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การหาต าแหน่งยนีควบคุมปริมาณโปรตีนในถั่วเหลอืงโดยเคร่ืองหมายโมเลกลุ SSR 
เพือ่ใช้ปรับปรุงพนัธ์ุถั่วเหลอืงโปรตีนสูง 

Identification of Protein QTLs for High Protein Soybean Breeding 
Using SSR Markers 
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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 will be used in soybean breeding to select high protein varieties rapidly and 
accurately. Recombinant inbred lines (RILs) derived from crosses between Thai soybean varieties 
with different seed protein content were generated; C5-2, C42-3 as female parents and S1-3, S17-3 
as male parents. 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. Four QTLs for protein content were localized Satt184, Satt590, 
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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 
 

บทคดัย่อ 
 การหาต าแหน่งยีนควบคุมลกัษณะโปรตีนของถัว่เหลืองโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR 
(Simple sequence repeat) ที่เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ การทดลองน้ีมี
วตัถุประสงค์เพื่อหาต าแหน่งของเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัยีนท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนใน
เมล็ดถัว่เหลือง ส าหรับน ามาใชป้ระโยชน์ในการคดัเลือกพนัธ์ุถัว่เหลืองท่ีมีโปรตีนสูง  

ประชากรสายพนัธ์ุแทข้องถัว่เหลือง (Recombinant inbred lines, RILs) สร้างข้ึนโดยการผสม
ขา้มพนัธ์ุระหวา่งพนัธ์ุแม่ (C5-2, C42-3) และพนัธ์ุพ่อ (S1-3, S17-3) ซ่ึงมีลกัษณะโปรตีนท่ีแตกต่างกนั 
จ านวน  4  คู่ผสม จากการทดสอบดว้ยวิธีการทางชีวโมเลกุลพบวา่ การผสมขา้มพนัธ์ุประสบความส าเร็จ 
และเม่ือทดสอบการกระจายตวัของประชากรถัว่เหลืองรุ่น F2 พบว่า มีการกระจายตวัของลกัษณะสี
ขนฝัก โดยจ านวนตน้ท่ีมีสีขนฝักสีน ้ าตาลแบบพนัธ์ุแม่ต่อจ านวนตน้ท่ีมีสีขนฝักสีขาวแบบพนัธ์ุพ่อ
เป็นอตัราส่วน 3:1 แสดงวา่ ลกัษณะสีขนฝักสีน ้ าตาลถูกควบคุมโดย Single dominant gene จากถัว่เหลือง
รุ่น F2 เพื่อสร้างถัว่เหลืองรุ่น F3 – F7 ใชว้ิธีการปลูกแบบเมล็ดต่อตน้ (Single seed descent method) ใน
การคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ท่ีให้ความแตกต่างระหว่างดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ 
ทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลจ านวนทั้งส้ิน 218 เคร่ืองหมาย พบเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีให้ความ
แตกต่างระหวา่งดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่จ  านวน 106 เคร่ืองหมาย น าเคร่ืองหมายโมเลกุล
ดงักล่าวไปตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของ RILs รุ่น F7 ร่วมกบัพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ เพื่อน าขอ้มูลไป
ใชใ้นการวเิคราะห์ต าแหน่งของลกัษณะเชิงปริมาณเปรียบเทียบกบัปริมาณโปรตีนซ่ึงตรวจสอบมาได้
จากเมล็ดถัว่เหลือง RILs รุ่น F8 จากการวเิคราะห์พบวา่ มีต าแหน่งของลกัษณะเชิงปริมาณ 4 ต าแหน่ง
ท่ีมีความเก่ียวขอ้งกบัปริมาณโปรตีนในเมล็ด โดยลกัษณะเชิงปริมาณทั้ง 4 นั้นสามารถระบุต าแหน่ง
ไดด้ว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล 4 เคร่ืองหมาย คือ Satt184, Satt590, Satt196 และ Satt247 ขอ้มูลจาก
เคร่ืองหมายโมเลกุลดงักล่าวสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการคดัเลือกพนัธ์ุถัว่เหลืองพนัธ์ุไทยท่ีมี
โปรตีนสูงและใชใ้นการคน้หายีนซ่ึงมีความส าคญัต่อปริมาณโปรตีนต่อไป 
ค าหลัก : ถัว่เหลือง, ปริมาณโปรตีนในเมล็ด, ต าแหน่งควบคุมลักษณะเชิงปริมาณ, เคร่ืองหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ 
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ค าน า 
ถัว่เหลือง (Glycine max (L.) Merrill) เป็นแหล่งอาหารท่ีส าคญัทั้งโปรตีนและไขมนั โดย

เมล็ดมีโปรตีนประมาณ 38-40 เปอร์เซ็นต์ มีน ้ ามนัประมาณ 18-20 เปอร์เซ็นต์ ส่วนที่เหลือเป็น
คาร์โบไฮเดรตประมาณ 35 เปอร์เซ็นต์ ถัว่เหลืองจึงสามารถน ามาใช้ประโยชน์เป็นวตัถุดิบของ
ผลิตภณัฑ์อาหารต่าง ๆ เช่น เตา้หู้ น ้ านมถัว่เหลือง เตา้เจ้ียว ซอสถัว่เหลือง และอาหารเจ เป็นต้น 
ลกัษณะทางการเกษตรของเมล็ดถัว่เหลือง เช่น ปริมาณโปรตีนในเมล็ด และขนาดเมล็ด เป็นส่วน
ส าคญัหรือมีบทบาทในการเป็นส่ิงบ่งช้ีคุณภาพของผลิตภณัฑ์อาหารจากถัว่เหลือง (Clarke and 
Wiseman, 2000; Friedman and Brandon, 2001) ในปี พ.ศ. 2546 กรมการคา้ภายใน กระทรวงพาณิชย ์
ได้ก าหนดมาตรฐานเพื่อการรับซ้ือเมล็ดถั่วเหลืองของโรงงาน โดยเมล็ดถั่วเหลืองเกรดแปรรูป
ผลิตภณัฑอ์าหารตอ้งมีปริมาณโปรตีนไม่ต ่ากวา่ 36 เปอร์เซ็นต ์

นบัยอ้นหลงัจากน้ีไปประมาณ 27 ปี ในฤดูการผลิตปี 2532/33 ประเทศไทยเคยมีพื้นท่ีปลูก 
ถัว่เหลืองสูงถึง 3.2 ลา้นไร่ ผลผลิตรวมกวา่ 6.7 แสนตนั (กรมวชิาการเกษตร, 2547) จากนั้นพื้นท่ีปลูก
ถัว่เหลืองและปริมาณผลผลิตถัว่เหลืองลดลงอยา่งต่อเน่ือง โดยในปี 2557/58 พื้นท่ีปลูกถัว่เหลืองเหลือ
เพียง 0.19 ลา้นไร่ ผลผลิตรวมเหลือเพียง 0.52 แสนตนั (ส านกัวิจยัเศรษฐกิจการเกษตร, 2557) ซ่ึงไม่
เพียงพอต่อความตอ้งการใช้ภายในประเทศ ท าให้ตอ้งมีการน าเขา้จากต่างประเทศในปริมาณมาก 
ปัญหาการลดลงของพื้นท่ีปลูกถัว่เหลืองในประเทศไทยมีสาเหตุจากผลผลิตและคุณภาพของเมล็ดถัว่
เหลืองไม่แน่นอน และการให้ผลตอบแทนต ่ากวา่พืชแข่งขนัอ่ืน ๆ เช่น ขา้วโพดเล้ียงสัตว ์ออ้ย และ
พืชผกั เป็นต้น ในขณะท่ีความต้องการใช้เมล็ดถั่วเหลืองภายในประเทศมีแนวโน้มเพิ่มข้ึนอย่าง
ต่อเน่ือง ซ่ึงนโยบายของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์เนน้การผลิตถัว่เหลืองท่ีมีคุณภาพและมีปริมาณ
โปรตีนสูงเพื่อการบริโภค ดงันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุถัว่เหลืองใหมี้คุณภาพ มีปริมาณโปรตีนในเมล็ดสูง
จึงเป็นส่ิงท่ีจ  าเป็นและมีความส าคญัเป็นอยา่งยิง่ 

เคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular marker) เป็นล าดับเบสช่วงหน่ึงของดีเอ็นเอท่ีใช้เป็น
เคร่ืองหมายบ่งช้ีความเป็นเอกลกัษณ์ของส่ิงมีชีวิตทางพนัธุกรรม (สุรีพร, 2546) และบางเคร่ืองหมาย
โมเลกุลมีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะทางการเกษตรท่ีสนใจ เช่น ผลผลิตสูง ตา้นทานโรค (Collard and 
Mackill, 2008) การน าเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสัมพนัธ์กบัลกัษณะทางการเกษตรเหล่าน้ีมาใช้เป็น
เคร่ืองมือในการคดัเลือกพนัธ์ุเพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการคดัเลือกพนัธ์ุได ้
หรือท่ีเรียกว่า การคดัเลือกโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล (Marker-assisted selection, MAS) ซ่ึงมีความ
สะดวก รวดเร็วและแม่นย  ากวา่การสังเกตลกัษณะทางการเกษตรจากภายนอก นอกจากน้ีสามารถช่วย
ลดระยะเวลา พื้นท่ีและแรงงานในการปรับปรุงพนัธ์ุไดด้ว้ย 

จนถึงปัจจุบนัมีการศึกษาวิจยัหาต าแหน่งบนโครโมโซมหรือยีนท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนใน
เมล็ดและลกัษณะโปรตีนในเมล็ดถั่วเหลืองอ่ืน ๆ เช่น ปริมาณกรดอะมิโนหรือปริมาณของชนิด
โปรตีนท่ีเฉพาะเจาะจง จ านวนมากครอบคลุมทัว่ทั้ง 20 กลุ่มลิงเกจของจีโนมถัว่เหลือง (Carlson, 2011) 
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อย่างไรก็ตาม การวิจยัหาต าแหน่งบนโครโมโซมท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ดท่ีศึกษากบัถัว่เหลือง
สายพนัธ์ุไทยมีนอ้ย จากการตรวจสอบเอกสารพบเพียงการศึกษาหาต าแหน่งบนโครโมโซมท่ีควบคุมปริมาณ
โปรตีนในเมล็ดถัว่เหลืองฝักสดเท่านั้น (The Thailand Research Fund; http://research.trf.or.th/node/6305) 
ดงันั้นจึงท าการวิจยัโดยมีวตัถุประสงค์เพื่อหาต าแหน่งของเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบัยีนท่ี
ควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ดของถัว่เหลืองสายพนัธ์ุไทย ซ่ึงจะน าเคร่ืองหมายโมเลกุลดงักล่าวมาใช้
ประโยชน์ในการคดัเลือกพนัธ์ุถัว่เหลืองท่ีมีโปรตีนสูงต่อไป 

  

อปุกรณ์และวธีิการ 
อุปกรณ์ 

1. เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ 
2. เคร่ืองมือ อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
3. เคร่ืองแยกดีเอน็เอดว้ยกระแสไฟฟ้า (Electrophoresis) 
4. เคร่ืองใหก้ าเนิดแสง UV ส าหรับตรวจสารพนัธุกรรม (UV transilluminator, Biorad) และ

ชุดถ่ายภาพ 
5. พนัธ์ุถัว่เหลือง 

- พนัธ์ุแม่ คือ C5-2 และ C42-3 คดัเลือกไดจ้ากการน าพนัธ์ุเชียงใหม่ 60 (พนัธ์ุรับรอง 
กรมวชิาการเกษตร เม่ือ 30 กนัยายน 2530) ซ่ึงปรับตวักบัสภาพแวดลอ้มทัว่ไปไดดี้ ให้
ผลผลิตสูงทั้งฤดูแลง้และฤดูฝน รวมถึงมีความตา้นทานต่อโรคราสนิม (ฐานขอ้มูล
ศูนยว์จิยัพืชไร่เชียงใหม่; http://www.doa.go.th/fcrc/chiangmai/) ไปฉายรังสีแกมมา  
- พนัธ์ุพอ่ คือ S1-3 และ S17-3 คดัเลือกไดจ้ากการน าสายพนัธ์ุ SSRSN 35-19-4 ซ่ึงมี
ความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง ปรับตวัไดดี้ในพื้นท่ีภาคเหนือตอนล่าง และมีขนาดเมล็ด
ใหญ่ ไปฉายรังสีแกมมา (เบญจมาศ และคณะ, 2552)  

6. ไพรเมอร์ของเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR  
วธีิการ 
1. การสร้างประชากรถั่วเหลือง RILs  
 1.1 ปลูกและผสมพนัธ์ุถัว่เหลืองระหวา่งพนัธ์ุแม่ (C5-2, C42-3) และพนัธ์ุพ่อ (S1-3, S17-3)  
ซ่ึงมีลกัษณะโปรตีนท่ีแตกต่างกนั จ านวน 4 คู่ผสม ไดแ้ก่ คู่ท่ี 1 = C5-2 x S1-3  คู่ท่ี 2 = C5-2 x S17-3  
คู่ท่ี 3 = C42-3 x S1-3 และคู่ท่ี 4 = C42-3 x S17-3 จดัหาและด าเนินการท่ีศูนยว์ิจยัและพฒันาการ
เกษตรสุโขทยัในเดือนตุลาคม 2551 โดยพนัธ์ุแม่ C5-2 และ C42-3 มีปริมาณโปรตีนในเมล็ด 41.4% 
และ 42.8% ตามล าดบั พนัธ์ุพอ่ S1-3 และ S17-3 มีปริมาณโปรตีนในเมล็ด 44.8% และ 45.7% ตามล าดบั  
 1.2 ท าการปลูกถัว่เหลืองรุ่น F1 ในเดือนธนัวาคม 2551  
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 1.3 คดัเลือกตน้ถัว่เหลืองรุ่น F1 ที่เกิดจากการผสมขา้มพนัธุ์โดยใช้วิธีการทางชีวโมเลกุล 
ไดแ้ก่ การสกดัดีเอ็นเอจากใบของถัว่เหลืองรุ่น F1 แต่ละตน้ดว้ยวิธี Cetyltrimethyl ammonium bromide 
(CTAB) และน ามาท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) หรือพีซีอาร์ดว้ย 
ไพรเมอร์เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีพบวา่ให้ความแตกต่างระหวา่งดีเอน็เอของพนัธ์ุพอ่และพนัธ์ุแม่  

1.4 ปลูกถัว่เหลืองรุ่น F2 จากตน้ F1 ท่ีตรวจสอบแลว้วา่เกิดจากการผสมขา้มพนัธ์ุ ในเดือน 
พฤษภาคม 2552 
 1.5 เก็บขอ้มูลการกระจายตวัของประชากรรุ่น  F2  เพื่อยนืยนัอีกคร้ังวา่เกิดจากการผสมขา้มพนัธ์ุ 
โดยศึกษาและเก็บขอ้มูลลกัษณะภายนอกของถัว่เหลืองรุ่น F2 ไดแ้ก่ สีขนฝัก 
 1.6 จากถัว่เหลืองรุ่น F2 เพื่อสร้างถัว่เหลืองรุ่น F3 และรุ่นหลงัต่อไป ใช้วิธีการปลูกแบบ 
เมล็ดต่อตน้ (Single seed descent method) อยา่งต่อเน่ืองจนไดเ้มล็ดถัว่เหลืองรุ่น F6 ซ่ึงเป็นประชากร 
RILs ช่วงตน้ (RILs early generation) ซ่ึงท าการปลูกถัว่เหลืองรุ่น F3 ในเดือนธนัวาคม 2552 รุ่น F4 
ในเดือนพฤษภาคม 2553 และรุ่น F5 ในเดือนกนัยายน 2553 

1.7 ปลูกถัว่เหลืองรุ่น F6 จากคู่ผสม C5-2 x S17-3 เก็บเก่ียวและนวดแยกตน้ น ามาปลูกเป็น
แถวในรุ่น F7 เป็นประชากรสายพนัธ์ุแท ้ เลือกเก็บตวัอยา่งใบถัว่เหลืองรุ่น F7 ในแถวท่ีมีการงอก
สม ่าเสมอเพื่อน าไปตรวจสอบรูปแบบดีเอน็เอและเก็บเก่ียวเมล็ดได ้211 สายพนัธ์ุ ๆ ละ 100 เมล็ด เพื่อ
น าไปวิเคราะห์โปรตีนโดยวิธี Modified semi-micro Kjeldahl method วิเคราะห์โดยกลุ่มวิจยัเกษตร
เคมี กองวจิยัพฒันาปัจจยัการผลิตทางการเกษตร กรมวชิาการเกษตร น าผลวิเคราะห์ซ่ึงระบุค่าปริมาณ
โปรตีนเป็นเปอร์เซ็นต์ บนัทึกขอ้มูลในรูปแบบตาราง Excel เพื่อน าไปใช้วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
Statgraphics 3.0 (Manugistics, 1997)  
2. การคัดเลอืกเคร่ืองหมายโมเลกุลทีใ่ห้ความแตกต่างระหว่างดีเอน็เอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่   

 2.1 ศึกษารวบรวมขอ้มูลล าดบัเบสของเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ท่ีจะน าไปใชใ้นการคดัเลือก
เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีให้ความแตกต่างระหวา่งดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ ส าหรับน าไปใชใ้น
การวิเคราะห์ QTLs สืบหาต าแหน่งยีนควบคุมลกัษณะโปรตีน การทดลองน้ีทดสอบเคร่ืองหมาย
โมเลกุล SSR จ านวนทั้งส้ิน 218 เคร่ืองหมาย โดยเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีต าแหน่งกระจายตวัอยู่
ในกลุ่มลิงเกจทั้ง 20 กลุ่มท่ีไดมี้การศึกษาโดย Cregan et al. (1999) หาขอ้มูลล าดบัเบสจากฐานขอ้มูล 
SoyBase (http://soybase.org) 

2.2  สกดัดีเอน็เอจากใบของถัว่เหลืองพนัธ์ุพอ่และพนัธ์ุแม่โดยวธีิ CTAB เช่นเดียวกบัขอ้ 1.3  
2.3 น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดม้าท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ดว้ยไพรเมอร์เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเตรียมไว  ้

โดยด าเนินการเช่นเดียวกบัขอ้ 1.3 การทดสอบเพื่อคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีให้ความแตกต่าง
ระหวา่งดีเอน็เอของพนัธ์ุพอ่และพนัธ์ุแม่ ท าจ านวน 2 ซ ้ าเพื่อยนืยนัผลการทดลอง 
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3. การวิเคราะห์ QTLs โดยตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของ RILs รุ่น F7 และปริมาณโปรตีนในเมล็ด 
RILs รุ่น F8 

เก็บตวัอยา่งใบถัว่เหลืองของ RILs รุ่น F7 จากถัว่เหลืองคู่ผสมท่ี 2 (C5-2 x S17-3) จ านวน 
211 สายพนัธ์ุ เพื่อน าไปตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอร่วมกบัพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่โดยใช้เคร่ืองหมาย
โมเลกุลท่ีแสดงความแตกต่างในพนัธ์ุพอ่แม่ และเก็บเก่ียวเมล็ดถัว่เหลือง RILs รุ่น F8 จ านวน 211 ชุด 
ชุดละ 100 เมล็ดเพื่อน าไปวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในเมล็ด  รวบรวมขอ้มูลผลการทดลองท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดต่างๆ ในรูปของตาราง Excel โดยให้ค่าจีโนไทป์ของแม่ 
(P1) เป็น 1 และของพ่อ (P2) เป็น 0 จากนั้นใชโ้ปรแกรม Mapmaker/EXP ver. 3.0 (Lincoln et al. 
1992) และ โปรแกรม Map chart 2.2 (Voorrips, 2002) วิเคราะห์ขอ้มูลปริมาณโปรตีนในเมล็ด 
(เปอร์เซ็นต์) และวิเคราะห์ระยะห่างที่เป็นไปได ้(cM) ของเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดต่าง ๆ บน
โครโมโซมในการทดลองท่ีไดจ้ริง เพื่อน าไปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล SoyBase  

ใช้โปรแกรม Statgraphics 3.0 (Manugistics, 1997) วิเคราะห์การกระจายตวัของปริมาณ
โปรตีนในประชากรถัว่เหลืองสายพนัธ์ุแทแ้ละวเิคราะห์ผลค่า P-value ซ่ึงเป็นค่าท่ีระบุความเป็นไปได้
ท่ีต  าแหน่งเคร่ืองหมายโมเลกุลมีความเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะท่ีตอ้งการ ใชโ้ปรแกรม QTL IciMapping 
(Quantitative Genetics Group-ICS-CAAS) วเิคราะห์ค่า LOD Score ของต าแหน่งเคร่ืองหมายโมเลกุล 
เวลาและสถานที่ท าการทดลอง 
ระยะเวลาท าการทดลอง  ตุลาคม 2551 – กนัยายน 2555 
สถานทีท่ าการทดลอง      ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ และศูนยว์จิยัและพฒันาการเกษตรสุโขทยั 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 
1. การสร้างประชากรถั่วเหลือง RILs  

ผลการสังเกตลกัษณะภายนอกของพนัธ์ุแม่และพนัธ์ุพ่อพบว่า เมล็ดของพนัธ์ุแม่มีขนาดเล็ก
กวา่เมล็ดของพนัธ์ุพอ่ ดงัผลการชัง่น ้าหนกัของเมล็ดถัว่เหลืองในแต่ละพนัธ์ุ (Table 1) และสีขนฝักของ
พนัธ์ุแม่เป็นสีน ้ าตาล ขณะท่ีสีขนฝักของพนัธ์ุพ่อเป็นสีขาวดงั Figure 1 ซ่ึงน าลกัษณะสีขนฝักน้ีไปเป็น
ตวัศึกษาการกระจายตวัของประชากรรุ่น F2 ดว้ย 

ในการสร้างประชากรถัว่เหลือง RILs ท าการผสมขา้มพนัธ์ุถัว่เหลืองจ านวน 4 คู่ผสม ไดแ้ก่   
คู่ท่ี 1 = C5-2 x S1-3  คู่ท่ี 2 = C5-2 x S17-3  คู่ท่ี 3 = C42-3 x S1-3 และคู่ท่ี 4 = C42-3 x S17-3 ซ่ึงได้
เมล็ดถัว่เหลืองรุ่น F1 ของแต่ละคู่ผสมจ านวนมาก (Table 2)  เม่ือรวมจากทั้ง 4 คู่ผสมจะมีเมล็ดถัว่เหลือง
รุ่น F1 รวมทั้งส้ิน 184 เมล็ด เมื่อปลูกถัว่เหลืองรุ่น F1 และตรวจสอบจีโนไทป์โดยวิธีการทาง          
ชีวโมเลกุลดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล Satt173 ท่ีมีรายงานวา่มีความเก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมปริมาณ
โปรตีนในเมล็ดและขนาดเมล็ด (Chen et al., 2007; Sun et al., 2012) ดงั Figure 2 จะสังเกตไดว้า่ แถบ
ดีเอ็นเอของพนัธ์ุแม่มีขนาดประมาณ 270 bp (Lane 2 – 3) ในขณะท่ีแถบดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อมีขนาด
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ประมาณ 220 bp (Lane 4 - 5) ตน้ถัว่เหลืองรุ่น F1 ท่ีเกิดจากการผสมขา้มพนัธ์ุระหวา่งพนัธ์ุพ่อและ
พนัธ์ุแม่จะมีแถบดีเอน็เอ 2 แถบจากพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ดงั Figure 3 Lane 6 – 11, 13 ในขณะท่ีตน้ถัว่
เหลืองรุ่น F1 ท่ีเกิดจากการผสมตวัเองจะมีแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวเช่นเดียวกบัพนัธ์ุแม่ (Figure 3 
Lane 12) 

จากผลการตรวจสอบตน้ถัว่เหลืองรุ่น  F1 โดยวิธีการทางชีวโมเลกุลพบว่า จากจ านวนตน้     
ถัว่เหลืองรุ่น F1 ทั้งหมด 184 ตน้ซ่ึงทุกตน้มีสีขนฝักสีน ้าตาลเหมือนพนัธ์ุแม่ เป็นตน้ท่ีเกิดจากการผสม
ขา้มพนัธ์ุ 166 ตน้ คิดเป็น 90.22 เปอร์เซ็นตแ์ละเป็นตน้ท่ีเกิดจากการผสมตวัเอง 18 ตน้ คิดเป็น 9.78 
เปอร์เซ็นต ์(Table 2) สามารถกล่าวไดว้า่ การตรวจสอบการผสมขา้มพนัธ์ุดว้ยวิธีการทางชีวโมเลกุล
เป็นส่ิงจ าเป็น เพื่อป้องกนัความผิดพลาดในการเลือกลูกผสม โดยเฉพาะอยา่งยิ่งลูกผสมท่ีมีลกัษณะ
ภายนอกระบุไดย้าก วา่เป็นลูกผสมหรือไม่ ดงัเช่นกรณีของถัว่เหลืองรุ่น F1 ในงานวจิยัน้ี 
  จากการเก็บขอ้มูลการกระจายตวัของประชากรถัว่เหลืองรุ่น F2 เพื่อยืนยนัอีกคร้ังวา่เกิดจาก
การผสมขา้มพนัธ์ุ โดยท าการศึกษาและเก็บขอ้มูลลกัษณะสีขนฝักของถัว่เหลืองรุ่น F2 พบวา่มีการ
กระจายตวัของประชากร คือ ถัว่เหลืองท่ีมีสีขนฝักสีน ้ าตาลแบบพนัธ์ุแม่และถัว่เหลืองท่ีมีสีขนฝักสี
ขาวแบบพนัธ์ุพ่อดงั Table 3 เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห์ผลทางสถิติดว้ยการค านวณค่าไคสแควร์ พบวา่
ในคู่ผสมท่ี 1, 2 และ 4 มีลกัษณะการกระจายตวัแบบอตัราส่วน 3:1 ซ่ึงสอดคลอ้งกบักฎการแยกตวั
ของหน่วยพนัธุกรรมของเมนเดล แสดงวา่ลกัษณะสีขนฝักสีน ้ าตาลถูกควบคุมโดย Single dominant 
gene ส าหรับคู่ผสมท่ี 3 ผลการทดลองท่ีไดแ้ตกต่างไปจากอตัราส่วนทางทฤษฎีอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ คณะผูว้จิยัวเิคราะห์วา่อาจมีสาเหตุมาจากจ านวนตน้ของประชากรรุ่น F2 ในคู่ผสมท่ี 3 มีจ านวน
นอ้ย ส่งผลใหค้่าไคสแควร์ท่ีค  านวณไดมี้ความน่าเช่ือถือนอ้ยกวา่ผลการทดลองในคู่ผสมท่ี 1, 2 และ 4 
  จากถัว่เหลืองรุ่น F2 เพื่อสร้างถัว่เหลืองรุ่น F3 และรุ่นหลงัต่อไป ใชว้ิธีการปลูกแบบเมล็ดต่อ
ตน้อยา่งต่อเน่ือง จนไดเ้มล็ดถัว่เหลืองรุ่น F6 ซ่ึงเป็นประชากร RILs ช่วงตน้ คณะผูว้ิจยัตดัสินใจเลือก
ประชากร RILs จากคู่ผสมท่ี 1 และ 2 ไวส้ าหรับคดัเลือกไปใชใ้นการวิเคราะห์ QTLs เน่ืองจากคู่ผสม
ท่ี 1 และ 2 มีความแตกต่างของปริมาณโปรตีนในเมล็ดระหวา่งพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่สูงกวา่คู่ผสมท่ี 3 
และ 4 นอกจากน้ีจ านวนประชากรในคู่ผสมท่ี 1 และ 2 มีมากกวา่จ านวนประชากรในคู่ผสมท่ี 3 และ 4  
(Table 3) ในการวิเคราะห์ QTLs การมีประชากรที่ใชศ้ึกษาจ านวนมากจะส่งผลให้การวิเคราะห์มี
ความน่าเช่ือถือมากข้ึน เม่ือท าการปลูกถัว่เหลืองรุ่น F7 ในเดือนธนัวาคม 2554 พบวา่ประชากร RILs 
จากคู่ผสมท่ี 2 มีการงอกสม ่าเสมอ คณะผูว้ิจยัจึงไดต้ดัสินใจเลือกประชากร RILs จากคู่ผสมท่ี 2 ซ่ึง
เก็บเก่ียวมาไดจ้  านวน 211 สายพนัธ์ุ มาใชใ้นการวเิคราะห์ QTLs  
2. การคัดเลอืกเคร่ืองหมายโมเลกุลทีใ่ห้ความแตกต่างระหว่างดีเอน็เอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่   
  ทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR จ านวนทั้งส้ิน 218 เคร่ืองหมาย พบเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ี
ใหค้วามแตกต่างระหวา่งดีเอน็เอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ จ  านวน 106 เคร่ืองหมาย (Figure 4) โดยใน
การคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีให้ความแตกต่างระหว่างดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ไดน้ า
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เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีรายงานวา่มีความเก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ด จ านวน
ทั้งส้ิน 53 เคร่ืองหมาย มาทดสอบ พบวา่ 27 เคร่ืองหมาย ให้ความแตกต่างระหวา่งดีเอ็นเอของพนัธ์ุ
พ่อและพนัธ์ุแม่ ไดแ้ก่ 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 ซ่ึงวิเคราะห์ไดว้่า
เคร่ืองหมายเหล่าน้ีอาจเป็น candidate ของ QTLs ท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ดท่ีจะท าการวิเคราะห์
สืบหาต าแหน่งในขั้นตอนต่อไป  
 จากรายงานการวจิยัท่ีเก่ียวกบัการวิเคราะห์ QTLs ต่าง ๆ พบวา่ จ านวนเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ี
ให้ความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ส าหรับน าไปใช้ในการวิเคราะห์ QTLs นั้น มีจ  านวน
แตกต่างกนัไป เช่น 45 เคร่ืองหมายในงานวิจยัหาต าแหน่ง QTLs ท่ีควบคุมการเกิดปมในรากและ    
ชีวมวลส่วนยอด (Shoot mass) ในถัว่เหลืองสายพนัธ์ุบราซิล (Marisa et al., 2006)  94 เคร่ืองหมายใน
งานวิจยัหาต าแหน่ง QTLs ควบคุมลกัษณะทางการเกษตรต่าง ๆ ของเมล็ดถัว่เหลือง (Panthee et al., 
2005; Panthee et al., 2006a; Panthee et al., 2006b) ดงันั้นจ านวนเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีให้ความ
แตกต่างระหว่างดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ท่ีพบในงานวิจยั 106 เคร่ืองหมาย คณะผูว้ิจยัจึง
วเิคราะห์วา่มีปริมาณเพียงพอในการวเิคราะห์ QTLs สืบหาต าแหน่งยนีควบคุมลกัษณะโปรตีน 
3. การวิเคราะห์ QTLs โดยตรวจสอบรูปแบบดีเอ็นเอของ RILs รุ่น F7 และปริมาณโปรตีนในเมล็ด 
RILs รุ่น F8 
  ผลการวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นแบบหลายตวัแปร (Multiple linear regression) อธิบาย
ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรตาม (เคร่ืองหมายโมเลกุลแต่ละตัว) กับตัวแปรอิสระ (ปริมาณ
เปอร์เซ็นต์โปรตีนในเมล็ด) หากค่า P-value มีค่าต ่ากว่า 0.01 จะถือว่ามีความน่าเช่ือถือหรือปริมาณ
เปอร์เซ็นต์โปรตีนในเมล็ดและเคร่ืองหมายโมเลกุลตวันั้นๆมีความเก่ียวขอ้งกนั โดยมีระดบัความ
น่าเช่ือถือ (Confidence level) 99 เปอร์เซ็นต ์(Table 4) 
 จากการวิเคราะห์ขอ้มูลทั้งหมดร่วมกนัพบว่ามีเคร่ืองหมายโมเลกุล 4 ต าแหน่งที่มีความ
เก่ียวขอ้งกบัปริมาณโปรตีนในเมล็ด ดงัน้ี เคร่ืองหมาย Satt184 อยูบ่นโครโมโซมท่ี 1 Linkage group 
D1a ต าแหน่ง 17.52 เซนติมอร์แกน (cM) มีค่า P-value = 0 และ LOD Score  8 เคร่ืองหมาย Satt590 
อยูบ่นโครโมโซมท่ี 7 Linkage group M ต าแหน่ง 7.84 cM มีค่า P-value = 0, LOD Score  5.8 
เคร่ืองหมาย Satt196 อยูบ่นโครโมโซมท่ี 9 Linkage group K ต าแหน่ง 43.04 cM มีค่า P-value = 0, 
LOD Score  5 และเคร่ืองหมาย Satt247 อยูบ่นโครโมโซมท่ี 9 Linkage group K ต าแหน่ง 43.95 cM 
มีค่า P-value = 0.0002, LOD Score  3  (Table 4 และ Figure 5) เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งหมดมี 
Additive effect กล่าวคือ ยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบับริเวณต าแหน่งเคร่ืองหมายโมเลกุลเหล่าน้ีจะท างาน
ร่วมกนัซ่ึงส่งผลต่อปริมาณโปรตีนในเมล็ด ทั้งน้ีเคร่ืองหมาย Satt184 มีความเก่ียวขอ้งมากท่ีสุด โดยมี 
LOD Score สูงท่ีสุดและตามมาดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืนๆ 
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 การคน้พบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุล Satt196 มีความเก่ียวขอ้งกบั QTLs ที่ควบคุมปริมาณ
โปรตีนในเมล็ดสอดคลอ้งกบัรายงานของ Csanadi et al. (2001) นอกจากน้ี Satt196 มีรายงานว่า
เก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมปริมาณไขมนัในเมล็ด (Csanadi et al., 2001) และกรดอะมิโนแอสปาติก 
(Panthee et al., 2006a) อีกดว้ย  

เคร่ืองหมายโมเลกุล Satt184 มีรายงานวา่เก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมขนาดเมล็ด (Panthee et 
al., 2005) และปริมาณไขมนัในเมล็ด (Hyten et al., 2004)  

เคร่ืองหมายโมเลกุล Satt590 มีรายงานวา่เก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมกรดอะมิโนเมไธโอนิน 
(Panthee et al., 2006b) ท่ีเป็นส่วนประกอบส าคญัของ 11S globulin ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบส่วนใหญ่ใน
โปรตีนของเมล็ดถัว่เหลือง ดงันั้นปริมาณของกรดอะมิโนเมไธโอนินจึงมีผลต่อปริมาณโปรตีนใน
เมล็ดถัว่เหลือง การคน้พบวา่เคร่ืองหมายโมเลกุล Satt590 มีความเก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมปริมาณ
โปรตีนในเมลด็ของคณะวิจยัในงานวิจยัน้ีจึงมีความสอดคลอ้งกบัรายงานของ Panthee et al. (2006b) 
ดงักล่าว 

ส าหรับเคร่ืองหมายโมเลกุล Satt247 จนถึงปัจจุบนั (12 เมษายน 2560) ไม่มีรายงานวา่เก่ียวขอ้ง
กบั QTL ชนิดใด งานวิจยัน้ีเป็นการคน้พบคร้ังแรก ส่งผลให้เป็นการช่วยเพิ่มเคร่ืองหมายโมเลกุล
ส าหรับการคดัเลือกพนัธ์ุถัว่เหลืองท่ีมีปริมาณโปรตีนในเมล็ดสูงในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุ 

 
สรุปผลการทดลอง 

1. การสร้างประชากรถั่วเหลือง RILs  
 ท าการผสมขา้มพนัธ์ุระหวา่งพนัธ์ุแม่และพนัธ์ุพ่อท่ีมีลกัษณะโปรตีนท่ีแตกต่างกนั จ านวน 4 คู่ผสม 
จากการทดสอบดว้ยวธีิการทางชีวโมเลกุลพบวา่ การผสมขา้มพนัธ์ุในรุ่น F1 ประสบความส าเร็จ และ
เม่ือทดสอบการกระจายตวัของประชากรถัว่เหลืองรุ่น F2 พบวา่ มีการกระจายตวัของลกัษณะสีขนฝัก 
โดยจ านวนต้นท่ีมีสีขนฝักสีน ้ าตาลแบบพนัธ์ุแม่ต่อจ านวนตน้ท่ีมีสีขนฝักสีขาวแบบพนัธ์ุพ่อเป็น
อตัราส่วน 3 : 1 แสดงวา่ ลกัษณะสีขนฝักสีน ้ าตาลถูกควบคุมโดย Single dominant gene และเป็นการ
ยนืยนัอีกคร้ังวา่ รุ่น F2 น้ีเกิดจากการผสมขา้มพนัธ์ุ ในการสร้างถัว่เหลืองรุ่น F3 และรุ่นหลงัต่อไปใช้
วธีิการปลูกแบบเมล็ดต่อตน้อยา่งต่อเน่ือง จนไดเ้มล็ดถัว่เหลืองรุ่น F6 จากนั้นปลูกถัว่เหลืองรุ่น F6 ใน
เดือนกนัยายน 2554 และเก็บเก่ียวนวดแยกตน้ไดเ้ป็นเมล็ดถัว่เหลืองรุ่น F7 ซ่ึงเป็นประชากรสายพนัธ์ุ
แทท่ี้ใชท้  าแผนท่ีโครโมโซมส าหรับวเิคราะห์ QTLs จ านวน 211 สายพนัธ์ุ จากคู่ผสมท่ี 2 
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2. การคัดเลอืกเคร่ืองหมายโมเลกุลทีใ่ห้ความแตกต่างระหว่างดีเอน็เอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่    
ทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR จ านวนทั้งส้ิน 218 เคร่ืองหมาย พบเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ี

ใหค้วามแตกต่างระหวา่งดีเอ็นเอของพนัธ์ุพ่อและพนัธ์ุแม่ จ านวน 106 เคร่ืองหมาย ซ่ึงมีปริมาณเพียงพอ
ในการวเิคราะห์ QTLs สืบหาต าแหน่งยนีควบคุมลกัษณะโปรตีน 
3. การวเิคราะห์ QTLs โดยตรวจสอบรูปแบบดีเอน็เอของ RILs รุ่น F7 และปริมาณโปรตีนในเมลด็ 
RILs รุ่น F8 
 จากการวิเคราะห์ QTLs สืบหาต าแหน่งบนโครโมโซมหรือยีนท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนใน
เมล็ดถัว่เหลือง สามารถระบุต าแหน่งไดด้ว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล 4 เคร่ืองหมาย ไดแ้ก่ Satt184, Satt590, 
Satt196 และ Satt247 ซ่ึงเคร่ืองหมายโมเลกุลเหล่าน้ีสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการคดัเลือกพนัธ์ุ 
ถัว่เหลืองโปรตีนสูงไดโ้ดยตรง สามารถน าไปคดัเลือกยีนที่เกี่ยวขอ้งและใชค้น้หายีนเป้าหมายใน   
การปรับปรุงพนัธ์ุหรือการสร้างการกลายพนัธ์ุในยีนซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งโดยจะช่วยเพิ่มคุณภาพและ
ผลผลิตถัว่เหลืองพนัธ์ุไทยต่อไปในอนาคต 
 

การน าไปใช้ประโยชน์ 
 1. ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีเก่ียวขอ้งกบั QTLs ท่ีควบคุมปริมาณโปรตีนในเมล็ด จ านวน        
4 เคร่ืองหมาย คือ Satt184, Satt590, Satt196 และ Satt247 สามารถน าไปใช้ในการคดัเลือกพนัธ์ุ       
ถัว่เหลืองโปรตีนสูงไดอ้ยา่งสะดวก รวดเร็ว และแม่นย  า 
 2. ไดส้ายพนัธ์ุถัว่เหลืองท่ีเกิดจากการผสมระหวา่งพนัธ์ุแม่ท่ีมีความสามารถในการปรับตวักบั
สภาพแวดลอ้มไดดี้ กบัพนัธ์ุพ่อท่ีมีโปรตีนสูง ซ่ึงสามารถพฒันาเป็นพนัธ์ุดี และไดรั้บการรับรองพนัธ์ุ 
เป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรและผูบ้ริโภคตามนโยบายของกรมวชิาการเกษตรต่อไป 
 3. เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใชใ้นงานวิจยัน้ีสามารถน าไปใชใ้นการวิเคราะห์เอกลกัษณ์ทางพนัธุกรรม
และตรวจสอบพนัธ์ุของถัว่เหลืองได ้
 

ค าขอบคุณ 
 ขอขอบพระคุณ ดร.อลงกรณ์ กรณ์ทอง  (รองอธิบดีกรมการขา้ว อดีตด ารงต าแหน่ง
ผูอ้  านวยการส านกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชีวภาพ)  ผอ.สมเพชร  พรมเมืองดี (ผูอ้  านวยการส านกัวิจยั
และพฒันาการเกษตรเขตที่  6 อดีตด ารงต าแหน่งผูอ้  านวยการศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตร
สุโขทยั) ดร.หทยัรัตน์ อุไรรงค์ (ผูเ้ชี่ยวชาญดา้นเทคโนโลยีชีวภาพทางการเกษตร อดีตด ารง
ต าแหน่งหัวหน้ากลุ่มวิจยัเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร) กลุ่มวิจยัเกษตรเคมี กองวิจยัพฒันาปัจจยั
การผลิตทางการเกษตร ดร.ธานี ศรีวงศช์ยั คณะเกษตร ภาควชิาพืชไร่นา มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ ท่ี
เอ้ือเฟ้ือขอ้มูลการใชโ้ปรแกรม Mapmaker/EXP ver. 3.0., Dr. Cheng-Dao Li, Principal Research 
Officer, Genetic and Product Innovation Department of Agriculture and Food Government of 
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Western Australia ท่ีให้ค  าปรึกษาในส่วนของความรู้พื้นฐานทาง QTLs และพนัธุศาสตร์ และ
ขอขอบพระคุณข้าราชการ  พนักงานราชการ  พนักงานอัตราจ้า งขอ งส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ และศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรสุโขทยัทุกท่าน ท่ีกรุณาให้การสนบัสนุนและ
ความช่วยเหลือในดา้นต่าง ๆ ท าใหก้ารทดลองด าเนินไปไดเ้ป็นอยา่งดี 
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Table 1. Weight of 100 seeds 
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 

 
Table 2. Result of genotyping in 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 
(percent) 

184  
(100%) 

166  
(90.22%) 

18  
(9.78%) 

 
Table 3. Observed segregation and expected segregation for pubescence color, chi-square values 
(X2), and probabilities (p) 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 
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