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การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร 
 

เมื่อใชเครื่องหมายโมเลกุลชนิดตาง ๆ 3 ชนิด  มาแยกความแตกตางระหวางพนัธุพอแม
และกลุมลักษณะทางการเกษตรที่มีความแตกตางกัน  แลวนําเครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถแยก
ความแตกตางไดในทั้งสองขัน้ตอน  ไปทําปฏิกิริยาพีซีอารหาความแตกตางที่มีอยูในประชากร F2 
ขอมูลที่ไดนําไปสราง linkage group  วเิคราะหความเชื่อมโยงระหวางเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะ
ทางการเกษตรที่สนใจ  และวเิคราะหหาตําแหนงของยนีไดผลการทดลองดังนี ้
 
ชนิดเครื่องหมายโมเลกุลและความสามารถในการแยกความแตกตาง 
 
 เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (AFLP marker)  ผลการตรวจหาความแตกตางของแถบดีเอน็เอ 
ระหวางพันธุพอกับพันธุแมโดยใชเอเอฟแอลพีไพรเมอร จํานวน 193 คูไพรเมอร (ตารางผนวกที่ 1)  
พบมี 100 คูไพรเมอรที่ใหความแตกตางไดคิดเปน 51.8 %  เลือกบางคูไพรเมอรจาก 83 คูที่ใหความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอมากกวา 2 ตําแหนง (ตารางผนวกที่ 2) ไปใชในการตรวจสอบหาความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางกลุมดีเอน็เอ  ที่มีความแตกตางกันในลักษณะสีเปลือกฝกและ      
สีเยื่อหุมเมล็ดตามเทคนิค bulk segregant  analysis  โดยการรวมดีเอ็นเอของลูกรุน F2 ที่ไดผานการ
ปลูกตรวจสอบการกระจายตัวในรุน F3 แลววายนีควบคมุลักษณะเปลอืกฝกสีขาวหรือสีมวงแดง   
และยีนที่ควบคุมลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดงหรือสีเหลืองครีมอยูในสภาพ  homozygous ได  11  คู   
ไพรเมอรที่ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอรวมทั้งสิ้น 15 ตําแหนง (ตารางที่ 10)    เมื่อนําไป
ตรวจสอบหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอในประชากร F2 จํานวน 81 ตน  และนําขอมูลการ
ปรากฏหรือไมปรากฏแถบดีเอ็นเอไปวิเคราะหสัดสวนการกระจายตวัตามวิธีการไคสแควร        
(χ2-test)   พบวา  เครื่องหมาย  TAC/CAA1 และ AAA/TGA1 ไมกระจายตัวตามสัดสวน 3:1  
(ตารางผนวกที่ 5)      จึงไมนําไปใชในการวิเคราะห linkage group 
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ตารางที่ 10  เอเอฟแอลพีไพรเมอร (EcoRI/MseI) 11 คูไพรเมอรที่ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ 
ระหวางกลุมดเีอ็นเอที่มีความแตกตางกันในลักษณะสีเปลือกฝกและลักษณะสีเยื่อหุม
เมล็ดรวม   15  ตําแหนง 

 

 คูไพรเมอร สีเปลือกฝก สีเยื่อหุมเมล็ด 
 ขาว มวงแดง แดง ครีม 

 TAC/CAA1 1 0 X X 
 TAC/CAA2 X X 1 0 
 TAC/CTC X X 1 0 
 TAC/CAG 1 0 X X 
 TCG/CTG1 X X 1 0 
 TCG/CTG2 X X 1 0 
 AC/AGG 1 0 X X 
 AAG/AGG 1 0 X X 
 ACT/GTA X X 1 0 
 AAA/GTC1 X X 1 0 
 AAA/GTC2 1 0 X X 
 ACA/GTA 1 0 X X 
 AAA/TGA1 0 1 X X 
 AAA/TGA2 0 1 X X 
 GA/ATT 1 0 X X 

 
หมายเหต ุ 1   หมายถึง  ปรากฏแถบดีเอ็นเอ 
     0   หมายถึง  ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ 

    X  หมายถึง  ไมมีความแตกตางระหวางลักษณะนั้นหรือความแตกตางไมสอดคลองกับ
ลักษณะระหวางพันธุพอกับพันธุแม 
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เครื่องหมายไอเอสเอสอาร (ISSR marker)  จากการนําไอเอสเอสอารไพรเมอร  จํานวน 34 
ไพรเมอรมาตรวจสอบหาความแตกตางระหวางพันธุพอแม  พบวามีจํานวน 28 ไพรเมอรที่สามารถทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารได  โดยมีเพียง 17 ไพรเมอรที่ใหแถบดเีอน็เอที่มีความแตกตางกัน (ตารางที่ 11)   แต
เมื่อนําไปทําปฏิกิริยาพีซีอารกับดีเอ็นเอของกลุมลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ดที่แตกตางกนั
ตามเทคนิค bulk  segregant  analysis  พบวาไมสามารถแสดงความแตกตางใหเห็นได 
 
ตารางที่ 11  ไอเอสเอสอารไพรเมอรที่ไดมาจาก School of Land and Food Sciences, The 

University Queensland จํานวน 34 ไพรเมอรที่ใชในการทําปฏิกิริยาพซีีอารตรวจสอบ
หาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางพันธุพอกับพนัธุแม  และระหวางกลุมดีเอน็
เอของลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ดที่แตกตางกนั 

 

 (ACC)6C (CCG)6T** (AC)8G (TG)8A** CA-1** 
 (ATG)6G** (CGG)6T (GG)9R* (TC)9A** (CA)8T 
 (AAC)6C** (CTG)6A** (GA)9R (GA)9T (CT)8A* 
 (AAC)6T** (CGT)6G** (GA)9Y** (GA)9AT (GA)9C** 
 (ACT)6G* (CGT)6A* (GA)8A* (GA)9AC (AG)8C** 
 (AAC)6Y** (CCT)6T (TG)8G* (GA)84** (GA)9C** 
 (ACC)6T** AGC-1 (TC)9G** (GC)9A  

 
*  ไมสามารถทําปฏิกิริยาพซีีอารได 
**  ใหแถบดเีอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางพันธุพอกับพันธุแม 
Y  =  pyrimidines,  R  =  purines 
 
 เครื่องหมายเอสเอสอาร (SSR marker)  ผลของการนําเอสเอสอารไพรเมอรของถ่ัวพุมและ
ถ่ัวเขียวรวม  51  คูไพรเมอร (ตารางผนวกที่ 3)  มาทําปฏิกิริยาพีซีอารกบัดีเอ็นเอของถั่วหร่ังใน
การศึกษานี้   พบวาสามารถทําปฏิกิริยาได 26 คูไพรเมอร  โดยใหแถบดีเอ็นเอแบบทีม่ีความจําเพาะ
เจาะจงกับตําแหนงใดตําแหนงหนึ่ง (single locus)  จํานวน 2 คูไพรเมอรคือ VM27 และ VM32  
สวนที่เหลือเปนแบบเขาทําปฏิกิริยาไดหลายตําแหนง (multiple locus)  ซ่ึงพบวามีจํานวน  12  คู  
ไพรเมอรที่ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางพันธุพอแม (ตารางผนวกที่ 4)  และมีเพียง  6  
คูไพรเมอรที่ใหความแตกตางของแถบดีเอน็เอระหวางกลุมดีเอ็นเอของลักษณะสีเปลือกฝกและ     
สีเยื่อหุมเมล็ดคือ  VM10  VM15  VM27  VM72  VM73  และVJ31122A  เมื่อนําไพรเมอรเหลานี้
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ไปทําปฏิกิริยาพีซีอารเพื่อตรวจหาความแตกตางของแถบดีเอน็เอในประชากร F2   พบวา   คูไพรเมอร 
VM10  ซ่ึงใหแถบดีเอน็เอ เปนแบบ multiple locus  และสามารถใหคะแนนความแตกตางของแถบ  
ดีเอ็นเอในลักษณะของ dominant marker ไดนั้น  กระจายตัวไมสอดคลองกับสัดสวน  3:1  จึงไม
นําไปรวมในการวิเคราะหหา linkage group 
 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายโมเลกุล  และเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อ
หุมเมล็ด 
 

เมื่อนําเครื่องหมายโมเลกุลที่ใหแถบดเีอ็นเอสอดคลองกับสัดสวนคาดหมาย  ซ่ึง
ประกอบดวยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี จํานวน  13  เครื่องหมาย  และเครื่องหมายเอสเอสอาร 
จํานวน  5  เครือ่งหมาย ไปวิเคราะหหา linkage group รวมกับการใชลักษณะเปลือกฝกสีมวงกับ  
เยื่อหุมเมล็ดสแีดงเปน morphological marker รวมเปน  20  เครื่องหมาย  โดยใชโปรแกรม 
MAPMAKER/EXP version 3.0b  พบวา  เมื่อกําหนดคา LOD score 5    maximum distance 45 
สามารถจัดไดเปน 2 linkage group โดยไมมีเครื่องหมายที่เปน unlink  เมื่อจัดเรียงลําดับของ
เครื่องหมาย และสรางเปนแผนที่บางสวนของโครโมโซม  หากไมนํา morphological marker 
มารวมในการวิเคราะหจะได linkage group 1 (LG 1) และ linkage group 2 (LG 2) ที่มีขนาด    
119.2 cM และ 94.7 cM ตามลําดับ  และจะได linkage group ขนาด 114.9 cM และ 98.1 cM 
ตามลําดับ  เมื่อใชเครื่องหมายทั้ง 2 ชนิดรวมกัน (ภาพที่ 2)  แตทั้งสองแบบก็ใหระยะทางของแผนที่
โครโมโซมโดยรวมใกลเคียงกันคือ  213.9 cM และ 213.0 cM ตามลําดบั 
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114.9 cM

VM27

TAC/CAA2
red seed coat
AAA/GTC1
VM72

ACT/GTA
AAA/TGA2

VM15

TCG/CTG2
TCG/CTG1

TAC/CTC

33.7

8.9

6.0

13.9

3.7

8.8

15.6

24.3

LG1

19.5

7.9

12.1

9.9

12.6

36.1

VM73

AAA/GTC2

VJ31122A

reddish-purple pod
AC/AGG

ACA/GTA

GA/ATT
TAC/CAG

AAG/AGG
98.1 cM

LG2

 
 
ภาพที่ 2  กลุมลิงคเกจของเครื่องหมายดีเอน็เอ 18 เครื่องหมาย และเครือ่งหมายฟโนไทป                

2 เครื่องหมาย  ที่คา LOD score 5  maximam distance 45 
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ผลการวิเคราะหคา single regression ระหวางเครื่องหมายโมเลกุลตาง ๆ ที่ปรากฏบน 
linkage group  ทั้งสอง (independent variable) กับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด 
(dependent variable)   เพื่อตรวจสอบหาเครื่องหมายที่แสดงผลตอลักษณะที่สนใจอยางมีนัยสําคัญ  
พบวาที่ระดับความเชื่อมั่น 99% มี 3 เครื่องหมายที่สามารถอธิบายลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงได  
โดยที ่เครื่องหมาย AC/AGG ใหคา R2 สูงที่สุด 46.64%  และมี 5 เครื่องหมายที่ใชอธิบายลักษณะ
เยื่อหุมเมล็ดสแีดงได  โดยมเีครื่องหมาย TAC/CAA2 ใหคา R2 สูงที่สุด  45.55%  (ตารางที่ 12) 
 
ตารางที่ 12  คา R2 ระหวางเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ดจากการ

วิเคราะห  single regression 
 

 marker R2 (%) 
 สีเปลือกฝก สีเยื่อหุมเมล็ด 

 TAC/CAA2 7.17 45.55** 
 AC/AGG 46.64** 17.34** 
 AAA/GTC1 5.20 37.26** 
 AAA/GTC2 22.17** 9.50 
 ACA/GTA 5.21 14.97** 
 VM27 14.77** 42.45** 
 reddish-purple pod 100** 7.12 
 red seed coat 7.12 100** 

 
**  มีนัยสําคัญที่ระดับความเปนไปได  0.01 
 

ผลการวิเคราะห  multiple regression เพื่อตรวจสอบความสัมพันธระหวางเครื่องหมาย
โมเลกุลตาง ๆ หลายเครื่องหมายที่มีผลตอลักษณะที่ศึกษารวมกัน  พบวา  ที่ระดับความเชื่อมั่น 99%  
ลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงเชื่อมโยงกับเครื่องหมาย AC/AGG เพียงอยางเดียว     สวนลักษณะ   
เยื่อหุมเมล็ดสแีดงเปนความสัมพันธรวมกนัระหวางเครือ่งหมาย  TAC/CAA2 และ AAA/GTC1  
โดยที่การใช  2 เครื่องหมายโมเลกุลนี้รวมกัน   ทําใหสามารถอธิบายครอบคลุมความผันแปรของ
ลักษณะที่แสดงออกไดสูงขึน้เปน  56.58%  และพบวาเครื่องหมาย VM27 ซ่ึงใหคา R2 ในการ
วิเคราะหแบบ single regression  42.45 % ไมมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อนํามาวิเคราะหรวมกับ            
2  เครื่องหมายนี้ 
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ตําแหนงของยนีท่ีควบคุมลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด 
 
 ผลการวิเคราะห QTL เพื่อหาตําแหนงของยีนและเครื่องหมายโมเลกุลที่วางตัวอยูใกลกับ
ยีนที่ควบคุมลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด  เมื่อพิจารณาจากคา SIM main effect  เทียบกับ
ระดับของคา SIM มาตรฐาน (threshold)  พบวา  ลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงถกูควบคุมดวยยีนที่ 
อยูในชวงระยะ 33.6 ถึง 48.3 cM ของ linkage group 2   โดยมีเครื่องหมาย AC/AGG และ 
AAA/GTC2 วางตัวอยูในบริเวณดังกลาว  แตเมื่อพิจารณาคา sCIM main effect  เทยีบกบัคา sCIM 
มาตรฐาน    จะมีเพยีงเครื่องหมาย AC/AGG เทานั้นที่วางตัวอยูในบริเวณชวง 33.6 ถึง 40.8 cM ซ่ึง
ใหคา sCIM main effect  สูงกวาคามาตรฐาน  โดยคาสูงสุดอยูที่บริเวณเหนือเครื่องหมาย AC/AGG 
1.2  cM  และเมื่อใชลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงเปน morphological marker รวมในการวิเคราะห
ดวย  จะไดคา SIM และ sCIM main effect ที่ตําแหนงของ morphological marker สูงสุดคือ  999.0 
และ 84.5 ตามลําดับ   แตเครือ่งหมาย  AC/AGG ซ่ึงถูกวางอยูในตาํแหนงเดียวกันมีคา SIM และ 
sCIM main effect เพียง 28.1 และ 21.6 ตามลําดับ (ตารางผนวกที่ 9 และ 11) 
 

การวิเคราะหหาตําแหนงของยีนที่ควบคมุลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดงบนสวนของ linkage 
group ที่สรางขึ้น  พบวาบริเวณตั้งแตระยะ 0.0 ถึง 49.2 cM ของ linkage group 1 เปนบริเวณที่มีคา 
SIM และ sCIM main effect สูงกวาระดับคามาตรฐาน  พบวามี 3 เครื่องหมายโมเลกุลวางตัวอยูใน
บริเวณดังกลาวคือ  VM27   TAC/CAA2   และ AAA/GTC1  โดยคาสูงสุดอยูที่ตําแหนง 41.5 cM 
ถัดไปจากเครือ่งหมาย  TAC/CAA2  เปนระยะทาง  6 cM   เมื่อวิเคราะห QTL โดยใช 
morphological marker  ลักษณะการมีเยื่อหุมเมล็ดสีแดงรวมดวย   พบวาเครื่องหมายนี้ใหคาจากการ
วิเคราะหสูงสุด และวางตัวอยูที่ตําแหนงเดยีวกันกับเครื่องหมาย  TAC/CAA2 (ตารางผนวกที่ 10  
และ 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   45 

วิจารณผลการทดลอง 
 

การหาเทคนิคท่ีเหมาะสมสําหรับการผสมพันธุ 
 
 ความสําเร็จในการพบเทคนิคการผสมขามระหวางพันธุถ่ัวหร่ังได  ทําใหสามารถกาวลวง
ปญหาที่เปนอปุสรรคขัดขวางการศึกษาทางพันธุศาสตรและการปรับปรุงพันธุถ่ัวหร่ังโดยวิธีการ
ผสมขามระหวางพันธุได   โดยจุดหลักอยูที่ชวงเวลาและวิธีการที่เหมาะสมในการกาํจัดเกสรตวัผู
และชวงเวลาการผสมที่เหมาะสม   การเลือกดอกตูมที่มีขนาด 8 มิลลิเมตรและมีสีเหลืองชัดเจน
เนื่องจากคาดวาดอกลักษณะดังกลาวจะเปนดอกที่บานในวันรุงขึ้น  โดยจะมีชวงเวลาที่เกสรตวัเมยี
พรอมรับการผสมสอดคลองกับชวงระยะเวลาการแตกของอับเกสรตัวผูในชวงเวลาประมาณ 2:30 
ถึง 3:00 นาฬิกา   เนื่องจากยังไมสามารถรูถึงระยะเวลาแนนอนที่เกสรตวัเมียเร่ิมพรอมจะรับการ
ผสมและความยาวนานของชวงดังกลาว  เพยีงแตสันนิษฐานวาชวงเวลานี้นาจะยาวนานไมเกนิ  1 
ช่ัวโมงหลังการแตกของอับเกสรตัวผูและมีการฟุงกระจายของเกสร   เพราะการผสมติดสวนใหญ
เกิดจากการผสมในชวง 2:30 ถึง 3:30 นาฬิกา   ในการผสมตัวเองตามปกติปญหาความไมสอดคลอง
ของชวงเวลาจะไมเกดิขึ้น    เพราะภายในดอกที่ยงัไมบานอับเกสรตัวผูสัมผัสอยูกับยอดเกสรตัวเมยี
เสมอ   เมื่อเกสรตัวผูแตกออกการผสมจึงเกิดขึ้นไดทันทีหากเกสรตัวเมียพรอมจะรับการผสมอยู
แลว   แตในการผสมขามเมื่อชวงเวลาดังกลาวไมสอดคลองกันจึงเปนสาเหตุใหการผสมพันธุไม
ประสบความสําเร็จ    สภาพแวดลอมที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงเวลาการฟุงกระจายของละอองเกสร
ตัวผูนาจะมีผลกระทบตอความสําเร็จในการผสมดวย    เพราะจะทําใหชวงเวลาพรอมรับการผสม
ของเกสรตัวเมยีไมสอดคลองกับความพรอมของเกสรตัวผู    ซ่ึงจากการสังเกตพบวาหากมีฝนตก
และอากาศเยน็กวาปกติ   การแตกของอับเกสรตัวผูจะเกดิขึ้นลาชากวาเวลาปกติ   ในการทดลองครั้ง
นี้พบวาอณุหภมูิอากาศและความชื้นสัมพัทธเฉลี่ยคอนขางจะคงที่ใกลเคียงกันทั้งในชวงเดือน
พฤษภาคม  2544  และในเดอืนธันวาคม  2544  ถึงมกราคม  2545  โดยอุณหภูมิต่ําสดุอยูในชวง 22 
– 26 Oซ.   ขณะที่อุณหภูมิสูงสุดในชวงเดือนพฤษภาคม  2544  สูงกวาในการผสมชวงหลัง         
สวนความชืน้สัมพัทธรายวนัเฉลี่ยอยูในชวง 70 – 80 %  ขณะที่คาความชื้นสัมพันธสูงสุดรายวันอยู
ในชวง 92 – 94 %  ในการผสมชวงแรก   และ 84 – 97 % ในระหวางการผสมชวงหลัง  (ภาพผนวก
ที่ 1)    ถึงแม  Linnemann (1987)  กลาววาถ่ัวหร่ังเปนพืชวันสั้น  แต Nishitani (1989)  ก็ช้ีใหเห็นวา
ถ่ัวหร่ังนาจะเปนพืชที่การออกดอกไมตอบสนองตอชวงแสง   แตการไดรับแสงตลอด 24 ช่ัวโมงจะ
มีผลทําใหการติดฝกนอยลง   ในการทดลองนี้การผสมพันธุใน 2 ชวงดงักลาวมีความแตกตางของ
ความยาววนัตางกันมากที่สุดเพียง 45 นาที   ซ่ึงก็พบวาไมมีผลตอธรรมชาติของการออกดอกและติด
ฝกแตอยางใด   ดังนั้นเวลาการผสมที่ถูกตองเหมาะสมจงึถือเปนปจจัยหลักของความสําเร็จในการ
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ผสมพันธุคร้ังนี้   การตัดกลบีดอกออกครึง่หนึ่งในขั้นตอนการกําจดัเกสรตัวผู   ทําใหการทํางาน
เปนไปอยางรวดเรว็เมื่อเทียบกับการไมตดักลีบดอกทั้งในขั้นตอนการกําจัดเกสรตัวผูและใน
ขั้นตอนการผสมพันธุ   รวมทั้งไมเปนการรบกวนบริเวณรังไขจากการจับยึดระหวางการปฏิบัติงาน   
ซ่ึงนาจะมีสวนทําใหเปอรเซ็นตความสําเร็จในการผสมติดและไดฝกลูกผสม  46.6 และ 4.2 % สูง
กวา  22.1 และ 1.8 %  ตามที่มีรายงานโดย Massawe  et al. (2003) ตามลําดับ   การผสมติดหรือไม  
ดูไดจากการทีด่อกถ่ัวหร่ังไมหลุดรวงไปกอนจะถึง 5 วนัหลังการผสม  ซ่ึงดอกที่การผสมสําเร็จจะ
เกิดการมวนกลับของกานดอกยอยเขามาหากานชอดอกเพื่อเตรียมพรอมรับการยืดตัวฝงลงไป
เจริญเติบโตใตผิวดินตอไป  โดยจะใชเวลาในการขยายขนาดฝกประมาณ  30  วนั  และอีก 30 – 40 
วันสําหรับการเจริญเติบโตและพัฒนาการของเมล็ด   สวนดอกที่ไมไดรับการผสมจะหลุดรวงไป
ภายใน 3 วนั  (Doku and Karikari, 1970 ; Nishitani, 1989)   ในการทดลองครั้งนี้แมการผสมใน
ชวงเวลา 2:30 – 3:30 น.  จะใหเปอรเซ็นตการผสมติดถึง 46.6% ก็ตาม  แตพบวาฝกทีไ่ดรับการผสม
สวนใหญจะหยุดการพัฒนาตอ   โดยยังคงอยูในระยะการมวนกลับของกานดอกยอยไปตลอดฤดู   
และบางสวนฝกและเมล็ดจะไมขยายขนาดจนถึงขนาดปกติ  จึงทําใหไดฝกลูกผสมที่ตองการต่ํา
เพียง 4.2 %  ลักษณะเชนนี้กส็ามารถพบไดในสภาพแปลงปลูกถ่ัวหร่ังเมื่อเกิดภาวะขาดน้ํา  ซ่ึงการ
ผสมเกสรที่เกิดขึ้นไมสมบูรณ   หรือการลาํเลียงธาตุอาหารไปเลี้ยงฝกที่ผสมแลวไมเพียงพอ  อาจ
เปนสาเหตุของปรากฏการณนี้ 
 
 สาเหตุอีกประการหนึ่งที่ทําใหอัตราการประสบความสําเร็จต่ํา  มาจากการที่ถ่ัวหร่ังมลํีาตน
ที่เจริญเติบโตทอดไปบนพืน้ดิน  ทําใหดอกซ่ึงอยูระหวางมุมกานใบกบัลําตน  เมื่อมีแผลบอบช้ํา
หรือไดรับความกระทบกระเทือนมากในระหวางการกําจดัเกสรตัวผู  หรือเมื่อไดรับการผสมพันธุ    
มีโอกาสไดรับความเสียหายไดงายจากการใหน้ําและการเขาทําลายของโรคพืช   ซ่ึงโดยปกติถ่ัวหร่ัง
จะออนแอตอโรคที่เกดิจากเชือ้ Rhizoctonia sp. และ Cercospora  sp.  ต้ังแตระยะออกดอกเปนตนไป   
ดังนั้นการใหน้ําแบบหยด  หรือการใหน้ําทางใตผิวดนิ  นาจะเปนวิธีการที่มีความปลอดภัยมากขึ้น 
 
 ระยะการพัฒนาของตนถ่ัวหร่ังก็นาจะมีสวนตออัตราความสําเร็จในการผสมติดดวย
เหมือนกนั   ทัง้นี้จากการสังเกตพบวา   หากตนถ่ัวหร่ังอยูในระยะที่กําลังแทงเข็มจะสามารถผสม
ติดไดงายขึ้น   รวมทั้งการยดืตัวของกานชอดอกและการพฒันาฝกจะเปนไปอยางรวดเร็ว    ดังนัน้
ในทางปฏิบตัติอไป  ควรจะรอใหตนถ่ัวหร่ังเขาสูระยะนีเ้สียกอนแลวจงึคอยเร่ิมทําการผสมขามพนัธุ 
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การศึกษาการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมและการสรางประชากรลูกชั่วท่ี 2 
 

ปญหาที่สําคัญมากในการศึกษาพันธุกรรมการถายทอดลักษณะของถั่วหร่ังคือ   ความอยู
รอดและความสามารถในการใหผลผลิตของลูกรุน F2 และ F3   ในการศึกษาครั้งนี้จากทั้งหมด 14  
F2 family  มีเพยีง 5 family  เทานั้นที่มีจํานวนตนเหลือรอดมากพอที่จะศึกษาการกระจายตวัในการ
ถายทอดลักษณะทางคณุภาพบางลักษณะได  แตก็มีจํานวนไมเพียงพอสําหรับการศึกษาลักษณะทาง
ปริมาณ 
 

สีเปลือกฝก        จากที่พบวาความเขมของสีเปลือกฝกในรุน F1  มีความแตกตางกันในตาง
คูผสมแมจะเปนการผสมระหวางพนัธุเปลือกฝกสีมวงแดงกับพันธุเปลือกฝกสีขาวเหมือนกนัก็ตาม  
ดังในการผสมระหวาง TVsu 1061 กับ TVsu 11  และ TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดง  ทําให
คาดไดวาพันธุ TVsu 1061 กับพันธุ TVsu 870  มียีนที่ควบคุมการมีเปลือกฝกสีมวงแดงตาง
ตําแหนงกันหรือมีจํานวนไมเทากัน  แตก็ไมสามารถศึกษาถึงปฏิกิริยาของยีนที่ควบคมุการมสีีมวง
ของเปลือกฝกและสีของเยื่อหุมเมล็ดในคูผสม TVsu 870 x พันธุพื้นเมืองทุงยางแดงได   เนื่องจาก
ตน F2 จากคูผสมนี้เปนโรคตายหมดในระยะทีก่ําลังออกดอกแมจะมกีารดูแลรักษาอยางดีก็ตาม    
สวนในกรณีของ TVsu 1061 ผสมกับ TVsu 11  ซ่ึงมีตน F2 ที่ใหผลผลิตได 52 ตน  โดยตนทีเ่ปลือก
ฝกมีสีมวง : ตนที่เปลือกฝกสีขาว  เทากับ  37 : 15  พอดกีับสัดสวน 3 : 1 (ตารางที่ 7)  และตน F2 ที่
เปลือกฝกมีสีขาวใหตนลูก F3  ที่มีเปลือกฝกสีขาวทั้งหมด   ในขณะทีต่น F2 ที่เปลือกฝกมีสีมวงบาง
ตนใหลูก F3 ที่มีการกระจายตัวของสีเปลือกฝกที่มีสีมวง : สีขาว  ลงตัวพอดีกับสัดสวน 3 : 1  ทําให
บงชี้ไดวาปฏิกริิยาของยีนที่ควบคุมการมีสีของเปลือกฝกในคูผสมนี้เปนการควบคุมดวยยีน 1 
ตําแหนง  โดยการมีสีมวง (W) เปนยีนเดน   สวนยนีควบคุมเปลือกฝกสีขาวหรือไมมีสีมวง (w)   
เปนยีนดอย 
 
 สีเยื่อหุมเมล็ด        ลักษณะของลูกรุน F1 แสดงใหเห็นวา  เยื่อหุมเมล็ดสแีดงเปนลักษณะ
ขมเยือ่หุมเมลด็สีเหลืองครีม  และเมื่อผสมระหวางพนัธุ TVsu 1061 กับพันธุ TVsu 870 เยื่อหุมเมล็ด
จะมีสีเขมกวาเมื่อผสม TVsu 1061 กับ TVsu 11  ซ่ึงเปนไปในลักษณะเดียวกับปฏิกิริยาของยีนที่
ควบคุมสีเปลือกฝก  แตในการผสมระหวาง TVsu 870 กับพันธุพื้นเมอืงทุงยางแดงทําใหไดลักษณะ
ใหมเกิดเปนสมีวงเขมจนเกอืบดํา  ซ่ึงเมื่อตัดเยื่อหุมเมลด็ไปสองดูดวยกลองจุลทรรศน  พบวามกีาร
สะสมของเม็ดสีในชั้นเซลลเหมือนกับทั้งในพันธุ TVsu 870 และพันธุพื้นเมืองทุงยางแดง  แสดงให
เห็นวามียนีอยางนอย 2 ตําแหนงควบคุมตาํแหนงการสะสมของเม็ดสี  และมีการแสดงออกรวมกัน 
(codominant)  การกระจายตวัของลักษณะสีเยื่อหุมเมล็ดในรุน F2 ของคูผสม TVsu 1061 x TVsu 11   
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พบวาสอดคลองกับสัดสวน 3 : 1 (ตารางที่ 7)  และเมื่อปลูกศึกษาการกระจายตัวของลกัษณะสีเยื่อ
หุมเมล็ดในรุน F3 ก็พบวา   ตน F2 ที่มีเยื่อหุมเมล็ดสีเหลืองครีมจะใหลูก F3 ที่ไมมีการกระจายตัว
ตอไปอีก  ในขณะที่ตน F2   ที่มีเยื่อหุมเมลด็สีแดงบางตนจะใหตน F3 ที่มีการกระจายตัวของสีเยื่อ
หุมเมล็ดสีแดง : เหลืองครีม  เปนสัดสวน  3 :1   จึงบงชี้ไดวา   สีเยื่อหุมเมล็ดของคูผสมนี้ถูกควบคุม
ดวยยีน 1 ตําแหนง   โดยการมีสีแดงเปนยนีเดน (C) เหนอืลักษณะการมีเยื่อหุมเมล็ดเหลืองครีมซึ่ง
เปนยีนดอย (c)  สําหรับในคูผสม  TVsu 1061 x TVsu 870  กลับสอดคลองกับสัดสวน 15 : 1 
(ตารางที่ 7)  จึงนาจะเปนการควบคมุดวยยนี 2  ตําแหนงที่มีปฏิกิริยารวมกันแบบ duplicate  
dominant  gene  action  แตเนื่องจากจํานวนตนในรุน F2 ของคูผสมนี้มีเพียง 31 ตน  ดงันั้นการบงชี้
ในที่นี้อาจจะไมมีความแมนยําเพยีงพอ 
 
 สีกานใบ        พันธุ TVsu 1061 และพันธุพืน้เมืองทุงยางแดงซึ่งมีกานใบสีเขียว  เมื่อมีการ
ผสมกับพันธุ TVsu 870  ซ่ึงมีกานใบสีมวงแดงจะใหลูกที่มีลักษณะกานใบสีมวงแดงทั้งหมด   
แสดงใหเห็นวากานใบสีมวงแดงเปนลักษณะที่ขมกานใบสีเขียว   การที่ลักษณะสีกานใบในลูกรุน 
F2 ของคูผสม TVsu 870 x พื้นเมืองทุงยางแดง ใหการกระจายตัวที่สอดคลองกับสัดสวนของ
ปฏิกิริยาขมรวมกันของยีน 2 ตําแหนงทีเ่ปนไปไดถึง 2 แบบคือ   masking  action (12 : 3 : 1)  และ  
modifying  action (9 : 3 : 4) (ตารางที่ 7) นั้นเปนเพราะประชากรที่ศึกษามีจํานวนไมมากเพียง
พอที่จะแบงแยกหรือบงชี้อัตราสวน 2 แบบที่กอใหเกิดความไมแนใจ (ambiguous  ratio)  ดังกลาว
ออกจากกนัได (Mather, 1951)   ในขั้นตนนี้จึงเพยีงคาดหมายไดวาลักษณะสีของกานใบในคูผสมนี้
นาจะเปนการควบคุมโดยยนี 2 ตําแหนงที่มีปฏิกิริยาขมรวมกัน 
 
 รูปทรงใบ        เนื่องจากมเีฉพาะพันธุพืน้เมืองทุงยางแดงเทานั้นที่มีรูปทรงของใบยอยเปน
แบบผอมยาวตางไปจากพนัธุอ่ืน ๆ  ซ่ึงลวนมีรูปทรงใบเปนแบบรูปใบหอก  ลูกผสมระหวางพันธุ
พื้นเมืองทุงยางแดงกับ TVsu 870  ใหลักษณะรูปทรงใบมีลักษณะกึ่งกลางระหวาง 2 ลักษณะ
ดังกลาว  ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงวาเปนปฏิกิริยาการขมแบบขมไมสมบรูณ  และในลกูรุน F2 การ
กระจายตัวของลักษณะรูปทรงใบยอยทีพ่อดีกับสัดสวน 1 : 2 : 1 (ตารางที่ 7)  ทําใหคาดหมายวา
เปนการควบคมุดวยยีน 1 ตําแหนงคือ  ลักษณะรูปทรงใบหอกมียีโนไทปเปน NN  สวนรูปใบผอม
ยาวมยีีโนไทป nn 
 
 ความดีเดนของลูกผสม       เนื่องจากในคูผสม TVsu 870 x พื้นเมืองทุงยางแดงมีลูกรุน F1 
เพียง 1 ตน  จึงไมสามารถนํามาคํานวณหาความดีเดนของลูกผสมในทางสถิติได  และไดรวมขอมูล
ของคูผสม TVsu 1061 x TVsu 11  กับ  TVsu 11 x TVsu 1061  เขาดวยกันสําหรับใชในการคํานวณ       
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จากลักษณะความยาวกานใบที่คา heterosis มีความแตกตางกันทางสถิติเฉพาะในคูผสม  TVsu 1061 
x TVsu 870 เทานั้น  ทําใหเชื่อไดวา QTL ที่มีผลตอลักษณะนี้ในพันธุ TVSu 11  เปนคนละตําแหนง
กับในพนัธุ TVsu 870   ในกรณีของจํานวนฝกตอตน  ถึงแมคาตัวเลขเปอรเซ็นตที่คํานวณไดจะมีคา
สูงมากพอสมควร  แตกไ็มมคีวามแตกตางทางสถิติ  ทั้งนี้เปนผลมาจากคาสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน
ของคาเฉลี่ยมีคาสูง   ซ่ึงเกี่ยวของกับการทีข่อมูลมีความแปรปรวนสูงและการมีจํานวนขอมูลของ
ลักษณะนี้ไมมากดวย   สําหรับลักษณะความหนาของเปลอืกฝกสดในการผสมระหวางพันธุ     
TVsu 1061  กับ  TVsu 11  และขนาดเมล็ดจากคูผสมทั้งหมดที่มีคาเปอรเซ็นต  heterosis  และ 
heterobeltiosis สูงอยางมีความแตกตางทางสถิติ  เปนการบงบอกวา   เราสามารถใชพอแมพันธุหรือ
คูผสมเหลานี้ในการปรับปรุงพันธุใหไดเปลอืกฝกสดบาง  หรือขนาดเมลด็โตขึ้นไดโดยการคัดเลือก
จากลูกที่มีการกระจายตัวเกนิไปกวาคาเฉลี่ยของแตละพันธุพอแม (transgressive  progeny) 
 

การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะทางการเกษตร 
 
ชนิดเครื่องหมายโมเลกุลและความสามารถในการแยกความแตกตาง 
 

ในการศึกษานีมุ้งเนนการใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีเปนหลัก   เนื่องจากคุณสมบัติที่
สามารถสราง combination ของคูไพรเมอรไดมากมาย   ทําใหศึกษาไดครอบคลุมทั่วบริเวณของ
จีโนมโดยไมจาํเปนตองทราบลําดับเบสของบริเวณที่สนใจมากอน   จึงเหมาะสมกับการใชศึกษา
จีโนมของถั่วหร่ัง  เพราะเปนพืชที่ยังมีขอมูลการศึกษาเบื้องตนดานนีน้อยมาก  รวมทั้งเปนเทคนิคที่
ใชดีเอ็นเอปริมาณนอย  เพราะมีขั้นตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสวนที่สนใจโดยปฏิกิริยาพีซีอาร   
จึงมีความสะดวกในทางปฏบิัติมากกวาเมือ่เทียบกับวิธีการอารเอฟแอลพี   มีความจาํเพาะเจาะจงสูง  
เพราะชิ้นสวนดีเอ็นเอที่จะเพิม่ปริมาณจะตองมีลําดับเบสสอดคลองกับเบสคัดเลือกของไพรเมอรทั้ง
ในขั้นตอนพีซีอาร I  และ  พซีีอาร II  จึงแมนยําและมีความสามารถในการทําซ้ําไดด ี(อภิชาติ, 
ม.ป.ป.; Jones et al., 1997) 
 

จากรายงานทีม่ีการนําเอสเอสอารไพรเมอรของถ่ัวพุมมาใชในการศึกษาจีโนมของถั่วหร่ัง  
พบวา  สามารถทําปฏิกิริยาพซีีอารกับดเีอ็นเอของถัว่หร่ังได (INCO-DC, 2002)  จึงไดนาํชุดไพรเมอร
ที่ Li et al. (2001)  รายงานไวในการศึกษาความใกลชิดทางพันธุกรรมระหวางสายพนัธุของถ่ัวพุม
มารวมดวย การที่เอสเอสอารไพรเมอร  VM27  และ  VM32  ของถ่ัวพุมสามารถใหแถบดีเอ็นเอ         
ที่เปนแบบ single locus  ก็เปนการยืนยันไดวา   สามารถใชประโยชนจากเอสเอสอารไพรเมอรของ 
ถ่ัวพุมในการศกึษาจีโนมถัว่หร่ังได    และหากมีขอมูลมากเพียงพอก็สามารถนําไปสูการเทียบเคยีง
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หรือเชื่อมโยงความสัมพันธระหวางจีโนมของถั่วหร่ังกับถ่ัวพุมและถัว่ในสกุล Vigna อ่ืน ๆ ใน
รูปแบบการทํา comparative map หรือ syntenic map ตอไป  จากผลการศึกษารูปแบบ  isozyme  
ของถ่ัวอ่ืน ๆ ในสกุล Vigna เชน  ถ่ัวพุม (Panella and Gepts, 1992; Pasquet, 1993; Vaillancourt 
et al., 1993)   พบวา  มีความคลายคลึงกับที่พบในถั่วหร่ัง (Pasquet  et al., 1999)   จึงสามารถ
คาดหมายไดวา   จะตองมีสวนเหมอืนกันของพันธุกรรมระหวางถัว่พุมกับถ่ัวหร่ัง   แตผลของการ
ใชเอสเอสอารไพรเมอรจากพืชตางชนิดกนัในการศึกษาครั้งนี้   พบวา  หลายคูของไพรเมอรไม
สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารได  หรือหากทําปฏิกิริยาได  กเ็กิดขึ้นในลักษณะการเขาทําปฏิกิริยาใน
หลายตําแหนง (multiple locus)  จึงไดรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันหลายขนาด   
ซ่ึงในกรณนีี้   หากคูไพรเมอรใดสามารถใหความแตกตางของแถบดีเอน็เอระหวางพนัธุพอกับ  
พันธุแม   และใหความแตกตางระหวางกลุมดีเอน็เอของลกัษณะที่สนใจ  สอดคลองกับในพนัธุพอแม      
ก็ไดนํามาใชตรวจหาความแตกตางในประชากร F2 เชนกนั   โดยใหคะแนนการปรากฏหรือไม
ปรากฏแถบดีเอ็นเอเปนแบบ dominant  marker เชนเดียวกับเครื่องหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี       
การมีเครื่องหมายโมเลกุลหลายชนิดชวยใหสามารถวางตําแหนงของเครื่องหมายโมเลกุลบนแผนที่
โครโมโซมไดถ่ีมากขึ้น   ทําใหเครื่องหมายโมเลกุลตาง ๆ ในการศึกษาครั้งนี้สามารถรวมตัวกนัได
เปน linkage group ที่มีความเดนชัดเพียง 2  linkage group  เทานั้น 
 

เครื่องหมายไอเอสเอสอารก็เปนเครื่องหมายโมเลกุลอีกกลุมหนึ่งที่นํามาใชในการศกึษา
คร้ังนี้  เนื่องจากมีคุณสมบตักิารเขาจับของไพรเมอรตรงบริเวณที่มีลําดบัเบสซ้ํา ๆ กัน   แลวทํา
ปฏิกิริยาสรางสายดีเอ็นเอเสนใหมในชวงระหวางตําแหนงการเขาจับ  2  ตําแหนงที่มีทศิทางตรงกัน
ขาม   ซ่ึงเปนการเขาทําปฏิกิริยาแบบสุมทั่วทั้งจีโนม  จากจํานวนที่ใชทัง้หมด 34 ไพรเมอร  มี 28 
ไพรเมอรที่สามารถทําปฏิกิริยาพีซีอารได   แตไมพบเครื่องหมายที่สามารถแยกความแตกตางของ
กลุมดีเอ็นเอทีม่ีลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ดทีแ่ตกตางออกจากกันได    ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากจํานวนของไอเอสเอสอารที่นํามาใชตรวจหายังไมมีจํานวนมากเพียงพอหรือยังไมมี
ความจําเพาะเจาะจงที่สูงพอ   อยางไรก็ตาม  ในการศึกษาจีโนมของพืชใหม ๆ ที่เราสนใจในชวง
เร่ิมตน   การเลือกใชเครื่องหมายไอเอสเอสอารมีประโยชนตรงที่เปนเทคนิคที่ทําไดงายและรวดเรว็ 
 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายโมเลกุล  และเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อ
หุมเมล็ด 
 
 การวิเคราะหกลุมเครื่องหมายโมเลกุลในการศึกษาครั้งนี้   เลือกใชคา maximum distance 
45 cM   เพื่อใหมั่นใจวา  ระหวาง 2 เครื่องหมายโมเลกุลที่มีลําดับตอเนือ่งกันไมไดเปนอิสระจากกนั   
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เพราะการที่เครื่องหมาย 2  ตาํแหนงเปนอิสระจากกันไดนัน้  จะตองเปนตําแหนงที่อยูหางกันมาก
หรืออยูบนคนละโครโมรโซม  จนการเกิด recombination ระหวาง  2  ตาํแหนงนั้นเปนไปไดอยาง
อิสระในการสรางเซลลสืบพันธุ  ซ่ึง  2  ตําแหนงนั้นจะตองอยูหางกนั  50  cM เปนอยางนอย 
(ประดษิฐ, 2543)   การกําหนด maximum distance ที่มีคาต่ํากวา  45  cM  แมจะใชระดับ LOD 
score 3   ก็มีผลทําใหไดจํานวน  linkage group มากขึ้น  และมีเครื่องหมายโมเลกุลบางเครื่องหมาย
กลายเปน unlinked marker   ดังนั้น  ในการศึกษาขั้นตนซึ่งจํานวนเครื่องหมายโมเลกลุยังไม
หนาแนน    การใช maximum distance 45 cM  และสามารถเพิ่มคา LOD score ไดถึง 5 โดยที่กลุม
เครื่องหมายโมเลกุลในแตละ  linkage group ยังคงที่เหมอืนเดิม  จึงนาจะเปนทีย่อมรบัได 
 

ในการหาความสัมพันธระหวางเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงโดย
การวิเคราะห single regression   แมวาเครือ่งหมาย  AC/AGG  AAA/GTC2 และ  VM27  จะใหคา 
slope ที่มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 99% กต็าม   แตผลการวิเคราะห multiple 
regression ที่พบวา   เฉพาะเครื่องหมาย AC/AGG  เทานัน้ที่ใหคามนีัยสําคัญทางสถิติ   รวมถึงผล
การวิเคราะหหาบริเวณที่มผีลตอลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดง  ที่ใหผลสอดคลองกันวา  เปนบริเวณ
เดียวกับตําแหนงของเครื่องหมาย  AC/AGG   ดังนั้น  จงึสามารถใชเครื่องหมาย  AC/AGG เปนตัว
บงชี้การมีลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงได   แตการที่คา R2 ของเครื่องหมายนี้มีคาเพยีง 46.64% 
นาจะเปนผลมาจากการมีขอมูล phenotype จากประชากร F2 เพียง 52 ตนสําหรับใชในการวิเคราะห   
จึงทําใหคาที่ไดไมแมนยําเทาที่ควร  รวมทัง้ตําแหนงของเครื่องหมาย  AC/AGG ยังไมใชตําแหนง
ของยีน   เพราะจากการวิเคราะหโดยไมนํา morphological marker เขามารวม  บงชี้วาตําแหนงของ
ยีนอยูเหนือเครื่องหมายนี้ขึน้ไป 1.2 cM 
 
 เมื่อพิจารณาจาก R2 ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% ของเครื่องหมายโมเลกุลตาง ๆ  ที่เชื่อมโยง
กับลักษณะของสีเยื่อหุมเมลด็   รวมกับการวิเคราะหหาบริเวณของ  linkage group ที่เกี่ยวของกับ
การมีลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดง  พบวา  เครือ่งหมาย  AC/AGG และ ACA/GTA  ซ่ึงอยูบน linkage 
group 2 ใหคา SIM และ sCIM main effect ไมสูงกวาคาระดับมาตรฐาน   ดังนั้น  เครื่องหมาย
โมเลกุลที่เชื่อมโยงอยูกับลักษณะสีเยื่อหุมเมล็ดและสามารถอธิบายความผันแปรของลักษณะนี้ไดด ี  
จึงประกอบดวยเครื่องหมาย  TAC/CAA2   AAA/GTC1  และ VM27 บน  linkage group 1  โดย
ควรใชเครื่องหมาย  TAC/CAA2  และ  AAA/GTC1  รวมกัน  เพราะสามารถอธิบายความผันแปร
ของลักษณะไดเพิ่มขึ้น  และทั้งสองเปนเครื่องหมายที่วางตัวขนาบบริเวณทีใ่หคา SIM และ sCIM 
main effect สูงที่สุด   ซ่ึงนาจะเปนบรเิวณที่เปนตําแหนงของยีนหลักทีค่วบคุมลักษณะนี้  ซ่ึงจะ
สามารถใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลที่ชวยในการคัดเลือกหรือใชระบคุวามเชื่อมโยงกับลักษณะ     
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อ่ืน ๆ หากมีการศึกษาตอไปในอนาคต   ขณะที่เครื่องหมาย  VM27  ซ่ึงมีตําแหนงหางออกไปบน  
linkage group นี้   อาจจะวางตัวใกลกับยนีที่เกี่ยวของกับกระบวนการในการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี
ที่เกี่ยวของกับการมีลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดง 
 
ตําแหนงของยนีท่ีควบคุมลักษณะสีเปลือกฝกและสีเยื่อหุมเมล็ด 
 
 จากการวิเคราะหหาตําแหนงของบริเวณทีเ่กี่ยวของกับการมีลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดง
บงชี้วา  เปนบริเวณที่เครื่องหมาย  AC/AGG วางตัวอยู   โดยมีคา sCIM สูงสุดที่ตําแหนง 1.2 cM 
เหนือเครื่องหมายนี้   และผลวิเคราะหตําแหนงของ morphological marker เปลือกฝกสีมวงแดงก็
บงชี้วา  วางตวัอยูที่ตําแหนงเดียวกับเครื่องหมาย  AC/AGG  จึงมีความมั่นใจไดสูงวา   ยีนหลักที่มี
ผลตอลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดงในการศึกษาครั้งนี้  วางตัวอยูที่ระยะ 33.6 cM  บน linkage group 2 
 
 การที่ผลการวิเคราะหหาบริเวณที่มีผลตอลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดงใหคาวิเคราะหสูงกวา
ระดับคามาตรฐานตั้งแตระยะ 0 ถึง 49.2 cM บน linkage group 1  ซ่ึงเปนบริเวณของเครื่องหมาย   
VM27  TAC/CAA2 และ  AAA/GTC1   คาวิเคราะหสูงที่สุดอยูที่ตําแหนง 41.5 cM  ทําใหสามารถ
ระบุไดวา  มียนีที่เกีย่วของกบัลักษณะนี้กระจายตัวอยูอยางตอเนื่องเปนบริเวณกวาง  โดยมียนีหลัก
อยูที่บริเวณระยะ 41.5 cM  ระหวางเครื่องหมาย  TAC/CAA2  กับ  AAA/GTC 1   และผลการ
วิเคราะหโดยใชลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดงเปน morphological marker  ก็ไดผลเชนเดยีวกัน  คือ  
ตําแหนงการวางตัวของลักษณะนี้อยูบริเวณเดยีวกันกบัเครื่องหมาย  TAC/CAA2  ซ่ึงรูปแบบการมี
กลุมของยีนจํานวนมากที่มีผลตอการสะสมเม็ดสีที่สวนตาง ๆ ของตนพืช   มีรายงานในพืชหลาย
ชนิด เชน  การสะสม anthocyanin ทําใหเกดิสีมวงหรือสีแดงในสวนตาง ๆ ของตนขาว  เปนผล
รวมกันของยนี 3 กลุม ไดแก  กลุมที่มีหนาที่สรางและกระตุนการสรางเม็ดสี  กลุมที่เกี่ยวของกับ
การควบคุมการเคลื่อนยายและกําหนดตําแหนงการสะสมของเม็ดสี  และกลุมที่ยับยัง้การสะสมเม็ด
สีที่ตําแหนงตาง ๆ (Reddy, 1996) 
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สรุป 
 
 1.  ปจจัยสําคัญที่มีสวนทําใหการผสมขามพันธุของถ่ัวหร่ังประสบความสําเร็จคือ  การผสม
ในเวลาที่เหมาะสม  และการปฏิบัติที่ไมทําใหดอกถั่วหร่ังไดรับการกระทบกระเทือนมากเกินไป  
ในขั้นตอนการกําจัดเกสรเพศผูและการผสมพันธุ  โดยเลือกดอกตูมที่มขีนาดประมาณ 8 มิลลิเมตร
และมีสีเหลืองชัดเจน  ตดักลบีดอกออกครึง่หนึ่งแลวดึงหรือตัดอับเกสรตัวผูทิ้ง    ทําในชวงเวลา
ตั้งแต 15:00 ถึง 22:00 นาฬิกา  และการผสมเกสรตองทําภายในระยะเวลา 1 ช่ัวโมงหลังจากเกสร 
ตัวผูเร่ิมฟุงกระจาย คือ ระหวางเวลา 2:30 ถึง 3:30 นาฬิกา   การผสมพันธุในขณะที่ตนถ่ัวหร่ังกําลัง
อยูในระยะแทงเข็มจะชวยใหผสมติดไดงาย และเกิดการพัฒนาไปเปนฝกและเมล็ดที่สมบูรณได
อยางรวดเรว็ 
 

2.  ในคูผสม TVsu 1061 x TVsu 11  ลักษณะเปลือกฝกสีขาว และลักษณะสีเยื่อหุมเมล็ดสี
เหลืองครีมตางถูกควบคุมดวยยีนดอย 1 ตําแหนงทีเ่ปนอสิระตอกัน 
 

3.  การผสมระหวางพันธุที่มีรูปทรงใบแบบผอมยาวกับรูปทรงใบแบบรูปใบหอก           
เปนลักษณะของการขมไมสมบูรณ    ทําใหไดสัดสวนการกระจายตัวในลูกชั่วที่ 2  ของลักษณะทรง
ใบผอมยาว : ทรงใบรูปใบหอกคอนขางผอม  :  ทรงใบรูปใบหอก   เปนสัดสวน  1 : 2 : 1 
 

4.  การถายทอดลักษณะสีกานใบที่พบไดในคูผสมระหวางพันธุ TVsu 870 กับ พันธุพื้นเมือง
ทุงยางแดง  ลักษณะกานใบสีมวงแดงเปนลักษณะขมตอกานใบสีเขยีว   และเปนผลมาจากปฏิกิริยา
ของยีนมากกวา 1 ตําแหนง 
 

5.  ความดีเดนของลูกชั่วที่ 1 เหนือพอแมในลักษณะความยาวกานใบ  ความหนาของ
เปลือกฝกสด  ขนาดความกวางและความยาวของเมล็ด  ซ่ึงพบไดทั้งในการผสมระหวางพันธุ     
TVsu 11 กับ TVsu 1061   และ TVsu 1061 กับ TVsu 870   จึงเหมาะทีจ่ะใชคูผสมเหลานี้ในการ
ปรับปรุงพันธุโดยการผสมขามพันธุ   แลวคัดเลือกลักษณะที่ตองการจากลูกที่มีการกระจายตวั
เกินไปกวาคาเฉลี่ยของพันธุพอแม (transgressive progeny) 
 

6.  ในการศึกษาความเชื่อมโยงระหวางเครื่องหมายดเีอน็เอกับลักษณะสีเปลือกฝกสดและ          
สีเยื่อหุมเมล็ด   พบวาเครื่องหมายเอเอฟแอลพี AC/AGG เชื่อมโยงกับลักษณะเปลือกฝกสีมวงแดง  
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ในขณะที่ลักษณะเยื่อหุมเมล็ดสีแดงอยูในบริเวณที่ถูกขนาบดวยเครื่องหมายเอเอฟแอลพี 
TAC/CAA2 และ AAA/GTC1  และมีเครื่องหมายเอสเอสอาร VM27 เชื่อมโยงอยูกับลักษณะนี้ดวย 
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ตารางผนวกที่ 1  เอเอฟแอลพีไพรเมอรที่ใชในการสรางคูไพรเมอรสําหรับตรวจสอบหา          
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางพันธุพอกับพันธุแม 

 

 ไพรเมอรในขัน้ตอนพีซีอาร I ไพรเมอรในขัน้ตอนพีซีอาร II 
 EcoRI MseI EcoRI MseI 

 A A AA AAA 
   AC AAC 
   AAA AAG 
   AAC AAT 
   AAG ACA 
   ACA ACC 
   ACC ACT 
   ACT ACG 
   ACG ATG 
   AGG ATC 
    ATA 
    ATT 
    AGG 
    AGT 
 C C CT CAA 
   CAG CAC 
   CGT CAG 
    CAT 
    CTA 
    CTC 
    CTG 
 G G GA GCC 
   GCC GTA 
   GCA GTC 
 T T TAC TAC 
   TCG TGA 
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ตารางผนวกที่ 2  เอเอฟแอลพีไพรเมอร (EcoRI/MseI) จํานวน 83 คูไพรเมอร (combination) ที่ให
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางพันธุพอกับพันธุแมตั้งแต 3 ตําแหนงขึ้นไป 

 

คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง 
 ท่ีมีความแตกตาง ท่ีมีความแตกตาง ท่ีมีความแตกตาง 

 AA/AAT 5 AAA/CAA 9 GA/ACT 4 
 AA/ACA 5 AAA/CAC 4 GA/ATT 5 
 AA/ACG 7 AAC/AGG 5 GA/TGA 18 
 AA/AGG 8 AAC/GTA 13 GCA/ACA 4 
 AA/GCC 10 AAC/GTC 6 GCA/ACG 5 
 AA/GTC 6 AAC/TAC 11 TAC/AAC 6 
 AA/TAC 7 AAG/AGG 15 TAC/AAT 3 
 AA/CAA 11 AAG/GTA 8 TAC/ACA 4 
 AC/ACT 5 AAG/TAC 10 TAC/ACT 3 
 AC/ACG 16 ACA/AAG 9 TAC/ATA 5 
 AC/AGG 6 ACA/AGG 7 TAC/ATT 3 
 AC/TAC 7 ACA/GTA 14 TAC/CAA 5 
 AC/TGA 10 ACA/GTC 12 TAC/CAC 15 
 AAA/AAG 8 ACA/TAC 14 TAC/CAG 10 
 AAA/AAT 10 ACA/TGA 17 TAC/CAT 9 
 AAA/ACA 12 ACA/CAA 10 TAC/CTA 11 
 AAA/ACC 9 ACC/GTA 13 TAC/CTC 7 
 AAA/ACT 10 ACC/TGA 17 TCG/AAA 4 
 AAA/ACG 9 ACT/GTA 19 TCG/AAC 4 
 AAA/AGG 6 ACT/TAC 14 TCG/AAG 3 
 AAA/GTA 18 ACT/TGA 12 TCG/AAT 4 
 AAA/GTC 14 ACT/CAA 14 TCG/ACA 4 
 AAA/TAC 26 AGG/ATA 5 TCG/ACC 6 
 AAA/TGA 10 GA/AAC 13 TCG/ACT 6 
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ตารางผนวกที่ 2  (ตอ) 
 

คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง คูไพรเมอร จํานวนตําแหนง 
 ท่ีมีความแตกตาง ท่ีมีความแตกตาง ท่ีมีความแตกตาง 

 TCG/ATG 5 TCG/TAC 3 TCG/CTG 3 
 TCG/ATC 5 TCG/CAA 7 CT/GCC 8 
 TCG/ATT 7 TCG/CTA 13 CT/TAC 13 
 TCG/GTC 3 TCG/CTC 6 

 
 
 
ตารางผนวกที่ 3  คูเอสเอสอารไพรเมอรของถ่ัวพุมและถั่วเขียวรวม 51 คู   ที่นํามาตรวจสอบหา

ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอในถั่วหร่ังพนัธุพอและพนัธุแม 
 

 VM1 VM2 VM3 VM4 
 VM5 VM6 VM7 VM8 
 VM9 VM10 VM11 VM12 
 VM13 VM14 VM15 VM16 
 VM17 VM18 VM19 VM20 
 VM22 VM23 VM24 VM25 
 VM26 VM27 VM28 VM29 
 VM30 VM31 VM32 VM33 
 VM34 VM35 VM36 VM37 
 VM38 VM39 VM40 VM68 
 VM69 VM70 VM71 VM72 
 VM73 VJ3120B VJ31122A VJ31122B 
 VJ3144A VJ3144B VJ3190A 
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ตารางผนวกที่ 4  เอสเอสอารไพรเมอรของถ่ัวพุมและถัว่เขียวรวม 12 คูที่ทําปฏิกิริยาพีซีอารแลวให
ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางถั่วหร่ังพันธุพอกบัพันธุแม 

 

 คูไพรเมอร ลําดับเบส 

 VM1 5’CAC CCG TGA TTG CTT GTT G 
  5’GTC CCC TCC CTC CCA CTG 
 VM7 5’CGC TGG GGG TGG CTT AT 
  5’AAT TCG ACT TTC TGT TTA CTT G 
 VM8 5’TGG GAT GCT GCA AAG ACA C 
  5’GAA AAC CGA TGC CAA ATA G 
 VM9 5’ACC GCA CCC GAT TTA TTT CAT 
  5’ATC AGC AGA CAG GCA AGA CCA 
 VM10 5’TCC CAC TCA CTA AAA TAA CCA ACC 
  5’GGA TGC TGG CGG CGG AAG G 
 VM12 5’TTG TCA GCG AAA TAA GCA GAG A 
  5’CAA CAG ACG CAG CCC AAC T 
 VM15 5’CGG CTG CAG CAA ACA AGA G 
  5’AAA CCC GTG CAA GAA ACC AA 
 VM24 5’TCA ACA ACA CCT AGG AGC CAA 
  5’ATC GTG ACC TAG TGC CCA CC 
 VM27 5’GTC CAA AGC AAA TGA GTC AA 
  5’TGA ATG ACA ATG AGG GTG C 
 VM72 5’TGC TGA AGT GAA CAA TCG C 
  5’CCT TCT CCA ACA ACT CTA C 
 VM73 5’CGG CGT GAT TTG GGG AAG AAG 
  5’CTA GTA ACG GCC GCC AGT GTC CTG 
 VJ31122A 5’TGG TTG GTT GGT TCA CCA GA 
  5’CAC GGG TTC TGT CTC CAA TA 
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ตารางผนวกที่ 5  คาไคสแควรของสัดสวนการปรากฏแถบดีเอ็นเอของพันธุพอ – พันธุแม หรือทั้ง
ของพันธุพอ – พันธุแม  และการไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอในประชากร F2 ที่
ตําแหนงเครื่องหมายโมเลกลุตางกัน 

 

 marker สัดสวนคาสังเกต อัตราสวนคาดหมาย χ2 P 

 TAC/CAA1 45 : 35 3 : 1 15.000 > 0.05 
 TAC/CAA2 58 : 22 3 : 1 0.267 0.80 – 0.50 
 TAC/CTC 55 : 21 3 : 1 0.281 0.80 – 0.50 
 TAC/CAG 55 : 25 3 : 1 1.667 0.20 – 0.05 
 TCG/CTG1 63 : 17 3 : 1 0.600 0.50 – 0.20 
 TCG/CTG2 64 : 15 3 : 1 1.523 0.50 – 0.20 
 AC/AGG 64 : 14 3 : 1 2.068 0.20 – 0.05 
 AAG/AGG 58 : 23 3 : 1 0.497 0.50 – 0.20 
 ACT/GTA 67 : 14 3 : 1  2.572 0.20 – 0.05 
 AAA/GTC1 59 : 22 3 : 1 0.202 0.80 – 0.50 
 AAA/GTC2 61 : 20 3 : 1 0.004 0.95 – 0.80 
 ACA/GTA 67: 14 3 : 1 2.572 0.20 – 0.05 
 AAA/TGA1 44 : 35 3 : 1 15.700 > 0.05 
 AAA/TGA2 61 : 17 3 : 1 0.428 0.80 – 0.50 
 GA/ATT 56 : 25 3 : 1 1.485 0.50 – 0.20 
 VM10 68 : 11 3 : 1 5.169 > 0.05 
 VM15 62 : 15 3 : 1 1.251 0.50 – 0.20 
 VM27 24 : 40 : 17 1 : 2 : 1 1.049 0.80 – 0.50 
 VM72 60 : 19 3 : 1 0.038 0.95 – 0.80 
 VM73 61 : 15 3 : 1 1.123 0.50 – 0.20 
 VJ31122A 60 : 17 3 : 1 0.351 0.80 – 0.50 
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ตารางผนวกที่ 6  ลักษณะของ map file ที่ใชในการวิเคราะหเพื่อระบุบริเวณตําแหนงของยีนที่
เกี่ยวของกับลักษณะที่สนใจโดยการใชโปรแกรม MQTL 

 

 
 
หมายเหต ุ
 A1 หมายถึงเครื่องหมาย TAC/CAA2 A11 หมายถึงเครื่องหมาย ACA/GTA 
 A2 หมายถึงเครื่องหมาย TAC/CTC A12 หมายถึงเครื่องหมาย AAA/TGA2 
 A3 หมายถึงเครื่องหมาย TAC/CAG A13 หมายถึงเครื่องหมาย GA/ATT 
 A4 หมายถึงเครื่องหมาย TCG/CTG1 A14 หมายถึงเครื่องหมาย VM73 
 A5 หมายถึงเครื่องหมาย TCG/CTG2 A15 หมายถึงเครื่องหมาย VM15 
 A6 หมายถึงเครื่องหมาย AC/AGG A16 หมายถึงเครื่องหมาย VM72 
 A7 หมายถึงเครื่องหมาย AAG/AGG A17 หมายถึงเครื่องหมาย VJ31122A 
 A8 หมายถึงเครื่องหมาย ACT/GTA A18 หมายถึงเครื่องหมาย VM27 
 A9 หมายถึงเครื่องหมาย AAA/GTC1 A19 หมายถึงเครื่องหมาย reddish-purple pod 
 A10 หมายถึงเครื่องหมาย AAA/GTC2 A20 หมายถึงเครื่องหมาย red seed coat 
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ตารางผนวกที่ 7  ลักษณะการจัดเรียงลําดับเครื่องหมายและขอมูลยีโนไทป    ในการวิเคราะหดวย
โปรแกรม MQTL เพื่อระบตุําแหนงของยนีที่เกีย่วของกบัลักษณะที่สนใจ         
เมื่อใชเฉพาะเครื่องหมายดีเอ็นเอ 18 เครื่องหมาย 
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ตารางผนวกที่ 8  ลักษณะการจัดเรียงลําดับเครื่องหมายและขอมูลยีโนไทปในการวิเคราะหดวย
โปรแกรม MQTL เพื่อระบตุําแหนงของยนีที่เกีย่วของกบัลักษณะที่สนใจ         
เมื่อใชเครื่องหมายฟโนไทปรวมกับเครื่องหมายดเีอ็นเอรวม 20 เครื่องหมาย 
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ตารางผนวกที่ 9  ผลการวิเคราะหเพื่อระบุบริเวณของตําแหนงยีนที่เกี่ยวของกับลักษณะเปลือกฝก     
สีมวงแดงดวยโปรแกรม MQTL  เมื่อใชเฉพาะเครื่องหมายดีเอ็นเอ 18 เครื่องหมาย 

 

 
 



   74 

ตารางผนวกที่ 9 (ตอ) 
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ตารางผนวกที ่10  ผลการวเิคราะหเพื่อระบุบริเวณของตําแหนงยนีที่เกีย่วของกับลักษณะเยื่อหุมเมลด็
สีแดงดวยโปรแกรม MQTL เมื่อใชเฉพาะเครื่องหมายดเีอน็เอ 18 เครื่องหมาย 
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ตารางผนวกที่ 10 (ตอ) 
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ตารางผนวกที่ 11  ผลการวิเคราะหเพื่อระบุบริเวณของตาํแหนงยีนที่เกีย่วของกับลักษณะเปลือกฝก  
สีมวงแดงดวยโปรแกรม MQTL  เมื่อใชเครื่องหมายฟโนไทปรวมกับ
เครื่องหมายดีเอ็นเอรวม 20  เครื่องหมาย 
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ตารางผนวกที่ 11 (ตอ) 
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ตารางผนวกที ่12  ผลการวเิคราะหเพื่อระบุบริเวณของตําแหนงยนีที่เกีย่วของกับลักษณะเยื่อหุมเมลด็
สีแดงดวยโปรแกรม MQTL  เมื่อใชเครื่องหมายฟโนไทปรวมกับเครื่องหมาย    
ดีเอ็นเอรวม 20  เครื่องหมาย 
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ตารางผนวกที่ 12 (ตอ) 
 

 
 


