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บทที ่1 
บทนํา 

 
ถ่ัวเหลือง  Glycine max (L) Merr.  (2n = 2X = 40)    เปนพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งที่สําคัญของ

ประเทศและของโลก    จัดเปนพืชลมลุกอยูในวงศ Fabaceae   คาดวามีถ่ินกําเนิดอยูที่ประเทศจีน              
ถ่ัวเหลืองเปนแหลงโปรตีนจากพืชที่สําคัญสามารถใชทดแทนโปรตีนจากสัตวได       โดยในเมล็ดถ่ัว
เหลืองประกอบดวยโปรตีน   30 – 50 %  ไขมัน  13 – 24 %  และคารโบไฮเดรตปริมาณ 12 – 24 % โดย
น้ําหนัก     จึงมีการนําถ่ัวเหลืองมาใชบริโภคเปนอาหารทั้งของคนและของสัตวมาเปนเวลานาน   โดยมีการ
แปรรูปเปนผลิตภัณฑตางๆมากมายเชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง   เตาหู   โปรตีนเกษตรฯลฯ   อีกทั้งถ่ัวเหลืองยังมี
คุณสมบัติในการปองกันโรคตาง ๆ เชน โรคหัวใจ  ความดันโลหิตสูง   แกอาการเจ็บคอ  รอนใน  บํารุง
กระดูก  ปองกันโรคโลหิตจาง เปนตน  (ยุวดี  จอมพิทักษ, 2544)   จึงมีการนํามาใชประโยชนทางเภสัช
กรรม  หรือแมกระทั่งอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ อีกมากมายเชน  สบู  เคร่ืองสําอาง  สีและหมึกพิมพ  เปนตน  
นอกจากน้ีการปลูกถ่ัวเหลืองจะชวยเพ่ิมปริมาณไนโตรเจนในดิน  ลําตนและรากหลังการเก็บเก่ียวสามารถ
ใชทําเปนปุยเพ่ือบํารุงดินไดอีกดวย    

 
ถ่ัวเหลืองฝกสด (vegetable soybean) หรือถ่ัวแระญี่ปุน   เปนถ่ัวเหลืองที่นิยมรับประทานในรูปฝก

สดโดยเฉพาะอยางย่ิงในประเทศญี่ปุน   เนื่องจากมีรสชาติดี  และมีคุณคาทางโภชนาการสูง   ประเทศญี่ปุน
เองไมสามารถผลิตไดเพียงพอกับความตองการภายในประเทศ   จึงตองนํา เขาจากตางประเทศในปริมาณ
สูง      สวนในประเทศไทยถ่ัวเหลืองฝกสดไมเปนที่รูจักและนิยมบริโภคมากนัก    ในอดีตประเทศไทยมี
การปลูกและผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดในปริมาณที่นอย   แตเร่ิมมีการผลิตมากข้ึนเน่ืองจากสามารถสงออกใน
รูปฝกสดแชแข็งไปยังประเทศญี่ปุน  สหรัฐอเมริกา  อังกฤษ  และแคนาดา เปนตน   ในปจจุบันถือไดวาถ่ัว
เหลืองฝกสดเปนพืชที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจอีกชนิดหน่ึง    ประเทศไทยสามารถสงออกถ่ัวเหลืองฝก
สดในรูปฝกสดแชแข็งไปประเทศญี่ปุนปละประมาณ 10,000 ตัน คิดเปนมูลคาประมาณ 1,000 ลานบาท   
และมีแนวโนมสงออกมาข้ึน  (สมศักดิ์  ศรีสมบุญ, 2547)    ถ่ัวเหลืองฝกสดที่ดีควรมีลักษณะฝกสีเขียว   
เมล็ดมีขนาดใหญ  รสชาติหวานมัน  เมล็ดนุม  ผลผลิตสูง   ตานทานโรค และอายุเก็บเก่ียวสั้น   เปนตน    
พันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่ปลูกในประเทศไทยในปจจุบัน  เปนพันธุที่ไดรับการปรับปรุงพันธุมาจาก
ตางประเทศ    แลวนํามาทดสอบหาพันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศ   จากน้ันเปล่ียนชื่อมาเปนชื่อที่ใชกัน
ภายในประเทศ  เชนพันธุ  ‘Taichoshiroge’ ซึ่งเปนถ่ัวเหลืองฝกสดที่ไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุมา
จากประเทศญี่ปุน     นําเขาสูประเทศไทย  ภายหลังปลูกทดสอบและคัดเลือกพันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศ
ไทย       แลวเปล่ียนชื่อเปน ‘กพส 292’ หรือ ‘KPS 292’  (กรุง  สีตะธนี และสิริกุล  วะสี, 2538)  ประเทศ
ไทยกําลังศึกษาและวิจัยเพ่ือสรางพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่เหมาะสมกับสภาพแวดลอมในประเทศและให
ผลผลิตสูง   และอนาคตคาดวาถ่ัวเหลืองฝกสดจะมีการสงเสริมใหเกษตรกรปลูกเพ่ือใชเปนการคา
ภายในประเทศ    เน่ืองจากเปนพืชที่ยังมีอนาคตดีในดานการสงออก   
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ลักษณะขนาดเมล็ดเปนลักษณะที่สําคัญในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด  เนื่องจากความ
ตองการและความนิยมของตลาดตองการถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีขนาดเมล็ดใหญ  ลักษณะขนาดเมล็ดเปน
ลักษณะทางปริมาณควบคุมดวยยีนจํานวนหลายยีน  และมีผลของสิ่งแวดลอมมาเก่ียวของดวยสูง (Hyten et 
al., 2004) ทําใหการศึกษาลักษณะทางปริมาณของลักษณะดังกลาวทําไดยาก   การวิเคราะหกลุมของยีนที่
ควบคุมลักษณะปริมาณของขนาดเมล็ดทําไดโดยการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 หรือ RIL จากถ่ัว
เหลืองคูผสมที่มีขนาดเมล็ดแตกตางกัน   แลวนําขอมูลฟโนไทปของขนาดเมล็ดในประชากรดังกลาวไป
วิเคราะหรวมกับขอมูลจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมตางๆ    เพื่อหาตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยู
ใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะที่ศึกษา   จะชวยใหการคัดเลือกลักษณะทางปริมาณในโครงการปรับปรุงพันธุ
ถ่ัวเหลืองฝกสดมีประสิทธิภาพสูงข้ึน  เคร่ืองหมายพันธุกรรม simple sequence repeat (SSR)  เปน
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เปนที่นิยม  เน่ืองจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR มีการกระจายทั่วทั้งจีโนม  และ
จําเพาะเจาะจงในสิ่งมีชีวิตนั้นๆ    อีกทั้งยังเปนเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิด   codominant   ซึ่งสามารถ
แสดงจีโนไทป heterozygous ได   การวิเคราะหกลุมยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด  จะทําให
เขาใจถึงกลไกการถายทอดลักษณะของยีนที่ควบคุมลักษณะของขนาดเมล็ด  รวมถึงสามารถรูถึงจํานวน
และตําแหนงยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว   เพื่อเปนประโยชนตอการคัดเลือกพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดใหมี
ขนาดเมล็ดใหญในโครงการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดของประเทศไทยตอไปในอนาคต 

 
วัตถุประสงค 
  
 เพ่ือวิเคราะหกลุมของยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด  Glycine max (L) Merr.  จาก
ความสัมพันธกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR     

 
แผนการดําเนินการวิจัย 
 
 1.   ศึกษากลไกการถายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองจากถ่ัว
เหลืองคูผสม ‘เชียงใหม 60’ (CM60)  และ ‘Kaori’  (KA) 
 2.   วิเคราะหหากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 
 สามารถนํากลไกการถายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดของถ่ัวเหลืองฝกสดจาก
คูผสม CM60   และ  KA  รวมทั้งจํานวนและตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดจากคูผสม
ดังกลาวไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดของประเทศไทยตอไป  
 

2



 
 

บทที ่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
ขอมูลท่ัวไปของถั่วเหลือง 

 
พฤกษศาสตร  และความสําคัญของถ่ัวเหลือง 
 
ถ่ัวเหลืองเปนพืชลมลุกมีชื่อวิทยาศาสตรวา  Glycine max (L.) Merrill  สามารถจัดจําแนกทาง

พฤกษศาสตรไดดังน้ี  (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  

   
 ถ่ัวเหลืองมีแหลงกําเนิดอยูที่ประเทศจีน    มีหลักฐานวาชาวจีนปลูกถ่ัวเหลืองมาเปนเวลากวา 

3,000 ปแลว    ถึงแมวาถ่ัวเหลืองมีแหลงกําเนิดอยูในประเทศเขตอบอุน  แตในปจจุบันมีการปลูกถ่ัวเหลือง
แพรหลายทั้งในประเทศเขตอบอุนและในประเทศเขตรอน  เน่ืองจากเมล็ดถ่ัวเหลืองมีองคประกอบที่มี
คุณคาทางอาหารในปริมาณที่สูง (ตารางที่ 1)  และมีปริมาณโปรตีนและไขมันในเมล็ดสูงกวาในเน้ือสัตว
ตางๆ (ตารางที่ 2) จากการวิจัยในงานดานเภสัชกรรม  พบวาถ่ัวเหลืองสามารถชวยปองการเกิดโรคตางๆ
เชน  โรคหัวใจ  โรคความดันโลหิตสูง  แกอาการเจ็บคอ  รอนใน  บํารุงกระดูก   ปองกันโรคโลหิตจาง   
เปนตน (ยุวดี  จอมพิทักษ, 2544)  จึงนิยมนําถ่ัวเหลืองมาใชบริโภคเปนอาหารสําหรับมนุษยและสัตวตาง ๆ 
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(กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)  รูปแบบการใชถ่ัวเหลืองเพื่อการบริโภคแบงไดเปน  2  แบบหลัก ๆ คือ การ
บริโภคในรูปถ่ัวสดเชน  ถ่ัวแระ  ถ่ัวงอก   และการนําถ่ัวเมล็ดแหงมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑตาง ๆ  เชน  
น้ํามันถ่ัวเหลือง  เตาเจ้ียว  เตาหู  นํ้าเตาหู  นมถ่ัวเหลือง  ฯลฯ นอกจากน้ีถ่ัวเหลืองยังเขาไปเปนวัตถุดิบใน
อุตสาหกรรมตาง ๆ มากมายเชน อุตสาหกรรมการทําสี  ทําหมึกพิมพ น้ํามันทาไม  โรงงานอุตสาหกรรมทํา
สบู   และเคร่ืองสําอาง   เปนตน    
 
 การปลูกถ่ัวเหลืองในประเทศไทย 

 
 ไมปรากฏหลักฐานวาถ่ัวเหลืองเขามาสูประเทศไทยเมื่อใดแตมีการสันนิษฐานวาชาวจีนอพยพ
เปนผูที่นําถ่ัวเหลืองเขามาในตนสมัยรัตนโกสินทร   เพ่ือใชสําหรับบริโภค  และการเพาะปลูกก็คงจํากัดอยู
แตในหมูชาวจีนเทาน้ัน  ประมาณป พ.ศ. 2473 มีหลักฐานวา พระยาอนุบาลพายัพกิจเทษาภิบาลมลฑล
พายัพไดแนะนําสงเสริมใหเกษตรกรในจังหวัดเชียงใหมปลูกถ่ัวเหลืองในนาหลังเก็บเก่ียวขาวแลว  และ
ไดผลสําเร็จเปนอยางดี   มีการขยายเน้ือที่ปลูกเพิ่มข้ึนทุกป  ในปพ.ศ. 2552  ประเทศไทยมีการปลูกถ่ัว
เหลืองจํานวน 758,041 ไรใน 33  จังหวัด  คิดเปนผลผลิตรวม  190,480  ตัน โดยมีจังหวัดเชียงใหม  แพร  
ชัยภูมิ  แมฮองสอน  เลย  เปนจังหวัดที่มีพ้ืนที่ปลูกมากที่สุด แตประเทศไทยมีการผลิตถ่ัวเหลืองไมเพยีงพอ
ตอความตองการภายในประเทศ  ยังตองมีการนําเขาถ่ัวเหลืองจากตางประเทศเปนจํานวนมาก   (สํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตร, 2553)    
 
 ในขณะที่ถ่ัวเหลืองฝกสดไดมีการนําเขามาศึกษาทดลอง  รวมทั้งปรับปรุงพันธุตั้งแตป พ.ศ. 2528  
ในปจจุบันประเทศไทยสาม ารถปลูกและสงออกถ่ัวเหลืองฝกสดที่มี คุณภาพดีสําหรับบริโภค
ภายในประเทศและสงไปขายยังตางประเทศ   โดยการปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดเพ่ือการสงออกในรูปถ่ัวเหลือง
ฝกสดแชแข็งทําโดยภาคเอกชนไดแก บริษัท เชียงใหมโฟรเซนฟูดส จํากัด  บริษัท ยูเนียนฟรอส จํากัด  
และบริษัท ลานนาอุตสาหกรรม ซึ่งบริษัทจะจัดหาปจจัยการผลิตใหเกษตรกรผูปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดที่เปน
สมาชิก โดยเจาหนาที่ของบริษัทเปนผูแนะนําการปฏิบัติดูแลรักษา   ตลอดจนรับซื้อผลผลิตถ่ัวเหลืองฝกสด
ที่มีคุณภาพตามมาตรฐานที่กําหนดในราคาประกัน พันธุที่ใชปลูกไดแก ‘AGS 292’  และ   ‘NO. 75’  ในป
พ.ศ. 2550 – 2551  แหลงเพาะปลูกถ่ัวเหลืองฝกสดสวนใหญอยูในภาคเหนือ   มีพ้ืนที่ดําเนินการประมาณ 
12,000 ไร    ไดแก จังหวัดเชียงราย เชียงใหม ลําปาง  พะเยา  ลําพูน พิษณุโลก สุโขทัย อุตรดิตถ 
กําแพงเพชร อุทัยธานี  และเพชรบูรณ     โดยมีการสงออกไปยังตางประเทศโดยเฉพาะประเทศญี่ปุนใน
ปริมาณประมาณ 10,000 ตันตอป  (ศรีสุดา เตชะสาน, 2554) 
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ตารางท่ี 1     องคประกอบของสารอาหารในเมล็ดถ่ัวเหลือง (กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)   
 สารอาหาร       ปริมาณโดยน้ําหนัก 

     ไขมัน       18.7% 
   ไขมันอ่ิมตัว     12 – 14% 
   ไขมันไมอ่ิมตัว     86 – 88% 
     โปรตีน      37% 
        คารโบไฮเดรท      26% 
      เกลือแรตาง ๆ       5.06% 
    เสนใย       4.7% 
    ความชื้น      8.4% 

 
ตารางท่ี 2   เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนและไขมันในเมล็ดถ่ัวเหลืองและเนื้อสัตวตาง ๆ   (กรมพัฒนาที่ดิน ,  2548)   
     โปรตีน  (กรัม/100กรัม)       ไขมัน (กรัม/100กรัม)  

ถ่ัวเหลือง   34%       18% 
เน้ือหมู    19%       3.3% 
เน้ือปลาชอน   20.5%       3.8% 
เน้ือปลาทู   20%       6.7% 
ไขไก    12.3%     11.7% 
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 ประเภทของถ่ัวเหลือง 
 
1.   แบงตามรูปแบบการเจริญเติบโต   (กรมพัฒนาที่ดิน, 2548)   

 
1.1   ถ่ัวเหลืองที่มีการเจริญเติบโตแบบ  indeterminate    คือถ่ัวเหลืองที่หยุดการเจริญเติบโตทาง

ลําตน (vegetative growth) หลังจากสิ้นสุดการออกดอกแลว  โดยจะมีเฉพาะตาขาง  (axillary bud)  เทานั้น
ที่จะกลายเปนดอก  สวนตายอด (apical bud)  จะไมเจริญไปเปนดอก   โดยการบานของดอกถ่ัวเหลืองที่มี
การเจริญแบบน้ี  ภายในตนเดียวกันจะบานไมพรอมกัน   จะกินเวลาประมาณ 7 วัน ทําใหการเจริญของฝก
และเมล็ดในแตละขอปลองจะไมเทากันดวย 

 
1.2    ถ่ัวเหลืองที่มีการเจริญแบบ determinate  คือถ่ัวเหลืองที่จะหยุดการเจริญเติบโตทางลําตน  

ตั้งแตเร่ิมออกดอก  เมื่อตนถ่ัวเหลืองออกดอกแลวจะมีแตระยะเจริญพันธุ (reproductive growth)  เทานั้น  
โดยตายอดของถ่ัวเหลืองชนิดน้ีจะเจริญเปนดอก  ทําใหการเจริญทางลําตนสิ้นสุดลง   การบานของดอกถ่ัว
เหลืองประเภทนี้จะบานพรอมกันทั้งตนจะใชเวลาเพียง 1-2 วันเทาน้ัน   สงผลใหการพัฒนาของฝกและ
เมล็ดจะเปนไปพรอม ๆ กันสะดวกตอการเก็บเก่ียว 

 
2.  แบงตามการใชประโยชน   (สมศักดิ์  ศรีสมบุญ, 2547)         
 
2.1    ถ่ัวเหลืองเมล็ดแหง (grain soybean)  คือถ่ัวเหลืองที่เมล็ดมีขนาดเล็ก    นํ้าหนักเมล็ดแหง 

100  เมล็ดหนักเพียง  12 – 18  กรัม  ลําตนตั้งตน  มักเปนลําตนเดี่ยวไมมีแขนง  ตองนําเมล็ดมาแปรรูปเพ่ือ
ใชประโยชนตาง ๆ เชน นํ้ามันถ่ัวเหลือง และอาหารประเภทโปรตีนตาง ๆ   

 
2.2    ถ่ัวเหลืองฝกสด  (vegetable soybean) หรือถ่ัวแระญี่ปุน   คือถ่ัวเหลืองที่บริโภคขณะฝกยังมี

สีเขียวอยู   อายุเก็บเก่ียวอยูที ่ 65 วันหลังหยอดเมล็ด   ลําตนมีลักษณะเปนพุมเตี้ย  มีจํานวน 7 – 10  ขอ  มี
แขนง    เมล็ดมีขนาดใหญ    นํ้าหนัก 100 เมล็ดหนัก 25- 35 กรัม     รสชาติหวาน    นิยมบริโภคในรูปฝก
สด  หรือแกะเมล็ดนําไปประกอบอาหารใชแทนถ่ัวลันเตาไดเปนอยางดี        

 
ถ่ัวเหลืองฝกสดมีคุณคาทางโภชนาการสูง  โดยนิยมรับประทานกันมาก  ในประเทศญี่ปุน  

รองลงมาคือ  จีน  เกาหลี  ไตหวัน  สวนประเทศไทยยังมีความนิยมรับประทานถ่ัวเหลืองฝกสดกันนอย  แต
มีการผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีคุณภาพสงออกในรูปฝกสดแชแข็ง    นํารายไดเขาสูประเทศในอีกทางหน่ึง     
(กรุง  สีตะธนี  และสิริกุล  วะส,ี 2538)     
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 การปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด 
 
สวนใหญพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุโดยภาครัฐและเอกชนของ

ประเทศญี่ปุน   โดยพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดที่ดมีีคุณภาพสูง     ขนาดฝกและเมล็ดตองมีขนาดใหญ     หน่ึงฝก
ควรมีสองเมล็ดข้ึนไป    ฝกมีขนาดมากกวา  1.4 x 5.0 เซนติเมตร    มีสีเขียวสดไมมีจุดดางดํา     นํ้าหนักฝก 
500 กรัมควรมีจํานวนฝกประมาณ 150 ฝก  เมล็ดมีสีเขียว  นุม  รสชาติหวานมัน  มีความหวาน Total 
soluble solid (TSS)  มากกวา 11 %  อายุเก็บเก่ียวสั้น  ผลผลิตสูง  และตานทานโรค  ประเทศไทยเร่ิมมีการ
นําเข า ถ่ัวเหลืองฝกสดมาศึกษาและทดลองปลูกตั้ งแตป  พ.ศ.2528  ณ ศูนยวิจัยพืช ผักเขตรอน  
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน  โดยเปนการนําพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดจํานวนมากกวา 30 พันธุมา
จากประเทศญี่ปุนซึ่งมีภูมิอากาศแบบอบอุน  หลังจากปลูกทดสอบพบวาทุกพันธุสามารถออกดอกและ
เจริญเติบโตไดในภูมิอากาศเขตรอนของประเทศไทย   แตมีเพียง 3 - 4 พันธุเทาน้ันที่มีการปรับตัวไดดีและ
ใหผลผลิตเปนที่นาพอใจ   จึงเปล่ียนชื่อพันธุเพ่ือใหใชภายในประเทศ เชนพันธุ Taichoshiroge  ซึ่งเปนถ่ัว
เหลืองฝกสดที่ไดรับการพัฒนาและปรับปรุงพันธุมาจากประเทศญี่ปุน   เมื่อนํามาปลูกทดสอบและคัดเลือก
พันธุที่ปรับตัวไดดีในประเทศไทยแลวจึงเปล่ียนชื่อเปน  กพส 292   หรือ   KPS 292   (กรุง  สีตะธนี และ
สิริกุล  วะส,ี 2538)      

 
ปจจุบันการศึกษาเพ่ือพัฒนาและปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสดในประเทศไทยยังมีไมมากนัก   

โดยมีเพียงภาคเอกชนที่ปลูกและผลิตถ่ัวเหลืองฝกสดเพ่ือการสงออกในรูปฝกสดแชแข็ง     โดยใชถ่ัว
เหลืองฝกสดพันธุ  AGS 292  และ NO. 75  เปนพันธุหลัก   ซึ่งในอนาคตคาดวาจะไดมีการปรับปรุงพันธุ
ถ่ัวเหลืองฝกสดเพื่อใชเปนการคาภายในประเทศอยางจริงจัง   เน่ืองจากเปนพืชที่ยังมีอนาคตดีในดานการ
สงออกไปขายยังตางประเทศ     
 
ลักษณะขนาดเมล็ดของถั่วเหลือง 

 
ลักษณะขนาดเมล็ดเปนลักษณะที่สําคัญในถ่ัวเหลือง   เนื่องจากนําเมล็ดมาใชประโยชนใน

รูปแบบตาง ๆ  โดยถ่ัวเหลืองฝกสดที่มีเมล็ดขนาดใหญจะไดรับความนิยมและเปนที่ตองการของตลาด
มากกวาเมล็ดขนาดเล็ก   ดังน้ันลักษณะขนาดเมล็ดจึงมีความสําคัญในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองฝกสด    
ลักษณะขนาดเมล็ดเปนองคประกอบสําคัญที่เก่ียวของกับปริมาณสารอาหารตาง ๆ ในเมล็ด    และปริมาณ
ผลผลิตของถ่ัวเหลือง   ลักษณะขนาดเมล็ดถูกควบคุมโดยยีนหลายตําแหนง (polygene)  มีการทํางานของ
ยีนเปนแบบผลบวก (additive effect)  และมีความสัมพันธเชิงบวกกับลักษณะผลผลิต  ปริมาณโปรตีนและ
ไขมันภายในเมล็ด (Hyten et  al.,2004)     
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 อัตราพันธุกรรม  (heritability: h2) 
  
 Kearsey and Pooni (1996)   อธิบายวาอัตราพันธุกรรมหมายถึงสัดสวนของความแปรปรวน
เน่ืองมาจากผลของพันธุกรรม (VG)  ตอความแปรปรวนของฟโนไทป (VP)   เปนคาที่แสดงความสามารถ
ในการถายทอดลักษณะหน่ึง ๆ จากพอแมสูรุนลูก   ซึ่งจะสงผลถึงความยากงายในการคัดเลือก  และ
ปรับปรุงพันธุของลักษณะที่สนใจ  ถาคาอัตราพันธุกรรมสูงแสดงวาการแปรผันของลักษณะนั้นเกิดจากผล
ของพันธุกรรมมากกวาผลของสิ่งแวดลอม ดังน้ันการคัดเลือกลักษณะน้ันจะมีโอกาสที่จะประสบผลสําเร็จ
สูง   แตคาอัตราพันธุกรรมเปนคาเฉพาะของประชากร ลักษณะ  พันธุ  และสิ่งแวดลอมที่ใชในการศึกษา     
คาอัตราพันธุกรรมสามารถแบงได 2 แบบคือ 

  
 1.  อัตราพันธุกรรมแบบกวาง  (board-sense heritability, h2

b)   หมายถึงสัดสวนของความ
แปรปรวนเน่ืองจากพันธุกรรมทั้งหมดตอความแปรปรวนของฟโนไทป  สามารถเขียนไดดังสมการ         
h2

b   =   VG / VP     คาอัตราพันธุกรรมแบบกวางจะมีคาระหวาง 0 ถึง 1  โดยถาคาอัตราพันธุกรรมแบบกวาง
มีคาเทากับ 1  แสดงวาการแปรผันของลักษณะดังกลาวเกิดจากผลของพันธุกรรม  ไมมีผลของสิ่งแวดลอม
เขามาเก่ียวของ   แตถาอัตราพันธุกรรมแบบกวางมีคานอยแสดงวาการแปรผันของลักษณะน้ันมีปจจัยจาก
สิ่งแวดลอมมาก 
 
 2.  อัตราพันธุกรรมแบบแคบ  (narrow-sense heritability, h2

n)   หมายถึงสัดสวนของความ
แปรปรวนเนื่องจากผลของยีนแบบบวก (VA) ตอความแปรปรวนของฟโนไทป   สามารถเขียนไดดังสมการ        
h2

n   =   VA / VP    คาอัตราพันธุกรรมแบบแคบจะมีคาระหวาง  0 ถึง 1 เชนเดียวกับอัตราพันธุกรรมแบบ
กวาง  แตเน่ืองจากอัตราสวนคํานวณจากความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบบวก  ซึ่งจะทําใหคาอัตรา
พันธุกรรมแบบแคบจะมีคานอยกวาหรือเทากับคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางเสมอ  ลักษณะปริมาณที่
สามารถคัดเลือกไดอยางมีประสิทธิภาพข้ึนกับขนาดของความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบผลบวก  
เน่ืองจากคา VA แสดงถึงความคลายคลึงกันระหวางพอแมละรุนลูก   ซึ่งประมาณขนาดของยีนแบบผลบวก
ไดจากคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบ   ถาอัตราพันธุกรรมแบบแคบมีคาสูง  แสดงวาลักษณะดังกลาวถูก
ควบคุมดวยผลของยีนแบบบวกสูง   จะทําใหมีโอกาสสูงที่จะสามารถคัดเลือกลักษณะน้ัน ๆ ไดประสบ
ผลสําเร็จ 
           

การศึกษาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองมีการศึกษากันอยางกวางขวาง    
เชน  Specht et al. (2001)  ไดสรางประชากร recombinant inbred line  (RIL) จากถ่ัวเหลืองคูผสมพันธุ 
‘Minsoy’ และ ‘Noir 1’ จํานวน 267 สายพันธุ  โดยปลูกที่ Agricultural research and development center 
รัฐ Nebraska  ในสหรัฐอเมริกาในระหวางปค.ศ. 1994 - 1995  พบวาคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาด
เมล็ดเทากับ 0.95   
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ตอมา  Hoeck et  al. (2003)  ไดสรางประชากร F2 จากถ่ัวเหลืองที่มีลักษณะขนาดเมล็ดตางกันจาก
คูผสม 3 คูคือ  ‘A97-775019’ x ‘A96-492041’ ‘A97-775006’ x ‘S12-49’ และ ‘A97-775026’ x ‘A96-
492058’ โดยปลูก ในสิ่งแวดลอมตางกัน 3 สิ่งแวดลอมคือ ในประเทศสหรัฐอเมริกา 2 แหงและในประเทศ
เปอรโต ริโก เมื่อวิเคราะหอัตราพันธุกรรมแบบกวางของลักษณธขนาดเมล็ดพบวาในประชากรที่ 1 มีคา
อัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต 0.76 ถึง 0.85   ประชากรที่ 2 มีคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต  0.68  
ถึง 0.83  และประชากรที ่3 มีคาอัตราพันธุกรรมแบบกวางตั้งแต 0.45 ถึง  0.79   

 
ในป ค.ศ. 2004  Hyten  et al. ไดรายงานการสรางประชากร RIL จากคูผสม ‘Essex’  และ 

‘William’  โดยปลูกปค.ศ. 2000 และค.ศ. 2001 ในสิ่งแวดลอม 6 แบบ  พบวาไดคาอัตราพันธุกรรมของ
ลักษณะขนาดเมล็ดสูงถึง 0.95     ในปถัดมาไดมีรายงานการสรางประชากรถ่ัวเหลือง RIL จากคูผสม  
‘N87-984-16’ x ‘TN93-99’  ที่ปลูกในป 2001       ณ แปลงทดลองเมือง Knoxville ของมหาวิทยาลัย 
Tennessee   พบอัตราพันธุกรรมแบบกวางของลักษณะขนาดเมล็ดเทากับ  0.71  (Panthee et al., 2005) 
  
 Cober et al., (1997)   ศึกษาอัตราพันธุกรรมของรูปรางเมล็ดจากลักษณะความกวาง x ความยาว
เมล็ด  โดยการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ทั้งสิ้น 4 ประชากรคือ  X3834    X3852   X3854  และ 
X3890  จากถ่ัวเหลืองคูผสม   ‘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 โดยมีคาอัตราพันธุกรรมของประชากร X3834  X3852  X3854  และ 
X3890 เทากับ 0.60  0.75  0.73  และ 0.79  ตามลําดับ    
 
เครื่องหมายพันธุกรรม Simple sequence repeat (SSR) 

 SSR  หรือ microsatellite  เปนเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่มีการกระจายตัวอยูทั่วจีโนมของ
สิ่งมีชีวิต   และมีความจําเพาะเจาะจงในสิ่งมีชีวิตหน่ึงๆ   โดยใชหลักการของการกระจายตัวของเบสที่ซ้ํา
กันจํานวน 1-5 เบส   ลักษณะที่สําคัญของเบสซ้ําเหลาน้ีก็คือการมีลําดับเบสจําเพาะอยูบริเวณหัวทายของ
เบสซ้ํา ซึ่งสามารถนําลักษณะเบสที่จําเพาะเหลาน้ีมาใชสรางเปนไพรเมอร  เพื่อใชขยายปริมาณเบสซ้ําใน
ตําแหนงที่ตองการ โดยใชหลักการของพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction: PCR) ผลผลิตนําไปแยก
ขนาดโดยใชเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซิส   คุณสมบัติที่สําคัญของเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ีก็คือ มี
ความจําเพาะเจาะจงของตําแหนงเคร่ืองหมายพันธุกรรมบนจีโนม และจํานวนของ alleleic form ที่สามารถ
ตรวจสอบได นอกจากน้ันเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ียังเปนชนิด codominant จึงสามารถตรวจสอบจีโน
ไทป heterozygous ได   โดยในปจจุบันไดมีการนําเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดน้ีมาใชในการศึกษากลุม
ของยีนที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดอยางกวางขวางรวมทั้งในคนดวย  (Snustad and 
Simmons, 2006) 
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 มีรายงานการใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR   ในการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณ
ของลักษณะตาง ๆ อยางมากมาย เชนลักษณะตานทานโรค  ตานทานตอแมลง  ตานทางตอภาวะแลง  
ปริมาณโปรตีน  ปริมาณไขมัน  และองคประกอบอ่ืน ๆ ในเมล็ด   รวมทั้งลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลือง   
ในป ค.ศ. 1999  Orf et al. ไดศึกษา QTLs ของลักษณะที่เก่ียวของกับปริมาณผลผลิต  ในประชากรถ่ัว
เหลือง RIL จากถ่ัวเหลืองคูผสม Minsoy และ Noir1  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่อยูใกลยีนที่ควบคุม
ลักษณะขนาดเมล็ดคือ Sat_036 และ Sat_099   ซึ่งทั้งสองเคร่ืองหมายสามารถอธิบายความแปรปรวน
เทากันคือ 6.00%  และในคูผสม Minsoy และ Archer  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt527  ที่อยูใกลกับยีนที่
ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวน 6.00%  ในปค.ศ. 2001  ไดมีรายงาน
การศึกษา QTLs เก่ียวกับคุณภาพของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จากถ่ัวเหลืองคูผสม ‘Ma.Belle’ 
และ ‘Proto’ พบวามีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt313 และ Satt229  เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดโดย
สามารถอธิบายความแปรปรวน 4.90% และ 5.00% ตามลําดับ  (Csanádi et al., 2001) 
 
 ในปค.ศ.  2003  Hoeck et al. ไดรายงานการศึกษา QTLs  ของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากร   
ถ่ัวเหลืองรุน F2  จากคูผสม A97-775006  และ  S12-49  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166  Sat_099     
Satt006  และ Satt373  อธิบายความแปรปรวนไดเทากับ 23.20%  36.50%  27.50% และ 10.80% ตามลําดับ   
ในการทดลองเดียวกันในถ่ัวเหลืองคูผสม A97-775026  และ  A96-492058  พบเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอีก 2 เคร่ืองหมายคือ Satt006 และ Satt143  โดยสามารถอธิบายความ
แปรปรวนไดเทากับ  28.80%  และ 20.00% ตามลําดับ    ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 และ RIL  จากถ่ัว
เหลืองคูผสม Essex และ William พบ QTLs ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอยูระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt179 และ Satt071 สามารถอธิบายความแปรปรวนไดเทากับ 13.90%  รวมทั้งมีรายงาน 
QTLs ที่ เ ก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดอยูใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 และ Satt166                  
อธิบายความแปรปรวนได  4.00%  และ 28.20%  ตามลําดับ  สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt 523              
มีรา ยง านว าอ ยู ใ กล กับ  QTL ลักษ ณะดัง กลาว แต ไม มี รา ยงานว ามีควา ม แป รปรวนเ ทา ใ ด                        
(Chapman et al., 2003; Hyten et al., 2004)  และมีรายงานเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  Satt147 และ 
Satt184  อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  ในประชากรถ่ัวเหลือง RIL จากถ่ัวเหลืองคูผสม 
N87-984-16  และ  TN93-99  ซึ่งอธิบายความแปรปรวนได 16.50% และ 11.30%  (Panthee et al., 2005)  
ซึ่งสามารถสรุปไดดังตารางที่ 3  

 
การศึกษากลุมของยีนท่ีควบคุมลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait loci)   
 

การศึกษาพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในจีโนมของถ่ัวเหลืองฝกสดน้ันเปนงาน
ที่ยาก   เนื่องจากลักษณะน้ีเปนลักษณะปริมาณที่ควบคุมดวยหลายตําแหนง  และมีอิทธิพลของสิ่งแวดลอม
เขามาเก่ียวของดวยสูง (Hedrick, 2000)   การศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณตองใชวิธีการ
วิเคราะหทางสถิติ   โดยการนําความรูเคร่ืองหมายพันธุกรรมมาชวยในการวิเคราะหลักษณะทางปริมาณ  
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ทําใหการวิจัยเขาถึงพันธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดไดดีย่ิงข้ึน  การศึกษาทําโดยการสราง
ประชากรถ่ัวเหลืองที่มีการกระจายตัวในรุนตางๆเชน F2  backcross  (BC) หรือ RIL  ฯลฯ จากถ่ัวเหลือง
คูผสมสายพันธุแท (inbred line)  ที่มีลักษณะที่สนใจที่แตกตางกัน  สังเกตการกระจายตัวของลักษณะที่
สนใจในประชากรที่สรางข้ึน    แลวนํามาวิเคราะหรวมกับขอมูลจากเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมตางๆ เชน 
restriction fragment length polymorphism (RFLP)  random amplified polymorphic DNA (RAPD)    
simple sequence repeat  (SSR)    ฯลฯ    เพ่ือหาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงยีนที่
ควบคุมลักษณะดังกลาวนั้น  เนื่องจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงของยีนมากเทาใด         
จะทําใหมีความมั่นใจไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมและตําแหนงของยีนที่สนใจน้ันจะถายทอดไปสูรุนลูก
โดยไมแยกจากกันเนื่องจากกระบวนการครอสซิงโอเวอร (crossing over)   โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
วางตัวอยูชิดกับลักษณะที่เราศึกษาจะเปนประโยชนตอนักปรับปรุงพันธุพืชในการคัดเลือกลักษณะดังกลาว
ใหสามารถคัดเลือกไดแมนยํามากข้ึน   โดยเฉพาะอยางย่ิงถาลักษณะน้ันเปนลักษณะปริมาณ  (Kearsey  
and Pooni, 1996) 
 
 มีงานวิจัยหลายงานกอนหนาน้ีที่ศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของขนาดเมล็ดในถ่ัว
เหลือง    Hoeck et  al. (2003) วิเคราะห SSR marker ที่สัมพันธกับลักษณะขนาดเมล็ดจากประชากร F2 
จํานวน 3 ประชากรที่ไดจากคูผสมขนาดเมล็ดเล็กกับขนาดเมล็ดปานกลางพบเคร่ืองหมายพันธุกรรม        
12   เคร่ืองหมายที่สามารถอธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดได 8.1-14.9% ในประชากรที่ 1           
สวนในประชากรที่ 2   พบเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 16 เคร่ืองหมาย  ที่อธิบายความแปรปรวนของ
ลักษณะดังกลาวเปน 7.8-36.5% และประชากรที่ 3 พบ 22 เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีความสัมพันธได     
8.6 - 28.8% และยังพบวามีอิทธิพลของสิ่งแวดลอมก็เขามาเก่ียวของอยูสูงดังเชน  พบการแปรผันของขนาด
เมล็ดสัมพันธกับสถานที่ปลูกและฤดูกาลปลูก  (Chung et  al., 2003)      Csanádi el  at. (2001) ใช
ประชากร F2 ที่ไดจากคูผสม  Ma. Belle x Proto  ศึกษาจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  RFLP และ RAPD   
พบ   6   QTL ที่สัมพันธกับลักษณะขนาดเมล็ดสามารถจัดกลุมของยีนได 4 กลุม    โดยแตละ QTL ใช
อธิบายความสัมพันธของความแปรปรวนของขนาดเมล็ดตั้งแต  4.5% – 12%   และทั้ง 6 QTL สามารถ
อธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดรวมได    46.4%    
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ตารางที่ 3    เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัว
เหลืองจากถ่ัวเหลืองคูผสมตางๆ 

 
        คูผสม                                 SSR Marker        โครโมโซม                R2         Reference 
                                                                                     แทงท่ี                   

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 ปค.ศ. 1999   Orf et  al. ไดรายงานการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุมขนาดเมล็ดถ่ัวเหลือง   และ
ลักษณะอ่ืนๆทางเกษตรกรรมโดยใช  SSR เปนเคร่ืองหมายพันธุกรรม   งานวิจัยดังกลาวไดสรางประชากร  
RIL   จากคูผสม 3 คูผสม พบกลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะดังกลาว   จํานวน 16 QTL โดยประชากรจาก 
Noir I x ‘Archer’  พบ 7 QTL ที่อธิบายความแปรปรวนของขนาดเมล็ดรวม 42 %  ประชากร            
Minsoy x Noir I  พบ 7 QTL ที่สามารถอธิบายความแปรปรวนรวมของลักษณะดังกลาว 50 %  และ
ประชากร Minsoy x Archer  พบ 2 QTL ที่อธิบายความแปรปรวนรวมของลักษณะดังกลาวไดเพียง   12 %  
และในการศึกษาเพ่ิมเติมไดคนพบ QTL ที่ควบคุมลักษณะดังกลาวมากข้ึน  และยังพบวาลักษณะขนาด
เมล็ดมีอิทธิพลของยีนแบบบวก (Qing-shan et  al., 2007)    Hyten et  al. (2004)  ไดวิเคราะหหา
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ที่สัมพันธกับปริมาณโปรตีน  ปริมาณน้ํามันในเมล็ด  และขนาดเมล็ด   ใน
ประชากร RIL ที่ไดจากคูผสมระหวางพันธุ Essex x Williams  และทําการทดลองในสภาพแวดลอมที่
ตางกัน 6 สภาพแวดลอม  พบ QTL ที่สัมพันธกับลักษณะปริมาณโปรตีน  ปริมาณนํ้ามัน  และขนาดเมล็ด
จํานวน 4 6 และ 7 QTL ตามลําดับ 
 
 Mian et al. (1996)  ไดทําการสรางประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จํานวน 2 ประชากรจากถ่ัวเหลือง
คูผสม ‘Young’ x ‘PI416937’  และ ‘PI97100’ x ‘Coker237’ แลวใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม RFLP มาใช
วิเคราะหในประชากรทั้งสองประชากรจํานวน 155 และ 153 เคร่ืองหมายตามลําดับ  พบ QTL ที่อยูใกลกับ
ยีนที่ควบคุมลักษณะน้ําหนักเมล็ดในประชากรที ่1  จํานวน 7 QTLs  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวน
ตั้งแต  5 – 22%   และพบ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดจํานวน 9 QTLs ซึ่งสามารถ
อธิบายความแปรปรวนไดตั้งแต 5 – 11%    และในปเดียวกัน Maughan et al. (1996)   ไดทําการศึกษา
ลักษณะขนาดเมล็ดของถ่ัวเหลืองโดยการสรางประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลือง Glycine max พันธุ         
‘V71-370’ ซึ่งมีเมล็ดขนาดใหญ กับถ่ัวเหลือง Glycine soja.  พันธุ ‘PI407.162’  ซึ่งมีเมล็ดขนาดเมล็ด   โดย
วิเคราะหรวมกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม RFLP  RAPD  และ SSR จํานวน 77 เคร่ืองหมาย  พบ 6 QTLs  ที่
อยูใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด  โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนไดตั้งแต 4.9 – 21.1 %  ใน
ปจจุบัน  Soybase (1995)  ไดรายงานเคร่ืองหมายพันธุกรรมตางๆที่อยูใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาด
เมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองตางๆ แลวมากถึง 94 QTLs 
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พันธุถั่วเหลืองท่ีใชในงานวิจัย 
 
ถั่วเหลืองพันธุ’เชียงใหม 60’ (CM60) 
 
ถ่ัวเหลืองพันธุ  CM 60 (ภาพที่ 1ก)  ไดรับการปรับปรุงพันธุโดยศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม  โดยเปน

ลูกผสมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Williams  และถ่ัวเหลืองพันธุ ‘สจ. (F10 7019)’   เปนพันธุถ่ัวเหลืองที่มีการ
เจริญแบบ determinate อายุปานกลางคือ  มีอายุเก็บเก่ียวประมาณ 97 วัน (กรมพัฒนาที่ดิน , 2548)  ลักษณะ
ประจําพันธุคือ  ใบสีเขียวกวางและหนา  ลําตนมีสีเขียว  มีขนสีนํ้าตาล  ความสูงเฉล่ีย 61 เซนติเมตร    ดอก
มีสีขาว  เมื่อฝกแกจัดจะมีสีนํ้าตาลเขม  เมล็ดมีสีเหลืองกลม  ตามีสีนํ้าตาล  นํ้าหนัก 100 เมล็ดหนัก
ประมาณ 14.5 กรัม   สามารถปลูกไดดีทั้งในฤดูฝนและฤดูแลง  องคประกอบทางเคมีของเมล็ดมีนํ้ามันและ
โปรตีนประมาณ 20 %  และ 43.8%  โดยน้ําหนัก  ตามลําดับ   ลักษณะเดนของถ่ัวเหลืองพันธุเชียงใหม 60 
คือมีความทนตอโรคราสนิม    โดยเมื่อถูกโรคราสนิมเขาทําลายจะใหผลผลิตลดลงเพียง 16%  ในขณะที่ถ่ัว
เหลืองพันธุ ‘สจ.4’ และ ‘สจ.5’  เมื่อถูกโรคราสนิมเขาทําลายผลผลิตจะลดลงสูงถึง 29 % และ 30 % 
ตามลําดับ   แตกก่ิงนอยทําใหสามารถเพ่ิมจํานวนตนตอไรเพ่ือเปนการเพ่ิมผลผลิตไดอีกดวย  (กรมสงเสริม
การเกษตร, 2553) 

 
ถั่วเหลืองพันธุ ‘Kaori’ (KA) 
 
ถ่ัวเหลืองพันธุ  KA (ภาพที่ 1ข)  ไดรับการสนับสนุนสายพันธุในการวิจัยจากศูนยพัฒนาและวิจัย

พืชผักเขตรอน (AVRDC) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขตกําแพงแสน อําเภอกําแพงแสน  จังหวัด
นครปฐม   เปนถ่ัวเหลืองนําเขาจากประเทศญี่ปุน   มีการเจริญแบบ indeterminate อายุเก็บเก่ียว  70  วัน   มี
ลักษณะใบขนาดใหญสีเขียว   ลําตนมีสีเขียว   มีความสูงตนเฉล่ีย 40 เซนติเมตร   ดอกมีสีมวง  อายุออก
ดอกประมาณ 27- 35 วัน  เมื่อฝกแกจะมีสีเขียวเขม  เมล็ดกลมสีเขียว  มีกล่ินหอมคลายใบเตย  นํ้าหนัก
เมล็ดสด 100 เมล็ดหนักประมาณ  81 กรัม     นํ้าหนัก 100 เมล็ดแหงหนักประมาณ 30 กรัม     ผลผลิต
ประมาณ 670 กิโลกรัมตอไร  องคประกอบทางเคมีของเมล็ดมีนํ้ามันและโปรตีนประมาณ 6.6 %  และ 
13.1%  โดยนํ้าหนัก  มีปริมาณน้ําตาล 3.19 % โดยนํ้าหนัก   (อเนก  โชติญาณวงษ  และคณะ, 2550) 
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(ก) 

 

 
(ข) 

 
ภาพท่ี 1     เมล็ดถ่ัวเหลืองที่ใชในการทดลอง   (ก)  พันธุ CM60     (ข)  พันธุ KA 
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บทที ่3 
วัสดุอุปกรณ และวิธีดําเนินงานวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ  
 
 1.    พืชทดลอง 
    1.1    ถั่วเหลืองพันธุเชียงใหม 60 
    1.2    ถั่วเหลืองพันธุ Kaori 
 

2.    วัสดุอุปกรณท่ีใชในแปลงทดลอง 
  2.1    ปุย ไดแก  ปุยคอก  ปุยยูเรีย 
  2.2    สารกําจัดวัชพืช   
  2.3    อุปกรณในการเพาะปลูก  ไดแก 
   -    กระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง 12 นิ้ว   
   -    ดินใบกามปู 
   -    จอบ 
   -    มีด 
   -    ไมไผรวก 
   -    บัวรดนํ้า 
   -    ถาดเพาะเมล็ด 
   -    พลาสติกคลุมแปลง 
   -    เคร่ืองหยอดเมล็ด 
   -    ปายชื่อแบบเสียบ 
  2.4    อุปกรณในการผสมพันธุพืช  ไดแก ปากคีบปลายแหลม จานแกว และปายชื่อ 
  2.5    อุปกรณในการเก็บขอมูล 
   -    ถุงตาขายขนาด 30 x 30 เซนติเมตร 
   -    ถุงกระดาษ 
   -    ถุงพลาสติกขนาด  4 x 6 น้ิว 
   -    ถุงซิป 
   -    ถาดพลาสติก 
   -    ไมบรรทัด 
   -    Vernire Caliper 
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   -    เคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง   
   -    กระดาษบันทึกขอมูล 
 

3.    วัสดุอุปกรณท่ีใชในหองปฏิบัติการ 
 3.1     วัสดุอุปกรณในการเตรียมสารละลาย 

   -    บีกเกอร 
   -    กระบอกตวง 
   -    ชอนตักสาร 
   -    เคร่ือง pH meter    
   -    เคร่ืองชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง   
   -    เคร่ือง Autoclave 

3.2        วัสดุอุปกรณที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ   และตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม
โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 

   -    ถุงพลาสติกขนาด 8 x 12 น้ิว  และAlluminium foil 
   -    โกรงบดยา 
   -    หลอด Micro-centrifuge tube ขนาด 1.7 ml.  และ 0.2 ml.  
   -    กระติกนํ้าแข็ง 
   -    กระดาษชําระ  
   -    Micropipette  ขนาด P1000   P200  และ P20 
   -    PCR  rack 
   -    เคร่ืองปนเหวี่ยงตะกอน  
   -    เคร่ือง Speed vacuum  
   -    Spectophotometer 
   -    อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 
   -    เคร่ืองพีซีอาร   รุน PTC-100  จากบริษัท  MJ Research 
   -    ชุดอุปกรณในการทําเจลอิเลคโทรโฟรีซิส 
  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  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 2.    แปลงทดลองของภาควิชาพืชไร   มหาวิทยาลัยแมโจ   จังหวัดเชียงใหม 
 3.    แปลงทดลองของศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  อําเภอปากชอง  จังหวัดนครราชสีมา 
 4.    หองปฏิบัติการกลาง  ภาควิชาพฤกษศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
วิธีดําเนินงานวิจัย  
 
 1.     สรางประชากรของถั่วเหลืองจากคูผสม  CM60  x  KA  
  
 1.1    ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA  ลงในกระถางขนาด 12 น้ิวโดยใชดินใบกามปูเปน
วัสดุปลูก   ใสปุยคอกรองพื้น  และใสปุยยูเรียเมื่อตนถ่ัวอายุ 3 และ 5 สัปดาห   โดยปลูกตามลําดับดังน้ี 
 
 1)    วันที่ 20 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน 
 2)    วันที่ 25 กุมภาพันธ พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลือง
พันธุ KA  จํานวน 10 ตน 
 3)    วันที่ 2 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 4)    วันที่ 6 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 5)    วันที่ 11 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
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 6)    วันที่ 16 มีนาคม พ.ศ. 2552  ปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  จํานวน 10 ตน  และถ่ัวเหลืองพันธุ 
KA  จํานวน 10 ตน 
 
 รวมแลวปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  ทั้งสิ้น 60 ตนและปลูกถ่ัวเหลืองพันธุ KA จํานวน 50 ตน   
การปลูกถ่ัวเหลืองตามลําดับดังกลาว  เพ่ือให ถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุออกดดอกในชวงเวลาเดียวกัน   
เน่ืองจากถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุมีวันออกดอกที่แตกตางกัน   
 
 1.2    ผสมพันธุถ่ัวเหลืองโดยใชพันธุ  CM60  เปนพันธุแมและ  KA  เปนพันธุพอ ในเดือนเมษายน  
พ.ศ.  2552    โดยมีข้ันตอนดังน้ี 
 
 1)     เก็บละอองเรณูของพันธุพอคือ KA ซึ่งมีดอกสีมวง  ในตอนเชาประมาณ 6.00 น. กอนทําการ
ผสมพันธุโดยเลือกเก็บดอกทีจ่ะบานในตอนเชาของวันที่ทําการผสมพันธุ    โดยสังเกตไดจากสีดอกจะเปน
สีมวงสด  
 2)     เลือกดอกของตนถ่ัวเหลืองพันธุแมคือ CM60 ซึ่งมีดอกสีขาว  โดยเลือกดอกที่ยังไมบาน  แต
มองเห็นเห็นกลีบดอกสีขาวโผลออกมาจากกลีบเล้ียงแลว   
 3)    ใชปากคีบปลายแหลมดึงกลีบเล้ียงของดอกถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 ออกใหหมด    จากน้ันใช
ปากคีบปลายแหลมหนีบกลีบดอกบริเวณ 2 ใน 3 ของดอกแลวดึงข้ึน จะทําใหเกสรเพศผูหลุดมาพรอม 
กลีบดอกทั้งหมดเหลือแตเกสรเพศเมีย  ถาเกสรเพศผูออกไมหมดใหใชปากคีบปลายแหลมคีบออกจนหมด   
 4)    นําเกสรเพศผูที่เก็บไวในขอ 1  มาปายละอองเรณูลงบนยอดของเกสรเพศเมีย     โดยทําการ
ผสมพันธุในชวงเวลา 5.00 – 8.00 น จะเปนชวงที่เหมาะสมที่สุด    
 5)  เขียนปายแสดงคูผสม  และวัน เดือน ปที่ทําการผสมพันธุกํากับไวที่ดอกที่ไดรับการถาย
ละอองเรณู เรียบรอยแลว    
 6)    เก็บฝกที่มีปายกํากับไวหลังจากผสมพันธุแลวประมาณ 50 – 60 วันหลังจากผสม  สังเกตได
จากฝกจะมีสีนํ้าตาลเขม  เก็บฝกดังกลาวมาผ่ึงแดดจนฝกและเมล็ดแหง  จากน้ันนําเมล็ดดังกลาวไปปลูก
เปนลูกผสมชั่วรุนแรก (F1) ตอไป  ดังภาพผนวกที ่1 ในภาคผนวก ข 
                                          
 1.3    คัดเลือกตนถ่ัวเหลืองรุนที่หน่ึง   (F1)  ซึ่งสังเกตจากลักษณะสีของไฮโพคอทิลเปนสีมวง  
เน่ืองจากตนออนที่มีสีของไฮโพคอทิลเปนสีมวงจะมีดอกสีมวง  ถาตนออนไมมีสีของไฮโพคอทิลจะมีดอก
เปนสีขาว   โดยถ่ัวเหลืองรุน F1  ที่ไดจากการผสมขามระหวางพันธุแม CM60  ซึ่งมีดอกสีขาว   และพันธุ
พอ KA ซึ่งมีดอกสีมวง  นั้นจะมีดอกสีมวง     
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 1.4    ปลูกถ่ัวเหลืองรุนที่สอง  (F2)  ที่ไดจากการผสมตัวเองของตน  F1 จํานวน 192 ตน ณ แปลง
ทดลองของมหาวิทยาลัยแมโจ  จังหวัดเชียงใหม  ในเดือนกันยายน  พ.ศ. 2552  ใสปุยคอกรองพ้ืน  และใส
ปุยยูเรีย 2 คร้ังเมื่อตนถ่ัวอายุ 3 และ 5 สัปดาห  เก็บใบออนของแตละตน  F2  เมื่ออายุ 3-4 สัปดาหเพ่ือนําไป
สกัดดีเอ็นเอในหองปฏิบัติการ    และเก็บเก่ียวเมล็ดจากตน F2แยกตน 
  
 1.5    ปลูกประชากรถ่ัวเหลืองลูกผสมรุนที่สาม (F3)  จํานวน 183 แฟมิลี รวมกับถ่ัวเหลืองพันธุพอ
แม   โดยใชแผนการทดลอง randomize complete block design (RCBD)  จํานวน 3 ช้ํา  ใหมีระยะระหวาง
แถว 35 เซนติเมตร  และระยะระหวางตน 30 เซนติเมตร  ปลูกในเดือนมกราคม  พ.ศ. 2553  ณ ศูนยวิจัย
ขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา 
   

1.6    เก็บเก่ียวตน F2 ในเดือนธันวาคม พ.ศ. 2552  และ ตน F3  ในเดือนเมษายน พ.ศ. 2553  เก็บ
เก่ียวแยกตนใสถุงตาขายพ่ึงแดดจนแหง   จากน้ันกะเทาะเมล็ดออกจากฝก  เก็บเมล็ดในถุงซิป 
 
 1.7    เก็บขอมูลลักษณะความยาว   และความกวางของเมล็ด  โดยการสุมเมล็ดที่สมบูรณจากถ่ัว
เหลืองพันธุพอและแมจํานวนอยางละ 30 เมล็ด  จากตน F2  183 ตนจํานวนตนละ 10  เมล็ดและจาก
ประชากร F3 183 แฟมิลี จํานวน แฟมิลี ละ  30  เมล็ด  วัดสวนที่มีความยาวและความกวางสูงสุดของเมล็ด
ดวย vernier caliper   
 
 1.8    เก็บขอมูลลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ด   โดยการสุมเมล็ดที่สมบูรณจากถ่ัวเหลืองพอและแม
จํานวนอยางละ  100  เมล็ด  จากตน F2  183 ตนจํานวนตนละ 50  เมล็ดและจากประชากร F3 183 แฟมิลี 
จํานวน แฟมิลี ละ  100  เมล็ด  ชั่งน้ําหนักดวยเคร่ืองชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง 
 
2.     วิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 2.1    ศึกษาการกระจายตัวของลักษณะความยาวและความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด
ในประชากร F2 และ F3  โดยการแจกแจงความถ่ีแลวสราง histogram  
 
 2.2  ตรวจสอบการกระจายตัวของขอมูลวาเปนแบบปกติ (normal  curve)  หรือไมโดยใช 
Kolmogorov-Smirnov test  ดวยโปรแกรม SPSS  ตามวิธีการของ ชัยเทพ พูลเขตต (2552)   
โดยมีสมมติฐานดังน้ี  
   H0  =  การกระจายของลักษณะในประชากร F3 เปนแบบปกติ 
   H1  =  การกระจายของลักษณะในประชากร F3 ไมเปนแบบปกติ 
 

20



 
 

  2.3    นําขอมูลความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่เก็บขอมูลจาก
ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  มาวิเคราะหความแปรปรวนโดยใช   nested  design  ดวยโปรแกรม SPSS   โดย
กําหนด block  และ กลุมประชากร F2 เปน fix factor  และลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวาง   และ
น้ําหนัก 100 เมล็ด เ ปน dependent variable   แลวแสด งผลเปนตาราง ANOVA  เ พ่ือประมาณ
คาพารามิเตอรตางๆดังตารางที่  4 
 
ตารางท่ี 4  การวิเคราะหความแปรปรวนของประชากร 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 จํานวนสายพันธุของประชากร F2  ;   r   คือ จํานวนซ้ํา    
  
 การประมาณคาพารามิเตอร 
 σ2

B = (MSB – MSW)/r   σ2
W = MSW 

 VA = σ2
B    VE = σ2

W – ½ VA   

 
เน่ืองจากการวิเคราะหของลักษณะน้ี  จะมีคาทางสถิติเพียง 2 คาคือ σ2

B และ σ2
W  จึงทําใหไม

สามารถประมาณคาองคประกอบของการแปรปรวนทางพันธุกรรมและสิ่งแวดลอมทั้งหมดได   จึงตอง
กําหนดใหความแปรปรวนเนื่องจากผลของยีนเดน (VD) และความแปรปรวนเน่ืองจากปฏิกิริยาระหวางยีน
กับสิ่งแวดลอม (VGE)   มีคาเทากับศูนย จึงถือวา  VG   มีคาเทากับ  VA     ซึ่งสามารถแสดงได     โดยให
อัตราสวนผลของยีนเดน (d) ตอผลของยีนแบบบวก (a)  มีคาคงที่ (f)  และ VD = ¼ ∑ d2 = ½ ∑f 2a2   ทํา
ใหคาของ VD ใน σ2

B จะนอยมากในชั่วรุน F3  (Kearsey and Pooni, 1996)     ดังน้ันการถือวา  VD เทากับ
ศูนยมีผลตอการวิเคราะหน้ีนอยมาก  

 
 2.4    คํานวณอัตราพันธุกรรมแบบแคบจากสมการ 

  
h2

n
    =

    EG

A

VV
V
    

 =  
     EA

A

VV
V
    

 เมื่อ      VA   คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบผลบวก (Additive effect) 
             VG   คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากพันธุกรรม              
             VE    คือ  ความแปรปรวนเน่ืองจากสิ่งแวดลอม 
  

21



 
 

2.5    ประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบโดยหลักการ 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    
เปรียบเทียบคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากขอ 2.4    
 
 2.6    คํานวณคาสหสัมพันธ (correlation) ระหวางประชากร F2 และ F3  เปรียบเทียบนัยสําคัญของ
คาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธโดยใชโปรแกรม SPSS 
 

 3. การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม  โดยเครื่องหมาย
พันธุกรรม SSR 
 
  3.1    สกัดดีเอ็นเอจากใบออนของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 จํานวน  183  ตน และพันธุพอแมดวย
การเตรียมสารละลาย  เพ่ือสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีการของวราลักษณ เกษตรานันท (2553)    ในภาคผนวก ก 
  
 3.2    คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR จากรายงานวิจัยที่เคยมีการรายงานมาแลวจํานวน 18  
เคร่ืองหมาย   ตาม ที่มีรายงานวาอยูใกลกับตําแหนง   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    นําดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุพอแมที่สกัดได  มาตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม
ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR โดยปฏิกิริยาพีซีอาร  แลวตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอดวยใชเทคนิค
เจลอิเลคโทรโฟรีซิส  โดยใช  3% agarose   ยอมดวย ethidium bromide เพ่ือตรวจสอบแถบของดีเอ็นเอที่
เกิดข้ึน   คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม
เพ่ือทดสอบกับดีเอ็นเอของประชากร F2 ตอไป 
  
 3.4    นําดีเอ็นเอของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  มาทําปฏิกิริยาพีซีอาร  ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม
ที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม   ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนเทียบกับ
แถบดีเอ็นเอของพอแม  บันทึกขอมูลแถบดีเอ็นเอที่เกิดข้ึน 
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 4.     การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมและวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
   
 4.1    หา  segregation distortion  ของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใชประชากรรุน F2     ทดสอบการ
กระจายตัวของเคร่ืองหมายพันธุกรรมแตละเคร่ืองหมายวาเปนไปตามอัตราสวน   1:2:1   โดยใชการ
ทดสอบ    Chi-square  goodness of fit ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 และ 99%    ถามีเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มี
กระจายตัวตามอัตราสวน 1:2:1  จะนําไปใชทดสอบในข้ันตอนถัดไป 
  

4.2    ใชโปรแกรมคอมพิวเตอร  MAPMAKER  version 3.0  (Lander  et  al., 1987)  ในการจัด
กลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดยใช Haldane’s mapping function กําหนดคา  maximum likelihood at 
minimum LOD > 3   และคา maximum  distance  เทากับ 50   และประเมินระยะหางระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม 

4.3    จากน้ันนําขอมูลที่ไดมาวิเคราะหหาตําแหนงของ QTL  ดวยวิธีการ 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 

 
การวิเคราะหหากลุมของยีนที่ควบคุมลักษณะปริมาณของลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด 

Glycine max (L.) Merr  ที่ศึกษาจากประชากรตน  F2 และ  F3  183 แฟมิลี จากถ่ัวเหลืองคูผสมระหวางพันธุ
เชียงใหม 60 (CM60) กับพันธุ Kaori (KA) ใหผลการทดลองดังน้ี 
 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
  
 จากการผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ พันธุ KA โดยใชพันธุ CM60 เปนพันธุแม 
และพันธุ KA เปนพันธุพอจํานวนทั้งสิ้น 467 ดอก   พบวาติดฝกจํานวน  12  ฝก  และกะเทาะเมล็ดได
ทั้งสิ้น 20 เมล็ด    เมื่อนําเมล็ดทั้ง 20 เมล็ดไปปลูกทดสอบ   ได F1  จํานวน 12 ตน      
  
 นําเมล็ดที่ไดจากตน F1 1 ตน   จํานวน 192 เมล็ดมาปลูกไดตน F2 จํานวน 183 ตน  เก็บเมล็ด F2 
แยกตนทั้ง 183 ตน  นําไปปลูกเปนประชากร F3 จํานวน 183 แฟมิลี ๆ ละ 5 ถึง 11 ตน  เพื่อเก็บขอมูล
ลักษณะขนาดเมล็ดตอไป 
  
การวิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 

 
ลักษณะความยาวของเมล็ด 
  
 จากการวัดความยาวของเมล็ดในถ่ัวเหลืองพันธุพอแมคือ พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ 30 
เมล็ด   เมล็ดจากตน  F2 จํานวน 183 ตน ๆ ละ 30 เมล็ด  และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน 183 แฟมิลี ๆ
ละ 30 เมล็ด       พบวาถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60  มีความยาวเฉล่ียของเมล็ดเทากับ 7.72 ± 0.05  มิลลิเมตร  
เมล็ดจากตนถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีความยาวเฉล่ียของเมล็ด 9.64 ± 0.11 มิลลิเมตร    ความยาวของเมล็ดเฉล่ีย
ของ  F2 เทากับ 7.89 ±  0.04 มิลลิเมตร  และในประชากร F3   มีความยาวของเมล็ดตั้งแต 7.84   ถึง 10.57 
มิลลิเมตร  โดยมีคาเฉล่ียเทากับ  9.04 ± 0.02 มิลลิเมตร (ตารางที่ 6)    
  
 คาเฉล่ียความยาวของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุพอแม (mid-parent)  มีคาเทากับ 8.68 มิลลิเมตร   
เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ียของประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.087)                  
ดังตารางที่ 11 ในภาคผนวก ข 
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 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 11 ในภาคผนวก ข  และการวิเคราะหกระจาย
ตัวของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.082  (ตารางที่ 7)   โดยคา P มีคา
มากกวา 0.05  เปนการยอมรับ H0  คือการกระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ    ดังน้ัน  คาเฉล่ีย
ความยาวของเมล็ดในประชากร F3 เขาใกลคาเฉล่ียความยาวของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ KA    ดังภาพที่  2 
 
ลักษณะความกวางของเมล็ด 

 
จากการวัดความกวางของเมล็ดในถ่ัวเหลืองพอแมคือ พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ           

30 เมล็ด   เมล็ดจากตน  F2 จํานวน 183 ตน ๆ ละ 30 เมล็ด    และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน  183    
แฟมิลี ๆ ละ 30 เมล็ด     พบวาถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 มีความกวางของเมล็ดเฉล่ียเทากับ    6.61 ± 0.04  
มิลลิเมตร  ถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีความกวางของเมล็ดเฉล่ีย 8.40 ± 0.07  มิลลิเมตร     ความกวางของเมล็ด
เฉล่ียของประชากร F2 เทากับ 7.05 ± 0.03 มิลลิเมตร   และในประชากร F3 มีความกวางของเมล็ดตั้งแต                 
6.72 ถึง 8.09 มิลลิเมตร  โดยมีคาเฉล่ียเทากับ 7.42 ± 0.01 มิลลิเมตร (ตารางที่ 6)    

 
คา   mid-parent ของความกวางของเมล็ด  มีคาเทากับ 7.50 มิลลิเมตร   เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ีย

ของประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.533)    ดังตารางที่  12  ในภาคผนวก ข 
  
 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 12 ในภาคผนวก ข   และการวิเคราะห
กระจายตัวของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.056  (ตารางที่ 7)   พบวาการ
กระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ    ดังน้ัน  คาเฉล่ียความกวางของเมล็ดในประชากร F3 เขา
ใกลคาเฉล่ียความกวางของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60   ดังภาพที่ 3 
 
ลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ด 
 

การชั่งนํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัวเหลือง พันธุ CM60 และ พันธุ KA พันธุละ 100 เมล็ด   เมล็ดจาก
ตน  F2 จํานวน 183 ตนๆ ละ 50 เมล็ด  และเมล็ดจากประชากร  F 3  จํานวน 183 แฟมิลี ๆละ 100 เมล็ด        
พบวาน้ําหนัก 100  เมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ  CM60  หนัก 18.62 ± 0.40 กรัม  นํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัว
เหลืองพันธุ KA หนัก 35.83 ± 0.17 กรัม   คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดของประชากร F2 เทากับ  19.28 ± 0.26 
กรัม   และในประชากร F3  มีนํ้าหนัก 100 เมล็ดตั้งแต 19.03 ถึง 45.60 กรัม      มีคาเฉล่ียเทากับ               
26.62 ± 0.13 กรัม   (ตารางที่ 6)    
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คา mid-parent  ของนํ้าหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ 27.23 กรัม     เมื่อเปรียบเทียบกับคาเฉล่ียของ
ประชากร F3  พบวาไมมีความแตกตางกันทางสถิติ  (P = 0.703)   ดังตารางที่ 13  ในภาคผนวก ข 

 
 การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3  พบวามีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ  (P<0.01) ดังตารางที่ 13  ในภาคผนวก ข  และการวิเคราะห
กระจายตัวของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3 พบวามีคา P = 0.197  (ตารางที่ 7)   อธิบายไดวา
การกระจายตัวของลักษณะดังกลาวเปนแบบปกติ  คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากร F3 เขาใกล
คาเฉล่ียนํ้าหนัก 100 เมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุ KA  ดังภาพที่   4 
   

อัตราพันธุกรรมแบบแคบ 
 
การประมาณคาความแปรปรวนเน่ืองจากผลของยีนแบบบวก (VA)  และคาความแปรปรวน

เน่ืองจากสิ่งแวดลอม (VE)  ของลักษณะความยาวของเมล็ด  พบวามีคาเทากับ 0.108 และ 0.011 ตามลําดับ  
ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความยาวของเมล็ด (h2

n) เทากับ 0.908  และเมื่อประมาณคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.2091 
 

การประมาณคา  VA  และVE  ของลักษณะความกวางของเมล็ด   พบวามีคาเทากับ 0.028 และ 
0.015 ตามลําดับ  ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความกวางของเมล็ดเทากับ 0.686   และ
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.1557          

 
การประมาณคา  VA  และVE   ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ด      พบวามีคาเทากับ 4.720 และ 

1.547 ตามลําดับ  ดังน้ันคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความกวางของเมล็ดเทากับ 0.753   และ
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี parent-offspring regression  พบวามีคาเทากับ 0.1978         
ดังตารางที่ 8    
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ตารางท่ี 6    คาเฉล่ีย (ݔ ഥ± S.E.) ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  ของถ่ัว
เหลืองพันธุ CM60  พันธุ KA  ประชากร F2 และประชากร  F3  

 
     ถ่ัวเหลือง ความยาวของเมล็ด (มม.)       ความกวางของเมล็ด (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     การวิเคราะหการกระจายตัวของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และ
นํ้าหนัก 100 เมล็ด 

 
                 ลักษณะ                Kolmogorov-Smirnov 
                               Statistic     P  
      ความยาวของเมล็ด                  0.034                0.082 
      ความกวางของเมล็ด       0.036                0.056 
      นํ้าหนัก 100 เมล็ด                     0.038                0.197 
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ตารางท่ี 8    ความแปรปรวนเนื่องจากผลของยีนแบบผลบวก  (VA)  ความแปรปรวนเน่ืองจากสิ่งแวดลอม 
(VE)   อัตราพันธุกรรมแบบแคบ (h2

n) ของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด     
และนํ้าหนัก 100 เมล็ด   และอัตราพันธุกรรมแบบแคบดวยวิธี 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 
 ความกวางของเมล็ด            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 การกระจายตัวของลักษณะความยาวของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 จํานวน 183    

แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย           แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ       แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 
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ภาพท่ี  3 การกระจายตัวของลักษณะความกวางของเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 จํานวน 183     
แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย         แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ      แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 

31



 
 

 
 

ภาพท่ี  4 การกระจายตัวของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชาการถ่ัวเหลืองรุน F3  จํานวน 183    
แฟมิลีจากคูผสม CM60 และ KA  โดย       แสดงคาเฉล่ียของประชากร F3 และ       แสดง
คาเฉล่ียของถ่ัวเหลืองพันธุแม (CM60) และพันธุพอ (KA) 
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การวิเคราะหสหสัมพันธระหวางตน F2 และประชากร  F3  
  

 เมื่อวิเคราะหสหสัมพันธระหวางตน  F2 และประชากร F3    พบวามีความสัมพันธเชิงบวกใน
ลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ระดับความเชื่อมั่น  99 %     โดย
มีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) ของลักษณะความยาวของเมล็ด    ความกวางของเมล็ด   และนํ้าหนัก 100 
เมล็ด  เทากับ 0.491  0.436   และ  0.419  ตามลําดับ  (ภาพที่ 5) 
 
 

 
                                        (ก)                            (ข) 

 

 
 (ค) 

 
  ภาพท่ี  5   สหสัมพันธระหวางระหวางถ่ัวเหลืองรุน  F2  และ F3      
     (ก)   ลักษณะความยาวเมล็ด   
     (ข)   ลักษณะความกวางเมล็ด    
     (ค)   ลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ด 
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การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพนัธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 
   
 การสกัดดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  พันธุ  KA  และถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 ตน    
สามารถสกัดดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA ไดโดยมีปริมาณดีเอ็นเอจํานวน 2225.15 และ 
1866.50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรตามลําดับ  และมีความบริสุทธของดีเอ็นเอเทากับ 2.04  และ 2.12 
ตามลําดับ   ในถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 ตน   สามารถสกัดดีเอ็นเอไดปริมาณตั้งแต 378.49  ถึง  
2736.50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร  และมีความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอตั้งแต 1.71 ถึง 2.21 
  
 การตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ  KA โดยใช
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR จํานวน 18 เคร่ืองหมายดวยปฏิกิริยาพีซีอาร  โดยใช 100 bases pair marker 
เปนตัวตรวจสอบ พบวามีเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143 (ภาพที่ 6ข)   Satt179  
(ภาพที่ 6ค)   Satt184 (ภาพที่ 6ก)   Satt373           (ภาพที่ 6ข)  และ Satt513 (ภาพที่ 6ง)  ที่ใหความแตกตาง
ทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ  KA  ในขณะที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166  
Satt147  Sat_099  Satt242 และ Sat_199  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  
และพันธุ KA (ภาพที่ 6) 
 
การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 หลังจากนําเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ทั้ง 5 เคร่ืองหมายที่ทดสอบวามีความแตกตางทาง
พันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุพอแม    มาทดสอบในประชากรถ่ัวเหลืองรุน  F2   เมื่อตรวจสอบแถบดี
เอ็นเอดวยเทคนิคเจลอิเลคโทรโฟรีซิส   และบันทึกแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตางทางพันธุกรรมของรุน F2  
โดยใหตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  กําหนดใหเปน 1  ตําแหนงของแถบดีเอ็น
เอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  กําหนดใหเปน 2 และมีตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองทั้งสอง
พันธุ (heterozygous) ใหเปน H   ดังตัวอยาง 
  
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt143   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 44 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 50 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 89 ตน    
 ดังตัวอยางในภาพที่ 7  
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 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt179   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 47 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 39 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 97 ตน   
 ดังตัวอยางในภาพที่ 8   
 
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt184   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 39 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 30 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 83 ตน 
 และมีถ่ัวเลืองรุน F2 จํานวน 31 ตนที่ไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จากปฏิกิริยาพีซีอารได 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 9    
 
 เครื่องหมายพันธุกรรม Satt373   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 36 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 20 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 48 ตน 
 และมีถ่ัวเลืองรุน F2 จํานวน 79 ตนที่ไมสามารถเพ่ิมจํานวน DNA จากปฏิกิริยาพีซีอารได 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 10     
 
เครื่องหมายพันธุกรรม Satt513   
 หลังจากทดสอบสอบเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  จํานวน 183 
ตนแลวพบวา 
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  มีจํานวน 53 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA  มีจํานวน 38 ตน   
 ถ่ัวเหลืองรุน F2 ใหแทบดีเอ็นเอตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ  มีจํานวน 92 ตน 
 ดังตัวอยางในภาพที่ 11     
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         (ก)         (ข)  

                   
                             (ค)                                 (ง) 
ภาพท่ี   6     ความแตกตางทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ  พันธุ  KA  ที่ตรวจสอบโดย

เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  โดยที่ C = CM60  K = KA  และ B = negative controll 
 (ก)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184 แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี ้ ในขณะที่

เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt166 และ Satt147  ไมแสดงความแตกตาง  
 (ข)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 และ Satt373  แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี้  

ในขณะที่เคร่ืองหมายพันธุกรรม Sat_119 ไมแสดงความแตกตาง 
 (ค)    เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179    แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี้ ในขณะที่

เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt242 และ Sat_119  ไมแสดงความแตกตาง 
        (ง)     เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513   แสดงความแตกตางตรงตําแหนงศรชี ้
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กําหนดคา 
     1       2      H      H      1      1      H      H     2      2      1       1     H     H      -      2      H      H     H      H      
    
ภาพท่ี  7   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143   (ตําแหนงศรชี)้ 
    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 

     เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
            เลนที่ 3 – 20    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 89 , 91 – 96, 98 - 108 

 

 
กําหนดคา 
       1          2          -         H        H         2          1         1         1        H        -         2         H       H       H 
 
ภาพท่ี  8   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  (ตําแหนงศรชี้) 

    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
    เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
            เลนที่ 3 – 15    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 176 , 178 – 184, 186, 188 - 191 
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กําหนดคา 
     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   การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  (ตําแหนงศรชี้) 

    เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
    เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
           เลนที่ 3 – 30   คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 42 – 70 

 

 
กําหนดคา 
       2        1         -         H      H      H       1       H        1        H      1         1       H        2       2        H       2        
 
ภาพท่ี 10    การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  (ตําแหนงศรชี้) 

                  เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
       เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
              เลนที่ 3 – 17    คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 145 – 159 
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กําหนดคา 
                2          1          1           H         H          1           H         2           H          1           H          1     
       
ภาพท่ี 11    การทดสอบประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 ดวยเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513  (ตําแหนงศรชี้) 

                  เลนที่ 1           คือถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
       เลนที่ 2           คือถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
              เลนที่ 3 – 12  คือถ่ัวเหลืองรุน F2 ตนที่ 1 – 10 
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 การทดสอบการกระจายตัวของเครื่องหมายพันธุกรรม 
  
 การทดสอบการกระจายตัวของแถบดีเอ็นเอของเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ทั้ง 5 เคร่ืองหมายวา
มีการกระจายตัวแบบ codominant โดยมีอัตราสวน 1:2:1 หรือไม   โดยการทดสอบ Chi-square     
goodness of fit     ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%       พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt179  Satt184  
Satt373  และSatt513  มีคา χ2 เทากับ  0.767  0.506  0.308  0.063  และ 0.292 ตามลําดับ  ซึ่งเมื่อเทียบกับคา 
χ2  ในตารางที่ degree of freedom เทากับ 2   ระดับความเชื่อมั่น 95%    ซึ่งมีคาเทากับ 5.991   พบวาคา  χ2 
ของเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 มีคานอยกวาคา χ2  ในตาราง  จึงสามารถสรุปไดวาการกระจายตัวของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายเปนไปตามอัตราสวนการกระจายตัว 1 : 2 : 1   อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ  (ตารางที่ 9)  

 
ตารางท่ี  9   การทดสอบการกระจายตัวในอัตราสวน  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   คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 
 2   คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองพันธุ KA 
 H  คือตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่ตรงกับถ่ัวเหลืองทั้ง 2 พันธุ (heterozygous) 
 ns คือไมมีความแตกตางทางสถิติ  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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 การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรม 
 
 การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร MAPMAKER  version 3.0  
(Lander  et  al., 1987)  โดยใช   Haldane’s mapping function   เพ่ือจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรม                 
5   เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184 Satt373 และ Satt513  พบวาสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมได 1 กลุม  โดยมีเคร่ืองหมายพันธุกรรม 2 เคร่ืองหมายคือ Satt373 และ Satt513  โดยใช  
maximun likelihood at minimum LOD = 10  และคา maximum  distance  เทากับ 50    และพบวาระยะหาง
ระหวาง 2 เคร่ืองหมายพันธุกรรมเทากับ 24.2 cM  ดังเผนที่ลิงเกจในภาพที่ 12  สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรม
อีก 3 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179 และ Satt184 ไมสามารถจัดกลุมเขาไปอยูในกลุมเดียวกันได      
   
              0.00 cM                                 Satt373 

 
 

                 24.2 cM         Satt513 
 

ภาพท่ี 12     การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 และ Satt513 โดยโปรแกรม MAPMAKER 
version 3.0   

 
 วิเคราะหหาตําแหนงของยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 จากการใชโปรแกรม SPSS  วิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรง (simple linear regression) ระหวาง
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  ทั้งหาเคร่ืองหมายกับลักษณะความยาวของเมล็ดโดยเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   มีคา coefficient of determination เทากับ  0.001   0.002   
0.025  0.001  และ 0.001  ตามลําดับ (ตารางที่ 10)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้งหาไมพบความสัมพันธ
การถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความยาวของเมล็ดโดยมีคา P เทากับ  0.689  0.596  0.053  0.804  และ 
0.660 ตามลําดับ  

 การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะความกวางของเมล็ดกับเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   พบวามีคา coefficient of determination 
เทากับ  0.001   0.000   0.018  0.001  และ 0.000  ตามลําดับ (ตารางที่ 10)  โดยไมพบความสัมพันธการ
ถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความกวางของเมล็ดโดยมีคา P เทากับ  0.750  0.954  0.103  0.745  และ 
0.857 ตามลําดับ  
 
 การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt143  Satt179  Satt184  Satt373  และ Sat513   พบวามีคา coefficient of determination เทากับ  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   ไมพบความสัมพันธการถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะความกวางของเมล็ด
โดยมีคา P เทากับ  0.630  0.779  0.233  0.751  และ 0.255 ตามลําดับ  
 
 
ตารางที่ 10     การวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนตรงระหวางลักษณะความยาวและความกวางของเมล็ด  และ

น้ําหนัก 100 เมล็ดกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมาย 
 
   เคร่ืองหมายพันธุกรรม        ความยาวของเมล็ด ความกวางของเมล็ด   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 

 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
 

ถ่ัวเหลืองจัดเปนพืชผสมตัวเอง (self-pollination)   มีการผสมขามตนในธรรมชาตินอยมากคือ
ประมาณ 0.5 – 1 เปอรเซ็นต  เพราะโครงสรางของดอกถ่ัวเหลืองเปนสวนทําใหการถายละอองเรณูเกิดข้ึน
ภายในดอกเดียวกัน  โดยเกสรเพศผูของดอกถ่ัวเหลืองซึ่งเชื่อมอยู เปนกระจุกในลักษณะที่ เรียกวา 
diadelphous androecium  จะลอมรอบและอยูเหนือกานชูเกสรเพศเมียและในขณะที่อับเรณูแตก          กลีบ
ดอกของถ่ัวเหลืองยังไมบานออก  ทําใหละอองเรณูตกลงบนยอดเกสรเพศเมียในดอกเดียวกัน        (กรม
พัฒนาที่ดิน, 2548;  Crozier and Thomas, 1993)    จากการผสมขามพันธุของถ่ัวเหลืองในการทดลองน้ีโดย
ใชพันธุ CM60 เปนพันธุแม  และ KA เปนพันธุพอ    เน่ืองจากถ่ัวเหลืองพันธุ KA มีดอกสีมวงซึ่งเปน
ลักษณะเดนตอดอกสีขาวของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60   (Owen, 1928)  จึงทําใหการคัดเลือกตน F1 ที่ไดทํา
โดยการดูจากสีของดอก  ถา F1 ที่ไดมีดอกสีมวง   แสดงวาเปนตนที่เกิดจากการผสมขาม  ในขณะที่ถาตนที่
ไดมีดอกเปนสีขาว  แสดงวาเกิดจากการผสมตัวเองของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60     การมีเปอรเซ็นตผสมติด
ต่ํา       อาจเน่ืองมาจากดอกถ่ัวเหลืองมีขนาดเล็กคือประมาณ 3 – 8 มิลลิเมตร   ทําใหการผสมพันธุถ่ัว
เหลือง ทําไดคอนขางยาก  และยังมีผลเนื่องมาจากชวงเวลาทําการผสมพันธุดวย   

 
ชวงเวลาของการผสมเกสรมีผลมากตอการติดฝก  การทดลองนี้ไดผสมพันธุถ่ัวเหลืองโดยในตอน

เร่ิมทดลองไดคัดเลือกเวลาผสมพันธุในชวงที่แตกตางกันไดแก 8.00 น. 10.00 น. 12.00 น.  และ 14.00 น. 
ชวงเวลาละประมาณ 10 - 20 ดอกข้ึนอยูกับปริมาณดอกที่พรอมผสม ณ ชวงเวลาน้ัน  แตจากการผสมพันธุ
ในชวงเวลาดังกลาวไมมีดอกถ่ัวเหลืองที่ติดฝกเลย   จึงเปล่ียนเวลาผสมพันธุมาใหเปนเวลาระหวาง 5.00 น. 
ถึงเวลา 8.00 น.   หลังจากการผสมพันธุถ่ัวเหลืองในชวงเวลาดังกลาว  สามารถผสมพันธุ  ถ่ัวเหลืองติดเปน
ฝกได  จากผลดังกลาวทําใหทราบวาชวงเวลา 5.00 น. ถึงเวลา 8.00 น. เปนชวงเวลาที่เหมาะสมในการผสม
พันธุถ่ัว    ชวงเวลาผสมพันธุจึงเปนปจจัยหน่ึงที่มีผลตอการผสมพันธุถ่ัวเหลือง    

 
การคัดเลือกดอกถ่ัวเหลืองของพันธุพอแมที่เหมาะสม   เปนอีกปจจัยหนึ่งที่จะสงผลใหการผสม

พันธุประสบความสําเร็จ  การคัดเลือกดอกของพันธุพอ ที่เหมาะสมตองเลือกดอกที่เพ่ิงบาน  สีดอกมีสีมวง
สด  เมื่อนํากลีบเล้ียงและกลีบดอกออกไปแลวจะสงัเกตเห็นเกสรเพศผูแตกฟูอยางชัดเจน   สวนการเลือก
ดอกของถ่ัวเหลืองพันธุแมที่เหมาะสมซึ่งทําไดยากกวา   ดอกถ่ัวเหลืองที่เหมาะสมตองเปนดอกตูมที่พรอม
ที่จะบานในเวลาเชาของวันถัดไป   ซึ่งจะเห็นกลีบดอกสีขาวชัดเจน   
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ถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  ที่ใชเปนพันธุแมมีดอกสีขาว  และถ่ัวเหลืองพันธุ KA ที่ใชเปนพันธุพอมี
ดอกสีมวง  จากรายงานของ Owen (1928)  พบวาสีมวงของดอกถ่ัวเหลืองเปนลักษณะเดนตอสีขาว  จึง
สามารถใชลักษณะสีดอกในการตรวจสอบตนที่ไดจากการผสมพันธุวาเปน F1 หรือไม    ถาตน F1 ที่ไดมีสี
ของดอกเปนสีมวงแสดงวาเปนตนนั้นไดจากการผสมขามระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุ   แตถาตน F1  ที่
ไดมีดอกเปนสีขาว  แสดงวาเกิดจากการผสมตัวเองของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 ซึ่งเห็นพันธุแม   และจาก
รายงานกอนหนาพบวาสีมวงของกลีบดอกถ่ัวเหลืองและไฮโพคอทิลควบคุมดวยยีน 5 ยีนคือ W1 W3 W4 
Wm และ Wp    (Palmer et al., 2004)   โดยถ่ัวเหลืองที่มีจีโนไทป W1-  w3w3 W4- Wm- และ Wp- จะ
แสดงลักษณะ wild-type คือสีของกลีบดอกและสีของไฮโพคอทิลจะเปนสีมวง  ดังน้ันถาตนที่มีไฮโพ
คลอทิลเปนสีมวงจะมีลักษณะดอกสีมวงดวย (ภาพที่ 13)  จากผลขางตนสงผลใหการคัดเลือก F1  ในการ
ทดลองน้ีสามารถทําไดตั้งแตหลังเมล็ดงอกประมาณ 1 สัปดาหโดยสังเกตไดจากสีของไฮโพคอทิล   ทําให
การคัดเลือกตน F1 ทําไดถูกตองและสามารถทําไดตั้งแตตนถ่ัวเหลืองมีอายุเพียง 7 วัน 

 
 

 
 

ภาพท่ี  13    สีของไฮโพคอทิลของตนถ่ัวเหลืองอายุ 7 วัน    
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การวิเคราะหคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 
 

จากผลการทดลองน้ีพบวาการกระจายตัวของลักษณะความของยาวเมล็ด    ความกวางของเมล็ด  
และน้ําหนัก 100 เมล็ด  ในประชากรถ่ัวเหลืองรุน  F3  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ KA   มีการกระจาย
ตัวแบบปกติ  และคาเฉล่ียลักษณะยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ดของ
ประชากร F3 กับคาเฉล่ียลักษณะทั้ง 3 ของถ่ัวเหลืองพันธุพอแม (mid-parent)    ไมมีความแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติในทุกลักษณะ   ดังนั้น  แสดงวาลักษณะความยาวของเมล็ด   ความกวางของเมล็ด     
และน้ําหนัก 100 เมล็ดถูกควบคุมดวยผลของยีนแบบบวก  ดังเชนการทดลองของ   Mebrahtu et al. (1990)  
ศึกษาลักษณะไวตอความเสียหายจากโอโซนของใบถ่ัวแขก    พบวาการกระจายตัวของลักษณะดังกลาว
เปนแบบปกติและคาเฉล่ียความเสียหายของใบที่ไดรับโอโซนของประชากรถ่ัวแขกรุน F3 และคาเฉล่ียของ
ถ่ัวแขกพันธุพอแมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ     เปนการแสดงใหเห็นวาไมมีผลของยีนเดน  หรือ
ควบคุมดวยผลของหลายปจจัยรวมกับผลของยีนเดน        ในการทดลองของ Chapman et al.  (2003)   ได
ทําการวิเคราะหลักษณะทางเกษตรกรรมและคุณภาพของเมล็ดถ่ัวเหลืองจากประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  และ 
F4:6  จากคูผสม Essex และ William  พบวาลักษณะขนาดเมล็ดถูกควบคุมดวยผลของยีนแบบบวก
เชนเดียวกับการทดลองนีท้ั้งสองรุน 
 
 อัตราพันธุกรรมแบบแคบ 

 
เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด   

และนํ้าหนัก 100 เมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60  และ KA  ที่ปลูก ณ 
ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา    พบวาอัตราพันธุกรรมของลักษณะความยาว
ของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด มีคาเทากับ 0.908  0.686  และ 0.753 ตามลําดับ   
ถาคาอัตราพันธุกรรมในแนวแคบสูงแสดงวามีผลของยีนแบบบวกมากจะทําใหการคัดเลือกลักษณะน้ัน ๆ 
มีประสิทธิภาพสูง   เพราะลักษณะที่สามารถสะสมและสงตอไปยังรุนลูก  จะตองถูกควบคุมดวยผลของยีน
แบบบวก  ซึ่งสามารถประมาณความกาวหนาในการคัดเลือกได  (Kearsey and Pooni, 1996)  จากคาอัตรา
พันธุกรรมแบบแคบที่มีคาสูงของทั้ง 3 ลักษณะจึงทําใหมีโอกาสสูงที่จะคัดเลือกลูกที่มขีนาดของเมล็ดใหญ
กวาพันธุ CM60  สามารถทําไดอยางมีประสิทธิภาพ 

 
แตจากการประมาณคาอัตราพันธุกรรมแบบแคบโดยหลักการ 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 เมล็ดมีคาเทากับ  0.2091   0.1557  และ 0.1978  ตามลําดับ   ซึ่งมีคานอยเมื่อเทียบกับคา
อัตราพันธุกรรมที่วัดไดจากการประมาณคาความแปรปรวนตามวิธีของ Kearsey amd Pooni (1996)   
เน่ืองจากการประมาณคาอัตราพันธุกรรมดวยวิธี parents-offspring regression  เปนการประมาณจาก
ความสัมพันธของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2  และถ่ัวเหลืองรุน F3   โดยถ่ัวเหลืองรุน F2  ทําการปลูกใน
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ระหวางเดือนกันยายนถึงเดือนธันวาคม  ปพ.ศ. 2552  ณ แปลงทดลองของมหาวิทยาลัยแมโจ  จังหวัด
เชียงใหม   ในขณะที่ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  ทําการปลูกในระหวางเดือนธันวาคม ปพ.ศ. 2552 ถึงเดือน
มีนาคม     ป พ.ศ. 2553  ณ  ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ  จังหวัดนครราชสีมา  ซึ่งปลูกใน
สิ่งแวดลอมและฤดูกาลที่แตกตางกัน   จึงทําใหมีอิทธิพลของสิ่งแวดลอมมาเก่ียวของดวยสูงจึงทําใหคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดมีคาต่ํา 

 
จากการทดลองของ  Specht et al. (2001)  ไดมีการประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาด

เมล็ดจากการสรางประชากร RIL  จากถ่ัวเหลืองคูผสมพันธุ Minsoy  และ Noir 1  ปลูกในสหรัฐอเมริกา
ชวงระหวางปค.ศ. 1994 -95  พบวาคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดเทากับ 0.95   Hoeck et  al. 
(2003)  ไดประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากร F2 ถ่ัวเหลืองคูผสมคูผสม 3 คู
คือ  A97-775019 x A96-492041  A97-775006 x S12-49 และ A97-775026 x A96-492058 ในสิ่งแวดลอม
ที่แตกตางกัน 4 สิ่งแวดลอม   พบวาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดมีคาตั้งแต          0.45  ถึง 0.86   
และในปค.ศ.  2004  Hyten  et al. ไดสรางประชากร RIL จากคูผสม Essex  และ William  ปลูกใน
สิ่งแวดลอม 6 สิ่งแวดลอม  เมื่อประมาณคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะขนาดเมล็ดพบวามีคา       สูงถึง 
0.95    จากรายงานการประมาณคาอัตราพันธุกรรมของประชากรถ่ัวเหลืองหลายๆประชากรที่กลาวมา
ขางตน    จะเห็นไดวาลักษณะขนาดเมล็ดจะมีคาอัตราพันธุกรรมสูง   แสดงวาลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัว
เ หลือง มี ผลของยีนแบ บ บวกสู งทํ า ใหการ คัด เ ลือกลักษณะน้ี เป นไป ไดอย า งมี ป ระสิ ทธิภา พ                        
แตคาอัตราพันธุกรรมเปนคาที่เฉพาะกับประชากรและสิ่งแวดลอมน้ันๆ   ดังน้ัน  การศึกษาอัตราพันธุกรรม
จึงเปนสิ่งที่ตองศึกษาเมื่อประชากรและสิ่งแวดลอมที่ใชในการทดลองเปล่ียนไป 

 
จากการวิเคราะหสหสัมพันธของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 

100 เมล็ดระหวางถ่ัวเหลืองรุน F2 และ F3   พบความสัมพันธเชิงบวกระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองรุน         
แสดงใหเห็นวายีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในรุน F2     ไดถูกถายทอดไปยังถ่ัวเหลืองรุน  F3   ทําให
สามารถคัดเลือกขนาดเมล็ดใหญจากรุน   F2   
 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 

 
การคัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่ใชในการทดลองน้ี   คัดเลือกจากรายงานการทดลอง

เก่ียวกับตําแหนงของ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลือง  ที่มีคาความแปรปรวนสูง   ซึ่ง
ทําใหมีความมั่นใจไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่คัดเลือกมานาจะมีโอกาสเก่ียวของกับลักษณะขนาด
เมล็ดในประชากรจากคูผสม CM60  และ KA    และคัดเลือกใหเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันอยูบน
โครโมโซมเดียวกันตามแผนที่ลิงเกจของถ่ัวเหลืองพันธุ William ที่มีรายงานไว  (Soybase, 1995)  เพื่อ
สามารถที่จะจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันไวในกลุมเดียวกันได     จึงทําการคัดเลือกเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR ทั้ง 18 เคร่ืองหมายดังตารางที่ 3  มาใชทดสอบในการทดลองน้ีโดย  เคร่ืองหมาย
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พันธุกรรม  Satt071   Satt147   Satt179  และ Satt184  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่  1  (Soybase, 
1995)  และตําแหนงใกลกับยีนที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด    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  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 (Soybase, 1995)  และอยูใกลกับยีน
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
รายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่  19  (Soybase, 1995)  และเก่ียวของกับตําแหนงของยีนที่ควบคุม
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  เคร่ืองหมายพันธุกรรมบางเคร่ืองหมายมีระยะหางกัน

มากกวา 50 cM ซึ่งจะทําใหไมสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมเหลาน้ันใหอยูในกลุมเดียวกันได   จึง
คัดเลือกเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  เพ่ิมเติมเพ่ือที่จะนํามาใชในการจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มี
รายงานวาอยูหางกันมากกวา 50 cM   ใหสามารถจัดกลุมเขามาอยูในกลุมเดียวกันได   ไดคัดเลือก
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR เพ่ิมเติมอีก 5 เคร่ืองหมายคือ  Satt342  Satt388  Satt398  Satt513 และ Satt548  
โดยทั้ง 5 เคร่ืองหมายไมมีรายงานวาอยูใกลกับตําแหนง QTL ของลักษณะขนาดเมล็ด  โดยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt342 และ  Satt548  มีรายงานวาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 1  และเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt388  Satt398  และ Satt513  อยูบนโครโมโซมแทงที ่19   ของแผนที่ลิงเกจของถ่ัวเหลืองที่มีรายงานไว 
(Soybase, 1995)   
             

การทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA  ดวยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมที่คัดเลือกมาจํานวน  18  เคร่ืองหมายจากรายงานกอนหนาวามีความสัมพันธกับลักษณะขนาด
เมล็ดของถ่ัวเหลือง    พบวามีเพียง  5  เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุดัง
กลาวคือ   Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ Satt513   จากรายงานของ  Chapman et al. (2003) และ 
Hyten et al. (2004)  ทดสอบความแตกตางระหวางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Essex และ William   
พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  และ Satt373   ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองทั้ง
สองพันธุ    ในปค.ศ. 2003  Hoeck และคณะไดศึกษา  QTLs ของลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลือง
หลายประชากรพบวา  เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 และ Satt373  ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลือง
คูผสม A97-775026 และ A96-492058  และจากศึกษา QTLs เก่ียวกับลักษณะขนาดเมล็ดและปริมาณ
โปรตีนและไขมันภายในเมล็ด  พบวา  เคร่ืองหมายพันธุกรรม  Satt184     ใหความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวาถ่ัวเหลืองพันธุ  N87-984-16 และ TN93-99 (Panthee et al., 2005)  โดยเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 
ที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA  จะนําไปใชในการทดสอบความ
แตกตางทางพันธุกรรมในประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ KA  ตอไป 
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สวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆ อีก 13 เคร่ืองหมาย  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรม   จึงไม
สามารถใชทําการทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมในประชากรรุน F2  จากถ่ัวเหลืองคูผสม CM60 และ 
KA  ตอไปได 

 
เน่ืองจากการตรวจสอบดวย  3%  agarose   น้ันสามารถแยกความแตกตางระหวางแถบดีเอ็นเอที่มี

ขนาดระหวาง 100 - 1000 เบสไดดี  (Smith, 1996)   แตถามีขนาดนอยกวา 100 เบสการแยกความแตกตาง
ระหวางแถบของดีเอ็นเอจะเปนไปไดยาก   ย่ิงขนาดของแถบดีเอ็นเอมีขนาดเล็กลงจะทําใหการแยกความ
แตกตางของแถบดีเอ็นเอเปนไปไดยากข้ึนจนไมสามารถแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอได   
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่คัดเลือกมาใชในการทดลองนี้อีก 13 เคร่ืองหมายที่ไมใหความแตกตาง
ระหวางดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA   อาจใหแถบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอารที่มีจํานวน
เบสแตกตางกันนอยมาก   จึงทําใหการทดสอบดวย 3% agarose นั้นไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง
แถบดีเอ็นเอของถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุได     การตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลือง
ทั้งสองพันธุที่มีความแตกตางกันนอย   ควรทําการเพิ่มจํานวนเปอรเซ็นตของ agarose  ใหมากข้ึน   หรือใช 
polyacrylamide  ซึ่งมี resolution  สูงกวา agarose   อาจทําใหสามารถเห็นความแตกตางระหวางแถบ       ดี
เอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอารระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA ได   ซึ่งจะทําใหมีเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมมาใชในการวิเคราะหในการทดลองน้ีมากข้ึน    
 
การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรม 
 

ในการทดลองนี้ไดนําเคร่ืองหมายพันธุกรรม 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184  Satt373 
และ Satt513  มาจัดกลุมโดยใช Haldane’s mapping function  พบวาสามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม 
Satt373 และ Satt513    โดยมีระยะหางระหวางเคร่ืองหมายทั้งสองเทากับ  24.2  cM   แตจากรายงานแผนที่
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีรายงานไว      พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายน้ี
สามารถจัดไดเปนสองกลุมคือ    กลุมที่ 1  มีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt373 และ Satt513          
และกลุมที่สองมีเคร่ืองหมายพันธุกรรม   Satt179 และ Satt184  แสดงในภาพที่ 14  (Soybase, 1995)        
ในกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมที ่1  จะพบวาในการทดลองนี้ไมสามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  
เขารวมไดเน่ืองจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมดังกลาวอยูหางจากเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt513 76.18 cM 
(Soybase, 1995)  ดังภาพที่ 14  ซึ่งมากกวา    50 cM จึงไมสามารถจัดเขากลุมเดียวกันได   และในกลุมที่ 2  
Satt179 และ Satt184  อยูหางกันเพียง 38.68 cM  แตในการทดลองนี้ไมสามารถจัดเขากลุมเดียวกันได 

 
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมเปนสิ่งจําเปนในการศึกษาตอการศึกษากลุมของยีนที่ควบคุม

ลักษณะปริมาณ     เน่ืองจากการจัดกลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมมีจํานวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมในกลุม
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เดียวกันมากจะทําใหครอบคลุมจีโนมของถ่ัวเหลืองไดมาก  และระยะหางของเคร่ืองหมายพันธุกรรมโดย
เฉล่ียย่ิงนอยจะทําใหมีโอกาสที่จะอยูใกลตําแหนงของยีนที่ เ ก่ียวของกับลักษณะที่สนใจมากข้ึน         
(Cregan et al.,1999)    ดังน้ันควรใชเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR รวมทั้งเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆเขา
มารวมในการศึกษามากข้ึน   จะทําใหสามารถจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมไดครอบคลุมและละเอียดมาก
ข้ึน    การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมในประชากรตางๆ  ข้ึนกับพันธุของถ่ัวเหลืองคูผสมที่ใช  เน่ืองจาก
มีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมแตกตางกันจึงทําใหการจัดกลุมเคร่ืองหมายไดแตกตางกัน  เชน  ในขอมูลแผนที่
ลิงเกจของถ่ัวเหลืองพันธุ  William  สามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179 และ Satt184                           
อยุบนโครโมโซมเดียวกันโดยมีระยะหาง 38.64 (Soybase, 1995)  ดังภาพที่ 14   แตในการทดลองโดย          
Specht et al. (2001) สามารถจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt179  อยูบนโครโมโซมแทงที่ 1   แตไมมี
รายงานวาจัดเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184 อยูบนโครโมโซแทงดังกลาวได    เน่ืองมาจากเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt184  ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ Minsoy และ Noir 1   ดังนั้น
การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมในแตละประชากรทําใหมีการจัดกลุมเคร่ืองหมายที่แตกตางกันออกไป   
และจํานวนประชากรที่ศึกษา  เชนประชากร F2 หรือ RIL และการกระจายตัวจะสงผลใหระยะหางระหวาง
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ไดแตกตางกันออกไป    ในการทดลองน้ีใช Haldene’s mapping function  ซึ่งถือ
วาไมเกิด interference ระหวางการเกิด crossing over ซึ่งถาใช Kosambi’s mapping function ซึ่งถือวาเกิด 
interference ระหวางการเกิด crossing over จะใหระยะทางระหวางเคร่ืองหมายพันธุกรรมในการจัดกลุม
เคร่ืองหมายที่แตกตางกันออกไป 

 

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) แผนที่ลิงเกจที่สรางข้ึนไดจากการทดลองนี ้
(ข) แผนที่ลิงเกจที่มีรายงานไว (Soybase, 1995) 
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  การวิเคราะหหาตําแหนงของยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 

 จากการวิเคราะห simple linear regression เพื่อหาเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เก่ียวของกับยีนควบคุม
ลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  โดยใชโปรแกรม SPSS     
version 17.0  พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ Satt143  Satt179  Satt184  Satt373     
และ  Satt513  ไมมีความสัมพันธเชิงถดถอยเชิงเสนตรงกับลักษณะทั้งสาม  โดยมีคา P มากกวา 0.05  ใน
ทุกลักษณะ    แสดงวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5  ไมมีความเก่ียวของกับลักษณะความยาวของเมล็ด  
ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด    ทําใหไมสามารถพบตําแหนง QTLs  ของลักษณะทั้ง 3 ใน
การทดลองนี้                    
  
 ปจจัยที่ทําใหการทดลองน้ีไมพบตําแหนง QTLs ของลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของ
เมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด   ปจจัยหนึ่งคือจํานวนเคร่ืองหมายพันธุกรรมในการทดลองน้ีไดนํา
เคร่ืองหมายพันธุกรรมมาทดสอบความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และ KA  ทั้งสิ้น 18 
เคร่ืองหมายมีเพียง 5 เคร่ืองหมายเทานั้นที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุ   
อีกทั้งเคร่ืองหมายพันธุกรรม 5 เคร่ืองหมายน้ันมีเพียง 2 เคร่ืองหมายที่สามารถจัดเขากลุมเดียวกันได   จึง
ทําใหมีโอกาสนอยที่จะพบตําแหนงของ QTLs   ที่สนใจ    (Cregan et al., 1999)           ถ่ัวเหลืองมีจํานวน
กลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมจากแผนที่ลิงเกจที่รายงานไวจํานวน 20 กลุม (Soybase, 1995)  การใช
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR ที่เพ่ิมข้ึน  รวมกับเคร่ืองหมายพันธุกรรมชนิดอ่ืนๆ  จะทําใหครอบคลุมจีโนม
ของถ่ัวเหลืองมากข้ึน    โอกาสที่จะพบตําแหนงของ QTL    ที่อยูใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรมมากจะมี
มากข้ึน      
  
 ปจจัยที่สองคือพ้ืนฐานพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองที่ใชในการทดลอง   เน่ืองจากพันธุกรรมของถ่ัว
เหลืองแตละพันธุมีความแตกตางกันออกไป     จึงทําใหตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับ 
QTLs ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรหนึ่ง   อาจจะไมเก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในอีก
ประชากรก็ได   เชน  ในการทดลองน้ีเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143   Satt179   Satt184   Satt373  และ 
Satt513   ไมเก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดในประชากรถ่ัวเหลืองจากคูผสม CM60  และ KA   แตมี
รายงานวาอยูใกลกับ QTLs  ที่ควบคุมลักษณะขนาดเมล็ดดังน้ี 

 
Chapman et al. (2003)   สรางประชากร F2  จํานวน 177 สายพันธุจากคูผสม Essex และ William    

พบตําแหนง  QTL  ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373  บน
โครโมโซมแทงที่ 19  ของจีโนมถ่ัวเหลืองโดยมีความแปรปรวน 4 %  ในประชากร RIL  100 สายพันธุจาก
ถ่ัวเหลืองคูผสมระหวาง A97-775026 และ A96-492058  พบ QTLs ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดใกลกับ
เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143 ซึ่งมีความแปรปรวนเทากับ 20.00% และในประชากร RIL จากคูผสม A97-
775006 และ S12-49 พบวาเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt373 อยูใกลกับ QTLs ที่ควบคุมลักษณะน้ําหนัก 100 
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เมล็ด  โดยมีความแปรปรวนเทากับ  10.80 % โดย  QTL  ทั้งสองอยูบนโครโมโซมแทงที่ 19 ของจีนโนม
ถ่ัวเหลือง   (Hoeck et al., 2003)  

   
โครโมโซมแทงที่  1 ของถ่ัวเหลืองไดมีรายงาน QTLs ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดใน

ประชากร RIL จํานวน 131 สายพันธุจากถ่ัวเหลืองคูผสม Essex และ William  โดยอยูระหวางเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม Satt179 และ Satt071  โดยมีความแปรปรวน 13.90%  และในปเดียวกัน Panthee และคณะได
สรางประชากร RIL จํานวน   101   สายพันธุจากถ่ัวเหลืองคูผสม  N87-984-16 และ TN93-99  พบตําแหนง 
QTL ของลักษณะนํ้าหนัก 100 เมล็ดที่ตําแหนงเคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt184  โดยมีความแปรปรวน
เทากับ 11.30 % บนโครโมโซมแทงที่ 1 เชนเดียวกัน 

 
จากการทดลองนี้เคร่ืองหมายพันธุกรรม Satt143  Satt373  และ Satt513  อยูบนโครโมโซมแทงที่ 

19  ของถ่ัวเหลืองที่เคยมีรายงานไว ซึ่งพบตําแหนง QTL ของลักษณะขนาดเมล็ดที่ตําแหนงของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR  หลายเคร่ืองหมายไดแก  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 ไดมีรายงานไววาอยูบนโครโมโซมแทงที่ 1  ซึ่งมี

รายงาน QTL ของลักษณะขนาดเมล็ดใกลกับเคร่ืองหมายพันธุกรรม Sat_036 (Orf et al., 1999)  Satt071  
Satt179 (Hyten et al., 2004) Satt147  และ Satt184   (Panthee et al., 2005)   จากหลายประชากร    ใน
ปจจุบันมีการรายงานตําแหนงของ QTLs  ที่เก่ียวของกับลักษณะขนาดเมล็ดจํานวน 94 QTLs ในหลาย
ประชากร (Soybase, 1995)    โดยการศึกษา QTLs  ของลักษณะขนาดเมล็ดนั้นข้ึนอยูกับคูผสมของถ่ัว
เหลือง     ถาถ่ัวเหลืองคูผสมตางกันจะใหตําแหนง  QTLS ที่ควบคุมลักษณะที่สนใจแตกตางกันดวย 

(Tanksley and Hewitt, 1988)   ดังนั้นการศึกษา QTLS  ของลักษณะขนาดเมล็ดจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติม
ในประชากรของถ่ัวเหลืองตางๆ  ซึ่งเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีตําแหนง  QTLS   ของลักษณะขนาดเมล็ดจะ
เปนประโยชนอยางมากในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองตอไป      
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

 
การสรางประชากรถั่วเหลืองจากคูผสม CM60 และ KA 
 
 1.   การผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60  และพันธุ KA  ณ  แปลงทดลองของภาควิชา
พฤกษศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ไดตน F1  จํานวน 12 ตน  จากการผสมทั้งสิ้น 467 ดอก   
 
 2.   เก็บเมล็ด จาก F1  จํานวน 1 ตนปลูกไดตน F2 จํานวน 183 ตนสามารถสรางเปนประชากร F3 
ไดจํานวน 183  แฟมิลี 
 
การวิเคราะหหาอัตราพันธุกรรมแบบแคบของลักษณะขนาดเมล็ด 

 
1.    ลักษณะขนาดเมล็ดไดแก  ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด

ของประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  ที่ไดจากการผสมพันธุระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA มีการ
กระจายตัวของลักษณะทั้งสามเปนแบบปกติ   เปนการแสดงผลของยีนแบบบวกทั้งสามลักษณะ      

 
2.   คาอัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากการหาคาความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ด  

ความกวางของเมล็ด  และนํ้าหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ  0.908  0.686  และ 0.753  ตามลําดับ     และคา
อัตราพันธุกรรมแบบแคบที่ไดจากวิธี parents-offspring regression ในถ่ัวเหลืองรุน F2 และ F3  ของลักษณะ
ความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 เมล็ด  มีคาเทากับ 0.2091   0.1557  และ 0.1978  
ตามลําดับรวมทั้งพบมีความสัมพันธเชิงบวกระหวางระหวางประชากรถ่ัวเหลืองทั้งสองรุน     
 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรม โดยเครื่องหมายพันธุกรรม SSR 
 
 1.    ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากถ่ัวเหลืองพันธุพอแมคือพันธุ CM60  และพันธุ KA  และตนถ่ัว
เหลืองรุน F2  มีปริมาณตั้งแต 378.49 ถึง 2736.50  นาโนกรัมตอไมโครลิตร  โดยมีความบริสุทธ์ิตั้งแต    
1.71 ถึง 2.21 
 
 2.    มีเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR 5 เคร่ืองหมายคือ  Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ 
Satt513 ที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และพันธุ KA  และใชนําไปทดสอบในประชากร
ถ่ัวเหลืองรุน F2   
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การจัดกลุมเครื่องหมายพันธุกรรมและการวิเคราะหกลุมยีนท่ีควบคุมลักษณะขนาดเมล็ด 
 
 1.    เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR Satt184, Satt143, Satt179, Satt373 และ Satt513  มีการกระจาย
ตัวของเคร่ืองหมายพันธุกรรมทั้ง 5 เคร่ืองหมายเปนแบบ codominant โดยมีอัตราสวนเปน 1:2:1   
 
 2.    การจัดกลุมเคร่ืองหมายพันธุกรรมจัดไดเพียง 1 กลุมคือเคร่ืองหมายพันธุกรรม  Satt373 และ 
Satt513  โดยมีระยะหางระหวาง 2 เคร่ืองหมายเทากับ  24.2 cM    สวนอีก 3 เคร่ืองหมายไมสามารถจัด
กลุมเขากลุมเดียวกันได 
 
 3.    จากการวิเคราะหหาตําแหนง QTL โดยหลักการ simple  linear  regression  ดวยโปรแกรม 
SPSS   ไมพบตําแหนง QTL  ที่ควบคุมลักษณะความยาวของเมล็ด  ความกวางของเมล็ด  และน้ําหนัก 100 
เมล็ดในการทดลองน้ี  เนื่องจากเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางถ่ัวเหลือง
พันธุพอแมมีจํานวนนอย   ทําใหไมครอบคลุมทั่วทั้งจีโนมของถ่ัวเหลือง      
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ขอเสนอแนะ 
 
 1.    การทดสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองพันธุพอและพันธุแมดวยเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR   แลวตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย 3% agarose  จะแยกความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดดี
ในชวง 100 – 1000 เบส  ถาแถบของดีเอ็นเอมีความแตกตางกันนอยกวา 100 เบส  การแยกความแตกตาง
ของแถบดีเ อ็นเอจะไมชัดเจน   ควรใชเปอรเซ็นต agarose  ใหสูงข้ึน  หรือใช polyacrylamide ที่มี 
resolution  สูงข้ึนแทน   ซึ่งอาจจะทําใหเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ไมใหความแตกตางทางพันธุกรรม
ระหวางถ่ัวเหลืองพันธุ CM60 และ KA ในการทดลองน้ี   มีโอกาสที่จะเห็นความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ
ระหวางถ่ัวเหลืองทั้งสองพันธุได 
  
 2.    การศึกษา QTLs  ควรจะตองมีเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ใหความแตกตางระหวางถ่ัวเหลือง
พันธุพอและแมจํานวนมาก   เพื่อที่จะสามารถจัดกลุมของเคร่ืองหมายพันธุกรรมไดละเอียดข้ึน  จะสงผล
ใหการวิเคราะหหาตําแหนง QTL มีความแมนยํามากข้ึน    ดังน้ัน  ในการทดลองน้ีควรเพ่ิมจํานวน
เคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR หรือเคร่ืองหมายพันธุกรรมอ่ืนๆใหมากข้ึน   หรือควรจะคัดเลือกเคร่ืองหมาย
พันธุกรรม SSR  ที่อยูบนโครโมโซมเดียวกันทั้งหมด   
 
 3.    เมื่อทราบตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่เก่ียวของกับขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสด
แลว   ควรมีการศึกษาหายีนที่เก่ียวของกับขนาดเมล็ดในถ่ัวเหลืองฝกสดตอไป 
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การเตรียมสารละลายเพื่อใชทําการสกัดดีเอ็นเอ 
 
1. 1  Molar Tris pH 8.0   100 ml 
 Tris. Base    12.114 g 
 ปรับ pH ใหเทากับ 8.0 ดวย HCl 
 
2. 0.5 Molar  EDTA   100 ml 
 EDTA     18.61 g 
 ปรับ  pH  ใหเทากับ 8.0  ดวยเกล็ด 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  *เติมกอนนําไปใช 
 
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. บดใบออนถ่ัวเหลืองในโกรงที่เย็นดวย liquid nitrogen 
2. ใส Extraction buffer ที่อุนที่ 65 องศาเซลเซียส จํานวน 700 µl     แลวนําไปบมที่ 65 องศา

เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที 
3. เติม 3 Molar Potassium acetate (KOAc)  300 µl      กลับหลอดไปมาเบาๆ  แลวนําไปแชใน

นํ้าแข็งเปนเวลา 30 นาที 
4. นําไปปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 30 นาที 
5. ดูดของเหลวสวนใสดานบนมาใสในหลอดใหม  เติม Isoamyl alcohol : Chloroform  1 : 24  

จํานวน 500 µl  กลับหลอดไปมาเบาๆเปนเวลา  20 นาที 
6. ปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 20 นาที 
7. ดูดเอาของเหลวสวนใสดานบนมาใสหลอดใหม  แลวเติม Absolute Ethanol จํานวน 700 µl  

กลับหลอดไปมาจนเห็นตะกอนของ DNA  และนําไปบมที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียสเปน
เวลา 30 นาที 

8. ปนที่ความเร็ว  13000 rpm  เปนเวลา 20 นาที 
9. เทของเหลวใสสวนบนทิ้ง  แลวนําตะกอนที่ไดไปลางดวย 70% Ethanol  จํานวน 2 คร้ัง 
10. ทําใหตะกอน DNA แหงโดยการนําไปใสเคร่ือง Speed  Vacuum เปนเวลา 5-10 นาที 
11. ละลายตะกอน DNA ดวย TE buffer จํานวน 70 µl 
12. แบงสารละสาย DNA ที่ไดไปทํา Gel electrophoresis เพ่ือตรวจสอบหาแถบ Genomic DNA 
13. แบงสารละลาย DNA ที่ไดไป dilute 100 เทาแลวนําไปวันคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 

และ 280  นาโนเมตรเพ่ือหาความบริสุทธ์ิและปริมาณ DNA จากสูตร 
     13.1 ความบริสุทธของ DNA =  OD260/OD280 
     13.2 ปริมาณ DNA (ng/µl)     =  OD260 x 50 x Dilution time 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

62



 
 

 
PCR  Mixture ประกอบดวย 
 
  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   เปนเวลา 2 นาที   
 
  Denaturation  ที ่ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ี  
  Annealing  ที่  47 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที                 35 รอบ   
  Extension  ที่  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที    
  
 Final Extension ที่  72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที    
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ตารางที่ 11     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความยาวของเมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  และ
ถ่ัวเหลืองพอแม  

 
        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 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
 
ตารางที่ 12     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะความกวางของเมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3 

และถ่ัวเหลืองพอแม   
 
        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 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
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ตารางที่ 13     การวิเคราะหความแปรปรวนของลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดภายในประชากรถ่ัวเหลืองรุน F3  และ
ถ่ัวเหลืองพอแม   

 
        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 
**  คือมีความแตกตางกันทางสถิติที่ P < 0.01 
ns    คือไมมีความแตกตางทางสถิต ิ
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ตารางที่  14    คาเฉล่ียของลักษณะความกวางและความยาวเมล็ดของเมล็ดของถ่ัวเหลืองพันธุพอ (KA) 
พันธุแม(CM60)   และประชากร F3 (1-192) 

 

No                       ความยาวของเมล็ด 
  

                   ความกวางของเมล็ด 
 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                     ความกวางของเมล็ด 
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                    ความกวางของเมล็ด 
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                     ความกวางของเมล็ด 
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                     ความกวางของเมล็ด 
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                     ความกวางของเมล็ด 

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    แสดงคาเฉลี่ยของลักษณะน้ําหนัก 100 เมล็ดของถั่วเหลืองพันธุพอ (KA) พันธุแม(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 

73



 
 

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      การผสมพันธุถ่ัวเหลืองระหวางพันธุ CM60 (ดอกสีขาว) และพันธุ KA (ดอกสีมวง) 
 (ก)     ดอกของพันธุ KA ที่เหมาะสมในการเก็บละอองเกสรตัวผู 
 (ข)     ดอกของพันธุ CM60  ที่เหมาะสมในการผสมพันธุ 
 (ค,ง)  การนําปากคีบปลายแหลมดึงกลีบเล้ียงและกลีบดอก    
 (จ)     นําละอองเรณูจากพันธุ KA มาปายลงบนยอดเกสรเพศเมียของพันธุ CM60 
 (ฉ)     ปายกํากับการผสมพันธุ 
 (ช)     ฝกที่ผสมติดเมื่อเวลาผานไป 5 วันหลังการผสม 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นายธนา  อมรชัยพิริยะกุล  เกิดเมื่อวันที่  29 สิงหาคม พ.ศ. 2527  ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร  
สําเร็จการศึกษาระดับมัธยมปลาย  จากโรงเรียนวัดนวลนรดิศ  เขตภาษีเจริญ  กรุงเทพเทพมหานคร  ในป
การศึกษา 2545   และสําเร็จการศึกษาปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิชาพันธุศาสตร  ภาควิชา
พฤกษศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ในปการศึกษา 2549    เขาศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต  สาขาวิชาพันธุศาสตร  ภาควิชาพฤกษศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในภาคการศึกษาตน  
ปการศึกษา 2550 
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