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พันธุกรรมทีค่วบคุมลักษณะทางการเกษตรที่สําคัญในถั่วหรั่ง 
 

Genetic  Control  of  Major  Agronomic  Characters  in  Bambara  Groundnut 
 

คํานํา 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชเศรษฐกิจสําคญัชนิดหนึ่งในระบบการปลูกพืชของเกษตรกรภาคใต  โดย
เกษตรกรจะปลูกเปนพืชแซมระหวางแถวยางพาราที่ปลูกใหม  ระหวางแถวไมผล  สวนมะพราว  
และในพื้นทีว่างเปลาซึ่งเปนที่ดอนที่ดินมีความรวนซยุสูง   จุดเดนของถั่วหร่ังคือการทีส่ามารถ
เจริญเติบโตและใหผลผลิตไดดีแมในดินทรายจัดที่มีคาความเปนกรด-ดาง (pH)  และความอุดม
สมบูรณต่ํา  ซ่ึงพื้นที่ลักษณะดังกลาวมกีารนํามาใชประโยชนนอย  มักถูกทิ้งใหเปนพื้นที่รกรางอยู
เปนจํานวนมากเนื่องจากไมประสบความสําเร็จในการใชปลูกพืชชนิดอื่น ๆ  ถ่ัวหร่ังเปนพืชที่มีการ
ลงฝกใตดินเชนเดียวกับถ่ัวลิสง  แตก็ไมพบการเขาทําลายของเสี้ยนดินและการเกิดฝกที่ไมมีเมล็ด  
ในสภาพทีเ่หมาะสมถั่วหร่ังสามารถใหผลผลิตฝกสดไดสูงถึง  1,200  กิโลกรัมตอไร  จึงเปนพืชที่
ทํารายไดใหกบัเกษตรกรไดสูงมาก  องคประกอบโดยประมาณของสารอาหารในเมลด็ถ่ัวหร่ังแหง
ประกอบดวย  โปรตีน 16 - 22 %  ไขมัน 4.5 – 6.5 %  คารโบไฮเดรต 50 – 60 %  ซ่ึงเปนสัดสวนที่
นักโภชนาการถือวามีความสมดุลยที่ดีมากสําหรับการบริโภคของมนุษย (Chomchalow, 1993)       
ถ่ัวหร่ังยังเปนพืชที่มีความปลอดภัยในการบริโภคสูง  เพราะในการผลิตมีการใชสารเคมีกําจัด
ศัตรูพืชนอยมากถึงไมมีการใชเลย  และจากการนําตวัอยางผลผลิตถ่ัวหร่ังไปตรวจสอบสารพิษจาก
เชื้อราก็ไมพบสาร aflatoxin  แมจะมกีารปนเปอนของเชือ้รา Aspergillus flavus  ก็ตาม  (ชุติมันต  
และคณะ, 2537) 
 
 ในประเทศไทยถึงแมวาถ่ัวหร่ังเปนเพียงพชืสําคัญของเกษตรกรในภาคใตเทานั้น  แตจาก
การที่พืชนี้มีจดุเดนหลายประการที่นอกจากจะเปนที่นาสนใจในทางวิชาการดังกลาวแลว  เกษตรกร
ผูปลูกถ่ัวหร่ังยังตองการไดพันธุถ่ัวหร่ังทีม่ีความเหมาะสมกับสภาพการปลูกในปจจบุันมากยิ่งขึน้ 
เชน  ตองการใหอายุส้ันลง  ทนทานโรคใบไหม  และใบจุด (ศิริกุล และนันทวรรณ, 2545)  หรือมี
ลักษณะอื่น ๆ ที่ดีในการบริโภค เชน  ใหมีเปลือกเมล็ดบาง  มีความรวนกรอบในการแปรรูปเปน
ผลิตภัณฑอาหารประเภทของกินเลน  และลักษณะอื่น ๆ ที่สะดวกตอการเขตกรรม  แตการจะไดมา
ซ่ึงพันธุพืชใหมที่รวมเอาลักษณะที่พึ่งประสงคจากตางพนัธุเขาดวยกันไดนั้น  การใชวิธีการผสม
ระหวางพันธุนับเปนวิธีที่ทําไดสะดวกและนิยมกันมานานในพืชชนิดตาง ๆ   แตในถั่วหร่ังซึ่งเปน
พืชที่มีแหลงพนัธกุรรมอันหลากหลายและไดมีการเก็บรวบรวมพนัธุเอาไวมากมาย   กลับพบวา



 

  2 

ความสําเร็จในการผสมพันธุพืชชนิดนีเ้พิ่งจะมีรายงานอยางเปนทางการครั้งแรกในป พ.ศ. 2546   
แตวิธีการตามที่มีการนําเสนอดังกลาวยังมจีุดออนหลายประการทําใหไมประสบความสําเร็จในการ
ผสมพันธุถ่ัวหร่ังในสภาพแวดลอมของประเทศไทย   ดังนั้น  การหาเทคนิคใหมที่มีความเหมาะสม
ในการผสมพนัธุใหสําเร็จเทานั้น  จึงจะนําไปสูการศึกษาพันธุกรรมในการถายทอดลักษณะตาง ๆ 
และการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่เหมาะสมสําหรับการติดตามยีนทีส่นใจได  ซ่ึงผลที่ไดจะเปน
องคความรูใหมเกี่ยวกับพนัธุกรรมของถั่วหร่ังที่สามารถนําไปใชประโยชนในโครงการปรับปรุง
พันธุและการศึกษาตอเนื่องในอนาคตตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการผสมขามพันธุในถ่ัวหร่ัง 
 
2. เพื่อศึกษาการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรมบางลักษณะในการผสมระหวางพันธุ  

ถ่ัวหร่ังที่มีลักษณะแตกตางกันอยางเดนชดั 
 
3. เพื่อหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะสีเปลือกฝกสดและสีเยื่อหุมเมล็ด  และ

ระบุตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว 
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การตรวจเอกสาร 
 
ขอมูลโดยทั่วไปของถั่วหรัง่ 
 

ถ่ัวหร่ัง (bambara groundnut) เปนพืชตระกลูถ่ัวสําหรับใชเมล็ดเพื่อการบริโภค   มีถ่ิน
กําเนิดและปลกูกันอยางกวางขวางในเขตรอนชื้นของทวปีอาฟริกา จึงมีช่ือเรียกในแตละทองถ่ิน
แตกตางกันมากมาย เชน  Congo goober, earth pea, baffin pea, Njugo bean (South Africa) 
Madagascar groundnut, voandzou (Madagascar), epi roui (yuroba), juijiya (Hausa, Nigeria), 
nzama, njama (Nalawi) nlubu, nyimo (Rhodesia), njugu mawe (Swahili), Kachang Menila, 
kachang poi, nela-kadalai (Malaya),  kachang bogor (Java)  (National Research Council, 1979)  
แมในประเทศไทยเองก็มีช่ือเรียกถ่ัวหร่ังอกีหลายช่ือ  ทั้ง ๆ ที่ถ่ัวหร่ังมีปลูกอยูเฉพาะในพื้นทีภ่าคใต
ตั้งแตจังหวัดสรุาษฎรธานีไปจนถึงจังหวัดนราธิวาสเทานั้น  เชน ถ่ัวเมด็เดียว  ถ่ัวไทร  ถ่ัวโบ        
ถ่ัวปนหยี  และกาแจโป  เปนตน  การที่ใชช่ือถ่ัวหร่ังเปนหลัก  เนื่องจากในแหลงปลูกสวนใหญ
นิยมเรียก “ถ่ัวหร่ัง”  และชื่อนี้ก็ใชเปนชื่อหลักในสารานกุรมวัฒนธรรมภาคใต (เทอด, 2529) 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืช diploid คือ มีโครโมโซม 2 ชุด โดยมีจํานวน 2n =  22 โครโมโซม   
(Frahm-Leliveld, 1953)    Goli (1997)  นําเสนอขอมูลจากการรวบรวมวา  ถ่ัวหร่ังไดรับการจัด
จําแนกใหอยูใน Family Leguminosae   subfamily Papilionoideae  มีการบันทึกเกีย่วกบัถ่ัวหร่ังเปน
คร้ังแรกในศตวรรษที่ 17 ในชื่อวา “mandubi d' Angola”  ซ่ึง Linnaeus  ไดจัดจําแนกและตั้งชื่อ
วิทยาศาสตรถ่ัวหร่ังไวเปนครั้งแรกในหนังสือ Species Plantarum โดยใหช่ือวา Glycine subterrnea   
ตอมา Du Petit-Thouars พบพืชชนิดนี้ที ่Madagascar ในชื่อทองถ่ิน “Voanjo” ซ่ึงคือ “Voandzou” 
เมื่อเขียนเปนภาษาฝรั่งเศส   จึงไดใหช่ือวทิยาศาสตรเปน Voandzeia subterranea (L.) Thouars.   
ซ่ึงไดใชช่ือนีก้ันมานานรวมศตวรรษ   การศึกษาทางพฤษศาสตรในระยะตอมาโดยไดพบความ
คลายคลึงกันในหลายลักษณะระหวางถั่วหร่ังกับพืชอ่ืนใน genus Vigna  และมีการศกึษายนืยนัโดย 
Verdcourt (1980)    จึงไดมกีารใหช่ือใหมเปน Vigna subterranea (L.) Verdc.   ถ่ัวหร่ังยังไดรับการ
จัดแยกออกเปน  2  กลุมพันธุทางพฤษศาสตร คือ Vigna subterranea var. spontanea สําหรับ    
ถ่ัวหร่ังพันธุปา  และ  Vigna subterranea var. subterranea สําหรับถ่ัวหร่ังพนัธุปลูก (Linnemann, 
1987) 
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มีการศึกษาเรือ่งถ่ินกําเนิดของถั่วหร่ังมานานพอสมควร (Dalziel, 1937 ; Hepper, 1963 ; 
Begemann, 1986)  ทั้งหมดมขีอสรุปเดียวกนัวาพืชนี้มีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปอาฟริกา  และช่ือสามัญ 
“Bambara groundnut” มาจากชื่อของชนเผา Bambara ซ่ึงอาศัยอยูในประเทศมาลี  แตไมมีการพบ
พันธุปาในประเทศมาลี  ตอมาไดมีการพบการกระจายของพันธุปาในบริเวณจังหวัด North Yola 
ของประเทศไนจเีรียโดย Dalziel   และมกีารพบอกีโดย Ledermann ในบริเวณตอนเหนอืของประเทศ
คาเมรนู  มีการคนพบยืนยันอกีโดย Hepper ในป 1957   ดงันั้นขอสรุปลาสุดเกีย่วกับแหลงกําเนิดของ
ถ่ัวหร่ังจึงเชื่อวาอยูระหวางบริเวณ  Jos Plateau ในประเทศไนจีเรีย กับ Garoua ทางตอนเหนือของ
ประเทศคาเมรนู (Goli, 1977)   ในปจจุบันมีการปลูกถ่ัวหร่ังกันกวางขวางทั่วเขตรอนชื้นของทวีป
อาฟริกา และมีการปลูกใน Madagascar  Mauritius  อินเดีย  ศรีลังกา  อินโดนีเซีย  ฟลิปปนส  
มาเลเซีย  รัฐไอโอวาของสหรัฐอเมริกา  New Caledonia  ตอนเหนือของออสเตรเลีย  บริเวณเขต
รอนชื้นของอเมริกากลาง  ประเทศสุรีนัม  และบราซิล (Duke et al., 1977) 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชลมลุกที่มีลําตนทอดเลื้อยอยูบนผิวดิน  มีระบบรากเปนรากแกว  และมรีาก
ตามขอในบางพันธุ  รากมีปมที่เกิดจากการอยูรวมกันกับเชือ้ไรโซเบียมที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ  
ถ่ัวหร่ัง   ความแตกตางของความยาวระหวางขอเปนผลใหสามารถจัดถ่ัวหร่ังออกได 3 กลุมตาม
ลักษณะทรงพุม คือ  bunched, intermediate (semi-bunched) และ spreading type ซ่ึงเห็นไดชัดเจน
จากลักษณะทีก่านใบชใูบขึน้มาเหนือบริเวณโคนตน  พนัธุปลูกโดยทัว่ไปซึ่งเปนพวก bunched type  
จะเริ่มการแตกกิ่งจากตนหลักหลังงอกประมาณ  1  สัปดาห โดยจํานวนกิ่งอาจมีมากไดถึง  20   กิง่  
ระยะระหวางขอ (internode) จะสั้นบริเวณใกลกับโคนตน  และจะยาวมากขึ้นเมื่อหางออกไป 
 
 ใบเปนใบประกอบ  3  ใบ (trifoliate) มีกานใบยาวชูแผนใบขึ้นมา  โดยกานใบมีลักษณะ
เปนรอง  ใบยอยตรงกลาง (terminal leaflet)  มีหใูบ  2  ดาน  สวนใบยอยดานขางจะมหีูใบเพยีงขาง
เดียว  รูปรางของใบยอยสวนใหญเปนแบบ lanceolate ยาว  2.5 – 7.5  เซนติเมตร  และกวาง
ประมาณ  0.8 – 3.0 เซนติเมตร และใบยอยตรงกลางจะมีขนาดใหญกวาใบยอยดานขาง 
 
 ชอดอกเปนแบบ  raceame ประกอบดวย  1 – 3  ดอกยอย   เปนดอกแบบ papilionaceous  
แตสวนใหญจะพบมี  2  ดอกยอย  และมกีารผสมตัวเอง   การผสมขามพบในกลุม spreading type 
(Doku and Karikari, 1970)  ดอกทีไ่ดรับการผสมจะถกูฝงลงไปในดนิโดยการยืดตัวของกานชอดอก 
 
 
 



 

  6 

 ฝกมีลักษณะกลมผิวเรียบหรือมีลักษณะยนในบางพันธุเมือ่แกจดั  โดยทัว่ไปแลวในแตละ
ฝกจะมีเพียง  1  เมล็ด แตก็พบฝกที่มี  2  เมล็ดไดบางเชนกัน  สีของเยื่อหุมเมล็ดมีแตกตางกันหลายสี 
เชน  ขาว  ครีม  แดง  มวง  น้ําตาล  ดํา  และมีลักษณะลายที่มีสีและรูปแบบที่แตกตางกันมากมาย 
 

ถ่ัวหร่ังเปนพืชที่มีการงอกโดยชสูวนยอดขึน้มา  ในขณะที่เมล็ดซึ่งเปนสวนสะสมอาหาร
สําหรับใหตนออนใชในระยะแรกยังคงอยูใตผิวดนิ (hypogeal germination) โดยทั่วไปใชเวลาใน
การงอกประมาณ  7 – 15  วัน  เมล็ดพันธุถ่ัวหร่ังที่ลดความชื้นจนเหลอืประมาณ  11  เปอรเซ็นต 
สามารถเก็บรักษาไวไดในสภาพอุณหภูมหิองนาน  12  เดือนโดยความงอกไมเปลี่ยนแปลง  แตเมือ่
การเก็บรักษานานขึ้นกวานี้  เมล็ดจะเริ่มเสือ่มความงอกลงตามลําดับ โดยจะเริ่มเหน็ชัดเจนเมื่อเก็บ
รักษาเมล็ดพนัธุไวถึง  18  เดอืน  ซ่ึงจะพบวาปริมาณ auxin ในเมล็ดจะลดลง   และปริมาณสาร
ยับยั้งการเจริญเติบโตจะเริ่มเพิ่มมากขึ้นหลังการเก็บรักษาไวนานกวา  12  เดือน (Linnemann, 1987) 
 

การออกดอกของถั่วหร่ังจะเริ่มที่อายุประมาณ 30 ถึง 55 วนัหลังปลูก และจะออกดอกไป
เร่ือย ๆ จนถึงสิ้นสุดการเจรญิเติบโต  โดยทั่วไปถั่วหร่ังเปนพืชวนัสั้น (short-day plant)  
(Linnemann, 1987)  แตในบางการศึกษาชี้ใหเห็นวาถ่ัวหร่ังเปนพืชทีช่วงแสงไมมีผลตอการออก
ดอก (day-neutral  plant)  โดยชวงแสงจะมผีลตอการติดฝกในบางพนัธุ (Nishitani, 1989)  การผสม
เกสรซึ่งเกิดขึน้เมื่อเกสรตัวผูไปตกบนยอดเกสรตัวเมยีแลวงอก pollen tube เขาไปผสมกับไขออนที่
อยูในรังไข   ในถั่วหร่ังพบวาการผสมเกสรจะเกดิขึ้นอยางสมบูรณในวันถัดมา  การแบงตัวของ 
zygotes และ endosperm nuclei จะเห็นไดหลังจากการผสมเกสรแลว  3  วัน  และจะเห็น spherical 
proembryoes หลังการผสมเกสร  5  วัน   หากการผสมเกสรเกิดขึ้นไมสมบูรณดอกจะหลุดรวง
ภายในเวลา  3  วัน   แตหากการผสมเกสรเกิดขึ้นอยางสมบูรณ  เมื่อถึง  5  วันหลังการผสมเกสร  
กานดอกยอยจะงอเขามาชิดกบักานชอดอก  เตรียมพรอมสําหรับการฝงรังไขลงไปในดินโดยการยดื
ของสวนกานชอดอกตอไป  โดยปกตใินรงัไขจะมีไขออนอยู  2  ใบ  และหลังจากไดรับการผสมไข
ออนทั้ง  2  จะพัฒนาไปเทา ๆ กันในระยะ  5  วันแรก   แตเมื่ออายุ  7  วนัการพัฒนาจะเริ่มไมเทา
เทียมกนั  โดยคัพภะที่อยูดานบนจะพัฒนาไปเรื่อย ๆ จนสมบรูณ แตคพัภะที่อยูดานลางจะยังคง
หยุดการพัฒนาอยูที่ระยะ spherical proembryo   ดังนั้นจงึไดเพยีง  1  เมล็ดตอฝก   แตในกรณีที่การ
พัฒนาเปนไปโดยสมบูรณเหมือนกนั ก็จะไดถ่ัวหร่ังทีม่ี  2  เมล็ดตอฝก แตก็พบไดนอย   การขยาย
ขนาดของฝกจะใชเวลาประมาณ  30  วนั  และหลังจากนัน้ตองใชเวลาอีก  30 - 40  วันสําหรับการ
พัฒนาจนไดเมล็ดที่สมบูรณ   นั่นคือดอกที่มีการผสมเกสรกอนการเกบ็เกีย่ว  60  - 70 วัน ถึงจะได
เปนฝกแกที่สมบูรณเต็มที่ (Doku and Karikari, 1970;  Nishitani, 1989) 
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 พบมีการปลูกถ่ัวหร่ังตั้งแตจากความสูงเหนือจากระดับน้ําทะเลเพยีงเล็กนอยจนถึงที่ระดับ
ความสูง 1,600 เมตรเหนือจากระดับน้ําทะเล  โดยอุณหภมูิกลางวันเฉลีย่ที่เหมาะสมอยูในชวง  20 
ถึง  28oซ  และตองไมมีน้ําคางแข็งในชวงการปลูกอยางนอย  3.5  เดือน (Kay, 1979)     ถ่ัวหร่ัง
ตองการฝนที่มีการกระจายตัวดีปานกลางเปนอยางนอยในระหวางชวงปลูกถึงออกดอก   และพบวา
ในเขต savanna ก็ประสบความสําเร็จในการปลูกถ่ัวหร่ังขณะที่มีฝนประมาณ  600 – 750  มิลลิเมตร   
แตโดยทัว่ไปจะไดผลผลิตดีเมื่อปลูกในเขตที่มีฝน  900 – 1,200  มิลลิเมตร  ในระยะแรกถั่วหร่ังจะ
สามารถทนทานตอสภาพฝนตกหนกัได   แตจะกอใหเกิดปญหาไดหากฝนตกหนกัมากตั้งแตระยะ
ออกดอกเปนตนไป (Hepper, 1970;  Duke et al., 1977; Kay, 1979)   มีการศึกษาพบวาถ่ัวหร่ังจะให
ผลผลิตไดดีที่ระดับความชืน้  40 – 50 % available moisture content  (Ameyaw and Doku, 1983) 
 
 ถ่ัวหร่ังจะเจรญิเติบโตไดดีในสภาพดนิที่มกีารระบายน้ําดีโดยลักษณะดินที่เหมาะสมคือ 
ดินรวนปนทรายที่ไมมีความแนนทึบ และมีระดับ pH ที่ประมาณ  5.0 – 6.5    ถ่ัวหร่ังสามารถให
ผลผลิตไดดีพอสมควรในดนิที่มีความอุดมสมบูรณต่ําถึงขนาดที่ไมเหมาะกับการปลกูถ่ัวลิสง  ใน
ดินที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงถ่ัวหร่ังจะมกีารเจริญเติบโตทางดานลําตนและใบมากเกนิไป  ดินที่มี  P  
และ  K  สูงเปนดินที่เหมาะสมมากสําหรับการปลูกถ่ัวหร่ัง  และดนิที่มีปริมาณแคลเซียมสูงมาก 
(calcareous soil) ไมเหมาะสมสําหรับการใชปลูกถ่ัวหร่ัง (Hepper, 1970)  ดังนั้นการปลูกถ่ัวหร่ังจะ
ประสบความสําเร็จหรือไมขึ้นอยูกับลักษณะดินและภูมปิระเทศเปนสิง่สําคัญอันดับแรก   ดินที่มี
ความรวนซยุสูง  และมีการระบายน้าํไดด ี หมายถึงการมสัีดสวนของชองวางขนาดใหญระหวาง 
เม็ดดินในปริมาณที่สูง   คือมีบริเวณที่เปนชองอากาศมากกวาการมนี้ําถูกดูดยึดอยูภายในชองนั้น   
ภูมิประเทศตองเปนที่ดอนน้าํจึงจะสามารถระบายออกไปได   ไมถูกน้ําขังหรือชุมน้ําอยูเปน
เวลานาน  แมวาดินลักษณะนี้มักจะเปนดนิที่มีความอุดมสมบูรณต่ํา  และบอยครั้งทีร่ะดับ pH ต่ําถึง  
4.0  แตถ่ัวหร่ังก็สามารถเจรญิเติบโตได  และเปนขอไดเปรียบคือ  มีวชัพืชข้ึนรบกวนนอย          
การกําจัดวัชพชื การใสปุย พนูโคน และการเก็บเกีย่ว สามารถทําไดงาย  ส่ิงสําคัญเกี่ยวกับดินอกี
ประการคือ  ดนิตองไมเปนดนิดางหรือดนิเค็ม (ศูนยวิจยัพืชไรสงขลา, 2539) 
 
การศึกษาพันธุกรรมและการปรับปรงุพันธุถั่วหรั่ง 
 
 การศึกษาวิจยัเกี่ยวกับถ่ัวหร่ังยังมีนอยเมื่อเทียบกับพืชอาหารอื่น ๆ (Chomchalow, 1993; 
Doku, 1997; Fery, 2002)  ทั้ง ๆ ที่เปนพืชที่มีความสําคัญเปนอันดับที่ 3 ในทวีปอาฟริกา  รองจาก 
ถ่ัวลิสงและถั่วพุม (Sellschop, 1962)   โดยเปนพืชที่ปลูกกันทั่วไปในวฒันธรรมระบบการปลูกพืช
หลายรูปแบบ   เชนการปลูกรวมกับธัญพืชและพืชหวัชนดิตาง ๆ (Ntundu, 1997)  การที่ถ่ัวหร่ังมี
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การปลูกกันอยางกวางขวางในหลายสภาพแวดลอมโดยไมมีพันธุใดพันธุหนึ่งที่ปลูกเพื่อการคาใน
พื้นทีก่วาง  ทําใหสามารถรวบรวมความหลากหลายทางพนัธุกรรมไวไดเปนจํานวนมาก  โดยแหลง  
ใหญที่สุดคือการรวบรวมไวที่สถาบันวิจัยการเกษตรเขตรอนนานาชาต ิ(IITA) ประเทศไนจีเรีย              
มีจํานวน  2,035  accessions  และในอกีหลายประเทศของทวีปอาฟริกาที่รวบรวมไวตัง้แต  2  ถึง  
463  accessions  และยังมีในแหลงอื่น เชน  องคกร  ORSTOM ของประเทศฝรั่งเศสที่รวบรวมไว 
ถึง  1,000  accessions (Goli, 1997)   พันธุกรรมที่รวบรวมไวไดเหลานี้  ยังไมไดถูกนํามาใชใน
โครงการปรับปรุงพันธุโดยการผสมขามระหวางพันธุทีม่ีลักษณะที่ตองการ   เนื่องจากกอนหนานี้
ยังไมมีผูประสบความสําเร็จในการผสมพันธุถ่ัวหร่ัง (Linnemann, 1987;  INCO-DC, 2002)  
การศึกษาถึงพนัธุกรรมในการถายทอดลักษณะตาง ๆ จึงไมสามารถเกิดขึ้นไดดวย  มีความพยายาม
ที่จะทําการผสมขามระหวางพันธุถ่ัวหร่ังทีส่ถาบันวิจัยการเกษตรเขตรอนนานาชาติโดยทําการผสม
ที่เวลาตาง ๆ กนั     รวมทั้งการศึกษาการกาํจัดเกสรตวัผูดวยการใชกรดบอริก  แตกย็งัไมประสบ
ความสําเร็จ (Goli, 1997)      ดังนั้นพนัธุที่ใชกันอยูในปจจุบันลวนแตไดมาจากการคัดเลือกจาก
พันธุกรรมที่มีความแปรปรวนอยูตามธรรมชาติเทานั้น  ทัง้ที่เกษตรกรมคีวามตองการพันธุใหม ๆ   
ที่มีความเหมาะสมกับสภาพการปลูกในปจจุบันมากยิ่งขึน้  การผสมพันธุที่ยังไมสําเร็จนาจะเปนผล
มาจากชวงเวลาการผสมยังไมเหมาะสม      โดย Doku  and  Karikari (1971) คาดวาชวงเวลาพรอม
รับการผสมของเกสรตัวผูและตัวเมยีจะเกดิขึ้นภายในระยะเวลาอันสั้นขณะที่ดอกเริม่บานเทานั้น   
สําหรับประเทศไทย   การศึกษาหาวิธีการผสมพันธุถ่ัวหร่ังเริ่มดําเนินการในป พ. ศ. 2542  โดยคณะ
นักวิชาการดานปรับปรุงพันธุพืชของศูนยวิจัยพืชไรสงขลา   ใชการดัดแปลงวิธีการผสมจากเทคนิค
ในการผสมพนัธุถ่ัวเขียวที่เสนอโดย  Khattak  et al. (1998)  แตกไ็มประสบความสําเร็จเชนกนั 
 
 ในป  2545  โครงการ BAMFOOD  ไดรายงานถึงการประสบความสําเร็จในการผสมพันธุ
ระหวางถัว่หร่ังพันธุปลูกไดเมล็ดลูกผสม  22  เมล็ด  และได  1  เมล็ดจากการผสมระหวางพันธุปา
กับพันธุปลูก (INCO-DC, 2002)   และตอมามีการเสนอวธีิการดังกลาวเปนรูปภาพใน  web  site  
ของ International  Bambara  Groundnut  Information  System (BAMNET)   โดยไมมีคําอธิบาย
หรือบอกรายละเอียดเกีย่วกับเวลาหรือขอปฏิบัติที่เหมาะสมในการผสม (Schenkel, 2002)   จึงเปน
การยากทีจ่ะประสบความสําเร็จในการปฏิบัติตามวิธีดังกลาว    Massawe  et al. (2003) ไดนําเสนอ
เทคนิคในการผสมพันธุถ่ัวหร่ังนี้อีกครั้งใน International  Bambara  Groundnut  Symposium         
ที่ประเทศ Botswana   โดยมรีายละเอียดของวิธีการและรายงานวาเวลาทีเ่หมาะสมเปนชวงเที่ยงวัน 
ที่อุณหภูมิในเรือนกระจกสําหรับการผสมพันธุอยูที ่ 22-30Oซ   แตเทคนิคนี้ประสบความสําเร็จ
สามารถใหเมล็ดลูกผสมไดเพียง  1.8  เปอรเซ็นตของจํานวนการผสมทั้งหมด   นอกจากการ
คัดเลือกพันธุจากความแปรปรวนที่มีอยูในธรรมชาติ  และสรางความแปรปรวนจากการผสมพันธุ
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แลว    Adu-Dapaah and Sangwan (2004) ไดสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมในถั่วหร่ัง         
โดยการใชรังสีแกมมารวมกับการปลูกเลีย้งในสภาพการเรงใหมีรอบอายุขัยส้ันลงในหลอดทดลอง  
พบวา  สามารถเพิ่มความแปรปรวนของชุดโครโมโซมใหสูงขึ้นไดถึง  4  เทาของปกติ 
 
การใชประโยชนเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อการปรับปรงุพันธุพืช 
 
 ในกระบวนการปรับปรุงพันธุพืชลวนเปนการกระทําเพื่อใหไดมาซึ่งลักษณะการแสดงออก
ของพืชตามที่นักปรับปรุงพนัธุพืชหรือเกษตรกรตองการ  แตลักษณะที่แสดงออกลวนถูกควบคุม
ดวยหนวยพันธุกรรม   หรือหนวยควบคุมลักษณะที่เรียกวา “ยีน” (gene)  ซ่ึงเกิดขึ้นจากการเรียง
ตัวอยางจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide) ในแบบตาง ๆ กัน   การคัดเลือกพืชจาก
ลักษณะที่แสดงออก (phenotype) โดยตรง   ซ่ึงเปนผลรวมระหวางยีนกบัสภาพแวดลอม   ทําให
ความแมนยําในการคัดเลือกยีนที่ตองการลดนอยลง     ดงันั้นจึงมีความพยายามหาเครือ่งมือที่มี
ความแมนยําในการแยกความแตกตางมากขึ้น   เพื่อนํามาใชประโยชนในการคัดเลือก   จึงมีการ   
ใชเครื่องหมาย (marker) ชนิดตาง ๆ  มาบงชี้ความจําเพาะเจาะจงกับยีนนัน้ ๆ   ซ่ึงสามารถแบง
เครื่องหมายทีใ่ชในการปรับปรุงพันธุพืชออกไดเปน 3 ประเภทคือ  1) morphological  marker    
เปนการใชลักษณะแสดงออกที่สามารถสังเกตไดเดนชัดสําหรับบงชี้ถึงลักษณะที่ยากตอการสังเกต
หรือยากตอการแบงแยก เชน  ใชการมีดอกสีแดงบงชี้ถึงความสามารถในการใหผลผลิต                  
2) biochemical  marker  เปนการใชโมเลกลุทางชีวเคมีเปนตัวบงชีห้รือแบงแยกความแตกตาง    
เพื่อการคัดเลือกลักษณะที่ตางกัน   3) molecular  marker หรือ DNA marker  เปนการใชความ
แตกตางในระดับดีเอ็นเอมาเปนตัวบงชี้  ซ่ึงมีความจําเพาะมากกวาการใชเครื่องหมายชนิดอื่น ๆ 
(อภิชาติ,  ม.ป.ป.) 
 
 เครื่องหมายโมเลกุลหรือเครื่องหมายดีเอน็เอ คือ  ลําดับเบสจากบริเวณเลก็ ๆ ชวงหนึ่งของ
สายดีเอ็นเอทีส่ามารถแสดงถึงความแตกตางของสิ่งมีชีวิตชนิดเดยีวกัน   มีการถายทอดไปสูรุนลูก
และสามารถติดตามตรวจสอบได (อภิชาติ, ม.ป.ป. ;  Liu ,  1998)  แบงไดเปน  2  ชนดิคือ 
 
 1.  ชนิดที่ตรวจสอบโดยใชหลักการไฮบรไิดเซชัน  ไดแก  เครื่องหมายอารเอฟแอลพี         
( RFLP)  ซ่ึงนําเสนอโดย  Botstien  et al. (1980)   เร่ิมตนดวยการยอยดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ  แลวแยกความแตกตางของชิ้นดเีอน็เอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิส (electrophoresis)  จากนั้น
ยายดเีอ็นเอจากแผนเจลไปไวบน membrane  ดวยวิธี  Southern blot แลวใชดเีอ็นเอตวัตรวจสอบ 
(probe) เขาตรวจสอบโดยวิธีไฮบริไดเซชัน  เพื่อบอกความแตกตางของแตละจีโนม   แมวา
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เครื่องหมายโมเลกุล RFLP  มีการแสดงออกโดยไมขึน้กับสภาพแวดลอม  ไมขึ้นกบัรูปแบบการขม
กันของยีน  ไมขึ้นกับระยะเวลาการแสดงออกของยีน  และเปน co-dominant  marker ก็ตาม  แตการ
วิเคราะหแบบ RFLP  ตองใชดีเอ็นเอคุณภาพดีในปริมาณมาก   ใชเวลาและคาใชจายสูง  และมีวิธี
ตรวจความแตกตางที่ซับซอน (วิสุทธิ์, 2536) 
 
 2.  ชนิดที่ตรวจสอบโดยอาศัยเทคนิคพีซีอาร (polymerase  chian  reaction)  เปนวิธีการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอขึน้ในหลอดทดลองดวยการทําปฏิกิริยาอยางตอเนื่องเปนลูกโซ  โดยอาศัย
เอ็นไซม DNA polymerase ในการทําปฏิกิริยา   กระบวนการเริ่มดวยเสนดีเอ็นเอสายคูถูกทําใหเสีย
สภาพและแยกตัวออกจากกนัดวยการใชอุณหภูมิสูง   ตอมาลดอุณหภมูิลงใหเกดิการจับตัวใหม
ระหวางบริเวณของเสนดีเอน็เอที่มีลําดับเบสเขาคูกันกบัลําดับเบสของไพรเมอร   เพิ่มอุณหภูมิขึน้
สูงจนถึงระดับหนึ่งใหเกดิการนําเบสเขามาตอเชื่อมจนไดเปนสายดีเอน็เอเสนใหมที่เปนสายคูสม
กับสายดีเอน็เอตนแบบ   นัน่คือลําดับเบสบริเวณเปาหมายไดถูกเพิ่มปริมาณขึ้น  และทําลักษณะนี้
วนเวียนหลาย ๆ รอบจนการเพิ่มปริมาณมีมากพอ  ซ่ึงเทคนิคพีซีอารมีขอดีคือใชปริมาณดีเอ็นเอ
เร่ิมตนนอย  ใชระยะเวลาสัน้   ใชแรงงานนอย   คาใชจายต่ํา   และแปลผลงาย   เครื่องหมายดเีอ็นเอ
ที่ไดรับการพฒันามาจากเทคนิคพีซีอารสามารถแบงไดอีกเปน 2 ประเภทคอื  ประเภทที่มีไพรเมอร 
ชนิดจําเพาะเจาะจง (specific  primer)  และประเภทที่มไีพรเมอรชนิดไมจําเพาะเจาะจง (random  
primer) 
 

เครื่องหมายเอสเอสอาร (SSR : simple sequence repeat)  มีช่ือที่เรียกแตกตางกันออกไป
ไดแก  microsatellite  marker ,  simple  sequence  length  polymorphism (SSLP) และ sequence-
tagged microsatellite site (STMS)  เปนเครื่องหมายดีเอน็เอประเภทอาศัยเทคนิคพีซีอารชนิดที่มี
ความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนงของลําดบัเบสบนจีโนม   โดยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมาเพื่อให
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอสวนที่เปน microsatellite  เฉพาะตําแหนงที่สามารถแสดงความแตกตางได     
ซ่ึงโดยทั่วไปเครื่องหมายเอสเอสอารจะใหจํานวนแถบดีเอ็นเอไมมาก   เนื่องจากมคีวามจําเพาะกบั
ตําแหนง (Sanitchon,  2004)  ขอดีของเครื่องหมายเอสเอสอาร คือ เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถใหความแตกตางไดสูง  และแสดงใหเห็นสภาพขมรวมกันของยีน (co-dominant) สามารถ
ทําไดงายโดยใชเทคนิคพีซีอารซ่ึงตองการปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอย    พบกระจายทั่ว
จีโนมทั้งระหวางยนีและภายในยีน    สามารถใชไดโดยเพียงแครูลําดับเบสของไพรเมอร  นําไปใช
ประโยชนไดหลายอยาง ไดแก  gene evolution phylogenetic relationship, genetic mapping, DNA 
fingerprinting, physical mapping และ gene cloning เปนตน  แตมีขอเสยี คือ ตองใชคาใชจายสูงใน
การพัฒนา  โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยมีขอมูลลําดับเบสใน GENBANK   วิเคราะหผลยาก      
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ถาตองการรูขนาด allele ที่แนนอนเนื่องจากการเกดิ “stutter  band”  และถาตําแหนงใดเปน
tetranucleotide repeats จะไมพบกระจายทั่วจีโนม  แตจะกระจุกอยูบริเวณ centomeres หรือ  
telomeres (อภชิาติ,  ม.ป.ป.) 
 

เครื่องหมายไอเอสเอสอาร (ISSR : inter simple sequence repeats)  เปนการใชไพรเมอร
เดี่ยวขนาดประมาณ  20  bp   ทําปฏิกิริยาโดยการเขาจับแบบสุมตรงบริเวณที่ขนาบอยูกับลําดับเบส
ซํ้า ๆ กันของ tandem  repeat  ประกอบกับการมีเบสคัดเลือก  1 – 4  เบสทางดานปลาย  3'  หรือ  5'  
เชน (CA)8RG ,  (CAA)6Y ,  (CGT)6A ,  HBH (AG)7  เปนตน   โดยที่ R และ Y เปน purine และ 
pyrimidine base  ตามลําดับ    ทั้งนี้เพื่อตรวจหาความแตกตางของดีเอน็เอบริเวณที่อยูระหวาง  
microsatellite DNA  2  ตําแหนงที่อยูใกลกันและมทีิศทางการเรียงตวัในทางตรงกนัขาม (Li  et al., 
2000)   เครื่องหมายไอเอสเอสอารจึงใหแถบดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ กนัไดเปนจํานวนมากกวา
เครื่องหมายเอสเอสอาร  แตมีลักษณะเปน dominant  marker (Brown  et al., 1995)   พบวาสามารถให
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูงแมในจีโนมขาวฟางที่มีรายงานวาพบความแตกตางไดนอยใน
การตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิอื่น (Lambrides, 1996)  เครื่องหมายไอเอสเอสอาร 
สามารถใชไดทั่วไปกับสิ่งมชีีวิตชนิดตาง ๆ  เพราะไมจําเปนตองมีขอมูลเกี่ยวกับลําดบัเบสของ
ส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ มากอน   ดังที่ Zietkiewicz  et al. (1994) ทําการประเมนิผลการใชเครื่องหมาย      
ไอเอสเอสอารในการสรางลายพิมพดเีอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด หรือ Godwin  et al. (2001)    
ใชเครื่องหมายไอเอสเอสอารในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของเผือกจากปาปวนวิกนิี   
และยังมีการใชเครื่องหมายไอเอสเอสอารกันอยางกวางขวางในขาวสาลี  ขาวโพด  และมะเขือเทศ 
(Warburton and Hoisington, 2001) 
 
 เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP : amplified fragment length polymorphism) ไดรับการ
พัฒนาขึ้นโดย Vos  et al. (1995)  เปนการรวมเอาขอดีของเทคนิคอารเอฟแอลพีกับขอดีของเทคนิค
อารเอพีดี (RAPD) เขาดวยกนั  ทําใหสามารถใชดีเอ็นเอในปริมาณที่นอย   และใชไดกบัสิ่งมีชีวิต
ทุกชนิดเพราะไพรเมอรไมจาํเพาะกับลําดบัเบสของสิ่งมีชีวิตชนิดใดชนิดหนึ่ง แตจะจําเพาะกับ
ลําดับเบสของ adapter ซ่ึงเปนสวนประกอบที่ตอเขากับชิน้สวนของดีเอน็เอที่ถูกตัดโดยเอนไซมตัด
จําเพาะ  เครื่องหมาย AFLP เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนจีโนมิคดีเอ็นเอ
ที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดที่มีความถีใ่นการตัดตางกัน  ทําใหไดขนาดชิ้นดเีอ็น
เอที่มีความจําเพาะเจาะจง  จากนั้นจึงตอช้ินดีเอ็นเอสั้น ๆ ที่เรียกวา adapter เขาที่ปลายทั้งสองดาน
ของชิ้นดีเอ็นเอดังกลาว  แลวเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเหลานั้นดวยไพรเมอรที่ถูกออกแบบใหมีเบสที่
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เปนคูสมกับ adapter และเพิม่เบสเขาที่ปลาย  3’  ของไพรเมอรอีก  1-3  เบสในขั้นตอนการทํา  pre-
selection amplification  และ selective amplification  ตามลําดับ  ช้ินดีเอน็เอที่ทําการเพิ่มปริมาณได 
จะมีขนาดตางกันตามขนาดที่ไดจากการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  เบสที่เพิ่มเขาไปดานปลาย  3’ 
ของไพรเมอรจะมีผลตอความซับซอนของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร  เพราะเบสที่
เติมเขาไปมีวัตถุประสงคเพื่อทําใหเกิดความจําเพาะเจาะจงตอช้ินดีเอน็เอที่จะไดรับคัดเลือกเพื่อการ
เพิ่มปริมาณ   เมื่อตรวจสอบผลโดยการทําอิเลคโทรโฟริซีสบน denaturing polyacrylamide gel จึง
ไดแถบดีเอน็เอจากชิ้นดเีอ็นเอที่มีขนาดตางกันที่ไดผานการคัดเลือกแลวเพิ่มปริมาณ  โดยที่การ
ตรวจสอบผลดวยวิธีการนีจ้ะประหยัดคาใชจายกวาการตรวจสอบโดยการทํา Southern  blot  
hybridization ของเทคนิคอารเอฟแอลพี  การที่เทคนิคนี้ไมมีความจําเปนตองทราบลําดับเบส
เปาหมาย  ทําใหประหยัดคาใชจายในสวนที่ตองใชไปในการหาลําดับเบสได  นอกจากนั้นแลวยงั
พบวาเครื่องหมายเอเอฟแอลพีใหความแตกตางโดยเฉลี่ยไดสูงกวาเทคนิคอื่น ๆ จึงเหมาะตอการใช
ศึกษา genetic diversity หรือการทํา DNA fingerprint (Vos et al., 1995) 
 
การศึกษาดานอณูชีววิทยาในถั่วหรั่ง 
 
 งานดานนี้ทีม่กีารดําเนนิการในถั่วหร่ังสวนใหญเปนการศึกษาดานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ  แตกย็งัไมครอบคลุมพันธุกรรมทั้งหมดที่มีการเก็บรวบรวมเอาไวเปนจํานวนมาก  เชน    
Pasquet  et al. (1999)   ศึกษาความหลากหลายของถั่วหร่ังพันธุปลูก  79  accessions   และพันธุปา  
21  accessions   พบวาในระหวางพนัธุปลูกมีความแตกตางกันนอยกวาระหวางพันธุปา  และพบวา
ระหวางพันธุปลูกและพันธุปามีสวนของความเหมอืนกนัอยูในระดับสูง  ทําใหมั่นใจไดวาถ่ัวหร่ัง
พันธุปาเปนบรรพบุรุษของถั่วหร่ังพันธุปลูกจริง     Massawe  et al. (2000)  ศึกษาความใกลชิดทาง
พันธุกรรมของถั่วหร่ังพันธุทองถ่ิน 16 พนัธุ  โดยใชเทคนคิอารเอพีดแีละเอเอฟแอลพ ี  สามารถแสดง
ใหเห็นความใกลชิดทางพันธุกรรมของถั่วหร่ัง  2 กลุม คือ กลุมจาก West Africa  และกลุมจาก 
Tanzania       Amadou  et al. (2001) ใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีศึกษาความหลากหลายทาง
ชีวภาพในถั่วหร่ัง  25  สายพันธุ  สามารถจัดจําแนกออกไดเปน  2  กลุม   โดยมีความสอดคลองกับ
สภาพทางภูมศิาสตรของแหลงปลูก     INCO-DC (2001, 2002)  รายงานการจัดกลุมความใกลชิด
ทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุกรรมถั่วหร่ังทีร่วบรวมอยูที ่IITA เพื่อประโยชนในการปรบัปรุงพันธุ    
โดยขั้นแรกไดจัดกลุม  103  accession  หลักตามลักษณะ phenotype   และจัดกลุมของ  40  
accession   โดยใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีและ microsatellite   พบวาบางเครื่องหมาย 
microsatellite ของถ่ัวพุมสามารถใชไดกับถ่ัวหร่ัง   และมีการเผยแพรเทคนิคมาตรฐานในการสกัด 
ดีเอ็นเอ  และการใชเทคนิคอารเอพีดีใหแกประเทศตาง ๆ ที่รวมโครงการดวย     Massawe  et al. 
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(2002) ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมระหวางถั่วหร่ังพนัธุปลูก  16 
พันธุ   พบวาหลายเครื่องหมายมีความจําเพาะเจาะจงกับแตละพันธุ   ชุดไพรเมอร  M-ACA +         
P-GCC  กับ  M-ACA + P-GGA  สามารถใหความแตกตางของแถบดเีอ็นเอไดสูง   ทําใหสามารถ
จัดกลุมพันธุออกไดเปน 3 กลุมที่มีความสอดคลองกับความแตกตางของภูมิประเทศของแหลงที่เกบ็
รวบรวมพันธุ      Ntundu  et al. (2004)  ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพี  11  คูไพรเมอรที่ใหความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอ  49  ตําแหนง   ศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถั่วหร่ังที่
คัดเลือกจากแหลงที่มีสภาพทางภูมิศาสตรแตกตางกันมา  100  พันธุ   ทําใหสามารถจําแนกพันธุ
ออกไดเปน  2  กลุมที่สอดคลองกับการจัดกลุมโดยการใชลักษณะการแสดงออกของพันธุ    
Singrün and Schenkel (2003)  พบวาโดยเฉลี่ยในทุก ๆ 263 พันธุทองถ่ินที่ทําการวิเคราะหจาก
ขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคอารเอพีดีจะมี  3 - 8  ยีโนไทปที่มีความแตกตางไปอยางเดนชดั
มาก    Massawe  et al. (2005) สรุปผลจากการศึกษาความสัมพันธระหวางถั่วหร่ังพนัธุทองถ่ินจาก
แหลงตาง ๆ ของอาฟริกาพบวา   ความหลากหลายที่เกิดขึน้มีความสัมพนัธกับสถานที่ปลูกหรือ
แหลงเก็บตวัอยางมากกวาความคลายคลึงกันเนื่องจากลักษณะแสดงออกที่พบเหน็ได  และสามารถ
ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพี  เปนตัวบงชี้ความเปนพนัธุทองถ่ินในบริเวณตาง ๆ  และความสัมพันธ
กับลักษณะทางการเกษตรได 
 
 จากขอจํากดัเรือ่งความสําเร็จในการผสมพนัธุในถ่ัวหร่ัง    ทําใหการศกึษาถึงพันธุกรรมใน
การถายทอดลักษณะ   การตดิตามยีน   การสรางแผนที่ยนี   การระบุตําแหนง QTL    และการศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมระดับโมเลกลุระหวางถั่วหร่ังกับถ่ัวอ่ืน ๆ ในสกุล Vigna  เพิ่งจะเปน
เพียงการเริ่มตน   โดย Basu et al. (2003)  รายงานถึงการใชเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพีทําการ
สรางแผนที่ยีนโดยใชประชากรรุน F2 ที่ไดจากการผสมระหวางถั่วหร่ังพันธุปากับถ่ัวหร่ังพันธุปลูกซึ่ง
เปนหลักการเดียวกันกับการทําแผนที่จีโนมของถั่วพุมที่เสนอโดย  Menéndez  et al. (1997)  และจะ
ทําการวิเคราะห QTL เพื่อระบุตําแหนงยีนที่ควบคุมลักษณะ eye pattern   และบริเวณที่ควบคุม
ลักษณะทางปริมาณ  เชน น้าํหนักเมลด็   ความยาวระหวางขอ   และประสิทธิภาพการใชน้ํา   ซ่ึงใน
เบื้องตนพบวาลักษณะของ eye pattern ถูกควบคุมดวยยนีดอย 1 ตําแหนง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

ในการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปนขั้นตอน   ประกอบดวยการหาเทคนิคที่เหมาะสมสําหรับ
การผสมพันธุ   เมื่อไดลูกผสมจึงปลูกศึกษาการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรม    สรางประชากร
สําหรับใชในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร   และการระบุ
ตําแหนงบนแผนที่บางสวนของจีโนม 
 

การหาเทคนิคท่ีเหมาะสมสําหรับการผสมพันธุ 
 
การกําจัดเกสรตัวผู 
 
 การหาวิธีการกําจัดเกสรตัวผู (emasculation) และเวลาดาํเนินการที่เหมาะสม ทําโดยใช
ถ่ัวหร่ังพันธุ TVsu 688 และTVsu 922 และพันธุพื้นเมือง  ปลูกในกระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง  
10  นิ้ว  ใชดินผสมที่มีความรวนซุยสูง  โดยใชสวนผสมของปุยขี้วัวเกา : ดินรวน : ถานแกลบ ใน
สัดสวน  1 : 2 : 3  เพื่อใหระบายน้ําไดดีเหมาะกับการปลกูถ่ัวหร่ังและมนี้ําหนกัเบางายตอการ
เคลื่อนยายในการปฏิบัติงาน  เร่ิมปฏิบัติงานตั้งแตเวลา  15:00  นาฬิกา เปนตนไป  โดยเลือกเฉพาะ
ดอกตูมที่จะบานในวันตอไป  โดยสังเกตจากดอกมีขนาดความยาวประมาณ 8 มิลลิเมตร  และมีสี
เหลืองชัดเจน  เปรียบเทียบวธีิการเปดดอกโดยการใชปากคีบปลายแหลมขนาดเล็กฉีก  และใช
กรรไกรตัดครึง่บนของกลีบดอกออก (ภาพที่  1  ก และ  ข)  กับการเปดดอกโดยไมตัดกลีบดอก  
การกําจัดเกสรเพศผูทําโดยดงึหรือตัดอับเกสรตัวผูทั้ง  10  ออก  ตัดดอกบนกานชอดอกเดยีวกันที่
ไมไดทําการกาํจัดเกสรเพศผูทิ้งเพื่อปองกันความสับสน  ใชดายผูกปายพลาสติกขนาดเล็กผูกไวกับ
กานชอดอก (ภาพที่ 1 ค)  เพื่อเปนเครื่องหมายในการผสมพันธุตอไป 
 
การผสมพันธุ 
 
 ศึกษาผลของการผสมพันธุใน 3 ชวงเวลา คือ  ระหวาง 2:30 – 3:00 น.   4:00 – 5:00 น.  
และ  7:30 – 9:00 น.  จากขอมูลที่ไดรับทําการผสมระหวางพันธุพอ – แมที่ตองการในชวงเวลาที่มี
ความเหมาะสมมากที่สุด  และทําการผสมในชวงเวลาอืน่ ๆ  เพื่อการเปรียบเทียบและยืนยันผล       
ใชความแตกตางกนัในลกัษณะของทรงตน  รูปใบ  สีของเปลือกฝกสด  สีกานใบ  และสีเยื่อหุมเมล็ด  
เปนเกณฑในการจับคูผสมระหวางพันธุ TVsu11  TVsu 870  TVsu 1061  ซ่ึงไดรับมาจากสถาบัน
การเกษตรเขตรอนนานาชาต ิ(IITA) ประเทศไนจีเรีย  และพันธุพื้นเมอืงทุงยางแดง  เพื่อใชลักษณะ
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เหลานี้เปนเครื่องหมายบงชี้ถึงผลของการผสมพันธุที่เกิดขึ้นในรุนลูก (ตารางที่ 1)   ทําการผสมพันธุ
โดยการนําเกสรตัวผูไปปายลงบนยอดเกสรตัวเมีย (ภาพที่ 1 ง)  ซ่ึงเกสรตัวผูที่ใชไดมาจากตนพอที่
เก็บในชวงของเวลาการผสมนั้น  แลวบนัทกึวันและเวลาทําการผสมลงบนปายพลาสติกที่ผูกติดไว
ในขั้นตอนการกําจัดเกสรตัวผู 
 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 1   วิธีการกําจัดเกสรตัวผูและการผสมพันธุ    (ก) ใชปากคีบแยกครึ่งบนของกลีบดอกออก
จากกนั    (ข) ใชกรรไกรขนาดเล็กตักกลีบดอกครึ่งบนทิง้  และตัดหรือดึงอับเกสรตัวผู
ออกจนหมด     (ค) ใชดายผูกปายพลาสตกิขนาดเล็กคลองดอกที่ทําการกําจัดเกสรตัวผู
เรียบรอยแลวเพื่อเปนเครื่องหมายในการผสมเกสรตอไป    (ง) เมื่อถึงเวลาผสมพันธุใช
ปากคีบนําละอองเกสรตัวผูจากพันธุที่ตองการมาปายลงบนยอดเกสรตัวเมีย 
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ตารางที่ 1  ความแตกตางของลักษณะระหวางพันธุถ่ัวหร่ังที่ใชเปนพันธุพอ-แมในการผสมพันธุ 
 

 พันธุ รูปทรงใบ ความยาวกานใบ (ซม.) สีกานใบ สีเปลือกฝกสด สีเยื่อหุมเมล็ด 

 (mean ± SE) 

TVsu 11 ใบหอก ส้ัน เขียว ขาว แดง 

  (14.25±0.41) 

TVsu 1061 ใบหอก ยาว เขียว มวงแดง เหลืองครีม 

  (20.27±0.99)   ตาเมล็ดเปนรูปผีเสื้อ 

TVsu 870 ใบหอก ยาว มวงแดง มวงแดง แดงเขม 

  (18.25±0.55) 

พื้นเมือง ผอมยาว ยาว เขียว ขาว เหลืองครีมและมีจุดประ 

ทุงยางแดง  (17.44±0.85)   สีน้ําตาลเขมขนาดเล็ก 

 
การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมและการสรางประชากรลูกชั่วท่ี 2 

 
 นําเมล็ดที่ไดจากการผสมพันธุ  มาปลูกศึกษาลักษณะของตน F1  ปลอยใหเกิดการผสม
ตัวเองไดเมล็ดรุน F2  นําเมล็ดไปปลูกเปน F2 family  บันทึกขอมูลลักษณะตาง ๆ เปนรายตน  ปลอย
ใหตน F2 เกิดการผสมตัวเองไดเมล็ดรุน F3   เลือกตนที่ใหเมล็ด F3 ไดมากกวา  10  เมล็ดไปปลูก
เปน F3 family  เพื่อติดตามการกระจายตัวของลักษณะทีส่นใจในรุน F3    โดยการปลูกปฏิบัติตาม
คําแนะนําในการปลูกถ่ัวหร่ังของสถาบันวิจัยพืชไร  กรมวิชาการเกษตร (Suwanprasert and 
Sinsawat, 2001)  ประเมินความดีเดนของลกูผสมเหนือคาเฉลี่ยของพอแม (heterosis) และเหนือ
คาเฉลี่ยของพอหรือแมที่มีคามากกวา (heterobeltiosis) ดวยวิธีการ t-test (Xin et al., 2003)  และ
ทดสอบสัดสวนการกระจายตัวของลักษณะคุณภาพในลูกรุน F2 และ F3  กับสัดสวนการกระจายตวั
ตามกฎการถายทอดลักษณะของ Mendel ดวยวิธีการ Chi-square (χ2) goodness-of-fit test (Mather, 
1951) 
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การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร 
 
 เก็บใบออนระยะทีแ่ผนใบเริม่กางของถั่วหร่ังพันธุพอแมคือ  TVsu 11 และ TVsu 1061  
และจากแตละตนของประชากรรุน F2 เพื่อสกัดดีเอ็นเอสําหรับใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอาร 
(polymerase chain reaction)  ในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชือ่มโยงกับลักษณะสีเปลือกฝก
และสีเยื่อหุมเมล็ด   ดวยการทํา bulk  segregant  analysis  ตามวิธีการของ  Michelmore et al. 
(1991)  โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร ไอเอสเอสอาร และเอเอฟแอลพ ี แลวใชเครื่องหมาย
โมเลกุลที่สามารถแยกความแตกตางระหวางกลุมดีเอ็นเอของลักษณะทีแ่ตกตางกัน  ทาํปฏิกิริยา
ตรวจหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอในประชากร F2 สําหรับการวิเคราะห linkage group และ
ระบุตําแหนงของยีนควบคมุลักษณะที่สนใจ 
 
การสกัดดีเอ็นเอ 
 

เลือกใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ไมตองใช phenol และ chloroform ซ่ึงเปนสารอินทรียตัวทํา
ละลายที่เปนอนัตราย  เปนวธีิการที่ประยุกตจากวิธีการของ Dellaporta et al. (1983)                    
โดย Dr. Nevin Young แหง University of Minnesota (Lambrides, 1996) มีขั้นตอนดงันี้ 
 
 บดใบออนสดในไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด  ตกัใส Falcon tube ขนาด 50 มล. ที่มี 
extraction buffer (100 mM Tris HCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 500 mM Nacl, 1.25 % SDS, 0.38 % 
Sodium bisulphite)  ซ่ึงอุนไวกอนที่อุณหภูมิ  65 ๐ซ. จํานวน  16  มล. ปดฝาแลวเขยาใหเขากนัดี   
นําไปบมในอางน้ําอุนอุณหภูมิ  65 ๐ซ. เปนเวลา 10-15 นาที  พลิกกลบัหลอดเบา ๆ 2-3  คร้ังเพื่อ
ไมใหช้ินสวนของใบพืชตกตะกอนทกุ  5  นาที  เติม  5M KOAc  6  มล.  ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดเบา ๆ แลวแชในน้ําแข็ง  30 – 60  นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  3,000  รอบตอนาที   
เปนเวลา  10  นาที  เทสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม   โดยกรองเศษชิ้นสวนพืชดวยผากรอง 
mira cloth ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol จํานวน  0.6  เทาโดยปริมาตร  ผสมใหเขากันดีโดย
การกลับหลอดเบา ๆ วางไวบนน้ําแข็ง  5  นาที  เพื่อใหดเีอ็นเอเกาะตวักันเปนกลุม  ตักดีเอ็นเอดวย
ขอเกี่ยว หรือปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  3,000  รอบตอนาทีนาน  5 – 8  นาที  ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ได
ดวย  70 % ethanol  2 คร้ัง  ยายตะกอนดีเอน็เอ  ใสหลอด microcentrifuge  1.5  มล.  ผ่ึงใหแหงแลว
ละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer 
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AFLP protocal 
 
 วิเคราะหเอเอฟแอลพีตามวธีิการของ Vos et al. (1995) โดยปรับความเขมขนของดีเอ็นเอ 
จากแตละตัวอยางจนไดความเขมขน 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร   แลวทําตามขั้นตอนดังนี ้ 
 
 การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ :  นําจีโนมคิดีเอ็นเอ  120  นาโนกรัมมาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ EcoRI และ MseI พรอมกัน  โดยบมสวนผสมไวที่อุณหภูม ิ37 ๐ซ. ทิ้งไวขามคืน               
ซ่ึงสวนผสมในการทําปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 12 ไมโครลิตร 
 Buffer A (Roche) (10x) 2 ไมโครลิตร 
 เอนไซม EcoRI (12 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 เอนไซม MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 4 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร 
 
 การตอเชื่อมดีเอ็นเอที่ตัดไดเขากับ adapter :  ตอเชื่อมชิ้นสวนดีเอ็นเอสั้น ๆ ที่ไดจากการตัด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะเขากบั EcoRI adapter และ MseI adapter โดยสวนผสมในการทําปฏิกิริยา
ประกอบดวย 
 
 ดีเอ็นเอที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 10 ไมโครลิตร 
 EcoRI adapter (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 MseI adapter (50 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 T4 DNA ligase (3 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 ATP (10 มลิิโมลาร) 0.6 ไมโครลิตร 
 Buffer A (Roche) (10x) 0.5 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 0.9 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 15 ไมโครลิตร 
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บมสวนผสมไวที่อุณหภูม ิ37 ๐ซ.  นาน  3  ช่ัวโมง   หลังจากนั้นจึงเจือจางสวนผสมดวยน้ํา
บริสุทธิ์ใหความเขมขนลดลง 10 เทาสําหรับใชเปนดเีอ็นเอตนแบบในการทําปฏิกิริยาในขั้นตอน 
พีซีอาร I ตอไป 
 

การทํา preselective amplification (PCR I) :  เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอเฉพาะสวนที่
ตองการ  โดยใช EcoRI-primer และ MseI-primer ที่ตออยูกับเบสคัดเลอืก  1  เบส (E-N, M-N)   
โดยมีสวนผสมในการทําปฏกิิริยาพีซีอาร  ดังนี ้
 
 ดีเอ็นเอที่ไดจากการตอเชื่อมดวย adapter เจือจาง 10 เทา 2 ไมโครลิตร 
 E-N primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 M-N primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 1 mM  dNTP (Pomega) 2 ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer 1 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 3.2 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 
 
สภาวะทีใ่ชกบัเครื่องพีซีอาร  รุน PTC 100 programmable thermal controller (MJ Research Inc., USA)  
มีดังนี ้
 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 15   วินาท ี
 อุณหภูมิ 60 ๐ซ. นาน 30   วินาท ี ทํา  28  รอบ 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 60   วินาท ี
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน  2      นาที 
 

การทํา selective amplification (PCR II) :  เพื่อเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเฉพาะสวนที่
ตองการโดยใชจํานวนเบสคัดเลือกเพิ่มขึ้นเปน  2 – 3  เบส  โดยการนําดีเอ็นเอที่ผานการทําพีซีอาร I  
มาเจือจางดวยน้ําบริสุทธิ์ใหมีความเขมขนลดลง  10  เทามาใชเปนดเีอน็เอตนแบบ  โดยมีสวนผสม
และสภาวะการทํางานของเครื่องพีซีอาร  ดังนี้ 
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สวนผสมในปฏิกิริยา 
 
 ดีเอ็นเอที่ผานการทําพีซีอาร I เจือจาง  10  เทา 2 ไมโครลิตร 
 E-NN หรือ E-NNN primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 M-NN หรือ M-NNN primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 1 mM dNTPs (Pomega) 2 ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer 1 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 3.2 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 
 
สภาวะเครื่องพีซีอาร 
 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 10   วินาท ี
 อุณหภูมิ 65 ๐ซ. นาน 30   วินาที  ลดอุณหภูมิลง 
  รอบละ  0.7 ๐ซ.  จนถึง  56 ๐ซ. 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 60   วินาท ี
 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 10   วินาท ี
 อุณหภูมิ 56 ๐ซ. นาน 30   วินาท ี ทํา  25  รอบ 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 60   วินาท ี
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 2     นาที 
 
 เมื่อเสร็จสิ้นการทําปฏิกิริยาเติม sequencing dye (10 mM EDTA  pH 8.0,  98% 
formamide,  0.025% bromophenol blue,  0.025% xylene cyanol) จํานวน 0.5 เทา  โดยปริมาตรลง
ในแตละตัวอยาง  แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณไดดวยวิธีการ denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis  ใน 1x TBE buffer (100 mM Tris-HCL pH 8.0,  100 mM Boric acid,  2 mM 
EDTA)  ใชความเขมขนของ acrylamide 4.5%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูมิ 55 ๐ซ.  นาน  1  
ช่ัวโมง  30 นาที   และ ยอมแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining 
 

ทํา  13  รอบ 
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ISSR protocal 
 
 การวิเคราะหไอเอสเอสอารดําเนินการตามวิธีการของ Zietkiewicz et al. (1994) โดยมี
สวนผสมในปฏิกิริยาและสภาวะเครื่องพีซีอาร  ดังนี้ 
 
สวนผสมในปฏิกิริยา 
  
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 2     ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer with (NH4)2SO4 2     ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 2     ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.2  ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP (Pomega) 0.2  ไมโครลิตร 
 ISSR primer (ความเขมขน 10 μM) 1     ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 12.6  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20     ไมโครลิตร 
 
สภาวะทีใ่ชกบัเครื่องพีซีอาร รุน PTC 100 programmable thermal controller (MJ Research Inc., 
USA)  มีดังนี ้
 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 2       นาที 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 15   วินาท ี
 อุณหภูมิ 58 ๐ซ. นาน 15    วินาท ี ทํา  34  รอบ 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 60    วินาท ี
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 5        นาที 
 
 เมื่อทําปฏิกิริยาเสร็จสิ้น  แบงสวนผสมที่ไดจากการทําปฏิกิริยาสวนหนึ่งเติม loading dye 
ปริมาตร 1 เทาตัว   ตรวจสอบความแตกตางในเบื้องตนของแถบดีเอ็นเอที่ได  โดยการทํา 
electrophoresis บน agarose gel 2% ใชความตางศักยไฟฟา  100  โวลท นาน  50  นาท ี และยอมเจล
ดวย ethidium bromide  แลวจึงตรวจสอบหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยละเอียดดวยวิธีการ 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  โดยเติม sequencing dye  2  เทาตัว ใชความเขมขน 
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ของ acrylamide 6%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูม ิ 55 ๐ซ. นาน  1  ช่ัวโมง  45  นาที  ยอมแถบดี
เอ็นเอดวยวิธี  silver staining 
 
SSR protocal 
 
 วิเคราะหหาเครื่องหมายเอสเอสอารโดยใชสวนผสมในการทําปฏิกิริยาและสภาวะของ
เครื่องพีซีอาร  รุน PTC 100 programmable thermal controller (MJ Research Inc., USA)  ดังนี ้
 
สวนผสมในปฏิกิริยา 
 
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 4     ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 2.4  ไมโครลิตร 
 1 mM dNTPs (Pomega) 5     ไมโครลิตร 
 Forverse primer (10  μM) 1     ไมโครลิตร 
 Reverse primer (10  μM) 1     ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer with (NH4)2SO4 2     ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.4  ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 4.2  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20     ไมโครลิตร 
 
สภาวะเครื่องพีซีอาร  ใชสภาวะตางกัน  2  แบบ  ขึ้นกับความเหมาะสมของแตละคูไพรเมอร 
 

1.  แบบมีการลดหาอุณหภูม ิannealing ที่เหมาะสม (touchdown) 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 2   นาที 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 1   นาที 
 อุณหภูมิ 64 ๐ซ. นาน 30   วินาที  ลดอุณหภูมิลง 
  รอบละ  0.5 ๐ซ.  จนถึง 55 ๐ซ. 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 1   นาที 
 
 
 

ทํา  18  รอบ 
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 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 1   นาที 
 อุณหภูมิ 55 ๐ซ. นาน 1   นาที ทํา  30  รอบ 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 1   นาที 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 10   นาที 
 
 2.  แบบอุณหภูมิ annealing คงที่ตามความเหมาะสมกับแตละไพรเมอร 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 2   นาที 
 อุณหภูมิ 94 ๐ซ. นาน 1   นาที 
 อุณหภูมิ 40 ๐ซ. – 60 ๐ซ. นาน 1   นาที ทํา  34  รอบ 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 2   นาที 
 อุณหภูมิ 72 ๐ซ. นาน 7   นาที 
 

เมื่อทําปฏิกิริยาเสร็จสิ้น  ตรวจสอบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอดวยวิธีการ denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis   นําสวนผสมที่ไดเตมิดวย sequencing dye 1 เทาตัว ใชความ
เขมขนของ acrylamide 6%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูม ิ55 ๐ซ. นาน  1  ช่ัวโมง  30  นาที  ยอม
แถบดีเอ็นเอดวยวิธี  silver staining 
 
การยอมแผนกระจกเจลดวยวิธีการ  silver  staining 
 
 เพื่อใหแถบดีเอ็นเอที่ผานการแยกขนาดโดยการทํา electrophoresis สามารถปรากฏใหเห็น
ได  ดวยการนาํแผนกระจกเจลมาแชในสารละลายกรดอะซิติก  10%  และเขยานาน  30  นาที  เพื่อ
กําจัดยูเรียซ่ึงเปนสวนผสมใน polycrylamide gel ออก  แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น (หรือน้ํา deionize) 
คร้ังละ  2  นาที  3  คร้ัง  ยอมดวยสารละลาย silver  nitrate (1% silver nitrate,  0.56% formadehyde) 
นาน  30  นาท ี  ลาง silver  nitrate ที่เปนสวนเกินทิ้งดวยน้ํากลั่นประมาณ  3 – 5  วินาที    เติม 
developer (30% sodium carbonate, 0.1% sodium thiosulphate, 0.56% formadehyde) โดยเขยาชา ๆ 
จนแถบดีเอน็เอปรากฏชัด  หยุดปฏิกิริยาดวยกรดอะซิติก  10%  นานประมาณ  1  นาที  ลางกระจก
เจลดวยการเขยาในน้ํากลั่นนาน  5  นาที  ยกไปวางผึ่งใหแหงสําหรับอานผลตอไป 
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การใหคะแนนแถบดีเอ็นเอ 
 
 ใหคะแนน  “1”  เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอ   และใหคะแนน  “0”  เมื่อไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ในพันธุพอแมและระหวางกลุมของดีเอ็นเอที่ทําการเปรียบเทียบ    สวนในประชากร F2 ให
สัญลักษณ  “A”  เมื่อการมีหรือไมมีแถบดีเอ็นเอเหมือนแม    ใหสัญลักษณ  “B”  เมื่อการมีหรือไมมี
แถบดีเอ็นเอเหมือนพอ  และใหสัญลักษณ  “H”  เมื่อมีแถบดีเอ็นเอของทั้งพอและแม 
 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายโมเลกุล  วิเคราะหความเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร  และการระบุ
ตําแหนงยีน 
 
 นําขอมูลสัดสวนของการปรากฏหรือไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอไปวิเคราะหตามวิธีการ  
Chi – square  เพื่อหาความสอดคลองระหวางสัดสวนของคาคาดหมายกบัคาจริงที่ได  โดยเทียบกับ
สัดสวน  3:1  เมื่อเปน dominant marker และ 1:2:1 เมื่อเปน co-dominant marker  หากเครื่องหมาย
โมเลกุลใดมีการกระจายตัวที่ไมสอดคลองกับสัดสวนทีค่าดหมายก็จะไมนําไปใชในการวิเคราะห
เพื่อจัดกลุมเปน  linkage group   การสราง  linkage group ทําโดยใชโปรแกรม MAPMAKEK/EXP 
3.0b  (Lander et al., 1987)  ที่คา  LOD score ไมต่ํากวา  3.0  และคา  maximum distance นอยกวา  
50  cM  แลวทาํการจัดลําดับเครื่องหมายโมเลกุลในแตละ  linkage group  และสรางแผนที่มีหนวย
เปน  centi – morgan (cM)  โดยใช  Kosambi (1944)  mapping function 
 

หาความเชื่อมโยงระหวางเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด
ของถ่ัวหร่ัง  โดยการวิเคราะห single regression ระหวางแตละเครื่องหมายโมเลกุลบน lingkage 
group กับลักษณะที่สนใจ  หากเครื่องหมายโมเลกุลใดแสดงนัยสําคัญทางสถิติแสดงวามีความ
เชื่อมโยงกับพนัธุกรรมที่ควบคุมลักษณะนั้น  และวิเคราะห multiple regression เพื่อตรวจสอบ
ความสัมพันธระหวางกลุมเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะแสดงออกที่สนใจ  โดยใชโปรแกรม  
STATGRAPHICS  PLUS 3.0  ในการวิเคราะหทั้ง  2  ขั้นตอน 
 

ระบุตําแหนงของยีนดวยการวิเคราะห QTL  โดยใชโปรแกรม MQTL (Tinker and Mather, 
1995) ใชคา  SIM (simple  interval mapping)  และ  sCIM (simple composite interval mapping)  
มาตรฐาน   เทยีบกับคา  SIM  และ  sCIM  ที่คํานวณจากระยะทางของเครื่องหมายโมเลกุลแตละ
เครื่องหมาย   กําหนดใหคํานวณโดยสุม  1,000  รอบ  ใช walk speed 3 cM  และกําหนด type I 
error  5% 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 
 ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา   สํานักวิจยัและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 8   อ.หาดใหญ   จ.สงขลา 
 

เรือนปลูกพืชทดลอง   ภาควิชาพืชไรนา   คณะเกษตร กาํแพงแสน   
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   วิทยาเขตกําแพงแสน   อ.กําแพงแสน   จ.นครปฐม 
 

ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร   มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร   วิทยาเขตกาํแพงแสน            
อ.กําแพงแสน   จ.นครปฐม 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 เร่ิมดําเนินการตั้งแตเดือนตุลาคม  2543   ถึง  เดือนมีนาคม  2548 
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ผลการทดลอง 
 

การหาเทคนิคท่ีเหมาะสมสําหรับการผสมพันธุ 
 
การกําจัดเกสรตัวผู 
 
 การกําจัดเกสรตัวผูสามารถดําเนินการไดในตอนบายหลัง  15:00  น.  ซ่ึงอุณหภูมิอากาศลด
ต่ําลงพอสมควรจากจุดที่อุณหภูมิกลางวนัสูงสุดในเวลาประมาณ  14:00  น.   โดยสามารถทําการ
กําจัดเกสรตัวผูไปไดจนถึงเวลาประมาณ  22:00  น.   หลังจากเวลานี้พบวาการสัมผัสหรือ
กระทบกระเทือนสามารถทําใหอับละอองเกสรตัวผูแตกแลวปลอยละอองเกสรออกมาไดงาย  ซ่ึงจะ
ทําใหเกิดการผสมตัวเองหรอืเกิดความผดิพลาดในการผสมพันธุไดงาย  และพบวาวธีิการเปดกลีบ
ดอกโดยการตดักลีบดอกครึง่บนทิ้งไมทําใหความสามารถในการรับการผสมพันธุเปลี่ยนไป        
ซ่ึงเห็นไดจากดอกที่ถูกตัดกลีบดอกครึ่งบนทิ้งยังสามารถเกิดการผสมตัวเองจนติดเมล็ดได 
 
การผสมขามพันธุ 
 
 ผลจากการผสมขามพันธุในชวงเวลา  7:30 – 9:00  น.  ซ่ึงเปนชวงเวลาที่ครอบคลุมชวงการ
บานของดอกถั่วหร่ังที่จะเริ่มบานประมาณเวลา  8:00 – 8:30  น.  ตามขอเสนอแนะของ Doku and 
Karikari (1971)  พบวาไมสามารถผสมติดไดเลย (ตารางที่ 2)  จึงไดทําการติดตามพฤติกรรมการ
แตกของอับเกสรตัวผู  พบวาอับเกสรตัวผูของถ่ัวหร่ังพันธุตาง ๆ  ในการทดลองนี้จะเริ่มมีการแตก
เพื่อปลดปลอยละอองเกสรตั้งแตประมาณเวลา  2:30 – 3:00  น.  จึงไดทดลองผสมที่ชวงเวลานี้   
และชวงระยะเวลาที่หางออกไป คือ  4:00 – 5:00  น.  พบวาสามารถผสมติดถึง 42 ดอกจากการผสม
ทั้งหมด 51 ดอกเมื่อผสมในชวงเวลาเดียวกบัที่เกสรตัวผูเร่ิมถูกปลดปลอยออกจากอับละอองเกสร   
การผสมในชวงเวลาถดัออกไป  พบการผสมติดเพียง 2 ดอกจากกการผสมทั้งหมด 32 ดอก (ตารางที ่2) 
 
 เพื่อใหไดเมลด็ลูกผสมระหวางคูผสมที่จะสามารถศึกษาการถายทอดลักษณะเปนจํานวน
มากพอ  จึงไดทําการผสมระหวางคูผสมตาง ๆ ที่ตองการ  โดยเนนการผสมในชวงเวลา  1  ช่ัวโมง
หลังจากอับเกสรตัวผูเร่ิมแตก  คือ ระหวาง  2:30 – 3:30  น.  และทําการผสมหลังชวงเวลาดังกลาว
เพื่อเปนการยนืยันชวงเวลาการผสมที่เหมาะสมดวย  พบวาในการผสม  472  ดอกระหวาง  2:30 – 
3:30  น.  สามารถผสมติดได  220  ดอก  คิดเปน  46.6 %  และสามารถพัฒนาจนเปนฝกที่สมบูรณ
จํานวน  20  ฝก  คิดเปน  4.2 %   สวนการผสมในชวงหลังจาก  3:30  น. ไปจนถึง  9:30  น.  จํานวน
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199  ดอก สามารถผสมติด  70  ดอก  คิดเปน  35.2 %  โดยที่สามารถพัฒนาจนเปนฝกที่สมบูรณได
เพียง  3  ฝก คดิเปน  1.5 %   ซ่ึง 3 ฝกดังกลาวไดจากการผสมที่  3:45  น. 2  ฝก และ  4:00 น. 1  ฝก 
(ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 2  ชวงเวลาการผสม  จํานวนการผสม  จํานวนทีผ่สมติด  และจํานวนฝกสมบูรณเมื่อผสม

ขามระหวางถัว่หร่ังพันธุ TVsu 922 กับ TVsu 688 และ TVsu 922 x พื้นเมืองทุงยางแดง
ในเดือนพฤษภาคม 2544  ที่ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา 

 

 เวลาผสม จํานวนการผสม จํานวนที่ผสมติด1/ จํานวนฝกสมบูรณ 
 (ดอก) (ดอก) (ฝก) 

 2:30 – 3:00 น. 51 42 4 

 4:00 – 5:00 น. 32 2 0 

 7:30 – 9:00 น. 143 0 0 

 
1/   ไมมีการหลุดรวงภายใน 5 วันหลังการผสม 
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ตารางที่ 3  ชวงเวลาการผสม  จํานวนการผสม  จํานวนทีผ่สมติด  และจํานวนฝกสมบูรณเมื่อผสม
ขามระหวางถัว่หร่ังพันธุ TVsu 11  กับ TVsu 1061   TVsu 1061 x TVsu 870  และ 
TVsu 870 x พื้นเมืองทุงยางแดง ในเดือนธนัวาคม 2544  ถึงเดือนมกราคม  2545           
ที่ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา 

 

 เวลาผสม 

 2:30 – 3:30 น. 3:31 – 9:00 น. 

 จํานวนการผสม (ดอก) 472  199  

 จํานวนที่ผสมติด1/ (ดอก) 220 (46.6 %) 70 (35.2 %) 

 จํานวนฝกสมบูรณ (ฝก) 20 (4.2 %) 32/ (1.5 %) 

 
1/   ไมมีการหลุดรวงภายใน 5 วันหลังการผสม 
2/   2  ฝกไดจากการผสมที่ 3:45 น.  และ  1  ฝกจากการผสมที่ 4:00 น. 
 

การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมและการสรางประชากรลูกชั่วท่ี 2 
 
ลักษณะที่พบในลูกชั่วท่ี 1 
 
 เมื่อนําเมล็ด F1 ที่ไดมาปลูกศกึษาลักษณะทีแ่สดงออกในลูกชั่วที่ 1  พบวาลักษณะกานใบ
ส้ันจะถูกขมโดยกานใบยาว  ซ่ึงพบไดในคูผสม  TVsu 11 x TVsu 1061   ลักษณะกานใบสีมวงแดง
จะขมกานใบสเีขียวพบไดในคูผสม  TVsu 1061 x TVsu 870  และ TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง   
การผสมระหวางพันธุที่มีรูปทรงของใบแบบรูปใบหอกกบัรูปใบแบบผอมยาวในคูผสม TVsu 870 
x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง  ไดรูปทรงใบเปนรูปใบหอกทีม่ีลักษณะผอมซึ่งเปนลักษณะกึ่งกลาง
ระหวางลกัษณะทั้งสอง  ลักษณะสีเปลือกฝกสดของลูกผสมระหวางพันธุที่เปลือกฝกสีมวงแดงกบั
เปลือกฝกสีขาว พบวามีลักษณะการแสดงออกที่ตางกันในตางคูผสม คือ มีสีมวงออนในคูผสม 
TVsu 11 x TVsu 1061  แตจะมีสีมวงแดงในคูผสม TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง   ลักษณะ
สีเยื่อหุมเมล็ดพบวาเยื่อหุมเมล็ดสีเหลืองครีมถูกขมโดยลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดง  พบไดในคูผสม 
TVsu 11 x TVsu 1061 และ TVsu 1061 x TVsu 870   แตในการผสมระหวางพันธุ TVsu 870        
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ซ่ึงเยื่อหุมเมลด็สีแดงกับพันธุพื้นเมืองทุงยางแดงที่มีเยื่อหุมเมล็ดสีเหลืองครีมและมีลายจุดประสี
น้ําตาลขนาดเล็ก  ไดลักษณะใหมเกิดขึน้คอื  มีเยื่อหุมเมล็ดสีมวงเขมจนเกือบดํา (ตารางที่ 4) 
 
 ความดีเดนของลูกผสม     เมื่อวัดขอมูลลักษณะปริมาณบางลักษณะของลูกผสม
เปรียบเทียบกบัของพันธุพอแม (ตารางที่ 5)  ทําใหสามารถวัดความดีเดนของลูกผสมเหนือคาเฉลี่ย
ของพอแม (heterosis)  และเหนือคาเฉลี่ยของพอแมที่เหนือกวา (heterobeltiosis)  ไดในคูผสม
ระหวางพันธุ TVsu 11  x  TVsu 1061  และ  TVsu 1061 x TVsu 870  คือ 
 
 ความยาวกานใบ     พบมี heterosis ของความยาวกานใบในคูผสม TVsu 1061 x TVsu 870 
โดยมีคาสูงกวาคาเฉลี่ยในพนัธุพอแม 11.3% ที่ระดับความเปนไปได 0.05  ใหคา heterobeltiosis 
5.8%  ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติ  สวนในคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11  ไมเกิด 
heterobeltiosis  และคา heterosis  - 6.7% ไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 

จํานวนฝกตอตน     แมจะมคีาเปอรเซ็นต  heterosis และ heterobeltiosis  22.2%  17.3%  
15.6% และ 12.8%  ในคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11 และ TVsu 1061 x TVsu 870  
ตามลําดับก็ตาม   แตคาตาง ๆ เหลานี้ไมมคีวามแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 
 ความหนาของเปลือกฝกสด     พบวาคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11 ใหคาความ
หนาของเปลือกฝกสูงขึ้นมากกวาคาเฉลี่ยของพอแมและคาเฉลี่ยฝายพอหรือแมที่มคีาสูงกวามากถึง  
39.6% และ 33.6% ตามลําดบั  ซ่ึงแตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01 ทั้งสองคา   แตใน
คูผสม TVsu 1061 x  TVsu 870 ใหคา 16.8% และ 6.5%  ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 
 ขนาดเมล็ด     ในคูผสม TVsu 1061 x TVsu 870  ใหคาเปอรเซ็นต heterosis  และ 
heterobeltiosis สูงแตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01  ทั้งความกวางและความยาวเมล็ด  
สวนในคูผสมระหวางพันธุ TVsu 1061 x TVsu 11  พบวาคาเปอรเซ็นต heterosis มีคา  31.3 และ 
24.1%  โดยแตกตางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01 สําหรับความกวางและความยาวของเมล็ด
ตามลําดับ  และคาเปอรเซ็นต  heterobeltiosis  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได  0.05  
เฉพาะลักษณะความยาวของเมล็ดเทานั้น (ตารางที่ 6) 
 


