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วธิีการด าเนินการวจิัย  
 

A. การเตรียมต้นพริก ผลพริก และเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรกโนส 
1)  การเตรียมตน้พริกท่ีใชท้ดสอบ  
  น าเมล็ดพริกพนัธ์ุพริก CA1131 (พนัธ์ุตา้นทาน) และพนัธ์ุ CA365 (พนัธ์ุอ่อนแอ) มาฟอก
ฆ่าเช้ือดว้ย 0.6% โซเดียมไฮโปคลอไรท ์ จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จ  านวน 3 คร้ัง 
น าเมล็ดพริกท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ไปเล้ียงบนอาหาร MS medium ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 60 วนั ก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่างๆ 
2) การเตรียมผลพริกท่ีใชท้ดสอบ 
  ผลพริกท่ีใชใ้นการทดสอบผลของไคโตแซนต่อการชกัน าความตา้นทานโรคแอนแทรก
โนส คือ สายพนัธ์ุจินดา (พนัธ์ุตา้นทาน) และสายพนัธ์ุบางชา้ง (พนัธ์ุอ่อนแอ) ท่ีไดจ้ากพื้นท่ีปลูกพริก 
อ าเภอพระแท่นดงรัง จงัหวดักาญจนบุรี ท าการคดัเลือกผลท่ีสมบูรณ์ไม่มีโรค ปลอดจากแมลง และมี
คุณภาพดีโดยมีความยาวของผลประมาณ 5-6 เซนติเมตร กวา้งประมาณ 1 เซนติเมตร สีแดงตลอดผล 
น ามาท าการทดลอง ณ หอ้งปฏิบติัการสายวชิาเทคโนโลยหีลงัการเก็บเก่ียว คณะทรัพยากรชีวภาพและ
เทคโนโลย ี มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี โดยน าพริกมาลา้งท าความสะอาด ผึ่งใหแ้หง้ 
ก่อนน าไปใชใ้นการทดลองต่างๆ 
2) การแยกเช้ือราสาเหตุโรคผลเน่าในพริกและการพิสูจน์โรคตามวธีิของ Koch’s postulation 

น าผลพริกท่ีแสดงอาการผลเน่ามาแยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวิธี Tissue transplanting method 
โดยการตดัเน้ือเยื่อผลพริกจากบริเวณส่วนท่ีเป็นรอยต่อระหว่างเน้ือเยื่อท่ีปกติและเน้ือเยื่อท่ีเกิดโรค 
เป็นช้ินขนาด 5x5 มิลลิเมตร ฆ่าเช้ือท่ีผิวดว้ยสารละลาย Sodium hypochlorite (Clorox®) ท่ีความ
เขม้ขน้ร้อยละ 10 แช่เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นลา้งออกดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง ซบัน ้ า
ส่วนเกินออกดว้ยกระดาษทิชชูท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ วางช้ินส่วนเน้ือเยื่อพริกลงบนอาหาร Water Agar 
(WA) และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 วนั จากนั้นใช ้ cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 
เซนติเมตร ตดัส่วนปลายเส้นใยเช้ือราท่ีเจริญออกจากเน้ือเยื่อพริกและยา้ยลงบนอาหาร Potato 
Dextrose Agar (PDA) และเก็บเช้ือราบริสุทธ์ิท่ีไดไ้วใ้ชใ้นการศึกษาต่อไปน าเช้ือราท่ีแยกไดไ้ปพิสูจน์
โรคโดยวิธี Koch (Koch’s postulation) เพื่อทดสอบวา่เช้ือราท่ีแยกไดเ้ป็นเช้ือสาเหตุของโรคท่ีแทจ้ริง
ของพริกหรือไม่ โดยใช ้cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนติเมตร ตดัช้ินส่วนเช้ือราบริเวณ
ปลายเส้นใยของโคโลนีเช้ือราท่ีแยกได ้น าช้ินวุน้ (mycelial disc)ไปปลูกบนผลพริกปกติหรือไม่เป็น
โรค จากนั้นบ่มผลพริกไวใ้นกล่องพลาสติกท่ีมีความช้ืนสูง ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วนั ตรวจผล
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การเกิดโรคเปรียบเทียบกบัอาการโรคผลเน่าท่ีแยกไดจ้ากผลพริกในคร้ังแรก จากนั้นเก็บโคโลนีของ
เช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดใ้น PDA slant บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-5 วนั ก่อนน ามาเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

3) การเตรียม spore suspension และวธีิการปลูกเช้ือรา C. gloeosporioides หรือ C. capsici 
น าเช้ือรา C. gloeosporioides หรือ C. capsici ท่ีแยกไดม้าเล้ียงบนอาหาร PDA บ่มไวท่ี้ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7-10 วนั จากนั้นน าเช้ือท่ีเล้ียงไวม้าลา้งเอาสปอร์ท่ีผิวหนา้โคโลนีดว้ยน ้ า
กลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ โดยใชแ้ท่งแกว้ขดูผิวหนา้โคโลนีเบาๆ จากนั้นน ามากรองดว้ยผา้ขาวบางท่ีน่ึงฆ่าเช้ือ
แลว้ น าส่วนของ spore suspension ท่ีไดม้าปรับให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1x107 สปอร์/มิลลิลิตร และน าไป
ฉีดพ่นลงบนผลพริกบริเวณท่ีท าแผลด้วยเข็มเข่ียเช้ือกดลงบริเวณก่ึงกลางผลโดยให้มีความลึก
ประมาณ 2 มิลลิเมตร 
 
B. การเตรียม Biotic elicitor และ Abiotic elicitors 
1) Biotic elicitor -ท าการแยกเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรกโนสท่ีแยกไดจ้ากขอ้ 3) มาเล้ียงในอาหาร
เหลว PDB (Potato Dextrose Broth) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 7-10 วนั จากนั้นน าเส้นใยท่ีไดม้ากรองผา่นกระดาษกรอง และอบ
เส้นใยใหแ้หง้ตามวธีิการของ Chen และคณะ (2006) โดยอบในตูท่ี้อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 
4 ชัว่โมง จากนั้นน าเส้นใยแหง้ท่ีไดม้าบดใหล้ะเอียดจ านวน 100 กรัม มาละลายในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ
ปริมาตร 1 ลิตร โดยวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 100 รอบต่อนาทีนาน 2 ชัว่โมง จากนั้นเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งนาน 24 ชัว่โมง เพื่อใหเ้กิดการตกตะกอน และน าไปกรองผา่นกระดาษกรอง Whatman 
No.1 น าส่วนท่ีกรองได ้(filtrate) ซ่ึงมีความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ไวเ้ป็น stock ส าหรับการศึกษาไว้
ท่ี 4 องศาเซลเซียส ไดน้าน 2 สัปดาห์ ส่วน Soluble chitosan  ใชข้องบริษทั Sigma โดยเตรียมท่ีความ
เขม้ขน้ 10, 20 และ 40 ppm 

 2) Abiotic elicitors - ท่ีใชใ้นการทดลองไดแ้ก่ Benzolthiadiazole (BTH, 50% wettable granule 
fomulation) (Novarits) ความเขม้ขน้ 20 µg L-1 (Hong และคณะ, 2000), 30 และ 40 µgL-1   
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C. การโคลนยีน CHI และ GLU จากพริกด้วยเทคนิค Reverse transcriptase polymerase chain 
reaction (RT-PCR) 
1) การสกดั total RNA จากใบพริก 

น าใบพริกพนัธ์ุ CA1131 (พนัธ์ุตา้นทาน) และพนัธ์ุ CA365 (พนัธ์ุอ่อนแอ) มาท าการสกดั 
total RNA ดว้ยชุด InviTrap®  Spin Universal RNA Mini Kit (Stratec molecular)โดยน าใบพริก
ประมาณ 100 mg มาบดใหเ้ป็นผงละเอียดดว้ยไนโตรเจนเหลว น าไปใส่ใน 2 ml Receiver tube 
จากนั้นเติม DTT-containing Lysis Solution TR ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลว้ vortex ให ้ Lysis 
Solution TR สัมผสักบัตวัอยา่งพืชอยา่งทัว่ถึงประมาณ 10 นาที หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 xg เป็น
เวลา 2 นาที ดูดส่วนใสใส่ใน 2.0 ml Receiver tube ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติม 100% Ethanol ผสม
ใหเ้ขา้กนัโดยใชปิ้เปต แลว้ดูดสารละลายท่ีไดล้งใน RTA Spin Filter Set บ่มเป็นเวลา 1 นาที แลว้หมุน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 Xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งส่วนใสท่ีผา่น column ลงมาแลว้ลา้ง RTA Spin Filter 
ดว้ย Wash Buffer R1 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง
ส่วนใสท่ีผา่น column ลงมา จากนั้นยา้ย RTA Spin Filter ลงใน RTA Reciever Tube หลอดใหม่ แลว้
ลา้งดว้ย Wash Buffer R2 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 Xg เป็นเวลา 1 นาที 
(ท าการลา้ง column 2 รอบ) ทิ้งส่วนใสท่ีผา่น column ลงมา หมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 13,000 Xg เป็น
เวลา 5 นาที เพื่อก าจดัเอทธานอลท่ีเหลือ จากนั้นยา้ย RTA Spin Filter ลงใน RNase free Elution Tube 
และชะ RNA ดว้ย Elution Buffer R ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บ่ม 2 นาทีก่อนน าหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 
10,000 Xg เป็นเวลา 1 นาที ทิ้ง RTA Spintb Filter จากนั้นน าสารละลายท่ีไดไ้ปวดัค่าการดูดแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร  RNA ท่ีมีความบริสุทธ์ิจะมีอตัราส่วนค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร (A260nm/A280nm)  ระหวา่ง 
1.8-2.1 และวเิคราะห์คุณภาพของ RNA ดว้ยเทคนิค Formaldehyde-Agarose gel electrophoresis 
จากนั้นเก็บ RNA ท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษาต่อไป 
2) การก าจดั DNA ออกจากตวัอยา่ง total RNAโดยเติม RNase-free DNaseI 

น า total RNA ท่ีไดเ้ติม 100 µL DEPC-treated water, 20 µL 10X DNaseI buffer, (100 mM 
Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCl, 15 mM MgCl, 0.01% gelatin) และ 4 µL DNaseI น าไปบ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นท าการสกดัแยกเอาเอนไซมแ์ละเกลือต่างๆ ออกดว้ยการเติม 
phenol:CHCH3 (3:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายท่ีมีอยูใ่นปฏิกิริยา เขยา่และน าไป centrifuge ท่ี 4 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 14,000 Xg นาน 10 นาที น าส่วนใสดา้นบนมากตกตะกอนดว้ย 20  µL 3 
M NaOAc, pH 5.5 และ 600 µL 100% ethanol จากนั้นทิ้งไวใ้นตูเ้ยน็ -20 องศาเซลเซียส ขา้มคืนจึงน า
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ตวัอยา่งมา centrifuge ท่ี 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 14,000 Xg นาน 10 นาที น าตะกอนท่ีไดม้า
ลา้งใน 80% ethanol และปล่อยทิ้งไวใ้หแ้หง้ใน heat block ท่ี 50 องศาเซลเซียสนาน 3-5 นาที จากนั้น
ละลาตะกอนใน 50 µL DEPC-treated water และท าการตรวจสอบความเขม้ขน้และคุณภาพของ total 
RNA ท่ีไดด้ว้ยวธีิ  Electrophoresis  และ Spectrophotometer ท่ี Absorbance 260/280 (Bailey และคณะ
, 2005) 

 
3) การออกแบบ primers ท่ีใชใ้นการโคลนยนี CHI และ GLU 

 น าการออก primers ท่ีใชใ้นการโคลนยนี CHI และ GLU จะแบ่งท าได ้2 ส่วน คือ ส่วนท่ี 1 
คือโดยการน าเอาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CHI และ GLU ท่ีเคยมีรายงานในพริกกลุ่ม Capsicum 
annuum(ตารางท่ี 1) ตามท่ีปรากฏในฐานขอ้มูลของ GenBank เช่น DDBJ (DNA Data Bank of Japan, 
Mishima, Shizuoka, Japan, http://www.ddbj.nig.ac.jp), NBCI (Bethesda, MD, USA, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov)และ EMBL (Cambridge, UK, http://www.embl-heidelberg.de) มา
เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนท่ีเหมือนกนั (conserver regions หรือบริเวณอนุรักษ)์ ดว้ย
โปรแกรม Genetyx MAC Version 10.1 จากนั้นจึงออกแบบ primer จากบริเวณดงักล่าวส่วนท่ี 2 คือ 
การน าเอา primers ของยนีCHI และ GLU จากท่ีเคยมีการรายงานไวก่้อนหนา้น้ีแลว้ในผลงานตีพิมพ ์
เช่น Primer ของ pepper chitinase gene จากจีโนมของพริกกลุ่ม Capsicum annuum ไดแ้ก่ CLASS2N 
 -׳และ CLASS2C (5 (forward primer) ׳AACAACCC(A/T)GATTTAGT(A/G)GC-3-׳5
GTTCCTTT(A/G)GTTGTTACGT-3׳ (reverse primer) (Hong และคณะ, 2000) เป็นตน้ 

 

ตารางท่ี 3.1  ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ Chitinase และ β1,3-glucanase ในพริก 
Gene/cDNA Species of 

capsicum 
Presumptive function  GeneBank accession 

number / References 
Chi2 Capsicum annuum chitinase AY775335 
CLF17  Capsicum annuum endochitinase AA840648 
I9  Capsicum annuum chitinase class I AF082713 
CAChi2 Capsicumannuum chitinase class II  AF091235/Hong และ

คณะ (2000) 
GLU Capsicum annuum β-1,3-glucanase-like 

protein  
AF294849/Pflieger และ
คณะ (2000) 

BGLU Capsicum 
annuum(cv. 
Hanbyul) 

basic-β1,3-glucanase AF227953/Jung และ 
Hwang (2000) 

http://www.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.embl-heidelberg.de/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=60459372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=2922033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3462816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=3641354
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ตารางท่ี 3.2 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ primers ท่ีออกแบบมาเพื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณยีน 
Glucanase (GLU) และ Chitinase (CHI) ในปฏิกิริยา PCR 
ช่ือ Primers ล าดบัเบส ยนี Accession no. 
GluP-F1 5’-CGAGAATTACTATTCCTCAAATGGGC-3’ GLU AF227953 
GluP-R1 5’-GGGCTGCTTGTTGGGGGAAAAACCTCC-3’ GLU  
GluP-F2 5’-GCAGGGGGTCAATCAATAGG-3’ GLU AF227953 
GluP-R2 5’-GCGGTTTCCAAAACAAACAGG-3’ GLU  
BGAL3-F1 5’-CTGGGATGGAACACGCGAG-3’ GLU AF294849 
BGAL3-R1 5’-CAGAATCCAACATAGCATC-3’ GLU  
BGAL-F1 5’-GAGGCTCCAACATTGAAG-3’ GLU AF227953 
BGAL-R1 5’-TCGGATCAATGGACGACC-3’ GLU  
GluP2-F* 5’-GCTAGGGAACAACTTGCCACCAGCATCAC-3’ GLU AF227953 
GluP2-R* 5’-CTATCAGAAAACCCAAGTTGAGTGG-3’ GLU  
Chi2P-F1 5’-ATGGAGTTCTCTGTATCACCAGTGGC-3’ CHI AF091235 
Chi2P-R1 5’-GCCTAACCCTGGGCAAAGTTC-3’ CHI  
Chi2P-F2 5’-CCAGGGACTTGTTTGAACGGATG-3’ CHI AF091235 
Chi2P-R2* 5’-CCCCTTATTTATTACTGTCATCTCC-3’ CHI  
Chi1F1 5’-TGCTTAAGCATCGCAACG-3’ CHI AF082713 
Chi1R1 5’-TGATGACACCGAATCCAG-3’ CHI  
Chi2F1* 5’-CGGATGCTGAGTTTTAGG-3’ CHI AF091235 
Chi2R1 5’-ATGCCCCTTCCTGCGCGCT-3’ CHI  

* คือ primers ท่ีสามารถใชเ้พิ่มปริมาณ DNA จาก cDNA ของ Glucanase (GLU) และ Chitinase (CHI) 
ในปฏิกิริยา PCR ได ้

 
4) การเตรียม cDNA จาก RNA ของใบพริก ดว้ยชุด Thermo Scienctific Verso™ (Thermo Scientific) 

เตรียม Reaction Mix ดงัน้ี ผสม 5X cDNA synthesis buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร, 5 mM 
dNTP Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, 500 ng/µl Anchored Oligo-dT ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, RT 
Enhancer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, Verso Enzyme Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, น ้ า (PCR grade) 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และเติม RNA ท่ีสกดัไดจ้ากขอ้ 1 จ านวน 1 ไมโครกรัม ผสมให้เขา้กนัโดย
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ใช้ปิเปต น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และหยุดปฏิกิริยาดว้ยการบ่มท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
5) การเพิ่มปริมาณ taget DNA จาก cDNA ดว้ยวธีิ PCR 

น า cDNA ท่ีไดจ้ากขอ้ xx มาเพิ่มปริมาณยีนดว้ยวิธี PCR โดยใช ้primers ท่ีออกแบบไดจ้าก
ตารางท่ี 3.2 ในปฏิกิริยาจะมี PCR reaction mix ประกอบด้วย 10X PCR buffer ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร, 2.5 mMdNTPs ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร, เอนไซม์ Taq DNA polymerase (5U/µl) 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 10 µM Forward primer และ10 µM Reverse primer ปริมาตรอยา่งละ 0.5 
ไมโครลิตร และใส่ cDNA (1 µg) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แลว้ปรับปริมาตรให้ไดป้ริมาตรสุทธิเท่ากบั 
25 ไมโครลิตร โดยใชน้ ้ า DEP-C water หลงัจากนั้นน าเขา้เคร่ือง Thermal cycler: MJ Research PTC-
200 Peltier Thermal Cycler โดยใชโ้ปรแกรม PCR ดงัน้ี 
โปรแกรมท่ี 1 Initial denaturation ท่ี 94°C เป็นเวลา 3 นาที                    จ  านวน 1 รอบ 
โปรแกรมท่ี 2 Denaturation ท่ี 94°C เป็นเวลา 30 วนิาที          
       Annealing            ท่ี 55°C เป็นเวลา 30 วนิาที                                  จ  านวน 30 รอบ 
        Extension            ท่ี 72°C เป็นเวลา 45 วนิาที 
โปรแกรมท่ี 3 Extension            ท่ี 72°C เป็นเวลา 10 นาที                                 จ  านวน 1 รอบ 
               ท่ี   4°C เป็นเวลา ∞ 
  น า PCR product ท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ยวิธี gel electrophoresis บน 0.7% agarose gel และ
เปรียบเทียบขนาดของ DNA ท่ีไดก้บั 100 bp DNA ladder (Fermentas) 
 
6) การโคลนยนี CHI และ GLU 
  น า PCR product บริสุทธ์ิท่ีสกดัจาก agarose gel ไดม้าเช่ือมต่อกบั pCR2.1 vector (รูปท่ี 3.1) 
โดยใชเ้อนไซม ์T4 DNA ligase (Sambrook และคณะ, 1987) จากนั้นน าพลาสมิดลูกผสมท่ีไดถ่้ายเขา้สู่ 
E.coli DH5α ดว้ยวธีิ CaCl2 หลงัการถ่ายพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่ E.coli DH5α จากนั้นน าเอา E.coli 
DH5α ท่ีมีพลาสมิดน้ีไปเล้ียงในอาหาร LB (Lurient Broth) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บนเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที นาน 1 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นดูดเซลแขวนลอยท่ี
ไดม้าคดัเลือกเซลท่ีมีพลาสมิด ลูกผสมของยนี CHI หรือ GLU อยูโ่ดยการน าไปเล้ียงในอาหาร LB 
agar ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร และเกล่ียหนา้อาหารดว้ย40 
ไมโครลิตรของสารละลายผสมของ สารx-gal ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ IPTG ความ
เขม้ขน้ 200 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  (Sambrook และคณะ, 1987)  ท าการคดัเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวมา
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เล้ียงใน LB ท่ีมีส่วนผสมของแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร จากนั้นน าเซลท่ีไดม้าสกดัพ
ลาสมิดออกโดยวธีิ Alkaline lysis (Sambrook และคณะ, 1987) ท าการตรวจสอบโคลนท่ีไดโ้ดยการ
ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัเฉพาะ และน าไปแยกโดยวธีิ Electrophoresis บน 1.0% agarose gelและท าการ
ตรวจสอบขนาดของDNA ท่ีไดโ้ดยเทียบกบั  DNA  ท่ีตดัดว้ยเอนไซม ์Sty I หรือ HindIII เป็น DNA 
makerเพื่อพิจารณาขนาดดีเอ็นเอท่ีไดว้า่มีขนาดใกลเ้คียงกบัยนี CHI และ GLU จากท่ีเคยมีการรายงาน
ไวห้รือไม่ จากนั้นน าพลาสมิคสายผสมท่ีคดัเลือกไดส่้งไปหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนีท่ีโคลนไดท่ี้ 
1st BASE Pte Ltd  (สิงคโปร์) 
 

                
 

รูปท่ี 3.1 แสดง pCR2.1-TOPO  vector 
 
 
 
 

7) การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละอะมิโนแอซิคของยนี CHI และ GLU  
  น าล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี CHI และ GLU ท่ีไดจ้าก 1st BASE Pte Ltdมาวเิคราะห์หา
ส่วนท่ีเป็น start codon, stop codon, ORF (open reading frame), restriction site และแปลรหสัโปรตีน
ท่ีไดโ้ดยโปรแกรม Genetyx MAC Version 10.1 จากนั้นน าเอาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละอะมิโนแอซิค
ของยนี CHI และ GLU ท่ีไดโ้คลนไดจ้ากพริกกลุ่ม Capsicum chinense ไปเปรียบเทียบเป็นเปอร์เซ็นต์
ความเหมือน (Similarity และ Identity) กบั CHI และ GLU ของพริก Capsicum annuum และส่ิงมีชีวิตชนิด
อ่ืนๆ โดยการท า  Multiple sequence alignment ดว้ยโปรแกรม Genetyx MAC Version 10.1 
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D. ศึกษาการแสดงออกของยีน CHI และ GLU ทีเ่กดิจากการชักน าโดย Biotic elicitors และ Abiotic 
elicitors ในพริกพนัธ์ุต้านทานและพริกพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคแอนแทรกโนส 
1) การฉีดพน่ Biotic elicitors และ Abiotic elicitors 

  น าตน้กลา้พริกท่ีเพาะไวใ้น MS media อาย ุ60 วนั มาท าการฉีดพน่ดว้ย Biotic elicitors คือ 
stock ของเส้นใยแหง้ของเช้ือท่ีเตรียมไดใ้นขอ้ 13.2 ความเขม้ขน้ 3, 5 และ 7 เปอร์เซ็นต ์หรือฉีดพ่น
ดว้ย Abiotic elicitorsไดแ้ก่ Benzolthiadiazole (BTH) ความเขม้ขน้ 20, 30 และ 40 μgmL-1 ส่วนตน้
พริกในชุดควบคุมคือพน่ดว้ยน ้ากลัน่ โดยปริมาตรของสารละลายท่ีฉีดพน่ต่อตน้คือ 1 มิลลิลิตรต่อ
ตน้ จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งใบพริกในวนัท่ี 0 1 3 5 และ 7 มาสกดั total RNA ตามวธีิการขา้งตน้  
2) การออกแบบ primers ส าหรับใชใ้น Real-time PCR 
  ท าการออกแบบ Primers ส าหรับใชใ้นปฏิกิริยา Real-time PCR (ตารางท่ี 3.3) ท าโดย
วเิคราะห์จากนิวคลีโอไทดข์องยนี CHI และ GLU ท่ีไดจ้ากการท า DNA sequence ท่ีขอ้ C (7) 
 

ตารางท่ี 3.3 Primers ส าหรับใชใ้นปฏิกิริยา Real-time PCR 
Primer Name Oligonucleotide sequence Product Size (bp) 
CHI-F 5’-CACCAGCAGATAGGTCAGCA-3’  157 
CHI-R 5’-TCCAGTGGGAACATTCAACA-3’ 
GLU-F1 5’-TTTCTTCTTCCTGCCATGAG-3’ 116 
GLU-R1 5’-GGTGGAAAAGAGTTCCCAAT-3’ 

 

3) การตรวจการแสดงออกของยนี CHI และ GLU โดยวธีิ Real time RT- PCR 
ท า Real-time PCR ดว้ย KAPA SYBR®  FAST qPCR Kit Master Mix (2X) Universal 

(kapabiosystems, USA) โดยใช ้ cDNA ท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ 2 µg / total reaction 20 µl เป็น
แม่แบบและใช ้ forward primer และ reverse primer ดงัตารางท่ี 3.3 โดยเตรียม reaction mix ดงัน้ี 
ผสม 2X KAPAKAPA SYBR®  FAST qPCR Master Mix (2X)* ABI Prism 10 µl, forward primer 
(10 µM) 0.4 µl, reverse primer (10 µM) 0.4 µl, ROX 0.4 µl ในการสังเคราะห์ยนีนั้นๆ โดยมี
ขั้นตอนการสังเคราะห์ดงัน้ี เร่ิมจากแยกสาย DNA ออกจากกนัท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั้นท าปฏิกิริยา PCR จ านวน 40 รอบ โดย denature ท่ี 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที, 
annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที และ extension ท่ี 72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 
นาที จากนั้นน าค่า Ct ท่ีไดจ้ากการอ่านค่าของเคร่ือง Real-time PCR มาวเิคราะห์ขอ้มูล 
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รูปท่ี  3.2 Standard curve ของปริมาณ cDNA ของยีน Chitinase ท่ีสกดัไดจ้ากใบพริก โดยการน า cDNA มา
เจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1x10-1 ถึง 1x10-4 µg/ml และน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดย Real time 
PCR 

 

รูปที่ 3.3 Standard curve ของปริมาณ cDNA ของยีน -1,3-glucanase ท่ีสกดัไดจ้ากใบพริก โดยการน า 
cDNA มาเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ 1x10-1 ถึง 1x10-4 µg/ml และน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดย 
Real time PCR  
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 E. การศึกษากจิกรรมของเอนไซม์ทีเ่กีย่วข้องกบัความต้านทานโรคในผลพริก 
น าพริกท่ีเป็นพนัธ์ุการคา้จ านวน 2 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุจินดาและพนัธ์ุบางชา้งมาลา้งท าความ

สะอาดดว้ยน ้ากลัน่ จากนั้นท าบาดแผลโดยการใชเ้ข็มเข่ียเช้ือกดลงบริเวณก่ึงกลางผลโดยให้มีความ
ลึกประมาณ 2 มิลลิเมตร จากนั้นจดัส่ิงทดลองดงัต่อไปน้ี 
ทรีตเมนทท่ี์ 1 พริกพนัธ์ุบางชา้งไม่ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือรา 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 พริกพนัธ์ุบางชา้งท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides 
                       นาน 6 ชัว่โมง 
ทรีตเมนทท่ี์ 3 พริกพนัธ์ุจินดาไม่ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือ 
ทรีตเมนทท่ี์ 4 พริกพนัธ์ุจินดาท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides  
                        นาน 6 ชัว่โมง 

จากนั้นน าผลพริกมาหัน่เป็นช้ินเล็กๆ แลว้ท าการสุ่มตวัอยา่งละ 5 กรัม และเก็บแช่เยน็ไวใ้น
ตูเ้ยน็อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (นานไม่เกิน 1 สัปดาห์) จากนั้นน าตวัอยา่งท่ีแช่แข็งมาบดให้
ละเอียดในโกร่งบดยาดว้ยไนโตเจนเหลวและทรายละเอียด และท าการตรวจวดักิจกรรมของเอนไซม ์
ดงัน้ี 

- Peroxidase โดยวธีิของ Wang (1982) (ภาคผนวก ก.1) 
- Phenylalanine ammonia lyase โดยวธีิของ Camm และ Tower (1973) (ภาคผนวก ก.2) 
- β-1,3 glucanase โดยวธีิของ Salles และคณะ (2002) (ภาคผนวก ก.3) 
- Chitinase โดยวธีิของ Gupta และคณะ (1983) (ภาคผนวก ก.4) 

 
F. การศึกษาผลของสารละลายไคโตแซนต่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนสและการเปลี่ยนแปลงทาง
กายภาพและสรีระวทิยาของผลพริก 

น าผลพริกพนัธ์ุจินดาซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีตา้นทานต่อโรคท่ีไดจ้ากผลการทดลองท่ี 1 และจากการ
ตรวจเอกสารพบวา่เป็นพนัธ์ุท่ีมีความตา้นทานต่อโรคแอนแทรคโนส (บุญญวดี จิรวุฒิ, 2540) จึง
น ามาใชใ้นการศึกษาถึงผลของไคโตแซนต่อการควบคุมโรคแอนแทรคโนส และการเปล่ียนแปลง
ทางกายภาพและสรีระของผลพริก โดยน าผลพริกท่ีเก็บเก่ียวมาจากสวน มาลา้งท าความสะอาดดว้ย
น ้ากลัน่ จากนั้นท าบาดแผลโดยการใชเ้ขม็เข่ียเช้ือกดลงบริเวณก่ึงกลางผล โดยให้มีความลึกประมาณ 
2 มิลลิเมตร ส่วนสารละลายไคโตแซนนั้นน ามาจากบริษทั T.A.B. Innovation จ ากดั ซ่ึงมีความ
เขม้ขน้ของไคโตแซนร้อยละ 2 จากนั้นจดัส่ิงทดลองดงัต่อไปน้ี 
ทรีตเมนทท่ี์ 1 ไม่ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือรา จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 1) 
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ทรีตเมนทท่ี์ 2 ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือรา จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 2) 
ทรีตเมนทท่ี์ 3 ท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides นาน 6 ชัว่โมง 

       จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 3) 
ทรีตเมนทท่ี์ 4 ท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides นาน 6 ชัว่โมง  

       จุ่มในสารละลายไคโตแซนร้อยละ 1.2 
ทรีตเมนทท่ี์ 5 ท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides นาน 6 ชัว่โมง 
                   จุ่มในสารละลายไคโตแซนร้อยละ 1.6 
โดยแต่ละทรีตเมนทมี์ 5 ซ ้ า ๆ ละ 50 ผล จากนั้นบรรจุลงในถาดโฟม และหุม้ดว้ยฟิลม์ยดืห่อหุม้ 
อาหารชนิด PVC ชนิด ท าการเก็บพริกท่ีอุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส และท าการบนัทึกผลการทดลอง 
ทุก 3 วนั จนกระทัง่หมดอายุการเก็บรักษา โดยบนัทึกการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางกายภาพและ
สรีระ 
วทิยาของพริกดงัต่อไปน้ี 
 

- อตัราการหายใจและการผลิตเอทิลีน 
น าพริกท่ีทราบน ้ าหนกั มาบรรจุลงในขวดแกว้ขนาด 50 มิลลิลิตร ปิดขวดให้สนิท เก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง แลว้ท าการเก็บตวัอยา่งก๊าซภายในขวดแกว้ดว้ยหลอด
ฉีดยาท่ีเป็นสุญญากาศปริมาตร 1 มิลลิลิตร น าไปตรวจวดัคาร์บอนไดออกไซด์และเอทีลีน โดยท าการ
วเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง gas chromotography (ภาคผนวก ก. 5) 
 

- การเปล่ียนแปลงสีของผลพริก 
ท าการวดัสีผิวผลพริกดว้ยเคร่ืองวดัสี (Colorimeter) Minolta DP-301 ในการวดัจะพยายามให้ 

probe สัมผสักบัผิวผลมากท่ีสุด โดยใชผ้ลพริกประมาณ 5 ผล วางเรียงชิดกนั จากนั้นวาง probe ให้ตั้ง
ฉากกบัผลพริกแลว้จึงท าการวดั ตวัอยา่งท่ีใชใ้นการวดัค่าสีแต่ละทรีตเมนทมี์ท า 5 ซ ้ า และรายงานเป็น
ค่า Hunter' scale ซ่ึงประกอบดว้ยค่าต่างๆ ดงัน้ี 

- ค่า L เป็นค่าท่ีรายงานถึงความสวา่งของสี มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 100 ถา้ค่า L สูง หมายถึง มี 
ความสวา่งมาก แต่ถา้ค่า L ต ่า หมายถึง มีสีเขม้หรือสวา่งนอ้ย 

- ค่า a เป็นค่าท่ีรายงานถึงการเปล่ียนแปลงของสีเขียว-แดง ค่า a เป็นค่าลบแสดงวา่มีช่วงสี 
เป็นสีเขียว แต่ถา้ค่า a เป็นบวกแสดงวา่อยูใ่นช่วงสีแดง 

- ค่า b เป็นค่าท่ีรายงานถึงการเปล่ียนแปลงของสีในช่วงสีน ้าเงิน-เหลือง กรณีท่ีค่า b มีค่า 
เป็นลบแสดงวา่อยูใ่นช่วงสีน ้าเงิน แต่ค่า b เป็นบวกแสดงวา่อยูใ่นช่วงสีเหลือง 
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- การเปล่ียนแปลงความแน่นเน้ือ (Firmness) 
วดัความแน่นเน้ือโดยใชเ้คร่ือง Texture analyzer TA-XT2 หวัวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 3 

มิลลิเมตร โดยวางหวัวดัให้ตั้งฉากกบัผลพริก กดลึก 2 มิลลิเมตร บนัทึกความแน่นเน้ือ ณ จุดสูงสุด
ของกราฟ แต่ละทรีตเมนทท์ าการวดัค่าความแน่นเน้ือจ านวน 5 ซ ้ า และรายงานผลในหน่วยนิวตนั (N) 
 
- การสูญเสียน ้าหนกัของพริก 

ตรวจสอบการสูญเสียน ้ าหนกัสดไดโ้ดยท าการชัง่น ้ าหนกัเร่ิมตน้ก่อนเก็บรักษา หลงัจากนั้น
ท าการชัง่น ้ าหนกัทุกๆ วนั โดยแต่ละทรีตเมนทมี์ตวัอยา่งจ านวน 5 ซ ้ า น าค่าท่ีบนัทึกไดม้าค านวณหา
ค่าร้อยละของการสูญเสียน ้าหนกัสดดงัน้ี 
ร้อยละ การสูญเสียน ้าหนกัสด = น ้าหนกัเร่ิมตน้-น ้าหนกัหลงัการเก็บรักษา x 100 
                                                           น ้าหนกัเร่ิมตน้ 
- เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคบนผลพริก 

ตรวจสอบการเกิดโรคเฉพาะบนผลพริกโดยใหค้ะแนนดงัน้ี (Zhang และ Quantick, 1997) 
0 = ไม่มีการเกิดโรค 
1 = มีอาการเกิดโรคเป็นจุดเล็กๆ 
2 = มีอาการเกิดโรคนอ้ยกวา่ร้อยละ 25 ของพื้นท่ีผวิ 
3 = มีอาการเกิดโรคร้อยละ 25-50 ของพื้นท่ีผวิ 
4 = มีอาการเกิดโรคมากกวา่ร้อยละ 50 ของพื้นท่ีผวิ 

 
- การเปล่ียนแปลงสีของขั้วผล 

ท าการวดัสีขั้วพริกดว้ยเคร่ืองวดัสี (Colorimeter) Minolta DP-301 ในการวดัจะพยายามให้ 
probe สัมผสักบัขั้วผลพริกมากท่ีสุด โดยเรียงขั้วผลประมาณ 10-15 ผล วางเรียงชิดกนั จากนั้นวาง 
probe ให้ตั้งฉากกบัขั้วพริกแลว้ท าการวดั จ านวน 5 ซ ้ า และรายงานเป็นค่า Hunter'scale ซ่ึง
ประกอบดว้ยค่าต่างๆ ดงัน้ี ค่าความสวา่ง (L) ค่าสีแดง (a) ค่าสีเหลือง (b) 
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- เปอร์เซ็นตก์ารเน่าของขั้วผล 
ตรวจสอบความรุนแรงของการเน่าของขั้วพริกโดยให้คะแนนดงัน้ี (Zhang และ Quantick, 

1997) 
0 = ไม่มีการเกิดโรค 
1 = มีอาการเกิดโรคเป็นจุดเล็ก ๆ ของขั้วผลพริก 
2 = มีอาการเกิดโรคนอ้ยกวา่ร้อยละ 25 ของพื้นท่ีผวิของขั้วผลพริก 
3 = มีอาการเกิดโรคร้อยละ 25 – 50 ของพื้นท่ีผวิของขั้วผลพริก 
4 = มีอาการเกิดโรคมากกวา่ร้อยละ 50 ของพื้นท่ีผวิของขั้วผลพริก 

 

G. ศึกษาผลของสารละลายไคโตแซนต่อการชักน ากจิกรรมของเอนไซม์ Peroxidase, 
Phenylalanine ammonia lyase, β-1,3 glucanase และ Chitinase ในผลพริกพนัธ์ุจินดา 

น าผลพริกพนัธ์ุจินดามาลา้งท าความสะอาดดว้ยน ้ ากลัน่ จากนั้นท าบาดแผลโดยการใชเ้ข็ม
เข่ียเช้ือกดลงบริเวณก่ึงกลางผลโดยใหมี้ความลึกประมาณ 2 มิลลิเมตร จากนั้นจดัส่ิงทดลองดงัต่อไปน้ี 
ทรีตเมนทท่ี์ 1 ไม่ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือรา จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 1) 
ทรีตเมนทท่ี์ 2 ท าแผล ไม่ปลูกเช้ือรา จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 2) 
ทรีตเมนทท่ี์ 3 ท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides นาน 6 ชัว่โมง  

       จุ่มในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (ชุดควบคุมท่ี 3) 
ทรีตเมนทท่ี์ 4 ท าแผล ปลูกเช้ือโดยใชส้ปอร์ของเช้ือรา C. gloeosporioides นาน 6 ชัว่โมง 
                  จุ่มในสารละลายไคโตแซนท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีสามารถช่วยชะลอการเปล่ียนแปลงทาง 

        กายภาพและสรีระวทิยาของพริกพนัธ์ุจินดาท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี F 
แต่ละทรีตเมนทมี์ 5 ซ ้ า และท าการตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของกิจกรรมของเอนไซม ์4 ชนิด คือ 
Peroxidase, Phenylalanine ammonia lyase, β-1,3 glucanase และ Chitinase โดยพิจารณาจากการ
เปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม ์ดงักล่าวขา้งตน้ ทุกๆ 0, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชัว่โมง จากนั้นน ามา
หัน่เป็นช้ินเล็กๆ ตวัอยา่งละ 5 กรัม และเก็บแช่ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ก่อนน ามาบด
ให้ละเอียดในโกร่งบดยาด้วยไนโตเจนเหลวและทรายละเอียด และท าการตรวจวดักิจกรรมของ
เอนไซม ์ดงัน้ี 

- Peroxidase โดยวธีิของ Wang (1982) (ภาคผนวก ก.1) 
- Phenylalanine ammonia lyase โดยวธีิของ Camm และ Tower (1973) (ภาคผนวก ก.2) 
- β-1,3 glucanase โดยวธีิของ Salles และคณะ (2002) (ภาคผนวก ก.3) 
- Chitinase โดยวธีิของ Gupta และคณะ (1983) (ภาคผนวก ก.4) 
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