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1. บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง
ไนโตรเจนเปนสารตัง้ตนที่สํ าคัญในกระบวนการสรางสารในสิ่งมีชีวิต เชน การสังเคราะห

โปรตีนและกรดนิวคลีอิก จากการศึกษาพบวาไนโตรเจนจะเกี่ยวของกับการควบคุมการเจริญเติบ
โตของสิ่งมีชีวิตในระบบสิ่งแวดลอมที่แตกตางกัน การควบคุมดังกลาวมีอิทธิพลตอลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของพืช ดังเชนการทดลองในตนยาสูบ (tobacco) พบวาการขาด
ไนโตรเจนทํ าใหอัตราสวนระหวางรากและยอดลดลง (Scheible et al., 1997)   ธาตไุนโตรเจนที่พืช
ทั่วไปดึงดูดขึ้นมาใชประโยชนนั้น จะตองอยูในรูปของอนุมูล (ไอออน) ของสารประกอบ เชน 
แอมโมเนียม (NH4

+) และไนเตรต (NO3
−) ในสภาวะที่พืชขาดไนโตรเจนจะทํ าใหตนแคระแกร็น โต

ชา ใบเหลอืง โดยเฉพาะใบลางจะแหง รวงหลนเร็ว การออกดอกออกผลจะชา แตเมื่อมีปริมาณ
มากเกนิความจ ําเปนทํ าใหพืชอวบนํ้ ามาก ตนออน ลมงาย เปนตน (http://www.kanchanapisek.  
or.th)

พชืใชแหลงไนโตรเจนจากสารประกอบไนเตรต (nitrate complex) ในดนิเพื่อการเจริญ
เตบิโต โดยผานกระบวนการดูดซึมทางราก หลังจากนั้นไนเตรตถูกเปลี่ยนเปนไนไตรต (nitrite) และ
แอมโมเนียม (ammonium) โดยกระบวนการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส (nitrate 
reductase, NR) และไนไตรตรีดักเทส (nitrite reductase, NiR) ตามล ําดับ จากนั้นแอมโมเนียรวม
ตัวกับกรดอะมิโนกลูตามิค (glutamic acid) เพือ่เปลี่ยนเปนกลูตามีน (glutamine) และกรดอะมิโน
ชนิดอื่น  โดยวิถีของเอนไซม Glutamine Synthetase-Glutamine-2-Oxoglutarate 
Amidotransferase (GS-GOGAT) กรดอะมโินที่ไดจากกระบวนการรีดิวซไนเตรตมีบทบาทสํ าคัญ
ตอกระบวนการขนยายไนโตรเจนระหวางเซลลและสวนตางๆ ของพืช จากการทดลองพบวา
ปริมาณผลิตผลของกรดอะมิโนจากกระบวนการนํ าไนเตรตไปใชมากเกินพอสงผลยับยั้งการดูดซึม
ไนเตรตและกระบวนการไนเตรตรีดักชั่น (nitrate reduction) โดยเฉพาะการยับยั้งเอนไซมไนเตรต  
รีดักเทสซึ่งเปนเอนไซมที่ควบคุมวิถี (rate limiting step) ของปฏิกิริยาการนํ าไนเตรตไปใช (nitrate 
assimilation) (Aslam et al., 2001)

ปจจัยอยางหนึ่งที่มีผลตอแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส คือความเค็มในรูปของ 
NaCl โดยจะยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมในใบออนและใบแกของ sugar beets การยบัยั้งจะเพิ่มข้ึน
เมือ่ความเขมขนของเกลือเพิ่มข้ึน แตใบออนจะมีแอคติวิตีของเอนไซมสูงกวาใบแก และความเค็ม
จะรบกวนการท ํางานของเนื้อเยื่อราก ทํ าใหดูดซึมไนเตรตไดนอยลง นอกจากนี้พบวาการเพิ่มความ
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เขมขนของเกลือทํ าใหนํ้ าหนักสดและนํ้ าหนักแหงของใบและรากลดลง (Ghoulam et al., 2002)
ปริมาณคลอโรฟลลลดลงแตระดับโปรตีนจะเพิ่มข้ึน (Rai and Rai, 2003)

เอนไซมไนเตรตรีดักเทส เปนเอนไซมที่มีขนาดโมเลกุลใหญ แบงโมเลกุลเปน 3 สวน 
(domain) แตละสวนมีโคแฟกเตอรเปนองคประกอบคือ FAD, heme และ molybdenum-pterin
(Mo-pterin) ชวยเรงปฏิกิริยา มีการศึกษาเกี่ยวกับแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยพบวา
แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส บริสุทธิจ์ะมีความจํ าเพาะสูงกับทั้ง 3 domain ในสาหราย
และพืชชั้นสูง แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสามารถเกิด cross-reactivity อยางชัดเจน 
แอนติบอดีจะจดจํ า Mo-pterin domain ซึง่มลํี าดบัของกรดอะมิโนที่เหมือนกันมากที่สุดในโมเลกุล
ของไนเตรตรีดักเทสทั้งหมด (Lopes et al., 2002)

ในงานวิทยานิพนธนี้ ผูวิจัยจึงไดศึกษาผลกระทบของความเค็มที่มีตอการทํ างานของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสและการดูดซึมไนเตรตไปใชในตนขาว 3 สายพันธุ ตลอดจนเตรียม
แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส เพื่อนํ าไปใชในการศึกษาดูการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาวที่ไดรับเกลือ NaCl ที่ความเขมขนตางๆ และเตรียมเอนไซม      
ไนเตรตรีดักเทสใหบริสุทธิ์โดยวิธีทางชีวเคมี เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานในการพัฒนาสายพันธุขาวที่    
ทนเคม็ซึง่จะเปนประโยชนกับเกษตรกรตอไปในอนาคต
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NR

การตรวจเอกสาร

1.1  เอนไซมไนเตรตรีดักเทส (Nitrate Reductase; NR)
 1.1.1   ความสํ าคัญของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส

การนํ าไนเตรตไปใชในสิ่งมีชีวิตตองอาศัยเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในการเรงปฏิกิริยา 
ซึง่จะเกิดขึ้นดังปฏิกิริยาตอไปนี้

NO3
− +  NADH                    NO2

−  +  NAD+ + OH−

เอนไซมไนเตรตรีดักเทสเปนเอนไซมตัวแรกในวิถีการนํ าไนเตรตไปใช (nitrate 
assimilation) และอาจเปนตวัควบคุมความเร็วของปฏิกิริยา (rate-limiting step) ในพืชชั้นสูงพบ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในรากและใบ เอนไซมจะถูกชักนํ าโดยไนเตรตถาปริมาณไนเตรตสูงทํ าให
แอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสงูไปดวย โดยเฉพาะอยางยิ่งชวงที่มีแสง (Campbell, 1999)

 1.1.2  โครงสรางของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
Campbell (1999) ไดรายงานวาเอนไซมไนเตรตรีดักเทสเปนโฮโมไดเมอร 

(homodimer) ซึ่งประกอบดวย 2 หนวยยอย แตละหนวยยอยมีขนาดประมาณ 100 กิโลดาลตัน
(kDa) โดยมี flavin adenine dinucleotide (FAD), heme-Fe และ molybdenum-molybdopterin 
(Mo-MPT) เปนโคแฟคเตอร (co-factor) โมเลกุลของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส ประกอบดวย 8 สวน 
(รูปที่ 1) ดังนี้

1) N-terminal “acidic” region
2) Mo-MPT domain ทีม่ี nitrate-reducing active site
3) Interface domain
4) Hinge 1 จะม ีserine ที่ถูก phosphorylated ในกระบวนการการควบคุมการ

ท ํางานแบบยอนกลับซึ่งจะถูกยับยั้งโดย 14-3-3 binding protein
5) Cytochrome b domain (heme-Fe จับอยู)
6) Hinge 2 จะมี proteinase site
7) FAD domain
8) NAD(P)H domain
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รูปที่ 1   แบบแผนโครงสรางของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิตพวกยูคาริโอต

Guerrero และคณะ (1981) จํ าแนกชนิดของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสตามความ
จ ําเพาะกับตัวใหอิเล็คตรอน ไดเปน 2 ชนิด คือ

1) ferredoxin-dependent nitrate reductase พบในพวกไซยาโนแบคทีเรีย
(cyanobacteria) เชน blue-green algae และรวมทั้งใน chemoergonic และ photosynthetic 
bacteria โดยเอนไซมในกลุม photosynthetic bacteria สามารถจับกบัเมมเบรนอยางหนาแนน

2) pyridine nucleotide-dependent nitrate reductase พบในสิ่งมีชีวิตพวก          
ยูคาริโอต ซึง่เปน soluble enzyme
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1.1.3   หนาทีแ่ละการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสควบคุมการเปลี่ยนไนเตรตที่อยูในรูปสารอนินทรียใหเปนสาร

อินทรยีภายในพืช (Beever and Hageman, 1969) โดยควบคุมอยางนอย 2 ทาง คือ การ
สังเคราะหและสลายโปรตีน (ระดับของ NR protein ผานการควบคุมในระดับยีน) การเปลี่ยนแปลง
การทํ  างานโดยกระบวนการเติมหรือตัดหมู ฟอสเฟตบนโมเลกุลของเอนไซม   (protein 
phosphorylation หรือ protein dephosphorylation) จะตอบสนองตอแสงหรือความมืด 
(Campbell, 1999) นอกจากนี้พบวาการท ํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในใบขึ้นอยูกับปริมาณ
ไนเตรตที่มาจากราก (Ferrario et al., 1998)

หากพิจารณารูปแบบการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากลักษณะการรับ
อิเล็กตรอนจาก NADH หรือ NADPH หรือ NAD(P)H โดยแบงเปน 3 รูปแบบ (Campbell, 1999) 
คือ

1)  NADH-specific NR เปนรูปแบบทั่วไปพบในพืชชั้นสูง และ   สาหราย
2)  NAD(P)H-bispecific NR พบในพชืบางชนิด เชน ขาวโพด ขาว และขาวบารเลย 

นอกจากนี้ยังพบในสาหรายและรา
 3)  NADPH-specific NR พบในรา

1.1.4   การแพรกระจายของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิต
มกีารศึกษาโครงสรางของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (Campbell, 

1999) โดยสามารถแบงไดเปน 2 กลุม ดังนี้
1.1.4.1  ไนเตรตรีดักเทสในพวกโปรคาริโอต

NR ในโปรคาริโอต เชน Cyanobacteria มีขนาดโมเลกุลประมาณ 750 กิโล
ดาลตัน มี molybdenum เปนองคประกอบในโมเลกุลแตไมมี flavin adenine dinucleotide (FAD) 
หรือ heme โดยพบวา NR จบัอยูที่ thylakoids และใช FADH จากการสังเคราะหแสงแตไมใช NAD
(P)H เปนตัวใหอิเล็กตรอน

1.1.4.2 ไนเตรตรีดักเทสในพวกยูคาริโอต
NR ในยูคาริโอตมีขนาดโมเลกุลประมาณ 200-300 กิโลดาลตัน มี FAD, 

heme (Cytochrome b557) และ molybdenum-pterin เปนองคประกอบในโมเลกุล โดยในสาหราย
รวมทั้งเนือ้เยือ่ของพืชชั้นสูงที่สังเคราะหแสงจะพบ NR ในไซโทซอลหรือติดอยูกับดานนอกของคลอ
โรพลาสตและไดรับอิเล็กตรอนจากการสังเคราะหแสงหรือการสลายคารโบไฮเดรต
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1.1.5   วธิกีารศกึษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสและกลไกการเกิด ปฏิกิริยา
การศกึษาแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสมีหลายวิธี ไดแก การวัดปริมาณผลิต

ภัณฑที่เกิดขึ้นหรือสารตั้งตนที่ลดลง
1.1.5.1  การใช NAD(P)H เปนตัวใหอิเล็กตรอน

                                 NO3
−  +  NAD(P)H                  NO2

− + OH− + NAD+ มหีลักการดังนี้
ก. วัดปริมาณไนไตรต (NO2

−) ซึง่เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการทํ างานของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทส เทียบกับเวลาที่ใชในการทํ าปฏิกิริยา โดยการทํ าใหไนไตรตเปลี่ยนเปนสาร
ประกอบเชงิซอนที่มีสีชมพูอมมวง ซึ่งไดจากการทํ าปฏิกิริยากับ N-(1-napthyl)ethylenediamine 
dihydrochroride ในสภาวะที่เปนกรด แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร 
(Nakamura and Ikawa, 1993; Feil et al., 1993; Ramalho et al., 1995; Larios et al., 2001)

ข.  วดัอัตราการลดลงของสารตั้งตน ไดแก NAD(P)H โดยวัดคาการดูดกลืน
แสงของ NAD(P)H ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตรเทียบกับเวลา (Lillo et al., 1997)

1.1.5.2   การใช methyl viologen เปนตัวใหอิเล็กตรอน
หลักการ คือ reduced methyl viologen จะถูกออกซิไดสโดย 

molybdenum domain ซึง่เปน domain สวนสุดทายของโมเลกุลของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส จาก
นัน้อเิลก็ตรอนจะถูกสงตอไปใชในการรีดิวซไนเตรตไปเปนไนไตรตได การวัดปฏิกิริยาทํ าไดโดยการ
วัดปริมาณไนไตรตที่เกิดขึ้นจากการเกิดปฏิกิริยาเทียบกับเวลา (Coombs and Hall, 1982; 
Antipov et al., 2000)

1.1.6   การเตรียมเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใหบริสุทธิ์
การศึกษาของ Solomonson (1975) ที่ไดสกัดแยกเอนไซมไนเตรตรีดักเทสใหบริสุทธิ์

จากสาหรายสีเขียว (Chlorella vulgaris) พบวาการชะเอนไซมออกจากคอลัมนชนิด affinity-
medium เชน Blue Dextran Sepharose ซึ่งอาศยัการจับที่จํ าเพาะกับ NADH ของเอนไซมจะใช 
NADH ในระดับความเขมขนเปนไมโครโมลาร แตในพืชชั้นสูงพบวา การจับที่จํ าเพาะระหวาง
เอนไซมกับตัวกลางดังกลาวนั้นมีสู ง จึงจํ าเปนตองใชเกลือความเขมขนสูงชวยชะเอนไซม 
(Campbell, 1996) ตอมาไดมีการพัฒนา affinity-medium มาเปน Blue Sepharose ซึ่งจับกับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสไดสูงขึ้น และไดใชในการทํ าเอนไซมจากพืชชั้นสูงหลายๆ ชนิดใหบริสุทธิ์ข้ึน 
เชน ถั่วเหลือง (Jolly et al., 1976; Campbell et al., 1987 ) ขาวบารเลย (Campbell and Wray, 
1983) และผักโขม (Jawali and Sane, 1984)

Kramer และคณะ (1987) รายงานวา การทํ าเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในพืชชั้นสูงให
บริสุทธิ์ข้ึน จะพบวามีการสูญหายขององคประกอบพวก FAD และ molybdenum ระหวางขั้นตอน

NR
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การสกัด, ท ําบริสุทธิแ์ละปริมาณเอนไซมที่ไดจะตํ่ า (นอยกวา 5 มิลลิกรัมตอนํ้ าหนักสดของพืชหนึ่ง
กิโลกรัม)

การแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์และศึกษาสมบัติของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในราและพืช
บางชนิดทํ าไดงาย พืชที่สามารถแยกและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมไดดีที่สุดคือ ขาวบารเลย 
(Hordeum vulgare L.) และแตงนํ้ าเตา (Curcubita maxima L.) โดยพบวาเอนไซมไนเตรตรีดัก
เทสเปนโฮโมไดเมอร (homodimer) ทีม่นีํ ้าหนักโมเลกุล 200-230 กโิลดาลตัน และหนวยยอยมี
ขนาด 100-115 กโิลดาลตัน (Vance and Griffith, 1990)

Martinez-Espinosa และคณะ (2001) ไดสกัดแยกเอนไซมใหบริสุทธิ์และศึกษา
สมบติัของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในแบคทีเรียกลุม haloarchaeon (Haloferax mediterranei)
โดยเตรียมสารสกัด, ผานคอลัมนโครมาโทกราฟ 3 ข้ันตอน คือ Seharose-4B chromatography, 
DEAE-cellulose chromatography และ Sephacryl S-300 chromatography ตามลํ าดับ โดยพบ
วาเอนไซมประกอบดวย 2 หนวยยอย มีขนาดตางกัน คือ 105 + 1.3 กโิลดาลตัน และ 50 + 1.3 
กโิลดาลตัน มีคา pH ทีเ่หมาะสมตอการทํ างานของเอนไซม คือ pH 9.0 โดยเอนไซมจะทํ างานไดดี
ทีอุ่ณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

Lopes และคณะ (2002) ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงแอคติวิตีของเอนไซมในเตรตรีดัก
เทสในชวงเวลาตางๆ ของวันแตละวนั พบวาแอคติวิตีของเอนไซมในเตรตรีดักเทสจะสูงสุดในชวง
เทีย่งวันและไดสกดัแยกเอนไซมจากสาหรายสีแดง (Gracilaria tenuistipitata) ใหบริสุทธิ์ โดยการ
แยกผานคอลัมน Q-Sepharose, ตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต, แยกผานเจลฟวเตรชั่น
แบบ Sephacryl S-300 และโครมาโทกราฟแบบ Affigel-blue resin ท ําใหไดเอนไซมในเตรตรีดัก
เทสที่บริสุทธิ์กวาเดิมประมาณ 500 เทาคิดเปน 85%

เขมกิา โขมพัตร (2545) ไดทํ าเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวพันธุกูเมืองหลวงให
บริสุทธิ์ โดยนํ าสารสกัดมาแยกโดยคอลัมน Blue–Sepharose ปรากฏวาแอคติวิตีของเอนไซมสูญ
หายไปหลังจากการแยก และเมื่อนํ าสวนที่ชะออกจากคอลัมนไปทํ าอิเล็กโทรฟอรีซิสแบบไมเสีย
สภาพ พบโปรตีนไมนอยกวา 5 ชนิด
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      1.1.7   แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
แอนติบอดีสํ าหรับเอนไซมไนเตรตรีดักเทส (Anti-NR) ในพชืสามารถผลิตออกมาได   

2 ชนดิ คือ แอนติบอดีชนิดโพลีโคลนอล (rabbit polyclonal anti-NR) และ แอนติบอดีชนิดโมโน
โคลนอล (monoclonal anti-NR) โดยใช NR จากแตงนํ้ าเตา (squash: Curcubita maxima) และ
จากขาวโพด (corn: Zea mays) ทีผ่านการทํ าใหบริสุทธิ์เปนตัวกระตุน แอนติบอดีชนิดโพลีโคล
นอล สวนใหญใชประโยชนในการทํ า Western blot และ ELISA สวนแอนติบอดีชนิดโมโนโคล
นอลสามารถนํ ามาใชประโยชนในการทํ าบริสุทธิ์เอนไซมไนเตรตรีดักเทสโดยวิธี immunoaffinity
chromatographic (http://www.nitrate.com/ab2.htm)

Nakamura และคณะ (1994); Lopes และคณะ (2002) พบวาแอนติบอดีชนิดโมโน
โคลนอล (monoclonal antibody) ตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่ทํ าใหบริสุทธิ์จากสาหราย 
Porphyra yezoensis จะมคีวามจ ําเพาะสูงกับโคแฟคเตอรทั้ง 3 ชนิด ในพวกสาหรายและพืชชั้นสูง 
เชน Porphyra และ Gracilaria ซึง่อยูในดิวิชั่น (division) เดยีวกนั เปนพวกสาหรายสีแดง 
(Rhodophyta) แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสสามารถเกิด cross-reactivity อยางชัดเจน 
แอนติบอดีจะจดจํ า Mo-pterin domain ซึง่มลํี าดบักรดอะมิโนที่เหมือนกันมากที่สุดในโมเลกุลของ
ไนเตรตรีดักเทส โดยแอนติบอดีจาก Porphyra จะยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสของ 
Gracilaria และจากการทํ า Western blots พบวา antiserum จะท ําปฏิกิริยากับสารสกัดหยาบ 
(crude extract) และเอนไซมที่บริสุทธิ์ซึ่งมีแถบเดียวขนาดประมาณ 110 กิโลดาลตัน นอกจากนี้
ระดับของ NR protein ทีส่กดัไดจะเปลี่ยนแปลงไปในทางเดียวกับแอคติวิตีดวย

จากการศึกษาของ Mattana และคณะ (1994) พบวา แอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรต
รีดักเทสและไนไตรตรีดักเทสจากขาวบารเลยและขาวโพด สามารถเกิด cross-reactivity กับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากขาวได

Jochem และคณะ (2000) ไดศึกษาปริมาณของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในเซลลของ 
Marine Diatom (Skeletonema costatum) พบวาปริมาณของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสที่มีในระดับ
ต่ํ าจะทํ าใหมีแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสตํ่ ามากดวยแตยังสามารถวัดได ทั้งนี้อาจเนื่อง
จากในอาหารมีปริมาณของไนเตรตตํ่ า นอกจากนี้พบวา NR antiserum จาก NR protein ในรูปที่
ท ํางานไมได (inactive forms) ใหผลไมแตกตางกันและแอคติวิตีของ NR protein จะเปลี่ยนแปลง
ตลอดชวงการปรับตัวทางสรีรวิทยา สํ าหรับการพัฒนา antiserum ในการหาความแตกตางของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในรูปที่ทํ างานไดและทํ างานไมไดยังไมชัดเจน นอกจากนี้แอนติบอดีตอ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสของ S. costatum  สามารถเกิด cross-reactivity กับเอนไซมไนเตรตรีดัก
เทสของ marine diatoms ชนิดอื่นได
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Weiner และคณะ (1999) ใชเอนไซมไนเตรตรีดักเทสฉีดกระตายขาวตาแดง พบวา
กระตายสามารถสังเคราะหแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสได เมื่อนํ ามาทดสอบการมี
แอนตบิอดีปรากฏวามีตะกอนเกิดขึ้นแสดงวาแอนติบอดีที่ไดมีความจํ าเพาะตอโปรตีน 14-3-3 จาก
ใบผักโขมที่สกัดไดจากใบที่อยูในที่มืด

1.2  ไนเตรตรีดักเทสในพืช
 1.2.1   การนํ าไนเตรตเขาสูพืช

พืชจะเริ่มดูดซึมไนเตรตจากสารละลายในดินผานพลาสมาเมมเบรนของเซลลชั้นนอก
สุด (epidermal cells) และชั้นคอรเท็กซ (cortical cells) ของราก (Larsson and Ingemarsson, 
1989) หลงัจากนัน้จะขนสงผานโทโนพลาสตเมมเบรน (tonoplast membrane) (Granstedt and 
Huffaker, 1982; Blumwald and Poole, 1985; Miller and Smith, 1992) และพลาสมาเมมเบรน
ของเซลลในระบบทอลํ าเลียง (vascular system) และใบ (Jackson et al., 1986)

ระบบการดูดซึมไนเตรตในพืชจะตองมีการเปลี่ยนแปลงระบบรากหรือปรับสภาพเพื่อ
รองรับสภาวะตางๆได เนื่องจากพืชตองมีระบบการขนสงไนเตรตที่มีประสิทธิภาพตามความ
ตองการไนเตรตภายในเซลลเพื่อการเจริญเติบโต การนํ าไนเตรตเขาสูเซลลตองใชพลงังานที่จะขับ
เคลื่อนหรือผลักไนเตรตสูเซลลโดยใช proton gradient ซึง่ไดมาจากการท ํางานของ H+-ATPase 
ซึง่อยูที่พลาสมาเมมเบรน (Crawford, 1995)

H+-ATPase ทีพ่ลาสมาเมมเบรนจะปมโปรตอน (H+) ออกจากเซลล ซึ่งจะทํ าใหเกิด
ความแตกตางของ pH และ electrical gradients ภายนอกและภายในเซลล nitrate transporters
(Ntr) จะชวยขนสงโปรตอน 2 ตัวหรือมากกวานั้นตอไนเตรต 1 ตัว เขาสูเซลล ไนเตรตถูกขนสงผาน
โทโนพลาสตและเก็บไวในแวคิวโอล (vacuole) สวนไนเตรตในไซโทซอลจะถูกเปลี่ยนเปนไนไตรต
ซึง่จะผานพลาสติด (plastid) และถูกเปลี่ยนเปนแอมโมเนีย (NH3) แอมโมเนียจะจับกับกลูตาเมต
(Glu) กลายเปนกลูตามีน (GLN) โดยอาศัยเอนไซม glutamine synthetase (GS) นอกจากนี้      
ไนเตรตยงัเปนเหมือนสัญญาณที่เพิ่มการแสดงออกของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส (NR), ไนไตรตรีดัก
เทส (NiR) และยนี Ntr  อีกดวย (รูปที่ 2 และ 3)
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รูปที่ 2    ไดอะแกรมแสดงกลไกการนํ าไนเตรตไปใชในเซลลพืช (nitrate assimilation pathway)
            (Crawford, 1995)
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รูปที่ 3  ปฏิกริิยาการเปลี่ยนไนเตรตเปนไนไตรตและแอ
           กรดอะมิโนสํ าคัญคือ กลูตาเมต

1.2.2  ระบบการขนสงไนเตรตและขั้นตอนก
จากการศึกษาของ Crawford and G

ไนเตรตถกูดูดซึมเขาสูเซลลรากและมีการขนสง 4 ทาง 
ไนเตรตรดัีกเทสที่อยูในไซโทพลาสซึม 2) นํ ากลับออ
apoplasm 3) น ําเขาไปในเซลลและเก็บไวในแวคิวโอล
ไซเลม (xylem) ซึง่เปนการขนสงในระยะยาว (long-dis
ขนสงแบบสุดทาย พบวาไนเตรตจะออกจากไซเลมผา
(mesophyll cells) ของใบเพื่อดูดซึมไนเตรตอีกครั้ง

R

NiR
Ni
มโมเนีย ซึ่งจะใชตอในการสังเคราะห

ารใชไนเตรตในพืช
lass (1998) พบวาจากสารละลายในดิน
คือ 1) เปลี่ยนเปนไนไตรตโดยอาศัยเอนไซม
กขางนอกเซลลผานพลาสมาเมมเบรนไปยัง
 หรือ 4) ขนสงไปยังใบและยอดโดยผานทาง
tance translocation) (รูปที่ 4) สํ าหรับการ
น leaf apoplasm เขาสูเซลลชั้นมีโซฟลล
 และอาจเปลี่ยนเปนไนไตรตหรือเก็บไวใน
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แวควิโอล แมกระบวนการขนสงและดูดซึมไนเตรตในใบจะนอย แตไนเตรตที่ความเขมขนสูงที่อยูใน
ของเหลวภายในไซเลม (xylem sap) (5-40 mM) และทีร่ะดับต่ํ าในโฟลเอม (phloem) ถือวามี
ความสํ าคัญตอการดูดซึมไนเตรตทั้งสิ้น

รูปที่ 4  เสนทางการเขา-ออกของไนเตรต (NO3
−) ภายในเซลล (Crawford and Glass, 1998)

การขนสงไนเตรตเขาสูเซลลพืช จะตองอาศัยตัวขนสงไนเตรต (nitrate transporter)
ซึง่จะอยูที่เมมเบรน ตัวขนสงไนเตรตดังกลาวมียีน 2 กลุมควบคุม ไดแก 1) RT2 เปน high-affinity
carrier ประกอบดวยกรดอะมิโน 503-507 ตัว มีนํ้ าหนักโมเลกุล 54-55 กิโลดาลตันและ 2) NRT1
เปน dual- or low-affinity transporter ประกอบดวยกรดอะมิโน 590 ตัว

จากการศึกษาโดย Chrispeels และคณะ (1999), Forde (2000) และ Glass และ
คณะ (2001) พบวาระบบการขนสงไนเตรตในรากพืชประกอบดวย 3 ระบบ คือ
ระบบที่ 1   inducible high-affinity transport system (iHATS)

ระบบนีจ้ะทํ างานเมื่อไดรับการชักนํ าจากไนเตรต หรือไนไตรตภายนอก ลํ าตน และถูก
ควบคมุโดยระดับไนเตรตในเนื้อเยื่อ หรือผลผลิตที่ไดจากกระบวนการใชไนเตรตในพืช ปริมาณไน
เตรตทีเ่หมาะสมจะอยูระหวาง 0.2-0.5 mM, Km 10-100 µM

3
NO3

−NO3
− Amino acids

CytosolVacuole

2H+ 1

Cell wall

2

Xylem4
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ระบบที่ 2 constituitive high-affinity transport system (cHATS)
เปนระบบที่ทํ างานไดเอง แมวาไมมีไนเตรตจากภายนอกมากระตุนและมีความ

จํ าเพาะตอไนเตรตสูง นอกจากนี้ในพืชบางชนิดพบวาแอคติวิตียังสามารถกระตุนใหเพิ่มข้ึนได
หลายเทาเมื่อไดรับไนเตรต
ระบบที่ 3 low-affinity transport system (LATS)

เปนระบบที่ท ํางานไดเองแตตองมีระดับไนเตรตภายนอกเขมขนมากกวา 1 mM
ในธรรมชาติพบวาการนํ าไนเตรตเขามาใชในเซลลพืชจะตองอาศัยการทํ างานรวมกัน

ของระบบการขนสงไนเตรตทั้ง 3 ระบบ ทั้งนี้ข้ึนอยูกับความสามารถในการดูดซึมและขนสงไนเตรต
ในตนพชื ซึง่จะแตกตางกันตามชนิดของพืชดวย

1.2.3 กระบวนการสังเคราะหแสงกับการใชไนเตรต
กระบวนการใชไนเตรตในเซลลของเนื้อเยื่อที่มีสีเขียว จะมีกระบวนการสังเคราะหดวย

แสงเขามาเกี่ยวของ โดยกระบวนการดังกลาวนอกจากจะให reductant แลวยงัเพิ่มคารบอนเพื่อใช
ในการสังเคราะหกรดอะมโิน ซึ่งสามารถดึงไนเตรตไปใชในการเปลี่ยนไปเปนไนไตรตและเปลี่ยนไป
เปนแอมโมเนียมตอไป (รูปที่ 5)

ใน cyanobacteria สามารถแบงเอนไซมได 2 กลุมข้ึนอยูกับ ferredoxin คือ 1)
เอนไซมทีเ่กี่ยวของกับการนํ าไนเตรตไปใชในกระบวนการสังเคราะหแสงและ 2) เอนไซมที่เกี่ยวของ
กบัการสลายนํ้ าในกระบวนการสังเคราะหแสง สวนสาหรายสีเขียว (green algae) และใบของพืช
ชัน้สงู พบวาไนไตรตรีดักเทสจะใช  ferredoxin ในรูปรีดิวซไดโดยตรงซึ่งมี NAD(P)H ไนไตรตรีดัก
เทสเปนตัวรับอิเล็คตรอนจาก ferredoxin ผาน pyrimidine nucleotide (ผลิต NADPH)

เนือ้เยือ่ใบที่อยูในที่มืดและเนื้อเยื่อที่ไมมีสีเขียว เชน ราก พบวาพลังงานสวนใหญที่
ใชในการสลายไนเตรตและไนไตรตไดรับมาจากกระบวนการสลายคารโบไฮเดรตโดยใชออกซิเจน 
(carbohydrate oxidation)
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รูปที่ 5 ไดอะแกรมแสดงความสมัพันธระหวางกาดูดซึมไนเตรตไปใชและการสังเคราะหแสงของพืช
(http://www.iisc.ernet.in/~currsci/may25/articles 26.htm)

1.2.4   กลไกการควบคุมการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในพืช
การควบคมุการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส แบงไดเปน 2 ระดับ คือ ระดับ

transcription และระดับ protein turnover (Hoff et al., 1995; Crawford, 1995) ตอมา Douglas
และคณะ (1995), Bachmann และคณะ (1996), Su และคณะ (1996) และ Lillo และคณะ
(1997) แสดงใหเห็นวา post-translation modification ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสมีการเกิด
กระบวนการ phosphorylation ซึง่เปนกระบวนการหลักในการควบคุมแอคติวิตีของเอนไซม
สํ าหรับปฏิกิริยาการเกิด phosphorylation และ dephosphorylation ของเอนไซมนี้มีความเกี่ยว
ของกับการสังเคราะหแสงโดย protein phosphatase ท ําหนาที่ในการตัดหมูฟอสเฟต ซึ่งโปรตีนนี้
ถกูกระตุนโดยแสงในขั้นตอนการสังเคราะหโปรตีน (Huber et al., 1992) นอกจากนี้ยังพบวามี
inhibitor protein ซึง่ท ําหนาที่ยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสภาวะที่มี divalent
cations เชน Ca2+, Mg2+ และ Mn2+ ภายหลงัจากเอนไซมถูกเติมฟอสเฟตที่ตํ าแหนง Ser-543 แลว
ตอมาพบวา inhibitor protein ดังกลาวคือ โปรตีน 14-3-3 (Bachmann et al., 1996; Moorhead

Constituitive
nitrate uptake

High rates of
nitrate transport

NO3
−

Coupling of nitrate reduction
to photosynthetic electron
transport

High rates of reduction
No vacuole
sequestering
Saturation of sMes
of reduction
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et al., 1996)  จากการศึกษาของ Weiner และKaiser (1999) ในใบผักโขมพบวา โปรตีน 14-3-3 มี
บทบาทในการสลายเอนไซมไนเตรตรีดักเทส และไดตรวจสอบการจับกันของโปรตีน 14-3-3 กับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในสารสกัดจากใบผักโขม พบวาหมูฟอสเฟตของโปรตีน 14-3-3 จะจับกับ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทส (phospho-NR) บริเวณเซรีนตํ าแหนงที่ 543 (Ser543) และการจับกันของ
โปรตนีและเอนไซมดังกลาวจะเพิ่มข้ึนเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของชวงแสง (light/dark transition)
สงผลใหเอนไซมไนเตรตรีดักเทสมีแอคติวิตีต่ํ า (low activity) ท ําใหไมสามารถเปลี่ยนไนเตรตไป
เปนไนไตรตได (MacKintosh et al., 1995)

1.3   การตอบสนองของพืชตอความเค็ม
         ดินเคม็ คือ สภาพดินที่มีปริมาณสาร NaCl หรือเกลอืแกงอยูในปริมาณสูง สามารถวัดดิน
เคม็เปนหนวยของการนํ าไฟฟา โดยดินเค็มมักจะเห็นขุยเกลือตามผิวดิน มีวัชพืชจํ าพวกหนามแดง
หนามป หนามพรม และหญาขี้กลาก ปกคลุมอยู ความเค็มมักเปลี่ยนไปตามชั้นของดิน และฤดู
กาล โดยในฤดฝูนเกลือจะถูกชะลางไปสะสมอยูในชั้นลางของดิน ฤดูแลงเกลือจะระเหยขึ้นมากับ
นํ ้าสะสมอยูชัน้บน เนื้อดินสวนใหญเปนดินทราย ดังนั้นการขึ้นลงของเกลือตามชั้นของดินเปนไป
อยางรวดเรว็ โดยถั่วเปนพืชที่ทนเค็มไดต่ํ าสุด มีคาการนํ าไฟฟา 2-4 ds/m และขาวเปนพืชทนเค็ม
ไดปานกลาง มีคาการนํ าไฟฟา 4-8 ds/m (พรรณี รุงแสงจันทร, 2532; เลก็ มอญเจริญ, 2532;
สมศรี อรุณินท, 2532) ปจจบัุนความเค็มของดินเปนปญหาอยางหนึ่งที่เกษตรกรมักประสบในการ
ปลูกพืช

1.3.1  ความเค็มในดิน
ความเคม็ในดิน มผีลตอกระบวนการทางสรีรวิทยาและชีวเคมีตางๆ มากมาย รวมทั้ง

การนํ าไนเตรตไปใช โดยธาตุโซเดียมที่อยูในดินจะเกี่ยวของกับแรงดันออสโมติก (osmotic 
pressure) และความเปนพิษ (toxicity) ของเซลล ซึ่งจะสงผลตอการเจริญเติบโตหรือผลผลิตของ
พชืหากมกีารสะสมธาตุโซเดียมไวในปริมาณที่มากเกินพอ (เล็ก มอญเจริญ, 2532; Gouia et al., 
1994) และความเปนพิษทีเ่กดิจากความเค็มในขาว เกิดจากการดดูซึมโซเดียมที่มากเกินความจํ า
เปนท ําใหพชืดูดนํ้ ามาใชไดนอยลง สงผลใหเกิดสภาวะ water stress ดังนั้นพืชจึงมกีารปรับตัวตอ
สภาวะที่มีเกลือโดยหลกีเลี่ยงการสูญเสียนํ้ า (dehydration) เพื่อลด osmotic potential ภายใน
เซลลพืช ทํ าใหอัตราการเจริญเติบโตก็ลดลงเชนกัน การตอตาน (antagonistic effects) ตอการดูด
ซมึธาตอุาหารอาจเกิดขึ้นได เนื่องมาจากการขาดแคลน K+ และ Ca2+ ภายใตสภาวะที่มีปริมาณ
โซเดยีมมากเกินไป ตัวอยางเชน Na+ จะตอตานหรือยับยั้งการดูดซึม K+ (ในดนิทีม่ีเกลือโซเดียมซึ่ง
ท ําใหพืชดูด K+ ไปใชไดนอยลง) ทํ าใหอัตราสวนระหวาง Na+ กับ K+ สูงในตนขาวและลดอัตรา
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การขนสง K+ ดวย การยบัยั้งจากการชักนํ าของโซเดียม (sodium-induced inhibition) ในการดูด
ซึมและเคลื่อนยาย Ca2+ จะจํ ากัดการเจริญเติบโตของตนออน ความเค็มที่เพิ่มข้ึนจะยับยั้งการ
ท ํางานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส นัน่คอืความเค็มจะขัดขวางการดูดซึมไนเตรต ทํ าใหพืชดูดซึม
ไนเตรตไดนอยลง สงผลใหการท ํางานของเอนไซมไนเตรรีดักเทสนอยลงดวย นอกจากนี้พบวาการ
ทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในไซโทพลาสซึมจะตองมีไนเตรตเปนตัวปองกันจากการทํ างาน
ของ proteases และตัวยับยั้งอื่นๆ ดวย (Campbell, 1999) นอกจากนี้พบวาความเค็มสงผลให
ปริมาณคลอโรฟลลและอัตราการสังเคราะหแสงลดลงรวมทั้งเพิ่มอัตราการหายใจและปริมาณ
ไนโตรเจนในตนพืชได ปริมาณ K+ และ Ca2+ ลดลงแตความเขมขนของ NO3

−, Na+, S2− และ Cl−

ในเนื้อเยื่อของตนออน (shoot tissue) เพิ่มข้ึน ขาวจะทนเกลือในชวงเมล็ดที่กํ าลังงอก
(germination) แตมคีวามไวตอเกลือสูงในชวงแรกของการเจริญเติบโต (ชวงที่มีใบ 1-2 ใบ) แลว
กลบัมาทนอกีในชวงแตกกอ (tillering) และการขยายตัวทางดานลํ าตนยดืยาว แตจะกลับมาไวตอ
เกลืออีกครั้งในชวงออกดอก (flowering) นอกจากนี้ความเค็มยังลดอัตราการตรึงกาซไนโตรเจน
และธาตุอาหารในดิน ทํ าใหตนขาวแคระแกร็น ลดการแตกกอ เพิ่มชอดอกที่เปนหมันอีกดวย 
(Dobermann and Fairhurst, 2000)

1.3.2   ความเครียดเนื่องจากความเค็ม
ความเค็มสูงเปนสาเหตุที่กระตุนใหเกิดการสะสมพวกไอออนภายในเซลลมากเกินไป

(hyperionic) และมกีารผานเขาออกของไอออนมากเกินไป (hyperosmotic) ซึง่สามารถทํ าใหเกิด
การตายของพืชได (Glenn et al., 1999) ความเครียดดังกลาวเกิดจากมีความเขมขนของโซเดียม
ไอออน (Na+) และคลอไรดไอออน (Cl−) ในสารละลายดินสูง สภาวะของนํ้ าเปลี่ยนแปลงทํ าใหการ
เจริญเติบโตเริ่มลดลง นอกจากนี้การเกิดกระบวนการดังกลาวยังไปยับยั้งการแบงเซลล (cell 
division), การขยายขนาดของเซลล (cell expansion) และการเพิ่มอัตราการตายของเซลล 
(acceleration of cell death) (Munns, 1993; Yeo, 1998) ทํ าใหเมมเบรนเสียสภาพ (membrane 
disorganization), เกิด reactive oxygen species, เปนพิษตอกระบวนการเมแทบอลิซึม 
(metabolic toxicity), ยบัยัง้การสงัเคราะหแสง และไดรับสารอาหารนอยลง ปจจัยเหลานี้สงผลให
เกิดความเสียหายของเซลล (Flowers et al., 1977; Greenway and Munns, 1980)

การศึกษาของ Gouia และคณะ (1994) พบวา เกลือ NaCl มผีลตออัตราการเคลื่อน
ยายแคตไอออน (cation), ไนเตรต (NO3

−) และสารประกอบพวกไนโตรเจน (N compounds) ที่
ลํ าเลยีงรากไปยังลํ าตน ทํ าใหมีผลตออัตราการดูดซึมไนเตรต และเมื่อทดลองในพืช 2 ชนิดที่มี
ความไวตอความเค็มแตกตางกัน ไดแก ถั่ว (Phaseolus vulgaris L. cv Gabriella) และฝาย 
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(Gossypium hirsutum L. cv Akala) พบวาหลงัจากตนพืชไดรับเกลือที่ความเขมขน 50 mM และ 
100 mM เปนเวลา 20 วนั มวลชีวภาพของพืชทั้ง 2 ชนิดลดลง โดยมวลชีวภาพของถั่วจะมากกวา
ฝาย จากการเปรียบเทียบรูปแบบการเคลื่อนยายสาร (flow patterns) ในพชืกลุมควบคุมและกลุมที่
ไดรับเกลอื แสดงใหเห็นวาความเค็มมีผลไปลดการเขาออกของไนเตรต รวมถึงการกระจายของสาร
ประกอบไนโตรเจนและไอออนอื่นภายในตน นอกจากนี้พบวาความเค็มมีผลตอความวองไวของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสในใบของพืชทั้ง 2 ชนิด ทั้งนี้เนื่องมาจากการแบงแยกสวนของไอออน 
(compartmentalization of ion) ภายในเซลลพชืที่ลดลงมากกวาที่จะเกิดจากความแตกตางในการ
ทนทานตอเกลือของตัวเอนไซมเอง

1.3.3   การเคลื่อนที่ของเกลือผานตนพืช
การเคลื่อนที่ของเกลือเขาสูรากและสงไปยังลํ าตนเกี่ยวของกับอัตราการระเหยของนํ้ า

ในตนพืช (transpiration flux) หากไมมกีารควบคุมการระเหยจะทํ าใหระดับการสะสมไอออนเปน
อันตรายตอพืชได ท ําใหพืชมีการตอบสนองอยางทันทีทันใดกบัปริมาณเกลือทีเ่พิม่ข้ึนโดยการปด
ปากใบ (stomatal closure) เพื่อทํ าใหไอออนที่เขาสูตนลดนอยลง แตการปองกันดังกลาวไม
สามารถปองกันไดในระยะยาวเนื่องจากมีความแตกตางของแรงดันนํ้ า (water potential) ระหวาง
บรรยากาศกับเซลลใบ รวมถงึพืชยังตองการใชนํ้ าสํ าหรับกระบวนการตรึงคารบอน (Munns and
Termaat, 1986) ดังนั้นเพือ่เปนการปองกันสวนที่เจริญเติบโตและกระบวนการเมแทบอลิซึมที่เกิด
ข้ึนภายในเซลล พชืจึงมกีารควบคุมการเคลื่อนที่ของไอออนภายในเนื้อเยื่อดวยการควบคุมการไหล
ของเกลือเขาสูตนโดยผานทางไซเลม (xylem) โดยขนสงผานเซลลสวนที่มีชีวิต (symplastic ion
transport) ในชัน้อพิเิดอรมิสและชั้นคอรติคอล (epidermal and cortical cells) ซึ่งจะชวยสง Na+

เขาสูไซเลม อยางไรก็ตามในเซลลชัน้เอนโดเดอรมิส (endodermis) ก็มีการเคลื่อนที่ของสารละลาย
ผานวิถี symplastic เชนเดียวกนั ขณะที่ casparian strip ในพืชจะชวยขนสงสารทีอ่ยูนอกเซลล
โดยผานระบบ apoplastic transport (Flowers and Yeo, 1992)

1.3.4   ความเคม็กับการทํ างานของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
ความเค็มมีผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส โดยจากการศึกษาของ

Ghoulam และคณะ (2002) พบวาความเค็มสงผลยับยั้งแอคติวิตีของเอนไซมในใบออนและใบแก
ของ sugar beets หลายชนดิ ซึง่การยับยั้งจะเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมขนของเกลือเพิ่มข้ึน แตในใบ
ออนจะมแีอคติวิตีของเอนไซมสูงกวาใบแก นอกจากนี้พบวาความเค็มมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม
ในตน cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) เชนเดยีวกนั เนื่องจากเกลือไปรบกวนการทํ างาน
ของเนื้อเยื่อบริเวณราก ทํ าใหลดการดูดซึมไนเตรตเขาสูไซเลม (xylem) และมีผลทํ าใหแอคติวิตีของ
เอนไซมไนเตรตรีดักเทสนอยลงดวย (Silveira et al., 2001)
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1.3.5   การปรับตัวของพืชตอความเค็ม
พชืทนเคม็คือ พืชที่สามารถอยูรอดและเจริญเติบโตไดในที่เค็มโดยใหผลผลิตไดอยาง

ครบวงจร พชืตางชนิดกันก็มีความสามารถในการทนเค็มแตกตางกัน แมแตพืชชนิดเดียวกันแตตาง
พนัธุกนั ความทนตอความเค็มก็ไมเทากัน พืชบางชนิดมีความแตกตางระหวางพันธุในการทนเค็ม
ไดแคบ เชน ถั่วเขียว (สมศรี อรุณินท, 2532) ทัง้นีข้ึ้นอยูกบักลไกบางอยางของพืชเพื่อบรรเทาความ
เปนพษิของเกลืออาจแบงไดเปน 3 ลักษณะ คือ 1) การไมดูดเกลือเขาไป 2) การดูดเกลือเขาไปแลว
สะสมเอาไวเฉพาะที่ หรือ 3) การคายเกลือออกมา พืชที่จัดอยูในประเภทแรกจะพยายามปรับตัว
เองโดยการปรับระบบโครงสรางของรากใหแผกระจายไปยังจุดที่เค็มนอยกวาหรือปรับตัวเองใหออก
ดอกชาหรอืเร็วกวาปกติเมื่อมีความเค็มลดลงเพื่อหนีชวงที่เค็มจัด หรือมีการฟนตัวอยางรวดเร็วเมื่อ
ความเคม็ลดลง สํ าหรับพืชทนเค็มประเภทที่สอง อาจนํ าเกลือไปสะสมอยูในสวนที่ไมเปนอันตราย
ตอพืช เชน สะสมในแวคิวโอล, เพิม่ความหนาของใบโดยการเพิ่มปริมาณนํ้ าในเซลลทํ าใหความ
เขมขนของเกลือลดลง, เพิม่ความเครยีดของปากใบ เพื่อใหคายนํ้ านอยลง นอกจากนี้มีการเลือกดูด
ธาตุโปแทสเซียมเขาไปมากขึ้นหรือดูดธาตุโซเดียมนอยลง, มกีารขนยายธาตุโซเดียมจากใบออนไป
ใบแก และสามารถสะสมธาตุโซเดียมไวตามลํ าตนและราก เปนตน สวนพืชประเภทที่ 3 มีการสราง
ตอมเกลือ (leaf salt gland) เพือ่คายเกลือออกมา หรือมี leaf salt hair สํ าหรับขนสงสารรวมทั้ง
เกลือเขาไปเก็บใน bladder cell ซึง่ลกัษณะดงักลาวเปนกลไกของพืชในการปรับตัวเองเพื่อความ
อยูรอดใหเขากับสภาพความเค็ม โดยพืชชนิดหนึ่งๆ อาจมีการปรับตัวลักษณะเดียวหรือหลาย
ลักษณะรวมกันก็ได (สมศรี อรุณินท, 2532; Hasegawa et al., 2000)

1.3.6   ความเค็มกับการเจริญเติบโตของขาว
ปจจบัุนพบวาปญหาความเค็มมีผลตอผลผลิตทางการเกษตรมากขึ้น โดยเฉพาะ

ขาว (Oryza sativa L.) จากการศึกษาของ Zeng และคณะ (2003) โดยไดปลูกตนขาวในเรือน
กระจกและเลี้ยงในสารละลายธาตุอาหารที่มี NaCl และ CaCl2   พบวาความเค็มและความลึกของ
นํ ้ามผีลตอการเจริญเติบโตของตนกลาและปริมาณสุทธิของเมล็ดขาว นอกจากนี้ยังพบวา ความ
เคม็ยังมีผลตอจํ านวนชอดอก (spikelet number) และจํ านวนกอ (tiller number) อีกดวย เมื่อมี
ความเครยีดเนือ่งจากความเค็มและระดับความลึกของนํ้ าที่เพิ่มข้ึน ทํ าใหปริมาณสุทธิของเมล็ดลด
ลง ทัง้นีอ้าจเนือ่งมาจากการลดลงของจํ านวนกอที่ไมเปนหมัน (fertile tiller number)

Grattan และคณะ (2002) ไดท ําการศึกษาเกี่ยวกับความไวของขาวตอความเค็ม
โดยไดทดลองทั้งภาคสนามและควบคุมในสภาวะเรือนกระจก พบวาขาวมีความไวตอความเค็ม
โดยลดการเจริญเติบโตของตนมากกวาราก โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญเติบโตของขาวในระยะที่
เร่ิมงอก (emergence growth stage) และระยะแรกของตนกลา (early seedling growth stage)
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การเจรญิเตบิโตของตนกลาขาวจะขึ้นอยูกับความเขมขนและระยะเวลาที่ไดรับเกลือ นอกจากนี้ยัง
พบวาความเค็มมีผลในการเพิ่มชอดอกที่เปนหมัน (sterile florets) และลดปริมาณผลผลิตเมล็ด
(grain yields) รวมทั้งลดขนาดของเมล็ด

1.4   ขาว
ขาวจดัเปนพชืใบเลี้ยงเดี่ยวในตระกูลหญา โดยเปนพืชลมลุกที่มีใบยาวและบาง สามารถ

จ ําแนกกลุมของขาวไดดังนี้ (Lu, 1999)
   Kingdom  Plantae

Division  Magnoliophyta
  Class  Liliopsida

  Order   Poales
Family  Poaceae (Gramineae)

Subfamily  Oryzoideae
Tribe  Oryzae

Genus  Oryza
Specie  Oryza sativa

สัณฐานวิทยาของขาว (แสดงดังรูปที่ 6) จ ําแนกออกเปนชวงการเจริญเติบโตทางดานลํ าตน
(vegetative phases) ประกอบดวยระยะเมล็ดงอก (germination stage) ระยะตนกลา (seedling
stage) และระยะแตกกอ (tillering stage) อีกชวงคอืชวงสืบพันธุ ซึ่งประกอบดวยระยะ panicle
initiation stage และ heading stage

ทว ีคุปตกาญจนากุล (2541) ไดรายงานเกีย่วกับขาว พบวาขาวประกอบดวยสวนสํ าคัญ คือ
สวนตนที่อยูเหนือผิวดิน และรากซึ่งอยูใตผิวดิน

สวนของลํ าตน ประกอบดวย ลํ าตน ใบ และ รวงขาว
ลํ าตน มลัีกษณะทรงกลม ประกอบดวย ปลองหลาย ๆ ปลองตอเชื่อมกัน ภายใน

ปลองมลัีกษณะกลวง เมื่อตนขาวยังมีอายุนอย ตนขาวอยูในระยะตนกลา ปลองเหลานี้ยังไมยืดตัว
แตจะเชื่อมติดกัน ทํ าใหไมสามารถเห็นเปนปลองไดชัดเจน

ใบขาว ประกอบดวย 2 สวนสํ าคัญ คือ สวนที่อยูติดกับขอเรียกวา กาบใบ มี
ลักษณะโคงหุมลํ าตนขาว และสวนยอดเรียกวา แผนใบ มีลักษณะแบน สีเขียว ใบขาวทํ าหนาที่
สํ าคญัในการสรางสารอาหาร ซึ่งจํ าเปนสํ าหรับการเจริญเติบโต พัฒนาการและสรางเมล็ด

รวงขาว เกดิที่ปลองสุดทายของลํ าตน ประกอบดวย กานรวง ระแง และเมล็ด
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รากขาว เปนสวนของตนขาวที่อยูในดิน ทํ าหนาที่ยึดลํ าตน ดูดนํ้ าและธาตุอาหารจากนํ้ า
และดนิ รากขาวเปนระบบรากฝอย เมื่อเกิดใหมจะมีสีขาว แลวคอยเปลี่ยนเปนสีนํ้ าตาลเมื่อมีอายุ
มากขึน้ และเปนสีดํ าเมื่อรากขาวตาย

                  รปูที่ 6   ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเจริญเติบโตของตนขาว
                             (http://www.IRRI/The Plant and How it Grows.htm)

http://www/
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ขาวทีป่ลูกโดยทัว่ไปแบงตามสภาพการปลูกไดเปน 2 พวก คือ ขาวที่ปลูกในนาขาวทั่วไป
และขาวที่ปลูกบนที่ดอนหรือในไร เรียกวา ขาวไร

ขาวไร เปนขาวที่ปลูกในที่ดอนบริเวณไหลเขา หรือที่นาที่ไมมีนํ้ าขัง ปลูกขึ้นงายโดยไมตองมี
นํ้ าหลอเลี้ยงลํ าตนและอาจตายไดหากปลูกในบริเวณที่มีนํ้ าขัง ตองการความชุมชื้นของดินเชน
เดียวกับพืชไร สามารถปลกูเปนพืชหมุนเวียนสลับกับพืชชนิดอื่นได และมโีปรตนีสูงกวาขาวนาดํ า 
(ชัยฤกษ มณีพงษ, 2524) ขาวไรจึงปลูกกันแพรหลายในหมูเกษตรกรชาวไรและชาวเขาในภาค
ตางๆ สํ าหรับในภาคใตนิยมปลูกขาวไรในที่ดอนทั่วไป และปลูกแซมในสวนยาง (ธีระ เอกสมทรา
เมษฐ, 2528) พนัธุพืน้เมืองที่นิยมปลูกไดแก ขาวพนัธุกูเมืองหลวง และพันธุดอกพยอม ลักษณะ
เดนของขาวทั้ง 2 สายพนัธุ คือ สามารถปรับตัวใหเขากับสภาพแวดลอมไดดี ทนแลง และเมล็ด
พันธุมีคุณภาพ (http://www.doa.go.th/data.agri/RICE.html) แตผลผลิตที่ไดคอนขางตํ่ าเนื่อง
จากมีขอจํ ากัดในการตอบสนองตอการใชปุย พนัธุขาวที่นิยมปลูกเปนขาวไรในภาคใต ไดแก พันธุ
กูเมืองหลวง ดอกพยอมและขาวดอกมะลิ 105 เปนตน

พนัธุกูเมืองหลวง เปนพนัธุขาวพืน้เมืองที่ใชปลูกเปนขาวไรในบางทองที่ของภาคใตเปนเวลา
นานแลวและไดปลูกเก็บรักษาพันธุไวที่สถานีทดลองขาวควนกุฏ จ.พัทลุง ซึ่งเปนพันธุที่ทนแลงและ
ปรับตัวเขากบัสภาพไรไดดีจึงเหมาะสํ าหรับปลูกเปนขาวไร นิยมปลูกเปนพืชแซมยาง ตานทานโรค
ไหม โรคใบจุดสีนํ้ าตาล โรคใบขีดสีนํ้ าตาล และตานทานเพลี้ยจักจั่นสีเขียวปานกลางไดดี ลักษณะ
ลํ าตนของขาวพันธุกูเมืองหลวงมีความสูงประมาณ 155 เซนติเมตร แตกกอไดดี ในสภาพดินอุดม
สมบรูณตนจะสงูมาก ลํ าตนสีเขียวเขม ใบกวาง การชูรวงดี คอรวงยาวจึงเหมาะสํ าหรับเกี่ยวดวย
แกระ ไวตอชวงแสง มักปลูกในตนเดือนมิถุนายนและเก็บเกี่ยวกลางเดือนพฤศจิกายน หากปลูก
ปลายเดอืนสงิหาคมจะเก็บเกี่ยวกลางเดือนมกราคม (อายุประมาณ 135-165 วัน) ผลผลิตเก็บ
เกี่ยวจากแปลงทดลองเฉลี่ยประมาณ 240 กก./ไร ระยะพักตัวของเมล็ดประมาณ 7 สัปดาห 
ขาวเปลอืกสฟีาง กระสีนํ้ าตาล นํ้ าหนัก 2.60 กรัมตอ 100 เมล็ด เมล็ดขาวกลองยาว 8.41 
มลิลิเมตร รูปรางยาวเรียว ลักษณะขาวสุก รวนแข็ง แตมีขอจํ ากัดคือเปนพันธุที่ออกดอกเร็ว ไม
เหมาะกบับางทองถิ่น ไมตานทานโรคขอบใบแหง และโรคใบวงสีนํ้ าตาล

ดอกพยอม เปนพนัธุขาวพืน้เมืองที่ปลูกเปนขาวไรในหลายทองที่ทางภาคใต เชน พังงา
นครศรธีรรมราช กระบี่  และภูเก็ต เจาหนาที่กองทุนสงเคราะหการทํ าสวนยางไดรวบรวมพันธุและ
น ํามาปลูกในป พ.ศ. 2520 และเปรยีบเทียบพันธุกับสถานีทดลองขาวภาคใต พบวาปรับตัวเขากับ
สภาพแวดลอมไดดี ทนแลง เหมาะสํ าหรับปลูกเปนพืชแซมยางเพื่อเสริมรายได เมล็ดมีคุณภาพดี
รสชาตอิรอย เกษตรกรนิยมปลูกกันมาก ขาวดอก พยอมเปนขาวจาวที่สงเสริมใหปลูกแบบขาวไร

http://www/
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ในภาคใต ลํ าตนที่เจริญเติบโตเต็มที่สูงประมาณ 150 เซนติเมตร สีเขียวใบยาว คอนขางแคบ ชูรวง
ดี เปนขาวไวตอชวงแสงอยางออน (อายุประมาณ 145-150 วัน) ปลูกตนเดือนมิถุนายนเก็บเกี่ยว
ปลายเดอืนตลุาคม หากปลูกปลายเดือนสิงหาคมจะเก็บเกี่ยวปลายเดือนมกราคม ผลผลิตจาก
แปลงทดลองเฉลี่ยประมาณ 250 กก./ไร ระยะพักตัวของเมล็ดประมาณ 2 สัปดาห ขาวเปลือกสี
ฟาง กนจดุ นํ ้าหนัก 2.58 กรัมตอ 100 เมล็ด เมล็ดขาวกลองยาว 7.3 มิลลิเมตร รูปรางยาวเรียว
ลักษณะขาวสกุนุม และมีกลิ่นหอม มีลักษณะเดนคือ คอยาว เหมาะสํ าหรับเกี่ยวดวยแกระ ปรับตัว
เขากบัสภาพแวดลอมตางไดดี ปลูกเปนพืชแซมยางได คุณภาพหุงตมดี รสชาติอรอย ตานทานโรค
ไหม โรคใบจุดสีนํ้ าตาลและใบขีดสีนํ้ าตาล แตไมตานทานโรคขอบใบแหง และโรคใบวงสีนํ้ าตาล

ขาวดอกมะล ิ 105 เปนพันธุขาวหอมที่มีแหลงกํ าเนิดอยูที่อํ าเภอพนัสนิคม จังหวัดลพบุรี
ตอมามผูีน ํามาปลกูทีตํ่ าบลทาทองหลาง อํ าเภอบางคลา จังหวัดฉะเชิงเทรา โดยนํ าขาวจํ านวน
199 รวงมาปลกูเพือ่ศึกษาพันธุ พบวาขาวรวงที่ 105 เปนขาวพันธุดี จึงใหชื่อวา “ขาวขาวดอกมะลิ
105” เหมาะส ําหรบันาปในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาคกลางบางพื้นที่ ปลูกไดใน
ทีน่าดอนทัว่ไป ลํ าตนที่เจริญเติบโตเต็มที่สูงประมาณ 140 เซนติเมตร เก็บเกี่ยวประมาณเดือน
พฤศจกิายน ผลผลิตโดยประมาณ 365 กก./ไร ระยะพักตัวของเมล็ดประมาณ 8 สัปดาห ทนแลง
ทนดนิเปรีย้วและเค็ม คุณภาพการหุงตมดี มีกลิ่นหอม รสชาติดี ตานทานไสเดือนฝอยรากปม
ไมตานทานโรคไหม โรคขอบใบแหง โรคจู เพลี้ยกระโดดสีนํ้ าตาล เพลี้ยจักจั่นสีเขียว หนอนกอ
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1. เพือ่ศึกษาผลของความเค็มตอการทํ างาน (แอคติวิตี) ของเอนไซมไนเตรตรีดักเทส
      ในตนขาว 3 สายพันธุ ไดแก พันธุกูเมืองหลวง พันธุดอกพยอม และพันธุขาวดอก
      มะลิ 105
2. เพือ่เปรียบเทียบการตอบสนองของขาวแตละสายพันธุตอความเค็มที่เพิ่มข้ึน
3. สังเคราะหแอนติบอดีตอเอนไซมไนเตรตรีดักเทสบริสุทธิ์ในกระตายเพื่อนํ าไปใชใน

การศึกษาดูการเปลี่ยนแปลงปริมาณของเอนไซมไนเตรตรีดักเทสในตนขาวที่ไดรับ
เกลือที่ความเขมขนตางๆ

4. เพือ่แยกและทํ าเอนไซมไนเตรตรีดักเทสจากตนขาวใหบริสุทธิ์


