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บทที่ 2

วสัดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ
ตารางที่ 1  ชื่อสารเคมี นํ ้าหนกัโมเลกุล และบริษัทผูผลิต

ชื่อสารเคมี นํ ้าหนักโมเลกุล บริษัทผูผลิต
Acetic acid 60.05 Merck
Acetic anhydride 102.09 Merck
Acrylamide 71.1 Merck
Agar - วทิยาศรม
Ammonium sulfate 132.14 Merck
Ammonium persulfate 228.7 Merck
Bovine serum albumin 67,000 Sigma
Bromophenol blue - Sigma
Coomassie brilliant blue G250 854.0 Sigma
Cupric sulfate 249.68 Sigma
Ethanol 46.07 Merck
Glycine 960.9 Sigma
Hydrogen peroxide (H2O2) 34.02 Sigma
2-mercaptoethanol 78.13 Merck
Mercuric chloride 271.50 Sigma
Methanol 32.04 Carlo Erba
N,N-methylene bisacrylamide 154.2 Merck
N,N,N,N-tetramethylenediamine
(TEMED)

116.2 Merck

o- dianisidine (3, 3'-
dimethoxybenzidine)

317.2 Sigma

Phosphoric acid 98.0 Baker Analyzed
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ตารางที่ 1 (ตอ)

ชื่อสารเคมี นํ ้าหนักโมเลกุล บริษัทผูผลิต
Potassium sodium tartrate 282.2 Sigma
Potato dextrose agar - Difco
Phytagel - Sigma
Sephadex G-50 - Sigma
Silver stain kit - Biorad
Sodium acetate anhydrous 82.03 Sigma
Sodium azide (NaN3) 65.01 Merck
Sodium bicarbonate (NaHCO3) 84.01 Merck
Sodium carbonate (Na2CO3) 105.99 Merck
Sodium chloride (NaCl) 105.99 BDH
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 288.4 Merck
Sodium hydroxide (NaOH) 40 Merck
Sodium hypochlorite (NaOCl) - Cao Industrial
Tricine 179.18 Fluka
Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121.1 Merck
Tween-20 - Fluka Chemika
V8 - Campbell Soup
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อุปกรณ
1. ขวด Duran ขนาด 0.1, 0.25, 0.5, และ 1 ลิตร
2. ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 6 ออนซ
3. ปากคบีปลายแหลมความยาว 120 -150 มิลลิเมตร
4. ดามมีดผาตัด
5. ใบมีดผาตัด
6. จานเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) ขนาดเสนผาศูนยกลาง 9 และ 11 เซนติเมตร
7. กลองถายรูป Nikon (Japan) และ Olympus SC 35 ( Japan)
8. ตูปลอดเชื้อ Ehret (Germany)
9. หมอนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอนํ้ า (Autoclave SS-320 Tomy Japan)
10. คอลัมน PD-10 (Pharmacia)
11. เครือ่งชั่งสองตํ าแหนง Diethelm model 12909657 (Japan)
12. Orbital shaker incubator, Paton scientific model 013422 (South Australia)
13. Centrifuge J2-21 operation, Beckamn (USA)
14. Microcentrifuge 5804 R Eppendorf (Germany)
15. pH meter Cyberscan 1000 (Singapore)
16. Power supply model 1000/500, Biorad (USA)
17. Electrophoresis appartatus, ATTA Cooperation (Japan)
18. Shimadzu UV-Vis recording spectrophotometer model UV160A (Japan)
19. Spectroofluorophotometer RF-1501 Shimadzu (Japan)
20. Freeze dryer และ  Deep-freeze refrigerator, Sanyo (Japan)
21. UV box, Vilber Lourmat (France)
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วธิกีารทดลอง

2.1  การชกัน ําสวนตางๆ ของยางพาราซึ่งไดแก อับละอองเกสร (anther) เมล็ดออน
(immature seed) และขอปลอง (internodal stem) ใหเกิดแคลลัส
2.1.1 แคลลสัอับละอองเกสรยางพารา (anther callus)

2.1.1.1 การเลือกใชพันธุของอบัละอองเกสรมาชกันํ าใหเกิดแคลลัส
จากทีไ่ดเสนอในโครงรางวิทยานิพนธ  (บว.3)       เลอืกใชดอกยางพารา 

2 พนัธุ  ไดแก พันธุ BPM-24 และพันธุ RRIM600 มาชักนํ าใหเกิดแคลลัส ปรากฏวามีปญหาเกี่ยว
กับตนพันธุที่มีการติดผลนอยคือเกือบจะไมมีการติดผลของยางพาราพันธุ BPM-24 ในชวงป 
2545-2546 ซึง่เปนชวงทีผู่วจิยัอยูในระหวางการทํ างานวิจัย มีเพียงยางพาราพันธุ GT1 ที่มีการติด
ดอกทัง้ๆ ทีพ่นัธุนี้มีความตานทานระดับปานกลาง    ดังนัน้ผูวิจัยจึงตองใชดอกยางพันธุ GT1 แทน 
พันธุ BPM-24   นอกจากนีก้ารตดิดอกเพียงปละครั้ง จึงทํ าใหการทํ างานวิจัยมีขอจํ ากัด    สวน
ดอกยางพาราพนัธุ RRIM600 มีการติดดอกจึงไมมีปญหาทางดานวัตถุดิบที่นํ ามาใชในการทดลอง 
รวมทัง้ยงัเปนพนัธุทีห่างาย  เนื่องจากเปนพันธุที่เกษตรกรทางภาคใตนิยมปลูก    โดยใชอับละออง
เกสรยางพาราเพศผู (ทีม่ไีมโครสปอรระยะนิวเคลียสเดี่ยวตอนปลายที่มีสีเขียวอมเหลือง ดังแสดง
ในรูปที่ 10)

รูปที่ 10 ลักษณะชอดอกออนของยางพารา
(ก), (ข) อับละอองเกสรยางพาราอายุประมาณ 4 สัปดาห

        (ค) อับละอองเกสรเพศผู (bar = 1.0 ซม.)
(ทีม่า (ก) : www.pharmazie.uni-greifswald.de/gallery/yamasaki.htm)

ก ข ค

http://www.pharmazie.uni-greifswald.de/gallery/yamasaki.htm
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2.1.1.2 การชักนํ าใหเกิดแคลลัสอับละอองเกสรยางพารา
 นํ าอบัละอองเกสรยางพาราเพศผู (สีเขียวอมเหลืองออน รูปที่ 11) มาชัก

น ําใหเกิดแคลลัสโดยเลี้ยงในอาหารสูตรดัดแปลง MS medium (สมปอง เตชะโต, 2531) รวมกับ 
2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร และไคเนติน 
(kinetin) ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร pH 5.8 (ตารางที่ 2) กอนการเพาะเลี้ยงเก็บดอก
ยางพาราไวที่อุณหภูมิ 10+1oC  เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยรวบรวมดอกดังกลาวประมาณ 100–200 
ดอกใสในผาก็อซ ผูกดวยดายเย็บผาแลวนํ าไปฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยแอลกอฮอล 70% เปนเวลา 30 
วนิาท ีและฟอกฆาเชื้ออีกครั้งดวยสารละลายทีม่สีวนผสมของโซเดียมไฮโปคลอไรท 20% และทวีน 
(Tween20) 0.05% เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นลางสารฟอกฆาเชื้อออกดวยนํ้ ากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 3 
คร้ัง  ซึง่ขัน้ตอนดงักลาวทํ าในตูยายเลี้ยง   คีบถุงผาก็อซไปวางในจานเพาะเลี้ยงขนาดเสนผาศูนย
กลาง 9 ซม. แกะดายที่ผูกออก ใชปากคีบปลายแหลมคีบดอกมาวางในจานเพาะเลี้ยง จากนั้นใช
มดีผาตดักรีดกลีบดอกเบา ๆ 2 รอยตรงกันขามเพื่อเปดดอกออก แลวใชใบมีดตัดฐานอับละออง
เกสรออก ก็จะไดกลุมอับละอองเกสรซึ่งมี corolla tube และอับละอองเกสร 10 – 12 อัน   หลงัจาก
นัน้น ํากลุมอับละอองเกสรไปเลี้ยงในอาหารสูตรชักนํ าแคลลัส เมื่อไดแคลลัสจึงทํ าการยายเลี้ยงใน
อาหารสูตรดัดแปลง MS-2 (สมปอง เตชะโต, 2531) เพื่อเพิ่มขนาดแคลลัสตอไป  แตเนื่องจากได
แคลลัสขนาดเล็กและมีปริมาณไมเพียงพอสํ าหรับการทดลอง จึงไมสามารถนํ าแคลลัสที่เกิดจาก
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากสวนของดอกยางพาราดังกลาวมาทํ าการทดลองได  ดังนั้นผูวิจัยจึง
พยายามหาชิน้สวนอืน่ของยางพารามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อแทน เชน ขอปลอง และเมล็ดออน เพื่อชัก
น ําใหเกิดแคลลัสที่จะใชในการทดสอบตอไปได
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ตารางที่ 2  องคประกอบของอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรยางพารา (สมปอง เตชะโต, 2531)
องคประกอบ (มิลลิกรัมตอลิตร)           ชกัน ําแคลลัส                    เพิ่มปริมาณ
KNO3  950 950
NH4NO3  1648 1648
MgSO4.7H2O 368 368
KH2PO4 338  338
Na2EDTA 503 503
FeSO4.7H2O 40.94 40.94
MnSO4.4H2O 30.58 30.58
ZnSO4.7H2O 8.30  8.30
H3BO3   11.17 11.17
CuSO4.5H2O 0.024    0.024
Na2MoO4.2H2O 0.24  0.24
KI -    -
CoCl2.6H2O - -
Thiamine.HCl 0.5    0.5
Pyridoxine.HCl 0.49         0.49
Nicotinic acid   0.49      0.49
Glycine    2.25        2.25
Folic acid  0.48        0.48
Biotin 48.8   48.8
KN 1.0          1.0
2,4-D       1.0  -
NAA 1.0        0.3
GA3        -                      0.5
Myo-inositol  100          100
Coconut water (%) 5                                    -
Sucrose (%) 7             7
pH        5.8        5.8
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2.1.2 แคลลัสเมล็ดออน (integument-derived callus)
2.1.2.1  การคัดเลอืกใชพันธุของเมล็ดออน

                ใชเมลด็ออนของยางพารา 2 พันธุ 1) พันธุ GT1 (ตานทานตอเชื้อ P.
palmivora ปานกลาง) แทนเมลด็ออนของยางพาราพันธุ BPM-24 เนื่องจากยางพาราพันธุดัง
กลาวไมมีการติดดอก (ขอ 2.1.1) และ 2) พันธุ RRIM600 (ออนแอตอเชื้อ P. palmivora) อายุ
ประมาณ 6-8 สัปดาห หลังจากผสมเกสร (ดังแสดงในรูปที่ 11) น ํามาลางทํ าความสะอาดสวนผล
ดวยนํ ้าประปาและนํ าเขาตูปลอดเชื้อ ฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวนอกดวยการจุมในแอลกอฮอล 95%
แลวลนไฟ ท ําเชนนี้ 1–2 คร้ังจนแนใจวาผิวภายนอกสะอาดปราศจากเชื้อ จากนั้นใชใบมีดผาตัด
กรีดรอบผล และผาผลเพื่อเอาเมล็ดออนออกเปนสวนๆ เพื่อชักนํ าใหเกิดแคลลัส   

รูปที่ 11  ผลออนยางพาราอายุประมาณ 60 วัน ภายหลังการผสมเกสร (bar = 1 ซม.)

2.1.2.2  การชกัน ําแคลลัสเมล็ดออนยางพารา
  น ําผลยางทีม่อีาย ุ 6 - 8 สัปดาหหลังจากผสมเกสร มาลางทํ าความ

สะอาดทีผิ่วผลโดยถูอยางแรงดวยสกอซไบรทและนํ้ ายาลางจานซันไลท  ผ่ึงในที่รมสักครูเพื่อให
แหง จากนัน้นํ าเขาตูยายเลี้ยงเนื้อเยื่อ จุมแชผลในแอลกอฮอลเขมขน 95%  แลวลนไฟ    ทํ าเชนนี้
1 – 2 คร้ังจนแนใจวาผิวภายนอกสะอาดปราศจากเชื้อ จากนั้นใชปากคีบตรึงผลใหแนนดวยมือ
ซาย ใชมอืขวาจับมีดผาตัดกรีดพูของผลออกเปนรอยขนานกัน 2 แนวในแนวดิ่ง แลวกรีดอีกแนว
ดานบนซึ่งขวางกบัรอยตัดเดิม เปดเปลือกผลออกจะเห็นเมล็ดออนรูปรางกลมขนาดเล็กติดอยูกับ
รก (funiculus) ใชมดีผาตัดที่ฆาเชื้อแลวตัดแยกเมล็ดออกจากผล  ผาครึ่งเมล็ดออนตามยาวเพื่อ
แบงเมลด็ออกเปน  2 สวนเทา ๆ กัน แลวผาเมล็ดอีกครั้งตามขวางเพื่อแบงเมล็ดออกเปน 3 สวน
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เมลด็ 1 เมลด็สามารถแบงออกไดเปน 6 สวน นํ าเมล็ดที่ตัดแบงเปนสวน ๆ ไปเลี้ยงในอาหารชักนํ า
แคลลสั (ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงแสดงในรูปที่ 12)  วางเลี้ยงในที่มืด ที่อุณหภูมิ 25+2 oC แคลลัสใช
เวลาในการงอกประมาณ 3-4 สัปดาห เมื่อไดแคลลัสแลวจึงทํ าการยายเลี้ยงในอาหารที่เพิ่มขนาด
แคลลสั MS-2  (ดังแสดงในตารางที่ 3)  ทุก 4 สัปดาห เปนเวลา  3 คร้ัง

รูปที่ 12  แสดงขัน้ตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเย
 และ 4

1 2

3

ื่อจากเมล็ดออนยางพารา เรียงตามลํ าด

4

ับข้ันที่ 1, 2, 3
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ตารางที่ 3  องคประกอบของอาหารสูตรดัดแปลงของ MS ที่ใชเพาะเลี้ยงเมล็ดออนยางพารา
องคประกอบ (มิลลิกรัมตอลิตร)        ชกัน ําแคลลัส   (MS-1)             เพิ่มปริมาณ (MS-2)
KNO3      1900 1900
NH4NO3       1650 1650
MgSO4.7H2O    370 370
KH2PO4    170 170
Na2EDTA     18.60 18.60
FeSO4.7H2O    13.90 13.90
MnSO4.4H2O   33.80 33.80
ZnSO4.7H2O    21.00 21.00
H3BO3      12.40  12.40
CuSO4.5H2O 0.50 0.50
Na2MoO4.2H2O 0.50 0.50
KI          1.70 1.70
CoCl2.6H2O    0.50  0.50
Thiamine.HCl  5.00 5.00
Pyridoxine.HCl   0.50 0.50
Nicotinic acid    0.50 0.50
Glycine      2.00 2.00
Myo-inositol   500   500
BA           2.0 2.0
2,4-D 2.0 2.0
Sucrose (%) 8 5
pH           5.8                5.8

(ทีม่า : http://sut2.ac.th/AgriTech/cybertool/tikresearch/sura7.html)

http://sut2.ac.th/AgriTech/cybertool/tikresearch/sura7.html
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2.1.2.3  การเลอืกใชแคลลัสเมล็ดออนยางพารา
                     ในการทดสอบใชแคลลัสเมล็ดออนของยางพารา 2 พันธุ 1) พันธุ GT1
และ 2) พนัธุ RRIM600 โดยใชแคลลัสที่ผานการยายเลี้ยงในอาหารที่ไดชักนํ าใหมีการเพิ่มขนาด
แลว ซึง่มีนํ้ าหนักประมาณ 0.2-0.5 กรัม เลือกใชแคลลัสชุดควบคุมและแคลลัสชุดทดลองที่ผาน
การยายเลีย้งมาพรอมๆ กันนํ้ าหนักใกลเคียงกันมาใชในการทดลองเพื่อลดความแปรปรวน สังเกต
ไดวาแคลลัสเมล็ดออนมีลักษณะฟู ใส สีเหลืองออน มคีวามสมํ ่าเสมอมากกวาแคลลัสขอปลอง แต
มีขอจํ ากัดที่ไมสามารถทํ าการชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดหลายพันธุซึ่งตางจากการชักนํ าใหเกิดแคลลัส
จากสวนขอปลองที่มีตนพันธุจํ านวนมากและสามารถทํ าการทดลองไดตลอดป  ไมเหมือนดอกและ
ผลทีม่เีพียงปละครั้งเทานั้น

นอกจากการชกันํ าใหเกิดแคลลัสจากสวนตางๆ ของยางพาราแลว ผูวิจัย
ยงัไดทํ าการเพาะเลี้ยงเซลลจากแคลลัสเมล็ดออนในอาหารเหลว (เซลลซัสเพนชัน) โดยนํ าแคลลัส
ที่มีอายปุระมาณ 4 สัปดาห ยายเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่มี 2,4-D และ BA ความเขมขน 2
มลิลิกรัมตอลิตร ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูที่มีขนาด 100 มิลลิลิตร แลวนํ าไปเขยาเลี้ยง
ดวยความเร็ว 110 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 28+1 องศาเซลเซียส ในที่มืด เปนเวลา 1 เดือน นํ า
เซลลซสัเพนชันที่ไดยายเลี้ยงในอาหารใหมทุก 10 วัน    โดยพบวามีปริมาตรตะกอนเซลลเพิ่มข้ึน
2-3 เทาของปรมิาตรเซลลเร่ิมตน แตทางผูวิจัยไมไดนํ าเซลลซัสเพนชันดังกลาวมาใชในการทดสอบ
อีกทั้งเซลลซสัเพนชันที่ไดมีปริมาณไมเพียงพอ จึงควรปรบัปรุงสูตรอาหารที่สามารถเพิ่มจํ านวน
เซลลเพือ่ใชในงานวิจัยดานการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุพืชตอไปในอนาคต
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2.1.3 แคลลัสขอปลอง (internodal stem callus)
2.1.3.1  การเลอืกใชพนัธุของขอปลองยางพารามาชักนํ าใหเกิดแคลลัส

                       ในการศกึษาครั้งนี้ผูวิจัยใชขอปลองของยางพารา 5 พนัธุ ไดแก พันธุ 
BPM-24 (ใชเปนตวัแทนของยางพาราพันธุตานทาน), PB235 (ใชเปนตัวแทนของยางพาราพันธุ
คอนขางตานทาน), พนัธุ RRIT251 (ใชเปนตัวแทนของยางพาราพันธุตานทานปานกลาง), พันธุ 
PB255 (ใชเปนตวัแทนของยางพาราพันธุคอนขางออนแอ) และ พันธุ RRIM600 (ใชเปนตัวแทน
ของยางพาราพันธุออนแอ) ที่แตกยอดใหม (ฉัตรแรกของยอด) จากตนพันธุเดิม อายุประมาณ 3-4 
สัปดาห จากแปลงปลูกของสถาบันวจิยัยางจังหวัดสงขลา (รูปที่ 13)

รูปที่ 13  ขอปลองของยางพาราพันธุ RRIM600 ที่เกิดจากการแตกยอดใหม อายุประมาณ 3-4
    สัปดาห (ฉัตรแรก)
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2.1.3.2  การชกัน ําแคลลัสขอปลองของยางพารา
 น ําขอปลองที่แตกยอดใหมอายุประมาณ 4 สัปดาห มาลางทํ าความ

สะอาดดวยนํ้ าประปา แลวนํ ามาแชในแอลกอฮอล 95%  เปนเวลา 30 วินาที    จากนั้นนํ าไปแช
สารละลายเมอรคิวริกคลอไรด 0.5%  เปนเวลา 3 นาที  แลวนํ าไปแชในสารละลายโซเดียมไฮโป
คลอไรท  20%  ทีเ่ติม Tween 20 ประมาณ 2-3 หยด เปนเวลา 6-7 นาที ลางดวยนํ้ ากลั่นที่ฆาเชื้อ 
3 คร้ัง กอนยายเขาตูปลอดเชื้อ ตัดชิ้นสวนพืชโดยหางจากสวนยอดประมาณ 10 เซนติเมตร ใหมี
ความยาวทอนละประมาณ 1.5-2 เซนติเมตร ลอกเปลอืกออกจะไดสวนที่เปนแคมเบียมซึ่งจะเจริญ
เปนแคลลสัตอไป โดยนํ ามาวางบนอาหารแข็งซึ่งมีการเติม 2,4-D ความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอลิตร 
และไคเนตนิความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และปรับ pH ของอาหารใหมีคาเทากับ 5.7 กอนนํ า
ไปนึง่ฆาเชือ้ โดยวางชิ้นสวนพืชในแนวตั้งเพื่อใหพืชมีการดูดซึมสารอาหารไดสูงสุด แลวนํ าไปวาง
เลีย้งในที่มืด อุณหภูมิ 30+2oC (Arak Jantasilp, 1991) ใชระยะเวลา 30 วัน ในการชักนํ าใหเกิด
แคลลสั  หลงัจากนั้นจึงยายเลี้ยงแคลลัสลงในอาหารใหมซึ่งมีสูตรอาหารดังแสดงในตารางที่ 4

2.1.3.3 การเลอืกใชแคลลัสขอปลองของยางพารา
โดยใชแคลลัสที่ผานการยายเลี้ยงในอาหารที่เพิ่มขนาด มาแลว

ประมาณ 3-4 สัปดาห นํ้ าหนักอยูในชวง 0.2-0.5 กรัม ซึ่งอาจมีสีนํ้ าตาล แคลลัสที่เกิดจากการชัก
น ําจากสวนขอปลอง อาจมขีอเสียเนื่องจากลักษณะของแคลลัสที่ไดมีความสมํ่ าเสมอตํ่ า จงึควรคัด
เลอืกแคลลัสที่มีลักษณะฟูและมีสีเหลืองออนมาใชในการทดสอบ
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ตารางที่ 4  องคประกอบของอาหารสูตรดัดแปลงของ MS ใชเพาะเลี้ยงขอปลองของยางพารา
องคประกอบ (มิลลิกรัมตอลิตร)          ชกันํ าแคลลัส                               เพิ่มปริมาณ
KNO3    1900 1900
NH4NO3 1650 1650
MgSO4.7H2O 370 370
KH2PO4 170 170
Na2EDTA 18.60 18.60
FeSO4.7H2O 13.90 16.90
MnSO4.4H2O 33.80 33.80
ZnSO4.7H2O   21.00  21.00
H3BO3   12.40 12.40
CuSO4.5H2O     0.05              0.05
Na2MoO4.2H2O 0.50                                 0.50
KI 1.70   1.70
CoCl2.6H2O    0.05   0.05
CaCl2.2H2O 440 440
Thiamine.HCl 5.00    5.00
Pyridoxine.HCl 0.50     0.50
Nicotinic acid 0.50     0.50
Glycine  2.00            2.00
KN           0.5 0.5
2,4-D 4.0 4.0
Myo-inositol  500             500
Sucrose (%)   7                                      5
pH   5.8                                   5.8

ทีม่า : (Arak Jantasilp, 1991)
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2.2 การเลือกใชสวนตางๆ ของพันธุยางพาราซ่ึงไดแก เมล็ดออนและขอปลองเพื่อใช
ในการทดสอบดวยซูโอสปอรและอิลิซิติน
2.2.1 การคัดเลอืกใชเมล็ดออน

               ใชวธิกีารคัดเลือกดังที่กลาวมาแลวในขอ 2.1.2.1 โดยใชเมล็ดออนทีอ่ยูภายในผล
ออน  เพือ่ใชในการทดสอบดวยซูโอสปอรแตไมไดนํ ามาทดสอบดวยอิลิซิติน เชนเดียวกับการ
ทดสอบดวยขอปลอง เนื่องจากในชวงที่ทํ าการวิจัยเมล็ดออนเริ่มมีเปลือกแข็งและกอนหนานี้มีฝน
ตกชุกจึงมีการติดเชื้อ   ดังนั้นในการทดลองชุดเดียวกันควรเลือกใชเมล็ดอยางพิถีพิถัน เพื่อลด
ความแปรปรวนของผลการทดลอง เชน เลือกใชเมล็ดชุดควบคุมและชุดทดลองจากผลเดียวกัน ไม
ใชเมล็ดที่มีรอยแผลซึ่งอาจเกิดจากการติดเชื้อในชวงติดดอก

2.2.2 การคัดเลือกใชขอปลอง
ในการทดสอบเลือกใชขอปลองของยางพารา 5 พนัธุ คือ 1) พันธุ BPM-24 (เปน

ตัวแทนของพันธุที่ตานทานตอเชื้อรา P. palmivora สูงสดุ), 2) พันธุ PB235 (เปนตัวแทนของ
ยางพาราพันธุคอนขางตานทาน), 3) พนัธุ RRIT251 (เปนตัวแทนของยางพาราพันธุตานทานปาน
กลาง), 4) พนัธุ PB255 (เปนตัวแทนของยางพาราพันธุคอนขางออนแอ) และ 5) พันธุ RRIM600 
(เปนตวัแทนของยางพาราพันธุออนแอ) เปนขอปลองที่เกิดจากการแตกยอดใหม อายุประมาณ 3-4
สัปดาห (ฉัตรแรก) จากแปลงปลูกของศูนยวิจัยยางสงขลา

หมายเหตุ : ในการทดลองนี้ควรใชขอปลองพันธุ GT1 ดวย เพราะทางผูวิจัยไดใช
เมลด็ออนของยางพาราพันธุดังกลาว  ในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสเพื่อศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนอง
ของแคลลัสที่มีตอเชื้อกอโรค  แตเนื่องจากพันธุ GT1 ที่ศูนยวิจัยยางมีเฉพาะตนที่โตเต็มที่เทานั้น 
(10-15 ป) จงึท ําใหขาดแคลนกิ่งพันธุที่จะนํ ามาใชในการทดสอบ   ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกใชยางพารา 
5 พนัธุดังกลาวขางตนในการศึกษาครั้งนี้  เพื่อที่จะสามารถจํ าแนกความแตกตางระหวางพันธุได
อยางชัดเจน
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2.3  การเตรียมเชื้อรา P. palmivora ใหบริสุทธิ์
       P. palmivora เปนเชื้อราที่กอใหเกิดโรคใบรวงและเสนดํ า (Chee, 1969) ผูวิจัยไดรับความ
อนุเคราะหเชื้อราดังกลาวจากสถาบันวิจัยยางสงขลาซึ่งไดทํ าการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ (โดยการเก็บ
ตัวอยางเชื้อราจากกานใบยางพาราที่เปนโรค) ผูวิจัยนํ าเชื้อรา P. palmivora  ที่ไดมาเลี้ยงบน
อาหาร PDA อีกครั้ง  จากนัน้นํ ามาวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25+2 oC  เปนเวลา 5-7 วัน จึงสามารถนํ า
มาใชงานได  (รูปที่ 14)

รูปที่ 14  เชื้อรา P. palmivora ในอาหารแข็ง PDA ซึ่งเลี้ยงไวที่อุณหภูมิ 25+2oC อายุ 7 วัน พรอม
 ใชงาน
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2.4  การเตรียมซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora
        ถายเชื้อรา P.  palmivora จากทีเ่ลีย้งในอาหาร PDA  มาเลี้ยงใน  V8 agar  เปนเวลา 7 วัน 
(รูปที่ 15) เพือ่กระตุนใหเชื้อราสราง sporangium ซึ่งสามารถสกัดซูโอสปอรออกมาไดโดยการเท
นํ ้ากลัน่ปลอดเชื้อปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงบนสายรา แลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 4  oC  เปนเวลา 15 
นาท ีจากนัน้น ํามาวางไวที่อุณหภูมิหองอีก 30 นาที   สปอรแรงเจียมของเชื้อราจะแตกออกปลอย
ใหซโูอสปอรที่อยูขางในวายนํ้ าออกมาได แลวนับจํ านวนสปอรโดยใชเครื่อง haemacytometer แต
จ ํานวนซโูอสปอรทีน่ับไดมีจํ านวนมากเกินไป จึงตองทํ าการเจือจางเพื่อใหไดความเขมขนที่ตองการ
คือ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  วิธีการหาความเขมขนของซูโอสปอรทํ าไดโดยการหยดนํ้ ากลั่น
ปลอดเชื้อที่มีซูโอสปอรผสมอยูลงบน Petroft Hauser counting chamber และนับซูโอสปอรภาย
ใตกลองจุลทรรศน แลวคํ านวณหาความเขมขนของซูโอสปอรซึ่งทํ าไดดังนี้

ความเขมขนของซูโอสปอรใน 1 มิลลิลิตร = (จ ํานวนซโูอสปอรทั้งหมดในพื้นที่) × 1000
ปริมาตรบน Petroft Hauser

(ปริมาตรบน Petroft Hauser คือ 4×10-3  ไมโครลิตร)

รูปที่ 15  ลักษณะของเชื้อรา P.  palmivora ในอาหารแข็ง  V8 agar เปนเวลา 5 วัน เพื่อกระตุนให
 เชื้อราสรางสปอรแรงเจียม
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2.5 การเตรียมอิลิซิตินจากเชื้อรา P. palmivora
ใช cork borer เจาะบรเิวณขอบนอกของเชื้อราที่กํ าลังเจริญเติบโตดีบน PDA ใหมีขนาดเสน

ผาศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร จํ านวน 15 ชิ้น แลวนํ าไปเลี้ยงในอาหารเหลวส ําหรับเลี้ยงเชื้อรา (ภาค
ผนวก; Henninger) ตามวิธีของ Bonnet (1985) ปริมาตร 150 มิลลิลิตร โดยน ําไปเขยาเลี้ยงที่
ความเร็ว 100 รอบตอนาที อุณหภูมิ 25+2 oC  ในที่มืด เปนเวลา 2-3 สัปดาห  เชื้อรา P.
palmivora จะคอยๆ ผลิตอิลิซิตินออกมาในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate) ตรวจหาปริมาณโปรตีน
รวม (total protein) ทุก ๆ 5 วัน โดยวธิขีองแบรดฟอรด (Bradford) เมื่อตรวจพบวาโปรตีนในนํ้ า
เลีย้งเชือ้มปีริมาณโปรตีนที่คงที่จึงเก็บนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (รูปที่ 16) ไวที่อุณหภูมิ –20oC เพื่อเตรียมอิลิซิ
ตินตอไป

รูปที่ 16  เชื้อรา P. palmivora  อาย ุ15 วัน  ในอาหารเหลว (Henninger) อาย ุ15 วัน พรอมนํ าไป
 เตรียมอิลิซิติน
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2.6  การเตรยีมอิลิซิตินจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ใหบริสุทธิ์ขึ้น
น ํานํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora จากขอ 2.5 ปริมาตร 1 ลิตร มากรองเอาสายราออกดวย

เครือ่ง suction flask จากนั้นนํ าไปตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 90%
แลวน ําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวต JA-21  ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 4 oC  
เปนเวลา 20 นาที  ละลายตะกอนที่ไดดวยนํ้ ากลั่น 10 มิลลิลิตร  จากนัน้ท ําการกํ าจัดเกลือออก
โดยผานคอลัมน PD-10 เก็บ fraction ของหลอดที่ 3-4 เนื่องจากมีปริมาณโปรตีนสูงจากการวัดคา
การดดูกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร และเปน fraction ทีท่ดสอบแลววามีอิลิซิตินโดยทดสอบกับใบ
ยางแลวทํ าใหเกิดการเหี่ยว (dehydration) ตามวิธีของ Churngchow and Rattarasarn (2000) 
รวมหลอดที่ 3-4 เขาดวยกัน  แลวนํ าไปเก็บที่อุณหภูมิ –4 oC  เพือ่ใชในการทดสอบแคลลัสตอไป

2.7 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอิลิซิติน
      ผูวิจัยไดดัดแปลงจากวิธีของ Schagger และ Jagow (1987) และยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต
       2.7.1 การเตรียมโพลีอะคริลาไมลเจล
                 โพลีอะคริลาไมลเจลที่ใชในการศึกษาเปนเจลแบบแผน (slab gel) ขนาด 7x8 
เซนติเมตร หนา 0.75 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ เจลสวนบน (stacking gel) มีความ
สูงประมาณ 2 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (seperating gel) มคีวามสูงประมาณ 6 เซนติเมตร ซึ่ง
มสีวนประกอบของเจลดังนี้

สวนประกอบ Stacking gel (4%) Separating gel (16.5%)
Acrylamide-bisacrylamide 0.5 ml 5 ml
3.0 M Tris-HCl,pH 8.45+0.3% SDS 1.55ml 5 ml
10% Ammonium persulfate 50 µl 50 µl
TEMED 5 µl 5 µl
Deionized water 4.2 ml 5 ml
Total volume 6.3 ml 15 ml
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    2.7.2  การเตรยีมสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐาน
               การเตรยีมสารตวัอยางและโปรตีนมาตรฐาน ทํ าการผสมสารตัวอยาง 3 สวนกับบัฟเฟอร
ตัวอยาง (sample buffer) 1 สวน ซึ่งประกอบดวย 125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 15% sucrose, 
5% SDS (Sodium dodecyl sulphate), 2% β-mercaptoethanol และ 0.1% bromophenolblue 
ใหไดสารละลายที่มีความเขมขนที่ตองการ เตรียมโปรตีนมาตรฐานดวยวิธีการเดียวกัน กอนการทํ า
อิเลก็โตรโฟรีซิสนํ าสารตัวอยางและโปรตีนมาตรฐานไปตมในนํ้ าเดือด 10 นาที

2.7.3  การทํ าอิเล็กโตรโฟรีซิส
               นํ าสารละลายตัวอยางและสารละลายโปรตีนมาตรฐานใสในเจลแตละชอง ท ําอิเล็กโตร
โฟลิซิสในบัฟเฟอร 0.1 M Tris - 0.1 M Tricine - 0.1% SDS, pH 8.25   เปดกระแสไฟฟาคงที่ที่ 30 
mA  เปนเวลาประมาณ 5-6 ชั่วโมง   สีโบรมฟีนอลบลูจะเคลื่อนที่มาจนเกือบถึงขอบลางของเจล 
(หางประมาณ 0.5 เซนติเมตร)  ปดกระแสไฟ แลวนํ าเจลไปยอมดวยซิลเวอรไนเตรต

2.7.4 การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต
แชเจลในสารละลายผสมระหวาง 40% เมทานอลกับ 10% กรดอะซิติก    นาน 30 นาที

หลงัจากนัน้แชเจลในสารละลายออกซิไดเซอร 5 นาที ลางเจลดวยนํ้ าปลอดไอออน 3 คร้ัง เปนเวลา
15 นาที พรอมเขยาเบาๆ จากนั้นนํ าเจลไปแชในสารละลายซิลเวอรนาน 20 นาที ลางเจลดวยนํ้ า
ปลอดไอออนอีกครั้ง  แลวแชในสารละลายดีเวอลอปเปอรจนกวาจะเห็นแถบโปรตีน หยุดปฏิกิริยา
ดวยสารละลาย 5% กรดอะซิติก   ลางเจลดวยนํ้ าปลอดไอออนและเก็บเจลใน 50% เมทานอล

2.8  ศกึษาการเกิด necrosis
บันทึกภาพและขนาดรอยไหมที่เกิดจากการกระตุนแคลลัสดวยสปอรหรืออิลิซิตินที่เวลา 

24 ชัว่โมง
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2.9 การบมสวนตางๆ ของยางพารา ซ่ึงไดแก แคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง),
เมลด็ออนและขอปลองดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินของเชื้อรา P. palmivora

        2.9.1  การบมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora (inoculation)
2.9.1.1 แคลลัสเมล็ดออน (integument-derived callus)

น ําแคลลสันํ ้าหนักใกลเคียงกัน (ประมาณ 0.2 - 0.5 กรัม) ในการทดสอบชุด
เดียวกัน ทัง้นีเ้พื่อลดความแปรปรวน   จากนัน้น ําแคลลัสใสในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 10
มิลลิลิตร แลวเติมซูโอสปอรที่มีความเขมขน 5×107 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป
แลว น ําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100-120 รอบตอนาที เพื่อใหแคลลัสสัมผัสกับซูโอสปอร
เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดเอาสปอรออก แลวเติมนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป
แทนที่ แลวน ําไปเขยาตอ สวนการทดลองในชุดควบคุมมีวิธีการทดสอบในลักษณะแบบเดียวกันแต
ใชนํ ้ากลั่นแทนสปอรสังเกตผลการเรืองแสงทุก 4 ชั่วโมง โดยน ํามาสองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต
(ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร)

2.9.1.2  แคลลัสขอปลอง (internodal stem callus)
       วธิกีารทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบในแคลลัสเมล็ดออนขอ 2.9.1.1

2.9.1.3  เมล็ดออน (immature seed)
                          น ําเมลด็ออนที่ผานการฆาเชื้อตามวิธีที่ไดกลาวแลวในขอ 2.1.2.1 มาใส
หลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 10 มิลลิลิตร แลวเติมซูโอสปอรที่มีความเขมขน 5×107 สปอรตอ
มลิลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป นํ าไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100-120 รอบตอนาที
เพือ่ใหเมลด็ออนสัมผัสกับซูโอสปอร เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดเอาซูโอสปอรออก เติมนํ้ ากลั่น
ปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปแทนที่แลวน ําไปเขยาตอ สวนการทดลองในชุดควบคุมมีวิธี
การทดสอบในลักษณะแบบเดียวกัน แตใชนํ้ ากลั่นแทนสปอร สังเกตผลการเรืองแสงทุก 4 ชั่วโมง   
โดยน ํามาสองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต (ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร)

2.9.1.4  ขอปลอง (internodal stem)
น ําขอปลองมาลางทํ าความสะอาดฟอกฆาเชื้อบริเวณผิวนอก   ดวยการจุม

ในแอลกอฮอล 70% และน ําเขาตูยายเลี้ยง  แลวแชในสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรท 20% เปน
เวลา 15 นาที จากนั้นจึงลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ 3 คร้ัง แลวลอกเอาเปลือกออกและตัดแบงออก
เปน 4 ทอน โดยมีความยาวทอนละ 1.5-2 เซนติเมตร ใสในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 10
มิลลิลิตร  จากนัน้จึงเติมซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ลงไป น ําไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100-120 รอบตอนาที เพื่อใหขอปลองสัมผัสกับซูโอส
ปอรเปนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนัน้ดดูเอาซูโอสปอรออก แลวเติมนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1
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มิลลิลิตรลงไปแทนที่แลวน ําไปเขยาตอ   สวนการทดลองในชุดควบคุมมีวิธีการทดสอบในลักษณะ
แบบเดียวกันแตใชนํ้ ากลั่นแทนสปอร สังเกตผลการเรืองแสงทุก 4 ชั่วโมงโดยนํ ามาสองดูภายใต
แสงอุลตราไวโอเลต (ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร)

2.9.2 การทดสอบดวยอิลิซิติน
2.9.2.1  แคลลัสเมล็ดออน (integument-derived callus)

น ําอิลิซิตินที่เตรียมไดจากขอ  2.5    มาเจอืจางใหไดความเขมขน 10, 5, 1.0
และ 0.5 ไมโครกรัมตอแคลลัส 1 กรัม ในนํ ้ากลั่นปลอดเชื้อ 500 ไมโครลิตร  จากนั้นเติมสารละลาย
แตละความเขมขน ลงในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 10 มิลลิลิตร ซึ่งมีแคลลัสนํ้ าหนัก 0.2-0.5
กรัม สํ าหรับการทดลองชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนสารละลายอิลิซิติน  จากนัน้นํ าไปเขยา
ดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100-120 รอบตอนาที  เพือ่ใหแคลลัสสัมผัสกับอิลิซิตินเปนเวลา 1 ชั่ว
โมง  จากนัน้ดดูเอาอิลิซิตินออกแลวเติมนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปแทนที่  นํ าไป
เขยาตอ สังเกตผลการเรืองแสงทุก 4 ชั่วโมงโดยการนํ าแคลลัสไปสองดูภายใตแสงอุลตราไวโอเลต
(ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร)

2.9.2.2  แคลลัสขอปลอง (internodal stem callus)
วธิกีารทดสอบเชนเดียวกับการทดสอบในขอ 2.8.2.1

2.9.2.3  เมล็ดออน (immature seed)
        ทางผูวิจัยไมไดทํ าการทดสอบเมล็ดดวยอิลิซิติน    เนือ่งจากในชวงที่ทํ างาน

วจิยัเมลด็เกอืบหมดและมีการติดเชื้อบริเวณขั้วฝกของเมล็ดออนเปนจํ านวนมาก จึงไมสามารถทํ า
การทดลองได  ดังนัน้ทางผูวจิยัจงึปรับเปลี่ยนวิธีการทดลองโดยการใชขอปลองแทนเพราะมีตน
พนัธุเพยีงพอเพื่อศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนองตอเชื้อในขอปลองและเมล็ดออนตอไป

2.9.2.4  ขอปลอง (internodal stem)
น ําขอปลองที่ผานการฆาเชื้อทํ าความสะอาดตามวิธีที่ไดกลาวแลว ในขอ

2.7.1 ทีล่อกเอาเปลือกออกและตัดแบงออกเปนทอนๆ โดยมีความยาวทอนละ 1.5-2 เซนติเมตร
นํ ้าหนกัประมาณ 1 กรัม ใสในหลอดทดลองปลอดเชื้อขนาด 10 มิลลิลิตร     จากนัน้จึงเติมอิลิซิติน
10 ไมโครกรัม ลงไป นํ าไปเขยาดวยเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100-120 รอบตอนาที เพื่อใหขอปลอง
สัมผัสกบัอิลิซติิน เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นดูดเอาอิลิซิตินออก แลวเติมนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร
1 มลิลิลิตร ลงไปแทนที่ นํ าไปเขยาตอ   สวนการทดลองในชุดควบคุมมีวิธีการทดสอบในลักษณะ
แบบเดียวกันแตใชนํ้ ากลั่นแทน   สังเกตผลการเรืองแสงทุก 4 ชั่วโมงโดยนํ ามาสองดูภายใตแสง
อุลตราไวโอเลต (ความยาวคลื่น 366 นาโนเมตร)
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2.10  ศกึษาการสังเคราะหสคอพอลิติน (Scp) ที่เกดิจากการกระตุนสวนตางๆ ของ
ยางพารา ซ่ึงไดแก แคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง), เมล็ดออนและขอปลองดวย
ซูโอสปอร
2.10.1   การวเิคราะหหาปริมาณสคอพอลิติน (Scp) ทีไ่ดจากการกระตุนแคลลัส

เมลด็ออนและแคลลัสขอปลองดวยซูโอสปอร
เมื่อครบ 4 ชัว่โมงหลังจากการบมแคลลัสดวยซูโอสปอร  ดูดสารละลายตัวอยาง

ทีไ่ด 1 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 oC  แลวเตมินํ ้ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปแทนที่ จากนั้น
จงึท ําการเกบ็สารละลายตัวอยางดวยวิธีการเดียวกันเมื่อครบชั่วโมงที่ 8, 12, 16 และ 24 ชั่วโมง
ตามล ําดบั น ําสารละลายตัวอยางมาเซนตริฟวจดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10
นาท ี แลวน ําสารละลายตัวอยางมาวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่อง spectrofluorometer ที่
ความยาวคลื่นกระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตร    และความยาวคลื่นปลดปลอย (λ
emission) 440 นาโนเมตร        เปรียบเทียบปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ของแคล
ลัสพันธุ GT1 และแคลลัสพันธุ RRIM600 (ในสวนของการทดสอบแคลลัสเมล็ดออน)  และแคลลัส
ขอปลองซึ่งไดแก แคลลัสพันธุ BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และพันธุ RRIM600 ตาม
ลํ าดับ

2.10.2 การวเิคราะหหาปริมาณสคอพอลิติน (Scp) ทีไ่ดจากการกระตุนเมล็ด
ออนพันธุ GT1 และ RRIM600 ดวยซูโอสปอร
เมือ่ครบ 12 ชั่วโมงหลังจากการบมเมล็ดออนดวยซูโอสปอร ดูดสารละลายตัว

อยางที่ได 1 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 oC   และเกบ็สารละลายตัวอยางดวยวิธีการเดียวกันเมื่อครบชั่ว
โมงที ่ 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลํ าดับ จากนั้นจึงนํ าสารละลายตัวอยางมาเซนตริฟวจดวย
ความเรว็ 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวนํ าสารละลายตัวอยางมาวัดคาการเรืองแสง
ดวยเครื่อง spectrofluorometer ทีค่วามยาวคลื่นกระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตร และ
ความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission) 440 นาโนเมตร      ซึ่งใชวิธีการวิเคราะหเชนเดียวกับการ
หาปริมาณ Scp ทีไ่ดจากการกระตุนแคลลัสดวยซูโอสปอรในหัวขอ 2.10.1

2.10.3  การวเิคราะหหาปริมาณสคอพอลิติน (Scp) ทีไ่ดจากการกระตุนขอปลอง
พันธุ BPM-24, PB235, RRIT251, PB255 และ RRIM600 ดวยซูโอสปอร
เมื่อครบ 12 ชัว่โมงหลังจากการบมขอปลองดวยซูโอสปอร ดูดสารละลาย

ตัวอยางที่ได 1 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 oC  เตมินํ ้ากลั่นปลอดเชื้อลงไปแทนที่อีก 1 มิลลิลิตร และทํ า
การเกบ็สารละลายตัวอยางดวยวิธีการเดียวกันเมื่อครบชั่วโมงที่ 24, 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลํ าดับ   
จากนัน้จงึน ําสารละลายตัวอยางมาเซนตริฟวจดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที
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แลวน ําสารละลายตัวอยางมาวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่อง spectrofluorometer ทีค่วามยาวคลื่น
กระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตร และความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission) 440 นาโน-
เมตร  เปรียบเทียบปริมาณและอัตราเร็วในการสังเคราะห Scp ของขอปลองของยางพาราทั้ง 5
พนัธุที่นํ ามาใชในการทดสอบ

2.11 ศกึษาการสังเคราะหสคอพอลิติน (Scp) ทีเ่กดิจากการกระตุนสวนตางๆ ของ
ยางพารา ซ่ึงไดแก  แคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง) และ ขอปลองดวยอิลิซิติน
2.11.1    การวเิคราะหหาปริมาณสคอพอลิติน (Scp) ทีไ่ดจากการกระตุนแคลลัส

 (เมล็ดออนและขอปลอง) ดวยอิลิซิติน
 เมื่อครบ 4 ชัว่โมงหลังจากการบมแคลลัสดวยอิลิซิติน 1.0 ไมโครกรัม  ดูดสาร

ละลายตัวอยางที่ได 1 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 oC และท ําการเก็บสารละลายตัวอยางดวยวิธีการเดียว
กนัเมือ่ครบชัว่โมงที ่24, 36 และ 48 ชั่วโมง ตามลํ าดับ จากนั้นจึงนํ าสารละลายตัวอยางมาเซนตริ
ฟวจดวยความเร็ว 8,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที แลวนํ าสารละลายตัวอยางมาวัดคาการ
เรืองแสงดวยเครื่อง spectrofluorometer ทีค่วามยาวคลื่นกระตุน (λ excitation) 340 นาโนเมตร
และความยาวคลื่นปลดปลอย (λ emission) 440 นาโนเมตร  เปรียบเทียบปริมาณและอัตราเร็วใน
การสังเคราะห Scp ของขอปลองของยางพันธุตางๆ ที่นํ ามาใชในการทดสอบ

2.11.2 การวเิคราะหหาปริมาณสคอพอลิติน (Scp) ทีไ่ดจากการกระตุนขอ
ปลองดวยอิลิซิติน
 ท ําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.11.1

2.12  ศกึษาการสงัเคราะห PR-proteins (เบตา-1,3-กลูคาเนส) ที่เกิดจากการกระตุน
 แคลลัสดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินของเชื้อรา P. palmivora
2.12.1 การสังเคราะห  PR-proteins ซ่ึงเกดิจากการกระตุนแคลลัสดวยซูโอสปอร

บมแคลลัสดวยซูโอสปอร ของเชื้อรา P. palmivora ทีค่วามเขมขน 5×10 7 ซูโอ
สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวดูดซูโอสปอรออก เติมนํ้ ากลั่น
ปลอดเชื้อ 1 มิลลิลิตร ลงไปแทนที่ เมื่อครบ 24 ชั่วโมง เก็บแคลลัสที่อุณหภูมิ -20 oC  เพือ่รอการ
สกดัตามวิธีในขอ 2.12.3 ตอไป

2.12.2   การสังเคราะห PR-proteins ซ่ึงเกดิจากการกระตุนแคลลัสดวยอิลิซิติน
  เจอืจางอิลิซิตินในนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ ใหมีความเขมขนสดุทายเทากับ 1.0

ไมโครกรัม ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แชแคลลัสลงในสารละลายดังกลาว เปนเวลา 1 ชั่วโมง จึงดูด
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อิลิซติินออกแลวเติมนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ 1 มิลลิลิตรลงไปแทนที่  การทดลองชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่น
แทนอิลิซิตินเมื่อครบ 24 ชั่วโมง น ําแคลลัสไปเก็บที่ -20 oC เพือ่รอการสกัดตามวิธีในขอ 2.12.3
ตอไป

2.12.3  การสกัดโปรตีนจากแคลลัส
 น ําแคลลัสชุดควบคุมและชุดทดลอง   ทัง้ทีบ่มดวยซูโอสปอรและทดสอบดวยอิลิ-

ซติินพนัธุละ 1 กรัม ใสในครกขนาดเล็ก จากนั้นเติมไนโตรเจนปริมาตร 10 มิลลิลิตร บดใหละเอียด
แลวเติม 0.5 มิลลิลิตร ของ 50 mM โซเดยีมอะซเิตตบัฟเฟอร pH 5.0 โคลกใหเขากัน ตักสารทั้ง
หมดลงในกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร ซึ่งภายในมีสํ าลีบรรจุอยู ค้ันเอาเฉพาะนํ้ าออกมาจน
ไดสารละลาย 0.8 มิลลิลิตร  จากนั้นนํ าไปเซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ
4 oC นาน 15 นาท ี ทิง้สวนที่เปนตะกอน  วัดปริมาตรสวนใส แลวนํ าสารสกัดจากแคลลัสไปหา
ปริมาณโปรตีนโดยวิธีแบรดฟอรด  จากนั้นกํ าจัดนํ้ าตาลออกไปตามวิธีการในขอ 2.12.4  กอนนํ า
ไปหาคาความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส

2.12.4  การก ําจดันํ้ าตาลในสารสกัดจากแคลลัส
เนือ่งจากผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยสับสเตรตดวยเอนไซมเบตา -1, 3-กลูคาเนส

คือนํ้ าตาลกลูโคส   ดังนัน้จงึตองนํ าสารสกัดที่ไดจากขอ 2.12.3 มาก ําจดันํ้ าตาลภายในสารละลาย
(internal sugar) ออกไปเสยีกอน  เพื่อไมใหรบกวนวิธีการตรวจวัดความวองไวของเอนไซมโดยนํ า
สารสกดัหยาบที่ไดปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว
70%  จากนัน้น ําไปเซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่ 4 oC  นาน 15 นาที เทสวนใส
ทิง้ น ําตะกอนที่ไดมาละลายกลับใน 50 mM โซเดยีมอะซิเตตบัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 0.5
มลิลิลิตร ตรวจหาปริมาณโปรตีนอีกครั้งวิธีของแบรดฟอรด (Bradford)  แลวจึงนํ าไปหาคาความ
วองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส

2.12.5  การหาคาความวองไวของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส
ความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส ใชวธิีการตรวจวัดโดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Bruner (1964) คือ ใชวธิีวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ของนํ้ าตาลรีดิวซซึ่งทํ า
ปฏิกิริยากับสารละลายกับกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (dinitrosalicylic acid) ก ําหนดใหความวองไว
ของเอนไซม 1 ยูนิตเทากับ 1 ไมโครโมลของนํ้ าตาลกลูโคส ทีเ่ปนผลิตภัณฑจากการยอยลามินาริน
ดวยเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส   เปนเวลา 1 นาที ใน 0.1 M โซเดียมอะซิเตตบัฟเฟอร pH 5.0 ที่
อุณหภูมิ 35 oC   ศึกษาปรมิาณในการเพิ่มข้ึนของเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนส  โดยใชสารตัวอยาง
10 ไมโครลิตรผสมกับลามินารินความเขมขน 4 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แช
และเขยาในอางนํ้ าควบคุมอุณหภูมิที่ 35 oC  เปนเวลา 1 ชั่วโมง นํ าไปตมในนํ้ าเดือดเปนเวลา 3
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นาท ีแลวนํ ามาเติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 0.2 มิลลิลิตร และ 0.1 M โซเดียมอะซิเตต
บัฟเฟอร pH 5.0 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร    จากนั้นนํ าไปตมในนํ้ าเดือด 5 นาที แลวเติมนํ้ ากลั่นอีก
0.9 มลิลิลิตร น ําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร นํ าคาที่ไดมาคํ านวณหา
คาความวองไวของเอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนส โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานนํ้ าตาลกลูโคส

2.13  ศกึษาเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมล็ดออนทีถ่กูกระตุนดวยซูโอสปอรและ
อิลิซิติน
2.13.1 เตรยีมสารสกัดจากแคลลัสพันธุ GT1 และ RRIM600

เตรยีมสารสกัดจากแคลลัสพันธุ GT1 และ RRIM600 ทัง้ทีบ่มดวยซูโอสปอรและอิลิ
ซิตินของเชื้อรา  P. palmivora และแคลลัสชุดควบคุม  โดยน ํามาบดในไนโตรเจนเหลวและละลาย
ใน 0.05 M บัฟเฟอรโซเดียมอะซิเตต, pH 7.5 ในอัตราสวน 0.5 เทาของนํ้ าหนักแคลลัส 1 กรัม และ
กรองโดยใชกระบอกฉีดยา แลวนํ า homogenate ไป centrifuge ที่ 12,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 
15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 ๐C   จากนัน้นํ าสวนใสที่ไดไปเก็บที่  –20 ๐C  น ําสารตัวอยาง 1 มิลลิลิตร มา
วดัคาการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตร   แลววดัความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสและเก็บ
สารตัวอยางนี้ที่อุณหภูมิ –20  ๐C

2.13.2 การวดัความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส
การวดัความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสโดยใช o-dianisidine ตามวิธีของ

Shannon และคณะ (1966) ทํ าการทดลองโดยการนํ าสารสกัดแคลลัส (crude extract) ปริมาตร 
25 ไมโครลติร (อาจจะตองเจือจางใหเหมาะสมกอนนํ ามาทดสอบ) ใสในหลอดทดลองแลวเติมบัฟ
เฟอร 0.05 M โซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร, pH 5.4 ปริมาตร 2.775 มิลลิลิตร และ 0.25%
o-dianisidine ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเติม 0.1 M H2O2 ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร
ผสมใหเขากันอีกครั้ง   วัดคาการดูดกลืนแสงที่ 460 นาโนเมตร ดวย UV-VIS spectrophotometer
บันทกึคาทกุๆ 15 วินาที จนถึง 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง   น ําคาที่ไดมาคํ านวณหาความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดส โดยให 1 ยูนิต ของคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส   มีคาเทากับ
ปริมาณเอนไซมที่ทํ าใหคาดูดกลืนแสง 460 นาโนเมตร เปลี่ยนไป 0.1 หนวยตอนาที  ซึ่งในการ
ทดลองนี้ใช o-dianisidine เปนสับสเตรต
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2.13.3  การตรวจหาไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เกี่ยวของกับการตาน
ทานโรค
ตรวจหาไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากสารสกัดแคลลัส         โดยการแยก

ดวยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิสแบบแปลงสภาพ (SDS-PAGE)  โพลอีะคริลาไมลเจลที่ใชในการศึกษาเปน
เจลแบบแผน (slab gel) ขนาด 7x8 เซนติเมตร หนา 0.75 มิลลิเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ
เจลสวนบน (stacking gel) มีความสูงประมาณ 2 เซนติเมตร และเจลสวนลาง (seperating gel)
มคีวามสงูประมาณ 6 เซนติเมตร ซึ่งมีสวนประกอบของเจลดังแสดงในตารางที่ 5     จากนัน้น ําสาร
สกัดจากแคลลัสตัวอยาง 3 สวนกับบัฟเฟอรตัวอยางสํ าหรับ SDS-PAGE  1 สวน ใสสารละลายตัว
อยาง 20 ไมโครลิตรตอเจล 1 ชอง (โดยไมตองคํ านวณความเขมขนของโปรตีนกอน) เปดกระแสไฟ
ฟาคงที่ที่ 30 mA เปนเวลาประมาณ 5 ชั่วโมง   สีโบรมฟีนอลบลูจะเคลื่อนที่มาจนเกือบถึงขอบลาง
ของเจล ปดกระแสไฟ จากนั้นน ําแผนเจลไปลางดวยบัฟเฟอร 0.05 M โซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร,
pH 5.4 เพือ่ขจัด SDS ออก  แลวนํ าเจลไปยอมความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส

ตารางที่ 5  สวนประกอบของเจลดัดแปลงจากวิธีของ  Laemmli (1970)
สวนประกอบ Stacking gel (3%) Separating gel (7%)

30% Acrylamide - 0.8% bisacrylamide 0.5 ml 3.0 ml
0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 1.25 ml -
1.5 M Tris-HCl, pH 8.8 - 3.25 ml
5% Ammonium persulfate 50 µl 200 µl
TEMED 10 µl 13 µl
Distilled water 3 ml 6 ml
Total volume 5 ml 13 ml

2.13.4   การยอมความวองไวของเปอรออกซิเดส
 น ําแผนเจลมาแชในสารละลายที่ประกอบดวย 0.05% o-dianisidine ปริมาตร

1.50 มลิลิลิตร, 0.05 M โซเดียมอะซีเตตบัฟเฟอร pH 5.4 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และ 0.1 M H2O2

1.50 มลิลิลิตร เปนเวลา 30 นาที ในที่มืด   จากนัน้น ําแผนเจลมาลางดวยนํ้ ากลั่น 2-3 คร้ัง ตรึงเจล
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ดวยสารละลาย 50% เมทานอล   แถบโปรตีนที่มีเอนไซมเปอรออกซิเดสแอคติวิตีจะมีสีนํ้ าตาล
แดง-สม


