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การตรวจเอกสาร 

 
ลักษณะทั่วไปของถั่วหรั่ง 
 
 ถ่ัวหร่ัง มีช่ือวทิยาศาสตรวา Vigna subterranea (L.) Verdc. เนื่องจากมลัีกษณะคลายคลึงกับ
พืชในสกุล Vigna มีช่ือสามัญคือ Bambara groundnut เปนพืชที่มีความสําคัญในทวปีแอฟริกา (sub-
Saharan Africa) จัดอยูในวงศ Leguminosae วงศยอย Papilionaceae มีจํานวนโครโมโซม 2n=22 จาก
การศึกษาพบวาถ่ัวหร่ังมีถ่ินกาํเนิดอยูในเขตรอนของทวีปแอฟริกา โดยมีศูนยกลางอยูทางตะวนัออก 
เฉียงเหนือของประเทศไนจีเรียและตอนเหนือของประเทศคาเมอรูน มีรายงานการปลูกถ่ัวหร่ังครั้ง
แรกในศตวรรษที่ 17 โดยเรียกพืชชนิดนีว้า “Mandubi d’ Angola” และมีการแพรกระจายจากทวปี
แอฟริกาไปยังประเทศอินเดยี ศรีลังกา อินโดนีเซีย ฟลิปปนส มาเลเซีย บราซิล (Duke, 1981) สําหรับ
ประเทศไทยนัน้คาดวา มีการปลูกถ่ัวหร่ังในภาคใตของประเทศมาไมนอยกวา 200 ปแลว (กรม
วิชาการเกษตร, 2541) โดยสันนิษฐานวาถ่ัวหร่ังเขาสูประเทศไทยทางตอนใตโดยผานทางประเทศ
มาเลเซีย ในปจจุบันนีพ้บวานิยมปลูกถ่ัวหร่ังกันมากในสวนยางพาราทางภาคใตของประเทศ และ
บางครั้งก็ปลูกบนที่ราบหรือปลูกเปนพืชแซมในแปลงปลูกพืชอ่ืน ๆ โดยมีช่ือเรียกแตกตางกนั
ออกไปตามแหลงปลูก เชน ในจังหวดันราธิวาส ยะลา ปตตานี เรียกวา “กาแจโป” จังหวดัสงขลา 
เรียกวา “ถ่ัวไทร” จังหวัดภเูก็ต เรียกวา “ถ่ัวปนหย”ี จังหวัดสุราษฏรธานี นครศรีธรรมราช พัทลุง 
และจังหวัดอืน่ ๆ ทางภาคใต เรียกวา “ ถ่ัวเม็ดเดยีวหรือถ่ัวหร่ัง” (สุกญัญา, 2547) 
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชที่สามารถปรับตัวไดดีในพืน้ที่มีความอุดมสมบูรณของดินต่ํา ในพื้นที่ดิน
ดอนที่มีการระบายน้าํดี เชน ดินทราย ดนิรวน และดนิรวนปนทราย ทนตอดนิกรด แตไมทนตอดิน
ดางและดนิเคม็ เจริญเติบโตไดดีใน pH 5.0-6.5 เปนพืชที่ตองการอุณหภูมิสูง มแีดดจัด โดยอุณหภูมิ
เฉลี่ยกลางวัน-กลางคืน 20-28 องศาเซลเซียส มีปริมาณน้ําฝนเฉลี่ย 600-750 มิลลิเมตรตอป และจะ
ใหผลผลิตสูงขึ้นเมื่อมีปริมาณน้ําฝนเฉลี่ย 900-1,200 มิลลิเมตรตอป (สุเทพ, 2525; สุกัญญา, 2547) 
 
ความสําคัญของถั่วหรั่ง   
 
 ถ่ัวหร่ังเปนพืชตระกูลถ่ัวที่ใหโปรตีนและคารโบไฮเดรต ใชเมล็ดเปนอาหาร จากการศึกษา
ของ Duke (1981) พบวาในเมล็ดแหง 100 กรัมมีสารอาหารที่สําคัญเปนสวนประกอบคือ พลังงาน 
367 กิโลแคลอรี โปรตีน 18.8 เปอรเซ็นต ไขมัน 6.2 เปอรเซ็นต คารโบไฮเดรต 61.3 เปอรเซ็นต และ 
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ไฟเบอร 4.8 เปอรเซ็นต และ Nwokolo and Smartt (1996) รายงานวาเมล็ดแหง (dry seed) และเมล็ด
สด (fresh seed) มีองคประกอบดังแสดงในตารางที่ 1  

 
ตารางที่ 1  องคประกอบของเมล็ดในถัวหร่ังเมล็ดแหง (dry seed) และเมล็ดสด (fresh seed)   
 

Nutrient (%) Dry seed Fresh seed (Immature seed) 
Dry matter 90.40 42.70 
Protein 22.50 7.80 
Ether extract 2.90 3.10 
Crude fiber 6.20 3.00 
Ash 5.10 1.80 
Nitrogen-free extract 55.80 30.00 

 
ที่มา:  Nwokolo and Smartt (1996) 
 

เมล็ดของถั่วหร่ังสามารถนํามาบริโภคไดหลายรูปแบบ เมล็ดสดกอนถึงระยะสุกแกนํามาตม
หรือคั่วรับประทาน สวนเมล็ดที่สุกแกเต็มที่แลวจะมคีวามแข็งของเมล็ดมากกวาเมล็ดสด กอนการ
บริโภคตองนํามาตมเพื่อใหเมล็ดนุม หรือบดเปนแปงเพื่อใชประกอบอาหารตาง ๆ ทางดาน
อุตสาหกรรมใชถ่ัวหร่ังในลักษณะตมน้ําเกลือบรรจุกระปองสําหรับใชในการประกอบอาหาร และยัง
มีการนํามาบริโภคในรูปของอาหารขบเคี้ยว หรืออาหารเพื่อสุขภาพอีกดวย ถ่ัวหร่ังจงึเปนที่ตองการ
อยางมากของตลาดในเขตภาคใตของไทย รวมทั้งในสิงคโปรและมาเลเซีย (สุกัญญา, 2547) 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของถ่ัวหรั่ง 
 
 ถ่ัวหร่ังจัดเปนพืชลมลุก อายฤุดูเดียวลําตนเลื้อยไปตามพืน้ดิน เปนที่เกดิของใบ รากวิสามัญ 
รวมทั้งดอกและฝก ลําตนเลื้อยมีกิ่งกานเปนจํานวนมาก ความยาวของกิ่งทีแ่ตกออกจากลําตนที่
แตกตางกันนัน้มีผลใหเกดิความแตกตางในการแตกกอ ทําใหสามารถแบงลําตนออกเปน 2 แบบ คือ 
ลําตนตั้งตรง (intermediate หรือ semi-bunched) ถือเปนลําตนที่เจริญในระยะแรก และในระยะตอมา
มีการแตกแขนงของลําตนเลื้อยขนานไปกับผิวดิน (spreading) บริเวณแขนงของลาํตันเลื้อยขนานนั้น
จะมีการแตกของใบ  
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ลักษณะทางพฤกษศาสตรทั่วไปดังนี ้
 
 ราก (root)  ถ่ัวหร่ังมีระบบรากแกว (tap root system) เมื่อเมล็ดเริ่มงอก รากแกวที่พฒันามา
จากสวนของ radicle  จะหยัง่ลึกลงไปในดนิ พรอมกับมรีากแขนงแตกออกทางดานขาง รากจะเจรญิ 
เปนกระจุกที่บริเวณขอในระดับผิวดินเปนสวนใหญ และมีสวนของปมรากเพื่อใชในกระบวนการ
ตรึงไนโตรเจนโดย Rhizobium (Goli, 1995) 
 
 ใบ (leave) ใบถั่วหร่ังเปนใบประกอบแบบ trifoliate ซ่ึงประกอบดวย 3 ใบยอย คือ terminal 
leaflet 1 ใบ และ lateral leaflet 2 ใบ ลักษณะผิวใบเรียบ (glabrous) เปนรองตรงกลางใบ (grooved) 
บริเวณโคนใบจะหนากวาปลายใบ ใบมีรูปรางคลายหอก (lanceolate) หรือรูปไข (elliptic) ที่ 
terminal leaflet พบหูใบ (stipule) 2 อันอยูบริเวณฐานใบ ขนาดใบมีความกวางเฉลี่ย 3.9 เซนติเมตร 
และความยาวเฉลี่ย 12 เซนติเมตร กานใบมีลักษณะยาวและตรง มีความยาวเฉลี่ย 12 เซนติเมตร 
(Linnemann and Azam-Ali, 1993) และมสีีที่แตกตางกนัไปตามสายพันธุ เชน ชมพู มวง และ ฟาอม
เขียว (Goli, 1995) 
 
 ดอก (flower)  ถ่ัวหร่ังมีชอดอกแบบ raceme เกิดตามมมุใบและขอของลําตนเลื้อยขนาน 
ดอกยอยเปนแบบ papilionaceous คลายกับพืชตระกูลถ่ัวชนิดอืน่ ๆ คอื มีกลีบดอก 5 กลีบที่มีขนาด
ไมเทากัน เรียกวา standard 1 อัน wings 2 อัน และ keel 2 อัน ซ่ึงอยูแยกกนัอยางอิสระทําหนาที่
หอหุมเกสรตวัผูและเกสรตัวเมีย ดอกยอยมีขนาดเล็กมคีวามกวางเฉลี่ย 0.4 เซนติเมตร  มีความยาว
เฉลี่ย 0.6 เซนติเมตร (Linnemann and Azam-Ali, 1993)  กลีบดอกมีสีเหลืองออนไปจนถึงเหลืองปน
น้ําตาล ขึ้นกับสายพันธุ แตละดอกยอยประกอบดวยกลีบเลี้ยงสีเขียว 5 กลีบที่มีฐานเชือ่มติดกัน โดย
แตละชอดอกประกอบดวยดอกยอยจํานวน 1-3 ดอก ที่พบมากคือมีดอกยอยจํานวน 2 ดอก  ถ่ัวหร่ัง
จัดเปนพืชผสมตัวเอง ซ่ึงหลังจากที่มีการปฏิสนธิแลวชอดอกจะโคงและฝงตัวลงสูดินและพัฒนาเปน
ฝกตอไป (Goli, 1995) 
 
 ฝก (pod) ฝกของถั่วหร่ังเกิดเปนฝกเดีย่วหรือเปนกลุมตามลําตน โดยหลังจากมกีารผสม
พันธุกานดอกจะยดืตวัออกในชวงเริ่มตนของการสรางฝกและแทงลงสูดิน ทําใหมีการพัฒนาของฝก
อยูใตดนิเชนเดียวกับถ่ัวลิสงฝกออนผิวเรียบมีสีขาว เมื่อถึงระยะสุกแกฝกจะมีรอยยนและเปลือกฝก
หนาและแข็งมากขึ้นแตไมแตกออกจากกนัมีสีน้ําตาล ขนาดเสนผานศูนยประมาณ 1.5-2.0 
เซนติเมตร (Linnemann and Azam-Ali, 1993) โดยปกติแลวใน 1 ฝกจะประกอบดวย 1-2 เมล็ด 
(Goli, 1995) 



 

6 

 เมล็ด (seed) เมล็ดถ่ัวหร่ังมลัีกษณะผิวเรียบ มีรูปรางคอนขางกลม มีเสนผานศูนยกลางของ
เมล็ดประมาณ 1.0-1.5 เซนติเมตร ผิวเมล็ดเรียบ เมือ่เมล็ดแกจดัจะแข็งเนื่องจากมีเปลือกเมล็ด
คอนขางแข็งและหนา สีเมลด็จะแตกตางกนัไปตามสายพันธุ เชน สีครีม แดง ดํา หรืออาจมีลาย 
บริเวณกึ่งกลางเมล็ดมีสวนของ hilum ที่มีสีขาว แตอาจพบวามแีนววงกลมสีดําอยูรอบ hilum ที่
เรียกวา black eye (Goli, 1995) 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของถ่ัวหร่ัง 
 
 
 
 
 

 

ราก 

ลําตน 

กิ่งแขนงชดุที่ 1 

กิ่งแขนงชดุที่ 2 
ขอ 

ใบ 

ดอก 
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การจําแนกสิ่งมีชีวิต 
 
 ส่ิงมีชีวิตในโลกนี้มีอยูมากมายหลายชนิด และไมมส่ิีงมีชีวิตใดทีม่ีลักษณะเหมอืนกันทุก
ประการ ดังนั้นเพื่อความสะดวกในการศึกษาทางดานชีววิทยาและนาํมาใชประโยชนในดานตาง ๆ 
จึงตองมีการจดัแบงสิ่งมีชีวติออกเปนหมวดหมูโดยมหีลักเกณฑในการพิจารณาหลายประการ ใน
ปจจุบันนี้มกีารใชเครื่องมือที่มีความแมนยําในการจําแนกความแตกตางของลักษณะทีแ่สดงออกของ
ส่ิงมีชีวิตในสายพันธุที่แตกตางกันโดยใชเครื่องหมาย (marker) เพื่อบงชี้ความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิตทั้งทางดานปรมิาณและคณุภาพ อาจเปนการจําแนกความ
แตกตางระหวางและภายในชนิด (species) ระหวางและภายในประชากร (population) หรือระหวาง
แตละตวัหรือตน (individual) เครื่องหมายที่ใชบงบอกความแตกตางมี 2 ประเภท คือ 
  

2.1 เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) 
   

เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยาเปนการบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิต โดยใชวิธีการ
เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานหรือทางสรีระ ซ่ึงลักษณะที่ตรวจสอบนี้มักขึ้นอยูกบัสภาพแวดลอม
ทําใหผลการตรวจสอบอาจผิดพลาดได จงึจําเปนตองใชผูมีความชํานาญพิเศษและตองมีวิธีการที่จะ
บอกจีโนไทปที่ถูกตองจากฟโนไทปที่ตรวจสอบได อยางไรก็ตามแมวาการตรวจสอบลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาจะเปนการตรวจสอบที่มีความคลาดเคลื่อนไดงายแตยังมีความจําเปนที่ตองทําในอนัดับ
แรก จากนั้นจงึใชวิธีอ่ืนประกอบเพื่อใหไดขอมูลที่สมบูรณขึ้น (สุรินทร, 2545) 
 

2.2 เครื่องหมายทางโมเลกุล (molecular marker) 
 
เครื่องหมายทางโมเลกลุมี 2 ระดับ คือ ระดับโปรตนีซึ่งเปนการตรวจสอบที่โมเลกุลของ

โปรตีนชนิดตาง ๆ และระดับดีเอ็นเอซึ่งตรวจสอบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุล
ของดีเอ็นเอ 
 

2.2.1 เครื่องหมายโปรตีน (protein marker) เปนการตรวจสอบสิ่งมีชีวิตโดยใชความ
แตกตางของโมเลกุลโปรตีนตาง ๆ ในแตละสิ่งมีชีวิต ไดแก ไอโซไซม (isozyme) ซ่ึงเปนกลุมของ
เอนไซมตางชนิดกันทีท่ําหนาที่เดียวกนัและอัลโลไซม (allozyme) เปนกลุมของเอนไซมที่ผลิต
จากอัลลีลที่ตางกันจากยีนเดยีวกัน   
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การตรวจสอบความแตกตางของโปรตีนนี้อาศัยหลักการของความสามารถในการเคลื่อนตัว
ของโมเลกุลโปรตีนดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส ซ่ึงเอนไซมแตละแบบจะมีความสามารถในการ
เคลื่อนตัวผานเจลไมเทากนั ทําใหเกดิความแตกตางของแถบโปรตีนในสิ่งมีชีวิตที่มโีปรตีนตางแบบ
กัน ขอดีของการตรวจสอบโปรตีน คือ สามารถตรวจสอบไดหลายตําแหนง คาใชจายไมสูงมากนัก 
เปนเครื่องหมายแบบ codominant marker คือ  สามารถตรวจสอบอัลลีลที่เปนโฮโมไซกัส และเฮท
เทอโรไซกัสได แตวิธีนี้มีขอจํากัดที่สําคญั คือ ชนิดของเอนไซมที่เปนไอโซไซม ที่สามารถนํามา
ตรวจสอบความแตกตางนั้นมีจํานวนจํากดัและสิ่งแวดลอมและระยะของการเจริญเติบโตของ
ส่ิงมีชีวิตมีผลตอการเกิดขึ้นของแถบโปรตีนดวย (สุรินทร, 2545)  

 
2.2.2 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เปนเครื่องหมายทีบ่งชี้ความจําเพาะของ

ส่ิงมีชีวิตตัวหรือตนหนึ่ง สายพันธุหนึ่ง ชนิดหนึ่ง หรือในระดบัตางชนิด เปนดีเอ็นเอที่อยูใน
ตําแหนงหนึ่ง ๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือ ดเีอ็นเอในออรแกเนลล (mitochondrial DNA 
หรือ chloroplast DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครือ่งหมายได เนือ่งจากความแปรปรวนของ นิ
วคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือการเกิดโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของลําดับเบสใน
โมเลกุลของดีเอ็นเอในแตละสิ่งมีชีวิต 

 
การตรวจสอบในระดบัดีเอ็นเอมีขอดีมากกวาการตรวจสอบในระดับโปรตีน คือ โมเลกุล

ของดีเอ็นเอมคีวามเสถียรกวาจึงเก็บไดนาน ทําใหสามารถวิเคราะหจากตัวอยางที่ถูกเก็บเปน
เวลานานได และเนื่องจากดีเอ็นเอเปนองคประกอบในเซลลเกือบทุกเซลล จึงสามารถตรวจสอบ    ดี
เอ็นเอจากเนื้อเยื่อใดและระยะการเจริญเติบโตใดก็ไดโดยสภาพแวดลอมไมมีผลตอการผันแปรของ
ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอน็เอ (สุรินทร, 2545) 

 
 การตรวจสอบสิ่งมีชีวิตในระดับดีเอน็เอตองอาศัยเทคนิคการสรางลายพิมพดเีอ็นเอ (DNA 

fingerprint) ซ่ึงเปนวิธีการทีท่ําใหเกิดลายพิมพหรือแบบแผนของดีเอ็นเอที่จําเพาะ  ลายพิมพดเีอ็นเอ
นั้นถูกพัฒนาขึ้นใชคร้ังแรกกับมนุษยโดย Jeffreys et  al.ในป ค.ศ. 1985  เพื่อบงชี้ความจําเพาะของ
แตละบุคคล โดยสกัดดีเอ็นเอจากเซลลแลวนําไปตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) 
แลวตรวจหาความแตกตางทีเ่กิดขึ้นของลายพิมพดเีอ็นเอหรือโพลีมอรฟซึมดวยวิธี Southern blot 
hybridization  โดยใชดเีอ็นเอที่เปนมินิแซทเทลไลท (minisatellite DNA) เปนตวัตรวจสอบ (probe)  
ลายพิมพดีเอน็เอเปนเอกลักษณทางพันธุกรรมที่แตกตางกนัในสิ่งมีชีวติแตละชนดิ ยกเวนฝาแฝดที่
เกิดจากไขใบเดียวกัน  นอกจากนี้ดเีอ็นเอที่อยูบนโครโมโซมที่ใชในการตรวจสอบลายพิมพดีเอน็เอ
นั้นมีการถายทอดตามกฎของเมนเดล จึงสามารถใชในการพิสูจนบุคคลเพื่อบอกความสัมพันธ
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ระหวางพอแมกับลูกและสามารถประยุกตใชในการศึกษาวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตได (สุรินทร, 
2540) 
 
 ในปจจุบนัเทคนิคในการตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอ สามารถจําแนกไดเปน 2 กลุม คือ 
เทคนิคที่อาศัยหลักการ hybridization (Soller and Beckman, 1983) และเทคนคิที่อาศัยการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพซีีอาร (polymerase chain reaction, PCR) (Welsh and McClelland, 
1990; William et al., 1990) 
 
 1. เทคนิคที่ตรวจหาโดยวิธี hybridization มีเพียงเทคนิคเดียว คือ อารเอฟแอลพี 
(Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP) เปนเทคนิคที่อาศัยความแตกตางหรือความ
หลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะซึ่งเปนเอนไซมที่จดจําลําดับ
เบสของดีเอ็นเอและตัดดเีอ็นเอที่ตําแหนงจดจํา เทคนิคเริม่จากการตัดจโีนมิกดีเอ็นเอดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ แลวนําไปแยกขนาดบนแผนเจลดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีสและถายดีเอ็นเอลงบนแผนกรอง 
(membrane filter) ดวยวิธี Southern blot แลวตรวจหาการเขาคูกันของตัวตรวจสอบ (probe) ที่ติด
ฉลาก ที่มีความจําเพาะกับจโีนมิกดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ บนแผนกรองนั้น (วิสุทธิ์ และคณะ, 2530) 
ความแตกตางของลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดเกดิจากการกลายที่ตําแหนงตดัดวยเอนไซมหรือมีการเพิ่มขึ้น
หรือขาดหายไปของเบส เทคนิคอารเอฟแอลพีนี้มีคุณสมบัตทิี่ดีคือเปนดีเอน็เอเครื่องหมายแบบ 
codominant marker  คือ  สามารถตรวจสอบอัลลีลที่เปนโฮโมไซกัส และเฮทเทอโรไซกัสได 
ตรวจสอบไดในทุกสวนของพืช จํานวนของตัวตรวจสอบมีจํานวนไมจํากัด แตมขีอเสียคือวิธีการ
คอนขางยุงยาก และเสยีคาใชจายสงู (พัฒนา, 2539; สุรินทร, 2545) 
 
 2. เทคนิคที่อาศัยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร เทคนิคพีซีอารเปนการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายใหไดปริมาณมากขึ้นเปนหลายเทาในเวลาอันรวดเร็ว เปนเทคนิคที่คนพบ
โดย Saiki et al. (1985) ที่ประยกุตวิธีการมาจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต (DNA 
replication) โดยอาศัยการทาํงานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส (DNA polymerase) ชนิดที่ทน
ความรอนสูงได ประกอบดวยการทํางาน 3 ขั้นตอนคือ การทําใหดีเอน็เอสายคูเสียสภาพ (denature) 
แยกตัวเปนสายเดีย่วโดยใชความรอนสูง จากนั้นลดอณุหภูมิลงอยางรวดเร็วในขั้นตอมา เพื่อใหไพร
เมอร (primer) หรือดีเอ็นเอสายสั้น ๆ ที่มีเบสคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายเขามาจบัคู
กับชิ้นดีเอน็เอนั้น (annealing) และขั้นตอนสุดทายเปลี่ยนอุณหภูมใิหเหมาะสมกบัการทํางานของ
เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอรเรส เพื่อสังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพรเมอร  (primer extension) โดยมีดีเอ็น
เอเปาหมายเปนตนแบบ เมือ่ปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอนหรือ 1 รอบ โมเลกุลของดีเอ็นเอ
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เปาหมายจะเพิม่ขึ้นเปน 2 เทา ดังนั้นถาดาํเนินปฏิกิริยาซ้ํากันหลาย ๆ รอบจะมีดีเอน็เอ 2n เทา เมื่อ
ปฏิกิริยาผานไป n รอบ (สุรินทร, 2545)สําหรับเทคนิคที่อาศัยหลักการพีซีอารนี้มีหลายเทคนิคที่นยิม
ใชกันมาก  ไดแก 
 
 2.1 เทคนิคอารเอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD) เปนเทคนิคที่
พัฒนาขึ้นโดย Williams et al. ในป 1990  เปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุมโดยใชไพรเมอรสาย
ส้ัน ๆ ความยาวประมาณ 10 นิวคลีโอไทดและมีลําดับเบสเปนแบบสุมไมจําเพาะเจาะจงกับยีนและ 
แสดงผลในรูปของการเกิดหรือไมเกิดแถบดีเอ็นเอในตาํแหนงหนึ่ง ๆ คุณสมบัติที่สําคัญของการใช
เทคนิคนี้คือ สะดวก รวดเร็ว ไมจําเปนตองใชขอมูลจากลําดับเบสกึง่เฉพาะเจาะจงของดีเอ็นเอ และ
ใชปริมาณดีเอน็เอเริ่มตนนอย มีดีเอน็เอเครื่องหมายแบบ dominant marker คือ อาจสังเคราะหดเีอ็น
เอไดเฉพาะบางอัลลีลเทานั้น ดังนั้นจึงไมสามารถแยกความแตกตางของอัลลีลที่เปนโฮโมไซกัส และ
เฮทเทอโรไซกัสได (สุรินทร, 2545) 
 
 2.2 เทคนิคเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) เปน
เทคนคิที่รวบรวมหลักการของ RFLP และ RAPD เขาไวดวยกัน เร่ิมจากการตัดดเีอน็เอดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ 2 ชนิดและตอเขากับ adapter ของเอนไซมทั้งสอง แลวเพิม่ปริมาณดวยไพรเมอรที่จําเพาะ
กับ adapter นั้น ๆ คุณสมบัติที่สําคัญของเทคนิคนี้คือสามารถตรวจสอบความแตกตางไดสูง ใช
ปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนนอย มีดีเอ็นเอเครื่องหมายทั้งแบบ codominant และ dominant marker แตมี
ขอจํากัดที่สําคญัคือ วิธีการยุงยากและซับซอน (สุรินทร, 2545) 
 
 2.3 เทคนิคเอสทีเอส (Sequence Tagged Site, STS) เปนโมเลกุลเครื่องหมายที่ใชขอมูล
จากลําดับเบสของตําแหนงเฉพาะในจีโนมมาออกแบบไพรเมอร จากนั้นใชหลักการของพีซีอารใน
การเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอแลวนําไปแยกความแตกตางโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส ซ่ึงความ
แตกตางนัน้เกดิจากการเพิ่มหรือขาดหายไปของนิวคลีโอไทดในบริเวณจําเพาะนัน้ เทคนิคนี้มี
คุณสมบัติที่มีความสําคัญคือ มีความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงเครื่องหมายบนจีโนม และมดีเีอน็เอ
เครื่องหมายแบบ codominant marker แตมีขอจํากดัคือตองมีขอมูลลําดับเบสสําหรับใชในการ
ออกแบบไพรเมอร (สมวงษ, 2540) 
 
 2.4 เทคนิคเอสเอสซีพี (Single-Strand Conformation Polymorphism, SSCP) เปนการ
ตรวจหาความแตกตางของลาํดับเบสในระดับดีเอ็นเอทีเ่พิ่มปริมาณจากไพรเมอรที่มคีวามจําเพาะ 
แลวอาศัยหลักการการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอสายเดี่ยว (single-strand DNA) บนแผนเจล เนื่องจาก
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รูปรางของดีเอ็นเอสายเดีย่วทีข่ดหรือพันกนัเกิดเปนโครงสรางที่จําเพาะ จะมีผลตอการเคลื่อนที่ของดี
เอ็นเอบนแผนเจล  ขอดีของเทคนิคนี้คือมีดเีอ็นเอเครื่องหมายแบบ codominant marker และสามารถ
ตรวจสอบไดแมเกิดการกลายเพยีงตําแหนงเดียว (สุรินทร, 2545) 
 

2.5 เทคนิคซีเอฟแอลพี (Cleavase Fragment Length Polymorphism, CFLP) เปน
เทคนิคที่พัฒนาขึ้นจากเทคนคิเอสเอสซีพี โดยอาศัยหลักการที่โดยทั่วไปดีเอน็เอสายเดี่ยวจะงอพับ 
และจับกนัเปนวงเกิดเปนโครงสรางที่เรียกวา hairpin หรือ stem loop เนื่องจากเกิดการจับคูกนัของ
เบสที่เปนคูสมกันที่อยูบนดเีอ็นเอสายเดยีวกัน จากนั้นใชเอนไซม cleavase I ซ่ึงสามารถจดจํา
ตําแหนงและตดัสายดีเอ็นเอตรงตําแหนงทีอ่ยูระหวางดีเอน็เอสายเดีย่วและดีเอ็นเอสายคู   มาทํา
ปฏิกิริยากับดีเอ็นเอที่มีโครงสรางเปน hairpin จะไดช้ินดเีอ็นเอที่มีขนาดตาง ๆ กนัเพิม่ขึ้นมา เทคนคิ
นี้สามารถนํามาใชตรวจสอบความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอ 2 ตัวอยางที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลง
โครงสรางของ hairpin (สุรินทร, 2545) 
 

2.6 เทคนิคเอสเอสอาร (Simple Seguence Repeat, SSR) หรือ microsatellite เปน
โมเลกุลเครื่องหมายที่ใชหลักการของการกระจายตัวของเบสซ้ําในสิ่งมีชีวิต ลักษณะที่สําคัญของเบส
ซํ้านี้คือการมีลําดับเบสจําเพาะอยูบริเวณหัวทายของเบสซ้ํา ซ่ึงเบสจําเพาะเหลานี้สามารถนํามาใช
สรางเปนไพรเมอร ขนาดประมาณ 20 เบส เพื่อใชขยายปริมาณเบสซ้ําในตําแหนงที่ตองการ โดยใช
หลักการของพีซีอาร จากนัน้นําไปแยกความแตกตางโดยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิส  ซ่ึงความแตกตาง
ของแถบดีเอ็นเอที่ไดเกดิจากความแตกตางของจํานวนเบสซ้ําในแตละสิ่งมีชีวิต คุณสมบัติที่สําคัญ
ของเทคนิคนี ้ คือความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงโมเลกุลเครื่องหมายบนจีโนม และจํานวนของ
รูปแบบของอัลลีลที่สามารถตรวจสอบได และเปนดีเอ็นเอเครื่องหมายแบบ codominant marker (สม
วงษ, 2540) 
 
เทคนิคเอเอฟแอลพี (AFLP) 

 
เทคนิคเอเอฟแอลพีเปนเทคนิคที่พัฒนามาจากเทคนิคอารเอฟแอลพีรวมกับเทคนิคการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอดวยพีซีอาร โดย Zabeau และ Vos นักวิจัยชาวเนเธอรแลนดในป ค.ศ. 1993  ซ่ึง
เทคนิคเอเอฟแอลพีนี้ใชเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด  คอืเอนไซมที่มีตําแหนงจดจาํ 6 คูเบส (EcoRI) 
รวมกับเอนไซมที่มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส (MseI) ทําใหไดช้ินสวนดีเอน็เอที่พอเหมาะ แลวเชื่อมตอ
กับ adapter เพือ่เปนตําแหนงที่จับของไพรเมอรในการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอดวยพีซีอาร 2 คร้ัง  การใช
เอ็นไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดทําใหมีขอดหีลายประการคือ ช้ินดีเอ็นเอที่ตดัไดมีขนาดพอเหมาะสําหรับ
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การเพิ่มปริมาณไดดีในการทําพีซีอาร และยังสามารถปรับจํานวนชิน้ดีเอ็นเอทีจ่ะเพิ่มปริมาณไดโดย
ปรับจํานวนเบสเพื่อคัดเลือกที่ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดรวมกนัซึ่งการใชไพรเมอรคูผสมทั้ง 2 ชนิดจํานวน
นอยก็ทําใหสามารถเกิดลายพิมพดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันไดจํานวนมาก นอกจากนี้การใชไพรเมอร 2 
ชนิดทําใหสามารถเลือกติดฉลากที่ไพรเมอรชนิดใดชนดิหนึ่ง และเมื่อนําไปแยกขนาดโดย 
denaturing polyacrylamide gel จะตรวจพบแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวทําใหวิเคราะหผลงาย ดังนัน้
เทคนิคเอเอฟแอลพี จึงเปนเทคนิคหนึ่งทีม่ีประสิทธิภาพสูงสําหรับการตรวจลายพมิพดีเอ็นเอ  ลาย
พิมพดีเอ็นเอทีไ่ดจากเทคนิคนี้มีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random fingerprint) ซ่ึงใชกับดีเอ็นเอ
ใดก็ไดโดยไมจําเปนตองรูลําดับเบสของดเีอ็นเอนั้น นอกจากนีย้ังไมขึ้นกับขนาดและความซับซอน
ของจีโนม  สามารถทําไดรวดเร็วและไดผลคงเดิม  (สุรินทร, 2545) 
 
ขั้นตอนการทําเอเอฟแอลพ ี
 
 ในการทําเอเอฟแอลพีจะมีขัน้ตอนที่สําคัญ 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 
 ขั้นแรก คือการนําดีเอ็นเอมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิดที่มจีํานวนเบสของตําแหนง
จดจําตางกัน เอนไซมตัดจําเพาะมีหลายชนิด เชน EcoRI, HindIII, PstI, BglII, XbaI (6-cutter) และ 
Sse 83871 (8-cutter) รวมกบั MseI หรือ TaqI ซ่ึงเปนชนิด 4-cutter เอนไซม MseI มีตําแหนงจด
จําเปน 5’ – TTAA – 3’ และ TaqI มีตําแหนงจดจําเปน 5’ – TCGA – 3’ ปจจุบันนิยมใชเอนไซม 
MseI มากกวา เพราะตัดดีเอน็เอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพิ่มปริมาณโดยใชวิธีพซีีอาร และการ
แยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมที่ใชเปนคูกนัจะเปน EcoRI เนื่องจากมรีาคา
ถูกและตัดดีเอน็เอไดมีประสิทธิภาพดี พบการตัดไมสมบูรณนอย 
  

เมื่อไดขนาดของชิ้นดีเอ็นเอพอเหมาะแลวจึงเชื่อมตอกับ adapter เพื่อเปนตําแหนงทีจ่ับของ
ไพรเมอรในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึง adapter จะออกแบบใหมีปลายที่เปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวมีลําดบั
เบสเปนคูสมกับปลายเหนยีวของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะที่เลือกใช แตเบสคูที่อยูใน
ตําแหนงถัดมาเปนเบสคนละชนิดกับเบสทีบ่ริเวณจดจําของเอนไซม ดังนั้นเมื่อ adapter เขาไป
เชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอแลว เอนไซมตัดจําเพาะนัน้จะไมสามารถตัดไดอีก 
  

ขั้นที่สอง คือการเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอบางสวน โดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะ ไพรเมอรที่ใชมี
ลําดับเบสที่ปลาย 5’ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสของบริเวณจดจําหรือบริเวณ
ตัดจําเพาะของเอนไซม และเพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ อีกสวนหนึ่งเพื่อใหเกิดการคัดเลือกเพื่อเพิม่
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ปริมาณดีเอ็นเอบางชิ้น สวนของไพรเมอรที่เหมือนกับ adapter และบริเวณทีจ่ดจําของเอนไซม 
เรียกวา common part สวนเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3’ เรียกวา selective part จํานวนเบสที่เพิ่มเขาไป
ที่ปลาย 3’ จะชวยลดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทีจ่ะเพิ่มปริมาณลง โดยช้ินดเีอน็เอที่จะเพิ่มปริมาณไดจะตอง
มีลําดับเบสที่อยูตอกับตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมสอดคลองกับเบสที่เพิ่มเขาไป ถาเพิ่มเบสเพื่อ
คัดเลือกมากขึน้จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เทาตอทุก เบสที่เพิ่มขึ้น ซ่ึง
การใชไพรเมอรที่เพิ่มเบสที่ปลาย 3’ มากกวา 2 เบส จะทําปฏกิิริยาเพิ่มปริมาณ 2 คร้ัง คร้ังแรก
เรียกวา preselective amplification และการทําพีซีอารคร้ังที่ 2 เรียกวา selective amplification  
 

ขั้นสุดทาย คือ การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing 
polyacrylamide gel แถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมที่แยกไดอยูในชวง 50 – 100 แถบ การตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอที่เกดิขึน้โดยการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเตรต หรืออาจตรวจสอบโดยการทําออโตเรดิโอ กราฟ 
หรือตรวจสอบผลดวยการไฮบริไดเซชั่นกบัโพรบที่ติดฉลากดวยสารปลอดรังสี (non radioactive 
label) หรือตรวจสอบการเรืองแสงโดยใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ (automatic sequencer) 
(สุรินทร, 2545; Vos et al., 1995) 
 
ความแตกตางระหวางลายพมิพเอเอฟแอลพี 
 
 ลายพิมพดีเอน็เอที่เกิดจากการทําเอเอฟแอลพีมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม       ซ่ึงใชกับดี
เอ็นเอใด ๆ ก็ได ไมขึน้กับขนาดและความซับซอนของจีโนม สามารถปรับใหเกิดลายพมิพที่
เหมาะสมไดโดยปรับจํานวนเบสคัดเลือกที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรที่ใช ผลที่ไดจากการทําเอเอฟแอล
พีสามารถทําซ้ําไดผลคงเดิม (reproducible) และสามารถเลือกคูของไพรเมอรไดหลายแบบ ทําใหเกิด
ลายพิมพที่แตกตางกันจํานวนมาก แบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนัในแตละตวัอยางหรือโพลีมอร
ฟซึมที่เกิดขึ้นมาจากการเปลีย่นแปลงเบส (point mutation) ที่ตําแหนงจดจําของเอนไซม ทําให
ตําแหนงจดจาํของเอนไซมหายไปหรือเกิดขึ้นใหม หรือการเปลี่ยนแปลงของเบสที่ตําแหนงติดกบั
ตําแหนงจดจาํของเอนไซมตรงสวนที่มีการเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกไพรเมอรที่ใช ทําใหสามารถหรือไม
สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอ หรือเกดิจากชิ้นดเีอ็นเอสายสั้น ๆ ขาดหายไป หรือสอดแทรกเขามา
ในระหวางตําแหนงตดัจําเพาะของเอนไซม ผลที่เกิดขึ้นคือ การมีแถบดีเอ็นเอ หรือไมมีแถบดีเอ็นเอ
ที่ตําแหนงนั้น ๆ หรือช้ินดีเอน็เอที่เพิ่มปริมาณไดมีขนาดเปลี่ยนไป (สุรินทร, 2545) 
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การประยุกตใชเทคนิคเอเอฟแอลพี 
  

เนื่องจากเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถทําใหเกิดโพลีมอรฟซึมไดจํานวนมาก จึงนยิมใชใน
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม เพื่อศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ใชในการศึกษา
เอกลักษณของสิ่งมีชีวิต เพื่อบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตแตละตัวอยาง การจดทะเบียนพันธุ  การ
ตรวจสอบความเปนลูกผสม  การติดตามยนีและการทําแผนที่จีโนม 
 

1.  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม  
  
 เทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถบอกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตที่เปนชนดิเดียวกนัแตตางสาย
พันธุกันได เชน การศึกษาความสัมพันธในถั่ว azuki (Vigna angularis) ระหวางสายพันธุปา สาย
พันธุปลูก และถั่วที่เปนวัชพืช ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี พบวา ภายในกลุมตัวอยางเดียวกนัมีความ
ความสัมพันธกันอยางใกลชิดมากกวาภายนอกกลุมตัวอยาง สายพันธุปลูกมีความสัมพันธคลายคลึง
กับวัชพืชมากกวาสายพันธุปากับวัชพืช และยังสามารถใชจําแนกความแตกตางของพันธุจากแหลง
ปลูกตาง ๆ ไดอีกดวย (Xu et al., 2000) การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ durum wheat 
[Triticum turgidum L. subsp. Durum (Desf.) Husn.] จํานวน 13 สายพันธุที่จดทะเบยีนเปน Canadian 
durum wheat ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี สามาถจัดกลุมความหลากหลายของตัวอยางเปน 3 กลุมตาม
แหลงปรับปรุงพันธุ (breeding regions) ที่แตกตางกัน (Soleimani et al., 2002)  และการศึกษาในตน 
cattail (Typha spp.) 2 ชนิด คือ T. latifolia และ T. angustifolia ที่มาจากตอนเหนือของประเทศ
เบลเยียมดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี สามารถใชเทคนิคนีจ้ดักลุมตวัอยางไดโดยจัดแตละชนิดรวมเปน
กลุมไดอยางชดัเจน และพบวาใน T. angustifolia ยังสามารถแบงออกเปนกลุมยอยไดอีกจึง
สันนิษฐานวาภายใน T. angustifolia นี้มีความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูง (Lamote et al., 
2005) นอกจากนีย้ังสามารถใชเทคนิคเอเอฟแอลพีบอกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่อยูในวงศ
เดียวกันได เชน Aggarwal et al. (1999) ไดศึกษาความสัมพันธระหวางพืชตางชนดิในสกุลตาง ๆ 
ไดแก ขาว ขาวโพด ออย และถ่ัวเหลือง โดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี ทาํใหสามารถอธิบายวิวฒันาการ
ของพืชในสกลุนี้ไดวามีบรรพบุรุษรวมกนัหรือมีความสัมพันธใกลชิดกัน แตถูกแยกออกจากกันใน
ชวงแรกของกระบวนการทางวิวัฒนาการ เกิดเปนพืชหลายชนิดที่มีความแตกตางกัน  
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2.  การติดตามยีนและการทําแผนที่จีโนม 
 
 การติดตามยนีสามารถทําไดหลายวิธีซ่ึงเอเอฟแอลพีก็เปนวิธีหนึ่งที่สะดวกและรวดเร็วใน
การคนหาเครือ่งหมายดเีอ็นเอที่อยูชิดกับยนี โดยนยิมใชรวมกับเทคนิค bulked segregant analysis 
ซ่ึงยีนที่ศึกษาสวนใหญจะเปนยีนที่ควบคมุลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ เชน ยีนตานทานหญาแม
มด (Striga gesnerioides (Wild) Vatke.) ซ่ึงเปนพาราสิตในถั่ว cowpea (Vigna unguiculata L.) ดวย
เทคนิคเอเอฟแอลพีรวมกับเทคนิค bulked segregant analysis โดยการผสมขามระหวางสายพนัธุที่
ตานทานตอพาราสิต (IT82D-849) และสายพันธุที่ออนแอตอพาราสิต (TVX 3236) แลวทําการศึกษา
ในชั่วที่ 2 ซ่ึงเปนชั่วที่มกีารกระจายของทัง้ 2 ลักษณะ จัดกลุมโดยอาศัยลักษณะความตานทานตอ
พาราสิต ตรวจสอบความแตกตางระหวางกลุมดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี ทําใหสามารถบอกตําแหนง
เครื่องหมายทีอ่ยูชิดกับยีน Rsg2-1 ที่ตานทาน S. gernerioides race 1 และยนี Rsg4-3 ที่ตานทาน S. 
gernerioides race3 (Ouedraogo et al., 2001), การหาตําแหนงยนี Rsv3 ตานทานไวรัส SMV 
(soybean mosaic virus) ในถั่วเหลือง [Glycine max (L.) Merr.] ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพีรวมกับ 
bulked segregant analysis ซ่ึงพบวามีตําแหนงของเครื่องหมายที่อยูชิดกับยีน Rsv3 บนโครโมโซมที่ 
2 ของถ่ัวเหลือง โดยขนาบขางดวยเครื่องหมาย A519 และ Mng247 (Jeong et al., 2002) เชนเดยีวกนั
กับการศึกษาของ Bai et al. (2003) เพื่อหาตําแหนงยีนทีต่านทานตอโรค wheat head blight ที่เกิดจาก
เชื้อ Fusarium graminearum Schwab. ในขาวสาลี (Triticum aestivum L.) ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี
รวมกับเทคนิคเอสเอสอาร และพบวายีนตานทานมีตําแหนงบนโครโมโซมที่ 3BS ของขาวสาลี ใกล
กับเครื่องหมาย Ning7840 และการศึกษาหาตําแหนงของยีนเพิ่มคณุภาพผลผลิต เชน ยีน Beta (B) 
และ Beta modifier (MOB) ที่มีผลในการเพิ่มการสะสมสารเบตาแคโรทีนในมะเขือเทศ 
(Lycopersicon esculenta Mill) ดวยเทคนิคเอเอฟแอลพี (Zhang and Stommel, 2002) 
 
 


