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การศ ึกษาคร ังน ีเป ็นการเปร ียบเท ียบการแสดงออกของย ีนในกล ้วยไม ้สก ุลหวาย 'เอ ีย ล ก ุล ’ ที่ได้รับ 
ไคโตชาน  และไม ่ได ้ร ับไคโตซาน ด้วยวิธ ี differential display ไคโตซ าน ท ี่ใช ใน การศ ึกษ าว ิจ ัยอย ู่ใน ร ูป  
โอล ิโกเม อร ัท ี่ได ้จากการเตร ียม ด ้วยว ิธ ีทางเอน ไซ ม ์ช ึ่งม ี d egree  of deacetylation เป ็น 80% ท ี่ความ  
เข ้ม ข ้น 10 ppm จากการศ ึกษ าการส ก ัด  total RNA ของกล ้วย1ไม ้ส ก ุล ห ว าย ’เอ ีย ส ก ุล ’ การปรับเปลี่ยน  
องคประกอบของ extraction buffer ของ Yu และ Goh (2000) โดยการใช ้สาร polyvinylpolypyrrolidone 
แทนการใช ้สาร polyvinylpyrrolidone ม ีผลช ่วยเพ ิ่มประส ิทธ ิภาพของการสก ัด total RNA เพ ื่อใช ้ไนการ  
เปร ียบเท ียบการแสดงออกของย ีนในกล ้วยไม ้ชน ิดน ี การแยกร ูปแบบการแสดงออกของย ีนท ี่แตกต ่างก ันใน  
ใบอ่อนของต้นที่ได้รับไคโตซาน และไม ่ได ้ร ับไคโตซานโดยใช ้ oligo dT„ NN ไพ รเม อร ัจำน วน  8 ไพรเมอร์ 
ร่วมกับไพรเมอรัแบบสุ่ม จำนวน 9 ไพ รเมอร ์พ บว ่าม ี cDNA ท ี่แสดงความแตกต ่างจำนวน  145 แถบ ซึ่งม ี
เพ ียง 19 ชิ้น cDNA ท ี่ลาม ารถโคลน  และว ิเคราะห ์ลำด ับ น ิวคล ีโอไทด ้ได ้ จาก cDNA ด ังกล ่าวพ บ ว ่าม ี 
cDNA จำน วน  11 ชิน ท ี่ม ีค ว าม ค ล ้าย ค ล ึงก ับ ล ำด ับ น ิว ค ล ีโอ ไท ด ์ และ/ห ร ือลำด ับ กรด อะม ิโน  ท ี่พบใน  
สิ่งม ีช ีว ิตอื่น ในจำนวนน ีม ี cDNA จำนวน 5 ชิ้น ท ี่ม ีความคล ้ายคล ึงก ับจ ีโนมของพ ืชชน ิดอ ื่น  ส,วนเมื่อทำ 
การแปลรห ัส พ บ ว ่าลายโพ ล ีเป ป1ไทก์ท่ีแปลรหัส'จาก CÜNA ได้ จ ำน ว น 4 ส าย ท ี่ม ีค วาม ค ล ้าย ค ล ึงก ับ ล าย  
โพล ีเปปไทด ์ของแบคท ีเร ีย และอ ีก 6 ส ายม ีความ คล ้ายคล ึงก ับ ส ายโพ ล ีเป ป ไท ด ์ท ี่พ บ ใน พ ืช  จาก ผ ล ก าร  
เปร ียบเท ียบการแสดงออกของช ิ้นส ่วน cDNA หมายเลข D e362  และ D e7696  (ซึ่งหมือนกับ D e1 6 4 ) ใน  
ใบอ่อนทีได ้ร ับไคโตซาน และไม่ได้ร ับไคโตชาน โดยวิธี reverse transcription-polymerase chain reaction 
พบว่าช ิ้นส ่วน cDNA หมายเลข D e362  ช ึ่งม ีความคล ้ายคล ึงก ับ  cDNA ท ี่พบในเน ื้อ เย ื่อ เจร ิญ ของข ้าวฟ ่าง  
และชิ้นส่วน cDNA หมายเลข D e7696  ซ ึ่งม ีลำด ับน ิวคล ีโอไทด์คล ้ายคลึงก ับย ีน Ycf2 ในคลอโรพลาลต่จ ีโนม  
มีการแสดงออกลดลงหลังจากได้ร ับไคโตซาน เป ็นเวลา 24 ชั่วโมง จากข ้อม ูลข ้างต ้นทำให ้ทราบว ่าไคโตซาน  
ม ีผลต ่อการแสดงออกของย ีน ใน คลอโรพ ลาลต ์ซ ึ่งเป ็น รายงาน ช ิ้น แรก ใน ขณ ะท ี่รายงาน ส ่วน ให ญ ่พ บ ผล  
ของไคโตซานที่ม ีต ่อย ีนที่เก ี่ยวข ้องกับการสร้างสารป้องกันตนเองของพืช
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SUBHALAI JAYASUTA : EFFECTS OF CHITOSAN ON GENE EXPRESSION IN 
D endrobium  'EISKUL'. THESIS ADVISOR : ASST. PROF. ร บ PACHITRA 
CHADCHAWAN, Ph,อ. THESIS COADVISOR : ASST. PROF. PONGTHARIN 
LOTRAKUL, Ph,อ., 107 pp. ISBN 974-17-6583-5 .

G ene expression  of chitosan-treated and untreated D endrobium  ’EISKUL’ w as  
com pared  by differential display method. The enzymatically prepared oligom er form of 
chitosan with 80% d egree  of deacetylation at 10 ppm w as u sed  เท this research. The 
substitution of polyvinylpolypyrrolidone to polyvinylpyrrolidone in RNA extraction buffer 
d evelop ed  by Yu and Goh (2000) w as found to increase the total RNA extraction efficiency  
of D endrobium  ‘EISKUL’. A combination of 8 oligo dTn NN primers and 9 arbitrary primers 
w a s u sed  to d etect the different g en e  expression  patterns in young leaves of the chitosan- 
treated and -untreated plants. The total of 145 different cD N A  b a n d s  w ere  d e te c te d . 
N ineteen putative cDN As which show ed the different pattern w ere cloned  and seq u en ced . 
Only eleven  c lo n es show ed  the significant hom ology to other organism  ‘ร nucleotide and/or 
putative amino acid se q u en ces . Five of them show ed the hom ology to gen o m e of other 
plant sp e c ie s . Four of the putative polypeptides, derived from the cDNA se q u e n c e s  were 
similar to those of bacteria and six of them w ere similar to plant polypeptide se q u e n c e s . 
D e362  and D e7 69 6  (also similar to D e l64), the cDNA fragments similar to cDNA found in 
Sorghum  meristem, and the conserved  coding seq u en ce  of Ycf2 g en e  in chloroplast 
g en o m e respectively, w ere d etected  for reduction of g en e  expression  in young lea ves after 
24 hours of chitosan treatment, com pared to the untreated control by reverse transcription- 
polym erase chain reaction. This w as the first report on the effect of chitosan on chloroplast 
g e n e  expression  w hereas alm ost all previous reports show ed the effect of chitosan on the 
induction of plant d efensive g en es .
D ep artm en t.................Botany...................Student’s  signature.................'’.‘โ)?!ใ?.!?!!....7.^/.4AV’.].?.............
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