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ยนี AGAMOUS (AG) ควบคุมการสร้างอวยัวะดอกและถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม C ในโมเดลการ
สร้างดอก ABCE โดยมีหนา้ท่ีควบคุมการสร้างส่วนของเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมีย  ในการศึกษา
คร้ังน้ีไดโ้คลนยนี JcAG ซ่ึงเป็นยนี AGAMOUS homologue จากสบู่ด า (Jatropha curcas L.) พบวา่มี
ขนาด 1,063 คู่เบส  มีบริเวณท่ีสามารถถอดรหสัเป็นกรดอะมิโนได ้726 คู่เบส  ซ่ึงแปลเป็นสาย      
โพลีเพปไทดไ์ดข้นาด 241 กรดอะมิโน  เม่ือน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัขอ้มูลใน 
GenBank โดยใชโ้ปรแกรม protein blast พบวา่มีความใกลเ้คียงกบัโปรตีน TcAG ซ่ึงเป็นโปรตีน 
AGAMOUS-like ของโกโก ้(Theobroma cacao L.) ถึง 88%  และแสดงบริเวณโดเมน 2 โดเมน คือ 
MADS superfamily และ K-box superfamily  เม่ือยนืยนัผลโดยการท าแผนภาพการจดักลุ่มพบวา่
โปรตีน JcAG จดัอยูใ่นกลุ่มของโปรตีน AGAMOUS ของพืชใบเล้ียงคู่  โดยแยกออกจากโปรตีน 
SHATTERPROOF (SHP) และโปรตีน SEEDSTICK (STK) ซ่ึงเป็นโปรตีนในกลุ่ม MADS box 
เช่นกนัอยา่งชดัเจน  ผลของ Southern blot hybridization พบวา่ยนี JcAG เป็นยนี single copy  และ
จากการตรวจสอบการแสดงออกของยนี JcAG ดว้ยวิธี relative quantification real-time PCR พบวา่ 
ยนี JcAG มีการแสดงออกในดอกตูมขนาด 4-6 มิลลิเมตรสูงกวา่ในดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร  ใน
อบัละอองเรณูสูงกวา่ในรังไข่  และพบวา่มีการแสดงออกเลก็นอ้ยในส่วนของอวยัวะเจริญ คือใบอ่อน
และปลายยอด 
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The AGAMOUS (AG) is a floral organ identity gene in C class of ABCE model which 
specifies stamen and carpel development.  In this study, JcAG which is an AGAMOUS homologue 
gene of physic nut (Jatropha curcas L.) was cloned and reported a contig of nucleotide sequence 
which has 1,063 base pairs in length with 726 base pairs of open reading frame corresponding to 
241 amino acid residues of predicted protein sequence.  The amino acid sequence, JcAG, was 
compared with related sequences in GenBank protein database using protein blast.  The result 
showed that the deduced JcAG sequence has 88% identity with TcAG (AGAMOUS-like protein 
of cocoa, Theobroma cacao L.) and shows the presence of MADS superfamily and K-box 
superfamily domains.  Confirming by phylogenetic analysis, JcAG was situated in AGAMOUS 
dicotyledon subclade and was clearly separated from SHATTERPROOF (SHP) and SEEDSTICK 
(STK) subclades which are also MADS box family members.  Southern blot hybridization 
indicated that the JcAG gene is a single copy gene in J. curcas genome.  Relative quantification 
real-time PCR was used to detect the expressions of the gene in different organs of J. curcas.  The 
data revealed that the expression level of JcAG in 4-6 millimeter flower bud was higher than in  
1-3 millimeter flower bud, while the expression in anther was higher than in ovary. Low level of 
JcAG expression was also detected in vegetative tissues such as young leaf and shoot tip. 
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การโคลน การแสดงออก และการวเิคราะห์คุณลกัษณะของยนี AGAMOUS ในสบู่ด า  
 

Cloning, Expression and Characterization of AGAMOUS Gene  

in Jatropha curcas L. 
 

ค าน า 
 

เน่ืองจากน ้ามนัซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานหลกัในปัจจุบนันั้นมีจ านวนจ ากดัและมีราคาแพงข้ึน  
โดยเม่ือเปรียบเทียบกบัปี 2539 พบวา่มีราคาสูงกวา่เดิมถึง 4 เท่า  โดยมีการปรับราคาสูงข้ึนอยา่ง
เห็นไดช้ดัตั้งแต่ช่วงกลางปี 2548  และยงัคงปรับตวัสูงข้ึนเร่ือยๆ จนถึงปัจจุบนั  และนอกจาก
พลงังานท่ีถูกปลดปล่อยออกมาแลว้  สารเคมีท่ีเป็นผล จากการเผาไหมข้องน ้ามนัดีเซลยงัมีผลเสีย
ต่อสภาวะแวดลอ้มและเป็นผลร้ายต่อสุขภาพของส่ิงมีชีวิตต่างๆ  การจดัหาพลงังานชีวภาพข้ึนมา
ทดแทนพลงังานจากฟอสซิลนั้นเป็นส่ิงท่ีจ าเป็นอยา่งเร่งด่วน  เพราะนอกจากจะช่วยลดมลภาวะ
ของโลกแลว้  การใชพ้ลงังานจากแหล่งทดแทนยงัเป็นการช่วยชะลอการใชท้รัพยากรธรรมชาติท่ี
ก าลงัจะหมดไปจากโลกใหค้งเหลืออยูเ่ป็นพลงังานท่ีย ัง่ยนื  อีกทั้งในประเทศท่ีไม่สามารถขดุน ้ามนั
ข้ึนมาใชไ้ดเ้องอยา่งประเทศไทย  การใชพ้ลงังานชีวภาพจะช่วยลดการสูญเสียเงินตราในการน าเขา้
น ้ ามนัเช้ือเพลิงซ่ึงมีมูลค่าหลายแสนลา้นบาท  โดยน ้ามนัไบโอดีเซลจะช่วยตอบสนองความตอ้งการ
ส าหรับประเทศไทย ซ่ึงมีความตอ้งการใชน้ ้ ามนัดีเซลสูงสุดในบรรดาผลิตภณัฑน์ ้ ามนัชนิดต่างๆ  
ลดการสูญเสียเงินตราต่างประเทศในการน าเขา้น ้ ามนั  เพิ่มรายไดใ้หแ้ก่เกษตรกร  ลดการปล่อยก๊าซ
ท่ีก่อใหเ้กิดภาวะเรือนกระจก (greenhouse effect) โดยเฉพาะก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์เพื่อ
แกปั้ญหาโลกร้อน  และปล่อยไอเสียท่ีมีมลพิษต ่ากวา่การใชน้ ้ ามนัดีเซล (ไม่มีก ามะถนัและสารก่อ
มะเร็งเป็นองคป์ระกอบ)   

 
การพฒันาไบโอดีเซลเพื่อใชท้ดแทนน ้ามนัธรรมชาติเร่ิมมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2513  มีจุดเร่ิมตน้

มาจากประเทศในแถบยโุรป  โดยผลิตเป็นเช้ือเพลิงเหลวท่ีไดจ้าก น ้ ามนัพืชและไขมนัสตัว ์เช่น 
ปาลม์ มะพร้าว ถัว่เหลือง ทานตะวนั เมลด็เรพ (rape seed) สบู่ด า หรือ น ้ ามนัพืช น ้ ามนัสตัวท่ี์ใช้
แลว้  ซ่ึงพืชน ้ามนัเหล่าน้ีเป็นแหล่งทรัพยากรท่ีสามารถผลิตทดแทนไดใ้นธรรมชาติ  โดยพบวา่มี
ความเป็นไปไดสู้งท่ีประเทศในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตจ้ะเป็นฐานในการพฒันาไบโอดีเซล
จากผลปาลม์ และสบู่ด าข้ึนมาใชท้ดแทนปิโตรดีเซลโดยจะไดรั้บการจดัการโดยรัฐบาลของประเทศ
นั้นๆ  แต่จะตอ้งมีการแกไ้ขปัญหาเร่ืองราคาท่ีสูงของผลิตภณัฑเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัราคาน ้ามนั
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ธรรมชาติ  อาจจะจดัการใหมี้ผลผลิตท่ีสูงข้ึนหรือลดค่าใชจ่้ายในกระบวนการผลิต (Jayed et al., 
2009)  ซ่ึงส าหรับประเทศไทยนั้น พระบาทสมเดจ็พระเจา้อยูห่วัฯ ทรงมีพระราชด าริใหมี้การสร้าง
โรงงานสกดัน ้ามนัปาลม์  และท าการวจิยัและพฒันาเพื่อน ามาใชก้บัเคร่ืองยนตดี์เซลในปี พ.ศ. 2528  
ต่อมาทางรัฐบาลไดมี้มติเห็นชอบยทุธศาสตร์การพฒันาและส่งเสริมการใชไ้บโอดีเซล  โดยเร่ิมจาก
ปาลม์และน ้ามนัพืชใชแ้ลว้ตั้งแต่ พ.ศ. 2548  และมีการส่งเสริมการปลูกและพฒันาพืชน ้ามนัชนิด
อ่ืนๆ ต่อมาจนถึงปัจจุบนั   

 
สบู่ด า (Jatropha curcas L.) เป็นไมพุ้ม่ขนาดกลางอยูใ่นวงศ ์Euphorbiaceae มีความทน 

ทานต่อสภาพแหง้แลง้และน ้าท่วม เจริญเติบโตง่าย ใหผ้ลผลิตเร็ว และมีอายกุารเกบ็เก่ียวยาวนาน  มี
ศกัยภาพเป็นแหล่งทดแทนพลงังานจากฟอสซิลได ้ เพราะน ้ามนัท่ีไดจ้ากการบีบจากเมลด็สามารถ 
น าไปใชแ้ทนน ้ามนัดีเซลในเคร่ืองยนตท่ี์มีความเร็วรอบต ่าไดโ้ดยตรง  ในขณะน้ีทางภาครัฐไดมี้ 
การส่งเสริมการปลูกสบู่ด าเป็นวตัถุดิบในการผลิตไบโอดีเซลในระดบัชุมชนเพื่อเศรษฐกิจพอเพียง  
หากแต่ยงัไม่เป็นการแพร่หลายนกั  ทั้งน้ีเน่ืองจากผลผลิตต่อไร่ท่ีค่อนขา้งต ่าท าใหต้น้ทุนในการ 
ผลิตสูงและดูไม่คุม้การลงทุนเม่ือเทียบกบัผลผลิตของพืชน ้ามนัชนิดอ่ืน  วิธีการลดตน้ทุนวิธีหน่ึงก ็
คือการเพิ่มผลผลิตต่อตน้ต่อไร่ใหสู้งข้ึน  เน่ืองจากสบู่ด ามีทั้งดอกเพศผูแ้ละเพศเมียในช่อดอก
เดียวกนั  โดยดอกเพศผูจ้ะมีจ านวนมากกวา่ดอกเพศเมีย  หากสามารถลดจ านวนดอกเพศผูแ้ละเพิ่ม
ดอกเพศเมียในสบู่ด าไดจ้ะท าใหไ้ดผ้ลผลิตต่อไร่มากข้ึน  ในปัจจุบนัน้ียงัไม่มีการศึกษาในระดบัยนี
ท่ีควบคุม กลไกการสร้างดอกในสบู่ด า  การตรวจหายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอก เป็นพื้น
ฐานความรู้ท่ี ส าคญัต่อการพฒันาสบู่ด าพนัธ์ุผลดกต่อไปในอนาคต 
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วตัถุประสงค์ 
 
1.  โคลนและหาล าดบัเบสของยนี AGAMOUS ในสบู่ด า (Jatropha curcas L.) 
 
2.  วิเคราะห์คุณลกัษณะของยนี AGAMOUS ในสบู่ด า (J. curcas L.) 
 
3.  ศึกษาการแสดงออกในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆ ของยนี AGAMOUS ในสบู่ด า (J. curcas L.) 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  สบู่ด า (Jatropha curcas L.) 
 

สบู่ด า เป็นพืชในวงศ ์Euphorbiaceae  ช่ือวิทยาศาสตร์คือ Jatropha curcas L. ช่ือสามญัคือ 
physic nut และมีช่ือพื้นเมืองไดแ้ก่ สบู่ด า สบู่ขาว โห่งเทก หมกัเยา มะเยา มะโห่ง มะโห่งฮั้ว มะหุ่ง
ฮั้ว มะฮั้ว สบู่หวัเทศ สลอดด า สลอดป่า สลอดใหญ่ สีหลอด  
 

สบู่ด าเป็นไมพุ้ม่ยนืตน้ขนาดกลาง สูง 2-6 เมตร  ล าตน้ส่วนท่ีอายนุอ้ยมีสีเขียว ผวิเรียบ 
อวบน ้า เป็นไมเ้น้ืออ่อน เม่ืออายมุากมีสีน ้ าตาลอมเทา น ้ ายางใสไม่มีสี  ใบเด่ียวเรียงสลบั รูปหวัใจ
ถึงรูปโล่ กา้นใบยาว 5-24 เซนติเมตร แผน่ใบขนาด 7-18 x 7-16 เซนติเมตร ขอบใบเรียบ  มีรอย
หยกัเวา้ 3-5 พ ูพขูา้งปลายมน พกูลางปลายเรียวแหลม เสน้ใบแบบร่างแห มกัท้ิงใบในช่วงฤดูร้อน
หรือช่วงแหง้แลง้  ช่อดอกแบบ compound dichasia เกิดตรงซอกใบใกลป้ลายก่ิง ดอกยอ่ย 70-120 
ดอกต่อ 1 ช่อดอก ดอกยอ่ยแยกเพศแต่อยูร่่วมช่อดอกเดียวกนั ใบประดบัรูปหอก ขอบเรียบ       
ปลายแหลม กลีบเล้ียง 5 กลีบ สีเขียวอ่อนอมเหลือง กลีบดอก 5 กลีบ สีเหลืองอ่อนอมขาว มีต่อม
น ้าหวานติดอยูท่ี่โคนดา้นในของกลีบ  ดอกเพศผูมี้เสน้ผา่ศูนยก์ลาง 6-8 มิลลิเมตร กลีบเล้ียงเช่ือม
ติดกนั ปลายแยกเป็นแฉก ดา้นในมีขน กลีบดอกเช่ือมติดกนัเลก็นอ้ยท่ีบริเวณฐาน เกสรเพศผูมี้ 10 
อนั  แบ่งออกเป็นวงชั้นนอก 5 อนัเช่ือมติดกนัเลก็นอ้ยเฉพาะบริเวณฐาน และวงชั้นใน 5 อนัเช่ือม
ติดกนั อบัเรณูสีเหลือง  ดอกเพศเมีย กลีบดอกแยกจากกนัหรือเช่ือมติดกนัเลก็นอ้ยท่ีบริเวณฐาน  มี
เกสรเพศผูท่ี้เป็นหมนั 10 อนั รังไข่มี 3 พ ูยอดเกสรเพศเมียแยกเป็น 2 แฉก  อตัราส่วนดอกเพศผูต่้อ
ดอกเพศเมียประมาณ 7:1  ผลค่อนขา้งป้อมหรือรูปกระสวย เปลือกแขง็ มี 3 พ ูขนาด 2-3 x 2.5-3.5 
เซนติเมตร ผลอ่อนสีเขียว เม่ือสุกเปล่ียนเป็นสีเหลือง  ผลแก่แหง้คาตน้จะเปล่ียนเป็นสีด า  เมลด็
แบน รูปไข่หรือรูปกระสวยแกมขอบขนาน ขนาด 1 x 1.7 เซนติเมตร  เปลือกหุม้สีด า มีเยือ่ albumin 
บุอยูภ่ายในเป็นท่ีเกบ็สะสมน ้ามนัและสาร curcin เน้ือในสีขาว มี 2-3 เมลด็ต่อผล  (วลัชลีย,์ 2527; 
มหาวิทยาลยัแม่โจ ้และสมาคมนิสิตเก่ามหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ในพระบรมราชูปถมัภ,์ 2549; 
Chantharaprasong and Welzen, 2008) 

 
จากการศึกษาจ านวนโครโมโซมของตน้สบู่ด าพบวา่มีโครโมโซม 2n = 2x = 22  เป็น

โครโมโซมขนาดเลก็ชนิด metacentric และ submetacentric  และจากการศึกษาจากประชากร 5 
กลุ่ม พบวา่ไม่มีความแตกต่างของจ านวนชุดหรือจ านวนโครโมโซมในประชากรแต่ละกลุ่ม  ซ่ึงอาจ
เป็นอุปสรรคต่อการสร้างลูกผสมเพื่อปรับปรุงพนัธ์ุ (Dahmer et al., 2009) 
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จากรายงานโดยมหาวิทยาลยัแม่โจ ้และสมาคมนิสิตเก่ามหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ใน   
พระบรมราชูปถมัภ ์(2549) รายงานวา่สบู่ด าเป็นพืชท่ีทนต่อความแหง้แลง้ไดดี้  สามารถเติบโตได้
ในดินท่ีไม่เหมาะสมต่อการปลูกพืช เช่น ดินด่าง (alkaline soil) ดินเคม็ (saline soil) ดินทราย 
(sandy soil) หรือดินท่ีมีหินมาก (stony soil)  และพบวา่มีการน าไปปลูกในท่ีต่างๆ ทัว่โลก  แต่มีการ
ปรับตวัไดดี้ในเขตร้อน  และเม่ือวเิคราะห์คุณสมบติัน ้ามนัสบู่ด าเทียบกบัน ้ามนัดีเซล  พบวา่มีค่า
คุณสมบติัต่างๆ ใกลเ้คียงกบัน ้ามนัดีเซลมาก  เม่ือน ามาทดสอบใชใ้นเคร่ืองยนตดี์เซลพบวา่ ความ
ส้ินเปลืองเช้ือเพลิงจ าเพาะเบรค แรงบิด ก าลงัเบรค ความดนัเฉล่ียเบรค และประสิทธิภาพเชิงความ
ร้อนในการเบรคมีผลการทดสอบใกลเ้คียงและมีแนวโนม้ไปในทิศทางเดียวกนักบัน ้ามนัดีเซล  
ถึงแมว้า่น ้ ามนัสบู่ด าจะมีความหนืดสูงกวา่  แต่มีการปล่อยก๊าซไฮโดรคาร์บอนและปริมาณควนัด า
นอ้ยกวา่ (กองเกษตรเคมี และกองเกษตรวศิวกรรม กรมวิชาการเกษตร, 2525)  

 
การศึกษาของ ธญัญารัตน์ (2550) เพื่อประกอบการก าหนดราคาของเมลด็และน ้ามนัสบู่ด า

เพื่อสะทอ้นถึงตน้ทุนและผลผลิต  พบวา่ราคาของเมลด็สบู่ด าในกรณีท่ีมีค่าเสียโอกาสของแรงงาน
มีค่าสูงถึง 16.58 บาท/กิโลกรัม  ซ่ึงมีค่าสูงกวา่ราคาขายท่ีรัฐบาลก าหนดไวใ้นปี พ.ศ. 2548 ท่ีราคา  
4 บาท/กิโลกรัม ถึง 4 เท่า แต่ในกรณีท่ีไม่มีค่าเสียโอกาสของแรงงานจะมีราคาเพียง 1.38 บาท/
กิโลกรัม เท่านั้น ทางดา้นราคาของน ้ามนัสบู่ด ากเ็ช่นเดียวกนั ในกรณีท่ีมีค่าเสียโอกาสของแรงงาน
มีราคาสูงถึง 106.55 บาท/ลิตร  ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัราคาน ้ามนัดีเซลในปัจจุบนัท่ีประมาณ 25 
บาท/ลิตร  พบวา่ราคาน ้ามนัสบู่ด ามีค่าสูงกวา่ราคาน ้ามนัดีเซลถึง 4 เท่า ซ่ึงผลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้ง
กนักบัการศึกษาในประเทศอินเดียและซิมบบัเว  ซ่ึงพบวา่ราคาน ้ามนัสบู่ด าสูงกวา่น ้ามนัดีเซล 3 เท่า 
แต่ทั้งน้ีในกรณีท่ีไม่มีค่าเสียโอกาสของแรงงาน น ้ามนัสบู่ด าจะมีราคาเพียง 8.28 บาท/ลิตร เท่านั้น  
ซ่ึงจะพบวา่ส่ิงท่ีท าใหร้าคาของน ้ามนัสบู่ด าสูงเป็นผลมาจากค่าเสียโอกาสของแรงงาน  ซ่ึงสามารถ
ลดค่าใชจ่้ายส่วนน้ีลงไดด้ว้ยการพฒันาพนัธ์ุสบู่ด าใหมี้ผลผลิตท่ีสูงข้ึน  และใหผ้ลผลิตเป็นฤดูกาล
เพื่อเพิ่มรายไดแ้ละลดค่าแรงงานในการเกบ็เก่ียวผลผลิต 

 
จากการศึกษาของ วลัชลีย ์(2527) พบวา่ ดอกจะใชเ้วลาตั้งแต่เร่ิมมองเห็นดว้ยตาเปล่า

จนกระทัง่ดอกบานเป็นเวลา 17 วนั  โดยการเจริญของดอกจะเป็นไปอยา่งรวดเร็วในช่วง 6 วนัแรก  
และจะมีอตัราการเจริญลดลงในช่วงหลงั  เกสรดอกเพศผูจ้ะแตกและปล่อยละอองเกสรในช่วง 
8.00-10.00 น. แต่ยอดเกสรเพศเมียจะพร้อมรับละอองเกสรในช่วง 9.00-10.00 น. ซ่ึงสังเกตไดจ้าก
การท่ีมีน ้ าหวานเคลือบบริเวณยอดเกสรเพศเมีย  และจากการศึกษาเก่ียวกบัการผสมเกสรของสบู่ด า
ในประเทศจีน พบวา่ละอองเรณูจะมีประสิทธิภาพสูงสุดในช่วง 9 ชัว่โมงแรกหลงัดอกบาน  ส่วน
ยอดเกสรเพศเมียจะมีประสิทธิภาพในการผสมสูงในช่วง 1 ถึง 4 วนัแรกหลงัดอกบาน โดยดอกเพศ
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เมียส่วนมากในแต่ละช่อดอกจะบานในวนัท่ี 3 ถึงวนัท่ี 5 หลงัจากดอกแรกในช่อบาน  ซ่ึงการบาน
ในช่วงเวลาท่ีต่างกนัน้ีจะเป็นการส่งเสริมการผสมขา้มและลดการผสมในตน้เดียวกนั (Li et al., 
2007; Luo et al., 2007)  และพบวา่ในแต่ละช่อดอกจะติดผลเพียง 7-15 ผล  แมว้า่จะมีดอกยอ่ยใน
แต่ละช่อดอกมากถึง 70-120 ดอก  ซ่ึงสาเหตุหลกัเกิดจากการท่ีจ านวนของดอกเพศเมียนอ้ยกวา่
จ านวนดอกเพศผูม้าก โดยในแต่ละช่อดอกมีอตัราส่วนเพียง 1:7 เท่านั้น  ซ่ึงท าใหใ้นแต่ละช่อดอกมี
ดอกเพศเมียเพียง 10-15 ดอกเท่านั้นซ่ึงตรงกบัท่ีมีรายงานของมหาวิทยาลยัแม่โจ ้และสมาคมนิสิต
เก่ามหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ในพระบรมราชูปถมัภ ์(2549)  จึงท าใหค้วามสามารถในการติดผล
ของแต่ละช่อดอกต ่าลงดว้ย  นอกจากน้ียงัเป็นผลจากการท่ีดอกของสบู่ด าเป็นดอกแยกเพศและ
พร้อมสืบพนัธ์ุต่างเวลากนั โดยช่วงเวลาการปล่อยละอองเกสรช่วง 8.00-10.00 น. เกิดก่อนช่วงเวลา
ท่ียอดเกสรเพศเมียพร้อมรับละอองเกสร 9.00-10.00 น. 

 
จากการท่ีสบู่ด าเป็นพืชท่ีมีผลผลิตต ่าจึงไดมี้ความพยายามในการปรับปรุงพนัธ์ุมาอยา่ง

ต่อเน่ือง  และงานวิจยัพนัธ์ุของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์พบวา่พนัธ์ุ KUBP-16 ใหผ้ลผลิตสูง
เน่ืองจากมีจ านวนช่อดอกมาก  ส่งผลใหจ้ านวนผลต่อตน้มากถึง 818 ผล (แอนนา และคณะ, 2549)  
จึงไดเ้ลือกมาใชใ้นการศึกษาในคร้ังน้ี 
 
2.  ปัจจัยทีส่่งผลต่อการสร้างดอก 
 

ปัจจยัต่างๆ ท่ีส่งผลต่อการสร้างดอกและช่วงเวลาในการสร้างดอกของพืชนั้นมีหลากหลาย  
โดยปัจจยัเหล่านั้นจะท างานร่วมกนัในการส่งเสริมหรือยบัย ั้งการสร้างดอกของพืช (Rachid, 2009) 
ปัจจยัดงักล่าวเหล่านั้น ไดแ้ก่ 

 
1.  phytochrome ซ่ึงเป็นตวัรับแสงในพืชไดแ้ก่ PHY A และ PHY B ซ่ึงจะส่งผลต่อ

ช่วงเวลาท่ีพืชจะสร้างดอก  โดยจะตอบสนองต่อช่วงแสงท่ีพืชไดรั้บ 
 
2.  ช่วงแสงท่ีพืชไดรั้บ (daily light, dark cycles หรือ circadian rhythm) ซ่ึงจะเปล่ียนไป

ตามฤดูกาลและสภาพแวดลอ้ม  โดยช่วงแสงท่ีส่งผลใหเ้กิดการสร้างดอกนั้นจะแตกต่างกนัไปตาม
ชนิดของพืช ซ่ึงสามารถแบ่งกวา้งๆ ไดเ้ป็นพืชวนัสั้น (short day plant) และพืชวนัยาว (long day 
plant) 
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3.  ฮอร์โมนพืช เช่น จิบเบอเรลลิน (gibberellin) และเอทิลีน (ethylene) ซ่ึงจะเหน่ียวน าให้
พืชสร้างดอก  โดยจะมีผลแตกต่างกนัไปในพืชแต่ละชนิด 

 
4.  ส่ิงกระตุน้อ่ืนๆ ไดแ้ก่จ านวนใบหรือการตดัแต่งก่ิง 
 
5.  การใชอุ้ณหภูมิต ่า (vernalization) ซ่ึงอุณหภูมิและช่วงเวลาท่ีส่งผลใหพ้ืชเกิดการสร้าง

ดอกจะแตกต่างกนัออกไปตามชนิดพืช 
 
6.  การแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งต่อการสร้างดอก ซ่ึงจะเป็นตวัควบคุมการเปล่ียนการ

เจริญเติบโต (vegetative growth) ไปเป็นการสืบพนัธ์ุ (reproductive growth) 
 
3.  ยนีทีส่่งผลต่อการสร้างดอก 

 

โครงสร้างของดอกสมบูรณ์ (complete flower) มีวงของดอกครบทั้งส่ีวง คือ กลีบเล้ียง 
กลีบดอก เกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมีย  โดยยนีต่างๆ ท่ีควบคุมการสร้างดอกมีการศึกษาอยา่ง
ละเอียดใน Arabidopsis thaliana L. ซ่ึงยนีเหล่าน้ีแบ่งอยา่งคร่าว ๆ เป็นส่ีกลุ่ม  

 
1.  กลุ่มท่ีเปล่ียนการเจริญเติบโตไปเป็นการสืบพนัธ์ุเพื่อผลิตดอกแทนยอด (genes that 

switch vegetative growth to reproductive growth) 
 
2.  ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัเวลาการสร้างดอก ซ่ึงเป็นตวักระตุน้ใหย้นีท่ีควบคุมการเกิดดอก 

ท างาน (genes in flowering time pathway that activate meristem identity genes)  
 
  3.  ยนีควบคุมการเกิดดอก  กระตุน้ใหย้นีควบคุมแต่ละส่วนของดอกท างาน (meristem 
identity genes that activate the floral organ identity genes) 

 
4.  ยนีควบคุมการสร้างดอกทั้งส่ีส่วน  กระตุน้ใหเ้กิดการสร้างดอกในแต่ละส่วน (floral 

organ identity genes that activate organs building genes) 
 
กลุ่มยนีท่ีสนใจศึกษาไดแ้ก่ กลุ่มควบคุมการสร้างดอก (meristem identity gene) และ

ควบคุมการสร้างส่วนต่างๆ ของดอก (floral organ identity genes) โดยในอดีตท่ีผา่นมาไดมี้การ
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อธิบาย การสร้างดอกดว้ยโมเดล ABC (Bowman et al., 1991a)  โดยท่ียนีในกลุ่ม A ควบคุมการ
สร้างกลีบเล้ียง  ส่วนยนีในกลุ่ม A และยนีในกลุ่ม B ร่วมกนัควบคุมการสร้างกลีบดอก  ยนีในกลุ่ม 
B และยนีในกลุ่ม C ร่วมกนัควบคุมการสร้างเกสรเพศผู ้ และยนีในกลุ่ม C ควบคุมการสร้างเกสร
เพศเมีย  โดยพบวา่ยนี APETALA1 (AP1) และยนี AP2 เป็นยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม A  ส่วนยนี AP3 และยนี 
PISTILLATA (PI) อยูใ่นกลุ่ม B  และยนี AGAMOUS (AG) เป็นยนีท่ีอยูใ่นกลุ่ม C  นอกเหนือจากน้ี
ในการสร้างดอกท่ีสมบูรณ์จ าเป็นตอ้งมียนีอีกกลุ่มหน่ึงคือ กลุ่ม E ซ่ึงประกอบไปดว้ยยนี 
SEPALLATA 1 (SEP1) SEP2 และ SEP3 ควบคุมกลุ่ม A B และ C อีกขั้นหน่ึง ซ่ึงจากการทดลองลด
การแสดงออกของยนีน้ีท าใหท้ราบวา่ยนี SEP มีหนา้ท่ีช่วยก าหนดการสร้าง กลีบดอก เกสรเพศผู ้
และเกสรเพศเมียดว้ย ดงันั้นการสร้างดอกในปัจจุบนัจึงถูกอธิบายโดยใช ้ABCE โมเดล                   
( Pelaz et al., 2000; Goto et al., 2001; Theissen, 2001; Theissen and Saedler, 2001; Jack, 2002) 

 
ในการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของดอกสามารถท าไดเ้ม่ือทราบวา่ยนีใดมีส่วนเก่ียวขอ้งกบั

การสร้างดอก เช่น การลดปริมาณโปรตีนโดย gene silencing หรือเพิ่มปริมาณโปรตีนโดย 
overexpression  ตวัอยา่งเช่นการทดลองใน A. thaliana L. โดยมีการเพิ่มปริมาณโปรตีนของยนี 
AP3 และยนี PI พบวา่ท าใหไ้ดด้อกท่ีมีกลีบดอกสองชุดและเกสรเพศผูส้องชุด (Krizek and 
Meyerowitz, 1996)  ในขณะท่ีการลดปริมาณโปรตีนของยนี AG กลบัท าใหมี้การสร้างกลีบดอก
แทนท่ีเกสรเพศผูแ้ละมีการสร้างกลีบเล้ียงแทนท่ีเกสรเพศเมีย (Bowman et al., 1991a) รวมทั้งยงั
พบวา่มีความเป็นไปไดท่ี้บางยนีในกลุ่มยนีท่ีควบคุมการสร้างดอกจะท าหนา้ท่ีควบคุมหรือยบัย ั้งยนี
อ่ืนๆซ่ึงควบคุมการสร้างดอกเช่นกนั (Sung et al., 2003)  ซ่ึงการทดลองในลกัษณะน้ีกบัยนีแต่ละ
ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอกท าใหท้ราบวา่ยนีต่างๆ ในโมเดล ABCE นั้นครอบคลุม  และเพยีง
พอท่ีจะก่อใหเ้กิดดอกในตน้ไมไ้ด ้(Jack, 2004) 
 
4.  ยนีทีส่่งผลต่อการสร้างเกสรเพศเมีย 
 

จากการศึกษายนี AG ใน A. thaliana L. พบวา่จะถอดรหสัเป็นโปรตีนซ่ึงถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม 
MADS-box transcription factor เช่นเดียวกบัโปรตีนท่ีไดจ้ากยนี AP1, AP3 และ PI ซ่ึงท าหนา้ท่ีใน
การควบคุมการพฒันาส่วนของเกสรเพศผูแ้ละรังไข่  โดยเม่ือยนี AG ถูกยบัย ั้งการแสดงออกจะท า
ใหพ้ืชมีการสร้างกลีบเล้ียงและกลีบดอกข้ึนแทนท่ีเกสรเพศผูแ้ละรังไข่ (Jack, 2002)  และเม่ือถูก
ยบัย ั้งการแสดงออกร่วมกบัยนีอ่ืนๆ เช่น ยนี AP1, AP2 และ AP3 จะส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลง
ของส่วนเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมียไปเป็นใบ กลีบเล้ียง และกลีบดอก  โดยการแสดงออกของยนี 
AG นั้นจะเกิดข้ึนก่อน  โดยเร่ิมในระยะท่ีดอกเร่ิมมีการสร้างส่วนของเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมีย  
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ในขณะท่ียนี AP1 และ AP3 จะไม่พบการแสดงออกในระยะดงักล่าว  และยนี PI จะไม่มีการ
แสดงออกในระยะการสร้างเกสรเพศเมีย (Skryabin et al., 2004) 
 

จากการศึกษาต่อมาพบวา่การท างานของยนี AG มีความเก่ียวขอ้งกบัยนีอ่ืนๆ อีกหลายยนี 
เช่น ยนี LEAFY (LFY) ยนี WUSHEL (WUS) ยนี BELL1 (BEL1) ยนี AP2 ยนี LEUNIG (LUG) และ 
ยนี BELLRINGER (BLR) โดยมีส่วนของ cis element อยูใ่นบริเวณอินทรอนท่ีสองของยนี AG โดย
บริเวณดงักล่าวน่าจะมีบริเวณท่ียนีอ่ืนๆ (เช่นยนี LFY) จะมาจบัและควบคุมการท างานของยนี AG 
ไดท้ั้งแบบส่งเสริมและแบบยบัย ั้ง ซ่ึงส่วนน้ีเป็นบริเวณท่ีก าหนดบริเวณการแสดงออกของยนี AG 
และเป็นบริเวณอนุรักษข์องยนีน้ี  หากเกิดการขาดหายไปของเบสในบริเวณน้ีจะส่งผลต่อการ
ท างานของยนี AG โดยจะท าใหเ้กสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมียเกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกลีบเล้ียง
และกลีบดอก (Liu and Liu, 2008; Causier et al., 2009)  และจากการศึกษาของ Wang et al. (2008) 
พบวา่เม่ือถ่ายยนี Barnase ท่ีท างานภายใตก้ารควบคุมของอินทรอนท่ีสองของยนี AG ลงในตน้
ยาสูบ  จะไดต้น้ยาสูบท่ีมีลกัษณะดอกผดิปกติโดยจะพบลกัษณะเป็นหมนัทั้งในส่วนของเกสรเพศผู ้
และรังไข่ และยงัส่งผลใหไ้ดต้น้ยาสูบท่ีไม่มีการสร้างดอก 

 
ส าหรับการท างานของยนี AG นั้น  พบวา่มีการแสดงออกในช่วงตน้ๆ ของการสร้างดอก

โดยจะท างานร่วมกบัยนี WUS และถูกควบคุมโดยการท างานของยนี LFY ส่วนยนีท่ีถกูควบคุมโดย
การท างานของยนี AG นั้นยงัไม่มีผลการศึกษาท่ีแน่ชดัแต่มีความเป็นไปไดว้า่หนา้ท่ียนีเหล่านั้นจะ
เพียงแค่ท างานร่วมไปกบัยนี AG ใหย้นี AG สามารถท างานไปไดต้ามปกติแต่ไม่ไดมี้หนา้ท่ีหลกัใน
การสร้างอวยัวะต่างๆ ในดอก (Jack, 2002; Causier et al., 2009) 

 
จากการศึกษาของ Western and Haughn (2002) พบวา่ยนี AGAMOUS มีหนา้ท่ีในการ

ควบคุมการสร้างโอวลุเช่นเดียวกบัยนี BEL1 โดยทั้งสองยนีท างานเป็นอิสระต่อกนัแต่จะท างาน
ร่วมกนัในการสร้างส่วนของ integument  ต่อมา Brambilla et al. (2007) ไดร้ายงานวา่การพฒันา
ของโอวลุในรังไข่ของเกสรเพศเมียนั้น  จ าเป็นตอ้งอาศยัการท างานร่วมกนัของทั้งโปรตีน BEL1 
และโปรตีนในกลุ่ม MADS box family ไดแ้ก่โปรตีน SEEDSTICK (STK), SHATTERPROOF1 
(SHP1), SHATTERPROOF2 (SHP2) รวมไปถึงโปรตีน AGAMOUS ดว้ย  นอกจากน้ีจากการ
วิเคราะห์ทาง phylogenetic ยงัพบวา่ยนี AG, STK, SHP1 และ SHP2 ซ่ึงเป็นยนีในกลุ่ม MADS box 
gene family ใน A. thaliana L. นั้นมีความใกลเ้คียงกนัมากและอาจจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัได ้(Steven 
et al., 1995; Honma and Goto, 2001; Pinyopich et al., 2003) 
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ทั้งน้ีเน่ืองจากไม่พบวา่มีการศึกษายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอกในสบู่ด ามาก่อน  การ
ตรวจสอบยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอก  จึงอาศยัขอ้มูลของยนีท่ีท าหนา้ท่ีเดียวกนัในพืชชนิดอ่ืนท่ี
ไดมี้ผูศึ้กษาไวแ้ลว้ซ่ึงจะมีความคลา้ยคลึงกนั  ดงัเช่นท่ีเคยมีการทดลองในตน้โกโก ้(Theobroma 
cacao L.)  ซ่ึงพบวา่ยนี TcAG ท่ีศึกษาจากตน้โกโกซ่ึ้งมีความคลา้ยคลึงกบัยนี AG ใน A. thaliana L.
และมีการแสดงออกควบคุมการพฒันาของดอกในส่วนเดียวกนั (Chaidamsari et al., 2006) 
เช่นเดียวกบัยนี SAG1 (Spruce AGAMOUS-like) ในตน้ black spruce (Picea mariana (Mill.) 
Britton) และยนี OMADS1 ในตน้กลว้ยไม ้Oncidium ซ่ึงผูศึ้กษาไดท้ดลองถ่ายยนีดงักล่าวใส่ตน้     
A. thaliana L. และพบวา่มีการเปล่ียนแปลงในส่วนของอวยัวะสืบพนัธ์ุในตน้สายพนัธ์ุกลาย เช่น มี
การเปล่ียนแปลงจากส่วนของกลีบเล้ียงไปเป็นเกสรเพศเมีย และกลีบดอกไปเป็นเกสรเพศผู ้
(Rutledge et al., 1998; Hsu et al., 2003)  ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ยนี AGAMOUS homologue ท่ีพบใน
พืชชนิดอ่ืนๆ มีหนา้ท่ีในการควบคุมการแสดงออกในส่วนของเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมีย
เช่นเดียวกบัใน A. thaliana L.  
 
5.  การโคลนยนี 
 

การโคลนยนีเป็นขั้นตอนท่ีใชเ้พิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสนใจ  เพื่อน าไปศึกษาหนา้ท่ี 
หาล าดบัเบส หรือถ่ายช้ินส่วนดีเอน็เอนั้นเขา้สู่ส่ิงมีชีวิต  โดยจะเร่ิมจากการเตรียมดีเอน็เอท่ีตอ้งการ 
ซ่ึงไดจ้ากการสกดัแยกดีเอน็เอทั้งหมดจากส่ิงมีชีวิต (genomic DNA) หรือสังเคราะห์จาก             
เอม็อาร์เอน็เอเพื่อสร้าง complementary DNA (cDNA) และน าดีเอน็เอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ 
ไดเ้ป็นดีเอน็เอสายผสม (recombinant DNA)  แลว้น าไปถ่ายเขา้เซลลผ์ูรั้บ (host) ซ่ึงเตรียมใหอ้ยูใ่น
ลกัษณะ competent cell  โดยใชแ้บคทีเรียซ่ึงเล้ียงง่ายและเจริญเติบโตเร็ว  จากนั้นจึงคดัเลือกเซลลท่ี์
มียนีท่ีตอ้งการ (Wu, 1997; Sambrook et al., 2003)  

 
พลาสมิด pGEM®-T easy vector (Promega, USA) เป็นดีเอน็เอเกลียวคู่วงแหวนปลายเปิด

ขนาด 3,018 คู่เบส  ในจุดตดัส าหรับเช่ือมต่อดีเอน็เอจากภายนอกนั้นมีปลาย 3´ ท่ีมีเบสไทมีน 1 ตวั
ยืน่ออกมาทั้งสองดา้น  มีส่วนของยนีตา้นทานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (Ampr)  และยนีท่ีควบคุมการ
สังเคราะห์อลัฟาเพปไทดข์องเอนไซมก์าแลก็โทซิเดส (lacZ) (Promega, 1998) 
 

โปรแกรม ClustalW เป็นโปรแกรมท่ีใชใ้นการเรียงเทียบล าดบัขอ้มูล (multiple sequence 
alignment) ส าหรับสายดีเอน็เอหรือโปรตีน โดยจะช่วยค านวณเทียบส่วนของล าดบัท่ีคลา้ยกนั และ
แตกต่างของแต่ละสายสามารถมองเห็นไดช้ดั  ซ่ึงจากการเทียบความเหมือนและความแตกต่างน้ีท า
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ใหส้ามารถเห็นความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการได ้และสามารถวาด Cladograms หรือ Phylograms ได้
(Larkin, 2007)   

 
ในการสกดัอาร์เอน็เอเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยนี  หรือเพื่อน ามาท า cDNA  

เน่ืองจากอาร์เอน็เอนั้นถูกท าลายไดง่้าย  ตอ้งรักษาสภาพเน้ือเยือ่ไวใ้นสภาวะท่ีอุณหภูมิต ่าเพื่อให ้  
อาร์เอน็เออยูไ่ดน้านพอท่ีจะน ามาใชศึ้กษาหรือวิเคราะห์ใดๆ  วิธีการสกดัอาร์เอน็เอนั้นมีหลายวิธี  
และอาร์เอน็เอจากเน้ือเยือ่ท่ีแตกต่างกนัจะมีวิธีการและสารเคมีส าหรับสกดัท่ีเหมาะสมต่างกนั
ออกไป (Avison, 2007)  โดยทัว่ไปมีการใช ้guanidine thiocyanate หรือใชชุ้ดสกดัท่ีมีวางขายเช่น 
TRIZOL reagent (Invitrogen, USA) ซ่ึงแต่เดิมถูกผลิตข้ึนมาเพื่อใชก้บัเน้ือเยือ่สตัว ์ จึงไม่เหมาะกบั
พืชบางชนิด  เน่ืองจากเน้ือเยือ่ของพืชมี secondary metabolite และส่วนประกอบท่ีรบกวนการสกดั
อยูภ่ายในเซลลเ์ป็นจ านวนมาก  ในกรณีของสบู่ด าซ่ึงมียางอยูใ่นเน้ือเยือ่เป็นจ านวนมากกเ็ช่นกนั 
เน่ืองจากปัญหาดงักล่าวท าใหมี้การพฒันาวิธีการและสารท่ีใชช่้วยในการสกดัอาร์เอน็เอข้ึนหลายวธีิ 
ซ่ึงต่างกส็ามารถน าไปใชไ้ดดี้แตกต่างกนัไปตามชนิดและส่วนของพืชท่ีน ามาใช ้เช่น การใช ้

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), N-lauroyl sarcosine sodium (LSS) และ 
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ช่วยในการยบัย ั้งการท างานของ RNase รวมถึงการ
ก าจดัส่ิงรบกวนจากเน้ือเยือ่โดยการใช ้sodium borate และ polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) 
ภายใตส้ภาวะท่ีถูก deoxidize ซ่ึงเม่ือน าไปใชก้บัเน้ือเยือ่ของตน้ล้ินจ่ี (Litchi chinensis Sonn.) พบวา่
ไดผ้ลดีกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีอ่ืนๆ และพบวา่วิธีน้ีสามารถน าไปใชก้บัตน้ยางพารา (Hevea 
brasiliensis Mull.) ซ่ึงอยูใ่นวงศเ์ดียวกบัสบู่ด าได ้(Wang et al., 2007)  นอกจากน้ียงัมีวิธี acid 
phenol-silica  ซ่ึงใช ้silica ในการสกดัอาร์เอน็เอภายใตส้ภาวะท่ีมีความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์
สูงร่วมกบัเอธานอล และโซเดียมอะซิเตต  ซ่ึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ ค่าใชจ่้ายไม่สูง และใหผ้ล
มาก (Ding, 2008)  ในการศึกษาน้ีใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูป PureLinkTM Plant RNA Reagent (Invitrogen, 
USA) ซ่ึงมีคุณสมบติัสามารถสกดัเน้ือเยือ่พืชไดอ้าร์เอน็เอท่ีมีคุณภาพ มีปริมาณสูง และสามารถท า
ไดส้ะดวก  โดยเฉพาะจากเน้ือเยือ่พืชท่ีมีสารพวกแป้งหรือ polyphenolic มาก เช่น จากหวัมนัฝร่ัง 
หรือใบมะเขือเทศ 
 
6.  Rapid amplification of cDNA end (RACE) 

 
RACE คือ วิธีการใชป้ฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) เพื่อ

โคลนล าดบัเบสท่ีสมบูรณ์จากบางส่วนของ cDNA ท่ีไดจ้ากการโคลนเฉพาะบริเวณอนุรักษข์องยนี 
หรือจากการคดัเลือกโคลนของหอ้งสมุด cDNA ซ่ึงบริเวณปลาย 5' หรือ 3’ อาจจะขาดหายไป โดย
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วิธีการท า RACE แบบเก่าจะเติมพอลีเอ (poly(A)) โดยเอนไซม ์terminal deoxytransferase (TdT) 
หรือโดยการเช่ือม oligonucleotide adaptor เขา้ไปท่ีปลาย 3' ของ cDNA ท่ีไดจ้ากปฏิกิริยา               
รีเวอร์สทรานสคริปชนั และใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัยนีเป้าหมายและ adaptor ท าปฏิกิริยา PCR  แต่
อยา่งไรกต็ามอาจจะไดป้ลาย 5' ท่ีไม่สมบูรณ์ เน่ืองจากอาร์เอน็เอเร่ิมแรกไม่สมบูรณ์  ส าหรับใน
การศึกษาคร้ังน้ีไดใ้ชชุ้ด GeneRacer™ RACE Ready cDNA Kit (Invitrogen, USA) ซ่ึงไดมี้การ
พฒันาเทคนิคเป็น RLM-RACE (RNA ligase mediated rapid amplification of cDNA end)  โดยใน
ขั้นตอนแรกจะก าจดัหมู่ฟอสเฟตท่ีปลาย 5' ของเอม็อาร์เอน็เอท่ีไม่สมบูรณ์ หรืออาร์เอน็เอชนิดอ่ืน
ออก โดยเอม็อาร์เอน็เอท่ีสมบูรณ์จะมีส่วน cap อยูท่  าใหไ้ม่ถูกก าจดั จึงสามารถต่อ adaptor ได้
หลงัจากก าจดั cap ดงันั้นปลาย 5' ท่ีโคลนไดจ้ะมีความสมบูรณ์ (Maruyama and Sugano, 1994; 
Volloch et al., 1994; Schaefer, 1995) 
 
7. Real-time PCR  

 
ปฏิกิริยา PCR จดัเป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจากดีเอน็เอตน้แบบท่ีมีความไวสูง 

สะดวก และไม่ยุง่ยาก ท าใหมี้การใชก้นัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั แต่อยา่งไรกต็ามปฏิกิริยา PCR 
แบบดั้งเดิม (conventional PCR) ไม่สามารถตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ (quantitative analysis) ได้
อยา่งถูกตอ้งแม่นย  า และมีความสามารถในการท าซ ้ า (reproducibility) ต ่า แมว้า่จะมีการพฒันา 
quantitative PCR รูปแบบต่างๆ (Reischl et al., 1999) เช่น semi-quantitative PCR แต่ส่วนใหญ่
วิธีการจะค่อนขา้งยุง่ยาก  มีโอกาสเกิดความผดิพลาดในการท าจึงส่งผลต่อความถูกตอ้งแม่นย  า  ท า
ใหมี้การพฒันาเทคนิค real-time PCR หรือ kinetic PCR (Higuchi et al., 1993) ข้ึน ความส าเร็จของ
เทคนิค real-time PCR เกิดจากการพฒันาเทคโนโลย ี2 ส่วนใหญ่ ๆ คือ การพฒันาเทคโนโลยใีน
การตรวจหาผลผลิตของปฏิกิริยา PCR ในสารละลายโดยการใชส้ารเรืองแสง (fluorescence 
reporter)  และการพฒันาเคร่ือง thermocycler ซ่ึงแต่เดิมเป็นแค่เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิข้ึนลงตาม
ระยะเวลาท่ีก าหนด มาเป็นเคร่ือง real-time thermocycler โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็นแหล่งก าเนิดแสงเพื่อ
ไปก่อใหเ้กิดการเรืองแสงของผลผลิตของปฏิกิริยา และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิดจากผลผลิต
ในหลอดปฏิกิริยา ดงันั้นการท า real-time PCR จึงเป็นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยท่ีสามารถ
ตรวจวดัปริมาณผลผลิตท่ีเกิดข้ึนจริง ณ เวลานั้นๆ  ซ่ึงต่างจากปฏิกิริยา PCR แบบดั้งเดิม  โดยการ
ตรวจจะท าหลงัจากปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณส้ินสุดแลว้ ในการตรวจวดัผลผลิตของปฏิกิริยาท าได้
โดยการเกิดสญัญาณการเรืองแสง ซ่ึงมีอยูด่ว้ยกนั 2 วิธีใหญ่ๆ คือ การใช ้intercalating dye และการ
ใช ้probe ติดฉลากสารเรืองแสง (fluorochrome) 
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การใช ้intercalating dye เช่น เอธิเดียมโบรไมด ์(Higuchi et al., 1993), SYBR Green I 
(Wittwer et al., 1997a; Wittwer et al., 1997b) หรือ Oxazole yellow derivative (Ishiguro et al., 
1995) intercalating dye เป็นสารเรืองแสงประเภทหน่ึงท่ีสามารถเขา้จบักบั minor groove ของ        
ดีเอน็เอสายคู่ เม่ือ intercalating dye เกาะกบัดีเอน็เอสายคู่และถูกกระตุน้ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต 
จะมีการคายพลงังานออกมาในรูปของแสงในช่วงคล่ืน (λ) ท่ียาวข้ึน และสามารถตรวจจบัไดด้ว้ย
ตวัรับสัญญาณแสงท่ีติดตั้งอยูก่บัเคร่ือง real-time thermocycler  การจบัของ intercalating dye กบั   
ดีเอน็เอสายคู่ เป็นแบบไม่จ าเพาะและไม่สามารถแยกผลท่ีเกิดจากการท าปฏิกิริยา PCR จากหลายๆ 
คู่ไพรเมอร์ไดใ้นคร้ังเดียว เน่ืองจากสญัญาณการเรืองแสง (fluorescence signal) จะเกิดจากผลรวม
ของปริมาณของดีเอน็เอสายคู่ ซ่ึงไดแ้ก่ ผลของปฏิกิริยาท่ีมีความจ าเพาะต่อดีเอน็เอเป้าหมาย 
(specific amplified product) ผลจากการจบักนัเองของไพรเมอร์ (primer-dimer) และ/หรือ ผลของ
ปฏิกิริยาท่ีไม่จ าเพาะ ดงันั้นจึงตอ้งตรวจสอบโดยท าใหผ้ลของปฏิกิริยาท่ีไดเ้สียสภาพ  แลว้
เปรียบเทียบค่า Tm (อุณหภูมิท่ีท าใหดี้เอน็เอสายคู่เกิดการแยกกนั 50 เปอร์เซ็นต)์ โดยค่า Tm เป็น
คุณสมบติัเฉพาะของดีเอน็เอสายคู่แต่ละสาย แปรผนัโดยตรงกบั % GC content และความยาวของดี
เอน็เอสายคู่ การหาค่า Tm จากเคร่ือง real-time thermocycler สามารถวิเคราะห์ไดจ้าก melting curve 
(Ririe et al., 1997) โดยสญัญาณการเรืองแสงท่ีลดลงเม่ือเพิ่มอุณหภูมิใหสู้งข้ึนอยา่งต่อเน่ือง 
ส าหรับผลจากปฏิกิริยาท่ีไม่จ าเพาะ หรือผลจากการจบักนัเองของไพรเมอร์ จะมีค่า Tm แตกต่างจาก 
specific amplified product เช่น Tm ของผลจากการจบักนัเองของไพรเมอร์จะมีค่าต ่า เน่ืองจากมี
ขนาดสั้น (15-30 คู่เบส) ต่างจากดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณ  ซ่ึงจะมีขนาดยาวกวา่ (มากกวา่ 
100 คู่เบส) และมีค่า Tm ท่ีสูงกวา่ แต่อยา่งไรกต็าม intercalating dye กมี็ราคาถูก จึงนิยมใชก้นัใน
งานดา้นต่างๆ รวมถึงการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณเพื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี  แต่จะ 
ตอ้งมีการท า melting curve ทุกคร้ังเพื่อหาค่า Tm และน ามาใชย้นืยนัผล  และเป็นวิธีการท่ีน ามาใช้
ในการศึกษาคร้ังน้ี 

 
อีกวิธีหน่ึงคือการใช ้probe ติดฉลากสารเรืองแสง  โดยอาศยัเทคโนโลยขีอง fluorescence 

resonance energy transfer (FRET) ในกรณีท่ีตอ้งการความจ าเพาะสูงสุด เช่น การบ่งช้ี single 
nucleotide mutation ในดีเอน็เอเป้าหมาย  ซ่ึงไม่สามารถกระท าไดโ้ดยการใช ้intercalating dye  ใน
กรณีน้ีจะใชส้ารเรืองแสง 2 ประเภทติดฉลากเขา้กบัสายของ specific probe  เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแสง
พลงังานสูง สารเรืองแสงตวัแรก เรียกวา่ quencher จะดูดซบัพลงังานเอาไว ้ และถ่ายทอดพลงังาน
ใหส้ารเรืองแสงตวัท่ีสองท่ีเรียกวา่ reporter dye โดยไม่สูญเสียพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอก  
จากนั้น reporter molecule จึงจะปลดปล่อยพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอกในรูปของแสง  ซ่ึง
สามารถตรวจวดัได ้(Cardullo et al., 1998)  ชนิดของ probe ท่ีติดฉลากสารเรืองแสงเพื่อใหเ้คร่ือง 
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real-time PCR ตรวจจบัสัญญาณเรืองแสงไดมี้หลายชนิด เช่น hybridization probe (Bernard and 
Wittwer, 2000) hydrolysis probe (Taqman) (Lee et al., 1993) และ molecular beacons (Tyagi and 
Kramer, 1996) 

 
การวดัปริมาณดว้ย real-time PCR มี 2 วิธี คือ การวดัปริมาณแบบสมัพทัธ์ (relative 

quantification) และการวดัปริมาณแบบสัมบูรณ์ (absolute quantification) การวดัปริมาณแบบ
สมัพทัธ์เป็นการหาปริมาณดีเอน็เอเร่ิมตน้ท่ีต่างกนัระหวา่งสองตวัอยา่ง โดยการเปรียบเทียบจากค่า 
threshold cycle (CT) ซ่ึงจะไดอ้อกมาเป็นจ านวนเท่า (fold change) จึงจ าเป็นตอ้งมีตวัอยา่งท่ีใชเ้ป็น
ตวัเปรียบเทียบ (calibrator)  โดยน าค่า CT ของยนีท่ีเป็น internal standard หรือ reference gene 
(house keeping gene) เช่น actin, GADPH หรือ 18S rRNA เป็นตน้ มาใชเ้ป็นค่าอา้งอิงในการ
เปรียบเทียบจ านวนเท่าของการแสดงออกของยนี (expression level) จะค านวณไดจ้ากวิธี  
delta/delta CT (ΔΔ CT method) (Livak and Schmittgen, 2001) จากสมการ 
 
  R = 2-ΔΔCT 
  R = 2-[(CT sample - CT house keeping gene) - (CT calibrator - CT house keeping gene)] 
 
 การวดัปริมาณแบบสมับูรณ์ ท าไดโ้ดยน าดีเอน็เอเร่ิมตน้ท่ีทราบปริมาณแน่นอนแลว้ ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ มาวิเคราะห์หาค่า CT แลว้น ามาสร้างเป็นกราฟมาตรฐานระหวา่งค่า log 
ของดีเอน็เอเร่ิมตน้ท่ีทราบความเขม้ขน้กบั ค่า CT ของค่าความเขม้ขน้ วิเคราะห์ดว้ยสมการถดถอย 
(linear regression analysis) จากนั้นสามารถน าค่า CT ของตวัอยา่งท่ียงัไม่ทราบค่าความเขม้ขน้มา
ค านวณดว้ยสมการท่ีไดส้ร้างข้ึน นอกจากน้ีสามารถตรวจสอบประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR ได้
จากความชนัของกราฟมาตรฐาน (Kubista et al., 2006) ดงัสมการ 
 

PCR efficiency (%) = [(10-1/slope)-1] x 100 
 
โดยถา้ความชนัมีค่าเท่ากบั -3.322 จะมีประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR เท่ากบั 100 

เปอร์เซ็นต ์
 
 ปัจจุบนัมีการน าเทคนิค real-time PCR มาใชว้ิเคราะห์การแสดงออกของยนีอยา่ง
กวา้งขวางในงานดา้นต่างๆ  เน่ืองจากเป็นวธีิการท่ีมีความสะดวกและไม่ยุง่ยาก มีความไวในการ
ตรวจวดั มีความถูกตอ้งแม่นย  า และมีความสามารถในการท าซ ้ าสูง 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

ชนิดของพชืทีใ่ช้ในการศึกษา 
 
สบู่ด า (Jatropha curcas L.) พนัธ์ุ KUBP-16 ซ่ึงเป็นหน่ึงในสายพนัธ์ุท่ีไดรั้บการพฒันาจาก 

อาจารยแ์อนนา  สายมณีรัตน์  เน่ืองจากใหผ้ลผลิตต่อตน้ค่อนขา้งสูง 
 

วธีิการ 
 

1.  การออกแบบไพรเมอร์  
 

เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษายนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างดอกในตน้สบู่ด า  จึงรวบรวมขอ้มูล
ของยนี AGAMOUS ในพืชอ่ืนๆ โดยไดสื้บคน้ในฐานขอ้มูล GenBank (http://www.ncbi.mln.nih. 
gov) และศึกษากรดอะมิโนท่ีไดจ้ากยนีดงักล่าวโดยแปลรหสัจากดีเอน็เอ  และน าไปท า multiple 
sequence alignment โดยใชโ้ปรแกรม ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustalw/)  จากนั้นเลือกบริเวณท่ี
อนุรักษท่ี์สุดจากผลท่ีไดท้ั้งส าหรับ forward primer และ reverse primer  และออกแบบไพรเมอร์
แบบไม่จ าเพาะ (degenerate primer) จากส่วนนั้นโดยเลือกใชรู้ปแบบเบสท่ีมกัจะปรากฏใน
พนัธุกรรมของสบู่ด าโดยอาศยัขอ้มูลจาก Codon Usage Database (http://www.kazusa.or.jp/codon/)  
น า degenerate primer ท่ีออกแบบไดไ้ปตรวจสอบระดบัอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแยกดีเอน็เอเป็น
สายเด่ียวของไพรเมอร์ (Tm) ปริมาณของ GC content ท่ีเหมาะสม การเกิดโครงสร้างทุติยภูมิ และ
การจบักนัเองของคู่ไพรเมอร์ ดว้ยโปรแกรม Net primer (www.premierbiosoft.com/netprimer) 
 
2.  การเตรียมตัวอย่างพชืส าหรับการสกดัอาร์เอน็เอ 
 
 เก็บตวัอยา่งตน้สบู่ด าพนัธ์ุ KUBP-16 ส่วนใบอ่อน ยอดอ่อน ดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร 
ดอกตูมขนาด 4-6 มิลลิเมตร อบัละอองเรณู (เฉพาะส่วนอบัละอองเรณูจากดอกเพศผูซ่ึ้งตดักลีบเล้ียง 
กลีบดอกออกแลว้) และรังไข่ (เฉพาะส่วนอบัละอองเรณูจากดอกเพศผูซ่ึ้งตดักลีบเล้ียง กลีบดอก
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ออกแลว้) แยกแต่ละชนิดใส่หลอดทดลอง  เก็บใส่ไนโตรเจนเหลว  และน ามาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส 
 
3.  การสกดัแยกอาร์เอน็เอ (RNA isolation) 
  
 สกดัอาร์เอน็เอจากส่วนต่างๆ ของพืช 6 ส่วน ไดแ้ก่ ดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร ดอกตูม
ขนาด 4-6 มิลลิเมตร อบัละอองเรณู รังไข่ ใบอ่อน และยอดอ่อน  โดยใชชุ้ดสกดัอาร์เอน็เอส าเร็จรูป 
PureLinkTM Plant RNA Reagent (Invitrogen, USA)  โดยการเติม PureLinkTM Plant RNA Reagent 
ท่ีเยน็ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ต่อเน้ือเยือ่ 0.1 กรัม  ผสมใหเ้ขา้กนัและบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 5 นาที  
จากนั้นจึงน าตวัอยา่งไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที    
น าสารละลายส่วนบนมาเติม 5M NaCl 0.1 มิลลิลิตร และคลอโรฟอร์ม 0.3 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนั
แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  น าสารละลาย
ส่วนบนมาเติมไอโซโพรพานอลในปริมาตรท่ีเท่ากนัเพื่อตกตะกอนอาร์เอน็เอ  ผสมใหเ้ขา้กนัและ
ท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 10 นาที  น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
10 นาที อีกคร้ังแลว้น าตะกอนท่ีไดม้าลา้งดว้ยแอลกอฮอล ์75 เปอร์เซ็นต ์ท่ีเยน็ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
จากนั้นจึงน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที                  
เทแอลกอฮอลท้ิ์ง  น าตะกอนท่ีไดม้าละลายใน RNase-free water 10-30 ไมโครลิตร  และน าไปเกบ็
ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 
4.  การแยกเอม็อาร์เอน็เอ 
 
 น าอาร์เอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 3 มาแยกเอม็อาร์เอน็เอ  โดยใชชุ้ด Dynabeads mRNA Direct 
Micro kit (invitrogen, USA)  โดยผสมสารละลายอาร์เอน็เอท่ีไดจ้ากแต่ละเน้ือเยือ่กบั Dynabeads 
Oligo (dT)25 ความเขม้ขน้ 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แลว้ท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที  เพื่อให ้Dynabeads Oligo (dT)25 จบักบั poly (A)+ ในสายเอม็อาร์เอน็เอ  โดย
ใหส้ารละลายมีการเขยา่ตลอดเวลาบน orbital shaker  จากนั้นน าไปตั้งไวใ้นบลอ็คแม่เหลก็เพื่อยดึ 
Dynabead และดูดสารละลายท้ิง  ลา้ง Dynabeads Oligo (dT)25 ดว้ย washing buffer A ปริมาตร  
100 ไมโครลิตร  และน าไปตั้งในบลอ็คแม่เหลก็เพื่อท าตามขั้นตอนท่ีกล่าวมาขา้งตน้อีก 2 คร้ัง  น า 
Dynabeads Oligo (dT)25 ท่ีไดม้าลา้งดว้ย washing buffer B ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  และน าไปวาง
ในบลอ็คแม่เหลก็  ดูดสารละลายท้ิง  แยกเอม็อาร์เอน็เอออกจาก Dynabeads Oligo (dT)25 โดยเติม 
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10 mM Tris-HCl ท่ีเยน็ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  น าไปตั้งในบลอ็คแม่เหลก็  ดูดสารละลายท่ีไดใ้ส่
ในหลอดใหม่  แลว้เกบ็ตวัอยา่งท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 
5.  การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) 
 
 น าเอม็อาร์เอน็เอของแต่ละตวัอยา่งท่ีไดม้าท า reverse transcription เพื่อเปล่ียนเป็น cDNA 
โดยชุด SuperScriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) ในเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
(LifePro Thermal Cycler, Bioer, China)โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยอาร์เอน็เอ 5.0 ไมโครกรัม, 
primer oligo (dT)20 ความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมลาร์ 1.0 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mix 1.0 
ไมโครลิตร และเติม RNase-free, DNase-free water ใหป้ริมาตรครบ 10 ไมโครลิตร  น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  แลว้น าไปแช่น ้าแขง็ทนัทีเป็นเวลา 1 นาที  เติม              
10X RT buffer 2 ไมโครลิตร, DL-dithiothreitol (DTT) ความเขม้ขน้ 0.1 ไมโครโมลาร์ 2 
ไมโครลิตร, สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ 4 ไมโครลิตร, 
RNaseOUTTM 1 ไมโครลิตร และ SuperScriptTM III RT 1 ไมโครลิตร  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส นาน 50 นาที เพื่อท าปฏิกิริยา reverse transcription  จากนั้นน ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส นาน 5 นาที เพื่อหยดุปฏิกิริยาของเอนไซม ์ สารละลายท่ีไดจ้ะน าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสและใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส 
 

6.  การท า PCR เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณอนุรักษ์ของยนี AGAMOUS homologue 
 

ท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอบริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue โดยใช้
ไพรเมอร์แบบไม่จ าเพาะท่ีออกแบบไว ้ และใชเ้ทคนิค step up PCR ในเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
(LifePro Thermal Cycler, Bioer, China) โดยใชเ้อนไซม ์i-Taq DNA Polymerase (Intron 
Biotechnology, Korea)  โดยมีส่วนผสมดงัน้ี  น ้ า 16.2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2.5 ไมโครลิตร
, 10mM dNTP 1.0 ไมโครลิตร, i-Taq DNA Polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 0.3 ไมโครลิตร, 
forward primer: JcAGF1 (5′-GCG CGA ATT CGG NAA RAT HGA RAT HAA-3′) และ   
reverse primer: JcAGR1 (5′-GCG CAA GCT TTT YTG CAT RTA NTC DAT-3′) อยา่งละ 1.5 
ไมโครลิตร และ cDNA 2 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร  ท า PCR วิธี step up โดยใช้
โปรแกรม 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที    
35 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 6 รอบ  ตามดว้ย           
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94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 45 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
จ านวน 25 รอบ  และขั้นตอนสุดทา้ยท่ี 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  จากนั้นน าผลท่ีไดไ้ป
ตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1.0% ในสารละลาย 0.5X Tris-borate EDTA 
pH 8.0 (0.5X TBE)  เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 100 bp GeneRulerTM DNA Ladder Mix 
(Fermentus, USA)  ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator 
 
7.  การเช่ือมช้ินส่วนดีเอน็เอที่สังเคราะห์เข้ากบัพลาสมิด 
 

หลงัจากการตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ตดัเจลส่วนท่ีมีแถบดีเอน็เอท่ีตอ้งการและ
สกดัแถบดีเอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด NucleoSpin® (MACHEREY-NAGEL, Germany) โดยใส่
เจลในหลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร  เติม buffer NT 200 ไมโครลิตร ต่อเจล 100 
มิลลิกรัม  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  กลบัหลอดทุกๆ 2-3 นาที จนเจล
ละลายผสมเขา้กนัเป็นเน้ือเดียว  ดูดสารละลายใส่คอลมัน์ น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 g  นาน 1 นาที  
เทสารละลายท้ิง  ลา้งดว้ย buffer NT3 600 ไมโครลิตร  ป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 g  นาน 1 นาที  เท
สารละลายท้ิงแลว้ป่ันเหวีย่งอีกคร้ังนาน 2 นาที  เปล่ียนคอลมัน์ใส่หลอดใหม่ ละลายตะกอนดว้ย 
elution buffer NE 30 ไมโครลิตร  ตั้งท้ิงไว ้1 นาที  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 g  นาน 1 นาที  น า
สารละลายดีเอน็เอไปตรวจสอบดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 1.0%  เน่ืองจากช้ินส่วนดี
เอน็เอท่ีไดจ้ากการท า PCR อาจมีขนาดเท่ากนัแต่ไม่ไดเ้ป็นชนิดท่ีเราตอ้งการทั้งหมด  จากนั้นจึง
โคลนเขา้ไปในพลาสมิดโดยเช่ือม (ligation) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดเ้ขา้กบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy 
(Promega, USA) ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase (2.5 ยนิูต ต่อ 100 ไมโครลิตร) ผสมกบั 2X reaction 
buffer และบ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
8.  การเตรียมเช้ือแบคทีเรียเจ้าบ้าน (competent cell) ส าหรับเพิม่ปริมาณพลาสมิด 
 
 เตรียม competent cell จากเซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธ์ุ XL1-blue เพื่อใชเ้ป็น
แบคทีเรียเจา้บา้นส าหรับเพิ่มปริมาณพลาสมิด  โดยดดัแปลงจากวิธีมาตรฐานของ Sambrook et al. 
(2003)  เกล่ียเช้ือแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ XL1-Blue ใหไ้ดโ้คโลนีเด่ียวบนอาหาร Luria-Bertani 
agar (LB agar)  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง  เล้ียงเช้ือแบคทีเรียโคโลนี
เด่ียวลงในอาหาร Luria-Bertani broth (LB broth) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร  เขยา่ดว้ยความเร็ว 250 รอบ
ต่อนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชัว่โมง  น าเช้ือปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ลงในอาหาร LB 
50 มิลลิลิตร (อตัรา 1:100)  และน าเช้ือไปเล้ียงต่อนาน 3-4 ชัว่โมง จนเซลลมี์ความเขม้ขน้ 1X108 
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เซลลต่์อมิลลิลิตร หรือมีค่า OD600 ประมาณ 0.4-0.6  ยา้ยเช้ือใส่หลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร  แช่
น ้ าแขง็ท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  ตกตะกอนเซลลโ์ดยการหมุนเหวี่ยง 4,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส  เทอาหารท้ิง  ลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย TSS (LB, 10% (w/v) PEG, 
5% (v/v) DMSO, 20 mM MgCl2) ท่ีเยน็จดัปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แช่น ้ าแขง็ นาน 5 นาที  
ตกตะกอนเซลลแ์บคทีเรียอีกคร้ังโดยน ามาหมุนเหวีย่งท่ี 4,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ท่ี 4      
องศาเซลเซียส  เทอาหารท้ิง  ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย TSS 1 มิลลิลิตร  แช่น ้ าแขง็นาน 5 นาที  แบ่ง
เซลลท่ี์ไดใ้ส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตร ส าหรับน าไปใชต่้อไป   
 
9.  การโคลนยนีทีสั่งเคราะห์ได้ในเช้ือแบคทีเรีย E. coli 
 
 ถ่ายเวคเตอร์ท่ีมีช้ินส่วนดีเอน็เอเช่ือมเขา้สู่แบคทีเรียอยูโ่ดยวิธี heat shock  โดยผสม 
competent cell หลอดละ 100 ไมโครลิตร กบัพลาสมิดท่ีเช่ือมกบัช้ินส่วนของดีเอน็เอท่ีตอ้งการไว้
แลว้ปริมาตร 5 ไมโครลิตร  น ามาแช่ในน ้าแขง็นาน 30 นาที  ท า heat shock โดยบ่มในน ้าท่ีมี
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  ยา้ยหลอดไปแช่น ้าแขง็ทนัที นาน 2 นาที  เล้ียงเซลลใ์น
อาหาร LB broth ปริมาตร 800 ไมโครลิตร  เขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 250 รอบต่อ
นาที นาน 60-90 นาที  น ามาตกตะกอนโดยหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที  
เทอาหารส่วนบนท้ิง  แลว้น าแบคทีเรียท่ีไดไ้ปเกล่ียบนอาหารแขง็ LB Agar ท่ีผสมยาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลิน 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  เติมสารละลาย isopropylthio--D-galactoside (IPTG) 200 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และสารละลาย 5-bromo-4-chloro-3-indodyl--D-galactoside (X-gal) 20 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร  น าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน   
 
10.  การคดัเลอืกโคลนที่ต้องการด้วยการท า PCR 
  

ใชไ้มจ้ิ้มฟันปลอดเช้ือเข่ียโคโลนีแบคทีเรียสีขาวไปใส่ในหลอด PCR ขนาด 200 
ไมโครลิตร ซ่ึงมี DNase-free water ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  น าไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 95  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงใหเ้ซลลแ์บคทีเรียตกไปอยูท่ี่กน้หลอด  น า
สารละลายใสส่วนบนปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร ไปเป็นดีเอน็เอตน้แบบในการท า PCR โดยมี
ส่วนผสมดงัน้ี 10X PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร, i-Taq DNA 
Polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร, forward primer: T7 (5′-TAA TAC GAC TCA 
CTA TAG GGC GA-3′) และ reverse primer: SP6 (5′- ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT 
AC-3′) อยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร  และเติมน ้าจนครบ 20 ไมโครลิตร  ท า PCR โดยใชโ้ปรแกรม 94 
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องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 50 องศาเซลเซียส 30 
วินาที  72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 25 รอบ และขั้นสุดทา้ยคือ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที  
ตรวจสอบผล PCR โดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1.0% ในสารละลาย 0.5X TBE 
เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentus, USA)  ยอ้ม
ดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  เลือกพลาสมิดท่ีใหช้ิ้น         
ดีเอน็เอท่ีมีขนาดใหญ่กวา่ท่ีคาดหวงัไว ้137 คู่เบส เน่ืองจากจะมีส่วนของพลาสมิดรวมเขา้ไปดว้ย  
ส่งช้ินดีเอน็เอท่ีไดน้ี้ไปหาล าดบัเบส  น าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัยนีท่ีมีรายงานในพืช
ชนิดอ่ืนจากฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLAST และใชเ้ป็นขอ้มูลในการท า PCR เพื่อ
ศึกษาล าดบัเบสใหค้รบทั้งยนีต่อไป 
 
11.  การเปรียบเทียบล าดับเบสและกรดอะมิโนของยนีทีไ่ด้ 
 
 น าขอ้มูลล าดบัเบสของยนีท่ีโคลนไดม้าศึกษาและน าไปวิเคราะห์เปรียบเทียบความเหมือน
และความแตกต่างของล าดบัเบส (sequence alignment) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST  โดยเปรียบเทียบ
กบัล าดบัเบสในฐานขอ้มูล GenBank  เพื่อยนืยนัวา่เป็นล าดบัเบสของยนี AGAMOUS homologue 
ในสบู่ด า 
 
12.  การสังเคราะห์ส่วนของยีนด้านปลาย 3′ ด้วยวธีิ PCR 
 
 ใชเ้ทคนิค PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอส่วนปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue 
ในสบู่ด าต่อจากปลายดา้น 3′ ของช้ินแรกท่ีโคลนไดใ้นเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ (LifePro Thermal 
Cycler, Bioer, China)  โดยน า cDNA มาใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในการสังเคราะห์  ออกแบบ 
forward primer: nJcAgF (5′-AAT CTC TCG GAG GCA TTA AT-3′) จากปลายดา้น 3′ ของ
ช้ินส่วนของยนีท่ีมี  และใช ้reverse primer: AG2degR (5′-AAC AAG TTG ARR ARM HRK TTG 
ATC-3′) ซ่ึงเป็นแบบไม่จ าเพาะท่ีออกแบบจากกรดอะมิโน 8 ตวัสุดทา้ยของโปรตีน AGAMOUS 
ในพืชชนิดอ่ืนๆ ท่ีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล GenBank  ผสม PCR reaction mix  (น ้ า 8.9 ไมโครลิตร, 
10X PCR บฟัเฟอร์ 2.0 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร, i-Taq DNA Polymerase 0.2 
ไมโครลิตร, forward และ reverse primer (2 ไมโครโมลาร์) อยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร, สารละลาย
แมกนีเซียมคลอไรด ์(25 มิลลิโมลาร์) 2.4 ไมโครลิตร และ cDNA 1.0 ไมโครลิตร) ในหลอดขนาด 
200 ไมโครลิตร  ท า PCR โดยใชโ้ปรแกรม 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ย 94 
องศาเซลเซียสนาน 30 วินาที 50 องศาเซลเซียส 30 วินาที  72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 30 รอบ 
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และขั้นตอนสุดทา้ยท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที  จากการท า PCR น้ีจะไดช้ิ้นส่วนของยนีดา้นปลาย 
3′ จนถึง stop codon  นอกจากน้ีไดท้  า PCR โดยใช ้forward primer: nJcAgF (5′-AAT CTC TCG 
GAG GCA TTA AT-3′) และใช ้oligo dT เป็น reverse primer เพื่อใหจ้บักบั poly (A)+ ท่ีดา้น  
ปลาย 3′ ของยนีเพื่อใหไ้ดช้ิ้นส่วนของยนีดา้นปลาย 3′ จนถึงส่วนของ 3′UTR (3′ untranslated 
region)  โดยผสม PCR reaction mix  (น ้ า 9.3 ไมโครลิตร, 10X PCR บฟัเฟอร์ 2.0 ไมโครลิตร, 
dNTP (10 มิลลิโมลาร์) 1.5 ไมโครลิตร, i-Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร, forward และ           
reverse primer (2 ไมโครโมลาร์) อยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร, สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด ์              
( 25 มิลลิโมลาร์) 2.0 ไมโครลิตร และ cDNA 1.0 ไมโครลิตร) ในหลอดขนาด 200 ไมโครลิตร  ท า 
PCR โดยใชโ้ปรแกรม 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
50 องศาเซลเซียส 30 วินาที  72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 30 รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซียส    
10 นาที  น าผล PCR มาตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1% ในสารละลาย 
0.5X TBE  เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentus, 
USA)  ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  จากนั้นจึงส่ง
ช้ินดีเอน็เอท่ีไดน้ี้ไปหาล าดบัเบส  น าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดม้าวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของล าดบัเบสกบัยนีท่ีมีรายงานในพืชชนิดอ่ืนโดย
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank  
 
13.  การท า 5′ RACE  
 
 ท าเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในส่วนของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าจากบริเวณ     
ดีเอน็เอช้ินแรกท่ีไดไ้ปจนถึงปลายดา้น 5′ ของยนี  โดยใชชุ้ด GeneRacer™ RACE Ready cDNA 
Kit (Invitrogen, USA) ซ่ึงจะเปล่ียนเอม็อาร์เอน็เอเป็น cDNA และต่อ adaptor เขา้ไปท่ีบริเวณ 5′end 
ของช้ินส่วน cDNA นั้น  และน ามา 1.0 ไมโครลิตร ใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในการเพิม่ปริมาณยนีท่ี
บริเวณปลาย 5โดยใชเ้อนไซม ์RBC Taq DNA Polymerase (RBC Bioscience, USA)  เติม 10X 
PCR buffer 2.0 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร, forward primer: 10X UPM (Invitrogen, 
USA) ซ่ึงประกอบดว้ย Longupm (5′-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG 
GTA TCA ACG CAG AGT-3′) และ Shortupm (5′-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3′) 
ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ 0.4 ไมโครลิตร, reverse primer: nAgR5 (5′-GCA TAC TCA TAG 
AGG CGA CCG CGG C-3′) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ 0.4 ไมโครลิตร, เอนไซม ์RBC Taq 

DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร  เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  เพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดย
วิธี PCR 2 โปรแกรม  ซ่ึงทั้ง 2 โปรแกรมมีระดบัความแตกต่างของอุณหภูมิ  โดยโปรแกรมแรก
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ประกอบดว้ย 6 ขั้นตอน ขั้นตอนท่ี 1 ท่ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ยขั้นตอนท่ี 2  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 5 รอบ  ขั้นตอนท่ี 3  94 องศา
เซลเซียส 30 วินาที 70 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 5 รอบ  ขั้นตอนท่ี 
4  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 5 รอบ  
ขั้นตอนท่ี 5  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที  65 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 3 นาที 
จ านวน 20 รอบ และขั้นตอนสุดทา้ยคือท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จ านวน 1 รอบ  โปรแกรมท่ี 2 
ประกอบดว้ย 5 ขั้นตอน ขั้นตอนท่ี 1 ท่ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ยขั้นตอนท่ี 2  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที (อุณหภูมิลดลงรอบละ 1 องศาเซลเซียส) 
72 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 7 รอบ  ขั้นตอนท่ี 3  94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 65 องศา
เซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 14 รอบ  ขั้นตอนท่ี 4  94 องศาเซลเซียส 30 
วินาที  63 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 14 รอบ และขั้นตอนสุดทา้ย
คือท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที จ านวน 1 รอบ   
 
 น าผลท่ีไดจ้ากการท า PCR ทั้ง 2 โปรแกรมมาเป็นดีเอน็เอตน้แบบในการเพิ่มปริมาณ         
ดีเอน็เออีกคร้ังโดยเจือจาง 10 เท่า น ามาใชป้ริมาตร 1.0 ไมโครลิตร  และเติม 10X PCR buffer 2.0 
ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร, forward primer (10X UPM) ซ่ึงประกอบดว้ย Longupm 
(5′-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA TCA ACG CAG AGT-3′) และ 
Shortupm (5′-CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3′) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ 0.4 
ไมโครลิตร, reverse primer: JCAGA2 (5′- AGA GCA ACC TCA GCA TCA CAT -3′) ซ่ึง
ออกแบบใหม่ใหมี้ความจ าเพาะกบัยนีในบริเวณท่ีใกลก้บัดา้นปลาย 5′ มากข้ึน (ความเขม้ขน้ 10   
ไมโครโมลาร์) 0.4 ไมโครลิตร, เอนไซม ์RBC Taq DNA Polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 0.2 
ไมโครลิตร เติมน ้าใหมี้ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร  ใชโ้ปรแกรม 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 
1 รอบ  ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 60-67 องศาเซลเซียส 30 วินาที 72 องศาเซลเซียส 1 
นาที จ านวน 30 รอบ  และท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 นาที  ตรวจสอบผล PCR โดยวิธี            
อิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1% ในสารละลาย 0.5X TBE เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 
100 bp GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentus, USA) ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และ
ตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  เช่ือมช้ินส่วนของยนีท่ีไดเ้ขา้กบัเวคเตอร์ pGEM®-T 
easy (Promega, USA) และถ่ายพลาสมิดเขา้สู่ competent cell  น าไปเล้ียงและคดัเลือกโคลนดว้ยวธีิ 
PCR โดยใช ้forward primer: T7 (5′-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC GA-3′) และ    
reverse primer: SP6 (5′- ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAT AC-3′)  ส่งช้ินดีเอน็เอท่ีไดน้ี้ไป
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หาล าดบัเบส (DNA sequencing)  น าขอ้มูลล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัยนีท่ีมีรายงานในพืช
ชนิดอ่ืนจากฐานขอ้มูล GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLAST 
 
14.  การเปรียบเทียบและวเิคราะห์ล าดับเบสและกรดอะมิโนของยีนที่ได้ 
 
 น าล าดบัเบสของช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการทดลองแต่ละขั้นมาหาส่วนท่ีซอ้นทบักนั  ต่อ
ล าดบัเบสของแต่ละช้ินดีเอน็เอเพื่อใหไ้ดล้  าดบัเบสทั้งหมดของยนี AGAMOUS ในสบู่ด าโดยใช้
โปรแกรม CAP3 Sequence Assembly Program (http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php)  น าล าดบัเบส
ท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หาบริเวณท่ีมีการแปลรหสัเป็นกรดอะมิโน (open reading frame) และแปลเป็น
กรดอะมิโนดว้ยรหสัมาตรฐานโดยโปรแกรม Baylor college of medicine search launcher 
(http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html)  เปรียบเทียบความเหมือนและความ
แตกต่างของล าดบัเบสและกรดอะมิโนกบัยนีในพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล GenBank  
และน าล าดบักรดอะมิโนท่ีไดม้าวิเคราะห์ความสัมพนัธข์องโปรตีนโดยการสร้าง phylogenetic tree 
ของโปรตีน AGAMOUS ท่ีแปลรหสัจากยนีในตน้สบู่ด าเปรียบเทียบกบัพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานใน
ฐานขอ้มูลของ GenBank ดว้ยโปรแกรม MEGA 4 (Tamura et al., 2007) โดยใชว้ิธี Neighbor-
joining และวิเคราะห์ทั้งหมด 5,000 ซ ้ า 
 
15.  การตรวจสอบจ านวน copy ของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าด้วยวธีิ Southern blot 
hybridization 
 
 15.1  การเตรียมตวัอยา่งดีเอน็เอจากสบู่ด า 

 
เตรียมดีเอน็เอจากใบอ่อนสบู่ด า ดว้ยวิธีสกดัดีเอน็เอของ Lodhi และคณะ (1994) 

โดยน าสารละลาย 4X CTAB 700 ไมโครลิตร  มาเติม 2-mercaptone ปริมาตร 2 ไมโครลิตรแลว้
น าไปอุ่นท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  บดตวัอยา่งประมาณ 0.1 กรัม ใหเ้ป็นผงละเอียด
ดว้ยโกร่งและสากโดยมีการเติมไนโตรเจนเหลวอยูเ่ร่ือยๆ  ตกัผงใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร เติมสารท่ีอุ่นเตรียมไวล้งไป  ผสมใหเ้ขา้กนั  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 45 นาที โดยกลบัหลอดไปมาทุกๆ 10-15 นาที  แลว้ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 2-3 นาที เติม
คลอโรฟอร์มผสมไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์อตัราส่วน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แลว้กลบัหลอด
ไปมาเบาๆ เพื่อผสมใหเ้ขา้กนั  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที  ท่ีอุณหภูมิ 4      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  น าสารละลายส่วนใสดา้นบนไปใส่หลอดใหม่  เติมสารละลาย 
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10% CTAB (10% CTAB และ 0.7 M NaCl) 50 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมาเบาๆ ใหเ้ขา้กนั  แลว้
เติมคลอโรฟอร์มผสมไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์อตัราส่วน 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร  ก่อนจะ
ผสมสารใหเ้ขา้กนัดว้ยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ อีกคร้ัง  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบ
ต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  ดูดส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ เติมไอโซโพรพานอล
ท่ีเยน็จดั 500 ไมโครลิตร กลบัหลอดใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  ดูดส่วนใสท้ิง 
ลา้งตะกอนดว้ยสารละลาย 70% เอธานอลท่ีเยน็จดั 700 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 3 นาที  
น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  ดูดส่วนใสท้ิง  
ลา้งตะกอนอีกคร้ังดว้ยสารละลาย 90% เอธานอลท่ีเยน็จดั 700 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง 3 
นาที  น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  ดูดส่วน
ใสท้ิง  เปิดฝาคว  ่าหลอดท้ิงไวใ้หต้ะกอนแหง้ ละลายตะกอนดว้ยน ้ากลัน่หรือ TE บฟัเฟอร์  
 

น าดีเอน็เอสบู่ด าปริมาณ 80 ไมโครกรัม มาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI, 
HindIII, DraI, EcoRV และ XbaI (Fermentus, USA) โดยใชบ้ฟัเฟอร์ตามท่ีบริษทัแนะน าใน
ปฏิกิริยารวม 100 ไมโครลิตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน เพื่อใหเ้กิดการตดั        
ดีเอน็เออยา่งสมบูรณ์  จากนั้นแบ่งดีเอน็เอ 1 ไมโครลิตร มาตรวจสอบการตดัของเอนไซมโ์ดยวิธี 
อิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 0.8% ในสารละลาย 0.5X TBE  น าดีเอน็เอท่ีตดัสมบูรณ์แลว้มา
ตกตะกอนดว้ยการเติม 0.1 เท่า โดยปริมาตรของ 3 โมลาร์ โซเดียมอะซีเตต pH 5.2  และ 2.5 เท่า
โดยปริมาตรของเอธานอลท่ีเยน็จดั ท้ิงไวข้า้มคืนท่ี -20 องศาเซลเซียส  ป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อ
นาทีนาน 20 นาที  เทส่วนของเหลวท้ิง  ลา้งตะกอนดว้ย 70% เอธานอล  ป่ันเหวีย่งท่ี 13,000 รอบต่อ
นาทีนาน 3 นาที  ท าใหต้ะกอนแหง้ภายใตสู้ญญากาศ ละลายดีเอน็เอดว้ยน ้ากลัน่ 30 ไมโครลิตร  
แยกขนาดช้ินดีเอน็เอท่ีผา่นการตดัดว้ยเอนไซมใ์นเจลอะกาโรส 0.8% ใน 0.5X TBE โดย
เปรียบเทียบขนาดกบัแถบดีเอน็เอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder marker (Fermentus, USA)  จากนั้น
บนัทึกภาพเจลพร้อมกบัไมบ้รรทดัเพื่อใชเ้ปรียบเทียบก าลงัขยายของภาพภายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลต 
 

15.2  การถ่ายดีเอน็เอจากเจลอะกาโรสสู่แผน่ไนลอนเมมเบรน 
 

ถ่ายดีเอน็เอท่ีจะตรวจสอบจากเจลอะกาโรสไปสู่แผน่ไนลอนเมมเบรน  โดยน าแผน่
เจลอะกาโรสท่ีไดจ้ากขอ้ 15.1 แช่ลงในสารละลาย depurination (0.25M HCl) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 
10 นาที หรือจนกวา่สีของ bromphenol blue จะเปล่ียนเป็นสีเหลือง  น าแผน่เจลไปแช่ในสารละลาย 
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denaturation (0.5M NaOH และ 1.5M NaCl) เขยา่เบา ๆ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 30 นาที  แลว้น าไปแช่
ต่อในสารละลาย neutralization (0.5M Tris-HCL pH 8.0 และ 1.5 M NaCl)  เขยา่เบา ๆ ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง นาน 30 นาที  จากนั้นยา้ยดีเอน็เอจากเจลลงบนแผน่ไนลอนเมมเบรน               
NytranR SuPerCharge Nylon transfer membrane (Schleicher & Schuell, Germany)  โดยตดัแผน่
ไนลอนเมมเบรนใหมี้ขนาดเท่ากบัเจลและท าเคร่ืองหมายดา้นท่ีจะสมัผสักบัเจลไว ้ จุ่มแผน่  
ไนลอนเมมเบรนในน ้ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ  แลว้น ามาแช่ใน 20X SSC ท่ี pH 7.0 (3.0M NaCl และ 
0.3M Sodium citrate) ใหเ้ปียกจนทัว่แผน่  ยา้ยดีเอน็เอไปสู่แผน่ไนลอนเมมเบรนโดยใชห้ลกัการ 
upward capillary transfer (Southern, 1975)  โดยใชส้ารละลาย 20X SSC ช่วยในการพาช้ินดีเอน็เอ
จากแผน่เจลไปสู่แผน่ไนลอนเมมเบรน นาน 24 ชัว่โมง  หลงัจากนั้นใชป้ากคีบดึงแผน่          
ไนลอนเมมเบรนออกจากเจล  น าแผน่เจลท่ีเหลือไปตรวจสอบประสิทธิภาพการถ่ายดีเอน็เอภายใต้
แสงอลัตราไวโอเลต  และยดึดีเอน็เอไวก้บัแผน่ไนลอนเมมเบรนดว้ยการฉายแสงอลัตราไวโอเลต 
(UV-crosslinking) นาน 5 นาที  น าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
15.3  การเตรียมโพรบของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด า 
  

เตรียมโพรบส าหรับยนี AGAMOUS homologue โดยท า PCR เพื่อสังเคราะห์ดีเอน็เอ
บริเวณ open reading frame จาก cDNA จากดอกตูมของตน้สบู่ด าโดยมีส่วนผสมดงัน้ี 10X PCR 
buffer 2.0 ไมโครลิตร, 10mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร, i-Taq DNA Polymerase (5 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร, forward primer: start (5′-ATG GCA TAC CCC AGC GAT TCC C-
3′) และ reverse primer: stop (5′-AAC TAA CTG GAG GGC CAT TTG ATC TTG-3′) ความ
เขม้ขน้ 2 ไมโครโมลาร์  อยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร และเติมน ้าจนครบ 20 ไมโครลิตร  ท า PCR โดย
ใชโ้ปรแกรม 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ต่อดว้ย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 55  
องศาเซลเซียส 30 วินาที  72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซียส 10 
นาที  น าผล PCR มาตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1% ในสารละลาย 0.5X 
TBE  เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentus, USA) 
ยอ้มเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  ไดดี้เอน็เอท่ีมีขนาด
ประมาณ 720 คู่เบส  น าดีเอน็เอท่ีไดม้าเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร และ
น าดีเอน็เอ 10 ไมโครลิตรไปตม้ในน ้าเดือด 5 นาทีแลว้น าไปแช่น ้าแขง็ทนัที น าดีเอน็เอท่ีไดไ้ปติด
ฉลากโดยใชชุ้ด Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System (GE 
Healthcare Biosciences, USA) โดยการน าดีเอน็เอท่ีผา่นการตม้แลว้ไปผสมกบั reaction buffer 10 
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ไมโครลิตร labeling reagent 2 ไมโครลิตร และ crosslinker 10 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เกบ็ไวบ้นน ้าแขง็ 
 

15.4  การไฮบริไดเซชนั 
 

ท าไฮบริไดเซชนัโดยใชชุ้ด Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labeling and 
Detection System (GE Healthcare Biosciences, USA) โดยอุ่น hybridization buffer (เติม NaCl  
(0.5 โมลาร์) และ 4% blocking reagent) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน  60 นาที  น าแผน่
ไนลอนเมมเบรนไปบ่มใน hybridization buffer ท่ีอุ่นไวโ้ดยใชป้ริมาตร 0.125 มิลลิลิตร ต่อตาราง
เซนติเมตร  บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสใน shaking water bath ท่ีความเร็ว 60 รอบต่อนาที เป็น
เวลาอยา่งนอ้ย 15 นาที  เติมโพรบท่ีติดฉลากไวแ้ลว้ลงใน hybridization buffer  เขยา่ผสมใหเ้ขา้กนั
เบาๆ  แลว้บ่มต่อใน shaking water bath ท่ีความเร็ว 60 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
นานขา้มคืน 

 
15.5  การตรวจสอบผลการไฮบริไดเซชนั 
 

อุ่น primary wash buffer (2M Urea, 0.1% SDS, 50mM Na phosphate, 150mM 
NaCl, 1mM MgCl2 และ 0.2% blocking reagent) ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ลา้งแผน่                 
ไนลอนเมมเบรนดว้ย primary wash buffer ท่ีอุ่นเตรียมไวป้ริมาตร 300 มิลลิลิตร  โดยเขยา่เบาๆ ท่ี
อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  ลา้งซ ้ า 2 คร้ัง  น าแผน่ไนลอนเมมเบรนมาลา้งอีกคร้ังใน 
secondary wash buffer ท่ี pH 10.0 (1M Tris base และ 2M NaCl) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร  โดยเขยา่
เบาๆ ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5 นาที ลา้งซ ้ า 2 คร้ัง  ใชป้ากคีบคีบแผน่ไนลอนเมมเบรนอยา่ง
ระมดัระวงั  ซบั secondary wash buffer ออก  วางลงบนถุงพลาสติก  หยด detection reagent ลงบน
แผน่ไนลอนเมมเบรนดา้นท่ีมีดีเอน็เอโดยใชป้ริมาตร 30 ไมโครลิตรต่อตารางเซนติเมตร  ท้ิงไว ้5 
นาที  ปิดผนึกถุงพลาสติกดว้ยเคร่ืองปิดผนึกแลว้น าไปวางใน film cassette  น าเขา้หอ้งมืดแลว้
ประกบแผน่ไนลอนเมมเบรนดว้ยแผน่ฟิลม์ X-omatTM X (Kodak, USA)  ท้ิงไวข้า้มคืน  น าฟิลม์
ออกและลา้งแผน่ฟิลม์ดว้ยสารละลาย developer และสารละลาย fixer  ตรวจดูภาพท่ีปรากฎบน
แผน่ฟิลม์ 
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16.  การศึกษาการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในส่วนต่างๆ ของสบู่ด า ด้วยวธีิ 
relative quantification  real-time PCR 
 
 16.1  การเตรียมตวัอยา่งอาร์เอน็เอ และการสร้าง cDNA 

 
สกดัอาร์เอน็เอรวมจากส่วนต่างๆ ของสบู่ด า 6 ส่วน ไดแ้ก่ ดอกตูมขนาด 1-3 

มิลลิเมตร ดอกตูมขนาด 4-6 มิลลิเมตร อบัละอองเรณู รังไข่ ใบอ่อน และยอดอ่อน  และคดัเลือก
เฉพาะเอม็อาร์เอน็เอจากส่วนต่างๆ ของสบู่ด าตามวิธีในขอ้ 3 และขอ้ 4  จากนั้นสงัเคราะห์ cDNA 
ตามวิธีการในขอ้ 5 โดยใชเ้อม็อาร์เอน็เอปริมาณ 500 นาโนกรัม 

 
16.2  การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ดว้ยวิธี relative 

quantification  real-time PCR 
 

น า cDNA ท่ีไดจ้ากการสงัเคราะห์จากขอ้ 16.1 มาใชเ้ป็นตน้แบบในการวิเคราะห์
ปริมาณการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆ ของสบู่ด าดว้ยชุด 
Quantimix Easy SYG Kit (Biotools, Spain)  โดย specific primer ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ยนี 
AGAMOUS homologue ไดแ้ก่ forward primer: nJcAgF (5′- AAT CTC TCG GAG GCA TTA AT 
-3′) และ reverse primer: Ag2F (5′- GAT CTC TGC AAA CAA CAG CTC A -3′) และ      
specific primer ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ยนี actin เพื่อใชเ้ป็นยนีเปรียบเทียบ (reference gene) ไดแ้ก่ 
forward primer: JcActinF (5′- GGT AAC ATT GTG CTC AGT GGT GG -3′) และ             
reverse primer: JcActinR (5′- AAC CAC CTT AAT CTT CAT ACT GC -3′)  โดยมีส่วนผสมของ
สารละลายท่ีใชท้  าปฏิกิริยา ดงัน้ี first strand cDNA 0.5 ไมโครลิตร, forward primer ความเขม้ขน้ 
10 ไมโครโมลาร์ 0.3 ไมโครลิตร, reverse primer ความเขม้ขน้ 10 ไมโครโมลาร์ 0.3 ไมโครลิตร, 
QuantiSYG 2X 5.0 ไมโครลิตร และ RNase free water 3.9 ไมโครลิตร จะไดป้ริมาตรรวม            
10 ไมโครลิตร ใส่สารละลายท่ีเตรียมไวล้งในหลอด real time PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร 
(Axygen, USA)  ท าปฏิกิริยาในเคร่ือง Mastercycler Realplex (Eppendorf, USA) ดว้ยโปรแกรม 94 
องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ  ตามดว้ย 94 องศาเซลเซียส 10 วนิาที 60 องศาเซลเซียส 10 
วินาที 72 องศาเซลเซียส 15 วินาที จ านวน 35 รอบ  และขั้นตอนสุดทา้ยท่ี 95 องศาเซลเซียส 15 
วินาที  และโปรแกรม melting curve ท่ี 60-95 องศาเซลเซียส 20 นาที จ านวน 1 รอบ  บนัทึกและ
วิเคราะห์ผล   
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  ผลการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิม่ปริมาณดีเอน็เอในบริเวณอนุรักษ์ของยนี AGAMOUS 
homologue 
 

จากการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน AGAMOUS-like ท่ีมีรายงานใน
ฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม ClustalW ในพืชท่ีต่างกนั 4 ชนิด คือ แตงกวา (Cucumis sativus 
L.) accession no. ACR47977, พิทูเนีย (Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell.) accession no. 
AAA68001, กหุลาบ (Rosa hybrida L.) accession no. AAD00025 และขา้วโพด (Zea mays L.) 
accession no. AAA02933  พบส่วนอนุรักษข์องล าดบักรดอะมิโนท่ีจะน ามาออกแบบ forward 
primer  ไดแ้ก่ล าดบักรดอะมิโน G K I E I K R  และส าหรับออกแบบ reverse primer  ไดแ้ก่ล าดบั
กรดอะมิโน L R A K I A E S E (ภาพท่ี 1) 

 

 
 
ภาพที ่1  ผลการท า multiple alignment ของล าดบักรดอะมิโนของยนี AGAMOUS homologue ใน

พืช 4 ชนิด  แสดงส่วนอนุรักษท่ี์ใชใ้นการออกแบบ  forward primer (        ) และ reverse 
primer (         ) 
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หลงัจากไดต้  าแหน่งอนุรักษข์องล าดบักรดอะมิโนท่ีเหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์
แลว้  ไดแ้ปลล าดบักรดอะมิโนใหเ้ป็นล าดบัเบส  และน าไปวิเคราะห์การเลือกใชล้ าดบัเบสท่ีพบ
มากในสบู่ด าโดยอาศยัขอ้มูลจาก Codon Usage Database  และคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมโดยใช้
โปรแกรม Net Primer  ตรวจสอบค่า Tm ของไพรเมอร์ใหอ้ยูร่ะหวา่ง 55-65 องศาเซลเซียส              
คู่ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยาไม่ควรต่างกนัเกิน 5 องศาเซลเซียส  ไพรเมอร์ท่ีมี GC สูง จะเกาะกบั     
ดีเอน็เอตน้แบบไดอ้ยา่งสมบูรณ์ และมีเสถียรภาพ ส่วนไพรเมอร์ท่ีมี AT สูง จะใหค่้า Tm ของ    
ไพรเมอร์ต ่า  ตอ้งท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิต ่าเกินไป  ท าใหต้  าแหน่งเกาะจะไม่ถูกตอ้ง  GC content 
ควรอยูท่ี่ประมาณ 40-60 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากน้ีน าไปตรวจสอบการเกิดโครงสร้างทุติยภูมิ  และ
การจบักนัเองของคู่ไพรเมอร์ดว้ยโปรแกรม Net primer  ไพรเมอร์ท่ีดีตอ้งไม่เกิดโครงสร้างทุติยภูมิ 
หรือค่า G ไม่ควรต ่ากวา่ -3 kcal/mol  ถา้ต ่ากวา่น้ีจะมีโอกาสเกิด hairpin loop ได ้ การจบักนัเอง
ของไพรเมอร์ไม่ควรเกิน 4 พนัธะ และแต่ละช่วงไม่ควรติดกนั  รวมตลอดสายไม่ควรเกิน 8 พนัธะ  
หลงัจากคดัเลือกไพรเมอร์แลว้ไดเ้ป็น forward primer: JcAGF1 (5′-GCG CGA ATT CGG NAA 
RAT HGA RAT HAA-3′) และ reverse primer: JcAGR1 (5′-GCG CAA GCT TTT YTG CAT 
RTA NTC DAT-3′) 
 
2.  ผลการสกดัอาร์เอน็เอด้วย PureLinkTM Plant RNA Reagent 
 
 จากการสกดัอาร์เอน็เอจากส่วนต่างๆ ของสบู่ด า KUBP-16  โดยใชชุ้ดสกดัอาร์เอน็เอ
ส าเร็จรูป PureLinkTM Plant RNA Reagent (Invitrogen, USA)  ละลายตะกอนท่ีไดใ้น RNase-free 
water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  และน าไปเกบ็ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  น าสารละลาย          
อาร์เอน็เอท่ีไดไ้ปตรวจสอบคุณภาพอาร์เอน็เอดว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1.0% ใน
สารละลาย 0.5X TBE  พบวา่สามารถแยกอาร์เอน็เอจากส่วนต่างๆ ของสบู่ด าได ้ โดยปริมาณ     
อาร์เอน็เอท่ีสกดัไดแ้ตกต่างกนั (ภาพท่ี 2)  
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ภาพที ่2  เจลอิเลก็โทรโฟรีซิสของอาร์เอน็เอท่ีสกดัดว้ย PureLinkTM Plant RNA Reagent จาก

เน้ือเยือ่  (1)  ดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร  (2)  ดอกตูมขนาด 4-6 มิลลิเมตร  (3)  รังไข่  
(4)  อบัละอองเรณู  (5)  ใบอ่อน  (6)  ยอดอ่อน 

 
3.  ผลการท า PCR เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณอนุรักษ์ของยนี AGAMOUS homologue 
  
 น า cDNA ของดอกตูมสบู่ด ามาเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์เพิ่มช้ินดีเอน็เอบริเวณ
อนุรักษข์องยนี AGAMOUS ดว้ย forward primer: JcAGF1 และ reverse primer: JcAGR1  
ตรวจสอบผล PCR โดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1.0% ในสารละลาย 0.5X TBE 
เปรียบเทียบขนาดของดีเอน็เอกบั 1 Kb GeneRulerTM DNA Ladder Mix (Fermentus, USA)  ยอ้ม
ดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์และตรวจสอบดว้ยเคร่ือง UV transilluminator  พบวา่สามารถสงัเคราะห์ดี
เอน็เอขนาดประมาณ 500 คู่เบส (ภาพท่ี 3)  ซ่ึงคาดวา่เป็นส่วนของยนี AGAMOUS homologue ของ
สบู่ด า  จึงแยกขนาดดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดด้ว้ยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 0.8%  สกดั
แถบดีเอน็เอออกจากเจลโดยใชชุ้ด NucleoSpin®  น าช้ินดีเอน็เอท่ีไดม้าเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ 
pGEM®-T easy เพื่อถ่ายเขา้ใน competent cell ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ XL-1 Blue  
คดัเลือกแบคทีเรียบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  เลือกโคลนท่ีมีโคโลนีสีขาว และสีฟ้ามา
ตรวจสอบขนาดดีเอน็เอท่ีไดใ้นแต่ละโคลนดว้ยวิธี PCR โดยใชแ้ต่ละโคลนเป็นตน้แบบในการ
สงัเคราะห์  ใชคู่้ไพรเมอร์ T7 และ SP6 ท า PCR  น าผล PCR มาตรวจสอบโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส  
ในเจลอะกาโรส 1.0% ในสารละลาย 0.5X TBE  เลือกโคลนท่ีมีผลเป็นช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 
600-650 คู่เบส เพื่อส่งไปวิเคราะห์ล าดบัเบส  น าผลล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน 
GenBank พบวา่ล าดบัเบสท่ีไดเ้ม่ือน าไปแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนแลว้มีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน 
AGAMOUS ของตน้โกโก ้(Theobroma cacao L.) accession no. ABA39727 มากท่ีสุด  โดยมีความ
คลา้ยคลึงกนัถึง 83%  จึงน าล าดบัเบสท่ีไดม้าใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยนีน้ี
เพื่อน าไปใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของยนีบริเวณปลาย 3′ และ 5′ ต่อไป 
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ภาพที ่3  ผลจากการท า PCR บริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue จาก cDNA ท่ีไดจ้าก

สบู่ด า โดยใชไ้พรเมอร์ JcAGF1 และ JcAGR1 
 
4.  ผลการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิม่ปริมาณดีเอน็เอในบริเวณปลาย 3′ ของยนี AGAMOUS 
homologue 
 
 เพื่อหาขอ้มูลล าดบัเบสของยนี AGAMOUS homologue ของสบู่ด าในบริเวณปลาย 3′  จึงได้
ออกแบบ forward primer: nJcAgF (5′-AAT CTC TCG GAG GCA TTA AT-3′) จากขอ้มูลล าดบั
เบสปลายดา้น 3′ ของบริเวณอนุรักษท่ี์ไดม้าจากขั้นตอนท่ีแลว้ (ภาพท่ี 4)  และเปรียบเทียบล าดบั
กรดอะมิโนของโปรตีน AGAMOUS ท่ีมีรายงานในฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยโปรแกรม ClustalW 
ในพืชอ่ืน 10 ชนิด คือ T. cacao L. accession no. ABA39727, Citrus unshiu Marcow. accession no. 
BAF34911, Populus balsamifera L. accession no. AAC06238, Corylus avellana L. accession no. 
AAD03486, Prunus serotina Ehrh. accession no. ACH72974, Prunus mume Siebold & Zucc. 
accession no. ABU41518, Glycine max (L.) Merr. accession no. AAR26530,                 
Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser. accession no. BAG74745, Betula pendula Roth    
accession no. CAB95649 และ Gossypium hirsutum L. accession no. ACF93432  แลว้เลือก
ล าดบัอะมิโนในบริเวณ stop codon เพื่อน ามาออกแบบไพรเมอร์ (ภาพท่ี 5)  ไดผ้ลเป็น reverse 
primer: AG2degR (5′-AAC AAG TTG ARR ARM HRK TTG ATC-3′)  และเพื่อใหไ้ดช้ิ้นส่วน
ของยนีดา้นปลาย 3′ จนถึงส่วนของ 3′UTR (3′ untranslated region) จึงไดใ้ชไ้พรเมอร์อีกชนิดหน่ึง
คือ reverse primer: Not12T (5′-GAG CGG CCG CTT TTT TTT TTT T-3′) ซ่ึงมีบริเวณของ  
oligo dT เพื่อใหจ้บักบั poly (A)+ ท่ีดา้นปลาย 3′ ของยนี 
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>conserve 

GCGCGAATTCGGCAAGATAGAGATAAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGTCACTTTCTGCAAAAGAAGA

AATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCATCGTATTCTCTAGCC

GCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTACAAGAAAGCATGTGCAGATTC

ATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCAACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATT

AGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATCTCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCT

TGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAATTCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATCGAATA

CATGCAGAAAAGCTTGCGC 

 
ภาพที ่4  ล าดบัเบสในบริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด า  แสดงส่วนท่ี

น ามาออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะ (nJcAgF) ส าหรับหาปลายดา้น 3′ ของยนี (แถบสี __) 
 
gi|76152076|gb|ABA39727.1|        SVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQNSNRHMLGESLSALPMKDLRSLENR 145 

gi|194718219|gb|ACF93432.1|       SVAEVNARFYQQEADKLRNQIRNLQNANRHMLGESIGGLPMKELKSLESR 144 

gi|2981133|gb|AAC06238.1|         SVSEANAQFYQQEAAKLRSQIGNLQNSNRNMLGESLSALSVKELKSLEIK 145 

gi|116078095|dbj|BAF34911.1|      SICEANAQFYQQEAAKLRIQISNMQNSNRNMLGESLSGLNFKELKNMETR 149 

gi|4103757|gb|AAD03486.1|         SVSEANTQFYQQEAAKLRGQIRSVQDSNRHMLGEALSELNFKELKNLEKN 146 

gi|8745072|emb|CAB95649.1|        SVSEANTQFYQQEAAKLRGQIRSVQNSNRHLLGEALSELNFKELKNLEIK 146 

gi|155967404|gb|ABU41518.1|       SVSEASTQYYQQEAAKLRAQIGNLQNSSRHMMGESLSSMNMKDLKNLESK 146 

gi|197725526|gb|ACH72974.1|       SVSEASTQYYQQEAAKLRAQIRNLQNSSRNMMGESLSSMKMKDLKNLESK 146 

gi|38679417|gb|AAR26530.1|        SASEANAQFYQQEADKLRQQISNLQNNNRQMMGDSLGSLTAKDLKNLETK 145 

gi|209414516|dbj|BAG74745.1|      SVAEINAQQYQQEASKLRSQIANLQNSNRNMLGESLGSLSPRDLKNLEGR 145 

                                  * .* .:: ***** *** ** .:*: .*:::*:::. :  ::*:.:* . 

 

gi|76152076|gb|ABA39727.1|        LEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQN 195 

gi|194718219|gb|ACF93432.1|       LEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQS 194 

gi|2981133|gb|AAC06238.1|         LEKGIGRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKRQH 195 

gi|116078095|dbj|BAF34911.1|      LEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREVDLHNSNQLLRAKIAENERGQQN 199 

gi|4103757|gb|AAD03486.1|         LEKGINRIRSKKNELLLAEIEYMHKREVDLHNNNQFLRAKIAENERNQQN 196 

gi|8745072|emb|CAB95649.1|        LEKGINKIRSKKNELLFAEIEYMQKREAELHNNNQILRAKIAENERNQQN 196 

gi|155967404|gb|ABU41518.1|       LEKGINRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERSQQN 196 

gi|197725526|gb|ACH72974.1|       LEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERSQQN 196 

gi|38679417|gb|AAR26530.1|        LEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAESERNHHN 195 

gi|209414516|dbj|BAG74745.1|      LERGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREVDLHNNNQYLRAKIAENERAQQQ 195 

                                  **:**.:*********:******:*** :***.** *******.** ::  

 

gi|76152076|gb|ABA39727.1|        ------INLMPGGS--NFEIMHS--QPFDSRNYFQVNALQPANHYP---- 231 

gi|194718219|gb|ACF93432.1|       ------MNLMPGGSSANFEALHS--QPYDSRNYFQVDALQPATNYYNPQL 236 

gi|2981133|gb|AAC06238.1|         ------MNLMPGGV--NFEIMQS--QPFDSRNYSQVNGLPPANHYP---- 231 

gi|116078095|dbj|BAF34911.1|      ------MNLMQGGS--SYEIIQS--QPFDSRSYFQVNALQPTNHYP---- 235 

gi|4103757|gb|AAD03486.1|         ------LNVMPGGG--NYELMQS--QSFDSRNYFQVDALQPNHHYP---- 232 

gi|8745072|emb|CAB95649.1|        ------LNVMPGGG--NYELMQS--QSYDSRTYFQVDALQPNHHYP---- 232 

gi|155967404|gb|ABU41518.1|       ------INVMAGGG--SYEIMQS--QPYDSRNYFQVNALQPNHQYNS--- 233 

gi|197725526|gb|ACH72974.1|       ------INVMAGGG--SYEIMQS--QPYDSRNYFQVDALQPNHQYNS--- 233 

gi|38679417|gb|AAR26530.1|        ------MAVLPGGS--NYDSMQSSQQQFDSRGYFQVTGLQPNNQYA---- 233 

gi|209414516|dbj|BAG74745.1|      QQHQQQMNLMPGGGSCEYELMPP-TQPFDARNYLQINGLQSNNHHYS--- 241 

                                        : :: **   .:: : .  * :*:* * *: .* .  ::      

 

gi|76152076|gb|ABA39727.1|        HQDQMALQLV 241 

gi|194718219|gb|ACF93432.1|       QQDQIALQLV 246 

gi|2981133|gb|AAC06238.1|         HEDQLFS--- 238 

gi|116078095|dbj|BAF34911.1|      RQDQMALQLV 245 

gi|4103757|gb|AAD03486.1|         RQDQMALQLV 242 

gi|8745072|emb|CAB95649.1|        RQDQIPLQLV 242 

gi|155967404|gb|ABU41518.1|       RQDPMALQLV 243 

gi|197725526|gb|ACH72974.1|       RQDQMALQLV 243 

gi|38679417|gb|AAR26530.1|        RQDQMSLQLV 243 

gi|209414516|dbj|BAG74745.1|      RDDQTALQLV 251 

                                  ::*        

 
ภาพที ่5  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนของยนี AGAMOUS ในพืช 10 ชนิด  แสดงบริเวณ stop 

codon ส าหรับออกแบบไพรเมอร์ (        ) 
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5.  ผลการท า PCR เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณปลายด้าน 3′ ของยนี AGAMOUS homologue 
  

น า cDNA ของดอกตูมสบู่ด ามาเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์เพิ่มช้ินดีเอน็เอดว้ยไพรเมอร์ 
nJcAgF  กบัไพรเมอร์แบบไม่จ าเพาะ AG2degR  น าผลการท า PCR ท่ีไดม้าตรวจสอบโดยวิธี 
อิเลก็โทรโฟรีซิส  ในเจลอะกาโรส 1.0%  พบวา่สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอขนาดประมาณ 300 คู่
เบส (ภาพท่ี 6)  นอกจากน้ียงัเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ nJcAgF คู่กบัไพรเมอร์ Not12T  
พบวา่สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอขนาดประมาณ 600 คู่เบส (ภาพท่ี 7) 

 

    
 
ภาพที ่6  ผลจากการท า PCR บริเวณปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue จาก cDNA ท่ีได้

จากสบู่ด า  โดยใชไ้พรเมอร์ nJcAgF และ AG2degR  
 

 
 
ภาพที ่7  ผลจากการท า PCR บริเวณปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue จาก cDNA ท่ีได้

จากสบู่ด า โดยใชไ้พรเมอร์ nJcAgF และ Not12T  

750 bp 

500 bp 



34 
 

น าช้ินดีเอน็เอท่ีไดท้ั้ง 2 คร้ัง มาเช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy เพื่อถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย 
E. coli สายพนัธ์ุ XL-1 Blue ท่ีไดเ้ตรียมไว ้ คดัเลือกแบคทีเรียบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  
เลือกโคลนท่ีมีโคโลนีสีขาว และสีฟ้ามาตรวจสอบขนาดดีเอน็เอท่ีไดใ้นแต่ละโคลนดว้ยวิธี PCR 
โดยใชคู่้ไพรเมอร์ T7 และ SP6  ท า PCR  เลือกโคลนท่ีมีผลเป็นช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 400 คู่
เบส และ 700 คู่เบส เพื่อส่งไปวิเคราะห์ล าดบัเบส  ซ่ึงขนาดท่ีเพิ่มข้ึนเป็นผลจากการท่ีมีส่วนของ 
พลาสมิดรวมเขา้ไปดว้ยอีก 137 คู่เบส  น าผลล าดบัเบสในบริเวณท่ีน่าเช่ือถือของขอ้มูลล าดบัเบสทั้ง 
2 ชุดท่ีไดม้าหาส่วนท่ีซอ้นทบักบัล าดบัเบสในส่วนอนุรักษท่ี์ไดก่้อนหนา้โดยใชโ้ปรแกรม CAP3 
Sequence Assembly  พบวา่ล าดบัเบสชุดใหม่ทั้ง 2 ชุดต่างสามารถเช่ือมต่อกบัขอ้มูลเดิมไดเ้ป็น
ล าดบัเบสชุดใหม่ 2 ชุดท่ีมีความยาว 978 คู่เบส และ 1,012 คู่เบส ตามล าดบั  เม่ือน าขอ้มูลทั้ง 2 ชุด
มาเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank  พบวา่ล าดบัเบสท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน 
AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) accession no. ABA39727 มากท่ีสุด  โดยมีความคลา้ยคลึง
กนัถึง 88% และ 89% ตามล าดบั 

 
6.  ผลการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิม่ปริมาณดีเอน็เอในบริเวณปลาย 5′ ของยนี AGAMOUS 
homologue 
 
 เพื่อหาขอ้มูลล าดบัเบสของยนี AGAMOUS homologue ของสบู่ด าในบริเวณปลาย 5′  จึงได้
ออกแบบ reverse primer: nAgR5 (5′-GCA TAC TCA TAG AGG CGA CCG CGG C-3′) จาก
ขอ้มูลล าดบัเบสปลายดา้น 5′ ของบริเวณอนุรักษท่ี์ไดม้าจากขั้นตอนท่ี 3 (ภาพท่ี 8)  และได้
ออกแบบอีกหน่ึงไพรเมอร์ซ่ึงมีความจ าเพาะกบัยนีบริเวณท่ีใกลก้บัปลายดา้น 5′ มากกวา่ไพรเมอร์
เดิมเพื่อใหไ้ดผ้ล PCR ท่ีมีความจ าเพาะมากข้ึน  ไดผ้ลเป็น reverse primer: JCAGA2 (5′- AGA 
GCA ACC TCA GCA TCA CAT -3′) (ภาพท่ี 8) 
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>conserve 

GCGCGAATTCGGCAAGATAGAGATAAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGTCACTTTCTGCAA

AAGAAGAAATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCAT

CGTATTCTCTAGCCGCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTA

CAAGAAAGCATGTGCAGATTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCA

ACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATC

TCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAAT

TCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATCGAATACATGCAGAAAAGCTTGCGC 

 
ภาพที ่8  ล าดบัเบสในบริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด าแสดงบริเวณท่ี

น ามาออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะส าหรับหาปลายดา้น 5′  
 (แถบสี __ แสดงบริเวณท่ีใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ nAgR5, แถบสี __ แสดงบริเวณท่ี

ใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ JCAGA2 ) 
 

7.  ผลการท า PCR เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณปลายด้าน 5′ ของยนี AGAMOUS homologue 
  

น าดีเอน็เอสายแรกของดอกตูมสบู่ด ามาเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์เพิม่ช้ินดีเอน็เอ  โดย
ชุด GeneRacer™ RACE Ready cDNA Kit (Invitrogen, USA)  โดยใช ้reverse primer: nAgR5 (5′-
GCA TAC TCA TAG AGG CGA CCG CGG C-3′) ร่วมกบั forward primer: 10X UPM 
(Invitrogen, USA)  ท า PCR 2 โปรแกรม ตามวิธีท่ีอธิบายไวใ้นขั้นของวธีิการทดลอง  แลว้เพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เออีกคร้ังโดยใชดี้เอน็เอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณมาแลว้เป็นตน้แบบ  โดยใช ้reverse 
primer: JCAGA2 (5′- AGA GCA ACC TCA GCA TCA CAT -3′) ร่วมกบั forward primer:     
10X UPM (Invitrogen, USA)  พบวา่สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอขนาดประมาณ 500 คู่เบส และ   
700 คู่เบส (ภาพท่ี 9)  
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ภาพที ่9  ผลท่ีไดจ้ากการท า RACE PCR บริเวณปลายดา้น 5′ ของยนี AGAMOUS homologue จาก 

cDNA ท่ีไดจ้ากสบู่ด า โดยใชไ้พรเมอร์ nAgR5 และเสริมดว้ยการท า RACE PCR ดว้ย
ไพรเมอร์ Not12T  

 
สกดัแถบดีเอน็เอทั้ง 2 ขนาดออกจากเจลโดยใชชุ้ด NucleoSpin®  น าช้ินดีเอน็เอท่ีไดม้า

เช่ือมต่อกบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy เพื่อถ่ายเขา้ใน competent cell  คดัเลือกแบคทีเรียบนอาหารท่ีมี
ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  เลือกโคลนท่ีมีโคโลนีสีขาว และสีฟ้า (negative control) มาตรวจสอบ
ขนาดดีเอน็เอท่ีไดใ้นแต่ละโคลนดว้ยวิธี PCR  โดยใชแ้ต่ละโคลนเป็นตน้แบบในการสังเคราะห์  ใช้
คู่ไพรเมอร์ T7 และ SP6  เลือกโคลนท่ีมีผลเป็นช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 650 คู่เบส และ 850 คู่เบส  
ซ่ึงขนาดท่ีเพิ่มข้ึนเป็นผลจากการท่ีมีส่วนของพลาสมิดรวมเขา้ไปดว้ยอีก 137 คู่เบส  ส่งไปวิเคราะห์
ล าดบัเบสและน าผลท่ีไดม้าวิเคราะห์  ไดผ้ลเป็นล าดบัเบสในบริเวณปลาย 5′ ความยาว 190 คู่เบส 
เม่ือน าผลท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank  พบวา่ล าดบัเบสท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบั
โปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) accession no. ABA39727 มากท่ีสุด  โดยมีความ
คลา้ยคลึงกนัถึง 89%    
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เม่ือน าล าดบัเบสดงักล่าวมาหาส่วนซอ้นทบักบัขอ้มูลท่ีหาไดก่้อนหนา้โดยใชโ้ปรแกรม 
CAP3 Sequence Assembly  ไดเ้ป็นล าดบัเบสท่ีมีความยาว 1,063 คู่เบส  น าขอ้มูลท่ีไดม้า
เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank  พบวา่ล าดบัเบสท่ีไดมี้ความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน 
AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) accession no. ABA39727 มากท่ีสุด  โดยมีความคลา้ยคลึง
กนัถึง 86% 
 

8.  ผลการท า PCR เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอในส่วน open reading frame ของยนี AGAMOUS 
homologue ในต้นสบู่ด า 
  

น าดีเอน็เอสายแรกของดอกตูมสบู่ด ามาเป็นตน้แบบในการสงัเคราะห์เพิม่ช้ินดีเอน็เอ  ดว้ย 
forward primer: start (5′-ATG GCA TAC CCC AGC GAT TCC C-3′) กบั reverse primer: stop 
(5′-AAC TAA CTG GAG GGC CAT TTG ATC TTG-3′) ซ่ึงออกแบบจากขอ้มูลล าดบัเบสท่ีได ้
(ภาพท่ี 10)  พบวา่สามารถสงัเคราะห์ดีเอน็เอขนาดประมาณ 700 คู่เบส (ภาพท่ี 11)  ส่งไปวิเคราะห์
ล าดบัเบส  น าผลท่ีไดม้าวิเคราะห์และหาส่วนซอ้นทบักบัขอ้มูลท่ีหาไดก่้อนหนา้โดยใชโ้ปรแกรม 
CAP3 Sequence Assembly  ไดเ้ป็นล าดบัเบสท่ีมีความยาว 1,063 คู่เบส  เม่ือแปลรหสัล าดบัเบสเป็น
ล าดบักรดอะมิโนไดโ้พลีเพปไทดข์นาด 241 กรดอะมิโน (ภาพท่ี 12)  โดยมี start codon อยูใ่น
บริเวณล าดบัเบสท่ี 167 และ stop codon อยูใ่นบริเวณล าดบัเบสท่ี 890 
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>new contig 

TCATCTTGCTTCCATTTTCTGCATCTCTCCTACTCAGATTTGTAGAAACAAAGAACTGAGAAACCCACA

ACCCAAAAAGGCCTTTGTTTCTCTCCTCAATTAGCATCTCTACTTCTCCTTTCCTCTTCACTTTGTTTA

TTTCCTTACCAAGCTAGAAACAGCTGCCATGGCATACCCCAGCGATTCCCGGGAGACTTCACCGCAGAG

GAGAATGGGTAGGGGAAAGATCGAGATCAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGCCACTTTCTG

CAAAAGAAGAAATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCT

CATCGTATTCTCTAGCCGCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAG

GTACAAGAAAGCATGTGCAGATTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCA

GCAACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGA

ATCTCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAG

AATTCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATAGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTT

GCACAATAATAACCAGCTTCTCCGAGCGAAGATTGCTGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCT

GATGCCAGGAGGAGGTAACTATGAGATAATTCAGTCTCAGCCATTTGACAATCCAAACTATTTTCAAGT

CAATGCATTACAACCCACCAATCATTATCCACAACAAGATCAAATGGCCCTCCAGTTAGTTTAATAAGC

TTTGAGAGTGAGCATCAACTTCTTGCCCTCTATTAGTCTCTGTAGATCAACCTCACGTATTTCACCTTC

TGAAAGCTGCAAGTATATATCTATATATACCAAAAATTTCTTGCATAAATCAAGTTTGCCTGAAAACTG

GCTGCGCCAGAAATGTGCTATCCACCAT 

 
ภาพที ่10  ล าดบัเบสของยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด าแสดงส่วนท่ีน ามาออกแบบ

ไพรเมอร์แบบจ าเพาะส าหรับหาส่วน open reading frame 
 (แถบสี __ แสดงบริเวณท่ีใชใ้นการออกแบบไพรเมอร์ start, แถบสี __ แสดงบริเวณท่ีใช้

ในการออกแบบไพรเมอร์ stop) 
 

        
 
ภาพที ่11  ผลท่ีไดจ้ากการท า PCR บริเวณ open reading frame ของยนี AGAMOUS homologue 

จาก cDNA ท่ีไดจ้ากสบู่ด าโดยใชไ้พรเมอร์ start และ stop  
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TCATCTTGCTTCCATTTTCTGCATCTCTCCTACTCAGATTTGTAGAAACAAAGAACTGAGAAACCCACAACCCAAAAAGGCCTTTG

TTTCTCTCCTCAATTAGCATCTCTACTTCTCCTTTCCTCTTCACTTTGTTTATTTCCTTACCAAGCTAGAAACAGCTGCC 

167 atggcataccccagcgattcccgggagacttcaccgcagaggaga 

    M  A  Y  P  S  D  S  R  E  T  S  P  Q  R  R  

212 atgggtaggggaaagatcgagatcaagcggatcgaaaacaccaca 

    M  G  R  G  K  I  E  I  K  R  I  E  N  T  T  

257 aatcgccaagtcactttctgcaaaagaagaaatggtttgctcaag 

    N  R  Q  V  T  F  C  K  R  R  N  G  L  L  K  

302 aaagcctatgaattatctgttttatgtgatgctgaggttgctctc 

    K  A  Y  E  L  S  V  L  C  D  A  E  V  A  L  

347 atcgtattctctagccgcggtcgcctctatgagtatgctaataat 

    I  V  F  S  S  R  G  R  L  Y  E  Y  A  N  N      

392 agtgttaaatctacaattgagaggtacaagaaagcatgtgcagat        

    S  V  K  S  T  I  E  R  Y  K  K  A  C  A  D      

437 tcatcaaatactggatctgtttctgaagctaatgcccagttctat         

    S  S  N  T  G  S  V  S  E  A  N  A  Q  F  Y  

482 cagcaacaagctgccaagctgcgtgatcaaattagcggcttgcag 

    Q  Q  Q  A  A  K  L  R  D  Q  I  S  G  L  Q  

527 aaatcaatcaggaacatgctgggtgaatctctcggaggcattaat 

    K  S  I  R  N  M  L  G  E  S  L  G  G  I  N  

572 cccaaggaccttaggggcttggagagcaggctagagaaaggaatt 

    P  K  D  L  R  G  L  E  S  R  L  E  K  G  I  

617 agtagaattcggtccaaaaagaatgagctgttgtttgcagagatc 

    S  R  I  R  S  K  K  N  E  L  L  F  A  E  I  

662 gagtacatgcaaaaaagggaaattgatttgcacaataataaccag 

    E  Y  M  Q  K  R  E  I  D  L  H  N  N  N  Q  

707 cttctccgagcgaagattgctgagaatgaaaggaagcaacagaac 

    L  L  R  A  K  I  A  E  N  E  R  K  Q  Q  N  

752 atgaatctgatgccaggaggaggtaactatgagataattcagtct 

    M  N  L  M  P  G  G  G  N  Y  E  I  I  Q  S  

797 cagccatttgacaatcgaaactattttcaagtcaatgcattacaa 

    Q  P  F  D  N  R  N  Y  F  Q  V  N  A  L  Q  

842 cccaccaatcattatccacaacaagatcaaatggccctccagtta 

    P  T  N  H  Y  P  Q  Q  D  Q  M  A  L  Q  L  

887 gtttaa 892     

    V  * 

TAAGCTTTGAGAGTGAGCATCAACTTCTTGCCCTCTATTAGTCTCTGTAGATCAACCTCACGTATTTCACCTTCTGAAAGCTGCAA

GTATATATCTATATATACCAAAAATTTCTTGCATAAATCAAGTTTGCCTGAAAACTGGCTGCGCCAGAAATGTGCTATCCACCATG

TGCTACAAATGTGTACTCCAACTTAAGACATTTAAGTATTGTTGTAAGACAAGGATTTCTTTTTTGGATGTTTAAAACTACTATGC

CATTCTCCCCTCCTTAGCCACACAAATAAATCTGCACTGTTACATTTTCCCCCTGTATCCCGAAAACTCTTC 

 

ภาพที ่12  ล าดบัเบสของยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้าก cDNA สบู่ด า  ความยาว 1,063 คู่เบส  
แปลรหสัไดเ้ป็นล าดบักรดอะมิโน 241 กรดอะมิโน  
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9.  ผลการวเิคราะห์ล าดับกรดอะมิโนองค์ประกอบของโปรตีนที่โคลนได้  
 

ผลการวิเคราะห์ล าดบักรดอะมิโนของยนี AGAMOUS homologue ของสบู่ด าท่ีโคลนได้
พบวา่ไดโ้พลีเพปไทดท่ี์มีขนาดความยาว 241 กรดอะมิโน  และพบล าดบัเบสท่ีใชเ้ป็นรหสัหยดุการ
สังเคราะห์โปรตีนในยนี AGAMOUS homologue ของสบู่ด า  มีรหสัคือ TAA  อยูล่  าดบัเบสท่ี 891  
เม่ือเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank (ภาพท่ี 13)  พบวา่ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดมี้ความ
คลา้ยคลึงกบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) accession no. ABA39727 ขนาด 241 
กรดอะมิโน มากท่ีสุด โดยมีความคลา้ยคลึงกนัถึง 88% (ตารางท่ี 1) 
 
ตารางที ่1  ผลการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นตค์วามเหมือนของกรดอะมิโนของโปรตีน AGAMOUS 

homologue ของสบู่ด ากบัพชืชนิดอ่ืนในฐานขอ้มูล GenBank 
 

Accession no. Plant species Gene 
Amino acid 

size 
% Amino acid identity 

Jatropha curcas 
ABA39727 Theobroma cacao L. AG 241 88 
BAF34911 Citrus unshiu Marcow. AG 245 83 
ADP02394 Citrus sinensis (L.) Osbeck AG 246 83 
AER30448 Passiflora edulis Sims AG 255 83 

AAC06237 
Populus trichocarpa Torr. et 
A.Gray 

AG 241 80 

ACH72974 Prunus serotina Ehrh. AG 243 81 
AER34988 Mangifera indica L. AG 242 83 
CAA86585 Panax ginseng C.A.Mey. AG 242 76 
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ก. 
>JCAG 

MAYPSDSRETSPQRRMGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRL

YEYANNSVKSTIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQKSIRNMLGESLGGINPKD

LRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQNMNLMPGGGNYEI

IQSQPFDNRNYFQVNALQPTNHYPQQDQMALQLV 

 
ข. 
>gb|ABA39727.1|  AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  419 bits (1078),  Expect = 3e-148 

 Identities = 211/241 (88%), Positives = 224/241 (93%), Gaps = 0/241 (0%) 

 Frame = +1 

 

Query  1    MAYPSDSRETSPQRRMGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  180 

            M YP++S ETSPQ++MGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL 

Sbjct  1    MVYPNESCETSPQKKMGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  60 

 

Query  181  IVFSSRGRLYEYANNSVKSTIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQ  360 

            IVFSSRGRLYEYANNSVK+TIERYKK CADSSNTGSVSEANAQFYQQ+AAKLR QI  LQ 

Sbjct  61   IVFSSRGRLYEYANNSVKATIERYKKTCADSSNTGSVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQ  120 

 

Query  361  KSIRNMLGESLGGINPKDLRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ  540 

             S R+MLGESL  +  KDLR LE+RLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ 

Sbjct  121  NSNRHMLGESLSALPMKDLRSLENRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ  180 

 

Query  541  LLRAKIAENERKQQNMNLMPGGGNYEIIQSQPFDNRNYFQVNALQPTNHYPQQDQMALQL  720 

            LLRAKIAENERKQQN+NLMPGG N+EI+ SQPFD+RNYFQVNALQP NHYP QDQMALQL 

Sbjct  181  LLRAKIAENERKQQNINLMPGGSNFEIMHSQPFDSRNYFQVNALQPANHYPHQDQMALQL  240 

 

Query  721  V  723 

            V 

Sbjct  241  V  241 

 
ภาพที ่13  ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้าก cDNA 

สบู่ด า  มีความยาว 241 กรดอะมิโน  
 (ก)  ล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้าก 

cDNA สบู่ด า   
 (ข)  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของยนี AGAMOUS 

homologue ท่ีไดจ้าก cDNA สบู่ด ากบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) 
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จากสายโพลีเพปไทดท่ี์ได ้ พบโดเมน 2 โดเมน ของ MADS super family และ K-box 
superfamily (ภาพท่ี 14)  ซ่ึงโดเมน MADS box เป็นบริเวณอนุรักษข์องโปรตีน AGAMOUS ท า
หนา้ท่ีเป็นบริเวณจบัของดีเอน็เอ (DNA binding domain) และโดเมน K-box ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็น
บริเวณจบักบัโปรตีนชนิดอ่ืน (protein-protein interaction) และพบวา่มีความจ าเป็นต่อการท างานท่ี
สมบูรณ์ของโปรตีน AGAMOUS  โดยโดเมนทั้ง 2 โดเมนน้ีสามารถพบไดใ้นยนี AGAMOUS like 
อ่ืนๆ ไดแ้ก่ ยนี SHATTERPROOF (SHP) และยนี SEEDSTICK (STK) (Ma et al., 1991; Rounsley 
et al., 1995; Mizukami et al., 1996)   
 

 
 
ภาพที ่14  บริเวณโดเมนของ MADS superfamily และ K-box superfamily บนสายโพลีเพปไทดท่ี์

ไดจ้ากการแปลรหสัของยนี AGAMOUS homologue ของตน้สบู่ด า  
 

จากการจดักลุ่มโดยเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากการแปลรหสัของยนี 
AGAMOUS homologue ในสบู่ด า กบัโปรตีน AGAMOUS ในพืชชนิดอ่ืน  รวมทั้งเปรียบเทียบกบั
โปรตีน SHP และ STK ซ่ึงเป็นโปรตีนในกลุ่ม MADS box ซ่ึงมีโดเมน MADS box และโดเมน    
K-box และมีการแสดงออกในส่วนสืบพนัธ์ุ (Ma et al., 1991; Rounsley et al., 1995) เช่นเดียวกบั
โปรตีน AGAMOUS (ตารางท่ี 2)  พบวา่ยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าท่ีโคลนไดจ้ดัอยูใ่น
กลุ่มของโปรตีนจากยนี AGAMOUS ของพืชใบเล้ียงคู่  โดยแยกออกจากยนี SHP และ STK ซ่ึงเป็น
ยนีในกลุ่ม MADS box อยา่งชดัเจน (ภาพท่ี 15) 
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ตารางที ่2  ตารางแสดงช่ือโปรตีน AGAMOUS, STK และ SHP ของพืชชนิดอ่ืนในฐานขอ้มูล 
GenBank ท่ีน ามาท าแผนภาพการจดักลุ่มร่วมกบัโปรตีน AGAMOUS homologue ของ
สบู่ด า  

 

Accession no. Plant species Gene Amino acid size 

- Jatropha curcas L. AG 241 
P17839 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. AG 252 
ABA39727 Theobroma cacao L. AG 241 
AAB81103 Zea mays L. AG 259 
AAS45692 Nymphaea sp. AG 224 
XP 002317315 Populus balsamifera L. AG 238 
XP 002305048 Populus balsamifera L. AG 241 
AAA34197 Solanum lycopersicum L. AG 248 
P29381 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. SHP1 248 
NP 192734 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. STK 230 
ABQ85556 Prunus persica (L.) Batsch STK 222 
AAY86364 Dendrobium thyrsiflorum Rchb.F. ex André AG 233 
ABU50335 Prunus persica (L.) Batsch AG 243 
AAY86365 Dendrobium thyrsiflorum Rchb.F. ex André STK 234 
ABG75908 Prunus persica (L.) Batsch SHP 244 
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ภาพที ่15  แผนภาพการจดักลุ่มของโปรตีน AGAMOUS และ AGAMOUS-like (โปรตีน SHP และ 

STK) ในพืชชนิดต่างๆ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

T. cacao  AG 

J. curcas  JcAG  

P. balsamifera  PTAG1  

P. balsamifera  PTAG2  

P. persica  AG  

S. lycopersicum  TAG1 

A. thaliana  AG 

A. thaliana  SHP1 (AGL1) 

A. thaliana  SHP2 (AGL5) 

P. persica  SHPL  

D. thyrsiflorum  STKL  

A. thaliana  STK (AGL11) 

P. persica  STK  

Nymphaea sp.  AG 

Z. mays  AG 

D. thyrsiflorum  AG1 

 

AG 

AG 

SHP 

STK 
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9.  ผลการตรวจสอบจ านวน copy ของยนี AGAMOUS ด้วยวธีิ Southern blot hybridization 
 

น าตวัอยา่งสบู่ด ามาแยกดีเอน็เอ แลว้ตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ า 6 เบส 
ทั้งหมด 5 ชนิด คือ EcoRV, HindIII, DraI, BamHI และ EcoRI ซ่ึงไม่มีจุดตดัใน cDNA ของยนี 
AGAMOUS  โดยใชย้นี AGAMOUS ท่ีไดจ้ากการท า PCR จาก cDNA ในบริเวณ open reading 
frame ขนาด 720 คู่เบส  ส าหรับเป็นตวัตรวจสอบ  ท า Southern blot hybridization โดยใชชุ้ด 
Amersham Gene Images AlkPhos Direct Labelling and Detection System (GE Healthcare 
Biosciences, USA) ผลจากการตรวจสอบจ านวนซ ้าของยนี AGAMOUS ของสบู่ด า พบวา่ ยนี 
AGAMOUS เกิดแถบดีเอน็เอจ านวน 2-4 แถบ (ภาพท่ี 16)  โดยแถบท่ีเลก็ท่ีสุดมีขนาดเลก็กวา่ส่วน
โพรบท่ีใชเ้ป็นตวัตรวจสอบ  ท าใหส้รุปไดว้า่มีจุดตดัในส่วนของ intron ของยนีน้ี  และคาดวา่ยนี 
AGAMOUS น่าจะเป็นยนีท่ีมี single copy  

 

 
 
ภาพที ่16  ผลการตรวจสอบจ านวนซ ้าของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าโดยวธีิ Southern 

blot hybridization   
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10.  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด า ด้วยวธีิ relative 
quantification real-time PCR 
 

จากการตรวจสอบปริมาณอาร์เอน็เอของยนี AGAMOUS homologue ดว้ยวิธี relative 
quantification  real-time PCR จากเน้ือเยือ่สบู่ด า 6 ชนิด คือ ดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร ดอกตูม
ขนาด 4-6 มิลลิเมตร รังไข่ อบัละอองเรณู ใบอ่อน และยอดอ่อน  โดยเปรียบเทียบกบัการแสดงออก
ของยนี actin ท่ีแสดงออกในเน้ือเยือ่แต่ละส่วนของสบู่ด า (reference gene)  และตรวจสอบ melting 
curve ผลท่ีไดพ้บวา่การแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในเน้ือเยือ่ดอกตูมขนาด 4-6 
มิลลิเมตรมีปริมาณสูงกวา่ในดอกตูมขนาด 1-3 มิลลิเมตร ในอบัละอองเรณูสูงกวา่ในรังไข่ และมี
การแสดงออกเลก็นอ้ยในส่วนของใบอ่อน และยอดอ่อน (ภาพท่ี 17) 
 

 
 
ภาพที ่17  ระดบัการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในเน้ือเยือ่ส่วนต่างๆ ของสบู่ด าเม่ือ

วิเคราะห์ดว้ย relative quantification real-time PCR 
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จากผลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ยนี AGAMOUS homologue มีการแสดงออกในดอกตูมในช่วง
เร่ิมแรก (ขนาด 1-3 มิลลิเมตร) นอ้ยกวา่ในดอกตูมท่ีใกลบ้าน (ขนาด 4-6 มิลลิเมตร) ซ่ึงไม่
สอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาในดอกของ A. thaliana L. โดย Jack (2002) และผลการศึกษาของ 
Western and Haughn (2002) ท่ีกล่าววา่ยนี AG มีการแสดงออกสูงในช่วงตน้ๆ ของการสร้างดอก  
และจะมีการแสดงออกลดลงในช่วงทา้ยๆ  โดยในช่วงแรกของการสร้างดอกนั้นเป็นช่วงท่ียนี AG มี
การแสดงออกในบริเวณท่ีจะพฒันาเป็นเกสรเพศผู ้และในทุกเซลลข์องเกสรเพศผูท้ ั้งหมด  รวมถึง
ในบริเวณท่ีจะพฒันาเป็นเกสรเพศเมียและทุกเซลลข์องโอวลุ  ในขณะท่ีการแสดงออกนั้นจะลดลง
เหลือเฉพาะในบริเวณเน้ือเยือ่ท่ีจ  าเพาะยิง่ข้ึนในช่วงทา้ยๆ ของการสร้างดอก  ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้า่ใน
การทดลองน้ีใชอ้าร์เอน็เอจากเน้ือเยือ่ของดอกตูมทั้งหมด  ไม่ไดต้ดัแยกเฉพาะบริเวณเน้ือเยือ่ท่ีจะ
พฒันาไปเป็นเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมียเท่านั้น  ท าใหค่้าการแสดงออกของยนีในดอกตูมท่ีไดจ้าก
การทดลองลดลงกวา่ความจริง  ประกอบกบัการท่ีเน้ือเยือ่ท่ีมีการแสดงออกของยนีในช่วงทา้ยๆ 
ของการสร้างดอกนั้นมีขนาดใหญ่ข้ึนตามการพฒันาของดอก  เม่ือเปรียบเทียบกบั reference gene 
(actin) จึงท าใหไ้ดค่้าการแสดงออกท่ีคลาดเคล่ือนไป  ส าหรับผลการเปรียบเทียบระหวา่งเกสรเพศ
ผูแ้ละเกสรเพศเมียในสบู่ด านั้นพบวา่มีการแสดงออกในส่วนของอบัละอองเรณูมากกวา่ในส่วนของ
รังไข่ซ่ึงเป็นส่วนของเกสรเพศเมีย  สอดคลอ้งกบัการศึกษาในดอก A. thaliana L. (Bowman et al., 
1991b) ซ่ึงรายงานวา่ในช่วงปลายของการสร้างดอกจะไม่พบการแสดงออกของยนี AG ในเกสรเพศ
ผูใ้นส่วนของ microspore หรือละอองเรณู (pollen grain) แต่จะพบเฉพาะในส่วนของผนงัอบั
ละอองเรณูและบริเวณขั้วของอบัละอองเรณูของเกสรเพศผู ้ ส่วนในเกสรเพศเมียจะมีการแสดงออก
เฉพาะในส่วนของเซลลช์ั้นนอกรอบๆ embryo sac เท่านั้น  ซ่ึงคิดเป็นสดัส่วนท่ีนอ้ยท าใหมี้ระดบั
การแสดงออกท่ีต ่ากวา่  นอกจากน้ียงัพบวา่มีการแสดงออกในส่วนของอวยัวะเจริญ  คือส่วนใบ
อ่อนและปลายยอด  เช่นเดียวกบัท่ีเคยมีรายงานจากการศึกษาในตน้ poplar (Brunner et al., 2000) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

1.  ยนี AGAMOUS (AG) ท่ีโคลนไดจ้ากสบู่ด ามีความยาว 1,063 คู่เบส และมีล าดบัเบส
เหมือนกบัเอม็อาร์เอน็เอของยนี AGAMOUS (AG) ในตน้โกโกถึ้ง 86% 

 
2.  ยนีท่ีโคลนไดมี้บริเวณ open reading frame ความยาว 726 คู่เบส ซ่ึงสามารถแปลรหสั

เป็นกรดอะมิโนไดส้ายโพลีเพปไทดท่ี์มีความยาว 241 กรดอะมิโน  มีล าดบักรดอะมิโนเหมือนกบั
โปรตีน AGAMOUS (AG) ในตน้โกโกถึ้ง 88% และมีบริเวณ MADS box domain และ K-box 
domain 

 
3.  การตรวจสอบจ านวน copy ของยนีดว้ยวิธี Southern blot hybridization โดยการตดัดว้ย

เอนไซม ์5 ชนิด  พบแถบ DNA 2-4 แถบ  และเม่ือดูจากขนาดแลว้สรุปไดว้า่ยนี AGAMOUS 
homologue เป็นยนีท่ีมี single copy ในตน้สบู่ด า 

 
4.  การตรวจสอบการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าดว้ยวิธี relative 

quantification real-time PCR พบวา่มีการแสดงออกสูงในส่วนของอบัละอองเรณูและรังไข่  และ
พบการแสดงออกท่ีนอ้ยกวา่ในส่วนของดอกตูม  นอกจากน้ียงัพบการแสดงออกเลก็นอ้ยในส่วน
ของใบอ่อนและยอดอ่อนซ่ึงเป็นอวยัวะเจริญ 

 
5.  ในการตรวจสอบการแสดงออกของยนี AGAMOUS homologue ในสบู่ด าต่อไปใน

อนาคตอาจควรมีการสกดัอาร์เอน็เอจากเฉพาะบริเวณเน้ือเยือ่ท่ีตอ้งการตรวจสอบเท่านั้น  เพื่อให้
ไดผ้ลท่ีมีความแม่นย  ามากข้ึน 
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ภาพผนวกที่ 1  แผนท่ีพลาสมิด pGEM-T® Easy vector 
 

ที่มา: Promega (1998) 
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>conserve 

GCGCGAATTCGGCAAGATAGAGATAAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGTCACTTTCTGCAA

AAGAAGAAATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCAT

CGTATTCTCTAGCCGCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTA

CAAGAAAGCATGTGCAGATTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCA

ACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATC

TCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAAT

TCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATCGAATACATGCAGAAAAGCTTGCGC 

 
ภาพผนวกที ่2  ล าดบัเบสในบริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด า  โดยใช้

ไพรเมอร์ JcAGF1 และ JcAGR1 
 
>gblABA39727.1 AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  262 bits (670),  Expect = 1e-87 

 Identities = 136/152 (89%), Positives = 141/152 (93%), Gaps = 0/152 (0%) 

 Frame = +2   

 

Query  11   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  190 

            GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK 

Sbjct  19   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  78 

 

Query  191  STIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQKSIRNMLGESLGGINPKD  370 

            +TIERYKK CADSSNTGSVSEANAQFYQQ+AAKLR QI  LQ S R+MLGESL  +  KD 

Sbjct  79   ATIERYKKTCADSSNTGSVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQNSNRHMLGESLSALPMKD  138 

 

Query  371  LRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQK  466 

            LR LE+RLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQK 

Sbjct  139  LRSLENRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQK  170 

 
ภาพผนวกที ่3  การเปรียบเทียบล าดบัเบสระหวา่งบริเวณอนุรักษข์องยนี AGAMOUS homologue 

ของสบู่ด ากบัยนี AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) 
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ก 
>AG2degR 

CGGGCTGGAGAGCAGGCTAGAGAAGGAATTAGTAGAATTCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCA

GAGATCGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTTGCACAATAATAACCAGCTTCTCCGAGCGAAGATT

GCTGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCTGATGCCAGGAGGAGGTAACTATGAGATAATTCAG

TCTCAGCCATTTGACAATCGAAACTATTTTCAAGTCAATGCATTACAACCCACCAATCATTATCCACAA

CAAGATCAAATATTTCTCAAACTTGTATGAGACGCTTTGAGAGTGAGAATCCACTTCGTGCCCACTATT

AGTCTCTGTAGATCAAACAGTTTCTCAACTTGTTAGGTGTCAAGTCAATTCCTTGGACCCACCAAAAAT

TCCCCAAAACAAGAAAAAAAACCTGTTGCACTTGCTAGTCTCTTGGACGTTACTGACCCTAAAGAACGA

AAGCCTGGGGAACCAAACTGACTAAAATCCCTTGTTATCCCCCCTCGTAACCTTTGGCGCTTGGTGGGG

GGACCTCTCCTCGGCCCCTGCGCCGAACCTACGCCATTAATTCCCCGCGG 

 
ข 
> NotI12T  

TTGGAANAAAAGGCTANAGAAAGGAATTAGTAGAATTCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGA

GATCGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTTGCACAATAATAACCAGCTTCTCCGAGCGAAGATTGC

TGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCTGATGCCAGGAGGAGGTAACTATGAGATAATTCAGTC

TCAGCCATTTGACAATCCAAACTATTTTCAAGTCAATGCATTACAACCCACCAATCATTATCCACAACA

AGATCAAATGGCCCTCCAGTTAGTTTAATAAGCTTTGAGAGTGAGCATCAACTTCTTGCCCTCTATTAG

TCTCTGTAGATCAACCTCACGTATTTCACCTTCTGAAAGCTGCAAGTATATATCTATATATACCAAAAA

TTTCTTGCATAAATCAAGTTTGCCTGAAAACTGGCTGCGCCAGAAATGTGCTATCCACCATGTGCTACA

AATGTGTACTCCAACTTAAGACATTTAAGTATTGTTGTAAGACAAGGATTTCTTTTTTGGATGTTTAAA

ACTACTATGCCATTCTCCCCTCCTTAGCCACACAAATAAATCTGCACTGTTACATTTTCCCCCTGTATC

CCGAAAACTCTTC 
 
ภาพผนวกที ่4  ล าดบัเบสในบริเวณปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด า  
 (ก)  ล าดบัเบสท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ nJcAgF และ AG2degR 

 (ข)  ล าดบัเบสท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ nJcAgF และ Not12T 
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ก 
>contigAG2degR 

GCGCGAATTCGGGAAAATTGAAATTAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGTCACTTTCTGCAA

AAGAAGAAATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCAT

CGTATTCTCTAGCCGCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTA

CAAGAAAGCATGTGCAGATTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCA

ACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATC

TCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAAT

TCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATAGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTTGCA

CAATAATAACCAGCTTCTCCGAGCGAAGATTGCTGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCTGAT

GCCAGGAGGAGGTAACTATGAGATAATTCAGTCTCAGCCATTTGACAATCGAAACTATTTTCAAGTCAA

TGCATTACAACCCACCAATCATTATCCACAACAAGATCAAATATTTCTCAAACTTGTATGAGACGCTTT

GAGAGTGAGAATCCACTTCGTGCCCACTATTAGTCTCTGTAGATCAAACAGTTTCTCAACTTGTTAGGT

GTCAAGTCAATTCCTTGGACCCACCAAAAATTCCCCAAAACAAGAAAAAAAACCTGTTGCACTTGCTAG

TCTCTTGGACGTTACTGACCCTAAAGAACGAAAGCCTGGGGAACCAAACTGACTAAAATCCCTTGTTAT

CCCCCCTCGTAACCTTTGGCGCTTGGTGGGGGGACCTCTCCTCGGCCCCTGCGCCGAACCTACGCCATT

AATTCCCCGCGG 

 
ข 
> NotI12T  

GCGCGAATTCGGGAAAATTGAAATTAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGTCACTTTCTGCAA

AAGAAGAAATGGTTTGCTCAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCAT

CGTATTCTCTAGCCGCGGTCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTA

CAAGAAAGCATGTGCAGATTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCA

ACAAGCTGCCAAGCTGCGTGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATC

TCTCGGAGGCATTAATCCCAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAAT

TCGGTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAGATAGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTTGCA

CAATAATAACCAGCTTCTCCGAGCGAAGATTGCTGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCTGAT

GCCAGGAGGAGGTAACTATGAGATAATTCAGTCTCAGCCATTTGACAATCCAAACTATTTTCAAGTCAA

TGCATTACAACCCACCAATCATTATCCACAACAAGATCAAATGGCCCTCCAGTTAGTTTAATAAGCTTT

GAGAGTGAGCATCAACTTCTTGCCCTCTATTAGTCTCTGTAGATCAACCTCACGTATTTCACCTTCTGA

AAGCTGCAAGTATATATCTATATATACCAAAAATTTCTTGCATAAATCAAGTTTGCCTGAAAACTGGCT

GCGCCAGAAATGTGCTATCCACCATGTGCTACAAATGTGTACTCCAACTTAAGACATTTAAGTATTGTT

GTAAGACAAGGATTTCTTTTTTGGATGTTTAAAACTACTATGCCATTCTCCCCTCCTTAGCCACACAAA

TAAATCTGCACTGTTACATTTTCCCCCTGTATCCCGAAAACTCTTC 

 
ภาพผนวกที ่5  ล าดบัเบสจากบริเวณอนุรักษจ์นถึงปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue ท่ี

ไดจ้ากสบู่ด า  
 (ก)  ล าดบัเบสท่ีไดจ้ากบริเวณอนุรักษแ์ละคู่ไพรเมอร์ nJcAgF และ AG2degR 
 (ข)  ล าดบัเบสท่ีไดจ้ากบริเวณอนุรักษแ์ละคู่ไพรเมอร์ nJcAgF และ Not12T 
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ก 
>gb|ABA39727.1|  AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  387 bits (995),  Expect = 3e-134 

 Identities = 196/223 (88%), Positives = 207/223 (93%), Gaps = 0/223 (0%) 

 Frame = +2 

 

Query  11   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  190 

            GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK 

Sbjct  19   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  78 

 

Query  191  STIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQKSIRNMLGESLGGINPKD  370 

            +TIERYKK CADSSNTGSVSEANAQFYQQ+AAKLR QI  LQ S R+MLGESL  +  KD 

Sbjct  79   ATIERYKKTCADSSNTGSVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQNSNRHMLGESLSALPMKD  138 

 

Query  371  LRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQNMNL  550 

            LR LE+RLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQN+NL 

Sbjct  139  LRSLENRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQNINL  198 

 

Query  551  MPGGGNYEIIQSQPFDNRNYFQVNALQPTNHYPQQDQIFLKLV  679 

            MPGG N+EI+ SQPFD+RNYFQVNALQP NHYP QDQ+ L+LV 

Sbjct  199  MPGGSNFEIMHSQPFDSRNYFQVNALQPANHYPHQDQMALQLV  241 

 
ข 
>gb|ABA39727.1|  AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  390 bits (1002),  Expect = 4e-135 

 Identities = 198/223 (89%), Positives = 207/223 (93%), Gaps = 0/223 (0%) 

 Frame = +2 

 

Query  11   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  190 

            GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK 

Sbjct  19   GKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVALIVFSSRGRLYEYANNSVK  78 

 

Query  191  STIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQKSIRNMLGESLGGINPKD  370 

            +TIERYKK CADSSNTGSVSEANAQFYQQ+AAKLR QI  LQ S R+MLGESL  +  KD 

Sbjct  79   ATIERYKKTCADSSNTGSVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQNSNRHMLGESLSALPMKD  138 

 

Query  371  LRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQNMNL  550 

            LR LE+RLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQN+NL 

Sbjct  139  LRSLENRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQLLRAKIAENERKQQNINL  198 

 

Query  551  MPGGGNYEIIQSQPFDNPNYFQVNALQPTNHYPQQDQMALQLV  679 

            MPGG N+EI+ SQPFD+ NYFQVNALQP NHYP QDQMALQLV 

Sbjct  199  MPGGSNFEIMHSQPFDSRNYFQVNALQPANHYPHQDQMALQLV  241 

 
ภาพผนวกที ่6  ผลการเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนท่ีไดจ้ากยนี AGAMOUS homologue ของสบู่

ด ากบัขอ้มูลโปรตีนในฐานขอ้มูลของ NCBI 
 (ก)  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนจากบริเวณอนุรักษถึ์งปลายดา้น 3′ ท่ีไดจ้าก

ไพรเมอร์ AG2degR กบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) 
 (ข)  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนจากบริเวณอนุรักษถึ์งปลายดา้น 3′ ท่ีไดจ้าก

ไพรเมอร์ NotI12T กบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) 
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ก. 
>AG5end 

AGCTGCCATGGCATACCCCAGCGATTCCCGGGAGACTTCACCGCAGAGGAGAATGGGTAGGGGAAAGAT

CGAGATCAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGCCACTTTCTGCAAAAGAAGAAATGGTTTGCT

CAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCATC 

 

ข. 
>gb|ABA39727.1| AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  112 bits (281),  Expect = 2e-30 

 Identities = 54/61 (89%), Positives = 58/61 (95%), Gaps = 0/61 (0%) 

 Frame = +2 

 

Query  8    MAYPSDSRETSPQRRMGRGKIEIKRIENTTNRQATFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  187 

            M YP++S ETSPQ++MGRGKIEIKRIENTTNRQ TFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL 

Sbjct  1    MVYPNESCETSPQKKMGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  60 

 

Query  188  I  190 

            I 

Sbjct  61   I  61 

 
ภาพผนวกที ่7  ล าดบัเบสจากบริเวณอนุรักษจ์นถึงปลายดา้น 5′ ของยนี AGAMOUS homologue ท่ี

ไดจ้ากสบู่ด า  
 (ก)  ล าดบัเบสบริเวณปลาย 5′ ท่ีไดจ้ากการท า RACE PCR 
 (ข)  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนปลายดา้น 5′ ท่ีไดจ้ากการท า RACE PCR 

กบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. cacao L.) 
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ก. 
>new contig 

AGCTGCCATGGCATACCCCAGCGATTCCCGGGAGACTTCACCGCAGAGGAGAATGGGTAGGGGAAAGAT

CGAGATCAAGCGGATCGAAAACACCACAAATCGCCAAGCCACTTTCTGCAAAAGAAGAAATGGTTTGCT

CAAGAAAGCCTATGAATTATCTGTTTTATGTGATGCTGAGGTTGCTCTCATCGTATTCTCTAGCCGCGG

TCGCCTCTATGAGTATGCTAATAATAGTGTTAAATCTACAATTGAGAGGTACAAGAAAGCATGTGCAGA

TTCATCAAATACTGGATCTGTTTCTGAAGCTAATGCCCAGTTCTATCAGCAACAAGCTGCCAAGCTGCG

TGATCAAATTAGCGGCTTGCAGAAATCAATCAGGAACATGCTGGGTGAATCTCTCGGAGGCATTAATCC

CAAGGACCTTAGGGGCTTGGAGAGCAGGCTAGAGAAAGGAATTAGTAGAATTCGGTCCAAAAAGAATGA

GCTGTTGTTTGCAGAGATAGAGTACATGCAAAAAAGGGAAATTGATTTGCACAATAATAACCAGCTTCT

CCGAGCGAAGATTGCTGAGAATGAAAGGAAGCAACAGAACATGAATCTGATGCCAGGAGGAGGTAACTA

TGAGATAATTCAGTCTCAGCCATTTGACAATCCAAACTATTTTCAAGTCAATGCATTACAACCCACCAA

TCATTATCCACAACAAGATCAAATGGCCCTCCAGTTAGTTTAATAAGCTTTGAGAGTGAGCATCAACTT

CTTGCCCTCTATTAGTCTCTGTAGATCAACCTCACGTATTTCACCTTCTGAAAGCTGCAAGTATATATC

TATATATACCAAAAATTTCTTGCATAAATCAAGTTTGCCTGAAAACTGGCTGCGCCAGAAATGTGCTAT

CCACCATGTGCTACAAATGTGTACTCCAACTTAAGACATTTAAGTATTGTTGTAAGACAAGGATTTCTT

TTTTGGATGTTTAAAACTACTATGCCATTCTCCCCTCCTTAGCCACACAAATAAATCTGCACTGTTACA

TTTTCCCCCTGTATCCCGAAAACTCTTC 

 
ข. 
>gb|ABA39727.1|  AGAMOUS-like protein [Theobroma cacao] 

Length=241 

 

 Score =  415 bits (1067),  Expect = 4e-114 

 Identities = 209/241 (86%), Positives = 222/241 (92%), Gaps = 0/241 (0%) 

 Frame = +2 

 

Query  8    MAYPSDSRETSPQRRMGRGKIEIKRIENTTNRQATFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  187 

            M YP++S ETSPQ++MGRGKIEIKRIENTTNRQ TFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL 

Sbjct  1    MVYPNESCETSPQKKMGRGKIEIKRIENTTNRQVTFCKRRNGLLKKAYELSVLCDAEVAL  60 

 

Query  188  IVFSSRGRLYEYANNSVKSTIERYKKACADSSNTGSVSEANAQFYQQQAAKLRDQISGLQ  367 

            IVFSSRGRLYEYANNSVK+TIERYKK CADSSNTGSVSEANAQFYQQ+AAKLR QI  LQ 

Sbjct  61   IVFSSRGRLYEYANNSVKATIERYKKTCADSSNTGSVSEANAQFYQQEAAKLRVQIGNLQ  120 

 

Query  368  KSIRNMLGESLGGINPKDLRGLESRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ  547 

             S R+MLGESL  +  KDLR LE+RLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ 

Sbjct  121  NSNRHMLGESLSALPMKDLRSLENRLEKGISRIRSKKNELLFAEIEYMQKREIDLHNNNQ  180 

 

Query  548  LLRAKIAENERKQQNMNLMPGGGNYEIIQSQPFDNPNYFQVNALQPTNHYPQQDQMALQL  727 

            LLRAKIAENERKQQN+NLMPGG N+EI+ SQPFD+ NYFQVNALQP NHYP QDQMALQL 

Sbjct  181  LLRAKIAENERKQQNINLMPGGSNFEIMHSQPFDSRNYFQVNALQPANHYPHQDQMALQL  240 

 

Query  728  V  730 

            V 

Sbjct  241  V  241 

 
ภาพผนวกที ่8  ล าดบัเบสจากปลายดา้น 5′ จนถึงปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue ท่ีได้

จากสบู่ด า  
 (ก)  ล าดบัเบสบริเวณปลาย 5′ จนถึงปลายดา้น 3′ ของยนี AGAMOUS homologue 

ท่ีไดจ้ากสบู่ด า  
 (ข)  การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนปลายดา้น 5′ จนถึงปลายดา้น 3′ ของยนี 

AGAMOUS homologue ท่ีไดจ้ากสบู่ด ากบัโปรตีน AGAMOUS ของตน้โกโก ้(T. 
cacao L.) 
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ภาพผนวกที่ 9  ผลการท า real-time PCR ของยนี AG ในสบู่ด า  
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ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ)  
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ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ)  
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ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ)  
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ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ)  

 

 
 



69 
 

 
 
ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ)  
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ภาพผนวกที่ 9  (ต่อ) 
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ตารางผนวกที ่1 ล าดบัเบสของไพรเมอร์ต่างๆ ท่ีใชใ้นการศึกษา 
 

Primer’s name Nucleotide sequence 

JcAGF1 
JcAGR1 
AG2degR 
nJcAgF 
Not12T 
nAgR5 
JCAGA2 
start 
stop 

5′-GCG CGA ATT CGG NAA RAT HGA RAT HAA-3′ 
5′-GCG CAA GCT TTT YTG CAT RTA NTC DAT-3′ 
5′-AAC AAG TTG ARR ARM HRK TTG ATC-3′ 
5′-AAT CTC TCG GAG GCA TTA AT-3′ 
5′-GAG CGG CCG CTT TTT TTT TTT T-3′ 
5′-GCA TAC TCA TAG AGG CGA CCG CGG C-3′ 
5′- AGA GCA ACC TCA GCA TCA CAT -3′ 
5′- ATG GCA TAC CCC AGC GAT TCC C -3′ 
5′- AAC TAA CTG GAG GGC CAT TTG ATC TTG -3′  
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
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