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ABSTRACT 
Black gram [Vigna mungo (L.) Hepper] is an important crop in Asia. It is utilized in various ways, 

including direct consumption and processing in various industries,  which increases the demand for higher 
yields of black gram. However, diseases and insect pests significantly impact the quantity and quality of 
black gram production. One of the major issues is the infestation of the cowpea weevil (Callosobruchus 
maculatus). Loss of seed yield in black gram during storage due to bruchid especially  C. maculatus is the 
most significant stored insect pest of tropical legume crops and a serious problem for farmers and traders. 
Therefore, it is necessary to develop black gram varieties resistant to cowpea weevil, very little is known 
about the genetics of bruchid resistance in black gram. Previously, genetic mapping and identifi cation of a 
quantitative trait locus (QTL) controlling seed resistance to bruchids in wild black gram were conducted. It 
was found that the resistance is controlled by 2 major QTLs, namely qVmunBr6.1 and qVmunBr6.2. This 
study aimed to develop and identify DNA markers associated with the gene controlling resistance to 
cowpea weevil in black gram. An F2 population of 198 individuals, derived from a cross between the 
cultivated black gram Chai Nat 80 (CN 80; susceptible) and the wild black gram TVNu 1076 (TVNu 1076; 
resistant), was used. The population was subjected to genetic analysis using newly developed simple 
sequence repeat (SSR) markers. Marker–trait associations were evaluated by correlating marker genotypes 
with the percentage of seed damage caused by cowpea weevil through single marker analysis (SMA). Four 
markers, namely; CMSSR09, CMSSR11, CMSSR19, and CMSSR40, showed significant associations wi th 
resistance. Furthermore, one major QTL, designated qVmBr6.1.1, was detected between markers  
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CMSSR11 and CMSSR19, accounting for 29.19% of the phenotypic variation in percentage of seed 
damage. These results provide a valuable basis for fine mapping and identification of genes conferring 
resistance to cowpea weevil in black gram. 
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บทคดัย่อ 
ถัว่เขยีวผิวด า [Vigna mungo (L.) Hepper] เป็นพชืที่มีความส าคญัในภูมภิาคเอเชยี โดยมีการน าไปใช้

ประโยชน์ทัง้การบรโิภคโดยตรงและการแปรรูปในภาคอุตสาหกรรมต่าง ๆ ท าใหต้้องมกีารเพิม่ผลผลติของถัว่เขยีว
ผวิด า อย่างไรกต็าม ปัญหาโรคและแมลง สง่ผลกระทบต่อปรมิาณและคุณภาพผลผลติของถัว่เขยีวผวิด า โดยเฉพาะ
การเขา้ท าลายของดว้งถัว่เขยีว (cowpea weevil; Callosobruchus maculatus) ซึง่เป็นแมลงสาเหตุหลกัทีท่ าใหเ้มลด็
ถัว่เขยีวผวิด าเสยีหาย ดงันัน้จงึจ าเป็นต้องพฒันาพนัธุ์ถัว่เขยีวผวิด าเพื่อให้ต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีว อย่างไรก็ตาม 
รายงานเกี่ยวกบัพนัธุกรรมทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ในถัว่เขยีวผวิด ายงัมอียู่น้อย ก่อนหน้านี้มกีาร
ท าแผนทีพ่นัธุกรรมและคน้หาต าแหน่งเชงิปรมิาณ (quantitative trait locus; QTL) ทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้ง
ถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิด าพนัธุป่์าพบว่า ความต้านทานถูกควบคุมดว้ย QTL หลกั 2 ต าแหน่ง คอื qVmunBr6.1 และ 
qVmunBr6.2 การศกึษาครัง้นี้จงึมวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาและคน้หาต าแหน่งของเครื่องหมายดเีอน็เอทีเ่ชื่อมโยงกบั
ยนีทีค่วบคุมลกัษณะความต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิด า โดยใชป้ระชากร F2 จ านวน 198 ต้น ทีเ่กดิจาก
การผสมพนัธุ์ระหว่างถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ปลูกชยันาท 80 ซึ่งอ่อนแอต่อดว้งถัว่เขยีวกบัถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่า TVNu 
1076 ซึง่ตา้นทานต่อดว้งถัว่เขยีว และวเิคราะหพ์นัธุกรรมของประชากร F2 โดยใชเ้ครื่องหมาย SSR ทีพ่ฒันาขึน้ใหม่
ในการศกึษาครัง้นี้ จากการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างขอ้มูลจโีนไทป์ (Genotype) ของแต่ละเครื่องหมายกบั
ข้อมูลเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายโดยด้วงถัว่เขยีวด้วยวิธี single marker analysis (SMA) พบ เครื่องหมาย 
CMSSR09 CMSSR11 CMSSR19 และ CMSSR40 มคีวามเชื่อมโยงกบัความตา้นทานต่อดว้งถัว่เขยีว และจากการ
คน้หาต าแหน่ง QTL พบ QTL หลกั 1 ต าแหน่ง คอื qVmBr6.1.1 ซึ่งวางตวัอยู่ระหว่างเครื่องหมาย CMSSR11 และ 
CMSSR19 สามารถอธบิายความแปรปรวนเปอร์เซน็ต์เมลด็ถูกท าลายได ้29.19% ผลการศกึษาในครัง้นี้สามารถใช้
เป็นขอ้มูลเพื่อการท าแผนที่ยนีแบบละเอยีดและค้นหายนีที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิด า
ต่อไป  

ค าส าคญั: ถัว่เขยีวผวิด า พชืตา้นทานแมลง ดว้งเจาะเมลด็ถัว่ เครื่องหมายดเีอน็เอ

บทน า 
ถัว่เขยีวผวิด า (blackgram; Vigna mungo) เป็น

พชืไร่ที่มคีวามส าคญัชนิดหนึ่งของประเทศไทย มกีาร
น าไปใชป้ระโยชน์ทัง้การบรโิภคโดยตรงและการแปรรูป
ในภาคอุตสาหกรรมต่าง ๆ ผลผลติเมลด็ถัว่เขยีวผวิด าที่
ผลิตได้ไม่เพยีงพอต่อความต้องการของตลาด จึงต้อง
น าเข้าเมล็ดถัว่เขียวผิวด าจากต่างประเทศ ปัจจุบัน

แนวโน้มการใช้ถัว่เขยีวผวิด าเพาะเป็นถัว่งอกเพิม่มาก
ขึน้อย่างต่อเนื่อง เนื่องจากถัว่งอกทีเ่พาะจากถัว่เขยีวผวิ
ด าสามารถเกบ็รกัษาและคงความสดไดน้านกว่าถัว่งอก
ที่เพาะจากถัว่เขยีวผิวมนั (Kaewwongwal et al. 2015)  
ท าใหถ้ัว่เขยีวผวิด าเป็นทีต่้องการของตลาดสูง อย่างไร
ก็ตาม อุตสาหกรรมการเพาะถัว่งอกประสบปัญหา
ผลผลิตค่อนข้างต ่า เนื่องจาก ขาดแคลนเมล็ดพนัธุ์ดี 
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อตัราการงอกและความแขง็แรงน้อย อกีทัง้ยงัมีการใช้
สารเคมีก าจดัแมลงในการรมควบคุมด้วงถัว่เขียวมาก
เกนิกว่าทีม่าตรฐานก าหนด ซึ่งส่งผลกระทบต่อปรมิาณ
และคุณภาพผลผลิต อย่างไรก็ตาม ปัญหาเหล่านี้ส่วน
หนึ่ งมีสาเหตุจากการเข้าท าลายของด้วงถัว่เขียว 
(cowpea weevil; Callosobruchus maculatus) ซึ่ ง เ ป็ น
แมลงสาเหตุหลักที่ท าให้เมล็ดถัว่เขียวผิวด าเสียหาย
หลังการเก็บเกี่ยว ส่งผลให้เมล็ดสูญเสียน ้ าหนัก 
สารอาหาร และความงอก (Talekar & Lin 1992) ปัจจุบนั
ทัง้ในและต่างประเทศยังไม่มีพันธุ์ถัว่เขียวผิวด าที่
ต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวดงักล่าว ท าให้จ าเป็นต้องใช้
สารเคมใีนการรม (fumigation) ป้องกนัและก าจดัดว้งถัว่
เขยีวเป็นหลกั แต่การใชส้ารเคมใีนการรมเมลด็มกัใช้ใน
ปริมาณและความเข้มข้นมากกว่าที่แนะน า เนื่องจาก
ด้วงถัว่เขยีวดื้อต่อสารเคม ีท าให้เกดิสารเคมตีกค้างใน
เมล็ดถัว่ อย่างไรก็ตาม วธิกีารนี้ไม่เหมาะกบัเกษตรกร
และผู้ค้ารายย่อย เนื่องจาก มีขัน้ตอนการปฏิบัติที่
ยุ่งยาก สง่ผลใหเ้กดิผลเสยีต่อสุขภาพของผูบ้รโิภค ผูใ้ช้
และสิง่แวดลอ้ม จงึมคีวามพยายามในการปรบัปรุงพนัธุ์
ถัว่เขยีวผวิด าใหต้า้นทานต่อดว้งถัว่เขยีว ซึง่การใชพ้นัธุ์
ต้านทานเป็นวธิกีารจดัการที่ดีที่สุด แต่ปัญหาที่ส าคญั 
คอื เชื้อพนัธุกรรมที่ต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีวนัน้หายาก 
และการศึกษาวิจัยทางด้านพนัธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับ
ความต้านทานนัน้ยงัมน้ีอยมาก การคน้หาต าแหน่งของ
ยีนแบบละเอียดและแคนดิเดตยีนที่ควบคุมความ
ต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิด าจงึมี
ความจ าเป็น เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลและเครื่องมอืช่วยส าหรบั
การปรบัปรุงพนัธุ์ถัว่เขยีวผวิด าให้ต้านทานต่อด้วงถัว่
เขยีวอย่างมปีระสทิธภิาพต่อไป ก่อนหน้านี้มรีายงานว่า 
ถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ปลูก (V. mungo var. mungo) นัน้
อ่อนแออย่างสมบูรณ์ต่อด้วงถัว่เขยีว แต่ถัว่เขยีวผวิด า
พนัธุ์ป่า (V. mungo var. silvestris) มคีวามต้านทานต่อ
ดว้งชนิดนี้ (Dongre et al. 1996; Fujii & Miyazaki 1987; 
Tomooka et al. 2000; Kashiwaba et al. 2003)  
การทดสอบความต้านทานของถัว่เขยีวผวิด าต่อด้วงถัว่
เขยีว พบว่า เมื่อเปรยีบเทยีบกบัถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ปลูก 

ถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่ามเีปอร์เซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายต ่า
กว่าอย่างมาก อีกทัง้อตัราการเจริญเติบโตและพฒันา
ของตัวเต็มวัยของด้วงยังช้าลงด้วย (Tomooka et al. 
2000; Kashiwaba et al. 2003; Souframanien & 
Gopalakrishna 2007; Soundararajan et al. 2013; 
Somta et al. 2019) โดยความต้านทานนั ้นเกิดจาก
สารเคมีในเมล็ด (antibiosis) ไปยบัยัง้การเจริญเติบโต
และการพัฒนาของตัวอ่อน (Tomooka et al. 2000; 
Kashiwaba et al. 2003; Souframanien & Gopalakrishna 
2007) การศึกษาด้วยวิธีทางพันธุศาสตร์ปริมาณ 
(quantitative genetics) พบว่า ความต้านทานต่อด้วงถัว่
เขยีวในถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่าเป็นลกัษณะเชิงปริมาณ 
(quantitative traits) มีค่ าอัตราพันธุ กรรมแบบแคบ 
(narrow-sense heritability) ในระดบัปานกลาง (ประมาณ 
40%)  และจากการค้นหาต าแหน่ ง เชิ งปริมาณ 
(Quantitative trait locus; QTL) หรือยีนที่ควบคุมความ
ต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ในถัว่เขยีวผวิด าพนัธุป่์า โดย 
Somta et al. (2019) รายงานว่า ความต้านทานนัน้ถูก
ควบคุมด้วย QTL หลัก จ านวน 2 ต าแหน่ง คือ 
qVmunBr6.1 และ qVmunBr6.2 ซึ่ ง  QTL ทั ้งสองนี้
วางตวัอยู่ใกลก้นั โดย qVmunBr6.1 เป็น QTL หลกัและ
มีความสัมพันธ์กับความต้านทาน 26.75 % ส่วน 
qVmunBr6.2  เป็น QTL รอง มีความสมัพนัธ์กบัความ
ต้านทาน 15.26 %  แต่เนื่องจากในขณะนัน้ ยังไม่มี
จโีนมอ้างองิของถัว่เขยีวผวิด า Somta et al. (2019) จงึ
ได้เปรยีบเทียบเครื่องหมายดเีอ็นเอของถัว่เขยีวผิวด า
กับจีโนมอ้างอิงของถัว่ เขียวผิวมัน (mungbean;  
Vigna radiata) (Kang et al. 2014) และพบว่ ายีน 
LOC106770636 ทีส่รา้ง lectin receptor kinase และ ยนี 
LOC106771180 ทีส่รา้งเอนไซมไ์คตเินส (chitinase) นัน้
เกี่ยวข้องกับความต้านทานที่ต าแหน่ง qVmunBr6.1  
แต่อย่างไรก็ตามไม่สามารถระบุว่ายีนใดเกี่ยวข้องกับ
ความต้านทานที่ต าแหน่ง qVmunBr6.1 ได้ เนื่องจาก 
จีโนมอ้างอิงของถัว่เขียวที่รายงานไว้โดย Kang et al. 
(2014) นัน้มคีวามผดิพลาดอยู่มาก (Ha et al. 2021) ท า
ใหย้งัไม่เป็นทีแ่น่ชดัว่ายนีหรอืโปรตนีใดทีเ่ป็นสาเหตุให้
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เกิดความต้านทานต่อด้วงถัว่เขียวในถัว่เขียวผิวด าที่
ต าแหน่ง qVmunBr6.1  ดงันัน้ จงึควรมกีารท าแผนทีย่นี
แบบละเอียดของ qVmunBr6.1 โดยปัจจุบนัการพฒันา
จโีนมอ้างองิของถัว่เขยีวผวิด าส าเรจ็แล้ว (Pootakham 
et al. 2021; Naito et al. 2022) ส ามารถน า ม า ใช้
ประโยชน์ในการช่วยค้นหายีนได้อย่างมีประสทิธิภาพ 
ซึง่จะน าไปสูก่ารพฒันาเครื่องหมายดเีอน็เอทีจ่ าเพาะต่อ
ยนีสาเหตุทีท่ าใหเ้กดิความต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีว ซึ่ง
สามารถน าไปใช้คดัเลือกและพฒันาพนัธุ์ต้านทานได้
อย่างแม่นย า 100 % 

ดงันัน้งานวิจยันี้จึงมีวตัถุประสงค์เพื่อพฒันา
และค้นหาต าแหน่งของเครื่องหมายดเีอ็นเอที่เชื่อมโยง
กบัยนีที่ควบคุมลกัษณะความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีว
ในถัว่เขยีวผวิด า โดยใชเ้ครื่องหมายดเีอน็เอชนิด simple 
sequence repeat (SSR) ผลการศึกษาที่ได้ในครัง้นี้  
สามารถใช้เป็นขอ้มูลเพื่อการท าแผนที่ยนีแบบละเอยีด
และค้นหายีนที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถัว่เขียว 
ตลอดจนพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับใช้เป็น
เครื่องหมายช่วยในการคดัเลือกเพื่อการปรบัปรุงพนัธุ์
ถัว่เขียวผิวด าให้ต้านทานต่อด้วงถัว่เขียวได้อย่าง
ถูกตอ้ง แม่นย า และมปีระสทิธภิาพต่อไป 

อปุกรณ์และวิธีการ 

ประชากรท่ีใช้ในการศึกษาและการสกดัดีเอน็เอ 
ปลูกประชากรชัว่ที่ 2 (F2) จ านวน 198 ต้น ที่

เกิดจากการผสมพนัธุ์ระหว่างถัว่เขยีวผิวด าพนัธุ์ปลูก
ชยันาท 80 ซึ่งอ่อนแอต่อดว้งถัว่เขยีว (Figure 1) กบัถัว่
เขียวผิวด าพนัธุ์ป่า TVNu1076 ที่ต้านทานต่อด้วงถัว่
เขียว (Figure 1) แล้วปล่อยให้ต้น F2 แต่ละต้นผสม
ตัวเองเพื่อผลิตเมล็ด F2:3 ส าหรับใช้ประเมินความ
ต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีว ท าการศกึษา ณ แปลงทดลอง
ภาควิ ช าพื ช ไร่ น า  คณะ เกษตร  ก าแพงแสน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน จ.
นครปฐม จากนัน้ เก็บใบอ่อนจากต้น F2 แต่ละต้นมา

สกดัดเีอน็เอดว้ยสารละลาย CTAB ตามวธิขีอง Lodhi et al. 
(1994) ส าหรบัวเิคราะหเ์ครื่องหมายดเีอน็เอ 
การประเมินความต้านทานต่อด้วงเจาะถัว่เขียว 

น าเมล็ด F2:3 ของต้น F2 แต่ละต้น และเมล็ด
ของพันธุ์พ่อแม่  (ชัยนาท 80 และ TVNu1076) ไป
ทดสอบความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีว ตามวธิกีารของ 
Somta et al. (2007) โดยน าเมล็ด F2:3 ของแต่ละต้น
จ านวน 40 เมลด็ ใสล่งในกล่องพลาสตกิใสทรงกลม แลว้
ปล่อยตวัเต็มวยัของด้วงถัว่เขยีว อายุ 2-4 วนั จ านวน 
30 ตัว เพื่อให้ด้วงถัว่เขียววางไข่ แล้วน าไปเก็บไว้ที่
อุณหภูม ิ28 °C  ความชื้นสมัพนัธ์ 60-65 % หลงัจากนัน้ 
7 วนั น าด้วงตวัเต็มวยัออกจากกล่อง เมื่อครบ 30 วนั 
หลงัการปล่อยดว้ง จากนัน้ ทุก ๆ 10 วนัจนถงึ 120 วนั 
ท าการนับจ านวนเมล็ดที่ถูกท าลายในแต่ละกล่อง โดย
ทุกครัง้หลงัการตรวจนับเมลด็ น าเมลด็ทีเ่สยีหาย โดยดู
จากเมลด็ทีเ่ป็นรูจากการถูกเจาะดว้ยดว้ง  ถัว่เขยีวออก
จากกล่อง จากนัน้ นับจ านวนสะสมของเมล็ดทัง้หมดที่
ได้ร ับความเสียหายจากด้วงถัว่เขียว แล้วคิดเป็น
เปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ถูกท าลาย 
การพฒันาเครื่องหมาย SSR ส าหรบัวิเคราะห์จีโน
ไทป์ในประชากร 

น าล าดับเบสที่คร่อมต าแหน่งเครื่องหมาย 
SNP ของ Marker19226 Marker14717 Marker12165 
และ Marker12166 ที่วางตัวคร่อม (flanking markers) 
ต าแหน่ง QTL qVmunBr6.1 ซึง่เป็น QTL หลกัทีค่วบคุม
ความต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดถัว่เขยีว (Somta et al. 
2019) ไปค้นหาต าแหน่งบนจีโนมอ้างอิง (reference 
genome sequence) ของถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ชยันาท 80 
(GCA_013050065. 1; Pootakham et al. 2021) ด้ ว ย
วธิกีาร Blastn (Altschul et al. 1990) จากนัน้ ดาวน์โหลด
ล าดับนิ วคลี โ อ ไทด์  (nucleotide) ที่ อยู่ ร ะหว่ า ง
เครื่องหมายดงักล่าวขา้งต้น แลว้น าไปคน้หา SSR โดย
ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ Simple Sequence Repeat 
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Identification Tool (Temnykh et al. 2001) แลว้ออกแบบ
ไพรเมอร์ของเครื่ องหมาย SSR ด้วยโปรแกรม
คอมพวิเตอร ์Primer3 (Untergasser et al. 2012) จากนัน้ 
น าเครื่องหมาย SSR ที่พฒันาได้ มาตรวจสอบความ
แตกต่างระหว่างถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ชัยนาท 80 กับ 
TVNu1076 แล้วน าเครื่องหมายที่แสดงความแตกต่าง 
(polymorphism) ไปวเิคราะหจ์โีนไทป์ในประชากร F2 

การวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอใน
ประชากร F2 

น าเครื่องหมาย SSR ที่ออกแบบได้มาท า
ปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเีมอเรส (polymerase chain reaction; 
PCR) ในถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ชยันาท 80 กบั TVNu1076 
ที่ใช้เป็นพ่อแม่พนัธุ์ เพื่อหาเครื่องหมายที่แสดงความ
แตกต่างระหว่างถัว่เขียวผิวด าทัง้สอง โดยเตรียม
ปฏกิริยิาปรมิาตรรวม 10 ไมโครลติร ที่ประกอบด้วยดี
เอน็เอ 10 นาโนกรมั 1X Taq buffer 2 มลิลโิมลาร ์MgCl2 
0.2 มลิลโิมลาร์ dNTPs 0.5 ไมโครโมลาร์ ฟอร์เวริ์ดและ
รีเวิร์สไพรเมอร์ และ 0.1 ยูนิต เอนไซม์ Taq DNA 
polymerase (Thermo Fisher Scientific, US) จากนั ้น 
น าไปท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิ
อั ต โ น มั ติ  GeneAmp PCR9700 System (Applied 
Biosystems) ก าหนดโปรแกรมการท างาน ดงันี้ 94 °C 
เป็นเวลา 4 นาที ตามด้วย 94 °C 30 วินาที 55 °C 30 
วนิาท ีและ 72 °C 1 นาท ีจ านวน 35 รอบ แลว้ตามดว้ย 
72 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ น าดีเอ็นเอที่เพิ่ม
ปรมิาณไดจ้ากปฏกิริยิา PCR ไปตรวจสอบแถบดเีอน็เอ
ด้วยวธิอีเิล็กโทรโฟรสีซีสในเจลพอลอิะครลิาไมด์ความ
เขม้ขน้ 5% แล้วย้อมแถบดเีอ็นเอด้วยซิลเวอร์ไนเตรท 
ตามวธิขีอง Benbouza et al. (2006) บนัทกึขนาดของอลั
ลลี โดยการเปรยีบเทยีบกบัขนาดดเีอน็เอมาตรฐาน 100 
bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, US) จากนัน้  
 

คดัเลอืกเครื่องหมาย SSR ทีส่ามารถแยกความแตกต่าง
ระหว่างถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ชยันาท 80 กบั TVNu1076 
ได ้มาวเิคราะห์จโีนไทป์ในประชากร F2 ตามวธิดีงักล่าว
ขา้งตน้ 
การสร้ างแผนท่ีพันธุกรรม และการค้นหา
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีเช่ือมโยงกับลกัษณะความ
ต้านทานต่อด้วงเจาะเมลด็ถัว่เขียวในถัว่เขียวผิวด า
พนัธุป่์า 

น าขอ้มูลเปอร์เซน็ต์เมลด็ที่ถูกท าลายโดยด้วง
ถัว่เขยีว และข้อมูลจีโนไทป์ของแต่ละเครื่องหมายมา
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ด้วยวิธ ีsingle marker analysis 
(SMA) เพื่อค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับ
ลกัษณะความตา้นทานต่อดว้งถัว่เขยีว และน าขอ้มลูจโีน
ไทป์มาสร้างแผนที่พันธุกรรมด้วยโปรแกรม QTL 
IciMapping 4.2 (Meng et al. 2015) โ ด ย ค า น วณ
ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายด้วย Kosambi’s mapping 
function (Kosambi 1944) จากนัน้ น าแผนที่พนัธุกรรม
ที่ได้ และข้อมูลเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายโดยด้วง
เจาะเมล็ดถัว่เขียวมาวิเคราะห์หาต าแหน่ งของ 
qVmunBr6.1 โ ด ย วิ ธี  Inclusive composite interval 
mapping (Li et al. 2007) ดว้ยโปรแกรม QTL IciMapping 
4.2 ก าหนดค่า significant log of odds (LOD) threshold 
ด้วยการท า permutation จ านวน 3,000 รอบ ที่ระดับ
ความน่าจะเป็น 0.01  
การค้นหาแคนดิเดตยีน (Candidate Gene) 
  เมื่อทราบต าแหน่ง QTL ทีเ่ชื่อมโยงกบัลกัษณะ
ความต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดถัว่เขยีวในถัว่เขียวผิว
ด าพนัธุป่์าแลว้ จงึส ารวจหายนีทีอ่ยู่ระหว่างเครื่องหมาย 
SSR ที่คร่อมต าแหน่ง QTL ดังกล่าวโดยใช้ข้อมูลใน
ฐานข้อมูลจีโนมอ้างอิงของถัว่เขยีวผิวด าพนัธุ์ชยันาท 
80 แลว้คดัเลอืกยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัความตา้นทานต่อด้วง
เจาะเมลด็ถัว่เขยีวส าหรบัใชเ้ป็นแคนดเิดตยนี 
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ผลและวิจารณ์ 
การพฒันาเครื่องหมายดีเอ็นเอจากต าแหน่งของ 
qVmBr6.1 บนจีโนมอ้างอิงของถัว่เขียวผิวด าพนัธุ์
ชยันาท 80 

จากการค้นหาต าแหน่งของเครื่ องหมาย 
Marker19226 Marker14717 Marker12165 และ Marker12166 
ที่วางตวัคร่อมต าแหน่ง QTL qVmunBr6.1 ซึ่งเป็น QTL 
หลกัทีค่วบคุมความตา้นทานต่อดว้งถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่า 
(Somta et al. 2019) บนจโีนมอ้างองิของถัว่เขยีวผิวด า
พนัธุ์ชยันาท 80 พบว่า เครื่องหมายดงักล่าววางตวัอยู่
บน scaffold0058 ที่ต าแหน่ง 22,958,280  22,210,433 
21,777,650 และ 21,777,710 ตามล าดบั จงึดาวน์โหลด
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่ระหว่างต าแหน่ง 21888045-
22452173 ไปพฒันาเครื่องหมาย SSR พบว่า สามารถ
พัฒนาเครื่องหมาย SSR ได้ทัง้สิ้น 77 เครื่องหมาย 
จากนั ้นน าเครื่องหมาย SSR ที่ได้ไปทดสอบความ
แตกต่างระหว่างถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ปลูกชัยนาท 80 
(พนัธุ์แม่) กบัถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่า TVNu1076 (พนัธุ์
พ่อ) พบว่า มเีครื่องหมายที่แสดงความแตกต่างจ านวน
ทัง้สิ้น 39 เครื่องหมาย จากนัน้ คดัเลอืกเครื่องหมายดี
เอ็นเอที่แสดงแถบดเีอ็นเอชดัเจนจ านวน 4 เครื่องหมาย 
(Table 1) ได้แก่ CMSSR09 CMSSR11 CMSSR19 และ 
CMSSR40 ไปวเิคราะหจ์โีนไทป์ของประชากร F2  
การประเมินความต้านทานต่อด้วงถัว่เขียว 

เมื่อน าเมล็ด F2 แต่ละต้น และเมล็ดของพนัธุ์
พ่อแม่ (ชยันาท 80 และ TVNu 1076) ไปทดสอบความ
ต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดในถัว่เขียวผิวด าและนับ
จ านวนเมล็ดทั ้งหมดที่ ได้ร ับความเสียหายจาก 
ด้วงถัว่เขยีว แล้วคิดเป็นเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลาย 
พบว่า ประชากร F2 มีการกระจายตัวของเปอร์เซ็นต์
เมล็ดที่ถูกท าลายด้วยด้วงถัว่เขยีวเป็นแบบต่อเนื่อง มี
ลักษณะเบ้ไปทางถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ป่า TVNu 1076 
โดยประชากร F2 มค่ีาอยู่ในช่วง 0-100% ค่าเฉลีย่ 16% 

ซึ่งถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ปลูกชัยนาท 80 มีเปอร์เซ็นต์
เมล็ดถูกท าลาย 80.00% ส่วนถัว่เขียวผิวด าพันธุ์ป่า 
TVNu 1076 มีเปอร์ เซ็นต์ เมล็ดถูกท าลาย 2.00% 
(Figure 2)  
การสร้างแผนท่ีพนัธุกรรม การวิเคราะห์ QTL และ
การค้นหาแคนดิเดตยีนท่ีควบคุมลักษณะความ
ต้านทานต่อด้วงถัว่เขียวในถัว่เขียวผิวด าพนัธุป่์า 

ผลการวิ เคราะห์  QTL แบบ  SMA พบว่ า 
เครื่ องหมายดี เอ็น เอทั ้ง  4 เครื่ องหมาย  ได้ แ ก่  
เครื่องหมาย CMSSR09 CMSSR11 CMSSR19 และ 
CMSSR40 มีค่า LOD score ระหว่าง 9.23 ถึง 11.78 
(Table 2) แสดงให้ เห็นว่ า เครื่ องหมายเหล่ านี้ มี
ความสมัพนัธ์กบัลกัษณะความต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีว
อย่างมีนัยส าคัญ โดยเครื่องหมายเหล่านี้  สามารถ
อธบิายความแปรปรวนของความต้านทานต่อด้วงเมลด็
ถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ป่าได้ 28.02 22.70 27.69 
และ 28.02 % ตามล าดบั (Table 2) มค่ีาอทิธพิลของยนี
แบบผลบวก (additive effect) และยนีแบบขม่ (dominant 
effect) ระหว่าง 14.38 ถึง 15.86 และ -4.12 ถึง -1.32 
ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าลักษณะความต้านทานต่อ
ดว้งถัว่เขยีว ถูกควบคุมดว้ยอทิธพิลของยนีแบบผลบวก
สะสมเป็นหลกั 

เมื่อน าขอ้มูลจโีนไทป์ของประชากร F2 ทีไ่ดไ้ป
สร้างแผนที่พนัธุกรรม พบว่า แผนที่พนัธุกรรมที่สร้าง
ขึ้ นมี ระยะทางรวม 2.54 cM ระยะห่ างระหว่ า ง
เครื่องหมายเฉลี่ยเพยีง 1.08 cM (Figure 3) และเมื่อน า
แผนทีพ่นัธุกรรมทีส่ร้างขึ้นมาวเิคราะห์หาต าแหน่งของ 
qVmBr6.1 โดยวิธี Inclusive composite interval mapping 
พบว่ า significant LOD threshold มีค่าเท่ากับ 50.06 
และพบต าแหน่ง QTL ที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วง
ถั ่ว เ ขี ย ว ใ น ถั ่ว เ ขี ย ว ผิ ว ด า พั น ธุ์ ป่ า จ า น ว น  
1 ต าแหน่ง ให้ชื่อว่า qVmBr6.1.1 โดย qVmBr6.1.1 อยู่
ทีต่ าแหน่ง 0.6 cM ระหว่างเครื่องหมาย CMSSR11 และ 
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CMSSR19 (Figure 3)  qVmBr6.1.1 อธิ บ ายความ
แปรปรวนของลักษณะเปอร์เซ็นต์เมล็ดถูกท าลายได้ 
29.19% ซึ่งถือว่าสามารถอธิบายความแปรปรวนได้
ระดบัสูง แสดงใหเ้หน็ว่า qVmBr6.1.1 อาจจดัเป็น QTL 
หลกั (major QTL) ที่มบีทบาทส าคญัต่อความต้านทาน
ต่อด้วงถัว่เขยีว ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้าของ 
Somta et al. (2019) ทีพ่บ QTL หลกั จ านวน 2 ต าแหน่ง 
คือ qVmunBr6.1 และ qVmunBr6.2 ซึ่ง QTL ทัง้สองนี้
วางตวัอยู่ใกลก้นั โดย qVmunBr6.1 เป็น QTL หลกัและ
มีความสัมพันธ์กับความต้านทาน 26.75 % ส่วน 
qVmunBr6.2 เป็น QTL รอง มีความสมัพนัธ์กับความ
ต้านทาน 15.26 % นอกจากนี้ยงัพบว่า qVmBr6.1.1 มี
อิทธิพลของยีนแบบผลบวกและยีนแบบข่มเท่ากับ  
-43.24 และ -2.57 ตามล าดับ (Table 3) ผลดังกล่าว
สอดคลอ้งกบัการวเิคราะห์แบบ SMA ทีแ่สดงให้เหน็ว่า
ลกัษณะความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวถูกควบคุมโดย
ยนีแบบผลบวกสะสมเป็นหลกั  

เมื่อน าล าดบัเบสของเครื่องหมาย CMSSR11 
และ CMSSR19 ที่วางตวัคร่อม qVmBr6.1.1 ไปค้นหา
ต าแหน่งบนจโีนมอ้างองิของถัว่เขยีวผวิด าพนัธุ์ชยันาท 
80 พบว่า เครื่องหมายทัง้สองวางตวัอยู่บน scaffold0058 
มีระยะห่างกัน 145.19 กิโลเบส โดยบริเวณดังกล่าว  
มยีนีอยู่จ านวนทัง้หมด 2 ยนี ไดแ้ก่ Vigmu.0058s143100.01 
ซึ่งถอดรหสัได ้leucine-rich repeat receptor-like serine/ 
threonine-protein kinase (LRR-RLK) ซึ่งท าหน้าที่เป็น
ตวัรบัสญัญาณ (receptors) ในระบบภูมิคุ้มกนัของพืช 
และยี น  Vigmu.0058s143900.01 ซึ่ ง ถอดรหั ส ได้  
mitogen-activated protein kinase NPK1-like ซึ่ ง มี
บทบาทส าคัญอย่างยิ่ งในระบบการส่ งสัญญาณ 
(signaling cascade) เพื่อตอบสนองต่อความเครียดใน
พืชทัง้จากสิ่งไม่มีชีวิต (abiotic) และสิ่งมีชีวิต (biotic) 
โดยความต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ในพชืตระกูลถัว่มกั

เกี่ยวข้องกับกลไกทางเคมี (antibiosis) ที่ยับยัง้การ
เจริญเติบโตของตัวอ่อน ในการศึกษานี้พบยีนกลุ่ม 
LRR-RLK และ NPK1-like ในต าแหน่ง QTL หลกั อาจ
เป็นไปได้ว่ากลไกความต้านทานอาจเริ่มจากการรบัรู้
ส ั ญญ าณค ว า ม เ สี ย ห า ย  ( Damage-Associated 
Molecular Patterns: DAMPs) โดยมีโปรตีนกลุ่ม LRR-
RLK เป็นตวัรบัสญัญาณเมื่อตวัอ่อนดว้งเริม่เจาะท าลาย
เนื้อเยื่อเมล็ด จากนัน้พชืจะกระตุ้นระบบภูมคุิ้มกนัผ่าน
การท างานของ NPK1-like โดยส่งสญัญาณต่อเนื่องนี้ไป
กระตุ้น transcription factors เพื่อสัง่การให้ยนีต้านทาน
เริม่ผลติสารทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสร้างสารป้องกนัตวั เช่น 
สารกลุ่มฟีนอลลิกหรือสารยบัยัง้เอนไซม์ย่อยอาหาร 
(alpha-amylase inhibitors) ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Chen et al. (2022) ที่พบยนีกลุ่ม Kinase ในบรเิวณยีน 
Br (Bruchid resistance) ซึง่เป็นยนีต้านทานต่อดว้งเจาะ
เมลด็ในถัว่เขยีวผวิมนั 
 ผลการศกึษานี้แสดงให้เหน็ว่า qVmBr6.1.1 และ
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เกี่ยวข้องมีศักยภาพสูงในการ
น าไปประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ อย่างไรก็ตาม 
การศึกษานี้ย ังมีข้อจ ากัดบางประการ เช่น ขนาด
ประชากร F2 ทีใ่ชม้ขีนาดเลก็ การระบุต าแหน่ง QTL ยงั
อยู่ในช่วงกว้าง จงึยงัไม่สามารถยนืยนัยนีที่เป็นสาเหตุ
โดยตรงได้ ดงันัน้ ควรมีการศึกษาต่อยอดโดยการท า
แผนที่ยนีแบบละเอยีด (fine mapping) การยนืยนัผลใน
ประชากรขนาดใหญ่ การศกึษาหน้าทีแ่ละการแสดงออก
ของแคนดิเดตยีนในระดับโมเลกุล รวมถึงการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลที่มีความแม่นย าสูง เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพของการคัดเลือกโดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลในการพฒันาถัว่เขยีวผวิด าพนัธุใ์หม่ใหต้้านทาน
ต่อดว้งเจาะเมลด็ไดอ้ย่างยัง่ยนืในอนาคต 
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Table 1 SSR markers associated with cowpea weevil resistance in black gram (Vigna mungo (L.) Hepper)  
Marker Name Forward Sequence Reverse Sequence 
CMSSR09 GAATTGCAATATTCCACAACTC GTCAAATAACCAAGAACATATAAAAC 
CMSSR11 TTCCCTAATCCTTCTGCTAAACA CTCTTGCTTTCAGGGTCCAG 
CMSSR19 TTGTAGCAGGACGAAAAATCC GCAATACGAAATTCTTTCACTATCA 
CMSSR40 TTCCGTTGTGAAGATGTGAA CACATGCACACAAAACTCATGT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 Cultivated black gram Chai Nat 80 (CN 80; susceptible) and the wild black gram TVNu 1076  
  (TVNu 1076; resistant)  
 

 
 
Figure 2  Frequency distribution of the percentage of damaged seeds caused by Callosobruchus maculatus  
  in black gram F2 population from the cross Chai Nat 80 (CN80) × TVNu1076  
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Table 2 SSR markers associated with cowpea weevil resistance in black gram identified by single marker 
analysis.  

Marker Name Position LOD score PVE1 (%) Additive Effect Dominant 
Effect 

CMSSR09 0 11.78 28.02 15.86 -3.92 
CMSSR11 0.51 9.23 22.70 14.55 -1.32 
CMSSR19 1.27 11.62 27.69 15.82 -4.12 
CMSSR40 2.54 9.91 24.16 14.38 -3.64 

Note: 1 PVE percentage of variance explained by QTL 

 

  
 

Figure 3 Log of odds (LOD) graph of QTL qVmunBr6.1.1 identified by inclusive composite interval mapping 

in F2 populations from the cross Chai Nat 80 × TVNu1076. The line parallel to the x-axis 
represents the significant LOD threshold for the QTL. 

Table 3 Location and effect of qVmunBr6.1.1 controlling bruchid resistance detected in F2 populations from 
the cross Chai Nat 80 × TVNu1076 by the inclusive composite interval mapping method. 

QTL Name Position Marker Interval LOD 
score 

PVE 1 
(%) 

Additive 
Effect         

Dominant 
Effect 

qVmBr6.1.1 0.6 CMSSR11-CMSSR19 50.06 29.19 -43.24 -2.57 
Note: 1 PVE percentage of variance explained by QTL  
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สรปุ 
จากการพัฒนาและค้นหาต าแห น่งของ

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุม
ลกัษณะความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวในถัว่เขยีวผวิ
ด า สามารถพฒันาเครื่องหมายดเีอน็เอชนิด SSR ได้
ทัง้สิ้นจ านวน 77 เครื่องหมาย โดยมี 4 เครื่องหมาย
ได้แก่ CMSSR09 CMSSR11 CMSSR19 และ 
CMSSR40 แสดงแถบดีเอ็นเอชัดเจนและจากการ
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ร่วมกบัเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูก
ท าลายโดยด้วงถัว่เขียวด้วยวิธี single marker 
analysis พบว่า เครื่องหมายทัง้ 4 มคีวามเชื่อมโยง
กบัความต้านทานต่อดว้งถัว่เขยีว และจากการค้นหา
ต าแหน่ง QTL พบ QTL ที่ควบคุมความต้านทานต่อ
ด้วงถัว่ เขียวในถัว่ เขียวผิวด าพันธุ์ ป่าจ านวน 1 
ต าแหน่ง คือ qVmBr6.1.1 ซึ่งวางตัวอยู่ระหว่าง
เครื่องหมาย CMSSR11 และ CMSSR19 อธิบาย
ความแปรปรวนของลักษณะเปอร์เซ็นต์เมล็ดถูก
ท าลายได้ 29.19% โดยมียีน Vigmu.0058s143100.01  
ซึ่งถอดรหสัได้ leucine-rich repeat receptor-like 
serine/threonine-protein kinase (LRR-RLK) และ
ยีน  Vigmu.0058s143900.01  ซึ่ งถอดรหัสได้  
mitogen-activated protein kinase NPK1-like เป็น
แคนดเิดตยนี โดยยนีทัง้สองมบีทบาทส าคญัในระบบ
การรบัรูแ้ละส่งสญัญาณในกระบวนการตอบสนองต่อ
ความเครยีดของพชื 

ค าขอบคณุ 
โครงการวิจยัได้รบัทุนสนับสนุนการวิจัยจาก

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน และ
หน่วยวจิยัเทคโนโลยชีวีภาพและการปรบัปรุงพนัธุ์พชืที่
สนับสนุนเครื่องมอื อุปกรณ์ และหอ้งปฏบิตักิาร 
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