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การตรวจเอกสาร 
 

1. แหล่งก าเนิดและการแพร่กระจาย 
ถัว่ลนัเตา มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า Pisum sativum L. เป็นผกัท่ีอยู่ในวงศ์ถัว่ (Fabaceae) 

ชนิดหน่ึงท่ีรู้จกักนัมานาน ไดมี้การคน้พบหลกัฐานทางฟอสซิลท่ีสวิตเซอร์แลนด์แสดงให้เห็นว่า
พืชชนิดน้ีถูกน ามาใชป้ระโยชน์ตั้งแต่สมยัยุคส าริดเม่ือ 3,000 ปี ก่อนคริสตกาล (Madison, 2008) 
อีกทั้งยงัถูกใช้เป็นพืชเร่ิมตน้ของการศึกษาทางด้านพนัธุศาสตร์ ซ่ึงเป็นพื้นฐานท่ีส าคญัของการ
เรียนรู้การถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมจนถึงปัจจุบนั (Snustad and Simmons, 2010) 

เช่ือกนัวา่ถัว่ลนัเตามีววิฒันาการมาจากพืชในวงศถ์ัว่สองชนิดท่ีมีช่ือวา่ Pisum arvense และ 
Pisum  elatius  Steven ซ่ึงเป็นวชัพืชแถบจอร์เจียและรัสเซีย โดยเกิดจากการผสมขา้มระหวา่งพืชทั้ง
สองชนิดน้ี (เริงชยั, 2536) ถัว่ลนัเตามีการบนัทึกว่าพืชชนิดน้ีถูกเพาะปลูกเร่ิมแรกทางแถบเอเชีย
ตะวนัตกและทวปียโุรป หลงัจากนั้นไดแ้พร่กระจายเขา้สู่แถบเมดิเตอร์เรเนียนในยุคกรีกโรมนั และ
ไดเ้ขา้สู่ทวีปเอเชียและเขตอบอุ่นต่างๆทัว่โลก  พืชชนิดน้ีเป็นท่ีรู้จกักนัมากเม่ือแพร่กระจายเขา้สู่
อินเดีย (Madison, 2008) หลงัจากนั้นก็ไดแ้พร่กระจายเขา้สู่ประเทศจีนผา่นทางธิเบตในศตวรรษท่ี 7 
ซ่ึงมีผูน้ าเขา้มาจากประเทศเนเธอร์แลนด์ คนจีนจึงเรียกพืชชนิดน้ีว่า “ ฮอลแลนด์เตา หรือ ฮอล
ลนัเตา ”  โดยค าวา่  “ เตา ” นั้น ในภาษาจีนแปลวา่ถัว่ ดงันั้นค าวา่ถัว่ลนัเตาท่ีคนไทยเรียกกนันั้นอาจ
มีท่ีมาจากช่ือน้ี (เริงชยั, 2536)  

  
2. ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ถัว่ลนัเตามีช่ือสามญัวา่ Garden pea, Sugar pea, Sweet pea, Green pea  และ Pea (เริงชยั, 
2536) ลักษณะทั่วไป มีการงอกแบบ hypogeal germination เป็นพืชล้มลุก ล าต้นเป็นเถาเล้ือย 
โดยทัว่ไปแลว้พืชชนิดน้ีมีล าตน้หลกัเพียงตน้เดียว  

ใบของถัว่ลนัเตาจดัเป็นใบประกอบ (compound leaves) มีใบยอ่ยหลายคู่ใบ การเกิดใบมี
การพฒันาบริเวณขอ้ของล าตน้แบบสลบั (alternative) ซ่ึงโครงสร้างของใบสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 
4  ส่วนคือ 1. Proximal domain ประกอบดว้ยส่วนของกา้นใบ (petiole) และหูใบ (stipules) บริเวณ
ฐานใบ 1 คู่ โดยบริเวณขอบล่างของหูใบอาจมีลกัษณะเรียบหรือหยกัลึก 2. Second domain 
ประกอบดว้ย กา้นใบ (rachis) และใบประกอบ (leaflets) ท่ีพฒันาข้ึนมาเป็นคู่ 3. Third domain 
ประกอบดว้ย กา้นใบ และส่วนของมือเกาะ (tendril) ท่ีพฒันาข้ึนมาเป็นคู่ 4. Fourth domain คือส่วน
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ของมือเกาะ (tendril) ท่ีมีลกัษณะแบบ trefoil บริเวณปลายสุดของใบเพื่อใชช่้วยในการพยุงล าตน้ 
(Hofer and Ellis, 1998) 

ดอกของถัว่ลนัเตาพบอยูส่องสีคือสีขาวและสีม่วง มีกลีบเล้ียง 5 กลีบโดยบริเวณโคนกลีบ
เช่ือมต่อกันเรียงเป็นวง (calyx) กลีบดอกของถั่วลันเตามีการพฒันาแบ่งเป็น 3 ลักษณะคือ                
1. Standard เป็นกลีบดอกขนาดใหญ่ท่ีสุดอยูท่างดา้นบนของดอก ท าหนา้ท่ีห่อหุ้มโครงสร้างดอก
ทั้งหมดในช่วงท่ีดอกมีขนาดเล็กหรือยงัไม่บาน เม่ือถึงระยะบานดอกกลีบชนิดน้ีคล่ีออก ปลายกลีบ
ดอกโคง้วกกลบัดา้นหลงั  2. Wing  เป็นกลีบดอกท่ีมีขนาดเล็กกวา่กลีบดอกชนิดแรก มีสองกลีบอยู่
ทางดา้นขา้ง 3. Keel เป็นกลีบดอกท่ีมีลกัษณะเรียวยาวคลา้ยหลอดอยูท่างดา้นในสุดของโครงสร้าง
ดอกท าหนา้ท่ีห่อหุ้มเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมีย กา้นชูเกสรเพศผูมี้ 10 เส้นโดย 9 เส้นเรียงตวัแบบ 
Staminal tube ลอ้มรอบรังไข่ ส่วนอีก 1 เส้นแยกตวัอยูอิ่สระและมีขนาดสั้นกวา่ เกสรเพศเมียอยู่
ตรงกลางของโครงสร้างดอก รังไข่มีลกัษณะแบนยาว มีสีเขียว กา้นชูเกสรเพศเมียโคง้ยาว ละออง
เกสรงอกภายใน 8-12 ชัว่โมงหลงัจากละอองเกสรหล่นลงบนยอดเกสรเพศเมียและเกิดการปฏิสนธิ
ในอีก 24-28 ชั่วโมงต่อมา ถั่วลันเตามีโครงสร้างของดอกท่ีส่งเสริมให้เกิดการผสมตวัเองได้
มากกวา่การผสมขา้ม นอกจากนั้นการผสมเกสรยงัเกิดข้ึนภายในดอกก่อนท่ีดอกจะบาน มีรายงาน
วา่ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุทางการคา้ท่ีปลูกในสหรัฐอเมริกามีโอกาสในการผสมขา้มนอ้ยกวา่ 1 เปอร์เซ็นต ์ 
(Gritton, 1986) 

ช่อดอกเป็นแบบช่อกระจะ (raceme) ภายในหน่ึงช่ออาจมี 1-3 ดอก ซ่ึงเกิดท่ีบริเวณขอ้ของ
ล าตน้ระหว่างโคนใบกบัล าตน้ โดยพนัธ์ุท่ีออกดอกเร็วให้ดอกแรกในขอ้ท่ี 5-11 ส่วนพนัธ์ุท่ีออก
ดอกชา้ใหด้อกขอ้ท่ี 13-15 ของล าตน้  (Gritton, 1986) 

 
3. เทคนิคการผสมพนัธ์ุพชื (นพพร, 2546) 

การปรับปรุงพนัธ์ุพืชเป็นการพฒันาพนัธ์ุโดยการน าพืชท่ีมีลกัษณะดีมารวมกนัเพื่อให้ได้
พนัธ์ุใหม่ตามลกัษณะท่ีตอ้งการ ซ่ึงโดยทัว่ไปใชก้ารผสมพนัธ์ุท่ีเรียกวา่ Artificial hybridization ซ่ึง
มีส่ิงท่ีตอ้งค านึงหลายประการดงัน้ี 

3.1 การเลอืกใช้พนัธ์ุพ่อแม่ 
พอ่แม่พนัธ์ุท่ีน ามาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคว์า่ตอ้งการปรับปรุงพนัธ์ุให้

มีลกัษณะเช่นใด และแหล่งพนัธุกรรมท่ีน ามาใช้ หลงัจากนั้นตอ้งเลือกใช้พนัธ์ุใดเป็นฝ่ายพ่อและ
พนัธ์ุใดเป็นฝ่ายแม่ เช่นในพืชบางชนิดมีลกัษณะเกสรเพศผูเ้ป็นหมนัก็ตอ้งน าไปใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ ใน
ออ้ยบางพนัธ์ุเหมาะสมท่ีจะใช้เป็นพนัธ์ุพ่อไดดี้มากกว่าพนัธ์ุแม่ ขา้วฟ่างพนัธ์ุท่ีมีดอกขนาดใหญ่
นิยมใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ ส่วนพนัธ์ุท่ีมีดอกขนาดเล็กใชเ้ป็นพนัธ์ุพอ่ 
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 3.2   ระยะดอกทีเ่หมาะสมส าหรับต้นแม่พนัธ์ุ 
 ระยะดอกท่ีเหมาะสมส าหรับตน้แม่พนัธ์ุมีความแตกต่างกนัออกไปตามชนิดของพืชซ่ึง
สังเกตจากลกัษณะภายนอกของดอก เช่นดอกของมนัส าปะหลงั ดอกท่ีพร้อมผสมมีหยดน ้ าหวาน 
(nectar) บริเวณโคนของรังไข่ (ovary) ในขา้วสาลีกลีบดอกยอ่ย (glume) มีสีเขียวอ่อน อบัละออง
เกสรเพศผูแ้ละยอดเกสรเพศเมียมีความยาวประมาณ 1 ใน 4 ของดอกยอ่ย (floret) และอบัละออง
เกสรเพศผูย้งัไม่เป็นสีเหลืองจดั การใชด้อกแม่พนัธ์ุท่ีแก่เกินไปอาจท าใหด้อกเกิดการผสมตวัเองข้ึน
ก่อนได ้

3.3 การเตรียมดอกแม่พนัธ์ุ 
 การเตรียมดอกแม่พนัธ์ุตอ้งสัมพนัธ์กบัการเตรียมเกสรเพศผูท่ี้จะน ามาผสม โดยทัว่ไปนิยม
ท าการเตรียมดอกพ่อพนัธ์ุและแม่พนัธ์ุก่อนผสม 1 วนั การเตรียมดอกแม่พนัธ์ุไวก่้อนล่วงหนา้ช่วย
ลดเปอร์เซ็นตก์ารผสมตวัเองได ้เพราะท าการขจดัเกสรเพศผู ้(emasculation) ในขณะท่ีเกสรเพศเมีย
และเกสรเพศผูย้งัไม่แก่เตม็ท่ี การเตรียมดอกแม่พนัธ์ุมีหลายวธีิไดแ้ก่ 
 3.3.1      เตรียมโดยไม่ตอ้งท าการก าจดัเกสรเพศผู ้เช่นในกรณีท่ีพืชมีลกัษณะเกสรเพศผู ้
เป็นหมนัหรือลกัษณะท่ีเกสรเพศผูแ้ละเกสรเพศเมียมีความพร้อมต่างเวลากนั เช่น ขา้วโพด ให้ใชถุ้ง
คลุมดอกเพศเมียไวก่้อนท่ีเกสรเพศเมียพร้อมท่ีจะรับการผสมพนัธ์ุ 

3.3.2 การขจดัเกสรเพศผูด้ว้ยวิธีธรรมดา คือการน าอบัละอองเกสรเพศผูอ้อกจากดอก
อาจท าโดยการขจดัดอกอ่อนหรือแก่เกินในแต่ละช่อดอก หรือท าการดึงเกสรเพศผูอ้อกจากดอกโดย
ใชป้ากคีบและการใชก้รรไกรตดักลีบดอกยอ่ยออกท่ีความสูงประมาณ 1 ใน 3 ของดอกโดยระวงั
ไม่ใหถู้กยอดเกสรเพศเมีย ซ่ึงมกันิยมท าในพวกธญัพืช 

3.3.3 การขจดัเกสรเพศผูโ้ดยใชค้วามร้อน ความร้อนท่ีใชจ้ะท าลายเกสรเพศผูโ้ดยไม่เป็น
อนัตรายต่อส่วนของเกสรเพศเมีย เช่นไอร้อน หรือไอร้อนช้ืน 

3.3.4 การขจดัเกสรเพศผูโ้ดยใช้แอลกอฮอล์ เน่ืองจากแอลกอฮอล์สามารถฆ่าละออง
เกสรเพศผูไ้ดจึ้งน ามาใชใ้นการเตรียมดอกแม่พนัธ์ุ 

3.4 การผสมเกสร 
 การผสมเกสรคือการน าละอองเกสรเพศผูม้าท่ียอดเกสรเพศเมียของดอกแม่พนัธ์ุ อาจใช้
ปากคีมดึงกา้นเกสรเพศผู ้(staminal column) ท่ีมีอบัละอองเกสรอยูด่า้นบนมาปัดบนยอดเกสรเพศ
เมีย ในขา้วโพดนิยมเก็บละอองเกสรเพศผูใ้ส่ถุงกระดาษแลว้น ามาเทลงบนยอดเกสรเพศเมีย ใน
กลุ่มพืชพวกธัญพืชมีการปลูกตน้พ่อพนัธ์ุและตน้แม่พนัธ์ุไวใ้กล้กนัพอท่ีเกสรเพศผูส้ามารถฟุ้ง
กระจายไปยงัดอกแม่พนัธ์ุ 
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3.5 วธีิป้องกนัการผสมจากเกสรแปลกปลอม 
 เพื่อป้องกนัดอกแม่พนัธ์ุไดรั้บการผสมจากละอองเกสรเพศผูท่ี้ปลิวอยู่ในอากาศ จึงควร
คลุมดอกแม่พนัธ์ุทนัทีดว้ยถุงท่ีละอองเกสรเพศผูผ้่านไม่ได ้ในบางพืชมีการใช้ส าลีคลุมดอกท่ีท า
การผสมแทนการใช้ถุงกระดาษ การคลุมดอกน้ีนอกจากเป็นการป้องกันละอองเกสรเพศผูท่ี้
แปลกปลอมแลว้ ยงัช่วยป้องกนัการแหง้ของดอกแม่พนัธ์ุดว้ย 

 
4. การผสมพนัธ์ุถั่วลนัเตา (Gritton, 1986) 

การผสมพนัธ์ุถัว่ลนัเตา (Crossing) สามารถท าไดง่้ายเน่ืองจากขนาดดอกมีขนาดค่อนขา้ง
ใหญ่ โดยเลือกดอกในระยะท่ียงัไม่มีการแตกออกของอบัละอองเกสร ซ่ึงปกติแลว้ตอ้งท าการก าจดั
เกสรเพศผู ้(emasculation) ออกจากดอกท่ีตอ้งการผสมก่อนหน่ึงวนั โดยการใช้ปลายคีม (forceps) 
เปิดกลีบดอกหลงัจากนั้นจึงใชป้ลายคีม ดึงบริเวณกา้นชูเกสรเพศผูอ้อกและตอ้งระวงัการแตกของ
อบัละออกเกสร หลงัจากนั้นจึงท าการผสมเกสรในวนัต่อไปซ่ึงโดยปกติมกัท าในช่วงเวลาเช้า 
เน่ืองจากอบัเกสรเพศผู ้(anther) พึ่งเร่ิมแตกและยงัเป็นช่วงท่ีละออกเกสรมีความแข็งแรงพร้อมผสม
พนัธ์ุ ลกัษณะละอองเกสรท่ีดีนั้นมีลกัษณะเป็นผงละเอียดสีเหลืองเขม้ ใชป้ลายคีมคีบละอองเกสร
จากดอกตน้พ่อพนัธ์ุแลว้แตม้ละอองเกสรลงบริเวณปลายเกสรเพศเมียของตน้แม่พนัธ์ุท่ีก าจดัเกสร
เพศผูอ้อกแลว้ หลงัจากนั้นใชส้ าลีคลุมดอกเพื่อป้องกนัการปนเป้ือนจากละอองเกสรจากแหล่งอ่ืน 
ดอกท่ีไดรั้บการผสมมีการพฒันาเป็นเมล็ดและฝักในเวลาต่อมา ซ่ึงเม่ือผา่นไป 1 สัปดาห์สามารถ
เห็นการพฒันาของฝักอยา่งชดัเจน เม่ือฝักมีอายุไดป้ระมาณ 45 วนัหลงัจากผสมเกสร สามารถเก็บ
เก่ียวเมล็ดเพื่อใชป้ลูกต่อไป 

 
5. สายพนัธ์ุถั่วลนัเตาในเมืองไทย 

 ถัว่ลนัเตาเป็นพืชผกัท่ีสามารถปลูกได้ทุกภาค โดยเฉพาะในภาคเหนือมีการปลูกมากท่ี
จงัหวดัล าปาง เชียงใหม่ เชียงราย เพชรบูรณ์ ตากและนครสวรรค ์(สุทธิชยั, 2543) ซ่ึงมีอากาศหนาว
และเยน็เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต ในจงัหวดัเชียงใหม่ แหล่งผลิตท่ีส าคญัคือ เขตอ าเภอสันทราย, 
อ าเภอแม่แตง และอ าเภอสารภี (พิภพ และคณะ, 2527) นอกจากนั้นแลว้โครงการหลวงยงัไดมี้การ
ส่งเสริมใหผ้ลิตในพื้นท่ีสูงเพื่อใชเ้ป็นพืชผกัทางเลือกหน่ึงใหก้บัเกษตรกร ในประเทศไทยมีรายงาน
การข้ึนทะเบียนรับรองพนัธ์ุถัว่ลนัเตาโดยกรมวิชาการเกษตรอยู ่4 สายพนัธ์ุ (กรมวิชาการเกษตร, 
2554) คือ  

5.1 ถัว่ลนัเตาฝักใหญ่เชียงราย 3 พฒันาพนัธ์ุโดยกรมวิชาการเกษตร ลกัษณะเด่นคือ ขนาด
ของฝักสดกวา้งและยาว ฝักสดมีรสชาติหวานกรอบไม่มีเส้ียน ให้ผลผลิตเฉล่ีย 718 
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กิโลกรัมต่อไร่ แต่ไม่ตา้นทานต่อโรคราแป้ง ไดรั้บการรับรองพนัธ์ุเม่ือวนัท่ี 24 สิงหาคม 
2537 

5.2 ถัว่ลนัเตาฝักเล็กเชียงราย 2  พฒันาพนัธ์ุโดยกรมวิชาการเกษตร ลกัษณะเด่นคือฝักสดมี
รสชาติหวานกรอบไม่มีเส้ียน มีความหวาน 7-11 องศาบริกซ์ เมล็ดสดมีความหวาน
มากกวา่เปลือกฝักสด ให้ผลผลิตฝักสดเฉล่ีย 683 กิโลกรัมต่อไร่ ไม่ตา้นทานโรคราแป้ง  
โรคโคนเน่า โรครากเน่า และโรคใบจุด ไดรั้บการรับรองพนัธ์ุเม่ือวนัท่ี 24 สิงหาคม 
2537 

5.3 ถัว่ลนัเตาแม่โจ ้1 ลกัษณะทัว่ไปมีการแตกก่ิงแขนงเฉล่ีย 7 ก่ิงต่อตน้ ฝักมีสีเขียว รส-
หวานและกรอบ  รสชาติและลกัษณะของฝักอยู่ในความนิยมของตลาด ขนาดฝักยาว
เฉล่ีย 7 เซนติเมตร ใหผ้ลผลิตในช่วงฤดูหนาว 800-1,000 กิโลกรัมต่อไร่  ลกัษณะเด่นคือ
มีความตา้นทานต่อโรคราสนิม และโรคราแป้งปานกลาง ไดรั้บการรับรองพนัธ์ุเม่ือวนัท่ี 
30 พฤศจิกายน 2522 

5.4 ถัว่ลนัเตาแม่โจ ้2 ลกัษณะทัว่ไปมีการแตกก่ิงแขนงมาก เฉล่ีย 9 ก่ิงต่อตน้ ให้ผลผลิตเร็ว 
เป็นพนัธ์ุท่ีให้ฝักดกเฉล่ีย 98 ฝักต่อตน้ มีเปอร์เซ็นตก์ารให้ฝักคู่สูง ฝักมีสีเขียวอ่อน รส
หวานและกรอบ รสชาติและลกัษณะของฝักอยู่ในความนิยมของตลาด ลกัษณะเด่นคือ 
เป็นพนัธ์ุเบา ตา้นทานต่อโรคราสนิมและโรคราแป้งปานกลาง ไดรั้บการรับรองพนัธ์ุเม่ือ
วนัท่ี 30 พฤศจิกายน 2522 

นอกจากนั้นแลว้ ยงัมีอีก 4 สายพนัธ์ุท่ีเกษตรกรนิยมปลูกคือ (เมฆ, 2544) 
1. พนัธ์ุฝาง 7 เป็นถัว่ลนัเตาฝักใหญ่  เจริญเติบโตเร็ว  ออกดอกเม่ืออายุประมาณ 48-55 วนั 

ดอกมีสีม่วง ฝักหนา เน้ือกรอบหวาน และไม่มีเส้นใย  ขนาดฝักเฉล่ียยาว 10 – 12 
เซนติเมตร  กวา้ง  2.5 เซนติเมตร ให้ฝักดก  ให้ผลผลิตสูง สามารถทนโรคราสนิมไดดี้ 
แต่ไม่ทนโรคราน ้าคา้ง และโรคราแป้ง 

2. พนัธ์ุ เอ็ม เจ 12 เป็นถัว่ลนัเตาฝักเล็ก  สามารถปลูกไดท้ัว่ประเทศ ล าตน้สูงประมาณ  
1.20 เมตร มีก่ิงแขนงมากประมาณตน้ละ 9 ก่ิง ใหผ้ลผลิตเร็ว  ออกดอกเม่ืออายุประมาณ  
30 – 40 วนั ดอกมีสีขาว  ออกฝักช่อละ 2 ฝัก  มีฝักดก  ตน้หน่ึงจะมีฝักโดยเฉล่ีย
ประมาณ  38 ฝัก  ฝักมีสีเขียวจาง เน้ือกรอบ หวาน  ไม่มีเส้นใย ฝักมีขนาดโดยเฉล่ียยาว
5.70 เซนติเมตร กวา้ง 1.30 เซนติเมตร ในแต่ละฝักมีเมล็ด 2 – 3 เมล็ด  ทนทานต่อ      
โรคราสนิม  โรคราแป้ง และโรคโคนเน่าเหลือง 

3. พนัธ์ุ  เอ็ม เจ  55 เป็นถัว่ลนัเตาฝักเล็ก สามารถปลูกไดท้ัว่ทุกภาค  ล าตน้สูงเฉล่ีย 1.90 
เมตร มีแขนงโดยเฉล่ียตน้ละ 7 ก่ิง ให้ผลผลิตเร็ว ออกดอกหลงัจากปลูกประมาณ 35- 
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50 วนั ดอกมีสีขาว หน่ึงช่อมีหน่ึงฝัก ฝักดกตน้ละประมาณ 66 ฝัก ฝักมีสีเขียวสด เน้ือ
กรอบ รสหวาน ไม่มีเส้นใย ขนาดของฝักโดยเฉล่ียยาว 7 เซนติเมตร กวา้ง 1.30 
เซนติเมตร  แต่ละฝักมีเมล็ด 4 – 7 เมล็ด  เมล็ดมีขนาดใหญ่ ตา้นทานโรคราแป้ง ราสนิม  
และโรคโคนเน่าเหลือง  

4. พนัธ์ุ Taichung No.13  เป็นถัว่หวานท่ีมูลนิธิโครงการหลวงน าสายพนัธ์ุท่ีพฒันาจาก
ไตห้วนัเขา้มาปลูกและส่งเสริมเกษตรกรในพื้นท่ีสูงทางภาคเหนือ ซ่ึงฝักมีลกัษณะ
ค่อนขา้งกลม เน้ือหนา รสชาติหวาน กรอบ ฝักมีสีเขียวเขม้ แต่ไม่ตา้นทานต่อโรครา-
แป้ง 

 งานวจิยัการพฒันาสายพนัธ์ุถัว่ลนัเตาในประเทศไทย  เริงชยั และคณะ (2542) ไดป้รับปรุง
พนัธ์ุถัว่ลนัเตาจากการผสมพนัธ์ุระหวา่งพนัธ์ุเชียงราย 1 กบัพนัธ์ุ Sugar snap pea 662  เพื่อพฒันา
พนัธ์ุให้มีฝักขนาดใหญ่  ฝักหนา ไม่มีเส้ียน และให้ผลผลิตสูง โดยใช้วิธีคดัเลือกแบบ Pedigree 
method จนถึงชัว่ท่ี 6 หลงัจากนั้นน าไปปลูกทดสอบผลผลิต 4 แห่ง แลว้คดัเลือกได ้3 สายพนัธ์ุท่ีให้
ลกัษณะดีเด่นกวา่รุ่นพอ่ – แม่  ต่อมาด าเกิงและคณะ (2546)  ไดศึ้กษาการผลิตฝักสดและเมล็ดพนัธ์ุ
ถัว่ลนัเตาบนพื้นท่ีศูนยพ์ฒันาโครงการหลวง เพื่อใชส่้งเสริมในพื้นท่ีสูง โดยศึกษาถัว่ลนัเตา 3 สาย
พนัธ์ุคือ พนัธ์ุ Taichung No.11, Taichung No.13 และ Garden pea # 663 พบว่าให้ผลผลิตไม่
แตกต่างกนั และยงัให้ผลผลิตเมล็ดพนัธ์ุท่ีค่อนขา้งต ่า เน่ืองจากเกิดการระบาดของโรคท่ีมีสาเหตุ
จากเช้ือรา  ปัญหาท่ีส าคญัในการปลูกถัว่ลนัเตาคือการเขา้ท าลายของโรคราแป้งซ่ึงพบว่าเกิดการ
ระบาดเขา้ท าลายในทุกพื้นท่ี  

 
6. โรคราแป้ง (Powdery mildew disease) 

 โรคราแป้ง เป็นโรคสาเหตุหลกัส าคญัท่ีส่งผลกระทบต่อการผลิตถัว่ลนัเตา (Cousin, 1997) 
มีสาเหตุมาจากเช้ือ Erysiphe  pisi  ชนิด obligate parasite (Smith et al., 1996; Tiwari et al., 1997) 
แต่ส าหรับประเทศไทยมีรายงานว่าเกิดจากเช้ือ Oidium  (อนงค์, 2546) ซ่ึงระบาดมากในพื้นท่ี
อากาศร้อนและแห้งในตอนกลางวนั และอากาศเยน็ในตอนกลางคืน (Smith et al., 1996; Cousin, 
1997; Mc Phee, 2004; Fondevilla et al., 2006) conidia ของเช้ืองอก germ tube เขา้ท าลายพืชไดดี้
ในช่วงท่ีมีอากาศแหง้ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือราส่วนใหญ่ท่ีชอบความช้ืน ลกัษณะอาการของพืชท่ีถูกเช้ือ
โรคราแป้งเขา้ท าลาย มีการแสดงอาการโรคทัว่ไปคือ ในระยะแรกเร่ิมปรากฏเป็นรอยแผล หรือจุดสี
ขาวหรือเทาอ่อน จากนั้นสามารถสังเกตเห็นอาการไดช้ดัเจนข้ึนโดยพบลกัษณะโคโลนีเป็นสีขาว
คลา้ยแป้งปกคลุมอยูบ่นส่วนต่างๆของพืชอาศยัเช่น ใบ ก่ิง กา้น ฝัก (นุชจารี, 2550) โรคดงักล่าวท า
ความเสียหายใหแ้ก่ผลผลิตทั้งคุณภาพและปริมาณ เน่ืองจากถัว่ลนัเตาถูกปกคลุมดว้ยสปอร์ของเช้ือ
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ทั้ง  ล าตน้ ใบ และฝัก ส่งผลให้อตัราการสังเคราะห์แสงลดลง (Harland, 1948)  Gritton  and  Ebert 
(1975) รายงานว่าการเขา้ท าลายของเช้ือโรคราแป้งส่งผลให้พืชได้รับความเสียหายต่อน ้ าหนัก
ผลผลิต จ านวนฝักต่อต้น จ านวนเมล็ดต่อฝัก และความสูงต้น ส่งผลให้ผลผลิตลดลง 25-50% 
(Munjal  et  al., 1963)  

เช้ือโรคราแป้งจดัเป็น obligate parasite ไม่สามารถเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือได ้เช้ือไดรั้บ
อาหารจากพืช (นุชจารี, 2550) โดยใช้เส้นใย (mycelium) ซ่ึงเจริญอยู่เหนือผิวพืชโดยสร้าง 
specialized hypha ท่ีเรียกวา่ haustoria แทงเขา้ไปใน epidermal cell เพื่อดูดใชส้ารอาหารจากพืช 
(Falloon et al. 1989; Clark et al. 1998 )  การสร้าง haustoria ของโรคราแป้งในถัว่ลนัเตาสามารถ
เจริญไดท้ั้งพนัธ์ุตา้นทานและพนัธ์ุอ่อนแอ แต่ในพนัธ์ุตา้นทาน haustoria และ hyphae เจริญไดน้อ้ย
กวา่ ปรากฏอยูบ่นใบ (leaves and stipules)  แต่ไม่กระจายสู่ล าตน้ กา้นใบและฝัก (Smith, 1969; 
Kunoh et al., 1979; Falloon et al., 1989; Janila and Sharma, 2004 ) จากรายงานของ Curto et al. 
(2006) และ Fondevilla et al. (2007) พบวา่สายพนัธ์ุท่ีตา้นทานสามารถท าให้ haustoria มีการพฒันา
เป็นโคโลนีไดช้้าลง ต่อมา Curto et al. (2006) ไดศึ้กษาการเปล่ียนแปลงในระดบัโปรตีนของ        
ถัว่ลนัเตาท่ีถูกเขา้ท าลายของโรคราแป้งโดยการเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุตา้นทานและไม่ตา้นทาน
โรคพบวา่พืชมีการเปล่ียนแปลงกระบวนการต่างๆหลายกลไก  

รายงานการคน้พบยีนควบคุมการตา้นทานโรคราแป้งในถัว่ลนัเตา (Kumar and Singh, 1981; 
Smith et al., 1996; Mc Phee, 2004) คือยีน er1 และ er2 ซ่ึงเป็น single recessive gene (Heringa et 
al.,1969; Tiwari et al., 1997)  โดยยีนทั้งสองชนิดน้ีมีการแสดงออกการตา้นทานโรคท่ีแตกต่างกนั
คือ ยีน er 1 ตา้นทานต่อการแทงของ haustoria เขา้ไปในเซลล์บริเวณ epidermal cell จึงท าให้มีการ
เกิดโคโลนีของโรคไดน้อ้ยลง ส่วนการตา้นทานจากยีน er 2 พบวา่ข้ึนอยูก่บัอุณหภูมิและอายุของ
ใบโดยพบวา่ท่ีอุณหภูมิ 25 °C  และใบแก่สามารถตา้นทานการเขา้ท าลายของโรคไดดี้  กลไกการ
ท างานของยีนน้ีเป็นการตอบสนองภายหลงัจากท่ีเช้ือราสร้าง haustoria แทงเขา้ไปในเน้ือเยื่อพืช
แลว้ คือเกิดกระบวนการ cell death บนเน้ือเยื่อพืช (Fondevilla et al., 2006)  Vaid and Tyagi (1997) 
ไดศึ้กษาการตา้นทานโรคราแป้งในถัว่ลนัเตา 8 สายพนัธ์ุ ซ่ึงยืนยนัว่ามียีนตา้นทานชนิด single 
recessive gene มาทดสอบกบัการเขา้ท าลายของเช้ือโรคราแป้ง  E. pisi  5 ชนิด พบวา่ถัว่ลนัเตาทุก
สายพนัธ์ุสามารถตา้นทานการเขา้ท าลายของเช้ือไดท้ั้ง 5 ชนิด ส่วน Ondrej et al. (2005) ไดท้ดสอบ
เช้ือโรคราแป้ง E.baeumleri กบัถัว่ลนัเตาท่ีตา้นทานโรค 16 สายพนัธ์ุท่ีถูกยีนยนัวา่มียีน er1 และ
สายพนัธ์ุไม่ตา้นทานโรคราแป้งจากเช้ือ E. pisi พบวา่มีเพียงแค่ 3 สายพนัธ์ุของพนัธ์ุตา้นทานโรคท่ี
ยงัคงตา้นทานต่อ E. baeumleri และสายพนัธ์ุท่ีอ่อนแอต่อ E.  pisi สามารถตา้นทานต่อการเขา้
ท าลายของ E. baeumleri ได ้การพฒันาพนัธ์ุให้ทั้งสองยีนอยู่ในสายพนัธ์ุเดียวกนัอาจท าให้พืชมี
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ความเสถียรในการตา้นทานโรคไดม้ากกว่า (Tiwari, 1998; Fondevilla et al., 2006) ภายหลงั 
Fondevilla et al.  (2007) ไดร้ายงานการคน้พบยีน Er3 ซ่ึงเป็น single dominant gene ใน P. fulvum 
ซ่ึงเป็นพืชใกลชิ้ดกบั P. sativum โดย Fondevilla et al. (2007) ไดต้รวจหาความตา้นทานโรคราแป้ง
จากถัว่ลนัเตาสายพนัธ์ุต่างๆ พบวา่ใน P. fulvum มีการตา้นทานโรคไดอ้ยา่งสมบูรณ์และยงัแสดง
การตา้นทานท่ีดีกวา่ยนี er 1 และ er 2  เน่ืองจากเป็นยนีลกัษณะเด่น (dominant gene) การแสดงออก
ไม่ข้ึนกบัอุณหภูมิ ซ่ึงการตอบสนองของยีนน้ีเกิดโดยมีการตายของเซลล์เพื่อยบัย ั้งการเขา้ท าลาย
ของเช้ือโรค และพวกเขายงัไดท้  าการยา้ยยนีชนิดน้ีจาก P. fulvum มาสู่ P. sativum ซ่ึงเป็นประโยชน์
ในงานปรับปรุงพนัธ์ุถัว่ลนัเตาต่อมา  ยนีตา้นทานโรคราแป้งถูกน ามาใชป้ระโยชน์ในการศึกษางาน
ทางพนัธุศาสตร์และงานปรับปรุงพนัธ์ุมากมาย (Tiwari et al., 1998; Fondevilla et al., 2007; 
Katoch et al., 2010) 
 
7. ความต้านทานต่อการเกดิโรคของพชื (ด าเนิน, 2545) 

ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างพืชและโรคพืชข้ึนอยูก่บัระดบัความตา้นทานของพืชอาศยัและระดบั
ความสามารถในการก่อโรคพืช โมเดลยีน- ต่อ-ยีน (Gene for gene model) อธิบายวา่ยีนตา้นทานใน
พืชแต่ละยีนมียีนท่ีสอดคลอ้งกนักบัโรคพืชท่ีก่อให้เกิดโรคได ้โมเดลน้ีใช้ไดส้ าหรับโรคพืชชนิด 
Biotrophic เป็นส่วนใหญ่ เช่น ราน ้าคา้ง ราแป้ง ราสนิม ซ่ึงอาศยัธาตุอาหารจากเซลล์พืชท่ีอาศยัเพื่อ
การด ารงชีวิต และย ังพบปฏิสัมพันธ์ระหว่างพืชและโรคพืชกลุ่ม Hemebiotrophic เช่น 
Phytophthora, Colletotrichum ตวัอย่างเช่น ความสัมพนัธ์ระหว่างถัว่เหลืองกบั Pseudomonas  
syringae pv. glycinea มะเขือเทศกบั Tomato Mosaic Virus และขา้วกบั Pyricularia oryzae  ส่วน
โรคพืชชนิด Necrotrophic ไม่แสดงปฏิสัมพนัธ์จ าเพาะต่อสายพนัธ์ุของโรคพืช  

7.1 ลกัษณะการต้านทานในพชื   
สัญญาณในระดบัโมเลกุลท่ีถูกสร้างข้ึนโดยเช้ือโรคพืชเรียกวา่ effector หรือ elicitor ซ่ึงมี

ผลในการส่งเสริมการเกิดโรค ในพืชท่ีไม่มียีนตา้นทานเรียกว่า virulence effector พืชท่ีมียีน
ตา้นทาน virulence effector (elicitor) สามารถส่งสัญญาณกระตุน้ความตา้นทานข้ึนกลายเป็น 
avirulence effector แบ่งไดด้งัน้ีคือ 

1. General resistance คือพืชมีความตา้นทานต่อเช้ือโรคหลากหลายสายพนัธ์ุ บางคร้ัง
เรียกว่า Horizontal หรือ Polygenic resistance General หรือ nonspecific effector 
(elicitor) ท่ีสร้างข้ึนมีผลต่อพืชสายพนัธ์ุต่างๆไม่แตกต่างกนั ซ่ึงเป็นสารท่ีเก่ียวขอ้งกบั
เมแทบอลิซึมพื้นฐานของจุลินทรีย ์เช่น glucan  และ chitin oligomer 
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2. Specific resistance คือพืชมีความตา้นทานต่อเช้ือสายพนัธ์ุใดสายพนัธ์ุหน่ึงเท่านั้น 
บางคร้ังเรียกว่า Vertical resistance หรือ Major gene resistance โดยมีการสร้าง 
Specific effector (elicitor) จากโรคพืชบางสายพนัธ์ุเท่านั้น และมีบทบาทเฉพาะในพืช
ท่ีมียีนตา้นทานท่ีเขา้คู่กนั การสร้าง effector ชนิดน้ีจ าเป็นตอ้งใชย้ีน Avr ควบคุมการ
สร้างโปรตีน หรือเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัหลากหลายแตกต่างกนั
ตามชนิดของโรคพืช โดยกลุ่ม specific effector มกัมีโครงสร้างจ าเพาะ  

3. Tolerance คือลกัษณะท่ีแมว้า่มีเช้ืออาศยัอยูท่ี่ตน้พืชแต่ไม่ส่งผลกระทบต่อผลผลิตของ
พืช 

 ยีนตา้นทานโรค (Resistance gene) มีหนา้ท่ีหลกัคือตรวจจบัโปรตีนหรือสารท่ีควบคุมการ
สร้างโดยยีน Avr (Avr gene-dependent ligand) และกระตุน้กลไกการตา้นทาน โดยส่วนใหญ่       
ท าหนา้ท่ีควบคุมการสร้างโปรตีนแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม คือ 1.โปรตีนท่ีมี protein kinase domain ไดแ้ก่ 
Pto  2.โปรตีนท่ีมี leucine-rich repeat (LRR) domain  3.โปรตีนท่ีมีทั้ง LRR และ protein kinase 
domain เช่น Xa21 (ปิยะดา, 2554) 

7.2 การตรวจสอบสายพนัธ์ุต้านทาน 
โดยทัว่ไปเป็นการประเมินโดยให้คะแนนลกัษณะการแสดงออกของพืชเม่ือถูกเช้ือโรคบุก

รุก Vaid and Tyagi (1997) ไดแ้บ่งลกัษณะการตา้นทานโรคพืชดงัน้ี 
0 : สังเกตในระยะใกลแ้ละไกลไม่พบการเจริญของเส้นใย (mycelium) 
1 : สังเกตในระยะใกล้และไกลพบการเจริญของเส้นใยเพียงเล็กน้อย และสามารถนับ

จ านวนโคโลนีได ้         
2 : สังเกตในระยะไกลพบการเจริญของเส้นใยเพียงเล็กนอ้ย เม่ือสังเกตในระยะใกลพ้บการ

เจริญของเส้นใยกบัสปอร์เพียงเล็กนอ้ยถึงปานกลาง และสามารถนบัจ านวนโคโลนีได ้         
3 : สังเกตในระยะไกลพบการเจริญของเส้นใยระดบัปานกลาง เม่ือสังเกตในระยะใกลพ้บ

การเจริญของเส้นใยระดบัปานกลางแต่การสร้างสปอร์อยู่ในระดบัปานกลางถึงรุนแรง และไม่
สามารถนบัจ านวนโคโลนีได ้         

 4 : สังเกตในระยะไกลพบการเจริญของเส้นใยหนาแน่น เม่ือสังเกตในระยะใกลพ้บการ
เจริญของเส้นใยและการสร้างสปอร์อยู่ในระดบัรุนแรงถึงรุนแรงมาก และไม่สามารถนบัจ านวน
โคโลนีได ้         

ซ่ึงการวิเคราะห์ในทางพนัธุศาสตร์ (genetic analysis) ถือวา่กลุ่ม 0, 1 และ 2 จดัเป็นกลุ่มท่ี
ตา้นทาน ส่วนกลุ่ม 3 และ 4 ถือวา่ไม่ตา้นทาน ซ่ึงวิธีการตรวจสอบมีไดห้ลายแบบ วิธีท่ีง่ายท่ีสุดก็
คือการสังเกตการระบาดของโรคในแต่ละฤดูปลูก หรือใช้การเพาะเช้ือโดยตรงกบัตน้กลา้พืช ซ่ึง
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เป็นการตรวจสอบความตา้นทานท่ีเม่นย  า แต่บางคร้ังสภาพตน้กลา้กบัสภาพตน้ท่ีโตเต็มท่ีในแปลง
มีการแสดงออกแตกต่างกนัพืชท่ีโตเตม็ท่ีอาจแสดงความตา้นทานไดแ้มว้า่ในสภาพตน้กลา้ไม่แสดง
ลกัษณะตา้นทาน 
 

7.3 การหลบหลกีของพชืต่อการเข้าท าลายของโรค  
 สภาพแวดล้อมเป็นปัจจยัส าคญัท่ีช่วยในการประเมินการเกิดโรค บางคร้ังพืชท่ีท าการ
คดัเลือกอาจจะไม่มีความตา้นทานต่อโรคจริง ท าใหเ้กิดความผดิพลาดในการคดัเลือก ซ่ึงมีสาเหตุมา
จาก 

1. พืชถูกน าออกมาปลูกนอกถ่ินฐานเดิมซ่ึงไม่มีเช้ือโรคเขา้มารบกวน ท าให้พืชแสดง
ลกัษณะไม่เกิดโรค สภาพปลอดเช้ือจดัเป็นการหลบหลีกอยา่งหน่ึง  

2. โรคพืชบางชนิดเช้ือสาเหตุโรคจ าเป็นตอ้งอาศยัแมลงเป็นพาหะในการเขา้ท าลาย
พืชเช่น Insect-borne viruses หากขาดแมลงพาหะน าเช้ือ พืชจะไม่แสดงอาการเกิด
โรค 

3. ระยะเวลาในการเพาะปลูกท่ีไม่เอ้ืออ านวยต่อการเกิดโรคแมว้่าพืชจะเป็นพนัธ์ุท่ี
อ่อนแอ (susceptible) ต่อเช้ือ เช่นการใชพ้นัธ์ุเบาท่ีมีการให้ผลท่ีเร็วหรือเปล่ียน
ระยะการเจริญของตน้กลา้ การปลูกนอกฤดูกาลปกติ เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดโรค 

4. หากลกัษณะโครงสร้างของพืชมีลกัษณะไม่เหมาะสมต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ จะ
ส่งผลใหพ้ืชพนัธ์ุนั้นตา้นทานต่อเช้ือได ้

 
8. ลกัษณะใบชนิด Afila ในถั่วลนัเตา 

ยนี Afila (af) เป็นยนีท่ีควบคุมลกัษณะใบของถัว่ลนัเตาใหพ้ฒันากลายเป็นมือเกาะ (tendril) 
ข้ึนมาแทนใบ  Hofer and Ellis (1998) ไดศึ้กษายีนท่ีควบคุมการพฒันาใบของถัว่ลนัเตารูปแบบ
ต่างๆพบวา่ถูกควบคุมดว้ยยีน 3 ชนิดท่ีมีปฏิสัมพนัธ์กนั คือ Af, Tl และ Uni ซ่ึงให้ลกัษณะปรากฏ
ของรูปร่างใบท่ีแตกต่างกนัได้ถึง 8 ลกัษณะ โดยยีน Af ท่ีควบคุมการพฒันาใบของถัว่ลนัเตา 
domain ท่ี 2 มีลกัษณะแบบ homozygous recessive (afaf) ในขณะท่ียีน Tl และ Uni มีลกัษณะปกติ 
(Uni af Tl) ส่งผลใหใ้บประกอบถูกพฒันาเป็นมือเกาะ (tendril) ทั้งหมด  นกัปรับปรุงพนัธ์ุได้น าเอา
ยนีน้ีไปใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงถัว่ลนัเตา  คือสร้างสายพนัธ์ุถัว่ลนัเตาชนิด Semi-leafless ท่ีถูก
ควบคุมดว้ยยนี af  ท าให้พื้นท่ีใบลดขนาดลงจากปกติ 40% ส่งผลให้แสงส่องผา่นเขา้สู่ทรงพุ่มไดดี้ 
และล าต้นยงัตั้ งตรงไม่หักล้ม ง่ายต่อการเก็บเก่ียว (Cousin, 1997) สอดคล้องกับรายงานของ          
Mc Phee (2004) ท่ีกล่าวไวว้า่ถัว่ลนัเตาท่ีมียีน Afila ยงัส่งผลต่อปลอ้ง (internode) ของล าตน้ให้มี
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ลกัษณะท่ีสั้นลง และช่วยลดการเกิดโรคทางใบ โดยเฉพาะ Sclerotinia white mold  Doroevic et al. 
(1996) ศึกษาอิทธิพลของยีน Afila ต่อระดบัความสูงของถัว่ลนัเตา โดยการผสมพนัธ์ุลกัษณะ Afila 
กบัพนัธ์ุปกติ พบว่าในรุ่น F2 ถัว่ลนัเตาชนิด Afila (afaf) ให้ความสูงท่ีเต้ียกว่าลกัษณะปกติ 11%  
Rameau et al. (1998) ไดส้ร้างแผนท่ีทางพนัธุกรรมของถัว่ลนัเตาโดยใชเ้ทคนิค RAPD และ SCAR 
เพื่อใชห้าต าแหน่งของยีนบนโครโมโซม โดยพบวา่ยีน Afila มีลิงเกจอยูก่บัยีน Rms2 ซ่ึงเป็นยีนท่ี
ควบคุมการแตกก่ิงของถัว่ลนัเตา  ส่วนการศึกษาผลของยีน Afila ต่อปริมาณผลผลิตของเมล็ดแห้ง
ทั้งหมด (Djordjevic et al., 2002) โดยการผสมระหวา่งพนัธ์ุ Filigreen ซ่ึงมีลกัษณะ Afila กบั 12 
สายพนัธ์ุท่ีเป็นพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะใบปกติ พบวา่ลูกรุ่น F1 มีใบลกัษณะปกติทุกตน้และลูกรุ่น F2 ให้ใบ
ท่ีมีลกัษณะ Afila และให้ผลผลิตต ่ากวา่รุ่นพ่อแม่ 4% แสดงให้เห็นวา่ลกัษณะ Afila เป็นลกัษณะ
ดอ้ยท่ีถูกควบคุมดว้ย 1 ยีน การท่ีผลผลิตลดลงเป็นผลมาจากการลดลงของพื้นท่ีผิวใบ และรายงาน
ของ Ondrej et al. (2003) ใชล้กัษณะทาง Afila ท่ีตา้นทานต่อโรคราแป้งมาใชใ้นงานปรับปรุงพนัธ์ุ
ถัว่ลนัเตา  

 
9. เคร่ืองหมายพนัธุกรรม  

9.1 การจ าแนกเคร่ืองหมายพนัธุกรรม 
เคร่ืองหมายพนัธุกรรมหมายถึงลกัษณะท่ีแตกต่างกนั (polymorphism) ของส่ิงมีชีวิตเพื่อใช้

บ่งช้ีความแตกต่างและหลากหลายทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิตทั้ งทางคุณภาพและปริมาณ
เคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมสามารถแบ่งออกไดเ้ป็นสองประเภทคือ 

1. เคร่ืองหมายทางสัณฐานวทิยา (Morphological marker) (สุรินทร์, 2552; ปิยะดา, 2554) 
เคร่ืองหมายทางสัณฐานวทิยาเป็นเคร่ืองหมายชนิดแรกท่ีใชก้ารบอกความแตกต่าง

ของส่ิงมีชีวติ โดยดูจากความแตกต่างของลกัษณะภายนอกทางสัณฐานหรือทางสรีรวิทยาท่ี
ถูกควบคุมด้วยยีนท่ีเช่ือมโยงกบัยีนท่ีสนใจ (linkage gene) ตวัอย่างการใช้ประโยชน์
เคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยามาใช้ในงานปรับปรุงพนัธ์ุเช่น ยีนตา้นทานเพล้ียกระโดดสี
น ้ าตาล (BPH) กับยีนควบคุมสีม่วงของ Coleoptile ในข้าวพันธ์ุพื้ นเมืองทาง
ตะวนัออกเฉียงเหนือของอินเดีย ถึงแมว้า่เคร่ืองหมายชนิดน้ีสามารถใชค้ดัเลือกไดง่้าย และ
ท าไดร้วดเร็ว แต่มีขอ้จ ากดัคือ เคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยามีจ านวนจ ากดั การแสดงออก
ของลักษณะข้ึนอยู่กับ ส่ิงแวดล้อม ไม่สามารถแยกแยะความแตกต่างพัน ธ์ุแท ้
(Homozygous) และพนัธ์ุทาง (Heterozygous) ไดแ้ละมีการแสดงออกเฉพาะในบางระยะ
ของการพฒันา หรือบางเน้ือเยื่อ ท าให้ตรวจสอบผลผิดพลาดได ้บางคร้ังตอ้งใชผู้ท่ี้มีความ
ช านาญเป็นพิเศษ  
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2. เคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular marker) เคร่ืองหมายโมเลกุลมีสองระดับ คือระดับ

โปรตีนและระดบัดีเอน็เอดงัน้ี 
2.1 เคร่ืองหมายโปรตีน (Protein marker) เป็นการตรวจสอบโดยใช้ความแตกต่างของ

โมเลกุลโปรตีนของส่ิงมีชีวติ เช่นไอโซไซม ์หมายถึงเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาเดียวกนัแต่
มีล าดบักรดอะมิโนต่างกนัจึงอาจมีประจุต่างกนั หรือน ้ าหนักโมเลกุลต่างกนั ไอโซ
ไซมเ์กิดจากยีนต่างอลัลีล สามารถแยกออกจากกนัไดด้ว้ยวิธี Electrophoresis พืชต่าง  
จีโนไทป์อาจมีไอโซไซม์ต่างกัน ท าให้มีจ  านวนหรือต าแหน่งของแถบสีต่างกัน 
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพืชโฮโมไซกัสและเฮเทอโรไซกัสได้ คือเป็น
เคร่ืองหมายชนิดข่มร่วม (codominant) และใช้ค่าใช้จ่ายไม่สูง ข้อจ ากัดคือยีนท่ี
ตรวจสอบไดมี้จ านวนไม่มาก ยนีนั้นตอ้งมีการแสดงออกจึงสามารถศึกษาได ้ซ่ึงข้ึนอยู่
กบัส่ิงแวดลอ้มและเน้ือเยื่อ และระยะของการเจริญเติบโต ท่ีส าคญัคือโปรตีนและไอ
โซไซม์สูญเสียสภาพธรรมชาติได้ง่าย จึงตอ้งวิเคราะห์ในเวลาจ ากดั ไม่สามารถเก็บ
ตวัอยา่งไวไ้ดน้าน 

2.2 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) เป็นการตรวจสอบในระดบัดีเอ็นเอซ่ึงมีขอ้ดีกว่า
การตรวจสอบในระดบัโปรตีน คือโมเลกุลของดีเอ็นเอมีความเสถียรกว่าจึงสามารถ
เก็บไวไ้ดน้าน และเน่ืองจากดีเอ็นเออยูใ่นทุกเซลล์จึงสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดทุ้ก
เน้ือเยือ่ ทุกระยะการเจริญเติบโต โดยไม่ข้ึนกบัส่ิงแวดลอ้ม สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอ
บริเวณท่ีเป็นยนีหรือไม่ใช่ยนีก็ได ้ดงันั้นพืชไม่มีการแสดงออกก็สามารถตรวจสอบได ้ 

 
9.2 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอและการตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA markers and 

fingerprinting) 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะของส่ิงมีชีวิต 

ชนิด สายพนัธ์ุ สปีชีส์ (species) หรือต่างสปีชีส์ การเกิดพอลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) คือการเกิด
ความแปรปรวนของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอจึงถูกน ามาใชเ้ป็นเคร่ืองหมายตรวจสอบ
ทางดีเอ็นเอ ซ่ึงสามารถตรวจสอบได้โดยการหาล าดับเบสบนโมเลกุลของดีเอ็นเอ  (DNA 
sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ (สุชาดา, 2553; ปิยะดา, 2554) คุณสมบติั
ของเคร่ืองหมายดีเอน็เอเพื่อประยกุตใ์ชใ้นการคดัเลือกพนัธ์ุพืช ไดแ้ก่ 

1. มีพอลิมอร์ฟิซึมของล าดบันิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ เกิดลกัษณะเฉพาะตวั ท่ี
สามารถใชแ้ยกความแตกต่างของแต่ละส่ิงมีชีวติได ้
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2. เคร่ืองหมายควรใกลชิ้ดกบัยนีท่ีเราสนใจ (5 cM หรือนอ้ยกวา่) และกระจายตวัไปพร้อมกนั 
(co-segregate) กบัยนีท่ีเราสนใจ 

3. สามารถตรวจดีเอน็เอไดท้ั้งจีโนม 
4. ใชดี้เอน็เอเร่ิมตน้จ านวนนอ้ย 

สุชาดา (2553) ไดแ้บ่งลายพิมพดี์เอ็นเอออกเป็น 3 ประเภทตามหลกัการพื้นฐานของการ
สร้างเคร่ืองหมายดีเอน็เอและลกัษณะการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม ดงัน้ี 

1. ลายพมิพ์ดีเอน็เอทีใ่ช้เทคนิคไฮบริไดเซชัน  (hybridization-based DNA fingerprinting)  
เทคนิคไฮบริไดเซชนั เป็นการจบัคู่กนัของดีเอ็นเอคู่สมระหวา่งดีเอ็นเอเป้าหมายกบัโพรบ 

(probe) ท่ีถูกติดฉลากดว้ยสารกมัมนัตรังสีหรือสารอ่ืนท่ีสามารถติดตามได ้เช่น RFLP (Restriction 
Fragment Length Polymorphism) โดยการตดัจีโนมิกดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แลว้แยกขนาด
โดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส เกิดเป็นแถบต่างกันตามขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอบน         
อะกาโรสจากนั้นยา้ยแถบดีเอ็นเอสู่แผน่เมมเบรน แลว้ใชโ้พรบตรวจสอบความแตกต่าง ซ่ึงโพรบ
จบักบัช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีสัมพนัธ์กนั เทคนิคน้ีค่อนขา้งยุ่งยากและตอ้งระมดัระวงักับโพรบท่ีติด
ฉลากดว้ยสารกมัมนัตรังสีท่ีมีอนัตราย 
 

2. ลายพมิพ์ดีเอน็เอทีใ่ช้เทคนิคพซีีอาร์  (PCR-based DNA fingerprinting) 
ลายพิมพดี์เอน็เอชนิดน้ีไดรั้บความนิยมมาก เน่ืองจากใชป้ริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน้นอ้ย ท าง่าย 

สะดวก และรวดเร็ว ตวัอย่างเช่น RAPD; Random Amplified Polymorphism DNA, AFLP; 
Amplified fragment length polymorphism และ SCAR; Sequence Characterized Amplified Region 

 

3. ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing-based DNA fingerprinting) เป็น
การพิสูจน์เอกลกัษณ์ท่ีแม่นย  าท่ีสุด คือการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้ งจีโนม ท าให้แยกความ
แตกต่างไดทุ้กระดบั แต่การศึกษานิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมนั้นท าไดย้าก ใช้ทุนสูงและอ่านไดเ้พียง
ช่วงสั้นๆคร้ังละไม่เกิน 1000 นิวคลีโอไทด ์ดงันั้นจึงตอ้งเลือกศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ
เฉพาะบริเวณท่ีเหมาะสมเท่านั้น  
 

9.3 ปฏิกริิยา PCR (สุรินทร์, 2552) 
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction) หรือ PCR เป็นเทคนิคท่ีน า

หลักการท างานจากการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมภายในเซลล์มาประยุกต์ใช้เพื่อเพิ่มปริมาณ         
ดีเอน็เอซ่ึงอยูใ่นสารละลาย การท า PCR เป็นการสังเคราะห์ดีเอน็เอโดยใชเ้อนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอ-

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=8&ved=0CHMQFjAH&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FAmplified_fragment_length_polymorphism&ei=Rb3MT93oEIWZiQew0JTEBg&usg=AFQjCNGYLILcodpw7FCr_be8dowuhdhVfQ&sig2=rBZcvjEMS2R2TUGlyHj4tA
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เรสซ ้ ากนัหลายๆรอบ เพื่อใหไ้ดป้ริมาณดีเอน็เอเพิ่มข้ึนเป็นทวีคูณ โดยใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีเบสคู่
สมกบัปลายทั้งสองดา้นของบริเวณดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ โดยใชไ้พรเมอร์เขา้เกาะกบัดีเอ็น
เอคนละสายและมีปลาย 3’ ในทิศทางเขา้หากนั ดงันั้นการท า PCR จึงจ าเป็นตอ้งทราบล าดบัเบสดี
เอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ เพื่อใชใ้นการออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ท่ีใช้
เป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด ์ความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีท า PCR คือ สกดัดีเอ็นเอจากเซลล์น ามา
ใส่รวมกบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ ดีออกซีนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด ท าให้ดีเอ็นเอ
ตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใช้ความร้อน 95 องศาเซลเซียส แลว้ลดอุณหภูมิลง
อยา่งรวดเร็ว เพื่อให้ไพรเมอร์ท่ีมีเบสเป็นคู่สมกบัส่วนปลายของช้ินดีเอ็นเอเป้าหมายเขา้มาจบัคู่กบั
ส่วนของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ (annealing) โดยใชอุ้ณหภูมิ 35-65 องศาเซลเซียส ขั้นสุดทา้ยจึงเปล่ียน
อุณหภูมิให้พอเหมาะกบัการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรส 72 องศาเซลเซียส เอนไซม์น้ี
ท าหน้าท่ีสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอเป้าหมายเดิมเป็น
ตน้แบบ เม่ือปฏิกิริยาด าเนินไปจนครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเป้าหมายมีจ านวนเพิ่มข้ึนเป็น
สองเท่า ดงันั้นถา้ด าเนินปฏิกิริยาซ ้ ากนัหลายรอบ ท าให้ไดดี้เอ็นเอเป้าหมายปริมาณมาก สารเคมีท่ี
ใชใ้นปฏิกิริยา PCR มีดงัน้ี 

1. บฟัเฟอร์ ส าหรับท าปฏิกิริยา ซ่ึงมาพร้อมกบัเอนไซม ์Taq polymerase ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ี
ทนความร้อนไดสู้ง โดยมีความเขม้ขน้เป็น 10 เท่าของท่ีตอ้งการใชจ้ริง (10x buffer) ซ่ึงใช้
ปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 

2. dNTP ประกอบดว้ย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP  ความเขม้ขน้อยา่งละ 2 มิลลิโมลาร์ 
ในปฏิกิริยาใชใ้นปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวม เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นชนิด
ละ 200 ไมโครโมลาร์ 

3. ไพรเมอร์ ท่ีนิยมใชคื้อโอลิโกนิวคลีโอไทด์ขนาด 20-24 นิวคลีโอไทด์ มีจ  านวนของเบส G 
และ C เท่ากนั อยู่ระหว่าง 40-60 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ทั้งสองชนิดท่ีใช้คู่กนัควรมี
ส่วนประกอบของเบส G+C เท่ากนั และไม่ควรใชไ้พรเมอร์ท่ีมีลกัษณะปลาย 2 ขา้งเป็น  คู่
สมกนั การออกแบบไพรเมอร์อาจอิงล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณโดยตรง 
หรือใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป เม่ือสังเคราะห์ไพรเมอร์เรียบร้อยแลว้ จึงน ามาละลายในน ้ าหรือ 
TE buffer ใหมี้ความเขม้ขน้ 5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร (หรือ 5 ไมโครโมลาร์) ปริมาณท่ีใช้
ในปฏิกิริยา คือใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.1-2.0 ไมโครโมลาร์ 

4. ดีเอ็นเอเป้าหมาย ปริมาณดีเอ็นเอท่ีใชต้ั้งแต่ 5-500 นาโนกรัม โดยทัว่ไปนิยมใชอ้ยูใ่นช่วง 
10-50 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา 
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5. แมกนีเซียมคลอไรด์ ซ่ึงอาจรวมอยู่ในบฟัเฟอร์ก็ได ้เน่ืองจากแมกนีเซียมไอออนเป็นส่วน
ส าคญัในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอเรส ความเขม้ขน้ของแมกนีเซียมท่ี
ใชใ้นปฏิกิริยาคือ 1.5-10 มิลลิโมลาร์ 

6. เอนไซม์ Taq polymerase เป็นเอนไซม์ท่ีทนความร้อนได้สูง (Thermostable DNA 
polymerase) ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส เอนไซม์ชนิดน้ีมกัถูกเก็บใน
สารละลายความเขม้ขน้ 5  ยนิูตต่อไมโครลิตร และใชใ้นปฏิกิริยา 2.5-5 ยนิูตต่อปฏิกิริยา 
100 ไมโครลิตร 
 
9.4  ลายพิมพ์ DNA ชนิด RAPD (สุรินทร์, 2552; สุชาดา, 2553; ปิยะดา, 2554; Bardakci, 

2001) 
ลายพิมพดี์เอ็นเอชนิด RAPD ถูกคิดคน้ในปี ค.ศ. 1990 โดย William และคณะ เป็น       

ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีใชเ้ทคนิคทาง PCR ซ่ึงขอ้ดีของเทคนิคน้ีคือไม่จ  าเป็นตอ้งทราบขอ้มูลล าดบัเบส
ของดีเอ็นเอเป้าหมาย ลายพิมพช์นิดน้ีวิเคราะห์ความแตกต่างของต าแหน่งเกาะของไพรเมอร์ท่ีมี
ล าดบัเบสแบบสุ่ม (random primer) บนเส้นดีเอ็นเอ โดยใชป้ฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอ ซ่ึงแตกต่างจากปฏิกิริยา PCR ตรงท่ีล าดบัเบสของไพรเมอร์เป็นแบบสุ่ม ขนาดของไพรเมอร์สั้น 
ประมาณ 10  นิวคลีโอไทด ์และอุณหภูมิท่ีใชใ้นขั้นตอน annealing ค่อนขา้งต ่า เพื่อให้ไพรเมอร์จบั
กบัดีเอ็นเอไดห้ลายต าแหน่งและไม่จ  าเพาะในจีโนม แลว้น ามาแยกขนาดของดีเอ็นเอท่ีไดโ้ดยการ
ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส และยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ 

 
1. หลกัการท า RAPD (สุชาดา, 2553; ปิยะดา, 2554) 
เทคนิค RAPD ใช้ไพรเมอร์ขนาด 10 นิวคลีโอไทด์ซ่ึงเขา้ไปเกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายใน

บริเวณท่ีเป็นเบสคู่สมกนั โดยไพรเมอร์จะสุ่มเขา้ไปเกาะกบัดีเอน็เอภายในโครโมโซม ดว้ยโอกาสท่ี
พบล าดบัเบสท่ีเป็นคู่สมกบัไพรเมอร์คือ 1 ใน 410  การเกิดแถบดีเอ็นเอเป็นผลมาจากไพรเมอร์เขา้ไป
เกาะไดห้ลายบริเวณ ถา้ไพรเมอร์เขา้ไปเกาะกบัดีเอ็นเอ 2 บริเวณท่ีอยูไ่ม่ไกลกนัมากคนละสายใน
ทิศทางเขา้หากนั 5’ -----  3’ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในบริเวณนั้นได ้ แต่ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ
เม่ือไพรเมอร์เกาะกับดีเอ็นเอสายเดียวกนัในทิศทางเดียวกัน หรือเกาะกบัดีเอ็นเอคนละสายแต่
ทิศทางแยกออกจากกนั หรือเกาะในทิศทางเขา้หากนัแต่อยูห่่างไกลกนัมาก ความแตกต่างท่ีเกิดข้ึน
ระหวา่งจีโนมิกดีเอ็นเอของแต่ละตวัอยา่งท่ีมีจีโนไทป์ต่างกนัเรียกวา่พอลิมอฟิซึม (polymorphism) 
เกิดจาก 
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1. มีช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญ่มาสอดแทรกในระหว่างต าแหน่งสองต าแหน่งท่ีไพรเมอร์
เกาะ ท าใหไ้พรเมอร์อยูห่่างกนัท าให้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท าไดย้าก จึงไม่ปรากฏแถบดี
เอน็เอ 

2. ช้ินส่วนดีเอน็เอส่วนท่ีไพรเมอร์เขา้มาเกาะหายไปหน่ึงต าแหน่งหรือทั้งสองต าแหน่งท าให้
ไม่เกิดแถบดีเอน็เอบริเวณดงักล่าว 

3. มีการแทนท่ีหรือเปล่ียนแปลงเบสบริเวณท่ีเกาะของไพรเมอร์ท าให้ไพรเมอร์ไม่สามารถ
เกาะกบัดีเอน็เอเป้าหมาย 

4. มีช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดเล็กสอดแทรกเข้ามาหรือหายไป ท าให้ขนาดของแถบดีเอ็นเอ
เปล่ียนแปลงไป 
 

2. คุณสมบัติของลายพมิพ์ดีเอน็เอชนิด RAPD (สุชาดา, 2553; ปิยะดา, 2554) 
1. เป็นลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีสร้างได้ง่ายท่ีสุด เน่ืองจากไม่จ  าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับ           

นิวคลีโอไทดเ์พื่อใชอ้อกแบบไพรเมอร์ ดงันั้นจึงใชไ้ดก้บัส่ิงมีชีวติทุกชนิด 
2. สามารถตรวจสอบต าแหน่งดีเอ็นเอได้หลายต าแหน่งพร้อมกนั (multi-locus) เป็นการ

ตรวจแบบสุ่มไม่จ  าเพาะกบัต าแหน่ง โดยปรากฏหรือไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง
หน่ึง 

3. ไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็น Universal ไพรเมอร์  คือมีการใชก้บัส่ิงมีชีวติไดห้ลายกลุ่ม 
4. แถบดีเอ็นเอท่ีเกินข้ึน แสดงการข่มสมบูรณ์ (dominance) ต่อการไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ 

ดงันั้นจึงไม่สามารถแยกความแตกต่างระหวา่ง Homozygous และ Heterozygous ได ้
5. ผลการทดลองอาจแปรปรวน เน่ืองจากสภาวะของการทดลองท่ีมีอิทธิพลต่อการเกาะของ

ไพรเมอร์  กบัดีเอ็นเอ และอาจมีปัญหาเร่ืองการท าซ ้ าและให้ผลผลิตท่ีเหมือนเดิม ดงันั้น
เพื่อควบคุมปฏิกิริยาให้ได้ผลใกลเ้คียงกนั จึงควรใช้สภาวะการทดลองให้ใกล้เคียงกบั
สภาวะเดิมมากท่ีสุด เช่น ใชส้ารเคมีท่ีมาจากแหล่งเดิม ใชเ้คร่ือง PCR เคร่ืองเดิม เตรียม
ปฏิกิริยาโดยผูเ้ตรียมคนเดิม Bardakci (1996) กล่าววา่ปริมาณดีเอ็นเอ template มีผลต่อ
การเกิดของแถบท่ีแตกต่างกนัในการท าแต่ละคร้ัง Wangspa et al. (2005) ไดก้ล่าววา่การ
ใชเ้ทคนิค HAT- RAPD สามารถช่วยให้แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏมีความชดัเจนและเสถียร
มากข้ึนโดยการเพิ่มอุณหภูมิ annealing temperature สูงกวา่ 46 องศาเซลเซียส สอดคลอ้ง
กบัการทดลองของ Chundet et al. (2007) ท่ีสนบัสนุนการใชเ้ทคนิคน้ีวา่มีประสิทธิภาพ
ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน 
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3. การตรวจสอบผลโดยวธีิอเิลก็โทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสเป็นวธีิการแยกโมเลกุลของกรดนิวคลีอิกโดยแยกตามประจุไฟฟ้าและ

ขนาดโมเลกุล ซ่ึงเจลน้ีถูกแช่ไวใ้นสารละลายบฟัเฟอร์ เม่ือปล่อยกระแสไฟฟ้า ดีเอ็นเอมีการ
เคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยงัขั้ วบวกเน่ืองจากดีเอ็นเอมีหมู่ฟอสเฟตท่ีมีประจุลบ ดีเอ็นเอสายยาว
เคล่ือนท่ีไดช้า้กวา่ดีเอน็เอสายสั้น เม่ือปิดกระแสไฟฟ้า ดีเอน็เอจะอยูภ่ายในเจลในต าแหน่งท่ีต่างกนั 
ซ่ึงปรากฏแถบไดเ้ม่ือยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมดแ์ลว้ดูภายใตแ้สง UV (ศิริลกัษณ์, 2552)  

 
4. การวเิคราะห์ผล RAPD (สุรินทร์, 2552) 
แถบดีเอ็นเอท่ีได้สามารถใช้ในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตหรือการหา

ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของตวัอยา่งโดยเปรียบเทียบความเหมือนและความต่างของแถบดีเอ็น
เอท่ีเกิดข้ึน โดยตวัอยา่งท่ีพบแถบดีเอ็นเอให้สัญลกัษณ์เป็น + หรือให้คะแนน 1 ส่วนตวัอยา่งท่ีไม่
พบแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งเดียวกนันั้นใหส้ัญลกัษณ์เป็น – หรือคะแนนเป็น 0  การให้คะแนนแถบดี
เอน็เอเกิดปัญหาไดบ้่อยๆ เช่น แถบดีเอน็เอในบางแถวจางหรือไม่ชดัเจน หรือต าแหน่งคลาดเคล่ือน
จากกนั เน่ืองจากเจลเกิดลกัษณะโคง้ อนัมีสาเหตุมาจากดีเอน็เอแถวท่ีอยูด่า้นนอกเคล่ือนท่ีไดช้า้กวา่
ดีเอน็เอบริเวณแถวกลาง กรณีน้ีถา้แถบดีเอน็เอในแถวใดไม่ชดัเจน ไม่อาจบอกไดแ้น่ชดั ให้ตดัแถบ
ดีเอ็นเอดงักล่าวออกไปไม่ตอ้งน ามาคิด การให้คะแนนหรือตรวจดูแถบดีเอ็นเอน้ีอาจดูดว้ยสายตา
หรือใชเ้คร่ืองอ่าน เปรียบเทียบความเหมือนของแถบดีเอน็เอท่ีไดโ้ดยใชค้่า similarity index (S) 

 
9.5 ลายพมิพ์ DNA ชนิด SCAR (สุรินทร์, 2552) 
ลายพิมพ ์DNA ชนิด SCAR (Sequence characterized amplified region) เป็นเคร่ืองหมาย 

DNA แบบจ าเพาะ เคร่ืองหมายชนิดน้ีพฒันามาจากเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณโดย 
PCR แบบสุ่มหลายต าแหน่ง เช่น RAPD หรือ AFLP ซ่ึงการท า RAPD มีขอ้ดอ้ยในเร่ืองของการคง
ตวัของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึน ส่วน AFLP มีขอ้ดอ้ยท่ีมีหลายขั้นตอน และวิธีการท าซบัซ้อน ดงันั้น
เม่ือพบแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัท่ีสามารถใช้เป็นเคร่ืองหมายได ้นิยมเปล่ียนแถบดีเอ็นเอนั้นให้
สามารถตรวจสอบไดด้ว้ยวิธี PCR แบบจ าเพาะ โดยการตดัแถบดีเอ็นเอดงักล่าว น ามาหาล าดบัเบส 
จากนั้นออกแบบไพรเมอร์คู่ใหม่จากล าดบัเบสท่ีได ้ซ่ึงตอ้งตดัส่วนปลายท่ีเป็นส่วนจ าเพาะของ 
ไพรเมอร์เดิมออกก่อน ท าใหไ้ดไ้พรเมอร์ท่ีจ  าเพาะและสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดเ้พียงต าแหน่ง
เดียว ซ่ึงท าใหแ้ม่นย  าและรวดเร็วข้ึน 
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10.    การศึกษายนีของถั่วลนัเตาโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล 
เทคนิคทางเคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular marker) เป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพท่ีช่วย

ตรวจสอบยีนท่ีสนใจศึกษา  มีรายงานวิจยัท่ีน าเอาเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาใช้ประโยชน์ในการ
ตรวจหายีนท่ีตา้นทานการเกิดโรคราแป้งในถัว่ลนัเตา Timmerman et al. (1994) ไดใ้ชเ้ทคนิค 
RFLP, RAPD และ Allozyme เพื่อหา marker ท่ีสัมพนัธ์กบัยีน er1 โดยพบวา่เทคนิค RAPD ให้
เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความใกล้ชิดกับยีน er1 มากท่ีสุด จากนั้นยงัได้พฒันาไปสู่ SCAR 
เช่นเดียวกบัรายงานของ Tiwari et al. (1998) ท่ีไดศึ้กษาเทคนิค RAPD เพื่อหาเคร่ืองหมายโมเลกุล
รูปแบบ coupling และ repulsion ท่ีสัมพนัธ์กบัยีน er1 เพื่อใชใ้นการคดัเลือกถัว่ลนัเตาท่ีตา้นทาน
โรคราแป้งในงานปรับปรุงพนัธ์ุ โดยใช้ไพรเมอร์ 416 ชนิด ในการตรวจสอบพบวา่มี 3 ไพรเมอร์ท่ี
เหมาะสม คือ OPO 18 ชนิด coupling, OPE 16 และ OPL 6 ชนิด repulsion ต่อมา Janila et al. 
(2004) ใชเ้ทคนิค RAPD และ SCAR ตรวจหายีนตา้นทานโรคราแป้ง พบวา่ ScOPD - 10650 และ 
OPU – 17 มีประสิทธิภาพใชค้ดัเลือกในงานปรับปรุงพนัธ์ุ Fondevilla et al. (2008) ไดใ้ชเ้ทคนิค 
RAPD และ SCAR เพื่อตรวจหาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสัมพนัธ์กบัยีน Er3 โดยเทคนิค RAPD พบวา่ 
4 ไพรเมอร์ใหค้วามสัมพนัธ์กบัยีนแบบ coupling phase (OPW04_637, OPC04_640, OPF14_1103, 
และ OPAH06_539) และสองไพรเมอร์ ให้ความสัมพนัธ์ในลักษณะ repulsion phase 
(OPAB01_874 และ OPAG05_1240) จากนั้นไดใ้ชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลสองชนิดพฒันาสู่เทคนิค
ชนิด SCAR พบวา่ SCAB1874 อยู่ห่างจากยีน  Er 3 2.8 cM  ซ่ึงให้ประสิทธิภาพในการใช้เป็น
เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจหายีนท่ีสนใจ  Katoch et al. (2010) ไดใ้ชเ้ทคนิค RAPD เพื่อหาต าแหน่ง
ของยีน er2 ซ่ึงพบวา่ OPX 171400 แสดง coupling phase สัมพนัธ์กบัยีน er 2 ท่ี 2.6 cM  และได้
พฒันาสู่เคล่ืองหมาย SCAR (ScX 171400) ซ่ึงให้ความแม่นย  าในการตรวจสอบยีน Ahmad et al. 
(2010) ไดใ้ชเ้ทคนิค RAPD โดยใช ้4 ไพรเมอร์ ศึกษาความหลากหลายของถัว่ลนัเตา 5 สายพนัธ์ุ ได้
ค่าเฉล่ีย 4 แถบต่อไพรเมอร์ จากนั้นน าเอาลกัษณะพอลิมอร์ฟิซึมท่ีปรากฏมาสร้าง dendrogram หา
ความสัมพนัธ์โดยใช้วิธี UPGMA clustering สามารถแบ่งความสัมพนัธ์ได้เป็นสองกลุ่ม ส่วน 
Pereira and Leitao (2010) ไดใ้ช ้Ethylnitrosourea (ENU) ซ่ึงเป็นสารก่อกลายพนัธ์ุ เปล่ียนแปลงยีน
บริเวณ er1 ให้ถัว่ลนัเตาเกิดการตา้นทานต่อโรคราแป้ง ซ่ึงทดลองในถัว่ลนัเตาสองสายพนัธ์ุคือ 
พนัธ์ุ Solara โดยการแช่เมล็ดใน ENU เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ส่วนพนัธ์ุ Frilene เมล็ดถูกแช่เป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ในช่วง G2 ของวฎัจกัรเซลล ์ส่งผลใหเ้กิดลกัษณะตา้นทานโรคแบบ monogenic recessive  

  นอกจากนั้นแลว้ยงัไดน้ ามาใชป้ระโยชน์ในการสร้างแผนท่ีพนัธุกรรม (genetic mapping)  
Laucou et al. (1998)  ไดใ้ชเ้ทคนิค RAPD สร้าง Genetic mapping ในถัว่ลนัเตาโดยศึกษาจาก 139 
ลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมพนัธ์ุระหว่างพนัธ์ุ Terese และพนัธ์ุ Torsdag ซ่ึงใช้ 355 ไพรเมอร์ 
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Rameau et al. (1998) ไดใ้ชเ้ทคนิค RAPD และ SCAR หาความสัมพนัธ์ต่อยีน fa, det  ซ่ึงเป็นยีนท่ี
เก่ียวขอ้งกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาคือยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแตกก่ิงแขนง (rms2, rms3, rms4) 
และยีนท่ีตอบสนองต่อช่วงความยาววนัในการออกดอก (sn, dne)  Loridon et al. (2005) ใชเ้ทคนิค 
Microsatellite เพื่อหา Polymorphism และสร้างแผนท่ียีนในถัว่ลนัเตา โดยใช ้340 ไพรเมอร์ ให้พอ
ลิมอร์ฟิซึม 309 ไพรเมอร์ และใช ้239 ไพรเมอร์สร้างแผนท่ีพนัธุกรรม (genetic map) 1,430 cM  ซ่ึง 
85% ของจ านวนไพรเมอร์ทั้งหมดสามารถหาความสัมพนัธ์ระหวา่งยนีไดร้ะยะทางนอ้ยกวา่ 10 cM 

 


