
กล ้วยไม ้ลก ุลหวาย ’เอ ีย ล ก ุล ’ (D endrobium  ‘EISKUL’) ที'ได้จากการทำ m ericlone 
แล ้วน ำมาปล ูกในเร ือนเพ าะเล ี้ยงเป ็น เวลา 2 ปี

ปล ูกพ ืชทดลองด ้วยล ูกอ ัดกาบมะพ ร ้าว บรรจ ุในภาชนะกระถางด ินเผาท ี'ม ีขนาดเล ้น  
ผ ่าน ศ ูน ย ์ก ลาง 4 นิ้ว วางพ ืชทดลอง 6 ต้น ใน ตะกร ้าพ ลาส ต ิก  แ ล ะ ท ำก าร เพ าะ เล ี้ย ง ภ าย ใน  
โรงเร ือนกระจก ภ าค ว ิช าพ ก ุก ษ ศ าส ต ร ์ ค ณ ะว ิท ย าศ าส ต ร ์จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย  ที'ได้รับการ 
พรางแลงด ้วยตาข ่ายไนลอนส ีเข ียวพรางแสง ซ ึ่งม ีการพรางแลงลดลง 40-60  เปอร ์เซ ็น ต ์ทำให ้พ ืช  
ได ้ร ับ แสงโดยเฉล ี่ยป ระม าณ  65 .3  ไมโครโมลต ่อว ินาท ี (ijm ol/sec) และอุณหภูม ิท ี'พ ืชได ้ร ับโดย  
เฉล ี่ยป ระม าณ  30 .5  องศาเซลเซ ียส นอกจากน ี้พ ืชทดลองท ั้งหมดได ้ร ับน ํ้าในตอนเย ็นอย ่างน ้อย 5 
ว ัน ต ่อส ัป ดาห ์และได ้ร ับ ป ุยส ูตร 30 -10-10  (บริษ ัท เค โม ฟ าย ล ์จ ำก ัด  ประเทศไทย) ป ร ิม าณ  5 
กรัมต่อ นํ้า 2 ลิตร ทุก 7 วัน ตลอดการทำวิจ ัยในครั้งน ี้

กล ้วยไม ้สก ุลหวาย ’เอ ียสก ุล , ที่ใช้ในการ'ทดลอง จ ัดเป ็น 2 ช ุดการทดลอง
- ช ุดการทดลอง 1 กล้วยไม้สกุลหวายที่ไม ่ได ้ฉ ีดพ ่นไคไตซาน (ชุดควบคุม)
- ช ุดการทดลอง 2 กล ้วยไม ้สก ุลหวายท ี่ฉ ีดพ ่นไคโตซาน ท ี่อย ู่ใน ร ูปโอล ิโก เม อร ์ ซ่ึง 

มี d egree of deacetylation เป็น 80% (0 8 0  chitosan) (Limpanavech และค ณ ะ, 2003) 
ที่ความเข้มข้น 10 ppm ทั่วทั้งต้น

สถานท่ีปลูกพืชทดลอง

โรงเรือนกระจก ภ าคว ิช าพ ก ุกษ ศาสต ร ์ คณ ะว ิท ยาศ าส ต ร ์จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย
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อุปกรณ์การสิกษา

1. วัสดุท่ีใช้ไนการปลูกกล้วยไม้
- กระถางด ินเผา
- ล ูกอ ัดกาบมะพร้าว
- ตะกร ้าพลาสต ิก
- เครื่องฉีดพ่นปุย ขนาด 4 ลิตร

2. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ฉีดพ่นสารไคโตซาน
กระบอกฉีดน ํ้า ขนาด 500 ม ิลล ิล ิตร

3. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใชิในการเก็บตัวอย่างพีช
- อล ูม ิน ัมพ ่อยล ์
- กรรไกรตัดตัวอย่างพ ืช
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตำแหน่งของหน่วยกรัม
- ภาชนะใส1ไนโตรเจนเหลว 

คีมคีบ (forcep)
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen)

- ต ู้แช ่แข ็งลำหร ับเก ็บต ัวอย ่าง (d eep  freezer) อ ุณ หภ ูม ิ -70 องศาเซลเช ียส

4. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ไนการสตัด RNA
- ต ัวอย ่างท ี่เก ็บร ักษาในต ู้แช ่แข ็ง (d eep  freezer) อ ุณหภ ูม ิ -70 องศาเซลเซ ียส
- ภาชนะใส ่ไนโตรเจนเหลว
- ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen)
- โกร ่งบดยา
- หลอดเซนตริพืวสํ" ขนาด 15 ม ิลล ิล ิตร (15 ml centrifuge tu b es)

หลอดไมโครเซนตริพ ืวล ้ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร (1.5 ml m icrocentrifuge tub es)
- ถ ุงม ือยางผ ่าต ัด
- ป ิเปตท ิป (pipette tip)
- ไมโครปิเปต (micropipette)

อ ่างน ํ้าควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิ (water bath)
เคร ื่องเขย่าผลมสาร (vortex mixer)
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- เคร ื่องป ันเหว ี่ยงตกตะกอนชน ิดควบคุมอ ุณหภ ูม ิ (refrigerated  
m icrocentrifuge)

- ช ุดแยกกรดนิวคล ีอ ิก ด ้วยกระแส!ฟฟ ้าในแนวระนาบ (horizontal gel 
electrophoresis) (Bio-Rad, CA, USA)
microwave oven
เครื่องกำเน ิดแสง UV และถ ่ายร ูป เจล (Gel Doc™ 2000, Bio-Rad, CA, USA) 

เครืองว ัดค ่าการด ูดกล ืนแสง (spectrophotom eter) (UV / visible / NIR 
spectrophotom eter, UK) 
cuvette

- ตู้แช,แข ็งสำหรับเก ็บต ัวอย ่าง (d eep  freezer) อ ุณ หภ ูม ิ -70 องศาเซลเซ ียส
- ตู้แช ่แข็งสำหรับ RNA (d eep  freezer) อ ุณหภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส

5. วัสด;อุปกรณ์ท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธี differential display
- ถ ุงม ือยางผ ่าต ัด
- บ ีกเกอร ์
- กระบอกตวง
- หลอดฉีดยา
- ถาดพลาสต ิกขนาด 8x12  ตารางนิ้ว 

ปิเปตท ิป (pipette tip)
- ไมโครปิเปต (micropipette)

หลอดไมโครเชนตริฟ ิวส์'ขนาด 0.2 ม ิลล ิล ิตร (0.2 ml m icrocentrifuge tub es)  
หลอด,ไมโครเชนตริฟิวส์' ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร (1.5 ml m icrocentrifuge tub es)  
เคร ื่องเพ ิ่มปร ิมาณ  DNA (program m able thermal controller 
รุ่น PTC-100™ , MJ research , Inc., MC, USA)

- ช ุดแยกกรดนิวคล ีอ ิก ด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวดิ่ง (vertical slab  gel 
electrophoresis units รุ่น Hoefer SE400 series, Amersham Pharmacia 
Biotech, NJ, USA)

- เคร ื่องกำเน ิดแลง และถ ่ายร ูป เจล (Gel Doc™ 2000 , Bio-Rad, CA, USA)
ตู้แช่แข็ง (d eep  freezer) อ ุณหภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส
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6. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการโคลนสันส่วน cDNA
- ป ิเปตท ิป (pipette tip)

ไมโครปิเปต (micropipette)
- หลอดไมโครเชนตริฟ ิวส์'ขนาด 0.2 ม ิลล ิล ิตร (0.2 ml m icrocentrifuge tu b es)  

หลอดไมโครเชนตริฟ ิวส ์ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร (1.5 ml m icrocentrifuge tu b es)  
หลอดเซนตริฟ ิวส ์ขนาด 50 ม ิลล ิล ิตร (50 ml centrifuge tube)

- ขวดรูปชมพู่ขนาด 25 ม ิลล ิล ิตร
- เคร ื่องควบคุมอ ุณหภูม ิ (incubator)
- เคร ื่องป ันเหว ี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge)
- เคร ื่องป ันเหว ี่ยงตกตะกอนชน ิดควบคุมอ ุณหภูม ิ (refrigerated  

m icrocentrifuge)
- อ ่างน ํ้าควบค ุมอ ุณ หภ ูม ิ (water bath)

เคร ืองเขย่าผลมสาร (vortex mixer)
เคร ืองเพ ิมปร ิมาณ  DNA (program m able thermal controller 
รุ่น PTC-100™ 1MJ research , Inc., MC, USA)

- ช ุดแยกกรดนิวคล ิอ ิก ด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ (horizontal gel 
electrophoresis) (Bio-Rad, CA, USA)

- เคร ื่องกำเน ิดแลง UV และถ ่ายร ูป เจล (Gel Doc™ 2000, Bio-Rad, CA, USA) 
เครืองกำเน ิดแลง UV (UV transluminator)

7. วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในการสกด DNA plasmid
- ป ิเปตท ิป (pipette tip)
- ไมโครปิเปต (micropipette)
- หลอดไมโครเซนตริฟ ิวส ์ขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร (1.5 ml m icrocentrifuge tu b es)  

หลอดเชนตริฟ ิวส ์ขนาด 15 ม ิลล ิล ิตร (15 ml centrifuge tub es)
- ขวดรูปชมพู่ขนาด 25  ม ิลล ิล ิตร
- เคร ื่องควบคุมอ ุณหภูม ิ (incubator)

เคร ื่องป ันเหว ี่ยงตกตะกอน (microcentrifuge) 
microwave oven
เครื่องว ัดค ่าการด ูดกล ืนแลง (spectrophotom eter) (UV / visible / NIR
spectrophotom eter, UK)
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cuvette
- ช ุดแยกกรดนิวคล ีอ ิก ด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ (horizontal 

gel electrophoresis) (Bio-Rad, CA, USA)
- เครื่องกำเน ิดแสง UV และถ ่ายร ูป เจล (Gel Doc™ 2000, Bio-Rad, CA, USA)

เครองกำเน ิดแสง UV (UV transluminator)
- ต ู้เย ็น
- ตู้แช่แข็ง (d eep  freezer) อ ุณ หภ ูม ิ -70 องศาเซลเซ ียส

8. วิสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ใ,นการยีกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธี RT-PCR analysis
ปิเปตท ิป (pipette tip)
ไมโครปิเปต (micropipette)
หลอดไมโครเซนตริท ิเวส ์ขนาด 0.2 ม ิลล ิล ิตร (0.2 ml m icrocentrifuge tu b es)  
หลอดไมโครเซนตริฟ ิวส ัขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร (1.5 mi m icrocentrifuge tu b es)  
เคร ืองเพ ิมป ร ิมาณ  DNA (program m able thermal controller รุ่น PTC-100™, 
MJ research , Inc., MC, USA) 
microwave oven

- ช ุดแยกกรดนิวคล ิอ ิก ด ้วยกระแสไฟฟ้าในแนวระนาบ (horizontal 
gel electrophoresis) (Bio-Rad, CA, USA)

- เคร ื่องกำเน ิดแลง UV และถ ่ายร ูป เจล (Gel Doc™ 2000 , Bio-Rad, CA, USA)
- ตู้แช่แข็ง (d eep  freezer) อ ุณหภ ูม ิ -20 องศาเซลเซ ียส
- ตู้แช่แข็ง (d eep  freezer) อ ุณหภ ูม ิ -70 องศาเซลเซ ียส

สารเคมี

1. สารเคมีท่ีใช้ใ,นการฉีดพ่นไคโตซาน
- ไคโตซานที่อย ู่ในรูปโอลิโกเมอร์ซ ึ่งม ี d egree of deacetylation เป็น 80% (0 8 0  

chitosan) (Limpanavech และคณ ะ, 2003) ทิความเข้มข้น 10 ppm

2. สารเคมีท่ีใช้ในการสก้,ด RNA
Extraction buffer (ภาคผนวก ก)
Phenol : Chloroform (1:1) (v/v)

- ChloroformJsoamyl alcohol (24:1, v/v)
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- A bsolute ethanol 
70% ethanol 
80% ethanol

- 10 M LiCI
- TE buffer pH 8.0 (ภาคผนวก ก)
- A garose (USB, USA)

5X TBE (Tris Borate EDTA) (ภาคผนวก ก)
RNA loading dye (ภาคผนวก ก)
10 mg/ml ethidium bromide 
DEPC (diethyl pyrrocarbonate)
DEPC-treated water (ภาคผนวก ก)

3. สารเคมีท่ีใช้ใ,นการสืกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธึ differential display
- D N ase I (RNase-free) (TAKARA BIO INC, Shiga, Japan)

เอนไซม ์Superscript II RT (200 units) (Invitrogen, CA, USA) 
DyNAzyme II DNA Polym erase (FINZYMESE, Espoo, Finland) 
DNA marker (1 Kb DNA ladder, New England Biolabs, MA, USA) 
DNA loading d ye (ภาคผนวก ก)
30% acrylam ide (ภาคผนวก ก)
N ,N '~  m ethylenebisacrylam ide
TEMED (A/.A/./N/'.A/’-tetram ethylethylenediam ine)
Ammonium persulfate

- 5X TBE 
Methanol 
Nitric acid
Sodium carbonate anhydrous 
37% form aldehyde  
Silver nitrate 
Citric acid

- Elution buffer (ภาคผนวก ก)
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4. สารเคมีท่ีใชํในการโคลน?นส่วน cDNA
- DyNAzyme II DNA Polym erase (FINZYMESE, Espoo, Finland)

DNA marker (1Kb DNA ladder, New England Biolabs, MA, USA)
DNA loading dye
10 mg/ml ethidium bromide
Ultra Clean™ 15 DNA Purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc., CA, 
USA)
Ammonium acetate  
M agnesium  acetate  
SDS (sodium d od ecyl sulfate)
EDTA (ethylenediam inetetraacetic acid)

- อาหารเล ี้ยงแบคท ีเร ียส ูตร LB (ภาคผนวก ก)
M agnesium  chloride
DMSO (dimethyl sulfoxide)

- อาหารเล ี้ยงแบคท ีเร ียส ูตร SOB (ภาคผนวก ก)
- อาหารเล ี้ยงแบคท ีเร ียส ูตร SOC (ภาคผนวก ก)
- ยาปฏิช ีวนะแอมพิช ิส ิน (General Drugs H ouse, Bangkok, Thailand)
- X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-R.-D-galactoside) (Fermentas Inc., MD, 

USA)
IPTG (isopropylthio-R>-D-galactoside) (Fermentas Inc., MD, USA)
เอนไซม์ Psfl (New England Biolabs, MA, USA)
เอนไซม์ EcoRV (New England Biolabs, MA, USA)
เอนไซม ์H/ndlll (New England Biolabs, MA, USA)
เอนไซม์ EcoRI (New England Biolabs, MA, USA) 
pGEM-T cloning kit (Prom ega, MD, USA)

5. สารเคมีท่ืใชิในการสกิด DNA plasmid
- อาหารเล ี้ยงแบคท ีเร ียส ูตร LB

ยาปฏิช ีวนะแอมพิซ ิล ิน (General Drugs H ouse, Bangkok, Thailand)
- Solution I (ภาคผนวก ก)
- Solution II (ภาคผนวก ก)
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- Solution III (ภาคผนวก ก)
70% ethanol

- TE buffer pH 8.0  
R N ase (Sigma, USA)
Phenol : Chloroform (1:1) (v/v)
3 M sodium  acetate pH 5.2

- A garose (USB Corporation, OH, USA)
- 5X TBE

DNA marker (1 Kb DNA ladder, New England Biolabs, MA, USA) 
DNA loading dye  
10 mg/ml ethidium bromide
Ultra Clean™ 15 DNA Purification Kit (MO BIO Laboratories, Inc., 
CA, USA)

6. สารเคมึท่ีใช้ในการสืกษาการแสดงออกข'องยีน โดยวิธี reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) analysis

เอนไซม ์Superscript III RT (200 units) (Invitrogen, CA, USA)
DyNAzyme II DNA Polym erase (FINZYMESE, Espoo, Finland)
DNA marker (1Kb DNA ladder, New England Biolabs, MA, USA)
DNA loading dye  
10 mg/ml ethidium bromide

- 5X TBE
- A garose (USB Corporation, OH, USA)

nStïîJwRiif ffii?กงไนวํทยฑïwnflï 
จพาลงกรณมหาวิทยาลัย
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วิธีการทดสอง

1. ศึกษาวิธีการสกัด total RNA ท่ีเหมาะสมสำหรับกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอึยสกุล’
1.1 เปร ียบเท ียบปริมาณ  และค ุณ ภาพ ของ total RNA ท ี่สก ัดจากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้

สก ุลหวาย ‘เอ ียลก ุล’ ที่ได้'จาก'วิธีการสกัด total RNA 3 ว ิธ ีได ้แก ่
- วิธีของ Thikart และคณ ะ (2005) (ภาคผนวก ก)
- ว ิธ ีด ัดแปลงจากว ิธ ีของ Yu และ Goh (2000) โดยการลดข ั้นตอนการบ ่ม  

เน อเยอพ ชท บดละเอ ียด  ใน  extraction buffer ท ีอ ุณ หภ ูม ิ 65 องศา 
เซลเซียส (วิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1) (ภาคผนวก ก)

- ว ิธ ีด ัดแปลงจากว ิธ ีของ Yu และ Goh (2000) โดยการลดข ั้นตอนการบ ่ม  
เน ือ เย ื่อพ ืชท ี่บดละเอ ียด  ใน  extraction buffer ท ี่อ ุณ หภ ูม ิ 65  องศา  
เซลเซียส และปรับเปลี่ยนองค์ประกอบของ extraction buffer โดยการใช ้ 
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) แทนการใช้ polyvinylpyrrolidone (PVP) 
(วิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2) (ภาคผนวก ก)

1.1.1 สกัด total RNA จากเน ื้อ เย ื่อ ใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้0.4 กรัม ตามวิธ ีท ั้ง 3 ท่ี 
ระบุช้างต้น โดยทำท ั้งล ิ้นวิธ ีละ 4 ซ้ํา

1.1.2 เปร ียบเท ียบค ุณ ภาพ ของ total RNA ท ี่สก ัดได ้โดยการแยกด ้วยกระแส  
ไฟฟ้า 100 โวลต ์ เป ็น เวลา 60 นาที ใน ต ัวกลาง คือ 0.8% ag aro se  gel 
ใน 1X TBE บ ัฟเฟอร์ และบันท ึกภาพ

1.1.3 เป ร ียบ เท ียบ ค ุณ ภ าพ  และป ร ิม าณ ข อง total RNA ท ี่สก ัดได ้ โดยว ิธ ี 
spectrophotom etric m easurem ent (Sambrook และคณ ะ, 1989) ซึง 
ว ัดค ่าด ูดกลืนแสงของ total RNA ท ี่ค ่าความ ยาวคล ื่น  230 260 และ 280  
นาโนเมตร

1.2 คืกษาปริมาณเนื้อเยื่อที่เหมาะสมต่อการสกัด total RNA ของกล้วยไม้สกุลหวาย 
‘เอียสกุล’
1.2.1 เลือกวิธีการสกัดที่ดีที่สุดจากข้อ 1.1 เพ่ือสกัด total RNA จากกล้วยไม้ 

สกุลหวาย ‘เอ ียสกุล’ โดยใช้เนื้อเยื่อ 0.1 0.2 0.3 และ 0.4 กรัมต่อ 
extraction buffer 1 มิลลิลิตร ตามลำดับ โดยทำซํ้า 2 คร้ัง 
เปรียบเทียบคุณภาพ total RNA ท่ีสกัดได้ โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า 
ดังระบุในข้อ 1.1.2

1.2.2
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1.2.3 เป ร ียบ เท ีย บ ค ุณ ภ าพ  และป ร ิม าณ ข อง total RNA ท ี่ส ก ัดได ้ โดยว ิธ ี 
spectrophotom etric m easurem ent ดังระบุในข้อ 1.1.3

2. ศึกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธึ differential display
2.1 เตร ียมต ้นกล้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียลก ุล ’

ปล ูกเล ี้ยงกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียลก ุล , ซึ่งเป็น ทาericlone อาย ุ 2 ปี 
หลังจากออกจากขวด
2.1.1 ก า ร ป ล ูก เล ี้ย ง ท ำ ใน โร ง เร ือ น ก ร ะ จ ก  ภ า ค ว ิช า พ ก ุก ษ ศ า ส ต ร ์ ค ณ ะ  

ว ิทยาศาสตร ์จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิทยาล ัย  ซ ึ่งพรางแสงโดยตาข ่ายไนลอนส  ี
เข ียวพรางแลง 40-60 เปอร ์เซ ็น ต ์ให ้น ํ้าใน ตอน เย ็น อย ่างน ้อย 5 วันต่อ 
ส ัปดาห ์ และให ้ป ุยส ูตร 30-10-10  ป ร ิม าณ  5 กร ัมต ่อน ํ้ากรอง 2 ล ิตร ทุก 
7 วัน

เม ื่อจะทำการทดลอง แบ ่งกล ้วยไม ้เป ็น 2 กลุ่ม โดยการต ิดฉลาก  
กลุ่มช ุดการทดลองที่ 1 ไม่ฉ ีดพ่นไคโตซาน (ชุดควบคุม) และกล ุ่มช ุดการ  
ทดลองที่ 2 ฉีดพ่นไคโตซาน

2.1 .2  การฉีดพ่นไคโตซาน
- ชุดการทดลองที่ 1 ฉ ีดพ ่นต้นกล้วยไม้ 6 ต้น ด ้วยน ํ้ากรองท ี่ไม ่ม ีไคโตชาน  
ปริมาตร 500 ม ิลล ิล ิตร จนชุ่มทั่วทั้งด้น
- ช ุดการทดลองท ี่ 2 ฉ ีดพ ่นต ้นกล ้วยไม ้ 6 ต้น ด ้วยน ํ้ากรองท ี่ม ีไคโตชาน  
0 8 0  (นทาpanavech  และคณ ะ, 2003) ความเข ้มข ้น 10 ppm ปริมาตร  
500 ม ิลล ิล ิตร จนชุ่มทั่วทั้งต้น

2.2 หล ังจากการฉ ีดพ ่น เป ็น เวลา 24 ชั่วโมง สกัด total RNA จากบร ิเวณ ใบอ ่อน ของ  
กล้วยไม ้สก ุลหวายท ั้ง 2 ช ุดการทดลอง โดยใข ้ว ิธ ีท ี่เหมาะสม ที่ได ้จากขั้นตอนที่ 1

2.3 ท ำล าย  DNA ท ี่ปนเป ีอนใน total RNA โดยใช ้เอนไซม ์ D N ase I (RNase-free) 
ตามวิธ ีท ี่แนะนำโดยบริษ ัท TAKARA BIO INC, Shiga, ประเทศญ ี่ป ุน

2.4  ท ำการล ัง เคราะห ์ CDNA ด้วยเอนไซม์ reverse transcriptase (Invitrogen, CA, 
USA) โดยใช ้ oligo ชา'11 NN primer จำนวน 8 ไพรเมอร์ ดังนี้
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- oligo dT1:
- oligo dT2:
- oligo dT3:
- oligo dT4:
- oligo dT5:
- oligo dT6:
- oligo dT7:
- oligo dT8:

5 ’-TTT-TTT-TTT-TT A-T-3' 
5’-TTT-TTT-TTT-TT C-G-3' 
5'-TTT-TTT-TTT-TT G -C-3’ 
5 ’-TTT-TTT-TTT-TT C-A-3' 
5 ’-TTT-TTT-TTT-TT A-C-3' 
5 ’-TTT-TTT-TTT-TT T-A-3’ 
5’-TTT-TTT-TTT-TT C-C-3' 
5’-TTT-TTT-TTT-TT G -G-3’

โดยทำตามวิธ ีท ี่ระบ ุไว ้ในด ู่ม ือของเอนไซม ์(Invitrogen, CA, USA) ซึ่งใน 
ปฏิก ิร ิยา reverse transcription (RT) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ม ีรายละเอ ียดด ังน ี้

Total RNA 2
oligo dT„ NN primer ความเข้มข้น 500 ng/pl ' 1
10 เทM dNTP mixture 1
5X first-stand buffer 4
0.1 M DTT 2
เอนไซม ์Superscript II RT (200 units) 1
(Invitrogen, CA, USA)
ปรับปริมาตรด้วย sterile, distilled water จนเป็น 20 ไมโครลิตร

M9
Ml
Ml
Ml
Ml
Ml

2.5 เพ ิมปร ิมาณ  cDNA ด ้วยเอนไซม์ Taq DNA polym erase โด ย ใช ้ oligo dT ,1 NN 
primer จำนวน 8 ไพรเมอร ร่วมกับ arbitrary primer จำนวน 9 ไพรเมอร ์ ได ้แก  ่
A-12, A-15, A-16, A-19, A-20, B-11, B-12, B-13, B-14 ท ี่ออกแบบโดยบร ิษ ัท  
GENSET Oligos โดยใช ้ปฏ ิก ิร ิยา polymerase chain reaction (PCR) ซึ่งมืปริมาตร 
50 ไมโครลิตร ม ีรายละเอ ียดด ังน ี้
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First-strand cDNA (10% of reverse transcription reaction) 2 Ml
10 mM dNTP mixture 1 Ml
10X PCR buffer (ทีมี MgCI2) 5 Ml
DyNAzyme II DNA polymerase 2 units
(FINZYMESE, Espoo, Finland)
10 pM oligo dT,1NN primer 1 Ml
10 pM arbitrary primer (GENSET Oligos)
ปรับปริมาตรด้วย sterile, distilled water จนเป็น 50 ไมโครลิตร

1 Ml

ทำการแยกสาย cDNA ด้วยอุณหภูม ิ 94 องศาเซลเซียส เป ็น เวลา 5 นาที 
แล ้วทำการเพ ิ่มปร ิมาณ  cDNA โดยม ีสภาวะการทำปฏ ิก ิร ิยาด ังน ี้ แยก ลาย  cDNA  
เพ ื่อ ให ้เป ็น ล าย เด ี่ย ว  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 94  องศ าเซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  30  ว ิน าท ี ลด  
อ ุณ ห ภ ูม ิลงมาท ี่ 40  องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา 2 นาที เพ ื่อให ้ไพ รเมอร ์ไปเกาะก ับ  
cDNA ท ี่เป ็นลายต ้นแบบ จากน ั้น เพ ิ่มอ ุณ หภ ูม ิเป ็น  72 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา  
30 ว ินาท ี เพ ื่อให ้เก ิดการส ังเคราะห ์สาย cDNA ท ำการเพ ิ่ม ป ร ิม าณ  cDNA เช่นนี้ 
จำน วน  40  รอบ แล ้วต ่อด ้วยอ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น  72 องศาเซ ลเซ ียส  เป ็น เวล า 5 นาท  ี
เพ ื่อล ิ้นส ุดปฏ ิก ิร ิยาการสร้างสาย cDNA

2.6 ทำการตรวจสอบ cDNA ที่ได้จากการทำ PCR น ำม าแยกใน ส ารละลาย  1X TBE 
ภายใต ้ส น าม ไฟ ฟ ้าท ี่ม ีต ัวกลางเป ็น  polyacrylamide gel ท ี่ม ีความเข ้มข ้น  6% 
(v/w) (ภาคผนวก ก) โดยใช ้เคร ือง vertical slab gel electrophoresis units รุ่น 
Hoefer SE400 series (Amersham Pharmacia biotech, NJ, USA) และใช  ้
ความต ่างด ักยไฟฟ ้า 90 โวลต ์ เป ็นเวลา 7 ชั่วโมง

2.7 ย ้อมแถบ cDNA ด้วยวิธี silver stain ท ี่ด ัดแปลงจากว ิธ ีของ De Moreno และ  
คณ ะ (1985) (ภาคผนวก ข) และบ ันท ึกภาพด ้วยเคร ื่อง Gel Doc™ 2000 (Bio- 
Rad, CA, USA) ภายใต ้แสงขาว
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3. โคลนรู้นส่วน cDNA ท่ีแตกต่างระหว่างกล้วยไม้ท้ัง 2 ชุดการทดลอง เข้าในเวกเตอร์ 
ท่ีเหมาะสม

3.1 เป ร ีย บ เท ีย บ 2ป แบ บ ข องแถบ  CÜNA ท ี่ส ัง เคราะห ์จากแต ่ละค ู่!พ รเม อร ีข อง  
กล้วยไม้ท ั้ง 2 ช ุดการทดลอง จากขั้นตอนที่ 2 .7

3.2 ตัดชิน polyacrylamide gel ท ี่ม ีแถบ cDNA ท ี่ได ้จากกล ้วยไม ้ท ั้ง  2 ชุด แสดง 
ความแตกต ่างก ัน  แล ้วน ำม าแยก cDNA ออกจากเจล ด้วยวิธ ี crush and soak  
(Sambrook แ ล ะค ณ ะ,1989) (ภาคผนวก ข)

3.3 เพ ิ่มปริมาณ cDNA ท ี่แยกได ้ ด ้วยปฏิก ิร ิยา PCR โดย'ใช้ไ'พรเมอร์ และส ภ าวะการ  
ทำปฏ ิก ิร ิยา ตังระบุในข้อ 2.5

3.4 ตรวจสอบผลการทำ PCR โดยนำ DNA ที่ได้จากการทำ PCR โด ย น ำม าแย ก ใน  
สารละลาย 1X TBE ภายใต ้สน ามไฟ ฟ ้าท ี่ม ีต ัวกลางเป ็น  ag aro se  gel ท ี่ม ีความ  
เข้มข้น 1% (v/w) และใช ้ความต ่างต ักย ํไฟฟ ้า 90 โวลต ์ เป ็น เวลา 80 นาที จากน ั้น  
ย้อมเจลด้วย ethidium bromide ท ี่ความเข้มข้น 0.5 jjg/ml เป ็นเวลา 15 นาที แล้ว 
ล ้างด ้วยน ํ้ากล ั่น เป ็น เวลา 5 นาที

3.5 ตรวจสอบแถบ cDNA ท ี่เก ิดข ึ้น ภายใต ้แลงอ ัลตราไวโอเลต (UV) และตัดช ิ้นส ่วน  
เจลท ี่ม ีแถบ cDNA ท ี่ต ้องการ

3.6 สกัด cDNA ออกจากเจล โด ย ใช ้ Ultra Clean™ 15 DNA purification kit (MO 
BIO Laboratories, Inc., CA, USA) ตามวิธ ีการท ี่ระบ ุไว ิในคู่ม ือ และเปร ียบเท ียบ  
กับขนาดของชินส่วน cDNA ทีสนใจ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis ตัง 
ข้อ 3.4 ก ่อนนำมาทำการโคลนเข ้าในเวกเตอร์ท ี่เหมาะสม

3.7 โคลน cDNA ท ี่ต ้องการเข ้าใน เวก เต อร ี pGEM-T โดยใช ้ pGEM-T cloning kit 
(Promega, MD, USA) ตามวิธ ีการที่ระบุไว้ในคู่ม ือ แล ้วถ ่ายเข ้าส ่แบคท ีเร ีย E. coli 
ลายพ ันธ ุ JM 109 ท ี่อย ู่ในสภาพพร้อมรับ DNA จากภ ายน อก (com petent cell) 
(ภาคผนวก ข) โดยว ิธ ี heat sh ock  transformation (ภาคผนวก ข) ต ัด เล ือก  
transformant โดยใช ้ยาปฏ ิช ีวนะแอมพล ิซ ิล ิน  ความเข ้มข ้น 100 ไมโครกรัมต่อ  
มิลลิล ิตร

3.8 เม ื่อได ้โคโลน ีท ี่คาดว ่าจะม ืส ่วนของ DNA ท ี่ต ้อ งก าร ท ำก าร เพ าะ เล ี้ย ง เช ล ล ์แ ล ้ว  
สกัด DNA plasmid ด้วยวิธ ี sm all-scale preparation of plasm id DNA by 
lysis in alkali solution (Sambrook และคณ ะ, 1989) (ภาคผนวก ข)
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3.9 ตรวจสอบขนาดชินส่วนของ cDNA ท ีโคลนได ้ โดยการย ่อยพ ลาสม ิดด ้วยเอน ไซ ม ์ 
Pst\ (New England Biolabs, MA, USA) ก ่อนนำมาเปร ียบเท ียบก ับขนาดของ  
ชิ้นส่วน cDNA ที่สนใจอีกครั้ง

3.10 ทำ frozen stock (ภาคผนวก ข) เพ ื่อ เก ็บร ักษาโคลนท ี่ได ้ใว ้ไช ิในการทดลองข ั้น  
ต่อไป

4. วิเคราะห์ชนิดของยีนท่ีมีการตอบสนองต่อไคโตชานในกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เชียสกุล’
4.1 ต รวจลอบ ลำด ับ น ิวค ล ีโอไท ด ์ของ cD N A  ที,ม ีป ร ิม าณ แ ต ก ต ่างก ัน ใน ก ล ้ว ย ไม  ้

ส ก ุลห วาย ‘เอ ียลก ุล , ที่ได้รับ และไม่ได้รับไคโตซานที'ได้จากขั้นตอนที่ 3.9 โดยการ  
ใช ้บ ร ิการของห น ่วยบร ิการช ีวภ าพ ศ ูน ย ์พ ัน ธ ุว ิศวกรรม  แ ล ะ เท ค โน โล ย ีช ีว ภ าพ  
แห่งชาติ

4 .2  ท ำการเปร ียบเท ียบข ้อม ูลลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของ cDNA ก ับข ้อม ูลในฐานข ้อม ูล  
สากล GenBank ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
โดยใช้โปรแกรม nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) และ align two seq u ence  
(bl2seq) เพ ื่อตรวจลอบชนิดของยีนที่เป ็นไปได้

4 .3  ทำการแปลรห ัสพ ันธ ุกรรมด ้วยโปรแกรม Protein Translation ของเวบไซ ด  ์
ExPASy แล ้วตรวจลอบความคล ้ายคล ึงก ับโปรต ีน ใน ฐาน ข ้อม ูลของ European 
Molecular Biology Laboratory (EMBL) โดยใช ้โปรแกรม  Swiss-Prot / 
TrEMBL

5. วิเคราะห์การแสดงออกของยีนท่ีค้ดเลือกได้จากการทำ differential display
5.1 ล ึกษาการแสดงออกของย ีนท ี่โคลนได ้จากกล ้วยไม ้สก ุลหวาย 'เอ ียลก ุล ’ ทั้ง 2 ชุด 

การทดลอง โดยใช ้ว ิธ ี RT-PCR analysis โดยทำท ั้งล ิ้น  3 ซ ํ้าจากเนื้อเยื่อพืชที่ทำ 
การเก ็บต ่างครั้งก ัน
5.1.1 ออกแบ บ  primer ท ี่จ ำเพ าะต ่อย ีน ท ี่ไคโต ซ าน ม ีผ ลต ่อการแส ดงออก  

(.D e362  และ D e7696) โด ยใช ้ Actin sp ecific  primer ท ีออกแบบให ้ม ี 
ความจำเพาะก ับ  actin ทาRNA ของ Dendrobium thyrsiflorum (Skipper, 
2005) ในการเพ ิ่มปร ิมาณ  actin cDNA เพ ื่อใช ้เป ็น internal control

ลำด ับน ิวคล ีโอไทด์ของไพรเมอร์จำเพาะของ D e362 D e7 69 6  
และ Actin  เป ็นดังตารางที่ 2
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ตารางที่ 2 ลำด ับน ิวคล ีโอไทด์ของไพรเมอร์จำเพาะ

Target Primers
genes
D e362 Forward primer: 5 ’-TAA-GTG-CAG-ATA-AAG-CAG-CG-3’

R everse primer: 5 ’-TCA-TCC-TCC-TCT-ACA-TCA-TT-3’
D e7696 Forward primer: 5 ’-GTA-GAC-CCG-TTA-GGT-ATG-AA-3’

R everse primer: 5 ’-TGT-AGA-CCC-GTA-TCA-ATA-AT-3'
Actif) Forward primer: 5'-GCT-GGT-CGT-GAC-CTG-ACT-GA-3’

R everse primer: 5 ’-TGG-GCA-ACG-GAA-CCT-CTC-AG-3’

5.1.2 สกัด total RNA ด ้วยว ิธ ีท ี่เหมาะสมท ี่ได ้จากข ั้นตอนท ี่ 1 แล ะท ำล าย  
DNA โดยใช ้เอนไซม์ DNase I (RNase-free) (TAKARA BIO INC, Shiga, 
Japan) ตามข้อ 2.3

5.1.3 ท ำก าร ส ัง เค ร าะ ห ์cDNA ด ้วยเอนไซม์ reverse transcriptase โด ยใช ้ 
oligo dT18 primer และว ิธ ีตามค ู่ม ือของเอนไซม ์ (Invitrogen, CA, USA) 
โดยใช ้ปฏ ิก ิร ิยา reverse transcription ซ ึ่งม ีปริมาตร 20 ไมโครล ิตร มี 
รายละเอ ียดด ังน ี้

Total RNA 1 pg
oligo dT18 primer ความเข้มข้น 500 ng/pl 1 pi
10 กาM dNTP mixture 1 pl
5X first-stand buffer 4 pl
0.1 M DTT 2 pl
เอนไซม ์Superscript III RT (200 units) 1 pl
(Invitrogen, CA, USA)
ปรับปริมาตรด้วย sterile, distilled water จนเป ็น 20 ไมโครลิตร
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5.1.4 เพ ิ่มปร ิมาณ cDNA ท ี่ส ังเคราะห ์ได ้จากข ้อ 5 .1 .3  ด ้วยเอน ไซ ม ์Taq DNA 
polymerase โดยไข้ primer ท ี่ม ีค1วาม'จำเพาะเจาะจงกับยีน'ท ี่ต ้องการสืกษา 
โดยใช ้ป ฏ ิก ิร ิยา polym erase chain reaction (PCR) ซ ึ่งม ีปริมาตร 50  
ไมโครลิตร ม ีรายละเอ ียด ดังนี้

First-strand cDNA 2
(10% of reverse transcription reaction)
10 ทาM dNTP mixture 1
10X PCR buffer (ทีมี MgCI2) 5
DyNAzyme II DNA polym erase 2
(FINZYMESE, Espoo, Finland)
10 pM sp ecific  forward primer 1
10 pM sp ecific  reverse primer 1
ปรับปริมาตรด้วย sterile, distilled water จนเป็น 50 ไมโครลิตร

Ml

Ml
Ml

units

Ml
Ml

ภ าวะท ี่เห ม าะลม ส ำห ร ับ การท ำป ฏ ิก ิร ิยา PCR เพ ื่อตรวจสอบ  
D e362  และ D e7696  คือ ท ำก าร แ ย ก ล าย  cDNA ด ้วยอ ุณ หภ ูม ิ 94  
องศ าเซ ลเช ียล  เป ็น เวลา 5 นาท ี แ ล ้ว ท ำก าร เพ ิ่ม ป ร ิม าณ  cDNA โดยม  ี
ส ภ าวะก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย าด ังน ี้ แ ยก ส าย  cDNA เพ ื่อ ให ้เป ็น ล าย เด ี่ย ว  ท่ี 
อุณ หภ ูม ิ 94 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา 30 ว ินาท ี ลดอ ุณ ห ภ ูม ิลงม าท ี่ 54 
องศาเซลเช ียล เป ็นเวลา 2 นาที เพื่อ'ให้ไ'พรเมอรโปเกาะกับ cDNA ท ี่เป ็น  
ลายต ้น แบ บ  จากน ั้น เพ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น  72 องศ าเซ ล เช ีย ล  เป ็น เวลา 30  
ว ินาท ี เพ ื่อ ให ้เก ิดการส ังเคราะห ์ลาย cDNA ท ำการเพ ิ่ม ป ร ิม าณ  cDNA  
เช่นนี้ จำนวน 35 รอบ แล ้วต ่อด ้วยอ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น  72 องศาเซลเซ ียส เป็น
เวลา 5 นาที เพ ื่อล ิ้นส ุดปฏ ิก ิร ิยาการสร้างสาย cDNA



30

ส ่วนสภาวะการทำปฏ ิก ิร ิยาท ี่เหมาะสมของย ีน  Actin  เป ็นดังน ี้ 
ท ำการแยกสาย CDNA ด้วยอุณหภูม ิ 94 องศาเซลเซียส เป ็น เวลา 5 นาที 
แล ้วท ำก าร เพ ิ่ม ป ร ิม าณ  cDNA โด ย ม ีส ภ าว ะก ารท ำป ฏ ิก ิร ิย าด ังน ี้ แยก  
สาย cDNA เพ ื่อให ้เป ็นสายเด ี่ยว ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 94 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา  
30 ว ินาท ี ลด อ ุณ ห ภ ูม ิลงม าท ี่ 52 องศาเซ ลเซ ียส  เป ็น เวล า 45  ว ิน าท ี 
เพ ื่อ ให ้ไพ ร เม อ ร ์ไป เก าะก ับ  cDNA ท ี่เป ็น ส าย ด ้น แบ บ  จ ากน ั้น เพ ิ่ม  
อ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น  72  อ งศ าเซ ล เซ ีย ส  เป ็น เว ล า  4 5 ว ิน าท ี เพ ื่อ ให ้เก ิด ก าร  
สังเคราะห ์สาย cDNA ให ้ม ีปร ิมาณเพ ิ่มข ึ้น  ทำเช ่นน ี้ 40  รอบ แล ้วต ่อด ้วย  
อ ุณ ห ภ ูม ิเป ็น  72 องศาเซลเซ ียส เป ็น เวลา 5 นาท ี เพ ื่อส ิ้น ส ุดการต ่อสาย  
cDNA

5.1.5  ทำการตรวจสอบ cDNA ที่ได้จากการทำ PCR โดยนำ DNA ป ร ิม าต ร 25  
ไมโครลิตร ม าแยกภ ายใต ้ส น าม ไฟ ฟ ้าท ี่ม ีด ัวกลางเป ็น  a g a ro se  gel ที่ม ี
ความเข ้มข ้น  1% (v/w) ใน ส าร ล ะล าย  1X TBE แ ล ะใช ้ค ว าม ต ่าง  
ด ักยไฟ ฟ ้า 90  โว ล ต ์ เป ็น เวลา 80 นาท ี จากน ั้น ย ้อม แถ บ  cDNA ด้วย 
ethidium bromide ท ีความเข ้มข ้น 0 .5  Jjg/ml เป ็น เวลา 15 นาท ี แล้ว 
ล ้างด ้วยน ํ้ากล ั่น เป ็นเวลา 5 นาที

5 .1 .6  บ ันท ึกภาพด ้วยเคร ื่อง Gel Doc™ 2000 (Bio-Rad, CA, USA) ภ าย ใต ้ 
รังสียูวี
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