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3.  ผลและวิจารณการทดลอง 
 

 
3.1  ผลการศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหม (necrosis) หลังจากกระตุนใบยางพารา   
      พันธุ RRIM600 ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora  
      นําซูโอสปอรความเขมขน  1x106, 1x107  และ 5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  หยดบนหลังใบ
ของใบยางพันธุ RRIM600 เปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง พบวาที่เวลา 72 ชั่วโมงเห็นรอยไหม
ไดชัดเจนและขนาดของรอยไหมมีความแตกตางกันตามความเขมขนของซูโอสปอรของ     เชื้อรา  
P. palmivora มากที่สุด เมื่อเรียงขนาดรอยไหมตามลําดับความเขมขนของซูโอสปอรจากนอยไป
มาก  เทากับ 1.25 + 0.17, 1.78 + 0.26 และ 2.44 + 0.22 เซนติเมตร ตามลําดับ (ตารางที่ 6  
และรูปที่ 19ก, 20)   เนื่องจากใบยางพันธุ RRIM600 เปนพันธุออนแอ เมื่อดูผลหลังจาก 96 ชั่วโมง 
จะเห็นรอยไหมลามทั้งใบจึงไมสามารถวัดขนาดของรอยไหมได ลักษณะรอยไหมที่มีขนาดใหญ
และแผกวางออกไปเรื่อยๆ เชนนี้แสดงถึงการเกิดโรค ซึ่งปฏิกิริยาระหวางเชื้อกอโรคกับพืชพันธุ
ออนแอคือ ปฏิกิริยา compatible  แตถาเปนใบยางพันธุตานทานสามารถกักบริเวณเชื้อราไมให
แพรกระจายไปยังเซลลขางเคียงไดทําใหเห็นขนาดรอยไหมเล็กและมีขอบเขตที่ชัดเจน เรียก
ปฏิกิริยาที่เกิดในพันธุตานทานนี้วาปฏิกิริยา incompatible 
       ในใบยางพาราพันธุ BPM-24  เมื่อหยดซูโอสปอรความเขมขน  5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เห็นขนาดรอยไหมเล็กมาก (รูปที่ 19 ข)   จึงสังเกตที่เวลา 72 ชั่วโมง 
เห็นขนาดรอยไหมได เทากับ 0.57 + 0.19 เซนติเมตร ซึ่งเล็กกวาพันธุ RRIM600 ประมาณ 4.3 
เทา ทํานองเดียวกับใบยางพาราพันธุเดียวกัน เมื่อหยดซูโอสปอรของเชื้อรา  P. botryosa ความ
เขมขน 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ที่ 72 ชั่วโมง จะเห็นขนาดรอยไหมเล็กกวาพันธุ RRIM600 
ประมาณ 2 เทา (นิลุบล  บุญหวังชวย, 2545)  แตจากการทดลองของนารถธิดา  รอดโพธิ์ทอง 
(2546)   ที่ใชซูโอสปอรความเขมขนเดียวกันกับใบยางพันธุนี้ วัดขนาดรอยไหมไดเพียง            
0.34 + 0.21 เซนติเมตร  ที่ 72 ชั่วโมง จะเห็นไดวาในการทดลองของนารถธิดาใบยางเกิดรอยไหม
ขนาดเล็กกวารอยไหมที่วัดไดในการทดลองนี้มาก เนื่องจากใบยางที่ใชในชวงนั้นผูวิจัยไดปลูกและ
ควบคุมดูแลเอง แตการทดลองนี้ใบยางเก็บจากศูนยวิจัยยางซึ่งปลูกรวมกับแปลงอื่นๆ  อาจมีการ
ติดเชื้อในธรรมชาติ  การเกิดรอยไหมจึงเริ่มเปลี่ยนจาก incompatible เปน compatible  จากผล
การทดลองขางตนเมื่อใบยางพันธุตานทานถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขนเทากันก็สามารถ
กักบริเวณแผลที่เกิดจากเชื้อไมใหแพรกระจายไปยังเซลลขางเคียงไดดีกวาพันธุออนแอ แสดงให
เห็นถึงความสามารถของใบยางพันธุตานทาน ที่สามารถกักบริเวณเชื้อโรค ทําใหเกิดรอยไหมแบบ 
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incompatible หรือ เกิด hypersensitive cell death เชนเดียวกับการหยดสปอรของเชื้อรา 
Corynespora cassiicola บนใบยาง 2 พันธุ คือ PB260 ตัวแทนพันธุออนแอ กับ GT1 ตัวแทน
พันธุตานทาน  พบวา พันธุ GT1  มีลักษณะรอยไหมเปนจุดไมมีการลุกลามของสปอรซึ่งตรงกัน
ขามกับ PB260 ที่เห็นรอยไหมสีน้ําตาลแผกระจายเปนบริเวณกวาง (Breton et al., 1997) 
       ในการทดลองทุกครั้งตองพยายามใชใบที่มีขนาดและน้ําหนักใกลเคียงกัน  ไมมีรอยขีดขวน 
รอยแมลงกัดหรือติดเชื้อใดๆ มากอน  ส่ิงสําคัญคือ ตองใชใบที่มีอายุเทากัน เพราะใบที่ออนกวาจะ
มีปริมาณ cutin นอยกวา  มีความออนแอกวาเมื่อเปรียบเทียบกับใบที่มีอายุแกกวา  ดังนั้นในการ
ทดลองนี้จึงใชใบยางที่อยูในชวงอายุ B2-C เทานั้น (Breton et al., 1997)  
 
 
      ก.         ข. 

 
               5x107sp/ml 
 
              1x107 sp/ml 

  
 

              1x106 sp/ml 
 
 
 
 
รูปที่ 19    รอยไหมบนใบยางพันธุ   RRIM600    และ    BPM-24     ที่เกิดจากซูโอสปอรของเชื้อรา 
               P. palmivora ความเขมขน 1x106, 1x107 และ 5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   ปริมาตร 
            20 ไมโครลิตร  เมือ่สังเกตรอยไหมทีเ่วลา 72 ชั่วโมง 
         ก. ใบยางพนัธุ  RRIM600  
 ข. ใบยางพนัธุ  BPM-24    
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ตารางที ่ 6   ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม  (ซม.)  บนใบยางพันธุ   RRIM600    หลงักระตุน 
       ดวยซโูอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความเขมขนตางๆ กนั ทีเ่วลา 24, 48 และ 72 
       ชั่วโมง  
 

ความเขมขนของซูโอสปอร (sp/ml) เวลา (ชั่วโมง) 
1x106 sp/ml 1x107sp/ml 5x107 sp/ml 

24 0.22+0.03 0.37+0.01 0.49+0.02 
48 0.52+0.02 0.68+0.02 0.91+0.04 
72 1.25+0.17 1.78+0.26 2.44+0.22 
 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 20    ขนาดรอยไหมบนใบยางพนัธุ  RRIM600  ที่เกิดจากซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora 
               ความเขมขน 1x106, 1x107  และ 5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   ที่เวลา 24, 48 และ 72 
               ชั่วโมง ตามลําดับ 
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3.2  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย   
 ซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  
 3.2.1.  ผลการศกึษาสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิ- 

               เดสดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ในใบยางพาราพันธุ RRIM600  
   นําใบยางพาราพนัธุ   RRIM600   ซึ่งเปนพนัธุออนแอมา  4  กาน  กานที่ 1  ใชเปนชุด

ควบคุม  สวนกานที่ 2, 3 และ 4 เปนชุดทดลอง แตละกานประกอบดวยใบยอย 3 ใบ โดยใบที่ 1, 2 
และ 3 ของชุดทดลอง ทาํการแชในซูโอสปอรความเขมขนแตกตางกัน คือ 1x106, 1x107 และ 
5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ โดยวางปากใบ (หลังใบ) ใหสัมผัสกับซโูอสปอร 1 ชั่วโมง  
แลวลางใบยางดวยน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 1 คร้ัง ซับใหแหง หยิบมาวางในถาดพลาสติกที่มีกระดาษ
กรองและน้าํกลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น วางไวทีอุ่ณหภูมิหอง ในสภาวะที่ใหแสงตลอดเวลา  
นําสารตัวอยางชั่วโมงที่ 12, 24 และ 48 ไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เมื่อนํามาวิเคราะห
หาเอนไซมเปอรออกซิเดสทีถู่กสรางขึน้ พบวาใบยางพาราพันธุ RRIM600  ในชวงทีท่ําการทดลอง
นี้เปนใบที่ปลอดเชื้อราพอสมควร  เนื่องจากปริมาณโปรตีนรวมทีพ่บมีคาต่ํา (ปริมาณโปรตีนรวมที่ 
48 ชั่วโมงหลงับมดวยซูโอสปอรความเขมขน 1x106, 1x107 และ 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร 
เทากับ 0.24, 0.64 และ 0.46 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง ตามลําดับ เมื่อเทียบกับชดุควบคุมที่เวลา
เดียวกนัมีปริมาณ เทากับ 0.098 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง) ดังนัน้จึงสามารถใชตางกานหรือตางใบ
ในการเปรียบเทียบผลได  นอกจากนีท้างผูวิจัยไดทดลองตัดใบยางพันธุนี้เปนชิน้สี่เหลี่ยมใหเกดิ
บาดแผลจากรอยกรีดทั้ง 4 ดาน เพื่อเพิ่มสภาวะเครียดในการกระตุนใหใบยางสรางเอนไซม    
เปอรออกซิเดสสูงขึ้น แตพบวาการกรดีใบใหเปนแผลจะกระตุนเอนไซมเปอรออกซิเดสนอยกวา
บาดแผลที่ถูกเจาะและลามโดยซูโอสปอร เนื่องจากใบยางพนัธุ RRIM600 เปนพันธุออนแอ มี
ลักษณะทางกาพของใบที่ออนและบาง ทาํใหงายตอการถูกทาํลายจากเชื้อและเหนีย่วนาํใหสราง
เอนไซมเปอรออกซิเดส สงผลใหการทดลองดวยวิธีการตัดใบแลวแชในซูโอสปอรใหผลการทดลอง
ที่ไมแตกตางกนัมากนกักับวธิีการแชในซโูอสปอรทั้งใบโดยไมตัดเปนชิน้สี่เหลีย่ม ซึง่ผลการทดลอง
หาสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุนเอนไซมเปอรออกซิเดสดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora 
ที่ความเขมขนแตกตางกนั พบวา ที่ความเขมขน 1x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   สามารถกระตุน
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงสุด ถาใชความเขมขนสงูกวานี้ (5x107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร) ก็จะทําใหความวองไวของเปอรออกซิเดสเริ่มลดลง (ตารางที ่7 และรูปที ่21, 22)  แสดง
วาที่สภาวะนี้รุนแรงเกนิไปไมเหมาะสมสาํหรับใบยางพนัธุ RRIM600 ซึ่งเปนพนัธุออนแอ เพราะทํา
ใหเกิดปฏิกิริยาการเกิดโรคหรือ compatible ไดอยางรวดเร็วจนทําใหเกดิการแตกของเซลลจํานวน
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มากและมกีารปลอยสารตางๆ ออกมายอยสลายเอนไซมเปอรออกซิเดสทําใหปริมาณของเอนไซม
เปอรออกซิเดสลดลงอยางรวดเร็ว   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
       ก.             ข.                   ค. 

 
รูปที่ 21    รอยไหมของใบยางพาราพันธุ   RRIM600  ที่แชในซูโอสปอรของเชื้อรา   P. palmivora 
  ความเขมขนตางๆ กนั คือ  ก=1x106,  ข=1x107  และ  ค=5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร      
                ตามลําดับ ที่เวลา 48 ชัว่โมง 
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ตารางที่ 7    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  (ยนูิต/มล.)    ในสารสกัดจากใบยางพารา   
                   พันธุ RRIM600  เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  ความเขมขน    
                  1x106,  1x107   และ  5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ที่เวลา 12, 24  และ 48   ชั่วโมง      
                   เมื่อใช  o-dianisidine  เปนสบัสเตรท 

 
ชุดควบคุม ชุดทดลอง เวลา (ชั่วโมง) 

control 1x 106 sp/ml 1x107sp/ml 5x107sp/ml 
12 1,964.60 1,433.60 1,805.31 743.40 
24 3,716.81 3,504.42 4,300.90 1,911.50 
48 1,380.53 38,867.3 67,433.60 27,610.60 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 2 การทดลอง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 22  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดใบยางพันธุ RRIM600 เมื่อถกู

กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  ความเขมขน  1x106, 1x107  และ  
5x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ที่เวลา 12, 24  และ  48  ชัว่โมง เมื่อใช o-dianisidine 
เปนสับสเตรท 
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3.2.2 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการกระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิ - 
เดสดวยซูโอสปอรของเชือ้รา P. palmivora ในพันธุ BPM-24 

   เนื่องจากใบยางพันธุ BPM-24 สามารถตานทานโรคไดดีกวาพันธุ RRIM600 สังเกต
ไดจากขนาดของรอยไหมที่เกิดจากซูโอสปอรที่มีความเขมขนเดียวกัน พบวาใบยางพันธุ BPM-24 
สามารถกักเชื้อได  ทําใหใบยางเกิดปฎิกิริยา incompatible สงผลใหการทดลองดวยวิธีการแชใบ
ในซูโอสปอรอยางเดียวไมสามารถเหนี่ยวนําใหสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดหรือเหนี่ยวนําได
นอยมาก  เพราะใบยางพันธุนี้มีลักษณะผิวใบหนา  ทําใหซูโอสปอรเจาะใบยางยาก  ดังนั้นผูวิจัย
จึงใชวิธีการตัดใบเพื่อใหซูโอสปอรเจาะใบยางงายขึ้น   โดยตัดใบยางพาราพันธุ BPM-24  แตละ
ใบออกเปน 4 ชิ้น (ตามขวาง)  สวนปลายใบเปนชุดควบคุมที่ 0 ชั่วโมง  ซึ่งไมไดบมดวยซูโอสปอร
ของเชื้อรา   สวนอีก 3 ชิ้นที่เหลือจะแบงเปน 2 ซีก  ซีกซายที่ได 3 ชิ้นเปนชุดควบคุม  นําไปคว่ําบน
ถาดพลาสติกที่มีกระดาษกรองและน้ํากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น    ซีกขวาที่ได 3 ชิ้นใชเปน
ชุดทดลอง นําแตละชิ้นไปแชในซูโอสปอรความเขมขน  1x107, 5x107 และ 1x108  ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร ตามลําดับ โดยคว่ําดานปากใบ (หลังใบ) ใหสัมผัสซูโอสปอร 1 ชั่วโมง  แลวลางดวยน้ํา
กลั่นปลอดเชื้อ 1 คร้ัง  ซับใหแหง  หยิบมาวางบนถาดลักษณะเดียวกับชุดควบคุม วางไวที่
อุณหภูมิหอง แลวเก็บผลที่ 12, 24 และ 48 ชั่วโมง  ดังนั้นการตัดใบยางจากใบเดียวกันแลว
แบงเปน time point ตางๆ จะชวยใหการเปรียบเทียบถูกตองมากกวาการใชใบยางทั้งใบ  เพราะ
ในชวงที่กําลังติดเชื้อใบยาง 3 ใบในกานเดียวกันอาจติดเชื้อไมเทากัน (ดูจากปริมาณโปรตีนรวม)  
การ sampling วิธีนี้จึงสามารถลดความแปรปรวนของผลการทดลองได  และผูวิจัยสามารถเพิ่ม
จํานวนใบใหมากนอยเพียงใดก็ได  เพราะถือวาทุก time point มีสภาพใบที่เหมือนกันหมด พบวา
ที่ 48 ชั่วโมง หลังบมดวยเชื้อราความเขมขน 1x108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร    สามารถกระตุนการ
สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงที่สุด (ตารางที่ 8 และรูปที่ 23)  แตมีขอจํากัด คือ ความเขมขน
สูงสุดที่เตรียมไดมักจะไมถึง 1x108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ดังนั้นจึงเลือกใชความเขมขน 5x107    
ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ในการทดลองครั้งตอไป  เนื่องจากความเขมขนนี้เตรียมไดสะดวกและใหผล
การทดลองในทางเดียวกับการใชซูโอสปอรความเขมขนที่สูงกวา (1x108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) 
 จากใบซีกซาย 3 ชิ้นที่เปนชุดควบคุม เพื่อเก็บที่ 3 time point  ชิ้นใบเหลานี้เกิด
บาดแผลจากการตัดทั้งสี่ดาน  พบวาที่ 24 และ 48 ชัว่โมงหลังการตดัใบยาง จะเหนี่ยวนาํใหมกีาร
สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน นอกจากบาดแผลจากการกรีดใบจะสามารถกระตุนใหมีการ
สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสแลว เชื้อตางๆ ที่ติดมากับใบหรืออยูในอากาศอาจสามารถเจาะผาน
ทางรอยกรีดนี ้ และกระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย 
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 จากการทดลองในขั้นตอนที่ 3.2.1 และ 3.2.2  สรุปไดวาในการทดลองตอไปจะใช
วิธีการตัดใบยางรวมกับการแชชิ้นใบในซูโอสปอรความเขมขน 1x107 และ 5x107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร  กับใบยางพันธุ RRIM600 และ BPM-24  ตามลําดับ  เพื่อกระตุนการสรางเอนไซม   
เปอรออกซิเดสจากปฏิกิริยาที่ใกลเคียงกัน 
 
ตารางที่ 8    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.)ในสารสกัดใบยางพันธุ      

BPM-24 เมื่อถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความเขมขน 1x107, 
5x107 และ 1x108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ที่เวลา 12, 24 และ 48 ชั่วโมง เมื่อใช        
o-dianisidine เปนสับสเตรท 

  
ชุดทดลอง เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม 

1x107 sp/ml 5x107 sp/ml 1x108 sp/ml 
0 1,752.2 - - - 
12 1,752.2 21,504.4 20,176.9 25,221.2 
24 1,964.6 29,734.5 73,274.3 95,575.2 
48 18,584.1 70,088.5 114,690.3 156,637.2 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 2 การทดลอง) 
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รูปที่  23    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดใบยางพันธุ  BPM-24  เมื่อถูก       

กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora   ความเขมขน 1x107, 5x107  และ 
1x108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ที่เวลา  12, 24 และ  48  ชั่วโมง เมื่อใช o-dianisidine  
เปนสับสเตรท  

 
3.3  ผลการศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิตินหลังจากกระตุนใบยางดวยซูโอสปอรโดยวธิ ี
      การตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc) ขนาด 2x2 ตารางเซนติเมตร 
      3.3.1  ผลการศกึษาการสังเคราะหสคอพอลิตินหลังจากกระตุนใบยางพนัธุ RRIM600   
               และ BPM-24 ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora   แบบสรางใหม  (newly    
               synthesis) 
 จากการทดลองของนารถธิดา   รอดโพธิ์ทอง (2546)  ที่ศึกษาการสังเคราะห        
สคอพอลิตินหลังจากกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora โดยตัดชิ้นใบขนาด 1x1      
ตร.ซม.  ปรากฏวาใบเกิดโรคไดเร็วและเห็นพีค 2 ที่ 24 ชั่วโมง เมื่อใชความเขมขนของซูโอสปอร
เดียวกัน (5x107 sp/ml)  ฉะนั้นในการทดลองนี้พยายามใหใบเกิดโรคอยางชาๆ โดยการเพิ่ม
จํานวนเซลลใบมากขึ้น  จึงใชชิ้นใบขนาด 2x2 ตร.ซม. เปนชิ้นใบที่มีขนาดใหญพอสมควร  
 ใบยางพาราพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนในกลุมพันธุออนแอ  หลังจากถูกบมดวยเชื้อ
รา  P. palmivora ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  แลวเก็บสารละลายตัวอยางแบบ
สรางใหมหรือ newly synthesis พบวาปริมาณการสะสมสคอพอลิตินเกิดขึ้น 2 คร้ัง (ตารางที่ 9 
และรูปที่ 24) สังเกตไดจากพีคที่ปรากฏ   โดยพีคแรกที่ 8 ชั่วโมง ใบยางถูกเจาะดวยซูโอสปอรตรง
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รอยกรีด   จึงผลิตสคอพอลิตินแลวปลอยออกมาในสารละลายตัวอยาง  สวนการสะสม             
สคอพอลิตินครั้งที่ 2  ปรากฏที่ชั่วโมงที่ 48  ซึ่งเปนพีคที่กวางและสูงกวาพีคแรก เนื่องจากพันธุ
ออนแอมีการผลิตสคอพอลิตินในครั้งแรกต่ํา ทําใหยับยั้งการเจริญเติบโตของสายราไดนอย สงผล
ใหมีการสรางสปอรแรงเจียมและปลอยซูโอสปอรออกมาเรื่อยๆ เกิดการกระตุนครั้งที่ 2 
(reinfection)  ทําใหใบยางถูกเจาะและลุกลามไปยังเซลลขางเคียงที่ยังเหลืออยูจํานวนมาก  จึง
สรางและปลอยสคอพอลิตินออกมาไดมากกวาครั้งแรก 
 สวนในพันธุ BPM-24 ตัวแทนพันธุตานทาน   ความสามารถของเชื้อในการกระตุน
ภูมิคุมกันตองใชความเขมขนของซูโอสปอรสูงกวา คือ 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (ความเขมขน 
1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร สําหรับพันธุ RRIM600 กระตุนไดใกลเคียงระดับสูงสุดที่ใบจะสราง
ได  สวนพันธุ BPM-24 ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ไมเพียงพอตอการเหนี่ยวนํา 
และความเขมขนที่สามารถกระตุนใหมีการสรางสคอพอลิตินไดระดับใกลเคียงสูงสุด คือ 5x107    
ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) มีการสะสมสคอพอลิตินเชนเดียวกับพันธุ RRIM600 แตความเขมขนของ 
สคอพอลิตินที่ผลิตออกมาสูงกวา  และพบวาพีคแรกสูงกวาพีคหลัง (ตารางที่ 10 และรูปที่ 25)  
เนื่องจากพันธุ BPM-24 เปนใบยางพันธุตานทาน  ฉะนั้นเมื่อเซลลใบถูกเจาะดวยซูโอสปอรผาน
รอยกรีดก็จะเกิดปฏิกิริยาไฮเปอรเซนซิติฟ    ผลิตสคอพอลิตินออกมาปริมาณสูง ทําใหสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของสายราไดระดับหนึ่ง จํานวนเซลลขางเคียงที่ถูกลุกลามมีนอย  สงผลใหมี
การสรางสคอพอลิตินในพีคหลังนอยลงดวย 
 ผลการทดลองขางตนสอดคลองกับใบยาง ที่ถูกกระตุนดวยการหยดซูโอสปอรของเชื้อ
รา M. ulei  บนใบยาง  ที่มีการสะสมสคอพอลิติน 2 ชวง คือ ชวงแรก (0-24 ชั่วโมง) เปนลักษณะที่
เกิดในพันธุตานทาน  ซึ่งเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของเชื้อราที่เร่ิมมีการเจาะเนื้อเยื่อชั้น        
อิพิเดอรมัล (epidermal) ดังนั้นใบยางจึงสรางสคอพอลิตินขึ้นเพื่อหยุดการเจริญเติบโตของสายรา  
โดยตรวจพบวาสคอพอลิตินมีการสะสมเพียงเล็กนอยในพันธุออนแอ  สวนชวงที่สอง (24-72 
ชั่วโมง) จะมีอัตราการสะสมสคอพอลิตินสูงสุด สังเกตไดชัดเจนจากปริมาณที่เพิ่มข้ึนในพันธุ
ตานทาน (Garcia et al., 1995b)  อยางไรก็ตาม ปริมาณการสะสมสคอพอลิตินในพันธุตานทาน
จะสูงกวาพันธุออนแอ  ในขณะ Breton และคณะใชเชื้อรา Corynespora cassiicola  ใหผลการ
ทดลองตรงขามกัน คือ ความเขมขนของสคอพอลิติน ในใบยางพันธุออนแอ มีปริมาณสูงกวาใน
พันธุตานทาน  โดยเริ่มมีการสะสมที่ 24 ชั่วโมง หลังจากติดเชื้อ และสูงสุดที่ 48 ชั่วโมงจากนั้น
คอยๆ  ลดลง    ทั้งนี้อาจเนื่องจากใชความเขมขนของเชื้อรานอยเกินไป  (2.3x104 sp/ml) จนไม
สามารถกระตุนระบบการปองกันโรคของพันธุตานทานได 
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 การสรางสคอพอลิตินในใบยางนอกจากจะใชประโยชนในการยับยั้งเชื้อราแลวยังเปน
พิษตอเซลลใบยางเอง  ฉะนั้นใบยางจึงมีกลไลการปองกันอันตรายจากสคอพอลิติน  โดยจะ
เหนี่ยวนําการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสชนิดที่ทําหนาที่กําจัดสคอพอลิติน เรียกวา สคอพอลิติน
เปอรออกซิเดส คาดวานาจะมีการสรางในเนื้อใบแลวปลอยออกมาในสารละลายที่แชใบ ดังนั้น
เพื่อพิสูจนขอสันนิษฐานนี้ จึงควรตรวจวัดสคอพอลิตินและสคอพอลิตินเปอรออกซิเดสทั้งในเนื้อใบ
และน้ําแชใบ แตดวยวิธีการทดลองแบบสรางใหม สามารถตรวจวัดเฉพาะในน้ําแชใบเทานั้น ไม
สามารถเก็บชิ้นใบยางตามเวลาที่กําหนด ทําใหขาดขอมูลในสวนของใบ ดังนั้นผูวิจัยจึงไดวางแผน
และเปลี่ยนแปลงการทดลองใหมเปนแบบสะสม  ซึ่งจะดําเนินการในการทดลองตอไป 
 
ตารางที่ 9   ปริมาณของสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในน้ําที่แชใบยางพันธุ RRIM600 (ไมโครโมลาร)

แบบสรางใหม  ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
4 0 0 
8 0 0.36+0.13 

12 0 0.11+0.10 
16 0 0.18+0.11 
24 0 0.47+0.17 
48 0.01+0.01 0.68+0.15 
72 0.02+0.02 0.23+0.06 
96 0.11+0.06 0.16+0.01 

   
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่ 24     ปริมาณของสคอพอลิติน (Scp) ที่ถูกสรางขึ้นในน้ําที่แชใบยางพันธุ RRIM600  แบบ

สรางใหม  ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   
 
ตารางที่ 10   ปริมาณของสคอพอลิตินทีถ่กูสรางขึ้นในน้าํที่แชใบยางพนัธุ BPM-24 (ไมโครโมลาร) 
                    แบบสรางใหมที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน  5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
                    (ที่มา : จากการทดลองของนิอร  จิรพงศธรกุล) 
 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
6 0 1.71 

12 0 3.70 
18 0.25 2.45 
24 0.20 1.53 
48 0 2.17 
72 0 0.58 
96 0 0.11 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 2 การทดลอง ) 
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รูปที่ 25     ปริมาณของสคอพอลิติน (Scp)   ที่ถูกสรางขึ้นในน้ําที่แชใบยางพันธุ    BPM-24       

(ไมโครโมลาร)  แบบสรางใหม ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 5x107              
ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   

 
      3.3.2  ผลการศกึษาการสังเคราะหสคอพอลิติน   (Scp)   หลงัจากกระตุนใบยางพันธุ  
               RRIM600 และ BPM-24 ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora แบบเกบ็   
         สะสม (accumulation)   
 เพื่อผลการทดลองที่สมบูรณและแกปญหาการเก็บตัวอยางแบบ newly synthesis จึง
ตัดใบยางขนาด 2x2 ซม. เทากัน  แตเก็บสารละลายสคอพอลิตินเมื่อครบเวลาที่กําหนด โดยไมมี
การแทนที่ดวยน้ํากลั่น  ปริมาณการสะสมสคอพอลิตินดวยวิธีนี้จึงมีความเขมขนสูงกวาวิธี
สรางใหม  ผลการทดลองดวยวิธีเก็บสะสมในพันธุ RRIM600  ใชใบเดียวกับวิธีสรางใหม ปรากฏ
เพียงพีคเดียวที่ 48 ชั่วโมง  เนื่องจากพีคแรกมีการสรางสคอพอลิตินนอยมากจึงกักเชื้อไมอยู  มี
การลุกลามอยางรวดเร็ว แสดงวาวิธีการเก็บสะสมทําใหเกิดโรครุนแรงกวาวิธีสรางใหม พีคที่สอง
จึงซอนทับกับพีคแรก (ไมเหมือนกับพันธุ BPM-24 ที่ยังเห็นเปน 2 พีค) วัดความเขมขนได 
2.23+0.55  ไมโครโมลาร  (ตารางที่ 11  และรูปที่ 26ก)  ซึ่งสูงกวาความเขมขนของสคอพอลิติน
จากวิธีสรางใหมประมาณ 3 เทา แตมีปริมาณไมมากพอ เชื้อจึงเขามาทําลายเซลลใบ ทําใหมีการ
สะสมของเชื้อราและสภาพใบเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีน้ําตาล เนื่องจากมีการสะสมของ
สารประกอบฟนอลิก   ในที่สุดใบก็ตายและเซลลแตกปลอยเอนไซมตางๆ ออกมาในน้ํา  ในขณะที่
วิธีสรางใหมมีการเปลี่ยนน้ํากลั่นทุกๆ 4 ชั่วโมงจนถึงชั่วโมงที่ 16  และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนถึง  96 
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ชั่วโมง ทําใหดูเหมือนวามีการสรางสคอพอลิตินนอยกวา  และเกิด reinfection นอย เพราะเชื้อรา
ถูกแทนที่ดวยน้ํากลั่นตลอดเวลา   ทําใหใบยังเหลือเซลลที่ปกติคือ มีสีเขียวกวาวิธีเก็บสะสม  
 สวนพันธุ BPM-24 ยังปรากฏ 2 พีคสูงเทาๆ กัน  คือ พีคแรกปรากฏที่ 12 ชั่วโมง  ซึ่ง
คาดวาเกิดจากเซลลชุดแรกที่อยูรอบๆ รอยตัด  จากนั้นการสรางสคอพอลิตินจะลดลงอยางรวดเร็ว  
และเพิ่มข้ึนอีกครั้งที่ 48 ชั่วโมง ซึ่งเปนพีคสองคาดวาเกิดจากเซลลที่ถูกลุกลามแบบเก็บสะสม  
แมแตพันธุ BPM-24 ก็มีพีคหลังสูงมาก (แสดงวาลุกลามมาก) เพราะเกิด reinfection มากกวาวิธี
สรางใหม (รูปที่ 26ข) โดยทั้งสองพีคมีปริมาณการสรางที่ไมตางกันมากนัก  ซึ่งผลการทดลองของ
พันธุ  BPM-24 แบบเก็บสะสมคลายกับแบบสรางใหม  คือ มีการสรางสคอพอลิตินสูงสุด 2 พีค 
(ตารางที่ 11  และรูปที่ 26ข)  แตปริมาณสคอพอลิตินจากวิธีเก็บสะสมสูงกวา เนื่องจากมีการ
สะสมตามเวลาที่เก็บตัวอยาง ดังนั้นในการเก็บสารละลาย สคอพอลิตินก็จะเก็บใบดวย เพื่อใชวัด
คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเปรียบเทียบกันในการทดลองตอไป 
 การสรางสคอพอลิติน ซึ่งเปนไฟโตอเล็กซินในใบยางพารา  จะพบตรงบริเวณทีเ่ชือ้เขา
ทําลาย (infection)  และกอใหเกิดผลกับเชื้อโรค จากการที่สารนี้จะถูกสรางขึ้นภายหลังจากที่เชื้อ
เขาทําลายพืชแลว  ผลของสารพิษจึงเกี่ยวของกับการทํางานของเชื้อโรคมากกวาที่จะมีผลตอ
กระบวนการทําลายพืชของเชื้อโรค   ไฟโตอเล็กซินจะสรางขึ้นทั้งในพืชที่เปน host และ non-host  
พืชที่ออนแอหรือตานทานตอเชื้อโรคโดยสะสมและสรางอยูในพืชจนถึงระดับความเขมขนที่จะ
กอใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อโรค   ในพืชแตละชนิดก็จะมีการผลิตไฟโตอเล็กซินที่
แตกตางกันไป เชน   Perrone และคณะ (2003) ไดศึกษาการสรางไฟโตอเล็กซินในใบยาสูบ  ซึ่ง
เปนพืชอาศัยของเชื้อรา P. nicotianae และ non-host ของเชื้อรา P. palmivora  พบวาหลังจาก
บมเซลลแขวนลอยของยาสูบดวยเชื้อรา P. nicotianae  จะกระตุนปฏิกิริยา incompatible และ
เร่ิมมีการสะสมของ capsidiol ที่ชั่วโมงที่ 9 และเซลลจะตายอยางรวดเร็ว (hypersensitive cell 
death)  เพื่อกักเชื้อราไมใหลามไปยังเซลลขางเคียง  สวนเซลลที่กระตุนดวยเชื้อรา P. palmivora 
จะสราง capsidiol เร็วกวา คือ ที่ 3 ชั่วโมงหลังติดเชื้อ   นอกจากนี้ Commun และคณะ (2003)  
พบไฟโตอเล็กซินจากเซลลปกติดวย  ในขั้นตอนการเลี้ยงโปรโตพลาสตขององุน (Vitis sp.) ชวง
สัปดาหแรกมีการสราง trans-resveratrol ซึ่งเปนไฟโตอเล็กซิน  และปริมาณการสะสมจะลดลงใน
สัปดาหที่ 2  
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ตารางที่  11   ปริมาณของสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในน้ําที่แชใบยางพันธุ RRIM600 และ      
BPM-24 (ไมโครโมลาร)  แบบเก็บสะสมหลังจากกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  
P. palmivora ความเขมขน 1x107  และ 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  

  
พันธุยาง RRIM600 BPM-24 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
4 0 0.02+0.02 0.02+0.01 0.08+0.02 
8 0.01+0.02 0.45+0.11 0.05+0.02 1.25+0.16 

12 0.07+0.06 0.69+0.14 0.04+0.03 3.43+0.11 
16 0.07+0.06 1.08+0.29 0.43+0.07 2.78+0.23 
24 0.03+0.04 1.64+0.45 0.37+0.13 2.64+0.31 
48 0.09+0.08 2.23+0.55 0.29+0.08 3.46+0.39 
72 0.09+0.09 0.84+0.22 0.43+0.16 2.97+0.44 
96 0.09+0.09 0.36+0.02 0.66+0.11 2.66+0.19 

  
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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      ข. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 26    ปริมาณของสคอพอลิติน  (Scp)  ที่ถูกสรางขึ้นในน้าํที่แชใบยางพนัธุ  RRIM600 และ 
                BPM-24 แบบเกบ็สะสม  ที่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora ความ 
                เขมขน  1x107 และ 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ 

   ก. พันธุ RRIM600 
                ข. พันธุ BPM-24  
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3.4  ผลการศึกษาเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยาง   ที่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรโดยวธิีตัด   
      เปนชิ้นเล็กๆ (leaf  disc)  ขนาด 2x2 ตารางเซนติเมตร 
      3.4.1  ผลการวิเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสในน้ําแชใบยางพันธุ  RRIM600  และ
      BPM-24 ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  แบบเก็บสะสม  
 ในน้าํแชใบยางพนัธุ    RRIM600   ชั่วโมงที่ 96   หลงัจากถูกกระตุนดวยซโูอสปอร
ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  เร่ิมมีสีน้ําตาลและมีตะกอน ซึ่งเกิดจากใบยางเปนโรค
และตายทาํใหเซลลแตก มีการปลอยเอนไซมเปอรออกซเิดสออกมา  สามารถวัดคาความวองไวได
สูงขึ้นเรื่อยๆ ตามเวลาทีเ่พิ่มข้ึน   โดยตั้งแต 4-16 ชั่วโมง     มีปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ถกู
ปลอยออกมาในปริมาณต่ํา เทากับ 26-425 ยูนิตตอมิลลิลิตร  เมื่อนานขึ้นจนถึง 96 ชั่วโมง 
ปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ถูกปลอยออกมามากขึน้ถงึ 6,769.61 ยูนิตตอมิลลิลิตร  ซึ่ง
เพิ่มข้ึนประมาณ 20 เทา เมือ่เทียบกบัชุดควบคุมที่เวลาเดียวกนั (ตารางที่ 12  รูปที่ 27ก)  
 สวนในน้ําแชใบยางพันธุ   BPM-24  มีการปลอยเอนไซมเปอรออกซิเดสทั้งชุดควบคุม
และชุดทดลองในปริมาณที่สูงกวาในน้ําแชใบยางพันธุ RRIM600  คือ ในชวงแรกมีพีคที่ 48 ชั่วโมง 
และพีคที่สองที่ 96 ชั่วโมง มีคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ในชุดทดลอง) เทากับ 
11,615.04 และ 15,265.49 ยูนิตตอมิลลิลิตร  สูงกวาพันธุ RRIM600 ประมาณ 3 และ 2.2 เทา 
ตามลําดับ (ตารางที่ 12  รูปที่ 27ข)  พันธุออนแอเมื่อเกิดโรคจนนําไปสูภาวะที่ทําใหเซลลแตกและ
ปลอยเอนไซมเปอรออกซิเดสออกมา  สันนิษฐานวามีการปลอยโปรติเอสออกมายอยสลาย
เอนไซมเปอรออกซิเดส  และยังปลอยสารฟนอลิกสีน้ําตาลที่รบกวนการดูดกลืนแสงขณะวัดคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย    นอกจากนี้ฟนอลิกบางตัวก็อาจเกิดปฏิกิริยา         
โพลิเมอรไรซไดเปนสารประกอบฟนอลิกขนาดใหญ  นาจะมีโครงสรางคลายกับสับสเตรทแลวไป
จับกับเอนไซมเปอรออกซิเดสอยางชั่วคราว   ทําใหคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจึง
ลดลงอยางรวดเร็ว 
 คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางทั้งสองพันธุ  สรางขึ้นอยาง
รวดเร็วหลังกระตุนดวยซูโอสปอร 24 ชั่วโมง ซึ่งเกิดขึ้นหลังจากการสรางสคอพอลิติน  ดังนั้นบาง 
ไอโซไซมของเปอรออกซิเดสนี้นาจะเกี่ยวของกับการกําจัดสคอพอลิติน  ทั้งสคอพอลิตินและ
เอนไซมเปอรออกซิเดสที่ใบยางเริ่มสรางขึ้นตั้งแตที่เซลลติดเชื้อ   พอเซลลเร่ิมแตกจะถูกปลอย
ออกมาในน้ําที่แชใบยาง  เพื่อใหเห็นขั้นตอนการเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบ
ยางและปลดปลอยลงในน้ําแชใบ  ผูวิจัยจึงทําการตรวจหาเอนไซมเปอรออกซิเดสในเนื้อใบตอไป 
(ดูผลการทดลองที่ 3.4.2) 
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ตารางที่ 12    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  (ยูนิต/มล.)   ในน้ําที่แชใบยางพันธุ      
RRIM600  และ   BPM-24   แบบเก็บสะสม   ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา       
P. palmivora  ความเขมขน 1x107  และ  5x107   ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลําดับ  
เมื่อใช  o-dianisidine เปนสับสเตรท 

 
พันธุยาง RRIM600 BPM-24 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
4 18.54 26.55 26.58 0 
8 31.93 26.55 45.13 92.92 

12 66.37 53.10 84.96 464.60 
16 66.37 424.78 504.42 2,867.26 
24 111.50 2,737.96 2,070.80 10,287.61 
48 238.94 3,902.66 6,969.03 11,615.04 
72 292.04 3,982.30 3,584.07 6,637.17 
96 345.13 6,769.91 5,376.11 15,265.49 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 2 การทดลอง) 
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รูปที่ 27     คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  ในน้าํที่แชใบยางพันธุ     RRIM600     และ          
                BPM-24  แบบเก็บสะสม  ที่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora    ความ   
                เขมขน  1x107   และ  5x107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  ตามลาํดับ   เมื่อใช  o-dianisidine     
                เปนสับสเตรท 

ก. พันธุ  RRIM600 
ข. พันธุ  BPM-24 
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3.4.2 ผลการวิเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสในเนื้อใบยางพันธุ RRIM600 และ
BPM-24 ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  แบบเก็บสะสม 
สวนของใบยางพนัธุ RRIM600   ที่เก็บจากการทดลองในขอที่  3.4.1    พบวา ที่    8  

ชั่วโมงใบเริ่มช้ํา  เห็นรอยเจาะของซูโอสปอรของเชื้อราที่ 12 ชั่วโมง  เมื่อถึง 24  ชั่วโมง ใบสีเขียว
เร่ิมเปลี่ยนเปนสีเหลือง  และเขมข้ึนจนเปนสีน้ําตาลในชั่วโมงหลังจากนี้   อาการที่เกิดบงบอกถึง
ความรุนแรงของโรค  เมื่อพิจารณาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม   คาความ
วองไวจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ ตามเวลาที่นานขึ้นและลดลงที่ 96 ชั่วโมง เนื่องจากใบยางแชในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อ จึงไมถูกทําลายโดยซูโอสปอร ทําใหใบยางไดรับการกระตุนจากบาดแผลที่ถูกกรีดและ
แรงสั่นของน้ําจากการเขยาตลอดเวลา จึงเหนี่ยวนําการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสในเนื้อใบ
เพิ่มข้ึน เซลลเกือบทั้งหมดแข็งแรงเซลลใบไมแตก ดังนั้นจึงไมพบความวองไวของเอนไซม        
เปอรออกซิเดสในน้ํา  สวนชุดทดลองที่ถูกบมดวยเชื้อราความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มเร่ือยๆ และสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง จากนั้นก็จะลดลง 
(ตารางที่ 13  รูปที่ 28) ซึ่งก็สอดคลองกับปริมาณของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ถูกปลอยออกมาใน
น้ําแชใบยางพันธุ RRIM600 แบบเก็บสะสมที่คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน
หลังจาก 16 ชั่วโมงที่บมใบยางดวยซูโอสปอร  เพราะที่ 12 ชั่วโมง เซลลใบยางเริ่มแตก จึงปลอย
เอนไซมเปอรออกซิเดสออกมาในน้ําประมาณชั่วโมงที่ 16 ทําใหสามารถวัดคาความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนถึง 96 ชั่วโมง 
 ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในพันธุ   BPM-24  ใหผลการทดลอง
เชนเดียวกับพันธุ RRIM600 แตในชุดทดลองของพันธุ BPM-24 จะมีการสรางเอนไซม             
เปอรออกซิเดสอีกครั้งที่ 72 ชั่วโมง ซึ่งก็สอดคลองกับคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสใน
น้ําแชใบยาง ที่คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจะเห็นพีค 2 คร้ังเชนกัน คือ ที่ 24 ชั่วโมง 
และ 96 ชั่วโมง ในขณะที่ในเนื้อใบ  สามารถวัดเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงสุดที่ 16 ชั่วโมง และ 72 
ชั่วโมง พีคของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ปรากฏ 2 พีค ทั้งในน้ําแชใบและในเนื้อใบยางพันธุ      
BPM-24 (ตารางที่ 14  รูปที่  29) คาดวาพีคแรกเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ถูกสรางขึ้นเพื่อกําจัด 
oxygen species ในปฏิกิริยา oxidative burst และเพื่อกําจัดสคอพอลิตินที่เปนพิษตอเซลลพืช
ดวย  สวนพีคที่ 2   เมื่อทดสอบหาความวองไวดวย o-dianisidine  เปนสับสเตรท  ปรากฏวาใหคา
ความวองไวไมสูงขึ้นมากนัก แตเมื่อเปลี่ยนสับสเตรทเปน guaiacol  ปรากฏวาใหพีคสูงขึ้น 
โดยเฉพาะอยางยิ่งในพันธุ BPM-24 ที่เวลา 72 ชั่วโมง มีคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส
เพิ่มข้ึนจาก 48 ชั่วโมง ชัดเจนกวาเมื่อใช guaiacol เปนสับสเตรท คือ เพิ่มข้ึน 5 เทา ผูวิจัย
สันนิษฐานวาพีคของเอนไซมเปอรออกซิเดสนี้เกี่ยวของกับการสรางลิกนิน เพื่อรักษาและสราง
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ความแข็งแรงใหกับเซลลใบ     เนื่องจาก guaiacol  เปนสับสเตรทที่จําเพาะกับขบวนการสราง
ลิกนิน 
 
ตารางที่ 13      คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) ในเนื้อใบพันธุ RRIM600

แบบเก็บสะสม ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  ความเขมขน  
1x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  เมื่อใช o-dianisidine และ  guaiacol   เปน
สับสเตรท 
 

พันธุยาง o-dianisidine x104 guaiacol x103 
เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

4 2.72+0.06 3.15+0.59 0.16+0.01 0.14+0.04 
8 3.53+0.66 4.45+1.01 0.16+0.01 0.17+0.01 
12 5.73+1.00 6.04+0.89 0.16+0.01 0.12+0.01 
16 4.61+1.12 5.53+1.05 0.24+0.01 0.17+0.01 
24 7.45+0.97 3.54+0.48 0.32+0.02 0.10+0.01 
48 13.37+0.79 2.39+0.16 0.62+0.06 0.15+0.01 
72 14.49+0.85 2.41+0.08 0.85+0.06 0.21+0.01 
96 12.19+1.07 2.76+0.06 0.95+0.08 0.29+0.04 

  
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



80 

0

5

10

15

20

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
เวลา (ช่ัวโมง)

คา
คว
าม
วอ
งไว

ขอ
งเอ

นไซ
ม

เปอ
รอ
อก
ซิเด

สใน
ใบ
ยา
งพ
ันธ
ุ

 RR
IM6

00
 (ย
ูนิต

/มล
.)  x

  10
,00

0 ชุดควบคุมชุดทดลอง

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108
เวลา (ช่ัวโมง)

คา
คว
าม
วอ
งไว

ขอ
งเอ

นไซ
ม

เปอ
รอ
อก

ซิเด
สใน

ใบ
ยา
งพั
นธุ
 

 RR
IM6

00
  (ยู

นิต
/มล

.) x
 1,0

00

ชุดควบคุมชุดทดลอง

 
         ก.  

      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ข.  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 28     คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในเนื้อใบพันธุ   RRIM600    แบบเก็บสะสม     
                ที่ถกูกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  ความเขมขน 1x107  ซูโอสปอรตอ     
  มิลลิลิตร   
   ก.  เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท  
   ข.  เมื่อใช  guaiacol  เปนสับสเตรท 
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ตารางที่ 14    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) ในเนื้อใบพันธุ BPM-24   
แบบเก็บสะสม  ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา   P. palmivora    ความ
เขมขน   5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  เมื่อใช  o-dianisidine   และ  guaiacol  เปน
สับสเตรท 

 
พันธุยาง o-dianisidine x104 guaiacol x103 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
4 2.05+0.07 1.88+0.06 0.25+0.02 0.25+0.02 
8 2.75+0.13 3.83+0.59 0.25+0.02 0.35+0.52 

12 4.53+0.26 13.56+0.76 0.34+0.03 1.29+0.10 
16 9.02+0.75 16.45+0.90 0.41+0.02 1.81+0.09 
24 17.13+0.59 15.24+0.60 0.84+0.07 1.64+0.05 
48 21.99+0.97 9.87+0.68 2.57+0.31 0.78+0.02 
72 25.87+0.60 14.82+1.57 3.38+0.08 3.54+0.13 
96 32.87+0.91 10.75+0.79 3.83+0.19 2.55+0.26 

  
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่ 29     คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในเนื้อใบพันธุ  BPM-24   แบบเก็บสะสม  ที่ 
                ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora   ความเขมขน  5x107 ซูโอสปอรตอ 
 มิลลิลิตร                  
                ก. เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท                                                                    
                ข. เมื่อใช  guaiacol  เปนสับสเตรท 
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3.5  ผลการศึกษาเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางพาราพันธุ  RRIM600   และ   BPM-24    
      เมื่อกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora โดยวิธกีารตัดชิ้นใบขนาด 1x1 นิ้ว 

3.5.1 ผลการศึกษาเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางพาราพันธุ    RRIM600     เมือ่  
        กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอร    
        ตอมิลลิลิตร   

 เนื่องจากการกระตุนเอนไซมเปอรออกซิเดสดวยวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)   
แลวแชในน้ําพรอมเขยาตลอดเวลา ทําใหใบช้ําเร็ว  และเปนสภาวะที่รุนแรงเกินไปจนทําใหใบไม
ตาย การทดลองตอไปจึงพยายามหาวิธีการที่สามารถลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพและแกปญหา
ความแตกตางระหวางใบยางพาราที่จะใชในการทดลองดวย  จึงยังคงเลือกวิธีการตัดใบ แตตัดให
มีขนาดชิ้นใหญกวาเดิม คือ เปลี่ยนจากขนาด 2x2 ตารางเซนติเมตร เปน 1x1 ตารางนิ้ว เพื่อใหได
สารสกัดมากพอสมควรจึงใชวิธีการแจกใบ แลวบมดวยซูโอสปอรความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตร  แตใชวิธีวางบนกระดาษกรองชื้น แทนการแชใบในน้ํา แลววิเคราะหคาความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดส ที่ระยะเวลาการบมดวยเชื้อราตางๆ กัน คือ 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 
ชั่วโมง การวางบนกระดาษกรองแทนการแชน้ําไมทําใหใบช้ํา  และยังเพิ่มความตานทานแกใบยาง
ดวย  นอกจากนี้ชิ้นใบที่โตกวา (1x1 ตร.นิ้ว) จะมีจํานวนเซลลที่มากกวา  เมื่อการลามของเชื้อเกิด
ไดชาก็จะเหลือจํานวนเซลลที่ปกติมากกวา ทําใหเห็นผลการเหนี่ยวนําคาความวองไวของเอนไซม
เปอรออกซิเดสคอยๆ เพิ่มอยางตอเนื่อง  โดยในชุดทดลองจะเห็นอัตราการเพิ่มของคาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดชัดเจนกวาในชุดควบคุม ทั้งที่ใช o-dianisidine  และ guaiacol เปน
สับสเตรทซึ่งตรงกันขามกับวิธีแชใบในน้ํา  แสดงวาวิธีการวางใบบนกระดาษกรองไมทําใหเซลลใบ
แตก จึงสกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสทั้งหมดจากเนื้อใบ  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรเมื่อใชสับสเตรททั้งสองตัวใหผลคลายกัน  เพียงแตมีพีคสูงสุดที่เวลา
ตางกัน  ในกรณีที่ใช o-dianisidine เปนสับสเตรท สามารถวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอร
ออกซิเดสสูงที่สุดที่เวลา 96 ชั่วโมง เทากับ (12.94 + 0.65) x104 ยูนิตตอมิลลิลิตร  สวน guaiacol 
สามารถวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงสุดที่เวลา 120 ชั่วโมง มีคาเทากับ  
(1.84 + 0.49) x103 ยูนิตตอมิลลิลิตร (ตารางที่ 15  และรูปที่ 30) ดังนั้น o-dianisidine นาจะเปน
สับสเตรทที่จําเพาะกับสคอพอลิตินมากกวาลิกนิน  เพราะสคอพอลิตินเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึนกอน
ลิกนินเปอรออกซิเดส ซึ่งพีคสูงสุดนี้นาจะเทียบไดกับพีคแรกของคาความวองไวของเอนไซมเปอร
ออกซิเดสในใบชุดแชน้ํา  เพราะการทดลองนี้ เอนไซมเปอรออกซิเดสคอยๆ เพิ่มข้ึนแบบ 
incompatible  เมื่อพิจารณาถึงปริมาณโปรตีนของการทดลองนี้ พบวาปริมาณโปรตีนทั้งในชุด
ควบคุมและชุดทดลองลดลงเรื่อยๆ ตามเวลาที่ทําการทดลอง คือ ที่ 0 ชั่วโมง มีปริมาณโปรตีน
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ประมาณ 5.15 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง เมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง ลดลงเหลือประมาณ 5 
มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง ที่ 120 ชั่วโมง มีโปรตีนเทากับ 4 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง จนสุดทายที่ 144 
ชั่วโมง ปริมาณโปรตีนลดลงเหลือคร่ึงหนึ่งจากคาเริ่มตน ซึ่งก็แสดงวาหลังบมดวยซูโอสปอรคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจะแปรผกผันกับปริมาณโปรตีนรวม คือ คาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสจะคอยๆ เพิ่มตามเวลา  ในขณะที่ปริมาณโปรตีนลดลงเรื่อยๆ  แสดงวา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเปน PR-proteins  เชนเดียวกับการทดลองของสมปอง      เตชะโตและ
คณะ (1995)   ที่จําแนกแคลลัสเมล็ดออนของยางพาราที่ตานทานตอสารจากเชื้อ Phytophthora 
spp. โดยนําแคลลัสที่ชักนําจากเปลือกหุมเมล็ดมาบมดวยเชื้อ P. botryosa และ P. palmivora 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวยายไปเลี้ยงตอในอาหารเปนเวลา 3 สัปดาห จากนั้นนําไปสกัดและศึกษา
โปรตีนกับเอนไซมเปอรออกซิเดส เพื่อตรวจสอบกลไกการตานทานตอสารจากเชื้อขางตน พบวา 
แคลลัสชุดควบคุมที่ไมบมดวยเชื้อจะปรากฏแถบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 2 แถบ 
สวนในชุดทดลองที่บมดวยเชื้อจะปรากฏ 4-6 แถบ แตเมื่อยอมโปรตีนดวยสี Coomassie blue 
พบวาทั้งกอนและหลังบมดวยเชื้อจะเห็นเพียงแถบเดียวซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ  38,000 
ดาลตัน  ดังนั้นปริมาณโปรตีนรวมไมสามารถบงบอกความแตกตางระหวางแคลลัสที่ตานทานและ
ไมตานทาน  ในขณะที่ไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสมีความเหมาะสมตอการจําแนก
ดังกลาว  เชนเดียวกับผลการทดลองของพันธวศรี  แสงสุวรรณ (2547) พบวาแคลลัสเมล็ดออน
ของยางพาราสองพันธุ มีจํานวนไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสแตกตางกัน โดยแคลลัสพันธุ 
GT1 เมื่อกระตุนดวยซูโอสปอรมีจํานวน 1 ไอโซไซม  สวนแคลลัสพันธุ RRIM600 มี 2 ไอโซไซม
และไมพบการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดควบคุม 
 ซึ่งเมื่อเทียบกบัใบที่แชน้าํจะเริ่มเหน็รอยเจาะเปนจุดสีดําที ่ 12 ชม.  แลวลามไปยัง
เซลลขางเคียงทั่วทั้งใบ แลวเปลี่ยนจากสเีขียวเปนสีเหลืองที ่ 24 ชม. ซึ่งจะเหน็ปฏิกิริยาตางๆ 
เกิดขึ้นภายในเวลา 96 ชม. เมื่อวเิคราะหจากพีคที่ปรากฏในชุดทดลองของพนัธุ RRIM600 จะ
ปรากฏเพียงพคีเดียว ซึ่งนาจะเปนพีคที่เกดิจากการลาม สวนในพนัธุ BPM-24 มี 2 พีค โดยพีค
แรกเกิดจากการเจาะและพคีที่ 2 เกิดจากการลาม  ทาํใหเห็นความแตกตางระหวางพันธุ จากผล
การทดลองของ 2 การทดลองขางตน  ชี้ใหเห็นวาวิธกีารแชใบในน้ําเปนวิธกีารที่รุนแรงกวาการวาง
ใบบนกระดาษกรองชืน้  ทีก่ารเพิม่ข้ึนของคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางทีถ่กู
กระตุนดวยเชือ้รา P. palmivora  เกิดขึน้อยางรวดเร็วเมื่อบมใบยาง 48 ชม. โดยลกัษณะการเจาะ
ของซูโอสปอรจะเริ่มเจาะจากเซลลรอบนอกตรงรอยกรีดของชิ้นใบ และเริ่มเหน็บาดแผลเปนจุดสี
ดําที ่ 24 ชม. แลวลามไปยงัเซลลขางเคียงเห็นเปนรอยไหมสีน้าํตาลขึน้ในชัว่โมงหลงัๆ ซึง่ปฏิกิริยา
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การตอบสนองตอโรคเกิดลาชากวา คือ เร่ิมตนพีคแรกที่ 96 ชม. (ใช o-dianisidine เปนสับสเตรท) 
และที่ 120 ชม. (ใช  guaiacol เปนสับสเตรทแสดงวามกีารสรางลกินนิ) ในขณะทีว่ธิีแชใบในน้าํจะ
เห็นพีคแรกอยูที่ 16 ชัว่โมง และพีคสองอยูที่ 72 ชั่วโมง ซึ่งพีคแรกของวิธกีารแชใบในน้าํเกิดขึ้นเร็ว
มากไมเห็นความแตกตางของ 2 สับสเตรท หรืออาจเปนเพราะวาปฏกิิริยาเกิดขึน้เรว็ไมมีการสราง
ลิกนนิหรือสรางนอย  
 จากการทดลองนี้ก็คาดวาเอนไซมเปอรออกซิเดส นาจะเปนตัวบงชี้ถึงอาการของโรค
ได คือ เมื่อพืชติดเชื้อจะทําใหเกิดโรคอยางชาๆ และเหนี่ยวนําความวองไวของเอนไซม            
เปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน จนถึงขั้นที่เกิดโรครุนแรงแลวเซลลใบตาย  สงผลใหการสรางเอนไซม     
เปอรออกซิเดสคงที่หรือลดลง เชน การทดลองในพริกไทย  ซึ่งรากจะตายอยางรวดเร็วหลังจากถูก
บมดวยเชื้อรา P. capsici  ในขณะที่คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสก็จะเพิ่มข้ึนอยาง
ตอเนื่อง  และปรากฏแถบไอโซไซมใหมซึ่งเกี่ยวของกับการสรางลิกนิน  ในการทดลองเดียวกันนี้
เมื่อบมรากพริกไทยดวยเชื้อรา P. capsici รวมกับ P. illinoisensis KJA-424  ซึ่งเปนเชื้อปฏิปกษ
ตอกัน   พบวารากพริกไทยมีโอกาสรอดตายสูง  สามารถวัดคาความวองไวของเอนไซม            
เปอรออกซิเดสสูงสุดหลังจากบม 5 วัน  หลังจากนั้นคาความวองไวนี้ก็จะลดลง  (Jung et al., 
2004) 
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ตารางที่ 15    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส   (ยนูิต/มล.)        ในสารสกดัใบยางพันธุ  
RRIM600 เมือ่ถูกกระตุนดวยการตัดใบขนาด 1x1 ตร.นิ้ว และซโูอสปอรของเชื้อรา      
P. palmivora     ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร เมื่อใช o-dianisidine 
และ guaiacol เปนสับสเตรท 

 
ชนิดสับสเตรท o-dianisidine x104 guaiacol x103 
เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 2.07+0.59 - 0.06+0.00 - 
24 3.24+0.15 6.44+0.58 0.09+0.02 0.32+0.02 
48 3.49+0.23 7.58+0.53 0.11+0.01 0.63+0.03 
72 4.30+0.20 10.77+1.03 0.18+0.02 0.96+0.09 
96 4.99+0.28 12.94+0.65 0.24+0.07 1.62+0.28 

120 5.41+0.35 12.40+1.22 0.26+0.02 1.84+0.49 
144 7.37+0.39 11.19+0.88 0.27+0.03 1.44+0.16 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่  30   คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดใบยางพันธุ  RRIM600 เมื่อถูก
 กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอ
 มิลลิลิตร  ที่เวลา 24, 48, 72, 96, 120 และ 144  ชัว่โมง  
         ก.  เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท 

 ข.  เมื่อใช guaiacol เปนสบัสเตรท 
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      3.5.2  ผลการศกึษาเอนไซมเปอรออกซิเดส  ในใบยางพาราพันธุ    BPM-24      เมือ่ 
               กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  ความเขมขน 5x107 ซูโอสปอร  
               ตอมิลลลิิตร   
  จากการทดลองในขอ 3.5.1 บมใบยางดวยเชื้อรา P. palmivora  ต้ังแต 0  จนถึง 144 
ชั่วโมง  พบวา  ที่ 144 ชั่วโมง   ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเริ่มลดลงแลว  ฉะนั้นในการ
ทดลองนี้จึงลดระยะเวลาใหเร็วขึ้น เหลือ 120 ชั่วโมง โดยเลือกการตัดใบขนาด 1x1 ตร.นิ้ว และ
วางชิ้นใบยางบนกระดาษกรองชื้นเชนเดียวกับการทดลองขางตน  แตใชความเขมขนของซโูอสปอร
สูงกวา เทากับ 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับพันธุ BPM-24 
กระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงสุดโดยไมทําใหเซลลใบตาย วัดปริมาณโปรตีนรวม
ต้ังแต 0 จนถึง 120 ชั่วโมง พบวามีคาลดลงเรื่อยๆ โดยในชุดควบคุมเร่ิมตนวัดได 8 มิลลิกรัมตอ
กรัมใบยาง แลวลดลงจนเหลือ 3.3 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง สวนในชุดทดลองก็มีคาโปรตีน
ใกลเคียงกัน คือ ที่ 24 ชั่วโมงวัดได 6.2 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง ที่ 48 ชั่วโมงโปรตีน เทากับ 4.7
มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง และชั่วโมงสุดทาย (120 ชั่วโมง) วัดได เทากับ 3.5 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง 
(คาโปรตีนใกลเคียงกับพันธุ RRIM600 ดูไดในผลการทดลอง 3.5.2) และสามารถวัดความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดปริมาณสูงกวาพันธุ RRIM600   ในชุดทดลองคาความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสใหผลเชนเดียวกับพันธุ RRIM600 คือ วัดไดสูงสุดที่ 96 และ 120 ชั่วโมง 
เมื่อใช  o-dianisidine และ guaiacol เปนสับสเตรท  ตามลําดับ (ตารางที่ 16 และรูปที่ 31) โดยใน
พันธุ  BPM-24 มีความวองไวสูงกวาพันธุ RRIM600 ประมาณ 2 เทา ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ 
Breton และคณะ (1997)  พบวา ใบยางพาราที่บมดวยเชื้อรา C. cassiicola  สามารถเหนี่ยวนํา
เอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน โดยตรวจพบในใบยางพันธุตานทาน (GT1) มากกวาพันธุออนแอ 
(PB260) ประมาณ 4 เทา 
 จากการทดลองกอนหนานี้ของพันธวศรี  แสงสุวรรณ (2547)  ไดศึกษาเอนไซม   
เปอรออกซิเดสในแคลลัสเมื่อกระตุนดวยอิลิซิตินและซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  พบวา   
อิลิซิตินกระตุนการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดมากกวาซูโอสปอร เนื่องจากอิลิซิตินเปนสารที่มา
จากเชื้อรามีโมเลกุลขนาดเล็ก  จึงแทรกเขาสูเซลลแคลลัสไดงายกวาการเจาะของซูโอสปอร  และ
การสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสเพื่อตานทานการบุกรุกจากเชื้อโรคก็เปนกลไกหนึ่งในการปองกัน
โรค และสามารถใชปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสบอกระดับความตานทานโรคไดดวย โดยพบวา
แคลลัสพันธุ GT1 (พันธุตานทาน) สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดมากกวาพันธุ RRIM600  (พันธุ
ออนแอ) ประมาณ 6 เทา  เมื่อพิจารณาไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสเฉพาะในพันธุ 
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RRIM600 พบวาไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสและใบยางปรากฏแถบความ
วองไวที่เหมือนกัน 
 นอกจากเอนไซมเปอรออกซิเดสสามารถแยกระดับความตานทานโรคในยาง พาราได
แลว  ในพืชชนิดอื่นก็ทําไดเชนกัน เชน เมล็ดขาวสาลีพันธุตานทาน (Sumai#3 และ wang shui-
bai) ที่ถูกกระตุนดวยเชื้อรา Fusarium graminearum มีการสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงใน
ระยะที่มีการสรางน้ํานม ระยะออกรวง  ระยะสรางแปง และระยะเก็บเกี่ยว ตามลําดับ และมีคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงกวาพันธุออนแอ (Mohamammadi and Kazemi, 
2002) 
 เมื่ อวิ เคราะหความสัมพันธ ระหวางพันธุ ยางกับความวองไวของเอนไซม               
เปอรออกซิเดส  ปริมาณการสะสมสคอพอลิติน และขนาดของรอยไหมจากเชื้อรา P. palmivora  
พบวา ใบยางพันธุตานทานมีลักษณะการลามของเชื้อราชากวาพันธุออนแอ เนื่องจากมีการตาย
ของเซลลรอบบาดแผลที่ถูกเจาะเปนบริเวณที่มีขอบเขตแนนอน  เกิดเปนจุดดําเทานั้น เหลือเซลล
ปกติจํานวนมาก จึงสรางสคอพอลิตินปริมาณสูงกวาจึงยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราไดดีกวา 
(Churngchow and Rattarasarn, 2001)  และเหนี่ยวนําเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน เพื่อสราง
ผนังเซลล    โดยเอนไซมนี้ทําหนาที่โพลิเมอรไรซซินนามิลแอลกอฮอลในขบวนการสังเคราะห
ลิกนิน  (Quiroga et al., 2000)  
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ตารางที่ 16     คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) ในสารสกัดใบยางพันธุ  
 BPM-24 เมื่อถูกกระตุนดวยการตัดใบขนาด 1x1 ตร.นิ้ว และซูโอสปอรของเชื้อรา     
 P. palmivora    ความเขมขน 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  เมื่อใช  o-dianisidine  
 และ  guaiacol   เปนสับสเตรท 

 
ชนิดสับสเตรท o-dianisidine x104 guaiacol x103 
เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 2.35+0.55 - 0.08+0.01 - 
24 6.80+1.10 11.76+1.32 0.19+0.05 0.46+0.09 
48 9.05+0.44 15.07+0.68 0.37+0.02 1.28+0.07 
72 10.48+0.24 22.16+1.22 0.68+0.01 2.74+0.19 
96 13.12+1.78 26.00+0.51 0.62+0.03 3.28+0.07 

120 16.42+1.78 21.35+1.03 1.20+0.12 3.44+0.05 
 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่ 31     คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดใบยางพนัธุ BPM-24 เมื่อถูก
 กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  ความเขมขน 5x107 ซูโอสปอรตอ
 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง  
 ก.  เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท 
 ข.  เมื่อใช guaiacol เปนสบัสเตรท 
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3.6  ผลการศึกษาความแตกตางของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เกิดบาดแผลจากสภาวะ 
      ตางๆ 
      3.6.1  ผลของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่กระตุนดวยบาดแผลจากสภาวะตางๆ 
 เนื่องจากใบยางที่เกิดบาดแผลก็ทําใหคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส
เพิ่มข้ึนได  เชนเดียวกับการกระตุนดวยซูโอสปอร  ผูวิจัยจึงอยากทราบวาเปนไอโซไซมที่ตางกัน
หรือไม  เพราะเอนไซมเปอรออกซิเดสมีหลายไอโซไซมและทําหนาที่ทางชีวภาพตางๆ กัน  ใบยาง
แตละพันธุก็มีจํานวนไอโซไซมของเปอรออกซิเดสตางกัน เพื่อใหไดไอโซไซมเดียวกันและเกี่ยวของ
กับการตานทานโรค จึงตองหาวิธีการกระตุนใบยางใหสังเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสไอโซไซมนี้  
โดยในชุดทดลองมีดวยกัน 3 วิธี คือ ทําใหเกิดบาดแผลจากการตัดใบเปนชิ้นเล็กขนาด 1x1 ตร.นิ้ว  
ทําใหเกิดบาดแผลจากการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 1x1 ตร.นิ้ว รวมกับการบมดวยซูโอสปอรของ
เชื้อรา และจากการบมดวยซูโอสปอรของเชื้อราเพียงอยางเดียว  โดยใชความเขมขน 1x107          
ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร ทั้งสามวิธีใชวิธีการวางชิ้นใบบนกระดาษกรองชื้น เปนเวลา 48 ชม. แลว
เทียบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสกับชุดควบคุมที่ 0 ชม. ซึ่งตัดเก็บใบที่ -20๐C ทันที  
โดยใบยางที่ใชในการทดลองทั้งหมดมาจากกานเดียวกัน  เพื่อลดความแตกตางระหวางใบ   เมื่อ
พิจารณาจากคาโปรตีน พบวา มีคาใกลเคียงกันทั้งในชุดควบคุมและชุดทดลอง โดยชุดควบคุมที่  
0 ชม. เทากับ 5.23 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง สวนในใบยางชุดทดลองที่เกิดบาดแผลจากการตัดใบ
รวมกับการบมดวยซูโอสปอร มีคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เมื่อใช o-dianisidine  
เทากับ  (8.27+1.61) x 104 ยูนิตตอมิลลิลิตร ซึ่งสูงกวาใบที่ถูกตัดหรือบมดวยซูโอสปอรเพียงอยาง
เดียว ประมาณ 2 และ 1.1 เทา  ตามลําดับ (ตารางที่ 17   และรูปที่  32)   แสดงวาการตัดใบหรือ
การบมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora สามารถเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซม           
เปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน  จึงนําสารสกัดใบยางเหลานี้ไปศึกษาความแตกตางของไอโซไซม          
เปอรออกซิเดสตามวิธีในขั้นตอนที่ 3.6.2   และเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เพิ่มข้ึนนาจะทําหนาที่
ซอมแซมบาดแผลโดยนําไปใชในการสรางลิกนิน  ในการทดลองตอไปจึงเลือกใชวิธีการตัดใบ
รวมกับการบมดวยเชื้อรา P. palmivora  เพราะจะไดเปนชุดการทดลองที่เหมาะสมสําหรับ
การศึกษาลิกนินตอไป 
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ตารางที ่ 17  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยนูิต/มล.) x104 ที่กระตุนใบยางพนัธุ
RRIM600 ดวยบาดแผลจากสภาวะตางๆ (ซูโอสปอรความเขมขน 1x107 sp/ml) 
เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท 
 
ลักษณะใบยาง ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
ชุดควบคุม 1.13+0.02 
ตัดใบ 4.01+0.72 

ตัดใบ + ซูโอสปอร 8.27+1.61 
ไมตัดใบ + ซูโอสปอร 7.52+1.29 

     
 (ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 32    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสทีก่ระตุนใบยางพันธุ RRIM600 ดวยบาดแผล
    จากสภาวะตางๆ (ซูโอสปอรความเขมขน 1x107 sp/ml) 
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3.6.2 ผลการศึกษาความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดสที่ถูกกระตุนดวย
บาดแผลจากสภาวะตางๆ  

        จากคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในขอ 3.6.1 เมื่อนําสารสกัดของ
ตัวอยางทั้ง 4 มาทําอิเล็คโตรโฟริซีสแบบไมแปลงสภาพ (native PAGE) แลวยอมดวย                 
o-dianisidine และ guaiacol เปนสับสเตรท พบวาในชุดทดลองที่กระตุนการสราง                      
เปอรออกซิเดสดวยการทําใหเกิดบาดแผลดวยสภาวะตางๆ จะปรากฏแถบความวองไว 3 แถบ (X, 
Y และ Z) เมื่อเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งปรากฏเพียง 2  แถบ (X และ Z) โดยแถบความวองไวที่ถูก
สรางขึ้นใหมนี้เปนแถบที่  2 (Y)   ซึ่งเปนไอโซไซมเดียวกันจากทั้ง 3 ชุดการทดลอง  เห็นไดจาก
ตําแหนงที่ยอมความวองไวติดและความเขมของแถบคาความวองไวก็เปนไปตามผลคาความ
วองไวในขอ 3.6.1  คือ สารสกัดจากใบที่ถูกตัดรวมกับการบมดวยซูโอสปอร มีสีน้ําตาลเขมที่สุด  
รองลงมาเปนใบที่บมดวยซูโอสปอรและตัดอยางเดียว ตามลําดับ (รูปที่ 33)    นอกจากเชื้อรา     
P. palmivora  ก็ยังมีการใชเชื้อราอ่ืนในการกระตุนใหสรางไอโซไซมใหม ๆ เชน ในใบพริกไทยที่บม
ดวยเชื้อ P. capsici เมื่อยอมความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส จะปรากฏ ไอโซไซม 3 แถบ
โดยมี 1 แถบหลัก ขนาดโมเลกุล 53 kDa และ 2 แถบรอง ขนาดโมเลกุล 45 และ 114 kDa  
ในขณะที่เมื่อนําใบพริกไทยมาบมดวยเชื้อ P. capsici รวมกับเชื้อปฏิปกษ คือ Paenibacillus 
illnoisensis  จะปรากฏเพียง 2 แถบ ที่มีขนาดโมเลกุล 53 และ 114 kDa  จึงสรุปวาไอโซไซมของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสขนาดโมเลกุล 45 kDa ถูกเหนี่ยวนําใหสรางขึ้นอยางรวดเร็วเมื่อพริกไทยติด
เชื้อ แสดงวาแถบความวองไวนี้เกี่ยวของกับการปองกันโรค (Jung et al.,2004) 
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   ก.          ข. 
 
            X 
         Y 
    
   Z 
          
         1     2     3     4         1    2    3    4 
 
รูปที่ 33     Native  PAGE  ของเอนไซมเปอรออกซเิดสจากใบยางพาราพนัธุ  RRIM600  ทีก่ระตุน
     ดวยบาดแผลจากสภาวะตางๆ  เปนเวลา  0,  48  ชม.  ดวยวิธีวางบนกระดาษกรองชื้น   
     โดยที่   ก. ยอมดวย o-dianisidine    และ  ข. ยอมดวย  guaiacol   เปนสับสเตรท  
     ไดแก ชองที่ 1 = สารสกดัจากใบยางที ่0 ชม. 

ชองที ่2 = สารสกัดจากใบยางที่ถูกตัดเปนชิ้นขนาด 1x1 นิ้ว  เปนเวลา  48   ชม.
 ชองที ่3 = สารสกัดจากใบยางที่ถูกตัดเปนชิ้นขนาด 1x1 นิ้ว   รวมกับการบมดวย   
      ซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  ความเขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอ     

                 มลิลิลิตร     เปนเวลา 48 ชม. 
ชองที ่4 = สารสกัดจากใบยางที่บมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความ 
     เขมขน 1x107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  เปนเวลา  48  ชม. 

 
3.7  ผลการศึกษาวธิีการทําบรสิุทธิ์เอนไซมเปอรออกซิเดส  จากสารสกัดจากใบยางพารา             
      เพียงบางสวน (partially purify) 

3.7.1 การกาํจัดสีในสารสกัดดวย polyvinylpyrrolidone (PVP) 
 เนื่องจากสารสกัดใบยางทั้งชุดควบคุมและชุดทดลอง มีปญหาเรื่องสีของสารฟนอลิก
ที่บดบังการดูดกลืนแสงในชวงความยาวคลื่น 280 nm ทําใหไมสามารถวัดคาการดูดกลืนแสงที่
แทจริงได  ทางผูวิจัยจึงไดแกปญหาดวยการเติมสาร PVP เพื่อปองกันการเกิดสารฟนอลิก โดยใช
ใบยางชุดทดลองที่ 48 ชั่วโมง และใช PVP ที่ความเขมขนตางๆ ในบัฟเฟอรสกัด ไดแก 5% 10% 
และ 15% พบวา สามารถปองกันการเกิดสีไดเพียงบางสวนเทานั้น และเมื่อวัดความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสโดยใช o-dianisidine เปนสับสเตรท พบวา คาความวองไวเพิ่มข้ึนตาม



96 

เปอรเซ็นตความเขมขนของ PVP ที่ผสมในบัฟเฟอรสกัด คือ มีคาความวองไวสูงสุดที่ 10% เทากับ           
193,805.3 ยูนิต/มล. (ตารางที่ 18 และรูปที่ 34) เนื่องจาก PVP ใชกําจัดสารฟนอลิก  เมื่อเติมลง
ไปแลวทําใหความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน ดังนั้นตัวยับยั้งนาจะเปนสารกลุม      
ฟนอลิก แตเมื่อเพิ่ม PVP 15% กลับทําใหคาความวองไวลดลงเหลือ 132,743.4 ยูนิต/มล. 
เนื่องจากไมไดเอา PVP ออกจากสารสกัดกอนวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ดังนั้น 
PVP ที่ 15% อาจมากเกินไปจนไปจับกับ o-dianisidine (ทําใหความวองไวลดลง) แตสําหรับ 
guaiacol มีความจําเพาะกับ PVP มากกวา o-dianisidine เพราะฉะนั้น PVP เพียง 5% กเ็ร่ิมทาํให
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสลดลง สรุปวาการใช PVP ในสารสกัดใบยางเพื่อกําจัดสีไม
เหมาะสมในการทดลอง จึงควรหาวิธีการใหม นั้นคือ การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตและใชคอลัมน PD-10 ในการทดลองตอไป 
 
ตารางที่ 18    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) จากใบยางพันธุ   RRIM600 

ชุดทดลองที่ 48 ชั่วโมง  เมื่อใช  PVP ที่ความเขมขนตางๆ ในบัฟเฟอรสกัด ไดแก  
5% 10% และ 15%  เมื่อใช o-dianisidine และ guaiacol เปนสับสเตรท 

 
ชนิดสับสเตรท ชุดทดลอง 

ที่ 48 ชม. 
5% PVP 10% PVP 15% PVP 

o-dianisidine 135,398.2 175,221.3 193,805.3 132,743.4 
guaiacol 2,402.3 2,266.9 1,421.1 1,353.4 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 2 การทดลอง) 
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รูปที่ 34    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากใบยางพันธุ   RRIM600  ชุดทดลองที่  48   
               ชั่วโมง  เมื่อใช  PVP  ที่ความเขมขนตางๆ  ในบัฟเฟอรสกัด ไดแก  5%  10% และ 15%   
               เมื่อใช o-dianisidine และ guaiacol เปนสับสเตรท 
 
      3.7.2  ผลการศกึษาวธิีการทําบรสิทุธิ์เอนไซมเปอรออกซิเดส      จากสารสกัดใบยาง 
      พาราพันธุ RRIM600 เพียงบางสวน (partially purify) 

      เนื่องจากสับสเตรทบางตัว ไดแก ascorbate และ coniferyl alcohol ตองวัดคาการ
ดูดกลืนแสงในชวงยูวี และสคอพอลิตินตองวัดตองวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นใกลชวง 
ยูวี ซึ่งสีของสารสกัดอาจจะบดบังคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจึงตองกําจัดสีกอนหา
คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  เชนเดียวกับสารสกัดใบยางพันธุ RRIM600 ชุดควบคุม
ที่เวลา  0 ชั่วโมง มีคาต่ํามาก  ผูวิจัยคาดวาสีเขียวของคลอโรฟลลในสารสกัดอาจรบกวนการวัดคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  จึงตองกําจัดสีดวยวิธีการตางๆ กัน 3 วิธี ไดแก การ
ตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต  การใชคอลัมน PD-10  และการตกตะกอนดวย
เกลือแลวผานคอลัมน PD-10  พบวา หลังผานคอลัมน PD-10 สามารถกําจัดสีไดดีกวาการ
ตกตะกอนโปรตีนอยางเดียว แตกําจัดสีไดนอยกวาการตกตะกอนโปรตีนแลวผานคอลัมน PD-10 
เมื่อวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสกลับใหผลตรงกันขามกัน คือ สารสกัดใบยางที่
ตกตะกอนโปรตีนมีคาใกลเคียงกับการผานคอลัมน PD-10 เพียงอยางเดียวซึ่งมีคาเทากับ 
(5.45+1.19) x 104 กับ (5.73+0.80) x 104 ยูนิต/มล. ตามลําดับ แตใหคามากกวาการตกตะกอน
แลวผานคอลัมน PD-10 ซึ่งมีคาเทากับ (4.76+0.69) x104 ยูนิต/มล. (ตารางที่ 19 และรูปที่ 35)  
เนื่องจากสารสกัดใบยางที่ผานการทําบริสุทธิ์หลายขั้นตอนจะทําใหไดสารที่มีความบริสุทธิ์เพิ่มข้ึน  
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แตสูญเสียโปรตีนไปบางสวน  สงผลใหคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสลดลงดวย  เพื่อ
ลดขั้นตอนที่ยุงยาก  จึงเลือกใชการผานคอลัมน PD-10 อยางเดียว  แตเมื่อทําการทดลองไปสัก
ระยะก็มีปญหาอีกคือคอลัมน PD-10 ที่ผานการใชงาน  2-3 คร้ัง  ใหคาโปรตีนและความวองไวที่
ไมสอดคลองกับสารสกัดเริ่มตน  ดังนั้นในการทดลองที่ตองการเปรียบเทียบหลายตัวอยางก็จะใช
วิธีการตกตะกอนเพียงอยางเดียว 
 
ตารางที ่19   คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  (ยูนิต/มล.) x 104 จากสารสกัดใบยาง
                    พันธุ RRIM600 ที่ 0 ชั่วโมง ที่ผานการทําบริสุทธิ์เพียงบางสวน (partially purify) 

 
ประเภทของตวัอยาง คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส   

     ชุดควบคมุ 0.76+0.04 
ตกตะกอนดวยเกลือความอิม่ตัว 90 % 5.45+1.19 

      PD-10 5.73+0.80 
ตกตะกอนดวยเกลือความอิม่ตัว 90 %+  

     PD-10 
4.76+0.69 

  
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 35  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากสารสกัดใบยางพันธุ RRIM600                    

ที่   0   ชั่วโมง ที่ผานการทําบริสุทธิ์เพียงบางสวน  (partially purify)  
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       3.7.3  การศกึษาตวัยบัยั้งในสารสกัดใบยางเมือ่ผานคอลัมน PD-10  
 โดยปกติแลวในสารสกัดใบยางที่ไมผานการบมดวยเชื้อรา (ชุดควบคุม) จะวัดคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดนอย ไมสามารถวัดอัตราเร็วเริ่มตนใน 1 นาทีแรกของ
ปฏิกิริยาระหวางเอนไซมกับสับสเตรท ตองคํานวณคาความวองไวจากชวงนาทีหลัง ซึ่งตรงกันขาม
กับปฏิกิริยาในสารสกัดใบยางที่ถูกบมดวยเชื้อราและจากการทดลองในขอ 3.7.2 พบวาการกําจัด
สีทําใหคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึนประมาณ 8 เทา   จึงสันนิษฐานวาในชุด
ควบคุมนาจะมีตัวยับยั้งขนาดโมเลกุลเล็กๆ จึงนําสารสกัดนี้มาผานคอลัมน PD-10 แลวเก็บ
สารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จนถึง หลอดที่ 9  รวมสารละลายที่ใหคาการดูดกลืนแสงและคา
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงเขาดวยกัน (fraction 3 และ 4) (รูปที่ 36) แลววัดความ
วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสอีกครั้ง   เมื่อเติม 25 ไมโครลิตรของสารละลายหลอดที่ 7, 8 และ 
9 ผสมอยู  พบวาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสมีคาลดลงเหลือประมาณ 32.4  32.6 
และ 48.3 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (รูปที่ 37) เมื่อเทียบกับชุดที่เติมน้ํากลั่น ซึ่งโดยหลักการของ
คอลัมน PD-10 จะบรรจุ sephadex G-25 สามารถแยกสารที่มีขนาดโมเลกุลในชวง 1,000 – 
5,000    ดาลตัน ทําใหทราบวาตัวยับยั้งนี้เปนสารโมเลกุลเล็กและจากสีเหลืองปนน้ําตาลที่ปรากฏ
ในสารละลายทั้ง 3 หลอด (หลอดที่ 7, 8 และ 9)  และดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร
ไดดี  ดังนั้นตัวยับยั้งที่ปะปนในสารสกัดอาจเปนสารในกลุมฟนอลิกที่มีขนาดโมเลกุลเล็กกวา 
5,000 ดาลตัน 
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รูปที่ 36    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสและคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
   นาโนเมตร    จากสารสกัดใบยางปริมาตร  1  มล.   ที่ผานคอลัมน   PD-10   แลวเก็บ
   สารละลายหลอดละ 1 มล.  (โดยที่   กราฟแทง  :  คาความวองไวของเอนไซม           
   เปอรออกซิเดส เมื่อใช   o-dianisidine   เปนสับสเตรท  และกราฟเสน : คาการดูดกลืน 
   แสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 37    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสของสารละลายหลอดที่  3+4  ที่ถูกยับยั้งดวย 
               สารละลายหลอดที่ 7, 8 และ 9 จากการผานคอลัมน  PD-10 
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3.7.4 ผลการศึกษาความสมัพันธระหวางปรมิาณโปรตีน      และคาความวองไวของ 
         เอนไซมเปอรออกซิเดสกับตัวยบัยั้ง 

 จากวิธีการกําจัดสีของสารสกัดใบยางดวยคอลัมน PD-10 ทําใหทราบวาคอลัมนนี้
สามารถใชแยกตัวยับยั้งที่เปนสารฟนอลิก ทําใหวัดคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่
แทจริงได  เนื่องจากใบยางที่ใชในการทดลองมีทั้งชุดที่ปลอดเชื้อและติดเชื้อ  ซึ่งตองอาศัยความ
พิถีพิถันในการเลือกใบยางมาใช  เพื่อปองกันความแปรปรวนของขอมูล  ดังนั้นเพื่อแกปญหา
เหลานี้จึงคัดเลือกใบยางใหมีลักษณะทางกายภาพและชีวภาพที่ใกลเคียงกันทุกการทดลอง  ทาง
ผูวิจัยจึงพิจารณาปริมาณโปรตีนรวมและคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสของสารสกัด
ใบยางชุดควบคุมที่ 0 (C0) และที่ 48 (C48) ชั่วโมง ทั้งกอนและหลังผานคอลัมน PD-10   เมื่อ
รวบรวมขอมูลจํานวนมาก  พบวา  ปริมาณโปรตีนรวมและคาความวองไวของเอนไซม              
เปอรออกซิเดส มีความสัมพันธกับปริมาณตัวยับยั้งซึ่งเปนสารฟนอลิก และบงบอกไดวาใบยางที่
ใชทดลองอยูในชวงติดเชื้อมากหรือนอย  ซึ่งสามารถแบงใบยางตามสภาพการติดเชื้อได 3 แบบ 
คือ ชวงใบยางปลอดเชื้อ  ชวงกําลังติดเชื้อ  และชวงติดเชื้อเต็มที่   โดยในชวงที่ใบยางปลอดเชื้อ 
พบวา มีปริมาณโปรตีนและคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสต่ํา  ไมวองไวตอการถูก
กระตุน (ถูกกรีด) เมื่อนํามาผานคอลัมน PD-10  แลวคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่
ไดไมแตกตางจากคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดเริ่มตน (crude extract) 
แสดงวาในชวงนี้ไมมีการสรางสารฟนอลิกขึ้น  ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจึงไมถูก
ยับยั้ง   ในการวิจัยครั้งนี้พบใบยางที่ปลอดเช้ือนอยมาก  เนื่องจากใชใบยางจากแปลงทดลองของ
ศูนยวิจัยยางสงขลา ซึ่งปลูกรวมกับแปลงอ่ืนๆ และสภาพอากาศที่แปรปรวน  ทําใหมีการติดเชื้อ   
ดังนั้นใบยางสวนใหญที่ใชจึงติดเชื้อจากธรรมชาติอยูแลว  แตกอนทดลองตองเลือกใชใบที่อยูใน
สภาพปกติ ไมมีบาดแผลหรือรอยกัดจากแมลง เมื่อพิจารณาใบยางที่อยูในชวงที่กําลังติดเชื้อ 
พบวา ปริมาณโปรตีนรวมมีคาปานกลาง (ไมเกิน  10 มิลลิกรัมตอกรัมใบยาง)  เอนไซม           
เปอรออกซิเดสมีความวองไวมาก ซึ่งสามารถวัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เพิ่มข้ึน
หลังจากถูกกระตุนหรือผานคอลัมน PD-10  เชน ในสารสกัดใบยางพันธุ RRIM600  ชุด C0 วัด
ปริมาณโปรตีนได 7.69 มก./กรัมใบยาง  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เทากับ      
0.14 x 104 ยูนิต/มล. และที่  C48เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว เทากับ 5.52 x 104 ยูนิต/มล. คิดเปน  40 เทา
จากสารสกัดเริ่มตน  หลังผานคอลัมน PD-10 พบวา ปริมาณโปรตีนรวมลดลง  แตความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสกลับเพิ่มข้ึน โดยชุด C0 และ C48 เพิ่มข้ึน 38 และ 1.9 เทาจากสารสกัด
เร่ิมตน  ตามลําดับ  จะเห็นวาหลังผานคอลัมน PD-10  คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส
ในชุด C0 เพิ่มสูงกวาชุด C48  แสดงวา C0 ที่เก็บมาก็มีตัวยับยั้ง เมื่อกระตุนโดยการกรีด (C48) ก็มี
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ตัวยับยั้งเพิ่มข้ึนใกลเคียงกับตัวยับยั้งในธรรมชาติ ซึ่งก็ชี้ใหเห็นวาใบยางในชวงที่กําลังติดเชื้อ มี
การสะสมสารฟนอลิก(ตัวยับยั้ง)   และสามารถวัดปริมาณตัวยับยั้งไดจากปริมาณเอนไซม      
เปอรออกซิเดสที่หายไปดังสมการตอไปนี้ 
 ปริมาณ POD ที่หายไป  = ปริมาณ POD ที่ถูกจับดวยตัวยับยั้ง 
                   =  POD (หลังผานคอลัมน PD-10) – POD (crude extract)  
 โดยที่ POD คือ คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส 
ในชุด C0 และ C48 พบวา คา POD ที่ถูกจับดวยตัวยับยั้ง มีคาเทากับ 5.17 x 104 และ 5.10 x 104     
ยูนิต/มล.  ตามลําดับ ซึ่งเปนการแสดงปริมาณตัวยับยั้งที่มีในสารสกัดใบยางไดดวย 
 ในกรณีที่ใบยางติดเชื้อเต็มที่จนสามารถปรับตัวไดแลว  มีปริมาณโปรตีนสูงมาก 
(มากกวา 10 มก./กรัมใบยาง) สวนคา POD กอนและหลังผาน PD-10 มีคาไมตางกันมาก 
เนื่องจากในชวงนี้มีตัวยับยั้งนอยลง  เพราะสารฟนอลิกถูกเปลี่ยนไปอยูในรูปแบบ (form) อ่ืน โดย
เอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดสจะออกซิไดซสารฟนอลิก (เปนพิษตอเซลลพืชดวย) เปนสาร            
โพลีฟนอล  ซึ่งไมใชตัวยับยั้งของเอนไซมเปอรออกซิเดสอีกตอไป  ดังนั้นจะสังเกตไดวาใบยางที่ถูก
กระตุนใหอยูในสภาพติดเชื้อจึงมีตัวยับยั้งลดลง เชน ในสารสกัดใบยางชุด C0 วัดโปรตีนได 17.8 
มก./กรัมใบยาง มีคา POD เทากับ 11.55 x 104 ยูนิต/มล. เมื่อนํามากระตุนดวยการตัดใบที่ 48 
ชั่วโมง (C48) สามารถเหนี่ยวนําเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน เทากับ 21.08 x 104 ยูนิต/มล. หลัง
ผานคอลัมน PD-10 พบวา ชุด C0 มีคา POD ลดลงเหลือ 8.26 x 104 ยูนิต/มล. และชุด C48 มีคา 
POD เพิ่มข้ึนเพียงเล็กนอย เทากับ 21.77 x 104 ยูนิต/มล. ซึ่งคา POD กอนและหลังผานคอลัมน 
PD-10 มีคาใกลเคียงกันมาก  ถือวาใบยางในชวงติดเชื้อเต็มที่มีตัวยับยั้งนอยมาก (ขอมูลแสดงใน
ตารางที่ 20) 
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ตารางที่  20   ความสัมพันธ ระหวางปริมาณโปรตีนและคาความวองไวของเอนไซม         
 เปอรออกซิเดสกับตัวยับยั้งในสารสกัดใบยางพันธุ RRIM600 ชุดควบคุมที่ 0 และ     
 48 ชั่วโมง โดยใช o-dianisidine เปนสับสเตรทในการวัดคาความวองไวของ
 เอนไซมเปอรออกซิเดส 

 
กอนผานคอลมัน PD-10 หลังผานคอลมัน PD-10 POD ที่ถูก

จับดวยตัว
ยับยั้ง 

สภาพ
ใบยาง 

ปริมาณโปรตีน 
(มก./กรัมใบ

ยาง) 

POD  
(ยูนิต/มล.) 

x104 

ปริมาณโปรตีน 
(มก./กรัมใบ

ยาง) 

POD 
(ยูนิต/มล.) 

x104 

(ยูนิต/มล.)  
x 104 

ชั่วโมง 0 48 0 48 0 48 0 48 0 48 
กําลัง
ติดเชื้อ 

7.69 6.23 0.14 5.52 4.88 3.23 5.31 10.62 5.17 5.10 

ติดเชื้อ
เต็มที ่

17.8 8.99 11.55 21.08 4.59 4.57 8.26 21.77 - 0.69 

 
3.7.5 ผลเปรียบเทยีบความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส      เมื่อใชสับสเตรท  
         ตางๆ กัน ไดแก o-dianisidine  guaiacol  coniferyl alcohol  และ ascorbate ใน  
         สารสกัดที่ผานคอลัมน  

 การวัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส    โดยใชสับสเตรทที่ตองวัดคาการ
ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาในชวงยูวี คือความยาวคลื่นระหวาง 100-380 นาโนเมตร เชน coniferyl 
alcohol ที่วัดคาการดูดกลืนแสงลดลงที่ความยาวคลื่น 262 นาโนเมตร  ตองใชสารตัวอยางที่ไมมี
สี เพราะสีอาจรบกวนคาการดูดกลืนแสงที่แทจริง จึงตองกําจัดสีโดยผานคอลัมน PD-10 ซึ่ง
คอลัมนนี้สามารถกําจัดทั้งสีและตัวยับยั้งพวกฟนอลิก (ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 nm) ที่มี
ขนาดโมเลกุลเล็กออกได (ดังผลการทดลองขอ 3.7.1 และ 3.7.2 ) ทําใหสารตัวอยางที่ไดใส
ปราศจากสี สามารถเปรียบเทียบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เมื่อใชสับสเตรทตางๆ 
ไดแก o-dianisidine  guaiacol  coniferyl alcohol และ ascorbate   ในชุดควบคุมที่ 0 ชั่วโมง 
และชุดทดลองที่กระตุนใบยางพันธุ RRIM600 ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความ
เขมขน 1x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 21)  มีอัตราการเพิ่มคาความ
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วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลังจากผานคอลัมน PD-10 ไมคงที่ข้ึนอยูกับวามีปริมาณตัว
ยับยั้งในใบยางมากหรือนอยเพียงใด  จากการทดลองที่ผานมาก็พอสรุปไดวา ถาคาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลังผานคอลัมน   PD-10 สูงขึ้น แสดงวาใบยางเริ่มติดเชื้อในธรรมชาติ  
มีการสะสมสารฟนอลิก  ซึ่งทําหนาที่ตานทานการบุกรุกของเชื้อโรค  แตจะยับยั้งความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสดวย  เมื่อนํามาผานคอลัมน PD-10 ก็สามารถกําจัดออกได แตถาคาความ
วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสหลังผานคอลัมน PD-10 ลดลง ก็แสดงวาใบยางสะอาดไมมีตัว
ยับยั้งสะสมอยู เพราะเอนไซมเปอรออกซิเดสจะสูญเสียไปบางสวนเมื่อผานคอลัมน PD-10  
นอกจากนี้ยังตองพิจารณาปจจัยอื่นๆ  ดวย เชน ปริมาณโปรตีนรวม  ตองมีคาต่ํา รวมถึงลักษณะ
ใบยางตองอยูในสภาพปกติและมีตัวยับยั้งคอนขางสูง   ใบยางสวนใหญที่ใชในการทดลองอยูใน
กรณีแรก คือ ปริมาณโปรตีนรวมคอนขางสูง แตสภาพใบปกติ ในการเปรียบเทียบคาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสดวยสับสเตรทชนิดตางๆ กัน ผูวิจัยเลือกสารสกัดที่ผานคอลัมน PD-10  
มาใช  พบวา o-dianisidine สามารถวัดความวองไวไดสูงสุด  เพราะสับสเตรทนี้วัดปริมาณความ
วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ทําหนาที่ทั่วไปทั้งหมด  รองลงมาคือ coniferyl alcohol 
ตามลําดับ ที่สามารถวัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสเฉพาะหนาที่ที่เกี่ยวของกับสราง
ลิกนิน  สวน guaiacol ก็เกี่ยวของกับการสรางลิกนินเชนกัน  แตตองศึกษาประกอบกับเอนไซม
อ่ืนๆ ดวย  จากรายงานของ Geiger และคณะ (1989) ที่กระตุนใบยางดวยเชื้อรา Rigidoporus 
lignosus ที่ทําใหโรครากเนาในยางพารา  เหนี่ยวนําเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน  เมื่อใช 
guaiacol เปนสับสเตรท โดยปฏิกิริยาที่เพิ่มข้ึนนี้  แสดงวาเนื้อเยื่อของยางพารามีการตอบสนอง
ตอเชื้อรา  สวนการทดลอง Grisebach และคณะ (1977) กับ Gross และคณะ (1977) กลาววา 
guaiacol และ coniferyl alcohol) ที่เซลลพืชใชเปนสับสเตรทในปฏิกิริยาโพลิเมอรไรซไปเปน
ลิกนิน  ซึ่งเกี่ยวของกับกลไกการปองกันตัวเองของพืชอาศัย   ดังนั้น coniferyl alcohol และ 
guaiacol จึงทําหนาที่ในการสรางลิกนิน  สวน ascorbate ไมถูกออกซิไดซดวยเอนไซม          
เปอรออกซิเดส  จึงไมสามารถหาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เนื่องจากเอนไซม     
เปอรออกซิเดสจากใบยางพาราทั้งชุดควบคุมและชุดทดลองไมสามารถใช ascorbate เปน
สับสเตรทได เพราะวิธีการสกัดอาจไมเหมาะสมทําใหไมสามารถสกัด ascorbate เปอรออกซิเดส 
ออกจากเซลลได  แตการทดลองของ Papadakis และคณะ (2001) เอนไซมเปอรออกซิเดสจาก
สารสกัดใบองุนสามารถใช ascorbate เปนสับสเตรทในการจํากัด H2O2 ออกจากเซลลได  เพราะ
ในการสังเคราะหแสงของพืชจะเกิดการสะสม active oxygen species รวมถึง H2O2 ที่เปนพิษตอ
เซลลพืช  ดังนั้นจึงกําจัด H2O2 โดยเอนไซมเปอรออกซิเดสจะทําหนาที่ออกซิไดซสารประกอบ      
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ฟนอล  เพื่อเปลี่ยน H2O2 เปนน้ํา  และเกิดอนุมูลอิสระของสารประกอบฟนอล ที่พรอมจะทํา
ปฏิกิริยากับ ascorbate เกิดเปนอนุมูลอิสระของ monodehydroascorbate แลวเกิดการโพลิเมอร
ไรซกัน จนได dehydroascorbic acid และ ascorbate ซึ่งพรอมจะเกิดปฏิกิริยากําจัด H2O2 ตอไป 
(Perez  et al., 2002) 
 
ตารางที่ 21    ผลการเปรยีบเทียบความวองไวของเอนไซมเปอรออกซเิดส (ยูนิต/มล.) x 104 เมื่อใช

สับสเตรทตางๆ กัน ไดแก o-dianisidine  guaiacol และ coniferyl alcohol ในสาร
สกัดที่ผานคอลัมน PD-10 

 
ชนิดของสับสเตรท o-dianisidine guaiacol coniferyl alcohol 
ชุดควบคุมที่ 0 ชม. 6.05 0.17 0.71 
ชุดทดลองที ่48 ชม. 16.14 0.23 1.63 

 
 
3.8 ผลการเปรียบเทียบการสังเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยาง 5 พันธุ ที่ถกู     

กระตุนดวยการตัดใบ 
 3.8.1  ผลการเปรียบเทยีบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางพันธุ 
          BPM-24, PB235, RRIT251 และ RRIM600 ที่ถูกกระตุนดวยการตัดใบ 
         ในการเปรียบเทียบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส     ในใบยางพนัธุตางๆ   
ไดแก BPM-24, PB235, RRIT251 และ RRIM600 จะใชวิธีการกระตุนเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย
การตัดเทานั้น (ขนาด 1x1 ตร.นิ้ว วางชิ้นใบบนกระดาษกรองชื้น  แลวเก็บตัวอยางที่เวลา 24, 48 
และ 72 ชั่วโมง)  เนื่องจากการบมใบยางดวยซูโอสปอรจะตองใชความเขมขนที่เหมาะสมในแตละ
พันธุอยางละเอียดจึงจะสามารถบอกระดับความตานทานในการปองกันโรคได  ดังนั้นเพื่อลด
ปญหาความแตกตางของสิ่งขีดขวางทางกายภาพ (physical barrier) ระหวางพันธุจึงเลือกใช
วิธีการตัดใบอยางเดียว  ผลการทดลองพบวาในสารสกัดใบยางเริ่มตน (crude extract) มีระดับ
ความเขมของสี (สีเขียว) ไมเทากัน จึงทําใหคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่วัดไดมีคา
คลาดเคลื่อนจากคาจริง   ทําใหไมสามารถเปรียบเทียบขอมูลกันได  จึงตกตะกอนโปรตีนดวยเกลอื
แอมโมเนียมซัลเฟต ที่ความอิ่มตัว 90% เพื่อกําจัดตัวยับยั้งออกไปกอน  สามารถสรุปผลการ
ทดลองเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ไดแก พันธุ BPM-24 และ PB235  กลุมที่ 2 ไดแก พันธุ RRIT251 
และ RRIM600 โดยกลุมที่ 1 เปนกลุมพันธุตานทาน   สังเกตไดจากเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ 
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กระตุนไดมีคาความวองไวสูงกวากลุมที่ 2 ประมาณสามเทา (ตารางที่ 22  รูปที่ 38)  ซึ่งก็
สอดคลองกับการทดลองของ Breton และคณะ (1997) แสดงใหเห็นวาพันธุตานทานมีอัตราการ
สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสไดสูงกวาพันธุออนแอ  
 แตผลการทดลองภายในกลุมเดียวกันไมสามารถนํามาใชในการจัดเรียงลําดับ   เพื่อ
แยกระดับความตานทานได   เนื่องจากพันธุ PB235 มีการติดเชื้อในสภาพธรรมชาติ (ใบยางเปน
จุดสีเหลือง) จึงเหนี่ยวนําใหสังเคราะหเอนไซมเปอรออกซิเดสสูง   เมื่อใบยางถูกตัดซ้ําอีกครั้งก็ทํา
ใหเกิดบาดแผลก็ยิ่งเพิ่มส่ิงกระตุนใหผลิตเอนไซมเปอรออกซิเดสสูงขึ้น  ดังนั้นในการวิจัยนี้จึงไม
สามารถแยกระดับความแตกตางภายในกลุมได  ซึ่งโดยหลักการพันธุ BPM-24 (ตานทานมาก) 
นาจะสรางเอนไซมไดสูงกวาพันธุ PB235  ซึ่งเปนพันธุคอนขางตานทาน  และความวองไวของ
เอนไซมเปอรออกซิเดสในพันธุ RRIT251 ซึ่งเปนพันธุตานทานปานกลาง มีคาสูงกวาพันธุ RRIM 
600 ที่เปนพันธุออนแอ 
 
ตารางที่  22    ผลการเปรียบเทียบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) x 104 ใน
          ใบยางพันธุ BPM-24, PB235, RRIT251 และ RRIM600  ที่ถูกกระตุนดวยการตัด
          ใบที่ผานการตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ความอิ่มตัว 90% 

 
พันธุยาง / เวลา (ชม.) 0 24 48 72 

BPM-24 3.29+1.23 7.79+0.43 12.24+1.86 18.94+2.92 
PB235 3.17+2.37 8.04+2.39 12.76+3.46 17.52+1.91 

RRIT251 1.12+0.83 4.30+2.04   4.84+2.44   5.28+3.39 
RRIM600 1.05+0.12 1.91+0.61   2.91+0.72   3.39+0.37 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
 
 
 
 
 
 



107 

0

5

10

15

20

25

0 24 48 72 เวลา (ช่ัวโมง)

คา
คว
าม
วอ
งไว

ขอ
งเอ

นไซ
ม

เปอ
รอ
อก

ซิเด
ส (ยู

นิต
/มล

.) x
 10

,00
0 BPM-24

PB235

RRIT251

RRIM600

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 38    ผลการเปรียบเทยีบคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซเิดส  ในใบยางพนัธุ  BPM-24,  
               PB235,  RRIT251  และ  RRIM600   ที่ถูกกระตุนดวยการตัดใบ    ที่ผานการตกตะกอน 
               โปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ความอิ่มตัว 90% 

 
3.8.2 ผลความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดสในใบยางพนัธุ BPM-24, PB235, 
         RRIT 251 และ  RRIM600 ที่ถกูกระตุนดวยการตัดใบ 

  เมื่อพิจารณาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  จากใบยางพาราทั้งสี่พันธุที่
กระตุนดวยการตัดใบเปนชิ้นสี่เหลี่ยมขนาด 1x1 ตารางนิ้ว แลววางใบบนกระดาษกรองชื้นดังเชน
ในขอที่ 3.5.1  สามารถแบงความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดสไดเปน 2 กลุม คือ กลุมพันธุ
ตานทาน ไดแก พันธุ BPM-24 กับ PB235 วัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสไดในปริมาณ
สูงกวากลุมที่สอง  ซึ่งเปนกลุมพันธุออนแอ ไดแก พันธุ RRIT251 กับ RRIM600 ประมาณ 2-3 เทา
เมื่อนํามาตรวจความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดส ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสแบบไมแปลง
สภาพ (native PAGE) แลวยอมความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสดวย o-dianisidine และ 
guaiacol  พบ 2  ไอโซไซม (ไอโซไซม X และ Y)  ในชุดควบคุม   และ 3 ไอโซไซม  (ไอโซไซม X, Y 
และ Z) ในชุดทดลองมีไอโซไซม X เทานั้น ที่แตกตางระหวาง 2 กลุม กลาวคือไอโซไซม X ในกลุม
พันธุตานทานจะปรากฏแถบความวองไวในตําแหนงที่สูงกวากลุมพันธุออนแอ (รูปที่ 39) เพื่อแยก
ความแตกตางของไอโซไซมนี้จึงเรียกไอโซไซม X ของพันธุตานทานวา ไอโซไซม X1 และพันธุ
ออนแอ เรียกวา ไอโซไซม X2  เชนเดียวกับผลการทดลองของพันธวศรี  แสงสุวรรณ (2547) พบวา
เอนไซมเปอรออกซิเดสในแคลลัสเมล็ดออนของยางพารา  ปรากฏทั้งไอโซไซม X และ Y ในแคลลัส
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พันธุ RRIM600 แตไมสามารถอธิบายไดวาไอโซไซม X จากแคลลัสตรงกับไอโซไซม X1 หรือ X2 ใน
ใบยางหรือไม   
 สวนวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสแบบแปลงสภาพ  (SDS-PAGE)  ใหผลการทดลองเหมือน กับ
วิธี native PAGE  ซึ่งใหผลสอดคลองกับพัชรากร  รัตนภูมิ  (2543) แตไมปรากฏไอโซไซม Z 
เนื่องจากกอนยอมเจลตองชะ SDS ออกกอน  จึงทําใหไอโซไซม Z ซึ่งมีความวองไวของเอนไซม
เปอรออกซิเดสนอย จึงเห็นแถบจางมากและเกือบมองไมเห็น จากทั้งสองวิธีขางตนจะพบไอโซไซม
ที่เหมือนกันทั้ง 4 พันธุ  แตไมพบไอโซไซม Y ในชุดควบคุม  แสดงวาไอโซไซม Y เปนเอนไซม    
เปอรออกซิเดสที่เกี่ยวของกับการตานทานโรค ดังนั้นนาจะใชเอนไซมเปอรออกซิเดสเปนตัวบงชี้
ความแตกตางระหวางพันธุในพืชชนิดอื่นดวย เชน  ในตนออนของ pearl millet  ที่แยกความ
ตานทานตอโรคราแปง (downy mildew) ดวยวิธี isoelectric focusing (IEF) พบ 22 ไอโซไซม ใน
พันธุตานทาน และ 12 ไอโซไซม ในพันธุออนแอ (Shivakumar et al., 2003)  สวนตน fox-tail 
millet ที่ถูกกระตุนใหสรางเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึนในสภาวะกดดันของโซเดียมคลอไรด  โดย
พันธุ Prasad ซึ่งเปนพันธุตานทาน  และพันธุ Lepalshi ซึ่งเปนพันธุออนแอตอเกลือ พบ 5 และ 4        
ไอโซไซม ตามลําดับ   จากการศึกษาความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดสดวยวิธี        
อิเล็กโตรโฟริซีส ไดมีการนํามาพัฒนาและประยุกตใชในการประเมินความแตกตางของสายพันธุ
พืชดวย เชน การจําแนกพันธุ Lansium domesticum Correa. คือ ลองกอง  ลางสาด  และลูกู 
จากสารสกัดใบ พบวา เอนไซมเปอรออกซิเดสสามารถแยกความแตกตางระหวางพันธุไดดีที่สุด                  
(วันทนา  นวรังสรรค, 2538) 
 จากการเลือกใชวิธีการสกัดใบยางดวยบัฟเฟอร 0.1 M Tris-HCl, pH 7.5 สามารถ
สกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสจากไซโทซอล  ชนิดแอนไอออนิก ซึ่งยืนยันผลไดโดยการทํา       
อิเล็กโตรโฟริซีสแบบไมแปลงสภาพ (native PAGE) ในอิเล็กโตรดบัฟเฟอร pH 8.3  ซึ่งสอดคลอง
กับการทดลองของพัชรากร  รัตนภูมี (2543) ที่ใชวิธีการสกัดแบบเดียวกัน ทํา native PAGE และ 
SDS-PAGE  ที่สภาวะเดียวกัน  โดยกอนทําใหบริสุทธิ์มีเปอรออกซิเดส 5 ไอโซไซม และหลังจาก
ผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยขั้นตอนของ DEAE-Sephacel จะเหลือ  2 หรือ 3  ไอโซไซม ซึ่งสามารถ
ยอมโปรตีนและคาความวองไวได 3 แถบ ใน native PAGE  มีน้ําหนักโมเลกุล 85,000  125,000 
และ 140,000 ดาลตัน  ซึ่งจํานวนไอโซไซมของเปอรออกซิเดสก็สอดคลองกับการทดลองนี้ ที่ได 2 
ไอโซไซมและจากชุดควบคุมและ 3 ไอโซไซมจากชุดทดลอง รวมทั้งน้ําหนักโมเลกุลก็มีคาใกลเคียง
กัน โดยความแตกตางของไอโซไซมเปอรออกซิเดสในการทดลองแตละครั้ง อาจจะเปนเพราะ
ส่ิงแวดลอมของสถานที่ปลูกยาง ชวงเวลา สภาพอากาศ และฤดูกาลที่ตางกัน (Baier et al.,1993)   
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ก็อาจจะมีผลตอสมบัติทางชีวภาพของใบยางพาราได  
 นอกจากนี้ยังมีเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ตกตะกอนระหวางรอยตอของเจลสวน 
stacking และ separating ซึ่งยอมติดสีดวย  อาจจะเปนเอนไซมเปอรออกซิเดสชนิดเบสิก  ทั้งนี้
เนื่องจากเจลสวน stacking มี pH 6.8 จึงสงผลทําใหโปรตีนและเอนไซมเปอรออกซิเดสในกลุม
เบสิกไมสามารถเคลื่อนที่ลงมาใน separating (pH 8.8) ได  จึงคางที่รอยตอระหวางเจลทั้งสอง 
 
 

 
  669 
  440             X1 
  232             X2 
  140             Y 
               Z 
            66 
      M       1   2   3    4      5   6    7   8 

 
 
รูปที่ 39     Native   PAGE   ของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากใบยางพาราพันธุ  BPM-24,  PB235, 
     RRIT251 และ RRIM600 ที่กระตุนดวยการตัดใบ แลววางบนกระดาษกรองชืน้ 48 ชม.
     โดยที่   
 ชองที ่1    =  สารละลายโปรตีนมาตรฐานชนิด  HMW   ไดแก   thyroglobulin                                  

  (MW 669 กิโลดาลตัน),  ferritin (MW 440 กิโลดาลตนั), catalase (MW  
  232  กิโลดาลตัน),  lactase dehydrogenase  (140  กิโลดาลตัน)  และ 
  albumin  (66 กิโลดาลตัน) 

 ชองที ่2-4  =  สารสกัดจากใบยางพนัธุ  BPM-24, PB235, RRIT251  และ  RRIM600 
   ตามลําดับ ยอมเจลดวย o-dianisidine  

 ชองที ่5-8  =  สารสกัดจากใบยางพนัธุ  BPM-24, PB235, RRIT251 และ RRIM600     
   ตามลําดับ ยอมเจลดวย guaiacol  
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3.9   ผลการทําบริสุทธิ์เฉพาะไอโซไซมของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการตานทานโรคยาง 
พาราพันธุ RRIM600 

       3.9.1  ผลการวัดปริมาณเอนไซมเปอรออกซิเดสเฉพาะไอโซไซมที่เกี่ยวของกับการ                    
       ตานทานโรคของยางพาราพันธุ RRIM600 
         หลังจากบดแผนเจลสวนที่มีเอนไซมเปอรออกซิเดสในบัฟเฟอรแลว  นําสวนใสที่ได  
ไปตรวจวัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสกอนนําไปตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธี 
อิเล็กโตรโฟริซีส โดยใช o-dianisidine เปนสับสเตรท พบวาในชุดทดลองที่ 48 ชั่วโมง กอนทํา 
อิเล็กโตรโฟริซีสมีคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส เทากับ 249,557.52 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
หลังบดเจล มีคาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสรวม เทากับ 27,876.11 ยูนิตตอมิลลิลิตร 
โดยแยกเปนคาความวองไวของไอโซไซมแถบบน (ไอโซไซม X) เทากับ 11,469.03 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร และคาความวองไวของไอโซไซมแถบลาง (ไอโซไซม Y) เทากับ 16,407.08 ยูนิตตอ
มิลลิลิตร (ผลการทดลองในตารางที่  23)  จะเห็นไดวาหลังบดเจลคาความวองไวของเอนไซม               
เปอรออกซิเดสหายไปประมาณ 89 เปอรเซนต ซึ่งก็แสดงใหเห็นวา  วิธีการทําบริสุทธิ์แบบนี้ยังไม
เหมาะสมในการทําการทดลองตอไป ในขณะนี้เพื่อความสะดวกและรวดเร็ว  จึงใชวิธีการศึกษา
ความจําเพาะเจาะจงตอสับสเตรทของเอนไซมเปอรออกซิเดส  โดยไมตองทําใหบริสุทธิ์ 
 
ตารางที่ 23    คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส (ยูนิต/มล.) จากสารสกัดใบยางพารา

พันธุ RRIM600 ที่ผานการทําบริสุทธิ์ดวยวิธีการสกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสจาก
แผนเจล เมื่อใช o-dianisidine เปนสับสเตรท 

 
กอนทําบริสุทธิ์ หลังทําบริสุทธิ์ 

ชุดควบคุม  0 ชม. ชุดทดลอง 
48 ชม. 

ชุดควบคุม 0 ชม. 
(ไอโซไซม X) 

ชุดทดลอง 
ที่ 48 ชม. 

(ไอโซไซม X) 

ชุดทดลอง 
ที่ 48 ชม. 

(ไอโซไซม Y) 
64,778.46 249,557.52 8,920.35 11,469.03 16,407.08 
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3.9.2 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของไอโซไซมเปอรออกซิเดส    ที่เกี่ยวของกบั
การตานทานโรคของใบยางพาราพันธุ RRIM600 ดวยวธิีอิเลก็โตรโฟริซีสแบบ 
native PAGE และ SDS-PAGE 

  เพื่อยนืยนัความบริสุทธิ์ของไอโซไซมเปอรออกซิเดส ที่เกี่ยวของกับการตานทานโรค
ในสารสกัดใบยางพนัธุ RRIM600  โดยนาํสารละลายตวัอยางที่ผานการทําบริสุทธิ์ดวยวธิีสกัดจาก
แผนเจลในขอ 2.10.5   มาตรวจสอบความบริสุทธิ์ดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซีสแบบ native PAGE และ
แบบ SDS-PAGE พบวา ไอโซไซม X (แถบบน) และไอโซไซม Y (แถบลาง) สามารถแยกออกจาก
กันไดชัดเจน เมื่อยอมไอโซไซมเปอรออกซเิดสดวย o-dianisidine โดยลักษณะของแถบที่ปรากฏ
ในวิธ ี native PAGE และ SDS-PAGE มีความเหมือนกนั เพียงแตความเขมของแถบในวิธ ี SDS-
PAGE จะจางกวา เนื่องจากขั้นตอนการยอมความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสตองผานการ
ลางเจลเพื่อชะลาง SDS ออก ทาํใหความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสบางสวนหลุดออกไป   
ในชองที่ 1 และ 2 เปนสารสกัดของชุดควบคุมที่ 0 ชั่วโมง และชุดทดลองที่ 48 ชัว่โมง ตามลาํดับ 
(รูปที่ 40)  ซึง่ในชองที ่ 1 จะปรากฏเพยีงไอโซไซม X เทานั้น  เมื่อใบยางถูกกระตุนดวยซโูอสปอร
ของเชื้อรา P. palmivora  กจ็ะปรากฏไอโซไซม Y อีกหนึ่งแถบ   สวนในชองที่ 5-8 เปนไอโซไซมที่
ผานการทาํบริสุทธิ์แลว  จะเห็นไอโซไซม X ในชอง 1, 3, 5 และ 7 ซึ่งเปนไอโซไซมที่ใบยางพารามี
อยูแลวในธรรมชาติ  และจะปรากฏไอโซไซม Y ในชองที่ 2, 4, 6 และ 8 ซึ่งเปนไอโซไซมที่ถูก
กระตุนดวยบาดแผลจากการตัดและดวยการบมดวยซูโอสปอร  ไอโซไซมนี้เปนไอโซไซมเดียวกนัทั้ง
ในพนัธุ RRIM600 และ BPM-24 (ไมแสดงผลของใบยางพนัธุ BPM-24) เพราะปรากฏแถบคา
ความวองไวดงักลาวที่ตําแหนงเดียวกนั  
 นอกจากเชื้อรา P. palmivora แลว ก็ยังมีเชื้อราอ่ืนดวยที่สามารถกระตุนใหสราง           
ไอโซไซมใหมๆ  เชน ในพริกไทยที่บมดวยเชื้อรา P. capsici เมื่อยอมความวองไวของเอนไซม   
เปอรออกซิเดสดวย guaiacol จะปรากฏ 3 ไอโซไซม โดยมีไอโซไซมหลักเพียงแถบเดียวทีม่ีน้าํหนกั
โมเลกุล  53  กิโลดาลตนั และ 2 ไอโซไซมรองที่มนี้าํหนักโมเลกุล 45 และ 114 กิโลดาลตัน 
ในขณะที่ชุดควบคุมจะปรากฏเพียง 2 ไอโซไซม มนี้ําหนักโมเลกุล 53, 114 กิโลดาลตัน   จึงสรุปได
วาไอโซไซมของเอนไซมเปอรออกซิเดส ขนาดโมเลกุล 45 กิโลดาลตัน ถกูเหนี่ยวนาํใหสรางขึน้
อยางรวดเร็วเมื่อพริกไทยตดิเชื้อ  แสดงวาไอโซไซมนี้เกีย่วของกับการปองโรค (Jung et al., 2004) 
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        X 
            Y 
           
                              Z 
        
        1     2      3     4      5     6      7     8   
 
 
รูปที่ 40  Native PAGE และ SDS-PAGE ของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากใบยางพาราพนัธุ 

RRIM600 ที่กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  เปนเวลา 48 ชั่วโมง ดวย
วิธีวางบนกระดาษกรองชืน้ ยอมดวย o-dianisidine เปนสับสเตรท  โดยที ่

 ชองที ่1-4   สารตัวอยางกอนทาํบริสุทธิ ์   ชองที่ 5-8    สารตัวอยางหลังทาํใหบริสุทธิ์ 
ชองที ่1, 2   =   native PAGE ของสารสกัดจากใบยางชุดควบคุมที่ 0 ชั่วโมง  และใบ
ยางชุดทดลองที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora เปนเวลา 48 
ชั่วโมง ตามลาํดับ 
ชองที ่3, 4    =   สารสกัดเดียวกับชอง 1, 2 แตเปน SDS-PAGE 
ชองที ่5, 6   =    native PAGE ของไอโซไซม X และ Y จากใบยางที่ถูกที่กระตุนดวย 
ซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora  เปนเวลา 48  ชั่วโมง  ตามลําดับ 
ชองที ่ 7, 8    =   สารสกัดเดียวกับชอง 5, 6  แตเปน  SDS-PAGE   

 
3.10  การศึกษาปฏกิิริยาที่เกี่ยวของกบัการสรางลกินิน 

     3.10.1  การศกึษาการสังเคราะหเอนไซมฟนลิอะลานีนแอมโมเนียไลเอส (PAL) 
         จากงานวิจยัที่เคยรายงานผลความวองไวของเอนไซม PAL วาเปนเอนไซมตัวแรก
ในขบวนการสงัเคราะห phenylpropanoid ซึ่งเกี่ยวของกับเอนไซมเปอรออกซเิดสที่ใชในการ
สังเคราะหลิกนิน ถือวาเปนเอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการปองกันตวัเองของพืชจากสภาวะเครียดตางๆ 
ดวย เนื่องจาก PAL เปนเอนไซมเร่ิมตนและเกิดกอนเอนไซมเปอรออกซิเดส  ดังนั้นในการศึกษา
เพื่อใหเหน็การเปลี่ยนแปลงของเอนไซมจงึตัดใบยางพนัธุ RRIM600 เปนชิน้ขนาด 2x2 ตาราง
เซนติเมตร บมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora แลววางใบบนกระดาษกรองชื้น เก็บผลทกุ
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ชั่วโมงในชวง 4 ชั่วโมงแรก หลงัจากนั้นเก็บผลทุก 4 ชั่วโมงจนถึง 16 ชั่วโมง  นําสารสกัดทีบ่ด
ใหมๆ ไปวัดความวองไวของเอนไซม PAL โดยวิเคราะหผลจากปริมาณของ trans-cinnamic acid 
ที่ถูกออกซิไดซตอชั่วโมง ซึง่ trans-cinnamic acid เปนผลิตภัณฑของปฏิกิริยา  ดังนี ้

          PAL 
L-phenylalanine                             trans-cinnamic acid 

 
การเปลี่ยนแปลงใน 4  ชั่วโมงแรกที่บมใบยางดวยซูโอสปอร คือความวองไวของเอนไซม PAL  
เทากับ 0.017 ไมโครโมลของกรดซินนามิกตอชั่วโมง    จะลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 4 เทากับ 0.013       
ไมโครโมลของกรดซินนามิกตอชั่วโมง (ตารางที่ 24 และรูปที่ 41) หลังจากนั้นก็จะสูงขึ้นแลว
คอนขางคงที่  แสดงวา การทํางานของ PAL  ในใบยางเกิดเร็วมาก สังเกตไดยาก โดยในชวงแรก
ของการทดลองนี้ ผูวิจัยไดศึกษา PAL ทุก 12 ชั่วโมง จนถึง 96 ชั่วโมง แตไมเห็นการเปลี่ยนแปลง
ใดๆ เกิดขึ้น จึงเปลี่ยนเปนทุก 4 ชั่วโมง ก็พบวายังไมชัดเจนจึงยอยเวลาเก็บผลทุก 1 ชั่วโมงใน 4 
ชั่วโมงจึงเห็นการเปลี่ยนแปลงของ PAL  แตในการทดลองอื่นๆ ที่เคยรายงานมามีการศึกษาการ
เปลี่ยนแปลงของเอนไซมที่เวลานานหลายสัปดาห แตก็เห็นการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนในชวงแรก
ของการทดลองเชนกัน เพราะการทํางานของ PAL เกิดขึ้นในชวงแรกและเกิดกอนเอนไซมอ่ืนๆ 
ดวย จากรายงานของ Whetten และ Sederoff (1995)  พบวาเอนไซม PAL ทําหนาที่ควบคุมการ
สังเคราะหสารฟนอลิกในขบวนการ phenylpropanoid  รวมถึงลิกนินดวย เพื่อจะไดเขาใจ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นวา PAL มีบทบาทอยางไรกับเอนไซมเปอรออกซิเดส และมีความสําคัญกับการ
สรางลิกนิน  ซึ่งก็เปนแนวทางในการปองกันโรคของยางพาราตอไป 
 นอกจากการศึกษาความจําเพาะของเอนไซมเปอรออกซิเดสตอสับสเตรทแลว ควร
จะยืนยันผลดวยความวองไวของเอนไซมอ่ืนดวย เชน เอนไซมฟนิลอะลานีนแอมโมเนียไลเอส 
(PAL)     ซุปเปอรออกไซดิสมิวเทส (SOD)    แคตทาเลส (CAT)    แลคเคส (Laccase)      และ  
โพลีฟนอลออกซิเดส (PPO)  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของเอนไซมเหลานี้ก็เกี่ยวของกับกลไกการ
ปองกันโรคของพืช  เชน  PAL เปนเอนไซมเร่ิมตนที่ควบคุมการสังเคราะหสารประกอบฟนอลิก 
เพื่อนําไปสูขบวนการสรางลิกนินตอไป (Jung et al., 2004)  เอนไซม SOD จะทําหนาที่ปองกัน
เซลลจากซุปเปอรออกไซดไอออน (Fridovich, 1997) แลวเอนไซม CAT จะชวยควบคุมปริมาณ
ของ H2O2 รวมกับเอนไซมเปอรออกซิเดส     เอนไซม CAT จะเปลี่ยน H2O2 ใหกลายเปนน้ํา โดยไม
จําเปนตองมีสับสเตรทอื่น  สวนเอนไซมเปอรออกซิเดสตองออกซิไดซสารที่เปนสับสเตรทพรอมๆ 
ทั้งเปลี่ยน H2O2  ใหกลายเปนน้ํา    เอนไซมแลคเคสสามารถรวมสารอนุมูลอิสระเพื่อเปลี่ยนเปน
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สารโพลิฟนอล  และจะถูกออกซิไดซเปนควินีน (quinine ซึ่งเปนสารยับยั้งเชื้อรา) โดยเอนไซม     
โพลิฟนิลออกซิเดส  ดังนั้นการศึกษาระบบการปองกันโรคของพืช จึงควรจะทราบบทบาทหนาที่
ของเอนไซมที่เกี่ยวของ ก็จะทําใหไดขอมูลที่ครอบคลุม   เขาใจปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น  และสามารถ
นําไปปรับปรุงและประยุกตเทคนิคตางๆ เพื่อใชศึกษาในพืชชนิดอื่นตอไป 
 
ตารางที่ 24    คาความวองไวความวองไวของเอนไซมฟนิลอะลานีนแอมโมเนียไลเอส  (PAL)      

(ไมโครโมลของกรดซินนามิกที่เกิดขึ้นตอชั่วโมง) ในใบยางพาราพันธุ RRIM600 ที่
กระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora   

 
เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง 

0 0.017+0.003 - 
1 0.014+0.003 0.014+0.002 
2 0.013+0.002 0.013+0.002 
3 0.013+0.002 0.013+0.001 
4 0.013+0.002 0.012+0.001 
8 0.012+0.001 0.014+0.002 

12 0.013+0.001 0.014+0.002 
16 0.013+0.001 0.014+0.002 

 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่ 41     ความวองไวของเอนไซมฟนิลอะลานนีแอมโมเนียไลเอส   (PAL)    ในใบยางพาราพนัธุ   
                RRIM600  ตัดใบเปนชิน้ขนาด  2x2 ตารางเซนติเมตร  และบมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา                      
                P. palmivora   แลววางใบบนกระดาษกรองชืน้  เก็บที่เวลา  1, 2, 3, 4, 8, 12   และ 16  
                ชัว่โมง    เมื่อใช   L-phenylalanine เปนสับสเตรท 

   
      3.10.2  การศึกษา   substrate specificity   ของไอโซไซมเปอรออกซิเดส    เมื่อใช 
         guaiacol   coniferyl alcohol   scopoletin  และ syringaldazine      
           เนื่องจากไอโซไซมของเปอรออกซิเดสที่เกี่ยวของกับการตานทานโรค สามารถทํา
บริสุทธิ์ไดแลว  แตสูญเสียคาความวองไวของเปอรออกซิเดสไปมาก  ทําใหไมสามารถวัดปริมาณ
ความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสกับสับสเตรทบางตัวได ดังนั้นผูวิจัยจึงเลือกที่จะยอมความ
วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสในสารสกัดเริ่มตนที่ผานการแยกแถบ X และ Y ดวย native 
PAGE  แตไมตองชะแถบ Y ออกมา เพื่อลดการสูญเสียความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส  
สับเตรทที่ใชในการศึกษา substrate specificity ไดแก guaiacol   coniferyl alcohol   scopoletin 
และ syringaldazine   แลวดูวาไอโซไซม Y ยอมติดกับสับสเตรทใดบาง  พบวา ไอโซไซม Y ยอม
ติดสับสเตรททั้ง 4 ชนิด แตความเขมของแถบไอโซไซมไมเทากัน คือ guaiacol ยอมติดสีน้ําตาล-
แดงเขมที่สุด รองลงมาเปน scopoletin  coniferyl alcohol และสุดทาย syringaldazine ซึ่งแถบนี้
ติดเขมกวา coniferyl alcohol (รูปที่ 42) จากการทดลองสามารถระบุวาไอโซไซม Y จําเพาะกับ
สับสเตรทใดมากที่สุด เนื่องจากยังไมไดวัดคา Km ของสับสเตรทแตละชนิด  เพราะมีขอจํากัด
เกี่ยวกับไอโซไซมที่ทําบริสุทธิ์ได  (เตรียมไดนอยมาก)  ดังนั้นในการศึกษานี้จึงทราบเพียงวา        
ไอโซไซม Y เกี่ยวของกับการตานทานโรคในลักษณะใด ซึ่งหนาที่ของสับสเตรทแตละตวักจ็ะเปนตวั
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บอกขบวนการปองกันโรคที่เกี่ยวของ กลาวคือ guaiacol coniferyl alcohol  และ syringaldazine 
ทําหนาที่เกี่ยวกับขบวนการสังเคราะหลิกนินเพื่อสรางความแข็งแรงแกผนังเซลล โดย guaiacol มี
โครงสรางคลายกับ coniferyl alcohol ซึ่งเปนสับสเตรทตัวจริงในการสราง guaiacyl lignin  และ 
syringaldazine มีโครงสรางคลายกับ sinapyl alcohol ในการสราง syringyl lignin  สวน 
scopoletin เกี่ยวของกับ scopoletin เปอรออกซิเดส  ซึ่งทําหนาที่กําจัดสคอพอลิติน   โดย         
ไอโซไซม Y  ที่ถูกกระตุนดวยเชื้อรา P. palmivora ในใบยางพาราสามารถยอมติดทั้งสับสเตรทที่
เกี่ยวของกับลิกนินและสคอพอลิติน แสดงวาไอโซไซม Y อาจจะเกิดจากการทับกันของแถบลิกนิน
กับสคอพอลิตินเปอรออกซิเดส ซึ่งสามารถปองกันโรคได   สวนไอโซไซม Z สามารถยอมติด 
syringaldazine ไดชัดที่สุด ซึ่งไอโซไซมนี้นาจะเกี่ยวของกับลิกนินที่มีอยูเดิมในใบยางพาราตาม
ธรรมชาติ เพราะไอโซไซมนี้ยอมติดสีเขมที่สุดที่ 0 ชั่วโมง จากนั้นสีจะจางหายไปเรื่อยๆ  แสดงวา 
syringaldazine เปนสับสเตรทที่เกี่ยวของกับการสรางลิกนินในใบยางมากที่สุด โดยในพันธุ   
BPM-24 และ PB235 สามารถยอมติดสีเขมกวาพันธุ RRIM600 ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการ
ตานทานโรคของใบยางแตละพันธุ  สวนสับสเตรทชนิดอื่นที่ไดกลาวไปขางตน สามารถตรวจวัด
เฉพาะลิกนินที่ถูกสรางขึ้นใหมหลังจากกระตุนดวยบาดแผลและซูโอสปอร  (ไอโซไซม Y) ซึ่งสังเกต
ไดจากรูปที่ 42  
 

 
            X 
          Y 
 Z 
 
 
        1    2    3   4    5    6     7    8   9  10 

 
รูปที่ 42       Native   PAGE ของเอนไซมเปอรออกซิเดสจากใบยางพาราพนัธุ BPM-24 ชองที่ 1, 3, 

5, 7 และ 9 คือ สารสกัดจากใบยางพนัธุ BPM-24 ชุดควบคุมที ่0 ชั่วโมง  ชองที่ 2, 4, 
6, 8 และ 10 คือ สารสกัดจากใบยางพันธุ BPM-24 ชุดทดลองที่กระตุนดวยซูโอสปอร
ของเชื้อรา P. palmivora  เปนเวลา 48 ชัว่โมง ดวยวิธวีางบนกระดาษกรองชื้น ยอม
ดวย o-dianisidine (ชองที ่1, 2), guaiacol (ชองที่ 3, 4), coniferyl alcohol (ชองที่ 
5, 6), syringaldazine (ชองที่ 7, 8), และ scopoletin (ชองที ่9, 10)  ตามลําดับ 
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3.10.3 ผลการศึกษาปฏิกิรยิาการสรางลิกนิน ที่เกิดจากการกระตุนใบยางพาราพันธุ  
          BPM-24  และ RRIM600  ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  ตามวิธกีาร   
          ของ Bruce และ West 

  ในการศึกษาปฏิกิริยา lignification ของการทดลองนี้จะเปรียบเทียบการเพิ่มข้ึนของ
ลิกนินในใบยางพาราสองพันธุ คือ พันธุ BPM-24 ซึ่งเปนตัวแทนใบยางในกลุมพันธุตานทาน และ 
RRIM600  เปนตัวแทนของใบยางในกลุมพันธุออนแอ จากรายงานวิจัยในป 2546 ของนารถธิดา     
รอดโพธิ์ทอง และนันทา เชิงเชาว  (2543)    ที่ตรวจหาลิกนินรอบๆ รอยไหมดวยวิธีการนําชิ้นใบ
ยางขนาด 1x1 เซนติเมตร มาวางบนกระดาษกรอง หลังจากบมใบยางดวยซูโอสปอรของเชื้อรา   
P. palmivora  ความเขมขน  5x107 sp/ml เมื่อเวลาผานไปทุกๆ 4 ชั่วโมง จนครบ 36 ชั่วโมง  แลว
นําชิ้นใบยางในแตละชวงเวลาทั้งชุดควบคุมและชุดทดลองมาทําปฏิกิริยากับ 2% Phloroglucinol 
เปนเวลา 1 วัน จากนั้นนํามาทําใหเปนกรดดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  ถาเกิดการสรางลิกนนิขึน้ 
ลิกนินจะทําปฏิกิริยากับกรดเห็นเปนสีแดง  เมื่อสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน  พบวาพันธุ     
BPM-24 มีการสรางลิกนินไดชัดเจนกวาพันธุ RRIM600  โดยจะเห็นในเสนใบชัดเจนที่สุดที่ 24 
ชั่วโมง หลังการบมดวยเชื้อรา P. palmivora  แตถาใชอิลิซิตินในการบมใบยางแทน ก็จะเห็นสีแดง
ในเสนใบชัดเจนที่สุดที่ 6 ชั่วโมง  ซึ่งจะมีอัตราการสรางลิกนินเร็วกวาการบมดวยซูโอสปอร  
เพราะอิลิซิตินสามารถเขาสูเซลลพืชไดเร็วอยางตอเนื่องตลอดทั้งใบ ในขณะที่      ซูโอสปอรตองใช
เวลาในการปรับสภาพใหเหมาะสมตอการงอกของสายรา    และแทงผานเขาสูเนื้อเยื่อใบ เพื่อ
กระตุนการตอบสนองในการปองกันตัวเองของพืชรวมทั้งการสรางลิกนินดวย (Kombrink et al., 
1986) 
 จากรายงานดังกลาวขางตนไมสามารถแสดงผลในรูปตัวเลข  ดังนั้นในการทดลองนี้
ก็จะใชวิธีการสกัดลิกนินจากใบยางพาราทั้งสองพันธุ เพื่อใหเห็นความแตกตางของลิกนินที่ถูก
สรางไดอยางชัดเจนมากขึ้น  ซึ่งใชวิธีการสกัดลิกนินจากวิธีของ Bruce และ West (Bruce and 
West, 1989)  แลววิเคราะหปริมาณลิกนิน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290         
นาโนเมตร ซึ่งวิธีการทดลองนี้จะใชชิ้นใบขนาด 1x1 นิ้ว บมดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  
ความเขมขน 1x107 และ 5x107 sp/ml กับใบยางพาราพันธุ RRIM600 และ BPM-24 ตามลําดับ 
โดยเก็บผลทุก 24 ชั่วโมง จนครบ 120 ชั่วโมง  แลวนํามาปนในเมทานอลเพื่อสกัดสีออก  นํากาก
ใบมาอบใหแหง แลวทําปฏิกิริยากับกรดไธโอไกลคอลิก  ปรับใหเปนกลางดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  
สุดทายสกัดลิกนินไธโอไกลคอเลทโดยการตกตะกอนดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จะได
ผลิตภัณฑของลิกนินเปนตะกอนสีน้ําตาลแดง นํามาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290 
นาโนเมตร  พบวาการสรางลิกนินจะเห็นผลชัดเจนในชุดทดลองหลังบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร
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ของเชื้อรา P. palmivora  ต้ังแต 24 ชั่วโมงเปนตนไป  และมีการสรางลิกนินเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ   จนถึง  
120 ชั่วโมง หลังการบมใบยางดวยซูโอสปอรเปนเวลา 120 ชั่วโมง พบวาพันธุ BPM-24 มีปริมาณ
ลิกนินสูงกวาพันธุ RRIM600 ประมาณ 1.5 เทา  ในพันธุ RRIM600 การสรางลิกนินจะเริ่มคงที่
ต้ังแตชั่วโมงที่ 72   ซึ่งทั้งพันธุ BPM-24 และ RRIM600 มีการสรางลิกนินเพิ่มจากชุดควบคุม 2.2 
และ 1.6  เทา คิดเปน 115 และ 63 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  และการเพิ่มข้ึนของลิกนินก็มี
ความสัมพันธกับการเพิ่มข้ึนของเอนไซมเปอรออกซิเดสในชุดที่วางชิ้นใบบนกระดาษกรองชื้น คือ 
คอยๆ สรางเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มอยางตอเนื่องพรอมๆ กับสะสมลิกนินสูงขึ้นเรื่อยๆ (รูปที่ 
31)  โดยในชุดควบคุมของทั้งสองพันธุไมมีการสรางลิกนินเพิ่มข้ึน (ตารางที่ 25   และรูปที่ 43) แต
ก็สามารถวัดลิกนินที่มีอยูเดิมในธรรมชาติ  โดยปกติใบยางทั้งสองพันธุจะมีการสะสมลิกนินอยู
แลว  เพื่อปองกันการบุกรุกของเชื้อรา  ในพันธุตานทานกับพันธุออนแอมีการสะสมลิกนินไม
แตกตางกัน  จากผลการทดลองนี้  พบวาชุดควบคุมของพันธุ RRIM600 มีคาลิกนินใกลเคียงกับ
พันธุ BPM-24   (ดูคาโปรตีนรวมของทั้งสองพันธุในผลการทดลองขอ 3.5)  จึงเหนี่ยวนําใหสราง
ลิกนินเพิ่มข้ึนอีก  สงผลใหคาลิกนินสูงกวาปกติ คือไมตางจากพันธุ BPM-24 มากนัก 
 การเกิดปฏิกิริยา lignification สอดคลองกับคาความวองไวของเอนไซม            
เปอรออกซิเดส เนื่องจากเอนไซมเปอรออกซิเดสเอนไซมเปอรออกซิเดสนี้จะทําหนาที่โพลิเมอรไรซ
โมโนลิกนอล ไดแก พาราคูมาริลแอลกอฮอล (para-coumaryl alcohol)  โคนิเฟริลแอลกอฮอล 
(coniferyl alcohol) และซินนาปลแอลกอฮอล sinapyl alcohol) ซึ่งจะเปลี่ยนเปนลิกนินตอไป 
(Campbell and Sederoff, 1996 และ Whetten and Sederoff, 1995)  ดังนั้นการหาความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสดวยสับสเตรทที่เกี่ยวของกับลิกนินที่สรางขึ้นในผนังเซลล อยางเชน 
การใช coniferyl alcohol  วัดความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดส ในการทดลองนี้ พบวามี
ความวองไวนอย และเมื่อยอมความวองไวในเจลก็ตองใช coniferyl alcohol ความเขมขนสูง จงึจะ
ปรากฏแถบความวองไว  ที่เปนเชนนี้อาจจะเกิดจากวิธีการสกัดหรือสับสเตรทนี้ไมจําเพาะเจาะจง
กับเอนไซมเปอรออกซิเดสในใบยางก็ได  โดยในการทดลองของ Barcelo และ Pomar (2001) 
สามารถวัดความวองไวของเปอรออกซิเดสจากยอดบานชื่น (Zinnia elegans) เมื่อใช coniferyl 
alcohol และ sinapyl alcohol เปนสับสเตรทได เนื่องจากใชบัฟเฟอรที่เปนกรดสําหรับวัดปฏิกิริยา
ความวองไวของแคทไอออนเปอรออกซิเดส  แตในการทดลองนี้ใชบัฟเฟอร pH 7.5 สกัดแทน  ทํา
ใหไดสารสกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสในสวนของไซโทซอล  จึงวัดความวองไวของเอนไซมเปอรออก
ซิเดสที่เกี่ยวกับลิกนินไดนอย  จากรายงานของ Shivakuma และคณะ (2003) ไดแบงเอนไซมเปอร
ออกซิเดสจากพืชตามบทบาทหนาที่ 2 แบบ ไดแก แบบที่ 1 เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสจากผนัง
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เซลลทําหนาที่ในปฏิกิริยาออกซิเดทีฟเบิรท ซึ่งนําไปสูการเกิด hypersensive cell death แบบที่ 2 
เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสจากไซโทซอล (cytosol)  ทําหนาที่เกี่ยวกับการเชื่อมตอของ
องคประกอบของผนังเซลลในขบวนการสังเคราะหลิกนิน พบวาในตนออน pearl millet  ที่ถูก
กระตุนดวยเชื้อรา Sclerospora graminicola มีการสะสมเอนไซมเปอรออกซิเดสเพิ่มข้ึน ซึ่ง
เอนไซมนี้เปนเอนไซมเปอรออกซิเดสที่มาจากไซโทซอล  จึงเกี่ยวของในขบวนการสังเคราะหลิกนิน
ทําใหผนังเซลลแข็งแรง  จากหลายรายงานที่ยืนยันแหลงที่มาของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ใชสราง
ลิกนินยังไมแนนอน  บางรายงานก็กลาววาเอนไซมเปอรออกซิเดสที่ใชสรางลิกนินอาจจะสกัดมา
จากไซโทซอล ผนังเซลลหรือทั้งสองสวน  ผูวิจัยจึงเลือกใชวิธีการสกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสจาก  
ไซโตซอล  เนื่องจากวิธีการสกัดไมยุงยากเหมือนกับการสกัดเอนไซมเปอรออกซิเดสจากผนังเซลล     
เพราะผนังเซลลติดอยูกับเซลลเมมเบรน ซึ่งมีโครงสรางแบบฟลูอิดโมเซอิก (fluid mosaic model) 
ประกอบดวยโมเลกุลของลิปดเรียงตัวเปน 2 ชั้น หันดานที่ไมชอบน้ํา (hydrophobic) เขาหากัน  
สวนดานที่ชอบน้ํา (hydrophilic) หันออกไปดานนอก  มีโมเลกุลโปรตีนแทรกอยูในชั้นของลิปด
หรือทางดานขางของเมมเบรน  ดังนั้นในการแยกเมมเบรนออกตองใชดีเทอรเจนท   เพื่อทําให    
ลิปดกระจายตัว เมื่ออยูในน้ําก็จะรวมตัวเปนไมเซลลดึงเอาลิปดที่เปนกลางเขามาไวดานในซึ่งไม       
โพลาร  ทําใหลิปดเหลานี้กระจายตัวไดในน้ํา ซึ่งเมื่อนําสารสกัดจากไซโตซอลมาวัดความวองไว
ของเอนไซมเปอรออกซิเดสโดยใชสับสเตรทที่เกี่ยวของกับลิกนิน  ปรากฏวาวัดคาความวองไวได
นอย เชน guaiacol    ฉะนั้นจึงเปนไปไดวาเปอรออกซิเดสในพืชแตละชนิดหรือในแตละสวนของ
พืชจําเพาะกับสับสเตรทตางกัน ดังนั้นเพื่อหลีกเลี่ยงการหาสภาวะที่เหมาะสมในการหาความ
วองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสที่เกี่ยวของกับลิกนิน จึงแกปญหาดวยการวัดปริมาณลิกนินที่
สะสมในเซลลดวยวิธีของ Bruce และ West (1989)  โดยจะวัดคาการดูดกลืนแสงของลิกนิน      
ไธโอไกลคอลิก ซึ่งมีสีน้ําตาล-สม ที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร ซึ่งจะไดขอมูลในรูปของตัวเลข
ที่แนนอน ทําความเขาใจงาย  พบวาปริมาณการสะสมของลิกนินจะเพิ่มข้ึน หลังจากบมดวย        
ซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  24 ชั่วโมง  และจะเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ  โดยในพันธุ BPM-24  
สามารถวัดคาการดูดกลืนแสงไดสูงกวาพันธุ RRIM600  ก็แสดงวาพันธุตานทานมีการสรางลิกนิน
ไดมากกวาพันธุออนแอ ทําใหสามารถปองกันการบุกรุกของเชื้อไดดีกวา 
  โดยทัว่ไปเมื่อพืชเกิดบาดแผล คาความวองไวของเอนไซมเปอรออกซิเดสจะเพิ่มข้ึน
พรอมกับมกีารสังเคราะหลิกนนิบริเวณนัน้ (Vance et al., 1980)  ทาํใหกกัเชื้อโรคได  เชนเดยีวกบั
การวิจยัของ Garcia และคณะ (1995a) ที่เกิดปฏิกิริยา hypersensitive ในยางพันธุตานทาน  ซึง่
พบวามีการสรางลิกนนิในพนัธุตานทานมากกวาพันธุออนแอ  ดังนัน้การสะสมปริมาณลิกนนิในใบ 
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ยางก็สามารถบอกระดับความตานทานได 
 
ตารางที่ 25    คาการดูดกลืนแสงของลิกนิน  ที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร  (OD 290 nm ตอ

ใบยางแหง 50 มิลลิกรัม)  ในใบยางพาราพันธุ RRIM600  และ BPM-24 หลัง
กระตุนดวย  ซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora    ความเขมขน 1x107 และ 5x107 
sp/ml  ตามลําดับ ที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง 

 
พันธุยาง RRIM600 BPM-24 

เวลา (ชั่วโมง) ชุดควบคุม ชุดทดลอง ชุดควบคุม ชุดทดลอง 
0 0.46+0.09 - 0.47+0.03 - 
24 0.49+0.08 0.57+0.07 0.49+0.01 0.62+0.02 
48 0.53+0.06 0.73+0.02 0.51+0.02 0.85+0.09 
72 0.54+0.07 0.88+0.05 0.53+0.03 1.14+0.21 
96 0.54+0.09 0.95+0.04 0.54+0.03 1.36+0.12 

120 0.54+0.08 0.98+0.05 0.55+0.03 1.47+0.14 
 
(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง + SD) 
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รูปที่ 43     คาการดูดกลืนแสงของลิกนิน  ที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร  ในใบยางพาราพันธุ 

RRIM600 และ BPM-24 หลังกระตุนดวยซูโอสปอรของเชื้อรา  P. palmivora ความ
เขมขน 1x107 และ 5x107 sp/ml ตามลําดับ ที่เวลา 0, 24, 48, 72, 96 และ 120 ชั่วโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 


