
บทท่ี 5
วิจารณผลการทดลอง

          ในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางสายพันธุของเมล็ดพันธุขาว โดยทั่วไปสามารถทําการตรวจ
สอบโดยการดูลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทางสรีรวิทยา ทางเซลลวิทยา และคุณสมบัติทางเคมีภายใน
ในการทดลองนี้ไดนําเทคนิค electrophoresis ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบทางชีวเคมีมาใชประโยชนในการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางสายพันธุของเมล็ดพันธุขาวจํานวนสองสายพันธุ คือ พันธุขาวดอกมะลิ 105
และพันธุชัยนาท 1 โดยอาศัยคุณลักษณะที่แตกตางกันของรูปแบบทางไอโซไซมที่มีอยูภายในสายพันธุ
แตละสายพันธุ ดังนั้น การนําเทคนิค electrophoresis มาประยุกตในการทดสอบความบริสุทธิ์ทางสาย
พันธุของเมล็ดพันธุขาวจึงเปนที่นาสนใจ เนื่องจากการใชเทคนิค electrophoresis โดยทั่วไปจะนําไปใช
ประโยชนเพียงการจําแนกกลุมพันธุของพืชตางๆรวมทั้งขาว (ปาน, 2539 และ ปณิตา, 2540)
        ในการเตรียมตนกลาเพื่อนํามาทดสอบสายพันธุดวยเทคนิค electrophoresis ในการทดลองนี้ จะทํา
การเพาะในสภาพแวดลอมแบบจํากัดที่ อุณหภูมิหอง มีฉากกันน้ําฝน ใหน้ําทุกเชาและเย็นในปริมาณ
เทากันทุกวัน ทรายที่นํามาใชเพาะไดผานการอบฆาเชื้อมาแลว เพื่อควบคุมสภาพแวดลอมใหแกเมล็ด
ขาวทั้งสองพันธุใหอยูในสภาพเดียวกัน
        ในงานทดลองนี้ทําการทดสอบในเมล็ดพันธุขาว 2 สายพันธุคือ เมล็ดพันธุขาวขาวดอกมะลิ 105
และเมล็ดพันธุขาวชัยนาท 1 โดยใชเอนไซม esterase, glutamate oxaloacetate trasaminase, leucine
amino peptidese, malate dehydrogenase และ malic enzyme มาตรวจสอบหารูปแบบไอโซไซมของทั้ง
สองสายพันธุ เนื่องจากเอนไซมทั้ง 5 ตัวนี้ไดมีการนํามาตรวจสอบเพื่อจําแนกกลุมพันธุในขาว โดยทั่ว
ไป esterase ถูกใชอยางกวางขวางในขาว (หทัยรัตน และคณะ, 2535; สุปราณี, 2538; ปาน, 2539) นอก
จากนี้ยังพบวามีการใช esterase enzyme มาตรวจสอบ esterase activity โดยวิธี Poly Acrylamide Gel
Electrophoresis และยังศึกษา enzyme purification ดวยการใช SDS-PAGE และสามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางสายพันธุที่ออนแอ และสายพันธุตานทานในพืช Diabrotica virgifera (Coleoptera:
Chrysomelidae) ออกจากกันไดอยางชัดเจน (Xuguo ., et al., 2003) และเนื่องจากเอนไซม esterase เปน
โปรตีนที่มีการเรียงลําดับของกรดอะมิโน chymotrypsin และ trypsin ที่มี homologous สูง  และเปน
เอนไซมที่เรงปฏิกิริยา hydrolysis ระหวาง aliphatic และ aromatic esters จึงมีผูสนใจศึกษาเกี่ยวกับ
กระบวนการ metabolism ของเอนไซมชนิดนี้อยางกวางขวาง (White and Hope, 1981)
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ไอโซไซม จะมีความแตกตางกันระหวางพืชแตละชนิดและแตละสายพันธุ จากความแตกตางนี้ สามารถ
นําไปใชประโยชนในการประเมินความแตกตางทางพันธุกรรมของขาวที่รวบรวมไดจากแถบ เอเชียใต,
ประเทศจีน และ เอเชียตะวันออกเฉียงใต ไดมากถึง 511 แบบ และสามารถแยกกลุมไดเปน 2 กลุม คือ
indica หรือ tropical, japonica หรือ temperate (Zhikang L.I. และ Rutger J.N., 1998) และ กลุมเล็กๆที่
พบทางแถบ himalayas
       Esterase Isozyme เปนเอนไซมชนิดหนึ่งที่พบในเซลลพืชช้ันสูง และนิยมนํามาศึกษารูปแบบเพื่อ
ใชในการจําแนกสายพันธุโดยใชเทคนิคทางอิเลคโทรโฟรีซิส เชน การศึกษา esterase isozyme ในเมล็ด
ที่กําลังงอกของ Brassica ซ่ึงพบวามีความแตกตางในรูปแบบของไอโซไซมระหวางสายพันธุตางๆ
(Nakai, 1970) นอกจากนี้ยังพบการศึกษารูปแบบไอโซไซม esterase,   malate dehydrogenase, leucine
aminopeptidase, glutamate oxaloacetate transaminase, malic enzyme และ  alcohol dehydrogenase
ของขาวจํานวน 70 ตัวอยางแลวพบวาสามารถจําแนกตัวอยางขาวและแสดงความแตกตางของพันธุขาว
ไดอยางชัดเจน โดยเฉพาะไอโซไซม malic enzyme สามารถจําแนกขาวพันธุหอมมะลิ 105 และ
พันธุกข. 6 ออกจากกันไดอยางชัดเจน (ปณิตา, 2540) ไอโซไซมเปนโปรตีนชนิดหนึ่ง พบรายงานการ
นําโปรตีนที่เปนอาหารสํารองมาตรวจสอบ แตวิธีการทาง electrophoresis แตกตางไปจากการใชตน
กลา นั่นคือการสกัดโปรตีนยากกวา เนื่องจากตองใช โปรตีนที่เปนอาหารสํารองในเมล็ดขาวซึ่งพบใน
ปริมาณที่นอยมาก แตการสกัด ไอโซไซม จากตนกลานั้นพบไอโซไซมในปริมาณที่มากกวา
        เอนไซม malic enzyme พบวามีการแสดงออกของแถบสีที่มีจํานวนแถบมากและงายตอการจําแนก
รูปแบบไอโซไซมในขาวขึ้นน้ําและขาวไร การศึกษา protein enzyme โดยวิธี electrophoresis เพื่อดู
ความแตกตางทางพันธุกรรมของ Cerastium arvense (Caryophyllaceae) และสามารถตรวจสอบไอโซ
ไซม โดยใช malic enzyme และสามารถแสดงรูปแบบที่ชัดเจนได (Maria ., et al., 2002) และยังพบวา
เอนไซมทั้ง 5 ตัวนี้สามารถแสดงรูปแบบไอโซไซม และแสดงแถบสีที่ชัดเจน ในเมล็ดพันธุขาวสาย
พันธุตางๆรวมทั้งพันธุขาวดอกมะลิ 105 ดวย (ปาน, 2539) และ พบวาในการใชเอนไซม alcohol
dehydrogenase ในพืชตระกูลถ่ัวสายพันธุ Vigna angaicalata, V. ambacensis, V. luteola และ V.
racemosa พบการปรากฏแถบสีที่จาง แตใน V. gracilis, V. frutescens, V. membranacea, V. reticulata
และ V. vexillata พบการปรากฏแถบสีที่ชัดเจน (Remy., et al., 1999) และยังพบวาสามารถใชเอนไซม
malate dehydrogenase จําแนกสายพันธุถัวลิสง สายพันธุพื้นเมืองออกจากกันไดอยางชัดเจน แตบางราย
งานไมสามารถพบการปรากฏแถบสีของเอนไซม alcohol dehydrogenase ในการตรวจสอบสายพันธุ
ขาวได (ปณิตา, 2540)
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        การเปลี่ยนแปลงรูปแบบไอโซไซม เกี่ยวของกับพันธุกรรมพืชโดยตรง โดยมีการแสดงแถบสีใน
หลายๆตําแหนง (polymorphic) ของไอโซไซมแตละชนิดและเกี่ยวของกับจํานวนโลกัส (locus) รูป
แบบของยีนหรืออัลลีล (allele) ตอโลกัสและโครงสรางของเอนไซม (quarteranry structure of enzyme)
(อัญชลี, 2536) โดยเอนไซม malic enzyme สามารถแสดงการปรากฏของแถบสีไดมากถึง 6 แถบสี
เนื่องจากมีลักษณะของ polymorphic ที่มีจํานวนแถบสีมาก ในขณะที่เอนไซม esterase แสดงการ
ปรากฏแถบสี 4 ตําแหนง สําหรับเอนไซม  glutamate oxaloacetate trasaminase, leucine amino
peptidase และ malate dehydrogenase มีจํานวนแถบสีเพียง 2 ตําแหนง แตหลังจากทําการยอมสีเอนไซม
พบวา การปรากฏแถบสีของเอนไซม esterase และ malic enzyme จะจางกวาการยอมดวยเอนไซม
glutamate oxaloacetate trasaminase, leucine amino peptidase และ malate dehydrogenase สาเหตุเพราะ
ในการทดลองครั้งนี้ ผูทดลองไดทําการเก็บตัวอยางสดไวโดยแชในตูเย็น –20 องศาเซลเซียส เพื่อความ
สะดวกตอการนํามาใช รวมทั้งทําการบดตัวอยางสดในไนโตรเจนเหลวและเก็บไวที่ตูเย็น –20 องศา
เซลเซียสเชนเดียวกันแลวจึงทยอยนําตัวอยางออกมาทําการทดลอง ซ่ึงการที่สีจางลงอาจเปนเพราะกิจ
กรรมของเอนไซมลดลง และในการทํา electrophoresis แตละครั้งไมไดวิเคราะหปริมาณโปรตีนกอน
อาจเปนไปไดวาปริมาณโปรตีนไมเทากัน จึงทําใหความคมชัดของแถบสีแตละเอนไซมแตกตางกัน
        การเคลื่อนที่ของไอโซไซมซ่ึงมีลักษณะที่แตกตางกันนั้น เปนผลโดยตรงจากลักษณะพันธุกรรมที่
แตกตางกัน (Crawford, 1983) ดังนั้นในกรณีที่พืชมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระคลายคลึงกันทํา
ใหไมสามารถเห็นความแตกตางระหวางพันธุไดชัดเจน และพืชพันธุเดียวกันจะมีรูปแบบไอโซไซม
จําเพาะของพืชพันธุนั้นๆไมวาจะทํากี่คร้ังก็ตามไดมีการใชรูปแบบนี้ในการจําแนกพันธุขาว (Oryza
sativa L.) มีเอนไซมที่ไดรับการศึกษาอยางละเอียดถึง 16 ชนิด ในจํานวนนี้พบวามี 25 ยีนที่ปรากฏใน
ระยะแตกกอและออกดอก และยังมีการศึกษาในถั่วดํา (Phaseolus vulgaris L.) ที่มีความใกลชิดกันทาง
สายพันธุมาก ลักษณะของเมล็ดจะมีความคลายคลึงกันมากจึงทําใหยากแกการพิจารณา เมื่อนําสวน
เมล็ด, ลําตนออน, รากหรือใบมาสกัดเอนไซมแลวศึกษาความแตกตางรูปแบบไอโซไซม ซ่ึงชวยใหงาย
แกการพิจารณาการจําแนกสายพันธุ (Driedger et  al., 1994) นอกจากการศึกษาไอโซไซมเพื่อจําแนก
พืชในระดับพันธุแลว ยังมีการศึกษาเพื่อแสดงความแตกตางระหวางพืชในระดับสกุล ชนิด หรือสายตน
(clone) จากการศึกษาของ Oka (1988) สามารถจําแนกขาว O. rufigon ออกเปนประเภท india,
indochina, china, indonesia และ O. sativar ออกเปนประเภท indica, sativa โดยอาศัยรูปแบบไอโซไซม
        พบรายงานการศึกษาเรื่องการใช ไอโซไซม มาตรวจสอบและจําแนกสายพันธุขาวอีกมากมาย ดัง
รายงานที่สามารถจําแนกพันธุขาวจาก 283 สายพันธุซ่ึงเก็บรวบรวมจาก Burkina fuso (Sahelian area of
Africa) โดยการใช isozyme polymorphism และสามารถแสดง loci ได 15 loci และนํามาจําแนกพันธุ
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ขาวได (Glaszmann ., 1987a) และยังพบความแตกตางของขาวสายพันธุพื้นเมืองในประเทศอิหราน ซ่ึง
มีคุณภาพในการหุงตมที่ดี (ปริมาณอะมิโลสปานกลาง และความเหนียวปานกลาง) สามารถจําแนกได
เปน 3 กลุม คือ Sadri, Champa และ Gerdeh ตามลักษณะการแสดงออกทางสัณฐานวิทยา โดยทําการ
วิเคราะห isozyme ดวยเทคนิค electrophoresis (Glaszmann ., 1987b) นอกจากนี้ในเมล็ดพันธุขาวที่มี
การพักตัวอยูก็สามารถนําเทคนิคการตรวจสอบ ไอโซไซมนี้มาตรวจสอบ การแสดงออกทางลักษณะ
ทางพันธุกรรมได รายงานที่ทําในเมล็ดพันธุขาวสายพันธุ Japonica โดยทดสอบ genetic loci ของเมล็ด
พันธุขาวที่พักตัวโดยการตรวจสอบ ไอโซไซม  (Wan ., et al., 1997)
        รูปแบบไอโซไซมของขาวระยะ one-leaf stage (Oryza sativa L. cv. Nipponbare) ดวยเอนไซม
Glutathion S. transferase และระยะ early watergrass หลังจาก treat ดวยสาร pretilachlor และ
fenclovim เพื่อทดสอบการเปลี่ยนแปลงของ enzyme activity และศึกษาความแตกตางที่เกิดขึ้นระหวาง
รูปแบบไอโซไซม ของเอนไซม GST ในขาวทั้งสองระยะ และในการใชสาร pretilachlor ในระยะ early
watergrass สามารถพบการเปลี่ยนแปลงของ GST activity เมื่อทดสอบโดยวิธีการตรวจสอบไอโซไซม
ได  (Kenji, et al., 2001) นอกจากนี้ ไดมีการตรวจสอบรูปแบบไอโซไซมตัวอ่ืนๆ เชน lipoxygenase
(LOX-3) ในเมล็ดพันธุขาวที่กําลังงอก เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ enzyme activity ขณะที่เมล็ดมี
การพัฒนารวมทั้งขณะเมล็ดมีการเสื่อมสภาพ (Yasuhiro suzuki and Ushio matsukura, 1997) Isozyme
นั้นเปน marker ตัวสําคัญทางชีวเคมีสําหรับการแสดง genetic mapping ในขาว และสามารถนํามาตรวจ
สอบ enzyme activity ตางๆไดโดยวิธี Poly Acrylamid Gel Electrophoresis เชน เอนไซม fructose-1,6-
diphosphatase (FDP), xanthine dehydrogenase (XDH) และ diaphorase (DIA) (B.G. delos Reyes et
al., 2001) เปนตน จากรายงานที่ผานมาพบวาไดมีการนํา ไอโซไซม มาใชประโยชนอยางมากมายเพื่อ
ตรวจสอบและจําแนกสายพันธุพืช ทั้งขาวและพืชเศรษฐกิจอื่นๆ และการนําประโยชนจากรายงานตางๆ
นี้มาประยุกตใชในงานทดลองนี้เพื่อสามารถหา ไอโซไซม ที่มีความจําเพาะและสามารถแยกความแตก
ตางของรูปแบบไอโซไซมออกจากขาวทั้งสองสายพันธุไดอยางชัดเจนจึงเปนประโยชนที่จะนําไป
พัฒนาเทคนิคเพื่อใชการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุไดตอไปในอนาคต
        ปจจุบันเทคนิค electrophoresis ไดพัฒนาไปมาก นอกจากการนําไอโซไซมมาตรวจสอบแลว ใน
ระดับ DNA และ RNA ของพืชชนิดตางๆ ก็สามารถนํามาใชประโยชนในการจําแนกสายพันธุไดดวย
ดังรายงานการนําขาวซึ่งเปนพันธุวัชพืชและสามารถจําแนกไดถึง 26 สายพันธุโดยการใชเทคนิค
amplified fragment length polymorphism หรือ AFLP (Maria, et al., 2001) ซ่ึงเปนเทคนิคทาง
electrophoresis เชนกัน แตเนื่องจากการสกัด DNA ใชเวลานานและวิธีการยาก สารเคมีที่ใชราคาแพง
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การใช ไอโซไซม จึงเปนวิธีที่ประหยัดและสะดวกกวา ในการวิเคราะหความบริสุทธิ์ทางสายพันธุยังให
ความแมนยําไดเชนกัน
        ประโยชนที่ไดจากงานวิจัยนี้คือ สามารถนําหลักการนี้ไปพัฒนาเพื่อการยืนยันความแมนยําของ
งานวิจัยเร่ืองอื่นตอไป โดยการวิเคราะหตัวอยางแบบ minimum replication คือการรวมตัวอยางมา
วิเคราะหดวยกันหมด แลวลดสัดสวนตัวอยางที่เปนสายพันธุปลอมปนลงทีละนอย เปรียบเทียบกับตัว
อยางที่มีสายพันธุบริสุทธิ์เพียงตัวอยางเดียว แลวนําไปวิเคราะหความแมนยํา โดยอาศัยหลักการคือ แถบ
ไอโซไซมแตละแถบจะมีความเขมและความหนาของแถบในแตละซ้ําที่อยูในสายพันธุเดียวกันเทากัน
หมด ในเอนไซม esterase เมื่อพิจารณาขาวพันธุชัยนาท 1 ไมมีการปรากฏแถบ ณ ตําแหนงที่ 2 แตใน
พันธุขาวดอกมะลิ 105 ปรากฏแถบ เมื่อวิเคราะหตัวอยางที่รวมกันทั้ง 2 สายพันธุก็จะพบวาที่ตําแหนงที่
2 นี้จะปรากฏแถบลดลงตามสัดสวนที่ลดลงในการรวมตัวอยางนั่นเอง หากเปนไปตามสมมุติฐานจะ
สามารถนําไปพัฒนางานวิจัยอ่ืนตอไปได นอกจากนี้งานวิจัยอ่ืนที่สามารถยืนยันความแมนยํางานวิจัยนี้
คือ การนําตัวอยางทั้ง 2 พันธุไปวิเคราะหดวยวิธีอ่ืน เชน วัดความเขมสีของเมล็ดหลังการหุงตมแลวบด
กอนนําไปตรวจสอบสีดวยเครื่อง Minolta Chromameter CR – 300 ที่สามารถจําแนกความแตกตางทาง
สายพันธุพืชดวยการเปรียบเทียบความเขมและความสวางของพื้นผิวแปงมันฝรั่งได
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