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เก ษ ม ศ ร ี ซ ับซ ้อน . 2 541 . ป ฐ พ ีว ิท ย า . ก ร ุง เท พ ม ห าน ค ร:  น าน าส ิงพ ิม พ ์.

ธ ีรย ุท ธ  ต ู้จ ิน ด า , J o n a l iz a  L. S ia n g liw , ก าญ จ น า  ป ีญ ญ าแ วว , ไ วพ จ น ์ ก ัน จ ู. 2555 . D e v e lo p m e n t  

o f  S in g le  Q T L  n e a r  Iso gen ic  l in e  (NILs) o f  K D M L 1 0 5  d ro u g h t  t o le r a n c e ,  ร า ย ง า น ก า ร ว ิจ ัย  

พ ัฒ น า แ ล ะ ว ิศ ว ก ร รม . ณ ส ำ น ัก ง าน พ ัฒ น าว ิท ย าศ าส ต ร ์แ ล ะ เท ค โน โล ย ีแ ห ่ง ข าต ิ ศ ูน ย ์พ ัน ธ ุว ิศ ว ก ร ร ม  

แ ล ะ เท ค โน โล ย ีช ีวภ าพ แ ห ่งซ าต ิ จ ัง ห ว ัด ป ท ุม ธ าน ี

น พ ว ิซ ญ พ งศ ์ เค ร ือ ส า ร , ก ิต ิพ ร  พ ล าย ม าศ , บ ุญ ธ ิด า  โฆ ษ ิต ท ร ัพ ย ์, อ ัญ ชล ี ใจด ี, ธ ีรพ งษ ์ บ ัวบ ูช า , ม ีช ัย  เซ ี่ยง 

ห ล ิว , ธ ีร ย ุท ร  ต ู้จ ิน ด า , ศ ุภ จ ิต ร า  ซ ัข วาลย ์. 2 556 . เค ร ือ ข ่า ย ก า รแ ส ด งอ อ ก  ร ่ว ม ข อ ง ย ีน ใน บ ร ิเวณ ท ี่ค าด  

ว ่า เก ี่ย วช ้อ งก ับ ค วาม ท น เค ็ม บ น โค รโม โซ ม ท ี่ 1 ใบ ข ้า ว  (Oryzo sativa  L ) .  Thai Journal o f 

Genetics 6: 30 -35

บ ุญ ห งษ ์ จงค ิด . 2 553 . ข ้า วแ ล ะ เท ค โน โล ย ีก า รผ ล ิต . ป ท ุม ธ าน ี:  ส ำ น ัก พ ิม พ ์ม ห า ว ิท ย าล ัย ธ ร รม ศ าส ต ร ์.

1 8 4  p p .

พ ิช ัย  ว ิช ัยด ิษ ฐ ์. 2 5 40 . เอ ก ส า รค ู่ม ือ เจ ้า ห น ้า ท ี่ข อ ง ร ัฐ เร ื่อ ง ด ิน เค ็ม  ก ล ุ่ม ป ร ับ ป ร ุง ด ิน เค ็ม  ก อ งอ น ุร ัก ษ ์ด ิน  

แ ล ะน ํ้า  เท ก า รอ ่า น แ ล ะก า ร ใช ้แ ผ น ท ี่ด ิน เค ็ม ภ า ค ต ะ ว ัน อ อ ก เฉ ีย ง เห น ือ

ค ิร ิพ ร  ศ ร ีภ ิญ โญ วณ ิช ย ์. 2 554 . ล ัก ษ ณ ะส ม บ ัต ิข อ งย ีน พ บ ให ม ่ท ี่ต อ บ ส น อ ง ต ่อ ค ว าม เค ร ีย ด จ า ก ค ว า ม เค ็ม ใบ  

ข ้าว  Oryza sativa L. ว ิท ย าน ิพ น ธ ์ด ุษ ฎ ีบ ัณ ฑ ิต . ส า ข าว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ช ีว ภ า พ  ห ล ัก ส ูต ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ 

ช ีวภ าพ . จ ุห าล งก รณ ิม ห าว ิท ย าล ัย .

ศ ูน ย ์เก ษ ต รก รรม บ าง ไ ท ร . ส ูต รอ าห า รพ ืช ไฮ โด รโป น ิก ส ์ 2555 .

h t tp : / /w w w .b a n g s a ia g ro ,c o m / fo rm u la .a s p x  30  ก ัน ย าย น  2555 .

ส ม ศ ร ี อ ร ุณ ิน พ ์. 2 532 . ก า รป ้อ ง ก ัน ก า รแ พ ร ่ก ร ะ จ า ย ด ิน เค ็ม โ ด ย ก า รป ล ูก ป ่า .  ว า ร ส า ร ว ิท ย า ศ า ส ต ร ์ 

ก า ร เก ษ ต ร  22: 141 -53

ส ม ศ ร ี อ ร ุณ ิน พ ์. 2539 . ด ิน เค ็ม ใน ป ระ เท ท ศ ไท ย . ก ร ุง เท พ ม ห าน ค ร:  ก รม พ ัฒ น าท ี่ด ิน .

อ ัญ ชล ี ใจด ี. 2543 . บ ท บ า ท ข อ ง แ อ บ ไ ซ ซ ิก จ า ก ภ า ย น อ ก ต ่อ ก า รป ร ับ ต ัว ท า ง ส ร ีร ว ิท ย า บ า ง ป ร ะก า ร ใน ถ ั่ว  

เหล ีอง Glycine max (L.) Merrill พ ัน ธ ์ สจ .5  แล ะ ม ฃ .35 ท ี่ป ล ูก ใน ภ า ว ะ เค ็ม . ว ิท ย าน ิพ น ธ ์ป ร ิญ ญ า  

ม ห าบ ัณ ฑ ิต . ภ าค ว ิช าพ ฤ ก ษ ศ าส ต ร ์.  จ ุฬ าล งก รณ ์ม ห าว ิท ย าล ัย .

http://www.ldd.go.th/PMQA/2553/Manual/OSD-03.pdf
http://www.bangsaiagro,com/formula.aspx


ภาคผนวก



151

ภาคผนวก ก



152

1.1 อ ุป ก ร ณ ์ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ่า  pH

- เค ร ื่อ ง  pH  m e te r

- เค ร ื่อ งช ั่ง

- บ ีก เก อ ร ์ ข น าด  50  มล . ห ร ือ  ข น าด  100 มล.

- แ ท ่ง แ ก ้ว ส ำห ร ับ ค น

- ก ร ะ บ อ ก ฉ ีด น ํ้า

- ซ ้อน ต วง

- ก ร ะ บ อ ก ต ว ง  25  มล.

1.2 ส า ร เค ม ีท ี่ใ ข ้ว ิเค ร า ะห ์ค ่า  pH

- ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  pH  7.0 (S ta n d a rd  b u f fe r  S o lu t io n )

- ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  pH  4 .0  (S ta n d a rd  b u f fe r  S o lu t io n )

- ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  p H  10.0 (S ta n d a rd  b u f fe r  S o lu t io n )

1.3 ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ่า  pH

1.3.1 ก า รว ัด  pH  ใ น น ํ้า อ ัต ร า ส ่ว น ด ิน : น ํ้า = 1 : 1 ( พ / พ ) ช ั่ง ด ิน 2 0 ก ร ัม ใ ส ใ น บ ีก เก อ ร ์

1.3.2 เต ิม น ํ้า ก ล ั่น  2 0  มล. ค น ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย แ ท ่ง แ ก ้ว เป ็น ร ะย ะ  ๆ ใ ห ้บ ่อ ย ค ร ั้ง ใ น ร ะ ย ะ  30  นาท ี 

แ รก  ห ล ังจ าก น ั้น ต ั้งท ิ้ง ไ ว ้อ ีก  30  น าท ี

1.3.3 ว ัด  pH  ข อ ง ด ิน ใน ส ่ว น ท ี่เป ็น น ั้า ใส ด ้ว ย  p H  m e te r

1.4 ข ้อ เส น อ แ น ะ

1.4.1 ก า รว ัด  pH  ข อ ง ส า รล ะล า ย ด ิน ด ้ว ย  p H  m e te r  ต ้อ งค ำน ึงถ ึง  ส ัด ส ่ว น ข อ งด ิน ต ่อ น ํ้า  ก า รม ี 

เก ล ือ ต ่า ง ๆ  ล ะล าย อ ย ู่ใ น ส า รล ะล า ย ด ิน

1.4.2 แ ก ๊ส ค าร ์บ อ น ได อ อ ก ไซ ด ์ ( C 0 2) ใน อ าก าศ ม ีผ ล ก ร ะท บ ต ่อ ก า ร 'ว ัด  pH  ข อ งด ิน ใน น ํ้า ได ้ 

เพ ร า ะ  0ว2 ใ น อ า ก า ศ ส า ม า รถ ล ะล า ย ใน น ั้า  ก รณ ีท ี'เป ็น ง า น ท ี่ต ้อ ง ก า รค วา ม ถ ูก ต ้อ ง ม าก เป ็น พ ิเศ ษ  ต ้อง 

ป ้อ ง ก ัน ด ้ว ย ก า รป ีด บ ีก เก อ ร ์ท ี่ใ ข ้ผ ส ม ต ัว อ ย ่า ง ด ิน ก ับ น ํ้า ไ ว ้ก ่อ น ก า รว ัด

1.4.3 ก ่อ น ว ัด ค ่า  pH  ข อ ง ส า รล ะล า ย ด ิน  จ ะ ต ้อ ง เต ร ีย ม เค ร ื่อ ง  pH  m e te r  ให ้พ ร ้อ ม ท ี่จ ะท ำ ง า น  

โด ย ก า รว ัด  S ta n d a rd  b u f fe r  s o lu t io n  7 .0 แ ล ะ  4 .0  ป ร ับ เค ร ื่อ ง อ ่า น ค ่า  pH  เป ็น  7 .0  แ ล ะ  4.0

1. การวิเคราะห์ค่า pH ของดิน (กรมพัฒนาท่ีดิน, 2557)
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1.4.4 ใ น ก รณ ีท ี่ด ิน เป ็น ด ่า งส ูง  ค ือ ม ิ pH  ส ูงก ว ่า  7 . 5 ให ้ใช ้ S ta n d a rd  b u f fe r  s o lu t io n  7.0 

แ ล ะ  10.0

1.4.5 เค ร ื่อ ง  p H  m e te r  ท ี่ใช ้ง าน เส ร ็จ แ ล ้ว  ค ว ร  S ta n d  b y  ไ ว ้ไ ม ่ค ว ร ป ิด เค ร ื่อ ง เล ย  และ 

e le c t r o d e

ค ว รแ ซ ่อ ย ู่ใ น ส า รล ะล า ย ต า ม ค ำ แ น ะน ำ ฃ อ ง ว ิธ ีก า ร ใช ้ e le c t r o d e  แ ต ่ล ะย ี่ห ้อ แ ต ่ล ะ ร ุ่น

1.4.6 ส า รล ะล าย ท ี่ใช ้เต ิม ใน  e le c t r o d e  ค ว รซ ื้อ ต า ม ค ำ แ น ะน ำ ข อ ง บ ร ิษ ัท ท ี่ข า ย  e le c t r o d e  

เน ื่อ ง จ า ก แ ต ่ล ะย ี่ห ้อ แ ต ่ล ะ ร ุ่น ใช ้ส า รล ะล าย ท ี่เต ิม ไ ม ่เห ม ือ น ก ัน

1.5 ก า รแ ป ล ผ ล

ก า รแ ป ล ค ว าม ห ม า ย ค ่า  pH  ข อ งด ิน ใน น ํ้า

ร ะ ด ับ ซ ่วง pHwater, 1:1

ก รด ร ุน แ รง ม าก ท ี่ส ุด < 3.5

ก ร ด ร ุน แ รง ม า ก 3.5 -  4 .4

ก รด จ ัด ม าก 4.5 -  5.0

ก รด จ ัด 5.1 -  5.5

ก รด ป าน ก ล าง 5.6 -  6.0

ก รด เล ็ก น ้อ ย 6.1 -  6.5

เป ็น ก ล าง 6.6 -  7.3

ด ่า งอ ่อ น 7.4 -  7.8

ด ่า งป าน ก ล าง 7.9 -  8 .4

ด ่างจ ัด 8.5 -  9.0

ด ่า งจ ัด ม าก > 9.0
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2. ก า ร ว ิเ ค ร า ะ ห ์ค ่า  EC  (ค ่า ก า ร น ำ ไ ฟ ฟ ้า ข อ ง ส า ร ล ะ ล า ย )  ข อ ง ด ิบ  (ก ร ม พ ัฒ น า ท ี่ด ิน ,  2 5 5 7 )

2.1 อ ุป ก ร ณ ์ก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ่า  EC

- เค ร ื่อ งช ั่ง

- บ ีก เก อ ร ์ข น า ด  6 0 0  ห ร ือ  1 ,000  มล.

- s p a tu la

- เค ร ื่อ ง อ ัด น ํ้า อ อ ก จ า ก ด ิน  (B a ro id  P ress)

- เค ร ือ ง  E le c t r ic a l C o n d u c t iv it y  m e te r

- ห ล อ ด ท ด ล อ งข น าด  40  มล.

- ก ร ะ บ อ ก ต ว ง  25  มล.

- แ ท ่งแ ก ้วค น ส า ร

2 .2  ส า ร เค ม ีท ี่ใ ช ้ว ิเค ร า ะห ์ค ่า  EC

- ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  0.01 M  KCI : ล ะล าย  KCI (ท ี่อบท ี่ 110 0C  น า น ป ร ะ ม า ณ  3 ช ั่วโมง)

0 .7 4 5 6  ก ร ัม  ใ น น ํ้า ก ล ั่น แ ล ะ ป ร ับ ป ร ิม า ต ร เป ็น  1 ล ิต ร  ส า ร ล ะ ล า ย น ี้จ ะ เป ็น ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น ม ีค ่า  

ก า รน ำไฟ ฟ ้าท ี่ 25  °c 1.412  d s  m  1

- ส า รล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น  0.1 M  KCI : ล ะล าย  KCI (ท ี่อบท ี่ n o  0C  น า น ป ร ะ ม า ณ  3 ช ั่วโมง)

7 .456  ก ร ัม  ใ น น ํ้า ก ล ั่น แ ล ะ ป ร ับ ป ร ิม า ต ร เป ็น  1 ล ิต ร  ส า ร ล ะ ล า ย น ี้จ ะ เป ็น ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต รฐ า น ม ีค ่า ก า ร  

น ำไฟ ฟ ้าท ี่ 2 5  ๐C  12 .88  d s  m  1

2 .3  ว ิธ ีก า ร ว ิเค ร า ะ ห ์ค ่า  EC

2.3.1 ส ก ัด ด ิน ใ บ อ ัต ร า ส ่ว น ด ิน : น ํ้า  = 1 : 5 โ ด ย ช ั่ง ด ิน 4 ก ร ัม ใ ส ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง ข น า ด 4 0 มล 

ใส ่น ํ้า  2 0  มล  ค น ให ้เข ้า ก ัน ด ้ว ย แ ท ่ง แ ก ้ว เป ็น ร ะย ะ  ๆ น า น  3 0  น าท ี ห ล ัง จ าก น ี้น ต ั้งท ิ้ง ไ ว ้ 30  น าท ี

2 .3 .2  น ำไป อ ่าน ค ่า  EC โด ย เค ร ื่อ ง  E le c t r ic a l C o n d u c t iv it y  m e te r  โด ย ใช ้ส า รล ะล าย  

ม าต รฐ าน  KCI 0.01 M  ห ร ือ  0.1 M  ป ร ับ ค ่าค งท ี่ ( c e l l  c o n s ta n t )  ข อ ง เค ร ื่อ ง  E le c t r ic a l 

C o n d u c t iv it y  m e te r  ที่ 25  °c จ ะ ม ีค ่า  = 1 .412  d s  m  1 ห ร ือ  12 .88  d s  m  1
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2.4  ก า รค ำ น ว ณ

ค ่า ก า รน ำ ไ ฟ ฟ ้า ข อ ง ส า รล ะล า ย ส ูงฃ ี้บ ป ร ะม า ณ  2%  เม ื่อ อ ุณ ห ภ ูม ิเพ ิ่ม ฃ ี้น  1 0C  เค ร ื่อ งม ือ ว ัด ท ี่ 

ไ ม ่ส าม า รถ ค ำน วณ แ ป ล ง ค ่าท ี่ว ัด ได ้เป ็น ค ่าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ ค ว ร ว ัด อ ุณ ห ภ ูม ิส า รล ะ ล า ย แ ล ้ว ค ำ น ว ณ เป ็น ค ่า  

ก า รน ำ ไ ฟ ฟ ้าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 25  0C  ต าม ส ม ก า ร

EC 25 = E C t/ [ l  + 0 .02 (t -  25)]

เม ื่อ  E C 25 = ค ่า ก า รน ำ ไ ฟ ฟ ้าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 25  ° c

E C t = ค ่า ก า รน ำไฟ ฟ ้าท ี่ว ัด ได ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ t  ° c  

t  = อ ุณ ห ภ ูม ิ (°C)

2.5 ก า รแ ป ล ผ ล

ต ารางท ี่ ข - !  ก า รแ ป ล ผ ล ค ่า  EC ด ิน อ ิ่ม ต ัว ด ้ว ย น ํ้า  ที่ 2 5  ๐C

d s / m ร ะด ับ ค ว า ม เค ็ม ค ว าม ส ัม พ ัน ธ ์ก ับ พ ืข

0  -2 ไม ่เค ็ม ไ ม ่ม ีผ ล ก ระท บ ต ่อ ก า ร เจ ร ิญ เต ิบ โต ข อ งพ ืช

2 - 4 เค ็ม น ้อ ย ม าก อ าจ ม ีผ ล ก ระท บ ก ระ เท ือ น ต ่อ ผ ล ผ ล ิต ข อ งพ ืซ ท ี่ s e n s it iv e  ต ่อ 

ค ว าม เค ็ม

4 - 8 เค ็ม ป าน ก ล าง เป ็น อ ุป ส ร รค ต ่อ พ ืช ห ล าย ซ น ิด

8 - 16 เค ็ม จ ัด เป ็น อ ุป ส ร รค ต ่อ พ ืช ส ่ว น ม า ก  เฉ พ าะพ ืช ท น เค ็ม ท ี่เต ิบ โต ได ้

>16 เค ็ม จ ัด ม าก เป ็น อ ัน ต ราย ต ่อ พ ืช ท ุก ช น ิด  ย ก เว ้น พ ืช บ างช น ิด  เซ ่น ห ญ ้าท น  

เค ็ม  เป ็น ต ้น

ท ี่มา: (B e c k  1999 , B o w e r  แล ะ W ilc o x  1965, J a c k s o n  1958)



156

ต ารางท ี่ ข -2 ก า รแ ป ล ผ ล ค ่า ก า รน ำ ไ ฟ ฟ ้า ข อ ง ส า รล ะล า ย ด ิน ท ี่โ ด ้จ าก ก า ร ว ัด ด ้ว ย อ ัต ร า ส ่ว น  1:5 ตาม  

ป ร ะ เภ ท ข อ ง เน ื้อ ด ิน  ณ  อ ุณ ห ภ ูม ิอ ้า งอ ิง  25  ° c

ร ะ ด ับ ค ว า ม  

เค ็ม

ค ่า ก า รน ำ ไฟ ฟ ้า  (เทร/(ะเท) ท ี่เน ื้อ ด ิน ต ่า ง ๆ

ท ร า ย / ร ่ว น ป น  

ท ราย
ร ่ว น

ร ่ว น ป น  

เห น ีย ว

ค ่อ น ข ้าง  

เห น ีย ว
เห น ีย วจ ัด

ไม ่เค ็ม <0.15 <0.17 < 0.25 <0.30 <0.40

เค ็ม น ้อ ย ม าก 0 .16  -  0 .30 0 .18  -  0 .35 0 .26  -  0 .45 0 .31  -  0 .6 0 0.41 -  0 .80

เค ็ม ป าน ก ล าง 0.31 -  0 .60 0 .36  -  0 .75 0 .46  -  0 .90 0.61 -  1.15 0 .81  -  1 .60

เค ็ม จ ัด 0.61 -  1 .20 0 .76  -  1.50 0.91 -  1.75 1.16 -  2 .30 1.61 -  3 .20

เค ็ม จ ัด ม าก >1.20 >1.50 >1.75 > 2.30 >3.20

ท ี่ม า  : (G ra a ff แ ล ะ  P a t te r s o n  20 01 )

2 .6  ข ้อส ัง เก ต ุ

ค ่า EC  ข อ ง ส า รล ะล า ย เก ล ือ จ ะ เพ ิ่ม ข ึ้น เม ื่อ อ ุณ ห ภ ูม ิข อ ง ส า รล ะล าย เพ ิ่ม ข ึ้น  โ ด ย จ ะ เพ ิ่ม ข ึ้น  

ป ร ะ ม า ณ  2 % เม ื่อ อ ุณ ห ภ ูม ิเพ ิ่ม ข ึ้น  1 °c ด ังน ั้น  อ ุณ ห ภ ูม ิม า ต รฐ า น เม ื่อ ร า ย ง า น ค ่า  EC  ค ือ  25 °c
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ภ า ค ผ น ว ก  ข



158

3. ส า ร เค ม ีใ ช ้ใ น ก า ร ส ก ัด  R N A

ส า รล ะล า ย ส า ร เค ม ีท ี่เป ็น ส ่ว น ป ร ะ ก อ บ

R N A  E x t ra c t io n  B u ffe r 100  ทาM  T r is  p H  9 .0 

100  m M  N a d  

20  m M  E D T A

1.0%  (w /v ) L a u ry l s a r c o s in a te

0 .1%  (v/v) 2 - m e r c a p to e th a n o l

0 .1%  (v /v ) D E P C  ( d ie th y l p y r ro c a rb o n a te )

TE  B u ffe r 10 m M  T ris  b a s e  (pH  8.0) 

1 m M  E D T A  (pH  8.0)

D E P C - tre a te d  T E  B u ffe r 10 m M  T r is  b a s e  (pH  8.0) 

1 m M  E D T A  (pH  8.0) 

0 .1% (v/v ) D EPC

D EPC  - t r e a t e d  W a te r 0 .1% (v/v ) D EPC  

W a te r

5 X  TB E  (1 000  m l) 5 4  g T ris  b a s e

27 .5  g B o r ic  a c id

20  m l E D T A  (pH  8 .0) (0.5 M )

D N A /R N A  lo a d in g  d y e 30%  (v/v ) G ly c e r o l  in w a te r  

0 .25%  (w /v) B r o m o p h e n o l  b u le  

0 .25%  (w /v ) X y le n e  c y a n o l
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4. ก า ร เต ร ีย ม  P h e n o l  : C h lo r o f r o m  ; i s o a m y l  a l c o h o l  (2 5 :2 4 :1 ) (v /v )

4.1 นำ p h e n o l ท ี่เป ็น เก ร ็ด ม า ล ะล า ย โ ด ย แ ซ ่ข ว ด  p h e n o l ใ น อ ่า ง น ํ้า อ ุ่น ท ี่ม ีอ ุณ ห ภ ูม ิ 65  ° c  

ห ล ัง จ า ก น ั้น เต ิม  h y d r o x y q u in o l in e  ให ้ไ ด ้ค ว า ม เข ้ม ข ้น ส ุด ท ้า ย  ( f in a l c o n c e n t r a t io n )  เท ่าก ับ  

0.1%

4.2  ท ำก า ร เต ิม  1M  T ris-H CL pH  8 ป ร ิม า ต ร เท ่า ก ับ  p h e n o l ใ น ข ว ด  แ ล ้ว ค น ให ้เข ้า ก ัน เป ็น เวล า  

15 น าท ี ห ล ัง จ าก น ั้น ต ั้งท ิ้ง ไ ว ้เพ ื่อ ให ้ส า รล ะล าย  T r is  แ ล ะ  p h e n o l แ ย ก ข ั้น อ อ ก จ า ก ก ัน  จ า ก น ั้น ท ำ ก า ร  

แยก p h e n o l อ อ ก จ าก ส า รล ะล า ย  T r is  โด ย ใช ้ก รวย แ ย ก

4.3 เต ิม  1M  T r is -H C l pH  8 ป ร ิม า ต ร เท ่า ก ับ  p h e n o l ใ น ข ว ด อ ีก ค ร ั้ง  แ ล ้ว ค น ให ้เข ้า ก ัน เป ็น เว ล า  

15 น าท ี ห ล ัง จ าก น ั้น ต ั้งท ิ้ง ไ ว ้เพ ื่อ ให ้ส า รล ะล าย  T r is  แล ะ p h e n o l แ ย ก ข ั้น อ อ ก จ า ก ก ัน  จ า ก น ั้น ท ำ ก า ร  

แยก  p h e n o l อ อ ก จ าก ส า รล ะล า ย  T r is  โด ย ใช ้ก รวย แ ย ก อ ีก ค ร ั้ง

4 .4 ท ำก า ร ว ัด ค ่า  pH  ของ p h e n o l  โด ย ใช ้ pH  p a p e r  ห าก ค ่า  pH  ไ ม ่ม าก ก ว ่า  7 .8 ท ำซ ํ้า ต าม ข ้อ ท ี่

2 .3  โดยใช ้ 1 M , 0 .5  แ ล ะ  0.1 M  T r is -H C l pH  8

4.5 ท ำ ก า ร เต ร ีย ม  C h lo r o f r o m  : is o a m y l a lc o h o l  ใ น อ ัต ร า ส ่ว น  24:1 โด ย ผ ส ม  C h lo r o f r o m  

10 m l ให ้เข ้า ก ัน ก ับ  is o a m y l a lc o h o l  10 m l  แ ล ้วน ำม า เก ็บ ใน ข วด ส ีซ า

4.6 นำ p h e n o l ท ี่ไ ด ้จ าก ก า ร เต ร ีย ม ข ้า ง ต ้น ใน ข ้อ  3 .4 ม า ผ ส ม ก ัน ก ับ  C h lo r o f r o m  : is o a m y l 

a lc o h o l  ใน ข ้อ  3.5 อ ัต ร า ส ่ว น  1:1

4.7 ท ำก า ร เท  p h e n o l : c h lo r o f r o m  : is o a m y l a lc o h o l  อ ัต ร า ส ่ว น  25:24:1  (v /v ) ม า เก ็บ ใน  

ข ว ด ส ิข า ป ร ิม า ต ร  5 0 0  m l

4 .8 ท ำ ก า ร ฉ า บ ส า ร ล ะ ล า ย  p h e n o l  : c h lo r o f r o m  : is o a m y l a lc o h o l  ท ี่ได ้ในข ้อ  3 .7  ด ้ว ย  0.1

M  T r is  แ ล ้ว เก ็บ ไ ว ้ใน ด ู้เย ็น
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5. ว ิธ ีก า ร ส ก ัด  R N A  ด ้ว ย ว ิธ ี H o t  P h e n o l  ต า ม ว ิธ ีก า ร ข อ ง  T h ik a r t  แ ล ะ ค ณ ะ  (2 0 0 5 )

5.1 เต ร ีย ม ส า ร  R N A  e x t r a c t io n  b u ffe r  ป ร ิม า ต ร  5 0 0  u l ผ ส ม ก ัน ก ับ  p h e n o l : c h lo r o f r o m

: is o a m y l a lc o h o l  ท ีได ้ในข ้อ  3 ป ร ิม า ต ร  5 0 0  น1 แ ล ะ  B -m e r c a p to e th a n o l ป ร ิม า ต ร  0 .5 น1 ลง 

ใน ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  แ ล ้วน ำไป ใส ่ใน เค ร ื่อ ง  D ry  b a th  อ ุณ ห ภ ูม ิ 8 0  ° c

5 .2  บ ด ต ัว อ ย ่า ง ใบ ข ้า วท ี่แ ซ ่แ ข ็ง ด ้ว ย ไ น โ ต ร เจ น เห ล ว ใน โ ก ร ่ง บ ด ต ัว อ ย ่า ง ท ีผ ่า น ก า รท ำ ล า ย เอ น ไ ซ ม ์ 

R N a se  เร ีย บ ร ้อ ย แ ล ้ว  ท ำก า รบ ด ต ัว อ ย ่า ง ใบ ข ้า ว ให ้เป ็น ผ งล ะ เอ ีย ด ท ี่ส ุด  (คล ้ายผ งแป ัง )

5.3 ใส ่ต ัว อ ย ่า งท ี่บ ด อ ย ่า งล ะ เอ ีย ด ล งใบ ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  ท ี่เย ็น จ ัด ด ้ว ย ไน โต ร เจ น เห ล ว

5.4 ท ำก า ร เต ิม ท ี่ไ ด ้ใน ข ้อ  4.1 ล งใน ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  ท ี่ม ีต ัว อ ย ่า ง ใน ข ้อ  4 .3  แ ล ้วพ ล ิก  

ห ล อ ด ก ล ับ ไ ป ม าอ ย ่า ง ร ว ด เร ็ว  จ าก น ั้น น ำห ล อ ด ไป แ ซ ่น ํ้า แ ข ็งท ัน ท ี

5.5 น ำไป ป ัน เห ว ี่ย งท ี่ 4 ° c  14 ,000  รอ บ ต ่อ น าท ี เป ็น เวล า  10 นาท ี

5 .6  ท ำ ก า ร ป ีเป ต ส ่ว น ข อ ง ส า ร ล ะล า ย ท ี่อ ย ู่น ั้น บ น  ( s u p e rn a ta n t )  ม าใส ่ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  

อ ัน ให ม ่ แ ล ้ว น ำม า ส ก ัด ซ ํ้า ด ้ว ย  ก ับ  p h e n o l : c h lo r o f r o m  : is o a m y l a lc o h o l  ท ี่ได ้ในข ้อ  3 โด ย ม ี 

ป ร ิม า ต ร เท ่า ก ับ ส า รล ะล า ย ใน ห ล อ ด

5.7 น ำม า ป ัน เห ว ี่ย ง อ ีก ค ร ั้ง ท ี่ 4 ๐C  14 ,000  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เวล า  10 น าท ี

5 .8  ท ำ ก า ร ป ิเป ต ส ่ว น ข อ ง ส า ร ล ะล า ย ท ี่อ ย ู่น ั้น บ น  ( s u p e rn a ta n t )  ม าใส ่ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  

อ ัน ให ม ่อ ีก ค ร ั้ง  แ ล ะ เต ิม  a b s o lu t e  e t h a n o l ป ร ิม า ต ร เป ็น  2 เท ่าข อ งส า รล ะล าย ใน ห ล อ ด  แ ล ะผ ส ม ให ้ 

เข ้าก ัน  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ต ก ต ะก อ น ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20  ° c  เป ็น เวล า  30  น าท ี

5 .9  น ำ ไ ป ป ีน เห ว ี่ย ง ท ี่ 4 ° c  14 ,000  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  10 น าท ี แ ล ้ว ล ้า ง ต ะ ก อ น อ อ ก ด ้ว ย  

80%  e t h a n o l ห ล ังจ าก น ั้น ท ิ้ง ไ ว ิให ้แ ห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

5 .10  ท ำ ก า รล ะล าย ต ะก อ น ให ้ห ม ด ใน  D E P C - tre a te d  T E  b u ffe r  160  u l

5 .11 ห ล ัง จ าก น ั้น ํเต ิม  L iC l2 40  p i แ ล ะน ำไ ป ต ก ต ะก อ น ท ี่ -2 0  ๐C  เป ็น เวล า  18 ช ั่ว'โมง

5 .12  น ำไ ป ป ัน เห ว ี่ย งท ี่ 4  ๐C  14 ,000  รอ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  10 น าท ี จ า ก น ั้น ป ิเป ต ส า ร ล ะ ล า ย น ั้น  

บ น ท ิ้ง  แ ล ้ว ล ้า ง ต ะก อ น ด ้ว ย  80%  e t h a n o l ห ล ังจ าก น ั้น ท ิ้ง ไ ว ้ให ้แ ห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

5 .13  ท ำ ก า รล ะล าย ต ะก อ น ให ้ห ม ด ใน  D E P C - tre a te d  TE  b u f fe r  2 0  p i

5 .1 4  นำ R N A  ท ี่ส ก ัด ได ้เก ็บ ร ัก ษ าไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ -20 ° c  เพ ื่อ ท ำก ารค ีก ษ าน ั้น ต ่อ ไป
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6. วิธ ีการกำจัด DNA ด้วยเอนไฃป้ DNAase I

6.1 ส า ร เค ม ีท ี่ใ ข ้ใ น ป ฏ ิก ิร ิย าก ำจ ัด  D N A  ป ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

- T o t a l  R N A  20  pg

- D N a se  I b u f fe r  I X

- D N a se  (R N a se -fre e )  10 บ

- D E P C - t re a te d  w a te r  u p  to  5 0  p i

บ่มที่อุณหภูมิ 37 °c เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง

6.2 นำ R N A  ท ี่ส ก ัด ได ้ใน ข ้อ  4 ม า เต ิม ส า รล ะ ล า ย  D E P C - tre a te d  w a te r  100  p i  จ า ก น ั้น เต ิม  

p h e n o l : c h lo r o f r o m  : is o a m y l a lc o h o l  ท ี่ได ้ในข ้อ  3 ป ร ิม า ต ร  150 p i  เข ย ่า ให ้เข ้าก ัน

6.3 นำไปป่นเหวี่ยงที่ 4 °c 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที

6.4  ท ำ ก า ร ป ิเป ต ส า รล ะ ล า ย ท ี่อ ย ู่ช ั้น บ น  ( s u p e rn a ta n t )  ม าใส ่ห ล อ ด  m ic ro c e n t r ifu g e  อ ัน ให ม ่ 

เต ิม  3M  s o d iu m  a c e t a te  ป ร ิม า ต ร  1 ใ น  10 เท ่า ข อ ง ส า รล ะ ล า ย ท ี่ป ีเป ด ไ ด ้ใ น ห ล อ ด  แ ล ะ  

I s o p ro p a n a l a lc o h o l  ป ร ิม า ต ร  0 .6 เท ่า ข อ ง ส า รล ะ ล า ย ท ี่ป ิฟ ต ไ ด ้ใน ห ล อ ด  ห ล ัง จ าก น ั้น ผ ส ม ให ้เข ้า  

ก ัน  จ า ก น ั้น น ำ ไ ป ต ก ต ะก อ น ท ี่ -8 0  ° c  เป ็น เว ล า น าน  30  นาท ี

6 .5 น ำ ไ ป ป ่น เห ว ี่ย ง ท ี่ 4 ๐C  14 ,000  ร อ บ ต ่อ น า ท ี เป ็น เว ล า  10 น าท ี จ า ก น ั้น ท ำ ก า ร ป ิเป ต  

ส า รล ะ ล า ย ท ีอ่ยู่ช ั้น บ น ท ิ้ง  ล ้า ง ต ะก อ น ด ้ว ย  80%  e t h a n o l ท ิ้ง ไ ว ้ให ้แห ้งท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

6.6 ท ำ ก า รล ะ ล า ย ต ะ ก อ น ใน  D E P C - tre a te d  TE  b u f fe r  ป ร ิม า ต ร  10 p i

7. ว ิธ ีก า ร ส ร ้า ง  c D N A  ส า ย แ ร ก ด ้ว ย เอ น ไ ซ ม ์ iS c r ip t ™  R e v e r s e  t r a n s c r ip t io n  S u p e r m ix  

f o r  R T -q P C R

7.1 ส า ร เค ม ีท ี่ใ ข ้ใ น ก า รป ฏ ิก ิร ิย า ก า รส ร ้า งส าย  c D N A  ส า ย แ ร ก ป ร ะก อ บ

- 5 X  iS c r ip t  r e v e rs e  t ra n s c r ip t io n  s u p e rm ix  2  pg

- R N A  t e m p la t e v a r ia b le  p i

- N u c le a s e - f r e e  w a te r  v a r ia b le  p i

- T o t a l  V o lu m e  20  p i

7 .2  นำ R N A  ท ี่ท ำ ก า รก ำ จ ัด  D N A  ด ้ว ย เอ น ไซ ม ์ D N A a se  i ใ น ข ้อ  5 ม าผ ส ม ก ัน ก ับ น ํ้า ย าท ำ  

ป ฏ ิก ิร ิย า เป ล ี่ย น ส า ย  R N A  ม า เป ็น  c D N A  จ าก น ั้น ท ำก า รผ ส ม ก ัน โด ย ใข ้ป ิเป ต

7.3 ว ิธ ีก า รท ำ ป ฏ ิก ิร ย า

7.3.1 ช ั้น ต อ น  p r im in g  เป ็น เวล า  5 นาท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 25  ๐C
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7 .3 .2  ข ั้น ต อ น ก า ร  re v e rs e  t ra n s c r ip t io n  เป ็น เวล า  3 0  น าท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 42  ° c

7 .3 .3  ข ั้น ต อ น ก า ร  RT in a c t iv a t io n  เป ็น เวล า  5 น าท ี ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 85  ° c

7.4 น ำส าย  C D N A  ท ี่ไ ด ้ไ ป ใช ้เป ็น แ ม ่แ บ บ ใน ก ระบ ว น ก า ร  P C R  ต ่อไป

8. การทำ p a irw is e  s e q u e n c e  a l ig n m e n t  ข อ ง ย ีน  Ch lo rophy ll a-b binding prote in  

(PsbSl)

CLÜSTAL 2.1 m u ltip le  sequence alignment

gi 1 115441298 86-892 
60

ATGGCGCAGTCGATGCTGGTGTCGGGAGCCAATGGCACGGTGGCCGCCGCGAGCACCAGC

0s01t0869800-01
60

ATGGCGCAGTCGATGCTGGTGTCGGGAGCCAATGGCACGGTGGCCGCCGCGAGCACCAGC

LOC Os01g64960.1 
60

ATGGCGCAGTCGATGCTGGTGTCGGGAGCCAATGGCACGGTGGCCGCCGCGAGCACCAGC

★  '**■*-•*■•*'***★ *'*โ ไ*: ไ** Jr -fc Jr Je Jโ*-*ไ*'*’*'*: i i k **** ik * " ******  Jr -* -Aโ*-* ★  ★ 4tJeJcJr-frJtJr:fr*'*Jc*'*

g i ! 115441298 86-892 
120

AGGCTGCAGCCCGTGCGGCCGACGCCGTTCTCGCGGCTCGTGCTGTCGCAGCCGTCGTCG

Os 01t0869800-01 
120

AGGCTGCAGCCCGTGCGGCCGACGCCGTTCTCGCGGCTCGTGCTGTCGCAGCCGTCGTCG

LOC Os0ig64960.1 
12 0_

AGGCTGCAGCCCGTGCGGCCGACGCCGTTCTCGCGGCTCGTGCTGTCGCAGCCGTCGTCG

*-**Jr4rJ--**Jr*JrJr*9rTkJr****Jr**Jr********9c***Jr**-***4e***Jr9tJrJtJrJr4c*-*Jr****

g i ! 115441298 86-892 
180

TCGCTGGGGCGCGCGGTGTCCGTCAAGACGGTGGCGCTGTTCGGCAGGTCCAAGACCAAG

OsOltOS69800-01 
180

TCGCTGGGGCGCGCGGTGTCCGTCAAGACGGTGGCGCTGTTCGGCAGGTCCAAGACCAAG

LOC Os01g64960.1 
180-

TCGCTGGGGCGCGCGGTGTCCGTCAAGACGGTGGCGCTGTTCGGCAGGTCCAAGACCAAG

Jr*JrJe4r**JrJe*JrJr9tJr*JrJt*Jr*9rJr*JrJr**9cJt*Jr4t-*r'*--A:*4tJr*-**-*r**-*****Jc*Jr**-******

g i 1115441298_86-892 
240

GCCGCGCCCGCAAGAAAGGCTGAGCCGAAGCCAAAGTTCAAGACCGAGGACGGCATCTTC

0s01t0869800-01
240

GCCGCGCCCGCAAGAAAGGCTGAGCCGAAGCCAAAGTTCAAGACCGAGGACGGCATCTTC

LOC Os01g64960.1 
24 0-

GCCGCGCCCGCAAGAAAGGCTGAGCCGAAGCCAAAGTTCAAGACCGAGGACGGCATCTTC

g i1115441298 86-892 
300

GGCACGTCCGGTGGGATCGGTTTCACCAAGGAGAACGAGCTGTTCGTCGGGCGTGTCGCC

0s01t0869800-01
300

GGCACGTCCGGTGGGATCGGTTTCACCAAGGAGAACGAGCTGTTCGTCGGGCGTGTCGCC

LOC Os01g64960.1 
300-

GGCACGTCCGGTGGGATCGGTTTCACCAAGGAGAACGAGCTGTTCGTCGGGCGTGTCGCC
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gi |115441298_86-892 
360
OsOit 0869800-01 
360
LOC_Os01g64960.1 
360~

ATGCTCGGGTTTGCCGCGTCGÀTCCTGGGTGAGGCCATCACCGGGAAGGGÀATCCTGGCG

ATGCTCGGGTTTGCCGCGTCGATCCTGGGTGAGGCCATCACCGGGAAGGGAATCCTGGCG

ATGCTCGGGTTTGCCGCGTCGATCCTGGGTGAGGCCATCACCGGGAAGGGAATCCTGGCG

giI115441298_86-892
420
0s01t0869800-01
420
LQC_Os01g64960.1 
420-

CAGCTGAACCTGGAGACGGGGATCCCGATCTACGAGGCGGAGCCCCTCCTCCTCTTCTTC 

CAGCTGAACCTGGAGACGGGGATCCCGATCTACGAGGCGGAGCCCCTCCTCCTCTTCTTC 

CAGCTGAACCTGGAGACGGGGATCCCGATCTACGAGGCGGAGCCCCTCCTCCTCTTCTTC 

★  ★ ไ************-*******-***-**-* :********** -** -***** -***** -***********

giI115441298_86-892 ATCCTCTTCACCCTCCTCGGCGCCATCGGCGCGCTCGGCGACCGCGGCAGCTTCGTCGAC
480
OsOlt0869800-01 ATCCTCTTCACCCTCCTCGGCGCCATCGGCGCGCTCGGCGACCGCGGCAGCTTCGTCGAC
480
LOC_Os01g64960.1 ATCCTCTTCACCCTCCTCGGCGCCATCGGCGCGCTCGGCGACCGCGGCAGCTTCGTCGAC
480~

g iI 11544129886-892 
540
0s01t0869800-01
540
LOC_Os01g64 960.1 
540~

GACCAGCCGGTGACGGGCCTCGACAAGGCCGTCATCGCCCCGGGCAAGGGCTTCCGCTCC

GACCAGCCGGTGACGGGCCTCGACAAGGCCGTCATCGCCCCGGGCAAGGGCTTCCGCTCC

GACCAGCCGGTGACGGGCCTCGACAAGGCCGTCATCGCCCCGGGCAAGGGCTTCCGCTCC

ไ*โ* ★ ไ*--**'*ไ'*,*ไ-*โ*- ไ*ไ* ไ*,**โ**'*'*• *โ*-'* * *โ-A****--*-**-*-******-*:*******-**-******:*****

g i I115441298_86-892 GCGCTGGGCCTCAGCGAGGGCGGCCCGCTGTTCGGCTTCACCAAGGCCAACGAGCTGTTC
600
OsOltOB69800-01 GCGCTGGGCCTCAGCGAGGGCGGCCCGCTGTTCGGCTTCACCAAGGCCAACGAGCTGTTC
600
LOC_OsOlg64 9 60.1 GCGCTGGGCCTCAGCGAGGGCGGCCCGCTGTTCGGCTTCACCAAGGCCAACGAGCTGTTC
600“

giI115441298_86-892 
660
0s01t0869800-01
660
LOC_Os01g64960.1 
660

GTCGGCCGGCTCGCGCAGCTCGir'. A r •ไGCCTTCTC ; .'.'โ'' . TCGGCGAGATCATCACCGGC

GTCGGCCGGCTCGCGCAGCTCGGCATCGCCTTCTCCATCATCGGCGAGATCATCACCGGC

GTCGGCCGGCTCGCGCAGCTCGGCATCGCCTTCTCCATCATCGGCGAGATCATCACCGGC

giI 1154 412 98_86-892 
720

AAGGGCGCCCTCGCGCAGCTCAACATCGAGACCGGCGTCCCCATCAACGAGATCGAGCCG
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Os 0110 8 6 9 3 00-01 AAGGGCGC CCTCGCGCAGCTCAACÀTCGAGAC c GGCGTCCCC ATCAAC GAGAT c GAGCCG
720
LOC Ûsüigô4960.1 ÀAGGGCGCCCTCGCGCAGCTcAACATCGAGACCGGCGTCCCCÀTCAACGAGATCGÀGCCG
72 0~~

gi I 115441298_86-892 
780
0s01t0869800-01
780
LOC_Os01g64960.1 
780~

CTCG . ■ ไT C A AC G .'G G T ■. TT ■ : TTCTTC ATCGCCGCC ATC AACCCCGGC ACCGGC AAG

CTCGTCCTCTTCAACGTCGTCTTCTTCTTCATCGCCGCCATCAACCCCGGCACCGGCAAG 

CTCGTCCTCTTCAACGTCGTCTTCTTCTTCATCGCCGCCATCAACCCCGGCACCGGCAAG 

•*****•********•*******■****-*:********■*******-***■**•***************

gi1115‘!41298_86-892 
0s01t0869800-01 
LOC_OsO!g64 960.1

TTCGTCAGCGACGACGACGAAGAGTAG 807 
TTCGTCAGCGACGACGACGAAGAGTAG 807 
TTCGTCAGCGACGACGACGAAGAGTAG 807
~ k - k + ; - j c - k ' i t ' k - 1 c ' k * r ' k - k ' k - k - k ' * t - k - t c - 4 ç - k ' k ' k ' i r ' k + r - k 1 r

9. ก า ร ต ร ว จ ส อ บ ก า ร แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ย ีน ด ้ว ย ว ิธ ี q u a n t i t a t i v e  R T -P C R

9.1 น ่าส าย  c D N A  ท ี่ส ร ้า งได ้ม าใฃ ้เป ็น แม ่แ บ บ ใน ก ารท ำ  q u a n t ita t iv e  R T -P C R  ด ้ว ย เค ร ื่อ ง  

iC y c le r™  T h e r m a l C y c le r  (B io -R ad , C a lifo rn ia )  โดยใช ้ p r im e r  ท ี่อ อ ก แ บ บ จ ำ เพ า ะ เจ า ะ จ ง ต ่อ  

ย ีน อ ้างอ ิง  (EF1C0 ห ร ือ ต ่อ ซ ิ้น ย ีน ท ี่ด ้อ ง ก า รต ร ว จ ส อ บ ระ ด ับ ก า รแ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ย ีน  (PsbS l) ในการทำ 

ป ฏ ิก ิร ิย า

9 .2  ใ น แ ต ่ล ะ ป ฏ ิก ิร ิย า แ ร ะ ก อ บ ด ้ว ย

S s o F a s t™  Evagreen*8 S u p e rm ix  (B io -R ad , U SA ) 5 Ml

5 p M  F o rw a rd  p r im e r 0 .25 Ml

5 p M  R e v e rs e  p r im e r 0 .25 Ml

S te r i le  w a tw e 3.5 Ml

c D N A 1 p i

ท ำก า รท ด ล อ ง  3 ซ ํ้า ต ่อ ห น ี่ง ต ัวอ ย ่า งข อ ง  c D N A

9.3 ใช อุ้ณหภูมิ 95 °c ใ น การทำปฏิกิริยาเริ่มต้น เป ็น เวลา 30 วินาที แล้วน่ามาทำ PCR อีก 39 
รอบ ซึ่งแต่ละรอบประกอบด้วยอุณหภูมิและเวลาดังนี้ อุ

9.3.1 ขั้นตอนการแยกสายสาย c D N A  อุณหภูมิ 95 °c เป็นเวลา 5 นาที

9 .3 .2  ข ั้น ต อ น ก า รจ ับ ค ู่ p r im e r  ก ับ ส าย  c D N A  ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ

9 .3 .3  ข ั้นตอนทำปฏิกิริยาเพ ื่อ ว ิเค รา ะห ์ห า ค ่า  m e lt in g  c u r v e  โดยใช้อ ุณ ห ภ ูม ิใน ช ่ว ง  70 -90  

°c โดยเพ ิ่ม อ ุณ ห ภ ูม ิค ร ั้งละ 0.5 °c น า น  5 ว ิน าท ี
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9.4 เปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน PsbSl กับการแสดงออกของยีนท่ีใช้เป็น control 
(relative quantification) โดยมียีน EFlCt เป็นยีนอ้างอิง โดยวิธีการเปรียบเทียบการแสดงออก 
สัมพัทธ์ (relative quantification) ตามวิธีการของ Pfaffl (2001) และใช้ค่าความขันของกราฟ 
(sloope) ท่ีได้จากกราฟมาตรฐานในการคำนวณ (ภาพท่ี ข)

R  =
(^''t a rg e t )

XACP targ et{C o n tro l-s a m p le )

/ ^AC P tar g et (C o n tro l-s a m p le )
\ h r e f )

ภาพที' ข-! กราฟมาตรฐานท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณของยีน PsbSl ในช้าวสายพันธ์ CSSL



1 6 6

sta n d a rd  C u rv e

L o g  Starting Q u a n tity

o  Standard  
'>̂ Unknown
—— SYBR E=t02.3% R*2=0.3S7 Stops=-3.26S y-im=t 7.308

ภาพท่ี ข-2 กราฟมาตรฐานท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณของยีน EFlCt ในข้าวสายพันธุ CSSL
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์

นางสาวพนิตา ขุติมานุกูล เกิดวันท่ี 17 กันยายน พ.ศ. 2531 ท่ีจังหวัดระยอง สำเร็จ 
การศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีการเกษตร จากภาควิชาเทคโนโลยีการเกษตร คณะ 
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ในปีการศึกษา 2553 และเข้าศึกษาใน 
หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิตสาขาพฤกษศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ ท่ีจุหาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
เม่ือ พ.ค. 2554

การนำเสนอผลงาน
นำเสนอผลงานแบบบรรยายในหัวข้อเร่ือง ผลของภาวะเค็มต่อการสังเคราะห์ด้วย 

แสงและการเจริญเติบโตในข้าวสายพันธ์ทนเค็มท่ีได้จากประชากร CSSL ท่ีการประชุมวิชาการพันธุ 
ศาสตร์ แห่งชาติ คร้ังท่ี 18 ระหว่างวันท่ี 17 - 19 กรกฎาคม 2556 ณ โรงแรมแอมบาสเดอร์ สุขุมวิท 
กรุงเทพมหานคร

ได้รับรางวัลการนำเสนอผลงานแบบบรรยาย ดีเย่ียม ในการนำเสนอผลงาบแบบ 
บรรยายในหัวข้อเร่ือง การตอบสนองต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงของข้าวจากประชากร CSSL ในภาวะ 
เครียดท่ีเกิดจากความเค็ม ท่ีการการประชุมวิชาการและเสนอผลงานวิจัยพืชเขตร้อนและก่ึงร้อน คร้ัง 
ท่ี 7 วันท่ี 1-2 สิงหาคม พ.ศ. 2556 ณ อาคารสัมมนา ศูนย์การศึกษาต่อเน่ือง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี 
พระจอมเกล้าธนบุรี กรุงเทพมหานคร

การดีพิมพ์บทความวิชาการ
พนิตา ชุติมานุถูล, อัญชลี ใจดี, ธีรพงบั บัวบูชา, มีชัย เซ่ียงหลิว, ธีรยุทธ คู้จินดา, ศุภจิตรา 

ชัชวาลย์ และ บุญธิดา โฆษิตทรัพย์. 2013. ผลของภาวะเค็มต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงและการ 
เจริญเติบโตในข้าวสายพันธุทนเค็มท่ีได้จากประชากร CSSL. Thai Journal of Genetic. s(l): 276- 
279

พนิตา ชุติมานุกูล, อัญชลี ใจดี, ธีรพงษ์ บัวบูชา, มีชัย เซ่ียงหลิว, ธีรยุทธ คู้จินดา, ศุภจิตรา 
ชัซวาลย์ และ บุญธิดา โฆษิตทรัพย์. 2013. การตอบสนองต่อการสังเคราะห์ด้วยแสงของข้าวจาก 
ประชากร CSSL ในภาวะเครียดท่ีเกิดจากความเค็ม. Agricultural Sci. J. 44(2)(SuppL): 177-180
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