
อภิปรายผลการทดลอง

1. ศึกษาวิธีการส?ได total RNA ที่เหมาะสมสำหรับกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอ ียสก ุล1
1.1 เปร ียบ เท ียบป ร ิมาณ  และค ุณ ภาพ ของ total RNA ท ี'สก ัดจากใบอ่อนของ 

กล ้วยไม้สกุลหวาย ‘เอ ียสก ุล’ ที่ได้'จาก,ว ิธ ีการสกัด total RNA 3 ว ิธ ีได้แก่ วิธีของ Thikart และคณ ะ  
(2005) ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1 และวิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที, 2

ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 1 พ บ ว ่าม ีการส ลายข อง total RNA 
เก ิดข ึ้น  ก ับ ต ัวอย ่างการท ด ลอง อ าจ เน ื่อ งจ าก ส าร  PVP ไม ่ส าม ารถ กำจ ัด เม ือกข อ งก ล ้วยไม ้ซ ึ่ง  
คาดว ่าเป ็น สารพ วกโพ ล ีแซคคาไรด ์ (polysaccharide) ซ ึ่งม ีปร ิม าณ มาก ทำให ้ส ารละลายส ่วน ใส  
(supernatant) ระห ว ่างการทดลอง ม ีล ักษ ณ ะห น ืด  แล ะป ิเป ต ย าก  ซ ึ่งอาจส ่งผ ลให ้ total RNA 
บางส ่วน เก ิดการสลายต ัว  (Zang และ Yang, 2 0 0 2 ) วิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2  ไม่ 
พ บ การสลายต ัวข อง total RNA แต ่ป ร ิม าณ  total RNA ท ี่สก ัดได ้ม ีน ้อย และม ีค ุณ ภ าพ ไม ,ดี 
เน ื่องจากล ัดส ่วนของ OD260/280ซ ึ่งแสดงค ุณภาพของ total RNA ม ีค ่าต ํ่ากว ่า  1.8 ซ ึ่งต ่างกับวิธ ีของ 
Thikart และคณ ะ (2 0 0 5 ) ซึ่งม ีปริมาณ total RNA มาก และม ีค ุณ ภาพ ด ีกว ่า แต ่ม ีการปนเป ีอนของ 
DNA และปร ิม าณ เม ือกส ูง นอกจากน ี้ว ิธ ีของ Thikart และคณ ะ (2 0 0 5 ) พบการสลายต ัวของ total 
RNA ในบางต ัวอย ่างการทดลองอ ีกด ้วย

ต ังน ั้นในการส ืกษาคร ั้งน ี้ ว ิธ ีท ี่เหมาะลมท ี่ส ุดสำหร ับการสก ัด  total RNA ของ 
กล ้วยไม ้ คือ ว ิธ ีต ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ซ ึ่งเป ็นว ิธ ีท ี่ลดข ั้นตอนการบ ่มเน ื้อเย ื่อพ ืชท ี่ 
บ ดละเอ ียด  ใน  extraction buffer ท ี่อ ุณหภ ูม ิ 65 องศาเซลเซ ียส และปร ับเปล ี่ยนองค ์ประกอบของ  
extraction buffer โด ยการใช ้ PVPP แทนการใช ้ PVP เน ื่องจากไม ่พบการสลายต ัวของ total RNA 
เกิดขึ้น

จากการค ืกษ าท ำให ้คาด ว ่าส ารป ระกอบ ต ่างๆ  ใน  extraction buffer ของวิธ ีการ  
สกัด total RNA ทั้ง 3 ว ิธ ีการ อาจม ีผลต ่อข ั้นตอนการสก ัด ค ุณ ภาพ  และการส ลายต ัวข อง total 
RNA ท ี่สก ัดได ้ สารเคม ีท ี่คาดว ่าม ีผลต ่อการทดลองม ีห ลายประการ เช่น PVPP เป ็นสารท ี่สามารถ  
กำจ ัด โพ ล ีพ ืน อล (polyphenol) และโพ ล ีแซ ค ค าไรด ์ท ี่ไม ่ล ะล ายน ํ้าอ อ ก จ าก  total RNA ได ้ 
(Venkatachalam, 1999) ต ังน ั้น เม ื่อทำการเปร ียบเท ียบว ิธ ีต ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2
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ช ึงม ีสารน ีก ับว ิธ ีของ Thikart แล ะค ณ ะ (2005) พ บ ว ่าการป ิเป ต ส ารละลายส ่วน ใส ด ้าน บ น ใ,น  
ข ัน ตอน ต ่างๆ ของการสก ัด  total RNA เป ็น ไป ค ่อน ข ้างส ะดวกกว ่าว ิธ ีของ Thikart แ ล ะ ค ณ ะ
(2005) เพ ราะเม ือกจากใบ ของกล ้วยไม ้ ท ี่คาดว ่าเป ็น ส ารโพ ล ีแช คค าไรด ์ท ี่ไม ่ละลายน ํ้า  สามารถ  
ต ก ต ะ ก อ น พ ร ้อ ม ก ับ เน ือ เย ือ จ าก ใบ อ ่อ น ข อ งก ล ้ว ย ไม ้ ห ล ังก ารป ัน เห ว ี่ยง  แ ล ะ เม ื่อ ท ำก าร  
เปร ียบเท ียบวิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ก ับว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบ 
ท่ี 1 พ บว ่าการป ิเปตสารละลายส ่วน ใสด ้าน บ น ใน ข ั้น ตอน ต ่างๆ ของการสก ัด total RNA โดยวิธ ี 
ด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 เป ็นไปค ่อน ข ้างสะดวกกว ่าว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh 
(2000) แบบที่ 1 เน ื่องจาก ป ร ิม าณ เม ือกจากใบ ข องกล ้วยไม ้ส าม ารถต กต ะก อน พ ร ้อม ก ับ เน ื้อ เย ื่อ  
จากใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ หล ังการปันเหวี่ยงได ้ด ีกว ่า

เน ื่องจากกล ้วยไม ้เป ็น พ ืช อวบ น ํ้า  เม ื่อล ัม ผ ัส ก ับ ไน โต รเจ น เห ลวท ำให ้เน ื้อ เย ื่อม  ี
ความแข ็งมาก และบดยาก ด ังน ั้นจ ึงต ้องด ัด เน ื้อ เย ื่อบร ิเวณ ใบอ ่อนของกล ้วยไม ้เป ็นช ิ้น เล ็กๆ ก่อน  
เพ ื่อให ้สะดวกใน การบดใน ไนโตรเจน เหลว จ าก ก าร ท ำเช ่น น ื้อ าจ ม ืผ ล ท ำให ้เน ื้อ เย ื่อ น ี้ ม ีป ร ิม าณ  
สารพ ืนอล ิค (phenolic) สูงขึ้น เพ ร าะ เน ื้อ เย ื่อ ด ังก ล ่าว เก ิด บ าด แผ ล  (C am pos-V argas และ  
Saltveit, 2002) ซ ึ่งจะส ่งผลต ่อค ุณ ภาพของ total RNA เน ื่องจากสารพ ืน อล ิค เม ื่อถ ูกออกซ ิไดซ  ์
(oxidize) จะเปล ี่ยนเป ็นลารคว ิโนน (quinone) ซ ึ่งสามารถสร้างพ ันธะโควาเลนต ์ก ับกรดน ิวคล ีอ ิก  
(nucleic acid) ทำให ้ค ุณ ภาพ ของ total RNA ลดลง ซ ึ่งอาจไม ่เห มาะลมก ับการทำการทดลองข ั้น  
ต่อๆ ไป (Loomis, 1974) ด ังน ั้นว ิธ ีท ี่ด ัดแปลงจากวิธ ีของ Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ซึ่งเป็นวิธ  ี
ปรับเปล ี่ยนองค ์ประกอบของ extraction buffer โด ยการใช ้ PVPP ท ดแทน การใช ้ PVP และมี 
ความเข ้มข้นของ R>-mercaptoethanol ปร ิมาณ ส ูงกว ่าว ิธ ีของ Thikart และค ณ ะ (2005) จ ึงม ีผล 
ช ่วยเพ ิ่มประส ิทธ ิภาพ ของการสก ัด  total RNA ครั้งนื้ เน ื่องจาก fl-m ercaptoethanol ท ี่ความ  
เข้มข้นสูง สามารถรักษาสภาพของ total RNA ได ้โดยช ่วยป ้องก ัน ลารพ ืน อล ิคมาจ ับก ับ  total RNA 
ป้องก ันการผลิตสารควิโนนจากลารพ ืนอสิค และอาจช่วยหยุดการทำงานของเอนไชม็ไรโบนิวคลีเอส  
(ribonucleases) โด ย ก ารท ำล าย พ ัน ธ ะได ซ ัล ไฟ ด ์(disulfide) ระหว ่างโม เลก ุลของโปรต ีน ได ้อ ีก  
ด้วย (Vankatachalam, 1999) น อกจากน ี Lai และคณ ะ (2001) พบว่า 0.-m ercaptoethanol ทีมี 
ความเข ้มข ้น 200  mM เหมาะสมก ับการสก ัด total RNA จากเน ื้อ เย ื่อพ ืชท ี่ม ีโพ ล ีพ ืนอลปร ิมาณ ส ูง  
และท ำให ้ total RNA ท ี่สก ัดได ีใม ่เก ิดการสลายต ัว ดังนั้น total RNA จ ึงม ีค ุณ ภาพ  และสามารถ  
ประย ุกต ์ใช ้ใน การทดลองข ั้น ต ่อไป  เช่น การแยก ทาRNA การทำ reverse transcription และ  
differential display ทั้งนี้ Lai และคณ ะ (2001) ย ังได ้แนะนำว ่าอาจเพ ิ่มปร ิมาณ  R»-mercaptoethanol 
ใน  extraction buffer ให ้ม ีความเข ้มข ้นส ูงถ ึง 300 mM เม ื่อต ้องการสก ัด total RNA จากเน ื้อ เย ื่อ  
พืชที่ม ีปริมาณ'โพลีพ ืนอลสูงมาก
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ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ม ีความเข ้มข ้นของโซเด ียมคลอไรด ํใน  
extraction buffer ส ูงกว่าว ิธ ีของ Thikart และคณ ะ (2005) ส ่งผลให ้ลดการตกตะกอน ร ่วมก ัน  
ระหว่างโพลีแซคคาไรด ์ก ับ  total RNA เน ืองจากโซเด ียมคลอไรด ์ท ี่ความเข ้มข ้นส ูงจะไปเพ ิ่มการ  
ละลายของโพล ีแซคาไรด ัไนเอทานอล (Fang, Hammar และ Grumet, 1992; Lodhi และคณ ะ, 
1994) ดังนั้น total RNA ท ี่สก ัดได ้จ ึงม ีความ ละอาดเพ ิ่ม ข ึ้น  น อก จ าก น ี้ก ารใช ้ CTAB ร่วมกับ  
โซเด ียมคลอไรด ์ท ี่ม ีความเข ้มข ้น 4 M จะช ่วยย ับย ั้งการตกตะกอนร่วมก ันระหว ่างโพ ล ีแซคคาไรด ์ 
กับกรดนิวคลีอ ิคได ้อ ีกด ้วย (Tel-Zur และคณ ะ, 1999)

จากการท ี extraction buffer ของวิธี Thikart และคณ ะ (2005) ไม ่ม ีสารเคม ีท ี ่
ลาม ารถกำจ ัด เม ือกของกล ้วยไม ้ ทำให ้ข ั้นตอนการกำจ ัดโปรต ีน และไขมันออกน ั้น เป ็นไปค่อนข ้าง 
ย าก  เน ื่อ งจ าก เม ือ ก ข อ งก ล ้ว ย ไม ้ม ีค ว าม ห น ืด ม าก  ส ่งผลให ้โปรต ีน  และไข ม ัน  ซ ึ่งเป ็น ข ั้น ท ี่อย ู่ 
ระหว ่างสารละลายส ่วนใสก ับ  phenol : chloroform ถ ูกด ูดต ิดข ึ้นมาพร ้อมก ับเม ือกของกล ้วยไม ้ใน  
ระหว ่างการป ิเปตสารละลายส ่วนใส ทำให ้ตะกอน total RNA ที่ได้จากการทำ LiCI precipitation  
ม ีล ัก ษ ณ ะข ุ่น  แ ล ะ เม ื่อ ล ะ ล าย ด ้ว ย  DEPC-treated water ส ารล ะล าย ท ี่ได ้ม ีค ว าม ข ุ่น  และม ี 
บ างส ่วน ท ี่ไม ่สาม ารถละลายได ้ ซ ึ่งผลจากการสก ัด RNA ด้วยวิธ ีของ Thikart และค ณ ะ (2005) 
คล ้ายก ับ การสก ัด  total RNA จาก Cinnamom um  tenuipilum  ท ีใช้วิธี phenol/SD S ของ Zang 
และ Yang (2002) ซ ึ่งได ้รายงานว ่าการท ี่ total RNA ท ี่สก ัดได ้ ไม ่ส าม ารถ ล ะล าย น ํ้าได ้ อาจ  
เน ื่องมาจากการเก ิดเป ็นสารประกอบเช ิงซ ้อนของ R N A -phenol-polysaccharide (Tesniere และ 
Vayda, 1991; Ainsworth, 1994) ในขณะที่ total RNA ที่สกัดได้จากวิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) 
แบบที่ 2 พ บ ว ่า เม ื่อ ล ะล าย ต ะก อ น  total RNA ด้วย DEPC-treated water ส ารละลายท ี่ได ้ม  ี
ล ักษณ ะใส และไม,หนืดเหมือน total RNA ท ี่สกัดจากวิธ ีของ Thikart และคณ ะ (2005)

น อกจากน ี้ใน ข ั้น ตอน การกำจ ัด โป รต ีน  และไข ม ัน ออกจาก total RNA ของวิธ  ี
ดัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ม ีการใช ้สารอ ินทร ีย ์ chloroform : isoamyl alcohol (24 :1 ) 

แท น การใช ้ phenol : chloroform เน ื่องจากคาด ว ่า  PVPP ซ ึ่งเป ็นโพลีเมอร์ของ PVP ท ี่เป ็น  
ส ่วนประกอบในสารละลาย extraction buffer ไม ่เหมาะลมก ับการใช ้ร ่วมก ับ  phenol ในขั้นตอน  
กำจ ัดโปรต ีน และไขมัน เน ื่องจาก Salzm an และคณ ะ (1 9 9 9 ) พ บ ว ่าการใช ้ PVP ร่วมกับ phenol 
ส ่งผลให ้เก ิดการสลายต ัวของ total RNA (Salzman และคณ ะ, 1999)
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ว ิธ ีการสกัด total RNA จากกล ้วยไม ้สก ุลห วาย ‘เอ ีย ส ก ุล ’ ต ้องด ัดแปลงข ั้นตอน  
จากว ิธ ีของ Yu และ Goh (2000) โดยการลดข ั้นตอนการบ ่มเน ื้อ เย ื่อพ ีซท ี่บดละเอ ียด ใน  extraction 
buffer ท ี่อ ุณหภูม ิ 65 องศาเซลเซ ียส เน ื่องจาก เม ื่อท ำการบ ่ม เน ื้อ เย ื่อกล ้วยไม ้สก ุลห วาย ‘เอ ีย ส ก ุล , 
ท ีบ ด ล ะเอ ีย ด ใน  extraction buffer ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 65 องศาเซ ลเซ ียส เป ็น เวล า 15 นาท ี พ บว ่า 
สารละลายส ่วน ใสเปล ี่ยน เป ็น ส ีน ํ้าตาลภายหล ังการบ ่ม  ซ ึ่งการเปล ี่ยน ล ีของสารละลายน ั้น อาจเก ิด  
จากสารท ีนอล ิคถ ูกออกซ ิไดซ ์สารละลายน ั้นจ ึงกลายเป ็นล ีน ั้าตาล (Mateos และคณ ะ, 1993) และ  
สารท ีนอล ิคท ีเก ิด1ขืน อาจเปล ี่ยนเป ็นสารควิโนน ซ ึ่งสามารถสร้างพ ันธะโควาเลนต ์ก ับกรดน ิวคล ีอ ิก  
ท ำให ้ค ุณ ภาพ ของ total RNA ลดลง (Loomis, 1974) และเก ิดการสลายต ัวของ total RNA ใน การ  
ทดลอง

1.2 ส ืกษาปริมาณเนื้อเย ื่อที่เหมาะลมต่อการสกัด total RNA ของกล้วยไม้สกุลหวาย
‘เอ ียส ก ุล ’

จากการท ดลองท ี่ 1.1 พบว ่าล ัดส ่วนของ OD260/280 ซ ึ่งแสดงค ุณ ภ าพ ของ total 
RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อ เย ื่อ ใบอ ่อน ของกล ้วยไม ้ 0.4 กรัม ด ้วยวิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 
2 ม ีค ่าต ํ่าก'ว ่า 1.8 ซ ึ่งม ีผลให ้ค ุณภาพของ total RNA ท ี่สก ัดไต ้ไม ่เหมาะลมท ี่ใช ้ในข ั้นตอนต ่อไป  
เน ื่องจากค ุณ ภาพ  total RNA ท ี่เหมาะสม ควรมีล ัดส่วน OD260/280 อย ู่ระหว่าง 1.8-2.0 (Sambrook  
และคณ ะ, 1989)

ด ังน ั้น จ ึงท ำการท ดลองเป ร ียบ เท ียบ ป ร ิมาณ เน ื้อ เย ื่อจากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ 0.1
0.2 0 .3  และ 0.4 กรัมต่อ extraction buffer 1 ม ิลล ิล ิตร ตาม ลำด ับ  เพ ื่อห าป ร ิม าณ เน ื้อ เย ื่อท ี่ 
เหมาะลมลำห ร ับการสก ัด  total RNA ด ้วยว ิธ ีด ังกล ่าว และเพ ื่อพ ัฒ นาค ุณ ภาพ ของ total RNA ท่ี 
สกัดไต้

จ ากการท ด ลองพ บ ว ่า  total RNA ท ี่ส ก ัด จ าก เน ื้อ เย ื่อ จ าก ใบ อ ่อ น ข อ งก ล ้ว ย ไม ้ 
ป ร ิม า ณ 0.1 กรัมต่อ extraction buffer 1 ม ิล ล ิล ิต รม ีค ุณ ภ าพ ด ีท ี่ส ุด เน ื่อ ง1จากล ัดส ่วน  OD260/280 
ของ total RNA ม ีค ่าอย ู่ระหว่าง 1.8-2.0 ใน ข ณ ะท ี่ป ร ิม าณ เน ื้อ เย ื่อจากใบ อ ่อน ข องกล ้วยไม 0้ .20.3  
และ 0.4 กรัมต่อ extraction buffer 1 ม ิลล ิล ิตร ม ีล ัดส ่วน <วอ260/280 ของ total RNA ต ํ่าก ว ่าค ่า  1.8 
ท ี่เป ็น เช ่น น ี้อาจเก ิดจากป ร ิมาณ ของ extraction buffer ไม ่เพ ียงพ อต ่อการแทรกผ ่าน เน ื้อ เย ื่อท ี่ม  ี
ปร ิมาณ มาก เพ ื่อเข ้าไปจับก ับกรดน ิวคล ีอ ิก ห ร ืออาจเก ิดจากการท ี่เน ื้อ เย ื่อพ ืชม ีป ร ิม าณ ม าก ท ำให  ้
ส ารส ่วน ละล ายส ่วน ใลม ีค วาม ห น ืด ม ากจน ไม ่ส าม ารถ ป ิเป ต ไต ้ ท ำให ้ total RNA ท ี่สก ัดได ้ม ี 
ค ุณ ภาพ ลดลง และอาจเก ิดการสลายต ัว (Zang และ Yang, 2002)
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ลำหร ับปร ิมาณ  RNA ท ี่สก ัดได ้ เม ื่อเท ียบเป ็นไมโครกรัม total RNA/100 ม ิลล ิกรัม  
ของเน ือ เย ือจากใบอ ่อน ของกล ้วยไม ้ พบว่า total RNA ท ีสก ัดจากเน ือ เย ื่อจากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม  ้
ป ร ิม าณ  0.2  กรัม น ั้นม ีปร ิมาณ มากท ี่ส ุด  และใกล ้เค ียงก ับ ป ร ิม าณ  total RNA ท ี่ส ก ัดได ้จากการใช  ้
เน ื้อ เย ื่อจากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ป ร ิม าณ  0.1 กรัม รองลงมาค ือ RNA ท ี่ส ก ัด จาก เน ื้อ เย ื่อ จาก ใบ  
อ ่อนของกล้วยไม ้ปร ิมาณ 0.3 และ 0.4 กรัม ตามลำด ับ

เน ื่องจาก  total RNA ท ี่สก ัดได ้ ต ้องน ำไป ใช ้ไน การท ดลองข ั้น ต ่อไป  จ ึงต ้อง  
คำน ึงถ ึงค ุณ ภาพ ของ total RNA เป ็นหลัก ด ังน ั้นจ ึงเล ือกการสกัด total RNA จ าก เน ื้อ เย ื่อ จ าก ใบ  
อ ่อนของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.1 กรัม เพ ื่อ ใช ้ใน การศ ึกษ าใน คร ั้งน ี้ ถ ึงแม ้ total RNA ท ี่สก ัดได ้จะม  ี
ปร ิมาณ น ้อยกว ่า total RNA ท ี่สก ัดจากเน ื้อ เย ื่อจากใบอ ่อนของกล ้วยไม ้ปร ิมาณ  0.2 กรัม

2. ศ ึกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธี differential display

จากการศ ึกษ าการแส ดงออกของย ีน ท ี่แต กต ่างของกล ้วยไม ้ส ก ุลห วายท ั้ง  2 ชุด 
การทดลอง โดยวิธ ี differential display (Liang และ P ardee, 1992) โดยใช ้ค ู,ไพ รเมอร ์จำนวน  
72 คู่ พ บว ่าม ีความแตกต ่างของแถบ CDNA ของกล ้วยไม ้สก ุลหวายระหว ่างช ุดควบค ุม และชุดท ี ่
ได ้ร ับไคโตซาน จำนวน 145 แถบ cDNA จากจำนวนค ู่ไพรเมอร ์ 54 คู่ ซ ึ่งความ แตกต ่างน ี้อาจเก ิด  
จากกล ้วยไม ้ท ั้ง  2 ช ุดการทดลอง มีชนิด และ/หรือ ป ร ิม าณ  ทาRNA ท ี่แตกต ่างก ัน  ทำให ้ไพ รเมอร ์ 
เช ้าไปจ ับก ับ  mRNA ท ี่เป ็น com plementrary ได ้ต ่างก ัน  (Burpo, 2001) แต ่อย ่างไรก ็ด ีความ  
แตกต ่างน ี้อาจเก ิดจาก false positive ท ี่เก ิดจากเทคน ิคด ังกล ่าวได ้ด ้วย (Liang, 1998)

ร ูปแบบแถบ cDNA ท ี่แตกต ่าง สามารถแบ ่งได ้เป ็น  4 แบบ เม ื่อ เปร ียบ เท ียบก ับ
ชุดควบคุม

แบบที่ 1 พบว่ามีการสร้างแถบ cDNA ขึ้นมาใหม่ หล ังจากกล้วยไม ้ได ้ร ับไคโตชาน  
เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

แบบที่ 2 พ บ ว ่าม ีการห ายไป ของแถบ  cDNA ห ล ังจากกล ้วยไม ้ได ้ร ับ ไคโตชาน  
เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

แบบที่ 3 พ บ ว ่าม ีค วาม เข ้ม ข อ งแถ บ  cDN A เพ ิ่มข ึ้น  ห ล ังจ าก ก ล ้ว ยไม ้ได ้ร ับ  
ไคโตซาน เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง

แบบที่ 4 พ บ ว ่าม ีค ว าม เข ้ม ข อ งแ ถ บ  cDN A ลด ลง ห ล ังจ าก ก ล ้ว ย ไม ้ใด ้ร ับ  
ไคโตซาน เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง
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ความแตกต ่างของร ูปแบบของ cDNA ท ี่๓ ดขึ้นนี้ แสดงให ้เห ็นว ่าไคโตชาน 0 8 0  
น ่าจะม ีผลต ่อการแสดงออกของย ีนในกล้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียสกุล' ซ ึ่งสอดคล ้องก ับผลการทดลอง  
ของ Mason และ Davis (1997) ท ี่พบว่าไคโตซานม ีผลต ่อการเพ ิ่มปริมาณของ mRNA ของเซลล ์สน  
(P inus elliottii var. elliottii E ngelm .) ท ี่ม ีลำด ับ เบ ส คล ้ายย ีน  cinnam ic acid-4-hydroxylase  
และ chitinase หล ังจากได ้ร ับไคโตชานเป ็นเวลา 24 ช ั่วโมง เม ื่อทำการวิเคราะห์ด ้วยวิธ ี differential 
display

นอกจากน ี้ย ังพบว่าไคโตซานมีผลต ่อการแสดงออกของย ีนต ่างๆ ในพืช เม ื่อทำการ  
ว ิเคราะห ์ด ้วยว ิธ ี northern blot analysis ก ับพ ืชท ี่ได ้ร ับไคโตซาน ท ี่ร ะย ะ เว ล าต ่างๆ  ภ าย ใน  24 
ชั่วโมง ท ำให ้ทราบ ว ่า mRNA ของ P schi4  ใน เชลล ์สน (Pinus strobu s)  ซ ึ่งม ีลำด ับกรดอะม ้โน  
คล ้ายคล ึงก ับลำด ับกรดอะม ้โน1ของ chitinase ในต้นยาสูบ ม ีปร ิมาณเพ ิ่มข ึ้นหล ังจากเซลล์สนได ้ร ับ  
ไค โต ซ าน เป ็น เว ล า3 ช ั่วโม งและม ีป ร ิม าณ เพ ิ่ม ข ึ้น อย ่างต ่อ เน ื่องจน ถ ึงท ี่ระยะเวลา2 4 ช ั่วโม ง(พ น  
และคณ ะ, 1997) ในขณ ะท ี่ mRNA ของ REK ในต้นข้าว (O ryza sativa  L. cv. Nipponbare) ซ่ึง 
คาดว ่าม ีหน ้าท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการสร ้างสารป ้องก ัน ตนเองของพ ืช  ม ีผลการท ดลองส อดคล ้องก ับ ย ีน  
P schi4  ในเซลล ์สน (Jwa และคณ ะ, 2002) ในขณ ะท ี่ mRNA ของ O sPR 5  แ ล ะ O sPRIO  ซ ึ่งเป็น 
ย ีนท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการสร ้างสารป ้องก ันตนเองของพ ืชในต ้นข ้าว ม ีปร ิมาณ เพ ิ่มข ึ้น  หล ังจากต ้น ข ้าว  
ได ้ร ับไคโตซานเป ็น เวลา 30 นาที และม ีป ร ิม าณ เพ ิ่ม ข ึ้น อย ่างต ่อ เน ื่องถ ึงท ี่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
(Agrawal และคณ ะ, 2002) ในป ี 2003 Agrawal และคณะ พบว่า mRNA ของ O sA O C  ในต ้นข ้าว  
ซ ึ่งม ีลำด ับกรดอะม ิโนคล ้ายคล ึงก ับลำด ับกรดอะม ิโนของ cy c la se  (AOCs) ท ี่ม ีหน ้าท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  
การสร ้างสารป ้องก ันตนเองของพ ืชในส ่วนท ีเป ็น jasm onic acid (JA) b iosynthesis pathway มี 
ป ร ิม าณ เพ ิ่ม ข ึ้น ห ล ังจากต ้น ข ้าวได ้ร ับ ไคโตช าน  เป ็น เวลา 1.5-2 ชั่วโมง แ ต ่ห ล ังจากระยะเวลา  
ดังกล่าว พบว่า mRNA ของ O sA O C  ม ีปร ิมาณลดลงจนถึงท ี่เวลา 24 ชั่วโมงของการทดลอง

จากข้อมูลข ้างต ้นทำให ้ทราบว่าการลึกษาผลของไคโตซานที่ม ีต ่อการแสดงออกของ 
ยีนในพืช ส่วนใหญ่ม ักให้ความสนใจกับยีนที่เก ี่ยวข ้องกับการสร้างสารป้องกันตัวเองของพืช ท ั้งน ี้อาจ  
เน ื่องจากไคโตชาน ม ีค ุณ สม บ ัต ิเป ็น สารกระต ุ้น  นอกจากน ี้ย ังพบว่าย ีนท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการสร ้างสาร  
ป้องก ันต ัวเองของพ ืชเช ่น chitinase (พ นและคณ ะ, 1 9 9 7 )และ PR protein (Agrawal และคณ ะ, 
2002) ม ักม ีการแสดงออกเพ ิ่มข ึ้นมากท ี่ส ุด  หล ังจากพ ืชได รั้บไคโตซานท ี่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง แต ่
อย ่างไรก ็ด ีท ี่ระยะเวลาน ี้ ย ังพ บว ่าม ีบางย ีน ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  JA b iosynthesis pathway ม ีการ  
แสดงออกลดลง (Agrawal และคณะ, 2003) จากข ้อม ูลด ังกล ่าว ทำให ้เป ็น ท ี่น ่าสน ใจทำการล ึกษา  
การแสดงออกของย ีนในกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล ’ หล ังจากได ้ร ับไคโตซาน เป ็น ระยะเวลา 24
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ชัวโมง เปร ียบเทยบก ับกล ้วยไม ้ช ุดควบค ุม  โดยใช ้ว ิธ ี differential display ซ ึงเป ็นว ิธ ีท ีอาจทำให ้ 
ค้นพบยีนใหม่ๆ ที่ตอบสนองต่อไคโตซานในแง,ม ุมต ่างๆ ได ้อ ีกด้วย

3. โคลน?นส่วน cDNA ที่แตกต่างระหว่างกล้วยไม้ทั้ง 2 ช ุดการทดลอง เข ้าในเวกเตอร ์ 
ที่เหมาะสม

ห ล ักการค ัด เล ือกแถบ  cDNA ท ี่แตกต ่างระห ว ่างกล ้วยไม ้ท ั้ง  2 ช ุดการท ดลอง  
เท ือน ำม าโค ลน  คือ ความเข ้มของแถบ cDNA ท ีปรากฎบน polyacrylam ide gel เน ื่องจากแถบ  
cDN A ท ม ค ว าม เข ้ม ม าก  ล าม าร ถ ล ค ัด  cDNA อ อ ก จ าก  polyacrylam ide ge l ได ้ป ร ิม าณ  
ม าก กว ่าการส ค ัด  cDN A ออ กจากแถบ  cDNA ที'มีค1วาม'จางมาก ด ังน ั้นการทดลองคร ั้งน ี้ จึงทำ 
การค ัด เล ือกแถบ  cDNA ท ี่แตกต ่างจำน วน  67 แถบ แล ้วทำการลค ัด  cDNA ด ังก ล ่าวอ อ ก จ าก  
polyacrylam ide gel และเพ ิ่มจำนวน  cDN A ด้วยวิธ ี PCR โดยใช ้ใพ รเม อร ์ช ุด เด ิม  พ บ ว ่าม ีการ  
สูญหายของแถบ cDNA บางแถบเกิดข ึ้น หลังจากตรวจสอบด้วยวิธ ี agarose gel electrop h oresis  
ท ี่เป ็น เช ่น น ี้อาจ เก ิด จากป ร ิม าณ  cDNA ท ี่อย ู่บน polyacrylam ide ge l ม ีป ร ิม าณ น ้อย ม าก  ดังนั้น 
เม ื่อทำการสค ัด cDNA ด้วยวิธ ี crush and soak  (Sam brook และคณ ะ, 1989) และเพ ิ่ม ป ร ิม าณ  
cDNA ด้วยวิธ ี PCR ก ็ไม ่ล าม ารถ เพ ิ่ม ป ร ิม าณ ก าร ล ัง เค ร าะห ์cDNA ให ้ม ีป ร ิม าณ ม ากพ อ ท ี่จะ  
สามารถมองเห ็นแถบ cDNA ด ังกล ่าวบน a g a ro se  gel ได ้

จากการสค ัด  cDNA ที,ล ัง เคราะห ์ได ้ บน a g a ro se  gel โด ย ใช ้ Ultra Clean™ 15 
DNA purification kit (MO BIO Laboratories, Inc., CA, USA) พ บ ว ่าม ีการส ูญ หายของ cDNA  
บางแถบ ท ั้งน ี้อาจ เก ิดจาก cDNA ท ี่อย ู่บน agarose gel น ั้น ม ีปร ิมาณ น ้อยเก ินกว ่าท ี่จะสามารถ  
สค ัดออกมาได ้

หลัง'จากการ'โคลน1ชิ้นล่1วน cDNA ท ี่แตกต ่างระหว่างกล ้วยไม ้ท ั้ง 2 ช ุดการท ดลอง  
เข ้าในเวกเตอร ์ pGEM-T โดยไข้ pGEM-T cloning kit (Promega, MD, USA) พบ1ว ่าม ี1ช ินล ่1วน cDNA  
ท ี่สามารถโคลนได ้จำนวน 19 ชิ้น

การค ัด เล ือกเวกเตอร ์ pGEM-T มาใช ้ใน การว ิจ ัย  เน ื่องจากช ิ้นล ่วน cDNA ท ี่ใช ้ใน  
การโคลน ได ้มาจากการล ังเคราะห ์ด ้วยว ิธ ี PCR ด ังน ั้นบร ิเวณ ปลาย 3' ของ cDNA ส ่วนใหญ ่จ ึง  
เป ็นเบส A (adenosine overhang) ซ ึงเก ิดจากปฏ ิก ิร ิยา terminal transferase ของเอน ไซ ม ์Taq 
polym erase (Clark, 1988) ด ังน ั้นการใช ้เวกเตอร ์ท ี่ม ีบร ิเวณ ปลาย 3 ’ ท ี่เป ็นเบส T (thymidine
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overhang) เช่น เว ก เต อ f  pGEM-T จ ึงส าม ารถ เช ื่อม ต ่อก ับ  PCR product ได ้โดยตรง และม ี 
ประส ิทธ ิภาพ ม ากกว ่าการใช ้เวกเตอร ์ท ี่เป ็น ป ลายท ู่ (Marchuk และคณ ะ, 1990; Ichihara และ  
Kurosawa, 1993) เน ืองจากการเช ือมต ่อ cDNA ท ีเป ็น PCR product ก ับ เวกเตอร ์ปลายท ู่จะต ้อง  
ผ ่านข ันตอนการเต ิม klenow fragment ให ้ก ับ ป ลาย 3 ’ A overhang ของ PCR product เพ ื่อให  ้
PCR product ล าม ารถ เช ื่อม ต ่อก ับ เวก เต อf ป ล าย ท ู่ใด ้ ซ ึ่งว ิธ ีการน ี้ม ักม ีผลให ้ประส ิทธ ิภาพ การ  
โคลนลดลง (Marchuk และคณ ะ, 1990)

4. วิเคราะห์ชนืดของยีนที่มีการตอบสนองต่อไคโตชานในกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอ ียสก ุล’

เม ื่อน ำลำด ับ น ิวคล ีโอใทด ์ของ cDN A ท ี่ม ีก ารแส ด งอ อ ก แต ก ต ่างก ัน ใน ก ล ้วยไม  ้
ลก ุลห วายท ี่ใด ้ร ับ  และไม,ได้รับไคโตซาน ทั้ง 19 โคลน มาเปร ียบ เท ียบ ก ับ ข ้อม ูลใน ฐานข ้อม ูลสากล  
ได ้แก ่ NCBI และ EMBL พบว่า

D e164  และ D e7696  ม ีลำด ับน ิวคล ีโอไท ด ์คล ้ายคล ึงก ับคลอโรพ ลาลจ ีโน มของ  
C alycanthus floridus var. g laucus และเม ื่อท ำการว ิเคราะห ์ลำด ับ น ิวคล ีโอไท ด ์ท ั้งลองน ี้ก ับ  
บางส ่วนของย ีน (E xpressed  S eq u en ce  T ags, EST) ท ี่อย ู่ในฐานข ้อม ูล พบว่า D e164  ม ีลำด ับ  
น ิวค ล ีโอ ไท ด ์ค ล ้ายค ล ึงก ับ  ทาRNA ท ี่อย ู่ใน เน ื้อ เย ื่อ  male in florescences ของหน่อไม ้ฝร ั่ง  
(A sparagu s officinalis) (a ccess io n  no. CV290069, CV289592 และ CV289014) โดยพ บ ค ่า  
% nucleotide identity อย ู่ในลองช ่วง คือ 94% (84/89) และ 98% (57/58) ในขณ ะท ี่ D e7 6 9 6  มี 
ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA clone ของแอปเป ิล (Malus X d om estica) (accession  
no. CN933364, CN872933, CN872816, CN872567, C N 872562, C N 859554, C N 859384, 
C N 858964, C N 857947 และ DR996644) ช ื่งม ีค ่า % nucleotide identity 92% (150/163) 
ลำหรับ a cce ss io n  no. D R 996644 ใน ฐาน ข ้อม ูลม ีการอ ้างอ ิงว ่าม ีลำด ับ น ิวคล ีโอไท ด ์คล ้ายคล ึง  
ก ับย ีน Ycf2 ใน ยาส ูบ  Nicotiana tabacum  ในการว ิเคราะห ์ลำด ับกรดอะม ิโนของ D e164  และ 
D e7696  พบ'ว่าม ีความคล้ายคลึงก ับ,โปรตีน Orf 204 ที่แปลรหัสในไมโตคอนเดรียน (Mitochondrion) 
ของ B eta vulgaris L. นอกจากน ี้ในฐานข ้อม ูลย ังพบว ่าโปรต ีน  Orf 204 อาจม ีความ เก ี่ยวข ้องก ับ  
ยีน Ycf2 ด้วย

ผ ล ก าร ว ิเค ร าะห ์ล ำด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ และลำด ับ ก รด อะม ิโน ข อง D e l 64 และ  
D e7 69 6  พ บ ว ่าม ีความ ค ล ้ายคล ึงก ัน ม าก ด ังน ั้นจ ึงทำการเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ระหว ่าง
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D e164  และ D e7696  โด ยH โปรแกรม align two se q u e n c e  (bl2seq) ของ NCBI ทำให ้ทราบ ว ่า  
โคลนท ั้งสองม ีลำด ับน ิวคล ีโอใทด ์คล ้ายคล ึงก ัน  90% (160/177)

จากข ้อม ูลข ้างต ้น ท ำให ้คาดว ่า D e164  และ D e7696  น ่าจะเป ็นย ีนท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  
ยีน Ycf2 ซ ึงอย ู่ในคลอโรพลาลต ์จ ีโนม (พ akasuki และคณ ะ, 1997) เน ื่องจากคลอโรพ ลาส ต ์ 
จีโนมในพ ืชช ั้นส ูงส ่วนใหญ ่ประกอบด ้วย 2 ORFs ขนาดใหญ ่ คือ Ycf1 และ Ycf2 เม ื่อทำการม ิว  
แ ต น ท ์(mutant) ท ังสองย ีนน ี้ในต ้นยาส ูบ  พ บว ่าย ีน ท ั้งสองน ่าจะม ีห น ้าท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ การอย ู่รอด  
ของเซ ลล ์ (D rescher และคณ ะ, 2000) จากข ้อม ูลข ้างต ้น ทำให ้คาดว ่าโปรต ีน  Orf 204  ของ Beta  
vulgaris L. ก ็อาจม ีส ่วนเก ี่ยวข้องกับการอยู่รอดของเซลล์เซ ่นกัน

D e362  ม ีลำด ับน ิวคล ีโอใทด ์คล ้ายคล ึงก ับโครโมโซมท ี่ 7 ในข ้าว (O ryza  sativa) 
และเม ื่อทำการว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ํใน ฐาน ข ้อม ูลสากลระด ับ  EST พบว่า D e362  ม ีลำด ับ  
น ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA ของ Sorghum  propinquum  ท ี่อย ู่'ใน เน ื้อ เย ื่อ เจร ิญ ท ี่ช ักนำการ  
เก ิดดอก และ cDNA ของ Sorghum  biocolor  ในต ้นกล ้าท ี่ใด ้ร ับแสง (a ccess io n  no. BF481236  
และ AW 565213 ตามลำด ับ ) โดยพบว ่าม ี % nucleotide identity 84% (58/69) และเม ื่อท ำก าร  
เปร ียบ เท ียบลำด ับ น ิวคล ีโอไทด ์ของโครโม โซ มท ี่ 7 ใน ข ้าว (O ryza sativa) กับ cDNA ของ 
Sorghum  propinquum  และ Sorghum  biocolor  ในส ่วน,ท ีม ีค1วาม คล ้ายคล ึงก ับ  D e362  พบว่า 
ลำดับนิวคลีโอไทด์ของโครโมโซมที่ 7 ในข้าว ม ีความคล้ายคล ึงก ับ CÜNA ของ Sorghum propinquum  
และ Sorghum  b ioco lor ท่ี %  nucleotide identity 90% (54/60) ในการว ิเคราะห ์ลำด ับกรดอะม ิโน  
ของ D e362  พบว่าม ีลำด ับกรดอะม ิโนคล ้ายคล ึงก ับโปรต ีนท ี่ไม ่ทราบหน ้าท ี่ของ A ra b id op sis  
thaliana และเม ื่อทำการเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ของ D e362  กับ A ra b id op sis  thaliana ท่ี 
แปลรห ัสให ้โปรต ีนท ี่ไม ่ทราบหน ้าท ี่น ี้ พ บ ว ่าล ำด ับ น ิวค ล ีโอ ไท ด ํไม ่ม ีค วาม ค ล ้าย ค ล ึงก ัน  ดังนั้น  
D e362  จ ึงย ังไม ่ม ีข ้อสรุปท ี่แน ่ช ัดว่าม ีหน ้าท ี่อย ่างไร ท ำให ้เป ็น ท ี่น ่าสน ใจใน การค ืกษาหน ้าท ี่ของย ีน  
นี้ต่อไป

De541  ม ีลำด ับน ิวคล ีโอไท ด ์คล ้ายคล ึงก ับ ย ีน  26S ribosomal RNA ของ Drimys 
sp . และ Drimys winteri ใน การว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ํในฐานข ้อม ูลสากลระด ับ  EST พบว่า 
D e541 ม ีลำด ับน ิวคล ีโอไท ด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA clone ของ A quilegia form osa X A quilegia  
(unknown) (a ccess io n  no. DR 937798) โดยม ี % nucleotide identity 98% (508/515) ใน การ  
ว ิเคราะห ์ลำด ับ กรด อะม ิโน ข อง D e541  ไม ่พ บ ค ว าม ค ล ้าย ค ล ึงก ับ ล ำด ับ ก รด อ ะม ิโน อ ื่น ใน ฐ าน  
ข ้อม ูลสากล จากข ้อม ูลข ้างต ้น เม ื่อทำการเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์ระหว ่าง 26S  ribosomal
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RNA ของ Drimys และ cDNA clone ของ Aquilegia form osa X A quilegia  ในส ่วนท ี่ม ีลำด ับ  
น ิวคลโอไทด ์คลายคลงก ับ  D e541  พบ % nucleotide se q u e n c e  98% (526/532) ด ังน ันจาก  
ข ้อม ูลน ีคาดว ่า cDNA clone !ๆอง A quilegia form osa X A quilegia  น ่าจะเป ็น  26S  ribosomal 
RNA และจากการท ี่ De541  ม ีความคล ้ายคล ึงก ับ  26S ribosomal RNA ของ Drim ys cDNA  
clon e ของ A quilegia form osa X Aquilegia  ดังนั้น D e541  น ่าจะเป ็นยีน 26S  ribosomal RNA 
เช ่นกัน ท ีเป ็น เช ่นน ีอาจเก ิดจาก 26S ribosomal RNA อาจปน เป ีอนมาหล ัง1จากข ันตอน reverse 
transcription แม้ว,าใข ้ใพรเมอร์ oligo dT ก ็ตาม ดังนั้นเมื่อถึงขั้นตอน PCR จึงม ีการเพ ิ่มย ีนน ี้ข ึ้นมา 
ด้วย จ ึงม ีผลให ้เม ื่อทำการโคลนจึงม ีย ีนที่เป ็น rRNA ติดมาด้วย

D e642 ม ีลำด ับ น ิวค ล ีโอไท ด ์ค ล ้ายค ล ึงก ับ  calnexin ของถ ั่ว เห ล ือง (G lycine  
m ax)j,tละเม ื่อทำการว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ํใน ฐานข ้อม ูลสากลระด ับ  EST พบว่า D e642  มี 
ล ำด ับ นิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA clone ของ Lirioderidron tulipifera (a ccess io n  no. 
CK 760688) โดยม ี % nucleotide identity 85% (131/153) แต ่'ในการว ิเคราะห ์ลำด ับกรดอะม ้โน  
ของ D e642  พ บว ่าม ีลำด ับกรดอะม ีโนคล ้ายก ับโปรต ีน 'Calnexin [Fragment] ของข้าวโพด (Zea  
m ays)  ซ ึ่งเป ็น,โปรต ีนบนเมมเบรน1ของ ER (endoplasm ic reticulum) ท ี่ลาม ารถจ ับ แคลเซ ียม  
ไอออนได ้ เน ื่องจากแคลเซ ียมไอออน ม ีบทบาท เก ี่ยวก ับการควบค ุมกระบวน การเมตาบอล ิซ ึมของ  
เซ ลล ์ (Wada แล ะค ณ ะ, 1991) จ าก ข ้อ ม ูล ข ้างด้นคาดว ่า D e642  น ่าจะเป ็น ย ีน ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  
calnexin เน ื่องจากม ีลำด ับนิวคลีโอไทด์และลำด ับกรดอะม ีโนคล้ายคลึงก ับ calnexin

นอกจากน ี้พ บโคลนจำนวน 5 โคลนท ี่ไม ่สามารถว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไท ด ํได ้ 
แต ่ลามารถว ิเคราะห ์ลำด ับกรดอะม ีโน ได ้ โดยแบ ่งเป ็น  2 โคลน ได ้แก ่ D e l82  แ ล ะD e183  ม ีความ  
คล ้ายคล ึงก ับโปรต ีน ท ี่ย ังไม ่ทราบหน ้าท ี่ในข ้าวและอ ีก3 โคลน ได ้แก่ D e l61 D e l 92  และ D e441  
มีความคล้ายคลึงกับโปรตีนที่ย ังไม ่ทราบหน้าท ี่ในแบคทีเร ีย ท ี่เป ็น เช ่นน ี้อาจเก ิดจากระหว ่างข ั้นตอน  
การลก ัด total RNA ม ีการปนเป ีอนของเช ื้อจ ุล ินทร ีย ์ต ่างๆ ท ี่อย ู่ใน เน ื้อ เย ื่อใบอ ่อน ของกล ้วยไม ้สก ุล  
หวาย ‘เอ ียลก ุล ’ ท ี่ปลูกในโรงเรือนกระจก

ลำหร ับโคลนท ี่ไม ่ม ีรายงานในฐานข ้อม ูลสากล (NCBI และ EMBL d ata b a ses)  
พ บ จ ำน ว น 9 โคลน ได ้แก ่ D e l63, D e l81, D e461 , D e521, D e631, D e643, D e7323, D e7625  
และ D e8612  อาจเน ื่อง'จากย ัง1ไม ่ม ีผ ู้ส ืกษ าเก ี่ยวก ับ  cDNA ด ังกล ่าว ด ังน ั้น ถ ้าห ากท ำการส ืกษ า  
ลำด ับ กรดอะม ้โน  และหน ้าท ี่ของโปรต ีน จากโคลน ด ังกล ่าว อาจทำให ้ทราบ ถ ึงห น ้าท ี่ของย ีน ชน ิด  
ใหม ่ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับไคโตชานได ้อ ีกด ้วย
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5. วิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่ค ้ดเลีอกได้จากการทำ differential display

แม ้ว ่า เท ค น ิค  differential display เป ็น ว ิธ ีท ี่น ิย ม ใช ้ศ ึก ษ าก าร แ ส ด งอ อ ก ข อ ง  
กาRNA แต ่ละเชลล ์หร ือเน ือเย ื่อ ภายใต ้สภาวะท ี่ต ่างก ัน  (Liang, 1998) แต ่ป ัญ หาของเทคน ิคน ี้ คือ 
cDNA ท ี่แตกต ่างระหว ่างแต ่ละต ัวอย ่าง ม ีจำนวนมาก และอาจเป ็น  false positive จำนวนมาก  
เช่นกัน ต ังน ันจ ึงควรทำการต ัดเล ือกโคลนต ังกล ่าวท ี่เป ็นผล positive ที่แท้จริง ก ่อนการตรวจสอบ  
การแสดงออกของย ีนต ่างๆ เช่นวิธี reverse northern blot analysis (V ogeli-L ange และคณ ะ, 
1996) หรือ cDNA blot hybridization (ส ุภาล ัย  ไชยล ุต, 2548) แล ้วจ ึงทำการตรวจสอบ การ  
แสดงออกของ cDNA ต ังกล ่าวท ีเป ็น  positive อีกครัง (Liang และ Pardee, 1992) ด ้วยว ิธ ีการ  
northern blot analysis หรือ RT-PCR analysis เป็นต้น (Dean, Goodwin และ H siang, 2002)

วิธี cDNA blot hybridization (ส ุภาล ัย ไชยสุต, 2548) เป ็น'ว ิธ ีท ี่ใช ้ในการต ัดเล ือก  
โคลนท ี่ไต ้จากการทำ differential display ว ่าม ีการแสดงออกจร ิงห ร ือไม ่ และเพ ื่อ เป ็น การลด  
ป ร ิม าณ  total RNA ท ี่ใช ่ใน การค ืกษาการแสดงออกของโคลน ต ่างๆ วิธี cDNA blot hybridization 
เป ็น ว ิธ ีท ี่ใช ้โคลน ท ี่ต ้องการศ ึกษ าเป ็น  probe จากการศ ึกษาพ บว ่าการทำ RT-PCR กับ กาRNA 
ป ร ิม าณ  1 ไมโครกรัม ข องแต ่ล ะ เน ื้อ เย ื่อ ภ าย ใต ้ล ภ าวะท ี่ต ่างก ัน  โด ย ใช ้ oligo dT18 ไพ รเมอร  ์
ร่วมกับ arbitrary ไพรเมอร ัของโคลนท ี่ต ้องการศ ึกษา ท ี่จำนวนรอบของขั้นตอน PCR จำนวน 35 
รอบ ม ีความเหมาะลมท ี่ส ุดสำห ร ับการต ัด เล ือกโคลน ท ี่เป ็น  positive จากการศ ึกษาในครั้งน ี้ย ังทำ 
ให ้ทราบว ่า D e362  และ D e7696  ม ีการแสดงออก,ใน กล ้วย,ไม ้สก ุลหวาย 'เอ ียลก ุล ’ ขณะท ี่ D e642  
ไม ่ม ีการแสดงออกในกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียลก ุล ,

สำหรับการศ ึกษาการแสดงออกของยีนท ี่โคลนได ้จากกล้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล ’ 
ทัง 2 ช ุดการท ดลอง ท ีมาจากการทำ differential display ได ้ค ัด เล ือกว ิธ ี RT-PCR analysis  
เน ื่องจากป ร ิม าณ  total RNA ท ี่สก ัดได ้จากใบอ ่อนของกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล ’ ม ีป ร ิม าณ ต ํ่า  
ไม,เพ ียงพอต ่อการว ิเคราะห ์การแสดงออกของยีนโดยว ิธ ี northern blot analysis นอกจากน ี้ว ิธ ี RT- 
PCR analysis ใช ้ไพ ร เม อ ร ัท ี่ม ีค ว าม จ ำเพ าะ เจ าะจ งก ับ ย ีน ท ี่ต ้อ งก ารศ ึก ษ า ต ังน ั้นว ิธ ีการน ี้จ ึง  
sensitive และม ีความจำเพ าะต ่อย ีน มากกว ่าว ิธ ี northern blot analysis (Dean และคณ ะ, 2002)

ในการทำ RT-PCR analysis จำเป ็น ต ้องห าสภาวะท ี่เห ม าะสม ใน การท ำปฏ ิก ิร ิยา  
เช่น จำนวนรอบในการทำ PCR เพราะถ ้าจำน วน รอบม ีมากเก ินกว ่าท ี่เอน ไชม ์ DNA polym erase  
ท ำงาน ได ้ ล ่งผ ลให ้ PCR product ท ี่ต ้องการ ซ ึ่งม ีขนาดใหญ ่ ม ีจำน วน ลดลง ใน ขณ ะท ี่ PCR
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product ท ี่ม ีขนาดเล ็ก มีจำนวนเพิ่มขึ้น (Kocher และ Wilson, 1993) นอกจากน ี้ปร ิมาณ  tem plate 
ที่ใช ้!นการทำ PCR ก ็ม ีผลต ่อการทดลอง เพ ราะถ ้าใช ้ป ร ิม าณ  tem plate จำน วน ม าก ส ่งผลให  ้
cDNA เช ้าส ่สภาวะอ ิมต ัว (saturation p h ase) ได ้เร ็วกว ่าการใช ้ tem plate ท ี่ม ีปร ิมาณ น ้อย ตังนั้น 
การทำ PCR จาก tem plate ท ี่ม ีป ร ิม าณ ม าก จึงใช ้จำนวนรอบในการทำ PCR น ้อ ย ก ว ่าก ารใช ้ 
tem plate ท ี่ม ีปร ิมาณน ้อย (Raeym aekers, 1999) เป็นต้น

จากการท ี่ว ิธ ี RT-PCR analysis ประกอบด้วยเทคน ิค PCR ต ังน ั้นจ ึงต ้องทำการ  
ศ ึกษ าก ารแส ด งออก ข องย ีน ท ี่ใช ้เป ็น  internal control ร ่วมด้วย เพ ื่อ เป ็น การต รวจว ัด ป ร ิม าณ  
tem plate ใน แต ่ละต ัวอย ่างว ่าใช ้ใน การทำปฏ ิก ิร ิยาเท ่าก ัน ห ร ือไม ่ น อกจากน ี้ย ังสามารถใช ้เป ็น ต ัว  
มาตรฐานเพ ื่อ เปร ียบเท ียบระต ับการแสดงออกของย ีน ต ่างๆ ว ่าม ีการแส ดงออกอย ่างไร เม ื่ออย ู่ใน  
สภาวะท ี่เปล ี่ยนไป เป็นต้น (Stürzenbaum และ Kille, 2001)

ย ีนท ี่ใช ้เป ็น  internal control ควรม ีการแสดงออกในระต ับคงท ี่อย ่างต ่อเน ื่อง เช่น 
ยีน actin GAPDH และ ribosomal protein subunit เป็นต้น ลำห ร ับการว ิจ ัยคร ั้งน ี้ต ัด เล ือกย ีน  
actin เน ื่องจากย ีน น ี้ม ีการแสดงออกม ากกว ่าย ีน  GAPDH และสาม ารถใช ้เป ็น ช ุดควบ ค ุม ปร ิม าณ  
first strand cDNA ของย ีนท ี่ต ้องการศ ึกษาในข ั้นตอน PCR ได ้ ใน ขณ ะท ี่ย ีน  ribosomal ไม่ 
ล าม ารถ ใช ้ poly า"18ไพ รเมอร ์ใน ข ั้น ตอน การล ังเคราะห ์ first strand cDNA (Stürzenbaum และ 
Kille, 2001) ในงานวิจ ัยน ี้ได ้

การศ ึกษาย ีน  actin เพ ื่อใช ้เป ็น  internal control ใน งาน ว ิจ ัยน ี้ ได ้ทำการออกแบ บ  
ไพรเมอร!ห ้ม ีความจำเพาะก ับลำด ับน ิวคลีโอไทด์ของ actin mRNA ของ Dendrobium thyrsiflorum  
(Skipper, 2005) ใน บร ิเวณ ท ีเป ็น  con serve กับ actin mRNA ของถ ัวเหล ือง (a ccess io n  no. 
J01297) (C ascardo และคณ ะ, 2001) เพ ื่อให ้ม ีความใกล ้เค ียงก ับย ีน  actin ใน กล ้วยไม ้สก ุลห วาย  
‘เอ ียสก ุล’

ห ล ักการต ัด เล ือ ก  cDNA เพ ื่อ ใช ้!น ก ารศ ึก ษ าก ารแส ด งอ อ ก โด ยว ิธ ี RT-PCR 
analysis คือ ข ้อม ูลท ี่ได ้จากการว ิเคราะห ์ลำต ับน ิวคล ืโอไทด ์ซ ึ่งหล ังจากว ิเคราะห ์ลำต ับน ิวคล ืโอไทด ์ 
พบว่าม ี cDNA ท ี่น ่าสน ใจม ากท ี่ล ุดจำน วน  5 ชิ้น ได ้แก ่ D e164 D e362 D e 5 j1  D e642  และ  
D e7 69 6  สำหรับการทดลองน ี้ต ัดเล ือก D e362  และ D e7696  เน ื่องจาก D e362  ถ ือเป ็นต ัวแทนของ 
cDNA ที่ยังไม,ม ีข ้อสร ุปท ี่แน ่ช ัดว ่าม ีหน ้าท ี่อย ่างไร และเก ี่ยวช ้องก ับย ีนอ ื่นอย ่างไร และ D e7 69 6  
ถือเป ็นต ัวแทนของ cDNA ท ี่ม ีค วาม ค ล ้ายค ล ึงก ับ ย ีน ท ี่อ ย ู่ใน ฐาน ข ้อม ูลส ากล ใน ขณ ะท ี่ D e541
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คาด ว ่าเป ็น ย ีน  26S  ribosomal RNA ท ี่อาจปนเป ีอนมาหล ังจากข ั้นตอน reverse transcription 
แม ้ว ่าใช ้ไพรเมอf  oligo dT ก ็ตาม สำหรับ D e642  ห ล ังจากการว ิเคราะห ํโดยว ิธ ี cDNA blot 
hybridization พบว่า D e642  ใม ม ้การแลดงออกใน กล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล , ด ังน ั้นการศ ึกษา 
การแสดงออกย ีนโดยว ิธ ี RT-PCR analysis จ ึงไม ่ด ัดเล ือก D e541  และ D e642  สำหรับ D e164  มี 
ความคล ้ายคล ึงก ับ  D e7696  จ ึงไม ่ทำการด ัดเล ือกซ ํ้า

D e362  ม ีการแส ด งออกลด ลงห ล ังจากกล ้วยไม ้ส ก ุลห วาย ‘เอ ีย ส ก ุล ’ ได ้ร ับไคโต  
ซ านเป ็น เวลา 24 ขั้วโมง ซ่ึง D e362 ม ีลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับบางส ่วนของโครโมโซมท ี่ 7 
ของข้าว (O ryza sativa) น อกจากน ี้ย ังม ีลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA ของ Sorghum  
propinquum  ท ี่อย ู่,ใน เน ื้อ เย ื่อ เจร ิญ ท ี่1ช ักนำการเก ิดดอก และ cDNA ของ Sorghum  bioco lor  ใน  
ต ้น กล ้าท ี่ได ้ร ับ แลง เม ื่อว ิเค ราะห ์ลำด ับ กรด อะม ิโน พบว่า D e362  ม ีลำด ับ ก รด อ ะม ิโน ค ล ้ายก ับ  
โปรตีนที่ไม่ทราบหน้าที่ของ A rabidopsis thaliana ดังนั้น D e362  จ ึงย ังไม ่ม ีช ้อสร ุปท ี่แน ่ช ัดว ่าม  ี
หน ้าท ี่อย ่างไร และเก ี่ยวช ้องก ับย ีน อ ื่น อย ่างไร จ ึงเป ็น ท ี่น ่าสนใจในการศ ึกษาย ีนน ี้ต ่อไป ซึ่งอาจทำ 
ให ้เช ้าใจถ ึงสาเหต ุท ี่ทำให ้ย ีนน ี้ม ีการแสดงออกลดลงหล ังได ้ร ับไคโตซาน (080) ท ี่ความเข ้มข ้น 10 
ppm เป็นเวลา 24 ขั้วโมง

De7696  ม ีการแสดงออกลดลงหลังจากกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอ ียลก ุล’ ได้รับไคโตซาน 
เป ็น เวลา 24 ขั้วโมง จ ึงคาดว ่าไคโตซ าน น ่าจะม ีผลต ่อการแสดงออกของย ีน ท ี่อย ู่ใน คลอโรพ ลาลต  ์
จีโนม เน ื่องจากพบว่า D e7696  มีลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายย ีน  Y c f2  ซึ่งเป็น open  reading fram es 
(ORFs) ของคลอโรพลาลต์จีโนมในพืชขั้นสูงส่วนใหญ่ (Wakasuki และคณะ, 1997) ซ ึ่งในคลอโรพลาสต์ 
จีโนม ประกอบด้วย 2 ORFs ขนาดใหญ ่ คือ Ycf1 แ ล ะ Ycf2 เม ื่อทำการม ิวแตน ท ์ (mutant) ทั้งสอง 
ย ีนน ี้ในด ้นยาส ูบ  พ บว ่าย ีนท ั้งสองน ่าจะม ีหน ้าท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการอย ู่รอดของเชลล ์ (D rescher และ  
คณ ะ, 2000)

จากการศ ึกษ าด ้วยว ิธ ี RT-PCR analysis พบว่า D e362  และ D e7 69 6  ม ีการ  
แสดงออกลดลงห ล ังจากท ี่กล ้วยไม ้สก ุลห วาย 'เอ ียลก ุล ’ ได ้ร ับไคโตซานเป ็นเวลา 24 ข ั้วโมง ซ่ึง 
แ ต กต ่างก ับ ผ ลก ารศ ึกษ าด ้วยว ิธ ี differential display ท ี่พบว่า D e362  ม ีการส ร ้างแถบ  cDNA  
ขึ้นมาใหม่ หลังจากกล้วยไม้ได ้ร ับไคโตซาน และ D e7696  ม ีการแสดงออกเพ ิ่มข ึ้น หล ังจากกล ้วยไม ้ 
ได ้ร ับ ไคโตชาน  ท ี่เป ็น เช ่น น ี้อ าจ เก ิด จ าก ก าร ศ ึก ษ าด ้ว ย ว ิธ ี RT-PCR analysis ใช ้ไพ รเม อร ์ท ี่ม ี 
ความ จำเพ าะก ับ ย ีน ท ี่ต ้องการศ ึกษ า (Dean และคณ ะ, 2002) ในขณ ะท ี่ว ิธ ี differential display  
ใช ้ใพ รเมอร ์แบ บส ่ม ใน การศ ึกษ า (Liang และ Pardee, 1992) ซ ึ่งอาจส ่งผลให ้ cDNA ท ี่เก ิดข ึ้น
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เป ็น false positive ได ้ (Liang, 1998) แต ่อย ่างไรก ็ด ีการศ ึกษ าความแตกต ่างของการแสดงออก  
ของยีนด้วยวิธ ี differential display ก ็ย ังสามารถทำให ้พ บความแตกต ่างของย ีน ระหว ่างต ัวอย ่างท ี ่
แตกต ่างก ันได ้ แม ้ว ่าว ิธ ีน ี้จะม ีข ้อเล ียบ ้างก ็ตาม

D e362  และ D e7696  ม ีการแสดงออกลดลงห ล ังจากกล ้วยไม ีใด ้ร ับไคโตชาน เป ็น  
เวลา 24 ชั่วโมง ซ ึ่งแตกต ่างก ับงานว ิจ ัยส ่วนใหญ ่ท ี่ศ ึกษาผลของไคโตชานในระต ับโมเลก ุลของพ ืช  
ท ังน ีอาจเป ็น เพ ราะงาน ว ิจ ัยส ่วน ใหญ ่ม ักสนใจศ ึกษาการแสดงออกของย ีน ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับการสร ้าง  
ส าร ป ้อ ง ก ัน ต ัว เอ ง ข อ ง พ ืช  เน ื่อ ง จ าก ไค โต ซ า น ส า ม า ร ถ อ อ ก ฤ ท ธ ิ้เป ็น ต ัว ก ร ะ ต ุ้น  ต ังน ั้น เม ื่อ  
ทำการศ ึกษ าการแสดงออกของย ีน ต ังกล ่าวใน เชลล ์ห ร ือต ้น พ ืชท ี่ได ้ร ับ ไคโตชาน ใน ช ่วงระยะเวลา  
24 ชั่วโมง จ ึงพบการแสดงออกของย ีนเพ ิ่มข ึ้น  (Mason และ Davis, 1997; พน และค ณ ะ, 1997; 
Jwa และคณ ะ, 2002; Agrawal และคณ ะ, 2002) แต ่ม ีบางรายงานพ บว ่าย ีนท ี่ม ีหน ้าท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  
การสร ้างสารป ้องก ัน ตน เองของพ ืชใน ส ่วน ท ี่เป ็น  JA biosynthesis pathway ใน ข ้าว  ม ีการ  
แสดงออกลดลง หล ังจากต ้นข ้าวได ้ร ับไคโตซานท ี่เวลา 24 ชั่วโมง (Agrawal และค ณ ะ, 2003) ซ่ึง 
ให ้ผลสอดคล ้องก ับการทดลองในกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียสก ุล’ ในครั้งน ี้

สำหรับการวิจ ัยครั้งน ี้ ย ังไม ่สามารถระบ ุสาเหต ุท ี่แน ่ช ัดว ่าโอล ิโกเมอร ์ไคโตซาน ท่ี 
80% DD ค ว าม เข ้ม ข ้น 10 ppm ม ีผลต ่อการเร ่งการออกดอกของกล ้วยไม ้ ‘เอ ีย ส ก ุล , ใน แปลง  
ทดลอง (บทกpanavech และคณ ะ, 2003) ได ้อย่างไร อาจเน ื่องจากการว ิจ ัยคร ั้งน ี้ใช ้ว ิธ ี differential 
display ในการศ ึกษาผลของไคโตชานท ี่ม ีต ่อการแสดงออกของย ีนในกล ้วยไม ้สก ุลหวาย 'เอ ีย ล ก ุล ’ 
ทำให ้ย ีนท ี่พบยังไม ่ทราบหน้าท ี่ และบทบาทท ี่ช ัดเจน ท ั้งน ี้ย ีนต ังกล่าวอาจเป ็นยีนใหม่ท ี่ย ังไม ่ม ีผ ู้ทำ 
การศ ึกษ า ต ังน ั้นการศ ึกษาหน ้าท ี่ของย ีนต ่างๆ ท ี่ได ้จากการทำว ิจ ัยในคร ั้งน ี้ อาจท ำให ้ต อบ ป ัญ ห า  
ข ้างต ้นได ้ด ีย ิ่งข ึ้นนอกจากน ี้ผลการว ิจ ัยคร ั้งน ี้ทำให ้ทราบผลของไคโตซานท ี่ม ีต ่อการแสดงออกของ 
ย ีนในแง่ม ุมใหม ่ ท ี่พบว่าไคโตชานมีผลต ่อการแสดงออกของย ีน Ycf2 ในคลอโรพลาสต ์จ ึโนม ให ้ม  ี
การแสดงออกลดลง และจากการท ี่ D e362  ย ังไม ่ม ีข ้อสรุปท ี่แน ่ช ัดว ่าม ีบทบาท และหน ้าท ี่อย ่างไร  
จ ึงเป ็นท ี่น ่าสนใจในการศ ึกษาต ่อไป เพราะอาจทำให ้เข ้าใจถ ึงผลของไคโตซานท ี่ม ีต ่อการแสดงออก  
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