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บทคัดย่อ 

ยางพารา (Hevea brasiliensis) เป็นพืชท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจของประเทศไทย   การชกัน า
ให้ต้นยางพาราเกิดความต้านทานตอ่เชือ้ก่อโรคโดยกลไกการปอ้งกนัตนเองเป็นวิธีการท่ีปลอดภยั ไม่สง่ผล
กระทบต่อเกษตรกรและสิ่งแวดล้อม   พืชสร้างและสะสมโปรตีนกลุ่ม pathogenesis-related proteins 
(PRs) เม่ือถกูกระตุ้นด้วยเชือ้ก่อโรคและสภาวะเครียดต่าง ๆ   ปัจจุบนัแบ่ง PRs ได้เป็น 17 กลุ่ม  โดยกลุ่ม
ท่ี 1 คือ PR-1 เป็นกลุ่มท่ีมีลกัษณะเด่นในด้านการยบัยัง้เชือ้ และถกูใช้เป็นโปรตีนเคร่ืองหมายเพ่ือบง่บอก
สภาวะการเกิดระบบ systemic acquired resistance (SAR) ในพืช   แม้ว่าจะมีรายงานการสกัดและท า
บริสทุธ์ิโปรตีน PR-1 จากพืชหลายชนิด  แตย่งัไม่มีการศกึษาจากยางพารา   อย่างไรก็ตามจากรายงานการ
ท าบริสุทธ์ิโปรตีนชนิดนีโ้ดยตรง   พบว่าเตรียมได้ในปริมาณต ่า  และยิ่งไปกว่านัน้โปรตีน PR-1 ยังไม่มี 
antibody ท่ีจ าเพาะเจาะจงในการเกิดปฏิกิริยา และไม่มีแอคติวิตีเ้ช่นเอนไซม์ตา่งๆ   จึงยากตอ่การติดตาม
ระหว่างกระบวนการเตรียมให้บริสุทธ์ิ  ดังนัน้การน าเทคโนโลยีดีเอ็นเอลูกผสม (recombinant DNA 
technology) มาใช้ในการผลิตโปรตีนชนิดนีจ้ึงมีความเหมาะสมมากกว่า  อีกทัง้สามารถผลิตโปรตีนท่ี
ต้องการได้ในปริมาณมากและรวดเร็วกวา่การแยกจากใบยางพาราโดยตรง   

การผลิต recombinant PR-1 protein จากยางพาราหรือ HbPR-1 โดยใช้ยีนเส้นเต็ม HbPR-1 
(accession number KM514666) เป็น DNA template  ใน 2 ระบบ คือ  1) prokaryotic expression 
system โดยเลือกใช้ vector 4 ชนิด : pET28a(+), pETMlrL-HT, Chaperone plasmids และ pHis-ATS,  
และ 2) eukaryotic expression system แบบ Agrobacterium-mediated transient gene expression 
system ใ น ต้ น ย า สู บ  (Nicotiana benthamiana)  พ บ ว่ า เ ม่ื อ ใ ช้  pET28a(+), pETMlrL-HT แ ล ะ 
Chaperone plasmids เ ป็ น  vector   ไ ด้  recombinant HbPR-1 protein ท่ี อ ยู่ ใน รูป  inclusion body 
มากกว่าส่วนของ soluble protein ซึ่งยากในการน าไปท าบริสุทธ์ิ  ส่วน pHis-ATS เป็น vector ท่ีสามารถ
ผลิตโปรตีนแล้วหลั่งออกมานอกเซลล์ แต่ปริมาณของโปรตีนท่ีผลิตได้ไม่เพียงพอในการน าไปท าบริสุทธ์ิ
และน าไปใช้ประโยชน์  สุดท้ายผู้ วิจยัประสบความส าเร็จโดยการใช้ Agrobacterium-mediated transient 
gene expression system ใน ต้นยาสูบ   และท าบ ริสุท ธ์ิ โป รตีน ในขั น้ ตอน เดียวด้ วย วิ ธี  affinity  
chromatography   จากการศกึษาบทบาทของโปรตีน HbPR-1 ในระบบปอ้งกนัตนเองของพืช โดยการฉีด 
A. tumefaciens ท่ี มี  pGD_HbPR-1 เข้ าไป ใน ใบของ ต้นยาสูบ   แ ล้ วตาม ด้วย เชื อ้  Phytophthora 
palmivora   พบว่า recombinant HbPR-1 protein ท่ีแสดงออกในต้นยาสูบ  สามารถป้องกันการเข้า
ท าลายด้วยเชือ้ดังกล่าวได้  และจากการทดสอบด้วย purified recombinant HbPR-1 protein   พบว่า
โปรตีน HbPR-1 สามารถยบัยัง้การงอกของซูโอสปอร์ได้ 64% เม่ือเทียบกบัชุดควบคมุ  จากผลการศึกษา
แสดงให้เห็นวา่โปรตีน HbPR-1 มีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญเตบิโตของเชือ้ P. palmivora ได้   
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ABSTRACT 

 

Rubber tree (Hevea brasiliensis) is an economically important crop of Thailand.  Induced 
resistance in plants to their pathogens is worth to explore becase it is safe for the farmers and 
the environment.  Pathogenesis-related proteins (PRs) which are implicated in inhibiting growth 
and spread of pathogens are induced and accumulated in host plants.  PRs have so far been 
classified into 17 different families. The biological activity of PR-1 protein is antimicrobial which 
has been frequently used in many plant species as a marker for systemic acquired resistance 
(SAR).  Although there were many studies on PR-1 protein in several plant species, a study of 
PR-1 in H. brasiliensis has not been reported.  Due to no antibody available to directly monitor 
PR-1 protein, isolation and purification of this protein using classical biochemical approaches 
are difficult. Furthermore, direct purification of endogenous PR-1 protein from the rubber tree 
plants is time-consuming since they have long growth cycle and low protein expression levels. 
Therefore, a recombinant DNA technology is likely to be a suitable choice for producing a large 
amount of PR-1 protein for further application in agriculture, industry and pharmacy. 

The HbPR-1 protein was produced using 2 expression systems, 1) prokaryotic 
expression system (pET28a(+), pETMlrL-HT, Chaperone plasmids and pHis-ATS); and 2) 
eukaryotic expression system (Agrobacterium-mediated transient gene expression system in 
Nicotiana benthamiana), respectively. The recombinant HbPR-1 protein produced by the 
pET28a(+), pETMlrL-HT and Chaperone plasmid vectors were found as inclusion bodies more 
than soluble proteins which were difficult for further purification.  While the pHis-ATS vector was 
able to produce and release the HbPR-1 protein to the media, however the obtained yield was 
not enough for further investigation. Finally, expression and purification of recombinant HbPR-1 
protein were successful using Agrobacterium-mediated transient expression and one-step of 
affinity chromatography. Heterologous expression of HbPR-1 in N. benthamiana reduced 
necrosis areas which were inoculated with Phytophthora palmivora zoospores, indicating that 
the expressed HbPR-1 protein played an important role in plant resistance to pathogen. The 
purified recombinant HbPR-1 protein was found to inhibit 64% of P. palmivora zoospore 
germination on a water agar plate compared with control, suggesting that it was an antimicrobial 
protein against P. palmivora.  
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