
ผลการทดลอง

ศึกษาวิธีการสกัด total RNA ท่ีเหมาะสมสำหรับกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอียสกุล’
1.1 เปร ียบ เท ียบป ร ิมาณ  และค ุณ ภาพ ของ total RNA ท ี่สก ัดจากใบอ ่อนของ  

กล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียส ก ุล , ท ี่ได ้จากว ิธ ีการสก ัด total RNA 3 วิธี ได ้แก ่ ว ิธ ีของ Thikart 
และคณ ะ (2005) ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1 และว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh 
(2000) แบบที่ 2

เมื่อเปรียบเทียบคุณภาพ total RNA ที่สกัดได้ โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ใน 
ตัวกลาง คือ 0.8% agarose gel ใน 1X TBE บัฟเฟอร์ พบว่า total RNA ตามวิธีของ 
Thikart และคณ ะ(2005) สามารถสกัด total RNA ได้แต่แถบ RNA ที่เกิดขึ้นนั้นไม่ม ี
ความสมํ่าเสมอ และพบการปนเปีอนของ genomic DNA จำนวนมาก (รูปท่ี 4, lane 1-4) 
นอกจากนี้พบการสลายของ total RNA ในบางตัวอย่าง (รูปที' 4, lane 2) ลำหรับวิธี 
ดัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบท่ี 1 สามารถสกัด total RNA ได้ปริมาณน้อย แต่มีการ 
ปนเปีอนของ genomic DNA น้อยกว่าวิธีของ Thikart และคณะ (2005) (รูปท่ี 4, lane 5 
และ 8) อย่างไรก็ดียังพบการสลายตัวของ RNA (รูปท่ี 4, lane 6-8) ในขณะวิธีดัดแปลง 
Yu และ Goh (2000) แบบท่ี 2 พบว่าแถบ RNA ที่ได้นั้นมีความคมซัด และไม่มีการ 
สลายตัวของ RNA เกิดข้ึน นอกจากนี้ยังมีการปนเปีอนของ genomic DNA น้อยกว่าวิธี 
ของ Thikart และคณะ (2005) (รูปท่ี 4, lane 9-12)

เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ุณ ภ าพ  แ ล ะป ร ิม าณ ข อ ง total RNA ท ี่ส ก ัด ได ้โด ย ว ิธ ี 
spectrophotom etric m easurem ent (Sambrook และคณ ะ, 1989) ซ ึงว ัดค ่าด ูดกล ืนแสง  
ของ total RNA ท ี่ค ่าค วาม ยาวค ล ื่น  230 260 และ 280 นาโนเมตร พบว ่าส ัดล ํวนการ  
ด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่น  260/280 นาโนเมตร (OD260/280) ซ ึ่งแสดงค ุณ ภาพของ total 
RNA จากว ิธ ีของ Thikart และค ณ ะ (2005) ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1 
และว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ม ีค ่าเฉล ี่ยท ั้ง  4 ช ํ้าเป ็น  1 .84 1.40 และ  
1 .3 0 ตามลำด ับ  สำหรับความเข ้มข้นของ total RNA (ไมโครกรัมต ่อ1 0 0 ม ิลล ิกร ัมป ร ิมาณ  
เน ื้อ เย ื่อ) ท ี่สก ัดได ้จากท ั้ง 3 วิธี ม ีค ่าเฉล ี่ยท ั้ง  4 ซ ํ้าเป ็น 2.70 0 .89 และ 1.38 |jg /100  mg 
ปร ิมาณ เน ื้อ เย ื่อ  ตามลำด ับ  (ตารางที่ 3)

บทที่ 4
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ร ูปท ี่ 4  ค ุณภาพของ total RNA ท ี่สก ัดได ้จากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ น ํ้าหนัก 0.4  
กรัม โดยการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ในตัวกลาง คือ 0.8% agarose gel ใน  1X TBE บ ัฟเฟอร  ์
ที่กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ เป ็นเวลา 60 นาที

lane 1-4 : total RNA ที่สกัดโดยวิธ ี Thikart และคณ ะ (2005)
lane 5-8 : total RNA ท ี่สก ัดโดยวิธ ีต ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1
lane 9-12: total RNA ท ี่สก ัดโดยวิธ ีต ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2
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ตารางที่ 3 ค ุณ ภ าพ  และป ร ิม าณ ข อง total RNA ท ี่ส ก ัด ได ้จาก เน ื้อ เย ื่อ ใบ อ ่อ น ข อ ง  
กล ้วยไม ้ นำหนัก 0.4 กรัม ท ี่ลก ัดด ้วยว ิธ ีต ่างๆ เม ื่อตรวจลอบโดยวิธ ี spectrophotom etric  
m easurem ent

วิธีสกัด 
total 
RNA 

(ครั้งที่)

ค ่าด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่น  
(nm)

สัดส่วนการ 
ดูดกลืนแสง 
ท ี่ความยาว  
คลืน (nm)

ความเข้มข้นของ 
total RNA ที่สกัด 
ได ้ (pg /100m g  
ปร ิมาณ เน ื้อ เย ื่อ)

230 260 280 260/280
THI 1 
THI 2 
THI 3 
THI4

2.29E-02 3.89E -02 2.20E-02 1.768 1.56
2.77E-02 4.28E -02 2.49E -02 1.719 1.71
6.30E-02 1.21E-01 6.18E -02 1.958 4 .48
3.89E-02 7.64E -02 3.98E-02 1.920 3.06

PVP 1 
PVP 2 
PVP 3 
PVP 4

2.51 E-02 2.62E -02 1.87E-02 1.401 1.05
9.50E -03 1.22E-02 9.85E -03 1.239 0 .49
1.42E-02 1.61 E-02 1.19E-02 1.353 0 .64
2.27E-02 3.47E -02 2.16E -02 1.606 1.39

PVPP 1 
PVPP2  
PVPP 3 
PVPP 4

2.20E-02 2.54E -02 1.84E-02 1.380 1.02
3.50E -02 4.37E -02 3.35E -02 1.304 1.75
4.03E -02 3.93E -02 3.38E -02 1.163 1.57
2.61 E-02 2.92E -02 2.11 E-02 1.384 1.17

หมายเหต ุ
THI : วิธี Thikart และคณ ะ (2005)
PVP : ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1 
PVPP: ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2
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1.2 ศ ึกษ าป ร ิม าณ เน ื้อ เย ื่อท ี่เห ม าะส ม ต ่อก ารส ก ัด  total RNA ของกล ้วยไม  ้
สกุลหวาย 'เอ ียสก ุล’

จ าก ก ารศ ึก ษ าใน 1ข้อ 1.1 พบว่าว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ซึ่งเป็น 
ว ิธทลดข ันตอนการบ ่มเน ือเย ือพ ืชท ีบดละเอ ียดใน extraction buffer ท ีอ ุณ หภ ูม ิ 65 องศา 
เซลเซียส และปรับเปล ียนองค ์ประกอบของ extraction buffer โด ย ก ารใช ้ PVPP แทนการ 
ใช ้ PVP เป ็นว ิธ ีท ี่เหมาะสมกว ่าว ิธ ีอ ื่น  จ ึงน ำม าศ ึก ษ าป ร ิม าณ เน ื้อ เย ื่อท ี่เห ม าะส ม ต ่อการ  
สกัด โดยเปร ียบเท ียบน ํ้าหน ักเน ื้อเย ื่อ 0.1 0 .2  0.3  และ 0.4 กรัม ตามลำด ับ

เม ื่อเปร ียบเท ียบค ุณ ภาพ total RNA ท ี่สก ัดใต ้ โดยการแยกด ้วยกระแลไฟฟ ้า ใน  
ตัวกลาง คือ 0.8% ag aro se  gel ใน  1X TBE บัฟเฟอร์ พบว่าแถบของ RNA ท ี่สก ัดจาก  
เน ื้อ เย ื่อจากใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.1 กรัม (รูปที่ 5, lane 2-3) ม ีความคมขัดท ี่ส ุด  
ในขณะที่แถบของ RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อ เย ื่อจากใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.2 กรัม (รูป 
ท่ี 5, lane 4-5) 0.3  กรัม (รูปที่ 5, lane 6-7) 0 .4  กรัม (รูปที่ 5, lane 8-9) ม ีความคมขัด  
รองลงมาตามลำด ับ

เม ื่อ เป ร ีย บ เท ีย บ ค ุณ ภ าพ  แ ล ะ ป ร ิม าณ ข อ ง  total RNA ท ี่ส ก ัด ไ ต ้โด ย ว ิธ  ี
spectrophotometric measurement พบว่าส ัดส่วน OD260/280 ของ RNAทีลก ัดจากเน ือ เย ือ  
ใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ป ร ิมาณ  0.1 กรัม ม ีค ่าม ากท ี่ส ุด  ขณะท ี่ส ัดส ่วน (วอ260;280 ของ total 
RNA ท ี่ลก ัดจากเน ื้อ เย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.2 0 .3  และ 0 .4  กรัม ม ีค ่ารองลงมา  
ตามลำด ับ  สำหร ับปร ิมาณ  total RNA ท ี่สก ัดไต ้ เม ื่อเท ียบเป ็นไมโครกรัม total RNA / 
100 ม ิลล ิกร ัมของเน ื้อ เย ื่อจากใบอ ่อน ของกล ้วยไม ้ พบว่า total RNA ท ี่ลก ัดจาก เน ื้อ เย ื่อ  
จากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.2  กรัม ม ีปร ิมาณ มากท ี่ส ุด  รองลงมาค ือ total RNA ท่ี 
ส ก ัด จ าก เน ื้อ เย ื่อ จ าก ใบ อ ่อ น ข อ ง ก ล ้ว ย ไม ้ป ร ิม าณ  0.1 0 .3  และ 0 .4  กรัม ต าม ล ำด ับ  
(ตารางที่ 4)
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1 2 3 4 5  6 7 8 9

ร ูปท ี่ 5 ค ุณภาพของ total RNA ท ี่สก ัดได ้จากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ ปร ิมาณ  0.1
0.2 0.3 และ 0.4 กรัม ตามลำด ับ  โดยการแยกด ้วยกระแสไฟฟ ้า ในด ัวกลาง คือ 0.8%
ag aro se  gel ใน  1X TBE บ ัฟเฟอร์ท ี่กระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ เป ็นเวลา 60 นาที
lane 1 : Lamda DNA d ig ested  with EcoRI and Hin6\น
lane 2-3 : total RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ 0.1 กรัม
lane 4-5 : total RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ 0.2 กรัม
lane 6-7 : total RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ 0 .3  กรัม
lane 8-9 : total RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อเย ื่อใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ 0 .4  กรัม

T  าคฯ  X
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ตารางที่ 4 ค ุณภาพ และปริมาณของ total RNA ท ีสก ัดได ้จากเน ือ เย ื่อ ใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ 
ปร ิมาณ  0.1 0.2 0.3 และ 0.4 กรัม ตามลำด ับ  เม ื่อตรวจสอบโดยวิธี spectrophotom etric 
m easurem ent

ปร ิมาณ  
เน ื้อเยื่อ

(g)

ค ่าด ูดกล ืนแสงท ี่ความยาวคล ื่น  
(nm)

สัดส่วนการ 
ดูดกลืนแสง 
ที่ความยาว  
คลืน (nm)

ความเข้มข้นของ 
total RNA ที'สกัดได ้

( p g /1 0 0  mg 
ปร ิมาณ เน ื้อ เย ื่อ)

230 260 280 260/280
0.1 1.32E-03 2.01 E-02 1.10E-02 1.83 1.61
0.1 1.21E-03 2.58E -02 1.40E-02 1.84 2 .06
0.2 1.73E-02 5.39E -02 3.17E-02 1.70 2 .15
0.2 1.04E-02 4.17E -02 2.47E-02 1.69 1.67

0.3 2.98E-02 5.66E -02 3.75E-02 1.51 1.51
0.3 1.64E-02 4.71 E-02 2.91 E-02 1.62 1.26
0.4 1.50E-02 4.73E -02 2.90E-02 1.63 0 .92
0.4 2.46E -02 4.65E -02 3.22E-02 1.44 0 .92
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2. สิกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธี differential display

จ าก ก าร ค ืก ษ 'าค ว าม แ ต ก ต ่าง ใน ก าร แ ส ด งอ อ ก ข อ งย ีน 'ใน ก ล ้ว ย !ม ้ส ก ุล ห  Q าย  
‘เอยส ก ุล , ช ุดควบคุม และชุดทได้รับไคโตซาน โดยวิธ ี differential display (Liang และ P ardee, 
1992) โด ย ใช ้ oligo dT„ NN primer จำนวน 8 ไพรเมอรั ร ่วมกับ arbitrary primers จำนวน 9 
ไพรเมอรัรวมเป ็น 72 ค ู่ไพรเมอร์ (ภาคผนวก ค) พบความแตกต ่างของแถบ cDNA ท ี่ส ังเคราะห ์ได  ้
จากกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียสก ุล'ช ุดควบค ุม และช ุดท ี่ได ้ร ับไคโตซานระหว่างค ู่ไพรเมอร์ ด ังตาราง 
ท่ี 5

ตารางท ี่ 5 ค ู่ไพ รเมอร ์ท ี่ตรวจพ บความแตกต ่างของแถบ cDNA ท ี่ส ัง เค ราะห ์ได ้จ าก ก ล ้วย ไม  ้
สกุลหวาย ‘เอ ียลก ุล , ทั้ง 2 ช ุดการทดลอง

^ \ 3 nchored primer 

arbitrary primer^-.
A-12 A-15 A-16 A-19 A-20 B -11 B-12 B-13 B-14

dT 1 V - V - - V V V V
dT2 - V V V - V - - -

dT3 V V V - V V V V -

dT4 V V V V V V V V V
dT5 - V V V - - V V V
dT6 V V V V V V - V -

dT7 - V V V - V V V V
dT8 V V V V V V V -

หมายเหต ุ : เครื่องหมาย V คือ ค ู่ไพรเมอร์ท ี่พบความแตกต่างของแถบ cDNA ท ี่ส ังเคราะห ์ได ้จาก  
กล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียลกุล' ทั้ง 2 ช ุดการทดลอง

เครื่องหมาย -  คือ ไม ่พบความแตกต ่างของแถบ cDNA เม ื่อตรวจสอบด ้วยค ู่ไพรเมอร  ์
ดังกล่าว
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ร ูป แบ บ ค วาม แต ก ต ่างข อ ง CÜNA ท ี่ได ้จ าก ก ารส ืก ษ ๆ ก าร แ ส ด งอ อ ก ข อ งย ีน  
ระห ว ่างก ล ้ว ยไม ้ส ก ุล ห ว าย  ‘เอ ีย ส ก ุล 'ช ุด ค ว บ ค ุม  และช ุดท ี่ได ้ร ับ ไคโต ช าน  โดยว ิธ ี differential 
display สามารถแบ ่งได ้เป ็น  4 แบบ เม ื่อ เปร ียบเท ียบก ับช ุดควบค ุม  ซ ึ่งไม่ได้ร ับไคโตซาน โดยพบ  
แถบ cDNA ท ี่แตกต่างรวมทั้งส ิ้น 145 แถบ ด ังต ัวอย่างแสดงในรูปท ี่ 6

แบบที่ 1 พบการสร ้างแถบ cDNA ข ึ้นมาใหม ่ หล ังจากกล ้วยไม ้ใต ้ร ับ ไคโตชาน  
(รูปที่ 6A) จำนวน 27 แถบ

แบบที่ 2 พบการหายไปของแถบ cDNA หล ังจากกล ้วยไม ้ใต ้ร ับไคโตซาน (รูปที่ 
6B) จำนวน 36 แถบ

แบบที่ 3 ความเข้มของแถบ cDNA เพิ่มขึ้น หลังจากกล้วยไม ้ใต ้ร ับไคโตซาน (รูปที่ 
6C) จำนวน 45  แถบ

แบบที่ 4 ความเข้มของแถบ cDNA ลดลง หล ังจากกล้วยไม ้ใต ้ร ับไคโตซาน (รูปที่ 
6D) จำนวน 37 แถบ



L a d d e r - + +

รูปที่ 6 ร ูปแบบความแตกต ่างของ cDNA ท ี่ได ้จากการค ืกษๆการแสดงออกของยีนโดยว ิธ ี 
differential display - : ช ุดการทดลองที่ไม่ได้ร ับไคโตซาน (ชุดควบคุม)

+ : ช ุดการทดลองที่ได ้รับไคโตซาน
A คือ พบการลร้างแถบ cDNA ขึ้นมาใหม่ หล ังจากกล้วยไม่ได ้ร ับไคโตซาน  
B คือ พบการหายไปของแถบ cDNA หลังจากกล้วยไม่ได ้ร ับไคโตซาน  
C คือ ความเข้มของแถบ cDNA เพิ่มขึ้น หล ังจากกล้วยไม่ได ้ร ับไคโตซาน  
D คือ ความเข้มของแถบ cDNA ลดลง หลังจากกล้วยไม่ได ้ร ับไคโตซาน
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3. โคลน?นส่วน cDNA ท่ีแตกต่างระหว่างกล้วยไม้ท้ัง 2 ชุดการทดลอง เข้าในเวกเตอร์ 
ท่ีเหมาะสม

ก ารก ำห น ด ก าร เร ีย ก ค ู่!พ ร เม อ ร ์ใช ้ระบ บ ต ัว เล ข  2 ตัว ต ัว เลขต ัวหน ้า ห ม ายถ ึง  
oligo dT primer ส ่วนตัวเลขตัวหลัง หมายถ ึง arbitrary primer โดยม ีรายละเอ ียด  ต ังตารางท ี่ 6 
เช่น ต ัวอย ่างค ู่ไพ รเม อร ์36 หมายถ ึง การใช ้ oligo dT3 primer ร่วมกับ arbitrary primers B-11 
เป็นต้น

หล ังจากการเปร ียบเท ียบร ูปแบบของแถบ CÜNA ท ี่ได ้จากกล ้วยไม ้ท ั้ง  2 ช ุดการ  
ทดลอง จ ึงทำการต ัด เล ือกแถบ cDNA ท ี่แตกต ่างจำนวน 67 แถบ จากแถบ  cDN A ท ี่แตกต ่าง  
ทั้งหมด 145 แถบ (ตารางท ี่ 5) เพ ื่อทำการโคลนในขั้นต ่อไป

ตารางท ี่ 6 การกำหนดการเร ียกค ู่ไพรเมอร ี

หมายเลขต ัวหน้า ชือ oligo dT primer
1 dT 1
2 dT2
3 dT3
4 dT4
5 dT5
6 dT6
7 dT7
8 dT8

หมายเลขตัวหลัง ชือ arbitrary primer
1 A-12
2 A-15
3 A-16
4 A-19
5 A-20
6 B-11
7 B-12
8 B-13
9 B-14
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ตารางท ี 7 แถบ cDNA ท ี่ม ีร ูปแบบแตกต ่างก ัน  จำนวน 67 แถบท ี่ค ัดเล ือกจากค ู่ไพรเมอร ์ท ั้งหมด  
เพ ื่อทำการโคลน

คู่ไพรเมอร์ จำนวนแถบ cDNA ท ี่ค ัดเล ือก คู่ไพรเมอf จำนวนแถบ cDNA ท ี่ค ัดเล ือก
จาก polyacrylam ide gel จาก polyacrylam ide gel

16 2 49 2
18 5 52 1
19 1 53 2
23 2 54 2
24 1 58 2
26 2 59 2
31 1 63 3
33 3 64 2
35 2 65 1
36 3 66 3
42 3 73 3
43 2 76 5
44 1 77 1
45 1 86 4
46 1 87 1
47 3 รวม 67

ทำการสก ัด cDNA ท ี่ค ัด เล ือกออกจาก polyacrylamide gel ด้วยวิธ ี crush and 
soak  (Sambrook และคณะ, 1989) แล ้วทำการเพ ิ่มปร ิมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR โดยใช ้ค ู่ไพรเมอร  ์
เดิม จากน ันทำการตรวจสอบชินส่วน cDNA ทีได ้ ด้วยวิธี agarose gel electrophoresis และสกัด  
cDNA ท ีต ้องการออกจากเจล โดยใช ้ Ultra Clean™ 15 DNA purification kit (MO BIO Laboratories, 
Inc., CA, USA) แล ้วโคลนชิ้นส ่วน cDNA ด ังกล ่าว เช ้าใน เวก เต อf  pGEM-T โด ย ใช ้ pGEM-T
cloning kit (Promega, MD, USA)
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พบชินส่วน cDNA ท ีแตกต ่างระหว ่างกล ้วย!ม ้ท ั้ง  2 ช ุดการทดลองท ี่ลามารถri , Jโคลนได ้ จำนวน 19 ชิน จาก 13 ค ู่!พรเมอf  (ตารางที 8)

ตารางที่ 8 ค ู่!พรเมอ? และชิ้นส่วน cDNA ท ี่สามารถโคลนได ้!นเวกเตอ? pGEM-T

คู่ไพรเมอ? ชื่อชิ้นส่วน cDNA ท่ี 
สามารถโคลนได้

ขนาดชิ้นส่วน 
cDNA (bp)

รูปแบบความแตกต่าง ของ cDNA 
จาก differential display

16 Del 61 400 D
Del 63 400 D
Del 64 200 D

18 De181 500 A
Del 82 720 A
Del 83 700 A

19 Del 92 700 C
36 De362 450 A
44 De441 750 D
46 De461 300 A
52 De521 300 B
54 De541 900 D
63 De 631 300 B
64 De642 350 B

De643 400 B
73 De7323 300 C
76 D el 626 250 C

D el 696 200 C
86 De8612 200 A

หมายเหตุ A คือ เกิดการสร้างแถบ cDNA ขึ้นมาใหม่ หลังจากกล้วยไม้ได้รับไคโตชาน
B คือ เกิดการหายไปของแถบ cDNA หลังจากกล้วยไม้ได้รับไคโตชาน 
C คือ ความเข้มของแถบ cDNA เพิ่มขึ้นหลังจากกล้วยไม้ได้รับไคโตชาน 
D คือ ความเข้มของแถบ cDNA ลดลง หลังจากกล้วยไม้ได้รับไคโตชาน
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4. วิเคราะห์ชนิดของยีนท่ีมีการตอบสนองต,'อไคโตชานในกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอียสกุล,

ต ร ว จ ล อ บ ล ำด ับ น ิวค ล ีโอ ไท ด ์ข อ ง  cDN A ท ี'ม ีก าร แ ส ด งอ อ ก แ ต ก ต ่างก ัน ใน  
กล ้วย ไม ้ส ก ุลห วาย  ‘เอ ียสก ุล, ช ุดควบคุม และช ุดท ี่ได ้ร ับไคโตซานท ั้ง 19 โคลน โดยการใช ้บร ิการ  
ข อ งห น ่ว ย บ ร ิก าร ช ีวภ าพ ศ ูน ย ์พ ัน ธ ุว ิศ วก รร ม  แ ล ะ เท ค โน โล ย ีช ีว ภ า พ แ ห ่ง ช า ต ิ แ ล ้ว ท ำ ก า ร  
เปร ียบเท ียบข ้อม ูลลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของ cDNA ก ับข ้อม ูลในฐานข ้อม ูลสากล ได ้แก ่ GenBank  
ของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช ้โปรแกรม nucleotide- 
nucleotide BLAST (blastn) (ภาคผนวก ค) และ align two se q u e n c e  (bl2seq) เพ ื่อตรวจลอบ  
ความ คล ้ายคล ึงก ับ ย ีน 'ท ี่ม ีผ ู้ศ ึกษ า1ไว้ พบว ่า 5 โค ล น ม ีค วาม ค ล ้าย ค ล ึงก ับ ลำด ับ น ิวค ล ีโอไท ด ํใน  
ฐาน ข ้อ ม ูล ส าก ล  ใน ขณ ะท ี่อ ีก  14 โคลน  ไม ่พ บ ว ่าม ีค วาม ค ล ้าย ค ล ึงก ับ ล ำด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด ํใด ใน  
ฐานข ้อม ูลน ี้ (ตารางที่ 9)

ท ำก าร ศ ึก ษ าเป ร ีย บ เท ีย บ ล ำด ับ ก ร ด อ ะ ม ิโน  โด ยการแป ล รห ัส พ ัน ธ ุกรรม ด ้วย  
โปรแกรม Protein Translation ของเวบไซด์ ExPASy แล ้วตรวจสอบความคล ้ายคล ึงก ับโปรต ีนใน  
ฐานข ้อม ูลของ European Molecular Biology Laboratory (EMBL) โดยใช ้โปรแกรม Swiss-Prot/ 
TrEMBL พบว ่าลำด ับกรดอะม ิโนของ cDNA จำนวน 10 โคลน ม ีความ คล ้ายคล ึงก ับ โป รต ีน ใน  
ฐ าน ข ้อ ม ูล ใน ข ณ ะ ท ี่9 โคลน ไม ่พ บว ่าม ีความคล ้ายคล ึงโปรต ีนใดในฐานข ้อม ูลน ี้(ตารางท ี่ 10)



ตารางที่ 9 ผลการเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของ CDNA ท ี่โคลนได ้ก ับข ้อม ูลในฐานข ้อม ูลสากล G enBank ของ NCBI โดยใช ้โปรแกรม b l2seq

หมายเลขโคลน ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ํในฐานข ้อม ูลท ี่คล ้ายคล ึงก ัน ลิงมีชีวิต A cc ess io n  no. Percent nucleotide  
s e q u e n c e  identity

D e l 64 C alycanthus fertilis var. ferax com plete C alycanthus floridus var. g lau cu s A J428413 85%
(177 bp) chloroplast gen o m e  

(3-170)a
(90662-90829)b

(149453-149620)b
(144/168)°

D e362 O ryza sa tiva  (japonica cultivar-group) O ryza sa tiva A P 008213 85%
(389 bp) genom ic DNA, chrom osom e 7, com plete

seq u en ce
(185-272)3

(japonica cultivar-group) (27026313-27026400)b (75/88)°

O ryza sa tiva  (japonica cultivar-group) O ryza sa tiva A P 004272 85%
genom ic DNA, chrom osom e 7, PAC
clone:P 0427D 10
(185-272)3

(japonica cultivar-group) (29554-29641 )b (75/88)°



ต า ร า ง ท ี่ 9 (ต ่อ )

หมายเลขโคลน ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ัโนฐานข ้อม ูลท ี่คล ้ายคล ึงก ัน สิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. Percent nucleotide  
se q u e n c e  identity

D e541  
(561 bp)

Drimys sp . YLQ-2003 26S  ribosomal RNA
g en e , partial s e q u e n c e
(14-560)3

Drim ys sp . AY 292882  
(2613-3158)b

97%
(534/547)°

Drimys winteri large subunit 26S ribosomal
RNA g en e , partial
(14-560)3

Drim ys winteri AF036491  
(2634-3179)b

97%
(534/547)°

D e642  
(372 bp)

G lycine m ax  Gm cnx-1 ทาRNA for calnexin,
com plete c d s
(7-150)a

G lycine m ax AB196933  
(1158-1301 )b

83%
(120/144)°

Glycine m ax  calnexin mRNA, com p lete c d s  
(7-150)3

G lycine m ax บ 20502  
(1098-1241 )b

83%
(120/144)°



ต า ร า ง ท ี่ 9  (ต ่อ )

หมายเลขโคลน ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ัlนฐานข ้อม ูลท ี่คล ้ายคล ึงก ัน ลิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. Percent nucleotide  
se q u e n c e  identity

D e7696  
(177 bp)

C alycanthus fertilis var. ferax com plete
chioroplast gen o m e
(8-175)a

C alycanthus floridus var. g lau cu s A J428413
(90662-90829)b

(149453-149620)b

86%
(145/168)c

D e l 61
(377 bp)

*

D e l 63  
(316 bp)

*

D e l 81 
(235 bp)

★

D e l 82  
(727 bp)

*

D e l 83  
(734 bp)

★



ต า ร า ง ท ี่ 9  (ต ่อ )

หมายเลขโคลน ลำด ับน ิวคล ีโอไทดํในฐานข้อม ูลท ี่,คล ้ายคล ึงก ัน สิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. Percent nucleotide  
se q u e n c e  identity

D e l 92  
(607 bp)

*

De441  
(691 bp)

*

D e461  
(296 bp)

*

De521  
(318 bp)

*

D e631  
(296 bp)

ไ*:

D e643  
(404 bp)

ไ*:



ต า ร า ง ท ี่ 9  (ต ่อ )

หมายเลขโคลน ลำดับนิวคลีโอไทดํในฐานข้อมูลที่คล้ายคลึงกัน ล่ิงมีชีวิต A cc ess io n  กอ. Percent nucleotide  
se q u e n c e  identity

D e l323
(281 bp)

*

D e7625  
(245 bp)

★

D e8612  
(175 bp)

*

หมายเหตุ: 3 หมายถึง ๆ{วงลำดับนิวคลโอ1ใทด'ของโคลนที่ใช้เปรียบเทียบ
b หมายถึง ชีวงลำดับนิวคลีโอไทด์ของข้อรุ)ลในฐานข้อรุ!ลสากลที่ใช้เปรียบเทียบ
c หมายถึง จำนวนนวคลีโอไทด์ของกล้วยไม้/ จำนวนนิวคลีโอไทด์ของลีงมีชีวิตที่ใข้เปรียบเทียบ
* หมายถึง ไม,พบว่ามีความคล้ายคลึงกับลำดับนิวคลีโอไทดํใดในฐานข้อรุ)ลสากล GenBank ของ NCBI

00



ตารางที่ 10 ผลการเปรียบเท ียบข ้อม ูลลำด ับกรดอะม ิโนของ cDNA ท ี่โคลนได ้ก ับข ้อม ูลในฐานข้อม ูลของ EMBL โดย'ไซ้โปรแกรม Swiss-Prot /  TrEMBL

หมายเลข  

โคลน
โปรตีนในฐานข้อมูลที'ตรวจพบความ 

คล ้ายคล ึงก ัน
ลิ่งมีช ีวิต A cc ess io n  no. 

(EMBL)
Percent amino 

acid  similarity
Percent amino  

acid  identity
D e l 61 Hypothetical outer m em brane E scherich ia coli P45420 55% 31%

(125 aa) usher protein yhcD [Precursor] 
(32-116)a

. (159-242)° (48/85)° (27/85)°

D e l 64 Orf204 protein B eta vulgaris L. Q9MF42 80% 84%
(58 aa) (7-59)a (1-53)b (40/50)° (42/50)°

D e l 82 Hypothetical protein O ryza sativa Q5Z6I5 64% 50%

(242 aa) O SJN B a0055N 24.35
(37-203)a

(japonica cultivar-group) (175-347)b (113/173)° (88/173)°



ต า ร า ง ท ี่ 1 0  (ต ่อ )

หมายเลข  

โคลน
โปรตีนในฐานข้อม ูลท ี่ตรวจพบความ  

คล ้ายคล ึงก ัน
สิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. 

(EMBL)
Percent amino 

acid  similarity
Percent amino 

acid  identity
D e l 83 Hypothetical protein O ryza sa tiva Q5Z6I5 62% 47%
(244 aa) O SJN B a0055N 24.35  

(65-160)a
(japonica cultivar-group) (210-308)b (62/99)c (47/99)°

D e l 92  
(198 aa)

Hypothetical protein 
(4-81 )a

Xylella fastid iosa Q87CY1
(9-87)b

44%
(36/80)°

33%
(27/80)°

D e362 A JG 005I10 .24  protein A ra b id o p sis  thaliana 0 2 3 0 5 7 55% 45%
(129 aa) (synonym F5110.24 protein 

Hypothetical protein AT 4g00450) 
(5-129)a

(M ou se-ear cress) (1216-1342)b (71/127)° (58/127)°



ต า ร า ง ท ี่ 1 0  (ต ่อ )

หมายเลข  

โคลน
โปรตีนในฐานข้อมูลท ี่ตรวจพบความ  

คล ้ายคล ึงก ัน
สิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. 

(EMBL)
Percent amino 

acid  similarity
Percent amino 

acid  identity
D e441 Hypothetical protein A cin e to b a c ter  sp . Q6F7K8 45% 27%
(230 aa) (9-226)a strain ADP1 (24-242)b (103/223)° (61/223)°

D e642 Calnexin [Fragment] Zea m ays Q 41798 64% 52%
(123 aa) (1-123)a (234-330)b (80/123)° (65/123)°

D e7625 Putative sen sor  histidine kinase/ P hotobacterium Q6LMS6 70% 47%
(88 aa) resp on se regulator 

(2-73)a
profundum (378-449)b (51/72)° (34/72)°

D e7696 Orf204 protein B eta vulgaris L. Q5U6J4 84% 80%
(58 aa) (8-57)a (1-50)b (42/50)° (40/50)°



ต า ร า ง ท ี่ 1 0  (ต ่อ )

หมายเลข  

โคลน
โปรตีนในฐานข้อม ูลท ี่ตรวจพบความ  

คล ้ายคล ึงก ัน
สิ่งมีชีวิต A cc ess io n  no. 

(EMBL)
Percent amino 

acid  similarity
Percent amino 

acid  identity
D e l 63 * ไ*

D e l 81 k ไ*

D e461 ไ* ไ*

D e521 * ไ*

D e541 ไ*: ไ*

D e631 ★ ■k

D e643 * ไ*

D e l323 ★ ไ*

D e8612 ไ* *

หมายเหตุ: a หมายถึง ข้วงลำดับกรดอะมีโนของโคลนที่ใข้เปรียบเทียบ
b หมายถึง ข้วงลำดับกรดอะมีโนของข้อมูลในฐานข้อมูลสากลที่ใช้เปรียบเทียบ

หมายถึง จำนวนกรดอะมีโนของกล้วยไม้ / จำนวนกรดอะม้โน'ของสิ,ง;ทีชีวิตที่ใข้เปรียบเทียบ 
* หมายถึง ไม่พบว่ามีความคล้ายคลึงกับโปรตีนใดในฐานข้อมูลสากลของ EMBL

çnro



5 3

5. วิเคราะห์การแสดง'ออกข'องยึนท่ีค้ดเลือกได้จากการทำ differential display

ล ึกษาการแสดงออกของย ีน ท ี่โคลน ได ้จากกล ้วยไม ้สก ุลห วาย 'เอ ียสก ุล' ทั้ง 2 ชุด 
การทดลอง โดยใช ้ว ิธ ี RT-PCR analysis ในการตรวจสอบการแสดงออกของย ีนแต ่ละย ีน  ท ำการ  
ทดลองชำ 3 ครัง จ าก เน ือ เย ีอ  3 ชุด โด ยแต ่ละช ุด ป ระกอบ ด ้วย เน ือ เย ื่อ ใบ อ ่อน ข อ งก ล ้วยไม ้ 
สก ุลหวาย ‘เอ ียส ก ุล ’ ท ี่ฉ ีดพ ่นด ้วยน ํ้ากรอง และท ี่ฉ ีด พ ่น ด ้วยส ารละลายไคโต ช าน ‘0 8 0 ’ ท ี่ความ  
เข้มข้น 10 ppm แล้ว เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

เม ื่อส ืกษ 'าการแส ดงออกข อง De362  ซ ึ่งม ีล ำด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ค ล ้าย ค ล ึงก ับ
โครโมโซมที่ 7 ของข้าว (O ryza sativa) โดยการใช ้ใพ รเมอร ัจำเพ าะต ่อ  D e362  ในการตรวจสอบ  
การแสดงออกของ D e362  พ บว ่าเม ื่อต ้น กล ้วยไม ้สก ุลห วาย ‘เอ ีย ล ก ุล ’ ได ้ร ับไคโตซาน จะม ีการ  
แสดงออกของย ีน ด ังกล ่าวลดลง โดยผลการท ดลองจากเน ื้อ เย ื่อพ ืชท ั้ง  3 ชุด ให ้ผลส อดคล ้องก ัน  
(รูปท่ี 7A)

เม ื่อ ล ึก ษ าก ารแส ด งอ อ ก ข อ ง D e7696  ซ ึ่งม ีล ำด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ค ล ้าย ค ล ึงก ับ  
คลอโรพลาสตํจ ืโนมของ C alycanthus floridus var. g laucus พบว ่าเม ือต ้นกล ้วยไม ้สก ุลห วาย  
‘เอ ียลก ุล ’ ได ้ร ับไคโตชาน D e7696  ม ีการแสดงออกลดลง และเม ื่อตรวจสอบการแสดงออกของย ีน  
ด ังกล ่าวในเน ื้อเย ื่อกล ้วยไม ้อ ีก 2 ชุด ก ็ให ้ผลการทดลองท ี่ลอดคล้องก ัน (รูปที่ 7B)

ในการทดลองน ื้ใข ้ Actin specific  primer ท ี่ออกแบ บ ให ้ม ีความ จำเพ าะก ับ  actin 
ทาRNA ของ Dendrobium thyrsiflorum (Skipper, 2005) เป็นไพรเมอรัควบคุม ปร ิมาณ  total RNA 
และปฏ ิก ิร ิยา reverse transcription ท ีได ้จาก total RNA ท ีสกัด,ได ้'จากเน ือเยือ'ใบอ่อน แต ่ละช ุด  
การทดลอง (รูปที่ 7C) ล ่วนการทดลองช ุดควบค ุมท ี่ปราศจาก RT-product ไม ่ปรากฏแถบ DNA 
(ไม ่แสดงภาพ)
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ชุดที่ 1 ชุดที่ 2 ชุดที่ 3

untreated Chitosan 
treated

untreated Chitosan 
treated

untreated Chitosan 
treated

A 304bp

B 178bp

c  234bp

D e362

D e7696

Actin

รูปที่ 7 เปร ียบเท ียบการแลดงออกของย ีนต ่างๆ ระหว ่างกล ้วยไม ้สก ุลหวายช ุดควบค ุม  และช ุดท ี ่
ได้รับไคโตซาน ท ี่ค ืกษาจากเน ื้อ เย ื่อกล ้วยไม ้จำนวน 3 ชุด

A คือ ผลการตรวจสอบการแสดงออกของ D e362  ใน กล ้วย,ไม ้ลก ุลหวาย 'เอ ียลก ุล ’
B คือ ผลการตรวจสอบการแลดงออกของ D e7696  ในกล ้วย,ไม ้สกุลหวาย ‘เอ ียลก ุล ’
C คือ ผลการตรวจสอบการแสดงออก'ของยีน Actin  ใน กล ้วย1ไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียลก ุล ’
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