
 

การวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะทางการเกษตรที�เกี�ยวข้องกบัผลผลิตในถั�วเหลืองฝักสด  
Glycine max (L.) Merrill 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาวศรัณย ู ถาวร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธ์นี 1เป็นสว่นหนึ�งของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 
สาขาวิชาพนัธุศาสตร์  ภาควิชาพฤกษศาสตร์  
คณะวิทยาศาสตร์   จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ปีการศกึษา  2554 
ลิขสิทธิ@ของจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 
บทคัดย่อและแฟ้มข้อมูลฉบับเต็มของวิทยานิพนธ์ตั้งแต่ปีการศึกษา 2554 ที่ให้บริการในคลังปัญญาจุฬาฯ (CUIR)  

เป็นแฟ้มข้อมูลของนิสิตเจ้าของวิทยานิพนธ์ที่ส่งผ่านทางบัณฑิตวิทยาลัย  

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 

are the thesis authors' files submitted through the Graduate School. 

 



GENETIC ANALYSIS OF AGRONOMIC CHARACTERS RELATED TO YIELD IN 

VEGETABLE SOYBEAN Glycine max (L.) Merrill 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
MISS SARANYU  THAWORN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Science Program in Genetics 

Department of Botany 

Faculty of Science 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2011 

Copyright of Chulalongkorn University 



หวัข้อวิทยานิพนธ์ การวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะทางการเกษตรที�
เกี�ยวข้องกบัผลผลิตในถั�วเหลืองฝักสด  
Glycine max (L.) Merrill 

โดย นางสาวศรัณย ู ถาวร 
สาขาวิชา พนัธุศาสตร์ 
อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั อาจารย์ ดร.วราลกัษณ์  เกษตรานนัท์ 
อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  รองศาสตราจารย์ สมุิตรา  คงชื�นสิน 
 
 

 คณะวิทยาศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั อนมุตัใิห้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบันี 1เป็นสว่น
หนึ�งของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญามหาบณัฑิต 
 

  ………………………………………….. คณบดีคณะวิทยาศาสตร์ 
  (ศาสตราจารย์ ดร.สพุจน์  หารหนองบวั) 
 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
 
  …………………………………………… ประธานกรรมการ 
  (ผู้ชว่ยศาสตราจารย์ ดร.ชมุพล  คณุวาสี) 
 
  …………………………………………...  อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 
  (อาจารย์ ดร.วราลกัษณ์  เกษตรานนัท์) 
 
  …………………………………………… อาจารย์ที�ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  
  (รองศาสตราจารย์ สมุิตรา  คงชื�นสิน) 
 
  …………………………………………… กรรมการ 
  (อาจารย์ ดร.ธีรดา  หวงัสมบรูณ์ดี) 
 
  …………………………………………… กรรมการภายนอกมหาวิทยาลยั 
  (ดร.ชบา จําปาทอง) 
 



 
 

 
ศรัณยู ถาวร : การวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะทางการเกษตรที เกี ยวข้องกับ
ผลผลิตในถั วเหลืองฝักสด Glycine max (L.) Merrill. (GENETIC ANALYSIS OF 
AGRONOMIC CHARACTERS RELATED TO YIELD IN VEGETABLE SOYBEAN 
Glycine max (L.) Merrill)  อ. ที ปรึกษา : อ.ดร.วราลกัษณ์  เกษตรานนัท์, อ. ที ปรึกษา
ร่วม : รศ.สมุิตรา    คงชื นสิน, 80 หน้า.  

 

การวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมของลกัษณะทางการเกษตร 12 ลกัษณะ  ในประชากร RILs  
(recombinant inbred lines) ชั วรุ่นที  7 จํานวน 96 สายพนัธุ์ ที ได้จากคู่ผสมพนัธุ์เชียงใหม่ 60 
(CM60) กบั พนัธุ์ Kaori ได้แก่ ลกัษณะพื \นที ใบ  วนัออกดอก  นํ \าหนกัแห้งของใบ  นํ \าหนกัแห้งของ
ลําต้น  นํ \าหนกัแห้งของราก  นํ \าหนกัแห้งรวมทั \งต้น  ความสูงของต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวน
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การแสดงออกเกินขอบเขตของพอ่แม ่ลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นมีความสมัพนัธ์เชิงบวกกบัทกุลกัษณะ
ที ศึกษา ยกเว้นลกัษณะนํ \าหนักหนึ งเมล็ด  อย่างไรก็ตามมีเพียงลกัษณะจํานวนฝักต่อต้น  และ
จํานวนเมล็ดตอ่ต้นเท่านั \นที มีความสมัพนัธ์กบัลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นสงู  โดยทั \งสองลกัษณะมีคา่
สมัประสิทธิaสหสมัพนัธ์ คือ r เท่ากบั 0.939 และ 0.927 ตามลําดบั  และทั \งสองลกัษณะมีคา่อตัรา
พนัธุกรรมแบบแคบสงูด้วย คือ 0.72 และ 0.74 ตามลําดบั 
 การวิเคราะห์เครื องหมายพนัธุกรรม AFLP พบว่า มีไพรเมอร์ 2 คู ่คือ ECAG/MAAA และ 
ECAA/MAAC ที ให้ความแตกตา่งของรูปแบบ DNA ระหวา่งสายพนัธุ์พ่อแม่สงู  การสร้างกลุ่มลิงค์
เกจสามารถจดัได้ 4 กลุ่ม  จากเครื องหมายพนัธุกรรม AFLP 14 เครื องหมาย คือ กลุ่มลิงค์เกจ  I  
มี 8 เครื องหมาย กลุ่มลิงค์เกจ II มี 2 เครื องหมาย  กลุ่มลิงค์เกจ III มี 2 เครื องหมาย และ กลุ่ม
ลิงค์เกจ IV มี 2 เครื องหมาย   การตรวจหาเครื องหมายพนัธุกรรม AFLP ที สมัพนัธ์กบัลกัษณะ
ทางการเกษตร 12 ลกัษณะ พบ QTL ของ 3 ลกัษณะ คือ ลกัษณะความสงูของต้น  นํ \าหนกัแห้ง
ของราก และพื \นที ใบ  ในกลุ่มลิงค์เกจ  I  และ  II  โดยเครื องหมาย ECAA/MAAC3 อยู่บนกลุ่ม
ลิงค์เกจ  I อยู่ชิดกบัลกัษณะความสงูของต้น  มีคา่ coefficient of determination (R2) เท่ากับ 
15.43%  เครื องหมาย  ECAG/MAAA7 และ ECAG/MAAA11 บนกลุ่มลิงค์เกจ  II  อยู่ชิดกับ
ลกัษณะนํ \าหนกัแห้งของราก และพื \นที ใบ มีค่า coefficient of determination (R2) เท่ากับ 
20.75% และ 20.19% ตามลําดบั 
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 Genetic analysis of twelve agronomic traits in 96 F7 recombinant inbred lines 
(RILs) derived from soybean Changmai 60 (CM60) X Kaori namely, leaf area, days to 
flower, leaf dry weight, stem dry weight, root dry weight, total dry weight, plant height, 
pod numbers per plant, seed numbers per plant, seed numbers per pod, seed yield per 
plant, and single seed weight, indicated that all traits showing continuous variation with 
narrow-sense heritability between 0.30 and 0.74, and that some traits exhibited 
transgressive segregation. All but single seed weight trait were statistically correlated 
with seed yield per plant trait. However, only pod numbers per plant and seed numbers 
per plant traits had high correlation with seed yield per plant trait. Those two traits had 
correlation coefficients with r’s of 0.939 and 0.927, respectively. In addition, both traits 
had also high narrow-sense heritability of 0.72 and 0.74, respectively.   
 The analysis of AFLP markers revealed that two primers which were 
ECAG/MAAA and ECAA/MAAC had high polymorphism of DNA patterns between 
parental lines. In linkage construction, it was found that there were 4 linkage groups 
among 14  AFLP markers, linkage group I consisted of 8 markers, linkage group II 
consisted of 2 markers , linkage group III consisted of 2 markers and linkage group IV 
consisted of 2 markers. Identification of AFLP markers associated with 12 agronomic 
traits showed 3 QTLs of plant height, root dry weight and leaf area trait were in linkage 
group I and II. ECAA/MAAC3 on linkage group I linked to plant height trait, having the 
coefficient of determination (R2) of 15.43%. Two flanking markers ECAG/MAAA7 and 
ECAG/MAAA11 on linkage group II linked to root dry weight and leaf area traits, having 
the coefficient of determination (R2) of 20.75% and 20.19%, respectively.   
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บทที�  1 
บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญ 

ถั�วเหลือง มีชื�อวิทยาศาสตร์ว่า Glycine max (L.) Merrill  จดัอยู่ในวงศ์ 
Leguminosae  มีถิ�นกําเนิดในประเทศจีน  โดยมีการบนัทึกไว้ในตํารับยาโบราณของประเทศจีน  
และมีการนํามาบริโภคอย่างแพร่หลายในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงเหนือ    ในประเทศ
ไทยไมมี่หลกัฐานแนช่ดัวา่มีการนําถั�วเหลืองเข้ามาปลกูเมื�อใด  แตส่นันิษฐานว่าชาวจีนที�เข้ามาตั Aง
ถิ�นฐานในประเทศไทยเป็นผู้ นําเข้ามา ในระยะแรกมีการปลกูและบริโภคอย่างจํากดัเฉพาะชาวจีน
เท่านั Aน  ต่อมาประมาณปี พ.ศ. 2473 ได้มีการส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกในจังหวัดเชียงใหม่ ซึ�ง
ประสบผลสําเร็จดีและได้ขยายเนื Aอที�ในการปลกูเพิ�มขึ Aนในปีตอ่ ๆ มา (กรมวิชาการเกษตร, 2523) 
คนไทยรู้จกัถั�วเหลืองฝักสด หรือ ถั�วแระ วา่เป็นถั�วเหลืองที�นํามาต้มเพื�อรับประทาน ในขณะที�เมล็ด
เติบโตเต็มที�แตฝั่กยงัเป็นสีเขียว ถั�วแระที�นํามาบริโภคนี Aเป็นพนัธุ์ถั�วเหลืองที�จะนําเมล็ดไปสกดันํ Aา
มนัหรือทําอาหารประเภทโปรตีน ดงันั Aนเมล็ดจึงมีขนาดเล็กแข็งกระด้าง รสชาติจืด  แต่ถั�วเหลือง
ฝักสด หรือถั�วแระญี�ปุ่ น (Vegetable soybean หรือ Green Soybean) ที�ปลกูเพื�อส่งออกนั Aน  ใน
ภาษาญี�ปุ่ นเรียกว่า เอดามาเมะ (Edamame) เป็นถั�วเหลืองที�มีรสชาติหวาน มีฝักและเมล็ดขนาด
ใหญ่  โดยมีนํ Aาหนกั 100 เมล็ด ประมาณ 25-35 กรัม (กรุง สีตะธนี และสิริกลุ วะสี, 2538) บริโภค
โดยการนําไปต้ม หรือบรรจุกระป๋อง ถั�วเหลืองฝักสดเป็นที�นิยมในการบริโภคเป็นอย่างมากใน
ประเทศญี�ปุ่ น   เนื�องจากเป็นพืชที�ให้คณุคา่ทางอาหารสงู ประกอบด้วย โปรตีน  ไขมนัปราศจาก
คลอเรสเตอรอล  ฟอสฟอรัส  แคลเซียม  วิตามินบี  และ วิตามินบี 2 (Shanmugasundaram and 
Yan, 2004) และยงัให้สารอาหารบางอย่างที�ไม่มีในถั�วเหลืองเมล็ดแห้ง เช่น วิตามินบี 12 เบต้าแค
โรทีน และ วิตามินซี เป็นต้น นอกจากนี Aยงัมีสรรพคณุทางยาในการป้องกนัโรคตา่ง ๆ เช่น ลดความ
รุนแรงของโรคกระดกูพรุน ลดอตัราการเสี�ยงจากโรคมะเร็ง และลดระดบัโคเลสเตอรอลในเลือด 
เป็นต้น 

ประเทศไทยมีการส่งออกถั�วเหลืองฝักสดเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก  โดยเริ�ม
ส่งออกในปี 2533    และในแตล่ะปีส่งออกไปประเทศญี�ปุ่ นประมาณ 10,000 ตนั คิดเป็นมลูค่า
ประมาณ 1,000 ล้านบาท ซึ�งความต้องการบริโภคถั�วแระญี�ปุ่ นหรือถั�วเหลืองฝักสดของชาวญี�ปุ่ นมี
ประมาณปีละ 140,000 ตนั แตป่ระเทศญี�ปุ่ นสามารถผลิตได้เพียง 100,000 – 110,000 ตนั จึง
ต้องนําเข้าจากตา่งประเทศ  ซึ�งในอนาคตภาคเอกชนของไทยอาจเจาะตลาดกลุ่มพนัธุ์ถั�วเหลืองฝัก
สดที�มีกลิ�นหอม โดยกลุ่มพนัธุ์ที�นิยมบริโภค คือ Chakaori ประกอบด้วยพนัธุ์ Chamame และ 
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พนัธุ์ Kaori สามารถปลกูและปรับตวัได้ดีในประเทศไทย และเนื�องจากองค์การอาหารและยาแห่ง
สหรัฐอเมริกาได้มีการรายงานว่าถั�วเหลืองช่วยลดความเสี�ยงต่อการเป็นโรคหัวใจ ทําให้ชาว
อเมริกันหันมาบริโภคถั�วเหลืองกันมากขึ Aน ส่งผลให้ตลาดการบริโภคถั�วเหลืองฝักสดขยายตัว
เพิ�มขึ Aนปีละ 20% ในปี พ.ศ. 2543 จึงมีรายงานว่าประเทศสหรัฐอเมริกามีการนําเข้าถั�วเหลืองฝัก
สดเพิ�มขึ Aนถึงประมาณ 10,000 ตนั  และเป็นการนําเข้าจากประเทศไทยสูงถึง 800 ตนั (สมศกัดิd  
ศรีสมบญุ, 2547)  

ถั�วเหลืองฝักสดที�ปลูกเพื�อการค้านั Aน นอกจากจะต้องเป็นพันธุ์ที�มีคณุภาพของ
เมล็ดดีและเป็นที�ต้องการของตลาดแล้ว ยงัต้องสามารถปรับตวัให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้และ
ให้ผลผลิตสงูอีกด้วย  พนัธุ์ที�ปลกูในประเทศไทยเพื�อการส่งออกในปัจจบุนั ได้แก่  พนัธุ์ AGS 292   
พนัธุ์ No.75  พนัธุ์ Tzurunoko Ryokkoh  พนัธุ์ Kaohsiung No.1 และพนัธุ์ 2808 พนัธุ์เหล่านี Aล้วน
เป็นพนัธุ์ที�ต้องนําเมล็ดพนัธุ์เข้ามาจากต่างประเทศซึ�งมีราคาแพง  การเก็บเมล็ดไว้ทําพนัธุ์นั Aนทํา
ได้ยาก เพราะเมล็ดมกัเน่าเสียหรือบวมก่อนเมล็ดแห้งเนื�องจากฝักและเมล็ดมีขนาดใหญ่ เปลือก
หนา จึงทําให้นํ Aาระเหยออกจากเมล็ดได้ช้า  อีกทั Aงอายุนับจากวันออกดอกจนถึงเมล็ดแก่ใช้
เวลานานประมาณ 60 วนั สง่ผลให้ถกูแมลงและเชื Aอราทําลายเมล็ดได้ง่าย  ทําให้เก็บเมล็ดพนัธุ์ได้
น้อย ซึ�งถือเป็นปัญหาที�สําคญัของการปลกูถั�วเหลืองฝักสดเพื�อส่งออกในประเทศไทย ดงัจะเห็นได้
จากในช่วงปี 2550-2553 เกษตรกรได้ลดพื Aนที�ปลูกลงเพราะปัญหาด้านเมล็ดพันธุ์ ที�ขาดแคลน  
(สํานกังานเศรษฐกิจการเกษตร, 2554)   

การปรับปรุงพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดให้เหมาะสมเพื�อการปลกูภายในประเทศไทย จึง
เป็นทางเลือกที�ดี  งานวิจยัเพื�อการปรับปรุงพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดในประเทศไทยยงัมีไม่มากนกั โดย 
Pooprompan et al. (2006) ได้คดัเลือกเครื�องหมายพนัธุกรรมที�สมัพนัธ์กบัลกัษณะวนัออกดอก

ของถั�วเหลืองฝักสด จากประชากร RILs ที�ได้จากคูผ่สม  AGS 292 × K3 เพื�อใช้ประโยชน์ในการ
ปรับปรุงพนัธุถั�วเหลืองฝักสดให้มีวนัออกดอกที�เหมาะสม นอกจากนี A Juwattanasomran et al., 
(2010 และ 2011) ได้วิเคราะห์หาแอลลีลที�ควบคมุความหอมของถั�วเหลืองฝักสดเพื�อพฒันาเป็น
เครื�องหมายพนัธุกรรมที�ใช้ในการคดัเลือกถั�วเหลืองฝักสดที�มีกลิ�นหอมนี Aจากพนัธุ์ Chamame และ 
Kaori  ส่วนมากงานวิจัยเกี�ยวกับถั�วเหลืองฝักสดจะเป็นโครงการวิจัยเพื�อพัฒนาพันธุ์ของ
บริษัทเอกชน  ซึ�งมักจะไม่มีการเผยแพร่สู่สาธารณะ ดงันั Aนการศึกษาพันธุกรรมของลักษณะที�
เกี�ยวข้องกบัผลผลิตของถั�วเหลืองฝักสดจึงเป็นข้อมลูพื Aนฐานที�สําคญั เพื�องานวิจยัที�ตอ่ยอดไปใน
การพฒันาสายพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดที�มีผลผลิตสูงตอ่ไป ในการศึกษาพนัธุกรรมของลกัษณะทาง

การเกษตรครั Aงนี Aใช้สายพนัธุ์ RILs จากคูผ่สม CM60 (เชียงใหม่60) × Kaori (Juwattanasomran 
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et al., 2010)  ถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 เป็นถั�วเหลืองไร่ที�ให้ผลผลิตดีทั Aงในฤดูฝนและฤดูแล้ง 
ต้านทานต่อโรคราสนิม และถั�วเหลืองฝักสดพันธุ์  Kaori เมล็ดมีขนาดใหญ่  มีกลิ�นหอม และมี
คณุคา่ทางอาหารสงู  

การศึกษาในครั Aงนี Aจึงได้ศึกษาความสัมพันธ์ของลักษณะทางการเกษตร 12 
ลกัษณะ ได้แก่ ลกัษณะพื Aนที�ใบ  วนัออกดอก ความสงูของต้น นํ Aาหนกัแห้งของใบ  นํ Aาหนกัแห้ง
ของลําต้น  นํ Aาหนกัแห้งของราก  นํ Aาหนกัแห้งรวมทั Aงต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดตอ่ต้น  
จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก ผลผลิตตอ่ต้น และนํ Aาหนกัหนึ�งเมล็ด และศกึษาอตัราพนัธุกรรมแบบแคบของ
ทกุลกัษณะ เพื�อให้ทราบถึงความสามารถในการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมจากรุ่นพ่อแม่สู่รุ่น
ลูก และอิทธิพลของยีนที�ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะเหล่านั Aน  นอกจากนี Aยงัวิเคราะห์หา
เครื�องหมายพันธุกรรม AFLP ที�สัมพันธ์กับกลุ่มยีนที�ควบคุมลักษณะดงักล่าวด้วย ซึ�งจะเป็น
ประโยชน์ตอ่การคดัเลือกให้ได้พนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดที�มีผลผลิตสงูและเหมาะสมสําหรับการปลกูใน
ประเทศไทยตอ่ไป 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ของลกัษณะทางการเกษตร 12 ลกัษณะ ที�เกี�ยวข้อง
กบัผลผลิต 

2. วิเคราะห์การแปรผนัทางพนัธุกรรมและอตัราพนัธุกรรมของลกัษณะผลผลิต 
และองค์ประกอบของผลผลิต   

3. วิเคราะห์หาเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP  ที�สมัพนัธ์กับกลุ่มยีนที�ควบคมุ
ลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิตในถั�วเหลืองฝักสด 

ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

จากข้อมูลค่าสหสัมพันธ์ของลักษณะทางการเกษตรทั Aง 12 ลักษณะที�ได้
ทําการศึกษาสามารถบ่งบอกว่าลกัษณะนั Aน ๆ มีผลต่อการเพิ�มขึ Aนของผลผลิตหรือไม่ นอกจากนี A
การศึกษาความสามารถในการถ่ายทอดลักษณะของลักษณะดังกล่าว และตําแหน่งของ
เครื�องหมายพนัธุกรรมที�อยูใ่กล้กบัตําแหนง่ของกลุม่ยีนที�ควบคมุลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิต
ในถั�วเหลืองฝักสดจากคูผ่สม CM 60 x Kaori   สามารถนําไปใช้วางแผนเพื�อคดัเลือกสายพนัธุ์ที�
ให้ผลผลิตสงูในการปรับปรุงพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดด้วยวิธีที�เหมาะสมตอ่ไป 
 



บทที�  2 
เอกสารและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

ถั�วเหลือง 

ถั�วเหลืองจดัอยู่ใน family Leguminosae  sub-family Papalionoideae  และ 
tribe phaseoleae มีชื�อทางวิทยาศาสตร์ว่า Glycine max (L.) Merrill สนันิษฐานกนัว่าที�มีถิ�น
กําเนิดในประเทศจีนและแมนจเูรีย ตั >งแต ่2500 ปีก่อนคริสตกาล (อภิพรรณ พกุภกัดี, 2546) 

ถั�วเหลืองมีการเจริญเตบิโต 3 แบบ (เฉลิมพล แซมเพชร, 2535) คือ  
1.  แบบไมท่อดยอด (determinate habit) การเจริญเติบโตทางลําต้นและใบ

จะสิ >นสุดลงเมื�อพืชเริ�มออกดอก และทุกข้อมีดอกเกิดขึ >นเกือบพร้อมกันทั >งต้น ทําให้ถั�วเหลืองที�มี
การเจริญเติบโตแบบไม่ทอดยอดมีจํานวนข้อและความสูงน้อยกว่าถั�วเหลืองที�มีการเจริญเติบโต
แบบอื�น 

2. แบบทอดยอด (indeterminate habit) การเจริญเติบโตทางลําต้นและใบ
ยงัไมส่ิ >นสดุลงในระยะที�พืชมีการออกดอก แตจ่ะยงัมีการดําเนินตอ่ไปอีกระยะหนึ�ง ทําให้ถั�วเหลือง
ที�มีการเจริญเตบิโตแบบนี >มีจํานวนข้อ และความสงูมากกวา่แบบไมท่อดยอด 

3. แบบกึ�งทอดยอด (semideterminate) ลักษณะการเจริญเติบโตจะอยู่
ระหว่างแบบทอดยอด และไม่ทอดยอด คือ การเจริญเติบโตทางลําต้นจะสิ >นสดุพร้อมกบัการออก
ดอกสดุท้าย และระยะเวลาของการออกดอกแรกจนกระทั�งถึงดอกสดุท้ายสั >นกว่าถั�วเหลืองที�มีการ
เจริญเติบโตแบบทอดยอด ดงันั >นถั�วเหลืองจึงมีต้นเตี >ยกว่าแบบทอดยอดแต่จะสูงกว่าแบบไม่
ทอดยอด 

Fehr and Caviness (1977) แบง่ระยะการเจริญเติบโตของถั�วเหลืองเป็น ระยะ
การเจริญทางลําต้น (vegetative stage) และระยะเจริญพนัธุ์ (reproductive stage) ดงัตารางที� 1 

ในแต่ละปีประเทศไทยใช้ประโยชน์จากถั�วเหลืองเป็นจํานวนมาก ทั >งในด้าน
อุตสาหกรรมและเกษตรกรรม  เช่นนําไปผลิตอาหาร สกัดนํ >ามนั ใช้เป็นอาหารสัตว์ และเป็นปุ๋ ย
บํารุงดิน เป็นต้น  ถั�วเหลืองมีสารอาหารหลายชนิดที�มีประโยชน์ต่อสุขภาพ ได้แก่ โปรตีน ไขมัน 
คาร์โบไฮเดรต แคลเซียม ฟอสฟอรัส วิตามิน และเลซีติน ถั�วเหลืองมี isoflavones ซึ�งเป็นสารที�
ชว่ยเพิ�มมวลกระดกู ลดความเสี�ยงจากโรคกระดกูพรุน ลดอาการจากสาเหตกุารหมดประจําเดือน 
หรืออาการวัยทอง ลดความเสี�ยงจากการเกิดมะเร็งเต้านม มะเร็งต่อมลูกหมาก และโรคหลอด
เลือดหวัใจตีบอีกด้วย (กนกพร เมาลานนท์, 2550)  
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ตารางที� 1 ระยะการเจริญเตบิโตของถั�วเหลือง (Fehr and Caviness, 1977) 
 

ระยะการเจริญเติบโต รายละเอียด 
ระยะการเจริญทางลําต้น 
VE ระยะโผลพ้่นดนิ ใบเลี >ยงงอกและอยูเ่หนือพื >นดนิ 
VC ระยะใบเลี >ยง ใบประกอบคลี�กางขอบใบไมต่ดิกนั  
V1 ระยะข้อที� 1 มีข้อที� 1 และใบประกอบในข้อกางรับแสงเตม็ที� 
V2 ระยะข้อที� 2 มีข้อที� 2 และใบจริงที� 1 กางรับแสง 
V3 ระยะข้อที� 3 มีข้อที� 3 และใบจริงที� 2 กางรับแสง 
Vn ระยะข้อที� n ข้อที� n ที�มีใบจริงกางเตม็ที� 
ระยะเจริญพนัธุ์ 
R1 เริ�มออกดอก ดอกแรกบานบนข้อใดก็ได้ในลําต้น 
R2 ดอกบานเตม็ที� มีดอกบานบนหนึ�งหรือสองข้อด้านบนสดุ 
R3 เริ�มตดิฝัก มีฝักขนาด 5 มิลลิเมตร บนข้อใดข้อหนึ�งของสี�ข้อด้าน

บนสดุ 
R4 ตดิฝักเตม็ที� มีฝักขนาด 2 เซนติเมตร บนข้อใดข้อหนึ�งของสี�ข้อ

ด้านบนสดุ 
R5 เริ�มตดิเมล็ด มีเมล็ดขนาด 3 มิลลิเมตร ในฝักที�อยู่บนข้อใดข้อหนึ�ง

ของสี�ข้อด้านบนสดุ 
R6 เมล็ดพฒันาเตม็ที� ฝักมีเมล็ดสีเขียวที�เติบโตจนเต็มจนเต็มช่องว่างในฝัก 

บนข้อใดข้อหนึ�งของสี�ข้อด้านบนสดุ 
R7 เริ�มสกุแก่ ฝักใดฝักหนึ�งบนต้นเริ�มเปลี�ยนสีเป็นสีนํ >าตาล 
R8 สกุแก่เตม็ที� 95% ของฝักในต้นเป็นสีนํ >าตาล 
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ถั�วเหลืองแบง่ตามการบริโภคได้ ดงันี >  

ถั�วเหลืองไร่เป็นถั�วเหลืองเมล็ดแห้ง มีขนาดฝักเล็ก นํ >าหนกั 100 เมล็ด หนกัเพียง 
12-18 กรัม ลําต้นตั >งตรง มกัเป็นลําต้นเดียวไม่มีแขนง ใช้ประโยชน์จากเมล็ดแห้งผลิตเป็น
ผลิตภณัฑ์อาหาร  สกดันํ >ามนั  กากถั�วเหลืองหรือเมล็ดแห้งใช้เป็นอาหารสตัว์ (กรุง สีตะธนี  และ
สิริกลุ วะสี, 2538) 

ถั�วเหลืองฝักสด (vegetable soybean หรือ green soybean) ในภาษาญี�ปุ่ น
เรียกว่า เอดามาเมะ (Edamame)  เป็นถั�วเหลืองที�มีฝักขนาดใหญ่ ลําต้นเป็นพุ่มเตี >ยมี 7-10 ข้อ 
และแขนง 2-3 แขนง เมล็ดพนัธุ์มีขนาดใหญ่โดยมีนํ >าหนกั 100 เมล็ด ประมาณ 25-35 กรัม  ส่วน
ใหญ่บริโภคฝักสด หรือแกะเมล็ดออกจากฝักนํามาประกอบอาหาร (กรุง สีตะธนี และสิริกลุ วะสี, 
2538) ถั�วเหลืองฝักสดเป็นพืชที�มีศกัยภาพสงูในการส่งออก และการบริโภคในประเทศ  ในแตล่ะปี
มีการผลิตเพื�อการส่งออกเป็นจํานวนมาก โดยประเทศญี�ปุ่ นนิยมบริโภคเป็นอย่างมาก  และใน
ประเทศสหรัฐอเมริกามีการบริโภคเพิ�มขึ >นทกุปี (สมศกัดิi ศรีสมบญุ, 2547)  

พนัธุ์ถั�วเหลืองไร่ที�ใช้ปลกูในประเทศไทยมี 11 พนัธุ์ คือ พนัธุ์สจ.4  พนัธุ์สจ.5  
พนัธุ์สโุขทยั1  พนัธุ์สโุขทยั2   พนัธุ์สโุขทยั3  พนัธุ์นครสวรรค์1  พนัธุ์เชียงใหม่60  พนัธุ์เชียงใหม่2  
พนัธุ์เชียงใหม่3  พนัธุ์เชียงใหม่4  และ พนัธุ์ศรีสําโรง1 พนัธุ์ที�ได้รับความนิยมมากที�สดุพนัธุ์สจ.4  
พนัธุ์สจ.5 และ พนัธุ์เชียงใหม่60 (สํานกัส่งเสริมและพฒันาการเกษตรเขตที� 6  จงัหวดัเชียงใหม่, 
2553) ส่วนพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดที�ปลกูในประเทศไทย ได้แก่  พนัธุ์ AGS 292    พนัธุ์ No.75  พนัธุ์ 
Tzurunoko Ryokkoh  พนัธุ์ Kaohsiung No.1 และพนัธุ์ 2808  พนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสดที�นิยมปลูก
สําหรับการสง่ออก คือ พนัธุ์ AGS 292 และ พนัธุ์ No.75 (กรมสง่เสริมการเกษตร, ม.ป.ป.) 

พืชทดลองสําหรับการศกึษาครั >งนี >  ได้ใช้ถั�วเหลืองรุ่น F7 ที�ได้จากคูผ่สม CM60 × 
Kaori ซึ�งมีความแตกตา่งกนัทางพนัธุกรรมสงู โดยที�พนัธุ์ CM60 เป็นพนัธุ์ถั�วเหลืองไร่ ในขณะที�
พนัธุ์ Kaori เป็นพนัธุ์ถั�วเหลืองฝักสด ถั�วเหลืองทั >งสองมีความแตกตา่งกนั ตามตารางที� 2 
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ตารางที� 2 เปรียบเทียบความแตกต่างของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 (ศุภชัย แก้วมีชัย, 2537)        

กบัถั�วเหลืองพนัธุ์ Kaori (อเนก โชตญิาณวงษ์ และคณะ, 2550) 
 

ลกัษณะ ถั�วเหลืองพนัธุ์ CM60 ถั�วเหลืองพนัธุ์ Kaori 
ความสงู (เซนตเิมตร) 66 31 
สีดอก สีขาว สีมว่ง 
วนัออกดอก (วนั) 26 - 32 32 
นํ >าหนกั 100 เมล็ด (กรัม) 15 - 15.5 30 
อายเุก็บเกี�ยว (วนั) 71 - 92 70 
ผลผลิต (กิโลกรัม/ไร่) 280 - 360 671 
สีเมล็ด สีเหลือง สีเขียว 
กลิ�นหอม ไมมี่ คล้ายใบเตย 
ปริมาณนํ >ามนัในเมล็ด (เปอร์เซ็นต์) 20 43.6 
ปริมาณโปรตีนในเมล็ด (เปอร์เซ็นต์) 6.6 13.1 
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ลักษณะทางการเกษตรที�เกี�ยวข้องกับผลผลิต 

ลกัษณะทางการเกษตร คือ ลกัษณะของพืชที�เกี�ยวข้องกับการให้ผลผลิต ซึ�งจะ
พบระหว่างการเจริญเติบโต เช่น ลกัษณะวนัออกดอก ลกัษณะพื >นที�ใบ และลกัษณะองค์ประกอบ
ของผลผลิต ซึ�งประกอบด้วย ลักษณะจํานวนฝักต่อต้น จํานวนเมล็ดต่อต้น จํานวนเมล็ดต่อฝัก 
นํ >าหนักหนึ�งเมล็ด และนํ >าหนักเมล็ดต่อต้น เป็นต้น ซึ�งลักษณะทางการเกษตรส่วนใหญ่เป็น
ลกัษณะเชิงปริมาณ (quantitative trait) ซึ�งนิยมนํามาใช้ในการศกึษาเพื�อบง่บอกถึงความสามารถ
ในการเจริญเติบโต และการให้ผลผลิต  ดงัเช่นการศกึษา ของ Rao et al. (2002) พบว่า ผลผลิต
ของถั�วเหลืองฝักสดพนัธุ์จากประเทศญี�ปุ่ น จีน และสหรัฐอเมริกาที�ระยะ R6 มีความสมัพนัธ์กัน
อยา่งมีนยัสําคญักบัลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิต ได้แก่ จํานวนฝักตอ่ต้น และจํานวนเมล็ดตอ่
ต้น  ซึ�งสอดคล้องกบัรายงานของ Board et al. (1996) ที�ได้รายงานเกี�ยวกบัผลผลิตของถั�วเหลือง
สายพันธุ์ ที�แก่ช้า พบว่า ผลผลิตมีความสัมพันธ์อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับจํานวนฝักต่อต้น 
มากกวา่จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก และขนาดของเมล็ด  

ธีระ สมหวัง (2544) ได้รายงานไว้ในการศึกษาว่า ค่าสัมประสิทธิiสหสัมพันธ์ 
ระหวา่งผลผลิตตอ่ต้นกบั จํานวนฝักตอ่ต้น จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก และนํ >าหนกั 100 เมล็ด เป็น 0.778  
0.801 และ 0.612 ตามลําดับ ซึ�งมีอิทธิพลสูงต่อลักษณะผลผลิต  นอกจากนี >ยังศึกษาอัตรา
พนัธุกรรมแนวกว้าง (Broad-sense heritability) ของลกัษณะองค์ประกอบของการตรึงไนโตรเจน 
เชน่ จํานวนปมตอ่ต้น  นํ >าหนกัแห้งตอ่ต้น จํานวนฝักตอ่ต้น จํานวนเมล็ดตอ่ต้น นํ >าหนกั 100 เมล็ด 
ผลผลิตตอ่ต้น เป็นต้น พบว่า มีคา่อตัราพนัธุกรรมเป็น 26.2  51.1  53.9  59.4   55.2  22.2  16.8  
และ 45.2  ตามลําดบั    

Orf et al. (1999) พบว่า ผลผลิตของถั�วเหลืองมีความสมัพนัธ์กบัวนัออกดอก 
ความสูงของต้น จํานวนเมล็ดต่อต้น และ นํ >าหนกัเมล็ด ในถั�วเหลืองชั�วรุ่นที� 7 ที�ได้จากคู่ผสม 
Minsoy x Archer   และมีคา่อตัราพนัธุกรรมของ ผลผลิต วนัออกดอก ความสงูของต้น จํานวน
เมล็ดตอ่ต้น และนํ >าหนกัเมล็ด เทา่กบั 0.70 0.95 0.94 0.81 และ 0.89  

การจัดกลุ่มยีนและการวิเคราะห์เครื�องหมายพันธุกรรม 

ลกัษณะเชิงปริมาณเป็นลกัษณะที�ควบคมุด้วยยีนจํานวนมาก การแสดงออกของ
ลกัษณะเหล่านี > นอกจากจะเป็นผลมาจากยีนแล้วยงัมีอิทธิพลของสิ�งแวดล้อมมาเกี�ยวข้องด้วย 
ดงันั >นการแสดงออกจึงไม่สามารถแบง่เป็นกลุ่มได้อย่างชดัเจน  การจดักลุ่มยีนและการวิเคราะห์
เครื�องหมายพันธุกรรมเป็นอีกวิธีการหนึ�งที�ใช้ในการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มยีนที�ส่งผลต่อการ
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แสดงออกของลักษณะเชิงปริมาณ เนื�องจากลักษณะเชิงปริมาณมีความซับซ้อนจึงต้องใช้การ
วิเคราะห์ทางสถิตเิข้าชว่ย ซึ�งทําได้โดยการนําเครื�องหมายพนัธุกรรมมาวิเคราะห์ร่วมกบัข้อมลูการ
แสดงออกของลักษณะ  เพื�อหาเครื�องหมายทางพันธุกรรมที�อยู่ใกล้กับตําแหน่งยีนที�ควบคุม
ลกัษณะเชิงปริมาณ โดยที�เครื�องหมายพนัธุกรรมยิ�งอยู่ใกล้กบัตําแหน่งของยีนมาก จะทําให้แน่ใจ
ว่าเครื�องหมายพันธุกรรมและยีนที�ศึกษาจะถ่ายทอดไปสู่รุ่นลูกได้โดยไม่แยกจากกันแม้จะเกิด
กระบวนการครอสซิงโอเวอร์ (crossing over) การศึกษาทําได้โดยการสร้างประชากรที�มีการ
กระจายตวั ได้แก่ F2 ลกูผสมกลบั (backcross) หรือ RILs (recombinant inbred lines) จากคูพ่่อ
แมที่�มีพนัธุกรรมเป็นสายพนัธุ์แท้ ในการวิจยัครั >งนี >ใช้ประชาการ RILs ซึ�งเป็นลกูในชั�วรุ่นที� 7 ขึ >นไป 
โดยการสร้างประชากร RILs ได้จากการผสมพนัธุ์พ่อแม่ที�เป็นสายพนัธุ์แท้ให้ได้ลกูผสมชั�วรุ่นที� 1 
หลงัจากนั >นปล่อยให้ผสมตวัเอง 7 – 8 ชั�วรุ่น จนกระทั�งยีนทั >งหมดเข้าสู่สภาพฮอโมไซกัส มี
อตัราสว่นของยีนเป็น 1:1 (AA: aa) ผลที�ได้จากการจดักลุม่ยีนและวิเคราะห์เครื�องหมายพนัธุกรรม
ทําให้ทราบถึงอิทธิพลของยีนที�มีตอ่ลกัษณะเชิงปริมาณ และตําแหน่งของยีนที�ควบคมุลกัษณะนั >น
บนโครโมโซมจากเครื�องหมายพนัธุกรรมที�วางตวัอยูใ่กล้กบัยีนนั >น  ทั >งนี >สามารถนําข้อมลูที�ได้ไปใช้
ในการปรับปรุงพันพืชได้ ดงัเช่นที� Kearsey and Pooni (1996) กล่าวว่าหากเครื�องหมาย
พนัธุกรรมอยู่ใกล้กับลกัษณะลกัษณะเชิงปริมาณ จะเป็นประโยชน์ต่อนกัปรับปรุงพนัธุ์พืชในการ
คดัเลือกลกัษณะนั >นได้แมน่ยํามากขึ >น  

Cregan et al. (1999) ได้รวบรวมเครื�องหมายพนัธุกรรมเพื�อจดัทําแผนที�
โครโมโซมของถั�วเหลือง จากงานวิจยัที�ใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม SSR  RFLP  RAPD  AFLP  
ร่วมกบัลกัษณะ isozyme และลกัษณะทางสณัฐานวิทยา จดักลุ่มยีนได้ทั >งหมด 20 กลุ่มลิงค์เกจ  
ซึ�งตรงกบัครึ�งหนึ�งของจํานวนโครโมโซมถั�วเหลือง (n = 20) ในปัจจบุนัมีการรวบรวมเครื�องหมาย
พันธุกรรมได้กว่า 1800 ตําแหน่ง บนแผนที�โครโมโซมทั >ง 20 กลุ่ม (Hwang et al.,2009)             
ดงัภาพที� 1 

เครื�องหมายพันธุกรรมที�ใช้ในการจัดกลุ่มยีน 

เครื� องหมายพันธุกรรมที� ใ ช้ในการจัดกลุ่มยีนของถั�ว เหลืองมีหลายชนิด 
เครื�องหมายพนัธุกรรมที�ใช้ในการจดักลุ่มยีนในช่วงแรก คือ เครื�องหมาย restriction fragment 
length polymorphism (RFLP)  (Tanksley et al., 1989) ซึ�งอาศยัหลกัการที�เอนไซม์ตดัจําเพาะ 
(restriction enzyme) สามารถตดัที�ตําแหน่งจดจําใน DNA ได้ แตเ่มื�อเกิดการกลายพนัธุ์ ทําให้
ตําแหน่งจดจําเปลี�ยนแปลงไป เอนไซม์ตดัจําเพาะจึงตดัได้ชิ >น DNA ที�มีขนาดแตกตา่งกนั ผลที�ได้
จากเครื� องหมายนี >มีความแม่นยําและเมื�อทําซํ >าแล้วยังให้ผลเหมือนเดิม จึงสามารถนําไป
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ตรวจสอบหากลุ่มยีนและทราบตําแหน่งที�แน่นอนในโครโมโซมได้ นอกจากนี >เครื� องหมาย
พันธุกรรมนี >ยังเป็นชนิด codominant จึงสามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่างโฮโมไซกัสกับ 
เฮเทอโรไซกัสได้  แต่มีข้อเสีย คือ ขั >นตอนการทดสอบที�ซบัซ้อน ใช้เวลานาน คา่ใช้จ่ายสงู และยงั
ต้องการ DNA ที�มีปริมาณมากและบริสทุธิiจึงจะสามารถตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะได้ (สรีุพร เกตุ
งาม, 2546) 

เครื�องหมายพนัธุกรรมอีกชนิดหนึ�งที�นิยมนํามาใช้ในการจดักลุ่มยีน คือ simple 
sequence repeat (SSR) คือ ซึ�งเป็นชว่งดีเอ็นเอสั >น ๆ ที�มีลําดบันิวคลีโอไทด์ซํ >ากนัเป็นชดุ และพบ
กระจายอยู่ทั�วไปในจีโนม (Powell et al., 1996) ซึ�งจะสามารถใช้เทคนิค PCR เพิ�มปริมาณ DNA 
ในบริเวณที�มีเครื�องหมายพนัธุกรรม SSR  ความยาวของชิ >นส่วน DNA ที�ได้จะแตกตา่งกนั  แสดง
ว่ามีจํานวนซํ >าของ SSR ที�ไม่เท่ากนั สามารถนําใช้ค้นหาตําแหน่งของกลุ่มยีนที�ควบคมุลกัษณะ
ตา่ง ๆ ที�ศกึษาได้ และเนื�องจากเครื�องหมายพนัธุกรรมชนิดนี >เป็นชนิด codominant จึงสามารถใช้
ตรวจสอบจีโนไทป์ที�เป็นเฮเทอโรไซกสัได้ และใช้ปริมาณ DNA ในการตรวจสอบเพียงเล็กน้อย  แต่
ข้อเสียของเครื�องหมายพนัธุกรรมชนิดนี >คือ การค้นหาเครื�องหมายพนัธุกรรมที�แตกต่างกันในพ่อ
และแม่ และในการแยกขนาด DNA ด้วยอิเลคโตรโฟรีซีสในแต่ละครั >งนั >นทําได้เพียงครั >งละหนึ�ง
เครื�องหมายเทา่นั >น  จงึมีความจําเป็นที�จะต้องพฒันาเครื�องหมายพนัธุกรรม SSR เป็นจํานวนมาก 
เพื�อการศึกษาให้ครอบคลุมทั >งจีโนมของพืช ทําให้ต้องใช้ค่าใช้จ่ายสูง และใช้เวลานานใน
การศกึษา 

เครื�องหมายพนัธุกรรม  amplified fragment length polymorphism (AFLP) 
เป็นเครื�องหมายที�สามารถตรวจสอบความแตกตา่งขนาด DNA ที�ได้จากการตดัด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะสองชนิดที�มีความถี�ในการตดั genomic DNA ได้ตา่งกนั จากนั >นจึงติด adaptor ที�ด้าน
ปลาย DNA ทั >งสอง  และเพิ�มปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR  ซึ�งจะได้ชิ >น DNA ที�มีขนาดแตกตา่งกนั
เป็นจํานวนมาก ดงันั >น AFLP จงึเป็นการรวมจดุเดน่ด้านความนา่เชื�อถือของเครื�องหมายพนัธุกรรม 
RFLP และประสิทธิภาพของปฏิกิริยา PCR เข้าด้วยกัน (Vos et al., 1995) ทําให้ AFLP เป็น
เครื�องหมายพันธุกรรมที�น่าสนใจในการนําไปใช้ในการจัดกลุ่มยีนและวิเคราะห์เครื�องหมาย
พนัธุกรรมเบื >องต้น สําหรับลักษณะที�มีข้อมูลทางพันธุกรรมไม่มากนัก เนื�องจากสามารถค้นหา
เครื�องหมายพันธุกรรมที�แตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้ง่าย และในการแยกความแตกต่างของ
ขนาด DNA ในแตล่ะครั >งได้จํานวนเครื�องหมายพนัธุกรรมมากกว่าสิบเครื�องหมาย จึงทําให้ใช้เวลา
น้อยแตไ่ด้เครื�องหมายพนัธุกรรมเพื�อใช้ในการศกึษาจํานวนมากพอที�จะครอบคลมุทั >งจีโนมของพืช 

 



 

ภาพที� 1  แผนที�โครโมโซมของถั�วเหลือง (n= 20) ที�รวบรวมโดย 
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ที�รวบรวมโดย Hwang et al. (2009) 
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การวิเคราะห์ QTL ของลักษณะที�เกี�ยวข้องกับผลผลิต  

ลกัษณะที�เกี�ยวข้องกบัผลผลิตนั >นมีอยู่หลายลกัษณะด้วยกนั  และแตล่ะลกัษณะ
ล้วนเป็นลกัษณะเชิงปริมาณ ที�มียีนควบคมุหลายยีน การวิเคราะห์ QTL ของลกัษณะที�เกี�ยวข้อง
กับผลผลิตเหล่านี >จึงมีงานวิจัยที� เคยศึกษามาก่อนหน้านี >บ้างแล้ว แต่ยังไม่พบเครื�องหมาย
พนัธุกรรมที�สามารถใช้อธิบายความแปรปรวนของลกัษณะผลผลิตนี >ได้สงูพอที�จะใช้เป็นประโยชน์
เพื�อการปรับปรุงพนัธุ์ ดงัเช่นการศกึษาของ Qing-shad et al. (2007) ที�ได้ทําการวิเคราะห์ QTL 
ของลกัษณะทางการเกษตรที�สําคญัในถั�วเหลือง จาก RILs จํานวน 154 สายพนัธุ์ จากคู่ผสม 

Charleston  × Dongnong 594 พบ QTLs ของลกัษณะนํ >าหนกั 100 เมล็ด 8 QTLs อยู่บนกลุ่ม
ลิงค์เกจ  A1 จํานวน 5 QTLs  ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt571 satt276 satt390 และ 
satt242 มีระยะห่างเท่ากบั 1.0  2.9  0.0  1.3 และ 4.0 cM ตามลําดบั และ อยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ  
B1 N  O อย่างละ 1 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt197  sat_095 และ satt331 มี
ระยะห่างเท่ากบั 2.9  6.0 และ 1.0 cM ตามลําดบั สามารถอธิบายความแปรปรวนของลกัษณะนี >
ได้ 7.36-24.76% ลกัษณะจํานวนฝักตอ่ต้นมี 4 QTLs โดย 3 QTLs อยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ C2  ซึ�ง 2 
QTLs บนกลุ่มลิงค์เกจนี >อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt002 ระยะห่างเท่ากบั 5.4 กบั 2.0 
cM ส่วนอีก 1 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม sat_092 มีระยะห่างเท่ากบั 4 cM และ 1 
QTL อยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ O ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt518 มีระยะห่างเท่ากบั 3.6 cM  
QTL เหล่านี >สามารถอธิบายความแปรปรวนได้ 8.11-12.67% ลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นมี 7 QTLs 
บน 4 กลุ่มลิงค์เกจ ได้แก่ กลุ่มลิงค์เกจ A1 จํานวน 3 QTLs อยู่ใกล้กับเครื�องหมายพนัธุกรรม 
satt300 satt522 และ sat_119 มีระยะห่างเท่ากบั 0.0 3.0 และ3.6 cM ตามลําดบั  กลุ่มลิงค์เกจ 
C2 จํานวน 2 QTLs อยูใ่กล้กบัเครื�องหมาย satt076 ระยะห่างเท่ากบั 5.2 cM กบั 4.0 cM ส่วนบน
กลุม่ลิงเกจน์ C1และ N มี 1 QTLs อยูใ่กล้กบัเครื�องหมาย satt195 และ sat_095 ระยะห่างเท่ากบั 
1.0 และ 6.0 ตามลําดบั โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นได้ 9.73-
26.28% ลกัษณะความสงูของต้นมี 8 QTLs อยู่บน 4 กลุ่มลิงค์เกจ ได้แก่ กลุ่มลิงค์เกจ A1 มี 3 
QTLs โดยที� 2 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt 545 มีระยะห่างเท่ากบั 1.4 และ 5.0 
cM ส่วนอีก 1 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม sat_119 ระยะห่างเท่ากบั 3.6 cM  กลุ่ม
ลิงค์เกจ B1 มี 3 QTLs โดยที� 2 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม satt197 มีระยะห่าง
เท่ากบั 4.9 และ 1.0 cM ส่วนอีก 1 QTLs ที�อยู่บนกลุ่มลิงค์เกจเดียวกนัอยู่ใกล้กับเครื�องหมาย 
satt426 มีระยะห่างเท่ากบั 3.0 cM  บนกลุ่มลิงค์เกจ D1a และ E  มีอย่างละ 1 QTLs ใกล้กับ
เครื�องหมายพนัธุกรรม satt342 และ satt236 มีระยะห่างเท่ากบั 0.8 และ 0.0 cM ตามลําดบั    
โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของลกัษณะความสงูของต้นได้ 17.82-3.6%  และ Concibido 
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et al., (2003) ได้ศกึษาหา QTL ของผลผลิตตอ่ไรของถั�วเหลือง จากการผสมกลบัของคูผ่สม HS-1 

× PI407305 พบ QTL อยูใ่กล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLPU3944 บนกลุ่มลิงค์เกจ B2 และใช้
อธิบายความแปรปรวนของลกัษณะผลผลิตได้ 9.3% 

ในประเทศไทยมีการวิเคราะห์ QTL ของถั�วเหลืองเช่นกนั โดย Pooprompan et 
al. (2006) ได้ศกึษาวนัออกดอกที�เหมาะสมในถั�วเหลืองฝักสด โดยมีจดุประสงค์เพื�อจําแนก QTLs 
ของลกัษณะวนัออกดอกด้วยเครื�องหมายพนัธุกรรม SSR  เพื�อใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุถั�ว
เหลืองฝักสดให้มีวนัออกดอกที�เหมาะสม ได้ทําการศกึษาในประชากร RILs  จํานวน 92 สายพนัธุ์ 

ที�ได้จากคูผ่สม AGS 292 × K3 พบ 2 QTL หลกัที�ควบคมุลกัษณะวนัออกดอกบนกลุ่มลิงค์เกจ J 
อยู่ใกล้กบัเครื�องหมายพนัธุกรรม Satt132 และ Satt431 มีคา่ความแปรปรวนเนื�องจากลกัษณะที�
สามารถอธิบายได้จากเครื�องหมายพันธุกรรมเท่ากับ 12.8 และ 18.8% ตามลําดับ และ 
Juwattanasomran et al., (2010 และ 2011) ได้วิเคราะห์หาแอลลีลที�ควบคมุความหอมของถั�ว
เหลืองฝักสดเพื�อพฒันาเป็นเครื�องหมายพนัธุกรรมที�ใช้ในการคดัเลือกถั�วเหลืองฝักสดที�มีกลิ�นหอม
จากพนัธุ์ Chamame และ Kaori  ซึ�งประสบผลสําเร็จสามารถใช้จําแนกลูกสายพนัธุ์แท้ที�ได้จาก

คู่ผสม CM60 × Kaori ที�มีกลิ�นหอมออกจากลูกที�ไม่มีกลิ�นหอมได้ ซึ�งงานวิจยัในครั >งนี >ศึกษา
ประชากร RILs จากคูผ่สม CM60 X Kaori เช่นเดียวกนั หากสามารถจําแนกลกูสายพนัธุ์แท้ที�ให้
ผลผลิตสงูได้ จะทําให้งานวิจยัเพื�อพฒันาถั�วเหลืองฝักสดในประเทศไทยสมบรูณ์ยิ�งขึ >น  



บทที�  3 
วิธีดาํเนินการวิจัย 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1. พืชทดลอง 

1.1 ถั�วเหลืองพนัธุ์เชียงใหม่60 (CM60)   
1.2 ถั�วเหลืองพนัธุ์ Kaori  
1.3 ถั�วเหลืองชั�วรุ่นที� 7 (Recombinant inbred lines, RILs) จากคูผ่สม 

CM60 × Kaori ที�ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ.ดร.เรืองชยั  จูวฒันสําราญ  คณะผลิตกรรม  
การเกษตร มหาวิทยาลยัแมโ่จ้ 

2. วสัดทุางการเกษตร และสารเคมี 

2.1 วสัดกุารเกษตร  

- ปุ๋ ยคอก ปุ๋ ยยเูรีย  ปุ๋ ยสตูร 16-16-16  
- สารเคมีกําจดัวชัพืช ศตัรูพืช และโรคพืช  

 2.2 สารเคมี  

 - สารเคมีที�ใช้ในการสกดั DNA (ภาคผนวก ข) 
 - สารเคมีที�ใช้ในการวิเคราะห์ AFLP (ภาคผนวก ค)  
 - สารเคมี สําหรับ denaturing polyacrylamide gel 
electrophoresis (ภาคผนวก ค) 

3. อปุกรณ์ 

 - เครื�องชั�งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง่       
 - pH meter    Hot plate    และ Water bath   
 - เครื�องปั�นเหวี�ยง  
 - เครื�องผสม   
 - เครื�อง agarose gel electrophoresis และ gel document analysis set 
 - spectrophotometer   
 - Autopipette ขนาด 1000-100 และ ขนาด 200-20 µL   
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 - เครื�อง Aluminum backed sequencing system the otterTM 
sequencing gel caster (Owl, USA)   
 - เครื�อง KS 260 basic shaker (IKA, Germany)   
 - เครื�อง T Gradient Themoblock (Biometra®, Germany) 
 - หลอด appendorf tube ขนาด 1.5 mL  0.5 mL  และ 0.2 mL 
  tip ขนาด 1000 200 และ 10 µL 

วิธีการทดลอง 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของลักษณะทางการเกษตร 12 ลักษณะ ที�เกี�ยวข้องกับผลผลิต 

1. ปลกูสายพนัธุ์ RILs ชั�วรุ่นที� 7 จํานวน 97 สายพนัธุ์ ร่วมกบัพนัธุ์พอ่แม่  โดย
วางแผนการทดลองแบบ RCBD 3 ซํ mา  สุม่เก็บตวัอยา่งสายพนัธุ์ละ 5 ต้น ในแตล่ะซํ mา  

 1.1 ปลูกในเดือนสิงหาคม และเก็บเกี�ยวในเดือนธันวาคม พ.ศ.2552 ที�
มหาวิทยาลยัแม่โจ้ จงัหวดัเชียงใหม่ โดยเก็บข้อมลูลกัษณะพื mนที�ใบ (leaf area, LA)  วนัออกดอก 
(days to flower, DF)  นํ mาหนกัแห้งของใบ (leaf dry weight, LDW) นํ mาหนกัแห้งของลําต้น (stem 
dry weight, SDW) นํ mาหนกัแห้งของราก (root dry weight, RDW) และนํ mาหนกัแห้งรวมทั mงต้น 
(total dry weight, TDW) มีวิธีการเก็บข้อมลูดงัตารางที� 3 

 1.2 ปลูกในเดือนมิถุนายน  และเก็บเกี�ยวในเดือนตุลาคม พ.ศ.2553 ที�
ศนูย์วิจยัข้าวโพดและข้าวฟ่างแห่งชาติ จงัหวดันครราชสีมา  โดยเก็บข้อมลูลกัษณะจํานวนฝักตอ่
ต้น (number of pods, NP)  จํานวนเมล็ดตอ่ต้น (number of seeds, NS)  จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก 
(number of seeds/pod, NS/P)  ผลผลิตตอ่ต้น (Yield)  นํ mาหนกัหนึ�งเมล็ด(single seed weight, 
SSW)  และความสงูของต้น (plant height, H) มีวิธีการเก็บข้อมลูดงัตารางที� 3 

2. การวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิต ิ

 2.1 การศกึษาการกระจายตวัของประชากร RILs โดยการสร้างกราฟการ
กระจายตวัแบบฮิสโตแกรม และทดสอบการกระจายตวัของข้อมลูว่าเป็นแบบปกติหรือไม่ โดยวิธี 
Kolmogorov-Smirnova ด้วยโปรแกรม SPSS โดยตั mงสมมตฐิาน ดงันี m 

  H0 = การกระจายของลกัษณะในประชากร R I L s เป็นแบบปกติ 
  H1 = การกระจายของลกัษณะในประชากร R I L s ไมเ่ป็นแบบปกติ 
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ตารางที� 3 วิธีการเก็บข้อมลูของลกัษณะทางการเกษตร 12 ลกัษณะ 
ลกัษณะ วิธีการเก็บข้อมลู 
พื mนที�ใบ   วัดความกว้าง และยาวของแผ่นใบประกอบทุกใบบนต้นถั�วเหลือง

ด้วยไม้บรรทัด โดยคํานวณจากด้านที�กว้างที�สุด x ด้านที�ยาวที�สุด 
แล้วนําคา่ที�ได้มาหาพื mนที�ใบด้วยการเทียบกบักราฟมาตรฐานพื mนที�ใบ
(ภาคผนวก ก) ที�สร้างจากพอ่แม ่และ RILs สายพนัธุ์ที�มีใบใหญ่ที�สดุ 

วนัออกดอก นบัจํานวนวนัจากวนัแรกที�ให้นํ mาจนกระทั�งถึงวนัที�ดอกแรกบานในแต่
ละสายพนัธุ์ 

นํ mาหนกัแห้งของใบ ชั�งใบทั mงต้นที�อบจนแห้งที�อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั 
ด้วยเครื�องชั�งสองตําแหนง่ 

นํ mาหนกัแห้งของลําต้น ชั�งลําต้นที�อบจนแห้งที�อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั 
ด้วยเครื�องชั�งสองตําแหนง่ 

นํ mาหนกัแห้งของราก ชั�งรากที�อบจนแห้งที�อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั ด้วย
เครื�องชั�งสองตําแหนง่ 

นํ mาหนกัแห้งรวมทั mงต้น ผลบวกของนํ mาหนกัแห้งของใบ  นํ mาหนกัแห้งของลําต้น และนํ mาหนัก
แห้งของราก 

จํานวนฝักตอ่ต้น นบัจํานวนฝักทั mงหมดที�มีเมล็ดตอ่ต้น 
จํานวนเมล็ดตอ่ต้น นบัจํานวนเมล็ดดีทั mงหมดตอ่ต้น โดยคดัเลือกเมล็ดที�ฝ่อทิ mงไป 
จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก จํานวนเมล็ดตอ่ต้นหารด้วยจํานวนฝักตอ่ต้น 
ผลผลิตตอ่ต้น ชั�งนํ mาหนกัเมล็ดทั mงหมดในต้น ด้วยเครื�องชั�งสองตําแหนง่ 
นํ mาหนกัหนึ�งเมล็ด ผลผลิตตอ่ต้นหารด้วยจํานวนเมล็ดตอ่ต้น 
ความสงูของต้น วดัความสงูของต้นด้วยไม้เมตรจากโคนต้นถึงข้อสดุท้ายของลําต้น 

 
 2.2 การศึกษาสหสัมพันธ์  โดยการวิเคราะห์สหสัมพันธ์  และหาค่า

สมัประสิทธิyสหสมัพนัธ์ด้วยโปรแกรม SPSS โดยตั mงสมมตฐิาน ดงันี m 
  H0 = ไมมี่ความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหวา่งลกัษณะทั mงสอง 
  H1 = มีความสมัพนัธ์เชิงเส้นตรงระหวา่งลกัษณะทั mงสอง 
  สมการที�ใช้คํานวณคา่สมัประสิทธิyสหสมัพนัธ์ คือ 

Correl�X,Y�=
∑ (x-x)(y-y)

�∑ (x-x)
2 ∑ (y-y)

2
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การวิเคราะห์ความแปรปรวน  และประมาณค่าอัตราพันธุกรรมแบบแคบ  

ประมาณค่าอตัราพนัธุกรรมแบบแคบ (narrow-sense heritability, h
2) จากค่า

ความแปรปรวนโดยใช้ nested design ด้วยโปรแกรม SPSS (ตารางที� 4)  
 

ตารางที� 4 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของประชากร RILs ตามวิธีของ Kearsey และ Pooni 
(1996 ) 

Source df MS ems 

Block r-1 MSblock  
Between F2 families n-1 MS1 σ6

2+rσ5
2+rσ4

2+rσ3
2+rσ2

2+rσ1
2  

Between F7 individual Within F6 families  n(r-1) MS6 σ6
2  

n คือ จํานวนสายพนัธุ์ของประชากร RILs 
r คือ จํานวนซํ mา 

การคํานวณหาค่าความแปรปรวนทางพนัธุกรรมแบบบวก (additive genetic 
variance, VA) และความแปรปรวนเนื�องจากสิ�งแวดล้อม (environmental variance, VE) ใช้
สมการ 

        σ6
2  =  

1

25 VA+
1

25 VD+ VE  =  MS6                    ---------------------------------(1) 

       σ6
2+r�σ5

2+σ4
2+σ3

2+σ2
2+σ1

2�  =  MS1 ---------------------------------(2) 

          σ5
2+σ4

2+σ3
2+σ2

2+σ1
2  =  (MS1+ MS6)/r     แทนคา่     MS6 =  σ6

2     

                                    
31

16
 VA+

31

1024
 VD =  (MS1+ MS6)/r ---------------------------------(3) 

 
จากสมการที� (3) จะเห็นได้ว่า VD มีค่าน้อยมากจนเข้าใกล้ศนูย์ และประชากร 

RILs เป็นสายพนัธุ์แท้ที�อยู่ในสภาพฮอโมไซกัส (homozygous) แสดงให้เห็นว่าความแปรปรวน
ของลักษณะเป็นผลมาจากพันธุกรรมแบบบวก (VA)  โดยไม่มีผลมาจากความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมแบบข่ม (VD)   (พรพนัธ์ ภู่พร้อมพนัธุ์ และ ศกุระกาญจน์  ศรีบุญ, 2553) ดงันั mนการ
ประมาณคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบจงึกําหนดให้คา่ VD = 0 

จากสมการเมื�อ VD = 0 จะได้     VA  =  
16

31r
(MS1- MS6)   

           VE  =  MS6- 
1

25 VA 

ประมาณคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบได้จากสมการ  

h2 = VA/(VA+VE) 
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การวิเคราะห์หาเครื�องหมายพันธุกรรม AFLP ที�สัมพันธ์กับกลุ่มยีนที�ควบคุมลักษณะ
องค์ประกอบของผลผลิต 

1. การวิเคราะห์เครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP   

 1.1 การสกดั DNA  
  - เก็บใบอ่อนของถั�วเหลืองสายพนัธุ์พ่อแม่  และ RILs 97 สายพนัธุ์

มาทําให้แห้งอยา่งรวดเร็วด้วยซิลิกาเจล  (Matasyoh et  al., 2008)  
  - สกัด DNA ตามวิธีของ วราลักษณ์ เกษตรานันท์ (2553) 

(ภาคผนวก ข) 

 1.2 ตดั DNA ด้วยการใช้เอนไซม์ EcoRI และ MseI จากนั mนตอ่ด้วยชิ mน 
DNA ที�ผา่นการสงัเคราะห์ขึ mนด้วยเอนไซม์ T4 DNA ligase แล้วนํา DNA ที�ตอ่แล้วมาเพิ�มปริมาณ
ด้วยปฏิกิริยา PCR (polymerase chain reaction) สองครั mง คือ preselective amplification และ 
selective amplification  นําDNA ที�เพิ�มปริมาณแล้วไปแยกความแตกตา่งของขนาด DNA โดยวิธี 
denaturing polyacrylamide gel electrophoresis  ตามวิธีของ Vos et al. (1995) (ภาคผนวก ค) 
ดงัภาพที� 2 

 1.3 คดัเลือกคู ่primer ที�ใช้ในการศกึษา จาก selective primer ทั mงหมด 
64 คู ่ โดยเลือกคู ่primer  ที�ให้แถบ DNA ที�มีความแตกตา่งกนัสงูจาก DNA ของพ่อแม่ เพื�อนํา 
primer ที�ได้ไปใช้ทดสอบความแตกตา่งของแถบ DNA รุ่นลกู 

 1.4 นํา DNA ของ RILs มาแยกความแตกตา่งของขนาด DNA เทียบกบัพ่อ
แม่ บนัทึกข้อมลูแถบ DNA ของ RILs ถ้ามีการแสดงออกของแถบเหมือนพนัธุ์ CM60 ให้เป็น 2 
และเหมือนพนัธุ์ Kaori  ให้เป็น 1 

2. การจดักลุม่เครื�องหมายพนัธุกรรมและวิเคราะห์กลุม่ยีน  

 2.1 ทดสอบการกระจายตวัของเครื�องหมายพนัธุกรรมแตล่ะเครื�องหมายใน
ประชากรรุ่น RILs โดย Goodness of  Fit  อตัราส่วน 1:1  โดยใช้การทดสอบ chi-square ที�ระดบั
ความเชื�อมั�น 95%   
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ภาพที� 2 ขั mนตอนการทําลายพิมพ์ DNA ด้วยเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP 
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Denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
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 2.2 ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ MAPMAKER version 3.0  (Lander  et  al., 
1987) ในการจดักลุ่มเครื�องหมายพนัธุกรรม และประเมินระยะห่างระหว่างเครื�องหมายพนัธุกรรม 
โดยกําหนดให้ maximum likelihood at minimum LOD เท่ากบั 3 และคา่ maximum distance 
เท่ากบั 50 ใช้ Kosambi mapping function คํานวณคา่ genetic distance (centi-Morgan, cM) 
จากเปอร์เซ็นต์การเกิด recombination 

 2.3 ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ WinQTL Cartographer (Basten et  al., 
2001)  ทําการวิเคราะห์หาตําแหนง่ QTL ของกลุ่มยีนที�ควบคมุลกัษณะตา่ง ๆ ด้วยวิธี Composite 
Interval Mapping (CIM)  โดยกําหนดให้ permutation time เท่ากบั 1500  walk speed เท่ากบั 1 
cM   

สถานที�ทดลอง 

แปลงทดลอง  

 - คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลยัแมโ่จ้ จงัหวดัเชียงใหม ่
 - ศนูย์วิจยัข้าวโพดและข้าวฟ่างแหง่ชาต ิจงัหวดันครราชสีมา 

ห้องปฏิบัติการภาควิชาพฤกษศาสตร์  คณะวิทยาศาสตร์  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั 

- ห้องปฏิบตั ิ310 
- ห้องปฏิบตักิาร 306  

 - ห้องปฏิบตักิาร 404.02  
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บทที�  4 
ผลการทดลอง 

การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของลักษณะทางการเกษตร 12 ลักษณะที�เกี�ยวข้องกับผลผลิต 

ลักษณะพื %นที�ใบ 

จากการคํานวณหาพื �นที�ใบของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ RILs 89 
สายพนัธุ์ พบวา่ RILs มพีื �นที�ใบอยู่ระหว่าง 336.58 ถึง 1536.15 ตารางเซนติเมตรมีค่าเฉลี�ยพื �นที�
ใบสงูเท่ากับ 717.91±27.32 ตารางเซนติเมตร ถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยพื �นที�ใบเท่ากับ 
650.98±69.21 ตารางเซนติเมตร และถั�วเหลืองพันธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยพื �นที� ใบตํ�าที�สุดเท่ากับ  
612.44±172.60 ตารางเซนติเมตร (ตารางที� 5)  

ประ ชากร   RILs มีการกระ จายตั วในลักษ ณะ พื �น ที� ใบเ ป็นแบ บต่ อเ นื�อ ง             
การทดสอบการกระจายตัวของข้อมูลประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มี
การกระจายตัวของข้อมลูไมเ่ป็นแบบโค้งปกติ (P=0.012) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่าค่าเฉลี�ย
พอ่แม ่(ภาพที� 3) 

พื �นที�ใบมคีวามสมัพนัธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับลักษณะผลผลิต
ต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  นํ �าหนักแห้งของราก  นํ �าหนัก
แห้งของลําต้น นํ �าหนักแห้งของใบ และวันออกดอก  โดยมีค่าสัมประสิทธิXสหสัมพันธ์ระหว่าง 
0.280 ถึง 0.967 แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด  จํานวนเมล็ดต่อฝัก และ
ความสงูของต้น (ตารางที� 6) 

ลักษณะวนัออกดอก 

จากการบันทึกข้อมลูวนัออกดอกของถั�วเหลอืงพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ RILs 
89 สายพนัธุ์ พบวา่ พนัธุ์ Kaori มคี่าเฉลี�ยวนัออกดอกเท่ากับ 22.50±0.25 วัน และพันธุ์  CM60 มี
ค่าเฉลี�ยวันออกดอกช้าที�สุดเท่ากับ 30.5±0.52 วัน ส่วน RILs มีวันออกดอกอยู่ระหว่าง 25.00-
34.92 วนั มคี่าเฉลี�ยวนัออกดอกเท่ากับ 29.58±0.2 วนั (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะวันออกดอกเป็นแบบต่อเนื�อง       
การทดสอบการกระจายตัวของข้อมูลประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มี
การกระจายตัวเป็นแบบโค้งปกติ (P=2.00) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่าค่าเฉลี�ยพ่อแม ่      
(ภาพที� 4) 
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ภาพที� 3 การกระจายตัวของลกัษณะพื �นที�ใบในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์  
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 
 

 
ภาพที� 4 การกระจายตัวของลกัษณะวนัออกดอกในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์  
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

พื %นที�ใบ (ตารางเซนตเิมตร) 

P=.012 

Kaori (612.44) CM60 (650.98) 

RILs (717.91) 

วนัออกดอก (วนั) 

P=.200 

Kaori (22.50) 

CM60 (30.50) 
RILs (29.58) 
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วันออกดอกมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ กับลักษณะ
ผลผลติต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อฝัก  จํานวนเมล็ดต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  
นํ �าหนักแห้งของราก  นํ �าหนักแห้งของลาํต้น นํ �าหนักแห้งของใบ และพื �นที�ใบ โดยมีค่าสัมประสิทธิX

สหสมัพนัธ์ระหวา่ง 0.247 ถึง 0.656 แต่ไมม่คีวามสมัพนัธ์กับลกัษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด และความ
สงูของต้น (ตารางที� 6) 

ลักษณะนํ %าหนักแห้งของใบ 

จากการชั�งนํ �าหนักใบทั �งต้นที�อบจนแห้งของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori 
และ RILs 89 สายพนัธุ์ พบว่า พันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของใบเท่ากับ 4.18±0.32 กรัม 
พันธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของใบเท่ากับ 3.22±0.71 กรัม RILs มีนํ �าหนักแห้งของใบอยู่
ระหวา่ง 2.28-8.57 กรัม และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 4.26±0.13 กรัม (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มกีารกระจายตัวในลกัษณะนํ �าหนักแห้งของใบเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=0.052) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่าค่าเฉลี�ยพ่อแม ่
(ภาพที� 5) 

นํ �าหนักแห้งของใบมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ กับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  นํ �าหนักแห้ง
ของราก  นํ �าหนักแห้งของลาํต้น พื �นที�ใบ และ วนัออกดอก โดยมคี่าสัมประสิทธิXสหสัมพันธ์ระหว่าง 
0.279 ถึง 0.826 แต่ไมม่คีวามสมัพนัธ์กับลกัษณะนํ �าหนักหนึ�งเมลด็  จํานวนเมล็ดต่อฝักและความ
สงูของต้น (ตารางที� 6) 

ลักษณะนํ %าหนักแห้งของลําต้น 

จากการชั�งนํ �าหนักลาํต้นที�อบจนแห้งของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ 
RILs 89 สายพันธุ์  พบว่า พันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของลําต้นเท่ากับ 1.72±0.19 กรัม 
และ พันธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของลําต้นเท่ากับ 0.90±0.15 กรัม  ส่วน RILs มีนํ �าหนัก
แห้งของลาํต้นอยู่ระหวา่ง 0.89-3.56 กรัม และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 1.64±0.06 กรัม (ตารางที� 5) 
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ภาพที� 5 การกระจายตัวของลกัษณะนํ �าหนักแห้งของใบในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

 
ภาพที� 6 การกระจายตัวของลกัษณะนํ �าหนักแห้งของลําต้นในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

นํ %าหนักแห้งของใบ (กรัม) 

P=.052 

Kaori (3.22) 

CM60 (4.18) RILs (4.26) 

นํ %าหนักแห้งของลําต้น (กรัม) 

P=.001 

Kaori (0.90) 

CM60 (1.72) RILs (1.64) 
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ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะนํ �าหนักแห้งของลําต้นเป็ น
แบบต่อเนื�อง ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมูลประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova 
พบวา่ มกีารกระจายตัวของข้อมลูไมเ่ป็นแบบโค้งปกติ (P=0.001) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่า
ค่าเฉลี�ยพอ่แม ่(ภาพที� 6) 

นํ �าหนักแห้งของลําต้นมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  นํ �าหนักแห้งของราก  นํ �าหนัก
แห้งของใบ พื �นที�ใบ และ วนัออกดอก โดยมคี่าสมัประสทิธิXสหสัมพันธ์ระหว่าง 0.225 ถึง 0.937 แต่
ไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด  จํานวนเมล็ดต่อฝัก จํานวนเมล็ดต่อต้น และ
ความสงูของต้น (ตารางที� 6) 

ลักษณะนํ %าหนักแห้งของราก 

จากการชั�งนํ �าหนักรากที�อบจนแห้งของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ 
RILs 89 สายพนัธุ์ พบวา่ พนัธุ์ CM60 มคี่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของรากเท่ากับ 0.93±0.03 กรัม และ
พนัธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักแห้งของรากเท่ากับ 0.47±0.06 กรัม ส่วน RILs มีนํ �าหนักแห้งของ
รากอยู่ระหวา่ง 0.37-1.54 กรัม และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 0.70±0.02 กรัม (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะความสูงของต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=2.00) และมีค่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ยของ
พอ่แม ่(ภาพที� 7) 

นํ �าหนักแห้งของรากมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  ความสูงของต้น นํ �าหนักแห้งรวมทั �ง
ต้น  นํ �าหนักแห้งของลําต้น  นํ �าหนักแห้งของใบ วันออกดอก และ พื �นที�ใบ โดยมีค่าสัมประสิทธิX

สหสัมพันธ์ระหว่าง 0.287 ถึง 0.865 แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด  และ
จํานวนเมลด็ต่อฝัก (ตารางที� 6) 

ลักษณะนํ %าหนักแห้งรวมทั %งต้น 

จากผลรวมของนํ �าหนักแห้งของใบ นํ �าหนักแห้งของลําต้น และนํ �าหนักแห้งของ
รากในถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ RILs 89 สายพันธุ์  พบว่า พันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ย
นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้นเท่ากับ 6.83±0.50 กรัม และพนัธุ์ Kaori มคี่าเฉลี�ยนํ �าหนักรวมทั �งต้นเท่ากับ  
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ภาพที� 7 การกระจายตัวของลกัษณะนํ �าหนักแห้งของรากในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์   
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

 
ภาพที� 8 การกระจายตัวของลกัษณะนํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้นในประชากร RILs 89 สายพนัธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

นํ %าหนักแห้งของราก (กรัม) 

P=.200 

Kaori (0.47) 
CM60 (0.93) 

RILs (0.70) 

นํ %าหนักแห้งรวมทั %งต้น (กรัม) 

P=.060 

Kaori (4.59) 

CM60 (6.83) RILs (6.60) 
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4.59±0.92 กรัม สว่น RILs มนํี �าหนักแห้งรวมทั �งต้นอยู่ระหว่าง 3.59-12.99 กรัม 
และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 6.60±0.21 กรัม      (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะความสูงของต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=0.060) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่าค่าเฉลี�ยพ่อแม ่
(ภาพที� 8) 

นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้นมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  นํ �าหนักแห้งของราก นํ �าหนักแห้ง
ของลาํต้น  นํ �าหนักแห้งของใบ วนัออกดอก และ พื �นที�ใบ  โดยมีค่าสัมประสิทธิXสหสัมพันธ์ระหว่าง 
0.255 ถึง 0.967 แต่ไมม่คีวามสมัพนัธ์กับลกัษณะนํ �าหนักหนึ�งเมลด็ จํานวนเมล็ดต่อฝัก และความ
สงูของต้น (ตารางที� 6) 

ลักษณะความสูงของต้น 

จากการวัดความสูงของต้นในถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ RILs 84 
สายพนัธุ์ พบวา่ พนัธุ์ CM60 มคี่าเฉลี�ยความสงูของต้นเท่ากับ 71.33±3.840 เซนติเมตร และพันธุ์ 
Kaori มคี่าเฉลี�ยความสงูของต้นเท่ากับ 26.08±3.28 เซนติเมตร ส่วน RILs มีความสูงของต้นอยู่
ระหวา่ง 15.00-71.67 เซนติเมตร และมคี่าเฉลี�ย 45.25±1.11 เซนติเมตร (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะความสูงของต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=0.158) และมคี่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ยของ
พอ่แม ่(ภาพที� 9)  

ความสงูของต้นมคีวามสมัพนัธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับลักษณะ 
ผลผลติต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อฝัก  จํานวนเมล็ดต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  และ นํ �าหนักแห้งของ
ราก โดยมคี่าสมัประสทิธิXสหสมัพนัธ์ระหวา่ง 0.287 ถึง 0.526 แต่มคีวามสัมพันธ์เชิงลบกับนํ �าหนัก
หนึ�งเมลด็มคี่าสมัประสทิธิXสหสัมพันธ์เท่ากับ – 0.487 และไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนัก
แห้งรวมทั �งต้น  นํ �าหนักแห้งของลาํต้น  นํ �าหนักแห้งของใบ วนัออกดอก และ พื �นที�ใบ (ตารางที� 6) 



29 
 

 
ภาพที� 9 การกระจายตัวของลกัษณะความสูงของต้นในประชากร RILs 84 สายพันธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

 
ภาพที� 10 การกระจายตัวของลกัษณะจํานวนฝักต่อต้นในประชากร RILs 84 สายพันธุ์   
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

P=.200 

Kaori (32.64) 

CM60 (193.53) 

RILs (124.44) 

ความสูงของต้น (เซนตเิมตร) 

P=.158 

Kaori (26.08) CM60 (71.33) 

RILs (45.25) 
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ลักษณะจํานวนฝักต่อต้น 

จากการนับจํานวนฝักของ RILs 84 สายพันธุ์  ถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 และพันธุ์ 
Kaori พบวา่ พนัธุ์ CM60 มคี่าเฉลี�ยจํานวนฝักต่อต้นเท่ากับ 193.53±19.34 ฝัก และพันธุ์  Kaori มี
ค่าเฉลี�ยจํานวนฝักต่อต้นเท่ากับ 32.64±3.47 ฝัก ส่วน RILs มีจํานวนฝักต่อต้นอยู่ระหว่าง 21.22-
247.33 ฝักและมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 124.44±5.02 ฝัก (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มกีารกระจายตัวในลักษณะจํานวนฝักต่อต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=2.00) และมีค่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ยของ
พอ่แม ่(ภาพที� 10) 

จํานวนฝักต่อต้นมคีวามสมัพนัธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับเกือบทุก
ลกัษณะ โดยมคี่าสัมประสิทธิXสหสัมพันธ์ระหว่าง 0.225 ถึง 0.986 แต่มีความสัมพันธ์เชิงลบกับ
ลกัษณะนํ �าหนักหนึ�งเมลด็มคี่าสมัประสทิธิXสหสมัพนัธ์เท่ากับ – 0.454 (ตารางที� 6) 

ลักษณะจํานวนเมล็ดต่อต้น 

จากการนับจํานวนเมล็ดของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60  พันธุ์  Kaori และ RILs 84 
สายพันธุ์  พบว่า พันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยจํานวนเมล็ดต่อต้นเท่ากับ 400.93±41.08 เมล็ด พันธุ์ 
Kaori มคี่าเฉลี�ยจํานวนเมลด็ต่อต้นเท่ากับ 52.27±7.28 เมล็ด ส่วน RILs มีจํานวนเมล็ดต่อต้นอยู่
ระหวา่ง 37.22-480.50 เมลด็ และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 235.40±9.76 เมลด็ (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มกีารกระจายตัวในลกัษณะจํานวนเมล็ดต่อต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=2.00) และมีค่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ยของ
พอ่แม ่(ภาพที� 11) 

จํานวนเมล็ดต่อต้นมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ กับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อฝัก  จํานวนฝักต่อต้น  ความสูงของต้น นํ �าหนักแห้งรวมทั �ง
ต้น  นํ �าหนักแห้งของราก นํ �าหนักแห้งของใบ วันออกดอก และ พื �นที�ใบ โดยมีค่าสัมประสิทธิX

สหสัมพันธ์ระหว่าง 0.271 ถึง 0.986 แต่มีความสัมพันธ์เชิงลบกับนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดมีค่า
สมัประสทิธิXสหสมัพนัธ์เท่ากับ – 0.487 และไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนักแห้งของลําต้น  
(ตารางที� 6) 
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ภาพที� 11 การกระจายตัวของลกัษณะจํานวนเมลด็ต่อต้นในประชากร RILs 84 สายพนัธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 
 

 
ภาพที� 12 การกระจายตัวของลกัษณะจํานวนเมลด็ต่อฝักในประชากร RILs 84 สายพนัธุ์    
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

P=.075 

Kaori (1.59) 
CM60 (2.07) 

RILs (1.86) 

P=.200 

Kaori (52.27) 

CM60 (400.93) 

RILs (235.40) 
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ลักษณะจํานวนเมล็ดต่อฝัก 

จากสัดส่วนระหว่างจํานวนเมล็ดต่อต้นกับจํานวนฝักต่อต้นของถั�วเหลืองพันธุ์ 
CM60  พันธุ์  Kaori และ RILs 84 สายพันธุ์  พบว่า พันธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยจํานวนเมล็ดต่อฝัก
เท่ากับ 2.07±0.01 เมล็ด/ฝัก และพันธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยจํานวนเมล็ดต่อฝักเท่ากับ 1.59±0.08 
เมลด็/ฝัก สว่น RILs มจีํานวนเมล็ดต่อฝักอยู่ระหว่าง 1.67-2.20 เมล็ด/ฝัก และมีค่าเฉลี�ยเท่ากับ 
1.86±0.01 เมลด็/ฝัก (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มกีารกระจายตัวในลกัษณะจํานวนเมล็ดต่อฝักเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูเป็นแบบโค้งปกติ (P=0.75) และมีค่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ยของ
พอ่แม ่(ภาพที� 12) 

จํานวนเมล็ดต่อฝักมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ กับ
ลกัษณะผลผลติต่อต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อต้น ความสูงของต้น และวันออกดอก 
โดยมคี่าสมัประสทิธิXสหสมัพนัธ์ระหวา่ง 0.247 ถึง 0.524 แต่มคีวามสัมพันธ์เชิงลบกับนํ �าหนักหนึ�ง
เมลด็มคี่าสมัประสทิธิXสหสมัพันธ์เท่ากับ – 0.451 และไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะนํ �าหนักแห้ง
ของราก นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  นํ �าหนักแห้งของลําต้น  นํ �าหนักแห้งของใบ และพื �นที� ใบ        
(ตารางที� 6) 

ลักษณะจํานวนผลผลิตต่อต้น 

จากการชั�งนํ �าหนักเมล็ดทั �งต้นของถั�วเหลืองพันธุ์  CM60  พันธุ์  Kaori และ RILs 
84 สายพนัธุ์ พบวา่ พนัธุ์ CM60 มคี่าเฉลี�ยผลผลติต่อต้นเท่ากับ 53.35±5.08 กรัม และพันธุ์  Kaori 
มคี่าเฉลี�ยผลผลิตต่อต้นตํ�าที�สุดเท่ากับ 18.53±2.86 กรัม ส่วน RILs มีผลผลิตต่อต้นอยู่ระหว่าง 
8.37-111.22 กรัม และมคี่าเฉลี�ยเท่ากับ 40.91±1.78 กรัม (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มีการกระจายตัวในลักษณะผลผลิตต่อต้นเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมูลไม่เป็นแบบโค้งปกติ (P=0.028) และมีค่าการแสดงออกเกินกว่าค่าเฉลี�ย   
พอ่แม ่(ภาพที� 13) 

ลักษณะผลผลิตต่อต้นมีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติกับ
ลักษณะพื �นที�ใบ วันออกดอก นํ �าหนักแห้งของใบ นํ �าหนักแห้งของลําต้น นํ �าหนักแห้งของราก  
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นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  ความสงูของต้น จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อฝัก  และจํานวนเมล็ด
ต่อต้น  โดยมีค่าสัมประสิทธิXสหสัมพันธ์เท่ากับ 0.299  0.400  0.313  0.278  0.322  0.277  
0.418  0.939  0.927  และ 0.363 ตามลําดับ  แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด    
(ตารางที� 6) 

 ลักษณะนํ %าหนักหนึ�งเมล็ด 

จากสดัสว่นระหวา่งนํ �าหนักเมลด็ทั �งต้นกับจํานวนเมล็ดต่อต้นของถั�วเหลืองพันธุ์ 
CM60  พนัธุ์ Kaori และRILs 84 สายพนัธุ์ พบวา่ พนัธุ์  CM60 มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดเท่ากับ 
0.14±0.020 กรัม/เมล็ด  และพันธุ์  Kaori มีค่าเฉลี�ยนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดเท่ากับ 0.35±0.009 กรัม/
เมล็ด ส่วน  RILs มีนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดอยู่ระหว่าง 0.13-0.27 กรัม/เมล็ด และมีค่าเฉลี�ยเท่ากับ 
0.18±0.0032 กรัม/เมลด็ (ตารางที� 5) 

ประชากร RILs มกีารกระจายตัวในลักษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดเป็นแบบต่อเนื�อง 
ผลทดสอบการกระจายตัวของข้อมลูประชากร RILs ด้วยวิธี Kolmogorov-Smirnova พบว่า มีการ
กระจายตัวของข้อมลูไมเ่ป็นแบบโค้งปกติ (P=0.040) และมีค่าการแสดงออกอยู่ระหว่างค่าเฉลี�ย
ของพอ่แม ่(ภาพที� 14) 

ลักษณะนํ �าหนักหนึ�งเมล็ดมีความสัมพันธ์เชิงลบอย่างมีนัยสําคัญทางสถิตกับ
ลกัษณะความสงูของต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมลด็ต่อต้น  และจํานวนเมล็ดต่อฝัก โดยมีค่า
สมัประสทิธิXสหสมัพนัธ์ระหว่าง -0.454 ถึง -0.451 ตามลําดับ แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
ผลผลติต่อต้น นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น นํ �าหนักแห้งของราก นํ �าหนักแห้งของลําต้น นํ �าหนักแห้งของ
ใบ  วนัออกดอก  และพื �นที�ใบ 
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ภาพที� 13 การกระจายตัวของลกัษณะผลผลติต่อต้นในประชากร RILs 84 สายพนัธุ์     
 ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

 
ภาพที� 14 การกระจายตัวของลกัษณะนํ �าหนักหนึ�งเมลด็ในประชากร RILs 84 สายพนัธุ์   

ตําแหน่งที�ลกูศรชี �แสดงค่าเฉลี�ยของพันธุ์ CM60 พนัธุ์ Kaori และ RILs 

ผลผลิตต่อต้น (กรัม) 

P=.028 

Kaori (18.53) 
CM60 (53.35) 

RILs (40.91) 

นํ %าหนักหนึ�งเมล็ด (กรัม) 

P=.040 

Kaori (0.35) 

CM60 (0.14) 

RILs (0.18) 
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ตารางที� 5 ค่าเฉลี�ย ค่าความคลาดเคลื�อนมาตรฐานของ พันธุ์  CM60 พันธุ์  Kaori และ RILs และ 

ค่าตํ�าสดุ-สงูสดุ ของ RILs  

 

 

 

 

 

ลกัษณะ 
ค่าเฉลี�ย±ค่าความคลาดเคลื�อนมาตรฐาน ค่าตํ�าสดุ-สงูสดุ  

ของ RILs CM60 Kaori RILs 

พื �นที�ใบ 650.98±69.21 612.44±172.60 717.91±27.32 336.58-1536.15 

วนัออกดอก 30.5±0.52 22.50±0.25 29.58±0.21 25.00-34.92 

นํ �าหนักแห้งของใบ 4.18±0.32 3.22±0.71 4.26±0.13 2.28-8.57 

นํ �าหนักแห้งของลาํต้น 1.72±0.19 0.90±0.15 1.64±0.06 0.89-3.56 

นํ �าหนักแห้งของราก 0.93±0.03 0.47±0.06 0.70±0.02 0.37-1.54 

นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น 6.83±0.50 4.59±0.92 6.60±0.21 3.59-12.99 

ความสงูของต้น 71.33±3.84 26.08±3.28 45.25±1.11 15.00-71.67 

จํานวนฝักต่อต้น 193.53±19.34 32.64±3.47 124.44±5.02 21.22-247.33 

จํานวนเมลด็ต่อต้น 400.93±41.08 52.27±7.28 235.40±9.76 37.22-480.50 

จํานวนเมลด็ต่อฝัก 2.07±0.01 1.59±0.08 1.86±0.01 1.67-2.20 

ผลผลติต่อต้น 53.35±5.08 18.53±2.86 40.91±1.78 8.37-111.22 

นํ �าหนักหนึ�งเมลด็ 0.14±0.020 0.35±0.009 0.18±0.0032 0.13-0.27 
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ตารางที� 6 ค่าสมัประสทิธิXสหสัมพันธ์ระหว่างลกัษณะทางการเกษตร 12 ลกัษณะ ที�เกี�ยวข้องกับผลผลติในถั�วเหลืองฝักสด 

ns คือ ไม่มีความสัมพนัธ์อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ   * คือ มีความสัมพนัธ์ทางสถิติที�ความเชื�อมั�น 95%    และ  **  คือ มีความสัมพนัธ์ทางสถิติที�ความเชื�อมั�น 99%

ลกัษณะ 
นํ �าหนัก

หนึ�งเมลด็ 
ผลผลติ
ต่อต้น 

จํานวน
เมลด็ต่อฝัก 

จํานวน
เมลด็ต่อต้น 

จํานวน
ฝักต่อต้น 

ความสงู
ของต้น 

นํ �าหนักแห้ง
รวมทั �งต้น 

นํ �าหนักแห้ง
ของราก 

นํ �าหนักแห้ง
ของลาํต้น 

นํ �าหนักแห้ง
ของใบ 

วนัออก
ดอก 

พื �นที�ใบ -0.060ns 0.299** 0.199ns 0.295** 0.280* 0.071ns 0.967** 0.580** 0.734** 0.826** 0.656** 
วนัออกดอก 0.044ns 0.400** 0.247* 0.343** 0.334** 0.029ns 0.641** 0.469** 0.597** 0.598** 

 
นํ �าหนักแห้งของใบ -0.011ns 0.313** 0.079ns 0.271* 0.279* 0.127ns 0.777** 0.810** 0.937** 

 
  

นํ �าหนักแห้งของลาํต้น 0.027ns 0.278* 0.095ns 0.222ns 0.225* 0.119ns 0.718** 0.865** 
 

    
นํ �าหนักแห้งของราก -0.110ns 0.322** 0.167ns 0.304* 0.306** 0.287* 0.543** 

 
      

นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น -0.035ns 0.277* 0.159ns 0.266* 0.255* 0.059ns 
 

        
ความสงูของต้น -0.487** 0.418** 0.324** 0.526** 0.525** 

 
          

จํานวนฝักต่อต้น -0.454** 0.939** 0.383** 0.986** 
 

            
จํานวนเมลด็ต่อต้น -0.487** 0.927** 0.524** 

 
              

จํานวนเมลด็ต่อฝัก -0.451** 0.363** 
 

                
ผลผลติต่อต้น -0.172ns 
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การวเิคราะห์ความแปรปรวนและอัตราพนัธุกรรมแบบแคบ  

เมื�อนําผลการวเิคราะห์ความแปรปรวนโดยใช้ nested design (ภาคผนวก ง ) มา
ประมาณความแปรปรวนทางพนัธุกรรมแบบบวก  (VA) และ ความแปรปรวนเนื�องจากสิ�งแวดล้อม  
(VE)  เพื�อประมาณค่าอัตราพนัธุกรรมแบบแคบของลักษณะที�ศึกษา พบว่า ลักษณะวันออกดอก  
ความสงูของต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อต้น และ ผลผลิตต่อต้น  มีค่าอัตราพันธุกรรม
แบบแคบเท่ากับ  0.67 0.65  0.72 0.74 และ 0.65 ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่าการแปรผันของ
ลกัษณะดังกลา่วเป็นผลของพนัธุกรรมแบบบวกที�มีค่าประมาณ 60% ถึง 70% ส่วนลักษณะพื �นที�
ใบ  นํ �าหนักแห้งของใบ  นํ �าหนักแห้งของลําต้น  นํ �าหนักแห้งของราก  นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น  
จํานวนเมลด็ต่อฝัก  และนํ �าหนักหนึ�งเมล็ด มีค่าอัตราพันธุกรรมเท่ากับ  0.38  0.36  0.43  0.43  
0.40 0.42  และ 0.30 ตามลาํดับ  แสดงวา่ การแปรผนัของลักษณะดังกล่าวเป็นผลของพันธุกรรม
แบบบวกที�มคี่าประมาณ 30% ถึง 40% (ตารางที� 7) แสดงว่าในทุกลักษณะที�ศึกษามีโอกาสที�จะ
ถ่ายทอดจากรุ่นพอ่แมม่ายังรุ่นลกูอยู่ในระดับปานกลางถึงสงู 

การวเิคราะห์หาเครื� องหมายพันธุกรรม AFLP  ที�สัมพันธ์กับกลุ่มยีนที�ควบคุมลักษณะ
องค์ประกอบของผลผลิต 

การวเิคราะห์เครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP   

สกัด DNA จากถั�วเหลอืงพนัธุ์  CM60  พันธุ์  Kaori และ RILs 97 สายพันธุ์  พบว่า 
DNA มปีริมาณตั �งแต่ 327.74 ถึง 4715.69 ng/µL และมคี่าความบริสทุธิXตั �งแต่ 1.45 ถึง 2.02 

การคัดเลอืกคู่ไพรเมอร์ AFLP ที�มีความแตกต่างจากการปรากฏและไม่ปรากฏ
ของแถบ DNA ระหว่างพันธุ์  CM60 กับ พันธุ์  Kaori พบว่า ไพรเมอร์ AFLP ทั �ง 64 คู่ มีความ
แตกต่างของแถบ DNA ระหว่างพันธุ์  CM60 กับ พันธุ์  Kaori (ภาคผนวก จ)  แต่มีไพรเมอร์เพียง 
14 คู่ เท่านั �นที�มีความแตกต่างของแถบ DNA ระหว่างทั �งสองพันธุ์ตั �งแต่ 15 เครื�องหมายขึ �นไป 
(ตารางที� 8) ดังนั �นจึงคัดเลอืกได้ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ ECAG/MAAA และ ECAA/MAAC  ซึ�งมีจํานวน 
แถบ DNA ที�แตกต่างจํานวนมาก และปริมาณแถบ DNA ที�ปรากฏในแต่ละคู่ไพรเมอร์ไม่มาก
เกินไป ทําให้งา่ยต่อการจําแนกความแตกต่าง และระบุตําแหน่งที�แน่นอนของการปรากฏหรือไม่
ปรากฏของแถบ DNA (ภาพที� 15) ไพรเมอร์ทั �งสองมีความแตกต่างของแถบ DNA รวม 43 
เครื�องหมาย เมื�อนําไพร์เมอร์ที�คัดเลือกได้ไปใช้ทดสอบในประชากร RILs (ภาพที� 16) พบว่า 
เครื�องหมายพนัธุกรรมทั �ง 43 เครื�องหมาย แสดงความแตกต่างของการปรากฏหรือไม่ปรากฏของ
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แถบ DNA ในประชากร RILs ดังนั �นจึงสามารถนําเครื�องหมายพันธุกรรมทั �งหมดไปใช้ในการจัด
กลุม่เครื�องหมายพนัธุกรรมได้ 

การจัดกลุ่มเครื�องหมายพนัธุกรรม และวเิคราะห์กลุ่มยนีที�ควบคุมลักษณะที�ศึกษา 

เมื�อทดสอบอัตราส่วนของการปรากฏและไมป่รากฏแถบ DNA ด้วยการวเิคราะห์

แบบ chi-square (��) พบว่า เครื�องหมายพนัธุกรรมเพียง 17 เครื�องหมายเท่านั �น ที�มีอัตราสว่น
ของการปรากฏแถบ DNA : ไมป่รากฏแถบ DNA เป็นอัตราส่วน 1: 1 คือ ECAG/MAAA4 
ECAG/MAAA5 ECAG/MAAA7 ECAG/MAAA13 ECAG/MAAA14 ECAG/MAAA15 
ECAG/MAAA16 ECAG/MAAA23 ECAA/MAAC2 ECAA/MAAC5 ECAA/MAAC7 
ECAA/MAAC9 ECAA/MAAC10 ECAA/MAAC12 ECAA/MAAC13 ECAA/MAAC14  และ
ECAA/MAAC20 (ตารางที� 9) 

จากการจัดกลุ่มเครื�องหมาย AFLP จํานวน 43 เครื�องหมาย ด้วยโปรแกรม
คอมพวิเตอร์ MAPMAKER version 3.0 (Lander et al., 1987) พบว่า สามารถจัดกลุ่มได้ 4 กลุ่ม 
ประกอบด้วยเครื�องหมาย AFLP จํานวน 14 เครื�องหมาย ได้แก่ 

กลุม่ I ม ี 8 เครื�องหมาย ประกอบด้วยเครื�องหมาย ECAG/MAAA1 
ECAG/MAAA2 ECAG/MAAA3 ECAG/MAAA6 ECAG/MAAA8 ECAG/MAAA9 
ECAA/MAAC1 และ ECAA/MAAC3 

กลุ่ม II มี 2 เครื� องหมาย ประกอบด้วยเครื� องหมาย  ECAG/MAAA7 และ 
ECAG/MAAA11     

กลุ่ม III มี 2 เครื� องหมาย ประกอบด้วยเครื�องหมาย ECAG/MAAA12 และ 
ECAG/MAAA13   

กลุ่ม IV มี 2 เครื�องหมาย ประกอบด้วยเครื�องหมาย ECAG/MAAA14  และ  
ECAG/MAAA15 

ส่วนอีก 29 เครื�องหมายไม่สามารถจัดกลุ่มได้  เครื�องหมายพันธุกรรมทั �ง 14 
เครื�องหมายครอบคลมุระยะทางบนโครโมโซมทั �งหมด 141.8 cM มีระยะทางเฉลี�ยระหว่างแต่ละ
เครื�องหมายเท่ากับ 10.1 cM ระยะของช่วงที�กว้างที�สุดเท่ากับ 31.9 cM และระยะของช่วงที�แคบ
ที�สดุเท่ากับ 0.0 cM (ภาพที� 17) 
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จากการวิเคราะห์หาตําแหน่ง QTLs (quantitative trait locus) ของกลุ่มยีนที�
ควบคุมลักษณะที�ศึกษาด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  WinQTL Cartographer 2.5 ด้วยวิธีการ 
composite interval mapping (CIM)  พบเครื�องหมาย AFLP 3 เครื�องหมายที�ให้ค่า LOD score 
มากกวา่ 3.0 นั�นคือเครื�องหมาย AFLP ทั �งสามมีความสัมพันธ์กับลักษณะทางการเกษตรที�กําลัง
ศึกษา และเมื�อพจิารณาตําแหน่งสงูสดุของกราฟซึ�งเป็นตําแหน่งที�พบ QTL บนกลุ่มลิงค์เกจ พบว่า 
QTL ที�ควบคุมลักษณะความสูงของต้นที�ตําแหน่ง 69.04 cM บนกลุ่มลิงค์ เกจ I ใกล้กับ
เครื�องหมายพนัธุกรรม ECAA/MAAC3 (ภาพที� 18) และ QTL ที�ควบคุมลักษณะนํ �าหนักแห้งของ
ราก และพื �นที�ใบ อยู่ระหว่างเครื� องหมายพันธุกรรม ECAG/MAAA7 และ ECAG/MAAA11 ที�
ตําแหน่ง 9.01 cM และ 11.01 cM บนกลุม่ลงิค์เกจ II (ภาพที� 19) 

บนกลุม่ลงิค์เกจ I ม ีQTL ควบคุมลกัษณะความสูงของต้นอยู่ชิดกับเครื�องหมาย
พนัธุกรรม ECAA/MAAC3 โดยมีระยะห่างเท่ากับ 0.0 cM มีค่าความแปรปรวนอันเนื�องมาจาก
ลกัษณะที�สามารถอธิบายได้จากเครื�องหมายพนัธุกรรม (R2) เท่ากับ 15.43%  ส่วนกลุ่มลิงค์เกจ II 
พบ QTL ควบคุม 2 ลกัษณะ คือ ลกัษณะนํ �าหนักแห้งของราก และพื �นที�ใบ โดยลักษณะนํ �าหนัก
แห้งของรากอยู่ใกล้กับเครื�องหมาย ECAG/MAAA7 ระยะห่างเท่ากับ 9.01 cM มีค่าความ
แปรปรวนอันเนื�องมาจากลักษณะที�สามารถอธิบายได้จากเครื�องหมายพันธุกรรม (R2) เท่ากับ 
20.75%  และลกัษณะพื �นที�ใบอยู่ใกล้กับเครื�องหมายพนัธุกรรม ECAG/MAAA11 ระยะห่างเท่ากับ 
8.49 cM มีค่าความแปรปรวนอันเ นื�องมาจากลักษณะที�สามารถอธิบายได้จากเครื�องหมาย
พนัธุกรรม (R2) เท่ากับ 20.19% และ QTLs ของลกัษณะทั �งสามได้รับอิทธิพลของยีนแบบผลบวก
ของจากพนัธุ์ CM60 (ตารางที� 10) 
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ตารางที� 7 ความแปรปรวนทางพันธุกรรมแบบบวก (VA) ความแปรปรวนเนื�องจากสิ�งแวดล้อม  
(VE)  และค่าอัตราพนัธุกรรมแบบแคบ (h2) ของลักษณะทางการเกษตรที�ศึกษาจาก

ประชากร RILs (CM60×Kaori) 

1 ปลกูที�มหาวทิยาลยัแมโ่จ้ จังหวดัเชียงใหม ่

2 ปลกูที�ศูนย์วจิัยข้าวโพดและข้าวฟ่างแห่งชาติ จังหวดันครราชสมีา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลกัษณะ VA VE h
2 

พื �นที�ใบ1 26083.99 43223.00 0.38 

วนัออกดอก1 1.80 0.88 0.67 
นํ �าหนักแห้งของใบ1 0.64 1.12 0.36 
นํ �าหนักแห้งของลาํต้น1 0.13 0.17 0.43 
นํ �าหนักแห้งของราก1 0.018 0.024 0.43 
นํ �าหนักแห้งรวมทั �งต้น1 1.60 2.38 0.40 
ความสงูของต้น2 49.16 26.98 0.65 
จํานวนฝักต่อต้น2 1042.06 398.86 0.72 
จํานวนเมลด็ต่อต้น2 4128.18 1458.36 0.74 
จํานวนเมลด็ต่อฝัก2 0.005 0.007 0.42 
ผลผลติต่อต้น2 125.93 67.90 0.65 
นํ �าหนักหนึ�งเมลด็2 0.0003 0.0007 0.30 
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ตารางที� 8 คู่ไพรเมอร์ AFLP ที�มีความแตกต่างของแถบ DNA ระหว่างพันธุ์  CM60 และพันธุ์ 
Kaori ตั �งแต่ 15 ตําแหน่งขึ �นไป 

AFLP Primer จํานวนแถบ DNA 
EAAC/MAAG 
EAAG/MAAG 

16 
16 

ECAA/MAAA 16 
ECAG/MAAA 23 
ECAT/MAAA 21 
ECAA/MAAC 20 
ECAG/MAAC 
ECAT/MAAC 
ECAA/MAAG 
EGAA/MAAG 
EGAC/MAAG 
EGAA/MAAT 
ETAC/MAAA 
ETAG/MAAC 

16 
20 
17 
17 
15 
17 
15 
16 

รวม 213 
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ตารางที� 9 ผลการปรากฏ และไม่ปรากฏ แถบ DNA เมื�อทด สอบด้วย AFLP ไพร์เมอ ร์ 
ECAG/MAAA และ ECAA/MAAC  ในประชากร RILs กับอัตราส่วน 1:1 ด้วยการ
วเิคราะห์ chi-square  

 
เครื�องหมาย
พนัธุกรรม 

ปรากฏ
แถบ  

ไมป่รากฏ
แถบ  

� 
เครื�องหมาย
พนัธุกรรม 

ปรากฏ
แถบ 

ไมป่รากฏ
แถบ  

� 

ECAG/MAAA1 84 12 0.000* ECAG/MAAA23 45 51 0.540ns 

ECAG/MAAA2 14 82 0.000* ECAA/MAAC1 66 30 0.000* 

ECAG/MAAA3 26 70 0.000* ECAA/MAAC2 52 44 0.414ns 

ECAG/MAAA4 56 40 0.102ns ECAA/MAAC3 73 23 0.000* 

ECAG/MAAA5 56 40 0.102ns ECAA/MAAC4 18 78 0.000* 

ECAG/MAAA6 23 73 0.000* ECAA/MAAC5 46 50 0.683ns 

ECAG/MAAA7 51 45 0.540ns ECAA/MAAC6 62 34 0.004* 

ECAG/MAAA8 10 86 0.000* ECAA/MAAC7 46 50 0.683ns 

ECAG/MAAA9 15 81 0.000* ECAA/MAAC8 37 59 0.025* 

ECAG/MAAA10 38 58 0.041* ECAA/MAAC9 56 40 0.102ns 

ECAG/MAAA11 61 35 0.008* ECAA/MAAC10 40 56 0.102ns 

ECAG/MAAA12 34 62 0.004* ECAA/MAAC11 33 63 0.002* 

ECAG/MAAA13 47 49 0.838ns ECAA/MAAC12 45 51 0.540ns 

ECAG/MAAA14 43 53 0.307ns ECAA/MAAC13 41 55 0.153ns 

ECAG/MAAA15 43 53 0.307ns ECAA/MAAC14 50 46 0.683ns 

ECAG/MAAA16 45 51 0.540ns ECAA/MAAC15 38 58 0.041* 

ECAG/MAAA17 75 21 0.000* ECAA/MAAC16 74 22 0.000* 

ECAG/MAAA18 68 28 0.000* ECAA/MAAC17 24 72 0.000* 

ECAG/MAAA19 38 58 0.041* ECAA/MAAC18 67 29 0.000* 

ECAG/MAAA20 34 62 0.004* ECAA/MAAC19 64 32 0.001* 

ECAG/MAAA21 64 32 0.001* ECAA/MAAC20 43 53 0.307ns 

ECAG/MAAA22 37 59 0.025* 
    

ns คือ ไม่มีนยัสําคญัทางสถิติ 

*  คือ มีนยัสําคญัทางสถิติที�ความเชื�อมั�น 95%  
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ภาพที� 15 ค วามแต กต่ างของแถบ  DNA ในคู่ ไ พร เ มอ ร์  ECAG/MAAA ECAT/MAAA 

ECAA/MAAC ECAC/MAAC  และ ECAG/MAAC  ลูกศรแสดงตําแหน่งการปรากฏ
และไมป่รากฏของแถบ DNA เปรียบเทียบระหวา่งพนัธุ์ CM60 กับพนัธุ์ Kaori 

 

 

 
ภาพที� 16 การทดสอบเครื� องหมายพันธุกรรม AFLP ในประชากร RILs ด้วยคู่ ไพรเมอร์

ECAG/MAAC (หมายเลข 1-32)  ลูกศรแสดงความแตกต่างของแถบ DNA ใน
ประชากร RILs เทียบกับถั�วเหลืองพันธุ์  CM60 (CM) และ ถั�วเหลืองพันธุ์  Kaori (K)  
โดยที� M คือ 50 bp Ladder   

M   1    2   3   4   5   CM  K    6   7   8    9  10  11 12  13  14  15  M 16  17  18  19  20  21  22 23  24 25  26  27  28  29 30  31  32 

   M       ECAG/MAAA    ECAT/MAAA     ECAA/MAAC     ECAC/MAAC   ECAG/MAAC 
              CM60   Kaori    CM60  Kaori     CM60   Kaori     CM60  Kaori    CM60   Kaori 
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ภาพที� 17 การจัดกลุ่มเครื�องหมายพันธุกรรม AFLP ของถั�วเหลอืงฝักสดที�ศึกษาจากประชากร 

RILs (CM60×Kaori) โดยใช้เครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP ในคู่ไพรเมอร์ 
ECAG/MAAA และ ECAA/MAAC ด้วยโปรแกรม MAPMAKER version 3.0 

 
 
 

0.0 

Linkage VI ECAG/MAAA14 

ECAG/MAAA15 

19.5 
Linkage II 

ECAG/MAAA7 

ECAG/MAAA11 

20.7 

Linkage III ECAG/MAAA12 

ECAG/MAAA13 

0.8 
ECAG/MAAA1 

ECAA/MAAC1 

ECAG/MAAA2 

ECAA/MAAC3 

ECAG/MAAA6 

ECAG/MAAA3 

ECAG/MAAA8 

ECAG/MAAA9 

Linkage I 
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ภาพที� 18 ตําแหน่งของเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP ที�สมัพนัธ์กับผลการวเิคราะห์ QTLs ของ

ลกัษณะความสงูของต้น (   ) 
   

 
 
 
ภาพที� 19 ตําแหน่งของเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP ที�สมัพนัธ์กับผลการวเิคราะห์ QTLs ของ

ลกัษณะนํ �าหนักแห้งของราก (    ) และพื �นที�ใบ (   ) 
 

EC
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พื %นที�ใบ 
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ตารางที� 10 ตําแหน่ง และคุณสมบัติของ QTLs ของลกัษณะความสูงของต้น นํ �าหนักแห้งของราก  
และ พื �นที�ใบ 

ลกัษณะ LG ระยะห่าง1 เครื�องหมาย2 LOD R2 3 Additive 4 

ความสงูของต้น I 0.00 ECAA/MAAC3  3.34 15.43 5.054 
นํ �าหนักแห้งของราก II 9.01 ECAG/MAAA7 3.15 20.75 0.102 
พื �นที�ใบ II 8.49 ECAG/MAAA11 3.33 20.19 118.815 
1ระยะหา่งระหวา่งตําแหนง่ที�มีคา่ LOD สูงที�สุดและเครื�องหมายพันธุกรรม มีหนว่ยเป็น cM  
2เครื�องหมายพันธุกรรมที�อยู่ใกล้กับยอดสูงสุดของกราฟ  
3สัดส่วนของความแปรปรวนของลักษณะ ที�สามารถอธิบายได้ด้วยเครื�องหมายพันธุกรรม 
4อิทธิพลของยีนแบบผลบวกของ QTL ที�ได้จากพนัธ์ุ CM60 

 
 



บทที�  5 
อภปิรายผล สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

อภปิรายผลการวิจัย 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของลักษณะทางการเกษตร 12 ลักษณะที�เกี�ยวข้องกับผลผลิต 

 การกระจายตวัของประชากร RILs ทุกลักษณะเป็นแบบต่อเนื อง  แสดงว่าทุก
ลกัษณะแสดงการถ่ายทอดเชิงปริมาณ (quantitative inheritance) ซึ งเป็นผลมาจากการมียีน
ควบคมุหลายตําแหน่ง (polygenes) ร่วมกับอิทธิพลของสิ งแวดล้อม โดยยีนทําหน้าที ควบคุม
ลกัษณะเดียวกนัอาจมีตําแหน่งภายในโครโมโซมคูเ่ดียวกนั หรืออยู่บนโครโมโซมต่างคูก่นัก็ได้ ซึ ง
ยีนแต่ละคู่มักจะมีปฏิกิริยาต่อกัน และส่งผลต่อการแสดงออกของลักษณะเพียงเล็กน้อย    
(Poehlman and Sleper, 1995)   

 ประชากร RILs มีการแสดงออกของลักษณะวันออกดอก นํ Pาหนักแห้งของใบ 
นํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น พื Pนที ใบ นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น และ ผลผลิตต่อต้น ที เกินกว่าขอบเขตของ
พ่อแม่จึงเป็นการแสดง transgressive segregation ซึ งเกิดจากการจดักลุ่มกันใหม่ของยีนใน
ประชากร RILs ที เกิดจากในพ่อแม่มียีนควบคมุลกัษณะดงักล่าวหลายตําแหน่ง และเป็นยีนแบบ
บวก (Poehlman and Sleper, 1995) 

 ลกัษณะผลผลิตต่อต้นมีความสมัพนัธ์เชิงบวกอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที ความ
เชื อมั น 95% กบัลกัษณะพื Pนที ใบ วนัออกดอก นํ Pาหนกัแห้งของใบ นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น นํ Pาหนกั
แห้งของราก  นํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น  ความสงูของต้น จํานวนฝักตอ่ต้น  จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก  และ
จํานวนเมล็ดตอ่ต้น  แสดงวา่ลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นในประชากร RILs ขึ Pนกบัลกัษณะที สมัพนัธ์กบั
การเจริญเติบโต ได้แก่ พื Pนที ใบ วนัออกดอก นํ Pาหนกัแห้งของใบ นํ Pาหนักแห้งของลําต้น นํ Pาหนัก
แห้งของราก  นํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น  ความสงูของต้น และลกัษณะองค์ของประกอบผลผลิต ได้แก่ 
จํานวนฝักตอ่ต้น  จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก  และจํานวนเมล็ดตอ่ต้น บางลกัษณะ ซึ งการศกึษาของ Rao 
et al. (2002) ที พบว่า ผลผลิตของถั วเหลืองฝักสดพนัธุ์จากประเทศญี ปุ่ น จีน และสหรัฐอเมริกาที 
ระยะเก็บเกี ยว (R6) มีความสมัพันธ์อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติกับจํานวนฝักต่อต้น และจํานวน
เมล็ดตอ่ต้น ซึ งเป็นลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิต ส่วน  Aditya et al. (2011) พบว่านํ Pาหนกั
แห้งรวมทั Pงต้น ซึ งเป็นลักษณะที สัมพันธ์กับการเจริญเติบโตจะมีความสัมพันธ์กับผลผลิต ใน
การศกึษาครั Pงนี Pลกัษณะผลผลิตตอ่ต้นไมมี่ความสมัพนัธ์กบัลกัษณะนํ Pาหนกัหนึ งเมล็ด  แสดงว่าใน
ประชากร RILs ที มีผลผลิตสูงไม่ได้เป็นผลมาจากเมล็ดขนาดใหญ่ เนื องจากสายพนัธุ์ที มีเมล็ด
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ขนาดใหญ่มักให้จํานวนเมล็ดต่อต้นน้อยกว่าสายพันธุ์ ที มีเมล็ดขนาดเล็ก เช่นเดียวกันกับ
การศกึษาของ Ramteke et al. (2010) ที พบว่า ในถั วเหลือง 92 พนัธุ์ ที ปลกูในประเทศอินเดียนั Pน  
ลักษณะนํ Pาหนักหนึ งเมล็ดไม่มีความสัมพันธ์กับผลผลิต  ซึ งเป็นผลมาจากการที พันธุ์ ที มีเมล็ด
ขนาดใหญ่มกัจะให้จํานวนเมล็ดน้อยสง่ผลให้ผลผลิตตอ่ต้นมีคา่น้อย 

 ลักษณะนํ Pาหนักหนึ งเมล็ดมีความสัมพันธ์เชิงลบอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที 
ความเชื อมั น 99% กับลักษณะความสูงของต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อต้น  และ
จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก แสดงว่าในประชากร RILs สายพนัธุ์ที มีลกัษณะเมล็ดขนาดใหญ่ จะเป็นสาย
พนัธุ์ที มีลําต้นเตี Pย จํานวนฝักตอ่ต้น จํานวนเมล็ดตอ่ต้น และจํานวนเมล็ดตอ่ฝักน้อย และนอกจาก
ลกัษณะขนาดเมล็ดจะไม่ขึ Pนกับลักษณะผลผลิตต่อต้นแล้วยงัไม่ขึ Pนกับลักษณะพื Pนที ใบ วนัออก
ดอก  นํ Pาหนกัแห้งของใบ นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น นํ Pาหนกัแห้งของราก และนํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น 
Ramteke et al. (2010) พบวา่ ในถั วเหลือง 92 พนัธุ์ ที ปลกูในประเทศอินเดียนั Pน  ลกัษณะนํ Pาหนกั
หนึ งเมล็ดไม่มีความสมัพนัธ์กบัผลผลิต แตมี่ความสมัพนัธ์กบัความสงูของต้น  และ  Ikeda et al. 
(2009) พบว่า นํ Pาหนกัหนึ งเมล็ดของถั วเหลืองลกูผสมชั วรุ่นที  6 จํานวน 192 สายพนัธุ์ จากคูผ่สม
ถั วเหลืองพนัธุ์ Toyomusume กบั Toyoharuka มีความสมัพนัธ์เชิงลบกบัจํานวนฝักตอ่ต้น  จาก
ผลการศกึษาของทั Pง Ramteke et al. (2010) และ Ikeda et al. (2009) ซึ งมีความสอดคล้องกบัผล
การทดลองที ได้จากการวิจยันี P  แสดงวา่ในถั วเหลืองที ให้เมล็ดขนาดใหญ่จะมีจํานวนฝักตอ่ต้นและ
ความสงูของต้นน้อย และไมมี่ผลตอ่ผลผลิตเนื องจากมีจํานวนเมล็ดตอ่ต้นน้อย 

 ลกัษณะนํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น นํ Pาหนกัแห้งของใบ ซึ งเป็น
ลกัษณะที สัมพันธ์กับการเจริญเติบโตมีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที ความ
เชื อมั น 95% กบัพื Pนที ใบ โดยมีคา่สมัประสิทธ̀ิสหสมัพนัธ์สงู แสดงว่า ในระยะการเจริญเติบโตหาก
มีต้นขนาดใหญ่ก็จะมีการสะสมของมวลชีวภาพที ใบสูงด้วย ทําให้มีจํานวนใบมากและพื Pนที ใบ
มาก  สว่นลกัษณะที สมัพนัธ์กบัการเจริญเตบิโต คือ ลกัษณะนํ Pาหนกัแห้งของราก และวนัออกดอก 
มีความสัมพันธ์เชิงบวกอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติที ความเชื อมั น 95% กับพื Pนที ใบ โดยมีค่า
สมัประสิทธ̀ิสหสมัพนัธ์ปานกลาง เนื องจากถั วเหลืองพนัธุ์พ่อแม่ เป็นถั วเหลืองที มีการเจริญเติบโต
แบบไม่ทอดยอด (determinate habit) ทําให้เมื อออกดอกแล้วระยะการเจริญเติบโตจะหยุดลง 
และเข้าสู่ระยะการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ (เฉลิมพล แซมเพชร, 2535) ดงันั Pนจะเห็นได้ว่าสายพนัธุ์ที 
ออกดอกช้าจะมีเวลาในการสร้างและสะสมมวลชีวภาพที ใบนานกว่าสายพนัธุ์ที ออกดอกเร็วทําให้
มีพื Pนที ใบมาก  ลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิต ได้แก่ ลกัษณะผลผลิตตอ่ต้น จํานวนฝักต่อต้น  
จํานวนเมล็ดต่อต้น  มีความสมัพันธ์เชิงบวกอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติที ความเชื อมั น 95% กับ
พื Pนที ใบเพียงเล็กน้อย แสดงวา่แม้จะมีการสะสมมวลชีวภาพมากที ใบแตมี่อิทธิพลเพียงเล็กน้อยกบั
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ผลผลิตตอ่ต้น สอดคล้องกบัผลการวิจยัของ Orf et al. (1999)  พบว่า พื Pนที ใบในถั วเหลืองลกูผสม
ชั วรุ่นที  7 จาก 3 คูผ่สมได้แก่ Minsoy กบั Noir1  Archer กบั Noir1  และ Minsoy กบั Archer มี
ความสมัพนัธ์เชิงบวกกบัผลผลิตน้อยกวา่ 0.41 ดงันั Pนพื Pนที ใบจงึมีอิทธิพลไมม่ากตอ่ผลผลิต 

การวิเคราะห์ความแปรปรวนและอัตราพันธุกรรมแบบแคบ 

  การแปรผันของลกัษณะทางการเกษตร ซึ งเป็นผลของพันธุกรรมแบบบวกที มี
คา่ประมาณ 60%ถึง70% ได้แก่ ลกัษณะที สมัพนัธ์กบัการเจริญเติบโต ได้แก่ ลกัษณะวนัออกดอก  
ความสงูของต้น  และลกัษณะองค์ประกอบของผลผลิต ได้แก่ ลกัษณะจํานวนฝักต่อต้น  จํานวน
เมล็ดต่อต้น และ ผลผลิตตอ่ต้น แสดงว่าในทกุลกัษณะข้างต้นที ลกูที เกิดในชั วรุ่นตอ่มามีโอกาสที 
ลกูจะคล้ายคลึงกบัพ่อแม่อยู่ในระดบัสงู ซึ งสามารถนําไปใช้ในการคดัเลือกให้ได้ลกูที มีผลผลิตสงู
ได้ โดยนอกจากการคดัเลือกจะขึ Pนอยูก่บัอตัราพนัธุกรรมแล้ว ยงัต้องคํานึงถึงขนาดของการแปรผนั
ของประชากร RILs และความเข้มข้นของการคดัเลือกด้วย 

มีการศึกษาค่าอตัราพนัธุกรรมแบบแคบในหลายลกัษณะที เกี ยวข้องกับผลผลิต
ในหลายประชากร พบว่ามกัมีคา่สงู เช่น Pooprompan et al. (2006) ได้ศกึษาหาวนัออกดอกที มี

ผลต่อผลผลิตในประชากร RILs  จํานวน 92 สายพนัธุ์ ที ได้จากคู่ผสม AGS 292× K3 โดย
สามารถประมาณค่าอัตราพนัธุกรรมแบบแคบของลักษณะวันออกดอกในฤดูแล้งและฤดูฝนได้
เท่ากบั 0.916 และ 0.942 ตามลําดบัส่วน ซึ งพบว่ามีคา่สงูในทั Pงสองฤด ู Specht et al. (2001) ได้

สร้างประชากร RILs จํานวน 236 สายพนัธุ์ จากคูผ่สม Minsoy × Noir1 ซึ งได้มีการปลกูทดลอง
ในประเทศสหรัฐอเมริการะหวา่งปี ค.ศ. 1994 – 1995 พบวา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบของลกัษณะ
ผลผลิตตอ่ต้น และความสงูของต้น ที มีคา่เทา่กบั 0.92 และ 0.94 ตามลําดบั   

Orf et al. (1999) พบว่า ผลผลิตของถั วเหลืองมีความสมัพนัธ์กับวนัออกดอก 
ความสูงของต้น จํานวนเมล็ดตอ่ต้น ในถั วเหลืองชั วรุ่นที  7 ที ได้จากสามคูผ่สม Minsoy X Noir1   
Archer X Noir1  และ Minsoy X Archer และพบว่าค่าอตัราพนัธุกรรมแบบแคบของลกัษณะ
ผลผลิตตอ่ต้น วนัออกดอก ความสงูของต้น และจํานวนเมล็ดตอ่ต้น มีคา่สงูตั Pงแต ่0.70 - 0.95  

จากหลายงานวิจยัที กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่าคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบของ
ลกัษณะวนัออกดอก  ความสงูของต้น    จํานวนเมล็ดตอ่ต้น และผลผลิตตอ่ต้น ที มีคา่สงูนั Pนแสดง
วา่มีผลของพนัธุกรรมแบบบวกสงู ซึ งมีโอกาสที จะสามารถถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมไปยงัรุ่น
ลกูได้ (Acquaah, 2007) คา่อตัราพนัธุกรรมเป็นคา่ที เฉพาะกบัประชากรและสิ งแวดล้อมที ศกึษา 
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ดงันั Pนแม้วา่จะใช้ประชากรเดียวกนัแตส่ิ งแวดล้อมตา่งกนัก็ทําให้คา่อตัราพนัธุกรรมแตกตา่งกนัไป 
จงึต้องมีการศกึษาอตัราพนัธุกรรมทกุครั Pงหากมีการเปลี ยนแปลงสิ งแวดล้อมหรือประชากร 

Kearsey and Pooni (1996) กล่าวว่า การคดัเลือกเพื อเพิ มลกัษณะหนึ งจะทําให้
อีกลกัษณะหนึ งเพิ มขึ Pนไปด้วย หากทั Pงสองลกัษณะมีความสมัพนัธ์กันในเชิงบวก และมีค่าอตัรา
พนัธุกรรมแบบแคบสงู ทําให้สามารถตอบสนองตอ่การคดัเลือกเพื อพฒันาประชากรไปในทิศทางที 
ต้องการได้ (Allard, 1960 และ Acquaah, 2007)  ดงันั Pน เมื อพิจารณาจาก ค่าสัมประสิทธ̀ิ
สหสมัพนัธ์ และคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบของลกัษณะที ศกึษา พบว่า ลกัษณะที ควรนํามาใช้ใน
การคดัเลือกถั วเหลืองฝักสดเพื อให้ได้ผลผลิตต่อต้นสูงขึ Pน คือ จํานวนฝักตอ่ต้น และจํานวนเมล็ด
ตอ่ต้น เนื องจากทั Pงสองลกัษณะมีคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบที สงูและมีคา่สมัประสิทธ̀ิสหสมัพนัธ์
กับผลผลิตสูง ส่วนลกัษณะวนัออกดอก และความสูงของต้น แม้ว่าจะมีค่าอัตราพนัธุกรรมแบบ
แคบสงู แตมี่คา่สมัประสิทธิสหสมัพนัธ์กบัผลผลิตตอ่ต้นตํ า แสดงว่าการเปลี ยนแปลงของลกัษณะ
ที สองนี Pสง่ผลตอ่ผลผลิตตอ่ต้นน้อยมาก  

การวิเคราะห์หาเครื�องหมายพันธุกรรม AFLP ที�สัมพันธ์กับกลุ่มยีนที�ควบคุมลักษณะ
องค์ประกอบของผลผลิต  

การวิเคราะห์หาเครื องหมายพันธุกรรม AFLP ที สัมพันธ์กับกลุ่มยีนที ควบคุม
ลกัษณะต่าง ๆ ทั Pง 12 ลักษณะ พบเครื องหมายพันธุกรรม AFLP ที สัมพันธ์กับยีนที ควบคุม
ลกัษณะความสงูของต้น นํ Pาหนกัแห้งของราก และพื Pนที ใบ เพียงแค่ 3 ลกัษณะเท่านั Pน โดยยีนที 
ควบคมุลกัษณะความสูงของต้น วางตวัอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ I อยู่ใกล้กับเครื องหมายพนัธุกรรม 
ECAA/MAAC3  0 cM โดยมีค่าความแปรปรวนที สามารถอธิบายได้ด้วยเครื องหมายพนัธุกรรม 
(R2) เท่ากับ 15.43% ส่วนในกลุ่มลิงค์เกจ II พบ ยีนที ควบคมุลกัษณะนํ Pาหนกัแห้งของรากอยู่ชิด
กบัเครื องหมายพนัธุกรรม ECAG/MAAA7 เท่ากบั 9.01 cM และยีนที ควบคมุลกัษณะพื Pนที ใบอยู่
ชิดกบัเครื องหมายพนัธุกรรม ECAG/MAAA11 เท่ากับ  8.49 cM โดยมีคา่ความแปรปรวน (R2) 
เทา่กบั 20.75% และ 20.19% ตามลําดบั 

การวิเคราะห์หา QTLs ของลกัษณะความสงูของต้น และพื Pนที ใบในถั วเหลืองจาก
ประชากรอื น ๆ  อาทิเช่นงานวิจยัของ Orf et al. (1999) พบ QTLs ลกัษณะความสงูของต้นใน
ประชากร RILs ที ได้จากสามคูผ่สม คือ (1) Minsoy X Noir1  (2) Noir1 X  Archer และ (3) 
Minsoy X  Archer  วางตวัอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ L  โดย QTLs ลกัษณะความสงูของต้นในประชากร
รุ่นลกูจาก Minsoy X Noir1  อยู่ชิดกบัเครื องหมายพนัธุกรรม Satt182 และ G173_1 มีระยะห่าง
เท่ากับ 0.9 cM และ 2.2 cM  และมีค่าความแปรปรวนเท่ากบั 8% และ 36% ตามลําดบั  ใน
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ประชากรรุ่นลกูจาก Noir1 X  Archer พบ QTLs ลกัษณะความสงูของต้นอยู่ชิดกบัเครื องหมาย
พนัธุกรรม A489_1และ Satt373 ระยะห่างเท่ากบั 3.5 cM และ 1.3 cM และมีคา่ความแปรปรวน
เท่ากบั 19% และ 11% ตามลําดบั  และประชากรรุ่นลกูจาก Minsoy X  Archer  พบ QTLs 
ลกัษณะความสงูของต้นอยู่ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม Satt527 และ Satt166 ระยะห่างเท่ากบั 
1.3 cM และ 1.9 cM และมีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 19% และ 13% ตามลําดบั  และยงัพบ 
QTLs ลกัษณะความสงูของต้นในประชากรจาก Minsoy X  Archer  และ Minsoy X Noir1  อยู่บน
กลุ่มลิงค์เกจ C2 และ M โดยบนกลุ่มลิงค์เกจ C2 พบ QTLs อยู่ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม 
Satt277 และ Satt489 มีระยะห่างเท่ากบั 4.2 cM และ 0.8 cM และมีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 
14% และ 15% ตามลําดบั สว่นบนกลุม่ลิงค์เกจ M พบ QTLs ที แตกตา่งกนัอยู่ใกล้กบัเครื องหมาย
พนัธุกรรม Satt150 มีระยะห่างเท่ากบั 12.3 cM และ 9.3 cM และมีคา่ความแปรปรวนเท่ากับ 
16% และ 13% ตามลําดบั นอกจากนี P QTL ลกัษณะความสูงของต้นจากประชากร Noir1 X  
Archer อยูบ่นกลุม่ลิงค์เกจ D1b ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม Sat_096 ระยะห่างเท่ากบั 3.6 cM
และมีคา่ความแปรปรวนเทา่กบั 9% 

Orf et al. (1999) ยงัพบ QTLs ของลกัษณะพื Pนที ใบอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ J  C2  L 
และ M  โดยพบ QTLs ลกัษณะพื Pนที ใบจากสองประชากรคือ Minsoy X  Archer  และ Minsoy X 
Noir1 บนสองกลุ่มลิงค์เกจคือ M และ L  ในกลุ่มลิงค์เกจ M มี QTLs อยู่ใกล้กบัเครื องหมาย
พนัธุกรรม Satt150  Sat_003 และ R079_1 มีระยะห่างเท่ากบั 12.3 cM  2.7 cM และ 0.5 cM 
โดยมีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 16%  8% และ 11%  ตามลําดบั และกลุ่มลิงค์เกจ L มี QTLs อยู่
ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม Satt182  Dt1 และ Satt076 มีระยะห่างเท่ากบั 0.9 cM  0.3 cM 
และ 3.6 cM โดยมีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 7% 8% และ6%  ตามลําดบั กลุ่มลิงค์เกจ J พบ 
QTLs ลกัษณะพื Pนที ใบจากประชากร RILs ของ Noir1 X  Archer อยูใ่กล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม 
Satt287 มีระยะห่างเท่ากบั 1.0 cM และมีคา่ความแปรปรวนเท่ากบั 8% ส่วนกลุ่มลิงค์เกจ J  พบ 
QTLs จากประชากร RILs ของ Minsoy X  Archer  บนกลุ่มลิงค์เกจ C2 อยู่ใกล้กบัเครื องหมาย
พนัธุกรรม Satt365 มีระยะหา่ง 0.6 cM และมีคา่ความแปรปรวนเทา่กบั 23%  

Qing-shad et al. (2007) ได้ทําการวิเคราะห์ QTL ของลกัษณะทางการเกษตรที 

สําคญัในถั วเหลือง จากประชากร RILs จํานวน 154 สายพนัธุ์ จากคูผ่สมพนัธุ์ Charleston  × 
พนัธุ์ Dongnong 594 พบลกัษณะความสงูของต้น 8 QTLs อยู่บน 4 กลุ่มลิงค์เกจ ได้แก่ A1 B1 
D1a และ E   โดยกลุ่มลิงค์เกจ A1 มี 3 QTLs โดยที  2 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม 
satt 545 มีระยะห่างเท่ากบั 1.4 และ 5.0 cM  ส่วนอีก 1 QTLs อยู่ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม 
sat_119 ระยะห่างเท่ากับ 3.6 cM   กลุ่มลิงค์เกจ B1 มี 3 QTLs โดยที  2 QTLs อยู่ใกล้กับ
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เครื องหมายพนัธุกรรม satt197 มีระยะห่างเท่ากบั 4.9 และ 1.0 cM ส่วนอีก 1 QTLs ที อยู่บนกลุ่ม
ลิงค์เกจเดียวกนัอยู่ใกล้กบัเครื องหมาย satt426 มีระยะห่างเท่ากบั 3.0 cM  บนกลุ่มลิงค์เกจ D1a 
และ E  มีอย่างละ 1 QTLs ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม satt342 และ satt236 มีระยะห่าง
เทา่กบั 0.8 และ 0.0 cM ตามลําดบั โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของลกัษณะความสงูของ
ต้นได้ 17.82 - 3.6%   

Zhang et al. (2004) ได้ทําการวิเคราะห์ QTLs ของลกัษณะทางการเกษตร 10 
ลกัษณะ จากประชากร RILs จํานวน 184 สายพนัธุ์ ที ได้จากคูผ่สมถั วเหลืองพนัธุ์ Kefeng No. 1  
กบัถั วเหลืองพนัธุ์ Nannong 1138-2 พบวา่ QTLs ของลกัษณะความสงูของต้นอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ 
B1 C2  และ E  โดยในกลุ่มลิงค์เกจ B1 พบ 4 QTLs อยู่ชิดกบัเครื องหมายพนัธุกรรม GmKF177 
GmKF082c  GmKF168b  และ Gmpti_D  มีระยะห่างเท่ากบั 2.1  2.5  4.2  และ 2.1 cM และมี
คา่ความแปรปรวน (R2) เท่ากบั 11.2%  16.2%  12.9% และ 12.3% ตามลําดบั  ส่วนในกลุ่มลิงค์
เกจ C2 พบ 3 QTLs อยู่ชิดกบัเครื องหมายพนัธุกรรม B13 V  GmKF059a  และ Satt319 มี
ระยะห่างเท่ากบั 6.3  0.2  และ 0.9 cM และมีคา่ความแปรปรวน (R2) เท่ากบั 22.6%  21.6%  
และ 20.0% ตามลําดบั และในกลุ่มลิงค์เกจ E พบ QTL ของลกัษณะความสูงของต้น อยู่ชิดกับ
เครื องหมายพนัธุกรรม A374H ระยะห่างเท่ากบั 12.1 cM และมีคา่ความแปรปรวน (R2) เท่ากบั 
14.6%   

งานวิจยัของ Orf et al. (1999)  Qing-shad et al. (2007) และ Zhang et al. 
(2004) สามารถระบุตําแหน่งบนโครโมโซม ระยะห่างจากเครื องหมายพันธุกรรม และค่าความ
แปรปรวน (R2) ของ QTLs ได้  ซึ งคา่ความแปรปรวน (R2) ของ QTL นี Pสามารถใช้อธิบายอิทธิพล
ของ QTLs ที มีต่อลักษณะทางพันธุกรรมที ศึกษา ทําให้สามารถระบุได้ว่า QTLs ใดเป็น QTLs 
หลกัที ส่งผลตอ่การแสดงออกมากที สดุ ดงัเช่นงานวิจยัของ Pooprompan et al. (2006)  ที ได้
ศกึษาหาวนัออกดอกของถั วเหลือง โดยใช้เครื องหมายพนัธุกรรม SSR  ระบตํุาแหน่ง QTLs บน

โครโมโซมของถั วเหลืองจากประชากร RILs  จํานวน 92 สายพนัธุ์ ที ได้จากคูผ่สม AGS 292× K3 
พบ 21 QTLs เกี ยวข้องกบัลกัษณะวนัออกดอก แตมี่เพียง 2 QTL หลกัเท่านั Pนที ควบคมุลกัษณะ
วนัออกดอกอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจ J อยู่ใกล้กบัเครื องหมายพนัธุกรรม Satt132 และ Satt431 มีค่า
ความแปรปรวนเนื องจากลกัษณะที สามารถอธิบายได้จากเครื องหมายพนัธุกรรมเท่ากบั 12.8 และ 
18.8% ตามลําดบั แต่ในงานวิจยัที ศึกษาในครั Pงนี Pใช้เครื องหมายพนัธุกรรมเพียงชนิดเดียว คือ 
เครื องหมายพนัธุกรรม AFLP ในการวิเคราะห์ QTLs  ซึ งงานวิจยัส่วนใหญ่ที กล่าวมาเกี ยวกบัการ
วิเคราะห์ QTLs  นิยมใช้เครื องหมายพันธุกรรม SSR ได้มีการจัดกลุ่มและระบุตําแหน่งบน
โครโมโซมไว้เกือบสมบูรณ์  ส่วนเครื องหมายพันธุกรรม AFLP มีรายงานการจัดกลุ่มและระบุ
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ตําแหน่งในโครโมโซมไม่มากนัก การศึกษาในครั Pงนี Pจึงไม่สามารถระบุตําแหน่งของ QTLs บน
โครโมโซมได้ ดงันั Pนในการวิเคราะห์ QTLs  ด้วยเครื องหมายพันธุกรรม AFLP จะสามารถระบุ
ตําแหนง่บนโครโมโซมได้ต้องอาศยัการจดักลุม่ร่วมกนักบัเครื องหมายพนัธุกรรม SSR  

สรุปผลการวิจัย 

1. ลกัษณะทางการเกษตรทกุลกัษณะของ RILs มีคา่เฉลี ยอยู่ระหว่างคา่เฉลี ย
พอ่แม ่ยกเว้นลกัษณะพื Pนที ใบที มีคา่เฉลี ยของลกัษณะมากกวา่คา่เฉลี ยของพอ่แม ่

2. ลกัษณะวนัออกดอก ความสูงของต้น  นํ Pาหนักแห้งของใบ นํ Pาหนักแห้งของ
ราก  นํ Pาหนักแห้งรวมทั Pงต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อฝัก  และจํานวนเมล็ดต่อต้น มี
กระจายตวัของประชากร RILs เป็นแบบโค้งปกติ  ส่วนลักษณะพื Pนที ใบ นํ Pาหนักแห้งของลําต้น 
ผลผลิตตอ่ต้น และ นํ Pาหนกัหนึ งเมล็ด มีการกระจายตวัของข้อมลูไมเ่ป็นแบบโค้งปกต ิ 

3. การกระจายตวัของข้อมูลในลกัษณะพื Pนที ใบ  วนัออกดอก นํ Pาหนกัแห้งของ
ใบ นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น  นํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น และ ผลผลิตต่อต้น พบว่า มีค่าการแสดงออก
เกินกวา่ขอบเขตของพอ่แม ่ 

4. ลกัษณะผลผลิตต่อต้นมีความสัมพันธ์เชิงบวกกับลักษณะพื Pนที ใบ วันออก
ดอก นํ Pาหนกัแห้งของใบ นํ Pาหนกัแห้งของลําต้น นํ Pาหนกัแห้งของราก  นํ Pาหนกัแห้งรวมทั Pงต้น  ความ
สูงของต้น จํานวนฝักต่อต้น  จํานวนเมล็ดต่อฝัก  และจํานวนเมล็ดต่อต้น  ในขณะที ลักษณะ
นํ Pาหนักหนึ งเมล็ดมีความสมัพนัธ์เชิงลบกับลกัษณะความสูงของต้น  จํานวนฝักต่อต้น  จํานวน
เมล็ดตอ่ต้น  จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก 

5. ค่าอตัราพนัธุกรรมแบบแคบของทุกลกัษณะที ศึกษามีค่าระหว่าง 0.30 ถึง 
0.74  โดยลกัษณะจํานวนฝักต่อต้นมีค่าอตัราพนัธุกรรมแบบแคบสูงที สดุ  และลกัษณะนํ Pาหนกั
หนึ งเมล็ดมีคา่อตัราพนัธุกรรมแบบแคบตํ าที สดุ  

6. การคดัเลือก AFLP ไพรเมอร์จากไพรเมอร์ 64 คู่ พบว่า ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ 
ECAG/MAAA และECAA/MAAC โดยมีจํานวนเครื องหมายพนัธุกรรมรวม 43 เครื องหมาย  ทําให้
สามารถจดักลุม่เครื องหมายพนัธุกรรมได้ 4 กลุ่ม จาก 14 เครื องหมายพนัธุกรรม คือ กลุ่มลิงค์เกจ 
I  จํานวน 8 เครื องหมาย  กลุ่มลิงค์เกจ II  จํานวน 2 เครื องหมาย กลุ่มลิงค์เกจ III จํานวน 2 
เครื องหมาย และกลุม่ลิงค์เกจ IV  จํานวน 2 เครื องหมาย 
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7. QTL ของลักษณะความสูงของต้นอยู่ชิดกับเครื องหมายพันธุกรรม 
ECAA/MAAC3 ระยะห่างเท่ากับ 0.0 cM  บนกลุ่มลิงค์เกจ I โดยมีค่าความแปรปรวนอัน
เนื องมาจากลกัษณะที สามารถอธิบายได้จากเครื องหมายพนัธุกรรม (R2) เท่ากบั 15.43% ส่วนใน
กลุม่ลิงค์เกจ II พบ QTLs ของลกัษณะนํ Pาหนกัแห้งของราก ECAG/MAAA7 อยู่ชิดกบัเครื องหมาย
พนัธุกรรม 9.01 cM และลกัษณะพื Pนที ใบอยู่ชิดกับเครื องหมายพนัธุกรรม ECAG/MAAA11 
เท่ากับ  8.49 cM โดยมีค่าความแปรปรวนอันเนื องมาจากลักษณะที สามารถอธิบายได้จาก
เครื องหมายพนัธุกรรม (R2) เทา่กบั 20.75% และ 20.19% ตามลําดบั 

ข้อเสนอแนะ 

1. ควรเก็บข้อมลูลกัษณะทางการเกษตรทั Pง 12 ลกัษณะในพื Pนที เดียวกัน เพื อ
ลดความคลาดเคลื อนของข้อมลู 

2. การหาตําแหน่งของเครื องหมายพนัธุกรรม AFLP บนโครโมโซมถั วเหลือง  
อาจทําได้โดยนําเครื องหมายพนัธุกรรมที พบว่าอยู่ใกล้กับ QTLs ไปหาลําดบัเบส จากนั Pนนําไป 
BLAST ในฐานข้อมลู NCBI เพื อหาตําแหนง่ของเครื องหมายพนัธุกรรมบนโครโมโซม 

3. เนื องจากลักษณะที ศึกษามียีนควบคุมหลายตําแหน่ง ดังนั Pนการศึกษา 
QTLs ควรจะต้องมีเพิ มจํานวนเครื องหมายพนัธุกรรมที ให้ความแตกตา่งระหว่างถั วเหลืองพนัธุ์พ่อ
และแม ่เพื อที จะสามารถจดักลุ่มของเครื องหมายพนัธุกรรมได้ครอบคลมุทั Pงจีโนมถั วเหลือง ส่งผล
ให้สามารถวิเคราะห์หาตําแหนง่ QTLs ได้ถกูต้อง และมีความแมน่ยํามากขึ Pน  

4. เนื องจากงานวิจยัที เกี ยวกบัการศกึษา QTLs ในถั วเหลืองส่วนใหญ่มกัจะใช้
เครื องหมายพันธุกรรม SSR และได้มีการรวบรวมตําแหน่ง QTLs ของลักษณะต่าง ๆ จน
ครอบคลมุเกือบทั Pง genome แล้ว ดงันั Pนจึงควรมีการเพิ มเครื องหมายพนัธุกรรม SSR ในการจดั
กลุม่ยีนเพื อให้ทราบตําแหนง่ที แนน่อนของ QTLs ที ได้จากการศกึษาครั Pงนี P 
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รูปที� 20  กราฟมาตรฐานพื �นที�ใบ 
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y = 0.5566x 
   
 โดยที�   y = พื �นที�ใบ 
  x = กว้าง X ยาว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.5566x
R² = 0.9715

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 100 200 300 400 500 600 700 800

พื

นที

�ใบ
 (ต

าร
าง

เซ
นต

เิม
ตร

)

กว้างXยาว (ตารางเซนตเิมตร)

กราฟมาตรฐานพื 
นที�ใบ



62 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
 
 
 
 

 
 

 



63 
 
สารเคมีที�ใช้ในการสกัด DNA 

1. 1 M  Tris base  100 mL 
- Tris  base  12.11 g  ในนํ �า  80  mL 
- ปรับ pH ด้วย conc.HCl  จนได้ pH 8 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นให้ได้ 100 mL 

2. 5 M  NaCl  100 mL 
-  NaCl  29.24 g ละลายในนํ �า 65 mL 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นจนได้ 100 mL 

3. 0.5 M EDTA  100  mL  pH8 
- EDTA  18.61  g  ละลายในนํ �า 80 mL 
- เตมิเกล็ด NaOH ทีละเกล็ดจนกระทั�ง EDTA ละลายหมด 
- ปรับ pH ด้วยสารละลาย NaOH  จนกระทั�งได้ pH 8 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นเป็น 100 mL 

4. Extraction buffer 50 mL 
- 1M  Tris base  5 mL, 5M  NaCl 14 mL , 0.5M EDTA 2 mL 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นให้ได้ 50 mL 

- นําสารละลายที�ได้ไป ทําการไร้เชื �อด้วยหม้อนึ�งอดัไอที� 121°C. 20 นาที 
5. 5M CH3COOK  50 mL (KOAC) 

- CH3COOK  24.535 g ในนํ �า 20 mL 

- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นจนได้ 50 mL 

- นําสารละลายที�ได้ไป ทําการไร้เชื �อด้วยหม้อนึ�งอดัไอที� 121°C. 20 นาที 
6. TE buffer 100 mL 

- 1M  Tris base  1 mL, 0.5M EDTA 0.2 mL 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นเป็น 100 mL 

- นําสารละลายที�ได้ไป ทําการไร้เชื �อด้วยหม้อนึ�งอดัไอที� 121°C. 20 นาที 
7. 70% Alcohol 100 mL  

-  Absolute ethanol 70 mL 
- นํ �ากลั�น 30 mL 
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สารเคมีสาํหรับ agarose gel electrophoresis 

1. 10X TBE 1000 mL 
- ละลาย Tris base  107.78 g ในนํ �า 800 mL คนจนกระทั�งละลายหมด 
- เตมิ EDTA    9.3 g คนให้ละลาย 
- เตมิ Boric acid  55 g คนให้ละลายจนหมด และใช้ความร้อนจะชว่ยให้

ละลายง่ายขึ �น 
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นให้ได้ 1000 mL 

2. 6X loading dye 10 mL 
- ชั�งนํ �าตาลทราย 4 g  
- 25 mg bromophenol blue 
- 25 mg xylene cyanol  
- ปรับปริมาตรด้วยนํ �ากลั�นให้ได้ 10 mL  

3. 0.7% w/v agarose gel 
- ชั�ง agarose 0.7 g 
- เตมิ 1X TBE buffer 100 mL 
- ทําให้ละลายด้วยความร้อน 
 

การสกัด DNA จากใบอ่อนถั�วเหลือง (วราลักษณ์ เกษตรานันท์, 2553) 
1. บม่ extraction buffer ที�ผสม CTAB 2%, PVP 2%, 2-mercaptoethanol 

2%  ที� 65 °C. ประมาณ 30 นาที 
2. บดตวัอยา่งด้วย ไนโตรเจนเหลว จนกระทั�งเป็นผงละเอียด 
3. ตกัใส่หลอดขนาด 1.5 mL เติม extraction buffer  700 µL ผสมให้เข้ากนั 

จากนั �นบม่ที� 65 °C. เป็นเวลา 30 นาที 
4. เติม 5M KOAC 300 µL  กลบัหลอดเบา ๆ เพื�อผสมให้เข้ากนั  จากนั �นนําไป

แชนํ่ �าแข็ง 30-60 นาที  
5. นํามาปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 rpm/min เป็นเวลา 30 นาที จากนั �นนํา

สว่นใสด้านบนจํานวน 500 µL ใสห่ลอดใหม ่

6. เติม 24:1 chloroform:Isoamyl alcohol 500 µL กลบัหลอดไปมาเป็นเวลา 

20 นาทีปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 rpm/min เป็นเวลา 30 นาที 
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7. ปิเปตส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่ เติม absolute ethanol 700 µL กลบั

หลอดไปมาเบา ๆ จนกระทั�งเห็นตะกอน บม่ที� -20 °C. 15-30 นาที ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 
rpm/min เป็นเวลา 20 นาที 

8. เทสารละลายทิ �ง แล้วล้างตะกอนด้วย 70% alcohol 2 ครั �ง 
9. ผึ�งตะกอนให้แห้งด้วยเครื�อง speed vac จนกระทั�งตะกอน DNA แห้ง 

10. เตมิ TE buffer 50 µL ลงไปในตะกอน DNA เก็บไว้ที� -20 °C  
11. ตรวจสอบคณุภาพและปริมาณของ DNA ที�สกดัได้ ด้วยการวดัคา่ OD ที� 

260 nm และ 280 nm เพื�อประมาณค่าปริมาณและความบริสุทธิlของ DNA และวิธี 
electrophoresis ด้วย agarose gel เพื�อเปรียบเทียบขนาด DNA 
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AFLP protocol (Vos et al., 1995) 

1. Double digase 
 - ใส ่50 ng/µL genomic DNA 10 µL, 10 U/µL Mse I 0.5 µL, 20 U/µL 
EcoR I 0.25 µL, 10X buffer 5 µL และ Ultrapure H2O 33.75 µL ลงในหลอดขนาด 500 µL 

 - บม่ที�  37  °C. เป็นเวลา 3 ชั�วโมง 

 - บม่ที�  70 °C. เป็นเวลา 15 นาที 
 - นําไปแชนํ่ �าแข็งรอการทําปฏิกิริยาในขั �นตอน ligation reaction 

2. Adapter preparation (Santos, 2000) 
- เตรียม Mse I  Adapter เข้มข้น 50 µM  โดยเตมิ 100 µM Mse I-M1.  

100 µL, 100 µM Mse I- M2.  100 µL, 1 M Tris-HCl (pH 8.0) 2 µL, 5 M NaCl 2 µL และ 0.5 
M EDTA 0.4 µL ลงในหลอดขนาด 500 µL 

- เตรียม EcoR I Adapter เข้มข้น 5 µM  โดยเตมิ  100 µM  EcoR I-E1. 
10 µL, 100 µM  EcoR I-E2.  10 µL, 1 M Tris-HCl (pH 8.0)  2 µL, 5 M NaCl  2 µL, 0.5 M 
EDTA 0.4 µL และ  ddH2O  175.6 µL ลงในหลอดขนาด 500 µL 

- นําทั �งสองหลอด ทําปฏิกิริยาด้วยเครื�อง PCR โดยกําหนดแตล่ะขั �นตอน
ดงันี � 

step  1.  95 °C. 2 นาที 

step  2.  95 °C. ถึง 25 °C. โดยลดอณุหภมูิลง 1 °C. ทกุ 1 นาที 

step  3.  4 °C.  ∞ 
- นํา Adapter ที�ผา่นการทําปฏิกิริยาแล้วไปใช้ในขั �นตอน ligation 

reaction  
3. Ligation reaction 

3.1 Dilute T4 DNA ligase จาก 400 U/ µL ให้เป็น 5 U/ µL  
-  T4 DNA ligase  0.25 µL  
- 10X T4 DNA ligase buffer  2  µL 
- ultrapure H2O 17.75 µL 
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 3.2 Ligation 
  - นําตวัอยา่งที�ได้จากขั �น Double digase เตมิ 10 µL ของสารละลาย
ที�ประกอบด้วย 50 µM  Mse I  Adapter 1 µL, 5 µM EcoR I Adapter 1 µL, 10X T4 Ligation 
buffer (10 mM ATP) 1 µL, T4 DNA ligase 5 U/ µL 1 µL และ Ultrapure H2O 6 µL 

  - บม่ที�  16 °C. overnight (16 ชั�วโมง) 

 4. Pre-amplification reaction 
  นําตวัอยา่งที�ผ่านขั �นตอน Ligation มาเพิ�มปริมาณด้วยปฏิกิริยา PCR ดงันี � 
  - Dilute ตวัอย่าง : นํ �า เป็น 1:4  
  - นําตวัอยา่งที� dilute แล้ว มา 5 µL เตมิ 5 pmol/µL EcoR I+N  ไพรเมอร์ 
1 µL, 5 pmol/µL Mse I+N  ไพรเมอร์ 1 µL, 10 mM dNTP  0.4 µL, 10X buffer 2 µL, 50 mM 
MgCl2 0.6 µL, ultrapure H2O 9.9 µL และ 500 U taq DNA polymerase 0.1 µL 

- นําไปทําปฏิกิริยาด้วยเครื�อง PCR โดยกําหนดแตล่ะขั �นตอนดงันี � 

step  1.  94 °C. 2 นาที 

step  2.  94 °C. 1 นาที 

step  3.  56 °C. 1 นาที                26  cycles 

step  4.  72 °C. 1 นาที 

step  5.  72 °C. 5 นาที 

step  6.  4 °C.  ∞ 
  - นําตวัอยา่งที�ผ่านการเพิ�มปริมาณ มาตรวจสอบด้วย agarose gel 
electrophoresis ด้วย 1.5% (w/v) agarose gel   

 5. Selective amplification reaction 
  นําตวัอยา่งที�ผ่านขั �นตอน Pre-amplification มาเพิ�มปริมาณด้วยปฏิกิริยา 
PCR ดงันี � 
  - Dilute ตวัอย่าง : นํ �า เป็น 1:4  
  - นําตวัอยา่งที� dilute แล้ว มา 1 µL เตมิ 10 pmol/µL EcoR I+NNN  ไพร
เมอร์ 0.5 µL, 10 pmol/µL Mse I+NNN  ไพรเมอร์ 0.6 µL, 10 mM dNTP  0.4 µL, 10X buffer 2 
µL, 50 mM MgCl2 0.6 µL, ultrapure H2O 14.8 µL และ 500 U taq DNA polymerase 0.1 µL 
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- นําไปทําปฏิกิริยาด้วยเครื�อง PCR โดยกําหนดแตล่ะขั �นตอนดงันี � 

step  1.  94 °C. 2   นาที 

step  2.  94 °C. 30 วินาที 

step  3.  56 °C. 30 วินาที                                        

   ลดอณุหภมูิลง 0.7 °C. ในแตล่ะรอบ            

step  4.  72 °C. 1   นาที 

step  5.  94 °C. 30 วินาที 

step  6.  56 °C. 30 วินาที                                       23  cycles 

step  7.  72 °C. 1   นาที 

step  2.  72 °C. 2   นาที 

step  3.  4 °C.  ∞ 
  - นําตวัอยา่งที�ผ่านการเพิ�มปริมาณมา ตรวจสอบด้วย agarose gel 
electrophoresis ด้วย 1.5% (w/v) agarose gel  จากนั �นนําไปแยกขนาด DNA ด้วย denaturing 
poly acrylamide gel electrophoresis 

สารเคมีสาํหรับ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
1. 5%  w/v  denaturing polyacrylamide gel 100 mL 

- 12.5 mL  ของ 40 % (w/v) 19:1 Acrylamide: bis-acrylamide   
- 10 mL 10X TBE buffer  
- 45 g Urea  

2. 10% APS (Ammonium Persulfate) 1 mL 
- 0.1 g APS 
- นํ �ากลั�น 

3. 2x formamide loading buffer  25 mL 
-  formamide   23.5  mL 
-  EDTA 0.5 M pH 8  1  mL 
-  Xylene Cyanol   25 mg 
-  Bromophenol blue  25 mg 

4.  DNA ladder Mix  200 µL 
 - 137 µL  นํ �ากลั�น 
 -  58  µL 2x formamide loading buffer 

12  cycles 
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 -  5 µL 50 bp DNA ladder 
5. 10%  acetic acid 2 L 
 - 200 mL glacial acetic acid 
 - 1800 mL นํ �ากลั�น 
6. 1g/mL silver nitrate(AgNO3 ) 10 mL 
 - AgNO3  10 g 
 - นํ �ากลั�น 
7. 3% (w/v) sodium carbonate (NaCO3) 1 L 
 - 30 g NaCO3 
 - นํ �ากลั�น 
8. 10 mg/mL  sodiumthiosulfate (Na2S2O3.5H2O)  10 mL 
 - 100 mg  Na2S2O3.5H2O  
 - นํ �ากลั�น 
9. Bind silane solution 100 mL 
 - bine – silane  100 µL 
 - glacial acetic acid   2  mL 
 - absolute ethanol  80 mL 
 - นํ �ากลั�น  17.9  mL      

การเตรียมกระจก 

1. กระจกยาว 

 - ล้างกระจกด้วย 2M NaOH 1L ในกรณีของกระจกใหม่เขย่าเป็นเวลา 1 

ชั�วโมง และในกรณีของกระจกที�ใช้งานแล้วเขย่าเป็นเวลา 2  ชั�วโมง   หรือจนกว่า gel เก่าจะหลดุ

จากกระจก  จากนั �นล้างด้วยนํ �ายาล้างจานและนํ �าสะอาด 

 - ผึ�งกระจกให้แห้ง แล้วจงึนําไปใช้ 

 - เช็ดกระจกที�แห้งแล้วด้วย 80% alcohol 3 ครั �ง  

 - จากนั �นฉีดกระจกด้วย bind silane solution ให้ทั�วกระจก และเช็ดด้วย

กระดาษ KimWipe ให้ bind silane เคลือบผิวกระจก 
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2. กระจกสั �น 

   - ล้างกระจกด้วย 2M NaOH 1 L เขย่าเป็นเวลา 1 ชั�วโมง โดยให้

สารละลาย NaOH สามารถทว่มกระจกได้ทั �งหมด 

   - ล้างด้วยนํ �ายาล้างจานและนํ �าสะอาด 

   - ผึ�งกระจกให้แห้ง 

   - เช็ดกระจกที�แห้งแล้วด้วย 80% alcohol 3 ครั �ง  

   - จากนั �นเช็ดด้วย Repel silane (Karshine) 3 ครั �ง 

   - ครั �งที� 1 หยด Repel silane 2 หยด ด้านบนและด้านล่างของกระจก เช็ด

ด้วย KimWipe ให้ทั�วกระจก จากนั �นเปลี�ยนเอาด้าน KimWipe ที�ไม่โดน Repel silane เช็ดกระจก

จนรู้สกึลื�น  

   - ครั �งที� 2 หยด Repel silane 1 หยด กลางกระจก เช็ดด้วย KimWipe ให้

ทั�ว จากนั �นเปลี�ยนเป็นกระดาษ KimWipe  แผน่ใหมเ่ช็ดจนรู้สกึลื�น 

   - ครั �งที� 3 หยด Repel silane 1 หยด กลางกระจก เช็ดด้วย KimWipe ให้

ทั�ว เปลี�ยนกระดาษ KimWipe  แผน่ใหมเ่ช็ดจนรู้สกึลื�นไมส่ะดดุ 

การเท polyacrylamide gel 

- นํากระจกสั �นและกระจกยาวมาประกบกันโดยคั�นกลางด้วย spacer ที�ริม

ด้านข้าง ขั �นตอนนี �มีข้อควรระวงั คือ อย่าให้กระจกสั �นและยาวแตะกัน  เพราะจะทําให้ gel ติด

กระจกสั �น ไมส่ามารถแกะ gel เพื�อนําไปย้อมได้ 

- ใช้คลิปหนีบที�ด้านข้างกระจกและตดิเทปกาวสีขาวที�ด้านข้างลา่งกระจก 

- จากนั �นนํา gel ที�เตรียมในขั �นตอนที� 1 มา 80 mL 

- เตมิ 10% APS 400 µL และ TEMED 80 µL 

- เขยา่ให้สารละลายเข้ากนัอยา่งรวดเร็ว 

- เท gel ลงในช่องว่างระหว่างกระจกด้านบน ให้ gel ไหลลงไปจนถึงด้านล่าง

ของกระจก  

- จากนั �นเสียบหวีเข้าไปที�ชอ่งวา่งระหว่างกระจก(ควรเท gel ให้เหลือที�ช่องว่าง

ระหวา่งกระจกเพื�อให้สามารถเสียบหวีเข้าไปใน gel แล้วไมเ่กิดฟองอากาศ 
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- ทิ �งให้ gel แข็งตวัเป็นเวลา 1.30 – 2 ชั�วโมง 

- สามารถเก็บ gel ไว้ใช้ข้ามคืนได้ 

Load sample 

- นําตวัอยา่งที�ได้จากการทํา AFLP ขั �นตอนสดุท้าย เตมิด้วย 2x loading dye 

- ให้ความร้อน 95 °C. 5  นาที เพื�อให้ DNA สายคูก่ลายเป็นสายเดี�ยว  

- นําไปแชใ่นนํ �าแข็งทนัที เพื�อป้องกนัไมใ่ห้ DNA สายเดี�ยวกลบัมาเป็นสายคู ่

- โหลดลงในแตล่ะ well  ประมาณ 8 – 10 µL 

- โหลด DNA Ladder ลงชอ่งที� 1 กึ�งกลาง gel และชอ่งสดุท้าย 

- ควรเว้นช่อง 2 ชอ่ง ของขอบทั �งสองด้านไว้ 

- run gel 60 – 80 w ใช้เวลาประมาณ  1.30  – 2.30ชั�วโมง ด้วย 1x TBE 

การย้อมแถบ DNA ด้วย AgNo3 

- นํา gel ที�ติดที�กระจกยาวแช่ใน 10% Acetic acid เขยา่ 20 นาที 

- ล้างด้วยนํ �าสะอาด 1 L 3 ครั �ง เขยา่ครั �งละ 2 นาที 

- แชก่ระจกใน 0.1%  AgNo3 ( 2 mL AgNo3 1 g/mL, 3 mL Formaldehyde 

37%, นํ �ากลั�น 2 L ) เขยา่ 30 นาที 

- จุม่ในนํ �าสะอาด 5 วินาที 

- แชใ่น developer 2 L เขยา่ประมาณ 5 – 7 นาที 

- เททิ �งแล้วเตมิ developer 1 L เขยา่ให้เห็นแถบ DNA ชดัเจน 

- หยดุปฏิกิริยาด้วยการเตมิ 10% Acetic acid ในขั �นตอนที� 1 เขยา่จนกระทั�ง

ไมมี่ฟองอากาศ 

- ล้างด้วยนํ �าสะอาด จากนั �นผึ�งให้แห้ง 
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ตารางที� 11  ลําดบัและความยาวของเบสที�ใช้ในการศกึษาเครื�องหมายพนัธุกรรม AFLP 
 

Name sequence length (bp) 
EcoR I  Adapter 

EcoR I-E1 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3 17 
EcoR I-E2 5-AATTGGTACGCAGTCTAC-3 18 

Mse I  Adapter 
Mse I-M1 5-GACGATGAGTCCTGAG-3 16 
Mse I-M2 5-TACTCAGGACTCAT-3 14 

Pre-amplification primers 
MseI+A 5-GATGAGTCCTGAGTAAA-3 17 
EcoRI+A 5-GACTGCGTACCAATTCA-3 17 
EcoRI+C 5-GACTGCGTACCAATTCC-3 17 
EcoRI+G 5-GACTGCGTACCAATTCG-3 17 
EcoRI+T 5-GACTGCGTACCAATTCT-3 17 

Selective amplification primer 
EcoRI+AAA 5-GACTGCGTACCAATTCAAA-3 19 
EcoRI+AAC 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3 19 
EcoRI+AAG 5-GACTGCGTACCAATTCAAG-3 19 
EcoRI+AAT 5-GACTGCGTACCAATTCAAT-3 19 
EcoRI+CAA 5-GACTGCGTACCAATTCCAA-3 19 
EcoRI+CAC 5-GACTGCGTACCAATTCCAC-3 19 
EcoRI+CAG 5-GACTGCGTACCAATTCCAG-3 19 
EcoRI+CAT 5-GACTGCGTACCAATTCCAT-3 19 
EcoRI+GAA 5-GACTGCGTACCAATTCGAA-3 19 
EcoRI+GAC 5-GACTGCGTACCAATTCGAC-3 19 
EcoRI+GAG 5-GACTGCGTACCAATTCGAG-3 19 
EcoRI+GAT 5-GACTGCGTACCAATTCGAT-3 19 
EcoRI+TAA 5-GACTGCGTACCAATTCTAA-3 19 
EcoRI+TAC 5-GACTGCGTACCAATTCTAC-3 19 
EcoRI+TAG 5-GACTGCGTACCAATTCTAG-3 19 
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Name sequence length (bp) 
EcoRI+TAT 5-GACTGCGTACCAATTCTAT-3 19 
MseI+AAA 5-GATGAGTCCTGAGTAAAAA-3 19 
MseI+AAC 5-GATGAGTCCTGAGTAAAAC-3 19 
MseI+AAG 5-GATGAGTCCTGAGTAAAAG-3 19 
MseI+AAT 5-GATGAGTCCTGAGTAAAAT-3 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ตารางที� 11 ตอ่ 
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ภาคผนวก ง 
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ตารางที� 12  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของประชากร RILs ของลกัษณะพื �นที�ใบตอ่ต้น (LA)     

วนัออกดอก (DF) นํ �าหนกัแห้งของใบ (LDW)  นํ �าหนกัแห้งของลําต้น (SDW)  นํ �าหนกั
แห้งของราก (RDW) และนํ �าหนกัแห้งรวมทั �งต้น (TDW) 

Source df 
Mean square 

LA DF LDW SDW RDW TDW 

Block 2 724071.20 4.66 11.98 2.84 0.241 28.66 
Between F2 families 88 195651.32 11.40 4.83 0.93 0.130 11.74 
Between F7 individual  
Within F6 families  

177 44038.12 0.93 1.14 0.17 0.025 2.43 

Variance components     V
A
 26083.99 1.80 0.64 0.13 0.02 1.60 

                                  V
E
 43223.00 0.88 1.12 0.17 0.02 2.38 

 
ตารางที� 13 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของประชากร RILs ของความสงูของต้น (H)  จํานวนฝัก

ตอ่ต้น (NP)  จํานวนเมล็ดตอ่ต้น (NS)  จํานวนเมล็ดตอ่ฝัก (NS/P)  ผลผลิตตอ่ต้น 
(Yield) และนํ �าหนกัหนึ�งเมล็ด (SSW) 

Source df 
Mean square 

H NP NS NS/P Yield SSW 

Block 2 73.45 586.40 528.63 .029 308.43 .007 
Between F2 families 83 314.26 6488.41 25582.44 0.033 803.78 0.003 
Between F7 individual  
Within F6 families  

168 28.52 431.42 1587.37 0.007 71.83 0.001 

Variance components   V
A
 49.16 1042.06 4128.18 0.005 125.93 0.0003 

                                V
E
 26.98 398.86 1458.36 0.007 67.90 0.0007 
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ภาคผนวก จ 
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ตารางที� 14 เปรียบเทียบความแตกตา่งของแถบ DNA ระหว่างพนัธุ์ CM60 และพนัธุ์ Kaori จาก 

Primer 64 คู ่(EcoRI/MseI)  
AFLP Primer จํานวนแถบ DNA AFLP Primer จํานวนแถบ DNA 
EAAA/MAAA 
EAAC/MAAA 
EAAG/MAAA 
EAAT/MAAA 
EAAA/MAAC 
EAAC/MAAC 
EAAG/MAAC 
EAAT/MAAC 
EAAA/MAAG 
EAAC/MAAG 
EAAG/MAAG 
EAAT/MAAG 
EAAA/MAAT 
EAAC/MAAT 
EAAG/MAAT 
EAAT/MAAT 

10 
11 
4 
7 
3 
4 
12 
8 
9 
16 
16 
8 
7 
12 
11 
7 

EGAA/MAAA 
EGAC/MAAA 
EGAG/MAAA 
EGAT/MAAA 
EGAA/MAAC 
EGAC/MAAC 
EGAG/MAAC 
EGAT/MAAC 
EGAA/MAAG 
EGAC/MAAG 
EGAG/MAAG 
EGAT/MAAG 
EGAA/MAAT 
EGAC/MAAT 
EGAG/MAAT 
EGAT/MAAT 

8 
7 
6 
13 
5 
3 
5 
6 
17 
15 
9 
6 
17 
7 
6 
5 

ECAA/MAAA 
ECAC/MAAA 

16 
7 

ETAA/MAAA 
ETAC/MAAA 

2 
15 

ECAG/MAAA 23 ETAG/MAAA 10 
ECAT/MAAA 21 ETAT/MAAA 11 
ECAA/MAAC 20 ETAA/MAAC 5 
ECAC/MAAC 
ECAG/MAAC 
ECAT/MAAC 
ECAA/MAAG 
ECAC/MAAG 
ECAG/MAAG 
ECAT/MAAG 

14 
16 
20 
17 
9 
6 
3 

ETAC/MAAC 
ETAG/MAAC 
ETAT/MAAC 
ETAA/MAAG 
ETAC/MAAG 
ETAG/MAAG 
ETAT/MAAG 

7 
16 
6 
9 
5 
9 
11 



79 
 

AFLP Primer จํานวนแถบ DNA AFLP Primer จํานวนแถบ DNA 
ECAA/MAAT 
ECAC/MAAT 
ECAG/MAAT 
ECAT/MAAT 

12 
7 
9 
9 

ETAA/MAAT 
ETAC/MAAT 
ETAG/MAAT 
ETAT/MAAT 

4 
3 
7 
3 

รวม 444 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที� 14 ตอ่ 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 
 

 นางสาวศรัณย ู ถาวร เกิดเมื�อวนัที�  14 กรกฎาคม พ.ศ. 2526  ที�จงัหวดัศรีสะเกษ  สําเร็จ
การศึกษาระดับมัธยมปลาย  จากโรงเรียนเบญจมราชูทิศ จันทบุรี อ.เมือง  จ.จันทบุรี  ในปี
การศึกษา 2544   และสําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต  สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  
จากคณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม  มหาวิทยาลัยศิลปากร  ในปีการศึกษา 
2548    เข้าศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาวิชาพันธุศาสตร์  ภาควิชา
พฤกษศาสตร์   จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในภาคการศกึษาปลาย  ปีการศกึษา 2550 
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