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บทคดัย่อ 
 

ยางพาราเป็นพืชท่ีนิยมขยายพนัธ์ุโดยวิธีการติดตา ซ่ึงบางคร้ังความสามารถของ
การเขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี อาจส่งผลต่อการเจริญเติบโต และผลผลิตของยางพารา 
ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของกลไกการเขา้กนัไดใ้นยางพารา
ระหว่างการติดก่ิงพนัธ์ุดีบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกนั (homograft) และการติดก่ิงพนัธ์ุดีบนตน้ตอต่าง
พนัธ์ุ (heterograft) โดยประเมินจากการแสดงออกของยีน และกิจกรรมของเอนไซม์ รวมทั้งการ
เปล่ียนแปลงของสารเมตาบอไลต์ในกลุ่ม phenylpropanoid และการศึกษาลกัษณะทางกายวิภาค
หลงัการติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 ท่ีติดตาบนตน้ตอ PB 5/51 ซ่ึงเป็นการติด
ตาแบบ heterografts ( RRIM 600 / PB 5/51 และ RRIT 251 / PB 5/51) เปรียบเทียบกบัการติดตา
แบบ homografts (RRIM 600 / RRIM 600 และ RRIT 251 / RRIT 251) อาย ุ0 3 5 7 10 และ 20 วนั
หลงัการติดตา ผลการทดลองพบวา่ การติดตาแบบ homografts มีเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติด
ตา และการเจริญเติบโตดีกว่าการติดตาแบบ heterograft ยกเวน้การติดตาในยางพาราพนัธ์ุ RRIM 
600 / RRIM 600 ในขณะท่ีพฒันาการของรอยเช่ือมประสานเร่ิมจากการเพิ่มปริมาณแคลลสัจนเต็ม
ช่องว่างในระยะ 10 วนัหลังการติดตา ซ่ึงการติดตายางพาราพันธ์ุ RRIT 251 / RRIT 251 และ 
RRIM 600 / PB 5/51 เน้ือเยือ่แคลลสัสามารถพฒันาไปเป็นท่อน ้ าใหม่ไดร้วดเร็วกวา่การติดตาของ 
RRIM 600 / RRIM 600 และ RRIT 251 / PB 5/51 ดังนั้ นจึงสามารถจ าแนกการเข้ากันได้เป็น 2 
กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีสามารถเขา้กนัได้ดี (compatible cominations) และกลุ่มท่ีสามารถเขา้กนัได้น้อย 
(less compatible combinations) ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วท่ีอายุ 5 วนัหลงั
การติดตา หลงัจากนั้นการสะสมของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดค่อนขา้งคงท่ี ส าหรับระดบัการ
แสดงออกของยีน HbPAL จะเพิ่มสูงข้ึนมากท่ีสุดในวนัท่ี 3 หลงัการติดตา และจะลดระดบัการ
แสดงออกของยีนลง สอดคล้องกบักิจกรรมของเอนไซม์ PAL โดยพบว่า 3 วนัหลงัการติดตามี
กิจกรรมของเอนไซม ์PAL สูงท่ีสุด และมีแนวโนม้ลดลงในช่วง 5-10 วนัหลงัการติดตา นอกจากน้ี
ปริมาณลิกนินยงัสอดคลอ้งกบัระดบัการแสดงออกของยีน HbCAD โดยการสะสมปริมาณลิกนิน
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เพิ่มข้ึนสูงสุดในวนัท่ี 10 หลงัการติดตา และการแสดงออกของยีน HbCAD จะมีระดบัเพิ่มสูงข้ึนท่ี 
7 วนัหลงัการติดตา โดยปริมาณสารประกอบฟิโนลิกทั้งหมด ระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL 
และกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ในกลุ่ม less compatible combinations จะมีระดบัท่ีสูงกว่าการติด
ตาในกลุ่ม compatible combinations ตรงขา้มกบัการสะสมปริมาณลิกนิน และการแสดงออกของ
ยีน  HbCAD ท่ีพบในการติดตากลุ่ม compatible combinations สูงกว่าการติดตาในกลุ่ม  less 
compatible combinationsโดยการศึกษาคร้ังน้ี พบว่า การสะสมของสารลิกนิน และการแสดงออก
ยีน HbCAD หลงัการติดตา สามารถใช้เป็นตวัช้ีวดัส าหรับท านายความสามารถในการเขา้กนัได้
ระหวา่งตน้ตอยางพารา และก่ิงพนัธ์ุดีได ้ 
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Abstract 
 

Rubber tree is propagated by bud grafting. However, graft combinations may 
affect to growth and yield of the scion. The objective of this studied was to investigate the 
relations of graft combinations mechanism of rubber rootstocks and scions between homograft 
and heterograft. RRIM 600 and RRIT 251 were used as scion bud grafted onto PB 5/51 for 
heterograft (RRIM 600 / PB 5/51 and RRIT 251 / PB 5/51) or itself for homografts (RRIM 600 / 
RRIM 600 and RRIT 251 / RRIT 251). After bud grafting, gene expression, enzyme activity, 
secondary metabolite in the phenylpropanoid pathway and graft union formation were 
investigated. The result showed that homograft gave a higher survival rate and growth rate of 
scion than heterograft except for RRIM 600 bud grafted onto RRIM 600 rootstock. Initial graft 
union formation promoted filling of spaces by callus tissue until full spaces area at 10 days after 
bud grafting. RRIT 251 / RRIT 251 and RRIM 600 / PB 5/51 had callus tissue which develop 
better than RRIM 600 / RRIM 600 and RRIT 251 / PB 5/51.  This study can separate graft 
combination into 2 groups including compatible and less compatible combinations. Phenolic 
compounds rapidly increased at 5 days after bud grafting and became stable. For HbPAL gene 
expression in grafted plants rapidly increased at 3 days after bud grafting before declining and 
remained relatively unchanged during the latter stage. Accordance with PAL enzyme activity, 
which was highest increased at 3 days after bud grafting and subsequently decreased during 5-10 
days after bud grafting. In addition, lignin accumulation was consistent with the level of HbCAD 
gene expression. Lignin content was highest increased at 10 days after bud grafting. HbCAD 
transcription level exhibited highest at 7 days after bud grafting. Higher phenolic compound 
content, HbPAL gene expression and PAL enzyme activity were found in less compatible group 
than compatible group. In contrast, lignin content and HbCAD gene expression was found higher 
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in the compatible combinations than less compatible combinations. This study found that lignin 
content and HbCAD gene expression can be used as indicators for predict graft compatible 
ability between rubber rootstocks and scions. 
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บทที ่1 
บทน า  

 

1. บทน าต้นเร่ือง 

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจหลกัของประเทศไทย ซ่ึงมีการปลูกอยา่งแพร่หลายทัว่
ประเทศ มีผลต่อเศรษฐกิจ และชีวิตความเป็นอยู่ของประชากรไทยเป็นอย่างมาก โดยปัจจุบัน
ประเทศไทยมีเน้ือท่ียืนต้นของยางพาราทั้ งหมด 22,531,000 ไร่ และให้ผลผลิตสูงประมาณ 
4,840,000 ตนัต่อปี (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2562) แต่เน่ืองจากประเทศไทยโดยเฉพาะพื้นท่ี
ภาคใตมี้สภาพอากาศแบบร้อนช้ืน มีปริมาณฝนมาก ซ่ึงเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือรา ท่ี
เป็นสาเหตุหลกัในการเกิดโรคต่างๆ เช่น โรคใบจุดกา้งปลา โรคเส้นด า โรคเปลือกเน่า และโรคราก
ขาว เป็นต้น เม่ือมีการระบาดของโรครากขาว เช้ือสาเหตุจะเขา้ท าลายยางพารา และไม่มีวิธีการ
ก าจดั ท าให้ยางพารายืนตน้ตาย ส่งผลให้ผลผลิตเสียหายเป็นอย่างมาก (Nandris et al., 1998 อา้ง
โดย สายทอง, 2556) จึงมีการศึกษาพนัธ์ุยางพาราดั้งเดิมท่ีมีความทนทานต่อโรครากขาว เพื่อน ามา
เป็นต้นตอ แต่ต้นตอนั้นต้องผ่านการทดสอบความเข้ากันได้เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต และ
ผลผลิตของก่ิงพนัธ์ุดี จากการทดลองของ จรัสศรี และคณะ (2559) ช้ีให้เห็นว่า ยางพาราพนัธ์ุ PB 
5/51 มีศกัยภาพท่ีจะน ามาใช้เป็นตน้ตอท่ีทนทานต่อโรครากขาวได ้เน่ืองจากมีการแสดงออกของ
กลุ่มยีน PRs สูงหลังการปลูกถ่ายเช้ือโรครากขาว ทั้ งน้ีการคัดเลือกต้นตอยางพาราท่ีมีการ
เจริญเติบโตท่ีดี และมีศกัยภาพในการตา้นทานโรครากขาวแลว้ ยงัพบว่ายางพาราท่ีใช้ในการผลิต
ตน้ตอแต่ละพนัธ์ุมีความสามารถในการเขา้กนัไดก้บัก่ิงพนัธ์ุดีแตกต่างกนัดว้ย ซ่ึงจะส่งผลต่อการให้
ผลผลิตน ้ ายางของยางพารา โดยจากการศึกษาของ Goncalves และ Martins (2002) ท่ีได้ท าการ
ประเมินผลผลิตและการเจริญเติบโตของยางพารา เพื่อตรวจหาตน้ตอท่ีมีความสามารถในการเขา้กนั
ไดแ้บบทัว่ไป (general combining ability) และความสามารถในการเขา้กนัไดแ้บบจ าเพาะ (specific 
combining ability) โดยใช้ตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุ IAN 873, RRIM 600, RRIM 701, PB 235 และ GT 1 
ผลการทดลองพบว่า ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 เป็นพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการเขา้กันได้ดีกบัต้นตอ
หลายพนัธ์ุ เน่ืองจากใหค้่าความสามารถในการเขา้กนัไดแ้บบทัว่ไปดีท่ีสุด แต่มีค่าความสามารถใน
การเขา้กนัไดแ้บบจ าเพาะนอ้ยกวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ  

สุรีรัตน์ และเมืองทอง (2532) กล่าววา่ การขยายพนัธ์ุพืชโดยการให้เน้ือเยือ่ของพืชสองช้ิน
เช่ือมต่อกนัจะยึดเอาหลกัความใกลชิ้ดของกลุ่มพืชทางพฤกษศาสตร์เป็นส าคญั พืชท่ีมีความใกลชิ้ด
กนัทางพนัธุกรรมจะสามารถเขา้กนัได้ดี ซ่ึงสอดคล้องกบั Donald (1973) ท่ีศึกษาความสัมพนัธ์ 
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และการเขา้กนัไดข้องการประสานและไม่ประสานกนัระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีในพืชตระกูล
สน พบวา่ประมาณ 75% ของการเขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุเกิดจากพนัธุกรรมประมาณ 
50% ในกรณีตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุไม่มีความสัมพนัธ์กนัทางพนัธุกรรมนั้น พบว่าสามารถเขา้กนัได้
ประมาณ 56% ซ่ึงความเขา้กนัไม่ไดอ้าจเกิดจากการถ่ายทอดสารบางอยา่งท่ีเป็นพิษจากฝ่ายหน่ึงไป
ยงัอีกฝ่าย ท าให้ท่ออาหารเสียเกิดรอยสีน ้ าตาล เน่ืองจากการสะสมสารฟีโนลิกท่ีเป็นพิษในบริเวณ
รอยต่อระหวา่งตน้ตอกบัก่ิงพนัธ์ุดี (นนัทิยา, 2542) อีกทั้งพืชจะกระตุน้การสร้างสารประกอบฟีโน
ลิกเพิ่มข้ึนเม่ือล าตน้เกิดบาดแผล ดงันั้น หากพบปริมาณสารประกอบฟีโนลิกในบริเวณท่ีติดตามาก 
จะส่งผลให้เกิดความไม่เขา้กนัของเน้ือเยื่อ (Errea, 1998) ซ่ึงสารประกอบฟีโนลิกจะถูกสังเคราะห์
โดยยีน Phenylalanine Ammonia Lyase (PAL) เป็นยีนตวัแรกใน phenylpropanoid pathway หากมี
การแสดงออกของยีนดังกล่าวต ่ า จะท าให้เน้ือเยื่อสามารถเข้ากันได้ดี (Pina and Errea, 2008) 
นอกจากน้ี Chabannes และคณะ (2001) กล่าววา่ ลิกนินเป็นองคป์ระกอบหลกัของไมเ้น้ือแข็ง และ
เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของผนังเซลล์ ท าให้ล าตน้มีความแข็งแรง เน่ืองจากว่า ลิกนินมีผลต่อ
กระบวนการในการรักษาบาดแผล และการสร้างแคลลสั รวมถึงการเช่ือมต่อของท่อน ้ า และท่อ
อาหารในพืชอีกด้วย จึงสามารถล าเลียงน ้ า และสารละลายผ่านระบบท่อล าเลียงได้ กุหลาบ และ
ประสาน (2548) ไดศึ้กษากระบวนการสังเคราะห์สารลิกนิน พบวา่การสังเคราะห์สารลิกนินเกิดข้ึน
ใน ก ร ะ บ ว น ก า ร  phenylpropanoid pathway ซ่ึ ง สั ง เค ร า ะ ห์ จ า ก  phenylalanine ไ ป เป็ น 
ligninmonomer โ ด ย ยี น  Cinnamyl Alcohol Dehydrogenase (CAD) ซ่ึ ง ถ้ า ยี น ดั ง ก ล่ า ว มี ก าร
แสดงออกอยา่งเต็มท่ี จะท าให้ไดลิ้กนินท่ีมีคุณภาพสูง ดงันั้นการศึกษาการแสดงออกของยีน PAL 
และยีน CAD ภายหลงัการติดตา และปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก และลิกนินภายหลงัการติด
ตา อาจจะเป็นตวัช้ีวดัท่ีสามารถใช้เป็นแนวทางในการประเมินความเขา้กนัไดข้องตน้ตอยางพารา
และก่ิงพนัธ์ุดี  
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2. ตรวจเอกสาร 

2.1 ข้อมูลยางพารา 

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสร้างรายได้ให้กับ
ประเทศไทยเป็นอยา่งมาก ปัจจุบนัประเทศไทยนบัไดว้า่เป็นประเทศท่ีมีผลผลิตยางพารามากท่ีสุด
ในโลก คือปีละ 2.5 ลา้นตนั ซ่ึงคิดเป็น 1 ใน 3 ของผลผลิตทัว่โลก (ส านกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2559) พันธ์ุยางแต่ละพันธ์ุมีการตอบสนองต่อสภาพพื้นท่ีและสภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างกัน 
โดยเฉพาะบางพนัธ์ุของต่างประเทศท่ีถูกน าเขา้มา และบางพนัธ์ุเป็นพนัธ์ุท่ีได้จากการคดัเลือก
ภายในประเทศ ซ่ึงแต่ละพนัธ์ุจะมีขอ้ดีขอ้เสียแตกต่างกนัออกไป ในปัจจุบนัคาดวา่ยางพาราท่ีปลูก
ในประเทศไทยประมาณ 75% ของพื้นท่ีปลูก เป็นพนัธ์ุ RRIM 600 เพราะมีการปรับตวั และให้ผล
ผลิตไดดี้ในเกือบทุกพื้นท่ี ทนทานต่อการกรีดถ่ีไดม้ากกวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ และมีจ านวนตน้แสดงอาการ
เปลือกแห้งนอ้ย ดงันั้นตน้ตอส่วนใหญ่ในปัจจุบนัจึงไดม้าจากเมล็ดของตน้ยางพนัธ์ุดีคือ RRIM 600 
ซ่ึงต้นกล้าเหล่าน้ีจะมีปัญหาเร่ืองการเข้ากันไม่ได้กับตาของต้นพันธ์ุดีน้อย เพราะมาจากพนัธ์ุ
เดียวกนั แต่ปัญหาส าคญัคือส่วนใหญ่ระบบรากของยางพนัธ์ุดีจะมีความแข็งแรงน้อยกว่าพนัธ์ุ
พื้นเมืองมาก และพบว่า ยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 มีความอ่อนแอต่อโรครากขาว และเช้ือไฟ
ทอปทอรา (กษมา, 2555) นอกจากน้ี Ahmahd (1999) ได้ศึกษาผลของต้นตอต่อการเจริญเติบโต 
และประสิทธิภาพการใช้น ้ าของยางพาราในสภาวะแลง้ พบวา่ยางพนัธ์ุ RRIM 600 มีความอ่อนแอ
ต่อสภาวะแล้ง เน่ืองจากระบบรากไม่สามารถหยัง่ลึกลงไปในดินได้ และจากการศึกษาพบว่า 
ยางพาราท่ีติดตากบัตน้ตอพนัธ์ุ GT 1 และ RRIM 623 สามารถท่ีจะปรับตวัให้อยูใ่นสภาวะแลง้ได้
นานกว่า นอกจากยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 แลว้ ยางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 ยงัเป็นพนัธ์ุท่ีนิยมปลูก
ในประเทศไทย เน่ืองจากมีลกัษณะเด่นคือ มีจ านวนตน้ท่ีแสดงอาการเปลือกแห้งนอ้ย ตา้นทานโรค
ใบร่วงท่ีเกิดจากเช้ือไฟทอปทอรา โรคราแป้ง โรคใบจุดนูน และโรคราสีชมพูระดับปานกลาง 
ตา้นทานโรคเส้นด าระดบัดี และตา้นทานลมระดบัปานกลาง ให้ผลผลิตเน้ือยางสูงมาก รวมทั้งมี
ความสม ่าเสมอของขนาดล าตน้ทั้งแปลงดี ท าให้มีจ  านวนตน้เปิดกรีดไดม้ากเม่ือครบอายุเปิดกรีด 
แต่ยางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 จะอ่อนแอต่อโรคใบจุด (ส านกังานวจิยัและพฒันาการเกษตร, 2553)  

การผลิตตน้ตอเพื่อใช้ส าหรับติดตา ควรใช้ตน้ตอท่ีมีระบบรากท่ีแข็งแรง กษมา 
(2555) ท าการคดัเลือกตน้พนัธ์ุยางพาราท่ีเหมาะส าหรับใชเ้ป็นตน้ตอ พบวา่ ตน้กลา้ยางพาราพนัธ์ุ 
PB 5/51 เป็นพนัธ์ุท่ีมีค่าเฉล่ียความยาวราก 1,925.19 เซนติเมตร รองจากความยาวรากของตน้กลา้
พนัธ์ุ GT1 (2,356.96 เซนติเมตร) โดยรากของตน้กลา้ยางพาราส่วนใหญ่จะเจริญเติบโตไดดี้ท่ีระดบั
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ความลึก 20-40 เซนติเมตร นอกจากน้ีตน้ตอยงัจ าเป็นตอ้งมีความทนทานต่อการเกิดโรครากขาว 
จรัสศรี และคณะ (2559) ช้ีให้เห็นว่า ยางพาราพนัธ์ุ PB 5/51 มีศกัยภาพท่ีจะน ามาใช้เป็นตน้ตอท่ี
ทนทานต่อโรครากขาวได ้เน่ืองจากมีการแสดงออกของกลุ่มยีน PRs สูงหลงัการปลูกถ่ายเช้ือโรค
รากขาว 
 

2.2 การขยายพันธ์ุยางพารา 

การขยายพนัธ์ุยางพารา สามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น การขยายพนัธ์ุโดยใชเ้มล็ด ใช้
วิธีการติดตาเขียวหรือติดตาสีน ้ าตาล เป็นต้น แต่ในปัจจุบนัประเทศไทยไม่นิยมขยายพนัธ์ุโดย
วธีิการใชเ้มล็ด เพราะไม่มีสวนเก็บเมล็ดพนัธ์ุโดยตรง อีกทั้งเมล็ดพนัธ์ุท่ีน าไปปลูกมีการกลายพนัธ์ุ
มาก แต่การใชเ้มล็ดขยายพนัธ์ุมกัใชใ้นการเพาะตน้กลา้เพื่อน ามาผลิตเป็นตน้ตอส าหรับติดตาต่อไป 
โดยการติดตาท่ีเป็นท่ีนิยมคือการติดตาเขียวเพราะท าไดง่้าย สะดวก รวดเร็ว มีเปอร์เซ็นตก์ารติดตา
สูงมากกวา่ 90 เปอร์เซ็นต ์การติดตาเขียวจะใหผ้ลส าเร็จสูงหรือไม่ข้ึนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ เช่น ตน้กลา้
ยาง (ตน้ตอ) ตอ้งมีความสมบูรณ์แข็งแรง มีอายุประมาณ 4 ถึง 8 เดือน ขนาดของล าตน้มีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางไม่นอ้ยกวา่ 0.8 เซนติเมตร วดัจากระดบัความสูงจากพื้นดิน 10 เซนติเมตร มีล าตน้ตั้งตรง 
โคนรากไม่คดงอ และลอกเปลือกได้ง่าย ซ่ึงตน้ตอจะเป็นส่วนท่ีท าหน้าท่ีเป็นระบบราก เพื่อหา
อาหารหล่อเล้ียงล าตน้ จึงจ าเป็นตอ้งมีความแข็งแรง เจริญเติบโตเร็ว ปราศจากโรคและแมลง และ
ทนต่อสภาพแวดล้อมได้ดี นอกจากน้ี การคดัเลือกต้นพนัธ์ุส าหรับใช้เป็นต้นตอ ควรค านึงถึง
ความสามารถในการเช่ือมประสานกนัของตน้ตอกบัก่ิงพนัธ์ุดีต่างๆ ดว้ย (กรมพฒันาท่ีดิน, 2548) 
ก่ิงพนัธ์ุดีท่ีใชจ้ะท าหนา้ท่ีเป็นระบบยอดของตน้ยาง จึงจ าเป็นตอ้งเป็นก่ิงท่ีมีตาแข็งแรง และมีความ
สมบูรณ์ปานกลาง โดยสังเกตจากขอ้ ท่ีไม่ถ่ีหรือห่างเกินไป มีขนาดท่ีเหมาะสม และไม่เป็นโรค 
รวมถึงตอ้งได้รับการตรวจสอบแล้วว่าเป็นพนัธ์ุยางพาราท่ีถูกตอ้ง และมีอายุ 42 ถึง 49 วนั ลอก
เปลือกไดง่้าย ไม่เปราะหรือมีเส้ียนติดเน้ือไม ้ส าหรับฤดูกาลท่ีเหมาะสมต่อการติดตายาง คือช่วงตน้
ถึงปลายฤดูฝน แต่หากในแปลงกลา้ยางมีการรดน ้ าทุกวนั ก็สามารถติดตาไดต้ลอดทั้งปี นอกจากน้ี 
ความช านาญของผูติ้ดตาก็มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาเป็นอย่างมากด้วยเช่นกนั 
(ส านกังานพฒันาการวิจยัการเกษตร, 2560) การติดตาจะช่วยเปล่ียนยอดยางพาราท่ีมีลกัษณะไม่ดี 
ให้เป็นพนัธ์ุดีได ้ท าให้ไดต้น้ยางพาราท่ีมีความแข็งแรง สามารถให้ผลผลิตท่ีสูง ทั้งน้ียงัสามารถ
ขยายพนัธ์ุไดจ้  านวนมาก เพราะก่ิงพนัธ์ุแต่ละก่ิงจะมีจ านวนตามาก 

ขั้นตอนการติดตา สามารถท าได้โดยการเลือกต้นตอท่ีมีขนาด 0.8 เซนติเมตร 
เปลือกลอกง่าย และรากไม่คดงอ ส่วนก่ิงพนัธ์ุดีตอ้งลอกง่ายเป็นตาท่ีสมบูรณ์อยูบ่นกา้นใบ กรีด 2 
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ขา้งของตน้ตอยาวประมาณ 2 น้ิว ลอกเปลือกออก ความกวา้งของแผลตอ้งมีขนาดใกลเ้คียงกบัก่ิง
พนัธ์ุ เลือกก่ิงพนัธ์ุท่ีสมบูรณ์ ตดัก่ิงพนัธ์ุให้มีความกวา้ง และความยาวใกลเ้คียงกบัขนาดแผลของ
ตน้ตอ อย่าให้แผลช ้ าหรือสกปรก ขอ้ส าคญัในการตดัก่ิงพนัธ์ุจะตอ้งให้มีไขตาติดอยู่ จึงจะท าให้
การติดตาสมบูรณ์ จากนั้นน าก่ิงพนัธ์ุท่ีตดัเสร็จ ไปติดกบัแผลตน้ตอ แลว้ใชเ้ทปพนัตาให้แน่น โดย
พนัจากดา้นล่างข้ึนดา้นบน เพื่อป้องกนัน ้ าและส่ิงสกปรกเขา้ไปในแผล ตน้ตอยางพาราท่ีติดตาแลว้
ตอ้งดูแล และรดน ้ าให้ดินมีความช้ืนอยู่เสมอ ลกัษณะของตาท่ีติดและพร้อมท่ีจะถอนเป็นยางตา
เขียว จะสังเกตจากรอยแผลจะเป็นสีน ้าตาล (ณฤทธ์ิ, 2559)  

 

2.3 การประสานตัวของรอยต่อ  

การติดตาต่อก่ิงเป็นการน าช้ินส่วนของเน้ือเยื่อพืช 2 ชนิด มาต่อเช่ือมเขา้ดว้ยกนั
สามารถเจริญ และพฒันาเป็นพืชต้นเดียวกันได้ โดยการเช่ือมประสานของรอยต่อเกิดข้ึนได ้
เน่ืองจากมีการแบ่งตวัของแคลลสัจากส่วนของพนัธ์ุดี และจากตน้ตอ หลงัจากนั้นจะมีการสร้างท่อ
ล าเลียงน ้ า และอาหาร รวมทั้งมีการรวมระบบท่อล าเลียง ซ่ึงความส าเร็จในการเช่ือมประสานจะ
ประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกัๆ คือ  

1. การติดแน่น (adhesion) ของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี 
2. การเช่ือมของแคลลสั (callus bridge) 
3. การสร้างระบบล าเลียงเช่ือมผา่นรอยต่อเขา้ดว้ยกนั 
โดยรายละเอียดภายในก่ิงพืชท่ีมีการต่อเช่ือมประสานของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีใน

ระยะต่างๆ ดงัแสดงดงัภาพท่ี 1 
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ภาพที ่1 ขั้นตอนการเช่ือมประสานกนัระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี 
ทีม่า: Hartmann และคณะ (1997) 

จากภาพท่ี 1 มีรายละเอียดดงัน้ี ขั้นตอนท่ี 1 เป็นการจดัเรียงท่อน ้ าท่ออาหารของ
ตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี ให้มีเน้ือเยื่อแคมเบียมของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีตรงกนั หากท่อล าเลียงของก่ิง
พนัธ์ุดี และตน้ตอไม่เช่ือมต่อกนั จะไม่สามารถส่งน ้ า และธาตุอาหารจากก่ิงพนัธ์ุไปยงัตน้ตอได ้ซ่ึง
ส่งผลใหค้วามส าเร็จของการต่อก่ิงนอ้ยลง  

ขั้นตอนท่ี 2 เป็นการตอบสนองต่อการรักษาบาดแผลของพืช โดยการสร้างชั้น
เน้ือเยือ่สีน ้ าตาล (necrotic layer) ซ่ึงเกิดจากความเสียหายของเซลลภ์ายหลงัการไดรั้บบาดแผลทั้งใน
ตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี โดยชั้นเน้ือเยื่อสีน ้ าตาลจะหายไปในภายหลงั หรืออาจจะถูกเก็บไวร้ะหว่าง
เน้ือเยื่อแคลลัสท่ีถูกสร้างข้ึนใหม่อย่างรวดเร็วจากเน้ือเยื่อพาเรนไคมาท่ีไม่ได้รับความเสียหาย 
เน้ือเยื่อแคลลสับางส่วนถูกดนัออกมาขา้งนอกบาดแผลเรียกวา่ wound periderm ซ่ึงเป็นส่วนท่ีช่วย
ป้องกันการสูญเสียน ้ าทางบาดแผลและป้องกนัการเขา้ท าลายของเช้ือจุลินทรีย ์โดยการติดแน่น 
(adhesion) ระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุมีซีเมนตข์องผิวเซลล์แคลลสัจากทั้งสองส่วนช่วยในการยึด
เกาะ หลงัจากนั้นจะเกิดการเช่ือม (fusion) ประสานกนัของรอยต่อ  
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ขั้นตอนท่ี 3 เป็นการเช่ือมส่วนของแคลลัส ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญส าหรับ
ความส าเร็จในการต่อก่ิง ระยะน้ีจะมีการแบ่งเซลล์เพื่อสร้างแคลลสัอย่างต่อเน่ืองจนเต็มช่องว่าง
ระหวา่งเซลล ์ 

ขั้นตอนท่ี  4 เป็นการซ่อมแซมบาดแผล ทั้ งท่อน ้ า และท่ออาหาร โดยการ
พฒันาการเช่ือมต่อระหวา่งวาสคิวลาร์แคมเบียมกบัแคลลสั ขั้นตอนน้ีเร่ิมมีองคป์ระกอบของ xylem 
tracheary elements และแคลลสัเร่ิมมีการพฒันาไปเป็นท่อล าเลียงอาหารเพิ่มข้ึน จากนั้นวาสคิวลาร์
แคมเบียมจะก่อตวัข้ึนระหวา่งมดัท่อล าเลียง ซ่ึงวาสคิวลาร์แคมเบียมสามารถแบ่งตวัเป็น secondary 
xylem และ secondary phloem ได ้ซ่ึงส่งผลต่อความส าเร็จในการเช่ือมประสานระหวา่งรอยต่อ และ
ขั้นตอนท่ี 5 เป็นขั้นตอนท่ีวาสคิวลาร์แคมเบียม secondary xylem และ secondary phloem ถูกสร้าง
อยา่งสมบูรณ์ 

ตวัอยา่งการเช่ือมประสานของรอยต่อระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุในการติดตาแบบ 
T-budding (TB) และ Chip budding (CB) โดยการเช่ือมประสานจะเกิดข้ึนภายหลงัการเอาก่ิงพนัธ์ุ
แปะติดบนต้นตอ และแคลลัสจากต้นตอพฒันาจากส่วนท่ีเรียกว่า young xylem ไปเช่ือมต่อกับ
แคลลัสท่ีเกิดจากแคมเบียม และ young xylem ของก่ิงพนัธ์ุ ซ่ึงจะเห็นได้จากภาพหน้าตดั (cross 
section) ของการติดตาแบบ TB และ CB และตน้ตอ ดงัแสดงในภาพท่ี 2 ความแตกต่างของวิธีการ
ขยายพนัธ์ุโดยการติดตาต่อก่ิง จะมีผลต่อการเช่ือมประสานของรอยต่อ ในกรณี CB จะเป็นวิธีท่ีมี
การเช่ือมประสานของรอยต่อ และแคมเบียมภายในก่ิงพนัธ์ุ โดยตน้ตอมีความพร้อม และเจริญได้
เร็วกว่า TB เน่ืองจากก่ิงพนัธ์ุในวิธี TB จะสอดเขา้ไปใตเ้ปลือกของตน้ตอท าให้แคมเบียมของก่ิง
พนัธ์ุและส่วนของตน้ตอไม่อยูใ่นแนวท่ีเหมาะสม จึงท าใหเ้กิดการต่อเช่ือมยากยิง่ข้ึน  
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ภาพที ่2 การวางก่ิงพนัธ์ุในบาดแผลของตน้ตอ และเกิดการเช่ือมประสานของรอยต่อ (a) 
              และรูปหนา้ตดัของการติดตาแบบ Chip budding และ T-budding (b) 
ทีม่า: Hartmann และคณะ (1997) 
  
  นอกเหนือจากวธีิการท่ีใชใ้นการขยายพนัธ์ุแลว้ ปัจจยัท่ีมีผลต่อความส าเร็จในการ
เช่ือมประสานของรอยต่อ ยงัประกอบด้วย ชนิดพืช ความช านาญในการติดตาต่อก่ิง รวมถึง
สภาพแวดลอ้มในขณะท า และหลงัการต่อเช่ือม ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความช้ืน ความสมบูรณ์ของตน้ตอ 
และการติดเช้ือไวรัส โรค และแมลง เป็นตน้ (จรัญ, 2546) 
 

2.4 การพฒันารอยเช่ือมประสานของยางพารา  

การขยายพนัธ์ุพืชโดยวิธีการติดตานั้น ส่ิงท่ีควรค านึงเป็นอนัดบัแรกคือการเช่ือม
ประสานกนัของรอยต่อ เน่ืองจากหากต้นตอ และก่ิงพนัธ์ุดีประสานกนัได้ไม่ดี จะส่งผลต่อการ
เจริญเติบโต และการให้ผลผลิตของยางพารา โดยณฤทธ์ิ (2559) ไดท้  าการศึกษาพฒันาการระหวา่ง

(b) 
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รอยต่อของตน้ตอพนัธ์ุดั้งเดิม และพนัธ์ุ RRIM 600 กบัก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 พบวา่ ภายหลงัการติดตา 
5 วนั รอยเช่ือมประสานมีการพฒันาของเน้ือเยือ่แคลลสัข้ึนเล็กนอ้ย ซ่ึงการพฒันาส่วนใหญ่เกิดจาก
ก่ิงพนัธ์ุดี โดยการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดบนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 600 มีการพฒันาของเน้ือเยื่อ
แคลลสัเร็วกวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ จนเกือบเตม็ช่องวา่งของบาดแผล และพบวา่ 10 วนัหลงัการติดตา เน้ือเยื่อ
แคลลสัของตน้ตอกบัก่ิงพนัธ์ุดีสามารถเพิ่มปริมาณ และแทรกเขา้ไปในช่องว่างของบาดแผลได้
อยา่งรวดเร็ว เกิดเป็นสะพานแคลลสัท่ีท าหนา้ท่ีเช่ือมทั้งสองส่วนเขา้ดว้ยกนั จากนั้นแคลลสับริเวณ
ท่ีอยู่ใกล้ท่อน ้ าของต้นตอ และท่อน ้ าของก่ิงพนัธ์ุดี เร่ิมพฒันาเป็นแคมเบียม และแบ่งเซลล์ให้
เน้ือเยื่อท่อน ้ าใหม่ เพื่อท าหน้าท่ีล าเลียงน ้ า แต่การพฒันาของท่อน ้ าใหม่ท่ีอายุ 20 วนัหลงัการติดตา
ยงัไม่สมบูรณ์ ในช่วงน้ียงัพบ latex cell แทรกอยูใ่นเน้ือเยื่อสร้างใหม่อีกดว้ย จากการทดสอบความ
เขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอยางพารา 5 กลุ่ม ท่ีเก็บจากแหล่งต่างๆ ประกอบดว้ย กลุ่มท่ี 1 ยางพาราพนัธ์ุ
พื้นเมือง บริเวณคณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์, บา้นจนัดี อ าเภอนาบอน 
จงัหวดันครศรีธรรมราช ซ่ึงแยกเป็น กลุ่มท่ี 2 เมล็ดใหญ่ กลุ่มท่ี 3 เมล็ดกลาง กลุ่มท่ี 4 เมล็ดเล็ก 
และกลุ่มท่ี 5 เก็บเมล็ดพนัธ์ุจากบา้นจนัดี อ าเภอนาบอน จงัหวดันครศรีธรรมราช (แปลงท่ี 2) ติดตา
ดว้ยก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 จรัสศรี และคณะ (2557) พบวา่ เน้ือเยือ่แคลลสัจะพฒันาเป็นเน้ือเยือ่ล าเลียง
ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ท่ีอาย ุ30 วนัหลงัการติดตา โดยเซลลท่ี์สร้างใหม่จะมีการยดืขยายเป็นแนวยาว เรียง
ตวักนัอย่างหนาแน่นจนไม่สามารถมองเห็นรูปร่าง และขนาดของเซลล์นั้นได ้อีกทั้งยงัมีลกัษณะ
กลมกลืนไปกบัเซลล์บริเวณรอบขา้ง แต่รอยต่อของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีบางคู่ มีรอยแผลท่ีเกิดจาก
การไม่เช่ือมประสานกนัของรอยต่อบางส่วน มีเซลล์ตายเล็กน้อย แต่ไม่ท าให้รอยเช่ือมประสาน
แตกหลุดออกจากกนั เช่น การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอในกลุ่มท่ี 3 ดงันั้น การเช่ือม
ประสานกนัของรอยแผล จึงอาจเป็นตวับ่งช้ีถึงความสามารถในการเช่ือมต่อเขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอ
และก่ิงพนัธ์ุดี 
 

2.5 อทิธิพลของต้นตอยางพาราต่อการเจริญเติบโตและผลผลติของกิง่พนัธ์ุด ี

ยางพาราท่ีใช้ในการผลิตตน้ตอแต่ละพนัธ์ุมีความสามารถในการเขา้กนัไดก้บัก่ิง
พนัธ์ุดีแตกต่างกนัดว้ย จรินทร์ และคณะ (2540) ไดท้  าการศึกษาความสัมพนัธ์ของตน้ตอกบัก่ิงพนัธ์ุ 
เพื่อทดลองหาตน้ตอยางท่ีมีการเจริญเติบโตได้ดี มีผลการติดตาส าเร็จสูง และส่งเสริมให้ได้รับ
ผลผลิตสูง เม่ือติดตาดว้ยยางพนัธ์ุดี วางแผนการทดลองแบบ  Split plot in RCB จ านวน 2 ซ ้ า การ
ทดลองศึกษา 2 ปัจจยั คือ พนัธ์ุยางท่ีใช้ติดตา (scion) มี 6 พนัธ์ุ คือ GT 1, PR 255, RRIM 600, PR 
261, PB 5/51 และ PB 235 ปัจจยัท่ี 2 คือ พนัธ์ุยางท่ีใช้เป็นตน้ตอ (rootstock) มี 4 พนัธ์ุ คือ ตน้ตอ 
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จากเมล็ดยางพนัธ์ุ GT 1, PB 5/51, RRIM 600 และ PR 255 ด าเนินการทดลองท่ีสถานีทดลองยาง
ขนุทะเล อ าเภอเมือง จงัหวดัสุราษฎร์ธานี ระยะเวลาท าการทดลองปี พ.ศ. 2525-2540 เก็บเมล็ดยาง
พนัธ์ุท่ีจะใชเ้ป็นตน้ตอจากสวนยางขนาดเล็ก แลว้น ามาเพาะในแปลงเพาะเมล็ด หลงัจากเมล็ดเร่ิม
งอกจึงน าไปปลูกในแปลงกลา้ยางเม่ือเดือนสิงหาคม 2525 ติดตายางเดือนกรกฎาคม 2526 ยา้ยตน้
ยางท่ีติดตาแลว้ลงปลูกในแปลงทดลองในสภาพตน้ตอตาเขียวเม่ือเดือนสิงหาคม 2526 เปิดกรีดเม่ือ
เดือนพฤษภาคม 2534 แลว้ศึกษาถึงการเจริญเติบโตของตน้ตอยางพนัธ์ุต่างๆ ในระยะท่ีเป็นตน้กลา้ 
ผลการติดตาส าเร็จ การเจริญเติบโตของต้นยางหลงัติดตาเม่ือยา้ยไปปลูกในแปลงทดลอง และ
ผลผลิตของยางจากการกรีดเป็นระยะเวลา 5 ปี ผลปรากฏว่า เมล็ดยางพนัธ์ุ GT 1, RRIM 600, PB 
5/51 และ PR 255 ท่ีเก็บจากสวนยางขนาดเล็กสามารถใชเ้ป็นตน้ตอเพื่อขยายพนัธ์ุได ้โดยเมล็ดยาง
พนัธ์ุ GT 1 เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพนัธ์ุ PB 235 และ RRIM 600 เมล็ดยางพนัธ์ุ PB 
5/51 เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพันธ์ุ PB 235 และ PR 255 เมล็ดยางพันธ์ุ RRIM 600 
เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพันธ์ุ RRIM 600 และ PB 235 และเมล็ดยางพันธ์ุ PR 255 
เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นต้นตอของยางพันธ์ุ RRIM 600 จากการทดลองพบว่าก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 
เหมาะสมท่ีจะน ามาใช้ในการติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุอ่ืนๆ ไดห้ลายพนัธ์ุ ซ่ึงคลา้ยกบัการทดลองของ 
วทิยา และคณะ (2560) ท่ีท  าการศึกษาเก่ียวกบัอิทธิพลของตน้ตอต่อความเขา้กนัไดข้องเน้ือเยื่อจาก
การติดตากบัตน้ตอขนาดเล็ก ซ่ึงใช้ยางพาราพนัธ์ุ RRIT 408, RRIT 251, RRIM 600 และ BPM 24 
เป็นตน้ตอ และติดตาดว้ยก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251, RRIT 408, RRIT 226 และ RRIM 600 หลงัจากติดตา
และวางเล้ียงต้นยางช าถุงขนาดอายุ 6 สัปดาห์ พบว่า การติดตาบนต้นตอยางพนัธ์ุ RRIM 600 มี
ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของยอดมากท่ีสุด รองลงมา คือพนัธ์ุ RRIT 251 โดยพนัธ์ุยางพาราท่ีมีการ
เจริญเติบโตดีท่ีสุดบนตน้ตอยางพนัธ์ุ RRIT 408, RRIT 251, RRIM 600 และ BPM 24 คือยางพนัธ์ุ 
RRIT 408 จากการทดลองสังเกตไดว้า่ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 408 เม่ือน ามาติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ มีการ
เจริญเติบโตของยอดท่ีดี แสดงให้เห็นว่า ยางพนัธ์ุ RRIT 408 สามารถเขา้กบัตน้ตอพนัธ์ุอ่ืนๆ ไดดี้ 
รัชนีกร และจรัสศรี (2555) ได้ศึกษาอิทธิพลของต้นตอยางพาราพันธ์ุพื้นเมืองจาก 5 แหล่งใน
ภาคใตต่้อการเจริญเติบโตของก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 พบว่า ตน้ตอจากการเพาะเมล็ดท่ีเก็บมาจากท่ี
ต่างๆ ส่งผลต่อการเจริญเติบโตทางดา้นความสูง เส้นผ่านศูนยก์ลางล าตน้ และจ านวนใบของก่ิง
พนัธ์ุ RRIM 600 ไดแ้ตกต่างกนั สอดคลอ้งกบั Sobhana และคณะ (2001) ศึกษาผลของตน้ตอท่ีไม่
ระบุพนัธ์ุ และก่ิงพนัธ์ุ RRII 105, RRIT 208, RRIM 600, GT1 และ GI1 ต่อลกัษณะทางสรีรวิทยา
และชีวเคมีของยางพารา 5 พนัธ์ุ พบวา่ความแตกต่างของอตัราการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงเป็น
อิทธิพลท่ีเกิดจากต้นตอ และพบว่าปริมาณน ้ าตาล (total soluble sugars และ reducing sugars) 
สารประกอบฟีโนลิก และปริมาณกรดอะมิโนท่ีแตกต่างกนั เกิดจากปฎิสัมพนัธ์ระหวา่งตน้ตอ และ
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ก่ิงพันธ์ุ Goncalves และ Martins (2002) รายงานว่า ผลผลิตของยางพารามีความแตกต่างกัน
ประมาณ 18-20% จากการใช้ตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ แสดงให้เห็นวา่ตน้ตอมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโต 
และการให้ผลผลิตน ้ ายาง อีกทั้ งต้นตอท่ีดีจะสามารถเข้ากันได้ดีกับก่ิงพันธ์ุดี จะท าให้การ
เจริญเติบโตทางดา้นล าตน้ในระยะแรกรวดเร็ว ส่งผลให้ยางพาราสามารถตั้งตวัได้เร็ว และมีการ
เจริญเติบโตดีในแปลงปลูก โดยยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 เป็นพนัธ์ุท่ีมีความสามารถเขา้กนัไดดี้กบั
ตน้ตอหลายพนัธ์ุ แต่จากการทดลองพบว่าการใช้ตน้ตอพนัธ์ุ IAN 873 จะให้ผลดีท่ีสุด นอกจากน้ี 
Cardinal และคณะ (2007) กล่าววา่ การติดตาพนัธ์ุ RRIM 600 บนตน้ตอพนัธ์ุ PB 235 ให้ผลผลิตสูง
ท่ีสุด รองลงมาคือการติดตาพนัธ์ุ RRIM 600 บนตน้ตอพนัธ์ุ IAN 873 จากงานวิจยัดงักล่าวจะเห็น
ไดว้า่ตน้ตอท่ีใชใ้นการติดตายางพารามีอิทธิพลอยา่งมากต่อการเจริญเติบโต และปริมาณผลผลิตน ้ า
ยาง ซ่ึงผลดงักล่าวอาจเกิดจากระดบัความสามารถในการเขา้กนัได้ของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีท่ีมี
พนัธุกรรมแตกต่างกนั 
 

2.6 การสร้างสารสีน า้ตาลระหว่างการพฒันาของรอยต่อ 

การเกิดสารสีน ้ าตาลมีสาเหตุมาจากเอนไซม์ท่ีเกิดข้ึนภายหลงัพืชไดรั้บบาดแผล 
หรือการกระทบกระแทก ซ่ึงสารสีน ้ าตาลท่ีเกิดข้ึนจะสามารถช่วยป้องกนัการเขา้ท าลายของแมลง
และจุลินทรียต่์างๆ ได ้(จริงแท,้ 2549) อยา่งไรก็ตามการเกิดสารสีน ้ าตาลบริเวณรอยต่อระหวา่งตน้
ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี น าไปสู่การลดลงของแป้งในตน้ตอ และการสะสมสารประกอบฟีโนลิกท่ีเป็นพิษ 
ซ่ึงส่งผลต่อการเขา้กนัไดข้องตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี (นันทิยา, 2542) ปัญหาของความเขา้กนัไม่ได้
ของเน้ือเยื่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี อาจมีผลท าให้เกิดลกัษณะการตายจากยอด (dieback) ของ
ตน้พืชหลงัจากปลูก โดยพบว่าเม่ือพืชเกิดบาดแผลจากการติดตาหรือต่อก่ิง พืชจะกระตุน้การผลิต
สารประกอบฟีโนลิกสูงข้ึน ดงันั้น หากพบปริมาณสารประกอบฟีโนลิกในบริเวณท่ีมีการติดตามาก
จะส่งผลให้เกิดการไม่เขา้กนัของเน้ือเยื่อ (Darikova et al., 2011) วิทยา และคณะ (2560) รายงานวา่ 
เม่ือตดัตามแนวยาว และแนวขวางจากส่วนต่างๆ ของก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ท่ีติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ 
RRIM 600 ท่ีอายุ 30 90 150 และ 240 วนั ไดแ้ก่ ส่วนเหนือรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุ ส่วน
ของรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุ และส่วนของตน้ตอน าไปยอ้มดว้ยสาร Phloroglucinol-HCL 
ซ่ึงใช้ในการยอ้มสารประกอบในกลุ่มลิกนิน พบว่า อายุของตน้ตอมีผลต่อการสร้างสารสีน ้ าตาล
บริเวณรอยต่อระหวา่งตน้ตอและก่ิง และใตร้อยต่อระหว่างตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุ โดยการสร้างสารสี
น ้ าตาลส่วนใหญ่จะเกิดข้ึนบริเวณรอยเช่ือมต่อระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุ รองลงมาคือบริเวณของ
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แกนตน้ตอ ซ่ึงอายขุองตน้ตอท่ีเพิ่มมากข้ึนมีผลต่อการสร้างสีสารน ้ าตาลมากข้ึนตามล าดบั แมจ้ะไม่
มีความแตกต่างทางสถิติกนัชดัเจน 

 
การสะสมสารประกอบฟีโนลกิ  

สารประกอบฟีโนลิกเป็นสารตา้นออกซิเดชัน่ท่ีพบมากในอาหาร ในธรรมชาติพบ
มากกวา่ 8,000 ชนิด  และเป็นสารทุติยภูมิท่ีพืชสร้างข้ึน โดยมีโครงสร้างประกอบดว้ย หมู่ไฮดรอกซี 
เกาะอยู่กับวงแหวนเบนซิน สามารถจ าแนกชนิดของสารประกอบฟีโนลิกเป็นกลุ่มต่างๆ ดังน้ี      
(1) กลุ่มกรดฟีโนลิกท่ีได้จาก hydroxybenzoic acids ได้แก่ gallic acid และ salicylic acid เป็นต้น 
(2) ก รด ฟี โน ลิ ก ท่ี ม าจ าก  hydroxycinnamic acid ได้ แ ก่  caffeic, ferulic แล ะ  coumaric acid            
(3) กลุ่มฟลาโวนอยด์ เป็นกลุ่มใหญ่ท่ีประกอบด้วย ฟลาโวนส์ ไอโซฟลาโวนส์ ฟลาโวนอลส์ 
แอนโธไซยานินส์ และฟลาวานอลส์ (4) กลุ่มสติลบีน (stilbenes) และ (5) กลุ่มลิกนิน และโพลี
เมอร์ของลิกนิน (ลือชยั, 2011) แสดงดงัภาพท่ี 3 โดยสารประกอบฟีโนลิกจะถูกสังเคราะห์ในเวซิเคิล 
ของ rough endoplasmic reticulum และจะถูกสะสมในแวคิวโอลของเซลล์พืช  (Parham and 
Kaustinen, 1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3 การจ าแนกกลุ่มของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดในวถีิ phenylpropanoid  
ท่ีมา : Hoffmann และคณะ (2003) 

1 

2 

3 
4 
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สารประกอบฟีโนลิกมีความส าคญัต่อระบบสรีรวทิยา การเจริญเติบโต และระบบ
การสืบพนัธ์ุของพืช อีกทั้งยงัส่งผลต่อความเขา้กนัไดร้ะหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบั
สารประกอบฟีโนลิกท่ีพืชสร้างข้ึนว่าเป็นกลุ่มใด หากเป็นสารประกอบฟีโนลิกในกลุ่มฟลาโว
นอยด์ จะเป็นอนัตรายต่อเน้ือเยื่อ ซ่ึงจะส่งผลต่อความเขา้กนัไม่ได้ของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี โดย 
Fernandez-Garcia และคณะ (2004) รายงานวา่หากพบสารฟลาโวนอยด์ในปริมาณสูง จะท าให้เกิด
ปัญหาในการเช่ือมของรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีของมะเขือเทศ ในทางตรงกนัขา้มพืชจะ
พยายามสังเคราะห์สารลิกนินเพื่อเป็นการป้องกนัตวัเองเม่ือพืชเกิดบาดแผล การเช่ือมต่อระหวา่งตน้
ตอกบัก่ิงพนัธ์ุของพืชนั้นจะตอ้งเกิดการเช่ือมต่อของเน้ือเยื่อล าเลียงน ้ า และเน้ือเยื่อล าเลียงอาหาร 
ซ่ึงการสร้างเน้ือเยื่อเหล่าน้ีจะเกิดจากการสร้างสารลิกนิน โดยปริมาณลิกนินท่ีสร้างข้ึนระหวา่งการ
เช่ือมต่อรอยแผลจะช่วยให้เกิดการเช่ือมรอยต่อท่ีแข็งแรงในตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุท่ีสามารถเขา้กนัได้
ดี (Buchloh, 1960) เน่ืองจากลิกนินมีคุณสมบติัท าให้เน้ือไมแ้ข็งแรง และเป็นผนงัหนงัเซลล์ชั้นท่ี
สองท่ีมีผนังเซลล์หนา เกิดจากการพัฒนาของท่อน ้ า และท่ออาหาร ซ่ึงเก่ียวข้องกับหลายๆ 
ขบวนการพื้นฐานของการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงการแบ่งตวั และการขยายตวัของเซลล์ท่อน ้ า 
(สมจินตนา และคณะ , 2551) จะส่งผลต่อความเข้ากันได้ระหว่างต้นตอและก่ิงพันธ์ุดี ดังนั้ น
การศึกษาการสะสมของลิกนินท่ีส่วนเช่ือมระหวา่งเน้ือเยือ่ตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุ นั้นสามารถใชเ้ป็นตวั
บ่งช้ีความเขา้กนัไดข้องเน้ือเยือ่ระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดี 
 

2.7 กระบวนการสังเคราะห์สารประกอบฟีโนลกิ 

การติดตา ต่อก่ิงเป็นสาเหตุท่ีท าให้พืชเกิดบาดแผล โดยธรรมชาติพืชจะมี
โครงสร้าง และส่วนประกอบท่ีเหมาะสมส าหรับการป้องกนัตวัเองจากเช้ือโรคหรือบาดแผล ซ่ึง
ประกอบดว้ยส่ิงกีดขวางทางกายภาพ (physical barrier) เช่น ความหนาของคิวติน และความเหนียว
ของผนัง เซลล์ด้านนอก  และ ส่ิ งกีดขวางทางเค มี  (chemical barrier) (Sánchez-Sánchez and 
Morquecho-Contreras, 2017) หรือปฏิกิริยาทางชีวเคมีของเซลล์ และวิถีส าคญัท่ีเก่ียวขอ้งต่อระบบ
การป้องกันตัวเองของพืช คือวิถี phenylpropanoid ท่ีมียีน PAL เป็นยีนตัวแรกของวิถี  โดยยีน
ดงักล่าวมีบทบาทส าคญัในการป้องกนัตวัเองของพืช ซ่ึงมีความสอดคล้องกบัการเปล่ียนแปลง
ปริมาณของสารต่างๆ ในกลุ่ม phenylpropanoid  (Dixon and Paiva, 1995) 

Yeh และคณะ (2014) รายงานว่าสารในกลุ่ม phenylpropanoid เป็นผลผลิตทาง
ธรรมชาติท่ีไดจ้ากกรดอะมิโน      L-phenylalanine ผ่านกระบวนการแยกหมู่อะมิโนโดยเอนไซม ์
L-phenylalanine ammonia lyase ตวัอย่างเช่น สารกลุ่มท่ีมี C6 C3 phenylpropane เป็นองค์ประกอบ
ซ่ึงเป็นกรด hydroxycinnamic เช่น  sinapic acid เป็นต้น  และก ลุ่ม  monolignols เช่น  coniferyl 
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alcohol เป็นตน้ ซ่ึงสารดงักล่าวสามารถสังเคราะห์กลายเป็นลิกนินได้ และสาร phenylpropanoid 
กลุ่มท่ีมีความซับซ้อน ซ่ึงถูกสร้างข้ึนมาจากการรวมกนัของ phenylpropane ท่ีไดจ้ากกรดอะซิเตต
ผา่นทาง malonyl coenzyme A สารกลุ่มน้ีประกอบดว้ย flavonoid, isoflavonoids และ stilbenes ซ่ึง
สารประกอบท่ีได้จากกระบวนการ phenylpropanoid จะเรียกว่า สารประกอบฟีโนลิก โดยยีนท่ี
ส าคญัและมีความเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์สารประกอบฟีโนลิก ไดแ้ก่ PAL, CCoAOMT, CHS, 
4CL และ CAD เป็นต้น  ยีนเหล่าน้ีจะถูกผลิตข้ึนอย่างรวดเร็วหลังจากพืชได้รับตัวกระตุ้นจาก
ส่ิงแวดล้อม เช่น การเข้าท าลายของเช้ือโรคหรือการเกิดบาดแผล โดยกระบวนการสังเคราะห์
สารประกอบฟีโนลิกในวถีิ phenylpropanoid ไดแ้สดงดงัภาพท่ี 4 

 
 

ภาพที ่4 วถีิ phenylpropanoid  
ทีม่า: Yeh และคณะ (2014) 
 

PAL เป็นยีนท่ีมีความส าคญัในการป้องกนัตนเองของพืช มีรายงานจ านวนมากท่ี
ไดศึ้กษาเก่ียวกบับทบาทของยีนน้ี เพื่อบ่งช้ีเก่ียวกบัระบบการป้องกนัตวัเองหรือการสร้างสารชนิด
อ่ืนๆ (อุไรวรรณ และคณะ, 2560) โดยยีน PAL ท าหน้าท่ีในการเปล่ียนสาร phenylalanine ให้เป็น 
cinnamic acid ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์ลิกนิน และสารประกอบฟีโนลิกอ่ืนๆ โดยการ
แสดงออกของยีน PAL จะเพิ่มข้ึนในเน้ือเยื่อท่ีก าลงัเจริญเติบโตหรือเม่ือได้รับสภาวะเครียดต่างๆ 
เช่น เช้ือก่อโรค ความร้อน การเกิดบาดแผล และฮอร์โมน เป็นตน้ จากนั้น cinnamic acid จะไดรั้บ
การกระตุน้จากยีน Cinnamate 4-Hydroxylase (C4H) ให้เปล่ียนสภาพเป็น p-coumaric acid และจะ
เปล่ียนเป็น p-coumaroyl CoA โดยยีน 4-Coumarate:CoA ligase (4CL) ซ่ึงเป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกับ
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ขั้นตอนการสังเคราะห์สารประกอบฟีโนลิก จากนั้น p-coumaroyl CoA จะไปจบักับ 3 malonyl 
CoA ซ่ึงจะท าให้ได้ผลผลิตคือ chalcone ท่ีต่อมาจะถูกเปล่ียนไปเป็น flavanone ซ่ึงอยู่ในกลุ่ม 
flavonoid โดยการท างานของเอนไซม ์chalcone isomerase (CHI) ผา่นการควบคุมของยีน chalcone 
synthase (CHS) (Hahlbrock and Scheel, 1989) ทั้ งน้ีพืชจะพยายามรักษาตัวเองโดยการเปล่ียน
เส้นทางของการสังเคราะห์สาร ทั้ งน้ียีน PAL และยีน C4H และ 4CL จะท างานตามปกติ และ         
p-coumaroyl CoA จะไม่ไปจบักบั 3 malonyl CoA แต่จะถูกเปล่ียนให้เป็น alcohol โดยการควบคุม
ของยีน Cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD) กุหลาบ และประสาน  (2548) กล่าวว่าหากยีน
ดงักล่าวมีการแสดงออกอย่างเต็มท่ีจะท าให้ได้ลิกนินท่ีมีคุณภาพสูง นอกจากน้ียีน CCoAoMT มี
ความส าคญัต่อการสังเคราะห์ monolignin ซ่ึงมีการยืนยนัวา่ ยีนดงักล่าวมีบทบาทในการตา้นทาน
โรคในพืช และการป้องกนัตวัเองจากการเกิดบาดแผล ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Whetten 
และ Sederoff (1995) โดยกล่าววา่เอนไซมท่ี์น่าจะเป็นตวัควบคุมการสังเคราะห์ลิกนิน มี 3 เอนไซม ์
คือเอนไซม์ PAL CAD และ 4CL ซ่ึง CAD เป็นเอนไซม์เร่งปฏิกริยาการเปล่ียนสารในกลุ่มแอลดีไฮด ์
คือ p-coumaryl aldehyde, coniferyl aldehyde และ sinapyl aldehyde ไปเป็นสารในกลุ่มแอลกอฮอล ์
คือ p-coumarly alcohol, coniferyl alcohol และ sinapyl alcohol ในปฏิกริยาเคมีของการสังเคราะห์
สารลิกนินก่อนท่ีสารแอลกอฮอล์เหล่าน้ีจะรวมตวักนัเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่โดยการกระตุน้ของ 
POD และจากการศึกษาการเปล่ียนแปลงของทรานสคริปโตมในการเขา้กนัไดแ้ละเขา้กนัไม่ไดข้อง
ตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุล้ินจ่ี Chen และคณะ (2017) รายงานวา่ ยีน CAD เป็นยีนท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการ
สังเคราะห์สารลิกนิน จะช่วยในการสมานบาดแผลของพืช โดยยีน CAD จะมีระดบัการแสดงออก
ของยีนสูงในกลุ่มท่ีมีความสามารถในการเขา้กนัไดดี้ ยีน CAD จึงเป็นยีนท่ีน่าสนใจ ส าหรับการ
น ามาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีถึงความเขา้กนัระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุ 

พรทิพย ์(2559) ไดท้  าการศึกษา ความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยีน PAL 
และสารประกอบฟีโนลิกต่อความสามารถในการเขา้กนัไดข้องตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุยางพาราต่างๆ 
ผลแสดงให้เห็นว่า ยีน HbPAL ในต้นตอพันธ์ุพื้นเมืองกับก่ิงพนัธ์ุดี RRIM 600 และ RRIT 251 
หลงัจากการติดตา 7 14 21 และ 28 วนั มีการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีสูงในวนัท่ี 7 หลงัจากการ
ติดตา โดยในก่ิงพันธ์ุ RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 623 (RRIM 600 / RRIM 
623) มีระดบัการแสดงออกของยนี HbPAL สูงท่ีสุด มีค่าการแสดงออกของยีนมากกวา่ 19 เท่า ในก่ิง
พนัธ์ุ RRIT 251 มีการแสดงออกของยีนสูงท่ีสุดบนตน้ตอพนัธ์ุพื้นเมืองบางรัก (B) (RRIT 251 / B) 
มีค่าการแสดงออกของยีนมากกว่า 2.5 เท่า ปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทั้งในก่ิงพนัธ์ุ RRIM 
600 และ RRIT 251 ท่ีไดรั้บการติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ พบวา่ไม่มีความแตกต่างกนั ในส่วนการ
เจริญเติบโตและการพฒันาของก่ิงพนัธ์ุดี RRIM 600 และ RRIT 251 หลงัการติดตา พบว่าก่ิงพนัธ์ุ 
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RRIM 600 มีการเจริญเติบโต และการพฒันาหลงัการติดตาในก่ิงพนัธ์ุดี ท่ีดีกวา่ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 
และพบวา่ก่ิงพนัธ์ุดี RRIM 600 ท่ีท าการติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 (RRIM 600/RRIM 600) มี
การเจริญเติบโต และการพฒันาของตาน้อยท่ีสุด และไม่สอดคลอ้งกบัระดบัการแสดงออกของยีน 
HbPAL ส่วนในก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ท่ีติดตาบนยางพาราพนัธ์ุพื้นเมืองบางรัก (RRIT 251 / B) มีการ
เจริญเติบโต และการพฒันาของตานอ้ยท่ีสุด สอดคลอ้งกบัการแสดงออกของยีน HbPAL ท่ีมีระดบั
การแสดงออกท่ีสูงท่ีสุด  

การศึกษาการแสดงออกของยีน PAL และยีน CAD หลงัท าการติดตาท่ีระยะเวลา
ต่างๆ มีความสอดคลอ้งกบัความเขา้กนัไดข้องตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี จึงอาจน ามาประยุกตใ์ชใ้นการ
ท านายเบ้ืองต้นถึงระดับความเข้ากันได้ เพื่อคัดเลือกต้นตอท่ีสามารถเข้ากันได้กับก่ิงพันธ์ุดี 
นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของรอยต่อระหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี เช่น 
ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกหรือลิกนินท่ีสร้างข้ึนระหวา่งการเช่ือมต่อรอยแผล ซ่ึงส่งผลต่อความ
แขง็แรงระหวา่งการเช่ือมรอยต่อในตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุท่ีดี ดงันั้นการศึกษาถึงการแสดงออกของยีน 
PAL หรือ CAD และการสร้างสารประกอบฟีโนลิกหรือปริมาณลิกนิน อาจน าไปใชใ้นการคดัเลือก
ตน้ตอท่ีมีความสามารถในการเขา้กนัไดก้บัก่ิงยางพาราพนัธ์ุดี ซ่ึงมีความส าคญัต่อการเจริญเติบโต 
และผลผลิตยางพาราในแปลงปลูก เพื่อการผลิตยางพาราท่ีใหผ้ลผลิตสูงและย ัง่ยนืต่อไป 
 

3. วตัถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ของกลไกความเขา้กนัไดใ้นยางพาราระหว่าง homograft 
และ heterograft โดยประเมินจากปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก ปริมาณลิกนิน การแสดงออก
ของยีนในกลุ่ม phenylpropanoid ได้แก่ ยีน PAL และยีน CAD กิจกรรมของเอนไซม์ PAL รวมทั้ง
การศึกษาทางกายวภิาคหลงัการติดตาของยางพารา 
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บทที ่2 
        วธิีการวจิัย 

วสัดุ และอุปกรณ์ 

1.1 ตัวอย่างพชื 

การทดลองคร้ังน้ีใช้ต้นตอยางพารา 3 พันธ์ุ ซ่ึงประกอบด้วย พนัธ์ุ RRIT 251, 
RRIM 600 และ PB 5/51 ส าหรับก่ิงพนัธ์ุดีท่ีใช้ในการติดตายางพารา มี 2 พนัธ์ุ ประกอบดว้ยพนัธ์ุ 
RRIT 251 และ RRIM 600 โดยเก็บรวบรวมเมล็ดพนัธ์ุ และก่ิงพนัธ์ุมาจากแหล่งต่างๆ ตามระบุใน
ตารางท่ี 1  

 
ตารางที ่1 พนัธ์ุยางพารา และสถานท่ีเก็บเมล็ดพนัธ์ุท่ีใชใ้นการทดลอง 

 ช่ือพนัธ์ุ สถานทีเ่กบ็เมลด็พนัธ์ุ 

ตน้ตอ 
PB 5/51 จงัหวดัตรัง 

RRIT 251 จงัหวดักระบ่ี 
RRIM 600 จงัหวดัสุราษฏร์ธานี 

ก่ิงพนัธ์ุfu 
RRIT 251 จงัหวดัสงขลา 
RRIM 600 จงัหวดัสงขลา 

 
1.2 สารเคมี และวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการประเมินการพฒันาการเช่ือมประสานของรอยต่อ 

ก. สารเคมีส าหรับการประเมินการพฒันาการเช่ือมประสานของรอยต่อ 
(1) น ้ายารักษาสภาพ FAA II 

• Ethanol 
• Glacial acetic acid 
• Formalin 

(2) น ้ายาดึงน ้าออก 
• Ethanol 
• Butyl alcohol 
• Paraffin oil 
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(3) สีซาฟรานีน 
• Safranin O 
• Methyl cellusolve 
• Ethanol 
• Sodium acetate 

(4) สีฟาสตก์รีน 
• Methyl cellusolve 
• Absolute ethanol 
• Cove oil 
• Fast green 

(5) สารเคมีส าหรับการยอ้มสี 
   • Xylene 

• Absolute ethanol 
• Ethanol 
• สารละลาย Picric acid 
• สารละลาย Ammonium hydroxide 
• Clove oil 
• สารละลาย Absolute ethanol : Xylene อตัราส่วน 1:1 

 
ข. อุปกรณ์ส าหรับการประเมินการพฒันาการเช่ือมประสานของรอยต่อ 
(1) เคร่ืองฝังเน้ือเยือ่ 
(2) เคร่ืองโรตารีไมโครโทม 
(3) เคร่ืองอุ่นสไลด์ 
(4) ตูอ้บ 
(5) แผน่สไลดแ์กว้ 
(6) กระจกปิดสไลด ์
(7) กลอ้งจุลทรรศน์คอมพาวน์ 
(8) น ้าแขง็ 
(9) เคร่ืองแกว้ 
(10) คีมคีบ 
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(11) พูก่นั 
(12) ตูดู้ดควนั 
(13) ไมโครเวฟ 
 

1.3 สารเคมี และวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลกิทั้งหมด 

ก. สารเคมีทีใ่ช้ในการประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลกิทั้งหมด 

(1)  Methanol (J.T. Baker, Canada) 

(2)  Folin-Ciocaltea reaction (merck, Germany) 

(3)  Sodium carbonate (Merck, Germany) 

(4)  Liquid nitrogen  

(5)  Gallic acid (sigma, china) 

(6)  น ้ากลัน่ 

 

ข. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลกิทั้งหมด 

(1) โกร่งบดตวัอยา่ง 

(2) หลอด Screw cap 15 มิลลิลิตร (Neptune, USA) 

(3)  เคร่ือง Centrifuge (Hettich, Germany)  
  (4)  Pipettes P20, P200, P5000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  (5) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  (6) หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Sorenson BioScience, USA)   
  (7) ตูเ้ยน็ -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand)   
  (8) เคร่ือง Sonicate 

  (9) Cuvette  
(10) เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer   
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1.4 สารเคมี และวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการประเมินปริมาณลกินิน 

ก. สารเคมีทีใ่ช้ในการประเมินปริมาณลกินิน 

(1) Triton X-100 (Merck, Germany) 

(2) Di-potassium hydrogen orthophosphate (Ajax finechem, Australia) 

(3) Potassium dihydrogen orthophosphate (Ajax finechem, Australia) 

(4)  Sodium chloride (NaCl) (Merck Millipore, Germany) 

(5) Acetone (J.T.baker, USA) 

(6) Acetyl bromide (Sigma-Aldrich, China) 

(7) Sodium hydroxide (Loba chemie, India) 

(8) Hydroxylamine-HCl (Sigma-Aldrich, China) 

(9) Glacial acetic acid (Merck, USA) 

(10)  Lignin,alkali (Sigma-Aldrich, USA) 

 

ข. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการประเมินปริมาณลกินิน 

(1) โกร่งบดตวัอยา่ง 

(2) หลอด Screw cap 15 มิลลิลิตร (Neptune, USA) 

(3) หลอดแกว้ Screw cap 15 มิลลิลิตร 

(4) เคร่ือง Centrifuge (Hettich, Germany)  

(5) Pipettes P20, P200, P5000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

(6) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 

(7) Cuvette  

(8) เคร่ือง spectrophotometer   

 
 
 
 
 



 
21 

1.5 สารเคมี และวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ PAL 

ก. สารเคมีทีใ่ช้ในการประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ 

(1) Sodium tetraborate (Ajax finechem, Australia) 

(2) Trizma ® base (Sigma-Aldrich, USA) 

(3) L-ascorbic acid (Merck, China) 

(4) β-mercaptoethanol (Bio Basic, Canada) 

(5) Triton X-100 (Merck, Germany) 

(6) Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) (Sigma-alorich, Ch7) Phenol, Saturated  

(Amresco, USA) 

(7) Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDT (Bio Basic, Canada) 

(8) Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich, USA) 

(9) Tran-cinnamic acid (Sigma-Aldrich, Germany) 

(10)  L-phenylalanine (Sigma-Aldrich, China) 

(11)  Tris-HCl (Bio Basic, Canada)  

(12)  Hydrochloric acid (Loba chemie, India) 

(13)  Coomassie brilliant blue (Sigma, USA) 

(14)  Liquid nitrogen 

 

ข. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ PAL 

(1) โกร่งบดตวัอยา่ง 
(2) หลอด Screw cap 15 มิลลิลิตร (Neptune, USA) 

(3) เคร่ือง Centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Hettich, Germany)  

(4) Pipettes P20, P200, P5000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

(5) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 

(6) หลอด Microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Sorenson BioScience, USA)   

(7) ตูเ้ยน็ -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand)   

(8) เคร่ือง Sonicate 
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(9) Cuvette 

(10) เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 

 

1.6 สารเคมี และวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการประเมินการแสดงออกของยนี 

ก. สารเคมีทีใ่ช้ในการสกดัอาร์เอน็เอ 

(1) Sodium chloride (NaCl) (Merck Millipore, Germany)  

(2) Tris-HCl (Bio Basic, Canada)  

(3) Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDT (Bio Basic, Canada) 

(4) Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Germany)  

(5)  β-mercaptoethanol (Bio Basic, Canada)  

(6) Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) (Sigma-alorich, Ch7) Phenol, Saturated  

(Amresco, USA) 

(7) Liquid nitrogen  

(8) Chloroform (RCL Labscan, Thailand) 

(9) Isoamyl alcohol (J.T. Baker, USA) 

(10) Lithium chloride (LiCl) (Fisher Scientific, UK) 

(11) Absolute ethanol (J.T. Baker, USA)  

 

ข. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการสกดัอาร์เอน็เอ 

(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 มิลลิลิตร (Sorenson BioScience, USA)   

(7) ตูเ้ยน็ -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand)   
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(8) Gel Doc TMEZ Imager (Bio-Rad, USA) 
 

ค. สารเคมีทีใ่ช้ในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 

(1) Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Themo Fisher 

Scientific, USA) 

(2) Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Panreac Application, Spain) 

 
ง. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 

(1) เคร่ืองพีซีอาร์ Thermo cycle (biometra, Germany) 

(2) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

(3) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 

(4) หลอด Microcentrifuge ขนาด 0.5 มิลลิลิตร (Sorenson BioScience, USA)   

(5) หลอดพีซีอาร์ ขนาด 200 ไมโครลิตร (Sorenson BioScience, USA) 

 

จ. สารเคมีทีใ่ช้ในการท าเทคนิค qRT-PCR 

(1) SsoAdvanced TM Universal SYBR Green Supermix (Bio-Red, USA) 

(2) Diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Panreac Application, Spain) 

 
ฉ. อุปกรณ์ทีใ่ช้ส าหรับการท าเทคนิค qRT-PCR 

(1) เคร่ือง Realtime PCR 

(2) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

(3) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 

(4) หลอด Microcentrifuge ขนาด 0.5 มิลลิลิตร (Sorenson BioScience, USA)   

(5) หลอดพีซีอาร์ ขนาด 200 ไมโครลิตร (Sorenson BioScience, USA) 
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วธีิการด าเนินการ 

ท าการเก็บรวบรวมเมล็ดพนัธ์ุยางทั้งหมด 3 พนัธ์ุ (ตารางท่ี 1) ประกอบดว้ย พนัธ์ุ 

RRIT 251 RRIM 600 และ PB 5/51 น าเมล็ดมาเพาะท่ีแปลงทดลองภาควิชาพืชศาสตร์ คณะ

ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา ส าหรับใชเ้ป็น

ตน้ตอในการติดตายางพารา ซ่ึงต้นตอท่ีใช้จะมีลักษณะล าต้นตรง โคนรากไม่คดงอ และมีอายุ

ประมาณ 6-8 เดือนหลงัการเพาะเมล็ดหรือมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางไม่นอ้ยกวา่ 1 เซนติเมตร ติดตา

ท่ีระดับความสูงจากพื้นดิน 10 เซนติเมตร โดยท าการติดตายางพาราเป็น 2 กลุ่ม คือ การติดตา

ยางพาราบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกบัก่ิงพนัธ์ุ (homograft) ประกอบดว้ยการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 และ 

RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกนั (RRIT 251 / RRIT 251 และ RRIM 600 / RRIM 600) และ

การติดตายางพาราบนต้นตอพนัธ์ุท่ีแตกต่างกับก่ิงพนัธ์ุดี (heterograft) ประกอบด้วย การติดตา

ยางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 บนตน้ตอพนัธ์ุ  PB 5/51 (RRIT 251 / PB5/51 และ RRIM 

600 / PB 5/51) หลงัจากติดตาส าเร็จ เก็บตวัอยา่งเปลือกของยางพาราบริเวณรอยเช่ือมระหวา่งตน้ตอ

กบัก่ิงพนัธ์ุดีหลงัการติดตาไปแลว้ 0 1 3 5 7 10 และ 20 วนั เพื่อใชใ้นการตรวจสอบการแสดงออก

ของยีน กิจกรรมของเอนไซม์ ปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด ปริมาณการสะสมสารลิกนิน 

ภายหลงัการติดตา และเก็บตวัอยา่งตน้พืชบริเวณรอยเช่ือมระหวา่งตน้ตอกบัก่ิงพนัธ์ุดีหลงัการติดตา

ท่ี 5 10 และ 20 วนั เพื่อใช้ศึกษาพฒันาการของรอยเช่ือมประสานโดยอาศยัลกัษณะทางเน้ือเยื่อ

วิทยา และเก็บข้อมูลการเจริญเติบโตของยางพาราภายหลงัการติดตา 30 วนั ซ่ึงได้วางแผนการ

ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ ท าการทดลองทั้งหมด 4 ทรีตเมนต ์ทรีตเมนตล์ะ 3 ซ ้ า และทดสอบความ

แตกต่างของค่าเฉล่ียของทรีทเมนต์แบบกลุ่มโดยใช้วิธีของดันแคน (Duncan’s Multiple Range 

Test)  

 
2.1 ประเมินความส าเร็จของการติดตาระหว่างต้นตอยางพาราและกิง่พนัธ์ุดี 

ภายหลังการติดตาท่ีอายุ 30 วนั ท าการประเมินความส าเร็จของการติดตา โดย
สังเกตจากลกัษณะของรอยแผลท่ีเกิดข้ึน ซ่ึงตน้ยางพาราท่ีประสบผลส าเร็จจากการติดตาแลว้ ก่ิง
พนัธ์ุจะยงัคงมีสีเขียวเหมือนเดิม และอาจจะมียอดใหม่เกิดข้ึนเล็กนอ้ย แต่หากก่ิงพนัธ์ุเปล่ียนเป็นสี
น ้ าตาลบริเวณตายอดจะบ่งบอกวา่การติดตาระหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดงักล่าวไม่ประสบผลส าเร็จ 
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ท าการนบัจ านวนตน้ของยางพาราท่ีติดตาส าเร็จในแต่ละทรีตเมนต ์เปรียบเทียบกบัจ านวนตน้ท่ีติด
ตาในทรีตเมนตน์ั้นๆ โดยสามารถค านวณเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตาไดจ้าก  

 

 
 
ตน้ท่ีใชท้  าการติดตาในแต่ละทรีตเมนต ์มีจ  านวนไม่เท่ากนั ข้ึนอยูก่บัจ  านวนตน้กลา้ท่ี

สามารถติดตาได้ในขณะท่ีท าการติดตา โดยในแต่ละทรีตเมนต์จะมีจ านวนต้นกล้าท่ีติดตาได้
ดังต่อไปน้ี RRIT 251 / RRIT 251 มีจ านวนต้นท่ีติดตาได้ 18 ต้น RRIM 600 / RRIM 600, RRIT 
251 / PB5/51 และ RRIM 600 / PB 5/51 มีจ านวนตน้ท่ีติดตาได ้26, 26 และ 29 ตน้ ตามล าดบั  
 

2.2 ประเมินการเจริญเติบโตภายหลงัการติดตาระหว่างต้นตอยางพาราและกิง่พนัธ์ุดี 

ประเมินการเจริญเติบโตภายหลงัการติดตาของตน้ตอยางพารา และก่ิงพนัธ์ุดี โดย
เร่ิมบนัทึกการเจริญเติบโตของยอดใหม่ภายหลงัการติดตาท่ีอาย ุ40 วนั ท าการเก็บรวบรวมขอ้มูลซ่ึง
ประกอบดว้ย ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของยอดใหม่ ความสูงของยอดใหม่ และจ านวนใบ ทุกๆ 20 
วนั โดยในช่วง 40–90 วนัหลงัการติดตา จะเป็นการเจริญเติบโตของยอดใหม่ในสภาพโรงเรือน 
และหลงัจากการติดตาไปแลว้ 90 วนั คดัเลือกตน้ยางพาราท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดีเพื่อยา้ยลงแปลง
ปลูก และบนัทึกการเจริญเติบโตอยา่งต่อเน่ือง 

 
2.3 การประเมินพัฒนาการในการเช่ือมประสานของรอยต่อระหว่างต้นตอยางพาราและกิง่พนัธ์ุดี 

ท าการศึกษาพัฒนาการของรอยต่อท่ีอายุ 5 10 และ 20 วนัหลังการติดตาของ
รอยต่อระหว่างต้นตอยางพารา และก่ิงพันธ์ุดี (RRIT 251 / RRIT 251, RRIM 600 / RRIM 600, 
RRIT 251 / PB 5/51 และ RRIM 600 / PB 5/51) สุ่มเก็บตวัอย่างทรีตเมนต์ละ 2 ตน้ ทุกๆ อายุของ
รอยต่อ โดยตัดรอยต่อตามขวางหนา 0.5 เซนติเมตร มาเก็บรักษาในน ้ ายาคงสภาพ FAA II 
(Formalin-acetic-alcohol) น าช้ินส่วนพืชไปดึงน ้ าออกนอกเซลล์ เพื่อเป็นการท าให้ ช้ินส่วน
ปราศจากน ้ า โดยใช้ T-butyl alcohol จากความเขม้ขน้ต ่าไปยงัความเขม้ขน้สูง น าช้ินส่วนฝังลงใน
บล็อกพาราฟิน ตดัดว้ยเคร่ืองโรตารีไมโครโทม ให้มีขนาดความหนา 12 ไมโครเมตร ติดช้ินบางท่ี
ตดับนแผน่สไลด์ จากนั้นละลายพาราฟินและเอาน ้ าเขา้สู่เซลล์ น าไปยอ้มสี โดยสีท่ีใชมี้ 2 ชนิด คือ 
ซาฟรานิน และฟาสต์กรีน ท าการปิดกระจกปิดสไลด์  ด้วย mounting medium และเปรียบเทียบ
พฒันาการของเน้ือเยือ่บริเวณรอยต่อของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี (ละมา้ย, 2552) 

เปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตา = 
จ านวนตน้ท่ีติดตาส าเร็จ X 100 

จ านวนตน้ท่ีติดตาทั้งหมด 
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2.4 การประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลกิภายหลงัการติดตาของต้นตอยางพาราและกิ่งพนัธ์ุดี 

เก็บตัวอย่างเป ลือกของล าต้นยางพาราบ ริเวณ ท่ี ติดตา  0.1 กรัม  บดด้วย
ไนโตรเจนเหลวจนละเอียด ท าการสกดัสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดตามวิธีท่ีดดัแปลงจาก Shui 
และ Leong (2006) โดยใช้สารเมทานอล ความเข้มข้น 80% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าสารละลาย
ตวัอย่างท่ีสกัดได้ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดแก้วขนาด 15 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลั่นปริมาตร 9.5 
มิลลิลิตร และโฟลินซิโอแคลทูรีเเจนต์ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั ตั้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 50 นาที 
(สีของสารละลายมีสีเขียวใส) เม่ือครบเวลาเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ข้น  7% 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ผสมให้เขา้กนั วางหลอดในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 
60 นาที (สีของสารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงิน) วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโน
เมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ เปรียบเทียบกบัหลอดควบคุม คือสารละลายเมทานอลความ
เขม้ขน้ 80% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แทนสารละลายตวัอยา่ง ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด
หาไดจ้ากการน าค่าการดูดกลืนแสงของสารตวัอยา่งเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานสารละลายกรด
แกลลิก  (gallic acid) ปริมาณท่ีได้แสดงในหน่วยมิลลิกรัมของกรดแกลลิกต่อน ้ าหนักสด          
(mg/g FW) 

 
2.5 การประเมินปริมาณลกินินในเนื้อเยือ่พืชภายหลังการติดตาของต้นตอยางพาราและกิ่งพนัธ์ุดี 

น าเน้ือเยื่อของยางพาราบริเวณท่ีท าการติดตามาอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
จนกระทัง่ตวัอย่างเน้ือเยื่อมีน ้ าหนักแห้งคงท่ี จากนั้นน าตวัอย่างแห้งมาบดให้ละเอียด และเติม
โพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ (7 มิลลิลิตร, pH 7.0) ยา้ยลงในหลอด
ไมโครเซนติฟิวซ์ขนาด 15 มิลลิลิตร ท าการหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 
นาที เทส่วนของเหลวทิ้ง จากนั้นท าการลา้งตะกอนดว้ยโพแทสเซียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (7 มิลลิลิตร, 
pH 7.0)  2 รอบ ไทรซอนเอ็กซ์ -100 ความเข้มข้น 1% (ปริมาตรต่อปริมาตรของโพแทสเซียม
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์) ท่ีมี pH 7.0 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร 3 รอบ จากนั้นลา้งดว้ยสารละลายโซเดียมคลอ
ไรด์ ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ท่ีมี pH 7.0 ปริมาตร 7 มิลลิลิตร 2 รอบ ลา้งด้วยน ้ ากลัน่ 7 มิลลิลิตร 2 
รอบ แลว้จึงลา้งออกดว้ยอะซิโทน 5 มิลลิลิตร น าตะกอนท่ีไดไ้ปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 24 ชัว่โมง จากนั้นน าตะกอนแห้งท่ีได ้20 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดแกว้ฝาเกลียว แลว้เติมอะซิทิล
โบรไมด์ ความเขม้ขน้ 25% ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (ปริมาตรต่อปริมาตรของกรดอะซิติก) น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลงัจากนั้นยา้ยลงในอ่างน ้ าแข็งทนัที เติมโซเดียมไฮดร
อกไซด์ ความเขม้ขน้ 2 โมลาร์ ปริมาตร 0.9 มิลลิลิตร และไฮดรอกซีลามีน-ไฮโดรคลอริกซิด ความ
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เข้มข้น 5 โมลาร์ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติมกรดอะซิติกในปริมาตรท่ีเพียงพอต่อการสกัด
ลิกนิน (5 มิลลิลิตร) แลว้น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที และน าส่วน
ใสท่ีได้ไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร ค่าท่ีได้จะน าไปท าการเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานของสารแอลไคไลน์ลิกนิน (Moreira-vilar  et al., 2014) 

เม่ือทราบปริมาณการสะสมของลิกนิน ท าการเปรียบเทียบปริมาณลิกนินใน
สารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด โดยใชสู้ตรดงัต่อไปน้ี 

 
 
 

 
2.6 การประเมินกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ภายหลังการติดตาของต้นตอยางพาราและกิ่งพนัธ์ุดี 

เก็บตวัอย่างเน้ือเยื่อของล าตน้ยางพาราบริเวณรอยเช่ือมของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุท่ี
อายุ 0 3 5 7 10 และ 20 วนัหลงัการติดตา มาบดดว้ยไนโตรเจนเหลวจนละเอียดให้ได้ 1 กรัม ใส่ลง
ในหลอดฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร เติมบฟัเฟอร์ 5 มิลลิลิตร และบ่มสารละลายไวใ้นอ่างอลัตร้า
โซนิค นาน 20 นาที จากนั้นน าไปหมุนป่ันเหวีย่ง โดยใชค้วามเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที นาน 30 
นาที น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการหมุนป่ันเหวี่ยง (protein extract) มา 40 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดแกว้ 
ขนาด 15 มิลลิลิตร จากนั้นเติมแบรดฟอร์ดรีเอเจนต์ 1 มิลลิลิตร และท าการวดัค่าการดูดกลืนแสง
โดยใช้เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้มาค านวณหา
ปริมาณของโปรตีนทั้งหมด เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของโบวินเซร่ัมอลับูมินท่ีเตรียมไว ้
จากนั้นท าการวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม ์PAL โดยการน าสารสกดัโปรตีน 200 ไมโครลิตร เติม
ลงในหลอดแก้ว ขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ี มี  แอลฟีนิล ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร  500 
ไมโครลิตร และเติมทริสไฮโดรคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 1,300 ไมโครลิตร เขย่า
ให้เข้ากัน และวางไวใ้ห้เกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จึงน ามาหยุด
ปฏิกิริยาดว้ยไฮโดรคลอไรด์ความเขม้ขน้ 6 นอมอลล์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนั้นท าการวดัค่า
การดูดกลืนแสงโดยใช้เคร่ือง สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ท่ีความยาวคล่ืน 290 นาโนเมตร และน าค่าท่ี
ไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดทรานซินนามิกท่ีเตรียมไว ้เม่ือทราบปริมาณโปรตีน
ทั้งหมด และกิจกรรมของเอนไซม ์PAL แลว้ จึงท าการค านวณหาค่ากิจกรรมจ าเพาะของเอนไซม ์ท่ี
มีหน่วยเป็น mol t-cinnamic acid/hr/mg protein (Edwards and Kessmann, 1992) 

 
 

ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด 
เปอร์เซ็นตข์องลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด = 

ปริมาณลิกนิน X 100 
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2.7 การประเมินระดับการแสดงออกของยีน PAL และ CAD ภายหลังการติดตาของต้นตอยางพารา

และกิง่พนัธ์ุด ี

ก. การสกดัอาร์เอน็เอ 

เ ก็ บ ตัว อ ย่ า ง เ น้ื อ เ ยื่ อ ข อ งล า ต้น ย า งพ า ร าบ ริ เ วณ ท่ี ติ ดต า  0 . 1  ก รัม  
บดด้ ว ย ไนโต ร เ จน เหล วจนละ เ อี ย ด  ใส่ในหลอดฝาเกลียวท่ีมีสารบฟัเฟอร์ 800 ไมโครลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนั เติมสารฟีนอล 1 เท่าของสารบฟัเฟอร์ บ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ดูดส่วน
ใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ เติมคลอโรฟอร์มไอโซเอมิลแอลกอฮอลอ์ตัราส่วน 24:1 ปริมาตร 1 เท่า
ของส่วนใส ผสมใหเ้ขา้กนั น าไปหมุนเหวีย่ง 10,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที ดูดส่วนใสขา้งบนใส่หลอดใหม่ เติม 8 โมลาร์ ลิเทียมคลอไรด ์ปริมาตร 1/3 เท่าของส่วนใส 
กลบัหลอดไปมาเบาๆ และน าไปตกตะกอนอาร์เอน็เอท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง 
น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เท
สารละลายดา้นบนทิ้ง เติม 2 โมลาร์ ลิเทียมคลอไรด์ 1 เท่าของปริมาตรรวม น าไปหมุนเหวีย่งท่ี
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายดา้นบนทิ้ง และ
เติม 100% เอทานอล 1 เท่าของปริมาตรรวม น าไปหมุนเหวีย่งท่ี ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทสารละลายดา้นบนทิ้ง ตากตะกอนอาร์เอ็นเอใหแ้หง้นาน 
10-15 นาที ละลายตะกอนอาร์เอน็เอดว้ยน ้า DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 100-150 
ไมโครลิตร ตกตะกอนอาร์เอ็นเอซ ้ าดว้ย 0.1 เท่าโดยปริมาตรของ 3 โมลาร์ โซเดียมอะซิเตท (pH 
5.2) และ 2.5 เท่าโดยปริมาตรของ 100% เอทานอลท่ีแช่เยน็ น าไปหมุนเหวีย่งท่ีความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทสารละลายดา้นบนทิ้ง และลา้งตะกอนอาร์
เอน็เอดว้ย 70% เอทานอล 2 คร้ัง เทสารละลายดา้นบนทิ้ง ตากตะกอนอาร์เอ็นเอใหแ้ห้งนาน 10-15 
นาที ละลายตะกอนอาร์เอ็นเอ ดว้ยน ้า DEPC ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร และน าอาร์เอ็นเอท่ี ไดเ้ก็บ
ใน -20 องศาเซลเซียส  

 
a.  การเตรียม cDNA 

น าอาร์เอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากเปลือกบริเวณล าตน้ของยางพารา มาท าการแปลงเป็น 
cDNA ด้วยวิ ธีการของ  Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, 
USA) โดยการเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบด้วยอาร์เอ็นเอของ
เปลือกล าตน้ยางพารา ความเขม้ขน้ 1 pg-5 µg, Oligo (dT) primer 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP Mix 
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1 ไมโครลิตร และเติมน ้ า DEPC จนมีปริมาตรครบ 15 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ี อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที  และวางบนน ้ าแข็งทันที  หลังจากนั้ นเติม  5X RT Buffer 4 
ไมโครลิตร และ Maxima H Minus Enzyme Mix 1 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอุณหภูมิ 85 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บ cDNA ท่ี ไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
b. การวเิคราะห์การแสดงออกของยนี PAL และยนี CAD 

วิเคราะห์การแสดงออกของยีนโดยเทคนิค quantitative real time PCR (qPCR) 
โดยการน า cDNA ท่ีได้จากการสกัดเปลือกของล าต้นไปท า real-time PCR เปรียบเทียบการ
แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ยี น  PAL (HbPAL-F: GGACATGCTCAAAGTTGTGG แ ล ะ  HbPAL-R: 
TGCTGGCATTCTTCTCATTC) แล ะยี น  CAD (CAD1_F1: TGGGCAGCAAGAGACCCATC แล ะ 
CAD1_R1: ACCACTTCATGCCCAGGAACC) ก บั ย ีน อ า้ ง อ ิง ค ือ ย ีน  18s rRNA ( 1 8s-F: 
AAGCCTACGCTCTGGATACATT และ 18-R: CCCGACTGTCCCTGTTAATC) ท าปฏิกิริยา 
Real-time PCR ด้วย  SsoAdvancedTM Universal SYBR Green Supermix โดยใช้ cDNA ท่ี ได้จาก
การสังเคราะห์ความเขม้ขน้ 80 นาโนกรัมต่อ 1 ปฏิกิริยา ปริมาตร 10 ไมโครลิตร เป็นแม่แบบ และ
ใช้ forward primer และ  reverse primer ท่ีได้จากการออกแบบในการสังเคราะห์ยีน  PAL ของ
ยางพารา และ CAD โดยตั้งอุณหภูมิ และก าหนดจ านวนรอบดงัน้ี การแยกสายดีเอ็นเอออกจากกนั
ใช้ อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 5 นาที ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ จ  านวน  39 รอบ  ได้แก่ 
denaturation ท่ี อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 วินาที annealing ท่ี อุณหภูมิ  60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที น าค่า 
Ct ท่ีได้จากการอ่านค่าของเคร่ือง Real-time PCR มาวิเคราะห์ผลด้วยวิธี  delta/ delta C (∆∆CT 
method) ตามวิธีการของ Livak และ Schmittgen (2001) เพื่อตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน
โดยใชย้นี 18s rRNA เป็นยนีอา้งอิง (พรทิพย,์ 2559) 
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บทที ่3 
ผล 

1. ความส าเร็จของการติดตาระหว่างต้นตอยางพาราและกิง่พนัธ์ุดี 

จากการประเมินเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จภายหลงัการติดตายางพาราท่ีอายุ 30 วนั 
พบวา่ การใชก่ิ้งพนัธ์ุดี RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอ RRIT 251 (RRIT 251 / RRIT 251) ใหเ้ปอร์เซ็นต์
ความส าเร็จของการติดตาสูงท่ีสุด คือ 100% รองลงมาคือ การใชก่ิ้งพนัธ์ุดี RRIM 600 ติดตาบนตน้
ตอ PB 5/51 (RRIM 600 / PB 5/51) และการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 
(RRIM 600 / RRIM 600) มีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาเท่ากับ 96.55% และ 96.15% 
ตามล าดบั โดยเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาจะน้อยท่ีสุดเม่ือใช้ก่ิงพนัธ์ุดี RRIT 251 ติดตา
บนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 (RRIT 251 / PB 5/51) คือ 80.77% (ภาพท่ี 5) ซ่ึงผลการทดลองดงักล่าว 
ช้ีให้เห็นวา่การติดตาแบบ homograft จะให้อตัราการรอดชีวิตสูงกวา่แบบ heterograft ยกเวน้การใช้
ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 

ภาพที ่5 เปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตายางพาราท่ีอาย ุ30 วนัภายหลงัการติดตา 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัหมายถึงไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติจากการเปรียบเทียบ 

ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT ท่ีระดบั P ≤ 0.05  
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
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2. การเจริญเติบโตภายหลงัการติดตาระหว่างต้นตอยางพาราและกิง่พนัธ์ุดี 

ภายหลงัการติดตา 40-90 วนั ของยางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 บนตน้
ตอพนัธ์ุเดียวกนั และบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 พบว่า ยอดใหม่มีการเจริญเติบโตข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั 
(ภาพท่ี 6) ทั้งความยาวของยอด ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง และจ านวนใบ โดยในทรีตเมนต์ท่ีใช้ก่ิง
พนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 600 (RRIM 600 / RRIM 600) มีความยาวของยอด 
และจ านวนใบสูงท่ีสุด รองลงมาคือการใช้ ก่ิงพันธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนต้นตอพันธ์ุ  PB 5/51  
(RRIM 600 / PB 5/51) โดยการติดตาในทรีตเมนต ์RRIM 600 / PB 5/51 มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง
ของล าต้นมาก ท่ี สุด  ในขณะท่ี การใช้ ก่ิ งพัน ธ์ุ  RRIT 251 ติดตาบนต้นตอพัน ธ์ุ  RRIT 251           
(RRIT 251 / RRIT 251) มีความยาวของยอด ขนาดเส้นผ่านศูนย์ล าต้น และจ านวนใบน้อยท่ีสุด 
(ภาพท่ี 8-10) จากผลการทดลองน้ีช้ีให้เห็นวา่ ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 เป็นพนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการ
เจริญเติบโตได้ดีกว่าพนัธ์ุ RRIT 251 ทั้งท่ีเป็นการติดตาแบบ homograft (RRIT 251 / RRIT 251) และ 
heterograft (RRIT 251 / PB 5/51) แต่ไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติกบัทุกๆ ทรีตเมนต ์ 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 6   เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของยางพาราภายหลงัการติดตาแบบ homograft: RRIT 251/ 

RRIT251 (A)  และ  RRIM 600 / RRIM 600 (B)  และการติดตาแบบ heterograft: 
RRIT 251 / PB 5/51 (C) และ  RRIM 600 / PB 5/51(D) ในสภาพโรงเรือนท่ีอาย ุ
60 วนัหลงัการติดตา 

 
ภายหลงัการติดตา 90 วนั ท าการยา้ยตน้กล้ายางพาราลงปลูกในแปลงปลูก เพื่อ

เปรียบเทียบการเจริญเติบโต และความสามารถในการปรับตวัในแปลงปลูกของแต่ละคู่พนัธ์ุ จาก
การทดลองพบวา่ ยอดใหม่มีการเจริญเติบโตข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดัเจน ทั้งความยาวของยอด ขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางของล าตน้ และจ านวนใบ โดยในทรีตเมนต ์RRIM 600 / PB 5/51 จะมีความสูง และ
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางล าตน้มากท่ีสุด รองลงมาคือ RRIM 600 / RRIM 600 และ RRIT 251 / PB 5/51 

A B C D 
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ตามล าดับ โดยพบว่าทั้ ง 3 คู่พนัธุ์มีการเจริญเติบโตที่ใกล้เคียงกัน (ภาพที่ 8-10) ในขณะท่ี 
R R IT  2 5 1  /  R R IT  2 5 1  มีการเจริญเติบโตนอ้ยท่ีสุด จากการทดลองช้ีให้เห็นวา่ ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 
600 มีการเจริญ เติบโตท่ี ดีกว่า ก่ิ งพัน ธ์ุ  RRIT 251 ทั้ ง ท่ี เป็นการติดตาแบบ  homograft และ 
heterograft อีกทั้งพบวา่ การใชต้น้ตอยางพาราพนัธ์ุ PB 5/51 จะท าให้ไดย้างพาราตน้ใหม่ท่ีมีความ
แขง็แรงข้ึน และสามารถจะปรับตวักบัแปลงปลูกไดเ้ป็นอยา่งดี (ภาพท่ี 7) 

 

ภาพที่ 7  เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของยางพาราภายหลงัการติดตาแบบ homograft: RRIT 251 / 
RRIT251 (A) และ RRIM 600 / RRIM 600 (B) และการติดตาแบบ heterograft: RRIT 
251 / PB 5/51 (C) และ RRIM 600 / PB 5/51(D) ในสภาพแปลงปลูกท่ีอายุ 230 วนัหลงั
การติดตา 
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ภาพที ่8 ความยาวของยอดท่ีแตกใหม่ภายหลงัการติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 

                บนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ ท่ีอาย ุ0 – 230 วนั 

 

ภาพที่ 9 ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางของยอดท่ีแตกใหม่ภายหลงัการติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 
และ RRIM 600 บนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ ท่ีอาย ุ0 – 230 วนั 

หมายเหตุ : * แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั 
 ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบั P ≤ 0.05  
จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT   
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
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ภาพที ่10 จ านวนใบของยอดท่ีแตกใหม่ภายหลงัการติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 

บนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ ท่ีอาย ุ0 – 230 วนั 
หมายเหตุ : ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบั P ≤ 0.05  

จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT   
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 

 

3. การเช่ือมประสานของรอยต่อระหว่างต้นตอยางพารา และกิง่พนัธ์ุดี  

จากการศึกษาพฒันาการของรอยต่อระหว่างก่ิงพนัธ์ุดี RRIT 251 และ RRIM 600 

ท่ีติดบนต้นตอพนัธ์ุ RRIT 251, RRIM 600 และ PB 5/51 พบว่า ท่ีอายุ 5 วนัหลงัการติดตา มีการ

พฒันาของเน้ือเยือ่แคลลสัตรงบริเวณรอยต่อเกิดข้ึนเล็กนอ้ย โดยเน้ือเยือ่แคลลสัถูกสร้างจากเน้ือเยื่อ 

cortex phloem และแคมเบียมท่ีอยู่บริเวณรอยต่อของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดี ซ่ึงส่วนใหญ่แคลลสัจะ

เกิดจากก่ิงพนัธ์ุดี และพบว่าเน้ือเยื่อแคลลสัของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีท่ีสร้างข้ึนในระยะแรกยงัไม่

เช่ือมประสานกนั เน่ืองจากมีแคลลสัในปริมาณท่ีนอ้ย โดยปริมาณการสร้างแคลลสัในแต่ละคู่ของ

ตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีไม่มีความแตกต่างกนั (ภาพท่ี 11A-14A) 

ภายหลงัการติดตา 10 วนัพบว่า เน้ือเยื่อแคลลสัของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีสามารถ

เช่ือมประสานกนัได ้เน่ืองจากเน้ือเยื่อแคลลสัของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีมีปริมาณเพิ่มมากข้ึนอย่าง

รวดเร็ว และเจริญแทรกเขา้ไปในช่องว่างของบาดแผลเกิดเป็นสะพานแคลลสั ซ่ึงท าหน้าท่ีในการ

เช่ือมรอยต่อระหว่างต้นตอ และก่ิงพนัธ์ุเข้าด้วยกัน สามารถเห็นได้ชัดเจนระหว่างการใช้ก่ิงพนัธ์ุ 
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RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอ RRIT 251 (ภาพท่ี 11B) และก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอ PB5/51 

(ภาพท่ี 14B) นอกจากน้ียงัพบว่า การใช้ก่ิงพันธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนต้นตอพันธ์ุ RRIT 251 มี

พฒันาการของเน้ือเยื่อเร็วกวา่ทรีตเมนตอ่ื์นๆ สังเกตไดจ้ากพบท่อล าเลียงน ้ าใหม่เกิดข้ึน (ภาพท่ี 11B) 

ในขณะท่ีการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 (ภาพท่ี 13B) และการใช้ก่ิงพนัธ์ุ 

RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 (ภาพท่ี 12B) ยงัมีปริมาณของแคลลสัไม่เต็มระหว่าง

ช่องวา่งของบาดแผลท่ีอาย ุ10 วนัหลงัการติดตา 

หลงัจากการติดตาไปแลว้ 20 วนัพบว่า เน้ือเยื่อแคมเบียมใหม่ของตน้ตอ และก่ิง

พนัธ์ุดีเช่ือมต่อกนัเกิดเป็นสะพานแคมเบียม ในระยะน้ีปรากฏเน้ือเยื่อท่อล าเลียงน ้ าใหม่เพิ่มข้ึนใน 

ทรีตเมนต์ท่ีใช้ก่ิงพันธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนต้นตอพันธ์ุ RRIM 600 (ภาพท่ี 12C) และก่ิงพันธ์ุ 

RRIM 600 ท่ีติดตาบนตน้ตอ PB 5/51 (ภาพท่ี 14C) เพื่อท าหน้าท่ีในการล าเลียงน ้ า แต่การพฒันา

ของท่อน ้ าใหม่บริเวณน้ียงัไม่สมบูรณ์ ในขณะท่ีการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 

ยงัไม่ปรากฏท่อล าเลียงน ้าใหม่ท่ีอายปุระมาณ 30 วนัหลงัการติดตา ดงัแสดงในภาพท่ี 14C  
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ภาพที ่11 พฒันาการของรอยต่อระหวา่งตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 และก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ภายหลงัการ

ติดตาท่ีอาย ุ5 (ก), 10 (ข) และ 20 (ค) วนั โดยภาพคอลมัน์ทางขวาเป็นภาพขยายในกรอบ

สีแดงของรูปซา้ยมือ และ R: Rootstock, SC: Scion, ca: callus, nx: new xylem, cb: callus 

bridge 

ก  

ค  

ข  
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ภาพที ่ 12 พฒันาการของรอยต่อระหวา่งตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 และก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ภายหลงั

การติดตาท่ีอาย ุ5 (ก), 10 (ข) และ 20 (ค) วนั โดยภาพคอลมัน์ทางขวาเป็นภาพขยายใน

กรอบสีแดงของรูปซา้ยมือ และR: Rootstock, SC: Scion, ca: callus, nx: new xylem, cb: 

callus bridge 

ก  

ค  

ข  
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ภาพที ่13 พฒันาการของรอยต่อระหวา่งตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 และก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ภายหลงัการ

ติดตาท่ีอาย ุ5 (ก), 10 (ข) และ 20 (ค) วนั โดยภาพคอลมัน์ทางขวาเป็นภาพขยายในกรอบ

สีแดงของรูปซา้ยมือ และ R: Rootstock, SC: Scion, ca: callus, nx: new xylem, cb: callus 

bridge 

 

 

ก  

ค  

ข  
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ภาพที ่14 พฒันาการของรอยต่อระหวา่งตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 และก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ภายหลงัการ

ติดตาท่ีอาย ุ5 (ก), 10 (ข) และ 20 (ค) วนั โดยภาพคอลมัน์ทางขวาเป็นภาพขยายในกรอบ

สีแดงของรูปซา้ยมือ และ R: Rootstock, SC: Scion, ca: callus, nx: new xylem, cb: callus 

bridge 

 

 

 

ก  

ค  

ข  
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4. ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกภายหลังการติดตาของต้นตอยางพารา และกิ่งพันธ์ุดี 

การสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด 

จากการประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด ภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 

3 5 7 10 และ 20 วนั ของตน้ตอยางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 RRIM 600 และ PB 5/51 ท่ีติดตาด้วยก่ิง

พนัธ์ุดี (RRIT 251 และ RRIM 600) พบวา่ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดในตน้ตอท่ีไม่ติดตา 

(0 วนัหลงัการติดตา) จะสูงท่ีสุดในตน้ตอยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 ซ่ึงพบความแตกต่างกนัทาง

สถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 และ PB 5/51 จากนั้นท่ีระยะ 3 วนัหลงัการติดตาตน้

ตอยางพาราทุกพนัธ์ุมีปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกเพิ่มสูงข้ึน โดยตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 และ 

PB 5/51 สร้างสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดเพิ่มข้ึนจนอยูใ่นระดบัท่ีไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติ

กบัตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการติดตาส่งผลให้ต้นตอพนัธ์ุ RRIT 251 และ PB 

5/51 สร้างสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดไดสู้งกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 ท่ีอยู่

ภายใตส้ภาวะเดียวกนั และปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดจะเพิ่มอยา่งเห็นไดช้ดัท่ีระยะ 5 วนั

ภายหลังการติดตา หลังจากนั้นพบว่า ปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดจะคงท่ี และจะ

เพิ่มข้ึนท่ีระยะ 10 วนัหลงัการติดตา ทั้งน้ีท่ี 5 วนัหลงัการติดตา การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบน

ตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 และการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 มีการสะสมปริมาณ

สารประกอบฟีโนลิกสูงกว่าการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 และการใช้กิ่ง

พนัธุ์ RRIT 251 บนตน้ตอพนัธุ์ RRIT 251 มีปริมาณการสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดนอ้ย

ท่ีสุด ดงัแสดงในภาพท่ี 15 นอกจากน้ียงัพบว่า การติดตาแบบ heterograft ที่ประกอบด้วย การ

ติดตาของ RRIT 251 / PB 5/51  และ RRIM 600 / PB 5/51  มีการสะสมปริมาณของสารประกอบฟีโนลิก

ทั้งหมดเป็นไปในทางเดียวกนั แต่ไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบกบัการติดตา

แบบ homograft  
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ภาพที่ 15 ปริมาณสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดในยางพารา ภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 3 5 7 10 และ 20 

วนั 
หมายเหตุ : ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบั P ≤ 0.05  

จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT   
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 

 
การสะสมสารลกินินภายหลงัการติดตา 
การประเมินปริมาณการสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดภายหลงัการติดตา

นั้น  หม ายรวมถ ึงส ารป ระกอบ ฟี โนล ิกท ุก ชน ิด  เช ่น  ส ารป ระกอบ ฟี โนล ิก ในก ลุ ่ม 
hydroxybenzoic acids กลุ่มฟลาโวนอยด์ กลุ่มสติลบีน (stilbenes) รวมถึงกลุ่มลิกนินดว้ย ซ่ึงสาร
ในกลุ่มลิกนินมีคุณสมบติัต่อการยืดขยายตวัของเซลล์ท่อน ้ า และท่อล าเลียง ดงันั้นปริมาณลิกนินท่ี
เกิดข้ึนภายหลงัการติดตาจะบ่งช้ีถึงความสามารถในการเช่ือมประสานกนัของรอยต่อระหวา่งตน้ตอ
และก่ิงพนัธ์ุดี จากการประเมินปริมาณสารลิกนินของตน้ตอยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 RRIM 
600 และ PB 5/51 ที่ติดตาด้วยก่ิงพนัธุ์ดี (RRIT 251 และ RRIM 600) ภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 
3 5 7 10 และ 20 วนั พบว่า ภายหลงัการติดตาในช่วง 0-7 วนั มีปริมาณลิกนินค่อนขา้งคงท่ี 20.53-
24.57 mg.g-1 cellwall และในทุกๆ ทรีตเมนต์ปริมาณสารลิกนินจะเพิ่มสูงท่ีสุดภายหลงัการติดตา 
10 วนั โดยการใชก่ิ้งพนัธ์ุดี RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 (RRIT 251 / RRIT 251) จะมีการ
สะสมปริมาณลิกนินสูงท่ีสุด คือ 116.35 mg.g-1 cellwall รองลงมาคือ การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตา
บนตน้ตอพนั ธุ ์ PB 5/51 (RRIM 600 / PB 5/51) และการใช้ก่ิงพันธ์ุ RRIT 251 ติดตาบน PB 5/51 
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(RRIT 251 / PB 5/51) ซ่ึงมีการสะสมปริมาณลิกนินเท่ากบั 85.18 และ 80.73 mg.g-1 cellwall ตามล าดบั 
นอกจากน้ียงัพบวา่ทั้ง 3 ทรีตเมนต์มีการสะสมสารลิกนินแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัเมื ่อ
เปรียบเทียบกบัการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 (RRIM 600 / RRIM 600) ท่ีมี
การสะสมสารลิกนินเพียง 47.72 mg.g-1 cellwall จากนั้นปริมาณลิกนินในทุกๆ ทรีตเมนตจ์ะลดลงจน
มีค่าใกลเ้คียงกบัปริมาณลิกนิน ของตน้ยางพาราท่ีไม่ท าการติดตา (0 วนั) แสดงดงัภาพท่ี 16 

 
ภาพที ่16 การสะสมของปริมาณลิกนินของยางพาราท่ี 0 3 5 7 10 และ 20 วนัภายหลงัการติดตา 
หมายเหตุ : * แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั 

 ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบั P ≤ 0.05  
จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT   
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 

 
จากข้อมูลข้างต้น สังเกตได้ว่าผลของการสะสมปริมาณสารประกอบฟีโนลิก

ทั้งหมด ไม่ได้เป็นตวับ่งช้ีปริมาณลิกนินที่เกิดข้ึนหลงัการติดตา กล่าวคือแมจ้ะมีปริมาณการ
สะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้ งหมดสูง แต่ในทรีตเมนต์นั้ นๆ อาจแสดงค่าปริมาณลิกนินต ่า 
ทั้ ง น้ี เน่ืองจากในสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดในแต่ละทรีตเมนต ์อาจจะประกอบดว้ยสารประกอบ 
ฟีโนลิกกลุ่มอ่ืนๆ ในสัดส่วนท่ีมากกวา่สารประกอบฟีโนลิกในกลุ่มลิกนิน ดงันั้นการเปรียบเทียบ
ปริมาณของสารลิกนินจากปริมาณการสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด จะระบุไดว้่าทรีตเมนต์
ใดมีสัดส่วนของลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกมากท่ีสุด  
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 จากการเปรียบเทียบปริมาณของสารลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดแสดง
ให้เห็นว่าท่ี 10 วนัหลังการติดตาการใช้ก่ิงพันธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนต้นตอพันธ์ุ RRIT 251 มี
เปอร์เซ็นตข์องสารลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกมากท่ีสุด รองลงมาคือ การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 
ติดตาบนต้นตอ PB 5/51 การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนต้นตอพนัธ์ุ PB 5/51 และการใช้ก่ิง
พนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 ตามล าดบั (ตารางท่ี 2) 

 
ตารางที ่ 2 เปอร์เซ็นตข์องลิกนินในสารละลายประกอบฟีโนลิกทั้งหมด หลงัการติดตา 0 3 5 7 10 และ  20 วนั 

Treatment 
ระยะเวลาหลงัการติดตา (วนั) 

0  3  5  7  10  20  

RRIT 251 / RRIT 251 5.54 ± 0.63a 4.19 ± 1.6a 2.20 ± 0.1a 2.92 ± 0.1a 10.12 ± 1.4a 1.83 ± 0.2a 

RRIM 600 / RRIM 600 4.88 ± 3.4a 3.38 ± 2.7a 2.87 ± 0.1a 2.45 ± 0.1a 3.64 ± 0.3b 1.77 ± 0.8a 

RRIT 251 / PB 5/51 9.35 ± 2.5a 3.91 ± 1.2a 2.49 ± 0.2a 2.36 ± 0.2a 5.81 ± 1.4ab 1.70 ± 0.3a 

RRIT 600 / PB 5/51 9.34 ± 2.5a 4.83 ± 2.5a 2.32 ± 1.5a 2.12 ± 1.5a 6.69 ± 1.9ab 1.78± 0.5a 

หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ี ต่างกันในแต่ละคอลัมน์หมายถึงความแตกต่างกันทางสถิติจากการ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT ท่ีระดบั P ≤ 0.05  

  เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
 
5. กจิกรรมของเอนไซม์ PAL ภายหลงัการติดตาภายหลงัการติดตาของต้นตอยางพาราและกิง่

พนัธ์ุด ี

เอนไซมจ์ะเป็นตวัท าหนา้ท่ีในการเปล่ียนสารตั้งตน้ใหเ้ป็นสารประกอบชนิดต่างๆ 
ซ่ึงสารประกอบฟีโนลิกนั้น เกิดจากการท าปฏิกิริยาระหว่างสารตั้งตน้ phenylalanine ดว้ยเอนไซม ์
PAL ได้เป็นสารประกอบชนิดต่างๆ เช่น cinnamic acid, coumaric acid, -coumaryl coA, caffeic 
และ ferulic เป็นตน้ ทั้งน้ีการมีสารประกอบเหล่าน้ีในปริมาณมากก็เกิดจากการท างานของเอนไซม์
ท่ีมากดว้ยเช่นกนั จากการประเมินกิจกรรมของเอนไซม ์PAL ภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 3 5 7 10 
และ 20 วนั ของต้นตอยางพาราพันธ์ุ RRIT 251 RRIM 600 และ PB 5/51 ท่ีติดตาด้วยก่ิงพันธ์ุดี 
(RRIT 251 และ RRIM 600) พบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ PAL ในแต่ละทรีตเมนต์ไม่มีความ
แตกต่างกนัทางสถิติ ยกเวน้ท่ี 3 วนัหลงัการติดตา ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซม์ PAL จะเพิ่มสูงข้ึนมาก
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ท่ีสุด โดยการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 (homograft) จะมีกิจกรรมของ
เอนไซม ์PAL สูงท่ีสุด 5.0 มิลลิโมล แต่ไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้
ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 (heterograft) ซ่ึงมีค่า 4.0 และ 4.2 
มิลลิโมล ตามล าดบั ทั้งน้ีหากเปรียบเทียบทั้ง 3 ทรีตเมนต์กบัการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบน
ตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 กิจกรรมของเอนไซม์ PAL จะมีความแตกต่างกนัทางสถิติ นอกจากน้ียงั
พบวา่ มีแนวโนม้ของผลการทดลองไปในทางเดียวกนัในทุกๆ ทรีตเมนต ์และหลงัจากนั้นกิจกรรม
ของเอนไซม์ PAL จะลดลงเร่ือยๆ จนถึงท่ีระยะ 20 วนัภายหลังการติดตา เอนไซม์ PAL จะมี
กิจกรรมเพิ่มข้ึนอีกคร้ัง แต่พบว่าการเพิ่มข้ึนไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับ
กิจกรรมของเอนไซมท่ี์ 10 วนัหลงัการติดตา (ภาพท่ี 17) 
 

 
ภาพที ่17 กิจกรรมของเอนไซม ์PAL ของยางพาราท่ี 0 3 5 7 10 และ 20 วนัภายหลงัการติดตา 
หมายเหตุ : * แตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั 

 ns ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติท่ีระดบั P ≤ 0.05  
จากการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT   
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
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6. การแสดงออกของยีนในยางพาราภายหลงัการติดตา  

การแสดงออกของยนี PAL ในยางพาราภายหลงัการติดตา 
จากการทดลองพบว่า การแสดงออกของยีน HbPAL ในทุกๆ ทรีตเมนต ์

จะเพิ่มสูงข้ึนมากท่ีสุดท่ี 3 วนัหลงัการติดตา หลงัจากนั้นจะลดระดบัลงเล็กนอ้ย โดยท่ี 3 วนัหลงัการติด
ตา ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ท่ีติดตาบนต้นพันธ์ุ RRIM 600 (RRIM 600 / RRIM 600) มีการแสดงออก
ของยนี HbPAL ถึง 4.4 เท่า และสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัทรีตเมนตอ่ื์นๆ ในขณะท่ีการใชก่ิ้งพนัธ์ุ 
RRIT 251 ติดบนตน้ตอ PB 5/51 (RRIT 251 / PB 5/51) มีระดบัการแสดงออกของยีน HbPAL นอ้ย
ท่ีสุดคือ 1.1 เท่า แสดงดงัภาพท่ี 18 นอกจากน้ียงัพบว่า การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอ
พนัธ์ุ RRIT 251 และการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 มีการแสดงออกของ
ยีน HbPAL ในระดบัเดียวกนั โดยในช่วง 0-7 วนัหลงัการติดตาพบวา่ยีน PAL มีการแสดงออกของ
ยีนท่ีมากข้ึน (up-regulation) ในทุกๆ ทรีตเมนต ์แต่ภายหลงัการติดตาท่ีอายุ 20 วนั พบวา่ในทรีตเมนต์
ท่ีติดตาพนัธ์ุ RRIM 600 / RRIM 600 และ RRIT 251 / PB 5/51 จะมีการแสดงออกของยีน HbPAL 
ลดลง (down-regulation) ในขณะท่ีการติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 / RRIT 251 และ RRIM 600 / PB 
5/51 มีการแสดงออกของยนี PAL ใกลเ้คียงกบัยางพาราท่ีไม่ไดติ้ดตาดงัแสดงในภาพท่ี 18 

 
การแสดงออกของยนี CAD ในยางพาราภายหลงัการติดตา 

ภายหลงัการติดตาที่ระยะ 0 3 5 7 10 และ 20 วนั ของตน้ตอยางพารา
พนัธุ์ RRIT 251 RRIM 600 และ PB 5/51 ท่ีติดตาด้วยก่ิงพนัธ์ุดี (RRIT 251 และ RRIM 600) จาก
การประเมินการแสดงออกของยีน CAD พบว่า การแสดงออกของยีน CAD ในทุกๆ ทรีตเมนต์จะ
เพิ่มสูงข้ึนมากท่ีสุดท่ี 7 วนัหลงัการติดตา หลงัจากนั้นจะลดระดบัลงโดยท่ี 10 วนัหลงัการติดตา ก่ิง
พนัธ์ุ RRIT 251 ท่ีติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 (RRIT 251 / RRIT 251) มีการแสดงออกของยีน 
CAD ถึง 6.2 เท่า และสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัทรีตเมนต์อ่ืนๆ รองลงมาคือ การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 
600 ติดตาบนตน้ตอ PB 5/51 และการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 ซ่ึงมี
ระดบัการแสดงออกเท่ากบั 3.8 และ 2.6 เท่า ตามล าดบั ในขณะท่ีการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 ติดบนตน้
ตอ PB 5/51 (RRIT 251 / PB 5/51) มีระดบัการแสดงออกของยีน CAD นอ้ยท่ีสุดคือ 1.2 เท่า แสดงดงั
ภาพท่ี 19 
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ภาพที ่18 ระดบัการแสดงออกของยนี HbPAL ในยางพาราภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 3 5 7 10 และ 20 วนั  
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัหมายถึงไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติจากการเปรียบเทียบ 

ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT ท่ีระดบั P ≤ 0.05  
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
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ภาพที ่19 ระดบัการแสดงออกของยนี HbCAD ในยางพาราภายหลงัการติดตาท่ีระยะ 0 3 5 7 10 และ 20 วนั 
หมายเหตุ : ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัหมายถึงไม่พบความแตกต่างกนัทางสถิติจากการเปรียบเทียบ 

ค่าเฉล่ียดว้ยวธีิ DMRT ท่ีระดบั P ≤ 0.05  
เส้นแนวตั้งแสดงค่า standard deviation ของค่าเฉล่ียจากตวัอยา่งจ านวน 3 ซ ้ า 
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บทที ่4  

วจิารณ์ 

การขยายพนัธ์ุยางพารานิยมใช้การขยายพนัธ์ุโดยวิธีการติดตา เน่ืองจากจะไดต้น้
ยางพาราท่ีตรงตามลักษณะประจ าพนัธ์ุ และได้ต้นยางพาราท่ีมีการเจริญเติบโตท่ีดี ทนทานต่อ
สภาพแวดลอ้ม และสามารถให้ผลผลิตไดสู้ง ทั้งน้ีปัจจยัท่ีส่งผลจ ากดัการเจริญเติบโตและการใหผ้ล
ผลิตของต้นยางพารานั้นมาจากหลายสาเหตุ ประกอบด้วย สภาพแวดล้อมต่างๆ เช่น อุณหภูมิ 
ความช้ืน และความอุดมสมบูรณ์ของดิน เป็นตน้ (จรัญ, 2546) รวมถึงความแข็งแรงของตน้กลา้ท่ีใช้
เป็นตน้ตอ และความสามารถในการเขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดี ซ่ึงปัญหาความเขา้กนัได้
น้ีเกิดข้ึนกบัพืชบางชนิด โดยเฉพาะในกรณีท่ีตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม
ค่อนขา้งมาก เช่น การศึกษาในส้ม (Georiou, 2000) องุ่น (Wolf and Pool, 1988; Chen et al., 2017) 
พรุน (Pina and Errea, 2008; Pereira et al., 2014; 2017) และแพร์ (Nocito et al., 2010) เป็นตน้ ใน
กรณีของยางพารา แม้ว่าพันธ์ุท่ีศึกษาทั้ งหมดล้วนเป็น Hevea brasiliensis แต่มีความแตกต่าง
ระหว่างพนัธ์ุ ซ่ึงอาจจะมีผลต่อความเข้ากันได้ของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี การติดตาท าให้พืชเกิด
บาดแผลส่งผลให้ยีน PAL มีการแสดงออกท่ีสูงข้ึน เป็นการกระตุน้การท างานของเอนไซม์ PAL ท่ี
จ  าเป็นส าหรับการยอ่ยสารตั้งตน้ในการสร้างสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด รวมถึงลิกนินซ่ึงจดัเป็น
สารในกลุ่มสารประกอบฟีโนลิกชนิดหน่ึงเช่นกนั โดยสารประกอบฟีโนลิกจะส่งผลต่อความเขา้กนั
ไดข้องเน้ือเยือ่พืช ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสารประกอบฟีโนลิกท่ีพืชสร้างข้ึนวา่เป็นกลุ่มใด หากเป็นกลุ่มฟลา
โวนอยด์จะส่งผลต่อการเขา้กนัไม่ได้ของเน้ือเยื่อพืช แต่หากเป็นสารประกอบฟีโนลิก กลุ่มโมโนลิ
กนอลจะส่งผลให้เน้ือเยือ่ของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีเช่ือมประสานกนัไดดี้เน่ืองจากลิกนินมีคุณสมบติั
ท าใหเ้น้ือไมแ้ขง็แรง และเป็นผนงัเซลลช์ั้นท่ีสองท่ีมีผนงัเซลลห์นา เกิดการพฒันาของ phloem และ 
xylem ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัหลายๆ ขบวนการพื้นฐานของการเจริญเติบโตของพืช รวมถึงการแบ่งตวั 
และการขยายตวัของเซลล์ (สมจินตนา และคณะ, 2551) 
 
1. ความเข้ากันได้ระหว่างต้นตอยางพารา และกิ่งพันธ์ุดีต่อการเปลี่ยนแปลงลักษณะทางสัณฐาน

วทิยา 
การศึกษาการเข้ากันได้ของต้นตอยางพาราและก่ิงพนัธ์ุดี 2 กลุ่ม คือ การติดตา

ยางพาราบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกบัก่ิงพนัธ์ุดี (homograft) ประกอบดว้ย การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 และ 
RRIM 600 ติดตาบนต้นตอพนัธ์ุเดียวกัน และการติดตายางพาราบนต้นตอพนัธ์ุท่ีแตกต่างกบัก่ิง
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พนัธ์ุดี (heterograft) ประกอบด้วย การติดตายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และ RRIM 600 บนตน้ตอ 
PB 5/51 ท  าการเก็บขอ้มูลความส าเร็จของการติดตา อตัราการเจริญเติบโตภายหลงัการติดตา และ
พฒันาการของรอยเช่ือมประสานระหว่างตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดี พบวา่ การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 ติด
ตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 (homograft) มีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตา และมีพฒันาการ
ของรอยเช่ือมประสานระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีท่ีสุด แต่มีอตัราการเจริญเติบโตนอ้ยท่ีสุด อาจมี
สาเหตุมาจากการเตรียมตน้ตอท่ีไม่สม ่าเสมอ โดยตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251  มีความสมบูรณ์ของตน้
กลา้น้อยท่ีสุด เน่ืองจากเมล็ดพนัธ์ุ RRIT 251 ท่ีใช้ในการเตรียมตน้กล้า มีช่วงการตกของเมล็ดช้า
กว่าพันธ์ุ PB 5/51 และ RRIM 600 ประมาณ 1 เดือน ส่งผลให้ต้นตอท่ีน ามาใช้ทดลองมีความ
สมบูรณ์น้อยกว่าทั้งสองพนัธุ์ ซ่ึงจะส่งผลต่อการเจริญเติบโตของยอดใหม่ สอดคล้องกบั
รายงานของวิทยา และคณะ (2560) ที่ท  าการศึกษาผลของอายุตน้ตอต่อความเขา้กนัได้ของ
เน้ือเยื่อจากการติดตายางพนัธ์ุ RRIT 251 บนตน้ตอพนัธุ์ RRIM 600 พบว่า ตน้ตอที่มีอายุมาก
ส่งผลให้ตน้ยางช าถุงมีการเจริญเติบโตดีกว่าตน้ตออายุน้อย ทั้งขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง และ
ความยาวของยอดใหม่ รองลงมาคือการใช้กิ ่งพนัธุ์ RRIM 600 ติดบนต้นตอพันธ์ุ PB 5/51  
(heterograft) ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตา และพฒันาการของรอยเช่ือมประสานท่ีดี อีก
ทั้งมีการเจริญเติบโตดีท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัทรีตเมนต์อ่ืนๆ ในขณะท่ีการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 
ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 (heterograft) มีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตาน้อยท่ีสุด และ
พฒันาการของรอยเช่ือมประสานระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุชา้ท่ีสุด สังเกตจากท่ี 20 วนัหลงัการติด
ตา ไม่พบท่อล าเลียงน ้ าใหม่ (new xylem)  ขณะท่ีทรีตเมนตอ่ื์นๆ สามารถพบท่อล าเลียงน ้ าใหม่ได ้
ทั้งน้ีการติดตาก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 บนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 มีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตา 
อตัราการเจริญเติบโต และพฒันาการของรอยเช่ือมประสานท่ีไม่แตกต่างกบัการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 
600 ติดตาบนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 600 (homograft) สอดคล้องกับการทดลองของ Goncalves และ 
Martins (2002) ท่ีท าการศึกษาผลของความสามารถในการเขา้กนัได้ของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีใน
ยางพารา พบวา่ การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 มีการเจริญเติบโตน้อย
กวา่การใช้ก่ิงพนัธ์ุอ่ืนๆ ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 และพรทิพย ์(2559) รายงานว่า การติดตา
ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 บนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 600 มีการเจริญเติบโต และการพฒันาของก่ิงพนัธ์ุดี 
ประกอบดว้ยความส าเร็จของการติดตา ความสูง ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง และจ านวนใบของยอดท่ี
แตกใหม่น้อยกว่าการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุอ่ืนๆ แสดงให้เห็นว่าก่ิงพนัธ์ุดี 
RRIM 600 ไม่มีปัญหาในการเขา้กนัไม่ไดก้บัตน้ตอพนัธ์ุอ่ืนๆ (รัชนีกร, 2557) จากผลการทดลอง
คร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่า การติดตาแบบ homograft และ heterograft ไม่มีความสัมพันธ์กับเปอร์เซ็นต์
ความส าเร็จของการติดตา อตัราการเจริญเติบโต และพฒันาการของรอยเช่ือมประสานระหว่างตน้
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ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี ตรงกนัขา้มกบัพืชชนิดอ่ืนท่ีมีรายงานเก่ียวกบัผลของตน้ตอต่อพฒันาการของก่ิง
พนัธ์ุดีท่ีแตกต่างกนั เช่นการทดลองในล้ินจ่ีของ Chen และคณะ (2017) พบว่าการต่อก่ิงของล้ินจ่ี
แบบ homograft จะมีเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตา อตัราการเจริญเติบโต และพฒันาการของ
รอยเช่ือมประสานดีกว่าการติดตาแบบ heterograft ค่อนข้างชัดเจน Donald (1973) ระบุว่าความ
ใกล้ชิดกนัทางพนัธุกรรมจะมีผลต่อความเขา้กันได้ของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี สอดคล้องกบัการ
ทดลองของ Pereira และคณะ (2014) ท่ีได้ท  าการศึกษาลกัษณะการเจริญเติบโตต่อการเขา้กนัได้
ระหวา่งก่ิงพนัธ์ุดีกบัตน้ตอพืชสกุล Prunus พบวา่ การใชต้น้ตอและก่ิงพนัธ์ุท่ีมีความใกลชิ้ดกนัทาง
พนัธุกรรมสูงจะให้อตัราการรอดชีวิต และอตัราการเจริญเติบโตมากกว่าตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุท่ีมี
ความใกลชิ้ดกนัทางพนัธุกรรมต ่า Wang และคณะ (2018) ศึกษาการเสียบยอดแบบ homograft และ 
heterograft ระหวา่งตน้แตงโมและตน้น ้ าเตา้เพื่อศึกษา microRNAs ท่ีตอบสนองต่อความเยน็ พบวา่
การเสียบยอดแบบ homograft (ก่ิงพนัธ์ุน ้าเตา้/ตน้ตอน ้าเตา้) ส่งผลให้พืชตน้ใหม่มีการเจริญเติบโตท่ี
ดีกวา่การเสียบยอดแบบ heterograft (ก่ิงพนัธ์ุแตงโม/ตน้ตอน ้ าเตา้) แต่มีการเช่ือมประสานกนัแบบ 
homograft บางคู่ (ก่ิงพนัธ์ุแตงโมเสียบ/ตน้ตอแตงโม) ท่ีส่งผลให้พืชตน้ใหม่มีการเจริญเติบโตท่ี
นอ้ยกวา่การเช่ือมประสานแบบ heterograft ซ่ึงกรณีน้ีใหผ้ลคลา้ยกนักบัผลการทดลองในยางพาราท่ี
ศึกษาในคร้ังน้ี พบวา่ การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 มีการเจริญเติบโต
ท่ีนอ้ยกวา่ การเช่ือมประสานกนัแบบ heterograft (RRIM 600 / PB5/51) ทั้งยงัพบวา่ การใชก่ิ้งพนัธ์ุ
ดี RRIM 600 จะมีการเจริญเติบโตของยอดใหม่ท่ีดีกว่าการใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ซ่ึงให้ผลเป็นไป
ในทางเดียวกบัการศึกษาการเช่ือมประสานกนัของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีต่อการให้ผลผลิตน ้ ายาง 
และการเจริญเติบโตของยางพารา พบว่าการใช้ก่ิงพนัธ์ุดี RRIM 600 สามารถเขา้กนัได้กบัตน้ตอ
พนัธ์ุอ่ืนๆ ส่งผลให้มีการเจริญเติบโตท่ีดี (Cardinal et al., 2007) อีกทั้งยงัพบวา่การพฒันาของรอย
เช่ือมประสานบริเวณรอยต่อระหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีคร้ังน้ี มีลกัษณะคลา้ยคลึงกบัการศึกษา
ความเข้ากันได้ของต้นตอยางพาราท่ีทนทานต่อโรครากขาวกับก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 ของณฤทธ์ิ 
(2559) รายงานว่า ภายหลงัการติดตาท่ี 5 วนั เน้ือเยื่อของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี จะเร่ิมสร้างเน้ือเยื่อ
แคลลสัข้ึนเล็กนอ้ย และจะเพิ่มปริมาณมากข้ึนจนเตม็หรือเกือบเต็มช่องวา่งของรอยต่อท่ีอายุ 10 วนั
หลงัการติดตา ยกเวน้การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIM 600 และการใชก่ิ้งพนัธ์ุ 
RRIT 251 ติดตาบนตน้พนัธ์ุ PB 5/51 ท่ีมีปริมาณแคลลสัไม่เตม็ช่องวา่ง ทั้งน้ี Pina และคณะ (2012) 
รายงานวา่เน่ือเยื่อแคลลสัถือเป็นจุดเร่ิมตน้ในการเช่ือมต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี ดงันั้นการมี
แคลลสัเกิดข้ึนบริเวณรอยต่อระหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีในปริมาณมาก จะส่งผลส าเร็จในการ
เช่ือมประสานรอยต่อ (Aloni et al., 2010) จากนั้ นจะมีการสร้างสะพานแคลลัสข้ึนมา และเร่ิม
สังเกตเห็นท่อล าเลียงน ้ าใหม่ไดเ้ล็กน้อยท่ี 20 วนัหลงัการติดตา โดยการติดก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 บน
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ตน้ตอ PB 5/51 เป็นคู่พนัธ์ุเดียวท่ีไม่ปรากฎท่อล าเลียงน ้ าใหม่ ทั้งน้ีท่อล าเลียงน ้ าใหม่ท่ีสร้างไดใ้น
ทุกๆ ทรีตเมนต์ยงัไม่มีความสมบูรณ์ โดยเน้ือเยื่อแคลลัสจะพฒันาเป็นเน้ือเยื่อล าเลียงได้อย่าง
สมบูรณ์ท่ีอาย ุ30 วนัหลงัการติดตา (จรัสศรี และคณะ, 2557)  

ส าหรับการเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ทั้งเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของ
การติดตา อตัราการเจริญเติบโตของยอดใหม่ และพฒันาการของรอยเช่ือมประสานระหวา่งตน้ตอ
และก่ิงพนัธ์ุดี แมว้่าจะมีผลท่ีใกล้เคียงกัน แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัในทุกๆ ทรีต
เมนต์ เน่ืองจากยางพาราพนัธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 มีความใกล้ชิดกนัทางพนัธุกรรมสูง 
ยืนยนัโดยงานวิจยัของ Lekawipat และคณะ (2003) ที่ได้ท าการศึกษาความหลากหลายของ
ยางพารา 108 พนัธุ์ พบว่ายางพาราพนัธ์ุ RRIT 251 และพนัธ์ุ RRIM 600 ไดรั้บการจดัล าดบัความ
ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมอยู่ในกลุ่มเดียวกนั และพบว่าทั้งสองพนัธ์ุจดัอยู่ในกลุ่มใหญ่ซ่ึงมียางพารา
พนัธ์ุ PB 5/51 ดว้ย จากเหตุผลดงักล่าวจึงไม่สามารถแยกระดบัความสามารถในการติดตาของแต่ละ
คู่พนัธ์ุได้อย่างชัดเจน การทดลองคร้ังน้ีบ่งช้ีว่า การติดตาของคู่พนัธ์ุท่ีมีพฒันาการของรอยเช่ือม
ประสานระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุท่ีดี จะส่งผลให้มีเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตา และการ
เจริญเติบโตท่ีดีกวา่ จึงท าให้สามารถจ าแนกกลุ่มตามความสามารถในการเขา้กนัไดข้องตน้ และก่ิง
พนัธ์ุดีได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีมีความสามารถในการเขา้กนัได้ดี (compatible combinations) ซ่ึง
ประกอบด้วย การใช้กิ่งพนัธุ์ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธุ์ RRIT 251 และการใช้กิ่งพนัธ์ุ 
RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธุ์ PB 5/51 และกลุ่มที่มีความสามารถในการเขา้กนัได้น้อย 
(less compatible combinations) ประกอบด้วยการใช้ก่ิงพนัธุ์ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ 
RRIM 600 และการใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51  
 
2. ความเข้ากันได้ระหว่างต้นตอยางพารา และกิ่งพันธ์ุดีต่อการเปลี่ยนแปลงสารชีวเคมีในกลุ่ม 

phenylpropanoid 
 

ปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งต่อการเช่ือมประสานกนัระหว่างตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีมีหลาย
สาเหตุ เช่นปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกท่ีพืชสร้างข้ึนระหว่างรอยเช่ือมประสาน โดย
สารประกอบฟีโนลิกถือเป็นสารชีวเคมีท่ีสามารถตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่างๆ เช่น การเข้า
ท าลายของแมลงศตัรู รวมถึงการเกิดบาดแผล เป็นตน้ (Dixon and Paiva, 1995) ซ่ึงจากการทดลอง
พบว่า การติดตาก่ิงพัน ธ์ุ ดีบนต้นตอพัน ธ์ุ  RRIT 251 RRIM 600 และ PB 5/51 พบปริมาณ
สารประกอบฟีโนลิกท่ีไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั เช่นเดียวกบัการศึกษาของพรทิพย ์(2559) ท่ี
รายงาน ปริมาณสารฟีโนลิกทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนหลงัการติดตาก่ิงพนัธ์ุ RRIM 600 และ RRIT 251 บน
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ตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ (heterograft) รวมถึงท่ีติดบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกนั (homograft) ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิ ติ  ทั้ ง น้ีหากอธิบายตามการแบ่ งก ลุ่มพบว่า การติดตาในกลุ่ม  less compatible 
combinations  มีการสะสมของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดมากกว่าการติดตาของตน้ตอ และก่ิง
พันธ์ุในกลุ่ม compatible combinations สอดคล้องกับผลการทดลองของ Mng’omba และคณะ 
(2007) ท่ีไดท้  าการศึกษาความสัมพนัธ์ของการเสียบยอดตน้ Uapaca kirkiana ในกลุ่ม incompatible 
combination ต่อการสร้างสารประกอบฟีโนลิก พบวา่การเสียบยอดของตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุในกลุ่ม
น้ี จะมีการสะสมของสารฟีโนลิกสูง Cooman และคณะ (1996) ศึกษาใน Eucaliptus gunnii และ
รายงานว่ากลุ่ม incompatible combinations จะมีการสะสมสารประกอบฟีโนลิก -coumaric acid 
และ  catechin เพิ่ มสูงข้ึน และจากการศึกษาในพืช Prunus armeniaca พบว่าการสะสมของ
สารประกอบฟีโนลิกบางชนิดส่งผลให้การพฒันาของเน้ือเยื่อแคลลสัมีปัญหา การเช่ือมประสาน
ของรอยต่อระหว่างต้นตอ และก่ิงพันธ์ุไม่สมบูรณ์ (Errea et al., 1994) ซ่ึงการสะสมปริมาณ
สารประกอบฟีโนลิกในการทดลองคร้ังน้ีให้ผลสอดคลอ้งกบัเปอร์เซ็นตค์วามส าเร็จของการติดตา 
และพฒันาการของรอยเช่ือมประสานระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี พบวา่ การใชคู้่พนัธ์ุในกลุ่ม less 
compatible combinations จะมีการสะสมปริมาณสารประกอบฟีโนลิกสูง ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นต์
ความส าเร็จในการติดตาน้อย เน่ืองจากการสะสมสารประกอบฟีโนลิกจะไปยบัย ั้งการพฒันาของ
เน้ือเยื่อแคลลสั ทั้งน้ีปริมาณของสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนภายหลงัการติดตา จะหมาย
รวมถึงสารประกอบฟีโนลิกในกลุ่มลิกนินด้วย Miao และคณะ (2019) รายงานว่า ลิกนินมีผลต่อ
กระบวนการในการรักษาบาดแผล และการสร้างแคลลสั รวมถึงการเช่ือมต่อของท่อน ้ า และท่อ
อาหารในพืชอีกด้วย ดงันั้นหากมีสัดส่วนของสารลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดสูง จะ
ส่งเสริมการเช่ือมประสานของรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดี ซ่ึงผลการประเมินปริมาณลิกนินภาย
หลังการติดตาแสดงผลให้เห็นว่า สารลิกนินจะมีการสะสม และมีเปอร์เซ็นต์ของสารลิกนินใน
สารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดมากท่ีสุดท่ี 10 วนัหลังการติดตา โดยการติดตาในกลุ่ม compatible 
combinations จะมีการสะสมปริมาณลิกนินมากกวา่การติดตาในกลุ่ม less compatible combinations 
นอกจากน้ียงัพบวา่ ภายหลงัจากท่ีมีการสะสมปริมาณลิกนินเพิ่มสูงท่ีสุดแลว้ หลงัจากนั้นการสะสม
ของสารลิกนินก็จะลดลงอยูใ่นระดบัท่ีใกลเ้คียงกบัปริมาณลิกนินของตน้ยางพาราท่ีไม่ท าการติดตา  
ซ่ึงเป็นช่วงท่ีการประสานรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีเกิดข้ึนอยา่งสมบูรณ์ เช่นเดียวกบัการ
ทดลองของ Miao และคณะ (2019) ท่ีท าการประเมินปริมาณลิกนินภายหลังการเสียบยอดของ
แตงกวาบนตน้ตอฟักทอง พบว่าปริมาณลิกนินจะเพิ่มข้ึนสูงสุดท่ี 3 วนัหลงัการเสียบยอด จากนั้น
ปริมาณของลิกนินจะลดลงเช่นกนั จากผลการทดลองช้ีให้เห็นวา่ ปริมาณการสะสมสารประกอบฟี
โนลิกในกลุ่มอ่ืนๆ ท่ีสูงจะส่งผลให้การสร้างลิกนินเกิดข้ึนได้น้อย สังเกตท่ี 7 วนัหลงัการติดตา 
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ปริมาณการสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้ งหมดสูงสุด ในการติดตาของกลุ่ม less compatible 
combinations ในขณะท่ี  10 ว ันหลังการติดตา การติดตายางพาราในก ลุ่ม  less compatible 
combinations มีปริมาณลิกนินนอ้ยท่ีสุด ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Hartmann และคณะ (2002) ท่ี
กล่าววา่ สารประกอบฟีโนลิกจะเคล่ือนยา้ยจากแวคิวโอลไปยงัไซโตพลาสซึม ซ่ึงมีผลต่อการยบัย ั้ง
การท างานของกระบวนการสังเคราะห์ลิกนิน (lignin pathway) ท าให้มีการสังเคราะห์สารลิกนินได้
น้อยลง โดยปริมาณลิกนินท่ีพืชสร้างข้ึน จะส่งผลต่อความเข้ากันได้ของต้นตอ และก่ิงพนัธ์ุดี
เน่ืองจากลิกนินมีคุณสมบติัท่ีเก่ียวขอ้งกบัขบวนการพื้นฐานของการเจริญเติบโตของพืช ทั้งการ
แบ่งตวั และการขยายตวัของเซลล์ สอดคลอ้งกบัผลการทดลองขา้งตน้ พบวา่การติดตายางพาราใน
กลุ่ม compatible combinations ท่ีมีเปอร์เซ็นตข์องปริมาณลิกนินในสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดสูง 
จะมีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จของการติดตา อตัราการเจริญเติบโต และพัฒนาการของรอยเช่ือม
ประสานระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุท่ีดีเช่นกนั แสดงใหเ้ห็นวา่สารประกอบฟีโนลิกบางตวัหรือบาง
ชนิดเท่านั้นท่ีส่งผลต่อการเช่ือมประสานกนัของตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดี 

การเพิ่มข้ึนของปริมาณสารประกอบฟีโนลิกนั้น ข้ึนอยู่กบักิจกรรมของเอนไซม ์
PAL ท่ีไดรั้บการกระตุน้จากสภาวะเครียด เช่น การเขา้ท าลายของศตัรูพืช หรือการเกิดบาดแผล จาก
งานวิจยัของ Pereira และคณะ (2017) ท่ีท  าการศึกษาการต่อก่ิงพีช 2 พันธ์ุคือ Chimarrita และ 
Maciel  ต่อก่ิงบนตน้ตอพีชพนัธุ์ Tsukuba 1 (compatible combinations) และตน้ตอแอปริคอท 
พันธ์ุ Umezeiro (incompatible combinations) และรายงานว่า เม่ือเอนไซม์ PAL มีการท างานใน
ระดบัท่ีสูงข้ึน สารประกอบฟีโนลิกซ่ึงเป็นผลผลิตจากการย่อยสารตั้งตน้ phenylalanine ผ่านการ
ท างานของเอนไซม์ PAL จะมีปริมาณเพิ่มข้ึนเช่นกนั โดยกิจกรรมของเอนไซม์ PAL และปริมาณ
ของสารประกอบฟีโนลิกจะสูงในกลุ่ม incompatible combinations มากกว่าในกลุ่ม compatible 
combinations ซ่ึงรายงานตรงกับการทดลองของ Nocito และคณะ (2010) ท่ีท าการศึกษาการ
เปล่ียนแปลงลกัษณะทางสรีรวิทยา ชีวเคมี และชีวโมเลกุลของแคลลสัแพร์ท่ีเกิดข้ึนจากการเช่ือม
ประสานกนัระหว่างแคลลสัของตน้ตอ และแคลลสัของก่ิงพนัธ์ุแพร์ และควินน์ พบว่า การเช่ือม
ประสานกันของแคลลัสในกลุ่ม  heterograft จะมี กิจกรรมของเอนไซม์ PAL และปริมาณ
สารประกอบฟีโนลิกสูงกว่าในกลุ่ม homograft ตรงขา้มกบัการทดลองคร้ังน้ี โดยจากการประเมิน
กิจกรรมของเอนไซม ์PAL ภายหลงัการติดตาของก่ิงพนัธ์ุยางพาราบนตน้ตอพนัธ์ุต่างๆ พบวา่ การ
ติดตายางพาราในกลุ่ม compatible combinations จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ PAL สูงกว่า และมี
สารประกอบฟีโนลิกต ่ากวา่การติดตายางพาราในกลุ่ม less compatible combinations อยา่งไรก็ตาม 
การมีกิจกรรมของเอนไซม ์PAL ในระดบัสูงจะสามารถประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลิกไดต้ ่า 
เน่ืองจากในการทดลองคร้ังน้ีใช้การประเมินสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดด้วยวิธี folin-ciocalteu 
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reagent เป็นการประเมินความเข้มข้นของสารประกอบทั้ งหมดท่ีมีหมู่ไฮดรอกซิลในโมเลกุล 
(Huang et al., 2005) ทั้งน้ีผลการทดลองท่ีได้คล้ายกบั Prodhomme และคณะ (2019)  ท่ีได้ท าการ
ประเมินกิจกรรมของเอนไซม์ และการสังเคราะห์สารเมตาบอไลต์ภายหลงัการต่อก่ิงองุ่น พบว่า 
การต่อก่ิงแบบ homograft มีกิจกรรมของเอนไซม ์PAL มากกวา่การต่อก่ิงแบบ heterograft ซ่ึงส่งผล
ใหมี้การสร้างสารประกอบฟีโนลิกในกลุ่ม stilbene สูง ในขณะท่ีสร้างสารประกอบฟีโนลิกในกลุ่ม 
ฟลาโวนอยด์ต ่ากว่าการต่อก่ิงแบบ heterograft นอกจากน้ียงัพบว่า กิจกรรมของเอนไซม์ PAL จะ
เพิ่มสูงข้ึนมากท่ีสุดท่ีอายุ 3 วนัหลงัการติดตา จากนั้นกิจกรรมของเอนไซม์ PAL ท่ีอายุ 7 และ 10 
วนัจะลดลงอยูใ่นระดบัเดียวกบัตน้ตอยางพาราท่ีไม่ท าการติดตา และกิจกรรมของเอนไซม ์PAL จะ
เพิ่มสูงข้ึนอีกคร้ังท่ีอายุ 20 วนัหลังการติดตา อาจเป็นเพราะในช่วงเวลาดังกล่าวมีกระบวนการ
สังเคราะห์สารลิกนินเพิ่มข้ึน เพื่อช่วยส่งเสริมให้มีรอยเช่ือมประสานระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีท่ี
แขง็แรงข้ึน  

 
3. ความเข้ากันได้ระหว่างต้นตอยางพารา และกิ่งพันธ์ุดีต่อการเปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออก

ของยนีในกลุ่ม phenylpropanoid 
 

เม่ือพืชเกิดสภาวะเครียดยีน PAL จะส่งสัญญาณควบคุมการท างานของเอนไซม ์
PAL ม าก ขึ ้น  จ ากนั ้น เอน ไซ ม ์ PAL จะท าห น ้า ที ่ย ่อ ย โป รต ีน  phenylalanine ให ้เป็ น
ส ารป ระก อบ ฟี โน ลิกช นิ ด ต่ างๆ  เช่น  cinnamic acid, p -coumaric acid, p -coumaroyl CoA,               
3 malonyl CoA, chalcone, flavanone และ monolignol เป็นต้น เพื่อเป็นการป้องกันตัวเองจาก
สภาวะเครียด จากการประเมินระดบัการแสดงออกของยีน PAL หลงัการติดตาของตน้ตอยางพารา
และก่ิงพนัธ์ุดี พบวา่การติดตายางพาราในกลุ่ม less compatible combinations มีระดบัการแสดงออก
ของยีน PAL สูงกว่าการติดตายางพาราในกลุ่ม compatible combinations ยกเวน้การใช้ก่ิงพันธ์ุ 
RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51 ท่ีจดัอยู่ในกลุ่ม less compatible combinations ซ่ึงมีระดบั
การแสดงอีกของยีน PAL น้อยกวา่การติดตายางพาราในกลุ่ม compatible combinations สอดคลอ้ง
กับงานวิจัยของ Pina และ Errea (2008) ท่ีได้ท าการประเมินระดับการแสดงออกของยีน PAL 
บริเวณรอยเช่ือมประสานของแคลลัสในกลุ่ม compatible combinations และกลุ่ม incompatible 
combinations ของพืชตระกูล Prunus และยงัสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Irisarri และคณะ (2016) 
ท่ีท าการศึกษา บทบาทท่ีส าคญัของยีน PAL ต่อการพฒันารอยเช่ือมประสานในกลุ่ม incompatible 
combinations ของพืชตระกูล Prunus พบวา่ การเช่ือมประสานกนัของรอยต่อในกลุ่ม incompatible 
combinations มีระดบัการแสดงออกของยีน PAL สูงกว่าการเช่ือมประสานกนัของรอยต่อในกลุ่ม 
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compatible combinations ซ่ึงระดับการแสดงออกของยีน PAL ในการทดลองคร้ังน้ี แสดงผลไม่
สอดคลอ้งกบักิจกรรมของเอนไซม ์PAL ท่ีเกิดข้ึนหลงัการติดตา ทั้งน้ีอาจเกิดจากความจ าเพาะของ
ยีน PAL ที่ท  าการศึกษา Rase และคณะ (2003) รายงานว่ายีน PAL ใน Arabidopsis มีทั้งหมด 
4 ไอโซฟอร์ม คือ PAL1, PAL2, PAL3 และ PAL4 ซ่ึงแต่ละไอโซฟอร์มจะแสดงออกในรูปแบบท่ี
แตกต่างกนั เช่น PAL1 ในแอปริคอทมีอิทธิพลต่อการสร้างสารกลุ่มฟลาโวนอยด์ และ PAL2 มีผล
ต่อการสังเคราะห์สารลิกนิน (Irisarri et al., 2016) เป็นตน้ โดยจากการตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน PAL ท่ีท  าการศึกษาในการทดลองคร้ังน้ี มีความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทล์ของยีน PAL2 
ในมนัส าปะหลังซ่ึงเป็นพืชตระกูลเดียวกบัยางพารา (Euphorbiaceae) ถึง 90.3% แต่เน่ืองจากยีน 
PAL ในยางพารายงัไม่มีการจ าแนกไอโซฟอร์มท่ีสามารถระบุชนิด และบทบาทหน้าท่ีได้อย่าง
ชดัเจน จึงไม่สามารถบ่งช้ีไดว้่าระดบัการแสดงออกของยีน PAL ท่ีท  าการศึกษาสอดคลอ้งกบัการ
สังเคราะห์สารชนิดใด แต่กิจกรรมของเอนไซม์ PAL เป็นการประเมินกิจกรรมของเอนไซม์ PAL 
โดยรวม ซ่ึงจะประกอบดว้ยกิจกรรมของเอนไซมท่ี์เกิดจากการควบคุมของยนี PAL ทุกไอโซฟอร์ม
ผลการทดลองท่ีได้ให้ผลสอดคล้องกบัการศึกษาลกัษณะของการเจริญเติบโต และกิจกรรมของ
เอนไซม์ รวมถึงการแสดงออกของยีน PAL จากการใชก่ิ้งพนัธ์ุพีช Chimarrita ต่อก่ิงบนตน้ตอของ
พีช 2 พนัธุ์ คือ Capdeboscq และ Tsukuba1 เปรียบเทียบกบัการต่อกิ่งพีชบนตน้ตอแอปริคอท
พนั ธุ ์ Umezeiro พบว่า การใช้ก่ิงพันธ์ุของพีชต่อก่ิงบนต้นตอพีช (compatible) มีระดับการ
แสดงออกของยนี PAL1 และ PAL2 รวมถึงกิจกรรมของเอนไซม ์PAL สูงกวา่การใชก่ิ้งพนัธ์ุพีชต่อ
ก่ิงบนตน้ตอแอปริคอท (incompatible) อีกทั้งให้ผลของอตัราการรอดชีวิต และการเจริญเติบโต 
(ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง พื้นท่ีใบ และมวลน ้ าหนกัสด) ท่ีดีกว่า (Pereira et al., 2014) ผลคลา้ยกบั
การทดลองคร้ังน้ี คือคู่พ ันธ์ุในกลุ่ม compatible combinations จะมีอัตราการรอดชีวิต และการ
เจริญเติบโตท่ีสูงกวา่คู่พนัธ์ุในกลุ่ม incompatible combinations  

ยีน CAD เป็นยีนหลกัในการควบคุมการสังเคราะห์สารลิกนิน ดงันั้นหากมีระดบั
การแสดงออกของยีน CAD สูงจะส่งผลให้พืชสังเคราะห์สารลิกนินไดม้าก จากการทดลองพบว่า 
ภายหลงัการติดตาท่ีอายุ 7 วนั ยีน CAD มีระดบัการแสดงออกของยีนสูงท่ีสุด (6.2 เท่า)  และค่อยๆ 
ลดลงตามล าดบั ทั้งน้ีการติดตายางพาราในกลุ่ม compatible combinations มีระดบัการแสดงออก
ของยีน CAD มากกว่าการติดตายางพาราในกลุ่ม less compatible combinations สอดคล้องกับ
ปริมาณสารลิกนินท่ีพืชสร้างข้ึนภายหลงัการติดตาโดยการติดตากลุ่ม compatible combinations ท่ีมี
ระดบัการแสดงออกของยีน CAD สูงจะส่งผลให้มีการสร้างลิกนินไดม้าก Chen และคณะ (2017) 
รายงานว่าการต่อก่ิงพนัธ์ุดีบนตน้ตอล้ินจ่ีท่ีมีการแสดงออกของยีน CAD สูงจะมีการสังเคราะห์
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ปริมาณลิกนินสูงเช่นกนั และคู่พนัธ์ุในกลุ่ม compatible combinations จะมีระดบัการแสดงออกของ
ยนี CAD สูงกวา่คู่พนัธ์ุในกลุ่ม incompatible combination  

นอกจากน้ีระยะเวลาในการแสดงออกของยีนทั้ งสองมีความสอดคล้องกับ
กระบวนการของวถีิ phenylpropanoid ท่ีมีรายงานวา่ยีน PAL จะเป็นยีนตวัแรกท่ีถูกกระตุน้หลงัจาก
ท่ีพืชเกิดสภาวะเครียด และท าหน้าท่ีในการควบคุมการท างานของเอนไซม์ PAL ส่งผลให้สาร 
phenylalanine เปล่ียนรูปเป็นสารชนิดอ่ืนๆ เช่น cinnamic acid เป็นตน้ โดยกระบวนการน้ีเอนไซม ์
CAD จะเป็นเอนไซม์ตวัสุดทา้ยของการสังเคราะห์สารลิกนิน ซ่ึงควบคุมการท างานโดยยีน CAD 
(สายชล , 2546) จากการทดลองจึงยืนยนัได้ว่า ยีน CAD จะมีการแสดงออกของยีนช้ากว่าการ
แสดงออกของยนี PAL ซ่ึงจะใชร้ะยะเวลาในการแสดงออกแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดพืช  

จากการศึกษาคร้ังน้ีสามารถระบุความสัมพนัธ์ของกลไกความเขา้กนัไดร้ะหว่าง
ตน้ตอยางพารา และก่ิงพนัธ์ุดีไดว้า่การเช่ือมประสานกนัของรอยต่อระหวา่งตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีใน
กลุ่ม compatible combinations จะมีระดบัการแสดงออกของยีน PAL ต ่ากวา่ มีระดบัการแสดงออก
ของยีน CAD สูงกวา่ ส่งผลให้มีการสังเคราะห์สารลิกนินมากข้ึน ซ่ึงเป็นผลดีต่ออตัราการรอดชีวิต 
พัฒนาการของรอยเช่ือมประสาน และอัตราการเจริญเติบโตภายหลังการติดตาได้ดีกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการติดตาในกลุ่ม less compatible combinations จากการทดลองคร้ังน้ียงัระบุไดว้่า 
กิจกรรมของเอนไซม ์PAL และการสะสมสารประกอบฟีโนลิกทั้งหมดท่ีเกิดข้ึนภายหลงัการติดตา 
ไม่สามารถใช้เป็นตัวช้ีวดัระดับความสามารถในการเข้ากันได้ระหว่างต้นตอ และก่ิงพันธ์ุดี  
เน่ืองจากผลของเอนไซม์ PAL ท่ีท  าการศึกษาไม่สามารถระบุไอโซฟอร์มท่ีชดัเจนของยีน PAL ใน
การควบคุมการท างานของเอนไซม์ PAL ท่ี เกิด ข้ึน อีกทั้ งการประเมินปริมาณการสะสม
สารประกอบฟีโนลิกควรเป็นวิธีการท่ีสามารถระบุเฉพาะเจาะจงไดว้่าเป็นสารประกอบฟีโนลิก 
ชนิดใด  

การใช้ตน้ตอท่ีมีความสามารถในการทนโรค ปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มได้ดี 
และสามารถเข้ากันได้ดีกับก่ิงพนัธ์ุ จะท าให้ได้ต้นยางพาราท่ีมีความแข็งแรง และสามารถให้
ผลผลิตมากข้ึน ดงันั้นการหาตน้ตอ และก่ิงพนัธ์ุดีท่ีเหมาะสมจึงมีความส าคญั ทั้งน้ีการใช้ตวัช้ีวดั
ทางชีวเคมี จะช่วยร่นระยะเวลาในการคดัเลือกคู่พนัธ์ุท่ีมีความเหมาะสมไดอ้ย่างรวดเร็ว โดยจาก
การทดลองคร้ังน้ี พบว่าการใช้ยีน CAD และการสะสมปริมาณลิกนินท่ีเกิดข้ึนหลงัการติดตา เป็น
ตวัช้ีวดัความเขา้กนัไดร้ะหวา่งตน้ตอยางพารา และก่ิงพนัธ์ุดี เน่ืองจากยนี CAD เป็นยนีตวัสุดทา้ยใน
กระบวนการสังเคราะห์ลิกนิน โอกาสในการถอดรหสัแลว้ไดเ้ป็นสารลิกนินสูง เม่ือเปรียบเทียบกบั
ยีน PAL ซ่ึงระบุไดไ้ม่ชัดเจนว่า ภายหลงัการถอดรหัสแล้วจะส้ินสุดท่ีสารประกอบฟีโนลิกตวัใด 
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เพราะยงัมีการเปล่ียนแปลงรูปของสารอยู่ตลอดเวลา แต่ลิกนินเป็นสารทุติยภูมิท่ีค่อนขา้งมีความ
เสถียร และสามารถระบุไดจ้  าเพาะวา่เป็นสารประกอบฟิโนลิกในกลุ่มลิกนิน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
58 

บทที ่5  

สรุป 

จากการศึกษาความเขา้กนัไดข้องตน้ตอยางพาราและก่ิงพนัธ์ุดี ระหวา่งการใชต้น้
ตอพนัธ์ุ   RRIT 251 และ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุเดียวกนั (homograft) และติดตาบนตน้ตอ
พนัธ์ุ PB 5/51 (heterograft) ท่ีอายุ 0 3 5 7 10 และ 20 วนัหลงัการติดตา แสดงให้เห็นว่าการติดตา
แบบ homograft มีอตัราการรอดชีวิต การเจริญเติบโต รวมถึงการพฒันาการของรอยเช่ือมประสาน
ระหวา่งตน้ตอและก่ิงพนัธ์ุดีไดดี้กวา่การติดตาแบบ heterograft ยกเวน้การใชก่ิ้งพนัธ์ุ RRIM 600 ติด
ตาบนต้นตอพนัธ์ุ RRIM 600 จึงสามารถจ าแนกความเข้ากันได้ตามลักษณะสัณฐานวิทยาและ
เปอร์เซ็นต์ความส าเร็จหลังการติดตาของแต่ละคู่พ ัน ธ์ุ ได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่ม compatible 
combinations ประกอบดว้ย การใช้ก่ิงพนัธ์ุ RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ RRIT 251 และการใช้
ก่ิ งพัน ธ์ุ  RRIM 600 ติดตาบนต้นตอพัน ธ์ุ  PB 5/51 และก ลุ่ม  less compatible combinations 
ประกอบด้วยการใช้กิ่งพนัธุ์ RRIM 600 ติดตาบนตน้ตอพนัธุ์ RRIM 600 และการใช้กิ่งพนัธ์ุ 
RRIT 251 ติดตาบนตน้ตอพนัธ์ุ PB 5/51  

การติดตาในกลุ่ม compatible combination จะมีระดบัการแสดงออกของยีน PAL 
ต ่า และมีระดบัการแสดงออกของยีน CAD สูง ส่งผลให้มีการสังเคราะห์ลิกนินเพิ่มข้ึน ส่งเสริมต่อ
การสร้างเน้ือเยื่อแคลลัส และเป็นสาเหตุให้รอยเช่ือมประสานระหว่างต้นตอและก่ิงพันธ์ุมี
พฒันาการท่ีดี จึงมีอตัราการรอดชีวติภายหลงัการติดตา และมีการเจริญเติบโตท่ีดี  

การติดตาของคู่ พ ัน ธ์ุ ในก ลุ่ม  less compatible combination จะ มี ระดับก าร
แสดงออกของยีน PAL สูง และมีการแสดงออกของยีน CAD ต ่า ส่งผลให้การสะสมของสารลิกนิน
ท่ีต ่า ซ่ึงเป็นการยบัย ั้งการสร้างเน้ือเยื่อแคลลสั ท าให้ระยะเวลาในการเช่ือมประสานกนัของตน้ตอ
และก่ิงพนัธ์ุช้าลง การพฒันาเน้ือเยื่อท่อล าเลียงช้า จึงมีอตัราการรอดชีวิตภายหลงัการติดตา และมี
การเจริญเติบโตท่ีนอ้ยลง  
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ภาคผนวก 

สารเคมีทีใ่ช้ในการตัดเนือ้เยือ่พชื  

1. น า้ยาคงสภาพเนือ้เยือ่พชื FAA II (Formalin Acetic Acid) 

- 70% Ethanol 90.0  มิลลิลิตร 

- Glacial acetic acid 5.0  มิลลิลิตร 

- Formalin  5.0 มิลลิลิตร 

น ้ายาคงสภาพเน้ือเยื้อพืช FAA II เป็นท่ีนิยมมากกวา่น ้ายาชนิดอ่ืน เพราะสามารถ
ใชไ้ดดี้ส าหรับการศึกษาเก่ียวกบัโครงสร้างทั้งภายใน และภายนอก สามารถแช่ช้ินส่วนไวใ้นน ้ายา
ชนิดน้ีไดน้านโดยไม่จ  ากดัเวลา และไม่ท าอนัตรายต่อเน้ือเยือ่พืช 

2. สี Safranin  

- Safranin O  2.0 กรัม 

- Methyl cellusolve 100.0 มิลลิลิตร 

- 90% Ethanol 50.0 มิลลิลิตร 

- Sodium acetate 2.0 กรัม 

- Formalin  4.0 กรัม 

3. สี Fast green 

- Methyl cellusolve 100.0 มิลลิลิตร 

- Absolute ethanol 100.0 มิลลิลิตร 

- Cove oil  100.0 มิลลิลิตร 

- Fast green  1.5 กรัม 
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ตารางภาคผนวกที ่1 สูตรน ้ายางดึงน ้าออกจากเซลลพ์ืช 12 ล าดบั 
ล าดบัท่ี ส่วนผสม ปริมาณ 

1 Water 95.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 5.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 0 มิลลิลิตร 

2 Water 90.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 10.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 0 มิลลิลิตร 

3 Water 80.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 20.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 0 มิลลิลิตร 

4 Water 70.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 30.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 0 มิลลิลิตร 

5 Water 50.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 40.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 10.0 มิลลิลิตร 

6 Water 30.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 50.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 20.0 มิลลิลิตร 
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ตารางภาคผนวกที ่1 (ต่อ) สูตรน ้ายาดึงน ้าออกจากเซลลพ์ืช 12 ล าดบั 
ล าดบัท่ี ส่วนผสม ปริมาณ 

7 Water 15.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 50.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 35.0 มิลลิลิตร 

8 Water 5.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 40.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 55.0 มิลลิลิตร 

9 Water 0.0 มิลลิลิตร 

 95% Ethanol 25.0 มิลลิลิตร 

 Butyl alcohol 75.0 มิลลิลิตร 

10 Pure butyl alcohol + eosin  

11 Pure butyl alcohol  

12 Butyl alcohol 50.0 มิลลิลิตร 

 Paraffin oil 50.0 มิลลิลิตร 

หมายเหตุ: หากใชน้ ้ ายารักษาสภาพ FAA II ในการเก็บรักษาช้ินส่วนตวัอยา่ง ให้เร่ิมการดึงน ้ าออก
จากเน้ือเยือ่พืชจากน ้ายาล าดบัท่ี 6 เพราะในน ้ายารักษาสภาพ FAA II ประกอบดว้ย 70% 
Ethanol ซ่ึงตรงกบัแอลกอฮอลข์องน ้ายาล าดบัท่ี 6 ท่ีมีส่วนผสมเป็น 70% alcohol 
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ตารางภาคผนวกที ่2 ขั้นตอนการเตรียมช้ินส่วนพืชจนเป็นบล็อกพาราฟิน 
ขั้นตอนท่ี รายละเอียด หมายเหตุ 

1 เก็บตวัอยา่งพืช  

2 Fixation 12-24 ชัว่โมง การคงสภาพ 

3 น ้ายาล าดบัท่ี 6  : 2 ชัว่โมง  

 น ้ายาล าดบัท่ี 7  : 2 ชัว่โมง  

 น ้ายาล าดบัท่ี 8  : 2 ชัว่โมง  

 น ้ายาล าดบัท่ี 9  : 2 ชัว่โมง       การดึงน ้าออกจากเซลลพ์ชื 

 น ้ายาล าดบัท่ี 10  : 2 ชัว่โมง  

 น ้ายาล าดบัท่ี 11 : 2 ชัว่โมง  

 น ้ายาล าดบัท่ี 12  : 2 ชัว่โมง  

4 
พาราฟินแขง็ + น ้ายาล าดบัท่ี 12 + 
ตวัอยา่งช้ินส่วนพืช  : 2 ชัว่โมง 

 

 
พาราฟินแขง็เหลว 2 + ตวัอยา่งช้ินส่วน

พืช  : 2 ชัว่โมง 
 

 
พาราฟินแขง็เหลว 3 + ตวัอยา่งช้ินส่วน

พืช  : 2 ชัว่โมง 
 

 
พาราฟินแขง็เหลว 4 + ตวัอยา่งช้ินส่วน

พืช  : 2 ชัว่โมง 
 

5 ฝังช้ินส่วนพืชลงในบล็อกพาราฟิน  

 
 
 
 

การแทรกซึม 
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ตารางภาคผนวกที ่3 ขั้นตอนการยอ้มสีเน้ือเยือ่พืช 
ขั้นตอน สาร ปริมาณ 

Deparaffinization Xylene  2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

 Absolute ethanol : Xylene 2 นาที 

 Absolute ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

Hydration  95% Ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

 70% Ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

 50% Ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

Staining Tap water 2 นาที 

 Safranin 15 นาที 

 Tap water 2 นาที 

Dehydration Picric acid in 95% ethanol 5 - 10 วนิาที  

 Ammonium hydroxide in 95% ethanol 10 วนิาที – 1 นาที 

 95% Ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

 Absolute ethanol 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

Staining Use clove oil fast green 1 - 2 วนิาที 

 Fast green 10 วนิาที – 15 วนิาที 

 Use clove oil fast green 1 - 2 วนิาที 

 New clove oil  

Clearing Absolute ethanol : Xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

 Xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที 

Mounting Mounting medium  
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การประเมินปริมาณสารประกอบฟีโนลกิทั้งหมด 

การเตรียมกราฟมาตรฐาน 
a. เตรียมสารละลาย gallic acid ท่ีความเขม้ขน้ 0, 60, 80, 100 และ 120 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยละลายสาร gallic acid ดว้ยเมทานอล ความเขม้ขน้ 80 เปอร์เซ็นต ์

b. น าสารละลาย gallic acid ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ความเขม้ขน้ละ 2 มิลลิลิตร เติมน ้ า

กลัน่ 9 มิลลิลิตร  

c. เติม Folin-Ciocalteu reagent 1 มิลลิลิตร ความเข้มขน้ 80% ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

น าสารละลายตวัอยา่งท่ีสกดัได ้1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั  

d. ตั้งไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 50 นาที (สีของสารละลายมีสีเขียวใส) เม่ือครบเวลาเติม

สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 7% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง ผสมใหเ้ขา้

กนั วางหลอดในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 60 นาที (สีของสารละลายเปล่ียนเป็นสีน ้าเงิน)  

e. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต

มิเตอร์   

              
ภาพภาคผนวกที่  1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกส าห รับค านวณปริมาณ 

สารประกอบฟีโนลิกทั้งหมด 
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การประเมินปริมาณสารลกินิน 

1. การเตรียม 0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.0)  1,000 มิลลลิติร 

a. 1 M Potassium phosphate anhydrous (K2HPO4)  

M.W.= 174.18 g/mol : 500 มิลลิลิตร 

- Potassium phosphate anhydrous (K2HPO4) 87.09  กรัม 

- น ้ากลัน่   500 มิลลิลิตร 

b. 1 M Potassium dihydrogen phosphate (KH2HPO4)  

M.W.= 136.09 g/mol : 500 มิลลิลิตร 

- Potassium dihydrogen phosphate (KH2HPO4) 68.04 กรัม 

- น ้ากลัน่   500 มิลลิลิตร 

 
2. การเตรียม 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) 1,000 มิลลลิติร 

- 0.1 M potassium phosphate buffer 500 มิลลิลิตร 

- น ้ากลัน่   500 มิลลิลิตร 

 
3. การเตรียม 1% Triton X-100   50 มิลลลิติร 

- Triton X-100  0.5 มิลลิลิตร 

- 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) 49.5 มิลลิลิตร 

 
4. การเตรียม 1 M Sodium chloride  50 มิลลลิติร 

- Sodium chloride  2.92 กรัม 

- 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.0) 50 มิลลิลิตร 

 
5. การเตรียม 25% acetyl bromide 25 มิลลลิติร 

- Acetyl bromide  6.25 มิลลิลิตร 

- Glacial acetic acid  18.75 มิลลิลิตร 
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6. การเตรียม 2 M Sodium hydroxide 30 มิลลลิติร 

- Sodium hydroxide  2.4 กรัม 

- น ้ากลัน่   30 มิลลิลิตร 

 
7. การเตรียม 5 M hydroxylamine-HCl 20 มิลลลิติร 

- hydroxylamine-HCl  6.95 กรัม 

- น ้ากลัน่   20 มิลลิลิตร 

 
8. การเตรียมกราฟมาตรฐานของ Lignin, alkali ซ่ึงมีค่า d= 1.3 g/ml 

a. เตรียม stock solution ความเข้มข้น 8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชั่งสาร 

lignin, alkali 0.312 กรัม ละลายใน 2% sodium hydroxide  

b. ท า serial dilution ท่ีความเข้มข้น 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.1, 0.05 และ  0.01 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

c. ผสมกบัตวัท าละลาย  2 M NaOH   0.9 มิลลิลิตร 

        5 M Hydroxylamine-HCl  0.1 มิลลิลิตร 

          Glacial acetic acid   5.0 มิลลลิตร 

d. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 340 นาโนเมตร 

 
ภาพภาคผนวกที ่2 กราฟมาตรฐานของสารละลาย lignin, alkali ส าหรับค านวณปริมาณลิกนิน 
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การประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ PAL 

1. การเตรียม Extraction buffer  100 มิลลลิติร 

- 0.1% Triton X-100  0.1 มิลลิลิตร 

- 0.05 M sodium borate  1.91 กรัม 

- 0.05 M ascorbic acid  0.88 กรัม 

- 1%  β-mercaptoetanol  1.0 มิลลิลิตร 

- 0.1% Tris-base  1.21 กรัม 

- 2% Polyvinyl polypyrrolidone 2.0 กรัม 

- 1 mM Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt 0.037 กรัม 

ละลายในน ้ า 80 มิลลิลิตร หลงัจากท่ีสารละลายเข้ากนัและไม่มีตะกอน ท าการ
ปรับปริมาตรของสารละลายใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
 

2. การเตรียมสารละลาย Bradford reagent 

- 0.01% Coomassic brilliant blue 0.1 กรัม 

- 4.7% Ethanol  100 มิลลิลิตร 

- 8.5% Phosphoric acid (จาก 85% Phosphoric acid) 100 มิลลิลิตร 

ละลายสาร Coomassic brilliant blue ลงในสารเอทานอล ให้สมบูรณ์ จากนั้นเติม
สาร Phosphoric acid ผสมใหเ้ขา้กนั 
 

3. เตรียมกราฟมาตรฐานของโปรตีน 

a. เตรียม stock solution ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยชัง่สาร Bovine 

Serum Albumin (BSA) 10 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 1 มิลลิลิตร 

b. ท า serial dilution ท่ีความเข้มข้น 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 และ 0 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร 

c. น าสารละลาย BSA ท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ ความเขม้ขน้ละ 40 ไมโครลิตร ผสม

กบั Bradford reagent 1 มิลลิลิตร  

d. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 595 นาโนเมตร 
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ภาพภาคผนวกที ่3 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีนมาตรฐานส าหรับค านวณปริมาณโปรตีน 
 

4. การเตรียมสารส าหรับประเมินกจิกรรมของเอนไซม์ PAL 

a. 0.1 M Tris-HCl  60 มิลลิลิตร 

- Tris-base   1.0 กรัม 

- น ้ากลัน่   60 มิลลิลิตร 

ปรับ pH ของสารละลาย ใหไ้ด ้8.5 
 

b. 0.1 M L-phenylalanine  30 มิลลิลิตร 

- L-phenylalanine  0.5 กรัม 

- 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)  30 มิลลิลิตร 

 
c. 6 N Hydrochloric acid  100 มิลลิลิตร 

- Hydrochloric acid  7.93 มิลลิลิตร 

- น ้ากลัน่   92.07 มิลลิลิตร 
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5. เตรียมกราฟมาตรฐานของ tran-cinnamic acid 

a. เตรียม stock solution ความเขม้ขน้ 1 mol tran-cinnamic acid โดยชั่งสาร tran-

cinnamic acid  0.015 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร 

b. ท าการ dilution ท่ีความเขม้ขน้ 0.3, 0.2, 0.1, 0.05, และ 0 mol  

c. น าสารละลาย tran-cinnamic acid ท่ีความเข้มข้นต่างๆ ความเข้มข้นละ 200 

ไมโครลิตร ผสมกบั 0.1 M L-phenylalanine 5 ไมโครลิตร และ 0.1 M Tris-HCl 1,300 ไมโครลิตร 

จากนั้นหยดุปฏิกิริยาดว้ย 6 N Hydrochloric acid 100 ไมโครลิตร 

d. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี 290 นาโนเมตร 

ภาพภาคผนวกที ่4 กราฟมาตรฐานของสารละลาย tran-cinnomic acid ส าหรับค านวณกิจกรรมของ 
 เอนไซม ์PAL 
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การประเมินระดับการแสดงออกของยนี  

1. การเตรียม Extraction buffer (สกดัอาร์เอน็เอ)  50 มิลลลิติร 

- 0.2 M Sodium chloride 0.58 กรัม 

- 0.1 M Tris-HCl   1.57 กรัม 

- 0.01M Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt  0.37 กรัม 

- 1.5% Sodium dodecyl sulfate 0.75 กรัม 

- 1.5% Polyvinyl polypyrrolidone 0.75 กรัม 

ละลายสารในน ้ากลัน่ 40 มิลลิลิตร หลงัจากสารละลายอยา่งสมบูรณ์ ปรับปริมาตร
ใหไ้ด ้50 มิลลิลิตร และปรับ pH ใหไ้ด ้7.0 

 
2. การเตรียม 0.1% DEPC water  1,000 มิลลลิติร 

- น ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 

- DEPC   1 มิลลิลิตร 

ในการเตรียม DEPC ตอ้งเตรียมในตูดู้ดควนั เน่ืองจาก DEPC เป็นสารก่อมะเร็ง 
ผสมสารให้เขา้กนัโดยการ stirring นาน 8 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที (น่ึงฆ่าเช้ือ 2-3 รอบ เพื่อใหก้ล่ินของ DEPC หายไป) 

 
3. การเตรียม Chloroform: Isoamyl alcohol (24:1)  100 มิลลลิติร 

- Chloroform   96 มิลลิลิตร 

- Isoamyl alcohol  4 มิลลิลิตร 

 
4. การเตรียม 8 M LiCl  50 มิลลลิติร 

- LiCl   16.92 กรัม 

- น ้ากลัน่   40  มิลลิลิตร 

ละลายสารในน ้ ากลั่น จนสารละลายหมด และปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนมี
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi 
เป็นเวลา 20 นาที 
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5. การเตรียม 2 M LiCl  50 มิลลลิติร 

- LiCl   4.23 กรัม 

- น ้ากลัน่   40 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน ้ากลัน่จนสารละลายหมดและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนมี
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi 
เป็นเวลา 20 นาที 

 
6. การเตรียม 3 M Sodium acetate (pH 5.2) 100 มิลลลิติร 

- Sodium acetate  40.82 กรัม 

- น ้ากลัน่   70 มิลลิลิตร 

ละลายสารในน ้ ากลั่น จนสารละลายหมด และปรับปริมาตรด้วยน ้ ากลั่นจนมี
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และท าการปรับ pH ให้ไดค้่า 5.2 หลงัจากนั้นน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
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