
บทที่ 1

บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง
ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) อยูในตระกูล Euphobiaceae มีถิ่นกํ าเนิด

แถบลุมนํ้ าอะเมซอนทวีปแอฟริกาใตเปนพืชใหนํ้ ายาง พื้นที่การเพาะปลูกสวนใหญอยูในแถบเอ
เชีย ซึ่งเปนศูนยกลางการผลิตของโลก และประเทศไทยมีการผลิตยางเปนอันดับหนึ่งของโลก โดย
ผลิตและแปรรูปเปนสินคาสงออกเปนพืชที่ทํ ารายไดใหประเทศจํ านวนมากกลาวคือ ในป พ.ศ.
2543 มีมูลคารวม 134,143 ลานบาท เฉพาะการสงออกยางซึ่งเปนวัตถุดิบ 60,743 ลานบาทเปน
สินคาที่อยูใน 10 อันดับแรกของการสงออก (www.thailandrubber.thaigov.net) จึงถือไดวา
ยางพาราเปนพืชเศรษฐกิจหลักของประเทศ เนื่องจากยางพาราเจริญเติบโตไดดีในเขตรอนที่มี
ความชื้นในอากาศคอนขางสูงและมีฝนตกจึงมีพื้นที่การปลูกในภาคใตมากที่สุด โดยคิดเปน 90
เปอรเซ็นตของพื้นที่การเพาะปลูกทั้งหมด สวนพื้นที่ที่เหลืออยูในภาคตะวันออกและภาคตะวันออก
เฉียงเหนือของประเทศ  จากลักษณะและสภาพอากาศดังกลาว จึงทํ าใหเกษตรกรประสบปญหา
จากเชื้อโรคตางๆ ได เมื่อมีการกรีดเอานํ้ ายางมาใชประโยชนหนายางถูกกรีดจะเปนชองทางใหเชื้อ
โรคตางๆ เขาสูระบบทอลํ าเลียงภายในลํ าตนทํ าใหเกิดโรคและตายในที่สุด

เชื้อรา Phytophthora palmivora  เปนสาเหตุหลักในการเกิดโรคใบรวงและเสนดํ า
เกษตรกรไมสามารถกรีดเอานํ้ ายางมาใชได  ผลผลิตลดลงทํ าใหสงผลกระทบตอระบบเศรษฐกิจ
ภายในประเทศ  ดังนั้นจึงตองหาวิธีการควบคุมโรคดังกลาวซึ่งสามารถทํ าได 2 วิธี คือ 1) เลือกปลูก
เฉพาะยางพันธุดีที่มีความตานทานโรคสูง และ 2) ใชสารเคมีในการกํ าจัดโรค แตวิธีหลังจะสงผล
ตอสภาพแวดลอมรวมทั้งมนุษยชาติ  และเปนการแกไขปญหาในระยะสั้นเทานั้น  หากจะแก
ปญหาใหประสบความสํ าเร็จในระยะยาวจึงควรปรับปรุงพันธุยางใหมีความตานทานโรคและ
สามารถใหผลผลิตสูง โดยการปรับปรุงพันธุจึงเปนวิธีที่มีความยั่งยืนทางนิเวศวิทยามากกวา  แต
เนื่องจากยางพาราเปนไมยืนตนที่ใชระยะเวลานานในการออกดอกและผสมเกสร  ดังนั้นการปรับ
ปรุงพันธุตามวิธีมาตรฐานจึงตองใชเวลานาน รวมทั้งใชแรงงานเปนจํ านวนมาก การคัดเลือก
ลักษณะตางๆ ตองผสมขามหลายๆ ชั่วรุน และตองนํ าไปศึกษาในแปลงปลูกหลายป      ปจจุบันมี
วิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพหลายดานเขามาเสริมเพื่อแกไขปญหาดังกลาว เชน เทคนิคไมโครคัต
ต้ิง (ปทมา ชนะสงคราม, 2534; สมปอง เตชะโต และอรุณี มวงงาม, 2535ก, ข) วิธีการนี้คาดวา
สามารถผลิตตนยางที่ปราศจากตนตอใหผลผลิตนํ้ ายางสูงกวาวิธีการขยายพันธุแบบเดิม  เทคนิค

http://www.thailandrubber.thaigov.net/
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การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร (Chen, 1984; สมปอง เตชะโต และวันทนา เองยอง, 2531) การ
เพาะเลี้ยงเปลือกหุมเมล็ดออน (Te-chato and Chartikul, 1993a, b) การเพาะเลี้ยงเซลลรวมกับ
สารพิษจากเชื้อ Phytophthora spp. เพื่อคัดเลือกสายพันธุเซลลที่ตานทานตอโรคใบรวง (Te-
chato et al., 1995a, b) และการเก็บรักษาเชื้อพันธุในรูปแบบตางๆ (อรุณี มวงงาม และสมปอง เต
ชะโต, 2535) วิธีการขางตนนับเปนทางเลือกใหมในการขยายพันธุ และปรับปรุงพันธุยางในอนาคต 
ประเทศที่มีความกาวหนาทางเทคโนโลยีดานนี้อยางตอเนื่อง คือ ประเทศฝรั่งเศส และประเทศจีน 
อยางไรก็ตามประเทศไทยก็มีความกาวหนาทางดานนี้ในระดับหนึ่ง ดังที่กลาวแลวโดยนักวิจัยขาง
ตน

ปจจุบันองคความรูเกี่ยวกับกระบวนการตอบสนองของยางพาราตอเชื้อโรคในระบบเซลล
ยังมีนอย   การนํ าเอาวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดังกลาวมาศึกษาจึงเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่ทํ าใหเขา
ใจ defense reaction  ของยางพารามากขึ้น  Kobayashi และ Estevesvieira (2000) ศึกษา
แคลลัสฝายพันธุ 101-102B ที่ถูกกระตุนดวยเชื้อ Xantamonas campestris pv. malvacearum 
พบวา เกิดการตายของเซลล (cell death) ภายหลังบมเชื้อเปนเวลา 48 ชั่วโมง   Zhao และ Sakai 
(2003) ศึกษาพบวายีสตอิลิซิเตอร (yeast elicitor, YE) สามารถกระตุนเซลลซัสเพนชันของ 
Cupressus lusitanica ใหมีการสะสม β-thujaplicin ซึ่งเปนปฏิชีวนะที่มีพิษตอเชื้อรา 
(antimicrobial)  Daayf และคณะ (2003) พบวานํ้ าเลี้ยงเชื้อรา Fusarium oxysporum f. sp. 
Albedimis (Foa) สามารถกระตุนใหแคลลัสที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อปาลมพันธุตานทาน 
(BSTN) มีการสะสมไฟโตอเล็กซินในปริมาณสูงกวาแคลลัสปาลมพันธุออนแอ (JHL)        นอก
จากนี้ Churngchow and Rattarasarn (2001) รายงานวาใบยางพาราที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอร
ของเชื้อรา P. palmivora  สามารถกระตุนใหมีการสะสมไฟโตอเล็กซิน (สคอพอลิติน) ในใบยาง
พันธุตานทาน (BPM-24) มากกวาพันธุออนแอ (RRIM600) เชนเดียวกับนิลุบล บุญหวังชวย 
(2545) พบวา เมื่อบมใบยางพันธุตานทานดวยซูโอสปอรและอิลิซิตินของเชื้อรา Phytophthora 
botryosa กระตุนใหมีปริมาณและอัตราเร็วในการสรางสคอพอลิตินสูงกวาพันธุออนแอ   แตยังไม
มีงานวิจัยใดที่ศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนองระหวางเชื้อกอโรคกับแคลลัสยางพารา ประกอบกับ
การที่ภาคใตมีฝนตกชุกและบางครั้งฝนตกไมถูกตองตามฤดูกาลทํ าใหใบยางติดเชื้อราเกือบตลอด
ป จึงทํ าใหผูวิจัยขาดแคลนใบยางปลอดโรคที่จะใชในการทดลอง   นอกจากนี้ใบยางที่ไมมีอาการ
ของโรค แตผานการติดเชื้อมาไมนานและยังคงมีระดับ Pathogenesis related-proteins (PR-
proteins) สูงจะใหผลการทดลองที่มีคาแปรปรวนมาก หากจะปลูกตนยางออนในเรือนทดลองแบบ
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ปลอดเชื้อ (green house) ก็จะมีคาใชจายที่สูงจนเกินไป  ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกใชแคลลัสในการ
ทดสอบแทนใบยาง

ในการศึกษาครั้งนี้จึงตั้งสมมุติฐานโดยใชการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเปรียบเทียบกับขอปลอง
และเมล็ดออน  เพื่อศึกษาปริมาณและอัตราเร็วในการสรางสคอพอลิติน (Scp) หลังถูกกระตุนดวย
ซูโอสปอรและอิลิซิตินจากเชื้อรา P. palmivora   เพื่อใหเขาใจปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางยางพารา
กับเชื้อโรคไดดียิ่งขึ้น ซึ่งจะเปนประโยชนทางดานการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุยางรวมทั้งพืชชนิด
อ่ืนๆ ใหมีความตานทานโรคไดอีกดวย
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การตรวจเอกสาร

1.1  เชื้อรา Phytophthora
Phytophthora เปนเชื้อราในกลุม oomycetes มีทั้งที่อาศัยอยูในนํ้ าและในดิน ลักษณะ

เสนใย (mycelium) มีสีขาว  แตกกิ่งกานสรางสปอรแรงเจียม (sporangium) บนสปอรแรงจิโอฟอร 
(sporangiophore) ภายหลังที่เจริญเปนสปอรแรงเจียมแลวสปอรแรงจิโอฟอรจะเจริญใหสปอรแรง
จิโอฟอรอันใหมจากปลายอันเดิม และดันสปอรแรงเจียมไปดานขางของสปอรแรงจิโอฟอร โดยสวน
ที่เปนสปอรแรงจิโอฟอรนั้นจะมีลักษณะบวมพองกวาเสนใยปกติ  สปอรแรงเจียมมีรูปรางลักษณะ
และขนาดแตกตางกันไปในแตละสปชีส ทํ าหนาที่ใหกํ าเนิดซูโอสปอรที่อุณหภูมิระหวาง 12-15 oC  
โดยซูโอสปอรจะดันออกทางปลายของสปอรแรงเจียมที่มีลักษณะเปนปุม (papilla) (รูปที่ 1)    เมื่อ
ซูโอสปอรออกมาจะวายนํ้ าไดระยะหนึ่งแลวจะเขาเกราะ (encysted) และเริ่มงอกใหมซึ่งมีลักษณะ
เปนทอ (germ tube) เขาทํ าลายพืช  (ประสาทพร, 2534)

รูปที่ 1 ลักษณะของเชื้อรา P.
(ก)  ลักษณะของซูโอส
() ซูโอสปอรแรงเจีย

papilla (ตํ าแหนง
() ซูโอสปอรของเชื้อ

ก

a
papill
 palmivora
ปอรแรงเจียมกอนปล
มของเชื้อรา P. pa
ที่ลูกศรชี้)
รา P. palmivora  2 ซ
zoospores
ดปลอยซูโอสปอร
lmivora ซึ่งปลดปลอยซูโอสปอรออกมาทาง 

ูโอสปอร ที่กํ าลังวายอยูบริเวณดานบน

ข ค

sporangium
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(ที่มา : www.botany.hawaii.edu/…/Bot201/Oomycota/Phytophthora.jpg)

Phythophthora มีการสืบพันธุทั้งแบบอาศัยเพศและไมอาศัยเพศ การสืบพันธุแบบอาศัย
เพศนั้น เสนใยราจะเปลี่ยนเปนแกมีแทนเจียม (gametangium) เพศผูเรียกแอนเทอริเดียม 
(antheridium) ซึ่งภายในจะมีเซลลสืบพันธุเพศผู (male gamete) และแกมีแทนเจียมเพศเมียเรียก
โอโอโกเนียม (oogonium) มีรูปรางกลม การผสมของนิวเคลียสทั้งสองเพศจะเกิดขึ้นภายในโอโอโก
เนียมและใหกํ าเนิดโอโอสปอร (oospore) ซึ่งจะงอกเปนทอและเจริญเปนสปอรแรงเจียม 
(sporangium) ตอไป           

การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศของเชื้อรา P. palmivora สามารถผลิตสปอรได 2 ชนิด คือ  
ซูโอสปอร (zoospore) และคลาไมโดสปอร (chlamydospore) แตถาเปนแบบอาศัยเพศผลิตสปอร
ชนิดโอโอสปอร  (oospore) เทานั้น (www.unimelb.edu.au) ดังแสดงในรูปที่ 2       เชื้อรา
สามารถอยูขามฤดูโดยอยูในรูปของโอโอสปอรกับในรูปของเสนใยที่อยูในพืชที่เปนโรค  เมื่อสภาพ
ความชื้นเหมาะสมก็จะเกิดสปอรแรงเจียมใหซูโอสปอรที่เคลื่อนที่ในนํ้ าหรือกระเด็นไปกับฝนแลวไป
งอกเขาทํ าลายพืช (ไพโรจน , 2525) เชน เชื้อรา P. infestans  ที่ทํ าใหเกิดโรคใบไหมของมันฝร่ัง
และมะเขือเทศ สามารถอยูขามฤดูในลักษณะที่เปนเสนใยซึ่งเจริญอยูในเซลลพืชที่ติดมากับหัวมัน
ฝร่ัง  เสนใยจะเจริญเขาไปในหัว  ตาและหนอของมันฝร่ัง เมื่อนํ าไปขยายพันธุราจะเจริญเขาสูสวน
ของลํ าตนและสวนตางๆเหนือดิน   จากนั้นจะเกิดสปอรแรงจิโอฟอรแทงออกมาทางปากใบ  
(stomata)   และมีสปอรแรงเจียมที่ปลาย เมื่อแกเต็มที่จะหลุดไปกับฝน เมื่อตกลงบนใบหรือตนที่มี
นํ้ าเพียงพอก็จะงอกเขาทํ าลายพืชและทํ าใหเกิดโรคได (ประสาทพร, 2534) ดังแสดงวงจรชีวิตใน
รูปที่ 3
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รูปที่ 2 วงจรชีวิตของเชื้อรา P. palmivora
         (ที่มา : www.botany.unimelb.edu.au/…/duriansite/phytophthora.htm/)

http://www.botany.unimelb.eolu.au/�/duriansite/phytophthora.htm/
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รูปที่ 3 วงจรโรคใบไหมของมะเขือเทศและมันฝร่ังที่เกิดจากเชื้อรา P. infestans
(ที่มา : www.cals-ncsu.edu/…/Faculty/ristaino/graphics/fig1.gif)

http://www.cals-ncsu.edu/�/Faculty/ristaino/graphics/fig1.gif
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เชื้อรา Phytophthora ทํ าใหพืชเกิดโรคไดต้ังแตระยะกลาของผัก ไมดอกไมประดับจนถึง
ไมผล ไมปาที่โตเต็มที่แลว ตัวอยางเชน ทุเรียน มะละกอ โกโก (ประสาทพร, 2534; Erwin and 
Reberio, 1996 ) ซึ่งเปนสาเหตุของโรครากเนา ลํ าตนเนา โคนเนา  บางสปชีสเกิดที่ตาหรือผลและ
ทํ าใหเกิดใบไหม ทํ าลายกิ่งกานและผล เชื้ออาจมีพืชอาศัยกวางขวางหรือเพียง 2-3 ชนิด    แลว
แตสปชีสของเชื้อ   บางชนิดจะทํ าใหเกิดอาการใบไหมหรือทํ าลายกิ่งออนและผล  บางชนิดมีพืช
อาศัยที่จํ ากัดสามารถเขาทํ าลายพืชไดเพียงหนึ่งหรือสองชนิดเทานั้น  แตบางชนิดมีพืชอาศัยที่
กวางขวาง  ตัวอยางเชื้อรา Phytophthora ที่เปนสาเหตุของโรค  เชน  P. parasitica สาเหตุโรค
โคนเนา  รากเนาของสม โรครากเนาและยอดเนาของสับปะรด โรคเนาดํ าของกลวยไม  โรคผลเนา
ของมะเขือยาว   โรคโคนเนาระดับดินและผลเนาของมะเขือเทศ P. parasitica var nicotianae 
สาเหตุโรคแขงดํ าของยาสูบ    และ P. palmivora สาเหตุโรครากเนาและโคนเนาของทุเรียน  ราก
เนาในพริกไทยดํ า รวมทั้งโรคใบรวง ฝกเนาและเสนดํ าของยางพาราดวย (สถาบันวิจัยยาง กรม
วิชาการเกษตร, 2544)

มีเชื้อรา Phytophthora หลายสปชีสที่กอใหเกิดโรคในยางพาราซึ่งพบในหลายประเทศ ได
แก Phytophthora palmivora, Phytophthora botryosa, Phytophthora hevea, Phytophthora 
parasitica และ Phytophthora meadii  สํ าหรับประเทศไทยสปชีสที่เปนสาเหตุของโรคดังกลาวคือ 
P. palmivora และ P. botryosa  โดยเชื้อราทั้งสองชนิดนี้สามารถทํ าลายตนยางพาราไดทุกสวนไม
วาจะเปนใบออน ใบโตเต็มที่ ใบแก กานใบ ผลออน ผลที่โตเต็มที่ และหนากรีดของยาง โดยกอให
เกิดอาการที่แตกตางกันไปตามสวนตางๆ ของพืช เมื่อเชื้อราเขาทํ าลายใบ จะกอใหเกิดจุดสีเทา
เขม คอนขางกลม ตอมาแผลจะขยายใหญข้ึน มีลักษณะไมแนนอน ขอบไมเรียบ เมื่อแผลมาชนกัน
กอใหเกิดรอยแผลสีดํ าขนาดใหญทํ าใหใบเหี่ยวและรวง จากนั้นอาการจะลุกลามไปยังกานใบ เกิด
รอยแผลเปนทางดํ าที่สวนลางของกานใบและมีคราบนํ้ ายางบริเวณกลางแผล  ทํ าใหกานใบรวง
หลุดจากตน  (รูปที่ 4ก, 4ข)   ถาอาการรุนแรงเชื้อจะเขาทํ าลายยอดออนทํ าใหยอดเนาเปนสีนํ้ า
ตาลและเกิดอาการเนาตายตามลงไป  และเชื้อยังสามารถเขาทํ าลายผลยางพาราไดทั้งผล
ออนและผลแก   โดยกอใหเกิดผลเนาสีดํ าชุมนํ้ า แลวทํ าใหผลหลุดรวงจากลํ าตน (รูปที่ 4ค) รวมทั้ง
กอใหเกิดโรคเสนดํ าซึ่งเปนโรคที่มีการแพรระบาดอยางกวางขวางในพื้นที่ปลูกยางทั่วไปโดยเฉพาะ
อยางยิ่งในทองที่ที่เกิดโรคใบรวงและฝกเนาระบาดเปนประจํ าทุกป   ลักษณะอาการของโรคใน
ระยะแรกจะสังเกตเห็นรอยชํ้ าเหนือรอยกรีดโดยมีสีผิดปกติ  ระยะตอมาจะกลายเปนรอยบุมสีดํ า
หรือนํ้ าตาลดํ า เปนเสนขยายขึ้นลงตามแนวขนานกับลํ าตน เมื่อเฉือนเปลือกออกจะเห็นรอยบุมสี
ดํ าเปนลายเสนดํ าบนเนื้อไม  อาการขั้นรุนแรงเปลือกหนากรีดบริเวณที่เปนโรคปริเนา  มีนํ้ ายาง
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ไหล และเปลือกจะเนาหลุดออกมา เปลือกที่งอกใหมจะเสียหายจนทํ าการกรีดยางซํ้ าบนหนาที่เปน
เปลือกงอกใหมไมได  (รูปที่ 4ง) ทํ าใหตนยางมีระยะเวลาที่ใหผลผลิตสั้นลงเปนเวลา 8-16 ป จึงจัด
ไดวาเปนโรคที่มีความสํ าคัญทางเศรษฐกิจของอุตสาหกรรมยางธรรมชาติและเปนอันตรายแกตน
ยางมากที่สุดโรคหนึ่งในประเทศไทย (ไพโรจน , 2525)

รูปที่ 4  โรคในยางพาราที่เกิดจากเชื้อรา P. palmivora และ P. botryosa
. สวนยางที่เกิดโรคใบรวงจากเชื้อราในกลุม Phytophthora spp.
. เชื้อรา Phytophthora spp. ที่เกิดบริเวณกานใบ
. ฝกยางที่ถูกเชื้อ Phytophthora spp. ทํ าลาย
. โรคเสนดํ า (black stripe)

          (ที่มา : www.rubberthai.com/information/sick-rubber)

http://www.rubberthai.com/information/sick-rubber
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 1.2  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเปนเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม  ที่สามารถนํ าชิ้นสวนพืชที่มี

ขนาดเล็ก เชน อวัยวะตางๆ (organ)  เนื้อเยื่อ (tissue)  เซลล (cell) หรือ โปรโตพลาสต 
(protoplast) มาเลี้ยงในภาชนะที่บรรจุอาหารสังเคราะหที่ปลอดเชื้อ  อาหารที่ใชเลี้ยงอาจอยูในรูป
อาหารวุน (solid medium, agar medium) หรืออาหารเหลว (liquid medium) ซึ่งทํ าการเลี้ยงโดย
การเขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา อาหารที่ใชเลี้ยงมีองคประกอบของธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง 
ธาตุเหล็ก วิตามิน และสารควบคุมการเจริญเติบโตที่จํ าเปนตอการเจริญเติบโตของพืช  สภาพแวด
ลอมในการเลี้ยงประกอบดวยแสง อุณหภูมิ และความชื้น แตกตางกันขึ้นกับชนิดของพืช  หากเปน
พืชเมืองหนาวควรจะวางเลี้ยงในสภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิต่ํ ากวาพืชเมืองรอน  โดยหองที่วาง
เลี้ยงตองควบคุมอุณหภูมิได  มีความเขมแสงในระดับที่พอเหมาะตอการเจริญในระยะตางๆ ตามที่
พืชตองการ การขยายพันธุดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถใหพืชตนใหมไดจํ านวนมากใน
ระยะเวลาอันสั้น จึงไดนํ ามาใชประโยชนทางดานการเกษตรเพื่อขยายพันธุและปรับปรุงพันธุพืชให
ไดพืชพันธุใหมๆ ข้ึนมามากมาย

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเร่ิมมีการศึกษามานานแลว และใชขยายพันธุพืชชนิดตางๆ มาก
มาย โดยเฉพาะอยางยิ่งพืชประเภทผัก และไมดอก     นิยมใชวิธีการนี้กันอยางแพรหลายเพื่อการ
ขยายพันธุพืชและปรับปรุงพันธุ  สวนในไมผล และพืชยืนตนเศรษฐกิจยังไมประสบความสํ าเร็จเทา
ที่ควร พืชยืนตนที่มีการทดลองและทํ าการศึกษากันสวนมากเปนพืชเมืองหนาว เชน องุน แอปเปล 
เชอรร่ี ทอ พลัม และพลับ  พืชยืนตนที่มีการศึกษากันนอยพืชหนึ่งคือ ยางพารา ซึ่งเปนพืช
เศรษฐกิจที่สํ าคัญของไทย   จึงนาสนใจที่จะศึกษาเพื่อนํ าเทคนิคทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมา
ใชประโยชนเพื่อขยายพันธุและปรับปรุงพันธุตอไปในอนาคต ยางพาราเปนพืชยืนตนที่มีรายงาน
ประสบความสํ าเร็จจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Chen, 1989 ; Carron et al., 1989)  โดยทั่วไปเมื่อ
นํ าชิ้นสวนพืชมาทํ าการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง สามารถชักนํ าใหเกิดเปนพืชตนใหมจากชิ้นสวน
ที่เลี้ยงโดย 2 กระบวนการ คือ กระบวนการเอ็มบริโอเจนเนซิส (embryogenesis) และกระบวนการ
ออแกนโนเจนเนซิส (organogenesis) กระบวนการทั้งสองขางตนประกอบดวย กระบวนการที่ชัก
นํ าใหเกิดเปนพืชตนใหมโดยตรงเรียกวา direct organogenesis/embryogenesis และกระบวน
การเกิดเป นพืชต นใหมโดยผ านการสร างแคลลัสเรียกว า  indirect organogenesis 
/embryogenesis  การชักนํ าพืชตนใหมโดยวิธีการหลังนี้ใหตนพืชที่มีความแปรปรวนสูงกวาเนื่อง
จากเปนการชักนํ าใหชิ้นสวนพืชมีการแบงเซลลผิดปกติในอัตราสูง  ตัวอยางพืชใหนํ้ ายางที่สามารถ
ชักนํ าใหเกิดเปนพืชตนใหม  โดยผานกระบวนการสรางแคลลัส คือ Guayule ซึ่งเปนพืชลมลุกให
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นํ้ ายางที่สํ าคัญในแถบอเมริกาใต นํ้ ายางที่ไดมีคุณภาพใกลเคียงกับยางพารา  จากการศึกษาการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสวนปลายยอดและสวนลํ าตนของ Guayule บนอาหารสังเคราะหในหลอด
ทดสอบพบวาชิ้นสวนดังกลาวจากแปลงปลูกมีปญหาการปนเปอนมาก    จึงไดเลือกชิ้นสวนที่
เตรียมในสภาพปลอดเชื้อโดยการเพาะเมล็ดในหลอดทดสอบทั้งนี้เพราะสามารถทํ าใหปลอดเชื้อได
งาย  โดยการจุมแชเมล็ดในแอลกอฮอล 70%  แลวลนไฟกอนนํ ามาวางเลี้ยงในอาหารสังเคราะห
สูตรพื้นฐาน MS (Murashige and Skoog, 1962)  รวมดวยสารควบคุมการเจริญเติบโตเบนซิลอะ
ดีนิน (benzyladenine), BA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร  จากวิธีการนี้พบวาสามารถชักนํ าให
เมล็ดงอกในสภาพปลอดเชื้อได  จากตนที่ปลอดเชื้อนี้มีการพัฒนาจากเนื้อเยื่อใหเปนกลุมเซลลที่
เรียกวา แคลลัส  เมื่อทํ าการยายแคลลัสไปเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิม สามารถชักนํ าใหเกิดยอด
รวม (multiple shoots) ได     เนื่องจากการชักนํ าการเกิดพืชตนใหมดวยวิธีการดังกลาวผาน
กระบวนการสรางแคลลัส จึงมีขอเสียทํ าใหพืชตนใหมที่ไดมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูงดังได
กลาวแลวขางตน    ดังนั้นในการพัฒนาเทคนิคการเลี้ยงเพื่อชักนํ าพืชตนใหมโดยตรงไมผาน
กระบวนการสรางแคลลัสทํ าใหไดพืชที่มีลักษณะตรงตามพันธุ  นับเปนวิธีการขยายพันธุที่ดี  การ
พัฒนาวิธีการดังกลาวประกอบดวยการเลือกชิ้นสวนพืชที่เหมาะสม  โดยทั่วไปแลวใชชิ้นสวนที่มี
จุดเจริญปลายยอดซึ่งเรียกวา organised explant รวมกับสูตรอาหารที่เหมาะสม  การขยายพันธุ
โดยวิธีการนี้เรียกวา ไมโครคัตติง (microcutting) นับเปนวิธีการขยายพันธุพืชที่นิยมกันมากใน
ปจจุบัน  เพราะสามารถเพิ่มจํ านวนพืชตนใหมไดปริมาณมากในระยะเวลาอันสั้น การขยายพันธุ
ดวยวิธีนี้ประกอบดวยขั้นตอนที่ไมยุงยากซับซอน คือ นํ าชิ้นสวนพืชที่ดูแลในสภาพแปลงปลูกไดแก 
ปลายยอด (shoot tip) ลํ าตนเหนือใบเลี้ยง (epicotyl) ขอ (node) ปลอง (internode) ขอใบเลี้ยง 
(cotyledonary node) หรือลํ าตนใตใบเลี้ยง (hypocotyl) ที่มีความยาวประมาณ 10 ถึง 40 
มิลลิเมตร มาฟอกฆาเชื้อหรือหากเปนตนกลาในสภาพปลอดเชื้อก็สามารถนํ ามาใชไดเลย  หลัง
จากเตรียมชิ้นสวนแลวนํ าไปวางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตรตางๆ ที่มีความเหมาะสมและปรับ
สภาพแวดลอมในการเลี้ยงตามชนิดพืชที่เลี้ยง สามารถชักนํ าการเกิดเปนพืชตนใหม   การเลี้ยง
แตกตางกันไปในแตละชิ้นสวนขึ้นกับปจจัยหลัก 2 ประการ คือ พันธุกรรมของพืชรวมถึงชิ้นสวน
ของพืชและสภาพแวดลอมในการเลี้ยงดวย   Carron และคณะ (1989) รายงานการขยาย
พันธุยางจากชิ้นสวนขอที่มีความยาว 30-40 มิลลิเมตร จากตนกลาที่เพาะเมล็ดภายในหลอด
ทดสอบ  โดยนํ าชิ้นสวนดังกลาวมาแชในสารควบคุมการเจริญเติบโตที่มีทั้ง IBA (3-indolebutyric 
acid) ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 ชั่ว
โมง      จากนั้นนํ ามาวางเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตรพื้นฐาน MS ที่ปราศจากสารควบคุมการ
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เจริญเติบโต      เติมผงถาน (activated charcoal) ความเขมขน 5% และนํ้ าตาลซูโครสเขมขน 6%
สามารถชักนํ าใหเกิดยอดใหมได  เมื่อตัดแยกแตละยอดมาแชในสารละลายผสมระหวาง BA 
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร กับ NAA (1-naphthylacetic acid; α-napthaleneacetic acid) 
ความเขมขน 5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 5 วัน  แลวนํ ามาวางเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เติมนํ้ าตาลซูโครสความเขมขน 3% และผงถานเขมขน 
0.05% สามารถชักนํ ารากใหเปนตนกลาที่สมบูรณ ได     การชักนํ ายอดรวมและรากจากยอดแต
ละยอดใชเวลา  3 ถึง  4  เดือน  Chen (1989) รายงานการขยายพันธุยางภายในหลอดทดสอบ 
โดยการเลี้ยงสวนขอลํ าตนบนอาหารดัดแปลงสูตร Nistch โดยการเติมโพแทสเซียมไนเตรต 
(KNO3) ความเขมขน 3 มิลลิโมลารวาชวยใหการพัฒนาการของตาเปนไปไดดี  นอกจากนี้พบวา
วิตามินมีความจํ าเปนมากในการพัฒนาการของยอดดวย  อยางไรก็ตามการใชสวนยอดของตน
กลาอายุ 2 ถึง 4 สัปดาห ที่เพาะเมล็ดภายในหลอดทดสอบและจากแปลงโดยตรง  มาปกชํ าใน
อาหารสังเคราะหสูตรพื้นฐาน MS เติมเคซีนไฮโดรไลเซท เพื่อชักนํ ารากใหเปนตนที่สมบูรณ พบวา
สวนยอดจากตนกลาที่ชักนํ าในหลอดทดสอบ สามารถชักนํ ารากไดหลังจากวางเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห แตสวนยอดที่นํ ามาจากแปลงโดยตรงนั้นไมมีรายงานผลสํ าเร็จในการเลี้ยง   การชักนํ า
ยอดจากชิ้นสวนอื่นๆ ของยางพาราเชน ลํ าตนใตใบเลี้ยง  ลํ าตนเหนือใบเลี้ยง  และใบเลี้ยง พบวา
ไมประสบผลสํ าเร็จคงมีพัฒนาการของรากที่เกิดขึ้นเทานั้น  แมวาการใชสารควบคุมการเจริญเติบ
โต ในอัตราความเขมขนตํ่ าๆ หรือไมใชเลย  อยางไรก็ตามวิธีการไมโครคัตติงยังสามารถทํ า
ไดกับชิ้นสวนพืชที่ดูแลภายนอกหลอดทดสอบ (in vivo) พืชยืนตนอื่นๆ ที่สามารถขยายพันธุดวย
วิธีการไมโครคัตติงภายนอกหลอดทดสอบ เชน แพร และแอปเปล โดยการนํ าชิ้นสวนขอที่มีความ
ยาว 40 มิลลิเมตร มาปกชํ าในวัสดุปลูกที่เตรียมไว  พบวาลํ าตนที่ประกอบดวยขอจํ านวน 2 ขอ 
สามารถชักนํ ารากไดดีกวาลํ าตนที่มีเพียงขอเดียว    การแชชิ้นสวนพืชดวย IBA ความเขมขน  1% 
กอนการปกชํ าชวยสงเสริมการสรางรากไดดีกวาการแชดวย IBA ความเขมขน 2% หรือไมไดแช
เลย   แตการขยายพันธุในสภาพเชนนี้ไมสามารถทวีจํ านวนตนพืชไดเหมือนกับการทํ าภายใน
หลอดทดสอบ  ตนพืชที่ไดมีจํ านวนเทากับชิ้นสวนพืชที่ปกชํ า     ดังนั้นการขยายพันธุในหลอด
ทดสอบเพื่อทวีจํ านวนกอนจากนั้นจึงนํ ายอดแตละยอดไปปกชํ าเพื่อชักนํ าใหเกิดรากภายในหรือ
นอกหลอดทดสอบ  สามารถเพิ่มจํ านวนตนพืชไดตามตองการ เมื่อไดตนกลาที่มีทั้งยอดและรากที่
สมบูรณ ข้ันตอนการยายตนกลาลงแปลงก็เปนขั้นตอนที่สํ าคัญซึ่งตนกลาที่ไดตองผานการปรับ
สภาพกอนการยายลงปลูก  เพื่อเพิ่มความสามารถในการปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมภายนอก
และชวยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตดวย วิธีการปรับสภาพสามารถทํ าไดทั้งภายในและภายนอกหลอด
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ทดสอบ  โดยการยายตนกลาที่ไดไปเลี้ยงบนอาหารที่เพิ่มความเขมขนของวุน 0.8% เปน 1.20% 
การเพิ่มความเขมขนของวุนเปนการลดปริมาณนํ้ าในอาหารใหนอยลง นับเปนการเตรียมตนกลา
ตอสภาวะความเครียดของนํ้ า เขาพบวาสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของตนกลาเมื่อยายปลูกได 
มีรายงานวิธีการเตรียมตนกลายางพาราที่ชักนํ าไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อดวยวิธีการไมโครคัต
ติงในหลอดทดสอบ โดยการจุมแชตนกลาในยากันราไดเทนเอ็ม 45 ความเขมขน 5 กรัมตอลิตร 
กอนการยายปลูกลงดิน หลังจากยายตนกลาลงดินปลูกฉีดพนตนกลาดวยยากันราที่มีองค
ประกอบของไดเทนเอ็ม 45 อัตราความเขมขน 5 กรัมตอลิตร และเบนเลท อัตราความเขมขน 1 
กรัมตอลิตร อีกครั้ง พรอมกันนี้ตองรักษาความชื้นสัมพัทธใหสูงถึง 100% ควบคุมอุณหภูมิ 35 oC  
ภายใตการใหรมเงา 75%  และที่สํ าคัญตองไมใหตนกลายางขาดนํ้ า  วิธีการเตรียมตนกลาใน
สภาพแวดลอมดังกลาวขางตนสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของตนกลายางได   นอกจากนี้การ
ปรับสภาพตนกลาภายนอกหลอดทดสอบก็สามารถทํ าไดโดยการลดความชื้น และเพิ่มความเขม
แสงเปนลํ าดับก็สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของตนกลาไดเชนกัน จากที่กลาวมาจะเห็นไดวามี
การศึกษาการขยายพันธุและปรับปรุงพันธุยางพาราดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนอยกวาพืชชนิด
อ่ืนๆ และพบปญหามากมายในการทดลองเปนตนวา ยางพาราเปนพืชที่มีนํ้ ายางเมื่อนํ าชิ้นสวน
ตางๆ มาเลี้ยงทํ าใหชิ้นสวนที่วางเลี้ยงเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลที่เรียกวา browning ไมมีการพัฒนาของ
ชิ้นสวนและตายในที่สุด จึงตองทํ าการศึกษาเพื่อหาวิธีการปองกันและแกไขปญหาตางๆ ที่พบเพื่อ
เพิ่มผลสํ าเร็จในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา (สมปอง เตชะโตและอรุณี มวงแกวงาม, 2537)

1.2.1  ชนิดของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยางพารา
     1.2.1.1 การเพาะเลี้ยงอวัยวะ (organ culture)
                 การเพาะเลี้ยงปลายยอด (shoot tip culture)

                       การเพาะเลี้ยงตาขาง (axillary bud culture)
                       การเพาะเลี้ยงใบ (leaf culture)
                        การเพาะเลี้ยงอินเทกกูเมนต (integument culture)
                        การเพาะเลี้ยงคัพภะ (embryo culture)
                        การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร (anther culture)
          1.2.1.2  การเพาะเลี้ยงเซลล (cell culture)

                             การเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอย (suspension culture)
                  การเพาะเลี้ยงเซลลเดี่ยว (single culture)
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1.2.2  อาหารสํ าหรับเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีมากมายหลายสูตร            แตสูตรพื้นฐานที่ใช

กันโดยทั่วไปคือ สูตรอาหารมูราชิคและสกุค (Murashige and Skoog, 1962) มีชื่อยอวา MS องค
ประกอบของอาหารเลี้ยงโดยทั่วไปแบงไดเปน 5 กลุม คือ

1.2.2.1  สารอนินทรีย แบงไดเปน 2 กลุมยอยๆ คือ
1.2.2.1.1 ธาตุอาหารหลัก เปนธาตุอาหารหลักที่ตองการปริมาณมาก

ไดแก C  H O N P K  S  Ca  Mg
 1.2.2.1.2 ธาตุอาหารรอง เปนธาตุอาหารที่พืชตองการในปริมาณนอย

ไดแก Fe  Cl  Co  Mn  Cu  Zn  Bo  Mo  Na  I
1.2.2.2  สารประกอบคารบอน ซึ่งเปนแหลงใหพลังงานที่ใชกันโดยทั่วไป คือ นํ้ าตาล

ซูโครส ความเขมขนระหวาง 2-8% (นํ้ าหนักตอปริมาตร)
                1.2.2.3  วิตามิน ที่จํ าเปนตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อพืชที่ใชกันมากไดแก ไธอา
มีน นิโคทินิคแอซิค ไพริดอกซิน กรดอะมิโนเชิงซอน และไบโอติน เปนตน
                 1.2.2.4  สารอินทรียอ่ืนๆ ไดแก นํ้ ามะพราว นํ้ ามะเขือเทศ เปนตน
                 1.2.2.5  สารควบคุมการเจริญเติบโต ตองเลือกใชใหเหมาะกับวัตถุประสงค หาก
ตองการชักนํ ายอดควรใชสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนินสูงกวาออกซิน หาก
ตองการชักนํ ารากควรเลือกใชออกซิน อัตราสวนระหวางออกซินและไซโตไคนินมีความสํ าคัญมาก
จึงตองเลือกใชใหเหมาะสมกับชนิด และชิ้นสวนพืช

ออกซินที่นิยมใชไดแก NAA IAA 2,4-D ไซโตไคนินที่นิยมใชไดแก BA  
Kinetin  และ Zeatin เปนตน (รังสฤษฏ, 2540)

1.2.3  การเพาะเลี้ยงแคลลัส
แคลลัส (callus) หมายถึง เซลลที่อยูรวมกันเปนกลุม และยังไมมีการเปลี่ยนแปลง

พัฒนาไปเปนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะชนิดตางๆ ประกอบดวยเซลลพาเรนไคมา (parenchyma) แต
เพียงอยางเดียว มีขนาดไมแนนอน ภายในเซลลมีแวคิวโอลจํ านวนมาก  สวนใหญไมมีรงควัตถุ แต
อาจมีสีเขียวเนื่องจากมีคลอโรฟลล (chlorophylls) สีเหลืองจากแคโรทีนอยด (carotenoids)  
และฟลาโวนอยด (flavonoids) หรือสีมวงจากแอนโทไซยานิน (anthocyanins) ปริมาณและชนิด
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ของรงควัตถุเหลานี้ข้ึนกับชนิดของพืช ธาตุอาหาร และปจจัยสภาพแวดลอมของการเพาะเลี้ยงโดย
เฉพาะอยางยิ่งแสง  แคลลัสที่มีกลุมเซลลเกาะกันแนนเรียกวา compact callus แตถากันเกาะกัน
อยางหลวมๆ เรียกวา friable callus (รังสฤษฏ, 2540)

ชิ้นสวนพืชเกือบทุกชนิดจากอวัยวะตางๆ     สามารถนํ ามาชักนํ าใหเกิดแคลลัสได
ดังแสดงขั้นตอนของพัฒนาการเปนพืชตนใหมจากชิ้นสวนพืชที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลองตางๆ ใน
รูปที่ 5     แตโดยทั่วไปแลวเปอรเซนตความสํ าเร็จสูงในพืชใบเลี้ยงคูไดจากสวนของคัพภะ ใบเลี้ยง 
สวนที่อยูเหนือใบเลี้ยง ปลายยอด สวนที่อยูใตใบเลี้ยง และราก ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวไดจากสวนของ
คัพภะ ใบออน ปลายยอด ดอกออน และสวนของเมล็ดที่เร่ิมงอกจะใหผลดีที่สุด  เนื้อเยื่อพิเศษอื่นๆ 
ของพืชที่สามารถนํ ามาชักนํ าใหเกิดแคลลัสไดเชนกันคือ แคมเบียม (cambium) คอรเทค (cortex) 
ไสหรือแกนลํ าตน (pith) ทอลํ าเลียงอาหาร (phloem vessels) ไซเลมพาเรนไคมา (xylem 
parenchyma) และเอ็นโดสเปอรม (endosperm) (รังสฤษฏ, 2540)

ชิ้นสวนพืช

ปลายยอด         คัพภะ ลํ าตน  ใบ  ราก  เปนตน

ยอด  ราก  ตนออน

กระบวนการสรางพืชใหม

แคลลัส

กระบวนการสรางแคลลัส

ยอด  ราก  ตนออน

    ตนพืชสมบูรณ     ตนพืชสมบูรณ
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รูปที่ 5   พัฒนาการเปนพืชตนใหมจากชิ้นสวนพืชที่เพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง

1.2.4 ปจจัยที่มีผลตอการเพาะเลี้ยงแคลลัส
1.2.4.1 ขนาดและรูปราง (size and shape) ของชื้นสวนพืชเร่ิมตนที่ใชเลี้ยงแมไม

มีขอจํ ากัดหรือขอวิกฤต แตในพืชทั่วไปมักจํ าเปนตองใชชิ้นสวนที่มีขนาดคอนขางเล็กแตไมถึงกับ
เล็กจนเกินไป  นั้นคือมี critical minimum size ซึ่งถาชิ้นสวนมีขนาดเล็กกวานี้แลวไมสามารถชัก
นํ าการเกิดแคลลัสได ตัวอยางชิ้นสวนเนื้อเยื่อทอลํ าเลียงอาหาร (phloem tissues) ของรากแครอท 
(Daucus carota) ที่มีนํ้ าหนักเพียง 3.8 มิลลิกรัม สามารถเกิดแคลลัสได (รูปที่ 6 )  แตถาเปน
เนื้อเยื่อจากหัว tuberous meristemetic tissues ของ Jesusalem artichoke แลว อาจมีขนาดเล็ก
เกินไปทั้งนี้เพราะเซลลมีขนาดเล็กกวา   จึงมีเปอรเซนตถูกทํ าลายหรือถูกกระทบกระเทือนขณะ
แยกเนื้อเยื่อนอยกวา
 1.2.4.2 สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth hormone)  โดยเฉพาะออกซินและ
ไซโตไคนิน ซึ่งสัดสวนของฮอรโมนทั้งสองกลุมนี้มีผลโดยตรงตอการเปลี่ยนแปลงพัฒนาเซลล โดย
ทั่วไปแลวถาสัดสวนของออกซินตอไซโตไคนินสูง แคลลัสจะพัฒนาไปเปนราก ถาสัดสวนนี้ต่ํ าจะ
พัฒนาไปเปนยอดหรือตน และหากสัดสวนนี้สมดุลจะพัฒนาไปเปนแคลลัสตอไป   ความเขมขนที่
ใชเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตางๆ นั้นพบวา  ออกซินอยูในชวง 0.01-100 มิลลิกรัมตอลิตร และไคเนตินซึ่ง
เปนไซโตไคนินสังเคราะหจะอยูในชวง 0.1-10.0 มิลลิกรัมตอลิตร  ทั้งนี้ปริมาณและสัดสวนของ
ฮอรโมนที่เหมาะสมตอการเกิดแคลลัสจะขึ้นอยูกับชนิดพืช ชนิดชิ้นสวน และระยะการเจริญเติบโต
ของชิ้นสวนพืชที่นํ ามาใช
 1.2.4.3 ธาตุอาหาร (nutrients) นอกจากตองการธาตุอาหารที่เปนสวนประกอบ
หลักทั่วๆ ไปของสูตรอาหารที่ใชเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชแลว  อาหารเสริมพวกกรดอะมิโนเชน กลูตามีน 
แอสปาแตต พิวรีน และพิริมิดิน  สารพวกเคซินไฮโดรไลเซท สารสกัดจากมอลท ยีสต และนํ้ า
มะพราว มีสวนสํ าคัญในการกระตุนการเกิดแคลลัสในพืชบางชนิดดวยเชนกัน
 1.2.4.4 แหลงคารบอน (carbon sources) ที่สํ าคัญไดแก นํ้ าตาลซูโครส และหรือ 
แซคคาโรส ความเขมขน 2 - 4%
 1.2.4.5 ปจจัยสิ่งแวดลอม (environmental factors) โดยเฉพาะแสง ซึ่งตองการ
ความเขมต่ํ าหรือไมใชแสงเลย (เลี้ยงในที่มืด)  อุณหภูมิที่เหมาะสมประมาณ 25 oC    นอกจากนี้
ยังตองการออกซิเจนเพื่อการหายใจของเซลลดวย
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 1.2.4.6 สภาพอาหาร (media status) แคลลัสที่ใชเลี้ยงในอาหารแข็งหรือกึ่งแข็ง
มักเจริญเติบโตไดนอยและชากวาในอาหารเหลว  เนื่องจากมีพื้นที่ผิวสัมผัสกับอาหารไดนอยกวา 
และตํ าแหนงที่ชิ้นสวนแคลลัสสัมผัสกับอาหารจะมีสารที่เปนของเสียจากเมแทบอลิซึม (metabolic 
wastes) ปลดปลอยออกมาจากเซลล และมีผลตอการเจริญเติบโตของเซลล (รังสฤษฏ, 2540)

รูปที่ 6 ข้ันตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากแครอท
(ที่มา : www.edugreen.teri.res.in/explore/bio/graphics/toti-a.gif)

1.2.5 ประโยชนของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
1.2.5.1 การขยายพันธุพืช  สามารถขยายพันธุพืชไดจํ านวนมากในระยะเวลาอัน

ส้ันและตรงตามพันธุโดยเฉพาะพืชที่ไมออกดอก ผล พืชที่เมล็ดงอกชาหรืองอกยาก เมล็ดสะสม
อาหารไมเพียงพอทํ าใหงอกและการพัฒนาตนออนในเมล็ดไมสมบูรณ  จากการศึกษาเมล็ด
กลวยไมพบวาฝกหนึ่งมีเมล็ดนับหมื่นแตไมสามารถงอกไดหรืองอกไดนอยกวา 0.1%   เนื่องจาก
ไมมีทั้งใบเลี้ยงและเอ็นโดสเปรม  การที่ตนออนบางตนงอกและเจริญไดเพราะมีการอยูรวมกันกับ
ราไมคอไรซาซี่งคอยใหวิตามินบีหนึ่งที่จํ าเปนตอการงอกและการเจริญ  นอกจากนี้รายังชวยยอย
คารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญไปเปนโมเลกุลเล็กทํ าใหเมล็ดดูดไปใชได     เพื่อแกปญหาดังกลาวการ
เพาะเมล็ดจากฝกสดสามารถชวยใหเมล็ดงอกไดจํ านวนหมื่นตนตอฝก สํ าหรับพืชที่ขยายพันธุโดย
วิธีการปกติด้ังเดิม เชน การตอน การติดตา การตัดชํ าไดชา มีชิ้นสวนที่จะนํ ามาขยายพันธุไดนอย
การใชเทคนิคนี้จะชวยไดมาก

1.2.5.2 การผลิตพืชที่ปราศจากโรค     ปญหาสํ าคัญประการหนึ่งในการผลิตพืช

http://www.edugreen.teri.res.in/explore/bio/graphics/toti-a.gif
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คือ การเกิดโรคโดยเฉพาะอยางยิ่งโรคที่มีสาเหตุมาจากเชื้อรา แบคทีเรีย ไวรัส และไมโคพลาสมา 
ที่ติดมากับเมล็ดหรือสวนขยายพันธุตางๆ  ตนพืชที่มีการปนเปอนของเชื้อโรคเหลานี้หากไมแสดง
อาการใหเห็นและทราบไดตอเมื่อเกิดอาการเปนโรคบนตนพืชที่ปลูกไปแลว  เมื่อถึงเวลานั้นก็ยากที่
จะแกไขหรือปองกันกํ าจัดนอกจากจะกํ าจัดหรือทํ าลายพืชนั้นทิ้งไป  การใชสารเคมีคลุกเมล็ดหรือ
สวนขยายพันธุกอนปลูกแมจะชวยลดปริมาณเชื้อที่อาจติดมากับผิวของวัสดุปลูกได  แตอาจใชได
ผลดีในกรณีการปนเปอนของเชื้อโรคที่ติดมาภายนอกเซลลพืชได  การผลิตพืชโดยการเลี้ยงเนื้อเยื่อ
ที่จะใหตนพืชที่ปราศจากเชื้อโรค โดยเฉพาะอยางยิ่งจากเชื้อราและแบคทีเรีย เพราะหากมีเชื้อ
เหลานี้แลวจะแสดงอาการปนเปอนในอาหารที่ใชเลี้ยงทันที เนื่องจากแบคทีเรียและราเจริญเติบโต
ไดอยางรวดเร็วในอาหารที่ใชเลี้ยง ทํ าใหสามารถขจัดทิ้งได  สวนในกรณีของไวรัสซึ่งเปนจุลินทรียที่
มีขนาดเล็กมาก และดํ ารงชีวิตอยูในเซลลพืช จึงมักไมแสดงอาการปนเปอนใหเห็นแมโดยวิธีการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชก็ตาม  ในทางปฏิบัติจะตองคัดเลือกและตรวจสอบเนื้อเยื่อกอนการเลี้ยงจน
แนใจวาปลอดจากเชื้อวิสา  ชิ้นสวนของพืชที่ปลอดจากเชื้อไวรัสมากที่สุดคือ เนื้อเยื่อเจริญสวน
ปลายยอด (apical meristem) และเนื้อเยื่อของคัพภะ (embryonic tissue) ที่อยูในเมล็ด  เนื่อง
จากเนื้อเยื่อดังกลาวไมมีสวนของทอลํ าเลียง (vascular tissues) ซึ่งไดแก ทอนํ้ า (xylem) และทอ
อาหาร (phloem) ที่ติดตอกับสวนอื่นๆ ของตนพืชที่เชื้อวิสาจะสามารถเคลื่อนยายมาปนเปอนได
 1.2.5.3 การปรับปรุงพันธุพืช  โดยกระบวนการสรางแคลลัสมีการเหนี่ยวนํ าใหมี
การแบงเซลลอยางรวดเร็ว  ซึ่งมีสาเหตุจากสารควบคุมการเจริญเติบโตหรือฮอรโมนที่เติมลงไปใน
อาหารที่ใชเพาะเลี้ยง  โดยเฉพาะ 2,4-D เมื่อเปนเชนนี้เซลลลูกที่แบงเสร็จเรียบรอยอาจมีขอมูล
พันธุกรรมที่ขาดหายไปบางสวนหรืออาจเพิ่มข้ึนมา เซลลเหลานี้เมื่อไปอยูสวนใดของตนพืชก็จะ
แสดงอาการออกมาใหเห็น ความแปรปรวนที่เกิดขึ้นโดยกระบวนการที่เรียกวา somaclonal 
variation ในกรณีที่ชิ้นสวนพืชที่นํ ามาเพาะเลี้ยงเปนชิ้นสวนที่ไมเกี่ยวกับเพศ และเรียกวา 
gametoclonal variation หากเปนชิ้นสวนที่เกี่ยวกับเพศ ในชวงระยะเวลาสั้นเพียง 1-3 เดือน
สามารถพัฒนาพืชพันธุใหมโดยวิธีการนี้ได และเปนวิธีการที่ลงทุนนอย จากลักษณะสัณฐานที่ผิด
ไป เมื่อทํ าการเปรียบเทียบกับพันธุที่ปลูกอยูหากดีกวา เชน ทนแลง ทนโรคทนแมลง และใหผล
ผลิตสูง มีคุณภาพดีกวาก็ใชเปนพันธุสงเสริมการปลูกตอไป เทคนิคนี้ใชกันมากในไมดอกไม
ประดับ ชวยใหไดพันธุที่มีดอก สี ขนาดเปนที่ตองการของตลาดทํ าใหผูปลูกไดรับประโยชนมาก  
เพราะหากปรับปรุงดวยวิธีการธรรมดาแลวตองใชเวลานานเปนป

1.2.5.4 การผลิตยาและสารเคมีจากพืช      พืชบางชนิดที่ใหสารที่มีคุณสมบัติ
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เปนยาหรือสารเคมีที่มีประโยชนทางดานอุตสาหกรรม แตในบางกรณีเนื้อเยื่อที่นํ ามาสกัดสารดัง
กลาวมีปริมาณนอยมาก จึงตองใชวิธีการเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อเพิ่มจํ านวน และชักนํ าใหมีการ
สังเคราะหสารที่ตองการในปริมาณมากขึ้น

1.2.5.5 การศึกษาทางชีวเคมี สรีรวิทยา และพันธุศาสตร  พืชที่เลี้ยงในอาหาร
สังเคราะหสามารถติดตามการพัฒนาและการเปลี่ยนแปลงในดานเหลานี้ไดงาย ชัดเจน และถูก
ตองแมนยํ า ทั้งในระดับเซลล เนื้อเยื่อ อวัยวะ และพืชทั้งตน เชน การศึกษาการตอบสนองของ
เซลลหรือเนื้อเยื่อพืชตอสารเคมีปองกันกํ าจัดโรคและแมลงศัตรูพืช สารเคมีปองกันกํ าจัดวัชพืช 
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช และการศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของเซลลหรือ
เนื้อเยื่อพืชที่เกิดการกลายพันธุ เปนตน  เนื่องจากการควบคุมตัวแปรตางๆ ทํ าไดดีกวาในสภาพ
การปลูกปกติ

1.2.5.6 การเก็บรักษาพันธุพืช     ในปจจุบันพืชพรรณหลายชนิดโดยเฉพาะอยาง
ยิ่งพันธุพืชที่หายากและมีคุณคาทางประวัติศาสตรหลายชนิดไดสูญพันธุไป หรือกํ าลังจะสูญพันธุ
ไปในไมชา  สาเหตุสํ าคัญอาจมาจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม หรือเกิดจากการกระทํ า
ของมนุษยเอง นอกจากนั้นพืชบางชนิดยังยากที่จะขยายพันธุหรือเก็บรักษาพันธุไดโดยวิธีปกติ   
ซึ่งอาจตองใชระยะเวลาที่นานและไมคุมคานัก     การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงไดคิดคนวิธีเก็บรักษา
พืชพรรณตางๆ ไวในสภาพหลอดทดลอง โดยเลี้ยงไวในอาหารที่มีสวนผสมของสารเคมีที่มีผลตอ
การชะลอการเจริญเติบโต  หรือมีสารที่ทํ าใหเกิดสภาพขาดนํ้ า (water stress) เพื่อชักนํ าใหพืชมี
การเจริญเติบโตในอัตราที่ชามากๆ เปนการประหยัดเวลา แรงงาน คาใชจาย และสามารถคง
สภาพและมีชีวิตไดยาวนาน  เนื่องจากไมจํ าเปนตองเปลี่ยนอาหารบอยครั้งเชนปกติ  อีกวิธีหนึ่งที่
นิยมใชอยางแพรหลายคือ เก็บรักษาเซลลหรือเนื้อเยื่อ ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิต่ํ าถึง –
196oC เมื่อตองการปลูกหรือเพิ่มปริมาณ ก็นํ ามาเลี้ยงในอาหารสูตรปกติของพืชชนิดนั้น ๆ (รัง
สฤษฏ, 2540)
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1.3  กลไกการตอบสนองของยางพาราตอเชื้อกอโรค
  พืชโดยทั่วไปมีกลไกการปองกันโรค  โดยตอตานเชื้อโรคทํ าใหพืชไดรับความเสียหายจากโรค

นอยลง  สามารถเจริญเติบโตไดดีและใหผลผลิตสูง   การปองกันโรคของพืชอาจเกิดจากลักษณะ
โครงสรางของพืชเอง  ทํ าใหเกิดการกีดขวางและยับยั้งการเจริญลุกลามของเชื้อเขาสูพืช   ซึ่งเปน
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีในเซลลและเนื้อเยื่อพืช  โดยการสรางสารที่เปนพิษตอเชื้อโรคหรือไปยับยั้งการ
เจริญของเชื้อโรค ยางพารามีกลไกการตอบสนองตอเชื้อโรคเชนเดียวกับพืชทั่วไป ปฏิกิริยาตอตาน
เชื้อโรคในยางพาราพบครั้งแรกโดย Tan และ Low ในป 1975

1.3.1  การปองกันของพืชทางโครงสราง (structural defense)
การปองกันเชื้อโรคเขาทํ าลายพืช มีผิวเปนสวนแรกที่เปนเกราะปองกันการเจาะผาน

ของเชื้อ ลักษณะของโครงสรางคุณสมบัติและปริมาณของสวนประกอบ เชน การมีข้ีผ้ึงคลุมใบและ
ผลจะปองกันหยดนํ้ าเกาะติดผิวพืช ทํ าใหสปอรของเชื้อราที่อยูบนผิวไมงอกหรือไมมีความชื้นพอที่
จะทวีจํ านวนได, การมีขนที่ผิวหนาแนนทํ าใหหยดนํ้ าไมเกาะติดผิวหรืออยูไดไมนานมีสภาพไม
เหมาะตอการเขาทํ าลายของเชื้อ, การมีความหนาของ cuticle ทํ าใหพืชมีความตานทานตอโรค
มากขึ้น โดยเฉพาะโรคที่เชื้อตองเจาะผานสูพืชโดยตรง,  ความหนาและเหนียวของผนังดานนอก
เซลล epidermis ทํ าใหเชื้อราเจาะผานสูพืชทางตรงไมไดหรือยากขึ้น นับวาความหนาและเหนียว
เปนปจจัยที่สํ าคัญมากของพืชตานทานโรคบางชนิด, ความหนาและเหนียวของผนังเซลลเนื้อเยื่อ
ทอลํ าเลียงนํ้ าและอาหารของพืช เนื้อเยื่อที่เปนเซลล sclerenchyma จะกีดกั้นการลุกลามของเชื้อ
รา, ชนิดและโครงสรางของปากใบ  การที่ปากใบมีชองแคบอาจทํ าใหพืชตานทานโรคที่เกิดจากเชื้อ
ราที่เจาะผานพืชทางปากใบดีข้ึน  ตลอดจนการปด-เปดของปากใบ ก็มีสวนเกี่ยวของกับการทํ าให
พืชตานทานโรคดวย

 1.3.2  โครงสรางปองกันโรคหลังเชื้อเขาสูพืช
(defense structures after infection)
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เมื่อเชื้อโรคเขาสูพืชโดยเจาะผานโครงสรางปองกันของพืชที่อยูผิวนอกหรือภายในพืช
ก็

ตาม  พืชจะแสดงปฏิกิริยาโตตอบทางโครงสรางลักษณะตางๆ ออกมาเปนระดับความตานทานโรค
ในการปองกันการเจริญลุกลามของเชื้อ ปฏิกิริยาดังกลาวมีดังนี้

1.3.2.1 การปองกันที่เกิดจากโครงสรางของเนื้อเยื่อ  โดยเกิดเนื้อเยื่อที่ประกอบ
ดวยเซลลเจริญเปนชั้น cork (cork layers) ชั้นที่เกิดขึ้นนี้จะชวยยับยั้งไมใหเชื้อและสารพิษที่เชื้อ
ขับถายออกมาขยายวงกวางออกไปอีก และยังระงับการไหลเวียนของนํ้ าและอาหารจากเนื้อเยื่อ
ปกติไปยังเนื้อเยื่อที่เปนโรค  ทํ าใหเชื้อและเนื้อเยื่อพืชที่ตายแลวอยูในขอบเขตของแผลที่เห็นเปน
จุดหรือพองพูนแยกสวนออกมาจากเนื้อเยื่อปกติ

1.3.2.2 การเกิดการแตกปริของเนื้อเยื่อ     เพื่อปองกันเนื้อเยื่อสวนที่ดีถูกตัดขาด
ออกจากบริเวณตัวเชื้อหรือบาดแผลที่เปนโรค ปองกันไมใหเชื้อโรคและสารพิษที่เชื้อสรางขึ้นลุก
ลามไปยังเนื้อเยื่อปกติ, การเกิด tyloseในทอ xylem เปนในระหวางที่เชื้อโรคเขาทํ าลายทอลํ าเลียง
พันธุพืชที่ตานทานตอโรคจะเกิด tylose  ไดมากมายอยางรวดเร็วกอนที่เชื้อจะลุกลามไปถึง โดย
เชื้อยังเจริญอยูแคสวนราก หากเปนพันธุที่ออนแอตอโรค เชื้อจะเจริญไปถึงกอนแลวจึงเกิด tylose
ภายหลัง  ทํ าใหไมสามารถกีดกั้นการลุกลามของเชื้อได พืชจึงเปนโรครุนแรง

1.3.2.3 การสะสมยางเหนียวของเนื้อเยื่อ  ทํ าใหเชื้อบางชนิดชะงักการเจริญ
ขยายขอบเขตออกไปไมไดจะถูกจํ ากัดอยูเฉพาะในแผลและตายในที่สุด

1.3.3 การปองกันเกิดจากโครงสรางของเซลล (cellular defense structure)
ข้ึนอยูกับการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยาของผนังเซลล โดยเกิดได  2 แบบ คือ

เกิดการโปงออกของเซลล epidermis และเซลลที่อยูใต epidermis ในระหวางที่เชื้อแทงผานพืช
โดยตรงซึ่งอาจยับยั้งการแทงผานและการตั้งรกรากของเชื้อได และการเกิดเปนปลอกหอหุมเสนใย
ของเชื้อราที่เร่ิมแทงผานเซลล

1.3.4 การปองกันที่เกิดจากปฏิกิริยาของ cytoplasm (cytoplasmic defense reaction)
โดยที่ cytoplasm ไปคลุมกลุมของเสนใยโดย nucleus ของพืชจะเคลื่อนตามไป

ดวย แลว protoplasm ของเซลลจะเริ่มจางหายไปในขณะที่เสนใยของเชื้อเจริญเพิ่มข้ึน บางครั้ง
เซลลที่เชื้อเขาทํ าลาย cytoplasm และ nucleus จะขยายใหญข้ึน cytoplasm จะกลายเปนเมล็ด
เดนชัด เสนใยของเชื้อสลายตัวเห็นเปนสวนๆ แลวการเขาทํ าลายก็หยุดลงในที่สุด  (ไพโรจน,
2525)

1.3.5  รอยไหม (necrosis) และการตายอยางวองไวของเซลล (hypersensitive cell
 death)



22

                  การเกิดรอยไหมเปนลักษณะที่เกิดจากการตายของเซลลตรงตํ าแหนงที่ถูกบุกรุกโดย
เชื้อโรคหรือสารพิษตางๆ โดยสังเกตเห็นเปนรอยไหมสีนํ้ าตาล มักเปนแบบแหง หรือมีแผลเปน
หยอมๆ ถาพืชเกิดรอยไหมอยางวองไวเมื่อถูกบุกรุกจากเชื้อกอโรคจะเรียกการตอบสนองนี้วา 
“hypersensitive ” อาการรอยไหมพบทั่วไปตามบริเวณสวนของพืชที่เปนโรค ไดแก  ขน ใบ  ตน 
โคน ราก หัว ฝก ผล ฯลฯ   ขนาดของรอยไหมจะมีขอบเขตกวางหรือแคบ  เกิดเร็วหรือชาขึ้นอยูกับ
องคประกอบหลายอยาง เชน สวนของพืช, ชนิดของพืชที่ถูกอาศัย, เชื้อที่บุกรุก, สภาพอากาศและ
ส่ิงแวดลอมตางๆ  อาการของรอยไหมที่พบทั่วไป เชน อาการแบบเปนจุดมักเกิดบนใบหรือผล  
ตามปกติมีขนาดแผลประมาณ 1 หรือ 2 มิลลิเมตรจนถึง 1 เซนติเมตรขึ้นไป (ไพโรจน, 2525) มีรูป
รางกลม    เนื้อเยื่อตรงกลางแผลซึ่งตายแลวจะทํ าใหเห็นโซนรอบๆ แผล อาจเปนสีแดงหรือเหลือง 
เชน โรคแอนแทรคโนสของถั่วฝกยาว แตงกวา แตงโม และฝาย นีโครซีสมีขนาดใหญกวา 1 
เซนติเมตร, โรคใบจุดนูน (Colletotrichum  leaf  spot) หรือลักษณะรอยไหมที่เปนจุดนูนสีนํ้ าตาล 
ขอบแผลสีเหลืองลักษณะคลายรอยไหม แผลมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1–2 เซนติเมตรซึ่งเกิดจาก
เชื้อ Colletotrichum gloeosporioides หรือบางโรคอาจจะมีลักษณะเปนรอยขีด (streak) ตาม
ความยาวของใบ  เสนใบและลํ าตน หรือไมอาจมีลักษณะรอยไหมเปนจุดกลมและเปนลาย
กางปลาบนใบออนและใบแกเพราะเกิดการลุกลามไปตามเสนใบ เปนอาการของโรคใบจุดกางปลา 
(Corynespora leaf disease) ที่เกิดจากเชื้อรา  Corynespora  cassiicola (สถาบันวิจัยยาง, 
2544)

Breton และคณะ (1997a) ไดนํ าเชื้อรา C. cassiicola มาบมบนใบยางพารา พบวา 
หลังจากบมเชื้อผานไป 24 ชั่วโมง นีโครซีสที่เกิดขึ้นจากการเขาทํ าลายใบยางดวยสปอร มีความ
แตกตางกันอยางชัดเจนระหวางใบยางพันธุตานทาน (พันธุ GT1) กับพันธุออนแอ (PB260) โดยที่
นีโครซีสในใบยางพันธุตานทาน มีขนาดเล็กเปนจุดๆ ซึ่งแสดงถึงการเกิด hypersensitive reaction 
โดยตรงกันขามกับนีโครซีสในใบยางพันธุออนแอที่พบวามีขนาดใหญ และเมื่อเวลาผานไป 48 ชั่ว
โมงนีโครซีสจะแผกวางออกไปเรื่อยๆ จนทํ าใหเกิดรอยดาง (discolor) บริเวณเสนใบที่อยูรอบๆ
บาดแผลซึ่งแสดงถึงการเกิดโรคกางปลา (fish bone)  ทั้งนี้เนื่องจากใบยางพันธุตานทานแสดงถึง
ความสามารถในการกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจายไปยังเซลลขางเคียง  สวนพันธุออนแอการ
ที่พบขนาดของนีโครซิสใหญและแผกวางแสดงถึงการเกิดโรคคือ เกิดปฏิกิริยา compatible  ซึ่งเปน
ปฏิกิริยาระหวางเชื้อกอโรคกับพืชพันธุออนแอ สวนปฏิกิริยาระหวางเชื้อกอโรคกับพืชพันธุตานทาน  
เรียกวา  ปฏิกิริยา  incompatible  แตถามีการเพิ่มปริมาณของเชื้อกอโรคปฏิกิริยานี้ก็สามารถ
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เปลี่ยนเปน compatible ไดเชนกัน ดังนั้นลักษณะของนีโครซีสที่เกิดจากการตอบสนองของใบยาง
ตอเชื้อกอโรคสามารถบอกระดับความตานทานโรคได

1.3.6  การสังเคราะหไฟโตอเล็กซิน (Phytoalexin synthesis)
                  ไฟโตอเล็กซินเปนปฏิชีวนะสารที่พืชสรางขึ้นและมีพิษตอเชื้อโรค (antimicrobial) มี
มวลโมเลกุลต่ํ า และมีธาตุคารบอน, ไฮโดรเจนและออกซิเจนเปนองคประกอบที่พบสะสมเฉพาะใน
พืชที่ไดรับการกระตุนจากการเขาทํ าลายของเชื้อโรคหรือถูกกระตุน (stress) จากอิลิซิเตอรชนิด
ตางๆทั้งไบโอติก (biotic) และอไบโอติก (abiotic) พบในตํ าแหนงที่มีการบุกรุกซึ่งสามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเชื้อราและแบคทีเรีย (Darvill and Albersheim, 1984; Kuc’, 1985) เชน จาก
การบมดอกทานตะวันดวยเชื้อรา Helminthosporium carbonum  มีการสราง ayapin และ 
scopoletin ซึ่งเปนไฟโตอเล็กซินชนิดหนึ่งที่สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา H. 
carbonum ได (Tal and Robeson, 1986)

 ไฟโตอเล็กซินเปนสารที่มีคุณสมบัติเฉพาะ  ข้ึนอยูกับพืชที่สรางขึ้นจากการกระตุน
ของเชื้อ โดยไมเฉพาะเจาะจงกับเชื้อโรคชนิดใดชนิดหนึ่ง ซึ่งปฏิกิริยาเกิดในเนื้อเยื่อที่มีปรสิตอยู
และในเนื้อเยื่อของเซลลขางเคียง อัตราการเกิดไฟโตอเล็กซินขึ้นอยูกับพันธุกรรมของพืช และ
กํ าเนิดในเซลลพืชที่มีชีวิตเทานั้น (ไพโรจน, 2525)  เชื้อที่เปนสาเหตุโรคจะกระตุนใหพืชสรางไฟ
โตอเล็กซินไดในอัตราความเขมขนตํ่ ากวาเชื้อที่ไมไดเปนสาเหตุโรค  ไฟโตอเล็กซินที่พืชสรางจะมี
พิษตอเชื้อที่เปนสาเหตุของโรคนั้นนอยกวาเชื้อราอ่ืนๆ ที่ไมใชสาเหตุโรค เชน จากการศึกษาการ
สะสมไฟโตอเล็กซิน บริเวณอีพิเดอรมิสของใบถั่วเหลืองโดยเปรียบเทียบกันระหวางเชื้อรา Botrytis 
fabae ที่กอใหเกิดโรคและเชื้อราที่ไมใชสาเหตุโรคคือ Botrytis cinerea พบวาถาเปนเชื้อที่กอโรค
เสนใยของเชื้อราจะเจาะผานเขาไปในผนังเซลลไดเร็ว และเกิดการตายของเซลลพืชกอนที่จะมีการ
สะสมไฟโตอเล็กซินไดมากพอเพื่อใชในการตานทาน  แตเชื้อราที่ไมไดทํ าใหเกิดโรคถูกหยุดการ
เจริญเติบโตทันที  เพราะมีการสะสมไฟโตอเล็กซินจํ านวนมาก (Darvill and Albersheim, 1984) 
และนอกจากนี้เชื้อราที่แตกตางกันจะมีปฏิกิริยาในระดับที่แตกตางกัน     ในพืชพันธุตานทานโรค
หรือพืชที่เปนโรคงายมีการเกิดไฟโตอเล็กซินคลายกัน  แตแตกตางกันที่อัตราการเกิดเทานั้น อยาง
เชนที่พบในการปลูกเชื้อ Ceratocystis fimbriata f.sp. platani  บนใบ Plane tree ที่เปนพันธุตาน
ทาน (Platanus occidentalis) และพันธุออนแอ (Platanus acerifolia) สามารถชักนํ าใหเกิดนีโคร
ซีสและการสะสมไฟโตอเล็กซินไดสองชนิดคือ scopoletin และ umbelliferone การสะสมไฟโตอ
เล็กซินในปฏิกิริยา incompatible (พันธุตานทาน) มากกวาในปฏิกิริยา compatible (ออนแอ) 
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Phaseollin พบในถั่วเมล็ดแบนตางๆ Phloretin พบในแอปเปล

Scopoletin พบในมันเทศและยางพารา Rishitin พบในมันฝร่ัง

ประมาณ 30 เทาจากการหยดบนหลังใบ และประมาณ 120 เทาในการสะสมภายในเนื้อเยื่อของ
เซลล (Modafar, 1995) และอิลิซิตินจากเชื้อรา Puricularia oryzae (Magnaporthe grisea) 
กระตุนเซลลซัสเพนชันของขาวใหมีการสะสมไฟโตอเล็กซินได  แตไมสามารถกระตุนใหใบเลี้ยง
ยอดออนของถั่วเหลืองสะสมไฟโตอเล็กซินได

ไฟโตอเล็กซินสามารถแยกออกมาจากลํ าตน ราก ใบและผล    ที่เกิดจากการติดเชื้อมี
โครงสรางทางเคมีแตกตางกันมากกวา 350 แบบ จากพืช 30 ชนิดซึ่งมากกวา 130 แบบ มาจากพืช
วงศ Leguminosae พบทั้งในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (monocotyledons) และพืชใบเลี้ยงคู
(dicotyledons) มีชื่อเฉพาะใชเรียกแตกตางกัน (Kuc′, 1995) เชน phaseollin พบในถั่วเมล็ดแบน
ตางๆ, phloretin พบในแอปเปล, scopoletin พบในมันเทศและยางพารา และ rishitin พบในมัน
ฝร่ัง เปนตน (รูปที่ 7) (ไพโรจน, 2525)

รูปที่ 7  ตัวอยางโครงสรางของไฟโตอเล็กซินที่พืชสรางขึ้น เพื่อตอบโตการเขาทํ าลายของเชื้อรา
(ที่มา : ดัดแปลงจากไพโรจน, 2525)
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วิถีการสังเคราะหไฟโตอเล็กซินในพืชทุกชนิดอาศัยเมแทบอลิซึมของ shikimate, 
acetate-malonate และ acetate-mevalonate  ซึ่งเปนวิถีเมแทบอลิซึมแบบทุติยภูมิ (secondary 
metabolism pathways)  โดยวิถี shikimate ถูกนํ าไปสังเคราะห chlorogenic acid,   วิถี 
acetate-mevalonate ถูกนํ าไปสังเคราะห 6-methoxymellein และ wyerone  สวนวิถี acetate-
mevalonate ถูกนํ าไปสังเคราะห rishitin และ ipomeamarone สํ าหรับไฟโตอเล็กซินบางชนิดตอง
อาศัยวิถีการสังเคราะหรวมกันสองถึงสามวิถี ตัวอยางเชน จากวิถี acetate-mevalonate รวมกับ
วิถี shikimate ใชสังเคราะห glycinol และ pisatin  สวนวิถี acetate-malonate, acetate 
mevalonate และ shikimate วิถีทั้งสามทํ าใหเกิดการสังเคราะห kievitone, plaseollin และ 
glyceollin Ι  เปนตน (รูปที่ 8) (Kuc’, 1995)

รูปที่ 8  ตัวอยางวิถีที่นํ าไปสูการสังเคราะหไฟโตอเล็กซิน
            (ที่มา : Kuc’, 1995)
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สํ าหรับในยางพาราการตอบสนองในการปองกันตัวเองพบครั้งแรกในป 1975 โดย
Tan และ Low พบวาหลังจากปลูกเชื้อรา Colletotrichum gloeosporioides ลงบนใบยางพารา ใบ
ยางพาราจะตอบสนองโดยการกระตุนใหเซลลบริเวณที่กํ าลังติดเชื้อสังเคราะหไฟโตอเล็กซินเพื่อ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา ซึ่งไฟโตอเล็กซินที่ใบยางสังเคราะหข้ึนสามารถเรืองแสงสีนํ้ าเงิน
ภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต ตอมา Giesemann และคณะ (1986) ไดทํ าการวิเคราะหไฟโตอเล็กซิน
ที่ใบยางพาราสังเคราะหข้ึนมาเพื่อตานเชื้อ Microcyclus  ulei  พบวาระดับการตานทานสัมพันธ
กับความเร็วและปริมาณการสะสมสคอพอลิติน โดยในพันธุที่ตานทานมีการสะสมสคอพอลิตินสูง
กวาพันธุออนแอ (Garcia et al., 1995 b) รวมทั้งสรางไดเร็วกวาพันธุออนแอ  สคอพอลิติน
สามารถยับยั้งการงอกและการเจริญเติบโตของโคนิเดียม (conidium) ซึ่งเปนสปอรของเชื้อรา M. 
ulei ได เชนเดียวกับที่รายงานโดย Churngchow และ Rattarasarn  (2001)  โดยการบมเชื้อรา P. 
palmivora ลงบนใบยาง 4 พันธุ ไดแก BPM-24, PB-235, RRIT251 และ RRIM600 สามารถบอก
ความแตกตางของระดับความตานทานโรคโดยอาศัยอัตราเร็วกับปริมาณของสคอพอลิตินที่เกิดขึ้น
หลังการติดเชื้อซึ่งพบวาพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ PB235 (คอนขางตานทาน) สามารถ
สังเคราะหปริมาณไฟโตอเล็กซินไดเร็วและมีปริมาณในการสังเคราะหสูงกวาพันธุ RRIT251 (ปาน
กลาง) และ RRIM600 (ออนแอ)

1.3.7  การสังเคราะห Pathogenesis – related proteins (PR-proteins)
PR–proteins เปนโปรตีนที่พืชสรางขึ้นเพื่อปองกันอันตรายใหกับตนเอง  จากการ

รุกรานของเชื้อโรคหรือจากการกดดันดวยสารเคมี (chemical treatments)  และฮอรโมนพืชบาง
ชนิด รวมถึงการถูกกดดันจากการเกิดบาดแผล (wounding) และอิลิสซิเตอรตางๆ โดยทั่วไปในพืช
ชั้นสูงมีการสะสม PR– proteins เพื่อทํ าหนาที่ตอตานและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรคหรือไว
รัส (Kitajima and Sato, 1999)

PR–proteins ที่พืชสรางขึ้นมีคุณสมบัติเปนเอนไซม โดยการสรางเอนไซมสํ าหรับ
ทํ าหนาที่เปน PR–proteins นั้นเปนแบบไมจํ าเพาะเจาะจงแตจะเกิดขึ้นเมื่อมีการติดเชื้อหรือถูกกด
ดันเทานั้นไมใชมาจากการควบคุมปกติของยีนพันธุกรรม สวนใหญปองกันเชื้อที่มีฤทธิ์ปานกลาง
ถึงตํ่ าและมักไมจํ าเพาะเจาะจงตอเชื้อโรคใด (Legrand et al., 1987)           

เอนไซมเบตา-1, 3-กลูคาเนสและไคติเนส เปน PR–proteins ที่มีบทบาทสํ าคัญ
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ในการตานทานโรคในพืช สามารถยับยั้งการรุกรานของเชื้อราตางๆ โดยการยอยสลายผนังเซลลใน
สวนที่เปนเบตา-1, 3-กลูแคนและไคตินตามลํ าดับ เอนไซมทั้งสองชนิดนี้พบไดทั้งในพืชใบเลี้ยงคู
และพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่มีการติดเชื้อ เชน ใบยาสูบ, ขาวบารเลยและมันฝร่ัง เปนตน เอนไซม
ไคติเนสซึ่งเตรียมไดจากขาวบารเลยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา Trichoderma
reesei, Alternaria alternaria, Phycomyces blakesleesasus และ Neurospora crassa
(Robert and Selitrennnikoff, 1986)

Mauch และคณะ (1988a) พบวาเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสที่พบคูกับเอนไซมไคติ
เนสซึ่งทํ าใหบริสุทธิ์จากฝกถั่วลันเตาที่ถูกบุกรุกดวยเชื้อรา Fusarium solani และ Fusarium
phasioli สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อรา  15  ชนิดใน  18  ชนิดที่ทดสอบ      แตถาใช
เอนไซมเบตา-1,3- กลูคาเนสเพียงอยางเดียว จะสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตไดเฉพาะเชื้อรา F.
solani  และ Fusarium pisi  เทานั้น  ดังนั้นเบตา-1,3-กลูคาเนสและไคติเนสในถั่วจึงสามารถ
ทํ างานรวมกันแบบ synergistic  ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา (Mauch et al., 1988b)    และ
ถูกยับยั้งการสรางเมื่อใชออกซินและไซโตไคนิน (Shinshi et al., 1987)  แสดงวาเอนไซมทั้งคูนอก
จากจะทํ างานรวมกันแลวยังถูกควบคุมดวยกลไกที่คลายคลึงกัน

Martin (1991) ไดแยกเอนไซมไคติเนสใหบริสุทธิ์จากนํ้ ายางพาราและพบวามี
เอนไซมไคติเนสสูงถึง 20 เปอรเซนตของโปรตีนทั้งหมด  ในขณะที่พืชทั่วๆ ไปมีไคติเนสเพียง 1 –
2% ของโปรตีนทั้งหมดเทานั้น   นอกจากนี้ Churngchow และคณะ (1995) รายงานวาเอนไซมเบ
ตา-1,3-กลูคาเนสก็มีปริมาณสูงเชนเดียวกันโดยสูงถึง 15% ของโปรตีนทั้งหมด  ทั้งนี้อาจเนื่องมา
จากตนยางพาราถูกกรีดทุกวัน หนายางถูกเปดออกทํ าใหเชื้อราผานเขาไปตามทอนํ้ ายางไดงาย ดัง
นั้นเพื่อปองกันเชื้อรา เอนไซมทั้งสองจึงถูกสรางขึ้นตลอดเวลาโดยไมตองมีการกระตุนใหสรางเพิ่ม
ข้ึนเมื่อมีการติดเชื้อเหมือนในพืชอ่ืนๆ นอกจากนี้การเกิดบาดแผลจากการกรีดก็อาจเปนอีกสาเหตุ
หนึ่งที่ทํ าใหปริมาณโปรตีนดังกลาวสูงกวาพืชทั่วๆไป   และจากการศึกษาพบวามีเอนไซมเบตา-
1,3- กลูคาเนส 2 ไอโซไซมในนํ้ ายางพันธุ RRIM600 ซึ่งเปนพันธุที่มีความตานทานโรคตํ่ าและให
ชื่อวา GI และ GII ตามลํ าดับ สวนพันธุ GT1 ซึ่งเปนพันธุที่มีความตานทานโรคสูงกวา พบวามี 2
ไอโซไซมเชนกันแตพบในปริมาณที่แตกตางกัน กลาวคือพันธุ RRIM600 มีปริมาณ GI : GII  =  3 :
1  และพันธุ GT1 มีปริมาณ  GI : GII = 1 : 7     ดังนั้น GII อาจเปนไอโซไซมที่มีบทบาทในการ
ตานทานการเกิดโรคของตนยาง (Churngchow et al., 1995) เชนเดียวกับการศึกษาของ Mauch
และคณะ  (Mauch et al., 1988a)  ซึ่งพบวามีเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสจากถั่วเพียงหนึ่งไอโซ
ไซมที่สามารถตานเชื้อรา  สวนอีกไอโซไซมเกี่ยวของกับการเจริญเติบโต (maturation) เทานั้น     
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จากการศึกษาของ Parijs และคณะ (1991) พบวา hevein ซึ่งเปนโปรตีนขนาดเล็กใน
นํ้ ายางสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราได  และเมื่อตนยางเกิดบาดแผลหรือกระตุนดวยเอ
ทิลีนจะทํ าใหยีนของ hevein  แสดงออกมากขึ้น (Broekaert et al., 1990)  สวน  Kush และคณะ
(1990)  พบวายีนของไคติเนสและยีนอื่นๆ ซึ่งจัดเปน plant defense gene ไดแก phenylalanine
ammonia lyase, chalcone synthase, chalcone isomerase และ 5-enolpyruvyl shikimate-3-
phosphate synthase  แสดงออกในเซลลนํ้ ายาง (laticifers) มากกวาในใบยางประมาณ 10-50
เทา และเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสมีปริมาณเพิ่มข้ึนในนํ้ ายาง เมื่อตนยางถูกทาดวยสารเอเทรล
(ethrel) ซึ่งสารดังกลาวสามารถปลดปลอยกาซเอทิลีนออกมาหลังทา  จากขอมูลในยางพาราพอ
สรุปไดวาเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและไคติเนส ในนํ้ ายางถูกกระตุนใหสรางมากขึ้นโดยสภาวะ
กดดันจากการเกิดบาดแผลหรือจากการกระตุนดวยเอทิลีน และเอนไซมทั้งคูอาจมีหนาที่เกี่ยวของ
กับการตานทานโรคของตนยาง  แมวาในพืชบางชนิดเชนมะเขือเทศ  เอนไซมทั้งคูเกี่ยวของกับการ
ตานเชื้อรา  (Hedrick et al., 1988) แตในพืชบางชนิด เชน ถั่ว บางไอโอไซมของเบตา-1,3- กลูคา
เนสและไคติเนสไมเกี่ยวของกับการตานทานโรค  (Mauch et al., 1988b)

สํ าหรับการทดลองกับเชื้อรา  C. cassiicola   พบวาเอนไซมเบตา-1,3-กลูคาเนสและ
ไคติเนสถูกชักนํ าใหสังเคราะหข้ึนเพื่อตอบสนองตอการถูกรุกราน แตปริมาณการสังเคราะหไม
สามารถบอกความแตกตางระหวางพันธุได เชนเดียวกับการสังเคราะหไฟโตอเล็กซิน  เนื่องจากใบ
ยางพาราทั้งพันธุตานทานและพันธุออนแอถูกชักนํ าใหสรางเอนไซมทั้งสองในปริมาณที่ใกลเคียง
กัน ยกเวนเอนไซมเปอรออกซิเดสซึ่งมีบทบาทในการปองกันตัวเองของพืชเชนกันจะถูกชักนํ าให
สรางขึ้นในปริมาณที่ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ โดยใบยางพันธุตานทานมีปริมาณเอนไซมเปอรออก
ซิเดสสูงกวาใบยางพันธุออนแอประมาณ 2 เทา  (Breton et al., 1997a)     

1.3.8  การสังเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดส
เปอรออกซิเดสมีการศึกษาครั้งแรกในหัวผักขาดขาว (Horseradish) โดย

Theorell    และคณะ (1942) โดยในป 1985 Pual  ไดใช CM-celulose chromatography แยกไอ
โซไซมของเปอรออกซิเดสไดทั้งหมด 5 ไอโซไซม ไดแก A,B,C,D และ E    ตอมาในป 1966
Shannon และคณะ ไดใช DEAE-cellulose chromatography แยกไอโซไซมของเปอรออกซิเดส A
ได 3 ไอโซไซมไดแก A1, A2 และ A3 พจมาลย สุรนิลพงศ (2538) ทํ าการศึกษาคัดเลือกพันธุ
ยางพาราที่ตานทานตอสารจากเชื้อรา Phytophthora spp. สาเหตุใบรวงของยางพาราโดยใชแคล
ลัสของยางพาราพันธุพื้นเมือง ศึกษาผลของไอโซไซมเปอรออกซิเดสตอการตอบสนองการตานทาน
ตอสารจากเชื้อรานี้เมื่อวิเคราะหบนแผน polyacrylamide gel  พบวา แคลลัสที่ไมบมดวยเชื้อรานี้
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จะพบไอโซไซมเปอรออกซิเดส 2 ไอโซไซม และแคลลัสที่บมดวยเชื้อรานี้พบไอโซไซมเปอรออกซิ
เดส 4 หรือ 6 ไอโซไซม สวนพัชรากร  รัตนภูมี (2543) ไดรายงานวาเอนไซมเปอรออกซิ-เดสจาก
ใบยางพาราพันธุ RRIM600 ที่แยกดวยวิธี Native-PAGE และ SDS-PAGE มีลักษณะคลายคลึง
กันโดยที่กอนแยกบริสุทธิ์มีปริมาณ 5 ไอโซไซม และหลังจากผานการแยกบริสุทธิ์จะเหลือ 2 หรือ 3
ไอโซไซม     เปอรออกซิเดส : Peroxidase (EC:1.11.1.7 donor H2O2  oxidoreductase) เปนฮีโม
โปรตีน (hemoprotein) ที่มีฮีมเกาะติดอยูหรือเปนหมูพรอสเตติก (prosthetic group) จับกับ
เอนไซมอยางแนนดวยพันธะโควาเลนท   เปอรออกซิเดสสามารถใช H2O2 เปนตัวรับอิเล็กตรอน
และออกซิไดสสารประกอบอินทรียที่ใหอิเล็กตรอนกลายเปนผลผลิตที่ใหมีสีและ H2O ออกมาได
ดังสมการ

                peroxidase
2HA   +   H2O2      2H2O +  2A (Aใหสี)

เอนไซมเปอรออกซิเดสพบไดในสิ่งมีชีวิตชั้นตํ่ า เชน เชื้อรา โปรโตซัว   สาหราย
เซลลเดียวจนถึงพืชชั้นสูงและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สํ าหรับสัตวเลี้ยงลูกดวยนมมีเปอรออกซิเดสอยู
ในอวัยวะและเนื้อเยื่อสวนตางๆ เชน หัวใจ ตับ ปอด ตา สมองและเนื้อเยื่อไขมัน สวนพืชพบเปอร
ออกซิเดสในสวนตางๆเชน เมล็ด ราก ลํ าตน เปลือกของลํ าตน ใบ ผล และอยูในสวนตางๆของ
เซลล เชน ในผนังเซลล ไซโทซอล คลอโรพลาสต โดยอาจอยูในรูปของสารละลายอิสระหรือจับกับ
ผนังเซลลดวยพันธะไอออนิกหรือพันธะโควาเลนท ซึ่งปลอยออกมานอกเซลลหรืออยูภายในเซลล
ไอโซไซมเหลานี้มีความจํ าเพาะกับสับสเตรทตางๆ กัน เชน ascorbate, pyrogallol, o-
dianisidine, guaiacol   และในป 1989 Geiger และคณะ พบวารากของยางพาราที่ติดเชื้อรา
Rigidoporous lignosus  จะมีการเหนี่ยวนํ าใหสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงกวาปกติ

พืชชนิดหนึ่งๆ จะมีการสรางเปอรออกซิเดสขึ้นมาหลายไอโซไซมเพื่อประโยชนที่
แตกตางกัน ไดแก ชวยซอมแซมผนังเซลลโดยจะเรงกระบวนการสังเคราะหองคประกอบของผนัง
เซลล เชน ลิกนิน (lignin),   ซูเบอริน (suberin) เพื่อสรางความแข็งแรงใหกับเนื้อไม (Van Huystee
and Zheny, 1993) ในมันฝร่ังการสรางลิกนินสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของสายรา P.
infestans ได (Friend et al., 1973)  ในยางพาราการกักบริเวณไมใหเชื้อ M. ulie ลุกลามไปยัง
เซลลขางเคียงโดยลิกนินเปนกลไกสํ าคัญอันหนึ่งในการตานเชื้อรานี้ (Garcia et al., 1995b)  บาง
ไอโซไซมของเปอรออกซิเดสเกี่ยวของกับการควบคุมการเจริญเติบโต     และการขยายตัวของ
เซลล,



30

เมแทบอลิซึมของออกซิน, เมแทบอลิซึมของอัลคาลอยด     โดย Pomer และคณะ (1997)  พบวา
อะซิดิกและเบสิกเปอรออกซิเดสมีบทบาทเกี่ยวของกับเมแทบอลิซึมของอัลคาลอยด ซึ่งเปนสาร
อินทรียที่มีไนโตรเจนเปนองคประกอบและเกี่ยวของกับการเปลี่ยนสีผิวของผลไม โดยตรวจพบ
เปอรออกซิเดสและโพลิฟนอลออกซิเดสในสวนของเปลือกหุมรังไขที่โตเต็มที่ทั้ง 3 ชั้น คือ epicarp,
mesocarp และ endocarp แสดงวาเอนไซมนี้มีความสํ าคัญในการเปลี่ยนสีผิวทํ าใหผลไมมีสีนํ้ า
ตาล Breton และคณะ (1997a) พบวาในใบยางพาราที่ถูกรุกรานดวยเชื้อรา C. cassiicola ซึ่งกอ
ใหเกิดโรคใบจุดและใบรวงในยางพารา    เมื่อนํ ามาวิเคราะหดวย isoelectric focusing พบวาอะซิ
ดิกและเบสิกเปอรออกซิเดสมีปริมาณเพิ่มข้ึน โดยเพิ่มข้ึนในใบยางพาราพันธุตานทานมากกวา
พันธุออนแอ ดังนั้นเปอรออกซิเดสจึงจัดวามีสวนในการปองกันตัวเองของพืชดวย จากการศึกษา
ของ Largrimini และ Rothstein  (1987)  พบวาเนื้อเยื่อสวนตางๆของยาสูบ เชน ใบ ราก  พิท
(pith) ของลํ าตนและแคลลัส พบเปอรออกซิเดสที่มีลักษณะเฉพาะตัวที่แตกตางกันโดยในรากมีทั้ง
หมด 12 ไอโซไซม ในแคลลัสมี 8 ไอโซไซม ในใบมี 5 ไอโซไซมและในพิทมี 4 ไอโซไซม

1.4 อิลิซิติน
เมื่อเลี้ยงเชื้อรา Phythophthora ทุกสปชีสและเชื้อ Pythium ซึ่งเปนเชื้อราที่ทํ าลายพืช

เศรษฐกิจสํ าคัญๆ ในอาหารเหลวที่เหมาะสม เชื้อราจะผลิตโปรตีนชนิดหนึ่งที่หลั่งออกมามานอก
เซลล (extracellular protein) จึงพบโปรตีนชนิดนี้ในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate) และใหชื่อรวม
วา อิลิซิติน (elicitins) (Huet and Pernollet, 1989) โดยโปรตีนเหลานี้จะกระตุนใบที่ติดเชื้อใหเกิด
รอยแผล (necrosis) เพื่อปองกันไมใหเชื้อมีโอกาสบุกรุกเขาทํ าลายสวนอื่นๆ ของพืชและยังกระตุน
การเกิด systemic acquired resistance (SAR) กระบวนการเกิดทั้งสองลักษณะนี้เปนการตอบ
สนองขั้นพื้นฐานเมื่อมีเชื้อโรคเขามาบุกรุกทํ าลาย  (www.interpro)

อิลิซิตินเปนโปรตีนพิษ (toxin) โมเลกุลมีขนาดเล็ก โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) 
ประกอบดวยกรดอะมิโน 98 เรซิดิวซ มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน มีพันธะไดซัลไฟด 
3 แหง โมเลกุลของอิลิซิตินจะไมถูกเติมนํ้ าตาล และโครงสรางทุติยภูมิ (secondary structure) 
ประมาณ 50% เปนเกลียวอัลฟา (α-helix) พบแผนพลีทเบตา (β-pleated sheet) นอยมากหรือ
บางขนิดไมพบเลย (Huet et al.,1992; Nespoulous et al.,1992 ; Huet and Pernollet, 1993)
 อิลิซิตินจากนํ้ าเลี้ยงเขื้อรากลุม Phytophthora ทุกสปชีส        ประกอบดวยกรดอะมิโน 98 เรซิ
ดิวซ  ซึ่งมีนํ้ าหนักโมเลกุลใกลเคียงกันประมาณ 10 กิโลดาลตัน  แตจะแตกตางกันที่ลํ าดับกรดอะมิ
โนในโมเลกุลอิลิซิตินเทานั้น
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อิลิซิตินกลุมแรกที่มีการศึกษากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบและการจัดลํ าดับกรดอะมิโน
ในโมเลกุลของโปรตีนไดอยางสมบูรณ คือ crytogein, capsicein และ cinnamomin ซึ่งเตรียมให
บริสุทธิ์จากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. cryptogea, P. capsici และ P. cinnamomi  ตามลํ าดับ (Huet and 
Pernollet, 1989; Ricci et al, 1989) พบวา อิลิซิตินทั้งสามชนิดมีความอนุรักษ (conserve) ใน
การจัดลํ าดับกรดอะมิโนในโมเลกุลและมีความคลายคลึงกันมากกวา 80%  โดยเฉพาะบริเวณสวน
กลางโมเลกุล (central core)    สวนที่แตกตางกันคือ การเรียงตัวของกรดอะมิโนบริเวณปลาย 
NH2 และปลาย COOH ของสายเปปไทด

ตอมานักวิทยาศาสตรหลายกลุม สามารถสกัดอิลิซิตินใหบริสุทธิ์จากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา
Phythophthora สปชีสอ่ืนๆ และตรวจสอบหาคุณสมบัติดวย เชน parasiticein จาก P. parasitica
(Nespoulous et al, 1992; Ricci et al, 1992)  Dre β และ Dre α  จาก P. drechsleri (Huet et 
al.,1992) MgMβ และ  MgMα  จาก P. megasperma (Huet et al.,1993) cactorein จาก P. 
cactorum (Huet et al.,1993; Dubery et al., 1994) และ palmivorein จาก P. palmivora 
(Churngchow and Rattarasarn, 2000) ซึ่งลวนแลวแตเปนโปรตีนที่มีจํ านวนกรดอะมิโนเทากับ 
98 เรซิดิวซ  นํ้ าหนักโมเลกุล 10 กิโลดาลตัน  แตมีองคประกอบของกรดอะมิโนและการจัดลํ าดับ
กรดอะมิโนที่แตกตางกัน จึงทํ าใหประจุสุทธิแตกตางกัน (Bonnet et al., 1996)

1.4.1  คุณสมบัติของอิลิซิติน
อิลิซิตินมีคุณสมบัติเปนอิลิซิเตอร (elicitor) คือ สารที่สามารถกระตุนให

เกิดปฏิกิริยาการตอบสนองตางๆ ในพืช ซึ่งไดแก การสะสมไฟโตอเล็กซิน การสังเคราะห PR-
proteins และการตายของเซลลหรือนีโครซีส (necrosis) อิลิซิเตอรสามารถแบงออกเปน 2 ชนิด คือ
1) ไบโอติคอิลิซิเตอร (biotic elicitor) ไดมาจากเชื้อโรคตางๆ และสามารถจํ าแนกตามโครงสราง
พบวามีทั้งที่เปน polypeptide polysaccharide  glycoprotein  chitosan และ fatty acid  2) อไบ
โอติคอิลิซิเตอร (abiotic elicitor) ไดแก แสง รังสีอุลตราไวโอเลตและไอออนของโลหะหนัก (Darvill
and Albersheiml, 1984)

อิลิซิตินจัดเปนไบโอติคอิลิซิเตอรที่มีโครงสรางเปนโพลีเปปไทด (polypeptide)
เมื่อนํ าอิลิซิตินมาทดสอบกับเซลลแขวนลอยของยาสูบ พบวาอิลิซิตินสามารถกระตุ นเซลล
แขวนลอยใหเกิดการตอบสนองแบบไฮเปอรเซนซิทีฟ (hypersensitve response) จึงทํ าใหเซลล
แขวนลอยมีระดับความเปนดางและคาการนํ าไฟฟา (conductivity) เพิ่มข้ึน   นอกจากนี้เซลล
แขวนลอยของยาสูบยังสามารถสังเคราะหเอทิลีนและแคปซิไดออล (capsidiol)   ซึ่งเปนไฟโตอเล็ก
ซินชนิดหนึ่ง  ความวองไวทางชีวภาพของอิลิซิตินถูกกํ าจัดไดโดยเอนไซม (pronase) ของพืช  นอก
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จากอิลิซิตินจะสามารถกระตุนใหเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองในยาสูบแลว ยังสามารถกระตุนให
ยาสูบเกิดความตานทาน (acquired resistance) ตอเชื้อรา P. parasitica var. nicotianae  ซึ่ง
เปนเชื้อราที่ทํ าใหเกิดโรคแขงดํ าในยาสูบ (black shank disease) ดวย  โดยสามารถปองกันตน
เองจากการบุกรุกของเชื้อชนิดนี้ (Ricci et al., 1989) นอกจากนี้ยังชักนํ าใหหัวผักกาดแดง 
(radish) ตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas  สาเหตุของโรคใบจุดอีกดวย (Kamoun et al., 
1993)

อิลิซิตินสามารถกระตุนใหพืชตระกูลมะเขือ (Solanaceae) และตระกูลกะหลํ่ า 
(Cruciferae) ตอบสนองแบบไฮเปอรเซนซิทีฟ      โดยพืชตระกูล Solanaceae จะตอบสนองตออิลิ
ซิตินเฉพาะกลุมที่มีความจํ าเพาะเจาะจงเทานั้น เชน ยาสูบ (Nicotiana) ทุกสปชีส   สวนพืช
ตระกูล Cruciferae ตอบสนองตออิลิซิตินเพียงบางสายพันธุเทานั้น เชน หัวผักกาดขาว (turnip) 
และหัวผักกาดแดง (radish) แตอิลิซิตินไมสามารถกระตุนใหพืชตระกูลเบญจมาศ (Compositae) 
พืชวงศ (Leguminosae) และพืชตระกูลแตง (Cucumbitaceae) เกิดการตอบสนองแบบไฮเปอร
เซนซิทีฟ ซึ่งแสดงใหเห็นวาอิลิซิตินเปนอิลิซิเตอรที่มีความจํ าเพาะตอพืชอาศัย (host) (Kamoun et 
al., 1993)

Churngchow และ Rattarasarn (2000) รายงานวา palmivorein ซึ่งเปนอิลิซิติน
ที่สกัดไดจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora สามารถทํ าใหใบยางพาราและใบยาสูบเกิดอาการเหี่ยว 
นํ้ าหนักใบลดลงและเกิดอาการนีโครซีสได โดยอาการนีโครซีสที่เกิดขึ้นจะถูกจํ ากัดขอบเขตแนนอน
ในใบยางพันธุตานทาน BPM-24 และใบยาสูบ ทั้งนี้เนื่องจากพันธุตานทานเมื่อถูกกระตุนจะมีการ
ตอบสนองแบบไฮเปอรเซนซิทีฟ บงชี้ถึงความสามารถในการตานทานโรค (incompatibility) สวน
ใบยางพันธุออนแอ RRIM600 ไมสามารถควบคุมขอบเขตนีโครซีสได จึงตอบสนองตอการกระตุน
โดยทํ าใหเกิดโรคหรือไมสามารถตานทานโรคได (compatibility) สวนใบยาสูบตอบสนองตอ 
palmivorein แบบ incompatibility เนื่องจากยาสูบไมใชพืชอาศัยของเชื้อรา P. palmivora  นอก
จากนี้พบวา  Zhao และ Sakai (2003) ศึกษาพบวา ยีสตอิลิซิเตอร (yeast elicitor, YE) สามารถ
กระตุนเซลลซัสเพนชันของ Cupressus lusitanica ใหมีการสะสม β-thujaplicin ซึ่งเปนปฏิชีวนะ
สารที่มีพิษตอตานเชื้อรา (antimicrobial)  รวมทั้ง  Daayf และคณะ (2003) พบวานํ้ าเลี้ยงเชื้อรา 
Fusarium oxysporum f. sp. albedimis (Foa) สามารถกระตุนใหแคลลัสที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อปาลมพันธุตานทาน (BSTN) มีการสะสมไฟโตอเล็กซินในปริมาณสูงกวาแคลลัสปาลมพันธุ
ออนแอ (JHL) ไดดวย
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1.4.2 ชนิดของอิลิซิติน
อิลิซิตินสามารถแบงไดเปน  2 กลุมคือ กลุมแอลฟา (α-class) และกลุมเบตา (β-

class)  โดยอาศัยลํ าดับของกรดอะมิโน (amino acid sequence), องคประกอบของกรดอะมิโน
(amino acid composition), จุดไอโซอิเล็กตริค (isoelectric point; pI) และดัชนีไฮโดรพาที
(hydropathy index) ซึ่งบงชี้ถึงบริเวณที่เปนไฮโดรโฟบิกของโปรตีน โครงสรางทุติยภูมิ
(secondary structure) และโครงสรางตติยภูมิ (tertiary structure) ที่สอดคลองกับความวองไว
ทางชีวภาพ
     1.4.2.1  กลุมแอลฟา

          เปนอิลิซิตินที่มีสภาพเปนกรด (acid elicitin) มีคา pI ประมาณ 4.5
(Berre et al., 1994) มีกรดอะมิโนแวลีน (valyl residue) ที่ตํ าแหนง 13 ซึ่งเปนตํ าแหนงที่ใชแยก
ความแตกตางของอิลิซิตินไดดีที่สุด เนื่องจากแขนงขาง (side chain) ของเรซิดิวซตํ าแหนงที่ 13 นี้
สัมพันธกับความวองไวทางชีวภาพของอิลิซิตินมากกวาตํ าแหนงอื่นๆ      จากการหาโครงสรางของ
อิลิซิตินในสภาพสามมิติโดยอาศัยเทคนิค nuclear magnetic resonance (Bouaziz et al., 1994) 
พบวากรดอะมิโนตํ าแหนงที่ 13 อยูบริเวณผิวนอกของโมเลกุล  ซึ่งเปนตํ าแหนงที่เกี่ยวของกับบท
บาทของกรดอะมิโนในการทํ างานของโปรตีน รวมถึงดัชนีไฮโดรพาทีและบริเวณที่ทํ างานได 
(active site) หรือบริเวณควบคุม (regulatory site) (Huet et al., 1992)    ดังนั้นกรดอะมิโน
ตํ าแหนงที่ 13 จึงมีผลตอความสามารถในการทํ าปฏิกิริยาระหวางอิลิซิตินกับตัวตอนรับบนผิวเซลล
เปาหมาย (Donohue et al., 1995)   ตัวอยางของกลุมแอลฟาอิลิซิตินเชน capsicein, 
parasiticein, palmivorein, Dreα, MgMα และ cactorein เปนตน

1.4.2.2  กลุมเบตา
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   เปนอิลิซิตินที่มีสภาพเปนเบส (basic elicitin)  มีคา  pI ประมาณ  8.5
(Berre et al., 1994)  มีกรดอะมิโนไลซีน (lysyl residue) ที่ตํ าแหนง 13 (Donohue et al., 1995) 
ตัวอยางเชน  cryptogein, Dreβ, MgMβ และ  cinnamomin เมื่อใชความเขมขนของอิลิซิตินที่เทา
กันในการทดสอบกับใบยาสูบ พบวา อิลิซิตินกลุมเบตาสามารถกระตุนใหใบยาสูบเกิดการตอบ
สนองไดมากกวาอิลิซิตินกลุมแอลฟาประมาณ 100 เทา (มีลักษณะโครงผลึกของอิลิซิเตอรจากเชื้อ
รา P. cryptogea ในรูปที่ 9 (Zanetti et al., 1992; MEDLINE:PUB00004861) สังเกตไดจากรอย
ไหมสีนํ้ าตาลหรือนีโครซีส         โดยใบยาสูบที่ทดสอบดวยอิลิซิตินกลุมเบตาจะมีนีโครซีสขนาด
ใหญ แผบริเวณกวาง  สวนใบยาสูบที่ทดสอบดวยอิลิซิตินกลุมแอลฟาจะมีนีโครซีสขนาดเล็ก 
(Kamoun et al., 1993)  แสดงใหเห็นถึงความวองไวทางชีวภาพของอิลิซิตินทั้งสองกลุมที่แตกตาง
กัน ทั้งนี้เนื่องจากลํ าดับของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลที่แตกตางกันนั่นเอง    ดังนั้นการปรับ
เปลี่ยนลํ าดับของกรดอะมิโนของอิลิซิติน จึงมีผลทํ าใหความวองไวทางชีวภาพเปลี่ยนแปลงไปดวย 
(Ricci et al., 1989)    จากผลการทดลองติดฉลากกัมมันตรังสี (radioactive label) บนโมเลกุล
ของอิลิซิตินทั้งสองกลุมเพื่อศึกษาการเคลื่อนที่ (movement)  ของอิลิซิตินภายในเซลลของใบ
ยาสูบ (in vivo) พบวา อิลิซิตินทั้งสองกลุมสามารถเคลื่อนที่จากบริเวณกานใบเขาไปยังบริเวณ
ปลายใบไดโดยไมตองอาศัยโมเลกุลใดๆ ในใบยาสูบเปนตัวชวยนํ าพาไปและสามารถเคลื่อนที่ดวย
อัตราเร็วเดียวกันกับอัตราเร็วของของเหลวภายในเซลล แมวาอิลิซิตินจะทํ าใหเซลลเสียสภาพสม
ดุลก็ตาม         ดังนั้นการที่อิลิซิตินทั้งสองกลุมทํ าใหเกิดนีโครซีสที่แตกตางกัน  จึงไมเกี่ยวของกับ
การเคลื่อนที่ของอิลิซิตินภายในเซลล แตเกี่ยวของกับโครงสรางของอิลิซิตินทั้งสองกลุมที่แตกตาง
กัน โดยเฉพาะบริเวณที่ทํ าปฏิกิริยากับเซลลเปาหมาย (Zanetti et al., 1992)    Donohue และ
คณะ (1995) รายงานวาเมื่อเปลี่ยนกรดอะมิโนที่ตํ าแหนง 13 ของ cryptogein  จากกรดอะมิโนไล
ซีนเปน
กรดอะมิโนแวลีน  พบวา cryptogein  ที่ถูกเปลี่ยนลํ าดับกรดอะมิโนมีความวองไวทางชีวภาพลด
ลงอยางมีนัยสํ าคัญ  เนื่องจากตํ าแหนงที่ 13 ของอิลิซิตินกลุมแอลฟาเปนกรดอะมิโนแวลีน ซึ่งเปน
กรดอะมิโนชนิดอะลิฟาติก (aliphatic) แขนงขาง (side chain)  หรือ R group      จึงมีลักษณะไม
โพลาร  (nonpolar)  และไมแตกตัว  ดังนั้นจึงมักซอนอยูภายในโมเลกุลของโปรตีน เพราะไมชอบ
นํ้ า (hydrophobic)   สวนอิลิซิตินกลุมเบตาตํ าแหนงที่ 13 คือ ไลซีนซึ่งเปนกรดอะมิโนชนิดเบสิก
(basic) แขนงขางจึงมีลักษณะโพลารและแตกตัวได คา pKa ของไลซีนเทากับ 10.5 จึงมักพบอยูที่
บริเวณผิวนอกของโปรตีนเพราะชอบนํ้ า (hydrophilic) จึงมีผลทํ าใหอิลิซิตินกลุมเบตามีความเปน
พิษมากกวาอิลิซิตินกลุมแอลฟา   นอกจากตํ าแหนงที่ 13 แลวตํ าแหนงที่ 2, 14, 72 และ 94 ก็มีบท
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บาทเกี่ยวของกับความวองไวของอิลิซิตินเชนกันแตนอยกวาตํ าแหนงที่ 13  (Donohue et al.,
1995)

รูปที่ 9  โครงสรางผลึกของอิลิซิเตอรจากเชื้อรา P. cryptogea
(ที่มา : www.interpro)

จากการศึกษากรดอะมิโนที่เปนองคประกอบพบวา อิลิซิตินทั้งสองกลุม
จะมีกรดอะมิโนลูซีน (Leu) เซรีน (Ser) ธรีโอนีน (Thr) และอะลานีน (Ala) เปนองคประกอบ
ประมาณ 50% ของสายเปปไทด และไมพบกรดอะมิโนทริปโตเฟน (Trp) ฮิสติดีน (His) และ
อารจินีน (Arg) (Yu, L. 1995)  เชื้อรา Phytophthora บางสปชีสจะผลิตเฉพาะแอซิดิกอิลิซิตินเพียง
กลุมเดียว เชน parasiticein  จาก  P.  parasitica  (Nespoulous et al., 1992; Ricci et al., 
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1992)  cactorein  จาก   P.  cactorum  (Huet et al., 1993; Dubery et al., 1994)   และ  
palmivorein  จาก   P.  palmivora  (Churngchow  and  Rattarasarn, 2000)   บางสปชีสก็
สามารถผลิตไดทั้งสองกลุม  เชน   P.  drechsleri  สามารถผลิตอิลิซิตินไดสองไอโซฟอรมเปนแอซิ
ดิก (Dreα)  และเบสิก (Dreβ)  อยางละหนึ่งไอโซฟอรม  มีความคลายคลึงของลํ าดับกรดอะมิโน
ถึง  92%  แตเบตาอิลิซิตินกระตุนใหใบยาสูบเกิดนีโครซีสมากกวาแอลฟาอิลิซิติน (Huet et al., 
1992)   ตอมา  Huet  และคณะ (1993)  ไดรายงานวา  P. megasperma ก็สามารถผลิตอิลิซิติน
ไดสองไอโซฟอรมเชนกันเปนแอซิดิก (MgMα)  และเบสิก (MgMβ) อยางละหนึ่งไอโซฟอรมมี
ความคลายคลึงกันของลํ าดับกรดอะมิโน  86.7% และพบวา MgMβ มีความเปนพิษนอยกวาเบตา
อิลิซิตินตัวอื่นๆ    จากการศึกษาโครงสรางปฐมภูมิของ MgMβ ทํ าใหทราบวาที่ตํ าแหนง 5, 57 
และ 61 ของ MgMβ มีลํ าดับของกรดอะมิโนเหมือนกับแอลฟาอิลิซิติน   ซึ่งทํ าให  MgMβ  มีความ
เปนพิษนอยลงแสดงวาความวองไวของอิลิซิตินไมไดข้ึนกับตํ าแหนงที่ 13 เพียงอยางเดียวแตข้ึนกับ
ตํ าแหนงที่ 5 และ 57-65 ดวย (Huet et al., 1993)

นอกจากนี้ P. cryptogea  ก็เปนเชื้อราอีกชนิดหนึ่งที่สามารถผลิตอิลิซิ
ติน

ไดมากกวาหนึ่งฟอรมคือ เปนแอซิดิกสองฟอรมและเบสิกอีกหนึ่งฟอรม      โดยที่ 95%  เปนเบสิก
อิลิซิตินเรียกวา   cryptogein B (มีคา pI เทากับ 8.5)     อีก 2 และ 3% เปนแอซิดิกอิลิซิตินเรียกวา
cryptogein A1 และ cryptogein A2  ตามลํ าดับ (มีคา pI เทากับ 4.5 และ 4.6)  ทํ านองเดียวกับ
MgMβ และ MgMα คือ cryptogein B มีความเปนพิษมากกวา cryptogein A1และ A2  แตยังไม
เคยพบเชื้อรา Phytophthora สปชีสใดเลยที่หลั่งเฉพาะเบสิกกลุมเดียว (Berre et al., 1994)

ท็อกซินจากเชื้อรา C. cassiicola  สามารถทํ าใหใบยางเกิดนีโครซีสได
และใหผลการทดลองเชนเดียวกับการบมเชื้อลงบนใบยางดวยสปอรโดยตรง  นอกจากนี้การบมใบ
ยางพาราดวย palmivorein ซึ่งเปนอิลิซิเตอรที่มีขนาด 10 กิโลดาลตันของเชื้อรา P. palmivora ใน
ใบยางพาราพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ RRIM600 (ออนแอ) ทํ าใหเกิดนีโครซีสแตกตางกันคือ
พันธุที่ตานทานพบนีโครซีสที่มีขอบเขตชัดเจนสีดํ าตามลักษณะของ hypersensitive cell death  
สวนพันธุออนแอพบรอยไหมเปนสีนํ้ าตาลและแผกวางออกไป ซึ่งเปนลักษณะของการเกิดโรค ทํ า
ใหสามารถนํ าท็อกซินของเชื้อราไปใชประโยชนในการคัดเลือกพันธุยางได  (นิลุบล บุญหวังชวย,  
2545)

สํ าหรับการชักนํ าใหเกิดความตานทาน (acquired resistance) พบวา
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อิลิซิเตอรทั้งสองกลุมสามารถชักนํ าใหพืชเกิดความตานทานไดใกลเคียงกัน (Ricci et al., 1989)
ตอมา Donohue และคณะ (1995) เสนอแนะวาการที่อิลิซิตินทั้งสองกลุมชักนํ าใหเกิดความตาน
ทานใกลเคียงกันนั้นไมนาจะเกี่ยวของกับความวองไวทางชีวภาพของอิลิซิติน แตอาจจะเกี่ยวของ
กับปฏิกิริยาการตอบสนอง (defense reaction) ของพืชเมื่อถูกกระตุนดวยอิลิซิตินมากกวา โดยพืช
จะตองมีตัวตอนรับ (receptor) ที่จํ าเพาะเจาะจงกับอิลิซิตินเหมือนกันทั้งสองกลุม จากนั้นจะสง
สัญญาณใหพืชรับรูวากํ าลังถูกรุกราน เพื่อกระตุนใหพืชเกิดกลไกในการปองกันตนเอง

1.4.3  การเตรียมอิลิซิตินใหบริสุทธิ์จากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา
โดยอาศัยมาตรฐานทางชีวเคมีนั่นคืออาศัยคุณสมบัติการละลาย  สมบัติทาง

ประจุ
ไฟฟาและขนาดของโมเลกุลของอิลิซิตินในการแยกใหบริสุทธิ์ เร่ิมตนจากนํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อรากลุม 
Phytophthora มาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียซัลเฟต (NH4)2SO4   ที่ความเขมขนของเกลือ
90% เพื่อใหไอออนของเกลือที่มากเกินพอแยงจับนํ้ าจากโปรตีน  ทํ าใหนํ้ าที่จับอยูกับโปรตีนนอย
ลง โปรตีนจึงรวมตัวกันและตกตะกอนซึ่งในตะกอนเหลานั้นจะมีอิลิซิตินรวมอยูดวย  จากนั้นนํ าอิลิ
ซิ-ตินที่ไดมาแยกโดยอาศัยเทคนิคโครมาโทกราฟแบบแลกเปลี่ยนไอออน (ion-exchange 
chromatography) ซึ่งภายในคอลัมนบรรจุโพลีเมอรที่มีประจุบวกหรือประจุลบ ไดแก 
diethylaminoethyl (DEAE) หรือ carboxymethyl (CM) เปนตน  โปรตีนที่ประจุสุทธิตรงกันขามจะ
จับกับโพลีเมอรภายในคอลัมนไดและถูกชะออกมาเมื่อปรับ pH ใหโปรตีนที่แยกมีประจุสุทธิเปน
ศูนยหรือเติมเกลือลงในตัวชะ (elute) เพื่อสลายพันธะไอออนิก (ionic bond) ระหวางโปรตีนกับโพ
ลีเมอรภายในคอลัมน  ตอจากนั้นนํ าอิลิซิตินมาแยกโดยเทคนิคเจลฟลเทรชัน (gel filtration)    
และโพลีอะคลิลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบเอสดีเอส (sodium dodecyl sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE) โดยอาศัยความแตกตางของขนาดโมเลกุล
สํ าหรับวิธี gel filtration เปนคอลัมนโครมาโทกราฟที่มีการบรรจุเจล (gel) ซึ่งเปนอนุภาคที่มีรูเล็กๆ 
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ลักษณะคลายฟองนํ้ าทํ าหนาที่เหมือนตะแกรงแยกสารที่มีขนาดโมเลกุลตางกับโปรตีนที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญจะเขาไปในเนื้อเจลไมไดและถูกชะออกจากหลอดแกวกอนโดยผานไประหวางอนุภาค
เจลเทานั้น แตโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลเล็กสามารถเขาไปขางในเนื้อเจลได จึงสามารถแยกโปรตีนที่
มีนํ้ าหนักโมเลกุลตางกันได   สวนเทคนิคที่ใชอิเล็กโทรฟอรีซีสและ anionic detergent (SDS)  ใน
การแยกโปรตีนขนาดตางๆ ออกจากกัน  โดยการนํ าโปรตีนมาตมกับ SDS detergent ซึ่งจะจับกับ
โปรตีนในลักษณะไมเปนโควาเลนท  ทํ าใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบ   จํ านวนประจุลบจึงเปนสัด
สวนกับจํ านวนกรดอะมิโนโปรตีน  ในขณะเดียวกันโปรตีนจะเสียสภาพธรรมชาติและเปลี่ยนรูปราง
เปน random coil ที่มีขนาดโมเลกุลเปนสัดสวนกับจํ านวนกรดอะมิโนเชนกัน    ดังนั้นการทํ าอิเล็ก
โทรฟอรีซีสสามารถใชคํ านวณหานํ้ าหนักโมเลกุลของโปรตีนตัวอยางได  โดยเปรียบเทียบกับอัตรา
การเคลื่อนที่สัมพัทธ (relative mobility) ของโปรตีนกับอัตราการเคลื่อนที่สัมพัทธของโปรตีนมาตร
ฐาน (Robyt and White, 1987 ; Huet and Pernollet, 1989;  Huet et al., 1992 ; Huet and 
Pernollet, 1993 ; Churngchow and Rattarasarn, 2000)

วัตถุประสงค

1. เตรียมอิลิซิตินจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate) ของเชื้อรา P. palmivora ใหบริสุทธิ์ข้ึน
2. ศึกษา kinetics และวัดปริมาณของไฟโตอเล็กซินจากแคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง), เมล็ด

ออนและขอปลองที่ถูกกระตุนดวยอิลิซิตินและเปรียบเทียบกับการบมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา 
P. palmivora

3. ศึกษาการตอบสนองของแคลลัส (เมล็ดออนและขอปลอง), เมล็ดออนและขอปลองของยาง
พันธุ

ตางๆ ตอเชื้อรา P. palmivora
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