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���������� �?��?]�ก���������������	99��9��9M�@8��กก����������������������S�
�9
�����c���̂� ���;�R�������������������� 806 �MO�9�  กc�>���c��?9ก���
�����������B���SS
�;�8;�R�� 1 open reading frame (ORF) ���� 176 ���`�����8 ��ก��ก��]�?�����������������9���O��
��กS��� 5′ Z�ก���������������;�� 	�
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ก���������������>�� ������Zก�������ก?9�S�������������ก�������
�MกL��`��9������  �����
 62, 73 	�
 74 ����c��?9  ��กก��;c�����������������_M������S������
����Z�ก�������������������S�
ก�9���� 3 domain `�R����������������S�����S[�	LO�`���ก?�
	99 β-sheets Z�	�O�
 domain �S[�9����@ mannose-binding site  	�
��กก����ก
�ก��	�����ก
������������Z�ก������������������� B9��ก;�R���Z��O��Z9  ��QR��S���9�;��9ก?9���8��̂���;�R	�ก
��ก�c��Mกก���� 	�
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             Bulbophyllum Orchids. Master of Science (Genetic Engineering), Major Field:  
             Genetic Engineering, Interdisciplinary Graduate Program. Thesis Advisor:  
             Associate Professor Pattana  Srifah  Huehne, Ph.D.  79  pages. 
 
 
             High concentration of polysaccharide in orchid was the main problem of nucleic acid 
extraction from orchid. In this study, a simple and efficiency protocol for high quality RNA 
extraction from orchid by adding sodium periodate (NaIO4) to eliminate polysaccharides was 
developed. Therefore, the full-length of lectin gene cloning from Bulbophyllum morphologorum 
Kraenzl. orchid was achieved. The obtained lectin gene isolated from B. morphologorum Kraenzl. 
was 806 base pair (bp) in length which encoded for 176 residues polypeptide of one open reading 
frame (ORF). In addition, the partial lectin genes of B. orientale Seidenf. and B. blepharisters 

Rchb.f. orchids were 245 bp at 5′-end and 363 bp at 3′-end were also cloned, respectively. 
However, the derived amino acids from B. morphologorum Kraenzl., B. orientale Seidenf. and  B. 

blepharisters Rchb.f orchids showed 62%, 73% and 74% identity with Cymbidium hybrid, 
respectively. Furthermore, analysis of tertiary protein structure prediction demonstrated B. 

morphologorum lectin consisted of three β-sheets domains containing mannose-binding site. The 
expression of lectin gene was the most abundant in leaf when compared with psuedobulb and root 
of B. morphologorum Kraenzl. orchid determined by Real-Time Quantitative PCR. 
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������ (lectin) �S[�ก��O��S����>�Q��ก����S���� ;�R�����������:Z�ก���?9ก?9
���8�9�G���������O���c��B�
 ��O�ก�R������ก?9�
99_M������ก?�, ����`�8 	�
G��8��� ��L�;c�Z>�
�`��8�ก�
ก��O� >�Q�;c�Z>�����ก��;�R�����8�9�G�����S[����8S�
ก�9�ก�
ก����� ����������?9
ก?9���8�9�G����9����@L��>�������`��8  `�R�B9���;?R��SZ���R���N���� �NO� ���?�, L�?��`��8	�

�`��B���`�����	9�;�����, �NQ]���, ����8, �S���`?�, �?��8	�
BQN   ������;�R	�ก��กBQN��9;9�;
�c��?7>���S�
ก�� ���	กO �S[��S�����
��Z����^� NO��Z�ก�����O��]c���� ก����S���?�B?�C8
�
>�O���`��8 	�
��9���ก��	9O��`��8 ��ก��ก��]�������?�;c�>���;�R�S[�����ก��SF��ก?�ก������
;c������������;���8  	�
���?���� �NO� ������;�R�?9ก?9�]c����	�����	�ก�����กBQNZ9���]�����R��
B�ก�����R	�
ก������� ;c�>���;�R����;�� retrovirus ������
�8��� (Wood et al., 1999) ��ก��ก��]
�?���ก����ก
�������Z�BQN�ก�R��ก?9ก���?9ก?9���8�9�G����9����@L���`��8;�R����7L��Sก��	�

�c������MOก�
9��ก�� apoptosis ����`��8 `�R�����
�S[���C�>��R�;�R�
�����:�c���S�
��ก�8ZN�Z�
ก���?ก
�����
��̂��O��SZ��������� (Liu et al., 2010) 
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(Bulbophyllum sp.) `�R�ก��������ก�������9��N����?��S[�BQN�����B� ก��;����Z���?]���]���
��O�����ก�����������������กก��������ก������� ����M�	�
���;�R���������กก��;������?]���]�

�S[�����M�;��B?�C�ก����9Q]����� �BQR��c��S������S����������	�
��ก
���@��9?��Z�ก��
����;��������������  	�
ก���c��SZN�Z�ก��S�?9S���B?�C�8BQNZ>���ก�������������;�R��
S�
��N�8�O����
�8Z�;�R��� 
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1. ��'��� 
 

1.1 ก����ก
������� 
 
        ��������ก����ก
���?]�	�ก��� Peter Hermann Stillmark Z�S� �.�. 1888 `�R�Z�
�@
�?]�กc��?���ก
��
�?9S��77���ก ;�R�>���;���?� Dorpat `�R��S[��>���;���?��กO�	กO	>O�>��R�Z�
��Q�� czarist S�
�;� �?��`�� ��กก��	�ก���B�
��ก���^��
>�O� (Ricinus communis) `�R��S[�BQNZ�
��
กM� Euphorbiaceae �������?]�NQR��O� ��`�� (Ricin) (Sharon and Lis, 2004) Stillmark B9�O�������
;�R�ก?���ก���^��
>�O������:;c�Z>��`��8��^���Q��	����� ก�
�O��, ���, ���?� 	�
	�� �ก�
ก��O�
ก?���� (Rüdiger and Gabius, 2001)  �O��� H. Hellin `�R���ก
���MO�>���;���?�	>O������ก?����
;����Z>��>̂��O� ������;�R��ก
���ก�
9��� (Abrin) `�R�	�ก�����ก Jequirity bean (Abrus 

precatorius) �����:;c�Z>��`��8��^���Q��	���ก�
ก��O�����NO������ก?� (Sharon and  Lis, 2004)  
��ก��ก��]�?�B9�O������������:;c�Z>��`��8N����QR�{ �?9ก��O�ก?������ก���� �NO� �`��8�E�9� 
9����8 (fibroblast), �`��8����E�`;8 (lymphocyte), �`��8��Q]���ก (tumor cell) 	�
�����;���8�O��{ 
�S[���� �?ก
@
ก���?9���������ก?9�]c�����ก����]�	99>���{ (glycoconjugate) ����ก�����    
�����������:	�ก��ก��กก?���� (Sharon, 1977; Barondes, 1988) 
 
       ������ �S[��c�;�R����ก_�
������ �Q� �Legere� >���:�� ��Q�ก ( to select) (Peumans 
and Van Damme, 1995) `�R���กก����ก
���������?]�	�กZ�BQN �������ก�S�����?�ก�O���O� ��E��
G��	��ก�M������ (phytohemagglutinin) >�Q� �G��	��ก�M������  (hemagglutinin) �O��������ก��B9   
������;?]�Z� �?��8, 	9�;�����, ���?� 	�
�� �������ก�S�����?�ก�O����]�O� �Agglutinin�  (Kocourek, 
1986)  ����>������������ ���:Mก�����S[��S����;�R�����กBQN �?��8 >�Q������;���8  ����
��MOZ�
�MS�������
��� >�Q��O��S�
ก�9�������9�� (membrane) �����������:�?9�c��B�
ก?9
�]c����	�
;c�Z>��`��8�ก�
ก��O���� (Sharon and Lis, 1972)  `�R� Peumans and Van Damme (1995) 
������������>������������ ����O��Q� �S����;�R�?9ก?9���8�9�G���������O���c��B�
	�
�����:
;c�Z>��`��8�ก�
ก��O� (agglutinate) `�R���O�ก�R������ก?9�
99_M������ก?� 	�
��O����S[�����`�8 >�Q�
G��8���   ��QR����กก����ก
������������?]�	�OS� �.�. 1888 ��:��S\���9?� �����M��ก�R��ก?9������
�B�R���ก��]� �?��?]��@
ก���ก���?]�NQR���� International Union of  Biochemistry ����?9�c��c�ก?�
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�������������`�R�������� Goldstien et al. (1980) �O� ������ >���:���S����>�Q��ก���
�S����;�R��O�������ก�
99_M������ก?�`�R��?9ก?9���8�9�G���� (carbohydrate binding protein) 	�

�����:;c�Z>��`��8�ก�
ก��O�>�Q�;c�Z>����S�
ก�9���8�9�G�����ก�
ก�����   
 

      ������;�RB9Z�C���N���S�
ก�9���� �S����>��R�>�O�� >�Q���กก�O�>��R�>�O�� 
Peumans and Van Damme (1995) ����?�	9O�N�����������ก�S[� 3 ก��O� (_�BL��ก;�R 1) �Q� 
Merolectins,  Hololectin 	�
 Chimerolectins `�R� Merolectins �S[��S����;�R�?9ก?9���8�9�G���� 1 
�c�	>�O� `�R���O�����:;c�Z>��ก��ก���ก�
ก������`��8��� �NO� Z�BQN hevein 	�
Z�ก�������
9��N���  Hololectins �S[��S����;�R�?9ก?9���8�9�G���� 2 �c�	>�O�>�Q���กก�O� 2 �c�	>�O� 
�����:;c�Z>��ก��ก���ก�
ก������`��8��� `�R�Z�BQN�O��Z>7O�
�S[�N��� Hololectins  	�
N��� 
Chimerolectins �
���O�� fusion proteins `�R��S[��c�	>�O� domain ��� carbohydrate-binding 
domain ������N�����]�
�����ก?9Z� Merolectins 	�
 Holectins `�R���]���MOก?9���8�9�G����;�R���?9 
�NO� Type 2-RIPs ;�R��9����@�?9ก?9���8�9�G���� 2 �c�	>�O�Z�9����@ B-chain (�NO� ��`��) 
�����:�ก�
ก���`��8��� Z��@
;�R Chimerolectins N��� CLASS I-chitinases �S[��S����;�R�?9
ก?9���8�9�G���� 1 �c�	>�O�	�
��O�����:�ก�
ก���`��8����NO������ก?9Z� Meroectins  	�O��ก
ก����ก
���� ��_�_�@8 (2553) ;�Rก�O������ก����ก
�N������������Z� Peumans and Van Damme 
(1995) 	�
  Van Damme et al. (1998) ���	9O�N��������� ��ก�S[� 4 ก��O� ;�R�B�R���]���Z�ก��O�;�R 4 
�Q� Superlectins �S[� Chimerolectins N���B���
;�R��ก������� fusion proteins �O���ก9����@�?9ก?9
���8�9�G���� (carbohydrate-binding domain) ;c�Z>�����������S�����S��R��	�
���c����������
;�R��O�ก�R��ก?9�]c���� �NO� tulip lectin �S[�������;�RB9Z�>?�;����S   
      

      `�R���กก��	9O�N����������S[�ก��O���] Peumans 	�
 Van Damme (1995) ���Z>��c�
�����  ����������O� �S[��S����;�R�����:�?9ก?9���8�9�G���� >��R��c�	>�O�>�Q���กก�O�>��R�
�c�	>�O���O���c��B�
  
  
 1.2   ก����ก
�BQN������Z�S�
�;��;� 
           

         ��ก����ก
���@��9?�� ��������ก��� �BQR��c��SZN�S�
��N�8Z������O��{              
�?�;�� 	�
�@
 (2546) �����ก
���9?����� cDNA ;�R�S[��>?����  ������Z�Z9>�O��  ���
	�ก��������กZ9>�O������Z>�9����;C��	�
�c��S>�ก���
����;��S�����̂� �c��?9ก���
����
;��S�����̂����S��8�`^��8�����>�Q��ก?9������;�R�������c��B�
ก?9�]c����ก�	���;���ก Morus 
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nigra 	�
��������ก Maclura pomifera �M�:�� 85 	�
 80 �S��8�`^��8����c��?9  ����N�]�����̂���
������������ MLL1 ��กZ9>�O������;�R������������ 353 �MO�9� ���S��8�`^��8�����>�Q�����
�c��?9���������;�8�S[� 93  81 	�
 64 ��QR��S���9�;��9ก?9 Morus nigra galactose-binding lectin 
jacalin 	�
 Morus nigra mannose-binding lectin ����c��?9 ��ก�c��?9���������;�8������������
9���O����]�?������:ZN�S�
��N�8Z�ก��>��c��?9���������;�8���������������� MLL1 �O��S 
�NO������ก?9ก����ก
������_�_�@8 (2553) �����ก
�ก��	�����ก�����������กZ9>�O��Z��`��8
	9�;�����	�
�`��8	��� B9�O�������;�RB9Z�Z9>�O�� (Morus rotunbiloba Koidz.) �����:�?9
ก?9ก���`����ก��� ���;?R��S�
B9ก���`����ก�S[��]c����;�R��MO9�L���`��8���	9�;�����กO����9��
N���	�
�`��8�
��̂� ������?���]��Z�;�R�
L����S���� MLL1 Z�S����@��ก 	�
;c�Z>���������]��
�����c��B�
�O�ก���`����ก�B�R���ก��]� ������������� MLL1 �BQR�;c�Z>��S���������:	�����ก
S����@��กZ��`��8	9�;�����	�
�`��8	��� 	�
�����ก
�ก���?9ก?��
>�O��������	�
ก���`��
��ก (Neu5Gc) �������B������8 `�R������M�;�R�����]�����:�c��SS�?9S����������BQR�Z>�����S����;�R��
S�
��N�8Z�;��ก��	B;�8�O��S   
 

         ��ก��ก��]�����ก����ก
����������ก��;c�9����;C��	�
��ก
���@�?ก
@
���;��
�?ก��� (2546) �����ก
�������N�����O�
����]c���ก:?R��\ก��� 	�
����กNQR�������N�����]�O� Vigna 

susquipedalis agglutinin (VSA) ������;c�ก���ก?�	�
;c�9����;C�� VSA ������C��ก?��S�������S��
��ก:?R��\ก����9	>��  ��QR���ก
���9?����� VSA B9�O������:�>��R���c�ก���ก�
ก��O���^���Q��
	�����ก�
�O��������;O�ก?9>�M 	�O��O�����:�>��R���c�ก���ก�
ก��O���^���Q��	������� (A, B, 
AB, O) 	�
B9�O�	��������]��� VSA ��O�����:�?9�?]������]c��������ก�����R�����  ��ก��ก��] VSA 
�����:�>��R���c�ก���ก�
ก��O�������_�������ก������B��� ���;?]���กBQN������]c����N����QR�{ 
���    �NO������ก?9S�� (2543) �����ก
�ก��S�
��ก�8ZN���������ก���^��c�S��
 (Artocarpus integer 
seeds)  �c��S;c�9����;C�� B9�O�������9����;C����	��;�����]���ก���ก�
ก��O���^���Q��	��ก�
�O���M� 
	�
�?������:;c�Z>��?������>�M;�R�?���O����7B?�C�8�ก��ก���ก�
ก��O������ก�O��?������>�M;�R����7B?�C�8
	�
��9� (2541) �����ก
�ก��������
>8��9?��;��N�����������������ก���^��c�S��
�NO������ก?�  
����ก?�������;�R�����	��������]���ก���ก�
ก��O���^���Q��	��ก�
�O���M���� 	�
��กก���c��S;c�
9����;C�������:;c�Z>���^���Q��	�������>�MO A, B, O 	�
AB �ก�
ก��O�������;O�ก?� 	�
�����:
;c�Z>���^���Q��	�����>�M   	ก
  	�
>�M�ก��ก���ก�
ก��O� 	�O��O�����:;c�Z>���^���Q��	�����
	B
�ก�
ก��O�  ��ก��ก��]�?�B9�O�������9����;C�������:;c�S��ก������ก�
ก��ก?9 IgA ����� 	�O
��O;c�S��ก�����ก?9 IgG �����	�
�9���`��?��?�9M���Z� gel double diffusion 	�
�?���ก����ก
�
����BAM��8 (2536) ;�R��ก
�ก��;c�9����;C��	�
��@��9?�������������ก���^��>���� L�ก��;����
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B9�O�����ก?�������;�R����
�������O���� �c��B�
�M����Z�ก���?9ก��O���^���Q��	��ก�
�O��  
�����:;c�Z>���^���Q��	��ก�
�O���?9ก��O���;�R��� (251.10 >�O��/�ก. �S����) ������� ���	กO ��^�
��Q��	�����>�M��� (3.92 >�O��/�ก. �S����) 	�O��O;c�Z>���^���Q��	������� 	ก
 >�Q�>O�� 
�ก��ก���?9ก��O�  �NO������ก?9ก����ก
������S���� (2534) ;�R�����ก
���������ก���B��� ���ก��;c�
9����;C����������ก�S�Q�ก��� 	�
�]c����B��� B9�O� ��������ก���B��������:�>��R���c�ก���ก�

ก��O������^���Q��	�����>�M, ��, 	B
, 	ก
 	�
ก�
�O��   ���������:Z�ก���>��R���c�ก��
�ก�
ก��O������^���Q��	���������?� Ca2+, Ba2+ >�Q� Sr2+ 	�
B9�O���������:����O���@>_M���M� 
�]c����;�R�c��B�
�O��������M� �Q� ก���`����� 	�
���B?�C8���ก���`�����  �Q������:�?9�?]�ก��
�ก�
ก��O������^���Q��	����� 100% ;�R����������� 6.25 	�
 0.625 mM ����c��?9  `�R��B^7��� 
(2538)  ��ก
�	�ก�O����ก�������ก
�ก��ก�
����ก��	9O��?�����`��8����E�`�8   B9�O�������  
9����;C����ก�
�������:ก�
����ก��	9O��?�����`��8����E�`�8��ก��Sก��	�
LM�S�������
��̂�
>�����>�����  L�ก����ก
��?�B9�O����������9����;C��;�R�ก?���������������:Z�ก��;c�Z>���^�
��Q��	�����>�M (Wistar rat) �ก�
ก��O���� 320 >�O���O������ก�?��S����  ������9����;C����ก
�
��;�R����������� 10-80 µg/ml  �����:ก�
����ก��	9O��?�����`��8����E�`�8��ก��Sก��	�

LM�S����
��̂�>�����>�� ��������?��?���ก��	9O��?�����`��8 (Proliferation  index = PI) ���O� PI 
> 3 ��� = 57.1 (8/14 ���) 	�
 62.5 (5/8 ���) �S��8�`^��8���O� PI �M�����?]�	�O 3.0-8.8 �|��R� = 4.6 
	�
 3.3 -1.52 �|��R� = 33.5 ����c��?9 
 

1.3   ������Z�ก������� 
 

Van Damme et al. (1987) B9�O�������;�R	�ก��กZ9ก���������� Twayblade (Listera 

ovata) S�
ก�9�����S���� 2 ����ก��;�R����������ก���
 12,500 ����?� `�R��?9ก?9�]c����      
	�����     �O��� Saito et al. (1993) ��ก
�������
>8��@�?ก
@
���������;�R	�ก��กZ9ก�������

��� Twayblade (Listera ovata) B9�O�������;�R	�ก�S[�S�
�_; α-D-mannose-lectin ;�R��

�����c��B�
ก?9 α1 -3 mannosidic linkages ���;c�S��ก�����ก?9 αl-3-mannan (D. P. 15) 	�
 

α1-3-mannoheptasaccharide  ��กก����ก
����������  B9�O �������� ����� α-manosyl  
S�
ก�9����  polysaccharides 	�
  glycoconjugates  	�
���������ก���������O;c�Z>���^���Q��
	���ก�
ก��   BQNZ9���]�����R��>���N��� ���	กO  ������S (snowdrop : Galanthus nivalis), ��̂S
�E��� (daffodil : Narcissus pseudonarcissus), �O����R;�� (amaryllis : Hippeastrum hybr.), 

ก�
�;���  (garlic : Allium sativum)  ��������;�R�S[� α-D-mannosyl-specific lectins  �NO������ก?9
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ก����ก
���� Van Damme et al. (1994) ;�R����	�
��ก
���� mannose-bining lectin ;�R	�ก��ก
ก���������� Twayblade (Listera ovata), Epipactis helleborine (broad-leaved helleborine) 	�

ก�������`��9������ Cymbidium hybrid ���B9�O� ��������������� 800 �MO�9� ;�Rกc�>��ก�������
�S�������� 12-13 kDa  2 ����ก�� ;�R�������c��B�
ก?9 mannose ��O����ก^������������
ก�������;?]����N���	�ก�O��ก?�:�������
 50 ;?]�Z��c��?9ก�����������	�
�c��?9ก���
����  `�R�
��9����������;�R�S[� family gene �����L�Z>����8S�
ก�9������Z�ก��������O��N���������
	�ก�O��ก?�  ��O����ก^���Z� L. ovata  ��ก��	�����ก��������ก;�R���Z��?���O  ������� �Q���ก  
	�
Z9  �O��ก��������MกL��`��9������ (Cymbidium hybrid) ��ก��	�����ก��������ก;�R���Z� 
�?���O  Z9  	�
�c����Z����� (rhizome) `�R��O����กก������� E. helleborine  ;�R��ก��	�����ก������
Z��c������ก;�R���  ��ก��ก��] Chen et al. (2005) ���������������กก�������>��� (Dendrobium 

officinale) �����9��9M�@8���� 777 �MO�9� ;�Rกc�>��ก�����������B���SS�;�8���� 170 ���
`�����8 ����ก���;�R��������O� Dendrobium officinale agglutinin2 (DOA2) ��QR��S���9���8S�
ก�9
����S�����;��9ก?9�S����;�R�ก�R�����������8S�
ก�9��� mannose-bining lectin superfamily 3 
�c�	>�O� ��QR�������9�
�?9ก��	�����ก�������
B9���;�ก�O�����BQN ���	กO ��ก	�
�c���� 
��กก�O�Z9  �S����������;�R�?�����
>8Z��
99	9�;����� B9�O���~;C��Z�ก���?9�?]��NQ]��� 
Gibberella zeae 
 

1.4   9;9�;������Z�BQN 
 

Z��`��8�
B9������Z��O������S���� 9���] (protein bodies) `�R�ก��O�����S����
;?]�>���
:Mก�?�����
>8Z������B�����ก��������?� (endoplasmicraticulum : ER) 	�
�O��O����?�
ก���� 	�9B����?� (Golgi apparatus) กO��;�R�
:Mก	9O��O��Z��O��	������� (vacuole) `�R��S���� 
9���]�
;c�>���;�RZ�ก���ก^9�?ก
��S���� 	�
�
�ก�R������ก?9�O�����`�`� (lysosomes) ��ก��ก
�
B9�S����������Z��O������S���� 9���]	����?�B9������Z��O���`��B���`�� (cytoplasm) 
	�
BQ]�;�R�O���
>�O���`��8  (intercellular space) ��ก���� `�R��������
;c�>���;�R_��Z��`��8���;c�
S��ก�����ก?9����`�8	�
 ;c�S��ก�����ก?9�S���� 9���] ��ก��ก��]�?�B9�O� ก��;c�>���;�R���������
Z�	�O�
��R���N����	�ก�O��ก?� ��]���MOก?9S\��?��O��{ �NO� ���8�9�G����|B�
;�R�������?9, �c�	>�O�;�R
�?9 	�
�����?9;�R	�ก�O��ก?�  `�R������������:�?9ก?9���8�9�G����9����@L���`��8�����R���N����
�QR���� �NO�Z����?�  	9�;����� 	�
�� �S[���� ���;c�Z>���������>���;�R_����ก�`��8 �O��{ �?���]�Q� 
(Rüdiger and Gabius, 2001)  
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         1.4.1   ����;�����?�  (Antiviral  activity) ��กก����ก
���� Peng et al. (2009) 
B9�O�������;�R	�ก�����ก Clematis montana  `�R��S[�BQN�����B��������@��9?��Z�ก������;��
���?�>���N�����QR�;����ก?9 cell culture  �NO������ก?9ก��;������� Ooi et al. (2004) ;�R��ก
� 
mannose-binding lectin ;�R	�ก��ก�O��>?�Z�������� Sarsaparilla Smilax glabra Roxb. `�R��S[�BQN
�����B���� �����:�?9�?]����?���� 2 N��� �Q� herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 	�
 
respiratory syncytial virus (RSV) 
 
          1.4.2   ����;��	9�;����� (Antibacterial  activity) Charungchitrak et al. (2011) 
��ก
���@��9?��Z�ก������;��	9�;��������������;�R	�ก�����ก���^� Archidendron jiringa 
Nielsen B9�O�����;���O� Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus 	�
 Candida albicans ;�R����
������� 0.227, 0.0567 	�
 0.0567 mg/ml ����c��?9	�
�?�����;���O��>̂���N��� Exserohilum 

turcicum, Fusarium oxysporum 	�
  Colletotrichum cassiicola �����ก���� 
 

         1.4.3   ����;���>̂��� (Antifungal activity) Z�ก����ก
� mannose-binding proteins 
��กก������� Gastrodia  elata  ��� Wang et al. (2001) B9�O�����@��9?��Z�ก������;���>̂���
N��� Armillaria mellea  `�R���������ก?9ก����ก
���� Chen et al. (2005) ;�R�������	�
��ก
�
ก��	�����ก���  mannose-binding lectin ��กก�������>��� Dendrobium officinale `�R�B9�O�
�S����������;�R�?�����
>8Z��
99	9�;�������~;C��Z�ก���?9�?]��NQ]��� Gibberella zeae  
 
          1.4.4   �����:N?ก�c������MO�9��ก�� apoptosis ����`��8   �����������:�?9ก?9L��
�`��8;�R���?ก
@
L��Sก��	�
N?ก�c������MO�S�	ก���������`��8��� ��������ก?9ก����ก
����  
Peng et al. (2009) ;�R��ก
�������;�R	�ก�����ก Clematis montana  `�R��S[�BQN�����B����B9�O�    
��������กBQN�����B�;�R��� �S�?9�?]�;�R caspase `�R�B9�O� caspase �S[��?�;�R��9;9�;�c��?7Z�
ก��ก apoptotic  
 
         1.4.5  �����:;c�Z>��`��8�ก�
ก��O��ก�
ก�� ������;�R	�ก�����ก�O��>?�Z�������� 
Sarsaparilla Smilax glabra Roxb. `�R��S[�BQN�����B���� �����:�ก�
ก���`��8��^���Q��	��
���ก�
�O����� (Ooi et al., 2004)  
 
 
 



 

 

9 

2.  �)(��*#(-#�
2ก�� 
 

ก��������S[�BQN�O���ก;�R�c��?7BQN>��R����S�
�;��;� ก�
;����ก
��	�
�>ก�@8
กc�>��Z>�ก��������S[�>��R�Z���R���BQN Product Champion ��QR����ก�S[�BQN;�R;c��������M�	�

S����@�B�R���]�;�กS�  �����>ก���ก����������S�
�;��������7ก���>�����O����ก 	�
;c�������
�����MOS�
�;��S[��?9�?9>��R�Z��c���������ก���S�
�?9;?]�>��;�R��ก���O���ก `�R�ก���O���ก��ก
ก�������	�
���ก���������S����@	�
�M��O��B�R���]�������� Z��
�
	�ก�S[�ก���O���ก�S
�c�>�O���?��O��S�
�;� ����O������ก;�R���;�RS�
�;����C��8	���8	�
�����?� S\���9?��������
������ก�S��กก�O� 50 S�
�;� Z�S� B.�. 2542  ��ก���O���ก��กก���������ก�;�S����@ 
11,178 �?� (S�
��@ 317 ����NO�) �M��O� 1,061.1 ����9�; �Mก������Z>7O;�R����Q� 7�RS��� �?��?9
��������Q������� �����ก� ���>�?� 	�
Z�S� B.�. 2543 �;��O���กS����@ 13,124.7 �?� �M��O� 
1,231.2 ����9�; (�����B��@, 2546) Z�S� B.�. 2550-2553 ���M��O�ก���O���ก 3,670 ����9�;, 
3,449 ����9�;,  378 ����9�;, 496 ����9�; ����c��?9 (ก���O������ก���O���ก, 2553)��ก�:���
ก���O���กก��������;��S�?�������ก���M��O�����;�กS���QR����ก�_�B���
�ก��	�

�_�B	������Z�C���N��� �@
�?�����������������L�?ก�?�ก���O���กก��������;�Z�S�B.�. 
2554-2559  S��
 10,000 ����9�; �BQR��B�R�S�
��;C_�Bก��L��� 	�
�B�R�������������:����
ก������ (9�����Q��, 2553)  

 
ก�������:Q��S[������ก���S�
�?9;�R������ ��>��ก>������B?�C�8 S�Mก���]���O�� 	�
�?�

�S[�����O���ก�c��?7;�R�����������Z>�ก?9S�
�;�S��
�>������ก���� ��ก;?]�ก��������O��Z>7O��O
�B�����S�
��N�8Z�	�O��������������;O��?]� 	�Oก^�?���S�
��N�8Z������QR����� �NO� N���������
�c�ก��������ก����Q]���c��O� (Pholidota) ��;c���>��	�
�?ก
���ก��>�9>Q� �O��N����������c�
�ก��ก
��ก
�O�� (Cymbidium) ��S�����>�� �@
;�RN�����������;������?9S�
;����Q]��	S��
��E\� (Dendrobium secumdum Lindl.) 	�
��Q]����?R�	�� (Dendrobium unicum Scienf.) �S[�L?ก
������]c�B��ก ��O�B����S[���>���;O��?]�ก�������9���ก���?������B��@�S[�����ก���� (C?77�?ก
@8, 
2553)    
 

2.1   ก�������;�R�����B��@;�����������B� 
 

        Z�����N��LO�`��ก�c�>?�����>�Q��B���� (Spathoglottis affinis de Vries) �S����?]�
�]c��QR��?ก
���ก��S��������  ก��������ก�� Calanthe  �����:�c��c��Mกก����������]c��QR��?ก
�
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��ก�������Q]��?�  �\ก��������>������ (Bulbophyllum vaginatum (Lindl.) Rchb.f.) �c��S�O���?]�
�]c�ZN��?ก
���ก��S��>M (�c��?ก�����;���ก��������M� �?�ก?��c��?ก���9��>��	�
B?D�����8�����M� 
(���8ก���>�N�), 2006)  Z�;������� ���c�����BQ]�9��� ZN�;?]������� ��Q]���
��9Z>7O 
(Dendrobium leonis Lindl.)  �c�B�ก���

	ก�S��>?� (���8���-`Mก�, 2553) ��ก��ก��] �?���ก�������
��ก>���N���;�R�����B��@;�����������B� ���	กO ��Q]��B�����O� (Robiquetia succisa (Lindl.) 
Seidenf. & Garay.)  �?ก
������>�����  ��>���S[�B�
 ��������:ZN���� ���Z��]c���Q��	����QR�
�@
�?���O�	;��]c� �
NO��9c������>��Z>�����]� 	�
NO��Z>���>��ก�?9�MO_��
Sก����� (ก��������;� 
N��B�, 2549) ��Q]�������R��ก (Dendrobium cumulatum Lindl.) �����B��@;�������B��Q�	ก�
��ก��>Q�>�9 ���ZN��c������?]��
 1 ��� �?��S[�;O�� �?]�{ ���ก?9�]c�����Q�� �QR�	;��]c�N� 
(�;��?�, 2552�)  ก
��ก
�O�� (Cymbidium aloifolium ( L ) Sw. EO) NO��	ก���ก��	ก�>M�]c�>��ก
��� ���ZN�Z9���EZ>���R� 	���9�9����]c�>���>M �
NO��9���;���ก��>M�]c�>��ก (�c��?ก9��>��
�?�ก��BQ]�;�RS������?ก
8 6 ��������8, 2550) ��>�?� (Cymbidium ensifolium (L.) SW.) �S[�ก�������
���S�Mก�O�� >��O�� ����ก������ ��ก��R�>���S[���ก�?ก
@8�|B�
�?� 	�
�?������B��@�S[�
�����B� ZN��?ก
���� ���B�ก��� ���ZN���ก �c������ก>�Q������������ก�� ����Z>��
���	���
�c��S���ก?9�]c�����Q�� �QR��@
��O�{ �?��
 3 ���� กO��>�Q�>�?���>��ก^���  ����QR��S��QR�� { �

NO��;c�Z>���ก������]� (�;��?�, 2552ก)  	�
��ก�������;�RZ>7O;�R���Z���ก��กS���;� `�R�ก^�Q� �O��
�BN�>�� (Grammatophyllum specinocum BL.) ก^�?������B��@;�����������B� ���ZN��O��Z9 3 
Z9 S����S[������ ZN��S[����
9��������
	�
�?ก
��
�MB�ก�����LM�>7�������  �O���>���Z>�ZN��>���
	>��S�
��@ 5-10 ก�?� �c��S���>�Q�9��S[�L�ก�� >�Q�ZN��� ���ก���c��?]�����]c��c�>�?9�QR�  
�O��;�RZN��S[���_����ก �c��S9�Z>��S[�L� >�Q�ZN�L��;� �O������>����
������ 	�
��^��?� 
	�O��~;C��ZN��S[����?ก
���ก���O�� { �?���]�Q�   

 
        2.1.1   �?ก
�������;M� ���ZN��>�����S�
��@ 10-15 ก�?� �c��S���ก��>�?���ก��

�?��
 2 ���� 
 
        2.1.2   �?ก
���ก��;������ ���ZN��>����� �c����?]�����]c� �QR�9O�� {  
 
        2.1.3   �?ก
���ก����̂9�� ���ZN��>�����S�
��@ 15 ก�?� L��ก?9�]c�������NM  �c�

	�
�?]�����]c�  ��>�Q�ก�Q��|B�
�]c� ��9��?]��
����{ 
 



 

 

11 

        2.1.4   �?ก
���;�R������ 9��>�Q���>���Z��
�
���R�	�ก  Z>�ZN��>���	>�� 1 �>��� ��ก
��ก������	>��S�
��@ 10 ก�?� �c������ก?�9�Z>��S[�L� 	���L���]c�L�]�ก�� 

 
        2.1.5   �?ก
���S�
�c����� Z>�ZN��>���	>���>��R�����]�� 	>O�ก��NO�	>��  ��O���
�;O� { 

ก?� �c��S9��S[�L� L��;c��S[�����^� ก����?]��
 6 ก�?� >�?���>��  
 
        2.1.6   �?ก
���ก��LQR��?����]c��>�Q��;�R�� ZN��>���	>�� Z�O�]c�	������Z>���Q��L���ก�Q�

	ก���^ก���� 	���;����9����@;�R�S[� ;��?��
 2 ���� �N��-��^� (C?77�?ก
@8, 2553) 
 
        ��ก��ก��]��QR� 2,000 ก�O�S���	���Z�S�
�;�������ZN�ก������� Gastrodia elata Z�

ก���?ก
�9���;���ก��S��	�
�?�ZN��S[����
�?9S�
��; ZN��?ก
����;�R�ก����ก��N?กก�
��ก �NO� 
�����9��>�M ���ZN��O���>��� �c���� 	�
>?�Z����� (Hsieh et al., 2007)  

 
        ��QR����กZ�S�
�;��;��?���O������M�	�
ก����ก
���� lectin Z�ก������� 	�
��ก

����M�B9�O�ก������������>�����������B��@Z�ก���?ก
���ก��S��>M ��ก;?]���กก��;����Z�
>���S��9?��ก���:�9?����?���}�_�@8Z��9Q]�����B9�O� ก��������ก������������:�?9�?]�ก��
����7���9������`��8�
��̂����  ������?�Z���?]���]�����Q�กZN�ก��������ก��������BQR�;�R�
����	�

��ก
�ก��	�����ก������  

 
2.2   ก��������ก������� 

 
         �ก��9���9E����� >�Q� 9?��9E���?� (Bulbophyllum = bul -  bo - fil - lum) �ก����]��
�c����N�����ก �����ก�ก����̂����9���� �O��Z>7O�S[�ก�������������?�  Z�S�
�;��;�B9
��กก�O�  130 N��� (����ก�� Cirrhopetalum 	�
�QR�{) �?ก�
����ก�O� �����ก��ก�� >�Q�ZN�NQR�
������c�>����c��QR�{ ����?ก
@
��ก>�Q�NO���ก �NO� ������������ `�R��S[�NQR�����กก�������>���
N���;�RNO���ก���?ก
@
������������ ������ก��������ก����]���;?R�{�S������ก����S��:��
�����O��������^ก >?�����7��MO9��>��� 	�O�
>?��S��R��	S������กก�������������S�����B��� 
1 S���� ���MS�?ก
@
	�
����	�ก�O��>��ก>�����ก >?�Z>�O�ก����ก�>��� S��������Z9 1-2 Z9 
Z9�?ก�
�S[��MS	:9 ��;?]�B�ก;�R;�]�Z9	�
B�ก;�RZ9�����Q���� NO���ก�ก����ก�>���Zก��>�Q��ก�
��ก���>?� �?ก
@
�|B�
�����กก��������ก����] �Q� ก��9S�ก���ก?9�O��S��������������ก��;�R
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�Q��?���ก�SZ��?ก
@
�����9��B?9 ;c�Z>�ก��9S�ก�?R��>�����O�� ก��O��?9��@M�� 2 �MO 	�O�
�MO����QR�
9��{������ก?� �����ก���O�������?]�  (�9|?�;8, 2543)   
  
          2.2.1   ��������>�� (Bulbophyllum blepharistes Rchb.f.) (_�B_��L��ก;�R 2) 
(�c��?ก���B?D�����
�ก����ก���N��_�B, 2553) 
                       NQR�;���:�R� : ��������>��, �����ก��ก�� 
                       �?ก
@
;��B~ก
�����8 : �c��Mกก�����MSก��>�Q��MS��O S����c���Z9 2 Z9 
��MO���ก?����� 	LO�Z9�MS��9����	ก��MS��Oก�?9 NO���ก���R��	99NO�`�R�O� �ก����ก;�RS����>��� 
��ก 10-14 ��ก ก��9S�
�?9�MS���������>��R�� ��ก���>�Q���O�� ก��9S�ก��N�BM ก��9���]��ก��9
9��MSZ9>�ก	ก��MS��O ก��9�MO�����NQR�����ก?��MS��Oก���� S���	�ก�S[�	|ก�Q]� ก��9��ก�MS�กQ�9
ก�� ��9������	��ก�
����กQ�9�S ก��9S�ก�S[��
����MS��O 
                      ~�M��ก : ��ก9����Q��������:����Q��C?����� 
                      ก��ก�
���B?�C�8 : B9���S��L�?�Z9>�Q�S����9	��� ;��_���>�Q� _��Z�� 
	�
_���
�?���ก�|����>�Q�  
 

         2.2.2   ������������ (Bulbophyllum morphologorum Kraenzl.) (_�B_��L��ก;�R 3) 
(�c��?ก���B?D�����
�ก����ก���N��_�B, 2553) 
                        NQR�;���:�R� : ������������ 
                        �?ก
@
;��B~ก
�����8 : �c��Mกก�����MSก���ก�?9>�Q��MS��O ก����
S�
��@ 3.5 �`������� ���S�
��@ 5.5 �`������� ��ก�9���]c����	�
���?]�{ ;�R����c� S����c�
�S[�Z9���R�� Z9�MS��	�9 NO���ก 1 NO��ก����ก����c��Mกก����  ��ก�ก���S[�ก�
��ก	�O�;�RS���NO� 
����ก 30-50 ��ก ��ก���>�Q�����]c������S�
���]c����	��ก�
����กQ�9�S ก��9���]����O����� 
ก��99��MS��9���� ก��9�MO�����MS	:9�9�]�� ��9ก��9����Z��NQR�����ก?� ก��9��ก�MS����>��R�� 
ก��9S�ก�S[��
��������	�� 
                        ~�M��ก : ��ก9����Q��ก��_�B?�C8:����Q�������� 
                        ก��ก�
���B?�C�8 : B9���S����	�
S����9��� ;��_���>�Q� _��
�
�?���ก�|����>�Q� 
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        2.2.3   ��������;�� (Bulbophyllum orientale Seidenf.) (_�B_��L��ก;�R 4) (�9
|?�;8, 2543)  
                      NQR�;���:�R� : ��������;�� 
                      �?ก
@
;��B~ก
�����8 : ����������������� 	�O������^กก�O� >?��MS��O
���� 2.5-3  x 2 �`������� ������?�>O��ก?� 2-6 �`�������  L���������]c�>�Q���������O�� Z9�MS�� �� 
1 Z9 ���� 8-12 x 2.5 �`������� 	LO�Z9>��	�
	�^� NO���ก������^ก���� ��� 10 - 12 �`������� 
��กZ�NO�	�O� 9��B����ก?� ��ก��R�>��|����^ก���� 
                      ~�M��ก : ��Q��������:����Q��B~���ก��� 
                      ก��ก�
���B?�C�8 : S���97�B��@Z�_���>�Q� 	�
_���
�?���ก�|����>�Q�  
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�8$ก��	4�3����ก�� 

 
1.  (��/�)(4�34��6���*�� 
  
  	>�O�;�R����ก�:�9?����?���}�_�@8 ก���������������>��	�
��������;�� ZN��O�����
Z9��กก���B�
���]����Q]���QR�  ก�������������������ZN��O��Z9 �c��Mกก���� 	�
��ก��กก��
�B�
���]����Q]���QR� 
 

N���ก������� 
 
 1. ก���������������>�� (Bulbophyllum blepharistes Rchb.f.)  
 
 2. ก���������������;�� (Bulbophyllum orientale Seidenf.)  
 
 3. ก������������������� (Bulbophyllum morphologorum Kraenzl.)  
 
(��/.������	 

 
 1. �B�����8�c�>�?9�?�����
>8��� lectin  9����@S��� 5′ ���	กO 
      LectBul-F(12) 5′ -ATGAGTAGCTTCTCCATTAT- 3′ 
      LectBul-R(62) 5′ -GACATAGCAGCTGAGCCTT- 3′ 
 
 2. �B�����8�c�>�?9�?�����
>8��� lectin  9����@S��� 3′ ���	กO 
      LectLO165S  5′ -GACTGCAACCTCGTCCTCTA- 3′ 
      3′RACE(T)233 5′-GACTCGAGTCGACATCGTTTTTTTTTTTTTTTTT-3′ 
      (T12)Bam H1  5′-TTGGATCCTTTTTTTTTTTT-3′  
 
 3. �B�����8�c�>�?9ก��������9ก��	�����ก������ lectin ���	กO  
      LectLO165S  5′ -GACTGCAACCTCGTCCTCTA- 3′ 
      LectBul-R(62) 5′ -GACATAGCAGCTGAGCCTT- 3′ 
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      5.8rRNA(F)  5′-ATGACTCTCGACAATGGATTT-3′ 
      5.8rRNA(R)  5′-GCTTGAAGCCCAGGCAGACG-3′ 
 
 4. �B�����8�c�>�?9ก��>��c��?9���������;�8 ���	กO 
      T7   5′-ACGTTGTAAAACGACGG-3′ 
      SP6   5′ GATAAGAATTTCACACA-3′ 
 

����ก�� 
 
1. ก����ก4��.������	 
 

>�����M�������������BQN;�R����������MOZ��������M� National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) �c�����M��c��?9���ก���
����;�R�����������
>8 
multiple alignment ����S�	ก�� ClustalW ;�R��S�`�8  http:// www.ebi.ac.uk  ��Q�ก�O������?ก
8
�;��9ก?9�c��?9ก���
����	�
���������;�8 ��ก��S�`�8��� European Bioinformatics Institute 
(EMBL) (www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) ��Q�ก�O������?ก
8 �BQR���ก	99�B�����8 ;c�ก��
������9�
�?9��@_M��;�R�>��
��Z�ก��	�ก�S[�����̂���������R������B�����8 S����@��� G/C 
content ;�R�>��
�� ก���ก�����������;����_M�� 	�
ก���?9ก?��������B�����8���ZN��S�	ก�� 
netprimer ;�R��S�`�8 http://www.netprimer.com 	���;c�ก����Q�ก�MO�B�����8;�R�>��
�� Z>�������
�������S�
��@ 15-25 ���������;�8 
 

2. ����ก��4�ก���	��0�����กก�-��.�-�ก8����1� 
  

2.1   ��C�ก��	�ก���8��̂������������C� LiCl (Lievens et al., 1997) 
 
          9��?���O��ก������� 450 �����ก�?� Z����������>��Z>��
������S[�L� �?กZ�O>���
������`����E���8���� 1.5 ��������� S�
��@ 1 Z� 3 ���>��� (S�
��@ 100 �����ก�?����
�?���O��) �ก?����8��̂�����������
���9?E�E��8 (0.2M Tris-HCl, pH7.5, 0.1M LiCl, 5mM EDTA, 
1% SDS) 500 ��������� L��Z>�����ก?��������QR��L����� 9O�;�R��@>_M��>������ 10 ��;� ����   
E���������E��8����`����� �?����O�� 25: 24: 1 S������ 500 ��������� L��Z>�����ก?�����
���QR��L����� 9O�;�R��@>_M��>������ 10 ��;� >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 
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�����`��`��� ��� 5 ��;� �M�����
�������9�Z�O>���Z>�O 300 ��������� �ก�
ก��        
���8��̂������� 6M LiCl S������ 300 ��������� ก�?9>����S���9� { 30 ����;� 9O�;�R 4 ����
�`��`��� ��������Q� >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 5 ��;� 
�����
ก������ 3M LiCl S������ 500 ��������� L��Z>�����ก?� >����>��R������������̂� 11,000 
g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 10 ��;� �����
ก������ 70 �S��8�`^��8 ��C����  >����>��R��
����������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 10 ��;�  �;����
���;�]�	��� brief spin 
Z>�����
���;�R�>�Q��ก����;�Rก��>���	���ZN�S��S��M���กZ>�>�� ;c�Z>��
ก�����8��̂���	>��
�������QR���M���ก�� ��� 5-10 ��;� 	����
����
ก�����8��̂��������]c� 31 ��������� �c� 1 
��������� �S������9L�;�R�������ก��;c��
ก����������������E��`�� 	�
�c�����
������8
��̂���;�R�>�Q����� 0.1M NaOAc, pH 5.2 S������ 0.1 �;O� 	�
��;����9����;C��S������ 2 �;O� �BQR�
�ก^9���8��̂��� ����ก^9;�R��@>_M�� -30 �����`��`���  
 

2.2  ��C�ก��	�ก���8��̂������������C� LiCl  ;�R���� Sodium periodate ( �?�	S����C�  Lievens 
et al., 1997)  
            
           ������9?E�E��8����
��� Sodium periodate  (NaIO4) 213.89  �����ก�?�Z��]c� 
DNase-RNase free 1000 ��������� �c���L��ก?99?E�E��8 LiCl (0.2M Tris-HCl, pH7.5, 0.1M LiCl, 
5mM EDTA, 1% SDS) Z��?����O�� 10 ���������Z�9?E�E��8 500 ��������� 
           9��?���O��ก������� 450 �����ก�?� Z����������>��Z>��
������S[�L� �?กZ�O>���            
������`����E���8���� 1.5 ��������� S�
��@ 1 Z� 3 ���>��� (S�
��@ 100 �����ก�?����
�?���O��) �ก?����8��̂�����������
���9?E�E��8 ;�R���� 20 mM NaIO4  500 ���������  L��Z>�����
ก?��������QR��L����� 9O�;�R��@>_M��>������ 10 ��;� ����E���������E��8����`����� 
�?����O�� 25: 24: 1 S������ 500 ��������� L��Z>�����ก?��������QR��L����� 9O�;�R��@>_M��>���
��� 10 ��;� >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 5 ��;� �M�
����
�������9�Z�O>���Z>�O 300 ��������� �ก�
ก�����8��̂������� 6M LiCl S������ 300 
��������� ก�?9>����S���9� { 30 ����;� 9O�;�R 4 �����`��`��� ��������Q� >����>��R������
������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 5 ��;� �����
ก������ 3M LiCl S������ 500 
��������� L��Z>�����ก?� >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 10 
��;� �����
ก������ 70 �S��8�`^��8 ��C����  >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 
�����`��`��� ��� 10 ��;�  �;����
���;�]�	��� brief spin Z>�����
���;�R�>�Q��ก����;�Rก��
>���	���ZN�S��S��M���กZ>�>�� ;c�Z>��
ก�����8��̂���	>���������QR���M���ก�� ��� 5-10 ��;� 
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	����
����
ก�����8��̂��������]c� 31 ��������� �c� 1 ��������� �S������9L�;�R�������ก��
;c��
ก����������������E��`�� 	�
�c�����
������8��̂���;�R�>�Q����� 0.1M NaOAc, pH 5.2 
S������ 0.1 �;O� 	�
��;����9����;C��S������ 2 �;O� �BQR��ก^9���8��̂��� ����ก^9;�R��@>_M�� -30 
�����`��`���  
 

2.3   ��C�ก��	�ก���8��̂������������C� Hot Phenol (�S[���C��?�	S����ก>���S��9?��ก�����
����������8  Shou-Wei  Ding; Center for Plant Cell Biology, Department of Plant Pathology and 
Microbiology, University of California, Riverside, CA 92521.) 

 
         9��?���O��ก������� 2000 �����ก�?�Z����������>��Z>��
������S[�L�  �?กZ�O

>������� 50  ��������� S�
��@ 1 Z� 3 ���>��� (S�
��@ 500 - 1000 �����ก�?�����?���O��) 
�ก?����8��̂�����������
���9?E�E��8(100mM Tris-HCl, pH8.0, 0.1M LiCl, 10mM EDTA, 1% 
SDS) ;�R��������
���E���� 	�
����
���9?E�E��8 5 ��������� ��O�;�R 80 �����`�`���กO��ZN� 30 
��;�  L��Z>�����ก?��������QR��L������S[����� 20 ����;� ���������E��8� S������ 2.5 ��������� 
L��Z>�����ก?��������QR��L����� 20 ����;�  >����>��R������������̂� 10,000 g ;�R��@>_M��>��� ��� 
10 ��;� �M�����
�������9�Z�O>���Z>�O 3 ��������� �ก�
ก�����8��̂������� 4M LiCl 
S������ 3 ���������  ก�?9>����S���9� { 30 ����;� 9O�;�R -20 �����`��`��� ��������Q� >���
�>��R������������̂� 10,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 15 ��;� �����
ก������ DEPC-
treated TE buffer 300 ��������� L��Z>�����ก?� >����>��R������������̂� 11,000 g ;�R��@>_M�� 4 
�����`��`��� ��� 10 ��;�  �ก�
ก�����8��̂������� 3M NaOAc, pH 5.2 S������ 0.1 �;O� 	�
 
��;����9����;C��S������ 2 �;O� ;�R��@>_M�� -20 �����`��`����S[����� 3 N?R���� >����>��R������
������̂� 10,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 15 ��;� �����
ก������ 70 �S��8�`^��8 
��C����  >����>��R������������̂� 10,000 g ;�R��@>_M�� 4 �����`��`��� ��� 10 ��;�                   
�;����
���;�]�	��� brief spin Z>�����
���;�R�>�Q��ก����;�Rก��>���	���ZN�S��S��M���กZ>�
>�� ;c�Z>��
ก�����8��̂���	>���������QR���M���ก�� ��� 5-10 ��;� 	����
����
ก�����8��̂���
�����]c� 31 ��������� �c� 1 ��������� �S������9L�;�R�������ก��;c��
ก����������������E
��`�� 	�
�c�����
������8��̂���;�R�>�Q����� �BQR��ก^9���8��̂��� ����ก^9;�R��@>_M�� -30 ����
�`��`���  
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3.  ก������'��3�	/���0�����ก���	��0���/-������ Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT-PCR) 
  
 3.1   ก���?�����
>8����̂������	�ก��ก���8��̂������ก������� 
 
          ก���?�����
>8����̂������	�ก (first strand synthesis) ���ZN� Ready-To-Go You-
Prime first strand beads (GE Healthcare Biosciences, �>�?������ก�) ���8��̂���;�R�����ก�?���O��Z9
���ก������� Z���� 2 �c��S��O�;�R 65 �����`��`��� �S[����� 10 ��;� ��ก�?]��c��S	NO�]c�	�^� 2 
��;� �M����8��̂��� 29 ��������� L���O��ก?9 �B�����8 RACE233 (5′- GAC TCG AGT CGA 
CAT CG(T)17 -3′) �c���� 2 ��������� 	�
�B�����8 BamHI(T12) (5′-TTG GAT CCT TTT TTT 
TTT TT-3′) �c���� 2 ��������� L��Z>�����ก?� Z�O��Z�>����c�>�?9�?�����
>8����̂������	�ก 
9O�;�R��@>_M�� 37 �����`��`��� �S[����� 60 ��;� 
  

3.2 ก���?�����
>8�������S��� 5′  	�
  3′ ������C� Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

        � B�R � S �� � � @ � � � �� � �̂ � � � �� � � �� C� B� `� � � �8 Z � � �QR � � � B�R � S �� � � @ �� � �̂ � � � 
(Mastercycler®gradient, Eppendorf, �>�?������ก�) ���ZN�����`�8 i-Taq DNA Polymerase 
(Intron Biotecnology, �ก�>��) �c�����̂������	�ก (cDNA) ;�R�����ZN��S[����	99Z�ก���?�����
>8
��������� �����B�����8 sense 	�
 antisense ;�R�����ก	99��� ���L�� PCR reaction mix  (�]c� 
16.9 ���������, 10X PCR 9?E�E��8 2.5 ���������, 10mM dNTP 2.5 ���������, i-Taq DNA 
Polymerase 0.3 ���������, �B�����8 sense 	�
 antisense ��O���
 0.4 ��������� 	�
 cDNA 2 
���������) Z�>���B�`����8���� 200 ��������� ;c�B�`����8��?]�	�ก���ZN��S�	ก�� step up 
(�S�	ก��;�R 1 ;�R�������� 95 �����`��`��� ��� 5 ��;� �c���� 1 ��9 �S�	ก��;�R 2 ;�R 95 ����
�`��`��� ��� 30 ����;� 48 �����`��`��� ��� 1 ��;� 	�
 72 �����`��`��� ��� 2 ��;� �c���� 
10 ��9 �S�	ก��;�R 3 ;�R 95 �����`��`��� ��� 30 ����;� 53 �����`��`��� ��� 1 ��;� 72 ����
�`��`��� ��� 2 ��;� �c���� 20 ��9 	�
�S�	ก��;�R 4  ;�R 72 �����`��`��� ��� 10 ��;� ) �c���
������9�����C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 0.8%  �S���9�;��9�����������̂���ก?9 1 Kb 
DNA ladder marker (Fermantas, 	�����) ��QR����	:9����̂������������;�R��ก	99��� �c����B�R�
S����@������C� B�`����8�����S�	ก��;�R 1 ;�R�������� 95 �����`��`���  ��� 10 ��;� �c���� 1 
��9 �S�	ก��;�R 2 ;�R 95 �����`��`��� ��� 30 ����;� 50 �����`��`��� ��� 1 ��;� 	�
 72 ����
�`��`��� ��� 2 ��;� �c���� 30 ��9 	�
�S�	ก��;�R 3 ;�R 72 �����`��`��� ��� 10 ��;� �c�L�
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B�`����8;�R�����������9�����C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 0.8%  �S���9�;��9���������
��̂���ก?9 1 Kb DNA ladder marker 
 
4.  ก��1'�������*����'��3�	./-#��()[�4�'������ E. coli 

 
4.1   ก���NQR���O�N�]����ก?9B������ 

 
�c�����̂������;�R�?�����
>8�����กก�
9��ก��B�`����8��;c�����^ก�;��E��`���BQR�	�ก

��������̂�;�R�?�����
>8���9�����
ก���� 1% �ก?�	:9����̂�����ก��ก������ZN�N�� HiYield 
Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, �>�?������ก�) �?����Z�OZ�>���    
������`����E���8���� 1.5 ��������� ����9?E�E��8 DF 500 ��������� 9O�;�R��@>_M�� 55 ����
�`��`��� ��� 10 ��;� ก�?9>���;�ก{ 2-3 ��;� ������
���L��Z>�����ก?� �M�����
���Z�O
���?��8 �c��S>����>��R��;�R 10,000 g  ��� 30 ����;� �;����
���;�]� �������� wash buffer 500 
��������� >����>��R��;�R 10,000 g  ��� 30 ����;� �;9?E�E��8;�]�	���>����>��R����ก��?]����         
2 ��;� �S��R�����?��8Z�O>���Z>�O �
����
ก������9?E�E��8 elution buffer 30 ��������� �?]�
;�]���� 2 ��;� �c��S>����>��R��;�R������̂��M���� ��� 1 ��;� �c�����
�������̂����S������9
������C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 0.8% �c�����̂���;�R���>�?���กก���ก?�����c����NQR���O�
ก?9������R��������8 B������ pGEM®-T Easy vector (9��
?; Promega, �>�?������ก�) ;�R
S�
ก�9�����S�������8 T7 	�
 SP6 ;�R��9���ก��	�����ก������ LacZ  �������;���O���
S��N���
	��B�`����� 	�
���c�	>�O��?���������`�8�?��c��B�
;�R multiple cloning site (_�B
_��L��ก;�R 5) �NQR���O�����̂���ก?9B��������������`�8 T4 DNA ligase (2.5 �M��� �O� 100 
���������) L��ก?9 2X reaction buffer (Promega, �>�?������ก�) �c��S9O������Q�;�R��@>_M�� 14 
�����`��`��� 
 

4.2   ก���������NQ]�	9�;���������9��� (competent cell) �c�>�?9�B�R�S����@B������ 
 
ก��������	9�;���������9��� ����?�	S����ก��C����������� Sambrook et al. 

(1989)  �ก��R��NQ]�	9�;����� Escherichia coli ���B?�C�8 XL1-Blue Z>�������������R�� 9���>�� 
Luria-Bertani agar (LA) �c��S9O�;�R��@>_M�� 37 �����`��`��� ��� 16 N?R���� S�Mก�NQ]�	9�;�����
���������R����Z���>�� Luria-Bertani broth (LB) S������ 3 ��������� ���O�����������̂� 250 ��9
�O���;� ;�R 37 �����`��`��� ��� 16 N?R���� �c��NQ]� 500 ��������� ��Z���>�� LB 50 ��������� 
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(�?���1:100) 	�
�c��NQ]��S���]���O���� 3-4 N?R���� ���`��8������������� 1X108 �`��8�O�
��������� >�Q� ���O� OD600 S�
��@ 0.4-0.6  �����NQ]�Z�O>���;�������� 50 ��������� 	NO�]c�	�^�
;�R 4 �����`��`��� ��� 20 ��;� �ก�
ก���`��8���ก��>����>��R�� 4,000 ��9�O���;� ��� 5 
��;� ;�R 4 �����`��`��� �;��>��;�]�  �����`��8��������
��� TSS (LB, 10% (w/v) PEG, 5% 
(v/v) DMSO, 20 mM MgCl2) ;�R��^��?�  10 ��������� 	NO�]c�	�^� ��� 5 ��;� �ก�
ก���`��8
	9�;�������ก��?]�����c���>����>��R��;�R 4,000 ��9�O���;� ��� 5 ��;� ;�R 4 �����`��`��� �;
��>��;�]� �
����
ก���`��8���� TSS 1 ��������� 	NO�]c�	�^���� 5 ��;� 	9O��`��8;�R��� 100 
��������� Z�O>���������`����E���8���� 1.5 ��������� �c�>�?9�c��SZN��O��S 
 

4.3   ก���c�����̂������L�������MO�`��8����9���������C� heat shock 
 

�c��`��8 100 ��������� ;�RLO��ก�������� completent cell L��ก?9 ����̂������L��;�R
���Z���� 4.1 �c���� 5 ��������� 	NOZ��]c�	�^���� 30 ��;� ;c� heat shock ���9O�Z��]c�;�R��
��@>_M�� 42 �����`��`��� ��� 1 ��;�  �����`��8	NO�]c�	�^�;?�;� ��� 2 ��;� �c��`��8;�RLO��ก��;c� 
heat shock  ���]��Z���>�� Luria-Bertani Broth (LB broth) �c���� 800 ��������� ���O�;�R��@>_M�� 
37 �����`��`��� ������̂� 250 ��9�O���;� ��� 60-90 ��;� �c����ก�
ก�����>����>��R��;�R
������̂� 3,000 g ��� 1 ��;� �;��>���O��9�;�]� �M���>�����]��	9�;�����;�R�>�Q���MO���;?]��`��8
	9�;��������ก��R�9�L��>�����>�� Luria-Bertani Agar (LA) ;�RL����S��N���
	��B�`����� 50 
�����ก�?��O���������� ���� IPTG (isopropylthio-β-D-galactoside) 200 �����ก�?��O���������� 
	�
 X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indodyl-β-D-galactoside) 20 ����ก�?��O���������� 9O�;�R
��@>_M�� 37 �����`��`��� ��������Q� 
 

4.4   ก��������9������;�R����O�����?9B���������L�� 
 
ก��������9������;�R����O�����?9B���������L�������C�B�`����8 �����B�����8 

SP6 	�
 T7 �c������������;�R����O�����?9B���������L���B�R�S����@9���>�� LA ;�RL����
S��N���
	��B�`���������������� 50 �����ก�?��O���������� 9O������Q�;�R��@>_M�� 37 ����
�`��`��� �M��`��8	9�;��������	99�
���Z��]c� 7 ��������� L��ก?9 10X PCR 9?E�E��8 1 
���������, 10mM dNTP 1 ���������, i-Taq DNA Polymerase 0.1 ���������, �B�����8 SP6 
(5′-GAT AAG AAT TTC ACA CA-3′) 	�
�B�����8 T7 (5′-ACG TTG TAA AAC GAC GG-3′) 
��O���
 0.2 ��������� 	�
 DMSO 0.5 ��������� ;c�B�`����8 ���ZN��S�	ก�� 94 ����
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�`��`��� 5 ��;� �c���� 1 ��9  �O����� 94 �����`��`��� 30 ����;� 55 �����`��`��� 30 ����;�  
72 �����`��`��� 2 ��;� �c���� 30 ��9 	�
;�R 72 �����`��`��� 10 ��;� �c�L�B�`����8��
������9�����C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 0.8% �S���9�;��9�����������̂���ก?9 1 Kb 
DNA ladder marker 

  
4.5   �ก?�B��������ก	9�;�����������C��?������8��`�� (alkaline lysis) 

 
���]��	9�;�����Z���>�� LB 2 ��������� 9O�;�R��@>_M�� 37 �����`��`��� ���O�����

������̂� 250 ��9�O���;� �S[����� 16 N?R���� �ก�
ก���`��8;�R������̂� 3,000 g �S[����� 5 ��;� 
�
����`��8���� GTE (50 mM glucose, 10 mM EDTA 	�
 25 mM Tris-HCl pH 8.0) 400 
��������� ��������
��� alkaline/SDS solution (0.2 N NaOH 	�
 1% SDS ������กO��ZN�) 400 
��������� L��Z>�����ก?����ก�?9>����S�� 	NOZ��]c�	�^���� 5 ��;� ���� 3 M KOAc (29.4 
ก�?� Potassium acetate (MW 98.14), 11.5 Glacial acetic acid ) 150 ��������� L��Z>�����ก?����
ก�?9>����S��	NO�]c�	�^���� 5 ��;� �c��S>����>��R��;�R 11,000 g ��� 5 ��;� ;�R��@>_M��>���  
�M�����
���Z�O>���Z>�O ���� DNase-free RNase (10 �����ก�?��O����������) 5 ��������� 9O�;�R 
37 �����`��`��� ��� 20 ��;� �ก?��]c�Z�����E���� : �����E��8�  (1:1) 400 ��������� �c��S
>����>��R��;�R 11,000 g �S[����� 2 ��;� ;�R��@>_M��>��� �M��]c�Z��O��9������� �����E��8� 400 
��������� �c��S>����>��R��;�R 11,000 g �S[����� 2 ��;� ;�R��@>_M��>��� �M��]c�Z��O��9������� 
��C���� 95% 1 ��������� ;�R��^��?� L��Z>�����ก?� �c��S>����>��R��;�R 10 ��;� ;�R��@>_M�� 4 ����
�`��`��� �����
ก������ ��C���� 70% 1 ��������� �c��S>����>��R�� 1 ��;� ;�R��@>_M��>���  �M�
��C����;�]��S ;c�Z>��
ก��	>�� �
����
ก��Z��]c�>�Q� TE 50 ��������� 

 
4.6   ก��>��c��?9���������;�8 

 
�c�	9�;�����;�R��B���������L��;�R����O�����?9N�]�����̂�����	�ก�ก?�Z>����     

B������9����;C�������C��?������8��`������ AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, 
�>�?������ก�) ���]���NQ]���ก����;�R:Mก����Z���>�� LB ;�R����S���N���
	��B�`������������ 50 
�����ก�?��O����������  ;�R��@>_M�� 37 �����`��`��� 9����QR�����O������Q� �c���>����>��R���BQR�
�ก�
ก���`��8	9�;����� �
����`��8 250 ��������� ��� 9?E�E��8 S1 	������� 250 ��������� 
��� S2 L��Z>�����ก?� ���� 350 ��������� ��� 9?E�E��8 S3 L��Z>�����ก?� �c��S>����>��R�� 
11,000 g ��� 10 ��;�  �c��]c�Z�9������Z����?��8 �c��S>����>��R�� 1 ��;� �����
ก������ 
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9?E�E��8 W2 >����>��R����ก��?]��BQR�Z>����?��8	>��  ��ก�?]�������� TE S������ 75 ��������� ;�R
��@>_M�� 65 �����`��`��� �c��S>����>��R���ก^9�]c�Z��O��;�R��B�������
�����MO �c���������9
����������������C�����^ก�;��E��`�� �B�R�S����@N�]�����̂��������;����B�`����8	�
 BigDye 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied BioSystems, �>�?������ก�) �����B�����8 SP6 
(5′-GAT AAG AAT TTC ACA CA-3′) 	�
�B�����8 T7 (5′-ACG TTG TAA AAC GAC GG-3′)        
����S�	ก��;�R 1 ;�R 94  �����`��`��� 5 ��;� �c���� 1 ��9 �S�	ก��;�R 2 ;�R 94 �����`��`��� 
30 ����;�  55 �����`��`��� 30 ����;�  72 �����`��`��� 2 ����;� �c���� 30 ��9 	�
�S�	ก��;�R 
3    ;�R 72 �����`��`��� 10 ��;� �c���� 1 ��9 �c��S��ก
�ก��������c��?9���������;�8���ZN�
���QR�� ABI 373A Automatic DNA sequencer 
 

�c�����M��c��?9���������;�8�������̂���;�R���9���O����������
>8�����S�	ก��
���B������8 �S���9�;��9�����>�Q��	�
����	�ก�O������c��?9���������;�8ก?9���;�R��������
����S���9�;��9ก?9�������M� GenBank ZN��S[�����M�Z�ก���?���Q�ก�����BQR���ก
��c��?9������
���;�8Z>���9;?]������O��S 
 
5.  ก���$����������R�/�����'��1�.�/	 4�3ก�/�3��1�%�������*./- 
 
 �c�����M��c��?9���������;�8������������;�R�����	S��>?��S[�ก���
�������� 6 frame 
translation (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seq-util.html) �S���9�;��9�c��?9�9�ก?9
����M�Z� Genbank ���ZN��S�	ก�� Basic Local Alignment Search Tool 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) >��c�	>�O��?���������`�8�?��c��B�
������;�R�������
�S�	ก�� webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2) �BQR�������9����:Mก����������     
������ ;?]�Z��
�?9���������;�8	�
ก���
���� �S���9�;��9�����>�Q������S����������Z�
ก��������ก�������;�R���ก?9�S����;�R��������Z��������M������S�	ก�� ClustalW(2)  	�
�����
�����?�B?�C8�
>�O���S����������;�R����������ก������� phylogenetic tree �����S�	ก�� 
MEGA4. 
 
 5.1   ก��;c�����������������_M�� 
 
          �c�����M��c��?9ก���
������;c�����������������_M�������S�	ก�� SWISS-  
MODEL (http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=modelling_simple1) ��QR����
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���������;�R������ก�� .pdb �c���������
>8 �ก	�O���������������S�	ก�� spdbv (DeepView / 
Swiss-PdbViewer 3.7 (SP5)) Z��S�	ก��  spdbv �����:�
9��c�	>�O�N������ก���
����  	�

S�?9�S��R���?ก
@
����������������ก����� 
 
6.  ก��
2ก��ก��4�/���ก%����� lectin #��6���6��] %��ก�-��.�- /-������ Relative 
Quantification  PCR (qPCR) 
 
 6.1  ก���������?���O�����8��̂��� 
 

       ;c�ก���ก?����8��̂���������ก���������กZ9, �c��Mกก���� 	�
��ก ���ZN���C� LiCl 
(Lievens et al., 1997) Z���� 2. 

 
       ;c�ก���?�����
>8����̂������	�ก �����B�����8 LectBul-R(62) (5′GACATAGCAG 
CTGAGCCTT3′) 	�
�B�����8 5.8rRNA(R) (5′GCTTGAAGCCCAGGCAGACG-3′) ���ZN�N�� 
Ready-To-Go You-Prime first strand kit (GE Healthcare Biosciences, �>�?������ก�) ����
���
���8��̂���S����@ 5 �����ก�?� ;�R�����กก��	�ก��ก��กก������� �����]c�ก�?R�>�Q� TE buffer 
(DEPC) 30 ��������� �c��S��O�;�R 65 �����`��`��� 15 ��;�  ��ก�?]��c��S	NO�]c�	�^�;?�;� �S[�
���� 2 ��;� �������8��̂��� 30 ��������� 	�
�B�����8 LectBul-R(62) �c�>�?9��� lectin 	�
�B�
����8 5.8rRNA(R) ��O���
 1 ��������� Z�O��Z�>��� first strand kit L��Z>�����ก?� >����>��R��
��O�������̂��BQR�Z>������MO;�Rก��>��� 	���9O�;�R 37 �����`��`��� 60 ��;�   
 
 6.2   ก����ก
��MS	99ก��	�����ก������ lectin ���ZN��;���� qPCR 
 
         �c�����̂������	�ก;�R�����กก���?�����
>8��ก��� 6.1 ��ZN��S[� templates 	�
ZN� 
specific primers ������ lectin  �Q� LectBul-R(62) 	�
 LectLO165S  	���;c�ก���S���9�;��9ก?9��� 
5.8 rRNA `�R�;c�Z>��S[� normalizer ���c��?9���������;�8��� specific primers �Q� 5.8 rRNA (F) 
	�
 5.8 rRNA (R) ������O��L���������
���;�RZN�;c�S��ก����� �?���] First strand DNA (conc.) 
0.7 ��������� forward primer (conc.) 0.25 ��������� reverse primer (conc.)  0.25 ��������� 
buffer Quantimix Easy SYG Kit (Biotools B&M Labs.S.A., ��S�) 5 ��������� 	�
 distilled 
water 3.8 ��������� Z>����S��������� 10 ��������� 
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        Z�O����
���;�R�����������Z�>��� qPCR ���� 200 ��������� S������ 10 
��������� ��ก�?]��c��S;c�S��ก�����Z� Mastercycler Realplex (Eppendorf, �>�?������ก�) ;�R
กc�>��Z>����_��
ก��;c��������S�	ก��;�R 1 ;�R 94 �����`��`��� 4 ��;� �c���� 1 ��9 
�S�	ก��;�R  2 ;�R 94 �����`��`��� 30 ����;� 51 �����`��`���  10 ����;� 72 �����`��`��� 20 
����;� �c���� 40 ��9 	�
�S�	ก��;�R 3 ;�R 94 �����`��`��� 15 ����;� 60 �����`��`��� 15 ����;� 
�c���� 1 ��9 9?�;�กL��O� threshold cycle >�Q� CT ;�R����BQR�ZN�Z�ก��������
>8�MS	99ก��
	�����ก������ lectin Z���Q]���QR��O���O��{ ���ก������� 
 
 6.3   ก��������
>8L�;�R�����ก qPCR   
 
        �c��O� CT ;�R������;�ก { �?���O�� ��;c�ก���c���@�BQR�>��O� relative expression ratio 
�����C�ก����� Livak and Schmittgen (2001) `�R��O� relative expression ratio �
���M��Z�ก��
�c���@ �?���] 
 

Relative expression ratio = 2-∆∆CT 
 

         �c��O� ∆CT  �����กก������������������� ((∆CT)root) ��ZN��S[� calibrator �c�>�?9
�c���@�O� relative expression ratio �BQR�S�?9�O� ∆CT ���	�O�
�O�����ก�������  ((∆C T)tissue ) Z>�
����O�;�R����������ก?� ����O�;�R�����กก���c���@�?�ก�O�� ����ก�O� ∆∆CT 
 

(∆CT)tissue  =  (CT)tissue �  (CT)5.8 rRNA 
∆∆CT  =  (∆CT) tissue  � (∆CT)root 

 
         �c��O� ∆∆CT ;�R������c���@>��O� relative expression ratio ����M��ก���c���@
������� ���ZN��S�	ก�� microsoft exel (Microsoft, �>�?������ก�) 
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+�4�3������	 
 
1.   ก����ก4��.������	 
 

1.1   ก����ก	99�B�����8Z��c�	>�O�ก������ lectin ���ก���S���9�;��9�c��?9ก��     
�
��������S���� lectin ;�R��������Z��������M� GenBank �����S�	ก�� ClustalW(2) Z�BQN 6 
N��� �Q� ก�������  Listera ovata  (accession# gi|431097), ก������� Epipactis helleborine 
(accession# gi|436825), ก������� Cymbidium hybrid (accession# gi|436827), ;����S (Tulipa sp.) 
(accession# gi|1141765), Crinum asiaticum var. sinicum (accession# gi|28932747), Typhonium 

divaricatum (accession# gi|33943121) L���กก��;c� multiple alignment B9�O����O������?ก
8���
�c��?9�
���� ;�R�
�c�����ก	99�B�����8 (_�BL��ก;�R 6) ���c��?9ก���
����  DCNLVLY  ;�R
�c�	>�O� 57-63 9����@ก������ �>��
�c�>�?9ZN��S[��c�	>�O��B�����89����@ก������  

 
1.2   ก����ก	99�B�����8Z��c�	>�O�S��� 5′ ������ lectin ���ก���S���9�;��9�c��?9

ก���
��������S���� lectin ;�R��������Z��������M� GenBank �����S�	ก�� ClustalW(2) Z�
ก������� 3 N��� �Q� ก�������  Listera ovata  (accession# gi|431097), ก������� Epipactis 

helleborine  (accession# gi|436825), ก������� Cymbidium hybrid (accession# gi|436827)   L���ก
ก��;c� multiple alignment B9�O����O������?ก
8����c��?9�
���� ;�R�
�c�����ก	99�B�����8
�c�>�?9S��� 5′ ������  (_�BL��ก;�R 7) ���c��?9ก���
����  TKNGFSI  ;�R�c�	>�O� 3-9 9����@
>?���� 	�
 �c��?9ก���
����  QGSGCYVT  ;�R�c�	>�O�  77-84 9����@ก������ �>��
�c�>�?9ZN�
�S[��c�	>�O��B�����89����@S��� 5′ ������  
 

1.3   ก����ก	99�B�����8Z��c�	>�O�ก�������BQR�ก��������9ก��	�����ก������ 
lectin  (_�BL��ก;�R 7) ���ก���c��B�����8Z���� 1.1 �Q��O������?ก
8����c��?9�
���� 
DCNLVLY  ;�R�c�	>�O� 57-63  	�
��ก	99�B�����8����S��� 3′ Z��c�	>�O�����?ก
8;�R�� 
�c��?9�
���� QGSGCYVT  ;�R�c�	>�O� 77-84  �c�>�?9ก���?�����
>8����̂������� 84  �MO�9�   
�>��
�c�>�?9ZN��S[��?�������9ก��	�����ก������ lectin 

 
>�?���ก����c�	>�O�����?ก
8����c��?9�
����;�R�>��
��Z�ก���?�����
>8���	���	S�

�c��?9ก���
����Z>��S[��c��?9���������;�8 ����c��S������
>8ก����Q�กZN��c��?9���������;�8 
(codon usage)  Z>�������Zก�������ก?9�?���O��BQN;�RZN�Z�ก����ก
�  	����c��S������9�O� Tm  
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����B�����8�����MO�
>�O�� 55-65 �����`��`��� �MO�B�����8;�RZN�Z�S��ก�������O����O��ก?��ก��    
5 �����`��`���  S����@��� G/C content  �B�����8;�R�� G/C �M� �
�ก�
ก?9����̂������	99���
��O����9M�@8 	�
����:���_�B �O���B�����8;�R�� A/T �M� �
Z>��O� Tm ����B�����8�Rc� ����;c�
S��ก�����;�R��@>_M���Rc��ก���S ;c�Z>��c�	>�O��ก�
�
��O:Mก���� G/C content �����MO;�RS�
��@ 40-60 
�S��8�`^��8 ��ก��ก��]�c��S������9ก���ก�����������;����_M�� 	�
ก���?9ก?��������MO�B�����8 
�����S�	ก�� Net primer �B�����8;�R��������O�ก�����������;����_M�� >�Q� �O�  ∆ G ��O����Rc�ก�O�  
-3 kcal/mol :���Rc�ก�O���]�
����ก���ก�� hairpin loop ��� ก���?9ก?��������B�����8��O����ก�� 4 
B?�C
 	�
	�O�
NO����O������ก?� ���������O����ก�� 8 B?�C
 (ก������, 2553) 
 
�������* 1    �B�����8�c�	>�O�ก������, S��� 5′ 	�
�B�����8�BQR�ZN�Z�ก��������9ก��

	�����ก������ lectin 
 

 
2.   ก��4�ก���	��0�����กก�-��.�-�ก8����1� 
 

Z�ก���ก?����8��̂�����กก��������ก���������กZ9 �c��Mกก���� 	�
��ก  �]c�>�?ก 0.45  
ก�?�  ����  Lithium chloride (Lievens et al.,1997)  ����
���;�R������?ก
@
�>���� >�Q�  �������
����  �ก�
ก�����8��̂������� 3M LiCl  ��� 24 N?R���� ��O�����:	�ก���8��̂���;�R����@_�B�����   
�������?�	S����C�ก���ก?����8��̂������ Lievens et al. ���ก������ 20 mM Sodium periodate  
(NaIO4) ���SZ�9?E�E��8 �BQR�NO��Z�ก��กc��?��B��	`������8  (Janjic et al., 2009; Liu et al., 
2001; Nikolic et al., 2010) `�R���กL�ก��;����ก^�����:;c�Z>��?���O��;�RL��9?E�E��8������
>�Q�������  ���8��̂���;�R	�ก��กZ9���ก������������������� ��S����@ 47.3 ����ก�?��O�
��������� �c��Mกก���� S����@ 38.8 ����ก�?��O���������� 	�
��ก 45.0 ����ก�?��O�
��������� �c����;?]�>�� 30 ��������� ���S�
��@ ���8��̂���;�R	�ก�����กZ9ก������������
���>�� S����@ 41.0 ����ก�?��O���������� 	�
���8��̂���;�R	�ก�����กZ9ก���������������
;�� S����@ 49.1 ����ก�?��O����������  ��O����ก^���  ���8��̂���;�R	�ก���;?]�>������@_�B
�O�������� (_�B;�R 1) ���O� A260/ A280  ��MOZ�NO��  1.75-2.1 (�����;�R 2) 

�B�����8 % G/C content ∆ G Tm (°C) 

LectLO165S       5′-GACTGCAACCTCGTCCTCTA- 3′ 55.0 -31.92 54.93 
LectBul-F(12) 5′ -ATGAGTAGCTTCTCCATTAT- 3′ 35.0 -28.31 45.66 
LectBul-R(62) 5′ -GACATAGCAGCTGAGCCTT- 3′ 55.0 -33.78 57.05 
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 ������C�ก���ก�
ก�����8��̂������� Lithium chloride �����:	�ก���8��̂�����กก�������
���;�ก�O�� �ก�������8��̂�����ก�c��Mกก������S����@����  	ก�������ก��	�ก���8��̂�����กก�������
;�R�����กก���B�
���]����Q]���QR� �B��
;�ก�O�����ก���������กก���B�
���]����Q]���QR��������O��ก�O�
ก�������Z�C���N��� 	�
	�ก���8��̂���������C� Hot phenol ���ก��L��E����Z�9?E�E��8Z�
�?����O���;O�ก?�	�
9O�;�R��@>_M�� 80 �����`��`���กO������9?E�E��8��Z��?���O��  ���S����@
���8��̂���;�R����@_�B�� 38.8 ����ก�?��O���������� L�ก��;������?]���]B9�O�ก��	�ก���8��̂���
��ก��Q]���QR�Z9�O�����S����@���8��̂�����กก�O����8��̂���Z9	กO  `�R���������ก?9ก��;������� 
Sharma et al. (2003) ;�R	�ก���8��̂�����กBQN;�R���B��	`����8���8�M����ZN��O���O��{ ���BQN;�R���
��กก���B�
���]����Q]���QR�   ��ก��ก��]ก���?��O� Optical Density (O.D.) ก^�����:9�ก��@_�B���
���8��̂���;�R	�ก����O�����@_�B��>�Q���O ������8��̂���;�R����@_�B��   �
���  ��O��Q�S��S���� 
	�
�B��	`����8���8�������O� A260 / A240  ��กก�O� 1 	�
���O�   A260/ A280  ��MOZ�NO�� 1.8 - 2.0  
(Sharma et al., 2003) `�R���กL�ก��;���� ���8��̂�����ก�O��Z9���ก������������ ����@_�B
�O�������� ���O� O.D. ��MOZ�NO�� 1.75 - 2.1  	���Z>��>̂��O�   ���8��̂����?���ก��S��S��������S���� 
	�
���8�9�G����S����@��^ก����  Z���ก���O� O.D. ��MOZ�NO�� 1.75 � 1.92  ���8��̂�������@_�B�� 
��ก��S��S��������S������^ก���� �O��Z��c��Mกก���� ���O� O.D. ��MOZ�NO�� 1.64 � 2.50 ���8��̂���
����@_�B��O�� �B��
��ก��S��S��������S����	�
���8�9�G����S����@��ก ����S[��B��
�O� Z�
�O���c��Mกก���� (pseudobulb) ���ก��������?]��S[�;�R�ก^9�
�������>��	�
�]c�      (���
N?� 	�

������8�?N�8, 2552)  ���;c�Z>��������>���c�B�ก�S����	�
���8�9�G������MOS����@��ก  ก���ก?�
���8��̂�����ก�O����]���;c������ก  
 
 ก��	�ก���8��̂������� LiCl  �����C���� Lievens et al. (1997) 9?E�E��8�
S�
ก�9���� 
Tris-HCl  ;c�>���;�R�?ก
��_�B������8��̂���  SDS  ;c�>���;�R;c�����������������`��8  EDTA 
;c�>���;�R�S[� chelator NO���?9�?]�ก��;c����������9��������� �O��ก?9E����;�R;c�Z>��S��������
�_�B 3M LiCl  NO��Z�ก���ก�
ก�����8��̂��� Z��@
;�Rก���ก�
ก������ NaOAc 	�

��C�����
�����:NO����S����@�������B��	`������8����� ก����������`�8 DnaseI �

�����:กc��?�������ก����̂���;�RS��S���� (Manickavelu et al., 2007)  `�R�ก��	�ก���8��̂�����ก
ก������� ���ZN�  LiCl �S[���C�;�R�>��
�� �B��
Z�ก��������O��Z>7O���B��	`������8S����@��ก 
�NO������ก?9������?���� Wanqian et al. (2005) ;�R	�ก���8��̂�����ก	���?����ก��������ก�� 
Dendrobium candidum `�R���S����@�B��	`������8�M� ���� LiCl  ���8��̂���;�R�������@_�B�� �B��

���O� A260/A230 = 3.98 	�
�O� A260/A280 = 1.953  	�
:������ก�����8��̂���Z�S����@��ก�����B�R�
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S����@BQN	�
�B�R�S����@9?E�E��8 ก���B�R�S����@9?E�E��8�
NO��������>�Q��������
���
Z��?]����ก��	�ก���8��̂������ (Salzman et al., 1999)   
 

��R��c��?7Z�ก��	�ก���8��̂��� �Q�ก��SF��ก?�ก�������?�������8��̂���Z��
>�O��
�?]����ก���ก?� ��C�ก��	�ก���8��̂���Z�BQN���R������กก��;c����������������L�?��`��8BQN `�R�
S�
ก�9���� cellulose, pectin 	�
 xyloglucans ก��ZN���C�ก��S[���C�>��R�;�R��S�
��;C�_�BZ�ก��
;c�������������L�?��`��8 ���ก��9�N�]��O��BQN;�R����ก��	�ก���8��̂����������������>�� Z�
�_�B��@>_M���Rc�����`�8  ribonuclease ��O�����:;c�������  ก���ก?��
;c��O��ก?9ก������
extraction buffer  ;�RS�
ก�9�����������>���N���;�R����@��9?���?9�?]�ก��;c�����������`�8�O��
����̂��� (nuclease) �?ก
��_�B������8��̂���  ;c�����������������`��8����9�� ;�RS�
ก�9����
�S���� 	�
���?��BQR�;c�Z>��`��8	�ก��ก 	�
S��S�O�����8��̂�����ก�MO_����ก�`��8 `�R�ก��
;c�����`��8����9����]��L��O�S����@������8��̂���;�R	�ก��� (�?7N���8, 2548)   ��ก��ก��]��Sก�@8
;�RZN�Z�ก���ก?����8��̂������LO��ก�
9��ก��;c�Z>�S�����ก����`�8 RNase ���;?]����Z�O:��
�Q�;�ก��?]�;�R�����?9��Sก�@8;�RZN��c�>�?9ก���ก?����8��̂��� �BQR���ก��S��S�����������`�8 RNase 
��กL��>�?� �B��
����`�8 RNase ��L�;c�Z>����8��̂��������?� ��L��O�S����@���8��̂���;�R	�ก��� 
�NO������ก?9;�R   Surzycki (2000)  ก�O������O�  ก��กc��?��S����;�RS��S������ก����ก�`��8 ���ZN�
���;�R����@��9?��Z�ก��;c�Z>��S������QR���_�B �NO� guanidium hydrochloride, guanidium 
isothiocyanate, �����E��8� 	�
E���� �S[��O��L��Z�9?E�E��8 �?]�����O����S[�ก��
�ก�
ก��	�ก�|B�
�O��;�R�S[����8��̂�����ก��ก����̂��� 	�
�S���� �������`�B�B���� >�Q�
�ก�Q�;�R��������������M� �NO� NaOAc >�Q� LiCl >�?���ก�?]��
�S[��?]����ก��;c������
���  
���8��̂��� �BQR�Z>�������8��̂���;�R����@_�B�� ��ก��ก��]�?]����ก��	�ก���8��̂����c��S[�����
�
�?��
�?�ก��S��S�����������`�8 RNase ;�ก�?]���� ���;?]���Sก�@8	�
�������;�RZN� 9?E�E��8
	�
�]c�ก�?R�;�RZN�������������ก�]c�ก�?R�;�R������� DEPC (Diethyl pyrocarbonate) 0.1% ��QR����ก
��� DEPC ����@��9?���?9�?]�ก��;c�����������`�8 RNase���ก��;c�����S����Z>���QR���_�B 
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&����* 1  �?���O��ก�������	�
�������^ก�;��E��`�����ก���ก?������̂������� LiCl ;�R���� Sodium 
               periodate 	�
��C� Hot phenol Z��O���c��Mกก���� (ก,�) 
               (1) Z9ก���������������>��   (2) Z9ก���������������;�� 
               (3) Z9ก�������������������    (4) �c��Mกก����ก������������������� 
               (5)  ��กก������������������� 
 
�������* 2   ��@_�B���8��̂���, �?���O��BQNZ�	�O�
�O��	�
��C��ก?����8��̂��� 
 

 
 
 
 
 
 

�?���O�� A260/A280 A260/A230 ng/µl ��C��ก?� 
Z9ก������������������� 1.92 1.49 47.3 LiCl+ NaIO4 
Z9ก���������������>�� 2.01 1.78 41.0 LiCl+ NaIO4 
Z9ก���������������;�� 2.02 1.85 49.1 LiCl+ NaIO4 
��กก������������������� 1.75 1.78 45.0 LiCl+ NaIO4 
�c��Mกก����ก������������������� 1.64 1.33 38.8 Hot Phenol 

1 2 3 4 5 

ก 

1 2 3 4 5 
% 
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3.   ก������'��3�	/���0�����ก���	��0���/-������  RT-PCR 
 
 3.1   ก���?�����
>8����̂������ lectin ���S��� 3′ ��ก���8��̂���Z�ก���������������>��
	�
������������ 
 

3.1.1   L���กก��	�ก���8��̂��������กZ9ก���������������>��	�
������������
���� LiCl+ NaIO4  �c����8��̂���;�R���S����@ 1 �����ก�?� �����������̂������	�ก (cDNA) ���� 
Ready-To-Go You-Prime first strand kit ���ZN��B�����8 RACE(T) 233 	�
 BamH1(T12) Z�
��������>�� 	�
������������ �c�>�?9�?�����
>8���S��� 3′ ��ก�?]��B�R�S����@�������̂�������
��C�B�`����8Z�>���;�������� 200 ��������� ���ZN�����`�8 i-Taq DNA Polymerase (Intron 
Biotecnology, �ก�>��) �
ก�O���O��S�?���] 

 
    3.1.1.1   ก���B�R�S����@����̂��������� lectin 9����@S��� 3′ ���ก�������

��������>��	�
ก������������������� 
 

                        �c�����̂������	�ก���Z9ก���������������>��	�
������������
���S[����	99Z�ก���?�����
>8��� lectin �����MO�B�����8 LectLO165S  �MOก?9 BamH1(T12) Z�
��������>��	�
 �MO�B�����8 LectLO165S �MOก?9 RACE(T)233 Z������������� ;c�B�`����8����
�S�	ก�� step up �?���] �S�	ก��;�R 1 ;�R 95 �����`��`��� ���  5 ��;�  �c���� 1 ��9 �S�	ก��
;�R 2 ;�R 95 �����`��`��� 30 ����;�  50 �����`��`��� 1 ��;�  72 �����`��`��� 2 ��;�  �c���� 10 
��9 �S�	ก��;�R  3  ;�R 95 �����`��`���  30 ����;�  55 �����`��`��� 1 ��;�  72  �����`��`��� 2 
��;� �c���� 20 ��9  	�
�S�	ก��;�R 4  ;�R 72 �����`��`��� ��� 10 ��;� �c�L�B�`����8;�R�����
������9 �����C�����^ก�;��E��`��9�����
ก����  0.8% B9�O������:�?�����
>8����̂������� 
750 �MO�9�  `�R�����̂���;�R���������Zก�������ก?9����;�R���>�?� (_�B;�R 2 	�
_�B;�R 3) 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

31 

 
 
 
 
 
 
 
&����* 2   ก���?�����
>8�O�������� lectin  S��� 3′ ���ก���������������>��  ������C�B�`����8  

(ก)  	L�_�Bก���?�����
>8������ lectin  S��� 3′ 
(�)  �������^ก�;��E��`�����N�]�����̂������ lectin S��� 3′ ����MO�B�����8 LectLO165S  
- BamH1(T12) ���� 750 �MO�9� 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
&����* 3   ก���?�����
>8�O�������� lectin  S��� 3′ ���ก�������������������  ������C�B�`����8  

(ก)  	L�_�Bก���?�����
>8������ lectin  S��� 3′ 
(�)  �������^ก�;��E��`�����N�]�����̂������ lectin S��� 3′ ����MO�B�����8 LectLO165S  
- RACE(T)233  ���� 750 �MO�9� 

 
 
 
 
 
 

AAAAAAAAAAA 
LectLO165S 

~1000 bp 

BamH1(T12) 

750 bp 

ก 

750 bp 

% 

500 bp 

1 kb 

250 bp 

1.5 kb 

LectLO165S 

AAAAAAAAAAA 
~1000 bp 

RACE(T)233 

750 bp 

ก 

500 bp 

1 kb 

% 

1.5 kb 

250 bp 

750 bp 
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 3.2   ก���?�����
>8����̂������ lectin ���S��� 5′ ��ก���8��̂���Z�ก���������������;��
	�
������������ 
 
                        3.2.1   L���กก��	�ก���8��̂��������กZ9ก���������������;��	�
������������
���� LiCl+ NaIO4  �c����8��̂���;�R���S����@ 1 �����ก�?� �����������̂������	�ก (cDNA) ���� 
Ready-To-Go You-Prime first strand kit ���ZN��B�����8 LectBul-R(62) Z���������;�� 	�

������������ �c�>�?9�?�����
>8���S��� 5′ ��ก�?]��B�R�S����@�������̂���������C�B�`����8Z�>���
;�������� 200 ��������� ���ZN�����`�8 i-Taq DNA Polymerase (Intron Biotecnology, 
�ก�>��) �
ก�O���O��S�?���] 

  
           3.2.1.1   ก���B�R�S����@����̂��������� lectin 9����@S��� 5′ ���ก�������

��������;��	�
ก������������������� 
 

         �c�����̂������	�ก���Z9ก���������������;��	�
��������������
�S[����	99Z�ก���?�����
>8��� lectin �����MO�B�����8 LectBul-F(12) �MOก?9 LectBul-R(62) ;c�B�`�
���8�����S�	ก��;�R 1 ;�R 95 �����`��`��� ��� 10 ��;�  �c���� 1 ��9 �S�	ก��;�R 2 ;�R 95 ����
�`��`��� 30 ����;�  62 �����`��`��� 1 ��;�  72 �����`��`��� 2 ��;�  �c���� 30 ��9 	�

�S�	ก��;�R 3 ;�R 72 �����`��`��� ��� 10 ��;� ������9�����C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก�
��� 0.8%  B9�O������:�?�����
>8����̂������� 250 �MO�9� `�R�����̂���;�R���������Zก�������ก?9
����;�R���>�?� (_�B;�R 4 	�
_�B;�R 5) 
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&����* 4   ก���?�����
>8�O�������� lectin  S��� 5′ ���ก���������������;��  ������C�B�`����8  

(ก)  	L�_�Bก���?�����
>8������ lectin  S��� 5′ 
(�)  �������^ก�;��E��`�����N�]�����̂������ lectin S��� 5′ ����MO�B�����8 LectBul-F(12) 
- LectBul-R(62)  ���� 250 �MO�9� 

 
 
 
 
 
 

 

 

  
&����* 5   ก���?�����
>8�O�������� lectin  S��� 5′ ���ก�������������������  ������C�B�`����8  

(ก)  	L�_�Bก���?�����
>8������ lectin  S��� 5′ 
(�)  �������^ก�;��E��`�����N�]�����̂������ lectin S��� 5′ ����MO�B�����8 LectBul-F(12) 
- LectBul-R(62)  ���� 250 �MO�9� 

 
 
 
 
 
 

LectBul-F(12) 

AAAAAAAAAAA 
~1000 bp 

LectBul-R(62) 

250 bp 

ก % 

750 bp 
1 kb 

500 bp 

250 bp 

1.5 kb 

LectBul-F(12) 

AAAAAAAAAAA 
~1000 bp 

LectBul-R(62) 

250 bp 

ก % 

750 bp 
1 kb 

500 bp 
250 bp 

1.5 kb 
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3.3   ก���?�����
>8����̂������ lectin  ��̂���� Z�ก������������������� 
 
 3.3.1   Z��������������?�����
>8��������กS��� 5′ 	�
S��� 3′ ��QR�������9�O�
�S[���� lectin ��กก�������������������	��� ����?�����
>8��� lectin ��̂������ก��?]�����c�����;�R
������O�ก?�  ���;�R�]c���Q����@>_M�� 100 °C �S[����� 10 ��;�	���������;�R��@>_M��>��� 10 ��;� 
��ก�?]��B�R�S����@�������̂���������C�B�`����8Z�>���;�������� 200 ��������� ���ZN�
����`�8 i-Taq DNA Polymerase (Intron Biotecnology, �ก�>��) �
ก�O���O��S�?���] 
 

 3.3.1.1   ก���B�R�S����@����̂��������� lectin  ��̂�������ก���������������
���� 

 
         �c� PCR product ��ก��� 3.3.1 ������������������S[����	99Z�
ก���?�����
>8��� lectin �����MO�B�����8 LectBul-F(12) �MOก?9 SP6 `�R��S[� Universal primer ;c�B�`�
���8�����S�	ก��;�R 1 ;�R 95 �����`��`��� ��� 5 ��;�  �c���� 1 ��9 �S�	ก��;�R 2 ;�R 95 ����
�`��`��� 30 ����;�  55 �����`��`��� 1 ��;�  72 �����`��`��� 90 ����;�  �c���� 30 ��9 	�

�S�	ก��;�R 3 ;�R 72 �����`��`��� ��� 5 ��;� ������9�����C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก�
��� 0.8%  B9�O������:�?�����
>8����̂�������S�
��@ 1000 �MO�9� `�R�����̂���;�R���������
Zก�������ก?9����;�R���>�?� (_�B;�R 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
&����* 6   ก���?�����
>8�O�������� lectin  ��̂���� ���ก�������������������  ������C�B�`����8  

(ก)  	L�_�Bก���?�����
>8������ lectin  ��̂���� 
(�)  �������^ก�;��E��`�����N�]�����̂������ lectin ��̂���� ����MO�B�����8 LectBul-F(12) 
� SP6  ���� 1000 �MO�9� 

LectBul-F(12) 

AAAAAAAAAAA 
~1000 bp 

SP6(R) 

1000 bp 

ก 

750 bp 
500 bp 

1 kb 

250 bp 

1.5 kb 

% 
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4.   ก��1'�������*����'��3�	./-��กก�-��.�-�ก8����1�#��()[�4�'������ E. coli 
 
4.1   ก��������� lectin  ��กก���������������>�� 

 
�c�����̂�������S��� 3′ ������ lectin ����S�
��@ 750 �MO�9� ;�R�?�����
>8�����ก

���8��̂������ก���������������>��������C�B�`����8 ��;c�����^ก�;��E��`��9�����
ก���� 1%  
�ก?�����̂�����ก������ZN�N�� HiYield Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit �c�N�]�����̂���;�R
������NQR���O�ก?9 B������ pGEM®-T Easy vector �BQR�:O������Z�	9�;����� E. coli ���B?�C�8 XL-1 
Blue  �?���Q�ก9���>��;�R����S��N���
	��B�`����� �������;�R��������������c���� 16 ���� 
	�
��������EF��c���� 19 ���� 

 
         ก��������9��������̂���;�R������� �����Q�ก�����������;�R����O��
����?9N�]�    
����̂��� �c���� 14 ���� �Q� ����>������ 7,  8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 19, 20, 21 	�
 22  
�c���������9����N�]�����̂������L�� ������C�ก��;c�B�`����8�����MO�B�����8 SP6-T7 (Universal 
primer) ��ก�?]��c��S������9�������ก��;c���C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 0.8% B9�O�
�������;�R��N�]�����̂�������S�
��@ 750 �MO�9� �c�����;�R��N�]�����̂���;�R������:Mก������;c�Z>�
9����;C�����ก��	�กB������������C��?������8��`�� L�ก���ก?�B������������C���]���B������
S�
��@ 1-2 �����ก�?�  	�O��O����ก^��� B������;�R	�ก�����ก��S��S�������������ก����̂��� `�R�
����O�L��9ก��S��ก�����Z�ก��;c�B�`����8Z��?]����������
>8>��c��?9���������;�8���  �����Q�ก
����;�R�
�c��S������
>8>��c��?9���������;�8���ก?�����N���ก?�B������ AxyPrep Plasmid 
Miniprep kit  (Axygen Bioscience, �>�?������ก�)  
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&����* 7   ก��������9B������;�R����?9N�]�����̂���S��� 3′ ��� lectin ���ก���������������>�� 

(ก)  ���������� lectin  ����S��� 3′ ;�R�?�����
>8�����ก 14 ����  
(�)  B���������L�������� lectin ����S��� 3′ �S���9�;��9ก?9 (B) B������ pGEM®-
T Easy ;�R��O����?9N�]�����̂��� 

 
4.2   ก��������� lectin  ��กก���������������;�� 

 
�c�����̂�������S��� 5′ ������ lectin ����S�
��@ 250 �MO�9� ;�R�?�����
>8�����ก

���8��̂������ก���������������;��������C�B�`����8 ��;c�����^ก�;��E��`��9�����
ก���� 1%  
�ก?�����̂�����ก������ZN�N�� HiYield Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit �c�N�]�����̂���;�R
������NQR���O�ก?9 B������ pGEM®-T Easy vector �BQR�:O������Z�	9�;����� E. coli ���B?�C�8 XL-1 
Blue  �?���Q�ก9���>��;�R����S��N���
	��B�`����� �������;�R��������������c���� 74 ���� 
	�
��������EF��c���� 16 ���� 

 
          ก��������9��������̂���;�R������� �����Q�ก�����������;�R����O��
����?9N�]�    

����̂��� �c���� 16 ���� �Q� ����>������ 37,  38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 
51 	�
 52  �c���������9����N�]�����̂������L�� ������C�ก��;c�B�`����8�����MO�B�����8 SP6-T7 
(Universal primer) ��ก�?]��c��S������9�������ก��;c���C�����^ก�;��E��`�� 9�����
ก���� 
0.8% B9�O��������;�R��N�]�����̂�������S�
��@ 250 �MO�9� �c�����;�R��N�]�����̂���;�R������
:Mก������;c�Z>�9����;C�����ก��	�กB������������C��?������8��`�� L�ก���ก?�B������������C���]
���B������S�
��@ 1-2 �����ก�?�  	�O��O����ก^��� B������;�R	�ก�����ก��S��S�����������
��ก ����̂��� `�R�����O�L��9ก��S��ก�����Z�ก��;c�B�`����8Z��?]����������
>8>��c��?9��������
�;�8���  �����Q�ก����;�R�
�c��S������
>8>��c��?9���������;�8���ก?�����N���ก?�B������ 
AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, �>�?������ก�) 
 

% 
B B 7 12 

500 bp 

1.5 kb 

ก 
M 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 19 20 21 22 

250 bp 

1 kb 750 bp 
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&����* 8   ก��������9B������;�R����?9N�]�����̂���S��� 5′ ��� lectin ���ก���������������;�� 

(ก)  ���������� lectin  ����S��� 5′ ;�R�?�����
>8�����ก 16 ����  
(�)  B���������L�������� lectin ����S��� 5′ �S���9�;��9ก?9 (B) B������ pGEM®-
T Easy ;�R��O����?9N�]�����̂��� 

 
 4.3   ก��������� lectin ��กก������������������� 
 

�c�����̂���������  lectin  ����S��� 3′ 	�
S��� 5′ ;�R�?�����
>8�����ก���8��̂���
���ก�������������������������C�B�`����8 ���� 750 �MO�9� 	�
250 �MO�9� ����c��?9 �c�������
Z�B������ pGEM®-T Easy 	����?���Q�ก9���>��;�R����S��N���
	��B�`����� L�ก��:O��   
B������B9�O���� lectin  ����S��� 3′ �������;�R��������������c���� 25 ���� ����S��� 5′ 
B9�O��������;�R��������������c���� 5 ���� 	�
��������EF��c���� 10 ����   
 

ก��������9��������̂���;�R������� �����Q�ก����;�R������������� ;�R����O��

����?9N�]�����̂��������� lectin  ����S��� 3′ �Q� ����>������ 224,  225, 226, 227, 228, 229, 
230 	�
 231 �c���� 8 ���� 	�
����;�R�����������������S��� 5′  �c���� 5 ���� �Q� ����
>������ 219, 220, 221, 222 	�
 223  �c���������9N�]�����̂������L�� ����ก��;c�B�`����8���
ZN��MO�B�����8 SP6-T7 (Universal primer)  ��ก�?]��c��S������9��������ก��;c�����^ก�;��E�� 
`��9�����
ก���� 0.8%  B9�O�����;�R��N�]���� lectin  ��QR�;c�B�`����8�
�������̂�������S�
��@ 
750 	�
250 �MO�9� ����c��?9  �c�����;�R��N�]�����̂���;�R������:Mก������;c�Z>�9����;C�����ก��
	�กB���������� ��C��?������8��`�� L�ก���ก?�B������ ������C� ��]B9�O����B������S�
��@ 1-
2 �����ก�?�  	�O��O����ก^���B������;�R	�ก�����ก��S��S�������������ก����̂��� `�R�����O�L�
�9ก��S��ก�����Z�ก��;c�B�`����8Z��?]����������
>8�c��?9���������;�8��� �����Q�ก����;�R�

�c��S������
>8>��c��?9���������;�8���ก?�����N���ก?�B������ AxyPrep Plasmid Miniprep kit 
(Axygen Bioscience, �>�?������ก�)  

ก % 
B B 47 48 

1 kb 750 bp 

40 M 37 38 39 41 42 43 44 46 47 48 49 50 52 51 45 

250 bp 
500 bp 

1.5 kb 
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&����* 9   ก��������9B������;�R����?9N�]�����̂���S��� 3′	�
S��� 5′ ��� lectin  ���ก�������  
                ������������ 
                (ก)  ���������� lectin  ����S��� 3′ ;�R�?�����
>8�����ก 8  ���� 
                (�)  B���������L��������  lectin  ����S��� 3′ �S���9�;��9ก?9 (B) B������ 
                pGEM®-T Easy ;�R��O����?9N�]�����̂��� 
                (�)  ���������� lectin  ����S��� 5′ ;�R�?�����
>8�����ก 5 ���� 
                (�)  B���������L��������  lectin  ����S��� 5′�S���9�;��9ก?9 (B) B������ pGEM®- 
                T Easy ;�R��O����?9N�]�����̂���  
 
 4.4   ก��������� lectin ��̂������กก������������������� 
 

�c�����̂���������  lectin  ��̂����;�R�?�����
>8�����ก���8��̂������ก���������������
����������C�B�`����8 ���� 1000 �MO�9� ����c��?9 �c�������Z�B������ pGEM®-T Easy 	���
�?���Q�ก9���>��;�R����S��N���
	��B�`����� L�ก��:O��B������B9�O���� lectin  ��̂�������
����;�R��������������c���� 2 ���� 	�
��������EF��c���� 1 ����   

ก��������9��������̂���;�R������� �����Q�ก����;�R������������� ;�R����O��

����?9N�]�����̂��������� lectin  ��̂���� �Q� ����>������ 270 	�
 282 �c���� 2 ���� 	�
 
�c���������9N�]�����̂������L�� ����ก��;c�B�`����8���ZN��MO�B�����8 SP6-T7 (Universal 
primer)  ��ก�?]��c��S������9��������ก��;c�����^ก�;��E��`��9�����
ก���� 0.8%  B9�O�

B B 225 228 229 

ก % 
226 228 230 M 224 229 231 

1.5 kb 

250 bp 
500 bp 
750 bp 1 kb 

225 227 

' � 

750 bp 

B B 221 222 223 221 219 

1 kb 
500 bp 

M 222 223 

1.5 kb 

250 bp 

220 
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����;�R��N�]���� lectin  ��QR�;c�B�`����8�
�������̂�������S�
��@ 1000 �MO�9� ����c��?9  �c�����
;�R��N�]�����̂���;�R������:Mก������;c�Z>�9����;C�����ก��	�กB���������� ��C��?������8��`�� L�
ก���ก?�B������ ������C� ��]B9�O����B������S�
��@ 1-2 �����ก�?�  	�O��O����ก^���B������
;�R	�ก�����ก��S��S�������������ก����̂��� `�R�����O�L��9ก��S��ก�����Z�ก��;c�B�`����8Z�
�?]����������
>8�c��?9���������;�8��� �����Q�ก����;�R�
�c��S������
>8>��c��?9���������;�8��
�ก?�����N���ก?�B������ AxyPrep Plasmid Miniprep kit (Axygen Bioscience, �>�?������ก�)  
 
 
 
 
 
 
 
&����* 10   ก��������9B������;�R����?9N�]�����̂������ lectin ��̂�������ก������������������� 

  (ก)  ���������� lectin  ��̂����;�R�?�����
>8�����ก 2 ����  
  (�)  B���������L�������� lectin ��̂�����S���9�;��9ก?9 (B) B������ pGEM®-T   
  Easy ;�R��O����?9N�]�����̂��� 

 
5.   ก�����'��3�	�R�/�����'��1�.�/	%�������*1'��./- 
 

5.1   �c��?9���������;�8S��� 3′������ lectin  ��กก���������������>��  
 
           L���กก����ก
�B9�c��?9���������;�8��� pBLECT7 B9�O������� 363 �MO�9� 
	�
��QR��c���������
>8����M��c��?9���������;�8�����S�	ก�� BLAST �BQR��S���9�;��9ก?9����M�;�R
��MOZ��������M� GenBank B9�O��c��?9���������;�8;�R������ก?9�c��?9���������;�8������ lectin

Z�ก��������ก�� Cymbidium hybrid  accession# U02516.1 ���� 736  �MO�9� ��ก;�R��� ���������
���������ก?�;�R�����
 74   ��QR�	S��>?��c��?9���������;�8��� pBLECT7 �S[��c��?9ก���
����
����B���SS�;�8���� 121 ���`�����8  ;�R�� 1 open reading frame (_�B;�R 11) ��� lectin  9���O��;�R
���������กก���������������>�� �?�����c��?9���������;�89����@S�������S��� 5′ ��ก
S�
��@ 250  �MO�9�  ก��������� lectin �O��;�R���>���S������ก����ก	99�B�����8�B�R�Z�
�O��;�R�S[�9����@����?ก
8 ���;c� multiple alignment �S���9�;��9ก?9BQNN����QR�{ �O��S 

1.5 kb 
1 kb 

750 bp 
500 bp 
250 bp 

M 270 282 

ก 
B B 270 228 

% 
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DNA: GACTGCAACCTCGTCCTCTACTACTACGGAAGAGCTAGATGGGCTTCCGGC 
 +1: D  C  N  L  V  L  Y  Y  Y  G  R  A  R  W  A  S  G    
DNA: AGCGACGGTAAAGGCTCAGGCTGCTATGTCACCATGCAGACTGACGGAAAC  
 +1: S  D  G  K  G  S  G  C  Y  V  T  M  Q  T  D  G  N    
DNA: CTCGTAGTCTATGACAATGGAAATAGAGCCATATGGGCGAGCAACACTGGC 
 +1: L  V  V  Y  D  N  G  N  R  A  I  W  A  S  N  T  G    
DNA: CGAGAAAACGGAAACTATATCCTCATAGTGCAAAAGGATGGTAATGTTGTC 
 +1: R  E  N  G  N  Y  I  L  I  V  Q  K  D  G  N  V  V    
DNA: ATATACGGCAACCCTATTTGGGCCACGGGGACTAATTTCTATGGATCGGCT  
 +1: I  Y  G  N  P  I  W  A  T  G  T  N  F  Y  G  S  A   
DNA: ACTGTTATCGTCGCCGCTGTGCGTAATGGGACAGTGGGGGTTTCTGGCGCC 
 +1: T  V  I  V  A  A  V  R  N  G  T  V  G  V  S  G  A   
DNA: GAGCAAAATAAGGTGAGGGAAATGGGTAAGATTGTGCAAGTTAAGAGTGAT 
 +1: E  Q  N  K  V  R  E  M  G  K  I  V  Q  V  K  S  D    
DNA: AAGTAG 
 +1: K  *    
 
 
> pBLECT7, frame+1, 121 residues 
DCNLVLYYYGRARWASGSDGKGSGCYVTMQTDGNLVVYDNGNRAIWASNT 
GRENGNYILIVQKDGNVVIYGNPIWATGTNFYGSATVIVAAVRNGTVGVS 
GAEQNKVREMGKIVQVKSDK* 

 
&����* 11   �c��?9���������;�8������ lectin  ;�R�����กก���������������>�� ������� 363             
                   ���������;�8  	S��>?��S[��c��?9ก���
���� 121  ���`�����8  �������Z��	���  
                   open reading frame 
 

5.2   �c��?9���������;�8������ lectin  ��กก���������������;��  
 
           L���กก����ก
�B9�c��?9���������;�8��� pBLECT41 B9�O������� 245 �MO�9� 
	�
��QR��c���������
>8����M��c��?9���������;�8�����S�	ก�� BLAST �BQR��S���9�;��9ก?9����M�;�R
��MOZ��������M� GenBank B9�O��c��?9���������;�8;�R������ก?9�c��?9���������;�8������ lectin

Z�ก��������ก�� Cymbidium hybrid  accession# U02516.1 ���� 736  �MO�9� ��ก;�R��� ���������
���������ก?�;�R 73  �S��8�`^��8  ��QR�	S��>?��c��?9���������;�8��� pBLECT41 �S[��c��?9ก��    
�
��������B���SS�;�8���� 81 ���`�����8  ;�R�� 1 open reading frame (_�B;�R 12) ��� lectin  

9���O��;�R���������กก���������������;�� �?�����c��?9���������;�89����@S�������S��� 3′ 
��กS�
��@ 750  �MO�9�  ก��������� lectin �O��;�R���>���S������ก����ก	99�B�����8�B�R�Z�
�O��;�R�S[�9����@����?ก
8 ���;c� multiple alignment �S���9�;��9ก?9BQNN����QR�{ �O��S 
 
 
 
 



 

 

41 

DNA: ATGAGTAGCTTCTCCATTATTAGGATCCTTCTCCTCTGCATTGCATCTTTC 
 +1: M  S  S  F  S  I  I  R  I  L  L  L  C  I  A  S  F    
DNA: TCACTCCTTGCCTCCCCATCCTTTGGGCAATCATACAACCACTTGCTCTCT 
 +1: S  L  L  A  S  P  S  F  G  Q  S  Y  N  H  L  L  S    
DNA: GGCGGGCGCCTCAATACAGGCCGATCCCTCACTCAAGACAGTTTGCAACTC 
 +1: G  G  R  L  N  T  G  R  S  L  T  Q  D  S  L  Q  L    
DNA: ATCATCCAAGATGATTGCAACCTCGTACTCTACTACTACGGAAGAGCTAGA 
 +1: I  I  Q  D  D  C  N  L  V  L  Y  Y  Y  G  R  A  R    
DNA: TGGGCTTCGGGCAGCGACGGTAAAGGCTCAGCTGCTATGTC 
 +1: W  A  S  G  S  D  G  K  G  S  A  A  M    
 

 
> pBLECT41, frame+1, 81 residues 
MSSFSIIRILLLCIASFSLLASPSFGQSYNHLLSGGRLNTGRSLTQDSLQ 
LIIQDDCNLVLYYYGRARWASGSDGKGSAAM 

 
&����* 12   �c��?9���������;�8������ lectin  ;�R�����กก���������������;�� ������� 245             
                  ���������;�8  	S��>?��S[��c��?9ก���
���� 81  ���`�����8  �������Z��	���  
                  open reading frame 
 

5.3    �c��?9���������;�8������  lectin  ��กก������������������� 
 
          L���กก����ก
�B9�c��?9���������;�8��� pBLECT223 (���� lectin ����S��� 
5′) B9�O������� 245  �MO�9� 	�
 pBLECT229  (���� lectin ����S��� 3′) ������ 641 �MO�9� ��QR�
�c�����M��c��?9���������;�8;�R��� ��������
>8�����S�	ก��  BLAST  B9�O�����̂���;?]� 2 ���� ��
�c��?9���������;�8���ก?9�c��?9���������;�8������ lectin Z�ก��������ก�� Cymbidium hybrid  
	�
L���กก���O�����B9�O������� lectin  ��9��9M�@8������ 806  �MO�9� �������กNQR�Z>�O�Q� 
PSWS 691 	�
���c��?9���������;�8���ก?9�c��?9���������;�8������ lectinZ�ก��������ก�� 
Cymbidium hybrid  accession# U02516.1 ���� 736  �MO�9� ��ก;�R��� ������������������ก?�;�R 62  
�S��8�`^��8  ��QR�	S��>?��c��?9���������;�8�S[��c��?9ก��   �
��������B���SS�;�8���� 268  
���`�����8 ;�R�� 1 open reading frame ���� 176 ���`�����8 (_�B;�R13)  B9�c��?9���������;�8;�RZN�
�S[��>?�>���ก���?�����
>8�S������� lectin  ���ก����������������������>?� �Q� UAG ��MO�c��?9
���������;�8;�R 526-528  	�
9����@S��� 3′ non coding region ������  227  �MO�9�  
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DNA: ATGAGTAGCTTCTCCATTATTAGGATCCTTCTCCTCTGCATTGCATCTTTC 
 +1: M  S  S  F  S  I  I  R  I  L  L  L  C  I  A  S  F   
DNA: TCACTCCTTGCCTCCCCATCCTTTGGGCATCCAGACAACCACTTGCTCTCT 
 +1: S  L  L  A  S  P  S  F  G  H  P  D  N  H  L  L  S   
DNA: GGGGAGCAGCTCAATACAGGCCAATCCCTCACTGAAGGCACGTCGCAATTC 
 +1: G  E  Q  L  N  T  G  Q  S  L  T  E  G  T  S  Q  F    
DNA: ATCATCCAAGATGATTGCAACCTCGTCCTCTACAAAATGAACATCGTTAAA 
 +1: I  I  Q  D  D  C  N  L  V  L  Y  K  M  N  I  V  K    
DNA: TGGCAATCGAACACCACCGGTGAAGGCTCAGGCTGTTATGTCACCTTTAAC 
 +1: W  Q  S  N  T  T  G  E  G  S  G  C  Y  V  T  F  N    
DNA: AAGCAAGGAAACCTCGTAATCCACAACAATAAAAACAGAGTCATATGGTCG 
 +1: K  Q  G  N  L  V  I  H  N  N  K  N  R  V  I  W  S    
DNA: AGCAACAGTAGCAGAAAGCAAGGAAACTATATCCTCATACTGCAAAAGGAC 
 +1: S  N  S  S  R  K  Q  G  N  Y  I  L  I  L  Q  K  D    
DNA: GGTAATCTTGTCATATACAGCAAACCTATTTGGGCTACAGGGACTAATTCC 
 +1: G  N  L  V  I  Y  S  K  P  I  W  A  T  G  T  N  S    
DNA: TATGGATCGACTGGTGTTATCGTCGCCACTGCGCTTAATGGGACAATAGGG 
 +1: Y  G  S  T  G  V  I  V  A  T  A  L  N  G  T  I  G    
DNA: GTTACTGGTGCAAAGCAGAATAAGGTGAGGGAAATGGGTAAGATTGTCCAG 
 +1: V  T  G  A  K  Q  N  K  V  R  E  M  G  K  I  V  Q    
DNA: GTTAAGAGTGATAAGTAGGCAAAACTTTGTTGCACTATCATGAATAAATAA 
 +1: V  K  S  D  K  *   A  K  L  C  C  T  I  M  N  K  *   
DNA: GCAAGCATGTGAATGCTACGTAAATGATCAGCTCGTAGTATTATGTCAAGA 
 +1: A  S  M  *  M  L  R  K  *  S  A  R  S  I  M  S  R   
DNA: TGTCTTTGATGTCCTTACTGTCTGTATGTGTGTTCTTATTCCGTGAAACTA 
 +1: C  L  *  C  P  Y  C  L  Y  V  C  S  Y  S  V  K  L   
DNA: AGTTCAGTTGTCGTTGGCTTGGAAATTGCCAACGGACTGTTATTTCATTGC 
 +1: S  S  V  V  V  G  L  E  I  A  N  G  L  L  F  H  C   
DNA: ACAAATATTTAATTTTTATGCACCATATATGTGTTCTTCTCTAAGATTGTT 
 +1: T  N  I  *  F  L  C  T  I  Y  V  F  F  S  K  I  V   
DNA: TGAAGTTAAAAACAAAAAAAAAAACGATGTCGACTCGAGTC 
 +1: *  S  *  K  Q  K  K  K  R  C  R  L  E   

 
> PSWS 691, frame+1, 268 residues  
MSSFSIIRILLLCIASFSLLASPSFGHPDNHLLSGEQLNTGQSLTEGTSQ 
FIIQDDCNLVLYKMNIVKWQSNTTGEGSGCYVTFNKQGNLVIHNNKNRVI 
WSSNSSRKQGNYILILQKDGNLVIYSKPIWATGTNSYGSTGVIVATALNG 
TIGVTGAKQNKVREMGKIVQVKSDK* AKLCCTIMNK*ASM*MLRK*SARS 
I MSRCL*CPYCLYVCSYSVKLSSVVVGLEIANGLLFHCTNI*FLCTIYVF 
FSKIV*S*KQKKKRCRLE 

 
&����* 13   �c��?9���������;�8������ lectin  ;�R�����กก������������������� ������� 528             
                    ���������;�8  	S��>?��S[��c��?9ก���
���� 176  ���`�����8  �������Z��	���  
                    open reading frame 
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6.   ก��
2ก���R�4��6���/%�����.f�	��/�R����3 
 
 ��QR��c��c��?9���������;�8��� lectin  ���ก���������������>�� ��������;�� 	�
�����
� � � �� � �  � � �� � � � � 
 >8 > � �c � 	 > �O � �? � �� � � � � � � ` �8 �? � �c � � B � 
  �� � � � S � 	 ก � �                                
Webcutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2) 	�
�S�	ก�� NEBcutter V2.0 
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/)  �?������;�R 3 	�
�����	L�;�R�c�	>�O��?�����������?�_�B;�R 
14   ���	�O�
������>?�B?�C�ก���;�Rกc�>��ก��������S����	S��>?���ก�c��?9���������;�8  121, 
81 	�
 176 ���`�����8  ����c��?9 
 
�������* 3    �c�	>�O��?���������`�8�?��c��B�
;�R�c��?79���� lectin  ���ก���������������>��   

��������;�� 	�
������������ 
 

  �c����/�c�	>�O�����?� 
Enzyme  ��� lectin 

��������>�� 
��� lectin 

��������;�� 
��� lectin 

������������ 
BamHI  
EarI 
HaeII 
NdeI 
Sau96I 
HaeIII 
XhoII 
Sau3AI 

G/GATCC 
CTCTTC 
RGCGC/Y 
CA/TATG 
G/GNCC 
GG/CC 
R/GATCY 
GATC 

- 
1/34 

1/305 
1/133 
1/224 

2/152, 226 
- 
- 

1/23 
1/199 
1/111 

- 
- 

1/122 
1/23 

2/23,124 

1/23 
- 
- 

1/298 
- 
- 

1/23 
2/23, 412 

 
�������8  Y= C >�Q� T 	�
 R= G >�Q� A 
 

B9�O�����̂������ lectin ;�R������กก���������������>�� �����:�?���������`�8;�R��
����?�>��R��c�	>�O� �Q� EarI, HaeII, NdeI 	�
 Sau96I �@
;�R HaeIII �� 2 �c�	>�O��?� ���N�]�         
����̂������� 0.15, 0.06 	�
 0.13 ก����9�   
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����̂������ lectin ;�R������กก���������������;�� �����:�?���������`�8;�R������?�
>��R��c�	>�O� �Q� BamHI, EarI, HaeII, HaeIII 	�
 XhoII �@
;�R Sau3AI �� 2 �c�	>�O��?� ���N�]�          
����̂������� 0.02, 0.11 	�
 0.11 ก����9�    

 
����̂������ lectin ;�R������กก������������������� �����:�?���������`�8;�R������?�>��R�

�c�	>�O� �Q� BamHI, NdeI 	�
 XhoII  �@
;�R Sau3AI �� 2 �c�	>�O��?� ���N�]�����̂������� 0.02, 
0.12 	�
 0.38 ก����9�    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
&����* 14   	L�_�B�c�	>�O��?��������`�8�?��c��B�
������ lectin ��กก���������������>�� 
                  (ก)  ก���������������;��  (�) 	�
ก������������������� (�)  
 
 

ก 

% 

' 
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7.   ก�����'��3�	�R�/��ก�/�3��1���'	$�3ก��%��1$������*1'��./-  
 

7.1   ก��������
>8ก���
��������S���� Lectin  ��กก���������������>�� 
 

7.1.1   BLAST Analysis �S���� Lectin  ���ก���������������>�� 
 
          L�ก���S���9�;��9�c��?9ก���
����������� pBLECT7 ;�R�����กก�������
��������>��  �����S�	ก�� Blastp B9�O����ก?9�c��?9ก���
��������S���� Lectin Z�
ก�������  Cymbidium hybrid cultivar (accession# AAA19578.1), ก������� Listera ovata  
(accession# AAA20899.1) , ก������� Epipactis helleborine  (accession# AAA19577.1) �����
 
69, 68 	�
67 	�
���ก?9�c��?9ก���
������� mannose-binding lectin Z�ก������� Dendrobium 

officinale (accession# AAV66418.1) �����
 53  ��ก��ก��]�?��>�Q��ก?9 mannose-binding lectin 
���BQN�QR�{ ��ก 4 N��� �Q� Clivia miniata (accession# AAA19910.1)  Ananas comosus 
(accession# AAM28277.1), Galanthus nivalis (accession# AAA33345.1) 	�
 Hippeastrum sp. 
(accession# AAA33365.1) �����
 55, 54, 53 	�
56  ����c��?9  �?�	���Z������;�R 4 
 
�������* 4   ก���S���9�;��9�S��8�`^��8�����>�Q�����ก���
�������8S�
ก�9������ lectin���

ก���������������>��(Bulbophyllum blepharisters Rchb.f.) ก?9BQNN����QR� 
 

B. blepharisters  
Plant species 

aa size* % Identities E-value 

 B. blepharisters lectin 121 100 - 
AAA19578.1 Cymbidium hybrid  lectin 176 69 5e-36 
AAA20899.1 Listera ovata lectin 175 68 6e-38 
AAA19577.1 Epipactis helleborine lectin 172 67 1e-39 
AAA33365.1 Hippeastrum sp. lectin 116 56 2e-25 
AAA19910.1 Clivia miniata lectin 162 55 6e-26 
AAM28277.1 Ananas comosus mannose-binding lectin 164 54 9e-26 
AAA33345.1 Galanthus nivalis lectin 161 53 2e-25 
AAV66418.1 Dendrobium officinale mannose-binding lectin 165 53 3e-26 

 
*  length of polypeptide (amino acid) 
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7.2   ก��������
>8ก���
��������S���� Lectin  ��กก���������������;�� 
  

7.2.1   BLAST Analysis �S���� Lectin  ���ก���������������;�� 
 
          L�ก���S���9�;��9�c��?9ก���
����������� pBLECT41 ;�R�����กก�������
��������;��  �����S�	ก�� Blastp B9�O����ก?9�c��?9ก���
��������S���� Lectin Z�
ก�������  Cymbidium hybrid cultivar (accession# AAA19578.1), mannose-binding lectin Z�
Zingiber officinale (accession# ACJ66865.1), ก������� Listera ovata  (accession# AAA20899.1),  
ก������� Epipactis helleborine  (accession# AAA19577.1) 	�
���ก?9  mannose-binding lectin 
Z�ก������� Dendrobium officinale (accession# AAV66418.1) �����
 61, 58, 56, 56 	�
47 
����c��?9 �?�	���Z������;�R 5 
 
�������* 5   ก���S���9�;��9�S��8�`^��8�����>�Q�����ก���
�������8S�
ก�9������ lectin���

ก���������������;�� (Bulbophyllum orientale Seidenf.) ก?9BQNN����QR� 
 

B. orientale  
Plant species 

aa size* % Identities E-value 

 B. orientale lectin - 100 - 
AAA19578.1 Cymbidium hybrid  lectin 176 61 1e-13 
ACJ66865.1 Zingiber officinale mannose-binding lectin 169 58 2e-06 
AAA20899.1 Listera ovata lectin 175 56 8e-11 
AAA19577.1 Epipactis helleborine lectin 172 56 4e-11 
AAV66418.1 Dendrobium officinale mannose-binding lectin 165 47 3e-09 

 
*  length of polypeptide (amino acid) 
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7.3   ก��������
>8ก���
��������S���� Lectin  ��กก������������������� 
  

7.3.1   BLAST Analysis �S���� Lectin  ���ก������������������� 
 
          L�ก���S���9�;��9�c��?9ก���
����������� PSWS 691 ;�R�����กก�������
������������  �����S�	ก�� Blastp B9�O����ก?9�c��?9ก���
��������S���� Lectin Z�ก�������  
Cymbidium hybrid cultivar (accession# AAA19578.1), ก������� Epipactis helleborine 

(accession# AAA19577.1), ก�������  Listera ovata  (accession# AAA20899.1) 	�
���ก?9�c��?9
ก���
������� mannose-binding lectin Z�ก������� Dendrobium officinale (accession# 
AAV66418.1) �����
 61, 57, 56 	�
51  ��ก��ก��]�?��>�Q��ก?9BQN�QR�{ ��ก 4 N��� �Q� �S���� 
mannose-binding lectin  Z� Tulipa  hybrid cultivar (accession# AAC49386.1), Clivia miniata 
(accession# AAA19911.1), Galanthus nivalis (accession# AAA33345.1) 	�
 �S���� mannose-
binding lectin Z� Ananas comosus  (accession# AAM28277.1) �����
 45, 44, 44 	�
 42  �?�
	���Z������;�R 6  `�R�	�ก�O��ก?9�S���� mannose-binding lectin Z�	9�;����� Actinomyces 

odontolyticus F0309 (accession# ZP_06608163) 
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�������* 6   ก���S���9�;��9�S��8�`^��8�����>�Q�����ก���
�������8S�
ก�9������ lectin Z�
ก������������������� (Bulbophyllum morphologorum Kraenzl.) ก?9BQNN����QR� 	�

Z�	9�;����� 

 
B. morphologorum  

Plant species 
aa size* % Identities E-value 

 B.  morphologorum lectin 175 100 - 
AAA19578.1 Cymbidium hybrid lectin 176 61 9e-47 
AAA19577.1 Epipactis helleborine lectin 172 57 1e-48 
AAA20899.1 Listera ovata lectin 175 56 1e-45 
AAV66418.1 Dendrobium officinale mannose-binding lectin 165 51 1e-34 
AAC49386.1 Tulipa  hybrid  mannose-binding lectin 177 45 1e-26 
AAA19911.1 Clivia miniata lectin 169 44 7e-29 
AAA33345.1 Galanthus nivalis lectin 161 44 1e-28 
AAM28277.1 Ananas comosus mannose-binding lectin 164 42 3e-27 

ZP_06608163 A. odontolyticus mannose-binding lectin 240 - - 

 
*  length of polypeptide (amino acid) 
  

7.3.2   Phylogenetic Tree �S���� Lectin ���ก������������������� 
 
               ��กก��������
>8�����?�B?�C8����S�������ก������� phylogenetic tree 
����S���� Lectin ;�R�����กก������������������� ก?9ก���������ก 4 N��� ;�R��������Z��������M� 
NCBI �Q� ก�������  Cymbidium hybrid cultivar, ก������� Listera, ก������� Epipactis helleborine  
	�
�S���� mannose-binding lectin Z�ก������� Dendrobium officinale  Z�BQN�QR�{ ��ก 4 N��� �Q� 
Clivia miniata, Galanthus nivalis, mannose-binding lectin Z� Tulipa  hybrid cultivar 	�
 Ananas 

comosus  ��ก��ก��]�?����S���� mannose-binding lectin Z�	9�;����� Actinomyces odontolyticus 
(�����;�R 6) �����S�	ก�� MEGA 4.0  B9�O��S���� Lectin  ���ก������������������� ������
Zก�������ก?9�S���� Lectin Z�ก��O�ก�������  ���Zก��N��ก?9ก������� Cymbidium hybrid cultivar 
��ก;�R���  (_�B;�R 15)    
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&����* 15   Phylogenetic tree 	����
�?9�����?�B?�C8����c��?9ก���
�������8S�
ก�9�
>�O��  
                  �S���� Lectin Z�ก�������������������ก?9BQNN����QR�	�
Z�	9�;����� 
 

7.3.3   Multiple Alignment Analysis �S���� Lectin ���ก������������������� 
 

     ��กก���S���9�;��9�c��?9ก���
���� Lectin ���ก������������������� ���
ก��;c� multiple alignment �����S�	ก�� ClustalW(2) ก?9BQNN����QR� 8 N��� B9�O� Lectin ���
ก��������������������?���MOZ�ก��O� B_lectin superfamily ��9����@����?ก
8Z��c��?9ก���
�����Q� 
mannose binding lectin  :�� 3 �c�	>�O��Q� 9����@ก���
�����c��?9 50-130 `�R��S[��c�	>�O�  motif  
;�R���c�ก���
���� QXDXNXVXY (_�B;�R 16)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

% Identity 
100% 

61%
51% 
57% 
56% 
42% 
45% 

44% 
44% 
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B.morphologorum      EGTSQFIIQDDCNLVLYKMNIVKWQSNTTGEGSGCYVTFNKQGNLVIHNNK---NRVIWS 102 
Cymbidium            SGNVDLAMQYDCNLVLYDNGKSIWSSGTYGSGSGCYVTLQTDGNLVIYDNT---NNPLWA 103 
Listera              DGGNAFIMQEDCNLVLYESSRPTWASGTYHRGSGCYLAMQNDGNLVVYDNR---NRAIWA 101 
Epipactis            EGGFTFIMQSDCNLVLYDLNRPIWASGTYGKGTGCFLSMQSDGNLVVYDVR---NIAIWA 99 
Tulipa               WESYTFIMQTDCNLVLYEGNGPIWASGSNDLGSGCYVTMQKDGNLVIYSKS---GNSVWA 117 
Ananas               NGNFRFTMQTDCNLVLYDGGSAIWSSGTYRKGTGCYVKMQSDGNLVVYNGS---NNALWA 97 
Clivia               YGRYDFIIQEDCNLVLYDVDKPIWATNTGGVSSGCHLSMQTDGNLVVYSPK---NNPIWA 104 
Galanthus            QGNYVFIMQEDCNLVLYDVDKPLWETNTGGLSRRCYLNMQTDGNLVVYNPS---NKPIWA 96 
Dendrobium           QDRYMLIMQEDCNLVLYNLNKPEWATKTANRGSRCFVTLQSDGNFVIYDDHEERNEAIWA 101 
                          : :* *******. .   * : :   .  *.: ::.:**:*::.     .  :*: 
 
B.morphologorum      SNSSR-KQGNYILILQKDGNLVIYSKPIWATGTNSYGSTGVIVATALNGTIGVTGAKQNK 161 
Cymbidium            SNTSG-ENGNYILILQKDRNLVIYSHPIWATGTNHAGSVAVVVAAARNGTVGISGAEQNK 162 
Listera              SQTDRQNVGTVILILQKDHNVVLYTNPIWATGTNRFGSPGVVITAARNGTVGISGAEQNK 161 
Epipactis            SNTAR-NNGNYLLILQKDRNVVIYSQPIWATTTNIRGSAGVVIAPALNGTVGVSGAEQNK 158 
Tulipa               SQTHQ-AEGNYVLVLQKDRNVVIYGPSLWATNTDQFS-----LTSNST-----TESGSGM 166 
Ananas               SNTDR-GRGNYVCILQRDRNVVVYGPALWATGTNRVGTPGVIISANST-----GTAAPEE 151 
Clivia               SNTEG-ENGNYVCVLQKDRNVVIYGTASWATGTNIHGAGIVGVPGSAP-----QNSTAEI 158 
Galanthus            SNTGG-QNGNYVCILQKDGNIAIYGPAIWATGTNIHGAGIVGVLGSAP-----QNSTAEM 150 
Dendrobium           SNTDG-QNGNYVIILQKDGNLVLYSKPIFATGTNRFGSTAVVVAKRNR---------KAH 151 
                     *::     *. : :**:* *:.:*  . :** *:  .     :                  
 

 
&����* 16   ก��������
>8�c�	>�O� mannose binding lectin domain ��� B_lectin superfamily 3 

�c�	>�O� (ก)   multiple alignment �
>�O���S���� Lectin ���ก������������������� 
(Bulbophyllum morphologorum) (���;�) ก?9BQNN����QR�  ���>�Q���Q��c�	>�O���� 
mannose binding lectin domain (�) 

 
��ก����M��c��?9ก���
���������� lectin  ;�R���������กก���������������

���� �S[��S���� Lectin ;�R��MOZ�ก��O�  B_lectin superfamily  `�R�9����@����?ก
8��������]�Q�9����@ 
mannose binding lectin `�R����c�	>�O�`]c�ก?� 3 �c�	>�O�Z���� 	�
��ก���
�������c��Q� 
QXDXNXVXY  �NO������ก?9ก����ก
���� Chen et al. (2005) ;�R������� mannose-binding lectin 
��กก������� Dendrobium officinale ������ 777 �MO�9� 	S��S[�ก���
�������;?]�>�� 513 �MO�9�
��ก start codon :�� stop codon ��;?]�>�� 170 ���`�����8 B9 domain �Q� mannose-binding lectin 
superfamily `�R��S[�9����@ mannose-binding site `�R����c�	>�O����c� QDNY 3 `]c�Z����
�NO������ก?9����;�R�����กก�������������������  	�
�?���ก����ก
����  Smeets et al. (1997) ;�R
B9�O�ก���
��������S���� Lectin Z�ก�
�;��� (Allium sativum L.) �������>�Q��ก?9 Lectin Z�
BQN snowdrop (GNA) ��ก;�R���  9����@����?ก
8Z�ก�
�;��� �Q� domain ;�R�S[�9����@ mannose 

QXDXNXVXY QXDXNXVXY QXDXNXVXY 

ก 

% 
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binding site `�R����c�	>�O����c��O����กZ� snowdrop (QDNY) �Q� RDNY, RDSS 	�
 HDLY  
�NO������ก?9 Chai et al.(2003) ;�R�����ก
�ก���������	�
ก��	�����ก������ mannose binding 
lectin ��กB�?9B��� (Crinum asiaticum) `�R��S[�BQN�����B��?]�����Z�S�
�;���� ���������ก     
����̂���������R�� (cDNA) ������� 820 �MO�9� �� 1 open reading frame ;?]�>�� 528 �MO�9� 	�

�����:	S��S[��>?�ก���
������� 175 ���`�����8 `�R��� 22 ���`�����8;�R�S[� signal peptide 	�
��
9����@����?ก
8;�R�S[� domain ��� mannose binding site 3 �c�	>�O�NQR��O� B-lectin ���c�ก���
��
�� QDNY   ��ก��ก��]  Jiang et al. (2006) �����ก
�ก���������	�
ก��	�����ก������ lectin 
;�R���������ก���� (Oryza sativa) ���ก���B�R�S����@����̂���������C� RT-PCR ������� OsJAC1 
��;?]�>�� 1172 �MO�9� `�R� 921 �MO�9�;�R	S��>?��S[�ก���
������� 306 ���`�����8  ��QR��c��c��?9�9�
��ก���� OsJAC1 ���S���9�;��9ก?9��� lectin  ��ก�����O��N���ก?�, �������� 	�
BQNN����QR�{ 
B9�O� ��� OsJAC1 ��ก���
���� 12 �c�	>�O�;�R�S[�9����@����?ก
8Z� mannose binding lectin  	�

��กก��;c�9����;C���S���� B9�O������:�ก�
ก���`��8��^���Q��	��Z�ก�
�O����� 
 
8.   ก���R����1'����-������&,��  
  

��กก���c��c��?9�
��������S���� lectin  ��กก������������������� �S��R���S[�
�������������_M������S���� �����S�	ก�� SWISS-MODEL ;�R��ก���c���@	99 Homology 
modeling �S���9�;��9ก?9�S����;�R���������������������_M��Z��������M� B9�O� �S���� lectin 
��กก������������������� ���c�	>�O��c��?9�
����;�R 29-136 	9O��S[� 3 �O�� �Q��O�� domain I 
�c�	>�O��
����;�R 117-125 ���`�����8  ;�R���?ก
@
����?ก
8�M� �S�����O��;�R 2 (domain II) ��
�c�	>�O��c��?9�
����;�R 85-93 ���`�����8  �S�����O��;�R 3 (domain III) ���c�	>�O��c��?9�
����;�R 
54-62 ���`�����8  ���?ก
@
����?ก
8�M��NO�ก?� _�B;�R 17 	�
_�B;�R 20 �S����Z��O��;�R 1 	�
 2 ��
�������������S�����S[�	LO�`���ก?� 3 	LO� 	99  β-sheets �S����Z��O��;�R 3 ��������������
�S�����S[�	LO�`���ก?� 6 	LO� 	99 β-sheets _�B;�R 18  `�R���������ก?9������?���� Liu et al. 
(2005) ;�R��ก
��������������_M������S���� mannose-binding lectin ��กก������� Gastrodia elata  
`�R��S[�ก������������B�Z�S�
�;���� ���������;�R Lie 	�
�@
�����ก
��?]� ����c����S[� model  
���	99;�RZN��S���9�;��9ก?9�������������_M������S���� lectin ��กก�������������������    
�?ก
@
���;?R��S����S���� lectin ��กก������� Gastrodia elata  S�
ก�9ก?����� 4 monomer 
`�R� monomer A 	�
 B ������ 112 ���`�����8  monomer C ������ 111 ���`�����8  	�
 monomer 
D  ������ 110 ���`�����8  ZN� monomer B Z�ก���c����S���9�;��9ก?9�S���� lectin ��กก�������
������������ `�R�B9�O� ���������������ก?������
 53.153 	�ก�O��ก?�9����@S��� C-terminal  
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�?]�	�O�c��?9�
���� 126-136 ���`�����8  _�B;�R 19  	�
��������ก?9ก��;������� Saito et al. 

(1993) ;�RB9�O�������;�R	�ก��กก������� Listera ovata �S[�S�
�_; α-D-mannose-lectin  ��กก��
;c�����������������_M�� B9�O����c�	>�O��c��?9�
����;�R 30-139 	9O��S[� 3 �O�� S�
ก�9���� 
domain I, II 	�
 III ;�RZ�	�O�
�O�����S�����S[�	LO�`���ก?�	99  β-sheets �NO������ก?9�S���� 
lectin  ���ก������������������� ��ก������?���� Barre et al. (1996) B9�O��c������� mannose-
binding site �
�?�B?�C8ก?9���8�9�G����;�R�
���?9�BQR�;c�>���;�R `�R��S[�L�Z>��S����������Z�	�O
�
��R���N������>���;�R	�ก�O��ก?��S   	�
��กก��;������� Chai et al. (2003) ;�R;c�������������
����_M����ก�S���� CAA (Crinum asiaticum) B9�O������� 15.79 kDa  S�
ก�9���� 3 domain 
��� mannose-binding site (QDNY) `�R���กก��;c����B9�O������ก?9������������ GNA 
(Galanthus nivalis agglutinin) 	�
���������������ก?9���������;�R�c��?7Z�BQNZ9���]�����R��Z�
ก��O�  Amaryllidaceae, Orchidaceae, Alliaceae and Liliaceae  

 
��กก���S���9�;��9�������������S���� lectin ��กก������������������� ก?9�S����   

��������กก������� Gastrodia elata  ���O��;�R	�ก�O��ก?���กZ�9����@ domain ;�R 2 	�
 domain ;�R 
1 S��� C-terminal  `�R�����
�ก����ก����	�ก�O�����N����S����Z�	�O�
��R���N���� (Chai et al., 
2003)   
 
 
 
 
&����* 1  	����������������_M�� ����S���� lectin ��กก������������������� `�R�S�
ก�9�S���� 

3 domain (���>�Q��) 
 
 
 
&����* 17  	����������������_M�� ����S���� lectin ��กก������������������� `�R�S�
ก�9�S 

   ����  3 domain (���>�Q��) 
 
 
 

 

II II II II     

I 

III  
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&����* 18   	������������	99  β-sheet Z�	�O�
 domain  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
&����* 19  �������������_M������S���� mannose-binding lectin ��กก�������  Gastrodia elata  

(ก) 	�
ก���S���9�;��9�������������S���� lectin ��กก������������������� 	�
 
ก�������  Gastrodia elata (�)  �Mก�����c� �Q�9����@;�R	�ก�O��ก?�����S���� lectin  
��กก�������;?]� 2 N�����MOZ��c�	>�O��c��?9�
���� 126-136   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Domain I Domain II Domain III 

% 
C 

N 

ก 
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TARGET 1    MSSFSIIR ILLLCIASFS LLASPSFGHP 
 
 
 
TARGET 29   DNHLLSGE QLNTGQSLTE GTSQFIIQDD CNLVLYKMNI VKWQSNTTGE 
1xd5B  1    sdrlnsgh qldtggslae ggylfiiqnd cnlvlydnnr avwasgtngk 
 
 
TARGET       sssss s ss   sssss  sssssss    sssssss s sssss 
1xd5B        sssss s ss   sssss  sssssss    sssssss s sssss 
 
 
 
TARGET 77   GSGCYVTFNK QGNLVIHNNK NRVIWSSNSS RKQGNYILIL QKDGNLVIYS 
1xd5B  49   asgcvlkmqn dgnlviysg- sraiwasntn rqngnyylil qrdrnvviyd 
 
 
TARGET          sssss    sssss        sss         sssss s   sssss 
1xd5B           sssss    ssssss    ssssss         sssss s   ssssss 
 
 
 
TARGET 127   ---KPIWATG TNS –TNSY GSTGVIVATA LNGTIGVTGA KQNKVREMGK 
1xd5B   98   nsnnaiwath tnvgn 
 
TARGET             sss 
1xd5B           ssssss 
 
 
TARGET 168   IVQVKSDK  

 
&����* 20    L�ก���S���9�;��9�S���� lectin ��กก������������������� ก?9��������������� 
                   ����_M��Z��������M�  �����S�	ก��  SWISS-MODEL �BQR������	99�c��������_M�� 
                   ����S���� lectin ,              	����c�	>�O� β-sheets 	�
          	����c�	>�O�  
                   mannose-binding site 
 
9.   ก���$���������'������)��4�34�ก�6��%���R�/��ก�/�3��1���กก�-��.�-�ก8����1���[� 3 
(��/ 
 

��กL�ก���S���9�;��9�c��?9ก���
��������S����������;�R	�ก��กก��������ก�������
;?]� 3 N��� �Q� ก���������������>��  ก���������������;�� 	�
ก������������������� ก�������
�������������MOก?9ก���������������>�� 	�
 ก��������������������MOก?9ก���������������;�� 
���ZN��S�	ก�� ClustalW(2) ��ก��9�`�8��� European Bioinformatics Institute (EMBL) 
(www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) B9�O��O��Z>7O��9����@����?ก
8;�R �>�Q��ก?� (_�B;�R 21)  
����M��ก�?7�?ก
@8��� (*)  ��9���c�	>�O�;�R�c��?9ก���
����	�ก�O��ก?�Z�ก�������	�O�
N��� 

β1 
 

β2 
 

β3 
 

β4 
 

β5 
 

β6 
 

β7 
 

β8 
 

β9 
 

β10 
 

β11 
 

β12 
 

Mannose-binding site III 

Mannose-binding site II Mannose-binding site I 
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`�R�ก��������ก�������;?]� 3 �?���O�����������������ก?���กก�O������
 50 ��ก��ก�?]���9����@;�R
�c��?9ก���
�����>�Q��ก?�Z�ก���������������>��	�
ก���������������;��Z��c�	>�O�;�R  56-
78  `�R�	�ก�O����กL�ก��;������� Van Damme et al. (1994) ;�R����	�
��ก
���� mannose-
bining lectin ;�R	�ก��กก���������� Twayblade (Listera ovata), Epipactis helleborine (broad-
leaved helleborine) 	�
ก�������`��9������ Cymbidium hybrid ���B9�O�������������ก�������;?]�
���N���	�ก�O��ก?�:�������
 50 ;?]�Z��c��?9ก�����������	�
�c��?9ก���
����  `�R���9�������
���;�R�S[� family gene �����L�Z>����8S�
ก�9������Z�ก��������O��N���������	�ก�O��ก?� 
 
 
 
B.morphologorum    MSSFSIIRILLLCIASFSLLASPSFGHPDNHLLSGEQLNTGQSLTEGTSQFIIQDDCNLV 60 
B.orientale        MSSFSIIRILLLCIASFSLLASPSFGQSYNHLLSGGRLNTGRSLTQDSLQLIIQDDCNLV 60 
                   **************************:. ****** :****:***:.: *:********* 
 
B.morphologorum    LYKMNIVKWQSNTTGEGSGCY--------------------------------------- 
B.orientale        LYYYGRARWASGSDGKGSAAM--------------------------------------- 
                   **  . .:* *.: *:**..                                         

 
 
 
B.morphologorum    -------------------------------------------------------DCNLV 60 
B.blepharisters    -------------------------------------------------------DCNLV 5 
                                                                          ***** 
 
B.morphologorum    LYKMNIVKWQSNTTGEGSGCYVTFNKQGNLVIHNNKNRVIWSSNSSRKQGNYILILQKDG 120 
B.blepharisters    LYYYGRARWASGSDGKGSGCYVTMQTDGNLVVYDNGNRAIWASNTGRENGNYILIVQKDG 65 
                   **  . .:* *.: *:*******::.:****:::* **.**:**:.*::******:**** 
 
B.morphologorum    NLVIYSKPIWATGTNSYGSTGVIVATALNGTIGVTGAKQNKVREMGKIVQVKSDK 175 
B.blepharisters    NVVIYGNPIWATGTNFYGSATVIVAAVRNGTVGVSGAEQNKVREMGKIVQVKSDK 120 
                   *:***.:******** ***: ****:. ***:**:**:***************** 

 
&����* 21   �S���9�;��9�c��?9ก���
������� Lectin ;�R	�ก��กก��������ก������� 3 N��� �Q� 

(ก) ก������������������� (B. morphologorum) �S���9�;��9ก?9ก���������������;�� 
(B. orientale)  

(�) ก������������������� (B. morphologorum) �S���9�;��9ก?9ก���������������>�� 
(B. blepharisters)  
  ก���
�����c�	>�O������ก?��
>�O��ก���������������>�� (B. blepharisters) 

                  ก���������������;��  (B. orientale) 	�
ก������������������� (B. morphologorum)  
 
 
 

ก 

% 
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�������* 7  �S���9�;��9�����>�Q��	�
	�ก�O������c��?9�
����Z�ก�������;?]� 3 N���   
 

B?�C�8ก������� (pairwise) aa size* % Similarlity 
��������>��/������������ 121/176 68 
��������;��/������������ 81/176 69 

 
*  length of polypeptide (amino acid) 
 
10.   ก���������ก��4�/���ก%����� lectin  #�ก�-��.�-���1����%-�� /-������ qPCR 
 
 L���กก��;c� qPCR ;�R  �
�?9��@>_M�� 51 �����`��`��� �BQR��S���9�;��9�
�?9ก��
	�����ก������ lectin  ;�R	�����กZ���Q]���QR���ก Z9  	�
�c��Mกก���� ���ก������������������� 
�?�	����S[�ก��E���������R�������ก���?�����
>8���	�
S����@���������|��ก SYBR green ;�R
ZN��S�����c����;�R	�ก�O��ก?�Z�	�O�
��Q]���QR� ;?]���]��]�ก?9S����@������ lectin (_�BL��ก;�R 8) 
	�
ก���c���@�
�?9ก��	�����ก������ lectin ;�R�S[��O� relative relation ratio (�����L��ก;�R 1) 
���ก��ZN��
�?9ก��	�����ก������ lectin Z��O����ก���ก�������������������;�R����O���ก��
	�����ก�������Rc�;�R��� Z�ก��S�?9�
�?9ก��	�����ก������Z>���MOZ�������������ก?� 
(calibrator)  
 

��QR��c��O� relative expression ratio ��	����S[�ก��E	;O� (_�B;�R 22) �����S�	ก�� 
Microsoft Exel (Microsoft, �>�?������ก�) B9�O�Z�	�O�
��Q]���QR�ก����������MS	99ก��	�����ก
������ lectin  	�ก�O��ก?� �Q� Z�Z9��ก��	�����ก�������M�;�R��� ��������Q��c��Mกก����	�

��ก ����c��?9 ������O� expression ratio Z�Z9 7.27 �;O� �c��Mกก���� 4.80 �;O�  
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&����* 22  �
�?9ก��	�����ก������ lectin  Z���Q]���QR� Z9 �c��Mกก���� 	�
��ก ���ก������� 

������������ ������9������C� qPCR 
 

����	�ก�O��ก��	�����ก������ lectin Z�	�O�
��Q]���QR����ก�������������������  
	�������ก���?�����
>8����̂���  @  ��9;�R 24  L�ก��;������������ก?9ก��������9����    
����̂������� ����^ก�;��E��`��9�����
ก���� 0.8% (_�B;�R 23) ��QR��S���9�;��9ก?9��� 5.8S rRNA 
Z�	�O�
�O�����ก������������������� 
 
 
 
 
 
 
 
&����* 23    S����@����̂��������� lectin  ;�R�?�����
>8 ��ก��Q]���QR��O���O��{ ���ก������������

������� ������C� qPCR ���	กO Z9  �c��Mกก���� 	�
��ก 	�
ZN�  5.8S rRNA �S[�
������� (control) �S���9�;��9 

 
L�ก��;������]��������ก?9 ก����ก
�ก��	�����ก������ lectin Z����� (Oryza 

sativa)  ��ก�O���c����, Z9, ����O�� 	�
��ก `�R�B9�O���ก��	�����กZ�Z9��ก;�R��� �������
�Q� �c���� 	�
����O�� ����c��?9 	�O��O��ก��	�����กZ��O����ก (Jiang et al., 2006) `�R��O��
��กก��;������� Zhao et al. (2003) ;�R��ก
�ก��	�����ก������ mannose binding lectin  ��ก 

2 3 1 

lectin 
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�O�� NO���ก, Z9 	�
 >?�Z����� ��� Arisaema heterophyllum ��O����ก^���ก��	�����ก������
B9��ก;�R���Z��O�����>?�Z����� 
 
 Chen et al. (2005) ��ก
�ก��	�����ก������ mannose-binding lectin Z�ก������� 
Dendrobium officinale ������C� Semi-Quantitative RT-PCR ��ก�O����ก �c���� 	�
Z9 ���ZN� 
5.8S rRNA �S[�������� (control) �S���9�;��9  `�R�B9�O���ก��	�����ก��ก;�R���Z��c����	�
��
ก��	�����ก����;�R���Z�Z9  	�
�?���ก��;������� Van Damme et al. (1994) ;�R��ก
�ก��
	�����ก������ mannose binding lectin ��กก������� 3 N��� �Q� Listera ovata, Epipactis 

helleborine 	�
Cymbidium hybrid ������C� Northern-blot ���Z�ก������� L.  ovata 	�ก���8��̂���
��ก�O����ก  Z9  �c���� ��ก 	�
�?���O (ovaries) `�R���ก��	�����ก��������ก;�R���Z��O���?���O 
	�
��ก  ��ก��	�����ก����������;�R���Z��O����ก  Z�ก�������  E.  helleborine 	�ก���8��̂���
��ก�O����ก  Z9 	�
�c����  `�R���ก��	�����ก��������ก;�R���Z��O����ก 	�
Z9  ��ก��
	�����ก����������;�R���Z��O���c����  Z�ก�������  Cymbidium hybrid  	�ก���8��̂�����ก�O�� 
�?���O (ovaries)  �ก���?�LM� (stamens) ��ก  Z9 	�
 S�����ก (root tips) B9�O���ก��	�����ก���
�����ก;�R���Z��O��S�����ก  �?���O  	�
�ก
��?�LM�  ��ก��	�����ก����������;�R���Z��O�����
��ก 	�
Z9  
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��8$ 
 

1.   ��C�ก��	�ก���8��̂������ก��������ก����������S�
��ก�8��C� LiCl  `�R����� sodium 
periodate ���SZ�9?E�E��8  ���S����@���8��̂������;�R��S����@��ก ����@_�B��Z��O�����Z9 
	�
��ก 	�
��@_�BB�ZN�Z��O������c��Mกก����`�R��ก?�������C� Hot phenol �>��
�c�>�?9ZN�Z�
ก��;c�������?�Z���?]���] 

 
2.  ���;�R���������กก���������������>�� �Q� 9���O�������� lectin  ����S��� 3′ 

���� 750 �MO�9�  ก��������� lectin  �O��;�R���>���S������ก����ก	99�B�����8Z��O��;�R�S[�
9����@����?ก
8 �S���9�;��9ก?9BQNN����QR� { �O��S 

 
3.  ���;�R���������กก���������������;��  �Q� 9���O�������� lectin  9����@���� 5′ 

���� 250 �MO�9�   ก��������� lectin  �O��;�R���>���S������ก����ก	99�B�����8Z��O��;�R�S[�
9����@����?ก
8 �S���9�;��9ก?9BQNN����QR� { �O��S 

 
4.   ��� lectin  ;�R���������กก������������������� ���c��?9���������;�8 806 �MO�9�  ��ก 

start codon  atg  :�� stop codon  tag  ��9��9M�@8�� 528 �MO�9� 	S��S[�ก���
������� 176   ���
`�����8   

 
5.  ��� lectin ��กก������������������� �S[��S���� Lectin ;�R��MOZ�ก��O�  B_lectin 

superfamily  9����@����?ก
8��������]�Q�9����@ mannose binding site QXDXNXVXY `�R���
�c�	>�O�`]c�ก?� 3 �c�	>�O�Z����  

 
 6.  ��� lectin Z�ก�������������������  ��ก��	�����ก�M�;�R���Z�Z9 ��QR�������9���� 
Real-Time Quantitative PCR (qRT-PCR)  
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&��+��ก��* 1  ก��	���������������������������������Z�C���N��� 
 
��*��: Peumans and Van Damme (1995)  
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&��+��ก��* 2  ��������>�� (Bulbophyllum blepharistes Rchb.f.) 
 
��*��: ���S�
�B 	�
�@
 (2549); N�B� (2551) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
&��+��ก��* 3  ������������ (Bulbophyllum morphologorum Kraenzl.) 
 
��*��: ��O� (2551); ������ก�����S�
�?9Z�S�
�;��;� ��O�1 (2548) 
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&��+��ก��* 4  ��������;�� (Bulbophyllum orientale Seidenf.) 
 
��*��: N���;�8 	�
|?��N?� (2552) 
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&��+��ก��* 5  	L�;�R������B������ pGEM®-T Easy  
 
��*��: Brown (1998) 
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gi|431097|Listera          VPTKNGFSIMCILLCAASLALLLAIPS--------------SGSNTLGGG 36 
gi|436825|Epipactis        ----MASSIMTLLLCAASLTLLLAIPS--------------SGDNHLLTG 32 
gi|436827|Cymbidium        --MGIFSIIRTLLLCAASLTILLANPSF------------CQCNNHLLSG 36 
gi|1141765|Tulipa          SPMALPQSSIAILLIIPTILGLLAAPSYSRKILSGEKAEPCTPNNVLYTG 50 
gi|28932747|Crinum         MAR-------NYILLPAAIFGLLLTSC-----------MAAN---VLYSG 29 
gi|33943121|Typhonium      MAPPAKRSLPALALLLLVILGALSGPS-----------MAVDRGSTLNSN 39 
                                        *    :   *  ..                   *  .                  
gi|431097|Listera          ERLNSGESLTEGACVFIMQEDCNLVLYESSRPTWASGSYHQGSGCYVTLQ 86 
gi|436825|Epipactis        QRLTTGSFLTEGGFTFIMQSDCNLVLYDLNRPIWASGTYGKGTGCFLSMQ 82 
gi|436827|Cymbidium        ERLNPGQSLTSGNVDLAMQYDCNLVLYDNGKSIWSSGTYGSGSGCYVTLQ 86 
gi|1141765|Tulipa          ESLYGGQSLTWESYTFIMQTDCNLVLYEGNGPIWASGSNDLGSGCYVTMQ 100 
gi|28932747|Crinum         QALSTGASLSFAAYQFVMQADCNLVLYDNGNPVWASGTNGRGSGCQCRMQ 79 
gi|33943121|Typhonium      ASLNTGDYLSVKAYKFIMQEDCNLVLYDAGTAIWSSGTYGRGYGCRCTMQ 89 
                             *  *  *:     : ** *******: . . *:**:   * **   :* 
 
gi|431097|Listera          NDGNLVVYNNRNRAVWASDTVRENIGNVILILQKDHNVVLYS---LPIWA 133 
gi|436825|Epipactis        SDGNLVVYDVRNIAIWASNTARNN-GNYLLILQKDRNVVIYS---QPIWA 128 
gi|436827|Cymbidium        TDGNLVIYDNTNNPLWASNTSGEN-GNYILILQKDRNLVIYS---HPIWA 132 
gi|1141765|Tulipa          KDGNLVIYSKSGNSVWASQTHQAE-GNYVLVLQKDRNVVIYG---PSLWA 146 
gi|28932747|Crinum         YDGNLVVYTSGNRAVWASNTNRGT-GRYQCILQRDRNVVVYDPQGRPIWA 128 
gi|33943121|Typhonium      DDGNLVVYNSRSEAVWSSRTYRAK-GFYILVLQGDRNVVIYS-RGAAIWS 137 
                            *****:*   . .:*:* *     *    :** *:*:*:*.    .:*: 
 
gi|431097|Listera          TGTNRYG-SGV---------------VVSPARNGTVGISGAEQNKVSEIV 167 
gi|436825|Epipactis        TTTNIRGSAGV---------------VIAPALNGTVGVSGAEQNKVSEMT 163 
gi|436827|Cymbidium        TGTNHAGSVAV---------------VVAAARNGTVGISGAEQNKVREIR 167 
gi|1141765|Tulipa          TNTDQFS--------------------LTSNSTTESGSGMANEGKIAMVT 176 
gi|28932747|Crinum         TGTNVAAAS------NVTLA------AAAAAHGPTNVTVAALNPAAAKTT 166 
gi|33943121|Typhonium      TGTYVRGAKPAVIIDDAVLGGRKANPAGAVAGGGKATASGAVAGVEATSA 187 
                           * *   .                     :           *          
 
gi|431097|Listera          RIVDVTGSV- 176 
gi|436825|Epipactis        NILEVTANV- 172 
gi|436827|Cymbidium        KILKIMTDE- 176 
gi|1141765|Tulipa          K--------- 177 
gi|28932747|Crinum         AKTTAAGGN- 175 
gi|33943121|Typhonium      GAVAGEGSNN 197 

 
&��+��ก��* 6  multiple alignment ������ lectin 	����O������?ก
8Z�ก����ก	99�B�����8  

(        �B�����8�c�>�?9�?�����
>8���S��� 3′)
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gi|431097|Listera     VPTKNGFSIMCILLCAASLALLLAIPS--SGSNTLGGGERLNSGESLTEGACVFIMQEDC 58 
gi|436825|Epipactis   ----MASSIMTLLLCAASLTLLLAIPS--SGDNHLLTGQRLTTGSFLTEGGFTFIMQSDC 54 
gi|436827|Cymbidium   --MGIFSIIRTLLLCAASLTILLANPSFCQCNNHLLSGERLNPGQSLTSGNVDLAMQYDC 58 
                              *  :*******::*** **  . .* *  *:**..*. **.*   : ** ** 
 
 
gi|431097|Listera     NLVLYESSRPTWASGSYHQGSGCYVTLQNDGNLVVYNNRNRAVWASDTVRENIGNVILIL 118 
gi|436825|Epipactis   NLVLYDLNRPIWASGTYGKGTGCFLSMQSDGNLVVYDVRNIAIWASNTARNN-GNYLLIL 113 
gi|436827|Cymbidium   NLVLYDNGKSIWSSGTYGSGSGCYVTLQTDGNLVIYDNTNNPLWASNTSGEN-GNYILIL 117 
                      *****: .:. *:**:* .*:**::::*.*****:*:  * .:***:*  :* ** :*** 
 
gi|431097|Listera     QKDHNVVLYSLPIWATGTNRYG-SGVVVSPARNGTVGISGAEQNKVSEIVRIVDVTGSV 176 
gi|436825|Epipactis   QKDRNVVIYSQPIWATTTNIRGSAGVVIAPALNGTVGVSGAEQNKVSEMTNILEVTANV 172 
gi|436827|Cymbidium   QKDRNLVIYSHPIWATGTNHAGSVAVVVAAARNGTVGISGAEQNKVREIRKILKIMTDE 176 
                      ***:*:*:** ***** **  *  .**::.* *****:******** *: .*:.:  .  

 
&��+��ก��* 7  multiple alignment ������ lectin  	����O������?ก
8Z�ก����ก	99�B�����8  
                         (           �B�����8�c�>�?9�?�����
>8���S��� 3′,           �B�����8�c�>�?9�?�����
>8 
                         ���S��� 5′ 	�
             �MO�B�����8�c�>�?9������9ก��	�����ก)
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&��+��ก��* 8  ����M���9;�R�����กก��;c� qPCR 
       ก. Fluoresent profile 
       �. Amplification plot 
             �.  Melting curve 
 
 
 
 
 
 

ก 
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&��+��ก��* 8  (�O�) 
 
�����+��ก��* 1  �O� expression ratio ;�R�����กก��;c� qPCR ����c���@�O������C�ก����� Livak   
                            and Schmittgen (2001) 
 

tissue lectin mean CT 5.8rRNA mean CT deltaCT deltadeltaCT expression ratio 
(B. morphologorum)      

Z9 14.30 15.78 -1.48 -2.87 7.31 

�c��Mกก���� 17.40 18.28 -0.88 -0.27 1.21 

��ก 28.67 27.28 1.39 0 1 

 
���กc�>��Z>�  
deltaCT = lectin mean CT � 5.8 rRNA mean CT 
deltadeltaCT = deltaCT � deltaCT��ก  
expression ratio = 2- deltadeltaCT 
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�����+��ก��* 2  �O� expression ratio ;�R�����กก��;c� qPCR  
 

Pos Name Ct SYBR Ct mean SYBR Expr. Level SYBR Range SYBR 
A1 
A2 
A3 
A4 
A5 
A6 
B1 
B2 
B3 
B4 
B5 
B6 
C1 
C2 
C3 
C4 
C5 
C6 

lectin root1 
lectin root2 
lectin root3 
5.8 root 1  
5.8 root 2 
5.8 root 3 
lectin leave1 
lectin leave2 
lectin leave3 
5.8 leave 1 
5.8 leave 2 
5.8 leave 3 
lectin bulb1 
lectin bulb2 
lectin bulb3 
5.8 bulb 1 
5.8 bulb 3 
5.8 bulb 3 

28.53 
28.73 
28.73 
26.13 
28.13 
27.58 
14.36 
14.49 
14.06 
15.91 
15.66 
15.78 
17.02 
17.19 
17.98 
17.81 
18.34 
18.68 

28.67 
28.67 
28.67 
27.28 
27.28 
27.28 
14.30 
14.30 
14.30 
15.78 
15.78 
15.78 
17.40 
17.40 
17.40 
18.28 
18.28 
18.28 

 
 
 
 
 
 

7.27 
7.27 
7.27 

 
 
 

4.80 
4.80 
4.80 

 
 

 

 
 
 
 
 

 
6.10-8.67 
6.10-8.67 
6.10-8.67 

 
 
 

3.01-7.64 
3.01-7.64 
3.01-7.64 
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