
 
 

บทที ่3  

 

อุปกรณ์และวธีิทดลอง 

 

1. วสัดุและอุปกรณ์ 

1.1 พนัธ์ุถั่วลนัเตาทีใ่ช้ทดลอง 

1.1.1 ถัว่ลนัเตาสายตน้ของลูกผสมระหวา่งฝาง 7 × P 309  รุ่น BC1F5 (ในท่ีน้ีใชเ้ขียนยอ่วา่ 

สายตน้ฝาง 7 รุ่น BC1F5 ) 

1.1.2 ถัว่ลนัเตาสายตน้ของลูกผสมระหว่าง # 3 × P 309 รุ่น BC3F2 (ในท่ีน้ีใชเ้ขียนยอ่ว่า  

สายตน้ # 3 รุ่น BC3F2 ) 

1.1.3 ถัว่ลนัเตาสายตน้ของลูกผสมระหว่าง # 5 × P309 รุ่น BC3F2 (ในท่ีน้ีใชเ้ขียนย่อว่า   

สายตน้ # 5 รุ่น BC3F2 ) 

1.1.4 พนัธ์ุหนองอุก 

1.1.5 พนัธ์ุ P 309 

1.1.6 พนัธ์ุฝาง 7    

1.1.7 ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุ Taichung No.11  

1.1.8 ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุ Taichung No.12 

1.1.9 ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุ Taichung No.13 

1.1.10 ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุ Taichung No.14 

1.1.11 ถัว่ลนัเตาพนัธ์ุ Taichung No.15 

1.1.12 Good farmer No. 2 

1.1.13 Native white flower 

1.1.14 Nong You Ta Chia No.2   

พนัธ์ุท่ีน ามาใช้ได้มาจาก 2 แหล่ง คือมูลนิธิโครงการหลวง และ Taichung District  

Agricultural Research and Extension Station, Council of Agriculture, Executive  Yuan, Taiwan, 

ROC. (ตารางท่ี 1)  
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ตารางที ่1 พนัธ์ุและสายตน้ของถัว่ลนัเตา ประวติั ความตา้นทานโรคและแหล่งท่ีมา 

พนัธ์ุ / สายต้น ประวตัิ 
ความต้านทานโรครา

แป้ง 
แหล่งทีม่า 

ฝาง 7 รุ่น BC1F5 ฝาง 7 × P 309 ตา้นทาน/อ่อนแอ* มูลนิธิโครงการหลวง 
# 3 รุ่น BC3F2 #3 × P 309 ตา้นทาน/อ่อนแอ* มูลนิธิโครงการหลวง 
# 5 รุ่น BC3F2 #5 × P 309 ตา้นทาน/อ่อนแอ* มูลนิธิโครงการหลวง 

หนองอุก - ตา้นทาน/อ่อนแอ* มูลนิธิโครงการหลวง 
P309 - ตา้นทาน มูลนิธิโครงการหลวง 
ฝาง  7 - อ่อนแอ มูลนิธิโครงการหลวง 

Taichung No.11 Odome × 
melting sugar 

อ่อนแอ TDARES** 

Taichung No.12 Taichung No. 11 
× manoa sugar 

ตา้นทาน TDARES** 

Taichung No.13 Sugar snap × 
Knight 

อ่อนแอ TDARES** 

Taichung No.14 Satsuma × 
Taichung78-203 

ตา้นทาน TDARES** 

Taichung No.15 80-75 × Black 
mesh 

ตา้นทาน TDARES** 

Good Farmer No 2 - ตา้นทาน TDARES** 
Native white flower - อ่อนแอ TDARES** 

Nong you ta chia No. 2 - อ่อนแอ TDARES** 
หมายเหตุ :      *   เม่ือน าตน้ปลูกในแปลงเพื่อทดสอบ พบทั้งตน้ท่ีตา้นทานและอ่อนแอต่อโรค 

  ** Taichung  District  Agricultural  Research and Extension Station, Council of 

Agriculture, Executive  Yuan, Taiwan, ROC. 
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1.2 อุปกรณ์ 

1.2.1 หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 

1.2.2 Adjustable automatic pipette และ tip ขนาดต่างๆ 

1.2.3 Eppendorf  ขนาด 1.5 ml และ PCR tube 

1.2.4 เคร่ือง PCR (Applied Biosystem ; Gene AMP PCR system) 

1.2.5 อุปกรณ์อิเล็กโทรโฟริซิสชนิดแนวนอน (Mupid®.EXU) 

1.2.6 เคร่ืองถ่ายภาพดีเอน็เอดว้ยแสง UV (UV transilluminator, UVP BioDoc-ItTM system) 

1.2.7 เคร่ืองป่ันหมุนเหวีย่งความเร็วสูง (centrifuge) 

1.2.8 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectophotometer) 

1.2.9 เคร่ืองเขยา่ (shaker) 

1.2.10 เคร่ืองอบเคร่ืองแกว้ (hot air oven) 

1.2.11 ตูแ้ช่แขง็ (freezer) ไดแ้ก่ตูแ้ช่ -20 °C และ 4 °C 

1.2.12 เคร่ืองปรับอุณหภูมิดว้ยน ้า (water bath) 

1.2.13 เคร่ืองชัง่แบบละเอียด (analytical balance) 

1.2.14 ตูไ้มโครเวฟ (microwave) 

1.2.15 ถงับรรจุไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) 

1.2.16 ชุดโกร่งบดตวัอยา่ง (mortar and pestle) 

1.2.17 กลอ้งดิจิตอล 

1.2.18 วสัดุอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ชอ้นตกัสาร กระดาษทิชชู ถุงพลาสติกใสชนิดทนร้อน ปากคีบ ถุงมือ 

ส าลี เชือก ฉลากส าหรับเขียนรายละเอียด 

1.3  สารเคมี 

1.3.3    Liquid nitrogen 

1.3.2 Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 

1.3.3 Tris base 

1.3.4 Chloroform 

1.3.5 Ethyl alcohol (EtOH) 
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1.3.6 Deoxyribonucleoside triphosphate (dNTPs) 

1.3.7 Taq DNA polymerase 

1.3.8 Paraffin 

1.3.9 Bromophenol blue 

1.3.10 Ethidium bromide 

1.3.11 Agarose 

1.3.12 Isopropanol 

1.3.13 Plant DNAzol Reagent (DNAzol® ES) 

 

2. วธีิทดลอง 

การทดลองแบ่งออกเป็น 4 การทดลองดงัน้ี 

1.  การประเมินและตรวจสอบโรคราแป้งในถั่วลนัเตารุ่นพ่อแม่ 

1.1 การประเมินการเกิดโรคราแป้งในรุ่นพ่อแม่ที่ปรากฏลักษณะต้านทานและอ่อนแอต่อ

โรคราแป้งจากลกัษณะปรากฏ 

เร่ิมเพาะเมล็ดถัว่ลนัเตาสายตน้ฝาง 7 รุ่น BC1F5 สายตน้ #3 รุ่น BC3F2  สายตน้ #5 รุ่น 

BC3F2 และพนัธ์ุหนองอุก โดยปลูกพนัธ์ุฝาง 7 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคราแป้ง และพนัธ์ุ P 309 ท่ี

เป็นพนัธ์ุตา้นทานโรคราแป้ง เพื่อใชเ้ป็นพนัธ์ุเปรียบเทียบทดสอบการเกิดโรคในวนัท่ี 23 ธนัวาคม 

2552 ณ สถานีเกษตรหลวงปางดะ อ. สะเมิง จ. เชียงใหม่ ซ่ึงเป็นสถานีวิจยัท่ีมีการพฒันาพนัธ์ุ      

ถัว่ลนัเตาและเป็นพื้นท่ีท่ีมีการระบาดของโรคราแป้งมาก่อน โดยเพาะเมล็ด 3 คร้ัง แต่ละคร้ังห่าง

กนั 1 สัปดาห์เพื่อให้แต่ละคู่ผสมออกดอกพร้อมกนัสามารถใชใ้นการผสมได ้เม่ือตน้กลา้มีอายุได้

สองสัปดาห์จึงท าการยา้ยลงแปลงปลูก โดยให้ระยะห่างระหวา่งตน้กลา้ 10 ซม. แปลงละสองดา้น 

และวางตาข่ายตรงกลางแปลงปลูกเพื่อช่วยพยุงล าตน้ถัว่ลนัเตาเม่ือถัว่ลนัเตามีการเจริญในระยะ

ต่อมา ประเมินการเกิดโรคราแป้งของต้นถั่วลันเตาโดยการเปรียบเทียบกับพนัธ์ุต้านทานโรค         

(P 309) และพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรค (ฝาง 7) จากลกัษณะปรากฏ (ภาพท่ี 1) แลว้คดัเลือกเฉพาะตน้ท่ี

ตา้นทานโรคเพื่อใชเ้ป็นตน้ตา้นทานในการปรับปรุงพนัธ์ุต่อไป 
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ภาพที่ 1 ลกัษณะปรากฏการเกิดโรคราแป้งจากการเปรียบเทียบระหวา่งพนัธ์ุฝาง 7 (พนัธ์ุอ่อนแอ 

ต่อโรค) และพนัธ์ุ P 309 (พนัธ์ุตา้นทาน) 

 

1.2 การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SCAR ในถั่วลนัเตา  

สุ่มเก็บตวัอยา่งใบของตน้ถัว่ลนัเตาท่ีมีลกัษณะตา้นทานโรคและอ่อนแอต่อโรคของแต่ละ

พนัธ์ุจากการคดัเลือกจากลกัษณะปรากฏ ส าหรับวิเคราะห์เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SCAR เพื่อ

ตรวจสอบยนีตา้นทานโรคราแป้งตามวธีิการของ อญัชญั (2550) ดงัน้ี 

1.2.1 การสกดัดีเอน็เอ  

- น าใบพืชทดลองประมาณ 0.1 กรัมมาบดให้ละเอียดโดยใช้ Plant DNAzol Reagent 

ปริมาตร 300 µl  

- น าตวัอยา่งท่ีบดละเอียดใส่ลงใน Eppendorf  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml) แลว้น าไปบ่มใน 

water bath ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที  

- เติม chloroform ปริมาตร 300 µl เขยา่ให้สารละลายเขา้กนั และน าไปบ่มใน water bath ท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 5 นาที จากนั้นน าไปป่ันหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 

12,000 rpm. เป็นเวลา 10 นาที แลว้จึงดูดเอาเฉพาะส่วนใสดา้นบน ใส่หลอดใหม่ 

- เติม absolute ethanol ปริมาตร 300 µl พลิกหลอดไปมาเบาๆ ท้ิงไวใ้ห้ตกตะกอนท่ี

อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที ตะกอนสีขาวขุ่นปรากฏอยูท่ี่กน้หลอด 

- เทสารละลายออกจากหลอด จากนั้นเติมสารละลาย Plant DNAzol-ethanol wash ปริมาตร 

300 µl ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที จากนั้นน าไปหมุนเหวีย่ง ท่ีความเร็ว 5,000 rpm. เป็น
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เวลา 5 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้งไปเหลือไวเ้ฉพาะส่วนของตะกอน หลงัจากนั้นจึงลา้ง

ตะกอนโดยเติม 70% ethanol แลว้น ามา centrifuge ท่ีความเร็ว 5,000 rpm. เป็นเวลา 5 นาที 

หมายเหตุ : Plant DNAzol-ethanol wash (Plant DNAzol reagent ปริมาตร 171.4 µl + 

absolute ethanol ปริมาตร 128.6 µl) 

- เทสารละลายออกจากหลอด จากนั้นเติม 70% ethanol ปริมาตร 300 µl เพื่อลา้งตะกอน      

ดีเอ็นเอ จากนั้ นน าไป centrifuge อีกคร้ังท่ีความเร็ว 5,000 rpm. เป็นเวลา 5 นาที                

เทสารละลายออกจากหลอดแลว้คว  ่าหลอดทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

- ละลายตะกอนดว้ย TE buffer 20-80 µl เขยา่เบาๆแลว้ทิ้งไวใ้ห้ตกตะกอนละลายจนหมด 

เก็บไวท่ี้ตูแ้ช่อุณหภูมิ -20 °C เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 

 

1.2.2 การตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 

 น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ

ค านวณหาความเข้มขน้ของดีเอ็นเอท่ีเตรียมได้ เพื่อน ามาเจือจางให้ได้ความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะ

ส าหรับการทดลองในขั้นตอนต่อไป 

 

1.2.3 ไพรเมอร์ 

 ใชไ้พรเมอร์ ScOPD10 : forward 5’ GGTCTACACCTCATCTTGATGA 3’ และ reverse 

5’ GGTCTACACCTAAACAGTGTCCGT 3’ ซ่ึงรายงานโดย อญัชญั (2550) วา่สามารถตรวจสอบ

ยนีตา้นทานโรคราแป้งไดท่ี้ต าแหน่ง 850 bp 

 

1.2.4 องค์ประกอบในปฏิกริิยา PCR 

เตรียมสารละลายปริมาตร 20 µl ลงใน Eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ประกอบดว้ย 1X 

reaction buffer, 0.5 mM dNTPs (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP), primer 80 ng, i-TaqTM DNA 

polymerase 1 Unit, ดีเอ็นเอแม่พิมพ ์(DNA template) 8 ng และน ้ ากลัน่ จากนั้นจึงด าเนินการเพิ่ม

ปริมาณดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง PCR เง่ือนไขของปฏิกิริยาดงัแสดงในตารางท่ี 2  
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ตารางที ่2 เง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR ตามวธีิการของ อญัชญั (2550) 

อุณหภูมิ 92 °C 92 °C 42 °C 72 °C 72 °C 4 °C 
ระยะเวลา 2 min 30 sec 30 sec 60 sec 5 min α 
จ  านวนรอบ         1       I                        44 รอบ                         I         1 
 

1.2.5 การวเิคราะห์ผล 

วเิคราะห์อิเล็กโตรโฟรีซิส โดยดูการปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง 850 bp ดงัน้ี 

-    เตรียม agarose ความเขม้ขน้ 1 % โดยชัง่ agarose ผสมลงใน 1x TBE buffer แลว้น าไปตม้จน 

agarose หลอมละลาย 

-    ท าความสะอาดถาดเจลและหวเีสียบ (comb) ใหส้ะอาดดว้ย 70% ethanol 

-     เม่ือ agarose หลอมละลายแลว้ น าไปเทลงในถาดเตรียมเจลท่ีเตรียมไว ้โดยให้ agarose gel มี

ความหนาประมาณ 3-5 mm. ระวงัอย่าให้มีฟองอากาศ วางหวีเสียบลงท่ีปลายขา้งหน่ึงของถาด 

เพื่อให้เกิดช่องเล็กๆ (well) ส าหรับหยอดสารละลายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบ ตั้งทิ้งไวใ้ห้เจล 

แขง็ตวั 

-    เม่ือเจลแข็งตวัแลว้ดึงหวีเสียบออก แล้ววางถาดเจลลงในอ่าง electorphoresis ให้ดา้นท่ีมีช่อง

ส าหรับหยอดตวัอยา่งอยูใ่กลข้ั้วลบ 

-    เท 1x TBE buffer ลงในอ่างให้ท่วมแผน่ agarose gel โดยให้ระดบัของ TBE buffer อยูเ่หนือผิว

เจลประมาณ 1-3 mm. 

-    ผสม loading buffer กบัสารละลายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบให้เขา้กนั ใชไ้มโครปิเปตดูด

สารละลายแลว้ค่อยๆหยอดลงในช่องของ agarose gel 

-   ปิดฝาอ่าง electrophoresis แลว้ต่อขั้วไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า แลว้ปล่อยกระแสไฟฟ้า 

โดยให้กระแสไฟฟ้าวิ่งจากขั้วลบไปยงัขั้วบวก โดยใชค้วามต่างศกัย ์100 โวลต ์ นานประมาณ 25 

นาที หรือเม่ือแถบสีของ loading buffer เคล่ือนท่ีไปอยู่ปลายอีกดา้นหน่ึงของเจลจึงปิดเคร่ืองจ่าย

กระแสไฟฟ้า 

-    น าแผน่ agarose gel ไปยอ้มดว้ย Ethidium bromide จากนั้นตรวจดูลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ย UV 

transilluminator พร้อมกบับนัทึกภาพ  

http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&sqi=2&ved=0CGcQFjAB&url=http%3A%2F%2Fth.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25E0%25B8%25AD%25E0%25B8%25B4%25E0%25B9%2580%25E0%25B8%25A5%25E0%25B9%2587%25E0%25B8%2581%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%2595%25E0%25B8%25A3%25E0%25B9%2582%25E0%25B8%259F%25E0%25B8%25A3%25E0%25B8%25B5%25E0%25B8%258B%25E0%25B8%25B4%25E0%25B8%25AA&ei=msrMT6OXL9HqrQeS0aD4Cg&usg=AFQjCNGGdVRs4NhQLcORrAaKiBpA2M0DIA&sig2=S6xIuydV0PBAXQTXqKEeCA
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1.3 ลกัษณะทัว่ไปของถั่วลนัเตารุ่นพ่อแม่ 

เก็บข้อมูลลกัษณะพื้นฐานของแต่ละพนัธ์ุเช่น ลกัษณะความสูง จ านวนขอ้ล าตน้ ความ

กวา้ง-ยาวของฝัก จ านวนฝักต่อต้น ความยาวปล้อง จ านวนเมล็ดต่อฝัก ลักษณะสีบริเวณดอก     

โคนใบ โคนใบยอ่ยลกัษณะใบ จ านวนดอก และระยะดอกบาน 50% 

2. ทดสอบการถ่ายทอดลกัษณะการต้านทานโรคราแป้งในลูกผสมรุ่นที ่1 และรุ่นที ่2 

2.1 การตรวจสอบลกัษณะต้านทานโรคราแป้งจากลกัษณะปรากฏ 

  การผสมขา้มระหวา่งพนัธ์ุพ่อและแม่จากตน้ท่ีให้ลกัษณะตา้นทานต่อโรคราแป้งท่ีไดจ้าก

ตน้คดัเลือกดงักล่าวขา้งตน้ ไดแ้ก่พนัธ์ุตา้นทานโรคราแป้งสายตน้ฝาง 7 รุ่น BC1F5 สายตน้ #3 รุ่น

BC3F2 และสายตน้ #5 รุ่น BC3F2 น ามาผสมพนัธ์ุกบัพนัธ์ุหนองอุกท่ีปรากฏลกัษณะการตา้นทาน

โรคเช่นกนัแบบสลบั (reciprocal cross) (ภาพท่ี 2) เตรียมดอกเพศเมียจากดอกท่ียงัไม่บานและอบั

ละอองเกสรยงัไม่แตกโดยการก าจดัเกสรเพศผูอ้อกก่อนการผสมเกสร 1 วนั จากนั้นผสมเกสรในวนั

ต่อมาในช่วงเวลา 6.00 – 9.00 น. เม่ือผสมเกสรเสร็จเรียบร้อยแลว้คลุมดอกท่ีถูกผสมดว้ยส าลี เขียน

ช่ือบอกพ่อแม่พนัธ์ุ และวนั เดือน ปี ท่ีผสม เม่ือมีการติดฝักแลว้ประมาณ 1 สัปดาห์หลงัจากผสม

เกสรจึงเอาล าลีออก ปล่อยให้ฝักพฒันาจนแห้ง แลว้เก็บเมล็ดพนัธ์ุลูกผสมของแต่ละคู่ เพาะเมล็ด

และปลูกลูกผสมรุ่นท่ี 1 ในวนัท่ี 10 พฤษภาคม 2553 ณ ศูนยพ์ฒันาโครงการหลวงขุนวาง อ. แม่วาง 

จ. เชียงใหม่ ปล่อยให้แต่ละตน้ทุกคู่ผสมในรุ่นน้ีผสมตวัเอง (selfing) เพื่อสร้างลูกผสมรุ่นท่ี 2 เก็บ

เมล็ดแลว้ปลูกรุ่นท่ี 2 ณ สถานีเกษตรหลวงปางดะ อ. สะเมิง จ. เชียงใหม่ โดยเพาะเมล็ด เม่ือวนัท่ี 

11 ตุลาคม 2554 และยา้ยปลูกลงแปลงเม่ือตน้กลา้มีอายุได ้2 สัปดาห์ โดยวางแผนการทดลองแบบ

สุ่มสมบูรณ์ในบล็อก (Randomized complete block design; RCBD) 3 ซ ้ าๆ ละ 45 หน่วยทดลองใน

ลูกผสมรุ่นท่ี 2 และ 14 หน่วยทดลองในพนัธ์ุเปรียบเทียบ โดยทุกแปลงมีการปลูกพนัธ์ุฝาง 7 ซ่ึง

เป็นพันธ์ุอ่อนแอต่อโรคไว้ท่ีหัวแปลงและท้ายแปลงเพื่อใช้เ ป็นแหล่งเกิดโรคและเกิดการ

แพร่กระจายสปอร์ของเช้ือโรคราแป้ง  
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ภาพที ่2 แผนภาพคู่ผสมถัว่ลนัเตาท่ีใชใ้นการสร้างลูกผสมท่ีตา้นทานโรคราแป้ง   

 

2.2 การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SCAR ในลูกผสมรุ่นที ่2 

สุ่มเก็บตวัอยา่งใบของตน้ถัว่ลนัเตาจากแต่ละคู่ผสมเพื่อตรวจสอบยีนตา้นทานโรคราแป้ง

โดยเทคนิค SCAR เพื่อหาเคร่ืองหมายโมเลกุลตามวธีิการของ อญัชญั (2550) 

 

3. เปรียบเทยีบลกัษณะทีด่ีทางพชืสวน 
ตรวจสอบการกระจายตวัของลกัษณะการตา้นทานโรคราแป้ง ลกัษณะความสูง การเกิด

ลกัษณะใบแบบ Afila และสีดอก โดยการนบัสัดส่วนแต่ละลกัษณะท่ีเกิดข้ึน 

เปรียบเทียบลกัษณะความสูงกบัความยาวปลอ้ง ขอ้แรกของล าตน้ท่ีออกดอกและจ านวนขอ้

ล าตน้ทั้งหมด โดยการวดัและนบัเปรียบเทียบระหวา่งถัว่ลนัเตาตน้สูงและตน้เต้ีย 

เปรียบเทียบลกัษณะใบต่อการใหผ้ลผลิตในทุกคู่ผสม 

เปรียบเทียบการใหผ้ลผลิตระหวา่งรุ่นพอ่แม่และลูกผสมรุ่นท่ี 2 โดยการวดัความยาว ความ

กวา้งของฝัก จ านวนฝัก น ้าหนกัต่อฝัก และน ้าหนกัฝักต่อตน้ 
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4.   การตรวจสอบยนีต้านทานโรคราแป้งในถั่วลนัเตาโดยเทคนิค RAPD  

4.1 พนัธ์ุถั่วลนัเตาทดลอง 

 การทดลองน้ีไดใ้ช้เมล็ดพนัธ์ุถัว่ลนัเตา 8 สายพนัธ์ุจาก Taichung District Agricultural  

Research and Extension Station, Council of Agriculture, Executive Yuan, Taiwan, ROC. 

ประกอบดว้ยพนัธ์ุ Taichung number 11, 12, 13, 14, 15, Good Farmer No 2, Native white flower 

และ Nong you ta chia ซ่ึงมีอยู ่4 สายพนัธ์ุท่ีรายงานวา่สามารถตา้นทานโรคราแป้งไดคื้อพนัธ์ุ 

Taichung 12, 14, 15 และ Good Farmer’s seed   

 

4.2 การเตรียมดีเอน็เอ 

- น าใบพืชทดลองประมาณ 1 กรัมมาบดใหล้ะเอียดโดยใชไ้นโตรเจนเหลว 

- น าตวัอย่างท่ีบดละเอียดใส่ลงใน Eppendorf  ขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม CTAB extraction 

buffer ท่ีอุ่นดว้ยอุณหภูมิ 60 °C  พลิกหลอดกลบัไปมาเบาๆแลว้น าไปบ่ม ใน water bath ท่ี

อุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลานาน 1 ชัว่โมง พลิกหลอดกลบัไปมาทุก 5 นาที  เม่ือครบ 1 ชัว่โมง

แลว้จึงน าหลอดออกจาก water bath แลว้ทิ้งใหเ้ยน็ 

- เติม chloroform – isolamyl (24 :1) ปริมาตร 1 เท่ากบัตวัอยา่ง เขยา่อยา่งแรงดว้ย vortex ก่อน

น าไปป่ันหมุนเหวี่ยง ท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงดูดเอาเฉพาะส่วนใส

ดา้นบนใส่หลอดใหม่ 

- เติม isopropanal ปริมาตร 1 เท่ากบัตวัอย่าง พลิกหลอดไปมาเบาๆ ทิ้งไวใ้ห้ตกตะกอนท่ี

อุณหภูมิ -4 °C เป็นเวลา 30 นาที 

- น ามา centrifuge ท่ีความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสดา้นบนทิ้งไปเหลือไว้

เฉพาะส่วนของตะกอน หลงัจากนั้นจึงลา้งตะกอนโดยเติม 70% ethanol แลว้น ามา centrifuge 

ท่ีความเร็ว 5,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แลว้คว  ่าหลอดทิ้งไวใ้หแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  

- ละลายตะกอนดว้ย TE buffer 50 µl เขยา่เบาๆแลว้ทิ้งไวใ้ห้ตะกอนละลายจนหมด เก็บไวท่ี้     

ตูแ้ช่อุณหภูมิ -20 °C เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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4.3 การตรวจสอบปริมาณดีเอน็เอ 

 น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ

ค านวณหาความเข้มขน้ของดีเอ็นเอท่ีเตรียมได้ เพื่อน ามาเจือจางให้ได้ความเขม้ขน้ท่ีพอเหมาะ

ส าหรับการทดลองในขั้นตอนต่อไป 

 

 4.4 ไพรเมอร์ทีใ่ช้ในการตรวจสอบ 

ใช ้arbitrary primer ความยาว 10 นิวคลีโอไทด ์จ านวน 35 ไพรเมอร์ ดงัแสดงในตารางท่ี 3 

 

ตารางที ่3 ล าดบัและรายช่ือของนิวคลีโอไทดท่ี์ใชใ้นการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม 

ล าดับ รายช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์   5’               3’ 
1.  OPAI-11 ACGGCGATGA 
2.  OPV-05 TCCGAGAGGG 
3.  OPV-10 GGACCTGCTG 
4.  OPG-11 TGCCCGTCGT 
5.  OPV-19 GGGTGTGCAG 
6.  OPV-12 ACCCCCCACT 
7.  OPM-07 CCGTGACTCA 
8.  OPT-05 GGGTTTGGCA 
9.  OPT-07 GGCAGGCTGT 
10.  OPAB-4 GGCACGCGTT 
11.  OPAB-7 ACGGCGATGA 
12.  OPAU-14 CACCTCGACC 
13.  OPAX-01 GTGTGCCGTT 
14.  OPAK-10 CAAGCGTCAC 
15.  OPC-16 CACACTCCAG 
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ตารางที ่3 (ต่อ)  

ล าดับ รายช่ือไพรเมอร์ ล าดับนิวคลโีอไทด์   5’               3’ 
16.  OPC-2 GTGAGGCGTC 
17.  OPJ-20 TGCCCGTCGT 
18.  OPQ-20 TCGCCCAGTC 
19.    UBC-34                       CCGGCCCCAA                                   
20. UBC-63                                                                                     TTCCCCGCCC 
21. UBC-84                                                                                     GAGGGCGAGC 
22. UBC-85                                                                                     GGGCGCGAGT 
23. UBC-88                                                                                     GTGCTCGTGC 
24. OPA-02 CGGGGGATGG 
25. OPA-04 AATCGGGCTG 
26. OPU-07 CCTGCTCATC 
27. OPAD-9 TCGCTTCTCC 
28. OPAN-10 ACAACTGGGG 
29. OPP-08 CCGTGACTCA 
30. UBC-05 CCTGGGTTCC 
31. UBC-18 GGGCCGTTTA 
32. UBC-51                                                         CTACCCGTGC 
33. UBC-106                                                           GTCTGCCCG 
34. UBC-24                                                                                     ACAGGGGTGA 
35. UBC-67                                                                                     GAGGGCGAGC 

 

4.5 องค์ประกอบในปฏิกริิยา PCR 

เตรียมสารละลายปริมาตร 25 µl ลงใน Eppendorf tube ขนาด 0.2 ml ประกอบดว้ย 1X 

reaction buffer, dNTPs (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP) อยา่งละ 200 µM  primer 50 – 100 ng, 

Taq DNA polymerase 1 Unit ดีเอ็นเอแม่พิมพ ์(DNA template) 10-25 ng และน ้ ากลัน่ จากนั้นเพิ่ม

ปริมาณขยายดีเอน็เอดว้ยเคร่ือง PCR  
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4.6 เงื่อนไขของปฏิกริิยา (ตารางท่ี 4) 

ตารางที ่4 เง่ือนไขของปฏิกิริยา PCR 

อุณหภูมิ 95° C 95°C 40°C 72°C 72°C 4°C 
ระยะเวลา 5 min 45 sec 45 sec 90 sec 10 min α 
จ  านวนรอบ         1       I                        30 รอบ                         I          1 

 

4.7 การวเิคราะห์โดย Agarose gel electrophoresis 

 วิเคราะห์อิเล็กโตรโฟรีซิส ท าเช่นเดียวกับการทดลองแรก โดยสังเกตการปรากฏแถบ        
ดีเอน็เอในแต่ละไพรเมอร์ 
 

4.8 การวเิคราะห์ข้อมูล 

ตรวจดูต าแหน่งท่ีมีการปรากฏแถบดีเอ็นเอหรือไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในลายพิมพดี์เอ็นเอ

ของถัว่ลนัเตาแต่ละสายพนัธ์ุ บนัทึกผลโดยใชร้ะบบตวัเลข คือการปรากฏแถบดีเอ็นเอให้สัญลกัษณ์

เป็น 1 และถา้ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในต าแหน่งเดียวกนัให้สัญลกัษณ์เป็น 0 โดยบนัทึกต าแหน่ง

ของแถบดีเอ็นเอในแต่ละไพรเมอร์ เพื่อน ามาหาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ 

สังเกตแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏเฉพาะพนัธ์ุท่ีตา้นทานโรค  
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