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สารบัญตาราง 
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11 

องคประกอบทางเคมีของเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
ปริมาณของกรดอะมิโนแตละชนิดในเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
ปริมาณเกลือแรและวิตามินในเมล็ดแหงของถั่วเขียวผิวมัน 
การติดฝกที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata  
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x  
V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
ไพรเมอร RAPD ที่สามารถแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวาง 
V. radiata  V. mungo และ V. umbellata 
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเม่ือตรวจสอบโดยใชไพรเมอร 
A02  A03  A07 A13 และ Ax17 เปรียบเทียบระหวาง V. radiata  
 กับ V. mungo   V. radiata  กับ V. umbellata  และ V. mungo กับ  
V. umbellata  
การชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด (จํานวน 40 
ช้ินจากตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอ 1 คูผสม) บนอาหาร 
สังเคราะหสูตร MS + vitamin B5 ที่มีความเขมขนของ BA 3 ระดับ คือ 0.1  
0.2 และ 0.3 mg/l 
การเปลี่ยนแปลงของจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด  
V. radiata x V. umbellata ที่หยดดวยสารละลายโคลชิซิน 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
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องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium 
(Murashige and Skoog, 1962) 
องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร Gamborg B-5 media  
(B5) (Gamborg et al., 1968) 
ไพรเมอร RAPD ที่นํามาคัดเลือกเพื่อใชแยกความแตกตางระหวาง  
V. radiata  V. mungo และ V. umbellata  
สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอจากพืช 
การเตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของ RAPD 
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สารบัญภาพ 
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    13 

ฝกถั่วที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  
เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2” (ก)  V. mungo “พิษณุโลก 2” (ค) และ
เมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2”  (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) 
และเมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
เมล็ดถ่ัว V. mungo “พษิณุโลก 2” (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และ
เมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. radiata  x V. mungo ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata  x V. mungo  
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. radiata x V. umbellata  ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. mungo x V. umbellata ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. mungo  x V. umbellata  
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A02 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. mungo (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata  
(R) และ V. mungo (M) 
แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. mungo (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata 
(R) และ V. mungo (M)   
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A13 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. umbellata (แถวท่ี 1-8) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata (R) และ V. umbellata (U) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี  หนา 
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21 

แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. umbellata (แถวท่ี 1-9) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata (R) และ V. umbellata (U) 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A03 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x  
V. umbellata (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ  
V. umbellata (U) 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A07 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo  x  
V. umbellata (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. mungo  (M) และ  
V. umbellata  (U) 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความเขมขน  
1 mg/l 
รากของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l (ก) และอาหารสังเคราะห 
สูตร B5 (ข) 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความ
เขมขน 1 mg/l 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ยายปลูกลงใน
กระถางและเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata ที่
เล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาล
ซูโครสความเขมขน 15% (w/v) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี  หนา 
22 ปริมาณดีเอ็นเอของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดจากตนที่ไมไดหยดสารละลาย

โคลชิซิน (ก) หยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.1% (w/v) (ข) 
และหยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.2% (w/v) (ค) 
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ภาพผนวกท่ี 
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แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวยไพรเมอรA02 และ A03 
แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata  (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวยไพรเมอร A07 และ A13 
แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวย ไพรเมอร Ax17 
ละอองเกสรของ V. radiata (ก) และ V. umbellata (ข) ที่งอกในอาหาร
สังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความ 
เขมขน 15% (w/v) 
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1  

การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่ไดจากการผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน (Vigna radiata 
(L.) Wilczek) ถั่วเขียวผิวดํา (V. mungo (L.) Hepper) และถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata 

 (Thunb.) Ohwi & Ohashi) ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 
 

Embryo Rescue of Interspecific Hybrids among Mungbean (V. radiata (L.)  
Wilczek), Black Gram (V. mungo (L.) Hepper), and Rice Bean  

(V. umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi) by Ovule Culture 
 

คํานํา 
 

ถ่ัวเขียวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญและนิยมปลูกกันแพรหลายในประเทศไทย เนื่องจากเปน
พืชที่ปลูกงาย ตองการการดูแลรักษานอยเมื่อเทียบกับพืชเศรษฐกิจชนิดอื่น และเปนพืชอายุส้ัน 
สามารถใชประโยชนไดทั้งตนและเมล็ด นิยมใชปลูกกอนหรือหลังการทํานาหรือทําไรเพื่อตัดวงจร
การระบาดของศัตรูพืช และใชไถกลบชวยบํารุงรักษาความอุดมสมบูรณของดิน (กรมสงเสริมการ
เกษตร, 2545) นอกจากนั้นเมล็ดถ่ัวเขียวยังสามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตแปง วุนเสน ถ่ัวงอก 
และประกอบอาหารอื่น ๆ เนื่องจากมีคุณคาทางอาหารสูง สามารถใชเปนอาหารเสริมพวกธัญพืช
และอาหารแปงอ่ืน ๆ ได (Akpapunam, 1996) ซ่ึงปริมาณความตองการในการใชผลิตภัณฑจาก 
ถ่ัวเขียวในประเทศและสงออกมีแนวโนมเพิ่มขึ้นทุกป โดยในชวงป พ.ศ. 2542 - 2544 มีความ
ตองการในประเทศเพิ่มข้ึน 6% และในป พ.ศ. 2544 มีความตองการถ่ัวเขียวผิวมันรวม 230,000 ตัน 
โดยนําไปเพาะเปนถ่ัวงอก 70,000 ตัน แปง 20,000 ตัน ขนม 30,000 ตัน วุนเสน 50,000 ตัน และใช
บริโภคเมล็ดโดยตรง 10,000 ตัน โดยมีมูลคาการสงออกในรูปวุนเสนเปนมูลคาประมาณ 190 ลาน
บาท ตอป และใชเปนเมล็ดพันธุ 15,000 ตัน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2545) ในป พ.ศ. 2546 
ประเทศไทยสงออกถ่ัวเขียวเปนมูลคา 325,110,000 บาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547)  

 
ถ่ัวเขียวผิวดําเปนพืชที่มีการปลูกมานานแลวในประเทศไทย ในแตละปประเทศไทย

สามารถผลิตถ่ัวเขียวผิวดําไดประมาณ 70,000-100,000 ตัน (สมชาย และ มนตรี, 2540) โดยผลผลิต
ประมาณ 90% ผลิตเพื่อสงออกไปยังตางประเทศ สวนที่เหลือใชในการบริโภคภายในประเทศ การ
สงออกถ่ัวเขียวผิวดําสวนใหญเปนการสงออกเมล็ดพันธุ โดยตลาดสงออกถ่ัวเขียวผิวดําสําคัญไดแก 
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ประเทศญี่ปุน ปากีสถาน และประเทศอินเดีย โดยในป พ.ศ. 2548 ประเทศไทยสงออกถ่ัวเขียวผิวดํา
เปนมูลคา 51,100,000 บาท (ศูนยเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2548) 

 
ถ่ัวนิ้วนางแดงเปนถ่ัวที่คอนขางรูจักกันมาก ในปจจุบันประเทศไทยมีการสงออกเมล็ดถ่ัว

นิ้วนางแดงประมาณ 20,000-30,000 ตันตอป ตลาดในการสงออกถ่ัวน้ิวนางแดงที่สําคัญไดแก ญี่ปุน 
สหรัฐอาหรับเอมิเรตส จอรแดน และไตหวัน การใชประโยชนจากถ่ัวน้ิวนางแดงภายในประเทศมี
นอย สวนใหญจะเปนการผลิตเพื่อการสงออก (นาค, 2548) โดยในป 2548 ประเทศไทยสงออกถั่ว
นิ้วนางแดงเปนมูลคา 150,400,000 บาท (ศูนยเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2548) 

 
 ถ่ัวเขียวเปนพืชผสมตัวเอง (Shanmugasundaram, 1996) ทําใหมีฐานพันธุกรรมที่แคบ ซ่ึง
การมีฐานพันธุกรรมที่แคบจัดเปนขอจํากัดในการปรับปรุงพันธุ (Rashid et al., 1987) ดังนั้น การ
ขยายฐานพันธุกรรมหรือการสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมใหกับพืชจึงเปนหนทางหนึ่งใน
การนําไปสูความสําเร็จในการปรับปรุงพันธุพืช โดยความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดจากสาเหตุ
สําคัญหลัก 2 สาเหตุ คือ การกลายพันธุของยีน (gene mutation) และการรวมตัวกันใหมของยีน 
(gene recombination) (รังสฤษดิ์, 2539) ซ่ึงการผสมพันธุขามชนิด (interspecific crossing) เปนหนึ่ง
ในวิธีที่สามารถสรางความผันแปรทางพันธุกรรมจากกระบวนการรวมตัวกันใหมของยีน ทําใหเกิด
การกระจายตัวในลักษณะตาง ๆ ของลูกผสม ทําใหสามารถคัดเลือกลักษณะที่พึงประสงคมาใชใน
โครงการปรับปรุงพันธุตอไปได (กฤษฎา, 2546) โดยการผสมพันธุพืชขามชนิดสามารถถายทอด
ลักษณะที่ดีจากพืชชนิดหนึ่งไปสูอีกชนิดหนึ่งและสามารถทําใหเกิดลักษณะใหม ๆ ที่ไมเคยปรากฏ
ในรุนพอแมมากอนได ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืชอยางยิ่ง (Rattan, 1998)  
 
 จากการศึกษาการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวกับถ่ัวอ่ืน ๆ ในสกุล Vigna พบวา  
สวนใหญมีการรวงของดอกและฝกออน เนื่องจากไมเกิดการพัฒนาหรือเกิดความผิดปกติในการ
พัฒนาของเอ็มบริโอทําใหไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมได (F1 hybrid seed) หรืออาจเกิดการพัฒนา
ของเอ็มบริโอจนไดเปนเมล็ด แตเมล็ดที่ไดมีลักษณะเล็กและลีบ เปลือกหุมเมล็ดมีลักษณะเหี่ยวยน 
เมื่อนําไปเพาะโดยวิธีการเพาะเมล็ดปกติมักจะไมงอกหรืองอกเปนตนท่ีไมสมบูรณ (Chen et al., 
1982; Rashid et al., 1987) ทําใหการสรางพันธุพืชใหม ๆ ที่มีลักษณะดังที่ตองการไมประสบความ
สําเร็จ 
 
 จากปญหาการไมพัฒนาหรือเกิดความผิดปกติในการพัฒนาของเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการ
ผสมขามชนิดนั้นสามารถแกไขไดโดยการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture)  
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(Fujime et al., 2000;Kumlehn et al., 1997; Mallikarjuna, 1999; Sharma et al., 1996) อยางไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงออวุลตองประกอบดวยปจจัยที่เหมาะสมหลายประการ โดยเฉพาะอายุของออวุลที่นํา
มาเพาะเลี้ยง (Mallikarjuna, 1999; Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987) ดังนั้น การสราง 
ประชากรตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดระหวางถ่ัว V. radiata  V. mungo และ V. umbellata เพื่อนําไปใช
ประโยชนในการพัฒนาพันธุจึงจําเปนตองมีการศึกษาอายุของออวุลท่ีมีผลตอการชวยชีวิตเอ็มบริโอ
ลูกผสมโดยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลในสภาพปลอดเชื้อ และศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสม
ขางตนที่ไดจากการชวยชีวิตโดยใชเทคนิค RAPD เพื่อยืนยันความเปนลูกผสมกอนที่จะนําไปคัด
เลือกและปรับปรุงพันธุตอไป และศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขาม
ชนิดโดยใชสารโคลชิซินเพื่อใหตนถ่ัวลูกผสมที่ไดนั้นสามารถผลิตเมล็ดพันธุรุนตอ ๆ ไปได  
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วัตถุประสงค 
 
 1. เพื่อศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata   
V. mungo และ V. umbellata ดวยการวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 
 

2. เพื่อศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตดวย 
เทคนิค RAPD  
 

3. เพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของ V. radiata  V. mungo และ V. umbellata   
 

ถ่ัวเขียวผิวมัน (mungbean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna radiata (L.) Wilczek  จัดอยูใน 
Family Fabaceae (Leguminosae), Subfamily Papilionoideae, Genus Vigna และจัดอยูใน Subgenus 
Ceratotropis (Shanmugasundaram, 1996) มีกําเนิดอยูในประเทศอินเดีย และมีโครโมโซมเปน 
diploid มีจํานวนโครโมโซม 2n = 22 ถ่ัวเขียวเปนถ่ัวที่มีคุณคาทางอาหารสูง โดยมีคารโบไฮเดรต
และโปรตีนเปนองคประกอบตอเมล็ดในปริมาณ 58.2% (w/w) และ 23.6% (w/w) ตามลําดับ  
(ตารางที่ 1) มีกรดอะมิโนหลายชนิด (ตารางที่ 2) รวมทั้งยังมีเกลือแรและวิตามินอีกหลายชนิดเปน
องคประกอบ (ตารางที่ 3) อยางไรก็ตามถ่ัวเขียวมีความออนแอตอการเขาทําลายของศัตรูพืชหลาย
ชนิด เชน เชื้อรา แบคทีเรีย ไสเดือนฝอย และไวรัส (Shanmugasundaram, 1996) โรครากเนาและ
โคนเนา โรคใบจุด นอกจากนั้นยังมีแมลงศัตรูพืชที่สําคัญ เชน หนอนแมลงวันเจาะลําตน หนอนฝก 
หนอนกระทูผัก เพล้ียไฟและไรขาว ทําใหเกิดความเสียหายตอการผลิตเปนอยางมาก (กรมสงเสริม
การเกษตร, 2545)  
 
ตารางที่ 1 องคประกอบทางเคมีของเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
 

องคประกอบทางเคมี เปอรเซ็นต 
Total carbohydrate 
Protein 
Moisture 
Ash 
Crude fiber 
Ether extract 

58.2 
23.6 
  9.7 
  4 
  3.3 
  1.2 

 
ที่มา: Akpapunam  (1996) 
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ตารางที่ 2  ปริมาณของกรดอะมิโนแตละชนิดในเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
 

กรดอะมิโน ปริมาณ (g/16 g N) 
Alanine 
Arginine 
Aspartic acid 
Cystine 
Glutamic acid 
Glycine 
Histidine 
Isoleucine 
Lysine 
Methionine 
Phenylalanine 
Proline 
Serine 
Threonine 
Tyrosine 
Valine 

  3.9 
  5.5 
11.5 
  0.7 
13.8 
  3.4 
  2.9 
  3.7 
  8.1 
  0.5 
  4.9 
  3.7 
  4.7 
  3.3 
  2.5 
  4.1 

 
ที่มา: Akpapunam  (1996) 
 
ตารางที่ 3  ปริมาณเกลือแรและวิตามินในเมล็ดแหงของถั่วเขียวผิวมัน 
 

                 องคประกอบ                                                               ปริมาณ (mg/100 g of dry seed) 
Calcium                                                                                         105 
Iron                                                                                                    7.1 
Niacin                                                                                                2.5                   
Phosphorus                                                                                    330 
Potassium                                                                                    1132 
Riboflavin                                                                                         0.3 
Sodium                                                                                              6 
Thiamine                                                                                           0.5               

 
ที่มา: Akpapunam  (1996) 
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 ถ่ัวเขียวผิวดํา (black gram) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna mungo (L.) Hepper จัดอยูใน Genus 
Vigna และอยูใน Subgenus Ceratotropis เชนเดียวกับถ่ัวเขียวผิวมัน มีโครโมโซมเปน diploid  
2n = 22 มีแหลงกําเนิดในประเทศอินเดีย มีลักษณะลําตนเปนพุม แตกกิ่งกาน และทอดเลื้อย มีใบ
หนา มีขนขึ้นปกคลุมลําตน สวนประกอบทางเคมีตอหน่ึงเมล็ด พบวา มีปริมาณคารโบไฮเดรต 
59.9% และ โปรตีน 24.8% (สถาบันวิจัยพืชไร, 2539) นอกจากนี้ ถ่ัวเขียวผิวดํายังมีความสามารถใน
การตานทานตอโรคและแมลงไดดี (Shanmugasundaram, 1996) และยังมีความทนทานตอสภาพ
แวดลอมที่ไมเหมาะสม (Tomooka et  al., 1991)  
 
 ถ่ัวนิ้วนางแดง (rice bean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi    
จัดอยูใน Genus Vigna, Subgenus Certotropis และอยูใน Section Angulars มีโครโมโซมเปน 
diploid 2n = 22 องคประกอบทางเคมีในเมล็ดตอ 100 กรัมของน้ําหนักเมล็ดแหง พบวา มี
คารโบไฮเดรต 60.7 g โปรตีน 20.9 g แคลเซียม 200 mg ฟอสฟอรัส 390 mg และเหล็ก 10.9 mg
นอกจากนั้นพบวา มีปริมาณวิตามินบางชนิดที่สูง ไดแก niacin  thiamine และ riboflavin ที่มี
ปริมาณตอ 100 กรัมของน้ําหนักเมล็ดแหงเปน 2.4  0.49 และ 0.21 mg ตามลําดับ นอกจากนั้นยัง 
พบวา ถ่ัวน้ิวนางแดงมีปริมาณกรดอะมิโนที่สูงมาก ไดแก arginine histidine leucine isoleucine 
lysine methionine cystine phenylalanine tyrosine threonine และ valine ซ่ึงปริมาณกรดอะมิโน
เหลานี้ในเมล็ดถ่ัวน้ิวนางแดงมีปริมาณที่สูงกวาถ่ัวเขียวผิวมัน (Carvalho and Vieira, 1996) ถ่ัว 
นิ้วนางแดงนั้น เปนถ่ัวท่ีนิยมบริโภคกันมากในประเทศญี่ปุน มีลักษณะทางพันธุกรรมที่สามารถ
ปรับตัวไดดีในสภาพแวดลอมตาง ๆ มีความทนทานตอสภาพแวดลอมที่แหงแลงไดดี มีความตาน
ทานตอโรคและแมลงสูง นอกจากนั้นยังตานทานตอการเขาทําลายของโรคราน้ําคาง โรคเหี่ยว และ
โรคใบจุด สวนถ่ัวน้ิวนางแดงที่มีการคัดเลือกที่อินเดียนั้นพบลักษณะที่ตานทานตอ yellow mosaic 
และ bacterial blight อีกดวย (Carvalho and Vieira, 1996) 
 
2. การผสมพันธุพืชขามชนิด (interspecific crossing) 
 

ในการปรับปรุงพันธุพืช การสรางพันธุพืชที่ดีมักมาจากการผสมพันธุระหวางพอแมที่อยู
ในพืชชนิด (species) เดียวกัน แตหลายกรณีพบวา ลักษณะบางอยางท่ีตองการไมสามารถหาไดใน
พืชชนิดเดียวกัน เชน ลักษณะที่ตานทานโรคบางชนิด ลักษณะคุณภาพของผลผลิตบางอยาง และ
ความแปลกใหมของลักษณะที่ตองการ โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชชนิดที่มีความหลากหลายทาง 
พันธุกรรมต่ํา อยางไรก็ตามถึงแมจะเปนพืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ก็อาจขาด
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ลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจบางอยาง ซ่ึงหาไมไดในพืชชนิดเดียวกัน ดวยเหตุผลดังกลาวจึงมี
ความจําเปนตองหาลักษณะที่ตองการจากพืชในเครือญาติที่ตางชนิด (species) กัน (กฤษฏา, 2546) 
 

การผสมพันธุพืชขามชนิด (interspecific crossing) เปนวิธีการที่สรางความผันแปรทาง
พันธุกรรมและทําใหเกิดการกระจายตัวของลักษณะตาง ๆ ในลูกผสม ทําใหสามารถคัดเลือกตนท่ีมี
ลักษณะที่พึงประสงคมาใชในการปรับปรุงพันธุตอไปได (นิตยศรี, 2541) นอกจากนี้การผสมพันธุ
พืชขามชนิดยังมีจุดมุงหมายที่สําคัญอีกประการหนึ่ง คือ การถายทอดลักษณะบางอยางที่สําคัญที่มี
ในพืชชนิด (species) หนึ่งไปสูพืชอีกชนิดหนึ่ง เชน ลักษณะทนแลง ทนตอโรค ทนตอการเขา
ทําลายของแมลงตาง ๆ เปนตน (Rattan, 1998) อยางไรก็ตามการผสมพันธุพืชขามชนิดมักไมคอย
ประสบความสําเร็จเนื่องจากมีอุปสรรคบางประการที่ทําใหไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมชั่วที่ 1 ได 
ซ่ึงสามารถแบงอุปสรรคดังกลาว ไดเปน 2 ประเภทดังนี้   
 
 1. อุปสรรคกอนการปฏิสนธิ (pre-fertilization barrier) เปนอุปสรรคที่ปองกันไมใหเกิด
การปฏิสนธิ โดยอาจเกิดเพียงหนึ่งสาเหตุหรือหลายสาเหตุรวมกันข้ึนอยูกับชนิดของพืชและคูผสม 
ซ่ึงสาเหตุดังกลาวไดแก ละอองเกสรไมสามารถเกาะและงอกบนยอดเกสรตัวเมียได เนื่องจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของละอองเกสรและยอดเกสรตัวเมียนั้นไมสงเสริมใหเกิดการจับกัน หรือ
ละอองเกสรสามารถงอกหลอดละอองเกสรบนยอดเกสรตัวเมียไดแตไมสามารถงอกผานยอดเกสร
เพศเมีย (stigma) และ กานเกสรเพศเมีย (style) ลงไปยังรังไขได หรือหลอดละอองเกสรสามารถ
งอกไปถึงออวุลไดแตไมเกิดการปฏิสนธิ ทําใหไมมีการสรางไซโกต (zygote) (Pickersgill, 1993; 
Shivanna, 2003) 
 
 2. อุปสรรคหลังการปฏิสนธิ (post-fertilization barrier) เปนอุปสรรคที่เกิดขึ้นหลังจากเกิด
การปฏิสนธิ ทําใหเกิดการแทงของเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสมขาม โดยสามารถเกิดไดในหลาย
ระยะของการพัฒนาของเอ็มบริโอ ซ่ึงขึ้นอยูกับการลมเหลวของการพัฒนาของเอ็มบริโอหรือ 
เอนโดสเปรมจะเกิดขึ้นเมื่อใด ทําใหไมสามารถสรางเมล็ดหรือตนลูกผสมขามชนิดขึ้นมาได 
(Rattan, 1998; Shivanna, 2003) 
 
 การลมเหลวในการพัฒนาของเอ็มบริโอนั้น เกิดจากไซโกตที่เกิดขึ้นจากการผสมขามชนิด
ไมสามารถมีชีวิตอยูรอดหรือไมสามารถแบงเซลลและพัฒนาไปจนถึงระยะเอ็มบริโอท่ีแกสมบูรณ 
โดยอาจเกิดจากความไมเขากันระหวางจีโนมของพอกับแม โดยเกิดจากการที่ยีนบางยีนเขาคูกัน
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แลวสงผลใหเกิดการแสดงออกในการยับย้ังการพัฒนาของเอ็มบริโอหรือสงผลทําใหเอ็มบริโอนั้น
ตาย (Hadley and Openshaw, 1980) 
 
  การลมเหลวในการพัฒนาของเอนโดสเปรมนั้นพบวา เกิดจากการพัฒนาที่ผิดปกติของ 
เอนโดสเปรม เนื่องจากความไมเขากันระหวางจีโนมของพอและแมที่อยูในเอนโดสเปรม ซ่ึงสงผล
ทําใหเกิดการยับยั้งการพัฒนาและสลายตัว เปนผลทําใหขาดเนื้อเยื่อที่ชวยสนับสนุนการพัฒนาของ
เอ็มบริโอในระยะแรก เอ็มบริโอจึงไมสามารถพัฒนาจนแกสมบูรณ และบางครั้งพบวา  
เอนโดสเปรมที่เกิดจากการผสมขามนั้นยังสงผลกอใหเกิดการขัดขวางการพัฒนาของเอ็มบริโออีก
ดวย (Hadley and Openshaw, 1980) 
 
 จากสาเหตุหลักทั้ง 2 ประเภทนี้ทําใหเกิดการแทงและรวงของฝกออนหรือสงผลใหเมล็ดที่
ไดนั้นไมสามารถงอกได (Pickersgill, 1993; Shivanna, 2003) หรือบางครั้งพบวา ลูกผสมขามชนิด
นั้นสามารถงอกและเจริญเปนตนไดแตเปนหมัน (sterile) ที่ช่ัวแรก (F1) หรือช่ัวที่ 2 (F2) อยางไรก็
ตาม รายละเอียดของการเกิดอุปสรรคหลังการปฏิสนธินั้นยังไมทราบรายละเอียดที่แนชัด (Chen  
et al.,1982;  Shivanna, 2003)  
 
3. การผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา (V. mungo) และ 
    ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata) 
 
 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) และ 
ถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) นั้น เปนการสรางความหลากหลายทางพันธุกรรมใหกับตนถ่ัว 
ลูกผสม เพื่อทําใหเกิดการกระจายตัวของลักษณะตาง ๆ และสามารถคัดเลือกตนลูกผสมที่มีลักษณะ
ที่ตองการได (Chen et al., 1982) โดยการผสมขามชนิดในถั่วทั้งสามชนิดมีรายงานวา มักเกิดการ
แทงและรวงของฝกออนเกิดขึ้น (Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงเกิดจากสาเหตุการ 
ลมเหลวในการพัฒนาของเอนโดสเปรม โดยอาจจะมีการพัฒนาที่ชาหรือไมมีการพัฒนาเลย ทําให
เอ็มบริโอมีอาหารหรือสารประกอบอื่น ๆ ไมเพียงพอจึงสงผลใหเกิดการแทงเกิดข้ึน (Pickersgill, 
1993) 
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 การศึกษาการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) กับถ่ัวเขียวผิวดํา  
(V. mungo) ที่ผานมา พบวา การผสมติดฝกจะมีระดับท่ีสูงเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) เปนตน
แม (Chen et al., 1982; Edgawa et al., 1987; Ngampongsai et al.,1996; Rashid et al., 1987; Sree  
et al., 1987; Verma and Yadava, 1986) ซ่ึงสามารถใชสารผสมระหวาง GA3 NAA และ Kinetin ฉีด
พนบริเวณชอดอกเพื่อชวยในการปองกันการรวงของฝกออนและสงเสริมการพัฒนาของเมล็ดของ
ลูกผสมนี้ได (Manirul, 1991) Rashid  et al. (1987) รายงานวา การผสมขามชนิดของคูผสมคูนี้มี
อัตราการผสมติดฝก 27.62% โดยลูกผสม F1 มีอัตราการงอก 10.4% ในแปลงทดลอง และมีความ
งอก 71%  เมื่อนํามาทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (embryo culture) (สุมนา, 2540; Ngampongsai et al., 
1996) สวนการผสมแบบสลับพอและแมน้ันไมประสบความสําเร็จ (Ngampongsai et al., 1996; 
Verma and Yadava, 1986) ลักษณะที่ปรากฏในตนลูกผสม ไดแก สีดอก ขนที่ฝก และความยาวตอ
ความกวางของใบแรก (L/W) จะมีลักษณะที่เหมือนแม แตบางลักษณะจะอยูกึ่งกลางระหวางพอและ
แม เชน สีเมล็ด สีของฝกแก และความยาวของ hypocotyl ซ่ึงลักษณะที่แสดงออกนี้สามารถนําไป
ตรวจสอบความเปนลูกผสม (hybridity) ได (Rashid et al., 1987; Sree et al., 1987; Verma and 
Yadava, 1986) และตนลูกผสม F1 ที่ไดน้ันพบวา มีความมีชีวิตของละอองเกสรต่ํา โดยมีคาอยู
ระหวาง 3.3 ถึง 31.5% จากการตรวจสอบโดยวิธีการยอมสีของละอองเกสร และจากการตรวจสอบ
การแบงเซลลแบบไมโอซีสของละอองเกสร พบวา  มีการแบงตัวที่ไมสม่ําเสมอ โดยในตนลูกผสม 
F1 พบ 4 ถึง 6 univalents (univalent หมายถึง โครโมโซมที่ไมมีการแนบชิดกัน (synapsis) ของ 
homologous chromosome ในระยะ zygotene ของการแบงตัวแบบไมโอซีส I) (Geoffrey, 2000) ซ่ึง
มีสาเหตุเนื่องจากชุดของโครโมโซมที่ไดจากพอและแมนั้นตางชุดกัน สงผลทําใหตนลูกผสมที่ได
นั้นเปนหมัน (Edgawa et al., 1987)  
 
 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) กับถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) มี 
รายงานความสําเร็จเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวมันเปนตนแม โดยมีการผสมติดฝก 27.62% และสามารถ
พัฒนาจนเปนฝกแกได 10.86% โดยเมล็ดลูกผสมที่ไดเมื่อนําไปปลูกพบวา ไดตนที่เปนหมัน 
(Rashid et al., 1987; Verma and Yadava, 1986) สวนการใชถ่ัวน้ิวนางแดงเปนตนแมนั้น มีการผสม
ติดฝก 23.67% แตเมล็ดทั้งหมดที่ไดมีลักษณะเหี่ยวยน (Rashid et al., 1987) และเมล็ดลูกผสมที่ไดมี
ความงอกต่ําเพียง 12% (Ngampongsai et al., 1996) ลักษณะของตนลูกผสมที่แสดงออก พบวา มี
ความยาวของกานใบและความสูงของ cotyledon อยูระหวางพอและแม และมีสีของฝกแกเหมือน
กับถ่ัวน้ิวนางแดง (Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) จากการทดลองการชวยชีวิตของ
เอ็มบริโอลูกผสมโดยการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในสภาพปลอดเชื้อทั้งหมด 4 เอ็มบริโอ พบวา ไมมี
เอ็มบริโอที่รอดชีวิต (Rashid et al., 1987) 
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 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) กับถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata)  
พบวา ประสบความสําเร็จในการผสมเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวดําเปนตนแม โดยมีการติดฝก 35.4% และ
สามารถพัฒนาจนถึงระยะฝกแกได 43 ถึง 71% แตฝกที่ไดน้ันพบวา เปนฝกลม เมล็ดที่ไดท้ังหมด
เหี่ยวยนและไมสามารถนําไปปลูกได สวนการใชถ่ัวนิ้วนางแดงเปนตนแมมีการผสมติดฝกต่ําและมี
การรวงของฝกออนที่สูงมาก เมล็ดที่ไดมีลักษณะเหี่ยวยนและมีความสมบูรณต่ํามาก (Ahn and 
Hartmann, 1978; Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) 
 
4. การชวยชีวิตเอ็มบริโอ (embryo rescue)
 

เทคนิคการชวยชีวิตเอ็มบริโอ เปนวิธีการที่นิยมใชในการชวยทําใหการผสมพันธุพืชขาม
ชนิดประสบความสําเร็จ เนื่องจากเอ็มบริโอของลูกผสมขามชนิดมักจะเกิดการแทงหลังจากการ
ผสมเกสร โดยสวนใหญสามารถแกปญหาการแทงของลูกผสมขามชนิดไดโดยการนําเอ็มบริโอของ
ลูกผสมในระยะกอนที่จะเกิดการแทงมาเล้ียงบนอาหารสังเคราะหในสภาพที่ปลอดเช้ือ ซ่ึงจะทําให
เอ็มบริโอสามารถเกิดการพัฒนาและเจริญเปนตนบนอาหารสังเคราะหได นอกจากนี้ เทคนิคการ
ชวยชีวิตเอ็มบริโอยังสามารถใชในการเพาะเมล็ดที่เอ็มบริโอมีความออนแอตั้งแตกําเนิดใหงอก
เปนตนได และยังสามารถยนระยะเวลาในการทําการปรับปรุงพันธุไดโดยใชแกปญหาการพักตัว
ของเมล็ดในพืชบางชนิด (Pierik, 1987; Sharma et al.,1996)  
 

โดยปกติการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ นั้น ตองมีการแยกเอาสวนของเอ็มบริโอท้ังชิ้นออกมาจาก
เมล็ด ซ่ึงในกรณีที่เอ็มบริโอมีขนาดเล็กจะทําใหเกิดปญหาในการแยกเอาสวนเอ็มบริโอออกมา 
เพาะเลี้ยง เชน ทําใหเอ็มบริโอเกิดความบอบช้ําจนไมสามารถพัฒนาบนอาหารเพาะเลี้ยงไดหรืออาจ
ทําใหเกิดบาดแผลจนทําใหเอ็มบริโอเสียหายและตายไป หรือมีโอกาสเกิดการปนเปอนของเชื้อ 
จุลินทรียตาง ๆ ไดมากขึ้นทําใหไมประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อยางไร
ก็ตาม การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดโดยหลีกเล่ียงการทําใหเกิดความเสียหายหรืออันตราย
ตอเอ็มบริโอ สามารถทําไดโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture) หรือการเพาะเลี้ยงรังไข (ovary 
culture) ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและมีโอกาสในการสรางความเสียหายแกเอ็มบริโอนอยกวาการ 
เพาะเลี้ยงเอ็มบริโอโดยตรง  

 
การเพาะเลี้ยงออวุลนั้น เปนการแยกเอาออวุลออกมาจากฝกออนที่มีการพัฒนาไปแลวระยะ

หนึ่งมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห โดยวิธีนี้จะไมมีการแยกเอาสวนของผนังออวุลและ 
เอนโดสเปรมออก ซ่ึงเอนโดสเปรมที่มีอยูนั้นจะมีสวนชวยในการพัฒนาของเอ็มบริโอและปองกัน
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อันตรายใหแกเอ็มบริโอ (Pierik, 1987) การชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงออวุลนั้น 
มีรายงานความสําเร็จในพืชหลายชนิด ไดแก การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมจากการผสมขามชนิด
ในพืชตระกูลกะหล่ํา (Siemens, 2002) ลิลล่ี (Chi, 2000) ขาวสาลี (Kumlehn et al., 1997) และ ถ่ัว
ลูกไก (Mallikarjuna, 1999)  

 
สวนการเพาะเลี้ยงรังไข  เปนการนํารังไขจากดอกที่ผานการผสมเกสรเพียงไมก่ีวันมา 

เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห เนื่องจากถาหากปลอยใหรังไขมีอายุหลังผสมเกสรนานขึ้น จะเกิด
การหลุดรวงของดอกภายในเวลาอันรวดเร็วเนื่องจากการแทงของเอ็มบริโอ (Buitendijk et al., 
1995) ซ่ึงเปนผลมาจากความหางกันทางพันธุกรรม (Pierik, 1987; Sharma et al., 1996) ซ่ึงถาการ
เพาะเลี้ยงรังไขประสบความสําเร็จ ออวุลที่อยูภายในจะเกิดการพัฒนาขึ้นจะตองทําการแยกเอา 
ออวุลที่พัฒนาออกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหอีกทีเพื่อใหเกิดการงอกขึ้นมา แตในบางพืชอาจ
เกิดการงอกเปนตนขึ้นมาภายในรังไขเลย ซ่ึงตองทําการเปลี่ยนถายอาหารอีกทีเชนกัน (Pierik, 
1987; Sharma et al., 1996) 
 
5. ปจจัยท่ีมีผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอ
 
 การชวยชีวิตเอ็มบริโอมีปจจัยที่สงผลตอการประสบความสําเร็จดังน้ี 

 
1. ระยะการพัฒนาของเอ็มบริโอหรืออายุของออวุลหลังการผสมเกสร โดยมีรายงานวา

เอ็มบริโอที่มีการพัฒนาไมถึงระยะ heart stage เมื่อถูกนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพ
ปลอดเชื้อ จะทําใหโอกาสที่เอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปนตนไดน้ันลดลงมากเมื่อเทียบกับเอ็มบริโอ
ที่มีการพัฒนาถึงหรือเลยระยะ heart stageไปแลว (Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987; 
Sharma et al., 1996) 

 
2. สวนประกอบของอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ โดยมีสวนประกอบที่

จําเปนคือ ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง น้ําตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช โดยสวน
ใหญในการชวยชีวิตเอ็มบริโอ นิยมใชอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skook (MS) และ 
Gamberg’s B5 (Bridgen, 1994; Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987)   

 
น้ําตาลและเคซีนไฮโดรไลเซทในอาหารสังเคราะห Sharma et al. (1996) รายงานวา ใน

การชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้น น้ําตาลและเคซีนไฮโดรไลเซท (casein hydrolysate) ในอาหารสังเคราะห
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มีความสําคัญมาก ซ่ึงทําใหเกิดการดึงธาตุอาหารตาง ๆ จากอาหารสังเคราะหเขาไปสูเอ็มบริโอไดดี
ขึ้น และเปนการปองกันไมใหเอ็มบริโอเกิดการเจริญเปนตนโดยที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ เนื่องจากตน
ที่ไดจากการพัฒนาของเอ็มบริโอที่ไมสมบูรณนั้นจะมีความออนแอมาก (Sharma et al., 1996) นอก
จากนั้นน้ําตาลยังเปนแหลงพลังงานที่สําคัญใหกับพืช โดยเปนแหลงของคารบอน (carbon source) 
สวนเคซีนไฮโดรไลเซทมีกรดอะมิโน 18 ชนิดเปนองคประกอบ ซ่ึงเปนแหลงของไนโตรเจนและ
ใชกันอยางกวางขวางในการกระตุนการเจริญเติบโตของเอ็มบริโอและพบวา กรดอะมิโนใน 
เคซีนไฮโดรไลเซทโดยเฉพาะกลูตามีน มีประสิทธิภาพสูงมากสําหรับการพัฒนาของเอ็มบริโอออน 
(Pierik, 1987)  

 
สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ในการชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้น สารควบคุมการเจริญเติบโต

พืชมีสวนชวยทําใหการชวยชีวิตเอ็มบริโอมีโอกาสประสบความสําเร็จมากขึ้น โดยออกซินที่ความ
เขมขนต่ําชวยทําใหเอ็มบริโอมีการพัฒนาที่เปนปกติและชวยปองกันไมใหเกิดการสรางแคลลัสจาก
การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ เชน IAA ที่ความเขมขนต่ํา ๆ สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของ
เอ็มบริโอได แตออกซินที่ระดับความเขมขนสูงจะยับยั้งการพัฒนาของเอ็มบริโอและสงเสริมใหเกิด
การสรางแคลลัสขึ้น (Sharma et al., 1996) สวนไซโตไคนินชวยใหเกิดการพัฒนาของใบเลี้ยงและ
ยังกระตุนใหเกิดยอดและรากจากเอ็มบริโอ (Pierik, 1987) และเมื่อใชออกซินรวมกับไซโตไคนินจะ
สงผลใหมีการกระตุนการเจริญของเอ็มบริโอดวย (Bridgen, 1994)  

 
สารสกัดจากธรรมชาติ เชน น้ํามะพราวถูกนํามาใชในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยางแพร

หลายซึ่งในน้ํามะพราวจะประกอบดวย myo-inositol sorbitol auxin cytokinin และ สารประกอบ
พวกไนโตรเจน ซ่ึงสงผลทําใหการชวยชีวิตเอ็มบริโอในพืชตาง ๆ นั้นแตกตางกัน (Bridgen, 1994; 
Sharma et al., 1996) 

 
3. สภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง โดยมีปจจัยสภาพแวดลอมที่สําคัญคือ แสง และ

อุณหภูมิ (Mallikarjuna, 1999) รายงานถึงการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอท่ีไดจากการผสมขามในสภาพ
ปลอดเชื้อวา ควรเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 26 + 2๐C และควรไดรับชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน ในบาง
กรณีควรนําไปเพาะเลี้ยงไวในที่มืดในชวง 1-2 สัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง เพื่อเลียนแบบสภาพ
มืดเหมือนที่อยูในรังไขหรือในฝก หลังจากนั้นจึงนําไปเพาะเลี้ยงในท่ีมีแสงเพื่อกระตุนใหเกิดการ
สรางคลอโรฟลล (Badami et al., 1997) และการสังเคราะหแสงเพื่อสรางอาหารตอไป 
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 4. ลักษณะจีโนไทป (genotype) ของพืชแตละชนิด (species) จะมีผลตอความยากงายใน
การเจริญของเอ็มบริโอในแตละสภาพแวดลอมที่แตกตางกัน (Pierik, 1987) 
 
 5. สภาพแวดลอมที่ตนแมเจริญเติบโต พบวา เอ็มบริโอที่นํามาจากตนแมที่ทําการเพาะเลี้ยง
เล้ียงในสภาพแวดลอมที่ควบคุมจะเกิดการการพัฒนาท่ีดีกวาเอ็มบริโอท่ีนํามาจากตนแมที่เจริญ 
เติบโตในแปลงปลูกธรรมชาติ (Pierik, 1987) 
 
6. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขามชนิด
 
 ผลที่เกิดขึ้นหลังจากการผสมขามชนิด (interspecific crossing) และไมมีอุปสรรคในดาน 
pre-fertilization เกิดขึ้นคือ เอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามนี้มักจะมีปญหาทางพันธุกรรม (genetic 
barriers) เกิดข้ึนตามมา ซ่ึงทําใหไมสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอและเมล็ดที่สมบูรณได (Shivanna, 
2003) เอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามดังกลาวสามารถพัฒนาตอไปจนงอกเปนตนไดโดยใชเทคนิค
การชวยชีวิตเอ็มบริโอเขามาชวยดังที่กลาวขางตน โดยเทคนิคนี้จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับ
กรณีที่เกิดเอ็มบริโอขึ้นมาแลวแตเอนโดสเปรมมีการพัฒนาที่ผิดปกติ (รังสฤษดิ์, 2539) เทคนิค 
ดังกลาวทําไดโดยนําเอ็มบริโอในระยะที่เหมาะสมมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพเหลว
หรือกึ่งแข็งที่เหมาะสมตอการพัฒนาของเอ็มบริโอกอนที่เอ็มบริโอจะหยุดการพัฒนาหรือตายไป 
ซ่ึงแสดงใหเห็นโดยเกิดการรวงของฝกออน (Pickersgill, 1993) หรือเกิดการเหี่ยวลีบและฝอตายไป
ของเอ็มบริโอ (Sharma et al., 1996)  
 
 อาหารสังเคราะหที่นํามาใชในการชวยชีวิตเอ็มบริโอตองมีสวนประกอบของสารควบคุม
การเจริญเติบโตพืช เกลือแร และวิตามินท่ีจําเปนและเหมาะสมตอการเจริญของเอ็มบริโอ เพื่อให
เอ็มบริโอเกิดการพัฒนาตอไปเปนตนและรากที่สมบูรณ และบางครั้งตองเติมสารประกอบอินทรียที่
ใหธาตุไนโตรเจนหรือสารสกัดจากธรรมชาติ เชน น้ํามะพราว หรือมอลตสกัด (malt extract) เพื่อ
สงเสริมใหเอ็มบริโอที่ทําการเพาะเลี้ยงมีการพัฒนาเปนตนที่ดีขึ้น (Sharma et al., 1996)  
 
 Pellegrineschi et al. (1997) ไดรายงานผลการศึกษาองคประกอบของอาหารสังเคราะหท่ี
ใชเล้ียงเอ็มบริโอออนที่ยังไมสมบูรณของ cowpea จากการเปรียบเทียบแหลงคารบอนระหวาง
ซูโครส ฟรุกโตรส และ กลูโครส พบวา ฟรุกโตรส และ กลูโครส ทําใหจํานวนของเอ็มบริโอที่รอด
ชีวิตนอยลง และ ซูโครส ที่ความเขมขน 2 และ 3% (w/v) ทําใหจํานวนเอ็มบริโอที่พัฒนาตอไดมี
จํานวนสูงขึ้น และพบวา การเติมสารเคซีนไฮโดรไลเซท ปริมาณ 0.5 mg/l ในอาหารสังเคราะหจะ
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ชวยกระตุนใหเอ็มบริโอเกิดการพัฒนาเปนตนเพิ่มขึ้น 30-32% โดยการพัฒนาของเอ็มบริโอที่ไดรับ 
น้ําตาลซูโครสความเขมขน 2 และ 3% (w/v) พรอมกับการเติมเคซีนไฮโดรไลเซทมีการรอดชีวิต
เปน 32 และ 35.2% ตามลําดับ  
 
 Rashid et al. (1987) ไดรายงานผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอท่ีไดจากการผสมขาม
ชนิดระหวาง V. radiata  V.  mungo และ V. umbellata  โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS 
ที่มีสวนผสมของซูโครส 30 g/l  วุน 8 g/l  IAA 1 mg/l  kinetin 0.2 mg/l และ เคซีนไฮโครไลเซท 
500 mg/l พบวา คูผสมของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x V. umbellata  และ V. mungo x 
V. umbellata สามารถเกิดการพัฒนาไดเปนตนถ่ัวลูกผสมจากการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเทากับ 83.3  0 
และ 22.7% ตามลําดับ 
 
7. การตรวจสอบความเปนลูกผสม
 
 ในการปรับปรุงพันธุพืชโดยการผสมเกสรนั้น ถึงแมวาจะมีการปองกันการผสมตัวเองของ
พืช โดยการตอนเกสรเพศผูขณะที่ดอกยังไมบานและการคลุมดอกหลังจากการตอนเกสรเพศผูแลว
ก็ตาม แตยังไมสามารถยืนยันไดวา ตนที่ไดนั้นเปนลูกผสมที่ตองการหรือไม เนื่องจากอาจเกิดการ
ผสมตัวเองเกิดขึ้นในดอกกอนหรือขณะท่ีทําการตอนเกสรเพศผู หรืออาจเกิดการปนเปอนของ
ละอองเกสรอื่น ๆ ที่ไมตองการเกิดขึ้น ดังนั้น การตรวจสอบลูกผสมที่ไดมาวาเปนลูกผสมที่
ตองการจริงหรือไมจึงมีความสําคัญอยางมากตอการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อปองกันการนําตนที่ไมใช
ลูกผสมมาทําการปรับปรุงพันธุในขั้นตอนตอไป การตรวจสอบหรือคัดเลือกลูกผสมนั้นสามารถทํา
ไดหลายวิธี เชน การปลูกตนพืชในแปลงเพื่อพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีปรากฏของ 
ลูกผสม (go out test) ลักษณะของโครโมโซมในขณะที่มีการแบงเซลล เอ็นไซมหรือโปรตีนที่พืช
สรางขึ้น หรือลักษณะลายพิมพของดีเอ็นเอ ซ่ึงการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏ โปรตีน 
หรือลายพิมพดีเอ็นเอ ในการคัดเลือกลูกผสมเรียกรวมวาเปนการคัดเลือกโดยใชเครื่องหมาย 
(marker) (อรรัตน, 2548) 
 

เครื่องหมาย (marker) คือ ตัวบงชี้ที่มีความจําเพาะเจาะจงในลักษณะตาง ๆ ของพืชที่เรา
ตองการศึกษา (สุรินทร, 2545) ในกระบวนการปรับปรุงพันธุพืชไดนําเอาเครื่องหมายที่เปนเครื่อง
บงชี้ลักษณะทางดานการเกษตรมาใชเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการคัดเลือกใหสูงขึ้น โดยเครื่อง
หมายที่ใชสามารถแบงได 3 ประเภทดังนี้  
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1. Morphological markers โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนตัวบงชี้ คือ ลักษณะโดย 
ทั่วไปที่สามารถสังเกตได เชน ลักษณะความสูงของตนพืช ลักษณะสีของดอก หรือลักษณะความ
แตกตางของใบเปนตน (Rashid et al., 1987) 

 
2. Biochemical markers โดยใชสารประกอบทางชีวเคมีเปนตัวระบุความแตกตาง เชน การ

ใช isozyme หรือโปรตีนในการจําแนกความแตกตาง (Lu, 1996) 
 
3. Molecular markers เปนการใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายในการตรวจสอบความแตกตาง

ในระดับยีนหรือดีเอ็นเอ ซ่ึงมีความถูกตองและแมนยํากวาเครื่องหมายชนิดอื่น molecular markers 
ถูกนํามาใชในการปรับปรุงพันธุพืชในหลาย ๆ ดาน เชน นํามาใชแยกสายพันธุพืช สรางแผนที่ทาง
พันธุกรรม เพ่ิมประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิม และสามารถยนระยะเวลาในการ 
คัดเลือกได (Morell et al., 1995; Tomooka et al., 1996)  
 

นอกจากนี้ การตรวจสอบในระดับของดีเอ็นเอ มีขอไดเปรียบกวาการตรวจสอบแบบอื่น ๆ 
คือ สามารถวิเคราะหจากช้ินสวนใดของพืชก็ได ไมข้ึนกับชนิดของเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต 
สภาพแวดลอม และสามารถทําการตรวจสอบไดทุกระยะของการเจริญเติบโต (สุรินทร, 2543)  

 
8. การตรวจสอบความเปนลูกผสมในระดับดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค RAPD 
 

เทคนิค RAPD เปนการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA finger print) ซ่ึงจัดเปน molecular 
marker แบบหนึ่ง (อรรัตน, 2548) โดยการใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) สามารถ
เพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอไดโดยไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายดังกลาว และ  
ไพรเมอรที่ใชไมเจาะจงกับลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณใดบริเวณหนึ่ง (arbitrary primer) ซ่ึงอาจ
เรียกวิธีดังกลาวน้ีวา AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) (Welsh and 
McClelland, 1990) เทคนิค RAPD สามารถนํามาใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวนของจีโนม  
(genome) ได เพื่อนําไปหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงจากความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ี
สามารถเพิ่มจํานวนไดนี้ สามารถนํามาวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการ
ในสิ่งมีชีวิตไดโดยใชไพรเมอรแบบสุมโดยที่ไมจําเปนตองทราบลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ
ที่ตรวจสอบ ไพรเมอรที่ใชมีขนาดสั้นประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด ดังน้ันในจีโนมที่ตรวจสอบจึงมี
หลายบริเวณท่ีไพรเมอรสามารถเขาเกาะกับดีเอ็นเอได เพื่อใหเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสใชเร่ิมตน
ในการจําลองตัว ผลที่ไดก็คือ เกิดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบางสวนของจีโนมเทานั้น จากนั้น
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นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณไปแยกขนาดบนเจลดวยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสและยอม
แถบดีเอ็นเอท่ีแยกแลวดวยเอธีเดียมโบรไมด เมื่อนําไปสองภายใตแสง UV จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ปรากฏขึ้นบนแผนเจล ดังน้ันจึงสามารถตรวจสอบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอจากตําแหนงท่ี
ปรากฏวามีตําแหนงท่ีเหมือนกันหรือตางกัน ซ่ึงในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันหรือสายพันธุเดียวกัน 
ยอมตองมีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเปนรูปแบบเดียวกัน เทคนิคนี้สามารถใชตรวจสอบความแตกตาง
ไดในแบคทีเรีย โปรโตซัว เห็ดรา แมลง พืช สัตว รวมทั้งมนุษย ตอมาจึงไดมีการนํามาใชตรวจสอบ
พันธุพืชกันอยางกวางขวาง (Caetano et al., 1991) 

 
โดยทั่วไปโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของ RAPD มักเกิดข้ึนในลักษณะของการเกิด

หรือไมเกิดแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่ง ๆ ซ่ึงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก RAPD ที่เกิด
ขึ้นในแตละตัวอยางเกิดไดจากหลายสาเหตุ สวนการไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอหรือการที่มีแถบ 
ดีเอ็นเอที่เปลี่ยนแปลงไป อาจเกิดจากการที่มีช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดใหญมาสอดแทรกอยู
ระหวางตําแหนง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอรเกาะ (duplication) ทําใหไพรเมอรทั้งสองโมเลกุลอยูหางกัน
เกินกวาที่จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจึงไมเกิดแถบดีเอ็นเอ หรืออาจเกิดจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เปนท่ี
เกาะกับไพรเมอรหายไปหนึ่งตําแหนงหรือทั้งสองตําแหนงหรือเกิดการแทนที่หรือเปล่ียนแปลง
ลําดับเบสบริเวณที่เปนที่เกาะของไพรเมอรหรืออาจมีช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเขามา
หรือหายไป ทําใหไพรเมอรไมสามารถจับกับดีเอ็นเอท่ีตําแหนงนั้นได ดังนั้นเมื่อทําปฏิกิริยา PCR 
จึงไมเกิดการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณดังกลาว และเมื่อนํา PCR product มาแยกดวยอิเลคโตร 
โฟเรซีสจึงไมปรากฏแถบดีเอ็นเอแถบเดิมปรากฏใหเห็น (สุรินทร, 2545)  

 
แมวาเทคนิค RAPD จะทําไดงาย รวดเร็ว และใหขอมูลไดมาก แตก็มีขอเสียในเรื่องการ

ทดลองซ้ํา ซ่ึงบางครั้งใหผลที่ตางจากเดิม เนื่องจากเทคนิค RAPD มีความไวตอการเปลี่ยนแปลง
ของสภาวะตาง ๆ จึงตองควบคุมวิธีการและสภาพแวดลอมตาง ๆ ใหคงที่ อยางไรก็ตาม แถบ 
ดีเอ็นเอที่เกิดจาก RAPD จะแสดงการขม (dominance) คือ แสดงผลเฉพาะการปรากฏหรือไม
ปรากฏแถบดีเอ็นเอ แตไมสามารถบอกไดวา แถบที่ปรากฏนั้นเปน homozygous หรือ heterozygous  
ทําใหไมสามารถบอกความแตกตางระหวางจีโนไทปแบบ homozygous และ heterozygous ได 
(สุรินทร, 2543) เทคนิค RAPD ถูกนํามาใชกันอยางกวางขวางในการหาคาความสัมพันธทางพันธุ
กรรมพืชจากแหลงรวบรวมพันธุ โดยความแตกตางที่เกิดขึ้นนี้สามารถนํามาบอกความสัมพันธทาง
พันธุกรรมในพืชชนิดเดียวกันที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันเพียงเล็กนอยไดและเปน
วิธีที่งายตอการตรวจสอบจีโนมพืชทั้งจีโนม (Tomooka  et al., 1996)  
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9. การเพิ่มจํานวนตนถั่วเขียวในสภาพปลอดเชื้อ
 

ความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวเขียวในสภาพปลอดเชื้อข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง  
ไดแก อาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช พันธุกรรมของพืช 
(genotype) ขนาดและอายุของชิ้นสวนพืชท่ีนํามาเพาะเลี้ยง (Anju and Jaiwal, 1994; Renato and 
Kazumi, 1999) นอกจากนั้น สภาพการเพาะเลี้ยงเชน แสง และ อุณหภูมิ ก็เปนปจจัยสําคัญที่สงผล
ตอการประสบความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนในสภาพปลอดเชื้อ 
 

สูตรอาหารสังเคราะหที่นิยมนํามาใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตระกูลถ่ัวไดแก อาหาร
สังเคราะหสูตร MS  MS basal medium + B5 vitamin  และอาหารสังเคราะหสูตร B5 (สุมนา, 2540; 
Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal; 1994; Renato and Kazumi, 1999)  
 

สุมนา (2540) ชักนําชิ้นสวนปลายยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด ระหวาง V. radiata   
V. mungo และ V. umbellata ใหเกิดรากที่สมบูรณกอนนําไปยายปลูกโดยใชอาหารสังเคราะหสูตร 
B5 + IBA 2 mg/l พบวา สามารถชักนําใหเกิดรากไดดี 
 

Anju and Jaiwal (1992) เพาะเลี้ยงปลายยอดของถั่วเขียวบนอาหารสังเคราะหสูตร 
MS basal medium + B5 vitamin สามารถชักนําสวนของปลายยอดใหพัฒนาเปนตนใหมได โดย
อัตราการพัฒนาเปนตนใหมของเนื้อเยื่อที่นํามาเพาะเลี้ยงมีความสัมพันธกับพันธุกรรม (genotype) 
ของพืช ขนาดของชิ้นสวนท่ีนํามาเพาะเลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช สวนการชักนําให
เกิดยอดหลายยอดจากชิ้นสวนปลายยอดประสบความสําเร็จเมื่อใชอาหารสังเคราะหสูตร MS basal 
medium + B5 vitamin + BA 1.125 mg/l โดยสามารถชักนําใหเกิดยอดไดสูงสุด 9 ยอดตอ 1 ช้ิน
สวนที่เพาะเล้ียง และยอดใหมที่ไดสามารถกระตุนใหเกิดรากบนอาหารสังเคราะหสูตร MS และ 
MS + IBA 0.2 mg/l 
 

Anju and Jaiwal (1994) ชักนําชิ้นสวนถ่ัวเขียวใหมียอดหลายยอดจาก cotyledonary node 
บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + BA 0.1125 mg/l โดยเพาะเลี้ยงช้ินสวน cotyledonary node ที่มีอายุ 
4 วัน พบวา เกิดยอดใหมจาก cotyledonary node จํานวน 5-6 ยอดตอ 1 ช้ินสวนที่เพาะเลี้ยง ภายใน 
2 สัปดาหหลังการเพาะเลี้ยง 
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10. การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม
 

ในการผสมพันธุพืชขามชนิดนั้น ตนลูกผสม F1 ที่ไดมักจะเปนหมัน ไมสามารถผสมเกสร
เพื่อผลิตเมล็ดรุนถัดไปได เพราะโครโมโซมที่ไดจากตนพอและตนแมนั้นตางชุดกัน ทําใหการแบง
เซลลแบบไมโอซีสเพื่อสรางเซลลสืบพันธุของลูกผสม F1 มีความผิดปกติ เนื่องจากโครโมโซมไม
สามารถเขาคูกันได (กฤษฎา, 2546; Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงโครโมโซมจากพืช
แตละชนิดที่มาอยูรวมกันในลูกผสมนั้นมีความแตกตางกัน ทั้งขนาด รูปราง และชนิดของยีนท่ี 
แตกตางกัน ดังนั้นเมื่อเซลลแบงตัวแบบไมโอซีสเพื่อสรางหนวยสืบพันธุ โครโมโซมเหลานี้จะไม
เขาคูกัน และการเคลื่อนที่เขาสูขั้วเซลลเปนแบบสุม ทําใหเซลลสืบพันธุมีจํานวนโครโมโซมที่ผิด
ปกติซ่ึงจะสงผลทําใหไมสามารถทํางานได แตถามีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตน F1 จาก 
diploid เปน tetraploid จะทําใหแตละโครโมโซมมีโอกาสมีคูของมันเอง เมื่อมีการแบงเซลลแบบ 
ไมโอซีส จึงมีโอกาสจับคูอยางปกติได (ไพศาล, 2539)  

 
การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมนั้นสามารถทําไดโดยการใหสารละลายโคลชิซิน 

(colchicine) กับบริเวณเนื้อเย่ือเจริญ เชน เมล็ดที่กําลังงอก ตนออน และตา (bud) เปนตน เมื่อใชสาร
ละลายนี้ที่ความเขมขนประมาณ 0.1 ถึง 0.5% (w/v) จะทําใหโครโมโซมในชิ้นสวนเหลานั้นมี
โอกาสเพิ่มขึ้นเปนเทาตัวทั้งชุดโครโมโซม เพราะสารนี้ไปยับยั้งการสรางสาย spindle fiber ที่เปน
สวนสําคัญในการแยกโครโมโซมที่เขาคูกันออกจากกันในขั้นตอนของกระบวนการแบงเซลล 
(สุทัศน, 2539) โดยสารโคลชิซินจะไปรวมตัวกับองคประกอบที่เปนโปรตีนของไมโครทิวบูล 
(microtubule) ภายในเซลล ทําใหไมโครทิวบูลไมสามารถตอกันเปนเสนใยสปนเดิลเพ่ือที่จะดึง
โครโมโซมใหออกจากกันในชวงระยะ metaphase ถึง anaphase ดังน้ันการแบงเซลลในขั้นตอนตอ
ไปของวงจรเซลล (cell cycle) คือ การแบงไซโตพลาสซึมและการสรางผนังเซลลเพื่อแบงเซลลออก
เปนสองเซลลจึงไมเกิดขึ้น ทําใหไดเซลลที่มีจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้นอีกเทาตัวและเมื่อเซลล
นั้นเขาสูเซลลไซเคิลในรอบตอไปและสารโคลชิซินที่เหลือมีปริมาณนอยจนไมสามารถขัดขวาง
การสรางไมโครทิวบูลได จะทําใหเซลลสามารถกลับมาแบงเซลลไดตามปกติ (Geoffrey, 2000) แต
ถาสารโคลชิซินยังเหลืออยูในเซลลเปนจํานวนมากจะทําใหเกิดการยับยั้งการแบงเซลลนั้นตอไป ถา
การยับยั้งการแบงเซลลนั้นเกิดขึ้นนานเกินไปจนเซลลและเนื้อเยื่อน้ันไมสามารถทนตอความผิด
ปกตินี้ไดจะทําใหเซลลและเนื้อเยื่อน้ันตาย (Ghaemi et al., 1994)  

 
การใชสารโคลชิซินเพื่อเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมในพืชนั้น นิยมใชอยู 2 วิธี คือ การ

ใหสารโคลชิซินโดยตรง โดยหยดสารละลายโคลชิซินลงบนเนื้อเยื่อเจริญของพืช เชน บริเวณตา

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
20 

หรือยอดออนของพืช  (ปาริชาติ, 2540) หรือการใชสารโคลชิซินรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดย
การผสมสารละลายโคลชิซินในระดับความเขมขนที่เหมาะสมตอการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมลง
บนอาหารสังเคราะหที่ใชทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สารละลายโคลชิซินนั้นสามารถผสมลงในอาหาร
สังเคราะหกอนการฆาเชื้อโดยการนึ่งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา15 นาที โดยหมอนึ่ง
ความดันไอ หรืออาจใชวิธีการกรองเชื้อออกจากสารละลายโคลชิซินแลวจึงเติมลงไปในอาหาร
สังเคราะหที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวในสภาพปลอดเชื้อ (Gmitter et al., 1991) ซ่ึงการใชสารโคลชิซิน
ในการเพิ่มจํานวนโครโมโซมมีรายงานดังนี้ 

 
Chen and Kallemeyn (1979) ไดทําการศึกษาการกระตุนการเกิด polyploid ของแคลลัส

ของลิลล่ี โดยเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่มี 2,4-D 1 mg/l และ kinetin 1 mg/l และ
ใสสารละลายโคลชิซินลงในอาหารสังเคราะห โดยมีความเขมขนแตกตางกันคือ 0  0.1  0.2 และ 
0.4% (w/v) และนําแคลลัสที่ผานการ sub culture มาแลว 7 วัน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหดังกลาว 
โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นกลับดานของกอนแคลลัสแลว
เพาะเลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 วัน แลวยายมาเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง
บนอาหารที่ไมมีสารละลายโคลชิซิน จากการทดลองเลี้ยงทั้งหมด 57 ตน ไดตนที่เปน tetraploid ทั้ง
หมด 29 ตน โดยใน 29 ตนนี้ มี 16 ตนที่เกิดจากการใชสารละลายโคลชิซินที่เขมขน 0.2% (w/v)  ซ่ึง
เปนความเขมขนที่ทําใหเกิด tetraploid มากที่สุด 
 
 Gmitter et al. (1991) ศึกษาผลของสารละลายโคลซิซินในการชักนําใหเกิด polyploid ใน
สมพันธุ Hamlin และ Ridge Pineapple โดยนําเอ็มบริโอจากเมล็ดที่สมบูรณมาเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS ที่เติมมอลตสกัด 500 mg/l เปนเวลา 4-6 สัปดาห หลังจากนั้นนําไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตรที่เติมมอลตสกัด 500 mg/l รวมกับสารละลายโคลซิซิน 0.01 และ 0.1% 
(w/v) เปนเวลา 4 ถึง 12 สัปดาห พบวา สมพันธุ Hamlin ที่เล้ียงในอาหารสังเคราะหที่มีสารละลาย 
โคลซิซิน 0.1% (w/v) เปนเวลา 4 สัปดาห เกิดตน tetraploid สูงสุด 51.8% 
 
 Kadota and Niimi (2002) รายงานการใชสารละลายโคลซิซินกับแพรญี่ปุน (Pyrus 
pyrifolio) โดยใชสารโคลซิซินผสมลงในอาหารสังเคราะหที่ชักนําใหเกิดยอด (shoot proliferation 
medium) โดยใชความเขมขน 0.01 และ 0.1% (w/v) โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหที่มี
สารละลายโคลซิซินเปนองคประกอบ เปนเวลา 1  2  4 และ 8 วัน ตามลําดับ พบวา ความเขมขน
ของสารละลายโคลชิซินที่ 0.01% (w/v)  ที่ผสมลงในอาหารสังเคราะหเพาะเลี้ยงและทําการ 
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน ทําใหเกิดตนที่เปน tetraploid 5 ตน จากทั้งหมด 26 ตน 
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 Rey et al. (2001) รายงานการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของ Ilex  paraguariensis รวมกับการใช
สารละลายโคลชิซินเพื่อหาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม โดยทําการ
แยกเอ็มบริโอออกจากเมล็ดออนและทําการเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่มีซูโครส 3% 
(w/v) วุน 0.65% (w/v)  และ zeatin 0.46 µM และมีสารละลายโคลชิซินเปนองคประกอบ 0.1  0.2 
และ 0.5% (w/v)  โดยทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอบนอาหารสังเคราะหที่มีสวนผสมของสารละลาย
โคลชิซินเปนระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ในที่มืดท่ีอุณหภูมิ 27+2 องศาเซลเซียส เมื่อเอ็มบริโอ
พัฒนาเปนตนแลวยายมาเลี้ยงที่มีแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ผลการทดลองไดตนทั้งหมด 152 ตน ซ่ึงเกิด
ตนที่เปน tetraploid  ทั้งหมด 2 ตน 
 
 ปาริชาติ (2540) ไดทําการศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วเขียว เพื่อแกปญหา
การผสมขามชนิดไมติดระหวางถ่ัวเขียวที่มีจํานวนโครโมโซมไมเทากัน โดยทดลองใชสารละลาย
โคลชิซินที่ความเขมขน 0  0.1  0.2 และ 0.3% (w/v) กับตนกลาถ่ัวเขียวที่มีอายุประมาณ 4 วัน โดย
ใชสารละลายโคลชิซินหยดลงบนสําลีที่หุมยอดออนไว โดยหยด 4 คร้ังตอวัน เปนเวลา 2 วัน และ
ปองกันการระเหยของสารละลายโคลชิซินโดยใชรมกระดาษกางคลุมตนกลา พบวา การให 
สารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.2 และ 0.3% (w/v) ทําใหตนถ่ัวเขียวมีโครโมโซมเปน tetraploid 
และตนถ่ัวเขียวที่เปน tetraploid มีลักษณะภายนอกแตกตางจากถั่วปกติ คือ ใบมีลักษณะหงิกงอ มีสี
เขียวเขม หนาและอวบมากกวาตน diploid    
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อุปกรณและวิธีการ 
 
วัสดุและอุปกรณ 
 

1. วัสดุและอุปกรณในการปลูกพืช 
 
     1.1 เมล็ดพันธุถ่ัวเขียวผิวมัน (Vigna radiata) พันธุ “กําแพงแสน 2” 

            1.2 เมล็ดพันธุถ่ัวเขียวผิวดํา (Vigna mungo) พันธุ “พิษณุโลก 2” 
    1.3 เมล็ดพันธุถ่ัวนิ้วนางแดง (Vigna umbellata) พันธุ “Miyazaki” 

    1.4 สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชปุยอินทรียและปุยเคมี 
 

2. วัสดุและอุปกรณในการผสมเกสร 
 

    2.1 ปากคีบ 
    2.2 ปายชื่อ 
    2.3 แอลกอฮอล 70% 
    2.4 ถุงกระดาษ ใชคลุมดอกหลังการ emasculation 

 
3. วัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 
     3.1 ตูเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
     3.2 ปากคีบ 
     3.3 มีดผาตัด 
     3.4 ตะเกียงแอลกอฮอล 
     3.5 จานแกวและกระดาษชําระ 
 
4. สารเคมี 
 

  4.1 สารเคมีที่ใชสําหรับการเตรียมอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skoog (MS) 
และสูตร Gamborg B-5 media (B5) (ตารางผนวกที่ 1 และ 2) 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
23 

4.2 สารเคมีที่ใชสําหรับการเตรียมอาหารสังเคราะหสูตร Breebaker and Kwack (1963) 
(100 mg/l H3BO3, 300 mg/l Ca(NO3)2.4H2O, 200 mg/l MgSO4 และ 100 mg/l KNO3) 

4.3 สารเคมีที่ใชในการปรับคา กรด-เบส ไดแก กรดไฮโดรคลอริค ความเขมขน0.1 และ 
1 N และโพแทสเซียมไฮดร็อกไซด ความเขมขน 0.1 และ 1 N  

4.4 สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ไดแก BA IBA IAA (indole-3-acetic acid)  
และ kinetin  

4.5 สารเคมีสําหรับฟอกฆาเชื้อ ไดแก Haiter® (สารออกฤทธิ์ โซเดียม 
ไฮโปคลอไรด ความเขมขน 6.6% w/w) ที่ความเขมขน 20% (v/v) 

4.6 สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (ตารางผนวกที่ 4) 
4.7 สารเคมีสําหรับที่ใชในปฏิกิริยา PCR (ตารางผนวกที่ 5) 
4.8 สารโคลชิซินสําหรับการเพิ่มจํานวนโครโมโซมตนถ่ัวลูกผสม F1

4.9 สารเคมีสําหรับการตรวจสอบดีเอ็นเอ (kit solution) ดวยเครื่อง Flow Cytometer 
(บริษัท Partec, Munster, Germany) 
 

5. เครื่องมือที่ใชในการเตรียมอาหารสังเคราะห 
 

5.1 เครื่องชั่งไฟฟาความละเอียด 2  3 และ 4 ตําแหนง 
5.2 เครื่องวัดความเปนกรดดาง 
5.3 ขวดแกวพรอมฝา บีกเกอร กระบอกตวง และ ปเปต 
5.4 หมอนึ่งความดันไอ 

 
6. เครื่องมือที่ใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม  

 
6.1 เครื่อง PCR (Perkin Elmer รุน Gene Amp PCR system 2400) 
6.2 เครื่อง Gel document (บริษัท Vilber lour Mat รุน TCX. 20.M) 
6.3 เครื่อง Electrophoresis (บริษัท Gelmate 2000) 
6.4 เครื่อง Centrifuge (บริษัท Hettich zentrifugen รุน EBR 12 R) 
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7. เครื่องมือที่ใชในการตรวจสอบจํานวนชุดโครโมโซมโดยวิธี Flow cytometry 
 

7.1 เครื่อง flow cytometer (บริษัท Partec รุน CyStain UV Precise P) 
7.2 จานแกวและกระดาษชําระ 
7.3 หลอดแกวสําหรับเครื่อง flow cytometer (บริษัท Partec รุน CyStain UV  

Precise P) 
7.4 ใบมีดโกน 
7.5 หลอดหยดสาร 
7.6 ปเปต ขนาด 1000 ไมโครลิตร 

 
8. สถานที่ทําการทดลอง 

 
8.1 หองปฏิบัติการ Plant Tissue Culture and Transformation ศูนยเทคโนโลยี 

ชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 
8.2 แปลงทดลองศูนยวิจัยพืชผักเขตรอน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต 

กําแพงแสน จ.นครปฐม 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata)

 
ทําการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata  x V. mungo  V. radiata x V. umbellata และ  

V. mungo x V. umbellata และทําการผสมสลับ (reciprocals) ทุกคูผสมเพื่อศึกษาการผสมติดฝก 
(pod set) และการติดเมล็ด (seed set) ทําการเตรียมตนพอพันธุและตนแมพันธุ โดยปลูกถ่ัวเขียว 
ผิวมัน (V. radiata) “กําแพงแสน 2” ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) “พิษณุโลก 2” และ ถ่ัวน้ิวนางแดง  
(V. umbellata) “Miyazaki” ในแปลงปลูกขนาด 1 x 5 เมตร โดยปลูก 2 แถวตอ 1 แปลง และปลูก
เปนรุน แตละรุนหางกัน 1 สัปดาห เพ่ือเวนชวงใหสามารถผสมเกสรไดพอดี กอนการผสมขามตอง
มีการตอนเกสรเพศผู (emasculation) เพื่อปองกันการผสมตัวเอง โดยเลือกดอกที่คาดวาจะบานใน
เชาวันรุงขึ้น มีลักษณะกลีบดอกเตงตึงและอับละอองเกสร (anther) ยังไมแตก เมื่อเลือกดอกไดแลว
จับบริเวณของฐานดอกเบา ๆ ใชปากคีบคอย ๆ กรีดตามแนวยาวของกลีบดอกจากดานฐานขึ้นไปยัง
ปลายดอก จากนั้นใชปากคีบคอย ๆ คล่ีกลีบดอกจนถึงชั้นในสุดจะพบอับละอองเกสร 10 อัน และ
ยอดเกสรเพศเมีย (stigma) ใชปากคีบดึงกานชูเกสรเพศผู (filament) ทั้ง 10 กานพรอมอับละออง
เกสรออกใหหมด ระวังไมใหอับละอองเกสรแตก และอยาใหยอดเกสรเพศเมียและกานชูเกสรเพศ
เมียถูกกระทบกระเทือนหรือหัก เพราะจะทําใหผสมเกสรไมสําเร็จและทําใหดอกรวงไดงาย เวลาท่ี
เหมาะสมในการตอนเกสรเพศผูอยูในชวง 16:00-18:00 น. จากนั้นใชปากคีบดึงดอกที่ไมตองการทิ้ง 
และหลังจากการตอนเกสรเพศผูเสร็จแตละดอก ควรจุมปากคีบในแอลกอฮอล 70% กอนที่จะทํา
การตอนดอกอื่นตอไป และทําการคลุมดอกที่ผานการตอนเกสรเพศผูแลวดวยถุงกระดาษเพื่อปอง
กันการผสมขาม จากนั้นทําการผสมขามในชวง 7:00-10:00 น. ของวันรุงขึ้น โดยนําละอองเกสร
เพศผู (pollen grain) ของตนที่ตองการใชเปนตนพอมาแตะลงบนยอดเกสรเพศเมีย (stigma) บนดอก
ของตนแมที่ทําการตอนเกสรเพศผูไวแลว บันทึกจํานวนดอกที่ทําการผสม จํานวนดอกที่ผสมติดฝก 
และลักษณะของฝกและเมล็ดที่ไดจากการผสมขามชนิด 
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2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
(V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata) 

 
ศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของคูผสม ถ่ัวเขียวผิวมัน  

(V. radiata) “กําแพงแสน 2” x ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) “พิษณุโลก 2” ถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) 
“กําแพงแสน 2” x ถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) “Miyazaki” และ ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) 
“พิษณุโลก 2” x ถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) “Miyazaki” และการผสมสลับ (reciprocals) ทุกคู
ผสม ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture) โดยศึกษาผลของอายุของออวุลหลังการผสมเกสรที่
แตกตางกัน 5 ระดับ คือ  6  8  10  12 และ 14 วันหลังผสมเกสร ที่มีผลตอการชักนําใหเอ็มบริโอเกิด
การงอกและพัฒนาเปนตนบนอาหารสังเคราะห เมื่อออวุลที่เกิดจากการผสมขามมีอายุครบตามที่
กําหนด นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ที่เติม kinetin 
0.2 mg/l  IAA 0.1 mg/l และ casein hydrolysate 500 mg/l (Rashid et al., 1987) วางแผนการทดลอง
แบบสุมสมบูรณ (CRD) ทําซํ้าทั้งหมด 4 ซํ้า ซํ้าละ 20 ออวุล บันทึกจํานวนของออวุลที่มีการงอก
และพัฒนาเปนตนที่สมบูรณที่มีทั้งใบและราก  

 
วิธีการเพาะเลี้ยงออวุล เร่ิมจากเก็บฝกที่มีอายุตามที่กําหนด นํามาลางดวยน้ําสบู 1 คร้ัง และ

ฟอกฆาเชื้อในสารละลาย Haiter® ความเขมขน 20% (v/v) (สารออกฤทธิ์ โซเดียมไฮโปคลอไรด 
ความเขมขน 6.6% w/w) ที่เตรียมดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ทําการฟอกฆาเชื้อเปนเวลา 10 
นาที ในสภาพปลอดเชื้อ และลางดวยน้ําท่ีผานการนึ่งฆาเชื้อจํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที จากนั้น
แยกเอาสวนของออวุลออกจากฝก โดยใชมีดตัดบริเวณโคน funiculus ดานที่ติดกับออวุล พยายาม
ไมใหเกิดความเสียหายกับออวุลโดยเด็ดขาด จากนั้นยายออวุลมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห
สูตรขางตนในสภาพปลอดเชื้อ โดยเพาะเลี้ยงในที่มืดเปนเวลา 7 วัน และยายออกมาเพาะเลี้ยงใน
สภาพที่มีแสง 55 µmole/m2/s เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน และมืด 8 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซียส  
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3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  

 
3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 

เปนตนพอและตนแม 
 

ศึกษาวิธีการตรวจสอบความแตกตางระหวาง V. radiata  V. mungo และ V. umbellata โดย
การใชโมเลกุลเครื่องหมายโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD โดยคัดเลือกไพรเมอร RAPD ที่สามารถแยก
ความแตกตางระหวางถ่ัวทั้ง 3 ชนิด และทําการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีของ Ida  
et al. (2004) เริ่มจากตัดใบจริงคูแรกที่มีอายุ 1 สัปดาหของตนถ่ัวที่ใชเปนพอและแมจํานวน 1 ใบ 
นํามาใสในไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดและตักใสในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml เติม 
extraction buffer (2% (w/v) CTAB, 20 mM EDTA, 2% (v/v) 2- mercaptoethanol, 1.4 mM NaCl2, 
2% (w/v) PVP  และ 100 mM Tris-HCl คา pH 8.0) ปริมาตร 600 µl และเก็บไวที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 5 M KAC ปริมาตร 300 µl และแชไวในนํ้าแข็ง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ระดับความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยายสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl (อัตราสวน 24 : 1) ปริมาตร 500 µl เขยาเบา ๆ บนโรเตอร เปน
เวลา 20 นาที แลวนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ยายสารละลายสวนใสลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม และเติม ethanol 
ความเขมขน 95% (v/v) ปริมาตร 700 µl เขยาเบา ๆ จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเทสวนท่ีเปนสารละลายทิ้งและลาง
ตะกอนดีเอ็นเอ ดวย ethanol ความเขมขน 70% (v/v) ปริมาตร 700 µl โดยวิธีการทําเหมือนขั้นตอน
ของการเติม ethanol ความเขมขน 95% (v/v) ทําการลางตะกอนดีเอ็นเอจํานวน 2 คร้ัง จากนั้นผ่ึง 
ดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 20 µl 
จากนั้นตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอดวยอิเล็คโตรโฟเรซีส โดยใชดีเอ็นที่สกัดได 1 µl ผสม
กับ dye (0.25% bromophenol blue, 30% glycerol) ปริมาตร 9 µl หยอดลงในหลุมของ agarose gel 
ความเขมขน 0.8% เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่มีความเขมขน 20  50  100 และ 200 ng/µl ผาน
สนามไฟฟาท่ีมีความตางศักย 100 โวลต ใน 0.5x TBE buffer เปนเวลา 20 นาที แลวยอม agarose 
gel ดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที และลางดวยน้ําสะอาดอีก 10 นาที จากนั้นตรวจสอบ
ความเขมขนของดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Document (บริษัท Vilber lour Mat รุน 
TCX. 20.M) ประมาณความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดโดยเทียบกับความเขมขนของ 
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แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนั้นปรับความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดจนกระทั่งมีความเขมขน
ประมาณ 20 ng/µl แลวจึงนําไปทําปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) ทั้งในการทดลอง
หาไพรเมอร RAPD และการตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 
 ทําการคัดเลือกไพรเมอร RAPD จํานวน 40 ไพรเมอรที่ใชในงานปรับปรุงพันธุถ่ัวเขียว  
(ตารางผนวกที่ 3) เพื่อตรวจสอบหาไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางตนพอและตนแม
ได โดยใชปฏิกิริยา PCR โดยมีปริมาตรของ reaction mixed (1x buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.2 µM 
dNTP, 0.2 µM ไพรเมอร, 1.25 unit Taq DNA polymerase และ 1.2x BSA) เทากับ 25 µl ตอ  
1 ปฏิกิริยา นํา reaction mixed เขาเครื่อง PCR ของ Perkin Elmer รุน Gene Amp PCR system 2400 
โดยใชอุณหภูมิในการ denature รอบแรกที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ตามดวย 35 รอบ 
ของการ denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นใชอุณหภูมิในการทํา 
ไพรเมอร annealing ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และไพรเมอร elongation ที่ 72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ตามดวยการทํา extend elongation ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
3 นาที  ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีสใน agarose gel 
ความเขมขน 1.5% (w/v)  ที่เตรียมดวย 1x TBE buffer ดวยเครื่อง electrophoresis (Gelmate 2000) 
ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 100 V นาน 50 นาที และยอม agarose gel ดวย ethidium bromide 
(ETBR) แลวถายภาพแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Document (บริษัท Vilber lour 
Mat รุน TCX. 20.M) ทําการบันทึกผล คัดเลือกไพรเมอรที่แสดงความแตกตาง (morphism) ของ
แถบดีเอ็นเอระหวางตนพอและตนแมที่ชัดเจน (ถ่ัวเขียวผิวมัน ถ่ัวเขียวผิวดํา และถ่ัวน้ิวนางแดง) 
และบันทึกจํานวนแถบดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มจํานวนไดของแตละไพรเมอร เพื่อนําไปใชในการ 
คัดเลือกตนลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตตอไป  
 

3.2 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 
การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 

 
ศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมโดยใชเทคนิค RAPDโดยใชไพรเมอรที่สามารถ

แยกความแตกตางระหวางพอและแม (จากการทดลองที่ 3.1) โดยตัดใบจริงคูแรกที่มีอายุ 1 สัปดาห 
จากตนถ่ัวท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอทุกตนมาตนละ 1 ใบ นําไปสกัดดีเอ็นเอ และปรับความ
เขมขนของดีเอ็นเอใหมีความเขมขนประมาณ 20 ng/µl จากนั้นนําไปตรวจสอบความเปนลูกผสม
โดยนําไปทําปฏิกิริยา PCR กับไพรเมอร RAPD ที่ไดจากการคัดเลือกตามวิธีการในการทดลอง 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
29 

ที่ 3.1 โดยใช ladder 100 bp plus เปนแถบดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ทําการบันทึกผล 
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏระหวางตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata  V. mungo  และ V. umbellata  เพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ
 

นําตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่ตรวจสอบแลววาเปนลูกผสมจากทุกคูผสมที่
สามารถชวยชีวิตได มาศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนใหไดมากขึ้นโดยวิธีการ sub culture โดยตัดชิ้นสวน
ของลําตนใหมีขนาดยาว 1 เซนติเมตร ใหมีสวนของตายอดหรือตาขางอยูในช้ินสวนที่ตัดดวย จาก
นั้นนําชิ้นสวนของพืชไปเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + vitamin B5 ที่เติม BA 
0.1  0.2 และ 0.3 mg/l วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) ทําซํ้าทั้งหมด 4 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ิน
สวน บันทึกจํานวนตนถ่ัวที่สามารถชักนําใหเกิดยอดใหม (adventitious shoot) จากนั้นยายตนถ่ัว 
ลูกผสมที่เกิดยอดใหมไปเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l (สุมนา, 2540) เพื่อชักนํา
ใหเกิดราก ทําการเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 µmole/m2/s เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน และมืด 8 
ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บันทึกจํานวนตนถ่ัวที่สามารถชักนําใหเกิดราก เมื่อสวน
ยอด (adventitious shoot) ของตนถ่ัวลูกผสมเกิดรากจนสมบูรณแลว จึงนําไปยายปลูกตอไป 
 
5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

เตรียมตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเพื่อยายปลูกสําหรับการทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสร 
โดยคลายฝาขวดเพาะเลี้ยงตนถ่ัวที่พรอมสําหรับการยายปลูกเปนเวลา 1 สัปดาห กอนยายปลูก ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และแสง 55 µmole/m2/s เมื่อครบ 1 สัปดาห นําตนถ่ัวออกจากขวด 
เพาะเลี้ยงและลางวุนที่ติดอยูบริเวณรากใหสะอาด นําไปแชน้ํายากันรา (ซีเบนดาซิม 35 ความ 
เขมขน 10% w/w) เปนเวลา 15 นาที จากนั้นยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมลงในกระถางขนาด 3 น้ิว โดยใช
ทรายและขุยมะพราวที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวผสมกันในอัตราสวน 1 : 1 เปนวัสดุปลูก เมื่อยายปลูก
ตนถ่ัวลูกผสมแลวคลุมกระถางและตนถ่ัวดวยถุงพลาสติกใสขนาด 8x15 นิ้ว นําไปเพาะเลี้ยงใน
สภาพอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ความเขมแสง 55 µmol/m2/s เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 
1 สัปดาห จากนั้นเปดถุงพลาสติกออกครึ่งหนึ่งของที่ปดไวเปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นเปดถุง
พลาสติกและเพาะเลี้ยงตอในสภาพเดิมจนครบ 1 สัปดาห หลังจากนั้นนําตนถ่ัวลูกผสมมาเพาะเลี้ยง
ในดินผสม (สูตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) ภายใตที่รมเงาเปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้นยายปลูกตน
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในกระถางทดลองและเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
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ทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการผสมขามชนิดของ 
 V. radiata x V. umbellata โดยวิธีการทดสอบความงอกของละอองเกสร (pollen germination test) 
โดยใช hanging drop technique โดยเพาะเลี้ยงละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดบนอาหาร
สังเคราะหที่ใชทดสอบความงอกของละอองเกสรสูตร Brewbaker and Kwack (1963) (100 mg/l 
H3BO3, 300 mg/l Ca(NO3)2.4H2O, 200 mg/l MgSO4 และ 100 mg/l KNO3) ที่มีความเขมขนของ 
น้ําตาลซูโครส 15% (w/v) ทําการเพาะเลี้ยงโดยเก็บละอองเกสรที่เวลา 8:00  9:00  10:00  11:00 และ 
12:00 น. วางแผนการทดลองแบบ CRD ทํา 3 ซํ้า ซ่ึงดําเนินการดังนี้ หยดอาหารสังเคราะหสูตร 
Brewbaker and Kwack (1963) ลงบน cover slip จากนั้นเขี่ยละอองเกสรที่ตองการทดสอบปริมาณ
เล็กนอยลงบนอาหาร เกลี่ยใหกระจายโดยไมทําใหหยดอาหารแตกและหยดน้ําสะอาดลงบริเวณมุม
ทั้ง 4 ของ cover slip แลวจึงวางสไลดหลุมปดลงบน cover slip ใหตําแหนงของหยดอาหารตรงกับ
บริเวณตรงกลางหลุมและหยดอาหารไมแตะโดนแผนสไลด จากนั้นพลิกสไลดกลับและเก็บสไลด
ไวในกลองที่มีกระดาษทิชชูที่อ่ิมตัวดวยนํ้ารองอยูที่กนกลอง ตรวจสอบการงอกของละอองเกสร
ภายใตกลองจุลทรรศนทุก ๆ 2 ช่ัวโมง จนครบ 24 ช่ัวโมง หลังเริ่มทดสอบ โดยละอองเกสรที่ถือวา
มีชีวิต (viable pollen grain) คือ ละอองเกสรที่สามารถงอกหลอดละอองเกสรยาวเกินหรืออยางนอย
เทากับเสนผานศูนยกลางของละอองเกสรนั้น ๆ และตองไมเปนละอองเกสรที่เหี่ยวยนหรือแตก สุม
นับ 5 microscopic fields ตอ 1 slide ทํา 1 slide ตอซํ้า บันทึกจํานวนละอองเกสรที่มีชีวิตที่เกิดการ
งอกบนอาหารสังเคราะห 

 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 

 
6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 

ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 
ศึกษาความเขมขนของสารโคลชิซินที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดจํานวนชุดโครโมโซม

เพิ่มขึ้นในตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตของ V. radiata x  V. umbellata โดยใชวิธี
หยดสารละลายโคลชิซินลงบนยอดออนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 โดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ ทําการหยดสารละลายโคลชิซินที่ผานการกรองเชื้อ
แลวที่บริเวณเนื้อเยื่อเจริญของปลายยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ความเขมขน 0  0.1  0.2 และ 
0.3% (w/v) โดยหยดสารละลายโคลชิซินแตละความเขมขนจํานวน 5 คร้ังตอวัน คร้ังละ 1 หยด ตั้ง
แต 8:00-12:00 น. เปนเวลา 2 วัน ใชตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด จํานวน 20 ตนตอ 1 ความเขมขน  
สารละลายโคลชิซินที่ใชทําใหปลอดเชื้อโดยกรองสารละลาย ดวย sterilized filter ขนาด 0.2 µm 
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ภายใตสภาพปลอดเชื้อ และตนลูกผสมขามชนิดที่ใชหยดสารละลายโคลชิซินเปนตนที่ผานการ  
sub culture เปนเวลา 2 อาทิตย หลังจากหยดสารละลายโคลชิซินครบตามกําหนดแลว นําตนถ่ัวลูก
ผสมขามชนิดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห สูตร B5 ใหไดรับแสง 55µM/m2/sเปนเวลา 16  
ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บันทึกลักษณะของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ปรากฏหลัง
จากหยดสารละลายโคลชิซิน ไดแก ลักษณะของใบและลําตน จากนั้นนําตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดท่ี
ไดรับการหยดสารละลายโคลชิซินไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของจํานวนโครโมโซมดวยเครื่อง 
Flow Cytometer บริษัท Partec รุน CyStain UV preciseP (Gu et al., 2005)  

 
การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมหลังจากหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขน

ตาง ๆ ดวยเคร่ือง Flow  Cytometer ของบริษัท Partec รุน Partec CyStain UV precise P โดยใช 
ตัวอยางใบที่แตกออกมาจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซิน โดยใชใบที่มีอายุ 1 สัปดาห โดย
ตัดใบใหมีขนาด 1 cm2 วางบนจานพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 55 mm จากนั้นเติม extraction 
buffer (kit solution) 500 µl และใชใบมีดโกนตัดใบตัวอยางใหมีขนาดประมาณ 1 mm2 แชช้ินสวน
ของใบใหอยูใน extraction buffer เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นกรองผาน filter ขนาด 50 µm ลงใน
หลอดแกวสําหรับเครื่อง Flow Cytometer และเติม staining buffer (kit solution) 1 ml ลงในหลอด
แกว ตั้งหลอดแกวท้ิงไว 1 นาที จากนั้นติดตั้งหลอดแกวท่ีมีตัวอยางที่ตองการตรวจสอบเขากับ  
blue fluorescence channel ของเครื่อง Flow Cytometer แลวตรวจสอบผลดวยเครื่อง Flow 
Cytometer บันทึกการเปลี่ยนแปลงจํานวนชุดโครโมโซมและจํานวนตนถ่ัวที่มีจํานวนโครโมโซม
เพิ่มขึ้นจาก 2x เปน 4x  

 
6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร   

สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 
ทําการ sub culture สวนลําตนที่มีตาขางของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x  

V. umbellata ลงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช แตเติมสาร
ละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0  0.01  0.05 และ 0.1% (w/v) เพื่อชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชุด
โครโมโซมในตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด โดยทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 สัปดาห ในสภาพปลอดเชื้อ 
จากนั้นยายเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมมีการเติมสารควบคุมการเจริญ 
เติบโตพืชในสภาพปลอดเชื้อ ทําการเพาะเลี้ยง 20 ช้ินตัวอยางตอหนึ่งความเขมขนของสารละลาย 
โคลชิซิน หลังจากชิ้นสวนของพืชมีการแตกยอดใหมเปนเวลา 1 สัปดาห นําใบที่ไดน้ันไปทําการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมโดยเครื่อง Flow Cytometer ตามวิธีการในขอ 6.1 
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การเตรียมอาหารสังเคราะหที่เติมสารละลายโคลชิซินที่ใชในการทดลอง เตรียมอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ใสในขวดขนาด 1000 ml แตละขวดใสอาหารปริมาตร 500 ml สําหรับผสมกับ
สารละลายโคลชิซินแตละความเขมขน จากนั้นกรองสารละลายโคลชิซินดวย sterilized filter ขนาด 
0.2 µm ภายใตสภาพปลอดเชื้อ จากนั้นเติมสารละลายโคลชิซินแตละความเขมขนลงในอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อและยังเปนของเหลวอยู ผสมอาหารและสารละลายโคลชิซิน
ใหเขากันกอนเทลงในขวดที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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ผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata)

 
การผสมขามชนิดของ V. radiata  กับ V. mungo  พบวา เมื่อทําการผสมเกสรโดยใช  

V. radiata  เปนตนแมใหเปอรเซ็นตการผสมติดฝก 43% (ตารางที่ 4) โดยมีการพัฒนาของฝกออน
ในชวงหลังการผสมเกสรจนถึงวันที่ 10 หลังการผสมเกสร เปนปกติเหมือนกับฝกที่เกิดจากการ
ผสมตัวเอง แตหลังจากวันที่ 10 เปนตนไป พบวา บางฝกมีการแตกของฝกเกิดขึ้นและเมื่อฝกที่ได
จากการผสมขามพัฒนาจนกระทั่งแกนั้น มีขนาดเล็ก ส้ันและมีลักษณะหงิกงอ (ภาพที่ 1) สวนเมล็ด
จากฝกที่ไดรับการผสมขามมีการพัฒนาที่ปกติจนกระทั่งวันที่ 12 หลังการผสมเกสร จึงพบวา เมล็ด
บางสวนเกิดการฉีกขาดของเปลือกหุมเมล็ดและเมล็ดเริ่มมีลักษณะนิ่มและยน สวนเมล็ดที่ไดจาก
ฝกแก พบวา เปลือกหุมเมล็ดมีสีเขียว ลักษณะ ยน ลีบ และเมล็ดมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 2) เมื่อนําเมล็ด
มาเพาะในแปลงทดลอง พบวา เมล็ดที่ไดจากการผสมขามไมสามารถงอกได สวนการใช V. mungo  
เปนตนแมนั้น พบวา มีอัตราการผสมติดฝก 7.5% ฝกที่เกิดจากการผสมมีขนาดเล็ก เมล็ดมีสีเขียว 
ขนาดเล็กและลีบ และไมสามารถงอกไดในสภาพแปลง 
 

การผสมขามชนิดของ V. radiata กับ V. umbellata พบวา เมื่อใช V. radiata  เปนตนแม มี
เปอรเซ็นตการผสมติดฝก 26.2% (ตารางที่ 4) การพัฒนาของฝกที่ไดรับการผสมขาม ในชวงแรกจะ
พัฒนาอยางปกติ แตจะเริ่มเกิดการเหี่ยวยนของฝกหลังจากวันที่ 10 หลังการผสมเกสร เมื่อฝกถ่ัวที่
ไดจากการผสมขามแก พบวา ทุกฝกมีลักษณะหงิกงอและมีขนาดเล็ก สวนเมล็ดที่ไดนั้นมีสีเขียวเขม 
ขนาดเล็กมาก และลีบ (ภาพที่ 3) เมื่อนําเมล็ดที่ไดไปเพาะในแปลงทดลองพบวา เมล็ดดังกลาวไม
สามารถงอกได สวนการผสมโดยใช V. umbellata เปนตนแมนั้น ไมสามารถผสมติดฝกได โดย
ดอกที่ไดรับการผสมจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร 

 
การผสมขามชนิดของ V. mungo  กับ V. unbellata  พบวา เมื่อผสมเกสรโดยใช V. mungo  

เปนตนแม ใหเปอรเซ็นตการผสมติดฝก 19.04% (ตารางที่ 4) โดยฝกถ่ัวท่ีไดจากการผสมมีขนาดเล็ก 
สวนเมล็ดลูกผสมมีสีดํา บางเมล็ดมีขนาดเล็กและลีบ (ภาพที่ 4) และพบฝกลมเกิดขึ้นดวย เมื่อนํา
เมล็ดไปเพาะในสภาพแปลง พบวา ไมสามารถงอกได สวนการใช  V. umbellata เปนตนแม  
ไมสามารถผสมติดฝกได โดยดอกที่ทําการผสมจะรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร 
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ตารางที่ 4  การติดฝกที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  V. mungo และ V. umbellata  
 

คูผสม จํานวนดอกที่ผสม จํานวนฝกที่ผสมติด  
V. radiata x V. mungo 552 248 (43%) 
V. mungo x V. radiata    40       3 (7.5%) 
V. radiata x V. umbellata 574    162 (26.2%) 
V. umbellata x V. radiata   74                      0 
V. mungo x V. umbellata                    1,234       235 (19.04%) 
V. umbellata x V. mungo    30                      0 

 

 
 

ภาพที่ 1  ฝกถ่ัวที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. mungo 
 

 
     ก                            ข                          ค        

 
ภาพที่ 2  เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2” (ก)  V. mungo “พิษณุโลก 2” (ค)  และเมล็ด  

  F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
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          ก                         ข                        ค 
 
ภาพที่ 3  เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2”  (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และเมล็ด F1 ที่ 
               ไดจากการผสมขามชนิด (ข)  
 

  ก                           ข                           ค 
 
ภาพที่ 4  เมล็ดถ่ัว V. mungo “พิษณุโลก 2” (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และเมล็ด F1 ที่ไดจาก 
               การผสมขามชนิด (ข)   
 
2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
    (V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata)
 

หลังจากการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวทั้ง 3 ชนิดน้ีแลว จึงเก็บฝกออนของถ่ัวแตละคูผสม ที่
อายุ 6  8  10  12 และ 14 วันหลังผสมเกสร มาชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลในสภาพ
ปลอดเชื้อ พบวา 
 

การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามของ  V. radiata  กับ V. mungo โดยใช  
V. radiata  เปนตนแม พบวา อายุของออวุลหลังการผสมเกสรขามชนิดที่แตกตางกัน มีผลทําให 
ออวุลที่เกิดจากการผสมขามมีอัตราการงอกและพัฒนาไปเปนตนในระดับที่แตกตางกันอยางมี 
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ภาพท่ี 5) และเมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการงอกและการพัฒนาเปนตนของ 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
36 

ออวุลที่ไดจากการผสมขาม พบวา คาเฉลี่ยของการงอกเปนตนสามารถแบงออกได 3 กลุมคือ กลุมที่ 
1 เปนออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 12 วันหลังการผสม ซ่ึงมีการงอกเปนตนได 18.5 ตน (92.5%) กลุม
ที่ 2 เปนออวุลที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ 8 และ 10 วันหลังการผสม มีการงอกเปนตนรองลงมา เทากับ 
12.2 ตน (61.0%) และ 10.75 ตน (53.75%) ตามลําดับ และกลุมที่ 3 เปนออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 
14 และ 6 วันหลังการผสม ซ่ึงมีการงอกเปนตนเพียง 5.5 ตน (27.5%) และ 2.25 ตน (11.25%) ตาม
ลําดับ (ตารางที่ 5)  

0
20
40
60
80

100

Pla
ntl

et f
orm

ati
on 

(%
)  

  

c 
 

 
ภาพที่ 5  การงอกเปนตนจากการ
               x V. mungo ที่มีอายุตาง
 

ตนออนที่งอกจากออวุล
ปลอดเชื้อ (ภาพที่ 6) มีสีของสวน
สีมวงของ hypocotyl นั้น พบวา 
สีเขียวในตอนเริ่มตน แลวจึงเปล
ของระบบรากเพียงเล็กนอยบนอ
เกิดขึ้นดวย สวนการใช V. mung
บนอาหารสังเคราะหที่ใชเพาะเล
 
 
 
 
 
 

 

c

Ovule age (DAP) 

เพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามช
 ๆ กัน  

ที่ไดจากการผสมขามของ V. radiata x V
 hypocotyl เปนสีมวงเหมือนกับ V. mun
บางตนมีสีมวงปรากฏตั้งแตแรก แตบางต
ี่ยนเปนสีมวงในภายหลัง และพบวา ตนอ
าหารสังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยง โดยรากท
o  เปนตนแม พบวา ออวุลที่ไดไมสามาร
ี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
b
 b
a

 6             8              10           12            14      

 

นิดของ V. radiata  

. mungoในสภาพ 
go ซ่ึงการแสดงออกของ 
นสีของ hypocotyl เปน 
อนที่ไดน้ันมีการพัฒนา
ี่ไดน้ันมีสวนของแคลลัส
ถงอกเปนตนออนไดเลย
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ตารางที่ 5  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. radiata  x V. mungo ที่เพาะเลี้ยง 
 บนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 

 
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

  6   2.25 c 11.25 
  8 12.25 b 61.25 
10 10.75 b 53.75 
12 18.5 a 92.5 
14   5.5 c 27.5 

F-test **  
 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม   

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
 

 
 
ภาพที่ 6  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata  x V. mungo  
 

สวนออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. radiata มีอัตราการผสมติดฝกต่ํา
มาก จึงไมสามารถทําการทดลองไดครบตามแผนการทดลองที่วางไว อยางไรก็ตามจากการเพาะ
เล้ียงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดคูนี้ ที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ  6  8  10  12 และ 14 วันหลังการผสม 
พบวา ออวุลจากทุกอายุไมสามารถงอกเปนตนไดเลย  
 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิด V. radiata x V. umbellata ที่มีอายุแตกตาง
กัน ใหผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 6) โดยพบวา ออวุลที่มีอายุ 12 วันหลัง
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การผสม สามารถงอกเปนตนได 4 ตน จาก 80 ออวุลที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหคิดเปน 5% 
(ภาพที่ 7) สวนออวุลที่มีอายุ 6  8  10 และ 14 วันหลังการผสม พบวา ไมสามารถงอกเปนตนไดเลย  

 
ตนออนที่งอกจากออวุลที่ไดจากการผสมขาม V. radiata x V. umbellata มีลักษณะเหลือง

ซีดทั้งตนและมีอัตราการเจริญเติบโตชาบนอาหารสังเคราะห (ภาพที่ 8)  
 
ตารางที่ 6  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ 
                  เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
 
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

  6 0 b 0 
  8 0 b 0 
10 0 b 0 
12 4 a 5 
14 0 b 0 

F-test **  
 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม  

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
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ภาพที่ 7  การงอกเปนตนจากก
               x V. umbellata  ที่มีอ
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ายุตาง ๆ
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Ovule age (DAP
มขามชนิดของ V. radiata  
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ภาพที่ 8  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
 

สวนการผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. radiata พบวา การผสมขามชนิดของคูผสม
นี้ไมเกิดการติดฝก โดยฝกเกิดการหลุดรวงหลังจากผสมภายใน 1-2 วัน จึงไมสามารถทําการทดลอง
การเพาะเลี้ยงออวุล และการทดลองในขั้นตอนตอไปได 

 
จากนั้นไดทําการทดลองเพิ่มเติมโดยเปรียบเทียบสูตรอาหารสังเคราะหในการเพาะเลี้ยง 

ออวุลของลูกผสมนี้ โดยใชอาหารสังเคราะห 3 สูตรคือ MS  MS + vitamin B5 และ MS + vitamin 
B5 + BA 1 mg/l โดยใชออวุลที่เกิดจากการผสมขามระหวาง V. radiata x V. umbellata จํานวน 40 
ออวุล ตอ 1 สูตรอาหาร พบวา ไมเกิดการงอกบนอาหารสูตรเหลานี้เชนกัน 
 

สวนการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. mungo x V. umbellata ที่มีอายุตาง ๆ 
กัน พบวา ออวุลที่ไดจากการผสมขามที่มีอายุแตกตางกัน มีการงอกเปนตนออนแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 7) และเมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของการงอกเปนตนสามารถแบงออก
ไดเปน 3 กลุมดังนี้ กลุมที่ 1 คือ ออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 14 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนา
เปนตนบนอาหารสังเคราะหในสภาพปลอดเชื้อสูงสุด เทากับ 9.75 ตน (48.75%) กลุมที่ 2 คือ ออวุล
ที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ 12 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนาเปนตนรองลงมาเทากับ 5.75 ตน 
(28.75%) และกลุมที่ 3 คือ ออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 10 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนา
เปนตน เทากับ 1.5 ตน (7.5%) สวนออวุลที่อายุ 8 และ 6 วันหลังการผสมเกสร ไมสามารถงอก
เปนตนไดเลย (ภาพที่ 9) ตนออนที่งอกบนอาหารสังเคราะหมีรูปแบบการงอกแบบ epigeal  ลําตนมี
สีมวงและมีขนาดเล็ก สวนใบเลี้ยงมีขนาดเล็ก และ ระบบรากมีการพัฒนาเพียงเล็กนอยบนอาหาร
สังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 10) 
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ตารางที่ 7  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata ที่ 
                  เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
  
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

  6 0 d   0 
  8 0 d   0 
10 1.5 c   7.5 
12 5.75 b 28.75 
14 9.75 a 48.75 
F-test    **  

 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม  

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
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ภาพที่ 9  การงอกเปนตนจากการเพ
               V. umbellata ที่มีอายุตาง
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ภาพที่ 10  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. mungo  x V. umbellata  
 

สวนการเพาะเลี้ยงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. umbellata x V. mungo น้ันไม
สามารถทําได เนื่องจากคูผสมนี้ไมสามารถผสมติดฝก ดังนั้น คูผสมนี้จึงไมสามารถทําการทดลอง
การเพาะเลี้ยงออวุลและการทดลองในขั้นตอนตอไปได 
 

จากการทดลองนี้สามารถบอกไดวามีเพียงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata 
x V. mungo  V. radiata x V. umbellata และ V. mungo  x V. umbellata เทานั้นที่ประสบความสําเร็จ
ในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล สวนคูผสม V. umbellata x V. radiata 
และ V. umbellata x V. mungo ไมสามารถทําการทดลองชวยชีวิตเอ็มบริโอได เนื่องจากการผสม
ขามของถั่วทั้งสองคูผสมนี้ไมสามารถผสมติดฝกได  
 
3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  

V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  
 

3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 
เปนตนพอและตนแม 
 

จากการคัดเลือกไพรเมอร RAPD จํานวน 40 ไพรเมอร (ตารางผนวกที่ 3) ที่ใชในงาน 
ปรับปรุงพันธุถ่ัว พบวา มี 9 ไพรเมอร ที่สามารถแยกความแตกตางระหวาง V. radiata  V. mungo 
และ V. umbellata ได คือ ไพรเมอร A02 A03 A04 A07 A10 A13 A15 A18 และ Ax17 (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8  ไพรเมอร RAPD ที่สามารถแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวาง V. radiata 
                  V. mungo และ V. umbellata 

 
ไพรเมอร ลําดับเบส จํานวนแถบดีเอ็นเอ 

ที่ปรากฏทั้งหมดจาก 
ถ่ัวทั้ง 3 ชนิด 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่
แสดงความแตกตาง 

A02 
A03 
A04 
A07 
A10 
A13 
A15 
A18 

  Ax17 

TGCCGAGCTG 
AGTCAGCCAC 
AATCGGGCTG 
GAAACGGGTG 
GTGATCGCAG 
CAGCACCCAC 
TTCCGAACCC 
AGGTGACCGT 
TGGGCTCTGG 

12 
19 
10 
  8 
  7 
13 
  6 
10  
10 

10 (83.3%) 
11 (57.8%) 
  6 (60%) 
  6 (75%) 
  5 (71.4%) 
  8 (61.5%) 
  5 (83.3%) 
  9 (90%) 
10 (100%) 

  
 โดยไพรเมอรที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในถ่ัวทั้งสามชนิดไดดีที่สุดคือ Ax17  
เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการตรวจสอบในถั่วท้ัง 3 ชนิด มีจํานวน 10 แถบดีเอ็นเอ และท้ัง 
10 แถบดีเอ็นเอนั้นเปนแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันทั้งหมด คิดเปน 100% ถัดมา คือ A18 
(90.0%) A15 (83.3%) A02 (83.3%) A07 (75%) A10 (71.4%) A13 (61.5%) A04 (60.0%) และ A03 
(57.8%) ตามลําดับ แตเมื่อทําการทดสอบซ้ํา พบวา มีเพียงไพรเมอร A02  A03  A07  A13 และ 
Ax17 ที่ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เหมือนเดิม (ตารางที่ 9) สวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 
อ่ืน ๆ มีลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่เปลี่ยนไปและสวนใหญเปนแถบดีเอ็นเอจาง ๆ ไมชัดเจน และ
บางไพรเมอร พบวา ไมสามารถแสดงแถบของดีเอ็นเอได ดังนั้นจึงเลือกไพรเมอร A02  A03  A07  
A13 และ Ax17 มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม โดยไพรเมอร ทั้ง 5 ตัวดังกลาวนั้น ให
แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตาง (polymorphic) เมื่อเปรียบเทียบระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  
V. radiata กับ V. umbellata และ V. mungo กับ V. umbellata  ไดดังตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9  จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอร A02  A03  A07 
                  A13 และ Ax17 เปรียบเทียบระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  V. radiata   กับ  
                  V. umbellata และ V. mungo กับ V. umbellata  
 
ไพรเมอร จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางคูผสมตาง ๆ  

 V. radiata กับ V. mungo V. radiata กับ V. umbellata V. mungo กับ V. umbellata 
   A02 
   A03 
   A07 
   A13 
   Ax17 

7 
7 
3 
4 
5 

3 
5 
4 
5 
5 

5 
5 
6 
7 
6 

 
3.2 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 
 

จากตารางที่ 9 นําไพรเมอร RAPD ที่ไดไปตรวจสอบความเปนลูกผสมกับตนที่ไดจากการ
ชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata x  
V. mungo  V. radiata  x V. umbellata  และ V. mungo x V. umbellata โดยเลือกไพรเมอร ที่แยก
ความแตกตางไดชัดเจนที่สุดของแตละคูผสมไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมตอไป โดยใช 
2 ไพรเมอร ตอ 1 คูผสม 
 

การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยง
ออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. radiata x V. mungo เลือกใชไพรเมอรA02 และ Ax17 เนื่องจาก
เปนไพรเมอรที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  ไดอยาง 
ชัดเจนที่สุด จากการตรวจสอบดวยไพรเมอรดังกลาวทั้งคู พบวา มีแถบดีเอ็นเอบางสวนในตนตัว
อยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอ (แถวที่ 1-6) ตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. radiata (R) 
และแถบดีเอ็นเอบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. mungo (M) 
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ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
คูผสม V. radiata x V. mungo  โดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวที่ 1-6) ดวยไพรเมอร A02 (ภาพที่ 11) 
พบวา ตนตัวอยางปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 1300 bp และ 1120 bp ที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฏใน V. radiata  คือ แถบดีเอ็นเอ R1 และ R2 และปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 560 bp และ 
470 bp ที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. mungo  คือ แถบดีเอ็นเอ M1 และ M2

 
 

 
 
 
 

 

1031 bp 

R  1 5

R1 

R2 
M1 

M2 M2 

M1 

R2 

R1 

6 5     R 

600 bp 

 
1200 bp 

500 bp 

  
ภาพที่ 11  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเม

 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากก
 (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอข

 
 ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสม
ผสม  V. radiata  x V. mungo  โดยการเพาะเล
พบวา ตนตัวอยางปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนา
ใน V. radiata คือ R1 และ R2 และปรากฏแถบ
ที่ปรากฏใน V. mungo คือ M1 และ M2

 
 
 
 

M R 1

 

4

อร A02 ตร
ารผสมขาม
อง V. radi

ของตนตัว
ี้ยงออวุล (แ
ด 1120 bp
ดีเอ็นเอขน

2 3 
44
MM
 1
 22
 33
วจสอบค
ชนิดของ

ata  (R) แ

อยางที่ได
ถวที่ 1-6)

 และ 810 
าด 760 bp

4 
วามเป
 V. ra
ละ V

จากก
 ดวย
bp ที่ต
 และ

5

6

1500 bp
นลูกผสมของตนตัวอยางที่  
diata x V. mungo   

. mungo (M)  

ารชวยชีวิตเอ็มบริโอของคู
ไพรเมอร Ax17 (ภาพที่ 12) 
รงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ

 650 bp ที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอ

 6 
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M R 1 2 3 4 5 6 
 

 
ภาพที่ 12  แถบด

 ที่ไดจ
 (แถว
         

การตร
ออวุลที่เกิดจากก
เนื่องจากเปนไพ
ไดชัดเจนที่สุด จ
แถบดีเอ็นเอตรง
ปรากฏใน V. um

 
ผลการ

ผสมขามชนิดข
จากการเพาะเลี้ย
ขนาด 650 bp แ
ขนาด 1300 bp 

 
 

 

 

1200 bp
 

900 bp 1031 bp 
800 bp 700 bp 
600 bp 

R1 

R2 
M1 

M2 

ีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยาง                 
ากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. mungo   
ที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata (R) และ V. mungo (M)  
          
วจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยง
ารผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เลือกใชไพรเมอร A13 และ Ax17 
รเมอรที่แสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวาง V. radiata  กับ V. umbellata  
ากการตรวจสอบ พบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยาง (แถวที่ 1-6) นั้นบาง
กับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. radiata  และบางแถบดีเอ็นเอตรงกับแถบดีเอ็นเอท่ี
bellata  

ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการ
อง V. radiata x V. umbellata  ดวยไพรเมอร A13 (ภาพที่ 13) พบวา ตนตัวอยางที่ได
งออวุล (แถวที่ 1-8) ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับ V. radiata  คือ R1 และ R2 ที่มี
ละ 590 bp และพบแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอของ V. umbellata คือ U1 ที่มี
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R      U      1       2       3       4      5       6       7       8 

   
 
ภาพที่ 13  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A13 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 

 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata  
 (แถวที่ 1-8) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata (R) และ V. umbellata (U)  

 
ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจาก

ผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata ดวยไพรเมอร Ax17 (ภาพที่ 14) พบวา ตนตัวอยางท่ี
ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวท่ี 1-9) ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตรง
กับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. radiata คือ R1 และ R2 ซ่ึงมีขนาด 1120 bp และ 850 bp และปรากฏ
แถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. umbellata คือ U1 U2 และ U3  ซ่ึงมีขนาด 
1110 bp  950 bp และ 450 bp ตามลําดับ  
 

      
 
ภาพที่ 14  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยาง  

 ที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata     
 (แถวที่ 1-9) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata (R) และ V. umbellata (U)   

       

1200 bp 
1500 bp U1 

700 bp 
600 bp 
500 bp 

R1
R2

R    U     1     2     3     4     5     6     7     8     9 

R1 
R2 

500 bp 
400 bp 

1200 bp 1031 bp 900 bp 
800 bp 

U1 

U2 

U3 
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สวนการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี
การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo กับ V. umbellata เลือกใชไพรเมอร 
A03 และ A07 เนื่องจากเปนไพรเมอรที่แสดงความแตกตางระหวาง V. mungo กับ V. umbellata ได
ชัดเจนที่สุด จากการตรวจสอบพบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตนั้นมี
แถบดีเอ็นเอบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏใน V. mungo และบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏใน V. umbellata  

 
 ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
V. mungo x V. umbellata ดวยไพรเมอร A03 (ภาพที่ 15) พบวา ตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิต
เอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวที่ 1-6) ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดตรงกับ M1 ที่ปรากฏใน 
V. mungo ที่มีขนาด 1580 bp และปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตรงกับ U1 และ U2 ที่ปรากฏใน  
V. umbellata  ซ่ึงมีขนาด 1800 bp และ 944 bp ตามลําดับ 
 

 

M    U      1       2      3       4      5       6
U1

1031 bp 
900 bp 

2000 bp 
1500 bp M1 

U2 

 
ภาพที่ 15  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A03 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 
                 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x V. umbellata (แถวท่ี 1-6) เทียบกับแถบ 
                 ดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ V. umbellata (U) 
 

ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ  
V. mungo x V. umbellata ดวยไพรเมอร A07 (ภาพที่ 16) พบวา ตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิต
เอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวที่ 1-6) ปรากฏแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มีขนาดตรงกับแถบ 
ดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. mungo คือ M1 M2 และ M3 ซ่ึงมีขนาด 1510 bp 950 bp และ 680 bp ตาม
ลําดับ และปรากฏแถบดีเอ็นเอบางสวนจากตนตัวอยางท่ีมีขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน 
V. umbellata  คือ U1 ซ่ึงมีขนาด 900 bp  
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M    U       1      2       3       4      5       6 

 
 

ภาพที่ 16  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A07 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 
                 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x V. umbellata (แถวท่ี 1-6) เทียบกับแถบ 
                  ดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ V. umbellata (U) 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 

 
การศึกษาการขยายเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการผสมขามชนิดของ 

V. radiata  x V. mungo โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่ตัดจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีสวนยอดและ
ช้ินสวนที่มีตาขางบนอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความ 
เขมขน 3 ระดับ คือ 1  2 และ 3 mg/l พบวา ช้ินสวนที่ตัดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร 
ดังกลาวที่เติม BA ความเขมขนตาง ๆ ไมสามารถชักนําใหเกิดยอดใหมไดเลย โดยช้ินสวนที่มียอด
ของตนถ่ัวลูกผสมที่นําไปเพาะเลี้ยงมีการเปลี่ยนแปลงดังนี้ บริเวณรอยตัดของเนื้อเย่ือเกิดการพัฒนา
ของ compact callus เกิดข้ึน (ภาพที่ 17) สวนบริเวณยอดมีการขยายขนาดของใบออนในชวงแรก
ของการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นจะหยุดการขยายขนาดของใบ สวนการเพาะเลี้ยงช้ินสวนเนื้อเยื่อท่ีมี
ตาขาง พบวา บริเวณฐานของเนื้อเยื่อมีการพัฒนาเปน compact callus เกิดข้ึนเชนกันและแตกยอด
ใหมจากสวนของตา แตหลังจากนั้นไมพบวามีการเจริญและพัฒนาของยอดเกิดขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 

2000 bp 
1500 bp 
1031 bp 
900 bp 
700 bp 600 bp 
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ภาพที่ 17  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร  
                 MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความเขมขน 1 mg/l 
 

เนื่องจากการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด V. radiata x V. mungo บนอาหาร
สังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดไมประสบความสําเร็จ ดังนั้นจึงนําช้ินสวนที่มีตายอดของตนถ่ัว 
ลูกผสมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลมาชักนําใหเกิดรากบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l 
ทําการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 40 ช้ิน พบวา อาหารสูตรดังกลาวไมสามารถชักนําใหช้ินสวนของตนถ่ัว 
ลูกผสมนี้ใหเกิดรากไดเลยเชนกัน 
 

การเพิ่มจํานวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata ทําการ
เพาะเลี้ยงช้ินสวนที่มีตายอดเฉพาะบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l สวนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS Basal medium + B5  vitamins ที่เติม BA ความเขมขน 3 ระดับ คือ 1  2 และ 3 
mg/l ไมไดทําการทดลอง เน่ืองจากจํานวนตนถ่ัวลูกผสมมีจํานวนเพียง 4 ตน จากการทดลองเพาะ
เล้ียงชิ้นสวนของชิ้นสวนที่มียอดบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l สามารถเพิ่มจํานวน
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้ได ทําใหเกิดการพัฒนาของยอดและรากเกิดขึ้นและสามารถกระตุนให
เนื้อเยื่อบริเวณรอยตัดที่สัมผัสกับอาหารสังเคราะหเกิดรากไดในปริมาณที่มาก แตรากที่เกิดข้ึน พบ
วา มีแคลลัสเกิดขึ้นดวย(ภาพที่ 18) ดังนั้นในการ sub culture รอบที่ 2 จึงไดเพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่มีตา
ยอดบนอาหารสังเคราะห สูตร B5 + IBA 2 mg/l จํานวน4 ช้ิน และทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
B5 จํานวน 4 ช้ิน พบวา อาหารสังเคราะหสูตร B5 สามารถกระตุนใหช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมเกิด
การพัฒนาของยอดและรากเชนเดียวกันกับอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l แตลักษณะของ
รากที่เกิดในอาหารสังเคราะหสูตร B5 มีลักษณะเรียวเล็กและไมพบการเกิดแคลลัสบริเวณรอยตัดท่ี
สัมผัสกับอาหารสังเคราะห (ภาพที่ 18) ดังนั้นในการ sub culture คร้ังตอไป จึงเปล่ียนมาใชอาหาร
สูตร B5 แทนอาหารสูตร B5 + IBA 2 mg/l 
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ภาพที่ 18  รากของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด
                 สังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 m

 
การเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขาม

ช้ินสวนที่มีสวนยอดและชิ้นสวนที่มีตาขา
vitamins ที่มี BA ความเขมขน 3 ระดับ ค
ทั้ง 3 ความเขมขนทําใหเกิด compact call
และไมทําใหเกิดการพัฒนาของยอด (ภาพ

 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 19  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V.
                 สูตร MS basal medium + B5 v

 
เนื่องจากการ sub culture ตนถ่ัวล

สังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดไมประส
ลูกผสมขามชนิดคูนี้ที่ไดจากการเพาะเลี้ย

 

ก

ของ V. radiata x V. umbellata  ที่เ
g/l (ก) และอาหารสังเคราะหสูตร B

ชนิดของคูผสม V. mungo x V. um
งบนอาหารสังเคราะหสูตร MS bas
ือ 1  2 และ 3 mg/l พบวา ทุกสูตรอา
us เกิดขึ้นบริเวณเนื้อเยื่อสวนที่สัมผ
ที่ 19)  

 

 mungo x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบ
itamins ที่เติม BA ความเขมขน 1 m

ูกผสมขามชนิดของ V. mungo x V
บความสําเร็จ ดังนั้นจึงนําช้ินสวนท
งออวุลมาชักนําใหเกิดรากบนอาหา
ข
  

พาะเลี้ยงบนอาหาร 
5 (ข) 

bellata โดยเพาะเลี้ยง
al medium + B5 

หารสังเคราะหที่มี BA 
ัสกับอาหารสังเคราะห 

นอาหารสังเคราะห 
g/l 

. umbellata  บนอาหาร
ี่มีตายอดของตนถ่ัว 
รสังเคราะหสูตร  
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B5 + IBA 2 mg/l ทําการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 40 ช้ิน พบวา อาหารสูตรดังกลาวไมสามารถชักนําให 
ช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมนี้ใหเกิดรากไดเลย 
 

จากการศึกษาการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
คูผสมตาง ๆ ดวยการ sub culture นั้น พบวา คูผสม V. radiata x V. mungo และ V. mungo x  
V. umbellata ไมประสบความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนในสภาพปลอดเชื้อ (ตารางที่ 10) ดังนั้นจึงทํา
การยายตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดออกปลูกโดยตรง จากการยายปลูกพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง
สองคูผสมนี้ไมสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาในสภาพธรรมชาติและเกิดการตายในระหวางการ
ยายปลูกภายใน 1 สัปดาห 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                               

 

ตารางที ่10  การชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนของตนถั่วลูกผสมขามชนิด (จํานวน 40 ชิ้นจากตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอ 1 คูผสม) บนอาหาร 
                    สังเคราะหสูตร MS + vitamin B5 ที่มีความเขมขนของ BA 3 ระดับ คือ 0.1  0.2 และ 0.3 mg/l 
 
 อาหารสังเคราะหสูตร MS + vitaminที่เติม BA ความเขมขนตาง ๆ (mg/l) 

เนื้อเยื่อ 0.1  0.2  0.3 
 จํานวนชิ้นที่ 

เกิดยอด 
จํานวนชิ้นที่ 
เกิดแคลลัส 

จํานวนชิ้นที่ 
เกิดยอด 

จํานวนชิ้นที่ 
เกิดแคลลัส 

จํานวนชิ้นที่ 
เกิดยอด 

จํานวนชิ้นที่ 
เกิดแคลลัส  

V. radiata x V. mungo 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

V. radiata x V. umbellata 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

V. mungo x V. umbellata 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

 
0 
0 
 
- 
- 
 
0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 

 
0 
0 
 
- 
- 
 

0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 

 
0 
0 
 
- 
- 
 

0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 

 
หมายเหต ุ - ไมไดทําการทดลองเนื่องจากจํานวนตนที่ไดจากการชวยชีวิตมีไมเพียงพอ
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สําหรับตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata สามารถเพิ่มจํานวนได
ในสภาพปลอดเชื้อโดยการ sub culture บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 และไมทําใหเกิดแคลลัส 
บริเวณราก จึงทําการ sub culture ถ่ัวลูกผสมคูนี้บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 เพ่ือเพิ่มจํานวนตนใน
การยายปลูกตอไป จากการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด พบวา ทุกตนที่ทําการยายปลูกสามารถ
เจริญเติบโตและพัฒนาเปนตนสมบูรณไดในสภาพธรรมชาติ สามารถออกดอกและติดฝกออนได
แตฝกออนดังกลาวจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังดอกบาน และไมพบการติดฝกที่สามารถ
พัฒนาถึงระยะฝกแกไดเลย (ภาพที่ 20)   
           

 
 

ภาพที่ 20  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata  ที่ยายปลูกลงในกระถางและ 
                 เพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
 
5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

เนื่องจากการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดและการยายปลูกประสบความสําเร็จเฉพาะ
คูผสม V. radiata x V. umbellata  ดังนั้น จากการทดลองนี้เปนตนไปจึงทําการศึกษาไดเฉพาะตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata เทานั้น    
  
 ยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata  ลงในแปลงเมื่อตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดออกดอก สุมเก็บละอองเกสรที่เวลา 7:00  8:00  9:00  10:00  11:00 และ 12:00 น. 
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครส ความ 
เขมขน 15% (w/v) พบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เก็บจากเวลาตาง ๆ กันไม
สามารถเกิดการงอกในอาหารสังเคราะหเลย นอกจากนั้นยังพบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสม
ขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata มีขนาดและรูปทรงที่แตกตางกันดวย (ภาพที่ 21) 
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ภาพที่ 21  ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่เล้ียงบนอาหาร 
                 สังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 15%  
                 (w/v) 
 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 

 
6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 

ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 

จากการศึกษาการใชสารละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0.1 0.2 และ 0.3% (w/v) หยดลง
บนยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยวิธี
การ sub culture เปนเวลา 2 สัปดาห ในสภาพปลอดเชื้อเพื่อเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม โดยใชตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดจํานวน 20 ตน ตอ 1 ความเขมขนของสารละลายโคลชิซิน พบวา หลังการให 
สารละลายโคลชิซินเปนเวลา 1 สัปดาห ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการรวงของใบเกิดขึ้น โดยตนท่ี
ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.3% (w/v) เกิดการรวงของใบสูงที่สุด รองลงมาคือ 
0. 2 และ 0.1% (w/v) ตามลําดับ หลังจากนั้นอีก 2 สัปดาห ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการแตกยอด
ใหมจากยอดที่มีการใหสารละลายโคลชิซินทุกความเขมขน 
 

เมื่อนําใบที่แตกจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
ของจํานวนโครโมโซมดวยเครื่อง Flow Cytometer พบวา การหยดดวยสารละลายโคลชิซินที่มี
ความเขมขน 0.2% (w/v) ทําใหมีจํานวนตนที่มีจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้นจาก 2x เปน 4x อยู  
3 ตนจาก 20 ตน (15%) (ตารางที่ 11) โดยพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีจํานวนโครโมโซมเปน 
4x มีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเปน 2 เทาของตนลูกผสมขามชนิดที่มีโครโมโซมเปน 2x (control)  
(ภาพที่ 22) สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.1% (w/v) พบวา บางตัวอยางเกิดการ
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เปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซมโดยมีจํานวนเพิ่มขึ้นแตเพ่ิมไมถึง 3x ซ่ึงพบทั้งหมด 3 ตนจาก 20 
ตน (15%) สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.3% (w/v) พบวา ไมทําใหเกิดการเปลี่ยน
แปลงของจํานวนโครโมโซม 
 
ตารางที่ 11  การเปลี่ยนแปลงของจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด V. radiata 

    x V. umbellata  ที่หยดดวยสารละลายโคลชิซิน 
 

จํานวนชุดโครโมโซม ความเขมขนของสาร
ละลายโคลชิซิน (w/v) 

จํานวนตนท่ีใช
ทดลอง diploid incomplete 

tetraploid 
tetraploid 

 0 
 0.1 
 0.2 
 0.3 

20 
20 
20 
20 

20 
17 
17 
20 

0 
3 
0 
0 

0 
0 
3 
0 

 
 
 
 
 

 



 
 

56

ก 

 
ภาพที่ 22  ปริมาณดีเอ็นเอของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดจากตนที่ไมไดหยด
                 หยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.1% (w/v) (ข) แล
                 โคลชิซินความเขมขน 0.2% (w/v) (ค) 
 
 

 

ข 

 

 

ส
ะ

ค

 

ารละลายโคลชิซิน (ก)   
หยดดวยสารละลาย 
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6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 

การศึกษาผลของวิธีการใหสารละลายโคลชิซินเพื่อเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตน 
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata โดยการผสมสารละลายโคลชิซินลงในอาหาร
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture โดยตรง โดยใชความเขมขนของสารละลายโคลชิซิน 0.1 0.2 
และ 0.3% (w/v) เพื่อเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของลูกผสมขามชนิด พบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด
ของ V. radiata  x V. umbellata  ไมสามารถแตกยอดและรากเมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะหที่มี
สารโคลชิซินในทุกความเขมขนและเมื่อยายกลับมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมมี
สารละลายโคลชิซินพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการตายภายใน 2 สัปดาห  
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วิจารณ 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata) 
 

การผสมขามชนิดของ V. radiata กับ V. mungo  เม่ือใช V. radiata เปนตนแม พบวา มี
อัตราการผสมติดฝกถึง 43% ซ่ึง Chen et al. (1982) และ Rashid et al. (1987) รายงานวา ในการ
ผสมขามชนิดระหวางคูผสมคูนี้ไมมีอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ ทําใหละอองเกสรสามารถงอกผาน
ยอดเกสรเพศเมียและกานชูยอดเกสรเพศเมียเขาไปใหไขกับสเปรมนิวเคลียสผสมกันได รวมทั้งการ
ผสมระหวางสเปรมผสมกับโพลารนิวคลีไอ (polar nuclei) ที่สามารถเกิดขึ้นได จึงทําใหเปอรเซ็นต
การผสมติดฝกมีอัตราสูง แตเมื่อเก็บเมล็ดจากฝกถ่ัวที่ไดจากการผสมขามชนิดที่มีอายุ 16 วันหลัง
การผสมเกสร ซ่ึงเปนระยะท่ีเอ็มบริโอของถ่ัวเขียวมีการพัฒนาเต็มที่ (Rashid et al., 1987) พบวา 
เมล็ดที่ไดน้ันมีลักษณะลีบและยนโดยเมล็ดเริ่มมีการลีบและยนหลังจากวันที่ 12 หลังการผสมเกสร 
และเมื่อนําเมล็ดไปเพาะ เมล็ดเหลานั้นไมสามารถงอกได สาเหตุการลีบยนของเมล็ดนั้นอาจเกิดจาก
อุปสรรคหลังการปฏิสนธิ อาจเปนความผิดปกติของเอนโดสเปรม (Ahn and Hartmann, 1978; 
Chen et al.,1982; Rashid et al., 1987) และอาจเปนไปไดวาเอนโดสเปรมที่เกิดขึ้นอาจมีการพัฒนา
ที่เปนปกติจนกระทั่งวันที่ 13 หลังการผสมเกสร เนื่องจากกอนวันที่ 13 หลังการผสมเกสร ฝกและ
เมล็ดที่ไดจากการผสมขามชนิดมีการพัฒนาที่เปนปกติ แตหลังจากนั้น เอนโดสเปรมเริ่มเกิดการ
พัฒนาที่ผิดปกติและเกิดการการสลายตัวข้ึน ทําใหกระบวนการสะสมอาหารภายในเมล็ดที่สงไปยัง
ใบเลี้ยง หยุดชะงักลง เปนผลทําใหเมล็ดที่เก็บในวันที่ 16 หลังการผสม มีลักษณะลีบและยน เมื่อนํา
เมล็ดดังกลาวไปปลูกในแปลงทดลองจึงพบวา ไมเกิดการงอกของเมล็ดเนื่องจากเอ็มบริโอในเมล็ด
ไดเกิดการตายไปกอนแลวจากการที่เอ็มบริโอในเมล็ดไมมีสารอาหารไปเลี้ยง (Buitendijk  
et al.,1995) 
 

สวนการผสมแบบสลับของคูผสม V. mungo x V.radiata  พบวา มีการผสมติดเพียง 7.5% 
ซ่ึงสาเหตุที่มีการผสมติดนอยอาจเกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิทําใหโอกาสที่สเปรมนิวเคลียสจะ
ปฏิสนธิกับไขเกิดขึ้นไดนอยลง (Barone et al. 1992) ดังนั้นจะมีดอกบางดอกเทานั้นที่ทําการผสม
เกสรแลวเกิดการปฏิสนธิ โดยดอกที่ไมเกิดการปฏิสนธินั้นจะเกิดการรวงอยางรวดเร็ว สวนดอกท่ี
เกิดการปฏิสนธิจะเกิดการพัฒนาของฝกตอไป ซ่ึงในระยะหลังการผสมเกสรนี้อาจเกิดการรวงของ
ฝกออนขึ้น ซ่ึงอาจเกิดจากความไมเขากันระหวางเอ็มบริโอกับเอนโดสเปรม โดยเอนโดสเปรมที่
เกิดจากการผสมขามชนิดไมสามารถสงสารอาหารไปยังเอ็มบริโอได ทําใหเอ็มบริโอเกิดการตายไป
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ในที่สุด ทําใหเกิดการรวงของฝกออน (Hadley and Openshaw, 1980; Pickersgill, 1993) อยางไรก็
ตาม ผลของการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวทั้งสองชนิดน้ีอาจจะแตกตางกันได โดยข้ึนอยูกับสายพันธุ
ที่เลือกใชในการผสมขามดวย (Rashid et al., 1987) ดังนั้นการผสมขามชนิดของ V. mungo x  
V. radiata อาจจะประสบความสําเร็จถาหากเลือกใชสายพันธุอ่ืน ๆ ในพืชชนิดดังกลาวมาใชเปนพอ
และแมพันธุในการผสมขามชนิด 

 
การผสมขามชนิดระหวาง V. radiata กับ V. umbellata ประสบความสําเร็จเมื่อใช  

V. radiata เปนตนแมเทาน้ัน โดยพบวา มีการผสมติดฝก 26.2% ซ่ึงสาเหตุที่ทําใหมีอัตราการผสม
ติดฝกต่ําอาจเกิดจากอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ ซ่ึงการเกิดอุปสรรคการปฏิสนธินั้นทําใหโอกาสที่ 
สเปรมนิวเคลียสจะเขาไปผสมกับไขนั้นลดลง (Barone et al., 1992) รวมทั้งการผสมระหวางสเปรม
นิวเคลียสกับเอนโดสเปรมที่ลดลงดวย สวน Chen et al. (1982) และ Rashid et al. (1987) รายงาน
วา ในการผสมขามระหวางถั่วทั้งสองชนิดนี้จะเกิดอุปสรรคในระยะหลังการปฏิสนธิ และ Ahn and 
Hartmann. (1978) ไดรายงานวาถ่ัวท้ังสองชนิดนี้มีความแตกตางทางดานพันธุกรรมสูง ซ่ึงอาจทํา
ใหเกิดความผิดปกติในการพัฒนาของเอนโดเสปรมทําใหเกิดการรวงของฝกออนภายหลังการ
ปฏิสนธิที่สูง นอกจากนั้นการพัฒนาที่ผิดปกติของเอนโอเสปรมอาจเกิดจากยีนของฝายพอและฝาย
แมที่มาเขาคูกันและเกิดการแสดงออกในการยับยั้งการพัฒนาของเอนโดสเปรม หรืออาจเกิดจาก
การไมเขากันของจีโนม ในเอนโดสเปรม ทําใหเกิดการสลายตัวหรือการพัฒนาท่ีผิดปกติของ 
เอนโดสเปรม (Hadley and Openshaw, 1980) ซ่ึงการลมเหลวของการพัฒนาของเอนโดสเปรมสง
ผลใหเมล็ดลูกผสมมีลักษณะลีบและยน (Chen et  al., 1982; Rashid et  al., 1987) และเมื่อนําเมล็ดที่
ไดจากการผสมขามชนิดคูน้ีไปปลูกในแปลงทดลอง พบวา เมล็ดเหลานั้นไมสามารถงอกไดเลย อาจ
เปนเพราะเอ็มบริโอที่อยูภายในเมล็ดไดแทงตายไปกอนแลวเนื่องจากขาดอาหารสะสมภายในเมล็ด 
และสารตาง ๆ ที่จําเปนตอกระบวนการงอกของเมล็ด (Buitendijk et al.,1995) 

 
การผสมสลับของคูผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. radiata พบวา ไมสามารถผสมติด

ฝกไดเลย อาจเปนเพราะสาเหตุจากละอองเกสรไมสามารถงอกหลอดละอองเกสรบนยอดเกสรเพศ
เมียหรืออาจจะเกิดการงอกไดแตไมสามารถงอกและเจริญผานกานชูเกสรเพศเมียลงไปจนเกิดการ
ปฏิสนธิได (Shivanna, 2003) ทําใหดอกที่ไดรับการผสมเกสรเกิดการรวงอยางรวดเร็วภายหลังการ
ผสม 
 

การผสมขามชนิดระหวาง V. mungo กับ V. umbellata  ประสบความสําเร็จเมื่อใช  
V. mungo เปนตนแมเทานั้น โดยพบวา มีอัตราการผสมติด 19.04% สาเหตุที่คูผสมนี้มีอัตราการผสม
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ติดฝกต อาจมีสาเหตุมาจากมีเกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิเกิดขึ้น ดังเชนที่อาจพบในการผสมขาม
ชนิดระหวาง V. radiata กับ V. umbellata ทําใหมีอัตราการการผสมติดฝกที่ต่ํา เนื่องจากอุปสรรค
กอนการผสมนั้นสามารถทําใหอัตราการปฏิสนธิระหวางเสปรมนิวเคลียสกับไขในการผสมขาม
ชนิดลดลงได (Barone et al., 1992) ทําใหดอกบางสวนท่ีทําการผสมขามชนิดนั้นไมเกิดการ
ปฏิสนธิและเกิดการรวงภายหลังการผสมอยางรวดเร็ว และดอกบางสวนที่ไดรับการปฏิสนธิจะเกิด
การพัฒนาเปนฝกตอไป นอกจากนั้นการผสมขามชนิดในคูผสมนี้เกิดการรวงของฝกออนที่สูงมาก
ซ่ึงอาจเกิดจากพันธุกรรมของ V. mungo  และ V. umbellata  มีความแตกตางกันมากจึงสงผลใหการ
พัฒนาของเอนโดเสปรมผิดปกติและทําใหเกิดการรวงของฝกออนที่สูง สวนเมล็ดที่ไดจากการผสม
ขามชนิดคูนี้มีลักษณะลีบและยน เมื่อนําเมล็ดท่ีไดจากการผสมขามของคูผสมนี้ไปปลูก พบวา เมล็ด
ที่ไดนั้นไมสามารถงอกไดเลย ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากอุปสรรคของหลังการปฏิสนธิ โดยการผสม
ขามระหวางถ่ัว 2 ชนิดนี้อาจจะเกิดการขัดขวางการพัฒนาของเอนโดสเปรม (Ahn and Hartmann, 
1978; Chen et al.,1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงเอนโดสเปรมที่เกิดจากการผสมขามชนิดมักจะเกิด
การพัฒนาที่ผิดปกติและเกิดการสลายตัวในภายหลัง ทําใหเอ็มบริโอเกิดการแทงตายเนื่องจากขาด
แหลงอาหาร (Buitendijk et al.,1995)  
 

สําหรับการผสมสลับของคูผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. mungo  พบวา ไมสามารถ
ผสมติดฝกไดเลย ซ่ึง Chen et al. (1982) รายงานวา เมื่อใช V. umbellata เปนตนแมน้ัน ละอองเกสร
จาก V. mungo ไมสามารถงอกผานยอดเกสรเพศเมียเขาไปในกานชูเกสรเพศเมีย ทําใหเปนอุปสรรค
ในการผสมขามชนิดที่เกิดข้ึนกอนการปฏิสนธิ       
 

ในการแกปญหาอุปสรรคในการผสมขามชนิด ในกรณีที่เมล็ดที่ผสมติดไมสามารถงอก
และพัฒนาเปนตนไดนั้น อาจแกปญหาไดโดยการเปลี่ยนสายพันธุที่ใชในการผสมขามชนิด  
เนื่องจากพบวา การผสมขามชนิดโดยใชสายพันธุในการผสมที่ตางกันจะสงผลใหเกิดอัตราการผสม
ติดฝกที่แตกตางกัน (สุมนา, 2540; Ahn and Hartmann, 1978; Chen et al., 1982; Rashid et al., 
1987) สวนปญหาการรวงของฝกออนอาจชวยลดการหลุดรวงไดโดยการใชสารควบคุมการเจริญ
เติบโตพืช เชน GA (gibberellic acid) NAA (naphthaleneacetic acid) หรือ kinetin ฉีดพนบริเวณ 
ชอฝกหรือทาบริเวณข้ัวฝกท่ีทําการผสมขามโดยตรงซึ่งสารดังกลาวนี้ชวยในการติดฝกและชะลอ
การรวงของฝกได (Rattan, 1998) นอกจากนี้ในคูผสมที่เกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ เนื่องจาก
ละอองเกสรไมสามารถงอกแทงทะลุผานยอดเกสรเพศเมียเขาไปไดนั้น อาจแกไขไดโดยใชวิธีการ
ผสมโดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ (in vitro pollination) (Deverna et al., 1987) ซ่ึงอาจจะชวยใหเกิด
การปฏิสนธิและการพัฒนาของเอ็มบริโอตอไปได ดังน้ันเพื่อใหไดตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของการ
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ผสมขามชนิดของ V. radiata V. mungo และ V. umbellata จึงทําการทดลองเพื่อชวยชีวิตเอ็มบริโอ
เพื่อชักนําใหเกิดตนบนอาหารสังเคราะหตอไป 
 
2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
    (V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata) 
 

การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  โดยวิธีการ
เพาะเลี้ยงออวุล พบวา ออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดทุกอายุที่นํามาเพาะเลี้ยงสามารถเกิดการ
พัฒนาและงอกเปนตนบนอาหารสังเคราะหได (ภาพที่ 5) การที่เอ็มบริโอสามารถพัฒนาจนงอก
เปนตนได อาจเปนไดวาเอ็มบริโอที่อยูในออวุลที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นมีการพัฒนาและแบงเซลลจน
ถึงหรือผานระยะ heart shape แลว ซ่ึงการนําเอ็มบริโอออนที่มีการพัฒนาจนถึงหรือผานระยะ heart 
shape ไปแลวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพปลอดเชื้อ จะทําใหเอ็มบริโอนั้นสามารถ
แบงเซลลและพัฒนาตอไปจนสามารถงอกและเจริญเปนตนในอัตราท่ีสูงขึ้นเมื่อเทียบกับการนํา
เอ็มบริโอที่ยังพัฒนาไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยง ซ่ึงการนําเอ็มบริโอท่ียังออนอยูหรือ
พัฒนายังไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยงจะไมสามารถชักนําใหเกิดการพัฒนาเปนตนได 
(Pellegrineschi et al., 1997; Sharma et al., 1996)  

 
จากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่มีอายุตั้ง

แต 6 วันจนถึง 12 วันหลังการผสมเกสร มีแนวโนมวาออวุลที่มีอายุเพ่ิมขึ้นจะมีการพัฒนาเปนตน
บนอาหารสังเคราะหสูงขึ้นตามไปดวย ซ่ึงตรงกับรายงานของ Pellegrineschi et al. (1997) ซ่ึงทํา
การทดลองใน cowpea โดยนําเอ็มบริโอท่ียังพัฒนาไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหเปรียบเทียบกับเอ็มบริโอที่มีการพัฒนาอยูในระยะ heart shape พบวา เอ็มบริโอที่ยัง
พัฒนาไมถึงระยะ heart shape มีอัตราการพัฒนาเปนตนนอยมาก ขณะที่เอ็มบริโอท่ีมีการพัฒนาถึง
ระยะ heart shape แลวสามารถเกิดการพัฒนาและงอกเปนตนไดในอัตราที่สูงขึ้นอยางชัดเจน แตเมื่อ
ออวุลมีอายุเพ่ิมขึ้นเปน 14 วันหลังผสมเกสร พบวา การงอกเปนตนเกิดขึ้นนอยลงอาจเปนเพราะ
สาเหตุจากการการที่เอนโดสเปรมเกิดการสลายตัวหรือเกิดการแทงตายของเอ็มบริโอเกิดขึ้นหลัง
จากวันที่ 12 หลังการผสมเกสร (Hadley and Openshaw, 1980) ซ่ึงสงผลทําใหการงอกเปนตนมี
อัตราลดลง  
 

จากการศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสมของ V. radiata   x 
V. mungo พบวา อายุของเอ็มบริโอหลังการผสมเกสรเปนปจจัยสําคัญที่สําคัญที่มีผลตอการประสบ
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ความสําเร็จในการชวยชีวิตของเอ็มบริโอเปนอยางยิ่ง เชนเดียวกับที่ Fujime et al. (2000) รายงานใน
การผสมขามในพืชตระกูลกะหล่ํา โดยอายุที่ทําใหออวุลเกิดการพัฒนาเปนตนไดสูงสุดคือ 12 วัน
หลังการผสมเกสร แตหลังจากนั้นการงอกเปนตนจะลดลง ดังนั้นการเก็บฝกถ่ัวที่เกิดจากการผสม
ขามชนิดของคูผสมนี้เพื่อนําไปทําการชวยชีวิตเอ็มบริโอจึงควรปลอยใหฝกมีการพัฒนาบนตนแม
จนถึงวันที่ 12 หลังจากการผสมเกสร แลวจึงเก็บเพื่อนําออวุลที่ไดจากการผสมขามมาเพาะเลี้ยงใน
สภาพปลอดเช้ือ ซ่ึงออวุลที่อยูในระยะนี้นาจะมีเอ็มบริโอที่พัฒนาเกินระยะ heart shape และ  
เอนโดสเปรมอาจจะยังไมเกิดการสลายตัว จึงนาจะเปนชวงอายุของออวุลที่มีประสิทธิภาพที่สุดใน
การชวยชีวิตเอ็มบริโอของคูผสมนี้ สวนฝกที่มีการหลุดรวงในชวง 8 และ 10 วันหลังการผสมเกสร 
สามารถนําออวุลมาเพาะเลี้ยงเพื่อชวยชีวิตเอ็มบริโอดวย เนื่องจากเอ็มบริโอท่ีมีอายุดังกลาว 
สามารถพัฒนาเปนตนไดบางสวนโดยการงอกยังคงอยูในระดับสูงเกิน 50%  

 
การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata พบวา  

ออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดสามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดเฉพาะออวุลที่มีอายุ 12 วันหลัง
การผสม ซ่ึงอาจเปนไปไดวาอายุของออวุลที่ 12 วันหลังการผสมเกสรที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นเปน
ระยะท่ีเอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปนตนไดแตพบวา เกิดการงอกเปนตนไดเพียง 5% สาเหตุที่ออวุลมี
การงอกไดนอยอาจเนื่องมาจากหลายสาเหตุ เชน เกิดจากอุปสรรคจากตัวลูกผสมเอง ซ่ึงอาจเกิดจาก
ความไมเขากันระหวางเอ็มบริโอกับเอนโดสเปรมที่อยูในออวุล หรือเอนโดสเปรมเกิดการพัฒนาที่
ผิดปกติและสลายตัวไป เนื่องจากพอและแมที่ใชในการผสมเกสรมีความแตกตางของพื้นฐานทาง
พันธุกรรมสูง (Ahn and Hartmann, 1978) หรืออาจเปนเพราะองคประกอบของอาหารสังเคราะห
และความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใชในการเพาะเลี้ยงยังไมเหมาะสมตอคูผสม
นี้ ซ่ึงความเขมขนที่เหมาะสมของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใสลงในอาหารสังเคราะหที่ใช
ในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอจะสงผลตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (Fujime et al., 2000; 
Sharma et al., 1996; Sudripta et al., 1999) ดังนั้นในการศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอของลูกผสม
ขามชนิดจากคูผสมนี้ จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในการคัดเลือกสายพันธุของพอและแมที่นํามาใช
ในการผสมเกสรที่เหมาะสม สูตรอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง ชนิดและความเขมขนของ
สารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใชในการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอไป 

 
การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata พบวา  

ออวุลที่มีอายุ 6 และ 8 วันหลังการผสมเกสร ไมสามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดเลย ซ่ึงอาจเกิดมา
จากเอ็มบริโอที่อยูภายในออวุลนั้นยังมีการพัฒนาไมถึงระยะ heart shape จึงยังมีการพัฒนาที่นอย
เกินไปที่จะชวยใหสามารถงอกเปนตนได (Pellegrineschi et al., 1997) เนื่องจากออวุลที่มีอายุ 10 12 
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และ 14 วันหลังผสมเกสร สามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดแสดงวา ออวุลที่มีอายุ 10-14 วันหลัง
การผสมเกสรนั้น เอ็มบริโออาจจะอยูในระยะที่สามารถหรือพรอมที่จะงอกเปนตนไดและมีแนว
โนมวา อายุของเอ็มบริโอที่มากขึ้นนั้นสงผลใหการงอกเปนตนสูงขึ้นตามลําดับ (Pellegrineschi  
et al., 1997; Pierk, 1987; Sharma et al., 1996) จากการทดลองพบวา การงอกเปนตนสูงสุดของ 
คูผสมนี้เทากับ 48.7% เมื่อออวุลมีอายุได 14 วันหลังการผสม ซ่ึง Rashid et al. (1987) รายงานวา 
อายุที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของคูผสมนี้อยูในชวง 15-19 วันหลังการผสมเกสร ซ่ึงผู
ทดลองไมไดทําการทดลองในชวงอายุที่เกิน 14 วันหลังการผสมเกสร เนื่องจากวาคูผสมนี้มีอัตรา
การรวงของฝกออนสูงมาก อาจเปนผลมาจากการใชสายพันธุพอและแมในการผสมที่มีความ 
แตกตางกันทางพันธุกรรมสูงจึงสงผลทําใหเกิดการรวงของฝกออนหลังการผสมในอัตราที่สูง 
(Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) 
 

จากผลการทดลองการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata ซ่ึงเปนคูผสมที่พอและแมมีความแตกตางระหวางพันธุกรรมสูง จึงพบลักษณะอาการ
ใบเหลืองซีดเกิดขึ้นกับทุกตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอ สาเหตุที่ใบเกิดอาการเหลืองซีดนั้น 
อาจเกิดจากคลอโรพลาสตในใบของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ ็มบริโอมีการพัฒนาที่ผิดปกติ หรือ
อาจเปนเพราะวา ไทลาคอยดที่อยูในคลอโรพลาสตมีการวางตัวแบบไมเปนระเบียบ (Badami et al., 
1997) ซ่ึงปญหานี้อาจแกไขไดโดยทําการเพาะเลี้ยงช้ินสวนพืชที่มีอาการเหลืองซีดในสภาพที่มีแสง
เต็มที่ควบคูกับอาหารสังเคราะหที่มีการเติมไซโตไคนิน โดยวิธีดังกลาวจะทําใหอิธิโอพลาสต 
(ethioplast) สามารถเปลี่ยนเปนคลอโรพลาสตได ซ่ึงจะสงผลทําใหใบสามารถเปลี่ยนกลับมาเปน 
สีเขียวได (Badami et al., 1997) ซ่ึงจากการทดลองนําตนลูกผสมขามชนิดไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่
ไดรับแสงเต็มที่พบวา ใบท่ีเหลืองซีดของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอสามารถเปลี่ยนกลับเปน 
สีเขียวได สวนตนที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  และ V. mungo  x  
V. umbellata  พบวา ไมเกิดอาการเหลืองซีดของใบแตอยางใด ซ่ึงอาจเปนเพราะคูผสมดังกลาวมี 
พันธุกรรมที่ใกลเคียงกัน 

  
3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  

V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  
 

3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 
เปนตนพอและตนแม 
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จากการคัดเลือกไพรเมอรจํานวน 40 ไพรเมอร พบ ไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตาง
ระหวางถ่ัว V. radiata  V. mungo   และ V. umbellata ไดจํานวน 9 ไพรเมอร คือไพรเมอร A02  A03  
A04  A07  A10  A13  A15  A18 และ Ax17 แตเมื่อทําการทดลองซ้ําพบเพียงไพรเมอร A02  A03  
A07  A13 และ Ax17 ที่ยังแสดงแถบดีเอ็นเอที่เหมือนเดิม สวนไพรเมอรอ่ืนนั้นใหแถบดีเอ็นเอ 
บางสวนแตกตางไปจากเดิมและโดยสวนใหญเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ โดยปกติแลวการ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยไพรเมอร RAPD มักจะเกิดลักษณะแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ ข้ึนมา 
เนื่องจากเปนไพรเมอรที่มีขนาดสั้นเพียง 10 เบส ดังนั้นการจับกับสายดีเอ็นเอแบบไมเฉพาะเจาะจง 
(non-specific) จึงสามารถเกิดขึ้นได (Arnold et al., 1991) ซ่ึงแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ นั้นมัก
จะไมสามารถทําซํ้าได จึงไมเหมาะสมที่จะนํามาแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตหรือใชในการ
แยกพอและแมพันธุ โดยในการคัดเลือกไพรเมอรเพื่อใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมในแต
ละคูผสมนั้นจะตองเลือกใชไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางพอและแมไดอยางชัดเจน
ที่สุด จากการวิเคราะหไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางถ่ัวที่ใชเปนพอและแมในการ
ผสมขามไดไพรเมอรที่นํามาใชในการตรวจสอบดังนี้  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. radiata x V. mungo สามารถใชไพรเมอร A02 และ Ax17 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตาง 7 และ 5 แถบดีเอ็นเอ ตามลําดับ มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิด
ของคูผสมนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรนี้แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถ่ัวทั้งสอง
ชนิดไดอยางชัดเจน สวนไพรเมอร A03 ที่สามารถแสดงความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดนี้ได 
7 แถบดีเอ็นเอเชนกันนั้น ไมสามารถนําไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมไดเนื่องจาก 
ไพรเมอร A03 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันระหวาง V. radiata กับ V. mungo ที่มีขนาด
ใกลเคียงกัน ทําใหการแยกความแตกตางทําไดยากหรือมีโอกาสผิดพลาดไดสูง (ภาพผนวกที่ 1) จึง
ไมนําไพรเมอร A03 ไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมในคูผสมนี้ 

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata สามารถใชไพรเมอร A13 และ Ax17 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอ
ที่มีความแตกตาง 5 แถบดีเอ็นเอทั้งสองไพรเมอรมาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของคู
ผสมนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดน้ี
ไดอยางชัดเจน สวนไพรเมอร A03 และ A07 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกัน 5 และ 4 
แถบดีเอ็นเอตามลําดับ แตไมสามารถนําไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดนี้ไปใชในการตรวจสอบความเปน 
ลูกผสมของคูผสมนี้ เนื่องจากไพรเมอร A03 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata 
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กับ V. umbellata ที่มีขนาดใกลเคียงกัน ทําใหยากตอการแยกความแตกตางและมีโอกาสผิดพลาดสูง 
(ภาพผนวกที่ 1) สวนไพรเมอร A07 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata  กับ  
V. umbellata เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. umbellata เปนสวนใหญ (ภาพผนวกที่ 2) ซ่ึงอาจทํา
ใหเกิดความผิดพลาดไดงายในการนําไปแยกความแตกตางระหวางตนที่เกิดจากการผสมตัวเองกับ
ตนที่เกิดจากการผสมขามชนิด (Prabakaran and Sujatha, 2004) ดังนั้นจึงไมเลือกใชไพรเมอร 
A03 และ A07 มาใชในการตรวจสอบลูกผสมคูนี้ 

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata สามารถใชไพรเมอร A03 และ A07 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอท่ี
มีความแตกตาง 5 และ 6 แถบดีเอ็นเอ ตามลําดับ มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของคูผสม
คูนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดได
อยางชัดเจน สวนไพรเมอร A02  A13 และ Ax17 ที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 5  7 และ 6 
แถบดีเอ็นเอตามลําดับ แตไมสามารถนําไพรเมอรเหลานี้มาใชในการตรวจสอบลูกผสมของคูนี้ได 
เนื่องจากไพรเมอร A02 และ A13 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. mungo กับ  
V. umbellata ที่มีขนาดที่ใกลเคียงกันทําใหยากในการแยกความแตกตาง (ภาพผนวกที่ 1 และ 2) 
สวนไพรเมอร Ax17 แสดงแถบดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกตางระหวาง V. mungo กับ  
V. umbellata ไดอยางชัดเจน แตเมื่อนําไพรเมอรนี้ไปตรวจสอบความเปนลูกผสม พบวา แถบ 
ดีเอ็นเอที่ปรากฏในลูกผสมเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ ซ่ึงไมเหมาะสําหรับใชในการตรวจ
สอบความเปนลูกผสม (Crockett et al., 2002) 

 
3.2 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 

 
จากการสอบความเปนลูกผสมของตนถ่ัวท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการ 

เพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. mungo V. radiata x  
V. umbellata และ V. mungo x V. umbellata พบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยางมีบางสวนท่ี
เหมือนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในฝายพอและบางสวนเหมือนกับที่ปรากฏในฝายแม ซ่ึงแสดงใหเห็น
วาจีโนมของตนถ่ัวตัวอยางท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้นไดรับโครโมโซมบางสวนมาจากฝาย
พอและไดรับบางสวนมาจากฝายแมมารวมกัน (Prabakaran and Sujatha, 2004) โดยแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏในผลการทดลองนั้นพบวา มีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันอยูหลายแถบดีเอ็นเอ ซ่ึง

 



 
 

66

สามารถเลือกแถบดีเอ็นเอเหลานั้นมาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดได และแถบ 
ดีเอ็นที่นํามาตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดในการทดลองที่ 3.2 คือ แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดอยู
ในชวง 500 -1500 bp หรือช้ินสวนที่มีขนาดใกลเคียงกันกับในชวงนี้เปนตัวตัดสินความเปนลูกผสม
ขามชนิด เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกวาหรือนอยกวานี้มักจะเกิดการทําซํ้าไมได ทั้งนี้รวม
ถึงแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ (minor band) ดวย (Crockett et al., 2002)  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดในการทดลองนี้พิจารณาจากแถบดีเอ็นเอท่ี

ปรากฏในตนตัวอยางที่ทดสอบ ซ่ึงตนที่เปนลูกผสมขามชนิดจะตองมีแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มี
ขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในแถบดีเอ็นเอของตนพอและมีแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มีขนาด
ตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนแม (Huang and Sheu, 2000) ซ่ึงการใชลักษณะการปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอจากพอและแมที่ปรากฏรวมกันในลูกเปนเกณทในการคัดเลือกตนที่เปนลูกผสมขามชนิดจัด
วาเปนวิธีในการตรวจสอบความเปนลูกผสมที่มีประสิทธิภาพ (Arnold et al., 1991; Huang and 
Sheu, 2000) และถาตนตัวอยางที่ทดสอบตนใดปรากฏเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกับแถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฏในตนแม แสดงวาตนนั้นเกิดจากการผสมตัวเอง (Arnold et al., 1991) ซ่ึงจากผลการทดลอง
ที่ 3.2 พบวา การตรวจสอบความเปนลูกผสมกับตนถ่ัวทุกตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิด
จากการผสมขามชนิดดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลเปนตนถ่ัวลูกผสมที่เกิดจากการขามชนิดจริงทุกตน 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 

จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนท่ีมีตาจากสวนที่มีตายอด (apical shoot) และตาขาง (axillary 
bud) ของตนลูกผสมขามชนิด ทั้งในลูกผสมระหวาง V. radiata กับ V. mungo และในคูผสม
ระหวาง V. mungo กับ V. umbellata บนอาหารสังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดและชักนําใหเกิด
ราก พบวา อาหารสังเคราะหสูตร MS basal + vitamin B5 + BA ที่ความเขมขน 1  2 และ 3 mg/l  
ไมสามารถชักนําใหช้ินสวนที่นํามาเพาะเลี้ยงเกิดยอดใหมเกิดขึ้นเลยและอาหารสังเคราะหสูตร B5+ 
IBA 2 mg/l ไมสามารถชักนําใหช้ินสวนที่นํามาเพาะเลี้ยงเกิดรากไดเลยเชนเดียวกัน สาเหตุที่ไม
สามารถชักนําใหเกิดยอดและราก (adventitious shoot and root) กับชิ้นสวนของตนลูกผสมขาม
ชนิดที่นํามาเพาะเลี้ยงอาจเปนผลเนื่องมาจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชในอาหาร
สังเคราะหที่อาจยังไมเหมาะสม ซ่ึง Anju and Jaiwal (1994) ไดรายงานวา การชักนําใหเกิดยอดจาก
ช้ินสวนที่มีตาขางของตนถ่ัวเขียวในสภาพปลอดเชื้อจะประสบผลสําเร็จนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลาย
ประการ ไดแก ชนิดหรือสูตรอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง ชนิดและปริมาณสารควบคุม
การเจริญเติบโตพืชที่ใช อายุของชิ้นสวนท่ีนํามาเพาะเลี้ยง และชนิดของเนื้อเยื่อท่ีนํามาเพาะเลี้ยง ใน
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การทดลองนี้คาดวาสาเหตุท่ีทําใหไมสามารถเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดไดในสภาพปลอด
เชื้อ อาจเกิดจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ยังไมเหมาะสม เนื่องจากอาหารสังเคราะห
สูตร MS salts + B5 vitamins นั้นมีรายงานวา สามารถใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของถ่ัวสกุล Vigna 
ได (Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Renato and Kazumi, 1999) และอายุของ
เนื้อเยื่อถ่ัวสกุล Vigna ที่สามารถนํามาเพาะเลี้ยงนั้นอยางนอยควรมีอายุเกิน 4 วันหลังจากงอก 
(Renato and Kazumi, 1999) ซ่ึงการทดลองครั้งนี้ใชเนื้อเย่ือของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีอายุ 2 
สัปดาห และใชสวนเนื้อเยื่อที่มีตายอดกับตาขางมาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อซ่ึงนาจะเกิดการ
พัฒนาเปนยอดและรากใหมขึ้นได (Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Goel et al., 
1983; Kartha et al., 1981; Renato and Kazumi, 1999) แตในสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต
พืชนั้น พบวา ความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ระดับหนึ่งจะสงผลอยางมากตอ
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาที่แตกตางกันกับเนื้อเยื่อพืชที่มีพันธุกรรม (genotype) ที่ตางกัน (Anju 
and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Renato and Kazumi, 1999) ดังนั้นตนถ่ัวท่ีไดจากการ
ผสมขามชนิดในแตละคูผสมนั้น อาจตองการสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่มีชนิดและปริมาณที่
แตกตางกันเพ่ือกระตุนใหเกิดการเจริญของยอดหรือราก ดังนั้นจึงจําเปนที่ตองทําการศึกษาตอไป
เพื่อหาคําตอบวาสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่เหมาะสมควรเปนสารชนิดใดและใชในปริมาณ
เทาใด และสาเหตุที่ทําใหเกิดแคลลัสบริเวณสวนของเนื้อเยื่อที่สัมผัสกับอาหารนั้น อาจเกิดจาก
ความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชประเภทไซโตไคนินที่ใชนั้นมีความเขมขนสูงเกิน
ไป โดยปกติแลวไซโตไคนินจะชวยชักนําใหเกิดยอดใหม แตถาปริมาณความเขมขนของ 
ไซโตไคนินท่ีใชมีปริมาณท่ีสูงเกินไปจะทําใหช้ินสวนท่ีทําการเพาะเลี้ยงนั้นเกิดแคลลัสได (Sagare 
et. al., 2000) 

 
การยายปลูกลงในสภาพธรรมชาติของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิต

เอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุลของ V. radiata x V. mungo  V. mungo  x V. umbellata  และ  
V. radiata  x V. umbellata  พบวา ตนท่ีไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo และ  
V. mungo x V. umbellata ไมประสบความสําเร็จในการยายปลูก เนื่องจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง
สองคูผสมนี้ไมสามารถเพิ่มจํานวนไดบนอาหารสังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดตนและเกิดราก ดังนั้น
จึงตองนําตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง 2 คูผสมนี้ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลโดยตรงมาทําการยาย
ปลูก ซ่ึงตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลนั้นมีการพัฒนาของระบบรากที่ไมสมบูรณและมี
แคลลัสเกิดขึ้นบริเวณราก อาจเปนเพราะอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงออวุลมี IAA และ 
kinetin เปนองคประกอบ ซ่ึงอาจมีความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชทั้งสองตัวนี้ท่ี
เหมาะสมทําใหเกิดการงอกของออวุลไดดี แตอาจไมเหมาะสมตอการพัฒนาของราก จึงสงผลทําให
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ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้งสองคูผสมนี้เกิดการพัฒนาของระบบรากไดนอยและยังพบแคลลัสเกิด
ขึ้นบริเวณรากตนถ่ัวลูกผสมดวย โดยปกติแลวการแบงเซลลของพืชจะเกี่ยวของกับสมดุลของ
ฮอรโมนระหวางออกซินกับไซโตไคนิน ซ่ึงการเติมออกซินลงในอาหารสังเคราะหที่ใชในการ 
เพาะเลี้ยงเนื่อเยื่อของตนถ่ัวลูกผสมในปริมาณที่สูงเกินไปอาจทําใหความสมดุลระหวางออกซินกับ 
ไซโตไคนินในชิ้นสวนของถั่วลูกผสมที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นเปลี่ยนไป เมื่อเนื้อเยื่อตนถ่ัวลูกผสมขาม
ชนิดที่ทําการเพาะเลี้ยงนั้นมีอัตราสวนของออกซินในปริมาณที่สูงและมีไซโตไคนินที่ต่ํากวาอาจจะ
สงผลใหเนื้อเยื่อของตนถ่ัวลูกผสมที่ทําการเพาะเลี้ยงน้ันเกิดการแบงเซลลเพื่อสรางแคลลัส (Zin  
et al., 1997) ดังนั้นเมื่อทําการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้งสองคูผสมนี้ลงในวัสดุปลูก ราก
ของตนถ่ัวลูกผสมอาจจะไมสามารถดูดธาตุอาหารและน้ําไดอยางเต็มท่ี จึงสงผลใหตนถ่ัวลูกผสม
ขามชนิดนั้นตายในระหวางการยายปลูก 
 

อยางไรก็ตามการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
สามารถประสบความสําเร็จไดเปนอยางดี โดยสามารถยายปลูกและรอดชีวิตไดหมดทุกตน  
เนื่องจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้สามารถเพิ่มจํานวนตนไดบนอาหารสังเคราะหที่ใชในการ 
เพาะเลี้ยงสูตร B5 + IBA 2 mg/l  และ B5 โดยอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่มีการเติม IBA 2 mg/l นั้น
สามารถกระตุนใหช้ินสวนยอดของคูผสมนี้เกิดรากไดเร็วกวาอาหารสังเคราะหสูตร B5 แตรากที่
เกิดน้ันมีแคลลัสเกิดขึ้นดวย ซ่ึงแคลลัสที่เกิดขึ้นอาจมีผลในการขัดขวางการดูดซึมอาหารและน ของ
รากหลังการยายปลูก ขณะท่ีอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ใชในการเพาะเลี้ยงจะทําใหช้ินสวนเกิดราก
ไดชากวาอาหารสังเคราะหที่เติม IBA 2 mg/l แตปรากฏวารากที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 มีลักษณะเรียว เล็ก และไมเกิดแคลลัส ดังนั้นอาหารสูตร B5 จึงเหมาะสม
สําหรับใชในการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตนลูกผสมเพื่อกระตุนใหเกิดรากกอนการยายปลูกไดดีกวา
อาหารสูตร B5 + IBA 2 mg/l นอกจากนั้นอาจตองศึกษาหาความเขมขนของ IBA ที่เหมาะสมที่สุด
สําหรับการชักนําใหเกิดรากในตนถ่ัวลูกผสมตอไป  
 

หลังการยายปลูก พบวา ตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata สามารถออกดอกไดตามปกติและดอกที่ไดสามารถเกิดการผสมตัวเองและติดฝกออน 
แตฝกออนดังกลาวจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร ซ่ึงตรงกับรายงานของ Ahn and 
Hartmann (1978) และ Rashid et al. (1987) ที่รายงานวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata สามารถติดฝกได แตฝกท่ีไดนั้นจะเกิดการรวงภายใน 1–2 วันหลังการผสมเกสร และ
ไมพบฝกที่สามารถพัฒนาจนถึงระยะฝกแกเลย  
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5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

กอนทําการทดลองศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
V. radiata  x V. umbellata ไดทําการเพาะเลี้ยงละอองเกสรของถั่ว V. radiata  กับ V. umbellata  ที่
ใชเปนพอแมในการผสมเกสรบนอาหารเพาะเลี้ยงละอองเกสรสูตร Brewbaker and Kwack (1963) 
เพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมตอการงอกของละอองเกสรเพื่อนําขอมูลที่ไดไป
ใชในการตรวจสอบความมีชีวิตของละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด โดยการทดสอบความ
งอกของละอองเกสรของตนพอและตนแม พบวา เฉพาะอาหารสังเคราะหที่มีน้ําตาลซูโครสความ
เขมขน 15% (w/v) ทําใหละอองเกสรของ V. radiata และ V. umbellata  งอกไดดี อาจเปนเพราะ 
น้ําตาลซูโครสที่ความเขมขน 15% (w/v) เปนความเขมขนที่ทําใหพลังงานกํากับตัวละลาย (osmotic 
potential) ในอาหารสังเคราะหมีคาที่พอเหมาะที่สงเสริมใหน้ําและองคประกอบตาง ๆ ที่อยูใน
อาหารสังเคราะหเกิดการเคล่ือนที่เขาสูภายในละอองเกสรในระดับท่ีพอเหมาะแกความตองการใน
การงอกของหลอดละอองเกสร ซ่ึง Shivanna (2003) ไดรายงานวา อัตราการดูดน้ําเขาสูละอองเกสร
ที่เหมาะสมเปนปจจัยแรกท่ีกระตุนใหเกิดการงอกของละอองเกสร นอกจากนี้น้ําตาล ซูโครสยังเปน
แหลงของคารบอนที่เปนสารตั้งตน (substrate) สําหรับกระบวนการเมทาบอลิซึมตาง ๆ ของละออง
เกสรดวย และยังพบวา น ำตาลซูโครสความเขมขน 15% (w/v) ไมทําใหเกิดความเสียหายตอละออง
เกสร โดยความเขมขนของน้ําตาลที่ต่ําเกินไปในอาหารสังเคราะหจะสงผลทําใหเกิดการแตกของ
ละอองเกสรเกิดขึ้นเนื่องจากน้ําจากอาหารสังเคราะหเคล่ือนที่เขาสูภายในเซลลของละอองเกสรมาก
เกินไปตามคาพลังงานศักยของน้ํา หากความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมีความเขมขนมากเกินไปจะ
สงผลทําใหละอองเกสรเกิดอาการเหี่ยวฟบ เนื่องจากน้ําภายในละอองเกสรเคลื่อนที่ออกสูอาหาร
สังเคราะหตามคาพลังงานศักยของน้ําภายในเซลลละอองเกสรที่มีคาสูงกวาภายในอาหารสังเคราะห 
(Jayaprakash and Sarla, 2001; Shivanna, 2003)  ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 
15% (w/v) ไปใชในอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ในการตรวจสอบความมี
ชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิดตอไป 
 

จากการทดลองการเพาะเลี้ยงละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x 
V. umbellata  บนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความ 
เขมขน 15% (w/v) พบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เก็บจากเวลาตาง ๆ กันไม
สามารถเกิดการงอกไดเลย และยังพบวา ละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata มีลักษณะที่ผิดปกติคือ มีขนาดไมสม่ําเสมอกัน บางเซลลมีขนาดใหญ บางเซลลมี
ขนาดเล็ก ซ่ึงอาจเกิดจากในชวงการแบงเซลลเพื่อสรางเซลลสืบพันธุในระยะ zygotene ของ 
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prophase I  ของการแบงเซลลแบบไมโอซีสซ่ึงในตนพืชปกติทั่วไปเปนระยะที่ตองมีการเขาคูของ 
homologous chromosome (Geoffrey, 2000) แตในตนลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata มีชุดของโครโมโซมจาก V. radiata คร่ึงหน่ึง และของ V. umbellata อีกครึ่งหนึ่ง ทํา
ใหโครโมโซมในตนลูกผสมขามชนิดสวนใหญนั้นไมสามารถเกิดการเขาคูกันไดตามปกติ (Edgawa  
et al., 1987) ดังนั้นเมื่อเซลลละอองเกสรเขาสูระยะ anaphase I ของการแบงเซลล ซ่ึงโครโมโซมจะ
มีการเคลื่อนที่เขาสูขั้วของเซลลแบบสุม จึงทําใหบางเซลลมีจํานวนโครโมโซมมากกวาปกติและ
บางเซลลมีโครโมโซมนอยกวาปกติ สงผลใหละอองเกสรที่ไดจากการแบงเซลลนั้นมีจํานวน
โครโมโซมไมเทากัน ซ่ึงอาจจะสงผลตอเน่ืองทําใหโปรตีนและสารประกอบตาง ๆ ที่ถูกสังเคราะห
ขึ้นมาภายในเซลลมีปริมาณที่แตกตางกันดวย ทําใหละอองเกสรที่ไดนั้นมีลักษณะไมสม่ําเสมอและ
ไมสามารถทําหนาที่ตามปกติได (Ahn and Hartmann, 1978) จึงไมเกิดการงอกของละอองเกสร ซ่ึง
หมายความวาละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้ไมมีชีวิตและไมสามารถทําหนาที่ในการ
ผสมเกสรไดตามปกติ 
 

จากการทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสร พบวา ละอองเกสรของลูกผสมขามชนิดคูน้ี
ไมสามารถงอกหลอดละอองเกสรได ดังน้ันฝกออนที่ติดในระยะแรกที่ปรากฏนั้นอาจเปนฝกที่ไม
ไดเกิดจากการผสมเกสร เพื่อยืนยันความคิดนี้ ผูทดลองจึงไดทําการเปรียบเทียบการติดฝกออน
ระหวางดอกท่ีมีการตอนเกสรเพศผูกับดอกที่ไมมีการตอนเกสรเพศผูบนตนลูกผสมตนเดียวกัน  
พบวา ดอกที่มีการตอนเกสรเพศผูสามารถติดฝกออนไดเชนเดียวกับดอกที่ไมมีการตอนเกสรเพศผู 
และมีการรวงของฝกออนภายใน 1-2 วันเหมือนกัน จึงสามารถบอกไดวาฝกออนที่ติดบนตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดคูนี้เปนฝกที่ไมไดเกิดจากการผสมเกสร แตอาจเปนฝกออนที่เกิดการพัฒนาของ 
รังไขในขณะที่รอการเกิดกระบวนการปฏิสนธิภายในรังไข  
 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

จากการทดลองการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดดวยวิธีการ sub culture พบวา ตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เทานั้นที่สามารถเพิ่มจํานวนไดในสภาพปลอดเชื้อ 
ดังนั้นในการทดสอบการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมจึงสามารถทําการทดลองไดเฉพาะตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata   
 

6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
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 การศึกษาผลของการหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขนตาง ๆ กันบนยอดของตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata โดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ พบวา ทุกความเขมขน
ของสารละลายโคลชิซินมีผลทําใหใบเกิดอาการเหลืองซีดและเกิดการรวงในระยะตอมา ซ่ึงสาเหตุ
ของอาการเหลืองซีดและการหลุดรวงของใบอาจเกิดจากความเปนพิษของสารละลายโคลชิซินที่มี
ผลตอเนื้อเยื่อพืช โดยสารละลายโคลชิซินที่พืชดูดเขาไปมากเกินไปจะไปยับยั้งการแบงเซลล ถา
เซลลใดถูกขัดขวางการแบงเซลลอยางตอเนื่องจนทําใหเซลลนั้นไมสามารถทนตอความเสียหายท่ี
เกิดขึ้นไดเซลลนั้นจะเกิดการตาย (Ghaemi et al., 1994)  
 
 อยางไรก็ตามหลังการเพาะเลี้ยงตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่หยดสารละลายโคลชิซินแลว
รอดชีวิตจนกระทั่งมีอายุเปนเวลา 3 สัปดาห จะเกิดการแตกยอดและใบใหมออกมาจากยอดที่เคย
หยดดวยสารละลายโคลชิซิน เมื่อนําใบที่แตกจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินทั้ง 3  
ความเขมขนไปวัดการเปล่ียนชุดโครโมโซมดวยเครื่อง Flow Cytometer พบวา เฉพาะสารละลาย
โคลชิซินที่มีความเขมขน 0.2% (w/v) เทานั้นที่สามารถทําใหจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูก
ผสมขามชนิดเพิ่มขึ้น 2 เทา ซ่ึงตางจากที่ ปาริชาติ (2540) รายงานวา ความเขมขนของสารละลาย
โคลชิซินที่ 0.3% (w/v) สามารถเพิ่มจํานวนโครโมโซมในถั่วเขียวผิวมันไดเปน 2 เทา โดยทําการ
ทดลองในสภาพแปลงทดลอง ซ่ึงอาจเปนไปไดวา เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพ
ปลอดเชื้อมีผนังเซลลที่บางกวาเนื้อเยื่อปกติที่มีการเจริญในสภาพธรรมชาติ หรือ อาจเปนไปไดวา 
จีโนมของถั่วเขียวผิวมันกับถ่ัวลูกผสมขามชนิดมีความแตกตางกันจึงสงผลใหความเขมขนของสาร
ละลายโคลชิซินที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนโครโมโซมนั้นตางกัน (Redha et al., 1998) ดังนั้น
ความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนโครโมโซมในพืชชนิดหนึ่งหรือ
เนื้อเยื่อหนึ่งอาจแตกตางกันได สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.1% (w/v) พบวา 
สามารถทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนของจํานวนโครโมโซมไดแตเพิ่มขึ้นไมถึง 2 เทา ซ่ึงอาจเปนเพราะเกิด
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมไดเพียงบางสวนเทานั้น เนื่องจากการทํางานของสารละลายโคลชิซินจะ
ไปจับกับทูบูลินที่เปนหนวยยอย ๆ ในการรวมกันเปนเสนใยสปนเดิล โดยในการจับนั้นโคลชิซิน  
1 หนวย จะจับกับทูบูลิน 1 หนวย (Geoffrey, 2000) ดังนั้นถาปริมาณของสารละลายโคลชิซินนอย
เกินไปอาจทําใหเกิดการยับยั้งการสรางสายใยสปนเดิลเพียงบางสวน ซ่ึงสวนที่เหลือก็สามารถที่จะ
เกิดการแบงเซลลตอไปได ซ่ึงสงผลใหเซลลมีโครโมโซมเพิ่มขึ้นแตไมครบทั้งชุดโครโมโซม 
ดังนั้นเมื่อตรวจสอบดวยเครื่อง Flow Cytrometer จึงพบวา จํานวนโครโมโซมมีการเพิ่มขึ้นแตไมได
เพิ่มเปน 2 เทา สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.3% (w/v) พบวา ไมสามารถเพิ่ม 
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จํานวนโครโมโซมไดเลย อาจเนื่องมาจากเปนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่สูงเกินไป  
ทําใหเนื้อเยื่อเจริญที่ไดรับสารละลายโคลชิซินนั้นเกิดอาการเปนพิษหรือผิดปกติ ทําใหไมสามารถ
แตกยอดออกมาได แตยอดที่แตกออกมาใหมภายหลังการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหอาจเปน
ยอดที่พัฒนาจากสวนที่ไมไดรับสารละลายโคลชิซินดังนั้น เมื่อนําไปตรวจสอบดวยเครื่อง Flow 
Cytrometer จึงพบวา ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงของชุดโครโมโซม  
 

6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร   
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 
 การเพาะเลี้ยงตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata บนอาหารสังเคราะห
ที่เติมสารละลายโคลชิซินลงในอาหารใหมีความเขมขน 0.1  0.2 และ 0.3% (w/v) พบวา ช้ินสวนท่ี
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่เติมสารละลายโคลชิซินนั้นไมสามารถเจริญเติบโตไดในทุก ๆ 
ความเขมขน และเนื้อเยื่อทุกชิ้นที่ทําการเพาะเลี้ยงนั้นเกิดการตายหลังจากยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ที่ไมเติมสารโคลชิซินเปนเวลา 2 สัปดาห ซ่ึง Ghaemi et al. (1994) ไดรายงานวา 
ความเปนพิษของสารโคลชิซินที่มีตอเนื้อเย่ือพืชนั้นจะขึ้นอยูกับความเขมขนของสารละลายโคลชิ
ซินที่ใชและระยะเวลาที่เนื้อเยื่อไดรับสารละลายโคลชิซิน ซ่ึงในการทดลองนี้ไดทําการเพาะเลี้ยง
ช้ินสวนของลูกผสมขามชนิดบนอาหารสังเคราะหที่มีสารละลายโคลชิซินความเขมขนตาง ๆ กัน
เปนเวลา 6 วัน จากนั้นยายช้ินสวนของลูกผสมขามชนิดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร B5 เปนระยะ
เวลาหนึ่งแลวเนื้อเยื่อจึงเกิดการตาย ซ่ึงอาจเปนเพราะระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสาร
ละลายโคลชิซินนั้นนานเกินไปจึงทําใหเซลลถูกยับยั้งการแบงเซลลเปนเวลานานเกินไปดวย จนทํา
ใหเซลลและเนื้อเยื่อน้ันไมสามารถทนตอความผิดปกตินี้ไดจึงทําใหเซลลและเนื้อเยื่อนั้นตาย ดังนั้น 
ในวิธีการทดลองนี้อาจแกไขโดยทําการทดลองหาระดับความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่
เหมาะสมที่ใชเติมลงในอาหารสังเคราะหและระยะเวลาการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่มีสาร
โคลชิซินที่เหมาะสมเพื่อเพ่ิมจํานวนโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดตอไป 
 
 จากการทดลอง พบวา การใชสารละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0.2% (w/v) หยดลงบน
ยอดของชิ้นสวนตนลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดจาก 2x เปน 4x ได 15% (3 ตนจาก 20 ตน) สวนการใชสารละลายโคลชิซินผสมลง
ในอาหารสังเคราะหเพื่อใชเพาะเลี้ยงช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดนั้นไมสามารถเพาะเลี้ยงให
ตนถ่ัวลูกผสมมีชีวิตรอดได และยังเปนวิธีการที่ใชสารโคลชิซินเปนจํานวนมาก ดังน้ันในการเพิ่ม
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จํานวนโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดระหวาง V. radiata   x V. umbellata ควรปฏิบัติตาม
วิธีการในการทดลองที่ 6.1 
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สรุป 
 

1. อายุของออวุลภายหลังการผสมเกสรขามชนิดระหวาง V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata มีผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล  
 

2. ชนิดของตนแมที่ใชในการผสมขามระหวาง V. radiata   V. mungo และ V. umbellata มี
ผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 

 
3. เทคนิค RAPD สามารถใชตรวจสอบความเปนลูกผสมในการผสมขามชนิดระหวาง  

V. radiata   V. mungo และ V. umbellata  ได  
 

4. เฉพาะตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เทานั้นที่สามารถเพิ่ม
จํานวนไดบนอาหารสูตร B5 ในสภาพปลอดเชื้อ 

 
5.  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata สามารถเพิ่มจํานวนชุด

โครโมโซมจาก diploid เปน tetraploid ไดโดยการหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขน 0.2% 
(w/v) ลงบนยอดของตนถ่ัวลูกผสมที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  
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ตารางผนวกที่ 1  องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium (Murashige   
 and Skoog, 1962)  

 
องคประกอบ ปริมาณ (mg/l) 

          Stock 1 Macronutrients (10X) 
NH4NO3

KNO3

CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4

            Stock 2 Micronutrients (200X) 
KI 
H3BO3

MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

            Stock 3 Fe-EDTA solution (100X) 
FeSO4.7H2O 
Na2EDTA 

            Stock 4 Organic compounds (100X) 
Myo-inositol 
Glycine 
Nicotinic acid 
Pyridoxine-HCl 
Thiamine-HCl 
Others 
Sucrose 
pH 

 
16,500 
19,000 
  4,400 
  3,700 
  1,700 

 
   166 
1,240 
4,460 
1,720 
     50 
       5 
       5 

 
2,785 
3,725 

 
                                 10,000 

     200 
       50 
       50 
       10 

 
                                 30,000 

 5.7-5.8 
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ตารางผนวกที่ 2  องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร Gamborg B-5 media (B5)   
 (Gamborg et al., 1968) 

 
องคประกอบ ปริมาณ (mg/l) 

          Stock 1 Macronutrients (20X) 
(NH4)2SO4

KNO3

CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
NaH2PO4.H2O 

          Stock 2 Vitamins (200X) 
Myo-inositol 
Nicotinic acid 
Pyridoxine-HCl 
Thiamine-HCl 

            Stock 3 Fe-EDTA solution (100X) 
FeSO4

Na2EDTA 
            Stock 4 Micronutrients (200X) 

KI 
H3BO3

MnSO4.H2O 
ZnSO4.7H2O 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.6H2O 

             Others 
Sucrose 
pH 

 
  2,680 
50,000 
  3,000 
  5,000 
  3,000 

 
  4,000 
       40 
       40 
     200 

 
 1,390 
 1,865 

 
     75 
    300 
 1,000 
    200 
      25 

           2.5 
           2.5 

 
  30,000 
5.7-5.8 
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ตารางผนวกที่ 3  ไพรเมอร RAPD ที่นํามาคัดเลือกเพื่อใชแยกความแตกตางระหวาง V. radiata  
 V. mungo และ V. umbellata  

 
  ไพรเมอร           ลําดับเบส 

A01 
A02 
A03 
A04 
A05 
A06 
A07 
A08 
A09 
A10 
A11 
A12 
A13 
A14 
A15 
A16 
A18 
A20 
AE19 
AG16 
AI01 
AI02 
AK04 
AK10 
AN19 
AO18 

CAGGCCCTTC 
TGCCGAGCTG 
AGTCAGCCAC 
AATCGGGCTG 
AGGGGTCTTG 
GGTCCCTGAC 
GAAACGGGTG 
GTGACGTAGG 
GGGTAACGCC 
GTGATCGCAG 
CAATCGCCGT 
TCGGCGATAG 
CAGCACCCAC 
TCTGTGCTGG 
TTCCGAACCC 
AGCCAGCGAA 
AGGTGACCGT 
GTTGCGATCC 
GACAGTCCCT 
CCTGCGACAG 
GGCATCGGCT 
AGCCGTTCAG 
AGGGTCGGTC 
CAAGCGTCAC 
ACCACGCCTT 
GGGAGCGCTT 
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ตารางผนวกที่ 3 (ตอ) 
 

ไพรเมอร ลําดับเบส 
AT07 
AU03 
AX17 
C02 
C03 
C04 
C06 
C08 
C11 
C14 
C16 
C17 
C18 
D20 

ACTGCGACCA 
ACGAAACGGG 
TGGGCTCTGG 
GTGAGGCGTC 
GGGGGTCTTT 
CCGCATCTAC 
GAACGGACTC 
TGGACCGGTG 
AAAGCTGCGG 
TGCGTGCTTG 
CACACTCCAG 
TTCCCCCCAG 
TGAGTGGGTG 
ACCCGGTCAC 

 
ตารางผนวกที่ 4  สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอจากพืช 
 

องคประกอบ ปริมาณ 
Extraction buffer 

Tris-HCL (pH8) 
EDTA (pH8) 
NaCl 
CTAB  

TE buffer 
Tris-HCL 
EDTA 

 
100 mM 
  20 mM 
    1.4 M 
    2% (w/v) 
 
   10 mM 
     1 mM 
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ตารางผนวกที่ 5  การเตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของ RAPD 
 

สารองคประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาณที่ใชตอ 1 ปฏิกิริยา 
10X PCR buffer 
25 mM MgCl2 

1 mM dNTP 
10 µM RAPD primer 
5U/µl Taq polymerase 
100 X BSA  
20 ng DNA template 
dH2O 
Total volume 

2.5 µl 
2.5 µl 
5 µl 
1 µl 
0.2 µl 
0.3 µl 
1 µl 

    12.5 µl 
    25 µl 

 

R  
  

1500 bp 
2000 bp 2500 bp 
3000 bp 

1000 bp 

750  bp 

ภาพผนวกที่ 1  แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแ
                        V. umbellata  (U) เมื่อตรว
 

 

A02

     M      U     R  

 
ตกตางระหวา
จสอบดวยไพร
A03
 

     M      U    

ง V. radiata  (R)  V. mungo  (M) และ  
เมอรA02 และ A03 
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R  
 7 

3000 bp 
 
 

500 bp 
750 bp 

 
ภาพผนวกที่ 2  แถบดีเอ็นเอที่แสดงควา
                        V. umbellata  (U) เมื่อต
 

ภาพผนวกที่ 3  แถบดีเอ็นเอที่แสดงควา
                        V. umbellata  (U) เมื่อต
 
 
 
 

 

A0

    M     U      R 

มแตกตางระห
รวจสอบดวยไ

R           M

 
มแตกตางระห
รวจสอบดวยไ
A13

     M     U    
1500 bp
1000 bp
 

วาง V. radiata  (R)  V. mungo  (M) และ  
พรเมอร A07 และ A13 

 

            U 

วาง V. radiata (R)  V. mungo  (M) และ  
พรเมอร Ax17 
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ภาพผนวกที่  4  ละอองเกสรของ V. radiata (ก) แ
                          สูตร Brewbaker and Kwack (19

 

 

ก

ละ V. umbellata (ข) ที่งอกในอาหารสังเคร
63) ที่มีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 15% (w/
ข
  

าะห 
v) 
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