

AAAGTATTTTTGGGGTTGCCAGCATCTCCGGCAGCAGCTGGTGGTTATGTTCCTCCTGATGTTCTTAATT 

CTCAAATTCTTCCTGCTATTAAAGGTTCTTCTTATGGTGGTGTTATGCTTTGG 

 

 

ภาพท่ี 14 ฐานขอมูล NCBI แสดงรายละเอียดของยีน Chitinase 
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ไพรเมอรที่ใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน Chitinase 

 

1.  Left Primer : GAGTCATCTTCACGCCCATT GC% = 50 

 Right Primer : CCCAAGTAGGCATCAGGAAA GC% = 50 

 

2.  Left Primer : AGCTGGTCATTGTGGTCCTC GC% = 55 

 Right Primer : AATGGGCGTGAAGATGACTC GC% = 50 

 

3.  Left Primer : GAGTCATCTTCACGCCCATT GC% = 50 

 Right Primer : GGCCTGTTTGCCGTAAAGTA GC% = 50 

 

4.  Left Primer : AGCTGGTCATTGTGGTCCTC GC% = 55 

 Right Primer : CCTCCCAAGAAATTGTTCCA GC% = 45 

 

5.  Left Primer : GAAGCATGTGCAACAGGAAA GC% = 45 

 Right Primer : AGCATCACCTTGATCCCTTG GC% = 50 
 

 

ภาพท่ี 15 ฐานขอมูล NCBI แสดงลําดับนิวคลีโอไทดของยีน Chitinase 
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ภาพท่ี 16 แสดงการออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม Primer 3  
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ตารางที่ 5 ความเขมขนจีโนมิกดีเอ็นเอและคาA260/A280ของใบมะขาม เมื่ออบแหงและระยะเวลาในการเก็บรักษาที่แตกตางกัน 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ (p<0.05)

พันธุปลูก 
อุณหภูมิที่ใช
ในการอบแหง 

ความเขมขนของจีโนมิกดีเอ็นเอ (A260) (ng/µl) A260/A280(ng/µl) 

ระยะเวลาในการเก็บรักษา (วัน) ระยะเวลาในการเก็บรักษา (วัน) 

1 7 14 30 1 7 14 30 

ประกายทอง 
40 1351.6±25.9a 1088.3±99.2a 406.6±24.6a 101.6±35.4a 5.8 7.3 1.3 0.5 

45 1100.0±61.7a 208.3±46.4b 128.3±2.8b 48.3±20.8b 4.3 0.8 0.1 0.1 

50 76.0±62.1c 76.0±62.1b 65.0±23.0b 45.0±18.2b 0.2 0.2 0.2 0.1 

สีทอง 
40 1173.3±92.9a 770.0±34.6a 256.6±24.6a 208.3±35.4a 1.5 9.2 2.5 1.2 

45 925.0±32.7b 461.6±2.8b 68.3±2.8b 43.3±20.8b 4.6 3.4 0.2 0.6 

50 838.3±12.5b 68.3±2.8c 51.6±23.0b 26.1±18.2b 3.3 0.2 0.3 0.1 

ขันตี 
40 943.3±25.6a 943.3±15.0a 821.6±20.2a 765.0±10.0a 14.1 17.9 7.0 4.1 

45 913.0±25.6ab 876.6±20.2a 753.3±10.4ab 615.0±18.0b 18.2 4.0 3.7 2.8 

50 870.0±18.0b 846.6±76.5a 601.6±142.9b 50.0±37.7c 7.4 6.3 3.6 0.2 

ศรีชมภู 
40 910.0±22.9a 826.6±57.9a 645.0±49.2a 250.0±50.0a 18.2 9.9 4.8 0.7 

45 826.6±57.9b 736.6±30.5a 573.3±15.2b 166.6±28.8b 9.9 22.1 2.4 0.4 

50 735.0±27.8c 601.6±63.7b 518.3±16.0b 16.6±2.88c 6.3 12.0 2.0 0.1 



 

 ตารางที่ 6  ความเขมขนของ PCR product และคาA260/A280ของใบมะขาม เมื่ออบแหงและระยะเวลาในการเก็บรักษาที่แตกตางกัน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ : ตัวอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ (p<0.05) 

พันธุปลูก 
อุณหภูมิที่ใชใน

การอบแหง 

ความเขมขนของPCR product(A260) (ng/µl) A260/A280(ng/µl) 

ระยะเวลาในการเก็บรักษา (วัน) ระยะเวลาในการเก็บรักษา(วัน) 

1 7 14 30 1 7 14 30 

ประกายทอง 
40 483.3±28.8a 483.3±28.8a 333.3±28.8a 166.66±76.3a 2.4 2.4 3.3 2.0 

45 450.0±50.0ab 300.0±50.0b 250.0±50.0ab 116.66±28.8a 1.7 0.9 0.9 0.5 

50 383.3±28.8b 266.6±28.8b 200.0±50.0b 66.66±28.8a 1.4 1.1 0.7 0.7 

สีทอง 
40 850.00±50.0a 800.00±50.0a 516.67±28.8a 83.33±57.7a 1.1 0.9 1.1 1.3 

45 683.33±28.8b 466.67±57.7b 383.33±28.8b 66.67±28.8a 1.2 1.2 1.6 0.7 

50 366.67±28.8c 283.33±28.8c  283.33±28.8c 66.67±28.8a 1.3 1.3 1.9 0.8 

ขันตี 
40 433.33±28.8a 433.33±28.8a 383.33±76.3a 383.33±28.8a 1.5 1.6 1.2 1.9 

45 383.33±28.8a 316.66±28.8b 283.33±104.0ab 150.00±0.0b 4.6 1.7 2.1 0.9 

50 316.66±28.8b 150.00±50.0c 133.33±57.7b 83.33±28.8c 1.9 1.5 0.9 0.5 

ศรีชมพู 

40 505.00±8.6a 503.33±28.4a 266.67±28.8a 136.67±22.5a 2.2 2.3 1.3 0.6 

45 476.67±20.2ab 376.67±5.7b 216.67±57.7ab 30.00±5.0b 1.9 5.5 1.1 0.1 

50 445.00±30.9b 338.33±32.4b 166.67±28.8b 16.67±2.8b 1.6 1.7 0.8 0.1 
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ขอมูลท่ัวไปเก่ียวกับอุปกรณและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัติการ  
 

1. อะกาโรสเจลอิเล็กโทโฟริซิสของดีเอนเอ  (Agarose Gel Electrophoresis of DNA)  

 อิเล็กโทรโฟริซิส เปนเทคนิคท่ีใชแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกซ่ึงอยูในสนามไฟฟาออกจากกัน โดย
อาศัยความแตกตางของอัตราการเคล่ือนท่ีของโมเลกุล ซ่ึงเปนผลมาจากความแตกตางของชนิดและปริมาณ
ของประจุ ขนาดและโครงรูปของโมเลกุลของสาร การแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกโดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส มัก
ทําใหตัวกลางท่ีเปนสารโมเลกุลใหญพวกโพลีเมอร สําหรับดีเอ็นเอนิยมแยกโดยใชอะกาโรส หรือโพลีอะคริลา
ไมดเปนตัวกลาง การแยกดีเอ็นเอโดยใชอะกาโรสเปนตัวกลางเปนเทคนิคท่ีสําคัญมากในการศึกษาวิจัยดาน
พันธุวิศวกรรม เพราะเปนเทคนิคท่ีใชแยก บงชี้และทําชิ้นดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ ซ่ึงทําใหสะดวกและรวดเร็ว 
เน่ืองจากการเตรียมอะกาโรสเจลทําไดสะดวกกวาการเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล การตรวจหาแถบของดีเอ็น
เอท่ีแยกออกจากกันสามารถทําไดโดยการยอมอะกาโรสเอธิเทียมโบรไมด แลวตรวจหาสารเชิงซอนของเอธิเดีย
มไบรไมดกับดีเอ็นเอ ซ่ึงจะเรืองแสง(fluorescence) เม่ือสองดวยแสงอุลตราไวโอเลต แถบดีเอ็นเอท่ีมีปริมาณ
ตํ่าเพียง 10 นาโนกรัม สามารถถูกตรวจพบไดโดยวิธีน้ี การแยกดีเอ็นเอโดยโพลีอะคริลาไมดยุงยากกวา แตมี
อํานาจการแยก (resolving power) สูงกวาอะกาโรสเจลมากโดยสามารถแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีขนาด
แตกตางกันเพียงคูเบสเดียวออกจากกันได จึงใชไดดีในเทคนิคการหาลาดับเบส (DNA sequencing) 

 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 อะกาโรสเปนสารโพลีเมอรท่ีสกัดไดจากสาหรายทะเล ถากําหนดใหโครงรูปของดีเอ็นเอเปนแบบ
เสนตรง ความสัมพันธระหวางขนาดของโมเลกุลกับระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจลความเขมขนตาง ๆ 
สามารถแสดงไดในรูปของกราฟซ่ึงจะเห็นวาสาหรับแตละความเขมขนของอะกาโรสเจลจะมีชวงท่ีการเคล่ือนท่ี
กับ log ของขนาดโมเลกุลมีความสัมพันธแบบเสนตรวจ ซ่ึงชวงขนาดของดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธแบบเสนตรง
กับระยะทางน้ันไดรวบรวมไว 
 ในปจจุปนมีการใชอะกาโรสในงานอิเล็กโทรโฟริซิสเพ่ิมมากข้ึนท่ัวโลก ผูผลิตหลายบริษัทจึงทําการ
ผลิตอะกาโรสชนิดพิเศษสําหรับใชในงานอิเล็กโทโฟริซิส โดยเฉพาะซ่ึงเปนอะกาโรสท่ีบริสุทธิ์ปราศจากสารเจือ
ปนซ่ึงจะยับย้ังการทางานของเอนไซมในข้ันตอนตอไปหลังจากแยกดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล และปราศจาก
การปนเปอนจากนิวคลีเอสซ่ึงทําลายกรดนิวคลีอิก 

 ในการเตรียมเจลจะนาอะกาโรสมาหลอมในบัฟเฟอรซ่ึงมี pH ประมาณ 8 แลวเทลงในถาดรองเจล
เม่ืออะกาโรสแข็งตัวแลวจึงทําการหยดดีเอ็นเอลงในหลุมแลวผานกระแสไฟฟาเขาสูเจล ดีเอ็นเอ ซ่ึงมีประจุลบ
จะเคล่ือนท่ีไปหาข้ัวบวก อัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอข้ึนอยูกับปจจัยตาง ๆตอไปน้ี 

 1. ขนาดของดีเอ็นเอ 

 อัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอจะแปรผกผันกับ log10 ของจํานวนคูเบสดีเอ็นเอโมเลกุลใหญจะ
เคล่ือนท่ีชากวาเพราะมีแรงเสียดทานมากกวาและโมเลกุลจะเคล่ือนผานรูของเจลยากกวา 

 2. ความเขมขนของอะกาโรส 

 ขณะท่ีใหกระแสไฟฟาผานเจลดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีผานรูภายในเจล ถารูมีขนาดใหญอัตราการเคล่ือนท่ี



 

 

 

ของดีเอ็นเอจะสูงกวาเจลท่ีมีรูขนาดเล็ก ขนาดของรูภายในเจลจะข้ึนกับความเขมขนของอะกาโรสอะกาโรสย่ิง
มีความเขมขนมากรูภายในจะมีขนาดเล็กลง การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในอะกาโรส จะมีความสัมพันธแบบ
เสนตรงกับความเขมขนของอะกาโรส ตามสมการ 

 log u = logu0-Kr T 

 u = ระยะทางท่ีดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจล 

 u0 = ระยะทางท่ีดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีในสภาพท่ีไมมีในอะกาโรสเจล 

 Kr = สัมประสิทธิ์ความหนวง(retardation coefficient) 

ตารางท่ี 7 ชวงขนาดดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธแบบเสนตรงกับระยะทางท่ีเคล่ือนที่ไปในอะกาโรสเจลความ
เขมขนตาง ๆ 

ความเขมขนของอะกาโรสเจล (%) ชวงขนาดของดีเอ็นเอปลายเปด(กิโลเบส) 

0.3 5-60 

0.6 1-20 

0.7 0.8-10 

0.9 0.5-7 

1.2 0.4-6 

1.5 0.2-3 

2.0 0.1-2 

 

 3. โครงรูปของดีเอ็นเอ 

 ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากัน แตอยูในโครงรูปท่ีตางกันจะเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจลในอัตราท่ีตางกัน ข้ึนอยู
กับความเขมขนของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟาและความแรงอิออนของบัพเฟอร โดยท่ัวๆ ไป 
สําหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ โครงรูปแบบซูเปอรเฮลิคัล(superhelical) จะเคล่ือนที่เร็วกวาแบบเสนตรง(linear) 

สวนแบบวงกลมนิก(nicked circular) จะเคล่ือนท่ีชาท่ีสุด 

 4. องคประกอบของบัพเฟอร 
 การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลข้ึนอยูกับองคประกอบและความแรงอิออนของบัพเฟอร
บัพเฟอรท่ีนิยมใชสําหรับอิเลกโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอมี 4 ชนิด ดังสรุปไวใน ตารางท่ี 2นิยมเตรียมบัพเฟอร
เขมขนเก็บไว เชน 10X buffer หมายความวาเปนบัพเฟอรท่ีมีความเขมขนเปน 10 เทาของความเขมขนท่ีใช
จริง TAE, TPE และ TBE ใชกับดีเอ็นเอสายคู สวนบัพเฟอรดาง(alkaline buffer) ใชกับดีเอ็นเอสายเด่ียว 

 

 

 

 



 

 

 

ตารางท่ี 8 แสดงบัพเฟอรท่ีนิยมใชในเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอ 

 

บัพเฟอร 
ความเขมขนท่ีใชในอิเล็กโทรโฟริซิส 

(working solution) 

บัพเฟอรเขมขน/1000 ml 

(stock solution) 

Tris-acetate(TAE) 1X:0.04 M Tris-acetate0.001 

M EDTA 

10X:48.4 g Tris base11.4 ml 

glacial aceticacid20 ml of 0.5 

M EDTA(pH 8.0 ) 

Tris-phosphate(TPE) 1X:0.09 M Tris-

phosphate0.002 M EDTA 

10X:108 g Tris base15.5 ml 

85% phosphoric acid40 ml of 

0.5 M EDTA(pH 8.0 ) 

Tris-borate(TBE) 0.5X:0.045 M Tris-borate0.002 

M EDTA 

5X:54 g Tris base27.5 ml 

boric acid20 ml of 0.5 M 

EDTA(pH 8.0 ) 

AlkalineButter 1X:50mM NaOH1 mM EDTA 10X:5 ml 10 N NaoH2 ml 0.5 

M EDTA (pH 8.0) 

วัสดุและอุปกรณ 
 1. agarose (electrophoresis grade) 

 2. 5x TBE buffer 

 3. Ethidium bromide 10 mg/ml 

 4. 10 x gel loading buffer 

 5. elctrophoresis chamber(mini gel) 

 6. power supply 

 7. UV transilluminator 

 8. Polaroid Camera 

 

 



 

 

 

วิธีทํา 
 1. เตรียมถาดรองเจล (gel mould) วางบนพ้ืนเรียบ 

 2. ชั่ง agaroseจานวนท่ีตองการลงในฟลาสก เติม electrophoresis buffer (1 X TBE) ใหไดความ
เขมขนท่ีตองการโดยท่ัว ๆ  ไป mini-gel มักใชปริมาณ agarose 35-40 ml ถาตองการเตรียม 0.8 % agarose gelใช 
agarose 0.32 กรัมตอบัพเฟอร40 ml 

 3. ทาให agaroseละลายโดยแชฟลาสกในนาเดือด หรือในเตาไมโครเวฟนาออกมาวางท้ิงไวใหเย็นลง
ถึงประมาณ 60 oCเติม ethidium bromide (10 mg/ml) ลงไปใหไดความเขมขนสุดทาย 0.5 µg/ml ( 2 ไมโครลิตรตอ 40 
มิลลิลิตร) ผสมใหเขากันโดยการหมุนฟลาสกเบาๆ 

 4. เท agaroseลงในถาดรองเจลท่ีเตรียมไว พยายามอยาใหเกิดฟองอากาศวาง comb ลงท่ีปลายดาน
หน่ึงของถาดรองเจล ใหซี่ของ comb อยูหางจากปลายของเจลประมาณ1 ซม. รอใหเจลแข็งตัว 

 5. หลังจากเจลแข็งตัว นาถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer (1X TBE) ลงไปจนทวม
เจลใหบัพเฟอรทวมเจลข้ึนมาประมาณ 1-2มม. คอยๆดึง comb ออก 

 6. ผสม DNA sample กับ gel-loading buffer แลวหยอดตัวอยางลงในชองโดยใช disposable 

micropipette (gel-loading buffer คือบัพเฟอรท่ีมีสียอม 2 ชนิด คือ bromphenol blue กับ xylene 

cyanol, brompheol blue จะเคล่ือนท่ีในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอซ่ึงยาวประมาณ 300 คูเบสและเคล่ือนท่ี
เร็วกวา xylene cyanolประมาณ 2.2 เทา xylene cyanolเคล่ือนท่ีในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอคูซ่ึงยาว
ประมาณ 4 kb นอกจากน้ียังมี glycerol หรือ sucrose ผสมอยู เพ่ือถวงใหดีเอ็นเอตกลงสูกนหลุม มักจะ
เตรียม gel - loading buffer ที่เขมขนกวาท่ีใชจริง 10 เทา ดังน้ัน ถามีดีเอ็นเอตัวอยางอยู 10 ไมโครลิตร ใช 
gel - loading buffer 1 ไมโครลิตร ในการทาอิเล็กโทรโฟริซิสทุกคร้ังตองมีดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีรูขนาดแนนอน
เปนตัวเปรียบเทียบ ซ่ึงมักจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานน้ีลงในหลุมซายมือสุด ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีนิยมใชคือ แล
มดาดีเอ็นเอ ตัดดวยเอนไซม Hind III หรือ Eco RI หรือท้ังสอง 
 7. เม่ือหยอดตัวอยางเรียบรอยทุกหลุมแลว ปดฝา electrophoresis chamber แลวตอข้ัวไฟฟาเขา
กับ power supply ต้ัง voltage สูงประมาณ 1-5 โวลท/ซม. ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจาก cathode (ข้ัวสีดา)ไป
ยัง anode(ข้ัวสีแดง) อยาต้ัง voltage ใหสูงเกินไปจะทาใหเกิดความรอนสูง ซ่ึงจะทาลายดีเอ็นเอ โดยท่ัวๆ ไป
สาหรับ mini-gel ใช 50-60 โวลท ใชเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง เม่ือ bromphenol blue เคล่ือนไปไดประมาณ 
80 % ของความยาวเจล หยุดกระแสไฟฟา นาเจลออกมาแลวนาไปวางบน UV Transilluminatorเพ่ือตรวจดู
ผลการแยก บันทึกภาพดวยกลองโพลารอยด 
 

การเตรียมสารละลาย 

 1. 5x TBE (0.045 M Tris-borate,0.001 M EDTAO 

  54 กรัม Tris base 

  27.5 กรัม Boric acid 

  20 ml 0.5 M EDTA(pH8.0) 



 

 

 

ละลายนาใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
 2. 1 x TBE 

  5 x TBE 1 สวน:นา4 สวน 

 3. 10 mg/ml ethidium bromide 

  ชั่ง ethidium bromide 100 มิลิกรัม ละลายในนา 10 มิลลิลิตร โดยการกวนบน 
magnetic stirrer1-2 ชั่วโมง เก็บไวในขวดหุมอะลูมิเนียมฟอยล (ethidium bromide อาจเปน strong 

mutagen สวมถุงมือตลอดเวลาท่ีเก่ียวของกับสารน้ี) 
 4. 10 x gel-loading buffer 

  0.4 % bromophenol blue 

  0.4 % xylene cyanol 

  50 % glycerol in water 
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ชัยศรี จ. นครปฐม จากน้ันไดยายไปรับราชการยังโรงเรียนปญญาวรคุณและโรงเรียนมหิดลวิทยานุสรณ 
ไดเล่ือนตําแหนงเปนอาจารย 1 และอาจารย 2 ตามลําดับ ตอมาไดสอบโอนไปรับราชการยังกรมการ
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- เปนหัวหนางานชีววิทยาศูนยวิทยาศาสตรฯ (2542-2546) 
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- เปนกรรมการรางและเขียนหลักสูตรชีววิทยาของ สสวท. ฉบับ 2533 

          - เปนผูชํานาญสาขาชีววิทยา สสวท. (2528-2534) 
- เปนกรรมการตัดสินโครงงานวิทยาศาสตรระดับจังหวัดและระดับประเทศ 

- เปนคณะกรรมการผูทรงคุณวุฒิตรวจและประเมินผลงานทางวิชาการของกลุมมหาวิทยาลัย
ราชภัฏภาคเหนือตอนลาง (2549) 

- เปนคณะกรรมการผูทรงคุณวุฒิตรวจและประเมินผลงานทางวิชาการ สาขาวิทยาศาสตรของ
มหาวิทยาลัยราชภัฏนครศรีธรรมราช (2549) 

- เปนคณะกรรมการตรวจและประเมินผลงานวิชาการของ สํานักงานเขตพ้ืนท่ีการศึกษา
เพชรบูรณเขต 1, 2 และ3 (2550-ปจจุบัน) 

- เปนคณะกรรมการตรวจผลงานวิชาการของ สํานักงานเขตพ้ืนท่ีการศึกษาพิจิตรเขต 1 
(2550-ปจจุบัน) 

-  เปนคณะกรรมการตรวจผลงานวิชาการของ สํานักงานเขตพ้ืนท่ีการศึกษาอุทัยธานีเขต 2 
(2550-ปจจุบัน) 
          - เปนท่ีปรึกษาชมรมแพทยแผนไทยจังหวัดเพชรบูรณ (2546- 2550) 

- เปนท่ีปรึกษาชมรมแพทยแผนไทยและแปรรูปสมุนไพรเพชรบูรณ (2551) 
- ฯลฯ 

 


