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บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีเปรียบเทียบตวับ่งช้ีความเครียดออกซิเดชนั คือ มาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละโปรตีนคาร์บอนิลในปมราก

ถัว่ลิสงเพ่ือเป็นแนวทางการศึกษาลกัษณะพนัธุกรรมทนแลง้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักิจกรรมของปมราก โดยใชพ้นัธ์ุทนแลง้ 3 
พนัธ์ุและพนัธ์ุอา้งอิงไม่ทนแลง้ 2 พนัธ์ุ ในการปรับตวัหลงัจากการใหน้ ้ ากลบัภายหลงัช่วงการกระทบแลง้ ผลการศึกษา
พบวา่ พนัธ์ุทนแลง้ ICGV 98305 สามารถฟ้ืนตวัจากการกระทบแลง้ไดดี้กวา่พนัธ์ุอ่ืนๆ โดยมีค่าของตวับ่งช้ีทั้งสองค่า
ลดลง และเม่ือแยกแถบโปรตีนดว้ยเทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีนขนาด 16 กิโลดาลตนัในพนัธ์ุ Tifton-8 มีปริมาณ
ลดลงเม่ือกระทบแลง้นอ้ยมากเม่ือเทียบพนัธ์ุอ่ืนๆ และเม่ือให้น ้ ากลบัโปรตีนน้ีมีปริมาณเพ่ิมสูงข้ึน เม่ือวิเคราะห์ดว้ย 
Western blot พบวา่ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลลดลงดว้ย จากการศึกษาวจิยัในคร้ังน้ีจึงบ่งช้ีไดว้า่พนัธ์ุ ICGV 98305 และ 
Tifton-8 น่าจะสามารถน ามาใชเ้ป็นพนัธ์ุทนแลง้แนะน าใหเ้กษตรกรไทยปลูกไดดี้ในเขตท่ีร้อนช้ืนสลบักบัแหง้แลง้อยา่ง
ภาคอีสาน รวมทั้งใชใ้นโปรแกรมการผสมพนัธ์ุต่อไป 

 

ABSTRACT 
In this work, malondialdehyde and protein carbonyls were studied as oxidative-stressed indices in peanut 

root nodules of 3 drought resistant genotypes and 2 sensitive reference genotypes.  It would be guidelines for the 
resistant genotype associated with nodule activity. The study was approached to the rewatering response after drought 
period. A resistant genotype, ICGV 98305, was superior for its ability in recovering from the stress as decrease in the 
content of both indices was remarkable. SDS-PAGE analysis revealed that a 16-kDa protein of Tifton-8 reduced the 
least content in the drought treatment when compared to other genotypes. After rewatered, the 16-kDa protein in this 
genotype turned back to a higher level with low protein carbonyls due to Western blot analysis.  The present study 
demonstrated that ICGV 98305 and Tifton-8 should be two recommended drought resistant genotypes for cultivation 
in the alternating tropical moist and arid climate like in the northern Thailand, as well as for breeding program. 
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บทน า 
 ถัว่ลิสง (Arachis hypogaea) เป็นพืชตอ้งการน ้ านอ้ย เกษตรกรไทยปลูกถัว่ลิสงเป็นพืชสร้างรายไดเ้สริมหมุนเวยีน
ในพ้ืนท่ีท านาหลงัฤดูเก็บเก่ียวขา้วซ่ึงเป็นเวลานอกฤดูฝน เมล็ดถัว่ลิสงมีน ้ ามนัไตรกลีเซอไรด์และโปรตีนในปริมาณสูง   
(44-56% และ 22-36% ของน ้ าหนักแห้งตามล าดบั) น ้ ามนัในเมล็ดประกอบด้วยกรดไขมนัชนิดดีซ่ึงร่างกายไม่สามารถ
สังเคราะห์ได้ คือ กรดโอลิอิก (oleic acid) และกรดลิโนเลอิก (linoleic acid) รวมทั้งสารไฟโตสเตอรอล (phytosterol) สาร  
ไตรเทอร์ปีน (triterpene) และสารพอลิฟีนอลิก (polyphenolic) ท่ีช่วยลดความเส่ียงของการเป็นโรคหลอดเลือดหัวใจและ
มะเร็ง (Gardner and Kraemer, 1995; Sebei et al., 2013) นอกจากน้ีการปลูกถัว่ลิสงยงัช่วยคืนความสมบูรณ์ของดิน ภายในปม
รากถัว่ลิสงเกิดกิจกรรมตรึงไนโตรเจนของแบคทีเรียไรโซเบียม การปลูกถัว่ลิสงไดผ้ลผลิตดีเม่ือปลูกในดินร่วนปนทรายเพ่ือ
ลดการติดเช้ือของฝักถัว่ซ่ึงเกิดอยู่ในดินและสะดวกในการเก็บฝัก จึงเส่ียงต่อการกระทบแลง้ การกระทบแลง้ในระยะเร่ิม
ออกดอกจนถึงเวลาเก็บเก่ียวท าให้ผลผลิตลดลง แต่ถา้ตน้ถัว่ลิสงกระทบแลง้แลว้กลบัมาไดน้ ้ าตามปกติ (rewatering) ตั้งแต่
ช่วงติดฝักจะท าให้ไดฝั้กท่ีมีเมล็ดขนาดใหญ่ข้ึน (Reddy et al., 2003) ผลผลิตฝักของตน้ท่ีกระทบแลง้เป็นลกัษณะคดัเลือก
พนัธ์ุทนแลง้ซ่ึงจะสูงกวา่ของพนัธ์ุไม่ทนแลง้ (Dinh et al., 2013) แต่ไม่มีความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุทนแลง้ Pimratch et al. 
(2008) พบว่ากิจกรรมการตรึงไนโตรเจนของเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) ของไรโซเบียมในปมรากลดลงเม่ือตน้
กระทบแลง้แต่ไม่สมัพนัธ์กบัสมบติัทนแลง้หรือไม่ทนแลง้ของถัว่ลิสง 
 การกระทบแลง้ท าให้น ้ าแพร่ออกนอกเซลลแ์ละเป็นสญัญาณกระตุน้ใหป้ากใบปิดเพ่ือลดการคายน ้ า มีผลกระทบ
ยบัย ั้งวฏัจกัรคลัวิน (Calvin cycle) จากการท่ีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์แพร่เขา้ปากใบไม่ได้ ท าให้เกิดการสะสมโมเลกุล
ออกซิเจนวอ่งไว (reactive oxygen species; ROS) หลายชนิด เช่น อนุมูลอิสระไฮดรอกซิล (You and Chan, 2015) เรียกสภาวะ
ท่ีเซลล์มีการสะสม ROS น้ีวา่สภาวะความเครียดออกซิเดชนั (oxidative stress) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท าให้เกิดปฏิกิริยา
ลูกโซ่ของกระบวนการลิพิดออกซิเดชนั (lipid oxidation) จะเกิดผลผลิตคือสารมาลอนไดอลัดีไฮด ์(malondialdehyde) ซ่ึงสาร
มาลอนไดอลัดีไฮด์สามารถใชเ้ป็นตวับ่งช้ีระดบัการถูกล าลายเยื่อหุ้มเซลล์โดยอนุมูลอิสระ ส่วนปฏิกิริยาส าคญัท่ีท าลาย
โปรตีนคือ ปฏิกิริยากบัหมู่โซ่ขา้งของกรดอะมิโนเปล่ียนเป็นหมู่คาร์บอนิล (carbonyl) ประเภทอลัดีไฮด ์(aldehyde) หรือคีโต 
(keto) ซ่ึงรวมเรียกวา่เป็นหมู่โปรตีนคาร์บอนิล (Sharma et al., 2012) เป็นตวับ่งช้ี Furlan et al. (2012) พบวา่ การกระทบแลง้
ในช่วงออกดอกเกิดฝักชกัน าให ้ROS มาลอนไดอลัดีไฮด ์และโปรตีนคาร์บอนิลมีปริมาณเพ่ิมข้ึนในปมรากถัว่ลิสง ในขณะ
ท่ีกิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนสลดลง แต่ตน้ท่ีกระทบแลง้แลว้ไดน้ ้ าอีกคร้ังค่าต่างๆ ดงักล่าวจะใกลเ้คียงกบัตน้ถัว่ลิสงท่ี
ไดรั้บน ้ าตามปกติ อยา่งไรก็ตามการศึกษาเปรียบเทียบระหวา่งถัว่ลิสงพนัธ์ุไม่ทนแลง้และทนแลง้ยงัมีนอ้ยมาก 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 
 งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อเปรียบเทียบปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮดแ์ละโปรตีนคาร์บอนิลในปมรากระหวา่ง
ถัว่ลิสงพนัธ์ุไม่ทนแลง้และพนัธ์ุทนแลง้ ส าหรับเป็นขอ้มูลบ่งช้ีพนัธุกรรมในการก าหนดโปรแกรมผสมพนัธ์ุและพฒันา
พนัธ์ุถัว่ลิสงทนแลง้ต่อไป 
 
วธีิการวจิยั 
การเตรียมตวัอย่าง 
 ถั่ ว ลิ ส ง  5 พัน ธ์ุ  คื อ  พัน ธ์ุท น แล้ง  3 พัน ธ์ุ  [Tifton-8 (จ าก  US Department of Agriculture ป ระ เท ศ
สหรัฐอเมริกา), ICGV 98305 (จาก ICRISAT ประเทศอินเดีย) และ KKU 60] และพนัธ์ุไม่ทนแลง้ 2 พนัธ์ุ [KS 2 และ 
Tainan 9 (จากประเทศไตห้วนั)] ซ่ึงพนัธ์ุ KKU 60 พนัธ์ุ KS 2 และพนัธ์ุ Tainan 9 เป็นพนัธ์ุแนะน าใหเ้กษตรกรไทยปลกู 
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(Dinh et al., 2013) ปลูกในสภาพไร่ท่ีแปลงทดลองคณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น แบ่งกลุ่มการปลูก 3 กลุ่ม 
คือ กลุ่มท่ี 1 กลุ่มกระทบแลง้ช่วงออกดอกเกิดฝัก (D; drought) ปลูกตามปกติโดยไดรั้บน ้ าจนอาย ุ30 วนัแลว้หยดุให้น ้ า
ต่อเน่ืองเป็นเวลา 30 วนั กลุ่มท่ี 2 กลบัมาให้น ้ าทุกวนัเป็นเวลา 15 วนัหลงักระทบแลง้ (R; rewatering) และกลุ่มท่ี 3 เป็น
กลุ่มควบคุม C1 (เพ่ือเปรียบเทียบกับกลุ่ม D) โดยให้น ้ าปกติเป็นเวลา 60 วนัและ 75 วนั เป็นกลุ่มควบคุม C2 (เพื่อ
เปรียบเทียบกบักลุ่ม R) ตามล าดบั เก็บปมรากถัว่แช่ทนัทีในเอทานอลท่ี 0-1oซ แลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ ซบัน ้ าพอแห้ง ชัง่
และบนัทึกเป็นน ้ าหนกัสดของปม (wet weight nodule) หลงัจากนั้นท าให้ปมแห้งโดยวธีิสุญญากาศภายใตส้ภาวะเยือก
แขง็ (freeze-drying) ชัง่และบนัทึกน ้ าหนกัปมแหง้ เก็บปมแหง้ท่ี -70oซ ส าหรับใชท้ดลองต่อไป 
การวเิคราะห์ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮด์   
 โดยท าการบดปมแหง้ 0.3 กรัมแลว้เติมสารละลายกรดไตรคลอโรอะซีติค (trichloroacetic acid; TCA) เขม้ขน้ 
0.1% จากนั้นน าไปวดัค่าการเกิดลิพิดออกซิเดชนั โดยเปรียบเทียบจากปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์ท่ีเกิดข้ึนตามวิธี
ของ Sheokand et al. (2010)โดยอาศยัเทคนิคการใชก้รดไธโอบาร์บิทูริก อ่านค่าการดูดกลืนแสงท่ี 532 นาโนเมตร (A532) 
ของสารเชิงซอ้นในหน่วยนาโนโมลต่อน ้ าหนกัสดของปม 1 กรัมและลบดว้ยค่า A600 ของปฏิกิริยารบกวน (Taulavuri et 
al., 2001) ค านวณปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮดโ์ดยใชค้่าสมัประสิทธ์ิการดูดกลืนแสง 155 mM-1 cm-1 (Heath, Packer, 
1968)  
การวดัปริมาณโปรตนีคาร์บอนิลโดยเทคนิค Western blot immunodetection 
 เตรียมอนุพนัธ์โปรตีนคาร์บอนิลไดไนโตรฟีนิลไฮดราโซน (dinitrophenylhydrazone; DNP) โดยปรับใชว้ิธี
ของ Juszczuk et al. (2008) ดงัน้ี น าสารโปรตีนสกดัท่ีมีความเขม้ขน้ 3 มก./มล. จ านวน 20 ไมโครลิตรแลว้เติม 2,4-ได-
ไนโตรฟีนิลไฮดราซีน (2,4-dinitrophenylhydrazine) ความเขม้ขน้ 5 มิลลิโมลาร์ (เตรียมในกรดไฮโดรคลอริก 1 โมลาร์) 
จ านวน 10 ไมโครลิตร และเติม 10% SDS จ านวน 10 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ี 37oซ เป็นเวลา 30 นาที แลว้เติม 
ทริสเบส (Tris base) 2 โมลาร์ จ านวน 20 ไมโครลิตร ผสมกนั หลงัจากนั้นน าไปวเิคราะห์ SDS-PAGE ยอ้มแถบโปรตีน
และบนัทึกภาพ หรือท า Western blot ตามระบบของ Towbin et al. (1979) ถ่ายโอนโปรตีนจากเจลไปบนแผ่นพีวีดีเอฟ 
(PVDF membrane) แล้วติดตามแถบโปรตีนท่ีมีอนุพันธ์โปรตีนคาร์บอนิล-DNP บนแผ่นพีวีดี เอฟ ตามวิธีของ 
Sattayasai et al. (2003) โดยบ่มกบัแอนติบอดีชนิดแรก คือ mouse monoclonal anti-DNP antiserum ท่ี 4oซ เป็นเวลา 16 
ชั่วโมง แล้วบ่มต่อท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมงกับ anti-mouse IgG horseradish peroxidase-linked polyclonal 
antibody ซ่ึงจ าเพาะต่อแอนติบอดีชนิดแรก วเิคราะห์แถบโปรตีนท่ีมีโปรตีนคาร์บอนิลดว้ยปฏิกิริยาท่ีท าใหเ้กิดการเรือง
แสงของ ECL substrate บันทึกแถบเรืองแสงเป็นแถบสีด าบนแผ่นฟิล์มท่ีไวต่อแสง วิเคราะห์ค่าความเขม้ของแถบ
โปรตีนท่ีแยกดว้ยเทคนิค SDS-PAGE หรือในแผน่ฟิลม์ดว้ยโปรแกรมของเคร่ือง Syngene G:Box 
เตรียมตวัอย่างโปรตนีสกดั   
 บดปมแห้งในไนโตรเจนเหลว แลว้เติมโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 100 มิลลิโมลาร์ พีเอช 7.4 ท่ีมีฟีนิลเมทิล-
ซัลโฟนิลฟลูออไรด์ (phenylmethylsulfonylfluoride) 1 มิลลิโมลาร์ จ านวนบัฟเฟอร์ 1 มล.ต่อน ้ าหนักเปียกปมราก 1 
กรัม บดให้ผสมกนัแลว้น าไปป่ันเหวี่ยง (10,000g นาน 30 นาทีท่ี 4oซ) เก็บสารละลายส่วนใสเป็นตวัอยา่งโปรตีนสกดั 
วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีน (Lowry et al., 1951) แลว้เก็บไวท่ี้ -70oซ เพื่อใชไ้ป 
การวเิคราะห์ปริมาณโปรตนีคาร์บอนิลรวม   
  เตรียมตวัอยา่งโปรตีนสกดัดว้ยวิธีขา้งตน้แต่ใชโ้ซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์พีเอช 7.4 วิเคราะห์ปริมาณโปรตีน
คาร์บอนิลรวมโดยท าปฏิกิริยากับ 2,4-ไดไนโตรฟีนิลไฮดราซีนตามวิธีของ Furlan et al. (2012) หลังจากนั้ นเติม           
อะซิโตนปริมาตร 4 เท่าเพ่ือตกตะกอนโปรตีนท่ี -20oซ เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ป่ันเหวี่ยงเก็บตะกอน ลา้งตะกอนด้วย          
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อะซิโตนแลว้ละลายตะกอนดว้ยปริมาตรท่ีเหมาะสมของกวานิดีนไฮโดรคลอไรด์ (guanidine hydrochloride) 6 โมลาร์ 
(เตรียมในโปแตสเซียมฟอสเฟต 0.5 โมลาร์พีเอช 2.5) เป็นเวลา 18 ชัว่โมงท่ี 4oซ น าไปวดัค่า A370 และใชค้่าสมัประสิทธ์ิ
การดูดกลืนแสง 22x103 M-1cm-1 (Shacter, 2000) วเิคราะห์ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลรวมในหน่วยนาโนโมลต่อน ้ าหนกั
เปียกปม 1 กรัม 
การแยกแถบของโปรตนีด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)   
 ตามวธีิของ Laemmli (1970) โดยใชพ้อลิอะคริลาไมด์เจล 15% ค่าความต่างศกัยค์งท่ี 150 โวลตแ์ละระยะการ
แยกโปรตีน 5 เซนติเมตรโดยอุปกรณ์ Mini-PROTEAN 3 Cell (BioRad) ยอ้มแถบโปรตีนดว้ยสีคูมาสซีบลิเลียนบลู
อาร์-250 (Coomassie brilliant blue R-250) บนัทึกภาพแถบโปรตีนเคร่ือง Syngene G:Box 
การวเิคราะห์ค่าทางสถิต ิ
 ใชโ้ปรแกรมของวธีิทดสอบค่าสถิติแบบ Least Significant Difference (LSD) ของขอ้มูลจากการทดลอง 3 ซ ้ า 
 
ผลการวจิยั 
ปริมาณสารมาลอนไดอลัดไีฮด์ในปมราก 
 ตารางท่ี 1 พบวา่ ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์ท่ีวดัไดใ้นปมรากในตน้ถัว่ลิสงพนัธ์ุ Tifton-8 พนัธ์ุ ICGV 98305 
พนัธ์ุ KKU 60 และพนัธ์ุ Tainan 9 มีปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์ เพ่ิมสูงข้ึนตามอาย ุส่วนพนัธ์ุ KS 2 นั้นไม่แตกต่างซ่ึง
เทียบจากค่าท่ีวดัไดใ้นกลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าตามปกติ C2 (อายุ 75) เปรียบเทียบกับกลุ่ม C1 (อายุ 60 วนั) ในขณะท่ีปริมาณสาร      
มาลอนไดอลัดีไฮด์ในกลุ่มกระทบแลง้ (D) เพ่ิมข้ึนในทุกพนัธ์ุ การไดรั้บน ้ ากลบั (R) ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮดใ์นปมรากท่ี
วดัไดจ้ะลดต ่าลงในพนัธ์ุ ICGV 98305 และ พนัธ์ุ KKU 60 
 
ตารางที ่1 ปริมาณมาลอนไดอลัดีไฮดใ์นปมรากตน้ถัว่ลิสงปลูกท่ีสภาวะกระทบแลง้ (D) และใหน้ ้ ากลบั (R)  
 เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (C1 และ C2) ท่ีไดรั้บน ้ าตามปกติ 60 และ 75 วนัตามล าดบั 

พนัธ์ุถั่วลสิง 
ปริมาณสารมาลอนไดอลัดไีฮด์ (nmol/g nodule wet weight) 
C1 D C2 R 

Tifton-8 29.97±5.03 64.40±5.50 40.91±2.16 38.07±1.93 
ICGV 98305 30.65±5.62 46.84±4.28 40.77±3.72 28.76±1.29 
KKU 60 10.80±4.33 43.88±4.85 44.46±3.04 31.11±1.09 
KS 2 44.01±5.99 67.50±5.00 38.88±2.39 36.64±2.03 
Tainan 9 24.03±5.47 50.08±4.41 28.22±1.85 36.99±1.68 

 
ค่าปริมาณโปรตนีคาร์บอนิลรวมในปมราก 
 จากตารางท่ี 2 พบวา่ กลุ่มท่ีไดรั้บน ้ าตามปกติ 60 (C1) และ 75 วนั (C2) ในทุกพนัธ์ุนั้น  มีปริมาณโปรตีน
คาร์บอนิลรวมในปมรากเพ่ิมสูงข้ึนและเพ่ิมข้ึนในกลุ่มกระทบแลง้ (D) จากการทดลองใหน้ ้ ากลบั (R) พบวา่พนัธ์ุ ICGV 
98305 เป็นพนัธ์ุเดียวท่ีมีปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลลดลงอยา่งมาก 
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ตารางที่ 2 ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลรวมในโปรตีนสกดัจากปมรากตน้ถัว่ลิสงปลูกท่ีสภาวะกระทบแลง้ (D) และให ้  
 น ้ ากลบั (R) เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (C1 และ C2) ขอ้มูลท่ีมีตวัอกัษรก ากบัต่างกนัมีค่าแตกต่างอยา่งมี
 นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ P < 0.05 

พนัธ์ุถั่วลสิง 
ปริมาณโปรตนีคาร์บอนิลรวม (nmol/g  nodule wet weight ) 
C1 D C2 R 

Tifton-8 5.46±1.418j 816.84±12.38h 1500.11±8.40c 1713.84±23.14b 
ICGV 98305 17.87±0.94j 1182.82±25.15e 2140.69±8.66a 879.28±42.86g 
KKU 60 478.19±32.14i 881.69±17.96g 2150.12±20.71a 2166.16±35.68a 
KS 2 335.33±21.60d 837.42±27.19gh 821.60±48.21h 1744.53±48.21b 
Tainan 9 15.52±2.0j 835.15±3.86gh 1021.92±1.16f 1218.04±33.21e 

 
แบบแผนของโปรตนีและโปรตนีทีม่โีปรตนีคาร์บอนิลจากปมราก 
 ผลการศึกษาแบบแผนของโปรตีนดว้ยเทคนิคของ SDS-PAGE พบแถบโปรตีนท่ีขนาด 16 และ 28 กิโลดาล-
ตนั (kDa) ติดสีเขม้มากในถัว่ลิสงทุกสายพนัธ์ุ แสดงวา่โปรตีนทั้ง 2 ขนาดมีปริมาณมากในปม เม่ือกระทบแลง้และการ
ให้น ้ ากลบั โปรตีน 16 kDa มีปริมาณลดลงในพนัธ์ุ Tainan 9 (ก) พนัธ์ุ ICGV 98305 (ง) และพนัธ์ุ KKU 60 (จ) ยกเวน้
พนัธ์ุ KS 2 (ข) และพนัธ์ุ Tifton-8 (ค) เม่ือวเิคราะห์แบบแผนโปรตีนซ่ึงมีหมู่โปรตีนคาร์บอนิล โดยวดัค่าความเขม้ของ
แถบโปรตีน 16 kDa พบวา่ โปรตีนน้ีมีปริมาณลดลงในถัว่ทุกพนัธ์ุเม่ือตน้กระทบแลง้ วเิคราะห์ปริมาณหมู่โปรตีนคาร์-
บอนิลไดล้ดลงดว้ย พนัธ์ุท่ีน่าสนใจคือ Tifton-8 (รูปท่ี 1 ค) โปรตีนขนาด 16 kDa มีปริมาณลดลงเพียงเล็กน้อยจากผล
ของการกระทบแลง้ แลว้เพ่ิมข้ึนสูงมากหลงัจากท่ีกลบัมาไดรั้บน ้ าอีกคร้ังและมีโปรตีนคาร์บอนิลในระดบัต ่า แตกต่าง
จากพนัธ์ุอ่ืนเช่นพนัธ์ุ KKU 60 ซ่ึงการให้น ้ ากลบัท าให้ปริมาณโปรตีน 16 kDa เพ่ิมข้ึนแต่ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลยงั
สูงดว้ย (รูปท่ี 1 จ) 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 
 ตน้ถัว่ลิสงตอ้งการน ้ ามากเป็นพิเศษในช่วงกลางฤดูปลูก คือ ประมาณ 25-30 วนัหลงัปลูก ซ่ึงเป็นช่วงเวลาท่ีการ
ทดลองก าหนดให้เกิดสภาวะกระทบแลง้ ท่ีระยะน้ีตน้ถัว่เร่ิมออกดอกทยอยเกิดเขม็ (peg) แทงลงดินและเร่ิมพฒันาฝักภายใน 
30-45 วนั ตามการรายงานของ Boote (1982)  
 จากการเปรียบเทียบปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮดท่ี์วดัไดบ้งช้ีไดว้า่  ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮดท่ี์สูงข้ึนเม่ือ
กระทบแลง้ และลดต ่าลงเม่ือไดรั้บน ้ ากลบันั้น ข้ึนกบัพนัธ์ุโดยไม่สัมพนัธ์กบัลกัษณะการทนแลง้ และเม่ือเปรียบเทียบ
ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลระหวา่งพนัธ์ุทนแลง้และพนัธ์ุไม่ทนแลง้ แตกต่างกนัไปในแต่ละพนัธ์ุ ตลอดจนไม่แปรผนัตาม
ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์ ผลการศึกษาบงช้ีไดว้า่ ถัว่ลิสงพนัธ์ุ ICGV 98305 สามารถปรับตวัไดดี้ท่ีสุดเม่ือกระทบแลง้
และใหน้ ้ ากลบั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการรายงานของ Furlan et al. (2012) ในถัว่ลิสงพนัธ์ุอ่ืน 
 ผลจากการศึกษาแบบแผนของโปรตีนโดยใชเ้ทคนิค SDS-PAGE พบโปรตีนขนาด 16 kDa ท่ีมีการเปล่ียนแปลงทั้ง
ปริมาณและสมบติัของหมู่โปรตีนคาร์บอนิล  จากขนาดของโปรตีนและการเปล่ียนแปลงดงักล่าว เป็นไปไดว้า่โปรตีนน้ีเป็น
เลกฮีโมโกลบิน (leghemoglobin) ซ่ึงเป็นโปรตีนมีฮีม (heme) เป็นหมู่ท่ีท าหนา้ท่ีจบัออกซิเจนและขนส่งไปให้ไรโซเบียมใช ้
ขนาดของเลกฮีโมโกลบินประมาณ 14-16 kDa (Becana et al., 1995; Ott et al., 2005)  แต่ Basak และ Bhattacharyya (2013) ได ้
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รูปที ่1 แบบแผนของโปรตีน (รูป A) จากปมรากถัว่ลิสง 5 พนัธ์ุคือ Tainan 9 (ก) KS 2 (ข) Tifton-8 (ค) ICGV 98305  

(ง) และ KKU 60 (จ) ดว้ยเทคนิค SDS-PAGE ปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลดว้ยเทคนิค Western blot (รูป B) และ
ความเขม้ของแถบโปรตีน 16 kDa ในโปรตีนจากรูป A และ B (รูป C) โดย M เป็นแถบโปรตีนมาตรฐาน C1 
และ C2 หมายถึงกลุ่มควบคุมท่ีไดรั้บน ้ า 60 และ 75 วนัตามปกติ D เป็นกลุ่มกระทบแลง้และ R เป็นกลุ่มใหน้ ้ ากลบั 
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รายงานว่าสามารถแยกบริสุทธ์ิเลกฮีโมโกลบินจากถัว่ลิสงท่ีมีขนาด 14.5 kDa  ก่อนหน้าน้ี Furlan et al. (2012) 
พบวา่ ผลกระทบแลง้ท าให้ปริมาณเลกฮีโมโกลบินลดลง และการให้น ้ ากลบัจะท าปริมาณเพ่ิมข้ึน  ทั้งน้ี Naya et al. (2007) 
รายงานวา่การกระทบแลง้ในพืชอลัฟาฟาไม่ยบัย ั้งยนีสังเคราะห์เลกฮีโมโกลบิน การลดลงของเลกฮีโมโกลบินจึงน่าจะเป็น
ผลจากการท่ีถูกเซลล์ท าลายเม่ือการกระทบจากสภาวะแล้งท าให้เกิดหมู่โปรตีนคาร์บอนิลมากข้ึน ซ่ึงสอดคล้องกับ
ผลการวจิยัท่ีวา่การกระทบแลง้ท าใหป้ริมาณโปรตีน 16 kDa มีปริมาณลดลง 
 สภาวะแลง้ท าให้โปรตีน 16 kDa ซ่ึงคาดวา่เป็นโปรตีนเลกฮีโมโกลบินล าเลียงออกซิเจนน้ีเกิดหมู่โปรตีนคาร์บอ-
นิลเพ่ิมข้ึน แต่ท าให้ปริมาณโปรตีน 16 kDa ลดลง  ผลการทดลองท่ีพบในพนัธ์ุ Tifton-8 และ KKU 60 เท่านั้นท่ีสอดคลอ้ง
กบัผลของ Furlan et al. (2012) ท่ีวา่การใหน้ ้ าหลงัแลง้ท าใหป้ริมาณโปรตีน 16 kDa เพ่ิมข้ึน อยา่งไรก็ตามพนัธ์ุทนแลง้ Tifon-
8 ไดเ้ปรียบกวา่ 
 จากการศึกษาในคร้ังน้ีขอ้สรุปวา่ ปริมาณสารมาลอนไดอลัดีไฮด์และปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลในปมรากถัว่ลิสง
สามารถใชเ้ป็นขอ้มูลบ่งช้ีพนัธุกรรมท่ีไดเ้ปรียบของพนัธ์ุถัว่ลิสงท่ีมีระดบัการทนแลง้ท่ีแตกต่างกนัได ้โดยพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะ
การปรับตวัท่ีดี คือ ICGV 98305 ส่วนพนัธ์ุ Tifton-8 น่าจะมีลกัษณะดีของกิจกรรมตรึงไนโตรเจนถา้พิสูจน์ไดต้่อไปว่า
โปรตีน 16 kDa น้ีเป็นเลกฮีโมโกลบิน 
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