
บทท่ี 2
การตรวจเอกสาร

ความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุ
        ขาวสายพันธุขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) เปนขาวหอมที่มีช่ือเสียงมากที่สุดของไทยนอกจากจะ
มีความหอมแลวยังมีคณสมบัติในการหุงตมที่ดีอีกดวย จากการวิจัยพบวายีนที่ควบคุมลักษณะความ
หอมอยูบนโครโมโซมที่ 8 ของจีโนมขาว แผนที่จีโนมทางกายภาพ (physical mapping) ไดถูกพัฒนา
ขึ้นจาก การนําชิ้นสวนของดีเอ็นเอขนาดใหญของขาวขาวดอกมะลิ 105 มาวางซอนเหลื่อมกันอยางตอ
เนื่อง ครอบคลุมบริเวณยีนที่ควบคุมความหอม เพื่อเปดทางใหการคนหายีน ทําไดสะดวกมากยิ่งขึ้น
นอกจากนี้ขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 นี้ยังมีความเหมาะสมเฉพาะพื้นที่หรือมีความตองการสภาพแวด
ลอมเฉพาะ หากเปนแหลงปลูกที่เหมาะสมแลวจะมีความหอมที่ชัดเจนโดยเฉพาะอยางยิ่งในภาคตะวัน
ออกเฉียงเหนือ ซ่ึงถือเปนพื้นที่ปลูกขาวพันธุขาวดอกมะลิ 105 แหลงที่ใหญที่สุดในประเทศไทย ถึงแม
วาพื้นที่ปลูกสวนใหญตองอาศัยน้ําฝน ที่ทําใหเกิดความแปรปรวนของผลผลิตสูง แตขาวพันธุขาวดอก
มะลิ 105 ที่ปลูกในพื้นที่นี้ยังคงมีคุณภาพความหอมสูงกวาพื้นที่ภาคอื่นๆที่มีความอุดมสมบูรณของดิน
สูงกวา จากความไมชัดเจนของพันธุและลักษณะสภาพแวดลอมที่มีความสัมพันธกับการสรางและ
สะสมสารหอม 2AP การศึกษาครั้งนี้จึงทําการศึกษาไอโซไซมที่มีความจําเพาะในเมล็ดพันธุขาวขาว
ดอกมะลิ 105 และพันธุชัยนาท 1 นี้ที่ไดจากแหลงที่ปลูกตางๆ
        ปกติการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางสายพันธุของเมล็ดพันธุขาวในประเทศไทย ดําเนินการโดย
ศูนยวิจัยขาวและสถานีทดลองขาวตางๆ ในสังกัดของสถาบันวิจัยขาว ซ่ึงอยูในความควบคุมดูแลของ
นักวิชาการและเจาหนาที่ที่ทํางานเกี่ยวกับการผลิตเมล็ดพันธุ ซ่ึงตองผลิตเมล็ดพันธุทั้งพันธุคัดและพันธุ
หลัก ใหมีความบริสุทธิ์ทางสายพันธุถูกตองตรงตามพันธุ กลาวคือ พันธุขาวแตละพันธุที่ผลิตขึ้นมานั้น
ตองมีลักษณะถูกตองตรงตามพันธุตรงกับลักษณะพันธุนั้นๆ ที่นักปรับปรุงพันธุพืชไดสรางขึ้นมา ใหมี
ความบริสุทธิ์ทั้งภายในและภายนอก (เอกสงวน, 2544)
        ความบริสุทธิ์ภายใน คือความบริสุทธิ์ในเชื้อพันธุหรือถูกตองตรงตามพันธุ หมายความวาเมล็ด
พันธุที่ผลิตได เมื่อนําไปปลูกจะตองใหตนขาวที่มีรูปแบบเหมือนพันธุเดิมทุกประการ ไมวาจะเปนรูป
แบบของตน ความสูง ขนาดของตน ใบ สีของตน ใบ เวลาในการออกดอก ลักษณะของรวง สีของเมล็ด
รวมถึงความตานทานโรค แมลง ความทนทานตอสภาพแวดลอมบางอยาง และรูปแบบของไอโซไซมที่
แสดงออกใหเห็นเมื่อทําการทดสอบโดยการยอมสีเอนไซมตางๆ สําหรับความบริสุทธิ์ภายนอกหรือ
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ความบริสุทธิ์ทางกายภาพ คือปราศจากสิ่งเจือปนมากับเมล็ดพันธุ เชน ไมมีเมล็ดขาวพันธุอ่ืน ไมมีเมล็ด
วัชพืช ไมมีส่ิงเจือปนรวมถึงไมมีโรค แมลง ติดมากับเมล็ดพันธุ
        ดังนั้นเมล็ดพันธุที่ดี จะตองประกอบดวยลักษณะหลายประการดังนี้ (เอกสงวน, 2544)

- เปนเมล็ดพันธุที่บริสุทธิ์ทางสายพันธุหรือเมล็ดพันธุแท
- ไมมีเมล็ดพันธุขาวอื่นปน
- ไมมีเมล็ดขาวแดง
- ไมมีส่ิงอื่นๆปน
- ปราศจากโรค แมลง
- มีความงอกดี
- มีความชื้นต่ํา

มาตรฐานเมล็ดพันธุขาว
        หลังจากเก็บเกี่ยว นวด ตาก ทําความสะอาดแลว ตองทําการสุมตัวอยางไปตรวจสอบวิเคราะหคุณ
ภาพเมล็ดพันธุ กอนที่จะนําไปผลิตขั้นตอไป หรือจําหนายจายแจกเกษตรกร เมล็ดพันธุที่ผานมาตรฐาน
เทานั้นจึงจะนําไปใชได ทั้งนี้ เพื่อใหไดเมล็ดพันธุที่บริสุทธิ์ ตรงตอพันธุ มีความงอกสูง เมื่อปลูกแลวจะ
ใหผลผลิตสูงและคุณภาพดีตรงตามวัตถุประสงค มาตรฐานเมล็ดพันธุขาวของประเทศไทยแสดงไวใน
ตาราง 1

ลักษณะประจําพันธุขาวท่ีใชในการพิจารณาตรวจคัดขาวปน
        การผลิตเมล็ดพันธุใหไดคุณภาพดี ลักษณะที่ควรจําใหไดคือรูปแบบหรือรูปทรงของตนขาวเชน
เปนขาวกอตั้งหรือขาวกอแผ แตกกอดีหรือไมดี ขนาดของตนและใบจัดอยูในพวกตนใหญใบใหญ หรือ
ตนเล็กใบเล็ก สีของตนและใบเปนสีเขียวหรือมวง เปนขาวตนเตี้ยหรือสูง มีอายุการเก็บเกี่ยวหรือเก็บ
เกี่ยวไดเมื่อไร ลักษณะของรวงเปนแบบรวงกระจายหรือรวงแนน การยึดของคอรวงอยูหางมากหรือ
นอย ระหวางของโคนรวงกับขอตอของใบธง สีของเปลือกเมล็ดเปนสีฟาง หรือสีฟางขีดน้ําตาล หรือ
ฟางขีดดํา เปนตน ดังนั้นในการผลิตเมล็ดพันธุจึงเปนสิ่งจําเปนอยางยิ่งที่ตองจําลักษณะพันธุขาวให
แมนยํา โดยการเลือกลักษณะที่เหมือนกันของตนขาวสวนใหญไว สวนลักษณะที่ผิดแผกไปจากตนขาว
สวนใหญ ใหถือวาเปนตนขาวปนหรือตนขาวกลายพันธุ
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ตาราง 1 มาตรฐานการยอมรับเมล็ดพันธุขาว (เอกสงวน, 2544)

ความตองการที่ยอมใหท่ี ประเภทเมล็ดพันธุ
เมล็ดพันธุแท
(อยางนอย)

ขาวแดง
(ไมเกิน)

ขาวพันธุอ่ืนปน
(ไมเกิน)

สิ่งเจือปน
(ไมเกิน)

ความงอก
อยางนอย

ความชื้น
(ไมเกิน)

1. พันธุหลักขาว
(Foundation seed)

98 % ไมมี 1 เมล็ด ใน
1,000 กรัม

2 % 80 % 14 %

2. พันธุขยายขาว
(Stock seed)

98 % ไมมี 1 เมล็ด ใน
500 กรัม

2 % 80 % 14 %

3. พันธุจําหนายขาว
(Multiplication seed)

98 % 1 เมล็ด ใน
1,000 กรัม

1 เมล็ด ใน
250 กรัม

2 % 80 % 14 %

4. พันธุหลัก
ธัญพืชเมืองหนาว
(Temperate cereal
foundation seed)

98 % ไมมี 1 เมล็ด ใน
1,000 กรัม

2 % 80 % 12 %

หมายเหตุ 1. สําหรับขาวเหนียวยอมใหมีขาวเจาปนไดไมเกิน 10 เมล็ด ใน 1,000 กรัม
   2. ธัญพืชเมืองหนาวในปจจุบันหมายถึงขาวสาลีและขาวบารเลยเทานั้น
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ลักษณะตางๆของพันธุขาวไดแก
1. ทรงกอ (tiller) กอขาวมีรูปแบบตางๆกันเชน กอตั้งตรง กอแผ และกอสาย
2. ขนาดและความสูงของตน (size of stem and hight) ขาวบางพันธุมีขนาดลําตนใหญ บางพันธุ

เล็ก ความสูงของแตละพันธุก็ไมเทากัน
3. ใบ (leaf) ขาวแตละพันธุมีขนาดของใบไมเทากัน ทั้งความกวางและความยาวและลักษณะการชู

ใบก็ไมเหมือนกัน คือ ใบตั้งตรง ใบแผ และใบตก นอกจากนี้สีของใบก็ยังมีความแตกตาง
ระหวางพันธุดวย เชน สีเขียวเขม สีเขียวปานกลาง เขียวออน สีมวง หรือสีเขียวขอบมวง เปนตน

4. สีของกาบใบ (leaf sheath) ขอตอใบ (collar) เขี้ยวใบ (auricle) และเยื่อกันน้ําฝน (ligule) จะมีสี
แตกตางกันระหวางพันธุ

5. ดอกและวันออกดอก เกสรตัวเมียของขาวบางพันธุมีสีเห็นชัดเจน วันออกดอกของขาวแตละ
พันธุแตกตางกัน

6. รวง (panicle) มีความแตกตางกันเกี่ยวกับความยาว ความถี่หางของระแง ความยาวของคอรวง
ลักษณะการชูรวง การเรียงตัวของเมล็ดในรวง (รวงแนนหรือรวงกระจาย) เปนตน

7. เมล็ด เมล็ดขาวจะมีความแตกตางกันระหวางพันธุเกี่ยวกับ สีเปลือก สีขาวกลอง ขนาดรูปราง
เมล็ด ชนิดของ endosperm ปริมาณอมิโลส อุณหภูมิแปงสุก และคุณสมบัติในการหุงตมรับ
ประทาน

ลักษณะทางกายภาพที่ใชจําแนกพันธุขาว
        สีของเมล็ดขาวเปลือก สีของขาวเปลือกเปนลักษณะประจําพันธุ ซ่ึงสมัยกอนมีสวนในการตั้งชื่อ
พันธุขาว เชน ขาวพวง ขาวนางเนย เนื่องจากมีเปลือกสีฟาง หรือสีขาว หรือเหลืองขางรั้ว เหลืองหอม
เนื่องจากมีเปลือกสีน้ําตาล หรือสีเหลือง เปนตน เมื่อขาวสุก (แก) สีเปลือกจะแตกตางจากเมล็ดออนโดย
ส้ินเชิง เมล็ดขาวออนที่มีเปลือกสีขาวเมื่อสุกอาจเปลี่ยนเปนสีเหลืองทอง น้ําตาลออน น้ําตาลเขม ดํา
หรือมวงได ในทางตรงขาม เมล็ดขาวเมื่อยังออนมีสีแตกตางกัน พอเมล็ดแกเปลือกอาจเปลี่ยนเปนสีเดียว
กันได ทั้งนี้ขึ้นอยูกับลักษณะการแสดงออกของ multiple gene ที่ควบคุมลักษณะนี้อยู นักพันธุศาสตร
ของ IRRI รายงานวา เมื่อเมล็ดขาวแก สีของเปลือกจะมีทั้งขาว (white) ฟาง (straw) น้ําตาลออนถึงเขม
(light to dark brown) ทอง (gold) รองน้ําตาล (brown furrows) กระน้ําตาล (brown spots) น้ําตาลแดง
(reddish brown) มวงหรือดํา (shades of purple or sooty black) เปนตน สําหรับขาวไทย สวนใหญมี
เปลือกสีฟาง และน้ําตาล สีอ่ืนๆ เชน สีดํา น้ําตาลแดง เขียวแกมเทา ก็มีบาง
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        สีขาวกลอง ในเมล็ดขาว สีขาวกลองจะแสดงออกที่เยื่อหุมผล (pericarp) สวน endosperm ของขาว
ทุกชนิดมีสีขาวเสมอ ถึงแมขาวกลองจะเปนสีอ่ืนๆก็ตาม ขาวกลองมีสีตางๆกัน ตั้งแต ขาว แดง น้ําตาล
เขม น้ําตาลเทา และมวงถึงเกือบดํา สีขาวกลองถูกควบคุมโดย gene หลายคู ซ่ึงแสดงออกในลักษณะ
ตางๆ ทั้ง complementary, duplicate และอ่ืนๆ ขาวกลองที่มีสีแดง และมวง มีสารพวก anthocyanin
pigment อยูที่เยื่อหุมผล จากการสํารวจขาวพันธุตางๆในธนาคารเชื้อพันธุของศูนยวิจัยขาวปทุมธานี พบ
วามีขาวกลองอยู 4 สี คือ ขาว น้ําตาล แดง และดํา (มวง)  แตสวนใหญมีสีขาว
        ขนาดรูปรางเมล็ด มีการปลูกขาวในหลายทวีปของโลก ทั้งในอเมริกา ยุโรป ออสเตรเลีย อัฟริกา
และเอเชีย แตพื้นที่ปลูกสวนใหญอยูในเอเชียแถบประเทศ อินเดีย พมา ไทย เวียดนาม ญี่ปุน ไตหวัน
และเกาหลี เปนตน แตละประเทศมีภูมิประเทศ ภูมิอากาศ วิธีการเพาะปลูก และความชอบในการบริโภค
ขาวแตกตางกัน ดังนั้น ขาวที่ปลูกอยูในแตละแหงจึงมีลักษณะ รูปรางเมล็ดแตกตางกันดวย ขนาดรูปราง
เมล็ด หมายถึงความยาว (length) ความกวาง (width) ความหนา (thickness) และความปอมหรือเรียว
(shape) ของเมล็ด
        พบวาเมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105 มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทางสรีรวิทยาที่คลายและ
ใกลเคียงกับเมล็ดขาวพันธุชัยนาท 1 ดังแสดงในตาราง 2
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ตาราง 2  เปรียบเทียบลักษณะพันธุขาวเจาพันธุขาวดอกมะลิ 105 และพันธุชัยนาท 1 (ดัดแปลงจาก
เอกสงวน, 2544)

เมล็ด
ขาวกลอง

พันธุ ความ
สูง

(ซม.)

ระยะ
เมล็ดพัก
ตัว

(สัปดาห)

สี
เปลือก ความ

ยาว
(มม.)

รูปราง
ขาว
สุก

ลักษณะสําคัญบางประการ ผลผลิต
โดย

ประมาณ
(กก./ไร)

ปท่ีออก
ขยาย
พันธุ

(พ.ศ.)

ขาว
ดอก
มะลิ
105

140 8 สีฟาง 7.4 เรียว นุม
หอม

ปลูกไดในที่นาดอนทั่วไป ทนแลง
ทนดินเปรี้ยว ทนดินเค็ม คุณภาพการ
หุงตมดี มีกลิ่นหอม รสชาติดี ตาน
ทานไสเดือนฝอยรากปม ไมตานทาน
โรคไหม โรคขอบใบแหง โรคใบสี
สม โรคใบหงิก เพลี้ยกระโดดสีน้ํา
ตาล จักจั่นสีเขียวและหนอนกอ

365 2502

ชัยนาท
1

120 8 สีฟาง 7.7 เรียว รวน
แข็ง

ตานทานเพลี้ยกระโดดสีน้ําตาล
เพลี้ยกระโดดหลังขาว และโรคใบ
หงิก คอนขางตานทานโรคไหม

725 -
754

2536
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เทคนิคการตรวจสอบสายพันธุ
        การตรวจสอบพันธุและชนิดพืช   (veritification  of    cultivar and  species)   เปนการตรวจสอบ
คุณภาพเมล็ดพันธุ ที่มีความสําคัญทางการเกษตรมากทั้งในดานการคาและการเพาะปลูก ผลการตรวจ
สอบใชประกันและรับรองคุณภาพสินคา ซ่ึงวิธีการตรวจสอบควรเปนวิธีที่งายไมยุงยากจนเกินไป เที่ยง
ตรง แมนยําและเปนสากล โดยทั่วไปการตรวจสอบพื้นฐานโดยสากล หลักการปฏิบัติสามารถเปดคูมือ
และปฏิบัติตามกฏสากลการตรวจสอบของสมาคมระหวางประเทศ ISTA หรือ AOSA ได การตรวจ
สอบพันธุและชนิดพืชที่มีวิธีการละเอียดระบุอยูในกฏสากลการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุของ ISTA
(ISTA, 1996)
        การตรวจสอบพันธุและชนิดพืชมีวัตถุประสงคเพื่อการรับรองเมล็ดพันธุ คือตรวจสอบวาพันธุบริ-
สุทธิหรือไม มีพันธุปนหรือไม ในบางกรณีการตรวจสอบพันธุอาจมุงหมายเพื่อยืนยันวาพันธุใหมที่ได
จากการปรับปรุงพันธุเปนพันธุใหมที่แทจริง ไมใชพันธุเดิมที่เคยมีอยูแลว หรือมีพันธุกรรมซ้ํากับที่เคย
มีอยู ซ่ึงการตรวจสอบพันธุตามความมุงหมายนี้นับวันจะยิ่งสําคัญขึ้นเพราะสามารถรองรับกฏหมายคุม
ครองพันธุพืช ไดแก การจดทะเบียนพันธุ และสิทธิบัตรพันธุพืชได การตรวจสอบที่ถูกตอง ตองมีตัว
อยางของเมล็ดพันธุนั้นๆที่ตรงตามพันธุและเชื่อถือได เพื่อนํามาใชเปนมาตรฐานในการเปรียบเทียบ
ดวย ลักษณะที่สามารถใชในการเปรียบเทียบเพื่อการจําแนกพันธุไดแก ลักษณะทางสัณฐานวิทยา
(morphological character) ลักษณะทางสรีรวิทยา (physiological character) ลักษณะทางเซลลวิทยา
(cytological character) และลักษณะทางองคประกอบทางเคมี (chemical character)
        วิธีการตรวจสอบพันธุดวยการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางพืชไร 
(morphological and agronomic characters) ซ่ึงตองนําเมล็ดมาปลูกเพื่อสังเกตลักษณะตางๆ ระหวางการ
เจริญเติบโต บางครั้งตองตรวจสอบจนถึงระยะพืชแก และตองปลูกใหมีประชากรมาก เพียงพอเพื่อให
ความมั่นใจในผลของการตรวจสอบ วิธีนี้ใชเวลานานกวาจะทราบผล เสียคาใชจายมาก และตองการพื้น
ที่กวาง ยิ่งไปกวานั้นการแสดงออกของพืชอาจแปรปรวนตามปจจัยทางสภาพแวดลอม และในปจจุบัน
นี้ พืชแตละชนิดก็มีจํานวนพันธุมากขึ้น วิธีนี้จึงเปนวิธีที่ไมเหมาะสม ดังนั้นการคนควาวิจัย  เพื่อหา
เทคนิควิธีที่รวดเร็วมีประสิทธิภาพและไมแพงจนเกินไป   จึงไดรับความสนใจเปนอยางมากโดยเฉพาะ
วิธีทางชีวเคมี
        การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช แตเดิมจะเนนวิธีการวิเคราะหลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาเปนหลัก ซ่ึงวิธีการดังกลาวยังคงมีความสําคัญในการจําแนกพันธุพืชที่ระดับสกุล (genus)
และชนิด (species) แตการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวอาจไมเพียงพอในการจําแนก
พันธุพืชภายในชนิดเดียวกัน เนื่องจากลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความผันแปรตามสภาพแวดลอม ทํา
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ใหขาดความแมนยํา ปจจุบันการจําแนกพันธุภายในชนิดเดียวกันนิยมศึกษาเกี่ยวกับไอโซไซม โดยใช
เทคนิคของ electrophoresis ซ่ึงลักษณะไอโซไซมไมผันแปรตามสภาพแวดลอม และมีความจําเพาะกับ
เนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และชนิดของสิ่งมีชีวิต (อัญชลี, 2536) ทําใหการจําแนกนาเชื่อถือมากขึ้น
ปจจัยทางดานสิ่งแวดลอมและการทํางานรวมกันของยีนหลายตัว มีบทบาทเกี่ยวของตอลักษณะการ
แสดงออกภายนอก (phenotype) ของขาว
        นอกจากนั้นการปรับปรุงพันธุขาวจะกอใหเกิดสายพันธุใหมของขาวขึ้นอยางมากมาย ดังนั้น การ
ใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวในการจําแนกพันธุขาวนั้นยังไมแมนยําพอ ในปจจุบันจึงมี
การนําเทคนิคทาง electrophoresis มาชวยในการจําแนกสายพันธุ เนื่องจากในธรรมชาติพืชที่ตางพันธุ
กันอาจมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เหมือนกัน แตจะยังมีความแตกตางกันในดานชีวเคมีอยู และวิธีทาง
ชีวเคมีเปนการศึกษาโมเลกุลของโปรตีนหรือเอนไซมโดยตรงกอนที่จะสรางโมเลกุลอ่ืน ดังนั้นลักษณะ
ทางพันธุกรรมของพืชยอมอาศัยเอนไซมเปนตัวบงชี้ได
        ปจจุบันการตรวจสอบพันธุโดยวิธีใช biochemical marker และ molecular marker มีความสําคัญ
ขึ้นและมีการพัฒนาใหมีประสิทธิภาพมากขึ้นเรื่อยๆ ความกาวหนาที่รวดเร็วเกิดจากการใช
polyacrylamide gel electrophoresis ในการตรวจสอบโปรตีนที่เปนอาหารสํารอง (storage protein)
และการใช isoelectric focusing (IEF) ในการวิเคราะหไอโซไซม ยิ่งไปกวานั้น ความกาวหนาลาสุดใน
การใชระบบ molecular marker ทําใหสามารถแยกพันธุไดอยางมีประสิทธิภาพ สําหรับการใช
biochemical marker สวนใหญใชโปรตีน (หรือเอนไซม) เปนหลัก เชน esterase และ peroxidase
(isozyme) การแยกโมเลกุลของโปรตีนปกติใชเทคนิคทางอิเลคโทรโฟรีซิส ซ่ึงเปนการแยกตามประจุ
ของอนุภาคที่เคลื่อนที่ในสนามไฟฟา นอกจากนี้ยังมีการตรวจสอบพันธุโดยวิธี Isoelectric focusing ซ่ึง
เปนการตรวจสอบโปรตีนดวยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสที่ปรับปรุงใหมีความแมนยําขึ้น
        การจําแนกหมวดหมูของพืชตามการถายทอดทางพันธุกรรมซึ่งทําใหเกิดความเหมือนหรือแตกตาง
กันในลักษณะโครงสรางนั้นสามารถจําแนกใหเปนกลุมใหญๆเทานั้น สําหรับการจําแนกเปนกลุมยอยๆ
ที่ระดับ genus และ species นั้นจําเปนตองอาศัยลักษณะหรือคุณสมบัติดานอื่นๆมาพิจารณา การนํา
ลักษณะทางพฤษเคมีมาชวยในการจําแนกสายพันธุสาหรายโดยใชเทคนิคทางอิเลคโทรโฟรีซิส ก็เปน
วิธีหนึ่งที่แยกวิเคราะหสารชีวโมเลกุลจําพวกไอโซไซม ซ่ึงเปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางโมเลกุล
หลายรูปแบบ สามารถสกัดจากเซลลหรือเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตดวยวิธีการธรรมดา เมื่อนํามาแยกในตัว
กลางที่เหมาะสมตามวิธีทางอิเลคโทรโฟรีซิส ผลที่ไดนําไปทําปฏิกิริยากับสารตั้งตนที่เหมาะสม กับ
เอนไซมแลวนําไปยอมสี ก็สามารถเห็นแถบสีของไอโซไซมซ่ึงมีระยะการเคลื่อนที่บนตัวกลางที่แตก
ตางกันตามชนิดของประจุไฟฟาและน้ําหนักโมเลกุลของไอโซไซมนั้นๆ รูปแบบของไอโซไซมนี้เรียก
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วา  zymogram ลักษณะของ zymogram ที่ปรากฏสามารถนําไปใชในการจําแนกพันธุพืชหรือสายพันธุ
พืชที่นํามาวิเคราะหได (Tanksley and Orton, 1983) ปจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพไดเขามามีบทบาทใน
การพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมของประเทศในทุกดานรวมทั้งดานการเกษตร โดยเฉพาะอยางยิ่งขาว ซ่ึง
เปนธัญญาหารของคนไทยและชาวโลกกวา 4,000 ลานคน ขาวเปนสินคาที่ประเทศไทยสงออกมากเปน
อันดับหนึ่งของโลก โดยคิดเปนปริมาณสงออกประมาณ 6 ลานตันตอป จากปริมาณ 17-18 ลานตัน ทั่ว
โลก สรางรายไดใหกับประเทศปละประมาณ75,000 ลานบาท ประเทศไทยจึงเปน อูขาวอูน้ําของคนทั่ว
โลก และยังเปนแหลงกําเนิดหลากหลายพันธุขาวที่สําคัญอีกแหลงหนึ่ง ดังนั้นการวิจัยและพัฒนาดาน
ขาว จึงเปนพื้นฐานที่สําคัญที่จะชวยยกระดับความสามารถและประสิทธิภาพในการผลิต และปรับปรุง
พันธุขาว ไดแก การตรวจสอบสายพันธุแทโดยวิธีตรวจสอบไอโซไซม และวิธีที่นิยมมากที่สุดคือ
เทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส
        การใชเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสในปจจุบัน สถานีวิจัยเมล็ดพันธุบางแหงไดมีการนํามาใชเพื่อการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุกันบางแลว แตการพัฒนาเทคนิคนี้เพื่อสามารถนําไปใชไดรวด
เร็ว สะดวกและงายขึ้นนั้นยังไมมีการศึกษา ปญหาอยางหนึ่งของการใชเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส คือ
การใชอุปกรณที่มีราคาสูง เทคนิคซับซอนยุงยาก สารเคมีราคาแพง บางสถาบันไมสามารถนําเทคนิคนี้
มาใชได ดังนั้นการศึกษาเพื่อพัฒนาเทคนิคที่มีความสะดวกรวดเร็ว และประหยัดคาใชจาย จึงมีความจํา
เปนที่จะนํามาใช ดังเชน การศึกษา isozyme pattern ที่เปน specific marker เพื่อสามารถนําไปใชกับ
เทคนิคเอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทแอสเซ (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA) และ
สามารถนําไปดัดแปลงเพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุตอไปได
        การจําแนกความแตกตางของพันธุพืชโดยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis หรือ PAGE นั้น
พบวามีการศึกษากันมากมายดังเชนการตรวจสอบ isoenzyme pattern ของสายพันธุถ่ัว Phaseolus
vulgaris L. โดยใชวิธี Horizontal polyacrylamide gel electrophoresis ดวย buffer ที่ตางกัน และระบบ
การยอมสีที่ตางกัน (Choer, 1999) หรือการศึกษาเพื่อตรวจสอบสายพันธุ melon โดยใชวิธี Sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) รวมกับวิธี Capillary
electrophoresis (CE)  สําหรับดูความแตกตางของโปรตีนที่เปนอาหารสํารอง globulines และพบวาวิธี
CE ก็สามารถตรวจสอบไดดีแตยังคงพบขอผิดพลาดมากกวาการใช SDS-PAGE (Bonfitto, 1999) นอก
จากการใช PAGE แลวยังมีการศึกษาหาวิธีการตรวจสอบที่แมนยํายิ่งขึ้นไปอีกดังเชน วิธี Ultrathin-layer
isoelectrifocus (UTLIEF) เพื่อใชในการศึกษาการจําแนกวิเคราะห สายพันธุพริก (Capsicum spp.) โดย
จําแนกโปรตีน และ urea detergent soluble ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Lucchese, 1999)
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        สําหรับการนําเทคนิค electrophoresis มาพัฒนาใชในการจําแนกพันธุขาว โดยทําการแยกโปรตีนที่
สะสมในเมล็ดพันธุขาว โดยการใช sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis ผลที่
ไดพบวา การทํา electrophoresis สามารถนํามาตรวจหา ลักษณะ polymorphism ตางๆ ของโปรตีนใน
เมล็ดพันธุขาวที่สามารถปรับปรุงพันธุขาวทองถ่ินเดิมใหมีคุณสมบัติที่ดีเทาเทียมกับพันธุปรับปรุงได 
(Ricardo et. al., 1998) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาโปรตีนในเมล็ดพันธุพืชอ่ืนๆอีกมาก เชน Capsicum sp.
(Panda et al., 1986), Ricinus communis (Sathaiah and Reddy, 1985), Manihot sp.  (Grattapaglia et al.,
1987) และ Arachis sp. (Bianchi-Hall et al., 1993; Lanham et al., 1994)  อยางไรก็ตาม ยังพบวาการ
แสดงออกทางสัณฐานวิทยา หรือทาง molecular polymorphisms ในบางกรณีไมสามารถแสดงผลออก
มาใหเห็นไดชัดเจน ดังงานวิจัย ซ่ึงไมพบความแตกตางทาง molecular ซ่ึงมีความสัมพันธกับ
morphological variation, interspecifical หรือ intraspecifical (Damerral et al.,1987) สมมุติฐานนี้
สามารถสนับสนุนไดวา molecular polymorphisms นั้นไมมีบทบาทในการคัดเลือกตามธรรมชาติ
(Kimura, 1968, 1993; Kimura and Ohta, 1971) และการพบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในโปรตีน
ที่ไดศึกษาจากการใชเทคนิค two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE) ของ
ขาวโพดจํานวน 5 สายพันธุ (Damerval et al., 1987) และการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการใช SDS-PAGE
electrophoresis ตอโปรตีนในเมล็ดพันธุขาวสายพันธุ Brazilian และการตรวจสอบนี้ยังเปนประโยชน
ตอการศึกษาความสัมพันธทางดานพันธุศาสตรและการกระจายพันธุของเมล็ดพันธุขาวในบราซิลอีก
ดวย (Montalvan et al., 1995)
        นอกจากนี้มีการนําเทคนิคตางๆมาใชในการวิเคราะหความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับ
โมเลกุลในพืช เชน isozymes (Glaszman, 1986; Kochko, 1987) , DNA Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLPs) (Helentjaris et al., 1985) และ Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPDs) (Halward et al., 1992) แตสําหรับการวิเคราะหโปรตีนในเมล็ดพันธุยังคงตองใชการกําหนด
genetic homology ที่ระดับโมเลกุล ดังเชน การวิเคราะหโปรตีนในเมล็ดพันธุขาว (Aliaga-Morel et al.,
1987)ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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การแสดงออกของไอโซไซม
        ไอโซไซม หมายถึง เอนไซมในพืชที่มีโครงสรางทางโมเลกุลหลายรูปแบบ      (multiple-
molecular forms) ซ่ึงตางก็ควบคุมปฏิกิริยาชีวเคมีชนิดเดียวกัน มีความจําเพาะตอ substrate ตัวเดียวกัน
(หทัยรัตน และคณะ, 2536) ซ่ึงไอโซไซมจะมีความจําเพาะกับเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต และส่ิงมี
ชีวิต การศึกษาไอโซไซมเพื่อการจําแนกพันธุโดยใชเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส อาศัยหลักการที่สําคัญคือ
ไอโซไซมเปนสายโพลีเปปไทด (polypeptides) ซ่ึงประกอบดวยกรดอะมิโน (amino acid) เรียงกันอยู
ลําดับของกรดอะมิโนที่แตกตางกัน จะมีประจุสุทธิขนาดและรูปรางของโมเลกุลแตกตางกันดวย เมื่อนํา
ไอโซไซมมาแยกบนตัวกลางที่เหมาะสมดวยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส ซ่ึงเปนการแยกอนุภาคที่มีประจุ
ในสนามไฟฟา โมเลกุลของเอนไซมจะเคลื่อนที่ในอัตราที่ตางกัน หลังจากที่ทําการยอมสีดวยปฏิกิริยา
จําเพาะสําหรับเอนไซมแตละชนิด ก็จะเห็นแถบสีเอนไซมรูปแบบตางๆ (Bailey, 1983)
        ในชั้นของ aleurone layer ของเอนโดสเปอรมของเมล็ดขาวนับวาเปนสวนสําคัญของการสะสม
โปรตีน  ในเมล็ดขาวจะพบ โปรตีน albumin สูง โปรตีนที่สะสมอยูในเมล็ด จะอยูในรูปของโปรตีนบอ
ดี้ (protein body) ซ่ึงเปนกอนหรือเม็ดโปรตีนที่พบสะสมอยูในเซลลมีขนาดเสนผาศูนยกลางตั้งแต 1 ถึง
20 ไมโครเมตร มีรูปรางกลมหรือ รูปไข หอหุมไวดวย lipoprotein unit membrane เม็ดโปรตีนบรรจุ 2
ชนิด คือ crystalloids กับ globoids สําหรับ crystalloids เปนโปรตีนโดยตัวของมันเอง มีลักษณะเปน
ผลึก สวน globoids ไมเปนผลึกมีลักษณะกลม เปนสวนที่มี phytin สะสมอยู protein body ที่อยูในเอน
โดสเปอรมของเมล็ดธัญพืชจะไมพบ globoids แตจะพบใน aleurone grain และ globoids อาจสะสม
โปรตีนหรือเอนไซมไดในบางกรณี เชน เอนไซม phosphatase (วันชัย, 2538)
        การปรับปรุงการทดสอบโดยอาศัยหลักการของการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจนและแอนติบอดี
ใหมีความรวดเร็ว และความจําเพาะสูงขึ้นโดยการนําแอนติเจนหรือแอนติบอดีที่ติดฉลากไวดวยสาร
ตางๆ เชนสารเรืองแสง (fluorescent compound) สารกัมมันตภาพรังสี (radioisotope) มาใชในการ
ทดสอบเหลานั้น ถึงแมการทดสอบดังกลาวจะมีความไวสูง แตก็มีขอจํากัดบางประการในการใช เชน
การใชสารเรืองแสงและการใชสารกัมมันตภาพรังสีตองใชเครื่องมือที่มีราคาแพง นอกจากนั้นยังตองใช
ระบบควบคุมการใชสารกัมมันตภาพรังสีที่ดีดวย ดังนั้นในหองปฏิบัติการเล็กๆสวนมากไมสามารถนํา
มาใชได จึงมีผูพยายามคิดคนสารอื่นที่สามารถใชแทนไดดี คือ เอนไซม (นภาธร, 2536) สําหรับเทคนิค
เอนไซมลิงคอิมมูโนซอรเบนทแอส เปนวิธีหนึ่งที่สามารถทดสอบกลไกการทําปฏิกิริยาระหวาง
แอนติเจนและแอนติบอดีและแบงออกไดเปน 2 พวกคือ competitive ELISA  ซ่ึงเปนวิธีการทดสอบที่
มักจะใชสําหรับการตรวจหาแอนติเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลนอย (Avrameas, 1983) โดยอาศัยการใช
แอนติเจนที่ติดฉลากดวยเอนไซม หรือใชแอนติบอดีที่ติดฉลากดวยเอนไซมเปนตัวกระทํา (reagent) ใน

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



14

การทดสอบก็ได และ non-competitive ELISA การทดสอบนี้มีทั้งใชในการตรวจหาแอนติเจนและแอน
ติบอดี้
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