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บทคัดย่อ 
 

Phytophthora palmivora เป็นเช้ือสาเหตุท่ีก่อใหเ้กิดโรคใบร่วงและโรคเส้นด าในยางพารา ท า
ใหใ้บร่วงก่อนเวลาอนัควร และหนา้กรีดของตน้ยางเสียหาย มีผลใหผ้ลผลิตลดลง ผูว้จิยัไดท้  าการศึกษา
การแสดงออกของยนีในยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุตา้นทาน และ RRIM 600 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุ
อ่อนแอ ท่ีไดรั้บการกระตุน้ใหเ้กิดโรคจากการพน่ใบยางดว้ย ซูโอสปอร์  (zoospore) ของเช้ือ         
P. palmivora เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (พน่ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ ) โดยใชเ้ทคนิคซีดีเอน็เอ- เอเอฟแอล
พี (cDNA-AFLP) ซ่ึงเป็นเทคนิคท่ีสามารถแสดงความแตกต่างของยนีท่ีมีการแสดงออกแตกต่างกนั 
โดยดูจากแถบดีเอน็เอท่อนสั้น ๆ ท่ีปรากฏหลงัจากแยกดว้ยกระแสไฟฟ้าบนแผน่เจล 

การท าซีดีเอน็เอ- เอเอฟแอลพี  เร่ิมจากสกดัอาร์เอน็เอรวม (total RNA) จากใบยาง จากนั้นแยก  
mRNA เพื่อเตรียมเป็น cDNA แลว้จึงตดัยอ่ย cDNA ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ จะได้  cDNA ท่อนสั้น ๆ 
จ านวนมาก เช่ือมต่อ cDNA เหล่าน้ีดว้ย adapter เพื่อใหเ้ป็นส่วนท่ีจะจบักบั selective primer ท่ีแตกต่าง
กนั แลว้น าส่วนผสมทั้งหมดไปแยกบน 6% denaturing polyacrylamide gel ดว้ยกระแสไฟฟ้าคงท่ี ท่ี 
350 โวลท์ อุณหภูมิ 14 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชัว่โมง ผลการทดลอง เม่ือเปรียบเทียบระหวา่ง
ใบยางท่ีไดรั้บเช้ือ  (zoospore) กบัชุดควบคุม (ปลอดเช้ือ ) พบวา่การแสดงออกของยนีส่วนใหญ่ทั้งใน
พนัธ์ุ BPM 24 และ RRIM 600 มียนีท่ีมีการแสดงออกมากข้ึน (up regulation) หลงัจากไดรั้บเช้ือ  ซ่ึงใน
เบ้ืองตน้คาด  วา่น่าจะเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานต่อเช้ือ P. palmivora หรือเรียกวา่เป็น candidate gene 
จึงไดค้ดัเลือกยนีในกลุ่มดงักล่าวจากพนัธ์ุ  BPM 24 มาหาล าดบัเบส ของยนี แลว้น าไปสืบคน้  (Blast 
search) กบัยนีท่ีมีรายงานอยูใ่น GenBank and Protein Database (NCBI)  พบวา่ส่วนใหญ่เป็นยนีท่ี
เก่ียวขอ้งกบั  defense mechanism ในเซลลพ์ืช  ไดแ้ก่ยนีท่ีควบคุมการสร้างเอน็ไซม์  peroxidase และ 
phenylalanene amonia lyase และยนีท่ีควบคุมการสร้างโปรตีนในกลุ่ม pathogenesis related-protein คือ 
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ß-1,3 –glucanase และ chitinase และในการทดลองน้ีไดพ้บยนีท่ียงัไม่มีรายงานในฐานขอ้มูล นัน่คือ 
อาจเป็นยนีท่ีคน้พบใหม่  

นอกจากน้ีจากการใชเ้ทคนิค semi-quantitative RT-PCR (sqRT-PCR) พบวา่ระยะเวลาของการ
ไดรั้บเช้ือในพนัธ์ุ BPM 24 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุตา้นทาน มีความสัมพนัธ์กบักบัการแสดงออกของ peroxidase 
mRNAโดยมีการแสดงออกของ  peroxidase mRNA สูงสุดภายหลงัจากไดรั้บเช้ือ 18 ชัว่โมง  ดงันั้น 
peroxidase mRNA จึงอาจเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้าง scopolitin (phytoalexin) ซ่ึงเป็นสารท่ีใบยาง
สร้างข้ึนเพื่อต่อตา้นการรุกรานของเช้ือ  (Churngchow and Rattarasarn,  2001) จึงควรจะไดท้ดสอบการ
แสดงออกของยนีเหล่าน้ีกบัปริมาณการสร้าง scopolitin เพื่อจะไดท้ราบวา่มีความสัมพนัธ์กบัระดบั
ความตา้นทานต่อเช้ือหรือไม่ต่อไป 

 
ค าน า 

 

Phytophthora palmivora เป็นสาเหตุของโรคใบร่วงในยางพารา อาการของโรคใบร่วง ใบยาง
จะร่วงทั้งท่ีมีสีเขียวสดและสีเหลือง ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัสภาพอากาศโดยมีลกัษณะท่ีปรากฏเด่นชดั คือ  มีรอย
ช ้าสีด าอยูท่ี่บริเวณกา้นใบ  และท่ีจุดก่ึงกลางของรอยช ้ามีหยดน ้ายางเกาะติดอยูด่ว้ยใบยางร่วงท่ีเกิดจ าก
เช้ือราน้ีเม่ือน าข้ึนมา สะบัดไปมาเพียงเบาๆ  ใบยอ่ยจะหลุดทนัที ซ่ึงต่างกบัใบยางท่ีร่วงหล่นตาม
ธรรมชาติ  แผน่ใบบางคร้ังจะเป็นแผลท่ีมีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า   ขนาดของแผลไม่แน่นอน   ส าหรับตน้ยาง
อ่อนถา้หากถูกเช้ือเขา้ท าลาย   จะเกิดอาการยอดเน่าแลว้ลุกลามไปท าลายกา้นใบและแผน่ ใบ ท าใหต้น้
ยางตายได้ ซ่ึงโรคน้ีจะระบาดบริเวณพื้นท่ีปลูกยางท่ีมีฝนตกชุก ความช้ืนสูง  จะระบาดมากในบริเวณ
ภาคใตฝ่ั้งตะวนัตก คือ จ .ระนอง พงังา กระบ่ี ตรัง ภูเก็ต และสตูล  และภาคตะวนัออก ไดแ้ก่ จ .ระยอง 
จนัทบุรี และตราด ส่วนภาคใตฝ่ั้งตะวนัออก คือ ชุมพร  สุราษฎร์ธานี  นครศรีธรรมราช สงขลา และ
พทัลุง ส าหรับโรคท่ีหนา้กรีดยางโดยมีเช้ือราชนิดเดียวกนัน้ีเป็นสาเหตุ  เรียกวา่โรคเส้นด า ตน้ยางท่ีมี
ขนาดใหญ่ท่ีแสดงอาการใบร่วงน้ีไม่ไดรั้บอนัตรายจนถึงกบัท าใหต้น้ยางตายได้  เพียงแต่ปริมาณน ้ายาง
หรือผลผลิตท่ีไดล้ดลงเท่านั้น จึงไม่แนะน าใหช้าวสวนยางท าการพน่ยารักษาโรค การปลูกยางดว้ยพนัธ์ุ
ท่ีมีความตา้นทานต่อโรค เป็นวธีิการป้องกนัก าจดัโรคไดท้างหน่ึงท่ีใชไ้ดผ้ลดี  ในปัจจุบนัมียางพนัธ์ุ
แนะน าท่ีใหผ้ลผลิตสูงและมีความตา้นทานโรคดงักล่าว ไดแ้ก่พนัธ์ุ GT 1 สถาบนัวจิยัยาง 251 และ 
BPM 24 เป็นตน้ (http://www.yangpara.com/disease/Disease_004.htm) 

เช้ือ P. palmivora กระตุน้การสร้าง scopolitin ตา้นการรุกรานของเช้ือ กระตุน้การสร้างลิกนิน
เพื่อกกักนัการลุกลามของเช้ือในยางพารา นอกจากน้ีการคน้พบ elicitin ท่ีแยกไดจ้ากน ้าเล้ียงของเช้ือรา 
P. palmivora ท าใหต้น้ยางมีการตอบสนองต่อเช้ือโดยท าใหใ้บยางพาราเกิดรอยไหมแ้บบ distal necrosis 
คือ เกิดอาการเห่ียวได ้ซ่ึงพบวา่ในใบยางพาราพนัธ์ุอ่อนแอ (RRIM600) จะเกิดอาการเห่ียวมากกวา่ใบ
ยางพนัธ์ุตา้นทาน (BPM24)  ซ่ึงแสดงวา่ ใบยางพนัธ์ุอ่อนแอไม่สามารถตา้นทานโรคได ้(compatibility) 
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ในขณะท่ีใบยางพนัธ์ุตา้นทานมีการตอบสนองแบบไฮเปอร์เซนซิทีฟ (hypersensitive)  ท่ีบ่งช้ีถึงการ
ตา้นทานโรค (incompatibility) (Churngchow and Rattarasarn, 2000) elicitin ยงักระตุน้การสร้างสารฟี
นอลิก และ o-dianisidine peroxidase และเหน่ียวน าความตา้นทานต่อเช้ือ P. palmivora ในตน้อ่อน
ยางพาราได ้ (ดุษฎี, 2552) นอกจากน้ีใบยางท่ีบ่มดว้ย zoospore ของเช้ือ P. palmivora กระตุน้ใหมี้การ
ท างานของเอนไซม ์ polyphenoloxidase และ phenylalanine ammonia lyase: PAL) เพิ่มข้ึน (นิสาพร, 
2551) 

 จากรายงานการวจิยัขา้งตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่กิจกรรมเหล่าน้ี ถูกควบคุมโดยยนี หรือกลุ่มยนีท่ี
เก่ียวขอ้ง แต่ทั้งน้ีกลไกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท างานของยนีตา้นทานโรคในยางพารายงัมีการศึกษานอ้ยมาก 
มีเพียงรายงานวา่มีการแสดงออกของโปรตีนบางชนิดท่ีอาจเก่ียวขอ้งกบัความตา้นทานโรคใบจุด
กา้งปลา (นภาวรรณ, 2548) และยนีท่ีอาจเก่ียวขอ้งกบัโรค South American leaf blight (Lespinasse et al, 
2000) เท่านั้น ดงันั้นจึงไดศึ้กษาแบบแผนการแสดงออกของยนีในยางพาราพนัธ์ุตา้นทาน และพนัธ์ุ
อ่อนแอ ท่ีไดรั้บการกระตุน้ใหเ้กิดโรคจากเช้ือสาเหตุต่าง ๆ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ปลอดเช้ือ) โดย
ใชเ้ทคนิคซีดีเอน็เอ- เอเอฟแอลพี แลว้โคลนยนีท่ีไดเ้พื่อน าไปพฒันาหาเคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular 
marker)ของยนีตา้นทานโรคดงักล่าว เพื่อใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุยางโดยเทคนิคชีวโมเลกุลต่อไป 

 
อุปกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 
1. โกร่งส าหรับบดตวัอยา่ง 
2. ถงัเก็บไนโตรเจนเหลว 
3. ตูเ้ยน็ และตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซลเซียส 
4. เคร่ืองป่ันตกตะกอนตวัอยา่งความเร็วสูง (Microcentrifuge) 
5. ไปเปต ขนาด 2, 10, 200, 1,000 ไมโครลิตร 
6. หลอดทดลอง ขนาด 1.5 และ 2 มิลลิลิตร  
7. เคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมในแนวนอน ( Agarose gel electrophoresis) 
8. เคร่ืองแยกสารพนัธุกรรมในแนวตั้ง ( Polyacrylamide gel electrophoresis) 
9. ชุดถ่ายภาพเจล และ UV Transilluminators  
10. เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมในหลอดทดลอง (PCR Thermocycler) 
11. เคร่ืองอุ่นหลอดทดลอง (Heat box) 
12. เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
13. ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar Flow) 
14. กลอ้งจุลทรรศน์ 
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15. หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยความดนัไอน ้า (Autoclave, Tomy Japan) 
16. เคร่ืองชัง่ส่ีต  าแหน่ง 
17. pH meter 
18. คอลมัน์ PD-10 (Pharmacia) 
19. แผน่กระจกนบัจ านวนสปอร์ (Petroff Hausser Counting Chamber) 
20. Total RNA Extraction Kit (Qiagen) 
21. Miniprep Gel Extraction Kit (Qiagen) 
22. Oligotex mRNA kit (Qiagen) 
23. Promega kit Universal Riboclone® cDNA Synthesis (Promega) 
24. เอนไซมต์ดัจ าเพาะApoI (Promega) และ MseI (Biolab) 
25. ApoI และ MseI Adapter 
26. ตน้ยางปลอดเช้ือ พนัธ์ุ RRIM 600 และ BPM 24 

วธีิการทดลอง 

ศึกษาการแสดงออกของยนีในใบยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 และ RRIM 600 หลงัจากปลูกเช้ือ 
Phytophthora palmivora เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (ปลอดเช้ือ) โดยด าเนินการในระหวา่งเดือน ตุลาคม 
2549-กนัยายน 2553 ท่ีศูนยว์จิยัยางสุราษฎร์ธานี อ. ท่าชนะ จ. สุราษฎร์ธานี รายละเอียดดงัน้ี 

1. การเตรียมเช้ือ Phytophthora palmivora 
แยกเช้ือบริสุทธ์ิจากกา้นใบยางพาราท่ีเป็นโรคใบร่วงจากศูนยว์จิยัยางสุราษฎร์ธานี เล้ียงเช้ือบน

อาหาร PDA (Potato Dextrose Agar) 1 สัปดาห์ กระตุน้การสร้างสปอร์โดยยา้ยเล้ียงเช้ือราบนอาหาร V8 
เป็นเวลา 5 วนั แยก zoospore โดยเทน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร 15 มิลลิลิตรลงบนสายรา น าไปบ่มใน
ตูเ้ยน็เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าออกมาวางท่ีอุณหภูมิหอ้งอีก 30 นาที Sporangium ของเช้ือราจะแตก
ออก ปล่อยให ้zoospore หลุดออกมาได ้น ามาเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 5 x 106 zoospore/ มิลลิลิตร โดย
ใช้ Petroff Hausser Counting Chamber นบัจ านวนสปอร์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ น าไปใ ชป้ลูกเช้ือบน
ใบยางต่อไป 

2. การเตรียมตัวอย่างพชื 
เพาะเล้ียงเอม็บริโอ  (Embryo) ของเมล็ดยางพารา พนัธ์ุ RRIM 600 และ BPM 24 บนอาหาร

สูตร MS ท่ีเติมสารชกัน าใหเ้กิดยอดและรากในสภาพปลอดเช้ือ เป็นเวลา 3 เดือน จะไดต้น้ยางปลอด
เช้ือ จากนั้นน า zoospore ของเช้ือท่ีเตรียมไวม้าพน่ลงบนใบยาง โดยท าแยกกนั ดงัน้ี 

ชุดท่ี 1 
- RRIM 600 พน่ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (Control) 
- RRIM 600 พน่ดว้ย zoospore 
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ชุดท่ี 2 
- BPM 24 พน่ดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (Control) 
- BPM 24 พน่ดว้ย zoospore 

เก็บใบยางแต่ละชุดแยกกนัหลงัจากไดรั้บเช้ือเป็นเวลา 6, 12, และ 18 ชัว่โมง 
3. การสกดั Total RNA 
ชัง่น ้าหนกัใบยางแต่ละตวัอยา่งทดลอง 100 มิลลิกรัม เติมดว้ยไนโตรเจนเหลว 20 มิลลิลิตรใน

โกร่งแลว้บดใหล้ะเอียด สกดั total RNA โดยใช ้Total RNA Extraction Kit (Qiagen) เก็บไวท่ี้ –20 oC 
ตรวจสอบคุณภาพของ total RNA  โดยการท า agarose gel electrophoresis ดูจากการยอ้มติดสีเอทธิเดีย
มโบรไมดข์อง rRNA ขนาด 28 S และ 18 S และตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์ิของ total RNA 
จากการตรวจวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm (OD260) และ 280 nm (OD280) Total RNA ท่ีมี
คุณภาพดีมีค่า อตัราส่วนของ OD260/OD280 อยูร่ะหวา่ง  1.8-2.0 และสามารถค านวณความเขม้ขน้ของ 
RNA ไดจ้ากสมการ  

ความเขม้ขน้ของRNA = (OD260)(dilution factor)(40 ng/l) 
4. การสังเคราะห์ cDNA 
เร่ิมจากการสังเคราะห์ mRNA จาก total RNA ก่อน โดยใช ้Oligotex mRNA kit (Qiagen) 

จากนั้นจึงสังเคราะห์ cDNA จาก mRNA โดยใชชุ้ดสังเคราะห์ Promega kit Universal Riboclone® 
cDNA Synthesis System ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ การสังเคราะห์ single strand cDNA (ss cDNA)
และ การสังเคราะห์ double strand cDNA (ds cDNA) ตามล าดบั 

5. การท า Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
เป็นการแยก cDNA ของตวัอยา่งทดลองทั้งหมดดว้ย agarose gel  electrophoresis โดยเตรียม

ตวัอยา่ง ดงัน้ี ตดั DNA (DNA digestion) ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  ApoI  และ MseI จากนั้นเช่ือมต่อ 
DNA (DNA ligation) กบั adaptor คือ ApoI Adapter และ MseI Adapter เพื่อใหช้ิ้นส่วนของ DNA ท่ีถูก
ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะนั้นไม่จบักนัเป็นสายยาว  แลว้ท าการเพิ่มปริมาณ DNA โดยวธีิ PCR ซ่ึงจะท า 
2 ขั้นตอน คือ  pre selective amplified และ selective amplified โดยใช ้primer ท่ีมีเบสคดัเลือกเพิ่มมาก
ข้ึนทางดา้น 3/ จากนั้นแยก DNA ดว้ย denaturing polyacrylamide gel electrophoresis ใชค้วามต่าง
ศกัยไ์ฟฟ้า 350 โวลท ์ท่ีอุณหภูมิ 10-14 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมงแลว้ยอ้มแถบ DNA ดว้ยวธีิ 
Silver staining เพื่อใหม้องเห็นความแตกต่างของแถบ DNA ท่ีปรากฏบนแผน่เจล  

6. การท า TA cloning  
แยกช้ินส่วน  DNA ของยนีท่ีมีการแสดงออกมากข้ึน (up regulate) ในพนัธ์ุ BPM 24 ออกจาก 

Polyacrylamide gel โดยใช้ Gel Extraction Kit  แลว้น าไปเพิ่มปริมาณอีกคร้ังดว้ยเทคนิค PCR  น า 
DNA ท่ีแยกได ้ไปเช่ือมต่อเขา้ กบั Cloning Vector จะได้   DNA ลูก ผสม น าไป ใส่ลงใน Competent 
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Cells ผสมใหเ้ขา้กนั ว างในน ้าแขง็เวลา  20 นาที  บ่มท่ีอุณหภูมิ  42  องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที น าไป
วางในน ้าแขง็  5 นาที จากนั้นเติม Luria-Bertani Medium 800 ไมโครลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  60-90 นาที น าเช้ือใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหารแขง็สูตร LB 
ผสมกบั ยาปฏิชีวนะ   ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร   โดยใชเ้ช้ือปริมาตร 50, 100 
และ 150 ไมโครลิตรต่อจาน ท าการกระจายเช้ือไปทัว่จานจนแหง้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศา
เซลเซียส  เวลาประมาณ  16 ชัว่โมง ตรวจหาเซลลแ์บคทีเรียท่ีไดรั้บ  DNA ลูกผสมโดยสังเกตจาก
ลกัษณะการตา้นยาปฏิชีวนะของเซลลแ์บคทีเรีย ซ่ึงแบคทีเรียท่ีไดรั้บ  DNA ลูกผสมจะสามารถเจริญบน
อาหารท่ีมียาปฏิชีวนะ เพราะ Cloning Vector มียนีตา้นยาปฏิชีวนะอยู่  ส่วนเซลลท่ี์ไม่ไดรั้บ  DNA 
ลูกผสมไม่สามารถเจริญบนอาหารท่ีมียาปฏิชีวนะ 

7. การเตรียม DNA ลูกผสมจากแบคทเีรียเพือ่น าไปใช้ในการวเิคราะห์ล าดับเบส 
เพิ่มจ านวนแบคทีเรียท่ีไดรั้บ  DNA ลูกผสมโดยการคดัเลือกโคโลนีท่ีตา้นยาปฏิชีวนะ ไปเล้ียง

ในอาหารเหลว LB ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8-12 ชัว่โมง เตรียม DNA ลูกผสมท่ีอยูใ่นรูปของพลาสมิดจากแบคทีเรียโดยใช้
ชุดน ้ายาแยก Plasmid  ของบริษทั  Qiagen ตรวจสอบพลาสมิด DNA ลูกผสม โดยการท าอิเลคโตรโฟรี
ซีสในเจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1% น าพลาสมิดท่ีได ้มาวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิของพลาสมิดจาก
อตัราส่วนค่าดูดกลืนแสงระหวา่งความยาวคล่ืน 260 และ 280  นาโนเมตร  พลาสมิดท่ีบริสุทธ์ิจะมี
ค่าประมาณ 2.0  ค านวณหาความเขม้ขน้ของพลาสมิดจากค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นา
โนเมตร (1 OD = 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ) น าพลาสมิดไปเป็นแม่พิมพส์ าหรับสังเคราะห์
ช้ินส่วน DNA เพื่อวเิคราะห์หาล าดบัเบสของยนีโดยเคร่ืองวเิคราะห์หาล าดบัเบส 

8. การท า semiquantitative RT-PCR (sq RT-PCR) 
น าใบยางพนัธ์ุ BPM 24 หลงัจากไดรั้บเช้ือ เป็นเวลา0, 6, 12 และ 18 ชัว่โมง มาสกดั Total RNA 

แลว้ท าการเพิ่มปริมาณยนี rbp ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้forward primer 5/-TGCTTTGTYAATGGTTGTGA-3/ 
และ reverse primer 5/-CCAAATGTRTGTGCACCTGA-3/ เปรียบเทียบกบัยนีควบคุม คือ 18S rRNA rRNA 
(forward primer 5/-CAAAGCAAGCCTACGCTCTG-3/, reverse primer 5/-CGCTCCACCAACTAAGAACG-3/) 
โดยก าหนดโปรแกรม PCR ดงัน้ี 95 องศาเซลเซียส 5 นาที ในช่วงดีเนเจอร์เรชัน่เร่ิมตน้ (Initial 
denaturation) ต่อดว้ย 95 องศาเซลเซียส 1 นาที/72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 30 รอบในช่วงแอลนีลล่ิง 
(annealing)  และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที ในช่วงขยายสุดทา้ย (final extension) น าผลผลิต PCR ท่ี
ไดม้าท าelectrophoresis บนเจล 1.5% จากนั้นวดัความเขม้ของแถบ DNA (band intensity) โดยใช ้Gel 
documentation รุ่น BioDoc-ItTM System โปรแกรม Labworks 4.0 ค านวณค่าอตัราส่วนความเขม้ของ
แถบยนี rbp เปรียบเทียบกบั18S rRNA จะไดค้่า Relative intensity  
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ระยะเวลาท าการทดลอง    
ตุลาคม 2549-กนัยายน 2553 

 

สถานทีด่ าเนินการ    
ศูนยว์จิยัยางสุราษฎร์ธานี  

 
ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 

จากการศึกษาการแสดงออกของยนีในใบยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุตา้นทาน  และ 
RRIM 600 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอ  หลงัจากไดรั้บเช้ือ P. palmivora ดว้ยเทคนิค ซีดีเอน็เอ- เอเอฟแอลพี  
พบวา่การแสดงออกของยนีส่วนใหญ่ทั้งในพนัธ์ุ BPM 24 และ RRIM 600 มียนีท่ีมีการแสดงออกมาก
ข้ึน (up regulation) เม่ือเทียบกบั control และเม่ือน ายนีเหล่านั้นบางส่วนมาหาล าดบัเบส แล้ วน าไป
เปรียบเทียบกบัยนีท่ีมีรายงานอยูใ่น ธนาคารยนี  (GenBank and Protein Database) ไดผ้ลแสดงดงัตาราง
ท่ี 1 ซ่ึงมีกลุ่มยนีท่ีน่าสนใจ  คือ T1-4 และ T7-1ท่ีมีล าดบัเบสของยนีใกลเ้คียงกบั  Beta-1,3 glucanase 
gene และ Chitinase mRNA ท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม ์ 2 ชนิด คือ ß-1,3 –glucanase และ chitinase ซ่ึง
มีรายงานวา่เป็นกลุ่มโปรตีนท่ีเรียกวา่ pathogenesis related-protein ส่วน T4-1 มีล าดบัเบสของยนี
ใกลเ้คียงกบั NBS-LRR type disease resistance protein (Populus trichocarpa), mRNA และ T8-1และ 
T9-1 มีล าดบัเบสของยนีใกลเ้คียงกบั  rubber peroxidase 1 (rbp1) mRNA และ Phenyl alanine 
ammonia-lyase mRNA ตามล าดบั สอดคลอ้งกบัการทดลองของดุษฎี (2552) ซ่ึงรายงานวา่ elicitin ท่ี
สกดัจากน ้าเล้ียงเช้ือ P. palmivora กระตุน้การสร้างสารฟีนอลิก และ o-dianisidine peroxidase และ
เหน่ียวน าความตา้นทานต่อเช้ือ P. palmivora ในตน้อ่อนยางพารา รวมทั้งนิสาพร  (2551) รายงานวา่ใบ
ยางท่ีบ่มดว้ย zoospore ของเช้ือ P. palmivora กระตุน้ใหมี้การท างานของเอ นไซม ์polyphenoloxidase 
และ  PAL เพิ่มข้ึน  

นอกจากน้ียงัพบยนีท่ีไม่มีในฐานขอ้มูลจ านวน 2 ยนี ดงันั้นยนีเหล่าน้ีจึงอาจเก่ียวขอ้งกบั
ลกัษณะของความตา้นทานต่อเช้ือ  P. palmivora ในยางพารา ซ่ึงจะไดท้ดสอบการแสดงออกของยนี
เหล่าน้ีในยางพนัธ์ุต่าง ๆ วา่มีความสัมพนัธ์กบัระดบัความตา้นทานหรือไม่ต่อไป 
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ตารางที ่1  TDFs ท่ีมีล าดบัเบสท่ีใกลเ้คียงกบัยนีท่ีมีในฐานขอ้มูล 
 

TDF 
GenBank  
accession no. 

Length 
(bp) 

Homology to gene  
 (Genebank ID) 

Organism Expression 

T1-4 A16120.1 195 
Extracellular Beta-1,3 
glucanase gene 

Nicotiana 
tabacum 

up-regulate  
in infected BPM 24 

T4-1 FE969210.1 205 

NBS-LRR type 
disease resistance 
protein (Populus 
trichocarpa), mRNA 

Hevea 
brasiliensis  

up-regulate  
in infected BPM 24 

T7-1 DQ873889.2 146 Chitinase mRNA 
Hevea 
brasiliensis 

up-regulate  
in infected BPM 24 

T8-1 DQ650301.1 141 
Hevea brasiliensis 
rubber peroxidase 1 
(rbp1) mRNA 

Hevea 
brasiliensis 

up-regulate 
 in BPM 24 

T11-1 EF148282.1 141 Unknown mRNA 
Populus 
trichocarpa 

up-regulate  
in infected BPM 24 

T4-7 NM_112098.2 171 

zinc finger (AN1-
like) family protein 
(AT3G12630)  
mRNA 

Arabidopsis 
thaliana 

up-regulate  
in infected BPM 24 

T9-1 NM_120505 201 
Phenyl alanine 
ammonia-lyase 
mRNA 

Arabidopsis 
thaliana 

up-regulate  
in infected BPM 24 

  
 

 ผลจากการศึกษาการแสดงออกของยนี rbp ดว้ยวธีิ semiquantitative RT-PCR ในใบยางพารา
พนัธ์ุ BPM 24 หลงัจากไดรั้บเช้ือเป็นเวลา 0, 6, 12, และ 18 ชัว่โมง พบวา่ขนาดแถบ PCR product ของ
ยนี rbp มีขนาดแตกต่างกนั  โดยก่อนไดรั้บเช้ือ (เวลา 0 ชัว่โมง) มีขนาดของแถบเล็กสุดและขนาดจะ
ค่อย ๆ เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาท่ีไดรั้บเช้ือเพิ่มข้ึน จนมีขนาดของแถบใหญ่ท่ีสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมงหลงัจาก
ไดรั้บเช้ือ ซ่ึงแตกต่างกบัแถบ PCR product ของยนี 18S rRNA ท่ีมีขนาดใกลเ้คียงกนัในทุกระยะเวลา ดงั
รูปท่ี 1 หลงัจากนั้นน าแถบของ PCR product ดงักล่าวไปวดัความเขม้ของแถบดว้ย Gel Documentation 
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รุ่น BioDoc-ITTM system โปรแกรม Labworks 4.0 แลว้หาอตัราส่วนระหวา่งความเขม้แถบของยนี  rbp 
เทียบกบั 18S rRNA (Relative intensity) ส าหรับใชใ้นการเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี rbp ในใบ
ยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 หลงัจากไดรั้บเช้ือเป็นเวลาต่างกนั  พบวา่ค่า  Relative intensity ต ่าสุดท่ี เวลา  0  
( ก่อนไดรั้บเช้ือ ) และค่อย  ๆ เพิ่ม ข้ึนตามระยะ เวลาท่ีไดรั้บเช้ือเพิ่มข้ึนจนมีค่าสูงสุด ท่ีเวลา 18 ชัว่โมง 
(ตารางท่ี 2) แสดงใหเ้ห็นวา่ การแสดงออกของยนี  rbp ในใบยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 นั้นมีอยูแ่ลว้ก่อน
ไดรั้บเช้ือ และเม่ือไดรั้บเช้ือจะกระตุน้ใหมี้การแสดงออกม ากข้ึนและแปรผนัตามระยะ เวลาท่ีไดรั้บเช้ือ 
แต่ไม่สามารถบอกไดว้า่การแสดงออกของยนี rbp สูงสุดท่ีเวลา 18 ชัว่โมง หลงัจากไดรั้บเช้ือ เน่ืองจาก
ค่า Relative intensity ยงัมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนตามระยะเวลา จึงควรท าการศึกษาเพิ่มเติมโดยเพิ่มเวลาของ
การไดรั้บเช้ือใหน้านข้ึนอีก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่1  การแสดงออกของยนี rbp และ 18S rRNA ในใบยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 โดยวธีิ 

semiquantitative RT-PCR และกราฟแสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งเวลาของการไดรั้บเช้ือกบัค่า
อตัราส่วนของความเขม้แถบของยนี rbp และ 18S rRNA (Relative intensity) 
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ตารางที ่ 2  อตัราส่วนระหวา่งความเขม้แถบ PCR product ของยนี rbp กบั 18S rRNA (Relative 
intensity) ในใบยางพาราพนัธ์ุ BPM 24 หลงัจากไดรั้บเช้ือเป็นเวลา 0, 6, 12, และ 18 ชัว่โมง 

 
 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า  
 

1. จากแบบแผนการแสดงออกของยี นท่ีไดโ้ดยเทคนิคซีดีเอน็เอ- เอเอฟแอลพี ของใบยางพนัธ์ุ 
BPM 24 ท่ีพน่ดว้ย zoospore ของเช้ือ P. Palmivora เทียบกบัใบท่ีไม่ไดรั้บเช้ือ  พบวา่มียนีท่ีมีการ
แสดงออกต่างกนั  จ านวน  40 ยนี ในจ านวนน้ีเป็นยนีท่ีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน  และ ลดลง  เท่ากบั  23 
และ 9 ยนี ตามล าดบั  และมียนีท่ีแสดงออกเฉพาะใบท่ีไดรั้บเช้ือ  8 ยนีซ่ึงคาดวา่เป็น candidate ยนีของ
ลกัษณะตา้นทานต่อเช้ือ P. Palmivora เน่ืองจากมีการแสดงออกเฉพาะในใบท่ีไดรั้บเช้ือ เพื่อตอบโตก้าร
เขา้ท าลายของเช้ือโรค (active resistance) และกลไกเหล่าน้ีถูกควบคุมโดยการท างานของยนี 

2.  ยนีท่ีทราบล าดบัพนัธุกรรมแลว้ 9 ยนี พบวา่เป็นยนีท่ีมีรายงานใน ธนาคารยนีจ านวน  7 ยนี 
ซ่ึงมีรายงานวา่ยนีเหล่าน้ีมีความเก่ียวขอ้งกบักลไกการป้องกนัตนเอง (defense mechanism) ของพืช
นอกจากน้ีพบยนี ท่ีไม่มีรายงานในฐานขอ้มูล ของธนาคารยนีจ านวน  2 ยนี จึงอาจเป็นยนีท่ีคน้พบใ หม่
จากการทดลองน้ี ซ่ึงจะตอ้งยนืยนัผลอีกคร้ังหน่ึงโดยการโคลนยนีทั้งหมดใหไ้ด ้cDNA ท่ีสมบูรณ์ 

3. ในจ านวน 9 ยนีท่ีทราบล าดบัพนัธุกรรมแลว้ ไดน้ ายนี rbp มาออกแบบไพรเมอร์  และศึกษา
การแสดงออกของยนีดงักล่าวโดยเทคนิค  sqRT-PCR พบวา่มีความสัมพนัธ์กบัระยะเวลาท่ีใบยางไดรั้บ
เช้ือ โดยยนีมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือเวลาท่ีไดรั้บเช้ือเพิ่มข้ึน  เป็นการยนืยนัวา่ยนี  rbp เก่ียวขอ้งกบั
ลกัษณะตา้นทานต่อเช้ือ P. Palmivora ในยางพนัธ์ุ BPM 24 ซ่ึงจะไดน้ ายนีดงักล่าวไปท าการทดสอบ
เพิ่มเติมวา่สามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลของลกัษณะตา้นทานต่อโรค ดงักล่าวในยางไดห้รือไม่ 
โดยดูจากการแสดงออกและการกระจายตวัของยนีในลูกผสมท่ีไดจ้ากการผสมพนัธ์ุระหวา่งแม่และพอ่
ท่ีเป็นพนัธ์ุตา้นทานและพนัธ์ุอ่อนแอ  
 

เวลาทีไ่ด้รับเช้ือ (ช่ัวโมง) 
ความเข้มแถบ (band intensity) Relative intensity 

(rbp/18S rRNA) rbp 18S rRNA 
0 69.97 ± 1.29 172.02 ± 1.33 0.406 
6 121.47 ± 2.15 172.30 ± 1.64 0.705 

12 154.02 ± 1.89 173.70 ± 1.00 0.886 
18 169.80 ± 1.10 172.49 ± 1.70 1.015 
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กติติกรรมประกาศ 
 

ผูว้จิยัขอขอบพระคุณอาจารย ์ดร . เปล้ือง สุวรรณมณี ภาควชิาชีววทิยา มหาวทิยาลยัทกัษิณ  ท่ี
ไดใ้หค้  าแนะน าในการท าวจิยั และขอขอบคุณศูนยว์จิยัปาลม์น ้ามนัสุราษฎร์ธานี ท่ีไดอ้นุเคราะห์เคร่ือง
แยกสารพนัธุกรรมในแนวนอน (Agarose gel electrophoresis) รวมทั้งศูนยว์จิยัการผสมเทียมและ
เทคโนโลยชีีวภาพสุราษฎร์ธานี ท่ีไดอ้นุเคราะห์ไนโตรเจนเหลวเพื่อใชใ้นงานวจิยัน้ี 
 



235 

 

เอกสารอ้างองิ 
 

ดุษฎี ชินนาพนัธ์ .  2552.  หนา้ท่ีหลากหลายของเอฟเฟกเตอร์ชนิดโพลีเปปไทดจ์ากเช้ือ Phytophthora
 palmivora ซ่ึงก่อใหเ้กิดโรคในยางพารา . วทิยานิพนธ์ดุษฎีบณัฑิต สาขาวชิาชีวเคมี  
 มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์.  139 น. 

นภาวรรณ เลขะวพิฒัน์.  2548.  การวจิยัและพฒันาเทคโนโลยใีนการศึกษาพนัธุกรรม และการคดัเลือก
พนัธ์ุยาง . เอกสารประกอบการประชุม การติดตามความกา้วหนา้และการด าเนินงานวจิยัและ
พฒันายาง เงินงบพิเศษการคน้ควา้ยาง ปี 2548, 9-12 สิงหาคม 2548, โรงแรมทิพยว์มิานรีสอร์ท 
เพชรบุรี. 

นิสาพร มูหะมดั.  2551.  การสะสมของเอนไซมฟี์นิลอะลานีนแอมโมเนียไลเอส เอนไซมโ์พลีฟีนอลออก
ซิเดส และสารประกอบฟีนอลิกในยางพาราหลงัติดเช้ือรา . วทิยานิพนธ์วทิยาศาสตร
 มหาบณัฑิต สาขาวชิาชีวเคมี. มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์.  113 น. 

Bachem, C.B., Oomen, R.J.F.J and Visser, R.G.F.  1998.  Transcript Imaging with cDNA-AFLP: A   
Step-by-StepProtocol.  Plant Molec. Biol. Reporter 16: 157–173.  

Churngchow, N.  and Rattarasarn, M.  2000.  The elicitin secreted by Phytophthora palmivora, a 
rubber tree pathogen.  Phytochem.  54: 33-38. 

Churngchow, N. and Rattarasarn, M.  2001.  Biosynthesis of scopoletin in Hevea brasiliensis leaves 
inoculated with Phytophthora palmivora.  J. Plant Physiol.  158 (7) : 875-882. 

Duvick, D. N.  1999.  Consequences of classical plant breeding for pest resistance.  Workshop on 
ecological effects of pest resistance genes in managed ecosistems, Bethesda, MD, January 
31- February 3, 1999. 

http://www.yangpara.com/disease/Disease_004.htm [15 ม.ค. 54] 

Lespinasse, D., Grivet, L., Troispoux, V., Rodier-Goud, M., Pinard, F.  and  Seguin, M.  2000.  
Identification of QTLs involved in the resistance to South American leaf blight (Microcyclus 
ulei) in the rubber tree.  Appl. Genet. 100 : 975-984. 

Meyer, B. C., Dickerman, A.W., Michelmore, R.W., Sivaramakrishnan, S. and Sobral, B.W.  1999.  
Plant disease resistance genes encode members of an ancient and diverse protein family 
within the nucleotide- binding superfamily.  The plant J. 20(3) : 317-332.  

Morrissey, J. P. and Osbourn, A.  1999.  Fungal resistance to plant antibiotics as a mechanisms of 
pathogenesis.  Microbiol. and Molec. Biol. Reviews. 63(3) : 708-724. 

McDowell, J. M. and Woffenden, B.  2003.  Plant disease resistance genes: recent insights and 
potential applications.  TRENDS in Biotechnol. 21(4) : 178-183. 

http://www.ingentaconnect.com/content/urban/271;jsessionid=8nrco1cwi7ad.victoria
http://www.yangpara.com/disease/Disease_004.htm%20%5b15


236 

 

ภาคผนวก ก 
 

ช่ือนิวคลโีอไทด์ จ านวนเบส ล าดับเบส (5/->3/) 
ApoI adapter forward  17 CTCGTAGACTGCGTCC 
ApoI adapter reverse 18 AATTGGTACGCAGTCTAC 
MseI adapter forward 16 GACGATGAGTCCTGAG 
MseI adapter reverse 14 TACTCAGGACTCAT 
ApoI pream 21 CTCGTAGACTGCGTACCAATT 
ApoI CGC 18 GACTGCGTACCAATTCGC 
ApoI TGA 18 GACTGCGTACCAATTTGA 
ApoI CAG 18 GACTGCGTACCAATTCAG 
ApoI TCT 18 GACTGCGTACCAATTTCT 
ApoI CTA 18 GACTGCGTACCAATTCTA 
MseI pream 19 GACGATGAGTCCTGAGTAA 
MseI ATC 18 GATGAGTCCTGAGTAATC 
MseI ATG 18 GATGAGTCCTGAGTAATG 
MseI AGG 18 GATGAGTCCTGAGTAAGG 
MseI ACG 18 GATGAGTCCTGAGTA 
MseI ACC  GATGAGTCCTGAGTA 

 

 


