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รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีส้ินสุด 

------------------------ 

1. แผนงานวิจัย    :  ความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูล 

                   ดีเอ็นเอบารโคดของพืชท่ีมีศักยภาพทางเศรษฐกิจ 

2. โครงการวิจัย    :  ความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอ 

   บารโคดของพืชท่ีมีศักยภาพทางเศรษฐกิจ 
 กิจกรรม    :  ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชไร 

 กิจกรรมยอย (ถามี)   :    - 

3. ช่ือการทดลอง (ภาษาไทย)   : การสรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทาง 
    พันธุกรรมของถ่ัวเหลือง 
ช่ือการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)  :  Database of DNA Barcode and Genetic Diversity on  

     Soybean (Glycine max (L.) Merrill) 
4. คณะผูดําเนินงาน 

หัวหนาการทดลอง    นางสาวจุฑามาส ฟกทองพรรณ กองวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืช 

ผูรวมงาน                       นางออยทิน ผลพานิช  ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม 

     นางสาวอรุโณทัย  ซาววา   สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ

     นางสาวปาจรีย อินทะชุบ   สํานักคุมครองพันธุพืช 

     นางสาวศุภลักษ  สัตยสมิทสถิต ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืช 

พิษณุโลก 

5. บทคัดยอ    

งานวิจัยนี้ศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcL และ rpocL กับถ่ัวเหลืองจํานวน 40 พันธุ/สายพันธุ 
ท่ีปลูกรวบรวม ณ ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม เพ่ือจําแนกความแตกตางของถ่ัวเหลือง และเก็บ
ตัวอยางแหงของถ่ัวเหลืองท้ังหมดไว ณ พิพิธภัณฑพืชสิรินธร กรมวิชาการกษตร ดําเนินการศึกษาระหวาง 
กันยายน 2560 – ตุลาคม 2562 เม่ือตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม Clustal 
Omega และ MEGA-X พบวายีน rbcL และ rpocL สามารถจําแนกถ่ัวเหลืองสายพันธุ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ 
ซ่ึงเปนพันธุทองถ่ินของ จ.สระบุรี ท่ีเจริญเติบโตไดดีในเขตภาพตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ออกจากถ่ัวเหลือง
สายพันธุอ่ืนๆ ได ซ่ึงสามารถใชเปนแหลงพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองผลผลิตสูงเม่ือปลูกในฤดูแลง  
ขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ไมสามารถแยกสายพันธุถ่ัวเหลือง 40 สายพันธุ ออกจากกันอยางสมบูรณ 
แสดงวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนี้ไมเหมาะสมสําหรับการจําแนกถ่ัวเหลือง ดังนั้นเพ่ือเพ่ิมการจําแนกสายพันธุถ่ัว
เหลืองใหมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึนควรเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะอ่ืน หรือควบคูกับการใช
เครื่องหมายดีเอ็นเออ่ืน 
คําสําคัญ : ดีเอ็นเอบารโคด ถ่ัวเหลือง ยีน ITS, rbcL,  rpocL 
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ABSTRACT 

 This study aims to identify and assess the genetic relationship of 40 soybean cultivars/lines 
using nucleotide sequences of ITS, rbcL and rpocL genes. All soybean cultivars/lines are planted 
at Chiang Mai Field Crops Research Center, Chiang Mai province also collected and storage all 
voucher specimen at Sirinthon museum, Department of Agriculture. The study is completed 
during September 2017- October 2019. According to analyzing data of all genes by using Clustal 
Omega and MEGA-X, ‘Khon Kaen’ variety can be identified from other soybeans when use rbcL 
or rpocL genes. ‘Khon Kaen’ soybean variety is a landrace variety which collected from Saraburi 
province, such variety is well adapted and showed high yield at Upper Northeast region of 
Thailand, especially during dry season. However, ITS gene could not be used to identify all of 
soybeans. Therefore, it is suggested that the regions other than ITS gene may be included in DNA 
sequence based identification to increase variable and informative sites for soybeans distinguish. 
Key-words: DNA barcode, Soybean, ITS gene, rbcL gene, rpocL gene 

6. คํานํา 
ถ่ัวเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) เปนพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของโลกและของประเทศไทย เปน

แหลงโปรตีนท่ีสําคัญ มีคุณคาทางอาหารสูง เปนแหลงอาหารของคนและสัตว นอกจากนี้เปนวัตถุดิบสําหรับ
อุตสาหกรรมการผลิต (Masuda and Goldsmith, 2009) ตัวอยางผลิตภัณฑจากถ่ัวเหลือง เชน นมถ่ัวเหลือง 
เตาหู อาหารสัตวจากกากถ่ัวเหลือง น้ํามันถ่ัวเหลือง สารชูรส เนยเทียม สบู และฟลมถนอมอาหารท่ียอยสลายได  

ถ่ัวเหลืองจัดอยูในตระกูล Leguminosae สกุล Glycine สกุลยอย Soja โดย Glycine max ซ่ึงเปนถ่ัว
เหลืองท่ีมีการเพาะปลูกท่ัวไป (Hymowitz, 1970) สําหรับประเทศไทย มีการเพาะปลูกถ่ัวเหลืองมานานกวา
ศตวรรษ โดยเฉพาะในบริเวณภาคเหนือตอนบน นิยมปลูกหลังการเก็บเก่ียวขาวในฤดูแลง และไดมีการขยายพ้ืนท่ี
ปลูกไปยังบริเวณภาคเหนือตอนลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง ตามลําดับ โดยพ้ืนท่ีเพาะปลูกถ่ัว
เหลืองประมาณ 70% อยูในพ้ืนท่ีภาคเหนือ 

ในปจจุบันประเทศไทยยังมีปญหาเรื่องการผลิตเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองไมเพียงพอตอกับความตองการของ
เกษตรกร ซ่ึงการขาดพันธุท่ีมีความตานทานโรคและแมลงศัตรูพืช ประกอบกับสภาพแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการ
ผลิตถ่ัวเหลือง มีผลทําใหผลผลิตของถ่ัวเหลืองภายในประเทศตํ่า การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตถ่ัวเหลืองใหได
ผลผลิตตอไรสูงนั้น เกษตรกรจําเปนตองเลือกใชพันธุถ่ัวเหลืองท่ีดี มีการจัดการแปลงปลูกท่ีดี จัดการปุยและใหน้ํา
อยางเหมาะสมตามความตองการของพืช ตลอดจนดูแล ปองกัน กําจัดวัชพืช โรคและแมลงศัตรูพืชอยางเหมาะสม 
ในสวนของพันธุถ่ัวเหลืองท่ีดีนั้น นักปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลืองไดพยายามพัฒนาสายพันธุใหม ท่ีสามารถใหผลผลิตสูง 
ตานทานโรคและแมลงศัตรูพืช ตลอดจนมีลักษณะคุณภาพตรงกับความตองการของผูบริโภค ท้ังนี้สามารถทําการ
ปรับปรุงพันธุใหสําเร็จไดดวยการสํารวจ คนหา และใชประโยชนจากความหลากหลายทางพันธุกรรมในถ่ัวเหลือง 
ท้ังการศึกษาดานสัณฐานวิทยาและดานพันธุกรรม โดยการทําลายพิมพดีเอ็นเอ ซ่ึงเปนวิธีท่ีนิยมนํามาใชในการ
อธิบายความหลากหลายและพันธุกรรมของท้ังพืชและสัตว (อรชร, 2552)  ในการทดลองนี้เลือกศึกษาดีเอ็นเอ
บารโคดในถ่ัวเหลืองท่ีเกษตรกรนิยมปลูก จํานวน 40 พันธุ ตามตารางท่ี 1 

 ในการพิสูจนทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตตลอดจนพันธุพืช มักถูกจําแนกหรือพิสูจนเอกลักษณ
ดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา อยางไรก็ตามพบวามีความผิดพลาดเกิดข้ึนในกระบวนการดังกลาว เห็นไดจากพันธุ
พืชท่ีมีชื่อเดียวกัน แตมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาตางกันอยางชัดเจน โดยไมไดเกิดจากการแปรปรวนภายในสาย
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พันธุเดียวกัน (genetic variation) หรือการท่ีพันธุพืชชนิดเดียวกัน ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเหมือนกัน ถูกตั้ง
ชื่อพันธุตางกัน  ดังนั้นจึงมีการนําความรูดานชีววิทยาโมเลกุลมาใชในการพิสูจนทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของ
สิ่งมีชีวิต 

 เทคนิคดานชีวโมเลกุล อาทิ Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Diagnostic Polymerase 
Chain Reaction (PCR), Real-time Polymerase Chain Reaction (Real-time PCR), Amplified Fragment 
Length Polymorphisms (AFLP), PCE- Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP)  
(อรชร, 2552) เปนตน ถูกนํามาใชในการพิสูจนทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงแตละวิธีตางมีขอดีและ
ขอจํากัดท่ีตางกันไป Yang et al. (2013) รายงานวา การใชเทคนิค SSR แถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการรันเจลชนิด
อะคริลาไมด และไดมีความหางกันนอยกวา 50 เบส นั้น ไมสามารถแยกดวยสายตาได จึงจําเปนตองใชเครื่องมือ
ในหองปฏิบัติ ท่ีมีราคาสูงการในการแยกความแตกตางดังกลาว จึงเปนขอจํากัดในการนํามาปฏิบัติของ
หองปฏิบัติการในหลายแหง 

 Hebert et al. (2003) ได ริ เ ริ่ มการนํา  ‘ดี เ อ็น เอบาร โคด ’ (DNA Barcode) มาใช ในการจํ าแนก
ลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตหรือแตละบุคคล (individual) โดยเปนการประยุกตแนวคิดเรื่องการติดฉลากบารโคด
ในสินคามาประยุกตใช ซ่ึงนับเปนนวัตกรรมใหมในการจําแนกลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิต โดยเทคนิคดังกลาวมี
ความถูกตอง แมนยํา และถูกตอง ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต (species) รวมถึงเพ่ิมประสิทธิภาพการคนควาวิจัย
ดานวิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติ เชน การทําดีเอ็นเอบารโคด 
ในกลวยไมซ่ึงเปนพืชท่ีอยูในวงศ (family) มีความซับซอนและมีจํานวนมากกวา 20,000 ชนิด  การทําดีเอ็นเอ
บารโคด เปนการเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดท่ีสั้น ความยาวประมาณ 700 นิวคลีโอไทด โดยลําดับนิวคลีโอไทด
ดังกลาวมีความแตกตางระหวางชนิดของสิ่งมีชีวิตสูง แตในขณะเดียวกันก็มีความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตชนิด
เดียวกันท่ีต่ํา Hebert et al. (2003) เปนนักวิจัยกลุมแรกท่ีรายงาน การนําเอาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 
cytochrome c oxidase I (COI) ในไมโทรคอนเดรีย (Mitochondria) ซ่ึงมีลําดับของนิวคลีโอไทดท่ีแตกตาง
ระหวางชนิดมากกวาในชนิดเดียวกัน มาใชในการทําดีเอ็นเอบารโคด  และเนื่องจากมีการแทรกเขาและหลุดหาย
ของนิวคลีโอไทดนอย ยีนดังกลาวจึงถูกเลือกมาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือการระบุชนิดและจําแนก
ชนิด ของแมลงและสัตว ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ (พรณรงค และอรุณรัตน, 2544) 

 สวนของยีนท่ีจะนํามาทําดีเอ็นเอบารโคดนั้น นอกจากตองมีลักษณะสั้นแลว ยังตองสามารถเพ่ิมประมาณ
ได เหมาะสําหรับจํานวนตัวอยางท่ีมาก และไมซับซอนในการวิเคราะหลําดับเบส  ในสวนการทําดีเอ็นเอบารโคดใน
พืชนั้น ไดมีการนํายีนจากสวนตาง ๆ ของพืช  เชน ITS, accD, matK, ndhJ, rpoB, rpoCL, ycf, atpF-H, psbK-
I, rbc,L rbcLa, trnH-psbA และ trnL(P6) แตท่ีไดรับความสนใจไดแกยีนจากสวนของนิวเคลียสคือ ITS และสวน
ท่ีมาจากพลาสติด (plastid) เชน matK, rpoB, rpoCI, atpF-H, psbK-I, rbcL และ trnH-psbA ซ่ึงสามารถนํา
ลําดับเบสมาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกชนิดของพืชท่ีมีความใกลเคียงกันสูงได (Hollingsworth et al., 2011; Ali 
et al., 2014) ยีนท่ีถูกแนะนําใหนํามาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกพืชบก ไดแก matK + rbcL เนื่องจากมีความ
ชัดเจน สามารถเพ่ิมปริมาณไดเหมาะสําหรับงานท่ีตองทําเปนประจําและสามารถแบงแยกกลุมไดดีกวายีน COI ใน
สัตว (Janzen, 2009) อยางไรก็ตามพืชท่ีมีความใกลเคียงกันสูงสามารถนําเอาสวนของยีนมาตอกันไดหลายยีน 
เชน ITS + matK, rpoCL + rpoB + matK, rpoCL + matK + trnH-psbA, rbcL + trnH-psbA, matK + rtnH-
psbA, rbcL + trnH-psbA, matK + atpF-H + psbK-I, matK + atpF-H + trnH-psbA และ trnH-psbA + ITS2 
เปนตน (Yu et al., 2011; Liu et al., 2015; Xu et al., 2015) 
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ดังนั้นงานทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือนําดีเอ็นเอบารโคดมาในการจําแนกและจัดกลุมความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของถ่ัวเหลืองในประเทศไทยเพ่ือเปนขอมูลสนับสนุนการใชประโยชนในการจําแนกพันธุ การศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพ การอนุรักษพันธุกรรม ตลอดจนการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลือง 

 
7. วิธีดําเนินการ 
อุปกรณ 
 1. ถ่ัวเหลือง จํานวน 40 พันธุ/สายพันธุ แบงเปน 3 กลุม ไดแก กลุมถ่ัวเหลืองพันธุการคา 23 พันธุ  กลุม
สายพันธุดีเดน 11 พันธุ/สายพันธุ และกลุมถ่ัวเหลืองฝกสดพันธุการคา 6 พันธุ/สายพันธุ 
 2. ปุยเคมีและสารเคมีท่ีใชในการดูแลแปลงปลูกถ่ัวเหลือง 

3. อุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช เพ่ือใชในการสกัดดีเอ็นเอ และทําพรรณไมแหงอางอิง 
4. อุปกรณในหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล เชน เครื่องชั่ง โกรงบดตัวอยาง หลอดทดลอง ชุดถายภาพ UV 

Transilluminators เปนตน 
วิธีการ 

1. สํารวจและบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา เก็บตัวอยางใบ ตน และดอกของถ่ัวเหลือง 40 พันธุ/สาย
พันธุ (ตารางท่ี 1) จากแปลงปลูกถ่ัวเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม โดยถายภาพประกอบตัวอยาง
ท่ีมีโครงสรางใบ ดอก และเก็บตัวอยางผลสมบูรณและตน เพ่ือนํามาทําตัวอยางพรรณไมแหงและกําหนดตัวอยาง
หมายเลข voucher specimen เพ่ือเก็บไวเปนหลักฐานอางอิงตามวิธีมาตรฐานของมาตรฐานของกลุมวิจัย
พฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร 
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ตารางท่ี 1  รายชื่อพันธุ/สายพันธุถ่ัวเหลืองท่ีทําการศึกษาฯ 

Group Name of variety Group Name of variety 

Commercial 
variety 

อุสาหะ (10SB60) Commercial 
variety 

ราชมงคล 1 (Rajamagala 1) 
สจ.1 (SJ1) เชียงใหม 6 (Chiang Mai 6) 
สจ.2 (SJ2) ลพบุรี 84-1 (Lop Buri 84-1) 
สจ.3 (SJ3) Superior 

variety 
CM4703-10 

สจ.4 (SJ4) CM0701-27 
สจ.5 (SJ5) CM9513-3 
นครสวรรค 1 (Nakhonsawan 1) CM9512-3 
สุโขทัย 1 (Sukhothai 1) CM0701-24 
เชียงใหม 60 (Chiang Mai 60) CM0701-26 
เชียงใหม 1 (Chiang Mai 1) CM0706-14 
มข.35 (KKU.35) Tainung 4 
สุโขทัย 2 (Sukhothai 2)  William 
เชียงใหม 2 (Chiang Mai 2) IAC13 
จักรพันธ 1 (Jakapan 1) KUSL2004 
สุโขทัย 3 (Sukhothai 3) Vegetable 

soybean 
variety 

2808 
เชียงใหม 3 (Chiang Mai 3) เชียงใหม 84-2 (Chiang Mai 84-2) 
เชียงใหม 4 (Chiang Mai 4) Chama me 
ขอนแกน (Khon Kaen) NO.75 
เชียงใหม 5 (Chiang Mai 5) AGS292 
ศรีสําโรง 1 (Srisamrong 1) Kaori 

  

 2. การสกัดดีเอ็นของถ่ัวเหลือง นําใบถ่ัวเหลืองท่ีตองการทดสอบมาลางดวยน้ํา เพ่ือกําจัดสิ่งปนเปอน ซับ 

น้ําใหแหง ตัดใบถ่ัวเหลือง 5 กรัม ใหเปนชิ้นเล็กๆ บดในโกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 150 มม. สกัดดีเอ็นเอดวยชุด
สําเร็จรูป MiniPrep DNA Extraction ของบริษัท Real Gennomics 

3. การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบความเขมขน
และความบริสุทธิ์ ดวยการวัดปริมาณความเขมขนสารปริมาณนอยโดยแรงตึงผิว (nanodrop) ใชปริมาณดีเอ็นเอ 
2 µl/ตัวอยาง/ครั้ง วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 
A260/A280 ใหคาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยูในชวง 1.8-2.0 แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR และเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส 

4. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) นําดี

เอ็นเอท่ีไดจากขางตนมาเพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรท่ีมีลําดับสากล (universal primer) ของยีน ITS, 

rbcL และ rpoC1 (ตารางท่ี 2) ใชชุดน้ํายาสําเร็จรูป One PCRTM (GeneDireX, Taiwan) โดยเติมดีเอ็นเอท่ีความ

เขมขนสุดทายเทากับ 0.4 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และไพรเมอรแตละคูท่ีใชทดสอบ 0.5 µM ในน้ํายา Master Mix 

ท่ีมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปดวย Tag DNA poloymerase, PCR Buffer, dNTP, gel loading 
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dyes  โดยตั้งโปรแกรมการทํางานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ดังนี้  94 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 

รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 54 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 

รอบ และท่ี 72 องศาเซลเซียส 7 นาที จํานวน 1 รอบ 

ตารางท่ี 2 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลท่ีใชในการศึกษาฯ 

Locus Primer name Primer sequence Reference 

ITS ITS2-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT Chen et al. (2010) 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990) 

rpoC1 rpoC1_F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG Parveen et al. (2011) 

rpoCL1_R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC Parveen et al. (2011) 

rbcL rbcL – F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Parveen et al. (2011) 

rbcL – R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Parveen et al. (2011) 

 

5. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ ตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electrophoresis) โดย
ใชผลผลิตพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 
โวลต เปนเวลา 60 นาที ยอมดวย SYBR safe บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators 
(BIORAD) Syngene 

6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จากตัวอยางถ่ัวเหลืองท้ังหมด 40 พันธุ เพ่ิมปริมาณยีนจํานวน 3 ยีน 
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอแถบยีนท่ีตองการเพียง 1 แถบ และไมมีการปนเปอนของแถบดีเอ็นเออ่ืน เพ่ือนําไปวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด เม่ือไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดแลวตรวจสอบความถูกตอง โดยเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GeneBank ของ NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

7. การวิเคราะหผล เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของถ่ัวเหลืองแตละพันธุโดยใชโปรแกรม Clustal 
Omega และสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA-X โดยเลือก
วิธีการจัดกลุมแบบ maximum likelihood และกําหนดคา bootstrap 1,000 ซํ้า 
เวลาและสถานท่ี 
 ระยะเวลาดําเนินการทดลอง   ตุลาคม 2560 - กันยายน 2562 
 สถานท่ี 1. แปลงถ่ัวเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม ตําบลหนองหาร อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม 
    2. หองปฏิบัติการชีวโมเลกุล ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก ตําบลวังทอง  
       อําเภอวังทอง จังหวัดพิษณุโลก 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ 

1. บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของถ่ัวเหลือง 40 พันธุ (ตารางท่ี 1 และภาคผนวกท่ี 1)  เก็บตัวอยาง

ใบ ตน ดอกของถ่ัวเหลือง 40 พันธุ จากแปลงปลูกถ่ัวเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จ.เชียงใหม  โดยเก็บเปน

ตัวอยางแหงตามหลักมาตรฐานของกลุมวิจัยพฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครองพันธุพืช ดังตัวอยางภาพ 

(ภาพท่ี 1)  โดยเมล็ดพันธุถ่ัวเหลืองท้ังหมดจํานวน 40 สายพันธุไดอนุรักษไวท่ีธนาคารเชื้อพันธุกรรมพืช กรม

วิชาการเกษตร และในทุกๆ ปเมล็ดท่ีเสื่อมสภาพความงอกจะถูกนํากลับมาฟนฟูเพ่ือผลิตเชื้อพันธุกรรมรุนใหมเพ่ือ

นําไปอนุรักษอีกครั้ง (ดําเนินการโดย ศวร.เชียงใหม) 
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      วิธีการเก็บตัวอยางใบถ่ัวเหลือง                                    วิธีการอัดตัวอยางแหง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 ตัวอยางพรรณไมแหงถ่ัวเหลืองท่ีดําเนินการจัดทํา จํานวน 40 สายพันธุ โดยเก็บรักษาไวท่ี 

  สํานักคุมครองพันธุพืช 



8 

 

2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) และตรวจสอบ

แถบดีเอ็นเอ 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของถ่ัวเหลือง 40 พันธุ/สายพันธุ โดยใชไพรเมอรสากลของยีน 3 ตําแหนง พบวา
สามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน ITS, rbcL และ rpoc1  ไดขนาดประมาณ 400, 1,300 และ 500 คูเบส 
ตามลําดับ (ภาพท่ี 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน ITS, rbcLa ของถ่ัวเหลืองสายพันธุตาง ๆ ตามรายชื่อใน  

   ตารางท่ี 1 
  

500 bp 

3,000 bp 

1,500 bp 

100 bp 

500 bp 

3,000 bp 

1,500 bp 

100 bp 

rbcLa 

rbcLa 

Sample #1- 19 

Sample #20- 38 

600 bp 

600 bp 

Sample #1- 19 

Sample #20- 38 
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ภาพท่ี 3 ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ rbcL และ trnHf +psbA3 ของถ่ัวเหลืองสายพันธุตาง ๆ  
  ตามรายชื่อในตารางท่ี 1 
 

3. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 นําผลผลิต PCR สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcLa, rbcL, rbocL, trnHf +psbA3และ

นําลําดับนิวคลีโอไทดของถ่ัวเหลืองท่ีไดไปเปรียบเทียบความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตตางๆ ใน

ฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม Blast (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov) ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ

ไทดของแตละยีน ในถ่ัวเหลืองแตละสายพันธุ  

4. วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลือง  

หาความสัมพันธทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองโดยใชโปรแกรม MEGA-X การหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 

(Phylogenetic tree) ของถ่ัวเหลือง และใช Glycine Clandestina เปน out-group .ในยีน ยีน ITS, rbcL, , rpoCL, 

trnHf +psbA3  

 ยีน ITS  อยูบนนิวเคลียรจีโนม (nuclear genome) นั้นเม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ในถ่ัว

เหลือง ท้ัง 40 สายพันธุ พบวามีขนาดประมาณ 400 คูเบส เม่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ดวย

โปรแกรม MEGA-X พบวาความแตกตางทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองท้ัง 40 สายพันธุ เทากับ 0.00-0.20 และเม่ือ

สรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (ภาพท่ี 4) พบวาไมสามารถจําแนกถ่ัวเหลืองแตละชนิดออกจากกันได 

ท้ังนี้อาจเนื่องจากลําดับนิวคลีโอไทดของถ่ัวเหลืองท้ัง 40 สายพันธุมีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก กลาวคือมีรูปแบบ

การกลายแบบทรานสเวอรชัน (transversion) จาก pyrimidine (T) เปน purine (A) .บนตําแหนงนิวคลีโอไทดท่ี 

75 เพียงตําแหนงเดียว 

Sample #1- 19 

Sample #20- 38 

500 bp 

3,000 bp 

1,500 bp 

100 bp 

1,000 bp 

rbcL 

700 bp 
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 ยีน rbcL อยูบนคลอโรพลาสตจีโนม (Chloroplast genome) เม่ือสรางแผนภูมิความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของถ่ัวเหลืองท้ัง 40 พันธุ จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL โดยเลือกวิธีการจัดกลุมแบบ 

Maximum Likelihood พบวาแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมนั้น ไมสามารถแยกความสัมพันธทางพันธุกรรม

ถ่ัวเหลือง 40 พันธุ ออกจากกันท้ังหมด แยกไดเพียง 1 พันธุ คือ ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ (ภาพท่ี 5) โดยมีคา log 

likelihood สูงสุดท่ี -1321.38 ตามลําดับ  และพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการเปลี่ยนแปลงในยีน rbcL จํานวน 99 

ตําแหนง มีการกลาย 4 รูปแบบ คือ Indel (insertion/deletion), Purine transition, Pyrimidine transition และ 

Transversion (ตารางท่ี 3 ) 

 ท้ังนี้ถ่ัวเหลืองพันธุ ‘ขอนแกน’ เปนพันธุท่ีไดจากการรวบรวมจาก อ. พระพุทธบาท จ.สระบุรี เพ่ือปรับปรุง

ถ่ัวเหลืองใหไดผลผลิตสูง โดยเนนพ้ืนท่ีปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เหมาะในการปลูกฤดูแลงท่ีมีการใหน้ํา

ชลประทาน ผลผลิตเฉลี่ย 312 กก./ไร และในฤดูแลงผลผลิตเฉลี่ยสูงถึง 356 กก./ไร  โดยไดรับการรับรองพันธุจาก

กรมวิชาการเกษตรในป 2547 (ออยทินและรัชนี, 2558) 

 จากการศึกษาครั้งนี้พบวาถ่ัวเหลืองพันธุ ‘ขอนแกน’สามารถแยกออกจากถ่ัวเหลือง 39 พันธุ/สาย ซ่ึง

สามารถใชประโยชนจากการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในงานปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลือง ในการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลือง

ผลผลิตสูงในฤดูแลงตอไป 
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ภาพท่ี 
4 

แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถ่ัวเหลือง 40 สายพันธุท่ีสรางจากขอมูลลําดับนิวคลี
โอไทดของยีน ITS ซ่ึงวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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ภาพท่ี 5 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถ่ัวเหลือง 40 สายพันธุท่ีสรางจากขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ซ่ึงวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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ตารางท่ี 3 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ท่ีพบในถ่ัวเหลืองพันธุตางๆ 

Alternation Nucleotide position 

Indel 31, 47, 52, 300, 410, 411, 525 

Purine transition 15, 29, 49, 57, 72, 75, 90, 148, 217, 238, 301, 341, 383, 403, 411, 415, 
423, 429, 484, 485, 497, 499, 531, 548 

Pyrimidine 

transition 

13, 37, 53, 290, 315, 330, 357, 360, 363, 367, 379, 391, 394, 483, 517 

Transversion 8, 16, 38, 38, 39, 40, 46, 55, 64, 67, 71, 80, 87, 97, 103, 104, 111, 128, 
160, 161, 190, 223, 250, 259, 259, 262, 264, 292, 298, 302, 320, 329, 
333, 335, 349, 350, 388, 393, 398, 402, 404, 417, 422, 426, 448, 449, 
454, 463, 489, 495, 508, 518, 542 

 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 

ยีน rpoC1 ซ่ึงเปนยีนท่ีอยูบนคลอโรพลาสตจีโนมเชนเดียวกับ rpcL สามารถทําการแยกความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของพันธุ ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ ออกจากถ่ัวเหลืองท้ัง 40 สายพันธุไดเพียงพันธุเดียว (Figure 5) 

เชนเดียวกับยีน rpcL โดยมีคา log likelihood สูงสุดท่ี -1783.58 ตามลําดับ  โดยพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการ

เปลี่ยนแปลงในยีน rpoC1 จํานวน 100 ตําแหนง มีการกลายรูปแบบ ดังแสดงตาม Table 4 

ตารางท่ี 4 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ท่ีพบในถ่ัวเหลืองพันธุตางๆ 

Alternation Nucleotide position 

Indel 4, 164, 232, 286, 304, 305, 313, 334 
Purine transition 168, 172, 184, 185, 186, 212, 215, 216, 217, 239, 258, 288, 290, 314, 316, 

337, 348, 352, 363, 364, 369 
Pyrimidine 
transition 

220, 230, 243, 251, 270, 272, 281, 296, 307, 308, 310, 321, 328, 329, 330, 
332, 339, 340 

Transversion 177, 183, 187, 193, 199, 206, 209, 211, 213, 221, 222, 223, 225, 227, 229, 
235, 236, 237, 246, 247, 252, 254, 256, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 267, 
268, 273, 273, 277, 278, 279, 282, 292, 294, 299, 300, 315, 323, 336, 345, 
347, 350, 365, 372, 375, 376, 377, 386 
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ภาพท่ี 6 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถ่ัวเหลือง 40 สายพันธุท่ีสรางจากขอมูล

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ซ่ึงวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 

 การสร างดี เ อ็น เอบาร โคด มี ศักยภาพในการจําแนกสิ่ ง มีชี วิต  โดยใชการเปรียบเ ทียบลําดับ 

นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานในพืชแตละชนิด อยางไรก็ตามแมวาพันธุกรรมพืชจะมีผลโดยตรงตอลักษณะ
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การแสดงออกของพืช (phenotype) สภาพแวดลอมในการเพาะปลูกก็เปนอีกปจจัยท่ีสําคัญมีผลตอการแสดงออก

ดวยเชนกัน การจําแนกพันธุพืชดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะเพียงบริเวณใดบริเวณหนึ่งอาจ

ไมเพียงพอตอการจําแนกพันธุพืช เนื่องจากตําแหนงนั้นมีความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ต่ํา 

และลําดับดีเอ็นเอของตําแหนงนั้นมีขนาดเล็กมาก (genome size) เม่ือเทียบกับขนาดของจีโนมพืช มีผลทําให

ตําแหนงดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางของพืชในระดับพันธุ  (Collins and Cruickshank, 2013) 

 
9. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

1.  การวิเคราะหแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA-X จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน ITS ซ่ึงเปนยีนท่ีอยูในนิวเคลียส ของถ่ัวเหลือง 40 สายพันธุ จะเปนไดวาลําดับนิวคลีโอไทดพบความ
แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ซ่ึงมีผลทําใหไมสามารถแยกพันธุถ่ัวเหลืองออกจากกันได เนื่องจากขนาดของลําดับ
เบสท่ีสั้น เม่ือเปรียบเทียบกับขนาดของจีโนมพืช ดังนั้นการใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS เพ่ือประเมิน
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของถ่ัวเหลืองนั้นยังไมมีความเหมาะสม 

2. ยีน rbcL และ rpoCL ซ่ึงเปนยีนท่ีอยูในคลอโรพลาสต สามารถทําการแยกความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของพันธุขอนแกน ซ่ึงเปนพันธุทองถ่ินของ จ.สระบุรี ออกจากถ่ัวเหลืองจํานวน 39 สายพันธุซ่ึงสวนใหญเปนพันธุท่ี
ไดจากการปรับปรุงพัฒนาพันธุ 

 
10. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

การใชดีเอ็นเอบารโคด ยีน rbcL และ rpoCL มาในการจําแนกและจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ถ่ัวเหลืองในประเทศไทยเพ่ือเปนขอมูลสนับสนุนการใชประโยชนในการจําแนกพันธุ การศึกษาความหลากหลาย
ทางชีวภาพ การอนุรักษพันธุกรรม ตลอดจนการปรับปรุงพันธุถ่ัวเหลือง 

 
11. คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม ท่ีใหความอนุเคราะหปลูก และดูแลแปลงถ่ัวเหลือง ขอขอบคุณศูนยวิจัย
และพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก ท่ีใหการสนับสนุนอุปกรณและเครื่องมือตางๆ ในการปฏิบัติงาน และเจาหนาท่ี
ทุกทานท่ีมีสวนชวยสนับสนุนงานวิจัยใหสําเร็จลุลวงดวยด ี
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13. ภาคผนวก 
ตารางผนวก 1 พันธุและลักษณะเดนของพันธุถ่ัวเหลือง (ออยทินและรัชนี, 2558) 

ลําดับท่ี พันธุ ปท่ีรับรองพันธุ พันธุแม x พอ ลักษณะเดนประจําพันธุ 
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1 พันธุอุตสาหะ 

เอ 

2501 พันธุทองถ่ิน (จ.เชียงใหม) ออนแอตอโรคราสนิม 

2 สจ.1 2508 ลูกผสมชั่วท่ี 2 จากญี่ปุนและ

ไตหวัน 

เจริญเติบโตดี เหมาะสําหรับ

ปลูกในตนฤดูฝน ผลผลิตสูง  

306 กก./ไร 

3 สจ.2 2508 ลูกผสมชั่วท่ี 2 จากญี่ปุนและ

ไตหวัน 

ฝกแกพรอมๆ กัน ฝกไมแตก 

เหมาะสําหรับปลูกในฤดูแลง 

ผลผลิตสูง 326 กก./ไร 

4 สจ.3 2508 ลูกผสมชั่วท่ี 2 จากญี่ปุนและ

ไตหวัน 

เจริญเติบโตดี ตนไมลม ฝกแก

พรอมๆ กัน ฝกไมแตก ผลผลิต

สูง 280-320 กก./ไร  

5 สจ.4 2519 Acadian x Tainung 4 เมล็ดมีความงอกดีกวาพันธุ

เชียงใหม 60 ในสภาพดินท่ีมี

ความชื้นสูง 

ผลผลิตดีในฤดูฝน 250-320 

กก./ไร 

6 สจ.5 2523 Tainung 4 x สจ.2 ทนทานตอโรคราสนิม 

ปรับตัวไดดีในหลาย

สภาพแวดลอม 

7 นครสวรรค 1 2529 สายพันธุ OCB (Doteung x 

Santa Maria) นําเขาจาก

ตางประเทศ 

อายุสั้น 70-75 วัน เหมาะปลูก

หลังนา 

ผลผลิตสูง 310-350 กก./ไร 

8 สุโขทัย 1 2529 ลูกผสม (Shih Shih x 

SRF400) 

นําเขามาจาก AVRDC  

ตานทานโรคใบจุดนูน 

ลําตนตั้งตรงไมลม 

9 เชียงใหม 60 2530 Williams x สจ. 4  ทนทานตอโรคราสนิม ใบจุดนูน  

และโรคราน้ําคาง ผลผลิตสูง 

ปรับตัวไดดีในหลาย

สภาพแวดลอม 

10 เชียงใหม 1 2536 สายพันธุ VESOY นําเขามา

จาก AVRDC 

ฝกสดเม่ือตมสุกมีรสชาติดี 

ผลผลิตฝกสดสูง ฝกใหญ 
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11 มข.35 2537 Williams x สจ. 4  ตานทานโรคใบจุดนูน ทนแทน

แลงและเจริญไดดีในดินกรดและ

ดาง ปลูกไดท้ังฤดูฝนและแลง 

12 สุโขทัย 2 2538 7016 x สุโขทัย 1  ปรับตัวดีในพ้ืนท่ีปลูกภาคเหนือ 

เหนือตอนลางและภาคกลาง 

ตานทานโรคราน้ําคาง ใบจุดนูน 

ไวรัสใบดาง เมล็ดพันธุมีคุณภาพ

ด ี

13 เชียงใหม 2 2541 เชียงใหม 60 x IAC 13 อายุสั้น ปรับตัวไดดีหลาย

สภาพแวดลอม 

ตานทานตอโรคราน้ําคางปาน

กลาง 

14 จักรพันธ 1 2542 สายพันธุนําเขาจากประเทศ

บราซิล (UFV80-85, UFV x 

Santa rosa) 

ตานทานตอโรคราน้ําคางสูง โรค

แอนแทรคโนส 

เลี่ยงการปลูกในชวงตนฤดูฝน 

โรคใบจุดนูนระบาด 

15 สุโขทัย 3 2542 F3 (Fort Lamy x เชียงใหม 

60) x  เชียงใหม 60 

เมล็ดสีดํา เมล็ดพันธุมีความงอก

ดีและเก็บรักษาไวไดนาน 

ผลผลิตเฉลี่ย 298 กก./ไร 

16 เชียงใหม 3 2543 G9946 x AGS17 ตานทานตอโรคใบจุดนูน รา

น้ําคาง 

และโรคใบดาง 

ปรับตัวตามสภาพแวดลอมได

กวางผลผลิตสูง 330 กก./ไร 

17 เชียงใหม 4 2543 G9946 x AGS17 ผลผลิตสูง 324 กก./ไร 

ตานทานตอโรคใบจุดนูน รา

น้ําคาง และโรคใบดาง  

18 ขอนแกน 2547 พันธุทองถ่ิน (จังหวัดสระบุรี) ปรับตัวไดดีในเขตภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน  

ผลผลิตเฉลี่ยในฤดูแลง 312 

กก./ไร 

19 เชียงใหม 5 2549 เชียงใหม 60 ฉายรังสีแกมมา 

ปริมาณ 10 กิโลแรดด 

ตานทานโรคราสนิม 
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20 ศรีสําโรง 1 2550 F1((นครสวรรค 

1xPudua8008B)  x(

นครสวรรค 1xDM8032-1-9) 

x นครสวรรค 1 

อายุสั้น/ตานทานโรคราน้ําคาง

ปานกลาง ผลผลิตสูง 291 กก./

ไร 

21 ราชมงคล 1 2552 เชียงใหม 60x AGS286 

(seatra) 

ปรับตัวไดดีในพ้ืนท่ีปลูกจังหวัด

ลําปางและใกลเคียง ผลผลิตสงู 

ทนทานการหักลม 

22 เชียงใหม 6 2553 KUSL 2004 x เชียงใหม 5 ตานทานโรคราสนิมและรา

น้ําคาง 

ปรับตัวตอสภาพแวดลอมได

กวาง 

23 ลพบุรี 84-1 2554 F1(AGS129 x A Japanese 

var) x  AGS129 

มีกลิ่นหอมเหมาะสําหรับผลิต

น้ํานมถ่ัวเหลือง ตานทานโรคใบ

จุดนูน ปรับตัวไดดีในพ้ืนท่ีปลูก

ภาคกลางตอนบน ผลผลิต 358 

กก./ไร 

24 เชียงใหม 84-2 2555 Chamame x 2808 ฝกสดเม่ือตมสุกมีรสชาติดีและ

หอมกลิ่นใบเตย  ขนาดฝกสดได

มาตรฐานการสงออก 

25 CM4703-10 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

26 CM0701-27 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

27 CM9513-3 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

28 CM9512-3 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

29 CM0701-24 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

30 CM0701-26 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

31 CM0706-14 สายพันธุดีเดน       - ผลผลิตสูง 

32 Tainung 4 แมพันธุ สจ.5       - ทนทานโรคราสนิม 

33 William 
แมพันธุ เชียงใหม 

60       - ผลผลิตสูง ลําตนแข็งแรง 

34 IAC13 
พอพันธุ เชียงใหม 

2       - อายุสั้น/เมล็ดโต 
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35 KUSL2004 
แมพันธุ เชียงใหม 

6       - 

ผลผลิตสูง/ตานทานโรคใบจุด

นูน 

36 2808 
พอพันธุ เชียงใหม 

84-2       - ผลผลิตฝกสดสูง/พันธุการคา 

37 Chama me 
แมพันธุ เชียงใหม 

84-3       - ฝกสดมีกลิ่นหอม/พันธุการคา 

38 NO.75 พันธุการคา       - ผลผลิตฝกสดสูง/พันธุการคา 

39 AGS292 พันธุการคา       - ผลผลิตฝกสดสูง/พันธุการคา 

40 Kaori พันธุการคา       - ฝกสดมีกลิ่นหอม/พันธุการคา 
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