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บทคัดย่อ 

 
  ยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) เป็นยีนท่ีส าคญัในวิถีของ phenylpropanoid 
ท่ีควบคมุการสงัเคราะห์สารประกอบฟีโนลิก ซึ่งเก่ียวข้องกบัการตอบสนองตอ่สภาวะเครียดต่าง  ๆรวมไปถึง
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างต้นตอ/ ก่ิงพันธุ์ ดีของพืช งานวิจัยนีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือโคลนยีน PAL และศึกษา
ความสมัพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน PAL ปริมาณสารประกอบฟีโนลิก การเจริญเติบโต และการ
พฒันาของก่ิงพนัธุ์ยางพาราท่ีเกิดขึน้หลงัจากการติดตาระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีตา่ง  ๆผลการโคลนยีน 
PAL จาก cDNA ของยางพารา พบว่ายีน PAL มีขนาด 2,145 คูเ่บส และแปลรหสัให้โปรตีนท่ีมีขนาด 721 
กรดอะมิโน จากการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับกรดอะมิโน พบว่า ล าดับกรดอะมิโน PAL ใน
ยางพารามีความเหมือนกบัล าดบักรดอะมิโนในพืชอ่ืน  ๆมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการแสดงออกของยีน 
HbPAL ในต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองกบัก่ิงพนัธุ์ดี RRIM 600 และ RRIT 251 หลงัจากการติดตา 7, 14, 21 และ 28 
วนั มีการแสดงออกของยีน PAL ท่ีสงูในวนัท่ี 7 หลงัจากการติดตา โดยในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท า
การติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 (RRIM 600/ RRIM 623) มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูท่ีสดุ 
มีคา่การแสดงออกของยีนมากกว่า 19 เท่า ในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIT 251 มีการแสดงออกของยีนสงูท่ีสดุบน
ต้นตอพันธุ์พืน้เมืองบางรัก (RRIT 251/ B) มีค่าการแสดงออกของยีนมากกว่า 2.5 เท่า ปริมาณของ
สารประกอบฟีโนลิกทัง้ในก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีได้รับการติดตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่ง  ๆพบว่าไม่
มีความแตกตา่งกนั ในส่วนการเจริญเติบโต และการพฒันาของก่ิงพนัธุ์ดี RRIM 600 และ RRIT 251 หลงัการ
ติดตา พบว่าการเจริญเติบโต และการพฒันาหลงัการติดตาในก่ิงพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 นัน้สูงกว่าก่ิงตา
พนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIT 251 ในก่ิงพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 (RRIM 600/ 
RRIM 600) มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสดุ และไม่สอดคล้องกบัระดบัการแสดงออกของ
ยีน HbPAL ส่วนในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) (RRIT 251/ B) 
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มีการเจริญเตบิโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสดุ สอดคล้องกบัการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีมีระดบัการ
แสดงออกท่ีสงูท่ีสดุ  
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ABSTRACT 
 
  Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) is a key gene in the phenylpropanoid 
pathway regulated phenolic compound synthesis which involved to responsible for 
several stresses as well as rootstock/ scion interactions in plants. The aims of this study 
were to clone and study the relationship between PAL gene expression, phenolic 
compound and growth of different rubber rootstock/ scion after budded. cDNA of PAL 
gene from rubber tree contains a complete open reading frame (ORF) of 2,145 bps 
which encodes 721 amino acid residues. Homology analysis of the amino acid 
sequence revealed that the HbPAL protein shared a high identity with PAL genes of 
other plants more than 80%. The expression of HbPAL gene was investigated in several 
rootstocks budded with RRIM 600 and RRIT 251 scions at 7, 14 21 and 28 day after 
budding. HbPAL transcripts were upregulated at 7 day after budding. The highest 
HbPAL transcripts were 19- fold more abundant in the RRIM 600/ RRIM 623 
combination, while the highest HbPAL transcripts were 2.5 more abundant in the RRIT 
251/ B combination. The total phenolic content of several rootstocks budded with RRIM 
600 and RRIT 251 scions were not different. Study on growth and development of RRIM 
600 and RRIT 251 scions budded on various rootstocks was investigated. RRIM 600/ 
RRIM 600 combination showed the lowest of growth and development. However, higher 
growth and development of RRIM 600 scion than RRIT 251 budded on different rootstocks 
were observed. The result showed that HbPAL transcription in the different scion-rootstock 
combinations not consistent with growth and development in RRIM 600/ RRIM 600 
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combination. While RRIT 251/ B combination showed the lowest of growth and 
development and consistent high HbPAL transcription. 
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4 ขัน้ตอนการตดิตาเขียว 16 
5 ตวัอย่างลักษณะอาการผิดปกติของพืชเน่ืองจากความล้มเหลวของการ

เกิดรอยเช่ือม 
20 

6 วิถีของ phenylpropanoid ในการสร้างสารทตุยิภมูิตา่งๆ 24 
7 ตัวอย่างการเจริญเติบโตของต้นตอยางพาราในแปลงทดลองเพ่ือใช้

ส าหรับการตดิตา 
29 

8 แสดงต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองท่ีได้รับการตดิตาจากก่ิงตาพนัธุ์ดี 36 
9 แสดงการเก็บส่วนของเปลือกยางบริเวณท่ีท าการติดตาส าหรับการสกัด

อาร์เอ็นเอ และตรวจสอบปริมาณฟีโนลิก 
37 

10 ผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จาก cDNA ส่วนเปลือกของยางพารา อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมของไพรเมอร์ PAL1_Forward primer และ PAL6_Reverse primer คือ 
55 องศาเซลเซียส และได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,352 นิวคลีโอไทด์ 
เม่ือเปรียบเทียบกบั GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M) 

56 

11 ผลการสกดัแยกผลผลิตพีซีอาร์ออกจากเจล และการท าให้ดีเอ็นเอบริสทุธ์ิโดย
ใช้ E.Z.N.A® Gel Extraction Kit ได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,352     
นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบกบั GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M) 

56 

12 ผลการตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอบางส่วนของยีน PAL ท่ีแทรกอยู่ใน
เวคเตอร์ RBC TA cloning จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบกับแถบ      
ดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M) 

57 

13 ผลการสกัดแยกดีเอ็นเอสายผสม pTA- PAL จากแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ 
DH5α เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (M) 

57 

14 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL บริเวณสว่นกลางยีน ขนาด 1,372 นิวคลีโอไทด์ 58 
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รายการรูปประกอบ (ต่อ) 
 
รูปท่ี  หน้า 

15 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์จากการท า 3’ RACE PCR ในการสงัเคราะห์ยีนด้านปลาย 3’ 61 
16 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 3’ ขนาด 970 นิวคลีโอไทด์

โดยมีรหสัหยดุ (stop codon) คือ TAA 
62 

17 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 5’ ของยางพาราท่ี
อุณหภูมิ  61.3 องศาเซลเซียสเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
GeneRuler 100 bp DNA Ladder 

63 

18 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 5’ ของยางพารา ขนาด 
444 นิวคลีโอไทด์ท่ีมีบริเวณสว่นของรหสัเร่ิมต้น (start codon) คือ ATG 

63 

19 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL (ORF) ขนาด 2,145 คูเ่บส ท่ีประกอบด้วย
บริเวณประกอบด้วยบริเวณส่วนของ 5’ ULR จ านวน 55 นิวคลีโอไทด์ ก่อนหน้า
บริเวณรหสัเร่ิมต้น คือ ATG และบริเวณส่วนของ 3’ ULR จ านวน 143 นิวคลีโอไทด์ 
จากบริเวณรหสัหยดุ คือ TAA และแปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 721 กรดอะมิโน 

65 

20 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนโปรตีน PAL ของยางพารากับพืชชนิด
อ่ืนๆ ท่ีมีรายงานอยูใ่นฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม GeneDoc 

66 

21 แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของโปรตีน PAL จากยางพารา (Hevea 
brasiliensis) กับโปรตีน PAL ในพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank 
ด้วยโปรแกรม MEGA 6 ตัวเลขบนแขนง (node) แสดงเปอร์เซ็นต์ความ
นา่เช่ือถือจากการค านวณด้วย Bootstrap root test จ านวน 1,000 รอบ 

67 

22 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ query_F3 และ query_R3 

ส าหรับมาใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีน 18s rRNA (A) และยีน PAL (B) 
ด้วยเทคนิค qRT-PCR 

68 

23 แสดงระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ในต้นยางพาราพนัธุ์ตา่ง  ๆท่ีท าการติดตา
ด้วยก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (heterograft) และต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตา
ด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกับต้นยางพารา
พนัธุ์ตา่ง  ๆและพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีไม่ได้ท าการติดตา บริเวณส่วนเปลือกท่ีเกิดรอย
เช่ือมประสานกนั 

69 
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รูปท่ี  หน้า 

24 แสดงระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ในต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีท า
การติดตาด้วยตาด้วยก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 (heterograft) และต้นตอพนัธุ์ 
RRIT 251 ท่ีท าการติดตาด้วยตาของก่ิง พนัธุ์ RRIT 251 (homograft) ท า
การเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีไม่ได้ท า
การตดิตา บริเวณสว่นเปลือกท่ีเกิดรอยเช่ือมประสานกนั 

70 

25 แสดงปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด (mg/ g) ในต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่ง  ๆท่ีท าการติดตา
ด้วย ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (heterograft) และต้นยางพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตา
ด้วยก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIM 600 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกับต้นยางพารา
พนัธุ์ตา่งๆ  และพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา 

72 

26 แสดงปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด (mg/ g) ในต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่ง  ๆ
ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 (heterograft) และต้นยางพนัธุ์ RRIT 251 
ท่ีท าการตดิตาด้วยก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIT 251 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกบั
ต้นยางพาราพนัธุ์ตา่ง  ๆและพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา 

72 

27 ผลการตรวจสอบดกูารเจริญเตบิโตของแผน่ตาหลงัการตดิตา 21 วนั 73 
28 ลักษณะการเจริญเติบโต และการพัฒนาของเนือ้เย่ือบริเวณรอยต่อระหว่าง 

แผน่ตาของก่ิงพนัธุ์ดีกบัเนือ้เย่ือของต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ  หลงัจากการตดิตา 
75-76 

29 ความสูงของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 บน    
ต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

79 

30 ความสูงของยอดหลังจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์  RRIT 251 บน     
ต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

79 

31 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 
600 บนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

81 

32 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดหลังจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 
251 บนต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

81 
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รูปท่ี  หน้า 

33 จ านวนใบหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ 
RRIM 600 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

83-84 

34 จ านวนใบหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอพนัธุ์ 
RRIT 251 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

85 

35 การเจริญเติบโต และการพฒันาของตาก่ิงพนัธุ์ RRIM600 และ RRIT251 
หลงัจากท าการตดัยอดต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 

85 
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รายการรูปประกอบภาคผนวก 
 
รูปท่ี  หน้า 

1 แผนท่ีของพลาสมิดเวคเตอร์ RBC TA cloning vector (RBC Bioscience, ไต้หวนั) 108 
2 กราฟมาตรฐานสารละลายกรดแกลลิกส าหรับค านวณปริมาณสารประกอบ     

ฟีโนลิกทัง้หมดในรูปของ GAE (gallic acid equivalent) 
113 

3 การเจริญเติบโต และการพฒันาทางล าต้นของก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตา
บนต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (A), ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง 
(B), พนัธุ์ RRIM 623 (C) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 (D) ในภาพรวม
หลงัจากการแตกยอดใหม ่12 สปัดาห์ 

115 

4 การเจริญเติบโต และการพฒันาทางล าต้นของก่ิงตาพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตา
บนต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (A), ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง 
(B), พนัธุ์ RRIM 623 (C) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 (D) ในภาพรวม
หลงัจากการแตกยอดใหม ่12 สปัดาห์ 

116 
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บทที่ 1  
บทน า 

 
บทน าต้นเร่ือง 
 
  ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสร้างรายได้ให้กบั
ประเทศไทย นอกจากนีย้งัมีความส าคญัตอ่เศรษฐกิจ และชีวิตความเป็นอยู่ของประชากรไทยเป็น
อย่างมาก  ปัจจบุนัประเทศไทยนบัได้ว่าเป็นประเทศท่ีผลิตยางพารามากท่ีสดุในโลก คือปีละ 2.5 
ล้านตนัซึง่คิดเป็น 1 ใน 3 ของผลผลิตทัว่โลก พืน้ท่ีในประเทศทัง้หมด 22.18 ล้านไร่ ส่วนใหญ่เป็น
พืน้ท่ีในภาคใต้ (13.94 ล้านไร่) (สถาบนัวิจยัยาง, 2557) โดยทัว่ไปการปลูกสร้างสวนยางมกัใช้  
ต้นตอตายาง (budded stump) ซึง่ได้จากการน าเมล็ดยางพนัธุ์พืน้เมืองมาเพาะ และติดตาโดยใช้
ก่ิงตาจากต้นพันธุ์ ดี ท าให้ได้ต้นท่ีตรงตามพันธุ์  ในอดีตต้นตอส่วนใหญ่ได้มาจากยางพาราพันธุ์
พืน้เมือง ซึ่งเป็นพนัธุ์ผสมเปิด มีฐานพนัธุกรรมกว้าง ระบบรากมีความแข็งแรง ทนทานตอ่โรคราก
ได้ดี จงึเหมาะท่ีจะน ามาใช้เป็นต้นตอในการปลกูยางพารา แตใ่นปัจจบุนัต้นตอส่วนใหญ่ได้มาจาก
เมล็ดของต้นยางพนัธุ์ดีคือ RRIM 600 ซึง่สว่นใหญ่ระบบรากของยางพนัธุ์ดีจะมีความแข็งแรงน้อย 
ด้วยเหตนีุจ้ึงท าให้เกิดความเส่ียงตอ่การระบาดของโรคราก ต้นตอพนัธุ์ดีทัง้หมดอาจถกูท าลายได้
เน่ืองจากมีพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกนั เพราะจากการศึกษาเก่ียวกบัการเข้าท าลายของโรคราก เช่น
โรครากขาว (white root disease) พบว่าไม่มียางพนัธุ์แนะน าใดท่ีต้านทานตอ่การเข้าท าลายของ
เชือ้สาเหต ุโดยเฉพาะอย่างยิ่งพนัธุ์ RRIM 600 มีความอ่อนแอมาก (อไุร และคณะ, 2538) ซึ่งจะ
เกิดผลเสียหายร้ายแรงส าหรับการปลกูยางในประเทศ  
  มีรายงานการระบาดของโรครากขาวในประเทศไทย โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขต
ภาคใต้ซึ่งมีฝนตกชกุ และสภาพอากาศเหมาะแก่การเจริญเติบโตของเชือ้สาเหตดุงักล่าว โดยพบ
พืน้ท่ีท่ีมีการระบาดของโรคกระจายอยู่ในหลายจงัหวดั ได้แก่ จงัหวดัชมุพร, สรุาษฎร์ธานี, ระนอง, 
นครศรีธรรมราช, สงขลา, กระบี่ และสตลู โดยเชือ้ท่ีก่อให้เกิดโรคนีคื้อ เชือ้รา Rigidoporus 
microporus ซึ่งสามารถเข้าท าลายรากยางพาราได้ทกุระยะการเจริญเติบโต ตัง้แตอ่าย ุ1 ปีขึน้ไป 
ซึ่งในระยะเร่ิมแรกจะไม่เห็นลักษณะผิดปกติของต้นยางพาราส่วนท่ีอยู่เหนือพืน้ดิน เม่ือรากถูก
ท าลายจนเสียหายจึงท าให้ไม่สามารถดดูน า้ และธาตอุาหารได้จึงแสดงอาการใบเหลือง และใบ
ร่วง ส าหรับต้นยางเล็กท่ีเป็นพุ่มใบทัง้หมดจะมีสีเหลืองผิดปกติ ซึ่งเป็นระยะท่ีรุนแรง และไม่สามารถ
รักษาได้ (อยทุธ์ และเสมอใจ, 2554)  
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  นอกจากการคดัเลือกต้นตอยางพาราท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดี และมีศกัยภาพในการ
ต้านทานโรครากแล้ว ยงัพบว่ายางพาราท่ีใช้ในการผลิตต้นตอแตล่ะพนัธุ์มีความสามารถในการเข้า
กนัได้กบัก่ิงพนัธุ์ดีแตกตา่งกนัด้วย จรินทร์ และคณะ (2540) ได้ท าการศกึษาความสมัพนัธ์ของต้น
ตอกับก่ิงพันธุ์  เพ่ือทดลองหาต้นตอยางท่ีมีการเจริญเติบโตได้ดี มีผลการติดตาส าเร็จสูง และ
ส่งเสริมให้ได้รับผลผลิตสูง โดยท าการทดลองด้วยการติดตายางพนัธุ์ดี (scion) 6 พนัธุ์ คือ GT1, 
PR255, RRIM 600, PR261, PB5/51 และ PB235 พนัธุ์ยางส าหรับต้นตอ (rootstock) 4 พนัธุ์ คือ 
GT1, PB5/51, RRIM 600 และ PR255 ผลการทดลองพบว่า เมล็ดยางพนัธุ์ GT1, RRIM 600, 
PB5/51 และ PR255 ท่ีเก็บจากสวนยางขนาดเล็กสามารถใช้เป็นต้นตอเพ่ือขยายพนัธุ์ได้ดี โดย
เมล็ดยางพนัธุ์ GT1 เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพนัธุ์ PB235 และ RRIM 600 เมล็ดยาง
พนัธุ์ PB5/51 เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพนัธุ์ PB235 และ PR255 เมล็ดยางพนัธุ์ RRIM 600 
เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพนัธุ์ RRIM 600 และ PB235 เมล็ดยางพนัธุ์ PR255 เหมาะสม
ท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพนัธุ์ RRIM 600 รัชนีกร และ จรัสศรี (2555) ได้ศกึษาอิทธิพลของต้นตอ
ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองจาก 5 แหลง่ท่ีมาในภาคใต้ ตอ่การเจริญเติบโตของก่ิงตา RRIM 600 พบว่า
การตอบสนองในด้านการเจริญเติบโตของพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ มีความแตกตา่งกนัซึ่ง
สอดคล้องกบังานทดลองของ Sobhana และคณะ (2001) ท่ีศกึษาผลของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ของ
ยางพารา ต่อลกัษณะทางสรีรวิทยา และชีวเคมีของยางพารา 5 พนัธุ์ พบว่าความแตกต่างของ 
CO2 assimilation rate เป็นอิทธิพลท่ีเกิดจากต้นตอ และพบว่า ปริมาณน า้ตาล (total soluble 
sugars และ reducing sugars), สารประกอบฟีนอล และปริมาณกรดอะมิโน ท่ีแตกตา่งกนัเกิด
จากปฏิสมัพนัธ์ระหว่างต้นตอ และก่ิงพันธุ์  เช่นเดียวกับ Goncalves และ Martins (2002) ท่ี
รายงานวา่ ผลผลิตของยางพารามีความแตกตา่งกนัประมาณ18-20% จากการใช้ต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 
แสดงให้เห็นวา่ต้นตอมีอิทธิพลตอ่การเจริญเติบโต และผลผลิตน า้ยาง อีกทัง้ต้นตอท่ีดีสามารถเข้า
กนัได้ดีกบัก่ิงตาพนัธุ์ดี ท าให้การเจริญเตบิโตทางด้านล าต้นในระยะแรกรวดเร็ว ส่งผลให้ยางพารา
สามารถตัง้ตวัได้เร็ว และมีการเจริญเติบโตดีในแปลงปลกูโดย Goncalves และ Martin (2002) 
กล่าวว่า พนัธุ์ RRIM 600 เป็นพนัธุ์ท่ีมีความสามารถเข้ากนัได้ดีกบัต้นตอหลายพนัธุ์ แตจ่ากการ
ทดลองพบว่าการใช้ต้นตอพนัธุ์ IAN873 จะให้ผลดีท่ีสุด นอกจากนี ้Cardinal และคณะ (2007) 
รายงานว่า การติดตาพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ PB235 ให้ผลผลิตสงูท่ีสดุ รองลงมาคือ การ
ตดิตาพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ IAN873  
  Darikova และคณะ (2011) สรุปว่า ปัญหาของความเข้ากันไม่ได้ของเนือ้เย่ือ
ระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี อาจมีผลท าให้เกิดลกัษณะอาการตายจากยอด (dieback) ของต้น
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พืชหลงัจากปลูก โดยพบว่าเม่ือมีการติดตาหรือทาบก่ิง พืชจะมีการกระตุ้นให้ผลิตสารประกอบ    
ฟีโนลิก (phenolic compound) เน่ืองจากการเกิดบาดแผล โดยพืชจะมีการหลั่งสารประกอบ
จ าพวกฟีนอล หากพบปริมาณฟีนอลในบริเวณท่ีมีการติดตามาก จะส่งผลให้เกิดความไม่เข้ากัน
ของเนือ้เย่ือ หรือท่ีเรียกว่า incompatibility ได้ (Errea, 1998) จึงมีการใช้ปริมาณฟีนอลจาก
บริเวณส่วนบน และส่วนล่างของรอยต่อท่ีเกิดจากการทาบก่ิงหรือติดตา เป็นตวัตรวจสอบความ   
เข้ากันได้ของต้นตอ และก่ิงพันธุ์ ดีในไม้ผลหลายชนิด เช่น แอปริคอท (Usenik, et al., 2006) และ  
Uapaca kirkiana (Mngomba, et al., 2008) ซึ่งสารประกอบฟีนอลในพืชจะถูกสงัเคราะห์โดยยีน 
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ดงันัน้จึงมีการประยกุต์ใช้การตรวจสอบการแสดงออก
ของยีนดงักล่าว ซึ่งเป็นยีนท่ีสังเคราะห์เอนไซม์ตวัแรกในชีวสังเคราะห์ phenylpropanoid ท่ีท า
หน้าท่ีในการสร้างสารประกอบทตุิยภูมิ (secondary metabolite) หลายชนิด เช่น ฟีนอล, แอนโทไซ
ยานิน, ฟลาโวนอยด์ และลิกนิน เป็นต้น Pina และ Errea (2008) พบความสมัพนัธ์ระหว่างการ
แสดงออกของยีน PAL ต่อการทาบก่ิงแคลลสัแอปริคอทในหลอดทดลอง โดยพบว่าหากมีการ
แสดงออกของยีนดงักล่าวต ่าจะท าให้เนือ้เย่ือสามารถเจริญเข้ากันได้ นอกจากนี ้Dos Santos 
Pereira และคณะ (2014) ศกึษาการทาบก่ิงในพีชท่ีมีการทาบก่ิงด้วยต้นตอพีชชนิดตา่งๆ และต้น
ตอท่ีเป็นแอปริคอท เม่ือท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL ในส่วนด้านบน และด้านล่าง
ของบริเวณท่ีท าการทาบก่ิง พบว่ามีการแสดงออกของยีน PAL ในปริมาณท่ีสงูในต้นตอแอปริคอท 
เม่ือเทียบกบัต้นตอท่ีเป็นพีช ซึ่งส่งผลให้เกิดการสะสมสารประกอบฟีโนลิก และท าให้เกิดความไม่
เข้ากันของต้นตอและก่ิงพนัธุ์ดี ดงันัน้การศึกษาการแสดงออกของยีน PAL หลงัท าการติดตาท่ี
ระยะเวลาต่างๆ จึงอาจน ามาใช้ในการตรวจสอบความเข้ากันได้ของต้นตอยางพาราพันธุ์ต่างๆ 
และก่ิงพนัธุ์ดี หากพบวา่การแสดงออกของยีนดงักล่าวสอดคล้องกบัความเข้ากนัได้ของต้นตอและ
ก่ิงพนัธุ์ดี อาจน ามาประยกุต์ใช้ในการท านายเบือ้งต้นถึงระดบัความเข้ากนัได้ เพ่ือคดัเลือกต้นตอท่ี
สามารถเข้ากันได้กับก่ิงพันธุ์ ดี นอกจากนีย้ังมีปัจจัยอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวข้องกับการพัฒนาของรอยต่อ
ระหว่างต้นตอและก่ิงพนัธุ์ดี เช่น ปริมาณลิกนินท่ีสร้างขึน้ระหว่างการเช่ือมต่อรอยแผลจะช่วยให้
เกิดการเช่ือมรอยต่อท่ีแข็งแรงในต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ ท่ีสามารถเข้ากันได้ดี (Buchloh, 1960) โดย
พบว่าหากมีสารฟลาโวนอยด์ ในปริมาณสูง และมีปริมาณลิกนินต ่าจะท าให้เกิดปัญหาในการ
เช่ือมของรอยต่อระหว่างต้นตอ และก่ิงพันธุ์  นอกจากนี ้Aloni และคณะ (2010) รายงานว่า 
ฮอร์โมนออกซิน มีผลต่อการเปล่ียนแปลงของเซลล์บริเวณรอยเช่ือมของต้นตอและก่ิงพันธุ์ดีให้
เปล่ียนไปเป็นทอ่น า้ทอ่อาหาร 
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  ดงันัน้การคัดเลือกพันธุ์ยางพาราท่ีมีระบบรากท่ีสมบูรณ์แข็งแรง เจริญเติบโต
รวดเร็ว และมีศกัยภาพในการทนทานต่อการเข้าท าลายของโรครากขาวท่ีจะช่วยลดความรุนแรง 
และการระบาดของโรคได้ โดยเฉพาะยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองท่ีต้านทานต่อโรครากได้ดี แตต้่นตอ
ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองอาจมีพนัธุกรรมแตกตา่งจากยางพาราพนัธุ์ดีท่ีนิยมปลกูกนัทัว่ไปในปัจจบุนั 
ได้แก่ RRIM 600 และ RRIT 251 จึงส่งผลท าให้เกิดการเข้ากนัไม่ได้ (incompatibility) ระหว่าง  
ต้นตอ และก่ิงตายางพาราพนัธุ์ดี โดยทั่วไปแล้วเม่ือท าการติดตา พืชจะมีกระบวนการสร้างสาร
จ าพวกฟีนอล เน่ืองจากการเกิดบาดแผล หากมีการสร้างสารฟีนอลในปริมาณสงู จะส่งผลให้เกิด
ความไม่เข้ากันของเนือ้เย่ือได้ ดงันัน้ การศึกษาโอกาสการเกิดความเข้ากนัไม่ได้ของเนือ้เย่ือจาก
ปริมาณของสารประกอบฟีนอล ควบคูก่ับตรวจสอบการแสดงออกของยีนท่ีสงัเคราะห์สารฟีนอล
ในพืช คือ Phenylalanine ammonia lyase (PAL) หลงัจากมีการติดตา รวมทัง้ข้อมลูการพฒันา
ของก่ิงพนัธุ์ดีบนต้นตอ เพ่ือเป็นประโยชน์ในการคดัเลือกต้นตอท่ีเหมาะสมส าหรับการปลูกสร้าง
สวนยางพาราอยา่งยัง่ยืน 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. การปลูกยางพาราของประเทศไทย 
   
  “ยางพารา” เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทย โดยประเทศไทยมีพืน้ท่ี
ปลูกยางพารา ในปี 2556 ทัง้สิน้ ประมาณ 22.2 ล้านไร่ โดยผลผลิตยางพาราส่วนใหญ่อยู่ท่ี
ภาคใต้ ซึ่งมีพืน้ท่ีปลูก 13.9 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 62.8 ของประเทศ (จงัหวดัสงขลามากท่ีสุด) 
และปัจจบุนัมีการขยายพืน้ท่ีการปลกูสูภ่มูิภาคอ่ืนๆ มากขึน้ โดยเฉพาะภาคตะวนัออกเฉียงเหนือมี
พืน้ท่ีปลกู 4.4 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 19.8 ซึ่งเป็นอนัดบั 2 ของประเทศ รองลงมาได้แก่ ภาคกลาง 
และภาคเหนือ มีพืน้ท่ีปลูก 2.6 และ 1.2 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 11.8 และ 5.5 ของประเทศ 
ตามล าดบั (ส านกัพฒันาเศรษฐกิจและสงัคมภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ, 2558)  
  ปัจจบุนัผลผลิตของยางพาราลดลงเน่ืองจากการผนัแปรของสภาพภูมิอากาศ ท า
ให้ฤดเูปิดกรีดล่าช้า และน า้ยางออกน้อย ขณะเดียวกนัผลผลิตยางของประเทศอ่ืนเร่ิมทรงตวัจาก
ระดบัราคายางโลกท่ีตกต ่าอย่างต่อเน่ือง และนโยบายภาครัฐในหลายประเทศเร่ิมตระหนักถึง
ปัญหาผลผลิตยางล้นตลาดมากขึน้ ท าให้เกษตรกรบางส่วนเลิกกรีดยาง และเจ้าของสวนยางใหม่
ชะลอการเปิดกรีด (กฤษณี, 2559) สถานการณ์ราคายางท่ีตกต ่าเป็นปัญหาท่ีกระทบตอ่ความ
เป็นอยูข่องเกษตรกร ท าให้เกิดกระแสเรียกร้องตา่งๆ ให้แก้ปัญหาราคายาง ทัง้ในเร่ืองของการแปร
รูปยางเป็นผลิตภณัฑ์เพ่ือเพิ่มมลูคา่ผลผลิตยาง และลดการพึ่งพาการส่งออกยางโดยผลกัดนัให้มี
การบริโภคยางในประเทศให้มากขึน้ อยา่งไรก็ตาม การวิจยัในส่วนต้นน า้ยงัคงมีส่วนส าคญัเพ่ือให้
เกิดประโยชน์สงูแก่เกษตรกรชาวสวนยาง ซึง่โรครากขาวยงัคงเป็นโรคท่ียงัพบมากในพืน้ท่ีปลกูยาง
ทางภาคใต้ และเป็นโรคท่ีท าความเสียหายตอ่สวนยาง และส่งผลกระทบตอ่ผลผลิตน า้ยางอย่าง
รุนแรง และยงัไมมี่มาตรการลดหรือป้องกนัการระบาดของโรครากขาวอย่างมีแบบแผน เป็นผลท า
ให้โรคแพร่กระจายออกสูว่งกว้างมากขึน้ทกุปี วิธีการแก้ไขปัญหาท่ีดีท่ีสดุในขณะนีคื้อ การป้องกนั
มิให้เชือ้มีการระบาดเพิ่มขึน้ หรือท าลายเชือ้ท่ีเป็นสาเหตใุห้เกิดโรครากให้มีปริมาณลดลงเร่ือยๆ 
การรักษาต้นท่ีเป็นโรค และเฝ้าระวงัการระบาดของโรค (สถาบนัวิจยัยาง, 2558) รวมทัง้การศกึษา
คดัเลือกพนัธุ์ยางท่ีสามารถทนทานตอ่โรคได้ 
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2. พันธ์ุยาง 
 
 2.1 ยางพาราพันธ์ุ RRIM 600 
 
  พนัธุ์ยาง RRIM 600 มีถ่ินก าเนิดในสหพนัธรัฐมาเลเซีย ได้จากการผสมระหว่าง
พนัธุ์ Tjir1 และ PB 86  
ลักษณะประจ าพันธ์ุ: ทรงฉัตรรูปกรวยขนาดของฉัตรเล็ก ใบสีเขียวอมเหลือง เส้นกลางใบนูน 
ฐานใบสอบเรียว ปลายใบเป็นติ่งแหลม ลักษณะแผ่นใบเรียบรูปร่างของใบกลางป้อมปลายใบ 
ขอบใบเรียบ รูปร่างของก้านใบตรง ความยาวก้านใบปานกลาง รอยแผลก้านใบรูปหวัใจ ตาก้าน
ใบนนูน้อยตัง้อยู่ในฐานก้านใบ ตาคิว้ฝังในล าต้น ทิศทางของตาคิว้โค้งสมดลุ น า้ยางสีขาว รูปร่าง
ของล าต้นตรง ลักษณะทรงพุ่มรูปพัด ความหนาแน่นของทรงพุ่มปานกลาง การแตกก่ิงสมดุล 
ขนาดเมล็ดปานกลางรูปร่างของเมล็ดทรงส่ีเหล่ียม ลกัษณะส่วนหวัเรียบ ลกัษณะส่วนท้ายเรียบ 
ลกัษณะสว่นอกสนันนู ลกัษณะสว่นหลงัเรียบ (วิชา และคณะ, 2545) (รูปท่ี 1) 
ลักษณะทางการเกษตร: ในระยะก่อนเปิดกรีดและระหวา่งกรีดการเจริญเติบโตปานกลาง เปลือก
เดิมบาง เปลือกงอกใหม่หนาปานกลาง ผลผลิตระยะแรกอยู่ในระดบัปานกลาง แต่จะเพิ่มขึน้
เร่ือยๆ ในปีตอ่มาให้ผลผลิตเนือ้ยาง 10 ปีกรีดเฉล่ีย 289 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี อ่อนแอมากตอ่โรคใบ
ร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทราและโรคเส้นด า ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจดุนนูระดบัปานกลาง 
ออ่นแอตอ่โรคราสีชมพ ูต้านทานลมระดบัปานกลาง 
ลักษณะดีเด่น: การปรับตวัและให้ผลผลิตได้ดีในเกือบทุกพืน้ท่ี ทนทานต่อการกรีดถ่ีได้มากกว่า
พนัธุ์อ่ืนๆ และมีจ านวนต้นแสดงอาการเปลือกแห้งน้อย 
ข้อจ ากัด/ข้อควรระวัง: อ่อนแอมากต่อโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา โรคเส้นด า และ
ออ่นแอตอ่โรคราสีชมพ ูเปลือกเดมิบาง 
พืน้ที่แนะน า: ปลกูได้ในพืน้ท่ีทัว่ไป ยกเว้นในพืน้ท่ีท่ีมีโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา เส้นด า และ
โรคราสีชมพรูะบาดรุนแรง พืน้ท่ีท่ีมีหน้าดนิตืน้ และพืน้ท่ีท่ีมีระดบัน า้ใต้ดนิสงู (สถาบนัวิจยัยาง, 2554) 
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รูปท่ี 1 ลกัษณะประจ าพนัธุ์ยาง RRIM 600 
ที่มา สถาบนัวิจยัยาง (2554) 
 
 2.2 ยางพาราพันธ์ุสถาบันวิจัยยาง 251 (RRIT 251) 
 
  พนัธุ์ยาง RRIT 251 ไม่สามารถระบุพ่อแม่พนัธุ์ได้ มีแหล่งก าเนิดในประเทศไทย
เป็นต้นกล้ายางท่ีคดัเลือกจากแปลงเอกชนในจงัหวดัสงขลา  
ลักษณะประจ าพันธ์ุ: ลกัษณะทรงฉัตรคร่ึงวงกลม ขนาดของฉัตรใหญ่ ใบสีเขียวแก่ เส้นกลางใบ
นนู ฐานใบรูปลิ่ม ปลายใบเรียวแหลม ลกัษณะแผ่นใบเรียบ ขอบใบเป็นคล่ืน ใบย่อยซ้าย-ขวา
เปรียบเทียบกบัใบกลางมีรูปร่างแบบเดียวกนั แตข่นาดเล็กกว่า รูปร่างก้านใบรูปตวัเอส ความยาว
ก้านใบยาว ฐานก้านใบเรียบสองชัน้ รอยแผลก้านใบรูปหวัใจ ลกัษณะการแผ่ของก้านใบย่อย
ยกขึน้ท ามมุแคบระหวา่งก้านใบย่อย  ความยาวก้านใบย่อยปานกลาง ตาก้านใบนนูน้อยตัง้อยู่ชิด
ฐานก้านใบ ตาคิว้เสมอล าต้น ทิศทางของตาคิว้เอียงด้านใดด้านหนึง่ น า้ยางสีขาว ลกัษณะทรงพุ่ม
รูปกลม ความหนาแนน่ของทรงพุม่ขนาดใหญ่ การแตกก่ิงไมส่มดลุ (วิชา และคณะ, 2545) (รูปท่ี 2) 
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ลักษณะทางการเกษตร: ระยะก่อน และระหวา่งกรีดเจริญเติบโตปานกลาง ขนาดล าต้นทัง้แปลง
มีความสม ่าเสมอดี ท าให้มีจ านวนต้นเปิดกรีดได้มาก เปลือกเดิม  และเปลือกงอกใหม่หนา       
ปานกลาง ผลผลิตเนือ้ยาง 10 ปีกรีดเฉล่ีย 457 กิโลกรัมตอ่ไร่ตอ่ปี สงูกว่าพนัธุ์ RRIM 600 ร้อยละ 57 
มีจ านวนต้นเปลือกแห้งน้อย ต้านทานโรคใบร่วงท่ีเกิดจากเชือ้ไฟทอปโทรา โรคราแป้ง โรคใบจุดนูน 
และโรคราสีชมพรูะดบัปานกลาง ต้านทานโรคเส้นด าระดบัดี และต้านทานลมระดบัปานกลาง 
ลักษณะดีเด่น: ผลผลิตเนือ้ยางสงูมาก มีจ านวนต้นเปิดกรีดได้มาก ต้านทานโรคเส้นด าในระดบัดี 
มีจ านวนต้นเปลือกแห้งน้อย 
ข้อจ ากัด/ข้อควรระวัง: ในระยะยางอ่อน ต้นยางท่ีปลกูในพืน้ท่ีฝนตกชกุ ทัง้ในแปลงก่ิงตา และ
แปลงปลกูจะออ่นแอตอ่โรคใบจดุนนูมาก 

พืน้ที่แนะน า: ปลกูได้ในพืน้ท่ีทัว่ไป ยกเว้นพืน้ท่ีลาดชนั พืน้ท่ีท่ีมีหน้าดินตืน้ พืน้ท่ีท่ีมีระดบัน า้ใต้
ดนิสงู และพืน้ท่ีลมแรง เน่ืองจากทรงพุม่มีขนาดใหญ่ แตกก่ิงไมส่มดลุ (สถาบนัวิจยัยาง, 2554) 
 

 
รูปท่ี 2 ลกัษณะประจ าพนัธุ์ยาง RRIT 251 
ที่มา สถาบนัวิจยัยาง (2554) 
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3. โรครากขาวในยางพารา 
 
  โรครากเน่าเป็นโรคท่ีท าความเสียหายให้กับต้นยางมากท่ีสุดโรคหนึ่งโดยเฉพาะโรค
รากขาว โรครากขาวของยางพารา เกิดจากเชือ้ราชัน้สงูจ าพวกเห็ด (basidiomycetes) มีช่ือวิทยาศาสตร์ 
Rigidoporus microporus หรือ Rigidoporus lignosus พบการแพร่ระบาด และท าความเสียหายแก่
พืน้ท่ีปลูกยางทัว่ไป สามารถพบต้นยางเป็นโรคได้ตัง้แต่ 1-2 ปีแรกปลูก (อุไร และคณะ, 2546) และ
สามารถเข้าท าลายรากยางพาราได้ทกุระยะการเจริญเติบโต ตัง้แตอ่าย ุ1 ปีขึน้ไป ในระยะเร่ิมแรก
จะไม่เห็นลกัษณะผิดปกติของต้นยางพาราส่วนท่ีอยู่ เหนือพืน้ดิน เม่ือส่วนรากถูกท าลายเสียหาย
จนไม่สามารถดูดน า้ และธาตุอาหารได้ จึงแสดงอาการอาการท่ีปรากฏคือ ใบมีขนาดเล็กลง สี
เหลือง ทรงพุ่มมีขนาดเล็ก (Kaewchai et al., 2010) ต้นยางท่ีถกูเชือ้เข้าท าลายอย่างรุนแรง จะ
แสดงอาการให้เห็นท่ีทรงพุ่ม ซึ่งเป็นระยะท่ีไม่สามารถรักษาได้ นอกจากท าการป้องกันล าต้น
ข้างเคียงเท่านัน้ ในยางใหญ่ ต้นยางท่ีถูกท าลายอย่างรุนแรงจะแสดงอาการใบเหลือง และร่วง 
แล้วยืนต้นตาย (อไุร และคณะ, 2546) ซึ่งบริเวณรากท่ีถกูเชือ้เข้าท าลายจะปรากฏเส้นใยราสีขาว
เจริญแตกสาขาปกคลมุ เกาะติดแน่นกบัผิวราก เม่ือเส้นใยอายมุากขึน้จะกลายเป็นเส้นกลมนนูสี
เหลืองซีด เนือ้ไม้ของรากท่ีเป็นโรคในระยะแรกจะแข็งกระด้างเป็นสีน า้ตาลซีดในระยะรุนแรงจะ
กลายเป็นสีครีมถ้าอยูใ่นท่ีชืน้แฉะจะอ่อนนิ่ม ดอกเห็ดมีลกัษณะเป็นแผ่นคร่ึงวงกลมแผ่นเดียวหรือ
ซ้อนกันเป็นชัน้ๆผิวด้านบนเป็นสีเหลืองส้ม (รูปท่ี 3) โดยมีสีเข้มอ่อนเรียงสลับกันเป็นวง ผิว
ด้านล่างเป็นสีส้มแดงหรือสีน า้ตาล ขอบดอกเห็ดเป็นสีขาว (สถาบนัวิจยัยาง, 2558) โดยต้นท่ีเป็น
โรคจะเป็นแหล่งเชือ้แพร่กระจายแก่ต้นข้างเคียงทัง้ในแถว และระหว่างแถวต่อไป ซึ่งจะมีการ
ระบาดรุนแรงในชว่งฤดฝูนท่ีมีฝนตกชกุ ความชืน้สงู ท าให้จ านวนต้นยางตอ่ไร่ลดลง สญูเสียรายได้
ทัง้จากผลผลิตน า้ยาง และไม้ยาง นอกจากนี ้ยังต้องเสียค่าใช้จ่ายเพิ่มเติมในการควบคุม และ
ป้องกนัโรคอีกด้วย โรครากขาวในประเทศไทยมีแนวโน้มแพร่ขยาย และระบาดมากขึน้ โดยเฉพาะ
อยา่งยิ่งในพืน้ท่ีปลกูยางเดมิซึง่มีการปลกูยางแทนรอบใหม ่(สถาบนัวิจยัยาง, 2556) 
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รูปท่ี 3 ต้นยางท่ีแสดงอาการโรครากขาว A) กลุ่มเส้นใยสีขาวบริเวณโคนต้น B) ลกัษณะดอกเห็ด

ท่ีโคนต้น 
ที่มา สถาบนัวิจยัยาง (2558) 
 
4. การขยายพันธ์ุพืชที่ไม่เก่ียวข้องกับการใช้เพศ 
 
  คือวิธีการขยายพนัธุ์จากเนือ้เย่ือชิน้ส่วนต่างๆ ของต้นพืช เช่น ล าต้น ตา ใบ ราก 
เพ่ือให้ได้ต้นพืชท่ีมีลักษณะทางพนัธุกรรมเหมือนเดิมทุกประการด้วยวิธีการตอนก่ิง การปักช า  
การติดตา การต่อก่ิง และการทาบก่ิง (กรมวิชาการเกษตร, 2556) ต้น และก่ิงของไม้เนือ้แข็ง 
ประกอบด้วยเนือ้เย่ือพิเศษกลุ่มหนึ่งท่ีเรียกว่า เนือ้เย่ือเจริญ (cambium) เซลล์ในเนือ้เย่ือกลุ่มนีมี้
ชีวิต และถูกกระตุ้นให้แบ่งตวัสร้างเป็นเซลล์ท่อน า้ และท่ออาหารท าให้พืชมีการเจริญเติบโตใน
ลักษณะการขยายขนาดของล าต้นและก่ิงอยู่ตลอดเวลา การท าให้เนือ้เย่ือพืชส่วนนีไ้ด้รับการ
กระทบกระเทือนเป็นบาดแผล เนือ้เย่ือเจริญจะมีการแบง่เซลล์อย่างรวดเร็ว ท าให้เนือ้เย่ือท่ีฉีกขาด
ประสานตวักัน และเจริญเติบโตเป็นเนือ้ไม้ปกติตอ่ไป บริเวณล าต้น และก่ิงท่ีมีเปลือกหุ้ม ชัน้ของ
เนือ้เย่ือเจริญจะอยู่ต ่าลงไปจากผิวเปลือกก่อนถึงชัน้เนือ้ไม้แข็ง เม่ือเปิดเปลือกออก และจบัดจูะมี
ลกัษณะเป็นเมือกใส ส าหรับการติดตา ตอ่ก่ิง และทาบก่ิงมีหลกัการ คือ ท าให้เนือ้เย่ือเจริญแบ่ง
เซลล์ออกมาเช่ือมประสานกบัเนือ้เย่ือเจริญของต้นตอ และอาศยัรากของต้นตอดดูน า้ และแร่ธาตุ
ให้การตดิตา ตอ่ก่ิง ทาบก่ิงหรือการขยายพนัธุ์พืชท่ีไม่เก่ียวข้องกบัการขยายพนัธุ์แบบอาศยัเพศวิธี
อ่ืนๆ ท่ีต้องการให้มีการเช่ือมประสานของเนือ้เย่ือเจริญของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี สิ่งส าคญัเบือ้งต้น
ท่ีควบคมุการประสานของเนือ้เย่ือว่าให้เข้ากนัได้หรือไม่ได้คือ หน่วยพนัธุกรรมของต้นตอ และก่ิง
หรือตาท่ีน ามาต่อ การน าพืชต่างต้นมาต่อกันได้นัน้  ก่อนอ่ืนจะต้องทราบก่อนว่าพืชคู่นัน้ มี

A B 
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ความสามารถเข้ากันได้อย่างดี การเข้ากันได้ของพืชบางชนิดอาจไม่แสดงผลออกมาปรากฏใน
ระยะแรกๆ แต่ตอ่มาลกัษณะของการเข้ากันไม่ได้จะปรากฏให้เห็น เช่น ลกัษณะท่ีส่วนปลายจาก
ก่ิงท่ีน ามาต่อ เจริญเติบโตได้เร็วจนมีขนาดโตกว่าส่วนโคนซึ่งเป็นส่วนต้นตอมาก หรืออาจแสดง
ออกมาในทางตรงกันข้ามคือ ส่วนโคนเจริญเติบโตเร็วจนมีขนาดโตกว่าส่วนปลาย หรือแสดง
ออกมาในลักษณะอ่ืนท่ีเป็นข้อเสีย เช่น ต้นตอมีผลท าให้ส่วนยอดมีปริมาณ และคุณภาพของ
ผลผลิตของพืชนัน้ลดลง เป็นต้น (นงพร, 2535) 
  การทาบก่ิงหรือการติดตาเป็นศิลปะอย่างหนึ่ง ท่ีมีการน าระบบราก (rootstock) 
และระบบยอด (scion) ของพืชมาอยูบ่นต้นพืชต้นเดียวกนั โดยการเช่ือมตอ่ชิน้ส่วนเนือ้เย่ือของพืช
ทัง้ 2 ชิน้เข้าด้วยกนั ส าหรับการติดตาชิน้ส่วนของตา ท่ีได้จากก่ิงตาพนัธุ์ ดีจะมีขนาดเล็กกว่าส่วน
ของต้นตอ เทคนิคการติดตาก็คือเทคนิคท่ีมาจากการทาบก่ิงเพียงแตว่่าการติดตาจะใช้ขนาดของ
ตาท่ีเล็กกวา่ และมกัจะมีเพียงแค ่1 ตา เทา่นัน้ (Hartmann et al., 2010)  
 
 4.1 ปัจจัยในการขยายพันธ์ุพืชที่ไม่เก่ียวข้องกับการใช้เพศ 
 
  นงพร (2535) ได้อธิบายปัจจยัท่ีมีผลตอ่การขยายพนัธุ์พืชท่ีไม่เก่ียวข้องกบัการใช้
เพศ ทัง้ปัจจยัภายใน และปัจจยัภายนอกดงันี ้
 
  4.1.1 ปัจจัยภายในกิ่ง และต้น 
 
   1) ปริมาณสารฮอร์โมนในกิ่ง ได้แก่ ออกซิน ซึ่งถกูผลิตขึน้ท่ีปลายยอดหรือ
ปลายก่ิงเม่ือเคล่ือนท่ีลงมายงั บริเวณรอยตดัของก่ิงปักช า รอยควัน่ของก่ิงตอน หรือรอยเฉือนของ
ก่ิงพนัธุ์ดีหรือต้นตอจะสะสมอยู่บริเวณนัน้จนมีระดบัความเข้มข้นถึงจดุท่ีเหมาะสมช่วยกระตุ้นให้
เนือ้เย่ือบริเวณนัน้แบง่เซลล์ออกไปอย่างรวดเร็วเม่ือมีฮอร์โมนชนิดอ่ืนๆ ร่วมด้วยก็จะสร้างเป็นราก 
และเนือ้เย่ืออ่ืนๆ ท่ีจ าเป็นของพืชตอ่ไป 
   2) ความอุดมสมบูรณ์และการสะสมอาหารของกิ่งและต้น ต้นและก่ิงท่ี
สมบูรณ์มีอาหารสะสมมากจะท าให้ออกรากได้ง่ายและการเช่ือมประสานของเนือ้เย่ือเกิดขึน้ได้
ดีกวา่ก่ิงท่ีไมอ่ดุมสมบรูณ์และมีอาหารสะสมน้อย 
   3) อายุของพืช พืชท่ีเป็นไม้เนือ้แข็งและเป็นชนิดท่ีขยายพนัธุ์ด้วยวิธีการท่ีไม่
เก่ียวข้องกบัการใช้เพศได้คอ่นข้างยาก ส่วนต้นหรือก่ิงท่ียงัอ่อนอาจมีโอกาสท่ีจะท าการขยายพนัธุ์
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ด้วยวิธีการท่ีไม่เก่ียวข้องกับการใช้เพศได้หลายวิธี แต่อาจจะต้องใช้เทคนิคในการขยายพันธุ์ ท่ี
ละเอียดอ่อนกว่าปกติ และใช้การปฏิบตัิดูแลท่ีพิเศษออกไปกว่าปกติ โดยทั่วๆ ไปก่ิงอ่อนจะใช้
ขยายพนัธุ์โดยวิธีการท่ีไมเ่ก่ียวข้องกบัการใช้เพศได้ดีกวา่ก่ิงแก่  
   4) พันธุกรรมของต้นตอ และกิ่งพันธ์ุดี พนัธุกรรมของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี
ท่ีน ามาท าการติดตา ตอ่ก่ิง หรือทาบก่ิง ควรเป็นพืชท่ีมีพนัธุกรรมใกล้เคียงกนั หรือไม่แตกตา่งกนั
มาก เช่น เป็นพืชท่ีอยู่ในสปีชีส์เดียวกัน หรืออยู่ในสกุลเดียวกัน เพ่ือให้การติดตา ต่อก่ิง หรือทาบก่ิง 
ประสบผลส าเร็จ หรือเกิดความล้มเหลวน้อยท่ีสดุ 
 
  4.1.2 ปัจจัยภายนอก 
 
   1) ฤดูกาล โดยทัว่ไปการขยายพันธุ์พืชในเขตร้อนโดยการติดตา ต่อก่ิง ทาบก่ิง 
หรือปักช า นิยมท ากนัในฤดฝูนซึง่เป็นชว่งเวลาท่ีสภาพอากาศมีความเหมาะสมตอ่การเจริญเติบโต
ของพืช  
   2) อุณหภูมิและความชืน้ หลงัจากการขยายพนัธุ์พืชแบบติดตา ทาบก่ิง ตอ่ยอด 
หรือปักช า หากจดัให้สภาพแวดล้อมรอบๆ ต้น หรือก่ิงท่ีขยายพนัธุ์ได้รับอณุหภูมิและความชืน้สูง
แล้วจะไปเร่งการเจริญเติบโตของเนือ้เย่ือของส่วนขยายพนัธุ์ท าให้การเช่ือมประสานของเนือ้เย่ือ 
และการงอกรากเกิดขึน้ได้เร็ว 
   3) โรคและแมลงศัตรู ในการสร้างเนือ้เย่ือใหม่ของก่ิงตดัช า หรือส่วนของ
เนือ้เย่ือท่ีเช่ือมประสานกนั ของวิธีการทาบก่ิง ตอ่ก่ิง ติดตา เนือ้เย่ืออ่อนเหล่านีป้ระกอบด้วยเซลล์
ท่ีมีอายนุ้อยยงัไมมี่ความแข็งแรง ฉะนัน้โอกาสท่ีจะถกูรบกวนจากโรคแมลงย่อมเกิดขึน้ได้ง่าย และ
เนือ้เย่ือท่ีไม่มีความแข็งแรงเหล่านัน้มีจ านวนไม่มาก และอยู่ ในช่วงท่ีมีความส าคัญต่อการ
เปล่ียนแปลงท่ีจะสร้างเป็นเนือ้เย่ืออ่ืนท่ีจ าเป็น ฉะนัน้หากมีการเข้าท าลายของโรคแมลง ความ
เสียหายจะเกิดขึน้ทนัที  
   4) ความช านาญของผู้ปฏิบัติ โดยเฉพาะกบัการขยายพนัธุ์พืชโดยวิธีติดตา 
ตอ่ก่ิง ทาบก่ิง เป็นต้น ซึง่จะต้องเฉือนเนือ้เย่ือให้เป็นแผล หรือเปิดเนือ้เย่ือออกผู้ ท่ีท าการขยายพนัธุ์
พืชดงักล่าวจะต้องฝึกจนช านาญ มีความละเอียดอ่อนทกุขัน้ตอนในการขยายพนัธุ์จึงจะก่อให้เกิด
ความส าเร็จ 
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 4.2 การขยายพันธ์ุยาง และการตดิตาเขียว  
 
  ยางพาราสามารถท าการขยายพนัธุ์ได้หลายวิธี เช่น การขยายพนัธุ์โดยใช้เมล็ด (ไม่
นิยมเน่ืองจากเกิดการกลายพนัธุ์) ใช้วิธีการติดตาเขียว ติดตาสีน า้ตาล เป็นต้น ซึ่งการขยายพนัธุ์โดย
วิธีการติดตา จะแบง่ออกเป็นการติดตาเขียว และการติดตาสีน า้ตาล แต่ส่วนใหญ่นิยมขยายพนัธุ์ด้วย
การติดตาเขียวมากกว่า เพราะท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว และมีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จในการติดตาสูง
มากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต์ 
 
  4.2.1 ปัจจัยส าคัญส าหรับการตดิตาเขียว 
 
  การตดิตาเขียวจะได้ผลส าเร็จสงูหรือไมน่ัน้ขึน้อยูก่บัปัจจยัตา่ง  ๆท่ีส าคญั ได้แก่ 
 1) ต้นกล้ายาง จะต้องมีความสมบรูณ์แข็งแรง มีอายปุระมาณ 4.5 ถึง 8 เดือน ขนาดของล าต้น
มีเส้นผ่าศนูย์กลางไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร วดัจากระดบัความสงูจากพืน้ดิน 10 เซนติเมตร มีล าต้นตัง้
ตรง โคนรากไมค่ดงอ และลอกเปลือกได้ง่าย  
 2) กิ่งตาเขียว ก่ิงท่ีได้จากแปลงก่ิงตายาง ซึ่งได้รับการตรวจสอบแล้วว่าเป็นพนัธุ์ยางพาราท่ี
ถกูต้อง ก่ิงตาเขียวท่ีสมบรูณ์จะต้องมีอาย ุ42 ถึง 49 วนั ลอกเปลือกได้ง่าย ไมเ่ปราะหรือมีเสีย้นตดิเนือ้ไม้ 
 3) ความช านาญในการตดิตา วิธีการตดิตาเขียวสามารถฝึกหดัได้ง่าย ผู้ ท่ีมีความช านาญแล้ว
จะได้รับผลส าเร็จสูงกว่าร้อยละ 90 แต่ทัง้นีข้ึน้อยู่กับปัจจยัอ่ืนๆด้วย โดยทั่วไปผู้ ท่ีมีความช านาญจะ
สามารถตดิตาได้ประมาณ 300 ต้นตอ่วนั  
 4) ฤดูกาล ควรเป็นต้นฤดฝูนไปจนถึงกลางฤดฝูน ส่วนปลายฤดฝูนไม่ควรท าการติดตาเพราะ
เม่ือตดัต้นเพ่ือให้ก่ิงตาผลิออกมาก็จะเร่ิมเข้าสู่ฤดแูล้ง ซึ่งจะท าให้ต้นยางพาราตายได้ แตห่ากติดตาแล้ว
ถอนน าไปช าไว้ในถงุพลาสติกก็สามารถปฏิบตัิได้ และหากในแปลงกล้ายางมีการรดน า้ตลอดทกุวนัก็จะ
สามารถตดิตาได้ตลอดทัง้ปี  
 5) วัสดุอุปกรณ์ วสัดอุปุกรณ์ท่ีจ าเป็นในการตดิตา ได้แก่  
  - กรรไกรตดัก่ิงตา 
  - ถงุพลาสตกิใสก่ิ่งตา 
  - แถบพลาสตกิใส ขนาดกว้าง 5/8 นิว้ หนา 0.05 มิลลิเมตร 
  - หินลบัมีด 
  - เศษผ้าส าหรับท าความสะอาดต้นยางพารา 
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  4.2.2 วิธีการตดิตาเขียว 
 
  วิธีส าหรับการตดิตายางแบบการตดิตาเขียวมีดงัตอ่ไปนี ้
 1) เลือกต้นกล้าท่ีมีความสมบรูณ์ ท าความสะอาดโคนต้นกล้าด้วยเศษผ้า โดยการเช็ดสิ่ง
สกปรก และทรายออกจากต้นกล้ายาง 
 2) เปิดรอยกรีดโดยใช้ปลายมีดกรีดตามความยาวล าต้น จ านวน 2 รอย ความยาว 7 ถึง 8 
เซนติเมตร ห่างกันประมาณ 1 เซนติเมตร (รูปท่ี 4A-C) ให้ส่วนล่างของรอยกรีดสูงจากพืน้ดิน 
ประมาณ 1 ถึง 2 เซนติเมตร แล้วใช้มีดกรีดเป็นแนวขวางกบัรอยกรีดโดยให้ด้านบนเช่ือมติดกนั 
แล้วใช้ปลายมีดหรือด้ามงาบแคะเปลือกบริเวณมมุแล้วลอกเปลือกลงข้างล่างจนสดุ  จากนัน้ตดั
เปลือกท่ีดงึออกให้เหลือเป็นลกัษณะของลิน้สัน้ๆ ความยาวประมาณ 1 ถึง 1.5 เซนตเิมตร 
 3) เตรียมแผ่นตาท่ีได้จากก่ิงตาเขียว (รูปท่ี 4D) ใช้มีดคมเฉือนออกอย่างเบามือ โดยเร่ิม
จากด้านปลายไปยังด้านโคนโดยให้ติดเนือ้ไม้บางๆ อย่างสม ่าเสมอตลอดแนวยาว ความยาว
ประมาณ 8 ถึง 9 เซนตเิมตร และให้มีตาอยูต่รงกลางแผน่ ความกว้างของแผ่นตาประมาณให้พอดี
กบัความกว้างของรอยแผล และเปิดเปลือกบนต้นกล้า หากเฉือนแผ่นตาหนามากเกินไปจะท าให้
ลอกออกยาก เน่ืองจากแผน่ตาเขียวช า้ได้ง่าย ดงันัน้ก่อนก่อนเฉือนแผ่นตาต้องแน่ใจว่ามีดคม และ
สะอาด 
 4) แตง่แผ่นตาทัง้สองข้างให้มีลกัษณะบางๆ ให้แผ่นตาสามารถสอดเข้ากบัรอยเปิดกรีด
บนต้นตอ จากนัน้ตดัปลายด้านลา่งออก 
 5) ลอกแผ่นตาออกจากเนือ้ไม้ โดยการใช้นิว้ชี ้และนิว้หัวแม่มือทัง้สองข้างจับปลาย
ด้านบนของแผ่นตา ใช้นิว้กลางประคองแผ่นตาส่วนล่างแล้วคอ่ยๆ ลอกเนือ้ไม้ออกจากเปลือกแผ่นตา 
โดยพยายามอย่าให้ส่วนท่ีเป็นเปลือกโค้งงอ หรืออีกวิธีหนึ่งคือ ใช้การลอกด้วยปากโดยใช้มือข้างหนึ่ง
จบัแผน่ตาไว้ แล้วหนัด้านปลายแผ่นตาท่ียงัไม่ตดัเข้าหาปาก ใช้ฟันยึดส่วนท่ีเป็นเนือ้ไม้แล้วใช้หวัแม่มือ 
กบันิว้ชีข้องมืออีกข้างหนึ่งจบัเปลือกด้านล่างไว้  แล้วค่อยๆ ลอกเนือ้ไม้ออกจากเปลือกแผ่นตา 
พยายามไมใ่ห้เปลือกโค้งงอเชน่กนั ตรวจดแูผน่ตาท่ีลอกเสร็จ หากแผ่นตาช า้หรือจดุเย่ือเจริญหลดุ 
แหวง่หรือไมส่มบรูณ์ให้ทิง้ไป ใช้เฉพาะแผน่ตาท่ีสมบรูณ์เทา่นัน้ (รูปท่ี 4E) 
 6) สอดแผ่นตาท่ีลอกเนือ้ไม้ออกแล้วนีใ้ส่ลงในลิน้เปลือกต้นตอเบาๆ อย่างรวดเร็ว และ
ในขณะท่ีใส่ระวงัอย่าให้แผ่นตาถกูเนือ้ไม้ เพราะจะท าให้แผ่นตาและเย่ือราเกิดอาการช า้ได้ และตดั
สว่นของแผน่ตาท่ีเกินอยูข้่างบนทิง้หรือจะทิง้ไว้ เพ่ือรอตดัออกในขณะท่ีพนัผ้าพลาสติกก็ได้ (รูปท่ี 4F) 
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 7) พนัแผ่นตาด้วยแผ่นพลาสติกใส ขนาดความยาวประมาณ 30 เซนติเมตร โดยพนัจาก
ด้านลา่งขึน้ข้างบนให้แผน่ตาแนบกบัแผลรอยเปิดของต้นกล้า และให้ขอบพลาสติกทบักนัสงูขึน้ไป
จนเหนือรอยตดัตา 2 ถึง 3 รอบ ผกูพลาสติกให้แน่นโดยการสอดปลายเข้าไปในพลาสติกรอบ
สดุท้ายแล้วดงึให้แนน่ (รูปท่ี 4G) 
 8) ตรวจสอบความเรียบร้อยพร้อมทัง้ปักป้ายแสดงวนัท่ีติดตา ช่ือพนัธุ์ยางพารา และ
จ านวนต้น หลงัจากนัน้อีก 21 วนั ให้ตรวจดคูวามเจริญเติบโต หากแผ่นตายงัคงมีสีเขียวแสดงว่า
การติดตาประสบผลส าเร็จให้ใช้มีดกรีดพลาสติกบริเวณด้านตรงข้ามเพ่ือไม่ให้พลาสติกหลดุออกจาก
แผ่นตา แตห่ากแผ่นตาเปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน า้ตาล แสดงว่าการติดตาไม่ประสบผลส าเร็จ ให้ใช้
มีดกรีดพลาสติกด้านหลงัออกเพ่ือท าการติดตาซ า้หลงัจากตรวจผลส าเร็จ และเม่ือน าพลาสติก
ออก ปล่อยให้ต้นท่ีติดตาอยู่ในแปลงไม่น้อยกว่า 1 สปัดาห์ก่อนท่ีจะถอนไปปลกูหรือตดัต้นเดิมทิง้ 
(ส านกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร, 2545) 
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รูปท่ี 4 ขัน้ตอนการติดตาเขียว  
ที่มา วลัลภ (2543) 

(A) (B) (C) (D) 

(E) (F) (G) 
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5. ความเข้ากันได้ของเนือ้เยื่อ และปัจจัยที่มีผลต่อความเข้ากันได้ของเนือ้เยื่อ 
   
  ความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือ (compatibility) คือ ความส าเร็จในการเกิดรอยเช่ือม
ของเนือ้เย่ือจากชิน้ส่วนของพืช 2 ต้น ภายในพืช 1 ต้น เข้าด้วยกันเพ่ือการผลิตต้นพืชท่ีมีความ
สมบรูณ์ และแข็งแรง (Hartmann et al., 2010) 
 
 5.1 การเกิดรอยเช่ือมของต้นตอ และกิ่งพันธ์ุดี 
 
  พิทกัษ์ และสภุาลยั (2553) ได้อธิบายถึงการเกิดรอยตอ่ของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี
ว่า การเช่ือมกันของก่ิงพนัธุ์ดี กับต้นตอเปรียบได้กับการสมานบาดแผล เม่ือมีการทาบก่ิง ต่อก่ิง 
และติดตา จะต้องประกบ และมดัชิน้ส่วนทัง้สองให้แน่น เซลล์บริเวณแคมเบียมของแผลจะสร้าง
เซลล์พาเรนไคมาจ านวนมากเป็นแคลลสั (callus) และเปล่ียนแปลงเป็นแคมเบียม ซึ่งต่อมาจะ
สร้างเป็นท่อน า้ และท่ออาหาร โดยการสมานของรอยตอ่ระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีนัน้ ชิน้ส่วน
ทัง้สองท่ีน ามาแนบสนิทกัน ไม่เคล่ือนท่ี หรือเติบโตเข้าหากัน แต่เกิดจากเซลล์ท่ีเกิดขึน้หลงัการ
ทาบก่ิง ต่อก่ิง และติดตา และในบริเวณรอยต่อ ไม่มีการคละกันระหว่างส่วนประกอบของเซลล์ 
เซลล์ท่ีเกิดจากก่ิงพนัธุ์ดี และต้นตอ ตา่งมีลกัษณะจ าเพาะของต้นอยู่อย่างครบถ้วนซึ่งขัน้ตอนการ
สมานรอยตอ่มีดงันี ้
 1) บริเวณเนือ้เย่ือเจริญ (cambium region) ทัง้ของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี จะสร้างเซลล์
หรือแบง่เซลล์มาประสานกนัเพ่ือเตมิเตม็ชอ่งวา่งระหวา่งรอยแผล โดยการสร้างกลุ่มเซลล์ท่ีเรียกว่า 
แคลลสั ซึง่เป็นกลุม่เซลล์พาเรนไคมาท่ีเกิดบริเวณรอบๆ เนือ้เย่ือพืชท่ีเป็นแผล การประสานกนัของ
เนือ้เย่ือแคลลสัเป็นขัน้ตอนส าคญัในการสมานรอยตอ่ของก่ิงพนัธุ์ดี และต้นตอ แตส่่วนใหญ่มกั
เกิดในต้นตอมากกว่า กลุ่มเซลล์นีคื้อ พาเรนไคมา (parenchyma) และจะท าหน้าท่ีคล้าย 
vascular bundle กลุ่มเซลล์นีจ้ะเกิด และปิดเต็มช่องว่าง ในระยะนีน้ า้ และธาตอุาหารจากต้นตอ
สามารถจะเคล่ือนไปยังก่ิงพันธุ์ ได้บ้างแล้ว หากมีกลุ่มเซลล์ท่ีเจริญล้นออกมาข้างนอกก็จะ
เปล่ียนเป็นเปลือกของก่ิง 
 2) การเกิดเนือ้เย่ือเจริญใหม ่ระหวา่งต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ ซึง่เนือ้เย่ือเจริญใหม่นีจ้ะเช่ือมตอ่
กบัเนือ้เย่ือเจริญเดมิ 
 3) การเกิดท่อน า้ (xylem) และท่ออาหาร (phloem) ขึน้จากเนือ้เย่ือเจริญใหม่ หมายถึง 
การเกิดกลุ่มของท่อน า้ท่ออาหาร (vascular bundle) การเกิดขึน้นีจ้ะต้องเกิดก่อนท่ีก่ิงพนัธุ์ดีจะ
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แตกตาเพ่ือให้ต้นนัน้เกิดความสมบูรณ์ เน่ืองจากพืชจะต้องมีระบบการส่งน า้ และอาหารอย่างมี
ประสิทธิภาพก่อนแตกใบ มิฉะนัน้หากแตกใบก่อนจะท าให้อตัราการคายน า้มีมากเกินไป ท าให้ต้นพืชตายได้  
  ในการติดตาการเกิดรอยเช่ือมของตานัน้จะเหมือนกับการทาบก่ิงทุกประการ 
ในทางธรรมชาติ หากเราท าบาดแผลขึน้ท่ีต้นพืช แล้วผนึกบาดแผลนัน้จะเกิดกลุ่มเซลล์ท่ีเป็น
แคลลสั มาเช่ือมสมานกนั และเซลล์ในกลุ่มนัน้จะกลายมาเป็นเนือ้เย่ือเจริญท่ีสร้างท่อน า้ และท่อ
อาหารขึน้ ลกัษณะนีเ้องท่ีท าให้เกิดรอยเช่ือมขึน้ได้ กล่าวคือ ในการทาบก่ิง เป็นการท ารอยแผล
ของต้นพืช แล้วสอดสว่นของพืช (scion) ไว้ตรงกลางระหวา่งรอยแผลนัน้ 
 
 5.2 ความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือมในการต่อกิ่ง  
 
  การน าพืชท่ีมีพันธุกรรมใกล้เคียงกันมาต่อก่ิงกันจะเกิดรอยเช่ือมต่อได้ง่าย
ตามปกติ แตถ้่าเป็นพืชท่ีมีพนัธุกรรมแตกตา่งกนัมากจะเกิดรอยเช่ือมตอ่ได้ยาก ในบางครัง้พบว่า
สามารถเกิดรอยเช่ือมตอ่ แตม่กัอยูไ่มน่านรอยตอ่นัน้จะหลดุเม่ือพืชได้รับการกระทบกระเทือน เช่น 
ลมแรง และการหลดุออกนัน้จะหลดุตามรอยบาดแผลท่ีท าไว้ ท าให้รอยท่ีขาดออกจากกนันัน้ เป็น
รอยเรียบผิดจากรอยท่ีเกิดจากก่ิงไม้หกั ในบางกรณีแม้ว่ารอยเช่ือมตอ่นัน้จะติดกนัได้ แตพ่บว่าต้น
ท่ีได้จะไมแ่ข็งแรง แคระแกรน ยอดมีอาการเหลือง และในไมช้่ารอยเช่ือมนัน้ก็หลดุออกจากกนั  
พิทกัษ์ และสุภาลยั (2553) ได้อธิบายถึงประเภทของความล้มเหลวในการรอยเช่ือมของต้นตอ 
และก่ิงพนัธุ์ดี ซึง่จ าแนกออกได้เป็น 2 แบบ คือ 
 1) Translocated incompatibility เกิดขึน้เน่ืองจากท่ออาหาร (phloem) ไม่สามารถจะ
พฒันาจนสมบรูณ์ได้ เน่ืองจากเกิดสาร HCN (hydrogen cyanide) ในพืชซึ่งพบได้ในแอบเปิล้ 
เชอร่ี พีช มะม่วง มะนาว เป็นต้น (อมรรัตน์ และคณะ, 2550) สาร HCN ท่ีผลิตขึน้ในก่ิงพนัธุ์ และ
สารนีเ้คล่ือนย้ายถึงกันได้ แคลลสัท่ีเกิดมกัผิดปกติ อาการมกัปรากฏมีรอยสีน า้ตาล และเกิดการ
เหลืองไหม้ท่ีเปลือกนอก เกิดการสะสมอาหารข้างบนมาก เน่ืองจากไม่สามารถไหลลงมาข้างล่าง
ได้ ดงันัน้ส่วนล่างจึงขาดน า้ตาล หากเปล่ียนเอาก่ิงพนัธุ์มาท าเป็นต้นตอ สามารถท าส าเร็จได้ใน
บางกรณี บางโอกาสจะพบว่ามีรอยแตกเต็มไปหมดรอบๆ รอยแผลท่ีเช่ือมต่อ หากเกิด
ปรากฏการณ์เช่นนี ้แม้ว่าจะหาก่ิงติดกลางต้น (interstock) มาเช่ือมตอ่ก็มกัไม่มีผลส าเร็จ เพราะ
สารท่ีผลิตในก่ิงพนัธุ์ไหลผ่านลงมาท าให้เกิดการไม่ติดระหว่างก่ิงตวักลางกบัต้นตอ ส าหรับท่อน า้ 
(xylem) สามารถเจริญได้เป็นปกติ แต่ท่ออาหารสร้างไม่ส าเร็จ แสดงว่าสารนีกี้ดขวางท าให้เซลล์ของ
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พืชทัง้สองสมานกันไม่ได้ การเข้ากันไม่ได้ในลกัษณะนีอ้าจมีสาเหตมุาจากการมีไวรัสในก่ิงพนัธุ์ หรือ
ต้นตอ 
 2) Localized incompatibility การท่ีรอยตอ่ระหว่างก่ิงพนัธุ์กับต้นตอไม่เช่ือมกันแน่น 
เน่ืองจากการเกิดเนือ้เย่ือของกลุ่มท่อน า้ท่ออาหารนัน้ไม่สมบรูณ์ โดยเช่ือมกบัของเดิมได้ไม่ดีนกั 
ทัง้นีเ้น่ืองจากลกัษณะทางเนือ้เย่ือของพืชทัง้สองแตกตา่งกนัมากจึงสมานเข้ากนัได้ยาก จึงท าให้
การล าเลียงน า้ และธาตอุาหารไม่สะดวก ท าให้ต้นท่ีได้อ่อนแอ รากขาดอาหาร หากรอยต่อถูก
กระทบกระเทือนมากๆ รอยตอ่จะหลดุ เชน่ ลมแรงจะท าให้รอยตอ่หลดุ  
 
 5.3 อาการแสดงลักษณะของความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือม 
 
  พืชท่ีท าการทาบก่ิงหรือติดตาหากเกิดความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือมระหว่าง
ก่ิงพนัธุ์กับต้นตอ แสดงว่ารอยต่อนัน้ไม่แข็งแรง อาจหลุดได้ง่าย ซึ่งจะสงัเกตเห็นพืชมีอาการ
ดงัตอ่ไปนี ้(อาการดงักลา่วเรียงตามล าดบัความรุนแรง) 
1) อตัราการเจริญของต้นตอกบัก่ิงพนัธุ์ท่ีติดกนันัน้แตกตา่งกนัมาก (รูปท่ี 5A) 
2) ก่ิงสองก่ิงนัน้ไมต่ดิกนัเลย (รูปท่ี 5B) 
3) แม้ว่ารอยเช่ือมต่อจะติดกันแล้ว แต่ในฤดูกาลเจริญเติบโตในปีต่อมา ใบของต้นพืชใหม่จะ
เหลือง ใบร่วงเร็ว แตกใบออ่นน้อย และมีบางก่ิงในล าต้นเหลืองตาย 
4) ต้นใหมท่ี่ได้อายสุัน้ จะตายไปภายใน 1- 2 ปี 
5) พบความแตกตา่งของก่ิงพนัธุ์ และต้นตอในตอนต้น และปลายฤดกูารเจริญเตบิโต 
6) เกิดจากการเจริญเตบิโตอยา่งผิดปกตท่ีิเหนือหรือใต้รอยตอ่ (พิทกัษ์ และสภุาลยั, 2553)  
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รูปท่ี 5 ตวัอย่างลกัษณะอาการผิดปกตขิองพืชเน่ืองจากความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือม  

(A) อตัราการเจริญของต้นตอกบัก่ิงพนัธุ์ท่ีติดกนันัน้แตกตา่งกนั (ลกูศรสีด า แสดงบริเวณ
รอยเช่ือมของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ท่ีมีอตัราการเจริญแตกตา่งกนั) 

 (B) ก่ิงสองก่ิงนัน้ไมต่ดิกนั 
ที่มา Hartmann และคณะ (2010) 
 
 5.4 การตรวจสอบความเข้ากันได้ของเนือ้เยื่อระหว่างต้นตอ และกิ่งพันธ์ุดีในช่วง
ระยะตอนต้น 
 
  การตรวจสอบความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือพืช สามารถท าได้หลายวิธีดงันี ้
 1) การใช้เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ  
  การตรวจสอบถึงความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือส่วนใหญ่มกัจะพบเม่ือเวลาผ่านไปหลาย
ปีภายในแปลงปลูก แต่ปัจจุบนัสามารถระบุได้ในช่วงต้นของการเกิดความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือใน
หลอดทดลอง (In vitro techniques) โดยการศึกษาผ่านการรวมกันของแคลลสัเซลล์ (callus fusion 
techniques) ท่ีได้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ (Jonard et al., 1990; Errea et al., 2001) โดย
ความส าเร็จในการเช่ือมตอ่กันของเนือ้เย่ือนัน้อาจเก่ียวข้องกับหลายกระบวนการ และในขัน้แรก
ของการเกิดความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือ คือ การเกิดกระบวนการจดจ ากนัของระหว่างเซลล์ (Pina 

(A) (B) 
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และ Errea, 2005) เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของแคลลสัเซลล์เพ่ือไปท าหน้าท่ีตา่งๆ จะเกิดขึน้
หลงัจากท่ีเซลล์เร่ิมมีการจดจ ากนัของระหว่างเซลล์ (Considine, 1983) หลงัจากนัน้แคลลสัเซลล์
จะเร่ิมมีการเช่ือมตอ่กนัในเนือ้เย่ือท่ีเข้ากนัได้ และจะเกิดการตายของเซลล์ในเนือ้เย่ือท่ีเข้ากนัไม่ได้ 
การศกึษาความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือแคลลสัในแอปริคอท (Prunus armeniaca) โดยการวางเลีย้ง
ชิน้สว่นของล าต้นก่ิงพนัธุ์ดี และต้นตอแตล่ะสายพนัธุ์ ขนาด 0.5 เซนติเมตร ท่ีผ่านการฟอกฆ่าเชือ้
บนอาหาร MS ท่ีมีองค์ประกอบของสารอาหารท่ีเหมาะสมกบัการพฒันาของแคลลสั ตรวจสอบ
การเช่ือมตอ่กนัของเนือ้เย่ือแคลลสัจากชิน้ส่วนแคลลสั 2 ชิน้, การพฒันาของเซลล์บริเวณท่ีมีการ
สมัผสักนัของเนือ้เย่ือแคลลสัทัง้ 2 ชิน้ (Errea et al., 2001) และการศกึษาปริมาณสารจ าพวก
ไขมนั และปริมาณสาร   ฟีโนลิกท่ีชิน้ส่วนของแคลลสัสร้างขึน้ในช่วง 3 สปัดาห์แรกหลงัจากเกิด
การเข้ากัน และไม่เข้ากันของเนือ้เย่ือแคลลสั การศึกษาความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือแคลลสัใน 
Uapaca kirkiana Muell Arg. (Simon et al., 2008) ท่ีมีถ่ินก าเนิด และสายพนัธุ์ท่ีแตกตา่งกนั โดย
การใช้ชิน้ส่วนใบ ของ U. kirkiana Muell Arg. วางเลีย้งบนอาหาร MS ท่ีมีองศ์ประกอบของสารอาหาร 
และสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการชักน าให้ชิน้ส่วนใบเกิดการพัฒนาเป็นแคลลัส ท าการ
ตรวจสอบการตายของเนือ้เย่ือแคลลัสเซลล์บริเวณท่ีมีการเช่ือมต่อกันของแคลลัสเซลล์ และ
ตรวจสอบการเกิดสารฟีโนลิกบริเวณท่ีเกิดความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือ และไม่เข้ากนัของเนือ้เย่ือซึ่ง
เป็นบริเวณท่ีเนือ้เย่ือแคลลสัเซลล์ตาย 
 
 2) การตรวจสอบทางเนือ้เย่ือวิทยา  
  การตรวจสอบเนือ้เย่ือวิทยา (histological studies) สามารถใช้ในการจ าแนก 
และศกึษาถึงความแตกตา่งระหวา่งเนือ้เย่ือท่ีสามารถเช่ือมตอ่กนัได้ส าเร็จ กบัเนือ้เย่ือท่ีไม่สามารถ
ประสานกันได้โดยดูจากลักษณะอาการทั่วไป ในกรณีท่ีเกิดความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือม 
ได้แก่ สว่นของเปลือกไม่เช่ือมตอ่กนั ซึ่งเป็นลกัษณะหลกัท่ีจะแสดงให้เห็นถึงการท าหน้าท่ีผิดปกติ
ของแคมเบียม และการสะสมของแป้งในส่วนของก่ิงพนัธุ์ดี (Ermel et al., 1998) เทคนิคการ
ตรวจสอบทางเนือ้เย่ือวิทยาใช้ส าหรับการศึกษาความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือของการเช่ือม
ประสานกันระหว่างก่ิงพันธุ์ ดี และต้นตอ รวมไปถึงการหาสาเหตุท่ีเป็นไปได้ของการเกิดความ
ล้มเหลวในการเช่ือมประสานกันของเนือ้เย่ือ ซึ่งได้มีการศึกษาความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือใน           
U. kirkiana Muell Arg. (Simon et al., 2008) โดยการประเมินเส้นผ่านศนูย์กลางของก่ิงพนัธุ์ดี, ต้นตอ 
และบริเวณท่ีเช่ือมประสานกนัของเนือ้เย่ือของ U. kirkiana Muell Arg. การตดัตามขวางของล าต้นบริเวณ
ท่ีเกิดรอยเช่ือมแล้วน ามาส่องดภูายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และดูการสะสมของฟีโนลิก 
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บริเวณรอยเช่ือมทัง้ในเนือ้เย่ือท่ีเข้ากนัได้ และเนือ้เย่ือท่ีเข้ากนัไม่ได้ การศกึษาความเข้ากนัได้ของ
เนือ้เย่ือด้วยการตรวจสอบทางเนือ้เย่ือวิทยาในต้นแพร์/ ควินซ์ หลังจากการทาบก่ิงไปแล้ว 5 เดือน 
(Ermel et al., 1998) เพ่ือศกึษาลกัษณะของความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือมจากการทาบก่ิง  
 
 3) การศกึษาแบบแผนไอโซไซม์  
  แบบแผนไอโซไซม์ (isozyme analyses) สามารถน ามาใช้ในการประเมินความ
เข้ากันได้ของเนือ้เย่ือได้ (Santamou, 1983) โดยการใช้เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส เพ่ือแยกความ
แตกตา่งของแถบเอ็นไซม์เพอร์ออกซิเดส (peroxidase) จากบริเวณเนือ้เย่ือของก่ิงพนัธุ์ดี และต้นตอมา
เปรียบเทียบกัน ซึ่งเอ็นไซม์เพอร์ออกซิเดสมีส่วนเก่ียวข้องกับกระบวนการเกิดสารจ าพวกลิกนิน 
(lignification) โดยลิกนินนัน้เป็นส่วนประกอบของเซลล์พาเรงไคมาท่ีสะสม และท าหน้าท่ีในการ
ช่วยล าเลียงธาตอุาหารในต้นพืช ลิกนินท่ีสะสมในผนงัเซลล์จะช่วยเสริมความแข็งแรงของรอยต่อ
ระหวา่งต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี และการสร้างเนือ้เย่ือเจริญเม่ือเกิดบาดแผล (พวงผกา, 2548) Buchloh (1960) 
รายงานวา่กระบวนการเกิดลิกนินเป็นกระบวนการท่ีจ าเป็นส าหรับกลไกการเกิดรอยเช่ือมตอ่กนัระหว่าง
ก่ิงพนัธุ์ดี และต้นตอท่ีแข็งแรง น าไปสู่ความส าเร็จในการเกิดรอยเช่ือมตามธรรมชาติ Harkin และ Obst (1973) 
ได้รายงานว่า กระบวนการเกิดสารจ าพวกลิกนินนัน้ถูกควบคุมโดยเอ็นไซม์เพอร์ออกซิเดส ซึ่ง
สอดคล้องกับ Santamou และคณะ (1986) รายงานว่าลักษณะท่ีปรากฏของแถบไอโซไซม์จาก  
ต้นตอ และก่ิงพันธุ์ ดีท่ีมีความคล้ายคลึงกัน บ่งบอกถึงความสามารถในการเข้ากันได้ของต้นตอ 
และก่ิงพันธุ์ ดี โดยท่ีก่ิงท่ีเข้ากันได้จะมีเนือ้เย่ือเจริญจ านวนมากล้อมรอบบริ เวณรอยต่อ และ
สามารถสร้างท่อล าเลียงเช่ือมต่อกนัได้อย่างตอ่เน่ือง หากพบว่า ไอโซไซม์มีความแตกตา่งกนั จะ
ท าให้เกิดการสร้างแคลลสัเพียงเล็กน้อยท่ีบริเวณรอยเช่ือม ต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีจะไม่สามารถสร้าง
ทอ่ล าเลียงเช่ือมตอ่กนัได้  
 
 4) การวิเคราะห์ปริมาณสารฟีนอล  
  การวิเคราะห์ฟีนอล (phenol analyses) เป็นท่ีน่าสนใจโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
บทบาททางสรีรวิทยาในขัน้ตอนแรกของการเกิดรอยเช่ือม เน่ืองจากสารประกอบฟีโนลิกมีส่วน
เก่ียวข้องในกระบวนการของการแบ่งเซลล์, การพัฒนาของเซลล์ และการเปล่ียนแปลงไปเป็น
เนือ้เย่ือใหม่ (Errea, 1998) ใน  แอปริคอทการสะสมของสารประกอบฟีโนลิกบางชนิดจะมีส่วน
เก่ียวข้องกับปัญหาในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเนือ้เย่ือใหม่ของแคลลสั (Errea et al., 1994) 
Usenik และคณะ (2006) ได้ท าการศึกษาผลของความส าเร็จในการเกิดรอยเช่ือมจากการทาบก่ิง   
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ตอ่ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกในต้นแอปริคอทโดยการใช้เทคนิค HPLC ในการวิเคราะห์ และจ าแนก
ชนิดของสารประกอบฟีโนลิก พบว่า Phloroglucinol, Catechin, p-Coumaric และสารจ าพวก    
ฟีนอลท่ีไมส่ามารถจดัจ าแนกชนิดได้มีผลอยา่งจ าเพาะเจาะจงตอ่ความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือ 
 
 5) การศกึษาการแสดงออกของยีน 
  โดยการศึกษายีนท่ีมีบทบาทเก่ียวข้องกับความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือ ได้แก่  ยีน 
Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ควบคมุการสงัเคราะห์เอนไซม์ phenylalanine ammonia 
lyase ในวิถีของ phenylpropanoid โดยเอนไซม์ phenylalanine ammonia lyase จะถกูกระตุ้นท่ี
ระดบั transcriptional ในการตอบสนองต่อความเครียดต่างๆ เช่น การเข้าท าลายของโรค, รังสี UV, 
ระดบัของไนโตรเจน ฟอสเฟต หรือไอรอนต ่า, รวมไปถึงปฏิสมัพนัธ์ระหว่างต้นตอ/ก่ิงพนัธุ์ดี (Dixon 
และ Paiva, 1995; Kubota et al., 2001; Leng และ Qui, 2003; Olsen et al., 2008; Pina และ 
Errea, 2008; Sullivan et al., 2009) พบระดบั transcription ของยีน PAL ค่อนข้างสงูจากความ
ล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือมของแอปริคอท/ พลมั ท่ีส่งผลให้มีการสะสมของสารประกอบฟีโนลิกท่ีสูง 
(Pina และ Errea, 2008) นอกจากนีย้งัมีการศกึษาผลของความแตกตา่งของต้นตอ/ ก่ิงพนัธุ์ดี ใน
พืชตระกลูพรุนหลงัจากการทาบก่ิง 2-3 ปี ตอ่ลกัษณะการเจริญเติบโตหลายๆ แบบ ท่ีเก่ียวของกบั
การแสดงออกของยีน และกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ท่ีมีบทบาทตอ่ความล้มเหลวในการเกิดรอย
เช่ือม โดยยีน PAL1 และยีน PAL2 มีการแสดงออกของยีนท่ีสูง ทัง้ยงัส่งผลให้เอนไซม์ PAL มี
กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสูงในพรุนท่ีเกิดความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือม ซึ่งแสดงอาการการ
เจริญเตบิโตท่ีผิดปกตติรงบริเวณท่ีเกิดรอยเช่ือม (Dos Santos Pereira et al., 2014)  
 
6. ยีน phenylalanine ammonia lyase (PAL)  
 
  ยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) เป็นยีนตวัแรกในวิถีของ phenylpropanoid 
ควบคมุการสงัเคราะห์เอนไซม์ phenylalanine ammonia lyase ท่ีท าหน้าท่ีในการสร้างสารทุติยภูมิ 
ได้แก่ แอนโทไซยานิน, ฟลาโวนอยด์ และลิกนิน (รูปท่ี 6) โดยยีน PAL จะถกูกระตุ้นจากความเครียด
ต่างๆ เช่น การเข้าท าลายของโรค, รังสี UV, ระดบัของไนโตรเจน ฟอสเฟต หรือไอรอนต ่า, รวมไปถึง
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างต้นตอ/ ก่ิงพนัธุ์ดี (Dixon และ Paiva, 1995; Kubota et al., 2001; Leng และ Qui, 
2003; Olsen et al., 2008; Pina และ Errea, 2008; Sullivan et al., 2009) 
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รูปท่ี 6 วิถีของ phenylpropanoid ในการสร้างสารทตุยิภมูิตา่งๆ 
ที่มา Laursen และคณะ (2015) 
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7. ปริมาณสารประกอบฟีโนลิก และการแสดงออกของยีน phenylalanine ammonia lyase (PAL) 
ต่อความเข้ากันได้ของต้นตอ และกิ่งพันธ์ุดีในพืช 
 
  ฟีนอล (phenols), แทนนิน (tannins), ลิกนิน (lignins), กรดฟีโนลิก (phenolic acids) 
และฟลาโวนอยด์ (flavonoids) คือสารประกอบฟีโนลิก ซึง่เป็นสารประกอบทตุยิภมูิมีหน้าท่ี และบทบาทท่ี
ส าคญัตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ การเจริญเติบโตของพืช คณุภาพของผล และความล้มเหลวของการเกิด
รอยเช่ือมในการตอ่ก่ิง ทาบก่ิง และการติดตาในพืช ซึ่งสารประกอบฟีโนลิกเหล่านีจ้ะพบในส่วนของราก, 
ยอด, ดอก, ส่วนของเนือ้ไม้, ใบ, ท่ออาหาร และส่วนละอองเรณูของต้นพืช โดยยีน PAL จะมีบทบาท
ส าคญัในการสงัเคราะห์สารประกอบฟีโนลิก (Evrenosoglu et al., 2010)  
  Simon และคณะ (2007) ได้ท าการศกึษาการเกิดรอยเช่ือมของการต่อก่ิงในต้นตอ 
และก่ิงพนัธุ์ดีของ U. kirkiana Muell Arg. ซึ่งเป็นพืชตระกลูเดียวกบัยางพารา โดยการประเมินผลทาง
เนือ้เย่ือวิทยาในระยะเร่ิมต้นของการเกิดรอยเช่ือมพบว่า ต้น U. kirkiana Muell Arg. มีการเจริญเติบโต
ท่ีผิดปกติบริเวณท่ีเกิดรอยเช่ือม, มีการตายของเนือ้เย่ือ และมีการสะสมของสารประกอบฟีโนลิก 
บริเวณผิวท่ีเกิดรอยเช่ือม ซึ่งส่งผลให้เกิดความล้มเหลวในการทาบก่ิง นอกจากนี ้ Hudina และคณะ 
(2014) ได้ท าการศกึษาปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก และกระบวนการท่ีเก่ียวข้องตอ่ความล้มเหลว
ในการเกิดรอยเช่ือมของการติดตาในต้นตอของแพร์พนัธุ์ตา่งๆ พบว่าต้นตอพนัธุ์ Fox 11 กบัก่ิงพนัธุ์ 
‘Williams’ มีการสร้างสารประกอบฟีโนลิกในโฟลเอมมากท่ีสดุ ซึ่งส่งผลตอ่อตัราการรอดตายของต้นแพร์ 
และท าให้เกิดความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือมของต้นแพร์พนัธุ์ ‘Williams’ บนต้นตอ Fox 11 ส่งผล
ให้ในส่วนของท่อน า้ ท่ออาหาร และเนือ้ไม้ไม่เช่ือมตอ่กนั Dos Santos Pereira และคณะ (2014) 
ได้ท าการศึกษาผลของความเข้ากนัได้ของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีท่ีแตกต่างกัน ต่อการเจริญเติบโต
ของพืชในตระกูลพรุน การแสดงออกของยีน PAL และกิจกรรมของเอนไซม์ phenylalanine 
ammonia-lyase พบว่าบริเวณท่ีเช่ือมต่อกันของก่ิงพนัธุ์ดี Chimarrita กับต้นตอ Umezeiro มี
ขนาดของล าต้นท่ีใหญ่ผิดปกติ อัตราการรอดตายของต้นตอกับก่ิงพันธุ์ ดีอยู่ท่ี 90% ส่วนการ
แสดงออกของยีน PAL และกิจกรรมของเอนไซม์ในก่ิงพนัธุ์ดี Chimarrita กบัต้นตอ Umezeiro สงู
ท่ีสดุ ซึ่งจะเห็นได้ว่าความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือมในการติดตา ตอ่ก่ิง และทาบก่ิง สมัพนัธ์
กับปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก การแสดงออกของยีน PAL และกิจกรรมของเอนไซม์ 
phenylalanine ammonia-lyase ในระดบัท่ีสงู  
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8. เทคนิค Rapid Amplification cDNA Ends (RACE)  
 
  Rapid Amplification cDNA Ends (RACE) คือ เป็นวิธีการในการใช้ปฏิกิริยาลกูโซ่
พีซีอาร์ เพ่ือโคลนล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีสมบรูณ์จากบางส่วนของ cDNA ท่ีทราบล าดบัเบส เพ่ือหา
ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณปลาย 5’ และปลาย 3’ ของ mRNA อาจเรียกว่า anchored PCR 3’ และ 
5’ RACE วิธีการท า RACE จะเติม poly A โดยการใช้เอนไซม์ terminal deoxytransferase (TDT) 
หรือโดยการเช่ือม oligonucleotide adaptor เข้าไปท่ีปลาย 3’ ของ cDNA และใช้ไพรเมอร์ท่ี
จ าเพาะกับยีนเป้าหมาย และ adaptorเพ่ือท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซึ่งอาจได้ปลาย 5’ ท่ีไม่สมบูรณ์ 
เน่ืองจากอาร์เอ็นเอเร่ิมแรกไม่สมบรูณ์ อย่างไรก้อตามเทคนิค RACE เป็นวิธีท่ีเหมาะสมส าหรับใช้กับ
ยีนท่ีทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ชว่งสัน้  ๆท่ีอยูใ่นสว่นกลางของสาย mRNA ได้ (กรกช, 2558; ปณุยาพร, 2555) 
 
9. เทคนิค quantitative Real time PCR 
 
  เป็นเทคนิคท่ีมีการพฒันามาจากเทคนิค PCR ซึ่งเกิดจากการพฒันาเทคโนโลยี 2 ส่วน
ใหญ่ ๆ คือ การพฒันาเทคโนโลยีในการตรวจหา PCR products ในสารละลายโดยการใช้สารเรืองแสง 
(fluorescence reporters) ตา่ง ๆ และการพฒันาเคร่ือง thermocycler ซึ่งแตเ่ดิมเป็นแคเ่คร่ืองควบคมุ
อุณหภูมิขึน้ลงตามระยะเวลาท่ีก าหนด มาเป็นเคร่ือง real time thermocycler โดยเพิ่มส่วนท่ีเป็น
แหล่งก าเนิดแสงเพ่ือไปก่อให้เกิดการเรืองแสงของ PCR products และส่วนตรวจวดัการเรืองแสงท่ีเกิด
จาก PCR product ในหลอดปฏิกิริยา การท า real time PCR จึงเป็นการท าการเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอ 
โดยท่ีเราสามารถตรวจวดัปริมาณ PCR products ท่ีเกิดขึน้จริง ณ เวลานัน้ ๆ  (วีระพงศ์, 2551) ซึ่งตา่งจาก 
PCR แบบดัง้เดมิ โดยการตรวจจะท าหลงัจากปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสิน้สดุลงแล้ว ปัจจบุนัมี
การน าเทคนิค real time PCR มาใช้วิเคราะห์การแสดงออกของยีนอย่างกว้างขวาง เน่ืองจากเป็น
วิธีการท่ีสะดวก และไมยุ่ง่ยาก มีความไวในการตรวจวดั มีความถกูต้องแม่นย า และมีความสามารถใน
การท าซ า้สงู (ปณุยาพร, 2555) ส าหรับเทคนิค real time PCR สามารถตรวจวดั PCR product ได้โดย
การเกิดสญัญาณเรืองแสงของ PCR product ซึง่มีอยูด้่วยกนั 4 วิธี คือ 
  1) การใช้ SYBR Green I Dye 
   SYBR Green I เป็นสารเรืองแสง (fluorochome) ท่ีสามารถเข้าจบักบั minor 
groove ของดีเอ็นเอสายคู ่เม่ือ SYBR Green I เกาะกบัดีเอ็นเอสายคู ่และถกูกระตุ้น (excite) ด้วย
แสงอลัตราไวโอเลต จะมีการคลายพลงังาน (emission) ออกมาในรูปของแสงในช่วงคล่ืนยาวขึน้ สามารถ
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ตรวจจบัได้ด้วยตวัรับสญัญาณแสงท่ีติดตัง้อยู่กบัเคร่ือง real time Thermocycler (วีระพงศ์, 2551) ซึ่งการ
จบัของ SYBR Green I กบัดีเอ็นเอสายคู ่เป็นแบบไมจ่ าเพาะ (อโณทยั, 2549)  
  2) การใช้ probes ติดฉลากสาร fluorochrome โดยอาศัยเทคโนโลยีของ 
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) 
   ในกรณีท่ีต้องการความจ าเพาะสูงสุด เช่น การบ่งชี ้ single nucleotide 
mutations ในดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยน า Fluorochrome 2 ประเภทติดฉลากเข้ากับสายของ 
specific Probe เม่ือถูกกระตุ้นด้วยแสงพลังงานสูง Fluorochrome ตัวแรกท่ีเราจะเรียกว่า 
Quencher จะดดูซบัพลงังานเอาไว้ และถ่ายทอดพลงังานให้ Fluorochrome ตวัท่ีสองท่ีเรียกว่า 
Reporter dye โดยไม่สูญเสียพลงังานออกมาสู่ระบบภายนอก เม่ือ reporter molecule ได้รับ
พลังงานจาก Quencher จะปลดปล่อยพลังงานออกมาสู่ระบบภายนอกในรูปของแสง ซึ่งเรา
สามารถตรวจวัดได้ ปฏิกิริยาดงักล่าวเรียกว่า Fluorescent Resonance Energy Transfer 
(FRET) โดย probe ท่ีใช้มีหลายชนิด ได้แก่ hybridization probe, hydrolysis Probe (Taqman) 
และ molecular Beacons (วีระพงศ์, 2551) 
 
 9.1 ลักษณะการใช้งาน Real-time PCR 
 
  แบง่ออกได้เป็น 2 ลกัษณะใหญ่ๆ ดงันี ้
  1) การใช้งานในเชิงวิเคราะห์ปริมาณ (quantification analysis) 
   มีพืน้ฐานท่ีการวดั fluorescence ของตวัเปล่งแสง (fluorophore) ในปฏิกิริยา
ในเชิงปริมาณ เราจะสามารถมองเห็นการเพิ่มของ product ได้ในขณะท่ีมีการเพิ่มจ านวนในทุก
รอบระหว่าง PCR (รูป S shape ของสญัญาณจะคอ่ยๆ ปรากฎเพิ่มขึน้ตามจ านวนรอบท่ีท า) และ
การวิเคราะห์การวดั fluorescence ในแตล่ะรอบในช่วงเวลาหนึ่งๆ ท าโดยใช้คอมพิวเตอร์ทัง้หมด 
สญัญาณในช่วง exponential phase จะสมัพนัธ์กบัปริมาณตัง้ต้นของ target template (อโณทยั, 2549) 
การใช้งานในเชิงวิเคราะห์ปริมาณด้วย real time PCR มี 2 วิธี คือ  
   - การวดัปริมาณแบบสมัพทัธ์ (relative quantification) เป็นการหาปริมาณ   
ดีเอ็นเอเร่ิมต้นท่ีตา่งกนัระหว่าง 2 ตวัอย่างโดยการเปรียบเทียบจากคา่ threshold cycle (CT) ซึ่ง
จะได้ออกมาเป็นจ านวนเท่า (fold change) จ าเป็นต้องมีตวัอย่างท่ีใช้เป็นตวัเปรียบเทียบ 
(calibrator) โดยน าคา่ CT ของยีนท่ีเป็น reference gene (house keeping gene) เช่น actin, 
GADPH หรือ 18s rRNA เป็นต้น มาใช้เป็นคา่อ้างอิงในการเรียบเทียบจ านวนเท่าในการแสดงออก
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ของยีน (expression level) จะค านวณได้จากวิธี delta/ delta CT (CT method) ตามวิธีการของ 
Livak และ Schmittgen, (2001) จากสมการ 
 

  Ratio = 2-CT 

  Ratio = 2-[(CT sample - CT house keeping gene) - (CT calibrator - CT house keeping gene)] 

 
   - การวัดปริมาณแบบสัมบูรณ์ (absolute quantification) ท าโดยการน าดีเอ็นเอ
เร่ิมต้นท่ีทราบปริมาณแน่นอนแล้ว ท่ีระดบัความเข้มข้นต่างๆ มาวิเตราะห์หาค่า CT แล้วน ามา
สร้างเป็นกราฟมาตรฐานระหว่างคา่ log ของดีเอ็นเอเร่ิมต้นท่ีทราบความเข้มข้นกบัคา่ CT ของคา่
ความเข้มข้นนัน้มาวิเคราะห์ด้วยสมการถดถอย (linear regression analysis) จากนัน้สามารถน า
คา่ CT ของตวัอยา่งท่ียงัไมท่ราบคา่ความเข้มข้นมาค านวณตามสมการถดถอย (ปณุยาพร, 2555) 
 
วัตถุประสงค์ 
 
  เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน PAL และปริมาณของ
สารประกอบฟีโนลิกต่อความสามารถในการเข้ากนัได้ของต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมือง และก่ิงพนัธุ์ดี 
RRIM 600 และ RRIT 251 
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บทที่ 2  
วิธีการวิจัย 

 
วัสดุและอุปกรณ์ 
 
1. วัสดุพืช 
 
  พืชท่ีท าการศึกษาแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีเป็นต้นตอ (rootstock) และส่วนท่ี
เป็นก่ิงพนัธุ์ดี (scion) ดงัแสดงในรูปท่ี 7 และตารางท่ี 1 โดยท าการติดตาระหว่างต้นตอยางพารา
พนัธุ์ต่างๆ กบัก่ิงตาพนัธุ์ดี RRIM 600 และ RRIT 251 ในต้นตอท่ีมีอายปุระมาณ 8-10 เดือน ขนาด
ของล าต้นต้องมีเส้นผ่านศนูย์กลางไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร วดัจากระดบัความสงูจากพืน้ดิน 10 
เซนติเมตร มีล าต้นตัง้ตรง และโคนรากไม่คดงอ (รูปท่ี 7) ซึ่งพนัธุ์ของยางพาราท่ีท าการทดลอง 
และแหลง่ท่ีมาแสดงในตารางท่ี 1 

 
รูปท่ี 7 ตวัอยา่งการเจริญเตบิโตของต้นตอยางพาราในแปลงทดลองเพ่ือใช้ส าหรับการติดตา 
 

RRIM 600 RRIT 251 ควนมดแดง  
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ตารางท่ี 1 พนัธุ์ของยางพาราท่ีท าการทดลอง และแหลง่ท่ีมาของยางพารา 
 

 
2. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการโคลนยีน PAL 
 
 2.1 เชือ้แบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน 
 
  เชือ้แบคทีเรีย Escherichia coli สายพนัธุ์ DH5 alpha ส าหรับเพิ่มปริมาณของ 
พลาสมิดลกูผสม 
 
 2.2 พลาสมิดส าหรับการโคลนยีน PAL 
 
  พลาสมิด RBC TA cloning vector (RBC Bioscience, ไต้หวนั) ประกอบด้วย
โปรโมเตอร์ T7 ควบคมุการแสดงออกของยีน LacZ และต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน มีต าแหน่ง
ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ี Multiple cloning region ดงัแสดงในภาคผนวกรูปท่ี 1 

clone พืน้ท่ีในการเก็บเมล็ดยางพารา 
กิ่งพันธ์ุดี (scion)  
RRIM 600 บ้านหแูร่ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 
RRIT 251 บ้านหแูร่ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา 
ต้นตอ (rootstock)  
RRIM 623 ต.คอหงส์ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา (ข้างโลตสัหาดใหญ่) 
บางรัก ต.บางรัก อ.เมือง จ.ตรัง 
ควนมดแดง  ม.สงขลานครินทร์ ว.หาดใหญ่ อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา  
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 2.4 สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน PAL 
 
  1) Taq DNA polymerase (New England Biolabs, USA) 
  2) Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 
  3) Agarose gel (EMD Millipore, USA) 
  4) 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)   
  5) Ethidium bromide (Bio-Rad, USA) 
  6) Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 
  7) Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set (New England Biolabs, USA) 
  8) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain)  
  9) E.Z.N.A® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, USA) 
  10) ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
  11) อาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani broth (LB broth) (Becton, USA) 
  12) อาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani agar (LB agar) (Becton, USA) 
  
 2.5 อุปกรณ์ที่ใช้ในการโคลนยีน PAL 
 
  1) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)  
  2) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  3) หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) 
  4) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  5) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  6) เคร่ือง centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Hettich, Germany)  
  7) Gel Doc TM EZ Imager (Bio-Rad, USA)  
  8) เคร่ือง Thermo cycler (Analytik Jena, Germany) 
  9) เคร่ือง PCR gradient (BIO-RAD, USA) 
  10) เคร่ือง electrophoresis (Mupid, Japan) 
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  11) Water bath (Memmert, Germany)  
  12) Incubator shaking (Labtech, England) 
  13) ตู้  laminar air flow (Microtech, India) 
  14) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
  15) เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง (Mettler Toledo, USA)   
  16) ตู้  hot air oven (Memmert, Germany) 
  17) หม้อนึง่ฆา่เชือ้ความดนัสงู (Autoclave) (Tomy, Japan) 
  18) ไมโครเวฟ (Electrolux, Thailand) 

19) จานเพาะเลีย้งเชือ้ (SciLabware, UK) 
  20) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 50, 250 และ 500 มล. (SciLabware, UK) 

21) เคร่ืองกวนสาร (DAIHAN Scientific, Korea)   
 

3. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
 3.1 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
  1) โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) (Merck Millipore, Germany)  
  2) Tris-HCl (Bio Basic, Canada)  
  3) Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA)  
   (Bio Basic, Canada) 
  4) Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Germany) 
  5) β-mercaptoethanol (Bio Basic, Canada)  
  6) Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) (Sigma-alorich, China)  
  7) Phenol, Saturated (Amresco, USA) 
  8) ไนโตรเจนเหลว 
  9) Chloroform (RCL Labscan, Thailand) 
  10) Isoamyl alcohol (J.T. Baker, USA) 
  11) Lithium chloride (LiCl) (Fisher Scientific, UK) 
  12) Absolute ethanol (J.T. Baker, USA)  
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  13) Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain) 
  14) Sodium acetate (NaAC) (Ajax Finechem, Australia)  
 
 3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
  1) โกร่งบดตวัอยา่ง 
  2) หลอด screw cap (Neptune, USA) 
  3) เคร่ือง centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Hettich, Germany) 

4) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  5) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  6) หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA)  

8) ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand)   
  10) Gel Doc TM EZ Imager (Bio-Rad, USA) 
 
4. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 
 4.1. สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 
  1) Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 
  2) Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain)  
 
 4.1. อุปกรณ์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 
  1) เคร่ืองพีซีอาร์ Thermo cycler (Biometra, Germany)  
  2) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  3) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  4) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  5) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA)  
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5. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับเทคนิค quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) 

 
 5.1 สารเคมีที่ใช้ในการท าเทคนิค qRT-PCR  
 
  1) SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) 
  2) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain)  
  
 5.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการท าเทคนิค qRT-PCR 
 
  1) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  2) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  3) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  4) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA)    
 
6. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด 
 
 6.1 สารเคมีที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด 
 
  1) เมทานอล (Methanol) (J.T. Baker, Canada) 
  2) Folin-Ciocalteu reagent (FCR) (Merck, Germany) 
  3) โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate) (Merck, Germany) 
  4) Gallic acid (Sigma, China) 
  5) น า้กลัน่ 
 
 6.2 อุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด 
 
  1) โกร่งบดตวัอยา่ง 
  2) หลอดฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร (Spllifesciences, Korea) 
  3) เคร่ืองชัง่น า้หนกัทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
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  4) เคร่ืองชัง่น า้หนกัทศนิยม 4 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
  5) ตะแกรงหลอด 
  6) กรวยแก้ว 
  7) กระดาษกรอง watman เบอร์ 1 (Whatman, UK) 

8) เคร่ือง NanoDrop Spectrophotometer (Biodrop, UK) 
  9) ควิเวทท์ (Cuvette)  
  10) กระบอกตวง 
  11) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  12) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
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วิธีการด าเนินงาน 
 
1. การตดิตายางพาราพันธ์ุพืน้เมืองกับกิ่งตาพันธ์ุดี RRIM 600 และ RRIT 251 
 
  ท าการติดตายางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 บนต้อตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 
คือ พนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) โดยแบ่งแปลงการ
ทดลองออกเป็น 2 แปลงการทดลอง ได้แก่ แปลงการทดลองส าหรับการศกึษาแสดงออกของยีน PAL 
และปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด วางแผนการทดลองแบบสุ่มบล็อกสมบรูณ์ ท าการทดลอง 
3 บล็อก (ซ า้) บล็อกละ 3 ต้น โดยแบง่ต้นตอส าหรับการติดตา 7 วนั, 14 วนั, 21 วนั และ 28 วนั และ
แปลงการทดลองส าหรับการศกึษาการเจริญเติบโตของก่ิงพนัธุ์ดีบนต้นตอหลงัการติดตา วางแผนการ
ทดลองแบบสุ่มบล็อกสมบรูณ์ท าการทดลอง 3 บล็อก (ซ า้) บล็อกละ 3 ต้น (รูปท่ี 8)  

 
รูปท่ี 8 แสดงต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองท่ีได้รับการตดิตาจากก่ิงตาพนัธุ์ดี 

 
2. การเตรียมตัวอย่าง  
 
  ส าหรับการทดลองการแสดงออกของยีน PAL เม่ือท าการติดตาไปแล้ว 7 วนั, 14 วนั, 
21 วนั และ 28 วนั ท าการเก็บส่วนเปลือกของต้นตอ และก่ิงตาบริเวณส่วนเปลือกท่ีเกิดรอยเช่ือม
ประสานกัน เพ่ือน ามาสกัดอาร์เอ็นเอส าหรับวิเคราะห์การแสดงออกของยีน และหาปริมาณฟีโนลิก 

กิ่งพันธ์ุดี RRIM 600 

Homograft 
 RRIM 600/ RRIM 600 

Heterograft 
 RRIM 600/ RRIM 623 
 RRIM 600/ B 
 RRIM 600/ K 

กิ่งพันธ์ุดี RRIT 251 

Homograft 
 RRIT 251/ RRIT 251 

Heterograft 
 RRIT 251/ RRIM 623 
 RRIT 251/ B 
 RRIT 251/ K 
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(รูปท่ี 9) ในส่วนของแปลงการทดลองส าหรับศึกษาการเจริญเติบโตของต้นตอยางพารา เม่ือท า
การตดิตาไปแล้ว 21 วนั ท าการตรวจดกูารเจริญเตบิโต โดยแผ่นตาท่ียงัมีสีเขียวแสดงว่าการติดตา
ประสบผลส าเร็จ ใช้มีดกรีดพลาสติกบริเวณด้านตรงข้ามออก ถ้าแผ่นตาเปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน า้ตาล 
แสดงว่าการติดตาไม่ประสบผลส าเร็จ ใช้มีดกรีดพลาสติกด้านหลงัออกเพ่ือท าการติดตาซ า้ และ
เม่ือน าพลาสติกออก ปล่อยให้ต้นท่ีติดตาอยู่ในแปลงไม่น้อยกว่า 1 สปัดาห์ก่อนท าการตดัต้นเดิมทิง้ 
โดยตดัยอดต้นตอตาเหนือรอยท่ีติดตาขึน้ไปประมาณ 5 เซนติเมตร และให้รอยตดัลาดเอียงลงทางด้าน
ตรงข้ามแผ่นตา หลงัจากนัน้ประมาณ 15 วนั ท าการตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาอีกครัง้ 
และการเก็บข้อมลูการเจริญเติบโต  
 

 
รูปท่ี 9 แสดงการเก็บส่วนของเปลือกยางบริเวณท่ีท าการติดตาส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ และ

ตรวจสอบปริมาณฟีโนลิก 
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3. การโคลนยีน PAL ในยางพารา 
 
 3.1 การออกแบบไพรเมอร์ 
 
  3.1.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนกลางยีน PAL 
ในยางพารา 
   น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในพืชอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ multiple 
alignment ด้วยโปรแกรม GENETYX-WIN version 5.0 เพ่ือใช้ในการออกแบบ degenerate primer 
โดยค้นหาข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.mln.nih.gov/) ซึ่งพืชท่ีน ามาใช้ในการ
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของกลางยีน PAL ในยางพาราเป็นพืชท่ีอยู่
ในอนัดบั Malpighiales ได้แก่ คริสต์มาส, มงัคดุ, สนุน่ และสบูด่ า ซึง่อยูใ่นอนัดบัเดียวกนักบัยางพารา 
  3.1.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของปลาย 
3’ และปลาย 5’ ของยีน PAL 
   ออกแบบ specific primers จากล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนกลางยีน PAL ท่ีได้
ท าการโคลน และใช้ร่วมกับ universal primers ส าหรับการโคลนปลาย 3’ และปลาย 5’ (ตารางท่ี 2) 
เพ่ือใช้ในการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด (full length) และส่งตวัอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์หาล าดบั
นิวคลีโอไทด์ 
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ตารางท่ี 2 ชนิดของไพรเมอร์ส าหรับการโคลนยีน PAL 

 
 3.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ (ดัดแปลงจาก Venkatachalam et al., 1999) 
 
  ท าการสกดัอาร์เอ็นเอจากส่วนเปลือกของต้นยางพาราบริเวณท่ีท าการติดตา 0.1 
กรัมบดด้วยไนโตรเจนเหลวจนละเอียด ใส่ในหลอด screw cap ท่ีมีสารละลายบฟัเฟอร์ (0.2 M 
NaCl, 0.1 M Tris HCl pH 7.0, 0.01 M EDTA, 1.5% SDS และ 2% β-mercaptoethanol) 500 
ไมโครลิตร และสารละลายฟีนอล 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
10,000 รอบตอ่นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดดูส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม ่
เตมิคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์อตัรส่วน 24: 1 ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากนั 
น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดดูส่วนใส
ด้านบนใสห่ลอดใหม ่เติม 8 โมลาร์ ลิเทียมคลอไรด์ ปริมาตร 1/3 เท่าของส่วนใส พลิกหลอดไปมา
เบาๆ และน าไปตกตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง น าไปหมนุเหว่ียงท่ี

Primers (5’        3’) Tm (C°) Expected size (bp) 

Degenerate primers 

PAL1_F = GCTGGDATYTTYGGCAA 
PAL6_R = GCCTYAGYTTYTGCATCA 

51.3 
51.6 

1,352 

3’ RACE   
PAL_SF2 = GGAGGAGAATCTGAAGCA 
PAL_SF3 = GGTTCTAACTACGGGTGCT 

51.1 
54.1 

650 

B26 = GACTCTAGACGACATCGATTTTTTTTTTTTTTTTTT 
B25 = GACTCTAGACGACATCGA 

56.5 
50.1 

650 

5’ RACE   
PAL_F2  = AATGGCTACCAAAATGGTTCTT 
PAL_R1 = TGATCCTCACTAGCATAGCTGCT 

52.9 
57.5 

490 

PAL_full = ATGGCAACAATYWYYSRRAATGGT 
PAL_R2 = GATTCTGCAAGCTCCACCT 

56.6 
55 

250 
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ความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เทสารละลายด้านบนทิง้ เติม 2 
โมลาร์ ลิเทียมคลอไรด์ 1 เท่าของปริมาตรรวม น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที 
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายด้านบนทิง้ และเติม 100% เอทานอล 1 เท่า
ของปริมาตรรวม น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที เทสารละลายด้านบนทิง้ ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้งนาน 10-15 นาที ละลายตะกอน     
อาร์เอ็นเอด้วยน า้ DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 100-150 ไมโครลิตร ตกตะกอนอาร์เอ็นเอซ า้ 
ด้วย 0.1 เท่าโดยปริมาตรของ 3 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตท (pH 5.2) และ 2.5 เท่าโดยปริมาตรของ 
100% เอทานอลท่ีแช่เย็น น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 10 นาที เทสารละลายด้านบนทิง้ และล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 70% เอทานอล 2 ครัง้      
เทสารละลายด้านบนทิง้ ตากตะกอนอาร์เอ็นเอให้แห้ง นาน 10-15 นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ
ด้วยน า้ DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร และน าอาร์เอ็นเอท่ีได้เก็บใน    
-20 องศาเซลเซียส  
 
 3.3 การตรวจสอบปริมาณ และคุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสง 
และเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 
  วัดปริมาณ และความบริสุทธ์ิของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ืองวัดการดูดกลืนแสงท่ีความ     
ยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร (A230, A260 และ A280) จดบนัทึกคา่ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอใน
หนว่ย นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร (ng/ µl) และน าอาร์เอ็นเอท่ีได้จากการสกดัมาท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และหยอดสารละลาย
ทัง้หมดลงในหลุมของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1% ในสารละลาย 0.5x บฟัเฟอร์ TBE เป็น
ตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า ด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมเจลด้วย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้างด้วย
น า้กลัน่เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบ และขนาดของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ือง UV transilluminator (Gel Doc) 
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)  
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 3.4 การสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) จากอาร์เอ็นเอด้วยปฏิกิริยา 
Reverse transcription โดยใช้เอนไซม์ Reverse transcriptase  
 
  ท าการสงัเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้จากเปลือกบริเวณล าต้นของ
ยางพาราตามวิธีการของ Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, 
USA) โดยการเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรทัง้หมด 20 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย อาร์เอ็นเอของ
เปลือก ล าต้นยางพาราความเข้มข้น 1 pg-5 µg, Oligo (dT)18 primer 1 ไมโครลิตร, 10 mM 
dNTP Mix 1 ไมโครลิตร และเติมน า้ DEPC (DEPC-treated water) จนมีปริมาตรครบ 15 
ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และวางบนน า้แข็ง
ทนัที หลงัจากนัน้เติม 5X RT Buffer 4 ไมโครลิตร และ Maxima H Minus Enzyme Mix 1 
ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที, อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอณุหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บ cDNA ท่ีได้ไว้ท่ีอณุหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส  
 
 3.5 การตรวจสอบปริมาณ และคุณภาพของ Complementary DNA (cDNA) ด้วย
การวัดค่าดูดกลืนแสง 
 
  วดัปริมาณ และความบริสทุธ์ิของ cDNA ด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงท่ีความ
ยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร (A230, A260 และ A280) จดบนัทึกคา่ความเข้มข้นของ 
cDNA ในหนว่ย นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร (ng/ µl) 
 
 3.6 การโคลนยีน PAL ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์โดยการใช้ degenerate primers  
 
  ท าการสงัเคราะห์ยีน PAL บางส่วน จาก cDNA ของยางพาราด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่
พีซีอาร์ร่วมกบัไพรเมอร์ชนิดดีเจนเนอเรต (degenerate primer) ท่ีจบับริเวณล าดบัเบสอนรัุกษ์ของ
ยีน PAL ในยางพารา โดยการน าไพรเมอร์ท่ีได้มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์หาอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
น ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (amplification) กบั cDNA ของยางพารา โดยท าการเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์
ปริมาตรทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X High Fidelity PCR Buffer 2.5 ไมโครลิตร, 10 
mM dNTP mixture 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgSO4 0.75 ไมโครลิตร, 10 µM PAL1_F forward 
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primer 1 ไมโครลิตร, PAL6_R reverse primer 1 ไมโครลิตร, 5 unit/ µl Platinum® Taq High Fidelity 
(Invitrogen by life technologies, USA) 0.1 ไมโครลิตร, cDNA ของยางพาราความเข้มข้น 100 
นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และน า้ DEPC (DEPC-treated water) 18.15 ไมโครลิตร 
ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัโดยใช้ปิเปตดดูขึน้ดดูลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท า
ปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ โดยตัง้อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 2) Denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 3) Annealing อณุหภมูิ 50-55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 34 รอบ 
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบกบั
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) หลงัจากนัน้
ท าปฏิกิริยาลกูโซ่พีซีอาร์ปกติใช้อณุหภูมิในปฏิกิริยาของ annealing ท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอชดัเจน โดย
ท าการเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X High Fidelity 
PCR Buffer 2.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mixture 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgSO4 0.75 
ไมโครลิตร, 10 µM PAL1_F forward primer 1 ไมโครลิตร, PAL6_R reverse primer 1 
ไมโครลิตร, 5 unit/ µl Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen by life technologies, USA) 
0.1 ไมโครลิตร, cDNA ของยางพาราความเข้มข้น 100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และ
น า้ DEPC (DEPC-treated water) 18.15 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัโดยใช้ปิเปตดดูขึน้ 
ดดูลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ Thermo cycler 
โดยตัง้อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 2) Denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 3) Annealing อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 34 รอบ 
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที     
 6) Hold อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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 3.7 การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 
  ท าการตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอโดยการน าผลผลิตของพีซีอาร์ปริมาตร 2 
ไมโครลิตรผสมกบั 10x loading dye 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั และหยอดสารละลายทัง้หมดลง
ในหลมุของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5% ในสารละลาย 0.5x บฟัเฟอร์ TBE เป็นตวักลาง
ในการน ากระแสไฟฟ้า ด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 75 โวลต์ เป็นเวลา 35 นาที โดยเปรียบเทียบกบัแถบ
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) ย้อมเจลด้วย
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้าง
ด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบ และขนาดของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง UV transilluminator 
(Gel Doc) เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo 
Scientific, USA) 
 
 3.8 การสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล และการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ 
 
  ตัดเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการบนแสง UV ใส่ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตรท่ีท าการชัง่น า้หนกัแล้ว ท าการสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล 
และท าให้ดีเอ็นเอบริสทุธ์ิตามวิธีการของ E.Z.N.A® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, USA) 
โดยท าการชัง่น า้หนกัเจลท่ีตดัมาได้ (น า้หนกัเจล 0.3 กรัม จะมีปริมาตรเท่ากบั 0.3 มิลลิลิตร) เติม 
1 volume Binding Buffer (XP2) หลอมละลายเจลท่ีอณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที 
เขย่าหลอดทกุๆ 2-3 นาที หรือจนกระทัง่เจลหลอมละลายอย่างสมบรูณ์ ใส่ HiBind® DNA Mini 
Column ในหลอด 2 ml Collection เติมสารละลายท่ีมีดีเอ็นเอหรือเจลปริมาตรไม่เกิน 700 
ไมโครลิตรลงไปใน HiBind® DNA Mini Column น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทสารละลายส่วนด้านล่างทิง้ และน าหลอด 2 ml 
Collection มาใช้ซ า้ เติมสารละลายท่ีมีดีเอ็นเอหรือเจลปริมาตรไม่เกิน 700 ไมโครลิตรลงไปใน 
HiBind® DNA Mini Column จนหมด แล้วเติม Binding Buffer (XP2) 300 ไมโครลิตร น าไปหมนุเหว่ียง
ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เทสารละลายส่วนด้านล่างทิง้ 
และน าหลอด 2 ml Collection มาใช้ซ า้ เติม SPW Wash Buffer 700 ไมโครลิตร (SPW Wash Buffer 
ต้องท าการเจือจางด้วย 100% ethanol ก่อนน ามาใช้) น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เทสารละลายส่วนด้านล่างทิง้ และน าหลอด 2 ml 
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Collection มาใช้ซ า้ เติม SPW Wash Buffer 700 ไมโครลิตร อีก 1 ครัง้ น าไปหมุนเหว่ียงท่ี
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เทสารละลายส่วนด้านล่างทิง้ 
และน าหลอด 2 ml Collection มาใช้ซ า้ น าหลอดเปล่าของ HiBind® DNA Mini Column ไปหมนุ
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เพ่ือท าให้ Column 
แห้ง ย้าย HiBind® DNA Mini Column ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอด
ใหม ่และเปิดฝา HiBind® DNA Mini Column ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลาประมาณ 5 นาที เพ่ือให้เอทานอล
ระเหยออกจาก HiBind® DNA Mini Column จนหมด เติมน า้ DEPC (DEPC-treated water) 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (Elute 1) ลงบริเวณกลางแผ่นกรองของ HiBind® DNA Mini Column ตัง้
ทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาที น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือ
ชะดีเอ็นเอให้ลงมาท่ีหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท าการชะดีเอ็นเออีกครัง้โดยการ
เติมน า้ DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (Elute 2) เก็บดีเอ็นเอท่ีได้ใน
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 3.9 การตรวจสอบคุณภาพ และดีเอ็นเอบริสุทธ์ิท่ีได้จากการสกัดออกจากเจล 
 
  ท าการตรวจสอบด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยการน าดีเอ็นเอท่ีได้
จากการสกดัออกจากเจลปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน และหยอดสารละลายทัง้หมดลงในหลุมของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5% 
ในสารละลาย 0.5x บฟัเฟอร์ TBE เป็นตวักลางในการน ากระแสไฟฟ้า ด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 
โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบ และขนาดของดีเอ็นเอ
ด้วยเคร่ือง UV transilluminator (Gel Doc) เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp 
DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)  
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 3.10 การเช่ือมต่อดีเอ็นเอสายผสมระหว่างชิน้ส่วนยีน PAL กับพลาสมิด RBC TA 
cloning vector  
 
  น าดีเอ็นเอของส่วนยีน PAL เช่ือมตอ่เข้ากบัพลาสมิด RBC TA cloning vector 
(RBC Bioscience, Taiwan) ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (RBC Bioscience, Taiwan) โดยการ
เตรียมปฏิกิริยาปริมาตร 10 ไมโครลิตร ในหลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย 
ligation buffer A 1 ไมโครลิตร, ligation buffer B 1 ไมโครลิตร, RBC TA cloning vector 2 
ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอของส่วนยีน PAL 5 ไมโครลิตร และ T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร ผสมทัง้หมด
ให้เข้ากนัด้วยการดดูขึน้ลงเบา  ๆโดยการใช้ปิเปต และบม่ข้ามคืนท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
 3.11 การถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธ์ุ DH5α 
 
  ท าการถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α ด้วย
วิธีการ heat shock โดยดดัแปลงวิธีการตาม RBC HIT Competent cell (RBC Bioscience, 
Taiwan) ภายในตู้ ย้ายเลีย้ง เร่ิมจากการน า Competent cell แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α 
มาวางไว้บนน า้แข็ง และรอจน Competent cell ละลาย 1/3 ของปริมาตร Competent cell เติม    
ดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ดีดหลอดเบาๆ เพ่ือให้ Competent cell และ   
ดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL เข้ากนั วางไว้บนน า้แข็งเป็นเวลา 20 นาที จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 
42 องศาเซลเซียส นาน 90 วินาที เม่ือครบเวลาให้รีบน ามาวางบนน า้แข็งทนัที เป็นเวลา 20 นาที 
เตมิอาหารเหลว LB (Luria-Bertani broth) ไม่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (อุ่นอาหารท่ีอณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสก่อนน ามาใช้) ปริมาตร 892 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น 1 ชัว่โมง 30 นาที เม่ือครบเวลาน าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
5,000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที ใช้ปิเปตดดูอาหารเหลว LB ออก 800 ไมโครลิตร และดดูเป่า
ตะกอน Competent cell ด้วยปิเปตเบาๆ จนอาหารเหลว LB และตะกอน Competent cell นัน้เข้ากัน  
น าสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้เกล่ียบนอาหารแข็ง LB (Luria-Bertani agar) ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (อุ่นจานเลีย้งเชือ้อาหารแข็ง LB ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
ก่อนน ามาใช้) บม่จานเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ท าการคดัเลือก
โคโลนีเดี่ยว สีขาวขุน่ 
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 3.12 การตรวจสอบพลาสมิดที่มียีนเป้าหมายโดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 
  น าโคโลนีเด่ียว สีขาวขุ่นของเชือ้แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α ท่ีมีดีเอ็นเอ
สายผสมของ pTA-PAL มาเลีย้งในอาหารเหลว LB  ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 80 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml เขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง จนกว่าเชือ้
ท่ีเขย่าเลีย้งมีสีขุ่น หลงัจากนัน้ท าการตรวจสอบชิน้ส่วนของยีน PAL ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดย
เตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10x ThermoPol Reaction Buffer 3 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 1 ไมโครลิตร, 10 µM PAL1 forward primer 1 ไมโครลิตร, 10 µM 
PAL6 reverse primer 1 ไมโครลิตร, 0.025 unit/ µl Taq DNA polymerase (New England 
Biolabs, USA) 0.25 ไมโครลิตร, Template DNA (เชือ้ท่ีท าการเขย่าเลีย้งในอาหารเหลว LB) 2 
ไมโครลิตร และน า้ DEPC (DEPC-treated water) 16.75 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัใน
หลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ Thermo cycler โดยตัง้
อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 2) Denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 3) Annealing อณุหภมูิ 52 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 34 รอบ 
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที     
 6) Hold อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท าการ
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo 
Scientific, USA) เลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 1,352 คูเ่บสจาก master plate เพ่ือน าไปใช้ใน
การสกดั พลาสมิดตอ่ไป  
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 3.13 การสกัดแยกดีเอ็นเอสายผสมจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α 
 
  ท าการเขย่าเลีย้งแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์  DH5α จากโคโลนีสีขาวขุ่นท่ีปรากฏแถบ       
ดีเอ็นเอของยีน PAL ในข้อ 1.12 เลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37     
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14-16 ชัว่โมง ท าการแยกสกดัดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ตามวิธีการของ E.Z.N.A.® 
Plasmid DNA Mini Kit I (Omega Bio-tek, USA) โดยการดดูเซลล์แบคทีเรียใส่ลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1-5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 11,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายหรืออาหารเลีย้งแบคทีเรียทิง้ เติม Solution I/ RNase (เติม RNase A ก่อน
น ามาใช้ และเก็บไว้ท่ีอณุหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลล์ด้วยการปิ
เปตขึน้ลงเบา  ๆผสมให้เข้ากนั เติม Solution II ปริมาตร 250 ไมโครลิตร พลิกกลบัหลอดไปมาหลาย  ๆครัง้ ตัง้
ทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง 2-3 นาที จากนัน้เติม Solution III ปริมาตร 350 ไมโครลิตร และพลิกหลอดกลบัไปมา
หลาย  ๆครัง้ทนัที จนเห็นตะกอนสีขาวขุ่น น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 12 นาที 
ดดูสารละลายใสปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใส่ลงใน HiBind® DNA Mini Column ท่ีบรรจอุยู่บนหลอด Collection 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายด้านล่าง
ทิง้ เติม HB buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรน าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
เทสารละลายด้านล่างทิง้ เติม DNA Wash Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร (DNA Wash buffer ต้องเติม 
100% ethanol ก่อนน ามาใช้) น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลาย
ด้านล่างทิง้ เติม DNA Wash Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อีก 1 ครัง้ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายด้านล่างทิง้ น าหลอดเปล่าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือให้ Column แห้ง เปิดฝา HiBind® DNA Mini Column ทิง้ไว้ประมาณ 
5 นาที เพ่ือให้เอทานอลระเหยออกจาก Column จากนัน้ย้าย Column ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติมน า้ DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (Elute 1) ลงบริเวณ
กลาง filter ของ HiBind® DNA Mini Column ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือชะดีเอ็นเอสายผสมลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้เติมน า้ 
DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร (Elute 2) ลงบริเวณกลาง filter ของ HiBind® DNA Mini 
Column ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เพ่ือชะดีเอ็นเอสาย
ผสมลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บดีเอ็นเอสายผสมท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
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 3.14 การตรวจสอบคุณภาพ และปริมาณของดีเอ็นเอสายผสม 
 
  วดัปริมาณ และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ด้วยเคร่ืองวดัการ
ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร (A230, A260 และ A280) จดบนัทึกคา่
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ในหน่วย นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ng/ µl) และน า    
ดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ท่ีได้จากการสกดัแยกมาท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร ผสมกบั 10x loading dye 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั และหยอดสารละลายทัง้หมด
ลงในหลมุของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1% ในสารละลาย 0.5x บฟัเฟอร์ TBE เป็นตวักลาง
ในการน ากระแสไฟฟ้า ด้วยแรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมเจลด้วยสารละลาย
เอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 วินาที แล้วล้างด้วยน า้กลัน่
เป็นเวลา 5 นาที ตรวจดแูถบ และขนาดของดีเอ็นเอสายผสมด้วยเคร่ือง UV transilluminator (Gel Doc)
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) 
 
 3.15 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PAL  
 
  เลือกโคลนท่ีถกูต้องน าส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ Universal primer 
คือ M13F และ M13R เม่ือได้ผลของล าดบันิวคลีโอไทด์น าผลท่ีได้มาตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน PAL กบัฐานข้อมลู GenBank ของเว็บไซต์ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้
โปรแกรม nucleotide blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือหาคา่เปอร์เซ็นต์ความ
เหมือน (% identity) ของยีน PAL กบัพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานไว้ในฐานข้อมลู 
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 3.16 การหาล าดับเบสของยีน PAL ด้านปลาย 3’ โดยใช้เทคนิค Rapid Amplification 
cDNA Ends (RACE) 
 
  3.16.1 การท า 3’ RACE 
 
   หลงัจากทราบล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วน (partial sequences) ของยีน PAL ท่ี
ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ร่วมกับไพรเมอร์ชนิดดีเจนเนอเรต (degenerate primer) ท่ีจบับริเวณ
ล าดบัเบสอนุรักษ์ของยีน PAL ในยางพารา น าข้อมูลท่ีได้ดงักล่าวมาออกแบบไพรเมอร์ เพ่ือใช้ในการ
หาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด (full length) ชนิดจ าเพาะเพ่ือใช้คูก่บัไพรเมอร์ Adaptor ของ Oligo-dT 
บริเวณปลาย 3’ RACE cDNA ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ (ตารางท่ี 2) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาท่ีมี 2 ขัน้ตอน 
ขัน้ตอนท่ี 1 ท า 3’ RACE PCR โดยการเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่ง
ประกอบด้วย น า้ DEPC (DEPC-treated water) 18.05 ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2.5 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mix 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgSO4 0.75 ไมโครลิตร, 10 µM B26 
primer 1 ไมโครลิตร, 10 µM PAL_SF2 primer 1 ไมโครลิตร, 5 unit/ µl Platinum® Taq High 
Fidelity (Invitrogen by life technologies, USA) 0.1 ไมโครลิตร และ cDNA ของยางพาราความ
เข้มข้น 100 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอด PCR ขนาด 
200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ ตัง้อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 2) Denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 3) Annealing อณุหภมูิ 51.1 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 34 รอบ 
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบกบั
แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)  
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  3.16.2 การท าปฏิกิริยา Nested PCR 
 
   จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนแรกท่ีมีขนาดของ
แถบดีเอ็นเอท่ีต้องการมาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาของพีซีอาร์ในขัน้ตอนท่ี 2 ซึ่งเป็นการ
ท าปฏิกิริยา   พีซีอาร์แบบ Nested PCR ด้วยไพรเมอร์ท่ีจบัในบริเวณ poly A tail ของปลาย 3’ คือ 
B25 primer ร่วมกบัไพรเมอร์ท่ีมีต าแหน่งจบัในบริเวณยีน PAL คือ PAL_SF3 primer ท าการ
เตรียมปฏิกิริยา พีซีอาร์ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย น า้ DEPC (DEPC-treated 
water) 18.05 ไมโครลิตร, 10X PCR Buffer 2.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mix 0.5 ไมโครลิตร, 
50 mM MgSO4 0.75 ไมโครลิตร, 10 µM B26 primer 1 ไมโครลิตร, 10 µM PAL_SF2 primer 1 
ไมโครลิตร, 5 unit/ µl Platinum® Taq High Fidelity (Invitrogen by life technologies, USA) 0.1 
ไมโครลิตร และผลผลิตพีซีอาร์ในครัง้แรก 1 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากนัในหลอด PCR 
ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์ ตัง้อณุหภูมิ และก าหนดจ านวนรอบ
ดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 
 2) Denaturation อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 3) Annealing อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 34 รอบ 
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที   
 6) Hold อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท าการ
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo 
Scientific, USA) เม่ือได้แถบดีเอ็นเอท่ีถกูต้องท าตามขัน้ตอนข้อ 3.8-3.15  
 
 3.17 การสังเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 5’ 
 
  เน่ืองจากการหาล าดบัยีน PAL ด้านปลาย 5’ ไม่สามารถสงัเคราะห์ได้ด้วยวิธี 5’ RACE ได้ 
จึงท าการสงัเคราะห์ยีน PAL ในส่วนของปลาย 5’ โดยท าการออกแบบ degenerate primer จากการ
เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส าปะหลงัและสบูด่ า ซึ่งมีความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์กบั
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ยางพารามากท่ีสดุ จากด้านปลาย 5’ บริเวณของ Start codon (ตารางท่ี 2) และท าการเพิ่มปริมาณด้วย
เทคนิคปฏิกิริยาลกูโซพี่ซีอาร์ โดยท าตามขัน้ตอนข้อ 3.6- 3.15  
 
4. การศึกษาการแสดงออกของยีน PAL โดยใช้เทคนิค quantitative real time RT-PCR 
(qRT-PCR) 
 
 4.1 การออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL  
 
  ท าการออกแบบไพรเมอร์โดยการออกแบบ forward primer และ reverse primer 
ส าหรับการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค quantitative real-time PCR จากข้อมูล
ล าดบัเบส cDNA ของยีน PAL โดยอาศยัล าดบัเบสของ cDNA ท่ีได้จากการโคลนยีนดงักล่าว เพ่ือ
น ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนโดยใช้ซอฟแวร์จากเว็บไซต์ www.genscript.com หรือ
โปรแกรม Primer3 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov /tools/primerblast/) โดยไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับ
ศกึษาการแสดงออกของยีนมีดงัตอ่ไปนี ้

ไพรเมอร์ท่ีใช้สาหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL ได้แก่  
query_F3 = 5’ GGACATGCTCAAAGTTGTGG 3’  
query_R3 = 5’ TGCTGGCATTCTTCTCATTC 3’  

ไพรเมอร์ท่ีใช้สาหรับตรวจสอบยีน actin หรือ 18s rRNA เพ่ือใช้เป็นยีนอ้างอิง 
ได้แก่  

18s rRNA_F = 5’ AAGCCTACGCTCTGGATACATT 3’  
    18s rRNA_R = 5’ CCCGACTGTCCCTGTTAATC 3’ 
 
 4.2 การตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ก่อนการศึกษาการแสดงออก
ของยีน PAL ด้วยเทคนิค quantitative real time PCR (qPCR)  
 
  น า cDNA ท่ีได้มาตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ด้วยเทคนิค 
quantitative real time PCR (qPCR) ก่อนการน าไปใช้ศกึษาการแสดงออกของยีน PAL โดยการเตรียม
ปฏิกิริยา Real-time PCR ด้วย SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA) ใช้ 
cDNA ของเปลือกยางพาราความเข้มข้น 80 ng/ total reaction ปริมาตร 10 µl เป็นแม่แบบ และใช้ 
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forward primer และ reverse primer ท่ีได้จากการออกแบบในการสงัเคราะห์ยีน PAL ของยางพารา 
ตัง้อณุหภูมิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้การแยกสายดีเอ็นเอออกจากกนัใช้อณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จ านวน 39 รอบ ได้แก่ Denaturation ท่ีอณุหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension        
ท่ีอุณหภูมิ 72  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง ท าการตรวจ
วิเคราะห์ค่า melting curve ท่ีได้จากการอ่านค่าของเคร่ือง Real-time PCR ในกรณีท่ีมีการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอได้มากกว่าหนึ่งแถบจะไม่สามารถน าไพรเมอร์นัน้ไปใช้ในการศกึษาการแสดงออกของ
ยีน PAL ด้วยการใช้เทคนิค quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) ได้โดยต้องทดสอบไพรเมอร์คูใ่หม่ 
หรือออกแบบไพรเมอร์ใหมอี่กครัง้ 
 
 4.4 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค quantitative real time RT-PCR 
(qRT-PCR) 
 
  น า cDNA ของเปลือกล าต้นยางพาราท่ีได้จากการสกัดมาเตรียมความเข้มข้น ให้เป็น 
80 ng/ µl เพ่ือใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีน PAL ในยางพาราท่ีติดตาด้วยต้นตอตา่งๆ โดยการใช้
เทคนิค quantitative real time PCR (qPCR) เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน PAL กบัเป็นยีนอ้างอิงคือ 
ยีน 18s rRNA ท าปฏิกิริยา Real-time PCR ด้วย SsoAdvancedTM Universal SYBR® Green Supermix   
(Bio-Rad, USA) โดยใช้ cDNA ท่ีได้จากการสงัเคราะห์ความเข้มข้น 80 ng/ total reaction ปริมาตร 10 µl 
เป็นแมแ่บบ และใช้ forward primer และ reverse primer ท่ีได้จากการออกแบบในการสงัเคราะห์ยีน PAL 
ของยางพารา โดยตัง้อณุหภูมิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้การแยกสายดีเอ็นเอออกจากกนัใช้อณุหภูมิ 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จ านวน 39 รอบ ได้แก่ Denaturation ท่ีอณุหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension 
ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที น าค่า Ct ท่ีได้จากการอ่านค่าของเคร่ือง Real-time PCR มา
วิเคราะห์ผลด้วยวิธี delta/ delta CT (CT method) ตามวิธีการของ Livak และ Schmittgen, (2001) เพ่ือ
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีนโดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง  
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5. การวิเคราะห์ปริมาณฟีโนลิกทัง้หมดที่เกิดขึน้หลังจากการตดิตา 
   
 5.1 การสกัดสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดจากเปลือกล าต้นยางพาราส าหรับ
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด 
 
  น าเปลือกล าต้นยางพาราท่ีไม่ได้ท าการติดตา และเปลือกล าต้นยางพาราบริเวณท่ีท า
การตดิตาผา่นมาแล้ว 7 วนั, 14 วนั, 21 วนั และ 28 วนั มาสกดัหาปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด โดย
ท าการชัง่ตวัอยา่งเปลือกยางพารา 0.1 กรัม บดให้ละเอียดด้วยไนโตรเจนเหลว ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียว
ขนาด 50 มิลลิลิตร เติมสารละลายเมทานอลความเข้มข้น 80% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิท และ
เขยา่ให้เข้ากนั วางหลอดทดลองฝาเกลียวใส่ในอ่างน า้ควบคมุอณุหภูมิ 60± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาที เม่ือครบเวลาวางหลอดตวัอย่างไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง กรองตวัอย่างด้วยกระดาษกรองวอทแมน
เบอร์ 1 ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 25 มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิท เก็บไว้ในท่ีอณุหภมูิ 8±1 องศาเซลเซียส 
 
 5.2 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดจากส่วนเปลือกล าต้น
ยางพาราที่ได้รับการตดิตา และไม่ได้รับการตดิตา 
 
  น าสารละลายตัวอย่างท่ีได้จากการสกัดหาปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดมา
วิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด (ดดัแปลงวิธีการจาก Shui et al., 2006; จิราพร, 2553) 
โดยการเติมน า้กลั่นปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 50 มิลลิลิตร เติม
สารละลายตวัอย่างท่ีสกัดได้ 0.5 มิลลิลิตร และโฟลิน ซิโอแคลทู รีเอเจนต์ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอด
ทดลองแต่ละหลอด ผสมให้เข้ากัน ตัง้ไว้ในท่ีมืดเป็นเวลา 5 นาที (สีของสารละลายมีสีเขียวใส) เม่ือ
ครบเวลาเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 10% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง
แต่ละหลอด ผสมให้เข้ากัน วางหลอดในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที (สีของสารละลาย
เปล่ียนเป็นสีน า้เงิน) วดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต
มิเตอร์ เทียบกับหลอดควบคุม คือ สารละลายเมทานอลความเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร แทนสารละลายตวัอย่าง ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดหาได้จากการน าค่าการดดูกลืน
แสงของสารตวัอย่างเทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลายกรดแกลลิก (Gallic acid) ปริมาณท่ีได้แสดงใน
หน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน า้หนักเปลือกปริมาณ 1 กรัม (mg GAE/g) (กราฟมาตรฐาน
สารละลายกรดแกลลิกแสดงในภาคผนวกรูปท่ี 2) 
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6. การศึกษาการเจริญเตบิโตของต้นตอกับกิ่งพันธ์ุดีหลังการตดิตา 
 
  ท าการศกึษาปฏิกิริยาระหว่างต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ กบัก่ิงตาพนัธุ์ดี RRIM 600 และ 
RRIT 251 หลงัติดตาไปแล้ว 21 วนั ท าการตรวจดกูารเจริญเติบโตโดยหากแผ่นตายงัมีสีเขียว แสดงว่า 
การตดิตาประสบผลส าเร็จ และใช้มีดกรีดพลาสติกบริเวณด้านตรงข้ามออก หลงัจากนัน้ปล่อยให้ต้นท่ี
ตดิตาอยูใ่นแปลงไมน้่อยกวา่ 1 สปัดาห์ ก่อนท าการตดัต้นเดิมทิง้ โดยตดัยอดต้นตอเหนือรอยท่ีติด
ตาขึน้ไปประมาณ 5 เซนติเมตร และให้รอยตดัลาดเอียงลงทางด้านตรงข้ามแผ่นตา หลงัจากนัน้
ประมาณ 15 วนั ท าการตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาอีกครัง้ และเก็บข้อมลูการ
เจริญเติบโต ได้แก่ จ านวนวันท่ีแตกตาใหม่หลงัจากตดัยอดต้นตอ ความยาวของยอดใหม่ท่ีเกิดขึน้ 
(หลงัจากตดัยอด 14 วนั) เส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ และจ านวนใบ (ใบเพสลาด) ในกรณีท่ี
แผ่นตาเปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน า้ตาล แสดงว่าการติดตาไม่ประสบผลส าเร็จกรณีนีจ้ะใช้มีดกรีด
พลาสตกิด้านหลงัออกเพ่ือท าการติดตาซ า้ 
 
7. การวิเคราะห์ผลข้อมูลทางสถติิ 
 
  วางแผนการทดลองแบบสุ่มบล็อกสมบรูณ์ (Randomized complete block design, 
RCB) วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูด้วยวิธี One-Way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกตา่งทาง
สถิตขิองคา่เฉล่ียระดบัการแสดงออกของยีนด้วยวิธี least significant difference (LSD)  
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บทที่ 3  
ผล 

 
1. การโคลนยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) จากส่วนเปลือกของยางพารา  
 
 1.1 การหาล าดับเบสของยีน PAL บางส่วน (partial sequencing) จาก cDNA 
ยางพาราโดยการใช้ Degenerated primers  
 
  ท าการหาล าดบัเบสของยีน PAL บางส่วนด้วยการออกแบบ degenerate primers 
จากข้อมูลล าดบัเบสของยีน PAL ในพืชอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ multiple alignment ด้วยโปรแกรม 
GENETYX-WIN version 5.0 โดยค้นหาข้อมูลในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งพืชท่ีน ามาใช้ในการ
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนของกลางยีน PAL ในยางพาราเป็นพืชท่ีอยู่
ในอนัดบั Malpighiales ได้แก่ คริสต์มาส, มงัคดุ, สนุ่น และสบูด่ า ซึ่งอยู่ในอนัดบัเดียวกนักบัยางพารา
ซึ่งผลท่ีได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้แรกคือ การหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเกิดปฏิกิริยาของ
ไพรเมอร์ท่ีออกแบบโดยการท า gradient PCR พบวา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมในการน ามาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
กบั cDNA ของยางพารา คือ อณุหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 10) ในขัน้ตอนตอ่มาการน าไพรเมอร์ 
PAL1_Forward primer และ PAL6_Reverse primer มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ปกติใช้อุณหภูมิใน
ขัน้ตอน annealing ท่ี 55 องศาเซลเซียส ผลของการท าปฏิกิริยาของพีซีอาร์ได้ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอ
เทา่กบั 1,352 นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน หลงัจากนัน้สกดัแยกผลผลิตพีซีอาร์
ออกจากเจลโดยใช้ E.Z.N.A® Gel Extraction Kit (รูปท่ี 11) น าดีเอ็นเอท่ีได้เช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ RBC 
TA cloning ท าการถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณ
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอซึ่งมีขนาด 1,352 นิวคลีโอไทด์ ท าการคดัเลือกโคโลนีสีขาวขุ่น เพ่ือตรวจสอบชิน้ส่วน
ของยีน PAL ท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ RBC TA cloning (pTA- PAL) ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซึ่งจากการท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์พบขนาดของชิน้ส่วนยีนประมาณ 1,352 นิวคลีโอไทด์ (รูปท่ี 12) คดัเลือกโคโลนีท่ี
ต้องการน าส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์มาสกัดแยกชิน้ส่วนดีเอ็นเอสายผสม pTA- PAL ออกจาก
แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α โดยใช้ E.Z.N.A. ® Plasmid DNA Mini Kit I ตรวจสอบปริมาณ และ
ความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอสายผสม pTA-PAL ด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง และน าดีเอ็นเอสายผสม 
pTA-PAL ท่ีสกดัได้มาท าอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (รูปท่ี 13) 
น าสง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ Universal primer คือ M13F และ M13R 
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รูปท่ี 10 ผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จาก cDNA ส่วนเปลือกของยางพารา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ 

ไพรเมอร์ PAL1_Forward primer และ PAL6_Reverse primer คือ 55 องศาเซลเซียส และได้
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,352 นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบกบั GeneRuler 100 bp 
DNA Ladder (M)  

 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 11 ผลการสกัดแยกผลผลิตพีซีอาร์ออกจากเจล และการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิโดยใช้ 

E.Z.N.A® Gel Extraction Kit ได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,352 นิวคลีโอไทด์ เม่ือ
เปรียบเทียบกบั GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M)  
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รูปท่ี 12 ผลการตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอบางส่วนของยีน PAL ท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ RBC TA 

cloning จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 
bp DNA Ladder (M) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 13 ผลการสกัดแยกดีเอ็นเอสายผสม pTA- PAL จากแบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์  DH5α 

เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M)  
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  ผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
PAL ท่ีโคลนได้มีขนาด 1,352 นิวคลีโอไทด์ (รูปท่ี 14) เม่ือน าข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL 
จากยางพารา ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในฐานข้อมูล GenBank 
ด้วยโปรแกรม nucleotide blast พบว่ายีน PAL ท่ีสงัเคราะห์ได้จากส่วนเปลือกของยางพารามี
ความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) 94 เปอร์เซ็นต์ 
ละหุ่ง (Ricinus communis) 88 เปอร์เซ็นต์ สบูด่ า (Jatropha curcas) 86 เปอร์เซ็นต์ โกงกางใบ
ใหญ่ (Rhizophora mangle) 85 เปอร์เซ็นต์ มงัคดุ (Garcinia mangostana) 82 เปอร์เซ็นต์ องุ่น 
(Vitis vinifera) 81 เปอร์เซ็นต์ ส้มแมนดาริน (Citrus reticulata) 81 เปอร์เซ็นต์ ส้มผด (Rhus chinensis) 81 
เปอร์เซ็นต์ และชา (Camellia sinensis) 80 เปอร์เซ็นต์ ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
 

 
รูปท่ี 14 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL บริเวณสว่นกลางยีน ขนาด 1,372 นิวคลีโอไทด์ 
 

GCTGGGATTT TTGGCAATAA CACAGAATCA TGTCACACTT TGTCACACTC TGCAACAAGA  

GCAGCTATGC TAGTGAGGAT CAACACTCTC CTCCAAGGTT ACTCAGGCAT TAGATTTGAA  

ATCTTGGAAG CCATCACCAA GCTCCTCAAC CACAACATTA CTCCATGCTT GCCGCTCCGA  

GGCACAATCA CTGCTTCAGG GGATTTAGTT CCATTGTCAT ACATTGCTGG ATTACTCACT  

GGCCGGCCTA ATTCCAAGGC TGTTGGCCCC AATGGGGAAT CCTTAGATGC CCAGCAAGCC  

TTTCGCTTTG CTGGTATTGA CTCTGGCTTC TTTGAGTTGC AGCCTAAAGA AGGCCTTGCT  

CTGGTTAATG GCACTGCAGT TGGTTCTGGC TTGGCTTCTA TGGTTCTTTT TGAGGCAAAT  

GTTCTTGCTG TTTTATCAGA AGTTTTATCA GCAATTTTCG CAGAGGTTAT GAATGGAAAA  

CCTGAATTTA CTGATCACTT GACACATAAA TTAAAGCATC ATCCGGGGCA AATAGAGGCT  

GCAGCTATAA TGGAGCACAT TTTAGATGGT AGCTCTTATA TTAAAGCAGC TAAGAAGTTG  

CATGAAATGG ATCCCTTGCA GAAACCAAAG CAAGATCGAT ATGCTCTCAG GACTTCACCA  

CAATGGCTAG GTCCTCAGAT TGAAGTTATC AGATTCTCAA CTAAATCAAT CGAAAGAGAG  

ATTAATTCAG TGAATGACAA CCCTTTGATT GATGTTTCTA GGAACAAGGC CTTACATGGT  

GGAAATTTCC AAGGGACCCC GATTGGAGTC TCAATGGACA ATGCACGTTT GGCTATTGCA  

TCGATAGGAA AGCTCATGTT TGCTCAATTC AGTGAGCTTG TAAATGACTT CTACAACAAT  

GGGTTGCCAT CAAATCTCAC GGCTGGTAGG AATCCAAGCT TGGATTATGG CTTCAAGGGA  

GCTGAAATTG CAATGGCTTC TTACTGTTCT GAGCTCCAAT ATCTTGCAAA TCCAGTAACT  

AGCCATGTAC AAAGTGCAGA GCAGCACAAT CAAGATGTGA ACTCATTGGG GCTAATCTCT  

TCAAGAAAGA CAGAAGAAGC CGTAGATATC TTGAAGCTCA TGTCCACAAC TTTCTTAGTA  

GCACTTTGCC AAGCTATTGA CTTGAGACAT TTGGAGGAGA ATCTGAAGCA CGCAGTCAAA  

AACACTGTAA GCCAAGTAGC TAAAAGGGTT CTAACTACGG GTGCTACTGG AGAACTTCAC  

CCATCAAGGT TCTGCGAGAA GGACATGCTC AAAGTTGTGG ATTGTGAGCA AGTCTTTTCC  

TATATAGATG ACCCCTGCAG TGCTACCTAT CCATTGATGC AAAAACTGAG GC 
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ตารางที่ 3 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL จากบริเวณสว่นเปลือกของยางพารากบัฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม nucleotide blast  
 
Accession number พืช ช่ือยีน % Identity score 
AF383152.1 Manihot esculenta phenylalanine ammonia-lyase 2 (PAL2) gene 94 
KF311063.1 Ricinus communis phenylalanine ammonia lyase (PAL) gene 88 
DQ883805.1 Jatropha curcas phenylalanine ammonia lyase (PAL) gene 86 
AY860427.2 Rhizophora mangle phenylalanine ammonia-lyase 2 (PAL2) gene 85 
FJ197127.1 Garcinia mangostana phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene 82 
EF192469.1 Vitis vinifera phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene 81 
KC287085.1 Rhus chinensis phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene 81 
KP742840.1 Citrus reticulata phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene 81 
D26596.1 Camellia sinensis phenylalanine ammonia-lyase (PAL) gene 80 
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 1.2 การหาล าดับเบสของยีน PAL เส้นสมบูรณ์ (full-length) โดยใช้วิธี Rapid 
Amplification cDNA Ends (RACE)  
 
  1.2.1 การสังเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 3’  
 
  ท าการสงัเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 3’ และด้านปลาย 5’ โดยใช้เทคนิค Rapid 
Amplification cDNA Ends (RACE) เร่ิมจากการโคลนยีนด้านปลาย 3’ โดยท าการเพิ่มปริมาณ
ด้วยเทคนิค PCR แบบ nested PCR ซึ่งเป็นปฏิกิริยาท่ีมี 2 ขัน้ตอน ขัน้ตอนท่ี 1 ท า 3’ RACE PCR 
โดยการใช้ B26 primer ซึ่งมี Oligo dT ท่ีปลาย 3’ของไพรเมอร์ ร่วมกบัการใช้ specific primer  
แบบ forward ซึ่งออกแบบจากส่วนของยีน PAL ท่ีโคลนได้จากข้อ 1.1 คือ PAL_SF2 primer  ผล
จากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนแรก ได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 500 และ 700 นิวคลีโอไทด์ 
เม่ือใช้อณุหภูมิในขัน้ตอนของ annealing ท่ี 51.1 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 15A) เปรียบเทียบกบัแถบ    
ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนัน้น าผลผลิตพีซีอาร์ในขัน้ตอนแรกท่ีมีขนาดของแถบดีเอ็นเอท่ีต้องการมา
ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนท่ี 2 ด้วยไพรเมอร์ท่ีมีล าดับเบส
เหมือนกับไพรเมอร์ B26 แต่ไม่มี ส่วนของ Oligo dT ท่ีปลาย 3’ ของไพรเมอร์ คือ B25 primer 
ร่วมกบัการใช้ specific primer  แบบ forward ซึ่งออกแบบจากส่วนของยีน PAL ท่ีโคลนได้จากข้อ 
1.1 คือ PAL_SF3 primer ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท าการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ผลจากการท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนท่ี 2 พบชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 700 นิวคลีโอไทด์ เม่ือใช้
อณุหภูมิในขัน้ตอนของ annealing ท่ี 60 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 15B) ท าการสกดัแยกดีเอ็นเอของ
ยีน PAL ด้านปลาย 3’ ออกจากเจล และการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ โดยใช้ E.Z.N.A® Gel 
Extraction Kit 
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รูปท่ี 15 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์จากการท า 3’ RACE PCR ในการสงัเคราะห์ยีนด้านปลาย 3’    
 A) การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนแรกโดยใช้อณุหภูมิในขัน้ตอนของ annealing ท่ี 51.1 

องศาเซลเซียส 
 B) การท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้ตอนของ nested PCR โดยใช้อณุหภูมิในขัน้ตอนของ 

annealing ท่ี 60 องศาเซลเซียส 
เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder  

 
  จากผลการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 3’ ท่ีได้ พบว่ามีขนาด
ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL เท่ากบั 658 นิวคลีโอไทด์ และพบ poly A tail บริเวณ 3’ untranslated 
region จ านวน 143 นิวคลีโอไทด์ จากบริเวณรหสัหยดุ (stop codon) คือ TAA (รูปท่ี 16) เม่ือเปรียบเทียบ
กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม nucleotide blast พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน PAL มีความเหมือนกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) สูงท่ีสุด 89 
เปอร์เซ็นต์ โกงกางใบใหญ่ (Rhizophora mangle) 82 เปอร์เซ็นต์ โกโก้ (Theobroma cacao) 81 
เปอร์เซ็นต์ ลิน้จ่ี (Litchi chinensis) 80 เปอร์เซ็นต์ และส้มแมนดาริน (Citrus reticulata) 80 เปอร์เซ็นต์  
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รูปท่ี 16 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 3’ ขนาด 658 นิวคลีโอไทด์โดยมี      

รหสัหยดุ (stop codon) คือ TAA 
 
  1.2.2 การสังเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 5’  
 
  จากการโคลนยีน PAL บริเวณปลาย 5’ โดยวิธี 5’ RACE ไม่สามารถท าได้ส าเร็จ
จึงต้องท าการโคลนยีน PAL ด้านปลาย 5’ โดยการใช้ degenerate primer ท่ีออกแบบจากมนั
ส าปะหลังและสบู่ด า เน่ืองจากมีล าดับเบสท่ีค่อนข้างคล้ายกับยางพาราซึ่งเป็นพืชในตระกูล
เดียวกนั ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัส่วนบริเวณปลาย 5’ ของยีน PAL จากการท า Alignment ล าดบั   
นิวคลีโอไทด์ของยีน PAL คือ PAL_F2 primer ร่วมกับ PAL_R1 primer (ตารางท่ี 3) น ามาท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์หาอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสม ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วย
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ท าการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
โดยอณุหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของไพรเมอร์ คือ อณุหภูมิ 61.3 องศาเซลเซียส 
(รูปท่ี 17) หลงัจากนัน้ท าปฏิกิริยาลกูโซ่พีซีอาร์ปกติใช้อณุหภูมิในปฏิกิริยาพีซีอาร์ของ annealing 
ท่ีอุณหภูมิ 61.3 องศาเซลเซียส ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจล  
อิเล็กโตรโฟรีซิส ท าการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐานอีกครัง้ ท าการวิเคราะห์
ล าดบัเบสของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ โดยส่งตวัอย่าง PCR ในรูปแบบ unpurified เพ่ือวิเคราะห์หา
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในสว่นของปลาย 5’  
 

GGTTCTAACT ACGGGTGCTA CTGGGAGAAC TTCACCCATC AAGGTTCTGC GAGAAGGACA  

TGCTCAAAGT TGTGGATTGT GAGCAAGTCT TTTCCTATAT AGATGACCCC TGCAGTGCTA  

CCTATCCATT GATGCAAAAA CTAAGGCAAG TTCTCGTGGA CCATGCTTTG GCAAATGGTG  

AGAATGAGAA GAATGCCAGC ACTTCAGTCT TCCAAAAGAT TGAAGCTTTC GAGGAAGAAC  

TGAAAGCCCA TTTGCCTAAA CAAGTTGAGA GTGCAAGAGA GGCGCACGAG AGTGGGAATC  

CAGCAGTTGC CAACAAGATC AAAGAATGCA GGTCTTACCC ATTGCACAAG TTTGTGAGGG 
AGGAGTTAGG AACTGGGTTG CTCACTGGTG AGAAGGTCCG GTCACCTGGA GAGGAATTTG  

ATAAGGTTTT CACCGCCATG TGCCAGGGAA AGATCATTGA TCCAATGCTA GATTGTCTCA  

AGGAATGGAA TGGTGCCCCT CTTCCAATCT GTTAAGCTGT AACTTTTTGT TCTGTTTACA  

TTTCAAGATT TGTTTTCCAA TCCCTTTTTA TGTACCTATA GTTACAGTTT GTGATATAAA  

AACAAAAATC TGTAATGCAT TTCTTTCAAT GTTCAGTAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAA 
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รูปท่ี 17 ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสงัเคราะห์ยีน PAL ด้านปลาย 5’ ของยางพาราท่ีอณุหภูมิ 

61.3 องศาเซลเซียสเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA 
Ladder (M) 

 
  จากการวิเคราะห์ล าดบัเบสของผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้โดยส่งตัวอย่าง PCR ใน
รูปแบบ unpurified เพ่ือวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในส่วนของปลาย 5’ วิเคราะห์
ล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้ Universal primer คือ PAL_F2 primer และ PAL_R1 primer พบว่ามี
ขนาดของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL เท่ากบั 444 นิวคลีโอไทด์ท่ีมีบริเวณส่วนของรหสัเร่ิมต้น 
(Start codon) คือ ATG (รูปท่ี 18) เม่ือเปรียบเทียบกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 5’ 
กบัฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีความเหมือนกบัยีนของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) 91 
เปอร์เซ็นต์ สบูด่ า (Jatropha curcas) 89 เปอร์เซ็นต์ ฝ้าย (Gossypium hirsutum) 80 เปอร์เซ็นต์ 
และโรบีเนียดอกขาว (Robinia pseudoacacia) 77 เปอร์เซ็นต ์
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 18 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ด้านปลาย 5’ ของยางพารา ขนาด 444 นิวคลีโอไทด์ท่ีมี

บริเวณสว่นของรหสัเร่ิมต้น (start codon) คือ ATG 

GGGGGGTTCC TGACGATAAG ACCACTGACT TTTTGGCTGG GGGGTTAAAA AATGAATGGC  

AGCCATTTAG ATGAAGTTAA AAGAATGGTG GCTGAGTTTA GGAAGCCTTT GGTCAAGTTA  

GGCGGCGAAA CCTTGACCGT AGCTCAGGTG GCAGCTATTG CCAGCAGTCG TGAATCTGAT  

GTGAAGGTGG AGCTTGCAGA ATCTGCTAGA GCTGGTGTTA AGGCAAGCAG TGACTGGGTC  

ATGGATAGTA TGAACGAGGG AACTGATAGC TATGGTGTCA CCACTGGATT TGGGGCTACT  

TCCCATAGAA GAACCAAGCA AGGTGGTGCT TTACAGAGGG AGCTCATTAG ATTCTTGAAT  

GCTGGGATTT TTGGCAATAA CACAGAATCA TGTCACACTT TGTCACACTC TGCAACAAGA  

GCAGCTATGC TAGTGGAGGA TCAA 

 

490 bp 

M 61.3 °C 

100 bp 

500 bp 

1,000 bp 
1,500 bp 
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 1.3 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PAL full length ของยางพารา 
 
  จากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์เส้นสมบูรณ์ของยีน PAL จากยางพารา 
พบว่า ยีน PAL มีขนาด (Open reading frame) 2,145 คูเ่บส ประกอบด้วยบริเวณส่วนของ 5’ ULR
จ านวน 55 นิวคลีโอไทด์ ก่อนหน้าบริเวณรหสัเร่ิมต้น และบริเวณส่วนของ 3’ ULR จ านวน 143    
นิวคลีโอไทด์ จากบริเวณรหสัหยดุ แปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 721 กรดอะมิโน (รูปท่ี 19) เม่ือน า
ล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน PAL ของยางพาราไปเปรียบเทียบกบัล าดบักรดอะมิโนของโปรตีนพืช
ชนิดอ่ืนๆ จากฐานข้อมูลของ GenBank ด้วยโปรแกรม ClustalX 2.1 และโปรแกรม GeneDoc 
ได้แก่ สบู่ด า (Jatropha curcas, XP_012082374.1) มันส าปะหลัง (Manihot esculenta, 
AAK60275.1) ละหุ่ง (Ricinus communis,  XP_002519521.1) โกโก้ (Theobroma cacao, 
XP_007027354.1) พทุราจีน (Ziziphus jujube, XP_015899784.1) ถัว่เหลือง (Glycine max, 
XP_003554382.1) และองุ่น (Vitis vinifera, XP_002267953.1) (รูปท่ี 20) นอกจากนีเ้ม่ือวิเคราะห์
หน้าท่ีของโปรตีนพบบริเวณ motif ของเอนไซม์ Phenylalanine และ Histidine ammonia-lyase 
ในช่วงกรดอะมิโน (domain) ท่ี 195-210 (GTITASGDLVPLSYIA) ซึ่งเป็นบริเวณต าแหน่งเดียวกันกับ
บริเวณอนุรักษ์ MIO motif  ของกรดอะมิโน Ala-Ser-Gly ในช่วงกรดอะมิโนท่ี 200-202 โดยทัง้สอง
ช่วงบริเวณของกรดอะมิโนมีบทบาทส าคญัต่อการท างานของโปรตีน PAL ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีน 
HbPAL มีหน้าท่ีการท างานท่ีคล้ายคลึงกบัยีน PAL ในพืชอ่ืนๆ ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของยีน PAL ท่ีได้กับฐานข้อมลูของ GenBank พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกับยีน 
PAL ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) 93 เปอร์เซ็นต์ สบู่ด า (Jatropha curcas) 86 
เปอร์เซ็นต์ โกงกางใบใหญ่ (Rhizophora mangle) 83 เปอร์เซ็นต์ ลิน้จ่ี (Litchi chinensis) 81 
เปอร์เซ็นต์ ถัว่เหลือง (Glycine soja) 81 เปอร์เซ็นต์ โรบีเนียดอกขาว (Robinia pseudoacacia) 
80 เปอร์เซ็นต์ มงัคดุ (Garcinia mangostana) 80 เปอร์เซ็นต์ เชอร์รีป่า (Prunus avium) 80 
เปอร์เซ็นต์ และองุ่น (Vitis vinifera) 80 เปอร์เซ็นต์ จากการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง 
วิวัฒนาการของยีน HbPAL จากกรดอะมิโน โดยการสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี 
neighborhood joining method เพ่ือเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของยีน HbPAL กบัพืชอ่ืนๆ ใน
ฐานข้อมลู GenBank พบว่าโปรตีน PAL ในยางพารามีสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการคล้ายกับมนัส าปะหลงั
มากท่ีสดุ (รูปท่ี 21) 
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รูปท่ี 19 แสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL (ORF) ขนาด 2,145 คู่เบส ท่ีประกอบด้วยบริเวณ

ประกอบด้วยบริเวณส่วนของ 5’ ULRจ านวน 55 นิวคลีโอไทด์ ก่อนหน้าบริเวณรหสัเร่ิมต้น 
คือ ATG และบริเวณส่วนของ 3’ ULR จ านวน 143 นิวคลีโอไทด์ จากบริเวณรหสัหยดุ คือ 
TAA และแปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 721 กรดอะมิโน 
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รูปท่ี 20 การเปรียบเทียบล าดบักรดอะมิโนโปรตีน PAL ของยางพารากบัพืชชนิดอ่ืนๆ ท่ีมีรายงาน

อยูใ่นฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม GeneDoc  

บริเวณอนุรักษ์ 

MIO 

Phenylalanine/ histidine ammonia-lyase 



 
67 

 

 
 

 

 
รูปท่ี 21 แสดงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน PAL จากยางพารา (Hevea brasiliensis) กบั

โปรตีน PAL ในพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA 6 ตวัเลข
บนแขนง (node) แสดงเปอร์เซ็นต์ความน่าเช่ือถือจากการค านวณด้วย Bootstrap root test 
จ านวน 1,000 รอบ  

 MePAL 2 (AF383152.1)

 Hevea brasiliensis PAL

 JcPAL (DQ883805.1)

 EpPAL (FJ943503.1)

 GmPAL (FJ197127.1)

 RcPAL (XM 002531631.2)

 MePAL 1 (AY036011.1)

 MdPAL (JQ248934.1)

 HcPAL (JQ779022.1)

 VvPAL (XM 002268696.3)

 CsPAL (KC970300.1)

 NtPAL (EU883669.1)

 PcPAL 2 (X81158.1)

 DcPAL 3 (AB089813.1)

 AtPAL 1 (NM 129260.2)

 BrPAL 2 (EU402424.1)

 CoPAL (JF811029.1)

 ErPAL 1 (AB696677.1)

 MbPAL (AP009325.2)

 LrPAL (FJ603650.1)

 PdPAL (AY281156.1)

100

100

100

100

99

99
99

95

80

77

56

95

35

29
30

19

15

91
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2. การแสดงออกของยีน PAL ในยางพาราที่ท าการตดิตาโดยใช้เทคนิค quantitative real 
time PCR (qRT-PCR) 
 
  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL ใช้ไพรเมอร์ท่ีผ่านการตรวจสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงมาแล้ว ได้แก่ query_F3 primer และ query_R3 primer (รูปท่ี 22) มาใช้ใน
การศกึษาการแสดงออกของยีน PAL บริเวณแผ่นตา และรอยต่อระหว่างแผ่นตากบัส่วนเนือ้เย่ือ
ของต้นตอท่ีท าการติดตาระหว่างต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) พนัธุ์พืน้เมือง
ควนมดแดง (K) พนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์ RRIT 251 กบัก่ิงตาพนัธุ์ดี ได้แก่ พนัธุ์ RRIM 600 และ
พนัธุ์ RRIT 251 หลงัจากท าการติดตา 7 วนั, 14 วนั, 21 วนั 28 วนั และท่ีไม่ได้ท าการติดตา น ามา
สกดัอาร์เอ็นเอส าหรับการสงัเคราะห์ cDNA เพ่ือใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีน HbPAL และใช้
ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง  

 
รูปท่ี 22 ผลการตรวจสอบความจ าเพาะเจาะจงของไพรเมอร์ query_F3 และ query_R3 ส าหรับ

น ามาใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีน 18s rRNA (A) และยีน PAL (B) ด้วยเทคนิค 
qRT-PCR 

 
  จากผลการศกึษาการแสดงออกของยีน HbPAL ของต้นตอยางพาราพนัธุ์ต่างๆ ท่ีท า
การติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIM 600 (heterograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการ
ติดตาด้วยก่ิง พนัธุ์ RRIM 600 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และพนัธุ์ 
RRIM 600 ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา พบวา่มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูท่ีสดุหลงัจากท าการติดตา

(A) (B) 
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ไปแล้ว 7 วัน ในต้นตอทุกพันธุ์ (รูปท่ี 23) โดยการแสดงออกของยีน HbPAL แสดงออกสูงสุดเม่ือติดตาบน     
ต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 ตามด้วยพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) พนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) 
เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีไม่ได้ท าการติดตา นอกจากนีย้งัพบว่า หลงัจากท าการ
ติดตาไปแล้ว 28 วนั ต้นยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIM 600 
(homograft) มีระดบัการแสดงออกของยีนท่ีเพิ่มสูงขึน้ เม่ือเทียบกบัต้นตอพนัธุ์พืน้เมือง ท่ีท าการติดตา
ด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIM 600 (heterograft) ซึ่งอาจเป็นผลมาจากปัจจยัภายนอกปัจจยัอ่ืนท่ีมี
ผลตอ่การแสดงออกของยีน ได้แก่ ปัจจยัการเข้าท าลายของเชือ้โรค โดยในวนัท่ีท าการเก็บตวัอย่างส่วน
ของเปลือกยางพาราท่ีท าการติดตา พบการเข้าท าลายของโรคราน า้ค้างท่ีเข้าท าลายในส่วนของใบอ่อน
ยางพารา ซึง่อาจสง่ผลให้ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูขึน้ 
 

รูปท่ี 23 ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ในต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์  
RRIM 600 (heterograft) และต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการตดิตาด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และพนัธุ์ RRIM 600 
ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา บริเวณสว่นเปลือกท่ีเกิดรอยเช่ือมประสานกนั 
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  เช่นเดียวกันกับในต้นตอยางพาราพนัธุ์ต่างๆ ท่ีท าการติดตาด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ 
RRIT 251 (heterograft) และต้นตอยางพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาด้วยตาของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 
(homograft) ท าการเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีไม่ได้ท าการติดตา พบว่ามีระดบัการ
แสดงออกของยีน HbPAL สงูท่ีสดุหลงัจากท าการตดิตาไปแล้ว 7 วนัในต้นตอทกุพนัธุ์ (รูปท่ี 24) โดย
การแสดงออกของยีน HbPAL แสดงออกสงูสดุเม่ือตดิตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) ตามด้วยพนัธุ์
พืน้เมืองควนมดแดง (K) พนัธุ์ RRIT 251และพนัธุ์ RRIM 623 เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์
ตา่งๆ ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา 
 

รูปท่ี 24 ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ในต้นยางพาราพันธุ์ต่างๆ ท่ีท าการติดตาด้วย       
ก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 (heterograft) และต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ 
RRIT 251 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และพนัธุ์ RRIT 251 
ท่ีไมไ่ด้ท าการตดิตา บริเวณสว่นเปลือกท่ีเกิดรอยเช่ือมประสานกนั 
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  จากการแสดงออกของยีน HbPAL ของต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีท าการติดตา
กบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 พบว่าการแสดงออกของยีนท่ีมีการแสดงออกสูงท่ีสดุใน
วนัท่ี 7 หลงัจากการติดตา หลงัจากนัน้ระดบัการแสดงออกของยีนจะเร่ิมลดลงอย่างรวดเร็ว โดยต้นตอ
ยางพาราพนัธุ์ต่างๆ ท่ีติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ในวนัท่ี 7 
หลงัจากการติดตาสูงกว่าในก่ิงพันธุ์ RRIT 251 แต่หลังจากติดตาไปแล้ว 21 วัน พบว่าต้นตอ
ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองท่ีท าการติดตากบัก่ิงพนัธุ์  RRIT 251 มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL 
ท่ีสงูกวา่ในต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองท่ีท าการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 
 
3. การวิเคราะห์ปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด (Total phenolic content; TPC) หลังจากการตดิตา 
 
  จากการเก็บตวัอย่างบริเวณส่วนเปลือกของยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 
ท่ีตดิตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่ง  ๆคือ พนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมือง บางรัก (B) และ พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง 
(K) หลงัจากท าการตดิตา 7 วนั, 14 วนั, 21 วนั และ 28 วนั โดยเก็บเปลือกตรงบริเวณแผ่นตา และ
รอยตอ่ระหว่างแผ่นตากบัส่วนเนือ้เย่ือของต้นตอ เพ่ือน ามาสกดัหาปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด โดยใช้
สารละลายเมทานอลความเข้มข้น 80% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน ามาวิเคราะห์หาปริมาณ
สารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด โดยการเติมสารละลายตวัอย่างท่ีสกดัได้ 0.5 มิลลิลิตร ร่วมกบัโฟลิน 
ซโิอแคลท ูรีเอเจนต์ 0.5 มิลลิลิตร  
  จากผลการวิเคราะห์หาปริมาณฟีโนลิกทัง้หมดท่ีเกิดขึน้หลังจากการติดตาก่ิงพันธุ์ 
RRIM 600 และต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ รวมทัง้ต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 (homograft) และต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ ท่ี
ไม่ได้ท าการติดตา พบว่าปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (รูปท่ี 25) เช่นเดียวกนักบัการใช้ก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ติดตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ รวมทัง้ต้นตอพนัธุ์ 
RRIT 251 (homograft) และต้นตอพันธุ์  RRIT 251 ท่ีไม่ได้ท าการติดตา พบว่าปริมาณของ
สารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดไมแ่ตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิต ิ(รูปท่ี 26)  
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รูปท่ี 25 ปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด (mg/ g) ในต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 (heterograft) และต้นยางพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 
(homograft) ท าการเปรียบเทียบกบัต้นยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีไม่ได้
ท าการตดิตา  

 

รูปท่ี 26 ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด (mg/ g) ในต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ท่ีท าการติดตาด้วย
ก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 (heterograft) และต้นยางพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ 
RRIT 251 (homograft) ท าการเปรียบเทียบกับต้นยางพาราพนัธุ์ต่าง  ๆและพนัธุ์ RRIT 251 ท่ี
ไมไ่ด้ท าการตดิตา 
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4. การศึกษาการเจริญเตบิโตของกิ่งพันธ์ุดีหลังการติดตาด้วยต้นตอยางพาราต่างๆ 
 
  การศกึษาการเจริญเติบโตของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีท าการติดตา
บนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ พนัธุ์ RRIM 623, ยางพาราพืน้เมืองพนัธุ์บางรัก (B) และ ยางพาราพืน้เมือง
พนัธุ์ควนมดแดง (K) เม่ือท าการติดตาไปแล้ว 21 วนั ท าการตรวจดกูารเจริญเติบโต โดยแผ่นตาท่ี
ยงัมีสีเขียวแสดงว่า การติดตาประสบผลส าเร็จ (รูปท่ี 27A) แตถ้่าแผ่นตาเปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน า้ตาล 
แสดงวา่การตดิตาไมป่ระสบผลส าเร็จ (รูปท่ี 27B)  
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 27 ผลการตรวจสอบการเจริญเตบิโตของแผน่ตาหลงัการติดตา 21 วนั  
 (A) แผน่ตาท่ียงัมีสีเขียว แสดงถึงการตดิตาประสบผลส าเร็จ 
 (B) แผน่ตาเปล่ียนเป็นสีด าหรือสีน า้ตาล แสดงถึงการตดิตาไมป่ระสบผลส าเร็จ  
 
 4.1 ผลส าเร็จของการติดตา และจ านวนวันแตกยอดใหม่ของกิ่งพันธ์ุดีหลังการติดตา
บนต้นตอยางพาราที่แตกต่างกัน 
 
  จากการศกึษาผลส าเร็จของการติดตาก่ิงพนัธุ์ RRIM600 และ RRIT251 บนต้นตอ
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) พบว่าในช่วง 
3 ถึง 7 วันแรกหลังจากท าการติดตา (รูปท่ี 28A) บริเวณเนือ้เย่ือรอบๆ แผ่นตา และบริเวณ

(A) (B) 
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บาดแผลของต้นตอจะเกิดเป็นสีน า้ตาล และมีส่วนของเนือ้เย่ือท่ีเกิดการตายเกิดขึน้ (รูปท่ี 28B-D) 
หลงัจากนัน้ประมาณอีก 14 วนั ต้นยางพาราท่ีตดิตาจะมีการสร้างแคลลสับริเวณเนือ้เย่ือท่ีเกิดการ
เช่ือมประสานกันระหว่างต้นตอพันธุ์ พืน้เมืองกับก่ิงพันธุ์ ดี และบริเวณเนือ้เย่ือของต้นตอพันธุ์
พืน้เมืองท่ีเกิดบาดแผลปรากฏให้เห็นอย่างชดัเจน (รูปท่ี 28E-H) ซึ่งหลงัจากท าการติดตาผ่านไป
แล้ว 21 วนั จะสามารถท าการตรวจสอบความส าเร็จของการติดตาได้ โดยดกูารเจริญเติบโตของ
แผ่นตาท่ียงัมีสีเขียวอยู่แสดงว่าการติดตาของต้นยางพารานัน้ประสบผลส าเร็จ (รูปท่ี 28I-L) และ
จะเกิดรอยเช่ือมประสานกนัของเนือ้เย่ือบริเวณแผ่นตาของก่ิงพนัธุ์ดีกบัเนือ้เย่ือของต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 
อย่างสมบรูณ์เม่ือท าการติดตาครบ 28 วนั (รูปท่ี 28M-P) หลงัจากท าการตดัยอดต้นตอ 15 วนั และท า
การตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตา จากการศกึษาในก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการ
ตดิตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 และพืน้เมืองควนมดแดง (K) สามารถติดตาได้ส าเร็จ 100 เปอร์เซ็นต์ 
ในก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และการติดตาของก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 (homograft) มีเปอร์เซ็นต์การติดตาส าเร็จ 88.89 และ 
71.43 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส าหรับจ านวนวนัท่ีแตกตาใหม่ของก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 หลงัจากการ
ตดัยอดต้นตอ พบว่า ในก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) ใช้เวลาในการแตก
ยอดใหม่หลงัจากท าการตดัยอดต้นตอน้อยท่ีสดุเพียง 10 วนั รองลงมาคือ ก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอ
พนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์ RRIM 623 (ตารางท่ี 4) 
  ส าหรับก่ิงตาพนัธุ์ RRIT 251 พบว่า ก่ิงตาพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์
พืน้เมืองควนมดแดง (K) สามารถตดิตาได้ส าเร็จ 100 ตามด้วยก่ิงพนัธุ์ท่ีตดิตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 
พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 (homograft) มีเปอร์เซ็นต์การติดตาส าเร็จ 88.89, 
66.67 และ 88.89 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จ านวนวนัท่ีแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 เม่ือท าการตดั
ยอดต้นตอทิง้ พบว่า ก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง 
(K) ใช้เวลาในการแตกยอดใหมน้่อยท่ีสดุ 11 วนั (ตารางท่ี 5) 
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(B) (A) (C) (D) 

(G) (H) (I) (J) 
รูปท่ี 28 ลกัษณะการเจริญเติบโต และการพฒันาของเนือ้เย่ือบริเวณรอยตอ่ระหว่างแผ่นตาของก่ิงพนัธุ์ดีกบัเนือ้เย่ือของต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ หลงัจากการติดตาไปแล้ว 1 วนั 

(A), 3 วนั (B), 7 วนั (C และ D), 14 วนั ท่ีได้รับการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (E และ F) และพนัธุ์ RRIT 251 (G และ H), 21 วนั ท่ีได้รับการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 (I และ J) และ พนัธุ์ RRIT 251 (K และ L) และ 28 วนั ท่ีได้รับการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (M และ N) และ พนัธุ์ RRIT 251 (O และ P) 
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(K) (L) (M) (N) 

(O) (P) 

รูปท่ี 28 (ต่อ) ลกัษณะการเจริญเติบโต และการพฒันาของเนือ้เย่ือบริเวณรอยต่อระหว่าง
แผ่นตาของก่ิงพนัธุ์ดีกับเนือ้เย่ือของต้นตอพนัธุ์ต่างๆ หลงัจากการติดตาไป
แล้ว 1 วนั (A), 3 วนั (B), 7 วนั (C และ D), 14 วนั ท่ีได้รับการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 (E และ F) และพนัธุ์ RRIT 251 (G และ H), 21 วนั ท่ีได้รับการ
ติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (I และ J) และ พนัธุ์ RRIT 251 (K และ L) 
และ 28 วนั ท่ีได้รับการติดตากบัก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 (M และ N) และพนัธุ์ 
RRIT 251 (O และ P) 
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ตารางท่ี 4 ผลส าเร็จของการติดตา และจ านวนวนัแตกยอดใหม่ของยางพาราพนัธุ์  RRIM 600 บนต้นตอ
พนัธุ์ตา่งๆ 

กิ่งพันธ์ุดี/ ต้นตอ เปอร์เซ็นต์การตดิตาส าเร็จ 
(%) 

จ านวนวันแตกยอดใหม่ 
(วัน) 

Homograft   
RRIM600/ RRIM600 71.43 11 
Heterograft   
RRIM600/ RRIM623 100 12 
RRIM600/ B 88.89 11 
RRIM600/ K 100 10 
LSD 
C.V. (%) 

ns 
20.10 

ns 
12.86 

 ns ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ เม่ือวิเคราะห์ความ

แตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี LSD 
 
ตารางที่ 5 ผลส าเร็จของการติดตา และจ านวนวนัแตกยอดใหม่ของยางพาราพนัธุ์  RRIT 251 บนต้นตอ

พนัธุ์ตา่งๆ 
กิ่งพันธ์ุดี/ ต้นตอ เปอร์เซ็นต์การตดิตาส าเร็จ 

(%) 
จ านวนวันแตกยอดใหม่ 

(วัน) 
Homograft   
RRIT251/ RRIT 251 88.89 15 
Heterograft   
RRIT251/ RRIM 623 88.89 12 
RRIT251/ B 66.67 11 
RRIT251/ K 100 11 
LSD 
C.V. (%) 

ns 
28.12 

ns 
31.18 

 ns ไม่มีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ เม่ือวิเคราะห์ความ

แตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี LSD 
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 4.2 ผลการเจริญเติบโตของยอดที่แตกใหม่ในกิ่งตาพันธ์ุดี บนต้นตอพันธ์ุต่างๆ 
ยางพาราที่แตกต่างกัน 
 
  4.2.1 ความสูงของยอดท่ีแตกใหม่ 
 
   ความสงูของยอดท่ีแตกใหม่ในก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 
(homograft) และท่ีท าการตดิตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และ 
พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) พบว่าในช่วง 1-3 สปัดาห์แรกหลงัจากท่ีต้นยางพารามีการแตกยอดใหม่ 
ต้นยางมีความสงูของยอดเพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็ว หลงัจากสปัดาห์ท่ี 3 มีอตัราความสงูของต้นยางเร่ิม
ช้าลง และคงท่ี เน่ืองจากยอดท่ีแตกใหมเ่ร่ิมสร้างใบเพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์แสง และหลงัจากท่ีต้นยางมี
การแตกยอดใหม่ผ่านไป 6 สปัดาห์ พบว่าก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์
พืน้เมืองบางรัก (B) มีความสูงของยอดท่ีแตกใหม่สูงท่ีสุดเฉล่ีย 41.74 เซนติเมตร (รูปท่ี 29) 
รองลงมาคือ ก่ิงตาท่ีท าการติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) และพนัธุ์ RRIM 623 
เฉล่ีย 36.14 และ 30.50 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนก่ิงตาท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 มี
ความสงูของยอดท่ีแตกใหมน้่อยท่ีสดุ เฉล่ีย 24.26 เซนตเิมตร  
   ส าหรับความสงูของยอดท่ีแตกใหม่ในก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ 
ตา่งๆ พบว่าในช่วง 1-3 สปัดาห์แรกหลงัจากท่ีต้นยางพารามีการแตกยอดใหม่ ต้นยางมีความสูง
ของยอดเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว หลงัจากนัน้ความสูงของยอดท่ีแตกใหม่มีการเพิ่มของความสูงท่ีคงท่ี 
และมีความสงูของยอดไมแ่ตกตา่งกนับนต้นตอแตล่ะพนัธุ์ (รูปท่ี 30) โดยในช่วงหลงัจากสปัดาห์ท่ี 8 ก่ิงพนัธุ์ 
RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ มีความสงูแตกตา่งกนัอย่างชดัเจน ก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติด
ตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) ให้ความสงูเฉล่ียของยอดท่ีแตกใหม่สงูท่ีสดุเท่ากบั 23.51 
เซนติเมตร รองลงมาคือ ก่ิงตาท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) พนัธุ์ RRIM 623 และต้นตอ
พนัธุ์ RRIT 251 โดยมีความสงูของยอดท่ีแตกใหม่เฉล่ียเท่ากบั 22.68, 20.51 และ 18.13 เซนติเมตร 
ตามล าดบั หลงัจากสปัดาห์ท่ี 8 ต้นยางเร่ิมมีความสงูของยอดท่ีแตกใหม่เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วทัง้ในก่ิงพนัธุ์ 
RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีท าการตดิตาบนต้นตอบางพนัธุ์ เน่ืองจากก่ิงพนัธุ์เร่ิมมีการสร้างฉัตรท่ี 2 
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รูปท่ี 29 ความสงูของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 

(homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

 
รูปท่ี 30 ความสงูของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 

(homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 
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  4.2.2 เส้นผ่านศูนย์กลางของยอดที่แตกใหม่  
 
   ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ 
RRIM 600 (homograft) พนัธุ์ RRIM 623, ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และยางพาราพนัธุ์
พืน้เมืองควนมดแดง (K) พบว่าขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ท่ีติดตาบนต้นตอยางพนัธุ์
ตา่งๆ มีการเพิ่มขึน้อย่างช้าๆ (รูปท่ี 31) โดยก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก 
(B) มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่เฉล่ียสงูท่ีสุด เท่ากบั 0.87 เซนติเมตร รองลงมาคือ ก่ิงตา
พนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K), พนัธุ์ RRIM 623 และพนัธุ์ RRIM 600 
โดยมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของยอดใหม่เฉล่ีย เทา่กบั 0.77, 0.72 และ 0.60 เซนตเิมตร ตามล าดบั  
   ส าหรับขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ในก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอ
พนัธุ์ RRIT 251 (homograft) พนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง 
(K) พบวา่เส้นผา่นศนูย์กลางของยอดใหมมี่ขนาดเพิ่มขึน้คงท่ีตัง้แตส่ปัดาห์ท่ี 1 แตห่ลงัจากสปัดาห์ท่ี 
8 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ในก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอของแตล่ะพนัธุ์เร่ิมเพิ่ม
มากขึน้อย่างรวดเร็ว (รูปท่ี 32) โดยขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของยอดใหม่ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์
พืน้เมืองควนมดแดง (K) มีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางสงูท่ีสดุ เฉล่ีย 0.69 เซนติเมตร รองลงมาคือ 
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623, พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) 
และพนัธุ์ RRIT 251 มีคา่เฉล่ียของขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดใหม่เท่ากบั 0.64, 0.62 และ 0.59 
เซนตเิมตร ตามล าดบั  
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รูปท่ี 31 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอ
พนัธุ์ RRIM 600 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

 

รูปท่ี 32 ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอ
พนัธุ์ RRIT 251 (homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 
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  4.2.3 จ านวนใบ 
 
   ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์ต่างๆ คือ
พนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 (homograft) ต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และ 
พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) (heterograft) หลงัจากท าการตดัยอดต้นตอประมาณ 1 สปัดาห์ 
ยอดท่ีแตกใหม่จะเร่ิมสร้างใบ (รูปท่ี 33A-D) จากการเก็บข้อมลูจ านวนใบเพสลาด (รูปท่ี 33E-F) 
โดยเก็บข้อมูลหลังจากท่ีก่ิงตามีการแตกยอดใหม่ไปแล้ว 5 สัปดาห์ และจะมีการสร้างใบได้
ประมาณ 1 ฉัตร (รูปท่ี 33G) พบว่าจ านวนใบของทัง้ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีติดตา
บนต้นตอยางพาราแตล่ะพนัธุ์เร่ิมมีจ านวนใบท่ีเพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็ว หลงัจากสัปดาห์ท่ี 6 ซึ่งเป็นผล
เน่ืองมาจากต้นยางเร่ิมมีการสร้างใบของฉัตรท่ี 2 (รูปท่ี 33H) ก่ิงตาท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธุ์
พืน้เมืองบางรัก (B) มีจ านวนใบเฉล่ียสงูท่ีสดุ เท่ากบั 45 ใบ รองลงมาคือ ก่ิงพนัธุ์ท่ีติดตาบนต้นตอ
พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) พนัธุ์ RRIM 623 และพนัธุ์ RRIM 600 โดยมีจ านวนใบเฉล่ีย 41, 33 
และ 27 ใบ ตามล าดบั (รูปท่ี 34) 
   ส าหรับจ านวนใบของยอดท่ีแตกใหม่ของก่ิงพันธุ์  RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอ
พนัธุ์ตา่งๆ พบวา่ ก่ิงตาท่ีท าการตดิตาบนต้นตอยางพนัธุ์ RRIT 251 และต้นตอยางพนัธุ์พืน้เมือง มี
จ านวนใบท่ีไม่แตกต่างกัน โดยก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 พนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์
พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) มีจ านวนใบเฉล่ีย เท่ากบั 34, 32, 31 และ 
32 ใบ ตามล าดบั (รูปท่ี 35) 
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รูปท่ี 33 การเจริญเตบิโต และการพฒันาของตาก่ิงพนัธุ์ RRIM600 และ RRIT251 หลงัจากท าการ

ตดัยอดต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 
 (A) ถึง (D) การเจริญเติบโต และการพฒันาส าหรับการสร้างใบเพ่ือการ สงัเคราะห์แสง

ของยอดท่ีแตกใหม ่
 (E) ถึง (F) ใบเพสลาดในยอดท่ีแตกใหมข่องก่ิงตาพนัธุ์ดี 
 (G) การเจริญเตบิโต และการพฒันาของยอดแตกใหมท่ี่มีการสร้างใบจ านวน 1 ฉตัร 
 (H) การเจริญเตบิโต และการพฒันาของยอดแตกใหมท่ี่มีการสร้างใบจ านวน 2 ฉตัร  

(A) (B) 

(C) (D) 
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รูปท่ี 33 (ต่อ) การเจริญเติบโต และการพฒันาของตาก่ิงพนัธุ์ RRIM600 และ RRIT251 หลงัจาก

ท าการตดัยอดต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 
 (A) ถึง (D) การเจริญเตบิโต และการพฒันาส าหรับการสร้างใบเพ่ือการสงัเคราะห์แสงของ

ยอดท่ีแตกใหม ่
 (E) ถึง (F) ใบเพสลาดในยอดท่ีแตกใหมข่องก่ิงตาพนัธุ์ดี 
 (G) การเจริญเตบิโต และการพฒันาของยอดแตกใหมท่ี่มีการสร้างใบจ านวน 1 ฉตัร 
 (H) การเจริญเตบิโต และการพฒันาของยอดแตกใหมท่ี่มีการสร้างใบจ านวน 2 ฉตัร     

 

(H) 

(E) (F) 

(G) 
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รูปท่ี 34 จ านวนใบหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 บนต้นตอพนัธุ์ RRIM 600 
(homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 

 

รูปท่ี 35 จ านวนใบหลงัจากการแตกตาใหม่ของก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอพนัธุ์ RRIT 251 
(homograft) และต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ 
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บทที่ 4  
วิจารณ์ 

 
  ในการปลูกสร้างสวนยางจ าเป็นจะต้องใช้ต้นตอตายางพาราซึ่งได้จากการน า
เมล็ดยางมาเพาะ และติดตาโดยใช้ก่ิงตาจากต้นพนัธุ์ดี ท าให้ได้ต้นท่ีตรงตามพนัธุ์ ในอดีตต้นตอ
ส่วนใหญ่ได้มาจากยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองหรือพนัธุ์ท่ีมีการน าเข้ามาในระยะแรกของการปลกูยาง 
ซึ่งเป็นพนัธุ์ผสมเปิด มีฐานพนัธุกรรมกว้าง ระบบรากมีความแข็งแรง สามารถทนทานตอ่โรคราก
ได้ดี จงึเหมาะท่ีจะน ามาใช้เป็นต้นตอในการปลกูยางพารา แตใ่นปัจจบุนัต้นตอส่วนใหญ่ได้มาจาก
เมล็ดของต้นยางพนัธุ์ RRIM 600 เพราะมีพืน้ท่ีการปลกูมากท่ีสดุซึ่งส่วนใหญ่ระบบรากของยาง
พนัธุ์นีจ้ะมีความแข็งแรงน้อยกวา่พนัธุ์พืน้เมือง ซึ่งเส่ียงตอ่การระบาดของโรคราก เช่น โรครากขาว 
ยางพนัธุ์ RRIM 600 มีความอ่อนแอต่อโรครากขาวมาก (อุไร และคณะ, 2538) ดงันัน้ การใช้ต้นตอ
ยางพาราพนัธุ์พืน้เมือง หรือต้นตอท่ีมีระบบรากแข็งแรง และทนทานตอ่โรครากได้ดีจึงเป็นแนวทาง
หนึง่ในการลดปัญหาการเกิดโรค อยา่งไรก็ตามการคดัเลือกต้นตอยางพาราท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดี 
และมีศกัยภาพในการต้านทานโรครากแล้ว ยงัพบว่ายางพาราท่ีใช้ในการผลิตต้นตอแตล่ะพนัธุ์ มี
ความสามารถในการเข้ากันได้กับก่ิงพันธุ์ ดีแตกต่างกัน รัชนีกร และ จรัสศรี (2555) ได้ศึกษา
อิทธิพลของต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองจาก 5 แหลง่ท่ีมาในภาคใต้ ตอ่การเจริญเติบโตของก่ิงตา 
RRIM 600 พบวา่ต้นตอจากการเพาะเมล็ดท่ีเก็บมาจากท่ีตา่งๆ ส่งผลตอ่การเจริญเติบโตทางด้าน
ความสงู เส้นผา่นศนูย์กลางล าต้น และจ านวนใบของก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ได้แตกตา่งกนั สอดคล้อง
กบั Sobhana และคณะ (2001) ท่ีศึกษาผลของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ของยางพาราต่อลกัษณะทาง
สรีรวิทยา และชีวเคมีของยางพารา 5 พนัธุ์ พบว่าความแตกตา่งของ CO2 assimilation rate เป็น
อิทธิพลท่ีเกิดจากต้นตอ และพบว่า ปริมาณน า้ตาล (total soluble sugars และ reducing sugars), 
สารประกอบฟีนอล และปริมาณกรดอะมิโน ท่ีแตกตา่งกนัเกิดจากปฏิสมัพนัธ์ระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์  
นอกจากนี ้Goncalves และ Martins (2002) รายงานว่า ผลผลิตของยางพารามีความแตกตา่งกนั
ประมาณ 18-20 เปอร์เซ็นต์ จากการใช้ต้นตอพนัธุ์ต่างๆ แสดงให้เห็นว่า ต้นตอมีอิทธิพลต่อการ
เจริญเติบโต และผลผลิตน า้ยาง อีกทัง้ต้นตอสามารถเข้ากันได้ดีกับก่ิงตาพันธุ์ ดี ท าให้การ
เจริญเติบโตทางด้านล าต้นในระยะแรกรวดเร็ว ส่งผลให้ยางพาราสามารถเจริญเติบโตได้เร็ว และ
เปิดกรีดได้เร็วขึน้ ซึ่งผลดงักล่าวอาจเกิดจากระดบัความสามารถในการเข้ากนัได้ของต้นตอ และ
ก่ิงพนัธุ์ดีท่ีแตกต่างกัน Darikova และคณะ (2011) กล่าวว่า ปัญหาของความเข้ากันไม่ได้ของ
เนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงตา อาจมีผลท าให้เกิดลกัษณะอาการตายจากยอด (dieback) ของ
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ต้นพืชหลงัจากปลกู โดยพบว่าเม่ือมีการติดตาหรือทาบก่ิง พืชจะมีการกระตุ้นให้ผลิตสารประกอบฟีโน
ลิก เน่ืองจากการเกิดบาดแผล โดยพืชจะมีการหลัง่สารประกอบจ าพวกฟีนอล หากพบปริมาณฟี
นอลในบริเวณรอยเช่ือมท่ีมีการทาบก่ิงหรือติดตามาก จะส่งผลให้เกิดความไม่เข้ากนัของเนือ้เย่ือ
ได้ (Errea, 1998) จงึมีการใช้ปริมาณฟีนอล บริเวณสว่นบน และส่วนล่างของรอยตอ่ท่ีเกิดจากการ
ทาบก่ิงหรือตดิตา เป็นตวัตรวจสอบความเข้ากนัได้ของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีในไม้ผลหลายชนิด เช่น แอ
ปริคอท (Usenik, et al., 2006) และ U. kirkiana (Mngomba, et al., 2008) สารประกอบฟีนอลจะ
ถกูสงัเคราะห์โดยยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) Pina และ Errea (2008) รายงานว่า
หากมีการแสดงออกของยีน PAL ต ่าจะท าให้เนือ้เย่ือสามารถเจริญเข้ากนัได้ นอกจากนี ้Dos Santos Pereira 
และคณะ (2014) ศกึษาการทาบก่ิงในพีชท่ีมีการทาบก่ิงด้วยต้นตอพีชชนิดตา่งๆ และต้นตอท่ีเป็น
แอปริคอท เม่ือท าการตรวจสอบการแสดงออกของยีน PAL ในส่วนด้านบน และด้านล่างของ
บริเวณท่ีท าการทาบก่ิง พบวา่มีการแสดงออกของยีน PAL ในปริมาณท่ีสงูในต้นตอแอปริคอท เม่ือ
เปรียบเทียบกับต้นตอท่ีเป็นพีชเองซึ่ง มีพันธุกรรมท่ีเหมือนกัน เ น่ืองจากเกิดการสะสม
สารประกอบฟีโนลิก และท าให้เกิดความไม่เข้ากันของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี ดงันัน้การศึกษาการ
แสดงออกของยีน PAL หลงัท าการตดิตาท่ีระยะเวลาตา่งๆ จึงอาจช่วยในการตรวจสอบความเข้ากนัได้
ของต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ และก่ิงพนัธุ์ดี หากพบว่าการแสดงออกของยีนดงักล่าวสอดคล้องกับ
ความเข้ากนัได้ของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี อาจน ามาประยกุต์ใช้ในการท านายเบือ้งต้นถึงระดบัความ
เข้ากนัได้ เพ่ือคดัเลือกต้นตอท่ีสามารถเข้ากนัได้กบัก่ิงพนัธุ์ดี  
  ในการศึกษาถึงความสามารถในการเข้ากันได้ของต้นตอยางพาราพันธุ์ ต่างๆ 
ได้แก่ พนัธุ์ RRIM 623 พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และ พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) ท าการติดตายางพารา
โดยใช้ตาของก่ิงพนัธุ์ดี พนัธุ์ RRIM600 และพนัธุ์ RRIT251 ซึ่งเป็นพนัธุ์แนะน าของศนูย์วิจยัยาง
ส าหรับเกษตรกรท่ีท าการปลูกสร้างสวนยางในปัจจบุนั โดยได้รับความอนเุคราะห์ยางพาราก่ิงพนัธุ์ดี 
และผู้ช านาญการด้านการติดตายางพาราจากศนูย์วิจยัยางสงขลา ท าการตรวจสอบการแสดงออก
ของยีน Phenylalanine ammonia lyase (PAL) ปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก (total phenolic content; TPC) 
รวมถึงการศึกษาการเจริญเติบโต และการพัฒนาของต้นยาง หลังจากได้รับการติดตาเพ่ือศึกษา
ความสมัพนัธ์ของระดบัการแสดงออกของยีน PAL และปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกบริเวณ
ส่วนของเนือ้เย่ือท่ีท าการติดตา ส าหรับการท านายเบือ้งต้นถึงระดบัความเข้ากนัได้ และคดัเลือก
ต้นตอท่ีสามารถเข้ากนัได้กบัก่ิงพนัธุ์ดี โดยในขัน้แรกนัน้จ าเป็นต้องท าการโคลนยีน PAL เน่ืองจาก
ยงัไม่มีข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนดงักล่าวในยางพารา ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด
ของยีน PAL ในยางพารา เร่ิมด้วยการออกแบบ degenerated primer จากข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืช
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ชนิดอ่ืนในฐานข้อมูล GenBank ในการโคลนยีน และศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณส่วนกลาง
ของยีน PAL พบว่าชิน้ส่วนของยีนท่ีโคลนได้มีขนาด 1,352 นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบล าดบั   
นิวคลีโอไทด์พบวา่มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกบัยีน PAL ในพืชอ่ืนจึงท าการศกึษาขัน้ตอ่ไป คือ การ
หาล าดบันิวคลีโอไทด์เส้นสมบูรณ์ของยีน PAL โดยการออกแบบ specific primer จากล าดบั      
นิวคลีโอไทด์ท่ีทราบแล้วนี ้เพ่ือใช้ส าหรับหาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณส่วนท่ีเหลือ คือ ปลาย 5’ 
และปลาย 3’ ของยีน PAL ด้วยเทคนิค 5’-3’ RACE จากการศกึษาหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วน
ของปลาย 3’ พบว่ามีขนาด 970 นิวคลีโอไทด์ และพบรหสัหยุด คือ TAA ในบริเวณของล าดบั      
นิวคลีโอไทด์ด้านปลาย 3’ ท่ีท าการโคลนได้ ส่วนยีน PAL ด้านปลาย 5’ ไม่สามารถหาล าดบันิวคลีโอไทด์
ด้วยเทคนิค 5’ RACE ได้ส าเร็จ จึงท าการออกแบบ degenerated primer ด้านปลาย 5’ โดยการท า 
alignment ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL กับสบู่ด า และมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นพืชท่ีอยู่ในตระกูล
เดียวกันกับยางพาราจากฐานข้อมูล GenBank และท าปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์ พบว่าสามารถเพิ่ม
ปริมาณของยีนได้ชิน้ส่วนขนาด 444 นิวคลีโอไทด์ เม่ือได้ชิน้ส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ทัง้
หมดแล้วจึงน ามาตอ่กนัโดยใช้โปรแกรมของ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ จากการศกึษาล าดบั
นิวคลีโอไทด์ทัง้หมด และการวิเคราะห์คณุลกัษณะของยีน PAL ในยางพารา พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน PAL เส้นสมบรูณ์ มีขนาด (open reading frame) 2,145 นิวคลีโอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตีนได้
ขนาด 721 กรดอะมิโน เม่ือเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ท่ีได้กับฐานข้อมูลของ 
GenBank ล าดบันิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกบัยีน PAL ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) 
93 เปอร์เซ็นต์ สบูด่ า (Jatropha curcas) 86 เปอร์เซ็นต์ โกงกางใบใหญ่ (Rhizophora mangle) 
83 เปอร์เซ็นต์ ลิน้จ่ี (Litchi chinensis) 81 เปอร์เซ็นต์ โรบีเนียดอกขาว (Robinia pseudoacacia) 
80 เปอร์เซ็นต์ มงัคดุ (Garcinia mangostana) 80 เปอร์เซ็นต์ ถั่วเหลือง (Glycine soja) 81 
เปอร์เซ็นต์ ท้อ (Prunus persica) 80 เปอร์เซ็นต์ เชอร์รีป่า (Prunus avium) 80 เปอร์เซ็นต์ ส้มคลีเมนไทน์ 
(Citrus clementina) 80 เปอร์เซ็นต์ และองุ่น (Vitis vinifera) 80 เปอร์เซ็นต์ เม่ือพิจารณาล าดบั
กรดอะมิโนท่ีได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน HbPAL พบว่ามีต าแหน่งของกรดอะมิโนท่ีเป็นบริเวณ
อนรัุกษ์ (conserved domain) ซึ่งเป็นลกัษณะท่ีส าคญัของยีนได้แก่ บริเวณของ phenylalanine/ 
histidine ammonia-lyase รูปแบบของกรดอะมิโนท่ีพบในยางพาราคือ GTITASGDLVPLSYIA ใน
ต าแหน่งกรดอะมิโนท่ี 196-211 และยงัมีกรดอะมิโน Ala-Ser-Gly ในต าแหน่งท่ี 200-202 เป็น
บริเวณของ MIO (3,5-dihydro-5-methyldiene-4H-imidazol-4-one) ซึ่งเป็น coenzyme ท่ียึด
เหน่ียวกับโปรตีนด้วยพันธะโควาเลนต์ (covalent bond) โดยเป็นส่วนท่ีไม่ใช่โปรตีนท าหน้าท่ี
ร่วมกบั apoenzyme ในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ (MacDonald และ D’ Cunha, 2007) ซึ่งกรดอะมิโน
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ทัง้สองบริเวณนีมี้บทบาทส าคญัตอ่การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ phenylalanine/ histidine ammonia-lyase 
เช่นเดียวกบัในพืชอ่ืน  ๆเช่น กล้วยไม้สกลุหวาย (Dendrobium candidum) ต้นยคูาลิปตสั (Eucalyptus robusta) 
และลิเวอร์เวิร์ต (Plagiochasma appendiculatum) (Jin et al., 2013; Akimoto et al., 2013; Yu et al., 2014) 
อีกทัง้ยงัพบล าดบักรดอะมิโนท่ีเป็นบริเวณอนรัุกษ์ในล าดบักรดอะมิโนของโปรตีน HbPAL ท่ีต าแหน่ง
อ่ืนๆ ได้แก่ ต าแหน่ง Y-106, L-134, S-201, N-258, Q-346, Y-349, R-352, F-398 และต าแหน่ง Q-486 
นอกจากนีย้งัพบ deamination site ในต าแหน่งของกรดอะมิโน L204, V205, L254 และ A255 
และมีต าแหน่งของกรดอะมิโนท่ีเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ (catalytic active sites) ได้แก่ 
กรดอะมิโนในต าแหน่ง N258, G259, NDN (380-382), H394 และต าแหน่ง HNQDV (482-488) 
และล าดบักรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการสงัเคราะห์ ATP (phosphorylation site) ใน
ต าแหน่งของกรดอะมิโน VAKRVLT (541-548) ของโปรตีน PAL ในยางพาราเช่นเดียวกนักบัใน
โปรตีน PAL ของ Phaseolus vulgaris (Allwood et al., 1999) โดยทกุบริเวณต าแหน่งอนุรักษ์ของ
กรดอะมิโนดงักล่าวข้างต้นมีบทบาทหน้าท่ี และต าแหน่งของกรดอะมิโนท่ีเหมือนกนักบัโปรตีน PAL ใน
สบูด่ า (Jatropha curcas) (Gao et al., 2012) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโน
ของโปรตีน PAL ในยางพารานัน้มีความถูกต้อง และจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับโปรตีน PAL จาก
หลายๆ การศึกษาของโปรตีน PAL โดยมีบริเวณอนุรักษ์ของล าดบักรดอะมิโนท่ีเหมือนกันกับพืช
หลายๆ ชนิดสงูมาก ซึ่งล าดบัของกรดอะมิโน PAL ในยางพารามีความเหมือนกบัโปรตีน PAL ในพืช
อ่ืนๆ มากกวา่ 80 เปอร์เซ็นต ์
  ในการศกึษาการแสดงออกของยีน PAL จ าเป็นต้องมีการสกดัอาร์เอ็นเอจากชิน้ส่วน
พืชของยางพารา คือ ส่วนของเปลือกยางพาราเพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์ cDNA ส าหรับการการศึกษา
การแสดงออกของยีน PAL หลงัจากท่ีต้นยางได้รับการติดตาแล้ว Venkatachalam และคณะ (1999) 
รายงานว่า การสกดัอาร์เอ็นเอจากชิน้ส่วนเนือ้เย่ือพืชท่ีมีโพลีฟีนอล (polyphenol) สงู เช่น ส่วนเปลือก
ของยางพารา ท าให้ยากตอ่การสกดัอาร์เอ็นเอให้มีคณุภาพและความบริสทุธ์ิสงู เพราะอาร์เอ็นเอ
จะเสียสภาพได้ง่าย (degradation) จากสารทุติยภูมิท่ีพืชผลิตขึน้มา ได้แก่ สารฟีโนลิก เทอร์พีนอยด์ 
และแทนนิน ท่ีอาจจะจบัอยู่กับอาร์เอ็นเอหลงัจากการท าให้เซลล์ของพืชแตกในขัน้ตอนของการ
สกดัอาร์เอ็นเอ ในการศกึษาทดลองจงึได้ท าการสกดัอาร์เอ็นเอจากสว่นเปลือกของยางพาราตามวิธีการของ 
Venkatachalam และคณะ (1999) พบว่า อาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มีปริมาณความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอสูง   
และสามารถท าการสงัเคราะห์ cDNA เพ่ือใช้ในการศกึษาการแสดงออกของยีน PAL ได้ส าเร็จ  
  ในการตรวจสอบความส าเร็จของการติดตาโดยการแสดงออกของยีน HbPAL ใน
ระยะตอนต้นของก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอของ



 
90 

 

 
 

ยางพาราพันธุ์ต่างๆ โดยศึกษาการแสดงออกของยีนในตวัอย่างต้นยางพาราท่ีไม่ได้รับการติดตา 
(control) การตดิตาระหวา่งก่ิงตาพนัธุ์ดีกบัต้นตอพนัธุ์เดียวกนั (homograft) ได้แก่ RRIM 600/ RRIM 600 
และ RRIT 251/ RRIT 251 และการติดตาระหว่างก่ิงตาพนัธุ์ดีกบัต้นตอท่ีมีพนัธุ์แตกตา่งกนั (heterograft) 
ได้แก่ RRIM 600/ RRIM 623, RRIM 600/ B, RRIM 600/ K, RRIT 251/ RRIM 623, RRIT 251/ B และ 
RRIT 251/ K หลงัจากการติดตาท่ี 7, 14, 21และ 28 วนั พบว่า จากผลของการติดตาทัง้ในก่ิงตา
พนัธุ์ RRIM 600 และก่ิงตาพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์ต่างๆ มีการ
แสดงออกของยีน HbPAL สูงท่ีสุดท่ี 7 วนัหลงัจากท าการติดตา ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากการเกิด
บาดแผลในบริเวณท่ีติดตา ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการท างานของยีน HbPAL หลังจากนัน้การ
แสดงออกของยีน HbPAL ลดลงอย่างเห็นได้ชดัท่ี 14 วนัหลงัการติดตา โดยก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 มี
ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ลดลงมากกวา่ก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ซึง่การท่ีระดบัการแสดงออก
ของยีน HbPAL ลดลงเช่นนีแ้สดงให้เห็นว่า ชิน้ส่วนของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีสามารถเช่ือมประสานกนั
ได้ดี โดยหลงัการท าการติดตาไปแล้วประมาณ 10 วนั ต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีมีการสร้างแคลลสัขึน้เพ่ือ
ซ่อมแซมบาดแผลบริเวณเนือ้เย่ือของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี เพ่ือสร้างระบบท่อน า้ และท่ออาหารขึน้มา
ใหม่ จากการเร่ิมเช่ือมประสานกันของเนือ้เย่ือบริเวณท่ีติดตาจึงท าให้การแสดงออกของยีน 
HbPAL เร่ิมลดลง ซึ่งสอดคล้องกบัการศกึษาของ ณฤทธ์ิ (2559) ท่ีท าการศกึษาการเข้ากนัได้ของ
ต้นตอยางพาราท่ีทนทานตอ่โรครากขาวกบัก่ิงพนัธุ์  RRIM 600 โดยพบว่า หลงัจากท าการติดตาไป
แล้ว 10 วนั เนือ้เย่ือแคลลสัของต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีเพิ่มปริมาณมากขึน้อย่างรวดเร็วเจริญแทรก
เข้าไปในช่องว่างของบาดแผลเกิดเป็นสะพานแคลลสัท าหน้าท่ีเช่ือมทัง้สองส่วนเข้าด้วยกนัอย่าง
เห็นได้ชดัเจน และหลงัจากท าการติดตาไปแล้ว 20 วนั แคลลสัท่ีสร้างขึน้ระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดี
เร่ิมมีการพฒันาไปเป็นแคมเบียมเพ่ือสร้างท่อน า้ และท่ออาหารใหม่ และจากการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน HbPAL ในยางพาราแตล่ะพนัธุ์ พบว่า ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นตอ
พนัธุ์ RRIM 623 (RRIM 600/ RRIM 623) มีการแสดงออกของยีน HbPAL สูงท่ีสุด มีระดบัการ
แสดงออกของยีนมากกว่า 19 เท่า ส าหรับในก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 จากการศกึษาพบว่าก่ิงตาท่ีติดตาบน
ต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (RRIT 251/ B) มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูท่ีสดุ โดยมีคา่
การแสดงออกของยีนมากกว่า 2.5 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัต้นยางท่ีไม่ได้รับการติดตา (control) จาก
การศึกษาของ Pina และ Errea (2008) ท าการศึกษาการเช่ือมประสานกันของแคลลสัในพืช
ตระกูล Prunus ภายในหลอดทดลอง พบความแตกต่างของระดบัการแสดงออกของยีน PAL 
ภายหลงัการเกิดการเช่ือมประสานกันของแคลลสั 14 วนั โดยแคลลสัท่ีเกิดความล้มเหลวในการ
เช่ือมประสานกนั และแคลลสัหลดุแยกออกจากกนัมีระดบัการแสดงออกของยีน PAL สงูกว่าแคลลสัท่ี
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สามารถเช่ือมประสานกนัได้ดี และสอดคล้องกบัการศกึษาอ่ืนๆ ท่ีศกึษาในพืชตระกลู Prunus และ
พบว่า การเข้ากันไม่ได้ของเนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีมีการแสดงออกของยีน PAL สูง 
นอกจากนีย้งัพบว่า ยีน PAL1 มีการแสดงออกของยีนท่ีสูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการแสดงออก
ของยีน PAL2 โดยยีน PAL1 หลังจากมีการทาบก่ิงไปแล้ว 10 และ 21 วนั ในต้นท่ีเนือ้เย่ือ
ประสานกนัได้ไม่ดีมีการแสดงออกของยีน PAL สงูท่ีสดุเม่ือเทียบกบัช่วงวนัอ่ืนๆ ส่วนในยีน PAL2 
มีการแสดงออกของยีน PAL ท่ีสงูในต้นท่ีเนือ้เย่ือประสานกนัได้ไม่ดีหลงัจากการทาบก่ิงไปแล้ว 21 วนั 
เพียงเทา่นัน้ (Dos Santos Pereira et al., 2014, Irisarri et al., 2016)  
  ส าหรับปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด (TPC) ในยางพาราท่ีติดตาด้วย
ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอยางพาราพนัธุ์ตา่งๆ ไม่พบความแตกตา่งของ
ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมดทัง้ในการติดตาระหว่างพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 บน
ต้นตอพนัธุ์ต่างๆ จากผลการทดลองค่า TPC ของต้นยางท่ีไม่ได้รับการติดตานัน้มีคา่ TPC ท่ีสูง 
และมีคา่ไม่แตกตา่งกบัคา่ TPC ของต้นยางท่ีได้รับการติดตาทัง้ในก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 
เน่ืองจากยางพาราเองนัน้เป็นพืชท่ีมียางเป็นองค์ประกอบเดิมอยู่แล้ว หรือมีปริมาณของ
สารประกอบฟีโนลิกท่ีสงูตามธรรมชาติ (Venkatachalam et al., 1999) โดยไม่ต้องได้รับการกระตุ้น
จากปัจจยัภายนอก และพบว่าปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกท่ีท าการทดลองไม่สอดคล้องกับ
ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีแสดงออก ซึ่งโดยปกติแล้วสารประกอบฟีโนลิกเป็นสาร
ชีวเคมีท่ีตอบสนองต่อความเครียดตา่งๆ ได้แก่ การเข้าท าลายของโรค สภาวะท่ีปริมาณของธาตเุหล็ก
ต ่า สภาวะอณุหภูมิต ่า การเกิดบาดแผล (Dixon และ Paiva, 1995) และมีบทบาทในกระบวนการ
สร้างลิกนิน (lignification) ตรงส่วนบริเวณท่ีเกิดรอยเช่ือมหลงัจากท าการทาบก่ิง (Buchloh, 1960) 
และยงัมีผลตอ่การเข้ากนัไม่ได้ระหว่างก่ิงพนัธุ์ดีกบัต้นตออีกด้วย (Evans และ Rasmussen, 1994) 
จากการศกึษากิจกรรมของเอนไซม์ และการแสดงออกของยีน PAL เพ่ือศกึษาถึงความเข้ากันได้
ของเนือ้เย่ือในพืชตระกลูพรุนของ Dos Santos Pereira และคณะ (2014) รายงานว่า ต้นตอ และ
ก่ิงพนัธุ์ดีท่ีมีความส าเร็จในการเกิดรอยเช่ือมมีการแสดงออกของยีน PAL ท่ีแตกต่างกัน แต่ไม่มี
ความแตกต่างกันของกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ทัง้ในต้นตอ และก่ิงพันธุ์ ดี ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Gibon และคณะ (2004) และ Osuna และคณะ (2007) ท่ีรายงานว่าการ
เปล่ียนแปลงของระดบัการแสดงออกของยีน PAL ไม่ส่งผลตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ PAL ซึ่งอาจ
เป็นผลอันเน่ืองมาจากกระบวนการควบคมุการแสดงออกของยีนจากการดดัแปลงโมเลกุลของ
โปรตีนหลงัการแปลรหสั (posttranslational modification)  
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  จากการศกึษาการเจริญเตบิโตของก่ิงพนัธุ์หลงัการตดิตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ เพ่ือ
ดูถึงความสัมพันธ์ของการแสดงออกของยีน และการเจริญเติบโตของต้นยางพารา ในก่ิงพันธุ์ 
RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ พบว่าในก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีติดตาบน
ต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 (RRIM 600/ RRIM 600) ซึ่งเป็นลกัษณะการติดตาแบบ 
homograft มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสุดไม่ว่าจะเป็น ผลส าเร็จของการติดตา 
ความสูงของยอดท่ีแตกใหม่ ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของยอดท่ีแตกใหม่ และจ านวนใบ ในกรณี
ของ RRIM 600/ RRIM 600 ท่ีมีการเจริญเติบโตของก่ิงตาน้อยท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัการติดตา
บนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B), พนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) และพนัธุ์ RRIM623 ซึ่งส่งเสริมให้
ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 มีการเจริญเติบโตท่ีดี เน่ืองจากต้นตอพนัธุ์พืน้เมือง และพนัธุ์ RRIM 623 มี
ระบบรากท่ีแข็งแรง และมีการเจริญเติบโตของล าต้นก่อนการติดตาท่ีสมบูรณ์กว่าต้นตอพันธุ์ 
RRIM 600 นอกจากนีก้ารเจริญเติบโตของก่ิงพนัธุ์  RRIM 600 หลงัการติดตาบนต้นตอพนัธุ์ตา่งๆ 
ไม่สอดคล้องกบัระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL โดยก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอพืน้เมืองพนัธุ์ 
RRIM 623 มีระดบัการแสดงออกของยีนสงูท่ีสดุ แตมี่เพียงคา่ของจ านวนวนัแตกยอดใหม่เท่านัน้ท่ี
มีการแตกยอดใหม่ช้ากว่าก่ิงพนัธุ์ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์อ่ืนๆ ส าหรับในก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตา
บนต้นตอยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสดุ เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการเจริญเติบโตบนต้นตอพนัธุ์อ่ืนๆ รวมทัง้ RRIT 251/ RRIT 251 (homograft) สอดคล้อง
กบัการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีมีระดบัการแสดงออกท่ีสงูท่ีสดุ แม้ว่าก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท า
การติดตาบนต้นตอพนัธุ์  RRIM 623 และก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์
พืน้เมืองบางรัก (B) จะมีการแสดงออกของยีนสงูท่ีสดุ แตร่ะดบัการแสดงออกของยีนยงัไม่สามารถ
บ่งบอกได้ชัดเจนถึงความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ของยางพาราทัง้สองพนัธุ์ ท่ี
ท าการศกึษาครัง้นีซ้ึ่งอาจได้รับปัจจยัทางพนัธุกรรม และอิทธิพลของต้นตอท่ีส่งผลให้ก่ิงพนัธุ์นัน้มี
การเจริญเติบโตได้ดี แม้มีการแสดงออกของยีนท่ีสงู Mng’ omba และคณะ (2008) ศกึษาใน U. kirkiana 
และรายงานว่าการทาบก่ิงแบบ homograft ท่ีเกิดความล้มเหลวในการประสานกนัของรอยเช่ือมอาจ
เกิดขึน้จากความแตกตา่งกนัในพนัธุกรรมของต้นตอเพราะ U. kirkiana เป็นพืชท่ีมีดอกตวัผู้  และ
ดอกตวัเมียแยกกันอยู่คนละต้น (dioecious) เมล็ดจึงมีความหลากหลายทางพนัธุกรรม จากผล
การโคลนยีน PAL ในยางพารายงัพบว่ามีบริเวณอนรัุกษ์ของ Posttranslational phosphorylation 
ท่ีเป็นต าแหน่งของกรดอะมิโน VAKRVLT ซึ่งสามารถบง่ชีไ้ด้ว่ายีนท่ีโคลนได้ในการศกึษาครัง้นีคื้อ
ยีน HbPAL2 Irisarri และคณะ (2016) ได้รายงานไว้ว่ายีน ParPAL1 ในพืชตระกลู Prunus เป็น
ยีนท่ีมีบทบาทในการก าหนดความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีมากกว่ายีน 
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PAL2 (Dos Santos Pereira et al., 2014, Irisarri et al., 2016) เน่ืองจากยีน PAL จะมีบทบาทใน
การผลิตสารประกอบฟีโนลิกแล้ว ยงัเก่ียวข้องกับการสร้างลิกนินท่ีบริเวณของผนงัเซลล์ และการ
สงัเคราะห์ฟลาโวนอยด์ (flavonoid) (Oh et al., 2003, Raes et al., 2003, Olsen et al., 2008) 
โดยกระบวนการเกิดลิกนิน (lignification) ของผนงัเซลล์นัน้ส าคญัตอ่รูปแบบของการเกิดรอยเช่ือม
ท่ีสมบรูณ์ตวัอย่างเช่น ในการเกิดรอยเช่ือมของ pear- quince ซึ่งตวัยบัยัง้ของการเกิดลิกนิน และ
การสร้าง middle lamella ส่งผลให้เกิดรอยเช่ือมท่ีไม่สมบรูณ์ pear- quince ท่ีเนือ้เย่ือมีความเข้ากนั 
และมีการสร้างรอยเช่ือมท่ีสมบรูณ์ ลิกนินท่ีเป็นองค์ประกอบภายในโครงสร้างของผนงัเซลล์บริเวณ
ท่ีเกิดรอยเช่ือมเปรียบได้กับตัวยึดระหว่างเซลล์ภายนอกท่ีเกิดการเช่ือมประสานกันของเนือ้เย่ือ 
ในทางตรงกนัข้ามผนงัเซลล์ท่ีอยู่ใกล้กนัของเซลล์ท่ีมีความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือมของเนือ้เย่ือ
จะไม่มีลิกนินเป็นองค์ประกอบในการยึดกนัระหว่าง 2 เซลล์ภายในโครงสร้างผนงัเซลล์ และจะ
เช่ือมติดกันหรือยึดกันด้วยเส้นใยเซลลูโลส (cellulose) เพียงเท่านัน้ (Buchloh, 1960) การท่ียีน 
PAL มีการแสดงออกสงูในพืชท่ีเกิดความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือมสามารถอธิบายได้ว่า หาก
มีการแสดงออกของยีน PAL1 สงูจะท าให้การสร้างลิกนินโดยการควบคมุของยีน PAL2 ถกูขดัขวาง 
และสารตัง้ต้นในวิถีการสงัเคราะห์ phenylpropanoid จะถกูน าไปใช้ในการสร้างแอนโทไซยานินซึ่งจดัเป็น
สารประกอบฟีโนลิกชนิดหนึ่ง ดงันัน้ยีน PAL1 จึงถูกกระตุ้นอย่างมีนัยส าคัญในพืชท่ีเกิดความ
ล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือม (Dos Santos Pereira et al., 2014; Irisarri et al., 2016) เน่ืองจากเป็น
การศึกษาครัง้แรกของการแสดงออกของยีน PAL ต่อความเข้ากันได้ของต้นตอ และก่ิงพันธุ์ ดีใน
ยางพารา และไม่มีตวัเปรียบเทียบของลกัษณะ compatibility และ incompatibility ในการทดลอง
ครัง้นีแ้ตกตา่งจากพืชในตระกลู Prunus ได้แก่ พีช พลมั และแอปริคอท ซึ่งมีการศึกษาถึงความเข้ากัน
ได้ของต้นตอและก่ิงพันธุ์ ค่อนข้างมาก มีตัวเปรียบเทียบของลักษณะ compatibility และ 
incompatibility ระหว่างต้นตอและก่ิงพนัธุ์ ท่ีชดัเจน เช่นในการศึกษาของ Dos Santos Pereira และ
คณะ (2014) ท่ีศึกษาการทาบก่ิงของพีชบนต้นตอพีช (compatible) เปรียบเทียบกับการทาบก่ิง
พีชบนต้นตอแอปริคอท (incompatible) ท่ีเกิดความล้มเหลวในการเกิดรอยเช่ือม ซึ่งเป็นตัว
เปรียบเทียบท่ีเห็นได้ชดัเจนท าให้เห็นว่าการแสดงออกของยีน PAL1 และ PAL2 มีความสมัพนัธ์กับ
ลกัษณะการเกิด incompatibility นอกจากนีก้ารศึกษาของรัชนีกร และจรัสศรี (2555) พบว่าถึงแม้จะ
พบความแตกต่างทางพนัธุกรรมค่อนข้างมากระหว่างก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 และยางพาราพนัธุ์
พืน้เมืองท่ีใช้เป็นต้นตอ โดยพบคา่ดชันีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของต้นกล้าพนัธุ์พืน้เมือง และพนัธุ์ 
RRIM 600 อยูใ่นชว่งระหว่าง 0.468-0.952 แตไ่ม่พบความแตกตา่งของความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือ
กับต้นตอทุกกลุ่มพนัธุ์  อย่างไรก้อตามการเก็บข้อมูลในการศึกษานีส้ามารถท าได้เพียง 3 เดือน 
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หรือ 12 สปัดาห์หลงัการตดิตา เน่ืองจากมีข้อจ ากดัในเร่ืองของเวลาท่ีท าการศกึษา อาจไม่เพียงพอ
ตอ่การสรุปผลจึงต้องท าการเก็บข้อมลูการเจริญเติบโตของก่ิงตาท่ีแตกออกมาในระยะเวลาท่ีนาน
มากกว่านี ้เน่ืองจากการเกิดความไม่เข้ากันของเนือ้เย่ือ หรืออิทธิพลของต้นตอต่อก่ิงพนัธุ์ดี อาจใช้
เวลาคอ่นข้างนาน เช่นเดียวกนักบัการทดลองของ Dos Santos Pereira และคณะ (2014) ท าการ
ทดลองในพืชตระกูล Prunus ท่ีท าการทาบก่ิงไปแล้ว 2-3 ปี จึงจะเห็นการเปล่ียนแปลงของการ
เจริญเติบโตท่ีผิดปกติชัดเจนในต้นตอ และก่ิงพันธุ์ ดีท่ีเกิดความล้มเหลวของการเกิดรอยเช่ือม 
การศกึษากลไกความเข้ากนัได้ระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีนัน้มีหลายปัจจยัท่ีเก่ียวข้อง มีรายงาน
ว่าหากพบสาร polyphenols บริเวณรอยต่อของเนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีสงู จะส่งผล
ตอ่การล าเลียงฮอร์โมนออกซิน ซึ่งมีบทบาทตอ่การพฒันาของท่อน า้ท่ออาหารระหว่างต้นตอและ
ก่ิงพนัธุ์ดี และยงัมีผลตอ่การสร้างลิกนินให้น้อยลงอีกด้วย (Gainza et al., 2015) 
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
การโคลนยีน และศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในยางพารา 
 
  จากการโคลนยีน PAL โดยใช้ cDNA ของยางพารา พบล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี
สมบรูณ์ของยีน HbPAL มีความยาวทัง้สิน้ 2,145 นิวคลีโอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 721 
กรดอะมิโน เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน HbPAL ไปเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์จากพืชชนิด
อ่ืนๆ ในฐานข้อมลู GenBank พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน HbPAL มีความเหมือนกบัล าดบั  
นิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในมนัส าปะหลงัมากท่ีสดุถึง 93 เปอร์เซ็นต์ จากการวิเคราะห์ล าดบั
กรดอะมิโนของยีน HbPAL พบต าแหน่งของกรดอะมิโนบริเวณอนุรักษ์ของ phenylalanine/ 
histidine ammonia lyase บริเวณต าแหน่งกรดอะมิโน GTITASGDLVPLSYIA (196-211) และท่ี
ต าแหน่งเดียวกนัพบบริเวณอนรัุกษ์ของ MIO (3,5-dihydro-5-methyldiene-4H-imidazol-4-one) 
บริเวณต าแหน่งกรดอะมิโน ASG (200-202) ซึ่งเป็นส่วนท่ีไม่ใช่โปรตีนท าหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ 
(coenzyme) ช่วยเร่งการเกิดปฏิกิริยา นอกจากนีย้ังพบต าแหน่งของกรดอะมิโน VAKRVLTT 
(541-548) ซึง่เป็นต าแหนง่ของกรดอะมิโนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสงัเคราะห์ ATP ในยางพารา 
และยงัเป็นบริเวณท่ีเป็นตวับง่ชีว้่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน PAL ในยางพาราท่ีท าการโคลนได้
เป็นยีน PAL ในไอโซฟอร์มท่ี 2 (PAL2) โดยยีน PAL2 ส่วนใหญ่จะเก่ียวข้องกบักระบวนการสร้าง
ลิกนิน 
 
การแสดงออกของยีน HbPAL ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทัง้หมด และการเจริญเติบโต
ของยางพาราที่ได้รับการตดิตาต่อความสามารถในการเข้ากันได้ของต้นตอยางพาราพันธ์ุ
พืน้เมืองพันธ์ุต่างๆ กับกิ่งพันธ์ุดีพันธ์ุ RRIM600 และ RRIT251 
 
  จากการแสดงออกของยีน HbPAL ในต้นยางพาราหลงัท าการติดตาในระยะ 0, 7, 14, 
21 และ 28 วนั พบว่ายีน HbPAL มีระดบัการแสดงออกของยีนสงูท่ีสดุท่ี 7 วนัหลงัจากท าการติดตาโดย
ในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 (RRIM 600/ RRIM 623)         
มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูท่ีสดุ โดยมีคา่การแสดงออกของยีนมากกว่า 19 เท่า เม่ือ
เปรียบเทียบกบัต้นยางท่ีไม่ได้รับการติดตา (control) ส าหรับในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIT 251 ก่ิงตาท่ีท า
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การติดตาบนต้นตอพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (RRIT 251/ B) มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงู
ท่ีสดุ โดยมีคา่การแสดงออกของยีนมากกว่า 2.5 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกับต้นยางท่ีไม่ได้รับการติดตา 
(control) หลงัจากการติดตาไปแล้ว 14 วนั ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL มีแนวโน้มลดลง
อยา่งรวดเร็วทัง้ในก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 ซึ่งก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 มีระดบัการแสดงออก
ของยีน HbPAL ลดลงมากกว่าก่ิงพนัธุ์ RRIT 251 แตป่ริมาณของฟีโนลิกทัง้หมดท่ีท าการทดลอง
ไมส่อดคล้องกบัระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL และปริมาณของฟีโนลิกทัง้หมดในยางพาราท่ี
ท าการติดตาด้วยก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 และพนัธุ์ RRIT 251 บนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623, 
พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) และพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (K) เปรียบเทียบปริมาณฟีโนลิกทัง้หมดกบัต้น
ยางท่ีไมไ่ด้รับการตดิตา พบวา่ไมมี่ความแตกตา่งกนัของปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด และจากการศกึษา
การเจริญเติบโต และการพฒันาในก่ิงพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอยางพารา
พนัธุ์ตา่งๆ พบว่าในก่ิงพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 
(RRIM 600/ RRIM 600) มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัการ
เจริญเตบิโต และการพฒันาของตาท่ีท าการติดตาบนต้นตอพันธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) พนัธุ์พืน้เมือง
ควนมดแดง (K) และพนัธุ์ RRIM 623 จากผลระดบัการแสดงออกของยีน พบว่าไม่สอดคล้องกบั
ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL โดยก่ิงพนัธุ์ดีท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 มีระดบัการ
แสดงออกของยีนสงูท่ีสดุ แต่มีเพียงคา่ของจ านวนวนัแตกยอดใหม่เท่านัน้ท่ีมีการแตกยอดใหม่ช้า
กว่าก่ิงพนัธุ์ ท่ีติดตาบนต้นตอพนัธุ์ อ่ืนๆ ส าหรับในก่ิงตาพนัธุ์ดีพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีติดตาบนยางพารา
พนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (B) มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสดุ เม่ือเปรียบเทียบกบัการ
เจริญเติบโต และการพฒันาของตาท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธุ์ RRIM 623 และพนัธุ์พืน้เมืองควนมด
แดง (K) รวมถึงพนัธุ์ RRIT 251 ซึ่งสอดคล้องกับการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีมีระดบัการ
แสดงออกท่ีสูงท่ีสุด ถึงอย่างไรก็แล้วแต่ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL และปริมาณของฟีโนลิก
ทัง้หมดท่ีท าการศึกษาครัง้นี  ้ยังไม่สามารถบอกถึงความสามารถในการเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือ
ระหว่างต้นตอพนัธุ์ต่างๆ กับก่ิงพนัธุ์ดีพนัธุ์  RRIM 600 และ RRIT 251 ได้อย่างชดัเจน เม่ือ
พิจารณาถึงการเจริญเติบโตของต้นยางภายในแปลงหลังจากท าการติดตา และตดัยอดต้นตอ
เพ่ือให้ตายางนัน้แตกออกมาใหม่ ก่ิงพนัธุ์ดี RRIM 600 มีการเจริญเติบโตท่ีดีกว่าก่ิงพนัธุ์ดี RRIT 
251 ถึงแม้วา่จะมีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL สงูกวา่ RRIT 251  
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ข้อเสนอแนะ 
 1. ในการท าการทดลองขนาดของต้นตอท่ีท าการติดตามีผลตอ่ความส าเร็จของการติดตา 
โดยขนาดของต้นตอควรมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางมากกวา่ 1 เซนตเิมตร 
 2. ควรท าการศกึษาบทบาทของยีน PAL ในไอโซฟอร์มอ่ืนๆ ได้แก่ ไอโซฟอร์มท่ี 1, ไอโซฟอร์ม
ท่ี 2, ไอโซฟอร์มท่ี 3 และไอโซฟอร์มท่ี 4 เพ่ือความเข้าใจถึงบทบาท และหน้าท่ีมากยิ่งขึน้ 
 3. การท าการทดลองเพ่ือดรูะดบัการแสดงออกของยีน PAL ควรท าการทดลองในสภาพ
โรงเรือนท่ีควบคมุปัจจยัของสภาพแวดล้อมตา่งๆ เช่น การเข้าท าลายของโรค, อุณหภูมิ และธาตอุาหาร 
เป็นต้น เน่ืองจากปัจจยัเหลา่นีมี้ผลตอ่การแสดงออกของยีน PAL 
 4. ควรท าการเก็บข้อมูลการเจริญเติบโตของก่ิงตาท่ีแตกออกมาในระยะเวลาท่ีนาน
มากกว่านี ้เน่ืองจากการเกิดความไม่เข้ากนัของเนือ้เย่ือ หรือผลของต้นตอตอ่ก่ิงพนัธุ์ดี อาจใช้เวลา
คอ่นข้างนาน 
 5. ส าหรับการศกึษาความเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธุ์ดีในยางพารา อาจ
ต้องมีการศึกษาหาต้นยางท่ีเกิดความเข้ากันได้ของเนือ้เย่ือ (compatibility) และต้นยางท่ีเกิดความ
ล้มเหลวในการเข้ากนัได้ของเนือ้เย่ือ (incompatibility) ให้ชดัเจนก่อนการศกึษาตอ่ไป 
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ภาคผนวก 
 
 

 
รูปท่ี 1 แผนท่ีของพลาสมิดเวคเตอร์ RBC TA cloning vector (RBC Bioscience, ไต้หวนั) 
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การเตรียมสารส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
1) Extraction buffer ส าหรับสกดัอาร์เอ็นเอปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 0.2 M NaCl      1.17   กรัม 
 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)   1.576   กรัม 
 0.01 M EDTA (pH 8.0)    0.372   กรัม 
 1.5% SDS       1.5   กรัม 
 ละลาย NaCl และ Tris-HCl ในบีกเกอร์จนหมด เติม EDTA ด้วยน า้กลัน่ พร้อมกบัการวดั 
pH จนได้คา่ pH 8.0 EDTA จะละลายหมด หลงัจากนัน้เติม SDS รอจนสารละลายหมด (บม่ท่ี
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส) ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้
ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที เติม 2% β-mercaptoethanol 
และ 1.5% PVPP ก่อนน ามาใช้ 
2) DEPC water (0.1% DEPC) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่        1,000   มิลลิลิตร 
 DEPC        1   มิลลิลิตร 
 ในการเตรียม DEPC ต้องท าการเตรียมในตู้ดดูควนั เน่ืองจาก DEPC เป็นสารก่อมะเร็ง 
เตมิน า้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ดดู DEPC 1 มิลลิลิตร ผสมสารให้เข้ากนัโดยการ stirring เป็นเวลา 8 
ชัว่โมง น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที (ถ้ายงัได้
กลิ่นของ DEPC ให้น าไปนึง่ฆา่เชือ้ใหมอี่กครัง้) 
3) Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Chloroform      96   มิลลิลิตร 
 Isoamyl alcohol     2   มิลลิลิตร 
4) 8M LiCl ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 LiCl        16.952   กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่จนหมด และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 50 มิลลิลิตร น าไป
นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
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5) 2M LiCl ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 LiCl        4.238   กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่จนหมด และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 50 มิลลิลิตร น าไป
นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
6) 3M Sodium acetate (pH 5.2) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Sodium acetate     40 824  กรัม 
 น า้กลัน่        70  มลิลิลิตร 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 70 มิลลิลิตร จนหมด วดั pH ให้ได้คา่ pH 5.2 และปรับ
ปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 
 
1) Luria Bertani agar ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Tryptone      10   กรัม 
 Yeast-extract      5   กรัม 
 NaCl        5   กรัม 
 Agar       18   กรัม 
 น า้กลัน่        800   มิลลิลิตร 
 ละลายสารทกุตวัยกเว้น agar ในน า้กลัน่ 800 มิลลิลตร เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรจน
ครบ 1,000 มิลลิลิตร และเติม agar น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
psi เป็นเวลา 20 นาที 
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2) Luria Bertani broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Tryptone      10   กรัม 
 Yeast-extract      5   กรัม 
 NaCl        5   กรัม 
 น า้กลัน่        800   มิลลิลิตร 
 ละลายสารทกุตวัยกเว้น agar ในน า้กลัน่ 800 มิลลิลิตร เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรจน
ครบ 1,000 มิลลิลิตร และเติม agar น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมสารส าหรับการเตรียม competent cell (Sambrook and Russell, 2001) 
 
1) 0.1 M Calcium chloride ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 CaCl2       1.12  กรัม 
 น า้กลัน่       70  มิลลิลิตร 
 ละลาย CaCl2 ในน า้กลัน่ 70 มิลลิลิตร เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 
100 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 
นาที 
2) 15% Glycerol: 0.1M Calcium chloride ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Glycerol      15  มิลลิลิตร 
 0.1M CaCl2     85  มิลลิลิตร 
 ผสมสารทัง้หมดให้เป็นเนือ้เดียวกนั และน าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมสารที่ใช้ในการท า Agarose gel electrophoresis 
 
1) TAE buffer ความเข้มข้น 50 เทา่ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 Tris base      121.1   กรัม 
 Acetic acid     28.5   มิลลิลิตร 
 0.5M Na2EDTA (pH 8.0)  50  มิลลิลิตร 
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 ละลายสารให้เข้ากนั และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที ก่อนใช้น ามาเจือจางท่ีความ
เข้มข้น 1 เทา่ 
2) TBE buffer ความเข้มข้น 5 เทา่ ปริมาตร  
 Tris base      54   กรัม 
 Boric acid      27.5   กรัม 
 0.5M Na2EDTA (pH 8.0)  20  มิลลิลิตร 
 ละลายสารให้เข้ากนั และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ี
อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที ก่อนใช้น ามาเจือจางท่ีความ
เข้มข้น 1 เทา่ 
 
การวิเคราะห์หาปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด (ดัดแปลงจาก Shui et al., 2006; จิราพร, 2553) 
 
อปุกรณ์ 
 1) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 3 ต าแหนง่ 
 2) เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง 
 3) หลอดฝาเกลียว 
 4) Pipett และ pipettes tip 
สารเคมี 
 1) Gallic acid 
 2) Follin-Ciocalteau reagents 
 3) Sodium carbonate ความเข้มข้นร้อยละ 10 
 4) 80% methanol  
การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
 1) เตรียม stock solution ของสารละลาย gallic acid ท่ีความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่
มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร โดยการชัง่สาร gallic acid 0.01 กรัม ละลายด้วย 80% methanol 
10 มิลลิลิตร กลบัหลอดฝาเกลียวไปมา 2-3 ครัง้ และปรับปริมาตรสารละลาย gallic acid เป็น 25 
มิลลิลิตร ด้วย 80% methanol 
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 2) ปรับความเข้มข้นของสารละลาย gallic acid จาก stock solution ให้มีระดบัความ
เข้มข้นเป็น 0.025, 0.05, 0.1 และ 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยการปิเปตสารละลาย gallic acid 
จาก stock solution ความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร จ านวน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดฝาเกลียว
ของสารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร 
ด้วย 80% methanol หลงัจากนัน้ปิเปตสารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ใสใ่นหลอดฝาเกลียวของสารละลาย gallic acid ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลิตร ความเข้มข้นอ่ืนๆ ท าเชน่เดียวกนันีจ้นครบทกุความเข้มข้น 
 3) ดดูน า้กลัน่ใส่หลอดฝาเกลียว 9.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย gallic acid ท่ีระดบัความ
เข้มข้นตา่งๆ ลงไปในหลอดฝาเกลียวแต่ละหลอดท่ีระบคุวามเข้มข้นของ สารละลาย gallic acid 
ไว้ และเติมสารละลาย Follin-Ciocalteau reagents ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และ
วางหลอดไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 5 นาที 
 4) เตมิสารละลาย Sodium carbonate ความเข้มข้นร้อยละ 10 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร  
 5) เขยา่สารให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีณหภมูิห้อง 1 ชัว่โมง  
 6) น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 730 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัหลอดควบคมุ (เติม 80% 
methanol แทน gallic acid 0.5 มิลลิลิตร) และน าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟมาตรฐานของ gallic acid  

รูปท่ี 2 กราฟมาตรฐานสารละลายกรดแกลลิกส าหรับค านวณปริมาณสารประกอบฟีโนลิก
ทัง้หมดในรูปของ GAE (gallic acid equivalent) 
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วิธีค านวณ (Adesegun et al., 2007) 
 สมการเส้นตรงท่ีได้จากกราฟมาตรฐาน y = 3.6129x + 0.0283 
 เม่ือ  y    คือ คา่การดดูกลืนแสงท่ีวดัได้ 
  3.6129   คือ คา่ความชนัของกราฟ 
  x    คือ คา่ท่ีได้จากการค านวณ 
  0.0283   คือ คา่คงท่ีของสมการ (จดุตดัแกน y) 
 
GAE (Gallic Acid Equivalent) 
  

   

 
 

 
 T  คือ ปริมาณฟีโนลิกทัง้หมด มีหนว่ยเป็นมิลลิกรัมตอ่กรัม 
 x, C  คือ คา่ความเข้มข้นท่ีค านวณได้จากกราฟมาตรฐาน มีหนว่ยเป็นมิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 V  คือ ปริมาณสารละลายตวัอยา่งท่ีใช้ในการวิเคราะห์ มีหนว่ยเป็นมิลลิลิตร 
 M  คือ น า้หนกัตวัอยา่งท่ีใช้ในการวิเคราะห์ มีหนว่ยเป็นกรัม 

T =  
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รูปท่ี 3 การเจริญเติบโต และการพฒันาทางล าต้นของก่ิงตาพนัธุ์ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอ

ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (A), ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (B), พนัธุ์ RRIM 623 (C) 
และต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 (D) ในภาพรวมหลงัจากการแตกยอดใหม ่12 สปัดาห์     

(A) (B) 

(C) (D) 



 
116 

 

 
 

 
รูปท่ี 4 การเจริญเติบโต และการพฒันาทางล าต้นของก่ิงตาพนัธุ์ RRIT 251 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอ

ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองบางรัก (A), ยางพาราพนัธุ์พืน้เมืองควนมดแดง (B), พนัธุ์ RRIM 623 (C) 
และต้นตอยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 (D) ในภาพรวมหลงัจากการแตกยอดใหม ่12 สปัดาห์        

 

(A) (B) 

(C) (D) 
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