








คำนำ
พืชสกุลหงส์เหิน (Globba) จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ในธรรมชาติพบพืชนี้มากกว่า 100 ชนิด มีการกระจายตัวแถบทวีปเอเชียเขตร้อน ตั้งแต่อินเดีย ทางตอนใต้ของจีน และกระจายมาจนถึง   อินโดนีเซีย ฟิลิปปินส์ และนิวกินี บริเวณป่าชื้นของไทยและพม่าเป็นศูนย์กลางความหลากหลายของพันธุ์โดยพบมากกว่า 50 ชนิด (Williams et al.,  2002) ในประเทศไทยพบในทุกภาคและพบว่าภาค เหนือและภาคกลางมีความหลากหลายของพันธุ์สูงกว่าภาคอื่นๆ (พวงเพ็ญ, 2539)  ปัจจุบันมีการเริ่มปลูกพืชสกุลหงส์เหินเป็นไม้ดอก ไม้กระถาง หรือประดับสวนนอกจากนั้นหงส์เหินบางชนิดยังสามารถ  นำมาใช้ประโยชน์ทางสมุนไพร พืชในสกุลนี้จัดเป็นพืชอายุหลายปี ไม่มีเนื้อไม้ มีเหง้าใต้ดิน(rhizome) ใบ เป็นใบเดี่ยว ช่อดอกเป็นแบบ raceme เกิดที่ปลายยอด ช่อดอกมีใบประดับสีต่างๆแตกต่างไปตามพันธุ์ เช่น สีขาว แดง และเหลือง (อดิศร, 2541) ดอกเป็นแบบสมบูรณ์เพศ ก้านชูอับละอองเรณูมีลักษณะโค้ง ก้านชูยอดเกสรตัวเมียยาวคล้ายเส้นด้าย บริเวณข้างของอับละอองเรณูมีรยางค์ (triangular appendage) (Williams et al., 2002)  แม้ว่ามีรายงานการศึกษา    ทางสัณฐานวิทยาของพืชสกุลนี้อยู่บ้าง แต่ยังไม่มีการศึกษาทบทวนทางด้านอนุกรมวิธานอย่างกว้าง -ขวางนัก ดังนั้นข้อมูลทางด้านพฤกษศาสตร์อันเป็นความรู้พื้นฐานที่จะนำมาใช้ให้เกิดประโยชน์และนำ มาประยุกต์ใช้กับเทคโนโลยีสมัยใหม่จึงเป็นสิ่งสำคัญและจำเป็นอย่างมากในงานด้านอนุกรมวิธาน (พวงเพ็ญ, 2539) การใช้เครื่องหมายทางโปรตีนโดยการวิเคราะห์รูปแบบไอโซไซม์ด้วยเทคนิคอิเล็ก- โตรโฟรีซีส เป็นวิธีการหนึ่งที่เหมาะสมต่อการช่วยจำแนกหรือตรวจสอบชนิดพืช การทดลองครั้งนี้ได้ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมสำหรับการทำให้เกิดรูปแบบไอโซไซม์ของหงส์เหินช่อทับทิม หรือ Ruby Spike (Globba rosea Gagnep.) เพื่อเป็นพื้นฐานสำหรับนำ ไปปรับใช้กับพืชหงส์เหินชนิดอื่น เพื่อหารูปแบบ  ไอโซไซม์ที่เป็นเอกลักษณ์ของแต่ละชนิด และหาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดให้สามารถนำไปใช้ประโยชน์ในด้านการพัฒนาพันธุ์ต่อไป
อุปกรณ์และวิธีการ
เก็บใบอ่อนที่ยังไม่คลี่จากต้นหงส์เหินช่อทับทิมซึ่งปลูกในโรงเรือนพรางแสง 50% นำมาบดในโกร่งที่เติมไนโตรเจนเหลว ใส่น้ำยาสกัดเอนไซม์ สูตร Apavatjrut et al. (1999) ดัดแปลงโดยเปลี่ยนสาร PVP 10 เป็น PVP 360 และไม่ใส่สาร PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) ในขั้นตอนการบดเนื้อเยื่อ  ผสมส่วนผสมให้เข้ากัน นำตัวอย่างที่สกัดได้ไปหมุนเหวี่ยงด้วยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 40 นาที แยกสาร ละลายใสด้านบนที่ได้ใส่ใน Eppendorf tube เติม marker dye ในอัตราส่วน 60 : 5 ไมโครลิตร ประกอบชุดอิเล็กโตรโฟรีซีส เตรียมส่วนประกอบของ stacking gel และ separating gel ที่มีความเข้มข้นของเจล 10% และปรับความเข้มข้นของเจลในการทดลองที่ 2 เสร็จแล้วนำไปทำอิเล็กโตรโฟรีซีส นำแผ่นเจลที่ได้ย้อมสีเอนไซม์ 3 ชนิด คือ glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), leucine aminopeptidase (LAP) และ superoxide dismutase  (SOD) บันทึกจำนวนและตำแหน่งของแถบสี พร้อมกับแสดงค่าการเคลื่อนที่สัมพัทธ์(Relative migration,  Rf ) ของแถบสีไอโซไซม์ วิธีการพื้นฐานดังกล่าวใช้กับการศึกษาเพื่อหา pH ของน้ำยาสกัด ความเข้มข้นของเจล  ชนิดของเนื้อเยื่อพืช และน้ำหนักเนื้อเยื่อพืชที่เหมาะสม ทำการทดลองกรรมวิธีละ 5 ซ้ำๆละ       1 ต้น
ผลการทดลอง
1. pH ของน้ำยาสกัดเอนไซม์ที่เหมาะสม
เมื่อเปรียบเทียบ pH ที่แตกต่างกันของน้ำยาสกัดเอนไซม์ 3 กรรมวิธี คือ pH 7.5, 8  และ 8.5  พบ ว่าที่ระดับ pH 8 ให้ผลดีที่สุดโดยให้แถบสีเข้มและคมชัดในทุกเอนไซม์ และ pH ทุกระดับให้จำนวนแถบสีเท่ากันโดยมีค่า Rf ไม่แตกต่างกันในแต่ละเอนไซม์ (ตารางที่ 1)
2. ความเข้มข้นของเจลที่เหมาะสม
เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของ separating gel ที่ 3 ระดับ คือ 8.5, 10 และ 12.5 % พบว่า ความเข้มข้นที่ 12.5% ให้ผลดีที่สุดโดยให้แถบสีเข้มและคมชัดในทุกเอนไซม์   และยังพบว่าที่

ความเข้มข้นนี้ในทุกเอนไซม์ให้จำนวนแถบสีมาก
กว่าเมื่อใช้ความเข้มข้นอื่น และค่า Rf ที่วัดได้มีความแตกต่างกันโดยค่า Rf ของเจลที่มีความเข้มข้น 8.5% มีค่ามากกว่าความเข้มข้นของเจลที่ 10 และ 12.5% นั่นคือ ค่า Rf จะมีค่าลดลงเมื่อระดับความเข้มข้นของเจลเพิ่มขึ้นในทุกระบบเอนไซม์  (ตารางที่ 2)

3. เนื้อเยื่อพืชที่เหมาะสม
เมื่อเปรียบเทียบการใช้ใบอ่อนที่ยังไม่คลี่และใบแก่ พบว่าใบอ่อนให้แถบสีเข้มและคมชัดกว่าใบแก่ และในทุกระบบเอนไซม์ให้จำนวนแถบสีเท่ากันในเนื้อเยื่อทั้ง 2 ชนิด ยกเว้นเอนไซม์ SOD ในใบอ่อนให้จำนวนแถบที่มากกว่าใบแก่ และค่า Rf ที่วัดได้มีค่าแตกต่างกันในเอนไซม์ LAP และ SOD     (ตารางที่ 3)



4. น้ำหนักพืชที่เหมาะสม
เมื่อเปรียบเทียบน้ำหนักสดจากใบอ่อนโดยใช้น้ำหนัก 0.25, 0.50 และ 0.75 ก ต่อน้ำยาสกัด 1.5 มล  พบว่าน้ำหนัก 0.50 ก ให้ผลดีที่สุดโดยให้แถบสี
เข้มและคมชัดในทุกเอนไซม์ ส่วนน้ำหนัก 0.75 ก แถบสีมีความเข้มมากจนทำให้ขอบของแถบไม่คมชัด และทุกน้ำหนักที่ใช้ให้จำนวนแถบสีเท่ากันและค่า Rf  ที่วัดได้มีค่าเท่ากันในแต่ละเอนไซม์ (ตารางที่ 4)



วิจารณ์ผลการทดลอง

การศึกษาระดับ pH ที่เหมาะสมในน้ำยาสกัดมีความสำคัญเนื่องจากพืชแต่ละชนิดมีระดับ pH ที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์แตกต่างกัน พบว่าเมื่อใช้ pH ต่างกันรูปแบบไอโซไซม์ที่ได้ในแต่ละระบบเอนไซม์ไม่แตกต่างกัน แต่ระดับ pH ที่ต่างกันให้แถบสีที่มีความคมเข้มต่างกัน แสดงว่าพืชสกุลนี้มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่เหมาะสมในสภาพด่างอ่อน (pH 8) และยังพบว่าพืชในกลุ่มกระเจียวก็ให้ผลเช่นเดียวกัน (Apavatjrut et al., 1999) ซึ่งพืช ทั้งสองกลุ่มนี้จัดอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ส่วนในตัว กลางค้ำจุนที่เป็นเจล รูพรุนของเจลจะมีขนาดลดลงเมื่อความเข้มข้นของอคริลาไมด์เพิ่มขึ้น (อาภัสสรา, 2537) การทดลองนี้พบว่าความเข้มข้นของ separating gel ที่ระดับ 12.5% ทำให้รูพรุนของเจล  มีขนาดเล็กลง    แถบสีที่ได้มีความเข้มและคมชัดขึ้น 
นอกจากนี้แถบสียังมีจำนวนมากกว่าด้วย ที่เป็นเช่น นี้น่าจะเป็นเพราะเมื่อรูพรุนมีความละเอียดขึ้น ในเจลที่มีความเข้มข้นสูงจึงสามารถปล่อยโมเลกุลที่แตกต่างกันผ่านรูพรุนของเจลได้ละเอียดขึ้น ชิ้นส่วน            พืชที่เหมาะสมที่สุดในการนำมาสกัดเอนไซม์ควร    ใช้ใบอ่อน เนื่องจากอยู่ในระยะที่มีการแสดงออก    ของกิจกรรมของเอนไซม์มาก ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับยีนที่ควบคุมการทำงานของเอนไซม์  นั่นคือยีนชนิดเดียว กันอาจมีการแสดงออกต่างกันในชิ้นส่วนเนื้อเยื่อต่างกัน (ณัฐาและคณะ, 2545) การแสดง แถบสีบน  เจลมีความเข้มของแถบสีไม่เท่ากัน นอกจากเป็นการแสดงออกของยีนหรืออัลลีลที่แตกต่างกันส่งผลให้เอนไซม์มีกิจกรรมแตกต่างกันแล้ว ปริมาณเอนไซม์  ที่สกัดได้ยังมีผลโดยตรง นั่นคือการใช้ใบอ่อนน้ำหนัก 0.5 ก มีความเหมาะสมที่สุด การใช้น้ำหนักของใบอ่อนน้อยลงทำให้แถบสีที่ได้ไม่เข้มและแถบบางแถบจางลงอาจทำให้รูปแบบแถบสีที่ได้เปลี่ยนไป ซึ่งเป็นผลจากกิจกรรมของเอนไซม์ที่ทำปฏิกิริยากับสารตั้งต้นในสีย้อมน้อยลง ส่วนการเพิ่มปริมาณของเนื้อเยื่อทำให้แถบสีที่ได้มีความเข้มมากขึ้นจนทำให้ เกิดเป็นรอยปื้น ซึ่งเกิดจากการมีกิจกรรมของ   เอนไซม์มากหรืออาจเกิดจากการมีปริมาณของสาร    ฟีนอลในเนื้อเยื่อมากเกินไป ในทางตรงกันข้ามใน   ใบของหงส์เหินช่อทับทิมที่ทำการศึกษาน่าจะมีกิจกรรมของเอนไซม์ SOD น้อย จึงทำให้เมื่อใช้น้ำหนักเนื้อเยื่อพืช เพิ่มขึ้นทำให้เกิดแถบสีชัดขึ้นมาก

จำนวนแถบสีและค่า Rf ที่เกิดขึ้นจาก         ทุกต้นเท่ากันเมื่อทดสอบกับเอนไซม์แต่ละชนิด น่าจะเป็นผลจากต้นหงส์เหินช่อทับทิมตามปกติในธรรมชาติขยายพันธุ์โดย bulbil ที่เกิดจากช่อดอกบริเวณเนื้อเยื่อร่างกาย (somatic tissue) จึงเป็นการขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศมีผลทำให้แถบที่ได้มีความสม่ำเสมอเหมือนกันทุกต้น
สรุป
การเปรียบเทียบปัจจัยที่เหมาะสมสำหรับการทำให้เกิดรูปแบบไอโซไซม์ของหงส์เหิน        ช่อทับทิม พบว่าระดับ pH ของน้ำยาสกัดเอนไซม์ที่เหมาะสมคือ  pH 8 และชิ้นส่วนพืชที่ใช้ควรเป็นใบอ่อน โดยน้ำหนักที่เหมาะสมคือ 0.5 ก ต่อน้ำยาสกัดเอนไซม์ 1.5 มล และใช้ความเข้มข้นของ separating gel 12.5 % โดยปัจจัยเหล่านี้น่าจะนำไปใช้ศึกษารูปแบบไอโซไซม์กับหงส์เหินชนิดอื่นได้ด้วย
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Abstract : A series of study to find suitable factors for establishing isozyme patterns in Globba rosea Gagnep. by polyacrylamide gel electrophoresis showed that 0.5 g  young leaf fresh weight with 0.1 M Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 0.5 % w/v PVP 360, 2 mM DTT, 10 mM (-mercaptoethanol and 12.5 % separating gel are most suitable for polyacrylamide gel electrophoresis. 
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บทคัดย่อ: การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมสำหรับการทำให้เกิดรูปแบบไอโซไซม์ของหงส์เหินช่อทับทิม (Globba rosea Gagnep.) ด้วยวิธีโพลีอคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส พบว่าการใช้ใบอ่อน 0.5 ก กับน้ำยาสกัดที่มีส่วนประกอบของ �0.1 M Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA, 0.5 % w/v PVP 360, 2 mM DTT, 10 mM (-mercaptoethanol และการใช้ separating gel 12.5 % ให้ผลดีที่สุด
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Table 4 Effect of different young leaf fresh weights on 3 enzyme banding.


Enzyme�
Fresh weight


(g)�
No. of bands�
Rf�
Remarks�
�
GOT�
0.25�
3�
0.15, 0.18, 0.25�
Not sharp in the first and third bands�
�
�
0.50�
3�
0.15, 0.18, 0.25�
Sharp bands�
�
�
0.75�
3�
0.15, 0.18, 0.25�
Dark bands and smear�
�
LAP�
0.25�
2�
0.19, 0.27�
Not sharp in the first  band�
�
�
0.50�
2�
0.19, 0.27�
Sharp bands�
�
�
0.75�
2�
0.19, 0.27�
Dark  in the second band�
�
SOD�
0.25�
6�
0.18, 0.20, 0.28, 0.32, 0.35, 0.45�
Not sharp in the second and fifth bands�
�
�
0.50�
6�
0.18, 0.20, 0.28, 0.32, 0.35, 0.45�
Sharp bands�
�
�
0.75�
6�
0.18, 0.20, 0.28, 0.32, 0.35, 0.45�
Sharp bands�
�






Table 3 Effect of different plant tissues on 3 enzyme banding.


Enzyme�
Plant tissue�
No. of bands�
Rf�
Remarks�
�
GOT�
Young leaf�
3�
0.10, 0.12, 0.18�
Sharp bands�
�
�
Mature leaf�
3�
0.10, 0.12, 0.18�
Not sharp in the first band�
�
LAP�
Young leaf�
2�
0.32, 0.44�
Sharp bands�
�
�
Mature leaf�
2�
0.32, 0.43�
Not sharp band and light in the first band�
�
SOD�
Young leaf�
5�
0.30, 0.32, 0.48, 0.63, 0.65�
Sharp bands�
�
�
Mature leaf�
4�
0.30, 0.42, 0.48, 0.65�
Not appear in some bands, smear bands�
�






Table 2 Effect of separating gel on 3 enzyme banding.


Enzyme�
Separating gel  (%)�
No. of band (s)�
Rf�
Remarks�
�
GOT�
8.5�
2�
0.38, 0.52�
Not sharp bands and not appear in the first band�
�
�
10�
3�
0.25, 0.29, 0.42�
Sharp bands�
�
�
12.5�
3�
0.15, 0.18, 0.25�
 Sharper bands�
�
LAP�
8.5�
1�
0.63�
Not sharp band�
�
�
10�
1�
0.5�
Sharp band�
�
�
12.5�
2�
0.22, 0.31�
 Sharper  bands�
�
SOD�
8.5�
4�
0.51, 0.56, 0.63, 0.81�
Not sharp bands�
�
�
10�
5�
0.33, 0.38, 0.45, 0.48, 0.65�
Sharp bands�
�
�
12.5�
6�
0.18, 0.20, 0.28, 0.32, 0.35, 0.45�
More sharp bands�
�






Table 1 Effect of  pH in extraction buffer on 3 enzyme banding.


Enzyme�
pH�
No. of band (s)�
Rf�
Remarks�
�
GOT�
7.5�
3�
0.25, 0.29, 0.42�
Not sharp in the first band�
�
�
8�
3�
0.25, 0.29, 0.42�
Sharp bands�
�
�
8.5�
3�
0.25, 0.29, 0.42�
Not sharp bands�
�
LAP�
7.5�
1�
0.5�
Not sharp band�
�
�
8�
1�
0.5�
Sharp band�
�
�
8.5�
1�
0.5�
Not sharp band�
�
SOD�
7.5�
5�
0.33, 0.38, 0.45, 0.48, 0.65�
Not sharp bands�
�
�
8�
5�
0.33, 0.38, 0.45, 0.48, 0.65�
Sharp bands�
�
�
8.5�
5�
0.33, 0.38, 0.45, 0.48, 0.65�
Very light in the second and third bands�
�
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