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บทคัดย่อ 
 ถั่วเขียว [Vigna radiata (L.) Wilczek] เป็นพืชตระกูลถั่วชนิดที่นิยมใช้ประกอบเป็นอาหารทั้งหวาน
คาว  มีถิ่นก าเนิดในประเทศอินเดีย สามารถเพาะปลูกได้แทบทุกฤดูกาล แต่ปลูกได้ดีในช่วงฤดูฝน นักปรับปรุง
พันธุ์ในประเทศไทยได้ปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวอย่างต่อเนื่อง โดยปัจจุบันพันธุ์ที่นิยมปลูกคือพันธุ์ก าแพงแสน 2 
ซึ่งมีคุณลักษณะคือ ให้ผลผลิตสูงและต้านทานโรคใบจุด ดังนั้นจึงได้น าเมล็ดถั่วเขียวพันธุ์นี้มาทดลองฉายรังสี
แกมมาที่ระดับ 200, 400, 500, 600, 700 และ 800 เกรย์ แล้วเพาะปลูก เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของวิธีการ
ตรวจสอบการกลายโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดแฮตอาร์เอพีดี จากการศึกษาพบว่าเมล็ดถั่วเขียวที่ได้รับ
รังสีแกมมาเมื่อเพาะปลูก 7 วัน มีค่า LD50 ที่ 678.43 เกรย์ และเมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีพบว่า
เมล็ดถั่วเขียวที่ได้รับรังสีแกมมา 400 เกรย์ ให้ความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอมากที่สุด (ให้ค่าใกล้เคียงกับ
ค่า LD30) ซึ่งเป็นระดับรังสีแกมมาที่ก่อให้เกิดการกลายสูงสุด แสดงให้เห็นว่าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีสามารถ
ตรวจสอบการกลายในถั่วเขียวได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถประยุกต์ใช้กับการตรวจสอบการกลายใน
สิ่งมีชีวิตอื่นๆ ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาวิจัยและการปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธีการกระตุ้นให้เกิดการกลาย 
 
ABSTRACT 

Mung bean [Vigna radiata (L.) Wilczek] is a legume used as a kind of food and dessert. It 
is native to the Indian subcontinent and can be grown during the three times a year, but prefered 
the late rainy season is strongly recommended. Thai breeders have been breeding in mung bean 
continuously. Today, the growing popularity of breed is Khampang Saen 2 (KPS2) which features a 
variety of high yield and resistance to leaf spot. Therefore, the mung bean seed also tested and 
irradiated at 200, 400, 500, 600, 700 and 800 Gy and then grown to check the efficiency of the 
mutant effect by using HAT-RAPD technique. In this study found that mung bean have been grown 
for 7 days, gamma radiation on the LD50 is 678.43 Gy and HAT-RAPD technique show that mung 
bean at 400 Gy of gamma radiation have differences in DNA fingerprinting (A value close to LD30) 
was the gamma radiation levels that cause the most mutation. This suggests that HAT-RAPD 
technique can determine the efficiency of mutation in mung bean and applied to detect mutation in 
the other organisms. This is especially useful for research and breeding methods to induce. 

 
ค าส าคัญ: เขียว, แฮตอาร์เอพีด,ี การกลาย 
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บทน า 
ถั่วเขียวเป็นพืชที่นิยมปลูกในพื้นที่บริเวณเอเชียกลางและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ (Shanmugasundaram, 

1988) โดยถั่วเขียวเป็นพืชอายุสั้น ใช้น้ าน้อยกว่าพืชไรอ่ื่นหลายชนิด สามารถใช้ในระบบปลูกพชื เช่น ทดแทน
ข้าวนาปรัง ปลกูก่อนข้าวโพดในพื้นที่ประสบภัยแล้ง ใช้ปลกูก่อนหรือหลังการท านาหรือท าไร่ เพื่อตัดวงจรการ
ระบาดของศัตรูพืช ช่วยบ ารุงรักษาความอุดมสมบูรณ์ของดิน ตรึงไนโตรเจนได้ดี สามารถใช้เป็นปุ๋ยพืชสด
เพราะให้ปริมาณไนโตรเจนสูง ถั่วเขียวใช้เปน็วัตถุดิบในการผลิตแป้งวุ้นเส้น เพาะถั่วงอก และประกอบอาหาร
อื่นๆ ปริมาณความต้องการใช้ผลิตภัณฑ์ถั่วเขียวในประเทศ และการส่งออกมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นทุกปี (กรมวิชาการ
เกษตร, 2552) 

นอกจากนี้ถั่วเขียวยังสามารถน ามาผลิตเป็นยาได้ เช่น ยาที่มีฤทธิ์ต่อต้านมะเร็ง (Soucek et al., 2006) 
ยาที่มีฤทธิ์ต่อต้าน angiotensin I-converting enzyme (ACE) (Li et al., 2006) และ ยาที่เป็นแอนตี้ออกซิ
แดนท์ (Randhir and Shetty, 2007)  

การกลายอาจเกิดขึ้นได้จากรังสีก่อการกลายหรือจากสารก่อการกลาย สารที่นิยมใช้กันมากคือ 
ethylnitrosourea และ ethylmethanesulfonate ซึ่งสามารถท าปฏิกิริยากับนิวคลีโอไทด์ และเป็นสาเหตุให้
ล าดับนิวคลีโอไทด์เปลี่ยนแปลงไป โดยอาจมีการขาดหายไป การเพิ่มจ านวน หรือ การเปลี่ยนชนิดของนิวคลี
โอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ การกลายที่เกิดจากสารก่อกลายมักจะจ ากัดอยู่เฉพาะ 1-2 นิวคลีโอไทด์ต่อ
ต าแหน่งการกลาย ซึ่งจัดเป็นการกลายในระดับยีน (กนกพร และคณะ, 2554) 

จึงเป็นที่มาของวัตถุประสงค์ในงานวิจัยครั้งนี้ เพื่อศึกษาความแตกต่างกันของดีเอ็นเอในถั่วเขียวพันธุ์
ก าแพงแสน 2 ที่ได้รับการฉายรังสีในระดับที่แตกต่างกัน เพื่อจะใช้เป็นข้อมูลว่าถั่วเขียวที่ได้รับการฉายรังสีจะมี
การเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอ โดยสามารถน าข้อมูลเหล่านี้ไปใช้กับพืชไร่อื่นๆ ที่ต้องการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอ 
เพื่อให้ได้ปริมาณผลผลิตเพิ่มขึ้นต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. พันธุ์ถั่วเขียว 

ตัวอย่างพืชทีใ่ช้คือถั่วเขียวพันธุ์ก าแพงแสน 2 [Vigna radiata (L.) Wilczek] ที่ได้รับการฉายรังสี
แกมมาที่ระดับ 0, 200, 400, 500, 600, 700 และ 800 เกรย์ (Gy, Gray) 

2. การสกัดดีเอน็เอ 
สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของถั่วเขียวด้วยวิธีประยุกต์จาก  Agrawal และคณะ แล้วตรวจสอบปริมาณ

ดีเอ็นเอด้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดี
เอ็นเอด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 0.8 เปอร์เซ็นต์ (Sambrook 
et al., 1989) 

3. การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
มี 2 ขั้นตอน คือ (1) การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่ตอบสนองต่อปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยรวมดีเอ็นเอถั่ว

เขียว 7 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่างเดียวกัน และ (2) การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยคัดเลือกไพร
เมอร์ 16 ชนิด ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอโมกและพุดแต่ละตัวอย่าง  โดยเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม (ng) ในบัฟเฟอร์ 1 เท่า (50 mM KCl, 20 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 0.25 
mM MgCl2) ซึ่งมีนิวคลีโอไทด์ 4 ชนิด (dATP, dCTP, dGTP และ dTTP) ชนิดละ 200 ไมโครโมลาร์ (M) 
ไพรเมอร์แบบสุ่ม 250 นาโนโมลาร์ (nM) และเอนไซม์ Taq DNA polymerase (InvitrogenTM life technology, 
Brazil) 1 ยูนิต (unit) โดยไพรเมอร์แบบสุ่มที่ใช้ 72 ชนิด มีขนาด 12 นิวคลีโอไทด์ คือไพรเมอร์ 6 ชุด (A2, B2, 
C2, D2, E2 และ F2) จาก Wako Company (Japan) 
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ปฏิกิริยาพีซีอาร์มี 3 ขั้นตอน คือ (1) บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จ านวน 1 รอบ (2) 
บ่มที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที 46 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที จ านวน 40 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสใน
เจลอะกาโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยแต่ละตัวอย่างท า 3 ซ้ า เพื่อให้ได้ผลการทดลองที่น่าเชื่อถือยิ่งขึ้น (นฤมล, 
2555) 

4. การวิเคราะหล์ายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอ็นเอถั่วเขียว ที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี และเปรียบเทียบความเหมือน

และความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ท้ังหมด น าผลที่ได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 
2.0 ในเคร่ืองคอมพิวเตอร์ โดยเลือกวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean) (Rohlf, 2002) 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของถั่วเขียวฉายรังสีด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 72 

ชนิด พบว่าไพรเมอร์ 16 ชนิด หรือคิดเป็น 22.2 เปอร์เซ็นต ์ ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนมา
ตรวจสอบกบัดีเอ็นเอของถั่วเขียวทั้ง 7 ชนิด ปรากฏว่ามีแถบดีเอ็นเอรวมทั้งสิ้น 91 แถบ ซึ่งมีขนาดประมาณ 
300-2,000 คู่เบส โดยลายพมิพ์ดีเอ็นเอที่มีรูปแบบแตกต่างกันมากที่สุด แสดงดังรูปที่ 1 

เมื่อน ามาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 จัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA ค านวณค่าดัชนีความ
เหมือน (similarity index) และแสดงผลในรูปแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) พบว่าสามารถแบ่งถั่ว
เขียวที่ได้รับการฉายรังสีออกได้ 2 กลุ่ม (รูปที่ 2) คือ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ ถั่วเขียวที่ได้รับการฉายรังสี 0, 600, 700 
และ 800 เกรย์ โดยมีค่าดัชนีความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.89-0.99 และกลุม่ที่ 2 ได้แก่ ถัว่เขียวที่ได้รับการฉาย
รังสี 200, 400 และ 500 เกรย์ โดยมีค่าดัชนคีวามเหมือนอยู่ระหว่าง 0.93-0.99 มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน
อยู่ภายในกลุม่ระหว่าง 0.88-0.99 เฉลี่ย 0.94 (รูปที่ 3) 
 

 
รูปที่ 1 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร ์ B32 [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb 
Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-7 คือ 0, 200, 400, 500, 600, 700 และ800 
เกรย์ ตามล าดับ]  
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รูปที่ 2 แผนภูมิความสัมพันธ์ของถั่วเขยีวฉายรังสีที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3 ค่าดัชนีความเหมือนของถั่วเขยีวฉายรังสีที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี 
 

สรุปผลการทดลอง 
การตรวจสอบการกลายของถั่วเขียวฉายรังสีทั้ง 7 ระดับ ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี และเพิ่มปริมาณดี

เอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 16 ชนิด พบว่าลายพิมพ์ดเีอ็นเอที่เกิดขึ้นมีความแตกต่างกัน ท าให้สามารถ
จ าแนกระดับการกลายในถั่วเขียวฉายรังสี ดังน้ันจึงสามารถน าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาประยุกต์ใชต้รวจสอบ
การกลายได ้
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