
 
บทท่ี 5 

วิจารณผลการทดลอง 
 

 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (genetic purity) ของขาวโพดโดยทั่วไปแลวจะ
พิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) สรีระวิทยา (physiology) เซลลวิทยา 
(cytological) และความทนทานตอศัตรูพืช ซ่ึงวิธีการดังกลาวตองใชระยะเวลานาน เสียคาใชจาย
มาก และในธรรมชาติขาวโพดเปนพืชผสมขามจึงมีความปรวนแปรในพันธุกรรมสูงและการ
แสดงออกของพืชอาจแปรปรวนไดเนื่องจากปจจัยทางสภาพแวดลอม ดังนั้นการทดลองนี้จึงไดนํา
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบทางชีวเคมีมาใชประโยชนใน
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม โดยอาศัยคุณลักษณะที่
แตกตางกันของรูปแบบไอโซไซมที่มีอยูในพันธุแตละพันธุ (อาภัสสรา, 2537) 

ตัวอยางเมล็ดพันธุขาวโพดที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัทเอกชน และจากเกษตรกร ในการเตรียมตนกลาเพื่อใชในการทดลองจะทําการเพาะใน
สภาพแวดลอมที่จํากัดที่ อุณหภูมิหอง มีฉากกันน้ําฝน ใหน้ําทุกเชาและเย็นในปริมาณเทากันทุกวัน 
ทรายที่นํามาใชเพาะไดผานการฆาเชื้อมาแลว เพื่อควบคุมสภาพแวดลอมใหแกเมล็ดพันธุขาวโพดที่
ใชทดลองใหอยูในสภาพเดียวกัน การทดลองที่ 1 เปนการศึกษาการจําแนกเมล็ดพันธุขาวโพด
ลูกผสมพันธุ 2029S จากพันธุพอ แม โดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส  ทดสอบโดยใชเอนไซม  3 ชนิด 
คือ esterase (EST), peroxidase (PER) และ glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) เนื่องจาก
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ ไดมีการนํามาใชในการจําแนกชนิดและพันธุในขาวโพดและธัญพืช         
(Zeng et al., 1997 ; Smith, 1998 ; Bonow et al., 2001 ; ปาน, 2539 ; ปณิตา, 2540) นอกจากนี้ยัง
พบวามีการใชเอนไซม esterase มาตรวจสอบ esterase activity โดยวิธี Polyacrylaminde Gel 
Electrophoresis (PAGE)  และสามารถจําแนกความแตกตางระหวางพันธุที่ออนแอ และพันธุ
ตานทานในพืช  Dibrotica virgifera  ออกจากกันไดอยางชัดเจน (Xuguo et al., 2003) 
 เนื่องจาก esterase isozyme เปนไอโซไซมชนิดหนึ่งที่พบในพืชช้ันสูง และนิยมนํามาใชใน
การจําแนกพันธุโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส เชน การศึกษา esterase isozyme ในใบออนของ sweet 
potato ซ่ึงพบวามีความแตกตางในรูปแบบของไอโซไซมระหวางพันธุต าง  ๆ                       
(Kennedy and Thompson, 1991) นอกจากนี้ยังพบการศึกษารูปแบบไอโซไซม esterase, glutamate 
oxaloaceatae transaminase, leucin amino peptidase, malic enzyme และ malate dehydrogenase        
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ในขาวขาวดอกมะลิ 105 และชัยนาท 1 พบวามีเพียงไอโซไซม esterase ที่สามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางขาว 2  พันธุไดอยางชัดเจน (กนกวรรณ, 2548) 
 เอนไซม peroxidase มีการแสดงออกของแถบสีที่มีจํานวนมากและงายตอการจําแนก
รูปแบบไอโซไซมในขาวโพดขาวเหนียว (waxy maize)  (Zeng et al., 1997) การศึกษา protein 
enzyme โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสเพื่อจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของ lovegrass (Eragrostis 
curvula) และสามารถตรวจสอบไอโซไซมโดยใชเอนไซม peroxidase และ esterase ซ่ึงสามารถ
แสดงรูปแบบที่ชัดเจนได (Di Renzo et al., 1992) และยังพบวาเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้สามารถแสดง
รูปแบบไอโซไซม และแสดงแถบสีที่ชัดเจนในขาวโพดหวานพันธุตาง ๆ ได (Pedro, 1995)  และ
พบวาในการใชเอนไซม  esterase และ glutamate oxaloacetate transaminase ในละหุงลูกผสม 
(Ricinus communis L.) พบการปรากฏแถบสีที่จางของ glutamate oxaloacetate transaminase ขณะที่
ปรากฏแถบสีของ esterase ชัดเจนซึ่งสามารถจําแนกความแตกตางระหวางพันธุได (Varier et al., 
1999) สวนการศึกษาการจําแนกพันธุบัวอุบลชาติโดยการวิเคราะหรูปแบบไอโซไซม พบวา 
glutamate oxaloacetate transaminase เกิดแถบสีเพียงเพียงสองแถบสี และไมสามารถจําแนกพันธุ
ได (สุพัตรา, 2547)   
 เมื่อทดสอบเอนไซมทั้ง 3 ชนิดในขาวโพดลูกผสม และพันธุพอ แม พบวาสามารถปรากฏ
แถบสีได แตความคมชัดของแถบสีจากการยอมของแตละเอนไซมแตกตางกัน ซ่ึงความเขมของ
แถบสีที่เกิดขึ้นนั้นเกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซมคือ แถบที่มีสีเขมอาจแสดงถึงความสามารถ
ทํางานไดดีและเต็มที่กวาแถบที่มีสีจางกวา (Jaaska, 1983) โดยเอนไซม glutamate oxaloacetate 
transaminase แสดงผลการยอมสีไดชัดเจนที่สุดคือ มีสีน้ําเงินเขม รองลงมาคือ esterase และ 
peroxidase สาเหตุอาจเปนเพราะในงานทดลองครั้งนี้ ผูทดลองไดทําการเก็บตัวอยางสดไวโดยแช
ในตู เย็นที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อความสะดวกในการใช รวมทั้งทําการบดตัวอยางสดใน
ไนโตรเจนเหลว ซ่ึงการที่สีจางลงอาจเปนเพราะกิจกรรมของเอนไซมลดลง และในการทําอิเล็ก
โทรโฟรีซิสแตละครั้งไมไดวิเคราะหปริมาณโปรตีนกอนอาจเปนไปไดวาปริมาณโปรตีนไมเทากัน  
 การเปลี่ยนแปลงรูปแบบไอโซไซม เกี่ยวของกับพันธุกรรมของพืชโดยตรงโดยมีการแสดง
แถบสีในหลาย ๆ ตําแหนง (polymorphic) ของไอโซไซมแตละชนิด และเกี่ยวของกับจํานวนโลกัส 
(locus) รูปแบบของยีนหรืออัลลีล (allele) ตอโลกัสและโครงสรางของเอนไซม (quarteranry 
structure of enzyme) (อัญชลี, 2536) โดยเอนไซม esterase สามารถแสดงการปรากฏของแถบสี
ไดมากถึง 11 แถบสี เชนเดียวกับ ryegrass (Griffith and Banowetz, 1992) เนื่องจาก esterase เปน 
non-specific enzyme ทําใหเกิด polymorphic bands มาก (ชวนพิศ, 2538) ในขณะที่เอนไซม 
peroxidase แสดงการปรากฏแถบสี 3 แถบสี และเอนไซม glutamate oxaloacetate transaminase 
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แสดงการปรากฏแถบสีเพียง 2 แถบสีเทานั้น และการปรากฏแถบสีของเอนไซม esterase ใน
ขาวโพดลูกผสมพบวามีลักษณะของพันธุพอแมรวมกัน และเกิดแถบสีของลูกผสม (hybrid band)    
1 แถบสี ในตําแหนงแถบสีที่ 4  เนื่องจากยีนที่ควบคุมการแสดงออกของไอโซไซมแสดงปฏิกิริยา
แบบขมรวม (codominant) ดังนั้นลูกผสมจึงมีแถบของพอ แม ปรากฏอยู และมีแถบของลูกผสม
เกิดขึ้น (ชวนพิศ, 2538; Bailey, 1983) เชนเดียวกับผักกาดขาวปลีลูกผสม (ณภัทร, 2543) และสตรอ
เบอรี่ลูกผสม (ปราโมทย และเกศินี, 2544)  

ผลจากการอานไซโมแกรมของขาวโพดลูกผสม และพันธุพอ แม หลังจากยอมดวย
เอนไซม 3 ชนิด พบวามีเพียงเอนไซม esterase ที่สามารถแสดงความแตกตางระหวางสายพันธุได
อยางชัดเจน สวนเอนไซม peroxidase และ glutamate oxaloacetate transaminase ไมสามารถแสดง
ความแตกตางได เนื่องจากการปรากฏแถบสีมีลักษณะเปน monomorphic มีคา Rf เทากันจึงไม
เหมาะสมสําหรับการจําแนกพันธุพืชออกจากกัน เพราะไมสามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุได แตก็มีประโยชนในการจัดกลุมพืชหากเปนแถบรวมของตัวอยางสวนใหญที่นํามาทดสอบ 
(Vallejos, 1983) ถึงแมวาเอนไซม glutamate oxaloacetate transaminase และ peroxidase ไม
สามารถแยกความแตกตางระหวางเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม จากพันธุพอแมได แตเอนไซม  
glutamate oxaloacetate transaminase ก็เปนเอนไซมที่มีความสําคัญโดย Pooler and Simon (1993) 
กลาววา glutamate oxaloacetate transaminase เปนเอนไซมที่มีบทบาทในปฏิกิริยา transamination 
ในการกําจัดไนโตรเจน (N2) ออกจากกรดอะมิโน และการฟอรมตัวของ keto acid ในวัฎจักร            
เครป (Kreb ,s cycle) และ gluconeogenesis และพบวาโครงสรางของ glutamate oxaloacetate 
transaminase ในขาวโพดถูกควบคุมโดยยีน 3 loci  

สวนเอนไซม peroxidase นั้นเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญเติบโตโดยไปขัดขวาง
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ indoleacetic acid (IAA) และเกี่ยวของกับการสลายตัวของผนังเซลล 
นอกจากนั้น peroxidase ยังเปนกลุมโปรตีนกลุมใหญที่เกี่ยวของกับการแลกเปลี่ยนประจุจากสารตั้ง
ตนที่ออกซิไดซได เชน phenol และ aromatic amine ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซค (H2O2) ซ่ึง
แถบสีของ peroxidase แสดงถึงการเกิด post translational modification จึงทําใหจํานวนแถบและ
ความคมชัดของแถบมักไมสม่ําเสมอในตนกลาหรือพืชที่กําลังพัฒนา (Durham et al., 1987) และใน
การทดลองที่ 1 ไดนําเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุตาง ๆ มาศึกษารูปแบบไอโซไซมของเอนไซม 
esterase เพื่อเปรียบเทียบวาเมล็ดพันธุขาวโพดตางพันธุกันจะมีการแสดงออกของรูปแบบไอโซไซม 
esterase แตกตางกันหรือไม ผลการทดลองพบวาขาวโพดตางพันธุกันมีรูปแบบไอโซไซมที่ตางกัน
ตั้งแต 2-9 แถบสี 
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สําหรับการทดลองที่ 2 เปนการตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพด
ลูกผสมโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเมล็ดพันธุและตนกลา ใน
สวนของการตรวจสอบโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสนี้ใชเอนไซม esterase ซ่ึงสามารถแยกความ
แตกตางระหวางพันธุลูกผสมจากพันธุพอแมได โดยนํามาทดสอบกับตัวอยางที่เก็บจากเกษตรกร
และเปรียบเทียบกับพันธุตนแบบ พบวา รูปแบบของแถบไอโซไซม esterase และผลจากการอานไซ
โมแกรมของตัวอยางเมล็ดพันธุจากเกษตรกรและพันธุตนแบบนั้นมีรูปแบบเดียวกัน และเมื่อทําการ
ทดลองเพื่อยืนยันผลการทดลองจํานวน 3 ซํ้า ก็ใหผลการทดสอบเชนเดิม และเมื่อเปรียบเทียบคา Rf 
จากการทําซ้ํา พบวามีคาคลาดเคลื่อนเล็กนอยแตยังคงอยูในชวง Rf ที่ใกลเคียงกันซึ่งแสดงวา
ตัวอยางเมล็ดพันธุที่นํามาทดสอบนั้นตรงตามพันธุ สําหรับการตรวจสอบโดยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเมล็ดพันธุและตนกลาขาวโพดที่อายุ 15 วัน พบวาตัวอยางจากเกษตรกรไมมีความ
แตกตางจากพันธุตนแบบเลย ไมวาจะเปนสีเมล็ด น้ําหนัก 100 เมล็ด และความสูงของตนกลา เปน
ตน ทั้งนี้อาจเปนเพราะการตรวจสอบลักษณะของเมล็ดพันธุและตนกลานั้นพืชยังเจริญเติบโตไม
สมบูรณลักษณะประจําพันธุบางอยางยังไมปรากฏ จึงไมพบความแตกตางของเมล็ดพันธุ และตน
กลา ดังเชนงานทดลองของ Smith and Wych (1986) ที่ตรวจสอบการปลอมปนพันธุในเมล็ดพันธุ
ขาวโพดลูกผสมโดยพิจารณาจากการเจริญเติบโตของพืชท่ีระยะ seedling, anthesis และ maturity 
พบวาระยะ seedling, anthesis และ maturity ตรวจพบการปลอมปนพันธุ 0, 3 และ 12 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเรื่องการใชไอโซไซมในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรม การจําแนกพันธุและชนิดพืช รวมทั้งการยืนยันการเปนลูกผสมในพืชตาง ๆ อีกมากมาย 
ดังรายงานที่สามารถยืนยันการเปนลูกผสมของมะเขือเทศ โดยใชรูปแบบไอโซไซม esterase และ 
dehydrogenase และสามารถนํามาใชเปน marker ในการตรวจสอบการปลอมปนพันธุของเมล็ด
พันธุมะเขือเทศได (Vodenicharova et al., 1999) และยังพบวาสามารถใชเอนไซม acid phosphatase 
isozyme ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางสายพันธุของเมล็ดพันธุ Brassica oleracea var botrytis  
(Celso et  al., 2002) จากผลการศึกษาการใชเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในการตรวจสอบความตรง
ตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมชี้ใหเห็นวารูปแบบไอโซไซม esterase สามารถใชเปน 
marker เพื่อนําไปตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมได 

 
 
 

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


