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บทที่ 3

ผลและวิจารณ

3.1  ปฏิสัมพันธระหวางซูโอสปอรของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora   กับใบ
      ยางพาราพันธุตางๆ

      3.1.1  ผลการศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหม (นีโครซีส) หลังจากการ
               กระตุนใบยางดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora  palmivora
              3.1.1.1  ความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสม      เพื่อใชในการคัด
                         เลือกพันธุยางพาราตามลํ าดับความสามารถในการตานทาน
                         โรค
                               ในขั้นแรกนํ าใบยางพาราพันธุตางๆที่มีความสามารถในการตาน
ทานโรคแตกตางกัน คือพันธุ BPM-24 จดัเปนพันธุตานทานโรค, RRIT251 จดัเปนพันธุ
ปานกลางและ RRIM600 จดัเปนพันธุออนแอ ซึ่งถูกจัดลํ าดับความตานทานโรคโดย
สถาบันวิจัยยาง มาทดลองกับซูโอสปอรที่ความเขมขน  5×106, 1×107 และ  5×107     

ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร เมื่อบมใบยางทิ้งไวพบวามีรอยไหมเกิดขึ้นในลักษณะและขนาด
ตางๆกัน   ที่ความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรทํ าใหเกิดรอยไหมที่ลุกลาม
อยางไมมีขอบเขตหรือเกิดอาการของโรคเฉพาะในพันธุ RRIM600 เทานั้น สวนที่ความ
เขมขน1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร พบวาในพันธุ BPM-24 และ RRIT251 เกิดรอย
ไหมแบบการตายอยางวองไวของเซลล (hypersensitive cell death) และในพันธุ 
RRIM600 เกิดรอยไหมไดมากกวาที่ความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร และ
เมื่อใชซูโอสปอรความเขมขนสูงขึ้นคือ 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรพบความแตกตาง
ของยางพาราทั้งสามพันธุอยางชัดเจน โดยรอยไหมของยางพันธุ BPM-24 มีลักษณะ
การเกิดแบบ hypersensitive cell death สวนในพันธุ RRIT251 และ RRIM600 เปน
รอยไหมแบบการเกิดโรค แตขนาดของรอยไหมในพันธุ RRIT251 เล็กกวาในพันธุ 
RRIM600 แสดงวาการลุกลามของเชื้อโรคในพันธุ RRIT251 ชากวาในพันธุ   RRIM600
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                               จากการสังเกตขอบเขตการเกิดรอยไหมเมื่อใชความเขมขนของ   
ซโูอสปอรแตกตางกัน พบวาที่ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรทํ าใหสามารถ
แยกพันธุยางทั้งสามพันธุออกจากกันไดอยางชัดเจนโดยที่พันธุ BPM-24 ที่เปนพันธุ
ตานทานมีขนาดของรอยไหมเล็กที่สุดเพราะสามารถกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจาย
ไปยังเซลลขางเคียงได  รองลงมาคือพันธุ RRIT251 ที่ตานทานตอโรคในระดับปาน
กลางคือสามารถกักเชื้อราไมใหแพรกระจายไดดีกวาพันธุออนแอแตก็ไมสามารถกัก
บริเวณไดมากเทากับพันธุตานทาน และสุดทายพันธุ RRIM600 รอยไหมมีการขยายแผ
กวางอยางไมมีขอบเขตเปนลักษณะของพันธุยางที่ออนแอตอโรคจึงไมสามารถกัก
บริเวณการลุกลามของเชื้อราได  ดังนั้นที่ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรจึง
เปนความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดในการคัดเลือกพันธุออกเปนสามกลุมอยางคราวๆตอ
ไป  สวนที่ความเขมขน 5×106 และ 1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรไมสามารถแยกความ
แตกตางของขนาดรอยไหมในพันธุ BPM-24 และ RRIT251 ได  จึงไมเหมาะสมที่จะใช
ในการคัดเลือกพันธุ

              3.1.1.2  การบมใบยางพาราดวยซูโอสปอรเพื่อคัดเลือกพันธุยางออก
                         เปนสามกลุมอยางคราวๆตามระดับความตานทาน
                               จากผลการศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหมบนใบยางพารา
ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง ทํ าใหสามารถแบงพันธุยางอยางคราวๆออกเปน 3 กลุมคือกลุมออน
แอ, กลุมปานกลางและกลุมตานทาน โดยทั้งสามกลุมมีความแตกตางกันอยางมีนัย
สํ าคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95 % (P<0.05) (ขอมูลที่ไดถูกวิเคราะหความแตกตางโดย
ใช One-Way ANOVA และทดสอบความแตกตางระหวางกลุมดวย Scheffe ที่ระดับ
ความเชื่อม่ัน 95 %)  ในกลุมแรกคือกลุมพันธุตานทานใชพันธุยาง BPM-24 ที่มีขนาด
เสนผาศูนยกลางรอยไหม 0.34 เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทียบ  พบวามีทั้งหมด  3 พันธุ  
ไดแก BPM-24, PB-235 และ RRIC110  มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมเล็กที่สุด
อยูในชวง 0.30–0.40 เซนติเมตร (รูปที่ 26, 27 และตารางที่ 5)   การที่มีรอยไหมขนาด
เล็กและมีขอบเขตชัดเจนแนนอนเปนการแสดงความสามารถของพันธุยางกลุมตาน
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ทานที่สามารถกักบริเวณเชื้อราไมใหแพรกระจายไปยังเซลลขางเคียงจึงทํ าใหเกิดรอย
ไหมเปนแบบ incompatible หรือ hypersensitive cell death  ในกลุมปานกลางใช
พันธุยาง RRIT251 ทีมี่ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม 1.27 เซนติเมตรเปนตัว
เปรียบเทียบ กลุมนี้วัดขนาดของรอยไหมไดอยูในชวง 1.20–1.60 เซนติเมตรมีจํ านวน 
11 พนัธุซึ่งจํ าแนกเปนสองกลุมยอยคือยางพันธุ PB311, RRIT251, RRIT250 และ 
PB260 มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมอยูในชวง 1.20-1.30 เซนติเมตร จัดเปน
พนัธุในกลุมปานกลางที่มีแนวโนมไปทางตานทาน สวนพันธุ BPM1, PR305, KRS25, 
PR302, PB255, GT1 และ PR255  มีขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมอยูในชวง 
1.40-1.60 เซนติเมตร (รูปที่ 26 , 27 และ ตารางที่ 5) จดัเปนพันธุในกลุมปานกลางที่มี
แนวโนมไปทางออนแอ  ในกลุ มสุดทายคือพันธุ ยางในกลุ มออนแอใชพันธุ ยาง 
RRIM600 ทีมี่ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม 2.74 เซนติเมตรเปนตัวเปรียบเทียบ 
กลุมนี้วัดขนาดของรอยไหมไดอยูในชวง 2.50-2.70 เซนติเมตร มีทั้งหมด 3 พันธุ
ประกอบดวยพันธุ RRIM600, KRS156 และ KRS163 (รูปที่ 26 , 27 และ ตารางที่ 5) 
พนัธุยางในกลุมนี้แสดงลักษณะการเกิดรอยไหมเปนแบบ compatible หรือ หรือแบบ
การเกิดโรค กลาวคือรอยไหมมีลักษณะแผกวางอยางไมมีขอบเขต  สวนผลการทดลอง
ในชุดควบคุมไมพบการเกิดรอยไหมหลังจากหยดนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อบนหลังใบยางทั้ง 
17 พนัธุแมวาจะทิ้งไวนาน 72 ชั่วโมงก็ตาม
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รูปที่ 26  เปรียบเทยีบตวัอยางการเกิดรอยไหม   หลังบมใบยางพาราในกลุมพันธุที่มีระดับการตาน
             ทานโรคแตกตางกัน (ตานทาน, ปานกลาง และ ออนแอ)  ดวยสารละลายซูโอสปอรความ
             เขมขน 5×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา   Phytophthora  palmivora   ทีเ่วลา 72
             ชัว่โมง

ตานทาน

ปานกลาง

 ออนแอ
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ตารางที่ 5  ขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม (นโีครซสี) หลังจากบมใบยางทั้ง 17 พันธุดวยซูโอ-
สปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา Phytophthora palmivora

                 ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง

รายชื่อพันธุยาง    ขนาดของรอยไหม ในใบ
        ยางพารา (ซม.)

รายชื่อพันธุ
ยาง

ขนาดของรอยไหมในใบ
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    ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลองอยางนอย 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a, b, c และ d = ตัวอกัษรทีต่างกันในแนวตั้งเดียวกันของขนาดรอยไหม    แสดงวาคา
                  เฉลีย่มคีวามแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)
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รูปที่ 27  เปรียบเทยีบขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมหลังจากบมใบยางทั้ง  17  พันธุ      ดวย
             ซโูอสปอรความเขมขน     5×107       ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร     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 าดับพันธุยางในกลุมตานทานอยางละเอียดดวย
           ซูโอสปอร

                               เมื่อคัดเลือกพันธุยางอยางคราวๆโดยการใชซูโอสปอรความเขม-
ขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร สามารถจัดกลุมพันธุยางไดสามกลุมอยางคราวๆแลว  
ตอมาจึงนํ าพันธุยางในกลุมตานทานมาทดสอบอยางละเอียดโดยการเพิ่มความเขมขน
ของซูโอสปอรใหสูงขึ้นเปน 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร พันธุที่มีความตานทานสูงกวา
ยอมมีลักษณะของรอยไหมที่มีขอบเขตของบาดแผลชัดเจนและมีขนาดเล็กกวาพันธุที่มี
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ความตานทานรองลงมา จากการทดลองพบวายางพันธุ RRIC110 มีขนาดของรอยไหม
เลก็ที่สุด สวนพันธุ BPM-24 และ PB-235 มีขนาดของรอยไหมใหญขึ้นตามลํ าดับ (รูปที่ 
28, 29 และ ตารางที่ 6) เมื่อเพิ่มความเขมขนของซโูอสปอรจาก 5×107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตรเปน 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรพบวาขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหม
ของยางพันธุ RRIC110 ไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (0.37 และ 0.39 เซนติเมตร 
ตามลํ าดับ) ขณะที่เสนผาศูนยกลางของรอยไหมของใบยางพาราพันธุ BPM-24 และ 
PB-235 จะแปรผันตามความเขมขนของซูโอสปอร โดยมีขนาดรอยไหมที่ความเขมขน
ของซูโอสปอร 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเทากับ 0.57 และ 1.10 เซนติเมตร ซึ่งใหญ
กวาที่ความเขมขนขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (0.34 และ 0.36 เซนติเมตร ตาม
ลํ าดับ) อยางมีนัยสํ าคัญ การที่ขนาดของรอยไหมในกลุมตานทานใหญขึ้นตามความ
เขมขนขนของซูโอสปอรที่เพิ่มขึ้นก็แสดงปฏิกิริยา incompatible สามารถเปลี่ยนเปน 
compatible ได หรือกลาวไดอีกอยางหนึ่งวาทํ าใหความตานทานของใบยางลดลง

รูปที่ 28  เปรียบเทยีบการเกิดรอยไหมหลังบมใบยางพาราในกลุมพันธุตานทาน  (PB-235, BPM-
24 และ RRIC110) ดวยความเขมขน 1×108  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อรา  
Phytophthora palmivora     เมือ่เวลาผานไป 72 ชั่วโมง    เพือ่จดัล ําดับความตานทาน
อยางละเอียด

PB235 BPM- RRIC110
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ตารางที่ 6  ขนาดเสนผาศนูยกลางของรอยไหมในกลุมยางพันธุตานทานหลังจากบมใบยางดวยซู-
                   โอสปอรความเขมขน 5×107 และ 1×108 ซูโอปอรตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา

Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง (sp/ml = ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร)

ขนาดของรอยไหมหลังจากบมใบยางพาราความเขมขนตาง
ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง   (ซม.)

รายชื่อพันธุยาง

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    ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a,  b  และ   c   =   ตัวอกัษรที่ตางกัน   แสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
                  สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 29  เปรียบเทยีบขนาดเสนผาศูนยกลางของรอยไหมในกลุมยางพันธุตานทาน หลงัจากบมใบ
             ยางดวยซูโอสปอรความเขมขน 1×108  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  ของเชื้อรา  Phytophthora
           palmivora   ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง
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              3.1.1.4  ผลการจัดลํ าดับพันธุยางในกลุมออนแออยางละเอียด   โดย
                         การใชซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora
                               จากการทดลองในขอ 1.1.2 สามารถคัดเลือกพันธุยางในกลุมออน
แอไดอยางหยาบๆ 3 พันธุ ประกอบดวย KRS156, KRS163 และ RRIM600  ดวยการ
ใชซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร โดยขนาดของรอยไหมมีการลุก
ลามอยางรวดเร็วซึ่งสามารถสรุปไดวาใชความเขมขนของซูโอสปอรมากเกินไป เพื่อ
ตองการใหห็นความแตกตางของการลุกลามของเชื้อโรคซึ่งแสดงดวยขนาดของรอยไหม
จงึไดลดความเขมขนของซูโอสปอรจาก 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเปน 5×106 และ 
1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรซึ่งนอยกวาความเขมขนเดิม 10 และ 5 เทาตามลํ าดับ 
เพื่อใหเกิดความแตกตางของขนาดของรอยไหมในพันธุยางพาราในแตละพันธุชัดเจน
มากขึ้นจนสามารถจัดลํ าดับความออนแอตอโรคได พบวาขนาดของรอยไหมเมื่อใช            
ความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  มีขนาดเรียงตามลํ าดับจาก
ขนาดเล็กไปขนาดใหญไดดังนี้คือพันธุ KRS163 (0.30 เซนติเมตร), KRS156 (0.75 
เซนติเมตร) และ RRIM600 (2.52 เซนติเมตร) ตามลํ าดับ (รูปที่ 30, 31 และ ตารางที่ 7)  
ขณะเดียวกันที่ความเขมขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรก็ใหผลใน
ท ํานองเดียวกับที่ความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
                               จากขนาดของรอยไหมที่เกิดขึ้นกับพันธุ KRS163 และ KRS156 
บงชี้วาเมื่อลดความเขมขนของซูโอสปอรลงทํ าใหใบยางพาราเปลี่ยนการตอบสนองตอ
เชื้อโรคจาก compatible เปน incompatible ได แตสํ าหรับพันธุ RRIM600 ทีจ่ัดเปน
พันธุออนแอตอการตานทานโรค  พบวาทั้งสองความเขมขนของซูโอสปอร (5×106 และ 
1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร) ในการทดลองครั้งนี้ยังมากเกินไปเพราะขนาดของรอย
ไหมยังคงมีลักษณะแผกวางซึ่งแสดงถึงการเกิดโรคหรือเกิดปฏิกิริยา compatible นั่น
เอง แตขนาดของรอยไหมที่เกิดจากความเขมขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิิตร (1.60 เซนติเมตร) มีขนาดที่เล็กกวาเมื่อใชความเขมขนของซูโอสปอร 1×107 
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ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (2.52 เซนติเมตร) ประมาณ 1.5 เทา  จึงมีแนวโนมวาถาความ
เขมขนของซูโอสปอรลดลงก็สามารถเปลี่ยนเปนปฏิกิริยา incompatible ไดเชนกัน

รูปที่ 30   เปรียบเทยีบการเกิดรอยไหมหลังบมใบยางพาราพันธุออนแอ  (KRS163, KRS156  และ
               RRIM600) ดวยซูโอสปอรความเขมขน 5×106 และ 1×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของ
               เชื้อรา  Phytophthora palmivora   ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง

 5×106

 1×107

KRS163 KRS156 RRIM600
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ตารางที่ 7  ขนาดเสนผาศนูยกลางของรอยไหมหลังจากบมใบยางพาราในกลุมออนแอ  (KRS163,
                 KRS156 และ RRIM600)   ดวยซูโอสปอรความเขมขนตางๆคือ   5×106,  1×107 และ
                 5×107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อรา    Phytophthora   palmivora    ที่เวลา  72
                   ชั่วโมง (sp/ml = ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร)

ขนาดของรอยไหมหลังจากบมใบยางพารา
ความเขมขนตางๆ  ที่เวลา 72 ชั่วโมง (ซม.)

พนัธุยาง

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    ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD
                  a,  b  และ   c   =   ตัวอกัษรที่ตางกัน   แสดงวาคาเฉลี่ยมีความแตกตางกันอยางมีนัย
                  สํ าคัญทางสถิติ (P<0.05)

รูปที่ 31  เปรียบเทยีบขนาดของรอยไหมหลังบมใบยางพาราพันธุออนแอ (KRS163, KRS156 และ
             RRIM600)  ดวยซูโอสปอรความเขมขน  5×106  และ 1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  ของ
             เชื้อรา  Phytophthora palmivora    ทีเ่วลา 72 ชั่วโมง
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                   ผลจากการทดลองขอ 3.1.1.2 แสดงวาเมื่อบมเชื้อรา  P. palmivora บนใบ
ยางพาราทั้ง 17 พันธุ ขนาดของรอยไหมซึ่งเกิดขึ้นจากการเจาะใบยางดวยซูโอสปอร
ของเชื้อราดังกลาวมีความแตกตางกันอยางชัดเจน สามารถคัดแยกอยางคราวๆได 3 
กลุมคอื กลุมแรกเปนพันธุตานทานซึ่งจะเกิดรอยไหมขนาดเล็กและบาดแผลมีขอบเขต
ชัดเจนแสดงวาเซลลของใบยางพาราในกลุมนี้มีความสามารถในการกักบริเวณของเชื้อ
ไมใหเกิดการลุกลามไปยังเซลลขางเคียงได และเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโอสปอรก็
สามารถจัดลํ าดับความตานทานไดละเอียดมากขึ้นโดยมีขนาดของรอยไหมใหญขึ้นเมื่อ
เพิ่มความเขมขนของซูโอสปอร เปนการแสดงแนวโนมของพันธุยางพาราในกลุมนี้ที่จะ
เปลี่ยนการเกิดปฏิกิริยาจาก incompatible เปน compatible ได   สวนในกลุมปาน
กลางมีขนาดของรอยไหมใหญกวาในกลุมตานทานแตมีขนาดเล็กกวาในกลุมออนแอ
แสดงถึงความสามารถในการกักบริเวณของเชื้อไดในระดับหนึ่ง ซึ่งถามีการเพิ่มความ
เขมขนของซูโอสปอรจะทํ าใหขนาดของรอยไหมใหญขึ้นใกลเคียงกับพันธุออนแอได  
การเกิดรอยไหมในพันธุปานกลางสามารถแยกยอยออกไดสองกลุมคือพันธุปานกลางที่
มีแนวโนมไปทางตานทานและมีแนวโนมไปทางออนแอ   ในกลุมสุดทายคือพันธุออนแอ
มีขนาดของรอยไหมแผกวางออกไปอยางรวดเร็วแสดงใหเห็นถึงความลมเหลวของใบใน
การกักเชื้อโรคไว อยางไรก็ตามหากลดความเขมขนของซูโอสปอรลงทํ าใหขนาดของ
รอยไหมเล็กลงจนมีความแตกตางกันในแตละพันธุจึงสามารถทํ าใหจัดลํ าดับความออน
แอตอโรคได ซึ่งเปนการเปลี่ยนปฏิกิริยาจาก compatible เปน incompatible ในพันธุ
ยางกลุมออนแอ
                 ดังนั้นขนาดของรอยไหมที่เกิดจากการกระตุนดวยซูโอสปอรบนใบยางทั้ง 
17 พนัธุ สามารถนํ ามาใชบอกระดับความตานทานโรคได โดยระดับความตานทานแปร
แบบผกผันกับขนาดของรอยไหม ซึ่งผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษาการตอบ
สนองของใบยางพาราตอเชื้อรา P. palmivora (Churngchow and Rattarasarn, 
2001) นัน่คอืขนาดของรอยไหมระหวางพันธุตานทาน พันธุปานกลางและพันธุออนแอ
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ เชนเดียวกับการบมใบยางพาราคือพันธุ GT1 (ตานทาน)
และ PB260 (ออนแอ) ดวยเชื้อรา Corynespora  cassiicola  พบวาขนาดของรอยไหม



    87

ที่เกิดจากการเจาะใบยางดวยสปอรของเชื้อราดังกลาวทํ าใหใบยางพันธุ ตานทาน 
(GT1) เกิดรอยไหมขนาดเล็กและมีขอบเขตชัดเจนมากกวาใบยางพันธุ อ อนแอ 
(PB260) ซึ่งขนาดของรอยไหมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญและสามารถนํ ามา
ใชจัดลํ าดับความตานทานโรคได (Breton et al., 1997 b)

     3.1.2  ผลการยอมเซลลใบยางดวยสี  Trypan   blue  หลังจากบมใบยางดวย
              ซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora
                 การเกิดรอยไหมจากการหยดซูโอสปอรบนใบยางดวยวิธีขางตนเกิดจากการ
เจาะของซโูอสปอรผานผิวใบ  ผูวิจัยจึงทํ าการศึกษาหาตํ าแหนงและจํ านวนเซลลของใบ
ยางที่ถูกแทงผาน (penetration site)  โดยการยอมดวยสี  trypan blue เปรียบเทียบ
ความแตกตางระหวางพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอตอโรค พบวามีจํ านวนการ
ถูกเจาะโดยซูโอสปอรผานผิวใบและซูโอสปอรที่เหลือหลุดรอดจนเกิดการลุกลามไปยัง
เซลลขางเคียงไดมีนอยมาก จึงไมสามารถตรวจวัดการงอกของสายราและการสราง
สปอรแรงเจียมในใบยางได  ผูวิจัยจึงเปลี่ยนแปลงวิธีการทดลองโดยการชวยลดเครื่อง
กีดขวางทางกายภาพ (physical barrier) ลง โดยการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนตเิมตร แลวแชในซูโอสปอรซึ่งจะทํ าใหซูโอสปอรสามารถเจาะขอบใบที่เปนแผลจาก
รอยตดัไดงายขึ้น  สวนผิวใบบริเวณตรงกลางยังคงถูกเจาะไดเชนเดียวกับเมื่อหยดบน
หลังใบ  ผลการยอมเซลลดวยสี trypan blue  พบวามีการตายของเซลล โดยตํ าแหนง
และจํ านวนของซูโอสปอรที่แทงผานเขาไปในเซลลใบยางแตกตางกันไปตามระดับความ
ตานทานของใบยางแตละพันธุ  เมื่อนํ าชิ้นใบยางที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรความเขมขน 
5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเปนเวลา 8 ชั่วโมงมายอมดวยสี trypan blue พบวาใน
พันธุ RRIM600 (ออนแอ) แตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะมีซูโอสปอรหลายตัวเกาะกลุมอยูซึ่ง
ติดสีนํ้ าเงินเขมอยางชัดเจนและเซลลบริเวณรอบๆยอมติดสีนํ้ าเงินที่ออนกวาบริเวณ
ต ําแหนงที่ถูกเจาะ (รูปที่ 32) แสดงถึงการตายของเซลลเมื่อถูกเจาะดวยซโูอสปอรและ
พบวาตํ าแหนงที่ถูกเจาะกระจัดกระจายอยูทั่วไปตามชิ้นใบยาง สวนในพันธุ RRIT251
(ปานกลาง) พบวาแตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะมีจํ านวนซูโอสปอรหลายตัวเชนเดียวกับที่
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พบในพันธุ RRIM600 ท ําใหทราบตํ าแหนงที่ซโูอสปอรเจาะบนชิ้นใบยางวามีนอยกวา
ในพันธุ RRIM600 (ออนแอ) และบางบริเวณพบเซลลที่ยอมติดสีนํ้ าเงินจางๆอยูรอบ
ต ําแหนงที่ถูกเจาะ  (รูปที่ 32) ท ําใหทราบวาบริเวณที่ซูโอสปอรเจาะสามารถเกิดการ
ตายของเซลลที่อยูรอบๆรอยเจาะซึ่งบริเวณที่ถูกเจาะมีจํ านวนนอยกวาที่พบในพันธุ 
RRIM600  แตเมือ่สังเกตผลการทดลองในชั่วโมงที่ 12 พบวาในพันธุ RRIT251 เกิดการ
ตายของเซลลกระจายอยูรอบๆตํ าแหนงที่เจาะ ซึ่งมีลักษณะเชนเดียวกับที่เกิดในพันธุ 
RRIM600 แตในพันธุ RRIT251 มีขอบเขตพื้นที่ของเซลลตายชัดเจนมากกวาพันธุ 
RRIM600   ตอมาในพันธุ RRIC110 (ตานทาน) พบวาแตละตํ าแหนงที่ถูกเจาะติดสีนํ้ า
เงนิเขมเพียงหนึ่งจุดบริเวณปากใบ โดยที่มีการตายของเซลลบริเวณรอบๆตํ าแหนงที่ถูก
เจาะอยางมีขอบเขตที่ชัดเจนมากกวาที่พบในพันธุปานกลางและออนแอ  โดยมีความ
แตกตางจากพันธุอ่ืนๆคือในบางตํ าแหนงพบวาเกิดเปนจุดสีดํ าซึ่งเปนการแสดงถึงความ
สามารถในการกักบริเวณของเชื้อไวไมใหลุกลามออกไปได (รูปที่ 32)  รวมทั้งจํ านวน   
ซูโอสปอรที่เจาะบนใบยางพันธุตานทานยังพบนอยกวาในพันธุปานกลางและออนแอ 
ซึ่งเปนการแสดงวาในพันธุตานทานมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงกวาพันธุปานกลาง
และออนแอตามลํ าดับ
                 นอกจากการเจาะของซูโอสปอรที่เกิดขึ้นจากบริเวณปากใบแลวยังพบวา
เกดิการเจาะของซูโอสปอรบริเวณเสนใบดวย  โดยพบความแตกตางระหวางพันธุอยาง
ชดัเจนในชั่วโมงที่ 24  การที่ซูโอสปอรใชเวลาในการเจาะเสนใบมากกวาบริเวณปากใบ
อาจเนื่องมาจากเซลลบริเวณเสนใบมีความหนากวาบริเวณเนื้อใบ จึงทํ าใหความ
สามารถในการเจาะผานของซูโอสปอรตองใชระยะเวลาที่นานกวาซึ่งมีลักษณะของการ
เจาะแตกตางกันตามระดับความตานทานอยางชัดเจน ดังนี้คือลักษณะจุดดํ าที่เกิดจาก
การเจาะดวยซโูอสปอรของยางพันธุ RRIM600 มีการแผกระจายไปตามเสนใบโดยไมมี
ขอบเขตซึ่งเปนลักษณะที่แสดงถึงการเกิดโรค  ในขณะที่ยางพันธุ RRIT251 (ปานกลาง) 
ในชัว่โมงที่ 24 เสนใบเกิดเปนจุดดํ าเล็กๆบริเวณที่ถูกเจาะดวยซโูอสปอรเทานั้น  แสดง
วาสามารถกักบริเวณของเชื้อราไมใหเกิดการแพรกระจายไดดีกวาที่ เกิดขึ้นใน 
RRIM600 สวนในพันธุ RRIC110 (ตานทาน) ไมพบตํ าแหนงการถูกเจาะของซโูอสปอร
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เขาไปในบริเวณเสนใบ (รูปที่ 33) ซึ่งแสดงถึงสิ่งกีดขวางทางกายภาพที่หนากวาในพันธุ
อ่ืนๆ
                 ตํ าแหนงและจํ านวนของซูโอสปอรที่เจาะบนใบยางบริเวณปากใบและเสน
ใบของใบยางทั้งสามพันธุพบวามีจํ านวนที่ถูกเจาะดวยซูโอสปอรแตกตางกันอยางชัด
เจนระหวางพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอ โดยเปนสัดสวนผกผันกับระดับความ
ตานทาน
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รูปที่ 32  การตายของเซลล  ตํ าแหนง  และ จ ํานวนของซโูอสปอรที่เจาะบนใบยางพาราพันธุ RRIM
             600 (ออนแอ),   RRIT251   (ปานกลาง)   และ  RRIC110   (ตานทาน)   หลงัจากบมดวย
             ซโูอสปอรความเขมขน    5 × 107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร    ของเชื้อรา      Phytophthora
           palmivora  ทีเ่วลา 8 ชัว่โมง เปรียบเทียบกับชุดควบคุม (กํ าลังขยาย 40 เทา)

    RRIM600

      RRIC110        RRIT251

   ชุดควบคุม
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รูปที่  33  แสดงการตายของเซ
              (RRIM 600 (ออนแอ
              ใบยางพาราดวยซโูอ
              Phytophthora   pa

R IM600 RRIT251 RRIC110
R
ลลและตํ าแหนงที่ถูกเจาะ     ดวยซโูอสปอรบนเสนใบยางพันธุตางๆ
), RRIT251 (ปานกลาง) และ RRIC110  (ตานทาน))    หลงัจากบม
สปอรความเขมขน    5×107     ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร       ของเชื้อรา
lmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (ก ําลงัขยาย 40 เทา)
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3.1.3  ผลการเปรียบเทียบลักษณะของสายรา และการสรางสปอรแรงเจียม
         ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ในพันธุยางพาราที่มีความตาน-
         ทานแตกตางกัน

              เมื่อทํ าการทดสอบจํ านวนของตํ าแหนงที่ถูกเจาะดวยซูโอสปอรในใบ
ยางพาราขนาด 1×1 เซนติเมตรแลว ซึ่งพบวาจํ านวนการถูกเจาะเพิ่มขึ้นตามลํ าดับ
ความตานทานที่ลดลง ดังนั้นจึงทํ าการศึกษาลักษณะของสายราและการสรางสปอรแรง
เจยีม เพื่อศึกษาความแตกตางที่เกิดขึ้นในกลุมพันธุตานทาน, ปานกลาง และออนแอ 
โดยใชพันธุ RRIC110, RRIT251 และ RRIM600 ทีมี่ระดับความตานทานมาก, กลาง 
และนอยตามลํ าดับ พบวาลักษณะการงอกของสายราในชั่วโมงที่ 12 ในพันธุออนแอมี
สายราขนาดยาวและมีปริมาณสายราที่หนาแนนอยางสมํ่ าเสมอตลอดขอบใบยางที่เปน
รอยตัดมากกวาที่พบในพันธุปานกลาง ในขณะที่พันธุตานทานพบการงอกของสายรา
ไมสม่ํ าเสมอตลอดรอยตัด   ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ Wonder และคณะ (1998)
ทีพ่บวาหลังจากบมเชื้อ P. palmivora และ P. nicotiana ในรากสมมีการสรางสายรา
ขึ้นในชั้น cortex โดยพบในสมพันธุออนแอ (Citrus aurantinun) มากกวาในสมพันธุ
ตานทาน (Poncirus trifoliata)
                 จากลักษณะการงอกของสายราเปนการแสดงผลที่สัมพันธกับการศึกษา
จํ านวนการถูกเจาะดวยซูโสปอรซึ่งปริมาณสายราที่พบแปรผันตรงกับจํ านวนการถูก
เจาะ  โดยในพันธุออนแอมีตํ าแหนงที่ถูกเจาะบริเวณผิวใบและปริมาณสายราที่เกิดขึ้น
บริเวณรอยตัดมากกวาที่พบในพันธุปานกลางและตานทาน  และจากการที่พบวาใน
พันธุตานทานมีจํ านวนซูโอสปอรที่เจาะผานผนังเซลลของใบไดนอยกวาและลุกลามได
นอยกวา แสดงวาถึงแมลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพของผิวใบโดยวิธีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ
ก็ยังมีความแตกตางของผนังเซลลของใบยางพาราแตละพันธุ โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อ
บมใบยางพาราดวยซูโอสปอรผานไป 24 ชั่วโมงพบวาในพันธุออนแอเริ่มมีการสราง 
สปอรแรงเจียมจํ านวนมากกวาพันธุปานกลาง ในขณะที่พันธุตานทานมีลักษณะของ
สายราที่ยาวหงิกงอไมสมบูรณ  และแทบไมพบสปอรแรงเจียมเลย (รูปที่ 34)
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รูปที่ 34  การสรางสายราและสปอรแรงเจียมหลังจากบมใบยางพาราพันธุ    RRIC110,  RRIT251
             และ   RRIM600   ดวยซโูอสปอรความเขมขน    5×107     ซูโสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา
               Phytophthora palmivora ที่เวลา 24 ชั่วโมง  (กํ าลังขยาย 40 เทา)

RRIC110

RRIT251

RRIM600
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                     การที่สายราในพันธุตานทานมีลักษณะหงิกงอและมีการสรางสปอรแรง
เจียมนอยอาจเปนผลจากการมีสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงที่มีการเจาะของซูโอสปอร
และสคอพอลิตินเหลานี้ไดถูกปลดปลอยลงสูนํ้ าที่แชชิ้นใบยางจนสงผลตอการงอกของ
สายรา จากรายงานโครงงานของพิรุณรัตน (2545) เร่ืองผลของสปอรและอิลิซิตินของ 
Phytophthora spp. ตอใบยางพารา โดยสังเกตจากวิธี Scanning Electron 
Microscope ยงัสนบัสนุนไดวาในชั่วโมงที่ 24 พันธุตานทานมีการแตกหลุดของผนัง
เซลลของซโูอสปอรและสายรา ในขณะที่ซโูอสปอรและสายราบนใบยางพันธุออนแอยัง
มีสภาพดี รวมทั้งจากการทดลองของนิอร (2546) นักศึกษาปริญญาเอก สาขาวิชา    
ชีวเคมี ในที่ปรึกษารองศาสตราจารย ดร.นนัทา เชิงเชาว ไดทํ าการทดลองโดยการนํ า
สายราและสปอรแรงเจียมของเชื้อรา P. palmivora มาใสลงในสารละลายสคอ-พอลิติน
ทีเ่จือจางความเขมขนเปน 0.2, 1, 2, 5 และ 25 ไมโครโมลาร พบวาที่ความเขมขนของส
คอพอลิตินในชวง 2-5 ไมโครโมลารเร่ิมมีการยับยั้งการสรางสายราและสายราที่สรางใน 
12 ชัว่โมงแรกมีลักษณะหงิกงอ แตหลังจาก 12 ชั่วโมงสายรามีสภาพดีขึ้นและสรางส
ปอรแรงเจียมไดเล็กนอย  เมื่อใชความเขมขนของสคอพอลิตินสูงขึ้นคือ 25 ไมโครโม
ลารพบวาสายรามีลักษณะหงิกงอจนถึงชั่วโมงที่ 24  จึงจะมีสภาพดีขึ้นและมีการ
สรางสปอรแรงเจียมในเวลาตอมา (จากทุกความเขมขนของสคอพอลิตินที่ใชในการ
ทดลองเมื่อเปลี่ยนจากสารละลายสคอพอลิตินเปนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อสามารถเกิดการ
สรางสายราไดใหมโดยมีสภาพที่สมบูรณไมหงิกงอพรอมที่จะสรางสปอรแรงเจียมไดตอ
ไป)   จากผลการทดลองดังกลาวแสดงวาปริมาณของสคอพอลิตินในนํ้ าที่แชชิ้นใบยาง
พันธุตานทานและปานกลางมีจํ านวนมากเพียงพอที่จะมีผลตอการงอกของสายราและ
การสรางสปอรแรงเจียม ในขณะที่พันธุออนแอมีปริมาณของสคอพอลิตินไมเพียงพอตอ
การยับยั้งการงอกของสายราและการสรางสปอรแรงเจียม สังเกตไดจากเมื่อมีการลด
ปริมาณสคอพอลิตินลงโดยใชวิธีเพิ่มความถี่ในการเปลี่ยนนํ้ าที่แชใบยางเปนทุก 1     
ชัว่โมงจากเดิมทุก 4 ชั่วโมง หรือจากการแชชิ้นใบยางในนํ้ าปริมาตร 3 มิลลิลิตรเปลี่ยน
เปน 15 มิลลิลิตร  ซึ่งเปนการลดความเขมขนของสคอพอลิตินที่จะสัมผัสกับสายราจน
เกิดการยับยั้งการสรางสายราและสปอรแรงเจียม พบวาสายราในพันธุตานทานและ
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ปานกลางจะมีสภาพดีขึ้นและเริ่มมีการสรางสปอรแรงเจียมขึ้นมาในชั่วโมงที่ 24 ไดเชน
เดียวกับในพันธุออนแอ  และนอกจากนี้ยังพบวาหากนํ าชิ้นใบยางที่มีการสรางสปอร
แรงเจียมอยูรอบๆขอบใบยางอยูแลวไปแชในสคอพอลิตินความเขมขน 0.25, 0.50, 1.0, 
และ 1.5 มิลลิโมลาร  พบวาเมื่อผานไป 3 ชั่วโมงที่ความเขมขน 0.25-0.50 มิลลิโมลาร    
สปอรแรงเจียมเร่ิมมีการหลุดออก  แตหลังจากทิ้งไว 24 ชั่วโมงสายราก็สามารถกลับ
มาสรางสปอรแรงเจียมไดใหม  ความเขมขนที่สปอรแรงเจียมหลุดออกและไมมีการ
สรางใหมอีก (recover) คือที่ความเขมขน 1.0 –1.5 มิลลิโมลาร  จากผลการทดลองดัง
กลาวทํ าใหสามารถแนใจไดวาปริมาณสคอพอลิตินมีผลตอสายราและสปอรแรงเจียม
ของเชื้อรา P. palmivora จริงและแปรผันตรงกับปริมาณสคอพอลิตินอกีดวย  เชนเดียว
กบัการสรางสคอพอลิตินที่เกิดจากการบมใบยางพันธุตานทานดวย Microcyclus ulei 
สามารถยับยั้งการงอกสายราและการสราง conidium ของเชื้อ M. ulei ได โดยแปรผัน
ตามระดับความเขมขนของสคอพอลิติน (Gracia et al., 1995 b) รวมทั้งสคอพอลิตินที่
เกิดจากการบมใบยางพันธุตานทาน (GT1) ดวยเชื้อรา Corynespora cassiicola ก็
สามารถยับยั้งการงอกและการเจริญเติบโตของสายรา C.  cassiicola ไดเชนเดียวกัน  
(Breton et al., 1997 b)
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      3.1.4  ผลการหาวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะหสคอพอลิตินในใบยางพารา
               จากการกระตุนดวยซูโอสปอร
 
            3.1.4.1  ผลการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เกิดจากการบมใบยางดวย
                       ซูโอสปอรจากวิธีการหยดบนหลังใบ

                      Churngchow และ Rattarasarn (2001) รายงานวาเมื่อทํ าการ
ทดสอบใบยางที่อยูในขั้นเพสลาด ดวยวิธีการหยดซโูอสปอรความเขมขนตางๆ (5×105, 
5×106 และ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) บนหลังใบยาง และวิเคราะหหาปริมาณ 
สคอพอลิตินที่เวลา 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 ชัว่โมง พบวาที่ความเขมขนของ     
ซูโอสปอรสงูสุด (5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร) สามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุยางที่ตานทานกับพันธุออนแอไดชัดเจนที่สุดทั้งในดานปริมาณและอัตราเร็วในการ
สงัเคราะหสคอพอลิติน  ซโูอสปอรความเขมขน 5×106 สปอรตอมิลลิลิตรซึ่งเปนความ
เขมขนระดับปานกลางในการทดลองนี้  ถงึแมจะมีปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิตินที่
นอยและชากวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 5×107 สปอรตอมิลลิลิตรแตก็ยังสามารถ
แสดงความแตกตางระหวางพันธุตานทานกับพันธุออนแอไดเชนเดียวกับที่ความเขมขน 
5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  สวนที่ความเขมขนตํ่ าสุดคือ 5×105 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิติร ไมสามารถแสดงความแตกตางระหวางพันธุยางที่ตานทานกับพันธุยางที่ออน
แอไดอยางมีนัยสํ าคัญ

                      จากขอมูลดังกลาวผูวิจัยจึงไดเลือกใชความเขมขนของซูโอสปอร
5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรเพราะสามารถแสดงความแตกตางของความเขมขนและ
อัตราเร็วในการสังเคราะหสคอพอลิตินระหวางพันธุตานทานและพันธุออนแอไดมาก
กวาที่ความเขมขนของซโูอสปอรอ่ืนๆ จากการวเิคราะหหาสคอพอลิตินทีถู่กสรางขึ้นใน
นํ้ าบรเิวณที่หยดเชื้อทุก 4 ชั่วโมงจนถึง 36 ชัว่โมงโดยเปลี่ยนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อไปแทนที่
ทุกครั้ง  พบวาเมื่อเวลาผานไป 8 ชัว่โมง การสังเคราะหสคอพอลิตินในใบยางพาราพันธุ 
RRIM600 มีการสรางสคอพอลิตินไดสูงสุด (2.88 ± 0.16 ไมโครโมลาร)  มากกวาใบ
ยางพาราพันธุ BPM-24 (1.00 ± 0.06 ไมโครโมลาร) ประมาณ 3 เทา  ตอมาระดับการ
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สรางสคอพอลิตินของ RRIM600 เร่ิมลดลงในชั่วโมงที่ 12 และมีแนวโนมสูงขึ้นอีกในชั่ว
โมงที่ 36 แตใบยางพาราพันธุ BPM-24 จะมีการสังเคราะหของสคอพอลิตินคอนขางตํ่ า
และคงที่ตั้งแตชั่วโมงที่ 16-36 สวนในชุดควบคุมไมพบการสังเคราะหสคอพอลิติน     
(ตารางที่ 8 และรูปที่ 35)

                      จากผลการทดลองใหผลตรงขามกับที่เคยมีรายงานไวซึ่งอาจ
เนื่องมาจากความแตกตางของอายุใบยางที่นํ ามาใชในการทดลองเพราะ Churngchow 
และ Rattarasarn (2001) ไดเลือกใชใบยางที่อยูในขั้นเพสลาดเปนใบที่มีอายุ 8-10 วัน 
ลักษณะหลังใบมีสีมวงแดงซึ่งตองอาศัยความชํ านาญในการคัดเลือกใบสูง สวนการ
ทดลองนี้ผูวิจัยจํ าเปนตองใชใบที่มีอายุมากกวาขั้นเพสลาดเพราะตองทํ าการทดสอบ
การเกิดนีโครซีสในวันเดียวกันดวย ทั้งนี้เพื่อลดความคลาดเคลื่อนของขอมูลอันเนื่องมา
จากสภาพแวดลอม สาเหตุที่ตองใชใบที่มีอายุมากกวาเพราะถาหลังใบมีสีเขียวทํ าให
สามารถสังเกตเห็นขอบเขตของรอยไหมไดชัดเจนกวาใบที่มีสีมวงแดง และการที่
ปริมาณสคอพอลิตินของพันธุ BPM-24 ในใบสีเขียวนอยกวาในใบสีมวงแดงเนื่องมา
จากในใบสีเขียวมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงกวา
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ตารางที่ 8  ปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิติน ทีเ่วลาตางๆในใบยางพันธุ   BPM-24    (ตานทาน)
                 และ  RRIM600   (ออนแอ)   เมือ่ถูกบมดวยซูโอสปอรความเขมขน 5 × 107  ซูโอสปอร
                 ตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora จากวธิกีารหยดบนหลังใบ

Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในใบยางพันธุ 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

(ตัวเลขที่แสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่ 35  เปรียบเทยีบการสังเคราะหสคอพอลิติน ที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ BPM-24   (ตานทาน)
             และพันธุ RRIM600 (ออนแอ) เมือ่ถูกบมดวยซูโอสปอรความเขมขน   5 × 107   ซูโอสปอร
             ตอมิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora จากวธิีการหยดบนหลังใบ

                3.1.4.2  ผลการวิเคราะหหาสคอพอลิตินหลังจากการบมใบยางดวย
                           ซูโอสปอรจากวิธีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)
                                 ผูวิจัยเลือกทดสอบการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆเปรียบเทียบกับวิธีการ
หยดบนหลังใบเพราะคาดวาการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 เซนติเมตรจะสามารถ
ชวยลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพของใบ เนื่องจากใบที่ถูกตัดทํ าใหเกิดบาดแผลทั้งสี่ดาน
ซโูอสปอรจึงสามารถเจาะผานเขาไปในเซลลใบยางพันธุตานทาน (BPM-24) และพันธุ
ออนแอ (RRIM600) ไดไมแตกตางกันมากนัก จากผลการทดลองพบวาในชั่วโมงที่ 8 ใบ
ยางพันธุ BPM-24 สามารถสรางสคอพอลิตินไดสูงสุด (2.19 ± 0.12 ไมโครโมลาร) โดย
สรางไดสูงกวาใบยางพันธุ RRIM600 (0.40 ± 0.02 ไมโครโมลาร)  ประมาณ 5 เทา  
จากนั้นชั่วโมงที่ 12 ระดับการสรางสคอพอลิตินของใบยางพาราพันธุ BPM-24 และ 
RRIM600 จะเร่ิมลดลงเรื่อยๆ (ตารางที่ 9 และ รูปที่ 36) จะเห็นไดวาเมื่อกระตุนใบ
ยางพาราใบเดียวกันดวยวิธีที่ตางกัน การสรางสคอพอลิตนิในพันธุตานทาน (BPM-24) 
ที่สรางจากการกระตุนโดยวิธีการหยดบนหลังใบจะมีความเขมขนตํ่ ากวาการกระตุน
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ดวยวิธีตัดเปนชิ้น (leaf disc) แสดงวาเมื่อลดสิ่งกีดขวางทางกายภาพใหพันธุตานทาน
แลว ทํ าใหซูโอสปอรสามารถเจาะเขาไปในพันธุตานทานไดเต็มที่จึงทํ าใหเซลลที่ถูก
กระตุนของพันธุตานทาน BPM-24 มีจํ านวนมากขึ้นและสามารถปลอยสคอพอลิติน
ออกมาสูภายนอกไดงายขึ้น จึงทํ าใหความเขมขนของสคอพอลิตินในพันธุตานทานมาก
กวาในพันธุออนแอ  นอกจากนี้ความเขมขนของซูโอสปอรที่ใชในวิธีการหยดนอยเกินไป
จงึท ําใหเกิดปฏิกิริยา incompatible   ทั้งนี้เนื่องจากผูวิจัยเลือกใชใบยางที่มีอายุมาก
กวาที่ Churngchow และ Rattarasarn (2001) ไดรายงานไวจึงทํ าใหเซลลถูกเจาะนอย
กวา  นอกจากนี้สคอพอลิตินเปนสารปฏิชีวนะที่ใบยางพาราพันธุตานทานสรางขึ้นเพื่อ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อราทํ าใหเชื้อราไมลุกลามไปยังเซลลขางเคียง เปนผลให
เซลลไมถูกกระตุนใหสรางสคอพอลิตินจึงทํ าใหปริมาณสคอพอลิตินลดลง  ในขณะที่ใบ
ยางพันธุออนแอสรางสคอพอลิตินไดในปริมาณที่นอยกวาจึงไมสามารถควบคุมการ
แพรกระจายของเชื้อราไปยังเซลลขางเคียงได ทํ าใหเซลลขางเคียงถูกกระตุนดวยเชื้อรา
ใหมีการสรางสคอพอลิตินตอไปเรื่อยๆ  สวนในชุดควบคุมไมพบการสรางสคอพอลิติน
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ตารางที่ 9  การสงัเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ RRIM
                 600  (ออนแอ)   เมือ่ถูกบมดวยซโูอสปอรความเขมขน  5 × 107  ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
                 ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  จากวธิกีารตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)

 Scp ทีถ่กูสรางขึ้นในใบยางพันธุ 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

         (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่ 36  เปรียบเทยีบการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางพันธุ   BPM-24  (ตานทาน)
             และ RRIM600  (ออนแอ)  เมือ่ถูกบมดวยซโูอสปอรความเขมขน     5×107    ซูโอสปอรตอ
             มิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  จากวธิีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ

  เมื่อเปรียบเทียบการทดลองทั้งสองวิธีผูวิจัยเลือกใชวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ
ในการคัดเลือกพันธุยางที่ตานทาน เพื่อไมใหมีสิ่งกีดขวางทางกายภาพ (ความหนาบาง
ของใบ) การที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพทํ าใหปริมาณของซูโอสปอรที่จะไปกระตุนเซลล
นอยกวาความเปนจริง ในพันธุที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพตํ่ า มีซโูอสปอรที่จะไปกระตุน
เซลลมากกวา ทํ าใหจํ านวนของเซลลที่ถูกกระตุนใหสรางสคอพอลิตินมีจํ านวนแตกตาง
กันเปนผลใหการสรางสคอพอลิตินของพันธุที่มีสิ่งกีดขวางสูงมีความเขมขนนอยกวา
ความเปนจริงที่พืชสามารถสรางได หากจํ านวนซูโอสปอรเขาไปกระตุนในพันธุที่มีสิ่งกีด
ขวางสูงมีจํ านวนมากขึ้น ความเขมขนของสคอพอลิตินทีถ่กูสรางขึ้นก็จะมากขึ้นดวย ซึ่ง
วิธีหยดบนหลังใบจะทํ าใหสิ่งกีดขวางทางกายภาพของพันธุออนแอและตานทานตาง
กัน หรือกลาวไดวาใบยางพันธุออนแอสรางสคอพอลิตินดวยจํ านวนเซลลที่มากกวา
พันธุตานทานหลายเทา และนอกจากนี้วิธีการตัดใบเปนชิ้นยังทํ าใหลดขอจํ ากัดเรื่อง
จํ านวนใบที่สามารถใชในการทดลอง (หมายเหตุ : ใน 1 ชอมีใบในขั้นเพสลาดประมาณ 
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6 ใบเทานั้น) และวธิกีารหยดบนหลังใบตองใชความชํ านาญเฉพาะตัวในการเลือกใบสูง
เนื่องจากถาเลือกใบที่ไมใชขั้นเพสลาดมาใชในการทดลองอาจคลาดเคลื่อนได เพราะ
ใบยางพันธุใดที่ผิวใบหนากวาเชนใบยางพาราพันธุ BPM-24 หนากวาใบยางพาราพันธุ 
RRIM600 จะทํ าใหเขาใจวามีการสรางสคอพอลิตินที่นอยกวา

3.1.5 ผลการศึกษาหาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสม   สํ าหรับการ
               ทดลองดวยวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc)
                  จากการทดลองที่ 2.1.4 ผูวิจัยจึงเลือกใชวิธีตัดใบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนติเมตรในการทดลอง ทั้งนี้เพื่อลดปญหาทางดานสิ่งกีดขวางทางกายภาพและการ
ขาดแคลนใบยางพาราที่จะใชในการทดลอง จากนั้นจึงหาความเขมขนของซูโอสปอรที่
เหมาะสมสํ าหรับใชในการทดลองโดยใชความเขมขนของซูโอสปอรดังตอไปนี้คือ      
5×106, 1×107, 5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร มาทดลองกับพันธุ 
RRIC110 ทีเ่ปนตัวแทนพันธุตานทาน และใชพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุออนแอ 
โดยจะมีการสังเกตปริมาณการเจาะของซูโอสปอร, ลักษณะของสายราและการสราง
สปอรแรงเจียมไปพรอมๆกัน  พบวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอ
มิลลลิติร สคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นจากพันธุยางทั้งสองมีคาไมแตกตางกันมากนัก  ซึ่ง
ในชั่วโมงที่ 8 พันธุตานทานมีการสรางสคอพอลิตินปริมาณมากกวาพันธุออนแอเล็ก
นอย หลังจากนั้นระดับการสรางสคอพอลิตินในพันธุออนแอก็จะสรางขึ้นมาไดพอๆกับ
ในพนัธุตานทาน   จนกระทั่งถึงชั่วโมงที่ 48 มีแนวโนมที่พันธุตานทานจะมีการสรางสคอ
พอลิตินไดสูงกวาในพันธุออนแอ (รูปที่ 37ก) และเมื่อศึกษาลักษณะของสายราและการ
สรางสปอรแรงเจียมไปพรอมๆกัน พบวาในพันธุตานทานมีการเกิดสายราและการ
สรางสปอรแรงเจียมนอยกวาในพันธุออนแอมาก (รูปที่ 38)  ทัง้นี้เนื่องจากสคอพอลิติน
ที่ถูกสรางในพันธุตานทานตอหนึ่งเซลลใบยางมีความเขมขนมากพอในการยับยั้งการ
ลกุลามของเชื้อได แมวาควมเขมขนรวมของสคอพอลิตินในนํ้ าที่วิเคราะหไดจะมีคาใกล
เคียงกับที่ปลอยออกมาจากใบยางพันธุออนแอ และการที่แนวโนมการสรางสคอพอลิ  
ตนิของพันธุ RRIC110 มีคาสูงขึ้นในชั่วโมงที่ 48 อาจเนื่องมาจากเกิดการตอบสนอง
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แบบไฮเปอรเซนซิทีฟซึ่งเซลลที่ถูกซูโอสปอรเจาะสามารถสงสัญญาณไปยังเซลลขาง
เคยีงเพื่อกระตุนใหมีการสรางสคอพอลิตินได ทํ านองเดียวกับการเกิด SAR บนใบยาสูบ
ใบบนที่ไดรับสัญญาณ SAR ในใบยาสูบใบลางที่ถูกกระตุนจาก PBZ และ BIT ใหสราง
สัญญาณ SAR (Nakashita. et al., 2002)  ในขณะที่เซลลของพันธุ RRIM600 เมื่อถูก
เจาะดวย ซูโอสปอรมีการผลิตสคอพอลิตินตอหนึ่งเซลลไดในปริมาณที่ตํ่ ากวาจึงไม
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของสายรา ทํ าใหเกิดการลุกลามไดมากกวาในพันธุตาน
ทาน  นอกจากนี้ยางพาราพันธุ อ อนแอยังมีโอกาสได  รับการกระตุ นครั้งที่สอง
(reinfection) เพราะในชั่วโมงที่ 24 มีการปลดปลอยซูโอสปอรออกจากสปอรแรงเจียมที่
ถกูสรางขึ้นจากสายราที่เจริญบนใบยางพาราที่ใชในการทดลอง  (รูปที่ 38)
                  เมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโอสปอรเปน 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร พบ
วามีการสรางสคอพอลิติน, ลักษณะของสายราและการสรางสปอรแรงเจียมคลายกับ
การทดลองที่ใชความเขมขนของซโูอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 39) 
แตสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในชั่วโมงที่ 8 และ 12 มีความเขมขนมากกวาที่ความเขม
ขนของซูโอสปอร 5×106 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 37ข และ 39) แสดงถึงจํ านวน
เซลลที่ถูกเจาะมากกวา  ซึง่จ ํานวนเซลลที่ถูกเจาะแปรผันโดยตรงกับความเขมขนของ  
ซูโอสปอร
                  ทีค่วามเขมขน 5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร สคอพอลิตินที่
ถูกสรางขึ้นมีความเขมขนที่แตกตางกันอยางชัดเจนระหวางพันธุตานทาน (RRIC110) 
และออนแอ (RRIM600)  ในชั่วโมงที่ 8 พันธุตานทานมีการสรางสคอพอลิตินในปริมาณ
ที่สงูกวาพันธุออนแอประมาณ 4 และ 5 เทาตามลํ าดับ และสูงกวาเมื่อใชความเขมขน
ของซูโอสปอร 5×106และ 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 37ค และ 37ง)  แสดงวา
จํ านวนเซลลที่ถูกเจาะมีมากขึ้นในพันธุตานทาน ขณะที่ในพันธุออนแอเองถึงแมจะมี
จํ านวนเซลลที่เจาะมากกวา แตความเขมขนสคอพอลิตินที่ตรวจวัดไดกลับมีคานอยกวา
หรือเทากัน  ทั้งนี้เมื่อใชความเขมขนของซโูอสปอรมากขึ้นในการทดลองกับใบยางพันธุ 
RRIM600 ท ําใหเกิดปฏิกิริยา compatible ไดอยางรวดเร็วจนทํ าใหเกิดการแตกของ
เซลลจํ านวนมากจึงมีการปลดปลอยสารชนิดอื่นๆมาพรอมกับสคอพอลอตินดวย ซึ่ง
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อาจเปนเอนไซมที่พืชใชในการยอยสลายสคอพอลิตินโดยการใชสคอพอลิตินเปนสับ
เสตรททํ าใหปริมาณสคอพอลิตินตํ่ าลงกวาความเปนจริง  เอนไซม Scp-peroxidase 
(ใชสคอพอลิตินเปนสับสเตรท) ซึ่งไดเคยถูกตรวจพบในใบยางหลังจากบมใบยางดวย
เชื้อรา Corynespora cassiicola  (Breton et al., 1997b)   แมแตในพันธุ RRIC110 
การสรางสคอพอลิตินลดนอยลงจาก 1.4 ไมโครโมลาร เปน 0.9 ไมโครโมลาร  เมื่อ
เปลี่ยนจากความเขมขนของซโูอสปอร 5×107 เปน 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (รูปที่ 
37ค และ37ง) นัน่แสดงวาที่ความเขมขนของซโูอสปอร 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร
พนัธุ RRIC110 เร่ิมมีการตอบสนองแบบ compatible เชนกัน นอกจากนี้พบวาลักษณะ
ของสายราที่ถูกสรางขึ้นในพันธุ RRIC110 มีลักษณะคดงอและยืดยาวออกไปอยางไม
เปนระเบียบ ทีค่วามเขมขนของ  ซโูอสปอร  5×107 และ 1×108 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร  
(รูปที่ 40 และ 41) รวมทั้งพบวาการสรางสปอรแรงเจียมตองใชเวลามากขึ้น (ชั่วโมงที่ 
48) ซึ่งนานกวาการสรางสปอรแรงเจียมจากการทดลองดวยซูโอสปอรความเขมขน   
5×106และ 1×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร (ชั่วโมงที่ 24)   การสรางสปอรแรงเจียมที่
ความเขมขนของซโูอสปอร 1×108 มีจํ านวนนอยกวาที่ 5×107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร 
อาจเนื่องมาจากใบยางพาราถูกทํ าลาย และทํ าใหปริมาณของสเตอรอลจากใบ
ยางพาราลดลงจนปริมาณไมเพียงพอตอการที่ซูโอสปอรจะนํ ามาใชในการสรางสปอร
แรงเจียม
                 จากผลการทดลองดังกลาวจึงเลือกใชความเขมขนของซูโอสปอร 5×107      

ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรในการทดลองกับวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็กๆ สํ าหรับการศึกษา
ปริมาณการสังเคราะหสคอพอลิตินตอไปเพราะเปนความเขมขนที่เหมาะสม และ
สามารถแยกความแตกตางในการสรางสคอพอลิติน, การเกิดสายราและการสรางสปอร
แรงเจียมระหวางพันธุตานทานและพันธุออนแอไดชดัเจนมากที่สุด
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รูปที่ 37  เปรียบเทียบการสังเคราะหสคอพอลิตินบนใบยางพาราขนาด  1 × 1 เซนติเมต
             RRIC110 (ตานทาน)  และ RIM600 (ออนแอ) จากการกระตุนดวยซโูอสปอรคว
             ตางๆ ของเชื้อรา  Phytophthora palmivora ทกุ 4 ชั่วโมงจนครบ  48 ชั่วโมง
            ก.  ความเขมขนของซโูอสปอร  5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ข.  ความเขมขนของซโูอสปอร  1×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
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รูปที่ 37  (ตอ) เปรียบเทียบการสังเคราะหสคอพอลิตินบนใบยางพาราขนาด 1 × 1 เซนติเมตรของ
พันธุ RRIC110 (ตานทาน) และ RRIM600 (ออนแอ) จากการกระตุนดวยซูโอสปอร
ความเขมขนตางๆ ของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora ทกุ 4 ชั่วโมงจนครบ  48

                     ชัว่โมง
                   ค.  ความเขมขนของซูโอสปอร  5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
                     ง.  ความเขมขนของซูโอสปอร  1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
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รูปที่ 38  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลังจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             RRIM600 (รูปลาง)  ดวยซโูอสปอรความเขมขน 5 × 106  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร   ของเชื้อ

รา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (ก ําลงัขยาย 40 เทา)

RRIC110
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รูปที่ 39  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             และ  RRIM600  (รูปลาง)    ดวยซโูอสปอรความเขมขน   1 × 107    ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

 RRIC110

     RRIM600
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รูปที่ 40  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110   (รูปบน)
             และ RRIM600  (รูปลาง)      ดวยซโูอสปอรความเขมขน  5 × 107   ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
             ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

 RRIC110

    RRIM600
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รูปที่  41  การสรางสายราและการเกิดสปอรแรงเจียม หลงัจากบมใบยางพันธุ  RRIC110  (รูปบน)
และ RRIM600 (รูปลาง)      ดวยซโูอสปอรความเขมขน 1 × 108   ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
ของเชื้อรา Phytophthora palmivora  ทีเ่วลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

RRIC110

   RRIM600
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3.1.6  ผลการสังเคราะหสคอพอลิตินเมื่อกระตุนใบยางพารา ดวยซูโอส
ปอร  ของเชื้อรา Phytophthora palmivora    

                  จากผลการทดลองขอ 3.1.5 จึงใชซโูอสปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอร
ตอมิลลิลิตรมาศึกษาการสรางสคอพอลิตินเพื่อนํ ามาแยกความตานทานตอโรคระหวาง
กลุมตานทานและออนแอ จากผลการทดลองสามารถแยกความแตกตางระหวางกลุม
พันธุตานทานและปานกลางออกจากกลุมพันธุออนแอไดชัดเจน แตไมสามารถแยก
ความแตกตางระหวางกลุมพันธุปานกลางออกจากกลุมตานทานได โดยพบวาในชั่วโมง
ที ่ 8 ซึ่งมีการสรางสคอพอลิตินไดสูงสุดในกลุมพันธุตานทานนั้นมีปริมาณมากกวากลุม
ออนแอประมาณ 2-3 เทา แตมีการสรางสคอพอลิตินความเขมขนเทาๆกันหรือไมแตก
ตางกันอยางมีนัยสํ าคัญกับพันธุยางในกลุมปานกลาง ดังนั้นจึงไมสามารถใชสคอพอลิ-
ตินทีถ่กูสรางขึ้นจัดกลุมไดโดยตรง   อยางไรก็ตามจากการเก็บผลการทดลองที่เวลา 4, 
8, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง ทํ าใหทราบวารูปแบบการสรางสคอพอลิตินในชั่วโมงตางๆ
ของกลุมพันธุยางทั้งสามมีความแตกตางกันอยางชัดเจนกลาวคือในกลุมพันธุตานทาน 
(RRIC110, BPM-24 และ PB-235) จะมีการสรางสคอพอลิตินสงูที่สุดเพียงตํ าแหนง
เดียวณ.ชั่วโมงที่ 8  โดยมีความเขมขนของสคอพอลิตินประมาณ 1.5-2.5 ไมโครโมลาร  
จากนั้นการสรางสคอพอลิตนิจะลดลงอยางรวดเร็วตั้งแตชั่วโมงที่ 12 เปนตนไป (รูปที่
42)  แสดงวาความเขมขนของสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นจากพันธุยางในกลุมนี้นาจะ
เพียงพอตอการยับยั้งการลุกลามของเชื้อราไปยังเซลลขางเคียงและยับยั้งการสราง 
สปอรแรงเจียมได  ซึ่งจากการศึกษาลักษณะขนาดของรอยไหมพบวาเมื่อใชความเขม
ขนซูโอสปอรเดียวกันกับการทดลองนี้  รอยไหมที่เกิดขึ้นไมมีการลุกลามของเชื้อรา
                  ในกลุมปานกลางจะมีการสรางสคอพอลิตินทีมี่จดุสูงสุด 2 ตํ าแหนง  กลุม
แรกมีการสังเคราะหสคอพอลิตินที ่ 8 ชั่วโมงสูงมากและลดตํ่ าลงในชั่วโมงที่ 12  หลัง
จากนั้นการสังเคราะหสคอพอลิตินสงูขึ้นอีกในชั่วโมงที่ 24 แตความเขมขนของสคอพอ-
ลิตินทีถ่กูสรางขึ้นไมไดมากกวาในชั่วโมงที่ 8 ดังที่พบในยางพันธุ RRIT250, RRIT251,
PB311 และ PB260 ซึง่เมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับขนาดของรอยไหมพบวาเปนพันธุยาง
ในกลุมปานกลางที่คอนขางตานทานตอโรค (รูปที่ 43ก) สวนในกลุมที่สองปริมาณสคอ-
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รูปที่ 42  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลติิน    ทีเ่วลาตางๆในใบยางกลุมพันธุตานทานคือ
             พนัธุ RRIC110, PB-235 และ BPM-24 เมือ่บมดวยเชื้อราความเขมข   5×107   ซโูอสปอร
             ตอมิลลิลิตร

พอลิตินที ่8 ชัว่โมงสูงและลดลงจนตํ่ าลงในชั่วโมงที่ 12 หลังจากนั้นมีการสรางสคอพอ- 
ลิตินสูงขึ้นในชั่วโมงที่ 24 และสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นมีความเขมขนมากกวาในชั่ว
โมงที่ 8  ดังที่พบในยางพันธุ BPM1, KRS25, PB255, GT1, PR302, PR305, และ 
PR255 (รูปที่ 43ข)  และเมือ่นํ าไปเปรียบเทียบกับขนาดของรอยไหมจัดเปนพันธุปาน
กลางที่คอนไปทางออนแอ
                  ดงันัน้จากผลการทดลองที่กลาวมาแสดงวาในตํ าแหนงแรกที่ 8 ชั่วโมง มี
ความเขมขนของสคอพอลิตนิในชวง 1.0-2.5 ไมโครโมลาร ซึ่งนอยกวาในพันธุตานทาน
และไมเพียงพอตอการยับยั้งการลุกลาม  เพราะวายังมีการสรางสคอพอลิตินไดอีกในชั่ว
โมงที่ 24   และจากในชั่วโมงที่ 8 ของรูปที่42, 43ก และรูปที่ 43ข ดูเหมือนวาสคอพอลิ-
ตินที่ถูกปลอยลงในนํ้ ามีความเขมขนใกลเคียงกันแตสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นแตละ
เซลลในพันธุตานทานสูงกวามากเพราะจํ านวนการถูกเจาะนอยกวา ทํ าใหพันธุตาน
ทานสามารถทํ าลายเชื้อที่เขามาบุกรุกไดในทันทีที่มีการสรางสคอพอลิติน แตในพันธุ
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ปานกลางสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นแตละเซลลมีความเขมขนตํ่ ากวาจึงไมสามารถ
ทํ าลายหรือกักบริเวณเชื้อไดทั้งหมดจึงทํ าใหเกิดการลุกลามจนเกิดกระตุนใหมีการ
สรางสคอพอลิตินขึ้นอีกในชั่วโมงที่ 24 แตความเขมขนสคอพอลิตินจะสูงมากหรือนอย
ขึน้อยูกับลักษณะทางกายภาพของใบ  จากรูปที่ 43ก แสดงการสรางสคอพอลิตินในพีค
หลังตํ่ าแสดงวามีสิ่งกีดขวางทางกายภาพสูงคือถูกเจาะไดนอยกวาและลุกลามไดนอย
กวารูปที่ 43ข ซึ่งมีพีคหลังสูง รวมทั้งยังเกิดการ reinfection ของซูโอสปอรในชั่วโมงที่ 
24 ทํ าใหเกิดการกระตุนใหสรางสคอพอลิตินไดอีก โดยถามีพีคหลังสูงแสดงวาเกิดการ
สรางซูโอสปอรเปนจํ านวนมากจนกระตุนใหเกิดการ reinfection ไดมากกวาที่มีพีคหลัง
ตํ่ า
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รูปที่ 43  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลิตินทีเ่วลาตางๆ ในใบยางกลุมพันธุปานกลางเมื่อ
    บมดวยซโูอสปอรความเขมขน 5×107  ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรของเชื้อรา    Phytophthora
   palmivora  มี  2  รูปแบบ คือ
ก. ลักษณะกราฟตัวอยางยางพันธุปานกลาง (RRIT250, RRIT251 และ PB260)  มีจุด

สูงสุด 2 จดุ ซึ่งจุดแรก (8 ชัว่โมง) สูงกวาจุดที่สอง (24 ชั่วโมง)
ข. ลักษณะกราฟตัวอยางยางพันธุปานกลาง (PR255, KRS25 และ BPM1) มจีุดสูงสุด 

2 จุด ซึ่งจุดแรก (8 ชัว่โมง) ต่ํ ากวาจุดที่สอง  (24 ชั่วโมง)
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                  ในกลุมสุดทายคือกลุมออนแอ (KRS156, RRIM600 และ KRS163) มีการ
สรางสคอพอลิตนิในอัตราที่ตํ่ าอยางคงที่ หรือในบางพันธุ เชน KRS163 สรางไดสูงสุด
ในชั่วโมงที่ 8 แตตํ่ ากวาในกลุมตานทานประมาณ 2-3 เทา เมื่อเทียบกับสคอพอลิตินที่
ถกูสรางขึ้นในกลุมตานทาน (รูปที่ 44) จงึไมเพียงพอตอการยับยั้งการลุกลามหรือกักขัง
เชื้อโรคไมใหเกิดการแพรกระจาย การที่กลุมออนแอมีการสรางสคอพอลิตินนอยไมได
หมายความวาเซลลในพันธุออนแอมีการสรางสคอพอลิตินไดนอยแตเกิดจากการตาย
ของเซลลจํ านวนมากอยางรวดเร็วจนทํ าใหเอนไซม Scp-peroxdase แตกออกมานอก
เซลลและยอยสลายสคอพอลิตินที่ปลดปลอยออกมาจากชิ้นใบยางไดเพราะจากการ
ทดสอบพันธุ RRIM600 กับซโูอสปอรความเขมขน 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร ก็
สามารถสรางสคอพอลิตินไดในปริมาณใกลเคียงกับในพันธุตานทาน

รูปที่ 44  รูปแบบกราฟในการสังเคราะหสคอพอลิตินที่เวลาตางๆในใบยางกลุมพันธุออนแอ (KRS
             163, KRS156 และ RRIM600) เมื่อบมดวยซโูอสปอรความเขมขน   5×107  ซโูอสปอรตอ
             มิลลิลิตร ของเชื้อรา Phytophthora palmivora
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                    จากการทดลองสามารถแบงระดับความตานทานตามรูปแบบของกราฟ
ออกไดเปน 4 ระดับคือ พันธุที่จัดอยูในกลุมตานทานมากไดแกพันธุ BPM-24, PB-235 
และ RRIC110 ซึง่มรูีปแบบกราฟที่มีจุดสูงสุดที่ 8 ชั่วโมงเพียงจุดเดียว หลังจากนั้นการ
สรางสคอพอลิตนิจะตํ่ าลงอยางคงที่ กลุมปานกลางที่คอนขางตานทานไดแก  PB311, 
RRIT250, RRIT251 และ PB260 มีรูปแบบกราฟที่มีจุดสูงสุดของกราฟ 2 จุดคือที่ 8 
และ 24 ชั่วโมง โดยจุดแรกสูงกวาจุดที่สอง กลุมปานกลางที่คอนขางออนแอไดแก 
PR255, BPM1, KRS25, PB255, PR302, PR305 และ GT1 มีรูปแบบกราฟที่มีจุดสูง
สดุ 2 จดุเชนเดียวกับที่พบในกลุมปานกลางที่คอนขางตานทาน แตจุดที่สอง (12 ชั่ว
โมง) สูงกวาจุดแรก (8 ชั่วโมง) และสุดทายในกลุมออนแอไดแก KRS156, KRS163 
และ RRIM600 มีรูปแบบกราฟที่อัตราการสรางสคอพอลิตินตํ่ าอยางคงที่ ซึ่งทั้ง 17 
พนัธุใหผลสอดคลองกับขนาดของรอยไหมที่กลาวมาแลวขางตน

3.1.7 ผลการศึกษาการสรางลิกนินที่เกิดจากการกระตุนใบยางพารา  ดวย
         สารละลายซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora

                  เนื่องจากสคอพอลิตินที่ถูกกระตุนดวยซูโอสปอรมีความสอดคลองอยาง
มากกับขนาดของรอยไหมจึงอนุโลมวาปริมาณลิกนินจะเปนไปในทางเดียวกันดวย ผู
วิจัยจึงไมไดทดสอบลิกนินทุกพันธุประกอบดวยตนพันธุยางติดโรคมากและเริ่มทรุด
โทรม พันธุยางหลายพันธุตองไปเอากิ่งตาที่สถานีทดลองยางยะลาจึงเลือกทดลอง
เฉพาะบางพันธุที่ปลูกที่ศูนยวิจัยยางสงขลา โดยพันธุยางที่นํ ามาทดลองไดคือพันธุ 
BPM-24 และ PB-235 เปนตัวแทนพันธุตานทาน, พันธุ RRIT251 เปนตัวแทนพันธุปาน
กลางและพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุออนแอ
                  น ําชิ้นใบยางขนาด 1×1 เซนติเมตรมาวางบนกระดาษกรอง หลังจากบม
ดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora ความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรเมื่อ
เวลาผานไปทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 36 ชั่วโมง  นํ าชิ้นใบยางในแตละชวงเวลาทั้งในชุดควบ
คมุและชุดทดสอบมาทํ าปฏิกิริยากับ 2% Phloroglucinol เปนเวลา 1 วัน  จากนั้นนํ ามา
ทํ าใหเปนกรดดวยไฮโดรคลอริกเขมขน ถาเกิดการสรางลิกนินขึ้นลิกนินจะทํ าปฏิกิริยา
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กบักรดเห็นเปนสีแดงโดยใชวิธีการสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน  จากการทดลองพบวา
ใบยางที่เปนตัวแทนในกลุมพันธุตานทานคือพันธุ BPM-24 และ PB-235 เกิดปฏิกิริยา
การสรางลกินนิชัดเจนที่สุดในชั่วโมงที่ 24 หลังจากการบมดวยเชื้อรา P. palmivora 
ลิกนินที่เกิดขึ้นจะทํ าปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริกเขมขนเปนสีแดงตรงบริเวณเสนใบ
ของใบยางพารา โดยพบการสรางลกินินในพันธุ BPM-24 ชัดเจนมากกวาที่พบในพันธุ 
PB-235 และในชุดควบคุมของใบยางพาราทั้งสองพันธุมีปฏิกิริยาการสรางลิกนินบาง
เลก็นอยเมื่อเปรียบเทียบกับในชุดทดสอบที่มีการสรางลิกนินปริมาณมาก การที่พบการ
สรางลกินนิในชุดควบคุม อาจเปนลักษณะเฉพาะของใบยางพาราในกลุมพันธุตานทาน
ที่มีการสะสมลิกนินอยูตลอดเวลาเพื่อปองกันการบุกรุกของเชื้อรา สวนในใบยางพารา
ของกลุมตัวแทนพันธุปานกลางคือพันธุ RRIT251 พบปฏิกิริยาการสรางลกินินบางเล็ก
นอยเมื่อเปรียบเทียบกับในชุดควบคุมที่ไมพบการสรางลิกนิน สวนในตัวแทนกลุมพันธุ
ออนแอคือพันธุ RRIM600 ทั้งในชุดทดลองและชุดควบคุมไมพบปฏิกิริยาการสราง     
ลกินิน (รูปที่ 45) ดงันั้นการทดลองนี้สอดคลองกับขนาดของนีโครซีสและปริมาณสคอ-
พอลิติน

            จากผลการทดลองที่ไดพบวาในพันธุตานทาน (BPM-24 และ PB-235) จะ
ตอบสนองตอเชื้อรา P. palmivora โดยการเกิดปฏิกิริยาการสรางลิกนินขึ้นเพื่อเพิ่ม
ความแข็งแรงใหกับเซลลใบยางพารา และปฏิกิริยาการสรางลิกนินเริ่มลดลงตามระดับ
ความตานทานที่ตํ่ าลงของใบยางพาราจนกระทั่งไมพบการสรางลิกนินในพันธุออนแอ 
(RRIM600) ดงันั้นการเกิดปฏิกิริยาการสรางลิกนินสามารถใชบอกระดับความตานทาน
ของใบยางพาราได  ซึง่สอดคลองกับการบมใบยางพาราดวยเชื้อรา M. ulei (Garcia et 
al., 1995 a)

            การศึกษาปฏิกิริยาการสรางลกินนิจากตัวแทนพันธุยางในกลุมตางๆ (ตาน
ทาน, ปานกลางและออนแอ) มีการสรางลกินินตามระดับความตานทาน จึงอนุโลมวา
พันธุยางตางๆในแตละกลุมพันธุยางนาจะมีปฏิกิริยาการสรางลิกนินเปนไปในทางเดียว
กนัดวย  แตถึงอยางไรก็ตามวิธีการทดลองดังกลาวไมสามารถแสดงผลในรูปของตัวเลข
ได  ทํ าใหไมสามารถแสดงความแตกตางไดชัดเจนมากนัก ดังนั้นถามีการทดลองตอไป
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จึงควรหาวิธีที่สามารถวัดปริมาณลกินินได เชนใชวิธีการสกัดใบที่ไดรับการกระตุนจาก  
ซโูอสปอรและนํ ามาหาคาปริมาณลิกนินตามวิธีของ  Bruce และ West  (1989) ซึ่งวิธีนี้
จะใชวิธีวัดปริมาณลกินินที่เกิดขึ้นโดยใชเครื่อง spectrophotometer แลววัดคาการดูด
กลนืแสงที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร
                      ชุดควบคุม                                 ชุดทดลอง

รูปที่ 45 ปฏิกริิยาการสรางลิกนินของใบยางพาราพันธุตางๆหลังจากบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร
              ความเขมขน 5 × 107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร เปนเวลา 24 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)

BPM-24 BPM-24

PB-235 PB-235

RRIT251 RRIT251

RRIM600      RRIM600
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3.2  ปฏิสัมพันธระหวางอิลิซิตินของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora กับใบยาง
      พาราพันธุตางๆ

      3.2.1  การเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ าเล้ียงเชื้อรา Phytophthora palmivora
              นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ปริมาตร 1 ลิตร มาหาคาปริมาณโปรตีน
โดยวิธีกรดไบซินโคนินิคเนื่องจากอิลิซิตินมีกรดอะมิโนชนิดเบสเชนไลซีนนอยมากจึงทํ า
ใหมีความไวตอ Bradford reagent ตํ่ า จากการทดลอง 3 ครั้งพบวามีปริมาณโปรตีน
รวม 120.23 ± 6.82 มิลลกิรัมคิดเปน 100 เปอรเซ็นตจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา 1 ลิตร  จาก
นั้นนํ ามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต (NH4)2SO4 ที่ความอิ่มตัว 90 
เปอรเซ็นต แลวนํ าตะกอนที่ไดมาละลายกลับในนํ้ ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตรนํ ามาหา
คาปริมาณโปรตีนพบวามีปริมาณโปรตีนรวม 42.53 ± 5.21 มิลลิกรัมคิดเปน 35.37 
เปอรเซ็นตจากนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา 1 ลิตร  ตอมานํ าสารละลายโปรตีนที่ไดไปกํ าจัดเกลือออก
โดยการใชคอลัมน PD-10 พบวามีสารละลายโปรตีนถูกชะออกมา 1 พีค  รวมหลอดที่มี
คาโปรตีนสูงโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (หลอดที่ 3 
และ 4) (รูปที่ 46)  ซึง่เปนพีคทีเ่ปนโปรตีนสวนใหญ (major peak) มีปริมาณโปรตีน 
39.15 ± 4.34 มิลลิกรัมคิดเปน 32.56 เปอรเซ็นตจากโปรตีนเริ่มตน (ตารางที่ 10)

ตารางที่  10  ปริมาณโปรตีนรวมและ  % yield  ในขัน้ตอนตางๆของการเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ า
เลี้ยง
                    เชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาตร 1 ลิตร

ข้ันตอนการทํ าบริสุทธิ์ ปริมาณโปรตีนรวม
(mg)

Yield (%)

นํ ้าเลี้ยงเชื้อรา
ตกตะกอนดวย (NH4)2SO4

คอลัมน PD-10

120.23  ± 6.82
42.53  ± 5.21
39.15 ± 4.34

100.00
35.37
32.56
    (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)
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รูปที่  46  แสดงการแยกสารละลายอิลิซิตินจากนํ ้าเลี้ยงเชื้อราปริมาตร 1 ลิตรโดยคอลัมน PD-10;
จากการตกตะกอนนํ้ าเลี้ยงเชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาตร 1 ลิตร ดวยเกลือ

              แอมโมเนียมซลัเฟตที่ความอิ่มตัว    90  %    น ําตะกอนละลายกลับดวยนํ้ ากลั่นปริมาตร
              10 มลิลิลิตร   แลวนํ ามาผานคอลัมน  PD-10 คร้ังละ 1 มิลลิลิตร  ชะคอลัมนดวยนํ้ ากลั่น
              ปลอดเช้ือ โดยเก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร
              (ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 การทดลอง ± SD)

      3.2.2  ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอิลิซิติน
                  ในการติดตามการทํ าใหอิลิซิตินบรสิทุธิ์พียงบางสวน (partially purify) จาก
นํ ้าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora ซึง่ผานการตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความอิ่มตัว 90 เปอรเซ็นตแลวละลายตะกอนกลับ   จากนั้นนํ ามากํ าจัดเกลือออกดวย
การใชคอลัมน PD-10 รวมหลอดที่มีคาโปรตีนสูงจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร (หลอดที่ 3 และ 4) ไปตรวจสอบความบริสุทธิ์โดยการ
ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซีสแบบ Tricine-SDS-PAGE และยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต พบวามี
แถบโปรตนีหลัก 2 แถบ ซึ่งเมื่อหานํ้ าหนักโมเลกุลของแถบดังกลาวเทียบกับแถบโปรตีน
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มาตรฐานพบวาเปนแถบที่มีนํ้ าหนักโมเลกุลประมาณ 10 กิโลดาลตัน  และแถบที่สองมี
นํ ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 18 กิโลดาลตัน ซึ่งที่นํ้ าหนักโมเลกุล 10 กิโลดาลตันเปนแถบสี
เขมและหนาทึบกวาโปรตีนชนิดอื่นอยางชัดเจนแสดงวาเปนโปรตีนหลักที่เชื้อราชนิดนี้
ผลิตออกมาในนํ้ าเลี้ยงซึ่งก็คืออิลิซิตินที่มีชื่อเฉพาะวา palmivorein เหมือนกับ
palmivorein ที่พบโดย Churngchow และ Rattarasarn (2000) แตแตกตางกันที่ 
palmivorein ทีไ่ดจากการทดลองครั้งนี้เปนเพียง palmivorein ทีถู่กทํ าใหบริสุทธิ์เพียง
บางสวนเทานั้นเพราะยังมีแถบโปรตีนอื่นปะปนอยู (รูปที่ 47)  แตจากการนํ าอิลิซิตินที่
เปน partial purify มาทดสอบกับใบยางพาราพันธุ BPM-24 (ตานทาน) และ RRIM600 
(ออนแอ) ก็สามารถทํ าใหเกิดรอยไหมไดโดยพบขนาดของรอยไหมในพันธุตานทานนอย
กวาในพันธุออนแอซึ่งใหผลการทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Churngchow 
และ Rattarasarn (2000) ที่พบวาอิลิซิตินบริสุทธิ์สามารถใชในการบอกระดับความ
ตานทานไดเพราะอิลิซิตินทํ าใหเกิดรอยไหมในพันธุ BPM-24 ไดนอยกวาที่พบในพันธุ 
RRIM600 (ออนแอ)
                  ดังนั้นจากขอมูลดังกลาวผูวิจัยจึงเลือกใชอิลิซิตินที่ทํ าใหบริสุทธิ์เพียงบาง
สวนในการทดสอบกับพืชเพื่อศึกษาปฏิกิริยาการตอบสนองตอไป  แตทั้งนี้การเตรียม
เชื้อรา P. palmivora ใหบริสุทธิ์และการยายโคโลนีของเชื้อราลงบนอาหารเหลวตอง
ปราศจากการปนเปอน
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รูปที่ 47   แบบแผนของแถบโปรตีนโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบมีเอสดีเอสของอิลิซิ-
              ตินทีบ่ริสุทธิ์เพียงบางสวน จากการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต
                แถบที ่1 แถบโปรตีนมาตรฐานซึ่งประกอบดวย    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 ผลการศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิติน  จากการกระตุนใบยางพารา
           ดวยอลิิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora

     อิลซิติินถูกดูดเขาทางกานใบเปนวิธีที่ทํ าใหใบยางพาราไดรับการกระตุนจาก
อิลซิตินิโดยตรง โดยไมตองผานขั้นตอนที่เกิดขึ้นจริงในธรรมชาติ เพราะในสภาพธรรม-
ชาตินั้นตองเริ่มตนจากการที่ซูโอสปอรเจาะเขาไปในเซลลพืชแลวจึงจะมีการสราง        
อิลิซิตินจากเชือ้รา อิลิซิตินที่ถูกสรางขึ้นมีหนาที่ในการนํ าเอาสเตอรอลจากเยื่อหุมเซลล 
(plasma membrane) ของเซลลใบยางมาใชในการสรางสปอรแรงเจียมเพื่อการขยาย
พันธุตอไป  โดยอิลิซิตนิจะจับกับสเตอรอลที่เปนองคประกอบของ plasma membrane 
ของเซลลพืชเจาบาน (Blein et al., 2002)  ดงันั้นการศึกษาผลของอิลิซิตินในการ
กระตุนใหสรางสคอพอลิตินจากพืชเจาบานจึงใชเวลานานกวาซูโอสปอร เนื่องจาก      
ซูโอสปอรกระตุนไดทันทีที่มีการเจาะ ในขณะที่การกระตุนดวยอิลิซิตินตองมีเจริญเติบ
โตของซูโอสปอรเปนสายราอยูระยะหนึ่งกอนจึงจะผลิตอิลิซิตินออกมาเพื่อไปกระตุน
เซลลพืช  นอกจากนั้นในพันธุยางแตละพันธุมีความแตกตางของสิ่งกีดขวางทางกาย
ภาพของใบ ทํ าใหสงผลถึงความสามารถของซูโอสปอรที่จะเจาะผานเขาสูเซลลของใบ
ยาง ในกรณีที่มีสิ่งกีดขวางทางกายภาพหนาทํ าใหการเจาะผานผนังเซลลของซูโอสปอร
ท ําไดนอยกวาผนังเซลลที่บาง จึงทํ าใหปริมาณของสายรานอยกวาเปนผลใหปริมาณอิลิ
ซตินิที่พบนอยกวาดวย  ดังนั้นการที่ผูวจิัยใชวิธีการดูดอิลิซิตินทีท่ราบปริมาณที่แนนอน
เขาไปในกานใบโดยตรง จึงเปนการลดขั้นตอนและระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาตอบ
สนองของพืชเจาบาน รวมทั้งยังทํ าใหงายตอการควบคุมปริมาณอิลิซิตินใหพืชไดรับใน
ปริมาณที่เทากัน ทํ าใหสามารถศึกษาไดวาพันธุใดถูกกระตุนดวยอิลิซิตินซึ่งเปนอิลิซิ
เตอรจากเชื้อราไดดีกวา จึงเปนการศึกษากลไกการตอบสนองที่เกิดขึ้นของใบยางใน
การตานทานตอโรคในชวงหลังของการติดเชื้อ

       จากการทดลองเพื่อศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิตินโดยกระตุนใบยาง
ดวยปริมาณอิลิซิตินของเชื้อรา P. palmivora ทีแ่ตกตางกันคือ 5 และ 10 ไมโครกรัม  
พบวาปริมาณสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นสามารถแบงพันธุยางออกเปนสามกลุมโดยใช
พนัธุ BPM-24 (ตานทาน) เปนตัวเปรียบเทียบ ในกลุมแรกมีการสรางสคอพอลิตินมาก
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กวาในพันธุ BPM-24 ประกอบดวยพันธุ PB-235, KRS156, PB255 และ KRS25  กลุม
ที่สองสรางสคอพอลิตินไดนอยกวาพันธุ BPM-24 ประกอบดวยพันธุ PB260, PR302, 
GT1, RRIC110, RRIT251, RRIT250 และ BPM1 ในกลุมสุดทายไมพบการสรางสคอ-
พอลติิน ประกอบดวยพันธุ PR255, PR305, PB311, KRS163 และ RRIM600  (ตาราง
ที ่ 11 และ รูปที่ 48)  นอกจากนี้พบวาพันธุยางทุกพันธุสรางสคอพอลิตินแปรผันตาม
ปริมาณของอิลิซิติน กลาวคือปริมาณอิลิซิติน 10 ไมโครกรัมสามารถกระตุนใหสราง
สคอพอลิตินไดมากกวาการถูกกระตุนดวยอิลิซิติน 5 ไมโครกรัม ซึ่งการกระตุนใบยาง
ดวยอิลิซิติน 10 ไมโครกรัมสามารถแสดงความแตกตางในการสังเคราะหสคอพอลิติน
ไดชัดเจนมากกวาการกระตุนดวยอิลิซิติน 5 ไมโครกรัม

รูปที ่48  เปรียบเทียบผลการสังเคราะหสคอพอลิตินในชัว่โมงที่   12   บนใบยางพันธุ    RRIM600,
             KRS163,  PB311,  PR305,  PR255,  BPM1,  RRIT250,  RRIT251,  RRIC110,   GT1,
             PR302, PB260, BPM-24, PB-235, KRS156, PB255 และ KRS25 เมื่อถูกบมดวยอิลิซิ-
             ตินปริมาณ 5 และ 10 ไมโครกรัม
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ตารางที่ 11  การสังเคราะหสคอพอลิตินในชัว่โมงที ่ 12  บนใบยางพารา  17  พันธุจากการกระตุน
                   ดวยอลิิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora ปริมาณ 5 และ 10 ไมโครกรัม

      
ความเขมขนของ Scp (ไมโครโมลาร)รายชื่อพันธุยาง

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

(ตัวเลขทีแ่สดงเปนคาเฉลี่ยอยางนอยจาก 3 การทดลองตอหนึ่งพันธุ ± SD)

                    เมื่อทํ าการพิจารณาผลของการศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิตินจากวิธี
การดดูอิลิซิตินเขาทางกานใบพบวา ในพันธุยางบางพันธุเชน BPM-24, RRIC110 และ 
RRIT251 มีความสามารถในการสรางสคอพอลิตินคอนขางตํ่ าเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี
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การทดสอบดวยซูโอสปอร และในพันธุยางบางพันธุที่มีการทดลองดวยซูโอสปอรมีการ
สรางสคอพอลิตินไดนอยเชน KRS156 กลับมีการสรางสคอพอลิตินไดสูงเมื่อทดสอบ
ดวยวธิกีารดูดอิลิซิตินเขาทางกาน  ดังนั้นผูวิจัยจึงคิดวาผลของการสังเคราะหสคอพอลิ
ตนิโดยการดูดอิลิซิตินเขาทางกาน และตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิติน (จาก
ผลการทดลองในรูปที่48) ไมนาจะเปนความสามารถทั้งหมดในการสรางสคอพอลิติน 
ของพันธุยางแตละพันธุ  จึงไดทํ าการทดลองเพิ่มเติมโดยใชวิธีการกรีดบริเวณหลังใบ
ยางและวางหยดอิลิซิตินปริมาณ 10 ไมโครกรัมตอหยดตรงตํ าแหนงที่มีการกรีดควบคู
ไปกับวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบ  เพื่อสังเกตการสรางสคอพอลิตินบริเวณจุด
สัมผัสคือตรงตํ าแหนงที่หยดอิลิซิตินจากวิธีการกรีดกับบริเวณกานจากวิธีการดูดอิลิซิ- 
ติน และการเรืองแสงของสคอพอลิตินบริเวณเซลลขางเคียงคือบริเวณเซลลรอบๆ
ตํ าแหนงที่หยดอิลิซิตินโดยวิธีการกรีดกับบริเวณเซลลภายในเนื้อใบที่อยูไกลออกไปจาก
กานโดยวิธีการดูด อิลิซิตนิ แลวสังเกตการเรืองแสงของสคอพอลิตินภายใตแสงยูวีเพื่อ
ใชในการแปรผลความนาจะเปนของการสรางสคอพอลิตินภายในเนื้อใบของวิธีการดูดอิ
ลซิตินิเขาทางกานที่แสดงในรูปที่ 48 วาเปนความสามารถทั้งหมดในการสรางสคอพอลิ
ตนิของพนัธุยางแตละพันธุหรือไม  ซึ่งเลือกทดลองในพันธุยางพาราบางพันธุเพื่อเปนตัว
แทนในการทดลองเทานั้น คือใชพันธุ BPM-24 เปนตัวแทนพันธุตานทาน, ใช KRS156 
และ PB255 เปนตัวแทนในกลุมที่มีการสรางสคอพอลิตินมากกวาพันธุ BPM-24, ใช
พนัธุ RRIT251 และ RRIC110 เปนตัวแทนพันธุที่มีการสรางสคอพอลิตินนอยกวาพันธุ 
BPM-24 และใชพันธุ RRIM600 เปนตัวแทนพันธุที่ไมมีการสรางสคอพอลติิน พบวาใน
แตละพันธุนั้นทั้งวิธีการหยดอิลิซิตินและวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบมีการตอบ
สนองของเซลลพืชตรงตํ าแหนงที่สัมผัสอิลิซิตินโดยตรงที่เหมือนกัน และในบริเวณเซลล
ขางเคียงของทั้งสองวิธีก็ใหผลไปในทํ านองเดียวกันดวย นอกจากนี้วิธีการกรีดยังทํ าให
สามารถแสดงความแตกตางของบาดแผล (รอยไหม) ระหวางพันธุที่มีลักษณะการเกิด
โรคที่ตางกันดวย ซึ่งในแตละกลุมพันธุยางใหผลการทดลองดังตอไปคือ

        ผลการทดลองของตัวแทนพันธุตานทาน (BPM-24) พบวาจากวิธีการหยด
พบการเรืองแสงของสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงของเซลลที่มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรง 
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มากกวาเซลลขางเคียงหรือเซลลที่อยูหางออกไป  ซึ่งใหผลหมือนกับวิธีการดูดอิลิซิติน
เขาทางกานใบที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณกานที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงสูงกวาใน
บริเวณเนื้อใบที่อยูไกลออกไป  ดังนั้นเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในเซลล
ขางเคียงจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนตํ่ ากวาความสามารถทั้ง
หมดในการสรางสคอพอลิตินของยางพาราพันธุ BPM-24 ผลการทดลองนี้สามารถ
อธิบายไดโดยสมมุติฐานที่วาความสามารถในการตานทานโรคขึ้นอยูกับปริมาณของตัว
รับที่ทํ าใหเกิดการตานทาน (R receptor)  กับตัวรับที่ทํ าใหเกิดโรค (S receptor) โดยที่ 
R receptor มีสัมพรรคภาพ (affinity) สูงกวาสัมพรรคภาพของ S receptor ดวย ผูวิจัย
ไดตั้งสมมุติฐานดังกลาวขึ้นเนื่องจากมีการคนพบวามี receptor อยูหลายชนิดใน
บริเวณ plasma membrane  เชน จากการศึกษาของ Felix และคณะ (1999) พบวามี 
R receptor อยูหลายชนิดในบริเวณ plasma membrane และ receptor เหลานี้
สามารถรับตัวกระตุนไดแตกตางกัน เชนเมื่อกระตุนเซลลแขวนลอยของมะเขือเทศดวย
ตัวกระตุนตางๆคือ fungus-derived glycopeptides, chitin, ergosterol, เอนไซม 
bacterial xylanae หรือ flagellin เขาพบวาตวักระตุนบางตัวถูกจดจํ าดวย receptor 
ตางกันขึ้นอยูกบัชนิดของตัวกระตุน และจากการคนพบ receptor บริเวณ plasma 
membrane ในตนถั่วเหลือง ซึ่งใชเปนตัวรับที่มีสัมพรรคภาพตอ β-glucans ซึ่งเปนอิลิซิ
เตอรจากผนงัเซลลของเชื้อรา P. megasperma f. sp. glycinea ทํ าใหเกิดการสราง
เอนไซม β-1,3-glucanase ในเซลลพืชเจาบานเพื่อใชในการปองกันตัวเองของพืช 
(Yoshikawa et al., 1988; Cosio et al., 1990) ซึ่งในสวนของ R receptor นั้น ไดมีผู
คนพบแลว เชน Wendehenne (1995) พบวามีการจดจํ า cryptogein ซึ่งเปนอิลิซิติน
ของเชื้อรา  P. cryptogea ดวย R receptor ที่มีสัมพรรคภาพกับ cryptogein สูงตรง
บริเวณ plasma membrane ของเซลลยาสูบจนน ําไปสูการตอบสนองเพื่อปองกันตัว
เองของพืช  และการพบ R gene ของมะเขือเทศที่มีความจํ าเพาะกับ avr gene ของเชื้อ
รา Cladosporium fulvum ทํ าใหเกิดการตอบสนองแบบ hypersensitive (De Wit et 
al., 1993 และ Kooman-Gersmann et al., 1998)  จากการคนพบเหลานี้จึงสามารถ
แนใจไดวามี receptor ตรงบริเวณ plasma membrane จริงโดยเฉพาะ R receptor ซึ่ง
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แตกตางกันไปแลวแตชนิดของตัวกระตุน  สวน S receptor นัน้เปนการสันนิษฐานขึ้น
ของผูวิจัยที่พบวาพืชสามารถเกิดการตอบสนองในลักษณะที่เกิดโรค ดังนั้นนาจะมีตัว
รับอีกตวัหนึ่งที่สงผลทํ าใหเกิดโรคได และนาจะมีลักษณะที่ไมแตกตางกับ R receptor 
เนื่องจาก R receptor ทีพ่บในปจจุบันนาจะเกิดขึ้นจากวิวัฒนาการของลักษณะความ
ออนแอของพืชซึ่งก็ควรจะเปน S receptor และจากการเพิ่มปริมาณอิลิซิตินในพันธุตาน
ทานพบวาลักษณะการตอบสนองแบบ hypersensitive สามารถเปลี่ยนเปนการตอบ
สนองแบบการเกิดโรคได ดังนั้นจึงนาจะมี S receptor อยูจริง ซึ่งมี affinity ตํ่ ากวา      
R receptor ดวย เพราะมีการตอบสนองแบบ hypersensitive กอนการเกิดโรคขึ้น โดย
สนันษิฐานวาในพันธุตานทานมี R receptor จํ านวนมากและมี affinity สูงกวา S 
receptor ดงันั้นเมื่อเซลลมีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงก็สามารถจับกับ R receptor 
ไดจํ านวนมาก  ทํ าใหเหลืออิลิซิตินเพียงเล็กนอยในการเขาทํ าปฏิกิริยากับตัวรับของ
เซลลขางเคียง จึงมีการสรางสคอพอลิตินจากเซลลที่มีการสัมผัสโดยตรงมากกวาเซลล
ทีอ่ยูหางออกไป  นอกจากนี้บาดแผลที่พบในพันธุ BPM-24 (ตานทาน) ที่เกิดจากการ
กรีดมีขนาดเล็กสีเขมซึ่งเปนการตอบสนองแบบ hypersensitive อาจเนื่องมาจากอิลิซิ
ตินเขาจับกับ R receptor ที่มีอยูจํ านวนมากทํ าใหเหลืออิลิซิตินเพยีงเล็กนอยที่จะเขา
จบักับ S receptor จึงพบลักษณะของการเกิดโรคนอยมาก (รูปที่ 49ก.)

        ผลการทดลองของตัวแทนพันธุที่มีการสรางสคอพอลิตินในเนื้อใบจากวิธี
การดูดอิลิซิตินเขาทางกานและตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินซึ่งมีการสราง 
สคอพอลิตินมากกวาในพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ PB-235 และ KRS156 
เปนตัวแทนกลุม พบวาจากวิธีการหยดพบการเรืองแสงของสคอพอลิตินตรงตํ าแหนงที่
มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงนอยกวาที่พบในเซลลขางเคียงหรือเซลลที่อยูไกลออกไป  
ซึ่งใหผลเหมือนวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณกานที่สัมผัส
กบัอิลซิตินโดยตรงนอยกวาในบริเวณเนื้อใบที่อยูไกลออกไป  ดังนั้นการทดลองตัดชิ้น
ใบจากวิธีการดูดอิลิซิตินและนํ าไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในใบจึงมี
ความเขมขนมากกวาที่พบในพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48)  สามารถอธิบายในสมมุติฐาน
ของตัวรับไดวาในพันธุดังกลาวนาจะมี R receptor นอยกวาในพันธุตานทาน ดังนั้นเมื่อ
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เซลลสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงจึงสามารถจับกับอิลิซิตินไดบางสวน จนเหลืออิลิซิติน
จํ านวนมากที่สามารถเขาจับตัวรับของเซลลขางเคียง ทํ าใหเกิดการสรางสคอพอลิติน
จากเซลลที่สัมผัสโดยตรงนอยกวาเซลลที่อยูหางออกไป  และพบวาบริเวณที่สัมผัสอิลิซิ
ตินโดยตรงจากวิธีการกรีดมีการตอบสนองแบบการเกิดโรค สังเกตไดจากการมีบาด
แผลทีมี่ลกัษณะชํ้ านํ้ าตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิติน  จึงนาจะเปนไปไดวามีการจับกับ 
S receptor ตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงควบคูไปกับการจับกับ R receptor 
ดวย จึงสงผลใหเกิดการตอบสนองกํ้ ากึ่งระหวางการตอบสนองแบบตานทานและการ
ตอบสนองแบบการเกิดโรค (รูปที่ 49ข.) จากลักษณะดังกลาวเปนการตอบสนองแบบ
พนัธุปานกลาง

        สวนในพันธุที่เปนตัวแทนในกลุมที่มีการสรางสคอพอลิตินในเนื้อใบจากวิธี
การดูดอิลิซิตินเขาทางกานและตัดชิ้นใบยางไปวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นซึ่ง
มีความเขมขนของสคอพอลิตินนอยกวาพันธุ BPM-24 (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ RRIC110 
และ RRIT251เปนตัวแทนของกลุม พบวาจากวิธีการกรีดมีการเรืองแสงของสคอพอลิ-
ตินตรงตํ าแหนงที่มีการสัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงมากกวาที่พบในเซลลขางเคียง เชน
เดียวกับผลการทดลองจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกาน ที่พบสคอพอลิตินจากบริเวณ
กานซึ่งเปนสัมผัสโดยตรงมากกวาที่พบในเซลลขางเคียงที่อยูบริเวณเนื้อใบ และการ
เรืองแสงที่พบในจุดสัมผัสโดยตรงของทั้งสองวิธีนั้นมากกวาที่พบในพันธุ BPM-24 ดวย  
แตการเรืองแสงที่พบในเซลลขางเคียงทั้งสองวิธีมีคานอยกวาที่พบในพันธุ BPM-24  ทํ า
ใหเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นในเนื้อใบจากการตัดเปนชิ้นจากวิธีการดูด
อิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนนอยกวาพันธุ BPM-24 ดังแสดงในรูปที่ 48 
อธบิายในสมมุติฐานของตัวรับที่ไดกลาวแลวขางตนวา อาจมี R receptor มากกวาที่
พบในพันธุ BPM-24  ทํ าใหตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงนั้น อิลิซิตินสามารถ
จับ  R receptor ไวไดจํ านวนมากหรือเกือบทั้งหมด สงผลใหเหลืออิลิซิตินเพียงเล็กนอย
ในการกระตุนเซลลขางเคียงใหสรางสคอพอลิติน  ทํ าใหเมื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่
ถูกสรางขึ้นในเนื้อใบจากวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานจึงมีความเขมขนนอยกวาพันธุ  
BPM-24  และบาดแผลที่เกิดขึ้นมีการตอบสนองแบบ hypersensitive จึงนาจะเปนไป
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ไดวามี R receptor ตรงตํ าแหนงที่สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงอยูเปนจํ านวนมาก ทํ าใหไม
มีการแสดงผลของ S receptor ที่ทํ าใหเกิดโรคเลย (รูปที่ 49ก)  ซึ่งเปนลักษณะที่พบใน
พนัธุตานทาน
                   สุดทายในกลุมพันธุยางที่ไมพบการสรางสคอพอลิตินจากวิธีการตัดชิ้นใบ
จากการดูดอิลิซิตินเพื่อวิเคราะหหาสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้น (รูปที่ 48) โดยใชพันธุ 
RRIM600 เปนตัวแทนในการศึกษา พบวาจากการกรีดพบการเรืองแสงตรงตํ าแหนงที่
สมัผสัโดยตรงเพียงเล็กนอยเมื่อเทียบกับพันธุ BPM-24 และไมพบการเรืองแสงของสคอ
พอลิตินบริเวณเซลลขางเคียง สวนวิธีการดูดเขาทางกานใบนั้นพบวาทั้งในบริเวณกาน
และเซลลขางเคียงที่อยูในเนื้อใบไมพบการเรืองแสงของสคอพอลิติน ทํ าใหเมื่อวิเคราะห
หาสคอพอลิตินภายในเนื้อใบจากวิธีการตัดใบเปนชิ้นจึงไมพบการสรางสคอพอลิติน 
(รูปที่ 48) นอกจากนี้ยังเกิดบาดแผลลักษณะชํ้ านํ้ าและแผขยายกวางของบริเวณที่
สัมผัสกับอิลิซิตินโดยตรงจากวิธีการกรีด ซึ่งแสดงถึงลักษณะการเกิดโรคที่พบในพันธุ
ออนแอ  สามารถอธิบายสมมุติฐานของตัวรับไดวา อาจมี R receptor อยูจํ านวนนอย
ทํ าใหอิลิซิตินสามารถจับกับ S receptor ไดจํ านวนมากจนสงผลใหเกิดโรค (รูปที่ 49ค) 
ถงึแมจะมี R receptor อยูบางเล็กนอยที่สามารถทํ าใหเกิดการสรางสคอพอลิตินได แต
เมื่อมีการแตกของเซลลที่มีสาเหตุมาจากการเกิดโรคทํ าใหเกิดการปลดปลอย Scp-
peroxidase (Breton et al., 1997 b) จนเกิดการ degradation ของสคอพอลอตินได 
ทํ าใหพบปริมาณสคอพอลิตินทีค่งเหลืออยูมีอยูนอยมากหรือไมพบเลย ซึ่งจากลักษณะ
ดงักลาวถูกจัดเปนพันธุออนแอ
                    พนัธุยางแตละกลุม  (ตานทาน, ปานกลางและออนแอ) มีความแตกตาง
ในการสรางสคอพอลตินิ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปริมาณอิลิซิตินที่ไดรับกับตัวรับทั้งสอง R 
receptor และ S receptor โดยที่ R receptor มี affinity สูงกวา S receptor ดวย กลาว
คือระดับความตานทานขึ้นอยูกับปริมาณของ R receptor ที่แตกตางกันไปตามลํ าดับ
การตานทานโรค  กลาวคือพันธุยางที่มีระดับความตานทานโรคสูงนั้นจะมี R receptor 
จํ านวนมากกวาพันธุยางที่มีระดับความตานทานรองลงมา จึงสงผลใหเกิดการตอบ
สนองแบบ hypersensitive สวนในพันธุออนแอมี R receptor ในปริมาณนอยทํ าให    
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อิลิซิตินจบักบั S receptor มากขึ้นจึงสงผลทํ าใหเกิดโรค  ในกรณีพันธุปานกลางมี       
R receptor อยูจํ านวนนอยกวาที่พบในพันธุตานทานทํ าใหมีผลของ S receptor มาก
กวาที่พบในพันธุตานทาน จึงทํ าใหปฏิกิริยานี้ขึ้นอยูกับปริมาณของอิลิซิตินดวยกลาว
คือ ถามีอิลิซิตนิในปริมาณตํ่ าก็จะเลือกจับ R receptor สงผลใหเกิดการตอบสนองแบบ 
hypersensitive กอน  เมื่อมีอิลิซิตินมากขึ้นก็จะจับกับ S receptor ทํ าใหเกิดอาการ
ของโรค  แมแตพันธุ BPM-24 ถาเพิ่มอิลิซิตินมากขึ้นจะพบอาการชํ้ านํ้ าบริเวณกรีดเชน
กนั  ผลการทดลองนี้ทํ าใหผูวิจัยคอนขางมั่นใจวาในเซลลใบยางมี receptor สํ าหรับ    
อิลิซิตินทัง้สองชนิด ดงันั้นจากปฏิกิริยา incompatible ทีท่ ําใหเกิดการตานทานโรคและ 
compatible ที่ทํ าใหเกิดโรคเปนปฏิกิริยาที่ตอเนื่องกัน ไมไดแบงแยกชัดเจนเหมือน
ทฤษฎี gene-for-gene (Staskawicz et al., 1995) ทีเ่ชื้อโรคหนึ่งชนิดจะมี avirulence 
(Avr) gene หรือ virulence (V) gene อยางใดอยางหนึ่งเทานั้น ซึง่เชื้อโรคที่มี Avr
gene มีการจดจํ า R gene ในพืช ทํ าใหมีการตอบสนองในการตานทานตอโรค ถาขาด 
R gene หรือ Avr gene จะสงผลทํ าใหเกิดโรคขึ้นในพืช  แตจากการทดลองสรุปไดวา  
อิลิซิตินเพยีงหนึ่งชนิดสามารถเปน avilulent factor ส ําหรับ R receptor แตจัดเปน 
pathogenic factor สํ าหรับ S receptor ในพืชเพียงชนิดเดียวแตมีระดับความตานทาน
ที่แตกตางกัน ซึ่งคลายกับทฤษฎีของ Keen และคณะ (1990) ที่พบวา hypersensitive 
response and pathogenicity (hrp) gene ในแบคทีเรียเพียงชนิดเดียวจะถูกสรางเปน
ผลิตภัณฑหลายชนิด  โดย Avr protein เทานั้นที่จะจับกับ R receptor และทํ าใหมีการ
ตอบสนองแบบ hypersensitive  แตถาไมมี R receptor ดังที่พบในพันธุออนแอ ทํ าให
ผลิตภัณฑของกลุม hrp gene ดังกลาวไปกดดันการแสดงออกแบบ hypersensitive ใน
พันธุออนแอจนสงผลใหเกิดโรค เชนเดียวกับที่พบในมะเขือเทศที่มีการตอบสนองทั้ง
แบบ hypersensitive และการเกิดโรค ขึน้อยูกับตัวกระตุนคือ Avr gene ที่ทํ าใหเกิด
การตอบสนองแบบ hypersensitive แตถาเกิดการกลายพันธุ (mutant) ของ Avr gene
ในเชื้อกอโรคก็สามารถทํ าใหเกิดโรคได (De Wit et al., 1993 และ Kooman-
Gersmann et al., 1998)
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ก. พันธุตานทาน

ข. พันธุปานกลาง

ค. พันธุออนแอ

รูปที ่49  แสดงรูปแบบสมมุติฐานเกี่ยวกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางอิล
             ชนิดคือ R receptor   (      ) และ S receptor   (      ) บน pl
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  3.2.4  ผลการศึกษาปฏิกิริยาการสรางลิกนิน   ที่เกิดจากการกระตุนใบยาง
           ดวยอิลิซิตินของเชื้อรา Phytophthora palmivora
            ในการทดลองครั้งนี้ ผูวิจัยไมไดทดลองปฏิกิริยาการสรางลิกนินครบทั้ง 17 

พนัธุ  เนื่องจากพันธุยางหลายพันธุติดโรคและเริ่มทรุดโทรม รวมทั้งพันธุยางหลายพันธุ
ตองไปเอากิ่งตาที่สถานีทดลองยางยะลา  จึงเลือกทดลองเฉพาะบางพันธุที่ปลูกที่ศูนย
วจิยัยางสงขลา โดยพันธุยางที่นํ ามาทดลองไดคือพันธุ BPM-24 และ RRIT251 เปนตัว
แทนพันธุตานทาน, พันธุ PB-235 เปนตวัแทนพันธุปานกลาง และพันธุ RRIM600 เปน
ตัวแทนพันธุออนแอ (จากการจัดลํ าดับความตานทานดวยการทดสอบกับอิลิซิตินจาก
ขอ 3.2.3 จะเห็นวาพันธุ RRIT251 และ PB-235 มีลํ าดับความตานทานไมตรงกับที่จัด
ดวยขนาดของรอยไหม ดังเหตุผลที่กลาวแลวในขอ 3.2.3 ดังนั้นการเลือกตัวแทนของ
กลุมจึงไมตรงกับการเลือกตัวแทนที่ทํ าการทดลองในขอ 3.1.7)  พบวาเมื่อนํ าอิลิซิติน
มาทดสอบกับใบยางพาราโดยวิธีการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบปริมาณ 10 ไมโครกรัม
ตอหนึ่งกรัมใบไม แลวเก็บผลทุก 2 ชั่วโมงจนครบ 12 ชั่วโมง  พบวาพันธุ PB-235, 
BPM-24 และ RRIT251 จะเกิดปฏิกิริยาการสรางลกินนิตั้งแต 1 ชั่วโมงแรกหลังจากการ
ไดรับอิลิซิตนิ  เมือ่เวลาผานไป 6 ชั่วโมงจะเห็นปฏิกิริยาการสรางลิกนินที่ชัดเจนมากที่
สุดโดยพบในพันธุ PB-235 มากกวา BPM-24 และ RRIT251 ตามลํ าดับ  ลิกนินที่เกิด
ขึ้นจะทํ าปฏิกิริยากับกรดไฮโดรคลอริกเขมขนเห็นสีแดงเขมบริเวณเสนใบและเมื่อเวลา
ผานไป 8-12 ชั่วโมง ปฏิกิริยาการสรางลกินนิจะคอยๆลดลงตามลํ าดับ การสรางลิกนิน
เกิดขึ้นเพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับเซลลและกักบริเวณเชื้อโรคไมใหลุกลาม สวนในชุด
ควบคมุพบการสรางลิกนินเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดทดสอบ  และในใบยาง
พันธุ RRIM600 จะเห็นปฏิกิริยาการสรางลิกนินไมชัดเจนในทุกๆชวงเวลา ไมพบ
ปฏิกิริยาการสรางลิกนินในการทดลองชุดควบคุมดวย ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 
50   ตอไปอาจใชวิธีการสกัดลิกนินออกมาจากใบไมและวิเคราะหหาปริมาณโดยการวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 290 นาโนเมตร (Bruce and West, 1989) เพราะมี
การแสดงผลในรูปของตัวเลขเพื่อใหเห็นความแตกตางของลิกนินในใบยางแตละพันธุได
ชัดเจนมากขึ้น โดยสรุปพบวาตัวอยางของพันธุยางที่นํ ามาศึกษาปฏิกิริยาการสราง   
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ลิกนินสอดคลองกับการสรางสคอพอลิตินจากการกระตุนดวยอิลิซิติน กลาวคือพันธุ
ปานกลาง (PB-235) จะพบการสรางลกินินในเนื้อใบมากกวาในพันธุตานทาน (BPM-
24 และ RRIT251) และพันธุ RRIT251 ซึ่งมีความตานทานสูงกวา BPM-24 เล็กนอย (ดู
จากการสรางสคอพอลิตนิในเนื้อใบที่ตํ่ ากวาในรูปที่ 48)  ก็จะมีการสรางลิกนินตํ่ ากวา 
BPM-24 ดวย  สวนพันธุออนแอ (RRIM600) ก็จะไมมีการสรางลกินินเหมือนกับการ
สรางสคอพอลติิน  ดังนั้นสมมุติฐานเรื่อง R receptor และ S receptor จะใชอธิบายได
ทั้งการสรางสคอพอลิตินและการสรางลกินนิ  เพราะเหตุนี้ทั้งคูเปน downstream ที่เกิด
ขึน้หลังจากอิลิซิตินจับกับ Receptor โดยลกินนิจะพบสูงสุดที่ 6 ชั่วโมง  สวนสคอพอลิ
ตนิพบสูงสุดที่ 8 ชั่วโมง ซึ่งสอดคลองกับ Guest และ Brown (1997) ที่แสดงลํ าดับการ
ตอบสนองของพืชที่ถูกบุกรุกจากเชื้อกอโรคคือมีการสรางลิกนินกอนการสรางสคอพอลิ
ตนิ และเหตุการณทั้งคูจัดเปน early responses ของพืชเมื่อเปรียบเทียบกับการสราง 
PR-proteins และ SAR

             การทดลองดวยอิลิซิตินพบลิกนินในทอลํ าเลียงเปนสวนใหญ เวลาที่พบ 
ลกินนิสูงสุดคือที่เวลา 6 ชั่วโมงเร็วกวาการบมดวยซโูอสปอรซึ่งใชเวลาประมาณ 24 ชั่ว
โมง ทัง้นีเ้พราะอิลิซิตินเขาสูเซลลพืชไดเร็วอยางตอเนื่องตลอดทั้งใบ ในขณะที่ซูโอสปอร
ตองใชเวลาในการปรับสภาพใหเหมาะสมตอการงอกของสายราและแทงผานเขาสู
เนื้อเยื่อ เพื่อกระตุนการตอบสนองในการปองกันตัวเองของพืชรวมทั้งการสรางลิกนิน
ดวย (Kombrink et al., 1988) ดงันั้นปฏิกิริยาการสรางลิกนินที่เกิดจากการกระตุนใบ
ยางดวยซูโอสปอรจึงใชเวลานานกวาที่เกิดจากการกระตุนดวยอิลิซิติน
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                        ชดุควบคุม                                                  ชดุทดลอง

รูปที่ 50  ปฏิกิริยาการสรางลกินนิทีเ่กดิจากการกระตุนใบยางพันธุตางๆ    ดวยอิลิซิตินปริมาณ 10
              ไมโครกรมัตอหนึ่งกรัมใบไม ที่เวลา 6 ชั่วโมง (กํ าลังขยาย 40 เทา)
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