
บทที่ 2 
งานวิจัยที่เก่ียวของ 

 
2.1  ลักษณะทั่วไปของถั่วเหลือง 
 

 ถ่ัวเหลือง (soybean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Glycine max (L.) Merrill ช่ือสามัญของ             
ถ่ัวเหลืองมีหลายชื่อดวยกันเชน soybean , chinese pea , soja bean เปนตน ถ่ัวเหลืองพันธุปลูกมีถ่ิน
กําเนิดในประเทศจีน มีจํานวนโครโมโซม 2n = 40 ถ่ัวเหลืองสามารถจําแนกทางพฤกษศาสตรได
ดังนี้ 
  Kingdom  Plant kingdom       
  Subkingdom  Cormobionta 
  Division  Spermatophyta 
  Subdivision  Angiospermae 
  Class   Dicotyledoneae 
  Subclass  Archichlamydae 
  Order   Polypetalae 
  Suborder  Leguminosinae 
  Family   Leguminosae 
  Subfamily  Papalionoideae 
  Tribe   Phaseoleae 
  Subtribe   Glycinnae 
  Genus   Glycine 
  Subgenus  Soja 
  Species   max 
 ราก  ถ่ัวเหลืองมีระบบรากแกว (tap root system) รากแขนงซึ่งเจริญออกจากรากแกวเจริญ
ไปตามแนวขนานกับผิวดินมีความยาวประมาณ 40-75 เซนติเมตร รากแกวเจริญลึกลงไปในแนวดิ่ง
โดยสามารถเจริญไดถึง 150 เซนติเมตร ขึ้นอยูกับดินและสภาพแวดลอม โดยทั่วไปรากถั่วเหลืองจะ
เจริญเติบโตเปนกระจุกอยูในระดับความลึกประมาณ 15 เซนติเมตร รากขนออน (root hair)          
จะเกิดขึ้นที่ปลายสุดของราก ซ่ึงมีบทบาทอยางมากในการดูดซับธาตุอาหาร น้ํา และมีสวนเกี่ยวของ
กับการสรางปมของเชื้อไรโซเบียม 
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 ลําตน  ความสูงของลําตนเปนลักษณะทางพันธุกรรม พันธุที่ปลูกทั่วๆ ไปมีรูปแบบการ
เจริญทางความสูง (stem termination) 3 ประเภท คือ การเจริญแบบทอดยอด ไมทอดยอด และ      
กึ่งทอดยอด  ลําตนถ่ัวเหลืองพันธุการคาจะตั้งตรงเปนทรงพุมสูงประมาณ 50-70 เซนติเมตร       
การแตกกิ่งแขนงและจํานวนขอปลองจะมีมากหรือนอยข้ึนกับพันธุ  ลําตนของถั่วเหลืองมีลักษณะ
กลมหรือมีเหล่ียมเล็กนอย มีขนปกคลุมทั่วไปยกเวนที่ใบเลี้ยงและกลีบดอก ความหนาแนนของขน    
ปกคลุม สีขน ความยาวและรูปรางของขนจะแตกตางกันตามพันธุ 
 ใบ  เปนใบประกอบมีใบยอย 3 ใบ (trifoliate leaves) แตใบเลี้ยงและใบจริงคูแรกจะเปนใบ
เดี่ยวเกิดตรงกันขาม จํานวนใบยอยอาจมีมากกวา 3 ใบขึ้นอยูกับลักษณะพันธุ รูปรางใบมีหลายแบบ
เชน ใบแคบ ใบคอนขางกลมรี เปนตน โคนกานใบมีหูใบ (stipule) 1 คู ที่บริเวณโคนกานใบรวมมี 
pulvinus ซ่ึงมีความสัมพันธกับการเคลื่อนไหวของใบ ในระหวางมุมใบจะพบตาซึ่งตอไปจะเจริญ
เปนกิ่ง ใบจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลืองเมื่อฝกเริ่มแกและจะรวงหลนจากตนเมื่อฝกแกเต็มที่     
มีบางพันธุเทานั้นที่ใบไมรวงจากลําตนเมื่อฝกแกเต็มที่ 
 ดอก  ชอดอกเปนแบบ raceme ดอกเปนดอกสมบูรณเพศประกอบดวยสวนตางๆ คือ     
กลีบเลี้ยง กลีบดอกที่ประกอบดวย standard wing 2 อัน และ keel 2 อัน ซ่ึงแยกกันอยูอยางอิสระ 
เกสรตัวผูมี 9 อันที่เชื่อมติดกันและมี 1 อันที่แยกอิสระ เกสรตัวเมีย 1 อัน ซ่ึงมี 1-4 ovule กานเกสร
ตัวเมียมีขนปกคลุมและโคงงอไปทางดานหลัง มีปลาย stigma โปงเปนทรงกลมจํานวน ovules จะ
ควบคุมจํานวนเมล็ดตอฝก  ถ่ัวเหลืองชนิดทอดยอดจะไมมีดอกที่ปลายยอด  แตมีที่ตาขาง             
สวนถ่ัวเหลืองไมทอดยอดจะมีดอกทุกสวนและที่ปลายยอดดอกจะมีขนาดใหญที่สุด 
 ฝก  ฝกจะเกิดเปนกลุมอาจมีลักษณะตรงหรือโคงงอเล็กนอยมีความยาว 2-7 เซนติเมตร เมื่อ
แกจะมีสีเหลือง ดํา หรือน้ําตาลแตกตางกันตามพันธุ ภายในจะมีเมล็ด 1-5 เมล็ด แตโดยมาก           
มี  3 เมล็ดบางพันธุเมื่อฝกแกอาจจะแตก (shattering) ตามรอยแตกทําใหเมล็ดรวงผลผลิตลดลงแต     
ถ่ัวเหลืองพันธุใหมๆ มักปรับปรุงพันธุใหฝกไมแตกหรือฝกแตกนอย (พีระศักดิ์ ศรีนิเวศน.  2542 ; 
อารีย วรัญูวัฒก.  2544) 
 ความมีชีวิตหรือความงอกและความแข็งแรงของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองจะคอยๆ เพิ่มขึ้นใน
ระหวางการพัฒนาของเมล็ดและเพิ่มสูงสุดเมื่อเมล็ดสุกแกทางสรีรวิทยา (physiological maturity, 
PM) (Delouche.  1975) ที่ระยะสุกแกนี้เมล็ดจะเปนอิสระจากตนแมนั่นคือ ธาตุอาหารจากตนแมจะ
ไมถูกสงไปยังเมล็ดอีกตอไป ถึงแมวาระยะสุกแกทางสรีรวิทยาจะเปนระยะที่เมล็ดมีคุณภาพสูงสุด 
การเก็บเกี่ยวก็ไมสามารถทําไดเพราะความชื้นของเมล็ดยังคงสูงอยูมากจึงตองทิ้งใหเมล็ดอยูบนตน
แมจนกระทั่งความชื้นเมล็ดลดลงเหลือประมาณ 14 เปอรเซ็นต ระยะนี้เรียกวา ระยะสุกแกที่เก็บ
เกี่ยวได (harvest maturity, HM) ระยะสุกแกจาก PM ถึง HM อาจใชระยะเวลาไมกี่วันจนถึง            
3  อาทิตย (Tekrony et  al.  1980)   
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คุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองในระหวาง PM ถึง HM อาจลดลงทั้งนี้เนื่องจากความรุนแรงของ
สภาพลมฟาอากาศเปนสําคัญ นอกจากนี้ลักษณะทางพันธุกรรมและลักษณะทางกายภาพของเมล็ด
บางลักษณะเชน ขนาด น้ําหนัก สีเมล็ดและเปอรเซ็นตเยื่อหุมเมล็ด เปนตน ก็ลวนแลวแตมี
ความสัมพันธกับคุณภาพของเมล็ดพันธุทั้งสิ้น   (วันชัย จันทรประเสริฐและคณะ.  2539 ; Edwards 
and Hartwig.  1997)  
 
2.2  การเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ 
 

 ระยะสมบูรณสูงสุดของเมล็ดนั้นอยูในระยะที่เมล็ดยังอยูบนตนแม เปนระยะที่เมล็ดพัฒนา
มาจนกระทั่งมีน้ําหนักแหงของเมล็ดสูงสุดซึ่งเรียกวา การสุกแกทางสรีรวิทยาที่ระยะนี้เมล็ดจะมี
ความงอกและความแข็งแรงสูงสุด ขณะเดียวกันกระบวนการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ (seed 
deterioration) ก็จะเริ่มเกิดขึ้นดวย วันชัย จันทรประเสริฐ (2537) ไดอธิบายไววา การเสื่อมคุณภาพ
ของเมล็ดพันธุนี้จะดําเนินเรื่อยไปจนกระทั่งเมล็ดตาย ลักษณะของการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ
มี 3 ประการดังนี้ 
 1.  การเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติไมสามารถ
ปองกันหรือหยุดยั้งได แตถาหากมีวิธีการเก็บรักษาเมล็ดพันธุที่ดีอาจทําใหการเสื่อมเกิดขึ้นชาลงได 
 2.  การเสื่อมของเมล็ดพันธุไมสามารถคืนกลับไดกลาวคือเมื่อเมล็ดพันธุมีการเสื่อมคุณภาพ
เกิดขึ้นแลวเมล็ดนั้นจะไมสามารถกลับมาเปนเมล็ดพันธุที่ดีสมบูรณแข็งแรงดังเดิมไดอีก 
 3.  การเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุแตกตางกันไปตามประชากรเมล็ดกลาวคือเมล็ดพันธุ
พืชแตละชนิด แตละพันธุ แตละกอง หรือแตละเมล็ดก็มีอัตราการเสื่อมแตกตางกันออกไป 
 การเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุเกิดขึ้นเนื่องจากสาเหตุหลัก 2 ประการ คือ เนื้อเยื่อ
เสื่อมสภาพไปตามอายุ และมีการเขาทําลายของเชื้อจุลินทรีย แมลง หรือสัตวอ่ืนๆ (McGee.  1983) 
นอกจากนี้ จวงจันทร ดวงพัตรา (2523) ยังกลาววา ปจจัยที่มีสวนเกี่ยวของกับการเสื่อมคุณภาพของ
เมล็ดพันธุมี 2 ปจจัยสําคัญคือ ปจจัยภายในและปจจัยภายนอก ปจจัยภายในเกี่ยวของกับทางดาน
พันธุกรรมและองคประกอบทางเคมีภายในเมล็ด สวนปจจัยภายนอกเกี่ยวของกับสภาพแวดลอม
ขณะที่พืชเจริญเติบโตหรือในระหวางสุกแก วิธีการเก็บเกี่ยวตลอดจนการปรับปรุงสภาพการ      
เก็บรักษาเปนสําคัญ 
 
2.3  ปจจัยภายในที่มีสวนเกี่ยวของกับการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ 
 

 Nangju (1977) รายงานวา ถ่ัวเหลืองตางพันธุกันปลูกในสภาพแวดลอมเดียวกันไดรับการ
ดูแลรักษาเหมือนๆ กันจะใหเมล็ดพันธุที่มีคุณภาพแตกตางกันได ทั้งนี้เนื่องจากในขณะทีเ่มลด็กาํลัง
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พัฒนาและสุกแกอยูนั้น เมล็ดถ่ัวเหลืองตางพันธุกันมีความแตกตางกันในแงความทนทานตอ
สภาพแวดลอมที่ไม เหมาะสมสงผลให เมล็ดที่ เก็บเกี่ยวมีคุณภาพแตกตางกันไป  รวมถึง
ความสามารถในการเก็บรักษา หรือมีอัตราการเสื่อมคุณภาพที่แตกตางกันอันเนื่องมาจากลักษณะ
ทางพันธุกรรมที่แตกตางกันนั้นยอมมีความตางกันทางดานกายวิภาคและองคประกอบทางเคมี   
อายุการเก็บรักษาจึงแตกตางกัน (วันชัย จันทรประเสริฐ.  2537)  
 ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม (2539) ทําการทดลองการเก็บรักษาเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองไวใน
สภาพอุณหภูมิหองเปนเวลา 6 เดือน พบวา สายพันธุ SSR8305-3 มีความงอกสูงถึง 90 เปอรเซ็นต 
ในขณะที่พันธุสุโขทัย 1 และเชียงใหม 60 มีความงอกเพียง 58 เปอรเซ็นต และ 74 เปอรเซ็นต 
ตามลําดับ และเมื่อมีการตรวจสอบความงอกของเมล็ดพันธุที่มีอายุการเก็บรักษา 6 เดือน โดยวิธีการ
เรงอายุ พบวา สายพันธุ SSR8305-3 ยังคงมีความงอกสูงถึง 88 เปอรเซ็นต ซ่ึงอยูในเกณฑมาตรฐาน
สามารถใชเปนเมล็ดพันธุได ในขณะที่เมล็ดพันธุสุโขทัย 1 และเชียงใหม 60 ซ่ึงมีความงอกเพียง         
52 เปอรเซ็นต เทานั้นไมสามารถใชเปนเมล็ดพันธุได 
 นอกจากความผันแปรทางพันธุกรรมแลว นักวิทยาศาสตรหลายทานไดพบวา คุณภาพของ
เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองยังมีความสัมพันธกับลักษณะทางกายภาพของเมล็ดพันธุอีกดวย Dassou and 
Kueneman (1984) รายงานวา เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่มีสีดํามีความตานทานตอการเสื่อมคุณภาพ
มากกวาพันธุที่มีเมล็ดสีเหลือง จึงทําใหเมล็ดพันธุมีความงอกและอายุการเก็บรักษาสูงกวา นอกจาก
เมล็ดพันธุสีดําแลวเมล็ดพันธุที่มีสีเขียวก็มีความตานทานตอการเสื่อมคุณภาพมากกวาเมล็ดพันธุที่มี
สีเหลืองอีกดวย (Horlings et  al.  1994)  Kuo (1989) ไดเสนอวา เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่มีเปอรเซ็นต
เยื่อหุมเมล็ดสูงจะสามารถชะลอการซึมผานการเขาออกของน้ําทําใหการเสื่อมคุณภาพของเมล็ด
พันธุในสภาพไรเกิดขึ้นชา นอกจากนี้การมีสารยับยั้งอยูที่ฝกถ่ัวเหลืองอาจทําใหน้ําไมสามารถซึม
ผานเขาไปยังเมล็ดพันธุจึงอาจสงผลใหเมล็ดพันธุมีความตานทานตอการเสื่อมคุณภาพในสภาพไร 
(Krul.  1978)   
 Andrews  (1981) ศึกษาความหนาของเยื่อหุมเมล็ดพบวา ปริมาณ wax และ cutin สะสมอยู
ที่ผิวเยื่อหุมเมล็ดมีผลดีทําใหปริมาณรู (pores) ที่เยื่อหุมเมล็ดนอยลง ในขณะที่ Kulik and Yaklich 
(1991) พบวา ลักษณะขนาด รูปราง และจํานวนรู แตกตางกันระหวางพันธุถ่ัวเหลืองตางๆ และยัง
พบขนาดของไมโครไพลแตกตางไปตามพันธุ โดยเฉพาะอยางยิ่งพันธุ Williams ซ่ึงเปนพันธุที่มี
ปญหาเกี่ ยวกับคุณภาพของเมล็ดพันธุ  มี รูที่ เ ยื่ อหุม เมล็ดและไมโครไพลมีขนาดใหญ                    
เมื่อเปรียบเทียบกับพันธุ อ่ืนๆ  ซ่ึงสนับสนุนรายงานของ สมศักดิ์ ศรีสมบุญ และคณะ (2534) 
รายงานวา พันธุเชียงใหม 60 เปนพันธุลูกที่คัดเลือกไดจากการผสมระหวางพันธุ Williams และ
พันธุ สจ.4  ดังนั้นลักษณะคุณภาพเมล็ดต่ําของพันธุเชียงใหม 60 นาจะมาจากพันธุ Williams  
นอกจากนี้วันชัย จันทรประเสริฐ และคณะ (2540) รายงานวา เปอรเซ็นตเยื่อหุมเมล็ดมี
ความสัมพันธกับขนาดเมล็ด โดยเมล็ดที่มีขนาดเล็กจะมีเปอรเซ็นตเยื่อหุมเมล็ดสูงกวาเมล็ดขนาด
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ใหญ  Hill et  al.  (1986) ไดเสนอวา เมล็ดขนาดเล็กจะมีปริมาณเมล็ดแข็ง (hard seed) สูงกวาเมล็ด
ขนาดใหญ  Horlings et  al.  (1991) แสดงใหเห็นวา การเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองมี
ความสัมพันธกับขนาดเมล็ด และความสามารถของเยื่อหุมเมล็ดที่ยอมใหน้ําซึมผานได โดยพบวา
เมล็ดขนาดใหญจะมีความงอกลดลงอยางรวดเร็วในชวงเวลาตั้งแตระยะ R7 ถึงระยะที่เก็บเกี่ยวได 
(HM) มีรายงานเพิ่มเติมจาก วันชัย จันทรประเสริฐ และคณะ (2540) พบความสัมพันธระหวางคา 
eccentricity กับคุณภาพเมล็ดพันธุกลาวคือ เมล็ดถ่ัวเหลืองที่มีรูปรางเมล็ดรี เปนเมล็ดที่มีคุณภาพใน
ดานความงอกและความแข็งแรงสูงกวาเมล็ดที่มีลักษณะกลม  ลักษณะทางกายภาพของเมล็ด
ดังกลาวนี้ถูกควบคุมดวยลักษณะทางพันธุกรรมทั้งสิ้น  
 นอกจากนี้ยังมีปจจัยภายในทางดานอื่นๆ ไดแก องคประกอบทางชีวเคมีภายในเมล็ดก็มีผล
ตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุเชนกัน เนื่องจากเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองเปนเนื้อเยื่อที่มีชีวิตและ    
มีการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีหลายอยางเกิดขึ้นในเมล็ดพันธุขณะที่การเสื่อมคุณภาพไดเร่ิมตนขึ้น 
(Delouche and Baskin.  1973)  ซ่ึงในบรรดาการเปลี่ยนแปลงนี้นักวิทยาศาสตรหลายทานเชื่อวาการ
เสื่อมสภาพของเมมเบรนเปนสาเหตุสําคัญที่เกิดขึ้นกอนที่จะมีการเปลี่ยนแปลงในความงอกและ
ความแข็งแรง (Buchvarov and Gantcheff.  1984 ; Ferguson et  al.  1990) เมมเบรนมีบทบาทสําคัญ
ยิ่งในการปองกันสารตางๆ ในองคประกอบของเซลลไมใหร่ัวไหลออกมาปะปนกัน นอกจากนี้
เอนไซมในวิถีเมแทโบลิซึม (metabolic pathway) อาจมีความสัมพันธหรือดําเนินกิจกรรมอยูใน
โครงสรางของเมมเบรน (Halmer and Bewley.  1984) เมื่อเมมเบรนไดรับความเสียหายอาจมีผลทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเมแทโบลิซึม ซ่ึงจะนําไปสูการสูญเสียความมีชีวิตและความแข็งแรง
ของเมล็ดพันธุในที่สุด (Delouche and Baskin.  1973)   
 นอกจากนี้ยังมีนักวิทยาศาสตรหลายทานไดเสนอกระบวนการหรือปรากฏการณซ่ึงอาจ
เปนสาเหตุของการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุไดแก ความเสียหายของ DNA (Chea and Osbosne.  
1978) การสูญเสียเอนไซม (Woodstock.  1973) การสะสมสารพิษ (Harrington.  1973) ระบบการ
หายใจเสียหาย (Leopold and Musgrave.  1980) ระบบการสังเคราะหโปรตีนเสียหาย (Blowers et 
al.  1980) และ lipid peroxidation ซ่ึงทําใหเมมเบรนเปลี่ยนแปลง (Kalpana and Madhava Rao.  
1995 ; Mcdonald.  1990)  
 ปจจุบันเชื่อกันวา lipid peroxidation เปนสาเหตุสําคัญของการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ
โดยกอเกิดความเสียหายแกเซลลในลักษณะตางๆ ไดแก ไมโตคอนเดรียเสียหาย กลไกการ
สังเคราะหเอนไซมเสื่อม เมมเบรนและ nuclear membrane เสียหาย การที่ระบบเมมเบรนของเซลล
ไดรับความเสียหายไดงายก็เพราะเมมเบรนนั้นประกอบไปดวยสัดสวนของไขมันที่ไมอ่ิมตัวสูง     
จึงทําใหเกิดความเสียหายจาก peroxidation ไดงาย (Harrington.  1973 ; Ferguson et  al.  1990)   
การเปลี่ยนแปลงของกรดไขมันดังกลาวทําใหโครงสรางตางๆ ของเมมเบรนไมสามารถกลับคืนมา
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ในลักษณะเดิมทําใหเกิดการรั่วไหลของสารอินทรียตางๆ ออกจากเมล็ดพันธุ (Parrish and Leopold.  
1978)  
 Sakunnarak (1992) ทําการศึกษาในเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองพบการแยกตัวของผนังเมมเบรน 
ออกมาจากผนังเซลลวอลลในเซลลของเนื้อเยื่อช้ันโปรคอรแทกซ (procotical tissue) ของรากออน
ของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง และยังพบการรวมตัวกันของเม็ดโปรตีน (protein body) ซ่ึงสันนิษฐานวา
เปนความเสียหายที่เกิดจากการยอยทําลายของเอนไซม (hydrolytic damage) ในขณะที่การเพิ่มขึ้น
ของกรดไขมันอิสระนั้นมีความสัมพันธกับการลดลงของเปอรเซ็นตความงอกของเมล็ดพันธุ 
เนื่องจากกรดไขมันอิสระจะทําลายเยื่อหุมเซลลและทําใหโครงสรางของไมโตคอนเดรียผิดปกติ  
ซ่ึงกระทบกระเทือนตอการหายใจของเซลล (Priestley.  1985) 
 การเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ทําใหเยื่อหุมเซลลและองคประกอบตางๆ ภายในเซลล
เสียหาย มีผลทําใหนิวเคลียสที่อยูภายในถูกทําลายไปดวย เมื่อ DNA เกิดการเสื่อมสภาพไปจะมีผล
ทําใหการถอดรหัสของแมนเซนเจอรอารเอนเอผิดปกติ (Ghosh and Choudhuri.  1984) โดยเมล็ด
พันธุที่เสื่อมคุณภาพนั้นเซลลจะขาดกลไกในการทําหนาที่แปลรหัสของแมนเซนเจอรอารเอนเอ 
(mRNA translation) ไปเปนโปรตีน เนื่องจากเมล็ดไมสามารถที่จะสราง ATP และ GTP ขึ้นมาใน
ระดับที่เหมาะสมได (Bryan and Osborne.  1973 ; Peumans and Carlier.  1981 ; Grilli.  1982)        
จากการศึกษาในขางตนทําใหเปนที่เขาใจวาการเสื่อมสภาพของเมมเบรนนาจะเปนสาเหตุเบื้องตนที่
ทําใหเกิดการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง (Delouche and Baskin.  1973)  
 
2.4  ปจจัยภายนอกที่มีสวนเกี่ยวของกับการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ 
 

 เมล็ดพันธุที่ผลิตในเขตรอนมักจะมีคุณภาพต่ํา (Paschal and Ellis.  1978)  ทั้งนี้เนื่องจาก
ความไมเหมาะสมของสภาพอากาศเชน การมีฝนตกบอยครั้งหรือตกครั้งละนานๆ ประกอบกับการ
มีอุณหภูมิ และความชื้นของอากาศสูง ลักษณะสภาพแวดลอมเชนนี้ไมเอื้ออํานวยตอการผลิตเมล็ด
พันธุใหมีคุณภาพดีและตอการเก็บรักษา (Delouche et  al.  1973) จึงทําใหเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง
สูญเสียความงอกไปอยางรวดเร็วภายใน 2-3 เดือน จนไมมีคุณคาพอที่จะใชปลูก  Harris et  al.  
(1965) พบวา อุณหภูมิที่สูงในชวง 45 วันหลังปลูกถ่ัวเหลืองโดยเฉพาะในระยะที่เมล็ดกําลังพัฒนา
ทําใหเมล็ดพันธุมีความงอกและความแข็งแรงต่ํา และการมีสภาพอุณหภูมิสูงและอากาศที่แหงแลงที่
เกิดขึ้นในระหวางการสุกแกของเมล็ดเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหเมล็ดมีความงอกต่ํา โดยจะพบเมล็ด
เขียว  เมล็ดเหี่ยวยน และเมล็ดเนาเปนจํานวนมาก  
 ในทํานองเดียวกัน Hor (1977) รายงานวา การปลูกพืชไรในบริเวณที่มีความชื้นในอากาศ
สูง เมื่อเมล็ดสุกแกแลวปลอยทิ้งไวในแปลงนาน ทําใหเมล็ดมีความชื้นสูง 18-35 เปอรเซ็นต หากไม
รีบลดความชื้นในเมล็ดจะทําใหเมล็ดพันธุเสื่อมคุณภาพอยางรวดเร็ว นอกจากนี้เมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง
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ที่ถูกฝนกอนการเก็บเกี่ยวหรือในขณะเก็บเกี่ยวจะไดรับความเสียหายทั้งทางดานกายภาพและ
คุณภาพของเมล็ดพันธุ โดยลักษณะทางกายภาพพบวา เมล็ดที่ถูกฝนมีการดูดน้ําอยางรวดเร็วและจะ
คายน้ําออกสูบรรยากาศเมื่ออากาศแหง ทําใหเมล็ดเหี่ยวยนและมีรอยแตกราวที่เยื่อหุมเมล็ด สงผล
ตอคุณภาพของเมล็ดพันธุคือ มีความงอกลดลง (Hor.  1977) ซ่ึงสอดคลองกับ ธนีนาฏ สมบัติศิริ 
และคณะ (2521) ซ่ึงรายงานวา ความงอกมาตรฐานและความงอกในไรของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลือง 
สจ.4 ที่เปยกฝนในขณะเก็บเกี่ยวต่ํากวาเมล็ดพันธุที่ไมเปยกฝน โดยเฉพาะความงอกในไรจะ
แตกตางกันมาก เมล็ดพันธุที่เปยกฝนจะมีความงอกมาตรฐานและความงอกในไรเปน 29.5 และ 
49.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนเมล็ดพันธุที่ไมเปยกฝนจะมีความงอก 93 และ 64 เปอรเซ็นต สวน
ผลของการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุที่มีตอการเก็บรักษานั้น รัชนี คงตาคํา และคณะ (2521) 
พบวา อัตราการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่เปยกฝนจะลดลงเร็วกวาเมล็ดพันธุที่ไม
เปยกฝน  
 Bhatia et  al. (1993) ไดรายงาน ถึงผลกระทบของการเสื่อมคุณภาพในสภาพไร (field 
weathering) ที่มีตอถ่ัวเหลืองพันธุพื้นเมืองวาเกิดจากการมีฝนตกลงมามากในระหวางการสุกแก
กอนการเก็บเกี่ยว ทําใหเมล็ดพันธุสูญเสียความมีชีวิตและเกิดการเขาทําลายของเชื้อราชนิดตางๆ 
(Mallick and Nadi.  1979) สภาพดังกลาวทําใหเมล็ดพันธุเกิดการเสื่อมทางสรีรวิทยาเชน การลดลง
ของกิจกรรมเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารโมเลกุลขนาดใหญ และเอนไซมที่เกี่ยวของ
กับการสังเคราะหเนื้อเยื่อใหมรวมถึงการมีอัตราการหายใจลดลง นอกจากนี้ยังพบวา มีการรั่วไหล
ของสารออกจากภายในเซลล (leachate) ของเมล็ดพันธุซ่ึงแสดงใหเห็นถึงการเสื่อมของผนัง       
เมมเบรน การเปลี่ยนแปลงอีกประการหนึ่งคือการเพิ่มขึ้นของกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) ซ่ึง
สวนใหญเปนผลมาจากการเขาทําลายของเชื้อรา (Delouche and Baskins.  1973)  
 Ching and Schoolcraft (1968) พบวา เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่เก็บเกี่ยวลาชาจะใหจํานวนตน
ที่งอกในไร (field emergence) ต่ํา  เมื่อนําเมล็ดพันธุที่มีความงอกต่ําไปตรวจสอบทางเคมีพบวา 
กิจกรรมของเอนไซม protease phytase และ phosphatase ลดลง เมล็ดพันธุจะสูญเสีย membrane 
permeability ทําใหแปง น้ําตาล และกรดอะมิโนที่อยูในเมล็ดร่ัวไหลออกมามาก แสดงวาเมล็ดพันธุ
ที่มีการเก็บเกี่ยวลาชามีการเสื่อมคุณภาพมากกวาเมล็ดพันธุที่เก็บเกี่ยวในระยะเวลาที่เหมาะสม 
(Buxton et  al.  1978) นอกจากนี้ยังพบวาเมล็ดพันธุที่เก็บเกี่ยวลาชามีเมล็ดที่เหี่ยวยนมากและเมือ่นาํ
เมล็ดไปตรวจสอบความงอกพบวาตนกลามีสวนยอดและรากไมสมบูรณ (Mondraon and Potts.  
1974)   Kueneman (1982) กลาววา การผลิตเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองในชวงที่มีอากาศรอนและความชื้น
ของอากาศสูงโดยเฉพาะอยางยิ่งในระหวางการสุกแกของเมล็ดมีผลทําใหคุณภาพของเมล็ดพันธุ
ลดลง โดย สอดคลองกับ Green et  al.  (1965) ซ่ึงรายงานวา เมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองที่สุกแกเมื่ออากาศ
รอนและแหงสิ้นสุดลงจะมีความงอกและความแข็งแรงสูงกวาเมล็ดพันธุที่สุกแกในระหวางอากาศ
รอนและแหง  Tekrony et  al.  (1980) สรุปวา คุณภาพของเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองขึ้นอยูกับปจจัยของ
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ส่ิงแวดลอมในระหวางการพัฒนา ระหวางการสุกแกและในระหวางที่เมล็ดสุกแกแลวแตยังไมได
เก็บเกี่ยว ดังนั้นฤดูปลูกจึงเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญตอการเสื่อมคุณภาพของเมล็ดพันธุ การเลือกฤดู
ปลูกที่สภาพอากาศมีความรุนแรงนอยหรือปลูกถ่ัวเหลืองใหลาชาออกไปหรือใชพันธุตานทานตอ
การเสื่อมคุณภาพในสภาพไร (Kueneman.  1982) อาจจะเปนทางเลือกหนึ่งที่สามารถจะประสบ
ผลสําเร็จในการผลผลิตเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองของประเทศในเขตรอนได 
 
2.5  เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular Marker) 
 

 ปจจุบันเครื่องหมายโมเลกุลเปนที่นิยมใชในการศึกษาที่เกี่ยวกับความหลากหลายของ
ส่ิงมีชีวิต เนื่องจากใหความละเอียดในการจําแนกมากกวาลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยเปน
การศึกษาลึกลงไปในระดับโมเลกุลและ DNA ซ่ึงเปนตัวการในการควบคุมลักษณะตางๆ ที่แทจริง
เครื่องหมาย (marker) ที่ใชในการศึกษาความสัมพันธหรือความหลากหลายทางพันธุกรรมใน
ส่ิงมีชีวิต โดยทั่วไปจะเปนลักษณะหรือ DNA ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรมสูงหรือมีพอลิมอร   
ฟซึม (polymorphism) สูง  มีรูปแบบการถายทอดสูรุนตอไป และสามารถตรวจสอบหรือติดตาม  
ไดงาย (อมรา คัมภิรานนท.  2542) โดยสามารถแบงออกเปนประเภทใหญๆ ดังนี้ 

 

 2.5.1  เคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยา (Morphological Marker) 
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถศึกษาไดโดยงายเปนที่สังเกตเห็นไดชัดและ
ถายทอดทางพันธุกรรมตามหลักเมนเดล เชนการจําแนกความแตกตางจากลักษณะภายนอกที่
ปรากฏเชน ลักษณะดอก สีของกลีบดอก และสีของเปลือกหุมเมล็ด เปนตน ลักษณะเหลานี้จะ
แตกตางกันไปในแตละชนิด (species) ซ่ึงเปนการสะทอนใหทราบถึงองคประกอบทางจีโนไทป 
(genotype) ที่ควบคุมลักษณะนั้น อยางไรก็ตามลักษณะสัณฐานวิทยาบางอยางก็ไมไดมีสาเหตุมา
จากพันธุกรรมเพียงอยางเดียวแตอาจมีผลกระทบจากสิ่งแวดลอม จึงยากที่จะใชลักษณะสัณฐาน
วิทยาเปนเครื่องชี้แนะความแตกตางทางพันธุกรรมในประชากรธรรมชาติ ประกอบกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาที่สะทอนความเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมในประชากรเปนเพียงสวนหนึ่งของจีโนม 
(genome) ในพืชแตละชนิดเทานั้น (วิสุทธิ์ ใบไม.  2536) ลักษณะทางสัณฐานวิทยานี้ไดมีการใช
ประเมินลักษณะทางพันธุกรรมกันอยางกวางขวางในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดเชน แมลงวันผลไม 
ขาวโพด และมะเขือเทศ  (Powell.  1992 ; Stuber.  1992 ; Tanksley et  al.  1989) อยางไรก็ตาม
เครื่องหมายชนิดนี้ใหขอมูลไมมากนักและมีความผิดพลาดเกิดขึ้นเนื่องจากฟโนไทป (phenotype) 
ที่เหมือนกันอาจเกิดจากจีโนไทปที่แตกตางกันหรืออาจมีอิทธิพลจากปฏิกิริยารวมของยีนก็ได 
ปจจุบันนักวิจัยจึงนิยมใชเครื่องหมายอื่นๆ มารวมในการประเมินความสัมพันธทางพันธุกรรม
ระหวางสิ่งมีชีวิต 
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 2.5.2  เคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular Marker) 
  เปนการศึกษาในระดับโมเลกุลของสิ่งมีชีวิตซึ่งแบงเปน 2 ระดับ คือ เครื่องหมาย
โปรตีน และเครื่องหมาย DNA  
   

  2.5.2.1  เคร่ืองหมายโปรตีน (Protein Marker) เปนการวิเคราะหผลผลิตของ
โปรตีนเชน allozyme และ  isozyme โดยศึกษาถึงผลผลิตของยีน รูปแบบและหนาที่ของเอนไซม
ตางๆ ตรวจสอบไดหลายตําแหนงและสามารถบอกความแตกตางระหวางฮอโมไซกัสและ      
เฮเทอโรไซกัสได แตไมสามารถตรวจสอบครอบคลุมทั่วทั้งจีโนม เนื่องจากสามารถตรวจสอบได
เฉพาะสวนที่มีการแสดงออกเทานั้น เครื่องหมายโปรตีนสามารถนําไปไชในการศึกษาความผันแปร
ทางพันธุกรรมของพืช  (Burdon and Robert. 1995) การจัดหมวดหมูพืช การตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ของเมล็ดพันธุพืช และงานปรับปรุงพันธุพืช (เพิ่มพงษ ศรีประเสริฐศักดิ์.  2531) ขอดีของ
เครื่องหมายโปรตีนคือเปนวิธีที่ติดตามไดงาย รวดเร็ว และเสียคาใชจายต่ํา แตขอจํากัดของวิธีนี้คือ 
จํานวนยีนที่ตรวจสอบไดมีไมมากและตองมีการแสดงออกของยีนที่ศึกษาจึงตองเลือกเนื้อเยื่อและ
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห การเปรียบเทียบตัวอยางตองใชเนื้อเยื่อชนิดเดียวกันและเจริญ
อยูในระยะเดียวกันเทานั้น (ชวนพิศ อรุณรังสิกุล.  2538)  
   

  2.5.2.2  เคร่ืองหมาย DNA (DNA Marker) เปนตําแหนง DNA บนโครโมโซมใน
นิวเคลียสหรือนอกนิวเคลียสในคลอโรพลาสหรือไมโตคอนเดรียที่อาจเกิดความแปรปรวนภายใน
โมเลกุลของ DNA และมีความหลากหลายที่สามารถตรวจสอบไดโดยแบงการตรวจสอบออกได
เปน 2 วิธีคือ 1) วิธีไฮบริไดเซซัน (hybridization) เปนการตรวจสอบความแตกตางของตําแหนง
จุดตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) โดยอาศัยการจับอยางจําเพาะระหวางโพรบ 
(probe) ซ่ึงอาจเปนยีนหรือช้ินสวนของ  DNA ที่สนใจกับ  DNA เปาหมายในจีโนมไดแก 
เครื่องหมายโมเลกุลชนิด RFLP (restriction fragment length polymorphism) เปนตน  2) วิธี PCR 
(polymerase chain reaction) โดยเพิ่มปริมาณ DNA บริเวณใดๆ ที่สนใจ โดยอาจเพิ่มปริมาณ DNA 
ที่ตําแหนงเดียวหรือเพิ่มปริมาณ DNA พรอมกันหลายตําแหนงก็ไดซ่ึงเปนวิธีที่ทําไดสะดวกและ
รวดเร็วเชน RAPD (random amplified polymorphic DNA) , SSR (simple sequence repeat) และ 
AFLP (amplified fragment length polymorphism) เปนตน (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2543)         
ซ่ึงเครื่องหมาย DNA แตละชนิดมีหลักการที่แตกตางกันดังนี้ 
  1.  RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) 
   RFLP หมายถึง ความแตกตางหรือความหลากหลายในขนาดของ DNA ที่
เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยใชเทคนิค Southern hybridization เอนไซมตัดจําเพาะจะ
ตัด DNA ที่ตําแหนงจดจํา (recognition site) ถา DNA ที่นํามาศึกษามาจากแหลงตางๆ กันและมี
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ลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปหรือมีการเปลี่ยนแปลงโครงสรางแบบใดแบบหนึ่ง เมื่อนํามาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะชนิดเดียวกันจะไดขนาดและจํานวนชิ้น DNA ที่แตกตางจากเดิม (สุรินทร ปยะ
โชคณากุล.  2543) เทคนิค RFLP เปนวิธีการศึกษาที่มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบหาความ
แตกตางที่ผันแปรทางพันธุกรรมในประชากรธรรมชาติและสามารถตรวจสอบความแตกตางแปร
ผันของชิ้นสวน DNA ที่อยูในนิวเคลียส (nuclear DNA) และที่อยูในไมโตคอนเดรีย (mitochondria) 
(วิสุทธิ์ ใบไม.  2536) แตการวิเคราะหดวยวิธีนี้ตองการ DNA ในปริมาณที่มากและมีคุณภาพดีอีก
ทั้งยังใช เวลาตรวจสอบนาน  วิ ธีการยุงยากและคาใชจายสูง  ดังนั้นจึงนําเทคนิค  PCR ที่มี
ประสิทธิภาพมากกวามาใชประโยชน 

 

  2.  PCR (Polymerase Chain Reaction) 
   เปนเทคนิคที่พัฒนาขึ้นโดย K. Mullis ในป ค.ศ. 1985 เปนปฏิกิริยาที่เพิ่ม
ปริมาณของ DNA ในสวนที่ตองการใหไดปริมาณที่เพิ่มขึ้นหลายเทาตัวในเวลาอันสั้น องคประกอบ
สําคัญของปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย 1) DNA ตนแบบซึ่งไมจําเปนตองเปน DNA ที่บริสุทธิ์มาก
นักแตตองมี DNA ในสวนที่ตองการรวมอยูดวย  2) ไพรเมอรเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ ที่มี
ลําดับเบสเปนคูสมกับ DNA ตนแบบในบริเวณที่ตองการบน DNA ทั้ง 2 สาย  3) เอนไซม DNA 
polymerase เปนเอนไซมที่สามารถทํางานในอุณหภูมิสูงๆ ไดเชน เอนไซม Taq DNA polymerase 
ที่สกัดไดจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus  4) ดีออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง        
4 ชนิด คือ dATP, dGTP, dTTP, dCTP เพื่อสังเคราะห DNA ตอจากไพรเมอร (สุรินทร ปยะโชคณา
กุล.  2545) นอกจากนี้แมกนีเซียมคลอไรดก็เปนสิ่งสําคัญในปฏิกิริยา PCR เนื่องจากพบวา          
การจําลองตัวเองของสิ่งมีชีวิตจะมีแมกนีเซียมเปนองคประกอบดวยโดยอาจเกี่ยวของกับการปรับ
สภาวะตางๆ 
   ในปฏิกิริยา PCR แตละระบบประกอบดวย 3 ขั้นตอนคือ 1) การทําให 
DNA ตนแบบเสียสภาพแยกออกเปนสายเดี่ยว (denaturation) โดยใชอุณหภูมิสูงกวา 90 ๐C  2) การ
ลดอุณหภูมิลงใหพอเหมาะเพื่อให DNA สายเดี่ยวจับกับไพรเมอร (annealing) โดยทั่วไปใช
อุณหภูมิ 40-60 ๐C ทั้งนี้อุณหภูมิที่เหมาะสมจะพิจารณาจากลําดับเบสและจํานวนเบสของไพรเมอร              
3) ขั้นตอนการสังเคราะห DNA ตอจากไพรเมอร (extension) โดยปรับอุณหภูมิใหพอเหมาะกับการ
ทํางานของเอนไซม DNA polymerase หลังจากปฏิกิริยา PCR DNA เปาหมายจะมีปริมาณเพิ่มขึ้น  
2n เทา โดย n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา เทคนิคนี้สามารถเพิ่มปริมาณ DNA เปาหมายจาก
ปริมาณเพียงเล็กนอยที่ปะปนกับ DNA อ่ืนๆ ใหมีปริมาณเปนลานเทาในเวลาอันรวดเร็วและ
สามารถตรวจสอบไดทันทีโดยวิธีอิเลคโทรโฟริซีสและยอมดวย ethydium bromide (สุรินทร           
ปยะโชคณากุล.  2540)  
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  3.  SSR (Simple Sequence Repeat หรือ Microsatellite) 
   เปนสวนของ DNA ที่ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 2-5 ตัวซํ้าๆ ที่กระจาย
ทั่วไปบนจีโนมของยูคาริโอตพบประมาณ 104-105 ตําแหนง มีขนาดแตกตางกันและมีความ
หลากหลายสูงมากตัวอยางเชน DNA ที่มีลําดับเบส ATATATAT เปนตน dinucleotide (AT) มี 4 ซํ้า 
อาจเรียกลําดับเบสชุดซ้ําๆ กันนี้วา microsattellite หรือ SSR หรือ short tandem repeat ตรวจสอบ
โดยพื้นฐานการทํา PCR ใชไพรเมอรที่จําเพาะ 2 ชนิด ที่เขากันไดกับตําแหนงรอบขางของบริเวณที่
มีลําดับเบสซ้ําๆ DNA ตรวจสอบที่ได โดยการทําอิเลคโทรโฟริซีสซึ่งจํานวนซ้ําอาจจะตางกันในแต
ละชนิด SSR เปน codominant marker (McCouch et  al.  1997) สามารถบอกความแตกตางระหวาง
โฮโมไซโกต (homozygote) และ เฮเทอโรไซโกต (heterozygote) ไดดังนั้นจึงเปนเครื่องหมาย DNA 
ที่ดีสําหรับวิเคราะหจีโนมแตขอจํากัดของ SSR คือ ตองมีการโคลนและการหาลําดับเบสเพื่อพัฒนา
ไพรเมอรจําเพาะตําแหนงกอนซึ่งทําไดยุงยาก 

 

  4.  RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 
   RAPD เปนเทคนิคที่ดัดแปลงมาจากเทคนิค PCR ทําไดโดยการสุม     
ไพรเมอรที่เปนโอลิโกนิวคลีโอไทด (oligonucleotide) สายสั้นๆ เพียงหนึ่งไพรเมอรมาเพิ่มปริมาณ 
DNA โดยเทคนิค PCR ไพรเมอรสายสั้นจะเกาะกับ DNA บนโครโมโซมหลายตําแหนงและเพิ่ม
จํานวน DNA แมแบบที่ซับซอน ช้ินสวนของ DNA ที่ไดจากการทํา PCR เกิดขึ้นเนื่องจากไพรเมอร
เกาะกับ DNA แมแบบในทิศทางตรงกันขามและหางกันในระยะหนึ่งที่ทําใหเกิดการเพิ่มจํานวนได
โดยอาศัยเทคนิค PCR  Williams et  al.  (1990) สรุปสวนประกอบสําคัญในปฏิกิริยา PCR คือการ
ใชไพรเมอรที่มีนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ 8-10 นิวคลีโอไทด ไพรเมอรที่ใชควรจะมีเบส G และ C 
อยางนอย 40 เปอรเซ็นต ความเขมขนของไพรเมอรที่เหมาะสมอยูระหวาง 0.1 และ 0.2 mM ความ
เขมขนที่ตางจากนี้จะไมเหมาะสมกับปฏิกิริยามีผลทําใหไมสามารถเพิ่มปริมาณของ DNA ได ความ
เขมขนของแมพิมพ DNA ก็มีความสําคัญมากซึ่ง DNA ควรมีปริมาณระหวาง 5-500 ng จะสามารถ
เพิ่มปริมาณไดดีและความเขมขนที่เหมาะสมที่สุดคือ 100 ng ความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรด
มีผลในปฏิกิริยาชวยปองกันความผิดพลาดในการจับกันของไพรเมอรและ DNA แมแบบ dNTPs 
(deoxyribonucleotide triphosphates) ทําหนาที่เปนซับสเตรท (substrate) ในปฏิกิริยาและความ
เขมขนที่เหมาะสมคือ 100 mM ซ่ึงจะสัมพันธกับการใชแมกนีเซียมคลอไรดดวย (Erlich.  1989)   
ถาใช dNTPs ความเขมขนสูงก็ตองใชแมกนีเซียมคลอไรดสูงดวย การศึกษาโดยเทคนิค RAPD นยิม
ใช Taq polymerase ที่แยกไดจาก Thermus aquaticus (Williams et  al.  1993) ที่ทนทานความรอน
สูงไดสวนใหญจะใช Taq polymerase ปริมาณ 1.5-2.0 ยูนิต ตอ 25 µl  
   โปรแกรมที่ใชสําหรับทํา PCR ดวยเทคนิค RAPD มีมากมายหลายแบบ
ซ่ึงจะตางกันที่อุณหภูมิแลวแตส่ิงที่จะนํามาศึกษา (Lowe et  al.  1996 ; Phongdara et  al.  1999) 
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เชนการศึกษาในถั่วเหลืองใชรอบการทํา PCR 45 รอบ โดยแตละรอบประกอบดวย 94 ๐C นาน       
1 นาที  36 ๐C นาน 1 นาที  72 ๐C นาน 2 นาที และอีก 1 รอบที่ 72 ๐C นาน 6 นาที จากนั้นเก็บไวที่  
4๐C จนถึงการวิเคราะห โดยการนํามาแยกขนาดของชิ้น DNA ที่สังเคราะหไดใน agarose gel แลว
ยอมดวย ethydium bromide (Caetano-Anolles et  al.  1991) ความแตกตางของแถบ DNA หรือ   
พอลิมอร ฟซึม (polymorphism) ที่เกิดขึ้นในแตละตัวอยางเปนผลมาจากการเปลี่ยนแปลงของลําดับ
เบสที่ไพรเมอรจะเขาไปเกาะเชน เกิดการแทรกชิ้นสวน DNA ในระหวาง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอร
เกาะทําใหทั้งสองโมเลกุลอยูหางกันเกินกวาที่จะเพิ่มปริมาณ DNA ได การหายไปในหนึ่งตําแหนง
หรือสองตําแหนงของชิ้น DNA ที่เปนที่เกาะของไพรเมอร การแทนที่หรือการเปลี่ยนแปลงเบส
บริเวณที่เปนที่เกาะของไพรเมอรทําใหไพรเมอรเกาะกับ DNA เปาหมายไมไดจึงไมเกิดแถบ DNA 
(สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2545) ช้ิน DNA ขนาดตางๆ ที่สามารถตรวจสอบไดแสดงออกถึง            
1 ตําแหนง (locus) ในจีโนมและแตละตําแหนงมีเพียง 2 อัลลีล (allele) คือมีแถบ DNA (present 
allele) และไมมีแถบ DNA (absent allele) (Waugh and Powell.  1992)  
   เทคนิค  RAPD นี้มีการนํามาใชกันอยางกวางขวางผลที่ไดมีความ
นาเชื่อถือและสามารถหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่นํามาวิเคราะหได RAPD เปน
วิธีการหนึ่งในการจําแนกจีโนไทป วิเคราะหพันธุประวัติ วิเคราะหประชากร ศึกษาความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมและทําแผนที่ยีนโดยการตรวจสอบไดงายและรวดเร็ว (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  
2545 ; Williams et  al.  1990) แตมีขอเสียคือ การทดลองซ้ําที่บางครั้งไดผลตางจากเดิมปญหานี้เกิด
จากตัวแปรพื้นฐานตางๆ เชน คุณภาพของ DNA ที่ใชเปนตนแบบโดย DNA ที่บริสุทธิ์จะใหผลที่
ดีกวา (Weeden et  al.  1992) เปนตน จึงตองควบคุมสภาพการทดลองใหคงที่ นอกจากนี้แถบ DNA 
ที่เกิดจาก RAPD ยังแสดงการขม (dominant) ตอการไมเกิดแถบ DNA ทําใหไมสามารถแยกความ
แตกตางระหวาง homozygous dominant และ heterozygous dominant ได (Waugh and Powell.  
1992)   
 

  5.  AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
   เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่ถูกพัฒนาขึ้นตั้งแตป ค.ศ. 1995 (Vos  et  al.  
1995) ซ่ึงใชสําหรับการสรางลายพิมพ DNA ที่ชวยในการแสดงถึงความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิต 
จึงถูกใชเปนเครื่องมือในการจําแนกหรือหาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต โดยการตัด DNA ดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ 2 ชนิด ที่มีความถี่ในการตัดตางกันทําใหไดขนาดชิ้น DNA ที่มีความจําเพาะ
เจาะจง จากนั้นจะตอกับ DNA สายสั้นๆ ที่เรียกวา adapter เขาที่ปลายทั้งสองดานของชิ้น DNA 
ดังกลาว แลวเพิ่มปริมาณชิ้น DNA เหลานี้ดวยไพรเมอรที่ออกแบบใหมีเบสคูสมกับ adapter และ
เพิ่มเบสเขาที่ปลาย 3’ ของไพรเมอรอีก 1-3 เบส ช้ินสวน DNA ที่เพิ่มปริมาณไดจะมีขนาดตางกัน
ตามขนาดที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะเบสที่เพิ่มเขาไปที่ปลาย 3’ ของ ไพรเมอร มีผลตอ
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ความซับซอนของชิ้น DNA ที่เกิดจากการทําปฏิกิริยา PCR เพราะเบสที่เขาไปมีวัตถุประสงคเพื่อทํา
ใหเกิดความจําเพาะเจาะจงตอช้ิน DNA ที่ไดรับการคัดเลือก จํานวนชิ้น DNA ที่สามารถเพิ่มปริมาณ
ไดอยูในชวงระหวาง 50-150 ช้ิน ที่มีขนาดของชิ้นแตกตางกัน (Glenn.  1997) จากนั้นจึงนํามา
ตรวจสอบดวยการทําอิเลคโทรโฟริซีสใน denaturing polyacrylamide gel บันทึกผลโดยดูจากการ
เกิดจํานวนแถบ DNA ที่มีหลายรูปแบบซึ่งลายพิมพ DNA ที่เกิดจากความแตกตางนี้เปนผลมาจาก
การเกิดมิวเตชั่นที่ตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมทั้งสองชนิด (สุรินทร ปยะโชคณากุล.  2545) 
ขั้นตอนในการทํา AFLP สามารถแบงเปนขั้นตอนหลักๆ ได 3 ขั้นตอนดังนี้  
   5.1  การตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเชื่อมตอปลายทั้งสองดวย adapter 
ในขั้นตอนการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะนี้จะใชเอนไซมสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําตางกันมาตัด
สาย DNA เอนไซมที่ใชไดแก EcoRI ที่มีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส และ MseI มีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส 
นอกจากเอนไซมทั้งสองชนิดที่กลาวมาแลวยังอาจใชเอนไซมชนิดอื่นไดอีกดวยเชน TaqI ที่มี
ตําแหนงจดจํา 4 คูเบส เทากับ MseI (Vos et al.  1995) และ PstI (Massawe.  2002) เมื่อตัดออก
มาแลวจะไดช้ิน DNA ที่มีขนาดเล็ก เหมาะสําหรับทําปฏิกิริยาสังเคราะห DNA โดยช้ิน DNA ที่ได
นั้นควรมีขนาดไมเกิน 1 กิโลเบส เพื่อจะไดสามารถเห็นความแตกตางไดอยางชัดเจน เมื่อทําอิเลค
โทรโฟริซีสใน denaturing polyacrylamide gel จากนั้นจึงนําชิ้น DNA ที่ไดมาเชื่อมตอดวย adapter 
ที่ปลายทั้งสองดานเพื่อใหไพรเมอรสามารถเขามาจับไดในปฏิกิริยาสังเคราะห DNA  
   5.2  ปฏิกิริยาการสังเคราะห DNA ในขั้นตอนการสังเคราะห DNA นี้จะ
แบงเปน 2 ขั้นตอนยอย คือ pre-selective amplification และ selective amplification 
    1.   pre-selective amplification เปนการเพิ่ม DNA ตนแบบใหมี
ปริมาณมากขึ้นและชวยใหเกิดการคัดเลือกชิ้นสวน  DNA ใหถูกตอง ขั้นตอน  pre-selective 
amplification นิยมใชเมื่อตองการวิเคราะหตัวอยางที่มีจีโนมขนาดใหญและตองใชไพรเมอรที่เพิ่ม 
นิวคลีโอไทดดานปลาย 3’ มากกวา 2 เบส ในขั้นตอน selective amplification ไพรเมอรที่นิยมใช
สวนมากเพิ่มนิวคลีโอไทด 1 เบส เขาที่ปลาย 3’ ของไพรเมอร ทําใหมีผลตอจํานวนแถบ DNA ที่
ตรวจสอบ โดยพบวาการใชไพรเมอรที่ไมมีการเพิ่มเบสจะไดจํานวนแถบ DNA มากกวาการใช  
ไพรเมอรที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 เบส (Mackill et  al.  1996)  
    2.  selective amplification เปนขั้นตอนการเพิ่มปริมาณ DNA ให
มากขึ้นพรอมๆ กับการคัดเลือกชนิดของนิวคลีโอไทด โดยใช DNA จากขั้นแรกเปนแมแบบแลวใช
ไพรเมอรที่มีนิวคลีโอไทดเพิ่มที่ปลาย 3’ เปนตัวคัดเลือก ซ่ึงอาจไมใชก็ไดในกรณีที่มีจีโนมขนาด
เล็กเชน พลาสมิด และคอสมิด เปนตน แตถามีจีโนมขนาดใหญขึ้นมาเล็กนอยก็อาจใชเบสคัดเลือก
เพียงแค 2 เบสก็ได (Caetano-Anolles et al.  1997) ซ่ึงในขั้นตอนนี้มีความสําคัญมาก เนื่องจากเปน
ขั้นตอนที่ทําใหเกิดลายพิมพ DNA และเปนตัวกําหนดแถบ DNA ที่เกิดขึ้นทั้งหมดซึ่งแถบ DNA ที่
พบหลังจากการทําอิเลคโทรโฟริซีสแลวควรมีประมาณ 50-100 แถบ และในขั้นตอนนี้บางครั้งยัง
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อาจใชสารที่ไมใชกัมมันตรังสีบริเวณไพรเมอรเพื่องายตอการตรวจสอบโดยใชคอมพิวเตอร 
(Vrielling et  al.  1997)  
   5.3  การแยกชิ้นสวน DNA ใน denaturing polyacrylamide gel ผลผลิตที่
ไดจากการสังเคราะห DNA ในขั้นตอนที่ 2 สามารถนํามาแยกใหเห็นความแตกตางกันไดใน 
denaturing polyacrylamide gel ที่มีความเขมขนประมาณ 5-6 เปอรเซ็นต ซ่ึงผลผลิตที่ไดจะออกมา
ในรูปแบบของ DNA (DNA patterns) ที่มีความแตกตางในแตละตัวอยางหรือพันธุ 
   ขอดีของเทคนิค AFLP คือ สามารถทําซ้ําปฏิกิริยาแลวใหผลเหมือนเดิม
และการวิเคราะห AFLP ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสเปาหมายจึงชวยประหยัดคาใชจายในสวนนี้
ไดมาก เนื่องจากการหาลําดับเบสตองใชตนทุนสูงมาก การหาเครื่องหมาย DNA โดยเทคนิค AFLP 
ไดเครื่องหมาย DNA ที่แสดงความแตกตางโดยเฉลี่ยสูงกวาเทคนิคอื่นๆ จึงเหมาะตอการทํา 
diversity หรือการทํา DNA fingerprint (Vos et  al.  1995) 
 
2.6  การประยุกตใชเครื่องหมาย RAPD ในการปรับปรุงพันธุพืช  
  

 Chowdhury et  al.  (2000) ใชเทคนิค RAPD มาจําแนกความแตกตางของถั่วเหลืองฝกสด
จํานวน 24 สายพันธุ โดยใชไพรเมอรความยาว 10 นิวคลีโอไทดทั้งหมด 50 ชนิด และสามารถเลือก
ไพรเมอรที่เหมาะสมได 16 ชนิด สําหรับสราง DNA ที่มีความหลากหลายทั้งหมด 126 แถบ ทําให
จัดจําแนกพันธุออกเปน 5 กลุม ซ่ึงความสัมพันธที่ไดนี้สามารถนํามาใชในการคัดเลือกพอและแม
เพื่อใชในการผลิตลูกผสมตอไปได ในทํานองเดียวกับ Yamamoto et  al.  (1994) ใชเทคนิค RAPD 
ในการจําแนกพันธุขาว (Orysa zativa L.) และกะหล่ํา (Lactuca sativa L.)   จากการใชไพรเมอร    
21 ชนิด พบวา มีไพรเมอร 13 ชนิดใหแถบ DNA ที่แสดงพอลิมอรฟซึมในขาว 50 เปอรเซ็นต และ
ในกะหล่ํา 47 เปอรเซ็นต สามารถสรางแผนภูมิทางพันธุกรรมและลายพิมพ DNA ได ซ่ึงชิ้นสวน 
DNA ที่เปนผลผลิตจากเทคนิค RAPD บางสวนจะจําเพาะตอบางพันธุสามารถใชเปนเครื่องหมาย
พันธุกรรมในการคัดเลือกพันธุตอไป 
 Lin et  al.  (1996) ใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกพันธุถ่ัวเหลืองพบวา 35 เปอรเซ็นต ของ
แถบ DNA ที่ไดจากไพรเมอรที่ใช 14 ชนิด ใหแถบ DNA ที่แสดงพอลิมอรฟซึม 1-2 แถบตอ      
ไพรเมอร ที่มีความแตกตางกันในระหวางพันธุถ่ัวเหลืองที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ใกลเคียงกัน
ทําใหสามารถจําแนกความแตกตางของถั่วเหลืองแตละพันธุไดเชนเดียวกับ Thseng et  al.  (1999) 
ใชลักษณะ DNA polymorphism ที่ไดจากเทคนิค RAPD แยกความแตกตางระหวาง Glycine 
formosana ในไตหวัน และ Glycine soja ในจีน เกาหลี และญี่ปุน โดยใชไพรเมอรความยาว 10      
นิวคลีโอไทด ทั้งหมด 25 ชนิด พบวา ไพรเมอร 21 ชนิด สามารถเกิดแถบ DNA ทั้งหมด 132 แถบ 
และ มี ไพรเมอร 14 ชนิด ซ่ึงใหแถบ DNA 84 แถบ ที่แสดงใหเห็นวา G. formosana มีลักษณะที่
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แตกตางกับ G.soja ในจีนและเกาหลี และ G.formosana จัดอยูในกลุมที่คลายคลึงกับสายพันธุใน
ประเทศญี่ปุน 
 Brown-Guedira et  al.  (2000) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองซึ่ง
เปนพันธุบรรพบุรุษในอเมริกาเหนือจํานวน 14 พันธุ และสายพันธุทดสอบจํานวน 87 สายพันธุ 
โดยใช  RAPD primer 109 ชนิด พบคา genetic distance อยูระหวาง 0.08-0.76 และกลุมของ        
ถ่ัวเหลืองพันธุทดสอบมาจากกลุมหลักๆ ของพันธุบรรพบุรุษซึ่งขอมูลที่ไดมีความสัมพันธกับ
ประวัติการผสมพันธุ   Kim (1997) ไดจําแนกความสัมพันธของถ่ัวเหลือง 56 พันธุโดยใชลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและเทคนิค RAPD โดยการจัดกลุมโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาสามารถจัด
จําแนกพันธุ  ถ่ัวเหลืองออกเปน 7 กลุม ซ่ึงสายพันธุจากประเทศเกาหลีสามารถจัดกลุมไดเปน         
1 กลุมที่แตกตางจากกลุมอื่นๆ แตเมื่อใชเทดนิค RAPD ในการจําแนกพบวาจาก RAPD primer     
81 ชนิด สามารถจัดกลุมทางลักษณะทางพันธุกรรมที่คลายคลึงกันได 6 กลุม ซ่ึงพบวาการจัดกลุม
โดยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิค RAPD มีความแตกตางกันเล็กนอย 
 Skroch et  al.  (1992) วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมในถั่ว (common bean) 285 
สายพันธุจากแหลงตางๆ ที่มีความแตกตางกันอยางเดนชัดดวย RAPD primer 88 ชนิด พบวา 
สามารถจัดแบงไดเปน 2 พวก ตามศูนยกลางความหลากหลาย (center of diversity) คือ Andean 
และ Mesoamerican ยังมีนักวิจัยอีกหลายกลุมรายงานถึงการใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกพันธุ
ถ่ัวเหลือง (Thampson and Nelson.  1998 ; Baranek et al.  2002 ; Chowdhury et al.  2002) 
นอกจากนี้ยังมีรายงานในพืชอ่ืนอีกหลายชนิดเชน การจําแนกขาวสาลีสองกลุมที่เกิดจากสายพันธุ
เดียวกันโดยกลุมแรกเปนขาวที่ไมเกิดการกลายพันธุ สวนกลุมที่สองเปนกลุมที่เกิดการกลายพันธุ
เนื่องจากการเคลื่อนยายตําแหนงของยีน (translocation) พบวา การใชเทคนิค RAPD ใชจําแนกขาว
ทั้งสองกลุมไดเปนอยางดี (Songtao et  al.  1993)  
 ในขณะที่ Fritz et  al.  (1995) ใชเครื่องหมายโมเลกุลดูการกระจายตัวและ recombination 
ของชิ้นสวนโครโมโซมในขาวสาลี (common wheat , Triticum aestivum L., 2n=42, จีโนม A B D, 
allohexaploid กับ T.tuashii , 2n=14, จีโนม D) โดยพิจารณาจากโปรตีนชนิดหนึ่งกับ RFLP primer 
25 ชนิด  และ RAPD primer 8 ชนิด ทําการวิเคราะห linkage และระยะทางระหวางยีนโดยใช
โปรแกรม MAPMAKER และ GMENDEL พบวา จีโนม D ใน common wheat มีพอลิมอรฟซึมต่ํา 
แตระดับพอลิมอรฟซึมระหวาง T.tuashii กับ T. aestivum สูงแสดงวามีความแตกตางที่ระดับ         
นิวคลีโอไทดในขาวสาลีที่ตาง species กัน สวน recombination ของจีโนม D ระหวาง T.tuashii กับ 
T.aestivum เกิดขึ้นไดระดับหนึ่ง  
 Mastsumoto et  al.  (1996) ใชเทคนิค RAPD จําแนกพันธุกุหลาบโดยใชไพรเมอร 3 ชนิด 
พบวา พันธุ ‘Rote Rose’ และ ‘Roultle’ ถูกจําแนกโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะเพียงชนิดเดียวใน
ขณะที่พันธุ ‘Pareo’ จําแนกไดโดยใชไพรเมอร 3 ชนิด  Burgher et  al.  (2002) ศึกษาบลูเบอร่ี       
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26 สายพันธุ จากภูมิประเทศ 4 แบบ พบความสัมพันธระหวางกลุมที่ไดจากภูมิประเทศที่มีลักษณะ
เหมือนกันสรุปไดวา RAPD สามารถใชประโยชนในการจัดจําแนกพันธุจากแหลงตางๆ ไดดี 
 Bogani et  al.  (1994) จําแนกความแตกตางของมะกอกโอลีฟ 11 พันธุปลูก โดยเทคนิค 
RAPD โดยใชไพรเมอร 5 ชนิด ทุกไพรเมอรสามารถเพิ่มจํานวนไดในแตละพันธุและสามารถทําให
เกิดแถบ DNA ไดตั้งแต 1-14 แถบ โดยในไพรเมอรที่มีลําดับ GC 70 เปอรเซ็นต เกิดแถบได 8-14 
แถบ ตอมา Fabbri et  al.  (1995) ศึกษามะกอกโอลีฟ 17 พันธุ ที่มีถ่ินกําเนิดในแถบเมดิเตอรเรเนียน 
โดยใชเทคนิค RAPD ในการวิเคราะห พบวา มีความแตกตางในมะกอกกลุมที่นํามาศึกษาจากการ
วิเคราะหความเหมือนระหวางพันธุและแบงกลุมมะกอกโอลีฟ พบวาสามารถแบงมะกอกโอลีฟ
ออกเปนสองกลุมที่สําคัญคือ กลุมที่ 1 เปนมะกอกโอลีฟที่มีผลขนาดเล็กซึ่งมีความสําคัญตอการ
ผลิตน้ํามันและอีกกลุมเปนพันธุที่มีผลขนาดใหญ 
 Koller et  al.  (1993) ศึกษาการใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกแอปเปลจํานวน 11 พันธุ 
พบวา แถบ DNA ที่เกิดขึ้นจะมีรูปรางที่แตกตางกันออกไปในพันธุแอปเปลทั้ง 11 พันธุ ซ่ึงคุณภาพ
ของ DNA ที่สกัดไดมีผลตอความชัดเจนของแถบ DNA ที่ไดจากการทํา RAPD และสามารถหา
เครื่องหมายทางพันธุกรรมเพื่อประโยชนในการจําแนกพันธุแอปเปลซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและ
รวดเร็ว สอดคลองกับ Marmey et al.  (1994) ใชเทคนิค RAPD ศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของมันสําปะหลังจากละตินอเมริกาและแอฟริกาใตสามารถจัดกลุมมันสําปะหลัง
ออกเปน 3 กลุม โดยมีความแตกตางภายในชนิดและบางพันธุเปนพันธุเดียวกัน 
 นอกจากนี้เทคนิค RAPD ถูกนํามาใชประโยชนในการจัดจําแนกพืชพันธุลูกผสมเนื่องจาก
มีความเหมาะสมในการจําแนกพันธุลูกผสมเพราะเปนการตรวจสอบโดยดูจากจีโนไทปหรือระดับ
ของ DNA นั่นเอง ปจจุบันนี้ไดมีรายงานการวิจัยออกมามากมายเชน  Defilippis et  al.  (1996)      
ใชเทคนิค RAPD ในการจําแนกลูกผสมของยาสูบพบวา ไพรเมอร 4 ชนิด ที่ทําใหเกิดแถบ DNA 
จํานวน 69 แถบ และพบวา มีคาดัชนีความเหมือนอยูระหวาง 0.21-0.82 ในทํานองเดียวกันกับ Chen 
et  al.  (1998) ใชเทคนิค RAPD และ inter-simple sequence repeat (ISSR) จําแนกสายพันธุลูกผสม
ของ antherculture ของ Linnum usitatissimum L. ซ่ึงเทคนิค ISSR นั้นพบวา ไพรเมอร 1 ชนิด สวน
เทคนิค RAPD พบไพรเมอร 3 ชนิด ที่สามารถจําแนกความแตกตางระหวางสายพันธุได นอกจากนี้
ยังพบวา รูปแบบของแถบ DNA เหมือนกับการจําแนกโดยใชแคลลัสอีกดวย Bommineni et  al.  
(1997) จําแนกสายพันธุลูกผสมของ Trinopyrum junceiforme พบไพรเมอร 6 ชนิด ที่สามารถทําให
เกิดพอลิมอรฟซึมระหวางสายพันธุ ในทํานองเดียวกับการทดลองของ Lua et  al.  (2002) ใชเทคนิค 
RAPD จําแนกสายพันธุลูกผสมของ Vitis quinquagularis และ V. vinifera พบไพรเมอร 39 ชนิด 
เกิดแถบ DNA ทั้งหมด 234 แถบ และสามารถแบงลูกผสมออกเปน 3 กลุมได 
 Zhang et al.  (1997) ทําแผนที่ยีนแกความเปนหมัน (Rf-3) ของ A line ที่มี cytoplasmic 
male sterility (CMS) แบบ W type ซ่ึงนิยมใชกันอยางกวางขวางในการผลิตขาวลูกผสมในประเทศ
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จีนจากประชากร F2 ของพันธุ Thenshan 97A กับ NIL (IR24) พบวา RAPD primer 3 ชนิด คือ OPK 
05-800, OPU 10-1100 และ OPW 01-350 อยูใกลชิดกับยีน Rf-3 ในขณะที่ Sane et  al.  (1997)    ใช
เครื่องหมายเชิงโมเลกุล RAPD ศึกษาถึงความแตกตางของ CMS ในขาวลูกผสม A line 2 สายพันธุ 
คือ IR58025A และ IR62829A แตพบวา A line ของทั้งสองสายพันธุมี CMS เปนแบบ W type 
เหมือนกัน 
 Hartl et al.  (1995) ศึกษาตําแหนงของยีนตานทานโรคราแปง (powdery mildew resistance 
gene) ในขาวสาลีพันธุที่ใกลชิดกัน โดยใชไพรเมอรจํานวน 20 ชนิด และใชเทคนิค RFLP รวม
เปรียบเทียบกับ RAPD พบวา ไพรเมอร OPH 11 ใหแถบ DNA ขนาด 1.9 กิโลเบสนี้ถูกใชเปน 
RFLP probe ในการติดตามยีนตานทานโรคราแปง  Schachermayr et  al.  (1994) รายงานการ
จําแนกความแตกตางระหวางพันธุตานทานและพันธุไมตานทานโรคราสนิมในขาวสาลีโดยใช
เทคนิค RAPD และสามารถหาตําแหนงยีนตานทานโรคราสนิมที่ใบ (Lr9) วามีตําแหนงอยูบนแขน
ขางยาวของโครโมโซม 6B    
 ในการปรับปรุงพันธุพืชโดยทั่วไปจะตองมีประชากรที่มีความแปรปรวนทางพันธุกรรม
โดยการผสมระหวางพอและแมที่มีลักษณะที่ตองการ ตามดวยการคัดเลือกลูกแตละตนที่มีการ
กระจายตัวในรุนตอๆ มาการใชประโยชนจากเครื่องหมาย DNA โดยการใชเครื่องหมายเชิงโมเลกุล
ตางๆ ในการปรับปรุงพันธุพืชทําใหสามารถคัดเลือกลักษณะที่ตองการไดตั้งแตในชวงระยะเวลา
ตนๆ จัดวาเปน marker assisted selection เพื่อลดจํานวนประชากรที่ตองคัดเลือกใหนอยลง นับเปน
ความกาวหนาและเพิ่มประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธุพืชซ่ึงเทคนิค RAPD นับวาเปนอีก
เทคนิคหนึ่งที่สะดวก รวดเร็วและใหขอมูลที่นาเชื่อถือไดระดับหนึ่งที่มีผูนํามาศึกษาความ
หลากหลายทางโมเลกุลเพื่อเปนพื้นฐานทางพันธุกรรมในพืชและสิ่งมีชีวิตตางๆ  

 
2.7  การประยุกตใชเทคนิค AFLP ในการปรับปรุงพันธุพืช 
 

 การปรับปรุงพันธุพืชดวยเทคนิค AFLP ไดถูกนํามาใชในการหาความสัมพันธทาง
พันธุกรรม (genetic distance analysis) การพิสูจนพันธุ (variety identification) การหาเครื่องหมายที่
อยูใกลกับยีน และการใชเครื่องหมาย AFLP ตรวจสอบลูกผสมตางๆ การศึกษาจีโนไทปโดยใช
เครื่องหมาย DNA เปนวิธีที่นาเชื่อถือที่สุด สําหรับการพิสูจนสายพันธุหรือพันธุพืช   
 Maughan et  al.  (1996) ไดวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมถั่วเหลืองพันธุปลูก 
(G. max) และพันธุปา (G. soja) ดวยเทคนิค AFLP จํานวน 23 ตัวอยาง คือ พันธุนําเขาจาก
ตางประเทศ 16 ตัวอยางพันธุที่ใชปลูกในประเทศ 6 ตัวอยาง และพันธุที่มียีนตานทาน 4 ตัวอยาง 
โดยใชไพรเมอร 15 คูไพรเมอร ไดแถบ DNA 759 แถบ ซ่ึงมีขนาด 35-400 คูเบส พบวา 19-86 แถบ 
ใหความแตกตางในระหวาง 2 species 37 แถบ ใหความแตกตางภายในกลุมถ่ัวเหลืองพันธุปลูกและ 
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147 แถบ ใหความแตกตางในถั่วเหลืองพันธุปา ดังนั้นแสดงใหเห็นวาถ่ัวเหลืองพันธุปามีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมมากกวาถ่ัวเหลืองพันธุปลูก สวนพันธุตานทานไวรัสทั้ง 4 ตัวอยาง พบวา
มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด 
 Ude et  al.  (2003) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในถั่วเหลืองโดยเทคนิค AFLP 
ตัวอยางที่ใชศึกษาประกอบดวยสายพันธุบรรพบุรุษจากอเมริกาเหนือ 35 พันธุ พันธุปลูกในอเมริกา
เหนือ 66 พันธุ พันธุจากประเทศจีน 59 พันธุ และจากประเทศญี่ปุน 30 พันธุ โดยใชไพรเมอร 5      
คูไพรเมอร พบวาไดแถบ DNA  ที่แสดงความแตกตางจํานวน 90 แถบ จาก 332 แถบ  จากการ
คํานวนคา PICs (polymorphic information contents) พบวา มี 53 แถบ ที่มีคาสูงกวา 0.3 เมื่อจัดกลุม
พันธุ ถ่ัวเหลืองพบวา สามารถจัดกลุมไดตามแหลงกําเนิด โดยพันธุบรรพบุรุษของอเมริกาเหนืออยู
ครอบคลุมทั้ง 3 กลุม ซ่ึงพันธุญ่ีปุนเปนพันธุที่มาจากพันธุบรรพบุรุษและพันธุปลูกในอเมริกาเหนือ
มากกวาพันธุที่มาจากประเทศจีน ซ่ึงขอมูลที่ไดนี้เปนประโยชนทางดานการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลือง
ในอเมริกาเหนือ  
 ในทํานองเดียวกัน Massawe et al.  (2002) รายงานการศึกษาความหลากหลายทาง      
พันธุกรรมใน bambara groundnut (Vigna subterranean (L.) Verdc) ซ่ึงเปนพืชตระกูลถ่ัวที่นิยม
ปลูกในแอฟริกาจํานวน 16 พันธุ โดยเทคนิค AFLP โดยใชไพรเมอรจํานวน 7 คูไพรเมอร ได 504 
แถบ อยูในชวง 50-400 คูเบส โดยเฉลี่ย 72  แถบ ตอคูไพรเมอร และพบแถบ DNA ที่แสดงความ
แตกตาง (polymorphic markers) เฉลี่ย 84 เปอรเซ็นต การจัดกลุมโดย UPGMA (unweighted pair 
group method with arithonetic average) แบงพืชตระกูลถ่ัวนี้ไดออกเปน 3 กลุม สอดคลองกับ
แหลงกําเนิดพันธุ  Hongtrakul et  al.  (1997) สรางลายพิมพ DNA ของดอกทานตะวันเพื่อที่จะหา
การกระจายตัว พบวา เมื่อใชไพรเมอรจํานวน  6 คูไพรเมอร สามารถทําใหเกิดแถบ DNA ไดมากถึง 
359 แถบ หรือประมาณ 50 แถบ DNA ตอคูไพรเมอร ซ่ึงเมื่อนํามาคํานวณคาความเหมือนทาง
พันธุกรรม (genetic similarity) พบวา อยูในชวง 0.70-0.96 และมีคาพอลิมอรฟซึม อยูระหวาง 7-24 
เปอรเซ็นต รวมทั้งสามารถจัดกลุมดอกทานตะวันที่ศึกษานี้ออกเปน 2 กลุม สอดคลองกับการศึกษา
ของ Federici et  al.  (2001) นําเทคนิค AFLP มาใชศึกษาการกระจายตัวทางพันธุกรรมของขาวปาที่
มีลักษณะเหมือนกับขาวปลูก โดยใชขาวทั้งหมด 32 ชนิด แบงเปนขาวปา 26 ชนิด ขาวปลูก 6 ชนิด 
พบวา สามารถแบงกลุมประชากรไดเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 เปนกลุมของขาวปา
ทั้งหมด สวนในกลุมที่ 3 เปนการผสมกันระหวางขาวปลูกและขาวปาซึ่งมีลักษณะใกลเคียงกัน  
 Dehaan et  al.  (2003) ศึกษาการกระจายตัวทางพันธุกรรมของ Bundleflower ซ่ึงเปนพืชที่
สามารถตรึงไนโตรเจนไดจํานวน 50 สายพันธุ โดยใชไพรเมอรจํานวน 2 คูไพรเมอร พบวา 
สามารถเกิดแถบ DNA ไดทั้งหมด 222 แถบ เปนแถบที่แสดงพอลิมอรฟซึมจํานวน 159 แถบ และ
เมื่อจัดกลุมโดยวิธี UPGMA สามารถจัดกลุมไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยพืชที่อยูใน
แถบอเมริกาเหนือและกลาง กลุมที่ 2 เปนพืชที่อยูแถบอเมริกาใตซ่ึงสามารถเห็นความแตกตางได
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อยางชัดเจน เมื่อมีการเปรียบเทียบการใชเครื่องหมายเชิงโมเลกุลชนิดตางๆ เชน RFLP, RAPD, 
AFLP และ SSR เปนตน โดยนักวิจัยหลายคณะในพืชตางๆ พบวา AFLP เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ
มากที่สุด   
 Powell et  al.  (1996) วิเคราะหแหลงพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองโดยเปรียบเทียบเทคนิค 
RFLP, RAPD, AFLP และ SSR โดยวัดจากความสามารถของเครื่องหมายและจากจํานวน loci ที่
วิเคราะหไดในการทดลองครั้งหนึ่งๆ (multiplex ratio) พบวา เทคนิค SSR มี expected 
heterozygosity สูงที่สุด ในขณะที่ AFLP มี multiplex ratio สูงสุด สวนการประเมินความสัมพันธ
เพื่อการคาดคะเนความเหมือนกันทางพันธุกรรมนั้น ถาหากเกี่ยวของกับพันธุปลูกและพันธุปา 
RFLP, AFLP และ SSR จะแสดงความสัมพันธไดสูง ถาเปรียบเทียบเฉพาะ G. max  ดวยกันเอง
เทานั้น RAPD และ AFLP จะใหความสัมพันธไดมากกวาเครื่องหมายอื่นๆ เชนเดียวกับการทดลอง
ของ Lin et  al.  (1996) เปรียบเทียบการทําแผนที่ DNA ของถ่ัวเหลืองโดยเทคนิค RFLP, RAPD, 
AFLP และ SSR พบวา เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่เหมาะสมที่สุดในการทําแผนที่ DNA เนื่องจาก
ใหเครื่องหมายจํานวนมากและใหพอลิมอรฟซึมมากกวาเทคนิคอื่นๆ  
 Maheswaran et al.  (1997) ศึกษาการกระจายและการถายทอดของเครื่องหมาย AFLP กับ
ประชากร double haploid ในขาวที่ไดจากการผสมระหวางขาว Indica พันธุ IR64 กับ ขาว Japonica 
พันธุ Azucena โดยใชไพรเมอร 20 คูไพรเมอร พบวาเครื่องหมาย AFLP มีการกระจายตัวอยูบน
โครโมโซมทั้ง 12 แทง การกระจายตัวของเครื่องหมาย AFLP เปนไปตามกฎของเมนเดล (1:1) เมื่อ
เปรียบเทียบเครื่องหมาย AFLP กับ RFLP ที่ไดจากประชากรเดียวกัน ในขณะที่ Huang et  al.  
(1994) พบวาเครื่องหมาย AFLPใหพอลิมอรฟซึมสูงกวาและเสนอวาเครื่องหมาย AFLP                 
มีประสิทธิภาพมากกวาเครื่องหมาย RFLP ในการวิเคราะห linkage ในขาวโดยมีอัตราการเกิดสูง
กวาบริเวณที่มีเครื่องหมาย RFLP  จะมีเครื่องหมาย AFLP  แตบริเวณที่มีเครื่องหมาย AFLP อาจจะ
ไมมีเครื่องหมาย RFLP อยูเลย นอกจากนี้การใชเทคนิค AFLP สามารถใหผลรวดเร็วกวา RFLP อีก
ดวย 
 Sharma et  al.  (1996) ใชเครื่องหมายโมเลกุล 2 ชนิด คือ AFLP และ RAPD มาใชจําแนก
ถ่ัว lentil จํานวน 54 พันธุ ทําการทดสอบเปรียบเทียบกันระหวางเทคนิค AFLP และ RAPD พบวา 
เทคนิค AFLP เมื่อใชไพรเมอรจํานวน 4 คูไพรเมอร ระหวาง PstI-primer และ MseI-primer 
สามารถจัดจําแนกถั่วบางพันธุซ่ึงเทคนิค RAPD ไมสามารถจัดจําแนกได  Lavee et  al.  (1999) 
ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมะกอกโอลีฟที่ปลูกทางแถบตะวันออกของเมดิเตอร     
เรเนียน โดยเปรียบเทียบระหวางเทคนิค AFLP และ RAPD ในการทดสอบนั้น พบวา เทคนิค 
RAPD ไมสามารถจําแนกความแตกตางของตนมะกอกโอลีฟที่มีรูปรางภายนอกที่แตกตางกันเพียง
เล็กนอยได แตเมื่อใชเทคนิค AFLP ในการจําแนกพบวาสามารถแยกความแตกตางของลักษณะ
ดังกลาวได 
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 นอกจากนี้นักวิทยาศาสตรหลายทานไดใชเทคนิค AFLP ในการปรับปรุงพันธุเพื่อการ
จําแนกยีนที่ตานทานตอลักษณะตางๆ การติดตามยีนที่สนใจตลอดจนการวิเคราะหลายพิมพ DNA 
เพื่อจัดกลุมพันธุพืช  Thomas et  al.  (1995) จําแนกเครื่องหมายเชิงโมเลกุลของยีนตานทาน (Cf-9) 
ตอ Cladosporium fulvum โดยการใช AFLP วิเคราะหประชากร F2 ที่ไดจากการผสมระหวาง 
Lycopersicon esculentum (Cf-9) x L. pennellii พบวา มี 3 แถบ ซ่ึงแยกตัวไปดวยกันเสมอ (co-
segregate) กับ ยีน Cf-9 โดยที่ 2 แถบ จะมีตําแหนงอยูคนละขางของยีน Cf-9 และมีชวงระยะหางกนั 
15.5 กิโลเบส นอกจากนี้ยังไดใชวิธี AFLP เพื่อแยกยีน Rcr-1 และ Rcr-2 ซ่ึงมีสวนเกี่ยวของกับยีน
ตานทาน Cf-9 ดวย  Deta Vina  et  al.  (1996) ติดตามลักษณะตานทานตอโรคไหมที่เกิดจากเชื้อรา 
Pyricularia grisea ในขาว จาก recombinant inbreed line (RIL276) จากคูผสม CO39/Moroberekan 
จากลูก F2 ที่ได พบวา มีอัตราสวนการกระจายตัวเปน 3:1 ช้ีใหเห็นวา RIL 276 มียีนเกี่ยวกับความ
ตานทานตอโรคไหมจากเชื้อราดังกลาว จากการศึกษาดวยวิธี STS-PCR, RFLP และ AFLP พบวา
เครื่องหมาย AFLP 92S07/92F37 และ 92S07/92G12 อยูใกลชิดกับยีนตานทานตอโรคไหมดังกลาว  
 Cervera et  al.  (1996) ใชเครื่องหมาย AFLP ในการจําแนกลักษณะที่ตานทานโรคราสนิม
ที่เกิดจาก Melampsora larici-populina ใน populus โดยใชลูกผสมที่ไดจากการผสมระหวางเพศเมีย
ที่ตานทาน (Populus deltoides) กับเพศผูที่ไมตานทาน (P. nigra) พบวา ลักษณะตานทานดังกลาว
ถูกควบคุมดวยยีนเดน คือ Mer ที่ตานทานตอ M. larici-populina 3 สายพันธุ คือ E1, E2 และ E3 
พบวามี 3 แถบ ซ่ึงอยูใกลชิดกับยีนตานทานนี้  Gregorio (1997) ตรวจหายีนที่ตานทานตอความเค็ม
ในขาวดวยใชเทคนิค AFLP โดยใชประชากร RIL, F8 ของ IR66946 จากคูผสม IR29 (ไมทนทาน
ตอความเค็ม) x Pokkali (ทนทานตอความเค็ม) รายงานวา major gene สําหรับลักษณะทนทานตอ
ความเค็มอยูระหวาง AFLP marker P3/M9-8 และ P1/M9-3 บนโครโมโซมที่ 1 ระยะ 14.7 cM และ 
18.6 cM (centrimorgan) ตามลําดับ 
 Lu et  al.  (1999) ศึกษาหายีนที่ตานทานตอหนอนทําลายรากในตนพืช โดยใชเทคนิค 
AFLP ในการตรวจสอบพบพอลิมอรฟซึมที่ตําแหนงของยีนที่เกี่ยวของกับการตานทานตอหนอน
กินรากและเมื่อนํายีนมาโคลนพบวา สามารถแยกจีโนไทปที่แสดง homozygous resistant, 
heterozygous resistant และ homozygous susceptible ได ในทํานองเดียวกับ Najimi et al.  (2002) 
ไดศึกษาหายีนที่ตานทานแมลงกินขาวสาลี (Hs1 และ H22) ซ่ึงในการทดลองใชไพรเมอรจํานวน 
24 คูไพรเมอร ใหแถบ DNA ทั้งหมด 4200 แถบ เฉลี่ย 100 แถบ DNA ตอ คูไพรเมอร และมีแถบ 
DNA ที่เปนใหพอลิมอรฟซึม สําหรับยีนที่ตองการจํานวน 28 แถบ ซ่ึงเปน H5 จํานวน 13 แถบ และ 
H22 จํานวน 15 แถบ ในขณะที่ Altinkul et  al.  (2003) ใชเทคนิค AFLP ในการจําแนกขาวบารเลย
ที่ตานทานตอน้ําทวมขัง โดยใชไพรเมอรจํานวน 40 คูไพรเมอร ตรวจสอบในรุนที่ 2 เพื่อจําแนกตน
ที่มีความตานทานและไมตานทานออกจากกัน 
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2.8  การวิเคราะหแบบ Bulk Segregant Analysis  
 

 การวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis (BSA) หมายถึง การรวมกลุม DNA (pooled 
DNA) จากประชากรที่มีการกระจายตัวที่เกิดจากการผสมเดี่ยวของสายพันธุที่เปน homozygous เปน
วิธีการใชเครื่องหมาย DNA ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีนที่สนใจหรือใกลกับบริเวณจีโนมที่สนใจ
สามารถทําไดสะดวก รวดเร็ว ประหยัดเวลาและคาใชจายกวาการศึกษาจากประชากรที่ขนาดใหญ 
หลักการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis คือ การรวมกลุม DNA ที่มีอัลลีลตรงกันหรือมี
ลักษณะตรงกันไวดวยกันเชน ลักษณะที่ตานทานและไมตานทานตอโรค เปนตน (Michelmore      
et  al.  1991) ซ่ึงลักษณะการสรางกลุม DNA สามารถทําได 2 วิธี คือ 
  1.  การสรางกลุม DNA จากขอมูลทางฟโนไทปเชน การทดลองของ Michelmore 
et  al.  (1991) ไดรวมกลุม DNA จากขอมูลฟโนไทปของผักกาดหอมโดยกลุมหนึ่งแสดงลักษณะ
ทนทานตอโรคราน้ําคาง สวนอีกกลุมหนึ่งออนแอตอโรคราน้ําคาง เชนเดียวกับ Wang and Paterson 
(1994) สรางกลุม DNA จากขอมูลฟโนไทป โดยการศึกษาขอมูลจากประชากรมะเขือเทศที่มีการ
กระจายตัว 4 ประชากร คือ ประชากรผสมกลับ (backcross) ประชากรลูกชั่วที่ 2 (F2) ประชากร 
recombination inbred line (RIL) และ ประชากร double haploid (DH)  พบวา ประชากร RIL หรือ 
DH เหมาะสมที่ใชในการสรางกลุม DNA มากที่สุด เนื่องจากประชากรอยูในสภาพ homozygous 
โอกาสที่แตละกลุม DNA จะปนเปอนเนื่องมาจากพันธุกรรมแบบ heterozygous มีต่ํากวาประชากร
ช่ัวที่ 2 และประชากรผสมกลับ ซ่ึงทั้งสองประชากรนี้จะมีจีโนไทปอยูในสภาพ heterozygous ถึง 
50 เปอรเซ็นต แตประชากรผสมกลับจะมีความเหมาะสมในการใชสรางกลุม DNA มากกวา
ประชากรลูกชั่วที่ 2  
  2.  การสรางกลุม DNA จากขอมูลทางจีโนไทปโดยใชเครื่องหมาย DNA คัดเลือก
จีโนไทปที่ตองการ ตัวอยางเชน Giovannoni et  al.  (1991) ใชเครื่องหมาย RFLP “TG532” และ 
“CT168” คัดเลือกสายพันธุมะเขือเทศชั่วที่ 2 ที่เกิดจากการผสมระหวาง L. esculentum กับ L. 
pennellii โดยกลุมหนึ่งมีจีโนไทปเปนแบบ homozygous กับ L. esculentum และอีกกลุมหนึ่งมีจีโน
ไทปเปนแบบ homozygous กับ L. pennellii แลวรวม DNA ในแตละกลุมเปนกลุม A และ B 
ตามลําดับ 
 Giovannoni et  al.  (1991) สามารถคัดเลือกเครื่อง RAPD ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีนควบคุม
การหลุดรวงของผล (joinless) และยีนควบคุมไมใหผลสุก (non-ripening) ในมะเขือเทศ โดยใช
เครื่องหมาย RAPD คัดเลือกบริเวณเปาหมายบนโครโมโซมแทงที่ 11 ที่มียีนที่ควบคุมการหลุดรวง
ของผลและบริเวณเปาหมายบนโครโมโซมแทงที่ 10 ซ่ึงมียีนควบคุมการสุกของผล การสรางกลุม 
DNA ที่มีจีโนไทปอยูในสภาพ homozygous แตมีอัลลีลตรงกันขามทั้งสองบริเวณ พบวา มี RAPD 
primer 2 ชนิด คือ “38J” และ “148J” วางตัวอยูใกลกับยีนบนบริเวณแทงที่ 11 และ RAPD primer
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อีก 1 ชนิด คือ “307N” วางตัวอยูใกลกับยีนบนโครโมโซมแทงที่ 10 ในทํานองเดียวกับ Monna      
et  al.  (1995) หาเครื่องหมาย RAPD ที่วางตัวอยูใกลกับบริเวณเปาหมายซึ่งมียีนควบคุมการ
ตอบสนองตอชวงแสงของขาว โดยใชประชากรที่มีการทําแผนที่ยีนไวแลววิเคราะหแบบ bulk 
segregant analysis โดยสรางกลุม DNA จากประชากรชั่วที่ 2 โดยใชเครื่องหมาย RAPD สราง 
graphical genotype เพื่อเลือกชวงบริเวณเปาหมายบนโครโมโซมแทงที่ 6 ได RAPD primer 14 
ชนิด ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีนเปาหมาย ทําการโคลนและหาลําดับเบสของเครื่องหมาย RAPD ทั้ง 
14 ชนิด เพื่อเปน sequence tagged site และการสราง physical maps ตอไป  
 Boury et  al.  (1995) รายงานการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis มีประสิทธิภาพใน
การศึกษายีนควบคุมลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trail loci ; QTL) ที่ควบคุมเพียงลักษณะเดียว 
โดยการศึกษา QTL ที่ควบคุมปริมาณ anthocyanin ในกะหล่ํา สรางกลุม DNA 2 กลุม กลุมหนึ่ง
สกัด DNA จากตนที่มีระดับ anthocyanin สูง สวนอีกกลุมสกัด DNA จากตนที่มีระดับ anthocyanin 
ต่ํา ซึ่งสามารถเห็นความแตกตางระหวางสีของทั้งสองกลุมไดอยางชัดเจน พบวา มี  4 QTL ที่
ควบคุมระดับ anthocyanin ในประชากรที่ศึกษา ในขณะที่ Chagu et  al.  (1996) จําแนกเครื่องหมาย 
RAPD ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีนที่ตานทานไวรัส spotted wilt (Sw-5) ในมะเขือเทศ โดยการ
วิเคราะหแบบ bulk segregant analysis พบวา RAPD 4 markers ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีนตานทาน
โรค ซ่ึงครอบคลุมระยะทางทั้งหมด 10.5 cM ในปตอมา Chagu et  al.  (1997) ศึกษาหาเครื่องหมาย 
RAPD ที่วางตัวอยูใกลกับยีน QTL ที่ควบคุมความทนทานตอโรคใบหยิกเนื่องจากไวรัสในมะเขือ
เทศโดยการวิเคราะหรวมกับ bulk segregant analysis พบวา RAPD primer 4 ชนิด ที่วางตัวอยูใกล
กับยีน QTL และคลอบคุมระยะทั้งหมด 17.3 cM มีตําแหนงอยูบนโครโมโซมแทงที่ 6 ซ่ึง RAPD 
primer ทั้ง 4 ชนิด นี้สามารถอธิบายความตานทานได 27.7 เปอรเซ็นต   
 Fang et  al.  (1998) หาเครื่องหมาย RAPD ที่วางตัวอยูใกลกีบยีนตานทานโรคไวรัส (Ctv) 
ในพืชตระกูลสม โดยการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis พบเครื่องหมาย RAPD กระจายตัว
รวมกับยีน Ctv โดยที่ C19 และ AD08 วางตัวขนาบทั้งสองดานของยีน มีระยะทาง 0.5 และ 0.8 cM 
ตามลําดับ และสามารถทํา BAC libraly เพื่อเคลื่อนที่เขาไปหายีนไดโดยตรง Tan et  al.  (1998) 
ศึกษาหาเครื่องหมาย RFLP ที่วางตัวอยูใกลชิดกับยีน Rf ซ่ึงเปนยีนชวยแกไขความเปนหมันในขาว 
โดยรวบรวม DNA แตละสายพันธุที่มีจีโนไทปเหมือนกันไวดวยกัน พบวา ยีน Rf มีตําแหนงอยู
บริเวณกลางแขนขางยาวของโครโมโซมแทงที่ 10   Marziani et al. (1999) ใชเทคนิค bulk 
segregant analysis ในการแยกเพศของหนอไมฝร่ังโดยสรางประชากรที่แบงเปน 2 กลุม คือ เพศผู
และเพศเมีย จากการคัดเลือกไมโครสปอรที่เปน X และ Y ออกแลวเพิ่มจํานวนโครโมโซมเปนลูก 
double haploid XX และ YY ทําการวิเคราะหดวย RAPD พบวา ไพรเมอร OF13 สามารถจําแนก
เพศของหนอไมฝร่ังได นอกจากนี้ยังมีการใชเทคนิค RAPD รวมกับ bulk segregant analysis เพื่อ
ติดตามยีนที่เกี่ยวของกับความตานทานโรคใบจุดที่เกิดจากเชื้อ Spilocea oleaginea ในมะกอกโอลีฟ 
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โดยใช RAPD primer 100 ชนิด กับ DNA กลุมตานทานและกลุมไมตานทาน โดยแถบหนึ่งมีความ
ยาวประมาณ 700 คูเบส เปนแถบที่ไดจากกลุมที่ไมตานทานและอีกแถบหนึ่งมีขนาดประมาณ 780 
คูเบส ซ่ึงไดจากกลุมตานทานโรค (Mekuria et  al.  2001)  
 Beltan et  al.  (2002) ศึกษาการทําแผนที่ยีนของ common bean (Phaseolus vulgaris L.) ให
สมบูรณมากขึ้นโดยเทคนิค RAPD รวมกับการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis ในการระบุ
หาเครื่องหมายที่ระบุ 5 ลักษณะ คือ dark green savoy leaf (dgs), blue flower (blu), silery green pot 
(arg), yellow wax pod (y) และ flat pod ซ่ึงเปนการกลายที่เกิดจากธรรมชาติผลที่ได พบวา 
เครื่องหมายของทั้ง 5 ยีนนี้สามารถบรรจุลงในแผนที่ยีนเดิมไดและสามารถใชศึกษาความสัมพันธ
ของลักษณะตางๆ ได นอกจากนี้ Subudhi et  al.  (2003) ใชเทคนิค RAPD รวมกับการวิเคราะห
แบบ bulk segregant analysis พบเครื่องหมาย RAPD primer 5 ชนิด ที่วางตัวอยูชิดกับยีนที่ควบคุม
ลักษณะการเปนหมันของเกสรตัวผู เนื่องจากความไวตออุณหภูมิของขาว (thermosensitive genetic 
male sterility) คือ OPF18, OPF19, OPC1, OPL3 และ OPAA7  
 Cervera et  al.  (1996) ทําการศึกษาในพืช Populus ที่ตานทาน Melampsora laricipopulina 
ดวยเทคนิค AFLP รวมกับการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis พบวา สามารถหาเครื่องหมาย 
DNA ไดจํานวนมากในระยะเวลาอันสั้น จากการวิเคราะห DNA fragment จํานวน 11,500 fragment 
จากการใชไพรเมอรทั้งหมด 144 ชนิด โดยมี 3 fragment ที่ link กับ Mer locus ซ่ึงเปนประโยชนใน
การสรางความตานทาน  Lanceras (2000) ทําการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis เพื่อหา
เครื่องหมาย AFLP ที่วางตัวอยูชิดกับ QTL ที่ควบคุมปริมาณอะไมเลสในเมล็ดขาวพันธุขาวดอก
มะลิ 105 โดยพบ QTL หนึ่งอยูบนโครโมโซมแทงที่ 3 และอีก QTL หนึ่งอยูบนโครโมโซมแทงที่ 6  
 Alec et al.  (2000) คนพบเครื่องหมาย AFLP ที่วางตัวใกลชิดกับยีน Rsv4 ที่ควบคุม
ลักษณะตานทานตอโรค mosaic virus ในถ่ัวเหลืองโดยการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis 
ซ่ึงเครื่องหมายนี้มีระยะหางจากยีน Rsv4 ประมาณ 4.8 cM นอกจากนี้ Dong et  al.  (2000) ใช
วิธีการ AFLP ในการทดลองพบวา มี 4 แถบ ที่แสดงความแตกตางระหวาง bulk fertile , bulk sterile 
และพอแม โดยเครื่องหมาย E5/M12-600 มีระยะหางจาก tgms-vn1 gene ประมาณ 3.3 cM สวนอีก 
3 เครื่องหมาย ที่เหลืออยูหางจาก tgms-vn1 gene มากกวา 20 cM จึงนํา AFLP fragment E5/M12-
600 มาหาลําดับเบสเพื่อพัฒนาเปนเครื่องหมาย PCR  สําหรับนํามาเปนประโยชนเปน marker 
assisted selection ในโครงการปรับปรุงพันธุขาวลูกผสมตอไป   
 วารุณี โสมนัส (2544) ทําการศึกษาหาตําแหนงของยีนที่ควบคุมความทนทานตอการขาด
ธาตุเหล็กในถั่วเขียว โดยการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis พบวา สามารถคัดเลือก
เครื่องหมาย  AFLP ที่แสดงความแตกตางระหวางสายพันธุทนทานและออนแอได ทั้งหมด              
8 เครื่องหมาย ซ่ึงอยูบนกลุม linkage เดียวกัน เครื่องหมาย AFLP คือ CGT/CTG และ CAG/TAC2 
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ซ่ึงครอบคลุมถึง QTL หลักที่ควบคุมลักษณะคลอโรซีสโดยมีระยะหางจากยีน 2.9 และ 3.0 cM 
ตามลําดับ 
 การหาเครื่องหมาย DNA ไดกลายเปนเครื่องมือสําคัญในการศึกษาพันธุกรรมพืชไมวาจะ
เปนการศึกษาความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตหรือการสรางประชากรที่มีลักษณะตามความตองการ
เชน ลักษณะตานทานโรคหรือลักษณะตานทานแมลงหรือลักษณะใดๆ ก็ตามที่มีความสําคัญทาง
การเกษตรเพื่อนําขอมูลที่ไดไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุพืชและการคนหาเครื่องหมาย
โมเลกุลที่วางตัวอยูชิดกับยีนที่ควบคุมลักษณะที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจโดยใชเทคนิคทาง
โมเลกุลรวมกับการวิเคราะหแบบ bulk segregant analysis ที่ไดพัฒนาขึ้นมาชวยในการคัดเลือก
เครื่องหมาย DNA นั้น ซ่ึงนาจะเปนอีกทางเลือกหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการคัดเลือกพืชที่มี
ลักษณะที่ตองการในการปรับปรุงพันธุพืชตอไป 
 


