
สรุปผลการทดลอง

1. สิกษาวิธ ีการสกด total RNA ที่เหมาะสมสำหรับกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอ ียสก ุล’

ว ิธ ีท ี่เหมาะสมท ี่ส ุดสำหรับการสก ัด total RNA ของกล ้วยไม ้สก ุลหวาย 'เอ ียส ก ุล , 
คือ ว ิธ ีด ัดแปลง Yu และ Goh (2000) แบบที่ 2 ซึ่งเป ็นว ิธ ีลด ข้ันตอนการบ ่มเน ื้อ เยื่อพ ืชท ี่บดละเอ ียด  
ใน  extraction buffer ท ี่อ ุณหภูม ิ 65  องศาเซ ลเช ียล และปรับเปล ี่ยนองค ์ประกอบของ extraction 
buffer โดยการใช ้ PVPP แทนการใช ้ PVP และปร ิมาณ เน ื้อ เย ื่อจากใบ อ ่อน ของกล ้วยไม ้ท ี่เห มาะลม  
กับการสกัด RNA ด้วยวิธ ีนื้ คือ 0.1 กรัมต่อ extraction buffer 1 ม ิลล ิล ิตร

2. ศึกษาการแสดงออกของยีน โดยวิธี differential display

ผลการเปรียบเท ียบรูปแบบของแถบ cDNA ท ี่ได ้จากกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล , 
ชุดควบคุม และชุดท ี่ได ้ร ับไคโตซาน เป ็น เวลา 24 ชั่วโมง พบความแตกต ่างของ CÜNA ท ี่เก ิด ข ึ้น  

ทั้งหมด 145 แถบ จาก 54 ค ู่ไพ รเมอร ิโดยม ี CÜNA ที่เก ิดข ึ้นใหม ่หลังได ้ร ับไคโตซานจำนวน 27  
แถบ หายไปหลังได ้ร ับไคโตซานจำนวน 36 แถบ ม ีแถบ cDNA ท ี่ปร ิมาณ เพ ิ่มข ึ้น  45  แถบ และ 37 
แถบ cDNA ม ีป ร ิม าณ ล ด ลงห ล ังจากกล ้วยไม ้ได ้ร ับ ไค โต ซ าน  แ ส ด งว ่าไค โต ซ าน ม ีผ ล ต ่อ ก าร  
แสดงออกของย ีนต ่างๆ ใน กล ้วยไม ้สก ุลหวาย 'เอ ียลก ุล ,

3. โคลนยีนส่วน cDNA ที่แตกต่างระหว่างกล้วยไม้ทั้ง 2 ช ุดการทดลอง เข ้าในเวกเตอร ์ 
ที่เหมาะสม

การด ัดเล ือกแถบ cDNA ท ี่แตกต่างระหว่างกล้วยไม ้ท ั้ง 2 ช ุดการทดลอง จำนวน  
67 แถบ พบ'ว่ามีชิ้นส่วน cDNA จำนวน 19 ชิ้น ท ี่ลามารถโคลน เช ้าใน เวกเตอร ิ pGEM-T

4. วิเคราะห์ชนิดของยีนท่ีมีการตอบสนองต่อไคโตซานในกล้วยไม้สกุลหวาย ‘เอียสกุล’

เม ื่อว ิเค ราะห ์ลำด ับ น ิวค ล ีโอไท ด ์ข อง cDN A ท ี่ม ีก ารแ ส ด งอ อ ก แ ต ก ต ่างก ัน ไน  
กล ้วยไม ้สก ุลห วาย ‘เอ ียลก ุล , ช ุดควบคุม และชุดท ี่ได ้ร ับไคโตซานทั้ง 19 โคลน ใน ฐาน ข ้อม ูลลากล  
ได้แก่ NCBI และ EMBL พบว่า D e7 6 9 6 น่าจะเป ็นยีนที่เก ี่ยวช้องก ับยีน Ycf2 ซ ึ่งอย ู่ในคลอโรพลาสต ์
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จีโนม D e541  น ่าจะเป ็น ย ีน  26S  ribosomal RNA และ D e642  น ่าจะเป ็น ย ีน ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ  
ca ln ex in ใน ขณ ะท ี่ D e362  ม ีลำด ับ น ิวคล ีโอไท ด ์คล ้ายคล ึงก ับ โค รโม โซ ม ท ี่ 7 ใน ข ้าว  (O ryza  
sativa) และเม ื่อทำการว ิเคราะห ์ลำด ับน ิวคล ีโอไทดๆณฐานข ้อม ูลสากลระด ับ e s t  พบว่า D e362  ม ี
ลำด ับน ิวคล ีโอไทด ์คล ้ายคล ึงก ับ  cDNA ของ Sorghum  propinquum  ท ีอย ู่ใน เน ือ เย ื่อ เจร ิญ ท ี่ช ักน ่า  
การเก ิดดอก และ cDNA ของ Sorghum  biocolor  ในต ้นกล ้าท ี่ได ้ร ับแสง ใน การว ิเคราะห ์ลำด ับ  
กรดอะม ิโนของ D e362  พ บ ว ่าม ีลำด ับ กรดอะม ิโน คล ้ายคล ึงก ับ โปรต ีน ท ี่ไม ่ท ราบห น ้าท ี่ของ  
A ra b id op sis  thaliana ดังน้น D e362  จึงยังไม่มีข้อสรุปที,แน ่ช ัดว ่าม ีหน ้าท ี่อย ่างไร

นอกจากน ี้พ บโคลนจำนวน 5 โคลน ท ี่ไม ่ลามารถว ิเคราะห ์ลำด ับ น ิวคล ีโอไทด ํได  ้
แต ่สามารถว ิเคราะห ์ลำด ับกรดอะม ิโนได ้ โดยแบ ่งเป ็น  2 โคลน ได ้แก ่ D e l82  และ D e l83  ม ีความ  
คล ้ายคล ึงก ับโปรต ีน ท ี่ย ังไม ่ทราบหน ้าท ี่ในข ้าวและอ ีก3 โคลน ได ้แก่ D e l 61 D e l 9 2 และ D e441  
มีความคล้ายคลึงกับโปรตีนที่ย ังไม่ทราบหน้าที่ในแบคทีเรีย

ลำหรับโคลนที่ไม1ม ีรายงานในฐานข ้อม ูลสากล (NCBI และ EMBL) พ บ จำน วน 9 
โคลน ได ้แก ่ D e l 63 D e l 81 D e461 D e521 D e631 D e643 D e7323 D e7 62 5  และ D e8612

5. วิเคราะห์การแสดง'ออกของยีนที่ค้ดเลือกได้จากการทำ differential display

เม ื่อศ ึกษาการแสดงออกของย ีนท ี่โคลนได ้จากกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ล ก ุล ’ ทั้ง 2 
ชุดการทดลอง โดยใข้ว ิธ ี RT-PCR analysis จากการทำท ั้งส ิ้น  3 ช ุดเน ื้อ เย ื่อพ ืช พบว่า D e362  และ 
D e7696  ม ีการแสดงออกลดลง หล ังจากต ้นกล ้วยไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ียสก ุล' ได ้ร ับไคโตซานเป ็นเวลา 
24 ชั่วโมง เม ื่อ เป ร ียบ เท ียบก ับช ุดควบ ค ุม  แสดงว ่าไคโตชาน ม ีผลต ่อการแสดงออกของ D e362  
และ D e7 69 6  ใน กล ้วย ,ไม ้สก ุลหวาย ‘เอ ีย ส ก ุล ’ ให ้ม ีการแสดงออกลดลง หล ังจากได ้ร ับไคโคซาน  
เป ็น เวลา 24 ชั่วโมง จากผลการว ิล ัยในคร ั้งน ี้ทำให ้ทราบผลของไคโตชานท ี่ม ีต ่อการแสดงออกของ  
ย ีนในแง่ม ุมใหม ่ ท ี่พบว ่าไคโตซานม ีผลต ่อการแสดงออกของย ีน Vc/2 ใน คลอโรพ ลาสต ํจ ีโนม ให ้ม ี 
การแสดงออกลดลง และจากการท ี่ D e362  ย ังไม ่ม ีข ้อสรุปท ี่แน ่ช ัดว ่าม ีบทบาท และหน ้าท ี่อย ่างไร  
จ ึงเป ็นท ี่น ่าสนใจในการศ ึกษาต ่อไป เพราะอาจทำให ้เข ้าใจถ ึงผลของไคโตชานท ี่ม ีต ่อการแสดงออก  
ข องย ีน ต ่างๆ  น อ กเห น ือจ าก ย ีน ท ี่เก ี่ยวข ้องก ับ การส ร ้างส ารป ้องก ัน ต ัว เองข องพ ืช  ซ ึ่งอ าจ ท ำให ้ 
ค้นพบยีนใหม่ท ี่ตอบสนองต่อไคโตซานได้อ ีกด้วย
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ข้อเสนอแนะ

1. ควรทำการเก ็บต ัวอย ่างพ ืชท ี่ระยะเวลาต ่างๆ หลังได้ร ับไคโตซาน โดยเพ ิ่ม จากท ี่ระยะเวลา  
24 ชั่วโมง เพ ื่อว ิเคราะห ์ความแตกต ่างของการแสดงออกของยีนท ี่ได ้จากงานวิจ ัยคร ั้งน ี้

2. ส ืกษาบทบาท และหน้าท ี่ของ D e362  และ D e7696  เพ ื่อ ให ้ม ีความ เข ้าใจใน สองย ีน น ี้ม าก  
เน

3. ส ืกษาย ีนอ ื่นๆ ท ี่ม ีความลัมพ ันธ์ก ับ De362  และ D e7696 ท ี่ได ้จากการวิจ ัยในครั้งน ี้ ซ ึ่งอาจ 
ทำให ้ทราบถ ึงกลไกการกระต ุ้นการแสดงออกของย ีนต ่างๆ ท ี่ม ีความเก ี่ยวข ้องก ันเพ ิ่มข ึ้น

4 . ส ืกษาการแสดงออกของยีนอ ื่นท ี่น ่าสนใจ จากจำนวน cDNA ที่โคลนได้
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