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บทที่ 3

ผลและวิจารณ

3.1  ปฏิสัมพันธระหวางซูโอสปอรของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora   กับใบ
      ยางพาราพันธุตางๆ

      3.1.1  ผลการศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหม (นีโครซีส) หลังจากการ
               กระตุนใบยางดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora  palmivora
              3.1.1.1  ความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสม      เพื่อใชในการคัด
                         เลือกพันธุยางพาราตามลํ าดับความสามารถในการตานทาน
                         โรค
                               ในขั้นแรกนํ าใบยางพาราพันธุตางๆที่มีความสามารถในการตาน
ทานโรคแตกตางกัน คือพันธุ BPM-24 จดัเปนพันธุตานทานโรค, RRIT251 จดัเปนพันธุ
ปานกลางและ RRIM600 จดัเปนพันธุออนแอ ซึ่งถูกจัดลํ าดับความตานทานโรคโดย
สถาบันวิจัยยาง มาทดลองกับซูโอสปอรที่ความเขมขน  5×106, 1×107 และ  5×107     

ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร เมื่อบมใบยางทิ้งไวพบวามีรอยไหมเกิดขึ้นในลักษณะและขนาด
ตางๆกัน   ที่ความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรทํ าใหเกิดรอยไหมที่ลุกลาม
อยางไมมีขอบเขตหรือเกิดอาการของโรคเฉพาะในพันธุ RRIM600 เทานั้น สวนที่ความ
เขมขน1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร พบวาในพันธุ BPM-24 และ RRIT251 เกิดรอย
ไหมแบบการตายอยางวองไวของเซลล (hypersensitive cell death) และในพันธุ 
RRIM600 เกิดรอยไหมไดมากกวาที่ความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร และ
เมื่อใชซูโอสปอรความเขมขนสูงขึ้นคือ 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรพบความแตกตาง
ของยางพาราทั้งสามพันธุอยางชัดเจน โดยรอยไหมของยางพันธุ BPM-24 มีลักษณะ
การเกิดแบบ hypersensitive cell death สวนในพันธุ RRIT251 และ RRIM600 เปน
รอยไหมแบบการเกิดโรค แตขนาดของรอยไหมในพันธุ RRIT251 เล็กกวาในพันธุ 
RRIM600 แสดงวาการลุกลามของเชื้อโรคในพันธุ RRIT251 ชากวาในพันธุ   RRIM600
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                               จากการสังเกตขอบเขตการเกิดรอยไหมเมื่อใชความเขมขนของ   
ซโูอสปอรแตกตางกัน พบวาที่ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรทํ าใหสามารถ
แยกพันธุยางทั้งสามพันธุออกจากกันไดอยางชัดเจนโดยที่พันธุ BPM-24 ที่เปนพันธุ
ตานทานมีขนาดของรอยไหมเล็กที่สุดเพราะสามารถกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจาย
ไปยังเซลลขางเคียงได  รองลงมาคือพันธุ RRIT251 ที่ตานทานตอโรคในระดับปาน
กลางคือสามารถกักเชื้อราไมใหแพรกระจายไดดีกวาพันธุออนแอแตก็ไมสามารถกัก
บริเวณไดมากเทากับพันธุตานทาน และสุดทายพันธุ RRIM600 รอยไหมมีการขยายแผ
กวางอยางไมมีขอบเขตเปนลักษณะของพันธุยางที่ออนแอตอโรคจึงไมสามารถกัก
บริเวณการลุกลามของเชื้อราได  ดังนั้นที่ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรจึง
เปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดในการคัดเลือกพันธุออกเปนสามกลุมอยางคราวๆตอ
ไป  สวนที่ความเขมขน 5×106 และ 1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรไมสามารถแยกความ
แตกตางของขนาดรอยไหมในพันธุ BPM-24 และ RRIT251 ได  จึงไมเหมาะสมที่จะใช
ในการคัดเลือกพันธุ

              3.1.1.2  การบมใบยางพาราดวยซูโอสปอรเพื่อคัดเลือกพันธุยางออก
                         เปนสามกลุมอยางคราวๆตามระดับความตานทาน
                               จากผลการศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหมบนใบยางพารา
ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง ทํ าใหสามารถแบงพันธุยางอยางคราวๆออกเปน 3 กลุมคือกลุมออน
แอ, กลุมปานกลางและกลุมตานทาน โดยทั้งสามกลุมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 % (P<0.05) (ขอมูลที่ไดถูกวิเคราะหความแตกตางโดย
ใช One-Way ANOVA และทดสอบความแตกตางระหวางกลุมดวย Scheffe ที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 95 %)  ในกลุมแรกคือกลุมพันธุตานทานใชพันธุยาง BPM-24 ที่มีขนาด
เสนผาศูนยกลางรอยไหม 0.34 เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทียบ  พบวามีทั้งหมด  3 พันธุ  
ไดแก BPM-24, PB-235 และ RRIC110  มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมเล็กที่สุด
อยูในชวง 0.30–0.40 เซนติเมตร (รูปที่ 26, 27 และตารางที่ 5)   การที่มีรอยไหมขนาด
เล็กและมีขอบเขตชัดเจนแนนอนเปนการแสดงความสามารถของพันธุยางกลุมตาน
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ทานที่สามารถกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจายไปยังเซลลขางเคียงจึงทํ าใหเกิดรอย
ไหมเปนแบบ incompatible หรือ hypersensitive cell death  ในกลุมปานกลางใช
พันธุยาง RRIT251 ทีมี่ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม 1.27 เซนติเมตรเปนตัว
เปรียบเทียบ กลุมนี้วัดขนาดของรอยไหมไดอยูในชวง 1.20–1.60 เซนติเมตรมีจํ านวน 
11 พนัธุซึ่งจํ าแนกเปนสองกลุมยอยคือยางพันธุ PB311, RRIT251, RRIT250 และ 
PB260 มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมอยูในชวง 1.20-1.30 เซนติเมตร จัดเปน
พนัธุในกลุมปานกลางที่มีแนวโนมไปทางตานทาน สวนพันธุ BPM1, PR305, KRS25, 
PR302, PB255, GT1 และ PR255  มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมอยูในชวง 
1.40-1.60 เซนติเมตร (รูปที่ 26 , 27 และ ตารางที่ 5) จดัเปนพันธุในกลุมปานกลางที่มี
แนวโนมไปทางออนแอ  ในกลุ มสุดทายคือพันธุ ยางในกลุ มออนแอใชพันธุ ยาง 
RRIM600 ทีมี่ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม 2.74 เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทียบ 
กลุมนี้วัดขนาดของรอยไหมไดอยูในชวง 2.50-2.70 เซนติเมตร มีทั้งหมด 3 พันธุ
ประกอบดวยพันธุ RRIM600, KRS156 และ KRS163 (รูปที่ 26 , 27 และ ตารางที่ 5) 
พนัธุยางในกลุมนี้แสดงลักษณะการเกิดรอยไหมเปนแบบ compatible หรือ หรือแบบ
การเกิดโรค กลาวคือรอยไหมมีลักษณะแผกวางอยางไมมีขอบเขต  สวนผลการทดลอง
ในชุดควบคุมไมพบการเกิดรอยไหมหลังจากหยดนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อบนหลังใบยางทั้ง 
17 พนัธุแมวาจะทิ้งไวนาน 72 ชั่วโมงก็ตาม
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รูปที่ 26  เปรียบเทยีบตวัอยางการเกิดรอยไหม   หลังบมใบยางพาราในกลุมพันธุที่มีระดับการตาน
             ทานโรคแตกตางกัน (ตานทาน, ปานกลาง และ ออนแอ)  ดวยสารละลายซูโอสปอรความ
             เขมขน 5×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา   Phytophthora  palmivora   ทีเ่วลา 72
             ชัว่โมง

ตานทาน

ปานกลาง

 ออนแอ
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ตารางที่ 5  ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม (นโีครซสี) หลังจากบมใบยางทั้ง 17 พันธุดวยซูโอ-
สปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา Phytophthora palmivora

                 ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง

รายชื่อพันธุยาง    ขนาดของรอยไหม ในใบ
        ยางพารา (ซม.)

รายชื่อพันธุ
ยาง

ขนาดของรอยไหมในใบ
ยางพารา (ซม.)

BPM-24 0.34± 0.21a KRS25 1.46 ± 0.42c

PB-235 0.36 ± 0.24a BPM1 1.50 ± 0.41c

RRIC110 0.37 ± 0.18a PR255 1.50 ± 0.45c

RRIT250 1.20 ± 0.07b PR305 1.55 ± 0.25c

PB311 1.25 ± 0.29b PB255 1.64 ± 0.21c

PB260 1.26 ± 0.22b KRS163 2.50± 0.35d

RRIT251 1.27 ± 0.40b KRS156 2.67 ± 0.29d

GT1 1.43 ± 0.43c RRIM600 2.74 ± 0.32d

PR302 1.43 ± 0.53c

หมายเหตุ    ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองอยางนอย 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a, b, c และ d = ตัวอกัษรทีต่างกันในแนวตั้งเดียวกันของขนาดรอยไหม    แสดงวาคา
                  เฉลีย่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)
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รูปที่ 27  เปรียบเทยีบขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมหลังจากบมใบยางทั้ง  17  พันธุ      ดวย
             ซโูอสปอรความเขมขน     5×107       ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร     ของเชื้อรา    Phytophthora
           palmivora  ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง    
             * (1=BPM-24,   2=PB-235,  3=RRIC110,   4=RRIT250,  5=PB311,  6=PB260,  7=
             RRIT251, 8=GT1, 9=PR302, 10=KRS25, 11=BPM1, 12=PR255, 13=PR305,  14=
             PB255, 15=KRS163, 16=KRS156, 17=RRIM600)

              3.1.1.3  ผลการจัดลํ าดับพันธุยางในกลุมตานทานอยางละเอียดดวย
           ซูโอสปอร

                               เมื่อคัดเลือกพันธุยางอยางคราวๆโดยการใชซูโอสปอรความเขม-
ขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร สามารถจัดกลุมพันธุยางไดสามกลุมอยางคราวๆแลว  
ตอมาจึงนํ าพันธุยางในกลุมตานทานมาทดสอบอยางละเอียดโดยการเพิ่มความเขมขน
ของซูโอสปอรใหสูงขึ้นเปน 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร พันธุที่มีความตานทานสูงกวา
ยอมมีลักษณะของรอยไหมที่มีขอบเขตของบาดแผลชัดเจนและมีขนาดเล็กกวาพันธุที่มี
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ความตานทานรองลงมา จากการทดลองพบวายางพันธุ RRIC110 มีขนาดของรอยไหม
เลก็ที่สุด สวนพันธุ BPM-24 และ PB-235 มีขนาดของรอยไหมใหญขึ้นตามลํ าดับ (รูปที่ 
28, 29 และ ตารางที่ 6) เมื่อเพิ่มความเขมขนของซโูอสปอรจาก 5×107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตรเปน 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรพบวาขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม
ของยางพันธุ RRIC110 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (0.37 และ 0.39 เซนติเมตร 
ตามลํ าดับ) ขณะที่เสนผาศูนยกลางของรอยไหมของใบยางพาราพันธุ BPM-24 และ 
PB-235 จะแปรผันตามความเขมขนของซูโอสปอร โดยมีขนาดรอยไหมที่ความเขมขน
ของซูโอสปอร 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเทากับ 0.57 และ 1.10 เซนติเมตร ซึ่งใหญ
กวาที่ความเขมขนขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (0.34 และ 0.36 เซนติเมตร ตาม
ลํ าดับ) อยางมีนัยสํ าคัญ การที่ขนาดของรอยไหมในกลุมตานทานใหญขึ้นตามความ
เขมขนขนของซูโอสปอรที่เพิ่มขึ้นก็แสดงปฏิกิริยา incompatible สามารถเปลี่ยนเปน 
compatible ได หรือกลาวไดอีกอยางหนึ่งวาทํ าใหความตานทานของใบยางลดลง

รูปที่ 28  เปรียบเทยีบการเกิดรอยไหมหลังบมใบยางพาราในกลุมพันธุตานทาน  (PB-235, BPM-
24 และ RRIC110) ดวยความเขมขน 1×108  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อรา  
Phytophthora palmivora     เมือ่เวลาผานไป 72 ชั่วโมง    เพือ่จดัล ําดับความตานทาน
อยางละเอียด

PB235 BPM- RRIC110
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ตารางที่ 6  ขนาดเสนผาศนูยกลางของรอยไหมในกลุมยางพันธุตานทานหลังจากบมใบยางดวยซู-
                   โอสปอรความเขมขน 5×107 และ 1×108 ซูโอปอรตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา

Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง (sp/ml = ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร)

ขนาดของรอยไหมหลังจากบมใบยางพาราความเขมขนตาง
ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง   (ซม.)

รายชื่อพันธุยาง

5×107   sp/ml 1×108   sp/ml
RRIC110 0.37 ± 0.18a 0.39 ± 0.06a

BPM-24 0.34 ± 0.21a 0.57 ± 0.15b

PB-235 0.36 ± 0.24a 1.10 ± 0.10c

หมายเหตุ    ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a,  b  และ   c   =   ตัวอกัษรที่ตางกัน   แสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
                  สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 29  เปรียบเทยีบขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมในกลุมยางพันธุตานทาน หลงัจากบมใบ
             ยางดวยซูโอสปอรความเขมขน 1×108  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  ของเชื้อรา  Phytophthora
           palmivora   ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง
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              3.1.1.4  ผลการจัดลํ าดับพันธุยางในกลุมออนแออยางละเอียด   โดย
                         การใชซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora
                               จากการทดลองในขอ 1.1.2 สามารถคัดเลือกพันธุยางในกลุมออน
แอไดอยางหยาบๆ 3 พันธุ ประกอบดวย KRS156, KRS163 และ RRIM600  ดวยการ
ใชซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร โดยขนาดของรอยไหมมีการลุก
ลามอยางรวดเร็วซึ่งสามารถสรุปไดวาใชความเขมขนของซูโอสปอรมากเกินไป เพื่อ
ตองการใหห็นความแตกตางของการลุกลามของเชื้อโรคซึ่งแสดงดวยขนาดของรอยไหม
จงึไดลดความเขมขนของซูโอสปอรจาก 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเปน 5×106 และ 
1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรซึ่งนอยกวาความเขมขนเดิม 10 และ 5 เทาตามลํ าดับ 
เพื่อใหเกิดความแตกตางของขนาดของรอยไหมในพันธุยางพาราในแตละพันธุชัดเจน
มากขึ้นจนสามารถจัดลํ าดับความออนแอตอโรคได พบวาขนาดของรอยไหมเมื่อใช            
ความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  มีขนาดเรียงตามลํ าดับจาก
ขนาดเล็กไปขนาดใหญไดดังนี้คือพันธุ KRS163 (0.30 เซนติเมตร), KRS156 (0.75 
เซนติเมตร) และ RRIM600 (2.52 เซนติเมตร) ตามลํ าดับ (รูปที่ 30, 31 และ ตารางที่ 7)  
ขณะเดียวกันที่ความเขมขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรก็ใหผลใน
ท ํานองเดียวกับที่ความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
                               จากขนาดของรอยไหมที่เกิดขึ้นกับพันธุ KRS163 และ KRS156 
บงชี้วาเมื่อลดความเขมขนของซูโอสปอรลงทํ าใหใบยางพาราเปลี่ยนการตอบสนองตอ
เชื้อโรคจาก compatible เปน incompatible ได แตสํ าหรับพันธุ RRIM600 ทีจ่ัดเปน
พันธุออนแอตอการตานทานโรค  พบวาทั้งสองความเขมขนของซูโอสปอร (5×106 และ 
1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร) ในการทดลองครั้งนี้ยังมากเกินไปเพราะขนาดของรอย
ไหมยังคงมีลักษณะแผกวางซึ่งแสดงถึงการเกิดโรคหรือเกิดปฏิกิริยา compatible นั่น
เอง แตขนาดของรอยไหมที่เกิดจากความเขมขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิิตร (1.60 เซนติเมตร) มีขนาดที่เล็กกวาเมื่อใชความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 
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ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (2.52 เซนติเมตร) ประมาณ 1.5 เทา  จึงมีแนวโนมวาถาความ
เขมขนของซูโอสปอรลดลงก็สามารถเปลี่ยนเปนปฏิกิริยา incompatible ไดเชนกัน

รูปที่ 30   เปรียบเทยีบการเกิดรอยไหมหลังบมใบยางพาราพันธุออนแอ  (KRS163, KRS156  และ
               RRIM600) ดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×106 และ 1×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของ
               เชื้อรา  Phytophthora palmivora   ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง

 5×106

 1×107

KRS163 KRS156 RRIM600
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ตารางที่ 7  ขนาดเสนผาศนูยกลางของรอยไหมหลังจากบมใบยางพาราในกลุมออนแอ  (KRS163,
                 KRS156 และ RRIM600)   ดวยซูโอสปอรความเขมขนตางๆคือ   5×106,  1×107 และ
                 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อรา    Phytophthora   palmivora    ที่เวลา  72
                   ชั่วโมง (sp/ml = ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร)

ขนาดของรอยไหมหลังจากบมใบยางพารา
ความเขมขนตางๆ  ที่เวลา 72 ชั่วโมง (ซม.)

พนัธุยาง

5×106 sp/ml 1×107 sp/ml 5×107 sp/ml

KRS163 0.20 ± 0.00a 0.30 ± 0.00a 2.50 ±  0.35b

KRS156 0.60 ± 0.02c 0.75 ± 0.05c 2.67 ±  0.29b

RRIM600 1.60 ± 0.07d 2.52 ± 0.03b 2.74 ±  0.32b

หมายเหตุ    ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a,  b  และ   c   =   ตัวอกัษรที่ตางกัน   แสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
                  สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 31  เปรียบเทยีบขนาดของรอยไหมหลังบมใบยางพาราพันธุออนแอ (KRS163, KRS156 และ
             RRIM600)  ดวยซูโอสปอรความเขมขน  5×106  และ 1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  ของ
             เชื้อรา  Phytophthora palmivora    ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง
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                   ผลจากการทดลองขอ 3.1.1.2 แสดงวาเมื่อบมเชื้อรา  P. palmivora บนใบ
ยางพาราทั้ง 17 พันธุ ขนาดของรอยไหมซึ่งเกิดขึ้นจากการเจาะใบยางดวยซูโอสปอร
ของเชื้อราดังกลาวมีความแตกตางกันอยางชัดเจน สามารถคัดแยกอยางคราวๆได 3 
กลุมคอื กลุมแรกเปนพันธุตานทานซึ่งจะเกิดรอยไหมขนาดเล็กและบาดแผลมีขอบเขต
ชัดเจนแสดงวาเซลลของใบยางพาราในกลุมนี้มีความสามารถในการกักบริเวณของเชื้อ
ไมใหเกิดการลุกลามไปยังเซลลขางเคียงได และเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโอสปอรก็
สามารถจัดลํ าดับความตานทานไดละเอียดมากขึ้นโดยมีขนาดของรอยไหมใหญขึ้นเมื่อ
เพิ่มความเขมขนของซูโอสปอร เปนการแสดงแนวโนมของพันธุยางพาราในกลุมนี้ที่จะ
เปลี่ยนการเกิดปฏิกิริยาจาก incompatible เปน compatible ได   สวนในกลุมปาน
กลางมีขนาดของรอยไหมใหญกวาในกลุมตานทานแตมีขนาดเล็กกวาในกลุมออนแอ
แสดงถึงความสามารถในการกักบริเวณของเชื้อไดในระดับหนึ่ง ซึ่งถามีการเพิ่มความ
เขมขนของซูโอสปอรจะทํ าใหขนาดของรอยไหมใหญขึ้นใกลเคียงกับพันธุออนแอได  
การเกิดรอยไหมในพันธุปานกลางสามารถแยกยอยออกไดสองกลุมคือพันธุปานกลางที่
มีแนวโนมไปทางตานทานและมีแนวโนมไปทางออนแอ   ในกลุมสุดทายคือพันธุออนแอ
มีขนาดของรอยไหมแผกวางออกไปอยางรวดเร็วแสดงใหเห็นถึงความลมเหลวของใบใน
การกักเชื้อโรคไว อยางไรก็ตามหากลดความเขมขนของซูโอสปอรลงทํ าใหขนาดของ
รอยไหมเล็กลงจนมีความแตกตางกันในแตละพันธุจึงสามารถทํ าใหจัดลํ าดับความออน
แอตอโรคได ซึ่งเปนการเปลี่ยนปฏิกิริยาจาก compatible เปน incompatible ในพันธุ
ยางกลุมออนแอ
                 ดังนั้นขนาดของรอยไหมที่เกิดจากการกระตุนดวยซูโอสปอรบนใบยางทั้ง 
17 พนัธุ สามารถนํ ามาใชบอกระดับความตานทานโรคได โดยระดับความตานทานแปร
แบบผกผันกับขนาดของรอยไหม ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาการตอบ
สนองของใบยางพาราตอเชื้อรา P. palmivora (Churngchow and Rattarasarn, 
2001) นัน่คอืขนาดของรอยไหมระหวางพันธุตานทาน พันธุปานกลางและพันธุออนแอ
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ เชนเดียวกับการบมใบยางพาราคือพันธุ GT1 (ตานทาน)
และ PB260 (ออนแอ) ดวยเชื้อรา Corynespora  cassiicola  พบวาขนาดของรอยไหม
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ที่เกิดจากการเจาะใบยางดวยสปอรของเชื้อราดังกลาวทํ าใหใบยางพันธุ ตานทาน 
(GT1) เกิดรอยไหมขนาดเล็กและมีขอบเขตชัดเจนมากกวาใบยางพันธุ อ อนแอ 
(PB260) ซึ่งขนาดของรอยไหมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญและสามารถนํ ามา
ใชจัดลํ าดับความตานทานโรคได (Breton et al., 1997 b)

     3.1.2  ผลการยอมเซลลใบยางดวยสี  Trypan   blue  หลังจากบมใบยางดวย
              ซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora
                 การเกิดรอยไหมจากการหยดซูโอสปอรบนใบยางดวยวิธีขางตนเกิดจากการ
เจาะของซโูอสปอรผานผิวใบ  ผูวิจัยจึงทํ าการศึกษาหาตํ าแหนงและจํ านวนเซลลของใบ
ยางที่ถูกแทงผาน (penetration site)  โดยการยอมดวยสี  trypan blue เปรียบเทียบ
ความแตกตางระหวางพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอตอโรค พบวามีจํ านวนการ
ถูกเจาะโดยซูโอสปอรผานผิวใบและซูโอสปอรที่เหลือหลุดรอดจนเกิดการลุกลามไปยัง
เซลลขางเคียงไดมีนอยมาก จึงไมสามารถตรวจวัดการงอกของสายราและการสราง
สปอรแรงเจียมในใบยางได  ผูวิจัยจึงเปลี่ยนแปลงวิธีการทดลองโดยการชวยลดเครื่อง
กีดขวางทางกายภาพ (physical barrier) ลง โดยการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนตเิมตร แลวแชในซูโอสปอรซึ่งจะทํ าใหซูโอสปอรสามารถเจาะขอบใบที่เปนแผลจาก
รอยตดัไดงายขึ้น  สวนผิวใบบริเวณตรงกลางยังคงถูกเจาะไดเชนเดียวกับเมื่อหยดบน
หลังใบ  ผลการยอมเซลลดวยสี trypan blue  พบวามีการตายของเซลล โดยตํ าแหนง
และจํ านวนของซูโอสปอรที่แทงผานเขาไปในเซลลใบยางแตกตางกันไปตามระดับความ
ตานทานของใบยางแตละพันธุ  เมื่อนํ าชิ้นใบยางที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 
5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเปนเวลา 8 ชั่วโมงมายอมดวยสี trypan blue พบวาใน
พันธุ RRIM600 (ออนแอ) แตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะมีซูโอสปอรหลายตัวเกาะกลุมอยูซึ่ง
ติดสีนํ้ าเงินเขมอยางชัดเจนและเซลลบริเวณรอบๆยอมติดสีนํ้ าเงินที่ออนกวาบริเวณ
ต ําแหนงที่ถูกเจาะ (รูปที่ 32) แสดงถึงการตายของเซลลเมื่อถูกเจาะดวยซโูอสปอรและ
พบวาตํ าแหนงที่ถูกเจาะกระจัดกระจายอยูทั่วไปตามชิ้นใบยาง สวนในพันธุ RRIT251
(ปานกลาง) พบวาแตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะมีจํ านวนซูโอสปอรหลายตัวเชนเดียวกับที่
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พบในพันธุ RRIM600 ท ําใหทราบตํ าแหนงที่ซโูอสปอรเจาะบนชิ้นใบยางวามีนอยกวา
ในพันธุ RRIM600 (ออนแอ) และบางบริเวณพบเซลลที่ยอมติดสีนํ้ าเงินจางๆอยูรอบ
ต ําแหนงที่ถูกเจาะ  (รูปที่ 32) ท ําใหทราบวาบริเวณที่ซูโอสปอรเจาะสามารถเกิดการ
ตายของเซลลที่อยูรอบๆรอยเจาะซึ่งบริเวณที่ถูกเจาะมีจํ านวนนอยกวาที่พบในพันธุ 
RRIM600  แตเมือ่สังเกตผลการทดลองในชั่วโมงที่ 12 พบวาในพันธุ RRIT251 เกิดการ
ตายของเซลลกระจายอยูรอบๆตํ าแหนงที่เจาะ ซึ่งมีลักษณะเชนเดียวกับที่เกิดในพันธุ 
RRIM600 แตในพันธุ RRIT251 มีขอบเขตพื้นที่ของเซลลตายชัดเจนมากกวาพันธุ 
RRIM600   ตอมาในพันธุ RRIC110 (ตานทาน) พบวาแตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะติดสีนํ้ า
เงนิเขมเพียงหนึ่งจุดบริเวณปากใบ โดยที่มีการตายของเซลลบริเวณรอบๆตํ าแหนงที่ถูก
เจาะอยางมีขอบเขตที่ชัดเจนมากกวาที่พบในพันธุปานกลางและออนแอ  โดยมีความ
แตกตางจากพันธุอ่ืนๆคือในบางตํ าแหนงพบวาเกิดเปนจุดสีดํ าซึ่งเปนการแสดงถึงความ
สามารถในการกักบริเวณของเชื้อไวไมใหลุกลามออกไปได (รูปที่ 32)  รวมทั้งจํ านวน   
ซูโอสปอรที่เจาะบนใบยางพันธุตานทานยังพบนอยกวาในพันธุปานกลางและออนแอ 
ซึ่งเปนการแสดงวาในพันธุตานทานมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงกวาพันธุปานกลาง
และออนแอตามลํ าดับ
                 นอกจากการเจาะของซูโอสปอรที่เกิดขึ้นจากบริเวณปากใบแลวยังพบวา
เกดิการเจาะของซูโอสปอรบริเวณเสนใบดวย  โดยพบความแตกตางระหวางพันธุอยาง
ชดัเจนในชั่วโมงที่ 24  การที่ซูโอสปอรใชเวลาในการเจาะเสนใบมากกวาบริเวณปากใบ
อาจเนื่องมาจากเซลลบริเวณเสนใบมีความหนากวาบริเวณเนื้อใบ จึงทํ าใหความ
สามารถในการเจาะผานของซูโอสปอรตองใชระยะเวลาที่นานกวาซึ่งมีลักษณะของการ
เจาะแตกตางกันตามระดับความตานทานอยางชัดเจน ดังนี้คือลักษณะจุดดํ าที่เกิดจาก
การเจาะดวยซโูอสปอรของยางพันธุ RRIM600 มีการแผกระจายไปตามเสนใบโดยไมมี
ขอบเขตซึ่งเปนลักษณะที่แสดงถึงการเกิดโรค  ในขณะที่ยางพันธุ RRIT251 (ปานกลาง) 
ในชัว่โมงที่ 24 เสนใบเกิดเปนจุดดํ าเล็กๆบริเวณที่ถูกเจาะดวยซโูอสปอรเทานั้น  แสดง
วาสามารถกักบริเวณของเชื้อราไมใหเกิดการแพรกระจายไดดีกวาที่ เกิดขึ้นใน 
RRIM600 สวนในพันธุ RRIC110 (ตานทาน) ไมพบตํ าแหนงการถูกเจาะของซโูอสปอร
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เขาไปในบริเวณเสนใบ (รูปที่ 33) ซึ่งแสดงถึงสิ่งกีดขวางทางกายภาพที่หนากวาในพันธุ
อ่ืนๆ
                 ตํ าแหนงและจํ านวนของซูโอสปอรที่เจาะบนใบยางบริเวณปากใบและเสน
ใบของใบยางทั้งสามพันธุพบวามีจํ านวนที่ถูกเจาะดวยซูโอสปอรแตกตางกันอยางชัด
เจนระหวางพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอ โดยเปนสัดสวนผกผันกับระดับความ
ตานทาน
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รูปที่ 32  การตายของเซลล  ตํ าแหนง  และ จ ํานวนของซโูอสปอรที่เจาะบนใบยางพาราพันธุ RRIM
             600 (ออนแอ),   RRIT251   (ปานกลาง)   และ  RRIC110   (ตานทาน)   หลงัจากบมดวย
             ซโูอสปอรความเขมขน    5 × 107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร    ของเชื้อรา      Phytophthora
           palmivora  ทีเ่วลา 8 ชัว่โมง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (กํ าลังขยาย 40 เทา)

    RRIM600

      RRIC110        RRIT251

   ชุดควบคุม
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รูปที่  33  แสดงการตายของเซ
              (RRIM 600 (ออนแอ
              ใบยางพาราดวยซโูอ
              Phytophthora   pa

R IM600 RRIT251 RRIC110
R
ลลและตํ าแหนงที่ถูกเจาะ     ดวยซโูอสปอรบนเสนใบยางพันธุตางๆ
), RRIT251 (ปานกลาง) และ RRIC110  (ตานทาน))    หลงัจากบม
สปอรความเขมขน    5×107     ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร       ของเชื้อรา
lmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (ก ําลงัขยาย 40 เทา)
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3.1.3  ผลการเปรียบเทียบลักษณะของสายรา และการสรางสปอรแรงเจียม
         ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ในพันธุยางพาราที่มีความตาน-
         ทานแตกตางกัน

              เมื่อทํ าการทดสอบจํ านวนของตํ าแหนงที่ถูกเจาะดวยซูโอสปอรในใบ
ยางพาราขนาด 1×1 เซนติเมตรแลว ซึ่งพบวาจํ านวนการถูกเจาะเพิ่มขึ้นตามลํ าดับ
ความตานทานที่ลดลง ดังนั้นจึงทํ าการศึกษาลักษณะของสายราและการสรางสปอรแรง
เจยีม เพื่อศึกษาความแตกตางที่เกิดขึ้นในกลุมพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอ 
โดยใชพันธุ RRIC110, RRIT251 และ RRIM600 ทีมี่ระดับความตานทานมาก, กลาง 
และนอยตามลํ าดับ พบวาลักษณะการงอกของสายราในชั่วโมงที่ 12 ในพันธุออนแอมี
สายราขนาดยาวและมีปริมาณสายราที่หนาแนนอยางสมํ่ าเสมอตลอดขอบใบยางที่เปน
รอยตัดมากกวาที่พบในพันธุปานกลาง ในขณะที่พันธุตานทานพบการงอกของสายรา
ไมสม่ํ าเสมอตลอดรอยตัด   ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ Wonder และคณะ (1998)
ทีพ่บวาหลังจากบมเชื้อ P. palmivora และ P. nicotiana ในรากสมมีการสรางสายรา
ขึ้นในชั้น cortex โดยพบในสมพันธุออนแอ (Citrus aurantinun) มากกวาในสมพันธุ
ตานทาน (Poncirus trifoliata)
                 จากลักษณะการงอกของสายราเปนการแสดงผลที่สัมพันธกับการศึกษา
จํ านวนการถูกเจาะดวยซูโสปอรซึ่งปริมาณสายราที่พบแปรผันตรงกับจํ านวนการถูก
เจาะ  โดยในพันธุออนแอมีตํ าแหนงที่ถูกเจาะบริเวณผิวใบและปริมาณสายราที่เกิดขึ้น
บริเวณรอยตัดมากกวาที่พบในพันธุปานกลางและตานทาน  และจากการที่พบวาใน
พันธุตานทานมีจํ านวนซูโอสปอรที่เจาะผานผนังเซลลของใบไดนอยกวาและลุกลามได
นอยกวา แสดงวาถึงแมลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพของผิวใบโดยวิธีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ
ก็ยังมีความแตกตางของผนังเซลลของใบยางพาราแตละพันธุ โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อ
บมใบยางพาราดวยซูโอสปอรผานไป 24 ชั่วโมงพบวาในพันธุออนแอเริ่มมีการสราง 
สปอรแรงเจียมจํ านวนมากกวาพันธุปานกลาง ในขณะที่พันธุตานทานมีลักษณะของ
สายราที่ยาวหงิกงอไมสมบูรณ  และแทบไมพบสปอรแรงเจียมเลย (รูปที่ 34)
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รูปที่ 34  การสรางสายราและสปอรแรงเจียมหลังจากบมใบยางพาราพันธุ    RRIC110,  RRIT251
             และ   RRIM600   ดวยซโูอสปอรความเขมขน    5×107     ซูโสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา
               Phytophthora palmivora ที่เวลา 24 ชั่วโมง  (กํ าลังขยาย 40 เทา)

RRIC110

RRIT251

RRIM600
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                     การที่สายราในพันธุตานทานมีลักษณะหงิกงอและมีการสรางสปอรแรง
เจียมนอยอาจเปนผลจากการมีสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงที่มีการเจาะของซูโอสปอร
และสคอพอลิตินเหลานี้ไดถูกปลดปลอยลงสูนํ้ าที่แชชิ้นใบยางจนสงผลตอการงอกของ
สายรา จากรายงานโครงงานของพิรุณรัตน (2545) เร่ืองผลของสปอรและอิลิซิตินของ 
Phytophthora spp. ตอใบยางพารา โดยสังเกตจากวิธี Scanning Electron 
Microscope ยงัสนบัสนุนไดวาในชั่วโมงที่ 24 พันธุตานทานมีการแตกหลุดของผนัง
เซลลของซโูอสปอรและสายรา ในขณะที่ซโูอสปอรและสายราบนใบยางพันธุออนแอยัง
มีสภาพดี รวมทั้งจากการทดลองของนิอร (2546) นักศึกษาปริญญาเอก สาขาวิชา    
ชีวเคมี ในที่ปรึกษารองศาสตราจารย ดร.นนัทา เชิงเชาว ไดทํ าการทดลองโดยการนํ า
สายราและสปอรแรงเจียมของเชื้อรา P. palmivora มาใสลงในสารละลายสคอ-พอลิติน
ทีเ่จือจางความเขมขนเปน 0.2, 1, 2, 5 และ 25 ไมโครโมลาร พบวาที่ความเขมขนของส
คอพอลิตินในชวง 2-5 ไมโครโมลารเร่ิมมีการยับยั้งการสรางสายราและสายราที่สรางใน 
12 ชัว่โมงแรกมีลักษณะหงิกงอ แตหลังจาก 12 ชั่วโมงสายรามีสภาพดีขึ้นและสรางส
ปอรแรงเจียมไดเล็กนอย  เมื่อใชความเขมขนของสคอพอลิตินสูงขึ้นคือ 25 ไมโครโม
ลารพบวาสายรามีลักษณะหงิกงอจนถึงชั่วโมงที่ 24  จึงจะมีสภาพดีขึ้นและมีการ
สรางสปอรแรงเจียมในเวลาตอมา (จากทุกความเขมขนของสคอพอลิตินที่ใชในการ
ทดลองเมื่อเปลี่ยนจากสารละลายสคอพอลิตินเปนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อสามารถเกิดการ
สรางสายราไดใหมโดยมีสภาพที่สมบูรณไมหงิกงอพรอมที่จะสรางสปอรแรงเจียมไดตอ
ไป)   จากผลการทดลองดังกลาวแสดงวาปริมาณของสคอพอลิตินในนํ้ าที่แชชิ้นใบยาง
พันธุตานทานและปานกลางมีจํ านวนมากเพียงพอที่จะมีผลตอการงอกของสายราและ
การสรางสปอรแรงเจียม ในขณะที่พันธุออนแอมีปริมาณของสคอพอลิตินไมเพียงพอตอ
การยับยั้งการงอกของสายราและการสรางสปอรแรงเจียม สังเกตไดจากเมื่อมีการลด
ปริมาณสคอพอลิตินลงโดยใชวิธีเพิ่มความถี่ในการเปลี่ยนนํ้ าที่แชใบยางเปนทุก 1     
ชัว่โมงจากเดิมทุก 4 ชั่วโมง หรือจากการแชชิ้นใบยางในนํ้ าปริมาตร 3 มิลลิลิตรเปลี่ยน
เปน 15 มิลลิลิตร  ซึ่งเปนการลดความเขมขนของสคอพอลิตินที่จะสัมผัสกับสายราจน
เกิดการยับยั้งการสรางสายราและสปอรแรงเจียม พบวาสายราในพันธุตานทานและ
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ปานกลางจะมีสภาพดีขึ้นและเริ่มมีการสรางสปอรแรงเจียมขึ้นมาในชั่วโมงที่ 24 ไดเชน
เดียวกับในพันธุออนแอ  และนอกจากนี้ยังพบวาหากนํ าชิ้นใบยางที่มีการสรางสปอร
แรงเจียมอยูรอบๆขอบใบยางอยูแลวไปแชในสคอพอลิตินความเขมขน 0.25, 0.50, 1.0, 
และ 1.5 มิลลิโมลาร  พบวาเมื่อผานไป 3 ชั่วโมงที่ความเขมขน 0.25-0.50 มิลลิโมลาร    
สปอรแรงเจียมเร่ิมมีการหลุดออก  แตหลังจากทิ้งไว 24 ชั่วโมงสายราก็สามารถกลับ
มาสรางสปอรแรงเจียมไดใหม  ความเขมขนที่สปอรแรงเจียมหลุดออกและไมมีการ
สรางใหมอีก (recover) คือที่ความเขมขน 1.0 –1.5 มิลลิโมลาร  จากผลการทดลองดัง
กลาวทํ าใหสามารถแนใจไดวาปริมาณสคอพอลิตินมีผลตอสายราและสปอรแรงเจียม
ของเชื้อรา P. palmivora จริงและแปรผันตรงกับปริมาณสคอพอลิตินอกีดวย  เชนเดียว
กบัการสรางสคอพอลิตินที่เกิดจากการบมใบยางพันธุตานทานดวย Microcyclus ulei 
สามารถยับยั้งการงอกสายราและการสราง conidium ของเชื้อ M. ulei ได โดยแปรผัน
ตามระดับความเขมขนของสคอพอลิติน (Gracia et al., 1995 b) รวมทั้งสคอพอลิตินที่
เกิดจากการบมใบยางพันธุตานทาน (GT1) ดวยเชื้อรา Corynespora cassiicola ก็
สามารถยับยั้งการงอกและการเจริญเติบโตของสายรา C.  cassiicola ไดเชนเดียวกัน  
(Breton et al., 1997 b)
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      3.1.4  ผลการหาวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะหสคอพอลิตินในใบยางพารา
               จากการกระตุนดวยซูโอสปอร
 
            3.1.4.1  ผลการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เกิดจากการบมใบยางดวย
                       ซูโอสปอรจากวิธีการหยดบนหลังใบ

                      Churngchow และ Rattarasarn (2001) รายงานวาเมื่อทํ าการ
ทดสอบใบยางที่อยูในขั้นเพสลาด ดวยวิธีการหยดซโูอสปอรความเขมขนตางๆ (5×105, 
5×106 และ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) บนหลังใบยาง และวิเคราะหหาปริมาณ 
สคอพอลิตินที่เวลา 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 ชัว่โมง พบวาที่ความเขมขนของ     
ซูโอสปอรสงูสุด (5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) สามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุยางที่ตานทานกับพันธุออนแอไดชัดเจนที่สุดทั้งในดานปริมาณและอัตราเร็วในการ
สงัเคราะหสคอพอลิติน  ซโูอสปอรความเขมขน 5×106 สปอรตอมิลลิลิตรซึ่งเปนความ
เขมขนระดับปานกลางในการทดลองนี้  ถงึแมจะมีปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิตินที่
นอยและชากวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 5×107 สปอรตอมิลลิลิตรแตก็ยังสามารถ
แสดงความแตกตางระหวางพันธุตานทานกับพันธุออนแอไดเชนเดียวกับที่ความเขมขน 
5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  สวนที่ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 5×105 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิติร ไมสามารถแสดงความแตกตางระหวางพันธุยางที่ตานทานกับพันธุยางที่ออน
แอไดอยางมีนัยสํ าคัญ

                      จากขอมูลดังกลาวผูวิจัยจึงไดเลือกใชความเขมขนของซูโอสปอร
5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรเพราะสามารถแสดงความแตกตางของความเขมขนและ
อัตราเร็วในการสังเคราะหสคอพอลิตินระหวางพันธุตานทานและพันธุออนแอไดมาก
กวาที่ความเขมขนของซโูอสปอรอ่ืนๆ จากการวเิคราะหหาสคอพอลิตินทีถู่กสรางขึ้นใน
นํ้ าบรเิวณที่หยดเชื้อทุก 4 ชั่วโมงจนถึง 36 ชัว่โมงโดยเปลี่ยนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อไปแทนที่
ทุกครั้ง  พบวาเมื่อเวลาผานไป 8 ชัว่โมง การสังเคราะหสคอพอลิตินในใบยางพาราพันธุ 
RRIM600 มีการสรางสคอพอลิตินไดสูงสุด (2.88 ± 0.16 ไมโครโมลาร)  มากกวาใบ
ยางพาราพันธุ BPM-24 (1.00 ± 0.06 ไมโครโมลาร) ประมาณ 3 เทา  ตอมาระดับการ
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สรางสคอพอลิตินของ RRIM600 เร่ิมลดลงในชั่วโมงที่ 12 และมีแนวโนมสูงขึ้นอีกในชั่ว
โมงที่ 36 แตใบยางพาราพันธุ BPM-24 จะมีการสังเคราะหของสคอพอลิตินคอนขางตํ่ า
และคงที่ตั้งแตชั่วโมงที่ 16-36 สวนในชุดควบคุมไมพบการสังเคราะหสคอพอลิติน     
(ตารางที่ 8 และรูปที่ 35)

                      จากผลการทดลองใหผลตรงขามกับที่เคยมีรายงานไวซึ่งอาจ
เนื่องมาจากความแตกตางของอายุใบยางที่นํ ามาใชในการทดลองเพราะ Churngchow 
และ Rattarasarn (2001) ไดเลือกใชใบยางที่อยูในขั้นเพสลาดเปนใบที่มีอายุ 8-10 วัน 
ลักษณะหลังใบมีสีมวงแดงซึ่งตองอาศัยความชํ านาญในการคัดเลือกใบสูง สวนการ
ทดลองนี้ผูวิจัยจํ าเปนตองใชใบที่มีอายุมากกวาขั้นเพสลาดเพราะตองทํ าการทดสอบ
การเกิดนีโครซีสในวันเดียวกันดวย ทั้งนี้เพื่อลดความคลาดเคลื่อนของขอมูลอันเนื่องมา
จากสภาพแวดลอม สาเหตุที่ตองใชใบที่มีอายุมากกวาเพราะถาหลังใบมีสีเขียวทํ าให
สามารถสังเกตเห็นขอบเขตของรอยไหมไดชัดเจนกวาใบที่มีสีมวงแดง และการที่
ปริมาณสคอพอลิตินของพันธุ BPM-24 ในใบสีเขียวนอยกวาในใบสีมวงแดงเนื่องมา
จากในใบสีเขียวมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงกวา
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ตารางที่ 8  ปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิติน ทีเ่วลาตางๆในใบยางพันธุ   BPM-24    (ตานทาน)
                 และ  RRIM600   (ออนแอ)   เมือ่ถูกบมดวยซูโอสปอรความเขมขน 5 × 107  ซูโอสปอร
                 ตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora จากวธิกีารหยดบนหลังใบ

Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในใบยางพันธุ BPM-24 และRRIM600
(ไมโครโมลาร)

เวลา
(ชั่วโมง)

                   BPM-24                                        RRIM600
4 0.40 ± 0.08 0.25 ± 0.08
8 1.00 ± 0.06 2.88 ± 0.16

12 1.13 ± 0.18 2.37 ± 0.26
16 0.93 ± 0.16 1.25 ± 0.08
20 0.65 ± 0.13 0.63 ± 0.12
24 0.98 ± 0.03 0.68 ± 0.07
28 0.75 ± 0.13 1.25 ± 0.17
32 0.85 ± 0.26 1.40 ± 0.12
36 0.60 ± 0.10 1.62 ± 0.17

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่ 35  เปรียบเทยีบการสังเคราะหสคอพอลิติน ที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ BPM-24   (ตานทาน)
             และพันธุ RRIM600 (ออนแอ) เมือ่ถูกบมดวยซูโอสปอรความเขมขน   5 × 107   ซูโอสปอร
             ตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora จากวธิีการหยดบนหลังใบ

                3.1.4.2  ผลการวิเคราะหหาสคอพอลิตินหลังจากการบมใบยางดวย
                           ซูโอสปอรจากวิธีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)
                                 ผูวิจัยเลือกทดสอบการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆเปรียบเทียบกับวิธีการ
หยดบนหลังใบเพราะคาดวาการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 เซนติเมตรจะสามารถ
ชวยลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพของใบ เนื่องจากใบที่ถูกตัดทํ าใหเกิดบาดแผลทั้งสี่ดาน
ซโูอสปอรจึงสามารถเจาะผานเขาไปในเซลลใบยางพันธุตานทาน (BPM-24) และพันธุ
ออนแอ (RRIM600) ไดไมแตกตางกันมากนัก จากผลการทดลองพบวาในชั่วโมงที่ 8 ใบ
ยางพันธุ BPM-24 สามารถสรางสคอพอลิตินไดสูงสุด (2.19 ± 0.12 ไมโครโมลาร) โดย
สรางไดสูงกวาใบยางพันธุ RRIM600 (0.40 ± 0.02 ไมโครโมลาร)  ประมาณ 5 เทา  
จากนั้นชั่วโมงที่ 12 ระดับการสรางสคอพอลิตินของใบยางพาราพันธุ BPM-24 และ 
RRIM600 จะเร่ิมลดลงเรื่อยๆ (ตารางที่ 9 และ รูปที่ 36) จะเห็นไดวาเมื่อกระตุนใบ
ยางพาราใบเดียวกันดวยวิธีที่ตางกัน การสรางสคอพอลิตนิในพันธุตานทาน (BPM-24) 
ที่สรางจากการกระตุนโดยวิธีการหยดบนหลังใบจะมีความเขมขนตํ่ ากวาการกระตุน
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ดวยวิธีตัดเปนชิ้น (leaf disc) แสดงวาเมื่อลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพใหพันธุตานทาน
แลว ทํ าใหซูโอสปอรสามารถเจาะเขาไปในพันธุตานทานไดเต็มที่จึงทํ าใหเซลลที่ถูก
กระตุนของพันธุตานทาน BPM-24 มีจํ านวนมากขึ้นและสามารถปลอยสคอพอลิติน
ออกมาสูภายนอกไดงายขึ้น จึงทํ าใหความเขมขนของสคอพอลิตินในพันธุตานทานมาก
กวาในพันธุออนแอ  นอกจากนี้ความเขมขนของซูโอสปอรที่ใชในวิธีการหยดนอยเกินไป
จงึท ําใหเกิดปฏิกิริยา incompatible   ทั้งนี้เนื่องจากผูวิจัยเลือกใชใบยางที่มีอายุมาก
กวาที่ Churngchow และ Rattarasarn (2001) ไดรายงานไวจึงทํ าใหเซลลถูกเจาะนอย
กวา  นอกจากนี้สคอพอลิตินเปนสารปฏิชีวนะที่ใบยางพาราพันธุตานทานสรางขึ้นเพื่อ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราทํ าใหเชื้อราไมลุกลามไปยังเซลลขางเคียง เปนผลให
เซลลไมถูกกระตุนใหสรางสคอพอลิตินจึงทํ าใหปริมาณสคอพอลิตินลดลง  ในขณะที่ใบ
ยางพันธุออนแอสรางสคอพอลิตินไดในปริมาณที่นอยกวาจึงไมสามารถควบคุมการ
แพรกระจายของเชื้อราไปยังเซลลขางเคียงได ทํ าใหเซลลขางเคียงถูกกระตุนดวยเชื้อรา
ใหมีการสรางสคอพอลิตินตอไปเรื่อยๆ  สวนในชุดควบคุมไมพบการสรางสคอพอลิติน
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ตารางที่ 9  การสงัเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ RRIM
                 600  (ออนแอ)   เมือ่ถูกบมดวยซโูอสปอรความเขมขน  5 × 107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
                 ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  จากวธิกีารตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)

 Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในใบยางพันธุ BPM-24
และ RRIM600 (ไมโครโมลาร)

เวลา
(ชั่วโมง)

                BPM-24                                  RRIM600
4 0.38 ± 0.07 0.02 ± 0.03
8 2.19 ± 0.12 0.40 ± 0.02

12 0.82 ± 0.10 0.57 ± 0.09
16 0.40 ± 0.04 0.53 ± 0.08
20 0.16 ± 0.14 0.43 ± 0.10
24 0.13 ± 0.02 0.14 ± 0.09
28 0.12 ± 0.05 0.04 ± 0.07
32 0.09 ± 0.03 0.03 ± 0.02
36 0 0

         (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่ 36  เปรียบเทยีบการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ   BPM-24  (ตานทาน)
             และ RRIM600  (ออนแอ)  เมือ่ถูกบมดวยซโูอสปอรความเขมขน     5×107    ซูโอสปอรตอ
             มิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  จากวธิีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ

  เมื่อเปรียบเทียบการทดลองทั้งสองวิธีผูวิจัยเลือกใชวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ
ในการคัดเลือกพันธุยางที่ตานทาน เพื่อไมใหมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพ (ความหนาบาง
ของใบ) การที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพทํ าใหปริมาณของซูโอสปอรที่จะไปกระตุนเซลล
นอยกวาความเปนจริง ในพันธุที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพตํ่ า มีซโูอสปอรที่จะไปกระตุน
เซลลมากกวา ทํ าใหจํ านวนของเซลลที่ถูกกระตุนใหสรางสคอพอลิตินมีจํ านวนแตกตาง
กันเปนผลใหการสรางสคอพอลิตินของพันธุที่มีสิ่งกีดขวางสูงมีความเขมขนนอยกวา
ความเปนจริงที่พืชสามารถสรางได หากจํ านวนซูโอสปอรเขาไปกระตุนในพันธุที่มีสิ่งกีด
ขวางสูงมีจํ านวนมากขึ้น ความเขมขนของสคอพอลิตินทีถ่กูสรางขึ้นก็จะมากขึ้นดวย ซึ่ง
วิธีหยดบนหลังใบจะทํ าใหสิ่งกีดขวางทางกายภาพของพันธุออนแอและตานทานตาง
กัน หรือกลาวไดวาใบยางพันธุออนแอสรางสคอพอลิตินดวยจํ านวนเซลลที่มากกวา
พันธุตานทานหลายเทา และนอกจากนี้วิธีการตัดใบเปนชิ้นยังทํ าใหลดขอจํ ากัดเรื่อง
จํ านวนใบที่สามารถใชในการทดลอง (หมายเหตุ : ใน 1 ชอมีใบในขั้นเพสลาดประมาณ 
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6 ใบเทานั้น) และวธิกีารหยดบนหลังใบตองใชความชํ านาญเฉพาะตัวในการเลือกใบสูง
เนื่องจากถาเลือกใบที่ไมใชขั้นเพสลาดมาใชในการทดลองอาจคลาดเคลื่อนได เพราะ
ใบยางพันธุใดที่ผิวใบหนากวาเชนใบยางพาราพันธุ BPM-24 หนากวาใบยางพาราพันธุ 
RRIM600 จะทํ าใหเขาใจวามีการสรางสคอพอลิตินที่นอยกวา

3.1.5 ผลการศึกษาหาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสม   สํ าหรับการ
               ทดลองดวยวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)
                  จากการทดลองที่ 2.1.4 ผูวิจัยจึงเลือกใชวิธีตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนติเมตรในการทดลอง ทั้งนี้เพื่อลดปญหาทางดานสิ่งกีดขวางทางกายภาพและการ
ขาดแคลนใบยางพาราที่จะใชในการทดลอง จากนั้นจึงหาความเขมขนของซูโอสปอรที่
เหมาะสมสํ าหรับใชในการทดลองโดยใชความเขมขนของซูโอสปอรดังตอไปนี้คือ      
5×106, 1×107, 5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร มาทดลองกับพันธุ 
RRIC110 ทีเ่ปนตัวแทนพันธุตานทาน และใชพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุออนแอ 
โดยจะมีการสังเกตปริมาณการเจาะของซูโอสปอร, ลักษณะของสายราและการสราง
สปอรแรงเจียมไปพรอมๆกัน  พบวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิติร สคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นจากพันธุยางทั้งสองมีคาไมแตกตางกันมากนัก  ซึ่ง
ในชั่วโมงที่ 8 พันธุตานทานมีการสรางสคอพอลิตินปริมาณมากกวาพันธุออนแอเล็ก
นอย หลังจากนั้นระดับการสรางสคอพอลิตินในพันธุออนแอก็จะสรางขึ้นมาไดพอๆกับ
ในพนัธุตานทาน   จนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 48 มีแนวโนมที่พันธุตานทานจะมีการสรางสคอ
พอลิตินไดสูงกวาในพันธุออนแอ (รูปที่ 37ก) และเมื่อศึกษาลักษณะของสายราและการ
สรางสปอรแรงเจียมไปพรอมๆกัน พบวาในพันธุตานทานมีการเกิดสายราและการ
สรางสปอรแรงเจียมนอยกวาในพันธุออนแอมาก (รูปที่ 38)  ทัง้นี้เนื่องจากสคอพอลิติน
ที่ถูกสรางในพันธุตานทานตอหนึ่งเซลลใบยางมีความเขมขนมากพอในการยับยั้งการ
ลกุลามของเชื้อได แมวาควมเขมขนรวมของสคอพอลิตินในนํ้ าที่วิเคราะหไดจะมีคาใกล
เคียงกับที่ปลอยออกมาจากใบยางพันธุออนแอ และการที่แนวโนมการสรางสคอพอลิ  
ตนิของพันธุ RRIC110 มีคาสูงขึ้นในชั่วโมงที่ 48 อาจเนื่องมาจากเกิดการตอบสนอง
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แบบไฮเปอรเซนซิทีฟซึ่งเซลลที่ถูกซูโอสปอรเจาะสามารถสงสัญญาณไปยังเซลลขาง
เคยีงเพื่อกระตุนใหมีการสรางสคอพอลิตินได ทํ านองเดียวกับการเกิด SAR บนใบยาสูบ
ใบบนที่ไดรับสัญญาณ SAR ในใบยาสูบใบลางที่ถูกกระตุนจาก PBZ และ BIT ใหสราง
สัญญาณ SAR (Nakashita. et al., 2002)  ในขณะที่เซลลของพันธุ RRIM600 เมื่อถูก
เจาะดวย ซูโอสปอรมีการผลิตสคอพอลิตินตอหนึ่งเซลลไดในปริมาณที่ตํ่ ากวาจึงไม
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของสายรา ทํ าใหเกิดการลุกลามไดมากกวาในพันธุตาน
ทาน  นอกจากนี้ยางพาราพันธุ อ อนแอยังมีโอกาสได  รับการกระตุ นครั้งที่สอง
(reinfection) เพราะในชั่วโมงที่ 24 มีการปลดปลอยซูโอสปอรออกจากสปอรแรงเจียมที่
ถกูสรางขึ้นจากสายราที่เจริญบนใบยางพาราที่ใชในการทดลอง  (รูปที่ 38)
                  เมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโอสปอรเปน 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร พบ
วามีการสรางสคอพอลิติน, ลักษณะของสายราและการสรางสปอรแรงเจียมคลายกับ
การทดลองที่ใชความเขมขนของซโูอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 39) 
แตสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในชั่วโมงที่ 8 และ 12 มีความเขมขนมากกวาที่ความเขม
ขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 37ข และ 39) แสดงถึงจํ านวน
เซลลที่ถูกเจาะมากกวา  ซึง่จ ํานวนเซลลที่ถูกเจาะแปรผันโดยตรงกับความเขมขนของ  
ซูโอสปอร
                  ทีค่วามเขมขน 5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร สคอพอลิตินที่
ถูกสรางขึ้นมีความเขมขนที่แตกตางกันอยางชัดเจนระหวางพันธุตานทาน (RRIC110) 
และออนแอ (RRIM600)  ในชั่วโมงที่ 8 พันธุตานทานมีการสรางสคอพอลิตินในปริมาณ
ที่สงูกวาพันธุออนแอประมาณ 4 และ 5 เทาตามลํ าดับ และสูงกวาเมื่อใชความเขมขน
ของซูโอสปอร 5×106และ 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 37ค และ 37ง)  แสดงวา
จํ านวนเซลลที่ถูกเจาะมีมากขึ้นในพันธุตานทาน ขณะที่ในพันธุออนแอเองถึงแมจะมี
จํ านวนเซลลที่เจาะมากกวา แตความเขมขนสคอพอลิตินที่ตรวจวัดไดกลับมีคานอยกวา
หรือเทากัน  ทั้งนี้เมื่อใชความเขมขนของซโูอสปอรมากขึ้นในการทดลองกับใบยางพันธุ 
RRIM600 ท ําใหเกิดปฏิกิริยา compatible ไดอยางรวดเร็วจนทํ าใหเกิดการแตกของ
เซลลจํ านวนมากจึงมีการปลดปลอยสารชนิดอื่นๆมาพรอมกับสคอพอลอตินดวย ซึ่ง
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อาจเปนเอนไซมที่พืชใชในการยอยสลายสคอพอลิตินโดยการใชสคอพอลิตินเปนสับ
เสตรททํ าใหปริมาณสคอพอลิตินตํ่ าลงกวาความเปนจริง  เอนไซม Scp-peroxidase 
(ใชสคอพอลิตินเปนสับสเตรท) ซึ่งไดเคยถูกตรวจพบในใบยางหลังจากบมใบยางดวย
เชื้อรา Corynespora cassiicola  (Breton et al., 1997b)   แมแตในพันธุ RRIC110 
การสรางสคอพอลิตินลดนอยลงจาก 1.4 ไมโครโมลาร เปน 0.9 ไมโครโมลาร  เมื่อ
เปลี่ยนจากความเขมขนของซโูอสปอร 5×107 เปน 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 
37ค และ37ง) นัน่แสดงวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
พนัธุ RRIC110 เร่ิมมีการตอบสนองแบบ compatible เชนกัน นอกจากนี้พบวาลักษณะ
ของสายราที่ถูกสรางขึ้นในพันธุ RRIC110 มีลักษณะคดงอและยืดยาวออกไปอยางไม
เปนระเบียบ ทีค่วามเขมขนของ  ซโูอสปอร  5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
(รูปที่ 40 และ 41) รวมทั้งพบวาการสรางสปอรแรงเจียมตองใชเวลามากขึ้น (ชั่วโมงที่ 
48) ซึ่งนานกวาการสรางสปอรแรงเจียมจากการทดลองดวยซูโอสปอรความเขมขน   
5×106และ 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (ชั่วโมงที่ 24)   การสรางสปอรแรงเจียมที่
ความเขมขนของซโูอสปอร 1×108 มีจํ านวนนอยกวาที่ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร 
อาจเนื่องมาจากใบยางพาราถูกทํ าลาย และทํ าใหปริมาณของสเตอรอลจากใบ
ยางพาราลดลงจนปริมาณไมเพียงพอตอการที่ซูโอสปอรจะนํ ามาใชในการสรางสปอร
แรงเจียม
                 จากผลการทดลองดังกลาวจึงเลือกใชความเขมขนของซูโอสปอร 5×107      

ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรในการทดลองกับวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ สํ าหรับการศึกษา
ปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิตินตอไปเพราะเปนความเขมขนที่เหมาะสม และ
สามารถแยกความแตกตางในการสรางสคอพอลิติน, การเกิดสายราและการสรางสปอร
แรงเจียมระหวางพันธุตานทานและพันธุออนแอไดชดัเจนมากที่สุด
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รูปที่ 37  เปรียบเทียบการสังเคราะหสคอพอลิตินบนใบยางพาราขนาด  1 × 1 เซนติเมต
             RRIC110 (ตานทาน)  และ RIM600 (ออนแอ) จากการกระตุนดวยซโูอสปอรคว
             ตางๆ ของเชื้อรา  Phytophthora palmivora ทกุ 4 ชั่วโมงจนครบ  48 ชั่วโมง
            ก.  ความเขมขนของซโูอสปอร  5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ข.  ความเขมขนของซโูอสปอร  1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
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รูปที่ 37  (ตอ) เปรียบเทียบการสังเคราะหสคอพอลิตินบนใบยางพาราขนาด 1 × 1 เซนติเมตรของ
พันธุ RRIC110 (ตานทาน) และ RRIM600 (ออนแอ) จากการกระตุนดวยซูโอสปอร
ความเขมขนตางๆ ของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora ทกุ 4 ชั่วโมงจนครบ  48

                     ชัว่โมง
                   ค.  ความเขมขนของซูโอสปอร  5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
                     ง.  ความเขมขนของซูโอสปอร  1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
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รูปที่ 38  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลังจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             RRIM600 (รูปลาง)  ดวยซโูอสปอรความเขมขน 5 × 106  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อ

รา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (ก ําลงัขยาย 40 เทา)

RRIC110



109

รูปที่ 39  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             และ  RRIM600  (รูปลาง)    ดวยซโูอสปอรความเขมขน   1 × 107    ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

 RRIC110

     RRIM600



110

รูปที่ 40  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             และ RRIM600  (รูปลาง)      ดวยซโูอสปอรความเขมขน  5 × 107   ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

 RRIC110

    RRIM600
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รูปที่  41  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110  (รูปบน)
และ RRIM600 (รูปลาง)      ดวยซโูอสปอรความเขมขน 1 × 108   ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

RRIC110

   RRIM600
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3.1.6  ผลการสังเคราะหสคอพอลิตินเมื่อกระตุนใบยางพารา ดวยซูโอส
ปอร  ของเชื้อรา Phytophthora palmivora    

                  จากผลการทดลองขอ 3.1.5 จึงใชซโูอสปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอร
ตอมิลลิลิตรมาศึกษาการสรางสคอพอลิตินเพื่อนํ ามาแยกความตานทานตอโรคระหวาง
กลุมตานทานและออนแอ จากผลการทดลองสามารถแยกความแตกตางระหวางกลุม
พันธุตานทานและปานกลางออกจากกลุมพันธุออนแอไดชัดเจน แตไมสามารถแยก
ความแตกตางระหวางกลุมพันธุปานกลางออกจากกลุมตานทานได โดยพบวาในชั่วโมง
ที ่ 8 ซึ่งมีการสรางสคอพอลิตินไดสูงสุดในกลุมพันธุตานทานนั้นมีปริมาณมากกวากลุม
ออนแอประมาณ 2-3 เทา แตมีการสรางสคอพอลิตินความเขมขนเทาๆกันหรือไมแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญกับพันธุยางในกลุมปานกลาง ดังนั้นจึงไมสามารถใชสคอพอลิ-
ตินทีถ่กูสรางขึ้นจัดกลุมไดโดยตรง   อยางไรก็ตามจากการเก็บผลการทดลองที่เวลา 4, 
8, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ทํ าใหทราบวารูปแบบการสรางสคอพอลิตินในชั่วโมงตางๆ
ของกลุมพันธุยางทั้งสามมีความแตกตางกันอยางชัดเจนกลาวคือในกลุมพันธุตานทาน 
(RRIC110, BPM-24 และ PB-235) จะมีการสรางสคอพอลิตินสงูที่สุดเพียงตํ าแหนง
เดียวณ.ชั่วโมงที่ 8  โดยมีความเขมขนของสคอพอลิตินประมาณ 1.5-2.5 ไมโครโมลาร  
จากนั้นการสรางสคอพอลิตนิจะลดลงอยางรวดเร็วตั้งแตชั่วโมงที่ 12 เปนตนไป (รูปที่
42)  แสดงวาความเขมขนของสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นจากพันธุยางในกลุมนี้นาจะ
เพียงพอตอการยับยั้งการลุกลามของเชื้อราไปยังเซลลขางเคียงและยับยั้งการสราง 
สปอรแรงเจียมได  ซึ่งจากการศึกษาลักษณะขนาดของรอยไหมพบวาเมื่อใชความเขม
ขนซูโอสปอรเดียวกันกับการทดลองนี้  รอยไหมที่เกิดขึ้นไมมีการลุกลามของเชื้อรา
                  ในกลุมปานกลางจะมีการสรางสคอพอลิตินทีมี่จดุสูงสุด 2 ตํ าแหนง  กลุม
แรกมีการสังเคราะหสคอพอลิตินที ่ 8 ชั่วโมงสูงมากและลดตํ่ าลงในชั่วโมงที่ 12  หลัง
จากนั้นการสังเคราะหสคอพอลิตินสงูขึ้นอีกในชั่วโมงที่ 24 แตความเขมขนของสคอพอ-
ลิตินทีถ่กูสรางขึ้นไมไดมากกวาในชั่วโมงที่ 8 ดังที่พบในยางพันธุ RRIT250, RRIT251,
PB311 และ PB260 ซึง่เมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับขนาดของรอยไหมพบวาเปนพันธุยาง
ในกลุมปานกลางที่คอนขางตานทานตอโรค (รูปที่ 43ก) สวนในกลุมที่สองปริมาณสคอ-
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รูปที่ 42  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลติิน    ทีเ่วลาตางๆในใบยางกลุมพันธุตานทานคือ
             พนัธุ RRIC110, PB-235 และ BPM-24 เมือ่บมดวยเชื้อราความเขมข   5×107   ซโูอสปอร
             ตอมิลลิลิตร

พอลิตินที ่8 ชัว่โมงสูงและลดลงจนตํ่ าลงในชั่วโมงที่ 12 หลังจากนั้นมีการสรางสคอพอ- 
ลิตินสูงขึ้นในชั่วโมงที่ 24 และสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นมีความเขมขนมากกวาในชั่ว
โมงที่ 8  ดังที่พบในยางพันธุ BPM1, KRS25, PB255, GT1, PR302, PR305, และ 
PR255 (รูปที่ 43ข)  และเมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับขนาดของรอยไหมจัดเปนพันธุปาน
กลางที่คอนไปทางออนแอ
                  ดงันัน้จากผลการทดลองที่กลาวมาแสดงวาในตํ าแหนงแรกที่ 8 ชั่วโมง มี
ความเขมขนของสคอพอลิตนิในชวง 1.0-2.5 ไมโครโมลาร ซึ่งนอยกวาในพันธุตานทาน
และไมเพียงพอตอการยับยั้งการลุกลาม  เพราะวายังมีการสรางสคอพอลิตินไดอีกในชั่ว
โมงที่ 24   และจากในชั่วโมงที่ 8 ของรูปที่42, 43ก และรูปที่ 43ข ดูเหมือนวาสคอพอลิ-
ตินที่ถูกปลอยลงในนํ้ ามีความเขมขนใกลเคียงกันแตสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นแตละ
เซลลในพันธุตานทานสูงกวามากเพราะจํ านวนการถูกเจาะนอยกวา ทํ าใหพันธุตาน
ทานสามารถทํ าลายเชื้อที่เขามาบุกรุกไดในทันทีที่มีการสรางสคอพอลิติน แตในพันธุ
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ปานกลางสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นแตละเซลลมีความเขมขนตํ่ ากวาจึงไมสามารถ
ทํ าลายหรือกักบริเวณเชื้อไดทั้งหมดจึงทํ าใหเกิดการลุกลามจนเกิดกระตุนใหมีการ
สรางสคอพอลิตินขึ้นอีกในชั่วโมงที่ 24 แตความเขมขนสคอพอลิตินจะสูงมากหรือนอย
ขึน้อยูกับลักษณะทางกายภาพของใบ  จากรูปที่ 43ก แสดงการสรางสคอพอลิตินในพีค
หลังตํ่ าแสดงวามีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงคือถูกเจาะไดนอยกวาและลุกลามไดนอย
กวารูปที่ 43ข ซึ่งมีพีคหลังสูง รวมทั้งยังเกิดการ reinfection ของซูโอสปอรในชั่วโมงที่ 
24 ทํ าใหเกิดการกระตุนใหสรางสคอพอลิตินไดอีก โดยถามีพีคหลังสูงแสดงวาเกิดการ
สรางซูโอสปอรเปนจํ านวนมากจนกระตุนใหเกิดการ reinfection ไดมากกวาที่มีพีคหลัง
ตํ่ า
                                       



115

รูปที่ 43  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลิตินทีเ่วลาตางๆ ในใบยางกลุมพันธุปานกลางเมื่อ
    บมดวยซโูอสปอรความเขมขน 5×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา    Phytophthora
   palmivora  มี  2  รูปแบบ คือ
ก. ลักษณะกราฟตัวอยางยางพันธุปานกลาง (RRIT250, RRIT251 และ PB260)  มีจุด

สูงสุด 2 จดุ ซึ่งจุดแรก (8 ชัว่โมง) สูงกวาจุดที่สอง (24 ชั่วโมง)
ข. ลักษณะกราฟตัวอยางยางพันธุปานกลาง (PR255, KRS25 และ BPM1) มจีุดสูงสุด 

2 จุด ซึ่งจุดแรก (8 ชัว่โมง) ต่ํ ากวาจุดที่สอง  (24 ชั่วโมง)
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                  ในกลุมสุดทายคือกลุมออนแอ (KRS156, RRIM600 และ KRS163) มีการ
สรางสคอพอลิตนิในอัตราที่ตํ่ าอยางคงที่ หรือในบางพันธุ เชน KRS163 สรางไดสูงสุด
ในชั่วโมงที่ 8 แตตํ่ ากวาในกลุมตานทานประมาณ 2-3 เทา เมื่อเทียบกับสคอพอลิตินที่
ถกูสรางขึ้นในกลุมตานทาน (รูปที่ 44) จงึไมเพียงพอตอการยับยั้งการลุกลามหรือกักขัง
เชื้อโรคไมใหเกิดการแพรกระจาย การที่กลุมออนแอมีการสรางสคอพอลิตินนอยไมได
หมายความวาเซลลในพันธุออนแอมีการสรางสคอพอลิตินไดนอยแตเกิดจากการตาย
ของเซลลจํ านวนมากอยางรวดเร็วจนทํ าใหเอนไซม Scp-peroxdase แตกออกมานอก
เซลลและยอยสลายสคอพอลิตินที่ปลดปลอยออกมาจากชิ้นใบยางไดเพราะจากการ
ทดสอบพันธุ RRIM600 กับซโูอสปอรความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร ก็
สามารถสรางสคอพอลิตินไดในปริมาณใกลเคียงกับในพันธุตานทาน

รูปที่ 44  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางกลุมพันธุออนแอ (KRS
             163, KRS156 และ RRIM600) เมื่อบมดวยซโูอสปอรความเขมขน   5×107  ซโูอสปอรตอ
             มิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora
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                    จากการทดลองสามารถแบงระดับความตานทานตามรูปแบบของกราฟ
ออกไดเปน 4 ระดับคือ พันธุที่จัดอยูในกลุมตานทานมากไดแกพันธุ BPM-24, PB-235 
และ RRIC110 ซึง่มรูีปแบบกราฟที่มีจุดสูงสุดที่ 8 ชั่วโมงเพียงจุดเดียว หลังจากนั้นการ
สรางสคอพอลิตนิจะตํ่ าลงอยางคงที่ กลุมปานกลางที่คอนขางตานทานไดแก  PB311, 
RRIT250, RRIT251 และ PB260 มีรูปแบบกราฟที่มีจุดสูงสุดของกราฟ 2 จุดคือที่ 8 
และ 24 ชั่วโมง โดยจุดแรกสูงกวาจุดที่สอง กลุมปานกลางที่คอนขางออนแอไดแก 
PR255, BPM1, KRS25, PB255, PR302, PR305 และ GT1 มีรูปแบบกราฟที่มีจุดสูง
สดุ 2 จดุเชนเดียวกับที่พบในกลุมปานกลางที่คอนขางตานทาน แตจุดที่สอง (12 ชั่ว
โมง) สูงกวาจุดแรก (8 ชั่วโมง) และสุดทายในกลุมออนแอไดแก KRS156, KRS163 
และ RRIM600 มีรูปแบบกราฟที่อัตราการสรางสคอพอลิตินตํ่ าอยางคงที่ ซึ่งทั้ง 17 
พนัธุใหผลสอดคลองกับขนาดของรอยไหมที่กลาวมาแลวขางตน

3.1.7 ผลการศึกษาการสรางลิกนินที่เกิดจากการกระตุนใบยางพารา  ดวย
         สารละลายซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora

                  เนื่องจากสคอพอลิตินที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรมีความสอดคลองอยาง
มากกับขนาดของรอยไหมจึงอนุโลมวาปริมาณลิกนินจะเปนไปในทางเดียวกันดวย ผู
วิจัยจึงไมไดทดสอบลิกนินทุกพันธุประกอบดวยตนพันธุยางติดโรคมากและเริ่มทรุด
โทรม พันธุยางหลายพันธุตองไปเอากิ่งตาที่สถานีทดลองยางยะลาจึงเลือกทดลอง
เฉพาะบางพันธุที่ปลูกที่ศูนยวิจัยยางสงขลา โดยพันธุยางที่นํ ามาทดลองไดคือพันธุ 
BPM-24 และ PB-235 เปนตัวแทนพันธุตานทาน, พันธุ RRIT251 เปนตัวแทนพันธุปาน
กลางและพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุออนแอ
                  น ําชิ้นใบยางขนาด 1×1 เซนติเมตรมาวางบนกระดาษกรอง หลังจากบม
ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเมื่อ
เวลาผานไปทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 36 ชั่วโมง  นํ าชิ้นใบยางในแตละชวงเวลาทั้งในชุดควบ
คมุและชุดทดสอบมาทํ าปฏิกิริยากับ 2% Phloroglucinol เปนเวลา 1 วัน  จากนั้นนํ ามา
ทํ าใหเปนกรดดวยไฮโดรคลอริกเขมขน ถาเกิดการสรางลิกนินขึ้นลิกนินจะทํ าปฏิกิริยา
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กบักรดเห็นเปนสีแดงโดยใชวิธีการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน  จากการทดลองพบวา
ใบยางที่เปนตัวแทนในกลุมพันธุตานทานคือพันธุ BPM-24 และ PB-235 เกิดปฏิกิริยา
การสรางลกินนิชัดเจนที่สุดในชั่วโมงที่ 24 หลังจากการบมดวยเชื้อรา P. palmivora 
ลิกนินที่เกิดขึ้นจะทํ าปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริกเขมขนเปนสีแดงตรงบริเวณเสนใบ
ของใบยางพารา โดยพบการสรางลกินินในพันธุ BPM-24 ชัดเจนมากกวาที่พบในพันธุ 
PB-235 และในชุดควบคุมของใบยางพาราทั้งสองพันธุมีปฏิกิริยาการสรางลิกนินบาง
เลก็นอยเมื่อเปรียบเทียบกับในชุดทดสอบที่มีการสรางลิกนินปริมาณมาก การที่พบการ
สรางลกินนิในชุดควบคุม อาจเปนลักษณะเฉพาะของใบยางพาราในกลุมพันธุตานทาน
ที่มีการสะสมลิกนินอยูตลอดเวลาเพื่อปองกันการบุกรุกของเชื้อรา สวนในใบยางพารา
ของกลุมตัวแทนพันธุปานกลางคือพันธุ RRIT251 พบปฏิกิริยาการสรางลกินินบางเล็ก
นอยเมื่อเปรียบเทียบกับในชุดควบคุมที่ไมพบการสรางลิกนิน สวนในตัวแทนกลุมพันธุ
ออนแอคือพันธุ RRIM600 ทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุมไมพบปฏิกิริยาการสราง     
ลกินิน (รูปที่ 45) ดงันั้นการทดลองนี้สอดคลองกับขนาดของนีโครซีสและปริมาณสคอ-
พอลิติน

            จากผลการทดลองที่ไดพบวาในพันธุตานทาน (BPM-24 และ PB-235) จะ
ตอบสนองตอเชื้อรา P. palmivora โดยการเกิดปฏิกิริยาการสรางลิกนินขึ้นเพื่อเพิ่ม
ความแข็งแรงใหกับเซลลใบยางพารา และปฏิกิริยาการสรางลิกนินเริ่มลดลงตามระดับ
ความตานทานที่ตํ่ าลงของใบยางพาราจนกระทั่งไมพบการสรางลิกนินในพันธุออนแอ 
(RRIM600) ดงันั้นการเกิดปฏิกิริยาการสรางลิกนินสามารถใชบอกระดับความตานทาน
ของใบยางพาราได  ซึง่สอดคลองกับการบมใบยางพาราดวยเชื้อรา M. ulei (Garcia et 
al., 1995 a)

            การศึกษาปฏิกิริยาการสรางลกินนิจากตัวแทนพันธุยางในกลุมตางๆ (ตาน
ทาน, ปานกลางและออนแอ) มีการสรางลกินินตามระดับความตานทาน จึงอนุโลมวา
พันธุยางตางๆในแตละกลุมพันธุยางนาจะมีปฏิกิริยาการสรางลิกนินเปนไปในทางเดียว
กนัดวย  แตถึงอยางไรก็ตามวิธีการทดลองดังกลาวไมสามารถแสดงผลในรูปของตัวเลข
ได  ทํ าใหไมสามารถแสดงความแตกตางไดชัดเจนมากนัก ดังนั้นถามีการทดลองตอไป
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จึงควรหาวิธีที่สามารถวัดปริมาณลกินินได เชนใชวิธีการสกัดใบที่ไดรับการกระตุนจาก  
ซโูอสปอรและนํ ามาหาคาปริมาณลิกนินตามวิธีของ  Bruce และ West  (1989) ซึ่งวิธีนี้
จะใชวิธีวัดปริมาณลกินินที่เกิดขึ้นโดยใชเครื่อง spectrophotometer แลววัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร
                      ชุดควบคุม                                 ชุดทดลอง

รูปที่ 45 ปฏิกริิยาการสรางลิกนินของใบยางพาราพันธุตางๆหลังจากบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร
              ความเขมขน 5 × 107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

BPM-24 BPM-24

PB-235 PB-235

RRIT251 RRIT251

RRIM600      RRIM600
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3.2  ปฏิสัมพันธระหวางอิลิซิตินของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora กับใบยาง
      พาราพันธุตางๆ

      3.2.1  การเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ าเล้ียงเชื้อรา Phytophthora palmivora
              นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ปริมาตร 1 ลิตร มาหาคาปริมาณโปรตีน
โดยวิธีกรดไบซินโคนินิคเนื่องจากอิลิซิตินมีกรดอะมิโนชนิดเบสเชนไลซีนนอยมากจึงทํ า
ใหมีความไวตอ Bradford reagent ตํ่ า จากการทดลอง 3 ครั้งพบวามีปริมาณโปรตีน
รวม 120.23 ± 6.82 มิลลกิรัมคิดเปน 100 เปอรเซ็นตจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา 1 ลิตร  จาก
นั้นนํ ามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ที่ความอิ่มตัว 90 
เปอรเซ็นต แลวนํ าตะกอนที่ไดมาละลายกลับในนํ้ ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตรนํ ามาหา
คาปริมาณโปรตีนพบวามีปริมาณโปรตีนรวม 42.53 ± 5.21 มิลลิกรัมคิดเปน 35.37 
เปอรเซ็นตจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา 1 ลิตร  ตอมานํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไปกํ าจัดเกลือออก
โดยการใชคอลัมน PD-10 พบวามีสารละลายโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค  รวมหลอดที่มี
คาโปรตีนสูงโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (หลอดที่ 3 
และ 4) (รูปที่ 46)  ซึง่เปนพีคทีเ่ปนโปรตีนสวนใหญ (major peak) มีปริมาณโปรตีน 
39.15 ± 4.34 มิลลิกรัมคิดเปน 32.56 เปอรเซ็นตจากโปรตีนเริ่มตน (ตารางที่ 10)

ตารางที่  10  ปริมาณโปรตีนรวมและ  % yield  ในขัน้ตอนตางๆของการเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ า
เลี้ยง
                    เชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาตร 1 ลิตร

ข้ันตอนการทํ าบริสุทธิ์ ปริมาณโปรตีนรวม
(mg)

Yield (%)

นํ ้าเลี้ยงเชื้อรา
ตกตะกอนดวย (NH4)2SO4

คอลัมน PD-10

120.23  ± 6.82
42.53  ± 5.21
39.15 ± 4.34

100.00
35.37
32.56
    (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่  46  แสดงการแยกสารละลายอิลิซิตินจากนํ ้าเลี้ยงเชื้อราปริมาตร 1 ลิตรโดยคอลัมน PD-10;
จากการตกตะกอนนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาตร 1 ลิตร ดวยเกลือ

              แอมโมเนียมซลัเฟตที่ความอิ่มตัว    90  %    น ําตะกอนละลายกลับดวยนํ้ ากลั่นปริมาตร
              10 มลิลิลิตร   แลวนํ ามาผานคอลัมน  PD-10 คร้ังละ 1 มิลลิลิตร  ชะคอลัมนดวยนํ้ ากลั่น
              ปลอดเช้ือ โดยเก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร
              (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)

      3.2.2  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอิลิซิติน
                  ในการติดตามการทํ าใหอิลิซิตินบรสิทุธิ์พียงบางสวน (partially purify) จาก
นํ ้าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ซึง่ผานการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความอิ่มตัว 90 เปอรเซ็นตแลวละลายตะกอนกลับ   จากนั้นนํ ามากํ าจัดเกลือออกดวย
การใชคอลัมน PD-10 รวมหลอดที่มีคาโปรตีนสูงจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (หลอดที่ 3 และ 4) ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการ
ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซีสแบบ Tricine-SDS-PAGE และยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต พบวามี
แถบโปรตนีหลัก 2 แถบ ซึ่งเมื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลของแถบดังกลาวเทียบกับแถบโปรตีน
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มาตรฐานพบวาเปนแถบที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน  และแถบที่สองมี
นํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 18 กิโลดาลตัน ซึ่งที่นํ้ าหนักโมเลกุล 10 กิโลดาลตันเปนแถบสี
เขมและหนาทึบกวาโปรตีนชนิดอื่นอยางชัดเจนแสดงวาเปนโปรตีนหลักที่เชื้อราชนิดนี้
ผลิตออกมาในนํ้ าเลี้ยงซึ่งก็คืออิลิซิตินที่มีชื่อเฉพาะวา palmivorein เหมือนกับ
palmivorein ที่พบโดย Churngchow และ Rattarasarn (2000) แตแตกตางกันที่ 
palmivorein ทีไ่ดจากการทดลองครั้งนี้เปนเพียง palmivorein ทีถู่กทํ าใหบริสุทธิ์เพียง
บางสวนเทานั้นเพราะยังมีแถบโปรตีนอื่นปะปนอยู (รูปที่ 47)  แตจากการนํ าอิลิซิตินที่
เปน partial purify มาทดสอบกับใบยางพาราพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ RRIM600 
(ออนแอ) ก็สามารถทํ าใหเกิดรอยไหมไดโดยพบขนาดของรอยไหมในพันธุตานทานนอย
กวาในพันธุออนแอซึ่งใหผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Churngchow 
และ Rattarasarn (2000) ที่พบวาอิลิซิตินบริสุทธิ์สามารถใชในการบอกระดับความ
ตานทานไดเพราะอิลิซิตินทํ าใหเกิดรอยไหมในพันธุ BPM-24 ไดนอยกวาที่พบในพันธุ 
RRIM600 (ออนแอ)
                  ดังนั้นจากขอมูลดังกลาวผูวิจัยจึงเลือกใชอิลิซิตินที่ทํ าใหบริสุทธิ์เพียงบาง
สวนในการทดสอบกับพืชเพื่อศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนองตอไป  แตทั้งนี้การเตรียม
เชื้อรา P. palmivora ใหบริสุทธิ์และการยายโคโลนีของเชื้อราลงบนอาหารเหลวตอง
ปราศจากการปนเปอน
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รูปที่ 47   แบบแผนของแถบโปรตีนโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอสของอิลิซิ-
              ตินทีบ่ริสุทธิ์เพียงบางสวน จากการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต
                แถบที ่1 แถบโปรตีนมาตรฐานซึ่งประกอบดวย    Tiosephosphate  isomerase   26.6
                             kDa, Myoglobin 16.9 kDa, α-lactalbumin  14.4  kDa  และ Aprotinin  6.5
                             kDa  ตามลํ าดับ
                แถบที ่2, 3 และ 4 แถบโปรตีนที่ชะออกจากคอลัมน PD-10 จากการทดลองซํ้ าสามครั้ง

                1       2       3       4

26.6

16.9

14.4

6.5
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3.2.3 ผลการศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิติน  จากการกระตุนใบยางพารา
           ดวยอลิิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora

     อิลซิติินถูกดูดเขาทางกานใบเปนวิธีที่ทํ าใหใบยางพาราไดรับการกระตุนจาก
อิลซิตินิโดยตรง โดยไมตองผานขั้นตอนที่เกิดขึ้นจริงในธรรมชาติ เพราะในสภาพธรรม-
ชาตินั้นตองเริ่มตนจากการที่ซูโอสปอรเจาะเขาไปในเซลลพืชแลวจึงจะมีการสราง        
อิลิซิตินจากเชือ้รา อิลิซิตินที่ถูกสรางขึ้นมีหนาที่ในการนํ าเอาสเตอรอลจากเยื่อหุมเซลล 
(plasma membrane) ของเซลลใบยางมาใชในการสรางสปอรแรงเจียมเพื่อการขยาย
พันธุตอไป  โดยอิลิซิตนิจะจับกับสเตอรอลที่เปนองคประกอบของ plasma membrane 
ของเซลลพืชเจาบาน (Blein et al., 2002)  ดงันั้นการศึกษาผลของอิลิซิตินในการ
กระตุนใหสรางสคอพอลิตินจากพืชเจาบานจึงใชเวลานานกวาซูโอสปอร เนื่องจาก      
ซูโอสปอรกระตุนไดทันทีที่มีการเจาะ ในขณะที่การกระตุนดวยอิลิซิตินตองมีเจริญเติบ
โตของซูโอสปอรเปนสายราอยูระยะหนึ่งกอนจึงจะผลิตอิลิซิตินออกมาเพื่อไปกระตุน
เซลลพืช  นอกจากนั้นในพันธุยางแตละพันธุมีความแตกตางของสิ่งกีดขวางทางกาย
ภาพของใบ ทํ าใหสงผลถึงความสามารถของซูโอสปอรที่จะเจาะผานเขาสูเซลลของใบ
ยาง ในกรณีที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพหนาทํ าใหการเจาะผานผนังเซลลของซูโอสปอร
ท ําไดนอยกวาผนังเซลลที่บาง จึงทํ าใหปริมาณของสายรานอยกวาเปนผลใหปริมาณอิลิ
ซตินิที่พบนอยกวาดวย  ดังนั้นการที่ผูวจิัยใชวิธีการดูดอิลิซิตินทีท่ราบปริมาณที่แนนอน
เขาไปในกานใบโดยตรง จึงเปนการลดขั้นตอนและระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตอบ
สนองของพืชเจาบาน รวมทั้งยังทํ าใหงายตอการควบคุมปริมาณอิลิซิตินใหพืชไดรับใน
ปริมาณที่เทากัน ทํ าใหสามารถศึกษาไดวาพันธุใดถูกกระตุนดวยอิลิซิตินซึ่งเปนอิลิซิ
เตอรจากเชื้อราไดดีกวา จึงเปนการศึกษากลไกการตอบสนองที่เกิดขึ้นของใบยางใน
การตานทานตอโรคในชวงหลังของการติดเชื้อ

       จากการทดลองเพื่อศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิตินโดยกระตุนใบยาง
ดวยปริมาณอิลิซิตินของเชื้อรา P. palmivora ทีแ่ตกตางกันคือ 5 และ 10 ไมโครกรัม  
พบวาปริมาณสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นสามารถแบงพันธุยางออกเปนสามกลุมโดยใช
พนัธุ BPM-24 (ตานทาน) เปนตัวเปรียบเทียบ ในกลุมแรกมีการสรางสคอพอลิตินมาก
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กวาในพันธุ BPM-24 ประกอบดวยพันธุ PB-235, KRS156, PB255 และ KRS25  กลุม
ที่สองสรางสคอพอลิตินไดนอยกวาพันธุ BPM-24 ประกอบดวยพันธุ PB260, PR302, 
GT1, RRIC110, RRIT251, RRIT250 และ BPM1 ในกลุมสุดทายไมพบการสรางสคอ-
พอลติิน ประกอบดวยพันธุ PR255, PR305, PB311, KRS163 และ RRIM600  (ตาราง
ที ่ 11 และ รูปที่ 48)  นอกจากนี้พบวาพันธุยางทุกพันธุสรางสคอพอลิตินแปรผันตาม
ปริมาณของอิลิซิติน กลาวคือปริมาณอิลิซิติน 10 ไมโครกรัมสามารถกระตุนใหสราง
สคอพอลิตินไดมากกวาการถูกกระตุนดวยอิลิซิติน 5 ไมโครกรัม ซึ่งการกระตุนใบยาง
ดวยอิลิซิติน 10 ไมโครกรัมสามารถแสดงความแตกตางในการสังเคราะหสคอพอลิติน
ไดชัดเจนมากกวาการกระตุนดวยอิลิซิติน 5 ไมโครกรัม

รูปที ่48  เปรียบเทียบผลการสังเคราะหสคอพอลิตินในชัว่โมงที่   12   บนใบยางพันธุ    RRIM600,
             KRS163,  PB311,  PR305,  PR255,  BPM1,  RRIT250,  RRIT251,  RRIC110,   GT1,
             PR302, PB260, BPM-24, PB-235, KRS156, PB255 และ KRS25 เมื่อถูกบมดวยอิลิซิ-
             ตินปริมาณ 5 และ 10 ไมโครกรัม
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ตารางที่ 11  การสังเคราะหสคอพอลิตินในชัว่โมงที ่ 12  บนใบยางพารา  17  พันธุจากการกระตุน
                   ดวยอลิิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาณ 5 และ 10 ไมโครกรัม

      
ความเขมขนของ Scp (ไมโครโมลาร)รายชื่อพันธุยาง

5 ไมโครกรัม 10 ไมโครกรัม
RRIM600 0 0
KRS156 0 0
PB311 0 0
PR305 0 0
PR225 0 0
BPM1 0.03 ± 0.01 0.14 ± 0.02
RRIT250 0.04 ± 0.01 0.29 ± 0.04
RRIT251 0.12 ± 0.03 0.35 ± 0.03
RRIC110 0.15 ± 0.02 0.36 ± 0.02
GT1 0.18 ± 0.11 0.55 ± 0.06
PR302 0.33 ± 0.09 0.56 ± 0.10
PB260 0.39 ± 0.05 0.58 ± 0.12
BPM-24 0.54 ± 0.18 1.25 ± 0.22
PB-235 0.65 ± 0.10 2.07 ± 0.40
KRS156 0.68 ± 0.20 2.10 ± 0.50
PB255 0.71 ± 0.05 2.15 ± 0.31
KRS25 1.33 ± 0.44 2.22 ± 0.33

(ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยอยางนอยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD)

                    เมื่อทํ าการพิจารณาผลของการศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิตินจากวิธี
การดดูอิลิซิตินเขาทางกานใบพบวา ในพันธุยางบางพันธุเชน BPM-24, RRIC110 และ 
RRIT251 มีความสามารถในการสรางสคอพอลิตินคอนขางตํ่ าเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี
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การทดสอบดวยซูโอสปอร และในพันธุยางบางพันธุที่มีการทดลองดวยซูโอสปอรมีการ
สรางสคอพอลิตินไดนอยเชน KRS156 กลับมีการสรางสคอพอลิตินไดสูงเมื่อทดสอบ
ดวยวธิกีารดูดอิลิซิตินเขาทางกาน  ดังนั้นผูวิจัยจึงคิดวาผลของการสังเคราะหสคอพอลิ
ตนิโดยการดูดอิลิซิตินเขาทางกาน และตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิติน (จาก
ผลการทดลองในรูปที่48) ไมนาจะเปนความสามารถทั้งหมดในการสรางสคอพอลิติน 
ของพันธุยางแตละพันธุ  จึงไดทํ าการทดลองเพิ่มเติมโดยใชวิธีการกรีดบริเวณหลังใบ
ยางและวางหยดอิลิซิตินปริมาณ 10 ไมโครกรัมตอหยดตรงตํ าแหนงที่มีการกรีดควบคู
ไปกับวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบ  เพื่อสังเกตการสรางสคอพอลิตินบริเวณจุด
สัมผัสคือตรงตํ าแหนงที่หยดอิลิซิตินจากวิธีการกรีดกับบริเวณกานจากวิธีการดูดอิลิซิ- 
ติน และการเรืองแสงของสคอพอลิตินบริเวณเซลลขางเคียงคือบริเวณเซลลรอบๆ
ตํ าแหนงที่หยดอิลิซิตินโดยวิธีการกรีดกับบริเวณเซลลภายในเนื้อใบที่อยูไกลออกไปจาก
กานโดยวิธีการดูด อิลิซิตนิ แลวสังเกตการเรืองแสงของสคอพอลิตินภายใตแสงยูวีเพื่อ
ใชในการแปรผลความนาจะเปนของการสรางสคอพอลิตินภายในเนื้อใบของวิธีการดูดอิ
ลซิตินิเขาทางกานที่แสดงในรูปที่ 48 วาเปนความสามารถทั้งหมดในการสรางสคอพอลิ
ตนิของพนัธุยางแตละพันธุหรือไม  ซึ่งเลือกทดลองในพันธุยางพาราบางพันธุเพื่อเปนตัว
แทนในการทดลองเทานั้น คือใชพันธุ BPM-24 เปนตัวแทนพันธุตานทาน, ใช KRS156 
และ PB255 เปนตัวแทนในกลุมที่มีการสรางสคอพอลิตินมากกวาพันธุ BPM-24, ใช
พนัธุ RRIT251 และ RRIC110 เปนตัวแทนพันธุที่มีการสรางสคอพอลิตินนอยกวาพันธุ 
BPM-24 และใชพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุที่ไมมีการสรางสคอพอลติิน พบวาใน
แตละพันธุนั้นทั้งวิธีการหยดอิลิซิตินและวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบมีการตอบ
สนองของเซลลพืชตรงตํ าแหนงที่สัมผัสอิลิซิตินโดยตรงที่เหมือนกัน และในบริเวณเซลล
ขางเคียงของทั้งสองวิธีก็ใหผลไปในทํ านองเดียวกันดวย นอกจากนี้วิธีการกรีดยังทํ าให
สามารถแสดงความแตกตางของบาดแผล (รอยไหม) ระหวางพันธุที่มีลักษณะการเกิด
โรคที่ตางกันดวย ซึ่งในแตละกลุมพันธุยางใหผลการทดลองดังตอไปคือ

        ผลการทดลองของตัวแทนพันธุตานทาน (BPM-24) พบวาจากวิธีการหยด
พบการเรืองแสงของสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงของเซลลที่มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรง 
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มากกวาเซลลขางเคียงหรือเซลลที่อยูหางออกไป  ซึ่งใหผลหมือนกับวิธีการดูดอิลิซิติน
เขาทางกานใบที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณกานที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงสูงกวาใน
บริเวณเนื้อใบที่อยูไกลออกไป  ดังนั้นเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในเซลล
ขางเคียงจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนตํ่ ากวาความสามารถทั้ง
หมดในการสรางสคอพอลิตินของยางพาราพันธุ BPM-24 ผลการทดลองนี้สามารถ
อธิบายไดโดยสมมุติฐานที่วาความสามารถในการตานทานโรคขึ้นอยูกับปริมาณของตัว
รับที่ทํ าใหเกิดการตานทาน (R receptor)  กับตัวรับที่ทํ าใหเกิดโรค (S receptor) โดยที่ 
R receptor มีสัมพรรคภาพ (affinity) สูงกวาสัมพรรคภาพของ S receptor ดวย ผูวิจัย
ไดตั้งสมมุติฐานดังกลาวขึ้นเนื่องจากมีการคนพบวามี receptor อยูหลายชนิดใน
บริเวณ plasma membrane  เชน จากการศึกษาของ Felix และคณะ (1999) พบวามี 
R receptor อยูหลายชนิดในบริเวณ plasma membrane และ receptor เหลานี้
สามารถรับตัวกระตุนไดแตกตางกัน เชนเมื่อกระตุนเซลลแขวนลอยของมะเขือเทศดวย
ตัวกระตุนตางๆคือ fungus-derived glycopeptides, chitin, ergosterol, เอนไซม 
bacterial xylanae หรือ flagellin เขาพบวาตวักระตุนบางตัวถูกจดจํ าดวย receptor 
ตางกันขึ้นอยูกบัชนิดของตัวกระตุน และจากการคนพบ receptor บริเวณ plasma 
membrane ในตนถั่วเหลือง ซึ่งใชเปนตัวรับที่มีสัมพรรคภาพตอ β-glucans ซึ่งเปนอิลิซิ
เตอรจากผนงัเซลลของเชื้อรา P. megasperma f. sp. glycinea ทํ าใหเกิดการสราง
เอนไซม β-1,3-glucanase ในเซลลพืชเจาบานเพื่อใชในการปองกันตัวเองของพืช 
(Yoshikawa et al., 1988; Cosio et al., 1990) ซึ่งในสวนของ R receptor นั้น ไดมีผู
คนพบแลว เชน Wendehenne (1995) พบวามีการจดจํ า cryptogein ซึ่งเปนอิลิซิติน
ของเชื้อรา  P. cryptogea ดวย R receptor ที่มีสัมพรรคภาพกับ cryptogein สูงตรง
บริเวณ plasma membrane ของเซลลยาสูบจนน ําไปสูการตอบสนองเพื่อปองกันตัว
เองของพืช  และการพบ R gene ของมะเขือเทศที่มีความจํ าเพาะกับ avr gene ของเชื้อ
รา Cladosporium fulvum ทํ าใหเกิดการตอบสนองแบบ hypersensitive (De Wit et 
al., 1993 และ Kooman-Gersmann et al., 1998)  จากการคนพบเหลานี้จึงสามารถ
แนใจไดวามี receptor ตรงบริเวณ plasma membrane จริงโดยเฉพาะ R receptor ซึ่ง
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แตกตางกันไปแลวแตชนิดของตัวกระตุน  สวน S receptor นัน้เปนการสันนิษฐานขึ้น
ของผูวิจัยที่พบวาพืชสามารถเกิดการตอบสนองในลักษณะที่เกิดโรค ดังนั้นนาจะมีตัว
รับอีกตวัหนึ่งที่สงผลทํ าใหเกิดโรคได และนาจะมีลักษณะที่ไมแตกตางกับ R receptor 
เนื่องจาก R receptor ทีพ่บในปจจุบันนาจะเกิดขึ้นจากวิวัฒนาการของลักษณะความ
ออนแอของพืชซึ่งก็ควรจะเปน S receptor และจากการเพิ่มปริมาณอิลิซิตินในพันธุตาน
ทานพบวาลักษณะการตอบสนองแบบ hypersensitive สามารถเปลี่ยนเปนการตอบ
สนองแบบการเกิดโรคได ดังนั้นจึงนาจะมี S receptor อยูจริง ซึ่งมี affinity ตํ่ ากวา      
R receptor ดวย เพราะมีการตอบสนองแบบ hypersensitive กอนการเกิดโรคขึ้น โดย
สนันษิฐานวาในพันธุตานทานมี R receptor จํ านวนมากและมี affinity สูงกวา S 
receptor ดงันั้นเมื่อเซลลมีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงก็สามารถจับกับ R receptor 
ไดจํ านวนมาก  ทํ าใหเหลืออิลิซิตินเพียงเล็กนอยในการเขาทํ าปฏิกิริยากับตัวรับของ
เซลลขางเคียง จึงมีการสรางสคอพอลิตินจากเซลลที่มีการสัมผัสโดยตรงมากกวาเซลล
ทีอ่ยูหางออกไป  นอกจากนี้บาดแผลที่พบในพันธุ BPM-24 (ตานทาน) ที่เกิดจากการ
กรีดมีขนาดเล็กสีเขมซึ่งเปนการตอบสนองแบบ hypersensitive อาจเนื่องมาจากอิลิซิ
ตินเขาจับกับ R receptor ที่มีอยูจํ านวนมากทํ าใหเหลืออิลิซิตินเพยีงเล็กนอยที่จะเขา
จบักับ S receptor จึงพบลักษณะของการเกิดโรคนอยมาก (รูปที่ 49ก.)

        ผลการทดลองของตัวแทนพันธุที่มีการสรางสคอพอลิตินในเนื้อใบจากวิธี
การดูดอิลิซิตินเขาทางกานและตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินซึ่งมีการสราง 
สคอพอลิตินมากกวาในพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ PB-235 และ KRS156 
เปนตัวแทนกลุม พบวาจากวิธีการหยดพบการเรืองแสงของสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงที่
มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงนอยกวาที่พบในเซลลขางเคียงหรือเซลลที่อยูไกลออกไป  
ซึ่งใหผลเหมือนวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณกานที่สัมผัส
กบัอิลซิตินโดยตรงนอยกวาในบริเวณเนื้อใบที่อยูไกลออกไป  ดังนั้นการทดลองตัดชิ้น
ใบจากวิธีการดูดอิลิซิตินและนํ าไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในใบจึงมี
ความเขมขนมากกวาที่พบในพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48)  สามารถอธิบายในสมมุติฐาน
ของตัวรับไดวาในพันธุดังกลาวนาจะมี R receptor นอยกวาในพันธุตานทาน ดังนั้นเมื่อ
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เซลลสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงจึงสามารถจับกับอิลิซิตินไดบางสวน จนเหลืออิลิซิติน
จํ านวนมากที่สามารถเขาจับตัวรับของเซลลขางเคียง ทํ าใหเกิดการสรางสคอพอลิติน
จากเซลลที่สัมผัสโดยตรงนอยกวาเซลลที่อยูหางออกไป  และพบวาบริเวณที่สัมผัสอิลิซิ
ตินโดยตรงจากวิธีการกรีดมีการตอบสนองแบบการเกิดโรค สังเกตไดจากการมีบาด
แผลทีมี่ลกัษณะชํ้ านํ้ าตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิติน  จึงนาจะเปนไปไดวามีการจับกับ 
S receptor ตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงควบคูไปกับการจับกับ R receptor 
ดวย จึงสงผลใหเกิดการตอบสนองกํ้ ากึ่งระหวางการตอบสนองแบบตานทานและการ
ตอบสนองแบบการเกิดโรค (รูปที่ 49ข.) จากลักษณะดังกลาวเปนการตอบสนองแบบ
พนัธุปานกลาง

        สวนในพันธุที่เปนตัวแทนในกลุมที่มีการสรางสคอพอลิตินในเนื้อใบจากวิธี
การดูดอิลิซิตินเขาทางกานและตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นซึ่ง
มีความเขมขนของสคอพอลิตินนอยกวาพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ RRIC110 
และ RRIT251เปนตัวแทนของกลุม พบวาจากวิธีการกรีดมีการเรืองแสงของสคอพอลิ-
ตินตรงตํ าแหนงที่มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงมากกวาที่พบในเซลลขางเคียง เชน
เดียวกับผลการทดลองจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกาน ที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณ
กานซึ่งเปนสัมผัสโดยตรงมากกวาที่พบในเซลลขางเคียงที่อยูบริเวณเนื้อใบ และการ
เรืองแสงที่พบในจุดสัมผัสโดยตรงของทั้งสองวิธีนั้นมากกวาที่พบในพันธุ BPM-24 ดวย  
แตการเรืองแสงที่พบในเซลลขางเคียงทั้งสองวิธีมีคานอยกวาที่พบในพันธุ BPM-24  ทํ า
ใหเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในเนื้อใบจากการตัดเปนชิ้นจากวิธีการดูด
อิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนนอยกวาพันธุ BPM-24 ดังแสดงในรูปที่ 48 
อธบิายในสมมุติฐานของตัวรับที่ไดกลาวแลวขางตนวา อาจมี R receptor มากกวาที่
พบในพันธุ BPM-24  ทํ าใหตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงนั้น อิลิซิตินสามารถ
จับ  R receptor ไวไดจํ านวนมากหรือเกือบทั้งหมด สงผลใหเหลืออิลิซิตินเพียงเล็กนอย
ในการกระตุนเซลลขางเคียงใหสรางสคอพอลิติน  ทํ าใหเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่
ถูกสรางขึ้นในเนื้อใบจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนนอยกวาพันธุ  
BPM-24  และบาดแผลที่เกิดขึ้นมีการตอบสนองแบบ hypersensitive จึงนาจะเปนไป
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ไดวามี R receptor ตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงอยูเปนจํ านวนมาก ทํ าใหไม
มีการแสดงผลของ S receptor ที่ทํ าใหเกิดโรคเลย (รูปที่ 49ก)  ซึ่งเปนลักษณะที่พบใน
พนัธุตานทาน
                   สุดทายในกลุมพันธุยางที่ไมพบการสรางสคอพอลิตินจากวิธีการตัดชิ้นใบ
จากการดูดอิลิซิตินเพื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้น (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ 
RRIM600 เปนตัวแทนในการศึกษา พบวาจากการกรีดพบการเรืองแสงตรงตํ าแหนงที่
สมัผสัโดยตรงเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบกับพันธุ BPM-24 และไมพบการเรืองแสงของสคอ
พอลิตินบริเวณเซลลขางเคียง สวนวิธีการดูดเขาทางกานใบนั้นพบวาทั้งในบริเวณกาน
และเซลลขางเคียงที่อยูในเนื้อใบไมพบการเรืองแสงของสคอพอลิติน ทํ าใหเมื่อวิเคราะห
หาสคอพอลิตินภายในเนื้อใบจากวิธีการตัดใบเปนชิ้นจึงไมพบการสรางสคอพอลิติน 
(รูปที่ 48) นอกจากนี้ยังเกิดบาดแผลลักษณะชํ้ านํ้ าและแผขยายกวางของบริเวณที่
สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงจากวิธีการกรีด ซึ่งแสดงถึงลักษณะการเกิดโรคที่พบในพันธุ
ออนแอ  สามารถอธิบายสมมุติฐานของตัวรับไดวา อาจมี R receptor อยูจํ านวนนอย
ทํ าใหอิลิซิตินสามารถจับกับ S receptor ไดจํ านวนมากจนสงผลใหเกิดโรค (รูปที่ 49ค) 
ถงึแมจะมี R receptor อยูบางเล็กนอยที่สามารถทํ าใหเกิดการสรางสคอพอลิตินได แต
เมื่อมีการแตกของเซลลที่มีสาเหตุมาจากการเกิดโรคทํ าใหเกิดการปลดปลอย Scp-
peroxidase (Breton et al., 1997 b) จนเกิดการ degradation ของสคอพอลอตินได 
ทํ าใหพบปริมาณสคอพอลิตินทีค่งเหลืออยูมีอยูนอยมากหรือไมพบเลย ซึ่งจากลักษณะ
ดงักลาวถูกจัดเปนพันธุออนแอ
                    พนัธุยางแตละกลุม  (ตานทาน, ปานกลางและออนแอ) มีความแตกตาง
ในการสรางสคอพอลตินิ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณอิลิซิตินที่ไดรับกับตัวรับทั้งสอง R 
receptor และ S receptor โดยที่ R receptor มี affinity สูงกวา S receptor ดวย กลาว
คือระดับความตานทานขึ้นอยูกับปริมาณของ R receptor ที่แตกตางกันไปตามลํ าดับ
การตานทานโรค  กลาวคือพันธุยางที่มีระดับความตานทานโรคสูงนั้นจะมี R receptor 
จํ านวนมากกวาพันธุยางที่มีระดับความตานทานรองลงมา จึงสงผลใหเกิดการตอบ
สนองแบบ hypersensitive สวนในพันธุออนแอมี R receptor ในปริมาณนอยทํ าให    
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อิลิซิตินจบักบั S receptor มากขึ้นจึงสงผลทํ าใหเกิดโรค  ในกรณีพันธุปานกลางมี       
R receptor อยูจํ านวนนอยกวาที่พบในพันธุตานทานทํ าใหมีผลของ S receptor มาก
กวาที่พบในพันธุตานทาน จึงทํ าใหปฏิกิริยานี้ขึ้นอยูกับปริมาณของอิลิซิตินดวยกลาว
คือ ถามีอิลิซิตนิในปริมาณตํ่ าก็จะเลือกจับ R receptor สงผลใหเกิดการตอบสนองแบบ 
hypersensitive กอน  เมื่อมีอิลิซิตินมากขึ้นก็จะจับกับ S receptor ทํ าใหเกิดอาการ
ของโรค  แมแตพันธุ BPM-24 ถาเพิ่มอิลิซิตินมากขึ้นจะพบอาการชํ้ านํ้ าบริเวณกรีดเชน
กนั  ผลการทดลองนี้ทํ าใหผูวิจัยคอนขางมั่นใจวาในเซลลใบยางมี receptor สํ าหรับ    
อิลิซิตินทัง้สองชนิด ดงันั้นจากปฏิกิริยา incompatible ทีท่ ําใหเกิดการตานทานโรคและ 
compatible ที่ทํ าใหเกิดโรคเปนปฏิกิริยาที่ตอเนื่องกัน ไมไดแบงแยกชัดเจนเหมือน
ทฤษฎี gene-for-gene (Staskawicz et al., 1995) ทีเ่ชื้อโรคหนึ่งชนิดจะมี avirulence 
(Avr) gene หรือ virulence (V) gene อยางใดอยางหนึ่งเทานั้น ซึง่เชื้อโรคที่มี Avr
gene มีการจดจํ า R gene ในพืช ทํ าใหมีการตอบสนองในการตานทานตอโรค ถาขาด 
R gene หรือ Avr gene จะสงผลทํ าใหเกิดโรคขึ้นในพืช  แตจากการทดลองสรุปไดวา  
อิลิซิตินเพยีงหนึ่งชนิดสามารถเปน avilulent factor ส ําหรับ R receptor แตจัดเปน 
pathogenic factor สํ าหรับ S receptor ในพืชเพียงชนิดเดียวแตมีระดับความตานทาน
ที่แตกตางกัน ซึ่งคลายกับทฤษฎีของ Keen และคณะ (1990) ที่พบวา hypersensitive 
response and pathogenicity (hrp) gene ในแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวจะถูกสรางเปน
ผลิตภัณฑหลายชนิด  โดย Avr protein เทานั้นที่จะจับกับ R receptor และทํ าใหมีการ
ตอบสนองแบบ hypersensitive  แตถาไมมี R receptor ดังที่พบในพันธุออนแอ ทํ าให
ผลิตภัณฑของกลุม hrp gene ดังกลาวไปกดดันการแสดงออกแบบ hypersensitive ใน
พันธุออนแอจนสงผลใหเกิดโรค เชนเดียวกับที่พบในมะเขือเทศที่มีการตอบสนองทั้ง
แบบ hypersensitive และการเกิดโรค ขึน้อยูกับตัวกระตุนคือ Avr gene ที่ทํ าใหเกิด
การตอบสนองแบบ hypersensitive แตถาเกิดการกลายพันธุ (mutant) ของ Avr gene
ในเชื้อกอโรคก็สามารถทํ าใหเกิดโรคได (De Wit et al., 1993 และ Kooman-
Gersmann et al., 1998)
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ก. พันธุตานทาน

ข. พันธุปานกลาง

ค. พันธุออนแอ

รูปที ่49  แสดงรูปแบบสมมุติฐานเกี่ยวกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางอิล
             ชนิดคือ R receptor   (      ) และ S receptor   (      ) บน pl
             พนัธุตานทาน (ก), ปานกลาง (ข) และออนแอ (ค)
               HR = hypersensitive response
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             HR

  DISEASE

+

+HR

R D SEASE
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  3.2.4  ผลการศึกษาปฏิกิริยาการสรางลิกนิน   ที่เกิดจากการกระตุนใบยาง
           ดวยอิลิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora
            ในการทดลองครั้งนี้ ผูวิจัยไมไดทดลองปฏิกิริยาการสรางลิกนินครบทั้ง 17 

พนัธุ  เนื่องจากพันธุยางหลายพันธุติดโรคและเริ่มทรุดโทรม รวมทั้งพันธุยางหลายพันธุ
ตองไปเอากิ่งตาที่สถานีทดลองยางยะลา  จึงเลือกทดลองเฉพาะบางพันธุที่ปลูกที่ศูนย
วจิยัยางสงขลา โดยพันธุยางที่นํ ามาทดลองไดคือพันธุ BPM-24 และ RRIT251 เปนตัว
แทนพันธุตานทาน, พันธุ PB-235 เปนตวัแทนพันธุปานกลาง และพันธุ RRIM600 เปน
ตัวแทนพันธุออนแอ (จากการจัดลํ าดับความตานทานดวยการทดสอบกับอิลิซิตินจาก
ขอ 3.2.3 จะเห็นวาพันธุ RRIT251 และ PB-235 มีลํ าดับความตานทานไมตรงกับที่จัด
ดวยขนาดของรอยไหม ดังเหตุผลที่กลาวแลวในขอ 3.2.3 ดังนั้นการเลือกตัวแทนของ
กลุมจึงไมตรงกับการเลือกตัวแทนที่ทํ าการทดลองในขอ 3.1.7)  พบวาเมื่อนํ าอิลิซิติน
มาทดสอบกับใบยางพาราโดยวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบปริมาณ 10 ไมโครกรัม
ตอหนึ่งกรัมใบไม แลวเก็บผลทุก 2 ชั่วโมงจนครบ 12 ชั่วโมง  พบวาพันธุ PB-235, 
BPM-24 และ RRIT251 จะเกิดปฏิกิริยาการสรางลกินนิตั้งแต 1 ชั่วโมงแรกหลังจากการ
ไดรับอิลิซิตนิ  เมือ่เวลาผานไป 6 ชั่วโมงจะเห็นปฏิกิริยาการสรางลิกนินที่ชัดเจนมากที่
สุดโดยพบในพันธุ PB-235 มากกวา BPM-24 และ RRIT251 ตามลํ าดับ  ลิกนินที่เกิด
ขึ้นจะทํ าปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริกเขมขนเห็นสีแดงเขมบริเวณเสนใบและเมื่อเวลา
ผานไป 8-12 ชั่วโมง ปฏิกิริยาการสรางลกินนิจะคอยๆลดลงตามลํ าดับ การสรางลิกนิน
เกิดขึ้นเพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับเซลลและกักบริเวณเชื้อโรคไมใหลุกลาม สวนในชุด
ควบคมุพบการสรางลิกนินเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดสอบ  และในใบยาง
พันธุ RRIM600 จะเห็นปฏิกิริยาการสรางลิกนินไมชัดเจนในทุกๆชวงเวลา ไมพบ
ปฏิกิริยาการสรางลิกนินในการทดลองชุดควบคุมดวย ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 
50   ตอไปอาจใชวิธีการสกัดลิกนินออกมาจากใบไมและวิเคราะหหาปริมาณโดยการวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร (Bruce and West, 1989) เพราะมี
การแสดงผลในรูปของตัวเลขเพื่อใหเห็นความแตกตางของลิกนินในใบยางแตละพันธุได
ชัดเจนมากขึ้น โดยสรุปพบวาตัวอยางของพันธุยางที่นํ ามาศึกษาปฏิกิริยาการสราง   
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ลิกนินสอดคลองกับการสรางสคอพอลิตินจากการกระตุนดวยอิลิซิติน กลาวคือพันธุ
ปานกลาง (PB-235) จะพบการสรางลกินินในเนื้อใบมากกวาในพันธุตานทาน (BPM-
24 และ RRIT251) และพันธุ RRIT251 ซึ่งมีความตานทานสูงกวา BPM-24 เล็กนอย (ดู
จากการสรางสคอพอลิตนิในเนื้อใบที่ตํ่ ากวาในรูปที่ 48)  ก็จะมีการสรางลิกนินตํ่ ากวา 
BPM-24 ดวย  สวนพันธุออนแอ (RRIM600) ก็จะไมมีการสรางลกินินเหมือนกับการ
สรางสคอพอลติิน  ดังนั้นสมมุติฐานเรื่อง R receptor และ S receptor จะใชอธิบายได
ทั้งการสรางสคอพอลิตินและการสรางลกินนิ  เพราะเหตุนี้ทั้งคูเปน downstream ที่เกิด
ขึน้หลังจากอิลิซิตินจับกับ Receptor โดยลกินนิจะพบสูงสุดที่ 6 ชั่วโมง  สวนสคอพอลิ
ตนิพบสูงสุดที่ 8 ชั่วโมง ซึ่งสอดคลองกับ Guest และ Brown (1997) ที่แสดงลํ าดับการ
ตอบสนองของพืชที่ถูกบุกรุกจากเชื้อกอโรคคือมีการสรางลิกนินกอนการสรางสคอพอลิ
ตนิ และเหตุการณทั้งคูจัดเปน early responses ของพืชเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง 
PR-proteins และ SAR

             การทดลองดวยอิลิซิตินพบลิกนินในทอลํ าเลียงเปนสวนใหญ เวลาที่พบ 
ลกินนิสูงสุดคือที่เวลา 6 ชั่วโมงเร็วกวาการบมดวยซโูอสปอรซึ่งใชเวลาประมาณ 24 ชั่ว
โมง ทัง้นีเ้พราะอิลิซิตินเขาสูเซลลพืชไดเร็วอยางตอเนื่องตลอดทั้งใบ ในขณะที่ซูโอสปอร
ตองใชเวลาในการปรับสภาพใหเหมาะสมตอการงอกของสายราและแทงผานเขาสู
เนื้อเยื่อ เพื่อกระตุนการตอบสนองในการปองกันตัวเองของพืชรวมทั้งการสรางลิกนิน
ดวย (Kombrink et al., 1988) ดงันั้นปฏิกิริยาการสรางลิกนินที่เกิดจากการกระตุนใบ
ยางดวยซูโอสปอรจึงใชเวลานานกวาที่เกิดจากการกระตุนดวยอิลิซิติน
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                        ชดุควบคุม                                                  ชดุทดลอง

รูปที่ 50  ปฏิกิริยาการสรางลกินนิทีเ่กดิจากการกระตุนใบยางพันธุตางๆ    ดวยอิลิซิตินปริมาณ 10
              ไมโครกรมัตอหนึ่งกรัมใบไม ที่เวลา 6 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

PB235

BPM-24

RRIT251RRIT251

BPM-24

PB235

RRIM600 RRIM600
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