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บทที ่1 
บทนํา 

 
ถ่ัวเหลือง  Glycine max (L) Merr.  (2n = 2X = 40)    เปนพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่สําคัญของ

ประเทศและของโลก    จัดเปนพืชลมลุกอยูในวงศ Fabaceae   คาดวามีถ่ินกําเนิดอยูที่ประเทศจีน              
ถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีนจากพืชที่สําคัญสามารถใชทดแทนโปรตีนจากสัตวได       โดยในเมล็ดถ่ัว
เหลืองประกอบดวยโปรตีน   30 – 50 %  ไขมัน  13 – 24 %  และคารโบไฮเดรตปริมาณ 12 – 24 % โดย
น้ําหนัก     จึงมีการนําถ่ัวเหลืองมาใชบริโภคเปนอาหารทั้งของคนและของสัตวมาเปนเวลานาน   โดยมีการ
แปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆมากมายเชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง   เตาหู   โปรตีนเกษตรฯลฯ   อีกทั้งถ่ัวเหลืองยังมี
คุณสมบัติในการปองกันโรคตาง ๆ เชน โรคหัวใจ  ความดันโลหิตสูง   แกอาการเจ็บคอ  รอนใน  บํารุง
กระดูก  ปองกันโรคโลหิตจาง เปนตน  (ยุวดี  จอมพิทักษ, 2544)   จึงมีการนํามาใชประโยชนทางเภสัช
กรรม  หรือแมกระทั่งอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ อีกมากมายเชน  สบู  เคร่ืองสําอาง  สีและหมึกพิมพ  เปนตน  
นอกจากน้ีการปลูกถ่ัวเหลืองจะชวยเพ่ิมปริมาณไนโตรเจนในดิน  ลําตนและรากหลังการเก็บเก่ียวสามารถ
ใชทําเปนปุยเพ่ือบํารุงดินไดอีกดวย    

 
ถ่ัวเหลืองฝกสด (vegetable soybean) หรือถ่ัวแระญี่ปุน   เปนถ่ัวเหลืองที่นิยมรับประทานในรูปฝก

สดโดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศญี่ปุน   เนื่องจากมีรสชาติดี  และมีคุณคาทางโภชนาการสูง   ประเทศญี่ปุน
เองไมสามารถผลิตไดเพียงพอกับความตองการภายในประเทศ   จึงตองนํา เขาจากตางประเทศในปริมาณ
สูง      สวนในประเทศไทยถ่ัวเหลืองฝกสดไมเปนที่รูจักและนิยมบริโภคมากนัก    ในอดีตประเทศไทยมี
การปลูกและผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดในปริมาณที่นอย   แตเร่ิมมีการผลิตมากข้ึนเน่ืองจากสามารถสงออกใน
รูปฝกสดแชแข็งไปยังประเทศญี่ปุน  สหรัฐอเมริกา  อังกฤษ  และแคนาดา เปนตน   ในปจจุบันถือไดวาถ่ัว
เหลืองฝกสดเปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหน่ึง    ประเทศไทยสามารถสงออกถ่ัวเหลืองฝก
สดในรูปฝกสดแชแข็งไปประเทศญี่ปุนปละประมาณ 10,000 ตัน คิดเปนมูลคาประมาณ 1,000 ลานบาท   
และมีแนวโนมสงออกมาข้ึน  (สมศักดิ์  ศรีสมบุญ, 2547)    ถ่ัวเหลืองฝกสดที่ดีควรมีลักษณะฝกสีเขียว   
เมล็ดมีขนาดใหญ  รสชาติหวานมัน  เมล็ดนุม  ผลผลิตสูง   ตานทานโรค และอายุเก็บเก่ียวสั้น   เปนตน    
พันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่ปลูกในประเทศไทยในปจจุบัน  เปนพันธุที่ไดรับการปรับปรุงพันธุมาจาก
ตางประเทศ    แลวนํามาทดสอบหาพันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศ   จากน้ันเปล่ียนชื่อมาเปนชื่อที่ใชกัน
ภายในประเทศ  เชนพันธุ  ‘Taichoshiroge’ ซึ่งเปนถ่ัวเหลืองฝกสดที่ไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุมา
จากประเทศญี่ปุน     นําเขาสูประเทศไทย  ภายหลังปลูกทดสอบและคัดเลือกพันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศ
ไทย       แลวเปล่ียนชื่อเปน ‘กพส 292’ หรือ ‘KPS 292’  (กรุง  สีตะธนี และสิริกุล  วะสี, 2538)  ประเทศ
ไทยกําลังศึกษาและวิจัยเพ่ือสรางพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่เหมาะสมกับสภาพแวดลอมในประเทศและให
ผลผลิตสูง   และอนาคตคาดวาถ่ัวเหลืองฝกสดจะมีการสงเสริมใหเกษตรกรปลูกเพ่ือใชเปนการคา
ภายในประเทศ    เน่ืองจากเปนพืชที่ยังมีอนาคตดีในดานการสงออก   
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ลักษณะขนาดเมล็ดเปนลักษณะที่สําคัญในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด  เนื่องจากความ
ตองการและความนิยมของตลาดตองการถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีขนาดเมล็ดใหญ  ลักษณะขนาดเมล็ดเปน
ลักษณะทางปริมาณควบคุมดวยยีนจํานวนหลายยีน  และมีผลของสิ่งแวดลอมมาเก่ียวของดวยสูง (Hyten et 
al., 2004) ทําใหการศึกษาลักษณะทางปริมาณของลักษณะดังกลาวทําไดยาก   การวิเคราะหกลุมของยีนที่
ควบคุมลักษณะปริมาณของขนาดเมล็ดทําไดโดยการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 หรือ RIL จากถ่ัว
เหลืองคูผสมที่มีขนาดเมล็ดแตกตางกัน   แลวนําขอมูลฟโนไทปของขนาดเมล็ดในประชากรดังกลาวไป
วิเคราะหรวมกับขอมูลจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมตางๆ    เพื่อหาตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยู
ใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะที่ศึกษา   จะชวยใหการคัดเลือกลักษณะทางปริมาณในโครงการปรับปรุงพันธุ
ถ่ัวเหลืองฝกสดมีประสิทธิภาพสูงข้ึน  เคร่ืองหมายพันธุกรรม simple sequence repeat (SSR)  เปน
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เปนที่นิยม  เน่ืองจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR มีการกระจายทั่วทั้งจีโนม  และ
จําเพาะเจาะจงในสิ่งมีชีวิตนั้นๆ    อีกทั้งยังเปนเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิด   codominant   ซึ่งสามารถ
แสดงจีโนไทป heterozygous ได   การวิเคราะหกลุมยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด  จะทําให
เขาใจถึงกลไกการถายทอดลักษณะของยีนที่ควบคุมลักษณะของขนาดเมล็ด  รวมถึงสามารถรูถึงจํานวน
และตําแหนงยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว   เพื่อเปนประโยชนตอการคัดเลือกพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดใหมี
ขนาดเมล็ดใหญในโครงการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดของประเทศไทยตอไปในอนาคต 

 
วัตถุประสงค 
  
 เพ่ือวิเคราะหกลุมของยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด  Glycine max (L) Merr.  จาก
ความสัมพันธกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR     

 
แผนการดําเนินการวิจัย 
 
 1.   ศึกษากลไกการถายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองจากถ่ัว
เหลืองคูผสม ‘เชียงใหม 60’ (CM60)  และ ‘Kaori’  (KA) 
 2.   วิเคราะหหากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถนํากลไกการถายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดของถ่ัวเหลืองฝกสดจาก
คูผสม CM60   และ  KA  รวมทั้งจํานวนและตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดจากคูผสม
ดังกลาวไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดของประเทศไทยตอไป  
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บทที ่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
ขอมูลท่ัวไปของถั่วเหลือง 

 
พฤกษศาสตร  และความสําคัญของถ่ัวเหลือง 
 
ถ่ัวเหลืองเปนพืชลมลุกมีชื่อวิทยาศาสตรวา  Glycine max (L.) Merrill  สามารถจัดจําแนกทาง

พฤกษศาสตรไดดังน้ี  (Delorit and Gunn, 1986; Hymowitz and Singh , 1987) 
 
Kingdom    Plantae 
     Division         Spermatophyta 
          Subdivision Angiospermae     
                Class                     Dicotyledoneae 
                     Subclass             Archichlamydae 
                          Order                   Polypetalae 
                               Suboder          Leguminosinae 
                                    Family               Fabaceae 
                                         Genus                    Glycine 
                                              Subgenus          Soja 
                                                   Species               Glycine  max  

   
 ถ่ัวเหลืองมีแหลงกําเนิดอยูที่ประเทศจีน    มีหลักฐานวาชาวจีนปลูกถ่ัวเหลืองมาเปนเวลากวา 

3,000 ปแลว    ถึงแมวาถ่ัวเหลืองมีแหลงกําเนิดอยูในประเทศเขตอบอุน  แตในปจจุบันมีการปลูกถ่ัวเหลือง
แพรหลายทั้งในประเทศเขตอบอุนและในประเทศเขตรอน  เน่ืองจากเมล็ดถ่ัวเหลืองมีองคประกอบที่มี
คุณคาทางอาหารในปริมาณที่สูง (ตารางที่ 1)  และมีปริมาณโปรตีนและไขมันในเมล็ดสูงกวาในเน้ือสัตว
ตางๆ (ตารางที่ 2) จากการวิจัยในงานดานเภสัชกรรม  พบวาถ่ัวเหลืองสามารถชวยปองการเกิดโรคตางๆ
เชน  โรคหัวใจ  โรคความดันโลหิตสูง  แกอาการเจ็บคอ  รอนใน  บํารุงกระดูก   ปองกันโรคโลหิตจาง   
เปนตน (ยุวดี  จอมพิทักษ, 2544)  จึงนิยมนําถ่ัวเหลืองมาใชบริโภคเปนอาหารสําหรับมนุษยและสัตวตาง ๆ 
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(กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)  รูปแบบการใชถ่ัวเหลืองเพื่อการบริโภคแบงไดเปน  2  แบบหลัก ๆ คือ การ
บริโภคในรูปถ่ัวสดเชน  ถ่ัวแระ  ถ่ัวงอก   และการนําถ่ัวเมล็ดแหงมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑตาง ๆ  เชน  
น้ํามันถ่ัวเหลือง  เตาเจ้ียว  เตาหู  นํ้าเตาหู  นมถ่ัวเหลือง  ฯลฯ นอกจากน้ีถ่ัวเหลืองยังเขาไปเปนวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมตาง ๆ มากมายเชน อุตสาหกรรมการทําสี  ทําหมึกพิมพ น้ํามันทาไม  โรงงานอุตสาหกรรมทํา
สบู   และเคร่ืองสําอาง   เปนตน    
 
 การปลูกถ่ัวเหลืองในประเทศไทย 

 
 ไมปรากฏหลักฐานวาถ่ัวเหลืองเขามาสูประเทศไทยเมื่อใดแตมีการสันนิษฐานวาชาวจีนอพยพ
เปนผูที่นําถ่ัวเหลืองเขามาในตนสมัยรัตนโกสินทร   เพ่ือใชสําหรับบริโภค  และการเพาะปลูกก็คงจํากัดอยู
แตในหมูชาวจีนเทาน้ัน  ประมาณป พ.ศ. 2473 มีหลักฐานวา พระยาอนุบาลพายัพกิจเทษาภิบาลมลฑล
พายัพไดแนะนําสงเสริมใหเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหมปลูกถ่ัวเหลืองในนาหลังเก็บเก่ียวขาวแลว  และ
ไดผลสําเร็จเปนอยางดี   มีการขยายเน้ือที่ปลูกเพิ่มข้ึนทุกป  ในปพ.ศ. 2552  ประเทศไทยมีการปลูกถ่ัว
เหลืองจํานวน 758,041 ไรใน 33  จังหวัด  คิดเปนผลผลิตรวม  190,480  ตัน โดยมีจังหวัดเชียงใหม  แพร  
ชัยภูมิ  แมฮองสอน  เลย  เปนจังหวัดที่มีพ้ืนที่ปลูกมากที่สุด แตประเทศไทยมีการผลิตถ่ัวเหลืองไมเพยีงพอ
ตอความตองการภายในประเทศ  ยังตองมีการนําเขาถ่ัวเหลืองจากตางประเทศเปนจํานวนมาก   (สํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2553)    
 
 ในขณะที่ถ่ัวเหลืองฝกสดไดมีการนําเขามาศึกษาทดลอง  รวมทั้งปรับปรุงพันธุตั้งแตป พ.ศ. 2528  
ในปจจุบันประเทศไทยสาม ารถปลูกและสงออกถ่ัวเหลืองฝกสดที่มี คุณภาพดีสําหรับบริโภค
ภายในประเทศและสงไปขายยังตางประเทศ   โดยการปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดเพ่ือการสงออกในรูปถ่ัวเหลือง
ฝกสดแชแข็งทําโดยภาคเอกชนไดแก บริษัท เชียงใหมโฟรเซนฟูดส จํากัด  บริษัท ยูเนียนฟรอส จํากัด  
และบริษัท ลานนาอุตสาหกรรม ซึ่งบริษัทจะจัดหาปจจัยการผลิตใหเกษตรกรผูปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดที่เปน
สมาชิก โดยเจาหนาที่ของบริษัทเปนผูแนะนําการปฏิบัติดูแลรักษา   ตลอดจนรับซื้อผลผลิตถ่ัวเหลืองฝกสด
ที่มีคุณภาพตามมาตรฐานที่กําหนดในราคาประกัน พันธุที่ใชปลูกไดแก ‘AGS 292’  และ   ‘NO. 75’  ในป
พ.ศ. 2550 – 2551  แหลงเพาะปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดสวนใหญอยูในภาคเหนือ   มีพ้ืนที่ดําเนินการประมาณ 
12,000 ไร    ไดแก จังหวัดเชียงราย เชียงใหม ลําปาง  พะเยา  ลําพูน พิษณุโลก สุโขทัย อุตรดิตถ 
กําแพงเพชร อุทัยธานี  และเพชรบูรณ     โดยมีการสงออกไปยังตางประเทศโดยเฉพาะประเทศญี่ปุนใน
ปริมาณประมาณ 10,000 ตันตอป  (ศรีสุดา เตชะสาน, 2554) 
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ตารางท่ี 1     องคประกอบของสารอาหารในเมล็ดถ่ัวเหลือง (กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)   
 สารอาหาร       ปริมาณโดยน้ําหนัก 

     ไขมัน       18.7% 
   ไขมันอ่ิมตัว     12 – 14% 
   ไขมันไมอ่ิมตัว     86 – 88% 
     โปรตีน      37% 
        คารโบไฮเดรท      26% 
      เกลือแรตาง ๆ       5.06% 
    เสนใย       4.7% 
    ความชื้น      8.4% 

 
ตารางท่ี 2   เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนและไขมันในเมล็ดถ่ัวเหลืองและเนื้อสัตวตาง ๆ   (กรมพัฒนาที่ดิน ,  2548)   
     โปรตีน  (กรัม/100กรัม)       ไขมัน (กรัม/100กรัม)  

ถ่ัวเหลือง   34%       18% 
เน้ือหมู    19%       3.3% 
เน้ือปลาชอน   20.5%       3.8% 
เน้ือปลาทู   20%       6.7% 
ไขไก    12.3%     11.7% 
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 ประเภทของถ่ัวเหลือง 
 
1.   แบงตามรูปแบบการเจริญเติบโต   (กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)   

 
1.1   ถ่ัวเหลืองที่มีการเจริญเติบโตแบบ  indeterminate    คือถ่ัวเหลืองที่หยุดการเจริญเติบโตทาง

ลําตน (vegetative growth) หลังจากสิ้นสุดการออกดอกแลว  โดยจะมีเฉพาะตาขาง  (axillary bud)  เทานั้น
ที่จะกลายเปนดอก  สวนตายอด (apical bud)  จะไมเจริญไปเปนดอก   โดยการบานของดอกถ่ัวเหลืองที่มี
การเจริญแบบน้ี  ภายในตนเดียวกันจะบานไมพรอมกัน   จะกินเวลาประมาณ 7 วัน ทําใหการเจริญของฝก
และเมล็ดในแตละขอปลองจะไมเทากันดวย 

 
1.2    ถ่ัวเหลืองที่มีการเจริญแบบ determinate  คือถ่ัวเหลืองที่จะหยุดการเจริญเติบโตทางลําตน  

ตั้งแตเร่ิมออกดอก  เมื่อตนถ่ัวเหลืองออกดอกแลวจะมีแตระยะเจริญพันธุ (reproductive growth)  เทานั้น  
โดยตายอดของถ่ัวเหลืองชนิดน้ีจะเจริญเปนดอก  ทําใหการเจริญทางลําตนสิ้นสุดลง   การบานของดอกถ่ัว
เหลืองประเภทนี้จะบานพรอมกันทั้งตนจะใชเวลาเพียง 1-2 วันเทาน้ัน   สงผลใหการพัฒนาของฝกและ
เมล็ดจะเปนไปพรอม ๆ กันสะดวกตอการเก็บเก่ียว 

 
2.  แบงตามการใชประโยชน   (สมศักดิ์  ศรีสมบุญ, 2547)         
 
2.1    ถ่ัวเหลืองเมล็ดแหง (grain soybean)  คือถ่ัวเหลืองที่เมล็ดมีขนาดเล็ก    นํ้าหนักเมล็ดแหง 

100  เมล็ดหนักเพียง  12 – 18  กรัม  ลําตนตั้งตน  มักเปนลําตนเดี่ยวไมมีแขนง  ตองนําเมล็ดมาแปรรูปเพ่ือ
ใชประโยชนตาง ๆ เชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง และอาหารประเภทโปรตีนตาง ๆ   

 
2.2    ถ่ัวเหลืองฝกสด  (vegetable soybean) หรือถ่ัวแระญี่ปุน   คือถ่ัวเหลืองที่บริโภคขณะฝกยังมี

สีเขียวอยู   อายุเก็บเก่ียวอยูที ่ 65 วันหลังหยอดเมล็ด   ลําตนมีลักษณะเปนพุมเตี้ย  มีจํานวน 7 – 10  ขอ  มี
แขนง    เมล็ดมีขนาดใหญ    นํ้าหนัก 100 เมล็ดหนัก 25- 35 กรัม     รสชาติหวาน    นิยมบริโภคในรูปฝก
สด  หรือแกะเมล็ดนําไปประกอบอาหารใชแทนถ่ัวลันเตาไดเปนอยางดี        

 
ถ่ัวเหลืองฝกสดมีคุณคาทางโภชนาการสูง  โดยนิยมรับประทานกันมาก  ในประเทศญี่ปุน  

รองลงมาคือ  จีน  เกาหลี  ไตหวัน  สวนประเทศไทยยังมีความนิยมรับประทานถ่ัวเหลืองฝกสดกันนอย  แต
มีการผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีคุณภาพสงออกในรูปฝกสดแชแข็ง    นํารายไดเขาสูประเทศในอีกทางหน่ึง     
(กรุง  สีตะธนี  และสิริกุล  วะส,ี 2538)     
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 การปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด 
 
สวนใหญพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุโดยภาครัฐและเอกชนของ

ประเทศญี่ปุน   โดยพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่ดมีีคุณภาพสูง     ขนาดฝกและเมล็ดตองมีขนาดใหญ     หน่ึงฝก
ควรมีสองเมล็ดข้ึนไป    ฝกมีขนาดมากกวา  1.4 x 5.0 เซนติเมตร    มีสีเขียวสดไมมีจุดดางดํา     นํ้าหนักฝก 
500 กรัมควรมีจํานวนฝกประมาณ 150 ฝก  เมล็ดมีสีเขียว  นุม  รสชาติหวานมัน  มีความหวาน Total 
soluble solid (TSS)  มากกวา 11 %  อายุเก็บเก่ียวสั้น  ผลผลิตสูง  และตานทานโรค  ประเทศไทยเร่ิมมีการ
นําเข า ถ่ัวเหลืองฝกสดมาศึกษาและทดลองปลูกตั้ งแตป  พ.ศ.2528  ณ ศูนยวิจัยพืช ผักเขตรอน  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน  โดยเปนการนําพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดจํานวนมากกวา 30 พันธุมา
จากประเทศญี่ปุนซึ่งมีภูมิอากาศแบบอบอุน  หลังจากปลูกทดสอบพบวาทุกพันธุสามารถออกดอกและ
เจริญเติบโตไดในภูมิอากาศเขตรอนของประเทศไทย   แตมีเพียง 3 - 4 พันธุเทาน้ันที่มีการปรับตัวไดดีและ
ใหผลผลิตเปนที่นาพอใจ   จึงเปล่ียนชื่อพันธุเพ่ือใหใชภายในประเทศ เชนพันธุ Taichoshiroge  ซึ่งเปนถ่ัว
เหลืองฝกสดที่ไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุมาจากประเทศญี่ปุน   เมื่อนํามาปลูกทดสอบและคัดเลือก
พันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศไทยแลวจึงเปล่ียนชื่อเปน  กพส 292   หรือ   KPS 292   (กรุง  สีตะธนี และ
สิริกุล  วะส,ี 2538)      

 
ปจจุบันการศึกษาเพ่ือพัฒนาและปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดในประเทศไทยยังมีไมมากนัก   

โดยมีเพียงภาคเอกชนที่ปลูกและผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดเพ่ือการสงออกในรูปฝกสดแชแข็ง     โดยใชถ่ัว
เหลืองฝกสดพันธุ  AGS 292  และ NO. 75  เปนพันธุหลัก   ซึ่งในอนาคตคาดวาจะไดมีการปรับปรุงพันธุ
ถ่ัวเหลืองฝกสดเพื่อใชเปนการคาภายในประเทศอยางจริงจัง   เน่ืองจากเปนพืชที่ยังมีอนาคตดีในดานการ
สงออกไปขายยังตางประเทศ     
 
ลักษณะขนาดเมล็ดของถั่วเหลือง 

 
ลักษณะขนาดเมล็ดเปนลักษณะที่สําคัญในถ่ัวเหลือง   เนื่องจากนําเมล็ดมาใชประโยชนใน

รูปแบบตาง ๆ  โดยถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีเมล็ดขนาดใหญจะไดรับความนิยมและเปนที่ตองการของตลาด
มากกวาเมล็ดขนาดเล็ก   ดังน้ันลักษณะขนาดเมล็ดจึงมีความสําคัญในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด    
ลักษณะขนาดเมล็ดเปนองคประกอบสําคัญที่เก่ียวของกับปริมาณสารอาหารตาง ๆ ในเมล็ด    และปริมาณ
ผลผลิตของถ่ัวเหลือง   ลักษณะขนาดเมล็ดถูกควบคุมโดยยีนหลายตําแหนง (polygene)  มีการทํางานของ
ยีนเปนแบบผลบวก (additive effect)  และมีความสัมพันธเชิงบวกกับลักษณะผลผลิต  ปริมาณโปรตีนและ
ไขมันภายในเมล็ด (Hyten et  al.,2004)     

 
  

7



 
 

 อัตราพันธุกรรม  (heritability: h2) 
  
 Kearsey and Pooni (1996)   อธิบายวาอัตราพันธุกรรมหมายถึงสัดสวนของความแปรปรวน
เน่ืองมาจากผลของพันธุกรรม (VG)  ตอความแปรปรวนของฟโนไทป (VP)   เปนคาที่แสดงความสามารถ
ในการถายทอดลักษณะหน่ึง ๆ จากพอแมสูรุนลูก   ซึ่งจะสงผลถึงความยากงายในการคัดเลือก  และ
ปรับปรุงพันธุของลักษณะที่สนใจ  ถาคาอัตราพันธุกรรมสูงแสดงวาการแปรผันของลักษณะนั้นเกิดจากผล
ของพันธุกรรมมากกวาผลของสิ่งแวดลอม ดังน้ันการคัดเลือกลักษณะน้ันจะมีโอกาสที่จะประสบผลสําเร็จ
สูง   แตคาอัตราพันธุกรรมเปนคาเฉพาะของประชากร ลักษณะ  พันธุ  และสิ่งแวดลอมที่ใชในการศึกษา     
คาอัตราพันธุกรรมสามารถแบงได 2 แบบคือ 

  
 1.  อัตราพันธุกรรมแบบกวาง  (board-sense heritability, h2

b)   หมายถึงสัดสวนของความ
แปรปรวนเน่ืองจากพันธุกรรมทั้งหมดตอความแปรปรวนของฟโนไทป  สามารถเขียนไดดังสมการ         
h2

b   =   VG / VP     คาอัตราพันธุกรรมแบบกวางจะมีคาระหวาง 0 ถึง 1  โดยถาคาอัตราพันธุกรรมแบบกวาง
มีคาเทากับ 1  แสดงวาการแปรผันของลักษณะดังกลาวเกิดจากผลของพันธุกรรม  ไมมีผลของสิ่งแวดลอม
เขามาเก่ียวของ   แตถาอัตราพันธุกรรมแบบกวางมีคานอยแสดงวาการแปรผันของลักษณะน้ันมีปจจัยจาก
สิ่งแวดลอมมาก 
 
 2.  อัตราพันธุกรรมแบบแคบ  (narrow-sense heritability, h2

n)   หมายถึงสัดสวนของความ
แปรปรวนเนื่องจากผลของยีนแบบบวก (VA) ตอความแปรปรวนของฟโนไทป   สามารถเขียนไดดังสมการ        
h2

n   =   VA / VP    คาอัตราพันธุกรรมแบบแคบจะมีคาระหวาง  0 ถึง 1 เชนเดียวกับอัตราพันธุกรรมแบบ
กวาง  แตเน่ืองจากอัตราสวนคํานวณจากความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบบวก  ซึ่งจะทําใหคาอัตรา
พันธุกรรมแบบแคบจะมีคานอยกวาหรือเทากับคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางเสมอ  ลักษณะปริมาณที่
สามารถคัดเลือกไดอยางมีประสิทธิภาพข้ึนกับขนาดของความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบผลบวก  
เน่ืองจากคา VA แสดงถึงความคลายคลึงกันระหวางพอแมละรุนลูก   ซึ่งประมาณขนาดของยีนแบบผลบวก
ไดจากคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบ   ถาอัตราพันธุกรรมแบบแคบมีคาสูง  แสดงวาลักษณะดังกลาวถูก
ควบคุมดวยผลของยีนแบบบวกสูง   จะทําใหมีโอกาสสูงที่จะสามารถคัดเลือกลักษณะน้ัน ๆ ไดประสบ
ผลสําเร็จ 
           

การศึกษาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองมีการศึกษากันอยางกวางขวาง    
เชน  Specht et al. (2001)  ไดสรางประชากร recombinant inbred line  (RIL) จากถ่ัวเหลืองคูผสมพันธุ 
‘Minsoy’ และ ‘Noir 1’ จํานวน 267 สายพันธุ  โดยปลูกที่ Agricultural research and development center 
รัฐ Nebraska  ในสหรัฐอเมริกาในระหวางปค.ศ. 1994 - 1995  พบวาคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาด
เมล็ดเทากับ 0.95   
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ตอมา  Hoeck et  al. (2003)  ไดสรางประชากร F2 จากถ่ัวเหลืองที่มีลักษณะขนาดเมล็ดตางกันจาก
คูผสม 3 คูคือ  ‘A97-775019’ x ‘A96-492041’ ‘A97-775006’ x ‘S12-49’ และ ‘A97-775026’ x ‘A96-
492058’ โดยปลูก ในสิ่งแวดลอมตางกัน 3 สิ่งแวดลอมคือ ในประเทศสหรัฐอเมริกา 2 แหงและในประเทศ
เปอรโต ริโก เมื่อวิเคราะหอัตราพันธุกรรมแบบกวางของลักษณธขนาดเมล็ดพบวาในประชากรที่ 1 มีคา
อัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต 0.76 ถึง 0.85   ประชากรที่ 2 มีคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต  0.68  
ถึง 0.83  และประชากรที ่3 มีคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต 0.45 ถึง  0.79   

 
ในป ค.ศ. 2004  Hyten  et al. ไดรายงานการสรางประชากร RIL จากคูผสม ‘Essex’  และ 

‘William’  โดยปลูกปค.ศ. 2000 และค.ศ. 2001 ในสิ่งแวดลอม 6 แบบ  พบวาไดคาอัตราพันธุกรรมของ
ลักษณะขนาดเมล็ดสูงถึง 0.95     ในปถัดมาไดมีรายงานการสรางประชากรถ่ัวเหลือง RIL จากคูผสม  
‘N87-984-16’ x ‘TN93-99’  ที่ปลูกในป 2001       ณ แปลงทดลองเมือง Knoxville ของมหาวิทยาลัย 
Tennessee   พบอัตราพันธุกรรมแบบกวางของลักษณะขนาดเมล็ดเทากับ  0.71  (Panthee et al., 2005) 
  
 Cober et al., (1997)   ศึกษาอัตราพันธุกรรมของรูปรางเมล็ดจากลักษณะความกวาง x ความยาว
เมล็ด  โดยการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ทั้งสิ้น 4 ประชากรคือ  X3834    X3852   X3854  และ 
X3890  จากถ่ัวเหลืองคูผสม   ‘9092’ x ‘OT93-2’    ‘9042’ x ‘OT93-16’     9092 x OT93-16  และ 
‘Micron’ x ‘AC Colombe’ ตามลําดับ  ปลูกในเดือนพฤษภาคม ค.ศ. 1994  ณ Central experimental farm 
เมือง Ottawa ประเทศแคนนาดา โดยมีคาอัตราพันธุกรรมของประชากร X3834  X3852  X3854  และ 
X3890 เทากับ 0.60  0.75  0.73  และ 0.79  ตามลําดับ    
 
เครื่องหมายพันธุกรรม Simple sequence repeat (SSR) 

 SSR  หรือ microsatellite  เปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่มีการกระจายตัวอยูทั่วจีโนมของ
สิ่งมีชีวิต   และมีความจําเพาะเจาะจงในสิ่งมีชีวิตหน่ึงๆ   โดยใชหลักการของการกระจายตัวของเบสที่ซ้ํา
กันจํานวน 1-5 เบส   ลักษณะที่สําคัญของเบสซ้ําเหลาน้ีก็คือการมีลําดับเบสจําเพาะอยูบริเวณหัวทายของ
เบสซ้ํา ซึ่งสามารถนําลักษณะเบสที่จําเพาะเหลาน้ีมาใชสรางเปนไพรเมอร  เพื่อใชขยายปริมาณเบสซ้ําใน
ตําแหนงที่ตองการ โดยใชหลักการของพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction: PCR) ผลผลิตนําไปแยก
ขนาดโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส   คุณสมบัติที่สําคัญของเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ีก็คือ มี
ความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงเคร่ืองหมายพันธุกรรมบนจีโนม และจํานวนของ alleleic form ที่สามารถ
ตรวจสอบได นอกจากน้ันเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ียังเปนชนิด codominant จึงสามารถตรวจสอบจีโน
ไทป heterozygous ได   โดยในปจจุบันไดมีการนําเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ีมาใชในการศึกษากลุม
ของยีนที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดอยางกวางขวางรวมทั้งในคนดวย  (Snustad and 
Simmons, 2006) 
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 มีรายงานการใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR   ในการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณ
ของลักษณะตาง ๆ อยางมากมาย เชนลักษณะตานทานโรค  ตานทานตอแมลง  ตานทางตอภาวะแลง  
ปริมาณโปรตีน  ปริมาณไขมัน  และองคประกอบอ่ืน ๆ ในเมล็ด   รวมทั้งลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลือง   
ในป ค.ศ. 1999  Orf et al. ไดศึกษา QTLs ของลักษณะที่เก่ียวของกับปริมาณผลผลิต  ในประชากรถ่ัว
เหลือง RIL จากถ่ัวเหลืองคูผสม Minsoy และ Noir1  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่อยูใกลยีนที่ควบคุม
ลักษณะขนาดเมล็ดคือ Sat_036 และ Sat_099   ซึ่งทั้งสองเคร่ืองหมายสามารถอธิบายความแปรปรวน
เทากันคือ 6.00%  และในคูผสม Minsoy และ Archer  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt527  ที่อยูใกลกับยีนที่
ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวน 6.00%  ในปค.ศ. 2001  ไดมีรายงาน
การศึกษา QTLs เก่ียวกับคุณภาพของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จากถ่ัวเหลืองคูผสม ‘Ma.Belle’ 
และ ‘Proto’ พบวามีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt313 และ Satt229  เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดโดย
สามารถอธิบายความแปรปรวน 4.90% และ 5.00% ตามลําดับ  (Csanádi et al., 2001) 
 
 ในปค.ศ.  2003  Hoeck et al. ไดรายงานการศึกษา QTLs  ของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากร   
ถ่ัวเหลืองรุน F2  จากคูผสม A97-775006  และ  S12-49  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166  Sat_099     
Satt006  และ Satt373  อธิบายความแปรปรวนไดเทากับ 23.20%  36.50%  27.50% และ 10.80% ตามลําดับ   
ในการทดลองเดียวกันในถ่ัวเหลืองคูผสม A97-775026  และ  A96-492058  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอีก 2 เคร่ืองหมายคือ Satt006 และ Satt143  โดยสามารถอธิบายความ
แปรปรวนไดเทากับ  28.80%  และ 20.00% ตามลําดับ    ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 และ RIL  จากถ่ัว
เหลืองคูผสม Essex และ William พบ QTLs ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอยูระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt179 และ Satt071 สามารถอธิบายความแปรปรวนไดเทากับ 13.90%  รวมทั้งมีรายงาน 
QTLs ที่ เ ก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอยูใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 และ Satt166                  
อธิบายความแปรปรวนได  4.00%  และ 28.20%  ตามลําดับ  สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt 523              
มีรา ยง านว าอ ยู ใ กล กับ  QTL ลักษ ณะดัง กลาว แต ไม มี รา ยงานว ามีควา ม แป รปรวนเ ทา ใ ด                        
(Chapman et al., 2003; Hyten et al., 2004)  และมีรายงานเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  Satt147 และ 
Satt184  อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  ในประชากรถ่ัวเหลือง RIL จากถ่ัวเหลืองคูผสม 
N87-984-16  และ  TN93-99  ซึ่งอธิบายความแปรปรวนได 16.50% และ 11.30%  (Panthee et al., 2005)  
ซึ่งสามารถสรุปไดดังตารางที่ 3  

 
การศึกษากลุมของยีนท่ีควบคุมลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait loci)   
 

การศึกษาพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในจีโนมของถ่ัวเหลืองฝกสดน้ันเปนงาน
ที่ยาก   เนื่องจากลักษณะน้ีเปนลักษณะปริมาณที่ควบคุมดวยหลายตําแหนง  และมีอิทธิพลของสิ่งแวดลอม
เขามาเก่ียวของดวยสูง (Hedrick, 2000)   การศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณตองใชวิธีการ
วิเคราะหทางสถิติ   โดยการนําความรูเคร่ืองหมายพันธุกรรมมาชวยในการวิเคราะหลักษณะทางปริมาณ  
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ทําใหการวิจัยเขาถึงพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดไดดีย่ิงข้ึน  การศึกษาทําโดยการสราง
ประชากรถ่ัวเหลืองที่มีการกระจายตัวในรุนตางๆเชน F2  backcross  (BC) หรือ RIL  ฯลฯ จากถ่ัวเหลือง
คูผสมสายพันธุแท (inbred line)  ที่มีลักษณะที่สนใจที่แตกตางกัน  สังเกตการกระจายตัวของลักษณะที่
สนใจในประชากรที่สรางข้ึน    แลวนํามาวิเคราะหรวมกับขอมูลจากเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมตางๆ เชน 
restriction fragment length polymorphism (RFLP)  random amplified polymorphic DNA (RAPD)    
simple sequence repeat  (SSR)    ฯลฯ    เพ่ือหาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงยีนที่
ควบคุมลักษณะดังกลาวนั้น  เนื่องจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงของยีนมากเทาใด         
จะทําใหมีความมั่นใจไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมและตําแหนงของยีนที่สนใจน้ันจะถายทอดไปสูรุนลูก
โดยไมแยกจากกันเนื่องจากกระบวนการครอสซิงโอเวอร (crossing over)   โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
วางตัวอยูชิดกับลักษณะที่เราศึกษาจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุพืชในการคัดเลือกลักษณะดังกลาว
ใหสามารถคัดเลือกไดแมนยํามากข้ึน   โดยเฉพาะอยางย่ิงถาลักษณะน้ันเปนลักษณะปริมาณ  (Kearsey  
and Pooni, 1996) 
 
 มีงานวิจัยหลายงานกอนหนาน้ีที่ศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของขนาดเมล็ดในถ่ัว
เหลือง    Hoeck et  al. (2003) วิเคราะห SSR marker ที่สัมพันธกับลักษณะขนาดเมล็ดจากประชากร F2 
จํานวน 3 ประชากรที่ไดจากคูผสมขนาดเมล็ดเล็กกับขนาดเมล็ดปานกลางพบเคร่ืองหมายพันธุกรรม        
12   เคร่ืองหมายที่สามารถอธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดได 8.1-14.9% ในประชากรที่ 1           
สวนในประชากรที่ 2   พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 16 เคร่ืองหมาย  ที่อธิบายความแปรปรวนของ
ลักษณะดังกลาวเปน 7.8-36.5% และประชากรที่ 3 พบ 22 เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีความสัมพันธได     
8.6 - 28.8% และยังพบวามีอิทธิพลของสิ่งแวดลอมก็เขามาเก่ียวของอยูสูงดังเชน  พบการแปรผันของขนาด
เมล็ดสัมพันธกับสถานที่ปลูกและฤดูกาลปลูก  (Chung et  al., 2003)      Csanádi el  at. (2001) ใช
ประชากร F2 ที่ไดจากคูผสม  Ma. Belle x Proto  ศึกษาจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  RFLP และ RAPD   
พบ   6   QTL ที่สัมพันธกับลักษณะขนาดเมล็ดสามารถจัดกลุมของยีนได 4 กลุม    โดยแตละ QTL ใช
อธิบายความสัมพันธของความแปรปรวนของขนาดเมล็ดตั้งแต  4.5% – 12%   และทั้ง 6 QTL สามารถ
อธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดรวมได    46.4%    
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ตารางที่ 3    เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัว
เหลืองจากถ่ัวเหลืองคูผสมตางๆ 

 
        คูผสม                                 SSR Marker        โครโมโซม                R2         Reference 
                                                                                     แทงท่ี                   

Essex x William                        Satt179 – Satt071   1                  13.90%   Hyten et al. (2004) 

                          Satt373               19                   4.00%   Chapman et al. (2003) 

                Satt166               19                 28.20%   Hyten et al. (2004) 

         Satt523               19              -    Hyten et al. (2004) 

Minsoy x Noir 1        Sat_036                 1                    6.00%   Orf et al. (1999) 

         Sat_099               19          6.00%   Orf et al. (1999) 

Minsoy x Archer        Satt527               19          6.00%   Orf et al. (1999) 

Ma.Belle x Proto        Satt313               19          4.90%   Csanadi et al. (2001) 

         Satt229               19                   5.00%   Csanadi et al. (2001) 

N87-984-16  x TN93-99       Satt147                 1                  16.50%   Panthee et al. (2005) 

                       Satt184                 1                  11.30%   Panthee et al. (2005) 

A97-775006  x  S12-49       Satt166               19                 23.20%   Hoeck et al. (2003) 

                       Sat_099               19                 36.50%   Hoeck et al. (2003) 

         Satt006               19        27.50%   Hoeck et al. (2003) 

         Satt373               19                 10.80%   Hoeck et al. (2003) 

A97-775026  x A96-492058    Satt006               19                 28.80%   Hoeck et al. (2003) 

                       Satt143              19                 20.00%   Hoeck et al. (2003) 
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ใน ปค.ศ. 1999   Orf et  al. ไดรายงานการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดถ่ัวเหลือง   และ
ลักษณะอ่ืนๆทางเกษตรกรรมโดยใช  SSR เปนเคร่ืองหมายพันธุกรรม   งานวิจัยดังกลาวไดสรางประชากร  
RIL   จากคูผสม 3 คูผสม พบกลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว   จํานวน 16 QTL โดยประชากรจาก 
Noir I x ‘Archer’  พบ 7 QTL ที่อธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดรวม 42 %  ประชากร            
Minsoy x Noir I  พบ 7 QTL ที่สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมของลักษณะดังกลาว 50 %  และ
ประชากร Minsoy x Archer  พบ 2 QTL ที่อธิบายความแปรปรวนรวมของลักษณะดังกลาวไดเพียง   12 %  
และในการศึกษาเพ่ิมเติมไดคนพบ QTL ที่ควบคุมลักษณะดังกลาวมากข้ึน  และยังพบวาลักษณะขนาด
เมล็ดมีอิทธิพลของยีนแบบบวก (Qing-shan et  al., 2007)    Hyten et  al. (2004)  ไดวิเคราะหหา
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ที่สัมพันธกับปริมาณโปรตีน  ปริมาณน้ํามันในเมล็ด  และขนาดเมล็ด   ใน
ประชากร RIL ที่ไดจากคูผสมระหวางพันธุ Essex x Williams  และทําการทดลองในสภาพแวดลอมที่
ตางกัน 6 สภาพแวดลอม  พบ QTL ที่สัมพันธกับลักษณะปริมาณโปรตีน  ปริมาณนํ้ามัน  และขนาดเมล็ด
จํานวน 4 6 และ 7 QTL ตามลําดับ 
 
 Mian et al. (1996)  ไดทําการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จํานวน 2 ประชากรจากถ่ัวเหลือง
คูผสม ‘Young’ x ‘PI416937’  และ ‘PI97100’ x ‘Coker237’ แลวใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม RFLP มาใช
วิเคราะหในประชากรทั้งสองประชากรจํานวน 155 และ 153 เคร่ืองหมายตามลําดับ  พบ QTL ที่อยูใกลกับ
ยีนที่ควบคุมลักษณะน้ําหนักเมล็ดในประชากรที ่1  จํานวน 7 QTLs  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวน
ตั้งแต  5 – 22%   และพบ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดจํานวน 9 QTLs ซึ่งสามารถ
อธิบายความแปรปรวนไดตั้งแต 5 – 11%    และในปเดียวกัน Maughan et al. (1996)   ไดทําการศึกษา
ลักษณะขนาดเมล็ดของถ่ัวเหลืองโดยการสรางประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลือง Glycine max พันธุ         
‘V71-370’ ซึ่งมีเมล็ดขนาดใหญ กับถ่ัวเหลือง Glycine soja.  พันธุ ‘PI407.162’  ซึ่งมีเมล็ดขนาดเมล็ด   โดย
วิเคราะหรวมกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม RFLP  RAPD  และ SSR จํานวน 77 เคร่ืองหมาย  พบ 6 QTLs  ที่
อยูใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนไดตั้งแต 4.9 – 21.1 %  ใน
ปจจุบัน  Soybase (1995)  ไดรายงานเคร่ืองหมายพันธุกรรมตางๆที่อยูใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาด
เมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองตางๆ แลวมากถึง 94 QTLs 
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พันธุถั่วเหลืองท่ีใชในงานวิจัย 
 
ถั่วเหลืองพันธุ’เชียงใหม 60’ (CM60) 
 
ถ่ัวเหลืองพันธุ  CM 60 (ภาพที่ 1ก)  ไดรับการปรับปรุงพันธุโดยศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม  โดยเปน

ลูกผสมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Williams  และถ่ัวเหลืองพันธุ ‘สจ. (F10 7019)’   เปนพันธุถ่ัวเหลืองที่มีการ
เจริญแบบ determinate อายุปานกลางคือ  มีอายุเก็บเก่ียวประมาณ 97 วัน (กรมพัฒนาที่ดิน , 2548)  ลักษณะ
ประจําพันธุคือ  ใบสีเขียวกวางและหนา  ลําตนมีสีเขียว  มีขนสีนํ้าตาล  ความสูงเฉล่ีย 61 เซนติเมตร    ดอก
มีสีขาว  เมื่อฝกแกจัดจะมีสีนํ้าตาลเขม  เมล็ดมีสีเหลืองกลม  ตามีสีนํ้าตาล  นํ้าหนัก 100 เมล็ดหนัก
ประมาณ 14.5 กรัม   สามารถปลูกไดดีทั้งในฤดูฝนและฤดูแลง  องคประกอบทางเคมีของเมล็ดมีนํ้ามันและ
โปรตีนประมาณ 20 %  และ 43.8%  โดยน้ําหนัก  ตามลําดับ   ลักษณะเดนของถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 
คือมีความทนตอโรคราสนิม    โดยเมื่อถูกโรคราสนิมเขาทําลายจะใหผลผลิตลดลงเพียง 16%  ในขณะที่ถ่ัว
เหลืองพันธุ ‘สจ.4’ และ ‘สจ.5’  เมื่อถูกโรคราสนิมเขาทําลายผลผลิตจะลดลงสูงถึง 29 % และ 30 % 
ตามลําดับ   แตกก่ิงนอยทําใหสามารถเพ่ิมจํานวนตนตอไรเพ่ือเปนการเพ่ิมผลผลิตไดอีกดวย  (กรมสงเสริม
การเกษตร, 2553) 

 
ถั่วเหลืองพันธุ ‘Kaori’ (KA) 
 
ถ่ัวเหลืองพันธุ  KA (ภาพที่ 1ข)  ไดรับการสนับสนุนสายพันธุในการวิจัยจากศูนยพัฒนาและวิจัย

พืชผักเขตรอน (AVRDC) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตกําแพงแสน อําเภอกําแพงแสน  จังหวัด
นครปฐม   เปนถ่ัวเหลืองนําเขาจากประเทศญี่ปุน   มีการเจริญแบบ indeterminate อายุเก็บเก่ียว  70  วัน   มี
ลักษณะใบขนาดใหญสีเขียว   ลําตนมีสีเขียว   มีความสูงตนเฉล่ีย 40 เซนติเมตร   ดอกมีสีมวง  อายุออก
ดอกประมาณ 27- 35 วัน  เมื่อฝกแกจะมีสีเขียวเขม  เมล็ดกลมสีเขียว  มีกล่ินหอมคลายใบเตย  นํ้าหนัก
เมล็ดสด 100 เมล็ดหนักประมาณ  81 กรัม     นํ้าหนัก 100 เมล็ดแหงหนักประมาณ 30 กรัม     ผลผลิต
ประมาณ 670 กิโลกรัมตอไร  องคประกอบทางเคมีของเมล็ดมีนํ้ามันและโปรตีนประมาณ 6.6 %  และ 
13.1%  โดยนํ้าหนัก  มีปริมาณน้ําตาล 3.19 % โดยนํ้าหนัก   (อเนก  โชติญาณวงษ  และคณะ, 2550) 
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(ก) 

 

 
(ข) 

 
ภาพท่ี 1     เมล็ดถ่ัวเหลืองที่ใชในการทดลอง   (ก)  พันธุ CM60     (ข)  พันธุ KA 
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บทที ่3 
วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ  
 
 1.    พืชทดลอง 
    1.1    ถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 
    1.2    ถั่วเหลืองพันธุ Kaori 
 

2.    วัสดุอุปกรณท่ีใชในแปลงทดลอง 
  2.1    ปุย ไดแก  ปุยคอก  ปุยยูเรีย 
  2.2    สารกําจัดวัชพืช   
  2.3    อุปกรณในการเพาะปลูก  ไดแก 
   -    กระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว   
   -    ดินใบกามปู 
   -    จอบ 
   -    มีด 
   -    ไมไผรวก 
   -    บัวรดนํ้า 
   -    ถาดเพาะเมล็ด 
   -    พลาสติกคลุมแปลง 
   -    เคร่ืองหยอดเมล็ด 
   -    ปายชื่อแบบเสียบ 
  2.4    อุปกรณในการผสมพันธุพืช  ไดแก ปากคีบปลายแหลม จานแกว และปายชื่อ 
  2.5    อุปกรณในการเก็บขอมูล 
   -    ถุงตาขายขนาด 30 x 30 เซนติเมตร 
   -    ถุงกระดาษ 
   -    ถุงพลาสติกขนาด  4 x 6 น้ิว 
   -    ถุงซิป 
   -    ถาดพลาสติก 
   -    ไมบรรทัด 
   -    Vernire Caliper 
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   -    เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง   
   -    กระดาษบันทึกขอมูล 
 

3.    วัสดุอุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ 
 3.1     วัสดุอุปกรณในการเตรียมสารละลาย 

   -    บีกเกอร 
   -    กระบอกตวง 
   -    ชอนตักสาร 
   -    เคร่ือง pH meter    
   -    เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง   
   -    เคร่ือง Autoclave 

3.2        วัสดุอุปกรณที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ   และตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม
โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 

   -    ถุงพลาสติกขนาด 8 x 12 น้ิว  และAlluminium foil 
   -    โกรงบดยา 
   -    หลอด Micro-centrifuge tube ขนาด 1.7 ml.  และ 0.2 ml.  
   -    กระติกนํ้าแข็ง 
   -    กระดาษชําระ  
   -    Micropipette  ขนาด P1000   P200  และ P20 
   -    PCR  rack 
   -    เคร่ืองปนเหวี่ยงตะกอน  
   -    เคร่ือง Speed vacuum  
   -    Spectophotometer 
   -    อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
   -    เคร่ืองพีซีอาร   รุน PTC-100  จากบริษัท  MJ Research 
   -    ชุดอุปกรณในการทําเจลอิเลคโทรโฟรีซิส 
  3.3     สารเคมี 
   -    นํ้ากล่ัน  และ น้ํา  DNase and RNase free 
   -    Liquid nitrogen 
   -    Extraction Buffer 
   -    3 M Sodiun Acetate 
   -    Chloroform : Isoamylalcohol  24:1 
   -    90%  และ  70%  Ethanol 
   -    Tris EDTA  (TE) buffer 
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   -    Tris boric EDTA (TBE) buffer 
   -    Agarose 
   -    6X DNA loading dye 
   -    Ethidium bromide 
   -    2.5 mM  SSR Primer จํานวน 18 Primers 
   -    Enzyme Taq Polymerase 
   -    10x Enzyme buffer 
   -    2 mM dNTP 
   -    2 mM Magnesium chloride 
 
สถานท่ีทําการทดลอง 
 
 1.    แปลงทดลองของภาควิชาพฤกษศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 2.    แปลงทดลองของภาควิชาพืชไร   มหาวิทยาลัยแมโจ   จังหวัดเชียงใหม 
 3.    แปลงทดลองของศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  อําเภอปากชอง  จังหวัดนครราชสีมา 
 4.    หองปฏิบัติการกลาง  ภาควิชาพฤกษศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย  
 
 1.     สรางประชากรของถั่วเหลืองจากคูผสม  CM60  x  KA  
  
 1.1    ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA  ลงในกระถางขนาด 12 น้ิวโดยใชดินใบกามปูเปน
วัสดุปลูก   ใสปุยคอกรองพื้น  และใสปุยยูเรียเมื่อตนถ่ัวอายุ 3 และ 5 สัปดาห   โดยปลูกตามลําดับดังน้ี 
 
 1)    วันที่ 20 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน 
 2)    วันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลือง
พันธุ KA  จํานวน 10 ตน 
 3)    วันที่ 2 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 4)    วันที่ 6 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 5)    วันที่ 11 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 

18



 
 

 6)    วันที่ 16 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 
 รวมแลวปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  ทั้งสิ้น 60 ตนและปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ KA จํานวน 50 ตน   
การปลูกถ่ัวเหลืองตามลําดับดังกลาว  เพ่ือให ถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุออกดดอกในชวงเวลาเดียวกัน   
เน่ืองจากถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุมีวันออกดอกที่แตกตางกัน   
 
 1.2    ผสมพันธุถ่ัวเหลืองโดยใชพันธุ  CM60  เปนพันธุแมและ  KA  เปนพันธุพอ ในเดือนเมษายน  
พ.ศ.  2552    โดยมีข้ันตอนดังน้ี 
 
 1)     เก็บละอองเรณูของพันธุพอคือ KA ซึ่งมีดอกสีมวง  ในตอนเชาประมาณ 6.00 น. กอนทําการ
ผสมพันธุโดยเลือกเก็บดอกทีจ่ะบานในตอนเชาของวันที่ทําการผสมพันธุ    โดยสังเกตไดจากสีดอกจะเปน
สีมวงสด  
 2)     เลือกดอกของตนถ่ัวเหลืองพันธุแมคือ CM60 ซึ่งมีดอกสีขาว  โดยเลือกดอกที่ยังไมบาน  แต
มองเห็นเห็นกลีบดอกสีขาวโผลออกมาจากกลีบเล้ียงแลว   
 3)    ใชปากคีบปลายแหลมดึงกลีบเล้ียงของดอกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 ออกใหหมด    จากน้ันใช
ปากคีบปลายแหลมหนีบกลีบดอกบริเวณ 2 ใน 3 ของดอกแลวดึงข้ึน จะทําใหเกสรเพศผูหลุดมาพรอม 
กลีบดอกทั้งหมดเหลือแตเกสรเพศเมีย  ถาเกสรเพศผูออกไมหมดใหใชปากคีบปลายแหลมคีบออกจนหมด   
 4)    นําเกสรเพศผูที่เก็บไวในขอ 1  มาปายละอองเรณูลงบนยอดของเกสรเพศเมีย     โดยทําการ
ผสมพันธุในชวงเวลา 5.00 – 8.00 น จะเปนชวงที่เหมาะสมที่สุด    
 5)  เขียนปายแสดงคูผสม  และวัน เดือน ปที่ทําการผสมพันธุกํากับไวที่ดอกที่ไดรับการถาย
ละอองเรณู เรียบรอยแลว    
 6)    เก็บฝกที่มีปายกํากับไวหลังจากผสมพันธุแลวประมาณ 50 – 60 วันหลังจากผสม  สังเกตได
จากฝกจะมีสีนํ้าตาลเขม  เก็บฝกดังกลาวมาผ่ึงแดดจนฝกและเมล็ดแหง  จากน้ันนําเมล็ดดังกลาวไปปลูก
เปนลูกผสมชั่วรุนแรก (F1) ตอไป  ดังภาพผนวกที ่1 ในภาคผนวก ข 
                                          
 1.3    คัดเลือกตนถ่ัวเหลืองรุนที่หน่ึง   (F1)  ซึ่งสังเกตจากลักษณะสีของไฮโพคอทิลเปนสีมวง  
เน่ืองจากตนออนที่มีสีของไฮโพคอทิลเปนสีมวงจะมีดอกสีมวง  ถาตนออนไมมีสีของไฮโพคอทิลจะมีดอก
เปนสีขาว   โดยถ่ัวเหลืองรุน F1  ที่ไดจากการผสมขามระหวางพันธุแม CM60  ซึ่งมีดอกสีขาว   และพันธุ
พอ KA ซึ่งมีดอกสีมวง  นั้นจะมีดอกสีมวง     
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 1.4    ปลูกถ่ัวเหลืองรุนที่สอง  (F2)  ที่ไดจากการผสมตัวเองของตน  F1 จํานวน 192 ตน ณ แปลง
ทดลองของมหาวิทยาลัยแมโจ  จังหวัดเชียงใหม  ในเดือนกันยายน  พ.ศ. 2552  ใสปุยคอกรองพ้ืน  และใส
ปุยยูเรีย 2 คร้ังเมื่อตนถ่ัวอายุ 3 และ 5 สัปดาห  เก็บใบออนของแตละตน  F2  เมื่ออายุ 3-4 สัปดาหเพ่ือนําไป
สกัดดีเอ็นเอในหองปฏิบัติการ    และเก็บเก่ียวเมล็ดจากตน F2แยกตน 
  
 1.5    ปลูกประชากรถ่ัวเหลืองลูกผสมรุนที่สาม (F3)  จํานวน 183 แฟมิลี รวมกับถ่ัวเหลืองพันธุพอ
แม   โดยใชแผนการทดลอง randomize complete block design (RCBD)  จํานวน 3 ช้ํา  ใหมีระยะระหวาง
แถว 35 เซนติเมตร  และระยะระหวางตน 30 เซนติเมตร  ปลูกในเดือนมกราคม  พ.ศ. 2553  ณ ศูนยวิจัย
ขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา 
   

1.6    เก็บเก่ียวตน F2 ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552  และ ตน F3  ในเดือนเมษายน พ.ศ. 2553  เก็บ
เก่ียวแยกตนใสถุงตาขายพ่ึงแดดจนแหง   จากน้ันกะเทาะเมล็ดออกจากฝก  เก็บเมล็ดในถุงซิป 
 
 1.7    เก็บขอมูลลักษณะความยาว   และความกวางของเมล็ด  โดยการสุมเมล็ดที่สมบูรณจากถ่ัว
เหลืองพันธุพอและแมจํานวนอยางละ 30 เมล็ด  จากตน F2  183 ตนจํานวนตนละ 10  เมล็ดและจาก
ประชากร F3 183 แฟมิลี จํานวน แฟมิลี ละ  30  เมล็ด  วัดสวนที่มีความยาวและความกวางสูงสุดของเมล็ด
ดวย vernier caliper   
 
 1.8    เก็บขอมูลลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ด   โดยการสุมเมล็ดที่สมบูรณจากถ่ัวเหลืองพอและแม
จํานวนอยางละ  100  เมล็ด  จากตน F2  183 ตนจํานวนตนละ 50  เมล็ดและจากประชากร F3 183 แฟมิลี 
จํานวน แฟมิลี ละ  100  เมล็ด  ชั่งน้ําหนักดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง 
 
2.     วิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 2.1    ศึกษาการกระจายตัวของลักษณะความยาวและความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด
ในประชากร F2 และ F3  โดยการแจกแจงความถ่ีแลวสราง histogram  
 
 2.2  ตรวจสอบการกระจายตัวของขอมูลวาเปนแบบปกติ (normal  curve)  หรือไมโดยใช 
Kolmogorov-Smirnov test  ดวยโปรแกรม SPSS  ตามวิธีการของ ชัยเทพ พูลเขตต (2552)   
โดยมีสมมติฐานดังน้ี  
   H0  =  การกระจายของลักษณะในประชากร F3 เปนแบบปกติ 
   H1  =  การกระจายของลักษณะในประชากร F3 ไมเปนแบบปกติ 
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  2.3    นําขอมูลความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่เก็บขอมูลจาก
ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  มาวิเคราะหความแปรปรวนโดยใช   nested  design  ดวยโปรแกรม SPSS   โดย
กําหนด block  และ กลุมประชากร F2 เปน fix factor  และลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวาง   และ
น้ําหนัก 100 เมล็ด เ ปน dependent variable   แลวแสด งผลเปนตาราง ANOVA  เ พ่ือประมาณ
คาพารามิเตอรตางๆดังตารางที่  4 
 
ตารางท่ี 4  การวิเคราะหความแปรปรวนของประชากร F3 ตามวิธีของ  Kearsey and Pooni (1996) 
 
 Sources   df   MS   ems     
 Blocks   r – 1   MSR  
 Between families  n – 1   MSB   σ2

W + rσ2
B  

 Within families  n(r – 1)   MSW   σ2
W 

n    คือ จํานวนสายพันธุของประชากร F2  ;   r   คือ จํานวนซ้ํา    
  
 การประมาณคาพารามิเตอร 
 σ2

B = (MSB – MSW)/r   σ2
W = MSW 

 VA = σ2
B    VE = σ2

W – ½ VA   

 
เน่ืองจากการวิเคราะหของลักษณะน้ี  จะมีคาทางสถิติเพียง 2 คาคือ σ2

B และ σ2
W  จึงทําใหไม

สามารถประมาณคาองคประกอบของการแปรปรวนทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอมทั้งหมดได   จึงตอง
กําหนดใหความแปรปรวนเนื่องจากผลของยีนเดน (VD) และความแปรปรวนเน่ืองจากปฏิกิริยาระหวางยีน
กับสิ่งแวดลอม (VGE)   มีคาเทากับศูนย จึงถือวา  VG   มีคาเทากับ  VA     ซึ่งสามารถแสดงได     โดยให
อัตราสวนผลของยีนเดน (d) ตอผลของยีนแบบบวก (a)  มีคาคงที่ (f)  และ VD = ¼ ∑ d2 = ½ ∑f 2a2   ทํา
ใหคาของ VD ใน σ2

B จะนอยมากในชั่วรุน F3  (Kearsey and Pooni, 1996)     ดังน้ันการถือวา  VD เทากับ
ศูนยมีผลตอการวิเคราะหน้ีนอยมาก  

 
 2.4    คํานวณอัตราพันธุกรรมแบบแคบจากสมการ 

  
h2

n
    =

    EG

A

VV
V
    

 =  
     EA

A

VV
V
    

 เมื่อ      VA   คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบผลบวก (Additive effect) 
             VG   คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากพันธุกรรม              
             VE    คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากสิ่งแวดลอม 
  

21



 
 

2.5    ประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบโดยหลักการ regression of offspring on parent        
(F3 on F2)  ตามวิธีของ Smith and Kinman (1965)  จากสมการ 

h 2
n  =  b/2rop 

 โดย  b    คือ  regression coefficient    
           rop  คือ  relation of parents-offspring    
เปรียบเทียบคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากขอ 2.4    
 
 2.6    คํานวณคาสหสัมพันธ (correlation) ระหวางประชากร F2 และ F3  เปรียบเทียบนัยสําคัญของ
คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธโดยใชโปรแกรม SPSS 
 

 3. การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม  โดยเครื่องหมาย
พันธุกรรม SSR 
 
  3.1    สกัดดีเอ็นเอจากใบออนของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จํานวน  183  ตน และพันธุพอแมดวย
การเตรียมสารละลาย  เพ่ือสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการของวราลักษณ เกษตรานันท (2553)    ในภาคผนวก ก 
  
 3.2    คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR จากรายงานวิจัยที่เคยมีการรายงานมาแลวจํานวน 18  
เคร่ืองหมาย   ตาม ที่มีรายงานวาอยูใกลกับตําแหนง   QTLs  และมีค า R2 ( Soybase, 1995;                
Chapman et al., 2003;  Hoeck et al., 2003; Hyten et al., 2004; Panthee et al., 2005; Qing-shan et al., 
2007)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 18 เคร่ืองหมายมีลําดับเบสดังตารางที่  5 
  
 3.3    นําดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุพอแมที่สกัดได  มาตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม
ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR โดยปฏิกิริยาพีซีอาร  แลวตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอดวยใชเทคนิค
เจลอิเลคโทรโฟรีซิส  โดยใช  3% agarose   ยอมดวย ethidium bromide เพ่ือตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอที่
เกิดข้ึน   คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม
เพ่ือทดสอบกับดีเอ็นเอของประชากร F2 ตอไป 
  
 3.4    นําดีเอ็นเอของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  มาทําปฏิกิริยาพีซีอาร  ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม
ที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม   ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเทียบกับ
แถบดีเอ็นเอของพอแม  บันทึกขอมูลแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน 
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 4.     การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมและวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
   
 4.1    หา  segregation distortion  ของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใชประชากรรุน F2     ทดสอบการ
กระจายตัวของเคร่ืองหมายพันธุกรรมแตละเคร่ืองหมายวาเปนไปตามอัตราสวน   1:2:1   โดยใชการ
ทดสอบ    Chi-square  goodness of fit ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 และ 99%    ถามีเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มี
กระจายตัวตามอัตราสวน 1:2:1  จะนําไปใชทดสอบในข้ันตอนถัดไป 
  

4.2    ใชโปรแกรมคอมพิวเตอร  MAPMAKER  version 3.0  (Lander  et  al., 1987)  ในการจัด
กลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดยใช Haldane’s mapping function กําหนดคา  maximum likelihood at 
minimum LOD > 3   และคา maximum  distance  เทากับ 50   และประเมินระยะหางระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม 

4.3    จากน้ันนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหหาตําแหนงของ QTL  ดวยวิธีการ simple linear regression 
โดยโปรแกรม SPSS  
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ตารางที่ 5   ลําดับเบสของเครื่องหมายพันธุกรรม SSR ที่คัดเลือกมาทดสอบจํานวน 18 เครื่องหมาย   (Soybase, 1995)      
         ชื่อเครื่องหมายพันธุกรรม             ลําดับเบส 
 Sat_099 Forward    GCG AAA ATG GCA GAG ATA A 
  Reverse    AAT GCT AAA AGA GGA ATG AAA TAA 
 Sat_119 Forward    TAG GCT TTC AAT TTG CAG AAC T 
  Reverse    GTT AGG TGT CCC AAG CAA CTT A 
 Satt006 Forward    CAA TGT GAT TAG TTT TGG AAA 
  Reverse    GGG TTA ATG TTG TTT TTT ATA 
 Satt071 Forward    CTT GAA GTA GTT TTA TTC TCT CA 
  Reverse    CAG AGC TAA GCA TCT ATA ATG 
 Satt143 Forward    GTG CCA CAA ATT TAA AAT TAC TCA 
  Reverse    TCC CTC CCT TTT GAT TTA CAC 
 Satt147 Forward    CCA TCC CTT CCT CCA AAT AGA T 
  Reverse    CTT CCA CAC CCT AGT TTA GTG ACA A 
 Satt166 Forward    TTG CAC AGT TGA TTT TTG TTT 
  Reverse    GCA TCG AAT TTC TGG ATT TAC 
 Satt179 Forward    GGG ATT AGG TTT ATG GAA GTT TAT TAT 
  Reverse    GGG TCA TTA AAA CGA TCA GTA AGA 
 Satt184 Forward    GCG CTA TGT AGA TTA TCC AAA TTA CGC 
  Reverse    GCC ACT TAC TGT TAC TCA T 
 Satt242 Forward    GCG TTG ATC AGG TCG ATT TTT ATT TGT 
  Reverse    GCG AGT GCC AAC TAA CTA CTT TTA TGA 
 Satt342 Forward    GGT GCA AGG GAA AAT GGA AAT AA 
  Reverse    GAT ACA ACG TCG TGC TAC TAT CCA AAT A 
 Satt373 Forward    TCC GCG AGA TAA ATT CGT AAA AT 
  Reverse    GGC CAG ATA CCC AAG TTG TAC TTG T 
 Satt388 Forward    GCG TAA CTG GTA TTT TTA GAA CAA AAG T 
  Reverse    GCG TCT GGG ACT GGA TTT ATT GTT TGA A 
 Satt398 Forward    GTA AGG GCG GGT ATC AAC AGT GCT 
  Reverse    GGT AAC CGC GGA CTC AGT TAA AC 
 Satt513 Forward    GCG CAT CAC AAG TTT TAT AGA TGC TGA 
  Reverse    GAG GTC TAG TGC TTT GGT AAG GTT 
 Satt522 Forward    GCG AAA CTG CCT AGG TTA AAA 
  Reverse    TTA GGC GAA ATC AAC AAT 
 Satt548 Forward    GCG GGT TAA GTC TCC TTT TGA ACA 
  Reverse    GCG CCA ATT AAA TCC ATC ATT AAA TCA G 
 Satt587 Forward    GCG AAT GGT TGC TCA AAT AAT C 
  Reverse    GCG CAA ACC GCA CAA GTT TAT GT  
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บทที ่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การวิเคราะหหากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด 

Glycine max (L.) Merr  ที่ศึกษาจากประชากรตน  F2 และ  F3  183 แฟมิลี จากถ่ัวเหลืองคูผสมระหวางพันธุ
เชียงใหม 60 (CM60) กับพันธุ Kaori (KA) ใหผลการทดลองดังน้ี 
 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
  
 จากการผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ พันธุ KA โดยใชพันธุ CM60 เปนพันธุแม 
และพันธุ KA เปนพันธุพอจํานวนทั้งสิ้น 467 ดอก   พบวาติดฝกจํานวน  12  ฝก  และกะเทาะเมล็ดได
ทั้งสิ้น 20 เมล็ด    เมื่อนําเมล็ดทั้ง 20 เมล็ดไปปลูกทดสอบ   ได F1  จํานวน 12 ตน      
  
 นําเมล็ดที่ไดจากตน F1 1 ตน   จํานวน 192 เมล็ดมาปลูกไดตน F2 จํานวน 183 ตน  เก็บเมล็ด F2 
แยกตนทั้ง 183 ตน  นําไปปลูกเปนประชากร F3 จํานวน 183 แฟมิลี ๆ ละ 5 ถึง 11 ตน  เพื่อเก็บขอมูล
ลักษณะขนาดเมล็ดตอไป 
  
การวิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 

 
ลักษณะความยาวของเมล็ด 
  
 จากการวัดความยาวของเมล็ดในถ่ัวเหลืองพันธุพอแมคือ พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ 30 
เมล็ด   เมล็ดจากตน  F2 จํานวน 183 ตน ๆ ละ 30 เมล็ด  และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน 183 แฟมิลี ๆ
ละ 30 เมล็ด       พบวาถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60  มีความยาวเฉล่ียของเมล็ดเทากับ 7.72 ± 0.05  มิลลิเมตร  
เมล็ดจากตนถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีความยาวเฉล่ียของเมล็ด 9.64 ± 0.11 มิลลิเมตร    ความยาวของเมล็ดเฉล่ีย
ของ  F2 เทากับ 7.89 ±  0.04 มิลลิเมตร  และในประชากร F3   มีความยาวของเมล็ดตั้งแต 7.84   ถึง 10.57 
มิลลิเมตร  โดยมีคาเฉล่ียเทากับ  9.04 ± 0.02 มิลลิเมตร (ตารางที่ 6)    
  
 คาเฉล่ียความยาวของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุพอแม (mid-parent)  มีคาเทากับ 8.68 มิลลิเมตร   
เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ียของประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.087)                  
ดังตารางที่ 11 ในภาคผนวก ข 
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 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 11 ในภาคผนวก ข  และการวิเคราะหกระจาย
ตัวของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.082  (ตารางที่ 7)   โดยคา P มีคา
มากกวา 0.05  เปนการยอมรับ H0  คือการกระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ    ดังน้ัน  คาเฉล่ีย
ความยาวของเมล็ดในประชากร F3 เขาใกลคาเฉล่ียความยาวของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ KA    ดังภาพที่  2 
 
ลักษณะความกวางของเมล็ด 

 
จากการวัดความกวางของเมล็ดในถ่ัวเหลืองพอแมคือ พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ           

30 เมล็ด   เมล็ดจากตน  F2 จํานวน 183 ตน ๆ ละ 30 เมล็ด    และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน  183    
แฟมิลี ๆ ละ 30 เมล็ด     พบวาถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 มีความกวางของเมล็ดเฉล่ียเทากับ    6.61 ± 0.04  
มิลลิเมตร  ถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีความกวางของเมล็ดเฉล่ีย 8.40 ± 0.07  มิลลิเมตร     ความกวางของเมล็ด
เฉล่ียของประชากร F2 เทากับ 7.05 ± 0.03 มิลลิเมตร   และในประชากร F3 มีความกวางของเมล็ดตั้งแต                 
6.72 ถึง 8.09 มิลลิเมตร  โดยมีคาเฉล่ียเทากับ 7.42 ± 0.01 มิลลิเมตร (ตารางที่ 6)    

 
คา   mid-parent ของความกวางของเมล็ด  มีคาเทากับ 7.50 มิลลิเมตร   เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ีย

ของประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.533)    ดังตารางที่  12  ในภาคผนวก ข 
  
 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 12 ในภาคผนวก ข   และการวิเคราะห
กระจายตัวของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.056  (ตารางที่ 7)   พบวาการ
กระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ    ดังน้ัน  คาเฉล่ียความกวางของเมล็ดในประชากร F3 เขา
ใกลคาเฉล่ียความกวางของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60   ดังภาพที่ 3 
 
ลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ด 
 

การชั่งนํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัวเหลือง พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ 100 เมล็ด   เมล็ดจาก
ตน  F2 จํานวน 183 ตนๆ ละ 50 เมล็ด  และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน 183 แฟมิลี ๆละ 100 เมล็ด        
พบวาน้ําหนัก 100  เมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60  หนัก 18.62 ± 0.40 กรัม  นํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัว
เหลืองพันธุ KA หนัก 35.83 ± 0.17 กรัม   คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดของประชากร F2 เทากับ  19.28 ± 0.26 
กรัม   และในประชากร F3  มีนํ้าหนัก 100 เมล็ดตั้งแต 19.03 ถึง 45.60 กรัม      มีคาเฉล่ียเทากับ               
26.62 ± 0.13 กรัม   (ตารางที่ 6)    
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คา mid-parent  ของนํ้าหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ 27.23 กรัม     เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ียของ
ประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.703)   ดังตารางที่ 13  ในภาคผนวก ข 

 
 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 13  ในภาคผนวก ข  และการวิเคราะห
กระจายตัวของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.197  (ตารางที่ 7)   อธิบายไดวา
การกระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ  คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3 เขาใกล
คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ KA  ดังภาพที่   4 
   

อัตราพันธุกรรมแบบแคบ 
 
การประมาณคาความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบบวก (VA)  และคาความแปรปรวน

เน่ืองจากสิ่งแวดลอม (VE)  ของลักษณะความยาวของเมล็ด  พบวามีคาเทากับ 0.108 และ 0.011 ตามลําดับ  
ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความยาวของเมล็ด (h2

n) เทากับ 0.908  และเมื่อประมาณคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.2091 
 

การประมาณคา  VA  และVE  ของลักษณะความกวางของเมล็ด   พบวามีคาเทากับ 0.028 และ 
0.015 ตามลําดับ  ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความกวางของเมล็ดเทากับ 0.686   และ
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.1557          

 
การประมาณคา  VA  และVE   ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ด      พบวามีคาเทากับ 4.720 และ 

1.547 ตามลําดับ  ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความกวางของเมล็ดเทากับ 0.753   และ
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.1978         
ดังตารางที่ 8    
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ตารางท่ี 6    คาเฉล่ีย (ݔ ഥ± S.E.) ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  ของถ่ัว
เหลืองพันธุ CM60  พันธุ KA  ประชากร F2 และประชากร  F3  

 
     ถ่ัวเหลือง ความยาวของเมล็ด (มม.)       ความกวางของเมล็ด (มม.)         นํ้าหนัก 100 เมล็ด (กรัม) 
       CM60            7.72 ± 0.05   6.61 ± 0.04      18.62 ± 0.40 
         KA         9.64 ± 0.11   8.40 ± 0.07      35.83 ± 0.17 
   Mid-parent             8.68        7.50            27.23 
           F2         7.89 ± 0.04   7.05 ± 0.03      19.28 ± 0.26 
      F3 range       7.84 – 10.57               6.72 – 8.09     19.03 – 45.60 
      F3 mean         9.04 ± 0.02   7.42 ± 0.01      26.62 ± 0.13 
 

ตารางที่ 7     การวิเคราะหการกระจายตัวของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และ
นํ้าหนัก 100 เมล็ด 

 
                 ลักษณะ                Kolmogorov-Smirnov 
                               Statistic     P  
      ความยาวของเมล็ด                  0.034                0.082 
      ความกวางของเมล็ด       0.036                0.056 
      นํ้าหนัก 100 เมล็ด                     0.038                0.197 
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ตารางท่ี 8    ความแปรปรวนเนื่องจากผลของยีนแบบผลบวก  (VA)  ความแปรปรวนเน่ืองจากสิ่งแวดลอม 
(VE)   อัตราพันธุกรรมแบบแคบ (h2

n) ของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด     
และนํ้าหนัก 100 เมล็ด   และอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parents-offspring regression 

 
           วิธีการ                nested design                         parents-offspring regression 
          ลักษณะ   VA          VE                h2

n        h2
n 

 ความยาวของเมล็ด              0.1080      0.0110        0.9080                  0.2091 
 ความกวางของเมล็ด            0.0280      0.0150        0.6560    0.1557 
 น้ําหนัก 100 เมล็ด               4.7200      1.5470        0.7530                  0.1978 
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ภาพท่ี  2 การกระจายตัวของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 จํานวน 183    

แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย           แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ       แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 
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ภาพท่ี  3 การกระจายตัวของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 จํานวน 183     
แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย         แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ      แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 
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ภาพท่ี  4 การกระจายตัวของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชาการถ่ัวเหลืองรุน F3  จํานวน 183    
แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย       แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ       แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

32



 
 

การวิเคราะหสหสัมพันธระหวางตน F2 และประชากร  F3  
  

 เมื่อวิเคราะหสหสัมพันธระหวางตน  F2 และประชากร F3    พบวามีความสัมพันธเชิงบวกใน
ลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ระดับความเชื่อมั่น  99 %     โดย
มีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) ของลักษณะความยาวของเมล็ด    ความกวางของเมล็ด   และนํ้าหนัก 100 
เมล็ด  เทากับ 0.491  0.436   และ  0.419  ตามลําดับ  (ภาพที่ 5) 
 
 

 
                                        (ก)                            (ข) 

 

 
 (ค) 

 
  ภาพท่ี  5   สหสัมพันธระหวางระหวางถ่ัวเหลืองรุน  F2  และ F3      
     (ก)   ลักษณะความยาวเมล็ด   
     (ข)   ลักษณะความกวางเมล็ด    
     (ค)   ลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ด 
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การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพนัธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 
   
 การสกัดดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  พันธุ  KA  และถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 ตน    
สามารถสกัดดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA ไดโดยมีปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 2225.15 และ 
1866.50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรตามลําดับ  และมีความบริสุทธของดีเอ็นเอเทากับ 2.04  และ 2.12 
ตามลําดับ   ในถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 ตน   สามารถสกัดดีเอ็นเอไดปริมาณตั้งแต 378.49  ถึง  
2736.50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  และมีความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอตั้งแต 1.71 ถึง 2.21 
  
 การตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ  KA โดยใช
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR จํานวน 18 เคร่ืองหมายดวยปฏิกิริยาพีซีอาร  โดยใช 100 bases pair marker 
เปนตัวตรวจสอบ พบวามีเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143 (ภาพที่ 6ข)   Satt179  
(ภาพที่ 6ค)   Satt184 (ภาพที่ 6ก)   Satt373           (ภาพที่ 6ข)  และ Satt513 (ภาพที่ 6ง)  ที่ใหความแตกตาง
ทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ  KA  ในขณะที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166  
Satt147  Sat_099  Satt242 และ Sat_199  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  
และพันธุ KA (ภาพที่ 6) 
 
การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 หลังจากนําเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ทั้ง 5 เคร่ืองหมายที่ทดสอบวามีความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม    มาทดสอบในประชากรถ่ัวเหลืองรุน  F2   เมื่อตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโทรโฟรีซิส   และบันทึกแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางทางพันธุกรรมของรุน F2  
โดยใหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  กําหนดใหเปน 1  ตําแหนงของแถบดีเอ็น
เอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  กําหนดใหเปน 2 และมีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองทั้งสอง
พันธุ (heterozygous) ใหเปน H   ดังตัวอยาง 
  
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt143   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 44 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 50 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 89 ตน    
 ดังตัวอยางในภาพที่ 7  
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 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt179   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 47 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 39 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 97 ตน   
 ดังตัวอยางในภาพที่ 8   
 
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt184   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 39 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 30 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 83 ตน 
 และมีถ่ัวเลืองรุน F2 จํานวน 31 ตนที่ไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จากปฏิกิริยาพีซีอารได 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 9    
 
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt373   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 36 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 20 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 48 ตน 
 และมีถ่ัวเลืองรุน F2 จํานวน 79 ตนที่ไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จากปฏิกิริยาพีซีอารได 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 10     
 
เครื่องหมายพันธุกรรม Satt513   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 53 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 38 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 92 ตน 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 11     
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         (ก)         (ข)  

                   
                             (ค)                                 (ง) 
ภาพท่ี   6     ความแตกตางทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ  พันธุ  KA  ที่ตรวจสอบโดย

เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  โดยที่ C = CM60  K = KA  และ B = negative controll 
 (ก)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184 แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี ้ ในขณะที่

เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166 และ Satt147  ไมแสดงความแตกตาง  
 (ข)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 และ Satt373  แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี้  

ในขณะที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม Sat_119 ไมแสดงความแตกตาง 
 (ค)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179    แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี้ ในขณะที่

เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt242 และ Sat_119  ไมแสดงความแตกตาง 
        (ง)     เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513   แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี ้
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กําหนดคา 
     1       2      H      H      1      1      H      H     2      2      1       1     H     H      -      2      H      H     H      H      
    
ภาพท่ี  7   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143   (ตําแหนงศรชี)้ 
    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 

     เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
            เลนที่ 3 – 20    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 89 , 91 – 96, 98 - 108 

 

 
กําหนดคา 
       1          2          -         H        H         2          1         1         1        H        -         2         H       H       H 
 
ภาพท่ี  8   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  (ตําแหนงศรชี้) 

    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
    เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
            เลนที่ 3 – 15    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 176 , 178 – 184, 186, 188 - 191 

 
 

37



 
 

 

 
กําหนดคา 
     1    2    H   H    H  H   1    H   2     1    -    1    1    2    2   1   H    2   H   1    2    -   H   1    1   H   H   H  H   1   

   
ภาพท่ี  9   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  (ตําแหนงศรชี้) 

    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
    เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
           เลนที่ 3 – 30   คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 42 – 70 

 

 
กําหนดคา 
       2        1         -         H      H      H       1       H        1        H      1         1       H        2       2        H       2        
 
ภาพท่ี 10    การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  (ตําแหนงศรชี้) 

                  เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
       เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
              เลนที่ 3 – 17    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 145 – 159 
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กําหนดคา 
                2          1          1           H         H          1           H         2           H          1           H          1     
       
ภาพท่ี 11    การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513  (ตําแหนงศรชี้) 

                  เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
       เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
              เลนที่ 3 – 12  คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 1 – 10 
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 การทดสอบการกระจายตัวของเครื่องหมายพันธุกรรม 
  
 การทดสอบการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ทั้ง 5 เคร่ืองหมายวา
มีการกระจายตัวแบบ codominant โดยมีอัตราสวน 1:2:1 หรือไม   โดยการทดสอบ Chi-square     
goodness of fit     ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%       พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt179  Satt184  
Satt373  และSatt513  มีคา χ2 เทากับ  0.767  0.506  0.308  0.063  และ 0.292 ตามลําดับ  ซึ่งเมื่อเทียบกับคา 
χ2  ในตารางที่ degree of freedom เทากับ 2   ระดับความเชื่อมั่น 95%    ซึ่งมีคาเทากับ 5.991   พบวาคา  χ2 
ของเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 มีคานอยกวาคา χ2  ในตาราง  จึงสามารถสรุปไดวาการกระจายตัวของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายเปนไปตามอัตราสวนการกระจายตัว 1 : 2 : 1   อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  (ตารางที่ 9)  

 
ตารางท่ี  9   การทดสอบการกระจายตัวในอัตราสวน  1:2:1    ของเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR                      

5 เคร่ืองหมายโดยการทดสอบ Chi-square goodness of fit 
 
        เคร่ืองหมายพันธุกรรม                        Observe                 Expect   χ2 
                                   1             H            2                  1      H         2 
                   Satt143            44           89           50              45.75    91.5      45.75             0.767ns 

                   Satt179            47           97           39              45.75    91.5      45.75             0.506ns                                                     
           Satt184            39           83           30                38      76        38             0.308ns 
                   Satt373                        36          48           20    26      52        26             0.063ns 
                   Satt513             53           92           38             45.75    91.5      45.75             0.292ns 

 1   คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
 2   คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
 H  คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ (heterozygous) 
 ns คือไมมีความแตกตางทางสถิติ  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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 การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรม 
 
 การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร MAPMAKER  version 3.0  
(Lander  et  al., 1987)  โดยใช   Haldane’s mapping function   เพ่ือจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรม                 
5   เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184 Satt373 และ Satt513  พบวาสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมได 1 กลุม  โดยมีเคร่ืองหมายพันธุกรรม 2 เคร่ืองหมายคือ Satt373 และ Satt513  โดยใช  
maximun likelihood at minimum LOD = 10  และคา maximum  distance  เทากับ 50    และพบวาระยะหาง
ระหวาง 2 เคร่ืองหมายพันธุกรรมเทากับ 24.2 cM  ดังเผนที่ลิงเกจในภาพที่ 12  สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรม
อีก 3 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179 และ Satt184 ไมสามารถจัดกลุมเขาไปอยูในกลุมเดียวกันได      
   
              0.00 cM                                 Satt373 

 
 

                 24.2 cM         Satt513 
 

ภาพท่ี 12     การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 และ Satt513 โดยโปรแกรม MAPMAKER 
version 3.0   

 
 วิเคราะหหาตําแหนงของยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 จากการใชโปรแกรม SPSS  วิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรง (simple linear regression) ระหวาง
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ทั้งหาเคร่ืองหมายกับลักษณะความยาวของเมล็ดโดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   มีคา coefficient of determination เทากับ  0.001   0.002   
0.025  0.001  และ 0.001  ตามลําดับ (ตารางที่ 10)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้งหาไมพบความสัมพันธ
การถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความยาวของเมล็ดโดยมีคา P เทากับ  0.689  0.596  0.053  0.804  และ 
0.660 ตามลําดับ  

 การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะความกวางของเมล็ดกับเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   พบวามีคา coefficient of determination 
เทากับ  0.001   0.000   0.018  0.001  และ 0.000  ตามลําดับ (ตารางที่ 10)  โดยไมพบความสัมพันธการ
ถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความกวางของเมล็ดโดยมีคา P เทากับ  0.750  0.954  0.103  0.745  และ 
0.857 ตามลําดับ  
 
 การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   พบวามีคา coefficient of determination เทากับ  0.001   
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0.000   0.009  0.001  และ 0.007  ตามลําดับ (ตารางที่ 10)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt179  
Satt184  Satt373  และ Sat513   ไมพบความสัมพันธการถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความกวางของเมล็ด
โดยมีคา P เทากับ  0.630  0.779  0.233  0.751  และ 0.255 ตามลําดับ  
 
 
ตารางที่ 10     การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะความยาวและความกวางของเมล็ด  และ

น้ําหนัก 100 เมล็ดกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมาย 
 
   เคร่ืองหมายพันธุกรรม        ความยาวของเมล็ด ความกวางของเมล็ด   นํ้าหนัก 100 เมล็ด 
                                                   R2                P                  R2                 P                      R2            P     
 Satt143       0.000          0.961ns  0.000            0.997ns     0.000         0.998ns 
 Satt179       0.002          0.557ns  0.011        0.149ns     0.001         0.728ns 
 Satt184               0.020          0.078ns  0.012        0.184ns     0.005         0.412ns 
 Satt373       0.009          0.344ns  0.008        0.371ns     0.024         0.115ns 
 Satt513                 0.015          0.102ns  0.037        0.083ns     0.005         0.335ns 
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บทที ่ 5 
อภิปรายผลการทดลอง 

 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
 

ถ่ัวเหลืองจัดเปนพืชผสมตัวเอง (self-pollination)   มีการผสมขามตนในธรรมชาตินอยมากคือ
ประมาณ 0.5 – 1 เปอรเซ็นต  เพราะโครงสรางของดอกถ่ัวเหลืองเปนสวนทําใหการถายละอองเรณูเกิดข้ึน
ภายในดอกเดียวกัน  โดยเกสรเพศผูของดอกถ่ัวเหลืองซึ่งเชื่อมอยู เปนกระจุกในลักษณะที่ เรียกวา 
diadelphous androecium  จะลอมรอบและอยูเหนือกานชูเกสรเพศเมียและในขณะที่อับเรณูแตก          กลีบ
ดอกของถ่ัวเหลืองยังไมบานออก  ทําใหละอองเรณูตกลงบนยอดเกสรเพศเมียในดอกเดียวกัน        (กรม
พัฒนาที่ดิน, 2548;  Crozier and Thomas, 1993)    จากการผสมขามพันธุของถ่ัวเหลืองในการทดลองน้ีโดย
ใชพันธุ CM60 เปนพันธุแม  และ KA เปนพันธุพอ    เน่ืองจากถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีดอกสีมวงซึ่งเปน
ลักษณะเดนตอดอกสีขาวของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60   (Owen, 1928)  จึงทําใหการคัดเลือกตน F1 ที่ไดทํา
โดยการดูจากสีของดอก  ถา F1 ที่ไดมีดอกสีมวง   แสดงวาเปนตนที่เกิดจากการผสมขาม  ในขณะที่ถาตนที่
ไดมีดอกเปนสีขาว  แสดงวาเกิดจากการผสมตัวเองของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60     การมีเปอรเซ็นตผสมติด
ต่ํา       อาจเน่ืองมาจากดอกถ่ัวเหลืองมีขนาดเล็กคือประมาณ 3 – 8 มิลลิเมตร   ทําใหการผสมพันธุถ่ัว
เหลือง ทําไดคอนขางยาก  และยังมีผลเนื่องมาจากชวงเวลาทําการผสมพันธุดวย   

 
ชวงเวลาของการผสมเกสรมีผลมากตอการติดฝก  การทดลองนี้ไดผสมพันธุถ่ัวเหลืองโดยในตอน

เร่ิมทดลองไดคัดเลือกเวลาผสมพันธุในชวงที่แตกตางกันไดแก 8.00 น. 10.00 น. 12.00 น.  และ 14.00 น. 
ชวงเวลาละประมาณ 10 - 20 ดอกข้ึนอยูกับปริมาณดอกที่พรอมผสม ณ ชวงเวลาน้ัน  แตจากการผสมพันธุ
ในชวงเวลาดังกลาวไมมีดอกถ่ัวเหลืองที่ติดฝกเลย   จึงเปล่ียนเวลาผสมพันธุมาใหเปนเวลาระหวาง 5.00 น. 
ถึงเวลา 8.00 น.   หลังจากการผสมพันธุถ่ัวเหลืองในชวงเวลาดังกลาว  สามารถผสมพันธุ  ถ่ัวเหลืองติดเปน
ฝกได  จากผลดังกลาวทําใหทราบวาชวงเวลา 5.00 น. ถึงเวลา 8.00 น. เปนชวงเวลาที่เหมาะสมในการผสม
พันธุถ่ัว    ชวงเวลาผสมพันธุจึงเปนปจจัยหน่ึงที่มีผลตอการผสมพันธุถ่ัวเหลือง    

 
การคัดเลือกดอกถ่ัวเหลืองของพันธุพอแมที่เหมาะสม   เปนอีกปจจัยหนึ่งที่จะสงผลใหการผสม

พันธุประสบความสําเร็จ  การคัดเลือกดอกของพันธุพอ ที่เหมาะสมตองเลือกดอกที่เพ่ิงบาน  สีดอกมีสีมวง
สด  เมื่อนํากลีบเล้ียงและกลีบดอกออกไปแลวจะสงัเกตเห็นเกสรเพศผูแตกฟูอยางชัดเจน   สวนการเลือก
ดอกของถ่ัวเหลืองพันธุแมที่เหมาะสมซึ่งทําไดยากกวา   ดอกถ่ัวเหลืองที่เหมาะสมตองเปนดอกตูมที่พรอม
ที่จะบานในเวลาเชาของวันถัดไป   ซึ่งจะเห็นกลีบดอกสีขาวชัดเจน   
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ถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  ที่ใชเปนพันธุแมมีดอกสีขาว  และถ่ัวเหลืองพันธุ KA ที่ใชเปนพันธุพอมี
ดอกสีมวง  จากรายงานของ Owen (1928)  พบวาสีมวงของดอกถ่ัวเหลืองเปนลักษณะเดนตอสีขาว  จึง
สามารถใชลักษณะสีดอกในการตรวจสอบตนที่ไดจากการผสมพันธุวาเปน F1 หรือไม    ถาตน F1 ที่ไดมีสี
ของดอกเปนสีมวงแสดงวาเปนตนนั้นไดจากการผสมขามระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุ   แตถาตน F1  ที่
ไดมีดอกเปนสีขาว  แสดงวาเกิดจากการผสมตัวเองของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 ซึ่งเห็นพันธุแม   และจาก
รายงานกอนหนาพบวาสีมวงของกลีบดอกถ่ัวเหลืองและไฮโพคอทิลควบคุมดวยยีน 5 ยีนคือ W1 W3 W4 
Wm และ Wp    (Palmer et al., 2004)   โดยถ่ัวเหลืองที่มีจีโนไทป W1-  w3w3 W4- Wm- และ Wp- จะ
แสดงลักษณะ wild-type คือสีของกลีบดอกและสีของไฮโพคอทิลจะเปนสีมวง  ดังน้ันถาตนที่มีไฮโพ
คลอทิลเปนสีมวงจะมีลักษณะดอกสีมวงดวย (ภาพที่ 13)  จากผลขางตนสงผลใหการคัดเลือก F1  ในการ
ทดลองน้ีสามารถทําไดตั้งแตหลังเมล็ดงอกประมาณ 1 สัปดาหโดยสังเกตไดจากสีของไฮโพคอทิล   ทําให
การคัดเลือกตน F1 ทําไดถูกตองและสามารถทําไดตั้งแตตนถ่ัวเหลืองมีอายุเพียง 7 วัน 

 
 

 
 

ภาพท่ี  13    สีของไฮโพคอทิลของตนถ่ัวเหลืองอายุ 7 วัน    
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การวิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 
 

จากผลการทดลองน้ีพบวาการกระจายตัวของลักษณะความของยาวเมล็ด    ความกวางของเมล็ด  
และน้ําหนัก 100 เมล็ด  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน  F3  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ KA   มีการกระจาย
ตัวแบบปกติ  และคาเฉล่ียลักษณะยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดของ
ประชากร F3 กับคาเฉล่ียลักษณะทั้ง 3 ของถ่ัวเหลืองพันธุพอแม (mid-parent)    ไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติในทุกลักษณะ   ดังนั้น  แสดงวาลักษณะความยาวของเมล็ด   ความกวางของเมล็ด     
และน้ําหนัก 100 เมล็ดถูกควบคุมดวยผลของยีนแบบบวก  ดังเชนการทดลองของ   Mebrahtu et al. (1990)  
ศึกษาลักษณะไวตอความเสียหายจากโอโซนของใบถ่ัวแขก    พบวาการกระจายตัวของลักษณะดังกลาว
เปนแบบปกติและคาเฉล่ียความเสียหายของใบที่ไดรับโอโซนของประชากรถ่ัวแขกรุน F3 และคาเฉล่ียของ
ถ่ัวแขกพันธุพอแมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ     เปนการแสดงใหเห็นวาไมมีผลของยีนเดน  หรือ
ควบคุมดวยผลของหลายปจจัยรวมกับผลของยีนเดน        ในการทดลองของ Chapman et al.  (2003)   ได
ทําการวิเคราะหลักษณะทางเกษตรกรรมและคุณภาพของเมล็ดถ่ัวเหลืองจากประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  และ 
F4:6  จากคูผสม Essex และ William  พบวาลักษณะขนาดเมล็ดถูกควบคุมดวยผลของยีนแบบบวก
เชนเดียวกับการทดลองนีท้ั้งสองรุน 
 
 อัตราพันธุกรรมแบบแคบ 

 
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด   

และนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60  และ KA  ที่ปลูก ณ 
ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา    พบวาอัตราพันธุกรรมของลักษณะความยาว
ของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด มีคาเทากับ 0.908  0.686  และ 0.753 ตามลําดับ   
ถาคาอัตราพันธุกรรมในแนวแคบสูงแสดงวามีผลของยีนแบบบวกมากจะทําใหการคัดเลือกลักษณะน้ัน ๆ 
มีประสิทธิภาพสูง   เพราะลักษณะที่สามารถสะสมและสงตอไปยังรุนลูก  จะตองถูกควบคุมดวยผลของยีน
แบบบวก  ซึ่งสามารถประมาณความกาวหนาในการคัดเลือกได  (Kearsey and Pooni, 1996)  จากคาอัตรา
พันธุกรรมแบบแคบที่มีคาสูงของทั้ง 3 ลักษณะจึงทําใหมีโอกาสสูงที่จะคัดเลือกลูกที่มขีนาดของเมล็ดใหญ
กวาพันธุ CM60  สามารถทําไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
แตจากการประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบโดยหลักการ parents-offspring regression   

พบ ว าค า อัต รา พันธุกรรม แบบ แคบ ของ ลักษ ณะควา ม ยา วของเ ม ล็ด    คว าม กว า งของเ ม ล็ด                              
และน้ําหนัก 100 เมล็ดมีคาเทากับ  0.2091   0.1557  และ 0.1978  ตามลําดับ   ซึ่งมีคานอยเมื่อเทียบกับคา
อัตราพันธุกรรมที่วัดไดจากการประมาณคาความแปรปรวนตามวิธีของ Kearsey amd Pooni (1996)   
เน่ืองจากการประมาณคาอัตราพันธุกรรมดวยวิธี parents-offspring regression  เปนการประมาณจาก
ความสัมพันธของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  และถ่ัวเหลืองรุน F3   โดยถ่ัวเหลืองรุน F2  ทําการปลูกใน
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ระหวางเดือนกันยายนถึงเดือนธันวาคม  ปพ.ศ. 2552  ณ แปลงทดลองของมหาวิทยาลัยแมโจ  จังหวัด
เชียงใหม   ในขณะที่ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  ทําการปลูกในระหวางเดือนธันวาคม ปพ.ศ. 2552 ถึงเดือน
มีนาคม     ป พ.ศ. 2553  ณ  ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา  ซึ่งปลูกใน
สิ่งแวดลอมและฤดูกาลที่แตกตางกัน   จึงทําใหมีอิทธิพลของสิ่งแวดลอมมาเก่ียวของดวยสูงจึงทําใหคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดมีคาต่ํา 

 
จากการทดลองของ  Specht et al. (2001)  ไดมีการประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาด

เมล็ดจากการสรางประชากร RIL  จากถ่ัวเหลืองคูผสมพันธุ Minsoy  และ Noir 1  ปลูกในสหรัฐอเมริกา
ชวงระหวางปค.ศ. 1994 -95  พบวาคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดเทากับ 0.95   Hoeck et  al. 
(2003)  ไดประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากร F2 ถ่ัวเหลืองคูผสมคูผสม 3 คู
คือ  A97-775019 x A96-492041  A97-775006 x S12-49 และ A97-775026 x A96-492058 ในสิ่งแวดลอม
ที่แตกตางกัน 4 สิ่งแวดลอม   พบวาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดมีคาตั้งแต          0.45  ถึง 0.86   
และในปค.ศ.  2004  Hyten  et al. ไดสรางประชากร RIL จากคูผสม Essex  และ William  ปลูกใน
สิ่งแวดลอม 6 สิ่งแวดลอม  เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดพบวามีคา       สูงถึง 
0.95    จากรายงานการประมาณคาอัตราพันธุกรรมของประชากรถ่ัวเหลืองหลายๆประชากรที่กลาวมา
ขางตน    จะเห็นไดวาลักษณะขนาดเมล็ดจะมีคาอัตราพันธุกรรมสูง   แสดงวาลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัว
เ หลือง มี ผลของยีนแบ บ บวกสู งทํ า ใหการ คัด เ ลือกลักษณะน้ี เป นไป ไดอย า งมี ป ระสิ ทธิภา พ                        
แตคาอัตราพันธุกรรมเปนคาที่เฉพาะกับประชากรและสิ่งแวดลอมน้ันๆ   ดังน้ัน  การศึกษาอัตราพันธุกรรม
จึงเปนสิ่งที่ตองศึกษาเมื่อประชากรและสิ่งแวดลอมที่ใชในการทดลองเปล่ียนไป 

 
จากการวิเคราะหสหสัมพันธของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 

100 เมล็ดระหวางถ่ัวเหลืองรุน F2 และ F3   พบความสัมพันธเชิงบวกระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองรุน         
แสดงใหเห็นวายีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในรุน F2     ไดถูกถายทอดไปยังถ่ัวเหลืองรุน  F3   ทําให
สามารถคัดเลือกขนาดเมล็ดใหญจากรุน   F2   
 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 

 
การคัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่ใชในการทดลองน้ี   คัดเลือกจากรายงานการทดลอง

เก่ียวกับตําแหนงของ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลือง  ที่มีคาความแปรปรวนสูง   ซึ่ง
ทําใหมีความมั่นใจไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่คัดเลือกมานาจะมีโอกาสเก่ียวของกับลักษณะขนาด
เมล็ดในประชากรจากคูผสม CM60  และ KA    และคัดเลือกใหเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันอยูบน
โครโมโซมเดียวกันตามแผนที่ลิงเกจของถ่ัวเหลืองพันธุ William ที่มีรายงานไว  (Soybase, 1995)  เพื่อ
สามารถที่จะจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันไวในกลุมเดียวกันได     จึงทําการคัดเลือกเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR ทั้ง 18 เคร่ืองหมายดังตารางที่ 3  มาใชทดสอบในการทดลองน้ีโดย  เคร่ืองหมาย
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พันธุกรรม  Satt071   Satt147   Satt179  และ Satt184  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่  1  (Soybase, 
1995)  และตําแหนงใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด    โดยมีความแปรปรวน 13.90  16.50  13.90  
และ 11.30  ตามลําดับ   (Hyten et al., 2004; Panthee et al., 2005)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt242  
Satt522  Satt857 และ Sat_119  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 (Soybase, 1995)  และอยูใกลกับยีน
ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  โดยมีความแปรปรวน 24.76  14.16   9.11 และ 19.78  ตามลําดับ           
(Qing-shan et al., 2007)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม  Satt006  Satt143  Satt166  Satt373  และ Sat_099  มี
รายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่  19  (Soybase, 1995)  และเก่ียวของกับตําแหนงของยีนที่ควบคุม
ลักษณะขนาดเมล็ด   โดยมีความแปรปรวน 27.50  20.00  28.20  10.80  และ 36.50  ตามลําดับ (Hoeck       
et al., 2003; Chapman et al., 2003; Hyten et al., 2004) 

 
เน่ืองจากแผนที่ลิงเกจที่มีรายงานไว  เคร่ืองหมายพันธุกรรมบางเคร่ืองหมายมีระยะหางกัน

มากกวา 50 cM ซึ่งจะทําใหไมสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันใหอยูในกลุมเดียวกันได   จึง
คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  เพ่ิมเติมเพ่ือที่จะนํามาใชในการจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มี
รายงานวาอยูหางกันมากกวา 50 cM   ใหสามารถจัดกลุมเขามาอยูในกลุมเดียวกันได   ไดคัดเลือก
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR เพ่ิมเติมอีก 5 เคร่ืองหมายคือ  Satt342  Satt388  Satt398  Satt513 และ Satt548  
โดยทั้ง 5 เคร่ืองหมายไมมีรายงานวาอยูใกลกับตําแหนง QTL ของลักษณะขนาดเมล็ด  โดยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt342 และ  Satt548  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 1  และเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt388  Satt398  และ Satt513  อยูบนโครโมโซมแทงที ่19   ของแผนที่ลิงเกจของถ่ัวเหลืองที่มีรายงานไว 
(Soybase, 1995)   
             

การทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA  ดวยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมที่คัดเลือกมาจํานวน  18  เคร่ืองหมายจากรายงานกอนหนาวามีความสัมพันธกับลักษณะขนาด
เมล็ดของถ่ัวเหลือง    พบวามีเพียง  5  เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุดัง
กลาวคือ   Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ Satt513   จากรายงานของ  Chapman et al. (2003) และ 
Hyten et al. (2004)  ทดสอบความแตกตางระหวางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Essex และ William   
พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  และ Satt373   ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองทั้ง
สองพันธุ    ในปค.ศ. 2003  Hoeck และคณะไดศึกษา  QTLs ของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลือง
หลายประชากรพบวา  เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 และ Satt373  ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลือง
คูผสม A97-775026 และ A96-492058  และจากศึกษา QTLs เก่ียวกับลักษณะขนาดเมล็ดและปริมาณ
โปรตีนและไขมันภายในเมล็ด  พบวา  เคร่ืองหมายพันธุกรรม  Satt184     ใหความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวาถ่ัวเหลืองพันธุ  N87-984-16 และ TN93-99 (Panthee et al., 2005)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 
ที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA  จะนําไปใชในการทดสอบความ
แตกตางทางพันธุกรรมในประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ KA  ตอไป 
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สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆ อีก 13 เคร่ืองหมาย  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรม   จึงไม
สามารถใชทําการทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมในประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ 
KA  ตอไปได 

 
เน่ืองจากการตรวจสอบดวย  3%  agarose   น้ันสามารถแยกความแตกตางระหวางแถบดีเอ็นเอที่มี

ขนาดระหวาง 100 - 1000 เบสไดดี  (Smith, 1996)   แตถามีขนาดนอยกวา 100 เบสการแยกความแตกตาง
ระหวางแถบของดีเอ็นเอจะเปนไปไดยาก   ย่ิงขนาดของแถบดีเอ็นเอมีขนาดเล็กลงจะทําใหการแยกความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอเปนไปไดยากข้ึนจนไมสามารถแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอได   
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่คัดเลือกมาใชในการทดลองนี้อีก 13 เคร่ืองหมายที่ไมใหความแตกตาง
ระหวางดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA   อาจใหแถบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอารที่มีจํานวน
เบสแตกตางกันนอยมาก   จึงทําใหการทดสอบดวย 3% agarose นั้นไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง
แถบดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุได     การตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลือง
ทั้งสองพันธุที่มีความแตกตางกันนอย   ควรทําการเพิ่มจํานวนเปอรเซ็นตของ agarose  ใหมากข้ึน   หรือใช 
polyacrylamide  ซึ่งมี resolution  สูงกวา agarose   อาจทําใหสามารถเห็นความแตกตางระหวางแถบ       ดี
เอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA ได   ซึ่งจะทําใหมีเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมมาใชในการวิเคราะหในการทดลองน้ีมากข้ึน    
 
การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรม 
 

ในการทดลองนี้ไดนําเคร่ืองหมายพันธุกรรม 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184  Satt373 
และ Satt513  มาจัดกลุมโดยใช Haldane’s mapping function  พบวาสามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt373 และ Satt513    โดยมีระยะหางระหวางเคร่ืองหมายทั้งสองเทากับ  24.2  cM   แตจากรายงานแผนที่
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีรายงานไว      พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายน้ี
สามารถจัดไดเปนสองกลุมคือ    กลุมที่ 1  มีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt373 และ Satt513          
และกลุมที่สองมีเคร่ืองหมายพันธุกรรม   Satt179 และ Satt184  แสดงในภาพที่ 14  (Soybase, 1995)        
ในกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที ่1  จะพบวาในการทดลองนี้ไมสามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  
เขารวมไดเน่ืองจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมดังกลาวอยูหางจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513 76.18 cM 
(Soybase, 1995)  ดังภาพที่ 14  ซึ่งมากกวา    50 cM จึงไมสามารถจัดเขากลุมเดียวกันได   และในกลุมที่ 2  
Satt179 และ Satt184  อยูหางกันเพียง 38.68 cM  แตในการทดลองนี้ไมสามารถจัดเขากลุมเดียวกันได 

 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมเปนสิ่งจําเปนในการศึกษาตอการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุม

ลักษณะปริมาณ     เน่ืองจากการจัดกลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมมีจํานวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมในกลุม
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เดียวกันมากจะทําใหครอบคลุมจีโนมของถ่ัวเหลืองไดมาก  และระยะหางของเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดย
เฉล่ียย่ิงนอยจะทําใหมีโอกาสที่จะอยูใกลตําแหนงของยีนที่ เ ก่ียวของกับลักษณะที่สนใจมากข้ึน         
(Cregan et al.,1999)    ดังน้ันควรใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR รวมทั้งเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆเขา
มารวมในการศึกษามากข้ึน   จะทําใหสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมไดครอบคลุมและละเอียดมาก
ข้ึน    การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมในประชากรตางๆ  ข้ึนกับพันธุของถ่ัวเหลืองคูผสมที่ใช  เน่ืองจาก
มีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมแตกตางกันจึงทําใหการจัดกลุมเคร่ืองหมายไดแตกตางกัน  เชน  ในขอมูลแผนที่
ลิงเกจของถ่ัวเหลืองพันธุ  William  สามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179 และ Satt184                           
อยุบนโครโมโซมเดียวกันโดยมีระยะหาง 38.64 (Soybase, 1995)  ดังภาพที่ 14   แตในการทดลองโดย          
Specht et al. (2001) สามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  อยูบนโครโมโซมแทงที่ 1   แตไมมี
รายงานวาจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184 อยูบนโครโมโซแทงดังกลาวได    เน่ืองมาจากเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt184  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Minsoy และ Noir 1   ดังนั้น
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมในแตละประชากรทําใหมีการจัดกลุมเคร่ืองหมายที่แตกตางกันออกไป   
และจํานวนประชากรที่ศึกษา  เชนประชากร F2 หรือ RIL และการกระจายตัวจะสงผลใหระยะหางระหวาง
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ไดแตกตางกันออกไป    ในการทดลองน้ีใช Haldene’s mapping function  ซึ่งถือ
วาไมเกิด interference ระหวางการเกิด crossing over ซึ่งถาใช Kosambi’s mapping function ซึ่งถือวาเกิด 
interference ระหวางการเกิด crossing over จะใหระยะทางระหวางเคร่ืองหมายพันธุกรรมในการจัดกลุม
เคร่ืองหมายที่แตกตางกันออกไป 

 

0.00cM     Satt373                    0.00cM          Satt373   0.00cM   Satt179 
           0.86cM          Satt513 
 
24.2cM                   Satt513                    
                 38.68cM                     Satt184
       
 
                                                    76.18cM                 Satt143    
                     (ก)                                                                           (ข)  
   

ภาพท่ี  14    แผนที่ลิงเกจ (Linkage map)  จากเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 
(ก) แผนที่ลิงเกจที่สรางข้ึนไดจากการทดลองนี ้
(ข) แผนที่ลิงเกจที่มีรายงานไว (Soybase, 1995) 
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  การวิเคราะหหาตําแหนงของยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 

 จากการวิเคราะห simple linear regression เพื่อหาเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เก่ียวของกับยีนควบคุม
ลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  โดยใชโปรแกรม SPSS     
version 17.0  พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184  Satt373     
และ  Satt513  ไมมีความสัมพันธเชิงถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะทั้งสาม  โดยมีคา P มากกวา 0.05  ใน
ทุกลักษณะ    แสดงวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5  ไมมีความเก่ียวของกับลักษณะความยาวของเมล็ด  
ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด    ทําใหไมสามารถพบตําแหนง QTLs  ของลักษณะทั้ง 3 ใน
การทดลองนี้                    
  
 ปจจัยที่ทําใหการทดลองน้ีไมพบตําแหนง QTLs ของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของ
เมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด   ปจจัยหนึ่งคือจํานวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมในการทดลองน้ีไดนํา
เคร่ืองหมายพันธุกรรมมาทดสอบความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA  ทั้งสิ้น 18 
เคร่ืองหมายมีเพียง 5 เคร่ืองหมายเทานั้นที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุ   
อีกทั้งเคร่ืองหมายพันธุกรรม 5 เคร่ืองหมายน้ันมีเพียง 2 เคร่ืองหมายที่สามารถจัดเขากลุมเดียวกันได   จึง
ทําใหมีโอกาสนอยที่จะพบตําแหนงของ QTLs   ที่สนใจ    (Cregan et al., 1999)           ถ่ัวเหลืองมีจํานวน
กลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมจากแผนที่ลิงเกจที่รายงานไวจํานวน 20 กลุม (Soybase, 1995)  การใช
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่เพ่ิมข้ึน  รวมกับเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดอ่ืนๆ  จะทําใหครอบคลุมจีโนม
ของถ่ัวเหลืองมากข้ึน    โอกาสที่จะพบตําแหนงของ QTL    ที่อยูใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรมมากจะมี
มากข้ึน      
  
 ปจจัยที่สองคือพ้ืนฐานพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองที่ใชในการทดลอง   เน่ืองจากพันธุกรรมของถ่ัว
เหลืองแตละพันธุมีความแตกตางกันออกไป     จึงทําใหตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับ 
QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรหนึ่ง   อาจจะไมเก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในอีก
ประชากรก็ได   เชน  ในการทดลองน้ีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143   Satt179   Satt184   Satt373  และ 
Satt513   ไมเก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองจากคูผสม CM60  และ KA   แตมี
รายงานวาอยูใกลกับ QTLs  ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดดังน้ี 

 
Chapman et al. (2003)   สรางประชากร F2  จํานวน 177 สายพันธุจากคูผสม Essex และ William    

พบตําแหนง  QTL  ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373  บน
โครโมโซมแทงที่ 19  ของจีโนมถ่ัวเหลืองโดยมีความแปรปรวน 4 %  ในประชากร RIL  100 สายพันธุจาก
ถ่ัวเหลืองคูผสมระหวาง A97-775026 และ A96-492058  พบ QTLs ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดใกลกับ
เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 ซึ่งมีความแปรปรวนเทากับ 20.00% และในประชากร RIL จากคูผสม A97-
775006 และ S12-49 พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะน้ําหนัก 100 
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เมล็ด  โดยมีความแปรปรวนเทากับ  10.80 % โดย  QTL  ทั้งสองอยูบนโครโมโซมแทงที่ 19 ของจีนโนม
ถ่ัวเหลือง   (Hoeck et al., 2003)  

   
โครโมโซมแทงที่  1 ของถ่ัวเหลืองไดมีรายงาน QTLs ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดใน

ประชากร RIL จํานวน 131 สายพันธุจากถ่ัวเหลืองคูผสม Essex และ William  โดยอยูระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt179 และ Satt071  โดยมีความแปรปรวน 13.90%  และในปเดียวกัน Panthee และคณะได
สรางประชากร RIL จํานวน   101   สายพันธุจากถ่ัวเหลืองคูผสม  N87-984-16 และ TN93-99  พบตําแหนง 
QTL ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ตําแหนงเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  โดยมีความแปรปรวน
เทากับ 11.30 % บนโครโมโซมแทงที่ 1 เชนเดียวกัน 

 
จากการทดลองนี้เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt373  และ Satt513  อยูบนโครโมโซมแทงที่ 

19  ของถ่ัวเหลืองที่เคยมีรายงานไว ซึ่งพบตําแหนง QTL ของลักษณะขนาดเมล็ดที่ตําแหนงของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  หลายเคร่ืองหมายไดแก  Satt527 (Orf et al., 1999)  Satt523  (Hyten et al., 
2004)   Satt313  Satt229  (Csanádi et al., 2001)   Satt143  Satt006 (Hoeck et al., 2003)    Sat_099         
(Orf et al., 1999; Hoeck et al., 2003)  Satt166 (Hoeck et al., 2003; Hyten et al., 2004)  และ  Satt373 
(Chapman et al., 2003; Hoeck et al., 2003)   จากหลายประชากรที่เคยมีรายงานไว  

 
เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179 และ Satt184 ไดมีรายงานไววาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 1  ซึ่งมี

รายงาน QTL ของลักษณะขนาดเมล็ดใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Sat_036 (Orf et al., 1999)  Satt071  
Satt179 (Hyten et al., 2004) Satt147  และ Satt184   (Panthee et al., 2005)   จากหลายประชากร    ใน
ปจจุบันมีการรายงานตําแหนงของ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดจํานวน 94 QTLs ในหลาย
ประชากร (Soybase, 1995)    โดยการศึกษา QTLs  ของลักษณะขนาดเมล็ดนั้นข้ึนอยูกับคูผสมของถ่ัว
เหลือง     ถาถ่ัวเหลืองคูผสมตางกันจะใหตําแหนง  QTLS ที่ควบคุมลักษณะที่สนใจแตกตางกันดวย 

(Tanksley and Hewitt, 1988)   ดังนั้นการศึกษา QTLS  ของลักษณะขนาดเมล็ดจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติม
ในประชากรของถ่ัวเหลืองตางๆ  ซึ่งเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีตําแหนง  QTLS   ของลักษณะขนาดเมล็ดจะ
เปนประโยชนอยางมากในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองตอไป      
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
 
 1.   การผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และพันธุ KA  ณ  แปลงทดลองของภาควิชา
พฤกษศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ไดตน F1  จํานวน 12 ตน  จากการผสมทั้งสิ้น 467 ดอก   
 
 2.   เก็บเมล็ด จาก F1  จํานวน 1 ตนปลูกไดตน F2 จํานวน 183 ตนสามารถสรางเปนประชากร F3 
ไดจํานวน 183  แฟมิลี 
 
การวิเคราะหหาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 

 
1.    ลักษณะขนาดเมล็ดไดแก  ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด

ของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  ที่ไดจากการผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA มีการ
กระจายตัวของลักษณะทั้งสามเปนแบบปกติ   เปนการแสดงผลของยีนแบบบวกทั้งสามลักษณะ      

 
2.   คาอัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากการหาคาความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ด  

ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ  0.908  0.686  และ 0.753  ตามลําดับ     และคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากวิธี parents-offspring regression ในถ่ัวเหลืองรุน F2 และ F3  ของลักษณะ
ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ 0.2091   0.1557  และ 0.1978  
ตามลําดับรวมทั้งพบมีความสัมพันธเชิงบวกระหวางระหวางประชากรถ่ัวเหลืองทั้งสองรุน     
 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 
 
 1.    ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองพันธุพอแมคือพันธุ CM60  และพันธุ KA  และตนถ่ัว
เหลืองรุน F2  มีปริมาณตั้งแต 378.49 ถึง 2736.50  นาโนกรัมตอไมโครลิตร  โดยมีความบริสุทธ์ิตั้งแต    
1.71 ถึง 2.21 
 
 2.    มีเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ  Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ 
Satt513 ที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA  และใชนําไปทดสอบในประชากร
ถ่ัวเหลืองรุน F2   
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การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 1.    เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ Satt513  มีการกระจาย
ตัวของเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายเปนแบบ codominant โดยมีอัตราสวนเปน 1:2:1   
 
 2.    การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมจัดไดเพียง 1 กลุมคือเคร่ืองหมายพันธุกรรม  Satt373 และ 
Satt513  โดยมีระยะหางระหวาง 2 เคร่ืองหมายเทากับ  24.2 cM    สวนอีก 3 เคร่ืองหมายไมสามารถจัด
กลุมเขากลุมเดียวกันได 
 
 3.    จากการวิเคราะหหาตําแหนง QTL โดยหลักการ simple  linear  regression  ดวยโปรแกรม 
SPSS   ไมพบตําแหนง QTL  ที่ควบคุมลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 
เมล็ดในการทดลองน้ี  เนื่องจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลือง
พันธุพอแมมีจํานวนนอย   ทําใหไมครอบคลุมทั่วทั้งจีโนมของถ่ัวเหลือง      
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ขอเสนอแนะ 
 
 1.    การทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองพันธุพอและพันธุแมดวยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR   แลวตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย 3% agarose  จะแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดดี
ในชวง 100 – 1000 เบส  ถาแถบของดีเอ็นเอมีความแตกตางกันนอยกวา 100 เบส  การแยกความแตกตาง
ของแถบดีเ อ็นเอจะไมชัดเจน   ควรใชเปอรเซ็นต agarose  ใหสูงข้ึน  หรือใช polyacrylamide ที่มี 
resolution  สูงข้ึนแทน   ซึ่งอาจจะทําใหเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA ในการทดลองน้ี   มีโอกาสที่จะเห็นความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ
ระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุได 
  
 2.    การศึกษา QTLs  ควรจะตองมีเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลือง
พันธุพอและแมจํานวนมาก   เพื่อที่จะสามารถจัดกลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมไดละเอียดข้ึน  จะสงผล
ใหการวิเคราะหหาตําแหนง QTL มีความแมนยํามากข้ึน    ดังน้ัน  ในการทดลองน้ีควรเพ่ิมจํานวน
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR หรือเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆใหมากข้ึน   หรือควรจะคัดเลือกเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR  ที่อยูบนโครโมโซมเดียวกันทั้งหมด   
 
 3.    เมื่อทราบตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เก่ียวของกับขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด
แลว   ควรมีการศึกษาหายีนที่เก่ียวของกับขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสดตอไป 
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การเตรียมสารละลายเพื่อใชทําการสกัดดีเอ็นเอ 
 
1. 1  Molar Tris pH 8.0   100 ml 
 Tris. Base    12.114 g 
 ปรับ pH ใหเทากับ 8.0 ดวย HCl 
 
2. 0.5 Molar  EDTA   100 ml 
 EDTA     18.61 g 
 ปรับ  pH  ใหเทากับ 8.0  ดวยเกล็ด NaOH 
 
3. DNA Extraction  Buffer     100 ml 
 1     Molar  Tris pH 8.0   10    ml 
 0.5  Molar  EDTA     4   ml 
 5     Molar  Sodiumchloride  28    ml 
 *PVP       2    g 
 *ß-mercaptoethanol     2    ml 
หมายเหตุ  *เติมกอนนําไปใช 
 
4. 3 Molar Potassium acetate 100 ml 
  KOAc       49.075   g 
 
5. TE  Buffer     100 ml 
 1    Molar Tris  pH 8.0   1       ml 
 0.5 Molar  EDTA   0.2    ml 
 
6. 5X  TBE  Buffer     1000 ml 
 Tris. Base    54      g 
 Boric  acid    27.5   g 
 0.5 Molar EDTA   20      ml 
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วิธีการสกัด DNA ของวราลักษณ  เกษตรานันท (2553) 
  

1. บดใบออนถ่ัวเหลืองในโกรงที่เย็นดวย liquid nitrogen 
2. ใส Extraction buffer ที่อุนที่ 65 องศาเซลเซียส จํานวน 700 µl     แลวนําไปบมที่ 65 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
3. เติม 3 Molar Potassium acetate (KOAc)  300 µl      กลับหลอดไปมาเบาๆ  แลวนําไปแชใน

นํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที 
4. นําไปปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 30 นาที 
5. ดูดของเหลวสวนใสดานบนมาใสในหลอดใหม  เติม Isoamyl alcohol : Chloroform  1 : 24  

จํานวน 500 µl  กลับหลอดไปมาเบาๆเปนเวลา  20 นาที 
6. ปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 20 นาที 
7. ดูดเอาของเหลวสวนใสดานบนมาใสหลอดใหม  แลวเติม Absolute Ethanol จํานวน 700 µl  

กลับหลอดไปมาจนเห็นตะกอนของ DNA  และนําไปบมที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาที 

8. ปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 20 นาที 
9. เทของเหลวใสสวนบนทิ้ง  แลวนําตะกอนที่ไดไปลางดวย 70% Ethanol  จํานวน 2 คร้ัง 
10. ทําใหตะกอน DNA แหงโดยการนําไปใสเคร่ือง Speed  Vacuum เปนเวลา 5-10 นาที 
11. ละลายตะกอน DNA ดวย TE buffer จํานวน 70 µl 
12. แบงสารละสาย DNA ที่ไดไปทํา Gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบหาแถบ Genomic DNA 
13. แบงสารละลาย DNA ที่ไดไป dilute 100 เทาแลวนําไปวันคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 

และ 280  นาโนเมตรเพ่ือหาความบริสุทธ์ิและปริมาณ DNA จากสูตร 
     13.1 ความบริสุทธของ DNA =  OD260/OD280 
     13.2 ปริมาณ DNA (ng/µl)     =  OD260 x 50 x Dilution time 
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PCR  Mixture ประกอบดวย 
 
  40 ng  ของ  Genomic DNA     
  2.5 mM  ของ  Forward + Reverse Primer  
  1X  ของ  Taq polymerase buffer 
    2 mM  ของ  dNTP 
   2 mM  ของ  MgCl2 
    1 Unit  ของ   Enzyme Taq Polymerase 
 
 
PCR  Condition 
 
 Denaturation  ที่  94 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 2 นาที   
 
  Denaturation  ที ่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ี  
  Annealing  ที่  47 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที                 35 รอบ   
  Extension  ที่  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที    
  
 Final Extension ที่  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    
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ตารางที่ 11     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  และ
ถ่ัวเหลืองพอแม  

 
        Sources                           df           Sum of squares          Mean squares F                    P 
         Blocks      2             1.110                0.555            8.703     0.000** 
         Between Parents         1             5.549  5.549          87.013     0.000** 
         Between F3                  182           70.741  0.389            6.095     0.000** 
         Parents vs F3     1             0.187  0.187            2.937     0.087ns 
         Error    367           23.404  0.064 
         Total    553         100.991 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
 
ตารางที่ 12     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความกวางของเมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 

และถ่ัวเหลืองพอแม   
 
        Sources                           df           Sum of squares          Mean squares F                    P 
         Blocks      2             0.618                0.309          10.672     0.000** 
         Between Parents         1             4.824  4.824        166.549     0.000** 
         Between F3                  182           20.720  0.114            3.931     0.000** 
         Parents vs F3     1             0.011  0.011            0.389     0.533ns 
         Error    367           10.630  0.029 
         Total    553           36.803 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
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ตารางที่ 13     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  และ
ถ่ัวเหลืองพอแม   

 
        Sources                          df           Sum of squares          Mean squares F                    P 
         Blocks      2         171.358              85.679          22.386     0.000** 
         Between Parents         1         444.104            444.104        116.033     0.000** 
         Between F3                  182       3288.011              18.066            4.720     0.000** 
         Parents vs F3     1             0.558  0.558            .146     0.703ns 
         Error    367       1404.649  3.827 
         Total    553       5308.680 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
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ตารางที่  14    คาเฉล่ียของลักษณะความกวางและความยาวเมล็ดของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุพอ (KA) 
พันธุแม(CM60)   และประชากร F3 (1-192) 

 

No                       ความยาวของเมล็ด 
  

                   ความกวางของเมล็ด 
 Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

1 8.87 8.72 8.79 8.79 7.44 7.36 7.30 7.37 
2 8.46 8.83 8.77 8.69 7.02 7.55 7.39 7.32 
3 9.12 9.24 8.68 9.02 

 
7.40 7.40 7.20 7.33 

4 9.38 9.48 8.79 9.22 7.55 7.94 7.27 7.59 
5 9.27 9.09 8.98 9.11 7.40 7.36 7.55 7.44 
6 9.03 9.19 9.15 9.12 7.65 7.49 7.40 7.51 
7 8.66 9.07 9.12 8.95 

 
7.39 7.42 7.71 7.51 

8 8.84 8.28 8.49 8.54 7.62 7.27 7.57 7.49 
9 10.01 9.80 9.93 9.91 7.90 7.56 7.67 7.71 

10 9.46 9.70 8.70 9.29 7.59 7.73 7.24 7.52 
11 8.95 8.53 8.72 8.73 7.44 7.47 7.51 7.47 
12 10.57 9.42 10.09 10.03 6.88 7.33 7.11 7.11 
13 8.76 9.16 8.88 8.93 7.25 7.73 7.62 7.53 
14 8.22 9.05 8.11 8.46 6.81 7.43 6.82 7.02 
15 9.38 9.38 8.94 9.23 7.61 8.09 7.60 7.77 
16 9.97 9.45 8.68 9.36 7.73 7.58 7.17 7.49 
17 9.23 9.12 9.61 9.32 7.45 7.29 7.76 7.50 
18 8.84 8.57 8.41 8.61 

 
7.33 7.22 7.16 7.24 

19 9.48 9.30 8.71 9.16 7.64 7.19 7.17 7.33 
20 8.89 8.97 9.09 8.98 7.19 7.15 7.37 7.24 
21 8.33 8.36 8.29 8.33 7.01 6.99 7.00 7.00 
22 8.27 8.56 8.44 8.42 

 
7.03 7.36 7.33 7.24 

23 8.78 8.96 9.41 9.05 7.62 7.53 8.03 7.73 
24 8.89 9.34 9.39 9.21 7.20 7.79 7.73 7.57 
25 8.86 9.35 8.73 8.98 

 
7.32 7.55 7.28 7.38 

26 8.87 8.77 9.03 8.89 7.57 7.46 7.46 7.50 
28 9.22 9.09 8.85 9.05 7.23 7.34 7.18 7.25 
29 8.46 8.70 8.05 8.41 7.14 7.12 6.96 7.07 
30 8.81 8.60 8.70 8.70 

 
7.19 7.05 7.42 7.22 

32 9.19 9.25 9.40 9.28 7.31 7.24 7.58 7.37 
33 8.84 9.07 8.84 8.92 7.27 7.41 7.38 7.35 
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No                      ความยาวของเมล็ด                     ความกวางของเมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

35 8.07 8.44 8.25 8.26 6.73 7.27 6.97 6.99 
36 9.02 9.49 9.24 9.25 

 
7.30 7.64 7.36 7.43 

37 8.60 8.53 8.73 8.62 7.40 7.38 7.53 7.44 
38 8.42 8.81 8.41 8.55 7.22 7.32 6.98 7.17 
39 9.25 9.32 9.05 9.20 7.47 7.69 7.47 7.54 
40 9.70 9.72 9.04 9.48 

 
7.54 7.37 7.34 7.41 

42 10.28 9.61 9.23 9.71 7.13 7.19 7.57 7.30 
43 9.05 9.46 9.06 9.19 7.46 7.84 7.47 7.59 
44 9.10 8.61 8.99 8.90 7.13 7.29 7.31 7.24 
45 9.02 8.96 8.85 8.94 7.38 7.42 7.34 7.38 
46 9.15 8.91 9.02 9.03 7.88 7.52 7.51 7.64 
47 9.24 9.20 9.97 9.47 7.54 7.79 7.94 7.76 
48 9.44 9.48 9.06 9.33 

 
7.63 7.85 7.50 7.66 

49 9.17 8.78 8.82 8.92 7.57 7.22 7.40 7.40 
50 8.91 - 8.79 8.85 7.53 - 7.60 7.56 
51 9.44 - 9.52 9.48 7.29 - 7.72 7.50 
52 9.22 9.64 9.23 9.36 

 
7.16 7.56 7.31 7.35 

53 8.11 8.54 8.57 8.40 6.90 7.24 7.28 7.14 
55 8.20 9.04 8.91 8.72 7.07 7.36 7.36 7.26 
56 8.43 8.85 8.69 8.66 6.83 7.17 7.25 7.08 
57 9.07 8.96 9.15 9.06 7.14 7.61 7.39 7.38 
58 9.22 9.16 9.15 9.18 7.72 7.62 7.53 7.62 
59 9.40 9.55 9.25 9.40 7.50 7.53 7.46 7.50 
60 8.97 9.20 8.83 9.00 

 
7.12 7.40 7.37 7.30 

61 9.16 8.94 8.86 8.99 7.54 7.55 7.56 7.55 
62 9.38 8.77 8.69 8.95 6.72 7.28 7.61 7.21 
63 9.06 8.84 9.09 9.00 7.54 7.04 7.32 7.30 
64 8.96 8.26 8.92 8.71 

 
7.40 6.99 7.35 7.25 

65 9.12 9.15 8.44 8.91 7.59 7.37 7.12 7.36 
66 9.03 9.43 9.44 9.30 6.92 7.26 7.19 7.12 
67 9.22 9.17 9.28 9.22 7.34 7.30 7.51 7.38 
68 9.23 8.86 8.51 8.86 7.14 7.22 6.97 7.11 
69 8.85 8.90 8.26 8.67 7.55 7.28 7.08 7.31 
70 9.02 8.88 8.42 8.77 7.37 7.07 7.00 7.15 
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No                    ความยาวของเมล็ด                    ความกวางของเมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

72 9.47 9.54 9.36 9.45 7.19 7.68 7.52 7.47 
73 - 9.11 8.78 8.95 - 7.51 7.29 7.40 
74 9.43 9.34 9.72 9.49 7.36 7.55 7.76 7.56 
75 8.64 9.19 8.85 8.89 7.40 7.72 7.59 7.57 
76 9.19 8.70 8.71 8.87 

 
7.48 7.54 7.58 7.53 

77 9.26 8.77 8.65 8.89 7.29 7.16 7.28 7.24 
78 10.03 9.79 9.48 9.77 7.55 7.82 7.87 7.74 
79 9.34 9.38 9.31 9.34 7.67 7.49 7.65 7.61 
80 9.04 9.45 9.25 9.25 

 
6.99 7.29 7.59 7.29 

81 9.52 9.47 9.44 9.47 7.21 7.94 7.71 7.62 
82 9.24 9.03 8.63 8.97 7.02 7.31 7.12 7.15 
83 9.00 8.94 8.65 8.86 7.06 7.23 7.07 7.12 
84 8.78 8.47 8.89 8.71 7.47 7.22 7.35 7.35 
85 9.09 9.12 8.59 8.93 7.51 7.63 7.29 7.48 
86 8.97 9.63 8.95 9.18 6.96 6.90 7.24 7.03 
87 9.19 9.00 8.64 8.94 7.31 7.19 7.14 7.21 
88 9.01 9.23 9.15 9.13 7.36 7.49 7.61 7.49 
89 9.39 9.41 9.14 9.31 7.91 8.00 7.83 7.91 
91 8.89 9.25 9.29 9.14 7.58 7.61 7.76 7.65 
92 9.25 9.25 9.48 9.32 

 
7.03 7.67 7.68 7.46 

93 9.31 9.56 9.46 9.45 7.46 7.67 7.70 7.61 
94 8.60 8.55 8.94 8.70 7.25 7.39 7.43 7.36 
95 9.16 9.02 9.09 9.09 7.55 7.75 7.70 7.67 
96 8.99 9.01 9.12 9.04 

 
7.47 7.49 7.56 7.50 

98 8.98 8.55 9.11 8.88 7.45 7.24 7.70 7.46 
99 9.13 9.21 9.00 9.11 7.13 7.37 7.18 7.23 

100 9.16 9.39 9.13 9.23 
 

7.74 7.94 7.70 7.79 
101 9.60 9.79 9.76 9.72 7.70 7.84 7.88 7.80 
102 9.24 9.50 9.75 9.49 7.65 7.88 7.73 7.76 
103 9.03 9.31 9.12 9.15 7.11 7.48 7.47 7.36 
104 8.79 8.68 7.94 8.47 

 
7.31 7.40 7.11 7.27 

105 8.44 8.53 8.65 8.54 7.42 7.47 7.44 7.45 
106 8.74 8.76 8.62 8.71 7.01 7.11 6.98 7.03 
107 9.43 9.56 9.23 9.41 7.35 7.27 7.45 7.36 
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No                        ความยาวของเมล็ด                     ความกวางของเมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

108 8.67 8.87 8.83 8.79 7.08 7.35 7.25 7.23 
109 8.19 8.41 8.89 8.50 6.89 7.16 7.66 7.23 
110 9.58 9.78 9.67 9.68 7.71 7.73 7.76 7.74 
111 8.64 8.70 8.66 8.66 7.13 7.37 7.44 7.31 
112 9.24 8.71 9.32 9.09 

 
7.92 7.67 7.73 7.77 

113 8.41 9.05 8.61 8.69 6.93 7.50 7.20 7.21 
114 9.00 9.18 8.76 8.98 7.50 7.49 7.48 7.49 
115 9.42 9.47 9.36 9.42 7.40 7.49 7.63 7.51 
116 9.93 9.28 9.57 9.59 

 
7.64 7.38 7.57 7.53 

117 9.78 8.90 9.00 9.23 7.46 7.40 7.36 7.41 
119 8.70 9.42 8.96 9.03 7.34 7.47 7.54 7.45 
120 9.17 8.77 9.02 8.99 7.19 7.18 7.04 7.14 
121 8.83 9.01 8.92 8.92 7.40 7.66 7.73 7.60 
122 8.58 8.24 8.88 8.57 7.19 7.11 7.47 7.26 
123 9.47 9.50 - 9.49 7.41 7.58 - 7.49 
124 9.50 9.55 9.35 9.47 7.90 7.80 8.00 7.90 
125 8.80 8.71 9.07 8.86 7.21 7.63 7.48 7.44 
127 9.43 9.11 9.18 9.24 7.18 7.28 7.38 7.28 
128 9.30 9.09 8.76 9.05 7.38 7.22 7.23 7.28 
129 9.18 9.16 9.01 9.11 

 
7.42 7.52 7.34 7.43 

130 9.21 8.98 8.63 8.94 7.80 7.67 7.35 7.60 
131 9.23 9.10 8.83 9.05 7.74 7.67 7.46 7.62 
132 9.00 9.15 9.23 9.13 7.35 7.53 7.61 7.50 
133 9.17 9.32 9.13 9.21 

 
7.60 7.67 7.54 7.60 

134 8.18 8.72 8.26 8.39 7.20 7.57 7.29 7.35 
135 8.63 8.99 8.61 8.74 7.47 7.34 7.49 7.43 
136 8.47 9.05 9.04 8.85 

 
7.29 7.49 7.65 7.48 

137 8.91 8.84 9.06 8.93 7.08 7.38 7.46 7.31 
138 10.41 9.91 9.66 9.99 7.50 7.69 7.72 7.64 
139 8.69 8.90 8.77 8.79 7.34 7.71 7.58 7.54 
140 8.94 8.79 8.61 8.78 

 
7.64 7.34 7.23 7.40 

141 9.08 8.59 8.90 8.86 7.46 7.32 7.30 7.36 
142 9.30 9.11 8.28 8.90 7.39 7.36 7.26 7.34 
143 9.44 - 9.11 9.28 7.19 - 7.30 7.24 
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No                  ความยาวของเมล็ด                     ความกวางของเมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

144 9.03 9.14 9.49 9.22 7.57 7.59 7.87 7.68 
145 9.11 8.80 8.79 8.90 7.53 6.76 7.46 7.25 
146 8.86 8.83 8.89 8.86 7.50 7.54 7.32 7.46 
147 9.51 9.42 9.52 9.48 7.59 7.53 7.52 7.55 
148 9.61 9.64 8.86 9.37 7.65 7.86 7.58 7.69 
149 9.46 9.53 9.51 9.50 

 
7.25 7.34 7.56 7.39 

150 9.41 9.57 9.33 9.44 7.64 7.76 7.39 7.60 
151 9.38 9.41 9.00 9.26 7.07 7.22 7.27 7.18 
152 8.86 8.66 8.65 8.72 7.35 7.48 7.32 7.39 
153 9.41 9.02 8.97 9.13 

 
7.02 7.33 7.24 7.20 

154 9.91 9.27 9.17 9.45 7.47 7.68 7.47 7.54 
155 7.99 8.38 8.48 8.29 7.07 7.15 7.18 7.14 
156 8.98 9.00 8.78 8.92 7.14 7.14 7.19 7.16 
157 8.87 8.81 8.67 8.78 7.56 7.49 7.30 7.45 
158 7.84 8.34 8.01 8.06 6.88 7.26 7.06 7.07 
159 9.57 9.46 9.04 9.36 7.46 7.39 7.36 7.40 
160 8.96 8.80 8.62 8.79 

 
7.23 7.12 7.26 7.20 

161 8.84 8.92 8.92 8.89 7.17 7.50 7.57 7.41 
162 8.55 8.15 8.38 8.36 7.30 7.09 7.15 7.18 
163 9.81 9.74 9.91 9.82 7.64 7.79 7.90 7.78 
164 9.07 8.43 8.66 8.72 

 
7.28 7.29 7.48 7.35 

165 9.39 9.56 9.00 9.32 7.46 7.61 7.48 7.52 
166 8.56 9.16 8.51 8.75 7.08 7.42 7.50 7.33 
167 9.50 8.83 9.08 9.14 7.72 7.41 7.53 7.55 
168 9.30 8.64 8.82 8.92 7.55 7.44 7.44 7.48 
169 8.69 8.37 8.58 8.55 7.14 7.19 7.33 7.22 
170 9.91 9.44 9.06 9.47 7.92 7.57 7.75 7.75 
171 9.67 9.05 9.13 9.29 

 
7.51 7.41 7.38 7.43 

172 9.26 9.60 9.13 9.33 7.68 7.60 7.83 7.70 
173 9.21 8.77 9.13 9.04 7.61 7.26 7.62 7.50 
174 9.34 9.95 9.39 9.56 7.77 7.65 7.42 7.61 
175 9.03 9.12 8.61 8.92 

 
7.61 7.71 7.36 7.56 

176 9.15 9.21 8.96 9.11 7.46 7.51 7.43 7.47 
178 9.05 9.09 10.01 9.38 7.52 7.12 7.53 7.39 
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No 
                       ความยาวของเมล็ด                     ความกวางของเมล็ด 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 
 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 
179 9.69 9.35 9.47 9.50   6.82  7.18   7.54   7.18 
180 8.43 8.33 8.01 8.26   7.11  7.06   6.89   7.02 
181 8.84 8.50 8.53 8.62   7.36  7.37   7.27   7.33 
182 7.84 8.51 8.76 8.37   6.92  7.15   7.20   7.09 
183 9.18 9.03 9.05 9.08   7.23  7.17   7.37   7.26 
184 9.33 9.10 9.22 9.22 

 
7.50 7.49 7.59 7.53 

185 8.87 8.50 8.64 8.67 7.48 7.44 7.53 7.48 
186 8.93 8.74 9.01 8.89 7.41 7.56 7.73 7.57 
187 9.17 9.22 9.08 9.16 7.48 7.11 7.29 7.29 
188 8.96 9.11 8.76 8.94 

 
7.43 7.49 7.39 7.44 

189 9.81 9.65 9.63 9.69 7.57 7.66 7.27 7.50 
190 9.23 9.19 9.05 9.16 7.76 7.57 7.61 7.65 
191 8.14 8.86 8.82 8.61 7.23 7.60 7.43 7.42 
192 9.10 8.72 8.58 8.80 7.43 7.55 7.28 7.42 

CM60 7.64 7.64 7.88 7.72 6.53 6.61 6.69 6.61 
KA 9.54 9.53 9.86 9.64 8.28 8.36 8.57 8.40 

MeanF3 9.08 9.06 8.97 9.04 7.37 7.44 7.44 7.42 
Mean P 8.59 8.59 8.87 8.68 7.40 7.48 7.63 7.50 
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ตารางที ่ 15    แสดงคาเฉลี่ยของลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดของถั่วเหลืองพันธุพอ (KA) พันธุแม(CM60)   และ
ประชากร F3 (1-192) 

 

No 
                       น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

1 26.67 23.26 24.53 24.82 
2 25.23 27.22 25.16 25.87 
3 26.75 26.52 23.97 25.75 
4 30.63 34.47 24.82 29.97 
5 26.55 28.63 25.98 27.05 
6 28.50 27.40 25.31 27.07 
7 26.94 25.40 27.43 26.59 
8 28.35 22.18 23.77 24.77 
9 33.61 31.29 33.12 32.67 

10 30.11 31.62 26.09 29.27 
11 25.48 24.17 22.88 24.18 
12 29.58 26.94 26.97 27.83 
13 26.85 27.73 25.59 26.72 
14 20.42 25.52 19.88 21.94 
15 31.32 34.51 29.17 31.66 
16 31.67 30.22 24.60 28.83 
17 28.63 24.25 29.03 27.30 
18 27.21 22.93 22.87 24.34 
19 30.06 28.08 24.43 27.52 
20 23.89 24.10 23.94 23.98 
21 22.31 22.37 21.35 22.01 
22 23.42 22.80 23.00 23.07 
23 27.46 26.80 31.07 28.44 
24 26.52 29.82 29.30 28.55 
25 24.37 29.62 22.85 25.61 
26 27.06 26.34 26.88 26.76 
28 25.66 24.23 23.84 24.58 
29 25.46 24.74 20.22 23.47 
30 25.58 23.64 24.47 24.56 
32 24.68 25.94 26.45 25.69 
33 28.00 28.10 26.62 27.57 
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No                           น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

34 28.05 24.95 29.47 27.49 
35 20.99 23.58 19.45 21.34 
36 28.92 28.36 25.87 27.72 
37 27.83 25.20 23.93 25.65 
38 24.27 24.70 22.04 23.67 
39 28.28 28.85 26.17 27.77 
40 28.13 27.39 24.11 26.54 
42 28.64 26.18 28.14 27.65 
43 28.34 30.02 26.64 28.33 
44 24.83 23.50 23.75 24.03 
45 27.47 26.06 26.03 26.52 
46 28.83 25.67 26.94 27.15 
47 29.88 30.97 32.15 31.00 
48 27.18 28.43 26.44 27.35 
49 25.96 23.06 24.21 24.41 
50 26.36 - 24.02 25.19 
51 38.61 - 29.45 34.03 
52 26.00 30.33 27.88 28.07 
53 23.62 23.26 24.23 23.70 
55 23.27 25.67 24.49 24.48 
56 22.28 23.17 23.10 22.85 
57 26.41 28.19 27.00 27.20 
58 28.95 25.48 25.18 26.54 
59 28.50 28.38 28.34 28.41 
60 27.70 27.43 26.14 27.09 
61 27.87 26.35 25.30 26.51 
62 27.67 25.49 24.93 26.03 
63 28.11 24.77 25.34 26.07 
64 26.22 21.35 23.63 23.73 
65 28.46 27.20 23.28 26.31 
66 24.40 27.81 25.09 25.77 
67 29.95 25.16 26.51 27.21 
68 26.24 23.96 22.40 24.20 
69 26.47 24.44 19.84 23.58 
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No                           น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

70 26.51 21.36 19.62 22.50 
71 25.25 28.42 31.37 28.35 
72 26.90 29.87 29.11 28.63 
73 - 27.49 24.68 26.09 
74 28.46 28.39 30.24 29.03 
75 24.92 29.03 27.64 27.20 
76 27.92 28.66 27.31 27.96 
77 27.87 23.08 23.46 24.80 
78 31.56 31.08 30.83 31.16 
79 31.81 27.95 29.73 29.83 
80 25.86 45.60 29.56 33.67 
81 29.12 31.05 29.56 29.91 
82 24.09 24.89 23.54 24.17 
83 24.44 22.66 21.05 22.72 
84 25.91 22.50 26.64 25.02 
85 28.83 28.68 23.03 26.85 
86 24.19 24.71 25.32 24.74 
87 27.73 25.40 26.24 26.46 
88 28.46 26.26 28.04 27.59 
89 29.60 31.28 30.55 30.48 
91 29.16 26.90 29.73 28.60 
92 26.45 27.36 27.33 27.05 
93 29.15 30.17 27.91 29.07 
94 23.48 23.44 24.33 23.75 
95 30.11 28.02 28.78 28.97 
96 29.00 26.54 28.44 27.99 
98 26.53 23.74 29.22 26.50 
99 25.95 26.87 25.13 25.98 

 100 30.75 31.45 28.35 30.18 
101 31.01 32.64 31.34 31.66 
102 28.24 30.16 29.03 29.14 
103 25.02 25.38 26.01 25.47 

 104 26.15 24.36 19.03 23.18 
105 24.53 24.61 23.57 24.24 
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No                           น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

106 23.48 25.63 21.92 23.68 
107 29.76 27.31 28.66 28.58 
108 26.33 25.43 24.45 25.40 
109 22.31 21.98 26.88 23.72 
110 33.09 32.60 32.66 32.78 
111 26.17 24.03 27.04 25.75 

 112 31.43 26.53 28.42 28.79 
113 23.00 25.87 22.46 23.78 
114 26.54 26.66 25.78 26.33 
115 27.66 29.63 29.29 28.86 

 116 30.27 26.77 29.02 28.69 
117 32.44 25.21 26.44 28.03 
119 26.17 29.08 28.82 28.03 
120 25.49 23.55 23.62 24.22 
121 24.15 25.53 27.23 25.64 
122 25.69 21.34 26.00 24.34 
123 29.50 29.00 - 29.25 

 124 30.96 31.74 31.82 31.51 
125 26.09 25.02 30.33 27.15 
127 27.75 25.37 27.05 26.72 
128 26.71 24.72 22.16 24.53 

 129 27.46 27.20 25.66 26.77 
130 28.66 25.92 23.41 26.00 
131 28.87 28.63 25.58 27.69 
132 26.11 27.23 25.50 26.28 
133 28.32 27.80 28.08 28.07 
134 23.00 25.21 23.37 23.86 
135 25.10 24.78 25.47 25.12 

 136 24.52 28.36 27.37 26.75 
137 25.55 25.31 25.83 25.56 
138 33.09 31.44 29.36 31.30 
139 26.70 26.61 25.27 26.19 
140 29.23 26.79 21.37 25.80 
141 28.93 24.62 26.66 26.74 
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No
 

                         น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

142 28.73 28.09 22.84 26.55 
143 26.95 - 26.44 26.69 
144 28.67 27.96 30.58 29.07 
145 27.10 21.33 23.44 23.96 
146 25.68 25.87 24.87 25.47 
147 30.33 28.54 27.81 28.89 
148 34.52 33.73 26.54 31.60 
149 28.26 25.39 27.84 27.16 
150 32.08 31.43 29.16 30.89 
151 27.50 25.25 25.11 25.95 
152 27.31 24.82 23.97 25.37 
153 25.03 26.41 26.62 26.02 
154 29.79 26.52 26.48 27.60 
155 23.93 21.75 25.18 23.62 
156 24.65 24.05 22.26 23.65 
157 27.58 24.98 21.60 24.72 
158 19.50 21.91 19.92 20.44 
159 28.43 26.54 23.53 26.17 
160 25.35 22.92 22.01 23.43 
161 26.97 27.28 27.80 27.35 
162 24.05 22.24 20.89 22.39 
163 33.57 32.48 30.81 32.29 
164 25.51 22.99 23.38 23.96 
165 27.61 29.62 22.98 26.74 
166 24.33 28.10 22.40 24.94 
167 30.24 26.98 27.66 28.29 
168 27.89 23.69 24.08 25.22 
169 24.26 20.83 24.08 23.06 
170 32.96 27.15 27.16 29.09 
171 28.90 26.08 28.26 27.75 
172 29.83 32.06 28.86 30.25 
173 27.42 24.93 25.85 26.07 
174 31.30 29.04 29.18 29.84 
175 28.47 26.34 22.46 25.76 
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No                   น้ําหนัก 100 เมล็ด 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 Average 

176 27.68 27.96 27.66 27.77 
178 29.11 26.02 32.93 29.35 
179 24.68 26.37 27.95 26.33 
180 23.51 23.57 22.07 23.05 
181 25.98 23.26 22.94 24.06 
182 21.50 22.21 25.69 23.13 
183 26.61 25.37 26.06 26.01 
184 30.41 24.92 29.78 28.37 
185 28.09 23.60 25.67 25.79 
186 26.12 25.20 26.00 25.77 
187 26.50 24.08 26.47 25.68 
188 27.28 28.77 25.96 27.34 
189 29.86 29.06 26.11 28.34 
190 28.01 27.30 27.03 27.45 
191 26.29 26.40 26.57 26.42 
192 27.96 25.77 24.37 26.03 

CM60 19.35 18.55 17.97 18.62 
KA 35.78 35.57 36.14 35.83 

Mean F3 27.33 26.59 25.94 26.62 
Mean P 27.57 27.06 27.06 27.23 
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ภาคผนวก ค 
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                  (ก)         (ข)         (ค) 

                
       (ง)                      (จ)           (ฉ) 

 
(ช) 

ภาพท่ี  15      การผสมพันธุถ่ัวเหลืองระหวางพันธุ CM60 (ดอกสีขาว) และพันธุ KA (ดอกสีมวง) 
 (ก)     ดอกของพันธุ KA ที่เหมาะสมในการเก็บละอองเกสรตัวผู 
 (ข)     ดอกของพันธุ CM60  ที่เหมาะสมในการผสมพันธุ 
 (ค,ง)  การนําปากคีบปลายแหลมดึงกลีบเล้ียงและกลีบดอก    
 (จ)     นําละอองเรณูจากพันธุ KA มาปายลงบนยอดเกสรเพศเมียของพันธุ CM60 
 (ฉ)     ปายกํากับการผสมพันธุ 
 (ช)     ฝกที่ผสมติดเมื่อเวลาผานไป 5 วันหลังการผสม 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายธนา  อมรชัยพิริยะกุล  เกิดเมื่อวันที่  29 สิงหาคม พ.ศ. 2527  ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร  
สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมปลาย  จากโรงเรียนวัดนวลนรดิศ  เขตภาษีเจริญ  กรุงเทพเทพมหานคร  ในป
การศึกษา 2545   และสําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิชาพันธุศาสตร  ภาควิชา
พฤกษศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549    เขาศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาวิชาพันธุศาสตร  ภาควิชาพฤกษศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในภาคการศึกษาตน  
ปการศึกษา 2550 
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