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ABSTRACT
 The objective of this study was to identify quantitative trait loci (QTL) governing 

soybean protein content using simple sequence repeat (SSR) markers which linked to the 

protein’s character. The SSR markers were used in soybean breeding to select high protein 

varieties rapidly and accurately. A population of 4 recombinant inbred lines (RILs) deriving 

from crosses between Thai soybean varieties with different seed protein contents (C5-2, 

C42-3 as female parents and S1-3, S17-3 as male parents) was used to QTL analyzes. DNA 

from the parents was screened with 218 SSR markers and 106 markers showed 

polymorphisms in the parents. The polymorphic markers were used in genotyping to find 

out cross-pollinated F1 plants. The segregation in F2 generation was confirmed by 

observation of pubescence color with 3:1 ratio which brown pubescence was controlled 

by a single dominant gene. To generate F3 – F7 of RILs, single seed descent method was 

used. One hundred and six markers, which showed polymorphisms in the parents, were 

used to identify QTL associated with soybean protein content. PCR results from F7 RIL 

population and percent protein content in F8 seeds were assembled to use in QTLs analysis. 
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Four QTLs for protein content were localized 

Satt184, Satt590, Satt196 and Satt247. 

The information related to these markers 

will be very useful for breeding process of 

high protein soybean and also to find 

novel candidate genes which are 

important to protein content in soybean 

seed of Thai soybean varieties.  

 

Key words: soybean (Glycine max (L.) 

Merr.), seed protein content, quantitative 

trait loci (QTL), simple sequence repeat 

(SSR) markers 

 

บทคัดยอ
 การทดลองน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือหาตำแหนง 

ของเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ เกี่ยวของกับยีนที่

ควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ดถั่วเหลือง สำหรับ

นำมาใชประโยชนในการคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองท่ีมี

โปรตีนสูง โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SSR 

(Simple sequence repeat) ที่เปนเครื่องหมาย

โมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท  โดยนำประชากร

สายพันธุแทของถั่วเหลือง (Recombinant 

inbred lines, RILs) ที่สรางขึ้นโดยการผสมขาม

พันธุระหวางพันธุแม (C5-2, C42-3) และพันธุพอ 

(S1-3, S17-3) ซึ่งมีลักษณะโปรตีนที่แตกตางกัน 

จำนวน 4 คูผสม มาทดสอบดวยวิธีการทางชีว

โมเลกุล พบวา การผสมขามพันธุประสบความ

สำเร็จ และเม่ือทดสอบการกระจายตัวของ

ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 พบวา มีการกระจายตัว

ของลักษณะสีขนฝก โดยจำนวนตนที่มีสีขนฝกสี

น้ำตาลแบบพันธุแมตอจำนวนตนที่มีสีขนฝกสีขาว

แบบพันธุพอเปนอัตราสวน 3:1 แสดงวา ลักษณะ

สีขนฝกสีน้ำตาลถูกควบคุมโดย Single dominant 

gene จากถั่วเหลืองรุน F2 เพื่อสรางถั่วเหลืองรุน 

F3 – F7 ใชวิธีการปลูกแบบเมล็ดตอตน (Single 

seed descent method) ในการคัดเลือก

เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ที่ใหความแตกตาง

ระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม ทดสอบ

เคร่ืองหมายโมเลกุลจำนวนท้ังสิ้น 218 เคร่ืองหมาย 

พบเครื่องหมายโมเลกุลที่ใหความแตกตางระหวาง

ดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแมจำนวน 106 

เคร่ืองหมาย นำเคร่ืองหมายโมเลกุลดังกลาวไป

ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของ RILs รุน F7 รวม

กับพันธุพอและพันธุแม เพ่ือนำขอมูลไปใชในการ

วเิคราะหตำแหนงของลักษณะเชิงปรมิาณ เปรยีบเทยีบ 

กบัปรมิาณโปรตนีซึง่ตรวจสอบไดจากเมลด็ถัว่เหลอืง 

RILs รุน F8 จากการวิเคราะหพบวา มีตำแหนง

ของลักษณะเชิงปริมาณ 4 ตำแหนง ที่มีความ

เกี่ยวของกับปริมาณโปรตีนในเมล็ด โดยลักษณะ

เชิงปริมาณทั้ง 4 นั้นสามารถระบุตำแหนง ไดดวย

เครื่องหมายโมเลกุล 4 เครื่องหมาย คือ Satt184, 

Satt590, Satt196 และ Satt247 ขอมูลจาก

เครื่องหมายโมเลกุลดังกลาวสามารถนำไปใช

ประโยชนในการคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองพันธุไทยที่

มีโปรตีนสูง และใชในการคนหายีนซ่ึงมีความ

สำคัญตอปริมาณโปรตีนตอไป 

 

คำสำคัญ: ถั่วเหลือง ปริมาณโปรตีนในเมล็ด

ตำแหนงควบคุมลักษณะเชิงปริมาณ เครื่องหมาย

โมเลกุลเอสเอสอาร 

 

บทนำ
 ถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) 

เปนแหลงอาหารท่ีสำคัญทั้งโปรตีนและไขมัน โดย

เมลด็มโีปรตนีประมาณ 38-40 % มนีำ้มนัประมาณ 

18-20 % สวนที่เหลือเปนคารโบไฮเดรตประมาณ 

35 % จึงมีการนำถ่ัวเหลืองมาใชประโยชนเปน
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วัตถุดิบของผลิตภัณฑอาหารตาง ๆ เชน เตาหู 

น้ำนมถ่ัวเหลือง เตาเจ้ียว ซอสถ่ัวเหลือง และ

อาหารเจ เปนตน ลักษณะทางการเกษตรของ

เมล็ดถั่วเหลือง เชน ปริมาณโปรตีนในเมล็ด และ

ขนาดเมล็ด เปนสวนสำคัญหรือมีบทบาทในการ

เปนสิ่งบงชี้คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารจากถั่ว

เหลือง (Clarke and Wiseman, 2000; 

Friedman and Brandon, 2001) ในป พ.ศ. 

2546 กรมการคาภายใน กระทรวงพาณิชย ได

กำหนดมาตรฐานเพือ่การรบัซือ้เมลด็ถัว่เหลอืงของ

โรงงาน โดยเมล็ดถั่วเหลืองเกรดแปรรูปผลิตภัณฑ

อาหารตองมปีรมิาณโปรตีนไมตำ่กวา 36 % 

 ในฤดูการผลิตป 2532/33 ประเทศไทย

เคยมีพื้นที่ปลูกถั่วเหลืองสูงถึง 3.2 ลานไร ผลผลิต

รวมกวา 6.7 แสนตัน (กรมวิชาการเกษตร, 2547) 

จากน้ันมาพ้ืนที่ปลูกถ่ัวเหลืองและปริมาณผลผลิต

ถั่วเหลืองลดลงอยางตอเน่ือง โดยในป 2557/58 

พื้นที่ปลูกถั่วเหลืองเหลือเพียง 0.19 ลานไร 

ผลผลิตรวมเหลือเพียง 0.52 แสนตัน (สำนักวิจัย

เศรษฐกิจการเกษตร, 2557) ซึ่งไมเพียงพอตอ

ความตองการใชภายในประเทศ ทำใหตองมี

การนำเขาจากตางประเทศในปริมาณมาก ปญหา

การลดลงของพ้ืนที่ปลูกถ่ัวเหลืองในประเทศไทย 

มีสาเหตุจากผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดถั่ว

เหลืองไมแนนอน และการใหผลตอบแทนต่ำกวา

พืชแขงขันอื่น ๆ เชน ขาวโพดเลี้ยงสัตว ออย และ

พืชผัก เปนตน ในขณะที่ความตองการใชเมล็ดถั่ว

เหลืองภายในประเทศมีแนวโนมเพิ่มขึ้นอยางตอ

เนื่อง ซึ่งนโยบายของกระทรวงเกษตรและสหกรณ 

เนนการผลิตถั่วเหลืองที่มีคุณภาพและมีปริมาณ

โปรตีนสูงเพื่อการบริโภค ดังนั้นการปรับปรุงพันธุ

ถั่วเหลืองใหมีคุณภาพ มีปริมาณโปรตีนในเมล็ดสูง

จึงเปนสิ่งที่จำเปนและมีความสำคัญเปนอยางยิ่ง 

 เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular 

marker) เปนลำดับเบสชวงหนึ่งของดีเอ็นเอที่ใช

เปนเครื่องหมายบงชี้ความเปนเอกลักษณของสิ่งมี

ชีวิตทางพันธุกรรม (สุรีพร , 2546) และบาง

เครื่องหมายโมเลกุลมีความสัมพันธกับลักษณะ

ทางการเกษตรท่ีสนใจ เชน ผลผลิตสูง ตานทาน

โรค (Collard and Mackill, 2008) การนำ

เครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธกับลักษณะทางการ

เกษตรเหลานี้มาใชเปนเคร่ืองมือในการคัดเลือกพันธุ 

เพื่อการปรับปรุงพันธุจะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพ ใน

การคัดเลือกพันธุได หรือที่เรียกวา การคัดเลือก

โดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล (Marker-assisted 

selection, MAS) ซึ่งมีความสะดวก รวดเร็ว และ

แมนยำกวาการสังเกตลักษณะทางการเกษตรจาก

ภายนอก นอกจากน้ียังสามารถชวยลดระยะเวลา 

พื้นที่ และแรงงานในการปรับปรุงพันธุดวย 

 จนถึงปจจุบันมีการศึกษาวิจัยหาตำแหนง

บนโครโมโซมหรือยีนท่ีควบคุมปริมาณโปรตีน 

QTLs (quantitative trait locus) ในเมล็ดและ

ลักษณะโปรตีนในเมล็ดถั่วเหลืองอื่น ๆ เชน 

ปริมาณกรดอะมิโน หรือปริมาณของชนิดโปรตีนที่

เฉพาะเจาะจงจำนวนมากครอบคลุมทั่วทั้ง 20 

กลุมลิงเกจของจีโนมถั่วเหลือง (Carlson, 2011) 

อยางไรก็ตาม การวิจัยหาตำแหนงบนโครโมโซมที่

ควบคุมปริมาณโปรตีน ใน เมล็ดที่ ศึ กษากับ 

ถั่วเหลืองสายพันธุไทยมีนอย มีเพียงการศึกษาหา

ตำแหนงบนโครโมโซมที่ควบคุมปริมาณโปรตีนใน

เมล็ดถ่ัวเหลืองฝกสดเทานั้น (พรพันธ และคณะ, 

2549) ดังนั้นจึงทำการวิจัยโดยมีวัตถุประสงคเพื่อ

หาตำแหนงของเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เก่ียวของกับ

ยีนที่ควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ดของถ่ัวเหลือง

สายพันธุไทย ซึ่งจะนำเคร่ืองหมายโมเลกุลดัง

กลาวไปใชประโยชนในการคัดเลือกพันธุถั่วเหลือง

ที่มีโปรตีนสูงตอไป 
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อุปกรณและวิธีการ
1 พืชทดลอง 

 ถั่วเหลืองพันธุแม คือ C5-2 และ C42-3  

คัดเลือกไดจากการนำพันธุเชียงใหม 60 (พันธุ

รับรอง กรมวิชาการเกษตร เมื่อ 30 กันยายน 

2530) ซึ่งปรับตัวกับสภาพแวดลอมท่ัวไปไดดี ให

ผลผลิตสูงท้ังฤดูแลงและฤดูฝน รวมถึงมีความ

ตานทานตอโรคราสนิม (ฐานขอมูลศูนยวิจัยพืชไร

เชียงใหม ; http://www.doa.go.th/fcrc/

chiangmai/) ไปฉายรังสีแกมมา ถั่วเหลืองพันธุ

พอ คือ S1-3 และ S17-3 คัดเลือกไดจากการนำ

สายพันธุ SSRSN 35-19-4 ซึ่งมีความตานทานตอ

โรคราน้ำคาง ปรับตัวไดดีในพ้ืนที่ภาคเหนือตอน

ลาง และมีขนาดเมล็ดใหญ ไปฉายรังสีแกมมา 

(เบญจมาศ และคณะ, 2552)  

 

2 การสรางประชากรถ่ัวเหลือง RILs  

 2.1 ปลูกและผสมพันธุถั่วเหลืองระหวาง

พันธุแม (C5-2, C42-3) และพันธุพอ (S1-3, S17-

3) ซึ่งมีลักษณะโปรตีนที่แตกตางกัน จำนวน 4 

คูผสม ไดแก คูที่ 1 = C5-2 x S1-3 คูที่ 2 = C5-2 

x S17-3 คูที่ 3 = C42-3 x S1-3 และคูที่ 4 = 

C42-3 x S17-3 ดำเนินการทดลองท่ีศูนยวิจัยและ

พัฒนาการเกษตรสุโขทัยในเดือนตุลาคม ป พ.ศ. 

2551 โดยพันธุแม C5-2 และ C42-3 มีปริมาณ

โปรตีนในเมล็ด 41.4% และ 42.8% พันธุพอ  

S1-3 และ S17-3 มีปริมาณโปรตีนในเมล็ด 

44.8% และ 45.7%   

 2.2 ทำการปลูกถั่วเหลืองรุน F1 ใน

เดือนธันวาคม ป พ.ศ. 2551  

 2.3 คัดเลือกตนถ่ัวเหลืองรุน F1 ที่เกิด

จากการผสมข ามพันธุ โดยใช วิ ธี การทาง ชีว

โมเลกุล ไดแก การสกัดดีเอ็นเอจากใบของ 

ถัว่เหลอืงรุน F1 แตละตนดวยวธิ ี Cetyltrimethyl 

ammonium bromide (CTAB) และนำมาทำ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain 

reaction, PCR) หรือพีซีอารดวยไพรเมอร

เคร่ืองหมายโมเลกุลที่พบวาใหความแตกตาง

ระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม  

 2.4 ปลูกถั่วเหลืองรุน F2 จากตน F1 ที่

ตรวจสอบแลววาเกิดจากการผสมขามพันธุ ใน

เดือนพฤษภาคม ป พ.ศ. 2552 

 2.5 เก็บข อมู ลการกระจายตั วของ

ประชากรรุน F2 เพื่อยืนยันอีกคร้ังวาเกิดจากการ

ผสมขามพันธุ โดยศึกษาและเก็บขอมูลลักษณะ

ภายนอกของถ่ัวเหลืองรุน F2 ไดแก สีขนฝก 

 2.6 นำถั่วเหลืองรุน F2 มาสรางถั่ว

เหลืองรุน F3 และรุนหลังตอไป โดยใชวิธีการปลูก

แบบเมล็ดตอตน (Single seed descent 

method) อยางตอเน่ืองจนไดเมล็ดถ่ัวเหลืองรุน 

F6 ซึ่งเปนประชากร RILs ชวงตน (RILs early 

generation) ซึ่งทำการปลูกถ่ัวเหลืองรุน F3 ใน

เดือนธันวาคม ป พ.ศ. 2552 รุน F4 ในเดือน

พฤษภาคม ป พ.ศ. 2553 และรุน F5 ในเดือน

กันยายน ป พ.ศ. 2553 

 2.7 ปลูกถั่วเหลืองรุน F6 จากคูผสม C5-

2 x S17-3 เก็บเกี่ยวและนวดแยกตน และนำมา

ปลูกเปนแถวในรุน F7 เปนประชากรสายพันธุแท 

เลือกเก็บตัวอยางใบถั่วเหลืองรุน F7 ในแถวที่มี

การงอกสม่ำเสมอเพ่ือนำไปตรวจสอบรูปแบบ 

ดีเอ็นเอและเก็บเกี่ยวเมล็ดได 211 สายพันธุ ๆ ละ 

100 เมล็ด เพื่อนำไปวิเคราะหโปรตีนโดยวิธี 

Modified semi-micro Kjeldahl method 

ทำการวิเคราะหที่กลุมวิจัยเกษตรเคมี กองวิจัย

พัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร กรมวิชา

การเกษตร นำผลวิเคราะหซึ่งระบุคาปริมาณ

โปรตีนเปนเปอรเซ็นต มาบันทึกขอมูลในรูปแบบ

ตาราง Excel เพื่อนำไปใชวิเคราะหดวยโปรแกรม 
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Statgraphics 3.0 (Manugistics, 1997)  

 

3 การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใหความ

แตกตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม 

 3.1  ศึกษารวบรวมขอมูลลำดับเบสของ

เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่จะนำไปใชในการ 

คัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใหความแตกตาง

ระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม สำหรับ

นำไปใชในการวิเคราะห QTLs สืบหาตำแหนงยีน

ควบคุมลักษณะโปรตีน การทดลองน้ีทดสอบ

เครื่องหมายโมเลกุล SSR จำนวนทั้งสิ้น 218 

เครื่องหมาย โดยเปนเครื่องหมายโมเลกุลที่มี

ตำแหนงกระจายตัวอยูในกลุมลิงเกจทั้ง 20 กลุม 

ที่ไดมีการศึกษาโดย Cregan et al. (1999) หา

ขอมูลลำดับเบสจากฐานขอมูล SoyBase (http://

soybase.org) 

 3.2  สกัดดีเอ็นเอจากใบของถ่ัวเหลืองพันธุ

พอและพันธุแมโดยวิธี CTAB เชนเดียวกับขอ 2.3  

 3.3  นำดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาทำปฏิกิริยา 

พซีอีารดวยไพรเมอรเครือ่งหมายโมเลกุลทีเ่ตรียมไว 

ดำเนินการเชนเดียวกับขอ 2.3 ในการทดสอบเพ่ือ

คัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใหความแตกตาง

ระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม ทำการ

ทดสอบจำนวน 2 ซ้ำ เพื่อยืนยันผลการทดลอง 

 

4  การวิเคราะห QTLs โดยตรวจสอบรูปแบบ 

ดีเอ็นเอของ RILs รุน F7 และปริมาณโปรตีนใน

เมล็ด RILs รุน F8 

 เก็บตัวอยางใบถั่วเหลืองของ RILs รุน F7 

จากถั่วเหลืองคูผสมที่ 2 (C5-2 x S17-3) จำนวน 

211 สายพันธุ นำไปตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอ 

รวมกับพันธุพอและพันธุแมโดยใชเครื่องหมาย

โมเลกุลที่แสดงความแตกตางในพันธุพอแม และ

เก็บเกี่ยวเมล็ดถั่วเหลือง RILs รุน F8 จำนวน 211 

ชุด ๆ ละ 100 เมล็ด เพ่ือนำไปวิเคราะหปริมาณ 

โปรตีนในเมล็ด รวบรวมขอมูลผลการทดลองท่ีได

จากปฏิกิริยาพีซีอารของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด

ตาง ๆ ในรูปของตาราง Excel โดยใหคาจีโนไทป

ของแม (P1) เปน 1 และของพอ (P2) เปน 0 จาก

นั้นใชโปรแกรม Mapmaker/EXP ver. 3.0 

(Lincoln et al. 1992) และ โปรแกรม Map 

chart 2.2 (Voorrips, 2002) วิเคราะหขอมูล

ปริมาณโปรตีนในเมล็ด (%) และวิเคราะหระยะ

หางที่เปนไปได (cM) ของเครื่องหมายโมเลกุล

ชนิดตาง ๆ บนโครโมโซมในการทดลองที่ไดจริง 

เพื่อนำไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล SoyBase  

 ใชโปรแกรม Statgraphics 3.0 

(Manugistics, 1997) วิเคราะหการกระจายตัว

ของปริมาณโปรตีนในประชากรถั่วเหลืองสายพันธุ

แท และวิเคราะหผลคา P-value ซึ่งเปนคาที่ระบุ

ความเปนไปไดที่ตำแหนงเครื่องหมายโมเลกุลมี

ความเกี่ยวของกับลักษณะท่ีตองการ ใชโปรแกรม 

QTL IciMapping (Quantitative Genetics 

Group-ICS-CAAS) วิเคราะหคา LOD Score ของ

ตำแหนงเครื่องหมายโมเลกุล 

 

ผลการทดลองและวิจารณ
1 การสรางประชากรถ่ัวเหลือง RILs  

 ผลการสังเกตลักษณะภายนอกของพันธุ

แมและพันธุพอ พบวา เมล็ดของพันธุแมมีขนาด

เล็กกวาเมล็ดของพันธุพอ ดังผลการช่ังน้ำหนัก

ของเมล็ดถ่ัวเหลืองในแตละพันธุ (Table 1) และสี

ขนฝกของพันธุแมเปนสีน้ำตาล ขณะที่สีขนฝกของ

พันธุพอเปนสีขาวดัง (Figure 1) จึงนำลักษณะสี

ขนฝกนีไ้ปเปนตวัศกึษาการกระจายตัวของประชากร

รุน F2 ดวย 
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Table 1  Weight of 100 seeds of female and male parent 

Used as Variety Weight of 100 seeds (g) 

Female parent C5-2 14.2 

Female parent C42-3 15.8 

Male parent S1-3 23.9 

Male parent S17-3 22.3 

Figure 1  Pubescence color of soybean pods in parental varieties, female parents (C5-2 and 

C42-3) having brown pubescence, male parents (S1-3, S17-3) having white pubescence 

 ในการสรางประชากรถั่วเหลือง RILs ได

เมล็ดถั่วเหลืองรุน F1 ของแตละคูผสมจำนวนมาก 

รวมทั้งสิ้น 184 เมล็ด (Table 2)  ปลูกถั่วเหลือง

รุน F1 และตรวจสอบจีโนไทปโดยวิธีการทางชีว

โมเลกุลดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล Satt173 ที่มี

รายงานวามีความเก่ียวของกับ QTLs ที่ควบคุม

ปริมาณโปรตีนในเมล็ดและขนาดเมล็ด (Chen et 

al., 2007; Sun et al., 2012) ผลการตรวจสอบ

พบวา แถบดีเอ็นเอของพันธุแมมีขนาดประมาณ 

270 bp (Lane 2 – 3) ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของ

พันธุพอมีขนาดประมาณ 220 bp (Lane 4 - 5) 

ดังแสดงใน Figure 2 นอกจากนี้ตนถั่วเหลืองรุน 

F1 ที่เกิดจากการผสมขามพันธุระหวางพันธุพอ

และพันธุแมจะมีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ จากพันธุพอ

และพันธุแม (Lane 6 – 11, 13) ในขณะท่ีตน 

ถัว่เหลืองรุน F1 ท่ีเกิดจากการผสมตัวเองจะมีแถบ 

ดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวเชนเดียวกับพันธุแม (Lane 

12) (Figure 3) 

 จากผลการตรวจสอบตนถัว่เหลืองรุน F1 

โดยวิธีการทางชีวโมเลกุล พบวา จากจำนวน 

ตนถ่ัวเหลืองรุน F1 ทั้งหมด 184 ตน ซึ่งทุกตน 

มีสีขนฝกสีน้ำตาลเหมือนพันธุแม เปนตนที่เกิดจาก 

การผสมขามพันธุ 166 ตน คิดเปน 90.22 % และ

เปนตนท่ีเกิดจากการผสมตัวเอง 18 ตน คิดเปน 

9.78 % (Table 2) สามารถกลาวไดวา การตรวจ

สอบการผสมขามพันธุดวยวิธีการทางชีวโมเลกุล

เปนสิ่งจำเปน เพ่ือปองกันความผิดพลาดในการ

เลือกลูกผสม โดยเฉพาะอยางยิ่งลูกผสมที่มี

ลักษณะภายนอกระบุไดยากวาเปนลูกผสมหรือไม 

ดังเชนกรณีของถั่วเหลืองรุน F1  
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Table 2  Genotyping of F1 plants using molecular marker to find out cross-pollinated F1 

Cross 
Total number 

of F1 plants 

Number of  

cross - pollinated  

F1 plants 

Number of  

self - pollinated  

F1 plants 

1. C5-2 x S1-3 54  52  2  

2. C5-2 x S17-3 67  61  6  

3. C42-3 x S1-3 17  17  0  

4. C42-3 x S17-3 46  36  10  

Total 

(%) 

184  

(100%) 

166  

(90.22%) 

18  

(9.78%) 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 2  PCR Result of parental varieties using molecular marker Satt173 

Lane 1: Marker, Lane 2: Female parent C5-2, Lane 3: Female parent C42-3, 

Lane 4: Male parent S1-3, Lane 5: Male parent S17-3, Lane 6: Distilled water (DW) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  PCR Result of parental varieties and F1 using molecular marker Satt173 

Lane 1: Marker, Lane 2: Female parent C5-2, Lane 3: Female parent C42-3,  

Lane 4: Male parent S1-3, Lane 5: Male parent S17-3, Lane 6-13: F1 plants 
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 จากการเก็บขอมูลการกระจายตัวของ

ประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 เพื่อยืนยันอีกครั้งวาเกิด

จากการผสมขามพันธุ โดยเก็บขอมูลลักษณะ 

สีขนฝกของถั่วเหลือง พบวา มีการกระจายตัวของ

ประชากร คือ ถั่วเหลืองที่มีสีขนฝกสีน้ำตาลแบบ

พันธุแม และถั่วเหลืองท่ีมีสีขนฝกสีขาวแบบพันธุ

พอ (Table 3) เมื่อนำขอมูลมาวิเคราะหผลทาง

สถิติดวยการคำนวณคาไคสแควร พบวา ในคูผสม

ที่ 1, 2 และ 4 มีลักษณะการกระจายตัวแบบ

อัตราสวน 3:1 ซึ่งสอดคลองกับกฎการแยกตัวของ

หนวยพันธุกรรมของเมนเดล แสดงวาลักษณะสีขน

ฝกสีน้ำตาลถูกควบคุมโดย Single dominant 

gene สำหรบัคูผสมที ่3 ผลการทดลองท่ีไดแตกตาง 

จากอัตราสวนทางทฤษฎีอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

คณะผูวิจัยวิเคราะหวาอาจมีสาเหตุมาจากจำนวน

ตนของประชากรรุน F2 ในคูผสมท่ี 3 มจีำนวนนอย 

สงผลใหคาไคสแควรที่คำนวณไดมีความนาเชื่อถือ

นอยกวาผลการทดลองในคูผสมท่ี 1, 2 และ 4 

 

  จากถั่วเหลืองรุน F2 เพ่ือสรางถั่ว

เหลืองรุน F3 ใชวิธีการปลูกแบบเมล็ดตอตนอยาง

ตอเนื่อง จนไดเมล็ดถั่วเหลืองรุน F6 ซึ่งเปน

ประชากร RILs ชวงตน คณะผูวิจัยตัดสินใจเลือก

ประชากร RILs จากคูผสมท่ี 1 และ 2 ไวสำหรับ

คัดเลือกไปใชในการวิเคราะห QTLs เน่ืองจาก

คูผสมที่ 1 และ 2 มีความแตกตางของปริมาณ

โปรตีนในเมล็ดระหวางพันธุพอและพันธุแมสูงกวา

คูผสมที่ 3 และ 4 นอกจากน้ีจำนวนประชากรใน

คูผสมท่ี 1 และ 2 มีมากกวาจำนวนประชากรใน

คูผสมที่ 3 และ 4 (Table 3) ในการวิเคราะห 

QTLs การมีประชากรท่ีใชศึกษาจำนวนมากจะสง

ผลใหการวิเคราะหมีความนาเชื่อถือมากข้ึน เม่ือ

ทำการปลูกถั่วเหลืองรุน F7 ในเดือนธันวาคม 

2554 พบวา ประชากร RILs จากคูผสมท่ี 2 มีการ

งอกสม่ำเสมอ จึงไดตัดสินใจเลือกประชากร RILs 

จากคูผสมที ่2 ซึง่เกบ็เกีย่วมาไดจำนวน 211 สายพนัธุ 

มาใชในการวิเคราะห QTLs 

  

Table 3  Observed segregation and expected segregation for pubescence color in the F2 

populations*  

Cross

 Total 

number 

of F2 

plants

Observed 

F2 plants with 

pubescence color

Expected

F2 plants with 

pubescence color

X2 

for 

ratio 

3:1

Probabilities 

(p)

Brown White Brown White

1. C5-2 x S1-3 839 642 197 629.25 209.75 0.953 0.2 < p < 0.5

2. C5-2 x S17-3 899 665 234 674.25 224.75 0.455 p = 0.5

3. C42-3 x S1-3 280 225 55 210 70 4.005 0.01 < p < 0.05

4. C42-3 x S17-3 553 406 147 414.75 138.25 0.656 0.2 < p < 0.5

* After calculation of chi-square values (X2) and comparison to probabilities (p) from a chi-square table, 

p < 0.05 means significant difference between the observed segregation and the expected segregation. 

While p > 0.05 means no significant difference 
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3 คัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใหความแตก

ตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม  

 ทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR จำนวน

ทั้งสิ้น 218 เครื่องหมาย พบเครื่องหมายโมเลกุลที่

ใหความแตกตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและ

พันธุแม จำนวน 106 เครื่องหมาย (Figure 4) 

โดยในการคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ใหความ

แตกตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม 

ไดนำเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความเก่ียวของกับ 

QTLs ทีค่วบคุมปรมิาณโปรตนีในเมล็ด จำนวนทัง้สิน้ 

53 เครือ่งหมาย มาทดสอบ พบวา 27 เครือ่งหมาย 

ใหความแตกตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและ

พันธุแม ไดแก Satt070, Satt157, Satt173, 

Satt182, Satt196, Satt197, Satt199, 

Satt211, Satt251, Satt257, Satt263, 

Satt273, Satt277, Satt302, Satt308, 

Satt310, Satt323, Satt338, Satt373, 

Satt409, Satt463, Satt478, Satt537, 

Satt539, Satt570, Satt581 และ Sat_135 ซึ่ง

วิ เคราะห ได ว า เครื่ องหมายเหลานี้ อาจเปน

เครื่องหมายท่ีไดรับการเลือกสำหรับ QTLs ที่

ควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ด ท่ีจะทำการ

วิเคราะหสืบหาตำแหนงในข้ันตอนตอไป  

 

Figure 4   SSR markers showed polymorphism in parental varieties  

Lane 1: Marker, Lane 2, 6, 10: C5-2, Lane 3, 7, 11: C42-3, Lane 4, 8, 12: S1-3, Lane 5, 9, 13: S17-3 

 

 จากรายงานการวิจัยที่ เกี่ ยวกับการ

วิเคราะห QTLs ตาง ๆ พบวา จำนวนเคร่ืองหมาย

โมเลกุลที่ใหความแตกตางระหวางพันธุพอและ

พันธุแมสำหรับนำไปใชในการวิเคราะห QTLs นั้น 

มีจำนวนแตกตางกันไป เชน 45 เคร่ืองหมาย 

ในงานวิจัยหาตำแหนง QTLs ที่ควบคุมการเกิด

ปมในรากและชีวมวลสวนยอด (Shoot mass) ในถัว่

เหลอืงสายพนัธุบราซลิ (Marisa et al., 2006) 94 

เครื่องหมายจากงานวิจัยหาตำแหนง QTLs 

ควบคุมลักษณะทางการเกษตรตาง ๆ ของเมล็ดถั่ว

เหลือง (Panthee et al., 2005; Panthee et 

al., 2006a; Panthee et al., 2006b) ดังนั้น

จำนวนเคร่ืองหมายโมเลกุลที่ใหความแตกตาง

ระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแมที่พบใน

งานวิจัย 106 เครื่องหมาย คณะผูวิจัยจึงวิเคราะห

วามีปริมาณเพียงพอในการวิเคราะห QTLs เพื่อ

สืบหาตำแหนงยีนควบคุมลักษณะโปรตีน 
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4 การวิเคราะห QTLs โดยตรวจสอบรูปแบบดี

เอ็นเอของ RILs รุน F7 และปริมาณโปรตีนใน

เมล็ด RILs รุน F8 

 ผลการวิเคราะหการถดถอยเชิงเสนแบบ

หลายตัวแปร (Multiple linear regression) 

อธิ บ ายความสั มพั นธ ร ะหว า งตั ว แปรตาม 

(เครื่องหมายโมเลกุลแตละตัว) กับตัวแปรอิสระ 

(ปริมาณเปอรเซ็นตโปรตีนในเมล็ด) หากคา P-

value มีคาต่ำกวา 0.01 จะถือวามีความนาเชื่อถือ

หรือปริมาณเปอร เซ็นต โปรตีนในเมล็ดและ

เครื่องหมายโมเลกุลตัวนั้น ๆ มีความเก่ียวของกัน 

โดยมีระดับความนาเช่ือถือ (Confidence level) 

99 % (Table 4) 

 จากการวิเคราะหขอมูลท้ังหมดรวมกัน 

พบวา มีเครื่องหมายโมเลกุล 4 ตำแหนง ที่มีความ

เกี่ยวของกับปริมาณโปรตีนในเมล็ด คือ 

เคร่ืองหมาย Satt184 อยูบนโครโมโซมท่ี 1 

Linkage group D1a ตำแหนง 17.52 เซนติมอร

แกน (cM) มีคา P-value = 0 และ LOD Score 

» 8 เครื่องหมาย Satt590 อยูบนโครโมโซมที่ 7 

Linkage group M ตำแหนง 7.84 cM มีคา P-

value = 0, LOD Score » 5.8 เคร่ืองหมาย 

Satt196 อยูบนโครโมโซมท่ี 9 Linkage group K 

ตำแหนง 43.04 cM มีคา P-value = 0, LOD 

Score » 5 และเคร่ืองหมาย Satt247 อยูบน

โครโมโซมท่ี 9 Linkage group K ตำแหนง 43.95 

cM มีคา P-value = 0.0002, LOD Score » 3 

(Table 4 และ Figure 5) เคร่ืองหมายโมเลกุล

ทั้งหมดมี ยีนท่ีเกี่ยวของกับบริเวณตำแหนง

เครื่องหมายโมเลกุลเหลานี้จะทำงานรวมกัน ซึ่งสง

ผลตอปริมาณโปรตีนในเมล็ด ทั้งนี้เครื่องหมาย 

Satt184 มีความเกี่ยวของมากที่สุด โดยมี LOD 

Score สูงที่สุด และตามมาดวยเครื่องหมาย

โมเลกุลอื่น ๆ 

Table 4  Related SSR markers link to loci position on soybean chromosome which might 

control protein content in seed 

Marker 

name

Linkage 

group

Chromosome 

number

Chromosome 

position (cM)

Sum of 

squares
P-value*

Satt184 D1a 1 17.52 67.36 0

Satt590 M 7 7.84 60.48 0

Satt196 K 9 43.04 49.55 0

Satt247 K 9 43.95 41.58 0.0002

*P-value < 0.01 indicated substantial evidence against the null hypothesis, demonstrates 

significant relation between marker position and protein content in seed 

 



12 วารสารวิชาการเกษตร ปที่ 36 ฉบับที่ 1 มกราคม - เมษายน 2561 

   

Figure 5  LOD Score defined possibility of SSR marker position on chromosome which 

related to control of protein content in seed (LOD < 3: Not significant, no conection with 

protein content, LOD ³ 3: Significant, has connection with protein content) 

 การค นพบว า เค ร่ื อ งหมาย โม เล กุล 

Satt196 มีความเก่ียวของกับ QTLs ที่ควบคุม

ปริมาณโปรตีนในเมล็ด สอดคลองกับรายงานของ 

Csanadi et al. (2001) นอกจากน้ี ยังมีรายงาน

วา Satt196 เกี่ยวของกับ QTLs ที่ควบคุมปริมาณ

ไขมันในเมล็ด (Csanadi et al., 2001) และกรด

อะมิโนแอสปาติก (Panthee et al., 2006a) อีก

ดวย ขณะที่เครื่องหมายโมเลกุล Satt184 มี

รายงานวาเกี่ยวของกับ QTLs ที่ควบคุมขนาด

เมล็ด (Panthee et al., 2005) และปริมาณไขมัน

ในเมล็ด (Hyten et al., 2004)  

 การคนพบวาเครื่องหมายโมเลกุล Satt590 

มีความเก่ียวของกับ QTLs ที่ควบคุมปริมาณโปรตีน

ในเมล็ดของงานวิจัยนี้ มีความสอดคลองกับรายงาน

ของ Panthee et al. (2006b) ที่รายงานวา 

เครื่องหมายโมเลกุล Satt590 เกี่ยวของกับ QTLs ที่

ควบคุมกรดอะมิโนเมไธโอนิน ที่เปนสวนประกอบ

สำคัญของ 11S globulin ซึ่งเปนองคประกอบสวน

ใหญในโปรตีนของเมล็ดถั่วเหลือง ดังนั้นปริมาณของ 

กรดอะมิโนเมไธโอนินจึงมีผลตอปริมาณโปรตีนใน

เมล็ดถั่วเหลือง  

 สำหรับเครื่องหมายโมเลกุล Satt247 

จนถึงปจจุบัน (12 เมษายน 2560) ไมมีรายงานวา

เกีย่วของกบั QTL ชนดิใด งานวจิยันีเ้ปนการคนพบ 

ครั้งแรก สงผลใหเปนการชวยเพ่ิมเคร่ืองหมาย

โมเลกุลสำหรับการคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองที่มี

ปริมาณโปรตีนในเมล็ดสูงในโครงการปรับปรุงพันธุ 

 

สรุปผลการทดลอง 
 การสรางประชากรถ่ัวเหลือง RILs และ

การทดสอบดวยวิธีการทางชีวโมเลกุล พบวา  

การผสมขามพันธุในรุน F1 ประสบความสำเร็จ 

และพบวาประชากรถ่ัวเหลืองรุน F2 มีการ

กระจายตัวของลักษณะสีขนฝก โดยจำนวนตนท่ีมี

สีขนฝกสีน้ำตาลแบบพันธุแมตอจำนวนตนที่มีสีขน

ฝกสีขาวแบบพันธุพอเปนอัตราสวน 3 : 1 แสดง

วา ลักษณะสีขนฝกสีน้ำตาลถูกควบคุมโดย Single 

dominant gene และไดเมล็ดถั่วเหลืองรุน F7 

ซึ่ ง เปนประชากรสายพันธุ แทที่ ใชทำแผนที่

โครโมโซมสำหรับวิเคราะห QTLs จำนวน 211 

สายพันธุ จากคูผสมที่ 2 และพบเครื่องหมาย

โมเลกุล SSR จำนวน 106 เครื่องหมาย ที่ใหความ
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แตกตางระหวางดีเอ็นเอของพันธุพอและพันธุแม 

ซึ่งมีปริมาณเพียงพอในการใชวิเคราะห QTLs 

สืบหาตำแหนงยีนควบคุมลักษณะโปรตีน โดย

ตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของ RILs รุน F7 และ

ปริมาณโปรตีนในเมล็ด RILs รุน F8 พบตำแหนง

บนโครโมโซมหรือยีนที่ควบคุมปริมาณโปรตีน 

ในเมล็ดถั่วเหลือง สามารถระบุตำแหนงไดดวย

เครื่องหมายโมเลกุล 4 เครื่องหมาย ไดแก 

Satt184, Satt590, Satt196 และ Satt247 ซึ่ง

เครื่องหมายโมเลกุลเหลานี้สามารถนำไปใช

ประโยชนในการคัดเลือกพันธุถั่วเหลืองโปรตีนสูง

ไดอยางสะดวก รวดเร็ว และแมนยำ สามารถนำไป

คัดเลือกยีนท่ีเกี่ยวของและใชคนหายีนเปาหมายใน

การปรับปรุงพันธุ  หรือการสรางการกลายพันธุ 

ในยีนซึ่งมีความเกี่ยวของ โดยจะชวยเพิ่มคุณภาพ

และผลผลิตถั่วเหลืองพันธุไทยตอไปในอนาคต  

 

คำขอบคุณ
 ขอขอบพระคุณ ดร.อลงกรณ กรณทอง 

(รองอธิบดีกรมการขาว) ผอ.สมเพชร พรมเมืองดี 

(ผูอำนวยการสำนักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขต

ที่ 6)  ดร.หทัยรัตน อุไรรงค (ผูเชี่ยวชาญดาน

เทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร) กลุมวิจัยเกษตร

เคมี กองวิจัยพัฒนาปจจัยการผลิตทางการเกษตร 

ดร.ธานี ศรีวงศชัย คณะเกษตร ภาควิชาพืชไรนา 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่เอื้อเฟอขอมูลการใช

โปรแกรม Mapmaker/EXP ver. 3.0., Dr. 

Cheng-Dao Li, Principal Research Officer, 

Genetic and Product Innovation 

Department of Agriculture and Food 

Government of Western Australia ที่ใหคำ

ปรึกษาในสวนของความรูพื้นฐานทาง QTLs และ

พันธุศาสตร และขอขอบพระคุณขาราชการ พนัก

งานราชการ พนักงานอัตราจางของสำนักวิจัย

พัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ และศูนยวิจัยและ

พัฒนาการเกษตรสุโขทัยทุกทาน ที่กรุณาใหการ

สนับสนุนและความชวยเหลือในดานตาง ๆ ทำให

การทดลองดำเนินไปไดเปนอยางดี 
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