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บทคดัยอ่ 

 ในการศึกษาทดลองครัM งนีMประกอบดว้ย 2 งานทดลองดงันีM  1) การเปรียบเทียบผลผลิตของถั�วลิสง 6 
สายพนัธ์ุใหม่ กบัพนัธ์ุแนะนาํ 3 พนัธ์ุ คือ ไทนาน 9 สข 38 และ ขอนแก่น 60-2 โดยวางแผนการทดลอง
แบบ RCBD จาํนวน 3 ซํM าในสภาพไร่ จากการวเิคราะห์ความแปรปรวนของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิต
พบวา่ ทุกลกัษณะที�ศึกษามีความแตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสาํคญัยิ�ง (P ≤ 0.01) และมี 5 สายพนัธ์ุใหม่
ประกอบดว้ย สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 
109839 (2x4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x 
Tarapoto (8x2) และสายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) ใหผ้ลผลิตฝักสดและฝักแหง้ต่อไร่สูง
กวา่พนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P< 0.01) ส่วนสายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x 
Tarapoto (6x2) แสดงค่าเฉลี�ยไม่แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุ (P≥0.05)  การทดลองที� 2) 
การจาํแนกเอกลกัษณ์ประจาํพนัธ์ุของถั�วลิสง 6 สายพนัธ์ุใหม่กบัพนัธ์ุแนะนาํ 3 พนัธ์ุโดยการเปรียบเทียบ
ลายพิมพดี์เอน็เอที�จดัทาํดว้ยวธีิRAPD(randomly amplified polymorphic DNA) ซึ� งพบวา่มี 15 ไพรเมอร์
จาก 49 ไพรเมอร์ที�แสดงแถบดีเอ็นเอที�แตกต่างกนั เมื�อวเิคราะห์แถบดีเอน็เอที�แตกต่างกนัพบวา่มี 5 ไพร
เมอร์ที�ใหแ้ถบดีเอน็เอที�พบเฉพาะในบางสายพนัธ์ุทาํใหส้ามารถแยกสายพนัธ์ุนัMนออกจากสายพนัธ์ุอื�นได ้
ประกอบดว้ย (1) ไพรเมอร์ OPAB-19 ใหแ้ถบดีเอน็เอที�จาํเพาะขนาด 1843 bp ที�พบเฉพาะในพนัธ์ุ
ขอนแก่น 60-2  (2) ไพรเมอร์ OPN-16ใหแ้ถบดีเอน็เอที�จาํเพาะขนาด 1070 bp และ 1122 bp ที�พบเฉพาะ
ในพนัธ์ุพนัธ์ุไทนาน 9   (3) ไพรเมอร์ OPN-11 และ (4) ไพรเมอร์ OPN-13ใหแ้ถบดีเอน็เอที�จาํเพาะขนาด 
515 bp และ 622 bp ตามลาํดบัที�พบเฉพาะในในพนัธ์ุ สข 38  และ (5) ไพรเมอร์ OPN-12 ใหแ้ถบดีเอ็นเอ
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ขนาด 2983 bp ที�พบเฉพาะในสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม 
NC – 2 x Tifton 8 (9x7)   

 
Abstract 

 
 Two experiments were conducted in this study. In the first experiment, six new peanut lines and 
three commercial cultivars namely Tainan 9, SK 38 and KK 60-2, were tested for yield components and 
yield per area in the randomized complete block design with 3 replications under the field condition. 
The analyses of variances for yield and yield components indicated that the cultivars were significantly 
different (P< 0.01). The mean for dry pod yield per rai from the four new lines were significantly higher 
than those from the two commercial cultivars, Tainan 9 and SK 38 and those for the other two new lines 
were significantly higher than that for KK 60-2.  In the second experiment, cultivar identification and 
classification of the six new lines and the three commercial cultivars were studied using randomly 
amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. Genomic DNA was extracted from leaf tissue and 
RAPD analysis was performed using 49 decamer primers. Only 15 out of 49 primers detected 
polymorphism among the nine genotypes and five primers were found to give the particular 
polymorphic band(s) in the particular cultivar(s) or line(s) from which could be used to distinguish that 
cultivar or line from the other cultivar (lines). The first primer was OPAB-19 which detected the 1846 
bp polymorphic band only in KK60-2. The second primer was OPN-16 which detected the1070 bp and 
1122 bp polymorphic bands only in Tainan 9. The third and fourth primers were OPN-11 and OPN-13 
which detected the515 bp and 622 bp polymorphic bands respectively only in SK38. The fifth primer 
was OPN-12  which detected the 2983 bp polymorphic band only in the two new lines derived from 
Tifton 8 x PI 337409 (7x5)  and NC – 2 x Tifton 8 (9x7) crosses.   
 
Keywords: Peanut , Seed , Cultivar Identification , RAPD , DNA Fingerprint 

 

คาํนาํ 
ถั�วลิสง 6 สายพนัธ์ุใหม่ที�นาํมาศึกษาในครัM งนีM เป็นสายพนัธ์ุชั�วที� 19 (F19)ที�คดัเลือกได ้จาก

โครงการปรับปรุงพนัธ์ุถั�วลิสงซึ� งไดด้าํเนินการต่อเนื�องมา ตัMงแต่ สร้างลูกผสมชั�วแรกในปี พ ศ 2520 จาก 
10 พนัธ์ุที�นาํเขา้จากต่างประเทศไดลู้กผสม 45 คู่ (ศิริพร , 2522) ต่อมาไดท้าํการปลูกคดัเลือกขยายลูกผสม
ชั�วที� 2  ชั�วที�3 ชั�วที� 4 แบบเมล็ดต่อตน้ และนาํเมล็ดพนัธ์ที�ไดไ้ปปลูกขยายและทาํการคดัเลือกแบบตน้
เดี�ยวในแต่ละคู่ผสมทัMง 45 คู่ในชั�วที� 5 โดยใชล้กัษณะ การติดฝัก จาํนวนเมล็ดต่อตน้ นํM าหนกัเมล็ดต่อตน้ 
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และนํMาหนกั 100 เมล็ด เป็นเกณฑ์ในการคดัเลือก ซึ� งสามารถคดัเลือกออกมาได ้38 คู่ผสม (ศิริพรและสม
จิตต ์, 2526) และไดน้าํทัMง 38 คู่ผสมที�ไดไ้ปทาํการปลูกเปรียบเทียบผลผลิตเบืMองตน้กบัพนัธ์ุแนะนาํไท
นาน 9 และ สข 38 ในชั�วที� 6ในสภาพไร่ ในปี พ.ศ. 2526 ซึ� งพบวา่มีจาํนวน 25 สายพนัธ์ุคู่ผสม ที�แสดง
ค่าเฉลี�ยของนํM าหนกัเมล็ดต่อตน้แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุไทนาน9 (ศิริพร และ สมจิตต,์ 2527a) ต่อมาใน
ปี 2527 ไดน้าํทัMง 25 สายพนัธ์ุคู่ผสมที�ผา่นการคดัเลือกจากชั�วที� 6 ไปทาํการศึกษาเปรียบเทียบผลผลิตและ
ลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตขัMนกา้วหนา้ในชั�วที� 7 กบัพนัธ์ุ ไทนาน 9 และ สข 38  พบวา่สามารถคดัเลือก
ออกมาได ้14 สายพนัธ์ุ (ศิริพรและสมจิตต,์ 2527 b) จึงไดน้าํทัMง 14 สายพนัธ์ุที�คดัเลือกไดไ้ปเปรียบเทียบ
ลกัษณะของผลผลิตขัMนกา้วหนา้ กบัพนัธ์ุ ไทนาน 9 และ สข 38 ในชั�วที�8 (F8) ในปี พ ศ 2528 พบวา่ มี 3 
สายพนัธ์ุแสดงค่าเฉลี�ยผลผลิตต่อไร่ไม่แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุไทนาน 9 และมี 4 สายพนัธ์ุที�แสดง
ค่าเฉลี�ยผลผลิตต่อไร่สูงกวา่พนัธ์ุ สข 38 (ศิริพร และสมจิตต,์  2528) ต่อมาในปี พ ศ 2529 ไดน้าํถั�วลิสงทัMง 
7 สายพนัธ์ุ ที�คดัเลือกได ้ ไปทาํการเปรียบเทียบผลผลิตในระดบัทอ้งถิ�นใน 2 ทอ้งถิ�นที�แตกต่างกนัคือที� 
ศูนยว์จิยัพืชไร่ขอนแก่น  และที� จ. สุราษฎธ์านี  ในชั�วที� 9 (F9) พบวา่ มี 2 สายพนัธ์ุ คือสายพนัธ์ุจากคู่ผสม 

Georgia 119 – 20 × Tarapoto และ NC – 2 × Tifton 8 แสดงค่าเฉลี�ยของผลผลิตต่อไร่สูงกวา่พนัธุไท
นาน 9 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ และ มี 4 สายพนัธ์ุที�แสดงค่าเฉลี�ยของผลผลิตต่อไร่ไม่แตกต่างทางสถิติ
กบัพนัธ์ุ สข38 (ผลงานไม่ไดตี้พิมพ)์ จึงนาํทัMง 6 สายพนัธ์ุ จากชั�วที� 9(F9)  คือ 1) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC 

– 2 × Tifton 8  2) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 × PI 337409  3) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119– 20 × 

Tarapoto  4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto × PI 109839  5) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel  L. 136 × DHT 

200 และ6) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 × Tarapoto ไปปลูกขยายอีก 2 ชั�วเพื�อให้เขา้สู่ความคงตวัทาง
พนัธุกรรม จากนัMนนาํทัMง 6 สายพนัธ์ุไปทดสอบผลผลิตซํM าอีกในชั�วที�12  (ประภาส, 2533) ชั�วที�13 (ชยั
สิทธิs , 2535)  ชั�วที� 15 (ประเสริฐ, 2540) และ ชั�วที� 16 (ประกิตต,์ 2541) กบั พนัธ์ุไทนาน 9 และ สข38 
พบวา่ทัMง 6 สายพนัธ์ุ ยงัคงแสดงค่าเฉลี�ยของผลผลิตต่อไร่ไม่แตกต่างทางสถิติ กบั พนัธ์ุไทนาน9 และ สข 
38 ต่อมา ศิริพรและคณะ (2545) ไดน้าํถั�วลิสงทัMง 6 สายพนัธ์ุใหม่ (F17) ไปเปรียบเทียบผลผลิตซํM าอีกครัM ง
หนึ�งและทาํการเปรียบเทียบความพอใจของผูบ้ริโภคต่อผลิตภณัฑ์แปรรูป 5 ชนิด กบัพนัธ์ุไทนาน 9 และ
ขอนแก่น 60-2 พบว่า ทัMง 6 สายพนัธ์ุแสดงค่าเฉลี�ยของผลผลิตต่อไร่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัพนัธ์ุ
เปรียบเทียบ สําหรับค่าเฉลี�ยของนํM าหนัก 100 เมล็ด พบว่า สายพนัธ์ุมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมี
นยัสําคญัยิ�ง  สายพนัธ์ุที�ไดจ้ากคู่ผสม Georgia 119–20 x Tarapoto แสดงค่าเฉลี�ยนํM าหนกั 100 เมล็ดที�
ความชืMนมาตรฐาน 8 % สูงที�สุดเท่ากบั 80.02 กรัม พนัธ์ุเปรียบเทียบขอนแก่น 60 –2 และไทนาน 9 แสดง
ค่าเฉลี�ยเท่ากบั 60.49 กรัมและ 53.27 กรัมตามลาํดบั ส่วนค่าเฉลี�ยของความพอใจของผูบ้ริโภคต่อรสชาด
หลงัอบและคั�ว พบว่าสายพนัธ์ุมีความแตกต่างกนัทางสถิติอย่างมีนัยสําคญัยิ�ง โดยสายพนัธ์ุจากคู่ผสม 
Tarapoto x PI 109839 แสดงค่าเฉลี�ยความพอใจของผูบ้ริโภคต่อรสชาดหลงัอบและคั�วสูงที�สุดเอง ต่อมา 
ศิริพรและคณะ (2549)ไดท้ดสอบระยะการพกัตวัของเมล็ดรวมถึงความสามารถในการเก็บรักษาของเมล็ด
พนัธ์ุของทัMง 6 สายพนัธ์ุใหม่ พบวา่ สายพนัธ์ุมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัยิ�งทางสถิติ (P< 0.01) ใน
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ทุกลกัษณะที�ศึกษา โดยถั�วลิสง สายพนัธ์ุใหม่ 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x 
Tarapoto (8x2) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6)  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 
8 (9x7) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) แสดงค่าเฉลี�ยผลผลิตฝักสดสูงกวา่พนัธ์ุ
แนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P< 0.01) และถั�วลิสงสายพนัธ์ุใหม่ 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สาย
พนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2) และสายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) 
แสดงค่าเฉลี�ยผลผลิตฝักแห้งต่อไร่สูงกวา่พนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (P< 0.01) และ
ไดศึ้กษาการพกัตวัของเมล็ดของทัMง 6 สายพนัธ์ุใหม่กบัพนัธ์ุแนะนาํ 3 พนัธ์ุ พบว่า สายพนัธ์ุ สภาพการ
เก็บรักษา และ ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งสายพนัธ์ุกบัการสภาพการเก็บรักษามีความแตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมี
นยัสําคญั และมี 3 สายพนัธ์ุใหม่ที�เมล็ดมีการพกัตวั ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x 
Tarapoto (8x2) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 
337409 (7x5)  การเก็บฝักถั�วลิสงในห้องเยน็ +1oC) ทาํให้ระยะพกัตวัของทัMงสามสายพนัธ์ุนานกว่าการ
เก็บรักษาในสภาพอุณหภูมิห้อง (25+2oC) 3 - 4 สัปดาห์ ส่วนถั�วลิสงสายพนัธ์ุใหม่อีก 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ 
สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) และ
สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) นัMนไม่มีระยะพกัตวั และเปอร์เซ็นตค์วามงอกมาตรฐาน
ของทุกสายพนัธ์ุเมื�อพน้ระยะพกัตวัสูงกวา่ 80 % 

เนื�องจากถั�วลิสงเป็นพืชที�ขยายพนัธ์ุดว้ยเมล็ดเกษตรกรผูป้ลูกถั�วลิสงจึงตอ้งจดัหาเมล็ดพนัธ์ุเพื�อใช้
ปลูกใหม่ทุกฤดู พนัธ์ุถั�วลิสงที�ปลูกอยา่งแพร่หลาย คือ พนัธ์ุไทนาน 9 พนัธ์ุ สข.38 พนัธ์ุลาํปาง พนัธ์ุ
ขอนแก่น 5 พนัธ์ุขอนแก่น 4 พนัธ์ุขอนแก่น 60-1 พนัธ์ุขอนแก่น 60-2 และพนัธ์ุขอนแก่น 60-3 เมล็ดพนัธ์ุ
ถั�วลิสงจดัเป็นเมล็ดพนัธ์ุที�มีความสามารถในการเก็บรักษาตํ�า เสื�อมคุณภาพง่าย ถา้เก็บไวน้านความงอกจะ
ลดลงอยา่งรวดเร็ว ฉะนัMนปัญหาที�สาํคญัในการผลิตถั�วลิสงในประเทศไทย คือ เมล็ดพนัธ์ุมีปริมาณไม่
เพียงพอกบัความตอ้งการและพนัธ์ุที�ดีเพื�อการคา้ และผลผลิตเฉลี�ยของถั�วลิสงภายในประเทศ(254 
กิโลกรัมต่อไร่) ตํ�ากวา่ผลผลิตเฉลี�ยของประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน (533 กิโลกรัมต่อไร่) และ
ประเทศสหรัฐอเมริกา (448 กิโลกรัมต่อไร่) (สาํนกังานเศรษฐกิจการเกษตร,2548) ดว้ยเหตุนีM จึงควรที�จะมี
การปรับปรุงและคดัเลือกพนัธ์ุใหม่ๆเพิ�มขึMน เพื�อเป็นทางเลือกใหม่ใหแ้ก่เกษตรกร สาํหรับการศึกษาวจิยั
ในครัM งนีMไดน้าํถั�วลิสง 6 สายพนัธ์ุใหม่ (F19) ไปปลูกเพื�อผลิตเมล็ดพนัธ์ุขยายชั�วที�20 และเปรียบเทียบ
เอกลกัษณ์ประจาํพนัธ์ุโดยใชล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาและลายพิมพดี์เอน็เอของถั�วลิสงทัMง 6 สายพนัธ์ุ
ใหม่ก่อนที�จะนาํไปแนะนาํและส่งเสริมแก่เกษตรกรต่อไป  

อุปกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. ถั�วลิสง 9 สายพนัธ์ุประกอบดว้ย 
1.1 พนัธ์ุไทนาน 9 
1.2 พนัธ์ุขอนแก่น 60-2 
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1.3 พนัธ์ุสุโขทยั 38 
1.4 สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) (ชั�วที� 19 ) 
1.5 สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5)(ชั�วที� 19 ) 
1.6  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2)(ชั�วที� 19 )   
1.7  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4)(ชั�วที� 19 ) 
1.8  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6)(ชั�วที� 19 ) 
1.9  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2)(ชั�วที� 19 ) 
2.           วสัดุอุปกรณ์ที�ใชใ้นไร่นา 
3.           วสัดุอุปกรณ์ที�ใชใ้นห้องทดลอง 

วธีิการ 
งานทดลองที> 1 การปลูกขยาย ในสภาพไร่เพื>อผลติเมลด็พันธ์ุขยายชั>วที> 20 
1. วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) จาํนวน 3 ซํM า (replications) 
ประกอบดว้ย 9 สิ�งทดลอง (treatments) รวมทัMงหมด 27 แปลงยอ่ย โดยมีขนาดแปลงกวา้ง 5 เมตร ยาว 5 
เมตร ระยะห่างระหวา่งแปลง 0.5 เมตร ระยะห่างระหวา่งซํM า 1 เมตร  
2. การปลูกและดูแลรักษา จดัเตรียมเมล็ดพนัธ์ุและปลูกโดยใชร้ะยะปลูก 20 ซม x 40 ซม. กาํจดัวชัพืช
พร้อมใส่ปุ๋ย 16-20-0 เมื�ออาย ุ30 วนั และ ปุ๋ย 15-15-15 เมื�ออาย ุ45 วนั  ฉีดพน่สารเคมีป้องกนักาํจดัโรค 
(เทอราคลอร์) และแมลง (ทรีโซดริน) ทุก 14 วนั ใหน้ํMาทุกๆ 7 วนัแบบปล่อยตามร่อง ตรวจแปลงปลูกที�
อาย ุ60 วนั และเก็บเกี�ยวที�อาย ุ100 วนัจาํนวน 4 สายพนัธ์ุประกอบดว้ย 3 พนัธ์ุเปรียบเทียบ และ สายพนัธ์ุ
จากคู่ผสม DHT200 x Tarapoto (6x2) อีก 5 สายพนัธ์ุที�เหลือเก็บเกี�ยวที�120 วนั 
3. ลกัษณะของผลผลิตที�ศึกษา ประกอบดว้ย จาํนวนวนังอก 50% (วนั) จาํนวนวนัออกดอก 50% (วนั) 
ความสูง(ซม.) จาํนวนกิ�งแขนงต่อตน้(กิ�ง) จาํนวนฝักต่อตน้(ฝัก) จาํนวนเมล็ดต่อฝัก(เมล็ด) นํMาหนกัฝักต่อ
ตน้(กรัม) นํMาหนกัเมล็ดต่อตน้ (กรัม) เปอร์เซ็นตก์ารกะเทาะเปลือก (%) นํMาหนกั 100 เมล็ด(กรัม) ผลผลิต
ฝักสดและฝักแหง้ (กก./ ไร่) 
 
งานทดลองที> 2 การเปรียบเทยีบลายพมิพ์ DNA ของถั>วลสิง 9 สายพนัธ์ุโดยการวเิคราะห์ RAPD 
ขัMนตอนดาํเนินการ 
1 การเก็บตวัอยา่ง 

เพาะเมล็ดพนัธ์ุถั�วลิสงของ 6 สายพนัธ์ุใหม่และ 3 พนัธ์ุเปรียบเทียบในกระถางบรรจุทรายที�ผา่น
การอบฆ่าเชืMอในโรงเรือนกนัแมลง เมื�อตน้กลา้อายุประมาณ 2 สัปดาห์ เก็บใบอ่อนของแต่ละสายพนัธ์ุ
แยกกนัใส่ถุงพลาสติคจากนัMนแช่ในนํMาแขง็ทนัที 
2  การสกดัดีเอน็เอดีเอน็เอ ดว้ย CTAB 

ทาํการสกดัดีเอน็เอโดยประยกุตว์ธีิจาก Doyle and Doyle (1987) ดงันีM  
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-ชั�งใบอ่อน 0.2 กรัม ใส่ลงในโกร่ง เติมไนโตรเจนเหลวและบดให้ละเอียด แยกแต่ละตวัอย่าง
ไม่ให้ปนกนั นาํผงละเอียดที�ไดใ้ส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรเติม 2X CTAB buffer จาํนวน 700 
ไมโครลิตรเขยา่ให้เขา้กนัดว้ย vortex mixer แลว้นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 65 ๐C นาน 45 นาที นาํออกมาเขยา่
ทุก 15 นาที 

-จากนัMนเติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์(24:1 v/v) 700 ไมโครลิตร เขยา่ให้สารละลาย
เป็นเนืMอ เดียวกนั นาํไปปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 4 นาที   

- ดูดสารละลายส่วนบน 600 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล ์
(24:1 v/v) ปริมาตร 600ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั นาํไปปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 
4 นาที  

- ดูดเก็บสารละลายส่วนบน 600 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติมคลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล์ (24:1 v/v) 600 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั นาํไปปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
นาน 4 นาที  

- ดูดเก็บสารละลายชัMนบน 500 ไมโครลิตร ตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยการเติม 7.5 M Ammonium 
acetate 150 ไมโครลิตร และ 80% cold ethanol 1 มิลลิลิตร พลิกหลอดใหส้ารละลายเขา้กนั แลว้นาํไปเก็บ
ที�อุณหภูมิ – 20 ๐C นาน 60 นาที 

- นาํหลอดไปปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 5นาที จะเห็นตะกอนดีเอ็นเอติดที�
กน้หลอด เทส่วนของสารละลายทิMง ปั�นลา้งตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 70% ethanol 1 มิลลิลิตร นาํหลอดไป
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาทีทาํการปั�นลา้งจาํนวน 3 ครัM ง 

- ดูดสารละลายออกให้มากที�สุด เหลือตะกอนดีเอ็นเอไว ้เปิดฝาทิMงไวป้ระมาณ 10-15 นาที 
เพื�อให้ตะกอนดีเอ็นเอแห้ง เติม Tris – EDTA buffer pH 8.0 ลงไปหลอดละ 150 ไมโครลิตร เพื�อละลาย
ตะกอนดีเอน็เอและเติม RNase 0.5 ไมโครลิตร นาํหลอดไปบ่มที� 37๐C ทิMงไวข้า้มคืน 

-ดีเอน็เอที�ไดส้ามารถนาํไปเพิ�มปริมาณดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ หรือเก็บรักษาไวใ้นอุณหภูมิ -20๐C เพื�อ
รอทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป 

3  การตรวจคุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอ 
-นาํสารละลายดีเอน็เอมาแยกบนแผน่อากาโรสเจล 0.8 % ดว้ยกระแสไฟฟ้า แลว้ยอ้มดว้ย ethidium 

bromide ส่องดูใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต พบวา่ดีเอ็นเอทุกตวัอยา่งมีคุณภาพดีและไม่มี RNA ปนและไม่มี 
smear 

-นาํสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางดว้ย TE buffer เตรียม dilution 1: 100 จากนัMนนาํไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงดว้ยเครื�องเสปคโตรโฟโตมิเตอร์ ที� 260 และ 280 นาโนเมตร แต่ละตวัอยา่งไดค้่าดงัตารางที� 1 
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  ตารางที> 1  ความเขม้ขน้และการปรับความเขม้ขน้ของดีเอน็เอจากใบอ่อนของถั�วลิสง 

สายพนัธุ ์
DNA 260 nm. 

/280 nm. 
DNA concentration  

(µg/ml) 

ปรบัความเขม้ขน้ดเีอน็เอ (10 ng/µl) 
ดเีอน็เอ  

(µl) 
ดเีอน็เอที�ใช ้ 

(µl) 
TE buffer pH 8.0  

(µl) 

รวมปรมิาตร  

(µl) 

1x6 1.94 170.71 11.76 12 188 200 
2x4 1.91 225.43 8.89 9 191 200 
6x2 1.95 385.97 5.59 6 194 200 
7x5 1.92 203.88 9.85 10 190 200 
8x2 1.98 287.81 6.97 7 193 200 
9x7 1.97 215.56 9.30 10 190 200 

ไทนาน 9 1.95 230.51 8.70 9 191 200 
สข. 38 2.00 250.68 8.00 8 192 200 
ขก.60-2 1.99 272.318 7.35 8 192 200 

 

4  การทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์  
-นาํสารละลายดีเอ็นเอไปปรับให้มีความเขม้ขน้ 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตรเพื�อนาํไปทาํปฏิกิริยา

พีซีอาร์ต่อไปโดยใช้ไพรเมอร์ความยาว 10 นิวคลีโอไทด์ จาํนวน 49 หมายเลข ประกอบด้วย S-101,        
S-102 , S-103, S-104 , S-105, S-106, S-107, S-108, S-109, S-110, S-111, S-112, S-113, S-114, S-115, 
S-116, S-117, S-118, S-119, S-120, OPN-01, OPN-02, OPN-03, OPN-05, OPN-06, OPN-09, OPN-10, 
OPN-11, OPN-12, OPN-13, OPN-15, OPN-16, OPN-17, OPN-19, OPN-20, OPC-05, OPC-11, OPP-04, 
OPP-07, OPAB-11, OPAB-19, OPI-02, OPI-06, OPI-12, OPI-17, OPJ-04, OPJ-10, OPJ-12 และ OPJ-19   
 
เตรียมสารละลาย (reaction) สําหรับทาํ พซีีอาร์ดงันีS  

 
สารที�ใช ้ 1 reaction (1X) final concentration 

10X buffer 1 µl 1 x 
50 mM MgCl2  0.38 µl 1.9 mM 
10 mM dNTPs(Promega) 0.1 µl 100 µM 
Taq polymerase(5u /µl)  0.1 µl 0.5 unit 
ดเีอน็เอไพรเมอร ์(Operon Tech) 1 µl 10 pmole 
ดเีอน็เอตวัอย่าง(10 ng/µl) 20ng 2µl 
Deionized  steriled water  5.42 µl - 
เตมิใหม้ปีรมิาตรครบ   10 µl  
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เตมินํ	ามนัแร่ (mineral oil) 1 หยด จากนั 	นนําหลอดไปป ั #น(spin down) แลว้นําเขา้เครื#องพซีี
อาร ์(Perkin Elmer 2400) โดยตั 	งโปรแกรมการทาํงานดงันี	  

 
                  จาํนวนรอบ 
สภาวะ 

1 40 1 

Pre-denaturation 94 ๐C 5 นาท ี   
Denaturation  92 ๐C  45.ว ินาท ี  

Annealing  36 ๐C  2 นาท ี  
Extension  72 ๐C  5 นาท ี  

Post-extension 
Soak 4 o C 

  
72 ๐C  5 นาท ี

 

 
5 การแยกแถบดีเอน็เอที�ถูกเพิ�มปริมาณจากการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ บนแผน่เจลดว้ยกระแสไฟฟ้า 
 นาํดีเอ็นเอที�ไดจ้ากการทาํปฏิกิริยาเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ ผสมกบั loading dye จากนัMนนาํไปหยอดบน
แผน่อากาโรสเจล 1.5 % ใชก้ระแสไฟฟ้า 100 volts ประมาณ 2 ชั�วโมง  

นาํแผ่นเจลไปยอ้มด้วย ethidium bromide (1 µl) นาน 15 นาที ลา้งดว้ยนํM าสะอาด 5 นาที 
บนัทึกภาพภายใตแ้สง UV ดว้ยเครื�อง Gel document system (Gene Genius Bio Image) พร้อมระบบ 
Thermal printer 
6 การวเิคราะห์ขอ้มูล  

จากภาพถ่ายแถบดีเอ็นเอพิจารณาเลือกเฉพาะแถบที�ชัดเจนเท่านัM น ทาํการให้คะแนนความ
แตกต่างของลายพิมพดี์เอน็เอโดยการปรากฏของแถบใหค้ะแนนเท่ากบั 1 และไม่ปรากฏแถบให้คะแนน 0 
ในตาํแหน่งเดียวกนั  นาํขอ้มูลที�ไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYS (Numerical taxonomy and 
multivariate analysis system) (Rohlf,1993) และจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี Unweighted 
pair group method cluster analysis (UPGMA) และคาํนวณค่าดชันีความเหมือน (Similarity coefficient) 
โดยวธีิของ Jaccard’s  

 
ผลการทดลอง 

 
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
 ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของสายพนัธ์ุถั�วลิสงที�ศึกษามีทัMงหมด 18 ลกัษณะ ประกอบดว้ย 1) สีลาํ
ตน้ ที� 30 วนั 2) สีลาํตน้ ที� 60 วนั 3) สีใบ ที� 30 วนั 4) สีใบที� 60 วนั 5) ตาํแหน่งการเกิดดอก 6) สีกลีบ
ดอก 7) สีวงขอบดอก 8) รูปร่างใบ 9) ขนบนลาํตน้ 10) สีกา้นฝัก 11) ทรงพุ่ม 12) สีเยื�อหุ้มเมล็ดสด 13) 
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สีเยื�อหุม้เมล็ดแหง้ 14) ส้นลายฝัก 15) จงอยฝัก 16) ความคอดฝัก 17) รูปทรงปลายเมล็ด 18) การพกัตวั
ของเมล็ด ซึ� งแสดงไวใ้นตารางที� 2  

  

ตารางที� 2 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของถั �วลสิง 9 สายพนัธุ ์

สายพนัธุ ์ สลีาํตน้ที� 30 วนั สลีาํตน้ที� 60 วนั สใีบที� 30 วนั สใีบที�60 วนั ตําแหน่งที�เกดิดอก 

1x6  นํM าตาลอมเขียว เขียว เขียว เขียว มีเฉพาะที�กิ�งแขนง 

2x4  ชมพแูดง ชมพแูดง เขียว เขียว ลาํตน้หลกัและกิ�งแขนง 

6x2  นํM าตาลอมเขียว นํM าตาลอมเขียว เขียวอ่อน เขียวอ่อน ลาํตน้หลกัและกิ�งแขนง 

7x5  นํM าตาลอมเขียว นํM าตาลอมเขียว เขียว เขียว มีเฉพาะที�กิ�งแขนง 

8x2  นํM าตาลอมเขียว เขียว เขียว เขียวเขม้ มีเฉพาะที�กิ�งแขนง 

9x7  เขียว เขียว เขียว เขียว มีเฉพาะที�กิ�งแขนง 

ไทนาน 9 นํM าตาลอมเขียว นํM าตาลอมเขียว เขียวอ่อน เขียวอ่อน ลาํตน้หลกัและกิ�งแขนง 

สข. 38 นํM าตาลอมเขียว นํM าตาลอมเขียว เขียวอ่อน เขียวอ่อน ลาํตน้หลกัและกิ�งแขนง 

ขก 60-2 นํM าตาลอมเขียว นํM าตาลอมเขียว เขียวอ่อน เขียวอ่อน ลาํตน้หลกัและกิ�งแขนง 

 
หมายเหตุ     สายพนัธ์ุ 1= Israel L. 136 2= Tarapoto 4= PI 109839  5= PI 337409  

6= DHT 200 7= Tifton 8 8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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ตารางที� 2(ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์ 
 

สายพนัธุ ์ สกีลบีดอก สวีงขอบดอก ลกัษณะของใบ ขนบนลาํตน้ สกีา้นฝกั ทรงพุ่ม สเียื�อหุม้เมลด็สด สเียื�อหุม้เมลด็แหง้ 

1x6  เหลอืง แดง แคบและแหลม มขีนมาก นํ;าตาลแดง แผ่กวา้ง ชมพ ู ชมพ ู

2x4   สม้ แดงเขม้ กลมรแีละยาว มขีนเลก็น้อย ชมพอูมแดง ตั ;งตรง แดงเขม้ ม่วง 

6x2  เหลอืง แดง กลมรแีละยาว มขีนเลก็น้อย นํ;าตาลแดง ตั ;งตรง ชมพ ู ชมพ ู

7x5  เหลอืง แดง แคบและแหลม มขีนเลก็น้อย นํ;าตาลแดง แผ่กวา้ง ชมพ ู ชมพ ู

8x2  เหลอืง แดงเขม้ แคบและแหลม ไม่มขีน นํ;าตาลแดง แผ่พุ่ม แดง แดงเขม้ 

9x7  เหลอืง แดง แคบและแหลม ไม่มขีน นํ;าตาลแดง แผ่พุ่ม ชมพ ู ชมพ ู

ไทนาน 9 เหลอืง แดง กลมรแีละยาว มขีนเลก็น้อย นํ;าตาลแดง ตั ;งตรง ชมพ ู ชมพ ู

สข. 38 เหลอืง แดงเขม้ กลมรแีละยาว มขีนเลก็น้อย นํ;าตาลแดง ตั ;งตรง แดง แดงเขม้ 

ขก 60-2 เหลอืง แดง กลมรแีละยาว มขีนเลก็น้อย นํ;าตาลแดง ตั ;งตรง ชมพ ู ชมพ ู

 
หมายเหตุ สายพนัธุ ์ 1= Israel L. 136  2= Tarapoto  4= PI 109839  5= PI 337409    

6= DHT 200  7= Tifton 8  8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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ตารางที� 2(ต่อ) ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์  
 

 

สายพนัธุ ์ 
เสน้ลายฝกั จงอยฝกั ความคอดฝกั ปลายเมลด็ การพกัตวัของเมลด็ 

ระยะพกัตวัของเมลด็หลงัเกบ็เกี�ยว 
/ สปัดาห ์ (ศริพิรและคณะ, 2549) 

1x6 ชดัเจน ไม่ม ี ไม่คอด ปลายตดั ไม่พกัตวั 1 

2x4 ชดัเจน มเีลก็น้อย ไม่คอด ปลายตดั ไม่พกัตวั 1.33 

6x2 ไม่ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม ไม่พกัตวั 1.5 

7x5 ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม พกัตวั 5 

8x2 ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม พกัตวั 15.83 

9x7 ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม พกัตวั 5.33ว 

ไทนาน 9 ไม่ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม ไม่พกัตวั 1 

สข. 38 ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม ไม่พกัตวั 1.33 

ขก 60-2 ชดัเจน มมีาก ปานกลาง ปลายแหลม ไม่พกัตวั 1.5 

 
หมายเหตุ สายพนัธุ ์  1= Israel L. 136  2= Tarapoto  4= PI 109839  5= PI 337409    

6= DHT 200  7= Tifton 8  8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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องค์ประกอบของผลผลติ 
จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของลกัษณะองค์ประกอบผลผลิตพบว่า ทุกลกัษณะที�ศึกษา 

ไดแ้ก่ 1) วนังอก 50%  2) วนัออกดอก 50% 3) ความสูงของลาํตน้หลกัที� 60 วนั 4) ความสูงของลาํตน้หลกั
ขณะเก็บเกี�ยว 5) ความยาวของใบที� 60 วนั 6) ความกวา้งของใบที� 60 วนั 7) ความกวา้งของทรงพุ่มที� 60 
วนั 8) จาํนวนกิ�งแขนงต่อตน้ 9) จาํนวนฝักแก่ต่อตน้ 10) นํM าหนกัฝักสดต่อตน้ 11) นํM าหนกัฝักแห้งต่อตน้ 
12) จาํนวนเมล็ดต่อฝัก 13) จาํนวนเมล็ดต่อตน้ 14) ความยาวของเมล็ด 15) ความกวา้งของเมล็ด 16) 
นํMาหนกัเมล็ดต่อตน้ 17) เปอร์เซ็นตก์ารกะเทาะเปลือก 18) นํMาหนกั 100 เมล็ด 19) ผลผลิตฝักสดต่อไร่ และ 
20) ผลผลิตฝักแห้งต่อไร่ มีความแตกต่างกนัทางสถิติอยา่งมีนยัสําคญัยิ�ง (P ≤ 0.01) ดงัแสดงไวใ้นตาราง
ที� 3 

ค่าเฉลี�ยของลกัษณะองค์ประกอบผลผลิตของทัMง 9 สายพนัธ์ุ ประกอบด้วย 1) จาํนวนวนังอก 
50% 2) จาํนวนวนัออกดอก 50% 3) ความสูงลาํตน้หลกัที� 60 วนั 4) ความสูงลาํตน้หลกัขณะเก็บเกี�ยว 5) 
ความยาวใบที� 60 วนั 6) ความกวา้งใบที� 60 วนั 7) ความกวา้งของทรงพุ่มที� 60 วนั 8) จาํนวนกิ�งแขนงต่อ
ตน้ 9) จาํนวนฝักแก่ต่อตน้ 10) นํMาหนกัฝักสดต่อตน้ 11) นํMาหนกัฝักแห้งต่อตน้ 12) จาํนวนเมล็ดต่อฝัก 13) 
จาํนวนเมล็ดต่อต้น 14) ความยาวของเมล็ด 15) ความกวา้งของเมล็ด 16) นํM าหนักเมล็ดต่อต้น 17) 
เปอร์เซ็นตก์ารกะเทาะเปลือก 18) นํM าหนกั 100 เมล็ด 19) ผลผลิตฝักสดต่อไร่ และ 20) ผลผลิตฝักแห้งต่อ
ไร่ แสดงไวใ้นตารางที� 4  
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ตารางที� 3  ANOVA ของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์ 

Source df 
M.S. 

วนังอก 50% 
(วนั) 

วนัออกดอก 50% 
(วนั) 

ความยาวใบที� 60 วนั 
 (เซนตเิมตร) 

ความกวา้งใบที� 60 วนั  
(เซนตเิมตร) 

ความกวา้งทรงพุ่มที� 60 วนั  
(เซนตเิมตร) 

ความสงูขณะเกบ็เกี�ยว 
 (เซนตเิมตร) 

Block 2 0.0370  0.7037 0.0145 0.0159 1.2422 15.3201 

Treatment 8 2.9537** 22.6759** 2.7923** 0.6126** 51.5825** 40.3363** 

Ex. Error 16 0.0370  0.9954 0.0059 0.0176 0.2308 4.4027 

C.V. (%)   3.42 3.27 1.51 5.00 1.34 6.58 
หมายเหตุ ** หมายความว่า  มคีวามแตกต่างทางสถติอิย่างมนียัสาํคญั (P≤0.01) 

 

ตารางที� 3 (ต่อ) ANOVA ของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์  

Source df 
M.S. 

จาํนวนกิ�งแขนงต่อตน้ 
(กิ�ง) 

จาํนวนฝกัแก่ต่อตน้  
(ฝกั) 

จาํนวนเมลด็ต่อฝกั  
(เมลด็) 

จาํนวนเมลด็ 
ต่อตน้ (เมลด็) 

ความยาวเมลด็  
(เซนตเิมตร) 

ความกวา้งเมลด็ 
(เซนตเิมตร) 

Block 2 0.4274 35.7129 0.0015 122.7288 0.0031 0.0006 

Treatment 8 55.3874** 44.6638** 0.7321** 129.3694** 0.0334** 0.0826** 

Ex. Error 16 2.7726 3.1342 0.0031 15.0914 0.0057 0.0039 

C.V. (%)   6.66 8.67 2.31 10.72 7.29 3.93 
หมายเหตุ ** หมายความว่า  มคีวามแตกต่างทางสถติอิย่างมนียัสาํคญั (P≤0.01) 
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ตารางที� 3 (ต่อ) ANOVA ของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์  
 
                MS    

Source df 
นํ;าหนกัฝักสด 

ต่อตน้ 

(กรัม) 

นํ;าหนกัฝักแหง้ 
ต่อตน้ 

(กรัม) 

นํ;าหนกัเมลด็ 
ต่อตน้ 
(กรมั) 

เปอรเ์ซน็ตก์าร
กะเทาะเปลอืก 
      (%) 

นํ;าหนกั  
100 เมลด็  

(กรมั) 
ผลผลติต่อไร่สด 
(กโิลกรมั) 

ผลผลติต่อไร่แหง้ 
(กโิลกรมั) 

Block 2 365.182 60.268 37.1920 2.3887 0.0511 90152.8562 18304.9518 
Treatment 8 912.165** 255.021** 102.2337** 47.8176** 267.3863** 179048.6151** 40140.0875** 
Ex. Error 16 22.326 4.318 3.7351 0.7657 5.6675 6520.8234 1419.5168 
C.V. (%)   9.16 8.40 11.14 1.28 3.90 12.77 11.75 

 
       หมายเหตุ ** หมายความว่า  มคีวามแตกต่างทางสถติอิย่างมนียัสาํคญั (P≤0.01) 
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ตารางที� 4   ค่าเฉลี�ยของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์ 
 

สายพนัธุ์ 
วนังอก 50% 

(วนั) 
วนัออกดอก 50% 

(วนั) 
ความยาวใบที� 60 วนั 

(เซนติเมตร) 
ความกวา้งใบที� 60 วนั 

 (เซนติเมตร) 
ความกวา้งทรงพุม่ 

ที� 60 วนั (เซนติเมตร) 
ความสูงขณะเก็บเกี�ยว  

(เซนติเมตร) 

1x6 6.00B 33.00B 4.65D 2.66B 44.67A 38.73A 

2x4 5.00C 28.00D 6.21A 3.40A 39.46B 36.18AB 

6x2 5.00C 29.33CD 5.57C 2.87B 33.03E 29.24C 

7x5 5.67B 31.67BC 4.45E 2.15C 32.04EF 33.43BC 

8x2 8.00B 36.00A 3.28F 2.07C 31.16F 28.46C 

9x7 6.00B 31.33BC 4.31E 2.11C 35.63D 32.32BC 

ไทนาน 9 5.00C 28.67D 5.77B 2.91B 35.14D 28.12C 

สข. 38 5.00C 28.00D 5.74BC 2.83B 36.81C 30.83BC 

ขก 60-2 5.00C 28.33D 5.86B 2.87B 35.01D 29.50C 

Grand Mean 5.63 30.48 5.09 2.65 35.88 31.87 

C.V. (%) 3.42 3.27 1.51 5.00 1.34 6.58 

หมายเหตุ  การเปรียบเทียบค่าเฉลี�ยใชว้ธิี DMRT  ตวัอกัษรที�ต่างกนั หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติ ที� (P≤0.01) 
สายพนัธุ์  1= Israel L. 136  2= Tarapoto  4= PI 109839  5= PI 337409  

6= DHT 200  7= Tifton 8  8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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ตารางที� 4 (ต่อ) ค่าเฉลี�ยของลกัษณะองคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์  

 

สายพนัธุ์  
จาํนวนกิ�งแขนงต่อตน้ 

(กิ�ง) 
จาํนวนฝักแก่ต่อตน้  

(ฝัก) 
นํM าหนกัฝักสดต่อตน้ 

(กรัม) 
นํM าหนกัฝักแหง้ต่อตน้ 

(กรัม) 
จาํนวนเมลด็ต่อตน้ 

(เมลด็) 
นํ;าหนกัเมลด็ต่อตน้ 

(กรมั) 

1x6 8.17A 25.09A 72.59A 35.50A 41.88ABC 22.82A 

2x4 4.03C 20.13BC 54.73B 23.98B 46.53A 17.00B 

6x2 5.10B 18.77CD 34.67C 16.50C 33.83CD 12.67 BC 

7x5 7.80A 25.26A 69.51A 33.48A 44.55AB 23.94A 

8x2 7.70A 22.03ABC 66.89A 33.71A 35.10BCD 23.55A 

9x7 7.43A 23.68AB 64.89AB 33.36A 33.58CD 22.39A 

ไทนาน 9 5.10B 18.34CD 33.81C 15.95C 33.21CD 12.15C 

สข. 38 5.30B 15.40D 32.27C 14.93C 27.80D 11.00C 

ขก 60-2 5.60B 15.10D 35.04C 15.20C 29.63D 10.57C 

Grand Mean 6.25 20.42 51.60 24.73 36.24 17.34 

C.V. (%) 6.66 8.67 9.16 8.40 10.72 11.14 

หมายเหตุ  การเปรียบเทียบค่าเฉลี�ยใชว้ธิี DMRT  ตวัอกัษรที�ต่างกนั หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติ ที� (P≤0.01) 
สายพนัธุ์  1= Israel L. 136  2= Tarapoto  4= PI 109839  5= PI 337409  

6= DHT 200  7= Tifton 8  8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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ตารางที� 4(ต่อ)  ค่าเฉลี�ยขององคป์ระกอบผลผลิตของถั�วลิสง 9 สายพนัธุ์  
 

สายพนัธุ ์ 
จาํนวนเมลด็ 

ต่อฝัก (เมลด็) 
นํ;าหนกั 100 เมลด็ 

(กรมั) 
ความกวา้งของเมลด็ 

(เซนติเมตร) 
ความยาวของเมลด็ 

(เซนติเมตร) 
เปอรเ์ซน็ตก์าร 
กะเทาะเปลอืก (%) 

ผลผลติฝกัสด 
ต่อไร่ (กโิลกรมั) 

ผลผลติฝกัแหง้ 
ต่อไร่ (กโิลกรมั) 

1x6 3.04A 62.10B 1.52C 1.14A 67.65C 817.02AB 400.74AB 

2x4 3.14A 61.05B 1.54C 1.07AB 61.805E 669.47B 320.99BC 

6x2 2.00D 56.36BC 1.54C 0.90B 70.81B 441.34C 236.68CD 

7x5 2.00D 72.48A 1.79AB 1.12A 67.74C 948.47A 475.63A 

8x2 2.00D 74.68A 1.91A 1.10A 73.57A 965.31A 473.58A 

9x7 2.00D 69.27A 1.70B 1.15A 67.49C 702.11B 374.83B 

ไทนาน 9 2.00D 48.98D 1.46C 0.91B 74.28A 404.27C 206.24D 

สข. 38 2.60C 51.86CD 1.50C 0.91B 66.37CD 346.17C 187.70D 

ขก 60-2 2.80B 52.35CD 1.41C 1.01B 65.00D 395.87C 208.98D 

Grand Mean 2.40 61.01 1.60 1.03 68.31 632.23 320.60 

C.V. (%) 2.31 3.90 3.93 7.29 1.28 12.77  11.75 

หมายเหตุ  การเปรียบเทียบค่าเฉลี�ยใชว้ธิี DMRT  ตวัอกัษรที�ต่างกนั หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติ ที� (P≤0.01) 
สายพนัธุ์  1= Israel L. 136  2= Tarapoto  4= PI 109839  5= PI 337409    

6= DHT 200  7= Tifton 8  8= Georgia 119-20  9= NC-2 
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การเปรียบเทยีบลายพมิพ์ดีเอ็นเอของสายพันธ์ุถั>วลสิงโดยการวเิคราะห์ RAPD 
 จากการเพิ�มปริมาณดีเอน็เอของถั�วลิสงโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์กบัไพรเมอร์แบบสุ่มที�มีนิวคลีโอไทด์
จาํนวน 10 เบส จาํนวน 49 ไพรเมอร์ พบวา่ มีเพียง 15 ไพรเมอร์ ที�แสดงแถบดีเอ็นเอที�แตกต่างกนั 
ไดแ้ก่ OPAB-11  OPAB-19 (รูปที� 1)  OPN-03 (รูปที� 2)  OPN-05  OPN-06  OPN-09  OPN-10  OPN-
11 (รูปที� 3)  OPN-12 (รูปที� 4)  OPN-13 (รูปที� 5)  OPN-15  OPN-16 (รูปที� 6)  OPN-17  OPN-19 และ 
OPN-20 ซึ� งไดแ้ถบดีเอน็เอทัMงหมด จาํนวน 212 แถบและมีแถบที�แสดงความแตกต่างจาํนวน 114 แถบ
คิดเป็น 53.77% แถบดีเอ็นเอที�เกิดขึMนทัMงหมดมีขนาดประมาณ 05-3.0 Kb (รูปที� 1- 6) และค่าเฉลี�ยของ
แถบเครื�องหมายที�แสดงความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุถั�วลิสงเท่ากบั 7.6 แถบต่อ 1 ไพรเมอร์  

จากการทดลองในครัM งนีMพบวา่มี 5 ไพรเมอร์ที�ใหแ้ถบดีเอน็เอที�พบเฉพาะในบางสายพนัธ์ุเท่านัMน 
ไดแ้ก่ 1) ไพรเมอร์ OPAB-19 (รูปที� 1)ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 1843 bpในพนัธ์ุเปรียบเทียบขอนแก่น 60-2  
2) ไพรเมอร์ OPN-11 ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 515 bp (รูปที� 3) และ 3) OPN-13 ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 622 
bp (รูปที�5) ในพนัธ์ุเปรียบเทียบ สข 38  4) ไพรเมอร์ OPN-16 ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 1070 bp และ 1122 
bp (รูปที� 6) ในพนัธ์ุไทนาน 9 และ (5) ไพรเมอร์ OPN-12  ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 2983 bp (รูปที� 4) 
เฉพาะในสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 
(9x7) เท่านัMน 

ค่าความเหมือนทางพนัธุกรรม (similarity coefficient) ซึ� งไดจ้ากการปรากฏแถบดีเอ็นเอที�
แตกต่างกนัจาก 15 ไพรเมอร์ ของ ทัMง 9 สายพนัธ์ุ มีพิสัยค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมตัMงแต่ 0.5487-
0.9780 ส่วนในระหวา่ง 6 สายพนัธ์ุใหม่มีพิสัยค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.8424-0.9780(
ตารางที� 5) จากการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมดว้ยวธีิ UPGMA สามารถจดัแบ่งถั�วลิสงทัMง 9 
สายพนัธ์ุได ้ 4 กลุ่ม ดงันีM  กลุ่มที� 1 มี 4 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 
(1x6) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) 
และ ขอนแก่น 60-2 กลุ่มที� 2 มี 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) สาย
พนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7)  
กลุ่มที� 3 คือ มี 1 พนัธ์ุคือ พนัธ์ุไทนาน9 และ กลุ่มที� 4 มี 1 พนัธ์ุคือพนัธ์ุ สข 38 (รูปที� 7)  
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      M     1x6     2x4    6x2    7x5     8x2     9x7    TH 9    SK38   KK60-2 

 
 

 
รูปที� 1    แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPAB-19 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หมแ่ละ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER,  1 = Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
       7 = Tifton 8 ,  8 = Georgia 119-20 ,  9 = NC-2 , TH9 = Tainan 9 ,  SK38 = สข38 ,  KK60-2 = ขอนแก่น60-2 

 
 
   M       1x6     2x4     6x2    7x5     8x2    9x7    TH 9   SK38   KK60-2 

 
 

 
รูปที� 2   แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPN-03 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หม่และ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER,  1= Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
                      7 = Tifton 8 , 8 = Georgia 119-20, 9= NC-2 , TH9 = Tainan 9 ,  SK38 = สข38 ,  KK60-2 =ขอนแก่น60-2 
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     M    1x6     2x4   6x2    7x5   8x2    9x7  TH 9   SK38   KK60-2 

 
 

รูปที� 3   แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPN-11 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หม่และ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER,  1= Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
       7 = Tifton 8 ,  8 = Georgia 119-20 ,  9= NC-2 , TH9=Tainan 9 ,  SK38=สข38 ,  KK60-2=ขอนแก่น60-2 

 
 
          M     1x6    2x4     6x2   7x5    8x2    9x7   TH 9   SK38   KK60-2 

 
 
 

รูปที� 4   แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPN-12 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หม่และ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER, 1 = Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
          7 = Tifton 8, 8 = Georgia 119-20,  9 = NC-2 , TH9 = Tainan 9 ,  SK38 = สข38 ,  KK60-2 =ขอนแก่น60-2 
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        M     1x6     2x4    6x2    7x5     8x2   9x7  TH 9  SK38 KK60-2 

 
 

รูปที�  5   แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPN 13 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หม่และ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER,  1= Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
           7 = Tifton 8 ,  8 = Georgia 119-20 ,  9= NC-2 , TH9=Tainan 9 ,  SK38=สข38 ,  KK60-2=ขอนแก่น60-2 

 
 
 
 
 

               M   1x6     2x4    6x2    7x5     8x2    9x7   TH9   SK38  KK60-2 

 
 

 
 
 
รูปที� 6   แถบดีเอน็เอที�ไดจ้ากไพรเมอร์ OPN 16 ของถั #วลสิง 6 สายพนัธุใ์หม่และ 3 พนัธุเ์ปรยีบเทยีบ 

        M = MARKER,  1= Israel L. 136 , 2 = Tarapoto ,  4 = PI 109839 , 5 = PI 337409 ,  6 = DHT 200 , 
           7 = Tifton 8 ,  8 = Georgia 119-20 ,  9= NC-2 , TH9=Tainan 9 ,  SK38=สข38 ,  KK60-2=ขอนแก่น60-2 
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รปูที# 7 การจดักลุ่มความใกลช้ดิทางพนัธุกรรมของถั #วลสิง 9 สายพนัธุใ์นลกัษณะ phylogenic tree 
         1= Israel L. 136 ,  2 = Tarapoto  ,  4 = PI 109839  , 5 = PI 337409  ,  6 = DHT 200  , 7 = Tifton 8 ,   
         8 = Georgia 119-20 ,  9= NC-2  , TH9=Tainan 9  ,  SK38=สข38  ,  KK60-2=ขอนแก่น60-2 
 

 

ตารางที# 5  ค่า Similarity coefficient ที#ไดจ้ากการเปรยีบเทยีบค่าความคลา้ยคลงึกนัของแถบดเีอน็เอ 
 

 1x6 2x4 6x2 7x5 8x2 9x7 TH.9  SK.38  KK.60-2 
1x6 1.0000         
2x4 0.9653 1.0000        
6x2 0.9322 0.9314 1.0000       
7x5 0.8973 0.8757 0.8564 1.0000      
8x2 0.8736 0.8827 0.8424 0.9016 1.0000     
9x7 0.9081 0.8865 0.8670 0.9780 0.9126 1.0000    
TH.9 0.8201 0.8182 0.8689 0.7727 0.7577 0.7919 1.0000   
SK.38    0.5885 0.6011 0.6117 0.5522 0.5487 0.5545 0.6053 1.0000  
KK.60-2 0.9101 0.9200 0.9651 0.8556 0.8415 0.8564 0.8478 0.5926 1.0000 

 
         1= Israel L. 136 ,  2 = Tarapoto  ,  4 = PI 109839  , 5 = PI 337409  ,  6 = DHT 200  , 7 = Tifton 8 ,   
         8 = Georgia 119-20 ,  9 = NC-2  , TH9 = Tainan 9  ,  SK38 = สข38  ,  KK60-2 = ขอนแก่น60-2 
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สรุปและวจิารณ์ผล 
การเปรียบเทียบผลผลิตและองคป์ระกอบของผลผลิตในครัM งนีM  (F20) ยงัคงให้ผลสอดคลอ้งกบัชั�ว

ก่อนๆ ที�ผา่นมา (ศิริพรและสมจิตต,์ 2527 , 2528 ; ศิริพรและคณะ, 2545, 2548 ) โดย 5 สายพนัธ์ุใหม่
ประกอบดว้ย สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 
109839 (2x4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x 
Tarapoto (8x2) และสายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7)  ให้ผลผลิตฝักสดและฝักแห้งต่อไร่ 
รวมถึงนํMาหนกั 100 เมล็ด สูงกวา่พนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (ตารางที� 3 ) ส่วน อีก 
1 สายพนัธ์ุใหม่ คือ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) แสดงค่าเฉลี�ยไม่แตกต่างทางสถิติ
กบัพนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุ (ตารางที� 3 )  

จากการเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวิทยาทัMงหมด 18 ลกัษณะ (ตารางที� 1) เพื�อจาํแนกสาย
พนัธ์ุถั�วลิสง 6 สายพนัธ์ุใหม่ และ พนัธ์ุแนะนาํ ไทนาน9 สข 38 และ ขอนแก่น 60-2 ในครัM งนีM  พบว่า
กลุ่มที�มีเยื�อหุม้เมล็ดสดสีแดงเหมือนกนัมี 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 
(2x4)  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2) และ สข 38 ในกลุ่มนีMสามารถใชสี้กลีบ
ดอกเหลืองแดงเขม้ และ เยื�อหุม้เมล็ดแหง้สีม่วงเป็นเกณฑ์ในการแยกสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 
109839 (2x4) ออกจากทุกสายพนัธ์ุไดอ้ยา่งชดัเจนดว้ยสายตา  ส่วนสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 
20 x Tarapoto (8x2) ถึงแมจ้ะมีสีเยื�อหุม้เมล็ดสดสีแดงสดและเยื�อหุม้เมล็ดแหง้สีแดงเขม้ซึ� งสามารถแยก
ออกจากสายพนัธ์ุอื�นๆจากการศึกษาในครัM งนีM ไดด้ว้ยสายตา แต่ไม่สามารถแยกออกจากพนัธ์ุ สข 38ได้
เพราะทัMง 2 สายพนัธ์ุมีสีเยื�อหุ้มเมล็ดทัMงสดและแห้งเหมือนกนั จาํเป็นตอ้งใชล้กัษณะของตาํแหน่งการ
ออกดอกในการแยกสองพนัธ์ุนีMออกจากกนั โดยสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2) 
มีตาํแหน่งการออกดอกเฉพาะที�กิ�งแขนงแต่พนัธ์ุ สข 38 มีการออกดอกทัMงที�กิ�งแขนงและลาํตน้หลกั 
(ตารางที� 2)  

ส่วนอีก 4 สายพนัธ์ุใหม่ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) สายพนัธ์ุจาก
คู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) และสายพนัธ์ุจาก
คู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) ซึ� งมีเยื�อหุม้เมล็ดสดและแหง้สีชมพหูรือชมพอู่อน ไม่สามารถใช้
ลกัษณะของสีเยื�อหุม้เมล็ดในการจาํแนกสายพนัธ์ุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ตอ้งใชล้กัษณะทางสัณฐาน
วทิยาอื�นๆประกอบในการแยกแต่ละสายพนัธ์ุออกจากกนัหรือออกจากพนัธ์ุแนะนาํ จากขอ้มูลลกัษณะ
สัณฐานวทิยาในตารางที� 2 พบวา่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) แยกออกจากสาย
พนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) และพนัธ์ุแนะนาํทัMง 3 พนัธ์ุไดจ้าก ตาํแหน่งการออกดอก
และทรงพุม่ สาํหรับสายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) และ ไทนาน 9 ซึ� งมีเมล็ดขนาด
ปานกลาง หรือ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 
337409 (7x5) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) และ ขอนแก่น 60-2 ซึ�งเป็นกลุ่มที�มีเมล็ด
ขนาดใหญ่(ศิริพรและคณะ,2545) ไม่สามารถใชล้กัษณะทางสัณฐานวทิยาในการจาํแนกแต่ละสายพนัธ์ุ
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ไดอ้ยา่งชดัเจน เนื�องจากลกัษณะต่างๆเหล่านัMนเหมือนกนัหรือใกลเ้คียงกนัมาก ดว้ยเหตุนีMจาํเป็นตอ้งใช้
วธีิการที�จาํเพาะมากขึMนเพื�อจาํแนกแต่ละสายพนัธ์ุออกจากกนั การจาํแนกดว้ยลายพิมพดี์เอน็เอจดัเป็น
วธีิการหนึ�งที�มีประสิทธิภาพและนิยมกนัอยา่งแพร่หลายในการจาํแนกสายพนัธ์ุพืชที�แตกต่างกนั และ
ไดรั้บการยอมรับเมื�อขอจดทะเบียนเพื�อรับรองสายพนัธ์ุใหม่ (Welsh and McClelland, 1990; Tinggey 
et al., 1992 ; จุลภาค , 2543 ) 

จากการทดลองเปรียบเทียบลายพิมพ ์ดีเอ็นเอ ของทัMง 9 สายพนัธ์ุดว้ยวิธี RAPD โดยใชไ้พรเมอร์
ทัMงหมด 49 ไพรเมอร์ในครัM งนีMพบวา่ มี 15 ไพรเมอร์ ที�แสดงแถบดีเอ็นเอที�แตกต่างกนัในการจดัทาํลาย
พิมพดี์เอ็นเอของแต่ละสายพนัธ์ุ เมื�อวิเคราะห์เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที�แตกต่างกนัของ 6 สายพนัธ์ุ
ใหม่กบั 3 พนัธ์ุแนะนาํจากการทดลองครัM งนีM  พบว่า พนัธ์ุแนะนาํแต่ละพนัธ์ุ สามารถแยกออกจากสาย
พนัธ์ุอื�นๆไดโ้ดยใชไ้พรเมอร์เดี�ยว โดยพนัธ์ุขอนแก่น 60-2 แสดงแถบดีเอน็เอเอที�จาํเพาะขนาด 1843 bp 
ซึ� งแตกต่างกบัสายพนัธ์ุอื�นอีก 8 สายพนัธ์ุ จาก ไพรเมอร์ OPAB-19 (รูปที� 1)  พนัธ์ุไทนาน 9 แสดงแถบ
ดีเอน็เอที�จาํเพาะ ขนาด 1122 bp และ 1070 bp ซึ� งแตกต่างกบัสายพนัธ์ุอื�นอีก 8 สายพนัธ์ุ จากไพรเมอร์ 
OPN-16 (รูปที� 6 ) ส่วนพนัธ์ุ สข 38 มี 2 ไพรเมอร์เดี�ยวที�แยกพนัธ์ุนีM ออกจากสายพนัธ์ุอื�นๆโดยแสดง
แถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะขนาด 515 bp ซึ� งแตกต่างกบัสายพนัธ์ุอื�นๆ จากไพรเมอร์ OPN-11 (รูปที� 3) และ 
แถบดีเอน็เอที�จาํเพาะขนาด 622 bp จากไพรเมอร์ OPN-13 (รูปที� 5)  ดงันัMนพนัธ์ุเปรียบเทียบทัMง 3 พนัธ์ุ
สามารถใช้ลายพิมพดี์เอ็นเอที�จาํเพาะและแตกต่างแยกออกจากสายพนัธ์ุอื�นๆที�ศึกษาในครัM งนีM ไดจ้าก
ไพรเมอร์เดี�ยวขา้งตน้อยา่งชดัเจน การจาํแนกพนัธ์ุและจดักลุ่มพนัธ์ุพืชโดยวิธี RAPD ไดมี้รายงานใน
พืชหลายชนิด เช่น  หวัหอม (Wilkie et al., 1993 ) อลัฟัลฟลา (Yu et al., 1993)  ขา้ว ( Ray et al., 2001) 
ถั�วเหลือง (Li and Nelson, 2002) มะกอกนํMามนั (เสริมสกุล, 2002) และ กลว้ยไม ้(ศิริลกัษณ์, 2547)     

สําหรับการจาํแนกความแตกต่างของลายพิมพดี์เอ็นเอของอีก 6 สายพนัธ์ุใหม่จากการทดลอง
ในครัM งนีMพบวา่ จาํเป็นตอ้งใช ้ไพรเมอร์ที�ให้แถบดีเอ็นเอทีแตกต่างกนัมากวา่ 1 ไพรเมอร์ในการแยกแต่
ละสายพนัธ์ุใหม่ออกจากกลุ่มดงันีM  กลุ่มที�ตอ้งใช ้ไพรเมอร์อยา่งนอ้ย 2 ชนิดในการจาํแนกเพื�อแยกสาย
พนัธ์ุออกจากกลุ่ม ไดแ้ก่  

สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) แสดงแถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะ ขนาด 1882, 
1467, 1097 bp ซึ� งแตกต่างกบั 4 สายพนัธ์ุใหม่ยกเวน้สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) จาก 
ไพรเมอร์ OPN-03 (รูปที� 2) แต่สามารถแยกสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) ออกจาก
สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) ไดโ้ดยใชไ้พรเมอร์ OPN-12 (รูปที� 4) ดงันัMนการจาํแนก
สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) ออกจากสายพนัธ์ุอื�นๆในการศึกษาทดลองครัM งนีMตอ้ง
ใช ้2 ไพรเมอร์ คือ OPN-03 และ OPN-12  

สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) และสายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x 
Tarapoto (6x2) พบวา่ สามารถแยกออกจากอีก 3 สายพนัธ์ุใหม่ไดโ้ดยใช้ไพรเมอร์ OPN-11 (รูปที� 3) 
แลว้ แยกสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) ออกจากสายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x 
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Tarapoto (6x2) โดยใชไ้พรเมอร์ OPN-03 (รูปที� 2) ดงันัMนในการจาํแนกสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 
136 x DHT 200 (1x6) ออกจากสายพนัธ์ุอื�นๆตอ้ง ใช ้2 ไพรเมอร์ คือ OPN-03 และ OPN-11 

สาํหรับ อีก 3 สายพนัธ์ุใหม่ ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5)  สายพนัธ์ุจาก
คู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2)  และ  สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) ซึ� งเกิด
จากคู่ผสมระหวา่งเวอร์จิเนียกบัเวอร์จิเนียพบว่า สามารถแยกออกจากอีก 3 สายพนัธ์ุใหม่และ 3 พนัธ์ุ
แนะนาํ โดยใชแ้ถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะและแตกต่าง (ขนาดประมาณ 08-0.9 kb) จากไพรเมอร์ OPN- 11 
(รูปที� 3)  จากนัMนจาํแนกสายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 
x PI 337409 (7x5)ออกจากสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 20 x Tarapoto (8x2) โดยใชแ้ถบดีเอ็นเอ 
ที�แตกต่าง (2983 bp) จากไพรเมอร์ OPN-12 (รูปที� 4) สําหรับ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 
(9x7) แสดงแถบดีเอน็เอ (ขนาดประมาณ 1.3 kb)ที�แตกต่างกบัสายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 
(7x5) จากไพรเมอร์ OPN-03 (รูปที� 2 ) ดงันัMนการจาํแนกแต่ละสายพนัธ์ุในกลุ่มนีM ตอ้งใช้อย่างน้อย 3 
ไพรเมอร์ คือ OPN-03  OPN-11 และ OPN-12   

เมื�อพิจารณาค่าความเหมือนทางพนัธุกรรม (similarity coefficient) ซึ� งไดจ้ากการปรากฏแถบดี
เอ็นเอที�แตกต่างกนัจากการทดลองในครัM งนีMพบวา่ ทัMง 9 สายพนัธ์ุมีพิสัยค่าความเหมือนทางพนัธุกรรม
ระหวา่ง 0.5487-0.9780 ซึ� งมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมมากกวา่ในระหวา่ง 6 สายพนัธ์ุใหม่ ซึ� งมี
พิสัยค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมระหว่าง 0.8424-0.9780 (ตารางที� 5) และจากแขนงการจดักลุ่ม
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (dendrogram) ดว้ยวธีิ UPGMA พบวา่ ถั�วลิสงทัMง 9 สายพนัธ์ุแบ่งออกได ้4 
กลุ่ม (รูปที� 7) โดย กลุ่มที� 1 มี 4 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Israel L. 136 x DHT 200 (1x6) สาย
พนัธ์ุจากคู่ผสม Tarapoto x PI 109839 (2x4) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม DHT 200 x Tarapoto (6x2) และ 
ขอนแก่น 60-2  ซึ� งทัMง 3 สายพนัธ์ุใหม่ในกลุ่มนีM เกิดจากคู่ผสมระหวา่งพ่อและ/หรือแม่ที�อยูใ่นกลุ่มสแป
นิชและ/หรือวาเลนเซียเหมือนกนั(ศิริพร, 2522) ส่วนพนัธ์ุแนะนาํขอนแก่น 60-2 เป็นพนัธ์ุนาํเขา้ชื�อเดิม
คือ TMV3 ซึ� งกรมวชิาการเกษตรออกเป็นพนัธ์ุแนะนาํในปี 1987 (Field Crop Research Institute, 2001) 
จากผลการจดักลุ่มความสัมพนัธ์จากการทดลองในครัM งนีM  สันนิษฐานไดว้า่พนัธ์ุ ขอนแก่น60-2 น่าจะมี
ความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมกบัถั�วลิสงกลุ่มสแปนิชและวาเลนเซียมากกวา่เวอร์จิเนีย (รูปที� 7) กลุ่มที� 2 
มี 3 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Tifton 8 x PI 337409 (7x5) สายพนัธ์ุจากคู่ผสม Georgia 119 – 
20 x Tarapoto (8x2) และ สายพนัธ์ุจากคู่ผสม NC – 2 x Tifton 8 (9x7) พบวา่ทัMง 3 สายพนัธ์ุเป็นสาย
พนัธ์ุที�ไดจ้ากคู่ผสมระหวา่งพอ่และ/หรือแม่ที�อยูใ่นกลุ่มเวอร์จิเนีย (ศิริพร, 2522)  กลุ่มที� 3 มี 1 พนัธ์ุคือ 
พนัธ์ุไทนาน 9 เป็นพนัธ์ุนาํเข้าซึ� งกรมวิชาการเกษตรออกเป็นพนัธ์ุแนะนาํในปี 1976 (Field Crop 
Research Institute, 2001) และ กลุ่มที� 4 มี 1 พนัธ์ุคือพนัธ์ุ สข 38 เป็นพนัธ์ุทอ้งถิ�น ซึ� งกรมวิชาการ
เกษตรออกเป็นพนัธ์ุแนะนาํในปี 1962 (Field Crop Research Institute, 2001) 

จากการเปรียบเทียบเอกลษัณ์ประจาํพนัธ์ุของทัMง 9 สายพนัธ์ุในการทดลองครัM งนีMสรุปไดว้า่ แต่ละ
สายพนัธ์ุมีเอกลกัษณ์ประจาํพนัธ์ุที�แตกต่างกนัโดยตรวจสอบไดท้ัMงในระดบัของลกัษณะทางสัณฐาน
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วิทยาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ และทัMง 6 สายพนัธ์ุใหม่ที�ปรับปรุงพนัธ์ุได้มีความแตกต่างกับพนัธ์ุแนะนํา       
ไทนาน 9 สข 38 และ ขอนแก่น 60-2 อยา่งชดัเจน  
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