
บทที่ 3

ผลและวิจารณ

3.1 ผลการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อจากสวนตางๆ ของยางพาราเพื่อชักนํ าใหเกิดแคลลัส
3.1.1  ผลการชกันํ าใหเกิดแคลลัสจากอบัละอองเกสรยางพารา (anther callus)

       อับละอองเกสรที่วางเลี้ยงบนอาหารสูตร  MS ดัดแปลงรวมกับ 2, 4-D ความเขมขน
0.5  มลิลิกรัมตอลิตร และไคเนติน (kinetin) ความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร สามารถชักนํ าใหเกิด
แคลลสั โดยใชเวลา 3-4 อาทิตย ลักษณะแคลลัสที่ไดมีสีเหลืองออน เนื้อเยื่อเกาะกันอยางหลวม ๆ
หลดุออกจากกนังาย (friable callus) (ดังแสดงในรูปที่ 17ก) จากนั้นจึงยายเลี้ยงในอาหารสูตรเดิม
ทีล่ดปริมาณนํ้ าตาลลง 50% เพือ่เพิม่ขนาดของแคลลัส (รูปที่ 17ข) จากการทดลองผูวิจัยสามารถ
ชกัน ําใหเกิดแคลลัสจากอับละอองเกสรได แตมีปริมาณไมเพียงพอสํ าหรับการทดสอบ รวมทั้งมี
ปญหาเกีย่วกบัแหลงวัตถุดิบที่นํ ามาใช  เนื่องจากดอกยางพารามีฤดูกาลออกดอกปละ 1 คร้ัง   ดัง
นัน้ทางผูวจิยัจงึไดพยายามหาสวนอื่นของยางพาราที่สามารถนํ ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพือ่ชักนํ าให
เกิดแคลลัสสํ าหรับใชในการทดสอบตอไป

รูปที่ 17 (ก) แคลลัสอายุประมาณ 4 สัปดาห    ทีเ่กดิจากการชักนํ าจากอับละอองเกสรเพศผู
ในอาหารสูตร MS ดัดแปลงรวมกบั 2, 4-D ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรและไค
เนตนิความเขมขน 2 มิลลิกรัมตอลิตร (bar = 0.5 ซม.)
() แคลลสัอาย ุ2 สัปดาห หลังจากยายเลี้ยงในอาหารเพิ่มขนาด (MS-2) (bar = 1.0
ซม.)

ก ข
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จากการศึกษาการสรางแคลลสัจากอับละอองเกสรยางพารา และการเจริญของ
แคลลสัจากยางพันธุที่ปลูกกันทั่วไป คือ พันธุ RRIM600 และพันธุ GT1 พบวา ความสามารถใน
การสรางแคลลัสข้ึนกับพันธุยางที่ใชทดลอง โดยยางพันธุ RRIM600 มีอัตราการเจริญของแคลลัส
อับละอองเกสรสงูกวายางพนัธุ GT1 ซึ่งสอดคลองกับรายงานการวิจัยของสมปอง เตชะโต และ
วนัทนา เองยอง (2531)   และพบวาความสามารถในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจากอับละอองเกสร
ในชวงแรกเปนไปดวยดี แตเมือ่ท ําการยายเลี้ยงแคลลัสจะชะงักการเจริญไปชวงระยะเวลาหนึ่ง
โดยแคลลสับางสวนจะเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลตอจากนั้นแคลลัสจึงจะเจริญตอไป หลงัจากทํ าการ
ยายเลีย้งในสตูรอาหารที่เพิ่มจํ านวนแคลลัส (MS-2) 3 คร้ัง ก็สามารถนํ าแคลลัสที่ไดมาทดสอบ
หรืออาจจะชกันํ าใหเกิดเปนพืชตนใหมโดยกระบวนการเอ็มบริโอเจนเนซิส (embryogenesis) ตอ
ไป

ในการทดลองนีใ้ชดอกยางพาราพันธุ GT1 และ RRIM600 ที่มีขนาด 3.0
ถงึ 3.5 มลิลิเมตร ซึ่งใกลเคียงกับขนาดของดอกยางพาราพันธุ RRIM600 ที่สุเทพ ชูชวย (2534) ได
รายงานไวและพบวาดอกยางพาราพันธุ RRIM600 ดังกลาวมีขนาดเทากับขนาดของดอกยางพารา
พันธุ 64-1, Reh-keen17 และ   Reh-keen 207  ทีม่ไีมโครสปอรอยูในระยะนิวเคลียสเดี่ยวตอน
ปลาย (Chen et al., 1978) และจากการทดลองผูวิจัยเลือกใชความเขมขน 2,4-D เทากับ 0.5
มิลลิกรัมตอลิตร   ตามวธิกีารเพาะเลี้ยงแคลลัสจากอับละอองเกสรของสมปอง เตชะโต และ
วนัทนา เองยอง (2531) พบวาสามารถชักนํ าแคลลัสจากอับละอองเกสรและทํ าใหมีขนาดใหญได
เชนเดยีวกับการชักนํ าแคลลัสจากอับละอองเกสรของพืชหลายชนิด ประสบความสํ าเร็จเนื่องจาก
การเตมิ 2,4-D ลงไปในอาหารเพาะเลี้ยง เชน มนัฝร่ัง (Solanum tuberosum L.), ขาวโพดและขาว
สาลี (Dunwell and Sunderland, 1973 ; Miao et al., 1978 ; Haung and Sunderland. 1982)

การเก็บดอกยางพาราไวที่อุณหภูมิ 10+1 oC กอนการเพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง ชวย
ในการพัฒนาไปเปนแคลลัสของอับละอองเกสร ชอดอกยางพาราที่เก็บไวนานเกินไปจะเหี่ยวเนื่อง
จากชอดอกสญูเสยีนํ้ าทํ าใหเนื้อเยื่อและเซลลตาย มีผลทํ าใหจํ านวนอับละอองเกสรที่สามารถ
พฒันาไปเปนแคลลัสมีจํ านวนนอยลง ซึง่สอดคลองกับผลการทดลองในมันสํ าปะหลังเพราะเมื่อนํ า
อับละอองเกสรของมันสํ าปะหลังไปเก็บที่ 4 oC เปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนการทดลอง พบวาสามารถ
ชกันํ าแคลลัสไดถึง 90% แตเมือ่น ําอบัละอองเกสรของยางพาราที่ผานการเก็บไวที่อุณหภูมิเดียว
กนัเปนเวลา 48-72 ชั่วโมง มาชักนํ าแคลลัสจะมีอัตราการเกิดแคลลัสที่ต่ํ ากวาเดิม    สวนอับ
ละอองเกสรที่ตัดมาใหม เมือ่น ํามาชกันํ าแคลลัสพบวาชักนํ าแคลลัสไดในปริมาณนอย เนื่องจาก
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อับละอองเกสรยางพาราที่ไมผานการเก็บที่อุณหภูมิต่ํ าระยะเวลาหนึ่ง สามารถปลอยสารบางชนิด
ออกมาและสารเหลานั้นอาจยับยั้งการเกิดแคลลัส (สมปอง เตชะโตและวันทนา เองยอง, 2531)

จากการน ําอับละอองเกสรของยางพารา 2 พันธุ คือ พันธุ GT1 และพันธุ
RRIM600 มาชกัน ําใหเกิดแคลลัสพบวา อัตราการเกิดแคลลัสตางกันไป จากผลการทดลองแสดง
ใหเห็นวา นอกจากองคประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงแลวพันธุยางพาราก็มีผลตออัตราการเกิด
แคลลสั     อัตราการเกิดแคลลัสตางกันนี้ตรวจพบไดในการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของพืชชนิด
อ่ืนดวย เชน อับละอองเกสรของขาวพันธุ D-5 พัฒนาเปนแคลลัสไดดีที่สุดจากขาวที่นํ ามาทดลอง
ทัง้หมด 11 พันธุ (Song et al., 1978)

แคลลัสที่ผานการยายเลี้ยงในอาหารที่ชักนํ าแคลลัสไปนานๆ ไมสามารถ
นํ ามาชักนํ าเอ็มบริออยดได (สุเทพ ชูชวย, 2534) แคลลัสมีลักษณะเปนสีนํ้ าตาลที่เรียกวา 
browning เกดิขึน้ จงึไมเหมาะที่จะนํ ามาใชในการทดสอบครั้งนี้   รวมทัง้เซลลมีความผิดปกติและ
เกิดปรากฏการณเอ็นโดไมโตซิสคือ การที่เซลลมีการแบงนิวเคลียสแตไมมีการแบงไซโตพลาสซึม  
สงผลใหการชักนํ าเอ็มบริออยดจากแคลลัสเหลานี้เกิดขึ้นไดยาก

3.1.2 ผลการชักนํ าใหเกิดแคลลัสเมล็ดออน (integument-derived callus)
 เมลด็ออนทีม่ีอายุประมาณ 6-8 อาทิตย สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดโดยการ

น ํามาวางเลีย้งบนอาหาร MS รวมกับ 2,4-D และ BA ที่ความเขมขนเทากันคือ 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
และซูโครส 8% ปรับ pH ในอาหารเทากับ 5.8  กอนน ําไปนึ่งฆาเชื้อภายใตความดันสูง   แลวเติม
ไฟตาเจล (phytagel) ใหมีความเขมขนเปน 0.25%  จากนัน้น ําไปวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25+2 oC  ใน
ทีม่ดืเปนเวลา 3-4 สัปดาห      ผูวิจัยสามารถชักนํ าใหเกิดเปนแคลลัสไดภายในเวลา 30 วัน   โดย
แคลลสัทีไ่ดมลัีกษณะฟูใส มีสีเหลืองออน เกาะกันหลวมๆ หลุดออกจากกันงาย (friable callus) มี
ขนาดใหญและนํ้ าหนักมากกวาแคลลัสที่เกิดจากการชักนํ าจากอับละอองเกสร หรือขอปลองของ
ยางพารา (ดังแสดงในรูปที่ 17 และรูปที่ 19)  ซึง่เหมอืนกับรายงานของ Te-chato and Chartikul
(1995) และยังพบวาอัตราการสรางแคลลัสเมล็ดออนยางพาราในยางพนัธุ RRIM600 สูงกวายาง
พนัธุ GT1 ซึ่งเหมือนกับอัตราการสรางของแคลลัสอับละอองเกสรทีข้ึ่นกบัชนิดของพันธุยาง  เมื่อ
ท ําการยายเลี้ยงแคลลสั โดยนํ าไปวางเลี้ยงบนอาหารสูตรเดียวกันแตลดความเขมขนของซูโครส
เหลือ 5% (MS-2) เพือ่เพิม่ขนาดของแคลลัสพบวา เซลลของแคลลัสมีการรวมกันเปนกลุมกอน
บางสวนจะเปนสีนํ้ าตาลตอจากนั้นแคลลัสจะเจริญตอไป (รูปที่ 18ข)    อีกปจจัยที่มีผลตออัตรา
การอยูรอดของแคลลัสคือเมื่อทํ าการยายเลี้ยงแคลลัสจะเกิดบาดแผลขึ้น ท ําใหเกิดแรงเครียด
(stress physiology) (www.hos.ufl.edu/mooreweb/TissueCulture/class7/recalcitrance.pdf)

http://www.hos.ufl.edu/mooreweb/TissueCulture/class7/recalcitrance.pdf
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ซึง่จะเปนตวักระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการเกิดสีนํ้ าตาลของชิ้นสวนพืช   โดยสวนใหญแลวจะทํ าใหเกิด
การตายของเซลลข้ึน  จากการศกึษาของสมปอง เตชะโต (2534) พบวา สามารถแกไขโดยการนํ า
แคลลสัไปวางเลี้ยงในที่มืดเปนระยะเวลาหนึ่งกอนทํ าการยายลี้ยงซึง่จะชวยลดปญหาดังกลาวได

Michaux-Ferriere and Carron (1989)   ไดรายงานวาชวงเวลาของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในชวงแรกและระยะเวลาของการยายเลี้ยงเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญของ
เอม็บริโอ และจากที่ผูวิจัยไดทํ าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยการชักนํ าใหเกิดแคลลัสจากเมล็ดออนซึ่ง
พบวา หากน ําเมล็ดออนที่มีอายุระหวาง 45-75 วัน หลังการผสมเกสร สามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัส
ได แตหากนํ าเมล็ดออนที่มีอายุมากกวาชวงระยะเวลาดังกลาวก็จะมีผลตอความสามารถในการ
เจริญเปนแคลลัส   หากสามารถเกดิเปนแคลลัสไดก็จะใชระยะเวลาในการชักนํ านานกวาเมล็ดที่มี
อายุออน   ดังนั้นจึงตองพิถีพิถันในการคัดเลือกเมล็ดที่นํ ามาใชใหอยูในชวงระยะเวลาดังกลาว   
นอกจากนี้ผูวิจัยไดทดลองนํ าแคลลัสเมล็ดออนที่เตรียมไดมายายเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อเพาะ
เลีย้งเซลลซัสเพนชัน (cell suspension) แตไดปริมาณเซลลแขวนลอยเพียงเล็กนอย    ดังนั้นจะ
ตองท ําการดดัแปลงสูตรอาหารที่ใชเลี้ยงใหเหมาะสม รวมทั้งสภาพแวดลอม อุณหภูมิ อัตราเร็วใน
การเขยาเลีย้งดวย เพื่อจะไดเซลลซัสเพนชันซึ่งสามารถนํ ามาใชในการศึกษาระดับเซลลได  โดยจะ
เปนประโยชนสํ าหรับงานวิจัยที่สามารถทํ าไดตอเนื่องจากงานวิจัยชิ้นนี้  แตในขณะนี้ทางผูวิจัยทํ า
การศึกษาในระดับของแคลลัสเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรและ/หรืออิลิซิติน เพื่อดูปริมาณและ
อัตราเร็วของสคอพอลิติน (Scp) ทีถ่กูสรางขึน้  ไมไดศึกษาในระดับเซลลซัสเพนชันและพบวาจาก
การศึกษาในแคลลัสใหคาความแปรปรวนตํ่ า  รวมทั้งลดปญหาการปนเปอนจากเชื้อโรคในธรรม
ชาตไิดดีกวาการศึกษาในใบยางพาราที่ไดมีรายงานไว   โดยเมธินี รัตรสาร (2546), นิลุบล บุญหวัง
ชวย (2545) และนารถธิดา รอดโพธิ์ทอง (2546)
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รูปที่ 18 (ก) แคลลัสเมล็ดออนของยางพาราอายุประมาณ 4 สัปดาห
(ข) แคลลัสเมล็ดออนของยางพาราอายุประมาณ 8 สัปดาห
ในอาหารสูตรเพิ่มขนาดแคลลัส MS-2 (bar =1 ซม.)

3.1.3 ผลการชักนํ าใหเกิดแคลลัสขอปลอง (internodal stem callus)
ผูวจิยัสามารถชักนํ าใหเกิดแคลลัสขอปลอง  โดยการนํ าขอปลองขนาด 1

เซนตเิมตรที่ปลอดเชื้อ มาวางเลี้ยงบนอาหาร MS medium ดัดแปลงรวมกับ 2,4-D ความเขมขน 4 
มลิลิกรัมตอลิตร และไคเนตินความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ตามวิธีของ Arak Jantasilp 
(1991) เพื่อกระตุนใหเกิดแคลลัส   Wilson and Street (1975) รายงานวาการเจริญของแคลลัสขอ
ปลองของยางพาราขึ้นกับระดับความเขมขนของ 2,4-D ซึ่งที่ความเขมขน 4 มิลิลิกรัมตอลิตร จะ
กระตุนการเกิดแคลลัสในชวงแรกๆ และชวยในการเจริญเติบโตของแคลลัสดวย  สวนการใชนํ้ าตาล
ซโูครสควรมีเปอรเซนตสูงถึง 8% จงึจะสามารถกระตุนใหเกิดแคลลัสไดดี   ทางผูวิจัยสามารถชัก
นํ าใหเกิดเปนแคลลัสโดยใชเวลาประมาณ 4 สัปดาห แคลลัสที่ไดมีสีเหลืองออน มีลักษณะฟู
เหมอืนหมิะ (ดังแสดงในรูปที่ 19) ซึ่งจะแตกตางจากแคลลัสที่ชักนํ าจากอับละอองเกสรและเมล็ด
ออนที่มีความสมํ ่าเสมอของเซลลมากกวา    จากการทดลองพบวาเปอรเซนตการเกิดแคลลัสที่ได
จากการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อจากสวนขอปลองของยางพาราพันธุ PB235 มอัีตราการเกิดแคลลัสคิด
เปนเปอรเซ็นตไดสูงสุด คือ 61% รองลงมาคือ ยางพันธุ RRIT251 คิดเปน 58 %, ยางพันธุ PB255 
คิดเปน 35%, ยางพนัธุ RRIM600 คิดเปน 27% และยางพันธุ BPM-24 คิดเปน 21% ตามลํ าดับ 
(ตารางที ่ 6) เนือ่งจากพันธุพืชเปนปจจัยที่มีผลตอความสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพราะจะ

ก ข
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เปนตวัก ําหนดความสามารถในการเกิด organogenesis หรือ embryogenesis ซึ่งสอดคลองกับ
งานวจิยัทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของสมปอง เตชะโต และวันทนา เองยอง 2531

น ําแคลลัสที่ไดไปยายเลี้ยงในอาหารที่เพิ่มขนาด    MS-2   เปนเวลา 3-4 สัปดาห
เพื่อใชในการทดสอบ และพบวาเมื่อยายเลี้ยงแคลลสัไประยะหนี่งแคลลัสจะเริ่มเปลี่ยนเปนสีนํ้ า
ตาลและลักษณะเนื้อเยื่อมีสีขาวขุน ซึ่งสอดคลองกับ Arak Jantasilp (1991) ทีก่ลาววา แคลลัสขอ
ปลองของยางพาราภายหลังยายเลี้ยงจะเปลีย่นเปนสีนํ้ าตาลและมีรูปรางกลมสีขาว รวมทั้งมี
ลักษณะฟเูหมอืนหมิะ โดยเนื้อเยื่อมีการแตกออกจากกัน บางสวนของแคลลัสมีสีนํ้ าตาลหรือที่
เรียกวา necrotic นอกจากนี้แคลลัสยังมีการรวมกลุมกันหนาแนนเมื่อผานการยายเลี้ยงมาแลว  ดัง
นัน้จงึไมควรยายเลี้ยงนานจนเกินไปและหากทํ าการยายเลี้ยงตอไป ควรคัดแยกเอาชิ้นสวนของ
แคลลัสที่มีความสมบูรณเทานั้น

การน ํายางพาราซึ่งเปนไมเนื้อแข็ง (woody plants) มาท ําการศึกษาทางดานการ
เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ มักประสบปญหาคือการปนเปอนจากชิ้นสวนพืช (explants) ความมีชีวิตของชิ้น
สวนพชืที่นํ ามาใช และความสมบูรณของตนแมพันธุ   ปญหาการปนเปอนจากเชื้อแบคทีเรียที่ติด
มาจากเนื้อเยื่อที่ปลูกอยูในแปลงทดสอบ เปนปญหาที่แกไขไดยากโดยเฉพาะอยางยิ่ง
endogeneous bacteria ทีเ่กดิขึน้ระหวาง กอน หรือหลังทํ าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  การแกไขโดย
การใช antibiotic ก็ไมสามารถแกไขปญหานี้ไดหมด และลักษณะที่พบไดโดยทั่วไปในการเพาะ
เลีย้งเนือ้เยือ่จากไมยืนตนซึ่งเปนพืชที่สรางนํ้ ายางก็คือ มีการตายของเซลลเกิดขึ้น ซึ่งจะเกิดสีนํ้ า
ตาลหรอืเนือ้เยื่อมีสีดํ าและเมื่อทํ าการยายเลี้ยงในอาหารใหมบอยๆ กจ็ะเกิดสีนํ้ าตาลขึ้นไดอีก ซึ่ง
เปนลกัษณะของการหยุดการเจริญเติบโตและเปนสาเหตุของการตายของเนื้อเยื่อในที่สุด
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รูปที่ 19  แคลลสัขอปลองของยางพาราอายุประมาณ 4 สัปดาห ในอาหารสูตรชักนํ าแคลลัส
 (bar =1 ซม.)

ตารางที่ 6  แสดงอตัราการเกิดแคลลัสขอปลองของยางพาราพันธุ BPM-24, PB235, RRIT251,
PB255 และ RRIM600

พนัธุยางพารา อตัราการเกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากสวนขอปลอง (%)
PB235 61
RRIT251 58
PB255 35
RRIM600 27
BPM-24 21

ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองอยางนอย 3 การทดลอง
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3.2  ผลการเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora
เขยาเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ในอาหารเหลว (Henninger) (Bonnet, 1985) ดวย

ความเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 25+2 oC จากนัน้ตรวจหาปริมาณโปรตีนรวม (total protein) 
ในนํ ้าเลีย้งเชือ้ราทกุ 5 วัน ดวยวิธีของ Bradford จากการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง พบวาโปรตีนรวมในนํ้ า
เลีย้งเชือ้จะเพิม่ข้ึนเรื่อย ๆ และใหคาโปรตีนสูงสุดในวันที่ 15 หลังจากนั้นปริมาณโปรตีนจะลดลง 
ดังนัน้จงึเลอืกเก็บนํ้ าเลี้ยงในวันที่ 15 ไวใชในการทดสอบตอไป ดังแสดงในตารางที่ 7และรูปที่ 20

ตารางที่ 7  แสดงปริมาณโปรตีนรวมในนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ในอาหารเหลว (Henninger)
จ ํานวนวัน ปริมาณโปรตีนรวม (mg)

5 0.7 + 0.01
10 3.1 + 0.08
15 10.6 + 0.55
20 7.7 + 0.11
25 7.5 + 0.06
30 7.1 + 0.02

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D)

รูปที่ 20  แสดงการเพิ่มข้ึนของโปรตีนรวมในอาหารเหลว (Henninger) สํ าหรับเลี้ยงเชื้อรา P.
    palmivora
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3.3  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ขึ้นของอิลิซิติน (partial purified elicitin)
        ผูวจิยัไดเตรียมอิลิซิตินจากเชื้อรา P. palmivora ในอาหารเหลว (Henninger) แทนการเลี้ยง
ในอาหารเหลว PDB เนื่องจากใหโปรตีนปริมาณใกลเคียงกับการเลี้ยงดวยอาหารเหลว PDB ซึ่งมี
ราคาสงูกวา และเชื้อรามีการผลิตอิลิซิตินไดรวดเร็วกวาการเลี้ยงแบบเดิม (ตารางที่ 7 และตารางที่ 
8) โดยพบวา อิลิซิตินมีปริมาณเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ และมีปริมาณโปรตีนสูงสุดในวันที่ 15 ของการเลี้ยง 
จากนั้นปริมาณโปรตีนจะลดลงและเริ่มคงที่  สวนการเลี้ยงในอาหารเหลว PDB ตองใชเวลา
ประมาณ 21 วนั จึงจะสามารถนํ าเอามาใชได     ที่นิลุบล บุญหวังชวย (2545) และนารถธิดา รอด
โพธิท์อง (2546) ไดรายงานไว

เมือ่น ํานํ ้าเลี้ยงเชื้อราดังกลาวมาหาคาปริมาณโปรตีน  จากการทํ าการทดลอง 3 คร้ัง พบ
วามีปริมาณโปรตีนรวมเริ่มตน 125.00+1.66 มลิลิกรัม คิดเปน 100% จากนํ ้าเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร จาก
นัน้ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 90% แลวน ําตะกอนที่ไดมาละลายกลับ
ในนํ้ ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร นํ ามาหาคาปริมาณโปรตีนพบวามีปริมาณโปรตีนรวม 
42.76+2.58 มลิลิกรัม คิดเปน 34.20%  น ําไปก ําจัดเกลือออกดวยคอลัมน PD-10 พบวาปริมาณ
โปรตีนเหลือ 38.86+2.35 มลิลิกรัม คิดเปน 31.09% จากปรมิาณเริ่มตน  รวมหลอดที่มีคาโปรตีน
สูงจากการวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (หลอดที่ 3 และ 4)    ไปตรวจ
สอบความบริสุทธิ์โดยการทํ าอิเล็กโทรฟอรีซีสแบบ Tricine-SDS-PAGE และยอมเจลดวยซิลเวอร
ไนเตรต พบวามีแถบโปรตีนหลักซึ่งมีแถบสีเขมและหนาทึบกวาโปรตีนชนิดอื่นอยางชัดเจน   โดย
เมื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลของแถบดังกลาวเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐานพบวาเปนแถบที่มีนํ้ าหนัก
โมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน  แสดงวาเปนโปรตีนหลักที่เชื้อราชนิดนี้ผลิตออกมาในนํ้ าเลี้ยงซึ่ง
กคื็อ อิลิซิตินที่มีชื่อเฉพาะวา palmivorein เหมือนกับ palmivorein ทีพ่บโดย Churngchow และ 
Rattarasarn (2000) แตแตกตางกันที่ palmivorein ที่ไดจากการทดลองครั้งนี้เปนเพียง 
palmivorein ทีถ่กูท ําใหบริสุทธิเ์พียงบางสวนเทานั้นเพราะยังมีแถบโปรตีนอื่นปะปนอยู (รูปที่ 21)     
แตจากการนํ าอิลิซิตินที่เปน partial purified มาทดสอบกับแคลลัสพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ 
RRIM600 (ออนแอ) สามารถกระตุนใหเกิดการสังเคราะห Scp ในพนัธุตานทานไดมากกวาในพันธุ
ออนแอ    ซึ่งใหผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Churngchow และ Rattarasarn 
(2000) ที่พบวาอิลิซิตินบริสุทธิ์สามารถใชในการบอกระดับความตานทานไดเพราะอิลิซิตินทํ าให
เกิดการสราง Scp  ในพนัธุ BPM-24 ไดมากกวาที่พบในพันธุ RRIM600 (ออนแอ)     ดังนั้นจากขอ
มูลดังกลาวผูวิจัยจึงเลือกใชอิลิซิตินที่ทํ าใหบริสุทธิ์เพียงบางสวนในการทดสอบกับแคลลัสหรือสวน
ตางๆ ของยางพาราเพื่อศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนองตอไป  แตการเตรียมเชื้อรา P. palmivora ให
บริสุทธิแ์ละการยายโคโลนีของเชื้อราลงบนอาหารเหลวตองปราศจากการปนเปอน
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ตารางที่ 8 เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนรวมและ % yield ในขั้นตอนตางๆ ของการเตรียมอิลิซิติน
ใหบริสุทธิ์ข้ึนจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา Henninger และ PDB ปริมาตร 1 ลิตร

ข้ันตอนการทํ าบริสุทธิ์ ปริมาณโปรตีนรวม (mg) Yield (%)
Henninger PDB Henninger PDB

นํ ้าเลี้ยงเชื้อรา 125.00+1.66 120.23+6.82* 100.00 100.00*
ตกตะกอนดวย (NH4)2SO4 42.43+2.58 42.53+5.21* 34.20 35.37*
คอลัมน PD-10 38.19+2.35 39.15+4.34* 31.09 32.50*

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D)
* คาทีไ่ดจากการศึกษาโดยนางสาวนารถธิดา รอดโพธิ์ทอง (2546)
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รูปที่ 21 แบบแผนของแถบโปรตีนโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  แบบเอสดีเอสของอิลิ-
ซติินที่บริสุทธิ์ข้ึนจากการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต
แถบที ่1 แถบโปรตีนมาตรฐานซึ่งประกอบดวย Triosephosphate isomerase  26.6 
kDa, Myoglobin 16.9 kDa, α-lactalbumin 14.4 kDa และ Aprotinin 6.5 kDa 
แถบที ่2, 3 และ 4 แถบโปรตีนที่ชะออกจากคอลัมน PD-10 จากการทดลองซํ้ า 3 คร้ัง

3.4  ผลการศึกษาการเกิดนโีครซีส
น ําแคลลัสที่บมดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรหรืออิลิซิตินที่

เวลา 24 ชั่วโมง พบวาแคลลสัพันธุ RRIM600 ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรเกิดรอยไหมสีนํ้ าตาล
บริเวณรอบๆ แคลลสั (รูปที่ 22) และมีรอยไหมสีเขมมากกวาแคลลัสพันธุ GT1 ลักษณะการเกิด
รอยไหมดังกลาว มีลักษณะเดียวกับที่พบในแคลลัสที่ถูกกระตุนดวยอิลิซิติน ซึง่สอดคลองกับราย
งานการบมแคลลัสยางพาราดวยเชื้อรา P. palmivora ท ําใหเกิดการตายของเซลล โดยพบวาแคล
ลัสพนัธุตานทานมีอัตราการอยูรอดมากกวาแคลลัสพันธุออนแอ  (Te-chato et al., 1995a)การ
ศึกษาการเกิดนีโครซีสบนใบยางเมื่อบมดวยเชื้อรา C. cassiicola  พบวา ใบยางพาราพันธุตาน
ทานมขีนาดนโีครซีสที่เกิดจากการเจาะของเชื้อราชนิดนี้ มีขนาดเล็กและมีขอบเขตชัดเจน  แสดงถึง
ความสามารถในการกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจายไปยังเซลลขางเคียงได  อาการดังกลาวคือ
hypersensitive response ของใบยางพนัธุตานทานนั่นเอง   สวนนีโครซีสในพันธุออนแอ มีขนาด
ใหญและแผกวางออกไปเรื่อยๆ แสดงถึงการเกิดโรคซึ่งปฏิกิริยาระหวางเชื้อกอโรคกับพืชพันธุออน
แอคือ ปฏิกิริยา compatible  สวนปฏกิริิยาระหวางเชื้อกอโรคกับพืชพันธุตานทานเรียกวาปฏิกิริยา
incompatible  แตถาเพิม่ปริมาณของเชื้อรามากขึ้นเรื่อยๆ ปฏิกิริยานี้ก็สามารถเปลี่ยนเปน
compatible ไดเชนกนั  ดังนั้นอาการนีโครซีสที่เกิดจากการตอบสนองของใบยางพาราตอเชื้อกอ
โรค สามารถใชบอกระดับความตานทานโรคไดนั่นคือระดับความตานทานแปรผันตรงกับขนาดนี
โครซีส (necrotic size) (Breton et al., 1997)   และจากการทดลองพบวาแคลลัสมีการตอบสนอง
ตอเชื้อราชนิดนี้ โดยเกดิรอยไหมเพื่อปองกันการลุกลามจากเชื้อดังกลาวไมใหแพรกระจายไปยัง
เซลลขางเคียง  ดังนั้นลักษณะการเกิดรอยไหมสามารถบอกระดับความตานทานโรคได
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ก ข

รูปที่ 22  แคลลัสพันธุ  GT1 (ก) และ RRIM600 (ข) ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอร/อิลิซิตินเกิดรอยไหม
สีนํ้ าตาลบริเวณรอบๆ แคลลัส

3.5  ผลการศึกษาการสังเคราะห Scp ทีเ่กิดจากการกระตุนสวนตางๆ ของยางพาราซึ่ง
ไดแก callus (เมล็ดออนและขอปลอง), เมล็ดออนและขอปลองดวยซูโอสปอรของ
เชื้อรา P. palmivora
3.5.1 ผลการกระตุนและวเิคราะหหาปริมาณ Scp ของแคลลัสเมล็ดออนดวยซู

โอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
หลงัจากการบมแคลลัสดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora และดูดสาร

ละลายกลบัคืนทีเ่วลา 4, 8, 12, 16 และ 24 ชั่วโมง ตามลํ าดับ จากนั้นนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณ
Scp เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสคอพอลิติน (Scp) ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5 µM
โดยเปรียบเทียบปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ของแคลลัสทั้งสองพันธุ ผลการ
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วเิคราะหพบวา ความเขมขนของสปอรที่เหมาะสม คือ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร เพราะ
สามารถกระตุนการสังเคราะห Scp ซึง่ใชแยกความแตกตางระหวางพันธุอยางมีนัยสํ าคัญที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) (ขอมลูทีไ่ดถูกวิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมดวย Scheffe ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%) ดังแสดงในตารางที่ 9 และ รูปที่ 23   ผูวิจัยจึงเลือกใชความเขมขนนี้ใน
การทดสอบตอไป      จากการทดลองพบวาแคลลัสทั้งสองพันธุเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอร   ทํ า
ใหมีการสราง Scp เพิม่ข้ึนจากชุดควบคุม  โดยแคลลัสพันธุ GT1 มีการสราง Scp มากกวาและมี
อัตราเรว็ในการสรางสูงกวาแคลลัสพันธุ RRIM600 อยางชัดเจน โดยที่แคลลัสทั้งสองพันธุมีการ
สราง Scp สูงสดุทีเ่วลาเดยีวกันคือ 16 ชั่วโมง จากนั้นปริมาณการสรางจะคอยๆ ลดลงเมื่อเวลา
ผานไป 24 ชั่วโมง (ตารางที่ 10 และ รูปที่ 24) โดยจุดที่มีการสราง Scp สูงสุดนี้ พบวาแคลลัสพันธุ
GT1 มีปริมาณ Scp (2.17+0.11 µM) สูงกวาแคลลัสพันธุ RRIM600 (0.31+0.01 µM) ถึง 7 เทา
ซึง่สอดคลองกับการทดสอบในใบที่ตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc) เมื่อถูกกระตุนดวยเชื้อราชนิดเดียว
กนันี ้พบวาใบยางพาราพันธุ GT1 มีการสราง Scp สูงสดุอยู 2 จุดคือ ที่เวลา 8 ชั่วโมง และ 24 ชั่ว
โมง โดยที่เวลา 24 ชั่วโมงมีปริมาณ Scp สูงกวาจดุแรก (8 ชั่วโมง) และสูงมากกวาใบยางพารา
พนัธุ RRIM600 ประมาณ 2-3 เทา (นารถธิดา รอดโพธิ์ทอง, 2546)  เชนเดียวกับการศึกษาใบ
plane tree ทีเ่ปนพนัธุตานทาน (Plantanus occidentalis) และพันธุออนแอ (Plantanus
acerifolia) ทีบ่มดวยเชื้อ Ceratocystis fimbriata f. sp. Plantain สามารถชักนํ าใหเกิดนีโครซีส
และการสะสมไฟโตอเล็กซิน (scopoletin และ umbelliferone) ในปฏิกิริยา incompatible (ตาน
ทาน) มากกวาในปฏิกิริยา compatible (ออนแอ) ประมาณ 30 เทา จากการหยดบนหลังใบ  และ
ประมาณ 120 เทาในการสะสมภายในเนื้อเยื่อของเซลล (Modafar, 1995)  และรายงานของ
Churngchow และ Rattarasarn (2001) ท ําการบมเชื้อรา P. palmivora   โดยใชความเขมขน 5×
107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ลงบนใบยางพาราพันธุ BPM-24 และ RRIM600 หลังการติดเชื้อพบวา
ใบยางพาราพนัธุ BPM-24 (ตานทาน) สามารถสังเคราะหปริมาณ Scp ไดเร็วและมีปริมาณในการ
สังเคราะหสูงกวาใบยางพาราพันธุ RRIM600 (ออนแอ) 1.8 เทา จากการทดลองแสดงใหเห็นวา
แคลลสัพนัธุ RRIM600 ตานทานโรคไดนอยกวาแคลลัสพันธุ GT1  ดังนั้นการสังเคราะห Scp ใน
แคลลสัสามารถใชบอกระดับความตานทานโรคได โดยระดับความตานทานแปรผันตรงกับอัตรา
เร็วและปริมาณการสังเคราะห Scp ซึง่สอดคลองกับปฏิกิริยาการตอบสนองของใบยางพาราแตละ
พนัธุที่มีตอเชื้อ M. ulei และ C. gloesporioides สามารถบอกระดับความตานทานโรคได โดย
ระดบัความตานทานโรคของยางพาราแปรผันตรงกับความเขมขนของ Scp ทีผ่ลิตขึ้นมานั่นคือ ใบ
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ยางพนัธุตานทานจะถูกกระตุนใหสราง Scp ในปรมิาณสูงกวาใบยางพันธุออนแอ (Garcia et al.
1995b, Breton et al. 1997a)

ตารางที่ 9    แสดงการสังเคราะห Scp ทีเ่วลาตางๆ โดยแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1
เมือ่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรที่ความเขมขนตางๆ คือ 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร,

       1×107 ซูโอสปอรตอมิลิลิตร และ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ตามลํ าดับ

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นโดยแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1(µM)เวลา
(ชม.) 5×106 sp/ml 1×107 sp/ml 5×107 sp/ml

4 0.03+0.01 0.04+0.02 0.02+0.02
8 0.05+0.01 0.05+0.03 0.12+0.03

12 0.06+0.01c 0.08+0.02b 0.75+0.07a

16 0.47+0.05 0.65+0.05 2.20+0.14
24 0.37+0.03 0.32+0.05 0.25+0.03

หมายเหตุ  ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ + S.D
a, b และ c = ตัวอกัษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05)
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รูปที่ 23   เปรียบเทียบผลการสังเคราะห  Scp ทีเ่วลาตางๆ โดยแคลลัสเมล็ดออนของยางพารา
พนัธุ GT1 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรที่ความเขมขนตางๆ คือ 5×106 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร, 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร และ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลํ าดับ

ตารางที่  10  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห Scp โดยแคลลัสเมล็ดออนพันธุ GT1
และพนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร
ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นโดยแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1 และ

พนัธุ RRIM600 (µM)
เวลา
(ชม.)

GT1(spore) RRIM600(spore)
4 0.04+0.02 0.04+0.03
8 0.16+0.02 0.05+0.03
12 1.45+0.10 0.17+0.07
16 2.17+0.11 0.31+0.01
24 0.26+0.12 0.21+0.08

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D)
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รูปที่ 24  เปรียบเทียบผลการสังเคราะห  Scp ทีเ่วลาตางๆ โดยแคลลัส
  พนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×

3.5.2 ผลการกระตุนและวเิคราะหหาปริมาณ Scp แคล
พนัธุ BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ R
ความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
ทีเ่วลา 4 ชั่วโมง หลงักระตุนแคลลัสดวยซูโอสปอรควา

ตอมลิลิลิตร เร่ิมมีการเรืองแสงเกิดขึ้น แตไมสามารถบอกความแตกต
นัน้อกี 8 ชัว่โมง (ที่เวลา 12 ชั่วโมง) แคลลัสพันธุ BPM-24 มีการเรือ
การเรอืงแสงไดภายใตแสงอุลตราไวโอเลต ที่ความยาวคลื่น 366 นาโ
พนัธุ PB235, RRIT251 และ PB255 สวนแคลลัสพันธุ RRIM600 ม
การเรอืงแสงชากวาแคลลัสพันธุอ่ืนๆ ในชุดควบคุมไมพบการเรืองแสง

   หลังบมแคลลัสดวยซูโอสปอรและดูดสารละลายกลับ
24 ชัว่โมง ตามล ําดับ จากนั้นนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณไฟโตอเล็กซิน
ฐานของสคอพอลิติน (Scp) ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5 µM 
อัตราเรว็ในการสังเคราะหสคอพอลิตินของแคลลัส ผลการวิเคราะหพบ
ทดสอบดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิตร สา
เรืองแสงรอบเนื้อเยื่อของแคลลัสที่มีการสัมผัสกับซูโอสปอร ซึ่งสาม
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คืนที่เวลา 4, 8, 12, 16 และ
 เปรียบเทียบกับกราฟมาตร
โดยเปรียบเทียบปริมาณและ
วา แคลลัสขอปลองที่นํ ามา
มารถกระตุนใหแคลลัสมีการ
ารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงที่
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เกดิขึน้ภายใตแสงอุลตราไวโอเลตได แมวาจะใชแคลลัสนํ้ าหนักเพียง 0.2 กรัม เนื่องจากแคลลัสที่
ไดบางชิน้สวนเกิดสีนํ้ าตาลขึ้น และบางสวนของเนื้อเยื่อหยุดการเจริญเติบโต  จงึตองคัดเลือก
เนือ้เยื่อที่มีความสมบูรณมาใชในการทดสอบ และยงัพบวาแคลลัสสามารถสังเคราะห Scp และมี
ปริมาณแตกตางกันขึ้นกับพันธุยางที่ใชในการทดสอบ โดยพบวา แคลลัสพันธุ BPM-24 (ซึ่งเปนตัว
แทนของยางพันธุตานทานตอเชื้อรา P. palmivora) มกีารสราง Scp สูงสุดถึง 1.68+0.09 µM ที่
เวลา 12 ชั่วโมง รองลงมาคือ แคลลัสพันธุ PB235 เทากับ 1.24+0.08 µM, แคลลสัพันธุ RRIT251
เทากับ 0.81+0.28 µM, แคลลสัพันธุ PB255 เทากับ 0.72+0.49 µM และแคลลัสพันธุ RRIM600
เทากับ 0.56+0.06 µM ตามล ําดับ  โดยมีอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp สูงสดุที่เวลา 12 ชั่วโมง
ยกเวนแคลลัสพันธุ RRIM600 ที่มีปริมาณและมีอัตราเร็วในการสราง Scp ต่ํ าและชากวาแคลลัส
พนัธุอ่ืนๆ คือ มีปริมาณการสราง Scp สูงสดุทีเ่วลา 16 ชั่วโมง (ตารางที่ 11 รูปที่ 25)   จากการ
วเิคราะหพบวาปริมาณ Scp ทีแ่คลลสัสรางขึ้นแปรผันตรงกับระดับความตานทานของพันธุยางที่ใช
ในการทดสอบ ซึ่งสอดคลองกับผลการจัดลํ าดับความตานทานโดยสถาบันวิจัยยางป 2542 ที่
ทดสอบกับยางพาราทั้ง 5 พันธุ (ในระดับ field test) ซึง่เปนพนัธุเดียวกันกับที่ใชในการทดสอบครั้ง
นี ้ เมือ่เปรียบเทียบปริมาณและอัตราเร็วในการสราง Scp ในแคลลัสขอปลอง พบวา แคลลัสพันธุ
RRIM600 (พนัธุออนแอ) มีปริมาณการสราง Scp สูงมากกวาแคลลัสเมล็ดออน (RRIM600) เมื่อ
ถกูกระตุนดวยสารละลายซูโอสปอรที่ความเขมขนเดียวกัน และมอัีตราเร็วในการสรางที่เวลาเดียว
กนัคอื ทีเ่วลา 16 ชม.  เปนที่นาสังเกตวาเนื้อเยื่อพืชนาจะมีตัวรับ (receptor) ที่ไวตออิลิซิเตอรที่
ตางกนั จงึท ําใหเกิดการตอบสนองที่แตกตางกันไป แมวาจะเปนพืชชนิดเดียวกันก็ตาม  สอดคลอง
กบัรายงานของ Hrazdina (2003) ทีพ่บวา เนื้อเยื่อจากสวนตางๆ (ลํ าตน ราก และใบ) ของแอป
เปลสามารถสะสมปริมาณไฟโตอเล็กซิน (phloridzin และ phloretin) เมือ่ถกูกระตุนดวยสารสกัด
ยสีต จากการทดลองพบ phloridzin ในล ําตนและรากเทานั้น แตไมพบในใบ และพบสารประกอบ
ไดเบนโซฟูเรน (dibenzofuran) ในเซลลซสัเพนชันของแอปเปลพันธุตานทานแตไมพบในสวนลํ า
ตน ราก และใบ ซึ่งแสดงใหเห็นวาสวนตางๆ ของพืชและเซลลซัสเพนชันมีการตอบสนองตออิลิซิ
เตอรไดตางกัน
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ตารางที่ 11  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห Scp โดยแคลลัสขอปลองของยางพารา
พนัธุ BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และพันธุ RRIM600 เมือ่ถูกกระตุนดวย
ซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นโดยแคลลัสขอปลองพันธุ BPM-24, PB235, RRIT251,
PB255 และ RRIM600 (µM)

เวลา
(ชม.)

BPM-24 PB235 RRIT251 PB255 RRIM600
4 0.29+0.06 0.14+0.03 0.05+0.01 0.12+0.16 0.07+0.04
8 0.34+0.12 0.23+0.04 0.41+0.17 0.38+0.11 0.09+0.05

12 1.68+0.09 a 1.24+0.08b 0.81+0.28c 0.49+0.19d 0.41+0.06e

16 0.85+0.10 0.23+0.06 0.53+0.29 0.30+0.10 0.56+0.04
24 0.32+0.09 0.26+0.05 0.19+0.13 0.13+0.05 0.19+0.06

หมายเหตุ  ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ + S.D
a, b, c, d และ e = ตัวอกัษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 25   แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห Scp โดยแคลลัส
BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมือ่ถูก
ความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
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3.4.3  ผลการกระตุนเมล็ดออนของยางพันธุ GT1 และเมล็ดออนของยางพันธุ
RRIM600 ดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
หลงัจากบมเมล็ดออนดวยซูโอสปอรเปนเวลา 12 ชั่วโมง    สามารถสังเกตเห็นการ

เรืองแสงในสารละลายตัวอยางไดอยางชัดเจน โดยนํ าไปสองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลตและ
สามารถบอกความแตกตางระหวางพันธุได  ท ําการเกบ็ผลทุก 12 ชั่วโมงจนครบ 48 ชั่วโมง แลวนํ า
สารละลายที่ไดไปวิเคราะหเปรียบเทียบหาปรมิาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ของเมล็ด
ออนทั้งสองพันธุ ผลการวเิคราะหพบวาเมล็ดออนพันธุ GT1 มีการสราง Scp สูงสุด ที่เวลา 24 ชั่ว
โมงมีปริมาณ Scp เทากับ 8.24+0.05 µM       สวนเมลด็ออนพันธุ RRIM600 มีการสราง Scp สุง
สูดทีเ่วลาเดียวกัน  คิดเปน Scp 0.34+0.08 µM  ซึ่งตํ ่ากวาเมล็ดออน GT1 ถึง 24 เทา (ตารางที่
12 รูปที ่26)    การที่เมล็ดออนพันธุ GT1 มีปริมาณ Scp สูงอาจเนื่องจากเมล็ดออนพันธุ GT1 มี
ลักษณะเปลือกหุม (seed coat) บางกวาเปลอืกหุมเมล็ดออนของยางพันธุ RRIM600  จึงทํ าใหเชื้อ
สามารถบกุเจาะเขาทํ าลายเมล็ดไดงาย โอกาสที่เซลลพืชมีการสัมผัสตอเชื้อโรคมีสูงจึงเกิดการ
ตอบสนองตอการบุกรุก รวมทั้งความสามารถในการตานทานโรคของยางพันธุดังกลาวที่มีอยูสูง
กวาพันธุ RRIM600 และจากการทดลองยังพบวาเมล็ดออนบางเมล็ดเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอร
ความเขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร มีการสราง Scp ในชดุควบคุมสูงกวาชุดทดสอบ (ดัง
แสดงในรปูที ่27)   เนื่องจากเมล็ดดังกลาวผานการติดเชื้อบริเวณขั้วฝกในธรรมชาติมากอน    เพื่อ
ใหผลการทดลองที่มีความถูกตองแมนยํ ามากขึ้น จงึควรคัดเลือกเมล็ดที่สมบูรณไมมีรอยขีดขวน
หรือรอยบาดแผลใดมาใชในการทดลอง และการสราง Scp ในสวนตางๆ ของยางพาราที่ระดับแตก
ตางกนันัน้ ข้ึนกบัโอกาสที่สวนตางๆ ของพืชมีการสัมผัสกับเชื้อไดมากนอยแตกตางกัน และยังพบ
วาใบจากแปลงปลูกมีโอกาสติดเชื้อในธรรมชาติไดมากที่สุด รองลงมาคือ ขอปลองและเมล็ดออน
ซึง่สามารถสังเกตไดจากคาความแปรปรวนในแตละการทดลอง
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ตารางที่ 12  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห  Scp โดยเมล็ดออนพันธุ GT1 และ
เมลด็ออนพันธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107  ซูโอส
ปอรตอมิลลิลิตร

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นโดยเมลด็ออนของยางพาราพันธุ GT1 และพันธุ
RRIM600 (µM)

เวลา
(ชม.)

GT1(spore) RRIM600 (spore)
12 0.82+0.20 0.27+0.07
24 8.24+0.05 0.34+0.08
36 5.97+0.12 0.12+0.03
48 4.85+0.19 0.08+0.05

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D)

รูปที่ 26   เปรียบเทียบผลการสังเคราะห Scp ทีเ่วลาตางๆ โดยเมลด็ออนพันธุ GT1 และพันธุ
RRIM600 เมือ่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
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รูปที่ 27  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห  Scp โดยเมลด็ออนพันธุ GT1 ซึ่งผานการ
ติดเชื้อมาแลว เมือ่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร

3.4.4   ผลการศกึษาการสังเคราะหการสราง Scp โดยขอปลองของยางพาราพันธุ
 BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซู
 โอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
 ขอปลองของยางพาราทั้ง 5 พันธุไดแก พนัธุ BPM-24, PB235, RRIT251,

PB255 และ RRIM600 ทีผ่านการทํ าความสะอาดฆาเชื้อ เมือ่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรเปนเวลา 12
ชัว่โมง พบวามีการสรางและปลอยสารเรืองแสงออกมาในนํ้ า จึงทํ าการเก็บผลทุก 12 ชั่วโมง จน
ครบ 48 ชั่วโมง     จากนัน้น ําสารละลายตัวอยางที่เก็บไดที่เวลาตางๆ ไปวเิคราะหหาปริมาณไฟโต-
อเล็กซินเปรยีบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสคอพอลิติน (Scp) ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5
µM เปรียบเทียบปริมาณและอตัราเร็วในการสังเคราะห Scp ของขอปลองที่ถูกกระตุนดวยซูโอส
ปอร  ผลการวเิคราะหความแตกตางระหวางกลุมดวย Scheffe ทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95% พบวา
เนือ้เยือ่จากขอปลองของยางพันธุ BPM-24 มีการสราง Scp เทากับ 2.17+0.21 µM รองลงมาคือ
พนัธุ PB235 เทากับ 1.24+0.09 µM, RRIT251 เทากับ 1.07+0.01 µM, พนัธุ PB255 เทากับ
0.67+0.06 µM และพนัธุ RRIM600  เทากับ 0.46+0.07 µM ตามลํ าดับ โดยมีความแตกตาง
ระหวางพนัธุอยางมีนัยสํ าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (P<0.05) และพบวาขอปลองของ
ยางพาราทัง้ 5 พนัธุมอัีตราเร็วในการสราง Scp สูงสดุที่เวลาเดียวกันคือ ทีเ่วลา  24 ชั่วโมง จากนั้น
ปริมาณ Scp เร่ิมลดลง  (ดังแสดงในตารางที่ 13 รูปที่ 28)  จะเห็นไดวาอัตราเร็วในการสราง Scp
ในขอปลองชากวาแคลลัสขอปลองถึง 12 ชั่วโมง รวมทั้งเมล็ดออนและแคลลัสเมล็ดออน เนื่องจาก
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องคประกอบของเซลลที่ตางกัน โดยขอปลองมีหนาทีเ่กี่ยวกับการเจริญของเซลลแบบ mitosis เพื่อ
พฒันาเปนลํ าตนที่สมบูรณ (www.jic.bbsrc.ac.uk) จงึทํ าใหมีองคประกอบของเซลลที่มีความซับ
ซอนและการมส่ิีงกีดขวางทางกายภาพสูงมากกวาแคลลัส (ขอปลองและเมล็ดออน) ซึง่มเีพียง
เซลลพาเรนไคมาและเวคคิวโอล ท ําใหยากตอการเจาะผานเขาท ําลายเซลลพืช   จึงมีการสราง
Scp ชากวา  และพบวาการทดสอบขอปลองและเมล็ดออนดวยซูโอสปอรมีความแปรปรวนสูงกวา
การทดสอบในแคลลัส (ขอปลองและเมล็ดออน) ตามลํ าดับ  เนือ่งจากขอปลองและเมล็ดออนมี
การตดิเชื้อมากอน  และจากการศึกษาการสราง Scp ในสวนตางๆ ของยางพาราทั้งใน whole
plants และแคลลัสทีถ่กูกระตุนดวยซูโอสปอรจากเชื้อรา P. palmivora พบวาในแตละสวนของพืช
มกีารตอบสนองตอการบุกรุกโดยสราง Scp ในปรมิาณที่ตางกัน ซึ่งขึ้นกับโอกาสในการสัมผัสเชื้อ
จงึท ําใหแตละสวนมีการสังเคราะห Scp ตางกัน และปริมาณ Scp ที่ถูกสรางขึ้นแปรผันตรงกับ
ระดบัความตานทานของยางพันธุที่ใชในการทดสอบ  จากการทดลองใหผลสอดคลองกับการ
ทดสอบกบัใบยางพาราจึงนาจะนํ าขอปลองมาใชทดสอบแทนการทดสอบในใบยาง เนือ่งจาก
สามารถทดสอบไดหลายพันธุและทํ าการทดลองไดตลอดป และเปนอีกทางเลือกหนึ่งเพื่อศึกษา
ปฏิกิริยาการตอบสนองตอเชื้อโรค และประยกุตวิธีการทดสอบใหเหมาะกับพืชชนิดอื่นๆ ได

http://www.jic.bbsrc.ac.uk/
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ตารางที่ 13 แสดงปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp โดยขอปลองของยางพาราพันธุ
                      BPM-24, PB235,  RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอร

ความเขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในขอปลองของยางพาราพันธุตางๆ (µM)เวลา
(ชม.) BPM-24 PB235 RRIT251 PB255 RRIM600
12 0.68+0.10 0.56+0.14 0.60+0.06 0.36+0.09 0043+0.07
24 2.17+0.21a 1.24+0.09b 1.07+0.01c 0.67+0.06d 0.46+0.07e

36 1.14+0.26 0.34+0.09 0.62+0.03 0.44+0.06 0.23+0.08
48 0.81+0.35 0.33+0.07 0.32+0.07 0.19+0.08 0.17+0.04

หมายเหตุ  ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ + S.D
a, b, c, d และ e = ตัวอกัษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 28  แสดงปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp โดยขอปลองของยางพาราพันธุ
BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความ
เขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
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3.6 ผลการศึกษาการสังเคราะห Scp ทีเ่กิดจากการกระตุนสวนตางๆ ของยางพาราซึ่ง
ไดแก แคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง), เมล็ดออนและขอปลองดวยอลิิซิตินของ
เชื้อรา P. palmivora
3.6.1 ผลการกระตุนและวเิคราะหหาปริมาณ Scp แคลลัสเมล็ดออนดวยอิลิซิติน

ปรมิาณ 1.0 ไมโครกรัม
เมือ่ครบ 4 ชั่วโมง หลังจากกระตุนแคลลัสในสารละลายอิลิซิติน ที่ความเขมขน 1

และ 0.5 ไมโครกรัมตอนํ้ าหนักแคลลัส 1 กรัม สังเกตผลการเรืองแสงโดยนํ าไปสองดูภายใตแสง
อุลตราไวโอเลต (ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร) พบวาเมื่อเวลาผานไป 8 ชั่วโมง ที่ความเขมขน
1.0 ไมโครกรมั แคลลัสทั้งสองพันธุมีการปลดปลอยสารเรืองแสงออกมาในนํ้ า สามารถสังเกตได
อยางชดัเจน สวนที่ความเขมขน 0.5 ไมโครกรัม ไมพบการเรืองแสงเกิดขึ้น และไมสามารถบอก
ความแตกตางระหวางพันธุได (ตารางที่ 14)  แสดงวาปริมาณ Scp ทีแ่คลลัสสรางขึ้นแปรผันตาม
ความเขมขนของอิลิซิตินที่ใชและเมื่อเวลาผานไป 16 ชั่วโมงการเรืองแสงลดลง   สวนในชุดควบคุม
ไมพบการเรืองแสง    ผูวิจัยจึงเลือกใชความเขมขนของอิลิซิตินเทากับ 1.0 ไมโครกรัม ในการ
ทดลองเพื่อเปรียบเทียบระหวางพันธุตอไป

ตารางที่ 14  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห Scp โดยแคลลัสเมล็ดออนพันธุ GT1
และพนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิติน 1.0 และ 0.5 ไมโครกรัมตอนํ้ าหนัก
แคลลัส 1 กรัม

ปริมาณ Scp ทีส่รางขึ้นโดยแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1 (µM)เวลา
(ชม.) GT1(control) GT1(elicitin 0.5 µg) GT1(control) GT1(elicitin 1.0 µg)

4 0.01+0.01 0.09+0.01 0.01+0.01 0.05+0.01
8 0.01+0.01 0.12+0.01 0.01+0.01 0.08+0.04

12 0.02+0.01 0.16+0.01 0.09+0.07 0.38+0.07
16 0.02+0.01 0.14+0.01 0.02+0.01 0.11+0.01
24 0.02+0.01 0.04+0.02 0.03+0.01 0.07+0.01

ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D.
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หลงัจากกระตุนแคลลัสดวยอิลิซิติน  แลวดดูสารละลายตัวอยางเก็บ 1 มิลลิลิตร
กลบัคืนมาทีเ่วลา 4, 8, 12, 16 และ 24 ชั่วโมง ตามลํ าดับ นํ าไปวิเคราะหปริมาณไฟโตอเล็กซิน
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสคอพอลิติน (Scp) ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5 µM
โดยเปรยีบเทียบปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะหสคอพอลิตินของแคลลัสทั้งสองพันธุ ผลการ
วเิคราะหพบวาอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัมตอนํ้ าหนักแคลลัส 1 กรัม สามารถกระตุนแคลลัสทั้งสอง
พนัธุใหมีการสังเคราะห Scp ต้ังแตเวลา 4 ชั่วโมง และแคลลัสทั้งสองพันธุมีการสังเคราะห Scp สูง
สุดทีเ่วลา 12  ชั่วโมง จากนั้นปริมาณการสรางจะคอยๆ ลดลงเมื่อเวลาผานไป 16 และ 24 ชั่วโมง
และที่จุดสูงสุดของการสราง Scp นี ้ จะเหน็ไดวาแคลลัสพันธุ GT1 มีปริมาณการสังเคราะห Scp
(0.38+0.07 µM) มากกวาแคลลัสพันธุ RRIM600 (0.10+0.03 µM) ประมาณ 4 เทา (ตารางที่ 15
และ รูปที่ 29 )
        และเมื่อเปรียบเทียบปริมาณการสังเคราะห Scp ทีเ่กดิจากการกระตุนแคลลัส
เมลด็ออนดวยซูโอสปอรกับอิลิซิติน พบวาปริมาณ Scp ในแคลลสัทั้งสองพันธุที่เกิดจากการ
กระตุนดวยซโูอสปอรจะมีปริมาณการสังเคราะหสูงกวามาก และมีระยะเวลาในการสังเคราะหที่
ยาวนานกวาการกระตุนดวยอิลิซิตินอีกดวย    ทัง้นีเ้นือ่งมาจากการบมดวยซูโอสปอรจะทํ าใหแคล
ลัสติดเชื้ออยูตลอดเวลา เพราะเมือ่ซูโอสปอรเจาะผานเขาไปในเซลลแลวสามารถเคลื่อนที่แพร
กระจายไปยังเซลลขางเคียงไดอยางรวดเร็ว  ดังนั้น Scp จงึถกูกระตุนใหสังเคราะหและสะสมอยู
บริเวณทีม่กีารติดเชื้อตลอดเวลาตางกับอิลิซิตินซึ่งเปนโปรตีนพิษที่มาจากเชื้อรา  เมื่อแทรกเขาสู
ภายในเซลลไดแลวจะกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองโดยการสังเคราะห Scp   จากนัน้ความ
วองไวทางชวีภาพ (biological activity) ของอิลิซิตินก็จะถูกกํ าจัดไปโดยเอนไซมในพืช (Kamoun
et al., 1993)  จงึไมสามารถเคลื่อนที่ไปยังเซลลบริเวณขางเคียงได     ดังนั้นปริมาณการสังเคราะห
จงึตํ ่ากวาและมีระยะเวลาในการสังเคราะหส้ันกวาดวย และจากการจัดอันดับโดยสถาบันวิจัยยาง
กรมวชิาการเกษตร ที่ทดสอบใบยางพาราพันธุ GT1 จากแปลงทดสอบ (field tested) ดวยเชื้อกอ
โรคในยางพาราพบวา ยางพันธุดังกลาวจัดอยูในระดับความตานทานโรคปานกลาง แตจากการ
ทดลองชีใ้หเห็นวาแคลลัสพันธุ GT1 สามารถสราง Scp ไดและมีปริมาณมากกวาแคลลัสพันธุ
RRIM600 ไดแตกตางอยางชัดเจนมากกวาการทดสอบใน leaf disc (นารถธิดา รอดโพธิ์ทอง,
2546) แมจะถกูจดัระดบัความตานทานใหอยูในกลุมที่มีระดับความตานทานปานกลางก็ตาม  ดัง
นัน้นาจะสามารถใชปริมาณ Scp ทีแ่คลลสัสังเคราะหข้ึนเปนตัวบงชี้ (indicator) ระดับความตาน
ทานของพนัธุยางพาราไดอีกทางหนึ่ง
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ตารางที่ 15  แสดงปริมาณและอัตราเร็วของการสังเคราะห Scp โดยแคลลัสเมล็ดออนพันธุ GT1
และพนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัม/1 กรัมแคลลัส

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1 และ
พนัธุ RRIM600 (µM)

เวลา
(ชม.)

GT1(elicitin) RRIM600 (elicitin)
4 0.05+0.01 0.01+0.01
8 0.08+0.04 0.02+0.01

12 0.38+0.07 0.10+0.03
16 0.11+0.01 0.03+0.02
24 0.07+0.01 0.02+0.01

ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D

รูปที่ 29 เปรียบเทียบผลการสังเคราะห Scp ทีเ่วลาตางๆ โดยแคลลัสเมล็ดออนพันธุ GT1 และ
พนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิตินความเขมขน 1.0 ไมโครกรัม/1กรัมแคลลัส

0.00

0 .10

0 .20

0 .30

0 .40

0 .50

4 8 1 2 1 6 2 4

Sc
p (

uM

GT1(el ici t in)

RRIM600(elicit in)

เวลา (ชั่วโมง)



91

3.6.2 ผลการวิเคราะหหาปริมาณ Scp หลงัการกระตุนแคลลัสขอปลองดวยอิลิซิ
ตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัม/1 กรมัแคลลัส
หลงับมแคลลัสดวยอิลิซิตินและดูดสารละลายกลับคืนที่เวลา 4, 8, 12, 16 และ

24 ชัว่โมง ตามลํ าดับ จากนั้นนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณไฟโตอเล็กซินเปรยีบเทียบกับกราฟมาตร
ฐานของสคอพอลิติน (Scp) ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5 µM     โดยเปรียบเทียบปริมาณและ
อัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ของแคลลัส      ผลการวเิคราะหพบวาแคลลัสทั้งสองพันธุมีการ
สังเคราะห Scp ต้ังแต 4 ชั่วโมงแรก และสามารถสังเกตความแตกตางของปริมาณ Scp ระหวาง
แคลลสัทั้งสองพันธุไดอยางชัดเจน และมีปริมาณ Scp สูงสดุทีเ่วลา 12 ชั่วโมง จากนั้นจะลดลง 
เมือ่เวลาผานไป 16 และ 24 ชั่วโมง   เมือ่เปรียบเทียบระหวางแคลลัสขอปลองและเมล็ดออนพบวา
แคลลสัขอปลองของยางพันธุ BPM-24 มีปริมาณการสราง Scp เทากับ 1.61+0.08 µM  และแคล
ลัสพนัธุ RRIM600 ที่มีปริมาณ Scp เทากับ 0.44+0.04 µM     โดยแคลลัสพันธุ BPM-24 มี
ปริมาณ Scp มากกวาประมาณ 3.65 เทา (ดังแสดงในตารางที่ 16 และรูปที่ 30)  สวนแคลลัส
เมลด็ออนพนัธุ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิตินที่ความเขมขนเดียวกัน  มีการสราง Scp เทา
กับ 0.10+0.03 µM  ซึง่มปีริมาณและอัตราเร็วในการสราง Scp ต่ํ ากวาแคลลัสขอปลองประมาณ 
4 เทา (ตารางที่ 17 รูปที่ 31)   ชีใ้หเหน็วาแคลลสัที่เกิดจากการชักนํ าจากสวนที่ตางกันจะใหคาการ
ตอบสนองตอตัวกระตุนไดตางกัน  สอดคลองกับรายงานของนารถธิดา รอดโพธิ์ทอง (2546) พบวา
ใบยางพาราพนัธุตานทาน BPM-24 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิตินจากเชื้อรา P. palmivora มีตัวรับที่
ท ําใหตานทานโรค (R receptor) จํ านวนมากกวาตัวรับที่ทํ าใหเกิดโรค (S receptor) จึงทํ าใหมี
ความสามารถในการสราง  Scp มากกวาใบยางพันธุออนแอ RRIM600

เมือ่เปรียบเทยีบระหวางแคลลัสที่เกิดจากการชักนํ าจากชิ้นสวนพืชที่ตางกัน   เมื่อ
น ํามาทดสอบเพื่อศึกษาปริมาณ Scp ในแคลลัส   ผูวจิยัพบวาแคลลัสเมล็ดออนมีลักษณะทางกาย
ภาพ (physical characteristic) สมบูรณ และมีความสมํ่ าเสมอสงูกวาแคลลัสขอปลองของ
ยางพารา แตเมือ่เปรียบเทียบแคลลัสเมล็ดออนกับเมล็ดออน เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอร พบวา
แคลลัสพันธุ GT1 มีการสราง Scp ต่ํ ากวาเมล็ดออนเนื่องจากแคลลัสเกิดการตายของเซลลจํ านวน
มาก จงึทํ าใหมีการสราง Scp ในปรมิาณตํ ่า ตางจากเมล็ดออนซึ่งมีเปลือกหุมเมล็ด (seed coat)
ท ําใหเชื้อไมสามารถเจาะทํ าลายเซลลที่อยูภายในได รวมทัง้ความสามารถในการตานทานเชื้อที่มี
อยูกอนแลว ซึ่งแสดงใหเหน็วาแคลลัสที่เกิดจากการชักนํ าจากชิ้นสวนพืชที่ตางกัน มีปฏิกิริยาการ
ตอบสนองตอส่ิงเรา (อิลิซิเตอร) ไดแก ซูโอสปอรและอลิิซิตินไดตางกัน  จากการทดลองยังพบวา
แคลลสัเมลด็ออนและขอปลองใหคาความแปรปรวนตํ่ า แตตองใชระยะเวลานานในการเตรียมวัตถุ
ดิบ รวมทัง้ปญหาเกี่ยวกับเมล็ดพันธุที่มีฤดูกาลออกดอกเพียงปละครั้ง  โอกาสของการติดผลของ
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พนัธุตานทาน BPM-24 มีอัตราตํ่ ามาก    ซึ่งเปนขอจํ ากัดในการทํ างานวิจัยเปนอยางยิ่ง สวนการ
เลอืกใชแคลลัสขอปลองแมสามารถทํ าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดหลายพันธุมากกวาเมล็ดแตเนื้อเยื่อ
ทีไ่ดมลัีกษณะทีไ่มสมบูรณเทาที่ควร จึงจํ าเปนตองพิถีพิถันในการเตรียมและเลือกใชแคลลัสที่จะ
น ํามาใชในการทดสอบเชนเดียวกัน อยางไรก็ตามแคลลัสขอปลองนาจะนํ ามาศกึษาแทนการการ
ศึกษาในใบยางพารา ทีม่กีารปนเปอนในธรรมชาติคอนขางสูงได

ตารางที่  16  แสดงปริมาณ Scp ทีส่รางขึ้นโดยแคลลัสขอปลองพันธุ BPM-24 และ RRIM600 เมื่อ
ถกูกระตุนดวยอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัม/1กรัมแคลลัส

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึ้นโดยแคลลัสขอปลองพันธุ BPM-24 และ RRIM600 ที่
ถกูกระตุนดวยอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัม /1กรัมแคลลัส

เวลา (ชม.)

BPM-24 (elicitin) RRIM600 (elicitin)
4 0.55+0.09 0.17+0.01
8 1.40+0.15 0.20+0.01

12 1.61+0.08 0.44+0.04
16 1.19+0.08 0.35+0.04
24 0.83+0.07 0.18+0.07

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + S.D)
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รูปที่ 30  ปริมาณ Scp ทีส่รางขึน้โดยแคลลัสขอปลองยางพาราพันธุ  BPM-24 และ RRIM600 เมื่อ
ถกูกระตุนดวยอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัม/1กรัมแคลลัส

3.6.3 ผลการศกึษาการสังเคราะหการสราง Scp โดยเมล็ดออนของยางพาราพันธุ GT1 
และ RRIM600 ดวยอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัม
ไมไดน ํามาทดสอบดวยอิลิซิติน เชนเดียวกับการทดสอบดวยขอปลอง เนื่องจากในชวงที่

ท ําการวจิยัเมล็ดออนเริ่มมีเปลือกแข็งและกอนหนานี้มีฝนตกชุกจึงมีการติดเชื้อ        ดังนั้นในการ
ทดลองชดุเดยีวกันควรเลือกใชเมล็ดอยางพิถีพิถัน เพื่อลดความแปรปรวนของผลการทดลอง เชน
เลอืกใชเมล็ดชุดควบคุมและชุดทดลองจากผลเดียวกัน ไมใชเมล็ดที่มีรอยแผลซึ่งอาจเกิดจากการ
ติดเชื้อในชวงติดดอก
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3.6.4 ผลการศกึษาการสังเคราะหการสราง Scp โดยขอปลองของยางพาราพันธุ BPM-
24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 ดวยอิลิซิตินปรมิาณ 1.0 ไมโครกรัม
ขอปลองของยางพันธุ BPM-24 ทีป่ลอดเชื้อเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอร เปนเวลา 4

ชัว่โมง  พบวาขอปลองมีการสรางและปลอยสารเรืองแสงออกมาในนํ้ า  จงึท ําการเก็บผลทุก 4 ชั่ว
โมงจนครบ 24 ชัว่โมง จากนั้นนํ าสารละลายตัวอยางที่เก็บไดที่เวลาตางๆ ไปวิเคราะหหาปริมาณ
Scp เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ Scp ทีค่วามเขมขนระหวาง 0.5 – 2.5 µM เปรียบเทียบ
ปริมาณและอตัราเร็วในการสังเคราะห Scp ของขอปลองที่ถูกกระตุนดวยอิลิซิตินปริมาณ 1.0
ไมโครกรมั ผลการวิเคราะหพบวา ขอปลองของยางพันธุ BPM-24 มีการสราง Scp ไดและมี
ปริมาณ Scp เทากับ 1.76+0.05 µM รองลงมาคือ พันธุ PB235 มีปริมาณ Scp เทากับ
1.38+0.06 µM, พนัธุ RRIT251 มีปริมาณ Scp เทากับ 0.66+0.01 µM, พนัธุ PB255  มีปริมาณ
Scp เทากับ 0.33+0.01 µM และพนัธุ RRIM600 มีปริมาณ Scp  เทากับ 0.25+0.02 µM ตาม
ลํ าดับ  และพบวาขอปลองและแคลลัสขอปลองของยางพาราทุกพันธุมีอัตราเร็วในการสราง Scp
สูงสดุทีเ่วลาเดียวกันคือ ที่เวลา  12 ชั่วโมง  หลังจากนั้นปริมาณ Scp เร่ิมลดลง  (ดังแสดงในตา
รางที่ 17 และรูปที่ 31) ไมเหมอืนกบัการทดสอบดวยซูโอสปอรซึ่งขึ้นกับส่ิงกีดขวางทางกายภาพ
ภายในขอปลอง (physical barrier) จงึใชเวลานานกวาอิลิซิติน เนื่องจากในธรรมชาติซูโอสปอรจะ
เจาะเขาไปในเซลลเจาบาน (host cell) เปนอนัดบัแรก  หลังจากนั้นเชื้อราจึงจะสรางอิลิซิตินออก
มา และอลิิซติินที่ถูกสรางมีหนาที่ในการนํ าเอาสเตอรอลจากเยื่อหุมเซลล (plasma membrane)
ของเซลลเจาบานมาใชในการสรางสปอรแรงเจียมเพื่อขยายพันธุ (Blein et al., 2002) และจากการ
ที่อิลิซิตินสามารถกระตุนใหขอปลองและแคลลัสขอปลองของยางพาราใหมีการตอบสนองไดอยาง
รวดเร็ว รวมทั้งสามารถบอกความแตกตางระหวางพันธุได จึงนาจะนํ าอิลิซิตินมาประยุกตใชเปน
เครือ่งมอืในการจัดระดับความตานทานโรคในยางพาราโดยการทดสอบในสวนอื่นๆ แทนการศึกษา
ในใบยางที่มีการปนเปอนในธรรมชาติสูง
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ตารางที่ 17 แสดงปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp โดยขอปลองของยางพาราพันธุ
BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิติน

 1.0 ไมโครกรัม

ปริมาณ Scp ทีถ่กูสรางขึน้ในขอปลองยางพันธุ BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ
RRIM600 (µM)

เวลา
(ชม.)

BPM-24 PB235 RRIT251 PB255 RRIM600
4 0.34+0.09 0.37+0.08 0.19+0.05 0.10+0.03 0.04+0.04
8 1.13+0.25 0.43+0.02 0.44+0.01 0.20+0.05 0.07+0.00

12 1.76+0.05a 1.38+0.06b 0.66+0.01c 0.33+0.01d 0.25+0.02e

16 0.42+0.09 0.58+0.01 0.30+0.01 0.19+0.01 0.18+0.02
24 0.15+0.05 0.22+0.02 0.11+0.01 0.04+0.02 0.17+0.03

หมายเหตุ  ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ + S.D
a, b, c, d และ e = ตัวอักษรที่ตางกันแสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 31  ปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ในขอปลองของยา
  PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดว
เวลา (ชั่วโมง)
งพาราพันธุ BPM-24,
ยอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัม
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3.7   ผลศกึษาการสงัเคราะห PR-proteins (เบตา-1, 3-กลูคาเนส) ที่เกิดจากการกระตุน
 แคลลัสดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินของเชื้อรา P. palmivora
 นํ าแคลลัสเมล็ดออนที่บมดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินเปนเวลา 24 ชั่วโมง มาศึกษาการ

สังเคราะห PR-proteins (เบตา-1, 3-กลูคาเนส) เทานั้น เนื่องจากมีแคลลัสปริมาณจํ ากัด  โดยนํ า
แคลลสัชดุทดสอบและชุดควบคุมไปกํ าจัดนํ้ าตาล (internal sugar) ออกไปกอน มาตกตะกอนที่
ความอิ่มตัวของเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 90% จากนัน้น ําสารสกัดที่ไดไปหาคาความวองไวของ
เอนไซมโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานโปรตีน BSA และกราฟมาตรฐานนํ้ าตาลกลูโคส

จากการวัดปริมาณโปรตีนจากสารสกัดจากแคลลสัทั้งสองพันธุ เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอส
ปอรความเขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรและอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัม เปรียบเทียบ
กบักราฟมาตรฐานโปรตีน BSA พบวาสารสกัดจากแคลลัสพันธุ GT1 มีปริมาณโปรตีนมากกวา
สารสกัดของแคลลัสพันธุ RRIM600 (ดังแสดงในตารางที่ 18 และ 19)   จากการทดลองจะเห็นได
วาเมื่อเปรียบเทียบการเพิ่มข้ึนของปริมาณโปรตีน ใหผลสอดคลองกับคาความวองไวของเอนไซมที่
เพิม่ข้ึน  และพบวาแคลลสัพันธุ GT1 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินมคีาความวองไวของ
เอนไซมสูงกวาความวองไวของเอนไซมในแคลลัสพันธุ RRIM600 (ตารางที่ 20 และ 21) แตมี
ปริมาณเอนไซมต่ํ ากวาการกระตุนดวยอิลิซิติน เนื่องจากอิลิซิตินมีการสงสัญญาณโดยจับกับตัวรับ
(receptor) ที่ plasma membrane ของเซลล (Blein et al., 2002)   ท ําใหเซลลแคลลัสมีการตอบ
สนองโดยสรางเอนไซมในปริมาณมากและรวดเร็วกวาการกระตุนดวยซูโอสปอร ที่จะตองเจาะเขา
ไปในเซลลแลวจึงจะสรางอิลิซิตินออกมาซึ่งใชระยะเวลานานมากกวา แตจากการทดลองไม
สามารถบอกความแตกตางระหวางพนัธุไดอยางชัดเจนมากนัก อาจเนื่องมาจากยังไมถึงจุดที่แคล
ลัสสามารถสรางเอนไซมไดสูงสุด โดยในการศึกษาครั้งนี้เปนการตอบสนองที่เกิดขึ้นภายหลังการ
ติดเชือ้จงึตองใชเวลานานในการศึกษา ซึ่งตางจากการศึกษาการสังเคราะห Scp ทีเ่ซลลพืชมีการ
ตอบสนองทันทีเมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิเตอร (ซูโอสปอรและอลิิซิติน)  จึงสามารถใชคา Scp บอก
ความแตกตางระหวางพันธุได  และจากการทดลองใหผลสอดคลองกับการทดลองดวยเชื้อรา C.
cassiicola ทีพ่บวาเอนไซมเบตา1, 3-กลคูาเนสและไคติเนส ถูกชักนํ าใหสังเคราะหข้ึนเพื่อตอบ
สนองตอการติดเชื้อ แตปริมาณการสังเคราะหไมสามารถบอกความแตกตางระหวางพันธุไดเชน
เดยีวกับการสังเคราะห  Scp  เนือ่งจากใบยางพาราทั้งพันธุตานทานและพันธุออนแอถูกชักนํ าให
สรางเอนไซมในปริมาณใกลเคียงกัน (Breton et al., 1997b)
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ตารางที่ 18  ปริมาณโปรตีนของแคลลัสเมล็ดออนพนัธุ GT1 และ RRIM600 (ไมโครกรัม/กรัม
แคลลสั) หลังถูกกระตุนดวยซูโอสปอรที่ความเขมขน 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ที่
เวลา 24 ชั่วโมง

ปริมาณโปรตีนที่สกัดจากแคลลัส (µg/g) หลงัถกูกระตุนดวยซูโอสปอรพนัธุยาง

control zoospore
GT1 15.00+0.00 35.00+0.00

RRIM600 10.00+0.00 20.00+0.01

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + S.D)

ตารางที่ 19  ปริมาณโปรตีนของแคลลัสเมล็ดออนพนัธุ GT1 และ RRIM600 (ไมโครกรัม/กรัม
แคลลัส) หลังถูกกระตุนดวยอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัมตอ 1 กรัมแคลลัส ทีเ่วลา
24 ชัว่โมง

ปริมาณโปรตีนที่สกัดจากแคลลัส  (µg/g) หลงัถูกกระตุนดวยอิลิซิตินพนัธุยาง

control elicitin
GT1 15.00+0.00 55.00+0.00

RRIM600 15.00+0.00 40.00+0.01

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + S.D)
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ตารางที่ 20 คาความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส (ไมโครโมล/นาที/กรัมแคลลัส) หลัง
บมแคลลัสเมล็ดออนดวยซโูอสปอรที่เวลา 24 ชั่วโมง เปรียบเทียบระหวางพันธุ GT1 
และพันธุ   RRIM600

พนัธุยาง คาความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส (ไมโครโมล/นาที/กรัม
แคลลัส)

control zoospore
GT1 0.07+0.01 0.32+0.02

RRIM600 0.01+0.00 0.22+0.01

 (ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + S.D)

ตารางที่ 21 แสดงคาความวองไวของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส (ไมโครโมล/นาที/กรัมแคลลัส)
หลังจากบมแคลลัสเมล็ดออนดวยอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัมตอ 1 กรัมแคลลัส 
ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง เปรียบเทียบระหวางพันธุ GT1 และพันธุ RRIM600

พนัธุยาง คาความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส (ไมโครโมล/นาที/กรัม
แคลลัส)

control elicitin
GT1 0.05+0.00 0.38+0.02

RRIM600 0.05+0.01 0.19+0.01

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ย + S.D.)
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3.8 ผลการศกึษาการสังเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อถูกกระตุนดวย
ซูโอสปอรและอิลิซิตินจากเชื้อรา P. palmivora
3.8.1 ผลการสงัเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอ

สปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
น ําสารสกัดจากแคลลัสที่ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต 90% มา

วเิคราะหหาปรมิาณโปรตนีและคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ที่ความยาวคลื่น 460
นาโนเมตร จากการทดลองพบวาแคลลัสเมล็ดออนพนัธุ GT1 เมื่อบมดวยซูโอสปอร เปนเวลา 24
ชัว่โมง มีปริมาณโปรตีนเพิม่ข้ึนเปน 102.99+28.00 โมโครกรัมตอกรัม และแคลลัสพันธุ RRIM600
เพิม่ข้ึนเปน 92.45+11.74 โมโครกรัมตอกรัม  โดยการทดลองชุดควบคุมในแคลลัสพันธุ GT1 และ
พนัธุ RRIM600 มีปริมาณโปรตีนเทากับ 11.25+0.25 และเทากับ 13.67+0.29 โมโครกรัมตอกรัม
ตามลํ าดับ สํ าหรบัคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสพันธุ GT1 เทากับ
642.67+141.42 ยูนิต และ RRIM600 มคีวามวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเทากับ
69.67+11.79 ยูนิต แตไมพบความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม ดังแสดงในตา
รางที่ 22

ตารางที่ 22 แสดงปริมาณและคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมล็ดออนพันธุ
GT1 และ RRIM600 เมือ่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร

ปริมาณโปรตีน (µg/g) คาความวองไวของเอนไซมของ
เอนไซมเปอรออกซิเดส (unit/ml)

พนัธุยาง

control zoospore control spore
GT1 11.25+0.25 102.99+28.00 - 642.67+141.42

RRIM600 13.67+0.29 92.45+11.74 - 69.67+11.79
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3.8.2   ผลการศกึษาเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิติน
น ําสารสกัดของแคลลัสเมล็ดออนทัง้สองพันธุ        มาวเิคราะหหาปริมาณโปรตีน

และคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส พบวาแคลลัสพันธุ GT1 มีปริมาณโปรตีนเทากับ
117.38+6.63 ไมโครกรัมตอกรัมแคลลัส และ RRIM600 เทากับ 113.04+4.54 ไมโครกรัมตอกรัม
แคลลัส สวนการทดลองในชุดควบคุมของแคลลัสพันธุ GT1 มีปริมาณโปรตีนเทากับ 14.50+1.00
และ RRIM600 เทากับ 16.67+0.77 ไมโครกรัมตอกรัมแคลลัส ตามลํ าดับ  สวนคาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสพันธุ GT1 เทากับ 2026.50+754.48 ยูนิต และ RRIM600
เทากับ 326.94+213.45 ยูนิต แตไมพบความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม ดัง
แสดงในตารางที่ 23

เมือ่เปรียบเทียบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อถูกกระตุน
ดวยอิลิซิตินและซูโอสปอร พบวาคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อถูก
กระตุนดวยอิลิซิตินมีคาความวองไวของเอนไซมมากกวาการกระตุนดวยซูโอสปอร เนือ่งจาก
อิลิซิตินเปนสารที่มาจากเชื้อรา  โมเลกลุมีขนาดเล็กจึงแทรกเขาสูภายในเซลลแคลลัสไดงายกวา
การเจาะของซูโอสปอร (Kamoun et al., 1993) รวมทัง้อิลิซิตินยังมีการสงสัญญาณใหเซลลแคลลั
สมกีารสรางเอนไซมไดอีกทางดวย และเมื่อพิจารณาการสังเคราะหการสราง Scp ในแคลลัสหลัง
ถกูกระตุนดวยอิลิซิติน พบวามีปริมาณ Scp ต่ํ ากวาการกระตุนดวยซูโอสปอร เนื่องจากเอนไซม
เปอรออกซิเดสที่เพิ่มข้ึนหลังถูกกระตุนดวยอิลิซิติน จะไปสลาย Scp โดยเอนไซม Scp peroxidase
(Breton et al., 1997b) ท ําให Scp มปีริมาณตํ่ า  การสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสเพื่อตานการบุก
รุกจากเชือ้โรค เปนกลไกการปองกันโรคของพืชอยางหนึ่ง (Shivakumar et al., 2003) และจากการ
ทดลองชีใ้หเหน็วาคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสพันธุ GT1 มีปริมาณมาก
กวาแคลลสัพันธุ RRIM600 ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Breton และคณะ (1997a)  ที่พบวาใบ
ยางพาราเมื่อถูกกระตุนดวยเชื้อรา C. cassiicola มปีริมาณอะซิดิกและเบสิกเปอรออกซิเดสเพิ่ม
ข้ึน โดยทีเ่ปอรออกซิเดสในใบยางพันธุตานทานมปีริมาณมากกวาพันธุออนแอ รวมทั้งการศึกษา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในเมล็ดขาวสาลี เมื่อถูกกระตุนดวยเชื้อ Fusarium
graminearum  พบวา เมล็ดขาวสาลีพันธุตานทาน (Sumai #3 และ  Wang shui-bai) มกีารสราง
เอนไซมเปอรออกซิเดส (guaiacol-peroxidase, POX) เพิม่ข้ึนสงูสุดในชวงสรางนํ้ านม (milk
stage) มากกวาชวงออกรวง (flowering) และสรางแปง (dough) และพบวามีความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสมากกวาพันธุออนแอ (Mohammadi and Kazemi, 2002)
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ตารางที่  23  แสดงปริมาณและคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสพันธุ GT1
และ RRIM600 เมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิตินความเขมขน 1.0 ไมโครกรัมตอ 1 กรัม
แคลลัส

ปริมาณโปรตีน (mg) คาความวองไวของเอนไซมเปอรออก
ซเิดส (unit/ml)

พนัธุยาง

control elicitin control elicitin
GT1 14.50+1.00 117.38+6.63  - 2026.50+754.48

RRIM600 16.67+0.77 113.04+4.54 - 326.94+213.45

3.8.2 ผลการตรวจหาความวองไวของปริมาณเปอรออกซิเดสดวยวิธีอิเล็กโตรโฟ
รซิิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)
จากผลการศึกษาพบวาแคลลัสเมล็ดออนทั้งสองพันธุ มีจํ านวนไอโซไซมของ

เอนไซมเปอรออกซิเดสแตกตางกัน   โดยแคลลัสพันธุ GT1 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรมีจํ านวน
ไอโซไซม 1 ไอโซไซม  (z)   สวนแคลลัสพันธุ RRIM600 มีไอโซไซม 2 ไอโซไซม (y และ z) (รูปที่ 32
ก) สอดคลองกับรายงานของพัชรากร รัตนภูมิ (2543) ที่พบวาเอนไซมเปอรออกซิเดสของสารสกัด
ใบยางพาราพนัธุ RRIM600 ที่ผานการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียม มีแถบเปอรออกซิเดส 2 
แถบ และจากการศึกษาของ Te-chato และคณะ (1995) พบวา เมือ่เลี้ยงแคลลัสรวมกับสารจาก
culture filtrate ของเชื้อรา P. palmivora เขมขน 50%  ไปเล้ียงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณและเลี้ยง
ตอเปนเวลา 3 สัปดาห แลวนํ ามาตรวจสอบความวองไวของเอนไซมพบวามีความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสตานทาน 4-6 แถบ ที่เวลา 48 ชั่วโมง  ใหผลการทดลองตางกัน 
เนือ่งจากมวีธิกีารสกัดสารโดยใชตัวทํ าละลายตางกัน รวมทั้งการเลือกใชพันธุในการเตรียมแคลลัส
ทีต่างพนัธุกนั แตมีแนวโนมในการสรางเอนไซมที่มีความคลายคลึงกัน คือมีการสรางเอนไซมเปอร
ออกซิเดสที่เวลา 48 ชั่วโมง

สวนการทดสอบดวยอิลิซิตินพบวา แคลลัสทั้งสองพันธุมีคาความวองไวมากกวา
การกระตุนดวยซูโอสปอร ดังแสดงในรูปที่ 32ข   และมแีบบแผนของเอนไซมลักษณะเดียวกับการ
กระตุนดวยซูโอสปอร  เนื่องจากเซลลที่มีชีวิตสามารถสรางเอนไซมไดมากกวาเซลลที่ถูกกระตุน
ดวยซโูอสปอร เพราะเมื่อซูโอสปอรเจาะผานเขาไปยังภายในเซลลได ทํ าใหเกิดการตายของเซลล 
(cell death) ข้ึน จงึท ําใหเซลลสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดนอยกวา  และไมพบแถบโปรตีนของ
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เอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม        เนื่องจากผูวจิยัเกบ็สารตัวอยางไวนานจึงทํ าใหสูญเสีย
แอคติวิตี     จากการทดลองใหผลสอดคลองกับการศึกษาของ Shivakumar และคณะ (2003) ราย
งานวา เมล็ดขางฟางพันธุ ตานทานเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Sclerospora
graminicola (เชื้อกอโรคราแปง, downy mildew) ความเขมขน 4x104 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร มีการ
สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงสุดมากกวาเมล็ดขาวฟางพันธุออนแอ     การพบไอโซไซมในแคลลัส
ทัง้สองพันธุ (GT1 และ RRIM600) แตไมพบการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม  ก็แสดง
ใหเห็นวาไอโซไซมนี้เกี่ยวของกับการตานทานโรค   ดังนัน้นาจะใชเอนไซมเปอรออกซิเดสเปนเครื่อง
บงชี้ในการแยกความแตกตางระหวางพันธุในพืชชนิดอื่น เพื่อพัฒนาและปรับปรุงพันธุพืชใหมี
ความตานทานตอโรคมากยิ่งขึ้น

รูปที่ 32  ผลการตรวจสอบความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสโดยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิสแบบแปลง
สภาพ SDS-PAGE จากสารสกัดของแคลลัสเมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×
107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (ก) และอิลิซิตินปริมาณ 1.0 ไมโครกรัมตอ 1กรัมแคลลัส (ข) ที่
เวลา 24 ชั่วโมง
c = control (ชุดควบคุม)
ชองที่ 1, 2, 5 และ 6 = สารสกัดของแคลลัสพันธุ GT1
ชองที่ 3, 4, 7 และ 8 = สารสกัดของแคลลัสพันธุ RRIM600
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