
 
บทท่ี 5 

วิจารณผลการทดลอง 
 

 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรม (genetic purity) ของขาวโพดโดยทั่วไปแลวจะ
พิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) สรีระวิทยา (physiology) เซลลวิทยา 
(cytological) และความทนทานตอศัตรูพืช ซ่ึงวิธีการดังกลาวตองใชระยะเวลานาน เสียคาใชจาย
มาก และในธรรมชาติขาวโพดเปนพืชผสมขามจึงมีความปรวนแปรในพันธุกรรมสูงและการ
แสดงออกของพืชอาจแปรปรวนไดเนื่องจากปจจัยทางสภาพแวดลอม ดังนั้นการทดลองนี้จึงไดนํา
เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ซ่ึงเปนวิธีการตรวจสอบทางชีวเคมีมาใชประโยชนใน
การตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม โดยอาศัยคุณลักษณะที่
แตกตางกันของรูปแบบไอโซไซมที่มีอยูในพันธุแตละพันธุ (อาภัสสรา, 2537) 

ตัวอยางเมล็ดพันธุขาวโพดที่นํามาใชในการศึกษาครั้งนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก
บริษัทเอกชน และจากเกษตรกร ในการเตรียมตนกลาเพื่อใชในการทดลองจะทําการเพาะใน
สภาพแวดลอมที่จํากัดที่ อุณหภูมิหอง มีฉากกันน้ําฝน ใหน้ําทุกเชาและเย็นในปริมาณเทากันทุกวัน 
ทรายที่นํามาใชเพาะไดผานการฆาเชื้อมาแลว เพื่อควบคุมสภาพแวดลอมใหแกเมล็ดพันธุขาวโพดที่
ใชทดลองใหอยูในสภาพเดียวกัน การทดลองที่ 1 เปนการศึกษาการจําแนกเมล็ดพันธุขาวโพด
ลูกผสมพันธุ 2029S จากพันธุพอ แม โดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส  ทดสอบโดยใชเอนไซม  3 ชนิด 
คือ esterase (EST), peroxidase (PER) และ glutamate oxaloacetate transaminase (GOT) เนื่องจาก
เอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้ ไดมีการนํามาใชในการจําแนกชนิดและพันธุในขาวโพดและธัญพืช         
(Zeng et al., 1997 ; Smith, 1998 ; Bonow et al., 2001 ; ปาน, 2539 ; ปณิตา, 2540) นอกจากนี้ยัง
พบวามีการใชเอนไซม esterase มาตรวจสอบ esterase activity โดยวิธี Polyacrylaminde Gel 
Electrophoresis (PAGE)  และสามารถจําแนกความแตกตางระหวางพันธุที่ออนแอ และพันธุ
ตานทานในพืช  Dibrotica virgifera  ออกจากกันไดอยางชัดเจน (Xuguo et al., 2003) 
 เนื่องจาก esterase isozyme เปนไอโซไซมชนิดหนึ่งที่พบในพืชช้ันสูง และนิยมนํามาใชใน
การจําแนกพันธุโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส เชน การศึกษา esterase isozyme ในใบออนของ sweet 
potato ซ่ึงพบวามีความแตกตางในรูปแบบของไอโซไซมระหวางพันธุต าง  ๆ                       
(Kennedy and Thompson, 1991) นอกจากนี้ยังพบการศึกษารูปแบบไอโซไซม esterase, glutamate 
oxaloaceatae transaminase, leucin amino peptidase, malic enzyme และ malate dehydrogenase        
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ในขาวขาวดอกมะลิ 105 และชัยนาท 1 พบวามีเพียงไอโซไซม esterase ที่สามารถจําแนกความ
แตกตางระหวางขาว 2  พันธุไดอยางชัดเจน (กนกวรรณ, 2548) 
 เอนไซม peroxidase มีการแสดงออกของแถบสีที่มีจํานวนมากและงายตอการจําแนก
รูปแบบไอโซไซมในขาวโพดขาวเหนียว (waxy maize)  (Zeng et al., 1997) การศึกษา protein 
enzyme โดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสเพื่อจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมของ lovegrass (Eragrostis 
curvula) และสามารถตรวจสอบไอโซไซมโดยใชเอนไซม peroxidase และ esterase ซ่ึงสามารถ
แสดงรูปแบบที่ชัดเจนได (Di Renzo et al., 1992) และยังพบวาเอนไซมทั้ง 3 ชนิดนี้สามารถแสดง
รูปแบบไอโซไซม และแสดงแถบสีที่ชัดเจนในขาวโพดหวานพันธุตาง ๆ ได (Pedro, 1995)  และ
พบวาในการใชเอนไซม  esterase และ glutamate oxaloacetate transaminase ในละหุงลูกผสม 
(Ricinus communis L.) พบการปรากฏแถบสีที่จางของ glutamate oxaloacetate transaminase ขณะที่
ปรากฏแถบสีของ esterase ชัดเจนซึ่งสามารถจําแนกความแตกตางระหวางพันธุได (Varier et al., 
1999) สวนการศึกษาการจําแนกพันธุบัวอุบลชาติโดยการวิเคราะหรูปแบบไอโซไซม พบวา 
glutamate oxaloacetate transaminase เกิดแถบสีเพียงเพียงสองแถบสี และไมสามารถจําแนกพันธุ
ได (สุพัตรา, 2547)   
 เมื่อทดสอบเอนไซมทั้ง 3 ชนิดในขาวโพดลูกผสม และพันธุพอ แม พบวาสามารถปรากฏ
แถบสีได แตความคมชัดของแถบสีจากการยอมของแตละเอนไซมแตกตางกัน ซ่ึงความเขมของ
แถบสีที่เกิดขึ้นนั้นเกี่ยวของกับการทํางานของเอนไซมคือ แถบที่มีสีเขมอาจแสดงถึงความสามารถ
ทํางานไดดีและเต็มที่กวาแถบที่มีสีจางกวา (Jaaska, 1983) โดยเอนไซม glutamate oxaloacetate 
transaminase แสดงผลการยอมสีไดชัดเจนที่สุดคือ มีสีน้ําเงินเขม รองลงมาคือ esterase และ 
peroxidase สาเหตุอาจเปนเพราะในงานทดลองครั้งนี้ ผูทดลองไดทําการเก็บตัวอยางสดไวโดยแช
ในตู เย็นที่ -20 องศาเซลเซียส เพื่อความสะดวกในการใช รวมทั้งทําการบดตัวอยางสดใน
ไนโตรเจนเหลว ซ่ึงการที่สีจางลงอาจเปนเพราะกิจกรรมของเอนไซมลดลง และในการทําอิเล็ก
โทรโฟรีซิสแตละครั้งไมไดวิเคราะหปริมาณโปรตีนกอนอาจเปนไปไดวาปริมาณโปรตีนไมเทากัน  
 การเปลี่ยนแปลงรูปแบบไอโซไซม เกี่ยวของกับพันธุกรรมของพืชโดยตรงโดยมีการแสดง
แถบสีในหลาย ๆ ตําแหนง (polymorphic) ของไอโซไซมแตละชนิด และเกี่ยวของกับจํานวนโลกัส 
(locus) รูปแบบของยีนหรืออัลลีล (allele) ตอโลกัสและโครงสรางของเอนไซม (quarteranry 
structure of enzyme) (อัญชลี, 2536) โดยเอนไซม esterase สามารถแสดงการปรากฏของแถบสี
ไดมากถึง 11 แถบสี เชนเดียวกับ ryegrass (Griffith and Banowetz, 1992) เนื่องจาก esterase เปน 
non-specific enzyme ทําใหเกิด polymorphic bands มาก (ชวนพิศ, 2538) ในขณะที่เอนไซม 
peroxidase แสดงการปรากฏแถบสี 3 แถบสี และเอนไซม glutamate oxaloacetate transaminase 
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แสดงการปรากฏแถบสีเพียง 2 แถบสีเทานั้น และการปรากฏแถบสีของเอนไซม esterase ใน
ขาวโพดลูกผสมพบวามีลักษณะของพันธุพอแมรวมกัน และเกิดแถบสีของลูกผสม (hybrid band)    
1 แถบสี ในตําแหนงแถบสีที่ 4  เนื่องจากยีนที่ควบคุมการแสดงออกของไอโซไซมแสดงปฏิกิริยา
แบบขมรวม (codominant) ดังนั้นลูกผสมจึงมีแถบของพอ แม ปรากฏอยู และมีแถบของลูกผสม
เกิดขึ้น (ชวนพิศ, 2538; Bailey, 1983) เชนเดียวกับผักกาดขาวปลีลูกผสม (ณภัทร, 2543) และสตรอ
เบอรี่ลูกผสม (ปราโมทย และเกศินี, 2544)  

ผลจากการอานไซโมแกรมของขาวโพดลูกผสม และพันธุพอ แม หลังจากยอมดวย
เอนไซม 3 ชนิด พบวามีเพียงเอนไซม esterase ที่สามารถแสดงความแตกตางระหวางสายพันธุได
อยางชัดเจน สวนเอนไซม peroxidase และ glutamate oxaloacetate transaminase ไมสามารถแสดง
ความแตกตางได เนื่องจากการปรากฏแถบสีมีลักษณะเปน monomorphic มีคา Rf เทากันจึงไม
เหมาะสมสําหรับการจําแนกพันธุพืชออกจากกัน เพราะไมสามารถแสดงความแตกตางระหวาง
พันธุได แตก็มีประโยชนในการจัดกลุมพืชหากเปนแถบรวมของตัวอยางสวนใหญที่นํามาทดสอบ 
(Vallejos, 1983) ถึงแมวาเอนไซม glutamate oxaloacetate transaminase และ peroxidase ไม
สามารถแยกความแตกตางระหวางเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสม จากพันธุพอแมได แตเอนไซม  
glutamate oxaloacetate transaminase ก็เปนเอนไซมที่มีความสําคัญโดย Pooler and Simon (1993) 
กลาววา glutamate oxaloacetate transaminase เปนเอนไซมที่มีบทบาทในปฏิกิริยา transamination 
ในการกําจัดไนโตรเจน (N2) ออกจากกรดอะมิโน และการฟอรมตัวของ keto acid ในวัฎจักร            
เครป (Kreb ,s cycle) และ gluconeogenesis และพบวาโครงสรางของ glutamate oxaloacetate 
transaminase ในขาวโพดถูกควบคุมโดยยีน 3 loci  

สวนเอนไซม peroxidase นั้นเกี่ยวของกับการยับยั้งการเจริญเติบโตโดยไปขัดขวาง
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของ indoleacetic acid (IAA) และเกี่ยวของกับการสลายตัวของผนังเซลล 
นอกจากนั้น peroxidase ยังเปนกลุมโปรตีนกลุมใหญที่เกี่ยวของกับการแลกเปลี่ยนประจุจากสารตั้ง
ตนที่ออกซิไดซได เชน phenol และ aromatic amine ใหเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซค (H2O2) ซ่ึง
แถบสีของ peroxidase แสดงถึงการเกิด post translational modification จึงทําใหจํานวนแถบและ
ความคมชัดของแถบมักไมสม่ําเสมอในตนกลาหรือพืชที่กําลังพัฒนา (Durham et al., 1987) และใน
การทดลองที่ 1 ไดนําเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมพันธุตาง ๆ มาศึกษารูปแบบไอโซไซมของเอนไซม 
esterase เพื่อเปรียบเทียบวาเมล็ดพันธุขาวโพดตางพันธุกันจะมีการแสดงออกของรูปแบบไอโซไซม 
esterase แตกตางกันหรือไม ผลการทดลองพบวาขาวโพดตางพันธุกันมีรูปแบบไอโซไซมที่ตางกัน
ตั้งแต 2-9 แถบสี 
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สําหรับการทดลองที่ 2 เปนการตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพด
ลูกผสมโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเมล็ดพันธุและตนกลา ใน
สวนของการตรวจสอบโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสนี้ใชเอนไซม esterase ซ่ึงสามารถแยกความ
แตกตางระหวางพันธุลูกผสมจากพันธุพอแมได โดยนํามาทดสอบกับตัวอยางที่เก็บจากเกษตรกร
และเปรียบเทียบกับพันธุตนแบบ พบวา รูปแบบของแถบไอโซไซม esterase และผลจากการอานไซ
โมแกรมของตัวอยางเมล็ดพันธุจากเกษตรกรและพันธุตนแบบนั้นมีรูปแบบเดียวกัน และเมื่อทําการ
ทดลองเพื่อยืนยันผลการทดลองจํานวน 3 ซํ้า ก็ใหผลการทดสอบเชนเดิม และเมื่อเปรียบเทียบคา Rf 
จากการทําซ้ํา พบวามีคาคลาดเคลื่อนเล็กนอยแตยังคงอยูในชวง Rf ที่ใกลเคียงกันซึ่งแสดงวา
ตัวอยางเมล็ดพันธุที่นํามาทดสอบนั้นตรงตามพันธุ สําหรับการตรวจสอบโดยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของเมล็ดพันธุและตนกลาขาวโพดที่อายุ 15 วัน พบวาตัวอยางจากเกษตรกรไมมีความ
แตกตางจากพันธุตนแบบเลย ไมวาจะเปนสีเมล็ด น้ําหนัก 100 เมล็ด และความสูงของตนกลา เปน
ตน ทั้งนี้อาจเปนเพราะการตรวจสอบลักษณะของเมล็ดพันธุและตนกลานั้นพืชยังเจริญเติบโตไม
สมบูรณลักษณะประจําพันธุบางอยางยังไมปรากฏ จึงไมพบความแตกตางของเมล็ดพันธุ และตน
กลา ดังเชนงานทดลองของ Smith and Wych (1986) ที่ตรวจสอบการปลอมปนพันธุในเมล็ดพันธุ
ขาวโพดลูกผสมโดยพิจารณาจากการเจริญเติบโตของพืชท่ีระยะ seedling, anthesis และ maturity 
พบวาระยะ seedling, anthesis และ maturity ตรวจพบการปลอมปนพันธุ 0, 3 และ 12 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ  

 นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาเรื่องการใชไอโซไซมในการตรวจสอบความบริสุทธิ์ทาง
พันธุกรรม การจําแนกพันธุและชนิดพืช รวมทั้งการยืนยันการเปนลูกผสมในพืชตาง ๆ อีกมากมาย 
ดังรายงานที่สามารถยืนยันการเปนลูกผสมของมะเขือเทศ โดยใชรูปแบบไอโซไซม esterase และ 
dehydrogenase และสามารถนํามาใชเปน marker ในการตรวจสอบการปลอมปนพันธุของเมล็ด
พันธุมะเขือเทศได (Vodenicharova et al., 1999) และยังพบวาสามารถใชเอนไซม acid phosphatase 
isozyme ตรวจสอบความบริสุทธิ์ทางสายพันธุของเมล็ดพันธุ Brassica oleracea var botrytis  
(Celso et  al., 2002) จากผลการศึกษาการใชเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในการตรวจสอบความตรง
ตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมชี้ใหเห็นวารูปแบบไอโซไซม esterase สามารถใชเปน 
marker เพื่อนําไปตรวจสอบความตรงตามพันธุของเมล็ดพันธุขาวโพดลูกผสมได 
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