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บทคัดยอ 

การคนหายีนที่มีการแสดงออกตางกันในดอก
ออนเพศผู  และดอกออนเพศเมีย แตไมแสดงออกใน
ยอดออนหรือใบของสบูดําไดดําเนินการดวยเทคนิค 
cDNA-AFLP โดยตัด complementary DNA ดวย
เอนไซม EcoRI และ MseI และใชไพรเมอร 64 คู เพิ่ม
ปริมาณช้ินสวนของยีน พบวาไดช้ินดีเอ็นเอ (transcript 
derived fragment-TDF) จํานวน 757 ช้ิน ที่ชัดเจนและ
ทําซ้ําไดเหมือนเดิมจากไพรเมอรจํานวน 41 คู โดย
แบงเปน TDFs ที่พบเฉพาะในใบออนจํานวน 103 ชิ้น 
ที่พบเฉพาะในยอดออน 117 ชิ้น ที่พบเฉพาะในดอก
ออนเพศผู 112 ช้ิน และที่พบเฉพาะในดอกออนเพศเมีย 
68 ช้ิน โดยเฉลี่ยแลวจะพบ TDFs จํานวน 18.5 ช้ิน ตอ
ไพรเมอร 1 คู ไพรเมอร A4C (M-CAT/E-AAC) เปนคู
ไพรเมอรที่ให TDFs มากที่สุด คือ 30 ชิ้น สวนไพร
เมอร D8C (M-CGT/E-AAC) ให TDFs นอยที่สุด คือ 
8 ช้ิน เมื่อนําช้ินดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางดอกออน
เพศผูและดอกออนเพศเมียไปหาลําดับนิวคลีโอไทดและ
ตรวจสอบกับ expressed sequence tags database 
พบวา TDFs มีความเกี่ยวของกับการสรางดอกในองุน 
Vitis vinifera ในตนบีช Fagus sylvatica ใน ขาวฟาง
หางหมา Setaria italic และในตน เบิรช  Betula 
platyphylla   
 

 
ABSTRACT 

To search for differentially expressed genes 
in male and female flowers that are not expressed in 
young stem or young leaf of Jatropha curcas, cDNA-
AFLP was carried out. Using EcoRI and MseI 
enzymes and corresponding adaptors, Polymerase 
Chain Reactions were performed with 64 primer 
combinations but only 41 primer pairs were 
successfully amplified and gave consistent results 
across two replications. Total of 757 transcript derived 
fragments were received. Among these 103 TDFs 
were found only in young leaf, while 117 TDFs were 
found only in young stem. For the male flower, only 
112 TDFs were found while as few as 68 TDFs were 
found only in female flower. On average one primer 
pair could detect 18.5 TDFs. The most informative 
primer pair was A4C (M-CAT/E-AAC) which could 
detect 30 TDFs while the least informative primer pair 
was A3C (M-CGT/E-AAC) which could detect only 8 
TDFs. The TDF sequences were searched against the 
EST database and found high similarity to sequences 
involved with flower development in Vitis vinifera, 
Fagus sylvatica, Setaria italic and Betula platyphylla.    
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บทนํา 
สบูดํา (Jatropha curcas) หรือ physic nut เปน

พืชที่อยูในวงศ Euphorbiaceae เชนเดียวกับพืชที่สําคัญ
ตอเศรษฐกิจของประเทศไทยไดแก ยางพารา (Hevea 
brasiliensis) และมันสําปะหลัง (Manihot esculenta) 
(Makkar et al., 1997) สบูดําเปนพืชทนแลงมีลักษณะ
เปนไมพุมหรือยืนตนสูงไดประมาณ 3-4 เมตร ใน
ระยะเวลา 3 ป (Augustus et.al., 2002) พบกระจาย
ทั่วไปในพื้นที่เขตรอน เชน อเมริกาใต อเมริกากลาง 
แอฟริกา อินเดีย ไปจนถึงเอเซียตะวันออกเฉียงใต 
สามารถขยายพันธุไดงายดวยการปกชํา สมัยกอนนิยม
นําเมล็ดสบูดํามาบีบน้ํามันเพื่อใชเติมตะเกียงหรือใชทํา
สบู สวนกากที่เหลือหลังจากการบีบน้ํามันแลวสามารถ
นําไปใชเลี้ยงสัตวหรือทําปุยได (Gübitz et al., 1999) 
ปจจุ บันความตองการในการใช เ ช้ือเพลิ งมีมากขึ้ น 
ประกอบกับจํานวนประชากรที่เพิ่มขึ้นแตแหลงน้ํามันดิบ
มีจํานวนจํากัด ทําใหราคาน้ํามันขยับสูงขึ้น จึงมีความ
จําเปนอยางเรงดวนในการหาพลังงานในรูปแบบอื่นเพื่อ
มาเสริมการใชเช้ือเพลิงฟอสซิล สบูดําเปนพืชน้ํามันที่
สามารถบีบน้ํามันออกจากเมล็ด และใสเครื่องยนตรอบต่ํา
ไดโดยตรง หากแตการผลิตน้ํามันจากสบูดํายังไมคุม
ตนทุนในระดับอุตสาหกรรมเนื่องจากมีผลผลิตของเมล็ด
สบูดําตอไรต่ําและไมแนนอน โดยสามารถใหผลผลิตได
ตั้งแต 62-1,847 กิโลกรัมตอไรตอป (Achten et al., 
2008) ในขณะที่ปาลมน้ํามันซึ่งเปนพืชที่ผลิตน้ํามันที่
สําคัญอีกชนิดหนึ่งใหปริมาณผลผลิตสูงสุดถึง 4,615 ตัน
ตอไรตอป (ในพันธุ Tenera) (Baryeh, 2001) ซึ่งมากกวา
สบูดําและพืชน้ํามันชนิดอื่น เชน ถั่วเหลือง เมล็ดเรพ และ
ทานตะวัน ประกอบกับราคาน้ํามันของพืชน้ํามันที่บริโภค
ไดเหลานี้มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้น (King et al., 2009) จึงมี
ความเปนไปไดที่น้ํามันที่ไมสามารถบริโภคไดจากสบูดํา
จะกลายเปนทางเลือกสําคัญ (Openshaw, 2000) ดังนั้น

จึงจําเปนตองปรับปรุงสายพันธุสบูดําใหมีผลผลิตตอไร
สูงขึ้น เพื่อพัฒนาไปสูการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได 

สบูดําเปนพืช monoecious โดยมีดอกเพศผู
และเพศเมียในชอดอกเดียวกัน และในหนึ่ งชอดอก 
ประกอบดวยดอกเพศผูมากกวาเพศเมีย การที่ดอกเพศผู
และเพศเมียบานไมพรอมกัน ทําใหอัตราการผสมเกสร 
เกิดขึ้น ไดนอยและทําให ไดผลผลิตนอยลงไปดวย 
(Negussie et al., 2014) จากการศึกษาที่ผานมาพบวามี
กลุมของยีนควบคุมการเปลี่ยนจาก shoot apical 
meristem เปน inflorescence meristem (IM) และไป
กระตุนกลุมยีนที่เปน floral meristem (FM) identity ที่
ควบคุมการสรางดอก ตัวอยางยีนในกลุม FM ไดแก 
LEAFY (LFY) และ APETALA1 (AP1) ยีนในกลุมนี้จะ
กระตุนยีนในกลุม organ identity genes ใหเปลี่ยนแปลง
จากเซลลแรกเริ่มเปนโครงสรางของดอกสี่สวน ไดแก 
กลีบเลี้ยง กลีบดอก เกสรตัวผู และเกสรตัวเมีย การ
ควบคุมสวนตาง ๆ ของดอกนั้นไดถูกอธิบายดวยโมเดล 
ABC การแบงเปนวงตางๆ ของดอกไมนี้อาศัยการทํางาน
รวมกันของยีนสามกลุม คือ ยีนกลุม A ประกอบดวยยีน 
(AP1) และ APETALA2 (AP2) ยีนกลุม B ประกอบดวย
ยีน APETALA3 (AP3) และ PISTILLATA (PI) ยีนกลุม 
C คือยีน AGAMOUS (Bowman et al., 1991; Coen 
and Meyerowitz, 1991) นอกเหนือจากยีน AP2 ที่เปน 
ethylene response factor แลวยีนในโมเดล ABC 
ทั้งหมดเปน MIKCc-type MADS-domain transcription 
factors นอกจากนี้การทํางานของยีนเหลานี้ยังขึ้นอยูกับ 
MADS-domain transcription factor SEPALLATA1, 2, 
3 และ 4 (SEP1 to SEP4) จึงไดมีการดัดแปลงโมเดลการ
สรางดอกเปนโมเดล ABCE ในภายหลัง (Ó'Maoiléidigh 
et al., 2014) 

ในแตละระยะของการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต 
พบการแสดงออกของยีนที่แตกตางกันไป โดยสามารถ
ทราบไดจากการสรางสาย mRNA ที่ตางระยะเวลา ตาง
ปริมาณหรือในตางเนื้อเยื่อกัน ในปจจุบันมีหลากหลาย
เทคนิคที่ใชศึกษาการแสดงออกของยีนที่แตกตางกัน  
เชน cDNA-amplified fragment length polymorphism 
(cDNA-AFLP), differential display หรือ cDNA-micro 
array โดยเทคนิค cDNA-AFLP นี้มีขอดีคือ ไมจําเปนตอง
ทราบขอมูลของจีโนมมากอน สามารถทําไดรวดเร็ว
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และใชในการตรวจหายีนที่แสดงออกในระยะตางๆ หรือ
ในภาวะตางกันได (Bachem et al., 1996) ที่ผานมาไดมี
การใชเทคนิค cDNA-AFLP นี้ในการวิเคราะหหายีนที่ถูก
กระตุนดวยอะลูมิเนียม โดยทําการสกัด RNA จากราก
ของขาวพันธุ  Azucena ซึ่งทนตออะลูมิเนียม และ
เปรียบเทียบกับรากของขาวพันธุ IR1552 ที่ออนแอตอ
อะลูมิ เนี ยม พบว ายีนที่ แสดงออกต าง กัน คือยีนที่
เก่ียวของกับการสรางสารลิกนิน และสารอื่นๆ เก่ียวกับ
การสรางผนังเซลล ในราก (Mao et al., 2004) นอกจากนี้
ในขาวบารเลย ยังใชเทคนิคนี้ในการวิเคราะหหายีน ที่
เก่ียวของกับการพักตัวของเมล็ด โดยทําการเปรียบเทียบ 
cDNA ที่สกัดจากเมล็ดที่อยูและไมอยูในระยะพักตัว โดย
เมล็ดทั้งสองชนิดที่ถูกนําไปแชน้ํา เพื่อกระตุนการงอก 
พบยีน 7 ยีนที่แสดงออกในปริมาณที่แตกตางกันระหวาง
เมล็ดที่อยูและไมอยูในระยะพักตัว (Leymarie et al., 
2007) ในงานวิจัยนี้เทคนิค cDNA-AFLP ไดถูกนํามาใช
เพื่อศึกษายีนที่แสดงออกตางกันในดอกออนเพศผูและ
ดอกออนเพศเมีย แตไมพบในใบออนและยอดออนของ
สบูดํา โดยคาดหวังวาจะคนพบยีนที่จําเพาะตอการพัฒนา
เปนดอกเพศผูหรือเพศเมีย แตไมเก่ียวของกับการพัฒนา
ของสวนอื่นๆ ในตน ขอมูลเหลานี้เปนขอมูลสําคัญ เพื่อ
จะนําไปพัฒนาสายพันธุสบู ดําในอนาคตโดยวิธีทาง 
พันธุวิศวกรรมตอไป  
 

อุปกรณและวิธีการ 
การเก็บตัวอยางและการสกัดอารเอ็นเอ 

จ า ก แ ป ล ง ป ลู ก ส บู ดํ า ที่  อ .กํ า แ พ ง แ ส น  
จ.นครปฐม ไดเก็บตัวอยางของเนื้อเยื่อสบูดําสายพันธุ 
Anna-16 จากสบูดํา 3 ตนที่เปนก่ิงปกชํา มีการปลูกในที่
โลง มีการใหน้ําเพิ่มเติมอยางพอเพียง โดยมีรายละเอียด
ดังนี้ ดอกออนเพศผูขนาด 1-3 มิลลิเมตร ดอกออนเพศ
เมียขนาด 1-3 มิลลิเมตร ใบออนขนาด 0-1 เซนติเมตร
และยอดออนขนาด 1-5 มิลลิเมตร โดยตัดดวยใบมีดและ
แชตัวอยางในไนโตรเจนเหลว จากนั้นสกัดอารเอ็นเอจาก
ตัวอยางดวย GF-1 Total RNA Extraction Kit (Vivantis, 
Eco-Life Science, Kowloon, Hong Kong) แลวละลาย
อารเอ็นเอที่ไดใน RNase free water หลังจากนั้น 
ตรวจสอบคุณภาพของอารเอ็นเอดวย 1% agarose gel 
electrophoresis (Sambrook and Russell, 2001) 

 

การสังเคราะห cDNA และตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนท่ีแตกตางโดยเทคนิค cDNA-AFLP 

สังเคราะห cDNA โดยใช Oligo d(T)18 ไพรเมอร
ในชุด Viva 2-steps RT-PCR Kit (Vivantis) แลว
ตรวจสอบคุณภาพของ cDNA ดวยวิธี polymerase 
chain reaction (PCR) โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะตอยีน 
actin แลวตรวจสอบดวย 1% agarose gel electrophoresis 
(ไมไดแสดงผล) หลังจากนั้นตัด cDNA ดวยเอนไซม 
EcoRI และ MseI (Fermentas, USA) และเช่ือมตอดีเอ็น
เอที่ตัดดวยเอนไซมทั้ง 2 ชนิดกับ EcoRI adaptor และ 
MseI adaptor (ลําดับนิวคลีโอไทดแสดงใน Table 1 และ 2) 
จากนั้นเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอขั้นแรก (preselective 
amplification) ดวยการทํา PCR โดยใช preselective 
primers (MseI+C และ EcoRI+A) ในเครื่อง Lifepro 
Thermal cycler (Bioer, USA) โดยมีรายละเอียดดังนี้  
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 55 องศาเซลเซียส 60 วินาที, 
72 องศาเซลเซียส 60 วินาที และนําผลผลิตจาก PCR นี้
มาใชเปนตนแบบในการทํา selective amplification โดยใช 
selective primers (EcoRI+3 และ MseI+3 ลําดับ 
นิวคลีโอไทดแสดงใน Table 1 และ 2) โดยสลับคูไพรเมอร
ไดไพรเมอรจํานวน 64 คูดังแสดงใน Table 3 โดยทํา 
PCR แบบ touch down ที่ลดอุณหภูมิในขั้น annealing 
ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียสจาก annealing ที่ 65 องศา
เซลเซียส เปน 56 องศาเซลเซียส แลวตอดวย 23 รอบ
ของ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 56 องศาเซลเซียส  
30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จากนั้นตรวจสอบ
ผล PCR ดวย 6% polyacrylamide gel electrophoresis 
และยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท ในการวิจัยนี้ได
ทําการ PCR 2 ครั้ง จากตัวอยางเดียวกัน 
 
การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีมี
การแสดงออกแตกตางกันในดอกออนเพศผูและ
ดอกออนเพศเมีย 

จากการตรวจสอบบน polyacrylamide gel 
พบชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันระหวางดอกออน
เพศผู และดอกออนเพศเมีย แตไมพบในใบออนและ
ยอดออนที่มีขนาดมากกวา 100 bp จะตัดออกมา แลว
สกัดดีเอ็นเอออกจากช้ินเจลเพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ
ในการทํา PCR รวมกับ preselective primers ตามดวย
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Table 1 Sequence information of MseI adaptor and corresponding primers. 
 

frequent cutter (MseI) Nucleotide sequence 

MseI adaptor 5′-GAT GAG TCC TGA GTA A-3’ 

MseI +C 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3' 

MseI +CAA 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACAA-3' 

MseI +CAC 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACAC-3' 

MseI +CAG 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACAG-3' 

MseI +CAT 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACAT-3' 

MseI +CGA 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACGA-3' 

MseI +CGC 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACGC-3' 

MseI +CGG 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACGG-3' 

MseI +CGT 5'-GAT GAG TCC TGA GTA ACGT-3' 

 
Table 2 Sequence information of EcoRI adaptor and corresponding primers. 
 

rare cutter (EcoRI) Nucleotide sequence 

EcoRI adaptor 5'-GAC TGC GTA CCA ATT C-3' 

EcoRI +A 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3' 

EcoRI +AAC 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAAC-3' 

EcoRI +ACC 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CACC-3' 

EcoRI +AAG 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAAG-3' 

EcoRI +ACA 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CACA-3' 

EcoRI +AGC 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAGC-3' 

EcoRI +AGA 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAGA-3' 

EcoRI +AGT 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAGT-3' 

EcoRI +AGG 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAGG-3' 
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Table 3 Selective PCR primer combination. Clear cells are combinations that were successfully amplified.   
Dark shaded cells are combinations that were not amplified or gave inconsistent results between two 
repetitions. 

 
การเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอที่ไดเขากับ pGEM®-T Easy 
(Promega, Madison, USA) เวกเตอรและถาย 
พลาสมิดเขาไปใน Escherichia coli DH5 alpha ดวยการ
ทํา heat shock ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ทําการ
เลี้ยงบนอาหารแข็ง LA ที่มียาปฏิชีวนะ ampicillin  
50 มิลลิกรัมตอลิตร ที่ไดมีการเกลี่ย IPTG และ X-Gal ไว
แลว เลือกโคโลนีสีขาวมาสกัดพลาสมิดโดยใช AxyPrepTM 
Plasmid Extraction Kit (Axygen, USA) และหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด (Macrogen, Inc., Seoul, South Korea) 
และนําขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาตรวจสอบใน
ฐานขอมูล GenBank  

 
ผลการทดลองและวิจารณ 
ในการศึกษาความแตกตางของการแสดงออกของยีนโดย
วิธี cDNA-AFLP ใน ใบออน ยอดออน ดอกออนเพศผู
และดอกออนเพศเมียของสบูดํา ดวยไพรเมอร 64 คู 
พบวา มีไพรเมอร 41 คู ที่ใหผลชัดเจน และเหมือนกันใน
ทั้งสองซ้ําของการทดลองดังแสดงใน Figure 1 ซึ่งเปน
ตัวอยางการทํา PCR 2 ครั้งโดยไพรเมอรคู B6C ของ
ตัวอยางดอกออนเพศเมีย  เปน ช้ินดีเอ็นเอที่มีการ
แสดงออกจําเพาะในเนื้อเยื่อนี้ สวนตัวอยางช้ินดีเอ็นเอที่

เปน monomorphic นั้นพบในทุกตัวอยาง จะเห็นไดวาผล
ของการทํา PCR ทั้งสองครั้งใหผลใกลเคียงกัน โดยได 
TDFs ทั้งหมด 757 ช้ิน แบงเปน TDFs ที่พบเฉพาะในยอด
ออนจํานวนมากที่สุดคือ 117 ช้ิน ที่พบเฉพาะในใบออน คือ 
103 ช้ิน ที่พบเฉพาะในดอกออนเพศผู 112 ช้ิน และที่พบ
เฉพาะในดอกออนเพศเมียจํานวนนอยที่สุดคือ 68 ช้ิน 
โดยเฉลี่ยแลวจะพบ 18.5 TDFs ตอไพรเมอร 1 คู ใน
จํานวนทั้งหมดพบ monomorphic TDFs ระหวางสวน
ของใบออน ยอดออน ดอกออนเพศผูและดอกออนเพศ
เมียจํานวน 110 ช้ิน และมี TDFs ที่พบเฉพาะในใบออน
และยอดออนจํานวน 38 ช้ิน TDFs พบเฉพาะในดอกออน
เพศผูและดอกออนเพศเมียจํานวน 19 ช้ิน ไพรเมอร โดย 
A4C (M-CAT/E-AAC) เปนคูไพรเมอรที่ให TDFs มาก
ที่สุดคือ 30 ช้ิน สวนไพรเมอรคู D8C (M-CGT/E-AAC) 
ให TDFs นอยที่สุดคือ 9 ช้ินดีเอ็นเอ  

เพื่อหาขอมูลยีนที่แสดงออกแตกตางกันระหวาง
ดอกออนเพศผูและดอกออนเพศเมีย จึงคัดเลือกตัด TDFs 
ที่มีเฉพาะในดอกออนเพศผูหรือดอกออนเพศเมียที่มี
ความชัดเจนและขนาดใหญกวา 100 bp พบทั้งสิ้น 231 ช้ิน
แบงเปน TDFs ที่มีเฉพาะในดอกออนเพศผูจํานวน 106 
ช้ิน และ TDFs ที่มีเฉพาะในดอกออนเพศเมียจํานวน 125 

Combination M-CAC M-CAA M-CAG M-CAT M-CGA M-CGC M-CGG M-CGT 

E-AAC A1C A2C A3C A4C A5C A6C A7C A8C 

E-AAG B1C B2C B3C B4C B5C B6C B7C B8C 

E-ACA C1C C2C C3C C4C C5C C6C C7C C8C 

E-ACC D1C D2C D3C D4C D5C D6C D7C D8C 

E-AGA E1C E2C E3C E4C E5C E6C E7C E8C 

E-AGC F1C F2C F3C F4C F5C F6C F7C F8C 

E-AGG G1C G2C G3C G4C G5C G6C G7C G8C 

E-AGT H1C H2C H3C H4C H5C H6C H7C H8C 
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Figure 1 Polyacrylamide gel showing TDFs from B6C primer pair from 2 repetitions. L = young leaf, S = young 
stem, M = young male flower, F = young female flower, N = No sample loaded, D = 100 bp DNA ladder (Vivantis) 
 
ช้ินแลวสกัดช้ิน DNA จากเจลและเพิ่มปริมาณ พบวา 
TDFs ที่มีเฉพาะในดอกออนเพศผูสามารถเพิ่มปริมาณได 
22 TDFs และ TDFs ที่มีเฉพาะในดอกออนเพศเมีย
สามารถเพิ่มปริมาณได 31 TDFs หลังจากเช่ือมตอช้ินดี
เอ็นเอกับพลาสมิด pGEM®-T Easy และถายฝากใน
แบคทีเรีย E. coli แลวตรวจดวยการทําโคโลนี PCR 
พบวาได 3 โคโลนี จากกลุม TDFs ที่มีเฉพาะในดอกออน
เพศผูและ 14 โคโลนีจากกลุม TDFs ที่มีเฉพาะในดอก
ออนเพศเมีย ทําใหไดช้ินดีเอ็นเอ 17 ช้ินที่สงไปหาลําดับ
นิวคลีโอไทด และมีลําดับนิวคลีโอไทดจาก 10 ช้ินที่มี
ความคลายคลึงกับขอมูลของ ESTs ในฐานขอมูล 
Genbank จํานวน 15 accessions ดังแสดงใน Table 4 

ผลจากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของ
ช้ินดีเอ็นเอที่พบเฉพาะในดอกออนเพศผูหรือดอกออน
เพศเมียในสบูดํากับขอมูล ESTs ใน Genbank พบวามี
ความใกลเคียงกับ cDNA ของพืชจํานวน 11 ชนิด ไดแก 
องุน Vitis vinifera (พบ 2 ช้ินและเก่ียวของกับการสราง
ชอดอกและผลออน), ตนบีช Fagus sylvatica (พบ 1 ช้ิน

และเก่ียวของกับสรางตาดอก), ขาวฟางหางหมา Setaria 
italic (พบ 1 ช้ินและเก่ียวของกับชอดอก), ขาวฟางหาง
ชาง Sorghum bicolor (พบ 1 ช้ินและมีการแสดงออกใน
ตนกลา), ตนโมก Wrightia tinctoria (พบ 1 ช้ินและ
เก่ียวกับการพัฒนาของตนออน), แปะกวย Ginkgo 
biloba (พบ 1 ช้ินและมีการแสดงออกในใบ), มัน
สําปะหลัง Manihot esculenta (พบ 2 ช้ินและเก่ียวกับ
การสรางรากสะสมอาหาร), ตนเบิรช Betula platyphylla 
(พบ 1 ช้ินและมีการแสดงออกในชวงแรกของการสรางชอ
ดอกเพศผู), ตนไมในตะกูล rockrose Cistus incanus 
(พบ 1 ช้ินและมีการแสดงออกเมื่อมีการเขาอยูของ 
mycorrhiza ในราก), สม Citrus reticulata (พบ 1 ช้ินและ
มีการแสดงออกในใบเมื่อมีการเปนโรคจากแบคทีเรีย), 
ชะเอมจีน Glycyrrhiza uralensis (พบ 1 ช้ิน) นอกจากนี้
ช้ินดี เอ็นเอมีความคล ายคลึง กับเ ช้ือรา 2 ชนิดคือ 
Thermomyces lanuginosus (E-value 0.056) ซึ่งเปน
เช้ือราที่เจอทั่วไปในดินและตนไม สามารถเขาทําลาย
ตนไมโดยการยอยผนังเซลล และ Saitoella complicate
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Table 4 Nucleotide homology of TDFs with reported sequences in public database.  
TDF# AFLP 

fragment 
dbEST_Id GenBank acc. 

# 
Similarity E-value 

1 F2C2C9-20 77577874 DV217687.1 cDNA library from Vitis vinifera immature inflorescences 
at stage 12 

2.4 

  30298005 CB974799.1 cDNA library from Vitis vinifera Cabernet Sauvignon 
berries stage I (17 days after blooming)   

2.4 

  299860549 FR602185.1 cDNA library from Fagus sylvatica (บีช) setting buds 
harvested on 3 adult plants located in the Ciron Valley 
(France)   

8.4 

2 F3G7C4-18 349684482 JK607521.1 cDNA library from Setaria italic cv. Yugu1 (Foxtail millet 
หรือขาวฟางหางหมา) from floral spike 

0.69 

  6859183 AW287259.2 cDNA library from Sorghum bicolor (ขาวฟางหางชาง หรือ
ขาวฟางสมุทรโคดม) 10- to 14-day-old light-grown 
(greenhouse) seedlings 

8.4 

3 F5C8C9-5 315400113 HS564453.1 cDNA library from Wrightia tinctoria (ตนโมก) developing 
embryos  

8.4 

4 F3G1C9-12 158985385 EX936877.1 cDNA from Ginkgo biloba (แปะกวย) male leaf  2.4 

5 F3B6C10-4 282661176 GH571895.1 cDNA-AFLP Manihot esculenta clone TDFD116 from the 
onset of storage root formation 

0.2 

6 F3B6C10-8 313138930 HS107119.1 cDNA-AFLP library Betula platyphylla (เบิรช) of Birch 
male inflorescences early development  

2.4 

 F3B6C10-4, 
8 

110273485 EC907792.1 Cistus incanus (plant in rockrose family) differentially 
expressed cDNA-AFLP fragment at two stages leading to 
mycorrhiza establishment between two isolates  

0.056 

  282661177 GH571896.1 cDNA-AFLP Manihot esculenta (มันสําปะหลัง) clone 
TDFD117 from the onset of storage root formation 

0.2 

7 F7C2C10 90629771 EB063214.1 Thermomyces lanuginosus (เชื้อรา) cDNA clone 
TlanSEQ5375  

0.056 

8 M4B6C3-3 110118151 EC811554.1 Saitoella complicata (เชื้อรา) cDNA from Advantage 
polymerase library (lib1_sc_adv) 

7.6 

9 M1A6C3-4 188325908 EY774538.1 Citrus reticulata (สม) leaf cDNA after infection with Xylella 
fastidiosa bacterium 

7.6 

10 M1D2C9-10 422289403 FS988780.1 Glycyrrhiza uralensis (ชะเอมจีน) whole plant cDNA clone   0.051 
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(E- value 7.6) ซึ่งเปนเช้ือราที่ยอยสลายซากพืชซากสัตว 
จากขอมูลนี้ เปนไปไดวาในชวงการเก็บตัวอยางอาจมีการ
ปนเปอนจากราเหลานี้ที่อยูบนเนื้อเยื่อพืช เพราะการเก็บ
เนื้อเยื่อเปนชวงเชาในฤดูฝน ที่เจริญเติบโตของเช้ือราได
ดี ขอมูล TDFs ที่ไดจากการทดลองในครั้งนี้มีขอมูล
เก่ียวของกับการพัฒนาของดอกจํานวน 5 ช้ิน ไดแก ใน
องุน 2 ช้ินและมีการแสดงออกในชวงการสรางชอดอก 
และแสดงออกในชวงการสรางผลระยะที่ 1, ในตนบีช 1 
ช้ินและมีการแสดงออกในตาดอกระยะแรกเริ่ม, ในขาว
ฟางหางหมา Sorghum bicolor 1 ช้ิน และมีการ
แสดงออกในการสรางชอดอก, ในตนเบิรช Betula 
platyphylla และมีการแสดงออกในการสรางดอกชอตัวผู  

นอกจากขอมูล cDNA ที่ไดกลาวไวแลว ในการ
คนหายีนที่แสดงออกแตกตางกันระหวางดอกออนเพศผู
และดอกออนเพศเมียในสบูดําดวยวิธี cDNA-AFLP ใน
ครั้งนี้ไมพบ TDFs จากสบูดํา หรือ TDFs ที่เปนยีนใน
กลุมโมเดล ABCE อาจเปนไปไดวา จํานวนช้ินดีเอ็นเอที่
ตัดออกมาจากเจล (231 ช้ิน) ไดรับการเพิ่มปริมาณ (53 
ช้ิน) และทําการเช่ือมตอกับพลาสมิดและสงไปหาลําดับ 
นิวคลีโอไทด  (17 ช้ิน) นั้นเปนจํานวนที่นอย ดังนั้น
เปนไปไดวายีนในกลุม ABCE อาจไมสามารถเพิ่ม
ปริมาณได โดยเฉพาะการเลือกตัดช้ินดีเอ็นเอออกจาก
เจลนั้น จะเลือกตัดเฉพาะแถบที่เห็นชัดเจนและมีขนาด
ใหญกวา 100 bp ยีนในกลุม ABCE ในสบูดําอาจมีการ
แสดงออกที่ในระดับต่ํา หรือมีขนาดช้ินที่เล็กทําใหไมได
ถูกคัดเลือก หรือเปนไปไดวา คูเอนไซมหรือไพรเมอร ที่
ใชในการทดลองอาจไมเหมาะสม โดยเอนไซมที่ใช (MseI 
และ EcoRI) พรอมกับไพรเมอรที่ใชในการทดลองนี้อาจ
ไมสามารถทําใหเ กิดความแตกตางได ในยีนกลุมนี้ 
นอกจากนี้  เนื้อเยื่อที่ เ ก็บมาสกัดอารเอ็นเอ  อาจไม
สอดคลองกับระยะการแสดงออกของยีนที่ตองการคนหา 
ในครั้งนี้ ได เก็บเนื้อ เยื่อจากดอกขนาดประมาณ 1-3 
มิลลิเมตร และแยกดอกเพศผูหรือเพศเมียโดยการแกะดู
โครงสรางภายในดอก เปนไปไดวาในระยะที่เก็บตัวอยาง
นี้ ยีนควบคุมเพศของดอกสบูดํามีการแสดงออกเทากันใน
ดอกออนเพศผูและดอกออนเพศเมีย หรืออาจเปนไปได
วายีนควบคุมการพัฒนาเปนเพศผูหรือเพศเมียไดมีการ
แสดงออกและทําหนาที่ ไปเรี ยบรอยแลว  และเมื่ อ
ตรวจสอบงานวิจัยที่ผานมาไดพบวาในป 2005 Sangtae 

et al. ไดตรวจสอบการแสดงออกของยีนควบคุมดอกใน
พืช 5 ชนิดในดอกระยะตาง ๆ และพบวา ยีน AP1, AP3 
และ PI homologs มีการแสดงออกในทุกสวนของดอก 
แตมียีน AG เทานั้นที่พบการแสดงออกตรงตามโมเดล 
ABCE คือในสวนเกสรตัวผูและเกสรตัวเมีย (Sangtae et 
al., 2005) ดังนั้นอาจเปนไดวาในสบูดํามีการแสดงออก
คลายกับพืชเหลานี้ จึงทําใหไมพบ TDFs ของยีนใน
โมเดล ABCE ที่แสดงออกแตกตางกันในดอกออนเพศผู
หรือดอกออนเพศเมีย  
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