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Abstract 
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The objective of this study was to identify regions of the genome with QTLs for 
the resistance genes to downy mildew and identify molecular markers linked to the 
QTLs. 176 F2:4 population lines from a cross of “Nakhon Sawan 1” (susceptible parent) 
X AGS 129 (resistant parent) and parents were evaluated for downy mildew incidence 
(DMI) and 6 agronomic characteristics. 43 simple sequence repeat (SSR) markers was 
shown the polymorphism between the parental lines, which were used to investigate the 
polymorphism for all the F2 individuals. The data were analyzed by QTL Cartographer 
program for SSR polymorphic markers. The major QTL for downy mildew resistance 
was determined on chromosome 19 (QTL_dmi_1). This QTL was linked to marker 
Satt513 accounted for 11.69 % of the phenotypic variance. For plant height, by CIM 
analysis, one QTL was closely flanked by markers Satt513 and Satt527 on chromosome 
19 (QTL_ph_1) which explained 24.71% of the phenotypic variance. QTL for leaf area 
were in the same chromosome as downy mildew resistance and plant height. The 
results indicated that the identification of DNA markers linked to the QTLs could be 
further applied for marker-assisted selection (MAS) to develop cultivars with resistance 
to downy mildew in soybean.  
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 plant disease resistance 
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สารบญัตาราง 

เร่ือง หน้า 

ตารางที1่ รายชื่อเครือ่งหมายพนัธุกรรม SSR ทีแ่สดงความแตกต่างของขนาดแอลลลี 15 
(allele size) ระหว่างพนัธุ ์AGS129 และ NS1 จ านวน 43 เครือ่งหมาย      

ตารางที ่2 ค่าเฉลีย่ (Mean) และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (s.d.) ของประชากรรุน่ F2:4   20 
จ านวน 176 สายพนัธุ ์และค่าเฉลีย่ของพนัธุพ์่อ – แม ่(AGS129 และ NS1)  
ของลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง (DMI) ความสงู (PH) จ านวนฝกัต่อตน้ 
(PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) น ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) พืน้ทีใ่บ (LA)  
และผลผลติเมลด็ต่อตน้ (SY) 

ตารางที ่3 ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(correlation coefficient) ระหว่างลกัษณะความ  26 
ตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (DMI) พืน้ทีใ่บ (LA) ความสงู (PH) จ านวนฝกัต่อตน้  
(PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) น ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) และผลผลติเมลด็ต่อตน้ 
(SY) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 ในแปลงปลกูทีม่ ี
โรคราน ้าคา้งระบาด 

ตารางที ่4 การกระจายของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR บนโครโมโซมของถัว่เหลอืงที ่ 26 
ไดจ้ากการจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรมของประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2  
จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 

ตารางที ่5 ความสมัพนัธร์ะหว่างจโีนไทป์ของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์  31 
ตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (DMI) ความสงู (PH) และพืน้ทีใ่บ LA) ดว้ยวธิ ีLinear 
Regression จากประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 

ตารางที ่6 ต าแหน่ง QTL ของลกัษณะตา้นทานโรคราน ้าคา้ง (DMI) ความสงู (PH) 33 
และพืน้ทีใ่บ (LA) ทีว่เิคราะหโ์ดย composite interval mapping (CIM)  
จากประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 

ค 



สารบญัภาพ 

เร่ือง หน้า 

ภาพที ่1 แถบดเีอน็เอทีแ่สดงความแตกต่าง (polymorphism) ของเครือ่งหมาย SSR  12 
จ านวน 7 เครือ่งหมาย คอื Satt 334, Satt 522, Satt 184,  Satt 388, Satt 513,  
Satt 373, and Satt 607 ซึง่แต่ละเครือ่งหมาย แสดงใหเ้หน็ความแตกต่างของ 
แถบดเีอน็เอระหว่างพนัธุถ์ ัว่เหลอืงทีต่า้นทานโรคราน ้าคา้ง AGS 129 (1)  
และไมต่า้นทานโรคราน ้าคา้ง NS1 (2) 

ภาพที ่2 ความถีก่ารกระจายของค่า Downy mildew incidence (DMI) ของประชากร 20 
รุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 (ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง) x NS1 (ไมต่า้นทาน 
โรคราน ้าคา้ง) โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่3 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะพืน้ทีใ่บ (LA) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ 21 
ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่4 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะความสงู (PH) ของประชากรรุน่ F2:4  21 
จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่5 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนฝกัต่อตน้ (PP) ของประชากรรุน่ F2:4  23 
จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่6 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) ของประชากรรุน่ F2:4  23 
จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่7 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะน ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) ของประชากรรุน่ F2:4  24 
จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ภาพที ่8 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะผลผลติต่อตน้ (SY) ของประชากรรุ่น F2:4   24 
จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

ง 



สารบญัภาพ 

เร่ือง หน้า 

ภาพที ่9 แถบดเีอน็เอของเครือ่งหมายพนัธุกรรม satt384 บน agarose gel 28 
แสดงใหเ้หน็ความแตกต่างทางพนัธุกรรมแบบ codominant 

ภาพที ่10 ต าแหน่งของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR บนโครโมโซมของถัว่เหลอืง 29 
ทีไ่ดจ้ากการจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรมของประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2  
จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 โดยมชีื่อของเครือ่งหมาย 
SSR อยูท่างดา้นขวา และระยะห่าง (cM) อยูท่างดา้นซา้ยของโครโมโซม 

ภาพที ่11 แผนทีพ่นัธุกรรมของโครโมโซมที ่19 และโครโมโซมที ่1 ทีแ่สดง QTL   32 
ของลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง (dmi_1, dmi_2 ) ความสงู (ph_1) 
และพืน้ทีใ่บ (la_1)  

ง 



บทนํา 

 โรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืงมสีาเหตุมาจาก Peronospora manshurica (Naum.) Syd. ex 

Gaum. เป็นเชือ้โรคพชืทีต่อ้งอาศยัอยูบ่นตน้ถัว่เหลอืงทีม่ชีวีติเท่านัน้ (obligate  parasite) แต่

สามารถตดิไปกบัเมลด็ได ้ โดยเมือ่ปลกูดว้ยเมลด็ทีม่ ี oospore บนเยือ่หุม้เมลด็ สามารถ

ก่อใหเ้กดิโรคราน้ําคา้งกบัถัว่เหลอืงพนัธุไ์มต่า้นทานในฤดถูดัไปได ้ ในแปลงปลกูถัว่เหลอืงพบ

การระบาดในช่วงปลายฤดฝูน ตน้ฤดแูลง้เมือ่มคีวามชืน้สงู อากาศค่อนขา้งเยน็ มอุีณหภมูิ

ประมาณ 20 – 24 
o
C ความชืน้สมัพทัธส์งูกว่ารอ้ยละ 75 (Sinclair and Shurtleff, 1975) ใน

ถัว่เหลอืงพนัธุท์ีไ่มต่า้นทานต่อ P. manshurica จะมผีลผลติลดลง มคีุณภาพเมลด็ไมด่ ี และ

เมลด็มขีนาดลดลง โดยมผีลผลติลดลงไดถ้งึรอ้ยละ 25 (Dunleavy, 1987)  

ในประเทศไทยถัว่เหลอืงพนัธุท์ีต่า้นทานต่อราน้ําคา้งแมจ้ะมอียูบ่า้ง แต่พนัธุต์า้นทาน

เหล่าน้ียงัไมม่กีารศกึษาพนัธุกรรมของยนีตา้นทาน และยงัไมไ่ดร้ะบุว่าตา้นทานต่อ physiological 

race ใด ซึง่ P. manshurica พบว่ามมีากถงึ 40 physiological race (Geeseman, 1950 a; 

Lehman, 1953: Grabe and Dunleavy, 1959; Dunleavy, 1971; Dunleavy, 1977; Lim et al., 

1984; Marcinkowska, 1991) จากการศกึษาพนัธุกรรมของความตา้นทานโรคราน้ําคา้งพบว่า

ควบคุมดว้ยยนีเด่น 1 ยนี คอืยนีตา้นทาน Rpm ซึง่ตา้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ี

physiological race ที ่1 – 32 (Geeseman, 1950 b) ต่อมา Lim (1989) พบยนีตา้นทาน Rpm2 

ทีต่า้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่33 และ race ที ่2 ซึง่มกีารแสดงออก

ทางพนัธุกรรมแตกต่างจากยนีตา้นทาน Rpm ส่วนในประเทศไทย Juwattanasamran et al. 

(1988) พบว่ายนีตา้นทานต่อ P. manshurica จากถัว่เหลอืงพนัธุ ์ AGS129 ควบคุมดว้ยยนีเด่น 

Rpmx มกีารแสดงออกแบบขม่สมบรูณ์ (x หมายถงึยงัไมไ่ดร้ะบุ physiological race) Chowdhury 

et al. (2002) พบเครือ่งหมายดเีอน็เอ RAPD จาํนวน 2 เครือ่งหมาย OPH-021250 และ OPP-

10831 แสดงความสมัพนัธก์บัยนีตา้นทานโรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืง มรีะยะห่างจากยนีต้านทาน 

4.9 และ 23.1 cM ตามลาํดบั โดยศกึษาจากประชากร NIL ของคู่ผสมพนัธุร์ะหว่างถัว่เหลอืงพนัธุ ์

AGS129 และ นครสวรรค ์1 (NS1) และยงัพบว่าลกัษณะพนัธุกรรมของยนีตา้นทานควบคุมดว้ย

ยนีเด่นทีม่กีารแสดงออกแบบขม่สมบรูณ์  

จะเหน็ว่าการศกึษาพนัธุกรรมของยนีต้านทานโรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืงยงัมไีม่มากนกั 

ในการทดลองครัง้น้ีจงึสนใจทีจ่ะศกึษาพนัธุกรรมความตา้นทานโดยศกึษาความสมัพนัธ์

ระหว่างเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และความตา้นทานต่อโรคราน้ําคา้ง เพื่อระบุตําแหน่งยนี

ตา้นทานโรคราน้ําคา้งในจโีนมถัว่เหลอืง เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR สาํหรบัถัว่เหลอืงไดร้บัการ

พฒันาขึน้มามากมาย (Cregan et al., 1999; Hwang et al., 2009) และมขีอ้ดทีีน่กัปรบัปรุง

พนัธุพ์ชืนิยมนํามาใชว้เิคราะห ์QTL analysis เพื่อหาตําแหน่งของยนีสําคญัในจโีนมพชื ซึง่ใน

จโีนมของถัว่เหลอืงยงัไมเ่คยมรีายงานวจิยัเพื่อหาตําแหน่งยนีต้านทานโรคราน้ําคา้งโดยใช้

1 



เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR มาก่อน คาดว่าผลทีไ่ดจ้ากงานวจิยัน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อการ

ปรบัปรงุพนัธุถ์ ัว่เหลอืงใหต้า้นทานต่อโรคราน้ําคา้งต่อไป  

14วตัถุประสงค ์

1. เพื่อหาตําแหน่งของยนีทีค่วบคุมลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน้ําคา้งในจโีนมของ

ถัว่เหลอืง 

2. เพื่อคน้หาเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีส่มัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานต่อโรครา

น้ําคา้งเพื่อเป็นประโยชน์ในการคดัเลอืกพชืตา้นในการปรบัปรงุพนัธุแ์บบ MAS ต่อไป

2 



การตรวจเอกสาร 

 

การปลกูถัว่เหลอืงในประเทศไทย 

 

ปจัจบุนัถัว่เหลอืงทีป่ลกูในประเทศไทยแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ ๆ คอื 

1. ถัว่เหลอืงไร ่ (grain soybean) ซึง่มพีืน้ทีป่ลกูอยูใ่นภาคเหนือ และภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ พืน้ทีป่ลกูถัว่เหลอืงไรใ่นประเทศลดลงอยา่งต่อเน่ืองทุกปี ในปี 2558 มี

พืน้ทีป่ลกูประมาณ 189,225 ไร ่ มผีลผลติรวมประมาณ 5 หมืน่ตนั ซึง่มคีวามตอ้งการใช้

ภายในประเทศ 2.15 ลา้นตนั คดิเป็น 2.5 เปอรเ์ซน็ตข์องความตอ้งการใช ้ทาํใหต้้องนําเขา้จาก

ต่างประเทศประมาณปีละ 2 ลา้นตนั (รอ้ยละ 98.62) ของปรมิาณทีต่อ้งการใชท้ัง้หมด สาเหตุ

หลกัทีพ่ืน้ทีเ่พาะปลกูลดลง เน่ืองจากการขาดแคลนเมลด็พนัธุด์ ี และตน้ทุนการผลติทีส่งูขึน้ตาม

ปจัจยัการผลติ เช่นค่าปุ๋ ย ค่าสารเคมป้ีองกนัโรคพชื และศตัรพูชื และค่าแรงงาน เป็นตน้ 

เกษตรกรบางรายหนัไปปลกูถัว่เหลอืงฝกัสดมากขึน้ เพราะผลตอบแทนทีไ่ดร้บัดกีว่า 

(สาํนกัวจิยัเศรษฐกจิการเกษตร, 2557) 

 

2. ถัว่เหลอืงฝกัสด (vegetable soybean) มพีืน้ทีป่ลกูเฉพาะภาคเหนือทัง้ตอนบน และ

ตอนล่าง ไดแ้ก่จงัหวดัเชยีงใหม ่ เชยีงราย พจิติร พษิณุโลก กําแพงเพชร น่าน แพร ่ ลาํปาง 

เพชรบรูณ์ และอุทยัธานี  มตีลาดทัง้ภายในประเทศ และส่งออกต่างประเทศ ซึง่การส่งออก

ต่างประเทศส่วนใหญ่เป็นการปลกูแบบครบวงจร คอืปลกูส่งโรงงานแช่แขง็สําหรบัการส่งออก และ

มกีารประกนัราคา ณ ไรน่า โดยตกลงราคากนัก่อนการปลกู สาํหรบัเน้ือทีป่ลกูถัว่เหลอืงฝกัสดนัน้

ไมม่กีารสํารวจขอ้มลูทีแ่น่ชดั มผีลผลติส่งออกประมาณ 20,000 ตนัไปยงัประเทศญีปุ่น่ โดย

ประเทศไทยเป็นผูส้่งออกอนัดบั 3 รองจากประเทศจนี และไตห้วนั ซึง่มผีูผ้ลติรายใหญ่อยูใ่น

จงัหวดัเชยีงใหม ่และลาํปาง พนัธุถ์ ัว่เหลอืงทีป่ลกูเพื่อส่งออกส่วนใหญ่นําเขา้มาจากประเทศญีปุ่่น 

คอื “Kaori” “Chamame” No. 75 AGS292 และ No. 2808 เป็นตน้ (Srinives and Somta, 2009) 

  

 การปลกูถัว่เหลอืงสามารถปลกูไดต้ลอดทัง้ปี มฤีดปูลกูอยู ่3 ช่วงคอื  

1. ช่วงตน้ฤดฝูน (พฤษภาคม – กนัยายน)  

2. ช่วงปลายฤดฝูน (กนัยายน – ธนัวาคม) 

3. ช่วงฤดแูลง้ (ธนัวาคม – เมษายน) 

 

ถัว่เหลอืงไมช่อบอากาศทีร่อ้นหรอืหนาวจดัเกนิไป จะใหผ้ลผลติทีต่ํ่ามาก ดงันัน้พนัธุถ์ ัว่

เหลอืงจงึควรเหมาะกบัแหล่งปลกูและฤดปูลกู เพื่อจะใหไ้ดถ้ัว่เหลอืงทีม่คีุณภาพด ี และผลผลติสงู 

โดยถัว่เหลอืงพนัธุร์บัรองของกรมวชิาการเกษตรทีแ่นะนําใหเ้กษตรกรปลกูปจัจุบนัน้ีมหีลายพนัธุ์

ดว้ยกนั สามารถปลกูไดใ้นสภาพแวดลอ้มทีแ่ตกต่างกนั ตา้นทานต่อโรคพชืทีส่าํคญัไดแ้ตกต่าง

กนั  

3 
 



 โรคของถัว่เหลอืงทีส่าํคญัทีพ่บในแปลงปลกูมหีลายโรคดว้ยกนั เกดิจากเชือ้สาเหตุที่

แตกต่างกนั เช่น 

  

1. โรคราน้ําคา้ง (downy mildew) จาก Peronospora manshurica  

2. โรคใบจดุนูน 38(Bacterial pastule) จาก38เชือ้แบคทเีรยี Xanthomonas campestris pv. 

Glycines 

3. 38โรคราสนิม (soybean rust) 38 จากเชือ้รา Phakopsora pachyrhizi 

4. 38โรคเน่าดาํ (Charcoal rot) จาก38เชือ้รา Macrophomina phaseolina 

5. 38โรคแอนแทรคโนส (Anthracnose) จากเชือ้รา Colletotrichunm  truncatum 

6. 14โรคใบจดุวง (Target spot) จากเชือ้รา Corynespora casiicola 

7. 14โรคเมลด็สมีว่ง (Purple seed stain) จากเชือ้รา Cercospora kikuchii 

8. 14โรคใบยอดยน่ (Crinkle leaf virus) จากไวรสั Soybean crinkle leaf virus 

9. 14โรคใบด่าง (Soybean mosaic virus) จากไวรสั SMV 

10. 14โรครากเน่าและเน่าคอดนิ (Damping off, Root rot) จากเชือ้รา Pythium 

aphanidermatum 

 

โรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืง 

 

Peronospora manshurica เป็นสาเหตุก่อใหเ้กดิโรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืง โดยจะพบโรค

น้ีในแหล่งปลกูถัว่เหลอืงทัว่โลก ลกัษณะอาการพบรอยแผลเป็นจุดสเีหลอืงแกมเขยีวบนแผ่นใบ 

และสรา้งเป็นเสน้ใยสขีาวปนเทาบรเิวณแผลดา้นทอ้งใบ P. manshurica เป็นเชือ้โรคพชืทีต่อ้ง

อาศยัอยูบ่นตน้ถัว่เหลอืงทีม่ชีวีติเท่านัน้ (obligate  parasite) แต่สามารถตดิไปกบัเมลด็ได ้ เมลด็

ทีม่ ีoospore บนเยือ่หุม้เมลด็จะมลีกัษณะสขีาวขุ่น โดยที ่oospore ของ P. manshurica มชีวีติอยู่

ไดห้ลายปีในดนิ และในเมลด็ถัว่เหลอืง Inaba (1985) ศกึษาพบว่า P. manshurica สามารถ

ก่อใหเ้กดิโรคกบัถัว่เหลอืงพนัธุไ์มต่า้นทานในฤดถูดัไปทีป่ลกูดว้ยเมลด็ทีม่ ี oospore บนเยือ่หุม้

เมลด็ เมือ่ปลกูใน growth chamber ทีม่อุีณหภูม ิ15 
o
C ไดป้ระมาณรอ้ยละ 16 Agarwal et al. 

(2006) รายงานว่า P. manshurica ทีป่นเป้ือนบนเยือ่หุม้เมลด็สามารถเคลื่อนยา้ยไปกบัเมลด็ ไป

ระบาดทีแ่หล่งปลกูถัว่เหลอืงแหล่งอื่น ๆ ได ้ ส่วนในแปลงปลกูถัว่เหลอืงพบการระบาดในช่วง

ปลายฤดฝูน ตน้ฤดแูลง้เมือ่มคีวามชืน้สงู อากาศค่อนขา้งเยน็ มอุีณหภมูปิระมาณ 20 – 24 
o
C 

ความชืน้สมัพทัธส์งูกว่ารอ้ยละ 75 (Sinclair and Shurtleff, 1975) ซึง่ P. manshurica เขา้ทาํลาย

ทางใบของพชืไดทุ้กช่วงอาย ุ แต่ในระยะกลา้ และระยะออกดอกเป็นช่วงทีพ่ชืมคีวามอ่อนแอต่อ

โรคมากทีสุ่ด การเขา้ทําลายของเชือ้โรคพชือาศยั conidia ทีส่ะสมอยูใ่นอากาศ เมือ่มี

สภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมในเรือ่งของ ความชืน้ อุณหภมู ิปรมิาณฝน และความแรงของลม (Lim, 

1987)  
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ในถัว่เหลอืงพนัธุท์ีไ่มต่า้นทานต่อ P. manshurica จะมผีลผลติลดลง มคีุณภาพเมลด็ไมด่ ี

และเมลด็มขีนาดลดลง เคยมรีายงานว่าถัว่เหลอืงจะมผีลผลติลดลงประมาณรอ้ยละ 8 (Athow, 

1973) แต่เมือ่ปลกูพนัธุท์ีไ่มต่า้นทาน ในสภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมต่อการก่อโรค ถัว่เหลอืงจะมี

ผลผลติลดลงไดป้ระมาณรอ้ยละ 25 (Dunleavy, 1987) P. manshurica พบว่ามหีลาย 

physiological race จากการวจิยัของ Geeseman (1950 a) รายงานครัง้แรกว่าพบ P. 

manshurica จาํนวน 3 physiological race ทีส่หรฐัอเมรกิา จากนัน้มงีานวจิยัอื่น ๆ รายงาน

เพิม่เตมิอกี รวบรวมทัง้หมดพบว่า P. manshurica ม ี33 physiological race (Lehman, 1953: 

Grabe and Dunleavy, 1959; Dunleavy, 1971; Dunleavy, 1977; Lim et al., 1984) โดย Lim 

et al. (1984) รายงานว่าถัว่เหลอืงพนัธุ ์ “Union” ซึง่ตา้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ี

physiological race ที ่1 – 32 แต่ไมต่า้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่33 

และพบว่าถัว่เหลอืงพนัธุ ์ “Pridesoy” “Palmetto” “Cabot” “Ogden” และ “Acadian” ตา้นทานต่อ 

P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่33 ต่อมา Marcinkowska (1991) ศกึษา physiological 

race เพิม่เตมิในโปแลนด ์รายงานเพิม่เตมิถงึ P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่34 – 40  

 

จากการศกึษาพนัธุกรรมของความตา้นทานโรคราน้ําคา้งพบว่าควบคุมดว้ยยนีเด่น 1 

ยนี (Geeseman, 1950 b) โดยถัว่เหลอืงพนัธุ ์ “Kanrich” และ “Pine del Perfection” มยีนี

ตา้นทาน Rpm ซึง่ตา้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่1 – 32 และไดม้กีาร

ปรบัปรงุพนัธุถ์ ัว่เหลอืงใหต้า้นทานต่อโรคราน้ําคา้งโดยวธิกีารผสมกลบั (backcross) จากการใช้

พนัธุ ์Kanrich เป็นพนัธุใ์หล้กัษณะตา้นทาน (donor) (Bernard and Cremeens, 1971; Ersek 

et al., 1982) Riggle and Dunleavy (1974) พบว่าการแสดงออกของยนีต้านทาน Rpm 

สามารถแสดงการยบัยัง้ต่อเสน้ใยของ P. manshurica ในพนัธุต์า้นทานอยา่งชดัเจน หลงัจาก

การเพาะเชือ้โรคพชืไป 12 – 36 ชัว่โมง มงีานวจิยัยนืยนัว่าพชืตา้นทานทีม่ยีนี Rpm เมือ่ถูกเชือ้

โรคพชืเขา้ทาํลายจะมกีารตอบสนองโดยเกดิการตายของเซลลท์ีถู่กทาํลายนัน้อยา่งเฉียบพลนั 

(hypersensitive reaction) (Ersek et al., 1982) ต่อมา Lim (1989) ไดร้ายงานถงึยนีตา้นทาน 

Rpm2 ทีพ่บในถัว่เหลอืงทีต่า้นทานต่อ P. manshurica ทีม่ ีphysiological race ที ่33 และ race 

ที ่ 2 ซึง่มกีารแสดงออกทางพนัธุกรรมแตกต่างจากยนีตา้นทาน Rpm Cui et al. (1992) ได้

ศกึษาพนัธุกรรมของความต้านทานต่อราน้ําคา้งในถัว่เหลอืงทีป่ระเทศจนี พบว่าควบคุมดว้ยยนี

เด่น 1 ยนี จากอตัราส่วนตน้ตา้นทาน : ไมต่า้นทานเป็น 3 : 1 ของประชากรรุน่ F2 และ

อตัราส่วนตน้ตา้นทาน : ไมต่า้นทานเป็น 1 : 1 ของประชากรรุน่ backcross ยนืยนัว่ามกีาร

แสดงออกแบบขม่สมบรูณ์ ส่วน Lai et al. (2004) ไดค้น้หาเครือ่งหมาโมเลกุล ITS ที่

เฉพาะเจาะจงกบัลาํดบัเบสของ P. manshurica เพื่อใชร้ะบุตน้ถัว่เหลอืงทีเ่ป็นโรคราน้ําคา้ง  

 

การปรบัปรงุพนัธุถ์ ัว่เหลอืงเพื่อใหต้า้นทานต่อโรคราน้ําคา้งควรเป็นงานทีต่อ้งทาํอย่าง

ต่อเน่ือง เพราะ P. manshurica ม ี physiological race ทีห่ลากหลาย และสามารถพฒันา 

physiological race ขึน้มาใหมเ่พื่อเอาชนะต่อพนัธุต์า้นทาน ทาํใหพ้นัธุถ์ ัว่เหลอืงทีเ่ป็นพนัธุ์
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ตา้นทานอาจไมต่้านทานต่อ P. manshurica ทีม่ ี physiological race ทีก่ําลงัระบาดอยูใ่น

ปจัจบุนักไ็ด ้(Vidic et al., 2013)  

 

พนัธุถ์ ัว่เหลอืงทีใ่ชใ้นการทดลอง 

 

1. ถัว่เหลอืงพนัธุ ์ “นครสวรรค ์ 1” (NS1) เป็นถัว่เหลอืงพนัธุร์บัรองทีม่อีายกุารเกบ็

เกีย่วสัน้ ประมาณ 75 – 80 วนั มลีกัษณะเด่นคอื มขีาดเมลด็ใหญ่ มน้ํีาหนกั 100 เมลด็

ประมาณ 19 กรมั มคีุณภาพเมลด็ด ีมเีปอรเ์ซน็ตน้ํ์ามนัประมาณรอ้ยละ 21.3 ถา้ปลกูในช่วงตน้

ฤดฝูนจะใหผ้ลผลติสงู ประมาณ 258 กโิลกรมัต่อไร ่การทีม่อีายเุกบ็เกีย่วสัน้จงึเหมาะสําหรบัใช้

ปลกูในระบบปลกูพชืของไทย ในช่วงก่อนหรอืหลงัปลกูขา้ว มพีืน้ทีแ่นะนําในเขตภาคเหนือ

ตอนล่าง และภาคกลางตอนบนของประเทศ ถัว่เหลอืงพนัธุน้ี์ไมต่า้นทานต่อโรคราน้ําคา้ง 

(อนุวฒัน์ เจนกฤตยิา และคณะ, 2535) ซึง่เมือ่ปลกูในพืน้ทีท่ีโ่รคราน้ําคา้งระบาดจะทาํใหผ้ลผลติ

ของพนัธุ ์NS1 ลดลงประมาณรอ้ยละ 24.7 (Nuntapant et al., 1986)  

 

2. ถัว่เหลอืงพนัธุ ์ “AVRDC Glycine Selection No.129” (AGS129) เป็นพนัธุจ์าก

ศูนยว์จิยัและพฒันาพชืผกัแห่งเอเชยี (AVRDC) ทีใ่หผ้ลผลติสงู ปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาพแวดลอ้ม

ไดก้วา้ง นัน่คอืสามารถปลกูไดห้ลายพืน้ทีป่ลกู และลกัษณะเด่นคอืตา้นทานโรคราน้ําคา้ง 

(Srinives et al.,1988) โรคใบด่าง และไวรสับางชนิด (AVRDC, 1984) รวมทัง้โรคใบจดุนูน 

(AVRDC, 1985; Srinives et al., 1986)  

 

 

การปรบัปรงุพนัธุถ์ ัว่เหลอืงใหต้า้นทานต่อราน้ําคา้งในประเทศไทย 

 

 พนัธุถ์ ัว่เหลอืงในประเทศไทยทีต่า้นทานต่อโรคราน้ําคา้ง ไดแ้ก่ “เชยีงใหม ่2” “เชยีงใหม่ 

3” “เชยีงใหม ่4” “เชยีงใหม ่6” “ศรสีาํโรง 1” “สุโขทยั 2” และ “เชยีงใหม ่60” 

ซึง่พนัธุต์า้นทานเหล่าน้ียงัไมม่กีารศกึษาพนัธุกรรมของยนีตา้นทาน และยงัไมไ่ดร้ะบุว่า

ตา้นทานต่อ physiological race ใดของ P. manshurica ดงัเช่นงานวจิยัของ Juwattanasamran 

et al. (1988) ไดแ้สดงใหเ้หน็ว่าลกัษณะพนัธุกรรมของยนีตา้นทานต่อ P. manshurica จากถัว่

เหลอืงพนัธุ ์ AGS129 ควบคุมดว้ยยนี Rpmx มกีารแสดงออกแบบขม่สมบรูณ์ ซึง่การแสดง

ตวัอกัษร x ของยนี Rpmx หมายถงึการทดลองยงัไมไ่ดร้ะบุ physiological race  

  

 อนุวฒัน์ เจนกฤตยิา และคณะ (2535) ไดพ้ฒันาถัว่เหลอืงพนัธุ ์NS1 ซึง่ไมต่า้นทาน

ต่อโรคราน้ําคา้งใหต้า้นทานต่อโรค โดยวธิผีสมกลบัเพื่อถ่ายทอดยนีต้านทานโรคดงักล่าว

จากพนัธุ ์ AGS129 ไดล้กูผสมกลบั BC5 จาํนวน 15 สายพนัธุท์ีม่ลีกัษณะทางพชืไรเ่หมอืน 

NS1 และมลีกัษณะตา้นทานโรคราน้ําคา้ง ต่อมาอลงกรณ์ กรณ์ทอง (2539) ไดใ้ชว้ธิกีารผสม
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กลบัเพื่อถ่ายทอดยนีต้านทานโรคราน้ําคา้งใหแ้ก่พนัธุร์บั (recurrent parent) NS1 และ 

“สุโขทยั 1” คดัเลอืกไดล้กูผสม BC1S4 จาํนวน 5 สายพนัธุท์ีต่า้นทานต่อโรคราน้ําคา้ง และ

ยงัพบ P. manshurica ทีแ่ตกต่างกนัในแหล่งปลกูถัว่เหลอืงของประเทศไทย จาํนวน 3 

physiological race คอื 1) สายพนัธุท์ีร่ะบาดในฤดแูลง้ (ธนัวาคม – เมษายน) เขตจงัหวดั

เชยีงใหม ่ และสุโขทยั 2) สายพนัธุท์ีร่ะบาดในปลายฤดฝูน (กนัยายน – ธนัวาคม) เขต

จงัหวดัสุโขทยั และนครสวรรค ์ และ 3) สายพนัธุท์ีร่ะบาดในปลายฤดฝูน (กนัยายน – 

ธนัวาคม) เขตจงัหวดันครปฐม 

 

 เน่ืองจาก P. manshurica ม ีphysiological race ทีห่ลากหลาย และการศกึษาพนัธุกรรม

ความตา้นทานในถัว่เหลอืงศกึษากนัน้อยมาก ประกอบกบัปจัจบุนังานวจิยัทางดา้นดเีอน็เอ

เทคโนโลยมีคีวามก้าวหน้าขึน้ เป็นประโยชน์ต่อการศกึษาพนัธุกรรมของลกัษณะตา้นทานต่อ

ราน้ําคา้ง และลกัษณะอื่น ๆ ในจโีนมถัว่เหลอืง Yan et al. (1998) ไดศ้กึษาประชากร Near – 

isogenic lines (NIL) จากคู่ผสมพนัธุถ์ ัว่เหลอืง NS1 x AGS129 พบเครือ่งหมายดเีอน็เอ 

randomly – amplified polymorphic (RAPD) จาํนวน 2 เครือ่งหมายคอื OPH-02710 และ 

OPH-02800 สามารถใชร้ะบุยนีตา้นทานโรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืงได ้ Chowdhury et al. 

(2002) ไดร้ายงานเกีย่วกบัเครือ่งหมายดเีอน็เอ RAPD ทีส่มัพนัธก์บัลกัษณะความต้านทานต่อ       

P. manshurica จากประชากร NIL ของคู่ผสมพนัธุร์ะหว่างถัว่เหลอืงพนัธุ ์AGS129 และ NS1 

พบว่าลกัษณะพนัธุกรรมของยนีตา้นทานควบคุมดว้ยยนีเด่นทีม่กีารแสดงออกแบบขม่สมบรูณ์ 

แต่ยงัไมไ่ดร้ะบุ physiological race และพบเครือ่งหมายดเีอน็เอ OPH-021250 และ OPP-10831 

แสดงความสมัพนัธก์บัยนีตา้นทาน มรีะยะห่างจากยนีตา้นทาน 4.9 และ 23.1 cM ตามลาํดบั 

  

 ต่อมามกีารศกึษาแผนทีจ่โีนมของถัว่เหลอืงโดยใชเ้ครือ่งหมายดเีอน็เอ simple sequence 

repeat (SSR) โดยเริม่จาก Akkaya et al. (1995) ไดส้รา้งแผนทีย่นีของถัว่เหลอืง จาก

เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR จาํนวน 40 เครือ่งหมาย จากนัน้ Cregan et al. (1999) ไดพ้ฒันา

เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR สาํหรบัถัว่เหลอืงขึน้มามากมาย ประมาณ 606 เครือ่งหมาย เพือ่สรา้ง

แผนทีจ่โีนมของถัว่เหลอืงรว่มกบัเครือ่งหมายดเีอน็เออื่น ๆ เช่น RFLP, RAPD, AFLP, isozyme 

และลกัษณะทางสณัฐานวทิยา สามารถจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรมเหล่าน้ีได ้ 20 LG ซึง่สอด

ลอ้งกบัจาํนวนโครโมโซมของถัว่เหลอืงทีม่ ี20 คู่ ต่อมา Song et al. (2004) ไดส้รา้งแผนทีจ่โีนม

ของถัว่เหลอืงเพิม่เตมิโดยพฒันาเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR เพิม่ขึน้ใหมอ่กี 420 เครือ่งหมาย แลว้

นํามาจดักลุ่มรว่มกนัระหว่างเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR, RFLP, RAPD, AFLP, isozyme และ

ลกัษณะทางสณัฐานวทิยารวมทัง้สิน้ 1,849 เครือ่งหมาย พบว่าเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ที่

พฒันาใหมส่ามารวางเพิม่เขา้ไปในแต่ละ LG ไดท้ัง้ 20 LG  

 

 เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ไดพ้ฒันาเพิม่เตมิขึน้มามากมายโดยการตรวจหา 

expressed sequence tag (EST) และใชใ้นการสรา้งแผนทีย่นีของถัว่เหลอืงทัง้ 20 คู่
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โครโมโซม (Hwang et al., 2009) เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR เหล่าน้ีสามารถใชร้ะบุตําแหน่ง

ของยนีทีค่วบคุมลกัษณะความตา้นทานโรคในถัว่เหลอืงได ้ โดยเฉพาะลกัษณะความตา้นทาน

ทีค่วบคุมดว้ยยนีหลายยนี (multigenic resistance) ดว้ยเทคนิค QTL analysis ซึง่

เครือ่งหมายดเีอน็เอทีส่มัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานโรค นํามาใชใ้นการตรวจสอบพชื

ตา้นทาน – ไมต่า้นทานโรคไดแ้มน่ยาํขึน้ เพื่อช่วยในการคดัเลอืกพชืตา้นในการปรบัปรงุพนัธุ์

แบบ marker assisted selection (MAS) (Jonah et al., 2011) เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ใช้

ในการศกึษาพนัธุกรรมของโรคพชืในถัว่เหลอืงหลายโรคมาแลว้ เช่น38โรคราสนิม (Hyten et al., 

2007) และ14โรครากเน่าจากเชือ้รา phytophtora (Zhongnan, 2012) เป็นตน้ แต่ยงัไมเ่คยมี

รายงานเกี่ยวกบัโรคราน้ําคา้งในถัว่เหลอืง 
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วิธีการทดลอง 

การสรา้งประชากรถัว่เหลอืง 
 
 ท าการผสมพนัธุถ์ ัว่เหลอืงระหว่างคู่ผสมพนัธุ ์ NS1 (ไมต่า้นทานต่อราน ้าคา้ง) และ AGS129 
(ตา้นทานต่อราน ้าคา้ง) ไดรุ้่น F2 จ านวน 176 สายพนัธุ ์ (lines) จากนัน้ปลกูประชากรรุน่ F2:4 จ านวน 176 
สายพนัธุ ์ และพนัธุพ์่อ-แม่ ทีแ่ปลงทดลอง ภาควชิาพชืไร ่ คณะผลติกรรมการเกษตร มหาวทิยาลยัแมโ่จ ้
จงัหวดัเชยีงใหม ่ โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD จ านวน 2 ซ ้าในเดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2558 เพื่อเกบ็
ขอ้มลูลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง และลกัษณะทางพชืไร ่ 6 ลกัษณะคอื พืน้ทีใ่บ (LA) ความสงู 
(PH) จ านวนฝกัต่อตน้ (PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) น ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) และผลผลติเมลด็ต่อตน้ 
(SY) 
 

การตรวจสอบโรคราน ้าคา้ง 
 
 ปลกูประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2:4 จ านวน 176 สายพนัธุ ์ และพนัธุพ์่อ-แม ่ โดยปลกูเป็นแถวในแปลง
ยาว 1 เมตร มรีะยะระหว่างตน้ 12.5 cm และระยะระหว่างแถว 50 cm ในแปลงปลกูทดสอบโรคราน ้าคา้งนี้ 
ไดท้ าการปลกูถัว่เหลอืงพนัธุ ์ NS1 ไวโ้ดยรอบแปลงปลกูก่อนท าการปลกูพนัธุท์ดสอบล่วงหน้าราว 20 วนั 
เพื่อใชเ้ป็นแหล่งเพาะเชือ้โดยธรรมชาต ิ และช่วยกระจายสปอรข์องเชือ้โรคพชืใหส้ม ่าเสมอทัง้แปลง เมือ่ตน้
ถัว่แสดงความเป็นโรค โดยมสีปอรข์องราน ้าคา้งปรากฏบนใบ จงึตรวจสอบโรคราน ้าคา้งเมือ่ตน้ถัว่เหลอืงมี
อาย ุ60 วนั โดยใหค้ะแนนความเป็นโรค 0 – 1 จากการมองเหน็สปอรบ์นใบถัว่เหลอืงดงันี้ 0 = ไมพ่บสปอร์
บนใบ และ 1 = พบสปอรบ์นใบ แลว้น าค่าทีไ่ดม้าค านวณเป็นค่า Downy mildew incidence (DMI) โดยท า
การนบัจ านวนตน้ทีเ่ป็นโรค เปรยีบเทยีบกบัจ านวนตน้ทัง้หมด เมือ่ตน้ถัว่เหลอืงมอีาย ุ 60 วนัหลงัปลกู 
ค านวณค่าทีต่อ้งการจากสตูร 

 
DMI = (จ านวนต้นทีเ่ป็นโรค / จ านวนตน้ทัง้หมดทีป่ลูก) X 100 

 
การสกดัดเีอน็เอ  
 
 สกดัดเีอน็เอจากใบอ่อนของถัว่เหลอืงรุน่พ่อ - แม ่และประชากรรุ่น F2  จ านวน 176 สายพนัธุ ์ โดย
วธิ ีCTAB ดดัแปลงจาการทดลองของ Lodhi et al. (1994) ดงันี้  
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- น าใบอ่อนของถัว่เหลอืงทีบ่ดละเอยีดดว้ยไนโตรเจนเหลวประมาณ 50 mg เตมิดว้ย extraction 
buffer (1.0 M Tris HCl pH 8.0, 0.5 EDTA pH 8.0. 5.0 M Nacl2, 2% CTAB และ 2% 2-
mercaptoeyhanol) จ านวน 700 l ทีอุ่่นไวใ้นอุณหภูม ิ65 oC เขยา่ใหเ้ขา้กนั และน าไปบ่มในอ่าน ้าอุณหภูม ิ
65 oC เป็นเวลา 30 – 40 นาท ี

 
- เตมิ 5.0 M KOAc จ านวน 300 l กลบัหลอดไป – มาเบา ๆ ใหเ้ขา้กนั น าไปแช่ในน ้าแขง็ 30 – 

60 นาท ีจากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 30 นาท ี 
 

- ดดูส่วนใสดา้นบนจ านวน 500 l แลว้เตมิดว้ยสารละลาย chloroform : isoamyl อตัราส่วน 24 : 1 
จ านวน 500 l ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไป – มาเบา ๆ เป็นเวลา 20 นาท ี จากนัน้น าไปป ัน่เหวีย่งที่
ความเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 20 นาท ี

 
- ดดูส่วนใสดา้นบนจ านวน 300 l แลว้เตมิดว้ย absolute ethanol จ านวน 750 l ผสมใหเ้ขา้กนั

โดยกลบัหลอดไป – มาเบา ๆ จนเป็นตะกอนใส แลว้น าไปแช่ทีอุ่ณหภูม ิ -20 oC เป็นเวลา 15 – 30 นาท ี
หรอืนานกว่านี้ เพื่อใหด้เีอน็เอตกตะดอน 
 

- ลา้งตะกอนดเีอน็เอดว้ย 70% ethanol จ านวน 300 l ป ัน่หวีย่งทีค่วามเรว็ 13,000 รอบต่อนาท ี
เป็นเวลา 5 นาท ีแลว้เทส่วนทีเ่ป็นของเหลวใสทิง้ ท าซ ้า 2 ครัง้ แลว้ผึง่ตะกอนดเีอน็เอใหแ้หง้ 
 

- ละลายดเีอน็เอดว้ย TE buffer (10.0 M Tris HCl, 1.0 Mm EDTA pH 8.0) ปรมิาตร 50 l เกบ็
ดเีอน็เอทีส่กดัไดท้ีอุ่ณหภูม ิ-20 oC 

 
- ตรวจสอบความบรสิุทธิ ์ และปรมิาณของดเีอน็เอ ดว้ยเครือ่ง spectrophotometer โดยวดัค่า

ดดูกลนืคลื่นแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร แลว้ dilute 100 เท่า  เพื่อน ามาค านวณค่าความ
บรสิุทธิ ์และปรมิาณดเีอน็เอ ดงัน้ี 

 
  ความบรสิุทธิข์องดเีอน็เอ  = OD260 / OD280 
  ปรมิาณดเีอน็เอ   = OD260 x 50 x dilution factor 
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การทดสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรม โดยเครือ่งหมาย SSR  
 

คดัเลอืกเครือ่งหมาย SSR ทีแ่สดงความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่างพนัธุพ์่อและแม ่ดงัภาพ
ที ่ 1 จ านวน 43 เครือ่งหมายดงัตารางที ่ 1 เพื่อน ามาหาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของประชากรรุน่ F2 
โดยการท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์ดงันี้ 

 
PCR mixture ประกอบดว้ย 

50 ng   ของ genomic DNA 
2.5 mM  ของ forward + reverse primer 
1X  ของ Taq polymerase buffer 
2 mM  ของ dNTP 
2 mM  ของ MgCl2 
1 unit  ของ Taq polymerase 

 
PCR condition  
 Denaturation  ที ่94 oC เป็นเวลา 5 นาท ี
 Denaturation  ที ่94 oC เป็นเวลา 30 นาท ี
 Annealing  ที ่55 oC เป็นเวลา 40 นาท ี  35 รอบ 
 Extension  ที ่72 oC เป็นเวลา 1 นาท ี
 Final extension  ที ่72 oC เป็นเวลา 5 นาท ี
 
และตรวจสอบผลของพซีอีารด์ว้ย agarose gel electrophoresis ความเขม้ขน้รอ้ยละ 3 ใน 1xTBE 

และใช ้DNA ladder เป็นมาตรฐานในการเปรยีบเทยีบขนาดของดเีอน็เอ ยอ้มดว้ย ethidium bromide แลว้
น าไปส่องภายใตแ้สง UV บนัทกึภาพเจลทีไ่ด ้

 
ถา้ agarose gel electrophoresis ไมส่ามารถแสดงใหเ้หน็ความแตกต่างของแถบดเีอน็เอ ใหใ้ช้

เทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ความเขม้ขน้รอ้ยละ 5 (ยเูรยี 225 g, น ้ากลัน่ 200 ml 
คนใหล้ะลาย เตมิ 10X TBE 50 ml, 40% acrylamide : bisacrylamide 62.5 ml จากนัน้ปรบัปรมิาตรเป็น 
500 ml) ก่อนเทลงในกระจกใหเ้ตมิ 10% ammonium persulfate (APS) และ TEMED และใช ้DNA ladder 
เป็นมาตรฐานในการเปรยีบเทยีบขนาดของดเีอน็เอ ยอ้มดว้ยวธิ ีsilver staining และบนัทกึแถบดเีอน็เอ 
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ภาพท่ี 1 แถบดเีอน็เอทีแ่สดงความแตกต่าง (polymorphism) ของเครือ่งหมาย SSR จาํนวน 7 เครือ่งหมาย 

คอื Satt 334, Satt 522, Satt 184,  Satt 388, Satt 513,  Satt 373, and Satt 607 ซึง่แต่ละ

เครือ่งหมาย แสดงใหเ้หน็ความแตกต่างของแถบดเีอน็เอระหว่างพนัธุถ์ ัว่เหลอืงทีต่า้นทานโรครา

น้ําคา้ง AGS 129 (1) และไมต่า้นทานโรคราน้ําคา้ง NS1 (2) 
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 Silver staining มวีธิกีารดงันี้ 
 

- แช่กระจกทีม่เีจลลงใน 10% acetic acid เขยา่เป็นเวลา 20 นาท ีแลว้ลา้งออกดว้ยน ้ากลัน่เป็น
เวลา 2 นาท ีท าการลา้งจ านวน 3 ครัง้ 

 
- ยอ้มเจลดว้ย silver nitrate กบั 37% formaldehyde เขยา่เป็นเวลา 30 นาทใีนทีม่ดื แลว้ลา้ง

ดว้ยน ้ากลัน่อยา่งรวดเรว็ 
 

- ท าใหเ้หน็แถบดเีอน็เอโดยใช ้ developer (3% sodium carbonate, sodium thiosulfate และ 
37% formaldehyde) ปรมิาตร 2 l เขย่าประมาณ 2 – 3 นาท ีจะเริม่ปรากฏแถบ DNA ladder และประมาณ 
5 – 7 นาท ี จะเริม่ปรากฏแถบของดเีอน็เอตวัอยา่ง ใหร้บีเท developer ออกประมาณครึง่หนึ่ง แลว้เตมิ 
developer ใหมล่งไปประมาณ 1 l ลงไป แลว้เขยา่ต่อ  
 

- เตมิ 10% acetic acid เพื่อหยดุการ developer เจล แลว้เขยา่จนฟองทีเ่กดิขึน้หมดไป แลว้ลา้ง
เจลดว้ยน ้ากลัน่ 
 
การวเิคราะหส์ถติ ิ
 
 ค่า DMI ทีเ่กบ็ขอ้มลูไดจ้ากแปลงทดสอบโรคราน ้าคา้งน ามาวเิคราะหส์ถติดิว้ยวธิ ี General Linear 
Model จากโปรแกรม IBM SPSS statistics 22.0 
 
 วเิคราะหค์วามสมัพนัธร์ะหว่างลกัษณะตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (DMI) และลกัษณะทางพชืไรอ่ื่น ๆ 
ดว้ย Pearson correlation coefficient โดยวธิ ีCorrelate จากโปรแกรม IBM SPSS statistics 22.0 
 
 วเิคราะหค์วามสมัพนัธร์ะหว่างจโีนไทป์ของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์ตา้นทานต่อโรค
ราน ้าคา้ง (DMI) ดว้ยวธิ ีLinear Regression จากโปรแกรม IBM SPSS statistics 22.0 
 

การจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรม  ใชโ้ปรแกรม MAPMAKER/EXP version 3.0b (Lincoln et al., 
1993) โดยเลอืกใชพ้ารามเิตอร ์ Kosambi mapping function (Kosambi, 1944) การก าหนดค่า logarithm 
of the odds (LOD) มากกว่าหรอืเท่ากบั 3.0 และใหม้รีะยะห่างมากทีสุ่ดที ่ 50 cM. จดัเรยีงเครือ่งหมาย
พนัธุกรรมตามแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่เหลอืง (Soybase, 1995) 
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จากนัน้น าขอ้มลูจาก MAPMAKER มาวเิคราะหห์าต าแหน่ง QTL ทีค่วบคุมลกัษณะตา้นทานต่อโรค
ราน ้าคา้ง โดยใชโ้ปรแกรม QTL Cartographer (Wang et al., 2007) การวเิคราะหเ์ลอืกใช ้ composite 
interval mapping (CIM) (Zeng, 1994) โดยก าหนดค่าต่าง ๆ ดงันี้ standard model 6, 10 cM. window 
size, 2 cM. walking speed และ 500 permutations ขอ้มลู phenotypic variation explained (PVE) และ 
additive effect ของแต่ละต าแหน่ง ประมาณจากบรเิวณทีแ่สดงค่าสงูสุด (QTL peak) จาก CIM และวาด
ภาพแผนทีพ่นัธุกรรม (genetics linkage map) ดว้ยโปรแกรม MapChart2.3 (Voorips, 2002) 
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ตารางท่ี1 รายชื่อเครือ่งหมายพนัธุกรรม SSR ทีแ่สดงความแตกต่างของขนาดแอลลลี (allele size) ระหว่าง
พนัธุ ์AGS129 และ NS1 จ านวน 43 เครือ่งหมาย     (Soybase, 1995) 

 
เครื่องหมายพนัธุกรรม ล าดบัเบส โครโมโซม

แท่งที ่
Linkage 
group 

ขนาด (bp) 
AGS129 NS1 

Satt002  Forward 
             Reverse 

TGTGGGTAAAATAGATAAAAAT 
TCATTTTGAATCGTTGAA 

17 D2 253 248 

Satt022  Forward 
             Reverse 

GGGGGATCTGATTGTATTTTACCT 
CGGGTTTCAAAAAACCATCCTTAC 

3 N 279 298 

Satt041  Forward 
             Reverse 

TGTTGTGTGGCTTTATTATT 
TTAAGGTGGGATATGGTC 

2 D1b 193 200 

Satt045  Forward 
             Reverse 

TGGTTTCTACTTTCTATAATTATTT 
ATGCCTCTCCCTCCT 

15 E 120 134 

Satt063  Forward 
             Reverse 

AAATGATTAACAATGTTTATGAT 
ACTTGCATCAGTTAATAACAA 

14 B2 211 173 

Satt072  Forward 
             Reverse 

GGAAAGAATCAGCAAAAT 
CCCCCACATAAATAATAAA 

13 F 210 215 

Satt102  Forward 
             Reverse 

CACCTTGCTTCAAAATTC 
AATAAGTGAGAGCATAGAAAATAC 

9 K 271 319 

Sat_108  Forward 
             Reverse 

AAAAATCTATTCACTTTGAGTCTA 
TTGAAAGAGTCACGTCTATTCTAT 

10 O 125 192 

Satt114  Forward 
             Reverse 

GGGTTATCCTCCCCAATA 
ATATGGGATGATAAGGTGAAA 

13 F 158 206 

Sat_117  Forward 
    Reverse 

TTTGGCAGTTTCTTGTAG 
GCTGGATCGCAGTTA 

18 G 362 290 

Satt123  Forward 
             Reverse 

TTCAACCATTCAAACATG 
AATTGAAAAGATGTGAAACAT 

10 O 163 184 

Satt126  Forward 
    Reverse 

GCTTGGTAGCTGTAGGAA 
ATAAAACAAATTCGCTGATAT 

14 B2 114 148 

Satt135  Forward 
             Reverse 

CACGGATTTTAAATCATTATTACAT 
TTCCAATACCTCCCAACTAAC 

17 D2 300 352 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 
เครื่องหมายพนัธุกรรม ล าดบัเบส โครโมโซม

แท่งที ่
Linkage 
group 

ขนาด (bp) 
AGS129 NS1 

Satt147  Forward 
             Reverse 

CCATCCCTTCCTCCAAATAGAT 
CTTCCACACCCTAGTTTAGTGACAA 

1 D1a 176 200 

Satt156  Forward 
             Reverse 

CGCACCCCTCATCCTATGTA 
CCAACTAATCCCAGGGACTTACTT 

19 L 247 241 

Satt179  Forward 
             Reverse 

GGGATTAGGTTTATGGAAGTTTATTAT 

GGGTCATTAAAACGATCAGTAAGA 
1 D1a 150 192 

Satt181  Forward 
             Reverse 

TGGCTAGCAGATTGACA 
GGAGCATAGCTGTTAGGA 

12 H 282 223 

Satt184  Forward 

             Reverse 
CACGGATTTTAAATCATTATTACAT 
GCCACTTACTGTTACTCAT 

1 D1a 165 140 

Satt192  Forward 
             Reverse 

CACCGCTGATTAAGATTTTT 
CGCTGAGTTGTTTTCATC 

12 H 334 297 

Satt202  Forward 
             Reverse 

GGAATGCATGAGTATTAACCTCTTAT 
GGGCTAACGAACATGTAACTTATCAAC 

6 C2 340 360 

Satt212  Forward 
             Reverse 

CCAATCCAAACAAATCCACT 
CAGCAATGATGATAATGAATGA 

15 E 134 246 

Satt215  Forward 
             Reverse 

GCGCCTTCTTCTGCTAAATCA 
CCCATTCAATTGAGATCCAAAATTAC 

16 J 101 124 

Satt229  Forward 
    Reverse 

TGGCAGCACACCTGCTAAGGGAATAAAG
CGAGGTGGTCTAAAATTATTACCTAT 

19 L 188 208 

Satt237  Forward 
             Reverse 

GCGTGATTTCAATCCTTTTTC 
GCGGTTGTCCTGTTAGAACCT 

3 N 294 250 

Satt250  Forward 
             Reverse 

CGCCAGCTAGCTAGTCTCAT 
AATTTGCTCCAGTGTTTTAAGTTT 

7 M 231 201 

Satt269  Forward 
             Reverse 

GCGTGCCAGGTAGAAAAATATTAG 
GCGGTTTTTCACTTTTCAAAATTC 

  13   F 404 301 

Satt301  Forward 
             Reverse 

GCGAAACACTCCTAGTTGATTACAAA 
GCGATATAATGCACAAAGAAATTAAAGA 

  17 D2 307 257 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 
เครื่องหมายพนัธุกรรม ล าดบัเบส โครโมโซม

แท่งที ่
Linkage 
group 

ขนาด (bp) 
AGS129 NS1 

Satt342  Forward 
             Reverse 

GGTGCAAGGGAAAATGGAAATAA 
GATACAACGTCGTGCTACTATCCAAATA 

1 D1a 232 241 

Satt373  Forward 
             Reverse 

TCCGCGAGATAAATTCGTAAAAT 
GGCCAGATACCCAAGTTGTACTTGT 

19 L 229 286 

Satt384  Forward 
             Reverse 

TGGGGGTCAATTTTAATTTGTGC 
ATTTCCCTTTCACCCACCTCTGTTT 

15 E 112 162 

Satt425  Forward 
             Reverse 

GCGCAATTAAGATCCACTAAGTGATT 
GCGGCTTTTCACTCTTCTTTTATTATT 

13 F 138 123 

Satt431  Forward 
             Reverse 

GCGTGGCACCCTTGATAAATAA 
GCGCACGAAAGTTTTTCTGTAACA 

16 J 257 224 

Satt452  Forward 
             Reverse 

GCGGTCGCTGCGTTCAATAT 
GCGCCCAATTATCATGGTAGA 

15 E 296 232 

Satt462  Forward 
   Reverse 

GCGGTCACGAATACAAGATAAATAATGC
GCGTGCATGTCAGAAAAAATCTCTATAA 

19 L 271 319 

Satt477  Forward 
             Reverse 

GTTGGGAAAAGGTTACTACCATATC 
GGTCCGTATGCAATTCTTGACTAATA 

10 O 113 100 

Satt513  Forward 
             Reverse 

GCGCATCACAAGTTTTATAGATGCTGA 
GAGGTCTAGTGCTTTGGTAAGGTT 

19 L 99 65 

Satt522  Forward 
             Reverse 

GCGCTATGTAGATTATCCAAATTACGCT
TAGGCGAAATCAACAAT 

13 F 252 219 

Satt527  Forward 
             Reverse 

GCGGTTACATCTTGCAAACTAAATTAAC 
GCGGAATTTTGCACATAAATTAATAACT 

19 L 187 214 

Satt559  Forward 
             Reverse 

GCGATTCGAAATATTAGTCAAACAA 
GCGCGAGCATATAGTCGGTAAAGTT 

9 K 214 244 

Satt560  Forward 
             Reverse 

GCGATCGTGCAAGAAAATA 
GCGGTGGACTTCGCCTCAAATAAT 

14 B2 392 321 
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ตารางท่ี 1 (ต่อ) 
 
เครื่องหมายพนัธุกรรม ล าดบัเบส โครโมโซม

แท่งที ่
Linkage 
group 

ขนาด (bp) 
AGS129 NS1 

Satt587  Forward 
             Reverse 

GCGAATGGTTGCTCAAATAATC 
GCGCAAACCGCACAAGTTTATGT 

20 I 212 206 

Satt634  Forward 
             Reverse 

GCGCATACTGTTTATGCTAGACACCTA 
GCGGGGTTGTTTTATTTACAAGAACAG 

2 D1b 114 131 

Satt687  Forward 
             Reverse 

ACCGCAACTCACTCACCTT 
GCGCCCAATTAACAGAAAC 

14 B2 158 162 
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ผลการทดลอง 
 

การตรวจสอบลกัษณะฟีโนไทป์ต่าง ๆ  
 

- ลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง 
 
 ความถีก่ารกระจายของค่า DMI ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 แสดงดงั
ภาพที ่2 ค่า DMI ทีส่ ารวจไดใ้นแปลงทดสอบโรคราน ้าคา้ง มพีสิยัตัง้แต่รอ้ยละ 0 ถงึ 100 ค่า 0 หมายถงึถัว่
เหลอืงสายพนัธุน์ัน้มคีวามต้านทานโรคสงู ขณะที ่100 หมายถงึถัว่เหลอืงสายพนัธุน์ัน้ไมม่ตีา้นทานโรค และ
มคี่าเฉลีย่ประชากรรุ่น F2:4 รอ้ยละ 45.76  41.5 ค่า DMI เฉลีย่ของพนัธุ ์AGS129 มคี่ารอ้ยละ 30 ส่วนค่า 
DMI เฉลีย่ของพนัธุ ์ NS1 มคี่ารอ้ยละ 100 ซึง่แสดงความแตกต่างกนัอย่างมนีัยส าคญัยิง่ทางสถติ ิ (p  
0.001) ดงัแสดงในตารางที ่2 ประชากรรุ่น F2:4 จ านวน 29 สายพนัธุท์ีม่คี่า DMI เป็น 0 และ 46 สายพนัธุม์ ี
ค่า DMI น้อยกว่า พนัธุ ์AGS129 
 

- พืน้ทีใ่บ 
 
 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะพืน้ทีใ่บของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 
แสดงดงัภาพที ่ 3 ลกัษณะพืน้ทีใ่บ (LA) ทีว่ดัไดใ้นแปลงทดสอบมพีสิยัตัง้แต่ 23.64 ถงึ 246.44 cm2 มี
ค่าเฉลีย่ 119.16  42.14 cm2 พืน้ทีใ่บเฉลีย่ของพนัธุ ์AGS129 คอื 50.89 cm2 ส่วนพืน้ทีใ่บเฉลีย่ของพนัธุ ์
NS1 คอื 152.92 cm2 ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าถัว่เหลอืงพนัธุ ์ NS1 มพีืน้ทีใ่บมากกว่าพนัธุ ์ AGS129 อยา่งมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถติ ิ (p  0.001) ดงัแสดงในตารางที ่ 2 ประชากรรุน่ F2:4 จ านวน 38 สายพนัธุม์พีืน้ทีใ่บ
มากกว่าพนัธุ ์NS1 และจ านวน 7 สายพนัธุม์พีืน้ทีใ่บน้อยกว่าพนัธุ ์AGS129 
 

- ความสงู 
 
 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะความสงูของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 
แสดงดงัภาพที ่ 4 ลกัษณะความสงู (PH) ทีว่ดัไดใ้นแปลงทดสอบมพีสิยัตัง้แต่ 13.25 ถงึ 65.17 cm มี
ค่าเฉลีย่ 35.27  10.46 cm ความสงูเฉลีย่ของพนัธุ ์ AGS129 คอื 18.25 cm ส่วนความสงูเฉลีย่ของพนัธุ ์
NS1 คอื 54.80 cm  ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าถัว่เหลอืงพนัธุ ์ NS1 มคีวามสูงมากกว่าพนัธุ ์ AGS129 อยา่งมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถติ ิ (p  0.001) ดงัแสดงในตารางที ่2 ประชากรรุ่น F2:4 มจี านวน 9 สายพนัธุท์ีเ่ตีย้กว่า
พนัธุ ์AGS129 และมจี านวน 6 สายพนัธุท์ีส่งูกว่าพนัธุ ์NS1 
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ภาพท่ี 2 ความถีก่ารกระจายของค่า Downy mildew incidence (DMI) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสม
พนัธุ ์AGS129 (ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง) x NS1 (ไมต่า้นทานโรคราน ้าคา้ง) โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อ
และแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

 
 
ตารางท่ี 2 ค่าเฉลีย่ (Mean) และส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (s.d.) ของประชากรรุ่น F2:4 จ านวน 176 สายพนัธุ ์

และค่าเฉลีย่ของพนัธุพ์่อ – แม ่(AGS129 และ NS1) ของลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง 
(DMI) ความสงู (PH) จ านวนฝกัต่อตน้ (PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) น ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) 
พืน้ทีใ่บ (LA) และผลผลติเมลด็ต่อตน้ (SY) 
ฟีโนไทป์ พนัธุพ์่อ – แม ่ ประชากรรุ่น F2:4 

AGS129 NS1 Mean s.d. 
DMI (%) 30.00 a 100.00 b 45.76 41.50 
LA (cm2) 50.89 a 152.92 b 119.16 42.14 
PH (cm) 18.25 a 54.80 b 35.27 10.46 
PP 14.00 b 0.00 a 19.29 9.08 
SP 1.50 b 0.00 a 2.03 0.20 
SW (g) 17.28 b 0.00 a 15.62 3.13 
SY (g) 3.63 a 0.00 a 6.21 3.31 

ตวัอกัษร a และ b แสดงใหเ้หน็ว่าค่าเฉลีย่พนัธุพ์่อ – แม ่เมือ่เปรยีบเทยีบทางสถติใิหค้วามแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถติ ิ(p  0.001)  
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ภาพท่ี 3 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะพืน้ทีใ่บ (LA) ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x 
NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

 

 
 

ภาพท่ี 4 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะความสงู (PH) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x 
NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

NS1 
152.92 

AGS129 
50.89 

NS1 
54.80 

AGS129 
18.25 
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- จ านวนฝกัต่อตน้ 
 

 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนฝกัต่อตน้ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 
แสดงดงัภาพที ่ 5 ซึง่จะเหน็ว่ามปีระชากรรุน่ F2:4 ประมาณ 80 สายพนัธุท์ีไ่ม่ตดิฝกัในสภาพทีม่รีาน ้าคา้ง
ระบาด เมือ่พจิารณาเฉพาะสายพนัธุท์ีต่ดิฝกั พบว่าลกัษณะจ านวนฝกัต่อตน้ (PP) ของประชากรรุน่ F2:4 มี
พสิยัตัง้แต่ 3.00 ถงึ 54.75 ฝกั มคี่าเฉลีย่ 19.29  9.08 ฝกั จ านวนฝกัต่อตน้เฉลีย่ของพนัธุ ์AGS129 คอื 14 
ฝกั ส่วนจ านวนฝกัต่อตน้เฉลีย่ของพนัธุ ์ NS1 ไม่มฝีกัเลย เพราะมโีรคราน ้าคา้งระบาด ซึง่มคีวามแตกต่างกนั
อยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิ (p  0.001) ดงัแสดงในตารางที ่ 2 และประชากรรุ่น F2:4 จ านวน 65 สายพนัธุม์ ี
จ านวนฝกัต่อตน้มากกว่าพนัธุ ์AGS129 

 
- จ านวนเมลด็ต่อฝกั 

 
 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนเมลด็ต่อฝกัของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x 
NS1 แสดงดงัภาพที ่6 ซึง่จะเหน็ว่ามปีระชากรรุน่ F2:4 ประมาณ 80 สายพนัธุท์ีไ่ม่มฝีกักไ็ม่มขีอ้มลูเมลด็ต่อ
ฝกัดว้ยเช่นกนั เมือ่พจิารณาเฉพาะสายพนัธุท์ีต่ดิฝกั ลกัษณะจ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) ของประชากรรุ่น F2:4  
มพีสิยัตัง้แต่ 1.50 ถงึ 2.56 เมลด็ มคี่าเฉลีย่ของประชากรอยูท่ี ่2.03  0.20 เมลด็ จ านวนเมลด็ต่อฝกัเฉลีย่
ของพนัธุ ์ AGS129 คอื 1.5 เมลด็ ส่วนจ านวนเมลด็ต่อฝกัเฉลีย่ของพนัธุ ์ NS1 มคี่าเป็น 0 เพราะไมต่ดิฝกั 
ซึง่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ (p  0.01) ดงัแสดงในตารางที ่ 2 จากการทดลองพบว่า
ประชากรรุ่น F2:4 ทุกสายพนัธุท์ีต่ดิฝกัมจี านวนเมลด็ต่อฝกั  พนัธุ ์AGS129 
 

- น ้าหนกั 100 เมลด็ 
 
 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะน ้าหนกั 100 เมลด็ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x 
NS1 แสดงดงัภาพที ่7 จะเหน็ว่ากราฟแบ่งเป็น 2 กลุ่ม เนื่องจากมปีระชากรรุ่น F2:4 ประมาณ 80 สายพนัธุ์
ทีไ่ม่มฝีกัจงึมนี ้าหนกั 100 เมลด็เป็น 0 g เมือ่พจิารณาเฉพาะกลุ่มประชากรทีม่ฝีกั พบว่าลกัษณะน ้าหนกั 
100 เมลด็ (SP) ของประชากรรุน่ F2:4 มพีสิยัตัง้แต่ 8.17 ถงึ 25 g มคี่าเฉลีย่ของประชากรอยูท่ี่ 15.62  
3.13 g น ้าหนกั 100 เมลด็เฉลีย่ของพนัธุ ์AGS129 คอื 17.28 g ส่วนน ้าหนกั 100 เมลด็เฉลีย่ของพนัธุ ์NS1 
มคี่าเป็น 0 เพราะไมต่ดิฝกั ซึง่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัยิง่ทางสถติ ิ (p  0.001) ดงัแสดงใน
ตารางที ่2 และประชากรรุน่ F2:4 จ านวน 24 สายพนัธุม์นี ้าหนกั 100 เมลด็มากกว่าพนัธุ ์AGS129 
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ภาพท่ี 5 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนฝกัต่อตน้ (PP) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

 

 

 
 

ภาพท่ี 6 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะจ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

NS1 
0 

AGS129 
14 

NS1 
0 

AGS129 
1.5 
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ภาพท่ี 7 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะน ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

 

 

ภาพท่ี 8 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะผลผลติต่อตน้ (SY) ของประชากรรุน่ F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 โดยทีค่่าเฉลีย่ของพ่อและแมแ่สดงดว้ยศรชี้ 

 

NS1 
0 

AGS129 
17.28 

NS1 
0 

AGS129 
3.63 
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- ผลผลติเมลด็ต่อตน้ 
 
 ความถีก่ารกระจายของลกัษณะผลผลติเมลด็ต่อตน้ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 
x NS1 แสดงดงัภาพที ่ 8 พบว่าประชากรรุน่ F2:4 ประมาณ 80 สายพนัธุม์ผีลผลติเมลด็ต่อตน้เท่ากบั 0 g 
เพราะไมต่ดิฝกั เมือ่พจิารณาเฉพาะกลุ่มประชากรทีต่ดิฝกั พบว่าลกัษณะผลผลติเมลด็ต่อตน้ (SY) ของ
ประชากรรุ่น F2:4 มพีสิยัตัง้แต่ 0.61 ถงึ 18.95 g มคี่าเฉลีย่ของประชากรอยูท่ี่ 6.21  3.31 g ผลผลติเมลด็
ต่อตน้เฉลีย่ของพนัธุ ์AGS129 คอื 3.63 g ส่วนผลผลติเมลด็ต่อตน้เฉลีย่ของพนัธุ ์NS1 มคี่าเป็น 0 เพราะไม่
ตดิฝกั ซึง่ไมม่คีวามแตกต่างกนัทางสถติ ิ(p  0.05) ในแปลงปลกูทีม่โีรคราน ้าคา้งระบาดดงัแสดงในตาราง
ที ่2 ขณะทีค่่าเฉลีย่ผลผลติเมลด็ต่อตน้ของประชากรรุ่น F2:4 มคี่าสงูกว่าพ่อ – แม ่และมอียูจ่ านวน 73 สาย
พนัธุท์ีม่ผีลผลติเมลด็ต่อตน้สงูกว่าพนัธุ ์AGS129 
 
การวเิคราะหค์วามสมัพนัธข์องลกัษณะฟีโนไทป์ต่าง ๆ  
 
 ลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (DMI) มคีวามสมัพนัธก์บัพืน้ทีใ่บ (LA) และความสงู (PH) 
รอ้ยละ 26.9 และ 42.1 ตามล าดบั (p  0.01) ในขณะเดยีวกนัพืน้ทีใ่บ และความสูงมคีวามสมัพนัธ์กนัรอ้ยละ 
73.8 (p  0.01)  เมือ่วเิคราะหค์วามสมัพนัธด์ว้ย Pearson correlation (ตารางที ่3)  
 
 ลกัษณะผลผลติเมลด็ต่อตน้ (SY) มคีวามสมัพนัธก์บัจ านวนฝกัต่อตน้ (PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั 
(SP) และน ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) รอ้ยละ 97.3, 81.0 และ 81.6 ตามล าดบั (p  0.01) ในขณะเดยีวกนั
น ้าหนกั 100 เมลด็มคีวามสมัพนัธก์บัจ านวนฝกัต่อตน้ และจ านวนเมลด็ต่อฝกัรอ้ยละ 80.1 และ 94.3 
ตามล าดบั (p  0.01) สว่นจ านวนเมลด็ต่อฝกัมคีวามสมัพนัธก์นัรอ้ยละ 83.5 (p  0.01) ดงัตารางที ่3 
 
การจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรม 
 
 เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีแ่สดงความแตกต่างระหว่างพนัธุพ์่อ – แม่จ านวน 43 เครือ่งหมาย มี
การกระจายตวัของแถบดเีอน็เอในประชากรถัว่เหลอืงรุ่น F2 จ านวนจากคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 เมือ่
บนัทกึจโีนไทป์ของแถบดเีอน็เอ SSR พบว่ามทีัง้ทีเ่ป็นแบบ homozygous (A1A1 และ A2A2) และแบบ 
heterozygous (A1A2) ซึง่แสดงออกทางพนัธุกรรมแบบ codominant ดงัแสดงในภาพที ่9 
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ตารางท่ี 3 ค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์ (correlation coefficient) ระหว่างลกัษณะความตา้นทานต่อโรครา
น ้าคา้ง (DMI) พืน้ทีใ่บ (LA) ความสงู (PH) จ านวนฝกัต่อตน้ (PP) จ านวนเมลด็ต่อฝกั (SP) 
น ้าหนกั 100 เมลด็ (SW) และผลผลติเมลด็ต่อตน้ (SY) ของประชากรรุ่น F2:4 จากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 ในแปลงปลกูทีม่โีรคราน ้าคา้งระบาด 

 

 LA PH PP SP SW SY DMI 
LA 1       
PH 0.738** 1      
PP -0.047 -0.068 1     
SP -0.154 -0.23** 0.835** 1    
SW -0.124 -0.29** 0.801** 0.943** 1   
SY -0.023 -0.075 0.973** 0.810** 0.816** 1  
DMI 0.269** 0.421** 0.067 0.007 0.022 0.063 1 

** แสดงการมคีวามสมัพนัธก์นัทางสถติ ิ(p  0.01) 

 

ตารางท่ี 4 การกระจายของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR บนโครโมโซมของถัว่เหลอืงทีไ่ดจ้ากการจดักลุ่ม
เครือ่งหมายพนัธุกรรมของประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 

 
LG โครโมโซมที ่ จ านวนเครือ่งหมาย ระยะห่างเฉลีย่ ขนาดโครโมโซม (cM) 
1 19 6 19.0 113.8 
2 13 4 21.3 85.2 
3 14 3 8.3 24.9 
4 1 3 21.6 64.9 
5 15 a 2 6.2 12.4 
6 16 2 22.8 45.5 
7 10 2 4.3 8.5 
8 15 b 2 2.4 4.8 
9 17 2 9.7 19.3 
10 3 2 14.7 29.4 
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การจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรมของประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุ ์ พบว่า
เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทัง้ 43 เครือ่งหมายทีแ่สดงความแตกต่างระหว่างพนัธุพ์่อ – แมส่ามารถจดัได ้10 
กลุ่มลงิคเ์กจ (LG) จาก SSR จ านวน 28 เครือ่งหมาย ส่วนอกี 15 เครือ่งหมายไมส่ามารถจดักลุ่มไดค้อื 
Satt041, Satt102, Sat_108, Sat_117, Satt126, Satt147, Satt181, Satt192, Satt202, Satt250, 
Satt269, Satt301, Satt559, Satt587 และ Satt634 ทัง้ 10 LG ทีจ่ดัไดว้างอยูบ่นโครโมโซมถัว่เหลอืง
จ านวน 9 แท่ง คอื โครโมโซมแท่งที ่1, 3, 10, 13, 14, 15, 16, 17 และ 19 รวมความยาวทัง้หมด 408.7 cM 
แต่ละเครือ่งหมายจงึมรีะยะห่างกนัเฉลีย่ประมาณ 14.6 cM (ตารางที ่4)  

 
LG ทีจ่ดัได ้ แต่ละ LG อยูบ่นโครโมโซมทีแ่ตกต่างกนัของถัว่เหลอืงตามแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่

เหลอืง (Soybase, 1995) ดงัแสดงในตารางที ่4 โครโมโซม 15 แบ่งเป็น 2 กลุ่มมขีนาด 12.4 และ 4.8 cM 
ตามล าดบั ส่วนโครโมโซมที ่ 19 มขีนาดยาวทีสุ่ด 113.8 cM และมเีครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR วางอยู่มาก
ทีสุ่ด 6 เครือ่งหมาย และโครโมโซม 3, 10, 16 และ 17 มเีครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR วางอยูก่ลุ่มละ 2 
เครือ่งหมาย ดงัในภาพที ่10 
 
การวเิคราะหห์าต าแหน่ง QTL 
 

- ตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (DMI)  
 

เมือ่วเิคราะหค์วามสมัพนัธร์ะหว่างฟีโนไทป์ความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง และจโีนไทป์ของ
เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ดว้ยวธิ ีLinear Regression พบว่าความตา้นทานโรคราน ้าคา้งมคีวามสมัพนัธก์บั 
SSR จ านวน 5 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่19 คอื Satt373, Satt513, Satt229, Satt527 และ Satt462 (p 
 0.05) และอกี 1 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่ 13 คอื Satt072 (p  0.05) โดยที ่ Satt513 ทีต่ าแหน่ง 
10.5 cM บนโครโมโซม 19 แสดงความสมัพนัธม์ากทีสุ่ด มคี่า R2 = 9.03 % (ตารางที ่5) 
 
 วเิคราะหต์ าแหน่ง QTL ของลกัษณะตา้นทานโรคราน ้าคา้งโดย composite interval mapping 
(CIM) พบ 2 QTL คอื QTL_dmi_1 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt373 และ Satt513 จากค่า LOD สงูสุด = 
3.65 ซึง่  3 และวางอยูต่รง QTL peak ต าแหน่ง 9.01 cM บนโครโมโซมที ่19 จากแผนทีโ่ครโมโซมทีจ่ดั
ไดพ้บว่าอยูห่่างจากเครือ่งหมายSatt513 ประมาณ 1.49 cM. ซึง่ QTL_dmi_1 มคีา่ R2 = 11.69 % (ตาราง
ที ่6 และภาพที ่10) และอกี QTL ทีพ่บคอื QTL_dmi_2 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt342 และ Satt184 มคี่า 
LODสงูสุด = 2.73 และวางอยูต่รง QTL peak ต าแหน่ง 42.24 cM บนโครโมโซมที ่1 ซึง่ QTL_dmi_2 มคี่า 
R2 = 1.33 % และทัง้สอง QTL ม ี additive effect เป็นค่าลบ แสดงว่าลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง
ไดร้บัอทิธพิลมาจากแอลลลีของพนัธุ ์NS1 (ตารางที ่6)  

ก

.
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ภาพท่ี 9  แถบดเีอน็เอของเครือ่งหมายพนัธุกรรม satt384 บน agarose gel แสดงใหเ้หน็ความแตกต่าง
ทางพนัธุกรรมแบบ codominant 

ก. พนัธุพ์่อแม ่AGS129 และ นครสวรรค1์ 
ข. ประชากรรุน่ F1 และ F2 จ านวน 13 ตวัอยา่ง (1 ถงึ 13) 

 
M คอื DNA marker ใชเ้พื่อเปรยีบเทยีบขนาดของชิน้ส่วนดเีอน็เอ 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

ก. ข. 
A1A1 

AGS129      NS1 
 F1    1      2       3       4       5      6       7       8       9     10     11    12    13  

14   15   

M 

800 

500 

300 

A2A2  A1A2   A1A1  A1A2  A1A2  A2A2   A1A2   A1A2    A1A2   A1A1  A2A2   A1A1  A1A2   A1A2   A2A2 
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ภาพท่ี 10 ต าแหน่งของเครื่องหมายดเีอน็เอ SSR บนโครโมโซมของถัว่เหลอืงทีไ่ดจ้ากการจดักลุ่ม

เครือ่งหมายพนัธุกรรมของประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์
AGS129 x NS1 โดยมชีื่อของเครือ่งหมาย SSR อยูท่างดา้นขวา และระยะห่าง (cM) อยูท่าง
ดา้นซา้ยของโครโมโซม  

Satt1790.0

Satt34220.2

Satt18464.9

Chr1

Satt0220.0

Satt23729.4

Chr3

Satt1230.0

Satt4778.5

Chr10

Satt4250.0

Satt11421.3

Satt07248.9

Satt52285.2

Chr13

Satt0630.0

Satt56011.2

Satt68724.9

Chr14

Satt3840.0

Satt21212.4

Chr15a

Satt0450.0

Satt4524.8

Chr15b

Satt1790.0

Satt34220.2

Satt18464.9

Chr1

Satt0220.0

Satt23729.4

Chr3

Satt1230.0

Satt4778.5

Chr10

Satt4250.0

Satt11421.3

Satt07248.9

Satt52285.2

Chr13

Satt0630.0

Satt56011.2

Satt68724.9

Chr14

Satt3840.0

Satt21212.4

Chr15a

Satt0450.0

Satt4524.8

Chr15b

Satt2150.0

Satt43145.5

Chr16

Satt0020.0

Satt13519.3

Chr17

Satt3730.0

Satt51310.5

Satt22926.6

Satt52753.2

Satt15675.1

Satt462113.8

Chr19
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- ความสงู (PH) 
 

 เมือ่วเิคราะหค์วามสมัพนัธด์ว้ยวธิ ี Linear Regression พบว่าลกัษณะความสงูมคีวามสมัพนัธก์บั 
SSR จ านวน 6 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่ 19 คอื Satt373, Satt513, Satt229, Satt527, Satt156 และ 
Satt462 (p  0.05) และอกี 1 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่1 คอื Satt342 (p  0.05) โดยที ่Satt229 ที่
ต าแหน่ง 26.6 cM บนโครโมโซม 19 แสดงความสมัพนัธม์ากทีสุ่ด มคี่า R2 = 19.26 % (ตารางที ่5) 
 
 วเิคราะหต์ าแหน่ง QTL ของลกัษณะความสงูโดย CIM พบ QTL_ph_1 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย 
Satt513 และ Satt527 ดว้ยค่า LODสงูสุด = 8.73 ซึง่  3 และ QTL peak วางอยูต่รงต าแหน่ง 23.51 cM 
บนโครโมโซมที ่ 19 อยูห่่างจากเครือ่งหมาย Satt229 ประมาณ 3.09 cM. ซึง่มคี่า R2 = 24.71 % และ
ลกัษณะความสงูไดร้บัอทิธพิลมาจากแอลลลีของพนัธุ ์NS1 (ตารางที ่6 และภาพที ่11)  
 

- พืน้ทีใ่บ (LA)  
 

 เมือ่วเิคราะหค์วามสมัพนัธด์ว้ยวธิ ี Linear Regression พบว่าลกัษณะพืน้ทีใ่บมคีวามสมัพนัธก์บั 
SSR จ านวน 4 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่19 คอื Satt373, Satt513, Satt229 และ Satt527 (p  0.05) 
และอกี 1 เครือ่งหมายบนโครโมโซมที ่ 15a คอื Satt384 (p  0.05) โดยที ่Satt229 ทีต่ าแหน่ง 26.6 cM 
บนโครโมโซม 19 แสดงความสมัพนัธม์ากทีสุ่ด มคี่า R2 = 5.69 % (ตารางที ่5) 
 

 วเิคราะหต์ าแหน่ง QTL ของลกัษณะพืน้ทีใ่บโดย CIM พบ QTL_la_1 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย 
Satt513 และ Satt229 ดว้ยค่า LOD  3 และวางอยูต่รงต าแหน่ง 20.51 cM บนโครโมโซมที ่19 อยูห่่าง
จากเครือ่งหมาย Satt229 ประมาณ 6.09 cM. ซึง่มคี่า R2 = 8.17 % และลกัษณะพืน้ทีใ่บไดร้บัอทิธพิลมา
จากแอลลลีของพนัธุ ์NS1 (ตารางที ่6 และภาพที ่10)  
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ตารางท่ี 5 ความสมัพนัธร์ะหว่างจโีนไทป์ของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์ตา้นทานต่อโรครา
น ้าคา้ง (DMI) ความสงู (PH) และพืน้ทีใ่บ LA) ดว้ยวธิ ีLinear Regression จากประชากรถัว่
เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 

 
Chr. Marker DMI PH LA 

  R2 p R2 p R2 p 
1 Satt179 0.18 0.48 0.10 0.57 0.05 0.66 
 Satt342 2.05 0.04* 0.07 0.85 0.40 0.51 
 Satt184 0.90 0.22 0.02 0.85 0.03 0.82 
3 Satt022 0.12 0.54 0.07 0.65 0.19 0.50 
 Satt237 0.34 0.51 0.90 0.24 0.48 0.39 
10 Satt123 0.93 0.21 0.94 0.21 1.01 0.19 
 Satt477 1.51 0.08 0.58 0.44 0.73 0.27 
13 Satt425 1.02 0.19 0.18 0.64 0.92 0.20 
 Satt114 1.20 0.13 0.13 0.62 0.37 0.47 
 Satt072 1.33 0.25 3.64 0.03* 0.40 0.43 
 Satt522 2.40 0.06 1.65 0.11 0.62 0.33 
14 Satt063 0.11 0.81 0.01 0.85 0.01 0.94 
 Satt560 0.16 0.80 0.01 0.71 0.09 0.88 
 Satt687 0.77 0.28 0.06 0.76 1.11 0.18 
15a Satt384 0.33 0.47 1.20 0.15 2.33 0.04* 
 Satt212 0.00 0.95 1.37 0.13 1.57 0.10 
15b Satt045 0.08 0.71 0.16 0.61 0.22 0.55 
 Satt452 0.76 0.50 0.16 0.89 0.47 0.21 
16 Satt215 0.65 0.31 0.07 0.76 0.15 0.55 
 Satt431 0.32 0.47 0.06 0.73 1.74 0.09 
17 Satt002 0.00 0.92 0.16 0.66 0.10 0.55 
 Satt135 0.02 0.87 0.22 0.54 1.03 0.19 
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ตารางท่ี 5 (ต่อ) 
 

Chr. Marker DMI PH LA 
  R2 p R2 p R2 p 
19 Satt373 4.62 0.00** 11.25 0.00**** 2.21 0.04* 
 Satt513 9.03 0.00*** 11.80 0.00**** 4.95 0.00** 
 Satt229 3.02 0.01* 19.26 0.00**** 5.69 0.00*** 
 Satt527 2.35 0.04* 10.74 0.00**** 2.00 0.04* 
 Satt156 0.13 0.56 5.01 0.00** 0.29 0.40 
 Satt462 2.54 0.04* 1.99 0.03* 0.10 0.62 

* เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์มคีวามสมัพนัธก์นัทีร่ะดบันัยส าคญั p  0.05 
** เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์มคีวามสมัพนัธก์นัทีร่ะดบันยัส าคญั p  0.01 
*** เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์มคีวามสมัพนัธก์นัทีร่ะดบันยัส าคญั p  0.001 
**** เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR และฟีโนไทป์มคีวามสมัพนัธก์นัทีร่ะดบันยัส าคญั p  0.0001 
 

 
ภาพท่ี 11 แผนทีพ่นัธุกรรมของโครโมโซมที ่19 และโครโมโซมที ่1 ทีแ่สดง QTL ของลกัษณะความ

ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง (dmi_1, dmi_2 ) ความสงู (ph_1) และพืน้ทีใ่บ (la_1)  

Satt3730.0

Satt51310.5

Satt22926.6

Satt52753.2

Satt15675.1

Satt462113.8

d
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ตารางท่ี 6 ต าแหน่ง QTL ของลกัษณะตา้นทานโรคราน ้าคา้ง (DMI) ความสงู (PH) และพืน้ทีใ่บ (LA) ที่
วเิคราะหโ์ดย composite interval mapping (CIM) จากประชากรถัว่เหลอืงรุน่ F2 จ านวน 176 
สายพนัธุจ์ากคู่ผสมพนัธุ ์AGS129 x NS1 

 
Phenotypea Markerb Chr. QTL name Positionc 

(cM.) 
Composite interval 

mapping 
 LODe R2d af 

DMI Satt373-Satt513 19 QTL_dmi_1 9.01 3.65 11.69 -13.49 
Satt342-Satt184 1 QTL_dmi_2 42.24 2.73 1.33 -4.49 

PH Satt513-Satt527 19 QTL_ph_1 23.51 8.73 24.71 -7.51 
LA Satt513-Satt229 19 QTL_la_1 20.51 3.04 8.17 -17.39 
a ลกัษณะทางพนัธุกรรมทีพ่บต าแหน่ง QTL 
b ช่วงของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีพ่บว่ามคี่า LOD score  3 
c ต าแหน่งของ QTL บนโครโมโซม ซึง่เป็นระยะห่างจากปลายดา้นบน 
d รอ้ยละของ phenotypic variance explained (PVE) จาก QTL ทีพ่บในประชากรทีศ่กึษา 
e ค่า LOD score บรเิวณ QTL peak 
f Additive effect: เป็นค่าลบ แสดงว่าลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้ง ความสงู และพืน้ทีใ่บไดร้บั
อทิธพิลมาจากแอลลลีของพนัธุ ์NS1 
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อภิปรายผลการทดลอง 
 
 การทดลองนี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อหาต าแหน่งของยนีทีค่วบคุมลกัษณะความต้านทานต่อโรคราน ้าคา้งใน
จโีนมของถัว่เหลอืง และคน้หาเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีส่มัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง 
โดยศกึษาจากประชากรรุน่ F2 ของคู่ผสมพนัธุ ์ AGS129 x NS1 จากการจดักลุ่มเครือ่งหมายพนัธุกรรมดว้ย
เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ในการทดลองนี้พบว่าม ี 10 LG ทีจ่ดัไดว้างอยู่บนโครโมโซมถัว่เหลอืงจ านวน 9 คู ่
คอืโครโมโซมคู่ที ่ 1, 3, 10, 13, 14, 15, 16, 17 และ 19 ตามทีแ่สดงไวใ้น Soybase (1995) และตรงกบั
งานวจิยัทีเ่คยรายงานไวซ้ึง่มกีารจดักลุ่มเป็น LG D1a, N, O, F, B2, E, J, D2 และ L ตามล าดบั (Cregan et 
al., 1999; Hwang et al., 2009) ในงานวจิยันี้โครโมโซมคู่ที ่15 (LG E) แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มทีไ่มต่่อเนื่องเป็น
แท่งเดยีวกนั หรอืแมก้ระทัง่เครือ่งหมายดเีอน็เออกี15 เครือ่งหมายไมส่ามารถจดักลุ่มได ้ จะสามารถจดัใหเ้ขา้
กลุ่มกบัเครือ่งหมายอื่น ๆ หรอืต่อเนื่องกนัไปได ้ถา้การทดลองใชเ้ครือ่งหมายดเีอน็เอทีม่ากขึน้ และเมือ่วางในจี
โนม   ถัว่เหลอืงแลว้ระยะห่างไมเ่กนิกว่า 50 cM.  
 
 จากการวเิคราะหห์าต าแหน่ง QTL พบว่าม ี QTLหลกั (major QTL) ทีม่คีวามสมัพนัธก์บัลกัษณะ
ความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้งเมือ่วเิคราะหด์ว้ยวธิ ีLinear Regression และ CIM ซึง่วางอยูบ่นโครโมโซมที ่
19 (LG L) อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt373 และ Satt513 และห่างจากเครือ่งหมายSatt513 ประมาณ 1.49 
cM. มคี่าความแปรปรวนทีใ่ชอ้ธบิายลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้ง (R2) = 11.69 % ซึง่การใช้
เครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ในการศกึษาพนัธุกรรมของโรคราน ้าคา้งในถัว่เหลอืง ยงัไมเ่คยมรีายงานมาก่อน 
แต่เคยมรีายงานถงึเครือ่งหมายดเีอน็เอ RAPD ทีส่มัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานต่อ P. manshurica ใน
ถัว่เหลอืง โดยที ่Yan et al. (1998) พบเครือ่งหมายดเีอน็เอ RAPD จ านวน 2 เครือ่งหมายคอื OPH-02710

และ OPH-02800 และ Chowdhury et al. (2002) รายงานเกีย่วกบัเครือ่งหมายดเีอน็เอ RAPD จ านวน 2 
เครือ่งหมายคอื OPH-021250 และ OPP-10831 มรีะยะห่างจากยนีตา้นทานโรคราน ้าคา้ง 4.9 และ 23.1 cM.
ตามล าดบั แต่ไมส่ามารถระบุต าแหน่งบนโครโมโซมถัว่เหลอืงได ้ โดยทีง่านวจิยัทัง้สองศกึษาในประชากร 
Near - isogenic line (NIL) ของคู่ผสมพนัธุ ์NS1 x AGS129 เหมอืนกบัการทดลองนี้ แมจ้ะใชคู้่พ่อ – แม่
เดยีวกนั แต่ใชเ้ครือ่งหมายดเีอน็เอต่างชนิดกนั ท าใหไ้มส่ามารถเปรยีบเทยีบแผนที ่ QTL กบังานทดลอง
ก่อนได ้ 
 
 ส่วน QTL รอง (minor QTL) ทีม่คีวามสมัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้งเมือ่
วเิคราะหด์ว้ยวธิ ี Linear Regression พบว่าวางอยูใ่กลก้บัเครือ่งหมาย Satt527 (R2 = 2.35) และ
เครือ่งหมาย Satt462 (R2 = 2.54) บนโครโมโซมแท่งที ่ 19 ซึง่เครือ่งหมายดเีอน็เอทัง้สองอยูห่่างจาก 
Satt513 ทีอ่ยูใ่กลก้บั QTL หลกัประมาณ 42.7 และ 103.3 cM. ตามล าดบั จากการทีม่รีะยะห่างมากกว่า 50 
cM. แสดงไดว้่าต าแหน่งยนีทัง้สามไมไ่ดเ้ป็น linkage กนั นอกจากนี้ยงัพบ Satt342 (R2 = 2.05) บน
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โครโมโซมแท่งที ่1 อยูใ่กลก้บั QTL ควบคุมความตา้นทานโรคราน ้าคา้งดว้ย และเมื่อวเิคราะหด์ว้ย CIM พบ
QTL รองวางอยูบ่นโครโมโซมที ่1 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt342 และ Satt184  (R2 = 1.33) จากผลทีไ่ด้
แสดงใหเ้หน็ว่า ยนีทีค่วบคุมลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้งนี้มแีนวโน้มควบคุมดว้ยยนีหลายยนี 
(polygenic gene) ซึง่ใหผ้ลขดัแยง้กบั Chowdhury et al. (2002) พบว่าลกัษณะพนัธุกรรมของยนีตา้นทาน
โรคราน ้าคา้งของถัว่เหลอืงพนัธุ ์AGS129 ควบคุมดว้ยยนีเด่นทีม่กีารแสดงออกแบบขม่สมบูรณ์ ทัง้นี้มหีลาย
ปจัจยัทีม่อีทิธพิลต่อการพบ QTL จากการพจิารณาค่า LOD ของแผนทีQ่TL คอื ขนาดของประชากรทีศ่กึษา 
การกระจายของเครือ่งหมายดเีอน็เอทีศ่กึษาในจโีนมค่า QTL effect และค่าความแปรปรวน เป็นตน้ (Li et 
al., 2008) ซึง่ลกัษณะยนีความตา้นทานแบบลกัษณะปรมิาณ ทีค่วบคุมดว้ยยนีหลายยนี พชืจะมคีวาม
ตา้นทานต่อโรคพชืไดย้าวนานกว่าลกัษณะยนีความตา้นทานแบบยนีเดยีว (Kelly and Vallojo, 2006) 
 
 บนโครโมโซมที ่ 19 นอกจากพบ QTL ของลกัษณะความตา้นทานโรคราน ้าคา้งแลว้ ยงัพบ QTL 
ของลกัษณะความสงู และพืน้ทีใ่บอยูด่ว้ย โดย QTL ของลกัษณะความสงูอยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt513 
และ Satt527 ดว้ยค่า LOD = 8.37 มคี่า R2= 24.71 % และ QTL ของลกัษณะพืน้ทีใ่บอยู่ระหว่าง
เครือ่งหมาย Satt513 และ Satt229 ดว้ยค่า LOD = 3.04 ม ีR2= 8.17 % แต่ในรายงานทีเ่คยศกึษามาก่อน 
Li et al. (2008) ศกึษาแผนที ่ QTL ของลกัษณะต่าง ๆ ทางพชืไรใ่นประชากร RIL จากคู่ผสมพนัธุ ์ PI 
171451 x Hwaeomputkongพบว่าบนโครโมโซมแท่งที ่19 (LG L) ม ีQTL ของลกัษณะวนัออกดอกวางอยู ่
ดว้ยค่า LOD = 8.18 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมายพนัธุกรรม Satt373 และ Sat_245 ซึง่ลกัษณะวนัออกดอกของ
พชืเป็นลกัษณะทีม่อีทิธพิลต่อความสงู วนัเกบ็เกีย่ว ผลผลติ และลกัษณะพชืไรอ่ื่น ๆ (Oliveira et al., 1999)  
 
 ในการทดลองเป็นไปไดอ้ยา่งมากทีบ่นโครโมโซมแท่งหนึ่ง ๆ จะประกอบดว้ย QTL ของลกัษณะต่าง 
ๆ หลายลกัษณะอยูบ่นโครโมโซมแท่งเดยีวกนั เช่นในการทดลองครัง้นี้ พบว่า QTL ของลกัษณะความ
ตา้นทานโรคราน ้าคา้ง ลกัษณะความสงู และลกัษณะพืน้ทีใ่บอยูบ่นโครโมโซมแท่งที ่ 19 ห่างจากปลาย
ดา้นบนประมาณ 9.01, 23.51 และ  20. 51 ตามล าดบั ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าลกัษณะเหล่านี้มคีวามสมัพนัธก์นั 
จากการทดลองเมือ่วเิคราะหด์ว้ย Pearson correlation พบว่า ลกัษณะความตา้นทานต่อโรคราน ้าคา้งมี
ความสมัพนัธก์บัพืน้ทีใ่บและความสงูรอ้ยละ 26.9 และ 42.1 ตามล าดบั และพืน้ทีใ่บมคีวามสมัพนัธก์บัความ
สงูรอ้ยละ 73.8 ซึง่การจดักลุ่มเครือ่งหมายดเีอน็เอของลกัษณะต่าง ๆ แลว้อยูใ่น LG เดยีวกนันัน้ ลกัษณะที่
อยูใ่น LG เดยีวกนัน้ีจะแสดงความสมัพนัธก์นัทางสถติขิองขอ้มลูในแปลงดว้ยเช่นกนั (Li et al., 2008) 
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สรปุผลการทดลอง 
 

 การทดลองนี้พบว่าม ี10 LG ทีจ่ดัไดว้างอยูบ่นโครโมโซมถัว่เหลอืงจ านวน 9 คู่ คอืโครโมโซมคู่ที ่1, 
3, 10, 13, 14, 15, 16, 17 และ 19 และพบ QTL หลกัทีม่คีวามสมัพนัธก์บัลกัษณะความตา้นทานต่อโรครา
น ้าคา้งวางอยูบ่นโครโมโซมที ่ 19 (LG L) อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt373 และ Satt513 และห่างจาก
เครือ่งหมาย Satt513 ประมาณ 1.49 cM. มคี่าความแปรปรวนทีใ่ชอ้ธบิายลกัษณะความตา้นทานต่อโรครา
น ้าคา้ง (R2) = 11.69 % และQTL รองวางอยูบ่นโครโมโซมที ่ 1 อยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt342 และ 
Satt184  (R2 = 1.33)  
 
 นอกจากนี้บนโครโมโซมที ่19 ยงัพบ QTL ของลกัษณะความสงู และพืน้ทีใ่บอยูด่ว้ย โดย QTL ของ
ลกัษณะความสงูอยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt513 และ Satt527 ดว้ยค่า LOD = 8.37 มคี่า R2= 24.71 % 
และ QTL ของลกัษณะพืน้ทีใ่บอยูร่ะหว่างเครือ่งหมาย Satt513 และ Satt229 ดว้ยค่า LOD = 3.04  ม ีR2= 
8.17 %  
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