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โรคใบจุดสีน้้าตาล (Cercospora leaf spot) มีสาเหตุมาจากเชื้อรา Cercospora canescens   
เป็นโรคที่สร๎างความเสียหายตํอการผลิตถั่วเขียวมากถึง 50%  พันธุกรรมการถํายทอดลักษณะ
ความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว เป็นข๎อมูลที่ส้าคัญในการปรับปรุงถั่วเขียวให๎
ต๎านทานโรคนี้ แตํโรคนี้มักจะระบาดในฤดูฝน หรือในสภาวะที่มีอากาศชื้นสูง ท้าให๎การปรับปรุง
และคัดเลือกพันธุ์มีข๎อจ้ากัดด๎านสภาพแวดล๎อม ดังนั้น หากสามารถหาเคร่ืองหมายโมเลกุลที่
เชื่อมโยงกับลักษณะต๎านทานโรคนี้ได๎ จะท้าให๎การปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวให๎ต๎านทานโรคนี้ท้าได๎
เร็วขึ้น และสามารถคัดเลือกได๎ทุกฤดูปลูก ในการวิจัยนี้ ได๎สร๎างประชากรเพื่อใช๎ในการศึกษาโดย
การผสมพันธุ์ระหวํางพันธุ์ก้าแพงแสน 1 (P1) ที่อํอนแอตํอโรค กับสายพันธุ์ V4718 (P2)  ที่
ต๎านทานตํอโรค แล๎วผลิตประชากร P1, P2, F1, F2 และ F2:3 เพื่อน้าไปปลูกทดสอบปฏิกิริยาของโรค 
ที่แปลงทดลองของศูนย์วิจัยและพัฒนาพืชผักเขตร๎อน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก้าแพงแสน ผลการวิเคราะห์ข๎อมูลที่ได๎ พบวํา ลักษณะความต๎านทานตํอโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่ว
เขียวถูกควบคุมโดยยีนเดํนหลัก 1 คูํ  

 
ในการท้าแผนที่ยีนบางสํวนจากเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR พบวํามี 69 เคร่ืองหมายที่

แสดงความแตกตํางระหวํางพํอแมํพันธุ์ เมื่อใช๎โปรแกรม JoinMap ver. 3.0 จัดกลุํมเคร่ืองหมายที่
คํา LOD เทํากับ 7.0 และระยะหํางสูงสุดเทํากับ 50 cM  ในหนํวย Kosambi พบวํา มี 55 
เคร่ืองหมายวางตัวอยูํบน 11 กลุํมลิงเกจ  ครอบคลุมระยะทาง 854.8 cM อีก 14 เคร่ืองหมายไมํ
สามารถจัดกลุํมได๎ และเมื่อวิเคราะห์เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่มีความสัมพันธก์ับลักษณะ
ความต๎านทานโรค โดยใช๎โปรแกรม WinQTLcart 2.5 พบ QTL 1 ต้าแหนํง (qCLS) บนกลุํมลิงเกจ
ที่ 3 อยูํระหวํางเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด CEDG117 และ VR393 ซึ่งสามารถอธิบายความ
แปรปรวนของการเกิดโรคได๎สูงถึง 77.3 % 
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Cercospora leaf spot (CLS) caused by the fungus Cercospora canescens is a serious 
disease in mungbean, causing yield lost of up to 50 %.  Information on inheritance of resistance to 
the disease is useful in breeding cultivars resistance to CLS. This disease usually outbreaks in 
rainy seasons or under high humidity condition and thus limited the   progress in breeding for the 
resistance. Molecular marker linking to the gene controlling the resistance, if available, can help 
selection and advance the generation year - round.  Microsatellite or simple sequence repeat 
(SSR) markers are widely used in plant genetics and breeding and thus used in this study.  The 
mapping population was developed from a cross between the susceptible cultivar Kamphaeng 
Saen (P1) and a highly resistance mungbean line V4718 (P2). The population of P1, P2, F1, F2 and 
F2:3 were evaluated for reaction to CLS in the field at the Tropical Vegetable Research and 
Development Center of Kasetsart University, Kamphaeng Saen Campus. The results showed that 
the resistance is controlled by a major dominant gene. 

 
Sixty-nine SSR markers were found polymorphic among the two parents and thus 

employed to construct a mungbean partial genetic linkage map using the program JoinMap ver. 
3.0. The quantitative trait loci (QTLs) associating with CLS resistance was also determined. The 
linked markers at the minimum LOD score of 7.0 and maximum distance of 50.0 cM of Kosambi  
function were clustered. The partial linkage map comprised 55 markers in 11 linkage groups, 
covering approximately 854.8 cM. There were 14 unlinked markers. The QTL analysis using 
WinQTLcart 2.5 program revealed 1 major QTL (qCLS) linking to CLS resistance gene. It was 
located between the markers CEDG117 and VR393 on linkage group 3. The QTL can explain as 
high as 77.3 % of phenotypic variation.  
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Inheritance of Resistance to Cercospora Leaf Spot Disease in Mungbean 

(Vigna radiata (L.) Wilczek) 
 

ค้าน้า 
 

  ถั่วเขียว (mungbean; (Vigna radiata (L.) Wilczek)) เป็นพืชตระกูลถั่วที่ปลูกมากที่สดุใน
ประเทศไทย มีการปลูกอยํางแพรํหลายทั่วประเทศ เพราะสามารถปลูกได๎ตลอดทั้งปี ในระบบการ
ปลูกพืชหลายชนิด ทั้งยังมีอายุสั้น ปลูกงําย ด๎วยข๎อดีตําง ๆ ที่กลําวมานี้ ท้าให๎ประเทศไทยเคยเป็นผู๎
สํงออกถั่วเขียว และผลิตภัณฑ์ถั่วเขียวรายใหญํของโลกมากวํา 40 ปีที่ผํานมา เพิ่งจะสํงออกน๎อยกวํา 
พมํา จีน และเวียดนามเมื่อไมํกี่ปีมานี้   อยํางไรก็ตาม ถั่วเขียวที่ปลูกในประเทศไทยยังให๎ผลผลิตต้่า
อยูํ เน่ืองมาจากปัญหาหลัก ๆ หลายประการ เชํน ได๎รับความเสียหายเนื่องจากโรคใบจุด โรคราแป้ง 
และด๎วงถั่วเขียว ซึ่งการใช๎สารเคมีในการป้องกันและก้าจัด แม๎วําจะสามารถลดความเสียหายได๎ แตํ
เป็นการเพิ่มต๎นทุนการผลิตและเป็นอันตรายตํอ มนุษย์ สัตว์เลี้ยง และสภาพแวดล๎อม ดังนั้น การ
ปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวให๎ต๎านทานตํอโรคและแมลง จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมในการแก๎ปัญหาระยะ
ยาวของการผลิตถั่วเขียว  

 
อยํางไรก็ตาม ในการคัดเลือกพันธุ์ จ้าเป็นต๎องทราบข๎อมูลพื้นฐานทางพันธุกรรมที่ควบคุม

ลักษณะที่ต๎องการปรับปรุง ซึ่งพันธุกรรมควบคุมความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลของถั่วเขียวใน
ประเทศไทย ยังมีการศึกษากันน๎อย แมใ๎นปัจจุบันประเทศไทยก็ยังไมํมีพันธุ์การค๎าทีต่๎านทานโรค
ดังกลําว ประกอบกับโรคนี้มักระบาดมากในฤดูฝน ท้าให๎นักปรับปรุงพันธุ์พืชต๎องรอ
สภาพแวดล๎อมที่เหมาะสมในแตํละปี ถ๎าฤดูใดไมํมีโรคระบาดตามธรรมชาติ ก็ไมํสามารถคัดเลือก
ได๎ จึงสมควรหาเคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker) ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต๎านทานโรคใบจุด
สีน้้าตาลนี้ เพื่อที่นักปรับปรุงพันธุ์พืชจะได๎ใช๎ชํวยในการคัดเลือกสายพันธุ์ต๎านทานได๎ทุกฤดูปลูก  
 

 
 
 



 

 

วัตถุประสงค ์
 

1. เพื่อศึกษาพันธุกรรมการถํายทอดลักษณะความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว 
 
2. เพื่อหาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่เชื่อมโยงกับยีนควบคุมความต๎านทานโรคใบจุด 

สีน้้าตาลในถั่วเขียว 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

 

การตรวจเอกสาร  
 

ถัว่เขียว 
 

ถั่วเขียว (mungbean, Vigna  radiata (L.) Wilczek; Luguminosae) มีชื่อทางการค๎าวํา ถั่ว
เขียว และก็มีชื่อเรียกแตกตํางกันไปอีกหลายชื่อ เชํน ถั่วด๎าน ถั่วมัน ถั่วทอง เป็นต๎น ทั้งยังมีชื่อ
สามัญภาษาอังกฤษอีกหลายชื่อ เชํน mung, green gram, และ golden gram นอกจากนี้ ชื่อ
วิทยาศาสตร์ยังมีชื่อพ๎องอ่ืน ๆ อีก เชํน Phaseolus aureus และ P.  radiata เป็นต๎น ถั่วเขียวมีถิ่น
ก้าเนิดในตอนใต๎ของทวีปเอเชีย ซึ่งเชื่อวําเป็นสํวนหน่ึงของประเทศอินเดียในปัจจุบัน นอกจากนั้น
เป็นพืชตระกูลถั่วที่เกษตรกรนิยมปลูกเป็นพืชหลัก พืชหมุนเวียน พืชอาหารสัตว์ และพืชบ้ารุงดิน 
เพราะสามารถขึ้นได๎ดีทั้งในเขตร๎อน กึ่งร๎อน และเขตอบอุํน ทั้งยังทนทานตํอสภาวะแห๎งแล๎งได๎
ดีกวําพืชตระกูลถั่วอ่ืน ๆ  เชํน ถั่วเหลือง และถั่วลิสง (จวงจันทร์ และคณะ, 2525) 

 
ถั่วเขียวเป็นพืชตระกูลถั่วที่ปลูกได๎ตลอดปี บางปีที่เกิดสภาวะแห๎งแล๎ง เกษตรกรไมํ

สามารถปลูกพืชชนิดอ่ืนได๎  แตํก็ยังสามารถปลูกถั่วเขียวแทนได๎ ทั้งนี้เพราะถั่วเขียวเป็นพืชอายุสั้น 
มีอายุเก็บเกี่ยว 60-70 วัน ต๎องการน้้าน๎อย อยํางไรก็ตาม เกษตรกรสํวนใหญํยังคงปลูกถั่วเขียวเพื่อ
เป็นพืชเสริมรายได๎เทํานั้น  โดยปลูกเป็นพืชรองกํอนหรือหลังพืชหลัก เชํน ข๎าว ข๎าวโพด และข๎าว
ฟ่าง เน่ืองจากขาดแรงจูงใจด๎านราคา  ทั้งที่ประเทศไทยเคยเป็นผู๎สํงออกถั่วเขียวและผลิตภัณฑ์จาก
ถั่วเขียวรายใหญํที่สุดของโลกติดตํอกันมาหลายสิบปี จนกระทั่งเมื่อไมํกี่ปีมานี้ ประเทศไทยมีพื้นที่
ปลูกถั่วเขียวน๎อยลง จึงเสียต้าแหนํงผู๎สํงออกมากที่สุดในโลกให๎แกํ ประเทศจีน เวียดนาม และ
สหภาพพมํา อยํางไรก็ตาม ถั่วเขียวก็ยังเป็นเป็นพืชที่น้ารายได๎มาสูํประเทศไทยเป็นจ้านวนมาก จึง
ยังมีการปรับปรุงพันธุ์และสํงเสริมให๎มีการปลูกถั่วเขียวกันอยํางตํอเน่ืองในประเทศไทย  

 
การใช้ประโยชน์จากถั่วเขียว 
  

ถั่วเขียวเป็นพืชที่นิยมปลูกมากในเอเชียใต๎ และเอเชียตะวันออกเฉียงใต๎ เชํน สหภาพพมํา 
(6.25 ล๎านไรํ) อินเดีย (3.12 ล๎านไรํ) ปากีสถาน (1.25 ล๎านไรํ)  ไทย (1.25 ล๎านไรํ) และ บังกลาเทศ 
(0.43 ล๎านไรํ) รวมทั้งประเทศจีน (3.75 ล๎านไรํ) ด๎วย (Shanmugasundaram, 2007) เน่ืองจากสามารถ
ใช๎ถั่วเขียวเป็นแหลํงของโปรตีนทดแทนโปรตีนจากสัตว์โดยเมล็ดถั่วเขียว มีโปรตีนเป็นองค์ประ 
กอบร๎อยละ 25-28 คาร์โบไฮเตรดร๎อยละ 62-65 และไขมันร๎อยละ 1.5 (Jansen et. al., 1996) 
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นอกจากนี ้ถั่วเขียวยังเป็นแหลํงของ ฟอสฟอรัส แคลเซียม แมกนีเซียม และกรดอะมิโนที่จ้าเป็นตํอ
รํางกายหลายชนิดโดยเฉพาะ ลิวซีน และไอโซลิวซีน ที่มีในปริมาณสูง (Mubarak, 2005) ปัจจุบัน
ประเทศไทยสามารถผลิตถั่วเขียวได๎ปีละประมาณ 112,000 ตัน ซึ่งไมํเพียงพอตํอการบริโภคใน
ประเทศที่แตํละปีมีสูงถึง 122,000 ตัน (สุมนา, 2550) จึงมีการลักลอบน้าถั่วเขียวเข๎ามาจากประเทศ
ข๎างเคียง โดยถั่วเขียวสามารถน้าไปแปรรูปเป็นอาหารและผลิตภัณฑ์ได๎หลายรูปแบบ เชํน ถั่วงอก 
ถั่วเขียวต๎มน้้าตาล เต๎าสํวน และเน่ืองจากถั่วเขียวมีคาร์โบไฮเตรดสูง จึงสามารถน้าไปใช๎ท้าแป้งถั่ว
เขียว ส้าหรับอุตสาหกรรมอาหาร เชํน ซําหร่ิม และวุ๎นเส๎น เป็นต๎น 
 
ปัญหาในการผลิตถั่วเขียวในประเทศไทย 
 

การผลิตถั่วเขียวในประเทศไทย มีปัญหาจากหลายสาเหตุ ได้แก่ (1) ศักยภาพของสายพันธุ์ 
เน่ืองมาจากการมีฐานพันธุกรรมที่แคบ เพราะถั่วเขียวพันธุ์ที่นิยมปลูกส่วนใหญ่มักมีพ่อแม่ร่วมกัน 
หรือไม่ก็กลายมาจากพันธุ์เดิมโดยการฉายรังสี หรืออาจเป็นลูกผสมของพันธุ์เดิม (2) ปัจจัยด้าน
สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น การเป็นกรด-ด่างของดิน การขาดน้้าหรือน้้าท่วม  (3) ปัจจัยด้าน
การจัดการดูแลที่ไม่เหมาะสม และ (4) ปัจจัยด้านศัตรูพืชโดยเฉพาะโรคและแมลง     ซึ่งโรคส้าคัญ
ที่สร้างความเสียหายแก่ผลผลิตของถั่วเขียวในประเทศไทยเป็นอย่างมาก มี 2 ชนิด คือ โรคราแป้ง 
(powdery mildew) และ โรคใบจุดสีน้้าตาล (cercospora leaf spot) ซึ่งถั่วเขียวพันธุ์ที่แนะน้าและ
ส่งเสริมให้เกษตรกรปลูกในปัจจุบัน เช่น ชัยนาท 36 (CN36) ชัยนาท 60 (CN60) กา้แพงแสน 1 
(KPS1) และก้าแพงแสน 2 (KPS2) ล้วนอ่อนแอต่อโรคทั้ง 2 ชนิดน้ีทั้งสิ้น (Chaitieng, 2002) 
  
โรคใบจุดสีน้้าตาลของถั่วเขียว (Cercospors Leaf Spot) 
 

โรคใบจุดสีน้้าตาล (Cercospors leaf spot) เกิดจากเชื้อรา Cercospora canescens โรคนี้
ระบาดทั่วไปในแหลํงปลูกถั่วเขียวของโลก โดยเฉพาะในชํวงที่มีฝนตกชุกอากาศชื้น (Poehlman, 
1991) โดยอาการของโรคจะไมํปรากฏจนกวําจะถึงระยะที่ถั่วออกดอก หลังจากนั้นอาการของโรค
จะพัฒนาอยํางรวดเร็วจนเป็นจุดสีด้าทั้งใบ ถ๎าเชื้อราเข๎าท้าลายในขณะที่ถั่วเขียวออกดอกจะท้าให๎
ความเสียหายที่เกิดขึ้นมีมากกวําในระยะที่ถั่วเขียวติดฝัก หรือระยะที่ฝักเร่ิมแกํ ซึ่งบางคร้ังถ๎าโรคนี้
ระบาดรุนแรงมากจะท้าให๎ผลผลิตลดลงถึง 50 % (AVRDC, 1984) หรือไมํสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิต
ได๎เลย โดยอาการของโรคเกิดได๎จาก 2 สาเหตุด๎วยกัน คือ อาจเกิดจากการเข๎าท้าลายของเชื้อสาเหตุ
โดยตรง หรือเกิดจากการที่เชื้อสาเหตุสร๎างสารพิษที่ชื่อวํา cercosporin เข๎าท้าลายเซลลพ์ืช ซึ่งถั่วแตํ
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ละพันธุ์จะมีความสามารถในการต๎านทานตํอการเข๎าท้าลายของเชื้อแตกตํางกัน (Srihattagum et al., 
1998)   

 
เชื้อรา C. canescens  สามารถเจริญเติบโต และสร๎างสปอร์ได๎ดีเฉพาะบนพืชอาศัย แตํจะไมํ

สร๎างสปอร์หรือเจริญเติบโตได๎ช๎าบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให๎มีข๎อจ้ากัดในการผลิตสปอร์จ้านวนมาก
เพื่อใช๎ในปลูกเชื้อส้าหรับการทดลอง ดังนั้น การทดลองเกี่ยวกับเชื้อราชนิดนี้สํวนใหญํจะใช๎วิธีการ
ระบาดตามธรรมชาติ ควบคูํกับการปลูกสายพันธุ์อํออนแอทั้งในและรอบ ๆ แปลง เพื่อชํวยการแพรํ
ระบาดของโรคอีกทางหนึ่งด๎วย   

 
เชื้อรา C. canescens ถูกจัดอยูํในกลุํม imperfect fungi หรือ deuteromycetes เชื้อในกลุํมนี้

สํวนใหญํจะมีการสืบพันธุ์แบบใช๎เพศ (Goodwin et al., 2001) ท้าให๎มีความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมสูง ซึ่งนอกจากถั่วเขียวแล๎ว เชื้อราชนิดน้ียังสามารถเข๎าท้าลายพืชตระกูลถั่วอ่ืน ๆ ได๎อีก
หลายชนิด การจัดจ้าแนกเชื้อราชนิดนี้สํวนใหญํจะใช๎ลักษณะทางสัณฐานวิทยา เชํน รูปรําง ขนาด 
และสีของแผลในการจ้าแนก แตํลักษณะดังกลําวขึ้นอยูํกับชนิดหรือพันธุ์ของพืชอาศัยด๎วย ท้าให๎ผล
การจ้าแนกแตกตํางกันได๎ Joshi et al. (2006) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อรา C. 
canescens  ในพืชตระกูลถั่วโดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ rundom amplified polymorphic DNA 
(RAPD) และ internal transcribed space (ITS) พบวํา เชื้อที่เก็บมาจากพื้นที่เดียวกันแตํพืชอาศัย
ตํางกัน มีความสัมพันธ์กันมากกวําเชื้อที่เก็บมาจากตํางพื้นที่กันแตํพืชอาศัยเดียวกัน โดยสามารถจัด
กลุํมของเชื้อได๎ 3 กลุํมตามแหลํงที่เก็บมาด๎วยเคร่ืองหมาย RAPD และสามารถจัดกลุํมได๎ 2 กลุํม 
ด๎วยเคร่ืองหมาย ITS ซึ่งที่เป็นเชํนนั้นก็เพราะวํา เคร่ืองหมาย ITS จะเกี่ยวโยงกับความสามารถใน
การสร๎างสาร cercosporin ซึ่งใช๎ในการเข๎าท้าลายพืช ที่เชื้อได๎รับการถํายทอดมาจากบรรพบุรุษ
รํวมกัน ท้าให๎เคร่ืองหมาย ITS มีความสามารถในการแยกความแตกตํางได๎น๎อยกวําเคร่ืองหมาย 
RAPD  

 
การประเมินความด้านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว และพืชอื่น ๆ 
 

Wongpiyasatid et al. (1999) ประเมนิความต๎านทานของโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียวโดย
ใช๎คํา Disease Index (DI) ตามรายงานของ Parry (1990) ในการให๎คะแนนการเกิดโรคจากพื้นที่ใบ
ของใบประกอบที่ 2, 3 และ 4 ซึ่งแสดงอาการของโรค โดยมีสมการค้านวณดังนี้  
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Disease index = [(0 × a) + (1 × b) + (2 × c) + (3 × d) + (4 × e)]/ (a + b + c + d + e) × 
100/4  

โดยที่ 
0 = พืชไมํเป็นโรค 
1 = พืชมีพื้นที่ใบเป็นโรค 1 ถึง 25 % 
2 = พืชมีพื้นที่ใบเป็นโรค 26 ถึง 50 % 
3 = พืชมีพื้นที่ใบเป็นโรค 51 ถึง 75 % 
4 = พืชมีพื้นที่ใบเป็นโรค 76 ถึง 100 % 
 
สํวน  a, b, c, d และ e คือจ้านวนต๎นของพืชที่แสดงอาการของโรคที่ระดับ 0, 1, 2, 3 และ 4 

ตามล้าดับ 
 
 Setiawan et al. (2000) ศึกษาปฏิกิริยาของสายพันธุ์ sugar beet ตํอโรคใบจุดสีน้้าตาล และ

ได๎ใช๎ระดับความต๎านทานโรคแบบ KWS-scale index ตามรายงานของ Anonymous (1970) ซึ่ง
ระดับความต๎านทานจะเร่ิมจาก ระดับ 1 คือพืชไมํมีอาการของโรค ถึงระดับ 9 คือพืชมีพื้นที่ใบเป็น
โรค 100 % 

 
Vereijssen et al. (2003) เปรียบเทียบวิธีการประเมินการเกิดโรคใบจุดสีน้้าตาล ใน sugar 

beet โดยใช๎วิธีแบบ DSIPS ซึ่งแบํงระดับออกเป็น 12 ระดับตามพื้นที่ใบที่เป็นโรคของใบจริงใบที่ 3 
ดังนี้ 0%, 0.1%, 0.3%, 0.5%, 1%, 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 90% และ 100% และแบบ DSAGR ที่
แบํงระดับออกเป็น 11 ระดับตามพื้นที่ใบทั้งต๎นที่เป็นโรคดังนี้ 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5
และ 5 โดยที่ระดับ 0 คือ ไมํเป็นโรคเลย ถึงระดับ 5 คือพืชเป็นโรค 100 % 
 

Hagan and Akridge (2005) ศึกษาผลของการใช๎สารเคมีควบคุมโรคใบจุดสีน้้าตาลใน
กุหลาบ โดยจัดระดับของการเกิดโรคออกเป็น 10 ระดับตามความรุนแรงของโรคดังนี้  

 
1 = ไมํมีอาการของโรค 
2 = เร่ิมมีอาการจุดสวํางที่ด๎านลํางของใบ  
3 = เร่ิมมีอาการจุดสวํางที่ด๎านบนของใบ 
4 = มีอาการจุดที่ใบ และเร่ิมมีใบรํวงไมํเกิน 10 % 
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5 = มีอาการจุดเดํนชัดที่ใบ และมีใบรํวงไมํเกิน 25 % 
6 = มีอาการจุดจ้านวนมาก และมีใบรํวงไมํเกิน 50 % 
7 = มีอาการจุดรุนแรง และมีใบรํวงไมํเกิน 75 % 
8 = มีอาการจุดรุนแรง และมีใบรํวงไมํเกิน 90 % 
9 = มีอาการจุดรุนแรง และมีใบรํวงไมํเกิน 95 % 

            10 = ใบรํวง100 % 
 
Booker and Umaharan (2007) ศึกษาปฏิกิริยาของสายพันธุ์ถั่วพุํม (cowpea) ตํอโรคใบจุดสี

น้้าตาล และได๎ใช๎ระดับการเกิดโรคแบบ disease index (DI) ตามรายงานของ Williams  (1977) ซึ่งมี
ระดับดังนี้ 

 
0 = ไมํมีอาการของโรค 
1 = เร่ิมแสดงอาการโรคเกิดขึ้นที่ใบ 
2 = มีแผลเกิดขึ้นที่ใบ 1 จุด 
3 = มีแผลเกิดขึ้นที่ใบ 2 ถึง 3 ใบ ๆ ละ 2 ถึง 3 จุด 
4 = มีแผลเกิดขึ้นที่ใบหลายใบ ๆ ละ 2 ถึง 3 จุด  
5 = มีแผลเกิดขึ้นที่ใบ 2 ถึง 3 ใบ ๆ ละ หลาย ๆ จุด   
6 = มีแผลเกิดขึ้นที่ใบหลายใบ ๆ ละ หลาย ๆ  จุด  
7 = เร่ิมมีใบรํวง 2 ถึง 3 ใบ 
8 = มีใบรํวงจ้านวนมาก 

 
ความต้านทานต่อโรคใบจุดสีน้้าตาล ในถั่วเขียว 
 

 Catedral and Lantican (1977) ปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวจากคูํผสม CES 87 x ML-5 ได๎สาย
พันธุ์ CES 1D -21 ที่ให๎ผลผลิตสูง ฝักแกํสม่้าเสมอพร๎อมกัน ต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาล และโรครา
แป้ง (powdery mildew) AVRDC (1980) รายงานวํา ความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในสายพันธุ์ 
VC 1160-2B-14-2-2B-2-2B ซึ่งเป็นลูกผสมของ V 2773 (พันธุ์ต๎านทาน) กับ CES 55 (พันธุ์
อํอนแอ) ถูกควบคุมด๎วยยีนหลายคูํ Thakur et al. (1980) รายงานวํา การถํายทอดลักษณะต๎านทาน
โรคใบจุดสีน้้าตาลเป็นแบบขํม โดยที่ความต๎านทานโรคถูกควบคุมด๎วยยีนขํม 1 คูํ  Leabwon and 
Oupadissakoon (1984) รายงานวํา ลักษณะต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลควบคุมด๎วยยีนที่มีปฏิกิริยา



8 
 

แบบผลบวก (additive gene) ที่มีคําประสิทธิภาพการถํายทอดอยํางกว๎างและอยํางแคบ (broad- and 
narrow-sense heritability) เป็น 99 และ 75% ตามล้าดับ Hartman et al. (1993) รายงานผลการ
ทดสอบพันธุ์ถั่วเขียวประมาณ 4000 สายพันธุ์จากทั่วโลกโดย AVRDC พบวํา มีประมาณ 4% ของ
ทั้งหมดที่แสดงอาการต๎านทานโรคใบจุด และจะเสื่อมความต๎านทานกลายเป็นต๎านทานปานกลาง 
และอํอนแอในปีตํอ ๆ มา Wongpiyasatid et al. (1999) ประเมินความต๎านทานตํอโรคใบจุดในถั่ว
เขียวโดยใช๎คํา DI พบวํา พันธุ์อํูทอง 1 แสดงอาการอํอนแอตํอโรคโดยการเปลี่ยนแปลงของพื้นที่ใบ
จากสีเขียวเป็นสีเหลือง สีน้้าตาล และตายไปในที่สุด สํวนพันธุ์ก้าแพงแสน 1 และ ชัยนาท 36 แสดง
อาการอํอนแอตํอโรคโดยการเปลี่ยนแปลงของพื้นที่ใบจากสีเขียวเป็นสีแดงอมมํวง สีน้้าตาล และ
จะคํอย ๆ ตายไป สํวนสายพันธุ์ M5-22 และ M5-25 แสดงความต๎นทานปานกลาง และต๎านทาน
มาก ตามล้าดับ 

 
การใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยในการปรับปรุงพันธ์พืช 

 
การปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีมาตรฐาน (conventional breeding) เพื่อที่จะให๎ได๎ลักษณะที่

ต๎องการที่มาจากพํอแมํที่แตกตํางกันรวมอยูํในต๎นเดียวกันนั้น ถ๎าเป็นลักษณะที่คัดเลือกได๎ยาก หรือ
มีอัตราการถํายทอดทางพันธุกรรมต่้า และ/หรือมียีนหลายต้าแหนํงมาเกี่ยวข๎อง และยีนแตํละ
ต้าแหนํงมีอิทธิผลตํอการแสดงออกน๎อย ทั้งยังมีอิทธิพลของสภาพแวดล๎อมมาเกี่ยวข๎องด๎วย เชํน 
ลักษณะทางปริมาณตําง ๆ จ้าเป็นจะต๎องใช๎ความช้านาญ และคัดเลือกหลาย ๆ รอบ ท้าให๎โครงการ
ปรับปรุงพันธุ์มีความก๎าวหน๎าช๎า ปัจจุบันมีเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหมํ เชํน เคร่ืองหมายโมเลกุล 
(molecular marker) ถกูน้ามาใช๎เป็นเคร่ืองมือส้าหรับชํวยในการคัดเลือก (marker-assisted 
selection; MAS ) ส้าหรับคัดเลือกลักษณะที่คัดเลือกได๎ยาก  และสามารถคัดเลือกได๎คร้ังละหลาย
ลักษณะพร๎อม ๆ  กันได๎ โดยปราศจากอิทธิพลของสภาพแวดล๎อม ท้าให๎การคัดเลือกลักษณะตําง ๆ 
ท้าได๎งําย และใช๎เวลาน๎อยลงกวําการคัดเลือกแบบมาตรฐานที่ต๎องใช๎รอบของการคัดเลือกจ้านวน
มากจึงจะส้าเร็จ และคัดเลือกได๎เพียงคร้ังละลักษณะเทํานั้น  

การน้าเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุล (molecular biology) เข๎ามาใช๎ในการศึกษาพันธุกรรม
ของพืช ท้าให๎สามารถศึกษาพันธุกรรมที่มีผลตํอการควบคุมลักษณะตําง ๆ ได๎งํายและรวดเร็วขึ้น 
สามารถน้ามาใช๎ในการศึกษาในแงํตําง ๆ เชํน การตรวจสอบสายพันธุ ์ การคัดเลือกพันธุ์ การท้า
แผนที่ยีน และการปรับปรุงพันธุ์ เป็นต๎น การเลือกใช๎เทคนิคที่เหมาะสมในระบบการปรับปรุงพันธุ์ 
จะท้าให๎สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการปรับปรุงพันธุ์พืชให๎สูงขึ้น และประสบผลส้าเร็จเร็วขึ้น  
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ปจจุบันการทําแผนที่ยีน (gene mapping) และการติดตามยีน (gene tagging) ในจีโนมพืช
ชวยในการอธบิายถึงหนาทีข่องยีน การควบคุมยีน และการแสดงออกของยีนไดมากขึ้น ไดมี
ผูพัฒนาแผนทีท่างพันธุกรรมในถั่วหลายชนิด (Menancio-Hautea et al., 1993; Menendez et al., 
1997; Kaga et al., 2000; Ouédraogo et al., 2002; Konduri et al., 2002; Humphry et al., 2002; Han 
et al., 2005; Ogundiwin et al., 2005; Somta et al., 2006 และ  Chaitieng et al., 2006)  ซ่ึงนอกจาก
จะเปนขอมูลทางพันธุกรรมของถั่วแตละชนิดแลว เครื่องหมายโมเลกุลเหลานี้ถูกนํามาใชจําแนก 
และติดตามยนีที่ตองการ โดยผลจากการทดสอบเครื่องหมายโมเลกุลกับประชากรที่ใชในการศึกษา 
ทําใหสามารถจัด linkage group และกําหนด genetic distance ระหวางเครื่องหมายโมเลกุลได การ
หา linkage group จะสามารถใชไดทั้งโปรแกรมที่สามารถดาวนโหลดไดฟรีทางอนิเตอรเน็ต เชน  
MAPMAKER/EXP 3.0 (Lincoln et al., 1992) หรือ บางโปรแกรมที่ตองเสียคาใชจายเชน JoinMap 
(Stam, 1993) โดยหลักการเบื้องตนจะเหมือน ๆ กัน คือ อาศัยขอมูลจากความแตกตาง 
(polymorphism) ของเครื่องหมายโมเลกลุในประชากรที่กระจายตัว โดยโปรแกรมจะจัดกลุมของ
เครื่องหมายโมเลกุลตาง ๆ ซ่ึงพวกที่อยูใกลกัน (มี genetic distance นอย) จะอยูในกลุมเดยีวกนั 
พวกที่อยูหางกันจะอยูคนละกลุม และมีการจัดเรยีงลําดับของเครื่องหมายโมเลกุลขึ้นในแตละ
โครโมโซม ตามผลของความแตกตางตรงตําแหนงในแตละเครื่องหมายโมเลกุลที่เกดิขึ้น  

 

การสรางแผนที่จีโนมของตําแหนง QTL สามารถหาไดโดยการเปรียบเทียบขอมูลของจีโน
ไทปที่ไดในแตละเครื่องหมายโมเลกุล กบัขอมูลฟโนไทปในลักษณะที่มีความสําคัญทางเศรษฐกจิ 
หลาย ๆ ประการ เชน ผลผลิต และองคประกอบของผลผลิต โดยสามารถใชไดทั้งวธีิวิเคราะหความ
แปรปรวน (analysis of variance) การวิเคราะหสมการถดถอย (regression analysis) และการใช
โปรแกรมสําเร็จรูป เชน  MAPMAKER/QTL (Lander and Botstein, 1989) หรือโปรแกรม 
WinQTLcart 2.5 (Wang et al., 2007) ในการหาตําแหนง QTL ที่สนใจ ผลจากการวเิคราะห QTL 
ทําใหไดเครื่องหมายโมเลกลุที่อยูใกล (co-segregate) กับยีนทีเ่ราสนใจ  ซ่ึงถูกนํามาใชในการทํา 
map-based cloning เพื่อหาเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธใกลชิดกับยนี จนสามารถสกัดเอา
ยีนดังกลาวออกมาไดในที่สุด    โดยความแตกตางของเครื่องหมายโมเลกุลที่เกิดขึน้สามารถเกิดได
จากหลายวิธีตามชนิดของเครื่องหมายโมเลกุล เชน 

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ถูกพัฒนาขึ้นครั้งแรกในการใช
วิเคราะหจีโนมของมนุษย (Bostein et al., 1980) จากนั้นมกีารประยุกตใชในพชืในเวลาตอมา 
เทคนิคนี้เปนเครื่องหมายโมเลกุลที่วัดความแตกตางจากขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอทีม่ีขนาดตาง ๆ
กัน จากการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงสาเหตุของความแตกตางเนือ่งมาจากเกดิการเปลี่ยนแปลง
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ในบริเวณที่เปนตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึง RFLP จะแสดงลักษณะ co-dominant คือ 
สามารถบอกความแตกตางระหวาง homozygous dominant กับ heterozygousได เครื่องหมาย RFLP 
มีการถายทอดและการกระจายตัวตามกฎของเมนเดล ซ่ึงสอดคลองกับการกระจายตวัของประชากร
ที่ศึกษา สามารถใชในการตรวจตําแหนง (locus) หนึ่งของโครโมโซม และการวิเคราะหแผนที่ทาง
พันธุกรรมไดดวย แตเครื่องหมายชนดินีม้ีขอจํากัด คือ ตองใชแรงงานและเวลามาก เนื่องจากการ
ตรวจสอบตองใชวิธี electrophoresis และ southern blot ควบคูกนัไป จึงมีการพฒันาเครื่องหมาย
โมเลกุลแบบอื่น ๆ ในเวลาตอมา 

Random amplified polymorphic DNA (RAPD) ถูกพัฒนาขึ้นโดย Welsh and McClelland 
(1990) และ Williams et al. (1990) เปนเครื่องหมายโมเลกุลที่แสดงความแตกตางของขนาดชิ้นสวน
ดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มจํานวนดวยไพรเมอรสายส้ัน ๆ ขนาด 10 เบส ที่เขาเกาะแบบสุมบนสวนของจีโนม
ที่ตองการตรวจสอบ ถาไพรเมอรเกาะในทิศทางที่เหมาะสม PCR product ก็จะเกิดขึ้น การ
แสดงออกของ RAPD จะแสดงออกในรปู dominant ในลักษณะการปรากฏหรือไมปรากฏแถบดี
เอ็นเอ ทําใหมีขอจํากัดในการใชแยกลักษณะ homozygous dominant กับ heterozygous และ
เนื่องมาจากการเกิดแถบดเีอ็นเอเปนการเขาจับแบบสุม ทําใหมีขอจํากดัเรื่องการทําซ้ําดวย 

Sequence characterized amplified regions (SCARs) เปนเทคนิคที่พัฒนาขึ้นโดยอาศัย PCR 
product ที่ไดจาก RFLP (Williams  et al., 1991) และ RAPD (Paran and Michelmore, 1993) โดย
หาลําดับเบสจากปลายทั้งสองขางของ genomic DNA clones และสังเคราะห oligonucleotide 
primers ที่คลุม RFLP และ RAPD product นั้น ไพรเมอรใหมนี้ใชหาความแตกตางไดโดยตรงและ
รวดเร็ว โดยใชเทคนิค PCR ลักษณะการแสดงออกจะเปนแบบ co-dominant ถาผลที่ไดไมแสดง
ความแตกตางก็ยังสามารถนาํมาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะอีกครั้งหนึ่งเพื่อหาความแตกตางตอไป 
ซ่ึงเรียกวิธีนีว้า cleaved amplified polymorphic sequences (CAPSs)  

Amplified fragment length polymorphism (AFLP) พัฒนาขึ้นมาครั้งแรกโดย Vos et al. 
(1995) เปนวธีิที่ใชแสดงความแตกตางโดยใชเทคนิค PCR ในการเพิม่จํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูก
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ แลวตอกับชิน้สวนดีเอ็นเอ (adapter) ขนาด 1-3 นวิคลีโอไทด ทําให
สามารถสรางแถบดีเอ็นเอไดแตกตางกันจาํนวนมาก ซ่ึงสามารถควบคุมจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ถูก
เพิ่มจํานวนไดจากการเลือกชนิดและจํานวนนิวคลีโอไทดของ adapter เทคนิค AFLP ถูกนํามาใช
ประโยชนทั้งการสรางแผนที่พันธุกรรม และ การวิเคราะห QTL ของลักษณะตาง ๆในพืชอยาง
กวางขวาง 
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Simple sequence repeats (SSR) หรือ microsatellite เปนวิธีที่วดัความแตกตางจากจํานวน
ซํ้า (repeat units) ของนิวคลีโอไทด (Litt and Luty, 1989; Jacob et al., 1991; Hearne et al., 1992) 
จากการเพิ่มจํานวนโดยวิธี PCR ดวยการใชไพรเมอรที่ครอบคลุมสวน repeat units ทําใหเกิดการ
สรางความแตกตางไดมาก และแนนอนตรงตําแหนงทีท่ําการตรวจสอบ การแสดงออกจะเปนแบบ 
co-dominant แตมีขอจํากดัคือ ไพรเมอรที่มีในพืชยังมีนอยอยูเมื่อเทยีบกับเครื่องหมายโมเลกุลแบบ
อ่ืน ๆ 

 
จากตัวอยางขางตนจะเห็นไดวา เครื่องหมายโมเลกุลแตละชนดิมีขอดี หรือขอจํากัด

แตกตางกันไป ผูวิจยัหรือผูศึกษาควรเลือกใชใหเหมาะสมกับประชากรที่ใชศึกษา เพื่อประโยชน
สูงสุดนั้นเอง  

 
นอกจากนี้ ชนิดของประชากรที่ใชในการศึกษายังแตกตางกันไปตามวตัถุประสงค วิธีการ

ผสมพันธุ ชนิดและความเหมาะสมของเครื่องหมายโมเลกุลที่จะใช  ซ่ึงโดยทั่วไปแลว ประชากรที่
ใชในการศึกษา ตองเปนประชากรที่กระจายตัว (segregating population) 4 ชนิด (Kole and Gupta, 
2004) ซ่ึงชนดิของประชากรที่มีการกระจายตัวนี้ จะเปนตัวกําหนดทีสํ่าคัญสําหรับการคํานวณการ
สรางแผนที่จีโนมทางชีวภาพ ตัวอยางของประชากรที่นิยมใชในการสรางแผนที่จีโนมมีดังนี้  
  

1. ประชากรของ doubled haploid ซ่ึงไดจากการผสมสายพันธุแทสองสายพันธุเพื่อใหได
ลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) จากนั้นกน็ํา anther หรือ embryo ซ่ึงมีจํานวนโครโมโซมครึ่งหนึ่ง (haploid) มา
เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหเพื่อใหเจริญเติบโตเปนตนออน แลวใชสารเคมี cholchicine กระตุน
ใหตนออนนั้นเพิ่มจํานวนโครโมโซมเปนสองเทา พืชที่ไดก็จะเปนพนัธุแทที่ทุกตําแหนงของยนี ซ่ึง
เราเรียกตนพืชเหลานี้วา double haploid ความยากงายในการผลิตประชากร double haploid ขึ้นอยู
กับชนิดของพชื ซ่ึงประชากรแบบนี้จะมีการกระจายตัวของยีนหรือโมเลกุลเครื่องหมาย เปน
อัตราสวน 1: 1 (AA:aa)  
 

2. ประชากรของลูกผสมชั่วที่ 2 ไดจากการผสมพันธุระหวางสายพันธุแทสองสายพันธุ  
เพื่อใหไดลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) จากนั้นปลอยใหลูกชัว่ที่ 1 ผสมตัวเอง ไดเปนลูกชั่วที่ 2 (F2)  
ประชากรของลูกที่ไดก็จะมกีารกระจายตวัของยีนสูงสดุ และมเีปอรเซ็นของ heterozygocity สูงถึง 
50 %  สัดสวนของการกระจายตวัของยีนหรือโมเลกุลเครื่องหมาย เปนอัตราสวน 1:2:1 (AA: Aa: 
aa)  
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3. ประชากรของลูกผสมกลับ (backcross) ไดจากการผสมพันธุระหวางสายพันธุแทสอง
สายพันธุ เพื่อใหไดลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) จากนั้นนําลูกชั่วที่ 1 นี้ผสมกลับกับตนพอหรือแมอีกครั้ง
หนึ่ง ลูกที่ไดเรียกวาลูกผสมกลับชั่วที่ 1 (BC1) ประชากรของลูกผสมกลับชั่วที่ 1 นี้จะมีการกระจาย
ตัวของยีนหรือโมเลกุลเครื่องหมาย เปนอตัราสวน 1: 1 (AA : Aa หรือ Aa : aa)  
 
  4. ประชากรของ recombinant inbred lines (RILs) ไดจากการผสมพันธุระหวางสายพันธุ
แทสองสายพนัธุเพื่อใหไดลูกผสมชั่วที่ 1 (F1)  และชัว่ที่ 2 (F2)  จากนั้นปลอยใหตน F2 แตละตนมี
การผสมตัวเองในแตละชั่วจนถึงประมาณชั่วที่ 7 (F2:7)  ซ่ึงยีนสวนใหญจะหยุดการกระจายตัว แลว
จึงเก็บตนชัว่ที7่ (เมล็ดชั่วที่ 8 แยกตน) ซ่ึงจะมีการกระจายตัวของยีนหรือโมเลกุลเครื่องหมาย เปน
อัตราสวน 1: 1 (AA : aa) อยางไรก็ตาม อาจจะมีบางยีนที่ยังมีการกระจายตวัอยูบาง ซ่ึงในทาง
ปฏิบัติจะไมนาํยีนตําแหนงนี้มาวิเคราะหขอมูล 
 
การศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลในพืชตระกูลถั่ว 
  
การพัฒนาแผนที่โมเลกุลในพืชตระกูลถั่ว 
 
 Menendez et al. (1997) สรางแผนทีโ่ครโมโซมของถั่วพุมโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล 
RAPD, RFLP และ AFLP จํานวน 181 เครื่องหมาย กบัประชากร RILs ที่เกิดจากการผสมพันธุ
ระหวางสายพนัธุพอแม IT845-2049 x 524B พรอมกับติดตาม QTL ที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญ
ควบคูไปดวย หลังจากการจัดกลุม พบวา สามารถสรางแผนที่โครโมโซม ได 12 กลุมลิงเกจ 
ครอบคลุมระยะทาง 972 cM มีระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 6.4 cM ในสวนของการ
ติดตาม QTL พบ QTL ที่สัมพันธกับลักษณะของสีฝก สีดอก อายุการติดฝกแรกและน้ําหนักเมล็ด 
อยูบนกลุมลิงเกจที ่1, 3, 2 และ 5 ตามลําดับ  
 

Kaga et al. (2000) สราง linkage map ในถ่ัวกลุม Ceratotropis โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล 
RAPD และ RFLP จํานวน 185 เครื่องหมายใน ประชากร F2 ที่ไดจากการผสมขามระหวางถั่วอะสุกิ 
กับ ถ่ัวนิ้วนางแดง สามารถสรางแผนที่กลุมพันธุกรรมได 14 กลุมลิงเกจ ครอบคลุมระยะทาง 1,702 
cM มีระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 9.7 cM ถึงแมจะเปนแผนที่กลุมพันธุกรรมที่ไม
สมบูรณ เพราะไมเทากับจํานวน haploid chromosome ซ่ึงเทากับ 11 แตกส็ามารถนําไปใช
ประโยชนในการติดตามยนี หรือ QTL และใชเปนเครือ่งหมายโมเลกุลชวยในการติดตามยนีดี ๆ ที่
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ถายทอดจากถัว่อะสุกิไปยังถ่ัวอ่ืน ๆ ในการปรับปรุงพันธุได ในสวนของการเปรียบเทียบกับแผนที่
กลุมพันธุกรรมของถั่วอะสุกิ (Kaga et al.. 1996 ) และถั่วเขียว (Menancio-Hautea et al., 1993 ) 
พบวา แผนทีก่ลุมพันธุกรรมที่ไดมีความสัมพันธกับแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วอะสุกิและถ่ัวเขยีว
ถึง 7 และ 16 กลุม ตามลําดับ    

 
Konduri et al. (2000) สรางแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่ว lablab โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล 

RAPD และ RFLP จํานวน 218 เครื่องหมาย กับประชากร F2 ที่เกิดจากพอแม Rongai x CPI 24973 
สามารถสรางแผนที่กลุมพันธุกรรมได 17 กลุมลิงเกจ ครอบคลุมระยะทาง 1,610 cM มีระยะทาง
เฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 7.0 cM  

 
Humphry et al. (2002) สรางแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วเขียวโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล 

RFLP จํานวน 255 เครื่องหมาย กับประชากร RIL ที่ไดจากการผสมขามระหวางถั่วเขียว กับถ่ัว 
lablab (Berken x ACC41) สามารถสรางกลุมลิงเกจได 13 กลุม ครอบคลุมระยะทาง 737.9 cM มี
ระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 3.00 cM และเมื่อเปรียบเทยีบกับแผนที่กลุมพันธกุรรม
ของถั่ว lablab (Konduri et al., 2000)  พบวา จีโนมทั้ง 2 มีความสัมพันธกันคอนขางสูง โดย
ความสัมพันธที่เกิดขึ้นสวนใหญเกิดจากการเรียงตัวใหม และสะสมการเกิด duplication และ 
deletion ของโครโมโซมหลังจากการแยกออกจากกนัในชวงวิวัฒนาการนั่นเอง   

 
Han et al. (2005) สรางแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วอะสุกิ โดยใชประชากร BC1F1 (V. 

nepalensis x V. angularis ) x V. angularis  ดวยเครื่องหมายโมเลกุล RFLP, SSR และ AFLP 
จํานวน 304 เครื่องหมาย สามารถสรางแผนที่กลุมพันธุกรรมได 11 กลุมลิงเกจ ซ่ึงเทากับจํานวน 
haploid chromosome ของถั่วอะสุก ิ ครอบคลุมระยะทาง 832.1 cM คิดเปน 95.1% ของจีโนม มี
ระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 1.85 cM แตละกลุมลิงเกจประกอบดวยเครื่องหมาย
โมเลกุล 28 ถึง 75 เครื่องหมาย มีระยะทาง 54.1 ถึง 124.3 cM โดยกลุมลิงเกจที่ 4 และ 8 มี
เครื่องหมายโมเลกุลหนาแนนที่สุด  

 
Ogundiwin et al.  (2005)  สรางแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่ว V. vexillata โดยใชประชากร 

F2 (Tvnu  1443 x  Tvnu 73) ดวยเครื่องหมายโมเลกุล RAPD, SSR และ AFLP จํานวน 120 
เครื่องหมาย พรอมกับหาตําแหนง QTL ที่ควบคุมลักษณะที่สําคัญ ในถ่ัว V. vexillata อีก 9 ตําแหนง
ควบคูไปดวย สามารถสรางแผนที่กลุมพันธุกรรมได 14 กลุมลิงเกจ ครอบคลุมระยะทาง 1564.1 cM 
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มีระยะทางเฉลี่ยระหวางเครือ่งหมายเทากบั 14.75 cM  ในสวนของการวิเคราะห QTL พบวา มี 39 
QTL ที่สัมพันธกับ 9 ลักษณะ โดยแตละตําแหนงสามารถอธิบายความแปรปรวนได 15.62 ถึง 
66.58%  และหากใช QTL ทั้งหมดรวมกนั สามารถอธิบายความแปรปรวนได 16.0 ถึง 98.8%  โดย 
QTL ที่ไดกระจายอยูทกุกลุมลิงเกจ  ยกเวน กลุมที่  8, 9, 13 และ14 ที่ไมพบ QTL ดังกลาว  

 
Somta et al, (2006) พัฒนาแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วสกุล Vigna  จากประชากร F2  ที่ได

จากการผสมขามชนิดระหวาง V. umbellata และ V. nakashimae โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล RFLP 
และ SSR จาํนวน 175 เครื่องหมาย สามารถจัดกลุมแผนที่กลุมพนัธุกรรมได 11 กลุมลิงเกจ 
ครอบคลุมระยะทาง 652 cM มีระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 3.7 cM และเมื่อ
เปรียบเทียบกบัแผนที่กลุมพนัธุกรรมของถั่วอะสุก ิ (Han et al., 2005)  พบวาม ี 114 เครื่องหมาย 
หรือ 94.2% วางตัวอยูบน กลุมลิงเกจเดียวกัน แตมีบาง linkage group ที่บางเครื่องหมายมีการวางตัว
ของลําดบัสลับที่กัน ทั้งนีค้าดวามีการเรยีงตัวใหมของโครโมโซม หรือการสลับที่ของตําแหนง 
(translocation)    ของโครโมโซม หลังจากการแยกออกจากกันในชวงววิัฒนาการนั่นเอง   

 
Chaitieng et al. (2006) พัฒนาแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วเขียวผิวดํา ( V. mungo) จาก

ประชากร BC1F1 (JP219132 x JP 107876 ) x JP107873  ดวยเครื่องหมายโมเลกุล RFLP, SSR, 
AFLP และ morphological marker จํานวน 148 เครื่องหมาย สามารถสรางแผนที่กลุมพันธุกรรมได 
11 กลุมลิงเกจ ครอบคลุมระยะทาง 783 cM มีระยะทางเฉลี่ยระหวางเครื่องหมายเทากับ 5.7 cM 
และเมื่อเปรียบเทียบกับแผนที่กลุมพันธุกรรมของถั่วอะสุกิ (Han et al., 2005)  พบวามี 70 
เครื่องหมาย หรือ 88% วางตวัอยูบนกลุมลิงเกจเดียวกัน แตมีบาง linkage group ที่บางเครื่องหมายมี
การวางตวัของลําดับสลับที่กัน ดวยเหตุผลเดียวกันกับ Somta  et al. (2006) ที่เสนอไว 
 
การพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุลชนิด SSR ในถั่วเขียว  
 

 ถ่ัวเขียวเปนพชืในสกุล Vigna ที่มีจีโนมขนาดเล็กประมาณ 579 Mb (Arumuganathan and 
Earle, 1991) การที่ถ่ัวเขียวมีขนาดจีโนมที่เล็ก จึงเหมาะแกการพฒันาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด     
ตาง ๆ มาชวยในการศกึษาดานพันธุศาสตรและการปรับปรุงพันธุ โดยเครื่องหมายโมเลกุลชนดิ 
SSR ที่มีรายงานในพืชตระกลูถ่ัวอ่ืน ๆ อยางแพรหลาย เชน ถ่ัวอะสุกิ  ถ่ัวแขก และถ่ัวพุม  สามารถ
นํามาใชในการศึกษาจีโนม หรือการวิเคราะหแผนทีโ่มเลกุลในถ่ัวเขียวได เชน สามารถนํา
เครื่องหมายโมเลกุลแบบ SSR  จากถั่วอะสุกิมาใชในถ่ัวเขียวไดถึง 72.7% (Chaitieng et al., 2006) 
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แตเครื่องหมายโมเลกุลแบบ SSR  ในถ่ัวเขียวยังมีจํานวนนอยอยูเมื่อเทียบกับถ่ัวสกลุ Vigna  ชนิด
อ่ืน ๆ จึงไดมกีารพัฒนาเรื่อยมา โดยการพัฒนาสวนใหญจะใชวิธี microsatellite - enriched library 
เชน  Kumar et al. (2002a,b ) สามารถพัฒนาได 14 เครื่องหมาย Gwag et al. (2006 ) สามารถพัฒนา
ได 7 เครื่องหมาย  Somta et al. (2008a) สามารถพัฒนา ได 12 เครื่องหมาย ซ่ึงนอกจากวิธี 
microsatellite - enriched library แลวยังมีวิธีการอื่น ๆ ที่สามารถพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลแบบ 
SSR ได ดงัรายงานของ Seehalak et al.  (2009) และ Somta et al. (2009) ซ่ึงออกแบบเครื่องหมาย
โมเลกุลแบบ SSR โดยอาศยัขอมูล DNA sequencing จากฐานขอมูลสาธารณะ NCBI สามารถ
ออกแบบเครื่องหมายโมเลกลุแบบ SSR ได 8 เครื่องหมาย และ 33 เครือ่งหมาย ตามลําดับ  
 
การหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีเชื่อมโยงกับลักษณะที่สําคัญ 
 
ความทนทานตอการขาดธาตุเหล็ก 
 
 วารุณี (2544) วิเคราะหเครือ่งหมาย AFLP ที่วางตัวอยูใกลกับยนีควบคุมความทนทานตอ
การขาดธาตุเหล็กในถั่วเขยีวในประชากร RILs (KPS1 x NM10-12) โดยการวิเคราะหแบบ bulked 
segregant โดยใชลักษณะคลอโรซีส พบ QTL 1 ตําแหนง ที่อยูระหวางเครื่องหมายดเีอ็นเอ 
CGT/CTG และ CAG/TAG4 โดยมีระยะหางจากยนี 2.9 และ 3.0 cM และสามารถอธิบายลักษณะ
คลอโรซีสได 28.06% และ 25.53% ตามลําดับ  
 

 ฐิตาภรณ (2548) ใชเครื่องหมาย AFLP ติดตามยนีที่เกีย่วของกับความทนทานตอการขาด
ธาตุเหล็กในถัว่เขียว ในประชากร F2 (KPS1 x NM10-12) โดยการวเิคราะหแบบ bulked segregant 
กับคา SPAD index และปริมาณคลอโรฟลลซ่ึงเปนตัวช้ีวัดลักษณะคลอโรซีส พบวา มีเครื่องหมาย 
AFLP 5 เครื่องหมาย คือ ACC/CTG, ACT/CTA, ACT/CAA1, AAC/AAC และ AAC/CAA1 ที่
สามารถอธิบายลักษณะคลอโรซีสได 72.97%, 46.55%, 45.07%, 60.21% และ 21.14% ตามลําดับ 
และหากใชทั้ง 5 เครื่องหมายรวมกัน สามารถอธิบายลักษณะคลอโรซีสได 81.05%   

 
 Kitsanachandee (2006) ทดสอบความสามารถในการคัดเลือกของเครื่องหมาย AFLP กับ

ลักษณะความทนทานตอการขาดธาตุเหล็กในถั่วเขียวโดยใชเครื่องหมาย AFLP ตามรายงานของ 
วารุณี (2544) คือ CGT/CTG กับ CAG/TAG4 และของฐิตาภรณ  (2548) คือ ACC/CTG กับ 
ACT/CTA  ในเชื้อพันธกุรรมของถั่วเขียวจํานวน 241 สายพันธุ โดยวเิคราะหความสัมพันธกบั
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ปริมาณคลอโรฟลลซ่ึงเปนตัวช้ีวดัลักษณะคลอโรซีส พบวา เครื่องหมาย ACT/CTAและ ACC/CTG 
สามารถอธิบายความผันแปรของความทนทานตอการขาดธาตุเหล็กได แตเครื่องหมาย ACT/CTA 
สามารถอธิบายไดดีกวาเครื่องหมาย ACC/CTG สวนเครื่องหมาย CAG/TAG4 และCGT/CTG ไมมี
ประสิทธิภาพในการคัดเลือกสายพันธุออนแอจากเชื้อพนัธุกรรมที่ใชในการศึกษาครัง้นี้ 

 
ความตานทานตอการเขาทําลายของดวงถั่ว 

 
 Kaga and Ishimoto (1998) ศึกษาความสัมพันธระหวางตาํแหนงยีน Br กับยีน Va ที่มผีลตอ
ความตานทานตอดวงถ่ัวโดยใชเครื่องหมาย RAPD และ RFLP ในประชากร BC20F2 (Osaka-
ryokuto x  TC1966) พบวา มีเครื่องหมาย RAPD 8 เครื่องหมายที่มีความสัมพันธกบัยีน Br แตมี 3 
เครื่องหมายอยูบนตําแหนงเดียวกันกับยนี Br จากนั้นนําชิ้นสวนดเีอ็นเอจาก RAPD ไปสราง RFLP 
probe พบ 6 เครื่องหมายที่วางตัวอยูใกลกบัยีน Br 0.2 cM และ 6 เครื่องหมายดังกลาววางตวัอยูที่
ตําแหนงเดยีวกันกับยีน Va แสดงวายีน Br  และยีน Va อยูบน กลุมลิงเกจเดียวกัน และมีระยะหาง
กัน 0.2 cM นอกจากนั้นยังพบวา ความตานทานตอดวงถ่ัวถูกควบคุมดวยยีนเดน 1 ตําแหนง 
สอดคลองกับการรายงานของ Kitamura et al. (1988) และ Ishimoto and Kitamura (1993) อีกดวย  
 

Blair et al. (2006) สรางแผนที่ยีนในถั่วแขก (common bean ) โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล  
RAPD ในประชากร RILs (Jamapa x J-117) โดยการวิเคราะหแบบ bulked segregant ในลักษณะ
เปอรเซ็นตเมล็ดที่ถูกทําลาย พบ 9 QTL ที่มีความสัมพันธกับความตานทาน bean pod weevil  
กระจายอยูบนโครโมโซม 2, 3, 4 และ 6 ซ่ึงจัดอยูในกลุมลิงเกจ b01, b08, b07 และ b11 ตามลําดับ 
โดยพบวา QTL ที่มีความสัมพันธใกลชิดกบัยีนความคุมความตานทาน สวนใหญอยูบนโครโมโซม 
2 (b01) และ 6 (b11) จึงสรุปวา เครื่องหมายโมเลกุลบนโครโมโซม 2 และ 6 (กลุมลิงเกจ b01 และ 
b11) มีความสาํคัญตอความตานทานตอแมลง  

 
Somta  et al. (2006) พัฒนาแผนที่พนัธุกรรมของถั่วสกุล Vigna  จากประชากร F2 (V. 

umbellata x V. nakashimae) และวเิคราะห QTL ที่เกีย่วของกับความตานทานตอดวงถ่ัว 
(Callosobruchus spp.) 2 ชนดิ คือ C. chinensis และ C. maculatus โดยการวิเคราะหเปอรเซ็นตของ
เมล็ดที่ถูกทําลายกับเครื่องหมาย RFLP และ SSR พบ QTL บนกลุมลิงเกจที ่ 4 ที่สามารถอธิบาย
ความตานทานตอ C. maculatus ได 60.1% และ QTL บนกลุมลิงเกจที่ 7 ที่สามารถอธิบายความ
ตานทานตอ C. chinensisได 53.4%   
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Chen et al. (2007)  พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะความตานทานตอดวง
ถ่ัวในถั่วเขียวโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SCAR และ CAP ที่ออกแบบมาจากเครือ่งหมาย RAPD ที่
สัมพันธกับความตานทาน ในประชากร RILs (NM92 x TC1966)โดยการวิเคราะหแบบ bulked 
segregant กับเปอรเซ็นตเมล็ดที่ถูกทําลาย พบวา เครื่องหมาย CAP ทั้ง 7 เครื่องหมาย มี
ความสัมพันธกับยีนถึง 85% ซ่ึงมากกวาเครื่องหมาย RAPD เดิม  สวนเครื่องหมาย SCAR ไมมี
ความแตกตางจากเครื่องหมาย RAPD เดมิ นอกจากนั้นยังพบวา เครื่องหมาย RAPD, SCAR และ 
CAP ทั้งหมดที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ อยูบนกลุมลิงเกจเดียวกันกับยนี Br  

 
Somta et al, (2008b)  สรางแผนที่ยีนของ QTL ที่ควบคมุลักษณะความตานทานตอดวงถ่ัว

จากถั่วปาสกุล Vigna nepalensis  ในประชากร F2 และ BC1F1 (Azuki bean x Vigna nepalensis ) 
วิเคราะห 2 ลักษณะที่เกี่ยวของกับความตานทานคือ เปอรเซ็นตของเมล็ดที่ถูกทําลาย และระยะเวลา
ที่ตัวเต็มวัยออกมาจากเมล็ด พบวา มี 7 QTL สัมพันธกับความตานทาน โดย 5 QTL ตานทานตอ C. 
chinensis และ 2 QTL ตานทานตอ C. maculates นอกจากนี้ พบวา QTL บน กลุมลิงเกจที ่1 และ 2 
มีตําแหนงรวมกันกับขนาดของเมล็ด แตมีความสัมพันธกันในเชิงลบ และ QTL ทั้ง 2 กลุมนี้ 
สอดคลองกับรายงานกอนหนา แตอยางไรก็ตาม ยังพบ QTL ตําแหนงใหมบนกลุมลิงเกจที ่ 4 ที่มี
ความสัมพันธกับความตานทาน และไมเกีย่วของกับขนาดเมล็ดอีกดวย  

 
Lei et al. (2008)  ศึกษาพนัธุกรรมการถายทอด และสรางแผนที่ยีนควบคุมความตานทาน

ดวงถ่ัว โดยใชเครื่องหมาย RAPD 63  เครื่องหมาย STS 25 เครื่องหมาย และ SSR 88  เครื่องหมาย 
ในประชากร F2, F3 และ BC1F1 โดยการวิเคราะหแบบ bulk segregant กับจํานวนเมล็ดที่ถูกทําลาย 
พบ QTL 2 ตําแหนงที่สัมพนัธกับความตานทานโดยทั้ง 2 เครื่องหมาย อยูหางจากยนีตานทาน 5.80 
และ 11.0 cM นอกจากนั้นยงัรายงานวา ความตานทานดวงถ่ัวถูกควบคมุดวยยีนเดน 1 ตําแหนง ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานของ Young et al. (1993); Cheng et al. (1996); Tomooka et al. (2000) และ 
Miyagi et al. (2004) 
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ความต้านทานต่อโรคราแป้ง 
 

 Young et al. (1993) สร๎างแผนที่ยีนของ QTL ลักษณะความต๎านทานตํอโรคราแป้งโดยใช๎
เคร่ืองหมาย RFLP ในประชากร F2 (TC1966 x VC3980) พบ QTL 3 ต้าแหนํง ได๎แกํ sgK472, 
mgM208 และ mgQ39 ที่วางตัวอยูํบน linkage group 3, 7 และ 8 ตามล้าดับ โดย QTL ทั้ง 3 สามารถ
อธิบายความต๎านทานโรคได๎ 58%   
 

Chaitieng  et al. (2002) สร๎างแผนที่ยีนในถั่วเขียวโดยใช๎เคร่ืองหมาย AFLP และ RFLP ใน
ประชากร F2 (TC1966 x VC1210A) พบ 2 QTL (PMR1 และ PMR2) ที่มีความสัมพันธ์กับความ
ต๎านทานโรค อยูํบน linkage group ใหมํ แตกตํางจากการรายงานของ Young et al. (1992) โดย 
QTL ทั้ง 2 อธิบายความต๎านทานโรคได๎ 64.9% จึงสามารถใช๎เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยคัดเลือก
พันธุ์ถั่วเขียวให๎ต๎านทานตํอโรคราแป้งได๎อยํางมีประสิทธิภาพ  

 
Humphry et al. (2003) วิเคราะห์ QTL เพื่อระบุต้าแหนํงของยีนต๎านทานตํอโรคราแป้งใน

ถั่วเขียวโดยใช๎เคร่ืองหมาย RFLP ในประชากร RIL (Berken x ATF3640) สามารถสร๎างกลุํมลิงเกจ 
ได๎ 10 กลุํม จากเคร่ืองหมาย RFLP 51 เคร่ืองหมาย และพบวํา QTL ที่มีความสัมพันธ์กับความ
ต๎านทานโรคอยูํบนกลุํมลิงเกจ K ระหวํางเคร่ืองหมาย VrCS65 และVrCS296 โดย QTL อยูํหํางจาก
เคร่ืองหมาย VrCS65 1.3 cM  และสามารถอธิบายความต๎านทานโรคได๎ 86% 
  
ขนาด และน้้าหนักของเมล็ด  

 
Fatokun et al. (1992) ศึกษาความสัมพันธ์ของ QTL ควบคุมลักษณะน้้าหนักเมล็ดในถั่ว

เขียว และถั่วพุํม โดยใช๎เคร่ืองหมาย RFLP ในประชากร F2 ที่ได๎จากคูํผสม VC3890 x TC1966 และ 
IT2246-4 x TVNI 963 ส้าหรับถั่วเขียว และถั่วพุํม ตามล้าดับ พบ QTL ที่เกี่ยวข๎องกับน้้าหนักเมล็ด
ในถั่วทั้งสองชนิด ซึ่งตํางก็อยูํบนกลุํมลิงเกจที่ 2 และสามารถอธิบายความแปรปรวนของน้้าหนัก
เมล็ดได๎ 49.7% และ 52.7 % ตามล้าดับ นอกจากนั้นยังพบวํา QTL ที่สัมพันธ์กับน้้าหนักเมล็ดของ
ถั่วทั้ง 2 ชนิด เชื่อมตํอกับเคร่ืองหมาย RFLP ที่มีล้าดับของยีนตรงกัน แสดงวํา QTL ดังกลําวเป็น
บริเวณอนุรักษ์ (conserved region) ที่ถั่วทั้ง 2 ชนิดมีวิวัฒนาการมารํวมกัน 
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 Bunyamin et al. (2002) ศึกษาลักษณะน้้าหนักเมล็ดของถั่วแขก โดยใช๎เคร่ืองหมาย AFLP 
ในประชากร F2:4 ที่ได๎จากคูํผสม OAC Seaforth x OAC 95-4 พบ QTL 2 ต้าแหนํงที่เคร่ืองหมาย 
ACGCTA และ ACACTG ที่สามารถอธิบายความแปรปรวนของน้้าหนักเมล็ดรํวมกันได๎ 17.8%   

 
Murray et al. (2004)  ศึกษา QTL ที่ควบคุมลักษณะน้้าหนักเมล็ดในถั่วพุํม โดยใช๎

เคร่ืองหมาย RFLP, STS, SCARs และ SSR ในประชากร RILs โดยการวิเคราะห์แบบ bulk 
segregant พบ QTL 3  ต้าแหนํงที่สัมพันธ์กับน้้าหนักเมล็ด โดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของ
น้้าหนักเมล็ดได๎สูงสุด 25%  และสามารถใช๎เป็นเคร่ืองหมายในการคัดเลือกถั่วพุํมที่มีน้้าหนักเมล็ด
สูงได๎ นอกจากนี้ยังพบวํา QTL ที่ควบคุมน้้าหนักเมล็ดที่พบนั้นมีต้าแหนํงเดียวกันกับ QTL ที่
ควบคุมสีเปลือกของเมล็ด และยีน α-phaseolin อีกด๎วย  

 
Humphry et al. (2005) ศึกษา QTL ที่ควบคุมลักษณะน้้าหนักเมล็ดในถั่วเขียวโดยใช๎

เคร่ืองหมาย RFLP ในประชากร RILs จากคูํผสม Berken x ACC41 พบวํา มีอัตราพันธุกรรมสูงกวํา 
90% และมี 11 QTL ที่มีความสัมพันธ์กับน้้าหนักเมล็ดโดยสามารถอธิบายความแปรปรวนของ
น้้าหนักเมล็ดได๎ 80% ซึ่งจากการทดลองยังพบวํา QTL ต้าแหนํง swB1 มีความสัมพันธ์กับ QTL ที่
ควบคุมน้้าหนักเมล็ดในถั่วเหลือง และ ถั่วพุํม อีกด๎วย  

 
อรอุมา (2548) หาต้าแหนํงของยีนควบคุมลักษณะน้้าหนักเมล็ดถั่วเขียวโดยการวิเคราะห์

แบบ bulk segregant ในประชากร F2 จากคูํผสม VC 2651A x V4718  ด๎วยเคร่ืองหมาย AFLP  พบ 
4 QTL ที่มีความสัมพันธ์กับน้้าหนักเมล็ดโดยสามารถอธิบายความแปรปรวนรวมของน้้าหนักเมล็ด
ได๎  41.2% 



 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1.  วัสดุและอุปกรณท่ีใชในการปลูกและเก็บเกี่ยว 
 
  - เมล็ดถ่ัวเขยีวพันธุกําแพงแสน1 (KPS1) ซ่ึงออนแอตอโรคใบจุดสีน้ําตาล และ  
  - สายพันธุ V 4718 ซ่ึงตานทานตอโรค 
  - สอมพรวน 
  - กระถางขนาด 12 นิ้ว 
  - ไมเมตร 
  - ปายชื่อ  
  - ถุงกระดาษ เบอร2 
   - ปุยเคมี และสารกําจัดแมลง 
 
2.  วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการผสมพันธุลูกผสม 
 
  - ปากคีบ  
 - แอลกอฮอล 75% 
  - ปายชื่อ 
 
 3.  วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกดัดีเอ็นเอ  
    
  3.1  อุปกรณ   
 
     -โกรงบดตัวอยาง 
      - microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
    - micropipette  
   - centrifuge 
    - water bath 
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  3.2  สารเคมี  
 

  3.2.1  สารเคมีใน extraction buffer 100 มิลลิลิตร (CTAB buffer) 
           - 3% CTAB 2 กรัม 
             - 1.4 M NaCl ปริมาตร 28 มิลลิลิตร 
           - 2% PVP (MW 30,000)  2 กรัม 
       - 20 mM EDTA pH 8.0 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
       - 100 mM Tris HCl pH 8.0 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
        - 2% β-mercaptoethanol    ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
             - น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
 

 3.2.2  สารเคมีที่ใชในการสกดัดีเอ็นเอ 
 

      - liquid nitrogen 
      - CTAB buffers 
         - 5M NaCl   
      - chloroform: isoamylalcohol 24:1  
       - isopropanal 
       - 70% ethyl alcohol 
         - TE buffer (10 mM Tris HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)) 
        - 1mg/ml RNase A 
 

4.  วัสดุอุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ simple sequence repeat  
     (SSR) 
 

 4.1  อุปกรณ 
 

   - PCR tube      
   - micropipette  
   - เครื่อง thermal cycle 
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   - เครื่องวิเคราะห polyacrylamide gel electrophoresis 
 
 4.2  สารเคมี 
 
      - genomic DNA ของถ่ัวเขียว 
      - 0.2 mM dNTPS 
      - 1X Taq buffer 
     - 2 mM MgCl 2  
     - 1uTaq polymerase 
     - 0.5 uM SSR primer 
     - น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 
     - polyacrylamide 

วิธีการ 

 
1.  การสรางประชากรถั่วเขียวท่ีใชในการทดสอบ 
  
 ปลูกถ่ัวเขียวรุนพอแม โดยใชสายพันธุออนแอ KPS1 และสายพันธุตานทาน V 4718
ในกระถางขนาด 12 นิ้ว จํานวน 3 กระถาง กระถางละ 2 ตน เมื่อตนถ่ัวเขียวเร่ิมออกดอก จึงผสม
เกสรโดยใช KPS1 เปนสายพันธุแม ไดลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) นําเมล็ดลูกผสมชั่วที่ 1 ไปปลูกขยายโดย
ปลอยใหผสมตัวเอง จนไดเมล็ดชั่วที่ 2 (F2 seed) จากนัน้นําเมล็ด F2ไปปลูกในกระถางขนาด 12 นิ้ว 
กระถางละ 1 เมล็ดเพื่อเก็บตวัอยางใบไปสกัดดีเอน็เอ และปลอยใหผสมตัวเองเพื่อทีจ่ะไดเมล็ดชั่วที่ 
3 (F3 seed) และเก็บเมล็ดแยกตนไวปลูกทดสอบปฏิกิริยาตอโรคตอไป 
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2.  การก้าหนดต้าแหน่งของยีนท่ีควบคุมความต้านทานต่อโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว โดยใช้ 
     เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR  
 
2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างถั่วเขียว ประยุกต์จากวิธี CTAB   (Doyle and Doyle, 1987) 
 
 บดตัวอยํางใบถั่วเขียวจากสายพันธุ์แมํ  พํอ และประชากรชั่วที่ 2 สายพันธุ์ละ 100-150 
มิลลิกรัม ในไนโตรเจนเหลว เมื่อละเอียดแล๎วจึงถํายลงในหลอด microcentrifuge  เติม CTAB 
buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น้าไปบํม ที่ 65 องศาเซลเซียส  นาน 30 นาที เติมสารละลาย 
chloroform: isoamylalcohol 24:1 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให๎เข๎ากัน น้าสารละลายไปปั่น
เหวี่ยงที่ 12000 รอบตํอนาที 2 คร้ัง คร้ังละ 30 นาที ดูดสารละลายสํวนใสปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
ใสํหลอด microcentrifuge ใหมํ เติม 5M NaCl ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และ isopropanal ปริมาตร 
600 ไมโครลิตร          ผสมให๎เข๎ากันโดยการกลับหลอดไปมา หลังจากนั้นน้าสารละลายไปบํมในตู ๎
 -20 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที น้าสารละลายไปปั่นเหวี่ยงที่ 12000 รอบตํอนาที เป็นเวลา 15 
นาที เทสารละลายสํวนใสทิ้ง  เติม 70% ethyl alcohol  ปริมาตร 700 ไมโครลิตร น้าสารละลายไป
ปั่นเหวี่ยงที่ 12000 รอบตํอนาที 2 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที เทสารละลายสํวนใสทิ้ง ตากตะกอนดีเอ็นเอ
ให๎แห๎ง  เติม TE buffer และสารละลาย 1 มิลลิกรัมตํอมิลลิลิตร RNaseA ปริมาตร 40 ไมโครลิตร 
และ10ไมโครลิตร ตามล้าดับ ผสมให๎เข๎ากัน น้าไปบํม ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น้า
สารละลายดีเอ็นเอไปตรวจสอบความเข๎มข๎น หรือเก็บไว๎ที่ -20 องศาเซลเซียส   
 
2.2  การวิเคราะห์ความแตกต่างของดีเอ็นเอในประชากรชั่วที่ 2 โดยใช้ ไพรเมอร์ SSR  
 

 2.2.1  การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR   
  
            คัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่มีการรายงานในถั่วเขียว และถั่วชนิดอ่ืน ๆ 
ตามรายงานของ Li et al. (2001); Gaitán-Solís et al. (2002); Kumar et al. (2002a,b); Wang et al. 
(2004); Blair et al. (2006);  Buso et al. (2006); Gwag et al. (2006); Seehalak et al. (2008); Somta 
et al, (2008) และ  Somta et al. (2009) โดยทดสอบกับสายพันธุ์แมํและพํอ เพื่อหาไพรเมอร์ที่ให๎
ความแตกตําง (polymorphic) ในแถบดีเอ็นเอในพํอแมํ เพื่อใช๎ทดสอบกับประชากรชั่วที่ 2 ตํอไป 
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2.2.2  การท้าปฏิกิริยาพีซีอาร ์โดยใช๎ไพรเมอร์ SSR  
 
          เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของประชากรชั่วที่ 2 ที่สกัดได๎ด๎วยปฏิกิริยาพีซีอาร ์ โดยใช๎ไพร
เมอร์ SSR ที่คัดเลือกไว๎ โดยมีองค์ประกอบของปฏิกิริยาดังนี้ 2ng DNA template, 0.2 mM dNTPS, 
1X Taq buffer, 2mM MgCl 2, 1uTaq polymerase, 0.5uM SSR primer และปรับปริมาตรสุดท๎ายด๎วย
น้้ากลั่นนึ่งฆําเชื้อ ให๎มีปริมาตรรวมเทํากับปริมาตรที่ต๎องการ  น้าไปท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ด๎วยเคร่ือง
ควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (thermal cycler) GeneAmp® PCR System 9700 thermocycler (Applied 
Biosystems) ซึ่งมีปฏิกิริยาดังนี้  pre - denature ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที  
denature ที่ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  annealing ที่อุณหภูมิที่จ้าเพาะตํอไพร
เมอร์แตํละชนิด  เป็นเวลา 30 วินาที  extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 1 นาที  ท้า
ปฏิกิริยา (denature - extension) ทั้งสิ้น 35 รอบ  ปฏิกิริยาขั้นสุดท๎าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72    
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาจึงลดอุณหภูมิลงเหลือ 16 องศาเซลเซียส  นาน 20 
นาที  

 
2.2.2  การตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

           น้าดีเอ็นเอจากการท้าปฏิกิริยาพีซีอารไ์ปผสมกับ loading dye ( 10 mM EDTA, 98% 
formamide, 0.02% (w / v) bromophenol blue, 0.02% (w / v) xylene-cyanol ) แล๎วน้าไปแยกขนาด
ของดีเอ็นเอใน 5% โพลีอะครีลาไมด์เจล  ย๎อมแถบดีเอ็นเอด๎วย silver-staining solution  บันทึกการ
เกิดแถบดีเอ็นเอของแตํละไพรเมอร์ เพื่อเก็บเป็นข๎อมูลเคร่ืองหมายโมเลกุล (genotype) ของ
ประชากรชั่วที่ 2 แตํละต๎น 
 
3.  การทดสอบปฏิกิริยาการเกิดโรค 
 
 น้าเมล็ดชั่วที่ 3 (F3 seed) ที่เตรียมไว๎ พร๎อมกับเมล็ดของสายพันธุ์พํอแมํ และ F1 ไป

ปลูกทดสอบในแปลงที่จะปลูกเชื้อสาเหตุโรค โดยปลูกสายพันธุ์อํอนแอตํอโรคทั้งระหวํางแถว 
และรอบ ๆ แปลงปลูกเพื่อชํวยในการกระจายของโรค ใช๎เมล็ด F3 ที่ได๎จากต๎น F2 แตํละต๎นไปปลูก 
3 ซ้้า ๆ ละ 18 เมล็ด เมื่อถั่วเขียวอายุได๎ 20 วันจงึปลูกเชื้อ (inoculate) โดยใช๎สารละลายสปอร์จากใบ
ที่เป็นโรคดังกลําว ในการเตรียมสารละลายสปอร์ เก็บใบถั่วเขียวที่เป็นโรคมาล๎างเอาเส๎นใยและ
สปอร์ของเชื้อ นับจ้านวนสปอร์ที่ได๎ให๎มีปริมาณสปอร์ที่เหมาะสมตํอการปลูกเชื้อคือ 104- 105 
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สปอร์ตํอมิลลิลิตร น้าสารละลายสปอร์ที่ได๎ไปปลูกเชื้อในแปลงทดลอง ท้าซ้้า 3 คร้ัง เพื่อให๎แนํใจ
วําเชื้อสามารถเข๎าท้าลายถั่วเขียวได๎ทั่วถึงและสม่้าเสมอ   จากนั้นบันทึกผลการเกิดโรคหลังจาก
อาการของโรคเร่ิมปรากฏบนสายพันธุ์ก้าแพงแสน1 โดยให๎ระดับคะแนนของการเกิดโรคเป็นระดับ 
1- 5 ตามการรายงานของ Young et al. (1993) (ตารางที่ 1) หลังจากนั้นเก็บข๎อมูลการเกิดโรค 
(phenotype) ในประชากร F3 ไว๎วิเคราะห์การกระจายตัวของประชากรเพื่อศึกษาปฏิกิริยาตํอโรค 
และวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับข๎อมูลของเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR ที่ได๎จากประชากรชั่วที่ 2 
แตํละต๎นตํอไป 
 

ตารางท่ี 1  การให๎ระดับคะแนนระดับของการเกิดโรคตามเปอร์เซ็นต์การเกิดโรค   
 

 
ท่ีมา: Young et al. (1993) 
 
4.  การสร้างแผนท่ีพันธุกรรมบางส่วนโดยเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR  
  
 น้าข๎อมูลการเกิดแถบดีเอ็นเอ (genotype) ของประชากรชั่วที่ 2 แตํละต๎น ที่ได๎จากการ

วิเคราะห์ด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่ให๎ความแตกตํางในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหวํางพํอ
แมํทั้งหมด 69 เคร่ืองหมาย มาสร๎างแผนทีพ่ันธุกรรมบางสํวน โดยใช๎โปรแกรม JoinMap ver. 3.0 
(Van and Voorripse,  2001) ส้าหรับจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุลที่คํา LOD เทํากับ 7.0  และ คํา
ระยะหํางสูงสุดเทํากับ 50 cM  ในหนํวย Kosambi (Kosambi, 1944) 
 
 
 

เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค  ระดับคะแนน  
                      0  1  

 1 - 25  2  
26 - 50  3  
51 - 75  4  

  76 - 100  5  
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5. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR กับลักษณะความต้านทานโรค 
 
 น้าข๎อมูลเคร่ืองหมายโมเลกุล (genotype) ของประชากรชั่วที่ 2 แตํละต๎น และข๎อมูล

การเกิดโรคเฉลี่ย (phenotype) ในประชากรชั่วที่ 3 ที่ได๎จากประชากรชั่วที่ 2 แตํละต๎น มาวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหวํางเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR กับลักษณะความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาล
โดยใช๎โปรแกรม WinQTLcart 2.5 (Wang et al., 2007)  โดยก้าหนดคํา permutation ที่ 15,000 รอบ 
โดยมีคําความเชื่อมั่นที่ 99.0% เพื่อค้านวณหา  significance threshold ของคํา LOD ที่สามารถแยก
ต้าแหนํง major QTL ออกมาจากบริเวณอ่ืน ๆ ได๎                                                 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

ผลการทดลอง  
 

พันธุกรรมการถ่ายทอดลักษณะความต้านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว 
  

ในการทดลองคร้ังนี้ เร่ิมสังเกตอาการของโรคใบจุดสีน้้าตาลได๎ หลังจากปลูกถั่วเขียวไป
แล๎ว 40 วัน โดยสายพันธุ์ก้าแพงแสน  1 แสดงอาการอํอนแอตํอโรค สํวนสายพันธุ์ V4718 แสดง
ความต๎านทานตํอโรคสูงสุด โดยมีระดับคะแนนการเกิดโรคเป็น 4 และ 1 ตามล้าดับ ในขณะที่
ลูกผสมชั่วที่ 1 แสดงความต๎านทานโรคเหมือนกับสายพันธุ์ V 4718 และเมื่อพิจารณาการเกิดโรคใน
ลูก F3  โดยก้าหนดให๎ต๎นที่มีคะแนนการเกิดโรคในระดับ 1-2 และ 3-5  เป็นกลุํมต๎านทาน และ
อํอนแอตํอโรค ตามล้าดับ พบวํา คะแนนการเกิดโรคมีแนวโน๎มเป็นอัตราสํวน 3 ต๎านทาน (R ) ตํอ 1 
อํอนแอ (S) ตามล้าดับ (ภาพที่1)  และเมื่อวิเคราะห์คําไคสแควร์ทดสอบจ้านวนต๎นต๎านทานตํอต๎น
อํอนแอ พบวํา ลูก F3   มีการกระจายตัวในอัตราสํวน 3 (R ) ตํอ 1(S) จริง (ตารางที่ 2) แสดงให๎เห็น
วํา  ความต๎านทานตํอโรคใบจุดสีน้้าตาลถูกควบคุมโดยยีนขํม 1 คูํ (single dominant gene) 

 
การคัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุล 

  
การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่ให๎ความแตกตํางในการเกิดแถบดีเอ็นเอ

ระหวํางพํอแมํ จากทั้งหมด 641 เคร่ืองหมาย พบวํา มีเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR จ้านวน 69 
เคร่ืองหมาย ที่ให๎ความแตกตํางในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหวํางพํอแมํ (ตารางภาคผนวกที่ 1) 
 
การสร้างแผนท่ีพันธุกรรมบางส่วนโดยเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR  
 
 จากการจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR  จ้านวน 69 เคร่ืองหมายโดยการ

โปรแกรม JoinMap ver. 3.0 ส้าหรับจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุลที่คํา LOD เทํากับ 7.0 และคํา
ระยะหํางสูงสุดเทํากับ 50 cM  ในหนํวย Kosambi พบวํา สามารถจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุล
ดังกลําวได๎เป็น 11 กลุํมลิงเกจ ซึ่งประกอบด๎วย 55 เคร่ืองหมาย อีก 14 เคร่ืองหมายไมํสามารถจัด
กลุํม โดยเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้ง 55 เคร่ืองหมายครอบคลุมระยะทางบนโครโมโซมทั้งหมด 854.8 
cM มีระยะหํางเฉลี่ยระหวํางแตํละเครื่องหมายเทํากับ 19.65 cM ระยะหํางของเคร่ืองหมายโมเลกุลที่
กว๎างและแคบที่สุดเทํากับ 51.3 cM และ 3.2 cM ตามล้าดับ โดยแตํละกลุํมลิงเกจ ประกอบด๎วย
เคร่ืองหมายโมเลกุล 2 ถึง 10 เคร่ืองหมาย และเมื่อจัดเรียงกลุํมลิงเกจตามแผนทีพ่ันธุกรรม ของ
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ถั่วอะสุกิ ที่รายงานโดย Han et al. (2005) พบวํา สามารถจัดได๎เป็น 9 กลุํม โดยที่กลุํมลิงเกจ ที่ 2 
และ 10 มี 2 กลุํมยํอย สํวนกลุํมลิงเกจ ที่ 1 และ 7 ไมํพบเคร่ืองหมายที่สามารถใช๎จัดกลุํมได๎ (ภาพที่ 
2) 
 

 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลแบบ SSR กับลักษณะความต้านทานโรค 
 

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหวํางเครื่องหมายโมเลกุลแบบ SSR กับลักษณะความ
ต๎านทานโรค โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน พบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR 6 เคร่ืองหมาย ที่
มีความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค ได๎แกํเคร่ืองหมาย CEDC031, CEDG084, VR108, 
CEDG117, VR393 และ CEDG305 โดยสามารถอธิบายความต๎านทานโรคได๎ 22.92%, 36.36%, 
49.97%, 54.68%, 40.40% และ 28.93% ตามล้าดับ (ตารางที่ 3 )  การวิเคราะห์หาต้าแหนํง QTL ที่มี
ความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค ด๎วยโปรแกรม  WinQTLcart 2.5 โดยก้าหนดคํา 
permutation ที่ 15,000 รอบ และคําความเชื่อมั่นที่ 99.0% ได๎คํา significance threshold ของคํา LOD 
เทํากับ 17.1 พบ QTL 1 ต้าแหนํง (qCLS) อยูํในชํวงระหวํางเคร่ืองหมายโมเลกุล CEDG117 กับ  
VR393 ที่วางตัวอยูํบนกลุํมลิงเกจ 3 ซึ่งสามารถอธิบายความต๎านทานโรคได๎ถึง 77.3% (ภาพที่ 2, 3)   

 
   

 

                                   
 

ภาพท่ี 1  การกระจายตัวของลักษณะความต๎านทานโรคของประชากร F2 ที่ได๎จากการผสมพันธุ์ 
 ระหวํางพันธุ์ก้าแพงแสน 1 กับสายพันธุ์ V 4718 

 
 
 

V 4718 / F1 KPS1 
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ตารางท่ี 2  ปฏิกิริยาการเกิดโรคของประชากร F2 ที่ได๎จากการผสมพันธุ์ระหวํางพันธุ์ก้าแพงแสน 1  
                 กับสายพันธุ์ V 4718 
 

 
ตารางท่ี 3  เคร่ืองหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว  
                โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน  

 

SSR marker 
 

Probability R2 (%) Marker mean1 
   A/A A/B B/B 

CEDC031 P = 5.34 x e-12 22.92 2.94 1.95 1.30 
CEDG305 P = 3.49 x e-15 28.93 2.87 1.92 1.28 
CEDG084 P = 1.58 x e-19 36.36 2.97 1.85  1.26 

VR393 P = 4.02x e-22 40.41 3.04 1.81 1.17 
VR108 P = 6.07 x e-29 49.97 3.17 1.75 1.18 

CEDG117 P = 8.25 x e-33 54.68 3.15 1.65 1.11 
 

  1A = allele จากพันธุ์ KPS1, B = allele จากสายพันธุ์ V4718 

Population Observed  Expected  Chi – square (P-value) 
  R S R S R:S  
F2:3 130 51 135.75 45.25 3:1 0.6648 (0.4149) 



 

 
 

 
ภาพท่ี 2  แผนทีพ่ันธุกรรมของถั่วเขียว สร๎างจากประชากร F2 ที่ได๎จากการผสมพันธุ์ระหวํางพันธุ์ก้าแพงแสน 1 กับสายพันธุ์ V4718โดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล 

ชนิด SSR พร๎อมทั้งแสดงต้าแหนํง QTL ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาล (เรียงล้าดับกลุํมลิงเกจ ตาม Han et al., 2005)

 qCLS 

30 
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ภาพท่ี 3  ต้าแหนํง QTL ที่สัมพันธ์กับความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาล บนกลุํมลิงเกจที่ 3   
  โดยใช๎โปรแกรม WinQTLcart 2.5โดยก้าหนดคํา permutation ที่ 15,000 รอบ และคํา 

 ความเชื่อมั่นที่  99.0% มีคํา significance threshold เทํากับ 17.1 
 

qCLS 



 

วิจารณผ์ลการทดลอง 
 

โรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียวก็เหมือนกับโรคพืชหลายชนิด ที่มักจะมีการระบาดเองเมื่อ
สภาพแวดล๎อมเหมาะสม สํงผลให๎การศึกษาเกี่ยวกับโรคมักประสบปัญหาเร่ืองการปลูกเชื้อทดสอบ  
เน่ืองจากเชื้อราสาเหตุของโรคไมํสร๎างสปอร์ หรือเจริญเติบโตช๎าบนอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให๎มี
ข๎อจ้ากัดในการเลี้ยงเชื้อสาเหตุให๎สามารถผลิตสปอร์จ้านวนมากเพื่อใช๎ในปลูกเชื้อส้าหรับการ
ทดลองได๎ ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับอาการของโรคสํวนใหญํจะใช๎วิธีการระบาดตามธรรมชาติ 
ควบคูํกับการปลูกสายพันธุ์อํออนแอทั้งในและรอบ ๆ แปลง เพื่อชํวยแพรกํารระบาดของโรคอีก
ทางหนึ่งด๎วย ในการทดลองคร้ังนี้ นอกจากจะใช๎วิธีการดังกลําวแล๎ว ยังได๎ปลูกเชื้อสาเหตุของโรค 
โดยการเตรียมสารละลายสปอร์จากใบถั่วเขียวที่เป็นโรครํวมด๎วย เพื่อให๎แนํใจวํา เชื้อสามารถแพรํ
ระบาดได๎อยํางทั่วถึง ซึ่งการปลูกเชื้อโดยวิธีดังกลําว เป็นการใช๎เชื้อที่มีอยูํในสภาพแวดล๎อมที่ท้า
การทดลองท้าให๎เชื้อมีความแข็งแรง เหมาะสมตํอการเกิดโรค นอกจากนั้น ยังสามารถได๎ความ
ต๎านทานที่กว๎างขวางไมํจ้าเพาะตํอ race ของเชื้ออีกด๎วย ตํางจากวิธีที่ต๎องมีการเลี้ยงเชื้อส้าหรับการ
ปลูกเชื้อซึ่งเป็นการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยว ๆ เพื่อใช๎เพิ่มปริมาณในอาหารเลี้ยงเชื้อ ท้าให๎ได๎เชื้อ
ส้าหรับการปลูกทดสอบเพียง race เดียว ซึ่งอาจเป็นไปได๎วํา เชื้อโคโลนีดังกลําวอาจจะไมํใชํ race ที่
รุนแรง ซึ่งท้าให๎การคัดเลือกผิดพลาด สํงผลให๎สายพันธุ์ที่ได๎ไมํต๎านทานอยํางแท๎จริง 

  

การทดสอบการเกิดโรคในประชากร พบวํา ลูกผสมชั่วที่ 1 แสดงความต๎านทานโรค
เหมือนกับสายพันธุ์ V4718 ในสํวนของประชากร F2:3 ทั้งหมด 181 สายพันธุ์ มีการกระจายตัวของ
ความต๎านทานโรคเป็นไปในลักษณะของความแปรปรวนที่ไมํตํอเนื่อง (discontinous variation) 
โดยสามารถแบํงเป็นกลุํมได๎ชัดเจน คือ มีอัตราสํวน 3 ต๎านทาน (R) ตํอ 1 อํอนแอ (S) แสดงให๎เห็น
วํา ความต๎านทานตํอโรคใบจุดสีน้้าตาลถูกควบคุมโดยยีนขํม 1 คูํ (single dominant gene) 
สอดคล๎องกับการรายงานของ AVRDC (1980) และ Thakur et al. (1980) และไมํมีประชากร F2:3 
สายพันธุ์ใดแสดงความต๎านทานมากหรือน๎อยเกินขอบเขตของพํอแมํ (transgressive segregation) 
ซึ่งขนาดของประชากร F2:3 ที่ใช๎ ในการศึกษาครั้งน้ีมีถึง 181 สายพันธุ์ ซึ่งเพียงพอตํอการศึกษาการ
กระจายตัวของการเกิดโรค การสร๎างแผนที่ยีน และวิเคราะห์ QTL เมื่อเทียบกับ Young et al. (1992) 
ที่สร๎างแผนที่ยีนของ QTL ที่ควบคุมลักษณะความต๎านทานตํอโรคราแป้งโดยใช๎เคร่ืองหมาย RFLP 
ในประชากร F2 เพียง 58 ตน๎ และ Chaitieng  et al. (2002) ซึ่งสร๎างแผนที่ยีนในถั่วเขียวโดยใช๎
เคร่ืองหมาย AFLP และ RFLP ในประชากร F2 จ้านวน 96 ต๎น  ซึ่งจ้านวนประชากรที่เหมาะสมใน
การศึกษาดังกลําวควรอยูํที่  50 ถึง 250 ต๎น(ตัว)  (Mohan et al., 1997)  แตํหากเป็นการศึกษา high – 
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resolution mapping จ้าเป็นจะต๎องใช๎ประชากรขนาดใหญํ จึงจะได๎ข๎อมูลที่ถูกต๎องและนําเชื่อถือ 
(Collard et al., 2005)  

 
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เหมาะกับการใช๎ศึกษาใน

ประชากร F2 ทั้งนี้ เน่ืองจากเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดนี้มีการแสดงออกแบบ co-dominant ซึ่ง
สามารถแยกความแตกตํางระหวําง homozygous dominant กับ heterozygous ได๎ สอดคล๎องกับการ
กระจายตัวทางพันธุกรรมของประชากร F2 ที่มียีนเดํน 1 ต้าแหนํงควบคุม ซึ่งจะมีอัตราสํวนของ
ลักษณะ homozygous dominant : heterozygous : homozygous recessive (AA : Aa : aa)   เป็น 1 : 2  
: 1  ซึ่งหากใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดที่มีการแสดงออกแบบ dominant จะท้าให๎ได๎ข๎อมูลจาก
เคร่ืองหมายโมเลกุลน๎อยกวําข๎อมูลทาง phenotype ที่ได๎จากประชากร F2 ท้าให๎ไมํเหมาะสมตํอการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหวําง marker กับ phenotype เน่ืองจากมีจ้านวนข๎อมูล (data point)ไมํ
เทํากัน  

 
การทดสอบความแตกตํางในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหวํางพํอแมํด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุล

ชนิด SSR จากทั้งหมด 641 เคร่ืองหมาย พบวํา มีเพียง 69 เคร่ืองหมาย (9.29%)   ที่ให๎ความแตกตําง
ในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหวํางพํอแมํ ซึ่งถือได๎วํามีจ้านวนเคร่ืองหมายโมเลกุลคํอนข๎างน๎อย คาดวํา
อาจเนื่องมาจากสาเหตุ 2 ประการ คือ ประการแรกเนื่องมาจากเคร่ืองหมายโมเลกุลสํวนใหญํที่ใช๎
ไมํใชํเคร่ืองหมายโมเลกุลที่พัฒนามาจากถั่วเขียว ท้าให๎ไมํสามารถใช๎เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากจีโนม
ของถั่วเขียวได๎  และประการที่สอง คือ ถั่วเขียวที่ใช๎เป็นสายพันธุ์พํอแมํ ล๎วนเป็นสายพันธุ์ปลูก 
(cultivated) ทั้งคูํ ท้าให๎ความแตกตํางทางพันธุกรรมมีน๎อยกวําการใช๎สายพันธุ์พํอแมํที่เป็นพันธุ์
ปลูกกับพันธุ์ป่า (wild type) ผสมกัน ดังการรายงานของ Han et al. (2005) ที่สามารถใช๎ 
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ซึ่งพัฒนาโดย Wang et al.  (2004) จากถั่วอะสุกิ จ้านวน 205 
เคร่ืองหมาย พบวํา สามารถให๎ความแตกตํางในสายพันธุ์พํอแมํถั่วอะสุกิที่เป็นพันธุ์ปลูกและพันธุ์
ป่าถึง 196 เคร่ืองหมาย และเคร่ืองหมายเหลํานี้กระจายตัวอยูํทุก ๆ กลุํมลิงเกจ เมื่อน้าไปจัดกลุํม
สร๎างแผนที่ทางพันธุกรรมของถั่วอะสุกิที่ศึกษา เชํนเดียวกับการศึกษาของ Somta  et al.  (2006) ที่
พบวํา เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ซึ่งพัฒนาโดย Wang et al.  (2004) จากถั่วอะสุกิ จ้านวน 122 
เคร่ืองหมาย จาก 200 เคร่ืองหมาย ให๎ความแตกตํางในสายพันธุ์พํอแมํที่ใช๎ในการพัฒนา linkage 
map ของถั่วสกุล Vigna จากประชากร F2 ที่ได๎จากการผสมข๎ามระหวําง V. umbellata และ V. 
nakashimae 
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การจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR  จ้านวน 69 เคร่ืองหมาย โดยใช๎โปรแกรม 
JoinMap ver. 3.0 พบวํา 55 เคร่ืองหมาย สามารถจัดกลุํมได๎เป็น 11 กลุํมลิงเกจ โดยในแตํกลุํมลิงเกจ 
ยังมีจ้านวนเคร่ืองหมายน๎อยอยูํ ทั้งนี้เนื่องจาก จ้านวนเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่ใช๎ในการจัด
กลุํมครั้งนี้มีน๎อย (55 เคร่ืองหมาย อีก 14 เคร่ืองหมายไมํสามารถจัดกลุํมได๎) และเมื่อเรียงล้าดับกลุํม
ลิงเกจตามแผนที่พันธุกรรมตามการรายงานของ Han et al. (2005) พบวํา สามารถจัดได๎ 9  กลุํมลิง
เกจ โดยเคร่ืองหมายโมเลกุลบนกลุํมลิงเกจ ที่ 1 และ 7 ไมํสามารถจัดกลุํมได๎ และ กลุํมลิงเกจ ที่ 2 
และ 10 มี 2 กลุํมยํอย ทั้งนี้เนื่องจากเคร่ืองหมายทั้ง 2 กลุํมยํอย (A-B) มีต้าแหนํงหํางกัน และไมํมี
เคร่ืองหมายโมเลกุลอ่ืนวางตัวอยูํระหวํางเคร่ืองหมายโมเลกุลดังกลําวตามแผนที่พันธุกรรมของ 
Han et al. (2005)  เมื่อน้ามาจัดกลุํมใหมํในประชากรที่ศึกษาแล๎ว เคร่ืองหมายโมเลกุลดังกลําวจึง
แยกออกจากกันไปคนละกลุํมลิงเกจ 

 
ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหวํางเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SSR กับลักษณะความ

ต๎านทานโรคโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน พบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR 6 เคร่ืองหมาย ที่มี
ความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค ได๎แกํเคร่ืองหมาย CEDC031, CEDG084, VR108, 
CEDG117, VR393 และ CEDG305โดยสามารถอธิบายความต๎านทานโรคได๎ที่ 22.92%, 36.36%, 
49.97%, 54.68%, 40.40% และ 28.93% ตามล้าดับ ผลจากการจัดกลุํมลิงเกจ พบวํา เคร่ืองหมาย
ทั้งหมดที่มีความสัมพันธ์กับความต๎านทานโรค  วางตัวอยูํบนกลุํมลิงเกจที่ 3 ทั้งสิ้น สํวนการ
วิเคราะห์ต้าแหนํง QTL ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค  โดยใช๎โปรแกรม  
WinQTLcart 2.5 พบ QTL 1 ต้าแหนํง (qCLS) ระหวํางชํวงของเคร่ืองหมายโมเลกุล CEDG117 และ  
VR393 ซึ่งอาจกลําวได๎วํา ชํวงเคร่ืองหมายทั้ง 2 นี้เป็นต้าแหนํงของ major QTL ที่มีความสัมพันธ์
กับลักษณะความต๎านทานโรค  ซึ่งเป็นที่นําสังเกตวํา เคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งหมดที่มีความสัมพันธ์
กับความต๎านทานตํอโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว วางตัวอยูํบนกลุํมลิงเกจที่  3 ทั้งสิ้น ทั้งนี้อาจ
เป็นไปได๎วํา ยีนควบคุมความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว นําจะอยูํบนกลุํมลิ งเกจที่ 3 
นั่นเอง ซึ่งหากมีการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลที่วางตัวอยูํบนกลุํมลิงเกจที่  3 ในการติดตามยีนนี้
เพิ่มเติม ก็นําจะท้าให๎มีโอกาสเข๎าใกล๎ยีนดังกลําวเพิ่มมากขึ้น 
 

ในการคัดเลือกเพื่อปรับปรุงพันธุ์พืชให๎ต๎านทานตํอโรคพืชนั้น เป็นขั้นตอนที่ยุํงยาก และ
ต๎องอาศัยความรู๎ความสามารถในหลายสาขาวิชา เชํน โรคพืช การปรับปรุงพันธุ์ การทดสอบพืช 
การเลี้ยงเชื้อสาเหตุของโรคพืช เป็นต๎น ซึ่งแตํละด๎านต๎องอาศัยความช้านาญและประสบการณ์เป็น
อยํางมาก ถึงจะท้าการได๎ส้าเร็จและมีความแมํนย้า แตํการเกิดโรคของพืชต๎องอาศัยปัจจัยตําง ๆ ใน
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การเกิดโรคด๎วย ดังที่ Agrios (2005) ได๎กลําวถึงทฤษฏี พีระมิดโรคพืช (disease pyramid) วํา
ประกอบด๎วยเชื้อสาเหตุที่สามารถเข๎าท้าลายพืชได๎ (pathogenicity) พืชที่อํอนแอ (susceptible host) 
สภาพแวดล๎อมที่เหมาะสม (favorable environment) และทั้ง 3 สิ่งนี้ต๎องเกิดขึ้นในระยะเวลา (time) 
เดียวกัน จึงจะเกิดโรคขึ้นมาได๎ ดังนั้น ในการคัดเลือกพืชเพื่อปรับปรุงพันธุ์ให๎ต๎านทานตํอโรคนั้น 
อาจท้าได๎ยาก หากสภาวะที่ทดสอบไมํเป็นไปตามทฤษฏีพีระมิดโรคพืชที่กลําวมาก็ไมํสามารถที่จะ
ท้าการคัดเลือกได๎ บางโรคที่เกิดขึ้นเมื่อสภาพแวดล๎อมเหมาะสมซึ่งอาจเป็นปีละคร้ัง เชํน โรคใบจุด
สีน้้าตาลของถั่วเขียวที่มักเกิดเฉพาะในฤดูฝน  ก็ยิ่งท้าให๎การคัดเลือกล๎าช๎าไปอีก และหากปีไหนไมํ
สามารถคัดเลือกได๎ โดยเนื่องจากไมํมีการระบาดของโรค ก็จะท้าให๎เสียเวลาไปในขณะที่นัก
ปรับปรุงพันธุ์พืชยังต๎องแบกรับภาระในการรักษาสายพันธุ์ที่ไร๎ประโยชน์เอาไว๎อีกด๎วย    ถึงแม๎บาง
โรคที่สามารถเลี้ยงเชื้อสาเหตุส้าหรับปลูกเชื้อทดสอบได๎ แตํถ๎าหากการแพรํระบาดของโรคไมํ
ทั่วถึง ก็อาจท้าให๎การคัดเลือกผิดพลาดโดยคัดสายพันธุ์ที่ไมํต๎านทานจริงมาก็ได๎  การใช๎
เคร่ืองหมายโมเลกุลมาชํวยในการคัดเลือก (MAS) จึงมีความส้าคัญและจ้าเป็นอยํางยิ่ง เพราะชํวย
ประหยัดเวลาและคําใช๎จํายในการรักษาสายพันธุ์ที่ไมํต๎องการ สามารถคัดได๎ทุกระยะของการ
เจริญเติบโตของพืช คัดเลือกได๎ทุก ๆ ฤดูปลูกแม๎ไมํมกีารระบาดของโรค เพราะเป็นการคัดเลือก 
genotype โดยตรง ซึ่งไมํใชํการคัดเลือก phenotype ที่อาจมีอิทธิพลของสภาพแวดล๎อมมาเกี่ยวข๎อง
ด๎วย แตํการคัดเลือกโดยการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล จะมีประสิทธิภาพสูง ก็ตํอเมื่อเคร่ืองหมาย
โมเลกุลนั้นมีความสัมพันธ์ใกล๎ชิด หรือมีต้าแหนํงเดียวกันกับยีนควบคุมลักษณะที่ต๎องการ ซึ่ง
โดยทั่วไปแล๎วเคร่ืองหมายโมเลกุลที่เป็นต้าแหนํงของ major QTL สามารถน้าไปใช๎เป็นเคร่ืองหมาย
โมเลกุลชํวยในการคัดเลือกได๎  ดังเชํนการทดลองของ Yu et al. (2000)  ที่คัดเลือกต๎นถั่วแขก
ต๎านทานตํอโรคใบไหม๎ในประชากร F2 โดยใช๎เคร่ืองหมาย BC420900 ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุล
ชนิด SCAR ที่สามารถอธิบายความต๎านทานของถั่วแขกตํอโรคใบไหม๎ที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรียได๎ 
62%  พบวํา สามารถคัดเลือกได๎ 28 ต๎นที่มี major QTL ดังกลําว และเมื่อทดสอบความต๎านทานโดย
การปลูกเชื้อสาเหตุ พบวํา มี 23 ต๎นจาก 26 ต๎นที่พบ QTL แสดงลักษณะความต๎านทาน จึงสรุปได๎วํา 
เคร่ืองหมายBC420900 สามารถน้ามาใช๎คัดเลือกความต๎านทานตํอโรคใบไหม๎ได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 
เชํนเดียวกับ Chaitieng  et al. (2002) ที่พบ 2 QTL (PMR1 และ PMR2) ที่สามารถอธิบายความ
ต๎านทานโรคราแป้งในถั่วเขียวได๎ 64.9% ซึ่งสามารถใช๎เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อคัดเลือกต๎นหรือ
สายพันธุ์ต๎านทานได๎อยํางมีประสิทธิภาพเชํนกัน  

 
 นอกจาก major QTL สามารถที่จะน้าไปใช๎ประกอบการคัดเลือกแล๎ว flanking marker 

หรือเคร่ืองหมายโมเลกุลที่อยูํระหวํางยีนส้าคัญตําง ๆ ก็สามารถน้ามาใช๎ในการคัดเลือก gene 



36 
 

cluster ได๎อีกด๎วย เชํน การรายงานของ Biradar et al.  (2004) ที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของการ
คัดเลือกข๎าวต๎านทานตํอแมลงบั่ว (gall midge) โดยใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR 3 เคร่ืองหมาย
คือ RM316, RM444 และ RM219 ที่อยูํหํางจากยีนต๎านทาน Gm1 เป็นระยะทาง 8.0, 4.9 และ 5.9 
cM  โดยมีล้าดับการเรียงตัวบน linkage map ดังนี้ RM316 - RM444 - Gm1 - RM219 ซึ่งหากใช๎
เคร่ืองหมาย RM316, RM444 และ RM219 เด่ียว ๆ คัดเลือก จะให๎คํา R2 เทํากับ 92.4, 94.5 และ 
95.8% ตามล้าดับ แตํเมื่อใช๎เคร่ืองหมาย RM316 กับ RM219 และ เคร่ืองหมาย RM444 กับ RM219 
สามารถให๎คํา R2 ได๎ถึง 99.64 และ 99.77%  ตามล้าดับ 

 
โดยนอกจากนักปรับปรุงพันธุ์จะสามารถใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุล ในการคัดเลือกลักษณะ

เด่ียว ๆ แล๎ว ยังสามารถใช๎ในการคัดเลือกหลาย ๆ ลักษณะไปพร๎อม ๆ กันได๎อีกด๎วย ซึ่งโดยปกติ
แล๎ว การคัดเลือกหลายลักษณะพร๎อมกันท้าได๎ยากด๎วยวิธีการคัดเลือกแบบมาตรฐาน (traditional 
breeding methods) โดยเฉพาะลักษณะที่ไมํมีความสัมพันธ์กัน หรือลักษณะที่มีความสัมพันธ์กันใน
เชิงลบ แตํการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลชํวยคัดเลือก ท้าให๎สามารถคัดเลือกหลาย ๆ ลักษณะไป
พร๎อมๆ กันได ๎ เชํน ความพยายามที่จะรวมยีน I และยีน bc-3  เข๎าด๎วยกัน เพื่อให๎ถั่ว แขกต๎านทาน
ตํอเชื้อไวรัสกลุํม BCMV และ BCMNV ซึ่งจากการศึกษาของ Kelly (1997) พบวํา ยีน I ในสภาพ 
dominant แสดงความต๎านทานโดยการเกิดสภาวะ hypersensitive ตํอการเข๎าท้าลายของเชื้อ สํวนยีน 
bc-3 ในสภาพ recessive จะแสดงความต๎านทานโดยการสกัดกั้นการเคลื่อนที่ของไวรัสในพืช แตํ
การแสดงออกของยีน I จะถกูบดบังด๎วยยีน bc-3 ท้าให๎ไมํสามารถคัดเลือกยีน I พร๎อมกับยีน bc-3 
ได๎โดยวิธีคัดเลือกแบบดั้งเดิม ตํอมา Gepts (1999) พบวํา ยีนทั้ง 2 วางตัวอยูํบน linkage group 
ตํางกันโดย ยีน I อยูํบน linkage group B2 สํวน ยีน bc-3 อยูํบน linkage group B6 และในที่สุด 
Miklas and Kelly (2002) ก็สามารถใช๎ วิธี MAS คัดเลือกรวมยีนทั้งสองไว๎ในสายพันธุ์เดียวกันได๎  
 

นอกจากนั้น ลักษณะบางลักษณะ เชํน ความต๎านทานโรค อาจมียีนที่ควบคุมลักษณะ
เดียวกันหลาย ๆ ต้าแหนํง หรือตํางแหลํงยีนกัน ก็สามารถรวมยีนเหลํานั้นให๎มาอยูํในสายพันธุ์
เดียวกันได๎ โดยใช๎เทคนิค gene pyramiding  ซึ่งได๎รับความนิยมในการปรับปรุงพันธุ์พืช ให๎
ต๎านทานตํอโรคและแมลงในปัจจุบัน เพราะจะท้าให๎พืชนั้น ๆ ต๎านทานตํอโรคหรือแมลงได๎ 
 หลาย ๆ สปีชีย์ สํงผลให๎ความต๎านทานนั้น ๆ สามารถใช๎ได๎นานขึ้น เชํน จากรายงานของ He et al. 
(2004) ที่พัฒนาข๎าวลูกผสมสายพันธุ ์ Shanyou 63 ที่ต๎านทานตํอโรคและแมลง โดยการรวมยีน
ต๎านทานเข๎าด๎วยกันโดยใช๎ MAS ในการคัดเลือกสายพันธุ์ที่มียีนต๎านทาน ซึ่งประกอบด๎วยยีน Xa21 
และ Xa7 ที่ต๎านทานตํอโรคใบไหม๎จากแบคทีเรีย ยีน Bt ที่ต๎านทานตํอหนอนเจาะล้าต๎น ยีน Pi1 
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และ Pi2 ที่ต๎านทานตํอโรคใบไหม๎จากเชื้อรา และยีน Qbph1 และ Qbph2 ที่ต๎านทานตํอเพลี้ย
กระโดดสีน้้าตาล เชํนเดียวกันกับ Ragagnin et al. (2006) ที่ท้าการรวมยีนต๎านทานตํอโรคของถั่ว
แขกเข๎าด๎วยกัน ประกอบด๎วยยีน Co-10,Co-4 และ Co-6 ที่ต๎านทานตํอโรคแอนแทรกโนส ยีน Ur-
ON ที่ต๎านทานตํอโรคราสนิม และยีน Phg-1 ที่ต๎านทานตํอใบจุดโดยใช๎วิธี MAS ท้าให๎ได๎สายพันธุ์
ถั่วแขก ที่มีผลผลิตสูงกวําสายพันธุ์ carioca-type ที่เป็นพันธุ์ที่นิยมปลูกอยูํในขณะนั้น  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

สรุป 
 

การศึกษาพันธุกรรมการถํายทอดลักษณะความต๎านทานโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียวใน
ประชากรชั่วที่ F2:3 ที่เกิดจากการผสมระหวํางพันธุ์ ก้าแพงแสน 1 (KPS1) กับสายพันธุ ์V 4718 และ
การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่มีความสัมพันธ์กับยีนที่ควบคุมความต๎านทานโรค
ดังกลําว สามารถสรุปได๎ดังนี้ 

 

1. เมื่อน้าประชากรชั่วที่ 3 ไปปลูกทดสอบปฏิกิริยาตํอโรค พบวํา มีการกระจายตัวใน
อัตราสํวน 3 ต๎านทาน ตํอ 1 อํอนแอ แสดงให๎เห็นวํา ความต๎านทานตํอโรคใบจุดสีน้้าตาลในถั่วเขียว
ถูกควบคุมโดยยีนขํม 1 คู ํ(single dominant gene) 

 
2. ผลการคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR พบวํา มี 69 เคร่ืองหมายที่ให๎ความ

แตกตํางในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหวํางพํอแมํ 
 
3.  ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน พบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR 6 เคร่ืองหมาย ที่มี

ความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค ได๎แกํเคร่ืองหมาย CEDC031, CEDG084, VR108, 
CEDG117, VR393 และ CEDG305โดยสามารถอธิบายความต๎านทานโรคได๎ 22.92%, 36.36%, 
49.97%, 54.68%, 40.40% และ 28.93% ตามล้าดับ 

 
4.  การวิเคราะห์ต้าแหนํง QTL ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความต๎านทานโรค พบ QTL 1

ต้าแหนํง (qCLS) ในชํวงเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด CEDG117 และ VR393 ซึ่งสามารถอธิบายความ
ต๎านทานโรคได๎ถึง 77.3 %    

 
5.  การสร๎างแผนที่ยีนในถั่วเขียวพบวํา สามารถจัดกลุํมเคร่ืองหมายโมเลกุลดังกลําวได๎เป็น 

11 linkage group ซึ่งประกอบด๎วย 55 เคร่ืองหมาย ครอบคลุมระยะทางบนโครโมโซมทั้งหมด 
854.8 cM 



 

เอกสารและสิ่งอ้างอิง 
 

จวงจันทร์  ดวงพัตรา, นพพร  สายัมพล, ประภา  ศรีพิจิตต์, วาสนา  วงษ์ใหญํ, วิจารณ ์ วิชชุกิจ, 
สายันห์  ทัดศรี, อุดม  พูลเกษม และ เอ็จ  สโรบล.  2525. พฤกษศาสตร์พืชเศรษฐกิจเล่ม 1.  
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์, กรุงเทพฯ. 
 

ฐิตาภรณ์  ชาลี.  2548.  การติดตามยีนท่ีควบคุมความทนทานต่อการขาดธาตุเหล็กในถั่วเขียว. 
วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. 

 
วารุณี  โสมนัส.  2544.  การหาเครื่องหมาย AFLP ท่ีวางตัวอยู่ใกล้กับยีนควบคุมความทนทานต่อ 

การขาดธาตุเหล็กในถั่วเขียว โดยการวิเคราะห์แบบ bulked segregant.  
              วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.    
  
สุมนา  งามผํองใส.  2550.  ถั่วเขียว, น. 113-122. ใน รายงานการประชุมวิชาการพืชไร่ ประจ้าปี 

 2550 (บูรณาการงานวิจัยพืชไร่มุ่งสู่นวัตกรรมอย่างยั่งยืน).  สถาบันวิจัยพืชไรํ,  
แมํฮํองสอน. 
 

อรอุมา  ตนะดุลย์.  2548.  การหาต้าแหน่งของยีนควบคุมลักษณะน้้าหนักเมล็ดถั่วเขียวโดยการ 
 วิเคราะห์แบบ bulked segregant.  วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.   

 
Agrios, G. N.  2005.  Plant Pathology (5th edition).  Elsevier-Academic Press.  San Diego, CA. 
 
Anonymous.  1970.  KWS Cercospora-Tafel.  Kleinwanzlebener Saatzucht AG. 
 
Arumuganathan, K. and E. D. Earle.  1991.  Nuclear DNA content of some important plant  
 species.  Plant Mol Bio Reporter.  9: 208-219.  
 
AVRDC.  1980.  AVRDC Progress Report 1980.  Shanhua, Taiwan, Republic of China. 
 
AVRDC.  1984.  AVRDC Progress Report 1984.  Shanhua, Taiwan, Republic of  China. 



40 
 

Biradar, S. K.,  R. M. Sundaram, T. Thirumurugan, J. S. Bentur, S. Amudhan, V. V. Shenoy, B.  
Mishra, J. Bennett and N. P. Sarma.  2004.  Identification of flanking SSR markers for a  
major rice gall midge resistance gene Gm1 and their validation.  Theor. Appl. Genet.  
109: 1468-1473. 
 

Blair, M.W., C. Mun, R. Garza and C. Cardona.  2006.  Molecular mapping of genes for  
 resistance to the bean pod weevil (Apion godmani Wagner) in common bean.  
Theor. Appl. Genet. 112: 913–923. 
 

Blair, M.W., F. Pedraza, H. F. Buendia, E. Gaitán-Solís, S.E. Beebe, P. Gepts and J. Thome.  
2003. Development of a genome-wide anchored microsatellite map of common bean   
(Phaseolus vulgaris L.).  Theor. Appl. Genet.  107: 1362-1374. 
 

Booker, H. M. and P. Umaharan.  2007.  Quantitative resistance to Cercospora leaf spot disease 
 caused by Pseudocercospora cruenta in cowpea.  Euphytica 162: 167-177. 
 

Botstein, D., R. L. White, M. Skolnick and R. W. Davis.  1980.  Construction of a genetic linkage 
 map in man using restriction fragment length polymorphisms.  Am. J. Hum. Genet.  32:  
314-331. 

 
Bunyamin, T., T. E. Michaels and  K. P. Pauls.  2002.  Genetic mapping of agronomic traits in  
 common bean.  Crop Sci.  42: 544-556. 
 
Buso, G. S. C., Z. P. S. Amaral, R. P.V. Brondani and M. E. Ferreira.  2006.  Microsatellite  

markers for the common bean Phaseolus vulgaris.  Mol. Ecol. Notes.  6: 252-254. 
 
Catedral, I. G. and R. M. Lantican.  1977.  Mungbean breeding program of UPLB, Philippines.   
           Proceedings of the First International Symposium on Mungbean.  UPLB,  

Philippines. 
 



41 
 

Chaitieng, B.  2002.  Inheritance of powdery mildew resistance in mungbean and   
development of molecular markers for marker – assisted selection.  Ph.D.Thesis,  
Suranaree University of Technology. 

 

Chaitieng, B., A. Kaga, O. K. Han, X. W. Wang, S. Wongkaew, P. Laosuwan, N. Tomooka and  
D. A. Vaughan.  2002.  Mapping a new source of resistance to powdery mildew in  
mungbean.  Plant Breed.  121, 521-525. 

 

Chaitieng, B., A. Kaga, N. Tomooka, T. Isemura and D. A. Vaughan.  2006.  Development of a  
black gram [Vigna mungo (L.) Hepper] linkage map and its comparison with an azuki  
bean [Vigna angularis (Willd.) Ohwi and Ohashi] linkage map.  Theor. Appl. Genet.  
113: 1261-1269. 

 

Chen, H. M., C. A. Liu.  C. G. Kuo., C. M. Chien., H. C. Sun., C. C. Huang., Y. C.  Lin and  
H. M. Ku.  2007.  Development of a molecular marker for a bruchid (Callosobruchus  
chinensis L.) resistance gene in mungbean.  Euphytica 157: 113-122.  

  

Cheng, X. Z., P. Srinives and Y. Charles.  1996.  Preliminary identification of mungbean breeding  
accessions for resistance to bruchids (Callosobruchus chinensis and C. maculatus) using  
RAPD markers.  Thai J. Agri. Sci.  4: 449-456. 
 

Collard, B. C. Y., M. Z. Z. Jahufer, J. B. Brouwer and E. C. K. Pang.  2005.  An introduction to  
 markers, quantitative trait loci (QTL) mapping and marker-assisted selection for crop  

improvement: The basic concepts.  Euphytica 142: 169–196. 
 

Doyle, J. J. and J. L. Doyle.  1987.  A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh 
 leaf tissue.  Photochem. Bull.  19:11-15. 
 

Fatokun, C. A., D. I. Menancio-Hautea, D. Danesh and N. D. Young.  1992.  Evidence for  
orthologous seed weight genes in cowpea and mungbean based on RFLP mapping.  
Genetics 132: 841-846. 



42 
 

Gaitán-Solís, E., M. C. Duque, K. J. Edwards and J. Thome.  2002.  Microsatellite repeats in  
common bean (Phaseolus vulgaris): isolation, characterization, and cross-species  
amplification in Phaseolus ssp.  Crop Sci.  42: 2128-2136. 
 

Gepts, P.  1999.  Development of an integrated linkage map. pp. 53-91. In: Singh, S.P. (Ed.),  
Developments in Plant Breeding.  Common Bean Improvement in the Twenty-First  
Century. Kluwer cademic Publishers, Dordrecht, The Netherlands. 
 

Gill, K. S., T. S. Sandhu, K.  Singh and J. S. Brar.  1975.  Evaluation of mungbean (Vigna radiata  
             (L. ) Wilczek), germplasm.  Crop Improve.  2: 99-104. 
 

Goodwin, S. B., L. D. Dunkle and V. L. Zismann.  2001.  Phylogenetic analysis of Cercospora  
and Mycosphaerella based on the internal transcribed spacer region of ribosomal DNA.  
Phytopathology 91: 648–658.  
 

Gwag, J. G., W. K. Chung, H. K. Chung, J. H. Lee, K. H. Ma, A. Dixit, Y. J. Park, E. G. Cho,  
T. S. Kim and S. H. Lee.  2006.  Characterization of new microsatellite markers in  
mungbean, Vigna radiata (L.).  Mol. Ecol. Notes. 6: 1132-1134. 
 

Hagan, A. K. and J. R. Akridge.  2005.  Chemical control of cercospora leaf spot on fuchsia  
           Meidiland® shrub rose. Plant Pathology Series, Timely Information, Agriculture &  
            National Resources. pp. 587. 
 
Han, O. K., A. Kaga, T. Isemura, X. W. Wang, N. Tomooka and  D. A. Vaughan.  2005.  

A genetic linkage map for azuki bean [Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi].  
Theor. Appl. Genet.  111: 1288-1299. 
 

Hartman, G. L., T. C. Wang and D. Kim.  1993.  Field evaluation of mungbeans  for resistance  
 to Cercospora leaf spot and powdery mildew.  Inter. J. Pest Manage.  4: 418-421. 
 
 



43 
 

He, Y., X. Li, J. Zhang, G. Jiang, S. Liu, S. Chen, J. Tu, C. Xu  and  Q. Zhang.  2004.  Gene  
 pyramiding to improve hybrid rice by molecular marker techniques. New directions for a  

diverse planet:  Proceedings of the 4th International Crop Science Congress.  
Brisbane, Australia. 
 

Hearne, C. M., S. Ghosh and J. A. Todd.  1992.  Microsatellites for linkage analysis of genetic  
traits.  Trends. Genet.  8: 288-294. 
 

Humphry, M. E.,  C. J. Lambrides, S. C. Chapman, E. A. B. Aitken, B. C. Imrie, R. J. Lawn,  C.  
L. McIntyre and C. J. Liu.  2005.  Relationships between hard-seededness and seed  
weight in mungbean (Vigna radiata) assessed by QTL analysis.  Plant Breed.  124: 292- 
298. 

 
Humphry, M. E., V. Konduri, C. J. Lambrides, T. Magner,  C. L. McIntyre,  E. A. B. Aitken and 
              C. J. Liu.  2002.  Development of a mungbean (Vigna radiata) RFLP linkage map 
              and its comparison with lablab (Lablab purpureus) reveals a high level of  
              colinearity between the two genomes.  Theor. Appl. Genet.  105: 160–166. 
 
Humphry, M. E., T. Magner, C. L. McIntyre, E. A. B. Aitken and C. J. Liu.  2003.  Identification  

of a major locus conferring resistance to powdery mildew (Erysiphe polygoni DC) in  
mungbean (Vigna radiata L. Wilczek) by QTL analysis.  Genome 46: 738-744. 
 

Ishimoto, M. and K. Kitamura.  1993.  Inhibitory effects of adzuki bean weevil-resistant  
mungbean seeds on growth of the bean bug.  Jpn. J. Breed.  43: 75-80. 
 

Jacob, H. J., K. Lindpaintner, S. E. Lincoln, K. Kusumi, R. K. Bunker, Y. P. Mao, D. Ganten,  
V. J. Dzau and E. S. Lander.  1991.  Genetic mapping of a gene causing hypertension in  
the stroke-prone spontaneously hypertensive rat.  Cell 67: 213-224. 
 
 



44 
 

Jansen, H. G.P., S. Charnnarongkul and D. H. Kim.  1996.  The economic of mungbean  
cultivation in Thailand pp.  6-23.  in A. N. Asthana and D. H. Kim, eds.  Proceeding of  
Recent Advance in Mungbean Research.  India Society of Pulses Research, Kanpur,  
India.    

 
Joshi, A., J. Souframanien, R. Chand and S. E. Pawar.  2006.  Genetic diversity study of  
             Cercospora  canescens (Ellis & Martin) isolates, the pathogen of Cercospora  leaf  
             spot in  legumes.  Current Sci.  90: 564-568. 
 

Kaga, A., M. Ohnishi, T. Ishii and O. Kamijima.  1996.  A genetic linkage map of azuki bean  
 constructed with molecular and morphological markers using an interspecific population  
 (Vigna angularis x V. nakashimae).  Theor. Appl. Genet.  93: 658- 663. 
 

Kaga, A. and M. Ishimoto.  1998.  Genetic localization of a bruchid resistance gene and its  
relationship to insecticidal cyclopeptide alkaloids, the vignatic acids, in mungbean  
(Vigna radiata L. Wilczek).  Mol. Gen. Genet.  258: 378-384. 
 

Kaga, A., T. Ishii, K. Tsukimoto, E. Tokoro and O. Kamijima.  2000.  Comparative molecular  
mapping in Ceratotropis species using an interspecific cross between azuki bean (Vigna  
angularis) and rice bean (V. umbellata).  Theor. Appl. Genet. 100: 207–213. 

 

Kelly, J. D.  1997.  A review of varietal response to bean common mosaic potyvirus in Phaseolus  
vulgaris.  Plant Var. Seeds.  10: 1- 6. 

 

Kitamura, K., M. Ishimoto and M. Sawa.  1988.  Inheritance of resistance to infestation with  
azuki bean weevil in Vigna sublobata and successful incorporation to V. radiata.  Jpn. J.  
Breed.  38: 459-464. 
 

Kitsanachandee, R.  2006.  The association between AFLP markers and gene controlling  

tolerance to iron deficiency in mungbean (Vigna radiata (L.) Wilczek).  M.S.  Thesis,  
Kasetsart University. 



45 
 

Kole, C. and P. K. Gupta.  2004.  Genome mapping and map based cloning, pp. 257-299. In H. K.  
Jain and M. C. Kharkwal, eds.  Plant Breeding Mendelian to Molecular Approaches.  
Narosa Publishing House, New Delhi, India. 

 

Konduri, V., I. D. Godwin and C.J. Liu.  2000.  Genetic mapping of the Lablab purpureus  
genome suggests the presence of ‘cuckoo’ gene(s) in this species.  Theor. Appl. Genet.  
100: 866-871. 
 

 Kosambi, D. D.  1944.  The estimation of map distances from recombination values. Ann.  
Eugen.  12: 172–175.  
 

Kumar, S. V., S. G. Tan, S. C. Quah and K. Yusoff.  2002a.  Isolation and characterization of  
seven tetranucleotide microsatellite loci in mung bean, Vigna radiata.  Mol. Ecol. Notes.  
2: 293-295. 

 
Kumar, S. V., S. G. Tan, S. C. Quah and K. Yusoff.  2002b.  Isolation of microsatellite markers  

in mung bean, Vigna radiata.  Mol. Ecol. Notes.  2: 96-98. 
 

Lander, E. S. and D. Botstein.  1989.  Mapping mendelian factors underlying quantitative traits  
using RFLP linkage maps.  Genetics 121: 185-199.   

 

Leabwon, U. and S. Oupadissakoon.  1984.  Inheritance of resistance to Cercospora leaf 
              spot in mungbean.  Kasetsart J. (Nat. Sci)  18: 14-19. 
 

Lei, S., X. Z. Cheng, S. H. Wang, L. X. Wang, C. Y. Liu, L. Mei and N. Xu.  2008.  Heredity  
analysis and gene mapping of bruchid resistance of a mungbean cultivar V2709.  
Agr. Sci. in China.  7(6): 672-677. 
 

Li, C. D., C. A. Fatokun, B. Ubi, B. B. Singh and G. J. Scoles.  2001.  Determining genetic  
similarities and relationships among cowpea breeding lines and cultivars by  
microsatellite markers.  Crop Sci.  41: 189-197. 



46 
 

Lincoln, S., M. Daly and E. Lander.  1992.  Constructing genetic maps with Mapmaker/Exp  
3.0.  Cambridge, MA: Whitehead Institute Technical Report. 
 

Litt, M. and J. A.  Luty.  1989.  A hypervariable microsatellite revealed by in vitro amplification  
of a dinucleotide repeat within the cardiac muscle actin gene.  Am. J. Hum. Genet.  
44: 397-401.  

 

Menancio-Hautea, D., L. Kumart, D. Dariush and N. D. Young.  1993.  A genome map for  
 mungbean [Vigna radiata (L.) Wilczek] based on DNA markers (2n=2x=22), pp 6,259- 

6,261 . In J. S. O’Brien, ed.  Genetic Maps.  Cold Spring Harbor Laboratory Press,  
New York. 

 

Menendez, C. M., A. E. Hall and P. Gepts.  1997.  A genetic linkage map of cowpea (Vigna  
unguiculata ) developed from a cross between two inbred, domesticated lines.  Theor.  
Appl .Genet.  95: 1210-1217. 
 

Miklas, P. N. and J. D. Kelly.  2002.  Registration of two cranberry bean germplasm lines  
resistant to bean common mosaic and necrosis potyviruses: USCR-7 and USCR-9. 
 Crop Sci.  42: 673-674. 
 

Miyagi, M., M. Humphry, Z. Y. Ma, C. J. Lambrides, M. Bateson and C. J. Liu.  2004.  
Construction of bacterial artificial chromosome libraries and their application in  
developing PCR-based markers closely linked to a major locus conditioning bruchid  
resistance in mungbean (Vigna radiata L. Wilczek).  Theor. Appl. Genet.  110: 151- 
156. 
 

Mohan, M., S. Nair, A. Bhagwat, T. G. Krishna, M. Yano, C. R. Bhatia and T. Sasaki.  1997.  
 Genome mapping, molecular markers and marker-assisted selection in crop plants.  
 Mol. Breed.  3: 87-103. 
 
 



47 
 

Mubarak, A. E.  2005.  Nutritional composition and antinutritional factors of mungbean seeds  
           (Phaseolus aureus) as affected by some home traditional processes.  Food Chemistry 
             89: 489–495. 
 

Murray, J. D., T. E. Michaels, C. Cardona, A. W. Schaafsma and K. P. Pauls.  2004.  Quantitative  
 trait loci for leafhopper (Empoasca fabae and Empoasca kraemeri) resistance and seed  
 weight in the common bean.  Plant Breed.  123: 474-479. 
  
Ogundiwin, E. A., G. Thottappillt, M. E. Aken’Ova, M. Pillay and C. A. Fatokun.  2005.  

A genetic linkage map of Vigna vexillata.  Plant Breed.  124: 392-398. 
 

Ouédraogo, J. T., B. S. Gowda, M. Jean, T. J. Close, J. D. Ehlers, A. E. Hall, A. G. Gillaspie, 
 P. A. Roberts, A. M. Ismail, G. Bruening, P. Gepts, M. P. Timko and F. J. Belzile.   
2002.  An improved genetic linkage map for cowpea (Vigna unguiculata L.) combining  
AFLP, RFLP, RAPD, biochemical markers, and biological resistance traits.  Genome 
45: 175-188. 

 

Paran, I. and R. W. Michelmore.  1993.  Development of reliable PCR-based markers linked to 
 downy mildew resistance genes in lettuce.  Theor. Appl. Genet.  85: 985-993. 
 

Parry, D. W.  1990.  What effect does disease have on the crop, pp. 69-85.  In Plant  
           Pathology in Agriculture.  Cambridge University Press, Cambridge. 
 

Poehlman, J. M.  1991.  The Mungbean.  Oxford and IBH Publishing Co., New Delhi.  375 p. 
 

Ragagnin, V., M. Moreira and E. Barros.  2006.  Resistance gene pyramiding in common bean.  
Plant & Animal Genomes XIV Conference.  Town & Country Convention Center. San  
Diego, CA. 
 

Seehaluk, W., P. Somta, W. Sommanas and P. Srinives.  2009.  Microsatellite markers for  
mungbean developed from sequence database.  Mol. Ecol. Res.  9: 862-864. 



48 
 

Setiawan, A., G. Koch., S. R. Barnes and C. Jung.  2000.  Mapping quantitative trait loci  
             (QTLs) for resistance to Cercospora leaf spot disease (Cercospora beticola Sacc.) in  
              sugar beet  (Beta vulgaris L.).  Theor. Appl. Genet.  100: 1176–1182. 
 
Shanmugasundaram, S.  2007.  Exploit mungbean with value-added products.  Acta Hort.  
 752: 99-102. 
 
Somta, P., A. Kaga, N. Tomooka, K. Kashiwaba, K. Isemura, B. Chaitieng, P. Srinives and  

 D. A. Vaughan.  2006.  Development of an interspecific Vigna linkage map between  
Vigna umbellata (Thunb.) Ohwi & Ohashi and V. nakashimae (Ohwi) Ohwi & Ohashi  
and its use in  analysis of bruchid resistance and comparative genomics.  Plant Breed. 
125: 77-84. 
 

Somta, P., W. Musch, B. Kongsamai, S. Chanprame,  S. Nakasathien, T. Toojinda, W.  
Sorajjapinun, W. Seehaluk, S. Tragoonrung and P. Srinives.  2008a.  New microsatellite 
markers isolated from mungbean (Vigna radiata (L.) Wilczek).  Mol. Ecol. Res.  8:  
1155-1157.     
 

Somta, P., A. Kaga, N. Tomooka, T. Isemura, D. A. Vaughan and P. Srinives.  2008b.  mapping  
of quantitative trait loci for a new source of resistance to bruchids in wild species Vigna  
nepalensis Tateishi &Maxted (Vigna subgenus Ceratotropis).  Theor. Appl. Genet. DOI  
10:1007/s00122-008-08063.  

 
Somta, P., W. Seehaluk and P. Srinives.  2009.  Development, characterization and cross-species  

amplification of mungbean (Vigna radiata) genic microsatellite.  Conserv. Genet. 
DOI 10.1007/s10592-009-9860-x  
 

Srihattagum, M., S. Pichitporn and C. Kitbamroong.  1998.  The reactions of mungbean    
          varieties/ lines to isolates of Cercospora canescens, pp.  296-305.  In Annual Report  
          1995.  Chai Nat Field Crops Research Center, Chai Nat. 



49 
 

Stam, P.  1993.  Construction of integrated genetic linkage maps by means of a new  
computer package: Joinmap.  Plant J.  3: 739-744. 

 
Thakur, R. P., P. N. Patel and J. P. Verma.  1980.  Inheritance of resistance to Cercospora  
          leaf spot in mungbean.  Indian Phytopathol.  33: 377-379. 
 
Tomooka, N., K. Kashiwaba and D. A. Vaughan.  2000.  The effectiveness of evaluating wild  

species: searching for sources of resistance to bruchid beetles in the genus Vigna  
subgenus Ceratotropis.  Euphytica 115: 27-41. 
 

Van, O. J. W. and R. E. Voorrips.  2001.  JoinMap ® 3.0, Software for the Calculation of 
 Genetic  Linkage Maps.  Plant Research International, Wageningen, The Netherlands. 

 
Vereijssen, J., J. H. M. Schneidera, A. J. Termorshuizenb and M. J. Jegerc.  2003.  Comparison  
 of  two disease assessment methods for assessing Cercospora leaf spot in sugar beet.  
              Crop Protect.  22: 201–209. 
 
Vos, P., R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, T. van de Lee, M. Hornes, A. Frijters, J. Pot,  

J. Peleman, M. Kuiper and M. Zabeau.  1995.  AFLP: a new technique for DNA  
fingerprinting.  Nucl. Acids. Res.  23: 4407-4414. 

 
Wang, S., C. J. Basten and Z. B. Zeng.  2007.  Windows QTL Cartographer 2.5.  North 

 Carolina State University, Raleigh, NC. 
 

Wang, X. W., A. Kaga, N. Tomooka and D. A. Vaughan.  2004.  The development of SSR  
markers by a new method in plants and their application to gene flow studies in azuki  
bean [Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi].  Theor. Appl. Genet.  109: 352-360. 
 

Welsh, J. and M. McClelland.  1990.  Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary primers.  
Nucl. Acid. Res.  18: 7213-7218. 



50 
 

Williams, R. J.  1977.  Identification of multiple disease resistance in cowpea.  Trop. Agric.  
 (Trinidad).  54(1): 53–59 
 
Williams, J. G. K., A. R. Kubelik, K. J. Livak, J. A. Rafalski and S. V. Tingey.  1990.  

 DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers.   
Nucl. Acids. Res.  18: 6531-6535. 
 

Williams, M. N. V., N. Pande, S. Nair, M. Mohan and J. Bennett.  1991.  Restriction fragment  
 length polymorphism analysis of polymerase chain reaction products amplified from  

mapped loci of rice (Oryza sativa L.) genomic DNA.  Theor. Appl. Genet.  
82: 489–498  
 

Wongpiyasatid, A., S. Chotechuen, P. Hormchan and M. Srihuttagum. 1999.  Evaluation of  
            yield and resistance to powdery mildew, cercospora leaf spot and cowpea  
            weevil in mungbean mutant lines.  Kasetsart J. (Nat. Sci.)  33: 204 – 215. 
  
Young, N. D., D. Danesh, D. M. Hautea and L. Kumar.  1993.  Mapping oligogenic  

resistance to powdery mildew in mungbean with RFLPs.  Theor. Appl. Genet.  87: 
           243-249. 
 
Yu, K., S. J. Park and V. Poysa.  2000.  Marker-assisted selection of common beans for  

resistance to common bacterial blight : efficacy and economics.  Plant Breed.  119:  
411-415. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 

ตารางผนวกท่ี1  เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSR ที่ให๎ความแตกตํางระหวํางพันธุ์ก้าแพงแสน 1  
                           กับ สายพันธุ์ V4718 
 

ล้าดับที่ ชื่อไพรเมอร์ ล้าดับที่ ชื่อไพรเมอร์ ล้าดับที่ ชื่อไพรเมอร์ 

1 CEDAAG002 24 CEDG154 47 GBSSRMB087 

2 CEDC031 25 CEDG173 48 GBSSRMB091 

3 CEDC050 26 CEDG174 49 MB164 
4 CEDC055 27 CEDG178 50 MB39 

5 CEDG006 28 CEDG181 51 MB87 

6 CEDG008 29 CEDG198 52 VM27 

7 CEDG014 30 CEDG228 53 VR095 
8 CEDG021 31 CEDG232 54 VR098 

9 CEDG024 32 CEDG243 55 VR108 

10 CEDG037 33 CEDG244 56 VR256 

11 CEDG040 34 CEDG245 57 VR293 
12 CEDG044 35 CEDG247 58 VR303 

13 CEDG051 36 CEDG259 59 VR304 

14 CEDG056 37 CEDG282 60 VR354 

15 CEDG059 38 CEDG284 61 VR366 
16 CEDG071 39 CEDG296 62 VR393 

17 CEDG073 40 CEDG304 63 VR413 

18 CEDG084 41 CEDG305 64 VR478 

19 CEDG088 42 DMBSSR130 65 VRSSR010 
20 CEDG116 43 DMBSSR160 66 VRSSR015 

21 CEDG117 44 DMBSSR167 67 VRSSR035 

22 CEDG121 45 DMBSSR199 68 VRSSR039 

23 CEDG150 46 DMBSSR218 69 VRSSR044 
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