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บทที่ 2

 วัสดุ อุปกรณและวิธีการทดลอง

วัสดุ

ตารางที่ 2  ชือ่สารเคมี นํ้ าหนักโมเลกุล และ บริษัทผูผลิต

ชื่อสารเคมี นํ ้าหนักโมเลกุล บริษัทผูผลิต
Acetic acid 60.5 Merck
Acrylamide 71.1 Merck
Agar - วิทยาศรม
Ammonium sulfate (NH4)  2 SO4 132.14 Merck
Ammonium persulfate (NH4)  2 S2O8 228.7 Merck
Bicinchoninic acid 388.3 Sigma
Bovine Serum Albumin (BSA) 67,000 Sigma
Coomassie brilliant blue G 250 854.0 Sigma
Cupric sulfate (CuSO4) 249.68 Sigma
Ethanol 46.07 Merck
Fluorescent brightener 28 960.9 Sigma
Glycerol 92.09 Carlo Erba
Glycine 75.07 Fluka Chemika
2- Mercaptoethanol 78.13 Merck
Methanol 32.04 Carlo Erba
N,N-methylene bisacrylamide 154.2 Merck
N,N,N,N-tetramethylenediamine 116.2 Sigma
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(TEMED)
ตารางที่ 2 (ตอ)

ชื่อสารเคมี นํ ้าหนักโมเลกุล บริษัทผูผลิต
Phloroglucinol (1,3,5 trihydroxybenzene) 126.1 Sigma
Phosphoric acid 98.0 Baker Analyzed
Potassium sodium tartrate 282.22 Sigma
Potato Dextrose Agar - Difco
Potato Dextrose Broth - Difco
Scopoletin 192.2 Sigma
Sephadex G-50 - Sigma
Silver stain kit - Biorad
Sodium acetate anhydrous 82.03 BDH
Sodium azide (NaN3) 65.01 Merck
Sodium bicarbonate (NaHCO3) 84.01 Merck
Sodium carbonate (Na2CO3) 105.99 Merck
Sodium chloride (NaCl) 58.44 BDH
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 288.4 Merck
Sodium hydroxide (NaOH) 40 BDH
Tricine 179.18 Fluka
Tris(hydroxymethyl) aminomethane 121.1 Merck
Triton X-100 - Sigma
Trypan blue 960.82 Fluka
V8 - Campbell Soup
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อุปกรณ

1. กระดาษกรอง
2. กระบอกตวง ขนาด 0.01, 0.025, 0.050, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ลิตร
3. กลองพลาสติกเก็บแผนเจล
4. กลองจุลทรรศน Olympus CH 40 (Japan)
5. กลองถายรูป Nikon (Japan) และ Olympus SC 35 (Japan)
6. ขวด Duran ขนาด 0.1, 0.25, 0.5 และ 1 ลิตร
7. เข็มฉีดยา Nipro ขนาด 1.2 × 10 มิลลิเมตร
8. เครื่องชั่ง 2 ตํ าแหนง Mettler Toledo
9. เครื่องชั่ง 4 ต ําแหนง MonoBloc inside
10.   คอลัมน PD-10
11.   จานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 6, 9 และ 11 เซนติเมตร
12.   ชอนตักสาร
13.   ตูปลอดเชื้อ Ehret (Germany)
14.   บกีเกอร ขนาด 0.1, 0.25, 0.6, 1 และ 2 ลิตร
15.   ปเปตแกวขนาด 2, 5, 10 และ 20 มิลลิลิตร
16.   ไมโครออโตปเปต พรอมทิป ขนาด 50, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร
17.   มีดผาตัดเบอร 23
18.   หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอนํ้ า Autoclave SS-320 Tomy (Japan)
19.   หลอดไฟ Phillips daylight 40 Watts
20.   Automatic fraction collector model 2110, Biorad (USA)
21.   Centrifuge J2-21 operation, Beckman (USA)
22.   Cover glass ความหนา 0.13-0.17 มิลลิเมตร, Shanghai China
23.   Electrophoresis apparatus, ATTA Cooperation (Japan)
24.   Freeze dryer และ Deep-freeze refrigerator, Sanyo (Japan)
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อุปกรณ (ตอ)

25.   Hand tally counter, Fuji Nishi (Japan)
26.   Microcentrifuge 5804 R Eppendorf (Germany)
27.   Microscope slides ขนาด 25.4×76.2 มิลลิเมตร
28.   Microtube pump MP-3 EYELA (Japan)
29.   Orbital shaker incubator,  Paton  scientific   model   013422   

(South
        Austraria)
30.   pH meter Cyberscan 1000 (Singapore)
31.   Power supply model 1000/500, Biorad (USA)
32.   Shimazu  UV-Vis   recording   spectrophotometer   model    

UV160A
        (Japan)
33.   UV box, Viber Lourmat (France)
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วิธีการทดลอง

2.1  การเตรียมเชื้อพันธุ (germplasm) ของยางพารา
  2.1.1  การคัดเลือกเชื้อพันธุของยางพารา

      คัดเชื้อพันธุที่ผานการคัดเลือกเบื้องตนวาใหผลผลิตสูงจํ านวน 20 พันธุ 
โดยคดัจากยางพันธุชั้น 1, 2, 3 และยางพันธุที่ใหผลผลิตสูง ซึ่งจัดลํ าดับโดยสถาบัน
วจิยัยาง กรมวิชาการเกษตร พันธุยางชั้นตางๆมีรายละเอียดดังนี้
พนัธุยางชั้น1   พนัธุยางในชั้นนี้ไดผานการทดลอง        และศึกษาลักษณะตางๆ  อยาง
                      ละเอียด
พนัธุยางชั้น 2 พนัธุยางชั้นนี้อยูในระหวางการศึกษาลักษณะบางประการเพิ่มเติม
พนัธุยางชั้น 3  พันธุยางชั้นนี้สวนใหญอยูในระหวางการทดลอง และตองศึกษาลักษณะ
                       ตางๆเพิ่มเติม (สถาบันวิจัยยาง, 2542)

       จากพนัธุยางทั้งสามชั้น และยางพันธุที่ใหผลผลิตสูง   สามารถคัดเลือกยาง
ทีจ่ะใชในการทดสอบไดทั้งหมด  20  พันธุ     คือ
พนัธุยางชั้น 1    ประกอบดวย       BPM-24, GT1, KRS156, PB255, PB260, PR255,   
                                                  RRIC110, RRIT251 และ RRIM600
พนัธุยางชั้น 2    ประกอบดวย       BPM1, PB-235 และ RRIT250
พนัธุยางชั้น 3    ประกอบดวย       RRIT163, RRIT209, RRIT226, PR302 และ PR305
                  สวนพนัธุยางที่ใหผลผลิตสูงแตยังไมไดจัดลํ าดับเปนยางพันธุชั้น 1, 2 และ
3 ประกอบดวย KRS25, KRS163 และ PB311

      2.1.2  การติดตาเช้ือพันธุยางที่คัดไวในขอ 2.1.1
                  จากการคัดเลือกเชื้อพันธุยางในขอ 2.1.1 ผูวิจัยไมสามารถนํ ายางพันธุ 
RRIT163, RRIT209  และ RRIT226  มาทดสอบไดเพราะเปนพันธุยางลํ าดับใหมที่อยู
ระหวางการทดสอบของสถานีทดลองยาง จึงไมไดรับอนุญาตใหนํ ายางพันธุดังกลาวมา
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ใชในการทดสอบ  ดังนั้นเชื้อพันธุยางที่จะใชในการทดลองมีทั้งหมด 17 พันธุ โดยเชื้อ
พันธุ ที่เก็บไวในรูปกิ่งตาที่สถานีทดลองยางยะลา ประกอบดวยยางพันธุ BPM1, 
KRS25, KRS163, PB260, PR255, PR302 และ PR305   และบางพันธุเก็บรักษาไวที่
ศูนยวิจัยยางสงขลาไดแกยางพันธุ BPM-24, GT1, KRS156, PB-235, PB255, 
RRIC110, RRIM600, RRIT250 และ RRIT251   สวนยางพันธุ PB311 ไดมาจากแปลง
ยางนายขํ า จังหวัดตรัง ซึ่งพันธุยางดังกลาวมีลักษณะพอแมและผลผลิตนํ้ ายางเฉลี่ย
กิโลกรัมตอไรตอปดังแสดงในตารางที่ 3

       กอนที่จะเริ่มการทดลองตองนํ ากิ่งตาแตละพันธุมาติดตาใหมกับตนตอพันธุ
พืน้เมอืง โดยแตละพันธุจะนํ าไปติดตาจํ านวน 30 ตน ในแตละครั้งของการติดตาจะใช
พันธุ RRIM600 และ BPM-24 ทีมี่ความตานทานตอเชื้อรา P. palmivora นอยและมาก
ตามลํ าดับเปนตัวเปรียบเทียบดวย   จงึไดแบงการติดตาออกเปน 3 ชุดๆละ 7 พนัธุตาม
ลํ าดับ   ดังตอไปนี้
ชดุที่ 1 ประกอบดวยพันธุ      RRIM600, BPM-24, KRS156, PB-235, PB255, PB311
                                           และ RRIT251
ชุดที่ 2 ประกอบดวยพันธุ      RRIM600,  BPM-24, PB260, GT1,  PR255,  RRIC110
                                           และ RRIT250
ชุดที่ 3 ประกอบดวยพันธุ      RRIM600, BPM-24, BPM1, KRS25, KRS163,   PR302
                                           และ PR305
                  ในการติดตาพันธุยางทั้งหมดจะดํ าเนินการที่แปลงยางนายขํ า จังหวัดตรัง  
โดยตองทํ าการเตรียมกิ่งตาเขียวของยางพันธุตางๆในแตละชุดกอน  เร่ิมจากการติดตอ
ศูนยวิจัยยางที่มีพันธุยางที่ตองการ  ซึ่งถาเปนของสถานีทดลองยางจังหวัดยะลาตอง
เดนิทางไปติดตอและดูสภาพกิ่งตายางลวงหนาเปนเวลา 1 สัปดาหพรอมกับนัดเวลาที่
จะไปรบักิ่งตายาง โดยจะนัดหนึ่งวันกอนนํ ากิ่งตายางไปสงที่แปลงยางนายขํ า  แตถา
เปนที่ศูนยวิจัยยางสงขลาสามารถติดตอลวงหนาเพียงหนึ่งวันกอนนํ ากิ่งตายางไปสง 
เพราะทีศ่นูยวิจัยยางสงขลามีกิ่งตาเพื่อจํ าหนาย แตที่สถานีทดลองยางจังหวัดยะลา จะ
เกบ็ในรูปเชื้อพันธุ   กิ่งตาที่ไดมาจะเปนกิ่งตาเขียวอายุประมาณ 5-8 สัปดาห แตละกิ่ง
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มีความยาว 1 ฟุต (รูปที่ 15) เฉลี่ยจะมีตาที่นํ าไปใชได 3-5 ตา โดยนํ ามาพันธุละ 15-20 
กิง่ เพือ่ใหมีจํ านวนตาเพียงพอและเลือกใชไดมากขึ้น  เพราะแมวาจะใชเพียง 30 ตาแต
การขนสงอาจทํ าใหกิ่งตาชํ้ าไดถึงแมจะระมัดระวังก็ตาม

      หลงัจากนํ ากิ่งตายางพันธุไปสงที่แปลงยางนายขํ าเพื่อดํ าเนินการติดตา 
หลงัจากนั้นประมาณ 1 เดือน แผนตาจะเชื่อมติดกับตนตอ (รูปที่ 16ก)   ถอนตนตอมา
ปลูกลงถุงดํ า ขนาด 41/2×14 นิว้ มีรูระบายนํ้ าออก ดินที่ใชบรรจุถุงจะตองมีลักษณะ
คอนขางเหนียว มีดินบรรจุอยูสูงไมนอยกวา 10 นิ้ว (รูปที่ 16ข) เมื่อไดรับการปลูกลงถุง
เรียบรอยแลวจึงนํ ามาไวที่บานพักอาจารยเมธินี รัตรสาร ในมหาวิทยาลัยสงขลา
นครนิทร วิทยาเขตหาดใหญ ซึ่งเปนสถานที่ในการดูแลตนยางตอไป หลังจากนั้นอีก
ประมาณ 2 เดือน จึงจะไดใบที่เหมาะสมสํ าหรับการทดลอง ดงันั้นในแตละชุดการ
ทดลองใชเวลาประมาณ 3 เดือน  จึงไดทํ าการติดตายางหางกันในแตละชุดประมาณ 3-
4 สปัดาห เพื่อจะไดมีเวลาในการทดสอบและบันทึกผลการทดลอง

      2.1.3  การดูแลรักษาตนกิ่งตายาง
                  หลงัจากยายตนตอมาปลูกลงถุงดํ า ตองใสปุยอินทรียใหกับตนตอยางทุก 1 
เดอืน และรดนํ้ าในตอนเชาวันเวนวัน  (ควรรดนํ้ าในตอนเชาเพราะตนยางจะไมชื้นจน
เกินไปซึ่งจะสงผลใหเกิดการติดเชื้อไดงาย)  ประมาณ 2 เดือนจะไดใบที่เหมาะสม
ส ําหรับการทดลอง  หลังจากใชใบจากตนยางจนหมดแลวก็จะทํ าการตัดแตงกิ่งตายาง
ใหม อีกประมาณ 3-4 สัปดาห ตาจะเริ่มแตกใบใหมทํ าใหมีใบที่จะใชในการทดลองครั้ง
ตอไป
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ตารางที่ 3  พอแม, แหลงกํ าเนิดและปริมาณนํ้ ายาง ของเชื้อพันธุยาง 17 พันธุ ที่ใชศึกษา

เชื้อพันธุ พอแม ( แม x พอ ) แหลงกํ าเนิด ผลผลิตเฉลี่ย
กิโลกรัมตอไรตอป

( ml )
BPM1 AVROS163 × AVROS308 อินโดนีเซีย 307
BPM-24       GT1× AVROS1734 อินโดนีเซีย 312
GT1 พันธุดั้งเดิม อินโดนีเซีย 201
KRS25 GT1  illeg ไทย 398
KRS156 PB5/63 × PR107 ไทย 398
KRS163 PB5/63 × RRIM501 ไทย 378
PB235 PB5/51 × PB S.78 มาเลเซีย 312
PB255 PB5/51 × PB32/36 มาเลเซีย 315
PB260 PB56 × PB24) × PB49 มาเลเซีย 312
PB311 RRIM600  × PB235 มาเลเซีย 312
PR255 Tjir1 × PR107 อินโดนีเซีย 322
PR302 - อินโดนีเซีย 233
PR305 Tjir1 × PR78 อินโดนีเซีย 244
RRIC110 LCB1320 × RRIC7 ศรีลังกา 322
RRIM600 Tjir1 × PB86 มาเลเซีย 289
RRIT250
(KRS250)

ตนกลายางในแปลงเอกชนจังหวัด
สงขลา

ไทย 324

RRIT251
(KRS251)

ตนกลายางในแปลงเอกชนจังหวัด
สงขลา

ไทย 477
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(สถาบันวิจัยยาง, 2532; สถาบันวิจัยยาง, 2540; สถาบันวิจัยยาง, 2542)
ช่ือเต็มของคํ ายอที่ใชในการกํ าหนดชื่อพันธุยาง

    AVROS         ยอมาจาก         Algemene  Vereniging  Rubberplanters
                                                     Oostkust Sumatra
        BPM              ยอมาจาก         Balai  Penelitian Perkebunan, Sungei Putih,
                                                     Medan
        GT                 ยอมาจาก        Gondang Tapen
        KRS               ยอมาจาก        Kohong Rubber Station
        LCB               ยอมาจาก        ‘s Lands Caoutchouc Bedrijven
        PB                 ยอมาจาก         Prang Besar
        PR                 ยอมาจาก         Proefstation voor Rubber
        RRIC             ยอมาจาก         Rubber Research Institute of Ceylon
        RRIM             ยอมาจาก         Rubber Research Institute of Malaysia
        RRIT              ยอมาจาก         Rubber Research Institute of Thailand
        Tjir                 ยอมาจาก         Tjirandji



55

รูปที ่15  กิง่ตาเขียวที่จะนํ าไปติดตายางอายุประมาณ 5-8 สัปดาห กิ่งตาเขียว 1 กิ่ง (ความยาว 1
             ฟตุ) โดยเฉลี่ยจะมีตาที่นํ าไปใชได 3-5 ตา (ที่มา : สถาบนัวิจัยยาง, 2541)

รูปที ่16  ลักษณะของตายางเขียวกับตนตอยางหลังจากเชื่อมติดกันประมาณ   1    เดือน   จากนั้น
             ถอนตนตอมาปลูกลงถุงดํ าขนาด 41/2×14 นิว้ มรูีระบายนํ้ าออก ดินที่ใชบรรจุถุงจะตองมี
             ลักษณะคอนขางเหนียว มีดินบรรจุอยูสูงไมนอยกวา 10 นิ้ว
             (ก) การเชื่อมติดของตายางเขียวกับตนตอยาง
             (ข) กิง่ตายางที่ปลูกลงถุงดํ า

(ก) (ข)
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2.2  การเลือกใชใบยางในการทดลอง
       ในการทดลองครั้งนี้จะใชพันธุยางทั้งหมด 17 พันธุ ประกอบดวยพันธุ BPM1,
BPM-24, GT1, KRS25, KRS156, KRS163, PB-235, PB255, PB260, PB311, 
PR255, PR302, PR305, RRIC110, RRIM600, RRIT250 และ RRIT251  โดยจะคัด
เลือกใบยางที่มีอายุอยูระหวางขั้น B2-C stage และ C- stage (รูปที่ 17) (Breton et 
al., 1997)  โดยในการทดลองชุดเดียวกันการเลือกใชใบตองมาจากตนและกิ่งเดียวกัน, 
ลักษณะใบตองไมมีรอยกัดของแมลง, การฉีกขาดของใบหรือแมแตรอยไหมซึ่งอาจเกิด
จากการติดเชื้อมากอน รวมทั้งใบตองมีขนาดและนํ้ าหนักใกลเคียงกัน  นอกจากนี้ใบใน
ชุดควบคุมและในชุดทดลองตองมาจากกานเดียวกันดวย เพื่อลดการแปรปรวนของผล
การทดลอง นอกจากนี้กอนใชใบยางในการทดลองทุกครั้งตองลางดวยนํ้ ากลั่นปลอด
เชือ้ และซับใหแหงเพื่อลางสิ่งสกปรกที่ติดมากับใบยาง

รูปที ่17 แผนภาพรูปแบบอายุใบยางพาราตั้งแตข้ันอายุ A, B, B1, B2, C และ D
             (ทีม่า : Breton et al., 1997)
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2.3 ปฏิสัมพันธระหวางซูโอสปอรของเชื้อรา Phyophthora palmivora กับใบยาง
      พันธุตางๆ
      2.3.1  การเตรียมเชื้อรา Phyophthora palmivora ใหบริสุทธิ์
                  เชื้อรา P. palmivora ไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยยางสงขลา ทาง
ศูนยวิจัยยางสงขลาไดทํ าการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์โดยการเก็บตัวอยางเชื้อราจากกานใบ
ยางพาราที่เปนโรค เพราะเปนเชื้อราที่กอใหเกิดโรคใบรวงในยางพารา    ผูวิจัยนํ าเชื้อรา 
P. palmivora ที่ไดมาทํ าการแยกเชื้อ (isolate) อีกครั้ง โดยการสกัดซูโอสปอรออกมา 
แลวนํ ามาเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อรา PDA (Potato Dextrose Agar, ดูภาคผนวก) เพื่อ
ใหไดซูโอสปอรเดี่ยวๆ (monospore) หลังจากนั้นยายโคโลนีเดี่ยวๆที่ไดลงบนอาหาร 
PDA อีกครั้ง เลี้ยงตอไปอีก 1 สัปดาห ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส จึงจะสามารถ
นํ าไปใชงานได (รูปที่ 18)

รูปที่ 18  เชื้อรา  Phytophthora   palmivora  ในอาหารแข็ง  PDA  ซึง่เลี้ยงไวที่อุณหภูมิ    25 ± 2
             องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน
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      2.3.2  การเตรียมซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora palmivora
                  จากการเลี้ยงเชื้อราในขอ 2.3.1 (บนอาหาร PDA) เมื่อตองการซูโอสปอร
สามารถกระตุนไดโดยการยายไปเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ V8 (ดภูาคผนวก) (รูปที่ 19) 
เปนเวลา 5 วัน หลังจากนั้นสามารถสกัดซโูอสปอรไดโดยเทนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 
15 มิลลลิติร บนสายราแลวนํ าไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที และนํ า
มาวางที่อุณหภูมิหองอีก 30 นาที สปอรแรงเจียมของเชื้อรา P. palmivora จะแตกออก
และปลอยใหซูโอสปอรซึ่งอยูขางในหลุดออกมาได จากนั้นนํ าซโูอสปอรที่ไดมาเจือจาง
ใหมีความเขมขน 5x105, 1x106, 5x106, 1x107, 5x107 และ 1x108  สปอรตอมิลลิลิตร
โดยใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวเจือจาง  วิธีการหาความเขมขนของซูโอสปอรทํ าไดโดย
การหยดนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อที่มีซูโอสปอรผสมอยูลงบน Petroft Hauser counting 
chamber และนับจํ านวนซโูอสปอรภายใตกลองจุลทรรศน (รูปที่ 20) และคํ านวณหา
ความเขมขนของซโูอสปอรซึ่งทํ าไดดังนี้คือ
ความเขมขนของซโูอสปอรใน 1 มิลลิลิตร = (จํ านวนซโูอสปอรทั้งหมดในพื้นที่) × 1000

         ปริมาตรบน Petroft Hauser
     (ปริมาตรบน  Petroft Hauser counting chamber คือ 4 × 10-3 ไมโครลิตร)

รูปที่ 19  ลักษณะของเชื้อรา Phytophthora palmivora ทีเ่จริญเติบโตในอาหารแข็ง V8  ที่อุณหภูมิ
             25 ± 2 องศาเซลเซียสเปนเวลา 4 วัน
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รูปที่ 20  สายรา   (mycelium)    และสปอรแรงเจียม   (sporangium)  ของเชื้อรา  Phytophthora
          palmivora ที่มซีูโอสปอร (zoospores) อยูภายใน ใชกํ าลังขยาย 400 เทา

      2.3.3  การศึกษาลักษณะและขนาดของรอยไหม  (นีโครซีส)  หลังจากกระ-
ตุนใบยางพาราดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Phyophthora palmivora

               2.3.3.1  ศึกษาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสม เพื่อใชในการ
                          คัดเลือกพันธุยางพารา ตามลํ าดับความสามารถในการตาน
                          ทานโรค
                                นํ าซูโอสปอรที่ถูกเจือจางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อจนไดความเขม-
ขน 5×106, 1×107 และ 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (จากวิธีการในขอ 2.3.2) หยด
บนหลังใบทางดานขวาของยางพันธุ RRIM600 ทีจ่ดัเปนพันธุออนแอ, RRIT251 ที่จัด
เปนพันธุปานกลางและ BPM-24 ทีจ่ดัเปนพันธุตานทาน ตามการจัดลํ าดับความตาน
ทานโรคโดยสถาบันวิจัยยาง นํ าใบยางวางควํ่ าในจานแกวปราศจากเชื้อขนาดเสนผา
ศนูยกลาง 11 เซนติเมตร มีกระดาษกรองและนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น หยด     
ซโูอสปอรความเขมขนละหนึ่งหยดตอใบตอพันธุ ปริมาตรหยดละ 20 ไมโครลิตร แตละ
พนัธุหยดเรียงตามความเขมขนจากนอยไปหามาก สํ าหรับการทดลองชุดควบคุมใชนํ้ า
กลั่นปลอดเชื้อแทนนํ้ าซูโอสปอรโดยหยดทางดานซายของใบ (รูปที่ 21) วางไวที่
อุณหภมิู 28 องศาเซลเซียส และใหแสงสวางตลอดเวลา (daylight 40 วัตต) เมื่อเวลา

sporangium
zoospores

mycelium
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ผานไป 72 ชั่วโมง   ซับหยดนํ้ าและหยดซโูอสปอรออก ทํ าการทดลองซํ้ าสามครั้ง และ
เปรียบเทียบลักษณะและขนาดของรอยไหมบนใบยางทั้งสามพันธุเพื่อคัดเลือกความ
เขมขนที่เหมาะสมในการคัดเลือกพันธุยางอยางคราวๆออกเปนสามกลุม (ออนแอ, ปาน
กลาง และ ตานทาน)

รูปที ่21  การบมใบยางพาราดวยซโูอสปอรความเขมขนตางๆในจานแกวปราศจากเชื้อ    ดานซาย
             ของแตละใบวางนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ  (ชุดควบคุม)    สวนทางดานขวาของแตละใบวางหยด
             ซโูอสปอรความเขมขนตางๆ (sp/ml = ซูโอสปอรตอมิลลิลิตร)

               2.3.3.2  การบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร เพื่อจัดแบงกลุมพันธุยาง
           ออกเปนสามกลุมอยางคราวๆตามระดับความตานทาน

                 นํ าซูโอสปอรที่มีความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร (จาก
ผลการทดลองในขอ 2.3.3.1 พบวา 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร เปนความเขมขนที่
เหมาะสม) มาหยดบนใบยาง 17 พันธุที่ไดคัดเลือกไวในขอ 2.2   โดยทํ าการทดลองเชน
เดยีวกับขอ 2.3.3.1 แตใชเพียงความเขมขนเดียวคือ 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  
และใชใบยางพันธุละ 3 ใบ โดยหยดซโูอสปอรใบละ 3 หยดแตละหยดมีปริมาตร 20 
ไมโครลิตร เปรียบเทียบลักษณะและขนาดของรอยไหมบนใบยางแตละพันธุหลังจาก

นํ ้ากลั่น
ปลอดเชื้อ

5×106 sp/ml

1×107 sp/ml

5×107 sp/ml



61

บมเชือ้บนใบยางเปนเวลา 72 ชั่วโมง ใหแสงสวางตลอดเวลา พรอมกับคัดแยกพันธุยาง
ออกเปนสามกลุมอยางคราวๆคือกลุมออนแอ (โดยใชขนาดรอยไหมของยางพันธุ
RRIM600 เปนตัวเปรียบเทียบ), กลุมปานกลาง (โดยใชขนาดรอยไหมของยางพันธุ
RRIT251 เปนตัวเปรียบเทียบ) และกลุมตานทาน (โดยใชขนาดรอยไหมของยางพันธุ 
BPM-24 เปนตัวเปรียบเทียบ) โดยทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 5 ครั้งตอหนึ่งพันธุ
               2.3.3.3  การบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร เพื่อจัดลํ าดับพันธุยางใน
                          กลุมตานทานอยางละเอียด

                 นํ าซูโอสปอรที่มีความเขมขน 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร มา
หยดบนหลังใบยางในกลุมพันธุตานทาน เปนการเพิ่มความเขมขนของซูโอสปอรใหมาก
ขึ้นเพื่อสังเกตลักษณะและระดับความตานทานของแตละพันธุในกลุมยางพันธุตานทาน
ที่ไดจากการคัดเลือกอยางคราวๆในขอ 2.3.3.2 โดยทํ าการทดลองเชนเดียวกับขอ 
2.3.3.1 แตเปลี่ยนความเขมขนของซโูอสปอรเปน 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร  วางไว
ทีอุ่ณหภมิู 28 องศาเซลเซียส และใหแสงสวางตลอดเวลา เมื่อเวลาผานไป 72 ชั่วโมง   
ซับหยดนํ้ าและหยดซูโอสปอรออก เปรียบเทียบลักษณะและขนาดของรอยไหมบนใบ
ยางแตละพันธุพรอมกับจัดลํ าดับความตานทานของพันธุยางในกลุมพันธุตานทาน  
โดยทํ าการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง

          2.3.3.4  การบมใบยางพาราดวยซูโอสปอร เพื่อจัดลํ าดับพันธุยางใน
                     กลุมออนแออยางละเอียด

                     สวนพันธุ ยางในกลุ มออนแอทํ าการทดลองเช นเดียวกับขอ 
2.3.3.1 แตเปลี่ยนความเขมขนของซโูอสปอรเปน 5×106 และ 1×107 ซโูอสปอรตอ
มิลลิลิตร โดยการหยดซูโอสปอรบนหลังใบยางในกลุมพันธุออนแอที่ไดจากการจํ าแนก
อยางคราวๆในขอ 2.3.3.2  การที่ใชความเขมขนนอยลงกวาเดิม (จาก 5×107 เปน 1×
107 และ 5×106 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร) เพื่อที่จะไดเปรียบเทียบลักษณะและขนาดของ
รอยไหมในกลุมออนแอไดอยางละเอียดและชัดเจนมากขึ้น จนสามารถจัดลํ าดับความ
ออนแอตอโรคได  โดยทํ าการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง



62

      2.3.4  กระบวนการในการยอมเซลลใบยางดวยสี  Trypan blue หลังจากบม
         ใบยางพาราดวยซูโอสปอรของเชื้อรา Phytophthora  palmivora

   พนัธุยางที่ใชในการทดลองประกอบดวยพันธุ RRIC110, RRIT251 และ 
RRIM600 ซึง่เปนพันธุยางที่ตานทานตอโรคในระดับที่มาก, ปานกลาง และ นอย ตาม
ลํ าดับ (การที่ใชพันธุ RRIC110 แทนพันธุ BPM-24 เนือ่งจากในชวงที่ทํ าการทดลองเกิด
การขาดแคลนใบยางพันธุ BPM-24 ประกอบกับผลการศึกษาลักษณะและขนาดของ
รอยไหมหลังจากการกระตุนใบยางดวยซูโอสปอรของเชื้อรา P. palmivora  พบวาพันธุ 
RRIC110 มีความตานทานตอโรคชัดเจนมากกวาพันธุ BPM-24) นํ าซูโอสปอรความ
เขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรปริมาตร 3 มิลลิลิตรมาใสลงในจานแกวปลอดเชื้อ
ขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตร โดยมีใบยางในแตละพันธุถูกตัดเปนชิ้นเล็กๆขนาด 
1×1 เซนตเิมตรจํ านวน 10 ชิ้นตอ 1 จานแกว วางใบในลักษณะหงายใบเพื่อใหปากใบ
สมัผัสกับซโูอสปอรโดยตรง ในชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนซโูอสปอร  เมื่อเวลา
ผานไป 1 ชั่วโมงนํ าชิ้นใบยางทั้งในชุดทดสอบและชุดควบคุมมาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอด
เชื้อหนึ่งครั้ง ซับใหแหงและวางลงบนจานแกวปลอดเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 11 
เซนตเิมตรที่มีกระดาษกรองและนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น เมื่อเวลาผานไป 8 
ชัว่โมง (นับตั้งแตใบยางเริ่มสัมผัสกับซโูอสปอร) นํ าชิ้นใบยางในชุดทดสอบและชุดควบ
คุมมาแชใน 0.1 % Triton X-100 เปนเวลา 20 วินาทีเพื่อลดแรงตึงผิวของใบ หลังจาก
นั้นนํ าใบยางมาแชใน 0.5 % Trypan blue เพือ่ยอมเซลลที่ตายเปนเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลานํ ามาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อจนกระทั่งสีที่ไมไดทํ าปฏิกิริยากับเซลลที่ตาย
หลดุออกไป เซลลที่ตายจะทํ าปฏิกิริยากับสี Trypan blue เซลลจะติดเปนสีนํ้ าเงิน  ถา
เกิดการตอบสนองแบบไฮเปอรเซนซิทีฟเซลลจะติดสีนํ้ าเงินของสียอม Trypan blue
อยางมีขอบเขตชัดเจนแตถาเปนการตายที่ไมสามารถกักบริเวณของเชื้อไวไดเซลลจะ
ตดิเปนสีนํ้ าเงินที่กระจายแผกวางอยางไมมีขอบเขต  สงัเกตการติดสีของเซลลภายใต
กลองจุลทรรศนเพื่อเปรียบเทียบความแตกตางระหวางพันธุยางในกลุมตานทาน, ปาน
กลางและออนแอตอโรค ทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุ



63

   2.3.5  การศึกษาเปรียบเทียบลักษณะของสายรา   และการสรางสปอรแรง-
เจียมของเชื้อรา Phytophthora palmivora ในพันธุยางพาราที่มีความ
ตานทานแตกตางกัน

              พันธุยางที่ใชในการศึกษาประกอบดวยพันธุ RRIC110, RRIT251 และ 
RRIM600 เปนตัวแทนของพันธุที่ตานทาน ปานกลางและออนแอตอโรคตามลํ าดับ 
(โดยใชพันธุยางเชนเดียวกับขอ 2.3.4) ซึ่งจัดลํ าดับความตานทานตามขนาดของรอย
ไหมและจํ านวนการถูกเจาะดวยซูโอสปอร จากนั้นนํ าใบยางแตละพันธุมาตัดเปนชิ้น
เล็กๆขนาด 1×1 เซนตเิมตร จํ านวนพันธุละ 10 ชิ้น ใสลงในจานแกวปลอดเชื้อที่มีขนาด
เสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตรที่มีซูโอสปอรความเขมขน 5×107 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร โดยพลิกทางดานหลังใบใหสัมผัสกับซูโอสปอรสวนในชุดควบคุม
พลิกทางดานหลังใบใหสัมผัสกับนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อแทนซูโอสปอร จากนั้นเมื่อครบ
เวลา 1 ชั่วโมงดูดซูโอสปอรและนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อในชุดทดสอบและชุดควบคุมทิ้งไป  ใส
นํ ้ากลัน่ปลอดเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตรลงไปแทนที่  เปลี่ยนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อทุก 4 ชั่ว
โมงจนครบ 32 ชั่วโมง หลังจากเปลี่ยนนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อทุกครั้งสังเกตการเกิดขึ้นของ
สายราและสปอรแรงเจียมของเชื้อรา P. palmivora โดยการนํ าชิ้นใบยางอยางนอย 3 
ชิ้นตอพันธุยางหนึ่งพันธุมาวางบนแผนสไลดและนํ าไปสองดูการเปลี่ยนแปลงภายใต
กลองจุลทรรศน ทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุ เปรียบเทียบความ
แปรปรวนของผลขอมูลภายในพันธุเดียวกันและเปรียบเทียบความแตกตางที่เกิดขึ้น
ระหวางพันธุยางในกลุมตานทาน, ปานกลางและออนแอ

2.3.6 ศึกษาวิธีที่เหมาะสมในการวิเคราะหการสรางสคอพอลิติน ในใบยาง
พาราจากการกระตุนดวยซูโอสปอร

         2.3.6.1  การเตรียมใบยาง
                    พนัธุยางที่ใชในการศึกษาคือพันธุ BPM-24 และ RRIM600  โดย

จะใชพนัธุละ 2 ใบ (อยูในกานเดียวกัน) นํ ามาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ ซับใหแหง 
และแตละใบนํ ามาแบงครึ่งตามแนวยาว ดังนั้นในแตละพันธุจะไดใบยางทางดานซีก
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ซายทัง้หมดสองชิ้นและใบทางดานซีกขวาสองชิ้น หลังจากนั้นนํ าใบทางดานซีกซายทั้ง
หมดมาเปนชุดทดลองและชุดควบคุมของวิธีการหยดบนหลังใบ สวนทางดานซีกขวานํ า
มาตดัเปนชุดทดลองและชุดควบคุมของวิธีการตัดเปนชิ้นเล็กๆ (รูปที่ 22)
              2.3.6.2  การทดลองดวยวิธีการหยดซูโอสปอรบนหลังใบยางพารา
                               จากใบยางที่เตรียมไดในขอ 2.3.6.1 จะมีใบยางทางดานซีกซาย
ในแตละพนัธุจํ านวน 2 ชิ้น ในแตละชิ้นจะแบงเปน 2 สวนคือสวนบนและสวนลาง โดย
ในสวนลางหยดซูโอสปอรความเขมขน 5x107 ซูโอสปอรตอมิลลิลิตรบนหลังใบยาง 
ปริมาตรหยดละ 40 ไมโครลิตร ใบละ 2 หยด ใหแตละหยดหางกัน 1 ตารางนิ้ว  สํ าหรับ
การทดลองชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อแทนซูโอสปอร โดยหยดทางสวนบนของใบ
ปริมาตรหยดละ 40 ไมโครลิตร ใบละ 2 หยดและแตละหยดหางกันประมาณ 1 ตาราง
นิ้วเชนเดียวกัน ในการทดลองจะนํ าใบยางวางในจานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 11 
เซนติเมตรที่มีกระดาษกรองและนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น วางไวที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่ใหแสงอยูตลอดเวลา เมื่อเวลาผานไป 4 ชั่วโมงหลังจาก
บมเชือ้ราบนใบยาง ดูดทุกหยดในชุดทดลองของแตละพันธุเก็บในหลอดทดลอง สวนใน
ชดุควบคุมก็ทํ าเชนเดียวกัน จากนั้นวางนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 40 ไมโครลิตรกลับ
ลงไปยังบริเวณเดิม เมื่อเวลาผานไปอีก 4 ชั่วโมง ดูดหยดกลับคืนมาและวางนํ้ ากลั่นลง
ไปแทนที่ทํ าการทดลองซํ้ าไปเรื่อยๆทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 36 ชั่วโมง นํ าสารตัวอยางที่ได
ไปเก็บที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิ-
ตินทีถ่กูสรางขึ้นตอไป  ทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุ
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รูปที ่22  การเตรียมใบยางเพื่อทดสอบเปรียบเทียบระหวางวิธีการหยดซูโอสปอรบนหลังใบกับการ
             ตัดเปนชิ้นเล็กๆ (leaf disc) และแชในซโูอสปอรของเชื้อรา P. palmivora

              2.3.6.3  การทดลองดวยวิธีการตัดใบยางพาราเปนชิ้นเล็กๆ      (leaf
                         disc)

                    จากใบยางที่เตรียมไวในขอ 2.3.6.1ในหนึ่งพันธุจะมีจํ านวนใบยาง
ทางดานซีกขวา 2 ชิ้น นํ าใบยางในแตละชิ้นมาตัดเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 เซนติเมตร
จ ํานวน 10 ชิ้น แลวแบงออกเปนสองสวนเทาๆกัน โดยสวนแรกใชเปนชุดทดลองและ
สวนหลงัใชเปนชุดควบคุม ดังนั้นในแตละชุดการทดลองจะมีใบยางชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนตเิมตรจํ านวน 10 ชิ้น หลังจากนั้นนํ าสวนแรกมาวางบนจานแกวขนาดเสนผาศูนย
กลาง 6 เซนติเมตร โดยควํ่ าทางดานปากใบใหสัมผัสกับซโูอสปอรความเขมขน 5x107  
ซโูอสปอรตอมิลลิลิตรปริมาตร 3 มิลลิลิตร สวนในชุดควบคุมควํ่ าทางดานปากใบให
สมัผสักบันํ ้ากลั่นปลอดเชื้อแทนซูโอสปอร  เมื่อครบเวลา 1 ชั่วโมงดูดซูโอสปอรและนํ้ า

หยดบนหลังใบ ตัดเปนชิ้นเล็กๆ
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กลั่นปลอดเชื้อในชุดทดสอบและชุดควบคุมทิ้งไป ใสนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 3 
มิลลิลิตรกลับลงไปแทนที่ นํ าไปวางบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ที่
อุณหภมิู 28 องศาเซลเซียส และใหแสงสวางอยางตอเนื่อง  เมื่อเวลาผานไปทุก 4 ชั่ว
โมง (เร่ิมนับตั้งแตใบยางสัมผัสกับซโูอสปอร) ดูดสารละลายเก็บในหลอดทดลองแลวใส
นํ ้ากลัน่ปลอดเชื้อกลับลงไปแทนที่ นํ าสารตัวอยางที่ไดจากชั่วโมงที่ 4 ถึง 48 ไปเก็บที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อรอการวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิตินที่ถูก
สรางขึ้นตอไป  โดยทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุ
              2.3.6.4  การวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิติน  ที่ไดจากการ
                         ทดลองเปรียบเทียบระหวางวิธีการหยดบนหลังใบกับการตัด
                         ใบยางพาราเปนชิ้นเล็กๆ
                               นํ าสารตัวอยางที่ไดจากวิธีการหยดบนหลังใบกับการตัดเปนชิ้น
เลก็ๆไปเซนตริฟวจดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 
นาท ี สารตัวอยางที่ไดจากวิธีการหยดบนหลังใบนํ ามาเจือจางเปน 10 เทาโดยการใช
สารตัวอยาง 100 ไมโครลิตร ผสมกับนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 900 ไมโครลิตร แลวจึง
น ําไปวดัคาการเรืองแสง สวนสารตัวอยางที่ไดจากการตัดเปนชิ้นเล็กๆนั้น หลังจากเซน-
ตริฟวจแลว ดูดเฉพาะสวนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปวัดคาการเรืองแสง

                    การวัดคาการเรืองแสงดวยเครื่อง Spectrofluorometer ใช
ความยาวคลื่นกระตุน (λ, excitation) 340 นาโนเมตร และความยาวคลื่นปลดปลอย 
(λ, emission) 440 นาโนเมตร ซึ่งเปนความยาวคลื่นเฉพาะตัวของสคอพอลิติน (Scp) 
ที่เปนไฟโตอเล็กซินที่พบในใบยางพารา (Garcia et al., 1995; Breton et al.,1997; 
Churngchow and Rattarasarn, 2001) คํ านวณหาปริมาณโดยเทียบกับกราฟมาตร
ฐานของสคอพอลิตินที่มีความเขมขนระหวาง 0.5-2.5 ไมโครโมลาร (ดูภาคผนวก) แลว
เปรียบเทียบความเขมขนสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้นเพื่อจัดกลุมพันธุยางออกเปนสาม
กลุม (กลุมออนแอ, กลุมปานกลาง และกลุมตานทาน)
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2.3.7 ศึกษาหาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสมสํ าหรับการวิเคราะห
         การสรางสคอพอลิตินดวยวิธีการตัดใบเปนชิ้นเล็ก

                  จากผลการทดลองในขอ 2.3.6 ท ําใหผูวิจัยเลือกใชวิธีการตัดใบเปนชิ้น
เล็กๆขนาด 1×1 เซนติเมตร เพื่อวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิตินจากการบม
ดวย  ซโูอสปอร  ตอมาจึงนํ ามาหาคาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสมโดยเลือกใช
ความเขมขนของซูโอสปอร 5×106, 1×107, 5×107 และ 1×108 ซโูอสปอรตอมิลลิลิตร
ในการทดลองครั้งนี้และใชใบยางพันธุ RRIC110 เปนตวัแทนพันธุตานทานและพันธุ
RRIM600 เปนตัวแทนพันธุออนแอมาใชในการทดลอง  โดยนํ าใบยางทั้งสองพันธุมาตัด
เปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 เซนตเิมตรและทํ าการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.3.6.3    เก็บผล
การทดลองทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 32 ชั่วโมง พรอมกับสังเกตจํ านวนการถูกเจาะ, การ
สรางสายราและสปอรแรงเจียมที่เกิดจากเชื้อรา P. palmivora ภายใตกลองจุลทรรศน
และเปรยีบเทียบผลการทดลองเพื่อหาความเขมขนของซูโอสปอรที่เหมาะสมในการหา
คาความเขมขนของสคอพอลิตินที่ถูกสรางขึ้น เพื่อจัดลํ าดับความตานทานของพันธุยาง
ตอไป  โดยทํ าการทดลองอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุ

      2.3.8  ศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิติน   จากการกระตุนใบยางดวยซูโอส-
ปอร

                  จากผลการทดลองในขอ 2.3.6 และ 2.3.7 จึงเลือกใชวิธีการตัดใบเปนชิ้น
เล็กๆขนาด1×1 เซนติเมตร และความเขมขนของซูโอสปอร 5×107 ซูโอสปอรตอ
มิลลิลิตรมาใชในการทดลอง โดยการนํ าซูโอสปอรความเขมขนดังกลาวปริมาตร 3 
มิลลลิติร มาใสลงในจานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตร จากนั้นตัดใบยางทั้ง 
17 พนัธุที่ไดคัดเลือกไวในขอ 2.2 เปนชิ้นเล็กๆ ขนาด 1x1 เซนติเมตร จํ านวน 10 ชิ้น 
โดยวางทางดานปากใบใหสัมผัสกับซูโอสปอร สํ าหรับชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ
แทนซโูอสปอร และติดตามผลการสรางสคอพอลตินิ โดยวิธีการดูดนํ้ ากลับคืนมา เมื่อ
เวลาผานไป 4 ชั่วโมงหลังจากบมเชื้อราบนใบยาง ดูดสารตัวอยางเก็บในหลอดทดลอง 
แลวใสนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตรกลับลงไปแทน นํ าสารตัวอยางที่ไดเก็บที่
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อุณหภมิู –20 องศาเซลเซียส ทํ าเชนเดียวกันนี้ที่เวลา 8, 12, 24 และ 48 ชั่วโมง แลวนํ า
สารตัวอยางที่ไดไปวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิติน โดยทํ าการทดลองซํ้ า
อยางนอย 5 ครั้งตอหนึ่งพันธุยาง

      2.3.9  ศึกษาการสรางลิกนิน   (Lignification)    ที่เกิดจากการกระตุนใบยาง
               ดวยซูโอสปอร
                  น ําตัวแทนใบยางในกลุมพันธุตานทาน, ปานกลางและออนแอที่ไดคัดเลือก
ไวดวยวิธีการดังกลาวขางตน มาตดัเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 เซนติเมตร วางควํ่ าลงบน
จานแกวปราศจากเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตรที่มีซูโอสปอรความเขมขน 
5x107 สปอรตอมิลลิลิตร ปริมาตร 3 มิลลิลิตร สวนในชุดควบคุมใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ
แทนซโูอสปอร เมื่อเวลาผานไป 1 ชั่วโมงนํ าชิ้นใบยางทั้งสองชุดการทดลองมาลางดวย
นํ ้ากลัน่ปลอดเชื้อหนึ่งครั้ง ซับใหแหงและวางบนกระดาษกรองที่มีนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อเปน
ตวัใหความชื้น เมื่อเวลาผานไปทุก 4 ชั่วโมงจนครบ 36 ชั่วโมง (เร่ิมจับเวลาตั้งแตใบยาง
เร่ิมสัมผัสซโูอสปอร) นํ าชิ้นใบในแตละพันธุไปแชในสารละลายที่มี 2% Phloroglucinol 
ประมาณ 1-2 วัน หลังจากนั้นนํ าชิ้นใบยางวางบนสไลดและหยดกรดไฮโดรคลอริกเขม
ขนลงบนใบยาง ถามีการสรางลกินิน  ลกินนิจะทํ าปฏิกิริยากับกรดเกิดเปนสีแดงรอบๆ
รอยไหม โดยสังเกตภายใตกลองจุลทรรศน ทํ าการเปรียบเทียบปริมาณลิกนินที่ถูกสราง
ขึ้นเพื่อจัดลํ าดับความตานทานของกลุมยางพันธุตานทานทั้งสามพันธุที่ไดคัดไวโดยวิธี
การตางๆขางตน และเปรียบเทียบความแตกตางในการเกิดลกินนิระหวางยางพันธุตาน
ทาน, ปานกลางและออนแอดวย ทํ าการทดลองซํ้ าอยางนอย 3 ครั้งตอหนึ่งพันธุยาง
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2.4  ปฏิสัมพันธระหวางอิลิซิตินของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora กับใบยาง
      พันธุตางๆ

      2.4.1  การเตรียมนํ้ าเล้ียงเชื้อรา (culture filtrate) ของเชื้อรา   Phytophthora
                  palmivora
                  ตัดเชื้อรา P. palmivora บนอาหาร PDA  (รูปที่ 23) บริเวณที่กํ าลังเจริญ
เตบิโตดี (บริเวณขอบทางดานนอกของเชื้อราที่มีอายุ 5 วัน) ใหมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 
0.5 เซนติเมตรไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB (Potato Dextrose Broth, ดูภาคผนวก) 
โดยใชเชื้อรา 15 ชิ้นตออาหารเหลว 150 มิลลิลิตร เขยาดวยความเร็ว 100 รอบตอนาที 
เปนเวลา 3 สัปดาหที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส   เชื้อรา P. palmivora จะคอยๆผลิต
อิลิซิตินและโปรตีนตางๆออกมาในนํ้ าเลี้ยงเชื้อ (culture filtrate) เกบ็นํ้ าเลี้ยงเชื้อไวที่
อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใชเตรียมอิลิซิตินใหบริสุทธิ์ตอไป (รูปที่ 24)

      2.4.2  การเตรียมอิลิซิตินจากนํ้ าเล้ียงเชื้อรา Phytophthora palmivora
              นํ านํ้ าเลี้ยงเชื้อรา P. palmivora  จากขอ 2.4.1 ปริมาตร 1 ลิตร มากรอง
เพือ่เอาสวนที่เปนสายราออกโดยการใช suction flask จากนัน้นํ าสวนที่เปนนํ้ าเลี้ยงเชื้อ
รามาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ความอิ่มตัว 90 เปอรเซ็นต แลวนํ าไป
หมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจ JA-21 ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสทิ้ง   นํ าสวนที่เปนตะกอนละลายกลับในนํ้ า
กลั่นใหมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตรวจหาปริมาณโปรตีนโดยใชวิธีกรดไบซินโคนินิค (ดู
ภาคผนวก) จากนั้นนํ าสารละลายโปรตีนที่ไดมากํ าจัดเอาเกลือออกดวยคอลัมน PD-10 
ซึง่เปนคอลัมนสํ าเร็จรูปขางในบรรจุ Sephadex G-25 (ปริมาตร 9 มิลลิลิตร)  ทํ าการ
ทดลองโดยการนํ าสารละลายโปรตีนดังกลาวมาผานคอลัมน PD-10 ครั้งละ 1 มิลลิลิตร 
ชะคอลมันดวยนํ้ ากลั่น และเก็บสารละลายหลอดละ 1 มิลลิลิตร จากนั้นนํ าสารละลาย
แตละหลอดไปวัดปริมาณโปรตีน โดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 
นาโนเมตร (O.D. 280)   รวมสารละลายหลอดที่ใหคาการดูดกลืนแสงสูง   และสามารถ
ทํ าใหใบยางเกิดนีโครซีสไดเขาดวยกัน (fraction 3 และ 4)  ดงันัน้หลังจากผานคอลัมน 
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PD-10 จ ํานวน 10 ครั้งๆละ 1 มิลลิลิตร จะไดสารละลายโปรตีนที่ทํ าใหบริสุทธิ์บางสวน 
(partial purify) ปริมาตรรวม 20 มิลลิลิตร   ตรวจหาปริมาณโปรตีนโดยกรดไบซินโคนิ-
นิค และตรวจหาความบริสุทธิ์ด วยวิธี Tricine-sodium dodecyl sulphate 
polyacrylamide gel electrophoresis (Tricine – SDS – PAGE) ตามวิธีการในขอ 2.5

รูปที่ 23  ลูกศรชี้บริเวณที่ถูกตัดของเชื้อรา  Phytophthora  palmivora  ทีเ่จริญเติบโตในอาหาร
แข็ง   PDA   เพือ่น ําไปเลี้ยงในอาหารเหลว PDB

รูปที่ 24  เชื้อรา    Phytophthora   palmivora   ทีเ่จริญเติบโต  ในอาหารเหลว   PDB   ที่อุณหภูมิ
             25 ± 2  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  21 วัน
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      2.4.3  การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอิลิซิติน
                  ดดัแปลงจากวิธีของ  Schagger  และ  Von Jagow  (1987)  และยอมเจล
ดวยซิลเวอรไนเตรต
               2.4.3.1  การเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจล  และอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบ
                          Tricine-SDS-PAGE (Tricine-sodium dodecyl sulphate 

polyarylamide gel)
                     การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของอิลิซิตินทํ าไดโดยใชโพลีอะคริลา

ไมดเจลอิเล็กโทรฟอรีซิส ในการศึกษาใชเจลแบบแผน (slab gel) ขนาด 8×9 
เซนติเมตร หนา 0.1 เซนติเมตร ประกอบดวยเจล 2 สวน คือ เจลสวนบน ทํ าหนาที่รวม
สารตัวอยางไมใหกระจาย (stacking gel) มีความสูงประมาณ 2 เซนติเมตร และเจล
สวนลาง ทํ าหนาที่แยกสาร (separating gel) มีความสูง 6 เซนติเมตร โดยมีสวน
ประกอบของการเตรียม  SDS-PAGE ซึง่มีสวนประกอบเจล (สํ าหรับสองแผน) แสดงใน
ตารางที่ 4

ตารางที่ 4 สวนประกอบของการเตรียม SDS-PAGE (ส ําหรับสองแผน)

        สวนประกอบ Stacking gel
(4%)

Separating gel
(16.5%)

Acrylamide-bis-acrylamide mixture 0.40 ml 4.33 ml
3.0 M Tris-HCl, pH 8.45+0.3%SDS 1.2 ml 4.33 ml
10% Ammonium persulphate 50 µl 130 µl
TEMED 5 µl 13 µl
Deionized water 3.31 ml 4.20 ml
Total volume 5.00 ml 13.00 ml
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               2.4.3.2  การทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิส
                     นํ าสารละลายตัวอยาง (ดูภาคผนวก) และสารละลายโปรตีน

มาตรฐานที่มีมวลโมเลกุลตํ่ า (ประกอบดวย Triosephosphate isomerase 26.6 kDa, 
Myoglobin 16.9 kDa, α-lactalbumin 14.4 kDa และ Aprotinin 6.5 kDa) ใสในแตละ
ชองของเจล ทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสในบัฟเฟอร 0.1 M Tris-HCl–0.1 M Tricine–
0.1%SDS, pH 8.25  เปดกระแสไฟคงที่ 30 mA  ใชระยะเวลาประมาณ 4 ชั่วโมง สีโบร
โมฟนอลบลจูะเคลื่อนที่ไปจนเกือบถึงขอบลางของแผนเจล (หางจากขอบลางประมาณ 
0.5 เซนติเมตร) ปดกระแสไฟ  และนํ าเจลมายอมดวยซลิเวอรไนเตรต
               2.4.3.3  การยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต

                     น ําเจลแชในสารละลายผสมระหวาง 40% เมทานอล กับ 10% 
กรดอะซิตกิ นาน 30 นาที  หลังจากนั้นแชเจลในสารละลายออกซิไดเซอร 5 นาที ลาง
เจลดวยนํ้ าปลอดไออน 3 ครั้งๆละ 5 นาทีพรอมเขยาเบาๆ  จากนั้นนํ าเจลไปแชในสาร
ละลายซลิเวอรนาน 20 นาที ลางเจลดวยนํ้ าปลอดไออนอีกครั้ง แลวแชในสารละลาย   
ดีเวอลอปเปอรจนกวาจะเห็นแถบโปรตีน หยุดปฏิกิริยาดวย 5% กรดอะซิติก ลางเจล
ดวยนํ้ าปลอดไอออนและเก็บเจลใน 50% เมทานอล

2.4.4 ศึกษาการสังเคราะหสคอพอลิติน จากการกระตุนใบยางพาราดวยอิ-
ลิซิตินของเชื้อรา Phytophthora  palmivora

       น ําใบยางที่เลือกไวในขอ 2.2 มาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ ซับใหแหง แลว
ผาครึ่งใบในแนวขวาง นํ าสวนปลายใบเลี้ยงไวในจานแกวปลอดเชื้อที่มีนํ้ ากลั่นและ
กระดาษกรองเปนตัวใหความชื้นซึ่งจะใชเปนชุดควบคุม และสวนที่มีกานใบติดอยูนํ า
มาทดสอบกับอิลิซิตินปริมาณ 5 และ 10 ไมโครกรัมตอหนึ่งกรัมใบยาง โดยใชวิธีดูดเขา
ทางกานใบ (รูปที่ 25)   เมื่อเวลาผานไป 4 ชั่วโมง นํ าใบมาตัดเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1x1
เซนตเิมตร จํ านวน 10 ชิ้น วางในจานแกวขนาดเสนผาศูนยกลาง 6 เซนติเมตร โดยพลิก
ทางดานปากใบใหสัมผัสกับนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในชุดควบคุมก็ทํ า
เชนเดยีวกัน เมื่อเวลาผานไปทุก 4 ชั่วโมง จนครบ 12 ชั่วโมง ดูดนํ้ าในแตละการทดลอง
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เกบ็ในหลอดแลวใสนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อปริมาตร 2 มิลลิลิตรกลับลงไปแทนที่ เก็บสารตัว
อยางที่อุณหภูมิ –20 องศาเซลเซียสเพื่อนํ าไปวิเคราะหหาความเขมขนของสคอพอลิติน 
(ท ําการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.3.6.4) เพื่อจัดแบงกลุมพันธุยางออกเปนสามกลุม คือ 
กลุมพนัธุออนแอ, กลุมพันธุปานกลาง และกลุมพันธุตานทาน และเปรียบเทียบความ
แตกตางของการสรางสคอพอลิตินเมื่อทดสอบกับปริมาณอิลิซิตินที่แตกตางกัน  ทํ าการ
ทดลองซํ้ าอยางนอย 5 ครั้งตอหนึ่งพันธุ

  รูปที่ 25  แสดงการดูดอิลิซิตินเขาทางกานใบของใบยางพาราพันธุตางๆ

      2.4.5  การสังเกตใบยางพาราหลังจากทดลองใบยางดวยอิลิซิติน โดยวิธีดูด
อิลิซิตินเขาทางกาน และวิธีการกรีดหลังใบ

             2.4.5.1  การทดลองโดยวิธีดูดเขาทางกาน
                        ทํ าการทดลองเชนเดียวกับขอ 2.4.4 แตใชอิลิซิตินปริมาณ 10 

ไมโครกรัมเทานั้นในการทดลอง และเมื่อเวลาผานไป 4, 8 และ 12 ชั่วโมง สังเกตการ
เรืองแสงของสคอพอลิตินภายใตกลองยูวี โดยสังเกตบริเวณจุดสัมผัสโดยตรงคือบริเวณ
กานใบ และบริเวณเซลลขางเคียงคือเซลลภายในเนื้อใบยางพารา ทํ าการทดลองซํ้ า 3 
ครั้ง
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2.4.5.2  การทดลองโดยวิธีการกรีดบนหลังใบ
                         น ําใบยางพารามาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ  ซับใหแหง วางใบ

ยางในจานแกวปราศจากเชื้อขนาดเสนผาศูนยกลาง 11 เซนติเมตร ที่มีกระดาษกรอง
และนํ ้ากลั่นปลอดเชื้อเปนตัวใหความชื้น ใชเข็มฉีดยากรีดบริเวณหลังใบยางเบาๆความ
ยาว 0.40 เซนติเมตรตอหนึ่งรอยกรีด ทั้งทางดานขวาและทางดานซายของใบยางพารา 
จนเหน็เปนรอยกรีดโดยไมทํ าใหใบยางฉีกขาด และแตละรอยกรีดหางกันประมาณ 2.5 
เซนติเมตร  ทางดานขวาของใบยางพาราวางอิลิซิตินปริมาณ 10 ไมโครกรัมตอหนึ่ง
หยดบริเวณรอยกรีด  สวนใบยางทางดานซายใชเปนชุดควบคุมโดยใชนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ
แทนอลิซิติิน เมื่อเวลาผานไป 4, 8 และ 12 ชั่วโมง สังเกตการเรืองแสงของสคอพอลิติน
ภายใตกลองยูวี โดยสังเกตบริเวณจุดสัมผัสโดยตรงคือบริเวณรอยกรีด และบริเวณ
เซลลขางเคียงคือเซลลภายในเนื้อใบรอบๆรอยกรีด ทํ าการทดลองซํ้ า 3 ครั้ง

      2.4.6  ศึกษาการสรางลิกนิน (lignification) ที่เกิดจากการกระตุนใบยางดวย
               อิลิซิตินของเชื้อรา Phytophthora  palmivora
                  นํ าใบยางมาลางดวยนํ้ ากลั่นปลอดเชื้อ ซับใหแหง แลวผาครึ่งใบในแนว
ขวาง น ําสวนปลายใบเลี้ยงไวในจานแกวปลอดเชื้อที่มีนํ้ ากลั่นและกระดาษกรองเปนตัว
ใหความชื้นซึ่งจะใชเปนชุดควบคุม และสวนที่มีกานใบติดอยูนํ ามาทดสอบกับอิลิซิตินที่
มีความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอหนึ่งกรัมใบยางโดยใชวิธีดูดเขาทางกานใบ หลังจากที่
ใบยางดูดอิลิซิตินแลวจึงนํ ามาวางบนกระดาษกรองที่มีนํ้ ากลั่นปราศจากเชื้อเปนตัวให
ความชื้น  เมือ่เวลาผานไป 2, 4, 6, 8,10 และ 12 ชัว่โมง (นับตั้งแตใบยางเริ่มมีการดูดอิ
ลิซิติน) ตัดใบยางแตละพันธุทั้งในชุดควบคุมและชุดทดสอบเปนชิ้นเล็กๆขนาด 1×1 
เซนตเิมตร และนํ าชิ้นไปแชในสารละลายที่มี 2% Phloroglucinol ประมาณ 1-2 วัน   
หลงัจากนั้นนํ าชิ้นใบยางวางบนสไลดและหยดกรดไฮโดรคลอริกเขมขนลงบนใบยาง ถา
มีการสรางลิกนิน  ลกินนิจะทํ าปฏิกิริยากับกรดเกิดเปนสีแดงรอบๆรอยไหม โดยสังเกต
ภายใตกลองจุลทรรศน และเปรียบเทียบความแตกตางในการเกิดลิกนินระหวางยาง
พนัธุตานทาน, ปานกลางและออนแอ
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