
 

 
 

 รายงานวิจัยฉบับสมบรูณ ์
 
 
 
 
 
 
 

การชักน าการออกดอกของลองกองเพื่อการผลิตนอกฤดู 
Flower induction for producing off-season longkong  

(Aglaia dookkoo Griff.) 
 

 

  
 
 
 
 

 

 คณะนักวิจัย 
 ลดาวลัย์ เลิศเลอวงศ ์

กรกช นาคคนอง 
อดิเรก รักคง 

สุภาณี ชนะวีรวรรณ 
 
 
 
 
 

 

โครงการวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากงบประมาณแผ่นดิน
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

ประจ าปีงบประมาณ 2557 รหัสโครงการ NAT5702265-1 



 

ชื่อโครงการ   การชักน าการออกดอกของลองกองเพื่อการผลิตนอกฤดู 
        Flower induction for producing off-season longkong (Aglaia dookkoo Griff.) 
 
ผู้วิจัย             หน่วยงาน 
ผศ.ดร. ลดาวัลย์ เลิศเลอวงศ์ ภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
              มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
อ.ดร. กรกช นาคคนอง  ภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
              มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
อ.ดร. อดิเรก รักคง  ภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
              มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
สุภาณี ชนะวีรวรรณ  ภาควิชาพืชศาสตร์ คณะทรัพยากรธรรมชาติ 
              มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
 
สนับสนุนโดย   งบประมาณแผ่นดิน ประจ าปีงบประมาณ 2557 
                                          มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
    สัญญาเลขท่ี NAT5702265-1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ง 

 

สารบัญ 

 

 หน้า 

กิตติกรรมประกาศ ก 

บทคัดย่อ ข 

Abstract ค 

สารบัญ ง 

รายการภาพประกอบ จ 

บทน า 1 

การตรวจเอกสาร 2 

วิธีการทดลอง 9 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 16 

สรุปผลการทดลอง 22 

เอกสารอ้างอิง 23 
ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะส าหรับการวิจัยต่อไป 26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

จ 

 

รายการภาพประกอบ 

 

  หน้า 
ภาพที่ 1 กระบวนการสังเคราะห์จิบเบอเรลลิน 6 
ภาพที่ 2 ปริมาณน้ าฝนและความชื้นสัมพัทธ์ในอากาศของช่วงการชักน าการออกดอก

ของลองกองด้วยวิธีการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล  
(สิงหาคม – ตุลาคม 2557) 

19 

ภาพที่ 3 จ านวนตาดอกของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้น
และราดสารพาโคลบิวทราโซล 

20 

ภาพที่ 4 ความยาวตาดอกของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้น
และราดสารพาโคลบิวทราโซล 

21 

ภาพที่ 5 การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกของต้นลองกองที่ได้รับการชัก
น าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล 

22 

ภาพที่ 6 การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกของต้นลองกองที่ได้รับการชัก
น าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล 

23 

 
 



 

ก 

 

กิตติกรรมประกาศ 
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บทคัดย่อ  
 

 ศึกษาผลของการรัดล าต้นและการใช้สารพาโคลบิวทราโซลต่อการชักน าการออกดอกนอกฤดูและการ
แสดงออกของยีนในวิถีการสังเคราะห์จิบเบอเรลลิน ด าเนินการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลกับต้น
ลองกองในระยะใบเพสลาดของใบอ่อนชุดที่ 2 ผลการศึกษาพบว่า ต้นลองกองที่รัดล าต้นและได้รับสารพาโคล-
บิวทราโซลมีจ านวนดอกและความยาวดอกมากกว่าต้นลองกองชุดควบคุม การออกดอกเกิดขึ้นภายหลังการ
ให้ทรีทเมนต์ 37 วัน ปริมาณน้ าฝน จ านวนวันฝนตก และการกระจายตัวของวันฝนตกในช่วงชักน าการออก
ดอกมีผลท าให้ลองกองใช้เวลาในการออกดอกภายหลังได้รับทรีทเมนต์ยาวนานขึ้น การแสดงออกของยีน 
GA20-oxidase มีความสัมพันธ์กับการออกดอก โดยพบว่า การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ก่อนออกดอก
ของทุกทรีทเมนต์มีแนวโน้มลดลง โดยในเปลือกและใบของต้นลองกองที่รัดล าต้นและได้รับสารพาโคลบิวทรา
โซลมีการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ต่ ากว่าต้นลองกองในชุดควบคุม 
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Abstract 
 

 Effects of trunk strangulation and paclobutrazol application on inducing off-season 
flowering and expression of gibberellin biosynthetic gene in longkong trees were 
investigated. Longkong trees were strangulated and drenched with paclobutrazol at young 
fully expanded leaf of 2nd flushing. Compared with the control, trunk strangulated trees and 
paclobutrazol treated trees had more number of flowers and length of flower buds. Flower 
buds are appeared on 37 days after all treatments. Rainfall, number of rainy days and 
distribution of rainy days during induction period affected on longkong trees required longer 
time for flowering after treatment. Expression of GA20-oxidase is associated with flowering. 
The results showed a trend of decreasing expression in all treatments. Transcription levels in 
bark and leaves of trunk strangulation treatment and paclobutrazol application were lower 
than control.  
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บทน ำ 
 

ลองกองเป็นไม้ผลเศรษฐกิจที่มีความส าคัญของภาคใต้ แต่ปัญหาในการผลิตลองกองในฤดูกาลคือ
ในปีที่มีสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสม ส่งผลให้ลองกองออกดอกติดผลดีและมีปริมาณผลผลิตสูงแต่มีคุณภาพ
ต่ า ท าให้กระทบอย่างมากต่อราคาผลผลิตที่ตกต่ า ตลอดเวลาที่ผ่านมาได้มีการน าเอาวิธีการต่างๆ มาใช้
เพ่ือชักน าการออกดอกของลองกอง แต่ยังคงไม่มีวิธีการใดที่สามารถชักน าให้ลองกองออกดอกตามที่ต้องการ 
แนวทางในการแก้ปัญหาการบังคับออกดอกของลองกองอาจแบ่งออกได้เป็น 2 แนวทาง คือ การผลิตลองกอง
ในฤดูกาลปกติให้ได้อย่างสม่ าเสมอทุกปี และการผลิตลองกองนอกฤดู ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องมีความเข้าใจถึง
วิธีการที่ใช้ชักน าเพ่ือบังคับให้ลองกองออกดอก เพ่ือเป็นประโยชน์ต่อการผลิตลองกองต่อไปในอนาคต วิธีการ
ทางกายภาพต่างๆ เช่น การงดน้ า การควั่นและรัดกิ่ง การตัดราก และการให้สารเคมีชะลอการเจริญเติบโตพืช
ซึ่งได้แก่   พาโคลบิวทราโซล เป็นวิธีการที่มีการศึกษาเพ่ือใช้บังคับการออกดอกของไม้ผลยืนต้นหลายชนิด ใน
กรณีของลองกอง วิธีการดังกล่าวมีผลท าให้ลองกองมีระดับการใช้น้ าภายในต้นลดลง การสะสมอาหารในรูป
ของคาร์โบไฮเดรทที่ไมอ่ยู่ในรูปโครงสร้างเพ่ิมขึ้น และชักน าให้ลองกองมีการแตกตาดอกเพ่ิมขึ้น อย่างไรก็ตาม
วิธีการปฏิบัติยังให้ผลที่ไม่แน่นอน นอกจากนี้วิธีการเหล่านี้เกี่ยวข้องกับการลดบทบาทของจิบเบอเรลลินซึ่ง
เป็นฮอร์โมนที่เก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตทางด้านก่ิงใบของพืช ส่งผลท าให้ไม้ผลบางชนิดสามารถออกดอกได้ 
อย่างไรก็ตามจากการศึกษาเบื ้องต้นในการใช้ว ิธ ีทางกายภาพ (การรัดกิ ่ง) และสารเคมีควบคุมการ
เจริญเติบโตพืช (พาโคลบิวทราโซล) เพ่ือชักน าการออกดอกของลองกองพบว่าประสบผลส าเร็จในระดับหนึ่ง 
แต่ยังเป็นเพียงแนวทางที่ได้จากการวิเคราะห์และสรุปผลจากการทดลองเบื้องต้นเท่านั้น ดังนั้น จึงควรมี
การศึกษาต่อยอดจากงานวิจัยเดิมและให้ได้วิธีการปฏิบัติที่ชัดเจนเพ่ือน าไปใช้ในการผลิตลองกองนอกฤดู ซึ่ง
สามารถช่วยแก้ปัญหาราคาผลผลิตในฤดูกาลตกต่ าต่อไป และนอกเหนือจากการประยุกต์ใช้วิธีการดังกล่าวแล้ว 
ควรมีการศึกษาในระดับชีวโมเลกุลควบคู่ไปด้วย เพ่ือให้ทราบถึงการตอบสนองของลองกองต่อวิธีการที่ใช้ใน
การบังคับให้ออกดอกเพ่ือเป็นฐานข้อมูลความรู้ในเชิงลึกของลองกองซึ่งเป็นการศึกษาเพ่ือให้เข้าใจปัจจัย
ภายในของต้นลองกองที่มีผลต่อการจ ากัดการเจริญเติบโตทางด้านกิ่งใบและกระตุ้นการออกดอก เพ่ือควบคุม
การออกดอกของลองกองให้ได้ตามความต้องการอย่างเหมาะสมต่อไป 

 
 

วัตถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศึกษาวิธีการชักน าการออกดอกของลองกองเพ่ือผลิตนอกฤดู 
2. เพ่ือศึกษาการตอบสนองของต้นลองกองที่ถูกชักน าให้ออกดอกในระดับชีวโมเลกุล 
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การตรวจเอกสาร 
 

    ลองกอง (Aglaia dookkoo Griff.) เป็นไม้ผลเศรษฐกิจส ำคัญของภำคใต้ แต่ปัจจุบันผลผลิตลองกอง
ยังคงไม่เพียงพอกับควำมต้องกำรของผู้บริโภคภำยในประเทศและต่ำงประเทศ (ส ำนักงำนเศรษฐกิจกำร 
เกษตร, 2554) อีกทั้งปัญหำผลผลิตในฤดูกำลที่มำกเกินไปซึ่งเกิดขึ้นเนื่องจำกมีปัจจัยทำงภูมิอำกำศที่เหมำะสม
ต่อกำรออกดอกในฤดูกำลนั้นๆ และยังส่งผลท ำให้ฤดูกำลต่อมำลองกองให้ผลผลิตน้อยหรือไม่สำมำรถออกดอก
นอกฤดูได้  
 โดยทั่วไปกำรออกดอกของลองกองในภำคใต้จะเริ่มประมำณเดือนมีนำคมถึงเมษำยน (เปรมปรี, 
2541) ลองกองเป็นไม้ผลเมืองร้อนที่ปลูกได้ดีในสภำพร้อนชื้น ควำมชื้นสูง ฝนตกชุก ปริมำณน้ ำฝนสม่ ำเสมอ 
จึงสำมำรถเจริญเติบโตได้ดีในแถบภำคใต้ตอนล่ำงของประเทศไทยในเขต จ.นรำธิวำสและเขตใกล้เคียง  
สภำพแวดล้อมเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีอิทธิพลต่อปริมำณและระยะเวลำกำรออกดอกของลองกอง สภำพแวดล้อมที่
เหมำะสมกับกำรเจริญของลองกองได้มำจำกกำรสังเกตและยังไม่มีข้อมูลที่ชัดเจนจำกกำรทดลอง โดยปัจจัยที่มี
ผลต่อกำรออกดอกของลองกองคือปัจจัยภำยนอก ได้แก่ ปริมำณน้ ำฝนในรอบปี ลักษณะโครงสร้ำงดิน และ
กำรจัดกำรสวน (มงคลและคณะ, 2544) และปัจจัยภำยใน ได้แก่ ลักษณะทำงพันธุกรรม และฮอร์โมนพืช   
(พีรเดช, 2537; สมบุญ, 2548) 
 

กำรศึกษำพัฒนำกำรในรอบปีของลองกองมีควำมจ ำเป็นส ำหรับกำรจัดกำรปัจจัยทำงสรีรวิทยำอ่ืนๆ  
เพ่ือให้ออกดอกติดผลตำมต้องกำร (Lim and  Yong, 1996) หำกแบ่งปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อพัฒนำกำรในรอบปี
ของไม้ผลอำจแบ่งออกได้เป็น 2 ปัจจัย ดังนี้ 

 
1. ปัจจัยภายนอก 
ปัจจุบันประเทศไทยมีสภำพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไปในแต่ละปี ท ำให้เกิดผลกระทบต่อพัฒนำกำร

ในรอบปีของลองกอง ซึ่งสภำพแวดล้อมเป็นปัจจัยภำยนอกที่ไม่สำมำรถควบคุมได้ แต่มีอิทธิพลโดยตรงต่อกำร
ออกดอกของพืช (ลดำวัลย์, 2556) โดยปัจจัยดังกล่ำวได้แก่ ปริมำณน้ ำฝน ควำมชื้น ช่วงแล้ง และอุณหภูมิ 

 
 1.1 ปริมาณน ้าฝน 

โดยทั่วไปช่วงระยะกำรแตกใบอ่อนของไม้ผลยืนต้นจะเป็นระยะที่มีกำรเจริญเติบโตทำงด้ำนกิ่ง
ใบ และส่วนใหญ่จะตรงกับช่วงหลังฤดูฝน (มงคล และคณะ, 2544 ) และจำกควำมแตกต่ำงของช่วงเวลำกำร
สร้ำงตำดอกซึ่งมีควำมสัมพันธ์กับควำมแห้งแล้งของสภำพดินที่ท ำให้เกิดสภำวะเครียดน้ ำในช่วงก่อนสร้ำงตำ
ดอก ซึ่งปัจจัยดังกล่ำวมีควำมสัมพันธ์กับปริมำณน้ ำฝนประจ ำปี โดยพบว่ำในช่วงที่มีกำรกระจำยตัวของฝนเป็น
ปกติ ฝนทิ้งช่วงในฤดูร้อน จะท ำให้ลองกองออกดอกและให้ผลผลิตเป็นปกติ แต่หำกในปีใดมีควำมแปรปรวน
ของสภำพอำกำศคือ มีฝนตกในช่วงฤดูร้อน ส่งผลให้ต้นลองกองไม่ได้รับสภำวะขำดน้ ำหรือไม่เครียดน้ ำ จะท ำ
ให้ลองกองไม่มีกำรออกดอกในช่วงดังกล่ำว นอกจำกนี้ปริมำณน้ ำฝนยังมีผลต่อเนื่องไปจนกระทั้งในระยะกำร
ให้ผลผลิตอีกด้วย โดยในช่วงที่มีกำรพัฒนำของผลจนใกล้ถึงระยะเก็บเกี่ยว ลองกองจะมีควำมต้องกำรน้ ำอย่ำง
ต่อเนื่อง แต่หำกฝนทิ้งช่วงในเวลำที่ผลก ำลังพัฒนำ จะท ำให้คุณภำพของผลไม่ดีเท่ำที่ควร โดยปริมำณน้ ำฝนที่
เหมำะสมคือ 2,000 – 3,000 มิลลิเมตรต่อปี จ ำนวนวันที่ฝนตก 150 - 200 วันต่อปี และควรมีฝนตกกระจำย
อย่ำงสม่ ำเสมอ (นิพนธ์, 2554) อย่ำงไรก็ตำม ปริมำณน้ ำฝนที่มำกเกินไปส่งผลต่อกำรออกดอกที่ลดลงของ
ลองกอง โดยพบว่ำฝนตกชุกอย่ำงต่อเนื่องซึ่งเกิดจำกสภำพภูมิอำกำศมีควำมแปรปรวนเนื่องจำกได้รับอิทธิพล
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จำกปรำกฎกำรณ์เอลนิโญ (El Nino) ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2540 – 2541 และในช่วงปี พ.ศ. 2542 – 2543 ได้รับ
อิทธิพลจำกปรำกฎกำรณ์ลำนิญำ (La Nina) ส่งผลให้ลองกองที่ปลูกในภำคใต้หลำยจังหวัดไม่ออกดอก (โนรี 
และสำยัณห์, 2548) 

 
1.2 ความชื น  

ควำมชื้นที่เกี่ยวข้องกับสภำพแวดล้อมกำรออกดอกมี 2 ชนิด คือ ควำมชื้นภำยในดิน และ
ควำมชื้นสัมพัทธ์ในอำกำศ ส ำหรับควำมชื้นดินจะมีควำมสัมพันธ์กับปริมำณฝนที่ตกลงมำในช่วงแล้งก่อนกำร
ออกดอกของไม้ผล ดินจะมีควำมชื้นลดต่ ำลงท ำให้ต้นไม้ผลเกิดสภำวะเครียดน้ ำ (มงคล และคณะ, 2544) โดย
ลองกองในระยะก่อนออกดอกดินต้องมีควำมชื้นต่ ำ เนื่องจำกน้ ำในดินที่มำกเกินไปมีผลเร่งกำรแตกใบอ่อนของ
ลองกอง (จ ำเป็น และคณะ, 2537) ส่วนควำมชื้นสัมพัทธ์ในอำกำศจะมีควำมสัมพันธ์กับปริมำณน้ ำฝนด้วย
เช่นเดียวกัน โดยควำมชื้นในอำกำศจะมำกหรือน้อยขึ้นอยู่กับปริมำณน้ ำฝนและวันที่ฝนตก (นิพนธ์, 2554) 
โดยทั่วไปลองกองเป็นพืชที่ต้องกำรควำมชื้นสูงประมำณ 70-80 เปอร์เซ็นต์ซึ่งเหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโต
และให้ผลผลิต สวนลองกองในพ้ืนที่ภำคใต้มีรูปแบบกำรปลูกที่เรียกว่ำสวนสมรม ซึ่งเป็นกำรปลูกลองกอง
ร่วมกับพืชอ่ืนๆ หลำยชนิด ท ำให้มีลักษณะสภำพแวดล้อมที่มีควำมชื้นสูงและมีร่มเงำ ท ำให้ลองกองสำมำรถ
เจริญเติบโตได้ดีและท ำให้ลองกองสำมำรถออกดอกได้เร็วขึ้น (มงคล และคณะ, 2522) 

 
1.3 ช่วงแล้ง  

กำรเปลี่ยนแปลงของพัฒนำกำรในรอบปีส่วนใหญ่มีผลเนื่องมำจำกจ ำนวนวันของช่วงแล้งที่
เพ่ิมมำกข้ึน (Apiratikorn et al., 2012) ลองกองเป็นพืชที่มีถ่ินก ำเนิดและแหล่งปลูกอยู่ในภูมิอำกำศแบบร้อน
ชื้น (รวี, 2543ก) ดังนั้น จึงมีนิสัยกำรออกดอกคล้ำยคลึงกับไม้ผลยืนต้นในเขตร้อนชื้นอ่ืนๆ เช่น มังคุด ทุเรียน 
เงำะ ฯลฯ ที่ต้องกำรสภำพแล้งหรือสภำพเครียดที่เกิดจำกกำรขำดน้ ำในฤดูแล้ง (drought stress) เพ่ือท ำให้
กำรเจริญเติบโตทำงด้ำนกิ่งใบหยุดชะงักและมีกำรสะสมอำหำรก่อนชักน ำให้เกิดดอก (Poerwanto et al., 
2006) โดยเมื่อต้นลองกองผ่ำนช่วงแล้ง (drought period) ไปแล้วระยะหนึ่งจะท ำให้เกิดกำรหยุดกำร
เจริญเติบโตทำงด้ำนก่ิงใบรวมทั้งสะสมอำหำรประเภทคำร์โบไฮเดรทแล้วจึงออกดอก (มงคล และคณะ, 2544) 
ลองกองมีควำมต้องกำรช่วงแล้งต่อเนื่องกันนำนประมำณ 40-50 วัน ซึ่งมีผลท ำให้ค่ำศักย์ของน้ ำ (water 
potential) ในใบลดต่ ำลงจนถึงระดับประมำณ 25 บำร์ (-2.5 MPa) จึงท ำท ำให้ต้นลองกองเกิดสภำวะเครียด
เนื่องจำกขำดน้ ำ (สุรกิตติ และคณะ, 2539) และยังพบว่ำลองกองมีอัตรำกำรใช้น้ ำในระยะก่อนออกดอกอยู่ใน
ระดับต่ ำ โดยมีอัตรำกำรไหลของน้ ำต่ ำสุดหรือมีควำมต้องกำรใช้น้ ำต่ ำที่สุด และศักย์ของน้ ำในใบ (leaf 
potential) และ ค่ำกำรชักน ำปำกใบ (stomatal conductance) ของลองกองมีค่ำลดลงอย่ำงชัดเจน 
Sdoodee and Wongwongaree (2002) สอดคล้องกับลดำวัลย์ (2556) ได้รำยงำนถึงช่วงแล้งก่อนกำรออก
ดอกของลองกองที่ปลูกในภำคต่ำงๆของประเทศไทย ดังแสดงในตำรำงที่ 3 ที่พบว่ำมีควำมแตกต่ำงกันของช่วง
แล้งที่ส่งผลต่อพัฒนำกำรในรอบปีโดยเฉพำะระยะกำรออกดอก โดยในรอบปีหนึ่งๆ ลองกองทำงภำค
ตะวันออกจะเริ่มต้นออกดอกก่อนภำคใต้ สำเหตุเนื่องมำจำกภำคตะวันออกมีฤดูแล้งเกิดขึ้นเร็วกว่ำภำคใต้
ประมำณ 1 เดือน กล่ำวคือเริ่มต้นตั้งแต่เดือนพฤศจิกำยน – ธันวำคม ในขณะที่ภำคใต้เริ่มในเดือนมกรำคม – 
กุมภำพันธ์ และยังพบอีกด้วยว่ำลองกองที่ปลูกในภำคฝั่งตะวันตกจะออกดอกเร็วกว่ำฝั่งตะวันออก (นพรัตน์, 
2536; เปรมปรี, 2541; กวิศร์, 2547) นอกจำกนี้แม้แต่ลองกองที่ปลูกอยู่ในพ้ืนที่เดียวกัน หรือเป็นต้นจำกสวน
เดียวกัน หรือภำยในต้นเดียวกัน มักพบว่ำ ต้นลองกองมีกำรแตกกิ่งใหม ่แตกใบอ่อน และออกดอกไม่สม่ ำเสมอ
พร้อมกัน ในบำงกิ่งอำจจะไม่มีกำรแตกกิ่งหรือออกดอกเลยก็ได้ (นพรัตน์, 2536) นอกจำกนี้ หำกสภำพ
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ภูมิอำกำศมีควำมแห้งแล้งมำกเกินไปก็จะส่งผลให้ตำดอกลองกองไม่สำมำรถพัฒนำไปเป็นช่อได้ ตำดอกที่สร้ำง
ขึ้นมำแล้วจะมีลักษณะแห้งและไม่มีโอกำสเจริญออกมำอีก (รวี, 2543ข) 
 
ตารางท่ี 3 ช่วงแล้ง (        ) และช่วงเวลำกำรออกดอก (       ) ของลองกองที่ปลูกในภำคต่ำงๆของประเทศ

ไทย 

ที่มำ : ลดำวัลย์ (2556) 
 
1.4 อุณหภูมิ  

 ลองกองเป็นไม้ผลเมืองร้อน ดังนั้น จึงมีควำมต้องกำรอุณหภูมิสูงที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโต
และออกดอก โดยอยู่ในช่วงระหว่ำง 20 – 30 องศำเซลเซียส (นิพนธ์, 2554) ที่ผ่ำนมำมีกำรเสนอแนะในกำร
ปรับสภำพแวดล้อมเพ่ือให้ได้อุณหภูมิที่เหมำะสมกับกำรเจริญเติบโตของลองกอง ซึ่งสำมำรถท ำได้โดยกำรปลูก
ลองกองร่วมกับพืชอื่นๆ เพ่ือให้ต้นได้รับร่มเงำหรือพรำงแสง และเป็นกำรเพ่ิมควำมชื้นในดินด้วย เช่น กำรปลูก
ลองกองแซมในสวนมะพร้ำว ปำล์มน้ ำมัน เป็นต้น (นิพนธ์, 2554; นพรัตน์, 2536; เปรมปรี, 2541) ถึงแม้ว่ำ
จะมีกำรศึกษำเกี่ยวกับอุณหภูมิเฉลี่ยในช่วงพัฒนำกำรในรอบปีของลองกองดังในรำยงำนของมงคล และคณะ 
(2544) แต่กำรศึกษำท่ีผ่ำนมำยังไม่มีกำรชี้ชัดต่อผลของอุณหภูมิเฉลี่ยที่มีต่อกำรออกดอกของลองกอง  

 
2. ปัจจัยภายใน 
ฮอร์โมนพืชเป็นปัจจัยภำยในที่มีควำมส ำคัญค่อนข้ำงมำกและมีบทบำทในกำรควบคุมกำรออกดอก

ของพืช  (สมบุญ, 2538) ฮอร์โมนส่วนใหญ่ถูกสร้ำงขึ้นที่ใบแล้วจึงเคลื่อนย้ำยลงไปสะสมในส่วนของต้นที่จะมี
กำรออกดอก (Chailakhyan, 1968) ส ำหรับในลองกองยังไม่เคยมีรำยงำนกำรศึกษำที่เกี่ยวกับอิทธิพลของ
ฮอร์โมนภำยในต่อกำรเจริญเติบโตทำงก่ิงใบและกำรออกดอก ดังนั้น กำรศึกษำจำกรำยงำนที่เกี่ยวข้องในไม้ผล
ยืนต้นชนิดอ่ืนๆ อำจใช้เป็นแนวทำงในกำรศึกษำกับลองกองต่อไป (ลดำวัลย์, 2556) สมมติฐำนของสรีรวิทยำ
กำรออกดอกที่เกี่ยวข้องกับฮอร์โมนพืช อำจอธิบำยได้เป็น 2 แนวทำง คือ ฮอร์โมนพืชถูกสังเครำะห์ขึ้นมำ
จนถึงระดับที่เหมำะสม (endogenous hormone) ต่อกำรกระตุ้นให้พืชออกดอก และอีกแนวทำงหนึ่งคือ
สมดุลฮอร์โมน (hormone balance) (พีรเดช, 2537)  
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2.1 จิบเบอเรลลิน 
 
กำรออกดอกของไม้ผลยืนต้นหลำยชนิดถูกควบคุมโดยปริมำณจิบเบอเรลลิน (gibberellin) ที่พืช

สร้ำงขึ้น ซึ่งเป็นฮอร์โมนที่ส่งเสริมกำรเจริญเติบโตทำงด้ำนกิ่งใบ จึงเป็นผลท ำให้กำรออกดอกลดลงหรือ          
ไม่ออกดอกเลย (Chailakhyan, 1968; พีรเดช, 2537) ปัจจุบันจิบเบอเรลลินถูกค้นพบว่ำมีกว่ำ                   
136 ชนิด (Sponsel and Hadden, 2004) กระบวนกำรสังเครำะห์จิบเบอเรลลินเริ่มต้นจำก
geranylgeranyldiphosphate (GGDP) และเกิดกระบวนกำรออกซิเดชัน จนได้เป็น GA12 (Yamaguchi, 
2008) และจำก GA12 เปลี่ยนไปเป็น GAs ได้นั้นจะต้องอำศัยกำรออกซิเดชั่นจำก GA 20-oxidase เป็นส่วน
ใหญ ่(ภำพที่ 1)  

 
 
 
 
 
 
 
 

                                   
                                                                                                                                    
                                                                                                                          
                                                              
                                                                                                      
                                                                       
                                                                                                                                                                   
                                                          
            
 
 
 
                                                                                           
                                                                                                                                 
                                                                                   
                                                            
                                                                   
 
 

ภาพที่ 1 กระบวนกำรสังเครำะห์จิบเบอเรลลิน 
         ที่มำ : ดัดแปลงจำก Yamaguchi (2008) 

GA12 

   
 GA53 

GA15 GA44 

GA20-oxidase                

GA24 GA19 

GA20-oxidase                

GA20-oxidase                

GA9 GA20 

GA4/GA7 GA1/GA3 

GA2-oxidase                
 

GA8 GA34 

GA2-oxidase                

Geranylgeranyl diphosphate 
 

Copalyldiphosphate diphosphate 
 

copalyl diphosphate synthase 

ent- kaurene synthase 
ent- kaurene 

    ent-kaurene 19-oxidase 
 

ent- kaurenoic acid 

ent- kaurenoic acid  oxidase 
 ent-7-OH - kaurenoic acid 

ent- kaurenoic acid  oxidase 
 

GA12 aldehyde 

ent- kaurenoic acid  oxidase 
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ปริมำณจิบเบอเรลลินมีควำมสัมพันธ์กับกำรเปลี่ยนแปลงจำกกำรเจริญเติบโตทำงล ำต้นไปเป็นกำร
ออกดอก โดยส่วนใหญ่ในไม้ผลยืนต้นหลำยชนิด มักพบว่ำ ปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินจะมีปริมำณสูงก่อน
ออกดอก และจะลดต่ ำลงเรื่อยๆจนกระทั่งออกดอก ซึ่งเป็นช่วงที่เนื้อเยื่อเจริญที่ปลำยยอดพัฒนำจำกกำร
เจริญเติบโตทำงกิ่งใบเป็นกำรเจริญทำงกำรเจริญพันธุ์ และพบว่ำปริมำณของจิบเบอเรลลินจะมีมำกในช่วงตำ
ยอดเปลี่ยนไปเป็นใบ และลดต่ ำลงในช่วงพักตัว ช่วงกำรแตกช่อดอกและช่วงออกดอก (สุรนันต์ , 2526) ทั้งนี้
กำรเปลี่ยนแปลงของปริมำณจิบเบอเรลลินยังมีควำมสัมพันธ์กับสภำพภูมิอำกำศด้วย กล่ำวคือ หลังฤดูฝนไม้
ผลมีกำรแตกใบอ่อน ในช่วงนี้จะพบปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินสูง และจะลดลงตำมล ำดับ ตัวอย่ำงของไม้
ผลเขตร้อนที่มีรูปแบบกำรเปลี่ยนแปลงของจิบเบอเรลลินที่ลดลงในช่วงก่อนกำรออกดอก ได้แก่ ลิ้นจี่พันธุ์ฮง
ฮวย (ดรุณี และคณะ, 2542) และมะปรำงพันธุ์ทูลเกล้ำ (สุธำสินี และธนะชัย, 2544)  เป็นต้น 

 
กำรศึกษำเกี่ยวกับปริมำณของจิบเบอเรลลินในลองกองนั้น ได้มีรำยงำนกำรศึกษำปริมำณสำรคล้ำย

จิบเบอเรลลิน (gibberellin-like substances) ซึ่งวัดปริมำณด้วยชีววิธี (bioassay) โดยเปรียบเทียบปริมำณ
สำรคล้ำยจิบเบอเรลลินจำกส่วนเปลือกและใบของต้นลองกองใน 2 ระยะ ได้แก่ ระยะใบแก่ และเพสลำด โดย
จำกกำรท ำกำรทดลอง 2 ครั้ง ซึ่งเก็บตัวอย่ำงในฤดูกำรออกดอกปกติของลองกอง (เดือนเมษำยน) และนอก
ฤดูกำล (เดือนสิงหำคม) พบว่ำ ต้นลองกองที่อยู่ในระยะใบแก่มีปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินสูงกว่ ำต้น
ลองกองในระยะใบเพสลำด และเม่ือเปรียบเทียบปริมำณสำรระหว่ำงในส่วนของเปลือกและส่วนของใบ พบว่ำ 
จิบเบอเรลลินในส่วนของเปลือกมีปริมำณมำกกว่ำในส่วนของใบท้ัง 2 ระยะ นอกจำกนี้ยังพบอีกด้วยว่ำปริมำณ
สำรคล้ำยจิบเบอเรลลินในตัวอย่ำงลองกองในฤดูกำลปกติมีมำกกว่ำช่วงนอกฤดูประมำณ 2 เท่ำ (ลดำวัลย์ และ
สุภำณี, 2556) ต่อมำ สำยทิพย์ (2557) ได้ศึกษำผลของวิธีกำรชักน ำกำรออกดอกลองกองต่อปริมำณสำรคล้ำย
จิบเบอเรลลิน พบว่ำ ปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินในลองกองมีปริมำณที่ลดลงตั้งแต่ 2 สัปดำห์ก่อนออก
ดอก กำรเปลี่ยนแปลงปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินนี้เป็นเช่นเดียวกับในต้นที่มีกำรชักน ำกำรออกดอก แต่ใน
ต้นที่ไม่ได้รับกำรชักน ำจะมีปริมำณสำรคล้ำยจิบเบอเรลลินมำกกว่ำต้นที่ได้รับกำรชักน ำกำรออกดอกด้วยกำร
รัดกิ่งและ/หรือกำรรำดสำรพำโคลบิวทรำโซล จำกรำยงำนเหล่ำนี้ จึงคำดว่ำจิบเบอเรลลินอำจเป็นฮอร์โมน
ส ำคัญที่ควบคุมกำรออกดอกของลองกอง ข้อมูลเหล่ำนี้ช่วยให้เข้ำใจถึงกลไกกำรออกดอกของลองกองได้ดีขึ้น 
และสำมำรถนำไปปรับเพ่ือจัดกำรให้ลองกองมีกำรออกดอกอย่ำงเหมำะสมต่อไป (ลดำวัลย์, 2556)  
 

การแสดงออกของยีนในช่วงการออกดอกของไม้ผลยืนต้น 
 
กำรออกดอกเป็นกระบวนกำรที่ซับซ้อนทั้งทำงด้ำนสรีรวิทยำและสัณฐำนวิทยำ และมีปัจจัยภำยนอก

และภำยในต่ำงๆ มำเกี่ยวข้อง ปัจจัยทำงพันธุกรรมที่ควบคุมกระบวนกำรออกดอกในไม้ผลหลำยชนิดจึง
จ ำเป็นต้องศึกษำเพ่ิมเติมให้มำกขึ้น กำรศึกษำทำงด้ำนชีวโมเลกุลจะเป็นเครื่องมือที่ช่วยย่นระยะเวลำใน
กำรศึกษำแบบเดิมที่ผ่ำนมำให้เร็วขึ้น และสำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ต่อไป โดยเพ่ิมประสิทธิภำพของเทคนิค
และวิธีกำรชักน ำให้เกิดกำรออกดอก ชะลอกกำรเจริญเติบโตด้ำนกิ่งใบโดยใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตพืช 
(Hanke et al., 2007) ตัวอย่ำงของกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนในวิถีกำรสังเครำะห์จิบเบอเรลลินในช่วง
กำรออกดอกของไม้ผลยังมีไม่มำกนัก เช่น กำรศึกษำของ Nakagawa et al. (2012) พบว่ำต้นที่ให้ผลผลิตมำก 
(high crop load) จะมีกำรแสดงออกของยีนในวิถีกำรสังเครำะห์จิบเบอเรลลิน (Gibberellin oxidase) ที่
ปลำยยอด  คือ Gibberellin 2 - oxidase (MiGA2-ox) ต่ ำกว่ำต้นที่ไม่ให้ผลผลิต ในขณะที่พบกว่ำตรงข้ำมกับ
ยีน Gibberellin 3 - oxidase (MiGA3-ox) และ Gibberellin 20 - oxidase (MiGA20-ox)  
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การชักน้าการออกดอกของลองกอง 
กำรชักน ำกำรออกดอกของลองกองที่เคยมีกำรศึกษำมีอยู่ 3 วิธีกำร ได้แก่ กำรงดน้ ำ กำรควั่นหรือรัด

กิ่ง และกำรใช้สำรพำโคลบิวทรำโซล ซึ่งสำมำรถสรุปย่อของวิธีกำรต่ำงๆ ได้ดังนี้ 
 
การงดน ้า 
จำกกำรที่ลองกองต้องกำรช่วงแล้งเพ่ือสะสมอำหำรก่อนออกดอก ดังนั้น กำรงดน้ ำจึงเป็นกำรลด

ควำมชื้นในดินเพื่อให้พืชเกิดกำรขำดน้ ำ ซึ่งท ำให้เกิดสภำพเครียดกับต้นพืชและมีกำรสะสมอำหำรไว้ภำยในต้น
เพรำะกำรเจริญเติบโตทำงก่ิงใบได้ลดลง (พีรเดช, 2537) ส่วนใหญ่เกษตรกรผู้ปลูกลองกองจะชักน ำให้ลองกอง
ออกดอกด้วยกำรงดน้ ำ 20 – 45 วัน (เปรมปรี, 2541; รวี, 2543) โดยต้นลองกองที่ถูกชักน ำด้วยกำรงดน้ ำนี้
จะท ำให้ต้นเกิดสภำพเครียด จนท ำให้ค่ำควำมต่ำงศักย์ของน้ ำในใบลดลง ท ำให้ใบสูญเสียควำมเต่ง ส่งผลท ำให้
ค่ำกำรชักน ำปำกใบลดลง (Sdoodee and Singhabumrung, 1996) นอกจำกกำรตอบสนองของต้นลองกอง
ที่แสดงออกทำงสรีรวิทยำต่ำงๆ เหล่ำนี้แล้ว เกษตรกรสำมำรถสังเกตได้จำกใบลองกองที่เกิดอำกำรสลด หรือ
ใบร่วงประมำณ 30 เปอร์เซ็นต์ของพุ่มต้น (เปรมปรี, 2541) จึงสิ้นสุดเวลำในกำรชักน ำกำรออกดอก 

 
 
การคว่ันหรือรัดกิ่ง 
กำรควั่นและรัดกิ่งเป็นวิธีกำรทำงกำยภำพที่ส่งเสริมกำรออกดอกของต้นไม้ผลหลำยชนิด กำรควั่นกิ่ง  

(girdling) เป็นกำรตัดท่อล ำเลียงอำหำรโดยไม่ท ำลำยไปจนถึงชั้นของแคมเบียม ท ำให้มีกำรสะสมอำหำร
บริเวณเหนือรอยควั่น ซึ่งสำมำรถชักน ำให้ไม้ผลออกดอกได้ (Theron and Steyn, 2008) ดังนั้นกำรควั่นกิ่งจึง
เป็นเทคนิคหนึ่งที่มีกำรน ำมำใช้ในไม้ผลยืนต้นหลำยชนิด โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือบังคับกำรออกดอก เพ่ิม
ผลผลิต และปรับปรุงคุณภำพผล เป็นต้น (Poerwanto et al., 2008) จำกกำรศึกษำในลองกอง พบว่ำกำร
ควั่นกิ่งลองกองก่อนออกดอก 1 เดือน ท ำให้ลองกองมีจ ำนวนช่อดอก ควำมยำวช่อดอก จ ำนวนผลเฉลี่ยต่อช่อ 
ควำมยำวช่อผลเฉลี่ยสูงกว่ำกำรควั่นกิ่ง 2 เดือน และไม่ควั่น นอกจำกนี้ กำรชักน ำกำรออกดอกของลองกอง
ด้วยกำรรัดกิ่ง (limb strangulation) ก่อนออกดอก 1 เดือน มีผลท ำให้ลองกองสำมำรถออกดอกได้ (โนรีและ
สำยัณห์, 2547) และจำกรำยงำนกำรศึกษำกำรชักน ำกำรออกดอกของลองกองด้วยวิธีกำรควั่นหรือรัดกิ่งก็
ให้ผลเช่นเดียวกัน คือสำมำรถเพ่ิมจ ำนวนตำดอกทั้งตำดอกเดี่ยวและกลุ่มตำดอกของลองกองที่ปลูกในบล็อค
ซีเมนต์และปลูกในแปลงได้ (ลดำวัลย์ และสุภำณี, 2556; Lerslerwong et al., 2014)  

 
การใช้สารพาโคลบิวทราโซล  

 สำรพำโคลบิวทรำโซล (Paclobutrazol; PBZ) จัดอยู่ในสำรชะลอกำรเจริญเติบโตพืชที่ได้รับควำม
นิยมใช้อย่ำงแพร่หลำยเพ่ือบังคับให้ไม้ผลยืนต้นออกดอกนอกฤดู โดยสำรพำโคลบิวทรำโซลมีชื่อทำงเคมีคือ 
[(2RS,3RS)-1-1(4-chlorophenyl)-4, 4-dimethyl-2-(1H-1, 2, 4-triazol-1-yl) pentan-3-0-ol] สำรพำ
โคลบิวทรำโซลมีผลในกำรยับยั้งกำรสังเครำะห์จิบเบอเรล-ลินภำยในพืช โดยยับยั้งกระบวนกำรกำรเกิดออกซิ-
เดชั่นจำก kaurene ไปเป็นกรด kaurenoic โดยไปยับยั้งกำรท ำงำนของ cytochrome P450 ซึ่งเป็น 
coenzyme ในกำรท ำงำนของเอนไซม์ oxygenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกระบวนกำรเปลี่ยนแปลง kaurene ไป
เป็นกรด kaurenoic จึงท ำให้ปริมำณจิบเบอเรลลินจึงลดลง (หิรัญ และคณะ, 2534) ท ำให้พืชหยุดกำร
เจริญเติบโตทำงด้ำนก่ิงก้ำนสำขำ ส่งผลให้พืชชะลอกำรเจริญเติบโตและมีกำรสะสมอำหำรมำกขึ้นจึงมีโอกำสที่
จะส่งเสริมให้พืชออกดอกเพ่ิมขึ้น (พีรเดช, 2537; Poerwanto et al., 2008) โดยสำรเคมีชนิดนี้มีผลท ำให้
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กำรเจริญเติบโตทำงด้ำนกิ่งใบลดลง และส่งเสริมให้เกิดกำรออกดอกมำกขึ้นในไม้ผลยืนต้นร้อนชื้นหลำยชนิด 
เช่น ทุเรียน (Chandraparnik et al., 1992; Subhadrabandhu and Kaiviparkbunyay, 1998) มังคุด 
(Poerwanto et al., 2008) เป็นต้น ในกรณีของลองกอง มีรำยงำนกำรศึกษำกำรใช้สำรพำโคลบิวทรำโซลชัก
น ำกำรออกดอกในต้นลองกองอำยุ 10 ปี และพบว่ำสำรพำโคลบิวทรำโซลมีผลท ำให้อัตรำกำรไหลของน้ ำในต้น
ลองกองลดลง ท ำให้เกิดสภำวะเครียดน้ ำและมีแนวโน้มท ำให้ปริมำณไนโตรเจนในใบลดลงจนสำมำรถกระตุ้น
ให้ต้นลองกองออกดอกได้เพ่ิมขึ้น (โนรีและสำยัณห์, 2548) และยังมีรำยงำนกำรศึกษำกำรใช้สำรพำโคลบิวท
รำโซลร่วมกับกำรควั่นกิ่งต่อกำรออกดอกของลองกอง พบว่ำกำรรำดสำรพำโคลบิวทรำโซลร่วมกับกำรควั่นกิ่ง 
2 เดือน ก่อนกำรออกดอก ท ำให้ลองกองมีเปอร์เซ็นต์กำรแตกตำดอกเฉลี่ยเพ่ิมสูงขึ้น (อังคณำ, 2550) และ
รำยงำนล่ำสุดกำรใช้สำรพำโคลบิวทรำโซลเพียงอย่ำงเดียวและใช้ร่วมกับกำรควั่น/รัดกิ่ง สำมำรถกระตุ้นให้ต้น
ลองกองสำมำรถออกดอกได้มำกกว่ำต้นลองกองในชุดควบคุม (ลดำวัลย์ และสุภำณี, 2556; Lerslerwong et 
al., 2014)   
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วิธีการทดลอง 
 

การทดลองท่ี 1 ผลของการรัดล าต้นและสารพาโคลบิวทราโซลต่อการชักน าการออกดอกของลองกอง 

                   นอกฤดู 

 
         ด ำเนินกำรทดลองกับต้นลองกองอำยุประมำณ 18 ปี ณ ภำควิชำพืชศำสตร์ คณะทรัพยำกรธรรมชำติ 
อ.หำดใหญ่ จ.สงขลำ ต้นมีขนำดทรงพุ่มใกล้เคียงกันในแต่ละซ  ำหรือบล็อก วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มใน
บล็อกอย่ำงสมบูรณ์ (Randomization Complete Block Design ; RCBD) ท ำ 5 ซ  ำ (1 ซ  ำ คือ 1 ต้น) 
ประกอบด้วย 3 กรรมวิธี (treatment) ดังนี  คือ ชุดควบคุม (control) กำรรัดล ำต้น และกำรรัดล ำต้นร่วมกับ
กำรรำดสำรพำโคลบิวทรำโซล โดยกำรให้ทรีทเมนต์ท ำเมื่อใบอ่อนชุดที่ 2 หลังจำกเก็บเกี่ยวในฤดูกำลปกติ ต้น
อยู่ในระยะใบเพสลำด  
 
  การรัดล าต้น  
  ท ำโดยรัดลวดที่ล ำต้นตรงต ำแหน่งสูงจำกพื นดิน 30 เซนติเมตร ใช้เลื่อยมือควั่นเป็นแนวรอบกิ่งกว้ำง
ประมำณ 2 มิลลิเมตร ใช้ลวดขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 1.6 มิลลิเมตร รัดรอบรอยควั่น แกะลวดออกภำยหลัง
กำรรัด เมื่อเริ่มสังเกตเห็นตำดอกท่ีแตกออกมำ 
 
   การราดสารพาโคลบิวทราโซล 
          ก่อนรำดสำรรดน  ำจนชุ่มทั่วรัศมีทรงพุ่ม  ผสมสำรพำโคลบิวทรำโซลควำมเข้มข้น 10% WP 4 กรัมต่อ
ต้นต่อน  ำ 10 ลิตร แล้วรำดทำงดินรอบโคนต้นห่ำงจำกโคนต้นประมำณ 20 เซนติเมตร ในรัศมีทรงพุ่ม 
 
 การบันทึกผล 
           1. กำรออกดอก บันทึกผลทุกสัปดำห์ โดยบันทึกวันที่เริ่มแตกตำดอก จ ำนวนตำดอก ได้แก่ ตำดอก
เดี่ยว กลุ่มตำดอก ควำมยำวของตำดอกและช่อดอก (โดยช่อดอกหมำยถึงตำดอกที่สำมำรถเจริญยืดออกมำ
เป็นช่อที่มีควำมยำวเกิน 1 เซนติเมตร) จ ำนวนวันที่ช่อดอกเจริญ  
    2. สภำพอำกำศปริมำณน  ำฝนน ควำมชื นสัมพัทธ์ อุณหภูมิสูงสุดและต่ ำสุด ในช่วงชักน ำกำรออกดอก
ขอควำมอนุเครำะห์ข้อมูลจำกสถำนีตรวจอำกำศของกรมอุตุนิยมวิทยำ จำกสถำนีอุตุนิยมวิทยำคอหงส์ ต ำบล
คอหงส์ อ ำเภอหำดใหญ่ จังหวัดสงขลำ  
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การทดลองที่ 2 ผลของการรัดล าต้นและการราดสารพาโคลบิวทราโซลเพื่อชักน าการออกดอกของ 
                   ลองกองต่อการแสดงออกของยีน GA20-oxidase  
   
           1. กำรเก็บตัวอย่ำง 
  เก็บตัวอย่ำงเปลือกต้นที่ระดับควำมสูงประมำณ 50 เซนติเมตรเหนือพื นดิน เก็บให้ได้น  ำหนัก
ประมำณ 1 กรัม โดยใช้อุปกรณ์ส ำหรับเจำะจุกคอร์กขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 0.5 เซนติเมตร เจำะส่วนเปลือก
ต้นลองกองเพ่ือเป็นตัวแทนของแต่ละต้น น ำเปลือกมำบดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว และเก็บรักษำไว้ที่ตู้
แช่แข็ง -20 องศำเซลเซียส เพ่ือรอสกัด RNA และน ำไปสังเครำะห์ cDNA เพ่ือใช้ส ำหรับกำรโคลนยีน GA20-
oxidase ต่อไป      
 
                  2. กำรสกัด RNA 
 สกัด RNA จำกตัวอย่ำงเปลือกที่บดแล้วด้วยวิธี CTAB ซึ่งท ำตำมวิธีกำรดัดแปลงจำก Chang et al. 
(1993) โดย CTAB RNA extraction buffer ประกอบด้วย Tris-HCL 100 มิลลิโมลำร์ pH 8.2, CTAB 2%, 
pvp 4%, NaCl 2 โมลำร์ และEDTA 25 มิลลิโมลำร์ pH 8.0 และก่อนน ำ CTAB RNA extraction buffer ไป
ใช้สกัดให้เติม ß-mercaptoethanol ในอัตรำ 1 มิลลิลิตร ต่อ CTAB RNA extraction buffer 50 มิลลิลิตร
แล้วน ำไปอุ่นรอที่อุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส จำกนั นตักผลตัวอย่ำงแช่แข็งที่บดแล้วจ ำนวน 250 ไมโครกรัม 
ใส่ลงในหลอดเซนตริฟิวส์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร เขย่ำให้สำรละลำยเข้ำผสมกับเนื อเยื่อและน ำไปบ่มที่ 65 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที ผสมสำรให้เข้ำกันด้วยเครื่อง vortex ก่อนน ำไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงที่
ควำมเร็วรอบ 6,500 รอบต่อนำที นำน 30 นำที ที่อุณหภูมิ  4 องศำเซลเซียส ดูดส่วนใสใส่หลอดเซนตริฟิวส์
ขนำด 1.5 มิลลิลิตร เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24  : 1) ปริมำตร 1 เท่ำของสำรละลำย 
จำกนั นเขย่ำด้วยเครื่อง vortex แล้วน ำไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4  องศำเซลเซียส ควำมเร็วรอบ 6,500 รอบต่อ
นำที นำน 10 นำที ดูดส่วนใสใส่หลอดเซนตริฟิวส์ขนำด 1.5 มิลลิลิตร และเติมลิเธียมคลอไรด์ควำมเข้มข้น  8 
โมลำร์ ในแต่ละหลอดและผสมสำรให้เข้ำกัน เขย่ำโดยกลับหลอด 2-3 ครั งเบำๆ และให้มีควำมเข้มข้นสุดท้ำย
เท่ำกับลิเธียมคลอไรด์ 2 โมลำร์  น ำหลอดตัวอย่ำงไปวำงที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 คืน เพ่ือ
ตกตะกอน RNA หลังจำกนั นน ำหลอดตัวอย่ำงไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 30 นำทีที่
อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส  แล้วเทส่วนใสทิ ง ล้ำงตะกอน RNA ด้วยเอทำนอลเย็น 70% ปริมำตร 1 มิลลิลิตร 
และน ำไปปั่นเหวี่ยงที่ 14,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 10 นำที ที่ 4 องศำเซลเซียส ทิ งให้ตะกอนแห้งที่
อุณหภูมิห้อง ละลำยตะกอน RNA ที่แห้งใน DEPC-treated H2O 10 ไมโครลิตร 
 
                  3. กำรวัดปริมำณ RNA 
  โดยใช้เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ควำมยำวคลื่น 260   และ 280 นำโนเมตร โดยเจือจำง
สำรละลำย RNA 50 เท่ำ โดยใช้น  ำ DEPC-treated เป็นตัวท ำละลำยอัตรำส่วนดังนี  RNA ปริมำตร 1 
ไมโครลิตร ต่อน  ำ DEPC-treated ปริมำตร 50 ไมโครลิตร โดยมีน  ำ DEPC-treated เป็นตัวเปรียบเทียบ 
(blank) ค ำนวณหำควำมเข้มข้นของสำรละลำย RNA จำกสูตร 
 
              ควำมเข้มข้นของ RNA (µg/µl) = A260 × dilution factor × 40 
                                                                     1000 
       เมื่อ  A260 คือ ค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ได้จำกกำรวัดสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
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                     Dilution factor = 50 
                     40 µg/ml คือ ค่ำคงท่ีของปริมำณ RNA เมื่อวัดค่ำดูดกลืนแสงที่ 260 นำโนเมตร ได้ = 1  
 
                  4. กำรสังเครำะห์ cDNA 
 สังเครำะห์ cDNA โดยใช้ชุด kit ของ Superscript® III First-Strand Synthesis system เตรียม 
cDNA ต่อ 1 reaction (total RNA ปริมำตร 2 ไมโครลิตร, Oligo (dT)20  ควำมเข้มข้น 50 µM ปริมำตร 1 
ไมโครลิตร, dNTP mix ควำมเข้มข้น 10 µM ปริมำตร 1 ไมโครลิตร DEPC-treated water ปริมำตร 6 
ไมโครลิตร ปริมำตรรวมทั งหมด 10 ไมโครลิตร) น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที แล้ว
แช่น  ำแข็งทันที 1 นำที จำกนั นเตรียม mix cDNA (10x RT buffer ปริมำตร 2 ไมโครลิตร, Mgcl2 ควำม
เข้มข้น 25 mM ปริมำตร 4 ไมโครลิตร, DTT ควำมเข้มข้น 0.1 M ปริมำตร 2 ไมโครลิตร, RNase OUTTM (40 
U/µl) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร, SuperScriptTM III RT (200U/µl) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร) เติมส่วนของ cDNA 
mix กับ RNA/primer mixture ปริมำตร 10 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงให้สำรละลำยเข้ำกันแล้วน ำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 50 นำที จำกนั นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที 
แล้วแช่น  ำแข็งทันทีเพ่ือเป็นกำรหยุดปฏิกิริยำ เติม RNaseH ในแต่ละ reaction ปริมำตร 1 ไมโครลิตร แล้ว
น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 20 นำที เก็บ cDNA ไว้ที่ -20 องศำเซลเซียส  
 
                  5. กำรโคลนยีน GA20- oxidase 
 5.1 ออกแบบไพรเมอร์ universal จำกล ำดับเบสของยีน 18S rRNA จำกมังคุด (Garcinia 
mangostana Linn) โดยมีล ำดับเบสเส้น upstream (forward) 5’-TTGGTGTGCACCTGTCATCT -3’ และ
เส้น downstream (reverse) 5’-TCATTACTCCGATCCCGAAG -3’ ขนำด 196 bp ไพรเมอร์ของยีน     
GA20-oxidase ชนิดไม่จ ำเพำะ(degenerate primer) ในไม้ผลยืนต้นชนิดต่ำงๆ ได้แก่ แอปเปิ้ล (Malus 
domestica; GA20ox accession number KC493633) สำลี่ (Pyrus comunis; GA20ox accession 
number HQ83358) ส้ม (Citrus sinensis; GA20ox1 accession number EU834067) อัลมอนด์ (Prunus 
dulcis; GA20ox accession number JQ412172)  โดยสืบค้นจำก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ และ
ใช้โปรแกรมในกำรออกแบบไพรเมอร์คือ ClustalX2 และ GENEDOC ในกำรออกแบบไพรเมอร์ ออกแบบยีน 
GA20-oxidase มีล ำดับเบสเส้น upstream (forward) ดังนี  5’-AGTTCATATGGCCYGATGA -3’ และเส้น 
downstream (reverse) ดังนี  5’ -AGCCTCATTATCGAATCATT -3’ขนำด 559 bp  
  5.2 เพ่ิมจ ำนวน cDNA ของยีน GA20- oxidase โดยน ำไพรเมอร์ที่ได้จำกกำรออกแบบในข้อ 6.1 มำ
ใช้ในกำรเพ่ิมปริมำณ cDNA ของยีน GA20- oxidase ด้วยวิธี PCR (PCR HelixAmp Taq) ปริมำตร 25 
ไมรโครลิตร ซึ่งประกอบด้วยสำรละลำย (10x buffer 2.5 ไมโครลิตร, 25mM MgCl2  2.5 ไมโครลิตร, 10 
mM dNTP mix 0.5 ไมโครลิตร, 10 µM Forward primer 1 ไมโครลิตร, 10 µM Reverse primer 1 
ไมโครลิตร, DNA template 1 ไมโครลิตร, HelixAmp Taq 0.25 ไมโครลิตร, dH2O 16.75 ไมโครลิตร) น ำ
หลอดพีซีอำร์ที่มีสำรผสมใส่เครื่อง PCR  
 
 5.กำรสังเครำะห์ First-Strand cDNA 
 ก่อนกำรสังเครำะห์ First-Strand cDNA เพ่ือน ำไปใช้ในกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีนต่อไป น ำ 
total RNA มำก ำจัดเอนไซม์ DNase I ออกจำกตัวอย่ำง โดยใช้ชุดส ำเร็จรูป DNase I, RNase-free 
(Fermentus, Canada)  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 

12 

 

สังเครำะห์ cDNA สำยแรกจำก DNasel – treated RNA โดยใช้ ชุดส ำเร็จรูป SuperScript® III 
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA)  

หลังกำรสังเครำะห์น ำ cDNA ไปตรวจสอบด้วยเทคนิคปฏิกิริยำลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymeras Chain 
Reaction ; PCR) โดยใช้ชุดท ำ PCR ของ PremiumTaq® DNA Polymerase (Invitrogen, USA) และใช้
ไพรเมอร์ Gm 18S rRNA ซึ่งมีส่วนผสมของแต่ละปฏิริยำ ดังนี  

 
 

ส่วนผสม   ปริมำตร (50 ไมโครลิตร) 
10x PCR buffer minus Mg   5 ไมโครลิตร 
10 mM dNTP mixture    1 ไมโครลิตร 
50 mM MgCl2     1.5 ไมโครลิตร 
Primer mix (10 µM each)   1 ไมโครลิตร 
Template DNA (cDNA)    1 ไมโครลิตร 
Platinum® Taq DNA Polymerase  0.2 ไมโครลิตร 
Distilled water                    40.3 ไมโครลิตร 
 

 น าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสโดยใช้เครื่อง PCR ของ Bio-Rad (USA) รุ่น T100™ 
Thermal Cycler 
 โดยปรับตั งสภำพในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ดังนี  

  1. Denature 94 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
  2. Denature 94 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
  3. Anneal 55 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
  4. Extend 72 องศำเซลเซียส 1   นำท ี
   ท ำซ  ำขั นตอนที่ 2 – 4 จ ำนวน 30 รอบ 
  5. คงอุณหภูมิของปฏิกิริยำไว้ที่ 4 องศำเซลเซียส  

 น ำ cDNA ที่เพ่ิมปริมำณแล้วไปตรวจสอบโดยเทคนิคอะกำโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส เช่นเดียวกับกำร
ตรวจสอบคุณภำพ RNA 
 
  ตั งค่ำอุณหภูมิเวลำส ำหรับท ำปฏิกิริยำของยีน 18S rRNA  ดังนี   
              ช่วงที่ 1     อุณหภูมิ 95 °ซ นำน 30 วินำที       
                           ช่วงที่ 2     อุณหภูมิ 95 °ซ นำน 30 วินำที    
                                         อุณหภูมิ 50 °ซ นำน 30 วินำที    
                                         อุณหภูมิ 72 °ซ นำน 1 นำที    
                                         ท ำซ  ำจ ำนวน 30 รอบ 
                           ช่วงที่ 3     อุณหภูมิ 72 °ซ นำน 5 นำที   
                                         อุณหภูมิ 4 °ซ ไม่จ ำกัดเวลำ 
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  ตั งค่ำอุณหภูมิและเวลำส ำหรับท ำปฏิกิริยำของยีน GA20- oxidase ดังนี  
 
                            ช่วงที ่1     ใช้อุณหภูมิ 95 °ซ นำน 30 วินำที       
                            ช่วงที ่2     ใช้อุณหภูมิ 95 °ซ นำน 30 วินำที    
                                           ใช้อุณหภูมิ 50 °ซ นำน 30 วินำที    
                                           ใช้อุณหภูมิ 72 °ซ นำน 1 นำที    
                                           ท ำซ  ำจ ำนวน 30 รอบ 
                             ช่วงที่ 3    ใช้อุณหภูมิ 72 °ซ นำน 5 นำที   
                                          ใช้อุณหภูมิ 4 °ซ ไม่จ ำกัดเวลำ 
 
              น ำผลผลิตที่ได้ไปตรวจสอบโดยวิธีอะกำโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีส  โดยชิ นดีเอ็นเอที่ได้จะถูกแยก
ขนำดในอะกำโรสเจลควำมเข้มข้น 1 % ชิ นดีเอน็เอท่ีได้ต้องมีขนำดใกล้เคียงกับไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบไว้ 
  5.3 กำรท ำ cDNA ให้บริสุทธิ์จำกอะกำโรสเจล โดยท ำบริสุทธิ์ผลผลิตพีซีอำร์ของยีน GA20- oxidase 
โดยน ำเจลที่ได้มำตัดเฉพำะแถบออกโดยใช้ใบมีดโกนตัดเฉพำะแถบของ DNA ที่มีขนำดเดียวกันกับที่ไพรเมอร์
ครอบคลุมอยู่ น ำชิ นส่วนเจลที่ตัดมำท ำให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส ำเร็จรูป ((PureLinkTM Quick Gel Extraction 
Kit) โดยตัดชิ นส่วนเจลที่มีชิ นดีเอ็นเอขนำดที่เรำต้องกำรมำชั่งน  ำหนัก แล้วใส่เจลลงในหลอดไมโครเซนติฟิวส์ 
เติม Gel Solubilization buffer ปริมำตร 1.2 มิลลิลิตร/น  ำหนักเจล 400 มิลลิกรัม น ำหลอดไมโครเซนติฟิวส์
ที่มีส่วนผสมของเจลและบัพเฟอร์ไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส นำน 10 นำที กลับหลอดไปมำด้วยมือ
ทุก 3 นำที จนเข้ำกันและแน่ใจว่ำเจลละลำย หลังจำกที่เจลละลำย บ่มที่อุณหภูมิห้องนำน 5 นำที เติม 
isopropanol ลงในเจลที่ละลำยปริมำตร 1 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ำกันจำกนั นท ำขั นตอน Purification 
โดยดูดสำรละลำยเจลที่ผสมกับ DNA แล้วลงในคอลัมน์ หมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 12,000 RCF เป็นเวลำ 1 นำที 
เติม wash buffer ที่มี ethanol ปริมำตร 700 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็ว 12,000 RCF เป็นเวลำ 1 
นำที แล้วเทสำรทิ ง หมุนเหวี่ยงอีกครั งด้วยควำมเร็วสูงสุด เป็นเวลำ 2-3 นำที เพ่ือชะ wash buffer และ
ethanol ออกให้หมด ทิ ง wash tube และวำงคอลัมน์ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวส์ จำกนั นเติม elution 
buffer ปริมำตร 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลำงคอลัมน์บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 1 นำที  หมุนเหวี่ยงที่
ควำมเร็ว 12,000 RCF เป็นเวลำ 1 นำที จำกนั นตรวจสอบ cDNA ด้วยวิธีอำกำโรสเจลอิเลกโทรโฟรีซีสอีกครั ง 
ก่อนน ำไปเก็บรักษำไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส จนกว่ำจะน ำไปใช้  
                   3.3.5.4 กำรท ำ DNA ligation โดยน ำ cDNA ที่ได้มำเชื่อมต่อกับเวคเตอร์ ด้วยชุดส ำเร็จรูป 
pGEM®-T Easy vector (2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 µl, pGEM®-T Easy  vector 
(50ng)  1 µl, PCR product x µl, T4 DNA Ligwqase (3 Weiss units/ µl) 1 µl; total 10 µl)  ผสมสำร
ให้เข้ำกันด้วย   ปิเปต บ่ม ligation ที่อุณหภูมิห้อง 1 ชั่วโมง แล้วน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ข้ำมคืน 
น ำส่วนผสมไปหมุนเหวี่ยงเป็นเวลำสั นๆ แล้ววำงบนน  ำแข็ง ก่อนถ่ำยยีนเข้ำสู่เชื อแบคทีเรียในขั นตอนต่อไป 
                   3.3.5.5 กำรถ่ำยยีนเข้ำสู่เชื อแบคทีเรีย น ำเซลล์คอมพีเทนต์  E. coli  สำยพันธุ์ JM109 
(High-Efficiency Competent Cells) ที่เก็บรักษำไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส มำวำงที่อุณหภูมิห้อง
จนกระท่ังคอมพีเทนต์ละลำย (ประมำณ 5 นำที) เติมส่วนผสมของ ligation จำกข้อ 3.3.5.4 ลงในหลอดเซลล์
คอมพีเทนต์ ปริมำตร 5 ไมโครลิตร แล้วผสมด้วยกำรดูดขึ นลงด้วยปิเปตเบำๆ ตั งทิ งไว้บนน  ำแข็งนำน 20 นำที 
จำกนั นน ำหลอดส่วนผสมไปท ำ heat-shocked ในอ่ำงน  ำควบคุมอุณหภูมิที่ 42 องศำเซลเซียส นำน 50 
วินำที แล้วน ำขึ นมำวำงบนน  ำแข็งทันทีเป็นเวลำ 2 นำที ดูดส่วนผสมในหลอดใส่ลงในหลอดใหม่ที่มีอำหำร LB 
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ปริมำตร 200 ไมโครลิตร แล้วน ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส นำน 1 ชั่วโมง 30 นำที โดยเขย่ำหลอดที่
ควำมเร็วรอบ 150 รอบต่อนำที ตลอดกำรบ่ม ก่อนน ำส่วนผสมไปวำงเลี ยงบนอำหำร LB ที่มีที่มีแอมพิซิลีน 
(ampicillin 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ให้สเปรทเพลทด้วย X-Gal (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมำตร 20 
ไมโครลิตร น ำเพลทไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส ตั งไว้ 1 คืน (ประมำณ14-16 ชั่วโมง) คัดเลือกโคโลนี
ของเซลล์ที่มีกำรถ่ำยยีน เข้ำไปส ำเร็จด้วยวิธี blue/white screening โดยเลือกเก็บเฉพำะกลุ่มโคโลนีที่มีสีขำว 
เพ่ือน ำไปเลี ยงเชื อเพ่ิมปริมำณต่อไป 
                   3.3.5.6 กำรสกัดพลำสมิด และ sequencing โดยเก็บโคโลนีสีขำวจำกจำนเลี ยงเชื อด้วยไม้จิ ม
ฟัน แล้วน ำส่วนปลำยไม้จิ มฟันที่มีโคโลนีติด จุ่มลงในหลอดอำหำรเหลว LB ที่มีแอมพิซิลีน (ampicillin 50 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมำตร 100 ไมโครลิตร/ 1 โคโลนี น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เขย่ำที่
ควำมเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลำ 1 คืน จำกนั นน ำออกมำสกัดพลำสมิดที่มียีน GA20- oxidase ด้วยชุดสกัด
ส ำเร็จรูป E.Z.N.A.® Plasmid DNA Miniprep Kit I  ก่อนกำรท ำพลำสมิดน ำ solution II และ solution III 
ไปบ่มที่อุณหภมิ 37 องศำเซลเซียส จำกนั นน ำเชื อที่เลี ยงในอำหำร LB ไปหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 10,000 
RCF นำน 1 นำที เทส่วนใสทิ ง จำกนั นเติม solution I ปริมำตร 250 ไมโครลิตร ผสมสำรด้วยปิเปตเบำๆ แล้ว
เติม solution II ปริมำตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันโดยกลับหลอดไปมำไม่ต้องเขย่ำ บ่มที่อุณหภูมิห้อง 
นำน 3 นำที เติม solution III ปริมำตร 350 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมำไม่ต้องเขย่ำจนกระทั่งสำรละลำยเข้ำ
กัน หมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 10 นำที จำกนั นดูดส่วนใสลงใน spin column น ำไปหมุน
เหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 1 นำที แล้วเทส่วนใสทิ ง เติม HBC buffer ปริมำตร 500 ไมโครลิตร 
ลงในคอลัมน์ น ำไปหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 1 นำที แล้วเทสำรละลำยทิ ง เติม wash 
buffer ปริมำตร 700 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน์ น ำไปหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 1 นำที 
แล้วเทสำรละลำยทิ ง ล้ำงด้วย wash buffer ปริมำตร 700 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 
RCF นำน 1 นำที อีกครั งเทสำรละลำยทิ ง น ำไปหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 2 นำที อีกครั ง
เพ่ือชะเอำ wash buffer ออกให้หมดแล้วเทสำรละลำยทิ ง จำกนั นน ำ spin column ไปวำงลงในหลอดไมโค
รเซนติฟิวส์ เติม Elution ปริมำตร 100 ไมโครลิตร ลงตรงกลำงคอลัมน์ แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 1 
นำที น ำไปหมุนเหวี่ยงที่ควำมเร็วรอบ 13,000 RCF นำน 1 นำท ีแล้วน ำไปเก็บที่ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือใช้ใน
กำรตรวจสอบชิ น DNA ในขั นตอนต่อไป  
                   3.3.5.7 น ำสำรละลำย DNA ที่ได้จำกขั นตอน 3.3.5.6 ปริมำตร 5 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด           
ไมโครเซนติฟิวส์ที่มีชุดสำรละลำยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ EcoRI ดังนี  (RE 10x buffer ปริมำตร2 ไมโครลิตร,  
Acetylated BSA (10 µg/µl) ปริมำตร 0.2 ไมโครลิตร เอนไซม์ EcoRI ปริมำตร 0.5 ไมโครลิตร DNA (1 
µg/µl)  ปริมำตร 1 ไมโครลิตร น  ำ DEPC ปริมำตร 15.3 ไมโครลิตร) น ำหลอดสำรผสมไปวำงที่ตู้บ่มอุณหภูมิ 
ที่อุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส นำน 4 ชั่วโมง จำกนั นตรวจสอบชิ น DNA ด้วยวิธีอิเลคโทรโฟริซิส โดยจะ
ปรำกฎจ ำนวนชิ น DNA 2 แถบ แถบบนสุดจะเป็นชิ น DNA ของพลำสมิด ส่วนแถบล่ำงจะเป็นชิ น DNA 
เป้ำหมำยซึ่งต้องมีขนำดใกล้เคียงกับที่ได้จำกกำรออกแบบไพรเมอร์ไว้ จำกนั นน ำ DNA ที่ได้ไป sequencing 
เพ่ือหำล ำดับเบสของยีน GA20- oxidase  
                   น ำล ำดับเบสของ GA20-oxidase ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของยีน GA20-oxidase ของพืชอ่ืนๆ 
ในฐำนข้อมูล NCBI จำกเวปไซต์ http://www.ncbi.nhm.nih.gov/ 
                   3.3.5.8 กำรออกแบบไพรเมอร์จ ำเพำะของยีน GA20- oxidase หลังตรวจสอบล ำดับเบสของ
ยีนและพบว่ำคือยีน GA20-oxidase จำกตัวอย่ำงของลองกอง จึงน ำล ำดับเบสทั งหมดไปออกแบบไพรเมอร์

http://www.ncbi.nhm.nih.gov/
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เฉพำะของยีนนี  โดยโปรแกรมส ำหรับกำรออกแบบไพรเมอร์เฉพำะ เพ่ือน ำไปใช้ในกำรศึกษำกำรแสดงออกของ
ยีนต่อไป  
                 6. กำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน GA20- oxidase  
                     ศึกษำกำรแสดงออกของยีนโดยใช้วิธีกำร Quantitative real-time PCR โดยใช้ไพรเมอร์
เฉพำะ (specific primer) GA20- oxidase ที่ได้จำกกำรโคลนยีนในข้อ 5 โดยศึกษำกำรแสดงออกของยีน 
GA20-oxidase ตั งแต่ก่อนและหลังให้ทรีทเมนต์ชักน ำกำรออกดอกทุกสัปดำห์จนกว่ำจะออกดอก เปรียบเทียบ
กับ housekeeping gene คือ 18S rRNA ที่ได้จำกกำรโคลนวิธีกำรเช่นเดียวกับข้อ 5 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

การทดลองท่ี 1 ผลของการรัดล าต้นและสารพาโคลบิวทราโซลต่อการชักน าการออกดอกของลองกอง 

                   นอกฤดู 
 
สภาพภูมิอากาศ 
 
 การรัดล าต้นและการราดสารพาโคลบิวทราโซลมีผลชักน าให้ลองกองแตกตาดอก 37 วัน (รัดล าต้น 
และราดสารพาโคลบิวทราโซลวันที่ 27 สิงหาคม 2557 และสังเกตพบตาดอกในวันที่ 2 ตุลาคม 2557) จาก
ภาพที่ 2 เป็นข้อมูลสภาพภูมิอากาศในช่วงชักน าการออกดอกนอกฤดู พบว่า มีปริมาณน  าฝนรวม 307. 1 
มิลลิเมตร และจ านวนวันที่ฝนตก 22 วัน โดยทั่วไปลองกองสามารถปลูกและเจริญเติบโตได้ดีในสภาพพื นที่ที่มี
ฝนตกชุกและปริมาณน  าฝนสม่ าเสมอประมาณ 2000 – 3000 มิลลิเมตรต่อปี และจ านวนวันที่ฝนตก 150 – 
200 วันต่อปี และในช่วงก่อนออกดอกประมาณ 1-2 เดือน ต้นลองกองไม่ต้องการฝน (นพรัตน์, 2556 ; 
เปรมปรี, 2541) แต่อย่างไรก็ตาม ยังไม่เคยมีรายงานถึงปริมาณน  าฝนและจ านวนวันที่ฝนตกในช่วงก่อนการ
ออกดอก เมื่อพิจารณาสภาพภูมิอากาศในช่วงที่ทดลอง พบว่า วันที่มีฝนตกเกินกว่า 100 มิลลิเมตร มีเพียง 1 
วัน คือ วันที่ 30 กันยายน 2557 หรือก่อนหน้าที่ต้นลองกองจะออกดอก 2 วัน ดังนั น จึงคาดว่าลองกองที่ถูก
ชักน าโดยวิธีการต่างๆ สามารถออกดอกได้เพราะเลยช่วงของการชักน าไปแล้ว ถึงแม้ในวันอ่ืนๆ ที่มีฝนตก แต่
ถือว่ามีปริมาณน้อยมากและไม่ส่งผลกระทบต่อการชักน าการออกดอก หรือต้นลองกองได้รับช่วงแล้งที่เพียง
พอที่จะส่งเสริมการออกดอกได้ จากรายงานของ Lerslerwong และคณะ (2014) พบว่า การชักน าการออก
ดอกด้วยวิธีการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลจะสามารถท าให้ลองกองที่ปลูกในบล็อคซีเมนต์ กว้างx
ยาวxสูง 1x1x1 เมตร ในพื นที่ต าบลคอหงส์ อ าเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา ออกดอกได้ภายในเวลา 19 วัน 
โดยพบว่าในขณะที่ทดลองมีจ านวนวันที่ฝนตก 7 วัน (แต่ไม่เกิน 100 มิลลิเมตร) ในขณะที่ การบังคับให้ออก
ดอกโดยให้ทรีทเมนต์เช่นเดียวกันกับต้นลองกองที่ปลูกในแปลงของพื นที่อ าเภอเทพา จังหวัดสงขลา และมีฝน
ตกในปริมาณเล็กน้อย 1 วัน ได้พบว่าใช้เวลาชักน าให้ออกดอกได้ภายใน 11 วัน แสดงให้เห็นว่าต้นลองกองจะ
ออกดอกช้าลง เมื่อมีฝนตกในช่วงแล้ง ดังนั น จึงมีความเป็นไปได้ว่า ปัจจัยสภาพภูมิอากาศที่เกี่ยวข้องกับการ
ชักน าการออกดอกนอกเหนือจากช่วงแล้งและปริมาณน  าฝนแล้ว จ านวนวันที่ฝนตกและการกระจายตัวของ
วันที่ฝนตกน่าจะมีส่วนด้วยเช่นกัน โดยพบว่า จ านวนวันที่ฝนตกในระหว่างการชักน าให้ออกดอกในการทดลอง
นี มีถึง 22 วัน จึงส่งผลให้ต้นลองกองใช้เวลาในการออกดอกนานขึ นภายหลังถูกชักน า และจากจ านวนวันฝน
ตกที่เพ่ิมขึ น (ถึงแม้จะมีปริมาณน้อยมากก็ตาม) ท าให้ช่วงเวลาการชักน าต้นลองกองให้ออกดอกมีความชื น
สัมพัทธ์ในอากาศสูงถึง 84.8% ซึ่งโดยทั่วไป ลองกองสามารถเจริญเติบโตได้ดีเมื่อมีความชื นสัมพัทธ์ในอากาศ
เฉลี่ยต่อปีสูงประมาณ 70-90% (นพรัตน์, 2556 ; เปรมปรี, 2541) 
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ภาพที่ 2 ปริมาณน  าฝนและความชื นสัมพัทธ์ในอากาศของช่วงการชักน าการออกดอกของลองกองด้วยวิธีการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล  
                          (สิงหาคม – ตุลาคม 2557) 
 
 
 
 
 

ให้ทรีทเมนต์ 

แตกตาดอก 
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การออกดอก 
 
 จากภาพที่ 3 แสดงผลการชักน าการออกดอกของลองกองด้วยวิธีรัดล าต้นและการใช้สารพาโคลบิว -
ทราโซล ผลการศึกษาพบว่า ในสัปดาห์ที่ 17 ภายหลังการให้ทรีทเมนต์ การรัดล าต้นให้ผลดีที่สุดในการชักน า
การแตกตาดอก โดยมีจ านวนตาดอกทั งหมดประมาณ 19 ตา ในขณะที่การรัดล าต้นร่วมกับการราดสาร      
พาโคลบิวทราโซลชักน าให้ต้นลองกองออกดอกได้ประมาณ 9 ตา มากกว่าต้นลองกองในชุดควบคุมซึ่งมีอยู่
ประมาณ 6 ตา นอกจากนี  เมื่อเปรียบเทียบความยาวดอกเฉลี่ยแล้ว พบว่า การรัดล าต้นทั งที่ให้สารพาโคล
บิวทราโซลและไม่ให้สารมีผลท าให้ดอกลองกองมีความยาวประมาณ 5.2 และ 4.9 มิลลิเมตร ตามล าดับ ซึ่ง
มากกว่าความยาวดอกของต้นลองกองในชุดควบคุมที่มีความยาวประมาณ 3.0 มิลลิเมตร (ภาพที่ 4) ผลการ
ทดลองสอดคล้องกับรายงานของสายทิพย์และลดาวัลย์ (2557) ที่พบว่าการรัดล าต้นและการราดสาร         
พาโคลบิวทราโซลสามารถชักน าให้ลองกองออกดอกได้มากกว่าต้นลองกองที่ ไม่ได้รับการชักน า อย่างไรก็ตาม 
ถึงแม้จะเป็นการชักน าการออกดอกนอกฤดูเหมือนกัน แต่ปริมาณการออกดอกของการทดลองในครั งนี มีน้อย
กว่าในรายงานของสายทิพย์และลดาวัลย์ (2557) ทั งนี อาจเป็นเพราะช่วงแล้งที่ได้รับมีไม่มากเท่ากับในรายงาน
ดังกล่าว 
 
 

ภาพที่ 3 จ านวนตาดอกของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสาร 
                    พาโคลบิวทราโซล 
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ภาพที่ 4 ความยาวตาดอกของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสาร 

                   พาโคลบิวทราโซล 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

20 

 

การทดลองที่ 2 ผลของการรัดล าต้นและการราดสารพาโคลบิวทราโซลเพื่อชักน าการออกดอกของ 
                   ลองกองต่อการแสดงออกของยีน GA20-oxidase  
 
 การชักน าการออกดอกของลองกองด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลมีผลต่อการ
แสดงออกของยีน GA20-oxidase ซึ่งเป็นยีนส าคัญในวิถีการสังเคราะห์จิบเบอเรลลินภายในพืช ดังแสดงใน
ภาพที่ 5 โดยพบว่า การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ก่อนออกดอกของทุกทรีทเมนต์มีแนวโน้มลดลง การ
รัดล าต้นทั งราดและไม่ราดสารพาโคลบิวทราโซล การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกล าต้นของ
ลองกองมีการแสดงออกต่ ากว่าต้นลองกองชุดควบคุมตั งแต่หลังการให้ทรีทเมนต์ 1 และ 2 สัปดาห์ อย่างไรก็
ตาม ในสัปดาห์ที่ออกดอก พบว่า การแสดงออกของยีนในต้นลองกองที่ถูกชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นมี
ค่าเท่ากับการแสดงออกของยีนในต้นลองกองชุดควบคุม ในขณะที่ต้นลองกองที่ถูกชักน าให้ออกดอกด้วยการ
รัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลมีการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ต่ าสุด 
 

 
 

ภาพที่ 5 การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วย 
               วธิีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล 
 
 
 ส าหรับการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในใบ พบว่า ภายหลังให้ทรีทเมนต์ 1 สัปดาห์ ต้น
ลองกองในชุดควบคุมและต้นลองกองที่ถูกชักน าให้ออกดอกด้วยการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลมี
การแสดงออกลดลงและต่ ากว่าต้นลองกองที่ถูกชักน าด้วยการรัดล าต้น ภายหลังการให้ทรีทเมนต์ 2 สัปดาห์ 
กลับพบว่า มีการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในใบลองกองที่ถูกชักน าด้วยการรัดล าต้นและราดสาร    
พาโคลบิวทราโซลเพ่ิมสูงขึ น ในขณะที่ต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยการรัดล าต้นมีการ
แสดงออกของยีนเท่ากับต้นลองกองในชุดควบคุม และในสัปดาห์ที่ออกดอก กลับพบว่าการแสดงออกของยีน 
GA20-oxidase ในต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วยวิธีรัดล าต้นทั งที่ได้และไม่ได้ราดสารพาโคลบิว -
ทราโซลมีค่าเท่ากัน และอยู่ในระดับที่ต่ ากว่าต้นลองกองในชุดควบคุม (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที่ 6 การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในใบของต้นลองกองที่ได้รับการชักน าให้ออกดอกด้วย 

                 วิธีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซล 
 
 จากผลการทดลอง จะเห็นได้ว่า การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกของต้นลองกองที่ถูก
ชักน าให้ออกดอกด้วยการรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลมีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่สัมพันธ์กับการ
ออกดอกมากกว่าการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ในใบ ซึ่งเป็นหลักฐานแรกของการศึกษาในไม้ผลเขต
ร้อนที่รายงานถึงการแสดงออกของยีนในช่วงออกดอก ในการทดลองนี เป็นการยืนยันว่า วิธีการชักน าการออก
ดอกของลองกองด้วยการรัดล าต้นและการราดสารพาโคลบิวทราโซลนั นมีผลต่อปริมาณจิบเบอเรลลินภายใน
ต้นที่ลดลงก่อนการออกดอก โดยสืบเนื่องมาจากการแสดงออกของยีน GA20-oxidase และจะเห็นได้ว่า การ
ราดสารพาโคลบิวทราโซลซึ่งเป็นสารชะลอการเจริญเติบโตของพืชที่ไปยับยั งการสังเคราะห์จิบเบอเรลลินจนมี
ปริมาณลดลงและท าให้ลองกองออกดอกได้มากขึ น เป็นผลอันเนื่องมาจากการให้สารพาโคลบิวทราโซลไปมีผล
ต่อการแสดงออกของยีน GA20-oxidase และเมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนนี ในต้นลองกองที่ถูกชักน า
ให้ออกดอกด้วยการรัดล าต้น ก็จะเห็นได้ว่ามีการแสดงออกของยีน GA20-oxidase ที่ต่ ากว่า ทั งนี อาจเป็น
เพราะสารพาโคลบิวทราโซลเป็นสารยับยั งการสังเคราะห์จิบเบอเรลลินในพืชโดยตรง ในขณะที่การรัดล าต้น
นั นจะไปมีผลท าให้ต้นลองกองเกิดสภาวะเครียดที่เกิดจากการควั่นและรัดล าต้น แล้วไปมีผลต่อปริมาณจิบเบอ-
เรลลินที่ลดลงโดยทางอ้อม 
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สรุป 

การชักน าให้ลองกองออกดอกนอกฤดูด้วยวิธีรัดล าต้น และรัดล าต้นร่วมกับการราดสารพาโคลบิวทรา
โซลความเข้มข้น 10% WP 4 กรัมต่อต้นต่อน  า 10 ลิตร โดยด าเนินการกับต้นลองกองในระยะใบเพสลาด ผล
การศึกษาสรุปได้ดังนี  

 
การทดลองท่ี 1 ผลของการรัดล าต้นและสารพาโคลบิวทราโซลต่อการชักน าการออกดอกของลองกอง 

         นอกฤดู 
 

1.1 การชักน าการออกดอกนอกฤดูของลองกองด้วยวิธีรัดล าต้นให้ผลดีที่สุด รองลงมาคือวิธีการรัดล า
ต้นร่วมกับการใช้สารพาโคลบิวทราโซล 

1.2 สภาพภูมิอากาศมีผลต่อการชักน าการออกดอกนอกฤดูของลองกอง โดยช่วงแล้ง ปริมาณน  าฝน 
จ านวนวันที่ฝนตก และการกระจายตัวของวันที่ฝนตก มีผลต่อระยะเวลาในการออกดอก  

 
การทดลองที่ 2 ผลของการรัดล าต้นและการราดสารพาโคลบิวทราโซลเพื่อชักน าการออกดอกของ              
                   ลองกองต่อการแสดงออกของยีน GA20-oxidase 
 

2.1 การแสดงออกของยีน GA20-oxidase ของต้นลองกองทุกทรีทเมนต์มีแนวโน้มลดลงก่อนการ 
     ออกดอก 
2.1 การชักน าการออกดอกของลองกองด้วยวิธีรัดล าต้นและราดสารพาโคลบิวทราโซลมีผลต่อการ  
     แสดงออกของยีน GA20-oxidase โดยการรัดล าต้นทั งราดและไม่ราดสารพาโคลบิวทราโซลมีการ 
     แสดงออกของยีน GA20-oxidase ในเปลือกล าต้นของลองกองมีการแสดงออกต่ ากว่าต้นลองกอง 
     ชุดควบคุม 
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ข้อคิดเห็นและข้อเสนอแนะส ำหรับกำรวิจัยต่อไป 
 

1. การทดลองที่ 3 ผลของการรัดกิ่งและสารพาโคลบิวทราโซลเพ่ือชักน าการออกดอกของลองกองต่อ
การเปลี่ยนแปลงปริมาณจิบเบอเรลลิน ไม่สามารถด าเนินการได้ เนื่องจากประสบปัญหาของการเก็บ
ตัวอย่างเปลือกล าต้นลองกอง โดยการสกัด 1 ตัวอย่างจะต้องใช้เปลือกล าต้นน  าหนักถึง 3 กรัม  และ
เป็นการเก็บตัวอย่างแบบต่อเนื่องทุกสัปดาห์จนกว่าดอกจะมีความยาวมากกว่าหรือเท่ากับ 1 
เซนติเมตร จึงไม่สามารถใช้สกัดฮอร์โมน GAs แล้ววิเคราะห์ปริมาณโดยใช้เทคนิค Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) ได้ จึงไม่แนะน าให้ศึกษาหาปริมาณจิบเบอเรลลินด้วยวิธีการ
ดังกล่าว 

2. การศึกษาการแสดงออกของยีน GA20-oxidase เป็นเพียงยีนตัวหนึ่งที่อยู่ในวิถีการสังเคราะห์จิบเบอ-
เรลลิน แต่ยังมียีนอ่ืน เช่น GA2-oxidase และ GA3-oxidase เป็นต้น ที่มีรายงานในไม้ผลยืนต้นบาง
ชนิด เช่น ส้ม มะม่วง และพบว่ามีบทบาทในช่วงการชักน าตาดอกด้วยเช่นกัน จึงมีข้อแนะน าให้มีการ
วิจัยต่อไปในประเด็นนี  
                                

 
 


