
 

3 

รองศาสตราจารยสนธิชัย  จนัทรเปรม, Ph.D. 

  

  

  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   

ปริญญา 
   

สาขา  ภาควชิา 
  

เร่ือง การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุและการแยกความแตกตางของสายพันธุในพืช 
 น้ํามันบางชนดิโดยวิธี Ultrathin-layer Isoelectric Focusing 
  
 Seed Purity Testing and Varietal Identification of Certain Oil Crops using Ultrathin-layer 
 Isoelectric Focusing 
  

นามผูวิจัย นางสาวธัญมาศ  นิยมญาติ 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
หัวหนาภาควิชา  

 (  ) 
  

  
 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 

พืชไรนา พืชไรนา 

รองศาสตราจารยสนธิชัย  จนัทรเปรม, Ph.D. 

 อาจารยบุบผา  คงสมัย, Ph.D. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

 



 

2 
วิทยานพินธ 

 
เร่ือง 

 
การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุและการแยกความแตกตางของสายพันธุในพืชน้ํามันบาง

ชนิดโดยวิธี Ultrathin-layer Isoelectric Focusing 
 

Seed Purity Testing and Varietal Identification of Certain Oil Crops using Ultrathin-layer 
Isoelectric Focusing 

   
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวธัญมาศ  นิยมญาติ 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) 

พ.ศ. 2552    

 



 

3 
ธัญมาศ  นิยมญาติ 2552: การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุและการแยกความ
แตกตางของสายพันธุในพืชน้ํามันบางชนดิโดยวิธี Ultrathin-layer Isoelectric Focusing  
ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เกษตรศาสตร) สาขาพืชไรนา ภาควิชาพืชไรนา 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก:  รองศาสตราจารยสนธิชัย  จันทรเปรม, Ph.D.     
51 หนา 

 
 

ไดทดลองแยกความแตกตางของสายพันธุของเมล็ดพันธุทานตะวัน 4 พันธุ ถ่ัวลิสง 6  พันธุ 
และงา 2 พันธุ โดยใชเทคนิค ultrathin-layer isoelectric focusing (UTLIEF) โดยมีวัตถุประสงคเพื่อ
ศึกษาชนิดของตัวทําละลายท่ีเหมาะสมตอการสกัดโปรตีนจากเมล็ดเพื่อใชในการตรวจสอบความ
บริสุทธ์ิและแยกความแตกตางของสายพันธุในทานตะวัน ถ่ัวลิสง และงา และศึกษาปริมาณเมล็ดท่ี
เหมาะสมในการตรวจสอบความแตกตางระหวางสายพันธุโดยวิธี UTLIEF ใชตัวทําละลายที่
แตกตางกัน 3 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 
โมลาร แลวนํามาแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต พบวา น้ําเปนตัวทําละลายท่ีเหมาะสมที่สุดสําหรับ
นําไปใชในการสกัดและแยกโปรตีนและแยกสายพันธุในเมล็ดทานตะวันและเมล็ดงา ในเมล็ดถ่ัว
ลิสงตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิดไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุได  ในเมล็ดงาน้ําเปนตัว
ทําละลายท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับนําไปใชในการสกัดโปรตีนและแยกสายพันธุ  เม่ือตรวจสอบ
ความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุพบวา น้ําเปนตัวทําละลายท่ีมีความเหมาะสมท่ีใชในการสกัด
โปรตีนและตรวจสอบในเมล็ดทานตะวัน และเมล็ดงา การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของทานตะวัน
และถ่ัวลิสงโดยทดสอบเมล็ดท่ีตัดแบงเปน 1/2  1/3  และ1/4 ของเมล็ด พบวาสามารถนําสวนท่ี
แบงเปน 1/2 ของเมล็ดพันธุทานตะวันมาตรวจสอบความบริสุทธ์ิได และเม่ือทดสอบจํานวนเมล็ด
งาท่ีใชในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิ พบวา ตองใชเมล็ดงาอยางนอยท่ีสุด 6 เมล็ด จึงจะเพียงพอ
สําหรับการตรวจสอบพันธุ 
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                Varietal identification of 4 sunflower, 6 groundnut and 2 sesame varieties using 
ultrathin-layer isoelectric focusing (UTLIEF) was carried out. The objective of this study was to 
determine the suitable sovents for seed purity testing and varietal identification of sunflower, 
groundnut and sesame and to determine the least quantity of seeds needed for varieties testing. 
Three different sovents, water, 4 M urea and 3.8 mM phosphate buffer, were tested. The extracted 
seed storage proteins were separated in polyacrylamide gel with a pH-gradient of the matrix 
ranges from 2-9 at 8°C with 2500 v. It was found that water was the most suitable sovent for seed 
storage protein extraction and identification in sunflower and sesame. In groundnut, all three 
tested sovents did not show the different between the varieties tested. For hybrid seed purity 
testing, it was found that water was the most suitable sovent for seed storage protein extraction 
and identification in sunflower and sesame. The various portions of endosperm 1/2  1/3 and 1/4 
were used for sunflower variety identification. The results showed that half-seed endosperm 
yielded the best protein bands pattern followed by the 1/3 and 1/4 of seed, respectively. It was 
also found that at least 6 seeds of sesame were needed for varietal identification. 
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ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดถ่ัวลิสงโดยใชน้ํา ฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัว
ทําละลาย 
ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดงาโดยใชน้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย 
ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวาง
พันธุ Pacific 55 × PI 323281 และสายพนัธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย 
วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  
ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 
1 ระหวางพันธุ Pacific 55 × PI 380874 และสายพันธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัว
ทําละลาย วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 
1 ระหวางพันธุ Pacific 55 × PI 402586 และสายพันธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัว
ทําละลาย วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  
ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดงาลูกผสมช่ัวท่ี 1 
ระหวางพันธุนครสวรรค และมก 19 และสายพันธุพอ-แม โดยใชน้ําเปนตัวทํา
ละลาย วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  
ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวนัท่ีแบงเปน 1/2  
1/3  และ1/4 ของเมล็ดโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย วเิคราะหความเขมขนของ
โปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวนัท่ีแบงเปน 1/2  
1/3  และ1/4 ของเมล็ดโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย วิเคราะหความเขมขนของ
โปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
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ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 
จํานวนต้ังแต 1 ถึง 10 เมล็ด ดวยน้ํา วเิคราะหความเขมขนของโปรตีน
ตามวิธีการของ Bradford (1976) 
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สารบัญภาพ 
 

 
 

 

ภาพท่ี หนา 

  
1 แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุ คือ พันธุ Pacific55  323281  

380874 และ 402586 โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโม
ลาร และ ค.) ยเูรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 
8 องเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการแสดงตําแหนง
แถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 

  
 
 
23 

2 แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดถ่ัวลิสง 6 พันธุ คือ โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และ ค.) ยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัว
ทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 
โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการแสดงตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 
ก2 คือ กาฬสินธุ 2  ข60-1 คือ ขอนแกน 60-1  ข60-2 คือ ขอนแกน 60-2                    
ข4 คือ ขอนแกน 4  ข5 คือ ขอนแกน 5  ข6 คือ ขอนแกน 

 
 

 
 
 

26 
3 แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงา 2 พันธุ คือ งาดําพันธุนครสวรรค และงาขาวพันธุ

มก 19 โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และค.) 
ยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการแสดงตําแหนงแถบ
โปรตีนท่ีมีความแตกตาง 

 
 
 

29 
4 
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แถบโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ของทานตะวัน เปรียบเทียบกับแถบ
โปรตีนของสายพันธุพอ สายพันธุแม โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 
อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการแสดง
ตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 
แถบโปรตีนท่ีสกัดจากลูกผสมช่ัวท่ี 1 ของเมล็ดงาโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีน
ของสายพันธุพอ (พันธุนครสวรรค ) สายพันธุแม (พันธุ มก 19) โดยใชน้ําเปนตัว
ทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต 
ลูกศรที่ช้ีคือการแสดงตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 

34 
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(4) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี หนา 

  
6 
 
7 
 
8 

แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวัน 1/2  1/3  และ 1/4 ของเมล็ด ใชน้าํเปนตัว
ทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต 
การทดสอบความงอกของเมล็ดทานตะวนัท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ 1/4 ของเมล็ด  
เปรียบเทียบกบัเมล็ดทานตะวันปกติ ทดสอบท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 7 วัน 
แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 โดยใชจํานวนเมล็ดตาง ๆ และใช
น้ําเปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภมิู 8 องศาเซลซียส ความตางศักย ไฟฟา 
2500 โวลต  
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

APS  =   ammonium peroxydisulphate 
BSA  =   bovine serum albumin 
DTE  =   dithioerythritol 
EDTA  =   ethylene diamine tetra acetic acid  
IEF  =   isoelectric focusing 
ISTA  =   International Seed Testing Association 
pH  =   logarithm of reciprocal of hydrogen (H+) ion concentration 
pI  =   isoelectric point 
TCA  =   trichloroacetic acid 
TEMED =   N N N’N’-Tetramethylethylenediamine 
UTLIEF =   ultrathin-layer isoelectric focusing 

 



การตรวจสอบความบริสทุธิ์ของเมล็ดพันธุและการแยกความแตกตางของสายพันธุใน
พืชน้ํามันบางชนิด โดยวิธี Ultrathin-layer Isoelectric Focusing 

 

Seed Purity Testing and Varietal Identification of Certain Oil Crops using 
Ultrathin-layer Isoelectric Focusing 

 

คํานํา 
 

พืชพันธุท่ีไดรับการสงเสริมในปจจุบันและในอนาคต รวมทั้งพืชพันธุพื้นเมืองดั้งเดิม      
พืชเอกลักษณประจําถ่ิน จัดเปนทรัพยากรที่มีคาของชาติ จําเปนตองไดรับการปกปกรักษาเอาไว 
ในทางกฎหมายแลวการทวงสิทธิเปนเจาของจําเปนตองมีหลักฐานยืนยัน การไดมาซ่ึงหลักฐาน
ยืนยันเอกลักษณของพืชอาจทําโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาของพืช แต
ลักษณะดังกลาวอาจไมเพียงพอเสียแลวในปจจุบัน หลักฐานยืนยันท่ีเปนท่ียอมรับกันมากท่ีสุดใน
ปจจุบันคือลายพิมพดีเอ็นเอของพืชนั้น เนื่องจากเปนลักษณะที่จําเพาะเจาะจงมาก ไมสามารถ
เปล่ียนแปลงได (ถาเปล่ียนแปลงหมายถึงการเปล่ียนแปลงพันธุพืช)  

 
การตรวจสอบเอกลักษณพันธุพืชโดยการทําลายพิมพดีเอ็นเอ ซ่ึงสามารถทําไดโดยใช

เทคนิคหลายชนิด เชน RAPD (random amplified polymorphic DNA)  microsatellites หรือ simple 
sequence repeat polymorphism (SSRP) amplified fragment length polymorphism (AFLP) 
arbitrarily primed PCR (AP-PCR) (Chawla, 2000) มีคาใชจายสูง โดยคาใชจายในการตรวจสอบ
เมล็ดพันธุขาวโพดจะประมาณตัวอยางละ 20 บาท เม่ือใชเทคนิค SSRP หรือ 75 บาท เม่ือใชเทคนิค 
isozyme ในการตรวจสอบ (Wang et al., 2001) 

 
ในขณะน้ีไดมีการใชเทคนิคใหมในการตรวจสอบเมล็ดพันธุ เรียกวา ultrathin-layer 

isoelectric focusing (UTLIEF) วิธีนี้ใชการตรวจสอบโปรตีนในเมล็ดซ่ึงเสียคาใชจายนอยกวา 
(ISTA, 1999) และเปนวิธีการมาตรฐานวิธีหนึ่งของ International Seed Testing Association (ISTA) 
หลักการของวิธีแยกโปรตีนโดยวิธี isoelectric focusing คือ การแยกสาร (โปรตีน) ชนิดตาง ๆ        
ท่ีปะปนกันอยูและละลายไดในน้ําหรือตัวทําละลายอ่ืนออกจากกันตามคุณสมบัติของคา isoelectric 
ของโปรตีนแตละชนิด โปรตีนแตละชนิดท่ีแยกไดจะถูกปองกันไมใหกลับเขามาผสมรวมกันใหม 
อีกโดยการผสมตัวกลางหรือตัวพา (carrier) บางชนิดเขาไปกอนการแยก เชน agar หรือ
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polyacrylamine gel  เปนตน จากนั้นจึงใหกระแสไฟฟา ซ่ึงจะทําใหเกิด pH-gradient ข้ึนระหวาง
ข้ัวไฟฟาท้ังสอง โปรตีนผสมท้ังหลายจะเคล่ือนท่ีผาน pH-gradient จนกระท่ังถึงจุดท่ีมีคาเทากับ 
isoelectric point ของโปรตีนชนิดนั้น ๆ ก็จะหยุดเคล่ือนท่ีทําใหเกิดการแยกของโปรตีนชนิดตาง ๆ 
ออกจากกันได (Leist et al., 2003) วิธีการดังกลาวสามารถนําไปใชในการจําแนกพันธุพืชบางชนิด
ได เชน ขาว (Wang et al., 2001) ขาวโพด (Leist et al., 2003) แตยังไมมีรายงานการใชเทคนิคนี้ใน
พืชตระกูลถ่ัว หรือพืชผักตาง ๆ 
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วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาชนดิของตัวทําละลายท่ีเหมาะสมตอการสกัดโปรตีนจากเมล็ด เพือ่ใชในการ
ตรวจ สอบความบริสุทธ์ิและแยกความแตกตางของสายพันธุในทานตะวัน ถ่ัวลิสง และงา 

 
  2.  ศึกษาปริมาณเมล็ดท่ีเหมาะสมในการตรวจสอบความแตกตางระหวางสายพันธุโดยวธีิ 
UTLIEF

 



การตรวจเอกสาร 
 

1.  ทานตะวัน (sunflower) 
 
 ทานตะวัน (sunflower) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Helianthus annuus L. จัดเปนพืชน้ํามันท่ีมี
ความสําคัญชนิดหนึ่ง มีไขมันรอยละ 22-40โปรตีนรอยละ 22-30  น้ํามันทานตะวันมีคุณภาพสูง มี
กรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง และประกอบดวยวิตามินหลายชนิด กากทานตะวันเปนท่ีตองการใน
อุตสาหกรรมอาหารสัตว มีการปลูกทานตะวันกันมากในทวีปยุโรป สหรัฐอเมริกา ออสเตรเลีย และ
แอฟริกาใต  การปลูกทานตะวันเปนการคายังคอนขางใหมสําหรับประเทศไทย ในป พ.ศ. 2512 ได
มีการสงเสริมใหปลูกในเขตจังหวัดนครสวรรคและเพชรบูรณ แตไมประสบผลสําเร็จ  ตอมาไดมี
บริษัทเอกชนนําเมล็ดพันธุทานตะวันลูกผสมจากตางประเทศมาสงเสริมใหเกษตรกรปลูกในเขต
จังหวัดสระบุรี ลพบุรี และนครสวรรค แตใหผลผลิตไมดีนักและแปรปรวนมาก เนื่องจากการปลูก
ทานตะวันในประเทศไทยเปนการนําเมล็ดพันธุเขาจากตางประเทศมาสงเสริมใหเกษตรกรปลูก มี
การประกันราคาและรับซ้ือคืน ดังนั้นความตองการเมล็ดพันธุทานตะวันของเกษตรกรจึงยังไมใช
ความตองการท่ีแทจริง และยังไมมีการผลิตเมล็ดพันธุหลักและเมล็ดพันธุจําหนายของหนวยงาน
ราชการแตอยางใด (วันชัย, 2542) 
 
 ปจจุบันการผลิตทานตะวันยังไมเพียงพอกับความตองการใชภายในประเทศ แมวาจะใช
เฉพาะในอุตสาหกรรมผลิตน้ํามันเทานั้น  ประเทศไทยนําเขาเมล็ดและกากทานตะวัน โดยเฉพาะ
กากทานตะวันมีแนวโนมท่ีจะนําเขามากข้ึน รัฐบาลจึงสงเสริมการปลูกทานตะวันในเขตจังหวัด
ลพบุรี และสระบุรี ในปเพาะปลูก 2529/30 โดยมีธนาคารเพ่ือการเกษตรและสหกรณการเกษตร
รวมกับบริษัทเอกชน สงเสริมการปลูกทานตะวันเปนพืชปลายฝนหรือพืชท่ีสองเพื่อเสริมรายได 
โดยกรมสงเสริมการเกษตรเปนผูคัดเลือกเกษตรกรเขารวมโครงการ สนับสนุนเมล็ดพันธุทานตะวนั
พันธุลูกผสมและจัดหาปจจัยการผลิตอ่ืน ใหบริษัทเอกชนรับซ้ือผลผลิตเมล็ดคืนจากเกษตรกรที่เขา
รวมโครงการทั้งหมด (คณาจารยภาควิชาพืชไรนา, 2542) 
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2. ถ่ัวลิสง (groundnut) 
 

ถ่ัวลิสง (groundnut) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Arachis hypogaea จัดเปนพืชตระกูลถ่ัวท่ีมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยพืชหนึ่ง ท่ีใชเมล็ดเปนอาหารสําหรับมนุษย เนื่องจากมี
คุณคาทางโภชนาการสูง คือเปนแหลงอาหารโปรตีนและไขมัน ถ่ังลิสงจัดเปนพืชน้ํามันเพราะใน
เมล็ดแหงประกอบดวยน้ํามันรอยละ 45-55 ซ่ึงมีปริมาณสูงกวาในพืชตระกูลถ่ัวชนิดอ่ืน ๆ และมี
โปรตีนรอยละ 25-26  

 
 สําหรับการปลูกถ่ัวลิสงในประเทศไทย เขาใจวาชาวโปรตุเกสหรือสเปนเปนผูนําเขามา
เผยแพรในสมัยกรุงศรีอยุธยาตอนปลายและมีหลักฐานกลาวถึงถ่ัวลิสงคือ หมอมเจาสิทธิพร กฤดา
กร ไดเขียนจดหมายเหตุจากฟารมบางเบิดวา ในพ.ศ. 2472-73 ประเทศไทยผลิตถ่ัวลิสงไมเพียงพอ
ตองนําเขาจากประเทศอ่ืน แสดงวาไดมีการปลูกถ่ัวลิสงมาแลวไมนอยกวา 60-70 ป และใน พ.ศ.
2505 สถานีกสิกรรมรอยเอ็ด กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ เร่ิมดําเนินงานดาน
การปรับปรุงพันธุและการเขตกรรม โดยรวบรวมพันธุถ่ัวลิสงจํานวนจํานวน 60 พันธุมาปลูกศึกษา 
จากนั้นการศึกษาเกี่ยวกับการปลูกถ่ัวลิสงในประเทศไทยจึงกาวหนาเร่ือยมา แหลงผลิตถ่ัวลิสงกวา
คร่ึงหนึ่งของปริมาณการผลิตท้ังโลกอยูในทวีปเอเชีย ประเทศผูผลิตท่ีสําคัญไดแก อินเดีย และ
สาธารณรัฐประชาชนจีน รองลงมาคือประเทศในทวีปแอฟริกาไดแก  ซูดาน เซนีกัล และไนจีเรีย 
สวนแหลงปลูกถ่ัวลิสงสวนใหญของไทยอยูทางเหนือเปนสวนใหญ  รองลงมาคือภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคกลาง และภาคใต (คณาจารยภาควิชาพืชไรนา, 2542) โดยการผลิตเมล็ด
พันธุหลักถ่ัวลิสงเปนหนาท่ีของสถาบันวิจัยพืชไร กรมวิชาการเกษตร พันธุถ่ัวลิสงท่ีกรมวิชาการ
เกษตรผลิต ไดแก ไทนาน9  ขอนแกน60-1  ขอนแกน60-2  ขอนแกน60-3  สข. 38 ขอนแกน4    
(วันชัย, 2542) 
 
3. งา (sesame) 
 
 งา (sesame) มีชื่อวิทยาศาสตรวา Sesamum indicum จัดเปนพืชเศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญใน
เขตท่ีมีปริมาณนํ้านอย สามารถปลูกไดทุกภาคของประเทศ ท้ังนี้เพราะงาทนตอสภาพความแหงแลง
ไดดีพอสมควร แตไมทนตอสภาพนํ้าขังแฉะ ดินเค็ม หรือดินท่ีเปนกรดจัด ปลูกงาย ลงทุนนอย มี
ตลาดกวาง และราคาดีมาโดยตลอด จึงเหมาะสําหรับใชปลูกเปนพืชเสริมรายได โดยปลูกกอนหรือ
หลังการปลูกพืชเศรษฐกิจ เชน ขาว ขาวโพด และถ่ัวตาง ๆ  การปลูกงานอกจากจะเปนการชวยเพิ่ม
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รายไดแกเกษตรกรแลว ยังชวยลดความเส่ียงในการปลูกพืชเศรษฐกิจหลัก เม่ือประสบภาวะจากภัย
ธรรมชาติหรือราคาผลผลิตตกตํ่าอีกดวย (คณาจารยภาควิชาพืชไรนา, 2542) 
 
 งาเปนพืชท่ีมีความสําคัญตอคนไทยมาแตโบราณ เปนสวนผสมของอาหารและขนม
มากมายที่เกี่ยวของในวิถีชีวิตและประเพณีไทยมาแตอดีต แสดงใหเห็นวาคนไทยรูคุณคาของงามา
นานหลายศตวรรษ งาเปนพืชท่ีมีคุณคาทางโภชนาการสูง มีน้ํามันรอยละ 50  ซ่ึงเปนน้ํามันท่ีมี
คุณภาพสูงกวาน้ํามันพืชชนิดอ่ืน มีคารโบไฮเดรตรอยละ 25  โปรตีนรอยละ 17  แคลเซียมรอยละ 
0.75 และฟอสฟอรัสรอยละ 0.61 และยังประกอบไปดวย ธาตุเหล็ก โซเดียม โพแทสเซียม วติามินเอ 
ไธอามีน ไรโบฟลาวีน และไนอาซีน สารอาหารเหลานี้ลวนมีประโยชนตอรางกาย งาจึงจัดวาเปน
อาหารสุขภาพท่ีกําลังไดรับความนิยม รับประทานเปนอาหารเสริมกันท่ัวไป งาปลูกกันมากใน
ประเทศอินเดีย ซูดาน พมา และจีน ท้ัง 4 ประเทศนี้ผลิตงาประมาณรอยละ 60 ของผลผลิตโลก 
ประเทศไทยมีการปลูกงาอยูในทุกภาคของประเทศ แตภาคท่ีปลูกมากท่ีสุดคือภาคเหนือ จังหวัดท่ี
ปลูกมากไดแกเพชรบูรณ (วันชัย, 2542) 
 
 เมล็ดงาเปนสินคาท่ีมีความตองการท่ัวโลก และมีการสั่งไปใชกันปริมาณมากในประเทศ
ยุโรปตาง ๆ ในเอเชียประเทศท่ีส่ังเปนสินคาเขามาก ไดแก จีน ญ่ีปุน ฮองกง อิสราเอล มาเลเซีย 
ซาอุดีอาระเบีย และไตหวัน ในแอฟริกาไดแก อียิปต งาเปนพืชท่ีแตกตางจากพืชน้ํามันอ่ืน ๆ ตรงท่ี
สินคาสวนใหญจะขายกันในรูปของเมล็ด (กฤษฎา, 2537) 
 
4.  การตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุ (seed quality testing) 
 
 การตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุมีความสําคัญทางการเกษตรมาก ท้ังในดานการคาและการ
ปลูก  เพราะจะทําใหทราบคุณภาพและศักยภาพในการงอกและการเจริญเติบโตของเมล็ดพันธุ     
ผลการตรวจสอบใชประกันและรับรองคุณภาพสินคา  ซ่ึงวิธีการตรวจสอบคุณภาพเมล็ดพันธุควร
เปนวิธีท่ีงาย ไมยุงยากจนเกินไป เท่ียงตรง แมนยํา และเปนสากล การตรวจสอบพ้ืนฐาน เชน การ
ตรวจ สอบความบริสุทธ์ิ (purity test) การตรวจสอบความงอก (germination test) การตรวจสอบ
ความช้ืน (seed moisture test) เปนตน มักไมมีปญหายุงยาก  (วันชัย, 2542) การตรวจสอบคุณภาพ
เมล็ดพันธุนั้น มีกฎมาตรฐานท่ีใชกันอยู 2 ระบบคือ กฎสากลในการตรวจสอบคุณภาพของเมล็ด
พันธุ (International Rules for Seed Testing) ซ่ึงบัญญัติข้ึนโดยสมาคมผูตรวจสอบเมล็ดพันธุ
นานาชาติ (International Seed Testing Association) ซ่ึงมีช่ือยอวา ISTA และกฎสําหรับการ
ตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุ (Rules for Testing Seeds) ซ่ึงบัญญัติข้ึนโดยสมาคมผูตรวจสอบ
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คุณภาพของเมล็ดพันธุ (Association of Official Seed Analysis) ซ่ึงมีช่ือยอวา AOSA กฎมาตรฐาน
ท่ีบัญญัติข้ึนโดยสถาบันท้ังสองแหงนี้มีลักษณะท่ีคลายกันแตแตกตางกันในดานข้ันตอนการ
ปฏิบัติงาน โดยท่ัวไปหากตรวจสอบเพื่อการนําเขาหรือสงออกหรือเปนการคา มักนิยมใชกฎของ 
ISTA ซ่ึงใชกันมากในประเทศแถบยุโรป สวนในอเมริกานั้นใชกฎของ AOSA สําหรับการ
ตรวจสอบคุณภาพของเมล็ดพันธุท่ีปฏิบัติกันอยูในประเทศไทยขณะน้ีหนวยงานบางแหงไดยึดกฎ
ของ ISTA เปนหลัก (จวงจันทร, 2529 ข) 
 
5. การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุ (seed purity test)  
 
 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุมีวัตถุประสงคเพื่อ 1) หาอัตราสวน
องคประกอบตาง ๆ ของกองเมล็ดเปนรอยละโดยนํ้าหนัก 2) ตรวจสอบเมล็ดพืชชนิดอ่ืนและ
ส่ิงเจือปนอ่ืน ๆ ท่ีปะปนมา (วันชัย, 2542)  
 
 การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุเปนการตรวจวิเคราะหวาเมล็ดพันธุมีความ
บริสุทธ์ิมากเพียงใด เชน มีเมล็ดพันธุพืชท่ีระบุไวกี่เปอรเซ็นต มีเมล็ดพันธุพืชอ่ืนปะปนมากนอย
เพียงใด เพื่อเปนขอมูลใหเกษตรกรผูใชเมล็ดพันธุ หรือผูท่ีจะนําเมล็ดพันธุไปใช ท้ังนี้เมล็ดพันธุท่ีดี
ควรมีความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุสูง เมล็ดพันธุท่ีใชตรวจสอบจะตองสุมมาจากกองเมล็ดพันธุโดย
ถูกตองตามวิธีการที่กําหนดไว และตองมีน้ําหนักไมตํ่ากวาท่ีกําหนดไว ขนาดของตัวอยางเมล็ด
พันธุท่ีใชในการตรวจสอบจะแตกตางกันไปตามชนิดของพืช (จวงจันทร, 2529 ก)  
 
6.  การตรวจสอบพันธุ (varietal test หรือ cultivar verification) 
 
 การตรวจสอบพันธุมีวัตถุประสงคเพื่อการรับรองเมล็ดพันธุ คือตรวจสอบวาพันธุบริสุทธ์ิ
หรือไม มีพันธุปนหรือไม ในบางกรณีการตรวจสอบพันธุอาจมุงหมายเพ่ือยืนยันวาพันธุใหมท่ีได
จากการปรับปรุงพันธุเปนพันธุใหมท่ีแทจริง ไมใชพันธุเดิมท่ีเคยมีอยูแลว หรือมีพันธุกรรมซํ้ากับ
พันธุท่ีเคยมีอยู  ซ่ึงการตรวจสอบพันธุตามความมุงหมายนี้นับวันจะยิ่งสําคัญข้ึนเพราะสามารถ
รองรับกฎหมายคุมครองพันธุพืช ไดแกการจดทะเบียนพันธุ และสิทธิบัตรพันธุพืชได (วันชัย, 
2542) 

 
วิธีการตรวจสอบพันธุท่ีใชกัน คือวิธีตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทาง

พืชไร (morphological and agronomic characters) ซ่ึงตองนําเมล็ดมาปลูกเพื่อสังเกตลักษณะตาง ๆ
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ระหวางการเจริญเติบโตบางคร้ังตองตรวจสอบจนถึงระยะท่ีพืชแก และตองปลูกใหมีประชากร
มากเพียงพอเพื่อใหมีความม่ันใจในผลของการตรวจสอบ วิธีนี้ใชเวลานานกวาจะทราบผล เสีย
คาใชจายมาก และตองการพื้นท่ีกวาง ยิ่งไปกวานั้น การแสดงออกของพืชอาจแปรปรวนได
เนื่องจากปจจัยทางสภาพแวดลอม และในปจจุบันนี้ พืชแตละชนิดก็มีจํานวนพันธุมากข้ึน วิธีนี้จึง
เปนวิธีท่ีไมเหมาะสม ดังนั้นการคนควาวิจัย เพื่อหาเทคนิควิธีท่ีรวดเร็วมีประสิทธิภาพและไมแพง
จนเกินไป   จึงไดรับความสนใจกันมาก โดยเฉพาะวิธีทางชีวเคมี (วันชัย, 2542) 

 
เทคนิควิธีตรวจสอบพันธุวิธีตาง ๆ ท่ีไดมีผูทดลองใชจําแนกพันธุสวนใหญไมมีวิธีใดท่ี

สามารถใชเพียงวิธีเดียวในการจําแนกพันธุไดอยางมีประสิทธิภาพ ตองใชหลายวิธีประกอบการ
ตัดสินซ่ึงแบงกวาง ๆ ออกเปน 5 แนวทางดวยกัน ไดแก 
 
 1)   วิธีทางสัณฐานวิทยา (morphological methods) เชน การจําแนกตามรูปรางและขนาด
ของเมล็ดพันธุ ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตนกลา เปนตน (Coolbear and Hill, 1988) เปน
การตรวจสอบท่ีตองนําตัวอยางของเมล็ดพืชไปทดลองปลูก ซ่ึงเปนวิธีท่ีอาศัยหลักการการตรวจ 
สอบจากลักษณะภายนอกในระยะตาง ๆ ของการเจริญเติบโตของพืช เชน ใบ ดอก ผล ดังนั้นจําเปน 
ตองอาศัยผูมีความชํานาญสูงในการสังเกต และตองใชเวลานาน เสียคาใชจายและแรงงานในการ
ดําเนินงานสูงและขาดความแมนยํา เนื่องจากลักษณะภายนอกของพืชท่ีสังเกตอาจมีผลมาจาก
สภาพแวดลอมเขามาเกี่ยวของ ซ่ึงไมไดมาจากลักษณะทางพันธุกรรมเพียงอยางเดียว (Arus 1983; 
McDonald, 1998) 
 
 2)   วิธีทางสรีรวิทยา (physiological methods) เชน จําแนกตามความสามารถในการดูดน้ํา
ของเมล็ด การตอบสนองตอฮอรโมน และความออนแอตอสารเคมีกําจัดวัชพืช เปนตน (Coolbear 
and Hill, 1988) 
 
 3)   วิธีทางโรคพืช (pathological methods) เชน จําแนกตามความตานทานตอการเขาทําลาย
ของเช้ือรา และความตานทานตอบักเตรี วิสา หรือ แมลง เปนตน (Coolbear and Hill, 1988) 
 

4)   วิธีทางเคมี (chemical composition methods) เชน จําแนกโดยอาศัยสารประกอบบาง
ประเภทเชน กรดไขมัน สารประกอบฟโนลิกส เปนตน และจําแนกโดยใชเทคนิค electrophoresis 
(Coolbear and Hill, 1988) เปนวิธีการตรวจสอบในระดับโปรตีนหรือเอนไซมท่ีพืชสรางข้ึน โดย
โปรตีนหรือเอนไซมเหลานี้มักจะมีหลายชนิด และสามารถแยกออกจากกันดวยวิธี electrophoresis 
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ในการจํา แนกสายพันธุพืชสามารถใชการตรวจสอบทางเอ็นไซมไดเชนกัน โดยใชเทคนิคท่ี
เรียกวา isozymes ซ่ึงเปนวิธีการท่ีใชตรวจสอบกิจกรรมการทํางานของเอนไซมโดยอาศัย
ความจําเพาะในการทําปฏิกิริยาของเอนไซมแตละกลุมกับสารต้ังตนท่ีเหมาะสม  ซ่ึงแมวาวิธีนี้มี
ประสิทธิภาพในการจําแนกสายพันธุพืชไดสูงพอสมควรและเช่ือถือได (Payne, 1987) แตมี
ขอจํากัดคือในการเตรียมตัวอยางของเอนไซมคอนขางจะยุงยาก และในแตละระยะของการ
เจริญเติบโตของพืชจะผลิตเอนไซมท่ีมีความแตกตางกัน จึงตองเลือกตัวอยางท่ีนํามาทดสอบใหอยู
ในระยะการเจริญเติบโตท่ีเหมือนกันและอยูในสภาพแวดลอมเดียวกัน  เนื่องจากสภาพแวดลอมมี
ผลตอการแสดงออกของยีนตาง ๆ ดวย ดังนั้น Radola  (1980) ไดพัฒนาเทคนิค ultrathin layer 
isoelectric focusing (UTLIEF) โดยทดสอบโปรตีนท่ีพืชสะสมไว (storage protein) เนื่องจาก
โปรตีนท่ีพืชสะสมไวเปนโปรตีนท่ีมีความคงตัวสูง และเปล่ียนแปลงนอยกวาเอนไซม เทคนิคนี้มี
ประสิทธิภาพสูงในการแยกโปรตีนท่ีมีคา isoelectric point ท่ีแตกตางไดดี (วันชัย, 2542) 
 

5)   วิธีทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular methods) เปนวิธีการที่สามารถตรวจสอบไดเร็ว
กวาวิธีแรก และถูกตองแมนยําสูงมาก ใชแรงงานนอย เนื่องจากเปนการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอ 
สามารถตรวจสอบไดในทุกสวนของพืช และทุกระยะการเจริญเติบโตของพืช แตมีขอจํากัดคือมี
คาใชจายในการตรวจสอบแตละคร้ังคอนขางสูง  และวิธีการสกัดดีเอ็นเอซับซอนและยุงยาก 
(Coolbear and Hill, 1988) 

 
การตรวจสอบพันธุโดยใชชีววิทยาโมเลกุลแบงเปนวิธี biochemical marker และ molecular 

marker ปจจุบันการตรวจสอบพันธุโดยวิธีท้ัง 2 แบบ มีความสําคัญข้ึนและมีการพัฒนาใหมี
ประสิทธิภาพมากข้ึนเร่ือย ๆ ความกาวหนาท่ีรวดเร็วเกิดจากการใช polyacrylamide gel 
electrophoresis ในการตรวจสอบโปรตีนสะสม (storage protein) และการใช isoelectric focusing  
(IEF) ในการวิเคราะห isozyme ยิ่งไปกวานั้น ความกาวหนาลาสุดในการใชระบบ molecular 
marker ทําใหสามารถแยกพันธุไดอยางมีประสิทธิภาพ (วันชัย, 2542) 
 

       5.1 biochemical marker การใช biochemical marker สวนใหญใชโปรตีน (หรือ 
เอนไซม) เปนหลัก เชน esterases และ peroxidases (isozymes) กับ gliadins และ glutenins ซ่ึงเปน
โปรตีนสะสม การแยกโมเลกุลของโปรตีนปกติใชเทคนิคทาง electrophoresis  ซ่ึงเปนการแยกตาม
ประจุของอนุภาคที่เคล่ือนท่ีในสนามไฟฟาประกอบกับการใช polyacrylamide gel หรือท่ีเรียกยอวา 
PAGE วุนหรือ gel นี้มีลักษณะเปนรูพรุนโดยท่ีขนาดของรูพรุนจะถูกกําหนดดวยความเขมขนของ 
acrylamide ท่ีใช ดังนั้นโปรตีนตาง ๆ จะเคล่ือนท่ีไปในวุนดวยอัตราที่แตกตางกัน ข้ึนอยูกับ 1) 
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น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน (แยกโดยขนาดของรูพรุน) และ2) ประจุไฟฟาของโปรตีน (แยกโดย
สนามไฟฟา) 
 

electrophoresis  อาจควบคุมใหแยกโดยน้ําหนักโมเลกุลเพียงอยางเดียวได เชน ใน SDS-
PAGE  ทําไดโดยนําสวนผสมของโปรตีนท่ีสกัดไดใสใน sodium dodecyl sulphate ท่ีมากเกินพอ
และ reducing agent เชน 2-mercaptoethanol  และเพิ่มอุณหภูมิใหสูงกวา 100 องศาเซลเซียส สาร 
sodium dodecyl sulphate เปนสารท่ีสามารถแตกตัวเปนประจุและชวยใหสายพอลิเพปไทดแยกออก
จากกัน (ionic dissociating agent) และเม่ือใหความรอนท่ีอุณหภูมิสูงกวา 100 องศาเซลเซียสก็จะ
รวมตัวกับโปรตีนในอัตราสวนโดยนํ้าหนักท่ีคงท่ี ประจุของโปรตีนก็จะหมดความหมายไปเม่ือ
ปรับกับประจุลบของ sodium dodecyl sulphate ดังนั้นสาร ประกอบโปรตีนท่ีรวมกับ SDS (protein-
SDS complexes) ท้ังหมดก็จะมีประจุเปนลบ ดังนั้นอัตรา เร็วของการเคล่ือนท่ีของโปรตีนจึงข้ึนอยู
กับน้ําหนักโมเลกุลเพียงประการเดียวเทานั้น ตามกฎของ สโตคส  (Stokes law)  นั้น ระยะทางท่ี
โปรตีนเคล่ือนท่ีไปในวุน เปนสัดสวนกับคา log ของนํ้าหนักโมเลกุล  ดังนั้นจึงสามารถคํานวณคา
น้ําหนักโมเลกุลโดยประมาณของโปรตีนชนิดตาง ๆ ไดโดยวัดระยะทางหรือตําแหนงของแถบ
โปรตีนบนวุน โดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐาน (standard marker) ท่ีทราบน้ําหนักโมเลกุล  
(วันชัย, 2542) 
 

นอกจากนี้ยังมีการตรวจสอบพันธุโดยวิธี isoelectric focusing (IEF) ซ่ึงเปนการตรวจสอบ
โปรตีนดวย เทคนิค  electrophoresis ท่ีป รับปรุงให มีความแมนยํ า  อย างไรก็ตาม  การใช 
electrophoresis กับโปรตีนมีขอจํากัดเนื่องจาก ปริมาณและชนิดของโปรตีนเปล่ียนแปลงไปตาม
สภาพแวดลอมได 

 
5.2 molecular marker  คือการใช marker ในระดับดีเอ็นเอเปนตัวตรวจสอบความแตกตาง

ระหวางพันธุ ไดแกวิธีตอไปนี้ 
  1) Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) ก็คือ ลําดับของดีเอ็นเอที่ถูก
สราง (generate) โดยการยอยดีเอ็นเอของพืชดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) เม่ือนํา 
restriction fragment มาผานวุน ก็จะสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอได จะทําใหทราบวามี
ความแตกตางระหวางพันธุหรือไม  วิธีนี้เปนวิธีท่ีสามารถจําแนกพันธุพืชไดดีท้ังพืชผสมขามเชน 
ขาวโพด และพืชผสมตัวเอง เชน ขาวสาลี อยางไรก็ตาม RFLP เปนวิธีท่ีใชเวลาในการตรวจสอบ
นาน เสียคาใชจายสูงและเทคนิคยุงยาก เปนวิธีท่ีตองใชตัวอยางพืชมาก และการสกัดดีเอ็นเอจาก
เมล็ดแหงไมสะดวกในทางปฏิบัติ  
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2) Polymerase Chain Reaction (PCR) เปนวิธีการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอที่มี

ความจําเพาะข้ึนในหลอดทดลอง เปนวิธีท่ีรวดเร็ว งาย และตองการตัวอยางพืชนอย และมี
ศักยภาพที่จะให marker จํานวนมากได PCR และโดยทางทฤษฎีแลว สามารถเร่ิมตนจากช้ินดี
เอ็นเอเพียงช้ินเดียวได แตก็มีขอควรระวังอยูพอสมควร 
 
  วิธีการตรวจสอบพันธุท่ีอาศัยเทคนิค PCR มีอยูหลายวิธี วิธีท่ีนิยมไดแก 
  - Sequence Tagged Sites (STS) 
  - Microsatellite หรือ Simple Sequence Repeats (SSR) 
  - Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
  - Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
 

การใชระบบ marker ในการตรวจสอบพันธุข้ึนอยูกับหลายปจจัย ไดแก ความรวดเร็วใน
การตรวจสอบ คาใชจาย ความปลอดภัย ระดับของ polymorphism ท่ีสามารถตรวจสอบ จํานวนของ 
marker ท่ีมี และปริมาณของตัวอยางพืชท่ีตองใช ระบบ marker ควรเปนระบบท่ีงายไมยุงยาก 
เท่ียงตรง แมนยํา และมีมาตรฐาน ควรพัฒนาใหสามารถใชเมล็ดแหงตรวจสอบได ศึกษาหาวิธีสกัด
โปรตีนหรือเอ็นไซมหรือดีเอ็นเอที่ไมตองทําลายเมล็ด เพื่อใหสามารถนําเมล็ดไปใชไดอีก และถามี 
co-dominant marker  ก็จะชวยใหเปนประโยชนในการตรวจสอบยิ่งข้ึน (วันชัย, 2542) 
 
7.  โปรตีนสะสมในเมล็ด (seed storage protein) 
 
 โปรตีนเปนสารอินทรียท่ีมีไนโตรเจน มีโมเลกุลขนาดใหญและโครงสรางซับซอน โปรตีน
ในเมล็ดมีความสําคัญมากท้ังเปนสวนประกอบของโครงสราง โปรตีนท่ีทําปฏิกิริยาเพื่อการดํารง
ชีพ เชน เอนไซม และกรดนิวคลิอิกในยีนหรือสารพันธุกรรม และโปรตีนท่ีเปนอาหารสะสม 
โปรตีนท่ีสะสมในเมล็ดอยูรวมกันเปนเม็ดเรียกวา เม็ดอะลูโรน (aleurone grain) มีขนาดเสนผา 
ศูนยกลาง 20 ไมครอน  
 

ชนิดของโปรตีนในเมล็ดสามารถแบงไดเปน 4 กลุมใหญ ๆ (Peter and Casey, 1999) คือ 
albumins globulins glutelins และ prolamins ซ่ึงโปรตีนท้ัง 4 กลุมนี้มีคุณสมบัติของการละลายท่ี
แตกตางกนัคือ 
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 1.  Albumins เปนโปรตีนท่ีละลายไดในน้ําและจะเสียสภาพเม่ือไดรับความรอน พบได
ในเมล็ดพืชบางชนิด หรือในเมล็ดธัญพืช โปรตีนชนิดนี้สวนใหญจะทําหนาท่ีเปนเอนไซม จะ
สะสมอยูในคัพภะของเมล็ดพืช 
 
 2.  Globulins สามารถละลายไดในน้ําแตจะละลายไดดีในสารละลายเกลือ พบในเมล็ดพชื
หลายชนิด เปนโปรตีนท่ีเกีย่วของกับเซลลเมมเบรน หรือเปนโปรตีนสะสมใน aleurone layer หรือ 
คัพภะของเมล็ดพืช 
 
 3.  Glutelins ไมสามารถละลายไดในน้ํา สารละลายเกลือหรือแอลกอฮอล แตละลายไดใน
สาร ละลายท่ีเปนดาง เปนกลุมโปรตีนท่ีพบมาก และจะสะสมอยูในช้ันเอนโดสเปรมในเมล็ดขาว 
ขาวสาลี และขาวโพด 
 
 4.  Prolamins ละลายไดในแอลกอฮอลเขมขน (60-70%v/v) แตไมละลายในนํ้าหรือใน
สารละลายเกลือ เปนกลุมโปรตีนท่ีพบมาก โดยพบสะสมอยูในช้ันเอนโดสเปรมในเมล็ดธัญพืช 
เชนขาว หรือขาวสาลี 
 

โปรตีนท่ีสะสมอยูในเมล็ดจะอยูในรูปโปรตีนบอดี้ (protein body) ซ่ึงเปนกอนหรือเม็ด
โปรตีนท่ีพบสะสมอยูในเซลลมีขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 ถึง 2 ไมครอน มีรูปรางกลมหรือรูปไข
หอหุมไวดวย lipoprotein unit membrane เม็ดโปรตีนบรรจุ inclusin 2 ชนิด คือ crystalloids กับ 
globoids สําหรับ crystalloids เปนโปรตีนโดยตัวของมันเอง มีลักษณะเปนผลึก สวน globoids     
ไมเปนผลึก มีลักษณะกลม เปนสวนท่ีมี phytin สะสมอยู protein body ท่ีอยูในเอนโดสเปรมของ
เมล็ดธัญพืชจะไมพบ globoids แตจะพบ globoids ใน aleurone grain  globoids อาจสะสมโปรตีน
หรือเอนไซมไดในบางกรณี เชน เอนไซม phosphatase ใน globoids ของเมล็ดฝาย  

 
สําหรับเมล็ดธัญพืช การสะสมโปรตีนในเอนโดสเปรมจะมีปริมาณนอยเม่ือเปรียบเทียบกับ

พืชตระกูลถ่ัวท่ีมีการสะสมโปรตีนในใบเล้ียงคอนขางมาก ปริมาณโปรตีนในเมล็ดข้ึนอยูกับพันธุ 
ความอุดมสมบูรณของดิน และสภาพแวดลอมอ่ืน ๆ เชน แสง อุณหภูมิ และความช้ืน ในเมล็ด
ธัญพืช การใหปุยไนโตรเจนเร็ว (ในระยะท่ีพืชยังเล็กอยู) จะทําใหผลผลิตเพิ่มข้ึนแตปริมาณโปรตีน
ตอเมล็ดไมเพิ่ม แตถาใหปุยลาชาออกไปจะชวยเพิ่มปริมาณโปรตีนได เนื่องจากมีการสังเคราะห 
prolamins และ glutelins เพิ่มข้ึนแตคุณภาพของโปรตีนจะตํ่า ในเมล็ดธัญพืชยังพบวามี glutelins สูง 
เชน oryzenin ในเมล็ดขาว และ glutelins ในเมล็ดขาวสาลี ซ่ึงเปนองคประกอบท่ีสําคัญท่ีทําให   
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แปงขาวสาลีมีคุณสมบัติใชทําขนมปงได สําหรับ globulins นั้น พบวามีมากในใบเล้ียงของเมล็ด
พืชตระกูลถ่ัว ในช้ันของ aleurone layer ของเอนโดสเปอรมของเมล็ดธัญพืช นับวาเปนสวน
สําคัญของการสะสมโปรตีน ในเมล็ดขาวสาลีนั้น ใน aleurone layer จะพบวามี arginine อยูใน
สัดสวนท่ีสูงมาก ซ่ึง arginine จัดเปนโปรตีนชนิด globulins ดังนั้นถาสามารถสกัดโปรตีนจาก 
aleurone layer ลวน ๆ ก็จะเปนโปรตีนท่ีมีคุณภาพสูงกวาโปรตีนจากสวนของเอนโดสเปรม (วันชัย, 
2537) 
 
8.  การแยกชนิดของโปรตีนดวยเทคนิค isoelectric focusing 
 

เทคนิค isoelectric focusing เปนเทคนิคท่ีใชแยกโมเลกุลของโปรตีน และเพปไทดโดย
อาศัยความแตกตางของจุดไอโซอิเล็คทริก (isoelectric point) หรือจุดไอโซไอออนิก (isoionic 
point)  หรือคา pI เทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการแยกสารสูง สามารถแยกโปรตีนท่ีมีคา pI ตางกัน
ประมาณ 0.01-0.02 หนวย pH ได เม่ือใหสนามไฟฟากับตัวกลางคํ้าจุลท่ีเปนเจลท่ีเปนสารแอม
โฟไลท (ampholyte)  ซ่ึงสารแอมโฟไลทนี้เตรียมมาจากสารผสมของสารที่เปนท้ังกรดและเบส
โมเลกุลเล็ก ๆ (amphoteric compound)  จะทําหนาท่ีสราง gradient  ของ pH แบบ linear เม่ือสาร
ตัวอยางท่ีมีประจุเคล่ือนท่ีผาน gradient ของ pH บนเจลจะสูญเสียประจุระหวางทางไปจนถึงจุดท่ี
บนเจลมีคา pH เทากับ pI ของสารตัวอยาง จะทําใหสารตัวอยางสูญเสียประจุอยางสมบูรณหรือมี
ประจุสุทธิเปนศูนย (ปริมาณประจุบวกเทากับปริมาณประจุลบ) ท่ีจุดนี้โปรตีนจะหยุดการเคล่ือนท่ี 
และสะสมอยูทําใหเห็นโปรตีนรวมตัวเปนแถบแคบๆ ในแตละแถบของโปรตีนอาจมีโปรตีนชนิด
เดียว หรือหลายชนิดก็ได  และอาจจะมีขนาดท่ีแตกตางกันไดดวย เนื่องจากโปรตีนตางชนิดกัน
อาจจะมีคา pI ท่ีเทากัน จึงทําใหเคล่ือนท่ีไปสะสมอยูในจุดเดียวกัน ดังนั้น การแยกโดยวิธีนี้จึงไม
สามารถบอกไดวาในแตละแถบของโปรตีนคือโปรตีนชนิดใดและมีขนาดเทาใด แตสามารถบอก
เบ้ืองตนวาโปรตีนสวนใหญมีคา pI อยูระหวางชวง pH  ท่ีเทาไหร  ถาโปรตีนมีคา pI ท่ีอยูในชวง 
pH ท่ีตางกันมาก ๆ  ก็นาจะเปนโปรตีนท่ีตางชนิดกัน (อาภัสสรา, 2537; John and Switzer, 1997) 
 
 เม่ือเร่ิมตนทํา  isoelectric focusing นั้น เจลที่มีสารแอมโฟไลทผสมอยูจะมี pH ท่ีสมํ่าเสมอ
ซ่ึงมีคาเทากับคาเฉล่ียของ pH  ของแอมโฟไลท การเกิด gradient  ของ pH จะเกิดข้ึนเม่ือมีการให
สนามไฟฟา ซ่ึงเมื่อวางข้ัวลบ (cathode) ในสารละลายท่ีเปนดางแก และข้ัวบวก (anode) ในสาร 
ละลายกรดแก  และบริเวณชองวางระหวางข้ัวท้ัง 2 มีสารละลายของแอมโฟไลทผสมอยูในเจล เม่ือ
ใหสนามไฟฟาจะทําใหสารแอมโฟไลทท่ีเปนกรดเคล่ือนท่ีไปยังข้ัวบวกทําใหบริเวณข้ัวบวกมีคา 
pH ตํ่าในขณะท่ีแอมโฟไลทท่ีเปนดางทําใหบริเวณข้ัวลบมีคา pH สูง เมื่อใหกระแสไฟฟาจนกระท่ัง
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แอมโฟไลททุกโมเลกุลท่ีมีการจัดตัวเองตามลําดับตามคา pI ของแตละโมเลกุล แอมโฟไลทท่ี
เปนดางมากท่ีสุดจะอยูใกลข้ัวลบมากท่ีสุด และจะมีการเรียงตามคา pI ท่ีเพิ่มข้ึนเร่ือยมาจนกระท่ัง
ส้ินสุดดวยแอมโฟไลทท่ีเปนกรดมากท่ีสุดจะอยูใกลข้ัวบวกมากท่ีสุด ทําใหเกิดลักษณะ gradient 
ของ  pH  ข้ึนบนแผนเจลนั้น เมื่อเติมโปรตีนลงบนเจลแลวผานกระแสไฟฟาเขาไปโปรตีนท่ีมี
ประจุสุทธิเปนบวกจะเคล่ือนท่ีไปทางข้ัวลบ สวนโปรตีนท่ีมีประจุเปนลบจะเคล่ือนท่ีไปทางข้ัวบวก
และในระหวางท่ีโปรตีนเคล่ือนท่ีไปนั้นก็จะสูญเสียประจุไปดวยจนกระท้ังประจุสุทธิของตัวเอง
เปนศูนย ปริมาณประจุบวกเทากับปริมาณประจุลบ หรือถึงจุด pI โปรตีนก็จะหยุดการเคล่ือนท่ี 
 
 การแยกชนิดของโปรตีนโดยเทคนิค isoelectric focusing นี้ ระบบทําความเย็นใหกับเจลมี
ความสําคัญมาก  เพราะใชกระแสไฟฟาท่ีมีความตางศักยสูงประมาณ 2500-3000 โวลต จึงมีผลทํา
ใหเกิดความรอนสูง ซ่ึงจะมีผลตอการเสียสภาพของโปรตีนท่ีทดสอบ จึงจําเปนท่ีจะตองระบาย 
ความรอนท่ีเกิดข้ึนออกจากระบบไปอยางสมํ่าเสมอ  มิเชนนั้นจะเกิดความรอนสูงเกินไป โปรตีน
อาจจะเสียสภาพแยกความแตกตางไมไดชัดเจน  และยังอาจจะทําใหเจลไหมได (อาภัสสรา, 2537; 
John and Switzer, 1997) 
 

ขอดีของเทคนิค isoelectric focusing คือ 
 

1. ใชสารเคมีนอย  สามารถปฏิบัติงานไดเสร็จสมบรูณภายใน 2-3 ช่ัวโมง 
2. ใหผลการแยกโปรตีนท่ีดีมากไดแถบของโปรตีนคมชัดสามารถแยกโปรตีนท่ีมีคา pI 

ตางกันเพยีง 0.02 หนวย pH ได 
3. สามารถหาคา pI ของโปรตีนไดโดยการวัด pH ของเจลตรงตําแหนงของแถบโปรตีนท่ี

ปรากฏได 
4. เนื่องจากโปรตีนเคล่ือนท่ีจากจุดตาง ๆไปสูตําแหนงท่ีมีคา pH ของเจลเทากับ pI ของ

โปรตีนนั้น ทําใหตําแหนงท่ีหยอดโปรตีนไมมีความสําคัญตอตําแหนงของโปรตีนท่ี ปรากฏขึ้น 
 
9.  งานวิจัยท่ีไดนาํเทคนิค UTLIEF ไปประยกุตใช 
 
 Wang et al. (2000) ไดใช UTLIEF การแยกสายพันธุของมะเขือเทศ 11 สายพันธุ สกัด
โปรตีนโดยใชตัวทําละลายโซเดียมคลอไรตความเขมขน 4 มิลลิโมลาร แยกแถบโปรตีนโดยใชชวง
pH 4-8 จากการทดลองพบวา มะเขือเทศ 11 สายพันธุมีความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยพบ
ความแตกตางของแถบโปรตีน 8 ตําแหนง 
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 Zhao et al. (2005) ตรวจสอบพันธุของขาวลูกผสมโดยเปรียบเทียบเมล็ดขาวท่ีถูกตัดแบง
ออกเปน 1/2  1/3  และ1/4 ของเมล็ดเปนสวนท่ีไมมีคัพภะ นํามาสกัดโปรตีนและแยกแถบ
โปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF และนําสวนท่ีมีคัพภะของแตละสวนไปทดสอบความงอกดวยวิธี 
grow-out test พบวาสามารถใชเมล็ดขาวเพียง 1 เมล็ดโดยนําสวนท่ีไมมีคัพภะมาตรวจสอบพันธุ
ไดและสวนทีมีคัพภะสามารถทดสอบความงอกไดดวยวิธี grow-out test 
 

Yan et al. (2006) ไดใช UTLIEF ในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของขาว 2 สายพันธุ
กอนถึงชวงระยะเวลาการเก็บเกี่ยว ใชโปรตีนในเมล็ดจะศึกษารูปแบบของ male marker bands ซ่ึง
ถูกพัฒนาในขาวลูกผสมช่ัวท่ี 1 จากการทดลองพบวา สามารถใชเทคนิค UTLIEF ในการตรวจสอบ
ความเปนลูกผสมของขาวกอนถึงชวงระยะเวลาการเก็บเกี่ยวได 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการทําอิเล็กโทรโฟรีซีส ดวยเทคนิค UTLIEF 
 

1. เคร่ือง electrophoresis ชนิด UTLIEF (Desaphor HF210) 
2. เคร่ือง power supply (Consort E833) 
3. เคร่ืองทําความเย็น (Boss Tech Scientific Instrument) 
4. เคร่ืองเขยา (shaker) (SL350) 
5. เคร่ืองดูดควัน (fume hood operation) (Prolab model 2000) 
6. เคร่ืองปนเหวีย่งชนิดควบคุมอุณหภูมิได (refrigerated centrifuge) (MIKRO 20) 
7. เคร่ืองบดเมล็ดพืช รุน RT-02 (150g high speed grinder) 
8. เคร่ืองผสมสาร (vortex) 
9. acrylamide  
10. bisacrylamide (BIS) (specially purified for electrophoresis) 
11. แอมโฟไลท pH 2-9 (ampholytes) (SINUS,Germany) 
12. ammonium peroxydisulphate (APS) 
13. N N  N’ N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
14. urea  
15. anodes solution (L-asparatic acid, L-glutamin acid) 
16. cathode solution (L-arginine, L-lysine, ethylene-diamine) 
17. trichloroacetic acid (TCA) 
18. Coomassie Brilliant Blue G250 
19. Coomassie Brilliant Blue R250 
20. ethanol (95%) 
21. acetic acid (99%) 

       22.  ‘Gel-Slick’ (หรือ ‘Repelsilane’ หรือเทียบเทา)   
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วิธีการ 
 
1. การเตรียมพืชท่ีใชในการทดลอง 
 

เมล็ดพันธุทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 1 จํานวน 3 คูผสมคือ Pacific55 × PI 323281 ตนหมาย  
เลข 2 และตนหมายเลข 4  Pacific55 × PI 380874 และ Pacific55 × PI 402586 โดยสายพันธุแมคือ 
Pacific55 และ สายพันธุพอคือ PI 323281  PI 380874 และ PI 402586 เปนเช้ือพันธุกรรมท่ีไดรับ
จาก NCRPIS, Arues, Iowa USA 
 
 เมล็ดพันธุถ่ัวลิสง 6 พันธุคือ กาฬสินธุ 2  ขอนแกน 60-1  ขอนแกน 60-2  ขอนแกน 4 
ขอนแกน 5  ขอนแกน 6 และเมล็ดลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขามท้ัง 6 พันธุ 
 
 เมล็ดพันธุงา 2 พันธุคือ งาดํา พันธุนครสวรรค และงาขาว พันธุมก 19 และเมล็ดลูกผสมท่ี
เกิดจากการผสมขามท้ัง 2 พันธุ 
 
2.  ชนิดของตัวทําละลายท่ีเหมาะสมตอการแยกสกัดโปรตีนจากเมล็ดและแยกความแตกตางของ

สายพันธุ 
 
ชนิดของตัวทําละลายท่ีใชในการสกัดโปรตีนจากเมล็ด 3 ชนิดคือ น้ํา (H2O), ฟอสเฟสบัฟ 

เฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร (PO 
-
4) และ ยูเรียความเขมขน 4 โมลาร  

 
นําตัวอยางเมล็ด 50 เมล็ดมาบดรวมกัน จากนั้นผสมกับตัวทําละลายแตละชนิดในอัตรา 

สวนตัวอยาง 200 มิลลิกรัมตอตัวทําละลาย 500 ไมโครลิตร ใชเวลาในการสกัดตัวอยาง 2 ช่ัวโมงท่ี
อุณหภูมิหอง (vortex ทุก ๆ 20 นาที) เม่ือครบตามเวลานําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบ
ตอนาทีเปนเวลา 10 นาที แยกสวนท่ีใสใสหลอดใหมเพื่อเตรียมนําไปวิเคราะหความเขมขนของ
โปรตีนท่ีสกัดไดและนําไปแยกความแตกตางของโปรตีนดวยเทคนิค UTLIEF 

 
การวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากตัวทําละลายแตละชนิดตามวิธีของ 

Bradford (1976) โดยใช BSA ความเขมขน 0-100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร เปนโปรตีนมาตรฐาน 
โดยนํา BSA ปริมาตร 0.5  1  5  10  15 และ 20 ไมโครลิตร เติมน้ําใหครบ 20 ไมโครลิตรทุก 
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ปริมาตร ผสมกับสารละลาย Bradford ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวต้ังท้ิงไวท่ี

อุณหภูมิหองนาน 5 นาที จากนั้นนําไปวัดคาดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 595 นาโนเมตร  
 

คา pH ของเจลจะใชชวงคา pH ท่ีอยูในชวง 2-9 (SINUS, Germany)  
 
การเตรียมสารละลายเจล (สําหรับเตรียมเจล 10 เจล) ใชยูเรีย 16 กรัมเติมสารผสม 

acrylamide 50 ไมโครลิตร (acrylamide 33.14 กรัม + bis-acrylamide 0.86 กรัม ปรับปริมาตรให
ครบ 500 มิลลิลิตร) แอมโฟไลท 4.4 มิลลิลิตร  N N  N’ N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
50 ไมโครลิตรและ ammonium peroxydisulphate (APS) ความเขมขน 20% 350 ไมโครลิตร) นํา
สารละลายเจลที่ไดมาเกล่ียลงบน polyester support films (Gel-Fix, Serva) ใชเทปกาวพันสายไฟฟา
ปดทับไปบนกระจกท่ีใชสําหรับปดเจลแลวปดกระจกนี้ทับลงบนแผนฟลมท่ีมีสารละลายเจลอยู 
แลววางไวท่ีอุณหภูมิหองเพื่อใหเจลแข็งตัวประมาณ 1 ช่ัวโมง จึงลอกเอาเฉพาะแผนฟลมท่ีมี         
เจลบาง ๆ อยูดานบนนําไปใชในการทํา electrophoresis 
 

หลังจากเตรียมเจลเสร็จแลวนําเจลมาทํา electrophoresis ดวยเทคนิค isoelectric focusing 
โดยนําแผนเจลวางบนเคร่ือง Desaga Horizontal Electrophoresis Unit (Desaphor HF210) ซ่ึงเช่ือม 
ตอกับเคร่ืองทําความเย็นต้ังอุณหภูมิที่  8 องศาเซลเซียส จากนั้นวาง anode และ cathode strip และ 
application strip (52 wells) ลงบนแผนเจลและหยดสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดลงไปบน 
application strip ชองละ 22 ไมโครลิตร การทํา electrophoresis จะใชกระแสไฟฟาความตางศักย 
2500 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
 

เม่ือครบตามเวลาท่ีกําหนดนําเจลมา fix ดวย trichloroacetic acid (TCA) ความเขมขน 12% 
เปนเวลา 20 นาที นําไปยอมดวยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue (Coomassie R250 0.15 กรัม 
Coomassie G250 0.45 กรัม  acetic acid 99% 110 มิลลิลิตร  ethanol 95% 180 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรใหครบ 1 ลิตร) นาน 15 นาที และนําไปลางสียอมสวนเกินออกดวยสารละลาย destain       
(ethanol 95% 300 มิลลิลิตร  acetic acid 99% 50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร) นาน 10 
นาที แลวนําไปลางดวยน้ําอีก 5 นาที หลังจากนั้นนําเจลไปผ่ึงใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง  ปดทับเจลดวย
สติกเกอรใส เพื่อเก็บรักษาเจลและนําไปวิเคราะหผล 
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3.  การตรวจสอบแถบโปรตนีของสายพันธุ 

  
 สกัดโปรตีนจากเมล็ดของสายพันธุพอ สายพันธุแมของพืชท้ัง 3 ชนิดดวยตัวทําละลาย
ท้ัง 3 ชนิด และวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดโดยใชวิธีการตามขอ 2 จากนั้นนํามา
แยกความแตกตางของพันธุโดยวิธี UTLIEF และนําไปวิเคราะหผลโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ี
ไดโดยพิจารณาจากลักษณะความคมชัดของแถบโปรตีนท่ีสามารถใชเปนลักษณะของแตละพันธุได
เพื่อใชเปนการตัดสินใจในการเลือกตัวทําละลายท่ีเหมาะสม 
 
4.  การตรวจสอบความเปนลูกผสม 

 
นําปจจยัท่ีไดจากการศึกษาในขอ 3 มาตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุโดยสกัด 

โปรตีนจากเมล็ดลูกผสมปรับปริมาตรตัวทําละลายใหเหมาะสมโดยคํานวณจากสัดสวนเมล็ดท่ีบด
แลว 200 มิลลิกรัม ตอตัวทําละลาย 500 ไมโครลิตร ในเมล็ดทานตะวันและถ่ัวลิสงบดแยกเมล็ด 
(single seed)และในเมล็ดงาบดโดยใชเมล็ดจาก 1 ฝก และวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัด
ไดโดยใชวิธีการตามขอ 2 และแยกความแตกตางของโปรตีนโดยวิธี UTLIEF เปรียบเทียบแถบ
โปรตีนของสายพันธุพอ สายพันธุแม และลูกผสมช่ัวที่ 1 และวิเคราะหประสิทธิภาพของวิธีการใน
การตรวจสอบ 
 
5.  การตรวจสอบพันธุโดยใชเพียงบางสวนของเมล็ด 
  
 นําปจจยัท่ีไดจากการศึกษาในขอ 3 มาตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยนําตัวอยางเมล็ดของ
ทานตะวันและถ่ัวลิสงมาตัดแบงเปน 1/2  1/3  1/4 ของเมล็ด นําสวนท่ีติดเอ็มบริโอมาทดสอบความ
งอก และนําสวนท่ีถูกแบงแตละสวนนัน้มาใชในการสกัดโปรตีนโดยปรับปริมาตรตัวทําละลายให
เหมาะสม และวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดโดยใชวิธีการตามขอ 2 เปรียบเทียบแถบ
โปรตีนท่ีไดจากเมล็ดท่ีถูกแบงเปนสวนขนาดตาง ๆ และวิเคราะหประสิทธิภาพของวิธีการในการ
ตรวจสอบ 
 
6.  การหาจํานวนเมล็ดท่ีนอยท่ีสุดท่ีเพียงพอตอการตรวจสอบพันธุงา 
 

นําปจจัยท่ีไดจากการศึกษาในขอ 3 มาทดสอบหาจํานวนเมล็ดงาท่ีนอยท่ีสุดท่ีเพียงพอตอ
การตรวจสอบพันธุโดยใชงาขาวพันธุ มก 19 จํานวนต้ังแต 1 ถึง 10 เมล็ดมาสกัดโปรตีนและ
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วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดโดยใชวิธีการตามขอ 2 แลวแยกชนิดของโปรตีน
สะสมในเมล็ดโดยวิธี UTLIEF เปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีไดจากเมล็ดงาจํานวนตาง ๆ 
 

ระยะเวลาทํางานวิจัย 
 
 เร่ิมทําการทดลองในเดือนตุลาคม พ.ศ. 2549 ถึง เดือนกนัยายน พ.ศ. 2551  
 

แหลงทุนสนับสนุน 
 
 วิทยานพินธฉบับนี้ไดรับทุนสนับสนุนงานวิจัยบัณฑิตศึกษา จากบัณฑิตวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
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ผลและวิจารณ 
 
การทดสอบตัวทําละลายท่ีเหมาะสมท่ีใชในการสกัดโปรตีนจากเมล็ดสําหรับแยกความแตกตาง
ของสายพันธุ 
 

ทานตะวัน 
 
 เม่ือนําโปรตีนท่ีสกัดไดจากทานตะวัน 4 พันธุ โดยใชตัวทําละลายท่ีมีความแตกตางกัน      
3 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร ทํา 
electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวงคา pH 2-9 เปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีเกิดข้ึน 
พบวา น้ําสามารถสกัดโปรตีนท่ีใชแยกความแตกตางของทานตะวันไดดี โดยพบแถบโปรตีนท่ีมี
ความแตกตางระหวางพันธุท้ังหมด 8 ตําแหนง และแถบโปรตีนมีความคมชัดมากกวาเม่ือเทียบกับ
การใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทํา
ละลาย (ภาพท่ี 1) 
 
 เม่ือใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร เปนตัวทําละลายพบวา สามารถสกัด
โปรตีนท่ีใชแยกความแตกตางของพันธุทานตะวันได โดยพบแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางระหวาง
พันธุ 2 ตําแหนง (ภาพท่ี 1) 
 
 เม่ือใชยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย พบวา สามารถสกัดโปรตีนท่ีใชแยก
ความแตกตางของทานตะวันไดเชนเดียวกัน โดยพบแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางระหวางพันธุ 3 
ตําแหนง แตลักษณะแถบโปรตีนมีความคมชัดนอยเม่ือเปรียบเทียบกับการสกัดโปรตีนดวยฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร (ภาพท่ี 1) 
 

จากการแยกแถบโปรตีนในเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุ ดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชตัวทํา
ละลายท่ีมีความแตกตางกัน 3 ชนิด คือ น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรีย
ความเขมขน 4 โมลาร พบวาไดแถบโปรตีนจํานวนมาก และในแตละพันธุนั้นมีความเขมขนของ
แถบโปรตีนแตละตําแหนงแตกตางกัน ซ่ึงบอกความเปนไปไดวามีการละลายของโปรตีนหลาย
ชนิดท่ีมีประจุและปริมาณท่ีตางกันออกไป ซ่ึงสอดคลองกับหลักการการละลายของโปรตีน โปรตีน
สวนใหญละลายไดดีในน้ําหรือสารละลายเกลือเจือจาง โดยสารละลายเกลือท่ีใชในการทดลองน้ีคือ 
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร ถึงแมวาตัวทําละลาย
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ท้ัง 2 มีคุณสมบัติท่ีเหมือนกันแตก็อาจทําละลายโปรตีนไดตางกัน ทําใหแถบโปรตีนท่ีไดแตกตาง
กันและสามารถนํามาใชในการแยกความแตกตางของพันธุได 

 
โปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุโดยใชน้ําเปนตัวทําละลายนั้นใหจํานวนแถบ

โปรตีนท่ีพบใหความแตกตางมากกวาจํานวนแถบโปรตีนท่ีใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 
มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย เนื่องจากในเมล็ดทานตะวันมี 
globulin และ albumins เปนโปรตีนสะสมอยูซ่ึงเปนโปรตีนท่ีละลายไดในน้ํา (Jacques et al., 1996) 
ดังนั้นในเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุมีปริมาณโปรตีนท่ีแตกตางกันจึงสามารถแยกความแตกตางของ
สายพันธุได สวนฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร ท่ี
ใชเปนตัวทําละลายนั้นมีคุณสมบัติเปนสารละลายเกลือ พบจํานวนแถบโปรตีนท่ีใหความแตกตาง
นอยกวา เนื่องจากเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุ มีโปรตีนชนิดอ่ืนท่ีสามารถละลายไดในสารละลายเกลือ
อยูในปริมาณนอย  
 
 จากการทดลองพบวา ตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิดท่ีทดสอบสามารถแยกความแตกตางของ
ทานตะวันท้ัง 4 พันธุได แตเม่ือเปรียบเทียบความคมชัดของแถบโปรตีน พบวาแถบโปรตีนท่ีไดจาก
การสกัดดวยน้ํามีความคมชัดและมีแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางกันมากท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกใชน้ํา
เปนตัวทําละลายในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของทานตะวัน 
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 Pacific55     PI 323281    PI 380874   PI 402586 

 
ก. 

 
    Pacific55   PI 323281  PI 380874  PI 402586 

   
ข. 

 
     Pacific55     PI 323281   PI 380874   PI 402586 

    
ค. 

 
ภาพท่ี 1   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวัน 4 พันธุ คือ พันธุ Pacific55  PI 323281  PI 

380874 และ PI 402586 โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโม
ลาร และ ค.) ยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 
องศาเซลเซียส  ความตางศักยไฟฟา 2,500 โวลต ลูกศรท่ีช้ีคือการแสดงตําแหนงแถบ
โปรตีนท่ีมีความแตกตาง 
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ถ่ัวลิสง 

 
 เม่ือนําโปรตีนท่ีสกัดไดจากถ่ัวลิสงท้ัง 6 พันธุโดยใชตัวทําละลายท่ีมีความแตกตางกนั 3 
ชนิด ไปทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF โดยใชเจลที่มีชวงคา pH 2-9 พบวาไมสามารถ
แยกแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางกันได (ภาพท่ี 2) 
                

โปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดถ่ัวลิสง 6 พันธุ โดยใชตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิดไมสามารถแยกความ
แตกตางได อาจเนื่องจากในถ่ัวลิสงแตละพันธุมีชนิดของกรดอะมิโนท่ีพบคือ เมทไธโอนีน 
(methionine) ทรีโอนีน (theonine) ซ่ึงเปนกรดอะมิโนมีหมูฟงกช่ันมีข้ัว ไมมีประจุ และชอบน้ํา 
(hydrophilic) ละลายในน้ําไดแตพบในปริมาณท่ีตํ่าจึงเปนสาเหตุท่ีไมสามารถแยกความแตกตาง
ของสายพันธุได และนอกจากนั้นยังพบกรดอะมิโนไลซีน (lysine) ปริมาณท่ีตํ่าเชนกันซ่ึงเปน
กรดอะมิโนท่ีมีหมูฟงกช่ันเปนประจุบวกโดยจะแตกตัวท่ีใหประจุบวกท่ี pH 7 ดังนั้นนาจะเปนอีก
สาเหตุท่ีทําใหไมสามารถตรวจสอบความบริสุทธ์ิไดเนื่องจากคา pH ของเจลใชชวงคา pH 2-9 จึงมี
การกระจายตัวของแถบโปรตีนไดในชวงท่ีแคบและไมชัดเจน (Jacques et al., 1996) 
 

เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดถ่ัวลิสง 6 พันธุจะเห็นไดวา
ปริมาณโปรตีนท่ีไดจากตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิด มีความแตกตางกันอยางชัดเจน โดยยูเรียความ
เขมขน 4 โมลาร สามารถละลายโปรตีนออกมาไดมากกวาการใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 
มิลลิโมลาร และน้ําเปนตัวทําละลาย ซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับผลการวิเคราะหความเขมขนของ
โปรตีน (ตารางท่ี 1) โดยพบวาโปรตีนท่ีไดจากการสกัดดวยยูเรียความเขมขน 4 โมลาร มีความ
เขมขนมากท่ีสุด รองลงมาคือการสกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร และการสกัดดวยน้ําตามลําดับ ยกเวน
ในพันธุ ขอนแกน5 และขอนแกน 6 พบวาโปรตีนท่ีไดจากการสกัดดวยยูเรียความเขมขน 4 โมลาร 
มีความเขมขนมากท่ีสุด รองลงมาคือการสกัดดวยน้ํา และการสกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความ
เขมขน 3.8 มิลลิโมลาร ตามลําดับ 
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ตารางท่ี 1   ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดถ่ัวลิสงโดยใชน้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอรความ 

     เขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย 
 

ช่ือพันธุ ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 
( มิลลิกรัม/เมล็ด) 

 น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร ยูเรีย 
กาฬสินธุ2  103.73  129.17  510.33  
ขอนแกน60-1  161.63  284.36  297.11  
ขอนแกน60-2  183.12  202.60  447.80  
ขอนแกน4  131.56  179.49  523.26  
ขอนแกน5  250.76  195.17  336.30  
ขอนแกน6  196.03  109.82  182.13  
 
 จากการทดลองพบวาตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิดท่ีทดสอบไมสามารถแยกความแตกตางของ  
ถ่ัวลิสงท้ัง 6 พันธุได ดังนั้นจึงไมสามารถนํามาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม 
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                                               ก2      ข60-1     ข60-2        ข4         ข5      ข6 

      
ก. 

 
                                              ก2     ข60-1    ข60-2      ข4         ข5        ข6 

 
ข. 

 
                                               ก2        ข60-1     ข60-2       ข4        ข5       ข6 

 
ค. 
 

ภาพท่ี 2   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดถ่ัวลิสง 6 พันธุ คือ โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟตบัฟเฟอร
ความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และ ค.)  ยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย ใช
เจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการ
แสดงตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง  
ก2 คือ กาฬสินธุ 2    ข60-1 คือ ขอนแกน 60-1    ข60-2 คือ ขอนแกน 60-2                  
ข4 คือ ขอนแกน 4    ข5 คือ ขอนแกน 5    ข6 คือ ขอนแกน 
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เม่ือนําโปรตีนท่ีสกัดไดจากงา 2 พันธุ โดยใชตัวทําละลายท่ีมีความแตกตางกัน 3 ชนิด 

และเม่ือนําไปทํา electrophoresis ดวยเทคนิค UTLIEF พบวา แถบโปรตีนท่ีความแตกตางกัน 
โดยนํ้าสามารถสกัดโปรตีนท่ีใชแยกความแตกตางของงาไดดี พบแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง
ระหวางพันธุทั้งหมด 3 ตําแหนง และลักษณะของแถบโปรตีนมีความคมชัดมากกวาเม่ือ
เปรียบเทียบกับการสกัดโปรตีนดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความ
เขมขน 4 โมลาร (ภาพท่ี 3) 
 

เม่ือใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร เปนตัวทําละลาย พบวา สามารถสกัด
โปรตีนที่ใชแยกความแตกตางของงาได โดยพบแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางระหวางพันธุ 1 
ตําแหนง และลักษณะของแถบโปรตีนมีความคมชัดนอยมากเม่ือเทียบกับการใชยูเรียความเขมขน 4 
โมลาร เปนตัวทําละลาย (ภาพท่ี 3) และเม่ือใชยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย พบวา
สามารถสกัดโปรตีนท่ีใชแยกความแตกตางของงาไดเชนเดียวกัน พบแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง
ระหวางพันธุเพียง 1 ตําแหนง และลักษณะของแถบโปรตีนมีความคมชัดนอย (ภาพท่ี 3) 
 

จากการวิเคราะหแถบโปรตีนพบวา เม่ือใชน้ําเปนตัวทําละลายใหจํานวนแถบโปรตีนท่ีพบ
ใหความแตกตางมากกวาจํานวนแถบโปรตีนท่ีใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร 
และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย เนื่องจากในเมล็ดงามี 7S vicilin ซ่ึงเปนโปรตีน
สะสมในเมล็ดท่ีอยูในกลุม globulin และ albumins เปนโปรตีนท่ีละลายไดในน้ํา นอกจากนั้นใน
เมล็ดงายังพบกรดอะมิโนเมทไธโอนีน (methionine) ซ่ึงเปนกรดอะมิโนชนิดไมมีประจุและชอบน้ํา 
(hydrophilic) จึงละลายในน้ําไดดี (Beyer et al., 2002) 
 

เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาท้ัง 2 พันธุจะเห็นไดวาปริมาณ
โปรตีนท่ีไดจากตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิด มีความแตกตางกันอยางชัดเจน โดยนํ้าสามารถละลาย
โปรตีนออกมาไดนอยกวาการใชฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความ
เขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลายซ่ึงผลท่ีไดสอดคลองกับผลการวิเคราะหความเขมขนของโปรตีน 
(ตารางท่ี 2) โดยพบวาโปรตีนท่ีไดจากการสกัดดวยยูเรียความเขมขน 4 โมลาร มีความเขมขนมาก
ท่ีสุด รองลงมาคือการสกัดดวยฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และการสกัดดวยน้ํา
ตามลําดับ  
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ตารางท่ี 2   ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดงาโดยใชน้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอรความ 

     เขมขน 3.8 มิลลิโมลาร และยูเรียความเขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย 
 

ช่ือพันธุ ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดดวยตัวทําละลายชนิดตางๆ 
( มิลลิกรัม/ฝก) 

 น้ํา ฟอสเฟตบัฟเฟอร ยูเรีย 
มก 19 (งาขาว)  17.71  12.63  117.06 
นครสวรรค (งาดํา)  14.22  12.34  207.86 
 
 ถึงแมวาน้ําจะเปนตัวทําละลายโปรตีนออกมาไดนอยกวาการใชตัวทําละลายตัวอ่ืนๆ แต
แถบโปรตีนท่ีไดสามารถแยกความแตกตางของพันธุงาท่ีทดสอบไดมากกวาการใชตัวทําละลาย
ชนิดอ่ืน โดยในการแยกความแตกตางของสายพันธุจะอาศัยความแตกตางของแถบโปรตีนท่ีมี
ความจําเพาะของแตละสายพันธุ เพื่อสามารถนํามาใชในการแยกความแตกตางของพันธุไดอยาง
ชัดเจน 
 

จากการทดลองพบวา ตัวทําละลายท้ัง 3 ชนิดท่ีทดสอบสามารถแยกความแตกตางของงาท้ัง 
2 พันธุได แตเม่ือเปรียบเทียบความคมชัดของแถบโปรตีน พบวา แถบโปรตีนท่ีไดจากการสกัดดวย
น้ํามีความคมชัดและมีแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตางกันมากท่ีสุด ดังนั้นจึงเลือกใชน้ําเปนตัวทํา
ละลายในการตรวจสอบความเปนลูกผสม 
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  มก19 (งาขาว)        นครสวรรค (งาดํา)                                           

 
ก. 
 

                                                    มก19 (งาขาว)       นครสวรรค (งาดํา) 

 
ข. 
 

                                                      มก19 (งาขาว)       นครสวรรค (งาดํา) 

 
ค. 
 

ภาพท่ี 3   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงา 2 พันธุ คือ งาดําพันธุนครสวรรค และงาขาวพันธุมก 19  
โดยใช ก.) น้ํา ข.) ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 3.8 มิลลิโมลาร  และค.) ยูเรียความ 

  เขมขน 4 โมลาร เปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภมิู 8 องศาเซลเซียส ความตาง  
ศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการแสดงตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 
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การตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสายพันธุพอสาย
พันธุแมและลูกผสมชั่วท่ี 1 
 

ทานตะวัน 
 
 เม่ือใชน้ําเปนตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนจากเมล็ดทานตะวัน และนํามาตรวจสอบ
ความเปนลูกผสมของทานตะวันโดยใชลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific 55 × 323281 ตน
หมายเลข 2 และหมายเลข 4 ลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific 55 × 380874 และลูกผสมช่ัวท่ี 1 
ระหวาง Pacific 55× 402586 การตรวจสอบนี้ใชวิธีการโดยบดแยกเมล็ด (single seed) แลวนํา
โปรตีนท่ีไดไปวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  
 

การตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุทานตะวัน โดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของ
สายพันธุพอ สายพันธุแมและลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific × 323281 ตนหมายเลข 2 และ
หมายเลข 4 พบแถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุพอ 2 ตําแหนง แถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุแม 
4 ตําแหนง (ภาพท่ี 4ก)  
 

เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ของพันธุ Pacific × 
323281 ตนหมายเลข 2 และหมายเลข 4 จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนท่ีสกัดไดจากการใชน้ําเปนตัว
ทําละลาย จากท้ังสองตนมีปริมาณโปรตีนท่ีแตกตางกัน และพบวาเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ตนหมายเลข 
2 มีปริมาณโปรตีนมากกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ แตนอยกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุ
แม สวนในตนหมายเลข 4 มีปริมาณโปรตีนนอยกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ และสายพันธุ
แม (ตารางท่ี 3) 
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ตารางท่ี 3   ความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ  

Pacific 55 × 323281 และสายพันธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย วเิคราะหความ 
เขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  

 

สายพันธุ 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
น้ําหนกัเมล็ด 
(มิลลิกรัม) 

 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/เมล็ด) 

สายพันธุพอ 323281          7825.51      0.047 7.82 
สายพันธุแม Pacific 55  9951.21      0.049 9.95 
ลูกผสมช่ัวท่ี 1 
     ตนหมายเลข 2 
     ตนหมายเลข 4 

 
8334.01   
7717.67 

   
   0.037 
   0.043 

 
8.33 
7.71 

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุทานตะวันโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของ

สายพันธุพอ สายพันธุแมและลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific × 380874 พบแถบโปรตีนท่ีไดมา
จากสายพันธุพอ 2 ตําแหนง แตแถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุแมไมสามารถแยกไดอยางชัดเจน 
(ภาพท่ี 4ข) 

 
เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ 

Pacific × 380874 จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนท่ีไดจากการใชน้ําเปนตัวทําละลาย โดยมีปริมาณ
โปรตีนท่ีแตกตางกันระหวางสายพันธุ โปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 มีปริมาณโปรตีน
นอยกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ แตมากกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุแม (ตารางท่ี 4) 
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ตารางท่ี 4   ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 1  

     ระหวางพันธุ Pacific 55× 380874 และสายพันธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย  
     วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
  

สายพันธุ 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
น้ําหนกัเมล็ด 
(มิลลิกรัม) 

 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/เมล็ด) 

สายพันธุพอ 380874 12193.78   0.072 12.19 
สายพันธุแม Pacific 55 9951.21   0.049 9.95 
ลูกผสมช่ัวท่ี 1 11589.53    0.056 11.58 
 

การตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุทานตะวัน โดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของ
สายพันธุพอ สายพันธุแมและลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific 55 × 402586 พบแถบโปรตีนท่ี
ไดมาจากสายพันธุพอ 2 ตําแหนง แถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุแม 1 ตําแหนง (ภาพท่ี 4ค) 
 

เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ 
Pacific 55 × 402586 จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนท่ีไดจากการใชน้ําเปนตัวทําละลาย มีปริมาณ
โปรตีนท่ีแตกตางกันระหวางสายพันธุ โปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 มีปริมาณโปรตีน
มากกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ แตนอยกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุแม (ตารางท่ี 5) 
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ตารางท่ี 5   ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันลูกผสมช่ัวท่ี 1  

     ระหวางพันธุ Pacific 55× 402586 และสายพันธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย  
     วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  

 

สายพันธุ 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
น้ําหนกัเมล็ด 
(มิลลิกรัม) 

 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/เมล็ด) 

สายพันธุพอ 402586 8004.23    0.035 8.00 
สายพันธุแม Pacific 55 9951.21    0.049 9.95 
ลูกผสมช่ัวท่ี 1 8241.05     0.054 8.24 

 
จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาน้ําสามารถใชเปนตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนในเมล็ด

ทานตะวันเพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิคนี้ได โดยความเขมขนของโปรตีนของลูก 
ผสมช่ัวท่ี 1 ท่ีไดมีคาความเขมขนของโปรตีนท่ีมีปริมาณท่ีมากนอยแตกตางกันตามสายพันธุ บาง
พันธุมีปริมาณโปรตีนท่ีมากกวาสายพันธุพอแตนอยกวาสายพันธุแม หรืออาจนอยกวาสายพันธุพอ
แตมากกวาสายพันธุแม เชนในลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางพันธุ Pacific × 380874 พบวา โปรตีนท่ีได
ปริมาณโปรตีนนอยกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ แตมากวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุแม 
โดยปริมาณโปรตีนในลูกผสมช่ัวท่ี 1 มีความใกลเคียงกับปริมาณโปรตีนจากสายพันธุพอ เนื่องจาก
พบแถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุพอ 2 ตําแหนง แตแถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุแมไม
สามารถแยกไดอยางชัดเจน อาจเปนสาเหตุมาจากปริมาณโปรตีนในลูกผสมช่ัวท่ี 1 นอยกวาสาย
พันธุพอแตนอยกวาสายพันธุแมก็เปนได 
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                                     Pacific 55                                                                                  323281 

                                                                  

 
ก. 

                                        Pacific 55                                                  380874 

                                                                                       

 
      ข. 
                                                 Pacific 55                                                       402586 

                                                                                       

    
ค. 
 

ภาพท่ี 4   แถบโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 ของทานตะวัน เปรียบเทียบกับแถบ
โปรตีนของสายพันธุพอ สายพันธุแม โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 
อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรท่ีช้ีคือการแสดง
ตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 

 ก.  ลูกผสมตนท่ี 2 และ 4 เกิดจากสายพันธุพอคือ 323281 สายพันธุแมคือ Pacific 55 
 ข.  ลูกผสมช่ัวท่ี 1 เกิดจากสายพันธุพอคือ 380874 สายพันธุแมคือ Pacific 55 
 ค.  ลูกผสมช่ัวท่ี 1 เกิดจากสายพันธุพอคือ 402586 สายพันธุแมคือ Pacific 55 

ตนที่ 2 ตนที่ 4 
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ถ่ัวลิสง 

 
เนื่องจากตัวทําละลายโปรตีนท้ัง 3 ชนิดไมสามารถแยกความแตกตางของพันธุถ่ัวลิสง

ท้ัง 6 พันธุไดดังนั้นจึงไมสามารถนํามาตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุได 
 
งา  

 
เม่ือใชน้ําเปนตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนจากเมล็ดงาแลวนํามาตรวจสอบความเปน

ลูกผสมของงา  โดยใชลูกผสมระหวางสายพันธุพอ  นครสวรรค  และสายพันธุแม  มก  19               
การตรวจสอบนี้ใชวิธีการบดโดยใชงา 1 ฝก แลวนําโปรตีนท่ีไดไปวิเคราะหความเขมขนของ
โปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของเมล็ดพันธุงา โดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสาย

พันธุพอ สายพันธุแมและลูกผสมช่ัวท่ี 1 พบแถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุพอ 1 ตําแหนง และ
แถบโปรตีนท่ีไดมาจากสายพันธุแม 2 ตําแหนง (ภาพท่ี 5)  

 
เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 เม่ือใชน้ําเปนตัวทํา

ละลาย พบวาโปรตีนท่ีไดจากการสกัดมีปริมาณโปรตีนท่ีแตกตางกันระหวางสายพันธุ โปรตีนท่ี
สกัดไดจากเมล็ดลูกผสมช่ัวท่ี 1 มีปริมาณโปรตีนมากกวาปริมาณโปรตีนในสายพันธุพอ และสาย
พันธุแม (ตารางท่ี 6) 
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ตารางท่ี 6   ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดงาลูกผสมช่ัวท่ี 1 ระหวางสาย 

     พันธุนครสวรรค และมก 19 และสายพนัธุพอ-แมโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย  
 วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976)  
 

สายพันธุ 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
น้ําหนกัเมล็ด 
(มิลลิกรัม) 

 
ปริมาณโปรตีน 
(มิลลิกรัม/ฝก) 

สายพันธุพอ นครสวรรค 9211.14  0.131   9.21 
สายพันธุแม มก 19 18608.36  0.125  18.60 

ลูกผสมช่ัวท่ี 1                      25321.95                 0.207              25.32 

 
จากการทดลองนี้แสดงใหเหน็วาน้ําสามารถใชเปนตัวทําละลายในการสกัดโปรตีนจาก

เมล็ดงาเพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสมดวยเทคนิคนี้ไดเชนเดียวกนั 

                                                                                       

 
 
ภาพท่ี 5   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากลูกผสมช่ัวท่ี 1 ของเมล็ดงาโดยเปรียบเทียบแถบโปรตีนของสาย 

พันธุพอ (พันธุนครสวรรค ) สายพันธุแม (พันธุ มก 19) โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย ใช
เจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต ลูกศรที่ช้ีคือการ
แสดงตําแหนงแถบโปรตีนท่ีมีความแตกตาง 

มก 19 นครสวรรค 
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การตรวจสอบพันธุโดยใชเพยีงบางสวนของเมล็ด 
  

ทานตะวัน 
 
การตรวจสอบพันธุโดยนําตัวอยางเมล็ดทานตะวัน ท่ีถูกตัดแบงเปน 1/2  1/3 และ1/4 ของ

เมล็ดไปสกัดโปรตีน โดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย แลวนําโปรตีนท่ีไดไปวิเคราะหความเขมขนของ
โปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) จากนั้นตรวจสอบพันธุโดยวิธี UTLIEF พบวา แถบโปรตนี
ท่ีไดจากการสกัดจากสวนท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ1/4 ของเมล็ดจะปรากฏแถบโปรตีนท่ีมีความ
แตกตางกันอยางชัดเจน โดยสวนท่ีแบงเปน1/2 ของเมล็ดจะปรากฏแถบโปรตีนครบทุกแถบและมี
ความคมชัดมากท่ีสุด รองลงมาคือสวนท่ีแบงเปน 1/3 ของเมล็ด และสวนท่ีแบงเปน 1/4 ของเมล็ด
ตามลําดับ (ภาพท่ี 6)  
 

เมื่อพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันท่ีแบงเปน 1/2  1/3 
และ1/4 ของเมล็ด จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนท่ีใชน้ําเปนตัวทําละลาย ปริมาณโปรตีนท่ีไดจากการ
สกัดสวนท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ1/4 ของเมล็ดทานตะวันมีความแตกตางกันอยางชัดเจน โดยสวน
ที่แบงเปน1/2 ของเมล็ด จะมีปริมาณโปรตีนท่ีมากท่ีสุด รองลงมาคือสวนท่ีแบงเปน 1/3 ของเมล็ด 
และสวนท่ีแบงเปน 1/4 ของเมล็ดตามลําดับ (ตารางท่ี 7) 
 
ตารางท่ี 7   ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวนัท่ีแบงเปน 1/2  1/3 และ 

     1/4 ของเมล็ดโดยใชน้ําเปนตัวทําละลาย วเิคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการ 
    ของ Bradford (1976) 

 

สวนของเมล็ด 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
น้ําหนกัช้ินสวน

เมล็ด 
(มิลลิกรัม) 

 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/ช้ินสวน) 

1/2  6252.96     0.068 6.25 
1/3 
1/4 

 3575.74 
 925.43 

    0.042 
   0.014 

3.57 
0.92 
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จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดทานตะวันท่ีแบงเปน 1/2 

ของเมล็ด สามารถนํามาตรวจสอบพันธุได เนื่องจากปรากฏแถบโปรตีนครบทุกแถบ ดังนั้นใน
การตรวจสอบพันธุจึงสามารถนําบางสวนของเมล็ดมาใชในการตรวจสอบได ในกรณีท่ีมีจํานวน
เมล็ดท่ีจํากัด หรือเมล็ดท่ีนํามาทดสอบมีความไมสมบูรณ โดยในการตรวจสอบพันธุนั้นมีความ
เกี่ยวของกับปริมาณของช้ินสวนท่ีถูกแบง โดยสวนท่ีแบงเปน 1/2 ของเมล็ดท่ีนํามาสกัดโปรตีนนั้น
มีปริมาณของช้ินสวนท่ีมีขนาดใหญกวาช้ินสวนแบงอ่ืน จึงปรากฎแถบโปรตีนไดชัดเจนกวา และ
ตองคํานึงถึงขนาดของเมล็ดที่นํามาตรวจสอบ ซ่ึงเมล็ดท่ีนํามาตรวจสอบไมควรมีขนาดเล็กเกินไป 
การใชเทคนิค UTLIEF ในการตรวจสอบพันธุโดยทดสอบสวนท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ 1/4 ของ
เมล็ดพบวาสามารถนําไปทดสอบในพืชอ่ืนไดเชนเดียวกัน เชน การศึกษาในขาวลูกผสมโดย Zhao 
et al. (2005) ไดตรวจสอบพันธุของขาวลูกผสมโดยเปรียบเทียบเมล็ดขาวท่ีถูกตัดแบงออกเปน 1/2  
1/3  และ1/4 ของเมล็ดเปนสวนท่ีไมมีคัพภะ นํามาสกัดโปรตีนและแยกแถบโปรตีนดวยเทคนิค 
UTLIEF และนําสวนท่ีมีคัพภะของแตละสวนไปทดสอบความงอกดวยวิธี grow-out test พบวา
สามารถใชเมล็ดขาวเพียง 1 เมล็ดโดยนําสวนท่ีไมมีคัพภะมาตรวจสอบพันธุไดและสวนทีมีคัพภะ
สามารถทดสอบความงอกไดดวยวิธี grow-out test และ การศึกษาในขาวโพดลูกผสมโดย Manum 
et al. (2007) ไดตรวจสอบความบริสุทธ์ิของขาวโพดลูกผสมโดยเปรียบเทียบเมล็ดขาวโพดท่ีถูกตัด
แบงออกเปน 1/2  1/3  1/4 ของเมล็ดเปนสวนท่ีไมมีคัพภะ นํามาสกัดโปรตีนและแยกแถบโปรตีน
ดวยเทคนิค UTLIEF พบวา เมล็ดท่ีถูกตัดแบงเปน1/2  ปรากฎแถบโปรตีนท่ีชัดเจนกวา 1/3  และ 
1/4 ของเมล็ด และนําสวนท่ีมีคัพภะของแตละสวนไปทดสอบความงอกท่ีอุณหภูมิหอง 5 วัน พบวา 
สวนท่ีนํามาทดสอบความงอกนั้นสามารถงอกเปนตนกลาไดโดยสวนท่ีแบงท่ีมีขนาดใหญกวาจะมี
รากยาวและมากกวาสวนท่ีแบงท่ีมีขนาดเล็ก 
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                                                 1/4                       1/3                       1/2 

 
 
ภาพท่ี 6   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดทานตะวัน 1/2  1/3  และ 1/4 ของเมล็ด ใชน้าํเปนตัวทํา

ละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภมิู 8 องศาเซลซียส ความตางศักยไฟฟา 2500 โวลต 
 

การทดสอบความงอกของเมล็ดทานตะวันท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ 1/4 ของเมล็ด โดยเพาะ
ในกระดาษท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน พบวา สวนท่ีแบงเปน 1/3  และ 1/4 ของเมล็ดสามารถงอก
เปนตนกลาไดดีกวาสวนท่ีแบงเปน 1/2 ของเมล็ด ท้ังนีข้ึนอยูกับความสมบูรณของเมล็ดท่ีนํามาทอ
สอบดวย (ภาพท่ี 7) 
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ภาพท่ี 7   การทดสอบความงอกของเมล็ดทานตะวันท่ีแบงเปน 1/2 (ข.) 1/3 (ค.) และ 1/4 (ค.) 
ของเมล็ด เปรียบเทียบกับเมล็ดทานตะวันปกติ (ก.) ทดสอบท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา   
7 วัน 

 
ถ่ัวลิสง 

 
เนื่องจากตัวทําละลายโปรตีนท้ัง 3 ชนิดไมสามารถแยกความแตกตางของพันธุถ่ัวลิสงท้ัง 6 

พันธุไดดังนั้นจึงไมสามารถนํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิโดยใชสวนท่ีแบงเปน 1/2  1/3  และ 1/4 
ของเมล็ดพันธุได 
 
การหาจํานวนเมล็ดท่ีนอยท่ีสุดท่ีเพียงพอตอการตรวจสอบพันธุงา 
 

เนื่องจากงามีขนาดเล็ก การแบงเมล็ดออกเปนสวน ๆ เชนเดียวกับเมล็ดทานตะวัน หรือ   
ถ่ัวลิสงทําไดยากในทางปฏิบัติ ดังนั้นจึงใชวิธีหาจํานวนเมล็ดท่ีนอยท่ีสุดท่ีเพียงพอตอการสกัด
โปรตีน และโปรตีนท่ีสกัดไดสามารถบงบอกความแตกตางของพันธุไดดวย โดยใชงาขาวพันธุ มก 
19 จํานวนต้ังแต 1 ถึง 10 เมล็ด ใชน้ําเปนตัวทําละลาย เนื่องจากนํ้าเปนตัวทําละลายท่ีเหมาะสมใน
การแยกความแตกตางของสายพันธุ แลวนําโปรตีนท่ีไดไปวิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตาม
วิธีการของ Bradford (1976) แลวเปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีไดจากเมล็ดงาจํานวนตาง ๆ   

ก. ข. ง. ค. 
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การตรวจสอบจํานวนเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 ในการสกัดโปรตีนโดยเปรียบเทียบแถบ

โปรตีนของแตละจํานวนเมล็ด พบแถบโปรตีนท่ีไดจากการสกัดโปรตีนจากเมล็ดงาจํานวน 6 
เมล็ดข้ึนไปท่ีสามารถนํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุได (ภาพท่ี 8) 

 
 
                                       1        2       3        4       5      6      7       8      9       10  เมล็ด 

 
 
ภาพท่ี 8   แถบโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 โดยใชจํานวนเมล็ดตาง ๆ และใชน้ํา

เปนตัวทําละลาย ใชเจล pH 2-9 อุณหภูมิ 8 องศาเซลซียส ความตางศักย ไฟฟา 2500 
โวลต  

 
เม่ือพิจารณาจากความเขมขนของโปรตีนจากเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 จํานวนต้ังแต 1 ถึง 10 

เมล็ด จะเห็นไดวาปริมาณโปรตีนท่ีใชน้ําเปนตัวทําละลาย ปริมาณโปรตีนท่ีไดจากการสกัดเมล็ดงา
จํานวนต้ังแต 1 ถึง 10 เมล็ด มีความแตกตางกันโดยพบวาเม่ือใชจํานวนเมล็ดงามากข้ึน ปริมาณ
โปรตีนเฉล่ียตอเมล็ดจะนอยกวาโปรตีนท่ีสกัดไดจากเมล็ดเพียงเมล็ดเดียว ท้ังนี้เนื่องจากปริมาณ
โปรตีนท่ีไดจากเมล็ดงามกากวา 1 เมล็ด จะเปนคาเฉล่ียของปริมาณโปรตีนจากทุกเมล็ดท่ีนํามาสกัด
โปรตีน ซ่ึงอาจเปนไปไดวามีเมล็ดงาจํานวนหนึ่งท่ีไมสมบูรณ ทําใหโปรตีนท่ีสกัดไดมีนอย หรือ
อาจเกิดจากความคลาดเคล่ือนในกระบวนการบดและสกัดโปรตีน (ตารางท่ี 8) 
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เม่ือเปรียบเทียบแถบโปรตีนท่ีไดจากโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาจํานวนตางกัน พบวาเม่ือ 

ใชเมล็ดงาเพียงเมล็ดเดียวก็เกิดแถบโปรตีนแตไมปรากฏทุกแถบ เนื่องจากเมล็ดงามีขนาดเล็กจึงมี
ปริมาณโปรตีนท่ีสะสมแตละชนิดในเมล็ดตอน้ําหนักเมล็ดตํ่าจึงตองใชจํานวนเมล็ดท่ีมากข้ึน 
โดยจํานวนของเมล็ดท่ีตองการน้ันข้ึนอยูกับชนิดของพืช และความสมบูรณของเมล็ดพันธุพืช
ชนิดนั้นดวย จากการทดสอบตองใชจํานวนเมล็ดงา 6 เมล็ดข้ึนไปจึงจะปรากฏแถบโปรตีนครบทุก
แถบและสามารถนํามาตรวจสอบพันธุได 
 
ตารางท่ี 8   ความเขมขนของสารละลายโปรตีนท่ีสกัดจากเมล็ดงาขาวพันธุ มก 19 จํานวนต้ังแต 1  
  ถึง 10 เมล็ด ดวยน้ํา วิเคราะหความเขมขนของโปรตีนตามวิธีการของ Bradford (1976) 
 

จํานวนเมล็ด 

 
ความเขมขนของโปรตีน 
(ไมโครกรัม/ไมโครลิตร) 
 

 
ปริมาณโปรตีน 

(มิลลิกรัม/เมล็ด) 

1   596.88         0.59 
2 
3                     
4 
5 
6 
7 
8                     
9 
10 

  536.98 
 1134.45 
1202.50 
1091.87 
1200.03 
1146.68 
1662.15 
1866.48 
2051.49 

      0.265 
      0.376 
      0.3 
      0.218 
      0.2 
      0.162 
      0.2075 
      0.206 
      0.205 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 สรุป 
 

การใชเทคนิค ultrathin-layer isoelectric focusing เพื่อตรวจสอบสายพันธุพืชนั้นสามารถ
ทําไดในพืชบางชนิด โดยนํ้าเปนตัวทําละลายท่ีมีความเหมาะสมท่ีใชในการสกัดโปรตีนจากเมล็ด
ทานตะวัน และเมล็ดงาเพื่อใชในการตรวจสอบพันธุและสามารถตรวจสอบความเปนลูกผสมของ
พันธุได เนื่องจากจํานวนแถบโปรตีนท่ีไดมีความแตกตางกันหลายตําแหนง ในกรณีของถ่ัวลิสงนั้น
อาจจําเปนตองปรับเทคนิคท่ีเกี่ยวของ เชน ชนิดของสารละลาย หรือ ความเขมขนของสารละลายท่ี
ใชสกัดโปรตีนสะสมในเมล็ด เพื่อสกัดโปรตีนออกใหไดมากท่ีสุด แมจะเปนชนิดท่ีมีความเขมขน
นอยท่ีสุดก็ตาม เพราะโปรตีนเหลานี้อาจสามารถใชบอกความแตกตางระหวางพันธุได การ
ตรวจสอบพันธุโดยใชเพียงบางสวนของเมล็ดของทานตะวันและถ่ัวลิสง พบวาสวนท่ีแบงเปน 1/2 
ของเมล็ดพันธุทานตะวัน สามารถนํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ด และนําอีกสวนท่ีมีคัพภะ
ไปทดสอบความงอก พบวาสวนท่ีถูกแบง 1/3  และ 1/4 ของเมล็ดสามารถงอกเปนตนกลาไดดีกวา 
สวนท่ีถูกแบงเปน 1/2 และการหาจํานวนเมล็ดท่ีนอยท่ีสุดท่ีตองการสําหรับตรวจสอบพันธุงาตอง
ใชอยางนอย 6 เมล็ดจึงจะท่ีสามารถนํามาตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุดวยวิธีนี้ 
 

 ขอเสนอแนะ 
 

สําหรับในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุนั้น ในข้ันตอนการสกัดโปรตีนโดย
ใชวิธีแบบบดแยกเมล็ด (single seed) ในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของพันธุทานตะวันและงา
นั้น ควรเลือกเมล็ดท่ีนํามาสกัดโปรตีนมีขนาดน้ําหนักท่ีใกลเคียงกัน และพิจารณาถึงความสมบูรณ
ของเมล็ด เพื่อท่ีจะมีความคลาดเคล่ือนในการนํามาหาความเขมขนของปริมาณโปรตีนท่ีไดนอย
ท่ีสุด สวนในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิของพันธุโดยใชเพียงบางสวนของเมล็ด ควรเลือกเมล็ดท่ี
นํามาทดสอบในการแบงสวนตาง ๆ มีขนาดน้ําหนักท่ีใกลเคียงกัน และมีความสมบูรณของเมล็ดท่ี
เหมือนกันโดยเมล็ดจะตองไมลีบ หรือแคระแกร็น เพื่อใหไดปริมาณโปรตีนท่ีเพียงพอตอการทํา 
electrophoresis แบบ UTLIEF และสวนของเมล็ดท่ีเหลือยังสามารถงอกไดตามปกติ 
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สวนประกอบของสารเคมีท่ีใชสําหรับทํา electrophoresis ดวยเทคนคิ UTLIEF 
(Leist, N., E. Noli, R. Knoblauch and T. Thongket.  2003.  ISTA/FAO Workshop on 
Electrophoretic and PCR-based Methods for Varietal Verification and GMO Detection.   
25-29 Nov.  2003.  Kasetsart University Kamphaeng Saen Campus) 
 
 Acrylamide solution 
  
 สารเคมี         ปริมาณ 
 acrylamide (4x)      33.14  กรัม 
 bisacrylamide (2x)       0.86  กรัม  

ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ      500  มิลลิลิตร 
 
 20 % APS solution 
 
 สารเคมี         ปริมาณ 

ammonium persulphate         2  กรัม 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ     10  มิลลิลิตร 

 
Anode buffer 
 
สารเคมี         ปริมาณ 
L-asparagine anhydrous       0.8  กรัม 
L-glutamine        0.92  กรัม 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ     10  มิลลิลิตร 
 
Cathode buffer 
 
สารเคมี           ปริมาณ 
L-arginine            1.18  กรัม 
L-lysine             0.91  กรัม 



 

49 
ethylene-diamine           30  มิลลิลิตร 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ       250  มิลลิลิตร 
 
12%TCA solution 
 
สารเคมี            ปริมาณ 
trichloroacetic acid         266.67  กรัม 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ       1,000  มิลลิลิตร 

 
 Staining solution 
 

สารเคมี            ปริมาณ 
coomassie R250                        0.15  กรัม 
coomassie G250                 0.45  กรัม 
glacial acetic acid           110  มิลลิลิตร 
ethanol 95%            180  มิลลิลิตร 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ      1,000  มิลลิลิตร 
 
Destaining solution 

 
สารเคมี            ปริมาณ 
glacial acetic acid              50  มิลลิลิตร 
ethanol 95%             300  มิลลิลิตร 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ       1,000  มิลลิลิตร 
 
การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 

 
สารเคมี            ปริมาณ 
K2HPO4                 0.194  กรัม 
KH2 PO4          0.528  กรัม 
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EDTA             0.38  กรัม 
DTE                 1   กรัม 
glycerin                         25  มิลลิลิตร 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ       1,000  มิลลิลิตร 

 
การเตรียมสารละลายยูเรียความเขมขน 4 โมลาร 

 
สารเคมี              ปริมาณ 
ยูเรีย              0.24  กรัม 
ละลายนํ้าแลวปรับปริมาตรใหครบ               1 มิลลิลิตร 
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