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องคประกอบทางเคมีของเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
ปริมาณของกรดอะมิโนแตละชนิดในเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
ปริมาณเกลือแรและวิตามินในเมล็ดแหงของถั่วเขียวผิวมัน 
การติดฝกที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata  
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x  
V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
ไพรเมอร RAPD ที่สามารถแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวาง 
V. radiata  V. mungo และ V. umbellata 
จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเม่ือตรวจสอบโดยใชไพรเมอร 
A02  A03  A07 A13 และ Ax17 เปรียบเทียบระหวาง V. radiata  
 กับ V. mungo   V. radiata  กับ V. umbellata  และ V. mungo กับ  
V. umbellata  
การชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด (จํานวน 40 
ช้ินจากตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอ 1 คูผสม) บนอาหาร 
สังเคราะหสูตร MS + vitamin B5 ที่มีความเขมขนของ BA 3 ระดับ คือ 0.1  
0.2 และ 0.3 mg/l 
การเปลี่ยนแปลงของจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด  
V. radiata x V. umbellata ที่หยดดวยสารละลายโคลชิซิน 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
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องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium 
(Murashige and Skoog, 1962) 
องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร Gamborg B-5 media  
(B5) (Gamborg et al., 1968) 
ไพรเมอร RAPD ที่นํามาคัดเลือกเพื่อใชแยกความแตกตางระหวาง  
V. radiata  V. mungo และ V. umbellata  
สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอจากพืช 
การเตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของ RAPD 
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    13 

ฝกถั่วที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  
เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2” (ก)  V. mungo “พิษณุโลก 2” (ค) และ
เมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2”  (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) 
และเมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
เมล็ดถ่ัว V. mungo “พษิณุโลก 2” (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และ
เมล็ด F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. radiata  x V. mungo ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata  x V. mungo  
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. radiata x V. umbellata  ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
การงอกเปนตนจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ  
V. mungo x V. umbellata ที่มีอายุตาง ๆ กัน 
ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. mungo  x V. umbellata  
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A02 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. mungo (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata  
(R) และ V. mungo (M) 
แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. mungo (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata 
(R) และ V. mungo (M)   
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A13 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. umbellata (แถวท่ี 1-8) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata (R) และ V. umbellata (U) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
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แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 
V. radiata x V. umbellata (แถวท่ี 1-9) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata (R) และ V. umbellata (U) 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A03 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x  
V. umbellata (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ  
V. umbellata (U) 
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A07 ตรวจสอบความเปนลูกผสม
ของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo  x  
V. umbellata (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. mungo  (M) และ  
V. umbellata  (U) 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความเขมขน  
1 mg/l 
รากของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l (ก) และอาหารสังเคราะห 
สูตร B5 (ข) 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบน
อาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความ
เขมขน 1 mg/l 
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ยายปลูกลงใน
กระถางและเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata ที่
เล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาล
ซูโครสความเขมขน 15% (w/v) 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี  หนา 
22 ปริมาณดีเอ็นเอของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดจากตนที่ไมไดหยดสารละลาย

โคลชิซิน (ก) หยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.1% (w/v) (ข) 
และหยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.2% (w/v) (ค) 
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ภาพผนวกท่ี 
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แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวยไพรเมอรA02 และ A03 
แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata  (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวยไพรเมอร A07 และ A13 
แถบดีเอ็นเอที่แสดงความแตกตางระหวาง V. radiata (R) V. mungo (M) 
และ V. umbellata (U) เมื่อตรวจสอบดวย ไพรเมอร Ax17 
ละอองเกสรของ V. radiata (ก) และ V. umbellata (ข) ที่งอกในอาหาร
สังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความ 
เขมขน 15% (w/v) 
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การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่ไดจากการผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน (Vigna radiata 
(L.) Wilczek) ถั่วเขียวผิวดํา (V. mungo (L.) Hepper) และถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata 

 (Thunb.) Ohwi & Ohashi) ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 
 

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 
 

ถ่ัวเขียวเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญและนิยมปลูกกันแพรหลายในประเทศไทย เนื่องจากเปน
พืชที่ปลูกงาย ตองการการดูแลรักษานอยเมื่อเทียบกับพืชเศรษฐกิจชนิดอื่น และเปนพืชอายุส้ัน 
สามารถใชประโยชนไดทั้งตนและเมล็ด นิยมใชปลูกกอนหรือหลังการทํานาหรือทําไรเพื่อตัดวงจร
การระบาดของศัตรูพืช และใชไถกลบชวยบํารุงรักษาความอุดมสมบูรณของดิน (กรมสงเสริมการ
เกษตร, 2545) นอกจากนั้นเมล็ดถ่ัวเขียวยังสามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตแปง วุนเสน ถ่ัวงอก 
และประกอบอาหารอื่น ๆ เนื่องจากมีคุณคาทางอาหารสูง สามารถใชเปนอาหารเสริมพวกธัญพืช
และอาหารแปงอ่ืน ๆ ได (Akpapunam, 1996) ซ่ึงปริมาณความตองการในการใชผลิตภัณฑจาก 
ถ่ัวเขียวในประเทศและสงออกมีแนวโนมเพิ่มขึ้นทุกป โดยในชวงป พ.ศ. 2542 - 2544 มีความ
ตองการในประเทศเพิ่มข้ึน 6% และในป พ.ศ. 2544 มีความตองการถ่ัวเขียวผิวมันรวม 230,000 ตัน 
โดยนําไปเพาะเปนถ่ัวงอก 70,000 ตัน แปง 20,000 ตัน ขนม 30,000 ตัน วุนเสน 50,000 ตัน และใช
บริโภคเมล็ดโดยตรง 10,000 ตัน โดยมีมูลคาการสงออกในรูปวุนเสนเปนมูลคาประมาณ 190 ลาน
บาท ตอป และใชเปนเมล็ดพันธุ 15,000 ตัน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2545) ในป พ.ศ. 2546 
ประเทศไทยสงออกถ่ัวเขียวเปนมูลคา 325,110,000 บาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547)  

 
ถ่ัวเขียวผิวดําเปนพืชที่มีการปลูกมานานแลวในประเทศไทย ในแตละปประเทศไทย

สามารถผลิตถ่ัวเขียวผิวดําไดประมาณ 70,000-100,000 ตัน (สมชาย และ มนตรี, 2540) โดยผลผลิต
ประมาณ 90% ผลิตเพื่อสงออกไปยังตางประเทศ สวนที่เหลือใชในการบริโภคภายในประเทศ การ
สงออกถ่ัวเขียวผิวดําสวนใหญเปนการสงออกเมล็ดพันธุ โดยตลาดสงออกถ่ัวเขียวผิวดําสําคัญไดแก 
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ประเทศญี่ปุน ปากีสถาน และประเทศอินเดีย โดยในป พ.ศ. 2548 ประเทศไทยสงออกถ่ัวเขียวผิวดํา
เปนมูลคา 51,100,000 บาท (ศูนยเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2548) 

 
ถ่ัวนิ้วนางแดงเปนถ่ัวที่คอนขางรูจักกันมาก ในปจจุบันประเทศไทยมีการสงออกเมล็ดถ่ัว

นิ้วนางแดงประมาณ 20,000-30,000 ตันตอป ตลาดในการสงออกถ่ัวน้ิวนางแดงที่สําคัญไดแก ญี่ปุน 
สหรัฐอาหรับเอมิเรตส จอรแดน และไตหวัน การใชประโยชนจากถ่ัวน้ิวนางแดงภายในประเทศมี
นอย สวนใหญจะเปนการผลิตเพื่อการสงออก (นาค, 2548) โดยในป 2548 ประเทศไทยสงออกถั่ว
นิ้วนางแดงเปนมูลคา 150,400,000 บาท (ศูนยเทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร, 2548) 

 
 ถ่ัวเขียวเปนพืชผสมตัวเอง (Shanmugasundaram, 1996) ทําใหมีฐานพันธุกรรมที่แคบ ซ่ึง
การมีฐานพันธุกรรมที่แคบจัดเปนขอจํากัดในการปรับปรุงพันธุ (Rashid et al., 1987) ดังนั้น การ
ขยายฐานพันธุกรรมหรือการสรางความแปรปรวนทางพันธุกรรมใหกับพืชจึงเปนหนทางหนึ่งใน
การนําไปสูความสําเร็จในการปรับปรุงพันธุพืช โดยความแปรปรวนทางพันธุกรรมเกิดจากสาเหตุ
สําคัญหลัก 2 สาเหตุ คือ การกลายพันธุของยีน (gene mutation) และการรวมตัวกันใหมของยีน 
(gene recombination) (รังสฤษดิ์, 2539) ซ่ึงการผสมพันธุขามชนิด (interspecific crossing) เปนหนึ่ง
ในวิธีที่สามารถสรางความผันแปรทางพันธุกรรมจากกระบวนการรวมตัวกันใหมของยีน ทําใหเกิด
การกระจายตัวในลักษณะตาง ๆ ของลูกผสม ทําใหสามารถคัดเลือกลักษณะที่พึงประสงคมาใชใน
โครงการปรับปรุงพันธุตอไปได (กฤษฎา, 2546) โดยการผสมพันธุพืชขามชนิดสามารถถายทอด
ลักษณะที่ดีจากพืชชนิดหนึ่งไปสูอีกชนิดหนึ่งและสามารถทําใหเกิดลักษณะใหม ๆ ที่ไมเคยปรากฏ
ในรุนพอแมมากอนได ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปรับปรุงพันธุพืชอยางยิ่ง (Rattan, 1998)  
 
 จากการศึกษาการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวกับถ่ัวอ่ืน ๆ ในสกุล Vigna พบวา  
สวนใหญมีการรวงของดอกและฝกออน เนื่องจากไมเกิดการพัฒนาหรือเกิดความผิดปกติในการ
พัฒนาของเอ็มบริโอทําใหไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมได (F1 hybrid seed) หรืออาจเกิดการพัฒนา
ของเอ็มบริโอจนไดเปนเมล็ด แตเมล็ดที่ไดมีลักษณะเล็กและลีบ เปลือกหุมเมล็ดมีลักษณะเหี่ยวยน 
เมื่อนําไปเพาะโดยวิธีการเพาะเมล็ดปกติมักจะไมงอกหรืองอกเปนตนท่ีไมสมบูรณ (Chen et al., 
1982; Rashid et al., 1987) ทําใหการสรางพันธุพืชใหม ๆ ที่มีลักษณะดังที่ตองการไมประสบความ
สําเร็จ 
 
 จากปญหาการไมพัฒนาหรือเกิดความผิดปกติในการพัฒนาของเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการ
ผสมขามชนิดนั้นสามารถแกไขไดโดยการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture)  
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(Fujime et al., 2000;Kumlehn et al., 1997; Mallikarjuna, 1999; Sharma et al., 1996) อยางไรก็ตาม
การเพาะเลี้ยงออวุลตองประกอบดวยปจจัยที่เหมาะสมหลายประการ โดยเฉพาะอายุของออวุลที่นํา
มาเพาะเลี้ยง (Mallikarjuna, 1999; Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987) ดังนั้น การสราง 
ประชากรตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดระหวางถ่ัว V. radiata  V. mungo และ V. umbellata เพื่อนําไปใช
ประโยชนในการพัฒนาพันธุจึงจําเปนตองมีการศึกษาอายุของออวุลท่ีมีผลตอการชวยชีวิตเอ็มบริโอ
ลูกผสมโดยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลในสภาพปลอดเชื้อ และศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสม
ขางตนที่ไดจากการชวยชีวิตโดยใชเทคนิค RAPD เพื่อยืนยันความเปนลูกผสมกอนที่จะนําไปคัด
เลือกและปรับปรุงพันธุตอไป และศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขาม
ชนิดโดยใชสารโคลชิซินเพื่อใหตนถ่ัวลูกผสมที่ไดนั้นสามารถผลิตเมล็ดพันธุรุนตอ ๆ ไปได  
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วัตถุประสงค 
 
 1. เพื่อศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata   
V. mungo และ V. umbellata ดวยการวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 
 

2. เพื่อศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตดวย 
เทคนิค RAPD  
 

3. เพื่อศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ลักษณะทั่วไปของ V. radiata  V. mungo และ V. umbellata   
 

ถ่ัวเขียวผิวมัน (mungbean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna radiata (L.) Wilczek  จัดอยูใน 
Family Fabaceae (Leguminosae), Subfamily Papilionoideae, Genus Vigna และจัดอยูใน Subgenus 
Ceratotropis (Shanmugasundaram, 1996) มีกําเนิดอยูในประเทศอินเดีย และมีโครโมโซมเปน 
diploid มีจํานวนโครโมโซม 2n = 22 ถ่ัวเขียวเปนถ่ัวที่มีคุณคาทางอาหารสูง โดยมีคารโบไฮเดรต
และโปรตีนเปนองคประกอบตอเมล็ดในปริมาณ 58.2% (w/w) และ 23.6% (w/w) ตามลําดับ  
(ตารางที่ 1) มีกรดอะมิโนหลายชนิด (ตารางที่ 2) รวมทั้งยังมีเกลือแรและวิตามินอีกหลายชนิดเปน
องคประกอบ (ตารางที่ 3) อยางไรก็ตามถ่ัวเขียวมีความออนแอตอการเขาทําลายของศัตรูพืชหลาย
ชนิด เชน เชื้อรา แบคทีเรีย ไสเดือนฝอย และไวรัส (Shanmugasundaram, 1996) โรครากเนาและ
โคนเนา โรคใบจุด นอกจากนั้นยังมีแมลงศัตรูพืชที่สําคัญ เชน หนอนแมลงวันเจาะลําตน หนอนฝก 
หนอนกระทูผัก เพล้ียไฟและไรขาว ทําใหเกิดความเสียหายตอการผลิตเปนอยางมาก (กรมสงเสริม
การเกษตร, 2545)  
 
ตารางที่ 1 องคประกอบทางเคมีของเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
 

องคประกอบทางเคมี เปอรเซ็นต 
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  ปริมาณของกรดอะมิโนแตละชนิดในเมล็ดถ่ัวเขียวผิวมัน 
 

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  ปริมาณเกลือแรและวิตามินในเมล็ดแหงของถั่วเขียวผิวมัน 
 

                 องคประกอบ                                                               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) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna mungo (L.) Hepper จัดอยูใน Genus 
Vigna และอยูใน Subgenus Ceratotropis เชนเดียวกับถ่ัวเขียวผิวมัน มีโครโมโซมเปน diploid  
2n = 22 มีแหลงกําเนิดในประเทศอินเดีย มีลักษณะลําตนเปนพุม แตกกิ่งกาน และทอดเลื้อย มีใบ
หนา มีขนขึ้นปกคลุมลําตน สวนประกอบทางเคมีตอหน่ึงเมล็ด พบวา มีปริมาณคารโบไฮเดรต 
59.9% และ โปรตีน 24.8% (สถาบันวิจัยพืชไร, 2539) นอกจากนี้ ถ่ัวเขียวผิวดํายังมีความสามารถใน
การตานทานตอโรคและแมลงไดดี (Shanmugasundaram, 1996) และยังมีความทนทานตอสภาพ
แวดลอมที่ไมเหมาะสม (Tomooka et  al., 1991)  
 
 ถ่ัวนิ้วนางแดง (rice bean) มีช่ือวิทยาศาสตรวา Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi    
จัดอยูใน Genus Vigna, Subgenus Certotropis และอยูใน Section Angulars มีโครโมโซมเปน 
diploid 2n = 22 องคประกอบทางเคมีในเมล็ดตอ 100 กรัมของน้ําหนักเมล็ดแหง พบวา มี
คารโบไฮเดรต 60.7 g โปรตีน 20.9 g แคลเซียม 200 mg ฟอสฟอรัส 390 mg และเหล็ก 10.9 mg
นอกจากนั้นพบวา มีปริมาณวิตามินบางชนิดที่สูง ไดแก niacin  thiamine และ riboflavin ที่มี
ปริมาณตอ 100 กรัมของน้ําหนักเมล็ดแหงเปน 2.4  0.49 และ 0.21 mg ตามลําดับ นอกจากนั้นยัง 
พบวา ถ่ัวน้ิวนางแดงมีปริมาณกรดอะมิโนที่สูงมาก ไดแก arginine histidine leucine isoleucine 
lysine methionine cystine phenylalanine tyrosine threonine และ valine ซ่ึงปริมาณกรดอะมิโน
เหลานี้ในเมล็ดถ่ัวน้ิวนางแดงมีปริมาณที่สูงกวาถ่ัวเขียวผิวมัน (Carvalho and Vieira, 1996) ถ่ัว 
นิ้วนางแดงนั้น เปนถ่ัวท่ีนิยมบริโภคกันมากในประเทศญี่ปุน มีลักษณะทางพันธุกรรมที่สามารถ
ปรับตัวไดดีในสภาพแวดลอมตาง ๆ มีความทนทานตอสภาพแวดลอมที่แหงแลงไดดี มีความตาน
ทานตอโรคและแมลงสูง นอกจากนั้นยังตานทานตอการเขาทําลายของโรคราน้ําคาง โรคเหี่ยว และ
โรคใบจุด สวนถ่ัวน้ิวนางแดงที่มีการคัดเลือกที่อินเดียนั้นพบลักษณะที่ตานทานตอ yellow mosaic 
และ bacterial blight อีกดวย (Carvalho and Vieira, 1996) 
 
2. การผสมพันธุพืชขามชนิด (interspecific crossing) 
 

ในการปรับปรุงพันธุพืช การสรางพันธุพืชที่ดีมักมาจากการผสมพันธุระหวางพอแมที่อยู
ในพืชชนิด (species) เดียวกัน แตหลายกรณีพบวา ลักษณะบางอยางท่ีตองการไมสามารถหาไดใน
พืชชนิดเดียวกัน เชน ลักษณะที่ตานทานโรคบางชนิด ลักษณะคุณภาพของผลผลิตบางอยาง และ
ความแปลกใหมของลักษณะที่ตองการ โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชชนิดที่มีความหลากหลายทาง 
พันธุกรรมต่ํา อยางไรก็ตามถึงแมจะเปนพืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ก็อาจขาด

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
8  

ลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจบางอยาง ซ่ึงหาไมไดในพืชชนิดเดียวกัน ดวยเหตุผลดังกลาวจึงมี
ความจําเปนตองหาลักษณะที่ตองการจากพืชในเครือญาติที่ตางชนิด (species) กัน (กฤษฏา, 2546) 
 

การผสมพันธุพืชขามชนิด (interspecific crossing) เปนวิธีการที่สรางความผันแปรทาง
พันธุกรรมและทําใหเกิดการกระจายตัวของลักษณะตาง ๆ ในลูกผสม ทําใหสามารถคัดเลือกตนท่ีมี
ลักษณะที่พึงประสงคมาใชในการปรับปรุงพันธุตอไปได (นิตยศรี, 2541) นอกจากนี้การผสมพันธุ
พืชขามชนิดยังมีจุดมุงหมายที่สําคัญอีกประการหนึ่ง คือ การถายทอดลักษณะบางอยางที่สําคัญที่มี
ในพืชชนิด (species) หนึ่งไปสูพืชอีกชนิดหนึ่ง เชน ลักษณะทนแลง ทนตอโรค ทนตอการเขา
ทําลายของแมลงตาง ๆ เปนตน (Rattan, 1998) อยางไรก็ตามการผสมพันธุพืชขามชนิดมักไมคอย
ประสบความสําเร็จเนื่องจากมีอุปสรรคบางประการที่ทําใหไมสามารถเก็บเมล็ดลูกผสมชั่วที่ 1 ได 
ซ่ึงสามารถแบงอุปสรรคดังกลาว ไดเปน 2 ประเภทดังนี้   
 
 1. อุปสรรคกอนการปฏิสนธิ (pre-fertilization barrier) เปนอุปสรรคที่ปองกันไมใหเกิด
การปฏิสนธิ โดยอาจเกิดเพียงหนึ่งสาเหตุหรือหลายสาเหตุรวมกันข้ึนอยูกับชนิดของพืชและคูผสม 
ซ่ึงสาเหตุดังกลาวไดแก ละอองเกสรไมสามารถเกาะและงอกบนยอดเกสรตัวเมียได เนื่องจาก
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของละอองเกสรและยอดเกสรตัวเมียนั้นไมสงเสริมใหเกิดการจับกัน หรือ
ละอองเกสรสามารถงอกหลอดละอองเกสรบนยอดเกสรตัวเมียไดแตไมสามารถงอกผานยอดเกสร
เพศเมีย (stigma) และ กานเกสรเพศเมีย (style) ลงไปยังรังไขได หรือหลอดละอองเกสรสามารถ
งอกไปถึงออวุลไดแตไมเกิดการปฏิสนธิ ทําใหไมมีการสรางไซโกต (zygote) (Pickersgill, 1993; 
Shivanna, 2003) 
 
 2. อุปสรรคหลังการปฏิสนธิ (post-fertilization barrier) เปนอุปสรรคที่เกิดขึ้นหลังจากเกิด
การปฏิสนธิ ทําใหเกิดการแทงของเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสมขาม โดยสามารถเกิดไดในหลาย
ระยะของการพัฒนาของเอ็มบริโอ ซ่ึงขึ้นอยูกับการลมเหลวของการพัฒนาของเอ็มบริโอหรือ 
เอนโดสเปรมจะเกิดขึ้นเมื่อใด ทําใหไมสามารถสรางเมล็ดหรือตนลูกผสมขามชนิดขึ้นมาได 
(Rattan, 1998; Shivanna, 2003) 
 
 การลมเหลวในการพัฒนาของเอ็มบริโอนั้น เกิดจากไซโกตที่เกิดขึ้นจากการผสมขามชนิด
ไมสามารถมีชีวิตอยูรอดหรือไมสามารถแบงเซลลและพัฒนาไปจนถึงระยะเอ็มบริโอท่ีแกสมบูรณ 
โดยอาจเกิดจากความไมเขากันระหวางจีโนมของพอกับแม โดยเกิดจากการที่ยีนบางยีนเขาคูกัน
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แลวสงผลใหเกิดการแสดงออกในการยับย้ังการพัฒนาของเอ็มบริโอหรือสงผลทําใหเอ็มบริโอนั้น
ตาย (Hadley and Openshaw, 1980) 
 
  การลมเหลวในการพัฒนาของเอนโดสเปรมนั้นพบวา เกิดจากการพัฒนาที่ผิดปกติของ 
เอนโดสเปรม เนื่องจากความไมเขากันระหวางจีโนมของพอและแมที่อยูในเอนโดสเปรม ซ่ึงสงผล
ทําใหเกิดการยับยั้งการพัฒนาและสลายตัว เปนผลทําใหขาดเนื้อเยื่อที่ชวยสนับสนุนการพัฒนาของ
เอ็มบริโอในระยะแรก เอ็มบริโอจึงไมสามารถพัฒนาจนแกสมบูรณ และบางครั้งพบวา  
เอนโดสเปรมที่เกิดจากการผสมขามนั้นยังสงผลกอใหเกิดการขัดขวางการพัฒนาของเอ็มบริโออีก
ดวย (Hadley and Openshaw, 1980) 
 
 จากสาเหตุหลักทั้ง 2 ประเภทนี้ทําใหเกิดการแทงและรวงของฝกออนหรือสงผลใหเมล็ดที่
ไดนั้นไมสามารถงอกได (Pickersgill, 1993; Shivanna, 2003) หรือบางครั้งพบวา ลูกผสมขามชนิด
นั้นสามารถงอกและเจริญเปนตนไดแตเปนหมัน (sterile) ที่ช่ัวแรก (F1) หรือช่ัวที่ 2 (F2) อยางไรก็
ตาม รายละเอียดของการเกิดอุปสรรคหลังการปฏิสนธินั้นยังไมทราบรายละเอียดที่แนชัด (Chen  
et al.,1982;  Shivanna, 2003)  
 
3. การผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา (V. mungo) และ 
    ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata) 
 
 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) และ 
ถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) นั้น เปนการสรางความหลากหลายทางพันธุกรรมใหกับตนถ่ัว 
ลูกผสม เพื่อทําใหเกิดการกระจายตัวของลักษณะตาง ๆ และสามารถคัดเลือกตนลูกผสมที่มีลักษณะ
ที่ตองการได (Chen et al., 1982) โดยการผสมขามชนิดในถั่วทั้งสามชนิดมีรายงานวา มักเกิดการ
แทงและรวงของฝกออนเกิดขึ้น (Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงเกิดจากสาเหตุการ 
ลมเหลวในการพัฒนาของเอนโดสเปรม โดยอาจจะมีการพัฒนาที่ชาหรือไมมีการพัฒนาเลย ทําให
เอ็มบริโอมีอาหารหรือสารประกอบอื่น ๆ ไมเพียงพอจึงสงผลใหเกิดการแทงเกิดข้ึน (Pickersgill, 
1993) 
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 การศึกษาการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) กับถ่ัวเขียวผิวดํา  
(V. mungo) ที่ผานมา พบวา การผสมติดฝกจะมีระดับท่ีสูงเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) เปนตน
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) ซ่ึงสามารถใชสารผสมระหวาง GA3 NAA และ Kinetin ฉีด
พนบริเวณชอดอกเพื่อชวยในการปองกันการรวงของฝกออนและสงเสริมการพัฒนาของเมล็ดของ
ลูกผสมนี้ได (Manirul, 1991) Rashid  et al. (1987) รายงานวา การผสมขามชนิดของคูผสมคูนี้มี
อัตราการผสมติดฝก 27.62% โดยลูกผสม F1 มีอัตราการงอก 10.4% ในแปลงทดลอง และมีความ
งอก 71%  เมื่อนํามาทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (embryo culture) (สุมนา, 2540; Ngampongsai et al., 
1996) สวนการผสมแบบสลับพอและแมน้ันไมประสบความสําเร็จ (Ngampongsai et al., 1996; 
Verma and Yadava, 1986) ลักษณะที่ปรากฏในตนลูกผสม ไดแก สีดอก ขนที่ฝก และความยาวตอ
ความกวางของใบแรก (L/W) จะมีลักษณะที่เหมือนแม แตบางลักษณะจะอยูกึ่งกลางระหวางพอและ
แม เชน สีเมล็ด สีของฝกแก และความยาวของ hypocotyl ซ่ึงลักษณะที่แสดงออกนี้สามารถนําไป
ตรวจสอบความเปนลูกผสม (hybridity) ได (Rashid et al., 1987; Sree et al., 1987; Verma and 
Yadava, 1986) และตนลูกผสม F1 ที่ไดน้ันพบวา มีความมีชีวิตของละอองเกสรต่ํา โดยมีคาอยู
ระหวาง 3.3 ถึง 31.5% จากการตรวจสอบโดยวิธีการยอมสีของละอองเกสร และจากการตรวจสอบ
การแบงเซลลแบบไมโอซีสของละอองเกสร พบวา  มีการแบงตัวที่ไมสม่ําเสมอ โดยในตนลูกผสม 
F1 พบ 4 ถึง 6 univalents (univalent หมายถึง โครโมโซมที่ไมมีการแนบชิดกัน (synapsis) ของ 
homologous chromosome ในระยะ zygotene ของการแบงตัวแบบไมโอซีส I) (Geoffrey, 2000) ซ่ึง
มีสาเหตุเนื่องจากชุดของโครโมโซมที่ไดจากพอและแมนั้นตางชุดกัน สงผลทําใหตนลูกผสมที่ได
นั้นเปนหมัน (Edgawa et al., 1987)  
 
 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวมัน (V. radiata) กับถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata) มี 
รายงานความสําเร็จเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวมันเปนตนแม โดยมีการผสมติดฝก 27.62% และสามารถ
พัฒนาจนเปนฝกแกได 10.86% โดยเมล็ดลูกผสมที่ไดเมื่อนําไปปลูกพบวา ไดตนที่เปนหมัน 
(Rashid et al., 1987; Verma and Yadava, 1986) สวนการใชถ่ัวน้ิวนางแดงเปนตนแมนั้น มีการผสม
ติดฝก 23.67% แตเมล็ดทั้งหมดที่ไดมีลักษณะเหี่ยวยน (Rashid et al., 1987) และเมล็ดลูกผสมที่ไดมี
ความงอกต่ําเพียง 12% (Ngampongsai et al., 1996) ลักษณะของตนลูกผสมที่แสดงออก พบวา มี
ความยาวของกานใบและความสูงของ cotyledon อยูระหวางพอและแม และมีสีของฝกแกเหมือน
กับถ่ัวน้ิวนางแดง (Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) จากการทดลองการชวยชีวิตของ
เอ็มบริโอลูกผสมโดยการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอในสภาพปลอดเชื้อทั้งหมด 4 เอ็มบริโอ พบวา ไมมี
เอ็มบริโอที่รอดชีวิต (Rashid et al., 1987) 
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 การผสมขามชนิดระหวางถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) กับถ่ัวนิ้วนางแดง (V. umbellata)  
พบวา ประสบความสําเร็จในการผสมเมื่อใชถ่ัวเขียวผิวดําเปนตนแม โดยมีการติดฝก 35.4% และ
สามารถพัฒนาจนถึงระยะฝกแกได 43 ถึง 71% แตฝกที่ไดน้ันพบวา เปนฝกลม เมล็ดที่ไดท้ังหมด
เหี่ยวยนและไมสามารถนําไปปลูกได สวนการใชถ่ัวนิ้วนางแดงเปนตนแมมีการผสมติดฝกต่ําและมี
การรวงของฝกออนที่สูงมาก เมล็ดที่ไดมีลักษณะเหี่ยวยนและมีความสมบูรณต่ํามาก (Ahn and 
Hartmann, 1978; Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) 
 
4. การชวยชีวิตเอ็มบริโอ (embryo rescue)
 

เทคนิคการชวยชีวิตเอ็มบริโอ เปนวิธีการที่นิยมใชในการชวยทําใหการผสมพันธุพืชขาม
ชนิดประสบความสําเร็จ เนื่องจากเอ็มบริโอของลูกผสมขามชนิดมักจะเกิดการแทงหลังจากการ
ผสมเกสร โดยสวนใหญสามารถแกปญหาการแทงของลูกผสมขามชนิดไดโดยการนําเอ็มบริโอของ
ลูกผสมในระยะกอนที่จะเกิดการแทงมาเล้ียงบนอาหารสังเคราะหในสภาพที่ปลอดเช้ือ ซ่ึงจะทําให
เอ็มบริโอสามารถเกิดการพัฒนาและเจริญเปนตนบนอาหารสังเคราะหได นอกจากนี้ เทคนิคการ
ชวยชีวิตเอ็มบริโอยังสามารถใชในการเพาะเมล็ดที่เอ็มบริโอมีความออนแอตั้งแตกําเนิดใหงอก
เปนตนได และยังสามารถยนระยะเวลาในการทําการปรับปรุงพันธุไดโดยใชแกปญหาการพักตัว
ของเมล็ดในพืชบางชนิด (Pierik, 1987; Sharma et al.,1996)  
 

โดยปกติการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ นั้น ตองมีการแยกเอาสวนของเอ็มบริโอท้ังชิ้นออกมาจาก
เมล็ด ซ่ึงในกรณีที่เอ็มบริโอมีขนาดเล็กจะทําใหเกิดปญหาในการแยกเอาสวนเอ็มบริโอออกมา 
เพาะเลี้ยง เชน ทําใหเอ็มบริโอเกิดความบอบช้ําจนไมสามารถพัฒนาบนอาหารเพาะเลี้ยงไดหรืออาจ
ทําใหเกิดบาดแผลจนทําใหเอ็มบริโอเสียหายและตายไป หรือมีโอกาสเกิดการปนเปอนของเชื้อ 
จุลินทรียตาง ๆ ไดมากขึ้นทําใหไมประสบความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ อยางไร
ก็ตาม การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดโดยหลีกเล่ียงการทําใหเกิดความเสียหายหรืออันตราย
ตอเอ็มบริโอ สามารถทําไดโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture) หรือการเพาะเลี้ยงรังไข (ovary 
culture) ซ่ึงเปนวิธีที่สะดวกและมีโอกาสในการสรางความเสียหายแกเอ็มบริโอนอยกวาการ 
เพาะเลี้ยงเอ็มบริโอโดยตรง  

 
การเพาะเลี้ยงออวุลนั้น เปนการแยกเอาออวุลออกมาจากฝกออนที่มีการพัฒนาไปแลวระยะ

หนึ่งมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห โดยวิธีนี้จะไมมีการแยกเอาสวนของผนังออวุลและ 
เอนโดสเปรมออก ซ่ึงเอนโดสเปรมที่มีอยูนั้นจะมีสวนชวยในการพัฒนาของเอ็มบริโอและปองกัน
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อันตรายใหแกเอ็มบริโอ (Pierik, 1987) การชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยใชเทคนิคการเพาะเลี้ยงออวุลนั้น 
มีรายงานความสําเร็จในพืชหลายชนิด ไดแก การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมจากการผสมขามชนิด
ในพืชตระกูลกะหล่ํา (Siemens, 2002) ลิลล่ี (Chi, 2000) ขาวสาลี (Kumlehn et al., 1997) และ ถ่ัว
ลูกไก (Mallikarjuna, 1999)  

 
สวนการเพาะเลี้ยงรังไข  เปนการนํารังไขจากดอกที่ผานการผสมเกสรเพียงไมก่ีวันมา 

เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห เนื่องจากถาหากปลอยใหรังไขมีอายุหลังผสมเกสรนานขึ้น จะเกิด
การหลุดรวงของดอกภายในเวลาอันรวดเร็วเนื่องจากการแทงของเอ็มบริโอ (Buitendijk et al., 
1995) ซ่ึงเปนผลมาจากความหางกันทางพันธุกรรม (Pierik, 1987; Sharma et al., 1996) ซ่ึงถาการ
เพาะเลี้ยงรังไขประสบความสําเร็จ ออวุลที่อยูภายในจะเกิดการพัฒนาขึ้นจะตองทําการแยกเอา 
ออวุลที่พัฒนาออกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหอีกทีเพื่อใหเกิดการงอกขึ้นมา แตในบางพืชอาจ
เกิดการงอกเปนตนขึ้นมาภายในรังไขเลย ซ่ึงตองทําการเปลี่ยนถายอาหารอีกทีเชนกัน (Pierik, 
1987; Sharma et al., 1996) 
 
5. ปจจัยท่ีมีผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอ
 
 การชวยชีวิตเอ็มบริโอมีปจจัยที่สงผลตอการประสบความสําเร็จดังน้ี 

 
1. ระยะการพัฒนาของเอ็มบริโอหรืออายุของออวุลหลังการผสมเกสร โดยมีรายงานวา

เอ็มบริโอที่มีการพัฒนาไมถึงระยะ heart stage เมื่อถูกนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพ
ปลอดเชื้อ จะทําใหโอกาสที่เอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปนตนไดน้ันลดลงมากเมื่อเทียบกับเอ็มบริโอ
ที่มีการพัฒนาถึงหรือเลยระยะ heart stageไปแลว (Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987; 
Sharma et al., 1996) 

 
2. สวนประกอบของอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ โดยมีสวนประกอบที่

จําเปนคือ ธาตุอาหารหลัก ธาตุอาหารรอง น้ําตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช โดยสวน
ใหญในการชวยชีวิตเอ็มบริโอ นิยมใชอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skook (MS) และ 
Gamberg’s B5 (Bridgen, 1994; Pellegrineschi et al., 1997; Pierik, 1987)   

 
น้ําตาลและเคซีนไฮโดรไลเซทในอาหารสังเคราะห Sharma et al. (1996) รายงานวา ใน

การชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้น น้ําตาลและเคซีนไฮโดรไลเซท (casein hydrolysate) ในอาหารสังเคราะห
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มีความสําคัญมาก ซ่ึงทําใหเกิดการดึงธาตุอาหารตาง ๆ จากอาหารสังเคราะหเขาไปสูเอ็มบริโอไดดี
ขึ้น และเปนการปองกันไมใหเอ็มบริโอเกิดการเจริญเปนตนโดยที่ยังพัฒนาไมสมบูรณ เนื่องจากตน
ที่ไดจากการพัฒนาของเอ็มบริโอที่ไมสมบูรณนั้นจะมีความออนแอมาก (Sharma et al., 1996) นอก
จากนั้นน้ําตาลยังเปนแหลงพลังงานที่สําคัญใหกับพืช โดยเปนแหลงของคารบอน (carbon source) 
สวนเคซีนไฮโดรไลเซทมีกรดอะมิโน 18 ชนิดเปนองคประกอบ ซ่ึงเปนแหลงของไนโตรเจนและ
ใชกันอยางกวางขวางในการกระตุนการเจริญเติบโตของเอ็มบริโอและพบวา กรดอะมิโนใน 
เคซีนไฮโดรไลเซทโดยเฉพาะกลูตามีน มีประสิทธิภาพสูงมากสําหรับการพัฒนาของเอ็มบริโอออน 
(Pierik, 1987)  

 
สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ในการชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้น สารควบคุมการเจริญเติบโต

พืชมีสวนชวยทําใหการชวยชีวิตเอ็มบริโอมีโอกาสประสบความสําเร็จมากขึ้น โดยออกซินที่ความ
เขมขนต่ําชวยทําใหเอ็มบริโอมีการพัฒนาที่เปนปกติและชวยปองกันไมใหเกิดการสรางแคลลัสจาก
การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ เชน IAA ที่ความเขมขนต่ํา ๆ สามารถสงเสริมการเจริญเติบโตของ
เอ็มบริโอได แตออกซินที่ระดับความเขมขนสูงจะยับยั้งการพัฒนาของเอ็มบริโอและสงเสริมใหเกิด
การสรางแคลลัสขึ้น (Sharma et al., 1996) สวนไซโตไคนินชวยใหเกิดการพัฒนาของใบเลี้ยงและ
ยังกระตุนใหเกิดยอดและรากจากเอ็มบริโอ (Pierik, 1987) และเมื่อใชออกซินรวมกับไซโตไคนินจะ
สงผลใหมีการกระตุนการเจริญของเอ็มบริโอดวย (Bridgen, 1994)  

 
สารสกัดจากธรรมชาติ เชน น้ํามะพราวถูกนํามาใชในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยางแพร

หลายซึ่งในน้ํามะพราวจะประกอบดวย myo-inositol sorbitol auxin cytokinin และ สารประกอบ
พวกไนโตรเจน ซ่ึงสงผลทําใหการชวยชีวิตเอ็มบริโอในพืชตาง ๆ นั้นแตกตางกัน (Bridgen, 1994; 
Sharma et al., 1996) 

 
3. สภาพแวดลอมในการเพาะเลี้ยง โดยมีปจจัยสภาพแวดลอมที่สําคัญคือ แสง และ

อุณหภูมิ (Mallikarjuna, 1999) รายงานถึงการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอท่ีไดจากการผสมขามในสภาพ
ปลอดเชื้อวา ควรเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 26 + 2๐C และควรไดรับชวงแสง 16 ช่ัวโมงตอวัน ในบาง
กรณีควรนําไปเพาะเลี้ยงไวในที่มืดในชวง 1-2 สัปดาหแรกของการเพาะเลี้ยง เพื่อเลียนแบบสภาพ
มืดเหมือนที่อยูในรังไขหรือในฝก หลังจากนั้นจึงนําไปเพาะเลี้ยงในท่ีมีแสงเพื่อกระตุนใหเกิดการ
สรางคลอโรฟลล (Badami et al., 1997) และการสังเคราะหแสงเพื่อสรางอาหารตอไป 
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 4. ลักษณะจีโนไทป (genotype) ของพืชแตละชนิด (species) จะมีผลตอความยากงายใน
การเจริญของเอ็มบริโอในแตละสภาพแวดลอมที่แตกตางกัน (Pierik, 1987) 
 
 5. สภาพแวดลอมที่ตนแมเจริญเติบโต พบวา เอ็มบริโอที่นํามาจากตนแมที่ทําการเพาะเลี้ยง
เล้ียงในสภาพแวดลอมที่ควบคุมจะเกิดการการพัฒนาท่ีดีกวาเอ็มบริโอท่ีนํามาจากตนแมที่เจริญ 
เติบโตในแปลงปลูกธรรมชาติ (Pierik, 1987) 
 
6. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมขามชนิด
 
 ผลที่เกิดขึ้นหลังจากการผสมขามชนิด (interspecific crossing) และไมมีอุปสรรคในดาน 
pre-fertilization เกิดขึ้นคือ เอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามนี้มักจะมีปญหาทางพันธุกรรม (genetic 
barriers) เกิดข้ึนตามมา ซ่ึงทําใหไมสามารถพัฒนาเปนเอ็มบริโอและเมล็ดที่สมบูรณได (Shivanna, 
2003) เอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามดังกลาวสามารถพัฒนาตอไปจนงอกเปนตนไดโดยใชเทคนิค
การชวยชีวิตเอ็มบริโอเขามาชวยดังที่กลาวขางตน โดยเทคนิคนี้จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับ
กรณีที่เกิดเอ็มบริโอขึ้นมาแลวแตเอนโดสเปรมมีการพัฒนาที่ผิดปกติ (รังสฤษดิ์, 2539) เทคนิค 
ดังกลาวทําไดโดยนําเอ็มบริโอในระยะที่เหมาะสมมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพเหลว
หรือกึ่งแข็งที่เหมาะสมตอการพัฒนาของเอ็มบริโอกอนที่เอ็มบริโอจะหยุดการพัฒนาหรือตายไป 
ซ่ึงแสดงใหเห็นโดยเกิดการรวงของฝกออน (Pickersgill, 1993) หรือเกิดการเหี่ยวลีบและฝอตายไป
ของเอ็มบริโอ (Sharma et al., 1996)  
 
 อาหารสังเคราะหที่นํามาใชในการชวยชีวิตเอ็มบริโอตองมีสวนประกอบของสารควบคุม
การเจริญเติบโตพืช เกลือแร และวิตามินท่ีจําเปนและเหมาะสมตอการเจริญของเอ็มบริโอ เพื่อให
เอ็มบริโอเกิดการพัฒนาตอไปเปนตนและรากที่สมบูรณ และบางครั้งตองเติมสารประกอบอินทรียที่
ใหธาตุไนโตรเจนหรือสารสกัดจากธรรมชาติ เชน น้ํามะพราว หรือมอลตสกัด (malt extract) เพื่อ
สงเสริมใหเอ็มบริโอที่ทําการเพาะเลี้ยงมีการพัฒนาเปนตนที่ดีขึ้น (Sharma et al., 1996)  
 
 Pellegrineschi et al. (1997) ไดรายงานผลการศึกษาองคประกอบของอาหารสังเคราะหท่ี
ใชเล้ียงเอ็มบริโอออนที่ยังไมสมบูรณของ cowpea จากการเปรียบเทียบแหลงคารบอนระหวาง
ซูโครส ฟรุกโตรส และ กลูโครส พบวา ฟรุกโตรส และ กลูโครส ทําใหจํานวนของเอ็มบริโอที่รอด
ชีวิตนอยลง และ ซูโครส ที่ความเขมขน 2 และ 3% (w/v) ทําใหจํานวนเอ็มบริโอที่พัฒนาตอไดมี
จํานวนสูงขึ้น และพบวา การเติมสารเคซีนไฮโดรไลเซท ปริมาณ 0.5 mg/l ในอาหารสังเคราะหจะ
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ชวยกระตุนใหเอ็มบริโอเกิดการพัฒนาเปนตนเพิ่มขึ้น 30-32% โดยการพัฒนาของเอ็มบริโอที่ไดรับ 
น้ําตาลซูโครสความเขมขน 2 และ 3% (w/v) พรอมกับการเติมเคซีนไฮโดรไลเซทมีการรอดชีวิต
เปน 32 และ 35.2% ตามลําดับ  
 
 Rashid et al. (1987) ไดรายงานผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอท่ีไดจากการผสมขาม
ชนิดระหวาง V. radiata  V.  mungo และ V. umbellata  โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS 
ที่มีสวนผสมของซูโครส 30 g/l  วุน 8 g/l  IAA 1 mg/l  kinetin 0.2 mg/l และ เคซีนไฮโครไลเซท 
500 mg/l พบวา คูผสมของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x V. umbellata  และ V. mungo x 
V. umbellata สามารถเกิดการพัฒนาไดเปนตนถ่ัวลูกผสมจากการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอเทากับ 83.3  0 
และ 22.7% ตามลําดับ 
 
7. การตรวจสอบความเปนลูกผสม
 
 ในการปรับปรุงพันธุพืชโดยการผสมเกสรนั้น ถึงแมวาจะมีการปองกันการผสมตัวเองของ
พืช โดยการตอนเกสรเพศผูขณะที่ดอกยังไมบานและการคลุมดอกหลังจากการตอนเกสรเพศผูแลว
ก็ตาม แตยังไมสามารถยืนยันไดวา ตนที่ไดนั้นเปนลูกผสมที่ตองการหรือไม เนื่องจากอาจเกิดการ
ผสมตัวเองเกิดขึ้นในดอกกอนหรือขณะท่ีทําการตอนเกสรเพศผู หรืออาจเกิดการปนเปอนของ
ละอองเกสรอื่น ๆ ที่ไมตองการเกิดขึ้น ดังนั้น การตรวจสอบลูกผสมที่ไดมาวาเปนลูกผสมที่
ตองการจริงหรือไมจึงมีความสําคัญอยางมากตอการปรับปรุงพันธุพืช เพื่อปองกันการนําตนที่ไมใช
ลูกผสมมาทําการปรับปรุงพันธุในขั้นตอนตอไป การตรวจสอบหรือคัดเลือกลูกผสมนั้นสามารถทํา
ไดหลายวิธี เชน การปลูกตนพืชในแปลงเพื่อพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีปรากฏของ 
ลูกผสม (go out test) ลักษณะของโครโมโซมในขณะที่มีการแบงเซลล เอ็นไซมหรือโปรตีนที่พืช
สรางขึ้น หรือลักษณะลายพิมพของดีเอ็นเอ ซ่ึงการใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ปรากฏ โปรตีน 
หรือลายพิมพดีเอ็นเอ ในการคัดเลือกลูกผสมเรียกรวมวาเปนการคัดเลือกโดยใชเครื่องหมาย 
(marker) (อรรัตน, 2548) 
 

เครื่องหมาย (marker) คือ ตัวบงชี้ที่มีความจําเพาะเจาะจงในลักษณะตาง ๆ ของพืชที่เรา
ตองการศึกษา (สุรินทร, 2545) ในกระบวนการปรับปรุงพันธุพืชไดนําเอาเครื่องหมายที่เปนเครื่อง
บงชี้ลักษณะทางดานการเกษตรมาใชเพื่อเพ่ิมประสิทธิภาพในการคัดเลือกใหสูงขึ้น โดยเครื่อง
หมายที่ใชสามารถแบงได 3 ประเภทดังนี้  
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1. Morphological markers โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนตัวบงชี้ คือ ลักษณะโดย 
ทั่วไปที่สามารถสังเกตได เชน ลักษณะความสูงของตนพืช ลักษณะสีของดอก หรือลักษณะความ
แตกตางของใบเปนตน (Rashid et al., 1987) 

 
2. Biochemical markers โดยใชสารประกอบทางชีวเคมีเปนตัวระบุความแตกตาง เชน การ

ใช isozyme หรือโปรตีนในการจําแนกความแตกตาง (Lu, 1996) 
 
3. Molecular markers เปนการใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายในการตรวจสอบความแตกตาง

ในระดับยีนหรือดีเอ็นเอ ซ่ึงมีความถูกตองและแมนยํากวาเครื่องหมายชนิดอื่น molecular markers 
ถูกนํามาใชในการปรับปรุงพันธุพืชในหลาย ๆ ดาน เชน นํามาใชแยกสายพันธุพืช สรางแผนที่ทาง
พันธุกรรม เพ่ิมประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิม และสามารถยนระยะเวลาในการ 
คัดเลือกได (Morell et al., 1995; Tomooka et al., 1996)  
 

นอกจากนี้ การตรวจสอบในระดับของดีเอ็นเอ มีขอไดเปรียบกวาการตรวจสอบแบบอื่น ๆ 
คือ สามารถวิเคราะหจากช้ินสวนใดของพืชก็ได ไมข้ึนกับชนิดของเนื้อเยื่อ ระยะการเจริญเติบโต 
สภาพแวดลอม และสามารถทําการตรวจสอบไดทุกระยะของการเจริญเติบโต (สุรินทร, 2543)  

 
8. การตรวจสอบความเปนลูกผสมในระดับดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค RAPD 
 

เทคนิค RAPD เปนการตรวจลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA finger print) ซ่ึงจัดเปน molecular 
marker แบบหนึ่ง (อรรัตน, 2548) โดยการใชเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) สามารถ
เพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอไดโดยไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอเปาหมายดังกลาว และ  
ไพรเมอรที่ใชไมเจาะจงกับลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณใดบริเวณหนึ่ง (arbitrary primer) ซ่ึงอาจ
เรียกวิธีดังกลาวน้ีวา AP-PCR (Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction) (Welsh and 
McClelland, 1990) เทคนิค RAPD สามารถนํามาใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางสวนของจีโนม  
(genome) ได เพื่อนําไปหาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ ซ่ึงจากความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ี
สามารถเพิ่มจํานวนไดนี้ สามารถนํามาวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการ
ในสิ่งมีชีวิตไดโดยใชไพรเมอรแบบสุมโดยที่ไมจําเปนตองทราบลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ
ที่ตรวจสอบ ไพรเมอรที่ใชมีขนาดสั้นประมาณ 8-10 นิวคลีโอไทด ดังน้ันในจีโนมที่ตรวจสอบจึงมี
หลายบริเวณท่ีไพรเมอรสามารถเขาเกาะกับดีเอ็นเอได เพื่อใหเอ็นไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสใชเร่ิมตน
ในการจําลองตัว ผลที่ไดก็คือ เกิดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะบางสวนของจีโนมเทานั้น จากนั้น

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
17 

นําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณไปแยกขนาดบนเจลดวยเทคนิคอิเลคโตรโฟรีซิสและยอม
แถบดีเอ็นเอท่ีแยกแลวดวยเอธีเดียมโบรไมด เมื่อนําไปสองภายใตแสง UV จะปรากฏแถบดีเอ็นเอ
ปรากฏขึ้นบนแผนเจล ดังน้ันจึงสามารถตรวจสอบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอจากตําแหนงท่ี
ปรากฏวามีตําแหนงท่ีเหมือนกันหรือตางกัน ซ่ึงในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันหรือสายพันธุเดียวกัน 
ยอมตองมีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเปนรูปแบบเดียวกัน เทคนิคนี้สามารถใชตรวจสอบความแตกตาง
ไดในแบคทีเรีย โปรโตซัว เห็ดรา แมลง พืช สัตว รวมทั้งมนุษย ตอมาจึงไดมีการนํามาใชตรวจสอบ
พันธุพืชกันอยางกวางขวาง (Caetano et al., 1991) 

 
โดยทั่วไปโพลีมอรฟซึม (polymorphism) ของ RAPD มักเกิดข้ึนในลักษณะของการเกิด

หรือไมเกิดแถบดีเอ็นเอที่ตําแหนงหนึ่ง ๆ ซ่ึงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่ไดจาก RAPD ที่เกิด
ขึ้นในแตละตัวอยางเกิดไดจากหลายสาเหตุ สวนการไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอหรือการที่มีแถบ 
ดีเอ็นเอที่เปลี่ยนแปลงไป อาจเกิดจากการที่มีช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาดใหญมาสอดแทรกอยู
ระหวางตําแหนง 2 ตําแหนงที่ไพรเมอรเกาะ (duplication) ทําใหไพรเมอรทั้งสองโมเลกุลอยูหางกัน
เกินกวาที่จะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจึงไมเกิดแถบดีเอ็นเอ หรืออาจเกิดจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เปนท่ี
เกาะกับไพรเมอรหายไปหนึ่งตําแหนงหรือทั้งสองตําแหนงหรือเกิดการแทนที่หรือเปล่ียนแปลง
ลําดับเบสบริเวณที่เปนที่เกาะของไพรเมอรหรืออาจมีช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเขามา
หรือหายไป ทําใหไพรเมอรไมสามารถจับกับดีเอ็นเอท่ีตําแหนงนั้นได ดังนั้นเมื่อทําปฏิกิริยา PCR 
จึงไมเกิดการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอบริเวณดังกลาว และเมื่อนํา PCR product มาแยกดวยอิเลคโตร 
โฟเรซีสจึงไมปรากฏแถบดีเอ็นเอแถบเดิมปรากฏใหเห็น (สุรินทร, 2545)  

 
แมวาเทคนิค RAPD จะทําไดงาย รวดเร็ว และใหขอมูลไดมาก แตก็มีขอเสียในเรื่องการ

ทดลองซ้ํา ซ่ึงบางครั้งใหผลที่ตางจากเดิม เนื่องจากเทคนิค RAPD มีความไวตอการเปลี่ยนแปลง
ของสภาวะตาง ๆ จึงตองควบคุมวิธีการและสภาพแวดลอมตาง ๆ ใหคงที่ อยางไรก็ตาม แถบ 
ดีเอ็นเอที่เกิดจาก RAPD จะแสดงการขม (dominance) คือ แสดงผลเฉพาะการปรากฏหรือไม
ปรากฏแถบดีเอ็นเอ แตไมสามารถบอกไดวา แถบที่ปรากฏนั้นเปน homozygous หรือ heterozygous  
ทําใหไมสามารถบอกความแตกตางระหวางจีโนไทปแบบ homozygous และ heterozygous ได 
(สุรินทร, 2543) เทคนิค RAPD ถูกนํามาใชกันอยางกวางขวางในการหาคาความสัมพันธทางพันธุ
กรรมพืชจากแหลงรวบรวมพันธุ โดยความแตกตางที่เกิดขึ้นนี้สามารถนํามาบอกความสัมพันธทาง
พันธุกรรมในพืชชนิดเดียวกันที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกันเพียงเล็กนอยไดและเปน
วิธีที่งายตอการตรวจสอบจีโนมพืชทั้งจีโนม (Tomooka  et al., 1996)  
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9. การเพิ่มจํานวนตนถั่วเขียวในสภาพปลอดเชื้อ
 

ความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวเขียวในสภาพปลอดเชื้อข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง  
ไดแก อาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช พันธุกรรมของพืช 
(genotype) ขนาดและอายุของชิ้นสวนพืชท่ีนํามาเพาะเลี้ยง (Anju and Jaiwal, 1994; Renato and 
Kazumi, 1999) นอกจากนั้น สภาพการเพาะเลี้ยงเชน แสง และ อุณหภูมิ ก็เปนปจจัยสําคัญที่สงผล
ตอการประสบความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนในสภาพปลอดเชื้อ 
 

สูตรอาหารสังเคราะหที่นิยมนํามาใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชตระกูลถ่ัวไดแก อาหาร
สังเคราะหสูตร MS  MS basal medium + B5 vitamin  และอาหารสังเคราะหสูตร B5 (สุมนา, 2540; 
Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal; 1994; Renato and Kazumi, 1999)  
 

สุมนา (2540) ชักนําชิ้นสวนปลายยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด ระหวาง V. radiata   
V. mungo และ V. umbellata ใหเกิดรากที่สมบูรณกอนนําไปยายปลูกโดยใชอาหารสังเคราะหสูตร 
B5 + IBA 2 mg/l พบวา สามารถชักนําใหเกิดรากไดดี 
 

Anju and Jaiwal (1992) เพาะเลี้ยงปลายยอดของถั่วเขียวบนอาหารสังเคราะหสูตร 
MS basal medium + B5 vitamin สามารถชักนําสวนของปลายยอดใหพัฒนาเปนตนใหมได โดย
อัตราการพัฒนาเปนตนใหมของเนื้อเยื่อที่นํามาเพาะเลี้ยงมีความสัมพันธกับพันธุกรรม (genotype) 
ของพืช ขนาดของชิ้นสวนท่ีนํามาเพาะเลี้ยง และสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช สวนการชักนําให
เกิดยอดหลายยอดจากชิ้นสวนปลายยอดประสบความสําเร็จเมื่อใชอาหารสังเคราะหสูตร MS basal 
medium + B5 vitamin + BA 1.125 mg/l โดยสามารถชักนําใหเกิดยอดไดสูงสุด 9 ยอดตอ 1 ช้ิน
สวนที่เพาะเล้ียง และยอดใหมที่ไดสามารถกระตุนใหเกิดรากบนอาหารสังเคราะหสูตร MS และ 
MS + IBA 0.2 mg/l 
 

Anju and Jaiwal (1994) ชักนําชิ้นสวนถ่ัวเขียวใหมียอดหลายยอดจาก cotyledonary node 
บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + BA 0.1125 mg/l โดยเพาะเลี้ยงช้ินสวน cotyledonary node ที่มีอายุ 
4 วัน พบวา เกิดยอดใหมจาก cotyledonary node จํานวน 5-6 ยอดตอ 1 ช้ินสวนที่เพาะเลี้ยง ภายใน 
2 สัปดาหหลังการเพาะเลี้ยง 
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10. การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม
 

ในการผสมพันธุพืชขามชนิดนั้น ตนลูกผสม F1 ที่ไดมักจะเปนหมัน ไมสามารถผสมเกสร
เพื่อผลิตเมล็ดรุนถัดไปได เพราะโครโมโซมที่ไดจากตนพอและตนแมนั้นตางชุดกัน ทําใหการแบง
เซลลแบบไมโอซีสเพื่อสรางเซลลสืบพันธุของลูกผสม F1 มีความผิดปกติ เนื่องจากโครโมโซมไม
สามารถเขาคูกันได (กฤษฎา, 2546; Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงโครโมโซมจากพืช
แตละชนิดที่มาอยูรวมกันในลูกผสมนั้นมีความแตกตางกัน ทั้งขนาด รูปราง และชนิดของยีนท่ี 
แตกตางกัน ดังนั้นเมื่อเซลลแบงตัวแบบไมโอซีสเพื่อสรางหนวยสืบพันธุ โครโมโซมเหลานี้จะไม
เขาคูกัน และการเคลื่อนที่เขาสูขั้วเซลลเปนแบบสุม ทําใหเซลลสืบพันธุมีจํานวนโครโมโซมที่ผิด
ปกติซ่ึงจะสงผลทําใหไมสามารถทํางานได แตถามีการเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตน F1 จาก 
diploid เปน tetraploid จะทําใหแตละโครโมโซมมีโอกาสมีคูของมันเอง เมื่อมีการแบงเซลลแบบ 
ไมโอซีส จึงมีโอกาสจับคูอยางปกติได (ไพศาล, 2539)  

 
การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมนั้นสามารถทําไดโดยการใหสารละลายโคลชิซิน 

(colchicine) กับบริเวณเนื้อเย่ือเจริญ เชน เมล็ดที่กําลังงอก ตนออน และตา (bud) เปนตน เมื่อใชสาร
ละลายนี้ที่ความเขมขนประมาณ 0.1 ถึง 0.5% (w/v) จะทําใหโครโมโซมในชิ้นสวนเหลานั้นมี
โอกาสเพิ่มขึ้นเปนเทาตัวทั้งชุดโครโมโซม เพราะสารนี้ไปยับยั้งการสรางสาย spindle fiber ที่เปน
สวนสําคัญในการแยกโครโมโซมที่เขาคูกันออกจากกันในขั้นตอนของกระบวนการแบงเซลล 
(สุทัศน, 2539) โดยสารโคลชิซินจะไปรวมตัวกับองคประกอบที่เปนโปรตีนของไมโครทิวบูล 
(microtubule) ภายในเซลล ทําใหไมโครทิวบูลไมสามารถตอกันเปนเสนใยสปนเดิลเพ่ือที่จะดึง
โครโมโซมใหออกจากกันในชวงระยะ metaphase ถึง anaphase ดังน้ันการแบงเซลลในขั้นตอนตอ
ไปของวงจรเซลล (cell cycle) คือ การแบงไซโตพลาสซึมและการสรางผนังเซลลเพื่อแบงเซลลออก
เปนสองเซลลจึงไมเกิดขึ้น ทําใหไดเซลลที่มีจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้นอีกเทาตัวและเมื่อเซลล
นั้นเขาสูเซลลไซเคิลในรอบตอไปและสารโคลชิซินที่เหลือมีปริมาณนอยจนไมสามารถขัดขวาง
การสรางไมโครทิวบูลได จะทําใหเซลลสามารถกลับมาแบงเซลลไดตามปกติ (Geoffrey, 2000) แต
ถาสารโคลชิซินยังเหลืออยูในเซลลเปนจํานวนมากจะทําใหเกิดการยับยั้งการแบงเซลลนั้นตอไป ถา
การยับยั้งการแบงเซลลนั้นเกิดขึ้นนานเกินไปจนเซลลและเนื้อเยื่อน้ันไมสามารถทนตอความผิด
ปกตินี้ไดจะทําใหเซลลและเนื้อเยื่อน้ันตาย (Ghaemi et al., 1994)  

 
การใชสารโคลชิซินเพื่อเพิ่มจํานวนชุดของโครโมโซมในพืชนั้น นิยมใชอยู 2 วิธี คือ การ

ใหสารโคลชิซินโดยตรง โดยหยดสารละลายโคลชิซินลงบนเนื้อเยื่อเจริญของพืช เชน บริเวณตา
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หรือยอดออนของพืช  (ปาริชาติ, 2540) หรือการใชสารโคลชิซินรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดย
การผสมสารละลายโคลชิซินในระดับความเขมขนที่เหมาะสมตอการเพ่ิมจํานวนชุดโครโมโซมลง
บนอาหารสังเคราะหที่ใชทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สารละลายโคลชิซินนั้นสามารถผสมลงในอาหาร
สังเคราะหกอนการฆาเชื้อโดยการนึ่งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา15 นาที โดยหมอนึ่ง
ความดันไอ หรืออาจใชวิธีการกรองเชื้อออกจากสารละลายโคลชิซินแลวจึงเติมลงไปในอาหาร
สังเคราะหที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวในสภาพปลอดเชื้อ (Gmitter et al., 1991) ซ่ึงการใชสารโคลชิซิน
ในการเพิ่มจํานวนโครโมโซมมีรายงานดังนี้ 

 
Chen and Kallemeyn (1979) ไดทําการศึกษาการกระตุนการเกิด polyploid ของแคลลัส

ของลิลล่ี โดยเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่มี 2,4-D 1 mg/l และ kinetin 1 mg/l และ
ใสสารละลายโคลชิซินลงในอาหารสังเคราะห โดยมีความเขมขนแตกตางกันคือ 0  0.1  0.2 และ 
0.4% (w/v) และนําแคลลัสที่ผานการ sub culture มาแลว 7 วัน มาเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหดังกลาว 
โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน จากนั้นกลับดานของกอนแคลลัสแลว
เพาะเลี้ยงตอท่ีอุณหภูมิ 12 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 วัน แลวยายมาเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิหอง
บนอาหารที่ไมมีสารละลายโคลชิซิน จากการทดลองเลี้ยงทั้งหมด 57 ตน ไดตนที่เปน tetraploid ทั้ง
หมด 29 ตน โดยใน 29 ตนนี้ มี 16 ตนที่เกิดจากการใชสารละลายโคลชิซินที่เขมขน 0.2% (w/v)  ซ่ึง
เปนความเขมขนที่ทําใหเกิด tetraploid มากที่สุด 
 
 Gmitter et al. (1991) ศึกษาผลของสารละลายโคลซิซินในการชักนําใหเกิด polyploid ใน
สมพันธุ Hamlin และ Ridge Pineapple โดยนําเอ็มบริโอจากเมล็ดที่สมบูรณมาเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS ที่เติมมอลตสกัด 500 mg/l เปนเวลา 4-6 สัปดาห หลังจากนั้นนําไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสังเคราะหสูตรที่เติมมอลตสกัด 500 mg/l รวมกับสารละลายโคลซิซิน 0.01 และ 0.1% 
(w/v) เปนเวลา 4 ถึง 12 สัปดาห พบวา สมพันธุ Hamlin ที่เล้ียงในอาหารสังเคราะหที่มีสารละลาย 
โคลซิซิน 0.1% (w/v) เปนเวลา 4 สัปดาห เกิดตน tetraploid สูงสุด 51.8% 
 
 Kadota and Niimi (2002) รายงานการใชสารละลายโคลซิซินกับแพรญี่ปุน (Pyrus 
pyrifolio) โดยใชสารโคลซิซินผสมลงในอาหารสังเคราะหที่ชักนําใหเกิดยอด (shoot proliferation 
medium) โดยใชความเขมขน 0.01 และ 0.1% (w/v) โดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหที่มี
สารละลายโคลซิซินเปนองคประกอบ เปนเวลา 1  2  4 และ 8 วัน ตามลําดับ พบวา ความเขมขน
ของสารละลายโคลชิซินที่ 0.01% (w/v)  ที่ผสมลงในอาหารสังเคราะหเพาะเลี้ยงและทําการ 
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน ทําใหเกิดตนที่เปน tetraploid 5 ตน จากทั้งหมด 26 ตน 
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 Rey et al. (2001) รายงานการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของ Ilex  paraguariensis รวมกับการใช
สารละลายโคลชิซินเพื่อหาความเขมขนท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม โดยทําการ
แยกเอ็มบริโอออกจากเมล็ดออนและทําการเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS ที่มีซูโครส 3% 
(w/v) วุน 0.65% (w/v)  และ zeatin 0.46 µM และมีสารละลายโคลชิซินเปนองคประกอบ 0.1  0.2 
และ 0.5% (w/v)  โดยทําการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอบนอาหารสังเคราะหที่มีสวนผสมของสารละลาย
โคลชิซินเปนระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ในที่มืดท่ีอุณหภูมิ 27+2 องศาเซลเซียส เมื่อเอ็มบริโอ
พัฒนาเปนตนแลวยายมาเลี้ยงที่มีแสง 14 ช่ัวโมงตอวัน ผลการทดลองไดตนทั้งหมด 152 ตน ซ่ึงเกิด
ตนที่เปน tetraploid  ทั้งหมด 2 ตน 
 
 ปาริชาติ (2540) ไดทําการศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วเขียว เพื่อแกปญหา
การผสมขามชนิดไมติดระหวางถ่ัวเขียวที่มีจํานวนโครโมโซมไมเทากัน โดยทดลองใชสารละลาย
โคลชิซินที่ความเขมขน 0  0.1  0.2 และ 0.3% (w/v) กับตนกลาถ่ัวเขียวที่มีอายุประมาณ 4 วัน โดย
ใชสารละลายโคลชิซินหยดลงบนสําลีที่หุมยอดออนไว โดยหยด 4 คร้ังตอวัน เปนเวลา 2 วัน และ
ปองกันการระเหยของสารละลายโคลชิซินโดยใชรมกระดาษกางคลุมตนกลา พบวา การให 
สารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.2 และ 0.3% (w/v) ทําใหตนถ่ัวเขียวมีโครโมโซมเปน tetraploid 
และตนถ่ัวเขียวที่เปน tetraploid มีลักษณะภายนอกแตกตางจากถั่วปกติ คือ ใบมีลักษณะหงิกงอ มีสี
เขียวเขม หนาและอวบมากกวาตน diploid    
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อุปกรณและวิธีการ 
 
วัสดุและอุปกรณ 
 

1. วัสดุและอุปกรณในการปลูกพืช 
 
     1.1 เมล็ดพันธุถ่ัวเขียวผิวมัน (Vigna radiata) พันธุ “กําแพงแสน 2” 

            1.2 เมล็ดพันธุถ่ัวเขียวผิวดํา (Vigna mungo) พันธุ “พิษณุโลก 2” 
    1.3 เมล็ดพันธุถ่ัวนิ้วนางแดง (Vigna umbellata) พันธุ “Miyazaki” 

    1.4 สารเคมีปองกันกําจัดศัตรูพืชปุยอินทรียและปุยเคมี 
 

2. วัสดุและอุปกรณในการผสมเกสร 
 

    2.1 ปากคีบ 
    2.2 ปายชื่อ 
    2.3 แอลกอฮอล 70% 
    2.4 ถุงกระดาษ ใชคลุมดอกหลังการ emasculation 

 
3. วัสดุและอุปกรณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 
     3.1 ตูเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
     3.2 ปากคีบ 
     3.3 มีดผาตัด 
     3.4 ตะเกียงแอลกอฮอล 
     3.5 จานแกวและกระดาษชําระ 
 
4. สารเคมี 
 

  4.1 สารเคมีที่ใชสําหรับการเตรียมอาหารสังเคราะหสูตร Murashige and Skoog (MS) 
และสูตร Gamborg B-5 media (B5) (ตารางผนวกที่ 1 และ 2) 
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4.2 สารเคมีที่ใชสําหรับการเตรียมอาหารสังเคราะหสูตร 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 สารเคมีที่ใชในการปรับคา กรด-เบส ไดแก กรดไฮโดรคลอริค ความเขมขน0.1 และ 
1 N และโพแทสเซียมไฮดร็อกไซด ความเขมขน 0.1 และ 1 N  

4.4 สารควบคุมการเจริญเติบโตพืช ไดแก BA IBA IAA (indole-3-acetic acid)  
และ kinetin  

4.5 สารเคมีสําหรับฟอกฆาเชื้อ ไดแก Haiter® (สารออกฤทธิ์ โซเดียม 
ไฮโปคลอไรด ความเขมขน 6.6% w/w) ที่ความเขมขน 20% (v/v) 

4.6 สารเคมีสําหรับการสกัด DNA (ตารางผนวกที่ 4) 
4.7 สารเคมีสําหรับที่ใชในปฏิกิริยา PCR (ตารางผนวกที่ 5) 
4.8 สารโคลชิซินสําหรับการเพิ่มจํานวนโครโมโซมตนถ่ัวลูกผสม F1

4.9 สารเคมีสําหรับการตรวจสอบดีเอ็นเอ (kit solution) ดวยเครื่อง Flow Cytometer 
(บริษัท Partec, Munster, Germany) 
 

5. เครื่องมือที่ใชในการเตรียมอาหารสังเคราะห 
 

5.1 เครื่องชั่งไฟฟาความละเอียด 2  3 และ 4 ตําแหนง 
5.2 เครื่องวัดความเปนกรดดาง 
5.3 ขวดแกวพรอมฝา บีกเกอร กระบอกตวง และ ปเปต 
5.4 หมอนึ่งความดันไอ 

 
6. เครื่องมือที่ใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม  

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

7.1 เครื่อง flow cytometer (บริษัท Partec รุน CyStain UV Precise P) 
7.2 จานแกวและกระดาษชําระ 
7.3 หลอดแกวสําหรับเครื่อง flow cytometer (บริษัท Partec รุน CyStain UV  

Precise P) 
7.4 ใบมีดโกน 
7.5 หลอดหยดสาร 
7.6 ปเปต ขนาด 1000 ไมโครลิตร 

 
8. สถานที่ทําการทดลอง 

 
8.1 หองปฏิบัติการ Plant Tissue Culture and Transformation ศูนยเทคโนโลยี 

ชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน จ. นครปฐม 
8.2 แปลงทดลองศูนยวิจัยพืชผักเขตรอน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขต 

กําแพงแสน จ.นครปฐม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
25 

วิธีการทดลอง 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata)

 
ทําการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata  x V. mungo  V. radiata x V. umbellata และ  

V. mungo x V. umbellata และทําการผสมสลับ (reciprocals) ทุกคูผสมเพื่อศึกษาการผสมติดฝก 
(pod set) และการติดเมล็ด (seed set) ทําการเตรียมตนพอพันธุและตนแมพันธุ โดยปลูกถ่ัวเขียว 
ผิวมัน (V. radiata) “กําแพงแสน 2” ถ่ัวเขียวผิวดํา (V. mungo) “พิษณุโลก 2” และ ถ่ัวน้ิวนางแดง  
(V. umbellata) “Miyazaki” ในแปลงปลูกขนาด 1 x 5 เมตร โดยปลูก 2 แถวตอ 1 แปลง และปลูก
เปนรุน แตละรุนหางกัน 1 สัปดาห เพ่ือเวนชวงใหสามารถผสมเกสรไดพอดี กอนการผสมขามตอง
มีการตอนเกสรเพศผู (emasculation) เพื่อปองกันการผสมตัวเอง โดยเลือกดอกที่คาดวาจะบานใน
เชาวันรุงขึ้น มีลักษณะกลีบดอกเตงตึงและอับละอองเกสร (anther) ยังไมแตก เมื่อเลือกดอกไดแลว
จับบริเวณของฐานดอกเบา ๆ ใชปากคีบคอย ๆ กรีดตามแนวยาวของกลีบดอกจากดานฐานขึ้นไปยัง
ปลายดอก จากนั้นใชปากคีบคอย ๆ คล่ีกลีบดอกจนถึงชั้นในสุดจะพบอับละอองเกสร 10 อัน และ
ยอดเกสรเพศเมีย (stigma) ใชปากคีบดึงกานชูเกสรเพศผู (filament) ทั้ง 10 กานพรอมอับละออง
เกสรออกใหหมด ระวังไมใหอับละอองเกสรแตก และอยาใหยอดเกสรเพศเมียและกานชูเกสรเพศ
เมียถูกกระทบกระเทือนหรือหัก เพราะจะทําใหผสมเกสรไมสําเร็จและทําใหดอกรวงไดงาย เวลาท่ี
เหมาะสมในการตอนเกสรเพศผูอยูในชวง 16:00-18:00 น. จากนั้นใชปากคีบดึงดอกที่ไมตองการทิ้ง 
และหลังจากการตอนเกสรเพศผูเสร็จแตละดอก ควรจุมปากคีบในแอลกอฮอล 70% กอนที่จะทํา
การตอนดอกอื่นตอไป และทําการคลุมดอกที่ผานการตอนเกสรเพศผูแลวดวยถุงกระดาษเพื่อปอง
กันการผสมขาม จากนั้นทําการผสมขามในชวง 7:00-10:00 น. ของวันรุงขึ้น โดยนําละอองเกสร
เพศผู (pollen grain) ของตนที่ตองการใชเปนตนพอมาแตะลงบนยอดเกสรเพศเมีย (stigma) บนดอก
ของตนแมที่ทําการตอนเกสรเพศผูไวแลว บันทึกจํานวนดอกที่ทําการผสม จํานวนดอกที่ผสมติดฝก 
และลักษณะของฝกและเมล็ดที่ไดจากการผสมขามชนิด 
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2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
(V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata) 

 
ศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของคูผสม 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 ดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล (ovule culture) โดยศึกษาผลของอายุของออวุลหลังการผสมเกสรที่
แตกตางกัน 5 ระดับ คือ  6  8  10  12 และ 14 วันหลังผสมเกสร ที่มีผลตอการชักนําใหเอ็มบริโอเกิด
การงอกและพัฒนาเปนตนบนอาหารสังเคราะห เมื่อออวุลที่เกิดจากการผสมขามมีอายุครบตามที่
กําหนด นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร 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
แบบสุมสมบูรณ (CRD) ทําซํ้าทั้งหมด 4 ซํ้า ซํ้าละ 20 ออวุล บันทึกจํานวนของออวุลที่มีการงอก
และพัฒนาเปนตนที่สมบูรณที่มีทั้งใบและราก  

 
วิธีการเพาะเลี้ยงออวุล เร่ิมจากเก็บฝกที่มีอายุตามที่กําหนด นํามาลางดวยน้ําสบู 1 คร้ัง และ

ฟอกฆาเชื้อในสารละลาย Haiter® ความเขมขน 20% (v/v) (สารออกฤทธิ์ โซเดียมไฮโปคลอไรด 
ความเขมขน 6.6% w/w) ที่เตรียมดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ทําการฟอกฆาเชื้อเปนเวลา 10 
นาที ในสภาพปลอดเชื้อ และลางดวยน้ําท่ีผานการนึ่งฆาเชื้อจํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 1 นาที จากนั้น
แยกเอาสวนของออวุลออกจากฝก โดยใชมีดตัดบริเวณโคน funiculus ดานที่ติดกับออวุล พยายาม
ไมใหเกิดความเสียหายกับออวุลโดยเด็ดขาด จากนั้นยายออวุลมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห
สูตรขางตนในสภาพปลอดเชื้อ โดยเพาะเลี้ยงในที่มืดเปนเวลา 7 วัน และยายออกมาเพาะเลี้ยงใน
สภาพที่มีแสง 55 µmole/m2/s เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน และมืด 8 ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซียส  
 
 
 
 
 
 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
27 

3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  

 
3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 

เปนตนพอและตนแม 
 

ศึกษาวิธีการตรวจสอบความแตกตางระหวาง V. radiata  V. mungo และ V. umbellata โดย
การใชโมเลกุลเครื่องหมายโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD โดยคัดเลือกไพรเมอร RAPD ที่สามารถแยก
ความแตกตางระหวางถ่ัวทั้ง 3 ชนิด และทําการสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการที่ดัดแปลงจากวิธีของ Ida  
et al. (2004) เริ่มจากตัดใบจริงคูแรกที่มีอายุ 1 สัปดาหของตนถ่ัวที่ใชเปนพอและแมจํานวน 1 ใบ 
นํามาใสในไนโตรเจนเหลวบดใหละเอียดและตักใสในหลอด 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 คา pH 8.0) ปริมาตร 600 µl และเก็บไวที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จากนั้นเติมสารละลาย 5 M KAC ปริมาตร 300 µl และแชไวในนํ้าแข็ง
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง แลวนํามาปนเหวี่ยงที่ระดับความเร็ว 13,000 รอบตอนาที นาน 30 นาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ยายสารละลายสวนใสใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม และเติม
สารละลาย chloroform : isoamyl (อัตราสวน 24 : 1) ปริมาตร 500 µl เขยาเบา ๆ บนโรเตอร เปน
เวลา 20 นาที แลวนํามาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ยายสารละลายสวนใสลงในหลอด microcentrifuge หลอดใหม และเติม ethanol 
ความเขมขน 95% (v/v) ปริมาตร 700 µl เขยาเบา ๆ จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และเทสวนท่ีเปนสารละลายทิ้งและลาง
ตะกอนดีเอ็นเอ ดวย ethanol ความเขมขน 70% (v/v) ปริมาตร 700 µl โดยวิธีการทําเหมือนขั้นตอน
ของการเติม ethanol ความเขมขน 95% (v/v) ทําการลางตะกอนดีเอ็นเอจํานวน 2 คร้ัง จากนั้นผ่ึง 
ดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 20 µl 
จากนั้นตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอดวยอิเล็คโตรโฟเรซีส โดยใชดีเอ็นที่สกัดได 1 µl ผสม
กับ dye (0.25% bromophenol blue, 30% glycerol) ปริมาตร 9 µl หยอดลงในหลุมของ agarose gel 
ความเขมขน 0.8% เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่มีความเขมขน 20  50  100 และ 200 ng/µl ผาน
สนามไฟฟาท่ีมีความตางศักย 100 โวลต ใน 0.5x TBE buffer เปนเวลา 20 นาที แลวยอม agarose 
gel ดวย ethidium bromide เปนเวลา 10 นาที และลางดวยน้ําสะอาดอีก 10 นาที จากนั้นตรวจสอบ
ความเขมขนของดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Document (บริษัท Vilber lour Mat รุน 
TCX. 20.M) ประมาณความเขมขนของดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดโดยเทียบกับความเขมขนของ 
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แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนั้นปรับความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดจนกระทั่งมีความเขมขน
ประมาณ 20 ng/µl แลวจึงนําไปทําปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) ทั้งในการทดลอง
หาไพรเมอร RAPD และการตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 
 ทําการคัดเลือกไพรเมอร RAPD จํานวน 40 ไพรเมอรที่ใชในงานปรับปรุงพันธุถ่ัวเขียว  
(ตารางผนวกที่ 3) เพื่อตรวจสอบหาไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางตนพอและตนแม
ได โดยใชปฏิกิริยา 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) เทากับ 25 µl ตอ  
1 ปฏิกิริยา นํา reaction mixed เขาเครื่อง PCR ของ Perkin Elmer รุน Gene Amp PCR system 2400 
โดยใชอุณหภูมิในการ denature รอบแรกที่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ตามดวย 35 รอบ 
ของการ denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที จากนั้นใชอุณหภูมิในการทํา 
ไพรเมอร annealing ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที และไพรเมอร elongation ที่ 72 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ตามดวยการทํา extend elongation ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 
3 นาที  ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยา PCR ดวยวิธีอิเล็คโตรโฟรีซีสใน agarose gel 
ความเขมขน 1.5% (w/v)  ที่เตรียมดวย 1x TBE buffer ดวยเครื่อง electrophoresis (Gelmate 2000) 
ผานกระแสไฟฟาความตางศักย 100 V นาน 50 นาที และยอม agarose gel ดวย ethidium bromide 
(ETBR) แลวถายภาพแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Document (บริษัท Vilber lour 
Mat รุน TCX. 20.M) ทําการบันทึกผล คัดเลือกไพรเมอรที่แสดงความแตกตาง (morphism) ของ
แถบดีเอ็นเอระหวางตนพอและตนแมที่ชัดเจน (ถ่ัวเขียวผิวมัน ถ่ัวเขียวผิวดํา และถ่ัวน้ิวนางแดง) 
และบันทึกจํานวนแถบดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มจํานวนไดของแตละไพรเมอร เพื่อนําไปใชในการ 
คัดเลือกตนลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตตอไป  
 

3.2 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 
การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 

 
ศึกษาวิธีการตรวจสอบความเปนลูกผสมโดยใชเทคนิค RAPDโดยใชไพรเมอรที่สามารถ

แยกความแตกตางระหวางพอและแม (จากการทดลองที่ 3.1) โดยตัดใบจริงคูแรกที่มีอายุ 1 สัปดาห 
จากตนถ่ัวท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอทุกตนมาตนละ 1 ใบ นําไปสกัดดีเอ็นเอ และปรับความ
เขมขนของดีเอ็นเอใหมีความเขมขนประมาณ 20 ng/µl จากนั้นนําไปตรวจสอบความเปนลูกผสม
โดยนําไปทําปฏิกิริยา PCR กับไพรเมอร RAPD ที่ไดจากการคัดเลือกตามวิธีการในการทดลอง 
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ที่ 3.1 โดยใช ladder 100 bp plus เปนแถบดีเอ็นเอมาตรฐานบอกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ทําการบันทึกผล 
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏระหวางตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอกับแถบดีเอ็นเอของ  
V. radiata  V. mungo  และ V. umbellata  เพื่อตรวจสอบความเปนลูกผสม 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ
 

นําตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลที่ตรวจสอบแลววาเปนลูกผสมจากทุกคูผสมที่
สามารถชวยชีวิตได มาศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนใหไดมากขึ้นโดยวิธีการ sub culture โดยตัดชิ้นสวน
ของลําตนใหมีขนาดยาว 1 เซนติเมตร ใหมีสวนของตายอดหรือตาขางอยูในช้ินสวนที่ตัดดวย จาก
นั้นนําชิ้นสวนของพืชไปเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + vitamin B5 ที่เติม BA 
0.1  0.2 และ 0.3 mg/l วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) ทําซํ้าทั้งหมด 4 ซํ้า ซํ้าละ 10 ช้ิน
สวน บันทึกจํานวนตนถ่ัวที่สามารถชักนําใหเกิดยอดใหม (adventitious shoot) จากนั้นยายตนถ่ัว 
ลูกผสมที่เกิดยอดใหมไปเล้ียงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l (สุมนา, 2540) เพื่อชักนํา
ใหเกิดราก ทําการเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีแสง 55 µmole/m2/s เปนเวลา 16 ช่ัวโมงตอวัน และมืด 8 
ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บันทึกจํานวนตนถ่ัวที่สามารถชักนําใหเกิดราก เมื่อสวน
ยอด (adventitious shoot) ของตนถ่ัวลูกผสมเกิดรากจนสมบูรณแลว จึงนําไปยายปลูกตอไป 
 
5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

เตรียมตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเพื่อยายปลูกสําหรับการทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสร 
โดยคลายฝาขวดเพาะเลี้ยงตนถ่ัวที่พรอมสําหรับการยายปลูกเปนเวลา 1 สัปดาห กอนยายปลูก ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และแสง 55 µmole/m2/s เมื่อครบ 1 สัปดาห นําตนถ่ัวออกจากขวด 
เพาะเลี้ยงและลางวุนที่ติดอยูบริเวณรากใหสะอาด นําไปแชน้ํายากันรา (ซีเบนดาซิม 35 ความ 
เขมขน 10% w/w) เปนเวลา 15 นาที จากนั้นยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมลงในกระถางขนาด 3 น้ิว โดยใช
ทรายและขุยมะพราวที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลวผสมกันในอัตราสวน 1 : 1 เปนวัสดุปลูก เมื่อยายปลูก
ตนถ่ัวลูกผสมแลวคลุมกระถางและตนถ่ัวดวยถุงพลาสติกใสขนาด 8x15 นิ้ว นําไปเพาะเลี้ยงใน
สภาพอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ที่ความเขมแสง 55 µmol/m2/s เปนเวลา 12 ช่ัวโมงตอวัน เปนเวลา 
1 สัปดาห จากนั้นเปดถุงพลาสติกออกครึ่งหนึ่งของที่ปดไวเปนเวลา 2 วัน หลังจากนั้นเปดถุง
พลาสติกและเพาะเลี้ยงตอในสภาพเดิมจนครบ 1 สัปดาห หลังจากนั้นนําตนถ่ัวลูกผสมมาเพาะเลี้ยง
ในดินผสม (สูตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร) ภายใตที่รมเงาเปนเวลา 1 สัปดาห จากนั้นยายปลูกตน
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในกระถางทดลองและเพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
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ทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการผสมขามชนิดของ 
 V. radiata x V. umbellata โดยวิธีการทดสอบความงอกของละอองเกสร (pollen germination test) 
โดยใช hanging drop technique โดยเพาะเลี้ยงละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดบนอาหาร
สังเคราะหที่ใชทดสอบความงอกของละอองเกสรสูตร Brewbaker and Kwack (1963) (100 mg/l 
H3BO3, 300 mg/l Ca(NO3)2.4H2O, 200 mg/l MgSO4 และ 100 mg/l KNO3) ที่มีความเขมขนของ 
น้ําตาลซูโครส 15% (w/v) ทําการเพาะเลี้ยงโดยเก็บละอองเกสรที่เวลา 8:00  9:00  10:00  11:00 และ 
12:00 น. วางแผนการทดลองแบบ CRD ทํา 3 ซํ้า ซ่ึงดําเนินการดังนี้ หยดอาหารสังเคราะหสูตร 
Brewbaker and Kwack (1963) ลงบน cover slip จากนั้นเขี่ยละอองเกสรที่ตองการทดสอบปริมาณ
เล็กนอยลงบนอาหาร เกลี่ยใหกระจายโดยไมทําใหหยดอาหารแตกและหยดน้ําสะอาดลงบริเวณมุม
ทั้ง 4 ของ cover slip แลวจึงวางสไลดหลุมปดลงบน cover slip ใหตําแหนงของหยดอาหารตรงกับ
บริเวณตรงกลางหลุมและหยดอาหารไมแตะโดนแผนสไลด จากนั้นพลิกสไลดกลับและเก็บสไลด
ไวในกลองที่มีกระดาษทิชชูที่อ่ิมตัวดวยนํ้ารองอยูที่กนกลอง ตรวจสอบการงอกของละอองเกสร
ภายใตกลองจุลทรรศนทุก ๆ 2 ช่ัวโมง จนครบ 24 ช่ัวโมง หลังเริ่มทดสอบ โดยละอองเกสรที่ถือวา
มีชีวิต (viable pollen grain) คือ ละอองเกสรที่สามารถงอกหลอดละอองเกสรยาวเกินหรืออยางนอย
เทากับเสนผานศูนยกลางของละอองเกสรนั้น ๆ และตองไมเปนละอองเกสรที่เหี่ยวยนหรือแตก สุม
นับ 5 microscopic fields ตอ 1 slide ทํา 1 slide ตอซํ้า บันทึกจํานวนละอองเกสรที่มีชีวิตที่เกิดการ
งอกบนอาหารสังเคราะห 

 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 

 
6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 

ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 
ศึกษาความเขมขนของสารโคลชิซินที่เหมาะสมตอการชักนําใหเกิดจํานวนชุดโครโมโซม

เพิ่มขึ้นในตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตของ V. radiata x  V. umbellata โดยใชวิธี
หยดสารละลายโคลชิซินลงบนยอดออนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 โดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ ทําการหยดสารละลายโคลชิซินที่ผานการกรองเชื้อ
แลวที่บริเวณเนื้อเยื่อเจริญของปลายยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ความเขมขน 0  0.1  0.2 และ 
0.3% (w/v) โดยหยดสารละลายโคลชิซินแตละความเขมขนจํานวน 5 คร้ังตอวัน คร้ังละ 1 หยด ตั้ง
แต 8:00-12:00 น. เปนเวลา 2 วัน ใชตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด จํานวน 20 ตนตอ 1 ความเขมขน  
สารละลายโคลชิซินที่ใชทําใหปลอดเชื้อโดยกรองสารละลาย ดวย sterilized filter ขนาด 0.2 µm 
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ภายใตสภาพปลอดเชื้อ และตนลูกผสมขามชนิดที่ใชหยดสารละลายโคลชิซินเปนตนที่ผานการ  
sub culture เปนเวลา 2 อาทิตย หลังจากหยดสารละลายโคลชิซินครบตามกําหนดแลว นําตนถ่ัวลูก
ผสมขามชนิดไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห สูตร B5 ใหไดรับแสง 55µM/m2/sเปนเวลา 16  
ช่ัวโมงตอวัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส บันทึกลักษณะของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ปรากฏหลัง
จากหยดสารละลายโคลชิซิน ไดแก ลักษณะของใบและลําตน จากนั้นนําตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดท่ี
ไดรับการหยดสารละลายโคลชิซินไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของจํานวนโครโมโซมดวยเครื่อง 
Flow Cytometer บริษัท Partec รุน CyStain UV preciseP (Gu et al., 2005)  

 
การตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมหลังจากหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขน

ตาง ๆ ดวยเคร่ือง Flow  Cytometer ของบริษัท Partec รุน Partec CyStain UV precise P โดยใช 
ตัวอยางใบที่แตกออกมาจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซิน โดยใชใบที่มีอายุ 1 สัปดาห โดย
ตัดใบใหมีขนาด 1 cm2 วางบนจานพลาสติกขนาดเสนผานศูนยกลาง 55 mm จากนั้นเติม extraction 
buffer (kit solution) 500 µl และใชใบมีดโกนตัดใบตัวอยางใหมีขนาดประมาณ 1 mm2 แชช้ินสวน
ของใบใหอยูใน extraction buffer เปนเวลา 1 นาที หลังจากนั้นกรองผาน filter ขนาด 50 µm ลงใน
หลอดแกวสําหรับเครื่อง Flow Cytometer และเติม staining buffer (kit solution) 1 ml ลงในหลอด
แกว ตั้งหลอดแกวท้ิงไว 1 นาที จากนั้นติดตั้งหลอดแกวท่ีมีตัวอยางที่ตองการตรวจสอบเขากับ  
blue fluorescence channel ของเครื่อง Flow Cytometer แลวตรวจสอบผลดวยเครื่อง Flow 
Cytometer บันทึกการเปลี่ยนแปลงจํานวนชุดโครโมโซมและจํานวนตนถ่ัวที่มีจํานวนโครโมโซม
เพิ่มขึ้นจาก 2x เปน 4x  

 
6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร   

สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 
ทําการ sub culture สวนลําตนที่มีตาขางของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x  

V. umbellata ลงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช แตเติมสาร
ละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0  0.01  0.05 และ 0.1% (w/v) เพื่อชักนําใหเกิดการเพิ่มจํานวนชุด
โครโมโซมในตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด โดยทําการเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1 สัปดาห ในสภาพปลอดเชื้อ 
จากนั้นยายเนื้อเยื่อมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมมีการเติมสารควบคุมการเจริญ 
เติบโตพืชในสภาพปลอดเชื้อ ทําการเพาะเลี้ยง 20 ช้ินตัวอยางตอหนึ่งความเขมขนของสารละลาย 
โคลชิซิน หลังจากชิ้นสวนของพืชมีการแตกยอดใหมเปนเวลา 1 สัปดาห นําใบที่ไดน้ันไปทําการ
ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมโดยเครื่อง Flow Cytometer ตามวิธีการในขอ 6.1 
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การเตรียมอาหารสังเคราะหที่เติมสารละลายโคลชิซินที่ใชในการทดลอง เตรียมอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ใสในขวดขนาด 1000 ml แตละขวดใสอาหารปริมาตร 500 ml สําหรับผสมกับ
สารละลายโคลชิซินแตละความเขมขน จากนั้นกรองสารละลายโคลชิซินดวย sterilized filter ขนาด 
0.2 µm ภายใตสภาพปลอดเชื้อ จากนั้นเติมสารละลายโคลชิซินแตละความเขมขนลงในอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อและยังเปนของเหลวอยู ผสมอาหารและสารละลายโคลชิซิน
ใหเขากันกอนเทลงในขวดที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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ผลการทดลอง 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata)

 
การผสมขามชนิดของ V. radiata  กับ V. mungo  พบวา เมื่อทําการผสมเกสรโดยใช  

V. radiata  เปนตนแมใหเปอรเซ็นตการผสมติดฝก 43% (ตารางที่ 4) โดยมีการพัฒนาของฝกออน
ในชวงหลังการผสมเกสรจนถึงวันที่ 10 หลังการผสมเกสร เปนปกติเหมือนกับฝกที่เกิดจากการ
ผสมตัวเอง แตหลังจากวันที่ 10 เปนตนไป พบวา บางฝกมีการแตกของฝกเกิดขึ้นและเมื่อฝกที่ได
จากการผสมขามพัฒนาจนกระทั่งแกนั้น มีขนาดเล็ก ส้ันและมีลักษณะหงิกงอ (ภาพที่ 1) สวนเมล็ด
จากฝกที่ไดรับการผสมขามมีการพัฒนาที่ปกติจนกระทั่งวันที่ 12 หลังการผสมเกสร จึงพบวา เมล็ด
บางสวนเกิดการฉีกขาดของเปลือกหุมเมล็ดและเมล็ดเริ่มมีลักษณะนิ่มและยน สวนเมล็ดที่ไดจาก
ฝกแก พบวา เปลือกหุมเมล็ดมีสีเขียว ลักษณะ ยน ลีบ และเมล็ดมีขนาดเล็ก (ภาพที่ 2) เมื่อนําเมล็ด
มาเพาะในแปลงทดลอง พบวา เมล็ดที่ไดจากการผสมขามไมสามารถงอกได สวนการใช V. mungo  
เปนตนแมนั้น พบวา มีอัตราการผสมติดฝก 7.5% ฝกที่เกิดจากการผสมมีขนาดเล็ก เมล็ดมีสีเขียว 
ขนาดเล็กและลีบ และไมสามารถงอกไดในสภาพแปลง 
 

การผสมขามชนิดของ V. radiata กับ V. umbellata พบวา เมื่อใช V. radiata  เปนตนแม มี
เปอรเซ็นตการผสมติดฝก 26.2% (ตารางที่ 4) การพัฒนาของฝกที่ไดรับการผสมขาม ในชวงแรกจะ
พัฒนาอยางปกติ แตจะเริ่มเกิดการเหี่ยวยนของฝกหลังจากวันที่ 10 หลังการผสมเกสร เมื่อฝกถ่ัวที่
ไดจากการผสมขามแก พบวา ทุกฝกมีลักษณะหงิกงอและมีขนาดเล็ก สวนเมล็ดที่ไดนั้นมีสีเขียวเขม 
ขนาดเล็กมาก และลีบ (ภาพที่ 3) เมื่อนําเมล็ดที่ไดไปเพาะในแปลงทดลองพบวา เมล็ดดังกลาวไม
สามารถงอกได สวนการผสมโดยใช V. umbellata เปนตนแมนั้น ไมสามารถผสมติดฝกได โดย
ดอกที่ไดรับการผสมจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร 

 
การผสมขามชนิดของ V. mungo  กับ V. unbellata  พบวา เมื่อผสมเกสรโดยใช V. mungo  

เปนตนแม ใหเปอรเซ็นตการผสมติดฝก 19.04% (ตารางที่ 4) โดยฝกถ่ัวท่ีไดจากการผสมมีขนาดเล็ก 
สวนเมล็ดลูกผสมมีสีดํา บางเมล็ดมีขนาดเล็กและลีบ (ภาพที่ 4) และพบฝกลมเกิดขึ้นดวย เมื่อนํา
เมล็ดไปเพาะในสภาพแปลง พบวา ไมสามารถงอกได สวนการใช  V. umbellata เปนตนแม  
ไมสามารถผสมติดฝกได โดยดอกที่ทําการผสมจะรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร 
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ตารางที่ 4  การติดฝกที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  V. mungo และ V. umbellata  
 

คูผสม จํานวนดอกที่ผสม จํานวนฝกที่ผสมติด  
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  ฝกถ่ัวที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. mungo 
 

 
     ก                            ข                          ค        

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

  F1 ที่ไดจากการผสมขามชนิด (ข) 
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          ก                         ข                        ค 
 
ภาพที่ 3  เมล็ดถ่ัว V. radiata “กําแพงแสน 2”  (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และเมล็ด F1 ที่ 
               ไดจากการผสมขามชนิด (ข)  
 

  ก                           ข                           ค 
 
ภาพที่ 4  เมล็ดถ่ัว V. mungo “พิษณุโลก 2” (ก) V. umbellata “Miyazaki” (ค) และเมล็ด F1 ที่ไดจาก 
               การผสมขามชนิด (ข)   
 
2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
    (V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata)
 

หลังจากการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวทั้ง 3 ชนิดน้ีแลว จึงเก็บฝกออนของถ่ัวแตละคูผสม ที่
อายุ 6  8  10  12 และ 14 วันหลังผสมเกสร มาชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลในสภาพ
ปลอดเชื้อ พบวา 
 

การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามของ  V. radiata  กับ V. mungo โดยใช  
V. radiata  เปนตนแม พบวา อายุของออวุลหลังการผสมเกสรขามชนิดที่แตกตางกัน มีผลทําให 
ออวุลที่เกิดจากการผสมขามมีอัตราการงอกและพัฒนาไปเปนตนในระดับที่แตกตางกันอยางมี 
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ภาพท่ี 5) และเมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยการงอกและการพัฒนาเปนตนของ 
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ออวุลที่ไดจากการผสมขาม พบวา คาเฉลี่ยของการงอกเปนตนสามารถแบงออกได 3 กลุมคือ กลุมที่ 
1 เปนออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 12 วันหลังการผสม ซ่ึงมีการงอกเปนตนได 18.5 ตน (92.5%) กลุม
ที่ 2 เปนออวุลที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ 8 และ 10 วันหลังการผสม มีการงอกเปนตนรองลงมา เทากับ 
12.2 ตน (61.0%) และ 10.75 ตน (53.75%) ตามลําดับ และกลุมที่ 3 เปนออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 
14 และ 6 วันหลังการผสม ซ่ึงมีการงอกเปนตนเพียง 5.5 ตน (27.5%) และ 2.25 ตน (11.25%) ตาม
ลําดับ (ตารางที่ 5)  
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ภาพที่ 5  การงอกเปนตนจากการ
               x V. mungo ที่มีอายุตาง
 

ตนออนที่งอกจากออวุล
ปลอดเชื้อ (ภาพที่ 6) มีสีของสวน
สีมวงของ hypocotyl นั้น พบวา 
สีเขียวในตอนเริ่มตน แลวจึงเปล
ของระบบรากเพียงเล็กนอยบนอ
เกิดขึ้นดวย สวนการใช V. mung
บนอาหารสังเคราะหที่ใชเพาะเล
 
 
 
 
 
 

 

c

Ovule age (DAP) 

เพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามช
 ๆ กัน  

ที่ไดจากการผสมขามของ V. radiata x V
 hypocotyl เปนสีมวงเหมือนกับ V. mun
บางตนมีสีมวงปรากฏตั้งแตแรก แตบางต
ี่ยนเปนสีมวงในภายหลัง และพบวา ตนอ
าหารสังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยง โดยรากท
o  เปนตนแม พบวา ออวุลที่ไดไมสามาร
ี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ 
b
 b
a

 6             8              10           12            14      

 

นิดของ V. radiata  

. mungoในสภาพ 
go ซ่ึงการแสดงออกของ 
นสีของ hypocotyl เปน 
อนที่ไดน้ันมีการพัฒนา
ี่ไดน้ันมีสวนของแคลลัส
ถงอกเปนตนออนไดเลย
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ตารางที่ 5  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. radiata  x V. mungo ที่เพาะเลี้ยง 
 บนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 

 
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

  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 ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม   

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
 

 
 
ภาพที่ 6  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata  x V. mungo  
 

สวนออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. radiata มีอัตราการผสมติดฝกต่ํา
มาก จึงไมสามารถทําการทดลองไดครบตามแผนการทดลองที่วางไว อยางไรก็ตามจากการเพาะ
เล้ียงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดคูนี้ ที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ  6  8  10  12 และ 14 วันหลังการผสม 
พบวา ออวุลจากทุกอายุไมสามารถงอกเปนตนไดเลย  
 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิด V. radiata x V. umbellata ที่มีอายุแตกตาง
กัน ใหผลแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 6) โดยพบวา ออวุลที่มีอายุ 12 วันหลัง
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การผสม สามารถงอกเปนตนได 4 ตน จาก 80 ออวุลที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหคิดเปน 5% 
(ภาพที่ 7) สวนออวุลที่มีอายุ 6  8  10 และ 14 วันหลังการผสม พบวา ไมสามารถงอกเปนตนไดเลย  

 
ตนออนที่งอกจากออวุลที่ไดจากการผสมขาม V. radiata x V. umbellata มีลักษณะเหลือง

ซีดทั้งตนและมีอัตราการเจริญเติบโตชาบนอาหารสังเคราะห (ภาพที่ 8)  
 
ตารางที่ 6  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ 
                  เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
 
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

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

F-test **  
 
หมายเหต ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม  

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
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ภาพที่ 7  การงอกเปนตนจากก
               x V. umbellata  ที่มีอ
 
 

 

b

ารเพาะ
ายุตาง ๆ
b

เลี้ยงออว
 กัน 
b

) 

ุลที่เกิดจากการผส
b
a

4 
   
6           8         10            12        1
 
Ovule age (DAP
มขามชนิดของ V. radiata  
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ภาพที่ 8  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
 

สวนการผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. radiata พบวา การผสมขามชนิดของคูผสม
นี้ไมเกิดการติดฝก โดยฝกเกิดการหลุดรวงหลังจากผสมภายใน 1-2 วัน จึงไมสามารถทําการทดลอง
การเพาะเลี้ยงออวุล และการทดลองในขั้นตอนตอไปได 

 
จากนั้นไดทําการทดลองเพิ่มเติมโดยเปรียบเทียบสูตรอาหารสังเคราะหในการเพาะเลี้ยง 

ออวุลของลูกผสมนี้ โดยใชอาหารสังเคราะห 3 สูตรคือ MS  MS + vitamin B5 และ MS + vitamin 
B5 + BA 1 mg/l โดยใชออวุลที่เกิดจากการผสมขามระหวาง V. radiata x V. umbellata จํานวน 40 
ออวุล ตอ 1 สูตรอาหาร พบวา ไมเกิดการงอกบนอาหารสูตรเหลานี้เชนกัน 
 

สวนการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. mungo x V. umbellata ที่มีอายุตาง ๆ 
กัน พบวา ออวุลที่ไดจากการผสมขามที่มีอายุแตกตางกัน มีการงอกเปนตนออนแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (ตารางที่ 7) และเมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของการงอกเปนตนสามารถแบงออก
ไดเปน 3 กลุมดังนี้ กลุมที่ 1 คือ ออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 14 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนา
เปนตนบนอาหารสังเคราะหในสภาพปลอดเชื้อสูงสุด เทากับ 9.75 ตน (48.75%) กลุมที่ 2 คือ ออวุล
ที่เก็บจากฝกท่ีมีอายุ 12 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนาเปนตนรองลงมาเทากับ 5.75 ตน 
(28.75%) และกลุมที่ 3 คือ ออวุลที่เก็บจากฝกที่มีอายุ 10 วันหลังการผสม มีการงอกและพัฒนา
เปนตน เทากับ 1.5 ตน (7.5%) สวนออวุลที่อายุ 8 และ 6 วันหลังการผสมเกสร ไมสามารถงอก
เปนตนไดเลย (ภาพที่ 9) ตนออนที่งอกบนอาหารสังเคราะหมีรูปแบบการงอกแบบ epigeal  ลําตนมี
สีมวงและมีขนาดเล็ก สวนใบเลี้ยงมีขนาดเล็ก และ ระบบรากมีการพัฒนาเพียงเล็กนอยบนอาหาร
สังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยง (ภาพที่ 10) 
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ตารางที่ 7  การงอกเปนตนของออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata ที่ 
                  เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหเปนเวลา 30 วัน 
  
อายุของออวุล (วันหลังผสมเกสร) จํานวนออวุลที่งอกเปนตน เปอรเซ็นตการงอกเปนตน (%) 

  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 ุ คาเฉลี่ยที่ตามดวยตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ตาม  

  การวิเคราะหแบบ DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 99% 
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ภาพที่ 9  การงอกเปนตนจากการเพ
               V. umbellata ที่มีอายุตาง
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ภาพที่ 10  ตนถ่ัวที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสม V. mungo  x V. umbellata  
 

สวนการเพาะเลี้ยงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. umbellata x V. mungo น้ันไม
สามารถทําได เนื่องจากคูผสมนี้ไมสามารถผสมติดฝก ดังนั้น คูผสมนี้จึงไมสามารถทําการทดลอง
การเพาะเลี้ยงออวุลและการทดลองในขั้นตอนตอไปได 
 

จากการทดลองนี้สามารถบอกไดวามีเพียงออวุลที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata 
x V. mungo  V. radiata x V. umbellata และ V. mungo  x V. umbellata เทานั้นที่ประสบความสําเร็จ
ในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล สวนคูผสม V. umbellata x V. radiata 
และ V. umbellata x V. mungo ไมสามารถทําการทดลองชวยชีวิตเอ็มบริโอได เนื่องจากการผสม
ขามของถั่วทั้งสองคูผสมนี้ไมสามารถผสมติดฝกได  
 
3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  

V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  
 

3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 
เปนตนพอและตนแม 
 

จากการคัดเลือกไพรเมอร RAPD จํานวน 40 ไพรเมอร (ตารางผนวกที่ 3) ที่ใชในงาน 
ปรับปรุงพันธุถ่ัว พบวา มี 9 ไพรเมอร ที่สามารถแยกความแตกตางระหวาง 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 ที่สามารถแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวาง V. radiata 
                  V. mungo และ V. umbellata 

 
ไพรเมอร ลําดับเบส จํานวนแถบดีเอ็นเอ 

ที่ปรากฏทั้งหมดจาก 
ถ่ัวทั้ง 3 ชนิด 

จํานวนแถบดีเอ็นเอที่
แสดงความแตกตาง 

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%) 

  
 โดยไพรเมอรที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันในถ่ัวทั้งสามชนิดไดดีที่สุดคือ Ax17  
เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการตรวจสอบในถั่วท้ัง 3 ชนิด มีจํานวน 10 แถบดีเอ็นเอ และท้ัง 
10 แถบดีเอ็นเอนั้นเปนแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันทั้งหมด คิดเปน 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 แตเมื่อทําการทดสอบซ้ํา พบวา มีเพียงไพรเมอร A02  A03  A07  A13 และ 
Ax17 ที่ใหรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เหมือนเดิม (ตารางที่ 9) สวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอร 
อ่ืน ๆ มีลักษณะของแถบดีเอ็นเอที่เปลี่ยนไปและสวนใหญเปนแถบดีเอ็นเอจาง ๆ ไมชัดเจน และ
บางไพรเมอร พบวา ไมสามารถแสดงแถบของดีเอ็นเอได ดังนั้นจึงเลือกไพรเมอร A02  A03  A07  
A13 และ Ax17 มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสม โดยไพรเมอร ทั้ง 5 ตัวดังกลาวนั้น ให
แถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตาง (polymorphic) เมื่อเปรียบเทียบระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  
V. radiata กับ V. umbellata และ V. mungo กับ V. umbellata  ไดดังตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9  จํานวนแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันเมื่อตรวจสอบโดยใชไพรเมอร A02  A03  A07 
                  A13 และ Ax17 เปรียบเทียบระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  V. radiata   กับ  
                  V. umbellata และ V. mungo กับ V. umbellata  
 
ไพรเมอร จํานวนแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันเมื่อเปรียบเทียบระหวางคูผสมตาง 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 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 
 

จากตารางที่ 9 นําไพรเมอร RAPD ที่ไดไปตรวจสอบความเปนลูกผสมกับตนที่ไดจากการ
ชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดระหวาง V. radiata x  
V. mungo  V. radiata  x V. umbellata  และ V. mungo x V. umbellata โดยเลือกไพรเมอร ที่แยก
ความแตกตางไดชัดเจนที่สุดของแตละคูผสมไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมตอไป โดยใช 
2 ไพรเมอร ตอ 1 คูผสม 
 

การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยง
ออวุลที่เกิดจากการผสมขามของ V. radiata x V. mungo เลือกใชไพรเมอรA02 และ Ax17 เนื่องจาก
เปนไพรเมอรที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata  กับ V. mungo  ไดอยาง 
ชัดเจนที่สุด จากการตรวจสอบดวยไพรเมอรดังกลาวทั้งคู พบวา มีแถบดีเอ็นเอบางสวนในตนตัว
อยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอ (แถวที่ 1-6) ตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. radiata (R) 
และแถบดีเอ็นเอบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. mungo (M) 
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ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
คูผสม V. radiata x V. mungo  โดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวที่ 1-6) ดวยไพรเมอร A02 (ภาพที่ 11) 
พบวา ตนตัวอยางปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนาด 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  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเม

 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากก
 (แถวที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอข

 
 ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสม
ผสม  V. radiata  x V. mungo  โดยการเพาะเล
พบวา ตนตัวอยางปรากฏแถบดีเอ็นเอที่มีขนา
ใน V. radiata คือ R1 และ R2 และปรากฏแถบ
ที่ปรากฏใน V. mungo คือ M1 และ M2

 
 
 
 

M R 1

 

4

อร A02 ตร
ารผสมขาม
อง V. radi

ของตนตัว
ี้ยงออวุล (แ
ด 1120 bp
ดีเอ็นเอขน

2 3 
44
MM
 1
 22
 33
วจสอบค
ชนิดของ

ata  (R) แ

อยางที่ได
ถวที่ 1-6)

 และ 810 
าด 760 bp

4 
วามเป
 V. ra
ละ V

จากก
 ดวย
bp ที่ต
 และ

5

6

1500 bp
นลูกผสมของตนตัวอยางที่  
diata x V. mungo   

. mungo (M)  

ารชวยชีวิตเอ็มบริโอของคู
ไพรเมอร Ax17 (ภาพที่ 12) 
รงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ

 650 bp ที่ตรงกับแถบดีเอ็นเอ

 6 
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M R 1 2 3 4 5 6 
 

 
ภาพที่ 12  แถบด

 ที่ไดจ
 (แถว
         

การตร
ออวุลที่เกิดจากก
เนื่องจากเปนไพ
ไดชัดเจนที่สุด จ
แถบดีเอ็นเอตรง
ปรากฏใน V. um

 
ผลการ

ผสมขามชนิดข
จากการเพาะเลี้ย
ขนาด 650 bp แ
ขนาด 1300 bp 

 
 

 

 

1200 bp
 

900 bp 1031 bp 
800 bp 700 bp 
600 bp 

R1 

R2 
M1 

M2 

ีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยาง                 
ากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. mungo   
ที่ 1-6) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata (R) และ V. mungo (M)  
          
วจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการเพาะเลี้ยง
ารผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เลือกใชไพรเมอร A13 และ Ax17 
รเมอรที่แสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวาง V. radiata  กับ V. umbellata  
ากการตรวจสอบ พบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยาง (แถวที่ 1-6) นั้นบาง
กับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. radiata  และบางแถบดีเอ็นเอตรงกับแถบดีเอ็นเอท่ี
bellata  

ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการ
อง V. radiata x V. umbellata  ดวยไพรเมอร A13 (ภาพที่ 13) พบวา ตนตัวอยางที่ได
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  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A13 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 

 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata  
 (แถวที่ 1-8) เทียบกับแถบดีเอ็นเอของ V. radiata (R) และ V. umbellata (U)  

 
ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจาก

ผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata ดวยไพรเมอร Ax17 (ภาพที่ 14) พบวา ตนตัวอยางท่ี
ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (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  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร Ax17 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยาง  

 ที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอจากการผสมขามชนิดของ 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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สวนการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี
การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo กับ V. umbellata เลือกใชไพรเมอร 
A03 และ A07 เนื่องจากเปนไพรเมอรที่แสดงความแตกตางระหวาง V. mungo กับ V. umbellata ได
ชัดเจนที่สุด จากการตรวจสอบพบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตนั้นมี
แถบดีเอ็นเอบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏใน V. mungo และบางสวนตรงกับแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏใน V. umbellata  

 
 ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
V. mungo x V. umbellata ดวยไพรเมอร A03 (ภาพที่ 15) พบวา ตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิต
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  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A03 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 
                 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x V. umbellata (แถวท่ี 1-6) เทียบกับแถบ 
                 ดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ V. umbellata (U) 
 

ผลการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ  
V. mungo x V. umbellata ดวยไพรเมอร A07 (ภาพที่ 16) พบวา ตนตัวอยางที่ไดจากการชวยชีวิต
เอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุล (แถวที่ 1-6) ปรากฏแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มีขนาดตรงกับแถบ 
ดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. mungo คือ M1 M2 และ M3 ซ่ึงมีขนาด 1510 bp 950 bp และ 680 bp ตาม
ลําดับ และปรากฏแถบดีเอ็นเอบางสวนจากตนตัวอยางท่ีมีขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน 
V. umbellata  คือ U1 ซ่ึงมีขนาด 900 bp  
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M    U       1      2       3       4      5       6 

 
 

ภาพที่ 16  แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเมื่อใชไพรเมอร A07 ตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนตัวอยางท่ี 
                 ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ V. mungo x V. umbellata (แถวท่ี 1-6) เทียบกับแถบ 
                  ดีเอ็นเอของ V. mungo (M) และ V. umbellata (U) 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 

 
การศึกษาการขยายเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการผสมขามชนิดของ 

V. radiata  x V. mungo โดยการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่ตัดจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีสวนยอดและ
ช้ินสวนที่มีตาขางบนอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความ 
เขมขน 3 ระดับ คือ 1  2 และ 3 mg/l พบวา ช้ินสวนที่ตัดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร 
ดังกลาวที่เติม BA ความเขมขนตาง ๆ ไมสามารถชักนําใหเกิดยอดใหมไดเลย โดยช้ินสวนที่มียอด
ของตนถ่ัวลูกผสมที่นําไปเพาะเลี้ยงมีการเปลี่ยนแปลงดังนี้ บริเวณรอยตัดของเนื้อเย่ือเกิดการพัฒนา
ของ compact callus เกิดข้ึน (ภาพที่ 17) สวนบริเวณยอดมีการขยายขนาดของใบออนในชวงแรก
ของการเพาะเลี้ยง หลังจากนั้นจะหยุดการขยายขนาดของใบ สวนการเพาะเลี้ยงช้ินสวนเนื้อเยื่อท่ีมี
ตาขาง พบวา บริเวณฐานของเนื้อเยื่อมีการพัฒนาเปน compact callus เกิดข้ึนเชนกันและแตกยอด
ใหมจากสวนของตา แตหลังจากนั้นไมพบวามีการเจริญและพัฒนาของยอดเกิดขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 

2000 bp 
1500 bp 
1031 bp 
900 bp 
700 bp 600 bp 

M1
M2 U1 

M3
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ภาพที่ 17  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร  
                 MS basal medium + B5 vitamins ที่เติม BA ความเขมขน 1 mg/l 
 

เนื่องจากการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด V. radiata x V. mungo บนอาหาร
สังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดไมประสบความสําเร็จ ดังนั้นจึงนําช้ินสวนที่มีตายอดของตนถ่ัว 
ลูกผสมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลมาชักนําใหเกิดรากบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l 
ทําการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 40 ช้ิน พบวา อาหารสูตรดังกลาวไมสามารถชักนําใหช้ินสวนของตนถ่ัว 
ลูกผสมนี้ใหเกิดรากไดเลยเชนกัน 
 

การเพิ่มจํานวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata ทําการ
เพาะเลี้ยงช้ินสวนที่มีตายอดเฉพาะบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l สวนอาหาร
สังเคราะหสูตร MS Basal medium + B5  vitamins ที่เติม BA ความเขมขน 3 ระดับ คือ 1  2 และ 3 
mg/l ไมไดทําการทดลอง เน่ืองจากจํานวนตนถ่ัวลูกผสมมีจํานวนเพียง 4 ตน จากการทดลองเพาะ
เล้ียงชิ้นสวนของชิ้นสวนที่มียอดบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l สามารถเพิ่มจํานวน
ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้ได ทําใหเกิดการพัฒนาของยอดและรากเกิดขึ้นและสามารถกระตุนให
เนื้อเยื่อบริเวณรอยตัดที่สัมผัสกับอาหารสังเคราะหเกิดรากไดในปริมาณที่มาก แตรากที่เกิดข้ึน พบ
วา มีแคลลัสเกิดขึ้นดวย(ภาพที่ 18) ดังนั้นในการ sub culture รอบที่ 2 จึงไดเพาะเลี้ยงชิ้นสวนที่มีตา
ยอดบนอาหารสังเคราะห สูตร B5 + IBA 2 mg/l จํานวน4 ช้ิน และทําการเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
B5 จํานวน 4 ช้ิน พบวา อาหารสังเคราะหสูตร B5 สามารถกระตุนใหช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมเกิด
การพัฒนาของยอดและรากเชนเดียวกันกับอาหารสังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 mg/l แตลักษณะของ
รากที่เกิดในอาหารสังเคราะหสูตร B5 มีลักษณะเรียวเล็กและไมพบการเกิดแคลลัสบริเวณรอยตัดท่ี
สัมผัสกับอาหารสังเคราะห (ภาพที่ 18) ดังนั้นในการ sub culture คร้ังตอไป จึงเปล่ียนมาใชอาหาร
สูตร B5 แทนอาหารสูตร B5 + IBA 2 mg/l 
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ภาพที่ 18  รากของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด
                 สังเคราะหสูตร B5 + IBA 2 m

 
การเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขาม

ช้ินสวนที่มีสวนยอดและชิ้นสวนที่มีตาขา
vitamins ที่มี BA ความเขมขน 3 ระดับ ค
ทั้ง 3 ความเขมขนทําใหเกิด compact call
และไมทําใหเกิดการพัฒนาของยอด (ภาพ

 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 19  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V.
                 สูตร MS basal medium + B5 v

 
เนื่องจากการ sub culture ตนถ่ัวล

สังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดไมประส
ลูกผสมขามชนิดคูนี้ที่ไดจากการเพาะเลี้ย

 

ก

ของ V. radiata x V. umbellata  ที่เ
g/l (ก) และอาหารสังเคราะหสูตร B

ชนิดของคูผสม V. mungo x V. um
งบนอาหารสังเคราะหสูตร MS bas
ือ 1  2 และ 3 mg/l พบวา ทุกสูตรอา
us เกิดขึ้นบริเวณเนื้อเยื่อสวนที่สัมผ
ที่ 19)  

 

 mungo x V. umbellata ที่เพาะเลี้ยงบ
itamins ที่เติม BA ความเขมขน 1 m

ูกผสมขามชนิดของ V. mungo x V
บความสําเร็จ ดังนั้นจึงนําช้ินสวนท
งออวุลมาชักนําใหเกิดรากบนอาหา
ข
  

พาะเลี้ยงบนอาหาร 
5 (ข) 

bellata โดยเพาะเลี้ยง
al medium + B5 

หารสังเคราะหที่มี BA 
ัสกับอาหารสังเคราะห 

นอาหารสังเคราะห 
g/l 

. umbellata  บนอาหาร
ี่มีตายอดของตนถ่ัว 
รสังเคราะหสูตร  



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                          

 
51 

B5 + IBA 2 mg/l ทําการเพาะเลี้ยงทั้งหมด 40 ช้ิน พบวา อาหารสูตรดังกลาวไมสามารถชักนําให 
ช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมนี้ใหเกิดรากไดเลย 
 

จากการศึกษาการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอของ 
คูผสมตาง ๆ ดวยการ sub culture นั้น พบวา คูผสม V. radiata x V. mungo และ V. mungo x  
V. umbellata ไมประสบความสําเร็จในการเพิ่มจํานวนในสภาพปลอดเชื้อ (ตารางที่ 10) ดังนั้นจึงทํา
การยายตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดออกปลูกโดยตรง จากการยายปลูกพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง
สองคูผสมนี้ไมสามารถเจริญเติบโตและพัฒนาในสภาพธรรมชาติและเกิดการตายในระหวางการ
ยายปลูกภายใน 1 สัปดาห 

 



                                  
 
 
                                                                                                                                                                                               

 

ตารางที ่10  การชักนําใหเกิดยอดจากชิ้นสวนของตนถั่วลูกผสมขามชนิด (จํานวน 40 ชิ้นจากตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอ 1 คูผสม) บนอาหาร 
                    สังเคราะหสูตร MS + vitamin B5 ที่มีความเขมขนของ BA 3 ระดับ คือ 0.1  0.2 และ 0.3 mg/l 
 
 อาหารสังเคราะหสูตร MS + vitaminที่เติม BA ความเขมขนตาง 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 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

V. radiata x V. umbellata 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

V. mungo x V. umbellata 
         ชิ้นสวนที่มีตาขาง 
         ชิ้นสวนที่มีตายอด 

 
0 
0 
 
- 
- 
 
0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 

 
0 
0 
 
- 
- 
 

0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 

 
0 
0 
 
- 
- 
 

0 
0 

 
40 
40 
 
- 
- 
 

40 
40 
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สําหรับตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata สามารถเพิ่มจํานวนได
ในสภาพปลอดเชื้อโดยการ sub culture บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 และไมทําใหเกิดแคลลัส 
บริเวณราก จึงทําการ sub culture ถ่ัวลูกผสมคูนี้บนอาหารสังเคราะหสูตร B5 เพ่ือเพิ่มจํานวนตนใน
การยายปลูกตอไป จากการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด พบวา ทุกตนที่ทําการยายปลูกสามารถ
เจริญเติบโตและพัฒนาเปนตนสมบูรณไดในสภาพธรรมชาติ สามารถออกดอกและติดฝกออนได
แตฝกออนดังกลาวจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังดอกบาน และไมพบการติดฝกที่สามารถ
พัฒนาถึงระยะฝกแกไดเลย (ภาพที่ 20)   
           

 
 

ภาพที่ 20  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata  ที่ยายปลูกลงในกระถางและ 
                 เพาะเลี้ยงในสภาพธรรมชาติ 
 
5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

เนื่องจากการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดและการยายปลูกประสบความสําเร็จเฉพาะ
คูผสม V. radiata x V. umbellata  ดังนั้น จากการทดลองนี้เปนตนไปจึงทําการศึกษาไดเฉพาะตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata เทานั้น    
  
 ยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata  ลงในแปลงเมื่อตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดออกดอก สุมเก็บละอองเกสรที่เวลา 7:00  8:00  9:00  10:00  11:00 และ 12:00 น. 
มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครส ความ 
เขมขน 15% (w/v) พบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เก็บจากเวลาตาง ๆ กันไม
สามารถเกิดการงอกในอาหารสังเคราะหเลย นอกจากนั้นยังพบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสม
ขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata มีขนาดและรูปทรงที่แตกตางกันดวย (ภาพที่ 21) 
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ภาพที่ 21  ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่เล้ียงบนอาหาร 
                 สังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 15%  
                 (w/v) 
 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 

 
6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 

ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 

จากการศึกษาการใชสารละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0.1 0.2 และ 0.3% (w/v) หยดลง
บนยอดของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata ที่ไดจากการเพิ่มจํานวนดวยวิธี
การ sub culture เปนเวลา 2 สัปดาห ในสภาพปลอดเชื้อเพื่อเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม โดยใชตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดจํานวน 20 ตน ตอ 1 ความเขมขนของสารละลายโคลชิซิน พบวา หลังการให 
สารละลายโคลชิซินเปนเวลา 1 สัปดาห ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการรวงของใบเกิดขึ้น โดยตนท่ี
ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.3% (w/v) เกิดการรวงของใบสูงที่สุด รองลงมาคือ 
0. 2 และ 0.1% (w/v) ตามลําดับ หลังจากนั้นอีก 2 สัปดาห ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการแตกยอด
ใหมจากยอดที่มีการใหสารละลายโคลชิซินทุกความเขมขน 
 

เมื่อนําใบที่แตกจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินไปตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง
ของจํานวนโครโมโซมดวยเครื่อง Flow Cytometer พบวา การหยดดวยสารละลายโคลชิซินที่มี
ความเขมขน 0.2% (w/v) ทําใหมีจํานวนตนที่มีจํานวนชุดโครโมโซมเพิ่มขึ้นจาก 2x เปน 4x อยู  
3 ตนจาก 20 ตน (15%) (ตารางที่ 11) โดยพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีจํานวนโครโมโซมเปน 
4x มีปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเปน 2 เทาของตนลูกผสมขามชนิดที่มีโครโมโซมเปน 2x (control)  
(ภาพที่ 22) สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.1% (w/v) พบวา บางตัวอยางเกิดการ
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เปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซมโดยมีจํานวนเพิ่มขึ้นแตเพ่ิมไมถึง 3x ซ่ึงพบทั้งหมด 3 ตนจาก 20 
ตน (15%) สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.3% (w/v) พบวา ไมทําใหเกิดการเปลี่ยน
แปลงของจํานวนโครโมโซม 
 
ตารางที่ 11  การเปลี่ยนแปลงของจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด V. radiata 

    x V. umbellata  ที่หยดดวยสารละลายโคลชิซิน 
 

จํานวนชุดโครโมโซม ความเขมขนของสาร
ละลายโคลชิซิน (w/v) 

จํานวนตนท่ีใช
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 
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ก 

 
ภาพที่ 22  ปริมาณดีเอ็นเอของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดจากตนที่ไมไดหยด
                 หยดดวยสารละลายโคลชิซินความเขมขน 0.1% (w/v) (ข) แล
                 โคลชิซินความเขมขน 0.2% (w/v) (ค) 
 
 

 

ข 

 

 

ส
ะ

ค

 

ารละลายโคลชิซิน (ก)   
หยดดวยสารละลาย 
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6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 

การศึกษาผลของวิธีการใหสารละลายโคลชิซินเพื่อเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตน 
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata โดยการผสมสารละลายโคลชิซินลงในอาหาร
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture โดยตรง โดยใชความเขมขนของสารละลายโคลชิซิน 0.1 0.2 
และ 0.3% (w/v) เพื่อเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของลูกผสมขามชนิด พบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด
ของ V. radiata  x V. umbellata  ไมสามารถแตกยอดและรากเมื่อเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะหที่มี
สารโคลชิซินในทุกความเขมขนและเมื่อยายกลับมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ไมมี
สารละลายโคลชิซินพบวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดเกิดการตายภายใน 2 สัปดาห  
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วิจารณ 
 
1. การศึกษาการผสมพันธุพืชขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata)  ถั่วเขียวผิวดํา  
    (V.  mungo) และ ถั่วนิ้วนางแดง (V. umbellata) 
 

การผสมขามชนิดของ V. radiata กับ V. mungo  เม่ือใช V. radiata เปนตนแม พบวา มี
อัตราการผสมติดฝกถึง 43% ซ่ึง Chen et al. (1982) และ Rashid et al. (1987) รายงานวา ในการ
ผสมขามชนิดระหวางคูผสมคูนี้ไมมีอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ ทําใหละอองเกสรสามารถงอกผาน
ยอดเกสรเพศเมียและกานชูยอดเกสรเพศเมียเขาไปใหไขกับสเปรมนิวเคลียสผสมกันได รวมทั้งการ
ผสมระหวางสเปรมผสมกับโพลารนิวคลีไอ (polar nuclei) ที่สามารถเกิดขึ้นได จึงทําใหเปอรเซ็นต
การผสมติดฝกมีอัตราสูง แตเมื่อเก็บเมล็ดจากฝกถ่ัวที่ไดจากการผสมขามชนิดที่มีอายุ 16 วันหลัง
การผสมเกสร ซ่ึงเปนระยะท่ีเอ็มบริโอของถ่ัวเขียวมีการพัฒนาเต็มที่ (Rashid et al., 1987) พบวา 
เมล็ดที่ไดน้ันมีลักษณะลีบและยนโดยเมล็ดเริ่มมีการลีบและยนหลังจากวันที่ 12 หลังการผสมเกสร 
และเมื่อนําเมล็ดไปเพาะ เมล็ดเหลานั้นไมสามารถงอกได สาเหตุการลีบยนของเมล็ดนั้นอาจเกิดจาก
อุปสรรคหลังการปฏิสนธิ อาจเปนความผิดปกติของเอนโดสเปรม (Ahn and Hartmann, 1978; 
Chen et al.,1982; Rashid et al., 1987) และอาจเปนไปไดวาเอนโดสเปรมที่เกิดขึ้นอาจมีการพัฒนา
ที่เปนปกติจนกระทั่งวันที่ 13 หลังการผสมเกสร เนื่องจากกอนวันที่ 13 หลังการผสมเกสร ฝกและ
เมล็ดที่ไดจากการผสมขามชนิดมีการพัฒนาที่เปนปกติ แตหลังจากนั้น เอนโดสเปรมเริ่มเกิดการ
พัฒนาที่ผิดปกติและเกิดการการสลายตัวข้ึน ทําใหกระบวนการสะสมอาหารภายในเมล็ดที่สงไปยัง
ใบเลี้ยง หยุดชะงักลง เปนผลทําใหเมล็ดที่เก็บในวันที่ 16 หลังการผสม มีลักษณะลีบและยน เมื่อนํา
เมล็ดดังกลาวไปปลูกในแปลงทดลองจึงพบวา ไมเกิดการงอกของเมล็ดเนื่องจากเอ็มบริโอในเมล็ด
ไดเกิดการตายไปกอนแลวจากการที่เอ็มบริโอในเมล็ดไมมีสารอาหารไปเลี้ยง (Buitendijk  
et al.,1995) 
 

สวนการผสมแบบสลับของคูผสม V. mungo x V.radiata  พบวา มีการผสมติดเพียง 7.5% 
ซ่ึงสาเหตุที่มีการผสมติดนอยอาจเกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิทําใหโอกาสที่สเปรมนิวเคลียสจะ
ปฏิสนธิกับไขเกิดขึ้นไดนอยลง (Barone et al. 1992) ดังนั้นจะมีดอกบางดอกเทานั้นที่ทําการผสม
เกสรแลวเกิดการปฏิสนธิ โดยดอกที่ไมเกิดการปฏิสนธินั้นจะเกิดการรวงอยางรวดเร็ว สวนดอกท่ี
เกิดการปฏิสนธิจะเกิดการพัฒนาของฝกตอไป ซ่ึงในระยะหลังการผสมเกสรนี้อาจเกิดการรวงของ
ฝกออนขึ้น ซ่ึงอาจเกิดจากความไมเขากันระหวางเอ็มบริโอกับเอนโดสเปรม โดยเอนโดสเปรมที่
เกิดจากการผสมขามชนิดไมสามารถสงสารอาหารไปยังเอ็มบริโอได ทําใหเอ็มบริโอเกิดการตายไป
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ในที่สุด ทําใหเกิดการรวงของฝกออน (Hadley and Openshaw, 1980; Pickersgill, 1993) อยางไรก็
ตาม ผลของการผสมขามชนิดระหวางถ่ัวทั้งสองชนิดน้ีอาจจะแตกตางกันได โดยข้ึนอยูกับสายพันธุ
ที่เลือกใชในการผสมขามดวย (Rashid et al., 1987) ดังนั้นการผสมขามชนิดของ V. mungo x  
V. radiata อาจจะประสบความสําเร็จถาหากเลือกใชสายพันธุอ่ืน ๆ ในพืชชนิดดังกลาวมาใชเปนพอ
และแมพันธุในการผสมขามชนิด 

 
การผสมขามชนิดระหวาง V. radiata กับ V. umbellata ประสบความสําเร็จเมื่อใช  

V. radiata เปนตนแมเทาน้ัน โดยพบวา มีการผสมติดฝก 26.2% ซ่ึงสาเหตุที่ทําใหมีอัตราการผสม
ติดฝกต่ําอาจเกิดจากอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ ซ่ึงการเกิดอุปสรรคการปฏิสนธินั้นทําใหโอกาสที่ 
สเปรมนิวเคลียสจะเขาไปผสมกับไขนั้นลดลง (Barone et al., 1992) รวมทั้งการผสมระหวางสเปรม
นิวเคลียสกับเอนโดสเปรมที่ลดลงดวย สวน Chen et al. (1982) และ Rashid et al. (1987) รายงาน
วา ในการผสมขามระหวางถั่วทั้งสองชนิดนี้จะเกิดอุปสรรคในระยะหลังการปฏิสนธิ และ Ahn and 
Hartmann. (1978) ไดรายงานวาถ่ัวท้ังสองชนิดนี้มีความแตกตางทางดานพันธุกรรมสูง ซ่ึงอาจทํา
ใหเกิดความผิดปกติในการพัฒนาของเอนโดเสปรมทําใหเกิดการรวงของฝกออนภายหลังการ
ปฏิสนธิที่สูง นอกจากนั้นการพัฒนาที่ผิดปกติของเอนโอเสปรมอาจเกิดจากยีนของฝายพอและฝาย
แมที่มาเขาคูกันและเกิดการแสดงออกในการยับยั้งการพัฒนาของเอนโดสเปรม หรืออาจเกิดจาก
การไมเขากันของจีโนม ในเอนโดสเปรม ทําใหเกิดการสลายตัวหรือการพัฒนาท่ีผิดปกติของ 
เอนโดสเปรม (Hadley and Openshaw, 1980) ซ่ึงการลมเหลวของการพัฒนาของเอนโดสเปรมสง
ผลใหเมล็ดลูกผสมมีลักษณะลีบและยน (Chen et  al., 1982; Rashid et  al., 1987) และเมื่อนําเมล็ดที่
ไดจากการผสมขามชนิดคูน้ีไปปลูกในแปลงทดลอง พบวา เมล็ดเหลานั้นไมสามารถงอกไดเลย อาจ
เปนเพราะเอ็มบริโอที่อยูภายในเมล็ดไดแทงตายไปกอนแลวเนื่องจากขาดอาหารสะสมภายในเมล็ด 
และสารตาง ๆ ที่จําเปนตอกระบวนการงอกของเมล็ด (Buitendijk et al.,1995) 

 
การผสมสลับของคูผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. radiata พบวา ไมสามารถผสมติด

ฝกไดเลย อาจเปนเพราะสาเหตุจากละอองเกสรไมสามารถงอกหลอดละอองเกสรบนยอดเกสรเพศ
เมียหรืออาจจะเกิดการงอกไดแตไมสามารถงอกและเจริญผานกานชูเกสรเพศเมียลงไปจนเกิดการ
ปฏิสนธิได (Shivanna, 2003) ทําใหดอกที่ไดรับการผสมเกสรเกิดการรวงอยางรวดเร็วภายหลังการ
ผสม 
 

การผสมขามชนิดระหวาง V. mungo กับ V. umbellata  ประสบความสําเร็จเมื่อใช  
V. mungo เปนตนแมเทานั้น โดยพบวา มีอัตราการผสมติด 19.04% สาเหตุที่คูผสมนี้มีอัตราการผสม
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ติดฝกต อาจมีสาเหตุมาจากมีเกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิเกิดขึ้น ดังเชนที่อาจพบในการผสมขาม
ชนิดระหวาง V. radiata กับ V. umbellata ทําใหมีอัตราการการผสมติดฝกที่ต่ํา เนื่องจากอุปสรรค
กอนการผสมนั้นสามารถทําใหอัตราการปฏิสนธิระหวางเสปรมนิวเคลียสกับไขในการผสมขาม
ชนิดลดลงได (Barone et al., 1992) ทําใหดอกบางสวนท่ีทําการผสมขามชนิดนั้นไมเกิดการ
ปฏิสนธิและเกิดการรวงภายหลังการผสมอยางรวดเร็ว และดอกบางสวนที่ไดรับการปฏิสนธิจะเกิด
การพัฒนาเปนฝกตอไป นอกจากนั้นการผสมขามชนิดในคูผสมนี้เกิดการรวงของฝกออนที่สูงมาก
ซ่ึงอาจเกิดจากพันธุกรรมของ V. mungo  และ V. umbellata  มีความแตกตางกันมากจึงสงผลใหการ
พัฒนาของเอนโดเสปรมผิดปกติและทําใหเกิดการรวงของฝกออนที่สูง สวนเมล็ดที่ไดจากการผสม
ขามชนิดคูนี้มีลักษณะลีบและยน เมื่อนําเมล็ดท่ีไดจากการผสมขามของคูผสมนี้ไปปลูก พบวา เมล็ด
ที่ไดนั้นไมสามารถงอกไดเลย ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากอุปสรรคของหลังการปฏิสนธิ โดยการผสม
ขามระหวางถ่ัว 2 ชนิดนี้อาจจะเกิดการขัดขวางการพัฒนาของเอนโดสเปรม (Ahn and Hartmann, 
1978; Chen et al.,1982; Rashid et al., 1987) ซ่ึงเอนโดสเปรมที่เกิดจากการผสมขามชนิดมักจะเกิด
การพัฒนาที่ผิดปกติและเกิดการสลายตัวในภายหลัง ทําใหเอ็มบริโอเกิดการแทงตายเนื่องจากขาด
แหลงอาหาร (Buitendijk et al.,1995)  
 

สําหรับการผสมสลับของคูผสมขามชนิดของ V. umbellata  x V. mungo  พบวา ไมสามารถ
ผสมติดฝกไดเลย ซ่ึง Chen et al. (1982) รายงานวา เมื่อใช V. umbellata เปนตนแมน้ัน ละอองเกสร
จาก V. mungo ไมสามารถงอกผานยอดเกสรเพศเมียเขาไปในกานชูเกสรเพศเมีย ทําใหเปนอุปสรรค
ในการผสมขามชนิดที่เกิดข้ึนกอนการปฏิสนธิ       
 

ในการแกปญหาอุปสรรคในการผสมขามชนิด ในกรณีที่เมล็ดที่ผสมติดไมสามารถงอก
และพัฒนาเปนตนไดนั้น อาจแกปญหาไดโดยการเปลี่ยนสายพันธุที่ใชในการผสมขามชนิด  
เนื่องจากพบวา การผสมขามชนิดโดยใชสายพันธุในการผสมที่ตางกันจะสงผลใหเกิดอัตราการผสม
ติดฝกที่แตกตางกัน (สุมนา, 2540; Ahn and Hartmann, 1978; Chen et al., 1982; Rashid et al., 
1987) สวนปญหาการรวงของฝกออนอาจชวยลดการหลุดรวงไดโดยการใชสารควบคุมการเจริญ
เติบโตพืช เชน GA (gibberellic acid) NAA (naphthaleneacetic acid) หรือ kinetin ฉีดพนบริเวณ 
ชอฝกหรือทาบริเวณข้ัวฝกท่ีทําการผสมขามโดยตรงซึ่งสารดังกลาวนี้ชวยในการติดฝกและชะลอ
การรวงของฝกได (Rattan, 1998) นอกจากนี้ในคูผสมที่เกิดอุปสรรคกอนการปฏิสนธิ เนื่องจาก
ละอองเกสรไมสามารถงอกแทงทะลุผานยอดเกสรเพศเมียเขาไปไดนั้น อาจแกไขไดโดยใชวิธีการ
ผสมโดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ (in vitro pollination) (Deverna et al., 1987) ซ่ึงอาจจะชวยใหเกิด
การปฏิสนธิและการพัฒนาของเอ็มบริโอตอไปได ดังน้ันเพื่อใหไดตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของการ

 



 
 

61

ผสมขามชนิดของ V. radiata V. mungo และ V. umbellata จึงทําการทดลองเพื่อชวยชีวิตเอ็มบริโอ
เพื่อชักนําใหเกิดตนบนอาหารสังเคราะหตอไป 
 
2. การชวยชีวิตเอ็มบริโอลูกผสมขามชนิดระหวางถั่วเขียวผิวมัน  (V. radiata) ถั่วเขียวผิวดํา    
    (V. mungo) และถั่วนิ้วนางแดง  (V. umbellata) 
 

การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  โดยวิธีการ
เพาะเลี้ยงออวุล พบวา ออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดทุกอายุที่นํามาเพาะเลี้ยงสามารถเกิดการ
พัฒนาและงอกเปนตนบนอาหารสังเคราะหได (ภาพที่ 5) การที่เอ็มบริโอสามารถพัฒนาจนงอก
เปนตนได อาจเปนไดวาเอ็มบริโอที่อยูในออวุลที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นมีการพัฒนาและแบงเซลลจน
ถึงหรือผานระยะ heart shape แลว ซ่ึงการนําเอ็มบริโอออนที่มีการพัฒนาจนถึงหรือผานระยะ heart 
shape ไปแลวมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพปลอดเชื้อ จะทําใหเอ็มบริโอนั้นสามารถ
แบงเซลลและพัฒนาตอไปจนสามารถงอกและเจริญเปนตนในอัตราท่ีสูงขึ้นเมื่อเทียบกับการนํา
เอ็มบริโอที่ยังพัฒนาไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยง ซ่ึงการนําเอ็มบริโอท่ียังออนอยูหรือ
พัฒนายังไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยงจะไมสามารถชักนําใหเกิดการพัฒนาเปนตนได 
(Pellegrineschi et al., 1997; Sharma et al., 1996)  

 
จากการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo ที่มีอายุตั้ง

แต 6 วันจนถึง 12 วันหลังการผสมเกสร มีแนวโนมวาออวุลที่มีอายุเพ่ิมขึ้นจะมีการพัฒนาเปนตน
บนอาหารสังเคราะหสูงขึ้นตามไปดวย ซ่ึงตรงกับรายงานของ Pellegrineschi et al. (1997) ซ่ึงทํา
การทดลองใน cowpea โดยนําเอ็มบริโอท่ียังพัฒนาไมถึงระยะ heart shape มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหเปรียบเทียบกับเอ็มบริโอที่มีการพัฒนาอยูในระยะ heart shape พบวา เอ็มบริโอที่ยัง
พัฒนาไมถึงระยะ heart shape มีอัตราการพัฒนาเปนตนนอยมาก ขณะที่เอ็มบริโอท่ีมีการพัฒนาถึง
ระยะ heart shape แลวสามารถเกิดการพัฒนาและงอกเปนตนไดในอัตราที่สูงขึ้นอยางชัดเจน แตเมื่อ
ออวุลมีอายุเพ่ิมขึ้นเปน 14 วันหลังผสมเกสร พบวา การงอกเปนตนเกิดขึ้นนอยลงอาจเปนเพราะ
สาเหตุจากการการที่เอนโดสเปรมเกิดการสลายตัวหรือเกิดการแทงตายของเอ็มบริโอเกิดขึ้นหลัง
จากวันที่ 12 หลังการผสมเกสร (Hadley and Openshaw, 1980) ซ่ึงสงผลทําใหการงอกเปนตนมี
อัตราลดลง  
 

จากการศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุลของคูผสมของ V. radiata   x 
V. mungo พบวา อายุของเอ็มบริโอหลังการผสมเกสรเปนปจจัยสําคัญที่สําคัญที่มีผลตอการประสบ
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ความสําเร็จในการชวยชีวิตของเอ็มบริโอเปนอยางยิ่ง เชนเดียวกับที่ Fujime et al. (2000) รายงานใน
การผสมขามในพืชตระกูลกะหล่ํา โดยอายุที่ทําใหออวุลเกิดการพัฒนาเปนตนไดสูงสุดคือ 12 วัน
หลังการผสมเกสร แตหลังจากนั้นการงอกเปนตนจะลดลง ดังนั้นการเก็บฝกถ่ัวที่เกิดจากการผสม
ขามชนิดของคูผสมนี้เพื่อนําไปทําการชวยชีวิตเอ็มบริโอจึงควรปลอยใหฝกมีการพัฒนาบนตนแม
จนถึงวันที่ 12 หลังจากการผสมเกสร แลวจึงเก็บเพื่อนําออวุลที่ไดจากการผสมขามมาเพาะเลี้ยงใน
สภาพปลอดเช้ือ ซ่ึงออวุลที่อยูในระยะนี้นาจะมีเอ็มบริโอที่พัฒนาเกินระยะ heart shape และ  
เอนโดสเปรมอาจจะยังไมเกิดการสลายตัว จึงนาจะเปนชวงอายุของออวุลที่มีประสิทธิภาพที่สุดใน
การชวยชีวิตเอ็มบริโอของคูผสมนี้ สวนฝกที่มีการหลุดรวงในชวง 8 และ 10 วันหลังการผสมเกสร 
สามารถนําออวุลมาเพาะเลี้ยงเพื่อชวยชีวิตเอ็มบริโอดวย เนื่องจากเอ็มบริโอท่ีมีอายุดังกลาว 
สามารถพัฒนาเปนตนไดบางสวนโดยการงอกยังคงอยูในระดับสูงเกิน 50%  

 
การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata พบวา  

ออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดสามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดเฉพาะออวุลที่มีอายุ 12 วันหลัง
การผสม ซ่ึงอาจเปนไปไดวาอายุของออวุลที่ 12 วันหลังการผสมเกสรที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นเปน
ระยะท่ีเอ็มบริโอสามารถพัฒนาเปนตนไดแตพบวา เกิดการงอกเปนตนไดเพียง 5% สาเหตุที่ออวุลมี
การงอกไดนอยอาจเนื่องมาจากหลายสาเหตุ เชน เกิดจากอุปสรรคจากตัวลูกผสมเอง ซ่ึงอาจเกิดจาก
ความไมเขากันระหวางเอ็มบริโอกับเอนโดสเปรมที่อยูในออวุล หรือเอนโดสเปรมเกิดการพัฒนาที่
ผิดปกติและสลายตัวไป เนื่องจากพอและแมที่ใชในการผสมเกสรมีความแตกตางของพื้นฐานทาง
พันธุกรรมสูง (Ahn and Hartmann, 1978) หรืออาจเปนเพราะองคประกอบของอาหารสังเคราะห
และความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใชในการเพาะเลี้ยงยังไมเหมาะสมตอคูผสม
นี้ ซ่ึงความเขมขนที่เหมาะสมของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใสลงในอาหารสังเคราะหที่ใช
ในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอจะสงผลตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ (Fujime et al., 2000; 
Sharma et al., 1996; Sudripta et al., 1999) ดังนั้นในการศึกษาการชวยชีวิตเอ็มบริโอของลูกผสม
ขามชนิดจากคูผสมนี้ จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในการคัดเลือกสายพันธุของพอและแมที่นํามาใช
ในการผสมเกสรที่เหมาะสม สูตรอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง ชนิดและความเขมขนของ
สารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ใชในการเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการชวยชีวิตเอ็มบริโอตอไป 

 
การชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata พบวา  

ออวุลที่มีอายุ 6 และ 8 วันหลังการผสมเกสร ไมสามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดเลย ซ่ึงอาจเกิดมา
จากเอ็มบริโอที่อยูภายในออวุลนั้นยังมีการพัฒนาไมถึงระยะ heart shape จึงยังมีการพัฒนาที่นอย
เกินไปที่จะชวยใหสามารถงอกเปนตนได (Pellegrineschi et al., 1997) เนื่องจากออวุลที่มีอายุ 10 12 
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และ 14 วันหลังผสมเกสร สามารถงอกและพัฒนาเปนตนไดแสดงวา ออวุลที่มีอายุ 10-14 วันหลัง
การผสมเกสรนั้น เอ็มบริโออาจจะอยูในระยะที่สามารถหรือพรอมที่จะงอกเปนตนไดและมีแนว
โนมวา อายุของเอ็มบริโอที่มากขึ้นนั้นสงผลใหการงอกเปนตนสูงขึ้นตามลําดับ (Pellegrineschi  
et al., 1997; Pierk, 1987; Sharma et al., 1996) จากการทดลองพบวา การงอกเปนตนสูงสุดของ 
คูผสมนี้เทากับ 48.7% เมื่อออวุลมีอายุได 14 วันหลังการผสม ซ่ึง Rashid et al. (1987) รายงานวา 
อายุที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอของคูผสมนี้อยูในชวง 15-19 วันหลังการผสมเกสร ซ่ึงผู
ทดลองไมไดทําการทดลองในชวงอายุที่เกิน 14 วันหลังการผสมเกสร เนื่องจากวาคูผสมนี้มีอัตรา
การรวงของฝกออนสูงมาก อาจเปนผลมาจากการใชสายพันธุพอและแมในการผสมที่มีความ 
แตกตางกันทางพันธุกรรมสูงจึงสงผลทําใหเกิดการรวงของฝกออนหลังการผสมในอัตราที่สูง 
(Chen et al., 1982; Rashid et al., 1987) 
 

จากผลการทดลองการเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata ซ่ึงเปนคูผสมที่พอและแมมีความแตกตางระหวางพันธุกรรมสูง จึงพบลักษณะอาการ
ใบเหลืองซีดเกิดขึ้นกับทุกตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอ สาเหตุที่ใบเกิดอาการเหลืองซีดนั้น 
อาจเกิดจากคลอโรพลาสตในใบของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ ็มบริโอมีการพัฒนาที่ผิดปกติ หรือ
อาจเปนเพราะวา ไทลาคอยดที่อยูในคลอโรพลาสตมีการวางตัวแบบไมเปนระเบียบ (Badami et al., 
1997) ซ่ึงปญหานี้อาจแกไขไดโดยทําการเพาะเลี้ยงช้ินสวนพืชที่มีอาการเหลืองซีดในสภาพที่มีแสง
เต็มที่ควบคูกับอาหารสังเคราะหที่มีการเติมไซโตไคนิน โดยวิธีดังกลาวจะทําใหอิธิโอพลาสต 
(ethioplast) สามารถเปลี่ยนเปนคลอโรพลาสตได ซ่ึงจะสงผลทําใหใบสามารถเปลี่ยนกลับมาเปน 
สีเขียวได (Badami et al., 1997) ซ่ึงจากการทดลองนําตนลูกผสมขามชนิดไปเพาะเลี้ยงในสภาพที่
ไดรับแสงเต็มที่พบวา ใบท่ีเหลืองซีดของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอสามารถเปลี่ยนกลับเปน 
สีเขียวได สวนตนที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  และ V. mungo  x  
V. umbellata  พบวา ไมเกิดอาการเหลืองซีดของใบแตอยางใด ซ่ึงอาจเปนเพราะคูผสมดังกลาวมี 
พันธุกรรมที่ใกลเคียงกัน 

  
3. การศึกษาวิธีการตรวจสอบตนถั่วลูกผสมขามชนิดระหวาง  V. radiata  V. mungo และ  

V. umbellata โดยใชเทคนิค RAPD  
 

3.1 การคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD ที่สามารถแยกความแตกตางของถั่วที่ใช 
เปนตนพอและตนแม 
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จากการคัดเลือกไพรเมอรจํานวน 40 ไพรเมอร พบ ไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตาง
ระหวางถ่ัว V. radiata  V. mungo   และ V. umbellata ไดจํานวน 9 ไพรเมอร คือไพรเมอร A02  A03  
A04  A07  A10  A13  A15  A18 และ Ax17 แตเมื่อทําการทดลองซ้ําพบเพียงไพรเมอร A02  A03  
A07  A13 และ Ax17 ที่ยังแสดงแถบดีเอ็นเอที่เหมือนเดิม สวนไพรเมอรอ่ืนนั้นใหแถบดีเอ็นเอ 
บางสวนแตกตางไปจากเดิมและโดยสวนใหญเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ โดยปกติแลวการ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยไพรเมอร RAPD มักจะเกิดลักษณะแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ ข้ึนมา 
เนื่องจากเปนไพรเมอรที่มีขนาดสั้นเพียง 10 เบส ดังนั้นการจับกับสายดีเอ็นเอแบบไมเฉพาะเจาะจง 
(non-specific) จึงสามารถเกิดขึ้นได (Arnold et al., 1991) ซ่ึงแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ นั้นมัก
จะไมสามารถทําซํ้าได จึงไมเหมาะสมที่จะนํามาแยกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตหรือใชในการ
แยกพอและแมพันธุ โดยในการคัดเลือกไพรเมอรเพื่อใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมในแต
ละคูผสมนั้นจะตองเลือกใชไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางพอและแมไดอยางชัดเจน
ที่สุด จากการวิเคราะหไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตางระหวางถ่ัวที่ใชเปนพอและแมในการ
ผสมขามไดไพรเมอรที่นํามาใชในการตรวจสอบดังนี้  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. radiata x V. mungo สามารถใชไพรเมอร A02 และ Ax17 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอที่มี
ความแตกตาง 7 และ 5 แถบดีเอ็นเอ ตามลําดับ มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิด
ของคูผสมนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรนี้แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถ่ัวทั้งสอง
ชนิดไดอยางชัดเจน สวนไพรเมอร A03 ที่สามารถแสดงความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดนี้ได 
7 แถบดีเอ็นเอเชนกันนั้น ไมสามารถนําไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมไดเนื่องจาก 
ไพรเมอร A03 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกันระหวาง V. radiata กับ V. mungo ที่มีขนาด
ใกลเคียงกัน ทําใหการแยกความแตกตางทําไดยากหรือมีโอกาสผิดพลาดไดสูง (ภาพผนวกที่ 1) จึง
ไมนําไพรเมอร A03 ไปใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมในคูผสมนี้ 

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata สามารถใชไพรเมอร A13 และ Ax17 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอ
ที่มีความแตกตาง 5 แถบดีเอ็นเอทั้งสองไพรเมอรมาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของคู
ผสมนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดน้ี
ไดอยางชัดเจน สวนไพรเมอร A03 และ A07 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางกัน 5 และ 4 
แถบดีเอ็นเอตามลําดับ แตไมสามารถนําไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดนี้ไปใชในการตรวจสอบความเปน 
ลูกผสมของคูผสมนี้ เนื่องจากไพรเมอร A03 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata 
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กับ V. umbellata ที่มีขนาดใกลเคียงกัน ทําใหยากตอการแยกความแตกตางและมีโอกาสผิดพลาดสูง 
(ภาพผนวกที่ 1) สวนไพรเมอร A07 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. radiata  กับ  
V. umbellata เปนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏใน V. umbellata เปนสวนใหญ (ภาพผนวกที่ 2) ซ่ึงอาจทํา
ใหเกิดความผิดพลาดไดงายในการนําไปแยกความแตกตางระหวางตนที่เกิดจากการผสมตัวเองกับ
ตนที่เกิดจากการผสมขามชนิด (Prabakaran and Sujatha, 2004) ดังนั้นจึงไมเลือกใชไพรเมอร 
A03 และ A07 มาใชในการตรวจสอบลูกผสมคูนี้ 

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอที่เกิดจากการผสม

ขามชนิดของ V. mungo x V. umbellata สามารถใชไพรเมอร A03 และ A07 ซ่ึงแสดงแถบดีเอ็นเอท่ี
มีความแตกตาง 5 และ 6 แถบดีเอ็นเอ ตามลําดับ มาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมของคูผสม
คูนี้ได เนื่องจากทั้งสองไพรเมอรน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวางถั่วทั้งสองชนิดได
อยางชัดเจน สวนไพรเมอร A02  A13 และ Ax17 ที่แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตาง 5  7 และ 6 
แถบดีเอ็นเอตามลําดับ แตไมสามารถนําไพรเมอรเหลานี้มาใชในการตรวจสอบลูกผสมของคูนี้ได 
เนื่องจากไพรเมอร A02 และ A13 แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางระหวาง V. mungo กับ  
V. umbellata ที่มีขนาดที่ใกลเคียงกันทําใหยากในการแยกความแตกตาง (ภาพผนวกที่ 1 และ 2) 
สวนไพรเมอร Ax17 แสดงแถบดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกตางระหวาง V. mungo กับ  
V. umbellata ไดอยางชัดเจน แตเมื่อนําไพรเมอรนี้ไปตรวจสอบความเปนลูกผสม พบวา แถบ 
ดีเอ็นเอที่ปรากฏในลูกผสมเปนแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ ซ่ึงไมเหมาะสําหรับใชในการตรวจ
สอบความเปนลูกผสม (Crockett et al., 2002) 

 
3.2 การศึกษาการตรวจสอบความเปนลูกผสมของตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธี 

การเพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo  V. radiata x  
V. umbellata  V. mungo x V. umbellata ดวยโมเลกุลเครื่องหมาย RAPD 

 
จากการสอบความเปนลูกผสมของตนถ่ัวท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอโดยวิธีการ 

เพาะเลี้ยงออวุลที่เกิดจากการผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. mungo V. radiata x  
V. umbellata และ V. mungo x V. umbellata พบวา แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนตัวอยางมีบางสวนท่ี
เหมือนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในฝายพอและบางสวนเหมือนกับที่ปรากฏในฝายแม ซ่ึงแสดงใหเห็น
วาจีโนมของตนถ่ัวตัวอยางท่ีไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอนั้นไดรับโครโมโซมบางสวนมาจากฝาย
พอและไดรับบางสวนมาจากฝายแมมารวมกัน (Prabakaran and Sujatha, 2004) โดยแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏในผลการทดลองนั้นพบวา มีแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันอยูหลายแถบดีเอ็นเอ ซ่ึง
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สามารถเลือกแถบดีเอ็นเอเหลานั้นมาใชในการตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดได และแถบ 
ดีเอ็นที่นํามาตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดในการทดลองที่ 3.2 คือ แถบดีเอ็นเอที่มีขนาดอยู
ในชวง 500 -1500 bp หรือช้ินสวนที่มีขนาดใกลเคียงกันกับในชวงนี้เปนตัวตัดสินความเปนลูกผสม
ขามชนิด เนื่องจากแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดมากกวาหรือนอยกวานี้มักจะเกิดการทําซํ้าไมได ทั้งนี้รวม
ถึงแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะจาง ๆ (minor band) ดวย (Crockett et al., 2002)  

 
การตรวจสอบความเปนลูกผสมขามชนิดในการทดลองนี้พิจารณาจากแถบดีเอ็นเอท่ี

ปรากฏในตนตัวอยางที่ทดสอบ ซ่ึงตนที่เปนลูกผสมขามชนิดจะตองมีแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มี
ขนาดตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในแถบดีเอ็นเอของตนพอและมีแถบดีเอ็นเอบางสวนที่มีขนาด
ตรงกับแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในตนแม (Huang and Sheu, 2000) ซ่ึงการใชลักษณะการปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอจากพอและแมที่ปรากฏรวมกันในลูกเปนเกณทในการคัดเลือกตนที่เปนลูกผสมขามชนิดจัด
วาเปนวิธีในการตรวจสอบความเปนลูกผสมที่มีประสิทธิภาพ (Arnold et al., 1991; Huang and 
Sheu, 2000) และถาตนตัวอยางที่ทดสอบตนใดปรากฏเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกับแถบดีเอ็นเอท่ี
ปรากฏในตนแม แสดงวาตนนั้นเกิดจากการผสมตัวเอง (Arnold et al., 1991) ซ่ึงจากผลการทดลอง
ที่ 3.2 พบวา การตรวจสอบความเปนลูกผสมกับตนถ่ัวทุกตนที่ไดจากการชวยชีวิตเอ็มบริโอท่ีเกิด
จากการผสมขามชนิดดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุลเปนตนถ่ัวลูกผสมที่เกิดจากการขามชนิดจริงทุกตน 
 
4. การศึกษาวิธีการเพิ่มจํานวนตนถั่วลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
 

จากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนท่ีมีตาจากสวนที่มีตายอด (apical shoot) และตาขาง (axillary 
bud) ของตนลูกผสมขามชนิด ทั้งในลูกผสมระหวาง V. radiata กับ V. mungo และในคูผสม
ระหวาง V. mungo กับ V. umbellata บนอาหารสังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดยอดและชักนําใหเกิด
ราก พบวา อาหารสังเคราะหสูตร MS basal + vitamin B5 + BA ที่ความเขมขน 1  2 และ 3 mg/l  
ไมสามารถชักนําใหช้ินสวนที่นํามาเพาะเลี้ยงเกิดยอดใหมเกิดขึ้นเลยและอาหารสังเคราะหสูตร B5+ 
IBA 2 mg/l ไมสามารถชักนําใหช้ินสวนที่นํามาเพาะเลี้ยงเกิดรากไดเลยเชนเดียวกัน สาเหตุที่ไม
สามารถชักนําใหเกิดยอดและราก (adventitious shoot and root) กับชิ้นสวนของตนลูกผสมขาม
ชนิดที่นํามาเพาะเลี้ยงอาจเปนผลเนื่องมาจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชในอาหาร
สังเคราะหที่อาจยังไมเหมาะสม ซ่ึง Anju and Jaiwal (1994) ไดรายงานวา การชักนําใหเกิดยอดจาก
ช้ินสวนที่มีตาขางของตนถ่ัวเขียวในสภาพปลอดเชื้อจะประสบผลสําเร็จนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลาย
ประการ ไดแก ชนิดหรือสูตรอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยง ชนิดและปริมาณสารควบคุม
การเจริญเติบโตพืชที่ใช อายุของชิ้นสวนท่ีนํามาเพาะเลี้ยง และชนิดของเนื้อเยื่อท่ีนํามาเพาะเลี้ยง ใน
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การทดลองนี้คาดวาสาเหตุท่ีทําใหไมสามารถเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดไดในสภาพปลอด
เชื้อ อาจเกิดจากการใชสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ยังไมเหมาะสม เนื่องจากอาหารสังเคราะห
สูตร MS salts + B5 vitamins นั้นมีรายงานวา สามารถใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของถ่ัวสกุล Vigna 
ได (Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Renato and Kazumi, 1999) และอายุของ
เนื้อเยื่อถ่ัวสกุล Vigna ที่สามารถนํามาเพาะเลี้ยงนั้นอยางนอยควรมีอายุเกิน 4 วันหลังจากงอก 
(Renato and Kazumi, 1999) ซ่ึงการทดลองครั้งนี้ใชเนื้อเย่ือของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่มีอายุ 2 
สัปดาห และใชสวนเนื้อเยื่อที่มีตายอดกับตาขางมาเพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อซ่ึงนาจะเกิดการ
พัฒนาเปนยอดและรากใหมขึ้นได (Anju and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Goel et al., 
1983; Kartha et al., 1981; Renato and Kazumi, 1999) แตในสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต
พืชนั้น พบวา ความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่ระดับหนึ่งจะสงผลอยางมากตอ
การเปลี่ยนแปลงและพัฒนาที่แตกตางกันกับเนื้อเยื่อพืชที่มีพันธุกรรม (genotype) ที่ตางกัน (Anju 
and Jaiwal, 1992; Anju and Jaiwal, 1994; Renato and Kazumi, 1999) ดังนั้นตนถ่ัวท่ีไดจากการ
ผสมขามชนิดในแตละคูผสมนั้น อาจตองการสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่มีชนิดและปริมาณที่
แตกตางกันเพ่ือกระตุนใหเกิดการเจริญของยอดหรือราก ดังนั้นจึงจําเปนที่ตองทําการศึกษาตอไป
เพื่อหาคําตอบวาสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชที่เหมาะสมควรเปนสารชนิดใดและใชในปริมาณ
เทาใด และสาเหตุที่ทําใหเกิดแคลลัสบริเวณสวนของเนื้อเยื่อที่สัมผัสกับอาหารนั้น อาจเกิดจาก
ความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชประเภทไซโตไคนินที่ใชนั้นมีความเขมขนสูงเกิน
ไป โดยปกติแลวไซโตไคนินจะชวยชักนําใหเกิดยอดใหม แตถาปริมาณความเขมขนของ 
ไซโตไคนินท่ีใชมีปริมาณท่ีสูงเกินไปจะทําใหช้ินสวนท่ีทําการเพาะเลี้ยงนั้นเกิดแคลลัสได (Sagare 
et. al., 2000) 

 
การยายปลูกลงในสภาพธรรมชาติของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่ไดจากการชวยชีวิต

เอ็มบริโอโดยการเพาะเลี้ยงออวุลของ V. radiata x V. mungo  V. mungo  x V. umbellata  และ  
V. radiata  x V. umbellata  พบวา ตนท่ีไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x V. mungo และ  
V. mungo x V. umbellata ไมประสบความสําเร็จในการยายปลูก เนื่องจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง
สองคูผสมนี้ไมสามารถเพิ่มจํานวนไดบนอาหารสังเคราะหสูตรชักนําใหเกิดตนและเกิดราก ดังนั้น
จึงตองนําตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้ง 2 คูผสมนี้ที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลโดยตรงมาทําการยาย
ปลูก ซ่ึงตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการเพาะเลี้ยงออวุลนั้นมีการพัฒนาของระบบรากที่ไมสมบูรณและมี
แคลลัสเกิดขึ้นบริเวณราก อาจเปนเพราะอาหารสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงออวุลมี IAA และ 
kinetin เปนองคประกอบ ซ่ึงอาจมีความเขมขนของสารควบคุมการเจริญเติบโตพืชทั้งสองตัวนี้ท่ี
เหมาะสมทําใหเกิดการงอกของออวุลไดดี แตอาจไมเหมาะสมตอการพัฒนาของราก จึงสงผลทําให
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ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้งสองคูผสมนี้เกิดการพัฒนาของระบบรากไดนอยและยังพบแคลลัสเกิด
ขึ้นบริเวณรากตนถ่ัวลูกผสมดวย โดยปกติแลวการแบงเซลลของพืชจะเกี่ยวของกับสมดุลของ
ฮอรโมนระหวางออกซินกับไซโตไคนิน ซ่ึงการเติมออกซินลงในอาหารสังเคราะหที่ใชในการ 
เพาะเลี้ยงเนื่อเยื่อของตนถ่ัวลูกผสมในปริมาณที่สูงเกินไปอาจทําใหความสมดุลระหวางออกซินกับ 
ไซโตไคนินในชิ้นสวนของถั่วลูกผสมที่นํามาเพาะเลี้ยงนั้นเปลี่ยนไป เมื่อเนื้อเยื่อตนถ่ัวลูกผสมขาม
ชนิดที่ทําการเพาะเลี้ยงนั้นมีอัตราสวนของออกซินในปริมาณที่สูงและมีไซโตไคนินที่ต่ํากวาอาจจะ
สงผลใหเนื้อเยื่อของตนถ่ัวลูกผสมที่ทําการเพาะเลี้ยงน้ันเกิดการแบงเซลลเพื่อสรางแคลลัส (Zin  
et al., 1997) ดังนั้นเมื่อทําการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดทั้งสองคูผสมนี้ลงในวัสดุปลูก ราก
ของตนถ่ัวลูกผสมอาจจะไมสามารถดูดธาตุอาหารและน้ําไดอยางเต็มท่ี จึงสงผลใหตนถ่ัวลูกผสม
ขามชนิดนั้นตายในระหวางการยายปลูก 
 

อยางไรก็ตามการยายปลูกตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของคูผสม V. radiata x V. umbellata  
สามารถประสบความสําเร็จไดเปนอยางดี โดยสามารถยายปลูกและรอดชีวิตไดหมดทุกตน  
เนื่องจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้สามารถเพิ่มจํานวนตนไดบนอาหารสังเคราะหที่ใชในการ 
เพาะเลี้ยงสูตร B5 + IBA 2 mg/l  และ B5 โดยอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่มีการเติม IBA 2 mg/l นั้น
สามารถกระตุนใหช้ินสวนยอดของคูผสมนี้เกิดรากไดเร็วกวาอาหารสังเคราะหสูตร B5 แตรากที่
เกิดน้ันมีแคลลัสเกิดขึ้นดวย ซ่ึงแคลลัสที่เกิดขึ้นอาจมีผลในการขัดขวางการดูดซึมอาหารและน ของ
รากหลังการยายปลูก ขณะท่ีอาหารสังเคราะหสูตร B5 ที่ใชในการเพาะเลี้ยงจะทําใหช้ินสวนเกิดราก
ไดชากวาอาหารสังเคราะหที่เติม IBA 2 mg/l แตปรากฏวารากที่ไดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 มีลักษณะเรียว เล็ก และไมเกิดแคลลัส ดังนั้นอาหารสูตร B5 จึงเหมาะสม
สําหรับใชในการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนตนลูกผสมเพื่อกระตุนใหเกิดรากกอนการยายปลูกไดดีกวา
อาหารสูตร B5 + IBA 2 mg/l นอกจากนั้นอาจตองศึกษาหาความเขมขนของ IBA ที่เหมาะสมที่สุด
สําหรับการชักนําใหเกิดรากในตนถ่ัวลูกผสมตอไป  
 

หลังการยายปลูก พบวา ตนถ่ัวลูกผสมที่ไดจากการผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata สามารถออกดอกไดตามปกติและดอกที่ไดสามารถเกิดการผสมตัวเองและติดฝกออน 
แตฝกออนดังกลาวจะเกิดการรวงภายใน 1-2 วันหลังการผสมเกสร ซ่ึงตรงกับรายงานของ Ahn and 
Hartmann (1978) และ Rashid et al. (1987) ที่รายงานวา ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x  
V. umbellata สามารถติดฝกได แตฝกท่ีไดนั้นจะเกิดการรวงภายใน 1–2 วันหลังการผสมเกสร และ
ไมพบฝกที่สามารถพัฒนาจนถึงระยะฝกแกเลย  
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5. การศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

กอนทําการทดลองศึกษาความมีชีวิตของละอองเกสรจากตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
V. radiata  x V. umbellata ไดทําการเพาะเลี้ยงละอองเกสรของถั่ว V. radiata  กับ V. umbellata  ที่
ใชเปนพอแมในการผสมเกสรบนอาหารเพาะเลี้ยงละอองเกสรสูตร Brewbaker and Kwack (1963) 
เพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมตอการงอกของละอองเกสรเพื่อนําขอมูลที่ไดไป
ใชในการตรวจสอบความมีชีวิตของละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด โดยการทดสอบความ
งอกของละอองเกสรของตนพอและตนแม พบวา เฉพาะอาหารสังเคราะหที่มีน้ําตาลซูโครสความ
เขมขน 15% (w/v) ทําใหละอองเกสรของ V. radiata และ V. umbellata  งอกไดดี อาจเปนเพราะ 
น้ําตาลซูโครสที่ความเขมขน 15% (w/v) เปนความเขมขนที่ทําใหพลังงานกํากับตัวละลาย (osmotic 
potential) ในอาหารสังเคราะหมีคาที่พอเหมาะที่สงเสริมใหน้ําและองคประกอบตาง ๆ ที่อยูใน
อาหารสังเคราะหเกิดการเคล่ือนที่เขาสูภายในละอองเกสรในระดับท่ีพอเหมาะแกความตองการใน
การงอกของหลอดละอองเกสร ซ่ึง Shivanna (2003) ไดรายงานวา อัตราการดูดน้ําเขาสูละอองเกสร
ที่เหมาะสมเปนปจจัยแรกท่ีกระตุนใหเกิดการงอกของละอองเกสร นอกจากนี้น้ําตาล ซูโครสยังเปน
แหลงของคารบอนที่เปนสารตั้งตน (substrate) สําหรับกระบวนการเมทาบอลิซึมตาง ๆ ของละออง
เกสรดวย และยังพบวา น ำตาลซูโครสความเขมขน 15% (w/v) ไมทําใหเกิดความเสียหายตอละออง
เกสร โดยความเขมขนของน้ําตาลที่ต่ําเกินไปในอาหารสังเคราะหจะสงผลทําใหเกิดการแตกของ
ละอองเกสรเกิดขึ้นเนื่องจากน้ําจากอาหารสังเคราะหเคล่ือนที่เขาสูภายในเซลลของละอองเกสรมาก
เกินไปตามคาพลังงานศักยของน้ํา หากความเขมขนของน้ําตาลซูโครสมีความเขมขนมากเกินไปจะ
สงผลทําใหละอองเกสรเกิดอาการเหี่ยวฟบ เนื่องจากน้ําภายในละอองเกสรเคลื่อนที่ออกสูอาหาร
สังเคราะหตามคาพลังงานศักยของน้ําภายในเซลลละอองเกสรที่มีคาสูงกวาภายในอาหารสังเคราะห 
(Jayaprakash and Sarla, 2001; Shivanna, 2003)  ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของน้ําตาลซูโครส 
15% (w/v) ไปใชในอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ในการตรวจสอบความมี
ชีวิตของละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิดตอไป 
 

จากการทดลองการเพาะเลี้ยงละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x 
V. umbellata  บนอาหารสังเคราะหสูตร Brewbaker and Kwack (1963) ที่มีน้ําตาลซูโครสความ 
เขมขน 15% (w/v) พบวา ละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่เก็บจากเวลาตาง ๆ กันไม
สามารถเกิดการงอกไดเลย และยังพบวา ละอองเกสรของถั่วลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata มีลักษณะที่ผิดปกติคือ มีขนาดไมสม่ําเสมอกัน บางเซลลมีขนาดใหญ บางเซลลมี
ขนาดเล็ก ซ่ึงอาจเกิดจากในชวงการแบงเซลลเพื่อสรางเซลลสืบพันธุในระยะ zygotene ของ 
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prophase I  ของการแบงเซลลแบบไมโอซีสซ่ึงในตนพืชปกติทั่วไปเปนระยะที่ตองมีการเขาคูของ 
homologous chromosome (Geoffrey, 2000) แตในตนลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x  
V. umbellata มีชุดของโครโมโซมจาก V. radiata คร่ึงหน่ึง และของ V. umbellata อีกครึ่งหนึ่ง ทํา
ใหโครโมโซมในตนลูกผสมขามชนิดสวนใหญนั้นไมสามารถเกิดการเขาคูกันไดตามปกติ (Edgawa  
et al., 1987) ดังนั้นเมื่อเซลลละอองเกสรเขาสูระยะ anaphase I ของการแบงเซลล ซ่ึงโครโมโซมจะ
มีการเคลื่อนที่เขาสูขั้วของเซลลแบบสุม จึงทําใหบางเซลลมีจํานวนโครโมโซมมากกวาปกติและ
บางเซลลมีโครโมโซมนอยกวาปกติ สงผลใหละอองเกสรที่ไดจากการแบงเซลลนั้นมีจํานวน
โครโมโซมไมเทากัน ซ่ึงอาจจะสงผลตอเน่ืองทําใหโปรตีนและสารประกอบตาง ๆ ที่ถูกสังเคราะห
ขึ้นมาภายในเซลลมีปริมาณที่แตกตางกันดวย ทําใหละอองเกสรที่ไดนั้นมีลักษณะไมสม่ําเสมอและ
ไมสามารถทําหนาที่ตามปกติได (Ahn and Hartmann, 1978) จึงไมเกิดการงอกของละอองเกสร ซ่ึง
หมายความวาละอองเกสรของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดคูนี้ไมมีชีวิตและไมสามารถทําหนาที่ในการ
ผสมเกสรไดตามปกติ 
 

จากการทดสอบความมีชีวิตของละอองเกสร พบวา ละอองเกสรของลูกผสมขามชนิดคูน้ี
ไมสามารถงอกหลอดละอองเกสรได ดังน้ันฝกออนที่ติดในระยะแรกที่ปรากฏนั้นอาจเปนฝกที่ไม
ไดเกิดจากการผสมเกสร เพื่อยืนยันความคิดนี้ ผูทดลองจึงไดทําการเปรียบเทียบการติดฝกออน
ระหวางดอกท่ีมีการตอนเกสรเพศผูกับดอกที่ไมมีการตอนเกสรเพศผูบนตนลูกผสมตนเดียวกัน  
พบวา ดอกที่มีการตอนเกสรเพศผูสามารถติดฝกออนไดเชนเดียวกับดอกที่ไมมีการตอนเกสรเพศผู 
และมีการรวงของฝกออนภายใน 1-2 วันเหมือนกัน จึงสามารถบอกไดวาฝกออนที่ติดบนตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดคูนี้เปนฝกที่ไมไดเกิดจากการผสมเกสร แตอาจเปนฝกออนที่เกิดการพัฒนาของ 
รังไขในขณะที่รอการเกิดกระบวนการปฏิสนธิภายในรังไข  
 
6. การศึกษาการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมของถั่วลูกผสมขามชนิด 
 

จากการทดลองการเพิ่มจํานวนตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดดวยวิธีการ sub culture พบวา ตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เทานั้นที่สามารถเพิ่มจํานวนไดในสภาพปลอดเชื้อ 
ดังนั้นในการทดสอบการเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมจึงสามารถทําการทดลองไดเฉพาะตนถ่ัว 
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata   
 

6.1 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อหยดลงบนยอดตน 
ถ่ัวลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อ 
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 การศึกษาผลของการหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขนตาง ๆ กันบนยอดของตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดของ V. radiata  x V. umbellata โดยตรงในสภาพปลอดเชื้อ พบวา ทุกความเขมขน
ของสารละลายโคลชิซินมีผลทําใหใบเกิดอาการเหลืองซีดและเกิดการรวงในระยะตอมา ซ่ึงสาเหตุ
ของอาการเหลืองซีดและการหลุดรวงของใบอาจเกิดจากความเปนพิษของสารละลายโคลชิซินที่มี
ผลตอเนื้อเยื่อพืช โดยสารละลายโคลชิซินที่พืชดูดเขาไปมากเกินไปจะไปยับยั้งการแบงเซลล ถา
เซลลใดถูกขัดขวางการแบงเซลลอยางตอเนื่องจนทําใหเซลลนั้นไมสามารถทนตอความเสียหายท่ี
เกิดขึ้นไดเซลลนั้นจะเกิดการตาย (Ghaemi et al., 1994)  
 
 อยางไรก็ตามหลังการเพาะเลี้ยงตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดที่หยดสารละลายโคลชิซินแลว
รอดชีวิตจนกระทั่งมีอายุเปนเวลา 3 สัปดาห จะเกิดการแตกยอดและใบใหมออกมาจากยอดที่เคย
หยดดวยสารละลายโคลชิซิน เมื่อนําใบที่แตกจากยอดที่ถูกหยดดวยสารละลายโคลชิซินทั้ง 3  
ความเขมขนไปวัดการเปล่ียนชุดโครโมโซมดวยเครื่อง Flow Cytometer พบวา เฉพาะสารละลาย
โคลชิซินที่มีความเขมขน 0.2% (w/v) เทานั้นที่สามารถทําใหจํานวนชุดโครโมโซมของตนถ่ัวลูก
ผสมขามชนิดเพิ่มขึ้น 2 เทา ซ่ึงตางจากที่ ปาริชาติ (2540) รายงานวา ความเขมขนของสารละลาย
โคลชิซินที่ 0.3% (w/v) สามารถเพิ่มจํานวนโครโมโซมในถั่วเขียวผิวมันไดเปน 2 เทา โดยทําการ
ทดลองในสภาพแปลงทดลอง ซ่ึงอาจเปนไปไดวา เนื้อเยื่อที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหในสภาพ
ปลอดเชื้อมีผนังเซลลที่บางกวาเนื้อเยื่อปกติที่มีการเจริญในสภาพธรรมชาติ หรือ อาจเปนไปไดวา 
จีโนมของถั่วเขียวผิวมันกับถ่ัวลูกผสมขามชนิดมีความแตกตางกันจึงสงผลใหความเขมขนของสาร
ละลายโคลชิซินที่เหมาะสมตอการเพิ่มจํานวนโครโมโซมนั้นตางกัน (Redha et al., 1998) ดังนั้น
ความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมในการเพิ่มจํานวนโครโมโซมในพืชชนิดหนึ่งหรือ
เนื้อเยื่อหนึ่งอาจแตกตางกันได สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.1% (w/v) พบวา 
สามารถทําใหเกิดการเพิ่มข้ึนของจํานวนโครโมโซมไดแตเพิ่มขึ้นไมถึง 2 เทา ซ่ึงอาจเปนเพราะเกิด
การเพิ่มจํานวนโครโมโซมไดเพียงบางสวนเทานั้น เนื่องจากการทํางานของสารละลายโคลชิซินจะ
ไปจับกับทูบูลินที่เปนหนวยยอย ๆ ในการรวมกันเปนเสนใยสปนเดิล โดยในการจับนั้นโคลชิซิน  
1 หนวย จะจับกับทูบูลิน 1 หนวย (Geoffrey, 2000) ดังนั้นถาปริมาณของสารละลายโคลชิซินนอย
เกินไปอาจทําใหเกิดการยับยั้งการสรางสายใยสปนเดิลเพียงบางสวน ซ่ึงสวนที่เหลือก็สามารถที่จะ
เกิดการแบงเซลลตอไปได ซ่ึงสงผลใหเซลลมีโครโมโซมเพิ่มขึ้นแตไมครบทั้งชุดโครโมโซม 
ดังนั้นเมื่อตรวจสอบดวยเครื่อง Flow Cytrometer จึงพบวา จํานวนโครโมโซมมีการเพิ่มขึ้นแตไมได
เพิ่มเปน 2 เทา สวนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่ 0.3% (w/v) พบวา ไมสามารถเพิ่ม 
 

 



 
 

72

จํานวนโครโมโซมไดเลย อาจเนื่องมาจากเปนความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่สูงเกินไป  
ทําใหเนื้อเยื่อเจริญที่ไดรับสารละลายโคลชิซินนั้นเกิดอาการเปนพิษหรือผิดปกติ ทําใหไมสามารถ
แตกยอดออกมาได แตยอดที่แตกออกมาใหมภายหลังการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหอาจเปน
ยอดที่พัฒนาจากสวนที่ไมไดรับสารละลายโคลชิซินดังนั้น เมื่อนําไปตรวจสอบดวยเครื่อง Flow 
Cytrometer จึงพบวา ไมเกิดการเปลี่ยนแปลงของชุดโครโมโซม  
 

6.2 การศึกษาความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่เหมาะสมเมื่อเติมลงในอาหาร   
สังเคราะหที่ใชในการ sub culture ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิด 
 
 การเพาะเลี้ยงตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata บนอาหารสังเคราะห
ที่เติมสารละลายโคลชิซินลงในอาหารใหมีความเขมขน 0.1  0.2 และ 0.3% (w/v) พบวา ช้ินสวนท่ี
เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่เติมสารละลายโคลชิซินนั้นไมสามารถเจริญเติบโตไดในทุก ๆ 
ความเขมขน และเนื้อเยื่อทุกชิ้นที่ทําการเพาะเลี้ยงนั้นเกิดการตายหลังจากยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร
สังเคราะหสูตร B5 ที่ไมเติมสารโคลชิซินเปนเวลา 2 สัปดาห ซ่ึง Ghaemi et al. (1994) ไดรายงานวา 
ความเปนพิษของสารโคลชิซินที่มีตอเนื้อเย่ือพืชนั้นจะขึ้นอยูกับความเขมขนของสารละลายโคลชิ
ซินที่ใชและระยะเวลาที่เนื้อเยื่อไดรับสารละลายโคลชิซิน ซ่ึงในการทดลองนี้ไดทําการเพาะเลี้ยง
ช้ินสวนของลูกผสมขามชนิดบนอาหารสังเคราะหที่มีสารละลายโคลชิซินความเขมขนตาง ๆ กัน
เปนเวลา 6 วัน จากนั้นยายช้ินสวนของลูกผสมขามชนิดมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร B5 เปนระยะ
เวลาหนึ่งแลวเนื้อเยื่อจึงเกิดการตาย ซ่ึงอาจเปนเพราะระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติมสาร
ละลายโคลชิซินนั้นนานเกินไปจึงทําใหเซลลถูกยับยั้งการแบงเซลลเปนเวลานานเกินไปดวย จนทํา
ใหเซลลและเนื้อเยื่อน้ันไมสามารถทนตอความผิดปกตินี้ไดจึงทําใหเซลลและเนื้อเยื่อนั้นตาย ดังนั้น 
ในวิธีการทดลองนี้อาจแกไขโดยทําการทดลองหาระดับความเขมขนของสารละลายโคลชิซินที่
เหมาะสมที่ใชเติมลงในอาหารสังเคราะหและระยะเวลาการเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหที่มีสาร
โคลชิซินที่เหมาะสมเพื่อเพ่ิมจํานวนโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดตอไป 
 
 จากการทดลอง พบวา การใชสารละลายโคลชิซินที่มีความเขมขน 0.2% (w/v) หยดลงบน
ยอดของชิ้นสวนตนลูกผสมขามชนิดในสภาพปลอดเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนโครโมโซมของตนถ่ัว
ลูกผสมขามชนิดจาก 2x เปน 4x ได 15% (3 ตนจาก 20 ตน) สวนการใชสารละลายโคลชิซินผสมลง
ในอาหารสังเคราะหเพื่อใชเพาะเลี้ยงช้ินสวนของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดนั้นไมสามารถเพาะเลี้ยงให
ตนถ่ัวลูกผสมมีชีวิตรอดได และยังเปนวิธีการที่ใชสารโคลชิซินเปนจํานวนมาก ดังน้ันในการเพิ่ม
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จํานวนโครโมโซมของตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดระหวาง V. radiata   x V. umbellata ควรปฏิบัติตาม
วิธีการในการทดลองที่ 6.1 
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สรุป 
 

1. อายุของออวุลภายหลังการผสมเกสรขามชนิดระหวาง V. radiata  V. mungo และ  
V. umbellata มีผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล  
 

2. ชนิดของตนแมที่ใชในการผสมขามระหวาง V. radiata   V. mungo และ V. umbellata มี
ผลตอการประสบความสําเร็จในการชวยชีวิตเอ็มบริโอดวยวิธีการเพาะเลี้ยงออวุล 

 
3. เทคนิค RAPD สามารถใชตรวจสอบความเปนลูกผสมในการผสมขามชนิดระหวาง  

V. radiata   V. mungo และ V. umbellata  ได  
 

4. เฉพาะตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata เทานั้นที่สามารถเพิ่ม
จํานวนไดบนอาหารสูตร B5 ในสภาพปลอดเชื้อ 

 
5.  ตนถ่ัวลูกผสมขามชนิดของ V. radiata x V. umbellata สามารถเพิ่มจํานวนชุด

โครโมโซมจาก diploid เปน tetraploid ไดโดยการหยดสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขน 0.2% 
(w/v) ลงบนยอดของตนถ่ัวลูกผสมที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ  
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ตารางผนวกที่ 1  องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร MS basal medium (Murashige   
 and Skoog, 1962)  

 
องคประกอบ 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  องคประกอบทางเคมีของอาหารสังเคราะหสูตร Gamborg B-5 media (B5)   
 (Gamborg et al., 1968) 

 
องคประกอบ 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 ที่นํามาคัดเลือกเพื่อใชแยกความแตกตางระหวาง 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 (ตอ) 
 

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 
 

องคประกอบ 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  การเตรียมสวนผสมสําหรับปฏิกิริยา PCR ของ RAPD 
 

สารองคประกอบของปฏิกิริยา PCR ปริมาณที่ใชตอ 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  

 
ตกตางระหวา
จสอบดวยไพร
A03
 

     M      U    

ง V. radiata  (R)  V. mungo  (M) และ  
เมอรA02 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 

มแตกตางระห
รวจสอบดวยไ

R           M

 
มแตกตางระห
รวจสอบดวยไ
A13

     M     U    
1500 bp
1000 bp
 

วาง V. radiata  (R)  V. mungo  (M) และ  
พรเมอร A07 และ A13 

 

            U 

วาง 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) ที่มีน้ําตาลซูโครสความเขมขน 15% (w/
ข
  

าะห 
v) 
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