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บทคดัย่อ 
 
 Phytophthora palmivora เชือ้ก่อโรคสาํคญัในยางพาราทีเ่ป็นสาเหตุของโรคใบร่วงและ
โรคเสน้ดําซึ่งสร้างความเสยีหายให้กบัเกษตรกร การชกันําการต้านทานต่อโรคดงักล่าวจงึมี
ความสําคญัต่อพืชเศรษฐกิจของประเทศ ผู้วิจ ัยได้ศึกษาการชักนําการต้านทานโรคในใบ
ยางพาราพนัธุอ่์อนแอ (RRIM600) โดยใชต้วักระตุน้ต่างๆ ไดแ้ก่ กรดซาลไิซลกิ (salicylic acid, 
SA)  ปุ๋ย N-P-K (สตูร 25-7-7) และไคโตซาน (≥75% deacetylation) หลงัจากกระตุน้ใบ
ยางพาราดว้ยตวักระตุน้ทัง้ 3 ชนิด เป็นเวลา 12 ชัว่โมง แลว้ตามดว้ยการวางซูโอสปอรข์องเชือ้ 
P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105  ซโูอสปอรต์่อมลิลลิติร   ผลการทดลองพบว่าไคโตซานความ
เขม้ขน้ 1% มคีุณสมบตัใินการชกันําการตา้นทานในใบยางพาราไดด้ทีีสุ่ด รองลงมาคอื SA 
ความเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์ สว่นปุ๋ ย N-P-K ไมส่ามารถชกันําการตา้นทานโรคโดยวธิกีารที่
ไดอ้อกแบบไวใ้นขณะน้ี  นอกจากน้ียงัพบว่า SA และปุ๋ ย N-P-K เป็นตวักระตุน้ทีท่ําใหใ้บ
ยางพารามกีารผลติสคอพอลตินิขึน้ในช่วงเวลาทีศ่กึษา (12 ชัว่โมง) ในขณะทีไ่คโตซานไมม่กีาร
กระตุน้ดงักล่าว แต่อยา่งไรกต็ามตวักระตุน้ทัง้ 2 กลุ่มทัง้ทีม่กีารผลติและไมผ่ลติสคอพอลตินิก็
สามารถชกันําการตา้นทานโรคในใบยางพาราได ้  สาํหรบัวทิยานิพนธฉ์บบัน้ีผูว้จิยัเลอืกใช ้SA 
เป็นตวักระตุน้ เพือ่ศกึษาการตา้นทานโรคผา่นการแสดงออกของยนี PR-1   
 โปรตนี PR-1 เป็น pathogenesis related proteins (PRs) ชนิดหน่ึงทีม่คีวามสาํคญัใน
วถิกีารป้องกนัตนเองของพชืในแบบ systemic acquired resistance (SAR) ซึง่ม ีSA เป็น
โมเลกุลส่งสญัญาณ    degenerate primers ของยนี PR-1 ถูกออกแบบจากบรเิวณ conserved 
sequences ของยนี PR-1 จาก Arabidopsis thaliana และ Eutrema wasabi (accession no. 
NM_127025.2 และ AB271488.1 ตามลาํดบั) แลว้นํามาเพิม่จาํนวนดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้cDNA 
จากยางพาราเป็น template ผลการทดลองไดข้นาดของ PCR product เท่ากบั 350 base pairs 
(bp) ทีม่ลีาํดบันิวคลโีอไทดค์ลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่น 65-99% จากนัน้ออกแบบ specific 
primers จากลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ด ้แลว้เพิม่จาํนวนอกีครัง้ได ้PCR product ขนาด 210 bp ซึง่
มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นในช่วง 60-97% จากนัน้หาลาํดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมด 
(full-length) ของยนี PR-1 ดว้ยวธิ ีRapid Amplification of cDNA Ends (RACE) ผลจากการ
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ทํา 3′ RACE  ปรากฏ 2 แถบของยนี PR-1 ขนาด 603 และ 404 bp ทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัยนี 
PR-1 ในพชือื่นในช่วง 33-43% และ 58-72% ตามลาํดบั เมือ่แปลลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดเ้ป็น
ลาํดบักรดอะมโินพบว่าทัง้ 2 แถบม ีcodon ทีเ่ริม่แปลรหสัไดแ้ละ stop codon อยูใ่นตําแหน่ง
เดยีวกนั ซึง่มคีวามยาวเท่ากนัคอื 93 กรดอะมโิน โดยมคีวามแตกต่างกนัเพยีง 1 residue และมี
ความคลา้ยคลงึกบัโปรตนี PR-1 ในพชือื่นหลายชนิดอยูใ่นช่วง 91-100%  จงึสรุปไดว้่าประสบ
ความสําเร็จในการได้มาซึ่งลําดบักรดอะมโินบางส่วนของโปรตีน PR-1 ซึ่งประกอบด้วย 
cysteine 5 residues จากทัง้หมดทีม่ใีนโปรตนีในพชือื่นเท่ากบั 6 residues และพบบรเิวณทีม่ี
ลาํดบักรดอะมโินอนุรกัษ์สงูตดิต่อกนัคอืบรเิวณ GHYTQVVW ซึง่เป็นบรเิวณทีเ่ป็นองคป์ระกอบ
ของ SCP_PR-1 like domain ในโปรตนี PR-1 และเป็นการยนืยนัว่า specific primer ที่
ออกแบบไวจ้าํเพาะกบัยนี PR-1 ในยางพารา 

 ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 โดยรวมโดยใช ้specific primers ทีอ่อกแบบได ้
พบวา่เมือ่กระตุน้ใบและตน้กลา้ยางพาราดว้ย exogenous SA ความเขม้ขน้ต่างๆ และกระตุน้ใบ
ยางพาราดว้ยเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1x105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร  พบว่า exogenous 
SA และ เชือ้ P. palmivora ทําใหย้างพารามกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้และผลติ   
สคอพอลตินิดว้ย ซึ่งการแสดงออกของยนี PR-1 น้ีเองจะมบีทบาทสําคญัในการกระตุน้ระบบ 
SAR ต่อไป    นอกจากน้ียงัพบว่าการแสดงออกของยนี PR-1 มคี่าสงูสุดในใบระยะอ่อนทีสุ่ด
และลดลงในเน้ือเยื่อใบทีม่อีายุมากขึน้ตามลําดบั สาํหรบัความสมัพนัธ์ระหว่างยนี PR-1 กบั
ระดบัความตา้นทานในใบยางพาราพบว่ามกีารแสดงออกสงูสุดในยางพนัธุ์ตา้นทาน (BPM-24) 
และตํ่าทีส่ดุในพนัธุอ่์อนแอ (RRIM600) 
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ABSTRACT 
 
 Phytophthora palmivora is a pathogen of Hevea brasiliensis Muell. Arg. (rubber 
plant) which is the causative agent of leaf fall and black stripe. Since rubber plant is one 
of the economic crops of Thailand, the induction of disease resistance should deserve 
particularly attention for a sustainable agriculture. Detached leaves of H. brasiliensis 
were treated for 12 h with either three stimulants, salicylic acid (SA), N-P-K fertilizer 
formula 25-7-7 sets and chitosan (≥75% deacetylation), followed by inoculated with    
P. palmivora (1X105 zoospores/ml). Treatment with 1% chitosan was the most effective 
by observing the reduction of necrosis lesion diameter.  However, SA 12.5 mM reduced 
the necrosis lesion diameter as well, but in a lesser degree, while N-P-K did not induce 
resistance under the experimental design. Except for chitosan, SA and N-P-K fertilizer 
also induced scopoletin biosynthesis which referred the same pathway of these two 
stimulants. In this research, we chose SA to induce the defense mechanism in             
H. brasiliensis via PR-1 gene expression. 
 Pathogenesis related proteins 1 (PR-1) is the most abundant of pathogenesis 
related proteins (PRs), induced by pathogens or SA. PR-1 is commonly used as a 
marker for systemic acquired resistance (SAR). The research was pursued using 
degenerate primers designed from conserved sequences of the PR-1 gene in 
Arabidopsis thaliana and Eutrema wasabi (accession no. NM_127025.2 and 
AB271488.1, respectively). The PR-1 gene of H. brasiliensis was amplified by PCR 
using H. brasiliensis cDNA as template. Then, the specific primers were derived from 
the obtained sequences (350 bp, 65-99% sequence identities to PR-1 gene from other 
plants). The partial sequences (210 bp) amplified using the specific primers showed 
moderate to high sequence identities (60-97%) to PR-1 gene from other plants.       
Full-length of PR-1 gene was identified using Rapid Amplification of cDNA Ends 
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(RACE). The 3′ RACE of PR-1 gene was successfully obtained from H. brasiliensis 
containing 2 bands of 603 and 404 bp, the sequence identity to other PR-1 genes were 
approximately 33-43% and 58-72%, respectively. When starting to read at the same 
codon and using the same stop codon, the deduced amino acid sequences of these 2 
fragments were equal (93 residues). Only one residue is different between these two 
peptides and they exhibited 91-100% sequence identity to other PR-1 proteins. The 
partial sequence of these proteins contained 5 out of 6 cysteine residues found in full 
length of PR-1 protein. The amino acid sequence GHYTQVVW, a particularly well-
conserved region in other PR-1, called SCP_PR-1 like domain, were also detected in 
these two PR-1 proteins.              
 Moreover, the specific primers have been used to determine the expression of 
PR-1 gene in H. brasiliensis at different conditions. The expression of PR-1 gene and 
the accumulation of scopoletin were enhanced when treated with exogenous SA and   
P. palmivora (1X105 zoospores/ml) on detached leaves and seedling then PR-1 gene 
expression was activators of SAR. The expression of PR-1 gene at different leaves 
stages and different cultivars were also investigated. The result indicated that the PR-1 
transcript was strongly accumulated in younger leaves, while lower level was observed 
in older ones. The transcription level in different cultivars was observed and found that 
the mRNA of PR-1 gene was induced according to the level of resistance of each 
cultivar, BPM-24, RRIT251 and RRIM600, respectively.   
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กิตติกรรมประกาศ 
 
 การจดัทําวทิยานิพนธ์เล่มน้ีสําเรจ็ลงได ้ผูว้จิยัขอขอบพระคุณ ร.ศ.ดร.นันทา เชงิเชาว ์
อาจารยท์ีป่รกึษาวทิยานิพนธ์ ซึง่ถ่ายทอดความรูต่้างๆ ใหค้าํปรกึษาและ ช่วยเหลอืในดา้นการ
ทําวจิยั และยงัแนะนําแนวทางในการแก้ไขปญัหาต่างๆ มาโดยตลอด รวมทัง้ตรวจสอบแก้ไข
วทิยานิพนธเ์ป็นอยา่งด ี 
 ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.พรทพิย ์ประพนัธ์พจน์ ประธานกรรมการสอบวทิยานิพนธแ์ละ 
ดร.ชชัมณฑ์ แดงกนิษฐ์ นาถาวร กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ให้ความกรุณาในการตรวจสอบ
วิทยานิพนธ์  ให้คําแนะนําในการแก้ไขวิทยานิพนธ์ ให้ถูกต้องและสมบูรณ์มากขึ้น 
ขอขอบพระคุณ ดร.นิอร จิรพงศธรกุล กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ ที่ให้คําแนะนําในการแก้ไข
วทิยานิพนธ์ใหถู้กตอ้งและกรุณาเสยีสละเวลาใหค้ําปรกึษาและแนะแนวทางในการแกไ้ขปญัหา
ในการทาํวจิยัเป็นอยา่งด ี   
 ขอขอบพระคุณอาจารยภ์าควชิาชวีเคมทุีกท่านทีไ่ดป้ระสทิธิป์ระสาทวชิาความรูต้่างๆ 
ตลอดมา รวมทัง้ภาควชิาชวีเคม ีคณะวทิยาศาสตร ์ทีอ่นุเคราะหว์สัดุอุปกรณ์และสถานทีใ่นการ
ทาํวจิยั 
 ขอขอบคณุบณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์ทีส่นบัสนุนเงนิทุนบางสว่นใน
การทําวจิยัและทุนสนับสนุนการวจิยัเพื่อวทิยานิพนธ์จากโครงการสรา้งความเขม้แขง็สู่ความ
เป็นเลศิ ภาควชิาชวีเคม ีคณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร์ วทิยาเขตหาดใหญ่ 
และโครงการพฒันากําลงัคนด้านวิทยาศาสตร์ (ทุนเรียนดีวิทยาศาสตร์แห่งประเทศไทย) ที่
สนบัสนุนเงนิทนุการศกึษาและมอบโอกาสทีด่เีสมอมา 
 ขอขอบพระคณุ คณุพอ่ คุณแม ่น้องชาย และทุกคนในครอบครวัซึง่เป็นกําลงัใจทีส่าํคญั
ที่สุด ขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ ภาควชิาชวีเคมทุีกท่าน ที่ใหค้วามช่วยเหลอื สนับสนุนและเป็น
กาํลงัใจตลอดมา  

 
      ยุรฉตัร ยอดโยธ ี
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 

ท่ีมาและความสาํคญั 
 

ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell Arg.) เป็นพชืทีนํ่ารายไดเ้ขา้สูป่ระเทศจํานวน
มาก จึงมีความสําคญัต่อเศรษฐกิจและชีวิตความเป็นอยู่ของประชากรไทยเป็นอย่างมาก 
อย่างไรก็ตามประเทศไทยมีลักษณะภูมิอากาศเป็นแบบร้อนชื้น ดังนัน้ปญัหาสําคญัของ
เกษตรกรคอืการตดิเชือ้โรคของยางพารา ไดแ้ก่ โรคฝกัเน่า โรคราแป้ง โรคใบรว่งและโรคเสน้ดาํ 
ฯลฯ ซึง่ทําใหผ้ลผลติของยางพาราลดลง ความรุนแรงของโรคต่างๆ ทีเ่กดิขึน้จะแตกต่างกนัไป
แต่เมื่อพิจารณาความสําคญัทางเศรษฐกิจของอุตสาหกรรมยางธรรมชาติ โรคใบร่วงและ      
โรคเสน้ดําเป็นโรคทีท่ําใหเ้กดิความเสยีหายกบัยางพารามากทีสุ่ดโรคหน่ึงเพราะทําใหผ้ลผลติ
น้ํายางพาราลดลง เชือ้ทีก่่อใหเ้กดิโรคน้ีคอืเชือ้ Phytophthora ทีส่ามารถเขา้ทาํลายตน้ยางพารา
ไดแ้ทบทุกส่วนไม่ว่าจะเป็น ราก ลําต้น กิง่ ใบและผล ซึ่งเมื่อตน้ยางพาราตดิเชื้อชนิดน้ีแลว้จะ
ทําให้เกิดใบร่วง หน้ายางเสยีทําให้กรดียางไม่ได้และยงัทําให้ต้นยางพารามรีะยะเวลาที่ให ้
ผลผลติสัน้ลงเป็นเวลา 6-18 ปีอกีดว้ย (สถาบนัวจิยัยาง, 2550) เกษตรกรสว่นใหญ่จงึเลอืกวธิี
แกป้ญัหาโดยการฉีดพ่นตน้ยางพาราดว้ยสารเคมเีพื่อควบคุมเชื้อดงักล่าว แต่วธิกีารน้ีจะส่งผล
เสยีต่อสิง่แวดลอ้มและเกษตรกรเองในระยะยาว ดงันัน้การชกันําใหต้น้ยางพารามคีวามตา้นทาน
ต่อเชื้อมากขึน้โดยใชส้ารกระตุน้จากธรรมชาตหิรอืสารกระตุน้ทีไ่มต่กคา้งอยูใ่นสิง่แวดลอ้มยอ่ม
สง่ผลดทีัง้ในปจัจุบนัและอนาคต  
 ในธรรมชาตพิชืจะมวีธิกีารป้องกนัตนเองจากเชื้อที่มารุกรานทัง้ทางโครงสรา้งของพชื 
(structural defenses) เช่น การสรา้งแวก็ซ์และควิตนิเคลอืบผวิใบดา้นนอก และทางชวีเคม ี
(biochemical defenses) เช่น การปล่อยไฟโตอเลก็ซนิ (phytoalexins) ซึง่เป็นสารปฏชิวีนะที่
สามารถยบัยัง้การเจรญิเติบโตของเชื้อได้   รวมทัง้การสงัเคราะห์ pathogenesis-related 
proteins (PRs) กลุ่มต่างๆ (Van Loon and Van Strien, 1999) การป้องกนัตนเองทางชวีเคมี
นับว่ามบีทบาทสําคญัไม่น้อยไปกว่าการป้องกนัตนเองทางโครงสร้างของพชื ยกตวัอย่างเช่น 
เมือ่ชกันําใหพ้ชืเกดิความตา้นทานต่อโรคโดยการชกันําใหเ้กดิการป้องกนัตนเองทางชวีเคมแีลว้ 
จะทําใหอ้ตัราการเจรญิเตบิโตของเชื้อชา้ลงจนไม่สามารถทําอนัตรายแก่พชื แมว้่าการป้องกนั
ตนเองทางโครงสรา้งของพชืจะมคีวามบกพร่องก็ตาม (ไพโรจน์, 2525) ยางพารามกีลไกการ
ตอบสนองต่อเชื้อโรคเช่นเดยีวกบัพชืทัว่ไป โดยการสร้างโปรตีนหรอืเอนไซม์ต่างๆ ขึ้นเพื่อ
ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้ จากรายงานของนิลุบล (2545) พบว่าเชือ้ P. botryosa สามารถ
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กระตุน้ใหใ้บยางพาราสรา้ง PRs ไดแ้ก่ เอนไซม ์β-1,3-กลคูาเนส (PR-2) และเอนไซมไ์คตเินส 
(PR-3) เพิม่มากขึน้ดว้ย  นอกจากนัน้ Churngchow และ Rattarasarn (2001) รายงานว่าภาย
หลงัจากการกระตุน้ใบยางพาราดว้ยเชือ้ P. palmivora แลว้ยางพาราจะมกีารผลติสคอพอลตินิ 
(ไฟโตอเลก็ซนิชนิดหน่ึง) ในยางพนัธุต์า้นทานสงูกว่าพนัธุอ่์อนแอ 
 โดยทัว่ไปพชืสามารถชกันําระบบการป้องกนัตนเองใหม้กีารตา้นทานโรคเพิม่ขึน้ไดโ้ดย
การใชต้วักระตุน้ทีเ่ป็นไบโอตกิอลิซิเิตอร ์(biotic elicitors) หรอืสารทีม่าจากเชือ้โรคหรอืมาจาก
การทําปฏกิริยิาระหว่างพชือาศยักบัเชือ้โรคและอไบโอตกิอลิซิเิตอร ์(abiotic elicitors) เช่น 
ไออนของโลหะหนกั ไดแ้ก่ คอปเปอรซ์ลัเฟต เป็นตน้ กระบวนการทางชวีเคมทีีช่กันําใหพ้ชืเกดิ
การตา้นทานต่อโรคได้ส่วนหน่ึงเกดิจากการกระตุน้ใหม้กีารผลติโปรตนีหรอืสารเคมทีี่สามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของเชื้อได ้โดยผ่านระบบสําคญัที่เรยีกว่า systemic acquired resistance 
(SAR) 
  ระบบ SAR เป็นระบบป้องกนัตนเองของพชืที่สําคญัระบบหน่ึง ซึ่งมโีมเลกุลส่ง
สญัญาณคอื กรดซาลไิซลกิ (salicylic acid, SA) และยงัเกีย่วขอ้งกบัการสะสม PRs โดยเฉพาะ
โปรตนี PR-1 ระบบ SAR น้ีสามารถชกันําใหเ้กดิการตา้นทานโรคของพชืบางชนิดโดยไม่
จําเพาะเจาะจงกบัเชื้อโรคชนิดใดชนิดหน่ึงและมคีวามต้านทานทัง้บรเิวณที่ถูกบุกรุกโดยตรง 
(local resistance) และบรเิวณทีไ่กลออกไปทีไ่ม่ไดส้มัผสักบัเชื้อโรค (systemic resistance) 
ระบบ SAR สามารถคงอยูไ่ดเ้ป็นระยะเวลานาน ส่งผลใหพ้ชืนัน้มคีวามทนทานต่อเชื้อบุกรุก
หลายๆ ชนิดไดใ้นระยะหน่ึง (Van Loon et al., 2006) 
 โปรตนี PR-1 มกัถูกใชเ้ป็นเครือ่งหมายบ่งบอกภาวะการเกดิระบบ SAR เน่ืองจาก SA 
ทีเ่ป็นโมเลกุลสง่สญัญาณในระบบ SAR จะสง่สญัญาณกระตุน้โปรตนี NPR1/NIM1 ทีค่วบคุม 
transcription factor ของยนี PR-1 แลว้เกดิการสรา้งโปรตนี PR-1 เป็นจาํนวนมาก (Gozzo, 
2003, Van Loon and Van Strien, 1999) นอกจากน้ีเมือ่พชืมกีารผลติโปรตนี PR-1 มากขึน้
การตดิเชือ้โรคจะลดน้อยลง เช่น ในยาสบูทีผ่า่นการตดัแต่งพนัธุกรรม (transgenic tobacco) ให้
มกีารแสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสงูจะมคีวามทนทานต่อการตดิเชื้อใน Class Oomycete 
2 ชนิด ไดแ้ก่ P. parasitica และ Peronospora tabacina (Alexander et al., 1993) และอกีการ
ทดลองซึง่นํายนี PR-1 กลุ่ม basic จากพรกิไทย (Capsicum annuum) ตดัแต่งพนัธุกรรมใหม้ี
การแสดงออกในต้นยาสูบ พบว่านอกจากจะทําให้ยาสูบทนทานต่อเชื้อโรคแล้วยงัทนต่อการ
ทดสอบดว้ยโลหะหนกั (heavy metal) ไดแ้ก่ CdCl2 และ HgCl2 อกีดว้ย (Sarowar, 2005)   
  SA และไคโตซานเป็นอไบโอติกอิลซิิเตอร์ที่น่าสนใจเน่ืองจากเป็นสารที่มอียู่แล้วใน
ธรรมชาต ิไมก่่อใหเ้กดิมลพษิ และมกีารรายงานก่อนหน้าน้ีว่าสามารถชกันําการตา้นทานโรคได ้
ซึง่การให ้SA จากภายนอกเป็นการกระตุน้การเกดิระบบ SAR นอกจากน้ีจากการศกึษาของ 
Wong และคณะ (2002) ทีศ่กึษาการใชส้ารเคมตี่างๆ ไดแ้ก่ potassium cyanide, antimycinA 
และ SA ชกันําความตา้นทานต่อเชือ้ไวรสั (Turnip vein clearing virus, TVCV) ใน Arabidopsis 
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thaliana พบว่าสารเคมทีัง้สามชนิดสามารถชกันําความตา้นทานต่อเชือ้ไวรสัไดแ้ต่เฉพาะ SA 
เท่านัน้ทีส่ามารถกระตุน้การเกดิระบบ SAR ได ้(ชกันําการแสดงออกของยนี PR-1)   Iriti และ
คณะ (2010) รายงานว่าการดูดซมึไคโตซานเขา้ทางปากใบจะสามารถกระตุน้ระบบป้องกนั
ตนเองในพชืไดโ้ดยทําใหเ้กดิการสะสมแคลโลสเพิม่ขึน้ทําใหพ้ชืที่ทดสอบมคีวามตา้นทานโรค
เพิม่ขึน้ นอกจากน้ีมรีายงานว่า 0.1 โมลาร์ ของสารละลายปุ๋ ย NPK สามารถชกันําระบบ 
induced systemic resistance (ISR) ได ้ทาํใหข้า้วโพดมคีวามตา้นทานต่อโรคใบไหมแ้ผลใหญ่ 
(northern leaf blight, NLB) (Reuveni et al.,1996)  ดงันัน้การศกึษาคุณสมบตัใินการกระตุน้
ความตา้นทานของปุ๋ ย NPK ทีเ่กษตรกรจาํเป็นตอ้งใชใ้นการทาํสวนยางพาราเป็นปกตอิยูแ่ลว้จงึ
มคีวามน่าสนใจ นอกจากน้ี Chirapongsatonkul (2008) พบว่า TTF5PTM ซึง่ไดจ้ากสว่นผสม
ของ ปุ๋ ย NPK  กรดอะมโิน และสารสกดัจากสาหร่าย สามารถชกันําใหม้กีารสรา้ง PRs หลาย
ชนิด ไดแ้ก่ โปรตนี PR-1, PR-3 และ PR-5 ในใบยาสบู และเมือ่ทาํการทดลองภาคสนามพบว่า
สามารถชกันําใหย้าสบูป้องกนัตนเองจากการตดิเชือ้ได ้  
 ดงันัน้ผูว้จิยัจงึสนใจทีจ่ะศกึษาการใชต้วักระตุน้ไดแ้ก่ SA  ไคโตซาน และปุ๋ ย NPK เพื่อ
เป็นขอ้มลูพืน้ฐานในการประยกุตใ์ชเ้พือ่ชกันําการตา้นทานโรคในตน้กลา้ยางพาราต่อไป รวมทัง้
เพื่อคดัเลอืกตวักระตุน้ทีเ่หมาะสมสาํหรบัใชใ้นการศกึษายนี PR-1 ทีจ่ะเป็นเครื่องหมายสาํหรบั
บ่งบอกการเกดิระบบ SAR ในยางพารา ทัง้ในแง่ของการศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 
ได้แก่ ศึกษาการแสดงออกของยนี PR-1 เบื้องต้นเมื่อผ่านการกระตุ้นโดยเชื้อก่อโรคของ
ยางพารา (P. palmivora) การแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราช่วงอายุต่างๆ และการ
แสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราพนัธุ์ต่างๆ เพือ่หาความสมัพนัธร์ะหว่างยนี PR-1 และ
ความสามารถในการต้านทานโรคของยางพาราแต่ละพนัธุ์ ตลอดจนในแง่ของการหาลําดบั      
นิวคลโีอไทด์ที่สมบูรณ์ของยนี PR-1 เพื่อเป็นขอ้มูลพื้นฐานในการศกึษาต่อไปทัง้ในดา้น
ความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการกบัสิง่มชีวีติอื่นและการใชล้ําดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดไ้ปศกึษาในระดบั
โปรตนีต่อไป 
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การตรวจเอกสาร 

 
1.1 ยางพารา  

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความสําคัญ เน่ืองจากประเทศไทยมีการส่งออก
ผลติภณัฑย์างพาราเป็นอนัดบัหน่ึงของโลกมาตัง้แต่ปี พ.ศ. 2534 โดยในภาคใตม้พีืน้ทีป่ลูก
ยางพารามากทีสุ่ดประมาณ 10.96 ลา้นไร่ (สถาบนัวจิยัยาง กรมวชิาการเกษตร, 2553) ดงันัน้
การพฒันางานวจิยัทีเ่กี่ยวขอ้งกบัยางพาราจงึเป็นประโยชน์ในการเพิม่ผลผลติใหก้บัเกษตรกร
เป็นอยา่งมาก 

ยางพารามชีื่อวทิยาศาสตรว์่า Hevea brasiliensis Muell. Arg. เป็นพชืใบเลีย้งคู่ มี
ลกัษณะใบ ผล ช่อดอกและตน้กลา้ดงัรปูที ่1.1 ยางพาราเป็นไมย้นืตน้ขนาดใหญ่ทีม่อีายุยนืยาว
หลายสบิปี มถีิน่กําเนิดอยู่บรเิวณลุ่มน้ําอเมซอนประเทศบราซลิและประเทศเปรใูนทวปีอเมรกิา
ใต ้ยางพาราสามารถจดัลาํดบัทางอนุกรมวธิานไดด้งัน้ี 

 
Kingdom: Plantae 
  Division: Magnoliophyta 
    Class: Magnoliopsida 
      Order: Malphighiales 
        Family: Euphobiaceae 
          Genus: Hevea 
            Species: Hevea brasiliensis   
Scientific name: Hevea brasiliensis Muell. Arg. 
Common name: Para Rubber  

รปูท่ี 1.1 ลกัษณะใบ ผล ชอ่ดอกและตน้กลา้ของ 
ยางพารา (ทีม่า: Nieto and Rodriguez, 2003)  

                
ยางพาราเป็นพชืทีเ่จรญิเตบิโตเรว็ สามารถสูงไดถ้งึ 40 เมตร และมขีนาดเสน้ผ่าน

ศนูยก์ลางลาํตน้ระดบัอกถงึ 35 เซนตเิมตร มลีาํตน้ตัง้ตรง เปลอืกหนา ยางพาราเจรญิเตบิโตได้
ดทีี่สภาพภูมอิากาศรอ้นชื้น ในดนิร่วนทีม่ ีpH อยู่ระหว่าง 4.0-6.5 และมกีารระบายน้ําด ี
อุณหภูมทิี่เหมาะสมสาํหรบัการปลูกยางพาราอยู่ระหว่าง 22-30 องศาเซลเซยีส ความชื้น
สมัพทัธ ์70-80% ปรมิาณน้ําฝนประมาณ 1,500-3,000 มลิลเิมตรต่อปี (Nieto and Rodriguez, 
2003)   
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1.1.1 โรคยางพาราท่ีพบในประเทศไทย 
ยางพาราเป็นไมย้นืตน้ทีเ่กษตรกรมกัประสบปญัหาเรื่องโรคระบาดในระยะใดระยะหนึ่ง

ของการทําสวนยางพารา ซึง่สามารถเกดิขึน้ไดใ้นทุกระยะการเจรญิเตบิโตและพบไดใ้นทุกสว่น
ของยางพารา (สถาบนัวจิยัยาง กรมวชิาการเกษตร, 2553) โรคยางพาราทีร่ะบาดในประเทศ
ไทยสว่นใหญ่มสีาเหตุมาจากเชือ้รา สามารถจําแนกไดต้ามสว่นต่างๆ ของยางพาราทีถู่กเชือ้รา
เขา้ทําลายไดแ้ก่ ใบ กิง่กา้น ลําตน้และราก โดยเชือ้ราดงักล่าวสามารถอาศยัอยูข่า้มฤดูและปน
อยูก่บัซากพชืทีเ่คยเป็นโรค เศษอนิทรยีวตัถุในดนิ หรอือยูบ่นพชือาศยับางชนิด  

ตวัอยา่งโรคทีเ่กดิในยางพารา 
1) โรคใบจุดตานก (bird’s eye spot) มกัพบในแปลงกลา้ยางพาราทีป่ลกูไวเ้ป็นตน้ตอ 

มสีาเหตุมาจากเชือ้รา Drechslera heveae   
2) โรคราแป้ง (powdery mildew) ระบาดบนใบยางพาราอ่อนทีแ่ตกออกมาใหมภ่ายหลงั

จากการผลดัใบประจําปี จงึเป็นสาเหตุใหใ้บยางพาราร่วงและกิง่แขนงบางส่วนอาจแหง้ตายไป 
โรคราแป้งมสีาเหตุมาจากเชือ้รา Oidium heveae  

3) โรคเสน้ดาํ (black stripe) เป็นโรคทางลาํตน้ทีม่คีวามสาํคญัมากโรคหน่ึง เนื่องจาก
เชื้อจะเขา้ทําลายหน้ากรดียางพาราซึง่เป็นบรเิวณเกบ็เกี่ยวผลผลติดงัรูปที ่1.2A จงึไม่สามารถ
กรดียางพาราซํ้าบนเปลอืกทีง่อกใหม่ ทําใหร้ะยะเวลาการใหผ้ลผลติสัน้ลงและไดน้ํ้ายางพาราที่
น้อยลงซึง่โรคน้ีมสีาเหตุมาจากเชือ้ P. botryosa และ P. palmivora  

4) โรคใบรว่งจากเชือ้ Phytophthora (Phytophthora leaf fall) มกัระบาดในช่วงฤดฝูน 
เชื้อ Phytophthora จะเขา้ทําลายส่วนต่างๆ ของต้นยางพาราทัง้ใบ ฝกั กิ่งก้านและหน้ากรดี
ยางพารา ดงัรูปที ่1.2B, 1.2C และ 1.2D ฝกัทีถู่กทําลายจะเน่าและเป็นสดีําคา้งอยู่บนตน้
ยางพารา ไม่แตกและร่วงหล่นตามธรรมชาตกิลายเป็นแหล่งพกัของเชื้อทีส่าํคญั โรคน้ีมสีาเหตุ
มาจากเชือ้ P. botryosa, P. palmivora และ P. parasitica 

 
ความรุนแรงของโรคที่เกดิขึน้ในยางพาราจะแตกต่างกนัออกไป แต่อย่างไรก็ตามเมื่อ

พจิารณาความสําคญัทางเศรษฐกจิของอุตสาหกรรมยางธรรมชาติ โรคใบร่วงและโรคเสน้ดํา 
เป็นโรคทีม่คีวามสาํคญัโรคหน่ึงซึง่จะทาํใหผ้ลผลติ (น้ํายาง) ของยางพาราลดน้อยลง รวมทัง้ยงั
ทําใหต้้นยางพารามรีะยะเวลาที่ใหผ้ลผลติสัน้ลงเป็นเวลา 6-18 ปีอกีดว้ย (สถาบนัวจิยัยาง, 
2550)  
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รปูท่ี 1.2 โรคในยางพาราทีเ่กดิจากเชือ้ P. palmivora และ P. botryosa A: โรคเสน้ดาํ B, C 
และ D: โรคกา้นใบรว่ง ผลรว่ง และใบรว่งตามลาํดบั ซึง่เกดิจากเชือ้ P. palmivora 
   
1.2 เช้ือ Phytophthora  

เชือ้ Phytophthora จดัอยูใ่น Class Oomycetes หรอืกลุ่มราน้ํามเีสน้ใยสขีาว ผนงัเซลล์
ประกอบดว้ย cellulose-β-glucans จงึจดัอยูใ่น Kingdom Chromista  เชือ้ Phytophthora มี
รปูร่างคลา้ยรา สามารถสบืพนัธุ์ไดท้ัง้แบบอาศยัเพศและไม่อาศยัเพศดงัรปูที ่1.3 การสบืพนัธุ์
แบบอาศยัเพศโดยการสร้างโอโอสปอร์ (oospore) ที่เกิดจากการผสมของแอนเทอรเิดยีม 
(antheridium) และโอโอโกเนียม (oogonium) ซึง่พบในหอ้งทดลองเท่านัน้และการสบืพนัธุแ์บบ
ไม่อาศยัเพศจะมกีารแตกกิง่ก้านสรา้งสปอร์แรงเจยีม (sporangium) บนสปอร์แรงจโิอฟอร ์
(sporangiophores) โดยมซีูโอสปอร์ (zoospores) เจรญิอยู่ภายในดงัรูปที ่1.4 ส่วนที่เป็น   
สปอรแ์รงจโิอฟอร์นัน้จะมลีกัษณะบวมพองกว่าเสน้ใยปกต ิสปอร์แรงเจยีมจะมรีูปร่าง ลกัษณะ 
และขนาด แตกต่างกนัไปในแต่ละสปีชสีซ์ึ่งจะผลติซูโอสปอร์ทีม่แีฟลกเจลลาจงึสามารถว่ายน้ํา
ไปยงั host ได ้

 
 
 
 
 
 

C A 

B D 
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รปูท่ี 1.3 วงจรชวีติของเชือ้ Phytophthora (ทีม่า: http://www.en.wikipedia.org/phytophthora) 
 
 
 
 
 
 
 

 

รปูท่ี 1.4 โครงสรา้งสปอรแ์รงเจยีมของเชือ้ P. palmivora A: โครงสรา้งสปอรแ์รงเจยีมของเชือ้    
P. palmivora ทีม่ซีโูอสปอรอ์ดัแน่นอยูภ่ายใน   B และ C: สปอรแ์รงเจยีมทีก่ําลงัปล่อยซูโอสปอร์
ออกสูภ่ายนอก (ทีม่า: Botany laboratory, 2553) 
 

เชื้อ Phytophthora เป็นเชื้อก่อโรคในพชืหลายชนิดซึ่งส่วนใหญ่เป็นพชืใบเลี้ยงคู ่
(www.en.wikipedia.org/phytophthora) รวมถึงพืชเศรษฐกิจที่สําคญั เช่น สบัปะรด มะละกอ 
สม้ ยาสบู ทุเรยีน มะเขอืเทศและยางพารา ซึง่เป็นสาเหตุของโรคใบร่วง เสน้ดาํ ผลเน่า รากเน่า 
และโคนเน่า ทีท่าํใหผ้ลผลติของยางพาราลดลงนัน่เอง   

เชื้อ Phytophthora สามารถทําใหเ้กดิโรคพชืไดท้ัง้ทางตรงและทางอ้อม ในทางตรง
สปอร์แรงเจียมที่อยู่ในพืชที่ติดเชื้ออยู่ก่อนหน้าสามารถเจริญเข้าสู่เ น้ือเยื่อพืชโดยตรง           
ในทางออ้ม เชือ้ Phytophthora สามารถผลติซูโอสปอรซ์ึง่ว่ายไปกบัน้ําแลว้เกาะตดิอยูบ่นพืน้ผวิ
ของพชืทีเ่ปียกชืน้และรอทีจ่ะเขา้สู่พชื  เชือ้ Phytophthora มกัระบาดในช่วงทีม่คีวามชืน้สงูและ
ฝนตกชุกโดยอาศยัน้ําพดัพาซูโอสปอรไ์ปอยา่งรวดเรว็และทาํใหเ้กดิการตดิเชือ้ในพชืต่างๆ ผา่น
ทางน้ําหรอืทางดนิทีชุ่่มชืน้ (ไพโรจน์, 2525) เชือ้จะเขา้สูพ่ชืโดยการงอกของซูโอสปอรแ์ลว้แทง

A B C 
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ผ่านผนังเซลล์ เช่น อาจผ่านทางควิตเิคลิและอพิเิดอมสิโดยตรงหรอืผ่านทางบาดแผลและช่อง
เปิดตามธรรมชาต ิจากนัน้จะเขา้ทาํลายพชืโดยการงอกของ germ tube เพื่อขยายเป็นเสน้ใยใน
ตน้พชื เชือ้ Phytophthora จะใชอ้าหารจากพชืเพื่อการเจรญิเตบิโตและการขยายพนัธุ์ จากนัน้
จะเขา้ทาํลายทีส่ว่นฝกั กา้น ยอด และแผ่นใบโดยเฉพาะดา้นล่างทางรใูบ ทาํใหใ้บร่วงจากนัน้จะ
แพรพ่นัธุเ์ป็นจาํนวนมากอยา่งรวดเรว็ (ฐานขอ้มลูยางพารา, 2551, ไพโรจน์, 2525) 

เชือ้ P. palmivora และ P. botryosa เป็นสายพนัธุ์ของเชือ้ Phytophthora ซึง่พบใน
ประเทศไทยวา่เป็นสาเหตุของโรคในยางพาราทีส่ามารถทาํลายไดทุ้กสว่นของยางพารา   

 
1.3 กลไกการตอบสนองของพืชต่อเช้ือก่อโรค 

พชืสามารถตอบสนองต่อเชื้อโรคโดยมกีลไกการป้องกนัตนเองจากเชื้อโรคได้ 2 ทาง 
ไดแ้ก่ กลไกการป้องกนัตนเองทางโครงสรา้งของพชื (structural defenses) และทางชวีเคม ี
(biochemical defenses) ดงัน้ี 

 
1.3.1 ทางโครงสร้างของพืช (structural defenses) 
เป็นลกัษณะของสิง่กดีขวางตามธรรมชาต ิ(physical barriers) ที่จะป้องกนัไม่ใหเ้ชื้อ

ผา่นเขา้สูพ่ชืไดอ้ยา่งงา่ยดาย เกดิขึน้ไดท้ัง้ก่อนและหลงัการตดิเชือ้ 
โครงสรา้งทีม่กี่อนการตดิเชือ้ ไดแ้ก่ การมแีวก็ซท์ีเ่คลอืบผวิของพชืไว ้ซึง่จะป้องกนัการ

เกาะตดิของน้ําทีจ่ะเป็นแหล่งสะสมของเชือ้ได ้ การมชีัน้ควิตเิคลิหนาจะช่วยใหพ้ชืทนต่อการถกู
เชือ้เจาะได ้นอกจากน้ีขนาด ตาํแหน่งทีอ่ยูแ่ละรปูรา่งของปากใบ มคีวามสาํคญัต่อเชือ้ทีส่ามารถ
ทําใหพ้ชืตดิโรคผ่านทางปากใบ รวมทัง้ความหนาของผนังเซลลท์ีจ่ะป้องกนัการงอกของสปอร์
ของเชือ้ราซึง่จะเป็นเกราะป้องกนัของพชืทางโครงสรา้งอกีชัน้หนึ่ง 

นอกจากน้ียงัมโีครงสรา้งทีเ่กดิขึน้หลงัจากการตดิเชือ้ ซึง่จะมกีารผลติขึน้หลงัจากพชืถูก
กระตุ้นด้วยเชื้อโรค เน่ืองจากเชื้อโรคหลายชนิดจะมีการปล่อยสารเคมีที่ไม่จําเพาะ (non-
specific elicitors) เช่น การผลติสารพษิต่างๆ สารพวกไกลโคโปรตนี รวมทัง้เอนไซมข์อง       
จุลนิทรยีต์่างๆ ไดแ้ก่ เอนไซม ์protease เป็นตน้ แลว้สารเคมดีงักลา่วน้ีจะถกูพชืจดจาํและทาํให้
มกีารสง่สญัญาณเพือ่ใหเ้กดิระบบการป้องกนัตนเองขึน้ ตวัอย่างโครงสรา้งทีเ่กดิขึน้หลงัจากการ
ตดิเชือ้ ไดแ้ก่ การมผีนังเซลลห์นาขึน้จากการผลติเซลลโูลสเพิม่ขึน้ ทําใหพ้ชืมคีวามทนทานต่อ
การแพร่กระจายของเชื้อมากขึน้ รวมทัง้การสะสมแคลโลสบรเิวณผนังเซลล์ชัน้ในของพชื เชื้อ
โรคจงึไมส่ามารถแทรกตวัเขา้มาภายในเซลล ์การสรา้ง cork layers หรอืเซลลท์ีเ่จรญิเป็นชัน้ๆ 
สามารถยบัยัง้การบุกรุกของเชือ้และป้องกนัการแพร่กระจายของเชือ้ได ้การปรแิตกของเน้ือเยือ่ 
(abscission regions) เพื่อป้องกนัการกระจายเป็นวงกว้างของเชื้อ การสะสมยางเหนียว 
(gums) ทําให้เชื้อโรคบางชนิดหยุดการเจริญเติบโตและตายไปในที่สุด รวมทัง้การเกิด 
hypersensitive cell death ซึง่เป็นการตอบสนองโดยการตายอยา่งรวดเรว็ของพชืบรเิวณทีต่ดิ
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เชื้อทาํใหเ้ชื้อไม่สามารถแพร่กระจายไปยงัเซลล์และเน้ือเยื่อขา้งเคยีงได ้โดยจะสงัเกตเหน็เป็น
รอยไหมส้น้ํีาตาลอยา่งชดัเจน  
 

1.3.2 ทางชีวเคมี (biochemical defenses) 
แมว้่าพชืจะมกีารป้องกนัตวัเองทางโครงสรา้งแลว้แต่เชื้อโรคต่างๆ กย็งัสามารถรุกราน

เขา้ไปในพชืได ้อย่างไรกต็ามพชืยงัมกีารป้องกนัทางชวีเคมอีกีทางหน่ึงนัน่คอืการผลติสารทีม่ี
ความเป็นพษิต่อเชือ้และยบัยัง้ไมใ่หเ้ชือ้แพร่กระจายลุกลามในตน้พชืได ้การป้องกนัทางชวีเคมี
สามารถเกดิขึน้ได้ทัง้ก่อนและหลงัการตดิเชื้อเช่นเดยีวกบัการป้องกนัทางโครงสรา้ง (Agrios, 
1997) 

สารเคมทีีพ่ชืผลติขึน้ก่อนการตดิเชือ้ เช่น ในมะเขอืเทศและบทีรทูจะมกีารผลติสารหลัง่
ทีเ่ป็นพษิต่อเชือ้โรค (fungitoxic exudates) ซึง่จะสามารถยบัยัง้การงอกของซูโอสปอรข์องเชื้อ
โรคไดห้รอืในพชืบางชนิดจะมกีารผลติ phytoanticipins ก่อนที่พชืจะมกีารตดิเชื้อ รวมทัง้ยงั
ผลติสารประกอบฟีนอลกิต่างๆ ดว้ย หรอืในบางกรณีสารทีพ่ชืหลัง่ออกมาเป็นปกตอิยูแ่ลว้กอ็าจ
มคีวามเป็นพษิต่อเชื้อโรคไดเ้ช่นเดยีวกนั เช่น ไดอนี (dienes) เป็นสารประกอบทีค่ลา้ยกรด
ไขมนัชนิดหน่ึงจะมกีารผลติในปรมิาณสงูในเซลลข์องใบและผลอ่อนแลว้ทาํใหใ้บและผลอ่อนนัน้
มคีวามตา้นทานต่อเชือ้มากกว่าเซลลท์ีแ่ก่กวา่ (Agrios, 1997)  
 ส่วนสารเคมทีี่พชืผลติขึ้นภายหลงัจากการติดเชื้อ เช่น ไฟโตอเล็กซนิ (phytoalexins) 
ซึง่เป็นสารปฏชิวีนะทีเ่ป็นพษิต่อเชือ้ก่อโรค ในยางพารามกีารศกึษากลไกการตอบสนองต่อเชื้อ
เป็นครัง้แรกโดย Tan และ Low (1975) โดยพบการเกดิสารเรอืงแสงภายใตแ้สง UV ในเน้ือเยือ่
ใบภายใตก้ารตอบสนองต่อเชือ้รา Colletotrichum gloeosporioides สารประกอบดงักลา่วยงัถูก
ชกันําใหม้กีารผลติขึน้ในยางพาราหลงัจากตดิเชือ้ Microcyclus ulei ดว้ยและพบว่าสารเรอืงแสง
ดงักล่าวคอื hydroxycoumarin ใหช้ื่อว่า สคอพอลตินิ (scopoletin) (Giesemann et al., 1968) 
ซึ่งเป็นไฟโตอเลก็ซนิชนิดหน่ึง พนัธุ์วศร ี(2547) บ่มแคลลสัยางพาราพนัธุ์ GT1 (ค่อนขา้ง
ตา้นทาน) และพนัธุ ์RRIM600 (พนัธุอ่์อนแอ) ดว้ยซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora พบว่าซูโอ
สปอร์สามารถกระตุ้นแคลลสัให้มกีารสงัเคราะห์สคอพอลตินิในพนัธุ์ GT1 มากกว่าพนัธุ ์
RRIM600 โดยปรมิาณและอตัราเรว็ในการสงัเคราะห์สคอพอลตินิแปรผนัตรงกบัระดบัความ
ตา้นทานโรคของยางพารา นอกจากน้ียงัมกีารเกดิ hypersensitive cell death ซึง่เป็นปฏกิริยิา
ของกลไกป้องกนัโรคทีส่าํคญัมากทีสุ่ดแบบหน่ึง ในทางชวีเคมกีารเกดิ hypersensitive cell 
death จะมกีารปล่อยสารพษิทีจ่ะทําใหเ้น้ือเยื่อบรเิวณทีต่ดิเชื้อตายอย่างรวดเรว็ ซึ่งทําใหเ้ชื้อ
ตายลงเช่นเดียวกัน  นอกจากน้ียงัมีการปล่อยสารยบัยัง้การเจริญของเชื้อ (antimicrobial 
substance) เช่น pathogenesis-related proteins (PRs) เพื่อป้องกนัการแพร่ขยายเป็นวงกวา้ง
ของเชือ้อกีดว้ย ในยางพาราเองกม็กีารศกึษา PRs เช่น อรวรรณ (2551) พบวา่เมือ่กระตุน้เซลล์
แขวนลอยยางพาราดว้ยคอปเปอรซ์ลัเฟตความเขม้ขน้ 20 ไมโครโมลาร ์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 
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แลว้ทาํใหก้จิกรรมของ protease inhibitors (PIs) ซึง่เป็น PRs ชนิดหน่ึง (PR-6) เพิม่สงูขึน้ 
และเมือ่นํา PI ทีผ่า่นการทาํบรสิุทธิม์าศกึษาผลกระทบต่อเชือ้ก่อโรค P. palmivora พบว่ามผีล
ยบัยัง้การงอกของซโูอสปอรข์องเชือ้ดงักลา่ว 
  
1.4 Pathogenesis-related proteins (PRs) 

PRs คอืกลุม่ของโปรตนีทีพ่ชืผลติขึน้ภายหลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยเชือ้โรคหรอืภาวะเครยีด
ต่างๆ (Antoniw et al., 1980) เช่น การกดดนัจากสารเคมแีละฮอรโ์มนพชืบางชนิด รวมทัง้การ
เกดิบาดแผลและการกระตุ้นจากอลิซิเิตอร์ต่างๆ เพื่อป้องกนัอนัตรายใหก้บัตนเอง ซึ่งเมื่อพชื
ผลติโปรตนีชนิดน้ีแลว้จะมคีวามเป็นพษิต่อเชือ้โรคทีม่ารุกราน การผลติ PRs ในพชืนัน้ไม่ใช่
เพยีงแต่จะผลติเพื่อป้องกนัเชื้อโรคบรเิวณทีถู่กรุกรานโดยตรงเท่านัน้แต่ยงัมคีวามสมัพนัธ์กบั 
การเกดิระบบ systemic acquired resistance (SAR) อกีดว้ย (Van Loon and Van Strien, 
1999)  ดงันัน้โปรตนีกลุ่มน้ีจงึมบีทบาทสาํคญัต่อพชืในการป้องกนัตนเองจากเชื้อโรค รวมทัง้มี
ความสําคัญต่อการปรับตัวเพื่อการดํารงชีวิตของพืชในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได ้
(Edreva, 2005) 

PRs มกัถูกแบ่งกลุ่มตามหน้าที่ ลําดบักรดอะมโิน ความสมัพนัธ์ทางซรีัม่วทิยา 
(serological relationship) รวมทัง้น้ําหนกัโมเลกุลของโปรตนีนัน้ๆ ในปจัจุบนัสามารถจดัแบ่ง 
PRs ออกเป็น 17 กลุ่ม และไดม้กีารระบุคุณสมบตัติ่างๆ ไดแ้ก่ หน้าทีแ่ละกจิกรรมของเอนไซม์
ใน PRs แลว้หลายกลุ่ม เช่น PR-3  PR-4  PR-8 และ PR-11 มสีมบตัเิป็นเอนไซมไ์คตเินส  
PR-2 มสีมบตัเิป็นเอนไซม ์β-1,3-กลูคาเนส และ PR-6 มสีมบตัเิป็น PIs (Van Loon and Van 
Strien, 1999, Sels et al., 2008) ดงัตารางที ่1.1 โดยมหีลกัเกณฑท์ีจ่ะใชใ้นการจดักลุม่ PRs 
กลุ่มใหมข่ึน้ดงัน้ี (1) โปรตนีนัน้ๆ จาํเป็นตอ้งผลติขึน้ในเน้ือเยื่อพชืภายหลงัจากการเหน่ียวนํา
โดยเชือ้โรค ซึง่ในภาวะปกตพิชืจะไม่มกีารผลติโปรตนีชนิดน้ีขึน้ (2) การชกันําการแสดงออก
ของโปรตนีนัน้ๆ จะตอ้งเกดิขึน้จากปฏสิมัพนัธ์ระหว่างพชืและเชือ้ก่อโรคอยา่งน้อย 2 คู ่หรอืใน
กรณีทีเ่กดิจากปฏสิมัพนัธ์ระหว่างพชืและเชื้อก่อโรคเพยีงคู่เดยีวจะตอ้งมกีารยนืยนัผลการวจิยั
จากหอ้งปฏบิตักิารวจิยัทีแ่ตกต่างกนั (Van Loon and Van Strien, 1999)   

PRs ทีพ่ชืสรา้งขึน้มกัมคีุณสมบตัเิป็นเอนไซมท์ีม่ผีลโดยตรงต่อเชือ้เช่น เอนไซมไ์คตเินส
และ β-1,3-กลูคาเนส ทีท่ําหน้าทีก่ระตุน้การยอ่ยสลายไคตนิซึง่เป็นองคป์ระกอบสาํคญัของผนัง
เซลล์เชือ้ราและ β-1,3-กลูแคน ตามลําดบั อย่างไรกต็ามยงัม ีPRs บางกลุ่มทีไ่ม่ไดม้คุีณสมบตัิ
เป็นเอนไซมแ์ต่เมือ่พชืผลติขึน้แลว้ทาํใหพ้ชืมคีวามตา้นทานต่อเชือ้มากขึน้ ไดแ้ก่ โปรตนี PR-1    
PRs พบไดท้ัง้ในพชืใบเลีย้งคู่และใบเลีย้งเดีย่ว เช่น ยาสบู มะเขอืเทศ ขา้วบารเ์ลย ์แตงกวา 
ขา้วสาล ีหวัผกักาด และ Arabidopsis เป็นตน้ (Gozzo, 2003)  
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ตารางท่ี 1.1 คณุสมบตัขิอง PRs แต่ละชนิด  
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ทีม่า: Van Loon and Van Strien, 2006 
 
1.5 PRs ท่ีเก่ียวข้องกบัการชกันําความต้านทานในพืช 
 ก่อนหน้าน้ีการวเิคราะหค์วามสมัพนัธ์ระหว่าง PRs และความตา้นทานในพชืสามารถ
เขา้ใจไดย้ากแต่ปจัจุบนัสามารถวเิคราะหไ์ดง้า่ยขึน้ โดย Edreva (2005) ไดส้รุปความสมัพนัธ์
ดงักลา่วไวด้งัน้ี  
1) ระหว่างทีพ่ชืพนัธุต์า้นทานตดิเชือ้โรคจะมกีารสะสม PRs ในปรมิาณมากกว่าพชืพนัธุ์อ่อนแอ
หลายเทา่ 
2) ในพชืทีม่คีวามตา้นทานสงูอยูแ่ลว้ในธรรมชาต ิ(พชืพนัธุต์า้นทาน) มกัจะมกีารแสดงออกของ 
PRs ในระดบัสงู 
3) ในพชืทีม่กีารตดัแต่งพนัธุกรรม (transgenic plants) ใหม้ยีนี PR แสดงออกมากเกนิพอ 
(overexpressing PR gene) จะมคีวามตา้นทานต่อโรคเพิม่ขึน้เช่นยาสบูที่มยีนี PR-1a 
overexpressing จะทนต่อเชือ้ Peronospora tabacina และ P. parasitica var. nicotianae  
4) การสะสม PRs ในพชืจะทาํใหเ้กดิความตา้นทานในพชืทัง้บรเิวณทีต่ดิเชือ้ (local resistance) 
และบรเิวณอื่นทีไ่กลออกไป (systemical resistance)   PRs จงึมกัถูกใชเ้ป็นเครื่องหมาย 
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(marker) สาํหรบัการเกดิภาวะ systemic acquired resistance หรอื ภาวะ SAR และเรยีกยนี 
PR (PR-genes) ทีเ่กีย่วขอ้งกบัระบบ SAR วา่ SAR-genes 
 
1.6 Pathogenesis Related protein-1 (PR-1)  

โปรตนี PR-1 เป็น PRs ชนิดแรกทีถู่กคน้พบในปี ค.ศ. 1970 ในใบยาสบูทีต่ดิเชื้อ 
Tobacco Mosaic virus (TMV)   โปรตนี PR-1 เป็นโปรตนีทีป่รากฏในพชืทุกชนิดเท่าทีม่ ี
การศกึษามาและยงัมปีรมิาณมากทีสุ่ดเมื่อเปรยีบเทยีบกบั PRs กลุ่มอื่นๆ  โดยคดิเป็น 1-2% 
ของโปรตนีรวมทัง้หมดในใบพชื (Buchel and Linthorst, 1999)  นอกจากน้ีโปรตนี PR-1 ยงัใช้
เป็นเครื่องหมายสาํหรบับอกถงึการเกดิภาวะ SAR ในพชืดว้ย เน่ืองจาก SA ทีเ่ป็นโมเลกุลสง่
สญัญาณในระบบ SAR จะส่งสญัญาณกระตุน้โปรตนี NPR1/NIM1 ทีค่วบคุม transcription 
factor ของยนี PR-1 แลว้เกดิการสรา้งโปรตนี PR-1 เป็นจํานวนมาก (Gozzo, 2003, Van 
Loon and Van Strien, 1999) ต่อมานกัวจิยัไดค้น้พบโปรตนี PR-1 ตามมาอกีในพชืหลายชนิด
ไดแ้ก่ Arabidopsis (Uknes et al.,1992) ขา้วบารเ์ลย ์(Muradov et al., 1993) มะเขอืเทศ 
(Tornero et al., 1994) ขา้วโพด (Morris et al., 1998)  ขา้วสาล ี(Molina et al.,1999) พรกิไทย 
(Kim and Hwang, 2000) และขา้ว (Agrawal et al., 2002, Kim et al., 2001) เป็นตน้ และยงั
พบว่าโปรตนี PR-1 เป็นเครื่องหมายสาํคญัทีจ่ะบ่งบอกการตอบสนองของพชื เน่ืองจากจะตรวจ
พบโปรตนี PR-1 ไดเ้มือ่พชืมกีารตา้นทานโรคมากขึน้ 

ปจัจุบนันกัวทิยาศาสตรย์งัไม่สามารถระบุหน้าทีข่องโปรตนี PR-1 ในแงข่องหน้าทีก่าร
ทํางานในเซลล์และโมเลกุลเป้าหมายในการทําหน้าที่ว่าเป็นอย่างไร รวมถงึยงัไม่สามารถหา
ปฏสิมัพนัธร์ะหว่างโปรตนี PR-1 กบัโปรตนีชนิดอืน่ๆ ได ้ทราบแต่เพยีงว่ามกีารกระตุน้ใหม้กีาร
สรา้งโปรตนี PR-1 เพิม่ขึน้เป็นจาํนวนมากเมื่อพชืตดิเชือ้ เกดิบาดแผลหรอืไดร้บัการกดดนัจาก
สิง่แวดลอ้ม แสง UV รวมทัง้สารเคมตี่างๆ เช่น SA เป็นตน้ (Buchel and Linthorst, 1999)  
จากการศกึษาของ Kim และ Hwang (2000) เกี่ยวกบัการแสดงออกของโปรตนี PR-1 กลุ่ม 
basic ในพรกิไทยหลงัจากทดสอบดว้ย SA และ DL-β-amino-n-butyric acid (BABA) โดยการ
ฉีดพน่ลงบนตน้อ่อนพบวา่มกีารแสดงออกของโปรตนี PR-1 ดงักลา่วในระดบัสงูขึน้       

งานวจิยัก่อนหน้าน้ีพบว่าเมือ่พชืมกีารผลติโปรตนี PR-1 มากขึน้ จะทาํใหพ้ชืมกีารตดิ
เชื้อโรคลดน้อยลง เช่น ในยาสูบทีผ่่านการตดัแต่งพนัธุกรรม (transgenic tobacco) ใหม้กีาร
แสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสงูจะมคีวามทนทานต่อการตดิเชื้อใน Class Oomycete 2 
ชนิด ไดแ้ก่ P. parasitica และ Peronospora tabacina (Alexander et al., 1993) และอกีการ
ทดลองทีท่ําในยาสบูเช่นเดยีวกนัแต่เป็นการตดัแต่งพนัธุกรรมใหม้กีารแสดงออกของยนี PR-1 
กลุ่ม basic จากพรกิไทย (Capsicum annuum) พบว่าทําใหย้าสบูทนทานต่อเชือ้โรคและยงัทน
ต่อการทดสอบดว้ยโลหะหนัก (heavy metal) ไดแ้ก่ CdCl2 และ HgCl2  อกีดว้ย (Sarowar, 
2005)  Hong และ Hwang (2002) ศกึษาการตอบสนองของโปรตนี PR-1 ในมะเขอืเทศเมือ่มี
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การกระตุน้ดว้ยเชือ้ P. capsici และวเิคราะหผ์ลดว้ยวธิ ีWestern blot พบการแสดงออกของ
โปรตนี PR-1 (น้ําหนกัโมเลกุล 17 กโิลดาลตนั) ในปรมิาณสงูหลงัจากการตดิเชือ้ไปแลว้ 12-24 
ชัว่โมง   Niderman และคณะ (1995) พบว่าโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic จากมะเขอืเทศทีท่าํ
บรสิทุธิแ์ลว้ สามารถยบัยัง้การงอกของซูโอสปอรข์องเชือ้ P.  infestans ได ้(in vitro) และยงัทาํ
ใหก้ารตดิเชือ้ในใบมะเขอืเทศ (in vivo) ลดลงอกีดว้ย  

จากเหตุผลทีว่่าปจัจุบนัยงัไมท่ราบหน้าทีข่องโปรตนี PR-1 ดงันัน้การศกึษาโปรตนีน้ีจงึ
มกัอาศยัความสมัพนัธท์างซรีัม่วทิยาของโปรตนี PR-1 จงึทาํใหส้ามารถคน้หาโปรตนีชนิดน้ีโดย
การใช ้PR-1 antiserum จากยาสบู เช่น การศกึษาของ White และคณะ (1987) ใช ้PR-1a 
antiserum ในการหาโปรตนี PR-1 จากขา้วโพด ขา้วบารเ์ลย ์มะเขอืเทศ มนัฝรัง่ บานไมรู่โ้รย 
มนัฝรัง่ (Solanum demissum) และ goosefoot (Chenopodium amaranticolor) นอกจากน้ีการ
สบืคน้ลําดบันิวคลโีอไทดข์องยนี PR-1 ผา่นทางฐานขอ้มลูของ GenBank เพื่อศกึษายอ้นกลบั
ไปยงัโปรตนีกย็งัสามารถทําไดด้้วย เน่ืองจากกลุ่มยนี PR-1 น้ีมบีรเิวณที่มคีวามอนุรกัษ์สูง 
(conserved regions) และปรากฏยนีน้ีในพชืทุกชนิดเท่าทีม่กีารศกึษาก่อนหน้าน้ีรวมทัง้ยงัพบ
โปรตนี homologous PR-1 ไดใ้นสิง่มชีวีติอื่นๆ ดว้ย เช่น ยสีต ์แมลงและสตัวม์กีระดูกสนัหลงั 
(Van Loon et al., 2006)  Sarowar (2005) พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง cDNA จากพษิของ
แตนชนิดหน่ึงแลว้มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1a ในยาสบู 

งานวจิยัก่อนหน้าน้ีโดย Fernández และคณะ (1997) ไดว้เิคราะหโ์ครงสรา้งของโปรตนี 
PR-1 จากโปรตนี PR-1b ของมะเขอืเทศ โดยเทคนิค nuclear magnetic resonance (NMR) 
ปรากฏโครงสรา้งของโปรตนีทีม่ลีกัษณะจาํเพาะซึง่ประกอบดว้ย 4α-helixes และ 4β-strands 
ซึง่เป็นบรเิวณทีม่ ีconserved cysteine จาํนวน 6 residues เมื่อเปรยีบเทยีบระหว่างโปรตนี 
PR-1 จากพชืหลายๆ ชนิด และยงัมบีรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์ระหว่างโปรตนี PR-1 ในพชืและ
โปรตนี homologous PR-1 ทีพ่บในสิง่มชีวีติชนิดอื่นดว้ย ไดแ้ก่บรเิวณทีม่ลีาํดบักรดอะมโินเป็น 
CGHYTQVVW[R/K]X[S/T][V/T][R/S]XGC (Van Loon and Van Strien, 1999) แสดงใหเ้หน็
วา่บรเิวณน้ีมคีวามสาํคญัเป็นอยา่งมากจงึถูกเลอืกใหค้งอยูใ่นสายววิฒันาการ   

โครงสรา้ง 4α-helixes และ 4β-strands ทีก่ล่าวมามกีารจดัเรยีงแบบ antiparallel 
ระหว่างเกลยีวของ α-helix สว่นทีเ่ป็น α-helix น้ีจะอดัตวัแน่นอยูท่ ัง้ 2 ดา้นของ β-strand เป็น
โครงรูป α-β-α sandwich ทําใหม้องเหน็เป็นโครงรปูทีอ่ดัแน่น มลีกัษณะเป็น 2 โมเลกุล ทีม่ี
แกนตรงกลาง โครงรปูน้ีเสถยีรไดด้ว้ยพนัธะไฮโดรโฟบกิ (hydrophobic interaction) และพนัธะ
ไฮโดรเจนจํานวนมาก ดงัรูปที ่1.5 โครงรูปของโปรตนี PR-1 ทีป่ระกอบกนัแน่นดงักล่าวจงึ
น่าจะทําให้ทําให้โปรตีนชนิดน้ีมคีวามเสถยีรสูงและมคีวามสามารถในการทนต่อการย่อยของ
เอนไซม ์proteases ได ้  
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รปูท่ี 1.5 โครงสรา้ง 3 มติขิองโปรตนี PR-1b ในมะเขอืเทศ ประกอบไปดว้ย 4α-helixes (I-IV 
แถบสแีดงและแถบสเีหลอืง) และ 4β-strands (A-D แถบสฟ้ีา) และโพลเีพปไทดส์ายอื่นๆ แสดง
เป็นแถบสเีทา (ทีม่า: Fernández et al., 1997) 
 

จากการศกึษาก่อนหน้าน้ีไดม้กีารแยกยนี PR-1 จาํนวน 16 ยนี ในยาสบู (Nicotiana 
tabacum cv. Samsun NN) ทีต่ดิเชือ้ TMV ซึง่ผลติโปรตนี PR-1 ได ้2 กลุ่ม คอืกลุม่ acidic 
และ basic โดยมคีุณสมบตัทิางชวีภาพทีแ่ตกต่างกนั ดงัตารางที ่1.2 และมกีรดอะมโินทีเ่ป็น
องคป์ระกอบดงัตารางที ่1.3 

 
1) โปรตีน PR-1 กลุ่ม acidic 

ไดม้กีารตรวจสอบคุณลกัษณะของโปรตนี PR-1 กลุ่ม acidic เป็นครัง้แรกในใบยาสบู  
พบว่าประกอบดว้ยโปรตนี PR-1a, PR-1b และ PR-1c แบ่งเป็นกลุ่ม a b และ c ดงักล่าวได้
ตามการเคลือ่นทีข่องประจุในสนามไฟฟ้า  โปรตนี PR-1 กลุม่ acidic มน้ํีาหนกัโมเลกุลประมาณ 
15-17 กโิลดาลตนั นอกจากน้ียงัมคีวามสมัพนัธก์นัในทางซรี ัม่วทิยาของโปรตนี PR-1 ระหว่าง
พชืแต่ละชนิด เมื่อพจิารณาเฉพาะโปรตนี PR-1 กลุ่ม acidic ของใบยาสบูแลว้ พบว่าทัง้ 3 ชนิด
จะมคีวามคลา้ยคลงึกนัของลาํดบักรดอะมโินมากกว่า 90% โปรตนี PR-1 กลุ่ม acidic ม ีopen 
reading frame 168 กรดอะมโิน ประกอบไปดว้ย signal peptide 30 กรดอะมโิน และ coding 
sequences 138 กรดอะมโิน ซึง่เมื่อวเิคราะหโ์ดยใช ้Southern blot แลว้พบว่าประกอบดว้ยยนี
อยา่งน้อย 8 ยนี ทีถ่กูถอดรหสัออกมาเป็นโปรตนี PR-1 กลุม่ acidic 

สามารถตรวจพบโปรตนี PR-1 กลุ่ม acidic ไดบ้รเิวณ extracellular space และ xylem 
ของตน้ยาสบูทีต่ดิเชื้อ TMV และจะมกีารสะสมโปรตนี PR-1 กลุ่ม acidic น้ีไวใ้น vacuole 
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(crystal idioblast) ของใบยาสบูเพิม่ขึน้ถงึ 10,000 เท่า หรอืคดิเป็น 1-2% ของโปรตนีทีผ่ลติขึน้
ทัง้หมดภายในใบ (Buchel and Linthorst, 1999)  

Rauscher และคณะ (1999) รายงานวา่หลงัจากทาํบรสิทุธิโ์ปรตนี PR-1a จากถัว่ลนัเตา 
แลว้ทดสอบกบัเชือ้ Uromyces fabae (เชือ้ก่อโรคใบสนิม) พบว่ามผีลในการยบัยัง้การเจรญิของ
เชือ้ดงักลา่วได ้(inhibition of fungal differentiation)    

  
2) โปรตีน PR-1 กลุ่ม basic  

โปรตนี PR-1 กลุ่ม basic ถูกคน้พบจากการทาํ cross hybridizations กบัโปรตนี PR-1 
กลุ่ม acidic (Cornelissen, 1987) จนสามารถตรวจจบัโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic ซึ่งมคี่า 
isoelectric point (pI) ประมาณ 10.7 ลาํดบักรดอะมโินของโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic ม ีopen 
reading frame 177 กรดอะมโิน ประกอบดว้ย N-terminal ทีไ่ม่ชอบน้ํา (hydrophobic) 30 
กรดอะมโิน ซึง่จะทาํหน้าทีใ่นการเป็น signal peptide เพื่อนําโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic ผา่น 
endoplasmic reticulum และดา้น C-terminal ประกอบดว้ย 18 กรดอะมโิน ทีย่งัไมท่ราบหน้าที่
แต่น่าจะเกี่ยวข้องกับการระบุเซลล์เป้าหมายที่จะไปทําหน้าที่และเมื่อเปรียบเทียบลําดับ      
กรดอะมโินของโปรตนี PR-1 ของใบยาสบูกลุ่ม basic พบว่าคลา้ยคลงึกบัลําดบักรดอะมโินของ
โปรตนี PR-1 กลุม่ acidic 67%  

Van Loon และ Van Strien (1999) ไดร้ายงานว่าโปรตนี P14 ทีส่กดัจากมะเขอืเทศมี
คุณสมบตัเิหมอืนกบัโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic ทีส่กดัไดจ้ากยาสูบ (ตารางที ่1.2) และยงัมี
ความสามารถในการยบัยัง้เชื้อราทัง้การทดลองแบบ in vitro โดยยบัยัง้การงอกของซูโอสปอร์
และการเจรญิของ mycelium ของเชื้อ P. infestans และแบบ in vivo โดยสามารถลดการตดิเชือ้
บรเิวณใบของมะเขอืเทศได ้นอกจากน้ี Niderman และคณะ (1995) พบว่าม ี isoform ของ 
โปรตนี PR-1 กลุม่ basic อื่นๆ อกีหลายชนิดทีม่สีมบตัใินการตา้นเชือ้ราอกีดว้ย 
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ตารางท่ี 1.2 คุณสมบตัขิองโปรตนี PR-1 ชนิดต่างๆ ในยาสบู (Nicotiana tabacum; Nt) และ
มะเขอืเทศ (Lycopersicon esculentum Mill. cv Baby, Le)  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ทีม่า: Van Loon and Van Strien, 1999 
 
ตารางท่ี 1.3 กรดอะมโินทีเ่ป็นองคป์ระกอบของโปรตนี PR-1 ชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ โปรตนี PR-1a 
PR-1b กลุ่ม acidic และ โปรตนี PR-1G กลุ่ม basic ของยาสบู และโปรตนี PR-1 (p14) กลุ่ม 
basic ของมะเขอืเทศ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ทีม่า: Cornelissen, 1987 
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ระดบัการแสดงออกของโปรตนี PR-1 ทีม่อียู่แลว้ในธรรมชาต ินับว่าอยูใ่นระดบัทีต่ํ่า
มากเมือ่เทยีบกบัระดบัการแสดงออกของโปรตนี PR-1 ทีเ่พิม่ขึน้ประมาณ 103-104 เท่าภายหลงั
จากการกระตุน้โดย TMV และอาจเพิม่มากขึน้ถงึ 10% ของโปรตนีทีล่ะลายน้ําไดใ้นใบยาสบู 
(Hooft Van Huijsduijnen et al., 1986)  จนอาจกล่าวไดว้่าโปรตนี PR-1 เป็น PRs กลุ่มทีเ่พิม่
มากที่สุดหลงัจากการตดิเชื้อ แต่อย่างไรก็ตามระดบัการแสดงออกของโปรตนี PR-1 เพื่อ
ตอบสนองต่อเชือ้ก่อโรคนัน้จะเกดิขึน้อย่างชา้ๆ ซึง่สนันิษฐานไดว้่ากระบวนการสงัเคราะหห์รอื
การขนส่งโมเลกุลที่เป็นตวัส่งสญัญาณเพื่อใหผ้ลติโปรตนี PR-1 เป็นกระบวนการที่ช้าโดย
สามารถตรวจพบโปรตนี PR-1 ได ้2-8 วนั หลงัจากตดิเชื้อ นอกจากน้ียงัสามารถพบโปรตนี 
PR-1 ไดท้ัง้บรเิวณทีต่ดิเชือ้ บรเิวณขา้งเคยีงรวมทัง้บรเิวณทีห่า่งไกลออกไปดว้ย     

มงีานวจิยัทีศ่กึษาการแสดงออกของโปรตนี PR-1 ทัง้ในระดบัโปรตนีและระดบัยนีอยา่ง
กวา้งขวาง นบัตัง้แต่มกีารคน้พบโปรตนี PR-1 ในยาสบู ดงัทีก่ล่าวขา้งตน้แลว้ว่าจะมกีารผลติ
โปรตนีชนิดน้ีมากเมือ่พชืมกีารตดิเชือ้หรอืถูกกระตุน้จากสารต่างๆ นกัวจิยัจงึสนใจทีจ่ะชกันําให้
พชืมกีารผลติโปรตนี PR-1 ในระดบัสงูโดยการกระตุน้พชืดว้ยสารกระตุ้นต่างๆ เพือ่ใหพ้ชืเกดิ
ภาวะ SAR จนสามารถตา้นทานต่อเชือ้ได ้ยกตวัอยา่งจากการศกึษาของ Rauscher และคณะ 
(1999) ซึง่ใช ้SA และ 2,6-dichloro-isonicotinic acid (INA) ในการยบัยัง้โรคใบสนิมทีเ่กดิจาก
เชือ้รา U. fabae ในถัว่ลนัเตา พบว่าสารกระตุน้ทัง้ 2 ชนิดน้ีช่วยลดการตดิเชื้อลงได ้โดยการลด
ความหนาแน่นของตุ่ม (pustule) ทีเ่กดิจากโรคใบสนิมไดแ้ละพบว่าความตา้นทานทีถู่กกระตุน้
โดย SA และ INA เป็นไปในทศิทางเดยีวกบัการเพิม่ขึน้ของโปรตนี PR-1a นอกจากน้ียงัมกีาร
ใช ้benzothiadiazole (BTH) ซึง่เป็น analog กบั SA ในการเป็นสารกระตุน้ใหพ้ชืเกดิภาวะ 
SAR ไดแ้ก่ การศกึษาของ Kohler (2002) ซึง่ใช ้BTH ความเขม้ขน้ 100 ไมโครโมลาร ์ ฉีดพ่น 
Arabidopsis  หลงัจากนัน้ 3 วนั จงึฉีดพน่ดว้ยเชือ้ Pseudomonas syringae pv. tomato แลว้
วเิคราะหก์ารแสดงออกของยนีพบวา่มกีารแสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสงูในขณะทีม่กีารตดิ
เชือ้ดงักลา่วลดลง   

นอกจากน้ีพบว่ามกีารสะสมโปรตนี PR-1 ในปรมิาณทีแ่ตกต่างกนัในเน้ือเยือ่ทีแ่ตกต่าง
กนัของพชืดว้ย  จากการศกึษาของ Kim และ Hwang (2000) ซึง่ศกึษาโปรตนี PR-1 กลุ่ม 
basic ในพรกิไทย พบว่ามกีารแสดงออกของโปรตนี PR-1 กลุ่ม basic มากทีส่ดุในใบทีผ่่านการ
ทดสอบดว้ย SA และ methyl jasmonate (MeJA) แต่ในเน้ือเยือ่ชุดควบคุมทีไ่มไ่ดท้ดสอบใดๆ 
กลบัพบว่ามกีารแสดงออกสูงทีสุ่ดในเน้ือเยื่อรากและดอก โดยไม่พบการแสดงออกเลยในส่วน 
ใบ ลําต้นและผลสุก ทัง้น้ีอาจขึน้อยู่กบัความต้องการการปกป้องจากเชื้อโรคที่แตกต่างกนัใน
เน้ือเยือ่แต่ละชนิด 
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1.7 Systemic Acquired Resistance (SAR) 
 SAR คอืระบบป้องกนัตนเองที่สามารถชกันําใหเ้กดิการต้านทานโรคของพชืโดยไม่
จาํเพาะเจาะจงกบัเชือ้โรคชนิดใดชนิดหน่ึงและมคีวามตา้นทานทัง้บรเิวณทีถ่กูบุกรุกโดยตรงและ
บรเิวณทีไ่กลออกไปทีไ่มไ่ดส้มัผสักบัเชือ้โรค (Hopkins and Hüner, 2004)  ระบบ SAR จะ
เกดิขึน้ในช่วงเวลาสัน้ๆ ภายหลงัจากการตดิเชื้อโรคแต่จะสามารถคงอยู่ไดเ้ป็นระยะเวลานาน 
สง่ผลใหพ้ชืนัน้มคีวามทนทานต่อเชือ้บุกรุกหลายๆ ชนิดในเวลาต่อมาได ้โดยพชืทีม่ ีSAR จะ
สามารถตา้นทานต่อเชือ้บุกรุกครัง้ต่อไป ซึง่อาจเป็นเชือ้ชนิดเดมิหรอืเป็นเชือ้ทีแ่ตกต่างจากเดมิ
กไ็ด ้  ระบบ SAR มโีมเลกุลสง่สญัญาณคอื SA และเกีย่วขอ้งกบัการสะสม PRs โดยเฉพาะ
โปรตนี PR-1 ดงัรปูที ่1.6 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 1.6 กลไกของระบบการป้องกนัตนเองของพชืแบบ SAR เมื่อพชืถูกรุกรานโดยเชื้อก่อโรค 
(1) จะมกีารส่งสญัญาณไปยงัระบบการป้องกนัตนเองของพชื (2) และเกดิ hypersensitive 
response เพื่อยบัยัง้การแพร่กระจายของเชือ้ (3) จากนัน้จะมกีารกระตุน้ระบบการป้องกนั
ตวัเองต่างๆ เช่น มกีารผลติโปรตนีและเอนไซมต์่างๆ (4, 5 และ 6) เพื่อใหพ้ชืเกดิความ
ตา้นทานต่อเชือ้ทีจ่ะมารุกรานในครัง้ต่อไปได ้(7) (ทีม่า: http://www.bio.miami.edu/dana/226/ 
226F09_14.html) 
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1.8 อิลิซิเตอร ์(elicitors) 
อลิซิเิตอร์ คอืสารซึ่งสามารถกระตุ้นใหเ้กดิปฏกิริยิาตอบสนองในพชื ไดแ้ก่ การสะสม 

ไฟโตอเลก็ซนิ การสงัเคราะห ์PRs และการตายของเซลล ์(necrosis) เป็นตน้ อลิซิเิตอรจ์ะ
กระตุ้นวิถีต่างๆ ของระบบป้องกนัตนเองในพชืให้มกีารส่งสญัญาณต่อไปทําให้พืชมีความ
ตา้นทานเพิม่ขึน้ (Mejía-Teniente et al., 2010) 

อลิซิเิตอรแ์บ่งออกเป็น 2 ชนิด คอืไบโอตกิอลิซิเิตอร ์(biotic elicitors) ไดแ้ก่สารทีม่า
จากเชื้อโรคหรอืมาจากการทําปฏกิิรยิาระหว่างพชือาศยักบัเชื้อก่อโรค เช่น อิลซิิตนิของเชื้อ    
P. palmivora ซึ่งสามารถกระตุ้นแคลลสัของยางพาราให้มกีารสงัเคราะห์สคอพอลตินิและ
เอนไซมเ์ปอรอ์อกซเิดสได ้(Chirapongsatonkul et al., 2008) และอไบโอตกิอลิซิเิตอร ์(abiotic 
elicitors) ไดแ้ก่ แสง UV และ ไออนของโลหะหนกั เช่น คอปเปอรซ์ลัเฟต  
   

1.8.1 กรดซาลิไซลิก (salicylic acid, SA) 
SA เป็นสารประกอบพวก aromatic ทีม่หีมู่ hydroxyl SA ในพชืสงัเคราะหม์าจาก

กรดอะมโิน phenylalanine โดยเอนไซม ์phenylalanine ammonia lyase (PAL) นอกจากน้ีพชื
สามารถสงัเคราะห ์SA โดยใชส้ารตัง้ตน้คอื chorismate โดยเอนไซม ์isochorismate synthase 
(ICS) และ isochorismate pyruvate lyase (IPL) ดงัรปูที ่1.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 1.7 วถิกีารสงัเคราะห ์SA ในพชื (ทีม่า: Shah, 2003) 
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SA เป็นฮอรโ์มนพชืชนิดหน่ึงทีม่บีทบาทเกีย่วขอ้งกบัการเจรญิเตบิโต การสงัเคราะห์
แสง การหายใจ การขนส่งและการนําเอาไอออนต่างๆ ไปใช้ในพืช รวมทัง้ยงัมบีทบาทเป็น
โมเลกุลสง่สญัญาณภายในเซลลเ์พือ่ใหพ้ชืเกดิกระบวนการป้องกนัตนเองในพชื และเป็นโมเลกุล
ทีช่กันําใหพ้ชืผลติ PRs   ดงันัน้ SA จงึมบีทบาทสาํคญัในการตา้นทานโรคของพชืหลายชนิดทัง้
ในพชืใบเลีย้งคูแ่ละใบเลีย้งเดีย่ว เช่น ขา้วสาล ีฟกัทอง ยาสบู มะเขอืเทศ และ Arabidopsis 

การเป็นโมเลกุลสง่สญัญาณของ SA ในระบบ SAR ม ี2 กระบวนการ กระบวนการแรก
ควบคุมโดย non-expressor of pathogenesis-related 1 (NPR1) สว่นกระบวนการที ่2 เป็น
กระบวนการทีไ่มข่ึน้กบั NPR1     NPR1 เป็นโปรตนีทีค่วบคุมการเกดิ SAR ซึง่มกีารศกึษากนั
อยา่งแพร่หลาย โดยพบว่าเมื่อพชืเกดิระบบ SAR แลว้ NPR1 จะถูกขนสง่ไปยงันิวเคลยีสและ
ควบคุมการแสดงออกของยนี PR-1 ผา่นทาง TGA transcription factors (TGAs) สามารถ
อธบิายความสมัพนัธไ์ดด้งัรปูที ่1.8   ในสภาวะปกต ิNPR1 จะอยูใ่น cytoplasm ในรปู oxidized 
NPR1  (inactive oligomer) และ TGAs ไมท่าํงาน แต่เมื่อถูกกระตุน้โดยเชือ้แลว้จะมกีารสะสม 
SA มากภายในเซลล ์สง่ผลใหเ้กดิ reducing environment ทาํให ้NPR1 ถูก reduced ไปเป็น
โมเลกุลที ่active (active monomeric) ซึง่จะถูกขนสง่ไปยงันิวเคลยีสแลว้สามารถจบักบั TGAs 
ทําให ้TGAs เกดิการเปลี่ยนแปลงโครงรูป (conformation change) จากเดมิทีเ่กาะกบั 
promoter (TGACG) ในรปู  trans-TGAs ไปเป็น cis-TGAs  การเปลีย่นแปลงโครงรปูน้ีทาํให้
เกดิการกระตุน้การแสดงออกของยนี PR-1 (Pieterse and Van Loon, 2004) 
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รปูท่ี 1.8 บทบาทของ SA ในการเป็นโมเลกุลสง่สญัญาณในระบบ SAR ทีก่ระตุน้การแสดงออก
ของยนี PR-1 ผา่นทางโปรตนี NPR-1 และ TGA transcription factors (ทีม่า: Pieterse and 
Van Loon, 2004) 
  
 จากการศกึษาระบบป้องกนัตนเองของยาสบูต่อเชือ้ TMV พบว่าหลงัจากยาสบูตดิเชือ้ 
TMV แลว้ จะมกีารสะสม SA ในระดบัสงูในบรเิวณทีต่ดิเชือ้ หลงัจากนัน้ทัง้เน้ือเยือ่ทีต่ดิเชือ้และ
ไมต่ดิเชือ้จะผลติ PRs แลว้ทาํใหย้าสบูมกีารตา้นทานต่อเชือ้ TMV มากขึน้ ความเขา้ใจเกีย่วกบั 
SA ในการชกันําการตา้นทานในพชืมมีากขึน้ จากการศกึษาทีพ่บว่า Arabidopsis จะอ่อนแอลง
เมื่อกจิกรรมของเอนไซม ์PAL ลดลง ซึง่เอนไซม ์PAL ทาํหน้าทีเ่ป็นเอนไซมต์วัแรกในวถิกีาร
สงัเคราะห ์SA โดยความตา้นทานของ Arabidopsis จะเพิม่ขึน้อกีครัง้เมือ่ใส ่SA จากภายนอก
ใหแ้ก่พชื (Mauch-Mani and Slusarenko, 1996) และจากการศกึษาในพชืทีม่กีารตดัแต่ง
พนัธุกรรม (transgenic plants) ทีท่าํใหม้กีารแสดงออกของยนี nahG หรอืยนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการ
สงัเคราะหเ์อนไซม ์salicylate hydoxylase ซึง่จะเร่งปฏกิริยิาการเปลีย่น SA ไปเป็น catechol 
ทําให้เซลล์พชืดงักล่าวม ีSA ลดลงซึ่งส่งผลใหพ้ชืมคีวามอ่อนแอต่อเชื้อมากขึน้และยงัไม่
สามารถเกดิ SAR ได ้การศกึษาขา้งตน้ทัง้หมดแสดงใหเ้หน็ความสาํคญัของการเป็นโมเลกุลสง่
สญัญาณของ SA  

inactivate oligomer active monomeric 
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  SA มบีทบาทในการชกันําการตา้นทานโรคของพชืโดยจะยบัยัง้กจิกรรมของเอนไซม ์
catalase ทีจ่ะทําหน้าทีส่ลาย H2O2 ดงันัน้ SA จะทําใหพ้ชืมกีารสะสม H2O2 ทีจ่ะไปกระตุน้
ระบบต่างๆ ไดแ้ก่ กระบวนการหายใจ การสงัเคราะหแ์สง และการเกดิ hypersensitive cell 
death นอกจากน้ี H2O2 ยงัทาํหน้าทีเ่ป็นโมเลกุลสง่สญัญาณตวัที ่2 (secondary messenger) ที่
จะไปกระตุน้การแสดงออกของยนี PRs ต่อไปได ้(Durner et al., 1997)   
 นอกจากน้ีการให้ SA จากภายนอกยงัเป็นการกระตุ้นการเกดิระบบ SAR จาก
การศกึษาของ Wong และคณะ (2002) ซึ่งศกึษาการใช้สารเคมตี่างๆ ไดแ้ก่ potassium 
cyanide, antimycinA และ SA ในการชกันําความตา้นทานต่อเชือ้ไวรสั (Turnip vein-clearing 
virus, TVCV) ใน Arabidopsis thaliana พบวา่สารเคมทีัง้สามชนิดสามารถชกันําความตา้นทาน
ต่อเชื้อไวรสัได ้แต่มเีฉพาะ SA เท่านัน้ทีส่ามารถกระตุน้การเกดิระบบ SAR ได ้(ชกันําการ
แสดงออกของยนี PR-1 ได)้ และจากการทดลองในยาสบูโดยการฉีดพน่ SA ลงบนตน้อ่อนของ
ยาสบู พบวา่ยนี PR-1 มกีารแสดงออกสงูทีส่ดุหลงัจากฉีดพน่เป็นเวลา 1 วนั และเมือ่ฉีดพ่นเชือ้ 
TMV ตามลงไป พบวา่ SA สามารถชกันําความตา้นทานของยาสบูภายในเวลา 2 วนั โดยพบว่า
มกีารตดิเชือ้ลดลงและมกีารแสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสงู (Ward, 1991) 
  

1.8.2 ปุ๋ ย 
ปุ๋ ย หมายถึง สารเคมีหรือสิ่งที่เราใส่ลงไปในดินเพื่อให้ธาตุอาหารต่างๆ แก่พืช 

โดยเฉพาะไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรสั (P) และโพแทสเซยีม (K) ทีพ่ชืยงัขาดอยู ่ทัง้น้ีเพื่อใหพ้ชื
ได้รบัธาตุอาหารอย่างเพียงพอจนพืชสามารถเจริญเติบโตงอกงามดีและให้ผลิตผลสูงขึ้น 
โดยทัว่ไปปุ๋ ยแบ่งออกเป็นสองประเภทคอื ปุ๋ ยอนิทรยี ์และปุ๋ ยเคมหีรอืปุ๋ ยวทิยาศาสตร ์ 

1) ปุ๋ ยอนิทรยี ์ ไดแ้ก่ ปุ๋ ยคอก ปุ๋ ยหมกั ปุ๋ ยพชืสด วสัดุเหลอืใชจ้ากโรงงานอุตสาหกรรม
บางชนิดซึง่เป็นพวกอนิทรยีสาร   

ตวัอย่างปุ๋ ยคอกเช่น มูลหมู มูลเป็ด มูลไก่ ซึ่งเป็นทีนิ่ยมกนัอย่างกว้างขวาง ปุ๋ ยคอก
ช่วยปรบัปรุงดนิใหโ้ปร่งและร่วนซุย ทาํใหก้ารเตรยีมดนิง่าย ตน้กลา้จะตัง้ตวัไดเ้รว็และมโีอกาส
รอดสงู  ปุ๋ ยคอกมปีรมิาณธาตุอาหารคอ่นขา้งตํ่า ม ีN ประมาณ 0.5% P 0.25% และ K 0.5%  
สว่นปุ๋ยหมกัไดจ้ากการหมกัเศษพชื เช่น หญา้แหง้ ใบไม ้ฟางขา้ว ฯลฯ ใหเ้น่าเป่ือย ก่อนนําไป
ใสใ่นดนิเป็นปุ๋ ย 

2) ปุ๋ ยเคม ีเป็นปุ๋ ยทีไ่ดจ้ากการผลติหรอืสงัเคราะหท์างอุตสาหกรรมจากแร่ธาตุต่างๆ ที่
ไดต้ามธรรมชาตหิรอืเป็นผลพลอยไดข้องโรงงานอุตสาหกรรมบางชนิด ปุ๋ ยเคมมี ี2 ประเภท คอื 
แมปุ่๋ ยหรอืปุ๋ ยเดีย่วและปุ๋ ยผสม  

ปุ๋ ยเดีย่วหรอืแมปุ่๋ ย เป็นสารประกอบทางเคม ีมธีาตุอาหารปุ๋ ยคอื N หรอื P หรอื K เป็น
องคป์ระกอบอยู่ดว้ยหน่ึงหรอืสองธาตุ แลว้แต่ชนิดของสารประกอบทีเ่ป็นแม่ปุ๋ ยนัน้ๆ และจะมี
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ปรมิาณของธาตุอาหารปุ๋ ยทีค่งที ่เช่น ปุ๋ ยแอมโมเนียมซลัเฟต ม ีN 20% สว่นปุ๋ ยโพแทสเซยีม
ไนเทรตม ี2 ธาตุ คอื N 13% และ K 46% อยูร่วมกนั  

  ปุ๋ ยผสม เป็นปุ๋ ยทีเ่กดิจากการนําเอาปุ๋ ยเดีย่วหลายๆ ชนิดมาผสมรวมกนั เพือ่ใหปุ้๋ ยที่
ไดม้ปีรมิาณและสดัสว่นของธาตุอาหาร N P และ K ตามทีต่อ้งการ ซึง่สตูรและเกรดปุ๋ ยจะมี
ความเหมาะสมกบัชนิดพชืและดนิปลกูทีแ่ตกต่างกนั ปุ๋ ยผสมน้ีมขีายในทอ้งตลาดทัว่ไป ปจัจุบนั
เทคโนโลยใีนการทําปุ๋ ยผสมไดพ้ฒันาไปไกล สามารถผลติปุ๋ ยผสมใหเ้ขา้เป็นเน้ือเดยีวกนัอยา่ง
สมํ่าเสมอ มกีารป ัน้เป็นเม็ดขนาดสมํ่าเสมอสะดวกในการใส่ลงไปในไร่นา ปุ๋ ยนี้ เก็บไว้เป็น
เวลานานกจ็ะไม่จบักนัเป็นกอ้นจงึสะดวกแก่การใชง้าน สว่นการนําแม่ปุ๋ ยมาผสมกนัเพื่อใหไ้ด้
สูตรตามที่ตอ้งการหรอืบดจนละเอยีดเขา้กนัดเีรยีกว่าปุ๋ ยผสมเช่นกนั (http://www.school.net. 
th/library/snet6/envi2/subsoil/puy.htm) 
 นอกจากเกษตรกรจะใชป้ระโยชน์จากปุ๋ ยในการบํารุงดนิและพชืแลว้ ยงัมงีานวจิยัก่อน
หน้าน้ีทีศ่กึษาผลของปุ๋ ยสูตร N-P-K ซึ่งใชก้นัอยู่ในปจัจุบนัว่ามคีุณสมบตัใินการชกันําระบบ
ป้องกนัตวัเองของพชืไดด้ว้ย Reuveni และคณะ (1996) รายงานว่าการฉีดพ่นปุ๋ ยฟอสเฟต 
(K2HPO4 (pH 9.4), KH2PO4 (pH 4.5), KH2PO4 (pH 9.1 ปรบั pH ดว้ย KOH) และ Na4PO7 
(pH 9.4)) ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร ์ สามารถชกันําตน้อ่อนขา้วโพดใหเ้กดิระบบภมูคุิม้กนัแบบ 
induced systemic resistance (ISR) ได ้ซึง่ทาํใหต้น้อ่อนขา้วโพดตา้นทานต่อเชือ้ Exserohilum 
turcicum และ Puccinia sorghi ทีท่าํใหเ้กดิโรคใบไหมแ้ผลใหญ่ (northern leaf blight, NLB)  
ซึง่ระบบ ISR น้ีเป็นระบบป้องกนัตนเองของพชือกีแบบหนึ่งซึง่ชกันําใหพ้ชืเกดิความตา้นทาน
โรคโดยเชือ้อื่นทีไ่ม่ใช่เชือ้ก่อโรคของพชืนัน้ๆ เช่นม ีplant growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR) เป็นตวัชกันําและมโีมเลกุลส่งสญัญาณเป็นกรดจสัโมนิก (jasmonic acid, JA) และ  
เอททลินี (ethylene, ET) (Verhagen et al., 2006) ซึง่จะแตกต่างกบัระบบ SAR อยู ่2 ประการ 
ไดแ้ก่ ประการแรกคอืตวักระตุน้ทีใ่หเ้กดิระบบดงักล่าวและประการที ่2 คอื โมเลกุลสง่สญัญาณ
ภายในระบบ (รปูที ่1.9)   
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รปูท่ี 1.9 เปรยีบเทยีบกลไกของระบบการป้องกนัตนเองของพชื 2 ระบบ ไดแ้ก่ ระบบ ISR และ 
ระบบ SAR (ทีม่า: Verhagen et al., 2006) 
 
 ยงัมรีายงานอกีว่าการใชปุ๋้ย N-P-K เพื่อต่อต้านเชื้อราไดผ้ลดใีนพชืหลายชนิด เช่น 
แตงกวา องุน่ ขา้วโพดและมะมว่ง (Reuveni et al., 1996)  รวมทัง้การใชปุ๋้ยฟอสเฟตซึง่เป็น
ธาตุอาหารหน่ึงในปุ๋ยฉีดพ่นลงบนใบขา้วโพด (Zea mays cv Jubilee) ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 2-4 
ชัว่โมง แลว้พน่เชือ้ P. sorghi ตามลงไป หลงัจากนัน้ 6 วนั พบว่าสามารถชกันําความตา้นทาน
ของขา้วโพดต่อเชื้อดงักล่าวไดโ้ดยทําใหล้ดจํานวนของตุ่ม (pustules) บนใบขา้วโพดทีเ่กดิจาก     
โรคราสนิมไดถ้งึ 98% ทัง้ใบทีถู่กฉีดพน่โดยตรงรวมถงึใบทีง่อกใหมด่ว้ย (Reuveni, 1994) 
 จากการศกึษาของ Chirapongsatonkul (2008) โดยการฉีดพน่ TTF5PTM ซึง่เป็นปุ๋ย
ชนิดหน่ึงที่ประกอบดว้ย ปุ๋ ย N-P-K กรดอะมโิน และสารสกดัจากสาหร่าย สามารถชกันําใหม้ี
การสรา้ง PRs หลายชนิด ไดแ้ก่ โปรตนี PR-1, PR-3 และ PR-5 ในใบยาสบู ผลการทดลองยงั
สรุปไดว้่า TTF5PTM สามารถกระตุน้การเกดิทัง้ระบบ SAR และ ISR รวมทัง้การทดลอง
ภาคสนามพบว่าสามารถชกันําใหย้าสบูป้องกนัตนเองจากการตดิเชือ้ได ้  
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1.8.3 ไคโตซาน 
ไคโตซาน คอืสารพอลิเมอร์ธรรมชาติชนิดหน่ึงซึ่งเตรียมได้โดยการทําปฏิกิริยาการ

กาํจดัหมูอ่ะซติลิ (deacetylation) ของไคตนิ (รปูที ่1. 10) ไคโตซานเป็นโครงสรา้งของเปลอืกกุง้ 
ป ูแกนปลาหมกึและผนงัเซลลข์องเหด็ ราบางชนิด การลดหมูอ่ะซติลิ (CH3CO-) ลงทาํใหม้กีาร
เพิม่ขึน้ของหมู่อะมโิน (-NH2) บนโมเลกุล ทาํใหไ้คโตซานมคุีณสมบตัโิดดเด่นคอืมปีระจุบวกสงู
จงึมคีวามไวต่อการทําปฏิกิริยาต่างๆ (ศูนย์วสัดุชีวภาพไคติน-ไคโตซาน จุฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั, 2551) การเกดิเป็นไคโตซานนัน้จงึขึน้อยูก่บัปรมิาณของการเกดิปฏกิริยิาการ
กําจดัหมู่อะซติลิ ซึง่วดัจากค่าระดบัการกําจดัหมูอ่ะซติลิ (degree of deacetylation) การทํา
ปฏกิริยิาการกําจดัหมูอ่ะซติลิจะคดิเป็นหน่วยรอ้ยละ (percentage of degree of deacetylation, 
%DD) (กมลศริ,ิ 2546) 

ไคโตซานประกอบดว้ยพอลเิมอรข์องน้ําตาล D-glucosamine ทีต่่อกนัเป็นสายยาวและ
เชื่อมกนัดว้ยพนัธะ β-1,4 glycosidic ดงัรปูที ่1.10 ไคโตซานเป็นพอลเิมอรท์ีไ่ม่สามารถละลาย
ในตวัทําละลายอนิทรยีเ์กอืบทัง้หมด รวมทัง้ไม่ละลายในน้ําทีม่คี่า pH เป็นกลางหรอืด่างแต่
สามารถละลายไดใ้นกรดอ่อน เช่น กรดฟอรม์กิและกรดอะซติกิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รปูท่ี 1.10 โครงสรา้งทางเคมแีละปฏกิริยิาการกําจดัหมู่อะซติลิ (deacetylation) ในการเตรยีม 
ไคโตซานจากไคตนิ 
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 ไคโตซานสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้หลายด้าน เช่น การถนอมอาหาร การบําบดั   
น้ําเสยีในอุตสาหกรรมผลิตเส้นใยและเส้นด้าย การแพทย์และเภสชักรรมโดยผลิตเป็นวสัดุ
ทดแทนกระดูกหรือปิดบาดแผลและเป็นสารห้ามเลือด (ศูนย์ชีวภาพไคติน-ไคโตซาน 
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, 2551)  
 นอกจากคุณสมบัติที่กล่าวมาข้างต้นยังพบว่าไคโตซานมีสมบัติในการยับยัง้
เชื้อจุลินทรีย์หลายชนิดได้โดยตรง เช่น ไวรสั แบคทีเรียและเชื้อราก่อโรคในพืชต่างๆ เช่น      
Botrytis cinerea (Trotel-Aziz et al., 2006) และ P. capsici (Xu et al., 2007)    

นอกจากนัน้มคีุณสมบตัทิีส่าํคญัคอืไคโตซานสามารถกระตุน้ระบบป้องกนัตนเองในพชื
ได ้ดงัทีท่ราบกนัว่าไคโตซานเป็นอลิซิเิตอรท์ีเ่ป็น pathogen-associated molecular patterns 
(PAMPs) หรอืโมเลกุลทีถู่กจดจาํไดว้่ามคุีณสมบตัเิป็นเชือ้ เน่ืองจากมคีวามคลา้ยคลงึกบัไคตนิ
ทีเ่ป็นองค์ประกอบหลกัของผนังเซลล์เชื้อราหลายชนิด ดงันัน้จงึสามารถกระตุ้นระบบป้องกนั
ตนเองของพชืไดโ้ดยไมจ่าํเพาะเป็นเวลานาน และกระตุน้ระบบ SAR ไดด้ว้ย (Uthairatanakij et 
al., 2007) เช่น จากการศกึษาของ Vasyukova และคณะ (2001) พบว่าการทดสอบมนัฝรัง่ใน
สว่นหวั (tubers) ดว้ยไคโตซานทีม่น้ํีาหนักโมเลกุล 5 กโิลดาลตนั ทําใหก้จิกรรมของเอนไซม ์ 
β-1,3-กลคูาเนส และ ไคตเินส เพิม่ขึน้ทีเ่วลา 12 และ 48 ชัว่โมง และยงัมผีลทําใหม้กีารสะสม
ของ rishitin (ไฟโตอเลก็ซนิชนิดหน่ึง) ในปรมิาณสงูอกีดว้ย หลงัจากนัน้นํามนัฝรัง่ทีผ่่านการ
ทดสอบดว้ยไคโตซานมาทาํใหต้ดิเชือ้ P. infestans พบว่ามนัฝรัง่มกีารตดิเชือ้น้อยลงทัง้บรเิวณ
พืน้ทีผ่วิของหวัมนัฝรัง่ทีท่ดสอบโดยตรงดว้ยไคโตซาน (local resistance) และบรเิวณทีไ่กล
ออกไป (systemic resistance) เช่นเดยีวกนักบัการศกึษาของ   Iriti (2010) โดยใชไ้คโตซาน
เพื่อชกันําความตา้นทานต่อ Tobacco Necrosis virus (TNV) ในถัว่แดงหลวง (Phaseolus 
vulgaris) ใหผ้ลว่าไคโตซานไม่มผีลยบัยัง้การเจรญิของ TNV โดยตรง แต่การดดูซมึไคโตซาน
เขา้ทางปากใบจะสามารถกระตุน้ระบบป้องกนัตนเองในพชืไดโ้ดยทําใหเ้กดิการสะสมแคลโลส
เพิม่ขึน้ การศกึษาก่อนหน้าน้ียงัพบว่าไคโตซานสามารถกระตุน้การผลติ PRs กลุ่มต่างๆ ได้
ดว้ยทัง้ในระดบัโปรตนีและในระดบัยนี เช่น การศกึษาในขา้ว (Oryza sativa) มกีารเพิม่ขึน้ของ
โปรตนี OsPR5 และ OsPR10 ซึง่เป็น PRs ทีส่าํคญัในขา้วเป็นอยา่งมากหลงัจากทดสอบดว้ย
ไคโตซาน (Agrawal et al., 2002) และยงัชกันําใหพ้ชืผลติไฟโตอเลก็ซนิไดใ้นพชืหลายชนิดอกี
ดว้ย (Uthairatanakij et al., 2007) 
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วตัถปุระสงค ์
1. ศกึษาการใชต้วักระตุน้ ไดแ้ก่ SA ปุ๋ ย N-P-K และไคโตซาน ในการกระตุน้การตา้นทาน

โรคในใบยางพารา 
2. คน้หาลําดบันิวคลโีอไทด์ทีส่มบรูณ์ของยนี PR-1 ในยางพาราเพื่อเป็นขอ้มูลพืน้ฐานใน

การศกึษาต่อไป 
3. ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพารา 

1) ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในยางพาราเมือ่กระตุน้ดว้ย SA  
2) ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในยางพาราเมือ่ถกูกระตุน้ดว้ยซโูอสปอร์

ของเชือ้ P. palmivora 
3) ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราทีม่อีายแุตกต่างกนั 
4) ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราพนัธุต์่างๆ กนั 
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บทท่ี 2 
 

วสัด ุอปุกรณ์ และ วิธีการทดลอง 
 

วสัด ุ
1) สารเคมีเกรดวิเคราะห์ (analytical grade) 
ตารางท่ี 2.1 ชือ่สารเคมเีกรดวเิคราะหแ์ละบรษิทัผูผ้ลติ 

 

ช่ือสารเคมี บริษทัผู้ผลิต 

ปุ๋ ย N-P-K (สตูร 25-7-7) ปุ๋ ยไวกิง้ 
Absolute ethanol Merck 
Acetic acid Merck 
Agar  วทิยาศรม 
Ampicillin Sigma 
Bromophenol blue  Sigma 
Calcium carbonate Fluka 
Chitosan (≥75% deacetylated, 90-150 KDa) Sigma 
Ethylenediaminetetracetic (EDTA) Baker 
Glycerol  Carlo Erbr 
Hydrochloric acid Merck 
Isopropanol Sigma 
β-mercaptoethaol  Merck 
Potato dextrose agar Difco 
Scopoletin Sigma 
Sodium chloride (NaCl) BDH  
Sodium dodecyl sulfate (SDS) Merck  
Sodium salicylate Sigma 
Sucrose  Carlo Erbr 
Triton-X 100 Merck 
V8 Campbell Soup 
Yeast extract Sigma 
  

28 
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2) สารเคมีเกรดอณูชีววิทยา (molecular biology grade) 
ตารางท่ี 2.2 ชือ่สารเคมเีกรดอณูชวีวทิยาและบรษิทัผูผ้ลติ 
 

ช่ือสารเคมี บริษทัผูผ้ลิต 

Agarose Vivantis 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-gal) Vivantis 
Deoxynucleotide-5′-triphosphate (dNTP)  Roche 
Diethylpyrocarbonate (DEPC)  Bio Basic inc. 
DNA Ladder 100 bp plus  Vivantis 
DNaseI recombinant, grade I Roche 
Ethidium bromide  Vivantis 
High Pure PCR Product Purification Kit Roche 
Isopropylthio-β-galactoside (IPTG)  Sigma 
Luria Bertaini (LB) Sigma 
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Kit protocol Qiagen 
Oligo dT primer Invitrogen 
5′,3′- RACE Kit, 2nd Generation Kits  Roche 
Rnase-free Dnase set Qiagen 
SpectrumTM Plant total RNA Kit  Sigma 
SuperScriptTM III First-Strand Synthesis System  Invitrogen 
T4 DNA ligase Promega 
Taq DNA polymerase Invitrogen 
   
จลิุนทรีย ์

1) แบคทเีรยี  Escherichia coli สายพนัธุ ์TOP10 (Invitrogen)  
2) เชือ้  Phytophthora palmivora  

 
อณูชีวโมเลกลุ (molecular biology molecule)  

1) พลาสมดิเวกเตอร ์    pGEM® T-Easy vector (Promega)  
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เครื่องมือ อปุกรณ์ และบริษทัผูผ้ลิตเคร่ืองมือ 
1) กลอ้งจุลทรรศน์ Olympus CH40 (Japan) 
2) กลอ้งถ่ายรปู Sony cybershot W5 5.1 ลา้นพกิเซล digital (Japan) 
3) โกรง่บด 
4) เครือ่งแกว้พืน้ฐาน (กระบอกตวง ขวดปรบัปรมิาตร ขวดรปูชมพู ่บกีเกอร ์และหลอด

ทดลอง เป็นตน้) 
5) เครือ่งชัง่สองตาํแหน่ง Diethelm model 12909657 (Japan) 
6) เครือ่งแยก DNA ดว้ยกระแสไฟฟ้า (agarose gel electrophoresis system) (Mupid) 
7) จานอาหารเลีย้งเชือ้ (petri dish) ขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง 9 เซนตเิมตร 
8) ชอ้นโลหะและชอ้นพลาสตกิสาํหรบัตกัสาร 
9) ตูป้ลอดเชือ้ Ehret (Germany) 
10) ไมโครออโตปิเปต พรอ้มทปิ ขนาด 0.1-2, 2-20, 10-100, 100-1000และ 1000-5000

ไมโครลติร 
11) หมอ้น่ึงฆา่เชือ้ดว้ยความดนัไอน้ํา (Autoclave SS-320 Tomy Japan) 
12) Cork borer ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 0.5 เซนตเิมตร 
13) Gel Doc รุน่ BioDoc-ItTM system   
14) Heat box 
15) Microcentrifuge 5804 R Eppendorf (Germany) 
16) Petroff hausser counting chamber  
17) pH meter Cyperscan 1000 (Singapore) 
18) Spectrofluorometer RF-1501 Shimadzu (Japan) 
19) Thermal cycler: Eppendorf Mastercycler 
20) UV box, Vilber Lourmat (France) 
21) UV light transilluminator (UVP) 
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วิธีการทดลอง 
 
2.1 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพารา 
 

2.1.1 การเตรียมเช้ือ Phytophthora palmivora เพ่ือใช้ศึกษาการชกันําการ
ต้านทานโรคในใบยางพาราพนัธุอ่์อนแอ (RRIM600) 
2.1.1.1 การเตรียม P. palmivora ให้บริสทุธ์ิ  
นําเชือ้ P. palmivora ซึง่ไดร้บัความอนุเคราะหจ์ากศูนยว์จิยัยางสงขลา มาแยกอกี

ครัง้โดยการเกลีย่ซูโอสปอรบ์นอาหารเลีย้งเชือ้ potato dextrose agar (PDA, ดูภาคผนวก) 
จากนัน้ยา้ยโคโลนีเดี่ยวที่ไดล้งบนอาหาร PDA ถาดใหม่ เลี้ยงไว้ที่อุณหภูม ิ25 ± 2          
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 วนั ก่อนนําไปใชง้าน (รปูที ่2.1) 

 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 2.1 เชือ้ P. palmivora บนอาหาร PDA เลีย้งไวท้ีอุ่ณหภูม ิ25 ± 2 องศาเซลเซยีส เป็น
เวลา 5 วนั 
 

หลงัจากเตรยีมเชื้อ P. palmivora ใหบ้รสิุทธิแ์ลว้เมื่อตอ้งการซูโอสปอรส์ามารถ
กระตุน้ไดโ้ดยการยา้ยเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชื้อ V8 (ดูภาคผนวก) เป็นเวลา 7 วนั (รปูที ่2.2) 
อาหารดงักลา่วจะกระตุน้ใหเ้ชือ้สรา้งสปอรแ์รงเจยีมซึง่มซีโูอสปอรอ์ยูภ่ายใน  

 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 2.2 เชือ้ P. palmivora บนอาหาร V8 เลีย้งไวท้ีอุ่ณหภูม ิ25 ± 2 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา  
7 วนั เพือ่กระตุน้ใหเ้ชือ้สรา้งสปอรแ์รงเจยีม  
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2.1.1.2 การเตรียมซูโอสปอรข์องเช้ือ P. palmivora  
เทน้ํากลัน่ปลอดเชื้อปรมิาตร 15 มลิลลิติร ลงบนสายราทีเ่จรญิเตบิโตอยู่ในอาหาร

เลีย้งเชือ้ V8 แลว้นําไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้ตัง้เขยา่ดว้ย
ความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 30 นาท ีซโูอสปอรท์ีอ่ยูใ่นสปอรแ์รงเจยีมจะ
ว่ายน้ําออกมา  นับจํานวนซูโอสปอรโ์ดยการหยดซูโอสปอรล์งบน Petroff Hauser counting 
chamber แลว้นับภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ แลว้เจอืจางกบัน้ํากลัน่ปลอดเชื้อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้
ของซโูอสปอรท์ีต่อ้งการ 
 

2.1.2 ศึกษาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของเช้ือ P. palmivora 
วางใบยางพาราพนัธุ์อ่อนแอ (RRIM600) ลงบนจานแก้วทีม่กีระดาษกรองและน้ํากลัน่

ปลอดเชือ้เป็นตวัใหค้วามชืน้ วางซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X104, 5X104, 
1X105 และ 5X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร บนหลงัใบยางพาราปรมิาตร 40 ไมโครลติร ต่อหยด 
เรยีงลําดบัความเขม้ขน้ ดงัรูปที ่2.3 เป็นเวลา 2 ชัว่โมง  เกบ็หยดซูโอสปอร์และวางน้ํากลัน่
ปลอดเชือ้แทนที ่โดยเกบ็หยดน้ํากลัน่เมือ่เวลาผา่นไป 2, 4, 8, 12, 16 และ 24 ชัว่โมง เกบ็ไวท้ี่
อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส  เพือ่หาความเขม้ขน้ของสคอพอลตินิ (scopoletin) ทีถู่กสรา้งขึน้
ดว้ยเครื่อง spectrofluorometer (ดรูายละเอยีดขอ้ 2.1.2.1) (จะมกีารวางน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ลงไป
แทนทีทุ่กครัง้ทีเ่กบ็หยดน้ํากลัน่ขึน้ซึ่งเป็นการเกบ็สารละลายตวัอย่างแบบสรา้งใหม่, newly 
synthesized scopoletin) ผูว้จิยัไดส้งัเกตผลการเรอืงแสงของสคอพอลตินิทัง้ในหยดน้ําและใน
เน้ือใบภายใต้แสง UV ต่อมาสงัเกตและบนัทกึการเกดิรอยไหมบ้นใบยางพาราเมื่อครบ 24 
ชัว่โมง จากนัน้ตดัใบยางพาราซึง่ลอ้มรอบบรเิวณทีว่างซูโอสปอร์ขนาด 2X2 เซนตเิมตร แลว้
เกบ็ไวท้ี่อุณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส สําหรบัสกดั RNA และศกึษาการแสดงออกของยนี
เปรยีบเทยีบกบัใบยางพาราชุดควบคุม (เวลา 0 ชัว่โมง) ซึง่เป็นใบทีม่าจากกิง่เดยีวกนั ทําการ
ทดลองซํ้า 3 ครัง้ 
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รปูท่ี 2.3 การบ่มใบยางพาราดว้ยเชื้อ P. palmivora ความเขม้ขน้ต่างๆ แต่ละใบวางหยด        
ซโูอสปอร ์4 ความเขม้ขน้ๆ ละ 40 ไมโครลติร (sp/ml = ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร) 
 

2.1.2.1 วิเคราะห์หาความเข้มข้นของสคอพอลิติน 
นําหยดน้ําซึง่เกบ็ไวท้ีเ่วลา 2, 4, 8, 12, 16 และ 24 ชัว่โมง ไปวดัค่าการเรอืงแสง

ดว้ยเครื่อง spectrofluorometer ทีค่วามยาวคลื่นกระตุน้ (λ excitation) 340 นาโนเมตร และ
ความยาวคลื่นปลดปล่อย (λ emission) 440 นาโนเมตร เปรยีบเทยีบปรมิาณและอตัราเรว็ของ
การสงัเคราะหส์คอพอลตินิกบักราฟมาตรฐานของสคอพอลตินิ (ดภูาคผนวก)   

 
2.1.3 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ตวักระตุ้นชนิดต่างๆ 
จากผลการทดลองในขอ้ 2.1.2 ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของเชือ้ P. palmivora คอื 1X105 

ซูโอสปอร์ต่อมลิลลิติร ซึ่งจะนํามาใช้ในการศกึษาการชกันําการต้านทานโรคของใบยางพารา
พนัธุ ์RRIM600 ต่อไป  
    

2.1.3.1 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้กรดซาลิไซลิก 
(salicylic acid, SA) 

ก. ศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมเพ่ือใช้ศึกษาการชกันําการต้านทานโรค
ในใบยางพาราโดยใช้ SA เป็นตวักระตุ้น  

1X104 sp/ml 

5X104 sp/ml 

1X105 sp/ml 

5X105 sp/ml 
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1 

2 3 
4 5 

6 

ใชใ้บยางพาราพนัธุ ์RRIM600 ระยะ B2-C (รปูที ่2.4) ทีม่าจากตน้และกิง่
เดยีวกนั ในการทดลองน้ีเลอืกใชใ้บ 6 ใบ ทีม่คีวามอ่อน-แก่ ใกลเ้คยีงกนั เป็นตวัแทนของแต่ละ
กิง่ของตน้ยางพารา ดงัรปูที ่2.5 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.4 ระยะการเจรญิเติบโตของใบยางพารา ระยะที่ใช้ในการทดลอง คอื ใบเพสลาด         
(ระยะ B2-C) (Breton et al., 1997) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 2.5 ตําแหน่งของใบยางพารา 6 ใบ ทีเ่ลอืกใชใ้นการทดลองซึง่มาจากกิง่เดยีวกนัและมี
ความอ่อน-แก่ ใกลเ้คยีงกนั  
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 วิธีการท่ี 1: คดัเลอืกใบยางพาราทีเ่หมาะสมไว ้5 ใบจาก 6 ใบ ทีต่ดัเกบ็ไวข้า้งตน้
(ลกัษณะใบยางพาราทีเ่หมาะสมคอืตอ้งสะอาด ไมม่กีารตดิเชือ้มาก่อนหน้าและมขีนาดใกลเ้คยีง
กนัที่สุด) มาล้างดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ ซบัใหแ้ห้ง ตดัส่วนปลายใบและก้านใบออกแล้วแช่ใบ
ยางพาราใน Triton-X 100 ความเขม้ขน้ 0.1% (v/v) เป็นเวลา 15 นาท ีเพื่อละลายแวก็ซ์ที่
เคลอืบผวิใบออก จากนัน้แช่ใบยางพาราลงในสารละลาย SA  ความเขม้ขน้ของสารละลาย SA 
ที่ใช้ในการทดลองครัง้น้ีได้จากการศึกษาของนางสาวฐติกิร จนัทร์วุ่น (นักศึกษาปรญิญาเอก 
ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ซึ่งมี รองศาสตราจารย ์      
ดร.นนัทา เชงิเชาว ์เป็นอาจารยท์ีป่รกึษา) ไดแ้ก่ 0, 6.25, 12.5, 25 และ 50 มลิลโิมลาร ์(ความ
เขม้ขน้ละ 1 ใบ) แช่ใบยางพาราทัง้ใบลงไปเพือ่ใหป้ากใบสมัผสักบัสารละลาย SA โดยตรงเป็น
เวลา 1 ชัว่โมง ใชใ้บยางพารา 5 ใบ จากอกีกิง่เป็นชุดควบคุม โดยใชน้ํ้ากลัน่ปลอดเชือ้บ่มใบ
ยางพาราแทนสารละลาย SA  เมื่อครบ 1 ชัว่โมงนําใบยางพาราทัง้ 10 ใบไปลา้งใหส้ะอาดดว้ย
น้ํากลัน่ปลอดเชื้อ ซบัใหแ้หง้และวางลงบนจานแกว้ทีม่กีระดาษกรองและน้ํากลัน่ปลอดเชื้อเป็น
ตวัใหค้วามชืน้ ตัง้พกัไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้สงัเกตผลการเรอืงแสงของ 
สคอพอลตินิทุก 8 ชัว่โมง เพือ่วเิคราะหผ์ลของสารละลาย SA ต่อใบยางพาราเบือ้งตน้ 

จากผลการทดลองขา้งตน้พบว่า Triton-X 100 มผีลกระทบต่อใบยางพาราอยา่งรุนแรง
ทําใหใ้บยางพาราบอบชํ้า   ผูว้จิยัจงึตดัขัน้ตอนการแช่ใบยางพาราใน Triton-X 100 ออกไปและ
เปลีย่นใหชุ้ดควบคมุและชุดทดลองอยูใ่นใบเดยีวกนัดงัรายละเอยีดในวธิกีารที ่2    

 
วิธีการท่ี 2: คดัเลอืกใบยางพารา 5 ใบ เช่นเดยีวกบัวธิกีารที ่1 ลา้งดว้ยน้ํากลัน่ปลอด

เชือ้ ซบัใหแ้หง้ แบ่งครึง่ใบยางพาราเป็นใบสว่นบนและใบสว่นล่างดงัรปูที ่2.6 โดยใบสว่นบนจะ
ใชเ้ป็นชุดทดลองและใบสว่นลา่งเป็นชุดควบคุม แลว้แช่ใบยางพาราสว่นบนลงในสารละลาย SA 
ความเขม้ขน้ 0, 6.25, 12.5, 25 และ 50 มลิลโิมลาร ์โดยแช่ใบยางพาราใหด้า้นปากใบสมัผสักบั
สารละลาย SA โดยตรง และแช่ใบสว่นล่างในน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อครบ
เวลานําใบยางพาราทัง้ 10 ชิน้ ไปลา้งใหส้ะอาดดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ ซบัใหแ้หง้และวางลงบน
จานแกว้ทีม่กีระดาษกรองและน้ํากลัน่ปลอดเชือ้เป็นตวัใหค้วามชืน้ ตัง้พกัไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้ง เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง และสงัเกตการเรอืงแสงของสคอพอลตินิ 
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รปูท่ี 2.6 การเตรยีมใบยางพาราโดยแบ่งครึง่ใบยางพาราเป็นใบส่วนบน (ชุดทดลอง) และใบ
สว่นลา่ง (ชุดควบคุม)   
 

ข. การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราต่อเช้ือ P. palmivora 
โดยการใช้ SA 

ทดสอบใบยางพาราด้วยสารละลาย SA วธิกีารเช่นเดยีวกบัการทดลอง
ขา้งต้น โดยเลอืกใชส้ารละลาย SA ความเขม้ขน้ 12.5 และ 25 มลิลโิมลาร ์ตัง้พกัไวท้ี่
อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง หลงัจากนัน้วางหยดซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความ
เขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอร์ต่อมลิลลิติร เช่นเดยีวกบัการทดลองขอ้ 2.1.2 สงัเกตการเรอืงแสง
ของสคอพอลตินิ เปรยีบเทยีบขนาดของรอยไหมก้บัใบชุดควบคุมเมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง 
หลงัจากวางเชือ้ ทาํการทดลองซํ้า 3 ครัง้ 
 

2.1.3.2 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ปุ๋ ย NPK 
เตรยีมปุ๋ย N-P-K (สตูร 25-7-7) ตราเรอืใบไวกิง้ ความเขม้ขน้ 0%, 2%, 3%, 4% 

และ 5% (w/v) ดภูาคผนวก เพื่อทดสอบกบัใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 จาํนวน 5 ใบ ระยะ  
B2-C ที่มาจากกิง่เดยีวกนัดงัรูปที่ 2.5 ลา้งดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ ซบัใหแ้หง้ ตดัแบ่งครึ่งใบ
ยางพาราออกเป็น 2 สว่นดงัรปูที ่2.6 ทาํการทดสอบกบัปุ๋ ย NPK ดว้ยวธิเีดยีวกบัขอ้ 2.1.3.1ข. 
 

2.1.3.3 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ไคโตซาน 
เตรยีมไคโตซาน (Sigma, ≥75% deacetylated, 50-190 kDa) ความเขม้ขน้ 

0.25% และ 0.5% และ 1% ดภูาคผนวก เพือ่ทดสอบกบัใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 จาํนวน 3 
ใบที่คดัเลอืกไว้ ทดสอบกบัไคโตซานโดยแช่ใบยางพาราให้ด้านปากใบสมัผสักบัสารละลาย    
ไคโตซานโดยตรง และใบส่วนล่างเป็นชุดควบคุมซึ่งแช่ในสารละลายกรดอะซติกิความเขม้ขน้ 
12.5, 25 และ 50 มลิลโิมลาร ์pH 5.6 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลานําใบยางพาราไปลา้งให้

ชุดทดลอง 

ชุดควบคมุ 
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สะอาดด้วยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ ซบัใหแ้หง้ และวางลงบนจานแก้วที่มกีระดาษกรองและน้ํากลัน่
ปลอดเชือ้เป็นตวัใหค้วามชืน้สงัเกตรอยไหมท้ีเ่วลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง  

 
2.2 ศึกษายีน PR-1  ในใบยางพารา 
 

2.2.1 การออกแบบ degenerate primers 
ออกแบบ degenerate primers จากลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์ของยนี 

PR-1 จากพชื 2 ชนิด คอื Arabidopsis thaliana (accession no. NM_127025.2) และ 
Eutrema wasabi (accession no. AB271488.1) จากฐานขอ้มลูใน GenBank (www.ncbi.nlm. 
nih.gov) และเปรยีบเทยีบสาย DNA ของพชืดงักล่าวเพื่อหาบรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์โดยใช้
โปรแกรม Clustal-X alignment (Thompson et al., 2001)   

 
2.2.2 การทดสอบยางพาราด้วย SA และซูโอสปอรข์องเช้ือ P. palmivora เพ่ือ

ศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 ด้วยวิธี semi-quantitative RT-PCR  
2.2.2.1 การทดสอบใบยางพาราด้วย SA  
ในการศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในยางพาราดว้ยวธิ ีsemi-quantitative 

RT-PCR จะศกึษาในยางพาราพนัธุต์า้นทาน BPM-24 ซึง่เป็นสายพนัธุท์ีม่คีวามตา้นทานต่อเชือ้
ก่อโรคในธรรมชาตดิงันัน้การแสดงออกของยนีทีเ่กดิขึน้จะเป็นผลการทดลองทีข่ ึน้อยูก่บัปจัจยัที่
เราตอ้งการศกึษา ไดแ้ก่ ผลของซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora และผลของ SA เทา่นัน้   

เตรยีมใบยางพาราพนัธุ ์BPM-24 (พนัธุต์า้นทาน) ระยะ B2-C จาํนวน 6 ใบ ดงัรปูที ่
2.5 นําไปลา้งดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ซบัใหแ้หง้ ตดัสว่นปลายใบและกา้นใบออกแลว้แช่ใบที ่1-5 
ในสารละลาย SA ความเขม้ขน้ 0, 6.25, 12.5, 25 และ 50 มลิลโิมลาร ์ (ความเขม้ขน้ละ 1 ใบ) 
ทดลองโดยแช่ใบยางพาราใหป้ากใบสมัผสักบัสารละลาย SA โดยตรง เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่
ครบเวลานําใบยางพารามาลา้งใหส้ะอาดดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ ซบัใหแ้หง้และวางบนจานแกว้ที่
มกีระดาษกรองและน้ํากลัน่ปลอดเชื้อเป็นตวัให้ความชื้น ตัง้พกัไว้ที่อุณหภูมหิ้อง เก็บใบ
ยางพาราหลงัจากเวลาผา่นไป 24 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส เพือ่รอการสกดั RNA 
(สาํหรบัใบที ่6 สกดั RNA โดยไม่ตอ้งกระตุน้ดว้ยสารละลาย SA เพื่อดกูารแสดงออกของยนี 
PR-1 ในเบือ้งตน้) 
 

2.2.2.2 การทดสอบใบยางพาราท่ีมีอายแุตกต่างกนัด้วยเช้ือ P. palmivora  
เตรยีมใบยางพนัธุ ์BPM-24 ทีม่อีายแุตกต่างกนัตัง้แต่ 13-19 วนั นบัตัง้แต่วนัแรกที่

กิง่ยางพาราเริม่แตกตา โดยเรยีงลําดบัตามความอ่อน-แก่ ดงัรปูที ่2.7 และแบ่งเป็น 2 ชุด คอื 
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ชุดควบคุมและชุดทดลอง ในชุดทดลองจะบม่ใบยางพาราดว้ยเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 
1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร โดยวธิกีารแช่ทัง้ใบเช่นเดยีวกบัขอ้ 2.2.2.1 และในชุดควบคุมใช้
น้ํากลัน่ปลอดเชือ้แทนซโูอสปอร ์เมือ่ครบเวลานําใบยางพาราทัง้ในชุดทดลองและชุดควบคุมลา้ง
ใหส้ะอาดดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อ ซบัใหแ้หง้และวางลงบนจานแกว้ทีม่กีระดาษกรองและน้ํากลัน่
ปลอดเชื้อเป็นตวัให้ความชื้น ตัง้พกัที่อุณหภูมหิ้องและสงัเกตการเรืองแสงของสคอพอลิติน 
ควบคู่ไปด้วย เก็บตวัอย่างใบยางพาราเมื่อครบ 24 ชัว่โมง (นับตัง้แต่ใบยางเริม่สมัผสักบั        
ซูโอสปอร)์ ทีอุ่ณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส สาํหรบัสกดั RNA เตรยีม cDNA และเพิม่ปรมิาณ
ดว้ยวธิ ีPCR ต่อไป ทาํการทดลองซํ้า 3 ครัง้   

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 2.7 ใบยางพาราชว่งอายตุ่างๆ (ประมาณ 13, 15, 17, 18 และ 19 วนั ตามลาํดบั) 
 
2.2.2.3 การทดสอบใบยางพาราพนัธุต่์างๆ ด้วยเช้ือ P. palmivora  
เตรยีมใบยางพนัธุต์่างๆ ประกอบดว้ยพนัธุ์ BPM-24, RRIT251 และ RRIM600 ซึง่

เป็นพนัธุท์ีต่า้นทานต่อโรคในระดบัสงู ปานกลางและตํ่า ตามลาํดบั เลอืกใชใ้บระยะ B2-C ซึง่มี
อายปุระมาณ 17-18 วนั (นบัตัง้แต่วนัแรกทีก่ิง่ยางพาราเริม่แตกตา) (โดยแต่ละพนัธุจ์ะคดัเลอืก
ใบยางพาราดงัรปูที ่2.8) นําใบยางพาราพนัธุล์ะ 3 ใบ มาลา้งดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ ซบัใหแ้หง้ 
หลงัจากนัน้บ่มใบยางพาราใบที ่1 ดว้ยซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105   
ซโูอสปอรต์่อมลิลลิติร ใบที ่2 จะเป็นชุดควบคุมบ่มดว้ยน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ ใบที ่3 จะเกบ็เพือ่สกดั 
RNA ทนัทโีดยไมต่อ้งบ่มในซูโอสปอร ์ทัง้น้ีเพื่อดูระดบัการแสดงออกของยนีในเบือ้งตน้ ในการ
ทดลองน้ีจะเกบ็ตวัอยา่งใบยางพาราเมือ่ครบ 24 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส เพื่อรอ
สกดั RNA, เตรยีม cDNA และศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ต่อไป  
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รปูท่ี 2.8 ลกัษณะของใบยางพาราทีใ่ชใ้นการทดลองทีม่าจากกา้นเดยีวกนัและมคีวามอ่อน-แก่ 
ใกลเ้คยีงกนั 
 

2.2.3 การสกดั RNA จากใบยางพาราด้วยชดุสกดั SpectrumTM Plant total RNA Kit 
(Sigma) 

นําใบยางพาราซึง่เกบ็ไวท้ี ่-80 องศาเซลเซยีส บดใหเ้ป็นผงละเอยีดดว้ยไนโตรเจนเหลว
ใหม้น้ํีาหนกัประมาณ 0.1 กรมั จากนัน้เตมิ lysis buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร (ทีผ่สม β-ME 
ในอตัราส่วน 1 ต่อ 10) แลว้ vortex ให ้lysis buffer สมัผสักบัตวัอยา่งพชือยา่งทัว่ถงึประมาณ 
30 วนิาท ีบ่มทีอุ่ณหภูม ิ56 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3-5 นาท ีหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 
รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 3 นาท ีดูดสว่นใสใส่ใน filtration column แลว้หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 
12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ี ดูดสว่นใสทีผ่่าน filtration column มาผสมกบั binding 
solution ปรมิาตร 500 ไมโครลติร โดยพลกิหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ หลายๆ ครัง้ แลว้ใส่
สว่นผสมดงักล่าวลงใน binding column หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็เท่าเดมิ เป็นเวลา 1 นาท ีทิง้
สว่นใสทีผ่า่น column ลงมา แลว้ลา้ง binding column ดว้ย wash solution I จากนัน้ใส ่DNasel 
เพื่อกําจดั DNA ทีป่นเป้ือน ลงใน binding column ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 15 นาท ี
และลา้ง binding column ดว้ย wash solution II ปรมิาตร 750 ไมโครลติร หมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาที (ทําการล้าง column 2 รอบ) จากนัน้ย้าย 
binding column ลงในหลอดใหม ่แลว้หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 
นาท ีเพื่อให ้binding column แหง้และสุดทา้ยชะ RNA จาก binding column ดว้ย elution 
solution ปรมิาตร 30 ไมโครลติร หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ี
นําสารละลายทีไ่ดไ้ปวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  RNA ทีม่ี
ความบรสิุทธิจ์ะมอีตัราส่วนค่าการดูดกลนืแสงที ่260 นาโนเมตรต่อค่าการดูดกลนืแสงที ่280   
นาโนเมตร (A260nm/A280nm) ระหว่าง 1.7-1.9  เกบ็ RNA ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส 
จนกว่าจะใชง้าน  
 

1 
2 

3 
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2.2.4 การเตรียม cDNA จาก RNA ของยางพารา ด้วยชดุ SuperScriptTM III First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen)  

ผสม 50 มลิลโิมลาร ์oligo (dT)20 ปรมิาตร 1 ไมโครลติร กบั RNA ทีส่กดัไดจ้ากขอ้ 2.2.3 
จาํนวน 1-2 ไมโครกรมั และ 10 มลิลโิมลาร ์dNTP (ประกอบดว้ย dATP, dGTP, dCTP และ 
dTTP) ปรมิาตร 1 ไมโครลติร บ่มทีอุ่ณหภูม ิ65 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้แช่ใน
น้ําแขง็ทนัทเีป็นเวลา 1 นาท ีต่อมาใสส่่วนผสมต่างๆ ดงัน้ี 5X first-strand buffer ปรมิาตร 4 
ไมโครลติร, น้ํา diethylpyrocarbonate (DEPC) ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, 0.1 โมลาร ์
dithiothreitol (DTT) ปรมิาตร 1 ไมโครลติร และ SuperScriptTM III RT (200 ยนิูตต่อ
ไมโครลติร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยใช้ปิเปต นําไปบ่มที่อุณหภูม ิ50       
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง และหยุดปฏกิริยิาดว้ยการบ่มทีอุ่ณหภูม ิ70 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 15 นาท ีนํา cDNA ทีไ่ดเ้จอืจาง 10 เทา่ ดว้ยน้ํา DEPC จะได ้cDNA ทีพ่รอ้มสาํหรบั
ใชเ้ป็น template ในการทาํ PCR    
 

2.2.5 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR 
นํา cDNA ทีไ่ดจ้ากขอ้ 2.2.4 มาเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้degenerate 

forward primer และ degenerate reverse primer ทีอ่อกแบบไดจ้ากขอ้ 2.2.1 ในปฏกิริยิาจะมี
การเตรยีม PCR reaction mixture ทีป่ระกอบดว้ย 10X PCR buffer ปรมิาตร 2.5 ไมโครลติร, 
50 มลิลโิมลาร ์ MgCl2 ปรมิาตร 0.75 ไมโครลติร, 10 มลิลโิมลาร ์ dNTP ปรมิาตร 0.5 
ไมโครลติร, เอนไซม ์Taq DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลติร) ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร 
,10 มลิลโิมลาร ์degenerate forward primer (5′-TTCACAACCAGGCACGAGSAGCGGT-3′; 
S=G,C) และ 10 มลิลโิมลาร ์ degenerate reverse primer (5′-ATGGTTCCACCATTGTTA 
CACCTCAC-3′) ปรมิาตรอยา่งละ 1 ไมโครลติร และใส ่cDNA จาํนวน 100 นาโนกรมั (คาํนวณ
จากปรมิาณ RNA เริม่ตน้) แลว้ปรบัใหไ้ดป้รมิาตรสุทธเิท่ากบั 25 ไมโครลติร โดยใชน้ํ้า DEPC 
หลงัจากนัน้นําเขา้เครื่อง Thermal cycler: Eppendorf Mastercycler เพิม่ปรมิาณ DNA โดยตัง้
โปรแกรมดงัน้ี  
โปรแกรมที ่1  Initial denaturation  ที ่95 องศาเซลเซยีส    เป็นเวลา 5 นาท ี    1 รอบ
โปรแกรมที ่2  Denaturation  ที ่95 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี 40 รอบ 
          Annealing ที ่55 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี
  Extension  ที ่72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี 
โปรแกรมที ่3 Extension ที ่72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 10 นาท ี 1 รอบ 

   ที ่4 องศาเซลเซยีส  ∞ 
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นํา PCR product ทีไ่ดม้าตรวจสอบโดยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% (w/v) 
agarose gel และยอ้ม DNA ดว้ย ethidium bromide เปรยีบเทยีบขนาดของ DNA ทีไ่ด ้กบั 
100 bp DNA ladder plus (Vivantis) 
 

2.2.6 การทาํบริสทุธ์ิ PCR product   
ทาํบรสิุทธิ ์ PCR product ดว้ยชุด High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 

โดยนํา PCR product ทีต่อ้งการทาํบรสิุทธิป์รมิาตร 100 ไมโครลติร มาเตมิ binding buffer 
ปรมิาตร 500 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนัน้ใสส่ว่นผสมลงใน column (High Pure filter 
tube) หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีทิง้ส่วนใสดา้นล่างทีผ่่าน 
column ลงมา จากนัน้ลา้ง column 2 ครัง้ ดว้ย wash buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร และ 200 
ไมโครลติร (ตามลาํดบั) ในแต่ละครัง้จะหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา    
1 นาท ีขัน้ตอนสุดทา้ยชะ PCR product ทีต่อ้งการดว้ย elution buffer ปรมิาตร 30-50 
ไมโครลติร หมนุเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีสว่นใสดา้นล่างทีไ่ดค้อื 
PCR product ทีบ่รสิทุธิแ์ละมคีวามเขม้ขน้เพิม่ขึน้ นํา PCR product มาตรวจสอบอกีครัง้โดยวธิ ี
gel electrophoresis บน 1.5% (w/v) agarose gel และเกบ็ตวัอยา่งเพือ่หาลาํดบันิวคลโีอไทด์
ในขัน้ตอนต่อไป  
 

2.2.7 การเตรียม DNA เพ่ือส่งหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์
เตรยีม PCR product ทีบ่รสิทุธิแ์ลว้ปรมิาตร 4 ไมโครลติร กบั degenerate forward 

primer และ degenerate reverse primer ปรมิาตรอยา่งละ 4 ไมโครลติร เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 
องศาเซลเซยีส เพื่อรอส่งไปหาลําดบันิวคลโีอไทด์ทีศู่นยเ์ครื่องมอืวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยั 
สงขลานครนิทร ์

 
 

2.2.8 การออกแบบ specific primers 
เมื่อไดล้าํดบันิวคลโีอไทดบ์างส่วนของยนี PR-1 จากการวเิคราะหใ์นขอ้ 2.2.7 ทาํการ

ออกแบบ specific primers จากลาํดบันิวคลโีอไทดด์งักล่าวโดยใชโ้ปรแกรม Primer3 (http:// 
frodo.wi.mit.edu/primer3) หลงัจากเปรยีบเทยีบความคล้ายคลงึกบัขอ้มูลอื่นที่มใีน GenBank 
โดยการ Blast ผ่าน http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi กจ็ะได ้specific primers ทีจ่ะ
นําไปใชใ้นการหาลาํดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมด (full-length) ของยนี  PR-1  ในยางพาราดว้ยวธิ ี
Rapid Amplification of cDNA ends (RACE) รวมทัง้ใชว้เิคราะหก์ารแสดงออกของยนีดว้ยวธิ ี
semi-quantitative RT-PCR โดยเปรยีบเทยีบกบัการแสดงออกของยนี actin ของยางพารา   
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2.2.9 การหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์ัง้หมด (full-length) ของยีน PR-1 ในยางพารา
ด้วยวิธี Rapid Amplification of cDNA ends (RACE) 

เตรยีม full-length ของยนี PR-1 ดว้ยชุด  5′, 3′- RACE Kit, 2nd Generation (Roche) 
โดยมรีายละเอยีดดงัน้ี   

 
2.2.9.1 การหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างด้านปลาย 3′  
สรา้งสาย first-strand cDNA ดว้ยเอนไซม ์ reverse transcriptase (RT) ตาม

ขัน้ตอนของบรษิทั โดยใช ้adapter primer ทีต่่อเขา้กบั oligo dT (oligo dT- anchor primer) 
RT ในชุด kit ม ีRNase H activity ทีจ่ะย่อยสลาย RNA จากนัน้เอนไซม ์Taq DNA 
polymerase ในชุด kit จะทาํการสรา้ง 2nd strand cDNA ดว้ย specific forward primer ที่
ออกแบบไดจ้ากขอ้ 2.2.8 แลว้ตามดว้ยปฏกิริยิาทัว่ไปของวธิ ีPCR โดยใช ้specific forward 
primer และ PCR anchor primer (primer ที ่complementary กบั oligo dT-anchor primer) 
เป็น reverse primer เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 3′ ดงัรปูที ่2.9 ตรวจสอบแถบ 
DNA ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% (w/v) agarose gel จากนัน้ทาํบรสิุทธิแ์ถบ 
DNA ทีไ่ดต้ามวธิกีารในขอ้ 2.2.9.3 เพื่อหาลําดบันิวคลโีอไทด์แลว้ตรวจสอบกบัฐานขอ้มูลใน 
GenBank 
 

 

รปูท่ี 2.9 แผนผงัสรุปขัน้ตอนการหาลาํดบันิวคลโีอไทดท์างดา้นปลาย 3′ (www.roche-applied-
science.com) 
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2.2.9.2 การหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างด้านปลาย 5′ 
สรา้งสาย first-strand cDNA ดว้ยเอนไซม ์reverse transcriptase ตามขัน้ตอนของ

บรษิทัโดยใช ้specific reverse primer ทีอ่อกแบบไดจ้ากขอ้ 2.2.8 เตมิ dA-tailing ทางดา้น 3′ 
ของ cDNA ทีไ่ดด้ว้ยเอนไซม ์terminal transferase (80 ยนิูตต่อไมโครลติร) เพื่อเป็นตําแหน่ง
ในการจบัของ oligo dT-anchor primer จากนัน้ทาํปฏกิริยิา PCR โดยใช ้ oligo dT-anchor 
primer และ specific reverse primer เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 5′ (โดยเริม่ตน้
จะทาํการสรา้ง 2nd strand cDNA ดว้ย oligo dT-anchor primer จากนัน้จงึจะเขา้สูป่ฏกิริยิา
ทัว่ไปของวธิ ีPCR, ดูรปู 2.10) ตรวจสอบแถบ DNA ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีgel electrophoresis บน 
1.5% (w/v) agarose gel และทาํบรสิุทธิแ์ถบ DNA ทีไ่ดต้ามวธิกีารในขอ้ 2.2.9.3 เพือ่หาลาํดบั  
นิวคลโีอไทดแ์ลว้นําไปตรวจสอบลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัฐานขอ้มลูใน GenBank 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รปูท่ี 2.10 แผนผงัสรุปขัน้ตอนการหาลําดบันิวคลโีอไทด์ทางดา้นปลาย 5′ (www.roche-
applied-science.com) 

 
2.2.9.3 การทาํบริสทุธ์ิ PCR product จาก agarose gel 
PCR product ทีผ่า่นการแยกดว้ยวธิ ี gel electrophoresis สามารถทาํใหบ้รสิทุธิไ์ด้

โดยใชชุ้ด QIAquick Gel Extraction Kit protocol (Qiagen) เริม่จากการตดัเจลตรงตําแหน่งของ 
DNA ทีต่อ้งการแลว้เตมิ QG buffer (เตมิ QG buffer 300 ไมโครลติรต่อเจลน้ําหนกั 0.1 กรมั) 
ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex ประมาณ 15-30 วนิาท ีจากนัน้บ่มทีอุ่ณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส  
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นาน 10 นาท ีหรอืจนกระทัง่เจลละลายหมด ในระหว่างทีบ่่มจะตอ้ง vortex ทุก 2-3 นาท ีเมื่อ
ครบเวลาเตมิ isopropanol (เตมิ isopropanol 100 ไมโครลติรต่อเจลน้ําหนัก 0.1 กรมั) ผสมให้
เขา้กนัแลว้นําสารละลายน้ีใสใ่น column (QIAquick spin column) ครัง้ละ 700 ไมโครลติร 
นําไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30-60 วนิาท ีทิง้สารละลายทีผ่า่น 
column จากนัน้เตมิ QG buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร นําไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเรว็ 
12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ี ลา้ง column อกีครัง้ดว้ย PE buffer ปรมิาตร 750 
ไมโครลติร ยา้ย column ไปใสใ่นหลอด eppendorf หลอดใหม่แลว้ชะ PCR product ทีบ่รสิทุธิ ์
แลว้โดยการเตมิ EB buffer ปรมิาตร 30-40 ไมโครลติร (ขึน้กบัความเขม้ของแถบ DNA บน
เจล) นําไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีนําสารละลาย DNA 
ทีช่ะไดต้รวจสอบอกีครัง้ดว้ยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% (w/v) agarose gel และเกบ็ไวท้ี่
อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 

2.2.10 การโคลนยีน PR-1 จากยางพารา 
2.2.10.1 การเช่ือมต่อระหว่างยีน PR-1 กบัพลาสมิดเวกเตอรด้์วยเอนไซม ์T4 

DNA  ligase 
หลงัจากเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ดว้ยเทคนิค PCR แลว้จะเชื่อมต่อ PCR product กบั 

พลาสมดิเวกเตอร ์pGEM®-T Easy (Promega) ดว้ยเอนไซม ์T4 DNA ligase โดยม ีligation 
reaction ดงัน้ี 
2X rapid ligation buffer  ปรมิาตร  5 ไมโครลติร  
เวกเตอร ์pGEM®-T Easy ปรมิาตร  0.5 ไมโครลติร (คดิเป็น 25 นาโนกรมั)  
เอนไซม ์T4 DNA ligase ปรมิาตร  0.5  ไมโครลติร  
PCR product   ปรมิาตร  4  ไมโครลติร (คดิเป็น 70-80 นาโนกรมั) 
    รวมปรมิาตร  10  ไมโครลติร 

ผสมสารต่างๆ ใหเ้ขา้กนัโดยใชปิ้เปตแลว้นําไปบ่มทีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
หรอืบม่ขา้มคนืทีอุ่ณหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส จะไดเ้วกเตอรล์กูผสมตามตอ้งการ   
 

2.2.10.2  การนําเวกเตอรล์กูผสมเข้าสู่เซลลเ์จ้าบ้าน (competent cells) โดย
วิธี heat shock transformation 

ยา้ยเวกเตอรล์กูผสมเขา้สู ่ competent cell ในทีน้ี่คอื Escherichia coli สายพนัธุ ์
Top10 (Invitrogen) ดว้ยวธิ ี heat shock transformation โดยผสมเวกเตอรล์กูผสมปรมิาตร 5 
ไมโครลติร และ competent cells ปรมิาตร 50 ไมโครลติร แลว้แช่ในน้ําแขง็เป็นเวลา 30 นาท ี
นําไปใหค้วามรอ้นทีอุ่ณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส นาน 1.5 นาท ีแลว้แช่ในน้ําแขง็ทนัทเีป็นเวลา 
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2 นาท ีจากนัน้เตมิ LB broth ปรมิาตร 800 ไมโครลติร แลว้นําไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37  องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาจงึนําไปเขยา่ดว้ยความเรว็ 150 รอบต่อนาท ีเพื่อ
ไมใ่หเ้ซลลเ์กาะกลุ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ดดูสว่นผสมน้ีปรมิาตร 100 ไมโครลติร spread 
ลงบน LB agar ทีม่ ี ampicillin (ความเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร), Isopropylthio-β-
galactoside (IPTG) (ความเขม้ขน้ 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร) และ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-
β-D-galactoside (X-gal) (ความเขม้ขน้ 1 มลิลโิมลาร)์ นําไปบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส 
เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จะเหน็โคโลนีของแบคทเีรยีซึ่งมสีขีาวและสฟ้ีา จากนัน้จงึแยกเอา
เฉพาะโคโลนีสขีาวซึง่ไดร้บัเวกเตอรล์กูผสมไปเลีย้งใน LB broth ผสม ampicillin นําแบคทเีรยีที่
เจรญิเตบิโตไปใชศ้กึษาในขัน้ตอนต่อไป 

 
2.1.10.3  การแยกพลาสมิดของแบคทีเรียเพ่ือตรวจหาเวกเตอรล์ูกผสมโดย

ใช้ STET buffer 
นําโคโลนีสขีาวจากขอ้ 2.2.10.2 มาเลีย้งใน LB broth ผสม ampicillin ปรมิาตร 1.5 

มลิลลิติร บ่มเชือ้ที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 
รอบต่อนาท ีนําเชื้อแบคทเีรยีทีไ่ดห้มุนเหวีย่งตกตะกอนเซลล์ทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ี
เป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้ทาํใหเ้ซลลแ์ตกดว้ย STET buffer (ประกอบดว้ย 8% sucrose, 5% 
Triton-X 100, 50 มลิลโิมลาร ์EDTA, 50 มลิลโิมลาร ์Tris-HCl pH 8) ปรมิาตร 350 ไมโครลติร 
นําไป vortex เป็นเวลา 1 นาท ีแลว้จงึนําไปตม้ในน้ําเดอืดประมาณ 40 วนิาท ีแช่ในน้ําแขง็ทนัที
เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีจะเหน็
ตะกอนโปรตีนสขีาว เขี่ยโปรตีนดงักล่าวออกด้วยไม้จิ้มฟนัปลอดเชื้อแล้วเติม isopropanol 
ปรมิาตร 350 ไมโครลติร แลว้นําไปบม่ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 30 นาท ี(หรอื
บ่มข้ามคืน) หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เพื่อตกตะกอน    
พลาสมดิแลว้ทําใหต้ะกอนแหง้ดว้ยกระดาษทชิชูปลอดเชื้อเป็นเวลา 10 นาท ีละลายตะกอน
กลบัดว้ยน้ํา DEPC และเกบ็สารละลายทีไ่ดท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส  

 
2.2.10.4  การสกดัพลาสมิดของแบคทีเรีย 
ใชชุ้ดสกดั QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) โดยการคดัเลอืกโคโลนีแบคทเีรยี

ทีเ่จรญิอยู่ใน LB agar ผสม ampicillin ไปเลีย้งใน LB broth ผสม ampicillin ปรมิาตร 3 
มลิลลิติร บ่มเชือ้ที ่37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง บนเครื่องเขย่าความเรว็ 150 
รอบต่อนาท ีนําเชื้อแบคทเีรยีทีไ่ดห้มุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ที่ความเรว็ 12,000 รอบต่อ
นาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีจากนัน้เทอาหารทิง้และใส ่P1 buffer ปรมิาตร 250 ไมโครลติร (ผสม 
RNase A ลงใน P1 buffer ก่อนใชง้านใหม้คีวามเขม้ขน้สทุธขิอง RNase A ใน P1 buffer 
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เท่ากบั 100 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร) ใส ่P2 buffer ปรมิาตร 250 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัโดย
พลกิหลอดกลบัไปมาเบาๆ ใหเ้ขา้กนั ใส ่N3 buffer ปรมิาตร 350 ไมโครลติร ผสมใหเ้ขา้กนัโดย
พลกิหลอดกลบัไปมาเบาๆ จะเหน็ตะกอนสขีาว (ประกอบไปดว้ย genomic DNA, โปรตนี และ
เศษเซลล์ต่างๆ) จงึนําไปหมุนเหวี่ยงทีค่วามเรว็ 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาท ีเพื่อ
ตกตะกอนและนํา supernatant ทีม่พีลาสมดิอยู่ใส่ลงใน column (QIAprep spin column) 
จากนัน้ wash column ดว้ย PB buffer ปรมิาตร 500 ไมโครลติร นําไปหมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 
12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีwash column อกีครัง้ดว้ย PE buffer ปรมิาตร 750 
ไมโครลติร หมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ีและชะพลาสมดิที่
ตอ้งการลงในหลอดใหม่ดว้ย EB buffer ปรมิาตร 30-40 ไมโครลติร หมุนเหวีย่งทีค่วามเรว็ 
12,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 1 นาท ี จะได้พลาสมดิของแบคทเีรยีตามต้องการ เก็บไว้ที่
อุณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส    

 
2.2.10.5  การตรวจสอบช้ิน DNA ท่ีโคลนได้ด้วยการทาํ PCR 
นําพลาสมดิทีส่กดัไดจ้ากแต่ละโคโลนีของแบคทเีรยีมาตรวจสอบดว้ยวธิ ี PCR โดย

ใช ้primer ทีจ่าํเพาะกบัยนี PR-1 เพื่อตรวจสอบว่ามชีิน้สว่นของยนี PR-1 ในพลาสมดิลกูผสมที่
สกดัไดห้รอืไม ่ นํา PCR product ไปตรวจสอบดว้ยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% (w/v) 
agarose gel และเตรยีมสง่ตวัอยา่งเพือ่หาลาํดบันิวคลโีอไทดใ์นขัน้ตอนต่อไป 

 
2.2.10.6  การหาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน PR-1 
หลงัจากตรวจพบว่ามยีนี PR-1 ผูว้จิยัจะนําพลาสมดิลูกผสมทีส่กดัไดส้่งหาลําดบั  

นิวคลโีอไทดท์ีศู่นยเ์ครื่องมอืวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัสงขลานครนิทร ์โดยใช ้T7 และ SP6 
เป็นโปรโมเตอร ์ 
 
2.3 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน PR-1 ด้วยวิธี semi-quantitative RT-PCR   
 

2.3.1 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 
เตรยีม cDNA ทีต่อ้งการจากตวัอยา่งพชืขอ้ 2.1.2 และ 2.2.2 ตามวธิกีารขอ้ 2.2.3 และ 

2.2.4 จาํนวน 100 นาโนกรมั มาเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้specific forward 
primer และ specific reverse primer ทีอ่อกแบบไดจ้ากขอ้ 2.2.8 ในปฏกิริยิาจะมกีารเตรยีม 
reaction mixture ทีป่ระกอบดว้ย 10X PCR buffer ปรมิาตร 2.5 ไมโครลติร, 50 มลิลโิมลาร ์
MgCl2 ปรมิาตร 0.75 ไมโครลติร, 10 มลิลโิมลาร ์dNTP ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร, เอนไซม ์Taq 
DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลติร) ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร ,10 มลิลโิมลาร ์ specific 
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forward primer (5′-TCTTGTGCATTCCAGCAATC-3′) และ 10 มลิลโิมลาร ์specific reverse 
primer (5′-CACCTCACCTTAGCACATCCT-3′) ปรมิาตรอยา่งละ 1 ไมโครลติร และปรบัใหไ้ด้
ปรมิาตรสทุธเิท่ากบั 25 ไมโครลติร โดยใชน้ํ้า DEPC หลงัจากนัน้นําเขา้เครื่อง DNA Thermal 
cycler: Eppendorf Mastercycler เพือ่เพิม่ปรมิาณ DNA โดยตัง้โปรแกรมดงัน้ี  
โปรแกรมที ่1  Initial denaturation   ที ่95 องศาเซลเซยีส    เป็นเวลา 5 นาท ี    1 รอบ
โปรแกรมที ่2  Denaturation   ที ่95 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี 25 รอบ
         Annealing  ที ่55 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี

        Extension  ที ่72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 1 นาท ี 
โปรแกรมที ่3  Extension  ที ่72 องศาเซลเซยีส  เป็นเวลา 10 นาท ี     1 รอบ 

    ที ่4 องศาเซลเซยีส  ∞ 
นํา PCR product ทีไ่ดม้าตรวจสอบโดยวธิ ี gel electrophoresis บน 1.5% (w/v) 

agarose gel ยอ้ม DNA ดว้ย ethidium bromide และวดัคา่สดัสว่นความเขม้ของแถบ DNA ที่
ได ้กบัยนี actin จากยางพารา (ยนีอา้งองิทีม่กีารแสดงออกคงที)่ 

 
2.3.2 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน       

18s rDNA 
นํา cDNA ทีไ่ดจ้ากการทดลองของนางสาวฐติกิร จนัทรว์ุ่น ซึ่งฉีดพ่นตน้กลา้ยางพารา

อายปุระมาณ 1 เดอืนดว้ย SA ความเขม้ขน้ 4 มลิลโิมลาร ์ทีเ่วลา 0, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง 
จาํนวน 100 นาโนกรมั มาเพิม่ปรมิาณยนี 18s rDNA ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้specific forward 
และ reverse primer โดยม ีreaction mixture ทีป่ระกอบดว้ย PCR buffer, MgCl2, dNTP และ
เอนไซม ์Taq DNA polymerase เช่นเดยีวกบัขอ้ 2.3.1 สว่น specific forward primer และ 
specific reverse primer คอื 5′- CTCTGGATACATTAGCATGG-3′ และ 5′- CATAGAATC 
AAAGAAAGAGCTC-3′ ตามลําดบั หลงัจากนัน้นําเขา้เครื่อง DNA Thermal cycler: 
Eppendorf Mastercycler เพื่อเพิม่ปรมิาณ DNA โดยตัง้โปรแกรมเช่นเดยีวกบัขอ้ 2.3.1 นํา 
PCR product ทีไ่ดจ้ากการทาํ PCR มาตรวจสอบโดยวธิ ีgel electrophoresis บน 1.5% (w/v) 
agarose gel และยอ้ม DNA ดว้ย ethidium bromide   
 

2.3.3 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีน actin 
นํา cDNA เดยีวกนักบัทีศ่กึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ขอ้ 2.3.1 จาํนวน 100 นาโน

กรมั มาเพิม่ปรมิาณยนี actin ดว้ยวธิ ี PCR โดยม ี reaction mixture ทีป่ระกอบดว้ย PCR 
buffer, MgCl2, dNTP และเอนไซม ์Taq DNA polymerase เช่นเดยีวกบัขอ้ 2.3.1 สว่น specific 
forward primer และ specific reverse primer คอื 5′-CACCACCACTGCCGAACGGG-3′ 
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และ 5′-ACGGTCTGCAATGCCAGGGA-3′ ตามลาํดบั หลงัจากนัน้นําเขา้เครือ่ง DNA 
Thermal cycler: Eppendorf Mastercycler เพือ่เพิม่ปรมิาณ DNA โดยตัง้โปรแกรมเชน่เดยีวกบั
ขอ้ 2.3.1 นํา PCR product ทีไ่ดจ้ากการทาํ PCR มาตรวจสอบโดยวธิ ีgel electrophoresis บน 
1.5% (w/v) agarose gel และยอ้ม DNA ดว้ย ethidium bromide 
 

2.3.4 การเพ่ิมปริมาณ cDNA ด้วยวิธี PCR เพ่ือดกูารแสดงออกของยีน Internal 
Transcribed Spacer (ITS) ของเช้ือ P. palmivora 

นํา cDNA ปรมิาณ 100 นาโนกรมั เพิม่ปรมิาณยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora ดว้ยวธิ ี
PCR โดยใช ้specific primers (Tsai et al., 2006) ในปฏกิริยิาจะมกีารเตรยีม reaction mixture 
เช่นเดยีวกบัขอ้ 2.3.1 โดยม ี specific forward primer เป็น 5′-CACGTGAACCGTATCAAAA 
CT-3′ และ specific reverse primer เป็น 5′-CAATCATACCACCACAGCTGA-3′ แลว้นําเขา้
เครือ่ง DNA Thermal cycler: Eppendorf Mastercycler เพือ่เพิม่ปรมิาณ DNA โดยตัง้
โปรแกรมเชน่เดยีวกบัขอ้ 2.3.1 นํา PCR product ทีไ่ดจ้ากการทาํ PCR มาตรวจสอบโดยวธิ ี
gel electrophoresis บน 1.5% (w/v) agarose gel และยอ้ม DNA ดว้ย ethidium bromide   
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บทท่ี 3 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

3.1 ผลการชกันําการต้านทานโรคในใบยางพารา 
 

3.1.1 ผลการหาความเข้มข้นของเช้ือ Phytophthora palmivora ท่ีเหมาะสมเพ่ือใช้
ศึกษาการชกันําการต้านทานโรคในใบยางพารา 

หลงัจากวางหยดซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X104, 5X104, 1X105 
และ 5X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร บนใบยางพาราพนัธุอ์่อนแอ (RRIM600) แลว้ตัง้ทิง้ไวเ้ป็น
เวลา 24 ชัว่โมง สงัเกตขนาดของรอยไหม ้การสงัเคราะหส์คอพอลตินิและการแสดงออกของยนี 
PR-1 เพื่อหาความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของเชือ้สาํหรบัการทดลองต่อไป พบว่ามกีารลุกลามของ
เชือ้เหน็เป็นรอยไหมท้ีม่ขีนาดต่างๆ บนใบยาง โดยทีค่วามเขม้ขน้ 1X104 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร 
ยงัไมเ่หน็รอยไหม ้ในขณะทีอ่กี 3 ความเขม้ขน้สามารถเหน็รอยไหมแ้ปรผนัตรงกบัความเขม้ขน้
ของซโูอสปอร ์ดงัรปูที ่3.1  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
รปูท่ี 3.1 เปรยีบเทยีบรอยไหมบ้นใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 หลงับม่ดว้ยซูโอสปอรข์องเชื้อ  
P. palmivora ความเขม้ขน้ต่างๆ (sp/ml คอื ซโูอสปอรต์่อมลิลลิติร) 
 

เมื่อวเิคราะห์หาความเขม้ขน้ของสคอพอลตินิทีใ่บยางพาราผลติแลว้ปล่อยเขา้ไปในหยด
น้ําซึ่งวางแทนที่ตําแหน่งของซูโอสปอร์ที่เวลาต่างๆ (ซึ่งเป็นการเก็บสารละลายตวัอย่างแบบ

1X104 sp/ml   

5X104 sp/ml   

1X105 sp/ml   

5X105 sp/ml   
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สรา้งใหม,่ newly synthesized scopoletin) ไดแ้ก่ 2, 4, 8, 12, 16 และ 24 ชัว่โมง พบว่าระดบั
ของสคอพอลิตินเพิม่ขึ้นตามความเขม้ขน้ของซูโอสปอร์ที่เพิ่มขึ้นดงัรูปที่ 3.2 ทัง้น้ีเน่ืองจาก
ตําแหน่งทีม่ซีูโอสปอรค์วามเขม้ขน้สูงจํานวนเซลลข์องใบยางพาราทีถู่กเจาะมมีากกว่า บรเิวณ
นัน้กจ็ะมจีํานวนเซลลท์ีถู่กกระตุน้มากกว่า จะเหน็ว่าความเขม้ขน้ 5X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร 
กระตุน้ใหใ้บยางพาราสรา้งสคอพอลตินิมากทีส่ดุตัง้แต่เวลา 8 ชัว่โมง (จากแนวโน้มกราฟในรปู
ที ่3.2) และมากกว่าความเขม้ขน้อื่นอยา่งชดัเจนทีเ่วลา 12 ชัว่โมง (9.61 ± 1.90 ไมโครโมลาร)์ 
เป็นต้นไป อย่างไรกต็ามสคอพอลตินิในใบยางพารานอกจากมผีลในการยบัยัง้เชื้อแลว้ยงัเป็น
พษิต่อเซลลข์องใบยางพาราดว้ย ดงันัน้การทีเ่ซลลข์องใบยางพาราผลติสคอพอลตินิในปรมิาณ
สงูเกนิไปนัน้อาจเป็นอนัตรายต่อเซลลเ์อง (จรีะภา, 2551) ทาํใหเ้ซลลข์องใบยางพาราอ่อนแอลง
และตายในทีส่ดุสง่ผลให ้active cells ทีส่ามารถผลติ RNA และโปรตนีมจีาํนวนลดลงดว้ย ผูว้จิยั
จงึเลอืกความเขม้ขน้ที ่1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร เพื่อใชใ้นการศกึษาการแสดงออกของยนี 
PR-1 ต่อไป  เน่ืองจากความเขม้ขน้ดงักล่าวทาํใหใ้บยางพารามปีรมิาณการสรา้งสคอพอลตินิที่
เหมาะสมกล่าวคอืไม่มากจนเกินไปและสามารถสงัเกตเห็นการลดลงของรอยเจาะได้ชดัเจน
หลงัจากมกีารชกันําใหเ้กดิการตา้นทานต่อเชื้อ ในขณะทีซู่โอสปอรค์วามเขม้ขน้ตํ่าเกนิไปจะทํา
ใหเ้กดิ hypersensitive cell death (Chirapongsatonkul, 2008) ซึง่อาจจะทาํใหเ้หน็ผลการ   
ชกันําการตา้นทานทีไ่มช่ดัเจน  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.2 สคอพอลตินิที่สงัเคราะหข์ึน้ทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากใบยางพนัธุ์ RRIM600 ถูกกระตุน้
ดว้ยซูโอสปอรข์องเชื้อ P. palmivora ความเขม้ขน้ต่างๆ (sp/ml คอื ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร) 
(บาร ์คอื ± S.D. คดิจากคา่เฉลีย่ของการทดลอง 4 การทดลอง)  
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จากการทดลองขา้งตน้เกบ็ตวัอย่างโดยตดัใบยางพาราซึง่ลอ้มรอบบรเิวณทีว่างซูโอสปอร ์
ทีอุ่ณหภูม ิ-80 องศาเซลเซยีส ขนาด 2X2 เซนตเิมตร เพื่อรอสกดั RNA สาํหรบัวเิคราะหก์าร
แสดงออกของยนี PR-1 ดว้ย specific primers ต่อไป  
 

3.1.2 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ตวักระตุ้นชนิดต่างๆ 
3.1.2.1 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยใช้กรดซาลิไซลิก 

(salicylic acid, SA) 
จากการศกึษาวธิกีารทีเ่หมาะสมเพื่อใชว้เิคราะหผ์ลการชกันําการตา้นทานโรคของ

ยางพาราโดยใช ้SA เป็นตวักระตุน้ในวธิกีารที ่1 ซึง่ใช ้Triton-X 100 เพื่อละลายแวก็ซท์ีเ่คลอืบ
ผวิใบออกพบวา่มผีลกระทบอยา่งรุนแรงทาํใหใ้บยางพาราบอบชํ้ามาก สง่ผลใหใ้บยางพาราตาย
จงึไมส่ามารถวเิคราะหผ์ลการชกันําการตา้นทานโรคได ้นอกจากนัน้ Triton-X 100 ไมส่ามารถ
ละลายแวก็ซไ์ดอ้ยา่งสมํ่าเสมอและใกลเ้คยีงกนัทัว่ทัง้ใบทาํใหผ้ลการทดลองมคีวามแปรปรวนสงู 
ดงันัน้ผูว้จิยัจงึทาํการทดลองต่อในวธิกีารที ่2 ซึง่ไมม่กีารใช ้Triton-X 100 แต่จะตดัใบออกเป็น 
2 ส่วน เพื่อใหส้ารทีต่อ้งการทดสอบถูกดูดซมึเขา้ทางรอยตดัและทางปากใบ ในการทดลองน้ี
ผูว้จิยัไดส้งัเกตการเรอืงแสงของสคอพอลตินิภายใตแ้สง UV ควบคูไ่ปดว้ยกนั  

ผลการทดลองหลงัจากแช่ใบยางพาราส่วนบนลงในสารละลาย SA ความเขม้ขน้ 
12.5 และ 25 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ตัง้พกัไวท้ีอุ่ณหภูมหิอ้งอกี 12 ชัว่โมง แลว้สงัเกต
ผลการเรอืงแสงของสคอพอลตินิ ผลการทดลองในตารางที ่3.1 เป็นค่าทีไ่ดจ้ากการประเมนิ
คะแนนโดยผูว้จิยัเมือ่สงัเกตภายใตแ้สง UV  กําหนดให ้5 = เรอืงแสงมากทีสุ่ด, 4 = เรอืงแสง
มาก, 3 = เรอืงแสงปานกลาง, 2 = เรอืงแสงน้อย และ 1= เรอืงแสงน้อยมาก แลว้นําค่าจาก 3 
การทดลองมาหาค่าเฉลีย่ พบว่าใบซึง่ทดสอบดว้ย SA ความเขม้ขน้ 25 มลิลโิมลาร ์มกีารเรอืง
แสงทัง้บรเิวณเสน้ใบและบรเิวณเน้ือใบ ซึง่แตกต่างกบัความเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์ทีส่ว่นมาก
มกีารเรอืงแสงบรเิวณเสน้ใบและบรเิวณขอบของรอยตดั สาํหรบัใบยางพาราสว่นลา่งทีแ่ช่ในน้ํา
กลัน่ปลอดเชื้อในชุดควบคุมไม่พบการเรืองแสง หลงัจากนัน้จึงวางหยดซูโอสปอร์ของเชื้อ       
P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซโูอสปอรต์่อมลิลลิติร สงัเกตการตดิเชือ้เปรยีบเทยีบระหว่าง
ใบสว่นบนซึง่เป็นชุดทดสอบและใบสว่นลา่งซึง่เป็นชุดควบคมุ โดยการวดัเสน้ผา่นศูนยก์ลางของ
รอยไหมท้ีเ่กดิขึน้ (ดูรูปที ่3.3) คํานวณเปอรเ์ซน็ต์การเกดิรอยไหมใ้นใบยางพารา (necrosis) 
กาํหนดให ้100% ของการเกดิรอยไหม ้คอื ใบสว่นบน (ชุดทดสอบ) มขีนาดของรอยไหมเ้ทา่กบั
ใบสว่นล่าง (ชุดควบคุม) ผลการทดลองในตารางที ่3.1 จะเหน็ไดว้่าเปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิรอยไหม้
ในชุดทดสอบดว้ย SA ความเขม้ขน้ 25 มลิลโิมลาร์ มคี่าเฉลีย่สูงกว่าของชุดควบคุม ในทุก
ชัว่โมงทีท่าํการศกึษาและมเีปอรเ์ซน็ตก์ารเกดิรอยไหมส้งูสุดที ่72 ชัว่โมง (415.9 ± 2.58%) คอื
มกีารลุกลามของเชื้อเป็นอย่างมาก ทัง้น้ีเน่ืองมาจากใบที่ผ่านการทดสอบด้วย SA มคีวาม   
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บอบชํ้ามากกว่าชุดควบคุม สงัเกตจากการมรีอยชํ้าบรเิวณขอบใบ และพจิารณาจากการเรอืง
แสงของสคอพอลตินิดงัทีก่ล่าวขา้งตน้ ดงันัน้ความเขม้ขน้ของ SA 25 มลิลโิมลาร ์ทีใ่ชใ้นการ
ทดลองยงัเป็นความเขม้ขน้ทีส่งูเกนิไป ทําใหเ้กดิความเป็นพษิต่อใบยางพารามากกว่าจะชกันํา
ใหใ้บยางพารามคีวามทนทานต่อเชือ้มากขึน้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 3.3 ใบยางพาราทีผ่่านการทดสอบดว้ย SA ความเขม้ขน้ 12.5 และ 25 มลิลโิมลาร ์แลว้
ตามดว้ยการวางเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร เป็นเวลา 24 
และ 48 ชัว่โมง ตามลาํดบั (mM คอื มลิลโิมลาร,์ h คอื ชัว่โมง) (ใบสว่นบนเป็นชุดทดสอบ,    
ใบสว่นลา่งเป็นชุดควบคมุ) (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 
 
 

ชดุ 25 mM SA 

ชดุ 12.5 mM SA 

24h 48h 

24h 48h 
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ตารางท่ี 3.1 คะแนนการเรอืงแสงของสคอพอลตินิบนใบยางพาราหลงัจากกระตุน้ดว้ย SA เป็น
เวลา 12 ชัว่โมง  
 

ชุดการทดลอง การเรอืงแสง (คะแนน) 
ชุดควบคุม 0.0 ± 0.0 
12.5 mM SA 2.4 ± 0.8 
25 mM SA 4.4 ± 0.8 

 
 

หมายเหตุ: ตวัเลขทีแ่สดงเป็นคา่เฉลีย่ของ 3 การทดลอง ± S.D.  

 
 

รปูท่ี 3.4 เปอรเ์ซน็ต์การเกดิรอยไหมข้องใบยางพาราทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากกระตุน้ใบยางพารา
ดว้ย SA แลว้ตามดว้ยการวางเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร 
(mM คอื มลิลโิมลาร)์ (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 
 

จากรปูที ่3.4 จะเหน็ไดว้่า SA ทีม่บีทบาทกระตุน้ใหย้างพารามกีารตา้นทานต่อเชือ้ 
P. palmivora ไดค้อืทีค่วามเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์เน่ืองจากใบยางพาราทีก่ระตุน้ดว้ย SA 
ความเขม้ขน้ดงักล่าวสามารถทําใหใ้บยางพาราตดิเชื้อน้อยลงกว่าชุดควบคุม (พจิารณาจาก
เปอรเ์ซน็ต์การเกดิรอยไหม)้ ในขณะที ่25 มลิลโิมลาร ์เป็นความเขม้ขน้ของ SA ทีส่งูเกนิไปทาํ
ใหใ้บยางพาราอ่อนแอจงึตดิเชือ้มากกว่าชุดควบคุม   

นอกจากน้ียงัพบความสมัพนัธร์ะหว่างสคอพอลตินิ  SA  และการตา้นทานต่อเชื้อ 
P. palmivora ของใบยางพารา คอื หากพบว่าความเขม้ขน้ใดของ SA ทีท่ําใหม้กีารเรอืงแสง
ของสคอพอลตินิตัง้แต่ชัว่โมงที ่8 และเรอืงแสงมากทีเ่วลา 12 ชัว่โมง โดยมกีารเรอืงแสงทัง้
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บริเวณก้านใบและกระจายทัว่เข้าไปในเน้ือใบแล้วนัน้ให้สนันิษฐานเบื้องต้นว่าความเข้มข้น
ดงักล่าวรุนแรงเกนิไป ทําใหใ้บยางพาราบอบชํ้าจาก SA และใหผ้ลการทดลองในทศิทางตรง
ขา้มคอืจะอ่อนแอและตดิเชือ้รุนแรงกว่าชุดควบคุมดงัรูปที ่3.3 ขณะเดยีวกนัหากใบยางพารามี
การตอบสนองโดยการผลติสคอพอลตินิไม่มากนัก มกีารเรอืงแสงเฉพาะก้านใบเพยีงเลก็น้อย
สนันิษฐานไดว้่าเป็นความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการชกันําการตา้นทานในใบยางพารา จาก
การศกึษาของนางสาวฐติกิร จนัทรวุ์่น รายงานว่า SA มผีลในการยบัยัง้การเจรญิของเชื้อ       
P. palmivora ได ้ ดงันัน้การให ้SA จากภายนอก (exogenous SA) จงึอาจไปมผีลยบัยัง้เชือ้
โดยตรงดว้ย ดงันัน้ผูว้จิยัจงึทดสอบผลการยบัยัง้โดยตรง (direct inhibition) โดยการแช่ใบ
ยางพาราใน SA ความเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เช่นเดยีวกบัการทดลอง
ขา้งตน้ แต่จะวางซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร 
ทนัท ีเปรยีบเทยีบกบัชุดทดลองซึง่วางซูโอสปอรข์องเชือ้หลงัจากทิง้ไว ้12 ชัว่โมง พบว่าใบยาง
ทีว่างเชื้อทนัทไีม่สามารถลดขนาดของรอยไหม ้ในขณะทีใ่บยางทีว่างเชื้อหลงัจากเวลาผ่านไป
อกี 12 ชัว่โมง มผีลทาํใหข้นาดรอยไหมล้ดลงดงัรปูที ่3.5 นอกจากน้ีเมือ่ SA เขา้ไปในใบกจ็ะถูก
เจอืจางดว้ยน้ําภายในเซลลแ์ละการวางทิง้ไวอ้กี 12 ชัว่โมง ก่อนการหยดเชือ้กจ็ะทาํให ้SA ถูก 
metabolized ไป รวมทัง้การทดลองน้ียงัมกีารลา้ง SA ทีเ่คลอืบบนใบออกก่อนการหยดเชือ้ดว้ย 
ดงันัน้การลดลงของรอยไหมจ้งึน่าจะเกดิจากการกระตุ้นระบบการต้านทานโรค รวมถงึระบบ 
SAR ในยางพารา 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 3.5 การเกดิรอยไหมห้ลงับ่มใบยางพาราดว้ยเชื้อ P. palmivora จากผลการทดสอบการ
ยบัยัง้โดยตรง (direct inhibition) กบัใบยางพาราทีผ่า่นการกระตุน้ดว้ย SA 12.5 มลิลโิมลาร ์ที่
เวลา 36 ชัว่โมง A: วางเชือ้ทนัท ีB: วางเชือ้หลงัจากกระตุน้ดว้ย SA เป็นเวลา 12 ชัว่โมง    
(ใบสว่นบนเป็นชุดทดสอบ ใบสว่นล่างเป็นชุดควบคุม) (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซ้ําการ
ทดลอง) 

A B
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SA ทีพ่ชืผลติขึน้เอง (internal SA) หรอื endogenous SA นอกจากจะเป็นฮอรโ์มน
พชืทีท่าํหน้าทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเจรญิเตบิโตแลว้ ยงัทาํหน้าทีเ่ป็นโมเลกุลส่งสญัญาณในการสรา้ง
ความตา้นทานใหก้บัพชืทัง้ระบบ local และ systemic acquired resistance (SAR) (Loake and 
Grant, 2007) การตอบสนองในระบบ SAR เช่น การเกดิ hypersensitive reaction จะทาํใหม้ี
การสะสม SA มากขึน้ในเซลลพ์ชืทัง้บรเิวณนัน้และบรเิวณทีไ่กลออกไป  exogenous SA ก็
สามารถกระตุน้การแสดงออกของ SAR gene ดว้ย เช่น การศกึษาก่อนหน้าน้ีโดย Zhang และ
คณะ (2004) พบว่าการให ้SA ในยาสูบทีต่ดัแต่งพนัธุกรรมใหม้กีารแสดงออกของยนี nahG 
(ยนีซึง่ encode เอนไซม ์salicylate hydroxylase ทาํหน้าทีเ่ปลีย่น SA ไปเป็น catechol) พบว่า
ใบยาสบูจะตดิเชือ้ TMV เพิม่ขึน้  จากผลการทดลองของผูว้จิยัพบว่า exogenous SA กส็ามารถ
ชกันําใหใ้บยางพาราทนทานต่อเชือ้ P. palmivora ไดเ้ช่นเดยีวกนั และยงัพบว่าการกระตุน้การ
ตา้นทานในใบยางพาราโดย SA น้ี มกีระบวนการซึ่งเกี่ยวขอ้งกบัการผลติสคอพอลตินิดว้ย 
นอกจากน้ีการศกึษาของ He และ Wolyn (2005) ซึง่ไดแ้ช่รากของหน่อไมฝ้รัง่ (Asparagus 
officinalis) ลงใน SA (ความเขม้ขน้ 0.125 มลิลโิมลาร)์ พบว่าสามารถลดความรุนแรงของการ
ตดิเชือ้ Fusarium oxysporum f.sp. asparagi และยงักระตุน้กจิกรรมของเอนไซม ์peroxidase, 
phenylalanine ammonium lyase และกระตุน้การผลติลกินินดว้ย Pieterse และ Van Loon 
(2006) รายงานว่า exogenous SA และสารทีเ่ป็น analog กบั SA เช่น INA และ BTH สามารถ
ชกันําระบบ SAR และกระตุน้ PR genes ไดเ้ชน่เดยีวกนั 

จากการทดลองซํ้าหลายครัง้พบว่ามคีวามแปรปรวนเป็นอย่างมากเพราะเมื่อใบ
ยางพารามอีายเุพิม่ขึน้ความเขม้ขน้ของ SA ทีใ่ชเ้พือ่ชกันําการตา้นทานโรคจะตอ้งสงูขึน้ตามไป
ดว้ย ในขณะทีใ่บอ่อนตอ้งลดความเขม้ขน้ลงไมเ่ชน่นัน้อาจทาํใหใ้บยางพาราตายได ้ดงันัน้ความ
เขม้ขน้ของ SA สาํหรบัการทดลองหน่ึงอาจไม่เหมาะสมกบัอกีการทดลองหน่ึง สาํหรบัการทํา
การทดลองครัง้น้ีพบว่าสารละลาย SA มคีวามเหมาะสมอยูใ่นช่วงความเขม้ขน้ 12.5 มลิลโิมลาร ์
แต่ไมเ่กนิ 25 มลิลโิมลาร ์
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3.1.2.2 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ปุ๋ ย N-P-K  
ทดลองแช่ใบยางพาราสว่นบนในสารละลายปุ๋ ย N-P-K (สตูร 25-7-7) ความเขม้ขน้ 

2%, 3%, 4% และ 5% พบว่าใบยางพารามกีารผลติสคอพอลตินิ ในช่วง 8-12 ชัว่โมง หลงัจาก
ใหส้ารละลายปุ๋ ย โดยการเรอืงแสงของสคอพอลตินิมคี่าแปรผนัตามความเขม้ขน้ของปุ๋ ย N-P-K 
ดงัตารางที ่3.2 หลงัจากกระตุน้ดว้ยปุ๋ ย N-P-K ครบ 12 ชัว่โมง จงึวางหยดซูโอสปอรข์องเชือ้  
P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร และสงัเกตรอยไหมบ้นใบยางพารา
หลงัจากวางเชือ้ครบ 36 ชัว่โมง พบว่า ไม่มคีวามแตกต่างของขนาดรอยไหมท้ีเ่กดิขึน้ของใบ
ยางส่วนบนทีแ่ช่ในปุ๋ ย N-P-K กบัใบยางชุดควบคุมสว่นล่างในทุกช่วงเวลาทีศ่กึษา ดงัรปูที ่3.6 
และ 3.7 

 

ตารางท่ี 3.2 คะแนนการเรอืงแสงของสคอพอลตินิบนใบยางพาราหลงัจากกระตุ้นด้วยปุ๋ ย      
N-P-K เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

ชุดการทดลอง การเรอืงแสง (คะแนน) 
ชุดควบคุม 0.0 ± 0.0 
2% N-P-K 0.5 ± 0.0 
3% N-P-K 1.0 ± 0.0 
4% N-P-K 1.3 ± 0.5 
5% N-P-K 2.5 ± 1.0 

 

หมายเหตุ: ตวัเลขทีแ่สดงเป็นคา่เฉลีย่ของ 4 การทดลอง ± S.D. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.6 การเกดิรอยไหมห้ลงับ่มใบยางพาราทีผ่่านการกระตุน้ดว้ยปุ๋ ย N-P-K ความเขม้ขน้
ต่างๆ ดว้ยซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร ทีเ่วลา 
36 ชัว่โมง (ใบสว่นบนเป็นชุดทดสอบ ใบสว่นล่างเป็นชุดควบคุม) (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 
4 ซํ้าการทดลอง) 

2% N-P-K 3% N-P-K 0% (ชุดควบคมุ) 4% N-P-K 5% N-P-K 
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รปูท่ี 3.7 เปอรเ์ซน็ต์การเกดิรอยไหมข้องใบยางพาราทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากกระตุน้ใบยางพารา
ดว้ยปุ๋ ย N-P-K ความเขม้ขน้ต่างๆ แลว้ตามดว้ยการวางเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 
ซโูอสปอรต์่อมลิลลิติร (แสดงคา่เฉลีย่ของ 4 การทดลอง ± S.D.) 
 

จากผลการทดลองพบว่าปุ๋ ย N-P-K (สตูร 25-7-7) ไม่สามารถชกันําการตา้นทาน
โรคในใบยางพาราไดด้ว้ยวธิกีารทดลองน้ี แมว้่าจากผลการทดลองจะแสดงถงึการชกันําระบบ
การป้องกนัตนเองผ่านทางการสรา้งสคอพอลตินิกต็าม ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าสารทีส่ามารถกระตุน้
ใหพ้ชืมกีารผลติสคอพอลตินิได ้ไมจ่ําเป็นตอ้งมคีวามสามารถในการชกันําการตา้นทานโรคของ
พืชได้ แต่การผลิตสคอพอลิตินดังกล่าวเป็นเพียงการตอบสนองของพืชที่มีต่อสารนัน้ซึ่ง
จาํเป็นตอ้งทาํการศกึษาต่อไป อยา่งไรกต็ามจากการทดลองน้ีการทีปุ่๋ ย N-P-K ไม่สามารถชกันํา
การต้านทานได้อาจเป็นผลจากความเข้มข้นของสารที่ยงัไม่เหมาะสม รวมทัง้เวลาที่ใช้ใน
การศกึษาคอื 12 ชัว่โมง หลงัจากการกระตุน้ดว้ยปุ๋ ย N-P-K อาจยงัไม่ใช่เวลาทีเ่หมาะสมทีจ่ะใช้
ศกึษาการตา้นทานโรค เน่ืองจากธาตุอาหารทีเ่ป็นองคป์ระกอบของปุ๋ ยลว้นมขีนาดโมเลกุลเลก็ 
อยู่ในรูปที่ละลายน้ําและแตกตวัง่าย กล่าวคอื ไนโตรเจนทัง้หมดในปุ๋ ยเคม ีเป็นผลรวมของ  
NO3-N, NH4-N และ urea-N ซึง่รวมแลว้เป็นเปอรเ์ซน็ตไ์นโตรเจนทัง้หมดของน้ําหนกัสุทธขิอง
ปุ๋ ยทีป่รากฏในฉลากปุ๋ย ฟอสฟอรสักเ็ช่นเดยีวกนัซึง่จะแตกตวัให ้H2PO4

- หรอื HPO4
2- รวมทัง้

เปอรเ์ซน็ต์โพแทสเซยีมซึง่ระบุไวท้ีฉ่ลากจะบอกปรมิาณโพแทสเซยีมทีล่ะลายน้ํา โดยปุ๋ ยเคมทีี่
ใหธ้าตุโพแทสเซยีมไดแ้ก่ KCl, KSO4 และ KNO3 (ยงยุทธ, 2553) จากทีก่ล่าวมาจะเหน็ว่า
ไออนที่แตกตวัง่ายและมขีนาดโมเลกุลเลก็ดงักล่าวน่าจะชกันําใหใ้บยางมกีารต้านทานโรคได้
รวดเรว็กว่าสารอื่นเช่น SA จากการทดลองขา้งตน้ อย่างไรกต็ามปุ๋ ย N-P-K ทีใ่ชก้ย็งัมธีาตุ
อาหารรอง (secondary element) ประกอบอยู่ดว้ยไดแ้ก่ MgO (1.4%) และ CaO (3.0%) 
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(http://www.pravitgroup.co.th/2577.htm) ดงันัน้ผลการทดลองอาจเป็นผลแปรปรวนมาจาก
ธาตุอาหารรองดงักลา่วดว้ย    
 

3.1.2.3 การชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราโดยการใช้ไคโตซาน 
จากการทดลองเบือ้งตน้พบว่าความเขม้ขน้สุงสุดของไคโตซานทีส่ามารถละลายได ้

คอื 1% ใน 50 มลิลโิมลาร ์กรดอะซติกิ จงึใชไ้คโตซานความเขม้ขน้ 0.25%, 0.5% และ 1%,    
ดภูาคผนวก ในการทดสอบ โดยใบสว่นบนทดสอบกบัไคโตซานและใบสว่นล่างเป็นชุดควบคุม
ทดสอบกบักรดอะซติกิความเขม้ขน้ 12.5, 25 และ 50 มลิลโิมลาร ์ตามลาํดบั ผลการทดลอง
พบวา่ไคโตซานไมท่าํใหใ้บยางพารามกีารผลติสคอพอลตินิขึน้ในช่วงเวลาทีศ่กึษา (0-12 ชัว่โมง
หลงัจากใหส้าร) เมือ่ครบ 12 ชัว่โมงจงึวางซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 
ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร แลว้สงัเกตการเกดิรอยไหมห้ลงัวางเชื้อครบ 24 ชัว่โมง พบว่าชุดทดลอง
ซึง่แช่ในสารละลายไคโตซานมกีารตดิเชือ้น้อยกว่าชุดควบคุมโดยชุดทีส่งัเกตไดช้ดัเจนทีสุ่ดคอื 
ไคโตซานทีค่วามเขม้ขน้ 1% รองลงมาคอื 0.5% และทีค่วามเขม้ขน้ 0.25% ตดิเชือ้ใกลเ้คยีงกบั
ชุดควบคุมมากทีสุ่ด ดงัรูปที ่3.8 และเปอรเ์ซน็ต์การตดิเชื้อรูปที ่3.9 และเมื่อเวลาผ่านไป 48 
ชัว่โมง พบวา่มกีารลามของเชือ้แตกต่างกนัอยา่งชดัเจน  จะเหน็ว่าใบชุดทดลองซึง่แช่ไคโตซาน
ความเขม้ขน้ 1% สามารถหยุดการเจรญิของเชื้อไดใ้นขณะทีใ่บควบคุมส่วนลา่งมกีารลุกลาม
ต่อไป (รปูที ่3.9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.8 รอยไหมข้องใบยางพาราหลงับ่มใบยางพาราดว้ยซูโอสปอร์ของเชื้อ P. palmivora 
ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอร์ต่อมลิลลิติร กบัใบยางพาราทีผ่่านการกระตุ้นดว้ยไคโตซาน
ความเขม้ขน้ต่างๆ ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง (ใบสว่นบนเป็นชุดทดสอบ ใบส่วนล่างเป็นชุดควบคุม) 
(เป็นผลการทดลอง 1 ซ้ําจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 

0.25% ไคโตซาน 1% ไคโตซาน 0. 5% ไคโตซาน 
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รปูท่ี 3.9 เปอรเ์ซน็ต์การเกดิรอยไหมข้องใบยางพาราทีเ่วลาต่างๆ หลงัจากกระตุน้ใบยางพารา
ดว้ยไคโตซานตามดว้ยการวางเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร 
(เป็นผลการทดลอง 1 ซ้ําจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 
 

เมื่อพจิารณาความเขม้ข้นของไคโตซานที่เหมาะสมพบว่าทัง้ความเขม้ขน้ 0.5% 
และ 1% ของไคโตซานมคีวามสามารถชกันําใหใ้บยางพาราตา้นทานต่อโรคได ้ดงัรูปที ่3.8    
จงึกล่าวไดว้่าช่วงความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมคอื 0.5% - 1% ซึง่จะสามารถสงัเกตผลการชกันําการ
ต้านทานได้ชดัเจนประมาณ 1-2 วนั หลงัจากใบยางพาราได้รบัไคโตซาน อย่างไรก็ตาม        
ไคโตซานอาจมผีลยบัยัง้เชือ้โดยตรงดว้ย จากรายงานของ Xu และคณะ (2007) พบวา่ไคโตซาน
และโอลโิกไคโตซาน (oligochitosan) ยบัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชื้อ Phytophthora capsici  
และการศกึษาของ Trotel-Aziz และคณะ (2006) พบว่าเมื่อเลีย้ง Botrytis cinerea ในอาหาร
เลี้ยงเชื้อซึ่งผสมไคโตซานพบว่าสามารถลดการเจรญิของเชื้อไดด้งันัน้ผูว้จิยัจงึทดสอบผลการ
ยบัยัง้โดยตรง (direct inhibition) โดยการแช่ใบยางพาราในไคโตซานความเขม้ขน้ 1% เป็นเวลา 
1 ชัว่โมง ทัง้ใบสว่นบนและใบส่วนล่าง แลว้วางซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 
1X 105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติรทนัท ีเปรยีบเทยีบกบัชุดทีว่างเชือ้หลงัจากทิง้ไวเ้ป็นเวลา 12 
ชัว่โมง พบวา่ซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora สามารถเจาะเขา้ในเน้ือใบยางพาราได ้นัน่คอืไมม่ี
ผลยบัยัง้เชือ้โดยตรง ในขณะทีใ่บยางทีว่างเชือ้หลงัจากเวลาผา่นไป 12 ชัว่โมง ไมพ่บการเจาะ
ของเชือ้แสดงวา่ไคโตซานสามารถชกันําใหใ้บยางพารามกีารตา้นทานโรคไดด้งัรปูที ่3.10  
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รปูท่ี 3.10 การเกดิรอยไหมห้ลงับ่มใบยางพาราดว้ยเชือ้ P. palmivora จากผลการทดสอบการ
ยบัยัง้โดยตรง (direct inhibition) กบัใบยางพาราทีผ่่านการกระตุน้ดว้ยไคโตซานความเขม้ขน้ 
1% ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง (ใบสว่นบนวางเชือ้ P. palmivora ทนัท ีใบสว่นล่างวางหลงัจากกระตุน้
ดว้ยไคโตซานแลว้ 12 ชัว่โมง) (เป็นผลการทดลอง 1 ซ้ําจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 

 
จากผลการทดลองแสดงวา่ไคโตซานสามารถกระตุน้ใหใ้บยางพารามคีวามตา้นทาน

ต่อเชือ้ P. palmivora ได ้ดงันัน้ไคโตซานไม่ไดก้ระตุน้ระบบป้องกนัตนเองเฉพาะเชือ้ก่อโรคทีม่ี
ผนังเซลล์เป็นไคตนิเท่านัน้แต่ยงัรวมไปถงึเชื้อก่อโรคที่ไม่ได้มไีคตนิเป็นองค์ประกอบหลกัอกี
ดว้ย เช่น P. palmivora ในการทดลองครัง้นี้และ P. infestans ซึง่ศกึษาโดย Vasyukova (2001) 
และคณะ  

Rabea และคณะ (2003) เสนอว่าความสามารถในการกระตุน้ระบบป้องกนัตนเอง
ของพชืโดยไคโตซานนัน้เกดิจากความเป็นประจุบวกสงู ทาํใหไ้คโตซานสามารถทาํปฏกิริยิากบั 
plasma membrane ได ้โดยจะเขา้จบักบัสว่นทีเ่ป็นประจุลบของ phospholipids แลว้ทาํใหเ้กดิ
การกระตุน้ระบบป้องกนัตนเองของพชืขึน้ เช่น การศกึษาของ Iriti และ Faoro (2008) กล่าวว่า
ไคโตซานจะกระตุ้นใหเ้กิดการสะสมแคลโลส (callose) ซึ่งสามารถยบัยัง้การแพร่กระจายของ
เชื้อได ้นอกจากน้ีจากการทบทวนเอกสารของ Iriti และ Faoro (2009) พบว่าไคโตซานยงัมผีล
ทําใหเ้กดิระบบ SAR, oxidative burst, hypersensitive response (HR), การสงัเคราะห ์      
ไฟโตอเลก็ซนิ, abscissic acid (ABA), jasmonate และ PRs ดว้ย   

ไคโตซานไม่เพยีงแต่สามารถกระตุ้นระบบป้องกนัตนเองของพชืเท่านัน้แต่ยงัมี
สมบตัใินการทาํใหอ้งคป์ระกอบในผนงัเซลลข์องเชือ้ราผดิรปูไปและเสยีคุณสมบตัใินการเป็นเยือ่
เลอืกผ่าน (permeability) ส่งผลใหส้ารชวีโมเลกุลและสารประกอบอื่นๆ ภายในเซลล์แพร่ผ่าน

วางเช้ือ P. palmivora ทนัที 

วางเช้ือ P. palmivora หลงั
การกระตุ้น 12 ชัว่โมง 
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ออกมานอกเซลลแ์ละสารจากภายนอกเซลลก์ส็ามารถแพร่เขา้สูเ่ซลลไ์ดม้ากขึน้ ทาํใหเ้ซลลข์อง
เชื้อราเสยีสมดุล ไคโตซานจงึสามารถยบัยัง้ไม่ใหเ้ชือ้ผลติสารพษิและยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ได ้
(Rabea et al., 2003)  

จากการศกึษาพบว่า SA และปุ๋ ย N-P-K เป็นตวักระตุน้ทีท่าํใหใ้บยางพารามกีาร
ผลติสคอพอลตินิขึน้ในช่วงเวลาทีศ่กึษา (12 ชัว่โมง) ในขณะทีไ่คโตซานไม่มกีารกระตุ้นการ
ผลติสคอพอลตินิ  แสดงว่า SA และปุ๋ ย N-P-K มแีนวโน้มทีจ่ะชกันําการตา้นทานผ่านทางวถิี
เดียวกนัคอืการสงัเคราะห์สคอพอลติินนัน่คอืการผลิตสคอพอลิตินจะถูกกระตุ้นได้ด้วย SA 
(โมเลกุลส่งสญัญาณในระบบ SAR) แมว้่าจะยงัไม่มกีารยนืยนัว่าการผลติสคอพอลตินิมคีวาม
เกีย่วขอ้งกบัระบบ SAR โดยตรง แต่การศกึษาก่อนหน้าน้ีพบว่า SA จะกระตุน้ใหม้กีารสรา้ง  
ไฟโตอเลก็ซนิทางออ้ม  โดย SA จะกระตุน้ใหเ้กดิการสรา้ง reactive oxygen species (ROS) 
แลว้ ROS น้ีจะเป็นตวักระตุน้ใหม้กีารผลติไฟโตอเลก็ซนิดงักล่าวได ้ ดงันัน้การสงัเกตการผลติ 
สคอพอลตินิจงึเป็นวธิกีารหน่ึงทีส่ามารถดูผลการตอบสนองของพชืเบือ้งตน้ไดแ้มว้่าจะไม่ทาํให้
พชืเกดิความตา้นทานไดเ้สมอไป    

จากที่กล่าวข้างต้นว่าการผลิตสคอพอลิตินไม่ใช่การตอบสนองของระบบ SAR 
โดยตรง ดงันัน้การกระตุน้ใบยางพาราดว้ยไคโตซานซึง่ไมม่กีารผลติสคอพอลตินิจงึยงัสรุปไมไ่ด้
ว่าการตา้นทานทีเ่กดิขึน้นัน้ผ่านทาง pathway ใด จากรายงานก่อนหน้าน้ีพบว่าไคโตซาน
สามารถกระตุ้นระบบป้องกนัตนเองของพชืไดห้ลายทาง ได้แก่ กระตุ้นให้พชืเกดิระบบ SAR 
(Uthairatanakij et al., 2007) และระบบทีเ่กีย่วขอ้งกบัการผลติ abscisic acid ได ้(Iriti and 
Faoro, 2008) จงึควรศกึษาต่อไปว่าเมือ่กระตุน้ดว้ยไคโตซานแลว้มกีารเปลีย่นแปลงเกดิขึน้ใน
เซลล์ยางพาราอย่างไร  นอกจากน้ียังมีรายงานว่าไคโตซานจะกระตุ้นให้เกิดการสร้าง 
secondary metabolite ต่างๆ  รวมทัง้สามารถชกันําใหพ้ชืผลติไฟโตอเลก็ซนิไดใ้นพชืหลาย
ชนิด (Uthairatanakij et al., 2007) เช่น rishitin และ pisatin ในมนัฝรัง่และพชืตระกูลถัว่ แต่ใน
การศึกษาครัง้น้ีซึ่งไม่พบการเรอืงแสงของสคอพอลิตินอาจเน่ืองจากไคโตซานที่ใช้มขีนาด
โมเลกุลใหญ่อาจถูกดูดซมึเขา้ทางปากใบและทางรอยตดัไดน้้อย  ซึง่อาจเป็นความเขม้ขน้ทีไ่ม่
มากพอทีจ่ะทาํใหเ้กดิการเรอืงแสงของสคอพอลตินิได ้Aziz และคณะ (2006) พบว่าปรมิาณของ
ไฟโตอเลก็ซนิทีผ่ลติขึน้ในใบองุ่นซึ่งถูกกระตุน้ดว้ยไคโตซานนัน้แปรผนัตรงกบัน้ําหนักโมเลกุล
และการทาํปฏกิริยิาการกําจดัหมูอ่ะซติลิ (percentage of degree of deacetylation, %DD) 
นอกจากน้ีดว้ยคุณสมบตัขิองไคโตซานซึง่เป็นสารกระตุน้ธรรมชาตจิะสามารถกระตุน้ระบบการ
ป้องกนัตนเองของพชืได้แม้จะมปีรมิาณน้อยและไม่ทําให้พชืเกิดความเสยีหายด้วย (Mejía-
Teniente et al., 2010) จงึยงัไมท่าํใหเ้กดิภาวะเครยีดแก่พชืจงึยงัไมม่กีารผลติสคอพอลตินิขึน้   
อย่างไรก็ตามแม้ว่ายงัไม่สามารถบ่งบอกได้ชดัเจนถึงความเชื่อมโยงในวถิีของระบบป้องกนั
ตนเองของยางพาราแต่ตวักระตุ้นทัง้ 2 ชนิด (SA และไคโตซาน) สามารถชกันําใหเ้กดิการ
ตา้นทานต่อเชือ้ P. palmivora ในใบยางพาราได ้   
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เน่ืองจากปีน้ีมฝีนตกชุกทําใหย้างต้นกลา้ตดิเชื้อตลอดปี ผูว้จิยัจงึจําเป็นต้องใชใ้บ
ยางพาราจากศูนยว์จิยัยางสงขลาทีม่คีวามสมบูรณ์กว่า ขอ้ดขีองวธิน้ีีคอืสามารถใชใ้บเดยีวกนั
ไดท้ัง้ชุดทดลองและชุดควบคุม จงึสามารถลดความแปรปรวนได้ระดบัหน่ึงแต่มขีอ้เสยีคอืต้อง
ศกึษาผลการชกันําการตา้นทานโรคในช่วงเวลาทีจ่าํกดั (จากผลการทดลองเมือ่เวลาผ่านไป 72 
ชัว่โมง ไม่สามารถทําการทดลองต่อไดเ้พราะเชื้อมกีารลุกลามทัว่ใบใกลเ้คยีงกนัทัง้ชุดทดลอง
และชุดควบคุม) เน่ืองจากเป็น detached leaves ใบจงึอ่อนแอกว่าปกต ิดงันัน้จงึควรทดลองกบั
ต้นกลา้ยางพาราด้วยเพราะสามารถนําไปประยุกต์ใช้ได้จรงิและเป็นประโยชน์ต่อชาวสวนใน
อนาคต    

ผลการทดลองโดยใช ้detached leaves แมว้่าไคโตซานมคุีณสมบตัใินการชกันํา
การตา้นทานในใบยางพาราไดด้ทีีสุ่ด สามารถเหน็ผลการทดลองชดัเจนทีสุ่ดแต่ไคโตซานมไิดม้ี
การชกันําการต้านทานผ่านวถิขีองการผลติสคอพอลตินิ ดงันัน้จงึเป็นการยากทีจ่ะวเิคราะหผ์ล
เบื้องตน้ว่าใบยางพาราไดร้บัอทิธพิลจากสารดงักล่าวแลว้หรอืไม่เมื่อทดลองจรงิกบัยางต้นกลา้  
อกีทัง้งานวจิยัทีมุ่ง่หมายในอนาคตเป็นการศกึษาเพือ่ใหเ้กดิความเขา้ใจในกลไกของระบบ SAR 
ในยางพาราให้มากยิง่ขึ้น ดงันัน้การศึกษาต่อจากน้ีไปจะเป็นการศึกษาโดยใช้ SA เป็น
ตวักระตุน้หลกัเน่ืองจาก SA เป็นโมเลกุลสง่สญัญาณในระบบ SAR โดย SA จะทําใหภ้ายใน
เซลลเ์กดิ reducing environment ทาํใหโ้ปรตนี NPR1 ถูก reduced ไปเป็นโมเลกุลที ่active ซึง่
จะถูกขนส่งไปยงันิวเคลยีสและควบคุมการแสดงออกของยนี PR-1 ผ่านทาง TGAs (Pieterse 
and Van Loon, 2004) และสามารถตรวจสอบการเกดิปฏสิมัพนัธเ์บือ้งตน้ไดง้า่ยคอืสงัเกตการ
สงัเคราะหส์คอพอลตินิ สาํหรบัปุ๋ ย N-P-K ทีไ่ม่สามารถชกันําการตา้นทานของใบยางพาราได้
จากการทดลองน้ี เน่ืองจากมหีลายองคป์ระกอบทีต่อ้งพจิารณาทัง้สว่นผสมจากผูผ้ลติ โมเลกุลที่
ทําหน้าที่ในการชกันําการต้านทานโรคในใบยางพาราที่แท้จริง ผู้วิจยัจึงยงัไม่นํามาใช้เป็น
ตวักระตุน้เพือ่ศกึษากลไกการเกดิ SAR ในขณะน้ี  

จากทีม่กีารศกึษาในงานวจิยัหลายชิ้นสรุปว่า SA เป็นโมเลกุลส่งสญัญาณใหก้บั
ระบบ SAR ซึง่จะกระตุน้ระบบดงักล่าวโดยทาํใหม้กีารเพิม่ขึน้ของโปรตนี PR-1 จนมกีารระบุไว้
ว่าโปรตนี PR-1 เป็นเครื่องหมาย (marker) สาํหรบับ่งบอกถงึภาวะ SAR ทีเ่กดิขึน้ในพชื การ
เพิม่ขึน้ของโปรตนี PR-1 ในยางพาราจงึเป็นประเดน็สาํคญัของการวจิยัครัง้นี้ แต่เน่ืองจากยงัไม่
มขีอ้มลูเบือ้งตน้ของโปรตนี PR-1 ในยางพารา แมว้่าผูว้จิยัจะม ีantibody ของโปรตนี PR-1 
จากยาสบู เพื่อวเิคราะหห์าปรมิาณของโปรตนี PR-1 ในยางพารา โดยวธิ ีWestern blot ได ้แต่
มงีานวจิยัหลายชิน้ไดร้ะบุไวว้่าการสงัเคราะห์โปรตนี PR-1 ถูกควบคุมทีร่ะดบั transcription 
ผูว้จิยัจงึหนัมาใชป้ระโยชน์จาก DNA technology โดยการศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 
เพือ่นําไปสูก่ารศกึษาโปรตนี PR-1 ในยางพาราต่อไป  
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3.2 ผลการศึกษายีน PR-1 ในใบยางพารา 
 

3.2.1 ผลการออกแบบ degenerate primers 
ผลการออกแบบ degenerate primers ของยนี PR-1 ในยางพารา (H. brasiliensis) จาก

พชื 2 ชนิด ไดแ้ก่ Arabidopsis thaliana และ Eutrema wasabi (accession no. NM_127025.2 
และ AB271488.1 ตามลาํดบั) ซึง่ไดพ้จิารณาแลว้ว่าเป็นพชืทีม่ลีาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี PR-1 
ที่มคีวามอนุรกัษ์ (conserved) มากที่สุดเมื่อเปรยีบเทยีบกบัยนี PR-1 ของพชือื่นๆ จาก
ฐานขอ้มูลใน GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) หลงัจากทํา alignment โดยใชโ้ปรแกรม 
Clustal-X alignment (Thompson et al., 2001) พบบรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์ของยนี PR-1 ดงั
รปูที ่3.11 ผูว้จิยัไดเ้ลอืก 2 บรเิวณ (ในกรอบสีเ่หลีย่ม) เพื่อออกแบบเป็น degenerate forward 
primer (F) และ degenerate reverse primer (R) ของยนี PR-1 ในยางพารา โดยตัง้ชื่อ 
primers น้ีว่า AraPR-1F และ AraPR-1R สาํหรบั degenerate forward และ reverse primer 
ตามลาํดบั ซึง่มคีณุสมบตัดิงัตารางที ่3.3 

 

 
 

รปูท่ี 3.11 ผลการทํา sequence alignment ของยนี PR-1 จาก Arabidopsis thaliana 
(accession no. NM_127025.2) และ Eutrema wasabi (accession no. AB271488.1) โดยใช้

F 

R 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

2 



 64

โปรแกรม Clustal-X alignment (Thompson et al., 2001) แถบสดีาํคอืสว่นทีเ่ป็นลาํดบัอนุรกัษ์ 
100% ในกรอบสีเ่หลี่ยมคอืลําดบันิวคลโีอไทด์ที่ออกแบบเป็น degenerate primers; F: 
degenerate forward primer (Ara-PR1F) และ R: degenerate reverse primer (Ara-PR1R)   
 
ตารางท่ี 3.3 คณุสมบตัขิอง degenerate primers ทีอ่อกแบบได ้
 

primer ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ Tm (°C) MW No. Bases 

Ara-PR1F 5′ TTCACAACCAGGCACGAGSAGCGGT 3′  
เมือ่ S คอื G, C 

57.5 7681 26 

Ara-PR1R 5′ ATGGTTCCACCATTGTTACACCTCAC 3′ 52.9 7841 25 

  
เมื่อนํา degenerate forward primer และ degenerate reverse primer มาใชใ้นการทาํ 

PCR โดยใช ้cDNA ทีเ่ตรยีมไดจ้ากใบยางพาราพนัธุต์า้นทาน (BPM-24) ในระยะ B2-C จาก
ศูนยว์จิยัยางสงขลาเป็น template (cDNA ไดร้บัความอนุเคราะหจ์าก ดร.นิอร จริพงศธรกุล) 
พบวา่ไดแ้ถบของ PCR product จาํนวน 1 แถบซึง่มขีนาดประมาณ 350 bp ดงัรปูที ่3.12 

 
 
 
 
 
 
 
 
     
 

รปูท่ี 3.12 PCR product ของยนี PR-1 จาก cDNA ของใบยางพาราพนัธุ ์BPM-24 โดยใช ้
degenerate primers; ช่องที ่1: PCR product ขนาดประมาณ 350 bp (S1), ชอ่งที ่2: negative 
control (N) (ทาํ PCR โดยไมใ่ส ่cDNA), ชอ่งที ่3: 100 bp DNA ladder (M) 
  

หลงัจากสง่ PCR product ดงักล่าวไปหาลําดบันิวคลโีอไทดพ์บว่าไดล้าํดบันิวคลโีอไทด์
ของยนี PR-1 ในรปูที ่3.12 ซึง่อ่านลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ด ้315 bp และเมื่อนําไปเปรยีบเทยีบ
ลาํดบันิวคลโีอไทดน้ี์กบัฐานขอ้มลูใน GenBank โดยใชโ้ปรแกรม Blastn (http://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบว่าชิ้นยนีที่ได้คล้ายคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นได้แก่ สาลี่ 99% 

ยีน PR-1 

primer dimer 

1000 bp 

500 bp 

         S1             N                M 
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(Pyrus pyrifolia strain Whangkeumbae accession no. AF195237.1), แพร ์94% (Pyrus x 
bretschneideri accession no. FJ59448 3.1), แอปเป้ิล 92% (Malus x domestica accession 
no. AF507974.1), สาลี ่89% (Pyrus communis accession no. AF498321.1), Betula 
pendula partial cds 87% (accession no. AF245497.1), สาลี ่80% (Pyrus pyrifolia partial 
cds accession no. AY338252.1), Vitis pseudoreticulata 91% (accession no. 
GU269634.1), Vitis hybrid cultivar Tamnara Tam 89% (accession no. AB372568.1),   
ราสเบอรร์ี ่ 72% (Rubus arcticus accession no. EU528030.1) และสตรอเบอรร์ี ่65% 
(Fragaria x ananassa partial cds accession no. AB462752.1) ในขณะทีไ่มม่คีวามคลา้ยคลงึ
กบัยนีอื่นๆ ในพชื  

ดงันัน้จงึอาจกล่าวไดว้่าลําดบันิวคลโีอไทด์ดงักล่าวเป็นลําดบันิวคลโีอไทด์ของยนี PR-1 
จากยางพาราจรงิ อยา่งไรกต็ามจากผลการทดลองน้ียงัไม่สามารถระบุไดว้่าลําดบันิวคลโีอไทด์
บางสว่นของยนี PR-1 ทีไ่ดน้ี้ จดัเป็นยนี PR-1 ในกลุม่ใด เน่ืองจากลาํดบันิวคลโีอไทดด์งักล่าวมี
ความคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 หลายกลุ่ม เช่น PR-1a, PR-1b และ PR-1c อาจเป็นเพราะลาํดบั 
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณทีผู่ว้จิยัใชใ้นการออกแบบ primers นัน้เป็นบรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์สงูในทุก
กลุ่มของยนี PR-1 และยงัเป็น degenerate primers ซึง่ออกแบบมาจากพชือื่นซึง่อาจยงัไม่มี
ความจาํเพาะกบัยนี PR-1 ในยางพารา 100% ดงันัน้จงึจาํเป็นทีจ่ะตอ้งศกึษาต่อไป 

จากนัน้จงึใชล้าํดบันิวคลโีอไทดข์นาด 315 bp น้ีเพื่อออกแบบ specific primers ของ
ยางพาราเพือ่ใชใ้นการหาลําดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมด (full-length) ของยนี PR-1 ในยางพารา
รวมทัง้ใชใ้นการวเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี PR-1 ดว้ยวธิ ีsemi-quantitative RT-PCR  
 

3.2.2 ผลการออกแบบ specific primers 
ออกแบบ specific primers จากโปรแกรม primer3 และพจิารณาบรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์ 

รวมทัง้เปรยีบเทยีบความคลา้ยคลงึของ primers ทีอ่อกแบบไดใ้นฐานขอ้มลูของ GenBank โดย
ใชโ้ปรแกรม Blastn เพื่อหาว่า primers ทีอ่อกแบบมคีวามคลา้ยคลงึกบัยนีอื่นๆ ในพชืหรอืไม ่
ผูว้จิยัไดอ้อกแบบ primers เพื่อใชเ้ป็น specific primers ของยางพาราและมขีนาดของ PCR 
product 210 bp โดยตัง้ชื่อ primers น้ีว่า HbPR-1F สาํหรบั specific forward primer และ 
HbPR-1R สาํหรบั specific reverse primer ดงัแสดงในรปูที ่3.13 และมคีุณสมบตัดิงัตารางที ่
3.4  
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รปูท่ี 3.13 ลําดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี PR-1 ในยางพาราทีอ่่านไดจ้าก degenerate 
primers ขนาด 210 bp บรเิวณในกรอบสีเ่หลีย่มคอืบรเิวณทีอ่อกแบบเป็น specific primers      
F: specific forward primer (Hb-PR1F) และ R: specific reverse primer (Hb-PR1R) 

 
ตารางท่ี 3.4 คณุสมบตั ิspecific primers ทีอ่อกแบบได ้
 

 
นํา specific primers ทีอ่อกแบบไดม้าทาํ PCR เพื่อเพิม่ปรมิาณ DNA พบว่าไดแ้ถบของ

ยนี 1 แถบ ทีม่ขีนาด 210 bp ดงัรปูที ่3.14 ซึง่ตรงกบัขนาดของชิน้ยนีทีอ่อกแบบไว ้ผูว้จิยัจงึนํา 
PCR product น้ีไปหาลาํดบันิวคลโีอไทดอ์กีครัง้เพือ่ยนืยนัผลการทดลองว่าชิน้ยนีทีไ่ดเ้ป็นยนี 
PR-1 ทีไ่ดจ้ากยางพาราจรงิเพือ่ใช ้specific primers ดงักลา่วในการศกึษาขัน้ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

primer ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ Tm (°C) MW No. Bases 

Hb-PR1F 5′ TCTTGTGCATTCCAGCAATC 3′ 44.6 7681 20 

Hb-PR1R 5′ CACCTCACCTTAGCACATCCT 3′ 49.2 6246 21 

NTCGGGCCGGTGTACTGCAATCTTGTGCATTCCAGCAATCGTCCTTACGGGGAG

AACCTTGCGAAAAGCAGCGGTGACCTTTCAGGCAAAGATGCTGTGAAACTGTGG

TTTGACGAGAAGGCCTTCTACGATTACAATTCTAATTCTTGTGCTGCAGGCAAGC

AGTGTGGGCACTATACTCAGGTGGCTTGGCGCAACTCCGTTCGCCTAGGATGTG

CTAAGGTGAGGTGTAACAATGGTGGAACCATAAANNNNNNN 

F 

R 
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รปูท่ี 3.14 PCR product ของยนี PR-1 จาก cDNA ของใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 ซึง่ผา่น
การฉีดพน่ดว้ย SA เป็นเวลา 6 ชัว่โมง โดยใช ้specific primers; ช่องที ่1: 100 bp DNA ladder 
(M), ชอ่งที ่2: negative control (N), ชอ่งที ่3: PCR product (S2)  
 

หลงัจากส่ง PCR product เพื่อหาลําดบันิวคลโีอไทด์ของชิ้นยนีทีเ่พิม่จํานวนไดจ้าก 
specific primers และเปรยีบเทยีบลําดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัฐานขอ้มลูใน GenBank อกีครัง้ 
โดยใชโ้ปรแกรม Blastn พบว่าชิน้ยนีทีไ่ดน้ี้มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นๆ อยูใ่นช่วง 
60-97% ไดแ้ก่ Vitis pseudoreticulata 97% (accession no. GU269634.1), Vitis hybrid 
cultivar Tamnara Tam 95% (accession no. AB372568.1), ถัว่ลนัเตา 90% (Pisum sativum 
accession no. AJ586324.1), แตงกวา 89% (Cucumis sativus accession no. AF475286.1), 
พรกิเชอรร์ี ่65% (Capsicum annuum accession no. AF053343.2), ราสเบอรร์ ี65% (Rubus 
articus accession no. EU528030.1) และ Betula pendula 60% (accession no. 
AJ279696.1) และไม่พบความคล้ายคลึงของลําดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้กบัยีนอื่นๆ ในพืชเลย 
ดงันัน้จากการทดลองน้ีสามารถสรุปไดว้่าเป็นลําดบันิวคลโีอไทด์บางส่วนของยนี PR-1 จรงิ 
(ความยาว 210 bp) และ specific primers ทีอ่อกแบบไดจ้ะสามารถนําไปใชไ้ดใ้นการศกึษาการ
แสดงออกของยนี PR-1 ในยางพารารวมทัง้ใชใ้นการหาลาํดบันิวคลโีอไทดท์ัง้หมดของยนี PR-1 
ในยางพาราดว้ยวธิ ีRapid Amplification of cDNA Ends (RACE)  
 
 
 
 
 
 

 M       N      S2 

1000 bp 

500 bp 

ยีน PR-1 (210 bp) 
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 3.2.3 ผลการหาลาํดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด (full-length) ของยีน PR-1 ใน
ยางพาราด้วยวิธี Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)  

3.2.3.1 ผลการทาํ PCR เพ่ือเพ่ิมช้ินส่วน DNA ด้านปลาย 3′ 
สรา้งสาย first-strand cDNA โดยการใชเ้อนไซม ์reverse transcriptase และใช ้

oligo dT- anchor primers ตามขัน้ตอนของบรษิทั จากนัน้นํา cDNA ทีไ่ดม้าเพิม่ปรมิาณยนี  
PR-1 ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้specific forward primer (HbPR-1F) และ PCR anchor primer 
เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 3′ หลงัจากตรวจสอบแถบ DNA ทีไ่ดด้ว้ย agarose 
gel electrophoresis ปรากฏ 2 แถบของ DNA บน agarose gel ดงัรปูที ่3.15 ขนาดประมาณ     
600 bp (แถบ A) และ 450 bp (แถบ B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รปูท่ี 3.15 PCR product ทีไ่ดจ้ากการทาํ 3′ RACE; ช่องที1่: PCR product ทีไ่ดจ้ากการเพิม่

ปรมิาณ DNA โดยใช ้HbPR-1F และ PCR anchor primer (3′ RACE), ช่องที ่2: 100 bp plus 
DNA ladder (M) โดยใช ้cDNA จากใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 ซึง่ผา่นการฉีดพน่ดว้ย SA  
 

 หลงัจากทําบรสิุทธิแ์ถบ A และแถบ B ไดนํ้าไปทํา reamplification โดยใช ้
specific primers (Hb-PR1R/Hb-PR1F) ซึง่ออกแบบไวก้่อนหน้าพบว่าแถบ A และ B 
ประกอบดว้ยบางสว่นของยนี PR-1 อยูจ่รงิเพราะยงัคงได ้PCR product ขนาด 210 bp (ดรูปูที ่
3.16) จงึสง่ตวัอยา่งเพือ่หาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องแถบ DNA ทัง้ 2 แถบ  
 
 
 
 

 

500 bp 

1000 bp 

A 
B 

  3′ RACE      M 
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รปูท่ี 3.16 การตรวจสอบแถบ A และ B ทีไ่ดจ้ากการทาํ 3′ RACE; ช่องที1่: 100 bp plus DNA 
ladder (M), ช่องที ่ 2: negative control (N), ช่องที ่3, 4: PCR product จากการทํา 
reamplification แถบ A และ B (ReA และ ReB ตามลาํดบั) โดยใช ้specific primers ของยนี 
PR-1 (Hb-PR1R/Hb-PR1F) 
 

เมือ่ไดล้าํดบันิวคลโีอไทดข์อง DNA จากการสง่ PCR product พบว่าทัง้ 2 แถบมี
ขนาดใหญ่กว่าทีค่าดคะเนจาก agarose gel กลา่วคอืทีค่าดคะเนไวม้ขีนาดประมาณ 600 bp 
และ 450 bp แต่ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดม้ขีนาดถงึ 655 bp และ 521 bp (แถบ A และ B 
ตามลําดบั) ซึ่งอาจเกิดจากการม้วนพบัของ DNA ดงักล่าวจงึทําใหเ้คลื่อนที่เรว็กว่า DNA 
marker ซึ่งเป็นเสน้ตรงและเมื่อเทยีบหาความคล้ายคลงึของลําดบันิวคลโีอไทด์ที่ได้น้ีกบั
ฐานขอ้มลูใน GenBank พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดข์องทัง้แถบ A และแถบ B มคีวามคลา้ยคลงึ
กบัยนี PR-1 ในพชือื่นๆ หลายชนิด อยา่งไรกต็ามในการวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทดโ์ดยใช ้
primers จาํเพาะนัน้ไมส่ามารถอ่านลาํดบันิวคลโีอไทดส์ว่นที ่hybridize กบั primers ซึง่สามารถ
แกไ้ขปญัหาน้ีไดโ้ดยการ insert ยนีเขา้กบัพลาสมดิเวกเตอรแ์ละทีพ่ลาสมดิเวกเตอรจ์ะมบีรเิวณ
จาํเพาะทีเ่ป็นตําแหน่งจบัของ primers ซึง่จะทําใหอ่้านลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีต่อ้งการไดท้ัง้หมด 
ประกอบกบัพลาสมดิเวกเตอรส์ามารถเพิม่จํานวนไปพรอ้มกบัการแบ่งเซลลข์องแบคทเีรยีจงึทํา
ให ้insert ยนีมปีรมิาณเพิม่ขึน้ดว้ย  

การโคลนยนีผ่านทางพลาสมดิเวกเตอรป์ระกอบไปดว้ย 4 ขัน้ตอนหลกั คอื 1) 
การเพิม่ปรมิาณยนีทีต่อ้งการ insert ดว้ยเทคนิค PCR, 2) การเชื่อมระหว่างพลาสมดิเวกเตอร์
และยนีทีต่อ้งการ insert ดว้ยเอนไซม ์ligase, 3) การถ่ายโอน ligated product เขา้สูแ่บคทเีรยี
และ 4) ทดสอบหาโคโลนีทีม่พีลาสมดิเวกเตอรพ์รอ้มยนีทีต่อ้งการ insert ในการทดลองครัง้น้ี
ผูว้จิยัทําการโคลน DNA จากแถบ A และแถบ B ผ่านระบบเวกเตอร์ pGEM®-T Easy 
(Promega) 
 
 

ยีน PR-1 

1000 bp 

500 bp 

M      N     ReA   ReB 
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3.2.3.2 ผลการโคลนยีน PR-1 ของยางพาราทางด้าน 3′ 
เพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 3′ อกีครัง้ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้HbPR-1F 

และ PCR anchor primer จะไดแ้ถบ A และ B เช่นเดยีวกบัการทดลองขา้งตน้ จากนัน้ทํา
บรสิทุธิแ์ถบ A และ B จาก agarose gel แลว้เชื่อมต่อแถบ DNA ทัง้สองกบัพลาสมดิเวกเตอร ์
pGEM®-T Easy (Promega) พลาสมดิเวกเตอรท์ีใ่ชน้ี้มยีนี lacZ และยนีทีด่ือ้ต่อยา ampicillin 
เป็นตวัตดิตาม    

หลงัจากเชื่อมต่อแถบ DNA ทัง้สองกบัพลาสมดิเวกเตอร์แลว้จะไดเ้วกเตอร์
ลกูผสมซึง่จะถูกถ่ายโอนเขา้สูเ่ซลลเ์จา้บา้น (competent cell) ในทีน้ี่ใช ้Escherichia  coli สาย
พนัธุ ์Top10 (Invitrogen) โดยวธิ ีheat shock transformation จากนัน้เลีย้งใหแ้บคทเีรยีมกีาร
เจรญิเตบิโตในอาหาร LB broth แลว้ spread แบคทเีรยีลงบนอาหาร LB agar ทีม่ ีampicillin, 
Isopropylthio-β-galactoside (IPTG) และ 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside (X-
gal) บ่มเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส เพื่อคดัเลอืกโคโลนีสขีาวซึง่คาด
วา่เป็นโคโลนีทีม่ยีนีทีเ่ราตอ้งการ   

จากนัน้นําโคโลนีที่คดัเลอืกมาทําการสกดัพลาสมดิของแบคทเีรยีโดยใช้ STET 
(ประกอบดว้ย 8% sucrose, 5% Triton-X 100, 50 มลิลโิมลาร ์EDTA, 50 มลิลโิมลาร ์Tris-HCl 
pH 8) เพื่อตรวจหาเวกเตอรล์กูผสม แลว้ทาํ PCR โดยใช ้HbPR-1F และ PCR anchor primer 
พบว่าการโคลนแถบ A และแถบ B มยีนี insert ขนาด 650 bp และ 450 bp ตามลาํดบั แลว้
ตรวจสอบอกีครัง้ดว้ยวธิ ีPCR โดยใช ้specific primers เพื่อเป็นการยนืยนัว่าในชิน้ยนี insert 
นัน้มยีนี PR-1 เป็นองคป์ระกอบ ผลการทดลองพบว่าโคโลนีสขีาวซึง่คดัเลอืกมามชีิน้ยนี PR-1 
อยู่จรงิ จากการทดลองน้ีทําใหผู้ว้จิยัมัน่ใจว่าโคโลนีที่คดัเลอืกมานัน้ได้รบัการ insert ยนีที่
ถกูตอ้ง   

ทําการคดัเลือกบางโคโลนีไปสกดัพลาสมดิโดยใช้ชุดสกดั QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Qiagen) และสง่หาลาํดบันิวคลโีอไทด ์รปูที ่3.17A แสดงขนาดของพลาสมดิจาก
โคโลนี C1 และ C2 ของการโคลนแถบ A และโคโลนี C′1 และ C′2 ของการโคลนแถบ B จะ
เหน็ว่าพลาสมดิทีส่กดัไดม้ขีนาดประมาณ 2.7 kbp (pGEM®-T Easy มขีนาด 3.015 kbp) เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบั DNA ladder ทัง้น้ีเพราะมรีูปรา่งเป็น supercoil จงึทาํใหเ้คลื่อนทีไ่ดเ้รว็กว่า 
DNA ladder ทัง้ทีม่กีาร insert ยนี PR-1 เขา้ไปแลว้และเมือ่ตรวจสอบยนี insert อกีครัง้ดว้ยวธิ ี
PCR โดยใช ้HbPR-1F และ PCR anchor primer ดงัรปูที ่3.17B พบว่าโคโลนี C1 มยีนี insert 
ขนาดประมาณ 450 bp ซึง่ไมต่รงกบัขนาดของแถบ A ทีไ่ด ้insert เขา้ไป, โคโลนีที ่C2 มยีนี 
insert ขนาด 650 bp ซึง่ตรงกบัขนาดของแถบ A, โคโลนี C′1 ของการโคลนแถบ B ไม่พบยนี 
insert และโคโลนีที ่C′2 พบยนี insert ขนาดประมาณ 450 bp ซึง่ตรงกบัขนาดของแถบ B 
ดงันัน้โคโลนีทีส่ง่หาลาํดบันิวคลโีอไทดค์อื C1, C2 และ C′2    
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รปูท่ี 3.17 พลาสมดิลกูผสมทีส่กดัโดยใชชุ้ดสกดั QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) A: การ
ตรวจสอบพลาสมดิ; ช่องที ่ 1: 100 bp plus DNA ladder, ช่องที ่ 2-3: โคโลนีที ่1-2 ของการ
โคลนแถบ A (C1-C2), ช่องที ่ 4-5: โคโลนีที ่1-2 ของการโคลนแถบ B (C′1-C′2) B: ผลการ
ตรวจสอบยนี insert ในพลาสมดิลกูผสมดว้ยวธิ ี PCR; ช่องที ่ 1: 100 bp plus DNA ladder, 
ชอ่งที ่2: negative control, ชอ่งที ่3-6: ผลการตรวจสอบยนี insert ในรปู A เรยีงตามลาํดบั  
 

3.2.3.3 ผลการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยีน PR-1 ของยางพาราทางด้าน

ปลาย 3′ 
หลงัจากสง่พลาสมดิเพือ่หาลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี insert แลว้พบว่าแถบ A มี

ขนาด 603 bp เมื่อเปรยีบเทยีบความคลา้ยคลงึของลําดบันิวคลโีอไทด์ทีไ่ดใ้นฐานขอ้มลูของ 
GenBank มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นอยูใ่นช่วง 33-43% และแถบ B มขีนาด 404 
bp มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นในระดบัปานกลางอยู่ในช่วง 58-72% จะเหน็ว่า
เปอรเ์ซน็ต์ความคลา้ยคลงึของยนี PR-1 จากยางพาราทีไ่ดน้ัน้อยูใ่นระดบัปานกลางจนถงึตํ่าซึง่
น้อยกวา่เปอรเ์ซน็ตค์วามคลา้ยคลงึทีไ่ดม้าจากการทดลองก่อนหน้าน้ีทีม่ขีนาด 210 bp ซึง่ไดค้่า
ความคลา้ยคลงึอยู่ในระดบัปานกลางถงึสงูคอื 60-97% ทัง้น้ีอาจเป็นเพราะลําดบันิวคลโีอไทด์
ใหมท่ีไ่ดจ้ากทัง้สองแถบ (แถบ A และแถบ B) มคีวามยาวมากกว่าลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้าก
การทาํ PCR โดยใช ้specific primers ประมาณ 400 และ 200 bp ตามลาํดบั เน่ืองจากลาํดบั  
นิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากแถบทัง้สองมคีวามยาวจนถงึสว่นของ poly A tail (ดงัรปูที ่3.18) ซึง่รวม

A B 

    1    2   3     4    5          1     2     3     4     5     6    

500 bp 

1000 bp 
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เอาสว่นทีเ่ป็น non-coding sequences (ตัง้แต่ stop codon จนถงึ poly A tail) เขา้ไปดว้ยจงึทาํ
ใหค้า่เปอรเ์ซน็ตค์วามคลา้ยคลงึโดยรวมลดลง  

จากนัน้ผู้วิจยัทําการแปลลําดบันิวคลีโอไทด์ที่ได้เป็นลําดบักรดอะมโินเพื่อหา
บรเิวณทีเ่ป็น coding sequences ผา่นทางโปรแกรมในเวบ็ไซต ์http://au.expasy.org/tools/dna 
.html (โปรแกรมซึง่ใชส้าํหรบัการคาดคะเนคุณสมบตัขิองโปรตนี) พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ด้
จากแถบ A และแถบ B มตีําแหน่ง codon ทีเ่ริม่แปลรหสัไดแ้ละตําแหน่ง stop codon อยูใ่น
ตําแหน่งเดยีวกนัดงัรูปที่ 3.18 นอกจากน้ียงัพบว่าลําดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณทีอ่ยู่ระหว่าง
ตําแหน่ง codon ทีเ่ริม่แปลรหสัไดแ้ละ stop codon ของ DNA ทัง้ 2 ชิน้มคีวามอนุรกัษ์สงูและ
เมือ่นําบรเิวณดงักล่าวไปเปรยีบเทยีบความคลา้ยคลงึในฐานขอ้มลูของ GenBank พบว่ามคีวาม
คลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นสงูขึน้เป็นอยา่งมากคอือยูใ่นช่วง 70-92% จงึกล่าวไดว้่าลาํดบั 
นิวคลโีอไทดท์ีไ่ดน้ี้เป็นลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี PR-1 ในยางพาราจรงิ ลําดบักรดอะมโินของ
แถบ A และแถบ B ทีไ่ดจ้ากการแปลลาํดบันิวคลโีอไทดแ์สดงดงัรปูที ่3.19 
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รปูท่ี 3.18 ผลการทาํ sequence alignment โดยใชโ้ปรแกรม Clustal-X alignment (Thompson 
et al., 2001) ของลาํดบันิวคลโีอไทดข์องยนี PR-1 ทีอ่่านไดจ้ากการโคลนแถบ A และแถบ B 
แถบสดีําแสดงบรเิวณทีม่คีวามอนุรกัษ์ 100% ในกรอบสีเ่หลีย่มคอืบรเิวณ stop codon และ 
poly A tail ของลาํดบันิวคลโีอไทด ์ 
 

เมื่อพจิารณาลําดบักรดอะมโินที่แปลมาจากลําดบันิวคลโีอไทด์ที่ได้จากแถบ A 
และแถบ B ในรปูที ่3.20 พบว่าไดจ้ํานวนของกรดอะมโินเท่ากนัทัง้ 2 แถบ โดยมคีวามยาวนบั
จาก codon ทีเ่ริม่แปลรหสัได ้จนถงึ stop codon (ดงัรปูที ่3.19) เทา่กบั 93 กรดอะมโิน ซึง่แถบ
โปรตนีทีไ่ดท้ัง้ 2 แถบน้ีมคีวามเหมอืนกนัรอ้ยละ 98.9 กลา่วคอืมลีาํดบักรดอะมโินแตกต่างกนั 1 
ตาํแหน่งคอืตาํแหน่งที ่91 อยา่งไรกต็ามตาํแหน่งดงักล่าวไมใ่ช่ตําแหน่งสาํคญัในการทาํงานของ
โปรตนีน้ีหรอืเป็นตําแหน่งทีใ่ชเ้พือ่บ่งบอกความแตกต่างของโปรตนี 2 ชนิดน้ีได ้จงึตอ้งศกึษา

poly A tail 

poly A tail 

stop codon 

codon ทีเ่ริม่แปลรหสัได ้
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ดา้นปลาย 5′ ต่อไป และเมื่อพจิารณาความคลา้ยคลงึของลําดบักรดอะมโินทัง้ 2 ชนิดน้ีกบั
ฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
พบว่าลาํดบักรดอะมโินดงักล่าวน้ีมคีวามคลา้ยคลงึอยูใ่นช่วง 91-100% กบัโปรตนี PR-1 ในพชื
อื่นๆ หลายชนิด ดงันัน้สรุปไดว้่าประสบความสําเรจ็ในการไดม้าซึ่งบางส่วนของโปรตนี PR-1 
(93 กรดอะมโิน) จากยางพาราคอื HeveaPR-1_A (protein_A) และ HeveaPR-1_B 
(protein_B)  
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.19 ผลการทํา sequence alignment ของลําดบักรดอะมโินทีแ่ปลมาจากลําดบั            
นิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากแถบ A และแถบ B แถบสดีาํแสดงสว่นทีม่คีวามอนุรกัษ์ ตําแหน่งลกูศรชี้
เป็นตําแหน่งทีม่ลีําดบักรดอะมโินแตกต่างกนัของ protein_A และ protein_B โดยใชโ้ปรแกรม 
Clustal-X alignment (Thompson et al., 2001) 
 

หลงัจากการ blast กบัฐานขอ้มูลของ GenBank พบบรเิวณสําคญัของลําดบั
กรดอะมโินคอื SCP (rodent sperm-coating glycoprotein) _PR-1 like domain (รปูที ่3.20) 
ซึง่เป็น domain หลกัของโปรตนีกลุ่มทีถู่กขนสง่ออกนอกเซลล ์(extracellular protein) และจดั
อยูใ่นกลุม่ cysteine-rich secretory proteins (CRISP)  โดยลกัษณะเหล่าน้ีจดัเป็นลกัษณะเด่น
ของโปรตนี PR-1 (Van Loon and Van Strien,1999)  domain ทีพ่บประกอบไปดว้ย 2 บรเิวณ 
ไดแ้ก่ CRISP1 บรเิวณกรดอะมโินตําแหน่งที ่50-60 (GHYTQVVWRNS) และ CRISP2 
ตาํแหน่งที ่76-87 (FIGCNYDPPGNF) (รปูที ่3.21) วเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดแ้ละโปรตนี 
PR-1 ในพชือื่นพบตําแหน่ง CRISP1 มคีวามอนุรกัษ์ 100% ระหว่างโปรตนีดงักล่าว ในขณะที่
ตาํแหน่ง CRISP2 แมว้า่จะไมเ่ป็นลาํดบัอนุรกัษ์ 100% แต่จดัวา่มลีาํดบัอนุรกัษ์สงู (รปูที ่3.22) 
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รปูท่ี 3.20 ผลการ blast ลําดบักรดอะมโิน (protein_A และ protein_B) ทีไ่ดก้บัฐานขอ้มูล 
GenBank พบตําแหน่ง SCP_PR-1 like domain โดยใชโ้ปรแกรม Blastp (http://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov/Blast.cgi)   
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รปูท่ี 3.21 เปรยีบเทยีบ domain สาํคญัของโปรตนีทีไ่ด ้กบัโปรตนี PR-1 จากพชือื่น ไดแ้ก่ 
แอปเป้ิล, บทีรทู, แตงกวา, มนัฝรัง่และพรกิ (accession no. ABC47922.1, CAP66260.1, 
AAL84768.1, CAB58263.1 และ BAD11072.1 ตามลาํดบั) (http://ca.expasy.org/prosite/)  
 

จากการศกึษาของ Van Loon และ Van Strien (1999) พบว่า โปรตนี PR-1 มี
โครงสรา้งจําเพาะคอื ม ีhydrophobic signal sequence จงึเป็น extracellular protein 
นอกจากนัน้ยงัประกอบดว้ย cysteine 6 residues เพือ่เป็นองคป์ระกอบสาํคญัในการสรา้งพนัธะ
ไดซลัไฟด ์(disulfide bond) และม ี4α-helixes และ 4β-strands ซึง่โครงสรา้งน้ีจะทําใหก้าร
สรา้งพนัธะไดซลัไฟดข์อง cysteine ทัง้ 6 residues มคีวามเสถยีรมากขึน้ (Hoegen et al., 
2002)  นอกจากน้ีเมื่อเปรยีบเทยีบลําดบักรดอะมโินทีไ่ดก้บัโปรตนี P14a (PR-1b ของ    
มะเขอืเทศ) (Fernández et al.,1997) พบวา่ HeveaPR-1_A และ HeveaPR-1_B ประกอบดว้ย 
2α-helixes และ 3β-strands 

Hevea PR1_A 

Hevea PR1_B 

ABC47922.1 

CAP66260.1 

AAL84768.1 

CAB58263.1 

BAD11072.1 

…….
…….

Query seq. 
Specific hits 
Superfamilies 

CRISP_2 CRISP_1 
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นอกจากนัน้ผูว้จิยันําลาํดบักรดอะมโินบางสว่นของโปรตนี PR-1 (HeveaPR-1_A 
และ HeveaPR-1_B) (93 กรดอะมโิน) ทีไ่ดข้า้งตน้มาเปรยีบเทยีบกบัโปรตนี PR-1 จากพชืชนิด
ต่างๆ ดงัรปูที ่3.22 ซึง่พบว่าประกอบดว้ย cysteine 5 residues (บรเิวณทีล่กูศรชี้) สาํหรบั 
cysteine 1 residues ทีเ่หลอืจะอยู่บรเิวณก่อนหน้าลําดบักรดอะมโินทีไ่ด ้(ลูกศรเสน้ประชี้)   
เมื่อพจิารณาจากลําดบักรดอะมโินของโปรตนี PR-1 ส่วนใหญ่ซึ่งมคีวามยาวประมาณ 160 
กรดอะมโิน ดงันัน้ลาํดบักรดอะมโินของโปรตนี PR-1 จากยางพาราทีไ่ดย้งัขาดอกีประมาณ 70 
กรดอะมิโน ซึ่งควรจะทําการศึกษาในโอกาสต่อไปและยงัพบบริเวณที่มีความอนุรกัษ์สูง
ตดิต่อกนัถงึ 8 residues คอื GHYTQVVW ซึง่ตรงกบั CRISP1 และพบในทุกโปรตนี PR-1 ที่
นํามาเปรยีบเทยีบ เน่ืองจากเป็น domain ทีส่าํคญัของโปรตนีชนิดน้ี (ดงัทีอ่ภปิรายไวข้า้งต้น) 
นอกจากน้ียงัพบว่าบริเวณนี้มคีวามอนุรกัษ์ระหว่างโปรตีน PR-1 ในพืชและโปรตีน 
homologous PR-1 ทีพ่บในสิง่มชีวีติชนิดอื่นดว้ย เช่น human glioma pathogenesis-related 
proteins (GliPR) (Hoegen et al., 2002)  
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รปูท่ี 3.22 ผลการทํา sequence alignment ของลําดบักรดอะมโินที่แปลมาจากลําดบั            
นิวคลโีอไทดท์ีไ่ดจ้ากแถบ A และ B (HeveaPR-1_A และ HeveaPR-1_B ตามลําดบั) กบั
โปรตนี PR-1 จากพชืชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ แอปเป้ิล, บทีรทู, แตงกวา, มนัฝรัง่และพรกิ (accession 
no. ABC47922.1, CAP66260.1, AAL84768.1, CAB58263.1 และ BAD11072.1 ตามลาํดบั)   
ใชโ้ปรแกรม Clustal-X alignment (Thompson et al., 2001) บรเิวณแถบสดีาํแสดงสว่นทีม่ี
ความอนุรกัษ์ 100% และในกรอบสีเ่หลีย่มเป็น sequences ช่วงทีม่คีวามอนุรกัษ์ตดิต่อกนั 8 
residues บรเิวณทีล่กูศรชีล้งแสดงใหเ้หน็บรเิวณ cysteine residue ทีเ่ป็นกรดอะมโินสาํคญัของ
โปรตนี PR-1  
 
 
 
 
 

CRISP2 

CRISP1 
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3.2.4 ผลการหาลาํดบันิวคลีโอไทดท์างด้านปลาย 5′ 
จากการสรา้งสาย first-strand cDNA ดว้ยเอนไซม ์reverse transcriptase ตามขัน้ตอน

ของบรษิทัโดยใช ้HbPR-1R เป็น primer แลว้นํา first-strand cDNA มาทํา PCR โดยใช ้
primers คอื oligo dT-anchor primer และ HbPR-1R เพื่อเพิม่ปรมิาณยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 
5′ ตรวจสอบ PCR product ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีgel electrophoresis ผลการทดลองไม่ประสบ
ความสาํเรจ็ในการคน้หาลาํดบันิวคลโีอไทดท์างดา้นปลาย 5′ เน่ืองจากไม่ปรากฏชิ้นยนีใดๆ 
 ผูว้จิยัจงึเปลีย่นมาใช ้specific reverse primer (HbPR-1R) เพยีงเสน้เดยีวเพื่อคน้หา
ลําดบันิวคลโีอไทด์ทางดา้นปลาย 5′ โดยในปฏกิริยิาจะมกีารเตรยีม reaction mixture 
เช่นเดยีวกบัขอ้ 2.1.5 โดยม ี10 มลิลโิมลาร ์ HbPR-1R (5′-CACCTCACCTTAGCACATCCT-
3′) ปรมิาตร 2 ไมโครลติร และใส ่cDNA template จาํนวน 100 นาโนกรมั โดยมหีลกัการของ
การทํา PCR วธิน้ีีคอื HbPR-1R จะเพิม่จํานวน DNA เพยีงดา้นเดยีวทางปลาย 5′ ตาม
ความสามารถของเอนไซม ์Taq DNA polymerase และความสามารถในการเขา้จบัอยา่งจาํเพาะ
กบัยนี PR-1 ของ HbPR-1R ดงัรูปที ่3.23 จากนัน้จะสามารถหาลําดบันิวคลโีอไทด์ต่อไป
ทางดา้นปลาย 5′ จนเตม็เสน้โดยการทาํ DNA walking จนกว่าจะถงึ start codon ต่อไป ในการ
ทดลองน้ีจะใชท้ัง้ cDNA จากใบยางพาราทีไ่มผ่า่นและผ่านการทดสอบดว้ยเชือ้ P. palmivora 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมง  
 
 

 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.23 แผนผงัสรุปขัน้ตอนการค้นหาลําดบันิวคลโีอไทด์ทางดา้นปลาย 5′ โดยการใช ้
specific reverse primer (HbPR-1R) เพยีงเสน้เดยีว 

 
 ผลการทํา PCR จาก cDNA ของยางพาราทีไ่ม่ผ่านและผ่านการทดสอบดว้ยเชื้อ       

P. palmivora เป็นเวลา 12 ชัว่โมง โดยใช ้HbPR-1R แลว้ตรวจสอบแถบ DNA ทีไ่ดด้ว้ยวธิ ีgel 
electrophoresis บน 1.5% agarose gel ปรากฏ 3 แถบ ของชุดควบคุม (ไมผ่า่นการทดสอบ
ดว้ยเชือ้) และปรากฏ 8 แถบ ของชุดทดลอง (ผา่นการทดสอบดว้ยเชื้อ P. palmivora เป็นเวลา 
12 ชัว่โมง) ดงัรูปที่ 3.24 ซึ่งมคีวามแตกต่างกนัของแบบแผนการแสดงออก (expression 
pattern) ของยนี PR-1 ระหว่างชุดควบคุมและชุดทดลองทัง้จํานวนและขนาดของแถบ DNA 
ดงันัน้ผูว้จิยัจงึจะทาํบรสิทุธิแ์ถบ DNA ทีไ่ดท้ัง้หมดแลว้ทดสอบดว้ย specific primers (HbPR-

HbPR-1R 
 cDNA  

ของยีน PR-1 
5′ 3′ 

5′ 3′ 

5′ 3′ 

PCR product 5′ 3′ 
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1F และ HbPR-1R) เพือ่วเิคราะหว์่าแถบ DNA แถบใดเป็นแถบของยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 5′ 
และเพือ่คน้หา form ของยนี PR-1 ทีผ่ลติขึน้หลงัจากการกระตุน้ดว้ยเชือ้    

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 3.24 PCR product ทีไ่ดจ้ากการทํา PCR โดยใช ้specific reverse primer เสน้เดยีว;   
ช่องที ่1: 100 bp plus DNA ladder (M), ช่องที ่2, 3: PCR product จาก cDNA ของยางพารา
ทีไ่มผ่า่น (NT) และผา่นการทดสอบดว้ยเชือ้ P. palmivora (Sp) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง ตามลาํดบั 

 
หลงัจากทําบรสิุทธิแ์ถบ DNA ทีไ่ดท้ัง้หมดแลว้ทดสอบดว้ย specific primers เพื่อ

วเิคราะหว์่าแถบใดเป็นแถบของยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 5′ พบว่าชุดควบคุมมเีพยีงแถบที ่1 
ขนาดประมาณ 850 bp เท่านัน้ ทีพ่บชิน้ยนีบางสว่นของยนี PR-1 (210 bp) และชุดทดลองพบ
ทัง้ 8 แถบ ซึง่เป็นไปไดว้่ามยีนี PR-1 หลาย form ในยางพาราหรอืมยีนี PR-1 เพยีง form 
เดยีวแต่ specific reverse primer สามารถเขา้จบักบัชิน้ยนีดงักล่าวไดห้ลายตําแหน่งจงึทาํใหไ้ด้
ชิน้ยนีขนาดแตกต่างกนั ดงันัน้อาจจะม ีrepeated sequences ของยนี PR-1 ซึง่ควรจะทาํการ
โคลนยนีดงักลา่วเพือ่หาลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีถ่กูตอ้งในโอกาสต่อไป 
   
 
 
 
 
 
 

  M    NT  Sp 

500 bp 

1000 bp 
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3.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 โดยรวมด้วยวิธี semi-quantitative         
RT-PCR 
 

3.3.1 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 หลงักระตุ้นยางพาราด้วย SA  
การกระตุน้ยางพาราดว้ย SA จะใชท้ัง้ใบบนตน้กลา้ยางพารา (ผลการทดลองน้ีไดจ้าก

การศกึษาของนางสาวฐติกิร จนัทรวุ์่น ซึง่ฉีดพน่ตน้กลา้ยางพาราอายุประมาณ 1 เดอืนดว้ย SA 
ความเขม้ขน้ 4 มลิลโิมลาร ์ทีเ่วลา 0, 6, 12 และ 24 ชัว่โมง) และ detached leaves จาก
ศนูยว์จิยัยางสงขลาเพือ่ศกึษาผลของ SA ต่อยนี PR-1 ในยางพารา 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูท่ี 3.25 ผลการแสดงออกของยนี PR-1 หลงัจากกระตุน้ตน้กลา้ยางพารา (A, B) และ ใบ
ยางพารา (C, D) ดว้ย SA (h คอื ชัว่โมง, mM คอื มลิลโิมลาร)์ (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 
ซํ้าการทดลอง) 
 

รปูที ่3.25A, B เป็นการแสดงออกของยนี PR-1 ของใบยางจากตน้กลา้ซึง่ถูกกระตุน้
ดว้ย SA (ความเขม้ขน้ 4 มลิลโิมลาร)์ พบว่ามกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้สงูสุดทีเ่วลา 
12 ชัว่โมง และลดลงทีเ่วลา 24 ชัว่โมง  
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ระดบัการแสดงออกของยีน (PR-1/actin) ระดบัการแสดงออกของยีน (PR-1/18S rDNA) 

B D 
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เวลาท่ีกระตุ้นด้วย SA (h) 

non         0        6.25       12.5      25       50      
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รปูที ่3.25C, D หลงัจากทดสอบ detached leaves โดยการแช่ใบยางพาราทัง้ใบใน SA 
ในการทดลองครัง้น้ีผูว้จิยัใชย้นี actin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ พบว่า SA มผีลกระตุน้การแสดงออก
ของยนี PR-1 เปรยีบเทยีบกบัชุดควบคุม (0 มลิลโิมลาร ์SA) และมกีารแสดงออกของยนี PR-1 
สงูสดุที ่12.5 มลิลโิมลาร ์SA  

จากการทดลองตอนตน้ซึง่แสดงใหเ้หน็ความสามารถของ SA ในการชกันําการตา้นทาน
โรคใน detached leaves (รปูที ่3.3)  SA อาจกระตุน้กจิกรรมของเอนไซมต์่างๆ ในพชื การ
สงัเคราะหล์กินินหรอือาจกระตุน้การผลติ PRs ซึง่ยงัไมท่ราบแน่ชดั จากการทดลองน้ีจะเป็นผล
การทดลองเบือ้งตน้ทีส่ามารถชีใ้หเ้หน็ว่า SA มผีลกระตุน้การแสดงออกของยนี PR-1 ซึง่เป็น 
marker ของระบบ SAR ในยางพาราทัง้ใน detached leaves และใบบนตน้กลา้ยางพารา  

 
3.3.2 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 จากตวัอย่างใบยางพาราท่ีบ่มด้วย

เช้ือ P. palmivora  
การศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ตัง้แต่การทดลองน้ีเป็นตน้ไปจะใชย้นี actin เป็น

ยนีเปรยีบเทยีบ (internal control) เน่ืองจาก primer ของยนี 18S rDNA ทีใ่ชก้่อนหน้าน้ีสามารถ
จบักบัยนี 18S rDNA ของเชื้อ P. palmivora ไดด้ว้ยทาํใหผ้ลการแสดงออกของยนีไมถู่กตอ้ง 
ดงันัน้จงึเปลีย่นมาใชย้นี actin ซึง่ primer ทีอ่อกแบบไวม้คีวามจาํเพาะกบัยนี actin ในยางพารา
เทา่นัน้ใชใ้นการทดลองต่อไป   

นําตวัอยา่งจากการทดลองขอ้ 3.1.1 สกดั RNA เพือ่ศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 รปู 
3.26 แสดงระดบัการแสดงออกของยนี PR-1 โดยมยีนี actin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ จะเหน็ว่าก่อน
การทดลอง (เวลา 0 ชัว่โมง) ไมม่กีารแสดงออกของยนี PR-1 แต่เมื่อเวลาผ่านไป 24 ชัว่โมง 
หลงัจากถูกเจาะโดยเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร พบว่ามกีาร
แสดงออกของยนีเพิม่ขึน้อย่างชดัเจน (3 ชุดการทดลองจาก 4 ชุดการทดลอง) จากผลการ
ทดลองชีใ้หเ้หน็ว่ายนี PR-1 ถูกกระตุน้ไดด้ว้ยเชือ้ P. palmivora ดงันัน้จงึเป็นการยนืยนัว่า 
specific primers ทีผู่ว้จิยัออกแบบไวเ้หมาะสมทีจ่ะใชศ้กึษาผลการแสดงออกของยนี PR-1  
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รปูท่ี 3.26 ผลการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางทีก่ระตุน้ดว้ยเชื้อ P. palmivora ความ
เขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร (จาก 4 ชุดการทดลอง) A: การแสดงออกของยนี PR-1
โดยมยีนี actin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ ช่องที ่1-4: การแสดงออกของยนี PR-1 เวลา 0 ชัว่โมง, 
ช่องที ่5-8: การแสดงออกของยนี PR-1 เวลา 24 ชัว่โมง B: ระดบัการแสดงออกของยนี PR-1 
คาํนวณจากภาพ A 

 
พจิารณาลกัษณะรอยไหมข้องเชือ้ในแต่ละชุดการทดลองทีเ่วลา 24 ชัว่โมง พบว่าในชุด

การทดลองที ่1 มรีอยไหมท้ีม่ากกว่าและมกีารเปลีย่นสขีองใบยางพาราจากสเีขยีวไปเป็นสเีขยีว
อมเหลอืงซึ่งแตกต่างจากใบยางพาราในชุดการทดลองที่ 2-4 ซึ่งมรีอยไหมข้นาดเลก็และมี
ขอบเขตชดัเจนนัน่คอืสามารถกกับรเิวณไม่ใหเ้ชื้อแพร่กระจายไปยงัเซลลข์า้งเคยีงไดเ้รยีกรอย
ไหมน้ี้ว่า hypersensitive cell death อกีทัง้เมือ่เวลาผา่นไป 72 ชัว่โมง ยงัพบการลุกลามของ
เชื้อในชุดการทดลองที ่2-4 น้อยกว่าชุดการทดลองที ่1 อยา่งชดัเจนเช่นเดยีวกนั ดงันัน้ใบยาง
ในชุดการทดลองที ่2-4 น่าจะเคยผา่นการตดิเชือ้ในธรรมชาตเิมือ่มกีารกระตุน้จากเชือ้อกีครัง้จงึ
มกีารกระตุน้ระบบการป้องกนัตนเองอยา่งรวดเรว็กว่าพชืทีไ่ม่ไดผ้า่นการกระตุน้มาก่อนทําใหม้ี
การผลติโปรตนี PR-1 ซึง่เป็นโปรตนีซึง่ทาํหน้าทีใ่นการตา้นเชือ้ (Van Loon and Van Strien, 
1999) อยา่งรวดเรว็เช่นเดยีวกนั เป็นผลใหใ้บยางจากชุดการทดลองที ่2-4 ตดิเชือ้น้อยลงขณะที่
ใบจากชุดการทดลองที ่1 มกีารแสดงออกของยนี PR-1 ชา้กวา่จงึตดิเชือ้มากกว่า  
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3.3.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 ในใบยางพาราท่ีมีอายตุ่างกนั  
ผลการทดลองพบว่าในชุดควบคุมทีม่คีวามแตกต่างกนัเฉพาะอายขุองใบยางพาราเท่านัน้ 

จะมรีะดบัการแสดงออกของยนี PR-1 สูงสุด ในใบระยะที่อ่อนที่สุดและลดลงเรื่อยๆ เมื่อใบ
ยางพารามอีายมุากขึน้ตามลาํดบัดงัรปูที ่3.27  

เมื่อพจิารณาในชุดทดลองที่นําใบยางพาราพนัธุ์ BPM-24 (พนัธุ์ตา้นทาน) ทีม่อีายุ
แตกต่างกนัมาบ่มในเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง พบรอยไหมส้น้ํีาตาลโดยใบอ่อนมรีอยไหม้รุนแรงมากที่สุดอาจเน่ืองมาจากใบมคีวาม
อ่อนและบางกว่าจงึโดนเชือ้เจาะมากทีสุ่ด บรเิวณทีม่คีวามรุนแรงของรอยไหมม้ากทีสุ่ดคอืกา้น
ใบซึง่เป็นบรเิวณท่อลาํเลยีงทีเ่ชือ้จะสามารถเคลือ่นทีผ่า่นไดด้งัรปูที ่3.28 

หลงัจากนําชุดทดลองสอ่งดกูารเรอืงแสงของสคอพอลตินิภายใตแ้สง UV พบว่ามกีารเรอืง
แสงในทุกอายุของใบยางซึง่จะมกีารเรอืงแสงมากทีสุ่ดในใบช่วงอายุ 17 วนั เมื่อวเิคราะหก์าร
แสดงออกของยนี PR-1 ในชุดทีบ่่มดว้ยเชื้อพบว่าทุกอายุของใบยางพารามกีารแสดงออกของ
ยนี PR-1 เพิม่ขึน้มากกว่าชุดควบคุมเมื่อเปรยีบเทยีบกบัใบทีม่อีายุเท่ากนั เป็นไปในทศิทาง
เดยีวกนักบัการศกึษาของ Hoegen และคณะ 2002 ซึง่พบว่าจะมกีารแสดงออกของยนี PR-1b 
ขึ้นบรเิวณที่ติดเชื้อของใบมนัฝรัง่เมื่อถูกทําให้ตดิเชื้อ P. infestans อย่างไรก็ตามจากการ
ทดลองของผูว้จิยัการเจาะเขา้ไปในเน้ือใบของใบในแต่ละอายุจะไม่เท่ากนั เน่ืองจากความหนา
ของควิตนิของใบดงักล่าวไม่เท่ากนั การทดลองครัง้ต่อไปควรตดัใบเป็นรปูสีเ่หลีย่มใหม้บีรเิวณ
ขอบนอกของใบยางพาราทีส่มัผสักบัซโูอสปอรเ์ทา่ๆ กนั 

จากนัน้วเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora ในใบยางพาราดงัรปูที ่
3.29 เพื่อวเิคราะหผ์ลการแสดงออกของยนี PR-1 ว่าเป็นไปในทศิทางเดยีวกบัปรมิาณเชื้อที่
เจาะเขา้ไปในพชืหรอืไม ่ชุดควบคุมไม่มกีารแสดงออกของยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora เลย
ในทุกอายุของใบยางพาราแสดงว่าชุดควบคุมไม่มกีารตดิเชื้อ P. palmivora ดงันัน้ผลการ
แสดงออกของยนี PR-1 ทีแ่ตกต่างกนัในชุดควบคุมเกดิจากความแตกต่างของอายุของใบจรงิๆ 
ซึง่อาจเป็นเพราะใบออ่นมกีารป้องกนัทางโครงสรา้ง (structural defenses) ทีย่งัน้อยอยูเ่ช่นการ
มผีนังเซลลท์ีบ่างกว่าหรอืมกีารสะสมของควิตนิทีน้่อยกว่า (Jarvis and Wardrop, 1974) จงึ
จาํเป็นตอ้งมกีารป้องกนัตนเองทางชวีเคม ี(biochemical defenses) ไดแ้ก่ การผลติ PRs ต่างๆ 
เช่นเดยีวกบัการศกึษาของ อรวรรณ (2551) ทีร่ายงานว่า PIs (protease inhibitors) ซึง่เป็น 
PRs ในกลุ่ม PR-6 (Van Loon and Van Strien, 1999) มกีารสะสมในใบอ่อนของยางพารา
พนัธุ ์BPM-24 มากกว่าใบทีม่อีายุมากขึน้     
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นอกจากน้ีในชุดทดลองยงัพบว่าใบยางพาราช่วงอายุ 15 วนั มกีารแสดงออกของยนี ITS 
ของเชือ้ P. palmivora มากทีส่ดุ นัน่คอืมกีารตดิเชือ้มากทีส่ดุและใบยางพาราช่วงอาย ุ13, 17 
และ 18 วนั มกีารตดิเชื้อรองลงมาและตดิเชื้อน้อยที่สุดในใบอายุ 19 วนั ซึ่งตรงกบัผลการ
วเิคราะหข์า้งตน้ว่าในใบยางพาราระยะแก่จะมสีิง่กดีขวางทางกายภาพ ไดแ้ก่ ความหนาของใบ
มากทีสุ่ดจงึตดิเชื้อน้อยที่สุด ความสามารถในการเขา้เจาะของเชื้อที่ไม่เท่ากนัน้ีเองทําใหย้งัไม่
สามารถวเิคราะหผ์ลไดอ้ย่างชดัเจนว่าการแสดงออกของยนี PR-1 ทีแ่ตกต่างกนัในชุดทดลอง
เกดิขึน้จากปจัจยัใด 

หากพจิารณาเฉพาะใบทีม่อีายุ 13-15 วนั พบว่ามกีารเจาะของเชื้อในใบอายุ 15 วนั
มากกว่า แต่มกีารแสดงออกของยนี PR-1 น้อยกว่า ดงันัน้ใบทีม่อีายุ 13 วนั มกีารแสดงออก
ของยนี PR-1 สงูกวา่อยา่งแน่นอน ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากใบยางอายุ 13 วนั ยงัมคีวิตนิทีบ่างมาก
จงึจาํเป็นตอ้งมกีารป้องกนัภายในทีด่กีว่า สว่นใบทีม่อีายุ 15, 17, 18 และ 19 วนั เริม่มคีวิตนิที่
หนาขึน้จงึไมจ่าํเป็นตอ้งมกีารแสดงออกของยนี PR-1 ทีส่งูนกั  Zeier (2005) ไดร้ายงานไวว้่าใน 
Arabidopsis จะมกีารเคลื่อนยา้ยโมเลกุลของ SA จากใบแก่ไปยงัใบอ่อนภายหลงัจากตดิเชือ้ซึง่
โมเลกุลของ SA น้ีเองทีเ่ป็นโมเลกุลสง่สญัญาณของระบบ SAR ซึ่งจะกระตุน้ใหม้กีารผลติ
โปรตนี PR-1 โดยตรง (Gozzo, 2003)  
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รปูท่ี 3.27 การแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราทีม่อีายตุ่างกนั   A: การแสดงออกของยนี 
PR-1 ในใบยางพาราทีม่อีายตุ่างกนัโดยม ีactin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ B: ระดบัการแสดงออก
ของยนี PR-1 โดยคาํนวณจากภาพ A (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้าการทดลอง) 
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รปูท่ี 3.28 ใบยางพาราพนัธุ ์ BPM-24 อายุต่างกนัหลงับ่มดว้ยเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 
1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง   A: เปรยีบเทยีบการเกดิรอยไหม ้  B: การ
เรอืงแสงของสคอพอลตินิภายใตแ้สง UV  

 

B 

A 

13 วนั 15 วนั 
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รปูท่ี 3.29 การแสดงออกของยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora ในใบยางพาราทีม่อีายแุตกต่างกนั 
A: การแสดงออกของยนี ITS ในใบยางพาราทีม่อีายตุ่างกนัโดยม ีactin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ   
B: ระดบัการแสดงออกของยนี ITS โดยคาํนวณจากภาพ A (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้า
การทดลอง) 
 

3.2.4 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 ในใบยางพาราพนัธุต่์างๆ  
นําใบยางพาราพนัธุต่์างๆ มาแช่ในเชือ้ P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อ

มลิลลิติร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ใบยางพาราพนัธุ ์RRIM600 เกดิการตดิเชื้อมากทีสุ่ดนัน่คอื
เกิดรอยไหม้สีน้ําตาลกระจายทัว่เต็มใบ มีลกัษณะแผ่กว้างอย่างไม่มีขอบเขตมากกว่าใบ
ยางพาราพนัธุ ์RRIT251 และ BPM-24 เมือ่สงัเกตในชุดทดลองของทัง้ 3 สายพนัธุ ์พบการเรอืง
แสงของสคอพอลตินิแตกต่างกนัในแต่ละพนัธุ์ โดยใบยางพาราพนัธุ์ RRIM600 มกีารเรอืงแสง
ของสคอพอลตินิกระจายอยูท่ ัว่ใบแตกต่างจากใบยางพาราพนัธุ์ BPM-24 ทีพ่บว่ามกีารเกดิรอย
ไหมส้น้ํีาตาลน้อยที่สุดและมกีารเรอืงแสงของสคอพอลตินิที่มขีอบเขตชดัเจน แสดงใหเ้หน็ถงึ
ความสามารถของยางพาราพนัธุ์ต้านทานทีส่ามารถจํากดัขอบเขตไม่ใหเ้ชื้อแพร่กระจายไปยงั
เซลลข์า้งเคยีง รองลงมาคอืพนัธุ์ RRIT251 ทีม่กีารตดิเชื้อในระดบัปานกลางคอืสามารถกกัเชือ้
ไม่ใหแ้พร่กระจายไดด้กีว่าพนัธุ์อ่อนแอแต่ยงัไม่สามารถกกับรเิวณไดม้ากเท่ากบัพนัธุ์ตา้นทาน 
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เมื่อสงัเกตการเรอืงแสงของสคอพอลตินิจะมขีอบเขตใหเ้หน็ไดแ้ต่ไม่ชดัเจนเท่ากบัใบยางพารา
พนัธุ ์BPM-24 ดงัรปูที ่3.30 สาํหรบัผลการทดลองในชุดควบคุมไมพ่บการเกดิรอยไหมแ้ละการ
เรอืงแสงหลงัจากแช่ในน้ํากลัน่ปลอดเชือ้แลว้ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูท่ี 3.30 ใบยางพาราพนัธุ์ต่างๆ (BPM-24, RRIT251 และ RRIM600) หลงับ่มดว้ยเชื้อ       
P. palmivora ความเขม้ขน้ 1X105 ซูโอสปอรต์่อมลิลลิติร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง A: เปรยีบเทยีบ
การเกดิรอยไหม ้B: การเรอืงแสงของสคอพอลตินิภายใตแ้สง UV  
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A 

B 
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เมื่อวเิคราะหผ์ลการแสดงออกของยนี PR-1 พบว่ามคีวามแตกต่างกนัในใบยางพาราแต่
ละสายพนัธุ์ดงัรูปที ่3.31 จะเหน็ไดว้่าใบยางพาราทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้น้ีเป็นใบยางทีส่ะอาด
และปลอดเชือ้ โดยสงัเกตจากใบก่อนการทดลองของทัง้ 3 สายพนัธุว์่ามกีารแสดงออกของยนี 
PR-1 เพยีงเลก็น้อยแต่ภายหลงัจากการกระตุน้โดยแชใ่นซโูอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora พบว่า
มกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้จากชุดควบคุมทีแ่ช่ในน้ํากลัน่อยา่งชดัเจน พนัธุ ์BPM-24 
มรีะดบัการแสดงออกสงูทีส่ดุเมือ่เปรยีบเทยีบกบัพนัธุอ์ืน่ๆ รองลงมาคอืพนัธุ ์RRIT251 ถงึแมว้่า
ระดบัการแสดงออกของพนัธุ์ RRIT251 จะไมม่ากเท่ากบัพนัธุ์ RRIM600 แต่เมื่อเทยีบกบัชุด
ควบคุมแลว้ถอืวา่มรีะดบัการแสดงออกเพิม่ขึน้มากกวา่ 
  

 
 
 
 
 
 
 

 
รปูท่ี 3.31 ผลการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราสายพนัธุต์่างๆ A: เปรยีบเทยีบการ
แสดงออกของยนี PR-1 ในแต่ละสายพนัธุม์ ีactin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ; 100 bp plus DNA 
ladder (M), ใบก่อนการทดลอง (Native), ใบชุดควบคุม (NT) และใบชุดทดลอง (Sp) B: ระดบั
การแสดงออกของยนี PR-1 โดยคาํนวณจากภาพ A (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้าการ
ทดลอง) 
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นอกจากน้ีเมื่อสงัเกตชุดควบคุมซึ่งแช่ด้วยน้ํากลัน่ปลอดเชื้อเปรยีบเทยีบกบัใบก่อนการ
ทดลองจะเหน็ว่ามกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้ทัง้ในพนัธุ ์BPM-24 และพนัธุ ์RRIM600 
แสดงใหเ้ห็นว่าการตดัก้านใบเพยีงอย่างเดยีวก็มผีลต่อการแสดงออกของยนี PR-1 ด้วย 
สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Sasaki และคณะ (2002) ซึง่ตดัใบยาสบูและตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลาต่างๆ 
แลว้ศกึษาการแสดงออกของยนีต่างๆ รวมทัง้ยนี PR-1 ดว้ย พบว่ายนี PR-1 จะมกีารแสดงออก
หลงัจากตดัใบทิง้ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมง แต่อยา่งไรกต็ามการตดัใบยาสบูดงักลา่วเป็นการตดัใบ
เป็นชิ้นเลก็ๆ ย่อมทําใหเ้กดิความเครยีดแก่ใบไมม้ากกว่าการตดัเฉพาะกา้นใบดงัทีผู่ว้จิยัไดท้ํา
การทดลอง ผลการทดลองจึงอาจเกิดจากใบยางพนัธุ์ BPM-24 และ RRIM600 ยงัอยู่ในช่วง 
SAR จงึถูกกระตุน้ไดง้่ายกว่าแต่เมื่อถูกกระตุน้เพิม่ขึน้ดว้ยเชื้อจงึเหน็ผลไม่ชดัเจนเท่ากบัการ
ทดลองในใบยางพนัธุ์ RRIT251 ซึ่งการเกิดบาดแผล (wounding) มผีลในการกระตุ้นตํ่าที่สุด
 อยา่งไรกต็ามเมือ่วเิคราะหก์ารแสดงออกของยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora ทีส่ามารถ
บ่งบอกการลุกลามของเชือ้เขา้ไปในใบยางพาราได ้พบว่าในชุดทดลองซึง่แช่เชือ้ P. palmivora 
เชื้อสามารถลุกลามเขา้ไปในใบยางพาราพนัธุ์อ่อนแอ (RRIM600) ไดม้ากที่สุด กล่าวคอืมกีาร
แสดงออกของยีน ITS สูงที่สุด รองลงมาคือพนัธุ์ปานกลาง (RRIT251) และพนัธุ์ต้านทาน 
(BPM-24) ตามลําดบั ดงัรูปที ่3.32 แสดงว่าพนัธุ์ BPM-24 มจีํานวนเซลลท์ีถู่กเจาะน้อยทีสุ่ด 
ดงันัน้หากคดิต่อเซลลท์ีเ่ท่ากนัพนัธุ ์BPM-24 จะมรีะดบัการแสดงออกของยนี PR-1 สงูกว่าที่
คาํนวณไดใ้นรปูที ่3.31B และเมือ่พชืถกูเจาะดว้ยเชือ้จะมกีารแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วขอ้งต่างๆ 
รวมทัง้ยนี PR-1 ดว้ย ซึง่โปรตนีของยนีดงักล่าวสามารถยบัยัง้การแพร่กระจายของเชือ้จงึทาํให้
พชืพนัธุต์า้นทานตดิเชือ้น้อยกวา่     
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รปูท่ี 3.32 การแสดงออกของยนี ITS ของเชือ้ P. palmivora ในใบยางแต่ละสายพนัธุ์ A: การ
แสดงออกของยนี ITS ในใบยางพาราทีม่อีายตุ่างกนัโดยม ีactin เป็นยนีเปรยีบเทยีบ; 100 bp 
DNA ladder (M), ใบก่อนการทดลอง (Native), ใบชุดควบคุม (NT) และใบชุดทดลอง (Sp)    
B: ระดบัการแสดงออกของยนี ITS โดยคาํนวณจากภาพ A (เป็นผลการทดลอง 1 ซํ้าจาก 3 ซํ้า
การทดลอง) 

 
การศกึษาของนารถธดิา (2546) สามารถจดัลําดบัพนัธุ์ยางพาราตามความตา้นทานโดย

การบ่มใบยางพาราดว้ยเชื้อ P. palmivora แล้วจําแนกความแตกต่างโดยดูจากปรมิาณ       
สคอพอลตินิทีผ่ลติขึน้ พบว่าในหน่ึงตําแหน่งทีถู่กเจาะของใบยางพาราจะมคีวามสามารถในการ
สรา้งสคอพอลตินิแปรผนัตรงตามระดบัความตา้นทาน ดงันัน้การศกึษาครัง้น้ีจงึนําใบยางพารา
สายพนัธุ์ทีไ่ดจ้ดัจําแนกไวแ้ลว้ว่าเป็นพนัธุ์ตา้นทาน ปานกลาง และอ่อนแอ ดงักล่าว เพื่อศกึษา
รูปแบบการแสดงออกของยนี PR-1 ว่ามผีลไปในทศิทางเดยีวกบัระดบัความตา้นทานหรอืไม ่
จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็ว่ารปูแบบการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราพนัธุ์ต่างๆ 
เมื่อถูกกระตุน้ดว้ยเชือ้ P. palmivora มกีารแสดงออกสงูขึน้ตามลําดบัความตา้นทานของพนัธุ์
ยางพารา ซึง่สามารถบง่ชี้ไดว้่าแสดงออกของยนี PR-1 น่าจะเป็นไปในทศิทางเดยีวกนักบัการ

Native   NT     Sp 
BPM-24 RRIT251 RRIM600 

ITS  

  Native   NT   Sp Native    NT    Sp 

  Native      NT         Sp   Native      NT         Sp   Native      NT         Sp 

ตวัอย่าง 

ระดบัการแสดงออกของยีน (PR-1/actin) 

BPM-24 RRIT251 RRIM600 

A 

B 

actin 
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สรา้งสคอพอลตินิ รวมทัง้จากการทดลองจะเหน็การเรอืงแสงของสคอพอลตินิ (สอ่งดภูายใตแ้สง 
UV) ในใบยางพาราพนัธุต์่างๆ ทีเ่วลา 6-8 ชัว่โมง หลงับ่มดว้ยเชือ้ P. palmivora ในขณะทีม่กีาร
แสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้หลงัจากบ่มดว้ยเชือ้ดว้ยเช่นเดยีวกนั (ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง) ซึง่
อาจเป็นไปได้ว่าสคอพอลติินที่ผลติขึ้นมาสามารถชกันําการแสดงออกของยนี PR-1 ได ้
การศกึษาก่อนหน้าน้ีโดย Kim และคณะ (2000) พบว่าเมื่อ infiltrate สคอพอลตินิเขา้ไปในใบ
ยาสูบแลว้พบว่ามกีารแสดงออกของยนี PR-1 ในระดบัสูงมาก แต่ก็ยงัไม่สามารถวเิคราะห์
ความสมัพนัธร์ะหว่างสคอพอลตินิกบัระบบ SAR ได ้อยา่งไรกต็ามผลการทดลองดงักล่าวสง่ผล
ใหย้าสบูตา้นทานต่อเชือ้ TMV ได ้ 

จากผลการทดลองเป็นไปในทศิทางเดยีวกบัการศกึษาของ Dorey และคณะ (1997) ซึง่ 
อธิบายวิถีของการป้องกันตนเองได้ดงัน้ี เมื่อพืชถูกกระตุ้นโดยเชื้อบริเวณที่ถูกกระตุ้นจะ
ตอบสนอง เช่น เกดิ HR รวมทัง้การสะสม defense metabolites ต่างๆ แลว้มกีารสง่สญัญาณ
ภายในพชื (cell-to-cell signaling) ไปยงับรเิวณรอบๆ เน้ือเยือ่พชื จะมกีารผลติ SA ภายใน 
(endogenous SA) และผลติสคอพอลตินิแลว้ทาํใหม้กีารแสดงออกของ SAR genes แต่จากผล
การทดลองของผูว้จิยัไมไ่ดม้กีารวดัปรมิาณ SA ทีผ่ลติขึน้ภายในแต่ทาํการวดัการแสดงออกของ
ยนี PR-1 ซึง่ตอบสนองโดยตรงต่อ SA ทีเ่พิม่ขึน้ นอกจากน้ียงัพบว่าระดบัการแสดงออกของยนี 
PR-1 แปรผนัตรงกบัระดบัความตา้นทานของใบยางทีส่มัพนัธก์บัการสรา้งสคอพอลตินิ ดงันัน้
จงึมแีนวโน้มว่าวถิขีองการกระตุน้การแสดงออกของยนี PR-1 ผ่านทางวถิขีองการสงัเคราะห ์
สคอพอลตินิโดยม ีSA เป็นตวักลาง 

นอกจากน้ีจากผลการทดลองขอ้ 3.2.2 พบว่าการกระตุน้ดว้ย exogenous SA ในใบ
ยางพาราจะมกีารเรอืงแสงของสคอพอลตินิและมกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้ จงึเป็นอกี
เหตุผลหน่ึงทีท่ําใหส้รุปไดว้่าการแสดงออกของยนี PR-1 ในยางพาราถูกกระตุน้โดยผ่านวถิซีึง่
จะเกีย่วขอ้งกบัการผลติสคอพอลตินิดว้ย  



บทท่ี 4  
 

สรปุผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการชกันําการต้านทานโรคในใบยางพารา 
 
 การกระตุน้ใบยางพาราดว้ยไคโตซานความเขม้ขน้ 1% สามารถชกันําการตา้นทานโรค
ไดด้ทีีสุ่ด นัน่คอืมกีารลุกลามของเชื้อ P. palmivora น้อยทีสุ่ด สงัเกตเหน็ผลไดช้ดัเจนหลงัวาง
เชื้อ 24-48 ชัว่โมง การกระตุน้ดว้ย SA กส็ามารถชกันําการต้านทานโรคของยางพาราได้
เช่นเดยีวกนั แต่ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสมของ SA จะตอ้งเป็นความเขม้ขน้ทีท่าํใหเ้กดิการผลติ 
สคอพอลตินิ (ไฟโตอเลก็ซนิชนิดหน่ึง) ในปรมิาณทีเ่หมาะสมคอืมกีารเรอืงแสงเลก็น้อยเฉพาะ
บรเิวณกา้นใบ จากการทดลองน้ีพบว่าความเขม้ขน้ของ SA ทีเ่หมาะสมคอื 12.5 มลิลโิมลาร ์
เน่ืองจากความเขม้ขน้ทีสู่งกว่าน้ี (25 มลิลโิมลาร)์ จะมกีารเรอืงแสงของสคอพอลตินิทัว่ทัง้ใบ   
ซึง่อาจเป็นสญัญาณของสภาพใบยางพาราทีบ่อบชํ้าเกนิไปและทาํใหไ้ม่สามารถตา้นทานโรคได ้ 
ปุ๋ ย N-P-K กเ็ป็นตวักระตุน้ทีส่ามารถทาํใหใ้บยางพารามกีารผลติสคอพอลตินิไดเ้ช่นเดยีวกบั 
SA แต่ในการทดลองครัง้น้ีไม่สามารถชกันําการต้านทานโรคได้  ทัง้น้ีอาจเป็นผลจากความ
เขม้ขน้ของปุ๋ ย N-P-K ทีเ่ลอืกใชแ้ละเวลาทีเ่ริม่วางเชือ้ยงัไมเ่หมาะสม  
 นอกจากน้ีผลการทดลองยนืยนัว่าตวักระตุน้ทัง้ 2 ชนิด ทีส่ามารถตา้นทานการรุกราน
จากเชือ้ได ้(SA และไคโตซาน) ทีค่วามเขม้ขน้ทีท่ดสอบบนใบ ไมย่บัยัง้การเจรญิเตบิโตของเชือ้   
P. palmivora โดยตรง (direct inhibition)  ดงันัน้การตา้นทานการรุกรานจากเชือ้ทีเ่กดิขึน้น่าจะ
เกดิจากการกระตุน้ระบบความตา้นทานของยางพารารวมทัง้ระบบ SAR ดว้ย  
 จากการชกันําการตา้นทานโรคในใบยางพาราโดยใชต้วักระตุน้ ไดแ้ก่ SA  ปุ๋ ย N-P-K 
และไคโตซาน  พบว่า SA และปุ๋ ย N-P-K กระตุน้ใหใ้บยางพารามกีารผลติสคอพอลตินิขึน้ใน
ช่วงเวลาทีศ่กึษา (12 ชัว่โมง) ในขณะทีไ่คโตซานไม่มกีารกระตุน้ใหส้รา้งสคอพอลตินิ แสดงว่า 
exogenous SA และปุ๋ ย N-P-K มกีารชกันําการตา้นทานผา่นทางวถิเีดยีวกนัคอืการสงัเคราะห ์
สคอพอลตินิซึง่การเพิม่ขึน้ของไฟโตอเลก็ซนิดงักล่าวจะถกูชกันําผา่นทาง internal SA (โมเลกุล
สง่สญัญาณในระบบ SAR) แมว้่ายงัไมม่กีารยนืยนัว่าการผลติสคอพอลตินิมคีวามเกีย่วขอ้งกบั
ระบบ SAR โดยตรง แต่การศกึษาก่อนหน้าน้ีพบว่า SA จะกระตุน้ใหเ้กดิการสรา้ง reactive 
oxygen species (ROS) ซึง่เป็นตวักระตุน้ใหม้กีารผลติไฟโตอเลก็ซนิต่างๆ ดงันัน้การสงัเกต
การผลติสคอพอลตินิจงึเป็นวธิหีน่ึงทีส่ามารถดผูลการตอบสนองของพชืเบือ้งตน้ได ้ จากทีก่ล่าว
ขา้งต้นว่าสคอพอลตินิไม่ใช่การตอบสนองของระบบ SAR โดยตรง ดงันัน้การกระตุ้นใบ
ยางพาราดว้ยไคโตซานซึง่ไมม่กีารผลติสคอพอลตินิจงึยงัสรุปไมไ่ดว้่าการต้านทานทีเ่กดิขึน้นัน้
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ผา่นทาง pathway ใด   จากรายงานก่อนหน้าน้ีพบว่าไคโตซานสามารถกระตุน้ระบบป้องกนั
ตนเองของพชืไดห้ลายทาง ไดแ้ก่ การกระตุน้ใหเ้กดิการสรา้ง secondary metabolite ต่างๆ 
เช่น แคลโลส และยงัสามารถกระตุน้ระบบ SAR  และระบบทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการผลติ abscisic 
acid ไดด้้วย  ดงันัน้จงึควรศกึษาต่อไปว่าเมื่อกระตุ้นดว้ยไคโตซานแลว้มกีารเปลี่ยนแปลง
เกดิขึน้ในเซลลย์างพาราอยา่งไร โดยดกูารแสดงออกของ marker gene สาํหรบัการกระตุน้ดว้ย 
SA ซึง่ผูว้จิยัเลอืกศกึษาในขณะน้ีจะใชย้นี PR-1 เป็น marker gene   
  
 4.2 ผลการศึกษายีน PR-1 ในใบยางพารา 
 
 ผลการออกแบบ degenerate primers จากบรเิวณอนุรกัษ์ (conserved sequence) 
ของยนี PR-1 ของ Arabidopsis thaliana และ Eutrema wasabi พบวา่ลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีเ่พิม่
ไดจ้าก degenerate primers ดงักล่าวมขีนาดของ PCR product เท่ากบั 350 bp โดยมคีวาม
คลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่น 65-99% และไม่มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนีอื่นๆ ในพชื ผลการ
ออกแบบ specific primers จากลําดบันิวคลโีอไทดท์ีเ่พิม่จํานวนได ้พบว่ามขีนาดของ PCR 
product เท่ากบั 210 bp และมคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นๆ อยูใ่นช่วง 60-97% และ
ไมพ่บความคลา้ยคลงึของลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีไ่ดก้บัยนีอื่นๆ ในพชื 
 ผลการหาลําดบันิวคลโีอไทด์ด้านปลาย 3′ ของยนี PR-1 ด้วยวธิ ี3′- Rapid 
Amplification of cDNA Ends (3′- RACE) ปรากฏ 2 แถบของยนี PR-1 ขนาด 603 และ 404 
bp ทีม่คีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ในพชือื่นในช่วง 33-43% และ 58-72% ตามลาํดบั เมื่อแปล
เป็นลาํดบักรดอะมโินเพือ่หาบรเิวณทีเ่ป็น coding sequences พบว่าลาํดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
ทีเ่ป็น coding sequences มคีวามคลา้ยคลงึกบัยนี PR-1 ของพชือื่นสงูเพิม่ขึน้เป็น 70-92% จงึ
กล่าวไดว้่าเป็นลําดบันิวคลโีอไทด์ทางดา้นปลาย 3′ ของยนี PR-1 ในยางพาราจรงิ ลําดบั  
กรดอะมโินทีแ่ปลไดจ้ากลาํดบันิวคลโีอไทดท์างดา้นปลาย 3′ มคีวามคลา้ยคลงึกบัโปรตนี PR-1 
ในพชือื่นหลายชนิดอยูใ่นช่วง 91-100% จงึสรุปไดว้่าประสบความสาํเรจ็ในการไดม้าซึง่ลาํดบั
กรดอะมโินบางสว่นของโปรตนี PR-1 ซึง่ประกอบดว้ย cysteine 5 residues จากทัง้หมด 6 
residues และพบบรเิวณทีม่ ีconserved สงูตดิต่อกนั คอืบรเิวณ GHYTQVVW ซึง่เป็นบรเิวณที่
เป็นองคป์ระกอบของ SCP_PR-1 like domain ในโปรตนี PR-1  นอกจากน้ียงัเป็นการยนืยนัว่า 
specific primer ทีอ่อกแบบไวจ้าํเพาะกบัยนี PR-1 ในยางพารา 
    ผลการหาลาํดบันิวคลโีอไทดท์างดา้นปลาย 5′ ยงัไมป่ระสบความสาํเรจ็แต่หลงัจากการ
ทาํ PCR โดยการใช ้specific reverse primer เพยีงเสน้เดยีว พบว่ามแีถบ DNA จาํนวน 8 แถบ
ทีค่าดว่าเป็นยนี PR-1 ทางดา้นปลาย 5′ ซึง่อาจเป็นเพราะในยางพารามยีนี PR-1 หลาย form 
หรอือาจม ีrepeated sequences ของยนี PR-1  
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4.3 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1 โดยรวมด้วยวิธี semi-quantitative         
RT-PCR 
 
 นํา specific primers ของยนี PR-1 ทีอ่อกแบบไดม้าศกึษาการแสดงออกของยนีเมือ่บม่
ใบยางพาราดว้ยซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora  พบว่ามกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้ 
นัน่คอืการแสดงออกของยนี PR-1 สามารถบง่บอกผลการตดิเชือ้ P. palmivora ของใบยางพารา
ได ้รวมทัง้เมื่อกระตุ้นใบและต้นกลา้ยางพาราดว้ย SA ทําใหม้กีารแสดงออกของยนี PR-1 
เพิม่ขึน้เชน่เดยีวกนั 
 ผลการศกึษาการแสดงออกของยนี PR-1 ในใบยางพาราทีม่อีายุแตกต่างกนัพบว่ามี
ระดบัการแสดงออกของยนี PR-1 สงูสดุในใบระยะทีอ่่อนทีส่ดุและการแสดงออกจะลดลงเมื่อใบ
ยางพารามอีายุเพิม่มากขึน้ตามลาํดบั   เมือ่บ่มดว้ยซูโอสปอรข์องเชือ้ P. palmivora พบว่าทุก
อายขุองใบยางพารามกีารแสดงออกของยนี PR-1 เพิม่ขึน้ แต่ยงัไมส่ามารถวเิคราะหผ์ลไดอ้ยา่ง
ชดัเจนเน่ืองจากความสามารถในการเขา้เจาะของเชื้อไม่เท่ากนั   การทดลองครัง้ต่อไปควรตดั
ใบเป็นรปูสีเ่หลีย่มใหม้บีรเิวณขอบนอกของใบยางพาราทีส่มัผสักบัซโูอสปอรเ์ทา่ๆ กนั   
 เมื่อกระตุน้ใบยางพาราแต่ละสายพนัธุ์ดว้ยซูโอสปอร์ของเชื้อ P. palmivora พบว่า
ยางพาราพนัธุ์ตา้นทาน (BPM-24) มรีะดบัการแสดงออกของยนี PR-1 สงูทีสุ่ด รองลงมาคอื
พนัธุต์า้นทานปานกลาง (RRIT251) และน้อยทีส่ดุคอืพนัธุอ่์อนแอ (RRIM600) ซึง่การแสดงออก
ของยนี PR-1 จะเพิม่ขึน้ตามระดบัความตา้นทานของพนัธุ์ยางซึง่จะสอดคลอ้งกบัปรมิาณการ
สรา้งสคอพอลตินิ ดงันัน้การแสดงออกของยนี PR-1 อาจเกีย่วขอ้งกบัการสรา้งสคอพอลตินิดว้ย 
 ผลการศกึษาสรุปไดว้่าเชือ้ P. palmivora และ exogenous SA สามารถกระตุน้ให้
ยางพารามรีะดบั SA ภายใน (endogenous SA) สงูขึน้  เน่ืองจากสามารถกระตุน้การแสดงออก
ของยนี PR-1 โดยรวมได ้  โดยคาดว่า endogenous SA จะทาํหน้าทีเ่ป็นโมเลกุลสง่สญัญาณ
ใหก้บัระบบ SAR ทีม่ยีนี PR-1 เป็นเครื่องหมาย   ดงันัน้จงึกล่าวไดว้่า SA เป็นตวักระตุน้ชนิด
หน่ึงทีส่ามารถกระตุน้ระบบ SAR ในยางพาราได ้ 
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1. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือรา  Potato Dextrose Agar (PDA) 
นํา PDA 39 กรมั ละลายในน้ํากลัน่ปรมิาตร 1 ลติร แลว้นําไปน่ึงฆ่าเชื้อ (autoclave) ที่

อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ภายใตค้วามดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนเทใสจ่านเลีย้งเชือ้เสน้
ผา่นศนูยก์ลาง 9 เซนตเิมตร จานละ 10 มลิลลิติร 
 
2. การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือรา V8 

นํา V8 ปรมิาตร 100 มลิลลิติร ผสมกบั CaCO3 1.5 กรมั เตมิผงวุน้ 10 กรมั ปรบัปรมิาตร
เป็น 500 มลิลลิติร แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ภายใตค้วามดนัไอน้ํา
นาน 15 นาท ีก่อนเทใสจ่านเลีย้งเชือ้เสน้ผา่นศูนยก์ลาง 9 เซนตเิมตร จานละ 10 มลิลลิติร 
 
3. การเตรียมไคโตซาน 

เตรยีม stock ไคโตซานความเขม้ขน้ 1% w/v โดยคอ่ยๆ ละลายไคโตซาน (Sigma, ≥75% 

deacetylated) ในกรดอะซติกิความเขม้ขน้ 50 มลิลโิมลาร์ กวนสารละลายดว้ยเคร่ืองผสม 
จากนั้นเตรียมสารละลายไคโตซานความเขม้ขน้ 0.5% และ 0.25% จาก stock ไคโตซาน 
จากนัน้ปรบั pH 5.6 ดว้ย 0.1 โมลาร์ NaOH แลว้นําไปอบน่ึงฆ่าเชื้อ ทีอุ่ณหภูม ิ121        
องศาเซลเซยีส ภายใตค้วามดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนนําไปใชง้าน 

 
4. การเตรียมปุ๋ ย N-P-K 

เตรยีมปุ๋ ย N-P-K (%w/v) โดยการชัง่ปุ๋ ย N-P-K (สตูร 25-7-7) ตราเรอืใบไวกิ้ง ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้ทีต่้องการ บดปุ๋ยใหล้ะเอยีด แลว้เตมิน้ํากลัน่ปลอดเชือ้ใหไ้ดป้รมิาตรทีต่อ้งการ จากนัน้
กรองตะกอนปุ๋ ยดว้ย suction flask จนไดส้ารละลายใสของปุ๋ ย N-P-K เตรยีมความเขม้ขน้ที่
ตอ้งการโดยเจอืจางในน้ํากลัน่แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส ภายใตค้วาม
ดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนนําไปใชง้าน 
 
5. การเตรียมอาหารเหลว Luria Bertaini (LB)  

ชัง่ LB 20 กรมั ปรบัปรมิาตรใน deionized water 1 ลติร ปรบั pH เท่ากบั 7.2-7.6 ดว้ย 
NaOH ความเขม้ขน้ 1 นอรม์อล แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส ภายใต้
ความดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนนําไปใชง้าน  

สาํหรบัอาหารแขง็ LB จะเตมิผงวุน้ 1.5% ซึง่เตรยีมโดยผสมองคป์ระกอบต่างๆ ใหเ้สรจ็
ก่อนจงึเตมิผงวุน้ แลว้นําไปนึ่งฆา่เชือ้ ทีอุ่ณหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส ภายใตค้วามดนัไอน้ํานาน 
15 นาท ีก่อนนําไปเทใสจ่านเลีย้งเชือ้ 
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สาํหรบัอาหาร LB ทีม่กีารเตมิ ampicillin เตรยีมโดยผสมสารละลาย ampicillin ลงในอาหาร
เลี้ยงเชื้อที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วซึ่งตัง้ทิ้งไว้ให้อุณหภูมปิระมาณ 60 องศาเซลเซียส เติม
สารละลาย ampicillin มคีวามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มลิลกิรมัต่อมลิลลิติร (อาหารทีม่กีารเตมิ 
IPTG และ X-gal ทาํเชน่เดยีวกบัการเตมิ ampicillin) 

 
6. การเตรียม ampicillin stock solution  

ชัง่ ampicillin 0.1 กรมั ละลายในน้ํากลัน่ทีฆ่า่เชือ้แลว้ 1 มลิลลิติร กรองผ่านกระดาษกรอง
ขนาด 0.22 ไมโครเมตร เกบ็ที ่-20 องศาเซลเซยีส   

 
7. การเตรียม 10X loading dye 

ผสม glycerol 5 มลิลลิติร และ 1XTAE 5 มลิลลิติร ใหเ้ขา้กนัแลว้เขีย่ bromophenol blue 
ลงไปผสมเลก็น้อย เกบ็ทีอุ่ณหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส 
 
8. การเตรียม 50X TAE buffer 

Tris-base 242 กรมั 
acetic acid 57.1 มลิลลิติร  
0.5 โมลาร ์EDTA (pH 8.0) 100 มลิลลิติร  
ปรบัปรมิาตรดว้ยน้ํากลัน่ใหไ้ด ้1 ลติร แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ ทีอุ่ณหภูม ิ121 องศาเซลเซยีส 

ภายใตค้วามดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนนําไปใชง้าน เกบ็ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง  
 
9. การเตรียม STET buffer 
 เตรยีมสารต่างๆ ใหม้คีวามเขม้ขน้สุดทา้ยดงัน้ี 8% sucrose, 5% Triton-X 100,       
50 มลิลโิมลาร ์EDTA ใน Tris-HCl ความเขม้ขน้ 50 มลิลโิมลาร ์ (pH 8) แลว้นําไปน่ึงฆา่เชือ้ที ่
121 องศาเซลเซยีส ภายใตค้วามดนัไอน้ํานาน 15 นาท ีก่อนนําไปใชง้าน  
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