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บทคัดย่อ 
  สภาวะขาดน า้ส่งผลตอ่การเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของพืช รวมไปถึงรูปแบบ
การแสดงออกของยีน พืชท่ีอยู่ในสภาวะขาดน า้จะมีการปรับตวัเพ่ือความอยู่รอด เช่น การปิดของ
ปากใบเพ่ือลดการคายน า้ และรักษาสมดุลของน า้ภายในเซลล์ ซึ่งฮอร์โมนท่ีเก่ียวข้องกับ
กระบวนการนี ้คือ กรดแอบไซซิก (abscisic acid; ABA) โดยยีนหลกัท่ีเก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์ ABA 
คือ ยีน 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) งานวิจยันีไ้ด้ศึกษาเก่ียวกับปริมาณน า้สมัพัทธ์ 
ปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ ประสิทธิภาพการใช้แสง และปริมาณคลอโรฟิลล์สมัพทัธ์
ของต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51, RRIM 600, RRIM 623, RRIT 408, RRIT 251 และ BPM 24 
ภายใต้สภาวะขาดน า้ในช่วงเวลาท่ีตา่งกนัท่ี 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั เม่ือต้นกล้ายางพาราขาดน า้ 
ปริมาณน า้สมัพทัธ์และประสิทธิภาพการใช้แสงมีค่าลดลงอย่างตอ่เน่ือง ในขณะท่ีปริมาณการร่ัวไหล
ของสารอิเล็กโทรไลต์มีคา่เพิ่มขึน้ และปริมาณคลอโรฟิลล์สมัพทัธ์คอ่นข้างคงท่ี จากการตอบสนอง
ทางสรีรวิทยาของยางพาราแตล่ะพนัธุ์สามารถจ าแนกพนัธุ์ยางพาราท่ีมีศกัยภาพในการทนทานตอ่
สภาวะขาดน า้ ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุม่ท่ีทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดี ประกอบด้วย ยางพาราพนัธุ์ 
RRIM 623 และ RRIT 408 กลุ่มท่ีทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ระดบัปานกลาง ประกอบด้วย RRIT 251 
และ RRIM 600 ส่วนยางพาราพนัธุ์ BPM 24 และ PB 5/51 เป็นกลุ่มท่ีไวต่อสภาวะขาดน า้ จึงได้
ท าการคดัเลือกต้นกล้ายางพารา ซึ่งประกอบด้วย ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623, RRIT 408 และ PB 5/51 
มาท าการศกึษาปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก และการแสดงออกของยีน NCED3 ผลการโคลนยีน 
NCED3 จาก cDNA ของยางพารา พบว่า ยีน NCED3 มีขนาด 1,785 คูเ่บส เม่ือเปรียบเทียบความเหมือน
ของล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่า มีความเหมือนกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ในมนัส าปะหลงั 
(Manihot esculenta) 91 เปอร์เซ็นต์ และ สบูด่ า (Jatropha curcas) 83 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการแสดงออก
ของยีน NCED3 ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ RRIM 623 มีรูปแบบการแสดงออกยีน NCED3 ท่ี
คล้ายคลึงกนั คือ ในวนัท่ี 0, 1, 3 และ 5 ของการงดน า้ การแสดงออกของยีน NCED3 คอ่นข้างคงท่ี 
และเพิ่มขึน้สงูสดุหลงัจากท าการงดน า้ในวนัท่ี 7 ส่วนยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีการแสดงออกของยีน 
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NCED3 เพิ่มขึน้หลังจากงดน า้ตัง้แต่วันท่ี 1 และเพิ่มขึน้จนถึงจุดสูงสุดในวันท่ี 5 หลังจากนัน้ 
การแสดงออกของยีน NCED3 จะลดลงอย่างรวดเร็วโดยเฉพาะในวนัท่ี 9 ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณ 
การสะสมกรดแอบไซซิก ยางพาราพนัธุ์  RRIM 623 มีการสะสมกรดแอบไซซิกน้อยกว่ายางพาราพนัธุ์  
RRIT 408 และ PB 5/51 โดยยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีการสะสมกรดแอบไซซิกในช่วงแรกของการขาดน า้ 
ตัง้แต่วนัท่ี 1 ของการงดน า้และมีปริมาณเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว ในขณะท่ียางพาราพันธุ์ RRIT 408 
และ RRIM 623 มีการสะสมกรดแอบไซซิกท่ีช้ากว่า โดยมีการเพิ่มขึน้อยา่งเห็นได้ชดัในวนัท่ี 7 ของ
การงดน า้ นอกจากนีจ้ากการตรวจสอบความไวของการปิดปากใบต่อกรดแอบไซซิก พบว่า ยางพารา
พันธุ์  RRIM 623 มีความไวต่อการปิดปากใบมากกว่ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ PB 5/51 ซึ่ง
อาจส่งผลให้ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีความสามารถในการปรับตวัได้ดีกว่า แม้ว่าจะมีปริมาณ
การสะสมกรดแอบไซซิกในปริมาณท่ีน้อยกวา่ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 ภายใต้สภาวะแล้ง 
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ABSTRACT 
  Drought condition affects the physiological changes of plant and gene 
expression patterns. Under drought condition, plants have to adapt for survival such as 
stomatal closure to reduce dehydration and to maintain water balance in the cell. The 
hormone that associated with this process is ABA (abscisic acid) which synthesized by 
9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) gene. This research was studied on 
morphology relative water content, maximum quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm), 
electrolyte leakage and relative chlorophyll content of PB 5/51, RRIM 600, RRIM 623, RRIT 408, 
RRIT 251 and BPM 24 rubber clones under water deficit condition at 0, 1, 3, 5, 7, 9 and 
11 days. Under drought condition dehydrated, relative water content and maximum 
quantum efficiency of photosystem II (Fv/Fm) were continuously decreased while the 
electrolyte leakage increased and relative chlorophyll content was stable. Based on the 
physiological responses of rubber clones, they were divided into three groups: drought 
tolerance group includes RRIM 623 and RRIT 408. The moderate tolerance group 
includes RRIT 251 and RRIM 600. The susceptible group includes BPM 24 and PB 5/51. 
Subsequently, RRIM 623, RRIT 408 and PB 5/51 were chosen for investigation of abscisic 
acid accumulation and gene expression of 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) 
under drought condition. Therefore, NCED3 gene from rubber tree was cloned and 
analyzed. The cDNA of NCED3 gene contains a complete open reading frame (ORF) of 
1,785 bps. The nucleotide sequence showed similarity to the NCED3 gene from Manihot 
esculenta 91% and Jatropha curcas 83%. For gene expression analysis. RRIT 408 and 
RRIM 623 exhibited similar expression pattern with stable expression at 0, 1, 3 and 5 days 
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after water withholding and increased to the highest level at 7 days after water withholding. 
PB 5/51 showed the increased expression of NCED3 gene after 1 day of water withholding 
and reached maximum level at 5 days after water withholding then decreased especially 
on 9 days after water withholding. However, NCED3 transcription level of RRIT 408 and PB 5/51 
showed higher expression compare to RRIM 623 which is drought tolerant clone and 
corresponded to the accumulation of abscisic acid. RRIM 623 accumulated abscisic acid 
less than RRIT 408 and PB 5/51. PB 5/51 rapidly increased in abscisic acid at the early 
stage of drought condition while RRIT 408 and RRIM 623 gradually increased especially 
at 7 days after water withholding. In addition, sensitivity of stomata response to abscisic 
acid showed that RRIM 623 have higher sensitivity than RRIT 408 and PB 5/51. This may 
result in better drought adaptation of RRIM 623 even though the amount of abscisic acid 
accumulation was less than that of RRIT 408 and PB 5/51 during drought conditions. 
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ผู้ ท่ีมีพระคณุทุกท่าน ท่ีให้การสนับสนุนช่วยเหลือในทุกๆ ด้าน ทัง้คอยให้ก าลงัใจ ผลกัดนั และ  
คอยเป็นท่ีปรึกษามาโดยตลอดจนส าเร็จการศกึษา 
 

ชตุมิา สทุจิตร์ 
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KJ123695.1), Carica papaya (CpNCED3, XM022039358.1), Malus x domestica 
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บทที่ 1  
 

บทน า 
  

บทน าต้นเร่ือง 

 
  ยางพารา (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) เป็นพืชท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจ
ของภาคใต้และประเทศไทย ประเทศไทยมีพืน้ท่ีปลูกยางพารามากเป็นอันดบัสองของโลกรองจาก
ประเทศอินโดนีเซีย มีเกษตรกรท่ีปลูกยางพารารวมทัง้ประเทศประมาณ 6 ล้านคน หรือประมาณ 
ร้อยละ 10 ของประชากรทัง้ประเทศ (สถาบนัวิจยัยาง, 2560)  
  ปัจจบุนัการเปล่ียนแปลงของสภาพภูมิอากาศโลก และสภาวะโลกร้อนโดยเฉพาะ
อุณหภูมิท่ีสูงขึน้ส่งผลให้เกิดปัญหาความแห้งแล้งท่ีมีความรุนแรงมากขึน้ ปัญหาดังกล่าวส่ง  
ผลกระทบอย่างมากต่อภาคเกษตรกรรม เม่ือพืชตกอยู่ในสภาวะแล้ง พืชเกิดการตอบสนองต่อ
ความเครียด โดยในสภาวะขาดน า้จะท าให้น า้ในดินลดลง จนถึงสภาวะท่ีพืชมีอตัราการคายน า้
มากกว่าอัตราการดูดน า้ พืชไม่สามารถดดูน า้ท่ีอยู่ภายนอกเข้าสู่เซลล์ได้ สภาพอากาศท่ีแห้งแล้ง 
ท าให้พืชสูญเสียน า้จากการคายน า้ ส่งผลกระทบทัง้ในระดบัเซลล์ และกระบวนการต่าง ๆ ภายใน
เซลล์ เชน่ ท าให้อตัราการสงัเคราะห์แสงลดลง เน่ืองจากพืน้ท่ีใบลดลง ใบพืชมีอาการเห่ียว ปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซต์ (CO2) ท่ีเข้าสู่ใบลดลง การสงัเคราะห์โปรตีน และโพลีไรโบโซม (polyribosome) 
ของพืชลดลง ปริมาณอาร์เอ็นเอส (RNase) และไรโบโซม (ribosome) เพิ่มขึน้ การเกิดสารอนุมลูอิสระ
หรือสารประกอบออกซิเจนท่ีไวต่อปฏิกิริยา (reactive oxygen species; ROS) ซึ่งสารดังกล่าว 
มีคุณสมบตัิเป็นตวัออกซิแดนซ์อย่างรุนแรงท่ีสามารถท าลายโมเลกุลของสารต่างๆ เช่น ดีเอ็นเอ 
โปรตีน เย่ือหุ้มเซลล์ รวมทัง้โครงสร้างของเซลล์พืช ท าให้เซลล์ตาย ซึ่งเป็นสาเหตทุ าให้อตัรา-
การเจริญเติบโต และผลผลิตลดต ่าลง (Osakabe et al., 2014) 
  สภาวะขาดน า้ส่งผลกระทบต่อการปลกูสร้างสวนยางพารา โดยในระยะต้นกล้า 
หากมีปริมาณน า้ท่ีไม่เพียงพอจะท าให้ต้นกล้าได้รับความเสียหาย และตายเป็นจ านวนมาก  
ส่วนในระยะท่ีให้ผลผลิต หากมีปริมาณน า้ท่ีไม่เพียงพอจะท าให้ผลผลิตน า้ยางลดลงได้ ซึ่งวิธีการ
แก้ปัญหาเบือ้งต้น ส าหรับปัญหาสภาวะโลกร้อนและสภาวะขาดน า้ในยางพารา ท่ีดีท่ีสุด คือ  
การคดัเลือกต้นกล้ายางพาราท่ีสามารถทนต่อสภาวะแล้งได้ ดงันัน้ การปรับปรุงพนัธุ์ยางพาราท่ี
ทนต่อสภาวะแล้งจึงมีความจ าเป็นอย่างมาก ในปัจจบุนัมีการคิดค้นวิธีการต่างๆ ท่ีสามารถใช้ใน
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การตรวจสอบการตอบสนองทางสรีรวิทยาของพืชได้ โดยสามารถน าข้อมูลดังกล่าวมาใช้ใน 
การคดัเลือก และปรับปรุงพนัธุ์ท่ีต้องการได้ อีกทัง้ยงัมีการน าเทคนิคทางด้านชีวโมเลกลุมาใช้เพ่ือ
ลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธุ์ในไม้ยืนต้นอยา่งยางพาราอีกด้วย นอกจากนีส้ภาวะขาดน า้สง่ผล
ตอ่การเปล่ียนแปลงลกัษณะทางสรีรวิทยา กระบวนการทางชีวเคมีรวมไปถึงรูปแบบการแสดงออกของ
ยีนหลายประการ พืชท่ีอยู่ในสภาวะขาดน า้จะมีการตอบสนองเพ่ือความอยู่รอด เช่น การปิดของ 
ปากใบเพ่ือลดการคายน า้ การสังเคราะห์แสงจะลดลง ซึ่งฮอร์โมนท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนการนีคื้อ  
กรดแอบไซซิก โดยยีนท่ีส าคัญคือ NCED3 ซึ่งเก่ียวข้องกับการสังเคราะห์กรดแอบไซซิก พืชท่ีมี
แนวโน้มทนต่อสภาวะขาดน า้จะมีความสามารถในการสะสมกรดแอบไซซิกเพ่ือลดความเสียหายของ
เซลล์ท่ีเกิดจากสภาวะขาดน า้ การศึกษาครัง้นีมี้วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง 
การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยา การตอบสนองทางสรีรวิทยา และการศึกษาการแสดงออกของ 
ยีน NCED3 ท่ีเก่ียวข้องกับการสะสมปริมาณกรดแอบไซซิกในยางพาราภายใต้สภาวะขาดน า้  
หากการแสดงออกของยีน NCED3 สอดคล้องกับการสะสมปริมาณกรดแอบไซซิก การตอบสนองทาง
สณัฐานวิทยาและทางสรีรวิทยา ก็สามารถใช้ข้อมลูดงักล่าว เพ่ือการคดัเลือกต้นกล้ายางพาราท่ีทนตอ่
สภาวะขาดน า้ได้ 
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การตรวจเอกสาร  
 

1. ความส าคัญของน า้ต่อพืช และสภาวะขาดน า้ 
 
  น า้เป็นองค์ประกอบส าคัญของพืช มีอยู่ในเซลล์พืชประมาณ 85 - 90% ซึ่งมี
ความส าคญัในกระบวนการทางสรีรวิทยาของพืชทัง้กระบวนการทางฟิสิกส์และเคมี เชน่ เป็นตวัท าละลาย
ท่ีจะท าให้เกิดปฏิกิริยาเคมีในกระบวนการสังเคราะห์แสง ช่วยในการล าเลียงธาตุอาหารไปเลีย้ง  
ส่วนต่างๆ ของพืช น า้เป็นองค์ประกอบส าคญัของเซลล์พืช ซึ่งน า้เป็นตวัช่วยรักษาความเต่งของเซลล์ 
(cell turgidity) ซึ่งมีผลตอ่การเปิดปิดปากใบ ชว่ยรักษาสภาพโครงสร้างของโพรโทพลาสซึม การพฒันา
และการขยายขนาดของเซลล์พืช น า้ยงัเป็นองค์ประกอบของสารอินทรีย์ภายในเซลล์ หากในเซลล์มี
ปริมาณน า้ท่ีไม่เพียงพอท าให้เกิดความผิดปกติของเซลล์ได้ อีกทัง้มีส่วนช่วยรักษาระดับอุณหภูมิ
ภายในเซลล์พืชให้อยู่ในระดบัท่ีเหมาะสม (สายณัห์, 2534) นอกจากนีน้ า้ถือเป็นปัจจยัส าคญัมากท่ีสดุ
ในการจ ากัดผลผลิตทางการเกษตร เพราะฉะนัน้จึงจ าเป็นอย่างยิ่งท่ีควรศึกษาการตอบสนองของ 
พืชเศรษฐกิจตอ่สภาวะขาดน า้  
  สภาวะขาดน า้ คือ สภาวะท่ีเกิดขึน้เน่ืองจากอัตราการคายน า้ของพืชมากกว่า
อตัราการดดูน า้ของพืช ส่งผลให้ปริมาณน า้ในพืชลดลงจนมีผลตอ่สรีรวิทยาของพืช ซึ่งมีการตอบสนอง
ท่ีแตกต่างกันขึน้อยู่กับระดับความรุนแรงของการขาดน า้ และช่วงเวลาของการขาดน า้ของพืช 
(สายัณห์, 2534) น า้เป็นปัจจัยส าคัญท่ีส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของพืช 
สภาวะขาดน า้เกิดขึน้ได้หลายสาเหต ุเช่น ความแล้ง สภาพดินเค็ม หรือแม้แต่สภาพอุณหภูมิต ่า 
สภาพเหล่านีท้ าให้พืชไม่สามารถดูดน า้ท่ีอยู่ภายนอกเข้าสู่เซลล์ได้ สภาวะขาดน า้ท าให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงลักษณะทางสรีรวิทยา กระบวนการทางชีวเคมี รวมถึงการแสดงออกของยีน 
(Shinozaki and Yamaguchi-Shinozaki, 1997) การเปล่ียนแปลงบางอย่างเป็นผลกระทบท่ี
เกิดขึน้จากสภาวะขาดน า้ เช่น อตัราการการเจริญเตบิโต อตัราการสงัเคราะห์แสง การดดูซมึธาตอุาหาร
ในเนือ้เย่ือพืช การสงัเคราะห์น า้ตาล แป้ง และโปรตีนลดต ่าลง การเกิดสารประกอบออกซิเจนท่ีไว
ต่อการท าปฏิกิริยา(reactive oxygen species) เป็นต้น แต่ในขณะเดียวกันการเปล่ียนแปลง
บางอย่างเกิดขึน้เน่ืองจากการปรับตวัของพืช เช่น การสงัเคราะห์ฮอร์โมน อย่างกรดแอบไซซิก 
เพิ่มมากขึน้ เพ่ือควบคมุการปิดปากใบ ช่วยให้พืชลดการคายน า้ หรือแม้แตก่ารสะสมตวัถกูละลายบาง
ชนิด เชน่ โพรลีน น า้ตาลแอลกอฮอล์ หรือน า้ตาลในปริมาณท่ีสงูขึน้ เพ่ือรักษาสมดลุย์ของน า้ในเซลล์ 
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2. กลไกการปรับตัวต่อสภาวะขาดน า้ในพืช 
 
  สภาวะขาดน า้ในพืชจะส่งผลต่อสรีรวิทยาของพืช โดยเม่ือพืชมีการขาดน า้ 
จะมีการตอบสนองทางสรีรวิทยาเพ่ือปรับตัวในการอยู่รอด ได้แก่ การปิดเปิดของปากใบและ  
การสงัเคราะห์ด้วยแสง สภาวะขาดน า้มีผลตอ่การสงัเคราะห์แสงของพืช และยงัส่งผลให้มีการปิด
ของปากใบ ท าให้การใช้ CO2 ลดลง เพราะ CO2 จะผา่นเข้าออกทางปากใบ จดัวา่เป็นกระบวนการ
ตอบสนองท่ีเร็วท่ีสุด (สายัณห์, 2534) ซึ่งการตอบสนองต่อสภาวะขาดน า้ดังกล่าวจะส่งผลต่อ 
การปรับตวัของพืช โดยพืชมีกลไกการปรับตวัตอ่สภาวะขาดน า้ ซึง่จ าแนกได้ 3 ประเภท ดงันี ้ 
   2.1 การหนีแล้ง (drought escape) หมายถึง พืชท่ีสามารถจบวงจรชีวิตก่อนท่ี
จะเกิดสภาวะขาดน า้ได้ เช่น การพฒันาอย่างรวดเร็วเป็นความสามารถของพืชท่ีท าให้พืชเจริญ
ครบวงจรได้รวดเร็วขึน้ เม่ือพืชได้รับผลกระทบจากสภาวะขาดน า้ นอกจากนีก้ารขยายเวลาช่วง
ออกดอกติดผล เป็นความสามารถของพืชในการขยายระยะเวลาของการออกดอกออกไปได้ เม่ือ
พืชได้รับน า้หรือมีฝนตกภายหลงัจากผ่านช่วงแล้ง ท าให้พืชฟืน้ตวัและออกดอกให้ผลผลิตได้ เช่น 
พืชตระกลูถัว่  
   2.2 การทนแล้ง (drought tolerance) หมายถึง พืชท่ีทนทานตอ่สภาวะขาดน า้
ได้โดยการลดศกัย์ของน า้ รักษาความเตง่ของเซลล์ด้วยการสะสมของสารละลายภายในเซลล์ใน
สภาวะขาดน า้ ดงันัน้จึงท าให้คา่ osmotic potential สงูขึน้ ท าให้คา่ turgor pressure เพิ่มขึน้ด้วย
   2.3 การทนแล้งโดยรักษาศกัย์ของน า้ (drought avoidance) หมายถึง ความสามารถ
ของการทนแล้งท่ีเก่ียวข้องกับกลไกการลดการสูญเสียน า้ของพืช (Taiz and Zeiger, 1991) และ
รักษาระดบัในการดดูน า้ของพืช เชน่ ลดการสญูเสียน า้โดยการปิดปากใบ การม้วนใบ การสะท้อนของใบ
และการลดพืน้ท่ีใบ เพ่ือรักษาระดบัการดดูน า้ของพืชท่ีเก่ียวข้องกบัการเจริญของรากท่ีเพิ่มขึน้ และ
เม่ือการเจริญทางยอดลดลง รากพืชจะสามารถหยั่งลึกและแพร่กระจายได้ดีขึน้ ส่งผลให้พืช
สามารถดดูน า้ได้อยา่งมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้ (สายณัห์, 2534) 
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3. การตอบสนองของพืชต่อสภาวะขาดน า้ 
  
  พืชมีกลไกในการปรับตวั โดยพืชมีการรับสภาพความเครียดแล้วเกิดการรับรู้ และ
การจดจ า (recognition) การเกิดลกัษณะความเครียดนัน้ เม่ือเกิดความเครียดอีกพืชจะมีการแปลง
และส่งสญัญาณ (signal transduction) ให้มีการเกิดการเปล่ียนแปลงระดบัยีนเพ่ือเปล่ียนแปลง
การแสดงออกของยีน (gene expression) ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงในระดบัโมเลกลุหรือเมแทบอลิซึม
ระดบัเซลล์ ส่งผลตอ่กระบวนการทางสรีรวิทยา (physiology) ทางด้านการเจริญเติบโต (development) 
(เอ็จ, 2554) 
 
 3.1 การตอบสนองทางสรีรวิทยาต่อสภาวะขาดน า้ในพืช 
 
  สภาวะขาดน า้เกิดขึน้เน่ืองจากพืชมีอตัราการคายน า้มากกว่าการดดูซบัน า้ไปใช้ 
สภาวะขาดน า้เก่ียวเน่ืองอยา่งมากกบัความชืน้ในดิน โดยคณุสมบตัิการเก็บน า้ในดิน (soil water retention)
ขึน้อยู่กับลักษณะของเนือ้ดิน ความชืน้ในดินท่ีพืชสามารถน าไปใช้ได้คิดจากผลต่างระหว่างค่า
ความชืน้ชลประทาน (field capacity) กับค่าความชืน้ท่ีจุดเห่ียวเฉา (permanent wilting point) 
โดยคา่ความชืน้ชลประทาน คือ น า้ท่ีดินสามารถดดูซบัไว้ได้หลงัจากท่ีน า้อิสระ (free water) ถกูระบาย
ออกหมด ในระยะนีค้วามชืน้ในดินจะมีการเปล่ียนแปลงน้อย เหลืออยู่เฉพาะปริมาณน า้ท่ีดิน
สามารถดดูซบัไว้ได้เต็มท่ี (capillary water) ส่วนความชืน้ท่ีจดุเห่ียวเฉาถาวร คือ ความชืน้ในดินท่ี
ต้นพืชไมส่ามารถดดูซบัมาใช้ได้ และหลงัจากนัน้พืชจะเร่ิมมีการเห่ียวเฉาอยา่งถาวร (สายณัห์, 2534) 
สภาวะขาดน า้ส่งผลตอ่การผลิตอาหารของพืช โดยการเปิดปิดปากใบลดลงท าให้ช่องทางท่ีพืชรับ
คาร์บอนไดออกไซด์มาใช้ในกระบวนการสงัเคราะห์แสงลดลง ส่งผลต่อการดดูซึมน า้และธาตอุาหาร
อีกด้วย (สายณัห์, 2537) เม่ืออตัราการหายใจของพืช การล าเลียงอาหาร และการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์
ลดลงเกือบเป็น 0 ส่งผลให้คา่ศกัย์ของน า้ (water potential) มีคา่เท่ากบั -10 ถึง -20 bars ในขณะท่ี
กิจกรรมของ hydrolytic enzymes เพิ่มขึน้ (นวรัตน์ และคณะ, 2542) นอกจากนีภ้ายใต้สภาวะขาดน า้
หากมีการให้น า้แก่พืชอีกครัง้ พืชจะสามารถฟืน้ตวัได้อีก ถึงแม้ว่าการเจริญเติบโตและอตัราการ-
สงัเคราะห์แสงของใบอ่อนจะมีประสิทธิภาพลดลง ส่วนการเจริญเติบโตของรากในสภาวะ ท่ีพืช
ได้รับน า้สม ่าเสมอ ระบบรากส่วนใหญ่จะอยูท่ี่ผิวดินชัน้บน แตเ่ม่ือความชืน้ท่ีผิวดินลดลงเน่ืองจาก
สภาวะขาดน า้ ส่งผลให้การเจริญเติบโตของรากท่ีผิวดินชัน้บนลดลง รากพืชจะมีการปรับตวัเพ่ือ
ความอยูร่อดโดยการชอนไชไปในดินชัน้ลา่งเพ่ือรักษาความสมดลุของน า้ในต้นพืช (สายณัห์, 2534) 
ดงัแสดงในภาพท่ี 1   
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  เม่ือพืชอยู่ในสภาวะขาดน า้ มีกระบวนการตอบสนองทางสรีรวิทยาเกิดขึน้อย่างมาก 
โดยปริมาณน า้ในใบ (relative water content) เป็นตวับง่ชี ้ท่ีสามารถตรวจสอบได้อยา่งชดัเจนเม่ือ
พืชขาดน า้ เป็นการเปรียบเทียบปริมาณน า้ในช่วงเวลาหนึ่งกบัใบท่ีอ่ิมตวัด้วยน า้ และใบท่ีถกูดงึน า้ออก 
ซึ่งสอดคล้องและสมัพนัธ์กับการวดัศกัย์ของน า้ในใบพืช (เฉลิมพล, 2535) การเกิดสภาวะขาดน า้
อย่างรุนแรง ท าให้พืชมีการปรับแรงดนัออสโมติก (osmotic pressure) ซึ่งเป็นกลไกท่ีพืชพยายาม
ควบคมุศกัย์ของน า้ ในส่วนตา่งๆ ของล าต้นให้อยู่ในสมดลุ จะท าให้อตัราการสงัเคราะห์ด้วยแสง 
และการหายใจของพืชลดลง อาการเห่ียวและร่วงของใบเป็นการปรับตวัเพ่ือการอยู่รอดของต้นพืช 
ซึง่ถือวา่เป็นกระบวนการตอบสนองท่ีไวท่ีสดุ  
  การสงัเคราะห์แสงของพืช เป็นกระบวนการทางสรีรวิทยาท่ีพืชดดูซบัพลงังานแสง
แล้วเปล่ียนเป็นพลงังานเคมีสะสมไว้ในรูปสารประกอบคาร์โบไฮเดรต ซึง่เป็นสารประกอบคาร์บอน
ท่ีมีพลงังานสงู เชน่ น า้ตาล และแป้ง แล้วน าไปใช้ในกระบวนการตา่ง  ๆของพืช โดยผา่นกระบวนการหายใจ 
(นิวตัิ, 2535) การสงัเคราะห์แสงได้รับอิทธิพลจากปัจจยัหลายประการ ทัง้ปัจจยัสิ่งแวดล้อมภายนอก 
ได้แก่ ความเข้มแสง อณุหภมูิ และความชืน้ในอากาศ เป็นต้น และปัจจยัภายในพืชท่ีส าคญั ได้แก่ 
อายใุบ และปริมาณคลอโรฟิลล์ภายในใบ เป็นต้น (พนูพิภพ, 2549) เม่ือพืชตกอยูใ่นสภาวะขาดน า้ 
ปริมาณน า้สมัพทัธ์ในใบพืชจะลดลง อาจสร้างความเสียหายในระดบัเซลล์พืช สง่ผลให้เย่ือหุ้มเซลล์  

ภาพท่ี 1 การตอบสนองของพืชตอ่สภาวะขาดน า้  
ที่มา: Zingaretti และคณะ (2013) 
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ถูกท าลายสารอิเล็กโทรไลต์ต่างๆ ภายในเซลล์เกิดการร่ัวไหลออกมาภายนอกเซลล์ ซึ่งสามารถ 
วดัคา่การน าไฟฟ้าในสารละลายท่ีมีชิน้สว่นพืชได้ โดยคา่การน าไฟฟ้าในสารละลายของพืชท่ีได้รับ
สภาวะเครียดจะสงูกว่าพืชท่ีอยู่ในสภาวะปกติ กล่าวคือ ความรุนแรงของสภาวะขาดน า้ท่ีพืชได้รับ
สง่ผลให้การร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ของชิน้สว่นใบพืชเพิ่มสงูขึน้ (คงเอก, 2558) ความเสียหาย
ในระดบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้ส่งผลต่อกระบวนการสงัเคราะห์แสงของพืชด้วย โดยทั่วไปพืชท่ีสามารถ
สงัเคราะห์แสงได้จะประกอบด้วยรงควตัถ ุซึ่งสามารถแบง่ได้หลายชนิด แตล่ะชนิดมีคณุสมบตัิใน
การดูดกลืนแสงท่ีแตกต่างกัน รงควัตถุจ าพวกคลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุสีเขียวท่ีพบมากในพืช  
ท าหน้าท่ีส าคญัในการดูดซับพลังงานจากแสงอาทิตย์และกระตุ้นปฏิกิริยาแสงในกระบวนการ
สงัเคราะห์แสง คลอโรฟิลล์มีหลายชนิด ได้แก่ คลอโรฟิลล์เอ บี ซี และดี เป็นต้น โดยแต่ละชนิด 
มีโครงสร้างและคุณสมบตัิต่างกันไป เช่น คลอโรฟิลล์เอดูดแสงได้ดีท่ีสุดท่ีความยาวช่วงคล่ืนซึ่งมี
ศนูย์กลางปฏิกิริยาท่ี 680 และ 700 นาโนเมตร ส าหรับคลอโรฟิลล์บีสามารถดดูแสงได้ดีในหลาย
ความยาวคล่ืน ได้แก่ 480, 640 และ 650 นาโนเมตร (สมบญุ, 2537) สนุทรีและธาดา (2543) อธิบายว่า
เม่ือพลังงานแสงส่องกระทบใบพืช ใบจะมีการถ่ายเทพลังงานได้หลายวิธี วิธีหลัก คือ การใช้
พลงังานแสงในกระบวนการสงัเคราะห์แสง พลงังานส่วนเกินจะระบายโดยเป็นคล่ืนความร้อน และ
แผ่รังสีฟลูออเรสเซนต์ การวัดรังสีฟลูออเรสเซนต์จึงเป็นวิธีหนึ่งท่ีใช้ประเมินประสิทธิภาพของ
กระบวนการสงัเคราะห์แสงได้ โดยพลงังานท่ีได้รับมีการส่งผ่านอิเล็กตรอน ไปยงัศูนย์กลางของ
ปฏิกิริยาการสงัเคราะห์แสง จาก photosystem II ไปยงั photosystem I การวดัรังสีฟลอูอเรสเซนต์
จึงเป็นวิธีหนึ่งท่ีนิยมน ามาใช้ประเมินประสิทธิภาพของการสังเคราะห์แสง ซึ่งเป็นการให้แสง 
อย่างเต็มท่ีแก่ส่วนของใบท่ีวัด แล้วตรวจอ่านระดบัฟลูออเรสเซนต์ท่ีได้ โดยเคร่ืองวดัจะให้แสง
ความเข้มต ่าก่อน ซึ่งเคร่ืองจะอ่านค่า Fo (minimum fluorescence) หลงัจากนัน้เคร่ืองจะส่องแสง
ความเข้มข้นสงูมากเพ่ือให้มีการเคล่ือนย้ายอิเล็กตรอนเต็มก าลงัรับของระบบ photosystem II คือ
ให้ reaction centers อยู่ในสภาพปิดหมด เพ่ือให้เกิดรังสีฟลูออเรสเซนต์เต็มท่ี ค่าท่ีเคร่ืองอ่าน
ในช่วงนีคื้อ Fm (maximum fluorescence) เม่ือพลังงานถูกส่งต่อไปยัง photosystem I การเปล่ง
ฟลูออเรสเซนต์ของคลอโรฟิลล์ก็จะลดลงสู่ระดบัต ่าสุดอีกครัง้ ตวัรับอิเล็กตรอนก็จะสามารถรับ
พลงังานแสงได้อีกครัง้ ความต่างระหว่างค่า Fm และ Fo เรียกว่า variable fluorescence (Fv) คือ 
ความสามารถของ photosystem II ในการรับพลังงานแสงแล้วถ่ายทอดไปสู่  photosystem I มี
สูตรดงันี ้Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm (นวลมณี, 2553) การศึกษาคลอโรฟิลล์ฟลูออเรสเซนต์ เป็นการวัด
อตัราส่วนของ Fv/Fm ซึ่งแสดงถึงความสามารถของ photosystem ll (PSll) ในการรับพลงังานจาก
รังสีดวงอาทิตย์และถ่ายทอดพลงังานไปสู่ photosystem l (PSl) ซึ่งอิทธิพลของสภาพแวดล้อม 
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มีผลต่อค่า Fv และ Fm ในพืช โดยค่า Fv มีค่าต ่าเม่ืออยู่ในสภาวะเครียด เช่น ความร้อน ส่วนค่า Fm 
ลดลงเม่ือความเข้มแสงสูง แต่ไม่ เปล่ียนแปลงโดยอุณหภูมิ ซึ่งอัตราส่วนระหว่าง Fv/Fm มี
ความสมัพนัธ์กบัประสิทธิภาพในการใช้แสง (Krause and Weis, 1991)  
  สภาวะขาดน า้จะมีผลตอ่การเปิดปิดปากใบ และกิจกรรมของการสงัเคราะห์แสงในใบ
การปิดปากใบระหว่างการขาดน า้ในช่วงแรกๆ ประสิทธิภาพการใช้น า้อาจจะเพิ่มขึน้ แต่เม่ือ
สภาวะขาดน า้เร่ิมรุนแรงขึน้ ประสิทธิภาพในการใช้น า้ก็เร่ิมลดลงเชน่กนั (Sung and Krieg, 1979) 
Sangsing และ Rattanawong (2012) ได้ท าการเปรียบเทียบความสามารถในการทนแล้งของ
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 พบว่า ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 จะปิดปากใบเร็วกว่า 
RRIT 251 เม่ืออยู่ในสภาวะขาดน า้ส่งผลให้  RRIM 600 มีความทนทานต่อสภาวะขาดน า้ดีกว่า
พันธุ์  RRIT 251 เล็ ก น้อย เช่น เ ดียวกับการศึกษาของSittichai และ  Sdoodee (2013)  ท่ี
ท าการศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาต่อสภาวะแล้ง พบว่ายางพาราพันธุ์  RRIM 600  
มีแนวโน้มท่ีสามารถทนต่อสภาวะแล้งได้ดีกว่า RRIT 251 เพียงเล็กน้อยจากการศึกษาค่าชักน า
การเปิดปิดปากใบ พบว่า ยางพาราพนัธุ์  RRIM 600 มีค่าลดลงอย่างรวดเร็วหลังจากงดน า้เป็น
เวลา 8 วนั ในขณะท่ียางพาราพนัธุ์ RRIT 251 จะคอ่ยๆ ลดลงในวนัท่ี 10 ของการงดน า้แตค่า่ศกัย์
ของน า้ในใบยางพาราพันธุ์ RRIT 251 ลดลงอย่างรวดเร็ว การสงัเคราะห์แสงและการคายน า้ของ
ยางพาราทัง้ 2 พนัธุ์ มีคา่ลดลงในสภาวะขาดน า้ แตไ่มมี่ความแตกตา่งทางสถิตอิยา่งมีนยัส าคญั  
 
 3.2 การตอบสนองทางชีวโมเลกุลต่อสภาวะขาดน า้ในพืช 
 
  ในสภาวะขาดน า้ เซลล์พืชเกิดการตอบสนองอย่างรวดเร็ว เพราะน า้เป็นองค์ประกอบ-
ส าคญัของเซลล์ ภายใต้สภาวะขาดน า้คา่ matric potential ของดินจะเป็นลบมากขึน้ พืชจะดดูน า้
ต่อไปได้โดยค่าศักย์ของน า้ภายในพืชมีค่าต ่ากว่าศักย์ของน า้ ในดิน การปรับค่าออสโมติก 
(osmotic adjustment) หรือการสะสมสารบางชนิดโดยเซลล์ซึ่งท าให้ค่า osmotic potential  
เป็นลบมากขึน้  เป็นกระบวนการท่ีท าให้ค่าศักย์ของน า้ ลดลงได้ โดยท่ีค่าแรงเต่ง ไม่ลด  
การเปล่ียนแปลงค่าศกัย์ของน า้ในเนือ้เย่ือเกิดขึน้จากการเปล่ียนแปลงของ osmotic pressure  
ซึง่เป็น osmotic component ของคา่ศกัย์ของน า้การเกิดการปรับคา่ออสโมตกิแตกตา่งจากการท่ีมี
ความเข้มข้นของสารละลายเพิ่มขึน้ในเซลล์ท่ีสญูเสียน า้หรือก าลงัหดตวั แตก่ารปรับคา่ออสโมติก
เป็นการเพิ่มขึน้ของปริมาณสารทัง้หมดต่อเซลล์โดยไม่มีการเปล่ียนแปลงของปริมาตรเซลล์  
เน่ืองจากการขาดน า้ การเพิ่มของ osmotic pressure มกัจะเกิดขึน้น้อยมากประมาณ 0.2-0.8 MPa 
ยกเว้นในพืชท่ีมีการปรับตวัตอ่สภาวะขาดน า้ท่ีรุนแรงในการปรับค่าออสโมติกนีมี้การเพิ่มขึน้ของ
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สารประกอบทัว่ๆ ไปหลายชนิด เช่น น า้ตาล กรดอินทรีย์ และไอออนตา่งๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง K+ 
การปรับค่าออสโมติกสามารถรักษาแรงเต่งท าให้เซลล์สามารถขยายตัว และท าให้ปากใบยัง
สามารถเปิดได้ทัง้ท่ีมีคา่ศกัย์ของน า้ต ่า (Turner and Jones, 1980) การปรับคา่ออสโมติกสามารถ
เพิ่มความทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ของพืชได้ แตจ่ะไม่มีผลตอ่การสร้างผลิตผลของพืช (McCree 
and Richardson, 1987) นอกจากนีเ้ม่ือพืชตกอยู่ในสภาวะเครียดจะท าให้เกิดสารประกอบ-
ออกซิเจนท่ีไวตอ่ปฏิกิริยา (reaction oxygen species; ROS) ได้แก่ ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน 
(superoxide anion), ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) และอนุมูลไฮดรอกซิล 
(hydroxyl radical) (นุชนาฏ และคณะ, 2555) ซึ่งจะท าลายองค์ประกอบต่างๆของเซลล์ เช่น 
โปรตีนและดีเอ็นเอ สร้างความเสียหายให้กบัพืช (Osakabe et al., 2014) ส่งผลตอ่สรีรวิทยาของพืช 
และการแสดงออกของยีน (ยุวดี, 2553) พืชจะมีระบบการก าจดัอนุมลูอิสระท่ีเกิดจากการท างาน
ของสารต่างๆ ร่วมกัน เรียกว่า antioxidant ซึ่งเป็นสารท่ีท าหน้าท่ียับยัง้หรือต่อต้านปฏิกิริยา-
ออกซิเดชันหรือเป็นสารท่ีสามารถขจัดอนุมูลอิสระออกจากเซลล์ได้ เช่น เอนไซม์ superoxide 
dismutase, ascorbate peroxidase, glutathione และ catalase เป็นต้น (Karpinski et al., 1997) 
นอกจากนีกิ้จกรรมของเอนไซม์หลายชนิด โดยเฉพาะอย่างยิ่ง nitrate reductase, phenylalanine 
ammonialyase และอีกหลายชนิดลดลงอยา่งรวดเร็วเม่ือสภาวะขาดน า้มีความรุนแรงเพิ่มขึน้ สว่น

เอนไซม์บางชนิด เช่น α-amylase และ ribonuclease มีกิจกรรมเพิ่มขึน้ ซึ่ง hydrolytic enzymes 
จ าพวกนีส้ามารถย่อยโมเลกลุของแป้งและสารประกอบชนิดอ่ืนๆ ท าให้ค่า osmotic potential เป็นลบ
มากขึน้ หมายถึง พืชนัน้มีความสามารถในการต้านทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดี ระดบัความรุนแรง
ของสภาวะขาดน า้ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงกิจกรรมของเอนไซม์เป็นผลให้เกิดการยับยัง้ 
การแบง่เซลล์ หลงัจากนัน้ปากใบจะเร่ิมปิด ท าให้การคายน า้และการสงัเคราะห์แสงลดลง ส่งผล
ให้มีการสงัเคราะห์กรดแอบไซซิกในเนือ้เย่ือใบเพิ่มขึน้ถึง 40 เท่า การเพิ่มขึน้ของปริมาณกรดแอบไซซิก
อาจจะมีการปิดปากใบในพืชจ าพวก mesophyte เน่ืองจากมีการทดลองพบว่า การเพิ่มขึน้ของ
กรดแอบไซซิกท่ีน้อยมากในพืชน า้ พืชจ าพวกนีมี้การเพิ่มขึน้ของกรดแอบไซซิกในระดบัท่ีต ่ามากผิดปกติ 
(Kriedemann and Loveys, 1974) 
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4.กลไกการเปิด-ปิดปากใบที่ควบคุมโดยการเปล่ียนแปลงแรงดันเต่ง  
 
  ปากใบ (stomata) เป็นโครงสร้างท่ีเก่ียวข้องกับการแลกเปล่ียนก๊าซเพ่ือใช้ใน
กระบวนการสงัเคราะห์แสง การหายใจและ การคายน า้ ตลอดจนการล าเลียงน า้ในพืชซึ่งพบได้ 
ทกุส่วนของเนือ้เย่ือผิวของพืชในส่วนท่ีอยู่เหนือดิน แต่จะพบมากท่ีใบ ซึ่งปากใบเป็นโครงสร้างท่ี
ประกอบด้วยส่วนส าคญั คือ เซลล์คมุ (guard cell) เป็นเซลล์สองเซลล์ท่ีอยู่เป็นคูก่นัในชัน้เนือ้เย่ือผิว 
(epidermal layer) และชอ่งเปิดท่ีอยูร่ะหวา่งเซลล์คมุทัง้สอง (stomatal pore) (Esau,1977) 
  การเปิดรับ CO2 เป็นหน้าท่ีส าคญัของปากใบ พืชโดยทัว่ไปจะเปิดปากใบเม่ือมีแสง
เพ่ือรับ CO2 เพ่ือใช้ในการสังเคราะห์แสง ซึ่งโดยปกติ CO2 ในอากาศมีความเข้มข้นสูงกว่าในใบ  
เม่ือปากใบเปิด CO2 จึงแพร่เข้าสู่รูปากใบ แต่ในขณะเดียวกนัน า้ก็แพร่ออกจากใบสู่อากาศภายนอก
ด้วยเช่นกัน จึงท าให้มีปริมาณน า้สงูกว่าอากาศภายนอกใบ การแพร่เข้าของ CO2 และการแพร่ออก
ของน า้ทางปากใบนี ้เรียกว่า การสญูเสียน า้ทางปากใบหรือการคายน า้ (transpiration) การสญูเสียน า้
ทางปากใบหรือการคายน า้ มีความส าคญัตอ่พืชเป็นอย่างมาก เม่ือน า้แพร่ออกทางปากใบจะท าให้
เกิดแรงดนัน า้จากผิวใบไปจนถึงน า้ท่ีผิวราก ซึง่แรงดนันีท้ าให้พืชล าเลียงน า้จากรากขึน้ไปยงัส่วนยอด
ได้โดยไม่ต้องสญูเสียพลงังานมาก นอกจากนีก้ารคายน า้ทางปากใบเป็นการสญูเสียน า้ในรูปของ
ไอน า้ซึ่งเป็นการเปล่ียนสถานะของน า้จากของเหลวให้กลายเป็นไอ การเปล่ียนสถานะของน า้นี ้
เกิดขึน้โดยได้รับพลงังานความร้อนจากเซลล์ของใบ ดงันัน้ การคายน า้จงึช่วยลดอณุหภมูิของใบได้ 
ซึง่เป็นกลไกการควบคมุอณุหภมูิของใบให้คงท่ี เน่ืองจากเซลล์พืชประกอบไปด้วยน า้เป็นส่วนใหญ่ 
การสูญเสียน า้ทางปากใบหากมีปริมาณมากจนเกินไปจะท าให้ไม่สมดลุกับปริมาณน า้ท่ีเข้ามา  
ทางรากจงึสง่ผลให้พืชขาดน า้ สญูเสียความเตง่และเห่ียวในท่ีสดุ (อญัชลี, 2555) 
  การเปิดปากใบ หรือการเปล่ียนแปลงของความกว้างของช่องเปิดปากใบเกิดขึน้
จากการเปล่ียนแปลงแรงดนัเตง่ของเซลล์คมุ กล่าวคือ ถ้าเซลล์คมุมีแรงดนัเตง่มาก ช่องเปิดปากใบ
จะมีความกว้างมากขึน้จึงท าให้ปากใบเปิด ถ้าเซลล์คมุมีแรงดนัเต่งลดลงช่องเปิดของปากใบจะ
แคบลง ซึ่งถ้าแรงดนัเต่งลดลงถึงระดบัหนึ่ง ปากใบจะปิดสนิท โดยปกติแล้วปากใบจะเปิดเวลา
กลางวนั และปิดเวลากลางคืน มีพืชบางชนิดท่ีอาจเกิดสลบักันเช่นพืชในทะเลทราย เปิดปากใบ
เวลากลางคืนเพ่ือตรึง CO2 และปิดปากในเวลากลางวนัเพ่ือลดการสูญเสียน า้ ปัจจยัหลกัท่ีมีผล
โดยตรงตอ่การปิดเปิดปากใบ คือ ปริมาณ CO2 ความชืน้และแสง ซึ่งปากใบของพืชส่วนใหญ่มีความไว
ตอ่ความชืน้ในอากาศมาก โดยจะปิดปากใบเม่ือมีปริมาณน า้ในอากาศมากกว่าปริมาณไอน า้ใน
ชอ่งวา่งระหวา่งเซลล์เกินระดบัวิกฤต (critical level) แตผ่ลการตอบสนองตอ่ความชืน้นีจ้ะได้รับ  



11 

 

อิทธิพลจากปริมาณ CO2 ภายในชอ่งว่างระหว่างเซลล์ด้วย ถ้าปริมาณ CO2 ลดลงมาก แม้ความชืน้
ในอากาศจะสงูก็สามารถท าให้ปากใบเปิดได้อีก (Hopkins,1995) การปิดเปิดปากใบขึน้กบัความเต่ง
ของเซลล์คมุ ดงันัน้หากมีปัจจยัทางกายภาพภายนอกต้นพืชท่ีมีผลท าให้เซลล์คมุสญูเสียแรงดนัเต่ง 
ปากใบจะปิด เช่น ในกรณีท่ีมีความชืน้ในอากาศน้อย ซึ่งอาจมีสาเหตมุาจากอณุหภูมิสูงหรือลมแรง 
เซลล์คมุจะสูญเสียน า้ในรูปของการระเหยท าให้สูญเสียแรงดนัเต่งของเซลล์คมุ ส่งผลให้ปากใบปิด 
นอกจากนีใ้นสภาวะท่ีพืชขาดน า้จะมีกลไกภายในโดยอาศัยอิทธิพลของฮอร์โมน  abscisic acid 
กระตุ้นให้ปากใบปิด (Taiz and Zeiger,1991) 
  การตอบสนองของปากใบตอ่การสญูเสียน า้จะมีลกัษณะท่ีแตกตา่งกนัไปทัง้ในพืช
ชนิดเดียวกันและต่างชนิดกัน ปากใบของพืชบางชนิดท่ีเป็นพวก dehydration-postponing 
species เช่น พวก cowpea และมนัส าปะหลงั จะมีการตอบสนองตอ่การขาดน า้มากกว่าปกติ ท าให้
การเปิดปากใบ และการคายน า้ลดลงมากจนท าให้ค่าศกัย์ของน า้ในใบแทบจะไม่มีการเปล่ียนแปลง 
(Radin and Hendrix, 1988) 
 

5. บทบาทของฮอร์โมนพืชในสภาวะขาดน า้  
 
  ภายใต้สภาวะขาดน า้ ฮอร์โมนพืชท่ีมีบทบาทตอ่การตอบสนองทางสรีรวิทยาของพืช 
ซึง่ฮอร์โมนพืชท่ีมีผลโดยตรงตอ่การตอบสนองทางสรีรวิทยาในสภาวะขาดน า้ คือ กรดแอบไซซิกซึ่ง
มีผลท าให้มีการปิดปากใบเพ่ือลดการสูญเสียน า้ นอกจากนีย้งัพบว่า มีฮอร์โมนอ่ืนๆ ท่ีมีบทบาท 
ได้แก่ ไซโตไคนิน (cytokinin) ช่วยชะลอการแก่และร่วงของใบ แตเ่ม่ือพืชขาดน า้จะมีผลท าให้การ
สร้างไซโตไคนิน จากรากมีปริมาณลดลงสง่ผลตอ่การปิดของปากใบ เพราะการปิดเปิดของปากใบ
ขึน้อยู่กับอตัราส่วนของ abscisic acid/cytokinin เม่ืออตัราส่วนนีมี้ค่าสูงขึน้จะส่งผลให้พืชมีการ
ปิดของปากใบ นอกจากนีย้งัพบว่า พืชมีการสร้างเอทิลีนเพิ่มขึน้ในการตอบสนองตอ่สภาวะเครียด
หลายอย่าง เช่น สภาวะน า้ท่วมขัง โรคพืชมลพิษ (Salisbury and Ross, 1978) และยังพบว่า
สภาวะขาดน า้ของพืชมีผลชกัน าให้เกิดการสงัเคราะห์เอทิลีน ซึ่งท าให้เกิดการแก่และร่วงของใบเร็วขึน้ 
นอกจากนีส้ภาวะขาดน า้ของพืชมีผลท าให้ปฏิกิริยาของจิบเบอเรลลิน (gibberellin) ในใบพืชลดลง 
และท าให้การแพร่กระจายของฮอร์โมน IAA (indoleacetic acid) ลดลงด้วยเช่นกัน ดังนัน้จึงมีผล 
ท าให้เกิดการแก่ และร่วงของใบ ซึง่สง่ผลให้พืน้ท่ีใบลดลง (เอ็จ, 2554) 
  



12 

 

6. บทบาทของกรดแอบไซซิกในสภาวะขาดน า้ 
 
  ในสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม เช่น ภูมิอากาศหนาวเย็น สภาวะเค็ม และ
สภาวะขาดน า้ พืชจะมีการตอบสนองโดยมีการควบคมุการเปิด-ปิดปากใบซึ่งเก่ียวกบัปริมาณของ
น า้ท่ีรากพืชดดูน า้เข้าไปไม่ทนักบัการระเหยออกทางปากใบ ถึงแม้น า้ในดินจะมีมากพอ แตถ้่าราก
ดดูน า้ไม่ทนัจะท าให้เกิดฟองอากาศขึน้ในท่อไซเลม (xylem) ส่งผลให้กรดแอบไซซิกในใบเพิ่มมากขึน้
จากภาวะปกติกว่า 50 เท่า และมีผลให้เกิดการปิดปากใบ (stomatal closing) เพ่ือลดการสญูเสียน า้
จากการคายน า้ กรดแอบไซซิกท่ีเพิ่มขึน้นี ้เกิดจากการสังเคราะห์มากขึน้ท่ีใบและการล าเลียง  
มาจากเนือ้เย่ือบริเวณราก นอกจากการปิดปากใบมากขึน้เพ่ือลดการสูญเสียน า้ทางปากใบแล้ว 
การมีกรดแอบไซซิกเพิ่มขึน้ยังมีผลต่อรูปแบบการเจริญเติบโตของพืชท่ีเปล่ียนแปลงไป เพ่ือให้
เหมาะกับสภาวะท่ีพืชได้รับน า้น้อย ได้แก่ การเพิ่มการเจริญเติบโตของส่วนรากและลดการ
เจริญเตบิโตของส่วนล าต้นเหนือดิน ปริมาณรากท่ีเพิ่มมากขึน้จะช่วยให้พืชสามารถดดูน า้ได้มากขึน้ 
การชะลอการเจริญเติบโตของส่วนล าต้นเหนือดินเป็นเพียงการประหยดัพลังงานเพ่ือน ามาใช้ใน
กระบวนการสร้างราก (เอ็จ, 2554) สญัญาณจากระบบรากมีผลตอ่การตอบสนองของปากใบใน
สภาวะขาดน า้ของพืช โดยพืชจะมี stomatal conductance สัมพันธ์กับระดบัน า้ในดินมากกว่า
ระดบัน า้ในใบ และส่วนของพืชท่ีจะได้รับผลกระทบโดยตรงก็คือส่วนรากเท่านัน้ ซึ่งอาจจะมีเพียง
บางส่วนของรากท่ีได้รับการขาดน า้ก็สามารถกระตุ้นให้ปากใบปิดได้ ถึงแม้ว่าส่วนของรากท่ีเหลือ
ยงัได้รับน า้ตามปกติและสามารถล าเลียงน า้ไปยงัล าต้นได้ในปริมาณท่ีเพียงพอ กรดแอบไซซิกเป็น
องค์ประกอบส าคญัของพืช ซึ่งเป็นฮอร์โมนท่ีกระตุ้นการปิดของปากใบ เพ่ือลดการคายน า้ของพืช
และยงัช่วยลดศกัย์ของน า้ในใบของพืชภายใต้สภาวะแล้ง (Borel et al., 1997) เม่ือทดลองปลูก
ข้าวโพด (Zea mays) โดยแบง่การทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนของรากท่ีได้รับน า้ปกติ และส่วน
ของรากท่ีงดการให้น า้ พบว่าปากใบเร่ิมปิด และค่าศักย์ของน า้ในใบเพิ่มขึน้ (Blackman and 
Davies, 1985) ในสภาวะขาดน า้รากมีการสร้างกรดแอบไซซิกและส่งไปยงัท่อล าเลียง ซึ่งมีการ-
ทดลองปลูก dayflower (Commelina communis) โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ ปลูก
ในกระถางท่ีให้น า้ปกติ และปลกูในกระถางท่ีท าการงดน า้ พบว่า ปริมาณกรดแอบไซซิกของรากท่ี
ท าการงดการให้น า้มีความเข้มข้นเพิ่มขึน้อย่างมาก (Zhang et al., 1987) เช่นเดียวกบัการศกึษาใน
ถัว่ท่ีมีการสะสมของกรดแอบไซซิกเพิ่มขึน้ เม่ือได้รับสภาวะเครียดน า้ (Qin and Zeevaart, 1999) 
การศกึษาในฝ้าย (Gossypium hirsutum) มีปัจจยับางอย่าง เช่น การให้ปุ๋ ยไนโตรเจนมีผลตอ่การสะสม
หรือการเคล่ือนย้ายของกรดแอบไซซิก ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงอยา่งมากในการตอบสนองของปากใบ
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ตอ่สภาวะขาดน า้ (Radin and Hendrix, 1988) ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมในการทนตอ่สภาวะแล้ง
มีความสมัพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงความเข้มข้นของกรดแอบไซซิกและความไวตอ่สภาวะแล้งของ
พืชหลายชนิด (Blum and Sinmena, 1995) พืชท่ีมีความไวต่อสภาวะแล้งจะมีการสะสมปริมาณ
กรดแอบไซซิกในระดบัท่ีสงูกวา่พืชท่ีสามารถทนตอ่สภาวะแล้งได้ อย่างเชน่ ข้าวโพด (Zea mays L.) 
(llahi and Dorffling, 1982), ข้าวสาลี (Triticum aestivum L. Em. Thell.) (Quarrie and Jones, 
1979; Quarrie, 1980; 1981) และข้าวฟ่าง (Sorghum bicolor L. Moench.) (Durley et al., 1983) 
ในทางตรงกันข้ามปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในใบนัน้มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับความ
ต้านทานต่อสภาวะแล้งในถั่วเหลือง (Glycine max L. Merr.) (Samet et al., 1980) และลูกเดือย 
(Pennisetum americanum L.) (Henson et al., 1981)  
 

7. กระบวนการสังเคราะห์กรดแอบไซซิก 
 
  กรดแอบไซซิกเป็นฮอร์โมนท่ีมีบทบาทโดยตรงตอ่การตอบสนองทางสรีรวิทยาของ
พืชในสภาวะขาดน า้ กรดแอบไซซิกเป็นสารประกอบท่ีมีคาร์บอน 15 อะตอมและเป็นเซสควิเทอร์พีนอยด์
(sesquiterpenoids) ดงันัน้จึงสงัเคราะห์จากสารเทอร์พีนอยด์ โดยเร่ิมสังเคราะห์จากกรดเมวาโลนิค 
(mevalonic acid pathway) เปล่ียนไปจนเป็นฟาร์นีซีล ไพโรฟอสเฟต (farnesyl pyrophosphate) แคโรทีนอยด์
ท่ีมีคาร์บอน 40 อะตอม เช่น ไวโอลาแซนธิน (violaxanthin) สามารถถูกออกซิไดซ์โดยการใช้แสง 
เกิดเป็นสารท่ีมีโครงสร้างคล้ายคลึงกบักรดแอบไซซิก และถกูออกซิไดซ์จนกลายเป็นกรดแอบไซซิก
ซึง่จะถกูกระตุ้นให้สงัเคราะห์มากขึน้เม่ือขาดน า้ โดยการสงัเคราะห์เกิดในคลอโรพลาสต์ ดงันัน้ ใบ 
ล าต้น และผลไม้สีเขียวจึงสามารถสงัเคราะห์กรดแอบไซซิกได้ การสงัเคราะห์กรดแอบไซซิกจะ
เกิดขึน้ในพลาสทิด (plastid) โดยใช้ไวโอลาแซนธิน (violaxanthin) จากกระบวนการสงัเคราะห์แคโรทีนอยด์
เป็นสารตัง้ต้น โดยไวโอลาแซนธินจะถูก oxidative cleavage เป็นสารคาร์บอน 15 อะตอมท่ีมีช่ือว่า 
แซนโทซิน (xanthoxin) ด้วยเอนไซม์ NCED (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase) ซึ่งควบคุม
ด้วยยีน NCED ดงัแสดงในภาพท่ี 2 หลงัจากนัน้สารแซนโทซิน จะถูกส่งไปยงัไซโทซอล (cytosol) 
และจะถูกแปลงเป็น abscisic aldehyde ด้ วยเอนไซม์  short-chain alcohol dehydrogenase/
reductase (SDR) ซึ่งควบคมุด้วยยีน ABA2 หลงัจากนัน้เอนไซม์ ABA aldehyde oxidase (AAO) 
จะคาตาไลซ์ (catalyzes) abscisic aldehyde ให้เป็นกรดแอบไซซิก (Xiong and Zhu, 2003) เม่ือ
พืชอยู่ในสภาวะขาดน า้ กรดแอบไซซิกจะถูกสงัเคราะห์ขึน้บริเวณรากและส่งผ่านท่อน า้ไปยงัใบ
เพ่ือควบคมุการท างานของปากใบ กระบวนเมตาบอลิซึมเกิดขึน้กับกรดแอบไซซิกได้ 2 ทาง คือ 
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กรดแอบไซซิกอาจเปล่ียนรูปไปเป็น abscisyl-β-D-glucopuranoside ซึ่งเป็นปฏิกิริยาท่ีสามารถ
ย้อนกลบัได้ หรืออาจจะเปล่ียนรูปเป็น 6’-hydroxymethyl ABA, phaseic acid หรือ 4’-dihydrophaseic 
acid ซึ่งจะเป็นรูปท่ีไม่สามารถย้อนกลับไปเป็นกรดแอบไซซิกได้อีก นอกจากนีก้รดแอบไซซิก
สามารถอยู่ในรูปท่ีไม่ออกฤทธ์ิโดยการจับกับ glucose ท่ี carboxyl group ของกรดแอบไซซิกแล้ว
เปล่ียนรูปเป็น ABA-glucose ester โดยระดบัของกรดแอบไซซิกภายในต้นพืชจะมีปริมาณมากหรือ
น้อยขึน้อยู่กับอตัราการเจริญเติบโต และสภาพแวดล้อมภายนอกท่ีท าให้พืชอยู่ในสภาวะเครียด 
โดยในสภาวะขาดน า้ปริมาณของกรดแอบไซซิกในต้นพืชจะมีความสมัพนัธ์โดยตรงกบัคา่ศกัย์ของ
น า้ในใบพืช ปริมาณกรดแอบไซซิกในต้น Ambrosia artemisifolia จะเพิ่มขึน้ทนัที เม่ือใบพืชชนิดนี ้
มีคา่ศกัย์ของน า้ เท่ากบั -10 บาร์ ส่วนในข้าวโพดจะอยู่ท่ี -12 บาร์ ส่วนในถัว่ปริมาณกรดแอบไซซิกจะ
สูงขึน้เม่ือศักย์ของน า้ มีค่าเท่ากับ -7 บาร์ สภาวะขาดน า้ท าให้เย่ือหุ้ มคลอโรพลาสต์มีคุณสมบัติ 
permeability เพิ่มขึน้ ส่งผลให้เกิดการร่ัวไหลของกรดแอบไซซิกจากคลอโรพลาสต์ซึ่งเป็นบริเวณท่ี
สะสมกรดแอบไซซิกของใบพืชปกติ การลดปริมาณของกรดแอบไซซิกในคลอโรพลาสต์จะกระตุ้นให้มี
การสงัเคราะห์กรดแอบไซซิกเพิ่มขึน้ เม่ือพืชได้รับน า้เย่ือหุ้มคลอโรพลาสต์จะไมย่อมให้กรดแอบไซซิก
ร่ัวไหลออกมา ท าให้เกิดการหยุดสังเคราะห์กรดแอบไซซิกในคลอโรพลาสต์ ซึ่งเป็น feedback 
mechanism การท างานของกรดแอบไซซิกจะกระตุ้นให้เกิดการปิดของปากใบ และระงบัการผ่านของ 
K+ เข้าสู่เซลล์คมุ และกระตุ้นให้ matate ร่ัวไหลออกจากเซลล์คมุ และนอกจากนัน้กรดแอบไซซิก
ยงัระงบัการแลกเปล่ียนประจ ุH+และ K+ ของเซลล์คมุ ท าให้ปริมาณของ K+ และ malate ในเซลล์คมุ
มีน้อย สง่ผลให้คา่ศกัย์ของน า้สงูขึน้ น า้จงึไหลออกจากเซลล์คมุ ท าให้ปากใบปิดได้ (เอ็จ, 2554) 
  Khodambashi และคณะ (2013) ศึกษาการแสดงออกของยีน NCED ภายใต้
สภาวะขาดน า้ ในระยะการเจริญเติบโตทางด้านล าต้นและระยะการติดดอกของถั่วในพนัธุ์ ท่ีแตกต่าง
กนัพบว่า การแสดงออกของยีน NCED ในใบของถัว่พนัธุ์ตา่ง ๆ มีการตอบสนองตอ่สภาวะขาดน า้ใน
ระยะการเจริญเติบโตทางล าต้น โดยถัว่พนัธุ์ KS-21486, KS-21191 and Goynok98 มีการแสดงออก
ของยีน NCED ในใบเพิ่มขึน้เม่ืออยูใ่นสภาวะขาดน า้ ซึ่งมีคา่เท่ากบั 12, 8 และ 17 เทา่ เม่ือเปรียบเทียบ
กบัใบถั่วในชุดควบคมุ ตามล าดบั นอกจากนีใ้นระยะท่ีเร่ิมติดดอก มีการเปรียบเทียบการแสดงออก
ของยีน NCED ในตาดอกและในใบ พบว่า เม่ืออยู่ในสภาวะขาดน า้ ตาดอกของถั่วมีค่าสูงกว่าในใบ 
ทัง้สภาวะควบคุมและสภาวะขาดน า้ นอกจากนี ้Zhang และคณะ (2015) ได้ท าการศึกษาการ-
แสดงออกของยีน NCED ในต้นกล้าของสบู่ด าอายุ 8 สัปดาห์ โดยศึกษาในรากสบู่ด า ด้วยเทคนิค 
quantitative real-time PCR (qRT-PCR) พบว่า หลังจากท าการงดน า้ในต้นกล้าของสบู่ด าเป็นเวลา 
1, 4 และ 7 วัน พบว่า มีการแสดงออกของยีน NCED3 และ NCED5 เพิ่มมากขึน้ในรากของสบู่ด า 
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เช่นเดียวกบัอาโวคาโดท่ีมีการงดน า้จนใบเห่ียว พบปริมาณกรดแอบไซซิกเพิ่มสงูขึน้ 10 เทา่ เม่ือเทียบ
กับใบปกติ และมีการแสดงออกของยีน NCED1 และ NCED2 สูง แต่ไม่พบการแสดงออกของยีน 
NCED3 (Chernys and Zeevaart, 2000)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ในพืชท่ีมีการตดัตอ่ยีน NCED ซึ่งเป็นยีนในกระบวนการสงัเคราะห์กรดแอบไซซิก 
พบว่า สามารถท าให้พืชทนทานต่อสภาวะขาดน า้ได้ดีขึน้ เช่น Estrada-Melo และคณะ (2015) 
ศึกษาการตดัต่อยีน NCED จากมะเขือเทศ เพ่ือน ามาใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พิทูเนียให้มีความ
ทนทานต่อสภาวะขาดน า้ โดยใช้ rd29A เป็น promoter เพ่ือควบคุมการท างานของยีน NCED  
เม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 7 วัน ในพิทูเนียท่ีไม่ได้รับการถ่ายยีน NCED (ชุดควบคุม) จะแสดง
อาการเห่ียวเม่ือเวลาผ่านไปเพียงแค ่3 วนั ส่วนพิทเูนียท่ีมีการดดัแปรพนัธุกรรม จะแสดงอาการเห่ียว
ในวนัท่ี 10 ของการงดน า้ หลงัจากงดน า้เป็นเวลา 14 วนั แล้วมีการให้น า้อีกครัง้ พบวา่ พิทเูนียท่ีไม่
ตดัตอ่พนัธุกรรม จะมีอตัราการรอดชีวิตเพียงแค ่11 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีพิทเูนียดดัแปรพนัธุกรรม
มีอตัราการรอดชีวิตสูงถึง 94.4 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ้การตดัตอ่ยีน NCED3 ใน arabidopsis จะ
ท าให้ arabidopsis มีการสะสมกรดแอบไซซิก ในปริมาณท่ีสงูขึน้เม่ืออยู่ในสภาวะขาดน า้ (Luchi et al., 2001); 

ภาพท่ี 2 กระบวนการสงัเคราะห์กรดแอบไซซิก 
ที่มา : Osakabe และคณะ (2014) 
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(Wan and Li., 2006) เชน่เดียวกบัการตดัตอ่ยีน NCED1 ในมะเขือเทศ (Thompson et al., 2000) 
ดงันัน้การศกึษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสะสมกรดแอบไซซิก ประกอบกบัการเก็บ
ข้อมูลการตอบสนองทางสรีรวิทยาท่ีเก่ียวข้อง จึงมีความส าคญัท่ีจะสามารถน ามาใช้เป็นดชันีใน
การคดัเลือกพนัธุ์ต้นกล้ายางพาราท่ีมีศกัยภาพในการทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ 
 
3. วัตถุประสงค์ 

 
 3.1 เพ่ือศกึษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพาราแตล่ะพนัธุ์ในสภาวะขาดน า้ 
 3.2 เ พ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน 9-cis-epoxycarotenoid 
dioxygenase (NCED) กับการสะสมปริมาณของกรดแอบไซซิกในต้นกล้ายางพาราพันธุ์ต่างๆ ใน
สภาวะขาดน า้  
 3.3 เพ่ือคดัเลือกพนัธุ์ต้นกล้ายางพาราท่ีมีศกัยภาพในการทนทานต่อสภาวะขาดน า้เพ่ือใช้
เป็นต้นตอ 
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บทที่ 2 
 

วิธีการวิจัย 
 
วัสดุและอุปกรณ์ 
 
1.วัสดุพืช 
 
  ท าการเตรียมต้นกล้ายางพาราโดยการเก็บรวบรวมเมล็ดยางพารา 6 พนัธุ์ ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 1 โดยการน าเมล็ดยางพาราแต่ละพันธุ์เพาะในกระถางขนาด 12 นิว้ เม่ือต้นกล้ายางพารา
อายุประมาณ 3-4 เดือน คัดเลือกต้นกล้าท่ีมีลักษณะแข็งแรง โดยขนาดของล าต้นมีเส้นผ่าน
ศนูย์กลางไม่น้อยกว่า 1 เซนติเมตร วดัท่ีระดบัความสงูจากพืน้ดิน 10 เซนติเมตร มีล าต้นตัง้ตรง และ
มีจ านวนใบอยา่งน้อย 3 ฉตัร 
 
ตารางท่ี 1 ช่ือพนัธุ์ของต้นกล้ายางพารา และสถานท่ีเก็บเมล็ดพนัธุ์ยางพาราท่ีใช้ในการทดลอง 
พันธ์ุยางพารา พืน้ท่ีในการเก็บเมล็ดยางพารา 

RRIT 408 ศนูย์วิจยัยางจงัหวดัสรุาษฎร์ธานี 
RRIT 251 แปลงเกษตรกรจงัหวดัสรุาษฎร์ธานี 
PB 5/51 แปลงเกษตรกรจงัหวดัสรุาษฎร์ธานี 
RRIM 600 แปลงเกษตรกรจงัหวดัสรุาษฎร์ธานี 
RRIM 623 แปลงเกษตรกรจงัหวดัตรัง 
BPM 24 แปลงเกษตรกรจงัหวดัตรัง 

 
2. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการโคลนยีน NCED3  
 

 2.1 เชือ้แบคทีเรียเซลล์เจ้าบ้าน 
 

  เ ชื อ้แบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์  DH5α ส าหรับเพิ่มปริมาณของ 
พลาสมิดลกูผสม  
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 2.2 พลาสมิดส าหรับการโคลนยีน NCED3 
 
  พลาสมิด RBC TA cloning vector (RBC Bioscience, ไต้หวัน) ประกอบด้วย
โปรโมเตอร์ T7 ท่ีควบคุมการแสดงออกของยีน LacZ และต้านทานต่อยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  
มีต าแหนง่ตดักบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ี multiple cloning region  
 

 2.3 สารเคมีที่ใช้ในการโคลนยีน NCED3  
 
  1) ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
  2) อาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani broth (LB broth) (Becton, USA) 
  3) อาหารเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani agar (LB agar) (Becton, USA) 
  4) 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  5) Agarose gel (EMD Millipore, USA) 
  6) Deoxynucleotide (dNTP) Solution Set (New Englang Biolads, USA) 
  7) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain) 
  8) E.Z.N.A ® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, USA) 
  9) Ethidium bromide (Bio-Rad, USA) 
  10) Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher  
  Scientific, USA) 
  11) Taq DNA polymerase (New England Biolabs, USA) 
 

 2.4 อุปกรณ์ที่ใช้ในการโคลนยีน NCED3 
 
  1) เคร่ือง Thermo cycler (Analytik Jena, Germany) 
  2) เคร่ือง PCR gradient (BIO-RAD, USA) 
  3) เคร่ือง Centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Helttich, Germany) 
  4) เคร่ือง Electrophoresis (Mupid, Japan) 
  5) เคร่ืองวดัความเป็นกรดเป็นดา่ง (Mettler Toledo, USA) 
  6) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
  7) เคร่ืองกวนสาร (DAIHAN Scientific, Korea) 
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  8) หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) 
  9) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  10) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  11) ตู้  laminar air flow (Microtech, India) 
  12) ตู้  hot air oven (Memmert, Germany) 
  13) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 50, 250 และ 500 ml. (SciLabware, UK) 
  14) จานเพาะเลีย้งเชือ้ (SciLabware, UK) 
  15) หม้อนึง่ฆา่เชือ้ความดนัสงู (Autoclave) (Tomy, Japan) 
  16) ไมโครเวฟ (Electrolux, Thailand) 
  17) Gel Doc TM EZ Imager (Bio-Rad, USA) 
  18) Incubator shaking (Labtech, England) 
  19) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  20) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  21) Water bath (Memmert, Germany) 
 
3. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 

 3.1 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
  1) โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) (Merck Millipore, Germany) 
  2) ไนโตรเจนเหลว  
  3) Absolute ethanol (J.T. Baker, USA) 

  4) β- mercaptoethanol (Bio Basic, Canada) 
  5) Chloroform (RCL Labscan, Thailand) 
  6) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain) 
  7) Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt (EDTA) 
  (Bio Basic, Canada) 
  8) Isoamyl alcohol (J.T. Baker, USA) 
  9) Lithium chloride (LiCl) (Fisher Scientific, UK) 
  10) Polyvinyl polypyrrolidone (PVPP) (Sigma-Aldrich, China) 
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  11) Phenol, Saturated (Amreco, USA) 
  12) Sodium dodecyl sulfate (SDS) (Merck, Germany) 
  13) Sodium acetate (NaAC) (Ajax Finechem, Australia) 
  14) Tris-HCl (Bio Basic, Canada) 
 

 3.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
  1) หลอด screw cap (Neptune, USA) 
  2) หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) 
  3) โกร่งบดตวัอย่าง 
  4) เคร่ือง Centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Helttich, Germany) 
  5) ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
  6) Gel Doc TM EZ Imager (Bio-Rad, USA) 
  7) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  8) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
 
4. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 

 4.1 สารเคมีที่ใช้ในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 
  1) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain) 
  2) Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 

 4.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการสังเคราะห์ Complementary DNA (cDNA) 
 
  1) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  2) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  3) เคร่ือง PCR Thermo cycler (Biometra, Germany) 
  4) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  5) Pipette tips (Greinerbio-one, Austria)  
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5. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการท า quantitative real time PCR (qRT-PCR) 
 

 5.1 สารเคมีที่ใช้ในการท า qRT-PCR 
 
  1) Eva® Green Super Mix (Bio-Rad, USA) 
  2) Diethylpryocarbonate (DEPC) (Panreac AppliChem, Spain) 
 

 5.2 อุปกรณ์ที่ใช้ในการท า qRT-PCR 
 
  1) หลอด microcentrifuge ขนาด 500 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  2) หลอด PCR ขนาด 200 µl (Sorenson BioScience, USA) 
  3) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  4) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
 
6. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก  
 

 6.1 สารเคมีที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก 
 
  1) Methanol (J.T. Baker, Canada) 
  2) Butylated hydroxytoluene (BHT) (Sigma – Aldrich, USA) 
  3) Citric acid (Sigma – Aldrich, USA) 
  4) Distilled water  
  5) Hormone standard strips, ABA  
  6) ABA-tracer, alkaline phosphatase 
  7) TBS buffer  
  8) PNP substrate tablets 
  9) PBST wash buffer  
  10) Substrate diluent  
  11) Sodium azide (Ajax, Australia) 
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 6.2 อุปกรณ์ที่ใช้ ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก 
 
  1) Sep-Pak C18 cartridges (Millipore) 
  2) Disposable syringes 3 ml 
  3) ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
  4) ตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
  5) ตู้  Incubator 37 องศาเซลเซียส 
  6) หลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) 
  7) หลอด polypropylene test tubes ขนาด 15 ml (Spllifesciences, Korea) 
  8) หลอด polypropylene test tubes ขนาด 50 ml (Spllifesciences, Korea) 
  9) บีกเกอร์ ขนาด 100, 250, 500, 1000 ml (SciLabware, UK) 
  10) เคร่ือง Freeze-dry (lyophilize) 
  11) เคร่ือง Sonicator (Comcube, Thailand) 
  12) เคร่ือง Homogenizer (IKA scientifica, Germany) 
  13) เคร่ือง Speed-Vac Concentrator 
  14) เคร่ือง Centrifuge 4 องศาเซลเซียส (Helttich, Germany) 
  15) เคร่ืองชัง่น า้หนกัทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
  16) เคร่ือง Vortex 
  17) เคร่ือง Microplate Redder (PowerWaveX, Biotek) 
  18) ไนโตรเจนเหลว  
  19) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  20) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
  21) Aluminum foil  
  22) Airtight box 
  23) Anti - ABA coated testwells 
  24) Plate sealer 
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7. สารเคมี และวัสดุอุปกรณ์ส าหรับการทดสอบการตอบสนองของปากใบยางพาราต่อ
กรดแอบไซซิก 
 

 7.1 สารเคมีที่ใช้ส าหรับการทดสอบการตอบสนองของปากใบยางพาราต่อกรดแอบไซซิก 
 
  1) Abscisic acid (Sigma – Aldrich, USA) 
  2) Distilled water 
  3) Iminodiacetic acid (Sigma – Aldrich, USA) 
  4) Potassium chloride (Ajax Finechem, Australia) 
  5) Potassium hydroxide Pellet (J.T. Baker, Malaysia) 
  6) MES hydrate (Sigma – Aldrich, USA) 
 

 7.2 อุปกรณ์ที่ใช้ส าหรับการทดสอบการตอบสนองของปากใบยางพาราต่อกรดแอบไซซิก 
  
  1) กล้องจลุทรรศน์ Leica DM750 ก าลงัขยาย 100 เทา่ 
  2) ขวดรูปชมพู ่ขนาด 50, 250, 500, 1000 ml (SciLabware, UK) 
  3) เคร่ืองกวนสาร (DAIHAN Scientific, Korea) 
  4) เคร่ืองชัง่น า้หนกัทศนิยม 2 ต าแหนง่ (Sartorius, Thailand) 
  5) เคร่ืองวดัความเป็นกรดเป็นดา่ง (Mettler Toledo, USA) 
  6) ตู้ เย็น -20 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
  7) ตู้ เย็น 4 องศาเซลเซียส (Panasonic, Thailand) 
  8) บีกเกอร์ ขนาด 100, 250, 500, 1000 ml (SciLabware, UK) 
  9) แผน่สไลด์ และกระจกปิดสไลด์  
  10) Aluminum foil  
  11) Pipettes P2, P20, P200, P1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
  12) Pipettes tips (Greinerbio-one, Austria) 
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8. เคร่ืองมือทางสรีรวิทยา  
 
 8.1 Data logger, DT-172 
 8.2 Moisture Meter รุ่น HH2+WET Sensor ย่ีห้อ Delta-T Device  
 8.3 Mettler Toledo™ FE30 FiveEasy™ Benchtop Conductivity Meters 
 8.4 MultispeQ V.1, PhotosynQ  
 
วิธีการด าเนินงาน 
 
  ท าการศกึษาต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ได้แก่ PB 5/51, RRIT 251, RRIM 623, RRIM 600, 
RRIT 408 และ BPM 24 ท่ีมีอาย ุ6 เดือน ซึ่งได้จากการเพาะเมล็ด ด้วยวสัดปุลูกอย่างดินร่วนปนทราย 
บรรจใุนกระถางพลาสติกขนาด 12 นิว้ จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 1 ต้น วางปลูกในสภาพโรงเรือน ท าการ
ให้น า้ทกุวนั วนัละ 2 ครัง้ เช้า-เย็น ตลอดระยะการเตรียมต้นกล้า หลงัจากนัน้ท าการงดน า้เป็นเวลา 
0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั บนัทกึข้อมลูและเก็บตวัอย่างเพ่ือวิเคราะห์ดงันี ้
 
1. การเก็บข้อมูลอุณหภูมิ ความชืน้สัมพัทธ์ และความชืน้ดนิ ภายใต้สภาวะโรงเรือน 
 
  บนัทึกอุณหภูมิ และความชืน้อากาศภายในโรงเรือนท่ีท าการทดลอง ด้วยเคร่ือง 
Data logger รุ่น DT-172 โดยบนัทึกข้อมลูตลอดช่วงการทดลอง เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั
  บนัทึกปริมาณความชืน้ในดิน (Soil moisture content) ด้วยเคร่ืองมือวดัความชืน้ดิน 
Moisture Meter รุ่น HH2+WET Sensor ย่ีห้อ Delta-T Device ท าการวัดโดยเสียบหัววัดความชืน้ดิน 
รุ่น WET Sensor ลงในดินความลึก 10 เซนติเมตร จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 3 ต าแหน่ง ท าการวดัจาก
ตวัอยา่งใบในระยะเพสลาด ท่ีท าการงดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั 
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2. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  บนัทึกภาพต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 3 ต้น 
สงัเกตการเปล่ียนแปลงลกัษณะสณัฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา โดยการให้คะแนนระดบัความเห่ียว 
และอตัราการรอดชีวิตของต้นกล้ายางพาราในทกุช่วงการงดน า้ ได้แก่ 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 3) เพ่ือเปรียบเทียบพนัธุ์ท่ีสามารถทนทานและไวตอ่สภาวะขาดน า้ โดยประเมิน
จากลกัษณะทางกายภาพท่ีปรากฏโดยให้คะแนนดงันี ้ 
  1 ต้นยางพาราเป็นปกติ 
  2 ใบเร่ิมแสดงอาการเห่ียว 
  3 ใบแสดงอาการเห่ียวชดัเจน มมุใบเร่ิมเปล่ียนเล็กน้อย 
  4 ใบ และก้านใบเห่ียว เร่ิมพบการเห่ียวของปลายยอด และมมุใบเปล่ียน ใบเร่ิม
เปล่ียนเป็นสีเหลือง 
  5 ใบ ก้านใบ และปลายยอดเห่ียว มมุใบเร่ิมเปล่ียน ใบเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 ระดบัการประเมินลกัษณะสณัฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา  
 
3. การศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพารา ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 

 3.1. การศึกษาปริมาณน า้สัมพัทธ์ (relative water content; RWC) 
 
  ท าการคดัเลือกต้นกล้ายางพาราแต่ละพนัธุ์ เพ่ือเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของ
ปริมาณน า้สมัพทัธ์ (Wang, 2014) โดยท าการงดน า้ต้นกล้าเป็นเวลา 0 , 1, 3, 5, 7, 9, และ 11 วนั 
ตามล าดบั ศกึษาปริมาณน า้สมัพทัธ์โดยการเก็บตวัอย่างใบ จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 1 ต้น ท าการชัง่น า้หนกัสด 

1 2 3 4 5 
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(fresh weight; FW) โดยตดัชิน้ส่วนใบเป็นส่ีเหล่ียมจตัรัุส ขนาด 1 ตารางเซนติเมตร จ านวน 3 ชิน้ 
ใส่ในหลอดทดลอง ปิดฝาให้สนิท และท าการชั่งน า้หนักสดอย่างรวดเร็ว จากนัน้เติมน า้กลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิดฝาแล้วน าไปวางไว้ในห้องเย็น เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือให้ใบยางพาราดดูน า้
ได้อย่างเต็มท่ี จากนัน้ใช้ปากคีบชิน้ส่วนใบวางลงบนกระดาษทิชชูเพ่ือซับน า้ท่ีผิวใบออก น าไป  
ชั่งหาน า้หนักเต่ง (turgid weight; TW) จากนัน้น าชิน้ส่วนใบไปอบให้แห้งในตู้ อบเป่าลมร้อนท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แล้วน าไปชัง่หาน า้หนกัแห้ง (dry weight; DW) 
ค านวณหาปริมาณน า้สมัพทัธ์ (RWC) จากสตูร 
 

   RWC (%)  = 
(FW-DW)

(TW-DW)
×100 

 
   โดย  FW (fresh weight) คือ น า้หนกัสดของพืช (กรัม) 
     TW (turgid weight) คือ น า้หนกัพืชท่ีเตง่ตวัเตม็ท่ี (กรัม) 
     DW (dry weight)  คือ น า้หนกัแห้งของพืช (กรัม) 
 

 3.2 การวัดค่าการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ (electrolyte Leakage; EL)  
 
  ศึกษาการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ (นิศาชล และคณะ, 2555) โดยการวัด
ตัวอย่างใบท่ีมีระยะเพสลาด ซึ่งวัดจากใบท่ีท าการงดน า้เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วัน 
ตามล าดับ โดยใช้ตัวอย่างใบ จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 1 ต้น ล้างตัวอย่างด้วยน า้กลั่น ท าการตัด
ตวัอย่างใบขนาด 1 ตารางเซนติเมตร จ านวน 4 ชิน้ ใส่ในหลอดทดลอง เติมน า้กลั่นปราศจาก
ไอออน ปริมาตร 30 มิลลิลิตร น ามาวดัคา่การน าไฟฟ้า ด้วยเคร่ือง electrical conductivity meter 
จะได้ค่า EC1 จากนัน้น าหลอดทดลองไปให้ความร้อน โดยการใช้เคร่ือง autoclave ทิง้ไว้ให้เย็น 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้น ามาวัดค่าการน าไฟฟ้าอีกครัง้ จะได้ค่า EC2 น าค่าทัง้สองมา
ค านวณหาร้อยละการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ จากสตูร 
 

   Electrolyte leakage (%)  = 
(EC1)
(EC2) ×100 
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 3.3 ประสิทธิภาพการใช้แสง (maximum quantum efficiency of photosystem ll, Fv/Fm) 
 
  บนัทึกค่าประสิทธิภาพการใช้แสงของใบยางพาราโดยใช้เคร่ือง MultispeQ V.1 
โดยสุ่มวดัใบในระยะเพสลาดของยางพารา จ านวน 3 ต้น ต้นละ 3 ใบ ใบละ 3 คา่ คา่ท่ีได้จากเคร่ืองมือ
เป็นค่า Phi2 อยู่ในช่วง 0 - 0.82 ซึ่งบ่งบอกถึงประสิทธิภาพการท างานของ photosystem ll ใน
กระบวนการสงัเคราะห์แสงของพืช  
 

 3.4 ปริมาณคลอโรฟิลล์สัมพัทธ์ (relative chlorophyll content) 
 
  บันทึกค่าปริมาณคลอโรฟิลล์ โดยสุ่มวัดใบในระยะเพลสลาดของยางพารา 
จ านวน 3 ต้น ต้นละ 3 ใบ ใบละ 3 ค่า ค่าท่ีได้จากเป็นค่า relative chlorophyll content บ่งบอกถึง
ปริมาณคลอโรฟิลล์ในใบพืช 
 
4. การโคลนยีน NCED3 
 

 4.1 การออกแบบไพรเมอร์ 
 
  4.1.1 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนกลางของยีน 
NCED3 ในยางพารา  
   น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ในพืชอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ multiple 
alignment ด้วยโปรแกรม analyze gene เพ่ือใช้ในการออกแบบ degenerate primer โดยค้นหา
ข้อมูลในฐานข้อมูล GeneBank (http://www.ncbi.mln.gov/) ซึ่งพืชท่ีได้น ามาใช้ในการออกแบบ 
ไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนกลางของยีน NCED3 ในยางพาราเป็นพืชท่ีอยู่ใน
อนัดบั Malpighiales ได้แก่ ละหุง่ สบูด่ า และมนัส าปะหลงั ซึง่อยูใ่นอนัดบัเดียวกนักบัยางพารา 
  4.1.2 การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้หมด (full length) 
ของยีน NCED3 ในยางพารา 
   ออกแบบ specific primers จากล าดบันิวคลีโอไทด์ในส่วนกลางของยีน NCED3 
ส าหรับการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ในส่วนของปลาย 5’ (ตารางท่ี 2) ซึ่งมีขนาดของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์เท่ากบั 1,785 bp 
  

http://www.ncbi.mln.gov/
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ตารางท่ี 2 ชนิดของไพรเมอร์ส าหรับการโคลนยีน NCED3  

Name Primer (5'-3') Temperature (ºC) Expected size (bp) 

AF2 ATG TCT GAA GAT GAY TTG CC 57 461 

AR1 TTC CAR AGA TGG AAA CAG AA 55 

FNCED3 CTC TCC AMA CTC CTT CCA TTC  53.9 1,785 

RNCED3 CTA RGC YTG CTT CTS CAA ATC  53.8 

 

 4.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ  
 
  ท าการสกดัอาร์เอ็นเอ (ดดัแปลงจาก Venkatachalam et al., 1999) จากชิน้ส่วนใบ
ของต้นกล้ายางพารา บดด้วยไนโตรเจนเหลว เติมสารละลายบฟัเฟอร์ (0.1 M LiCl, 0.1 M Tris HCl 
pH 8.0, 0.01 M EDTA, 2% SDS) และสารละลายฟีนอล 800 ไมโครลิตร สารละลายคลอโรฟอร์ม  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 300 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอ่นาที 
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดดูส่วนใสใสห่ลอดใหม่ เติมสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์ม : 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากัน น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติมคลอโรฟอร์ม :  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส ผสมให้เข้ากนั น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็วดงักล่าว 
จากนัน้ดูดส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่เติมไอโซโพพานอลปริมาตร 1 เท่าของส่วนใส และเติม
สารละลายโซเดียมอะซิเตทปริมาตร 1/10 เท่าของส่วนใส เก็บสารละลายอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 70% เอทานอล 2 ครัง้ ตากตะกอนอาร์เอ็นเอ เป็นเวลา 
30 นาที ละลายตะกอนด้วยน า้ DEPC ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายบฟัเฟอร์ ปริมาตร 1 
เท่าของส่วนใส และเติมสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 1 เท่าของ
ส่วนใส ผสมให้เข้ากัน น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที ดดูส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ปริมาตร 1 
เทา่ของสว่นใส ผสมให้เข้ากนั น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที ดดูส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติมสารละลาย 8 โมลาร์ ลิเทียมคลอไรด์ปริมาตร 1/3 เท่า
ของส่วนใส และน าไปตกตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไป
หมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม 2 โมลาร์ 
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ลิเทียมคลอไรด์ปริมาตร 1/3 เท่าของปริมาตรรวม น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ล้างตะกอนด้วยการเติม 100% เอทานอล 1 เท่าของ
ปริมาตรรวม น าไปหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
ตากตะกอนอาร์เอ็นเอท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง ละลายตะกอนด้วยน า้ DEPC 
ปริมาตร 20 - 50 ไมโครลิตร เก็บอาร์เอ็นเอท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ท าการวดัปริมาณ 
และความบริสุทธ์ิของอาร์เอ็นเอด้วยเคร่ือง nanodrop ท่ีความยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร 
จดบนัทึกค่าความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอในหน่วย นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ng/µl) และน าอาร์เอ็นเอ 
ท่ีได้จากการสกดัมาตรวจสอบด้วยวิธีการอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
 

 4.3 การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA) จากอาร์เอ็นเอ 
 
  ท าการสงัเคราะห์ cDNA จากอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้จากส่วนใบของต้นกล้ายางพารา
ตามวิธีการของ Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, USA) 
โดยการเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรทัง้หมด 20 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย อาร์เอ็นเอจากส่วนใบ
ของยางพาราความเข้มข้น 1 pg - 5 µg, Oligo (dT)18 primer 1 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP Mix 1 
ไมโครลิตร และเติมน า้ DEPC จนมีปริมาตรครบ 15 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา  5 นาที และวางบนน า้แข็งทันที หลังจากนัน้เติม  5X RT Buffer 4 
ไมโครลิตร และ Maxima H Minus Enzyme Mix 1 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และท่ีอณุหภมูิ 85 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บ cDNA ท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ท าการวดัปริมาณ และ
ความบริสทุธ์ิของ cDNA ด้วยเคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 230, 260 และ 280 นาโนเมตร 
จดบนัทกึคา่ความเข้มข้นของ cDNA ในหนว่ย นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร (ng/µl) 
 

 4.4 การโคลนยีน NCED3 โดยการใช้ degenerate primers 
 
  ท าการสงัเคราะห์ยีน NCED3 จาก cDNA ของยางพาราด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พีซีอาร์
ร่วมกับไพรเมอร์ชนิดดีเจนเนอเรต (degenerate primer) โดยการน าไพรเมอร์ท่ีได้มาท าปฏิกิริยา
พีซีอาร์เพ่ือหาอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสม ได้แก่อุณหภูมิ ท่ี 60, 59.3, 58, 56.2, 54, 52.1, 50.8 และ  
50 องศาเซลเซียส โดยการน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ กบั cDNA ของยางพารา โดยท าการเตรียม
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรทัง้หมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 5X Phusion HF Buffer 5 ไมโครลิตร
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10 mM dNTP mixture 0.5 ไมโครลิตร, 10 mM MgCl2 Solution 0.25 ไมโครลิตร, 10 µM FNCED3 
(forward primer) 1.25 ไมโครลิตร, RNCED3 (reverse primer) 1.25 ไมโครลิตร, Phusion Hot 
startII DNA Polymerase 0.25 ไมโครลิตร, cDNA ของยางพาราความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร และน า้ DEPC (DEPC-treated water) 15.5 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมด
ให้เข้ากันโดยใช้ปิเปตดดูขึน้ดูดลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วย
เคร่ืองพีซีอาร์ โดยตัง้อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้ 
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
 2) Denaturation อณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที  
 3) Annealing อณุหภมูิ 50-60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ  
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 6) Hold อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
   ท าการตรวจสอบด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส โดยการน าดีเอ็นเอ
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกบั 10X loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั และหยอด
ลงในช่องของแผ่นเจลอะกาโรสความเข้มข้น  1.5% ในสารละลาย 0.5X บัฟเฟอร์ TBE ด้วย
แรงเคล่ือนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 45 นาที ย้อมเจลด้วยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 
0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 15 นาที ล้างด้วยน า้กลัน่เป็นเวลา 15 นาที ตรวจดูแถบ และ
ขนาดของดีเอ็นเอด้วยเคร่ือง gel documentation เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 
100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA) หลงัจากนัน้ท าปฏิกิริยาลกูโซ่พีซีอาร์ปกตโิดยใช้
อณุหภูมิในปฏิกิริยาของ annealing ท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอชดัเจน โดยท าการเตรียมปฏิกิริยาพีซีอาร์
อีกครัง้ (re-amplification ) 
 

 4.5 การสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล และการท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ  
 
  ตดัเจลบริเวณแถบดีเอ็นเอภายใต้แสง UV ท าให้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิตามวิธีการของ 
E.Z.N.A® Gel Extraction Kit (Omega Bio-tek, USA) โดยท าการชั่งน า้หนักเจลท่ีตัดมาได้ เติม 1 
volume binding buffer (XP2) หลอมละลายเจลท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที เขย่า
หลอดทุกๆ 2 - 3 นาที ดูดใส่หลอด HiBind® DNA Mini Column และเติมสารละลายท่ีมีดีเอ็นเอ
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ปริมาตรไม่เกิน 700 ไมโครลิตร ใน HiBind® DNA Mini Column น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิง้ เติมสารละลายท่ีมีดีเอ็นเอปริมาตรไม่เกิน 
700 ไมโครลิตร ใน  HiBind® DNA Mini Column จนหมด จากนั น้ เติม  binding buffer (XP2) 
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  
เทสารละลายทิง้ เติม SPW Wash Buffer 700 ไมโครลิตร (ท าการเจือจาง SPW Wash Buffer ด้วย 
100% ethanol ก่อนใช้) น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ  13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที  
เทสารละลายทิง้ เติม SPW Wash Buffer 700 ไมโครลิตร น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิง้ ท าการหมุนเหว่ียงหลอด  HiBind® DNA Mini 
Column ท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือท าให้ column แห้ง ย้าย HiBind® 
DNA Mini Column ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาที 
เพ่ือระเหยเอทานอลออกจาก column ท าการชะดีเอ็นเอโดยการเติมน า้ DEPC ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร (elute 1) และปริมาตร 10 ไมโครลิตร (elute 2) ลงบริเวณกึ่งกลางของ HiBind® DNA 
Mini Column ตัง้ทิง้ไว้เป็นเวลา 5 นาที น าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 1 นาที เก็บดีเอ็นเอท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภณัฑ์
พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (ดงัหวัข้อท่ี 4.4) 
 

 4.6 การเช่ือมต่อดีเอ็นเอชิน้ส่วนยีน NCED3 กับพลาสมิด RBC TA cloning vector 
 
  น าดีเอ็นเอของส่วนยีน NCED3 เช่ือมต่อเข้ากับพลาสมิด RBC TA cloning vector 
ด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase (RBC Bioscience, Taiwan) โดยการเตรียมปฏิกิริยาปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
ในหลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร ซึ่งประกอบด้วย ligation buffer A 1 ไมโครลิตร, ligation buffer B 
1 ไมโครลิตร, RBC TA cloning vector 1 ไมโครลิตร, ดีเอ็นเอของส่วนยีน NCED3 6 ไมโครลิตร 
และ T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตร ผสมทัง้หมดให้เข้ากันด้วยการดดูขึน้ลงเบาๆ โดยการใช้ปิเปต 
และบม่ข้ามคืนท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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 4.7 การถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย 
 

  ท าการถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α ด้วย
วิธีการ heat shock โดยดดัแปลงวิธีการตาม RBC HIT competent cell (RBC Bioscience, Taiwan) 

ภายในตู้ ย้ายเลีย้ง เร่ิมจากการน า competent cell แบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α มาวางไว้
บนน า้แข็ง และรอจน competent cell ละลาย 1/3 ของปริมาตร competent cell เติมดีเอ็นเอสายผสม
pTA-NCED3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ดีดหลอดเบาๆ เพ่ือให้ competent cell และ ดีเอ็นเอสายผสม 
pTA-NCED3 เข้ากนั วางไว้บนน า้แข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 42 องศาเซลเซียส
นาน 90 วินาที เม่ือครบเวลาให้รีบน ามาวางบนน า้แข็งทนัที เป็นเวลา 30 นาทีเติมอาหารเหลว LB 
(Luria-Bertani broth) ไม่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (อุ่นอาหารท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสก่อนน ามาใช้) 
ปริมาตร 790 ไมโครลิตร น าไปเขย่าด้วยความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
1 ชัว่โมง 30 นาที เม่ือครบเวลาน าไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ใช้ปิเปต
ดูดอาหารเหลว LB ออก 800 ไมโครลิตร และดูดเป่าตะกอน competent cell ด้วยปิเปตเบาๆ จน
อาหารเหลว LB และตะกอน competent cell นัน้เข้ากนั น าสารแขวนลอยเซลล์ท่ีได้เกล่ียบนอาหารแข็ง 
LB (Luria-Bertani agar) ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร (อุ่นจาน
เลีย้งเชือ้อาหารแข็ง LB ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสก่อนนามาใช้) บ่มจานเลีย้งเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 ชัว่โมง ท าการคดัเลือกโคโลนีเด่ียว สีขาวขุน่ 
 

 4.8 การตรวจสอบพลาสมิดที่มียีนเป้าหมาย  
 

  น าโคโลนีเด่ียว สีขาวขุ่นของเชือ้แบคทีเรีย E. coli สายพันธุ์ DH5α ท่ีมีดีเอ็นเอ
สายผสมของ pTA-NCED3 เลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 80 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml เขย่า
ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชัว่โมง หลงัจากนัน้
ท าการตรวจสอบชิน้สว่นของยีน NCED3 ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยเตรียมปฏิกิริยาในปริมาตรรวม 
25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10X Tag Buffer 2.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP mixture 1 ไมโครลิตร, 
25 mM MgCl2 2 ไมโครลิตร,10 µM FNCED3 (forward primer) 1 ไมโครลิตร, 10 µM RNCED3 
(reverse primer) 1 ไมโครลิตร Taq DNA Polymerase 0.5 ไมโครลิตร, cDNA ของยางพาราความเข้มข้น 
100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร และน า้ DEPC 13 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้
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เข้ากันในหลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร น าไปท าปฏิกิริยาด้วยเคร่ืองพีซีอาร์  Thermo cycler 
โดยตัง้อณุหภมูิ และก าหนดจ านวนรอบดงันี ้
 1) Pre-denaturation อณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  
 2) Denaturation อณุหภมูิ 98 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
 3) Annealing อณุหภมูิ 58 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
 4) Extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที  
  ท าซ า้ในขัน้ตอนท่ี 2 ถึง 4 จ านวน 35 รอบ  
 5) Post-extension อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 6) Hold อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
ท าการเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน GeneRuler 100 bp DNA Ladder 
(Thermo Scientific, USA) เลือกโคโลนีท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 1,785 คู่เบส จาก master plate 
เพ่ือน าไปใช้ในการสกดัพลาสมิดตอ่ไป 
 

 4.9 การสกัดแยกดีเอ็นเอสายผสมจากแบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α 
 

  ท าการเขย่าเลีย้งแบคทีเรีย E. coli สายพนัธุ์ DH5α จากโคโลนีสีขาวขุน่ท่ีปรากฏ
แถบดีเอ็นเอของยีน NCED3 ดงัหวัข้อท่ี 4.8 เลีย้งในอาหารเหลว LB ท่ีมียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เขยา่ด้วยความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที 
ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 14 - 16 ชัว่โมง ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 
ตามวิธีการของ E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit I (Omega Bio-tek, USA) ปริมาตร 1 - 5 มิลลิลิตร 
น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิง้ เติม solution I 
RNase (เติม RNase A ก่อนน ามาใช้ และเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ 2 - 8 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 250 
ไมโครลิตร ละลายตะกอนเซลล์ เติม solution II ปริมาตร 250 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมาหลายๆ ครัง้ 
ตัง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 - 3 นาที จากนัน้เติม solution III ปริมาตร 350 ไมโครลิตร และกลบัหลอด
ไปมาประมาณ 2 - 3 นาที จนเห็นตะกอนสีขาวขุ่น น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดดูสารละลายใสปริมาตร 700 ไมโครลิตร ใส่ลงใน HiBind® DNA Mini Column 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายทิง้เติม 
HBC buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที 
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30 วินาที เทสารละลายทิง้ เติม DNA wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 2 ครัง้ (DNA wash 
buffer ต้องเติม 100% ethanol ก่อนน ามาใช้) น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว  13,000 รอบต่อนาที  
เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที เทสารละลายทิง้ น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 
2 นาที เปิดฝา HiBind® DNA Mini Column ทิง้ไว้ประมาณ 10 นาที เพ่ือให้เอทานอลระเหยออกจาก 
column จากนัน้ย้าย column ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่เติมน า้ 
DEPC (DEPC-treated water) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร (elute 1) และปริมาตร 20 ไมโครลิตร (elute 2) 
ลงบริเวณกลาง filter ของ HiBind® DNA Mini Column ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที น าไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที เพ่ือชะดีเอ็นเอสายผสมลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บดีเอ็นเอสายผสมท่ีอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ท าการวดัปริมาณ 
และความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 ด้วยเคร่ือง nanodrop ท่ีความยาวคล่ืน 230, 
260 และ 280 นาโนเมตร จดบันทึกค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 ในหน่วย  
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร (ng/µl) และน าดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 ท่ีได้จากการสกัดแยก 
มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสคัดเลือกโคลนท่ีถูกต้องน าส่งวิเคราะห์ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ universal primer คือ T7 promoter เป็น forward primer และ M13 เป็น 
reverse primer น าผลท่ีได้มาตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 กับฐานข้อมลู GenBank 
ของเว็บไซต์ NCBI โดยใช้โปรแกรม nucleotide blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือหาคา่
เปอร์เซ็นต์ความเหมือนของยีน NCDE3 กบัพืชอ่ืนๆ ท่ีมีรายงานไว้ในฐานข้อมลู 
 
5. การศึกษาการแสดงออกของยีน NCED3 ของต้นกล้ายางพารา 3 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะ
ขาดน า้ โดยใช้เทคนิค quantitative real time PCR (qRT-PCR) 
 

 5.1 การออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน NCED3 
 
  การออกแบบไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน NCED3 โดยการ
ออกแบบ forward primer และ reverse primer ส าหรับการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค 
quantitative real-time PCR จากข้อมูลล าดับเบส cDNA ของยีน NCED3 โดยอาศัยล าดับเบสของ 
cDNA ท่ีได้จากการโคลนยีนดงักล่าว เพ่ือน ามาตรวจสอบการแสดงออกของยีนเหล่านีโ้ดยใช้ซอฟแวร์
จาก www.genscript.com โดยไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับศกึษาการแสดงออกของยีนมีดงัตอ่ไปนี ้
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  ไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน NCED3 ได้แก่ 
  NCED_L2F = 5’ GAGCAAACCCGCTTCACGAG 3’ 
  NCED_R2R = 5’ GAAGCGGCAAGCGTAACTCAC 3’  
  ไพรเมอร์ส าหรับใช้เป็นยีนอ้างอิง 18s rRNA ได้แก่ 
  18s rRNA_F = 5’ AAGCCTACGCTCTGGATACATT 3’  
  18s rRNA_R = 5’ CCCGACTGTCCCTGTTAATC 3’  
 

 5.2 การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน NCED3  
 
  น า cDNA ของใบยางพารา 3 พนัธุ์ ได้แก่ พนัธุ์ RRIT 408, RRIM 623 และ PB 5/51 
เตรียมความเข้มข้นให้เป็น 50 ng/µl เพ่ือใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน NCED3 ในต้นกล้า
ยางพาราท่ีงดน า้ในระยะต่าง ๆ โดยการใช้เทคนิค (qRT-PCR) เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน 
NCED3 กับ ยีนอ้างอิง actin หรือ 18s rRNA จากยางพารา ท า real-time PCR ด้วย Eva® Green 
Super Mix (Bio-Rad, USA) โดยใช้ cDNA ท่ีได้จากการสังเคราะห์ 50 ng/µl total reaction 10 µl  
เป็นแม่แบบ และใช้ forward primer และ reverse primer ท่ีได้จากการออกแบบในการสงัเคราะห์ยีน 
NCED3 โดยมีขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดงันี ้การแยกสายดีเอ็นเอออกจากกนัใช้อุณหภมูิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 12 นาที ท าปฏิกิริยา PCR จ านวน 35 รอบ ได้แก่ denaturation ท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที และ extension ท่ี
อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที น า คา่ Ct ท่ีได้จากการอา่นคา่ของเคร่ือง real-time PCR 
มาวิเคราะห์ผลด้วยวิธี delta/delta CT(C T method) ตามวิธีการของ Livak และ Schmittgen, (2001) 
เพ่ือตรวจสอบระดบัการแสดงออกของยีน โดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง 
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6. การวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกทัง้หมดของต้นกล้ายางพารา 3 พันธ์ุ 
ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 

 6.1 การสกัดกรดแอบไซซิกจากใบยางพาราภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  ท าการเก็บตัวอย่างใบของยางพารา 3 พันธุ์  ได้แก่ พันธุ์  RRIT 408, RRIM 623 
และ PB 5/51 ท่ีท าการงดน า้เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั ชัง่น า้หนกัสด (fresh weight) 
ของตวัอย่างใบและบนัทึกผล จากนัน้น าไประเหยน า้ออกโดยใช้เคร่ือง freeze dry (lyophilize) 
เป็นเวลา 4 วนั ชัง่น า้หนกัแห้ง (dry weight) ของแตล่ะตวัอย่างเท่ากับ 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอด 
polypropylene test tubes ขนาด 50 มิลลิลิตร (Spllifesciences, Korea) เติม 100% methanol extracting 
ในอตัราส่วน 10 มิลลิกรัม ของน า้หนกัแห้งตอ่ 1 มิลลิลิตร ของ 100% methanol extracting แช่หลอด
ในน า้แข็ง จากนัน้ท าการบดตวัอย่างด้วยเคร่ือง homogenizer (IKA scientifica, Germany) เป็นเวลา 
1 นาที โดยหยุดทุกๆ 30 วินาที หลงัจากนัน้ท าการเขย่าตวัอย่างในน า้แข็งโดยใช้เคร่ือง sonicator 
(Comcube, Thailand) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าตวัอย่างไป centrifuge ท่ีความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดส่วนใสใส่ในหลอด polypropylene test tubes 
ขนาด 50 มิลลิลิตร (Spllifesciences, Korea) เก็บในท่ีมืด อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 

 6.2 การท าให้สารสกัดของกรดแอบไซซิกบริสุทธ์ิ  
 
  น าสารสกัดกรดแอบไซซิกทัง้หมดท่ีได้ ท าให้บริสุทธ์ิ โดยการใช้ Sep-Pak C18 
cartridges (Millipore) (ดดัแปลงวิธีการจาก Walker-Simmons et al., 2000) ท าการเจือจางสารละลาย
ให้เท่ากบั 70% methanol ในอตัราส่วน 200 ต่อ 800 ไมโครลิตร ของสารสกัดกรดแอบไซซิก ตอ่ 62.5% 
methanol extracting ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) จ านวน  
2 หลอด หลอดละ 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากันโดยการ vortex เป็นเวลา 2 นาที เก็บท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ท าการล้าง Sep-Pak C18 cartridges (Millipore) ด้วย 100% 
methanol extracting ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ปลอ่ยสารละลายทิง้ เตมิ 70% methanol extracting ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ปล่อยสารละลายทิง้โดยใช้ disposable syringes ขนาด 3 มิลลิลิตร ปลอ่ยสารละลาย
ลงอย่างช้าๆ เติม 70% methanol extracting ท่ีท าการเจือจางไว้ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใช้ disposable 
syringes ขนาด 3 มิลลิลิตร ปล่อยสารละลายผ่าน Sep-Pak C18 cartridges (Millipore) อย่างประณีต 
ใส่ในหลอด polypropylene test tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร (Spllifesciences, Korea) เติม 70% methanol 
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ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ใน Sep-Pak C18 cartridges (Millipore) ปลอ่ยสารละลายในหลอด polypropylene 
test tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร (Spllifesciences, Korea) ปิดฝาหลอดให้สนิท เก็บสารละลายในท่ีมืด 
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เตมิ 100% methanol ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากนั
โดยการ vortex เป็นเวลา 2 นาที แช่หลอดตัวอย่างในน า้แข็ง น าสารละลายตัวอย่างไประเหย 
methanol ด้วยเคร่ือง speed-vac concentrator เป็นเวลา 6 ชัว่โมง น าสารละลายไประเหยน า้ออก
ด้วยเคร่ือง freeze dry (lyophilize) เป็นเวลา 5 ชั่วโมง เพ่ือให้สารละลายแห้งสนิทมากขึน้ เก็บ
ตวัอยา่งในท่ีมืด อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  
 

 6.3 การวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกทัง้หมด  
 
  ท าการละลายตวัอย่าง ในหลอด polypropylene test tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร 
(Spllifesciences, Korea)  โดยการเติม  100% methanol ปริมาตร  100 ไมโครลิตร  vortex 
สารละลายให้เข้ากนั เป็นเวลา 2 นาที เติม TBS buffer ปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมสารละลาย
ให้เข้ากนัโดยการ vortex เป็นเวลา 2 นาที แชส่ารละลายในน า้แข็ง เจือจางสารละลายโดยการเติม 
TBS buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากันโดยการ vortex เป็นเวลา 2 นาที  
แช่สารละลายในน า้แข็ง เจือจาง ABA-tracer ด้วยการเติม TBS buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  
ตอ่ ABA-tracer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร ในหลอด polypropylene test tubes ขนาด 15 มิลลิลิตร 
(Spllifesciences, Korea) vortex สารละลายให้เข้ากันเป็นเวลา 1 นาที แช่สารละลายในน า้แข็ง 
ท าการเตรียม ABA Standard โดยใช้ Hormone standard strips จาก Phytodetek ® ABA Test Kit 
โดยการตดั Hormone standard strips ใส่ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml (Sorenson BioScience, USA) 
เติม TBS buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร vortex สารละลายทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้
ท าการเจือจางสารละลายโดยการเติม TBS buffer ปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร และเติมสารละลายจาก
หลอด A1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (หลอดB1) ดดูสารละลายจากหลอด B1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
และเตมิ TBS buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (หลอด C1) ดดูสารละลายจากหลอด C1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
และเตมิ TBS buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (หลอด D1) ดดูสารละลายจากหลอด D1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
และเตมิ TBS buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (หลอด E1) ดดูสารละลายจากหลอด E1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร
และเตมิ TBS buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (หลอด F1) ดดูสารละลายจากหลอด F1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
และเตมิ TBS buffer ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (หลอด G1) น าสารละลายแตล่ะหลอดไป vortex เป็นเวลา 2 นาที 
เก็บสารละลายในท่ีมืด อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เตรียม Anti-ABA coated testwells จาก   
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Phytodetek ® ABA Test Kit ตามจ านวนตวัอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก 
จากนัน้เติม ABA Standard หรือ สารละลายตวัอย่าง ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน Anti-ABA 
coated testwells จากนัน้เตมิ ABA-tracer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมสารละลายอยา่งประณีต 
ปิด  Anti-ABA coated testwells ด้วยแผ่น  plate sealer ใส่ในกล่อง  humid box จากนัน้บ่ม 
testwells ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนัน้เตรียม Substrate solution  
โดยการละลาย PNP substrate 1 เม็ด ต่อ Substrate diluent ปริมาตร 5 มิลลิลิตร หลงัจากครบ 3 ชัว่โมง 
ทิง้สารลายลงในอ่างน า้อย่างรวดเร็ว และระวงัไม่ให้เกิดฟองอากาศ ล้าง testwells ด้วย PBST wash buffer 
3 ครัง้ เคาะ testwells บนกระดาษทิชชู เติม Substrate solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ปิด testwells 
ด้วยแผ่น plate sealer ใส่ในกล่อง humid box แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 ชั่วโมง จากนัน้น าไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง microplate redder 
(PowerWaveX, Biotek) น าคา่ท่ีอา่นได้มาค านวณหาปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกทัง้หมด 
 
7. การทดสอบการตอบสนองของปากใบยางพาราต่อกรดแอบไซซิก 
 
  ท าการทดสอบการตอบสนองของปากใบยางพารา 3 พันธุ์  ได้แก่ พันธุ์  RRIT 408, 
RRIM 623 และ PB 5/51 ในสภาวะปกติ จ านวน 3 ซ า้ ซ า้ละ 3 ต าแหน่ง โดยท าการเตรียมสารละลาย
บพัเฟอร์ ซึ่งท าหน้าท่ีในการกระตุ้นให้ปากใบเปิดอย่างเต็มท่ี (10mM KCl, 7.5mM iminodiacetic acid 
และ 10 mM MES hydrate, ปรับ pH 6.2 ด้วย KOH) น าใบยางพารา (intact leaves) ท่ีแผ่ขยายอย่าง
สมบูรณ์ ของทัง้ 3 พันธุ์ดังกล่าว แช่ในละลายบัพเฟอร์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
หลงัจากครบ 2 ชัว่โมง แช่ใบยางพาราในสารละลาย ABA ท่ีมีความเข้มข้น 0, 10, 20, 50 และ 100 µM 
เป็นเวลา 30 นาที ท าการลอกผิวใบ ตัดชิน้ส่วนของผิวใบด้วยใบมีดโกน วางชิน้ส่วนดังกล่าว 
บนแผ่นสไลด์ หยดน า้กลัน่ 1-2 หยด ปิดแผ่นสไลด์ด้วยกระจกปิดสไลด์ ตรวจสอบความกว้างของ
ปากใบ (stomatal aperture) ในต้นกล้ายางพาราทัง้ 3 พันธุ์  ด้วยกล้องจุลทรรศน์ Leica DM750 
ก าลงัขยาย 100 เทา่ (ดดัแปลงวิธีการจาก Liu et al., 2016) 
 

8. วิเคราะห์ผลข้อมูลทางสถติิ 
 
  วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely Randomized Design: CRD) 
วิเคราะห์คา่เฉล่ีย และความแปรปรวนของข้อมลูด้วยโปรแกรม R version 2.14.0 และเปรียบเทียบ
ความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%  
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บทที่ 3  
 

ผล 
 
1. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  จากการเก็บข้อมูลปริมาณความชืน้ดินภายในภาชนะปลูกของต้นกล้ายางพารา 
แต่ละพันธุ์  พบว่า ในทุกช่วงของการงดน า้ ปริมาณความชืน้ดินมีค่าใกล้เคียงกัน โดยปริมาณ
ความชืน้ดินภายในภาชนะปลกูก่อนท าการงดน า้ มีคา่เทา่กบั 15.33 - 19.58% แตห่ลงัจากท าการงดน า้
เป็นเวลา 1 - 5 วนั ปริมาณความชืน้ดินลดลงประมาณ 3 - 4% ของแตล่ะวนั และเม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 
7 - 11 วัน พบว่า ปริมาณความชืน้ดินมีค่าลดลงเพียงเล็กน้อยและค่อนข้างคงท่ี เม่ือท าการงดน า้ 
เป็นเวลา 11 วนั ซึง่มีคา่เทา่กบั 3.9 - 4.4% ดงัภาพท่ี 4 
  จากการบนัทึกภาพถ่ายลกัษณะสณัฐานวิทยาของยางพารา 6 พนัธุ์ ท่ีท าการงดน า้
ในระยะเวลาต่างๆ พบว่า ในช่วง 3 วนัแรก หลงัจากท าการงดน า้ ยางพาราทัง้ 6 พนัธุ์ยงัคงอยู่ใน
สภาพปกต ิไมพ่บอาการขาดน า้หรือการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยา แตห่ลงัจากงดน า้เป็นเวลา 
5 วนั พบว่า ปริมาณความชืน้ในดินลดลง ส่งผลให้ต้นกล้ายางพารามีอาการขาดน า้ จนกระทั่ง 
ในวนัท่ี 11 หลงัจากงดน า้ ต้นกล้ายางพาราแสดงอาการขาดน า้อย่างรุนแรง โดยลกัษณะอาการท่ีพบ 
คือ อาการเห่ียวของใบ ก้านใบ และปลายยอด ตามล าดบั ลกัษณะการเห่ียวดงักล่าวเกิดขึน้ก่อน
กับยางพาราพันธุ์  PB 5/51, BPM 24, RRIM 600, RRIT 251, RRIT 408, และ RRIM 623 ตามล าดับ 
(ภาพท่ี 5) โดยต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ RRIT 251 แสดงอาการเห่ียวของแผ่นใบ 
หลังการงดน า้เป็นเวลา 7 วนั และมุมใบ เร่ิมเปล่ียนหลังงดน า้เป็นเวลา 9 วนั ในขณะท่ีต้นกล้า
ยางพาราพันธุ์  RRIM 600, BPM 24 และ PB 5/51 แสดงอาการเห่ียวของแผ่นใบหลังการงดน า้ 
เป็นเวลา 5 วนั และมุมใบเร่ิมเปล่ียนหลงังดน า้เป็นเวลา 7 วนั ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 
แสดงอาการเห่ียวของแผน่ใบหลงัการงดน า้เป็นเวลา 9 วนั และมมุใบเร่ิมเปล่ียนเล็กน้อยหลงังดน า้
เป็นเวลา 11 วนั ซึง่ช้ากวา่พนัธุ์อ่ืนๆ (ภาพท่ี 6) หลงัจากท าการให้น า้แก่ต้นกล้ายางพาราทกุพนัธุ์อีกครัง้ 
(re-watering) เป็นเวลา 2 สปัดาห์ พบว่า ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีอตัราการรอดชีวิตสงูถึง 
100% รองลงมาคือ ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ RRIT 251 ซึ่งมีอัตราการรอดชีวิต
เท่ากับ 78% ในขณะเดียวกันต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 600 และ BPM 24 มีความสามารถ 
ในการฟืน้ฟูสภาพการเจริญเตบิโตให้มีอตัราการรอดชีวิตได้เพียง 67 % ส่วนต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ 
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ภาพท่ี 4 การศกึษาปริมาณความชืน้ดนิภายในภาชนะปลกูของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้
สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั 

PB 5/51 มีอัตราการรอดชีวิตเพียง 55% ซึ่งน้อยท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ์ อ่ืนๆ (ภาพท่ี 7) 
นอกจากนีก้ารตรวจสอบการตอบสนองลกัษณะสณัฐานวิทยามีความสมัพนัธ์กบัปริมาณความชืน้ในดิน 
เน่ืองจากปริมาณความชืน้ในดินท่ีลดลงท าให้ต้นกล้ายางพาราเกิดอาการขาดน า้ สงัเกตเห็นได้
จากลกัษณะอาการเห่ียวของต้นกล้ายางพารา ดงันัน้การตอบสนองลกัษณะสณัฐานวิทยาสามารถ
ใช้เป็นตวัชีว้ดัในการแบง่กลุ่มพนัธุ์ยางพาราท่ีทนทานตอ่สภาวะแล้ง และพนัธุ์ยางพาราท่ีไวต่อสภาวะแล้ง 
เพ่ือใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน NCED3 และปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่ 5 ระดบัการประเมินลกัษณะสณัฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั 
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ภาพที่ 6 ลกัษณะสณัฐานวิทยา ของต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51, RRIM 600, RRIM 623, RRIT 408, 
RRIT 251 และ BPM 24 ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั 
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2. การศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
 2.1. การศึกษาปริมาณน า้สัมพัทธ์ (relative water content; RWC) 
 
  จากการศกึษาปริมาณน า้สมัพทัธ์ของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
พบว่า ในการงดน า้เป็นเวลา 0 - 5 วันแรก ต้นกล้ายางพาราทุกพันธุ์ มีปริมาณน า้สัมพัทธ์ท่ี 
ไมแ่ตกตา่งกนัโดยมีคา่อยู่ระหวา่ง 74.27 - 93.08 % แตเ่ม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 7, 9 และ 11 วนั 
ตามล าดับ ปริมาณน า้สัมพัทธ์มีค่าลดลงอย่างต่อเน่ืองและมีค่าต ่าสุดถึง 21.52% ในต้นกล้า
ยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 นอกจากนี ้หลงัจากท าการงดน า้เป็นเวลา 7 วนั พบว่า ต้นกล้ายางพารา
พนัธุ์ PB 5/51 และ BPM 24 มีปริมาณน า้สมัพทัธ์ต ่ากว่าพนัธุ์ อ่ืนๆ อย่างมีนยัส าคญั และมีค่าลดลง
อยา่งตอ่เน่ือง (ภาพท่ี 8) แสดงให้เห็นวา่ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51 และ BPM 24 มีความสามารถ
ในการรักษาระดบัน า้ในใบได้น้อยกว่าพนัธุ์อ่ืน ซึ่งอาจจดัว่าเป็นพนัธุ์ท่ีไวตอ่สภาวะแล้ง ส่วนต้นกล้า
ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408, RRIM 623, RRIT 251 และ RRIM 600 พบวา่ หลงัจากงดน า้เป็นเวลา 7 วนั 
ต้นกล้ายางพาราทัง้ 4 พนัธุ์ ยงัคงมีความสามารถรักษาระดบัน า้ในใบได้สูง และเร่ิมลดลงในวนัท่ี 9 
ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาการตอบสนองลกัษณะสณัฐานวิทยา  

ภาพที่ 7 ลกัษณะสณัฐานวิทยา ของต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51, RRIM 600, RRIM 623, RRIT 408, 
RRIT 251 และ BPM 24 หลงัจากงดน า้เป็นเวลา 11 วนั และท าการให้น า้ (re-watering) เป็นเวลา 2 สปัดาห์ 
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ภาพที่  8 ปริมาณน า้สมัพทัธ์ของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 
5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  

 
 2.2 การศึกษาปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ (electrolyte Leakage; EL) 
 
  จากการศกึษาปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ 
ภายใต้สภาวะขาดน า้ โดยท าการเก็บตวัอย่างใบหลงัจากงดน า้เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั 
ตามล าดบั พบว่า ในการงดน า้เป็นเวลา 1 - 5 วนั ต้นกล้ายางพาราทกุพนัธุ์มีการร่ัวไหลของสาร-
อิเล็กโทรไลต์ของใบท่ีไม่แตกต่างกนัโดยมีค่าอยู่ระหว่าง 7.06 - 14.61 % ปริมาณการร่ัวไหลของ
สารอิเล็กโทรไลต์ในใบยางพาราเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ืองตัง้แตว่นัท่ี 1 ของการงดน า้ โดยเฉพาะต้นกล้า
ยางพาราพันธุ์  BPM 24 และ PB 5/51 ท่ีมีปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ในใบสูงกว่า
พนัธุ์อ่ืนๆ อย่างเห็นได้ชดัเจน ในวนัท่ี 7 ของการงดน า้ และมีค่าเพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ือง ซึ่งต่างจาก
พันธุ์  RRIM 623 และ RRIT 251 อย่างมีนัยส าคญั นอกจากนีย้ังพบว่าในวันท่ี 9 ของการงดน า้ 
ปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ในใบยางพาราพันธุ์  RRIM 623 มีค่าต ่าท่ีสุด ซึ่งเท่ากับ 
12.29 % รองลงมาคือ ยางพาราพันธุ์  RRIT 408, RRIT 251, RRIM 600, PB 5/51 และ BPM 24 
มีคา่เทา่กบั 16.69, 21.48, 21.56, 26.08 และ 27.28 % ตามล าดบั (ภาพท่ี 9) 
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ภาพที่ 9 ปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ในใบ ของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  
 
 2.3 ประสิทธิภาพการใช้แสง (maximum quantum efficiency of photosystem ll, Fv/Fm) 
 
  คา่ประสิทธิภาพการใช้แสงในวนัท่ี 0 ก่อนการงดน า้ ต้นกล้ายางพาราทัง้ 6 พนัธุ์ มีคา่
ประสิทธิภาพการใช้แสงท่ีใกล้เคียงกนัอยูท่ี่ 0.58 - 0.63 และเม่ือท าการงดน า้อยา่งตอ่เน่ือง เห็นได้วา่คา่
ประสิทธิภาพการใช้แสงมีแนวโน้มลดลงเร่ือยๆ ในต้นกล้ายางพาราทกุพนัธุ์ และจะลดลงมากท่ีสดุ
หลงัจากงดน า้ เป็นเวลา 11 วนั คา่ประสิทธิภาพการใช้แสงจะลดลงมีคา่อยู่ท่ี 0.08 - 0.23 (ภาพท่ี 10) 
แสดงให้เห็นว่าเม่ือต้นกล้ายางพาราอยู่ในสภาวะขาดน า้เป็นเวลานานส่งผลให้ประสิทธิภาพใน 
การสงัเคราะห์แสงของยางพาราลดลง ทัง้นี ้ไมพ่บความแตกตา่งท่ีชดัเจนระหวา่งพนัธุ์ยางพารา 
 
 2.4 การศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์สัมพัทธ์ (Relative chlorophyll content) 
 
  จากการศกึษาปริมาณคลอโรฟิลล์สมัพทัธ์ในใบยางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
พบวา่ ก่อนท าการงดน า้ ยางพาราทกุพนัธุ์มีคา่ปริมาณคลอโรฟิลล์ อยูท่ี่ 67.5 - 76.25 ในชว่ง 1 - 7 วนัแรก 
ของการงดน า้ ปริมาณคลอโรฟิลล์ค่อนข้างคงท่ี ซึ่งสอดคล้องกบัลกัษณะสณัฐานวิทยาท่ีแสดงให้
เห็นว่า ในสภาวะขาดน า้ยางพาราไม่ได้แสดงอาการใบเหลือง แต่แสดงอาการใบเห่ียวทัง้ท่ียังมี  
สีเขียวอยู่ หลงัจากนัน้จึงเปล่ียนเป็นสีน า้ตาล จนกระทัง่หลงัจากการงดน า้เป็นเวลา 9-11 วนั พบว่า 
ปริมาณคลอโรฟิลล์มีคา่ลดลงอย่างเห็นได้ชดั โดยในวนัท่ี 11 ของการงดน า้ ยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 
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มีปริมาณคลอโรฟิลล์สมัพทัธ์มากท่ีสดุ ซึง่มีคา่เทา่กบั 68.64 รองลงมาคือ ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408, 
RRIM 623, RRIM 600, BPM 24 และ RRIT 251 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 65.20, 63.96, 58.19, 57.51 และ 57 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 11) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 คา่ประสิทธิภาพการใช้แสงของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 
3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 11 ปริมาณคลอโรฟิลล์สมัพทัธ์ของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 
0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  
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3. การโคลนยีน 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) 
 
 3.1 การหาล าดับเบสของยีน NCED3 บางส่วน (partial sequencing) จาก cDNA 
ยางพาราโดยการใช้ degenerated primers  
 
   ท าการออกแบบ degenerate primer โดยอาศยัข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
NCED3 จากพืชชนิดอ่ืน จากการน าคูข่องไพรเมอร์ AF2 (sense) และ AR1 (antisense) มาส าหรับ 
amplification กับ cDNA ของยางพารา โดยการท า gradient PCR เพ่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
พบว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสม คือ 56.2 องศาเซลเซียส และได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 461  
นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 12) หลังจากนัน้ท าการโคลนชิน้ส่วนของยีน NCED3 ในยางพาราโดยใช้ 

พลาสมิด TA cloning vector รวมเข้ากบัยีน NCED3 สง่ถ่ายเข้าสูเ่ซลล์ของเชือ้ E. coli DH5α ท า
การตรวจสอบการถ่ายโอนยีน NCED3 โดยเทคนิค PCR และตรวจสอบผลท่ีได้ด้วย 1.5 % 
agarose gel electrophoresis เม่ือตรวจพบชิน้ส่วน DNA ในพลาสมิดท่ีได้จากโคโลนีของเชือ้ 
E.coli ท าการเลีย้งเชือ้ ในอาหารเหลว LB (ท่ีมี ampicillin ความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) 
5 มิลลิลิตร ในเคร่ืองเขย่าท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง หลงัจากนัน้ท าการ
สกัดพลาสมิดให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุด Pure Quick plasmid DNA Miniprep kits และตรวจสอบคณุภาพ
ของดีเอ็นเอท่ีได้ด้วย 1.5 % agarose gel electrophoresis ท าการสง่ตวัอยา่งเพ่ือวิเคราะห์หาล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 โดยการใช้ T7 เป็นโปรโมเตอร์ของเส้น forward 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
  

ภาพที่  12 ผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จาก cDNA ส่วนใบของยางพารา อุณหภูมิท่ีเหมาะสมของ  
ไพรเมอร์ AF2 (forward primer) และ AR1 (reverse primer) คือ 56.2 องศาเซลเซียส และได้ชิน้ส่วน 
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 461 นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบกบั GeneRuler 100 bp DNA Ladder (M) 
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  จากการศึกษาการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 เพ่ือตรวจสอบ
ความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ของยางพารามีความใกล้เคียง
กับยีน NCED3 ของพืชอ่ืนๆ ค่อนข้างสูง ได้แก่ สบู่ด า (Jatropha curcas ) สูงท่ีสุดถึง 86% และ 
(Populus trichocarpa ) 83% แสดงให้เห็นว่าชิน้ส่วน PCR product ท่ีท าการโคลนยีน เป็นล าดบั
นิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน NCED3 ในยางพารา และสามารถแปลเป็นล าดบันิวคลีโอไทด์ ซึง่มีขนาด 
461 นิวคลีโอไทด์ (ภาพท่ี 13) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 full length ของยางพารา 
 
  ท าการหาล าดบัเบสของยีน NCED3 ด้วยการออกแบบ degenerate primers จาก
ข้อมูลล าดับเบสของยีน NCED3 ในพืชอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ multiple alignment ด้วยโปรแกรม
GENETYX-WIN version 5.0 โดยค้นหาข้อมลูในฐานข้อมลู GenBank (http://www.ncbi.mln.nih.gov/) 
ซึ่งพืชท่ีน ามาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  NCED3 ใน
ยางพาราเป็นพืชท่ีอยู่ในวงศ์  Euphorbiaceae ได้แก่ สบู่ด า และละหุ่ง ซึ่งอยู่ในวงศ์เดียวกันกับ
ยางพาราซึ่งผลท่ีได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ในขัน้แรกคือ การหาอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมส าหรับ 
การเกิดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ท่ีออกแบบโดยการท า  gradient PCR พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
ในการน ามาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบั cDNA ของยางพารา คือ อณุหภูมิ 58 องศาเซลเซียส (ภาพท่ี 14) 
ในขัน้ตอนต่อมาการน าไพรเมอร์ FNCED3 (forward primer) และ RNCED3 (reverse primer)  

5’ATGTCTGAGATGATTTGCCTTACCATGTTCGTGTTCTTCCCTCTGGCGACCTCAAAACT
GTCGGGCGAAACAATTTCAATGGCCAACTCAAGAGTACAATGATTGCTCATCCAAAAG
TCGACCCATCTTCTGGGGAATTGTTTGCTCTTAGCTACGATGTTGTCCAGAAGCCATAT
CTGAAATATTTCAGATTTTCTGCCGATGGTAAAAAGTCTCCTGATGTTGAAATCTCACTT
GATCAACCAACCATGATGCATGATTTTGCCATTACTGAGAGGTTCGTTGTTATTCCTGAT
CAACAAATAGTGTTCAAATTGCCCGAAATGATTTGCGGTGGCTCACCGGTAATCTACGA
CAAGAAGAAGATGTCAAGGTTTGGGGTATTGGAAAAGAAAGCCAATGACGCTTCCAAG
ATTAGGTGGATGGATGCGCCTGATTGCTTCTGTTTCCATCTCTGGAAA 3’ 

ภาพท่ี 13 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 บริเวณส่วนกลางยีน ขนาด 461 นิวคลีโอไทด์ 
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มาท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ปกติใช้อุณหภูมิในขัน้ตอน annealing ท่ี 58 องศาเซลเซียส ผลของการท า
ปฏิกิริยาของพีซีอาร์ได้ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอเท่ากับ 1,785 นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอ
มาตรฐาน หลังจากนัน้สกัดแยกผลผลิตพีซีอาร์ออกจากเจลโดยใช้  E.Z.N.A® Gel Extraction Kit  
น าดีเอ็นเอท่ีได้เช่ือมตอ่กบัเวคเตอร์ RBC TA cloning ท าการถ่ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเข้าสู่แบคทีเรีย 

E.coli สายพันธุ์  DH5α เพ่ือเพิ่มปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอซึ่งมีขนาด 1,785 นิวคลีโอไทด์ ท าการ
คัดเลือกโคโลนีสีขาวขุ่น เพ่ือตรวจสอบชิน้ส่วนของยีน NCED3 ท่ีแทรกอยู่ในเวคเตอร์ RBC TA 
cloning (pTA- NCED3) ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ ซึ่งจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์พบขนาดของชิน้ส่วนยีน
ประมาณ 1,785 นิวคลีโอไทด์ คดัเลือกโคโลนีท่ีต้องการน าส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์มาสกดัแยก

ชิน้ส่วนดีเอ็นเอสายผสม pTA- NCED3 ออกจากแบคทีเรีย E.coli สายพนัธุ์ DH5α โดยใช้ E.Z.N.A. ® 
Plasmid DNA Mini Kit I ตรวจสอบปริมาณ และความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 ด้วย
เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง และน าดีเอ็นเอสายผสม pTA-NCED3 ท่ีสกัดได้มาตรวจสอบด้วยวิธีการ 
อิเล็กโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน น าส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้ 
universal primer คือ T7 promoter เป็น forward primer และ M13 เป็น reverse primer 
 

 
 
 
 
 
 
  

ภาพที่  14 ผลการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จาก cDNA ส่วนใบของยางพารา อณุหภูมิท่ีเหมาะสมของ 
ไพรเมอร์ FNCED3 (forward primer) และ RNCED3 (reverse primer) คือ 58 องศาเซลเซียส 
และได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,785 นิวคลีโอไทด์ เม่ือเปรียบเทียบกับ GeneRuler 100 bp 
DNA Ladder (M) 
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  จากการวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์เส้นสมบูรณ์ของยีน NCED3 ของ
ยางพารา พบว่า ยีน NCED3 มีขนาด (open reading frame) 1,785 คู่เบส (ภาพท่ี 15) เม่ือน า
ข้อมูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ในยางพารา ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลของล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม nucleotide blast พบว่า
ยีน NCED3 ท่ีสงัเคราะห์ได้จากส่วนใบของยางพารามีความเหมือนกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน NCED3 ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta, XP 021593487), สบูด่ า (Jatropha curcas, 
XP 012084339), พืช (Populus trichocarpa, XM006370119), ทุเ รียน (Durio zibethinus, XP 
022717441) และ โกโก้ (Theobroma cacao , XP 007022180) ดงัแสดงในตารางท่ี 3 HbNCED3 
มีหน้าท่ีการท างานท่ีคล้ายคลึงกับยีน NCED3 ในพืชอ่ืนๆ ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน NCED3 ท่ีได้กับฐานข้อมูลของ GenBank พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์มีความเหมือนกับ
ยีน NCED3 ของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta) 91 เปอร์เซ็นต์ สบู่ด า (Jatropha curcas) 
83 เปอร์เซ็นต์ พืช Populus trichocarpa) 82 เปอร์เซ็นต์ ทเุรียน (Durio zibethinus) 79 เปอร์เซ็นต์ และ 
โกโก้ (Theobroma cacao ) 78 เปอร์เซ็นต์ จากการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของ
ยีน HbNCED3 จากกรดอะมิโน โดยการสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี neighborhood 
joining method เพื่อเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของยีน HbNCED3 กับพืชอื่นๆ ในฐานข้อมูล 
GenBank พบว่า โปรตีน NCED3 ในยางพารามีสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการคล้ายกับมนัส าปะหลงั
มากท่ีสดุ (ภาพท่ี 16)  
 
ตารางที่  3 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน NCED3 ของยางพารากับฐานข้อมูล 
GenBank ด้วยโปรแกรม nucleotide blast 
Accession number           Plants Identity score (%) 

XP 021593487 Manihot esculenta 91 
XP 012084339 Jatropha curcas 83 
XM006370119 Populus trichocarpa 82 
XP 022717441 Durio zibethinus 79 
XP 007022180 Theobroma cacao 78 
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ภาพที่  15 การเปรียบเทียบล าดับกรดอะมิโนโปรตีน NCED3 ของยางพารากับ Manihot esculenta 
(MeNCED3, XM021737795.1), Jatropha curcas (JcNCED3, XM01228949.2), Durio zibethinus 
(DzNCED3, XM022861706.1) และ Theobroma cacao (TcNCED3, XM007022118.2) จากฐานข้อมลู 
GenBank ด้วยโปรแกรม GeneDoc 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

α-helix 
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ภาพที่ 16 แสดงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของโปรตีน NCED3 จากยางพารา กบัโปรตีน NCED3 
ในพืชอ่ืนๆ 17 ชนิด จาก GenBank ด้วยโปรแกรม MEGA 6 ตวัเลขบนแขนง (node) แสดงเปอร์เซ็นต์
ความน่าเช่ือถือจากการค านวณด้วย bootstrap root test จ านวน 1,000 รอบ โดยมีเลข accession 
number ดังนี  ้Herrania umbratica (HuNCED3, XM021432968.1), Theobroma cacao (TcNCED3, 
XM007022118.2), Durio zibethinus (DzNCED3, XM022861706.1), Gossypium raimondii 
(GrNCED3, XM012609894.1), Gossypium arboreum (GaNCED3, XM017784246.1), Populus 
trichacarpa (PtNCED3, XM006370119.1), Manihot esculenta (MeNCED3, XM021737795.1), 
Solanum pennellii (SpNCED3, XM015224874.1), Nicotiana tabacum (NtNCED3, KM605434.1), 
Lycium barbarum (LbNCED3, JQ319069.1), Lycium chlnense (LcNCED3, KJ123695.1), 
Carica papaya (CpNCED3, XM022039358.1), Malus x domestica (MdNCED3, XM008384748.2), 
Brassica napus (BnNCED3, NM001315973.1), Arabidopsis thaliana (AtNCED3, NM112304.3), 
Camellna sativa (CsNCED3, XM010488950.2) 



52 

 

4. การแสดงออกของยีน NCED3 ภายใต้สภาวะขาดน า้ในต้นกล้ายางพารา 
 
  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน NCED3 โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีผา่นการตรวจสอบ
ความจ าเพาะเจาะจงมาแล้ว ได้แก่ qRT-NCED3_F3 forward primer และ qRT-NCED3_R3 
reverse primer มาใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีน NCED3 ในชิน้ส่วนใบ ของต้นกล้า
ยางพาราพนัธุ์  RRIT 408, RRIM 623 และ PB 5/51 ภายใต้สภาวะขาดน า้ ท่ี 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 
11 วนัตามล าดบั โดยใช้ยีน 18s rRNA เป็นยีนอ้างอิง  
  จากผลการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน NCED3 ของต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408, 
RRIM 623 และ PB 5/51 โดยเทคนิค qRT-PCR พบว่า ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ RRIM 623 มี
ระดบัการแสดงออกของยีน NCED3 คอ่นข้างคงท่ี ในวนัท่ี 0, 1, 3 และ 5 ของการงดน า้ และเพิ่มขึน้
สงูสดุหลงัจากท าการงดน า้เป็นเวลา 7 วนั ดงัภาพท่ี 17 ยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีการแสดงออก
ของยีน NCED3 เพิ่มขึน้ หลงัจากท าการงดน า้ตัง้แต่วนัท่ี 1 และเพิ่มขึน้สูงสุดในวนัท่ี 5 หลงัจากนัน้
การแสดงออกของยีน NCED3 ลดลงอย่างรวดเร็ว โดยเฉพาะในวนัท่ี 9 อยา่งไรก็ตามการแสดงออกของ
ยีน NCED3 ในยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 มีการแสดงออกท่ีสูงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับ
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ภาพที่  17 ระดบัการแสดงออกของยีน NCED3 จากชิน้ส่วนใบ ของต้นกล้ายางพาราพันธุ์  PB 5/51, 
RRIT 408 และ RRIM 623 ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  
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5. ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกทัง้หมด ภายใต้สภาวะขาดน า้ของต้นกล้ายางพารา 
 
  เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน NCED3 และปริมาณการ-
สะสมกรดแอบไซซิก จึงน าต้นกล้ายางพาราพันธุ์  PB 5/51, RRIT 408 และ RRIM 623 ซึ่งใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนมาวิเคราะห์ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกด้วย โดยวิเคราะห์
ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกจากตวัอย่างใบยางพาราท่ีท าการงดน า้ในระยะเวลาท่ีแตกตา่งกนั 
ได้แก่ 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั จากการทดลองปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกใน
ใบยางพารา พบว่า ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในช่วงแรก
ของการขาดน า้ ตัง้แตว่นัท่ี 1 ของการงดน า้และมีปริมาณเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ือง มีปริมาณการสะสม 
กรดแอบไซซิกสูงท่ีสุดในวนัท่ี 5 ของการงดน า้ หลงัจากนัน้ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกจึงลด
ปริมาณลง ในขณะเดียวกนัต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ RRIM 623 มีปริมาณการสะสม 
กรดแอบไซซิกท่ีช้ากว่า โดยมีการเพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชดัในวนัท่ี 7 ของการงดน า้ ซึ่งสอดคล้องกับ
การแสดงออกของยีน NCED3 โดยต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408 มีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
ท่ีสูงกว่าต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 ในช่วงแรกของการงดน า้ (3 และ 5 วนัหลงัการงดน า้) 
ดงัภาพท่ี 18 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ภาพที่  18 ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกของต้นกล้ายางพาราพันธุ์  PB 5/51, RRIT 408 และ 
RRIM 623 ภายใต้สภาวะขาดน า้ เป็นเวลา 0, 1, 3, 5, 7, 9 และ 11 วนั ตามล าดบั  

 



54 

 

6. การตอบสนองของปากใบยางพาราต่อกรดแอบไซซิก 
 
  จากการตรวจสอบการตอบสนองของปากใบต่อปริมาณกรดแอบไซซิก ใน
ยางพารา 3 พนัธุ์ ได้แก่ พนัธุ์ RRIM 623, RRIT 408 และ PB 5/51 โดยการแช่ใบท่ีติดอยู่บนล าต้น
(intact leaves) ของยางพาราในสารละลายบัฟเฟอร์ (10mM KCl, 7.5mM iminodiacetic acid 
และ 10 mM MES hydrate, ปรับ pH 6.2 ด้วย KOH) เพ่ือกระตุ้นให้ปากใบเปิดอย่างเต็มท่ี หลงัจากนัน้
จึงน ามาแช่สารละลายกรดแอบไซซิก ท่ีความเข้มข้นในระดบัตา่งๆ ได้แก่ 0, 10, 20, 50 และ 100 µM 
พบว่า ท่ีระดบัความเข้มข้นของสารละลายกรดแอบไซซิกเดียวกนั ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 จะมี
ความกว้างของปากใบ (stomatal aperture) ท่ีมีขนาดเล็กกว่ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 
โดยสงัเกตได้จากภาพท่ี 19 ท่ีไม่มีการแช่สารละลายกรดแอบไซซิก (0 µM ABA) ส่วนยางพาราพนัธุ์ 
RRIT 408 และ PB 5/51 มีการตอบสนองตอ่กรดแอบไซซิกในการปิดปากใบท่ีใกล้เคียงกนั  
 
ตารางที่ 4 ความกว้างของปากใบ (stomatal aperture) ในต้นกล้ายางพารา 3 พนัธุ์ ตอ่กรดแอบไซซิก
ท่ีระดบัความเข้มข้น 0, 10, 20, 50 และ 100 µM 

Clones 
Stomatal aperture (µm) 

0 µM ABA 10 µM ABA 20 µM ABA 50 µM ABA 100 µM ABA 

RRIM 623 1.39±0.07 1.24 ±0.08 1.13±0.22 1.08±0.07 0.95±0.05 

RRIT 408 1.75±0.55 1.65±0.47 1.50±0.31 1.48±0.51 1.31±0.50 

PB 5/51 2.36±0.55 2.35±0.41 2.29±0.52 2.19±0.16 1.50±0.07 
 
  จากการศึกษาการตอบสนองของปากใบตอ่ปริมาณกรดแอบไซซิกท่ีระดบัความ
เข้มข้น 0, 10, 20, 50 และ 100 µM ในยางพารา 3 พันธุ์  ได้แก่ พันธุ์  RRIM 623, RRIT 408 และ 
PB 5/51 พบว่า ในทุกๆ ระดบัความเข้มข้นของกรดแอบไซซิก ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีระดบั
ความกว้างของปากใบ (stomatal aperture) ท่ีมีขนาดเล็กท่ีสดุ รองลงมาคือ ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 
และ PB 5/51 โดยสงัเกตได้จากท่ีระดบัความเข้มข้นของกรดแอบไซซิก 0 µM ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 
มีระดบัความกว้างของปากใบ (stomatal aperture) ท่ีน้อยท่ีสดุ ซึ่งมีคา่เท่ากบั 1.39 µm รองลงมาคือ 
ยางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 ซึง่มีคา่เท่ากบั 1.75 และ 2.36 µm ตามล าดบั (ตารางท่ี 4) 
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ภาพที่  19 การตอบสนองของปากใบในยางพาราพันธุ์  RRIM 623, RRIT 408 และ PB 5/51 ต่อ
ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกท่ีความเข้มข้นในระดบัตา่งๆ ได้แก่ 0, 10, 20, 50 และ 100 µM 
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บทที่ 4  
 

วิจารณ์ 
 
1. การตอบสนองทางลักษณะสัณฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะขาดน า้  
 
  จากการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ท่ีท าการงดน า้
ในระยะเวลาต่างๆ หลังจากท าการงดน า้ในช่วง 3 วันแรก ต้นกล้ายางพาราทัง้ 6 พันธุ์ยังคงอยู่ใน
สภาพปกติไม่พบอาการขาดน า้หรือการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวิทยา แตห่ลงัจากงดน า้เป็นเวลา 
5 วัน พบว่า ปริมาณความชืน้ดินลดลง และค่อนข้างคงท่ีเม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 7-11 วัน 
ปริมาณความชืน้ในดินท่ีลดลงส่งผลให้พืชเกิดสภาวะขาดน า้ ในต้นกล้ายางพารามีอาการขาดน า้
โดยแสดงลกัษณะใบเห่ียว จนกระทัง่ในวนัท่ี 11 หลงัจากงดน า้ ต้นกล้ายางพาราแสดงอาการขาดน า้
อย่างรุนแรงและสงัเกตเห็นได้อย่างชัดเจน โดยลกัษณะอาการท่ีพบ คือ อาการเห่ียวของใบ ก้านใบ 
และปลายยอดตามล าดบั ลกัษณะการเห่ียวดงักล่าวเกิดขึน้ก่อนกับต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51, 
BPM 24, RRIM 600, RRIT 251, RRIT 408, และ RRIM 623 ตามล าดับ ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  
RRIT 408 และ RRIT 251 แสดงอาการเห่ียวของแผ่นใบหลงัการงดน า้เป็นเวลา 7 วนั และมุมใบ
เร่ิมเปล่ียนหลงัจากงดน า้เป็นเวลา 9 วนั ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 600, BPM 24 และ PB 5/51 
แสดงอาการเห่ียวของแผ่นใบหลังจากงดน า้เป็นเวลา 5 วัน และมุมใบเร่ิมเปล่ียนหลังงดน า้ 
เป็นเวลา 7 วัน และในขณะเดียวกันต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 623 แสดงอาการเห่ียวของ 
แผ่นใบหลังการงดน า้เป็นเวลา 9 วัน และมุมใบเร่ิมเปล่ียนเล็กน้อยหลังงดน า้เป็นเวลา 11 วัน  
ซึ่งช้ากว่าพันธุ์ อ่ืนๆ จึงอาจมีแนวโน้มเป็นพันธุ์ ท่ีค่อนข้างทนต่อสภาวะขาดน า้  หลังจากสิน้สุด 
การงดน า้เป็นเวลา 11 วัน ได้ท าการให้น า้แก่ต้นกล้ายางพาราทุกพันธุ์ อีกครัง้ พบว่า ต้นกล้า
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีอตัราการรอดชีวิตสงูถึง 100% ภายใน 1 สปัดาห์ หลงัจากได้รับน า้อีกครัง้ 
ส่วนต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีอตัราการรอดชีวิตเพียงแค ่55% ภายใน 2 สปัดาห์ ปรียาภรณ์ 
และคณะ (2549) ได้ศึกษาผลของสภาวะเครียดน า้ ท่ีมีผลต่อต้นส้มเปลือกล่อนพันธุ์ ฮันน่ี  
(Citrus reticulata Blanco cv.Honey) ตามระยะเวลาการงดน า้ 7, 14, 21, 28 และ 35 วนั ตามล าดบั 
พบว่า ต้นส้มท่ีขาดน า้ในช่วงระยะเวลานานเกิน 14 วนั จะเร่ิมแสดงอาการเห่ียว ในขณะท่ีต้นส้มท่ี
งดน า้ 7 วัน ไม่แสดงอาการเน่ืองจากเกิดสภาวะขาดน า้มีลักษณะปกติเช่นเดียวกับต้นควบคุม 
ลกัษณะอาการขาดน า้ทางสณัฐานวิทยาภายนอกสามารถบง่บอกถึงสภาวะขาดน า้ได้ โดยสงัเกต



57 

 

จากการม้วนห่อ การเห่ียวของใบและอาการใบเหลือง พืชจะแสดงความรุนแรงมากขึน้เม่ือมี
ระยะเวลาในการขาดน า้ยาวนานขึน้ นอกจากนีก้ารตรวจสอบการตอบสนองทางสัณฐานวิทยา  
ยังพบว่า มีความสัมพันธ์กับความชืน้ดิน และปริมาณน า้ในใบ เม่ือความชืน้ดินลดลงต้นกล้า
ยางพาราเกิดอาการขาดน า้ ส่งผลให้ปริมาณน า้ในใบลดลงด้วย แสดงให้เห็นได้อย่างชัดเจนจาก
ลกัษณะอาการเห่ียวของต้นกล้ายางพารา 
 
2. การตอบสนองทางด้านสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  การเปล่ียนแปลงลักษณะทางสรีรวิทยาเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตและ
พฒันาการของพืช หากพืชได้รับผลกระทบจากสภาวะขาดน า้ (Wang et al., 2001) น า้ท่ีอยู่ในพืช
มีปริมาณน้อยเม่ือเปรียบเทียบกบัน า้ท่ีถกูดดูขึน้ไปจากดินผ่านต้นพืช และสญูเสียออกโดยการคายน า้ 
ความชืน้ดินท่ีลดลงส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลงของระดับน า้ในพืช หากต ่ากว่าระดับท่ีเหมาะสม 
(optimum level) จะท าให้พืชสูญเสียความเต่งของเซลล์หรือมีอาการเห่ียว ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อ
กระบวนการทางสรีรวิทยา จากการทดลองพบว่า ปริมาณความชืน้ดินภายในภาชนะปลูกของ 
ต้นกล้ายางพาราแต่ละพันธุ์ในทุกช่วงเวลา 1 - 5 วัน ของการงดน า้ ปริมาณความชืน้ในดินมีค่า
ใกล้เคียงกัน แต่หลังจากงดน า้เป็นเวลา 7 - 11 วัน ปริมาณความชืน้ดินลดลงค่อนข้างคงท่ี  
เม่ือปริมาณน า้ในดินลดลงปริมาณน า้ท่ีเข้าสู่ต้นพืชต ่ากว่าปริมาณน า้ท่ีออกจากต้นพืช ส่งผลให้
ปริมาณน า้ในใบลดลง พืชสูญเสียความเต่งของเซลล์หรือแสดงอาการเห่ียวดงักล่าวข้างต้น โดย 
ค่าปริมาณน า้สัมพัทธ์ในใบลดลงอย่างต่อเน่ืองเม่ือระยะการขาดน า้ยาวนานขึน้ จากการศึกษา
ปริมาณน า้สมัพทัธ์ใบของต้นกล้ายางพารา 6 พนัธุ์ ภายใต้สภาวะขาดน า้ พบวา่ ในการงดน า้เป็นเวลา 
0 - 5 วันแรก ต้นกล้ายางพาราทุกพันธุ์มีปริมาณน า้สัมพัทธ์ท่ีไม่แตกต่างกันโดยมีค่าอยู่ระหว่าง 
74.27 - 93.08 % แต่เม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 7, 9 และ 11 วัน ตามล าดบั ปริมาณน า้สัมพัทธ์ 
มีคา่ลดลงอยา่งตอ่เน่ืองและมีคา่ต ่าสดุถึง 21.52% ในต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51 ซึง่สอดคล้อง
กบัการศกึษาของ ปรียานชุ และคณะ (2558) ท่ีศกึษาการทนแล้งของข้าว โดยท าการงดน า้เป็นเวลา 
20 และ 40 วนั พบวา่ ปริมาณน า้สมัพทัธ์มีคา่ลดลง ในข้าวกลุ่มท่ีได้รับสภาวะขาดน า้ และการทดลอง
ของ Wang (2014) ท่ีศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของยางพาราพันธุ์  GT1 ท่ีมีการเจริญเติบโต
ของใบจ านวน 2 ฉตัร ภายใต้สภาวะขาดน า้ โดยเปรียบเทียบชดุควบคมุและชดุท่ีท าการงดน า้เป็น
เวลา 7 วนั พบว่า ปริมาณน า้สมัพทัธ์ในใบลดลงอย่างมีนยัส าคญั นอกจากนีย้งัส่งผลให้เกิดการ
ร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์เพิ่มมากขึน้ แสดงให้เห็นถึงความเสียหายของเซลล์พืชท่ีได้รับ
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ผลกระทบจากอาการขาดน า้ จากผลการทดลองในใบยางพาราเกิดการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์
เพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ืองตัง้แตว่นัท่ี 1 ของการงดน า้ โดยเฉพาะในต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ BPM 24 และ 
PB 5/51 เม่ือท าการงดน า้เป็นเวลา 7 วนั และเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ืองจนถึงวนัท่ี 11 ของการงดน า้ มากกวา่
พนัธุ์อ่ืนๆ สว่นต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์น้อยท่ีสดุ
หลังจากท าการงดน า้เป็นเวลา 9 วัน แสดงให้เห็นว่า ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 623 มี
ความสามารถในการรักษาสภาพเซลล์ภายใต้สภาวะขาดน า้ได้มากกว่าต้นกล้ายางพาราพันธุ์ อ่ืนๆ  
ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของต้นกล้ายางพาราท่ีแสดงอาการเห่ียวน้อยสุด 
เม่ือเปรียบเทียบกับพันธุ์ อ่ืนๆ จึงท าให้ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 623 มีแนวโน้มในการทนต่อ
สภาวะแล้งได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับการศกึษาของ นิศาชล และคณะ (2555) ท่ีศึกษาเก่ียวกบัการร่ัวไหล
ของสารอิเล็กโทรไลต์ของใบอ้อย 10 พนัธุ์  ภายใต้สภาวะขาดน า้ การวิจยัพบว่าเกิดการร่ัวไหลของ 
สารอิเล็กโทรไลต์เพิ่มมากขึน้ เม่ืออ้อยได้รับผลกระทบจากสภาวะขาดน า้ในระยะเวลาท่ียาวนานขึน้ 
เช่นเดียวกับการศึกษาการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ในข้าวท่ีตอบสนองต่อสภาวะขาดน า้  
ในต้นข้าวท่ีมีอาย ุ28 วนั จ านวน 5 พนัธุ์ ได้แก่ ปทมุธานี 1, ดอกมะลิ 105, กข 31, กข 41 และ กข 47 
ท าการงดน า้ เป็นเวลา 10 วนั มีผลท าให้การร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ ภายในรากและใบเพิ่มขึน้
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบกับการให้น า้ปกติ (คงเอก, 2558) นอกจากนีก้ารร่ัวไหลของ
สารอิเล็กโทรไลต์ในต้นกล้ายางพารา 6 พันธุ์  มีค่าสัมพันธ์กับลักษณะอาการเห่ียวของใบ และ 
ในทางกลับกันพบปริมาณคลอโรฟิลล์สัมพัทธ์ในใบของต้นกล้ายางพาราค่อนข้างคงท่ี เน่ืองจาก 
หลังการงดน า้ พบอาการใบเห่ียวแต่ไม่มีการเปล่ียนสีเป็นสีเหลือง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Wang (2014) ท่ีท าการศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาในยางพาราพนัธุ์ GT1 ในสภาวะขาดน า้ 
พบว่า ยางพาราพันธุ์ดงักล่าว มีปริมาณน า้สัมพัทธ์ในใบลดลง แต่ปริมาณคลอโรฟิลล์ ในช่วงท่ีมี 
การงดน า้ค่อนข้างคงท่ี ซึ่งแตกต่างจากพืชอ่ืน Cha-um et al. (2010) รายงานว่ารงควัตถุภายในใบ
ของข้าวพนัธุ์หอมจนัทร์ ปทมุธานี 1 และ กข 6 มีปริมาณรงควตัถลุดลง เม่ือได้รับสภาวะขาดน า้ ซึง่สง่ผล
ท าให้การเจริญเติบโตของข้าวทัง้ 3 พนัธุ์ ลดลง เช่นเดียวกบัการศึกษาในหญ้าท่ีได้รับสภาวะขาดน า้
เป็นเวลา 18 วนั พบวา่มีคา่ปริมาณน า้ลดลงถึง 20% อีกทัง้ปริมาณคลอโรฟิลล์มีคา่ลดลงเป็นอย่างมาก 
(Mohsenzadeh et al., 2006)  
  พืชท่ีอยู่ในสภาวะขาดน า้มีการลดลงของปริมาณน า้ในใบพืช เม่ือพืชขาดน า้ก็จะมี
การชกัน าให้พืชปิดปากใบเพ่ือลดการสูญเสียน า้และรักษาสมดลุในพืช และยงัมีผลต่อการจ ากัด 
CO2  ของพืช (Hopkins, 1995) ทัง้ยงัส่งผลให้ประสิทธิภาพในการสงัเคราะห์แสงลดลงด้วย จากการศึกษา
คลอโรฟิลล์ฟลอูอเรสเซนต์ เป็นการวดัอตัราส่วนของ Fv/Fm ซึ่งแสดงถึงความสามารถของ photosystem ll 
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ในการรับพลังงานจากรังสีดวงอาทิตย์และการถ่ายทอดพลงังานไปสู่ photosystem l ซึ่งอิทธิพล
ของสภาพแวดล้อมมีผลต่อค่า Fv และ Fm ในพืช โดยค่า Fv มีค่าต ่าเม่ืออยู่ในสภาวะเครียด เช่น 
ความแห้งแล้ง ส่วนคา่ Fm ลดลงเม่ือความเข้มแสงสงู แตไ่ม่เปล่ียนแปลงโดยอณุหภูมิ ซึ่งอตัราส่วน
ระหว่าง Fv/Fm มีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพในการใช้แสง (Krause and Weis, 1991) ดังนัน้ 
คลอโรฟิลล์ฟลูออเรสเซนต์สามารถน าไปใช้ในการคดัเลือกพนัธุ์ พืชท่ีทนทานต่อสภาวะเครียดจาก
สภาพแวดล้อมได้ (Baker and Rosenqvist, 2004) จากผลการทดลอง พบว่า ค่าประสิทธิภาพการใช้แสง
ของต้นกล้ายางพาราเม่ือวดัในสภาวะปกติ (ควบคมุ) มีคา่ 0.58-0.63 และเม่ือท าการงดน า้ต้นกล้า
ยางพาราทุกพันธุ์ มีอัตราส่วนระหว่าง Fv/Fm ลดลงเร่ือยๆ จนกระทั่งช่วงสุดท้ายของการงดน า้  
คา่ประสิทธิภาพการใช้แสงลดลงมีคา่อยู่ท่ี 0.08 - 0.23 แสดงให้เห็นชดัเจนว่า เม่ือต้นกล้ายางพารา
อยู่ในสภาวะขาดน า้จะส่งผลให้ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสงของต้นกล้ายางพาราลดลง ซึ่ง 
ผลจากการศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพาราทัง้ 6 พนัธุ์ สามารถแบง่กลุ่ม
ต้นกล้ายางพาราได้เป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่ท่ีทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดีท่ีสดุ ประกอบด้วย ยางพาราพนัธุ์ 
RRIM 623 และ RRIT 408 กลุ่มท่ีทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ระดบัปานกลาง ประกอบด้วย RRIT 251 
และ RRIM 600 ส่วนยางพาราพนัธุ์  BPM 24 และ PB 5/51 เป็นกลุ่มท่ีไวต่อสภาวะขาดน า้มากท่ีสุด 
Sangsing และ Rattanawong (2012) ได้ท าการเปรียบเทียบความสามารถในการทนแล้งของ
ยางพาราพนัธุ์ RRIM 600 และ RRIT 251 พบว่า RRIM 600 จะปิดปากใบเร็วกว่า RRIT 251 เม่ือ
อยู่ในสภาวะขาดน า้ส่งผลให้ RRIM 600 มีความทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดีกว่าพนัธุ์ RRIT 251 
เช่นเดียวกับการศกึษาของ Sittichai และ Sdoodee (2014) ท่ีได้ศึกษาการตอบสนองทางสรีรวิทยา
ตอ่สภาวะแล้งในยางพาราทัง้ 2 พนัธุ์ ซึ่งปลกูในกระถางภายใต้สภาพโรงเรือน พบวา่ ยางพาราพนัธุ์ 
RRIM 600 มีแนวโน้มสามารถทนต่อสภาวะขาดน า้ได้ดีกว่าพันธุ์  RRIT 251 เล็กน้อย โดยจาก
การศึกษาค่าชักน าการเปิดปากใบ พบว่า ยางพาราพันธุ์  RRIM 600 มีค่าชักน าการเปิดปากใบ 
ลดลงอย่างรวดเร็วหลังจาก 8 วันของการงดน า้ ส่วนค่าชักน าการเปิดปากใบ ของยางพาราพันธุ์   
RRIT 251 จะคอ่ยๆ ลดลง หลงัจาก 10 วนัของการงดน า้ แตค่า่ศกัย์ของใบในยางพาราพนัธุ์ RRIT 251 
ลดลงอยา่งรวดเร็ว การสงัเคราะห์แสงและการคายน า้ของยางพาราทัง้ 2 พนัธุ์ มีคา่ลดลงในสภาวะขาดน า้ 
แตไ่ม่มีความแตกตา่งทางสถิติอย่างมีนยัส าคญั การเปรียบเทียบการตอบสนองทางสรีรวิทยาของ
ยางพารา 5 พันธุ์  ท่ีผ่านการปรับปรุงพันธุ์จากประเทศอินเดีย ได้แก่ RRII 414, RRII 417, RRII 422,  
RRII 429 และ RRII 430 เปรียบเทียบกับยางพาราพนัธุ์ RRII 105, RRIM 600 และ Tjir 1 พบว่า RRIM 600  
มีการลดลงของอตัราการดดูซบัคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 assimilation rate) น้อยท่ีสุด รองลงมาได้แก่ 
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RRIT 430 มีค่ากิจกรรมการใช้แสงและการส่งผ่านอิเล็กตรอนของกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง 
คอ่นข้างคงท่ี (Sumesh et al., 2011) 
 
3. ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน NCED3 และปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
ของต้นกล้ายางพารา ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  การศึกษาการแสดงออกของยีน NCED3 และปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
ภายใต้สภาวะขาดน า้ ของต้นกล้ายางพารา 3 พันธุ์  ท่ีมีความแตกต่างกันของระดบัการทนแล้ง 
ได้แก่ ต้นกล้ายางพาราพันธุ์ RRIT 408 และ RRIM 623 เป็นพนัธุ์ ท่ีทนทานต่อสภาวะขาดน า้ และ
ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  PB 5/51 เป็นพนัธุ์ ท่ีไวต่อสภาวะขาดน า้ จากการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์
ของยีน 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) ในยางพารา พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน NCED3 เส้นสมบูรณ์ มีขนาด (open reading frame) 1,785 นิวคลีโอไทด์ สามารถแปลรหัส
เป็นโปรตีนได้ขนาด 595 กรดอะมิโน และจากการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน 
HbNCED3 จากกรดอะมิโน โดยการสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิ ธี  neighborhood joining 
method เพ่ือเปรียบเทียบความสัมพันธ์ของยีน HbNCED3 กับพืชอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่า โปรตีน NCED3 ในยางพารามีสายสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการคล้ายกบัมนัส าปะหลงัมากท่ีสดุ 
จากการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน NCED3 ในต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีระดบั
การแสดงออกของยีน NCED3 น้อยกว่าพันธุ์  RRIT 408 และ PB 5/51 ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณ
การสะสมกรดแอบไซซิก ในต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 ท่ีมีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
น้อยกว่าต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ PB 5/51 อาจเน่ืองจาก ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  
RRIM 623 มีกลไกการทนแล้งแบบ avoidance และมีระบบรากท่ีหยัง่ลึก (Ahmad, 1999) ดงัภาพภาคผนวกท่ี 1 
  ในพืชท่ีมีการตดัต่อยีน NCED ซึ่งเป็นยีนในกระบวนการสงัเคราะห์กรดแอบไซซิก 
พบว่า สามารถท าให้พืชทนทานต่อสภาวะแล้งได้ดีขึน้ เช่น arabidopsis ยีน NCED3 เป็นยีนท่ีมี 
การแสดงออกสูงในช่วงการงดน า้ การตดัต่อยีนดงักล่าวท าให้ arabidopsis มีการสะสมกรดแอบไซซิก
ในปริมาณท่ีสูงขึน้ (Luchi et al., 2001; Wan and Li, 2006) เช่นเดียวกับการตดัต่อยีน NCED1 ในมะเขือเทศ 
(Thompson et al., 2000) นอกจากนีอ้าโวคาโดท่ีมีการงดน า้จนใบเห่ียว พบปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
เพิ่มสูงขึน้ 10 เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัใบปกติ และมีการแสดงออกของยีน NCED1 และ NCED2 สูง 
แตไ่ม่พบการแสดงออกของยีน NCED3 (Chernys and Zeevaart, 2000) อย่างไรก็ตาม พืชท่ีอยู่ภายใต้
สภาวะขาดน า้ ก็อาจจะท าให้มีการแสดงออกของยีน NCED3 น้อยได้ จึงส่งผลต่อกระบวนการ-
สงัเคราะห์กรดแอบไซซิก ท าให้มีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกท่ีน้อยด้วยเช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับ
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ต้นกล้ายางพารากลุม่ท่ีสามารถทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดีท่ีสดุท่ีพบปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
น้อยท่ีสดุ จากการศกึษาปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในใบของต้นกล้ายางพารา โดยพบวา่ ต้นกล้า
ยางพาราพนัธุ์ PB 5/51 มีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในช่วงแรกของการขาดน า้ ตัง้แตว่นัท่ี  1 
และมีปริมาณเพิ่มขึน้อย่างรวดเร็ว ในขณะท่ีต้นกล้ายางพาราพันธุ์ RRIT 408 และ RRIM 623 มี
ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกท่ีช้ากวา่ โดยมีการเพิ่มขึน้อยา่งเห็นได้ชดัในวนัท่ี 7 ของการงดน า้ 
  Benesova et al. (2012) และ Fenta et al. (2012) ได้ท าการศึกษาในข้าวโพด
และถัว่เหลืองซึ่งเป็นพนัธุ์ท่ีไวตอ่การขาดน า้ (drought-sensitive genotypes) พบว่า มีการปิดปากใบ
อย่างรวดเร็วในช่วงแรกของการขาดน า้ นอกจากนี ้ในพืชบางชนิด ได้แก่ พืชตระกูลหญ้า (kentucky 
bluegrass และ bentgrass ) พบวา่ พนัธุ์ท่ีทนทานตอ่สภาวะแล้ง จะมีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
ในปริมาณท่ีน้อยกว่าพันธุ์ ท่ีอ่อนแอต่อสภาวะแล้ง (Wang et al., 2004) เช่นเดียวกับในข้าวสาลี 
(Innes et al., 1984; Quarrie, 1989), ข้าวโพด (Ilahi and Dorffling, 1982), และข้าวฟ่าง (Durley et al., 1983) 
อย่างไรก็ตามในพืชบางชนิดมีรายงานว่าพันธุ์ ท่ีมีความสามารถในการทนแล้งได้ดีจะมีปริมาณ 
การสะสมกรดแอบไซซิกท่ีมากกว่าพันธุ์ ท่ีอ่อนแอต่อสภาวะแล้ง (Henson et al., 1981; Larque–
Saavedra and Wain, 1976) นอกจากการสะสมกรดแอบไซซิกในสภาวะขาดน า้แล้ว ในพืชชนิด
เดียวกนั ยงัมีการตอบสนองของปากใบต่อกรดแอบไซซิกท่ีแตกตา่งกนัอีกด้วยโดยในพนัธุ์ท่ีมีความไว
ตอ่กรดแอบไซซิก จะมีแนวโน้มในการทนทานตอ่สภาวะแล้งได้ดีกว่า แม้ว่าจะมีปริมาณกรดแอบไซซิก
ในปริมาณเพียงเล็กน้อยก็ตาม ซึ่งจะส่งผลท าให้ปากใบปิดเพ่ือลดการคายน า้ (Liu et al., 2006)  
ซึ่งสอดคล้องกบัการตรวจสอบการตอบสนองของปากใบตอ่ปริมาณกรดแอบไซซิกท่ีความเข้มข้นใน
ระดับต่างๆ ได้แก่ 0, 10, 20, 50 และ 100 µM พบว่า ท่ีระดับความเข้มข้นของกรดแอบไซซิก
เดียวกัน ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 623 มีการตอบสนองโดยการปิดปากใบท่ีมากกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกับต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ PB 5/51 อย่างเห็นได้ชัด แสดงให้เห็นว่า 
ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีความไวต่อกรดแอบไซซิกมากกว่ายางพาราพนัธุ์ อ่ืนๆ ซึ่งอาจ
เป็นอีกปัจจยัหนึ่งท่ีท าให้ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 สามารถรักษาระดบัน า้ภายในต้นพืชได้ดี 
โดยมีคา่ปริมาณน า้สมัพทัธ์ในใบสงูท่ีสดุ นอกจากนีก้ารคายน า้ของพืชยงัเก่ียวข้องกบัปริมาณคิวติเคิล
ท่ีสะสมบริเวณใบ หากมีปริมาณคิวตเิคลิสงู ก็จะมีการคายระเหยน า้ได้น้อยกวา่พืชท่ีมีปริมาณคิวติเคลิต ่า 
(Aharoni et al., 2004) ซึง่อาจจะเป็นอีกตวัชีว้ดัท่ีจะใช้ในการศกึษาตอ่ไป  
  



62 

 

บทที่ 5 
 

สรุป 
 

ลักษณะสัณฐานวิทยาและการตอบสนองทางสรีรวิทยาของต้นกล้ายางพารา 6 พันธ์ุ 
ภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  จากการศกึษาการตอบสนองลกัษณะสณัฐานวิทยาและด้านสรีรวิทยาของต้นกล้า
ยางพารา ภายใต้สภาวะขาดน า้ มีการเปล่ียนแปลงทางลกัษณะสณัฐานวิทยาของต้นกล้ายางพารา  
6 พนัธุ์ หลงัจากการท าการงดน า้เป็นเวลา 5 วนั โดยเร่ิมจะแสดงลกัษณะอาการเห่ียวของใบ ก้านใบ 
และปลายยอด ซึง่ลกัษณะดงักลา่วเกิดขึน้ก่อนกบัต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51, BPM 24, RRIM 600, 
RRIT 251, RRIT 408, และ RRIM 623 ตามล าดับ และหลังจากท าการให้น า้แก่ต้นกล้ายางพารา 
ทกุพนัธุ์อีกครัง้ (re-watering) เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIM 623 มีอตัราการรอดชีวิต
สงูสดุถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับการตอบสนองทางสรีรวิทยา ปริมาณน า้สมัพทัธ์ ในชว่งก่อนการงดน า้ 
0 - 5 วันแรก มีค่าไม่แตกต่างกัน แต่เม่ือท าการงดน า้หลังจาก 7 วัน ปริมาณน า้สัมพัทธ์มีค่าลดลง 
อย่างตอ่เน่ือง และต ่าท่ีสดุในต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ PB 5/51 เช่นเดียวกบัคา่ประสิทธิภาพการใช้แสงท่ี
มีแนวโน้มลดลงอย่างต่อเน่ืองจนถึงช่วงสุดท้ายของการงดน า้ และในช่วง 1-7 วนัแรกของการงดน า้ 
ปริมาณคลอโรฟิลล์สัมพัทธ์ค่อนข้างคงท่ี และเร่ิมลดลง อย่างเห็นได้ชัดในวันท่ี 11 ของการงดน า้  
ส่วนปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์ในใบยางพาราเพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ืองตัง้แต่วันท่ี 1 ของ
การงดน า้ โดยต้นกล้ายางพาราพันธุ์  PB 5/51 มีปริมาณการร่ัวไหลของสารอิเล็กโทรไลต์เพิ่มขึน้ 
มากท่ีสุด ซึ่งลักษณะการตอบสนองทางสณัฐานวิทยาและทางสรีรวิทยาดงักล่าว สามารถจ าแนก
พนัธุ์ต้นกล้ายางพาราท่ีมีศกัยภาพในการทนทานตอ่สภาวะขาดน า้ ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีทนทาน
ตอ่สภาวะขาดน า้ได้ดีท่ีสดุ ประกอบด้วย ยางพาราพนัธุ์ RRIM 623 และ RRIT 408 กลุ่มท่ีทนทาน
ตอ่สภาวะขาดน า้ได้ระดบัปานกลาง ประกอบด้วย RRIT 251 และ RRIM 600 ส่วนยางพาราพนัธุ์ 
BPM 24 และ PB 5/51 เป็นกลุม่ท่ีไวตอ่สภาวะขาดน า้มากท่ีสดุ 
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การโคลนยีน NCED3 ในยางพารา  
 

  จากการโคลนยีน NCED3 โดยใช้ cDNA ของยางพารา พบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ท่ีสมบูรณ์ของยีน HbNCED3  มีความยาวทัง้สิน้ 1,785 นิวคลีโอไทด์ แปลรหสัเป็นโปรตีนได้ขนาด 
595 กรดอะมิโน เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน HbNCED3 ไปเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์
จากพืชชนิดอ่ืนๆ ในฐานข้อมูล GenBank พบว่า ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน HbNCED3 มีความ
เหมือนกับล าดบันิวคลีไทด์ของยีน NCED3 ในมนัส าปะหลงัมากท่ีสุดถึง 91 เปอร์เซ็นต์ และสบูด่ า 
83 เปอร์เซ็นต์  
 

ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน NCED3 และปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
ของต้นกล้ายางพาราภายใต้สภาวะขาดน า้ 
 
  จากการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน NCED3 ในต้นกล้ายางพาราพันธุ์   
RRIM 623 มีระดับการแสดงออกของยีน NCED3 น้อยกว่าต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ  
PB 5/51 ซึ่งสอดคล้องกบัปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในสภาวะขาดน า้ โดยต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ 
PB 5/51 มีปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิกในช่วงแรกของการขาดน า้เพิ่มขึน้อย่างต่อเน่ือง และมี
ปริมาณกรดแอบไซซิกสูงท่ีสุดในวนัท่ี 5 ของการงดน า้ หลงัจากนัน้ปริมาณการสะสมกรดแอบไซซิก
จึงลดปริมาณลงในขณะเดียวกันต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIT 408 และ RRIM 623 มีปริมาณการ-
สะสมกรดแอบไซซิกท่ีช้ากว่า และจากการตรวจสอบการตอบสนองของปากใบต่อปริมาณการสะสม 
กรดแอบไซซิกท่ีความเข้มข้นในระดบัตา่งๆ ได้แก่ 0, 10, 20, 50 และ 100 µM พบวา่ ท่ีระดบัความเข้มข้น
ของสารละลายกรดแอบไซซิกเดียวกัน ต้นกล้ายางพาราพันธุ์  RRIM 623 มีการตอบสนองโดยการ 
ปิดปากใบท่ีมากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 อย่างเห็นได้ชดั 
สว่นต้นกล้ายางพาราพนัธุ์ RRIT 408 และ PB 5/51 มีการตอบสนองตอ่กรดแอบไซซิกในการปิดปากใบ
ท่ีใกล้เคียงกนั 
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ภาคผนวก 
 
การเตรียมสารส าหรับการสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
1) Extraction buffer ส าหรับสกดัอาร์เอ็นอปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 0.2 M NaCl      1.17  กรัม 
 0.1 M Tris-HCl (pH 7.0)    1.576  กรัม 
 0.01 M EDTA (pH 8.0)    0.372  กรัม 
 1.5 % SDS       1.5  กรัม 
 ละลาย NaCl และ Tris-HCl ในบีกเกอร์จนหมด เตมิ EDTA ด้วยน า้กลัน่ พร้อมกบัการวดั 
pH จนได้คา่ pH 8.0 EDTA จะละลายหมด หลงัจากนัน้เตมิ SDS รอจนสารละลายหมด (บม่ท่ี
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส) ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้

ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที เตมิ 2 % β-mercaptoethanol 
และ 1.5% PVPP ก่อนน ามาใช้  
2) DEPC water (0.1 % DEPC) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
 น า้กลัน่        1,000  มิลลิลิตร 
 DEPC        1  มิลลิลิตร 
 ในการเตรียม DEPC ต้องท าการเตรียมในตู้ดดูควนั เน่ืองจาก DEPC เป็นสารก่อมะเร็ง 
เตมิน า้กลัน่ 1,000 มิลลิลิตร ดดู DEPC 1 มิลลิลิตร ผสมสารให้เข้ากนัโดยการ stirring เป็นเวลา 8
ชัว่โมง น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที (ถ้ายงัได้
กลิ่นของ DEPC ให้น าไปนึง่ฆา่เชือ้ใหมอี่กครัง้) 
3) Chloroform: lsoamyl alcohol (24: 1) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Chloroform      96  มิลลิลิตร 
 lsoamyl alcohol     2  มิลลิลิตร 
4) 8 M LiCl ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
 LiCl        16.952  กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่จนหมด และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 50 มิลลิลิตร น าไป
นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที  
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5) 2 M LiCl ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  
 LiCl        4.238  กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่จนหมด และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 50 มิลลิลิตร น าไป
นึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20  นาที 
6) 3 M Sodium acetate (pH 5.2) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Sodium acetate     40.238  กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารด้วยน า้กลัน่ปริมาตร 70 มิลลิลิตร จนหมด วดั pH ให้ได้คา่ pH 5.2 และปรับ
ปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 100 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้  
 
1) Luria Bertani agar ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
 Tryptone       10  กรัม 
 Yeast-extract      5  กรัม 
 NaCl        5  กรัม 
 Agar        18  กรัม 
 น า้กลัน่ 
 ละลายสารทกุตวัยกเว้น agar ในน า้กลัน่ 800 มิลลิลิตร เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรจน
ครบ 1,000 มิลลิลิตร และเติม agar น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
psi เป็นเวลา 20 นาที 
2) Luria Bertani broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Tryptone       10  กรัม 
 Yeast-extract      5  กรัม 
 NaCl        5  กรัม 
 น า้กลัน่        800  มิลลิลิตร 
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ละลายสารทกุตวัยกเว้น agar ในน า้กลัน่ 800 มิลลิลิตร เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรจนครบ 
1,000 มิลลิลิตร และเตมิ agar น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi 
เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมสารส าหรับการเตรียม Competent cell (Sambrook and Russell, 2001) 
 
1) 0.1 M Calcium chloride ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 CaCl2         1.12  กรัม 
 น า้กลัน่        70  มิลลิลิตร 
 ละลาย CaCl2  ในน า้กลัน่ 70 เม่ือสารละลายดี ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่จนครบ 100 
มิลลิลิตร และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
2) 15 % Glycerol: 0.1 M Calcium chloride ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 Glycerol       15  มิลลิลิตร 
 0.1 M CaCl2       85  มิลลิลิตร 
 ผสมสารทัง้หมดให้เป็นเนือ้เดียวกนั และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส
ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
การเตรียมสารที่ใช้ในการท า Agarose gel electrophoresis 
 
1) TAE buffer ความเข้มข้น 50 เทา่ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 Tris base       121.1  กรัม 
 Acetic acid      28.5  มิลลิลิตร 
 0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)   50  มิลลิลิตร 
 ละลายสารให้เข้ากนั และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที ก่อนใช้น ามาเจือจางท่ีความ
เข้มข้น 1 เทา่  
2) TBE buffer  
 Tris base       54  กรัม 
 Boric acid       27.5  มิลลิลิตร 
 0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)   20  มิลลิลิตร 
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 ละลายสารให้เข้ากนั และปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ 500 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที ก่อนใช้น ามาเจือจางท่ีความ
เข้มข้น 1 เทา่  
 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการสกัดกรดแอบไซซิก (ดัดแปลงจาก Walker-Simmons et al., 2000) 
 
1) 100 % methanol extracting ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 0.5 g/L Citric acid     0.5  กรัม 
 100 mg/L BHT      0.1  กรัม 
 100% methanol     1,000  มิลลิลิตร 
 ละลายสารให้เข้ากนั และปรับปริมาตรด้วย 100% methanol ให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายในท่ีมืด ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
2) 70 % methanol ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Methanol       700  มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่        300  มิลลิลิตร 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั เก็บสารละลายท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  
3) 62.5 % methanol ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Methanol       625  มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่        375  มิลลิลิตร 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั เก็บสารละลายท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  
 
การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์กรดแอบไซซิกทัง้หมด (Phytodetek ®  ABA Test kit) 
 
1) Substrate Diluent ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Magnesium chloride     0.1  กรัม 
 Sodium azide      0.2  กรัม 
 Diethanolamine     97  มิลลิลิตร 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั พร้อมปรับ pH ให้เทา่กบั pH 9.8 ด้วย hydrochloric 
acid หลงัจากนัน้ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส   
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2) TBS buffer (1X) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
 Trizma base        0.53  กรัม 
 Trizma hydrochloride      3.25  กรัม 
 Sodium chloride      5.84  กรัม 
 Magnesium chloride hexahydrate    0.2  กรัม 
 Sodium azide       0.2  กรัม 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั พร้อมปรับ pH ให้เทา่กบั pH 7.5 หลงัจากนัน้ปรับ
ปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลายท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
3) PBST buffer (Wash buffer) (1X) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Sodium chloride       8  กรัม 
 Sodium phosphate, dibasic (anhydrous)  1.15  กรัม 
 Potassium phosphate, monobasic (anhydrous) 0.2  กรัม 
 Potassium chloride      0.2  กรัม 
 Tween-20        0.5  กรัม 
 Sodium azide       0.2  กรัม 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั พร้อมปรับ pH ให้เทา่กบั pH 7.4 
 
การเตรียมสารส าหรับใช้ในการทดสอบความไวต่อกรดแอบไซซิกในใบยางพารา 
 
1) Buffer (10 mM KCl, 7.5 mM iminodiacetic acid และ 10 mM MES) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 10 mM KCl       0.7455  กรัม 
 7.5 mM iminodiacetic acid    0.9983  กรัม 
 10 mM MES       1.9524  กรัม 
 ผสมสารละลายทัง้หมดให้เข้ากนั พร้อมปรับ pH ให้เทา่กบั pH 6.2 ด้วย KOH หลงัจาก
นัน้ปรับปริมาตรด้วยน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
2) Abscisic Acid (ABA) ความเข้มข้น 100 µM ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Abscisic Acid (ABA)      0.026432 กรัม 
 น า้กลัน่         1,000  มิลลิลิตร 
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3) Abscisic Acid (ABA) ความเข้มข้น 50 µM จาก Stock 100 µM ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Abscisic Acid (ABA)      500  มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่         500  มิลลิลิตร 
4) Abscisic Acid (ABA) ความเข้มข้น 20 µM จาก Stock 50 µM ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Abscisic Acid (ABA)      400  มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่         600  มิลลิลิตร 
5) Abscisic Acid (ABA) ความเข้มข้น 10 µM จาก Stock 20 µM ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 Abscisic Acid (ABA)      500  มิลลิลิตร 
 น า้กลัน่         500  มิลลิลิตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

ภาพภาคผนวกที่ 1 ระบบรากแบบหยัง่ลกึของยางพารา 3 พนัธุ์ ได้แก่ PB 5/51, RRIM 623 และ 
RRIT 408 ภายใต้การให้น า้ปกติและภายใต้สภาวะขาดน า้  
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ภาพภาคผนวกที่ 2 การศกึษาอณุหภมูิ ความชืน้สมัพทัธ์ภายใต้สภาวะโรงเรือน ตลอดการทดลอง
ตัง้แตว่นัท่ีงดน า้ 0-11 วนั ในชว่งเดือนกมุภาพนัธ์ ปี พ.ศ.2561 
  

RRIT 408 
 

PB 5/51 
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