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พันธุกรรมทีค่วบคุมลักษณะทางการเกษตรที่สําคัญในถั่วหรั่ง 
 

Genetic  Control  of  Major  Agronomic  Characters  in  Bambara  Groundnut 
 

คํานํา 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชเศรษฐกิจสําคญัชนิดหนึ่งในระบบการปลูกพืชของเกษตรกรภาคใต  โดย
เกษตรกรจะปลูกเปนพืชแซมระหวางแถวยางพาราที่ปลูกใหม  ระหวางแถวไมผล  สวนมะพราว  
และในพื้นทีว่างเปลาซึ่งเปนที่ดอนที่ดินมีความรวนซยุสูง   จุดเดนของถั่วหร่ังคือการทีส่ามารถ
เจริญเติบโตและใหผลผลิตไดดีแมในดินทรายจัดที่มีคาความเปนกรด-ดาง (pH)  และความอุดม
สมบูรณต่ํา  ซ่ึงพื้นที่ลักษณะดังกลาวมกีารนํามาใชประโยชนนอย  มักถูกทิ้งใหเปนพื้นที่รกรางอยู
เปนจํานวนมากเนื่องจากไมประสบความสําเร็จในการใชปลูกพืชชนิดอื่น ๆ  ถ่ัวหร่ังเปนพืชที่มีการ
ลงฝกใตดินเชนเดียวกับถ่ัวลิสง  แตก็ไมพบการเขาทําลายของเสี้ยนดินและการเกิดฝกที่ไมมีเมล็ด  
ในสภาพทีเ่หมาะสมถั่วหร่ังสามารถใหผลผลิตฝกสดไดสูงถึง  1,200  กิโลกรัมตอไร  จึงเปนพืชที่
ทํารายไดใหกบัเกษตรกรไดสูงมาก  องคประกอบโดยประมาณของสารอาหารในเมลด็ถ่ัวหร่ังแหง
ประกอบดวย  โปรตีน 16 - 22 %  ไขมัน 4.5 – 6.5 %  คารโบไฮเดรต 50 – 60 %  ซ่ึงเปนสัดสวนที่
นักโภชนาการถือวามีความสมดุลยที่ดีมากสําหรับการบริโภคของมนุษย (Chomchalow, 1993)       
ถ่ัวหร่ังยังเปนพืชที่มีความปลอดภัยในการบริโภคสูง  เพราะในการผลิตมีการใชสารเคมีกําจัด
ศัตรูพืชนอยมากถึงไมมีการใชเลย  และจากการนําตวัอยางผลผลิตถ่ัวหร่ังไปตรวจสอบสารพิษจาก
เชื้อราก็ไมพบสาร aflatoxin  แมจะมกีารปนเปอนของเชือ้รา Aspergillus flavus  ก็ตาม  (ชุติมันต  
และคณะ, 2537) 
 
 ในประเทศไทยถึงแมวาถ่ัวหร่ังเปนเพียงพชืสําคัญของเกษตรกรในภาคใตเทานั้น  แตจาก
การที่พืชนี้มีจดุเดนหลายประการที่นอกจากจะเปนที่นาสนใจในทางวิชาการดังกลาวแลว  เกษตรกร
ผูปลูกถ่ัวหร่ังยังตองการไดพันธุถ่ัวหร่ังทีม่ีความเหมาะสมกับสภาพการปลูกในปจจบุันมากยิ่งขึน้ 
เชน  ตองการใหอายุส้ันลง  ทนทานโรคใบไหม  และใบจุด (ศิริกุล และนันทวรรณ, 2545)  หรือมี
ลักษณะอื่น ๆ ที่ดีในการบริโภค เชน  ใหมีเปลือกเมล็ดบาง  มีความรวนกรอบในการแปรรูปเปน
ผลิตภัณฑอาหารประเภทของกินเลน  และลักษณะอื่น ๆ ที่สะดวกตอการเขตกรรม  แตการจะไดมา
ซ่ึงพันธุพืชใหมที่รวมเอาลักษณะที่พึ่งประสงคจากตางพนัธุเขาดวยกันไดนั้น  การใชวิธีการผสม
ระหวางพันธุนับเปนวิธีที่ทําไดสะดวกและนิยมกันมานานในพืชชนิดตาง ๆ   แตในถั่วหร่ังซึ่งเปน
พืชที่มีแหลงพนัธกุรรมอันหลากหลายและไดมีการเก็บรวบรวมพนัธุเอาไวมากมาย   กลับพบวา
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ความสําเร็จในการผสมพันธุพืชชนิดนีเ้พิ่งจะมีรายงานอยางเปนทางการครั้งแรกในป พ.ศ. 2546   
แตวิธีการตามที่มีการนําเสนอดังกลาวยังมจีุดออนหลายประการทําใหไมประสบความสําเร็จในการ
ผสมพันธุถ่ัวหร่ังในสภาพแวดลอมของประเทศไทย   ดังนั้น  การหาเทคนิคใหมที่มีความเหมาะสม
ในการผสมพนัธุใหสําเร็จเทานั้น  จึงจะนําไปสูการศึกษาพันธุกรรมในการถายทอดลักษณะตาง ๆ 
และการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่เหมาะสมสําหรับการติดตามยีนทีส่นใจได  ซ่ึงผลที่ไดจะเปน
องคความรูใหมเกี่ยวกับพนัธุกรรมของถั่วหร่ังที่สามารถนําไปใชประโยชนในโครงการปรับปรุง
พันธุและการศึกษาตอเนื่องในอนาคตตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการผสมขามพันธุในถ่ัวหร่ัง 
 
2. เพื่อศึกษาการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรมบางลักษณะในการผสมระหวางพันธุ  

ถ่ัวหร่ังที่มีลักษณะแตกตางกันอยางเดนชดั 
 
3. เพื่อหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะสีเปลือกฝกสดและสีเยื่อหุมเมล็ด  และ

ระบุตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว 
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การตรวจเอกสาร 
 
ขอมูลโดยทั่วไปของถั่วหรัง่ 
 

ถ่ัวหร่ัง (bambara groundnut) เปนพืชตระกลูถ่ัวสําหรับใชเมล็ดเพื่อการบริโภค   มีถ่ิน
กําเนิดและปลกูกันอยางกวางขวางในเขตรอนชื้นของทวปีอาฟริกา จึงมีช่ือเรียกในแตละทองถ่ิน
แตกตางกันมากมาย เชน  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)  
แมในประเทศไทยเองก็มีช่ือเรียกถ่ัวหร่ังอกีหลายช่ือ  ทั้ง ๆ ที่ถ่ัวหร่ังมีปลูกอยูเฉพาะในพื้นทีภ่าคใต
ตั้งแตจังหวัดสรุาษฎรธานีไปจนถึงจังหวัดนราธิวาสเทานั้น  เชน ถ่ัวเมด็เดียว  ถ่ัวไทร  ถ่ัวโบ        
ถ่ัวปนหยี  และกาแจโป  เปนตน  การที่ใชช่ือถ่ัวหร่ังเปนหลัก  เนื่องจากในแหลงปลูกสวนใหญ
นิยมเรียก “ถ่ัวหร่ัง”  และชื่อนี้ก็ใชเปนชื่อหลักในสารานกุรมวัฒนธรรมภาคใต (เทอด, 2529) 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืช diploid คือ มีโครโมโซม 2 ชุด โดยมีจํานวน 2n =  22 โครโมโซม   
(Frahm-Leliveld, 1953)    Goli (1997)  นําเสนอขอมูลจากการรวบรวมวา  ถ่ัวหร่ังไดรับการจัด
จําแนกใหอยูใน Family Leguminosae   subfamily Papilionoideae  มีการบันทึกเกีย่วกบัถ่ัวหร่ังเปน
คร้ังแรกในศตวรรษที่ 17 ในชื่อวา “mandubi d' Angola”  ซ่ึง Linnaeus  ไดจัดจําแนกและตั้งชื่อ
วิทยาศาสตรถ่ัวหร่ังไวเปนครั้งแรกในหนังสือ Species Plantarum โดยใหช่ือวา Glycine subterrnea   
ตอมา Du Petit-Thouars พบพืชชนิดนี้ที ่Madagascar ในชื่อทองถ่ิน “Voanjo” ซ่ึงคือ “Voandzou” 
เมื่อเขียนเปนภาษาฝรั่งเศส   จึงไดใหช่ือวทิยาศาสตรเปน Voandzeia subterranea (L.) Thouars.   
ซ่ึงไดใชช่ือนีก้ันมานานรวมศตวรรษ   การศึกษาทางพฤษศาสตรในระยะตอมาโดยไดพบความ
คลายคลึงกันในหลายลักษณะระหวางถั่วหร่ังกับพืชอ่ืนใน genus Vigna  และมีการศกึษายนืยนัโดย 
Verdcourt (1980)    จึงไดมกีารใหช่ือใหมเปน Vigna subterranea (L.) Verdc.   ถ่ัวหร่ังยังไดรับการ
จัดแยกออกเปน  2  กลุมพันธุทางพฤษศาสตร คือ Vigna subterranea var. spontanea สําหรับ    
ถ่ัวหร่ังพันธุปา  และ  Vigna subterranea var. subterranea สําหรับถ่ัวหร่ังพนัธุปลูก (Linnemann, 
1987) 
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มีการศึกษาเรือ่งถ่ินกําเนิดของถั่วหร่ังมานานพอสมควร (Dalziel, 1937 ; Hepper, 1963 ; 
Begemann, 1986)  ทั้งหมดมขีอสรุปเดียวกนัวาพืชนี้มีถ่ินกําเนิดอยูในทวีปอาฟริกา  และช่ือสามัญ 
“Bambara groundnut” มาจากชื่อของชนเผา Bambara ซ่ึงอาศัยอยูในประเทศมาลี  แตไมมีการพบ
พันธุปาในประเทศมาลี  ตอมาไดมีการพบการกระจายของพันธุปาในบริเวณจังหวัด North Yola 
ของประเทศไนจเีรียโดย Dalziel   และมกีารพบอกีโดย Ledermann ในบริเวณตอนเหนอืของประเทศ
คาเมรนู  มีการคนพบยืนยันอกีโดย Hepper ในป 1957   ดงันั้นขอสรุปลาสุดเกีย่วกับแหลงกําเนิดของ
ถ่ัวหร่ังจึงเชื่อวาอยูระหวางบริเวณ  Jos Plateau ในประเทศไนจีเรีย กับ Garoua ทางตอนเหนือของ
ประเทศคาเมรนู (Goli, 1977)   ในปจจุบันมีการปลูกถ่ัวหร่ังกันกวางขวางทั่วเขตรอนชื้นของทวีป
อาฟริกา และมีการปลูกใน Madagascar  Mauritius  อินเดีย  ศรีลังกา  อินโดนีเซีย  ฟลิปปนส  
มาเลเซีย  รัฐไอโอวาของสหรัฐอเมริกา  New Caledonia  ตอนเหนือของออสเตรเลีย  บริเวณเขต
รอนชื้นของอเมริกากลาง  ประเทศสุรีนัม  และบราซิล (Duke et al., 1977) 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชลมลุกที่มีลําตนทอดเลื้อยอยูบนผิวดิน  มีระบบรากเปนรากแกว  และมรีาก
ตามขอในบางพันธุ  รากมีปมที่เกิดจากการอยูรวมกันกับเชือ้ไรโซเบียมที่มีความจําเพาะเจาะจงกับ  
ถ่ัวหร่ัง   ความแตกตางของความยาวระหวางขอเปนผลใหสามารถจัดถ่ัวหร่ังออกได 3 กลุมตาม
ลักษณะทรงพุม คือ  bunched, intermediate (semi-bunched) และ spreading type ซ่ึงเห็นไดชัดเจน
จากลักษณะทีก่านใบชใูบขึน้มาเหนือบริเวณโคนตน  พนัธุปลูกโดยทัว่ไปซึ่งเปนพวก bunched type  
จะเริ่มการแตกกิ่งจากตนหลักหลังงอกประมาณ  1  สัปดาห โดยจํานวนกิ่งอาจมีมากไดถึง  20   กิง่  
ระยะระหวางขอ (internode) จะสั้นบริเวณใกลกับโคนตน  และจะยาวมากขึ้นเมื่อหางออกไป 
 
 ใบเปนใบประกอบ  3  ใบ (trifoliate) มีกานใบยาวชูแผนใบขึ้นมา  โดยกานใบมีลักษณะ
เปนรอง  ใบยอยตรงกลาง (terminal leaflet)  มีหใูบ  2  ดาน  สวนใบยอยดานขางจะมหีูใบเพยีงขาง
เดียว  รูปรางของใบยอยสวนใหญเปนแบบ lanceolate ยาว  2.5 – 7.5  เซนติเมตร  และกวาง
ประมาณ  0.8 – 3.0 เซนติเมตร และใบยอยตรงกลางจะมีขนาดใหญกวาใบยอยดานขาง 
 
 ชอดอกเปนแบบ  raceame ประกอบดวย  1 – 3  ดอกยอย   เปนดอกแบบ papilionaceous  
แตสวนใหญจะพบมี  2  ดอกยอย  และมกีารผสมตัวเอง   การผสมขามพบในกลุม spreading type 
(Doku and Karikari, 1970)  ดอกทีไ่ดรับการผสมจะถกูฝงลงไปในดนิโดยการยืดตัวของกานชอดอก 
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 ฝกมีลักษณะกลมผิวเรียบหรือมีลักษณะยนในบางพันธุเมือ่แกจดั  โดยทัว่ไปแลวในแตละ
ฝกจะมีเพียง  1  เมล็ด แตก็พบฝกที่มี  2  เมล็ดไดบางเชนกัน  สีของเยื่อหุมเมล็ดมีแตกตางกันหลายสี 
เชน  ขาว  ครีม  แดง  มวง  น้ําตาล  ดํา  และมีลักษณะลายที่มีสีและรูปแบบที่แตกตางกันมากมาย 
 

ถ่ัวหร่ังเปนพืชที่มีการงอกโดยชสูวนยอดขึน้มา  ในขณะที่เมล็ดซึ่งเปนสวนสะสมอาหาร
สําหรับใหตนออนใชในระยะแรกยังคงอยูใตผิวดนิ (hypogeal germination) โดยทั่วไปใชเวลาใน
การงอกประมาณ  7 – 15  วัน  เมล็ดพันธุถ่ัวหร่ังที่ลดความชื้นจนเหลอืประมาณ  11  เปอรเซ็นต 
สามารถเก็บรักษาไวไดในสภาพอุณหภูมหิองนาน  12  เดือนโดยความงอกไมเปลี่ยนแปลง  แตเมือ่
การเก็บรักษานานขึ้นกวานี้  เมล็ดจะเริ่มเสือ่มความงอกลงตามลําดับ โดยจะเริ่มเหน็ชัดเจนเมื่อเก็บ
รักษาเมล็ดพนัธุไวถึง  18  เดอืน  ซ่ึงจะพบวาปริมาณ auxin ในเมล็ดจะลดลง   และปริมาณสาร
ยับยั้งการเจริญเติบโตจะเริ่มเพิ่มมากขึ้นหลังการเก็บรักษาไวนานกวา  12  เดือน (Linnemann, 1987) 
 

การออกดอกของถั่วหร่ังจะเริ่มที่อายุประมาณ 30 ถึง 55 วนัหลังปลูก และจะออกดอกไป
เร่ือย ๆ จนถึงสิ้นสุดการเจรญิเติบโต  โดยทั่วไปถั่วหร่ังเปนพืชวนัสั้น (short-day plant)  
(Linnemann, 1987)  แตในบางการศึกษาชี้ใหเห็นวาถ่ัวหร่ังเปนพืชทีช่วงแสงไมมีผลตอการออก
ดอก (day-neutral  plant)  โดยชวงแสงจะมผีลตอการติดฝกในบางพนัธุ (Nishitani, 1989)  การผสม
เกสรซึ่งเกิดขึน้เมื่อเกสรตัวผูไปตกบนยอดเกสรตัวเมยีแลวงอก pollen tube เขาไปผสมกับไขออนที่
อยูในรังไข   ในถั่วหร่ังพบวาการผสมเกสรจะเกดิขึ้นอยางสมบูรณในวันถัดมา  การแบงตัวของ 
zygotes และ endosperm nuclei จะเห็นไดหลังจากการผสมเกสรแลว  3  วัน  และจะเห็น spherical 
proembryoes หลังการผสมเกสร  5  วัน   หากการผสมเกสรเกิดขึ้นไมสมบูรณดอกจะหลุดรวง
ภายในเวลา  3  วัน   แตหากการผสมเกสรเกิดขึ้นอยางสมบูรณ  เมื่อถึง  5  วันหลังการผสมเกสร  
กานดอกยอยจะงอเขามาชิดกบักานชอดอก  เตรียมพรอมสําหรับการฝงรังไขลงไปในดินโดยการยดื
ของสวนกานชอดอกตอไป  โดยปกตใินรงัไขจะมีไขออนอยู  2  ใบ  และหลังจากไดรับการผสมไข
ออนทั้ง  2  จะพัฒนาไปเทา ๆ กันในระยะ  5  วันแรก   แตเมื่ออายุ  7  วนัการพัฒนาจะเริ่มไมเทา
เทียมกนั  โดยคัพภะที่อยูดานบนจะพัฒนาไปเรื่อย ๆ จนสมบรูณ แตคพัภะที่อยูดานลางจะยังคง
หยุดการพัฒนาอยูที่ระยะ spherical proembryo   ดังนั้นจงึไดเพยีง  1  เมล็ดตอฝก   แตในกรณีที่การ
พัฒนาเปนไปโดยสมบูรณเหมือนกนั ก็จะไดถ่ัวหร่ังทีม่ี  2  เมล็ดตอฝก แตก็พบไดนอย   การขยาย
ขนาดของฝกจะใชเวลาประมาณ  30  วนั  และหลังจากนัน้ตองใชเวลาอีก  30 - 40  วันสําหรับการ
พัฒนาจนไดเมล็ดที่สมบูรณ   นั่นคือดอกที่มีการผสมเกสรกอนการเกบ็เกีย่ว  60  - 70 วัน ถึงจะได
เปนฝกแกที่สมบูรณเต็มที่ (Doku and Karikari, 1970;  Nishitani, 1989) 
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 พบมีการปลูกถ่ัวหร่ังตั้งแตจากความสูงเหนือจากระดับน้ําทะเลเพยีงเล็กนอยจนถึงที่ระดับ
ความสูง 1,600 เมตรเหนือจากระดับน้ําทะเล  โดยอุณหภมูิกลางวันเฉลีย่ที่เหมาะสมอยูในชวง  20 
ถึง  28oซ  และตองไมมีน้ําคางแข็งในชวงการปลูกอยางนอย  3.5  เดือน (Kay, 1979)     ถ่ัวหร่ัง
ตองการฝนที่มีการกระจายตัวดีปานกลางเปนอยางนอยในระหวางชวงปลูกถึงออกดอก   และพบวา
ในเขต savanna ก็ประสบความสําเร็จในการปลูกถ่ัวหร่ังขณะที่มีฝนประมาณ  600 – 750  มิลลิเมตร   
แตโดยทัว่ไปจะไดผลผลิตดีเมื่อปลูกในเขตที่มีฝน  900 – 1,200  มิลลิเมตร  ในระยะแรกถั่วหร่ังจะ
สามารถทนทานตอสภาพฝนตกหนกัได   แตจะกอใหเกิดปญหาไดหากฝนตกหนกัมากตั้งแตระยะ
ออกดอกเปนตนไป (Hepper, 1970;  Duke et al., 1977; Kay, 1979)   มีการศึกษาพบวาถ่ัวหร่ังจะให
ผลผลิตไดดีที่ระดับความชืน้  40 – 50 % available moisture content  (Ameyaw and Doku, 1983) 
 
 ถ่ัวหร่ังจะเจรญิเติบโตไดดีในสภาพดนิที่มกีารระบายน้ําดีโดยลักษณะดินที่เหมาะสมคือ 
ดินรวนปนทรายที่ไมมีความแนนทึบ และมีระดับ pH ที่ประมาณ  5.0 – 6.5    ถ่ัวหร่ังสามารถให
ผลผลิตไดดีพอสมควรในดนิที่มีความอุดมสมบูรณต่ําถึงขนาดที่ไมเหมาะกับการปลกูถ่ัวลิสง  ใน
ดินที่มีปริมาณไนโตรเจนสูงถ่ัวหร่ังจะมกีารเจริญเติบโตทางดานลําตนและใบมากเกนิไป  ดินที่มี  P  
และ  K  สูงเปนดินที่เหมาะสมมากสําหรับการปลูกถ่ัวหร่ัง  และดนิที่มีปริมาณแคลเซียมสูงมาก 
(calcareous soil) ไมเหมาะสมสําหรับการใชปลูกถ่ัวหร่ัง (Hepper, 1970)  ดังนั้นการปลูกถ่ัวหร่ังจะ
ประสบความสําเร็จหรือไมขึ้นอยูกับลักษณะดินและภูมปิระเทศเปนสิง่สําคัญอันดับแรก   ดินที่มี
ความรวนซยุสูง  และมีการระบายน้าํไดด ี หมายถึงการมสัีดสวนของชองวางขนาดใหญระหวาง 
เม็ดดินในปริมาณที่สูง   คือมีบริเวณที่เปนชองอากาศมากกวาการมนี้ําถูกดูดยึดอยูภายในชองนั้น   
ภูมิประเทศตองเปนที่ดอนน้าํจึงจะสามารถระบายออกไปได   ไมถูกน้ําขังหรือชุมน้ําอยูเปน
เวลานาน  แมวาดินลักษณะนี้มักจะเปนดนิที่มีความอุดมสมบูรณต่ํา  และบอยครั้งทีร่ะดับ pH ต่ําถึง  
4.0  แตถ่ัวหร่ังก็สามารถเจรญิเติบโตได  และเปนขอไดเปรียบคือ  มีวชัพืชข้ึนรบกวนนอย          
การกําจัดวัชพชื การใสปุย พนูโคน และการเก็บเกีย่ว สามารถทําไดงาย  ส่ิงสําคัญเกี่ยวกับดินอกี
ประการคือ  ดนิตองไมเปนดนิดางหรือดนิเค็ม (ศูนยวิจยัพืชไรสงขลา, 2539) 
 
การศึกษาพันธุกรรมและการปรับปรงุพันธุถั่วหรั่ง 
 
 การศึกษาวิจยัเกี่ยวกับถ่ัวหร่ังยังมีนอยเมื่อเทียบกับพืชอาหารอื่น ๆ (Chomchalow, 1993; 
Doku, 1997; Fery, 2002)  ทั้ง ๆ ที่เปนพืชที่มีความสําคัญเปนอันดับที่ 3 ในทวีปอาฟริกา  รองจาก 
ถ่ัวลิสงและถั่วพุม (Sellschop, 1962)   โดยเปนพืชที่ปลูกกันทั่วไปในวฒันธรรมระบบการปลูกพืช
หลายรูปแบบ   เชนการปลูกรวมกับธัญพืชและพืชหวัชนดิตาง ๆ (Ntundu, 1997)  การที่ถ่ัวหร่ังมี
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การปลูกกันอยางกวางขวางในหลายสภาพแวดลอมโดยไมมีพันธุใดพันธุหนึ่งที่ปลูกเพื่อการคาใน
พื้นทีก่วาง  ทําใหสามารถรวบรวมความหลากหลายทางพนัธุกรรมไวไดเปนจํานวนมาก  โดยแหลง  
ใหญที่สุดคือการรวบรวมไวที่สถาบันวิจัยการเกษตรเขตรอนนานาชาต ิ(IITA) ประเทศไนจีเรีย              
มีจํานวน  2,035  accessions  และในอกีหลายประเทศของทวีปอาฟริกาที่รวบรวมไวตัง้แต  2  ถึง  
463  accessions  และยังมีในแหลงอื่น เชน  องคกร  ORSTOM ของประเทศฝรั่งเศสที่รวบรวมไว 
ถึง  1,000  accessions (Goli, 1997)   พันธุกรรมที่รวบรวมไวไดเหลานี้  ยังไมไดถูกนํามาใชใน
โครงการปรับปรุงพันธุโดยการผสมขามระหวางพันธุทีม่ีลักษณะที่ตองการ   เนื่องจากกอนหนานี้
ยังไมมีผูประสบความสําเร็จในการผสมพันธุถ่ัวหร่ัง (Linnemann, 1987;  INCO-DC, 2002)  
การศึกษาถึงพนัธุกรรมในการถายทอดลักษณะตาง ๆ จึงไมสามารถเกิดขึ้นไดดวย  มีความพยายาม
ที่จะทําการผสมขามระหวางพันธุถ่ัวหร่ังทีส่ถาบันวิจัยการเกษตรเขตรอนนานาชาติโดยทําการผสม
ที่เวลาตาง ๆ กนั     รวมทั้งการศึกษาการกาํจัดเกสรตวัผูดวยการใชกรดบอริก  แตกย็งัไมประสบ
ความสําเร็จ (Goli, 1997)      ดังนั้นพนัธุที่ใชกันอยูในปจจุบันลวนแตไดมาจากการคัดเลือกจาก
พันธุกรรมที่มีความแปรปรวนอยูตามธรรมชาติเทานั้น  ทัง้ที่เกษตรกรมคีวามตองการพันธุใหม ๆ   
ที่มีความเหมาะสมกับสภาพการปลูกในปจจุบันมากยิ่งขึน้  การผสมพันธุที่ยังไมสําเร็จนาจะเปนผล
มาจากชวงเวลาการผสมยังไมเหมาะสม      โดย Doku  and  Karikari (1971) คาดวาชวงเวลาพรอม
รับการผสมของเกสรตัวผูและตัวเมยีจะเกดิขึ้นภายในระยะเวลาอันสั้นขณะที่ดอกเริม่บานเทานั้น   
สําหรับประเทศไทย   การศึกษาหาวิธีการผสมพันธุถ่ัวหร่ังเริ่มดําเนินการในป พ. ศ. 2542  โดยคณะ
นักวิชาการดานปรับปรุงพันธุพืชของศูนยวิจัยพืชไรสงขลา   ใชการดัดแปลงวิธีการผสมจากเทคนิค
ในการผสมพนัธุถ่ัวเขียวที่เสนอโดย  Khattak  et al. (1998)  แตกไ็มประสบความสําเร็จเชนกนั 
 
 ในป  2545  โครงการ BAMFOOD  ไดรายงานถึงการประสบความสําเร็จในการผสมพันธุ
ระหวางถัว่หร่ังพันธุปลูกไดเมล็ดลูกผสม  22  เมล็ด  และได  1  เมล็ดจากการผสมระหวางพันธุปา
กับพันธุปลูก (INCO-DC, 2002)   และตอมามีการเสนอวธีิการดังกลาวเปนรูปภาพใน  web  site  
ของ International  Bambara  Groundnut  Information  System (BAMNET)   โดยไมมีคําอธิบาย
หรือบอกรายละเอียดเกีย่วกับเวลาหรือขอปฏิบัติที่เหมาะสมในการผสม (Schenkel, 2002)   จึงเปน
การยากทีจ่ะประสบความสําเร็จในการปฏิบัติตามวิธีดังกลาว    Massawe  et al. (2003) ไดนําเสนอ
เทคนิคในการผสมพันธุถ่ัวหร่ังนี้อีกครั้งใน International  Bambara  Groundnut  Symposium         
ที่ประเทศ Botswana   โดยมรีายละเอียดของวิธีการและรายงานวาเวลาทีเ่หมาะสมเปนชวงเที่ยงวัน 
ที่อุณหภูมิในเรือนกระจกสําหรับการผสมพันธุอยูที ่ 22-30Oซ   แตเทคนิคนี้ประสบความสําเร็จ
สามารถใหเมล็ดลูกผสมไดเพียง  1.8  เปอรเซ็นตของจํานวนการผสมทั้งหมด   นอกจากการ
คัดเลือกพันธุจากความแปรปรวนที่มีอยูในธรรมชาติ  และสรางความแปรปรวนจากการผสมพันธุ
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แลว    Adu-Dapaah and Sangwan (2004) ไดสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมในถั่วหร่ัง         
โดยการใชรังสีแกมมารวมกับการปลูกเลีย้งในสภาพการเรงใหมีรอบอายุขัยส้ันลงในหลอดทดลอง  
พบวา  สามารถเพิ่มความแปรปรวนของชุดโครโมโซมใหสูงขึ้นไดถึง  4  เทาของปกติ 
 
การใชประโยชนเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อการปรับปรงุพันธุพืช 
 
 ในกระบวนการปรับปรุงพันธุพืชลวนเปนการกระทําเพื่อใหไดมาซึ่งลักษณะการแสดงออก
ของพืชตามที่นักปรับปรุงพนัธุพืชหรือเกษตรกรตองการ  แตลักษณะที่แสดงออกลวนถูกควบคุม
ดวยหนวยพันธุกรรม   หรือหนวยควบคุมลักษณะที่เรียกวา “ยีน” (gene)  ซ่ึงเกิดขึ้นจากการเรียง
ตัวอยางจําเพาะของลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide) ในแบบตาง ๆ กัน   การคัดเลือกพืชจาก
ลักษณะที่แสดงออก (phenotype) โดยตรง   ซ่ึงเปนผลรวมระหวางยีนกบัสภาพแวดลอม   ทําให
ความแมนยําในการคัดเลือกยีนที่ตองการลดนอยลง     ดงันั้นจึงมีความพยายามหาเครือ่งมือที่มี
ความแมนยําในการแยกความแตกตางมากขึ้น   เพื่อนํามาใชประโยชนในการคัดเลือก   จึงมีการ   
ใชเครื่องหมาย (marker) ชนิดตาง ๆ  มาบงชี้ความจําเพาะเจาะจงกับยีนนัน้ ๆ   ซ่ึงสามารถแบง
เครื่องหมายทีใ่ชในการปรับปรุงพันธุพืชออกไดเปน 3 ประเภทคือ  1) morphological  marker    
เปนการใชลักษณะแสดงออกที่สามารถสังเกตไดเดนชัดสําหรับบงชี้ถึงลักษณะที่ยากตอการสังเกต
หรือยากตอการแบงแยก เชน  ใชการมีดอกสีแดงบงชี้ถึงความสามารถในการใหผลผลิต                  
2) biochemical  marker  เปนการใชโมเลกลุทางชีวเคมีเปนตัวบงชีห้รือแบงแยกความแตกตาง    
เพื่อการคัดเลือกลักษณะที่ตางกัน   3) molecular  marker หรือ DNA marker  เปนการใชความ
แตกตางในระดับดีเอ็นเอมาเปนตัวบงชี้  ซ่ึงมีความจําเพาะมากกวาการใชเครื่องหมายชนิดอื่น ๆ 
(อภิชาติ,  ม.ป.ป.) 
 
 เครื่องหมายโมเลกุลหรือเครื่องหมายดีเอน็เอ คือ  ลําดับเบสจากบริเวณเลก็ ๆ ชวงหนึ่งของ
สายดีเอ็นเอทีส่ามารถแสดงถึงความแตกตางของสิ่งมีชีวิตชนิดเดยีวกัน   มีการถายทอดไปสูรุนลูก
และสามารถติดตามตรวจสอบได (อภิชาติ, ม.ป.ป. ;  Liu ,  1998)  แบงไดเปน  2  ชนดิคือ 
 
 1.  ชนิดที่ตรวจสอบโดยใชหลักการไฮบรไิดเซชัน  ไดแก  เครื่องหมายอารเอฟแอลพี         
( RFLP)  ซ่ึงนําเสนอโดย  Botstien  et al. (1980)   เร่ิมตนดวยการยอยดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ  แลวแยกความแตกตางของชิ้นดเีอน็เอดวยวิธีอิเล็กโตรโฟเรซิส (electrophoresis)  จากนั้น
ยายดเีอ็นเอจากแผนเจลไปไวบน membrane  ดวยวิธี  Southern blot แลวใชดเีอ็นเอตวัตรวจสอบ 
(probe) เขาตรวจสอบโดยวิธีไฮบริไดเซชัน  เพื่อบอกความแตกตางของแตละจีโนม   แมวา
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เครื่องหมายโมเลกุล RFLP  มีการแสดงออกโดยไมขึน้กับสภาพแวดลอม  ไมขึ้นกบัรูปแบบการขม
กันของยีน  ไมขึ้นกับระยะเวลาการแสดงออกของยีน  และเปน co-dominant  marker ก็ตาม  แตการ
วิเคราะหแบบ RFLP  ตองใชดีเอ็นเอคุณภาพดีในปริมาณมาก   ใชเวลาและคาใชจายสูง  และมีวิธี
ตรวจความแตกตางที่ซับซอน (วิสุทธิ์, 2536) 
 
 2.  ชนิดที่ตรวจสอบโดยอาศัยเทคนิคพีซีอาร (polymerase  chian  reaction)  เปนวิธีการเพิ่ม
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอขึน้ในหลอดทดลองดวยการทําปฏิกิริยาอยางตอเนื่องเปนลูกโซ  โดยอาศัย
เอ็นไซม DNA polymerase ในการทําปฏิกิริยา   กระบวนการเริ่มดวยเสนดีเอ็นเอสายคูถูกทําใหเสีย
สภาพและแยกตัวออกจากกนัดวยการใชอุณหภูมิสูง   ตอมาลดอุณหภมูิลงใหเกดิการจับตัวใหม
ระหวางบริเวณของเสนดีเอน็เอที่มีลําดับเบสเขาคูกันกบัลําดับเบสของไพรเมอร   เพิ่มอุณหภูมิขึน้
สูงจนถึงระดับหนึ่งใหเกดิการนําเบสเขามาตอเชื่อมจนไดเปนสายดีเอน็เอเสนใหมที่เปนสายคูสม
กับสายดีเอน็เอตนแบบ   นัน่คือลําดับเบสบริเวณเปาหมายไดถูกเพิ่มปริมาณขึ้น  และทําลักษณะนี้
วนเวียนหลาย ๆ รอบจนการเพิ่มปริมาณมีมากพอ  ซ่ึงเทคนิคพีซีอารมีขอดีคือใชปริมาณดีเอ็นเอ
เร่ิมตนนอย  ใชระยะเวลาสัน้   ใชแรงงานนอย   คาใชจายต่ํา   และแปลผลงาย   เครื่องหมายดเีอ็นเอ
ที่ไดรับการพฒันามาจากเทคนิคพีซีอารสามารถแบงไดอีกเปน 2 ประเภทคอื  ประเภทที่มีไพรเมอร 
ชนิดจําเพาะเจาะจง (specific  primer)  และประเภทที่มไีพรเมอรชนิดไมจําเพาะเจาะจง (random  
primer) 
 

เครื่องหมายเอสเอสอาร (SSR : simple sequence repeat)  มีช่ือที่เรียกแตกตางกันออกไป
ไดแก  microsatellite  marker ,  simple  sequence  length  polymorphism (SSLP) และ sequence-
tagged microsatellite site (STMS)  เปนเครื่องหมายดีเอน็เอประเภทอาศัยเทคนิคพีซีอารชนิดที่มี
ความจําเพาะเจาะจงกับตําแหนงของลําดบัเบสบนจีโนม   โดยการใชไพรเมอรที่ออกแบบมาเพื่อให
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอสวนที่เปน microsatellite  เฉพาะตําแหนงที่สามารถแสดงความแตกตางได     
ซ่ึงโดยทั่วไปเครื่องหมายเอสเอสอารจะใหจํานวนแถบดีเอ็นเอไมมาก   เนื่องจากมคีวามจําเพาะกบั
ตําแหนง (Sanitchon,  2004)  ขอดีของเครื่องหมายเอสเอสอาร คือ เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถใหความแตกตางไดสูง  และแสดงใหเห็นสภาพขมรวมกันของยีน (co-dominant) สามารถ
ทําไดงายโดยใชเทคนิคพีซีอารซ่ึงตองการปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอย    พบกระจายทั่ว
จีโนมทั้งระหวางยนีและภายในยีน    สามารถใชไดโดยเพียงแครูลําดับเบสของไพรเมอร  นําไปใช
ประโยชนไดหลายอยาง ไดแก  gene evolution phylogenetic relationship, genetic mapping, DNA 
fingerprinting, physical mapping และ gene cloning เปนตน  แตมีขอเสยี คือ ตองใชคาใชจายสูงใน
การพัฒนา  โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยมีขอมูลลําดับเบสใน GENBANK   วิเคราะหผลยาก      
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ถาตองการรูขนาด allele ที่แนนอนเนื่องจากการเกดิ “stutter  band”  และถาตําแหนงใดเปน
tetranucleotide repeats จะไมพบกระจายทั่วจีโนม  แตจะกระจุกอยูบริเวณ centomeres หรือ  
telomeres (อภชิาติ,  ม.ป.ป.) 
 

เครื่องหมายไอเอสเอสอาร (ISSR : inter simple sequence repeats)  เปนการใชไพรเมอร
เดี่ยวขนาดประมาณ  20  bp   ทําปฏิกิริยาโดยการเขาจับแบบสุมตรงบริเวณที่ขนาบอยูกับลําดับเบส
ซํ้า ๆ กันของ tandem  repeat  ประกอบกับการมีเบสคัดเลือก  1 – 4  เบสทางดานปลาย  3'  หรือ  5'  
เชน (CA)8RG ,  (CAA)6Y ,  (CGT)6A ,  HBH (AG)7  เปนตน   โดยที่ R และ Y เปน purine และ 
pyrimidine base  ตามลําดับ    ทั้งนี้เพื่อตรวจหาความแตกตางของดีเอน็เอบริเวณที่อยูระหวาง  
microsatellite DNA  2  ตําแหนงที่อยูใกลกันและมทีิศทางการเรียงตวัในทางตรงกนัขาม (Li  et al., 
2000)   เครื่องหมายไอเอสเอสอารจึงใหแถบดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ กนัไดเปนจํานวนมากกวา
เครื่องหมายเอสเอสอาร  แตมีลักษณะเปน dominant  marker (Brown  et al., 1995)   พบวาสามารถให
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูงแมในจีโนมขาวฟางที่มีรายงานวาพบความแตกตางไดนอยใน
การตรวจสอบดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิอื่น (Lambrides, 1996)  เครื่องหมายไอเอสเอสอาร 
สามารถใชไดทั่วไปกับสิ่งมชีีวิตชนิดตาง ๆ  เพราะไมจําเปนตองมีขอมูลเกี่ยวกับลําดบัเบสของ
ส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ มากอน   ดังที่ Zietkiewicz  et al. (1994) ทําการประเมนิผลการใชเครื่องหมาย      
ไอเอสเอสอารในการสรางลายพิมพดเีอ็นเอของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด หรือ Godwin  et al. (2001)    
ใชเครื่องหมายไอเอสเอสอารในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของเผือกจากปาปวนวิกนิี   
และยังมีการใชเครื่องหมายไอเอสเอสอารกันอยางกวางขวางในขาวสาลี  ขาวโพด  และมะเขือเทศ 
(Warburton and Hoisington, 2001) 
 
 เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP : amplified fragment length polymorphism) ไดรับการ
พัฒนาขึ้นโดย Vos  et al. (1995)  เปนการรวมเอาขอดีของเทคนิคอารเอฟแอลพีกับขอดีของเทคนิค
อารเอพีดี (RAPD) เขาดวยกนั  ทําใหสามารถใชดีเอ็นเอในปริมาณที่นอย   และใชไดกบัสิ่งมีชีวิต
ทุกชนิดเพราะไพรเมอรไมจาํเพาะกับลําดบัเบสของสิ่งมีชีวิตชนิดใดชนิดหนึ่ง แตจะจําเพาะกับ
ลําดับเบสของ adapter ซ่ึงเปนสวนประกอบที่ตอเขากับชิน้สวนของดีเอน็เอที่ถูกตัดโดยเอนไซมตัด
จําเพาะ  เครื่องหมาย AFLP เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนจีโนมิคดีเอ็นเอ
ที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดที่มีความถีใ่นการตัดตางกัน  ทําใหไดขนาดชิ้นดเีอ็น
เอที่มีความจําเพาะเจาะจง  จากนั้นจึงตอช้ินดีเอ็นเอสั้น ๆ ที่เรียกวา adapter เขาที่ปลายทั้งสองดาน
ของชิ้นดีเอ็นเอดังกลาว  แลวเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเหลานั้นดวยไพรเมอรที่ถูกออกแบบใหมีเบสที่
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เปนคูสมกับ adapter และเพิม่เบสเขาที่ปลาย  3’  ของไพรเมอรอีก  1-3  เบสในขั้นตอนการทํา  pre-
selection amplification  และ selective amplification  ตามลําดับ  ช้ินดีเอน็เอที่ทําการเพิ่มปริมาณได 
จะมีขนาดตางกันตามขนาดที่ไดจากการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  เบสที่เพิ่มเขาไปดานปลาย  3’ 
ของไพรเมอรจะมีผลตอความซับซอนของชิ้นดีเอ็นเอทีไ่ดจากการทําปฏิกิริยาพีซีอาร  เพราะเบสที่
เติมเขาไปมีวัตถุประสงคเพื่อทําใหเกิดความจําเพาะเจาะจงตอช้ินดีเอน็เอที่จะไดรับคัดเลือกเพื่อการ
เพิ่มปริมาณ   เมื่อตรวจสอบผลโดยการทําอิเลคโทรโฟริซีสบน denaturing polyacrylamide gel จึง
ไดแถบดีเอน็เอจากชิ้นดเีอ็นเอที่มีขนาดตางกันที่ไดผานการคัดเลือกแลวเพิ่มปริมาณ  โดยที่การ
ตรวจสอบผลดวยวิธีการนีจ้ะประหยัดคาใชจายกวาการตรวจสอบโดยการทํา Southern  blot  
hybridization ของเทคนิคอารเอฟแอลพี  การที่เทคนิคนี้ไมมีความจําเปนตองทราบลําดับเบส
เปาหมาย  ทําใหประหยัดคาใชจายในสวนที่ตองใชไปในการหาลําดับเบสได  นอกจากนั้นแลวยงั
พบวาเครื่องหมายเอเอฟแอลพีใหความแตกตางโดยเฉลี่ยไดสูงกวาเทคนิคอื่น ๆ จึงเหมาะตอการใช
ศึกษา genetic diversity หรือการทํา DNA fingerprint (Vos et al., 1995) 
 
การศึกษาดานอณูชีววิทยาในถั่วหรั่ง 
 
 งานดานนี้ทีม่กีารดําเนนิการในถั่วหร่ังสวนใหญเปนการศึกษาดานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ  แตกย็งัไมครอบคลุมพันธุกรรมทั้งหมดที่มีการเก็บรวบรวมเอาไวเปนจํานวนมาก  เชน    
Pasquet  et al. (1999)   ศึกษาความหลากหลายของถั่วหร่ังพันธุปลูก  79  accessions   และพันธุปา  
21  accessions   พบวาในระหวางพนัธุปลูกมีความแตกตางกันนอยกวาระหวางพันธุปา  และพบวา
ระหวางพันธุปลูกและพันธุปามีสวนของความเหมอืนกนัอยูในระดับสูง  ทําใหมั่นใจไดวาถ่ัวหร่ัง
พันธุปาเปนบรรพบุรุษของถั่วหร่ังพันธุปลูกจริง     Massawe  et al. (2000)  ศึกษาความใกลชิดทาง
พันธุกรรมของถั่วหร่ังพันธุทองถ่ิน 16 พนัธุ  โดยใชเทคนคิอารเอพีดแีละเอเอฟแอลพ ี  สามารถแสดง
ใหเห็นความใกลชิดทางพันธุกรรมของถั่วหร่ัง  2 กลุม คือ กลุมจาก West Africa  และกลุมจาก 
Tanzania       Amadou  et al. (2001) ใชเครื่องหมายโมเลกุลอารเอพีดีศึกษาความหลากหลายทาง
ชีวภาพในถั่วหร่ัง  25  สายพันธุ  สามารถจัดจําแนกออกไดเปน  2  กลุม   โดยมีความสอดคลองกับ
สภาพทางภูมศิาสตรของแหลงปลูก     INCO-DC (2001, 2002)  รายงานการจัดกลุมความใกลชิด
ทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุกรรมถั่วหร่ังทีร่วบรวมอยูที ่IITA เพื่อประโยชนในการปรบัปรุงพันธุ    
โดยขั้นแรกไดจัดกลุม  103  accession  หลักตามลักษณะ phenotype   และจัดกลุมของ  40  
accession   โดยใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีและ microsatellite   พบวาบางเครื่องหมาย 
microsatellite ของถ่ัวพุมสามารถใชไดกับถ่ัวหร่ัง   และมีการเผยแพรเทคนิคมาตรฐานในการสกัด 
ดีเอ็นเอ  และการใชเทคนิคอารเอพีดีใหแกประเทศตาง ๆ ที่รวมโครงการดวย     Massawe  et al. 
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(2002) ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมระหวางถั่วหร่ังพนัธุปลูก  16 
พันธุ   พบวาหลายเครื่องหมายมีความจําเพาะเจาะจงกับแตละพันธุ   ชุดไพรเมอร  M-ACA +         
P-GCC  กับ  M-ACA + P-GGA  สามารถใหความแตกตางของแถบดเีอ็นเอไดสูง   ทําใหสามารถ
จัดกลุมพันธุออกไดเปน 3 กลุมที่มีความสอดคลองกับความแตกตางของภูมิประเทศของแหลงที่เกบ็
รวบรวมพันธุ      Ntundu  et al. (2004)  ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพี  11  คูไพรเมอรที่ใหความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอ  49  ตําแหนง   ศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถั่วหร่ังที่
คัดเลือกจากแหลงที่มีสภาพทางภูมิศาสตรแตกตางกันมา  100  พันธุ   ทําใหสามารถจําแนกพันธุ
ออกไดเปน  2  กลุมที่สอดคลองกับการจัดกลุมโดยการใชลักษณะการแสดงออกของพันธุ    
Singrün and Schenkel (2003)  พบวาโดยเฉลี่ยในทุก ๆ 263 พันธุทองถ่ินที่ทําการวิเคราะหจาก
ขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคอารเอพีดีจะมี  3 - 8  ยีโนไทปที่มีความแตกตางไปอยางเดนชดั
มาก    Massawe  et al. (2005) สรุปผลจากการศึกษาความสัมพันธระหวางถั่วหร่ังพนัธุทองถ่ินจาก
แหลงตาง ๆ ของอาฟริกาพบวา   ความหลากหลายที่เกิดขึน้มีความสัมพนัธกับสถานที่ปลูกหรือ
แหลงเก็บตวัอยางมากกวาความคลายคลึงกันเนื่องจากลักษณะแสดงออกที่พบเหน็ได  และสามารถ
ใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพี  เปนตัวบงชี้ความเปนพนัธุทองถ่ินในบริเวณตาง ๆ  และความสัมพันธ
กับลักษณะทางการเกษตรได 
 
 จากขอจํากดัเรือ่งความสําเร็จในการผสมพนัธุในถ่ัวหร่ัง    ทําใหการศกึษาถึงพันธุกรรมใน
การถายทอดลักษณะ   การตดิตามยีน   การสรางแผนที่ยนี   การระบุตําแหนง QTL    และการศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมระดับโมเลกลุระหวางถั่วหร่ังกับถ่ัวอ่ืน ๆ ในสกุล Vigna  เพิ่งจะเปน
เพียงการเริ่มตน   โดย Basu et al. (2003)  รายงานถึงการใชเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพีทําการ
สรางแผนที่ยีนโดยใชประชากรรุน F2 ที่ไดจากการผสมระหวางถั่วหร่ังพันธุปากับถ่ัวหร่ังพันธุปลูกซึ่ง
เปนหลักการเดียวกันกับการทําแผนที่จีโนมของถั่วพุมที่เสนอโดย  Menéndez  et al. (1997)  และจะ
ทําการวิเคราะห QTL เพื่อระบุตําแหนงยีนที่ควบคุมลักษณะ eye pattern   และบริเวณที่ควบคุม
ลักษณะทางปริมาณ  เชน น้าํหนักเมลด็   ความยาวระหวางขอ   และประสิทธิภาพการใชน้ํา   ซ่ึงใน
เบื้องตนพบวาลักษณะของ eye pattern ถูกควบคุมดวยยนีดอย 1 ตําแหนง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

ในการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปนขั้นตอน   ประกอบดวยการหาเทคนิคที่เหมาะสมสําหรับ
การผสมพันธุ   เมื่อไดลูกผสมจึงปลูกศึกษาการถายทอดลักษณะทางพนัธุกรรม    สรางประชากร
สําหรับใชในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร   และการระบุ
ตําแหนงบนแผนที่บางสวนของจีโนม 
 

การหาเทคนิคท่ีเหมาะสมสําหรับการผสมพันธุ 
 
การกําจัดเกสรตัวผู 
 
 การหาวิธีการกําจัดเกสรตัวผู (emasculation) และเวลาดาํเนินการที่เหมาะสม ทําโดยใช
ถ่ัวหร่ังพันธุ TVsu 688 และTVsu 922 และพันธุพื้นเมือง  ปลูกในกระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง  
10  นิ้ว  ใชดินผสมที่มีความรวนซุยสูง  โดยใชสวนผสมของปุยขี้วัวเกา : ดินรวน : ถานแกลบ ใน
สัดสวน  1 : 2 : 3  เพื่อใหระบายน้ําไดดีเหมาะกับการปลกูถ่ัวหร่ังและมนี้ําหนกัเบางายตอการ
เคลื่อนยายในการปฏิบัติงาน  เร่ิมปฏิบัติงานตั้งแตเวลา  15:00  นาฬิกา เปนตนไป  โดยเลือกเฉพาะ
ดอกตูมที่จะบานในวันตอไป  โดยสังเกตจากดอกมีขนาดความยาวประมาณ 8 มิลลิเมตร  และมีสี
เหลืองชัดเจน  เปรียบเทียบวธีิการเปดดอกโดยการใชปากคีบปลายแหลมขนาดเล็กฉีก  และใช
กรรไกรตัดครึง่บนของกลีบดอกออก (ภาพที่  1  ก และ  ข)  กับการเปดดอกโดยไมตัดกลีบดอก  
การกําจัดเกสรเพศผูทําโดยดงึหรือตัดอับเกสรตัวผูทั้ง  10  ออก  ตัดดอกบนกานชอดอกเดยีวกันที่
ไมไดทําการกาํจัดเกสรเพศผูทิ้งเพื่อปองกันความสับสน  ใชดายผูกปายพลาสติกขนาดเล็กผูกไวกับ
กานชอดอก (ภาพที่ 1 ค)  เพื่อเปนเครื่องหมายในการผสมพันธุตอไป 
 
การผสมพันธุ 
 
 ศึกษาผลของการผสมพันธุใน 3 ชวงเวลา คือ  ระหวาง 2:30 – 3:00 น.   4:00 – 5:00 น.  
และ  7:30 – 9:00 น.  จากขอมูลที่ไดรับทําการผสมระหวางพันธุพอ – แมที่ตองการในชวงเวลาที่มี
ความเหมาะสมมากที่สุด  และทําการผสมในชวงเวลาอืน่ ๆ  เพื่อการเปรียบเทียบและยืนยันผล       
ใชความแตกตางกนัในลกัษณะของทรงตน  รูปใบ  สีของเปลือกฝกสด  สีกานใบ  และสีเยื่อหุมเมล็ด  
เปนเกณฑในการจับคูผสมระหวางพันธุ TVsu11  TVsu 870  TVsu 1061  ซ่ึงไดรับมาจากสถาบัน
การเกษตรเขตรอนนานาชาต ิ(IITA) ประเทศไนจีเรีย  และพันธุพื้นเมอืงทุงยางแดง  เพื่อใชลักษณะ
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เหลานี้เปนเครื่องหมายบงชี้ถึงผลของการผสมพันธุที่เกิดขึ้นในรุนลูก (ตารางที่ 1)   ทําการผสมพันธุ
โดยการนําเกสรตัวผูไปปายลงบนยอดเกสรตัวเมีย (ภาพที่ 1 ง)  ซ่ึงเกสรตัวผูที่ใชไดมาจากตนพอที่
เก็บในชวงของเวลาการผสมนั้น  แลวบนัทกึวันและเวลาทําการผสมลงบนปายพลาสติกที่ผูกติดไว
ในขั้นตอนการกําจัดเกสรตัวผู 
 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 1   วิธีการกําจัดเกสรตัวผูและการผสมพันธุ    (ก) ใชปากคีบแยกครึ่งบนของกลีบดอกออก
จากกนั    (ข) ใชกรรไกรขนาดเล็กตักกลีบดอกครึ่งบนทิง้  และตัดหรือดึงอับเกสรตัวผู
ออกจนหมด     (ค) ใชดายผูกปายพลาสตกิขนาดเล็กคลองดอกที่ทําการกําจัดเกสรตัวผู
เรียบรอยแลวเพื่อเปนเครื่องหมายในการผสมเกสรตอไป    (ง) เมื่อถึงเวลาผสมพันธุใช
ปากคีบนําละอองเกสรตัวผูจากพันธุที่ตองการมาปายลงบนยอดเกสรตัวเมีย 
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ตารางที่ 1  ความแตกตางของลักษณะระหวางพันธุถ่ัวหร่ังที่ใชเปนพันธุพอ-แมในการผสมพันธุ 
 

 พันธุ รูปทรงใบ ความยาวกานใบ (ซม.) สีกานใบ สีเปลือกฝกสด สีเยื่อหุมเมล็ด 

 (mean ± SE) 

TVsu 11 ใบหอก ส้ัน เขียว ขาว แดง 

  (14.25±0.41) 

TVsu 1061 ใบหอก ยาว เขียว มวงแดง เหลืองครีม 

  (20.27±0.99)   ตาเมล็ดเปนรูปผีเสื้อ 

TVsu 870 ใบหอก ยาว มวงแดง มวงแดง แดงเขม 

  (18.25±0.55) 

พื้นเมือง ผอมยาว ยาว เขียว ขาว เหลืองครีมและมีจุดประ 

ทุงยางแดง  (17.44±0.85)   สีน้ําตาลเขมขนาดเล็ก 

 
การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมและการสรางประชากรลูกชั่วท่ี 2 

 
 นําเมล็ดที่ไดจากการผสมพันธุ  มาปลูกศึกษาลักษณะของตน F1  ปลอยใหเกิดการผสม
ตัวเองไดเมล็ดรุน F2  นําเมล็ดไปปลูกเปน F2 family  บันทึกขอมูลลักษณะตาง ๆ เปนรายตน  ปลอย
ใหตน F2 เกิดการผสมตัวเองไดเมล็ดรุน F3   เลือกตนที่ใหเมล็ด F3 ไดมากกวา  10  เมล็ดไปปลูก
เปน F3 family  เพื่อติดตามการกระจายตัวของลักษณะทีส่นใจในรุน F3    โดยการปลูกปฏิบัติตาม
คําแนะนําในการปลูกถ่ัวหร่ังของสถาบันวิจัยพืชไร  กรมวิชาการเกษตร (Suwanprasert and 
Sinsawat, 2001)  ประเมินความดีเดนของลกูผสมเหนือคาเฉลี่ยของพอแม (heterosis) และเหนือ
คาเฉลี่ยของพอหรือแมที่มีคามากกวา (heterobeltiosis) ดวยวิธีการ t-test (Xin et al., 2003)  และ
ทดสอบสัดสวนการกระจายตัวของลักษณะคุณภาพในลูกรุน F2 และ F3  กับสัดสวนการกระจายตวั
ตามกฎการถายทอดลักษณะของ Mendel ดวยวิธีการ Chi-square (χ2) goodness-of-fit test (Mather, 
1951) 
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การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร 
 
 เก็บใบออนระยะทีแ่ผนใบเริม่กางของถั่วหร่ังพันธุพอแมคือ  TVsu 11 และ TVsu 1061  
และจากแตละตนของประชากรรุน F2 เพื่อสกัดดีเอ็นเอสําหรับใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอาร 
(polymerase chain reaction)  ในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชือ่มโยงกับลักษณะสีเปลือกฝก
และสีเยื่อหุมเมล็ด   ดวยการทํา bulk  segregant  analysis  ตามวิธีการของ  Michelmore et al. 
(1991)  โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร ไอเอสเอสอาร และเอเอฟแอลพ ี แลวใชเครื่องหมาย
โมเลกุลที่สามารถแยกความแตกตางระหวางกลุมดีเอ็นเอของลักษณะทีแ่ตกตางกัน  ทาํปฏิกิริยา
ตรวจหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอในประชากร F2 สําหรับการวิเคราะห linkage group และ
ระบุตําแหนงของยีนควบคมุลักษณะที่สนใจ 
 
การสกัดดีเอ็นเอ 
 

เลือกใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่ไมตองใช phenol และ chloroform ซ่ึงเปนสารอินทรียตัวทํา
ละลายที่เปนอนัตราย  เปนวธีิการที่ประยุกตจากวิธีการของ Dellaporta et al. (1983)                    
โดย Dr. Nevin Young แหง University of Minnesota (Lambrides, 1996) มีขั้นตอนดงันี้ 
 
 บดใบออนสดในไนโตรเจนเหลวจนเปนผงละเอียด  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)  ซ่ึงอุนไวกอนที่อุณหภูมิ  65 ๐ซ. จํานวน  16  มล. ปดฝาแลวเขยาใหเขากนัดี   
นําไปบมในอางน้ําอุนอุณหภูมิ  65 ๐ซ. เปนเวลา 10-15 นาที  พลิกกลบัหลอดเบา ๆ 2-3  คร้ังเพื่อ
ไมใหช้ินสวนของใบพืชตกตะกอนทกุ  5  นาที  เติม  5M KOAc  6  มล.  ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดเบา ๆ แลวแชในน้ําแข็ง  30 – 60  นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  3,000  รอบตอนาที   
เปนเวลา  10  นาที  เทสารละลายใสสวนบนใสหลอดใหม   โดยกรองเศษชิ้นสวนพืชดวยผากรอง 
mira cloth ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol จํานวน  0.6  เทาโดยปริมาตร  ผสมใหเขากันดีโดย
การกลับหลอดเบา ๆ วางไวบนน้ําแข็ง  5  นาที  เพื่อใหดเีอ็นเอเกาะตวักันเปนกลุม  ตักดีเอ็นเอดวย
ขอเกี่ยว หรือปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  3,000  รอบตอนาทีนาน  5 – 8  นาที  ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ได
ดวย  70 % ethanol  2 คร้ัง  ยายตะกอนดีเอน็เอ  ใสหลอด microcentrifuge  1.5  มล.  ผ่ึงใหแหงแลว
ละลายดีเอ็นเอดวย TE buffer 
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AFLP protocal 
 
 วิเคราะหเอเอฟแอลพีตามวธีิการของ Vos et al. (1995) โดยปรับความเขมขนของดีเอ็นเอ 
จากแตละตัวอยางจนไดความเขมขน 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร   แลวทําตามขั้นตอนดังนี ้ 
 
 การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ :  นําจีโนมคิดีเอ็นเอ  120  นาโนกรัมมาตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะ EcoRI และ MseI พรอมกัน  โดยบมสวนผสมไวที่อุณหภูม ิ37 ๐ซ. ทิ้งไวขามคืน               
ซ่ึงสวนผสมในการทําปฏิกิริยาประกอบดวย 
 
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 12 ไมโครลิตร 
 Buffer A (Roche) (10x) 2 ไมโครลิตร 
 เอนไซม EcoRI (12 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 เอนไซม MseI (10 ยูนิตตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 4 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร 
 
 การตอเชื่อมดีเอ็นเอที่ตัดไดเขากับ adapter :  ตอเชื่อมชิ้นสวนดีเอ็นเอสั้น ๆ ที่ไดจากการตัด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะเขากบั EcoRI adapter และ MseI adapter โดยสวนผสมในการทําปฏิกิริยา
ประกอบดวย 
 
 ดีเอ็นเอที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 10 ไมโครลิตร 
 EcoRI adapter (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 MseI adapter (50 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
 T4 DNA ligase (3 ยูนิตตอไมโครลิตร) 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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บมสวนผสมไวที่อุณหภูม ิ37 ๐ซ.  นาน  3  ช่ัวโมง   หลังจากนั้นจึงเจือจางสวนผสมดวยน้ํา
บริสุทธิ์ใหความเขมขนลดลง 10 เทาสําหรับใชเปนดเีอ็นเอตนแบบในการทําปฏิกิริยาในขั้นตอน 
พีซีอาร I ตอไป 
 

การทํา preselective amplification (PCR I) :  เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอเฉพาะสวนที่
ตองการ  โดยใช EcoRI-primer และ MseI-primer ที่ตออยูกับเบสคัดเลอืก  1  เบส (E-N, M-N)   
โดยมีสวนผสมในการทําปฏกิิริยาพีซีอาร  ดังนี ้
 
 ดีเอ็นเอที่ไดจากการตอเชื่อมดวย adapter เจือจาง 10 เทา 2 ไมโครลิตร 
 E-N primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 M-N primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 1 mM  dNTP (Pomega) 2 ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.2 ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer 1 ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 3.2 ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร 
 
สภาวะทีใ่ชกบัเครื่องพีซีอาร  รุน 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) :  เพื่อเลือกเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเฉพาะสวนที่
ตองการโดยใชจํานวนเบสคัดเลือกเพิ่มขึ้นเปน  2 – 3  เบส  โดยการนําดีเอ็นเอที่ผานการทําพีซีอาร I  
มาเจือจางดวยน้ําบริสุทธิ์ใหมีความเขมขนลดลง  10  เทามาใชเปนดเีอน็เอตนแบบ  โดยมีสวนผสม
และสภาวะการทํางานของเครื่องพีซีอาร  ดังนี้ 
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สวนผสมในปฏิกิริยา 
 
 ดีเอ็นเอที่ผานการทําพีซีอาร I เจือจาง  10  เทา 2 ไมโครลิตร 
 E-NN หรือ E-NNN primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 M-NN หรือ M-NNN primer (5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร) 0.5 ไมโครลิตร 
 1 mM dNTPs (Pomega) 2 ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 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 เทา  โดยปริมาตรลง
ในแตละตัวอยาง  แยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณไดดวยวิธีการ denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis  ใน 1x TBE buffer (100 mM Tris-HCL pH 8.0,  100 mM Boric acid,  2 mM 
EDTA)  ใชความเขมขนของ acrylamide 4.5%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูมิ 55 ๐ซ.  นาน  1  
ช่ัวโมง  30 นาที   และ ยอมแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining 
 

ทํา  13  รอบ 
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ISSR protocal 
 
 การวิเคราะหไอเอสเอสอารดําเนินการตามวิธีการของ Zietkiewicz et al. (1994) โดยมี
สวนผสมในปฏิกิริยาและสภาวะเครื่องพีซีอาร  ดังนี้ 
 
สวนผสมในปฏิกิริยา 
  
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 2     ไมโครลิตร 
 10x Tag buffer with (NH4)2SO4 2     ไมโครลิตร 
 25 mM MgCl2 2     ไมโครลิตร 
 Tag DNA polymerase (Fermentas) (5  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.2  ไมโครลิตร 
 10 mM dNTP (Pomega) 0.2  ไมโครลิตร 
 ISSR primer (ความเขมขน 10 μM) 1     ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 12.6  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20     ไมโครลิตร 
 
สภาวะทีใ่ชกบัเครื่องพีซีอาร รุน 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  แบงสวนผสมที่ไดจากการทําปฏิกิริยาสวนหนึ่งเติม loading dye 
ปริมาตร 1 เทาตัว   ตรวจสอบความแตกตางในเบื้องตนของแถบดีเอ็นเอที่ได  โดยการทํา 
electrophoresis บน agarose gel 2% ใชความตางศักยไฟฟา  100  โวลท นาน  50  นาท ี และยอมเจล
ดวย ethidium bromide  แลวจึงตรวจสอบหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอโดยละเอียดดวยวิธีการ 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  โดยเติม sequencing dye  2  เทาตัว ใชความเขมขน 
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ของ acrylamide 6%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูม ิ 55 ๐ซ. นาน  1  ช่ัวโมง  45  นาที  ยอมแถบดี
เอ็นเอดวยวิธี  silver staining 
 
SSR protocal 
 
 วิเคราะหหาเครื่องหมายเอสเอสอารโดยใชสวนผสมในการทําปฏิกิริยาและสภาวะของ
เครื่องพีซีอาร  รุน PTC 100 programmable thermal controller (MJ Research Inc., USA)  ดังนี ้
 
สวนผสมในปฏิกิริยา 
 
 ดีเอ็นเอ (10  นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 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  ยนูิตตอไมโครลิตร) 0.4  ไมโครลิตร 
 น้ําบริสุทธิ์ 4.2  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรรวม 20     ไมโครลิตร 
 
สภาวะเครื่องพีซีอาร  ใชสภาวะตางกัน  2  แบบ  ขึ้นกับความเหมาะสมของแตละคูไพรเมอร 
 

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 คงที่ตามความเหมาะสมกับแตละไพรเมอร 
 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  ตรวจสอบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอดวยวิธีการ denaturing 
polyacrylamide gel electrophoresis   นําสวนผสมที่ไดเตมิดวย sequencing dye 1 เทาตัว ใชความ
เขมขนของ acrylamide 6%  กําลังไฟฟา  60  วัตต  อุณหภูม ิ55 ๐ซ. นาน  1  ช่ัวโมง  30  นาที  ยอม
แถบดีเอ็นเอดวยวิธี  silver staining 
 
การยอมแผนกระจกเจลดวยวิธีการ  silver  staining 
 
 เพื่อใหแถบดีเอ็นเอที่ผานการแยกขนาดโดยการทํา electrophoresis สามารถปรากฏใหเห็น
ได  ดวยการนาํแผนกระจกเจลมาแชในสารละลายกรดอะซิติก  10%  และเขยานาน  30  นาที  เพื่อ
กําจัดยูเรียซ่ึงเปนสวนผสมใน polycrylamide gel ออก  แลวเขยาลางดวยน้ํากลั่น (หรือน้ํา deionize) 
คร้ังละ  2  นาที  3  คร้ัง  ยอมดวยสารละลาย silver  nitrate (1% silver nitrate,  0.56% formadehyde) 
นาน  30  นาท ี  ลาง silver  nitrate ที่เปนสวนเกินทิ้งดวยน้ํากลั่นประมาณ  3 – 5  วินาที    เติม 
developer (30% sodium carbonate, 0.1% sodium thiosulphate, 0.56% formadehyde) โดยเขยาชา ๆ 
จนแถบดีเอน็เอปรากฏชัด  หยุดปฏิกิริยาดวยกรดอะซิติก  10%  นานประมาณ  1  นาที  ลางกระจก
เจลดวยการเขยาในน้ํากลั่นนาน  5  นาที  ยกไปวางผึ่งใหแหงสําหรับอานผลตอไป 
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การใหคะแนนแถบดีเอ็นเอ 
 
 ใหคะแนน  “1”  เมื่อปรากฏแถบดีเอ็นเอ   และใหคะแนน  “0”  เมื่อไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ในพันธุพอแมและระหวางกลุมของดีเอ็นเอที่ทําการเปรียบเทียบ    สวนในประชากร F2 ให
สัญลักษณ  “A”  เมื่อการมีหรือไมมีแถบดีเอ็นเอเหมือนแม    ใหสัญลักษณ  “B”  เมื่อการมีหรือไมมี
แถบดีเอ็นเอเหมือนพอ  และใหสัญลักษณ  “H”  เมื่อมีแถบดีเอ็นเอของทั้งพอและแม 
 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายโมเลกุล  วิเคราะหความเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร  และการระบุ
ตําแหนงยีน 
 
 นําขอมูลสัดสวนของการปรากฏหรือไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอไปวิเคราะหตามวิธีการ  
Chi – square  เพื่อหาความสอดคลองระหวางสัดสวนของคาคาดหมายกบัคาจริงที่ได  โดยเทียบกับ
สัดสวน  3:1  เมื่อเปน dominant marker และ 1:2:1 เมื่อเปน co-dominant marker  หากเครื่องหมาย
โมเลกุลใดมีการกระจายตัวที่ไมสอดคลองกับสัดสวนทีค่าดหมายก็จะไมนําไปใชในการวิเคราะห
เพื่อจัดกลุมเปน  linkage group   การสราง  linkage group ทําโดยใชโปรแกรม MAPMAKEK/EXP 
3.0b  (Lander et al., 1987)  ที่คา  LOD score ไมต่ํากวา  3.0  และคา  maximum distance นอยกวา  
50  cM  แลวทาํการจัดลําดับเครื่องหมายโมเลกุลในแตละ  linkage group  และสรางแผนที่มีหนวย
เปน  centi – morgan (cM)  โดยใช  Kosambi (1944)  mapping function 
 

หาความเชื่อมโยงระหวางเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด
ของถ่ัวหร่ัง  โดยการวิเคราะห single regression ระหวางแตละเครื่องหมายโมเลกุลบน lingkage 
group กับลักษณะที่สนใจ  หากเครื่องหมายโมเลกุลใดแสดงนัยสําคัญทางสถิติแสดงวามีความ
เชื่อมโยงกับพนัธุกรรมที่ควบคุมลักษณะนั้น  และวิเคราะห multiple regression เพื่อตรวจสอบ
ความสัมพันธระหวางกลุมเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะแสดงออกที่สนใจ  โดยใชโปรแกรม  
STATGRAPHICS  PLUS 3.0  ในการวิเคราะหทั้ง  2  ขั้นตอน 
 

ระบุตําแหนงของยีนดวยการวิเคราะห QTL  โดยใชโปรแกรม MQTL (Tinker and Mather, 
1995) ใชคา  SIM (simple  interval mapping)  และ  sCIM (simple composite interval mapping)  
มาตรฐาน   เทยีบกับคา  SIM  และ  sCIM  ที่คํานวณจากระยะทางของเครื่องหมายโมเลกุลแตละ
เครื่องหมาย   กําหนดใหคํานวณโดยสุม  1,000  รอบ  ใช walk speed 3 cM  และกําหนด type I 
error  5% 
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สถานที่ทําการทดลอง 
 
 ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา   สํานักวิจยัและพัฒนาการเกษตร เขตที่ 8   อ.หาดใหญ   จ.สงขลา 
 

เรือนปลูกพืชทดลอง   ภาควิชาพืชไรนา   คณะเกษตร กาํแพงแสน   
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร   วิทยาเขตกําแพงแสน   อ.กําแพงแสน   จ.นครปฐม 
 

ศูนยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร   มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร   วิทยาเขตกาํแพงแสน            
อ.กําแพงแสน   จ.นครปฐม 
 
ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 เร่ิมดําเนินการตั้งแตเดือนตุลาคม  2543   ถึง  เดือนมีนาคม  2548 
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ผลการทดลอง 
 

การหาเทคนิคท่ีเหมาะสมสําหรับการผสมพันธุ 
 
การกําจัดเกสรตัวผู 
 
 การกําจัดเกสรตัวผูสามารถดําเนินการไดในตอนบายหลัง  15:00  น.  ซ่ึงอุณหภูมิอากาศลด
ต่ําลงพอสมควรจากจุดที่อุณหภูมิกลางวนัสูงสุดในเวลาประมาณ  14:00  น.   โดยสามารถทําการ
กําจัดเกสรตัวผูไปไดจนถึงเวลาประมาณ  22:00  น.   หลังจากเวลานี้พบวาการสัมผัสหรือ
กระทบกระเทือนสามารถทําใหอับละอองเกสรตัวผูแตกแลวปลอยละอองเกสรออกมาไดงาย  ซ่ึงจะ
ทําใหเกิดการผสมตัวเองหรอืเกิดความผดิพลาดในการผสมพันธุไดงาย  และพบวาวธีิการเปดกลีบ
ดอกโดยการตดักลีบดอกครึง่บนทิ้งไมทําใหความสามารถในการรับการผสมพันธุเปลี่ยนไป        
ซ่ึงเห็นไดจากดอกที่ถูกตัดกลีบดอกครึ่งบนทิ้งยังสามารถเกิดการผสมตัวเองจนติดเมล็ดได 
 
การผสมขามพันธุ 
 
 ผลจากการผสมขามพันธุในชวงเวลา  7:30 – 9:00  น.  ซ่ึงเปนชวงเวลาที่ครอบคลุมชวงการ
บานของดอกถั่วหร่ังที่จะเริ่มบานประมาณเวลา  8:00 – 8:30  น.  ตามขอเสนอแนะของ Doku and 
Karikari (1971)  พบวาไมสามารถผสมติดไดเลย (ตารางที่ 2)  จึงไดทําการติดตามพฤติกรรมการ
แตกของอับเกสรตัวผู  พบวาอับเกสรตัวผูของถ่ัวหร่ังพันธุตาง ๆ  ในการทดลองนี้จะเริ่มมีการแตก
เพื่อปลดปลอยละอองเกสรตั้งแตประมาณเวลา  2:30 – 3:00  น.  จึงไดทดลองผสมที่ชวงเวลานี้   
และชวงระยะเวลาที่หางออกไป คือ  4:00 – 5:00  น.  พบวาสามารถผสมติดถึง 42 ดอกจากการผสม
ทั้งหมด 51 ดอกเมื่อผสมในชวงเวลาเดียวกบัที่เกสรตัวผูเร่ิมถูกปลดปลอยออกจากอับละอองเกสร   
การผสมในชวงเวลาถดัออกไป  พบการผสมติดเพียง 2 ดอกจากกการผสมทั้งหมด 32 ดอก (ตารางที ่2) 
 
 เพื่อใหไดเมลด็ลูกผสมระหวางคูผสมที่จะสามารถศึกษาการถายทอดลักษณะเปนจํานวน
มากพอ  จึงไดทําการผสมระหวางคูผสมตาง ๆ ที่ตองการ  โดยเนนการผสมในชวงเวลา  1  ช่ัวโมง
หลังจากอับเกสรตัวผูเร่ิมแตก  คือ ระหวาง  2:30 – 3:30  น.  และทําการผสมหลังชวงเวลาดังกลาว
เพื่อเปนการยนืยันชวงเวลาการผสมที่เหมาะสมดวย  พบวาในการผสม  472  ดอกระหวาง  2:30 – 
3:30  น.  สามารถผสมติดได  220  ดอก  คิดเปน  46.6 %  และสามารถพัฒนาจนเปนฝกที่สมบูรณ
จํานวน  20  ฝก  คิดเปน  4.2 %   สวนการผสมในชวงหลังจาก  3:30  น. ไปจนถึง  9:30  น.  จํานวน
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199  ดอก สามารถผสมติด  70  ดอก  คิดเปน  35.2 %  โดยที่สามารถพัฒนาจนเปนฝกที่สมบูรณได
เพียง  3  ฝก คดิเปน  1.5 %   ซ่ึง 3 ฝกดังกลาวไดจากการผสมที่  3:45  น. 2  ฝก และ  4:00 น. 1  ฝก 
(ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 2  ชวงเวลาการผสม  จํานวนการผสม  จํานวนทีผ่สมติด  และจํานวนฝกสมบูรณเมื่อผสม

ขามระหวางถัว่หร่ังพันธุ TVsu 922 กับ TVsu 688 และ TVsu 922 x พื้นเมืองทุงยางแดง
ในเดือนพฤษภาคม 2544  ที่ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา 

 

 เวลาผสม จํานวนการผสม จํานวนที่ผสมติด1/ จํานวนฝกสมบูรณ 
 (ดอก) (ดอก) (ฝก) 

 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/   ไมมีการหลุดรวงภายใน 5 วันหลังการผสม 
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ตารางที่ 3  ชวงเวลาการผสม  จํานวนการผสม  จํานวนทีผ่สมติด  และจํานวนฝกสมบูรณเมื่อผสม
ขามระหวางถัว่หร่ังพันธุ TVsu 11  กับ TVsu 1061   TVsu 1061 x TVsu 870  และ 
TVsu 870 x พื้นเมืองทุงยางแดง ในเดือนธนัวาคม 2544  ถึงเดือนมกราคม  2545           
ที่ศูนยวิจัยพืชไรสงขลา 

 

 เวลาผสม 

 2:30 – 3:30 น. 3:31 – 9:00 น. 

 จํานวนการผสม (ดอก) 472  199  

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

 จํานวนฝกสมบูรณ (ฝก) 20 (4.2 %) 32/ (1.5 %) 

 
1/   ไมมีการหลุดรวงภายใน 5 วันหลังการผสม 
2/   2  ฝกไดจากการผสมที่ 3:45 น.  และ  1  ฝกจากการผสมที่ 4:00 น. 
 

การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมและการสรางประชากรลูกชั่วท่ี 2 
 
ลักษณะที่พบในลูกชั่วท่ี 1 
 
 เมื่อนําเมล็ด F1 ที่ไดมาปลูกศกึษาลักษณะทีแ่สดงออกในลูกชั่วที่ 1  พบวาลักษณะกานใบ
ส้ันจะถูกขมโดยกานใบยาว  ซ่ึงพบไดในคูผสม  TVsu 11 x TVsu 1061   ลักษณะกานใบสีมวงแดง
จะขมกานใบสเีขียวพบไดในคูผสม  TVsu 1061 x TVsu 870  และ TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง   
การผสมระหวางพันธุที่มีรูปทรงของใบแบบรูปใบหอกกบัรูปใบแบบผอมยาวในคูผสม TVsu 870 
x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง  ไดรูปทรงใบเปนรูปใบหอกทีม่ีลักษณะผอมซึ่งเปนลักษณะกึ่งกลาง
ระหวางลกัษณะทั้งสอง  ลักษณะสีเปลือกฝกสดของลูกผสมระหวางพันธุที่เปลือกฝกสีมวงแดงกบั
เปลือกฝกสีขาว พบวามีลักษณะการแสดงออกที่ตางกันในตางคูผสม คือ มีสีมวงออนในคูผสม 
TVsu 11 x TVsu 1061  แตจะมีสีมวงแดงในคูผสม TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง   ลักษณะ
สีเยื่อหุมเมล็ดพบวาเยื่อหุมเมล็ดสีเหลืองครีมถูกขมโดยลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดง  พบไดในคูผสม 
TVsu 11 x TVsu 1061 และ TVsu 1061 x TVsu 870   แตในการผสมระหวางพันธุ TVsu 870        
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ซ่ึงเยื่อหุมเมลด็สีแดงกับพันธุพื้นเมืองทุงยางแดงที่มีเยื่อหุมเมล็ดสีเหลืองครีมและมีลายจุดประสี
น้ําตาลขนาดเล็ก  ไดลักษณะใหมเกิดขึน้คอื  มีเยื่อหุมเมล็ดสีมวงเขมจนเกือบดํา (ตารางที่ 4) 
 
 ความดีเดนของลูกผสม     เมื่อวัดขอมูลลักษณะปริมาณบางลักษณะของลูกผสม
เปรียบเทียบกบัของพันธุพอแม (ตารางที่ 5)  ทําใหสามารถวัดความดีเดนของลูกผสมเหนือคาเฉลี่ย
ของพอแม (heterosis)  และเหนือคาเฉลี่ยของพอแมที่เหนือกวา (heterobeltiosis)  ไดในคูผสม
ระหวางพันธุ TVsu 11  x  TVsu 1061  และ  TVsu 1061 x TVsu 870  คือ 
 
 ความยาวกานใบ     พบมี heterosis ของความยาวกานใบในคูผสม TVsu 1061 x TVsu 870 
โดยมีคาสูงกวาคาเฉลี่ยในพนัธุพอแม 11.3% ที่ระดับความเปนไปได 0.05  ใหคา heterobeltiosis 
5.8%  ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติ  สวนในคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11  ไมเกิด 
heterobeltiosis  และคา heterosis  - 6.7% ไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 

จํานวนฝกตอตน     แมจะมคีาเปอรเซ็นต  heterosis และ heterobeltiosis  22.2%  17.3%  
15.6% และ 12.8%  ในคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11 และ TVsu 1061 x TVsu 870  
ตามลําดับก็ตาม   แตคาตาง ๆ เหลานี้ไมมคีวามแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 
 ความหนาของเปลือกฝกสด     พบวาคูผสมระหวาง TVsu 1061 x TVsu 11 ใหคาความ
หนาของเปลือกฝกสูงขึ้นมากกวาคาเฉลี่ยของพอแมและคาเฉลี่ยฝายพอหรือแมที่มคีาสูงกวามากถึง  
39.6% และ 33.6% ตามลําดบั  ซ่ึงแตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01 ทั้งสองคา   แตใน
คูผสม TVsu 1061 x  TVsu 870 ใหคา 16.8% และ 6.5%  ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 6) 
 
 ขนาดเมล็ด     ในคูผสม TVsu 1061 x TVsu 870  ใหคาเปอรเซ็นต heterosis  และ 
heterobeltiosis สูงแตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01  ทั้งความกวางและความยาวเมล็ด  
สวนในคูผสมระหวางพันธุ TVsu 1061 x TVsu 11  พบวาคาเปอรเซ็นต heterosis มีคา  31.3 และ 
24.1%  โดยแตกตางสถิติที่ระดับความเปนไปได 0.01 สําหรับความกวางและความยาวของเมล็ด
ตามลําดับ  และคาเปอรเซ็นต  heterobeltiosis  แตกตางทางสถิติที่ระดับความเปนไปได  0.05  
เฉพาะลักษณะความยาวของเมล็ดเทานั้น (ตารางที่ 6) 
 


