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1. การศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

1.1 การชักนําแคลลัส
     สูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักนําแคลลัสจากชิ้นสวนใบและขอของหนาวัวในการ

ศึกษานี้คือ สูตร MMS ที่เติมอะดินีนซัลเฟต และลดความเขมขนของธาตุอาหารหลัก ธาตุเหล็กลง
คร่ึงหนึ่งจากความเขมขนเดิม แตการศึกษาของ Pierik และคณะ (1974) อางโดย สมปองและคณะ
(2545) รายงานวา สามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหนาวัวโดยใชช้ินสวนเอ็มบริโอและใบออนมาเพาะ
เล้ียงบนอาหารสูตร MMS ที่ใชความเขมขนของธาตุอาหารหลัก เพียงครึ่งเดียว ธาตุอาหารรอง
และธาตุเหล็กเทาเดิม อาจสรุปไดวาการเจริญเติบโตของเซลลหนาวัวจะเหมาะสมที่สุดเมื่อมีการ
ลดความเขมขนของธาตุอาหารหลักและธาตุเหล็กลงพรอมทั้งเติมอะดินีนซัลเฟต ทั้งนี้เพื่อกระตุน
การชักนําใหเกิดแคลลัสไดดียิ่งขึ้น ลักษณะของแคลลัสที่เกิดบนอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MMS เปน
แบบโนดูลาแคลลัส คือ แคลลัสที่เปนปมแข็งมีการเจริญของรากและยอดไมพรอมกัน ในขณะที่
แคลลัสที่ชักนําไดบนอาหารสูตร MS และ WPM มีลักษณะคลายโซมาติกเอ็มบริโอ คือ แคลลัสที่
เปนปมใสๆ มีแนวโนวการเจริญของรากและยอดพรอมกัน ความแตกตางดังกลาวเปนผลมาจาก
องคประกอบของธาตุอาหาร และความเขมขนของธาตุอาหารบางตัวที่แตกตางกันไปในแตละสูตร
อาหาร Gamborg และคณะ (1968) อางโดย Bhansali และ Singh (2000) กลาววา โซมาติก
เอ็มบริโอสามารถชักนําและเจริญไดในอาหารที่มีความเขมขนของธาตุอาหารสูง เชน  MS และ
WPM นอกจากนี้ Bhansali และ Singh (2000) กลาววา สารอนินทรียไนโตรเจนในรูปแอมโนเนียม
ไนเตรทซึ่งเปนธาตุอาหารที่สําคัญในสูตรอาหาร MS เหมาะตอการเจริญของพืชบางชนิดในเขต
แหงแลง   Reinert และคณะ (1967) อางโดย Bhansali และ Singh (2000) Ferguson และคณะ
(1958) อางโดย Street (1973) รายงานวา โพแทสเซียมไอออนมีความจําเปนตอการเกิดกระบวน
การโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซีสดวยเชนกัน นอกจากนี้ธาตุเหล็กในรูปของ Fe-EDTA ยังมีผลตอการ
ชักนํากระบวนการโซมาติกเอ็มบริโอเจนีซีส อยางไรก็ตามความเปนประโยชนจะขึ้นอยูกับชวง
pH



  พันธุที่ทดสอบมีผลตอการชักนําแคลลัสแตกตางกันทางสถิติ โดยพันธุวาเลนติโนให
เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสเฉลี่ยสูงสุด (83.73%) รองลงมาเปนพันธุโซเน็ตและเปลวเทียนภูเก็ต
สมปองและคณะ (2545) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของหนาวัว 3 สายพันธุ พบวา พันธุทรอปพิกา
นาชักนําแคลลัสเฉลี่ยทุกชิ้นสวนดีที่สุด (82.66%) รองลงมาพันธุแชมเปญและพันธุดวงสมร
สรุปไดวาพันธุที่แตกตางกันอาจมีกิจกรรมภายในที่แตกตางกัน เชน อัตราการเจริญเติบโต สวน
ประกอบของเนื้อเยื่อเจริญ ซ่ึงเปนผลใหความสามารถในการชักนําแคลลัสแตกตางกัน นอกจากนี้
ช้ินสวนเริ่มตนในการชักนําแคลลัสก็มีความสําคัญเชนเดียวกัน เมื่อพิจารณาชิ้นสวนเริ่มตนที่เพาะ
เล้ียง พบวา ปลองสามารถชักนําแคลลัสไดสูงสุด 72.63% แตไมมีความแตกตางกันทางสถิติกับชิ้น
สวนใบและขอ อยางไรก็ตามจากชิ้นสวนใบและขอสามารถชักนําแคลลัสไดภายในสัปดาหที่ 4-5
เร็วกวาชิ้นสวนปลองที่เปนเชนนี้เพราะชิ้นสวนขอที่ใชในการเพาะเลี้ยงมีสวนของตาขางติดมาดวย
โดยตาขางเปนชิ้นสวนเชนเดียวกับใบ คือ มีสวนของเนื้อเยื่อเจริญจํานวนมากจึงสงเสริมการชักนํา
การสรางแคลลัส แตในการศึกษาของ สมปอง และคณะ (2545) พบวา การใชช้ินสวนกานใบ
สามารถชักนําการเกิดแคลลัสไดสูงสุด รองลงมาเปนชิ้นสวนแผนใบ ปลีดอก และจานรองดอก
ตามลําดับ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงใชช้ินสวนใบและขอเปนชิ้นสวนเริ่มตนในการชักนําแคลลัส
และในการใชช้ินสวนใบเปนชิ้นสวนเริ่มตนในการชักนําแคลลัสไดทําการศึกษาผลของการสราง
บาดแผลตอการชักนําแคลลัสควบคูไปดวยพบวา ไมวาจะมีการสรางบาดแผลบนชิ้นสวนใบหรือ
ไมก็ไมมีผลตอการสรางแคลลัส โดยพบวาชิ้นสวนใบที่มีการสรางบาดแผลสามารถชักนําแคลลัส
58.8% ในขณะที่ช้ินสวนใบที่ไมมีการสรางบาดแผลสามารถชักนําแคลลัส 44.03% ซ่ึงไมมีความ
แตกตางทางสถิติ การสรางบาดแผลเปนการเพิ่มชองทางในการดูดอาหารของชิ้นสวนพืช โดย
สรางบาดแผลแนวขวางกับเสนกลางใบทําใหทอไซเลมและโฟลเอ็มภายในเสนใบสามารถดูดน้ํา
และอาหารไดโดยตรงผานทางบาดแผลมากยิ่งขึ้น และยังเปนการกระตุนการชักนําแคลลัสใหเร็ว
ยิ่งขึ้นดวย อยางไรก็ตามการสรางบาดแผลบางครั้งสงผลใหช้ินสวนใบดําตลอดทั้งชิ้นสวน เพราะ
การสรางบาดแผลในชิ้นสวนพืชทําใหเกิดการออกซิเดชั่นสรางสารประกอบพวกฟโนล (phenolic
compounds) เปนตัวขัดขวางการดูดซับน้ําและอาหารดวยเชนกัน (รังสฤษดิ์, 2540) แตในการศึกษา
นี้เกิดเปนจํานวนนอย ดังนั้นในการชักนําแคลลัสโดยใชใบจึงมีการสรางบาดแผลรวมดวย จากการ
สังเกตในการทดลองนี้แนะนําวาในการวางเลี้ยงควรใหหลังใบสัมผัสอาหาร เพราะชวยในการสง
เสริมการดูดน้ําธาตุอาหาร เนื่องจากปากใบและเซลลอิพิเดอรมิสของหนาวัวมีกิจกรรมดังกลาวสูง
กวาดานทองใบ แมจะไมมีการเปรียบเทียบการวางเลี้ยงระหวางการใหทองใบหรือหลังสัมผัส



อาหารเพื่อชวยสงเสริมการชักนําการเกิดแคลลัส แตพบวาหากวางเลี้ยงโดยทองใบสัมผัสอาหารจะ
เกิดสีน้ําตาลและตาย สวนการวางใหหลังใบสัมผัสอาหารจะเกิดแคลลัสไดดีกวา (ไมแสดงขอมูล)

   ในเมื่อศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําแคลลัสพบวา เมื่อเติม TDZ
รวมกับ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล บนอาหารสูตร MMS สามารถชักนําแคลลัสในชิ้นสวน
ใบ (91%) และขอ (76%) ของหนาวัวพันธุวาเลนติโนไดสูงที่สุด เพราะ TDZ และ BA เปนสารใน
กลุมไซโทไคนินซึ่งทําหนาที่ในการสงเสริมการแบงเซลล โดยอิทธิพลของไซโทไคนินตอการ
สังเคราะหโปรตีนทําใหเกิดการแบงเซลลอยางรวดเร็ว (สมพร, 2541) Houssa และคณะ (1990)
อางโดย สมพร (2541) รายงานวา ผลของ BA สงเสริมการแบงเซลลเนื่องมาจากมีการสังเคราะห
DNA และ โปรตีนที่ชวยใหการแบงเซลลเปนไปไดเร็วข้ึน ในการศึกษานี้เติม TDZ รวมกับ BA ใน
อัตราสวนที่เทากันจึงสงเสริมการชักนําแคลลัส และมีลักษณะเปนแบบโนดูลาแคลลัส แตบาง
หนวยทดลองที่เติม NAA 2, 4-D Dicamba และ Picloram ซ่ึงเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตใน
กลุมออกซินควบคูกับสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโทไคนินคือ BA ไมสงเสริมการเกิดแคล
ลัสหรือเกิดแคลลัสแตมีสีน้ําตาลและตายในที่สุด เชนเดียวกับการศึกษาของ Kuehnle และคณะ
(1992) รายงานวาในการชักนําแคลลัสหนาวัว เมื่อเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโท
ไคนินที่ความเขมขน 0–0.5 มก/ล  จะชวยในการสงเสริมการชักนําแคลลัส แตหากเติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตกลุมออกซิน ความเขมขน 0–1  มก/ล จะชักนําใหเกิดแคลลัสไดนอยมากและแคล
ลัสที่ไดมีสีน้ําตาลและตาย ดังนั้นจึงชักนําแคลลัสหนาวัวบนอาหารสูตร MMS เติม TDZ รวมกับ
BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล

1.2  การชักนํายอด
   จากผลการทดลองสามารถชักนํายอดจากโนดูลาแคลลัสหนาวัวไดดีในอาหารสูตร 

MMS เติม TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5 มก/ล การใชสารไซโทไคนินที่มีความเขมขนสูง
จากภายนอกทําใหสมดุลของไซโทไคนินและออกซินสูงขึ้น (ไซโทไคนินสูงกวาออกซิน) กระตุน
ใหเกิดการชักนําเปนยอด สอดคลองกับการศึกษาของ สมปอง (2539ก) ซ่ึงรายงานวา BA เปนสาร
ในกลุมไซโทไคนินที่มีประสิทธิภาพในการชักนํายอดไดดีที่สุด นอกจากนี้สมปองและคณะ
(2545) ยังรายงานวาในการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนใบของหนาวัวทุกสายพันธุ   (ทรอปพิกานา แชมเปญ
และดวงสมร) ในอาหารเติม BA สงผลใหแคลลัสมีลักษณะคอนขางแข็งและพัฒนาเปนตุมสีเขียว
โดยตุมนี้จะพัฒนาเปนยอดตอไป  สมปองและคณะ (2545) รายงานวา ไซโทไคนินมีผลตอการชัก



นําและเพิ่มปริมาณแคลลัส ตลอดจนการพัฒนาเปนตนจากชิ้นสวนหนาวัว   Handro และ Floh
(2001) รายงานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ Melia azedarach วาเมื่อเติม BA (ความเขมขน 0.5-2           
มิลลิโมลาร) ลงในอาหารเพาะเลี้ยงทําใหเกิดตารวมเพิ่มมากขึ้นโดยหนึ่งตาสามารถพัฒนาเปนตน
ใหมไดหนึ่งหรือหลายตน นอกจากนี้ในการศึกษาของ Matsumoto และ Kuehnle (1997) พบวา
การชักนํายอดของหนาวัว  (A. andranum) ในระยะแรกตองใชไซโทไคนินรวมในอาหารสูตร MS
และภายใตสภาพความเขมแสงต่ําสงเสริมใหเกิดยอดจํานวนมากจากการใชช้ินสวนขอ

    พบวาการชักนํายอดในอาหารสูตร MMS เติม TDZ และ BA ความเขมขนเทากัน 0.5
มก/ล ที่เปนอาหารเหลวสามารถชักนํายอดในโนดูลาแคลลัสในอาหารเหลว (23.0 ยอดตอช้ินสวน)
ดีกวาบนอาหารแข็ง (11.22 ยอดตอช้ินสวน) เพราะการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวทําใหแคลลัส
สามารถสัมผัสกับอาหารไดทุกสวน และหากมีการปลอยสารฟโนลิกก็สามารถกระจายไปยังสวน
อ่ืนๆได ในขณะที่เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งชิ้นสวนพืชจะสัมผัสอาหารไดเพียงบางสวนเทานั้น
และหากมีการปลอยสารชีวเคมีก็จะไมสามารถกระจายไปยังสวนอื่นไดและอาจขัดขวางการดูดซับ
อาหารของชิ้นสวนพืชดวย (รังสฤษดิ์, 2540) แตบางครั้งในการทดลองเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวใน
สภาพเขยาเลี้ยงนี้สงผลใหมีการปนเปอนไดสูงเชนกันเนื่องจากอาหารเหลวที่กระเด็นไปบริเวณ
ปากขวดสงเสริมใหปนเปอน รายงานของ Teng และคณะ (1993) อางโดย Teng (1997) รายงาน
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหนาวัวบนอาหารเหลวสามารถชักนํายอดไดดีกวาบนอาหารแข็ง ตอมา Teng
(1997) รายงานวา การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหารเหลวสามารถชักนํายอดเดี่ยวๆไดเปนจํานวนมาก
และใชระยะเวลาในการชักนํายอดนอยกวา ดังนั้นการชักนํายอดในอาหารเหลวใชระยะเวลาสั้น
กวาการชักนํายอดบนอาหารแข็ง

2. การศึกษาการกลายพันธุ

2.1 การจุมแชโนดูลาแคลลัสใน EMS
    การศึกษาการชักนําการกลายพันธุของหนาวัวพันธุโซเน็ตโดยใชสารเคมีคือ EMS ที่

ระดับความเขมขนแตกตางกัน นาน 60 และ 90 นาที พบวา ภายหลังการนําโนดูลาแคลลัสหนาวัว
อายุ 10 สัปดาห มาจุมแชในสารละลาย EMS นาน 60 นาที โนดูลาแคลลัสที่จุมแชในสารละลาย
EMS ความเขมขนสูงสุด (1.0%) มีสีซีดลง แตทรีตเมนตอ่ืนๆ ไมพบลักษณะที่เปลี่ยนแปลง และ
เมื่อนําโนดูลาแคลลัสไปเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห พบวาโนดูลาแคลลัสมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวา



50% ขณะที่จุมแชสารละลาย EMS นาน 90 นาที โนดูลาแคลลัสเริ่มมีสีซีลงเมื่อเปรียบกับทรีต
เมนตชุดควบคุม และภายหลังเพาะเลี้ยงพบวา โนดูลาแคลลัสมีอัตราการรอดชีวิตลดลงต่ํากวา 50%
ในทรีตเมนตที่จุมแชในความเขมขน 0.75 และ 1.0% ซ่ึงเปนความเขมขนสูงสุดโนดูลาแคลลัสจึง
โดนทําลายไดมาก เนื่องมาจากในการจุมแชสารละลาย EMS นาน 90 นาที เปนเวลาที่นานกวา 60
นาที จึงทําใหสารละลาย EMS เขาทําลายกลุมเนื้อเยื่อเจริญภายในโนดูลาแคลลัสไดมากกวา และ
การจุมแชทําในภายใตสภาพเขยาทําใหโนดูลาแคลลัสสามารถดูดซึมสารละลาย EMS ไดทั่วถึง ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของสมปอง และวิทยา (2542) รายงานวา ภายในโนดูลาแคลลัสมีกิจกรรม
ของเนื้อเยื่อเจริญสูง ดังนั้นเมื่อผานการจุมแชสารละลาย EMS จึงทําใหโดนทําลายเปนจํานวนมาก
ดังนั้นเมื่อนําไปเพาะเลี้ยงจึงมีอัตราการรอดชีวิตต่ําดวยเชนกัน เชนเดียวกับการศึกษาของ Lee และ
Lee (2002) ในการชักนําการกลายพันธุของขาวโดยนําแคลลัสที่ชักนําไดจากอับละอองเรณูมาจุม
แชในสารละลาย EMS ความเขมขน 0.5% (ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 0, 10 และ 20 วัน พบวา เดิม
แคลลัสมีสีเขียว แตเมื่อจุมแชระยะเวลานานขึ้นทําใหแคลลัสมีสีซีดและเผือกมากขึ้นเมื่อเปรียบ
เทียบกับชุดควบคุม (จุมแชนาน 0 วัน) จากการผลศึกษานี้พบวา เมื่อจุมแชโนดูลาแคลลัสในสาร
ละลาย EMS ที่ความเขมขน 0, 0.25, 0.50, 0.75 และ1.0% (ปริมาตร/ปริมาตร) พบวาความเขมขนที่
มีผลในการยับยั้งการพัฒนาของโนดูลาแคลลัสที่ระดับ 50% คือ 0.725% (ปริมาตร/ปริมาตร) โดย
สมปอง (2541) รายงานวา ความเขมขนของสิ่งกอกลายพันธุที่ยับยั้งการสรางแคลลัสหรือการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมไดจํานวนครึ่งหนึ่งหรือ 50% (LD50) ถือวาเปนคาในการประเมินความเขม
ขนที่เหนี่ยวนําการกลายพันธุ ทั้งนี้เพราะความเขมขนดังกลาวสรางความเสียหายและกอใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงกับหนวยพันธุกรรมอยางนอย 50% โดยในพืชแตละชนิดจะมีคา LD50 แตกตางกัน
เพราะขึ้นอยูกับชิ้นสวน และอายุของชิ้นสวนพืชที่นํามาจุมแช ระยะเวลาในการจุมแช และความ
เขมขนของสารเคมีที่ใชในการจุมแช  (สรินุช, 2540) เชนในการศึกษาของ Gahukar และ Jambhale
(2000) พบวาในการจุมแชแคลลัสออย อายุ 15 วัน หลังการยายเล้ียง ในสารละลาย EMS ความ
เขมขนตางๆ นาน 24   ช่ัวโมง มีคา LD50 คือ 0.02% และการศึกษาของ Bhagwat และ Duncan
(1998) ในการนําชิ้นสวนปลายยอด อายุ 4 สัปดาห ของกลวยภายในหลอดทดลองมาจุมแชในสาร
ละลาย EMS ความเขมขนตางๆ นาน 30 นาที พบคา LD50 คือ ความเขมขน 300 มิลลิโมลลาร ดัง
นั้นหากจุมแชโนดูลาแคลลัสหนาวัวพันธุโซเน็ตดวยสารละลาย EMS ที่ความเขมขน 0.725% นาน
90 นาที ทําใหโนดูลาแคลลัสมีอัตรารอดชีวิต 50% และโนดูลาแคลลัสที่รอดชีวิตมีแนวโนมวาจะ
ไดหนาวัวที่มีลักษณะกลายพันธุไปจากเดิม



2.2 การตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรม
   ในการศึกษานี้ภายหลังนําโนดูลาแคลลัสจุมแชสารละลาย EMS แลวจึงนําโนดูลา

แคลลัสมาเพาะเลี้ยงอาหารชักนํายอด นาน 4 สัปดาห และอาหารชักนํารากตามลําดับจํานวน 5 รุน
คือ M1R1-M1R5 โดยภายหลังเพาะเลี้ยงในอาหารชักนําราก 4 สัปดาห ในแตละรุนจึงตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานและทางชีวเคมี คือการใชเทคนิคไอโซไซม Ahloowalia และ Maluszynski
(2001) รายงานวา ในกระบวนการตรวจสอบการกลายพันธุของชิ้นสวนที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อสามารถตรวจการกลายพันธุไดเร็วกวาชิ้นสวนพืชในสภาพปกติ ทั้งนี้โดยกระบวนยายเลี้ยง
ช้ินสวนนั้นหลายๆ คร้ังอาจพบวา ลักษณะทางพันธุกรรมจะคงที่ในรุนที่ V3-V4 (in vitro 3 – in
vitro 4) จากการศึกษานี้ภายหลังการชักนําราก นาน 2 สัปดาห พบวา ลักษณะทางสัณฐานของตน
หนาวัวในรุนที่ M1R2 มีลักษณะผิดปกติ คือ เกิดอาการใบดาง (ภาพที่ 8ก – 8จ) ทั้งชนิดดางเปน
บางสวน (sectorial chimera) และ ดางกระจาย (mericlinal chimera) ในตนหนาวัวที่จุมแชสาร
ละลาย EMS เขมขน 1.0% (ปริมาตร/ปริมาตร) เชนเดียวกับการศึกษาของ Koh และ Daviest
(2001) พบวา ภายหลังการจุมแชเมล็ดของ Tillandsia fasciculata ในสารละลาย EMS เขมขน 1.2%
(ปริมาตร/ ปริมาตร) นาน 22 ช่ัวโมง แลวนํามาเพาะเลี้ยง พบวาตนใหมที่ไดมีอาการดาง ทั้ง
sectorial chimera และ mericlinal chimera และในการศึกษานี้ยังพบลักษณะที่ผิดปกติในรุนนี้อีก
คือ รูปรางใบบิดเบี้ยวผิดปกติ (ภาพที่ 9ก-9ค) ในหนาวัวที่จุมแชสารละลาย EMS เขมขน 0.75%
(ปริมาตร/ปริมาตร)   สรินุช (2540) และ Gottschalk และ Wolff (1983) รายงานวาชิ้นสวนพืชที่นํา
มาใชในการชักนําการกลายพันธุหากเปนชิ้นสวนที่ประกอบดวยเซลลเร่ิมตนมากกวา 1 เซลลเมื่อ
ใชสารเคมีหรือรังสีที่เหนี่ยวนําใหเกิดการกลายพันธุ การกลายพันธุที่ไดในยีนนั้นอาจไมสม่ําเสมอ
กันและเมื่อเซลลเหลานี้พัฒนาไปเปนตนในรุน M1 เซลลจึงแสดงลักษณะทางฟโนไทปที่แตกตาง
กัน บางสวนเปนจีโนไทปแบบขมสมบูรณ (Aa, AA) และบางสวนเปนแบบดอย (aa) ซ่ึงลักษณะนี้
อาจไมไดแสดงออกมาในรุน R1 เนื่องจากเสียหายจากการขุมแชในสารละลาย EMS ดังนั้นหนาวัว
ในรุน R2 จึงไดตนที่แสดงลักษณะฟโนไทปที่ผิดปกติออกมาจากยีนแบบดอย

 การตรวจสอบการกลายพันธุโดยวิธีทางชีวเคมีหรือการใชเทคนิคไอโซไซมในการศึกษา
นี้ใชระบบเอนไซมจํานวน 7 ระบบ คือ PER, LDH, ADH, EST ACP, MDH และ SKD โดยใชช้ิน
สวนใบออนที่ 3 – 6 (นับจากยอด) ของตนหนาวัวภายในหลอดทดลองทุกตน อายุ 2 สัปดาห ภาย
หลังการชักนํารากมาสกัดเอนไซม แลวแยกเอนไซมบนแผนเจลอะคลิลาไมด พบวา เมื่อยอมสีดวย
ระบบเอนไซม PER, LDH, ADH และ SKD ไมพบการติดสี สวนการยอมสีเจลดวยระบบเอนไซม



EST ACP และ MDH แผนเจลติดสี แตเมื่อยอมสีดวยระบบเอนไซม EST มีการติดสีดีที่สุดและ
สามารถนํามาใชในการแยกความแตกตางได อาจเนื่องจากเอนไซมของหนาวัวมีความเหมาะสม
กับปฏิกิริยาของระบบ EST มากที่สุด Werner (1992) รายงานวา พืชแตละชนิดมีความจําเพาะตอ
ระบบเอนไซมแตละชนิดแตกตางกัน เชนเดียวกับการศึกษาของ Nakano และ Mii (1993) พบวา
เมื่อใชระบบเอนไซม EST ใหรูปแบบของแถบเอนไซมที่สามารถนํามาใชในการตรวจสอบเพื่อ
จําแนกสายพันธุลูกผสมของ Dianthus chinensis และ D. barbatus ซ่ึงเกิดจากการรวมโปรโต
พลาสต และในการศึกษาของ Vyas และคณะ (2003) พบวาในการจําแนกความแปรผันของสาย
พันธุวอลนัท จํานวน 8 สายพันธุโดยใชเทคนิคไอโซไซมพบวาสามารถตรวจความแปรผันไดดีที่
สุดเมื่อใชระบบเอนไซม EST ผลใหมีการติดสีดีที่สุดและ MDH ติดสีดีรองลงมา จากการศึกษานี้
พบความแปรผันของความเขมของแถบเอนไซมที่ติดสี อาจเนื่องมาจากในการศึกษานี้ใชช้ินสวน
ใบที่อยูในหลอดทดลอง ซ่ึงเปนใบออนมาสกัดจึงอาจไดปริมาณของเอนไซมเพียงเล็กนอย จึงทํา
ใหการติดสีของเอนไซมภายหลังยอมติดสีไดไมดี หากมีการศึกษาเรื่องการสกัดเอนไซมจากตน
ภายในหลอดทดลองควรมีการเพาะเลี้ยงตนหนาวัวใหมีความสมบรูณและเปนใบที่แกสีเขียวเขม

จากผลการศึกษานี้พบวารูปแบบเอนไซมที่ไดในแตละทรีตเมนตมีลักษณะที่แตกตางกัน 
(ภาพที่ 10) โดยพบวาในทรีตเมนตที่จุมแช EMS เขมขน 0.75% ใหอัตราการเปลี่ยนแปลงของ
เอนไซมในทุกรุนตางจากชุดควบคุมสูงสุด (35.18%) อาจเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของหนวย
พันธุกรรมภายหลังชักนําการกลายพันธุโดยใช EMS ราตรี (2540) รายงานวากิจกรรมของเอนไซม
เปนผลมาจากยีน ดังนั้นเมื่อยีนมีความแตกตางเนื่องจากกระบวนการชักนําการกลายพันธุ จึงทําให
รูปแบบของเอนไซมแตกตางกันดวย เชนเดียวการศึกษาของวิทยา (2540) ที่พบการเปลี่ยนแปลง
ของรูปแบบเอนไซมในใบมังคุดรุนที่ 1 ผานการจุมแชสารละลาย EMS เขมขน 0.5% (ปริมาตร/
ปริมาตร) ซ่ึงแตกตางจากรูปแบบของเอนไซมในทรีตเมนตชุดควบคุมภายหลังยอมสีดวยระบบ
เอนไซม PER


