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บทคัดย่อ 

 

 โครงการวิจัยการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด และการรวม
ยีนต้านทานในถ่ัวเขียว ระยะที่ 2 นี้ ประกอบด้วย 4 ส่วนหลัก คือ (1) การประเมินโรค (2) การพัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุล (3) การปรับปรุงสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดโดยวิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ใน
สายพันธ์ุเดียวกัน และ (4) การคัดเลือกสายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่มีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจาก
วิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน ซึ่งในส่วนที่ 1 พบว่ายีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 รวมทั้งยีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรค
ใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ (single major gene) ส่วนที่ 2 การ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 โดยใช้ไพรเมอร์ 
inter-simple sequence repeat (ISSR) จำนวน 63 ไพรเมอร์ และ ISSR-resistance gene analog (RGA) 
จำนวน 338 คู่ไพรเมอร์ พบว่าได้เครื่องหมาย I41tP379 เพียง 1 เครื่องหมาย ซึ่งน่าจะเช่ือมโยงกับยีนควบคุม
ลักษณะต้านทานโรคราแป้งอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (R2 = 0.26; P < 0.001) ในทำนองเดียวกัน การพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4785 โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR 
จำนวน 63 ไพรเมอร์ และ ISSR-RGA จำนวน 241 คู่ไพรเมอร์ พบว่าเครื่องหมาย I27R565 เช่ือมโยงกับยีน
ควบคุมลักษณะต้านทานโรคราแป้งอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (R2 = 0.30; P < 0.001) ส่วนการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR, 
ISSR-RGA และ SSR จำนวน 63, 48 และ 47 ไพรเมอร์/คู่ไพรเมอร์ ตามลำดับ ได้ 2 เครื่องหมาย (VR393 และ 
I16274) ที่มีความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคใบจุดอย่างมีนัยสำคัญ โดยเครื่องหมาย VR393 และ I16274 มี
ตำแหน่งอยู่ 2 ด้านของยีนควบคุมลกัษณะต้านทานโรคใบจุด (qCLSC72V18-1) และอยู่ใกล้มากที่สุด 12 และ 
6 cM ตามลำดับ ซึ่งหากใช้ทั้งสองเครื่องหมายในการคัดเลือกจะให้ค่า recombination เพียง 1.44% ส่วน
การประเมินความเหมาะสมในการใช้ไพรเมอร์ RGA ร่วมกับ ISSR เพื่อพัฒนาเป็นเครื่องหมายชนิดใหม่ พบว่า
เครื่องหมาย ISSR-RGA เป็นประโยชน์และมีประสิทธิภาพสูง และในส่วนที่ 3 กับ 4 การรวมยีนต้านทาน 4 
ยีนเข้าไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน (ยีนต้านทานโรคราแป้งจาก V4718, V4758 และ V4785 และยีนต้านทานโรค
ใบจุดจาก V4718) โดยวิธีผสมกลับและคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุล ได้ต้นลูกผสมกลับช่ัว BC3F3 ที่มียีน
ครบทั้ง 4 ยีน จำนวน 25 สายพันธ์ุ ซึ่งอยู่ระหว่างการปลูกขยายเมล็ดเพื่อทดสอบโรคราแป้งและโรคใบจุด ซึ่ง
ข้อมูลจากการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเหล่านี้จะเป็นประโยชน์และเป็นแนวทางที่มีประสิทธิภาพในการ
คัดเลือกสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดในถ่ัวเขียวต่อไป 
 
 
 



 
Abstract 

  
The development of molecular markers linked to powdery mildew and leaf spot 

resistance and pyramiding multiple resistance genes in mungbean phase 2 research project 
consists of 4  major parts (1) Evaluation of disease in mungbean (2) development of 
molecular markers (3) breeding for powdery mildew and leaf spot resistant lines by 
pyramiding multiple resistance genes and (4) selection of the potential mungbean lines with 
disease resistance and high yield from pyramiding multiple resistance genes. It was found 
that (1) powdery mildew resistant response in the CN72 x V4758 and CN72 x V4785 cross 
including leaf spot resistant response in the CN72 x V4718 cross were controlled by a single 
major gene. (2) The development of molecular markers linked to powdery mildew in the 
CN72 x V4758 cross with 63 inter-simple sequence repeat (ISSR) primers and 338 ISSR-
resistance gene analog (RGA) primer pairs to find highly significant only one marker (I41tP379) 
possible linkage of gene controlling powdery mildew resistance (R2 = 0.26; P < 0.001). In the 
same way, the development of molecular markers linked to powdery mildew in the CN72 x 
V4785 cross with 63 ISSR primers and 241 ISSR-RGA primer pairs found marker I27R565  highly 
significant linked to powdery mildew resistance gene (R2 = 0.30; P < 0.001). In part of the 
development of molecular markers linked to leaf spot resistance in the CN72 x V4718 cross 
with 68 ISSR, 48 ISSR-RGA and 47 simple sequence repeat (SSR) primers/primer pairs were 
found 2 markers (VR393 and I16274) significantly linked to leaf spot resistance. VR393 and 
I16274 flanked and were closest to the gene encoding leaf spot resistance (qCLSC72V18-1) 
with the distance of 12 and 6 cM, respectively. Only 1.44% recombination was achieved if 
both markers were used for selection. For the evaluation of using RGA primers in 
combination with ISSR primers to develop new marker types were useful and high efficient. 
(3) and (4) pyramiding 4 resistance gene (gene controlling powdery mildew resistance from 
V4718, V4758 and V4785 and gene controlling leaf spot resistance from V4718) using 
backcross method and marker selection found 25 BC3F3 lines for propagation to evaluate 
powdery mildew and leaf spot resistance. These results suggested that the development of 
these molecular markers were useful and can be effectively used for selection of powdery 
mildew and leaf spot resistance in mungbean. 

 



สารบัญ 
  หน้า 
กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคัดย่อภาษาไทย ข 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ ค 
สารบัญ ง 
สารบัญตาราง ฉ 
สารบัญตารางภาคผนวก ญ 
สารบัญภาพ ฎ 
บทที่ 1  บทนำ 
 ความสำคญัและที่มาของปัญหาการวิจัย 1 
 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 4 
 วัตถุประสงคข์องการวิจัย 6 
 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวจิัย 7 
บทที่ 2  วิธีดำเนินการวิจัย 

ส่วนที่ 1   การประเมินโรคในถ่ัวเขียว 
 1.1  การประเมินโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 9 

1.2 การประเมินโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 10 
 ส่วนที่ 2  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล 

 2.1  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
  ในถ่ัวเขียว 11 

 2.2 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่บ่งช้ีลกัษณะความต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียว 13 
 ส่วนที่ 3  การปรับปรุงสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด โดยวิธีการรวมยีน

ต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน 16 
 ส่วนที่ 4  การคัดเลอืกสายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่มีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจาก

วิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน 16 
บทที่ 3 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและอภิปรายผล  

ส่วนที่ 1   การประเมินโรคในถ่ัวเขียว 
 1.1  การประเมินโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 17 

1.2 การประเมินโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 18 
 ส่วนที่ 2  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล 

 2.1  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
  ในถ่ัวเขียว 23 



สารบัญ (ต่อ) 
  หน้า 
 2.2 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่บ่งช้ีลกัษณะความต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียว 107 
 ส่วนที่ 3  การปรับปรุงสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด โดยวิธีการรวมยีน

ต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน 120 
 ส่วนที่ 4  การคัดเลอืกสายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่มีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจาก

วิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน 123 
บทที่ 4 บทสรุป 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 124 
บรรณานุกรม 125 
ภาคผนวก 132 
ประวัติผู้วจิัย 147 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

จ 



 
สารบัญตาราง 

 
ตารางท่ี    หน้า 
1 การกระจายตัวของประชากร F2:9 และ F2:10 ต่อการเกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × 

V4758 20 
2 การกระจายตัวของประชากร F2:9 ต่อการเกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4785  21 
3 การกระจายตัวของประชากร F2:9 ต่อการเกิดโรคใบจุดของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 22 
4 ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง

ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ เหมือนกัน
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 27 

5 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลักษณะต้านทานโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4758 จำนวน 4 เครื่องหมาย 29 

6 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 30 

7  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 35 

8 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ 39 

9 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ  44 

 
 



สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางท่ี    หน้า 
10 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 

(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมือ่
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ       49   

11 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ 54 

12  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4758 จำนวน 11 เครือ่งหมาย 58 

13  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA ต่อลักษณะตา้นทานโรคราแปง้ในถ่ัว-
เขียวคู่ผสม CN72 x V4758  จำนวน 1 เครื่องหมาย 58 

14  ลำดับเบส ขนาดของแถบดเีอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด จำนวนแถบดเีอ็นเอที่ให้ความ-
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่
เหมอืนกันระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและ
ประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแปง้ เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ 
annealing 50°ซ   60 

15 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลกัษณะต้านทานโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4785 จำนวน 2 เครื่องหมาย 62 

16 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 63 

17 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 68 

 
 
 

ช 



สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางท่ี    หนา้ 
18 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 

(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ 73 

19 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมออ่นแอต่อโรคราแป้ง เมื่อ
ใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร ์ทีอุ่ณหภูมิ annealing 50°ซ 78 

20 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4785 จำนวน 37 เครือ่งหมาย 83 

21 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA ต่อลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัว-
เขียวคู่ผสม CN72 x V4785 จำนวน 4 เครื่องหมาย 84 

22 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร ์ 87 

23 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร ์ 89 

24 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร ์ 91 

25 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์ 93 

26 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร ์ 95 

27 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร ์ 97 

28 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์ 99 

29 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร ์ 101 

30 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์ 103 

ซ 



สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางท่ี    หน้า 
31 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 

(RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร ์ 105 
32 ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง

ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4718; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ เหมือนกัน
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคใบจุด เมือ่ใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 68 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 110 

33 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4718 จำนวน 14 เครือ่งหมาย 113 

34 รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
จำนวน 48 คู่ไพรเมอร ์ 114 

35 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4718 จำนวน 7 เครือ่งหมาย 115 

36 อุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์ SSR 116 
37 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย SSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 

V4718 จำนวน 9 เครื่องหมาย 117 
38 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 

V4718 จำนวน 7 เครื่องหมาย 118 
39 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม 

CN72 x V4718 จำนวน 4 เครือ่งหมาย 118 
40 ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย SSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 

V4718 จำนวน 5 เครื่องหมาย 118 
41 ตำแหน่ง QTL ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุดในประชากร F2:9 ของคู่ผสม CN72 x 

V4718 จากการวิเคราะห์ multiple interval mapping (MIM) 119 
42 ประวัติพันธ์ุพ่อแม่ ลูกผสม F1 × F1 และลูกผสมกลับในช่ัว BC3F3 121 
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สารบัญตารางภาคผนวก 
 
ตารางภาคผนวกท่ี หน้า 
1 คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2558 135 
2 คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2561  136 
3 คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2556 137 
4 คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2559 139 
5 คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2559 141 
6 คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2560 143 
7 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2558 145 
8 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2561 145 
9 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2556 145 
10 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2559 145 
11 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2559 146 
12 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน 

ปี พ.ศ. 2560 146 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
สารบัญภาพ 

 
ภาพท่ี    หน้า 
1 การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2558 (a) และประชากร F2:10 ปี พ.ศ. 2561 (b) ต่อ

การเกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 ที่อาย ุ65 วัน 20 
2 การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2556 (a) และปี พ.ศ. 2559 (b) ต่อการเกิดโรคราแป้ง

ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4785 ที่อาย ุ65 วัน 21 
3 การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2559 (a) และปี พ.ศ. 2560 (b) ต่อการเกิดโรคใบจุด

ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ที่อาย ุ65 วัน 22 
4 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุต้านทาน V4758 (RP) พันธ์ุอ่อนแอ CN72 (SP) ลูกผสม

ที่ต้านทาน (R) และลูกผสมที่อ่อนแอ (S) ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ISSR841t ร่วมกับ 
Pto kin 1; M = 100 bp DNA ladder 59 

5 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุต้านทาน V4785 (RP) พันธ์ุอ่อนแอ CN72 (SP) ลูกผสม
ที่อ่อนแอ (S) และลูกผสมที่ต้านทาน (R) ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ISSR827 ร่วมกับ 
RLK for; M = 100 bp DNA ladder 85 

6 ตำแหน่งยีนต้านทานโรคใบจุดอยู่ระหว่างเครื่องหมาย VR393 กับ I16274 119 
7 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุแม่ CN72 พันธ์ุพ่อ A388 ลูกผสมกลับช่ัวที่ 3 (BC3F3) 

จำนวน 25 สายพันธ์ุ ที่ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ CEDG174; M = 100 bp DNA 
ladder 122 

8 สายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่เกิดจากการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน ซึ่งเป็นลูกผสม
กลับช่ัว BC3F3 เปรียบเทียบกบัพันธ์ุแม่ CN72 ทีอ่ายุ 50 วัน 123 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 



 
บทท่ี 1  
บทนำ 

คำนำ 
การวิจัยโครงการ “การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด และ

การรวมยีนต้านทานในถ่ัวเขียว ระยะที่ 2” นี้ ได้ดำเนินงานต่อเนื่องจากโครงการการพัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และการรวมยีนต้านทานในถ่ัวเขียว ซึ่งได้คัดเลือกสายพันธ์ุถ่ัวเขียว 
จำนวน 3 สายพันธ์ุ คือ V4718, V4758 และ V4785 ซึ่งทั้งสามสายพันธ์ุมีปฏิกิริยาและระดับความต้านทาน
โรคราแป้งแตกต่างกัน ความต้านทานโรคถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ และเป็นยีนต่างตำแหน่ง (non-allelic) 
(Khajudparn et al., 2007) ส่วนพันธ์ุอ่อนแอต่อโรคใช้พันธ์ุชัยนาท 72 (CN72) ซึ่งเป็นพันธ์ุที่ให้ผลผลิตสูง 
ต้านทานต่อหนอนแมลงวันเจาะลำต้น แต่อ่อนแอต่อโรคราแป้ง (ศูนย์บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์
เทคโนโลยี, 2553) โครงการวิจัยน้ีจะใช้ประโยชน์จากการพบแหล่งของยีนต้านทานโรคราแป้งใหม ่โดยการรวม
ยีนต้านทานเข้ามาไว้ในพันธ์ุเดียวกัน ซึ่งอาจสามารถเพิ่มระดับความต้านทานโรคให้สูงข้ึน ต้านทานเช้ือสาเหตุ
ของโรคราแป้งได้หลายสายพันธ์ุ อาจให้ความต้านทานต่อเช้ือราแป้งในหลากหลายท้องที่ และมีศักยภาพใน
การต้านทานโรคยาวนานข้ึน อีกทั้งจะทำการถ่ายทอดยีนต้านทานโรคราแป้งนี้ไปยังพันธ์ุชัยนาท 72 ซึ่งเป็น
พันธ์ุส่งเสริมให้มคีวามต้านทานต่อโรคราแป้ง โดยทำการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียว คู่ผสม CN72 × V4718 ด้วยวิธี
ดั้งเดิม เพื่อผลิตประชากร recombinant inbred lines; RILs ช่ัว F2:7 และ F2:8  สำหรับใช้ในการประเมินโรค
ราแป้งและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีศักยภาพใน
การต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงเพื่อใช้เป็นพ่อแม่พันธ์ุในการรวมยีนต้านทาน ส่วนงานวิจัยในโครงการการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด และการรวมยีนต้านทานในถ่ัวเขียว 
ระยะที่ 2 นี้ไดป้รับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียว คู่ผสม CN72 × V4758 เพื่อผลิตประชากร RILs ช่ัว F2:9 และ F2:10 และ
คู่ผสม CN72 × V4785 เพื่อผลิตประชากร RILs ช่ัว F2:9 โดยมีวัตถุประสงค์เดียวกันคือ พัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุลที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแปง้ และคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีศักยภาพในการต้านทานโรคและใหผ้ลผลติ
สูงเพื่อใช้เป็นพ่อแม่พันธ์ุในการรวมยีนต้านทาน  ส่วนคู่ผสม CN72 × V4718 ในโครงการนี้ ใช้พัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคใบจุด ทำการผสมพันธ์ุสายพันธ์ุที่มียีนครบทั้ง 4 ยีน (ยีน
ต้านทานโรคราแป้งจาก V4718, V4758 และ V4785 และยีนต้านทานโรคใบจุดจาก V4718) เข้าไว้ในสาย-
พันธ์ุเดียวกัน และผสมกลับไปยังพันธ์ุ CN72 เพื่อให้มีศักยภาพในการต้านทานโรคยาวนานข้ึน 

 
ความสำคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย 

ถ่ัวเขียว (Vigna radiata L.) เป็นพืชตระกูลถ่ัวที่มีความสำคัญต่อระบบเศรษฐกิจ และการเกษตร 
เพราะมีอายุสั้นประมาณ 85 วัน ทนแล้งและข้ึนในเขตร้อนได้ดี สามารถปลูกได้ในทุกภาคของประเทศไทย 
ปลูกได้ในดินทุกชนิด และปลูกได้ตลอดปี เป็นพืชบำรุงดิน ทั้งยังสามารถตรึงไนโตรเจนได้ดี เกษตรกรจึงนิยม



ปลูกสลับกับพืชชนิดอื่นทั้งก่อนหรือหลังฤดูปลูกพืชหลักหรือปลูกร่วมกับพืชชนิดอื่น นอกจากจะมีปริมาณ
โปรตีนที่สูงแล้ว (21-28%) ถ่ัวเขียวยังมี phytoestrogen, antimicrobial และ antioxidant activities ซึ่ง
อาจช่วยป้องกันโรค เช่น มะเร็ง (Women's Health Letter, 2003) สำหรับสถานการณ์การผลิตถ่ัวเขียวใน
ประเทศไทย มีพื้นที่ปลูกในปี พ.ศ. 2558 ทั้งสิ้น 849,000 ไร่ ได้ผลผลิต 99,301 ตัน คิดเป็นผลผลิตเฉลี่ย
116.96 กิโลกรัมต่อไร่ โดยความต้องการใช้ในประเทศอยู่ที่ 84 ,554 ตัน (ศรีสุดา เตชะสาน, 2558) สถิติการ
ส่งออกสินค้ามาตรฐานถ่ัวเขียวของประเทศไทยตั้งแต่ 2555-2558 อยู่ที่ 3,286.36, 527.57, 1,436.86 และ 
1,704.00 ตัน คิดเป็นมูลค่า 86.58, 15.26, 57.09 และ 69.46 ล้านบาท ตามลำดับ (สำนักงานมาตรฐาน
สินค้า, 2558) ปัจจัยสำคัญที่จำกัดผลผลิตของถ่ัวเขียว ได้แก่ การไม่ทนต่อสภาพแวดล้อม การอ่อนแอต่อโรค 
เช่น โรคราแป้ง (powdery mildew) เป็นโรคที่สร้างความเสียหายให้กับถ่ัวเขียวมากที่สุดในแถบเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ (Tsou et al., 1979) โดยทำให้ผลผลิตลดลงถึง 40 เปอร์เซ็นต์ (Asian Vegetable Research 
and Development Center, 2009) เกิดจากเช้ือรา Sphaerotheca phaseoli ซึ่งจะพบเส้นใยของเช้ือรา
ลักษณะคล้ายผงแป้งโรยอยู่บนใบล่าง ๆ สามารถเห็นได้ด้วยตาเปล่า การระบาดจะพบในถ่ัวเขียวที่ปลูกในช่วง
ฤดูแล้งที่มีอากาศค่อนข้างเย็น ระบาดได้ง่ายโดยอาศัยลม และเมื่อสปอร์ของเช้ือราตกลงบนผิวใบ จะอาศัย
ความช้ืนในบรรยากาศและบนผิวใบเข้าสู่เนื้อใบ สร้างฮอสทอเรยี (haustoria) ดูดกินน้ำเลี้ยงจากเซลลผ์ิวใบทำ
ให้เซลล์ตาย ใบเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลแดงและแห้งตายในที่สุด ถ้าเกิดในระยะติดฝักและเมล็ดเริ่มเต่งแล้ว ความ-
เสียหายด้านผลผลิตจะมีไม่มาก แต่หากเกิดในระยะออกดอก พบว่าถ่ัวเขียวจะแคระแกร็น การติดฝักไม่ดี ฝัก
และเมล็ดขนาดเล็กลง (สำนักพัฒนาคุณภาพสินค้าเกษตร, 2552) การลดความเสียหายของถ่ัวเขียวจากโรครา-
แป้งนั้นอาจทำได้หลายวิธี เช่น การใช้สารเคมี ได้แก่ triadimefon และ triazoles เป็นต้น (Zhang, 1999; 
Khunti et al., 2002) ป้องกันกำจัด หรือการใช้พันธ์ุต้านทานโรคราแป้ง 

การปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวให้ต้านทานต่อโรคราแป้งและใบจดุสามารถทำได้โดยวิธีการปรับปรุงพันธ์ุพืช
แบบดั้งเดิม (conventional breeding) ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้เวลานาน และประสบความสำเร็จช้าในการคัดเลือกต้น
ต้านทานโรค ต้องรอให้มีการระบาดของโรค (ซึ่งระบาดเฉพาะในฤดูหนาวสำหรับโรคราแป้ง และเฉพาะในฤดู
ฝนสำหรับโรคใบจุด และแสดงอาการชัดเจนในระยะที่ติดฝักแล้ว) และการคัดเลือกต้นที่มีการรวมยีนต้านทาน
หลายยีนนั้นทำได้ยาก เนื่องจากต้นที่มียีนต้านทาน 1 ยีน หรือหลายยีนอาจแสดงระดับความต้านทานไม่
แตกต่างกันมาก Reddy et al. (1994) ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะความต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียว พบว่า
ความต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวถูกควบคุมด้วยยีนแบบข่ม 2 ยีน ได้แก่ Pm-1 และ Pm-2 ซึ่งผลของยีน
แบบบวกและแบบข่มมีความสำคัญต่อการถ่ายทอดลักษณะความต้านทานโรคราแป้งสู่รุ่นลูก (Gawande and 
Patil, 2003) นอกจากนี้ Khajudparn et al. (2007) พบยีนต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียว 3 สายพันธ์ุ ซึ่งยีน
ต้านทานโรคราแป้งในทั้ง 3 สายพันธ์ุเป็นยีนเดี่ยวแบบข่มที่มีตำแหน่งต่างกันบนโครโมโซม (non-allelic) และ
มีการกระจายตัวเป็นอิสระต่อกัน หากสามารถนำยีนต้านทานโรคราแป้งทั้ง 3 ยีนมารวมไว้ในพันธ์ุเดียวกัน 
(pyramiding) อาจทำให้ได้พันธ์ุที่มีความ-ต้านทานต่อโรคหลากหลายสายพันธ์ุ (races) ข้ึน และยากต่อการ
เสื่อมสลายของความต้านทาน (resistance break down) มากขึ้น นอกจากนี้หากยีนเหล่าน้ีทำงานเสริมกัน 
อาจทำให้ระดับความต้านทานโรคสูงข้ึนด้วย  อย่างไรก็ตาม การปรับปรุงพันธ์ุพืชแบบดั้งเดิมเป็นวิธีที่ใช้
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เวลานาน และประสบความสำเร็จช้า จึงมีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลข้ึนหลายชนิด และใช้กันอย่าง
กว้างขวางในการปรับปรุงพันธ์ุพืชเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในข้ันตอนต่าง ๆ ของการปรับปรุงพันธ์ุ เช่น การศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชและโรคพืช การคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุ การใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วย
คัดเลือกลูกผสม โดยใช้ศึกษาทั้งลักษณะคุณภาพ (Fazio et al., 1999) และลักษณะปริมาณ (Veldboom 
and Lee, 1994) โดยเฉพาะการนำยีนต้านทานโรค (disease resistance genes; R genes) มาใช้ปรับปรุง
พันธ์ุพืชเพื่อให้ต้านทานโรค ทำให้การปรับปรุงพันธ์ุพืชให้ต้านทานโรคพัฒนาไปอย่างรวดเร็ว  

มีการนำเครื่องหมายโมเลกุลชนิดต่าง ๆ  เช่น simple sequence repeat (SSR), inter-simple 
sequence repeat (ISSR), amplified fragment length polymorphisms (AFLP), random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) และ restriction fragment length polymorphisms (RFLP) มาใช้ศึกษา
ความเหมือนทางพันธุกรรม  (genetic similarities) และการจำแนกพันธ์ุถ่ัวสกุล Vigna spp. หลายชนิด
รวมทั้งถ่ัวเขียวที่ระดับดีเอ็นเอ (Fatokun et al., 1993; Fatokun et al., 1997; Mignouna et al., 1998; 
Yee et al., 1999; Tantasawat et al., 2010; Khajudparn et al., 2012; Singh et al., 2014) และมีการ
พัฒนาเครื่องหมาย AFLP และ RFLP ที่มี linkage กับยีนต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียว (บุปผา ใจเที่ยง, 
2545; Zhang et al., 2008) อย่างไรก็ตาม AFLP เป็นเครื่องหมายโมเลกุลแบบข่ม และแม้ว่าจะให้ผลการ
ทดลองที่มีความแน่นอนกว่า RAPD แต่วิธีการทดลองยุ่งยากกว่า ใช้เวลานานกว่า และใช้ต้นทุนสูงกว่า RAPD, 
ISSR และ SSR  สำหรับการใช้ RAPD ทำได้ง่าย รวดเร็ว และใช้ต้นทุนต่ำ แต่บางตำแหน่ง (locus) อาจได้ผลที่
ไม่แน่นอน ส่วน RFLP เป็นวิธีการที่ต้องใช้ดีเอ็นเอเป็นปริมาณมากกว่าวิธีอื่น และมีวิธีการทดลองยุ่งยากและใช้
ค่าใช้จ่ายมากกว่าวิธีอื่น (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546) ในขณะที่ SSR มีคุณสมบัติดีหลายประการ 
เช่น ให้ข้อมูลความแตกต่างสูง มีการกระจายตัวทั่วทั้งจีโนม ได้ผลที่แน่นอน เป็นเครื่องหมายโมเลกุลแบบข่ม-
ร่วม และมีวิธีการวิเคราะห์ที่ง่าย รวดเร็ว และใช้ต้นทุนไม่มาก จึงเป็นที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในปัจจุบัน แต่
ข้อเสียของวิธีการนี้คือจะต้องมีการโคลนและหาลำดับเบสของ microsatellites (SSR) ก่อนจึงจะนำไปใช้ได้ 
(Wang et al., 1994; Cregan et al., 1999) ดังนั้นจึงมีการพัฒนา ISSR ข้ึนโดยใช้ประโยชน์จากลำดับเบส
ของ SSR นำมาใช้สร้างไพรเมอร์ขนาดประมาณ 20 นิวคลีโอไทด์เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่อยู่ระหว่าง 
microsatellites โดยตรง ทำให้ไม่จำเป็นต้องมีการโคลนและหาลำดับเบสก่อน นอกจากนี้  วิธีการนี้จะเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอที่หลายตำแหน่งของจีโนม (multilocus) เช่นเดียวกับ RAPD จึงได้ข้อมูลมากกว่า SSR ที่มี
ตำแหน่งจำเพาะในจีโนม (single locus)  มีการนำ ISSR มาใช้ประโยชน์ในการศึกษาความหลากหลายของพืช
จีนัส Vigna 18 สปีชีส์ รวมทั้งถ่ัวเขียว (Ajibade et al., 2000; Tantasawat et al., 2010) และเนื่องจากถ่ัว-
เขียวมีการกระจายตัวของ SSR อยู่ทั่วจีโนม เช่น พบจำนวนซ้ำของนิวคลีโอไทด์ (AT)n หรือ (ATT)n ในทุก ๆ 
34.6 kb ของจีโนมิกดีเอ็นเอ (Wang et al., 1994) ดังนั้นการนำเครื่องหมายชนิดนี้มาประยุกต์ใช้เพื่อบ่งช้ี
ลักษณะต้านทานโรคในถ่ัวเขียวจึงน่าจะมีโอกาสประสบความสำเร็จสูง นอกจากนี้ การนำ ISSR มาประยุกต์ใช้
ร่วมกับไพรเมอร์ที่จำเพาะต่อยีนต้านทานโรคเพื่อพัฒนาเป็นเครื่องหมายชนิดใหม่ ซึ่งจะเรียกว่า ISSR-
resistance gene analog (RGA) อาจยิ่งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ target หาเครื่องหมายที่มีลิงค์เกจ 
(linkage) กับยีนต้านทานโรค 
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การคัดเลือกประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคด้วยเครื่องหมายโมเลกุลที่มีลิงค์เกจกับ
ยีนต้านทานเป็นวิธีการที่ใช้ระยะเวลาสั้น มีประสิทธิภาพ และแม่นยำ (Sanchez et al., 2000) โดยเฉพาะใน
การรวมยีนต้านทานหลายยีน ซึ่งไม่สามารถคัดเลือกต้นที่มียีนต้านทานจำนวน 1 ยีน หรือหลายยีนได้โดยตรง
จากการประเมินระดับความต้านทาน วิธีการนี้ประสบผลสำเร็จในการรวมยีนต้านทานในพืชหลายชนิด เช่น 
รวมยีนต้านทานโรคใบไหม้ (xa5, xa13 และ Xa21) ในข้าว จำนวน 3 ยีน (Sanchez et al., 2000) รวมยีน
ต้านทานโรคใบไหม้ (ral1 และ AbR1) และแอนแทรคโนสใน lentil จำนวน 3 ยีน และรวมยีนต้านทานโรค 
ราแป้ง (Run1) และราน้ำค้าง (Rpv1) ในองุ่นจำนวน 2 ยีน (Eibach et al., 2007) เป็นต้น  แต่ในถ่ัวเขียวยัง
ไม่มีผู้ใดทดลองใช้มาก่อน แม้ว่าจะมีผู้ค้นพบเครื่องหมาย RFLP และ AFLP ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรครา-
แป้งในถ่ัวเขียว (บุปผา ใจเที่ยง, 2545; Zhang et al., 2008) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากเครื่องหมาย RFLP และ 
AFLP มีขั้นตอนที่ยุ่งยาก และต้นทุนสูง จึงอาจไม่เหมาะสมสำหรับนำมาใช้คัดเลือกประชากรถ่ัวเขียวลูกผสม
จำนวนมาก แม้มีการนำ SSR มาใช้ในการบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในประชากรถ่ัวเขียว (Kasettranan 
et al., 2010) แต่ก็ยังมีความยุ่งยากในเรื่องการโคลนและหาลำดับเบสของ microsatellites (SSR) ก่อนจึงจะ
นำไปใช้อยู่บ้าง จึงจำเป็นต้องพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิดอื่นที่ง่าย รวดเร็ว และใช้ต้นทุนน้อยกว่า  เช่น 
ISSR และ ISSR-RGA เป็นต้น โดย Bainade et al. (2014) นำ ISSR มาใช้หาความแตกต่างของถ่ัวเขียวในการ
ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด แต่ยีนต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดในแต่ละสายพันธ์ุต้านทานอาจมี
ตำแหน่งแตกต่างกัน ดังนั้นจึงจำเป็นต้องพัฒนาเครือ่งหมายที่จำเพาะกับยีนต้านทานแต่ละยีน ในโครงการวิจัย
นี้จะทำการตรวจหาเครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคราแป้ง และเครื่องหมาย 
SSR, ISSR และ ISSR-RGA ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคใบจุด และใช้เครื่องหมายดังกล่าวในการคัดเลือก
เพื่อรวมยีนต้านทานเข้าไว้ในถ่ัวเขียวพันธ์ุเดียวกัน คือ พันธ์ุชัยนาท 72 (CN72) เพื่อให้ได้พันธ์ุถ่ัวเขียวที่มีความ
ต้านทานโรคอย่างยั่งยืน สามารถต้านทานโรคได้หลากหลายสายพันธ์ุ หรือในหลายท้องที ่และให้ผลผลิตสูง ซึ่ง
จะช่วยลดต้นทุนในการผลิต และลดผลกระทบจากการใช้สารเคมีป้องกันกำจัดโรคพืชต่อมนุษย์และ
สิ่งแวดล้อม 
 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

การปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวให้ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดโดยวิธีการปรับปรุงพันธ์ุพืชแบบดั้งเดิม
นิยมใช้วิธีการผสมกลับ เนื่องจากวิธีนี้มีประสิทธิภาพในการถ่ายทอดลักษณะที่ควบคุมด้วยยีน 1-2 คู่ จากพันธ์ุ
ให้ไปยังพันธ์ุรับ (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และปิยะดา ทิพยผ่อง , 2550) การศึกษาพันธุกรรมและการถ่ายทอด
ลักษณะความต้านทานโรคราแป้ง พบการควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ ในสายพันธ์ุ VC1560A (AVRDC, 1981) สาย
พันธ์ุ PHLV18 (Poehlman, 1991) และสายพันธ์ุ ATF-3640 (Humphry et al., 2003) หรือ 2 คู่ ในสายพันธ์ุ 
RUM (Pm-1 และ Pm-2; Reddy et al., 1994) ในปี พ.ศ. 2545 บุปผา ใจเที่ยง ศึกษาการแสดงออกของยีน
ต้านทานโรคราแป้งในคู่ผสม CN36 x SUT4, CN36 x VC1210A, KPS1 x SUT4 และ KPS1 x VC1210A 
พบว่าความต้านทานโรคในแต่ละคู่ผสมถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ มีอิทธิพลของยีนทั้งแบบบวกและแบบข่ม 
ซึ่งมีผลต่อลักษณะความต้านทานโรคในระดับเดียวกัน และไม่พบการข่มข้ามคู่ของยีน อย่างไรก็ตาม ความ

4 



ต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวบางสายพันธ์ุ อาจถูกควบคุมโดยยีนหลายคู่  (AVRDC, 1981; Gawade and 
Patil, 2003) เมื่อพิจารณายีนที่ควบคุมลักษณะต้านทานโรคใบจุด Chankaew et al. (2011) พบว่าความ
ต้านทานต่อโรคใบจุดถูกควบคุมด้วยยีนข่ม 1 คู่ (single dominant gene) สอดคล้องกับการรายงานของ 
Thakur et al. (1977) อย่างไรก็ตาม ในถ่ัวเขียวบางสายพันธ์ุลักษณะต้านทานโรคใบจุดอาจถูกควบคุมโดยยีน
ด้อย 1 คู่ (single recessive gene) (Mishra et al., 1988)  

การทดสอบอัลลีล (allelic testing) ใช้ศึกษาจำนวนคู่ของยีนที่ควบคุมลักษณะต้านทานโรค การ
เป็นยีนเด่นหรือยีนด้อย และการเป็นอัลลีลของยีนต้านทานเดียวกัน หรือเป็นยีนต่างตำแหน่งกัน ดังเช่นในการ
ทดลองของ Zhang  et al. (1998) ได้ค้นพบยีนต้านทานโรค bacterial blight ของข้าวยีนใหม่ใน Oryza 
rufipogon accession WBB1 และ WBB2 โดยสั งเกตจากลักษณะความต้านทานโรคของข้าวทั้ ง  2 
accessions นี้แตกต่างกัน และแตกต่างจากพันธ์ุต้านทานเดิม เมื่อทำการผสมทดสอบอัลลีล พบว่ามีการ
กระจายตัวระหว่างต้นต้านทานและอ่อนแอต่อโรคในอัตราส่วน 3:1 ในทั้ง 2 accessions ซึ่งสรุปผลได้ว่ายีน
ต้านทานเป็นยีนเด่น 1 คู่ ดังนั้นการรวมยีนต้านทานโรคหลายยีนเข้าไว้ในพันธ์ุเดียว (pyramiding) จึงอาจเพิ่ม
ระดับความต้านทานโรคให้สูงข้ึนได้ ดังเช่นในการทดลองของ Liu et al. (2000) ได้ทำการรวมยีนต้านทานโรค
ราแป้ง ได้แก่ Pm2+Pm4a, Pm2+Pm21, Pm4a+Pm21 เข้าสู่พันธ์ุข้าวสาลี Yangl 58 ได้สำเร็จ ทำให้ได้
พันธ์ุข้าวสาลีที่มีระดับความต้านทานโรคราแป้งสูง  

มีการใช้ประโยชน์จากเครื่องหมายโมเลกุล ISSR อย่างหลากหลาย เช่น Ratnaparkhe et al. 
(1998) ได้พัฒนาเครื่องหมาย ISSR ที่อยู่ใกล้กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวในพริกหวาน พบว่าไพรเมอร์ UBC825 
(AC)8T ให้แถบดีเอ็นเอที่อยู่ห่างจากยีนต้านทานโรคเพียง 5 cM ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายโมเลกุลชนิดน้ี
สามารถตรวจพบยีนต้านทานโรคได้อย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ และสามารถให้ข้อมูลที่สำคัญในการ
วิเคราะห์จีโนมพืช ในปีเดียวกัน Fang et al. (1998) ได้ใช้เครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ RAPD ในการ
คัดเลือกส้มที่ต้านทานโรค citrus tristeza virus (CTV) ซึ่งควบคุมโดยยีนเด่น (Ctv) 1 คู่ โดยใช้วิธี bulk 
segregant analysis (BSA) พบว่ามี 10 เครื่องหมายที่อยู่ใกล้ชิดกับยีนต้านทานโรค เมื่อนำเครื่องหมาย
ดังกล่าวไปพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุล RFLP พบว่ามี 3 เครื่องหมายที่อยู่ใกล้กับยีนต้านทานมากที่สุด คือ 
Z16 ซึ่งมีการกระจายตัวร่วม (co-segregate) ไปกับ Ctv ส่วน C19 และ AD08 อยู่ห่างจากยีน 0.5 และ 0.8 
cM ตามลำดับ ต่อมา Gold et al. (1999) ได้พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR เพื่อช่วยคัดเลือกพันธ์ุต้านทาน
โรคราสนิมบนลำต้นและบนใบในข้าวสาลี โดยใช้ประชากรที่เป็น near isogenic line ที่มียีนต้านทานโรครา-
สนิมบนลำต้น (Sr39) และบนใบ (Lr35) ซึ่งได้มาจากการผสมข้าวสาลีพันธ์ุป่า (Aegilops speltoides L.) กับ 
Triticum monococcum L. โดยวิธีการผสมกลับ สามารถคัดเลือกต้นข้าวสาลีที่มีทั้งยีน Sr39 และ Lr35 ได้
สำเร็จ นอกจากนี้ เครื่องหมาย ISSR ยังถูกนำไปใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม การยืนยันความเป็น
ลูกผสมช่ัวที่หนึ่ง (F1) และการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม เช่น Ajibade et al. (2000) ได้ศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพืชตระกูลถ่ัวสปีชีส์ต่าง ๆ โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 19 ไพรเมอร์ พบว่า 
Vigna unguiculata มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมอย่างมากกับ V. triphylla และ V. reticulata  ต่อมา 
Carvolho et al. (2005) สามารถใช้เครื่องหมาย ISSR เพื่อยืนยันความเป็นลูกผสมช่ัวที่ 1 (F1) ในการผสม
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ข้ามสปีชีส์ของพืชวงศ์ Triticeae ได้สำเร็จ และ Khajudparn et al. (2012) ประสบความสำเร็จในการใช้
เครื่องหมาย ISSR ยืนยันความเป็นลูกผสมช่ัวที่ 1 ในถ่ัวเขียว จำนวน 6 คู่ผสม ที่มีลักษณะคล้ายพันธ์ุแม่มาก 
และไม่สามารถจำแนกได้ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

มีการนำยีนที่มีลำดับนิวคลีโอไทด์คล้ายยีนต้านทานโรค (resistance gene analog; RGA) ไปใช้
ประโยชน์ในการหาตำแหน่งของยีนต้านทานโรค และคัดเลือกต้นต้านทานโรค อาทิเช่น Donald et al. 
(2002) พบว่าเครื่องหมาย RFLP ที่พัฒนาจาก RGAs จำนวน 3 เครื่องหมายที่อยู่ใกล้กับยีนต้านทานโรครา
แป้งในองุ่น สามารถนำมาใช้ในการคัดเลือกพันธ์ุองุ่นต้านทานโรคราแป้งได้  ต่อมา Van der Linden et al. 
(2004) ได้ใช้ไพรเมอร์ที่เป็นคู่สมกับบริเวณ NBS region ในการตรวจสอบยีนต้านทานโรคในมันฝรั่ง มะเขือ
เทศ ข้าวบาร์เลย์ และกะหล่ำ พบว่ายีนต้านทานโรคที่พบในพืชเหล่านี้มีความคล้ายคลึง 80-100% กับยีน
ต้านทานโรคต่าง ๆ หลายชนิด และมีการดัดแปลงใช้ RGA ร่วมกับเครื่องหมายโมเลกุลชนิดอื่นตรวจสอบ
บริเวณของยีนต้านทานโรค อาทิเช่น Hayes et al. (2000) ได้ใช้เครื่องหมายโมเลกุล RGA-AFLP โดยใช้ไพร-
เมอร์ที่เป็นคู่สมกับบริเวณ P-loop ใน NBS region ของ N gene, L6 gene และ RPS2 gene ในการพัฒนา
เครื่องหมาย RGA-AFLP ที่อยู่ใกล้ตำแหน่งของยีนต้านทานโรค mosaic virus ในถ่ัวเหลือง (Rsv1) ได้
เครื่องหมายโมเลกุล 4 เครื่องหมายคือ R11, R12, R13 และ R14 ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรค Rsv1  
เช่นเดียวกัน Mingpei et al. (2005) พบว่าเครื่องหมายโมเลกุล  AntjM2 ซึ่งพัฒนาจาก AFLP ร่วมกับ 
degenerate primers ที่เป็นคู่สมกับบริเวณ NBS region ของยีนต้านทานโรคมีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรค 
แอนแทรคโนสใน Lupin fruit งานวิจัยเหล่าน้ีช้ีให้เห็นว่าลำดับเบสของ NBS-LRR ที่มีลิงค์เกจ หรือเป็นส่วน
หนึ่งของยีนต้านทาน เมื่อใช้ตามลำพัง หรือใช้ร่วมกับเครื่องหมายชนิดอื่นมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะนำมาใช้
ตรวจหาตำแหน่งยีนต้านทานโรคสำหรับนำมาใช้โคลนยีนต้านทานโรค (map-based cloning) หรือใช้สำหรับ
คัดเลือกพันธ์ุได้  

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพื่อพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR หรือ ISSR-RGA ที่บ่งช้ีลักษณะความต้านทานโรคราแป้งและ
โรคใบจุดในถ่ัวเขียว และใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลสำหรับการคัดเลือกพันธ์ุ ซึ่งอาจนำไปสู่การโคลนยีน
ต้านทานต่อโรคราแป้งและโรคใบจุดของถ่ัวเขียวในอนาคต 

2. เพื่อถ่ายทอดยีนต้านทานโรคราแป้งจากถ่ัวเขียวสายพันธ์ุ V4758 และ V4785 และยีนต้านทาน
โรคใบจุด 1 ยีน จากถ่ัวเขียวสายพันธ์ุ V4718 รวมเข้าไว้ในสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งที่มียีนต้านทานโรครา-
แป้งจากถ่ัวเขียวสายพันธ์ุ V4718 ซึ่งได้จากโครงการวิจัยในระยะที่ 1 เพื่อรวมยีนต้านทานทั้ง 4 ยีนเข้าไว้ใน
พันธ์ุเดียวกัน คือ พันธ์ุ CN72 โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยคัดเลือก ซึ่งจะทำให้ได้พันธ์ุต้านทานโรคราแป้งที่
ยั่งยืนและสามารถต้านทานต่อโรคใบจุดด้วย สำหรับส่งเสริมเกษตรกรในอนาคต 

3. เพื่อคัดเลือกสายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่มีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจากประชากร RILs  
ของคู่ผสม CN72 x V4718, CN72 x V4758 และ/หรือ CN72 x V4785 เพื่อนำไปใช้ในการรวมยีนต้านทาน 
และใช้เป็นแหล่งพันธุกรรมในการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวในอนาคต 
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ขอบเขตของการวิจัย 
1. ถ่ัวเขียวสายพันธ์ุต้านทานโรคราแป้งที่คัดเลือกได้จากโครงการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวเพื่อเพิ่ม

ผลผลิตในระยะที่ 2 จำนวน 3 สายพันธ์ุ คือ V4718, V4758 และ V4785 ซึ่งทั้งสามสายพันธ์ุมีปฏิกิริยาและ
ระดับความต้านทานโรคราแป้งแตกต่างกัน ความต้านทานโรคของแต่ละสายพันธ์ุถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ 
และเป็นยีนต่างตำแหน่งกัน (Khajudparn et al., 2007)  ส่วนพันธ์ุอ่อนแอต่อโรคใช้พันธ์ุ CN72 ซึ่งเป็นพันธ์ุ
ที่ให้ผลผลิตสูง และต้านทานต่อหนอนแมลงวันเจาะลำต้น (ศูนย์บริการฉายรังสีแกมมาและวิจัยนิวเคลียร์-
เทคโนโลยี, 2553) นอกจากนี้ ใช้ถ่ัวเขียวสายพันธ์ุที่มีการรวมยีนต้านทานโรคราแป้งจากสายพันธ์ุ V4718 ซึ่ง
พัฒนาได้จากโครงการวิจัยระยะที่ 1 

2. ประชากร RILs ของคู่ผสม CN72 x V4758 และ/หรือ CN72 x V4785 มีการกระจายตัวของยีน
ต้านทานโรคราแป้ง และคู่ผสม CN72 x V4718 มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคใบจุด สำหรับทดสอบ
เครื่องหมาย SSR ที่เคยมีรายงานว่ามีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียว และพัฒนาเครื่องหมาย ISSR 
หรือ ISSR-RGA ที่สามารถบ่งช้ีลักษณะความต้านทานโรคราแป้งและ/หรือโรคใบจุด 

3. ปลูกพืชและประเมินโรคในแปลงทดลอง ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  ในฤดูซึ่งมีการ
ระบาดของโรค (ฤดูหนาว) และโรคใบจุด (ฤดูฝน) และทำการวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุลในห้องปฏิบัติการ
ปรับปรุงพันธ์ุพืช อาคารศูนย์เครื่องมือและวิทยาศาสตร์ 3 
 
ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 

1. เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป    
1.1  ได้เครื่องหมาย ISSR และ/หรือ ISSR-RGA ที่สามารถบ่งช้ีลักษณะความต้านทานโรคราแป้ง

และ/หรือโรคใบจุดในถ่ัวเขียว และสามารถใช้คัดเลือกต้นที่ได้รับการรวมยีนต้านทานโรคหลายยีนเข้าไว้ในพันธ์ุ/
สายพันธ์ุเดียวกันได้ และอาจสามารถบ่งช้ีต้นต้านทานโรคในพันธ์ุ/สายพันธ์ุ อื่น ๆ ได้ในเวลาอันรวดเร็ว โดยไม่
ต้องรอให้มีการระบาดของโรค คัดเลือกได้ตั้งแต่ระยะต้นกล้าก่อนการผสมพันธ์ุ สามารถย่นระยะเวลาในการ
คัดเลือก และประหยัดค่าใช้จ่ายในการจัดการพื้นที่เพาะปลูกและการดูแลรักษา 

1.2  ได้พันธ์ุปรับปรุงที่มีพันธุกรรมและลักษณะคล้าย CN72 ที่มีความต้านทานโรคราแป้งสูงข้ึน 
จากการรวมยีนต้านทานโรคราแป้งทั้ง 3 ยีน และมียีนต้านทานโรคใบจุดเพิ่มอีก 1 ยีนด้วย 

1.3  ได้สายพันธ์ุปรับปรุงที่มียีนต้านทานโรคราแป้ง 2 หรือ 3 ยีน และมีมียีนต้านทานโรคใบจุด 1 
ยีน และ/หรือให้ผลผลิตสูง ซึ่งสามารถใช้เป็นแหล่งพันธุกรรมในการถ่ายทอดยีนไปสู่พันธ์ุรับรองอื่นที่อ่อนแอ
ต่อโรคราแป้งได้ 

2. นำไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ หลังจากทำการทดสอบพันธ์ุปรับปรุงดังกล่าวหลายสภาพแวดล้อมแล้ว 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสรุนารีอาจทำการจดทะเบียนพันธ์ุ และผลิตเมล็ดพันธ์ุในเชิงพาณิชย์ หรืออาจส่งต่อให้
กรมวิชาการเกษตรทำการทดสอบพันธ์ุต่อในระดับชาติ และส่งเสริมแก่เกษตรกรในอนาคต เพื่อลดการนำเข้า
ถ่ัวเขียวจากต่างประเทศ และเพิ่มอัตราการส่งออก 

3.  เพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตถ่ัวเขียว โดยให้ผลผลิตต่อหน่วยลงทุนสูงข้ึน 
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4.  เป็นประโยชน์ต่อประชากรกลุม่เปา้หมาย เกษตรกรผู้ปลกูถั่วเขียวได้รายได้เพิ่มข้ึนจากการปลกูถั่ว-
เขียว เป็นการแก้ปัญหาความยากจน ลดการใช้สารเคมีกำจัดโรคแป้ง ที่เป็นอันตรายต่อสุขภาพเกษตรกร 
ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม และลดต้นทุนการผลิตและส่งเสริมให้มีการปลูกถั่วเขียวเป็นพืชหมุนเวียนเพื่อบำรุง
ดินร่วมกับการปลูกพืชอื่น จึงลดการใช้ปุ๋ยเคมีและเพิ่มประสิทธิภาพการปลูกพืชชนิดอื่นด้วย  

5. ได้นักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาซึ่งมีความรู้และประสบการณ์ทางด้านการปรับปรุงพันธ์ุพืชโดยวิธี
ดั้งเดิม และด้านชีววิทยาระดับโมเลกุลซึ่งเป็นสาขาวิชาที่ขาดแคลน 1 คน 
 6.  ได้ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการ 2 เรือ่ง 
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บทท่ี 2  

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

ส่วนท่ี 1  การประเมินโรคในถ่ัวเขียว 
1.1 การประเมินโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 

 ทำการผลิตประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคราแป้ง (RILs) โดยการผสมระหว่างถ่ัว-
เขียวพันธ์ุ CN72 (พันธ์ุอ่อนแอ) กับ V4758 (สายพันธ์ุต้านทาน) และพันธ์ุ CN72 กับ V4785 (สายพันธ์ุต้านทาน) 
เพื่อผลิตเมล็ดลูกผสมช่ัวที่หนึ่ง (F1) ปลูกเมล็ด F1 ผสมตัวเองเพื่อผลิตประชากร F2 ปลูก F2 จำนวน 180-200 ต้น 
ผสมตัวเองแล้วเก็บหนึ่งเมล็ดต่อต้นเพื่อปลูกในช่ัวถัดไป ทำเช่นเดียวกันจนถึงประชากร F2:6 ผสมตัวเอง และปลูก
ประเมินโรคราแป้งในช่วงปี พ.ศ. 2556 ถึง 2561 โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก 
(randomized complete block design; RCBD) จำนวน 3 แถว แต่ละแถวยาว 2 เมตร ระยะระหว่างแถว 
50 เซนติเมตร และระยะระหว่างหลุม 20 เซนติเมตร โดยปลูกพันธ์ุเปรียบเทียบ (CN72, V4758 และ V4785) 
ทุก 10 แถว ถอนแยกให้เหลือ 3 ต้นต่อหลุม ใส่ปุ๋ย N-P-K สูตร 12-24-12 อัตรา 30 กก./ไร่ และคาร์โบฟูแรน 
(carbofuran; 3% G) รองพื้นอัตรา 10 ก./หลุม ก่อนปลูกทําการพ่นสารเคมีป้องกันวัชพืชด้วยอะลาคลอร์ 
(alachlor) หลังจากงอกได้ 10 วัน ทําการถอนแยกให้เหลือ 2 ต้น/หลุม เมื่อถ่ัวเขียวอายุ 25-30 วัน ทำการใส่
ปุ๋ย N-P-K สูตร 12-24-12 อัตรา 30 กก ./ไร่ พร้อมพูนโคน แล้วทํ าการฉีดพ่นสารโมโนโครโตฟอส 
(monocrotophos) อัตรา 15-20 ซีซี./น้ำ 20 ลิตร เพื่อป้องกันหนอนแมลงวันเจาะลําต้นถ่ัว จนถ่ัวเขียวอายุได้ 
2 เดือน พ่นสารโมโนโครโตฟอส อัตรา 40 ซีซี./น้ำ 20 ลิตร เพื่อป้องกันหนอนเจาะฝักถ่ัวเขียว ใช้แรงงาน
กำจัดวัชพืชเมื่อข้ึนหนาแน่น ให้นํ้าสัปดาห์ละ 1 ครั้ง และประเมินระดับความต้านทานโรคราแป้งของต้น RIL ทุก
ต้น โดยใช้วิธีการของปริญญา ขจัดพาล (2552) ซึ่งแบ่งเป็นระดับคะแนน 1-9 ดังนี้  

1 คะแนน = ไมม่ีอาการโรค 
2 คะแนน = พบแผล 2-3 แผลบนใบตอนล่าง 
3 คะแนน = พบแผล 2-3 แผลบนใบตอนล่าง เช้ือเริม่สร้างสปอร ์
4 คะแนน = พบแผลจำนวนมากบนใบตอนล่างและตอนกลาง เช้ือเริม่สร้างสปอร์ 
5 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 4 ใบเริ่มเหลืองหรือแห้งกรอบ เช้ือสร้างสปอร์มาก 
6 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 5 สามารถมองเห็นอาการได้ในระยะไกล เช้ือสร้างสปอร์มาก 
7 คะแนน = พบแผลบนใบทั่วทั้งต้น ใบแห้งกรอบแต่ไม่เกิน 25% 
8 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 7 ใบแห้งกรอบ 25-50% 
9 คะแนน = ใบแห้งกรอบมากกว่า 50% 

นำค่าเฉลี่ยคะแนนการเกิดโรคราแป้งมาจัดอันดับความต้านทานดังนี้ ช่วงคะแนน 1-4.9 เป็นสายพันธ์ุต้านทาน 
และ 5-9 เป็นสายพันธ์ุอ่อนแอ วิเคราะห์ค่าไคสแควร์ (χ2) เพื่อศึกษาการกระจายตัวของประชากรต่อโรคราแป้ง 



และใช้โปรแกรมทางสถิติ SPSS version 14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) เพื่อศึกษาความสัมพันธ์
ของการเกิดโรคราแป้งทั้งสองปี พร้อมทั้งวิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติของระดับความรุนแรงในการเกิด
โรค  โดย เป รี ยบ เที ยบ ค่าเฉลี่ ยแบบ  Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ซึ่ งแปล งค่ า 
(transform) คะแนนการเกิดโรคราแป้งโดยใช้สูตร X’ = (X + 1)1/2 และวิเคราะห์อัตราพันธุกรรมแบบกว้าง 
(broad sense heritability) ทั้งสองปีตามวิธีการของปริญญา ขจัดพาล (2552)  
 1.2  การประเมินโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718  

ทำการผลิตประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคราแป้ง (RILs) โดยการผสมระหว่าง
ถ่ัวเขียวพันธ์ุ CN72 (พันธ์ุอ่อนแอ) กับ V4718 (สายพันธ์ุต้านทาน) เพื่อผลิตเมล็ดลูกผสมช่ัวที่หนึ่ง (F1) ปลูก
เมล็ด F1 ผสมตัวเองเพื่อผลิตประชากร F2 ปลูก F2 จำนวน 180-200 ต้น ผสมตัวเองแล้วเก็บหนึ่งเมล็ดต่อต้น
เพื่อปลูกในช่ัวถัดไป ทำเช่นเดียวกันจนถึงประชากร F2:9 เพื่อประเมินโรคใบจุดในปี พ.ศ. 2559 และ 2560 
ตามลำดับ โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก (randomized complete block design; 
RCBD) จำนวน 3 แถว แต่ละแถวยาว 2 เมตร ระยะระหว่างแถว 50 เซนติเมตร และระยะระหว่างหลุม 20 
เซนติเมตร โดยปลูกพันธ์ุเปรียบเทียบ (CN72 และ V4718) ทุก 10 แถว ถอนแยกให้เหลือ 3 ต้นต่อหลุม ใส่ปุย๋ 
N-P-K สูตร 12-24-12 อัตรา 30 กก./ไร่ และคาร์โบฟูแรน (carbofuran; 3% G) รองพื้นอัตรา 10 ก./หลุม 
ก่อนปลูกทําการพ่นสารเคมีป้องกันวัชพืชด้วยอะลาคลอร์ (alachlor) หลังจากงอกได้ 10 วัน ทําการถอนแยก
ให้เหลือ 2 ต้น/หลุม เมื่อถ่ัวเขียวอายุ 25-30 วัน ทำการใส่ปุ๋ย N-P-K สูตร 12-24-12 อัตรา 30 กก./ไร่ พร้อม
พูนโคน แล้วทําการฉีดพ่นสารโมโนโครโตฟอส  (monocrotophos) อัตรา 15-20 ซีซี./น้ำ 20 ลิตร เพื่อ
ป้องกันหนอนแมลงวันเจาะลําต้นถ่ัว จนถ่ัวเขียวอายุได้ 2 เดือน พ่นสารโมโนโครโตฟอส อัตรา 40 ซีซี./น้ำ 20 
ลิตร เพื่อป้องกันหนอนเจาะฝักถั่วเขียว ใช้แรงงานกำจัดวัชพืชเมื่อข้ึนหนาแน่น ให้นํ้าสัปดาห์ละ 1 ครั้ง และ
ประเมินระดับความต้านทานโรคใบจุดของต้น F2:9 ทุกต้น โดยใช้วิธีการของสมพงศ์ จันทร์แก้ว (2552) ซึ่ง
แบ่งเป็นระดับคะแนน 1-5 ดังนี้  

1 คะแนน = 0 เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 
2 คะแนน = 1-25 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
3 คะแนน = 26-50 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
4 คะแนน = 51-75 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
5 คะแนน = 76-100 เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 

นำค่าเฉลี่ยคะแนนการเกิดโรคใบจุดมาจัดอันดับความต้านทานดังนี้ ช่วงคะแนน 1-2.9 เป็นสายพันธ์ุต้านทาน 
และ 3-5 เป็นสายพันธ์ุอ่อนแอ วิเคราะห์ค่าไคสแควร์ (χ2) เพื่อศึกษาการกระจายตัวของประชากรต่อโรคใบจุด 
และใช้โปรแกรมทางสถิติ SPSS version 14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) เพื่อศึกษาความสัมพันธ์
ของการเกิดโรคใบจุดทัง้สองป ีพร้อมทั้งวิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติของระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
โดยเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ซึ่งแปลงค่า (transform) 
คะแนนการเกิดโรคใบจุดโดยใช้สูตร X’ = (X + 1)1/2 และวิเคราะห์อัตราพันธุกรรมแบบกว้าง (broad sense 
heritability) ทั้งสองปีตามวิธีการของปริญญา ขจัดพาล (2552) 
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ส่วนท่ี 2  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล  
 2.1  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ท่ีบ่งชี้ลักษณะต้านทานโรคราแป้งใน
ถั่วเขียว 
 2.1.1 ใช้วิธี bulk segregant analysis (BSA) ในการทดลองเพื่อประหยัดเวลา แรงงาน และ
ค่าใช้จ่ายในการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ/หรือ ISSR-RGA ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคราแป้ง  
โดยจะทำการ screen เครื่องหมายเบื้องต้นด้วยดีเอ็นเอจาก 4 แหล่งก่อนคือ 1) พันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ CN72 2) สาย-
พันธ์ุพ่อที่ต้านทานโรค (V4758 และ V4785) 3) ดีเอ็นเอประชากรรวมต้านทาน (resistant bulk DNA) และ 4) 
ดีเอ็นเอประชากรรวมอ่อนแอ (susceptible bulk DNA) คัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายที่ให้ความแตกต่าง 
(polymorphism) ระหว่างพันธ์ุอ่อนแอ และสายพันธ์ุต้านทาน และจาก polymorphic markers กลุ่มนี้ 
คัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายที่ให้รูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนกันระหว่างพันธ์ุอ่อนแอ และดีเอ็นเอประชากรรวม
อ่อนแอ และระหว่างสายพันธ์ุต้านทานโรค และดีเอ็นเอประชากรรวมต้านทาน นำเครื่องหมายดังกล่าวไป
ทดสอบในประชากรที่มกีารกระจายตัวของยีนต้านทานโรคเป็นรายต้น เพื่อตรวจหาเครื่องหมายที่มีลิงค์เกจกับ
ยีนต้านทานโรค และประเมินระยะห่างระหว่างเครื่องหมายและยีนต้านทานโรคต่อไป โดยมีรายละเอียดของ
แต่ละข้ันตอนดังนี้ 
   2.1.2 การผลิตประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคราแป้งตามข้อมูลในส่วนที่ 1 
โดยใช้คะแนนการเกิดโรคราแป้งที่ 65 วัน  

2.1.3 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 
 ทำการเก็บใบอ่อนของถ่ัวเขียวแต่ละต้น และพ่อแม่พันธ์ุ เพื่อสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ 
Lodhi et al. (1994) นำดีเอ็นเอของต้นที่ต้านทานโรค จำนวน 10 ต้น มารวมในสัดส่วนที่เท่ากัน เป็นดีเอ็นเอ
ประชากรรวมต้านทาน (resistant bulk DNA) และนำดีเอ็นเอของต้นที่อ่อนแอต่อโรค จำนวน 10 ต้น มารวม
ในสัดส่วนที่เท่ากัน เป็นดีเอ็นเอประชากรรวมอ่อนแอ (susceptible bulk DNA)           

2.1.4 การวิเคราะห์ ISSR (ISSR analysis)   
      ทำการวิเคราะห์โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวนประมาณ 63 ไพรเมอร์จาก University of 

British Columbia โดยมีวิธีการดังนี้ 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR โดยใช้องค์ประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอ 150 ng, 1x buffer 

[10 mM Tris-HCl (pH 9.1), 0.01% TritonTMX-100 และ 50 mM KCl], 250 M dNTP, 3.5 mM MgCl2, 
0.4 M ไพรเมอร์ ISSR และ Taq DNA polymerase 1 unit โดยใช้ข้ันตอนอุณหภูมิดังนี้  
 Denaturing step:   อุณหภูมิ 95 oซ      5 นาที      จำนวน 1 รอบ  

Denaturing step:   อุณหภูมิ 95 oซ      1 นาที 
 Annealing step:    อุณหภูมิ 50 oซ   1 นาที      จำนวน 35 รอบ 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72 oซ       1 นาที 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72 oซ      10 นาที     จำนวน 1 รอบ  
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(อาจจำเป็นต้องปรบั annealing temperature ให้เหมาะสมสำหรับแต่ละไพรเมอร์) หลังจากนั้นนำตัวอย่างดี-
เอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ไปแยกขนาดภายใต้สนามไฟฟ้า 200 โวลต์ บน denaturing polyacrylamide gel 
6% เป็นเวลา 70 นาที แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยซิลเวอร์ตามวิธีการของ Sambrook and Russell (2001) 
 2.1.5 การวิเคราะห์ ISSR-RGA  

      คัดเลือกเฉพาะไพรเมอร์ ISSR ที่ให้แถบดีเอ็นเอชัดเจนจากข้อ 2.1.4 และใช้ไพรเมอร์ที่
จำเพาะต่อยีนต้านทานโรค 4 ชนิด คือ ไพรเมอร์ GLPLAL 1 และ P-Loop (Mahanil, 2007) ไพรเมอร์ Pto 
kin-1 (Chen et al., 1998) และ RLK-for (Feuillet et al., 1997) และค้นหาลำดับนิวคลี โอไทด์ของ 
powdery mildew resistance gene ของถ่ัวเขียว (Vigna radiata) จากเว็บไซด์ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) จำนวน 10 รหัส (LOC106769116, LOC106778864, LOC106774555, 
LOC106771308, LOC106771113, LOC106764014, LOC106763934, LOC106763034, LOC106759013 
และ LOC106756406) จากนั้นดาวน์โหลดลำดับนิวคลีโอไทด์ในรูปแบบ fasta format มาใช้ออกแบบไพร-
เมอร์จำเพาะ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์โดยใช้โปรแกรม Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/ 
primer3/primer3_wwwcgi) และสั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์จากบริษัท THEERA TRADING co., LTD. จำนวน 
2 ไพรเมอร์ ประกอบด้วย PMR1R และ PMR5R โดยมีวิธีการดังนี้ 

 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR โดยใช้องค์ประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอ 150 ng, 1x buffer 
[10 mM Tris-HCl (pH 9.1), 0.01% TritonTMX-100 และ 50 mM KCl], 250 M dNTP, 3.5 mM MgCl2, 
0.4 M ไพรเมอร์ ISSR, 1 M RGA primer และ Taq DNA polymerase 1 unit โดยใช้ข้ันตอนอณุหภูมิดังนี้  
 Denaturing step:   อุณหภูมิ 95oซ       5 นาที      จำนวน 1 รอบ  

Denaturing step:   อุณหภูมิ 95oซ       1 นาที 
 Annealing step:    อุณหภูมิ 50oซ        1 นาที       จำนวน 35 รอบ 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72oซ          1 นาที 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72oซ        10 นาที       จำนวน 1 รอบ  
หลังจากนั้นนำตัวอย่างดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ไปแยกขนาดภายใต้สนามไฟฟ้า 200 โวลต์ บน denaturing 
polyacrylamide gel 6% เป็นเวลา 70 นาที แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยซิลเวอร์ตามวิธีการของ Sambrook 
and Russell (2001) 

 2.1.6  การตรวจหาเครื่องหมายที่มีลิงค์เกจ (linkage) กับยีนต้านทานโรค  
วิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอจากไพร -

เมอร์ ISSR หรือ ISSR-RGA  โดยนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดของพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่ในแต่ละไพรเมอร์ 
(number of scorable bands; NB) จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ 
(number of polymorphic bands between resistant and susceptible parents; NPB) ตรวจหาการมี
ลิงค์เกจระหว่างเครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA กับยีนต้านทานโรคด้วยวิธี BSA โดยสังเกตการมีและไม่มี
แถบดีเอ็นเอดังกล่าวระหว่างสายพันธ์ุพ่อที่ต้านทาน (resistant parent) และประชากรรวมที่ต้านทาน 
(resistant bulk DNA) และระหว่างพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ (susceptible parent) และประชากรรวมที่อ่อนแอ 
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(susceptible bulk DNA) โดยถ้าพบแถบดีเอ็นเอดังกล่าวในสายพันธ์ุพ่อที่ต้านทานและประชากรรวมที่
ต้านทานเหมือนกัน แต่ไม่พบแถบดีเอ็นเอดังกล่าวในพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอและประชากรรวมที่อ่อนแอ หรือไม่พบ
แถบดีเอ็นเอในสายพันธ์ุพ่อที่ต้านทานและประชากรรวมที่ต้านทาน แต่พบในทั้งพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอและประชากร
รวมที่อ่อนแอ แสดงว่าน่าจะมีลิงค์เกจระหว่างเครื่องหมายน้ันกับยีนต้านทานโรค นำเครื่องหมายดังกล่าวไป
ศึกษาต่อไป 
 ตรวจสอบเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่น่าจะมีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคราแป้ง โดยวิเคราะห์
แยกต้น ใช้ต้นที่ต้านทาน (resistant individual RIL) และอ่อนแอ (susceptible individual RIL) อย่างละ 
10 ต้น บันทึกการมีและไม่มีแถบดีเอ็นเอ คัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายที่ให้แถบ/ไม่ให้แถบดีเอ็นเอตามที่คาดไว้
ในต้นอย่างน้อย 16 จาก 20 ต้น สำหรับใช้ทดสอบในประชากรขนาด 100 ต้นต่อไป  
 2.1.7 การหาระยะห่างระหว่างเครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA และยีนต้านทานโรคราแป้ง 
 นำเครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA ที่คัดเลือกจากข้อ 2.1.6 มาประเมินระยะห่างกับ
ยีนต้านทานโรคราแป้ง โดยใช้ต้นที่ต้านทาน (resistant individual RIL) และอ่อนแอ (susceptible individual 
RIL) อย่างละ 50 ต้น บันทึกการมีและไม่มีแถบดีเอ็นเอ นับจำนวนต้นที่ เกิด recombination ระหว่าง
เครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA และยีนต้านทานโรค แล้วนำมาคำนวณ % recombination ดังนี ้

% recombination = จำนวนต้นที่เกิด recombination   x 100 
                                      จำนวนต้นทั้งหมด  

 วิเคราะห์สหสัมพันธ์ของการกระจายตัวของเครื่องหมายโมเลกุลด้วยโปรแกรมทางสถิติ 
SPSS version 14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) และวิเคราะห์ลิงค์เกจด้วยโปรแกรม MAPMAKER 
3.0 (Lander et al., 1978) 
 2.1.8  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA และยีนต้านทาน
โรคราแป้ง 
  นำข้อมูลการเกดิโรคราแปง้เฉลีย่แต่ละต้น และข้อมูลของเครื่องหมายโมเลกลุมาวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลและยีนต้านทานโรคราแป้งแบบ multiple interval mapping 
(MIM) (Kao et al., 1999) ด้วยโปรแกรม WinQTLcart 2.5 (Wang et al., 2007) โดยวิเคราะห์จากผลของ 
composite interval mapping (CIM) กำหนดค่า permutation ที่ 1,000 รอบ และค่าความเช่ือมั่นที่  
95.0% เพื่อคำนวณหา significance threshold ของค่า LOD ที่สามารถแยกตำแหน่ง major QTL ออกมา
จากบริเวณอื่นๆ ได้ 

2.2 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ท่ีบ่งชี้ลักษณะความต้านทานโรคใบจุดในถั่วเขียว 
2.2.1  ใช้วิธี BSA ในการทดลองเพื่อประหยัดเวลา แรงงาน และค่าใช้จ่ายในการทดสอบ

เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่เคยมีรายงานว่ามีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคใบจุด ได้แก่ เครื่องหมาย CEDC031, 
CEDG044, CEDG084, CEDG117, CEDG305, VR108 และ VR393 (Chankaew et al., 2011) โดยจะทำการ 
screen เครื่องหมายเบื้องต้นด้วยดีเอ็นเอจาก 4 แหล่งก่อนคือ 1) พันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ CN72 2) สายพันธ์ุพ่อที่
ต้านทานโรค (V4718) 3) ดีเอ็นเอประชากรรวมต้านทาน (resistant bulk DNA) 4) ดีเอ็นเอประชากรรวม
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อ่อนแอ (susceptible bulk DNA) คัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายที่ให้ความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่าง
พันธ์ุอ่อนแอ และสายพันธ์ุต้านทาน และจาก polymorphic markers กลุ่มนี้  คัดเลือกเฉพาะเครื่องหมายที่ให้
รูปแบบแถบดีเอ็นเอเหมือนกันระหว่าง พันธ์ุอ่อนแอ และดีเอ็นเอประชากรรวมอ่อนแอ และระหว่างสายพันธ์ุ
ต้านทานโรค และดีเอ็นเอประชากรรวมต้านทาน นำเครื่องหมายดังกลา่วไปทดสอบในประชากรที่มีการกระจาย
ตัวของยีนต้านทานโรคเป็นรายต้น  เพื่อตรวจหาเครื่องหมายที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรค และประเมิน
ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายและยีนต้านทานโรคต่อไป  โดยมีรายละเอียดของแต่ละข้ันตอนดังนี้ 

2.2.2 การผลิตประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคใบจุด 
ทำการผลิตประชากรที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคใบจุด RILs โดยการผสม

ระหว่างถ่ัวเขียวพันธ์ุ CN 72 (พันธ์ุอ่อนแอ) กับ V4718 (สายพันธ์ุต้านทาน) เพื่อผลิตเมล็ดลูกผสมช่ัวที่หนึ่ง (F1) 
ปลูกเมล็ด F1 ผสมตัวเองเพื่อผลิตประชากร F2 ปลูก F2 จำนวน 180-200 ต้น ผสมตัวเองแล้วเก็บหนึ่งเมล็ดต่อต้น
เพื่อปลูกในช่ัวถัดไป ทำเช่นเดียวกันจนถึงประชากร F2:9 ปลูกถ่ัวเขียวพันธ์ุ CN72, V4718 และประชากร F2:9 
ของ CN72 x V4718 จำนวน 180-200 ต้น ในช่วงที่มีโรคใบจุดระบาด ประเมินระดับความต้านทานโรคใบจุดของ
ต้น F2:9 ทุกต้น โดยใช้วิธีการของสมพงศ์ จันทร์แก้ว (2552) 

2.2.3 การสกัดดีเอ็นเอ  
ทำการเก็บยอดอ่อน  ฝักอ่อน หรือดอกอ่อนของถ่ัวเขียวแต่ละต้น และพ่อแม่พันธ์ุ เพื่อ

สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของ Lodhi et al. (1994) นำดีเอ็นเอของต้นที่ต้านทานโรค 10 ต้น มารวมในสัดส่วนที่
เท่ากัน เป็นดีเอ็นเอประชากรรวมต้านทานและนำดีเอ็นเอของต้นอ่อนแอต่อโรค 10 ต้น มารวมในสัดส่วนที่
เท่ากัน เป็นดีเอ็นเอประชากรรวมอ่อนแอ  

2.2.4 การวิเคราะห์ SSR (SSR analysis)   
ทำการวิเคราะห์โดยใช้ไพรเมอร์ SSR จำนวน 7 เครื่องหมาย จาก Chankaew et al. 

(2011) โดยมีวิธีการดังนี้ 
เพิ่มปริมาณดีเอน็เอด้วยวิธี PCR โดยใช้องค์ประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอ 2 ng, 1x buffer [20 

mM Tris-HCl (pH 8.4) และ 50 mM KCl], 0.2 mM dNTP, 2 mM MgCl2, 0.5 M ไพรเมอร์ SSR และ Taq 
DNA polymerase 1 unit โดยใช้ข้ันตอนอุณหภูมิดังนี้  
 Denaturing step:   อุณหภูมิ 94 oซ        2 นาที      จำนวน 1 รอบ  

Denaturing step:   อุณหภูมิ 94 oซ     30 วินาที 
 Annealing step:    อุณหภูมิ 50-65 oซ 30 วินาที       จำนวน 35 รอบ 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72 oซ        1 นาที 
 Elongation step:   อุณหภูมิ 72 oซ       10 นาที      จำนวน 1 รอบ  
                        (อาจจำเป็นต้องปรับ annealing temperatureให้เหมาะสมสำหรับแต่ละไพรเมอร์) 

หลังจากนั้นนำตัวอย่างดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ไปแยกขนาดภายใต้สนามไฟฟ้า 1,000 
โวลต์ บน denaturing polyacrylamide gel 6% เป็นเวลานาน 50 นาที แล้วย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยซิลเวอร์
ตามวิธีการของ Sambrook and Russell (2001) 
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2.2.5  การตรวจหาเครื่องหมายที่มีลิงค์เกจ (linkage) กับยีนต้านทานโรค  
วิเคราะห์ข้อมูลเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ 

SSR ตรวจหาการมีลิงค์เกจระหว่างเครื่องหมาย SSR กับยีนต้านทานโรคด้วยวิธี BSA โดยสังเกตการมีแถบดี-
เอ็นเอขนาดเท่ากันระหว่างสายพันธ์ุพ่อที่ต้านทาน และประชากรรวมที่ต้านทาน แต่มีขนาดแถบดีเอ็นเอ
ต่างกันกับพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ และประชากรรวมที่อ่อนแอ แสดงว่าน่าจะมีลิงค์เกจระหว่างเครื่องหมายน้ัน ๆ กับ
ยีนต้านทานโรค นำเครื่องหมายดังกล่าวไปศึกษาต่อไป 

ตรวจสอบเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่น่าจะมีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคใบจุด โดยวิเคราะห์
แยกต้น ใช้ต้นที่ต้านทานและต้นที่อ่อนแออย่างละ 10 ต้น บันทึกการมีและไม่มีแถบดีเอ็นเอ คัดเลือกเฉพาะ
เครื่องหมายที่ให้แถบ/ไม่ให้แถบดีเอ็นเอตามที่คาดไว้ในต้นอย่างน้อย 19 จาก 20 ต้น สำหรับใช้ทดสอบใน
ประชากรขนาด 100 ต้นต่อไป  

2.2.6  การหาระยะห่างระหว่างเครื่องหมาย SSR และยีนต้านทานโรคใบจุด 
นำเครื่องหมาย SSR ที่คัดเลือกจากข้อ 2.2.5  มาประเมินระยะห่างกับยีนต้านทานโรค

ใบจุด โดยใช้ต้นที่ต้านทานและต้นที่อ่อนแออย่างละ 50 ต้น บันทึกการมีและไม่มีแถบดีเอ็นเอ นับจำนวนต้นที่
เกิด recombination ระหว่างเครื่องหมาย SSR และยีนต้านทานโรค  แล้วนำมาคำนวณ % recombination 
ดังนี้ 

% recombination = จำนวนต้นที่เกิด recombination   x 100 
                                         จำนวนต้นทั้งหมด  

วิเคราะห์สหสัมพันธ์ของการกระจายตัวของเครื่องหมายโมเลกุลด้วย SPSS version 
14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) และวิเคราะห์ลิงค์เกจด้วยโปรแกรม MAPMAKER 3.0 (Lander et 
al., 1978) 

หมายเหตุ: หากไม่พบเครื่องหมาย SSR ที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคใบจุดใกล้ชิดพอ (≤ 5 cM) จะทำการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ที่บ่งช้ีลักษณะความต้านทานโรคใบจุดโดยใช้วิธีการเดียวกับ
ข้อ 2.1 แต่ใช้ประชากรที่มีการกระจายตัวของลกัษณะต้านทานโรคใบจุด และประเมินระดับความต้านทานโรค
ใบจุดตามข้อ 2.2.2    
 2.2.7  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR หรือ ISSR-RGA และยีนต้านทาน
โรคใบจุด 
  นำข้อมูลการเกิดโรคใบจุดเฉลี่ยแต่ละต้น และข้อมูลของเครื่องหมายโมเลกุลมาวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลและยีนต้านทานโรคใบจุดแบบ multiple interval mapping 
(MIM) (Kao et al. 1999) ด้วยโปรแกรม WinQTLcart 2.5 (Wang et al., 2007) โดยวิเคราะห์จากผลของ 
composite interval mapping (CIM) กำหนดค่า permutation ที่ 1,000 รอบ และค่าความเช่ือมั่นที่  
95.0% เพื่อคำนวณหา significance threshold ของค่า LOD ที่สามารถแยกตำแหน่ง major QTL ออกมา
จากบริเวณอื่นๆ ได้ 
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สว่นท่ี 3 การปรับปรุงสายพันธุ์ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด โดยวิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้
ในสายพันธุ์เดียวกัน 

            การรวมยีนต้านทานหลายยีนเข้าไว้ในสายพันธ์ุเดียวกันมีวัตถุประสงค์เพื่อให้สามารถต้านทานเช้ือ
สาเหตุของโรคราแป้งและโรคใบจุดได้หลายสายพันธ์ุมากข้ึน หรือเพิ่มระดับความต้านทานโรคให้สูงข้ึน โดยจะ
ทำการรวมยีนต้านทาน ซึ่งการรวมยีนต้านทาน 4 ยีนมีขั้นตอนดังนี้ 
 1. คัดเลือกต้น RILs ในแต่ละประชากรที่มีความต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดสูงสุด นำมาผสม-
พันธ์ุกันระหว่างประชากรดังนี้ 
  คู่ผสมที่ 1 F2:9 (CN72 × V4785) x F2:7 (CN72 × V4718) 
  คู่ผสมที่ 2 F2:9 (CN72 × V4785) x F2:8 (CN72 × V4758) 
  คู่ผสมที่ 3 F2:7 (CN72 × V4718) x F2:8 (CN72 × V4758) 
 2. นำลูกผสม F1 ที่ได้จากข้อ 1. มาผสมพันธ์ุกัน โดยผสมระหว่าง F1 จากคู่ผสมที่ 1 กับคู่ผสมที่ 2  
และระหว่าง F1 จากคู่ผสมที่ 1 กับ คู่ผสมที่ 3 ดังนี้ 
  คู่ผสมที่ 1 F1 (CN72; V4785; V4718) × F1 (CN72; V4785; V4758) 
  คู่ผสมที่ 2 F1 (CN72; V4718; V4758) × F1 (CN72; V4718; V4785) 
 3. ปลูกลูกผสมที่มีการกระจายตัวของยีนต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดที่ได้จากข้อ 2. และเก็บ
ใบมาสกัดดีเอ็นเอ เพื่อใช้เครื่องหมายโมเลกุลที่มีลิงค์เกจกับยีนต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดซึ่งได้จาก
งานวิจัยส่วนที่ 2 คัดเลือกเฉพาะต้นที่มียีนต้านทานโรค 
 4. นำลูกผสมที่มียีนต้านทานโรคไปผสมกลับ (backcross) ไปยัง CN72 จนกระทั่งได้ต้นที่มี
ลักษณะคล้ายกับ CN72 แต่มียีนต้านทานโรคจากการคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลในทุกช่ัว 
 5. นำลูกผสม  BC ที่ ได้จากข้อ 4 . มาผสมตัวเอง เพื่ อ ให้ ได้ต้นที่ มี ยีนต้ านทานในสภาพ 
homozygous  
 6. ปลูกลูกผสม BCF2 ที่ได้จากข้อ 5. คัดเลือกต้น BCF2 ที่มีลักษณะดี และให้ผลผลิตสูง (จากการ
ประเมินด้วยสายตา) และมียีนต้านทาน (จากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลช่วยคัดเลือก) ผสมตัวเอง และเก็บ
เมล็ด BCF3  
 7. ปลูกเมล็ด BCF3 แบบต้นต่อแถว ในฤดูที่มีการระบาดของโรค คัดเลือกเฉพาะแถวที่ไม่มีการ
กระจายตัวของความต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด แล้วตรวจสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลอีกครั้งว่ามียีน
ต้านทาน แถวดังกล่าวน่าจะเป็นสายพันธ์ุที่มียีนต้านทานในสภาพ homozygous 
  
ส่วนท่ี 4  การคัดเลือกสายพันธุ์ถั่วเขียวท่ีมีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจากวิธีการรวม

ยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธุ์เดียวกัน 
 นำสายพันธ์ุที่มียีนต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดมาปลูกทดสอบผลผลิต และความต้านทานโรค 
โดยทดสอบหลายสภาพแวดล้อม เปรียบเทียบกับพันธ์ุ CN72, SUT1, KPS1, V4718, V4758 และ V4785 
โดยใช้แผนการทดลองแบบ RCBD และการดูแลรักษาเช่นเดียวกับส่วนที่ 1 
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บทท่ี 3 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและอภิปรายผล 
 

ส่วนท่ี 1  การประเมินโรคในถ่ัวเขียว 
1.1 การประเมินโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 

 จากการประเมินโรคราแป้งถ่ัวเขียวในประชากร F2:9 และ F2:10 ของคู่ผสม CN72 × V4758 ที่
อายุ 65 วัน ในปี พ.ศ. 2558 และ 2561 ตามลำดับ พบว่าปี พ.ศ. 2558 มีความรุนแรงในการเกิดโรคราแป้ง
ใกล้เคียงกับปี พ.ศ. 2561 โดยมีความสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.51 (P < 0.001) ซึ่งปี พ.ศ. 2558 พันธ์ุพ่อ V4758 
ที่ต้านทานต่อโรคราแป้งมีคะแนนเฉลี่ย 3.33 ส่วนพันธ์ุแม่ CN72 ที่อ่อนแอมีคะแนนเฉลี่ย 6.00 ขณะที่ปี พ.ศ. 
2561 พันธ์ุพ่อแม่  (V4758 และ CN72) มีคะแนนเฉลี่ย 4.00 และ 6.67 ตามลำดับ (ภาพที่ 1 ; ตาราง
ภาคผนวกที่ 1 และ 2) เมื่อพิจารณาการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคราแป้งในประชากรนี้ จากการใช้
จำนวนลูกผสม 64 ต้น ปี พ.ศ. 2558 มีต้นต้านทานมากกว่าพันธ์ุพ่อ V4758 จำนวน 6 ต้น ต้านทานเท่ากับ
พันธ์ุพ่อ จำนวน 2 ต้น อ่อนแอเท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 38 ต้น และกระจายอยู่ในขอบเขตการเกิดโรค
ของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 18 ต้น ส่วนปี พ.ศ. 2561 มีต้นต้านทานมากกว่าพันธ์ุพ่อ V4758 จำนวน 2 ต้น 
ต้านทานเท่ากับพันธ์ุพ่อ จำนวน 11 ต้น อ่อนแอเท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 5 ต้น และกระจายอยู่ใน
ขอบเขตการเกิดโรคของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 46 ต้น แสดงว่าปี พ.ศ. 2558 ประชากร F2:9 ส่วนใหญ่แสดงความ
ต้านทานและอ่อนแอต่อการเกิดโรคราแป้งให้เห็นอย่างชัดเจน โดยกลุ่มต้านทานจะอยู่ระหว่าง 1-4.9 คะแนน 
และอ่อนแอ 5-9 คะแนน ส่วนปี พ.ศ. 2561 (ประเมินห่างกัน 3 ปี) การกระจายการเกิดโรคส่ วนใหญ่อยู่
ระหว่างพันธ์ุพ่อแม่ ซึ่งพบว่าเป็นไปตามอัตราส่วนต้นต้านทานต่อต้นอ่อนแอ 1:1 ทั้งสองปี โดยปี พ.ศ. 2558 มี
อัตราส่วนต้นต้านทาน 25 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 39 ต้น (χ2 = 3.06, P > 0.05) และปี พ.ศ. 2561 มีอัตราส่วน
ต้นต้านทาน 29 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 35 ต้น (χ2 = 0.56, P > 0.05) (ตารางที่  1) ซึ่งความสามารถในการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมจากพ่อแม่ไปสู่รุ่นลูกหลานในช่ัว F2:9 และ F2:10 คิดเป็นอัตราพันธุกรรมแบบกว้าง
เท่ากับ 96.4 และ 82.4% ตามลำดับ ในทำนองเดียวกัน จากการประเมินโรคราแป้งถ่ัวเขียวในประชากร F2:9 
ของคู่ผสม CN72 × V4785 ที่อายุ 65 วัน ในปี พ.ศ. 2556 และ 2559 ตามลำดับ พบว่าปี พ.ศ. 2556 มีความ
รุนแรงในการเกิดโรคราแป้งใกล้เคียงกับปี พ.ศ. 2559 โดยมีความสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.61 (P < 0.001) ซึ่งปี 
พ.ศ. 2556 พันธ์ุพ่อ V4785 ที่ต้านทานต่อโรคราแป้งมีคะแนนเฉลี่ย 1.33 ส่วนพันธ์ุแม่  CN72 ที่อ่อนแอมี
คะแนนเฉลี่ย 6.33 ขณะที่ปี พ.ศ. 2559 พันธ์ุพ่อแม่ (V4785 และ CN72) มีคะแนนเฉลี่ย 1.00 และ 6.00 
ตามลำดับ (ภาพที่ 2; ตารางภาคผนวกที่ 3 และ 4) เมื่อพิจารณาการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรครา
แป้งในประชากรนี้ จากการใช้จำนวนลูกผสม 126 ต้น โดยปี พ.ศ. 2556 มีต้นต้านทานเท่ากับพันธ์ุพ่อ V4785 
จำนวน 14 ต้น อ่อนแอเท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 11 ต้น อ่อนแอมากกว่าพันธ์ุแม่ จำนวน 12 ต้น และ
กระจายอยู่ในขอบเขตการเกิดโรคของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 89 ต้น ส่วนปี พ.ศ. 2559 มีต้นต้านทานเท่ากับพันธ์ุ



พ่อ V4785 จำนวน 14 ต้น อ่อนแอเท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 27 ต้น อ่อนแอมากกว่าพันธ์ุแม่ จำนวน 16 
ต้น และกระจายอยู่ในขอบเขตการเกิดโรคของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 69 ต้น แสดงให้เห็นว่าการกระจายตัวของ
การเกิดโรคราแป้งทั้งสองปีเป็นแบบปกติ โดยพบว่าเป็นไปตามอัตราส่วนต้นต้านทานต่อต้นอ่อนแอ 1:1 ทั้ง
สองปี ซึ่งปี พ.ศ. 2556 มีอัตราส่วนต้นต้านทาน 61 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 65 ต้น (χ2 = 0.13, P > 0.05) และปี 
พ.ศ. 2559 มีอัตราส่วนต้นต้านทาน 53 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 73 ต้น (χ2 = 3.17, P > 0.05) (ตารางที่ 2) ซึ่ง
ความสามารถในการถ่ายทอดทางพันธุกรรมจากพ่อแม่ไปสู่รุ่นลูกหลานในช่ัว F2:9 คิดเป็นอัตราพันธุกรรมแบบ
กว้างเท่ากับ 79.6 และ 89.4% ตามลำดับ ซึ่งจากผลการศึกษาดังกล่าวมาน้ีเป็นไปตามวัตถุประสงค์ของการ
ทดสอบอัตราส่วน 1:1 คือ เพื่อศึกษาการกระจายตัวของยีนต้านทานต่อยีนอ่อนแอโรคราแป้งในประชากร 
recombinant inbred line เป็นสัดส่วน 1:1 หรือไม่จากการปล่อยให้ผสมตัวเองในแต่ละช่ัวจนกระทั่งยีน
ทั้งหมดหยุดการกระจายตัว ถึงแม้ว่าอาจจะมีบางยีนที่คงกระจายตัวอยู่ ซึ่งจากการทดสอบด้วยไคสแควร์พบว่า

ทั้งสองคู่ผสม (CN72 × V4758 และ CN72 × V4785) มีค่าไคสแควร์ที่เปิดจากตารางสูงกว่าค่าไคสแควร์ที่ได้จาก
การคำนวณ (ตารางที่ 1 และ 2) แสดงว่าไม่มีนัยสำคัญทางสถิติทำให้ยอมรับสมมุติฐานที่ว่าอัตราส่วนต้นต้านทานต่อ
ต้นอ่อนแอเท่ากับ 1:1 ซ่ึงสัมพันธ์กับอัตราพันธุกรรมแบบกว้างที่มีค่าสูงมากกว่า 70% ทั้งสองประชากร แสดงว่ายีน
ที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรคราแป้งของทั้งสองคู่ผสมนี้ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ (single major gene) 
สอดคล้องกับงานวิจัยในโครงการการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และการรวม
ยีนต้านทานในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ซึ่งถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ และงานวิจัยของ Khajudparn 
et al. (2007) ที่พบว่าสายพันธ์ุถ่ัวเขียว 3 สายพันธ์ุ คือ V4718, V4758 และ V4785 เป็นสายพันธ์ุต้านทาน
ต่อโรคราแป้งที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมแบบข่มด้วยยีนเด่น 1 คู่ เช่นดียวกันกับการศึกษาความต้านทานโรครา-
แป้งใน 6 ประชากร (P1, P2, F1, F2, BC1 และ BC2) ของคู่ผสม KPS1 × V4758, KPS1 × V2106 และ KPS2 
× V2106 (ปริญญา ขจัดพาล, 2552) อย่างไรก็ตาม Kasettranan et al. (2010) พบว่าความสามารถในการ
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม KPS1 × VC6468-11-1A จากการใช้
ประชากร F7 เป็นลักษณะปริมาณซึ่งควบคุมด้วยยีนหลายคู่ และเมื่อพิจารณาตำแหน่ง QTL ของลักษณะ
ต้านทานโรคราแป้ง พบว่าอยู่บนโครโมโซมที่ 3, 4, 6, 7, 8 และ 9 (Young et al. 1993; Chankaew et al. 
2013) แสดงให้เห็นว่ายีนที่ควบคุมลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวจากคู่ผสมที่แตกต่างกัน มี
ความสามารถในการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมแตกต่างกัน และ/หรือมีตำแหน่งของยีนอยู่บนโครโมโซมที่
แตกต่างกัน ดังนั้นรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน (polymorphism) ของพันธ์ุพ่อแม่ อาจเป็นข้อจำกัด
ในการระบุเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และการสร้างแผนที่ยีนในแต่ละคู่ผสมอาจ
จำเป็นต้องทำแยกกัน  

1.2 การประเมินโรคใบจุดในถั่วเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 
 จากการประเมินโรคใบจุดถ่ัวเขียวในประชากร F2:9 ของคู่ผสม CN72 × V4718 ที่อายุ 65 วัน 

ในปี พ.ศ. 2559 และ 2560 ตามลำดับ พบว่าปี พ.ศ. 2559 มีความรุนแรงในการเกิดโรคใบจุดใกล้เคียงกับปี 
พ.ศ. 2560 โดยมีความสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.60 (P < 0.001) ซึ่งปี พ.ศ. 2559 พันธ์ุพ่อ V4718 ที่ต้านทานต่อ
โรคใบจุดมีคะแนนเฉลี่ย 1.67 ส่วนพันธ์ุแม่ CN72 ที่อ่อนแอมีคะแนนเฉลี่ย 4.00 ขณะที่ปี พ.ศ. 2560 พันธ์ุพ่อ
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แม่ (V4718 และ CN72) มีคะแนนเฉลี่ย 2.67 และ 3.67 ตามลำดับ (ภาพที่ 3; ตารางภาคผนวกที่ 5 และ 6) 
เมื่อพิจารณาการกระจายตัวของลักษณะต้านทานโรคใบจุดในประชากรนี้ จำนวน 147 ต้น พบว่าปี พ.ศ. 
2559 มีต้นต้านทานมากกว่าพันธ์ุพ่อ V4718 จำนวน 30 ต้น ต้านทานเท่ากับพันธ์ุพ่อ จำนวน 40 ต้น อ่อนแอ
เท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 23 ต้น อ่อนแอมากกว่าพันธ์ุแม่ จำนวน 2 ต้น และกระจายอยู่ในขอบเขตการ
เกิดโรคของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 52 ต้น ส่วนปี พ.ศ. 2560 มีต้นต้านทานมากกว่าพันธ์ุพ่อ V4718 จำนวน 46 
ต้น ต้านทานเท่ากับพันธ์ุพ่อ จำนวน 37 ต้น อ่อนแอเท่ากับพันธ์ุแม่ CN72 จำนวน 36 ต้น อ่อนแอมากกว่า
พันธ์ุแม่ จำนวน 2 ต้น และกระจายอยู่ในขอบเขตการเกิดโรคของพันธ์ุพ่อแม่ จำนวน 26 ต้น แสดงให้เห็นว่า
การกระจายตัวการเกิดโรคใบจุดทั้งสองปีเป็นแบบปกติ โดยเป็นไปตามอัตราส่วนต้นต้านทานต่อต้นอ่อนแอ 
1:1 ทั้งสองปี ซึ่งปี พ.ศ. 2559 มีอัตราส่วนต้นต้านทาน 84 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 63 ต้น (χ2 = 3.00, P > 0.05) 
และปี พ.ศ. 2560 มีอัตราส่วนต้นต้านทาน 64 ต้น ต่อต้นอ่อนแอ 83 ต้น (χ2 = 2.46, P > 0.05) (ตารางที่ 3) 
ซึ่งความสามารถในการถ่ายทอดทางพันธุกรรมจากพ่อแม่ไปสู่รุ่นลูกหลานในช่ัว F2:9 ของทั้งสองปีคิดเป็นอัตรา
พันธุกรรมแบบกว้างเท่ากับ 73.9 และ 82.4% ตามลำดับ ซึ่งจากการทดสอบด้วยไคสแควร์พบว่าค่าไคสแควร์ที่
เปิดจากตารางสูงกว่าค่าไคสแควร์ที่ได้จากการคำนวณ (ตารางที่ 3) แสดงว่าไม่มีนัยสำคัญทางสถิติทำให้ยอมรับ
สมมุติฐานที่ว่าอัตราส่วนต้นต้านทานต่อต้นอ่อนแอเท่ากับ 1 :1 ซ่ึงสัมพันธ์กับอัตราพันธุกรรมแบบกว้างที่มีค่าสูง
มากกว่า 70% ทั้งสองปี แสดงว่ายีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรคใบจุดในประชากรนี้ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 
คู่ เช่นเดียวกับยีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรคราแป้ง ซึ่งสมพงศ์ จันทร์แก้ว (2552) ได้ศึกษาพันธุกรรมการ
ถ่ายทอดลักษณะความต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียว พบว่าความต้านทานต่อโรคใบจุดถูกควบคุมด้วยยีนข่ม 1 
คู่ สอดคล้องกับการรายงานของ Thakur et al. (1977) ซึ่งในการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียว หากสามารถนำยีน
ดังกล่าวเข้ามารวมไว้ในพันธ์ุเดียวกันกับต้นที่ต้านทานโรคราแป้งได้ก็จะเป็นประโยชน์อย่างมาก 

จากแนวโน้มการกระจายตัวการเกิดโรคราแป้งและโรคใบจุดต่างปี แต่คู่ผสมเดียวกัน จะมี
แนวโน้มไปในทำนองเดียวกันทั้งสองปี ส่วนต่างคู่ผสมกันมีการกระจายตัวการเกิดโรคราแป้ง และโรคใบจุด
แตกต่างกัน เนื่องจากความสามารถในการต้านทานโรคแตกต่างกนั ซึ่งจากข้อมูลการกระจายตัวการเกิดโรครา-
แป้งและโรคใบจุดจะเป็นประโยชน์อย่างมากในการคัดเลือกต้นลูกผสมที่มีความต้านทานมากกว่าหรือเท่ากับ
พันธ์ุพ่อมาใช้ในการปรับปรุงพันธ์ุ ดังเช่น ภาพที่ 1 และ 3 จะพบสายพันธ์ุที่ต้านทานมากกว่าพันธ์ุพ่อ V4758 
และ V4785 ตามลำดับ  
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ตารางท่ี 1  การกระจายตัวของประชากร F2:9 และ F2:10 ต่อการเกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × 
V4758  

1 ค่าทดสอบไคสแควร์ (χ2) ในประชากร RILs มีอัตราส่วนต้นต้านทาน: ต้นอ่อนแอ = 1:1 
2 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของการทดสอบไคสแควร์ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

 

 
 
ภาพท่ี 1  การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2558 (a) และประชากร F2:10 ปี พ.ศ. 2561 (b) ต่อการ

เกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 ที่อาย ุ65 วัน  
 
  

ประชากร ปี จำนวนต้น จำนวนต้นต้านทาน:  ทดสอบไคสแควร์ ( χ2)1 
   ต้นอ่อนแอ ค่าคาดหมาย     χ2 (calculated) χ2 (table) P = 0.052 

F2:9 2558 64 25:39 1:1 3.06 3.84 

F2:10 2561 64 29:35 1:1 0.56 3.84 
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ตารางท่ี 2  การกระจายตัวของประชากร F2:9 ต่อการเกิดโรคราแป้งของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4785 

1 ค่าทดสอบไคสแควร์ (χ2) ในประชากร RILs มีอัตราส่วนต้นต้านทาน: ต้นอ่อนแอ = 1:1 
2 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของการทดสอบไคสแควร์ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

 

 
 
ภาพท่ี 2  การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2556 (a) และปี พ.ศ. 2559 (b) ต่อการเกิดโรคราแป้ง

ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4785 ที่อาย ุ65 วัน 
 

ประชากร ปี จำนวนต้น จำนวนต้นต้านทาน:  ทดสอบไคสแควร์ ( χ2)1 
   ต้นอ่อนแอ ค่าคาดหมาย     χ2 (calculated) χ2 (table) P = 0.052 

F2:9 2556 126 61:65 1:1 0.13 3.84 

F2:9 2559 126 53:73 1:1 3.17 3.84 
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ตารางท่ี 3  การกระจายตัวของประชากร F2:9 ต่อการเกิดโรคใบจุดของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718  

1 ค่าทดสอบไคสแควร์ (χ2) ในประชากร RILs มีอัตราส่วนต้นต้านทาน: ต้นอ่อนแอ = 1:1 
2 ผลการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของการทดสอบไคสแควร์ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 

 
 

 
 
ภาพท่ี 3  การกระจายตัวของประชากร F2:9 ปี พ.ศ. 2559 (a) และปี พ.ศ. 2560 (b) ต่อการเกิดโรคใบจุดของ

ถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ที่อาย ุ65 วัน 
 
 
 
 
 

ประชากร ปี จำนวนต้น จำนวนต้นต้านทาน:  ทดสอบไคสแควร์ ( χ2)1 
   ต้นอ่อนแอ ค่าคาดหมาย     χ2 (calculated) χ2 (table) P = 0.052 

F2:9 2559 147 84:63 1:1 3.00 3.84 

F2:9 2560 147 64:83 1:1 2.46 3.84 
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ส่วนท่ี 2  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล  
 2.1  การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ท่ีบ่งชี้ลักษณะต้านทานโรคราแป้งใน
ถั่วเขียว 
  2.1.1  คู่ผสม CN72 × V4758 
 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบลูกโซ่ (PCR) ของประชากร RILs (F2:9) ถ่ัวเขียว (V. 
radiata L.) คู่ผสม CN72 × V4758 โดยทดสอบด้วยวิธี BSA ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ เพื่อ
ค้นหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4758) และพันธ์ุแม่ (CN72) ที่
ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคราแป้ง ตามลำดับ แล้วนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่พบในพันธ์ุต้านทานและ
อ่อนแอ (number of scorable bands; NB) จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และอ่อนแอ (number of polymorphic bands between resistant and susceptible parents; NPB) 
และจำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง (I linked) พบว่าไพร-
เมอร์ ISSR ทั้งหมด 63 ไพรเมอร์สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแต่ละไพรเมอร์ (annealing temperature) อยู่ที่ 50ºซ เมื่อนับจำนวนแถบดีเอ็นเอ
ทั้งหมดของไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 63 ไพรเมอร์พบว่ามีจำนวน 1,302 แถบ เริ่มตั้งแต่ 11 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 
813, 815และ 844)  จนถึง 29 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 889) เฉลี่ย 20.7 แถบต่อไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็น-
เอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 207 แถบ อยู่ระหว่าง 0-11 แถบต่อไพรเมอร์ เฉลี่ย 3.3 แถบต่อไพร-
เมอร์ โดยไพรเมอร์ ISSR 888 พบความแตกต่างมากที่สุด จำนวน 11 แถบ และพบแถบดีเอ็นเอหรือจำนวน
ตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 4 แถบ (4 เครื่องหมาย) 
จากไพรเมอร์ ISSR จำนวน 3 ไพรเมอร์ (ISSR 818, 866 และ 868) เมื่อนำไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 3 ไพรเมอร์จาก
การทดสอบด้วยวิธี BSA มาวิเคราะห์กับดีเอ็นเอรายต้นจำนวน 20 ต้น เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
เครื่องหมาย ISSR กับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง โดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง simple linear 
regression เพื่อประมาณค่าความน่าจะเป็นที่เครื่องหมายโมเลกุลจะอยู่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทาน
โรคราแป้ง และตรวจหาเครื่องหมายที่เหมาะสมที่มีค่า recombination ไม่เกิน 20% สำหรับนำไปวิเคราะห์
รายต้น จำนวน 100 ต้น พบว่าทุกเครื่องหมายให้ค่า recombination เกิน 20% (ตารางที่ 5)  
 อย่างไรก็ตาม เครื่องหมายโมเลกุล ISSR ที่พัฒนาข้ึนมานี้อาจไม่มีความสัมพันธ์หรือมี
ความสัมพันธ์น้อยกับลักษณะต้านทานโรคราแป้งในประชากรถ่ัวเขียวกลุ่มนี้เมื่อนำไปประเมินรายต้น จำนวน 
100 ต้น ดังนั้นการพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุลชนิดใหม่ที่มคีวามสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งเพิ่มเติม
จึงมีความจำเป็น เพื่อค้นหาตำแหน่งเครื่องหมายที่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด 
งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาเครื่องหมาย ISSR-RGA โดยนำไพรเมอร์ resistance gene analog (RGA) ที่มี
ความจำเพาะต่อยีนต้านทานโรคมา 4 ไพรเมอร ์ซึ่งได้มาจากบรเิวณอนุรักษ์ (conserved region) NBS จำนวน 
2 ไพรเมอร ์(GLPLAL 1 และ P-Loop) และ kinase domain จำนวน 2 ไพรเมอร์ (Pto kin 1 และ RLK for) 
และออกแบบไพรเมอร์ จำนวน 2 ไพรเมอร์ (PMR1R และ PMR5R) จากการค้นหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของ 
powdery mildew resistance gene ของถ่ัวเขียว (Vigna radiata) จากเว็บไซด์ National Center for 
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Biotechnology Information (NCBI) มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ ISSR เรียกว่าไพรเมอร ์ISSR-RGA และใช้หลักการ
ทดลองในทำนองเดียวกันกับการพัฒนาเครือ่งหมายโมเลกุล ISSR ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียว  
 จากการนำไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ RGA จำนวน 6 
ไพรเมอร์ (GLPLAL 1, Pto kin 1, P-Loop, RLK for, PMR1R และ PMR5R) รวมทั้งหมด 378 คู่ไพรเมอร์ 
พบว่าไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้จำนวน 40 คู่ไพรเมอร์ ส่วนคู่ไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้
แสดงในตารางที่ 6-11 โดยคู่ไพรเมอร์ ISSR + GLPLAL 1 มี 56 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,382 แถบ เฉลี่ย 24.7 
แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 155 แถบ เฉลี่ย 2.8 แถบต่อคู่ไพร-
เมอร์ แต่ไม่พบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง (ตารางที่ 6) คู่ไพรเมอร์ ISSR + Pto kin 1 
มี 53 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,086 แถบ เฉลี่ย 20.5 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่าง
พันธ์ุพ่อแม่รวม 80 แถบ เฉลี่ย 1.5 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรครา-
แป้ง จำนวน 2 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR841P และ ISSR841tP (ตารางที่ 7) คู่ไพรเมอร์ ISSR + P-Loop 
มี 60 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,508 แถบ เฉลี่ย 25.1 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่าง
พันธ์ุพ่อแม่รวม 266 แถบ เฉลี่ย 4.4 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้ง จำนวน 2 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR815PL และ ISSR826PL (ตารางที่ 8) คู่ไพรเมอร์ ISSR + 
PMR1R มี 58 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,224 แถบ เฉลี่ย 21.1 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน
ระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 74 แถบ เฉลี่ย 1.3 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะ
ต้านทานโรครา-แป้ง จำนวน 2 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR884PMR1R และ ISSR890PMR1R (ตารางที่ 9) คู่
ไพรเมอร์ ISSR + PMR5R มี 56 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,240 แถบ เฉลี่ย 22.1 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดี-
เอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 101 แถบ เฉลี่ย 1.8 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่
เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 3 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR812PMR5R, ISSR830PMR5R 
และ ISSR840PMR5R (ตารางที่ 10) และคู่ไพรเมอร์ ISSR + RLK for มี 55 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,421 แถบ เฉลี่ย 
25.8 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 124 แถบ เฉลี่ย 2.3 แถบต่อคู่
ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 2 เครื่องหมายจากไพร-เมอร์ 
ISSR840R และ ISSR859R (ตารางที่ 11) รวมเครื่องหมาย ISSR-RGA ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
จำนวน 11 เครื่องหมาย (ตารางที่ 12)  
 เมื่อทำการวิเคราะห์เครื่องหมาย ISSR-RGA ทั้งหมด 11 เครื่องหมาย (ISSR + Pto kin 
1, ISSR + P-Loop, ISSR + PMR1R, ISSR + PMR5R และ ISSR + RLK for จำนวน 2 , 2, 2, 3 และ 2 
เครื่องหมาย ตามลำดับ) กับประชากรรวมต้ านทานและอ่อนแอเป็นรายต้น จำนวน 20 ต้น และหา
ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งโดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง 
และตรวจหาเครื่องหมายที่ให้ค่า recombination ไม่เกิน 20% เพื่อนำไปวิเคราะห์รายต้น จำนวน 100 ต้น 
พบว่ามีเพียง 1 เครื่องหมาย คือ I41tP379 ที่มีค่า recombination ไม่เกิน 20% (ตารางที่ 12; ภาพที่ 4) และ
เมื่อนำเครื่องหมายดังกล่าวนี้มาทดสอบกับประชากรจำนวน 64 ต้น พบว่ามีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งมากที่สุด (R2 = 0.26; P < 0.001) (ตารางที่ 13)  
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  2.1.2  คู่ผสม CN72 × V4785 
 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของประชากร RILs (F2:9) ถ่ัวเขียว (V. radiata L.) คู่ผสม 
CN72 × V4785 โดยทดสอบด้วยวิธี BSA ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ เพื่อค้นหาไพรเมอร์ที่ให้
แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4785) และพันธ์ุแม่ (CN72) ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อโรค
ราแป้ง ตามลำดับ แล้วนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่พบในพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of 
scorable bands; NB) จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพนัธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of 
polymorphic bands between resistant and susceptible parents; NPB) และจำนวนตำแหน่งของ
เครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลกัษณะต้านทานโรคราแป้ง (I linked) พบว่าไพรเมอร์ ISSR ทั้งหมด 63 ไพรเมอร์
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแต่ละไพรเมอร์ 
อยู่ที่ 50ºซ เมื่อนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดของไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 63 ไพรเมอร์พบว่ามีจำนวน 1,260 แถบ 
เริ่มตั้งแต่ 7 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 900) จนถึง 34 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 807) เฉลี่ย 20 แถบต่อไพรเมอร์ 
และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกนัระหว่างพันธ์ุพ่อแมร่วม 75 แถบ อยู่ระหว่าง 0-6 แถบต่อไพรเมอร์ เฉลี่ย 1.2 
แถบต่อไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ ISSR 846 พบความแตกต่างมากที่สุด จำนวน 6 แถบ และพบแถบดีเอ็นเอหรือ
จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 2 เครื่องหมาย จาก
ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 2 ไพรเมอร์ (ISSR 808 และ 827) (ตารางที่ 14) เมื่อนำไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 2 ไพรเมอร์
จากการทดสอบด้วยวิธี BSA มาวิเคราะห์กับดีเอ็นเอรายต้นจำนวน 20 ต้น เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่าง
เครื่องหมาย ISSR กับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง โดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง simple linear 
regression เพื่อประมาณค่าความน่าจะเป็นที่เครื่องหมายโมเลกุลจะอยู่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทาน
โรคราแป้ง และตรวจหาเครื่องหมายที่เหมาะสมที่มีค่า recombination ไม่เกิน 20% สำหรับนำไปวิเคราะห์
รายต้น จำนวน 100 ต้น พบว่าเครื่องหมาย I27565 มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด 
(R2 = 0.56; P < 0.001) และให้ค่า recombination 10% (ตารางที่ 15)  
 อย่างไรก็ตาม เครื่องหมายโมเลกุล ISSR ที่พัฒนาข้ึนมาน้ีมีจำนวนน้อยเกินไป ดังนั้นการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิดใหม่ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งเพิ่มเติมจึงมีความจำเป็น 
เพื่อค้นหาตำแหน่งเครื่องหมายที่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด งานวิจัยน้ีจึงได้พัฒนา
เครื่องหมาย ISSR-RGA เช่นเดียวกับคู่ผสม CN72 × V4758 โดยนำไพรเมอร์ RGA ที่มีความจำเพาะต่อยีน
ต้านทานโรคมา 4 ไพรเมอร์ ซึ่งได้มาจากบริเวณอนุรักษ์ (conserved region) NBS จำนวน 2 ไพรเมอร์ 
(GLPLAL 1 และ P-Loop) และ kinase domain จำนวน 2 ไพรเมอร์ (Pto kin 1 และ RLK for) และใช้
หลักการทดลองในทำนองเดียวกันกับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง
ในถ่ัวเขียว  
 จากการนำไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ RGA จำนวน 4 
ไพรเมอร์ (GLPLAL 1, Pto kin 1, P-Loop และ RLK for) รวมทั้งหมด 252 คู่ไพรเมอร์ พบว่าไม่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอได้จำนวน 11 คู่ไพรเมอร์ ส่วนคู่ไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้แสดงในตารางที่ 16-
19 โดยคู่ไพรเมอร์ ISSR + GLPLAL 1 มี 61 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,704 แถบ เฉลี่ย 27.9 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และ

25 



พบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 188 แถบ เฉลี่ย 3.1 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมาย
ที่ เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 14 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR807G, ISSR811G, 
ISSR827G, ISSR840G, ISSR841G, ISSR849G, ISSR856G, ISSR866G, ISSR884G, ISSR889G, ISSR891G และ 
ISSR900G (ตารางที่ 16)  คู่ไพรเมอร์ ISSR + Pto kin 1 มี 63 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,517 แถบ เฉลี่ย 24.1 แถบ
ต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 85 แถบ เฉลี่ย 1.3 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ 
และพบเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 4 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR810P, 
ISSR842P, ISSR851P และ ISSR860P (ตารางที่  17) คู่ไพรเมอร์ ISSR + P-Loop มี 58 คู่ไพรเมอร์จำนวน 
1,155 แถบ เฉลี่ย 19.9 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 94 แถบ 
เฉลี่ย 1.6 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่ เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 6 
เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR827PL, ISSR834PL, ISSR835PL, ISSR856PL และ ISSR873PL (ตารางที่ 18) 
และคู่ไพรเมอร์ ISSR + RLK for มี 59 คู่ไพรเมอร์จำนวน 1,766 แถบ เฉลี่ย 29.9 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบ
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 188 แถบ เฉลี่ย 3.2 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ และพบเครื่องหมายที่
เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 13 เครื่องหมายจากไพรเมอร์ ISSR827R, ISSR828R, ISSR829R, 
ISSR835R, ISSR840R, ISSR841R และ ISSR857R (ตารางที่ 19) รวมเครื่องหมาย ISSR-RGA ที่ เช่ือมโยงกับ
ลักษณะต้านทานโรคราแป้ง จำนวน 37 เครื่องหมาย (ตารางที่ 20)  
 เมื่อทำการวิเคราะห์เครื่องหมาย ISSR-RGA ทั้งหมด 37 เครื่องหมาย (ISSR + GLPLAL 
1, ISSR + Pto kin 1, ISSR + P-Loop และ ISSR + RLK for จำนวน 14 , 4 , 6 และ 13 เครื่องหมาย 
ตามลำดับ) กับประชากรรวมต้านทานและอ่อนแอเป็นรายต้น จำนวน 20 ต้น (ภาพที่ 5) และหาความสัมพันธ์
ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งโดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง และตรวจหา
เครื่องหมายที่ให้ค่า recombination ไม่เกิน 20% เพื่อนำไปวิเคราะห์รายต้น จำนวน 100 ต้น พบว่าเครื่องหมาย 
I27R211 มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด (R2 = 0.72; P < 0.001) ส่วนเครื่องหมาย 
I27G229 มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งน้อยที่สุด (R2 = 0.00; P > 0.05) และจากการตรวจหา
เครื่องหมายที่มีค่า recombination ไม่เกิน 20% พบว่ามี 3 เครื่องหมาย (I10P321, I27R211และ I27R565) 
และเมื่อนำเครื่องหมายดังกล่าวนี้มาทดสอบกับประชากรจำนวน 80 ต้น พบว่าเครื่องหมาย I27R565 มี
ความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด (R2 = 0.30; P < 0.001) (ตารางที่ 21)   
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ตารางท่ี 4  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่าง
พันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อ
โรคราแป้ง เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)1  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB2          NPB3 I-linked4 

807 (AG)8T 300-1,500 22 3 0 
808 (AG)8C 250-1,500 25 3 0 

809 (AG)8G 250-1,500 16 1 0 
810 (GA)8T 200-1,500 26 7 0 
811 (GA)8C 200-1,200 19 2 0 
812 (GA)8A 200-1,200 26 8 0 
813 (CA)8T 250-1,500 11 2 0 
814 (CA)8A 200-1,500 13 0 0 
815 (CT)8G 250-1,500 11 2 0 
816 (CA)8T 200-1,500 21 1 0 
817 (CA)8A 300-1,500 20 0 0 
818 (CA)8G 250-1,200 19 2 2 
819 (GT)8A 200-1,200 20 3 0 
820 (GT)8C 200-1,200 15 8 0 
821 (GT)8T 250-1,200 15 4 0 
823 (TC)8C 300-1,200 13 4 0 
825 (AC)8T 200-1,500 23 0 0 
826 (AC)8C 200-1,500 18 2 0 
827 (AC)8G 200-1,500 21 6 0 
828 (TG)8A 200-1,500 23 4 0 
829 (TG)8C 200-1,500 18 0 0 
830 (TG)8G 200-1,500 23 8 0 
834 (AG)8YT 200-1,500 24 4 0 
835 (AG)8YC 200-1,200 20 4 0 
836 (AG)8YA 200-1,500 20 2 0 
840 (GA)8YT 250-1,500 25 4 0 
841 (GA)8YC 200-1,200 27 6 0 
841c (GA)8CC 200-1,500 24 2 0 
841t (GA)8TC 250-1,500 18 5 0 
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ตารางท่ี 4  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความ -
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมอืนกนั
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคราแปง้ เมื่อใช้ไพรเมอร ์ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB          NPB3 I linked4 

842 (GA)8YG 300-1,200 26 4 0 
844 (CT)8RC 200-1,000 11 2 0 
846 (CA)8AT 200-1,500 24 5 0 
847 (CA)8RC 200-1,500 18 1 0 
848 (CA)8RG 300-1,500 19 3 0 
849 (GT)8YA 200-1,500 18 5 0 
850 (GT)8YC 200-1,200 21 5 0 
851 (GT)8YG 200-1,500 21 7 0 
853 (TC)8RT 250-1,500 18 4 0 
855 (AC)8YT 250-1,200 20 2 0 
856 (AC)8YA 250-1,500 17 1 0 
857 (AC)8YG 200-1,000 26 5 0 
858 (TG)8RT 200-1,500 22 4 0 
859 (TG)8RC 200-1,500 24 2 0 
860 (TG)8RA 250-1,500 26 7 0 
862 (AGC)6 200-1,000 13 0 0 
864 (ATG)6 200-2,072 18 1 0 
866 (CTC)6 250-1,500 16 2 1 
867 (GGC)6 200-1,500 16 2 0 
868 (GAA)6 200-1,100 28 10 1 
873 (GACA)4 200-1,100 25 4 0 
876 (GATA)2 (GACA)2 200-1,200 19 8 0 
878 (GGAT)4 300-1,500 20 5 0 
880 (GGAGA)3 200-1,200 27 0 0 
881 (GGGT)3G 200-1,200 25 0 0 
884 HBH (AG)7 200-1,500 25 3 0 
885 BHB (GA)7 250-1,500 20 1 0 
886 VDV (CT)7 200-1,000 18 4 0 
887 DVD (TC)7 200-1,200 23 0 0 
888 BDB (CA)7 200-1,200 28 11 0 
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ตารางท่ี 4  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความ
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมอืนกนั
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคราแปง้ เมื่อใช้ไพรเมอร ์ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T) 
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
 
 

ตารางท่ี 5  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลกัษณะต้านทานโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4758 จำนวน 4 เครื่องหมาย 

 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB          NPB3 I linked4 

889 DBD (AC)7 200-1,500 29 1 0 
890 VHV (GT)7 200-1,500 25 0 0 
891 HVH (TG)7 200-1,500 26 1 0 
900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 300-1,000 14 0 0 

ผลรวม   1,302   207 4 

ค่าเฉลี่ย   20.7 3.3 0.1 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I18359 19 -0.420 -1.907 0.074 0.18 32 0.573 

I18366 19 0.425 1.938 0.069 0.18 26 0.964 

I66318 19 0.368 1.631 0.121 0.14 26 0.964 

I68394 20 -0.004 -0.019 0.985 0.00 55 0.044 
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ตารางท่ี 6  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2  NPB3 I-R linked4 

ISSR809G5 ISSR809 (AG)8G 200-2,072 26 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR811G ISSR811 (GA)8C 200-2,072 20 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR812G ISSR812 (GA)8A 200-2,072 29 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR813G ISSR813 (CA)8T 200-2,072 26 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR814G ISSR814 (CA)8A 200-2,072 27 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR815G ISSR815 (CT)8G 200-2,072 25 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR816G ISSR816 (CA)8T 200-2,072 30 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR817G ISSR817 (CA)8A 200-2,072 22 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR818G ISSR818 (CA)8G 200-2,072 18 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR819G ISSR819 (GT)8A 200-2,072 26 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR820G ISSR820 (GT)8C 200-2,072 24 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR821G ISSR821 (GT)8T 200-2,072 26 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR823G ISSR823 (TC)8C 200-2,072 15 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR825G ISSR825 (AC)8T 200-2,072 28 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 6  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR826G ISSR826 (AC)8C 200-2,072 27 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR827G ISSR827 (AC)8G 200-2,072 21 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR828G ISSR828 (TG)8A 200-2,072 19 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR829G ISSR829 (TG)8C 200-2,072 22 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR830G ISSR830 (TG)8G 200-2,072 24 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR834G ISSR834 (AG)8YT 200-2,072 19 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR835G ISSR835 (AG)8YC 200-2,072 29 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR836G ISSR836 (AG)8YA 200-2,072 29 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR840G ISSR840 (GA)8YT 200-2,072 23 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR841G ISSR841 (GA)8YC 200-2,072 29 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR841cG ISSR841c (GA)8CC 200-2,072 27 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR841tG ISSR841t (GA)8TC 200-2,072 32 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR842G ISSR842 (GA)8YG 200-2,072 31 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR844G ISSR844 (CT)8RC 200-2,072 22 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 6  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR846G ISSR846 (CA)8AT 200-2,072 16 4 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR847G ISSR847 (CA)8RC 200-2,072 18 3 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR848G ISSR848  (CA)8RG 200-2,072 22 8 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR849G ISSR849 (GT)8YA 200-2,072 26 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR850G ISSR850 (GT)8YC 200-2,072 23 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR856G ISSR856 (AC)8YA 200-2,072 21 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR857G ISSR857 (AC)8YG 200-2,072 24 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR858G ISSR858 (TG)8RT 200-2,072 22 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR859G ISSR859 (TG)8RC 200-2,072 26 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR860G ISSR860 (TG)8RA 200-2,072 20 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR862G ISSR862 (AGC)6 200-2,072 23 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR864G ISSR864 (ATG)6 200-2,072 28 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR866G ISSR866 (CTC)6 200-2,072 29 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR867G ISSR867 (GGC)6 200-2,072 16 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 6  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR868G ISSR868 (GAA)6 200-2,072 24 0 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR873G ISSR873 (GACA)4 200-2,072 22 3 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR876G ISSR876 (GATA)2 (GACA)2 200-2,072 21 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR878G ISSR878 (GGAT)4 200-2,072 21 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR880G ISSR880 (GGAGA)3 200-2,072 30 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR881G ISSR881 (GGGT)3G 200-2,072 28 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR884G ISSR884 HBH (AG)7 200-2,072 31 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR885G ISSR885 BHB (GA)7 200-2,072 30 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR886G ISSR886 VDV (CT)7 200-2,072 24 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR888G ISSR888 BDB (CA)7 200-2,072 27    2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR889G ISSR889 DBD (AC)7 200-2,072 31     4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR890G ISSR890 VHV (GT)7 200-2,072 27      1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR891G ISSR891 HVH (TG)7 200-2,072 26      2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 6  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  G = ไพรเมอร์ GLPLAL 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR900G ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTA
A(CA)2 

200-2,072 30 1 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ผลรวม    1,382 155 0 

ค่าเฉลี่ย    24.7 2.8 0 
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ตารางท่ี 7  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ 
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2  NPB3 I-R linked4 

ISSR807P5 ISSR807 (AG)8T 150-1,200 19 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR809P ISSR809 (AG)8G 100-1,200 23 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR810P ISSR810 (GA)8T 100-1,500 22 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR811P ISSR811 (GA)8C 100-1,500 21 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR812P ISSR812 (GA)8A 150-1,200 21 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR813P ISSR813 (CA)8T 150-1,500 13 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR815P ISSR815 (CT)8G 100-2,072 18 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR816P ISSR816 (CA)8T 150-1,500 15 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR817P ISSR817 (CA)8A 100-2,072 16 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR818P ISSR818 (CA)8G 100-1,200 16 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR819P ISSR819 (GT)8A 150-1,500 21 10 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR820P ISSR820 (GT)8C 150-1,200 17 7 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR825P ISSR825 (AC)8T 100-1,500 17 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR826P ISSR826 (AC)8C 100-1,500 17 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 7  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR827P ISSR827 (AC)8G 100-1,500 14 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR829P ISSR829 (TG)8C 150-1,500 20 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR830P ISSR830 (TG)8G 100-1,500 18 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR834P ISSR834 (AG)8YT 100-1,200 13 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR835P ISSR835 (AG)8YC 100-1,500 19 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR836P ISSR836 (AG)8YA 150-1,500 14 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR840P ISSR840 (GA)8YT 100-1,500 26 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR841P ISSR841 (GA)8YC 100-2,072 30 4 1 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR841cP ISSR841c (GA)8CC 100-2,072 28 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR841tP ISSR841t (GA)8TC 100-1,500 23    5  1 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR842P ISSR842 (GA)8YG 100-1,500 26    2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR844P ISSR844 (CT)8RC 100-1,500 20    0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR846P ISSR846 (CA)8AT 100-1,500 24    0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR847P ISSR847 (CA)8RC 100-1,200 19    2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 7  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR848P ISSR848  (CA)8RG 100-1,500 16 0 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR850P ISSR850 (GT)8YC 100-1,200 17 0 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR851P ISSR851 (GT)8YG 100-1,500 19 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR853P ISSR853 (TC)8RT 150-1,000 16 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR855P ISSR855 (AC)8YT 100-2,072 26 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR856P ISSR856 (AC)8YA 100-1,500 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR857P ISSR857 (AC)8YG 100-1,200 24 4 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR858P ISSR858 (TG)8RT 100-2,072 21 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR859P ISSR859 (TG)8RC 100-2,072 19 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR860P ISSR860 (TG)8RA 100-2,072 19    1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR862P ISSR862 (AGC)6 100-1,500 20 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR864P ISSR864 (ATG)6 100-1,500 22 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR866P ISSR866 (CTC)6 100-1,200 16 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR867P ISSR867 (GGC)6 100-1,500 19 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 7  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง; 5  P = ไพรเมอร์ Pto kin 1 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR868P ISSR868 (GAA)6 100-2,072 29 1 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR878P ISSR878 (GGAT)4 100-1,200 12 2 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR880P ISSR880 (GGAGA)3 100-1,200 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR881P ISSR881 (GGGT)3G 100-1,200 24 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR884P ISSR884 HBH (AG)7 100-1,200 23 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR885P ISSR885 BHB (GA)7 100-2,072 25 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR886P ISSR886 VDV (CT)7 100-2,072 27 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR887P ISSR887 DVD (TC)7 100-1,500 24 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR888P ISSR888 BDB (CA)7 100-1,500 24 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR889P ISSR889 DBD (AC)7 100-1,500 21 4 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR890P ISSR890 VHV (GT)7 100-1,500 25 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ผลรวม    1,086 80 2 

ค่าเฉลี่ย    20.5 1.5 0 
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ตารางท่ี 8  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2    NPB3 I-R linked4 

ISSR807PL5 ISSR807 (AG)8T 200-1,500 20 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR808PL ISSR808 (AG)8C 200-1,500 20 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR809PL ISSR809 (AG)8G 200-1,500 22 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR810PL ISSR810 (GA)8T 200-1,500 22 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR811PL ISSR811 (GA)8C 200-1,200 19 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR812PL ISSR812 (GA)8A 200-1,500 21 7 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR814PL ISSR814 (CA)8A 100-1,500 30 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR815PL ISSR815 (CT)8G 100-1,500 23 6 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR816PL ISSR816 (CA)8T 100-1,500 28 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR817PL ISSR817 (CA)8A 200-1,500 24 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR818PL ISSR818 (CA)8G 200-1,500 14 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR819PL ISSR819 (GT)8A 200-1,500 19 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR820PL ISSR820 (GT)8C 200-1,500 20 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR821PL ISSR821 (GT)8T 200-1,500 20 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 8  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR823PL ISSR823 (TC)8C 200-1,500 19 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR825PL ISSR825 (AC)8T 100-1,500 32 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR826PL ISSR826 (AC)8C 100-1,500 38 9 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR827PL ISSR827 (AC)8G 200-1,500 23 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR828PL ISSR828 (TG)8A 200-1,500 22 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR829PL ISSR829 (TG)8C 100-1,500 36 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR830PL ISSR830 (TG)8G 200-1,500 29 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR834PL ISSR834 (AG)8YT 200-1,500 25 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR835PL ISSR835 (AG)8YC 200-1,200 25 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR836PL ISSR836 (AG)8YA 100-1,500 35 9 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR840PL ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 22 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841PL ISSR841 (GA)8YC 100-1,500 39 10 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841cPL ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 21 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841tPL ISSR841t (GA)8TC 100-1,500 44 13 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 8  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR842PL ISSR842 (GA)8YG 100-1,500 34 4 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR844PL ISSR844 (CT)8RC 100-1,500 34 5 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR846PL ISSR846 (CA)8AT 100-1,500 30 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR847PL ISSR847 (CA)8RC 100-1,500 30 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR848PL ISSR848  (CA)8RG 100-1,500 26 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR849PL ISSR849 (GT)8YA 200-1,000 17 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR850PL ISSR850 (GT)8YC 200-1,500 21 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR851PL ISSR851 (GT)8YG 200-1,500 23 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR855PL ISSR855 (AC)8YT 100-1,500 34 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR856PL ISSR856 (AC)8YA 100-1,500 33 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR857PL ISSR857 (AC)8YG 100-1,500 38 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR858PL ISSR858 (TG)8RT 200-1,500 25 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR859PL ISSR859 (TG)8RC 200-1,500 24 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR860PL ISSR860 (TG)8RA 200-1,500 15 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 8  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR862PL ISSR862 (AGC)6 200-1,500 19 0 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR864PL ISSR864 (ATG)6 200-1,500 26  3 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR866PL ISSR866 (CTC)6 200-800 12 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR867PL ISSR867 (GGC)6 200-1,500 22 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR868PL ISSR868 (GAA)6 200-1,500 25 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR873PL ISSR873 (GACA)4 200-1,500 20 9 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR878PL ISSR878 (GGAT)4 200-800 13 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR880PL ISSR880 (GGAGA)3 200-1,000 14 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR881PL ISSR881 (GGGT)3G 200-1,000 17 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR884PL ISSR884 HBH (AG)7 100-1,500 28 7 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR885PL ISSR885 BHB (GA)7 100-1,500 35 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR886PL ISSR886 VDV (CT)7 100-1,200 35 15 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR887PL ISSR887 DVD (TC)7 200-1,500 27 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR888PL ISSR888 BDB (CA)7 200-1,500 21 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 8  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  PL = ไพรเมอร์ P-Loop 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR889PL ISSR889 DBD (AC)7 200-1,500 27 2 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR890PL ISSR890 VHV (GT)7 300-1,500 23 3 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR891PL ISSR891 HVH (TG)7 200-1,500 28 7 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR900PL ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 200-1,300 20 5 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ผลรวม    1,508 266 2 

ค่าเฉลี่ย    25.1 4.4 0 
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ตารางท่ี 9  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB2  NPB3 I-R linked4 

ISSR807PMR1R5 ISSR807 (AG)8T 200-1,500 30 7 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR808PMR1R ISSR808 (AG)8C 200-1,500 16 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR809PMR1R ISSR809 (AG)8G 200-1,200 28 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR810PMR1R ISSR810 (GA)8T 200-1,200 26 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR811PMR1R ISSR811 (GA)8C 200-1,200 25 5 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR812PMR1R ISSR812 (GA)8A 200-1,200 29 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR813PMR1R ISSR813 (CA)8T 200-1,000 21 4 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR814PMR1R ISSR814 (CA)8A 200-1,000 17 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR815PMR1R ISSR815 (CT)8G 250-900 17 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR816PMR1R ISSR816 (CA)8T 200-1,500 16 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR817PMR1R ISSR817 (CA)8A 200-900 15 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR818PMR1R ISSR818 (CA)8G 200-2,072 24 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR819PMR1R ISSR819 (GT)8A 200-900 14 4 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR820PMR1R ISSR820 (GT)8C 200-900 22 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     
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ตารางท่ี 9  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่
ใช้ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR821PMR1R ISSR821 (GT)8T 200-1,200 25 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR825PMR1R ISSR825 (AC)8T 200-1,500 24 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR826PMR1R ISSR826 (AC)8C 200-1,200 22 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR827PMR1R ISSR827 (AC)8G 200-1,500 22 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR828PMR1R ISSR828 (TG)8A 200-1,500 16 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR829PMR1R ISSR829 (TG)8C 200-1,500 23 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR830PMR1R ISSR830 (TG)8G 200-1,200 21 4 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR834PMR1R ISSR834 (AG)8YT   200-1,500 23 3 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR835PMR1R ISSR835 (AG)8YC 200-1,500 10 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR836PMR1R ISSR836 (AG)8YA 200-1,500 23 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR840PMR1R ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 20 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR841PMR1R ISSR841 (GA)8YC 200-1,200 25 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR841cPMR1R ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 21 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR841tPMR1R ISSR841t (GA)8TC 200-1,500 22 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

45 



ตารางท่ี 9  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR842PMR1R ISSR842 (GA)8YG 200-1,500 21 0 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR844PMR1R ISSR844 (CT)8RC 200-1,500 21 1 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR846PMR1R ISSR846 (CA)8AT 200-900 12 3 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR847PMR1R ISSR847 (CA)8RC 200-1,500 21 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR848PMR1R ISSR848  (CA)8RG 200-1,500 17 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR849PMR1R ISSR849 (GT)8YA 200-1,200 19 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR850PMR1R ISSR850 (GT)8YC 200-1,200 22 4 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR851PMR1R ISSR851 (GT)8YG 200-1,500 21 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR853PMR1R ISSR853 (TC)8RT 200-1,200 7 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR855PMR1R ISSR855 (AC)8YT 200-1,200 20 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR856PMR1R ISSR856 (AC)8YA 200-1,500 20 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR857PMR1R ISSR857 (AC)8YG 200-1,500 23 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR858PMR1R ISSR858 (TG)8RT 200-1,500 25 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR859PMR1R ISSR859 (TG)8RC 200-1,500 16 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     
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ตารางท่ี 9  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR860PMR1R ISSR860 (TG)8RA 200-1,500 20 0 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR862PMR1R ISSR862 (AGC)6 200-1,500 20 0 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR864PMR1R ISSR864 (ATG)6 200-1,500 28 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR866PMR1R ISSR866 (CTC)6 200-1,500 15 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR867PMR1R ISSR867 (GGC)6 200-1,500 17 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR868PMR1R ISSR868 (GAA)6 200-1,500 26 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR880PMR1R ISSR880 (GGAGA)3 200-1,500 28 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR881PMR1R ISSR881 (GGGT)3G 200-1,500 22 2 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR884PMR1R ISSR884 HBH (AG)7 200-1,500 27 1 1 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR885PMR1R ISSR885 BHB (GA)7 200-1,500 29 1 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR886PMR1R ISSR886 VDV (CT)7 200-2,072 22 0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR887PMR1R ISSR887 DVD (TC)7 200-2,072 18         0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR888PMR1R ISSR888 BDB (CA)7 200-1,500 21         0 0 
 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     
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ตารางท่ี 9  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกนัระหว่างพันธ์ุต้านทานและ
ประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  PMR1R = ไพรเมอร์ PMR1R 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR889PMR1R ISSR889 DBD (AC)7 200-1,500 20 0 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR890PMR5R ISSR890 VHV (GT)7 200-1,500 24 1 1 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ISSR891PMR1R ISSR891 HVH (TG)7 200-2,072 25 1 0 

 PMR1R AGCAAGAAATCACTCCATGT     

ผลรวม    1,224 74 2 

ค่าเฉลี่ย    21.1 1.3 0 

48 



ตารางท่ี 10  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB2  NPB3 I-R linked4 

ISSR808PMR5R5 ISSR808 (AG)8C 200-2,072 16 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR809PMR5R ISSR809 (AG)8G 200-2,072 21 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR810PMR5R ISSR810 (GA)8T 200-2,072 22 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR811PMR5R ISSR811 (GA)8C 200-1,500 17 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR812PMR5R ISSR812 (GA)8A 150-2,072 31 2 1 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR813PMR5R ISSR813 (CA)8T 200-2,072 15 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR814PMR5R ISSR814 (CA)8A 200-2,072 19 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR815PMR5R ISSR815 (CT)8G 200-1,500 16 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR816PMR5R ISSR816 (CA)8T 200-2,072 20 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR817PMR5R ISSR817 (CA)8A 200-2,072 23 3 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR819PMR5R ISSR819 (GT)8A 200-1,500 21 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR820PMR5R ISSR820 (GT)8C 200-2,072 27 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR821PMR5R ISSR821 (GT)8T 200-2,072 18 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR823PMR5R ISSR823 (TC)8C 200-1,500 13 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     
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ตารางท่ี 10  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่
ใช้ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR825PMR5R ISSR825 (AC)8T 200-2,072 25 5 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR826PMR5R ISSR826 (AC)8C 200-2,072 21 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR827PMR5R ISSR827 (AC)8G 200-2,072 25 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR828PMR5R ISSR828 (TG)8A 200-2,072 27 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR829PMR5R ISSR829 (TG)8C 200-2,072 25 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR830PMR5R ISSR830 (TG)8G 200-2,072 21 3 1 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR834PMR5R ISSR834 (AG)8YT 200-2,072 28 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR835PMR5R ISSR835 (AG)8YC 200-2,072 19 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR840PMR5R ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 20 4 1 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR841PMR5R ISSR841 (GA)8YC 200-2,072 22 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR841cPMR5R ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 25 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR841tPMR5R ISSR841t (GA)8TC 200-2,072 20 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR842PMR5R ISSR842 (GA)8YG 200-1,500 32 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR844PMR5R ISSR844 (CT)8RC 200-1,200 16 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     
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ตารางท่ี 10  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR846PMR5R ISSR846 (CA)8AT 200-2,072 27 0 0 

 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR847PMR5R ISSR847 (CA)8RC 200-2,072 20 2 0 

 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR848PMR5R ISSR848  (CA)8RG 200-2,072 21 6 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR849PMR5R ISSR849 (GT)8YA 200-2,072 24 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR850PMR5R ISSR850 (GT)8YC 200-2,072 26 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR851PMR5R ISSR851 (GT)8YG 200-1,500 25 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR853PMR5R ISSR853 (TC)8RT 200-1,500 17 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR855PMR5R ISSR855 (AC)8YT 200-2,072 27 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR856PMR5R ISSR856 (AC)8YA 200-2,072 26 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR857PMR5R ISSR857 (AC)8YG 200-2,072 28 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR858PMR5R ISSR858 (TG)8RT 200-2,072 28 4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR859PMR5R ISSR859 (TG)8RC 200-2,072 22 2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR860PMR5R ISSR860 (TG)8RA 200-2,072 18 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR862PMR5R ISSR862 (AGC)6 200-1,500 21   4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     
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ตารางท่ี 10  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR864PMR5R ISSR864 (ATG)6 200-2,072 25  1 0 

 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR866PMR5R ISSR866 (CTC)6 200-2,072 19 4 0 

 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR867PMR5R ISSR867 (GGC)6 200-1,500 15 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR868PMR5R ISSR868 (GAA)6 200-2,072 29 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR878PMR5R ISSR878 (GGAT)4 200-1,200 15 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR880PMR5R ISSR880 (GGAGA)3 200-2,072 19 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR881PMR5R ISSR881 (GGGT)3G 200-1,500 21 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR885PMR5R ISSR885 BHB (GA)7 200-2,072 22 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR886PMR5R ISSR886 VDV (CT)7 200-2,072 23 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR887PMR5R ISSR887 DVD (TC)7 200-2,072 23 0 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR888PMR5R ISSR888 BDB (CA)7 300-2,072 16 1 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR889PMR5R ISSR889 DBD (AC)7 200-2,072 27         2 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ISSR890PMR5R ISSR890 VHV (GT)7 200-2,072 24         4 0 
 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     
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ตารางท่ี 10  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  PMR5R = ไพรเมอร์ PMR5R 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ 

(bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR891PMR5R ISSR891 HVH (TG)7 200-2,072 27 2 0 

 PMR5R TACTCTCACTGTGCGTTCTG     

ผลรวม    1,240 101 3 

ค่าเฉลี่ย    22.1 1.8 0.1 
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ตารางท่ี 11  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2    NPB3 I-R linked4 

ISSR807R5 ISSR807 (AG)8T 100-1,500 32 10 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR808R ISSR808 (AG)8C 100-1,500 36 11 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR809R ISSR809 (AG)8G 100-1,500 36 9 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR810R ISSR810 (GA)8T 100-1,500 29 7 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR811R ISSR811 (GA)8C 200-1,200 17 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR812R ISSR812 (GA)8A 200-1,500 26 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR815R ISSR815 (CT)8G 200-2,072 20 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR816R ISSR816 (CA)8T 200-1,500 21 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR817R ISSR817 (CA)8A 200-1,500 25 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR819R ISSR819 (GT)8A 100-2,072 26 9 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR820R ISSR820 (GT)8C 100-2,072 28 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR821R ISSR821 (GT)8T 100-1,500 16 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR825R ISSR825 (AC)8T 100-2,072 25 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR826R ISSR826 (AC)8C 200-2,072 26 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR827R ISSR827 (AC)8G 100-1,500 20 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     
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ตารางท่ี 11  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR828R ISSR828 (TG)8A 100-1,500 27 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR830R ISSR830 (TG)8G 100-1,500 19 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR834R ISSR834 (AG)8YT 100-1,500 32 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR835R ISSR835 (AG)8YC 100-1,200 30 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR836R ISSR836 (AG)8YA 100-1,500 34 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR840R ISSR840 (GA)8YT 100-2,072 30 2 1 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841R ISSR841 (GA)8YC 100-2,072 36 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841cR ISSR841c (GA)8CC 100-1,500 17 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841tR ISSR841t (GA)8TC 200-1,500 18 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR842R ISSR842 (GA)8YG 200-2,072 30 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR844R ISSR844 (CT)8RC 100-2,072 39 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR846R ISSR846 (CA)8AT 100-2,072 31 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR847R ISSR847 (CA)8RC 100-2,072 24 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR848R ISSR848  (CA)8RG 100-1,500 24 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR849R ISSR849 (GT)8YA 200-1,000 10 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

55 



ตารางท่ี 11  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR850R ISSR850 (GT)8YC 100-1,500 25 1 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR851R ISSR851 (GT)8YG 100-1,500 21 0 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR853R ISSR853 (TC)8RT 100-1,500 23 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR855R ISSR855 (AC)8YT 200-1,500 22 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR856R ISSR856 (AC)8YA 100-1,500 20 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR857R ISSR857 (AC)8YG 100-2,072 32 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR858R ISSR858 (TG)8RT 100-1,500 25 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR859R ISSR859 (TG)8RC 100-1,500 21 2 1 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR860R ISSR860 (TG)8RA 100-1,500 29 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR862R ISSR862 (AGC)6 200-1,500 20 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR864R ISSR864 (ATG)6 200-1,500 20 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR866R ISSR866 (CTC)6 100-1,500 23 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR867R ISSR867 (GGC)6 100-1,000 23 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR868R ISSR868 (GAA)6 100-1,500 22 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     
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ตารางท่ี 11  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4758; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง; 5  R = ไพรเมอร์ RLK for 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR878R ISSR878 (GGAT)4 100-1,500 21 0 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR880R ISSR880 (GGAGA)3 100-1,500 31 0 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR881R ISSR881 (GGGT)3G 100-1,500 25 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR884R ISSR884 HBH (AG)7 100-2,072 37 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR885R ISSR885 BHB (GA)7 100-2,072 35 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR886R ISSR886 VDV (CT)7 100-2,072 26 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR887R ISSR887 DVD (TC)7 100-2,072 36 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR888R ISSR888 BDB (CA)7 200-2,072 26 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR889R ISSR889 DBD (AC)7 100-1,500 26 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR890R ISSR890 VHV (GT)7 200-1,500 25 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR891R ISSR891 HVH (TG)7 200-1,500 23 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ผลรวม    1,421 124 2 

ค่าเฉลี่ย    25.8 2.3 0 
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ตารางท่ี 12  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4758 จำนวน 11 เครื่องหมาย 

 
 
ตารางท่ี 13  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA ต่อลักษณะตา้นทานโรคราแปง้ในถ่ัว-

เขียวคู่ผสม CN72 x V4758  จำนวน 1 เครื่องหมาย 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD 
I15PL457 19 -0.438 -2.011 0.060 0.19 33 0.443 

I26PL250 20 0.075 0.320 0.752 0.01 45 0.044 

I40R211 20 -0.519 -2.578 0.019 0.27 25 1.136 

I59R818 18 -0.450 -2.016 0.061 0.20 28 0.800 

I41P252 19 0.458 2.122 0.049 0.21 32 0.573 

I41tP379 20 -0.520 -2.585 0.019 0.27 20 1.674 

I84PMR1R600 19 -0.546 -2.686 0.016 0.30 26 0.964 

I90PMR1R400 20 -0.452 -2.152 0.045 0.21 30 0.715 

I12PMR5R160 20 -0.287 -1.270 0.220 0.08 40 0.175 

I30PMR5R656 19 -0.171 -0.717 0.483 0.03 42 0.103 
I40PMR5R471 20 -0.382 -1.754 0.096 0.15 35 0.397 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I41tP379 64 -0.510 -4.673 0.000 0.260 19 5.853 
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ภาพท่ี 4  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุต้านทาน V4758 (RP) พันธ์ุอ่อนแอ CN72 (SP) ลูกผสมที่

ต้านทาน (R) และลูกผสมที่อ่อนแอ (S) ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ISSR841t ร่วมกับ Pto 
kin 1; M = 100 bp DNA ladder 
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ตารางท่ี 14  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความ -
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4785; R) และพันธ์ุแม่  (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่
เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและ
ประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ 
annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)1  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB2          NPB3 I linked4 

807 (AG)8T 200-1,500 34 1 0 
808 (AG)8C 200-1,500 29 1 1 
809 (AG)8G 200-1,500 29 1 0 
810 (GA)8T 200-1,500 22 2 0 
811 (GA)8C 250-1,200 20 0 0 
812 (GA)8A 200-1,500 29 1 0 
813 (CA)8T 300-2,072 14 0 0 
814 (CA)8A 300-1,500 12 0 0 
815 (CT)8G 200-1,500 17 1 0 
816 (CA)8T 200-1,500 19 1 0 
817 (CA)8A 200-1,500 16 0 0 
818 (CA)8G 200-1,500 22 0 0 
819 (GT)8A 200-1,500 19 1 0 
820 (GT)8C 200-1,500 12 2 0 
821 (GT)8T 500-1,500 8 0 0 
823 (TC)8C 200-1,200 13 1 0 
825 (AC)8T 200-1,500 21 3 0 
826 (AC)8C 200-1,500 15 0 0 
827 (AC)8G 200-1,500 18 2 1 
828 (TG)8A 200-1,500 14 1 0 
829 (TG)8C 200-1,500 23 5 0 
830 (TG)8G 200-1,500 25 3 0 
834 (AG)8YT 200-1,500 22 2 0 
835 (AG)8YC 200-1,200 25 3 0 
836 (AG)8YA 200-1,500 21 0 0 
840 (GA)8YT 200-1,500 25 0 0 
841 (GA)8YC 200-1,500 22 1 0 
841c (GA)8CC 200-1,500 27 2 0 
841t (GA)8TC 200-1,200 19 1 0 
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ตารางท่ี 14  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความ -
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4785; R) และพันธ์ุแม่  (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่
เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและ
ประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ 
annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB       NPB3 I linked4 

842 (GA)8YG 200-1,200 24 0 0 
844 (CT)8RC 500-2,072 10 0 0 
846 (CA)8AT 200-2,072 21 6 0 
847 (CA)8RC 200-2,072 18 3 0 
848 (CA)8RG 200-1,500 21 2 0 
849 (GT)8YA 200-2,072 20 2 0 
850 (GT)8YC 300-2,072 14 1 0 
851 (GT)8YG 200-1,500 15 2 0 
853 (TC)8RT 300-2,072 15 0 0 
855 (AC)8YT 200-2,072 22 0 0 
856 (AC)8YA 200-1,500 18 0 0 
857 (AC)8YG 200-1,500 24 1 0 
858 (TG)8RT 200-2,072 20 0 0 
859 (TG)8RC 200-2,072 22 1 0 
860 (TG)8RA 200-2,072 21 0 0 
862 (AGC)6 300-1,500 11 0 0 
864 (ATG)6 200-2,072 23 1 0 
866 (CTC)6 200-2,072 18 0 0 
867 (GGC)6 200-2,072 11 0 0 
868 (GAA)6 200-2,072 29 0 0 
873 (GACA)4 200-1,500 17 1 0 
876 (GATA)2 (GACA)2 200-1,500 23 4 0 
878 (GGAT)4 200-2,072 16 1 0 
880 (GGAGA)3 200-2,072 19 0 0 
881 (GGGT)3G 600-2,072 10 0 0 
884 HBH (AG)7 200-2,072 28 3 0 
885 BHB (GA)7 200-2,072 25 1 0 
886 VDV (CT)7 200-2,072 27 3 0 
887 DVD (TC)7 200-2,072 21 1 0 
888 BDB (CA)7 200-1,200 22 0 0 
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ตารางท่ี 14  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความ
แตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4785; R) และพันธ์ุแม่  (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่
เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและ
ประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ 
annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T) 
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
 

ตารางท่ี 15  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลกัษณะต้านทานโรคราแปง้ในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 
x V4785 จำนวน 2 เครือ่งหมาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB      NPB3 I linked4 

889 DBD (AC)7 200-1,500 29 1 0 
890 VHV (GT)7 200-1,500 26 2 0 
891 HVH (TG)7 200-1,500 21 2 0 
900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 600-2,072 7 2 0 

ผลรวม   1,260 75 2 

ค่าเฉลี่ย   20 1.2 0 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I08214 20 -0.494 -2.408 0.027 0.244 25 1.136 

I27565 20 -0.748 -4.786 0.000 0.560 10 3.197 
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ตารางท่ี 16  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2  NPB3 I-R linked4 

ISSR807G5 ISSR807 (AG)8T 150-2,072 35 9 2 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR808G ISSR808 (AG)8C 150-2,072 29 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR809G ISSR809 (AG)8G 150-2,072 28 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR810G ISSR810 (GA)8T 150-1,500 22 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR811G ISSR811 (GA)8C 200-1,200 22 3 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR812G ISSR812 (GA)8A 150-1,500 38 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR813G ISSR813 (CA)8T 150-1,000 24 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR814G ISSR814 (CA)8A 150-1,200 19 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR815G ISSR815 (CT)8G 200-1,500 24 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR816G ISSR816 (CA)8T 200-1,500 22 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR817G ISSR817 (CA)8A 200-1,500 24 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR818G ISSR818 (CA)8G 200-1,500 33 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR819G ISSR819 (GT)8A 150-1,500 24 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR820G ISSR820 (GT)8C 200-1,500 30 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 16  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 
(ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR821G ISSR821 (GT)8T 200-1,500 29 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR823G ISSR823 (TC)8C 150-1,500 28 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR825G ISSR825 (AC)8T 200-1,500 27 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR826G ISSR826 (AC)8C 200-2,072 34 11 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR827G ISSR827 (AC)8G 200-2,072 26 3 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR828G ISSR828 (TG)8A 200-1,500 20 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR829G ISSR829 (TG)8C 200-1,200 19 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR830G ISSR830 (TG)8G 200-2,072 31 7 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR834G ISSR834 (AG)8YT 200-1,500 23 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR835G ISSR835 (AG)8YC 200-2,072 27 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR836G ISSR836 (AG)8YA 200-2,072 35 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR840G ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 26 3 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR841G ISSR841 (GA)8YC 200-1,500 27 1 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR841cG ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 33 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 16  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR841tG ISSR841t (GA)8TC 200-2,072 34 1 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR842G ISSR842 (GA)8YG 200-2,072 28 1 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR844G ISSR844 (CT)8RC 200-1,500 29 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR846G ISSR846 (CA)8AT 200-2,072 19 2 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR847G ISSR847 (CA)8RC 200-2,072 25 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR848G ISSR848  (CA)8RG 200-2,072 23 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR849G ISSR849 (GT)8YA 200-2,072 25 4 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR850G ISSR850 (GT)8YC 200-1,500 32 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR851G ISSR851 (GT)8YG 200-2,072 31 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR853G ISSR853 (TC)8RT 200-1,500 24 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR855G ISSR855 (AC)8YT 200-2,072 32 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR856G ISSR856 (AC)8YA 200-1,200 19 3 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR857G ISSR857 (AC)8YG 150-2,072 32 7 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR858G ISSR858 (TG)8RT 150-2,072 31 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 16  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR859G ISSR859 (TG)8RC 200-2,072 24 0 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR862G ISSR862 (AGC)6 200-2,072 27      4 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR864G ISSR864 (ATG)6 200-2,072 24 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGT

GAA 
    

ISSR866G ISSR866 (CTC)6 150-2,072 35 7 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR868G ISSR868 (GAA)6 200-2,072 21 1 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR873G ISSR873 (GACA)4 200-2,072 21 6 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR876G ISSR876 (GATA)2 (GACA)2 200-2,072 35 7 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR878G ISSR878 (GGAT)4 200-1,500 24 4 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR880G ISSR880 (GGAGA)3 150-1,200 36 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR881G ISSR881 (GGGT)3G 150-2,072 29 5 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR884G ISSR884 HBH (AG)7 150-2,072 34 7 1 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR885G ISSR885 BHB (GA)7 150-2,072 34 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR886G ISSR886 VDV (CT)7 200-2,072 30 0 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR887G ISSR887 DVD (TC)7 200-2,072 33 3 0 
 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     
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ตารางท่ี 16  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  G = ไพรเมอร์ GLPLAL 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ออกแบบ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR888G ISSR888 BDB (CA)7 200-1,500 25 1 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR889G ISSR889 DBD (AC)7 150-1,500 35 2 2 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR890G ISSR890 VHV (GT)7 150-1,500 31 3 0 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR891G ISSR891 HVH (TG)7 150-1,500 34 2 1 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ISSR900G ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTA
A(CA)2 

150-1,500 29 2 1 

 GLPLAL 1 IAGIGCIAGIGGIAGICC     

ผลรวม    1,704 188 14 

ค่าเฉลี่ย    27.9 3.1 0.2 
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ตารางท่ี 17  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้ 
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2    NPB3 I-R linked4 

ISSR807P5 ISSR807 (AG)8T 200-1,200 24 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR808P ISSR808 (AG)8C 200-1,500 24 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR809P ISSR809 (AG)8G 200-1,500 23 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR810P ISSR810 (GA)8T 200-1,500 25 2 1 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR811P ISSR811 (GA)8C 200-1,500 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR812P ISSR812 (GA)8A 200-1,500 21 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR813P ISSR813 (CA)8T 200-1,500 22 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR814P ISSR814 (CA)8A 200-1,500 26 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR815P ISSR815 (CT)8G 200-1,500 27 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR816P ISSR816 (CA)8T 200-1,500 23 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR817P ISSR817 (CA)8A 200-1,500 23 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR818P ISSR818 (CA)8G 200-1,500 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR819P ISSR819 (GT)8A 200-1,500 23 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR820P ISSR820 (GT)8C 200-1,500 26 4 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 17  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR821P ISSR821 (GT)8T 200-1,500 21 5 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR823P ISSR823 (TC)8C 200-1,500 30 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR825P ISSR825 (AC)8T 200-1,500 27 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR826P ISSR826 (AC)8C 200-1,500 27 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR827P ISSR827 (AC)8G 200-1,500 21 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR828P ISSR828 (TG)8A 200-1,500 17 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR829P ISSR829 (TG)8C 200-1,500 30 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR830P ISSR830 (TG)8G 200-1,500 19 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR834P ISSR834 (AG)8YT 200-1,500 24 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR835P ISSR835 (AG)8YC 200-1,500 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR836P ISSR836 (AG)8YA 200-1,500 21 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR840P ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 23 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR841P ISSR841 (GA)8YC 200-1,500 24 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR841cP ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 30 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 17  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR841tP ISSR841t (GA)8TC 200-1,500 22 0 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR842P ISSR842 (GA)8YG 200-1,500 29 2 1 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR844P ISSR844 (CT)8RC 200-1,200 18      0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR846P ISSR846 (CA)8AT 200-1,200 22      0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR847P ISSR847 (CA)8RC 250-1,500 23    2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR848P ISSR848  (CA)8RG 200-1,200 23 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR849P ISSR849 (GT)8YA 200-1,500 18 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR850P ISSR850 (GT)8YC 200-1,500 23 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR851P ISSR851 (GT)8YG 200-1,500 23 2 1 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR853P ISSR853 (TC)8RT 200-1,500 20 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR855P ISSR855 (AC)8YT 200-1,500 25 5 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR856P ISSR856 (AC)8YA 200-1,500 27 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR857P ISSR857 (AC)8YG 200-1,500 31 3 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR858P ISSR858 (TG)8RT 200-1,500 24 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 17  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR859P ISSR859 (TG)8RC 200-1,500 31 2 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR860P ISSR860 (TG)8RA 200-1,500 28         2 1 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR862P ISSR862 (AGC)6 200-1,500 23 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR864P ISSR864 (ATG)6 200-1,500 28 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR866P ISSR866 (CTC)6 200-1,500 25 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR867P ISSR867 (GGC)6 200-1,500 14 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR868P ISSR868 (GAA)6 200-1,500 25 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR873P ISSR873 (GACA)4 200-1,500 30 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR876P ISSR876 (GATA)2 (GACA)2 200-1,500 26 5 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR878P ISSR878 (GGAT)4 200-1,500 16 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR880P ISSR880 (GGAGA)3 200-1,500 27 1 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR881P ISSR881 (GGGT)3G 200-1,500 22 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR884P ISSR884 HBH (AG)7 200-1,500 28 0 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR885P ISSR885 BHB (GA)7 200-1,500 27 2 0 
 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     
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ตารางท่ี 17  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  P = ไพรเมอร์ Pto kin 1 

 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB  NPB I-R linked 

ISSR886P ISSR886 VDV (CT)7 200-1,500 22 0 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR887P ISSR887 DVD (TC)7 200-1,500 28 1 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR888P ISSR888 BDB (CA)7 200-1,500 22 0 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR889P ISSR889 DBD (AC)7 200-1,500 19 2 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR890P ISSR890 VHV (GT)7 200-1,500 26 1 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR891P ISSR891 HVH (TG)7 200-1,500 27 2 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ISSR900P ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 200-1,500 22 1 0 

 Pto kin 1 GCATTGGAACAAGGTGAA     

ผลรวม    1,517 85 4 

ค่าเฉลี่ย    24.1 1.3 0.1 
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ตารางท่ี 18  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2    NPB3 I-R linked4 

ISSR807PL5 ISSR807 (AG)8T 200-1,500 28 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR808PL ISSR808 (AG)8C 200-1,500 17 4 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR809PL ISSR809 (AG)8G 200-1,500 22 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR810PL ISSR810 (GA)8T 200-1,500 22 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR811PL ISSR811 (GA)8C 200-1,500 16 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR812PL ISSR812 (GA)8A 200-1,500 18 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR813PL ISSR813 (CA)8T 200-1,500 12 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR815PL ISSR815 (CT)8G 200-1,500 13 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR816PL ISSR816 (CA)8T 200-1,500 22 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR817PL ISSR817 (CA)8A 200-1,500 18 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR818PL ISSR818 (CA)8G 200-1,500 15 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR819PL ISSR819 (GT)8A 200-1,500 12 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR820PL ISSR820 (GT)8C 200-1,500 18 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR821PL ISSR821 (GT)8T 200-1,500 23 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 18 ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR825PL ISSR825 (AC)8T 200-1,500 11 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR826PL ISSR826 (AC)8C 200-1,500 19 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR827PL ISSR827 (AC)8G 150-1,500 30 4 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR828PL ISSR828 (TG)8A 200-1,500 21 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR829PL ISSR829 (TG)8C 200-1,500 24 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR830PL ISSR830 (TG)8G 200-1,500 23 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR834PL ISSR834 (AG)8YT 200-1,200 25 3 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR835PL ISSR835 (AG)8YC 200-1,200 28 3 2 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR836PL ISSR836 (AG)8YA 200-1,500 27 5 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR840PL ISSR840 (GA)8YT 200-1,500 22 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841PL ISSR841 (GA)8YC 200-1,500 23 6 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841cPL ISSR841c (GA)8CC 200-1,500 25 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR841tPL ISSR841t (GA)8TC 200-1,500 22 8 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR842PL ISSR842 (GA)8YG 200-1,500 28 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 18  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR846PL ISSR846 (CA)8AT 200-1,500 20 2 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR847PL ISSR847 (CA)8RC 200-1,500 17 2 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR848PL ISSR848  (CA)8RG 200-1,500 20 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR849PL ISSR849 (GT)8YA 200-1,500 16 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR850PL ISSR850 (GT)8YC 200-1,500 19 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR851PL ISSR851 (GT)8YG 200-1,500 18       0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR855PL ISSR855 (AC)8YT 200-1,500 13 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR856PL ISSR856 (AC)8YA 150-1,500 27 4 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR857PL ISSR857 (AC)8YG 200-1,500 27 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR858PL ISSR858 (TG)8RT 200-1,500 22 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR859PL ISSR859 (TG)8RC 200-1,500 24 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR860PL ISSR860 (TG)8RA 200-1,500 24 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR862PL ISSR862 (AGC)6 200-1,500 17 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR864PL ISSR864 (ATG)6 200-1,500 21 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 18  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR866PL ISSR866 (CTC)6 300-1,000   8 1 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR867PL ISSR867 (GGC)6 200-1,500 11      2 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR868PL ISSR868 (GAA)6 200-1,500 20 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR873PL ISSR873 (GACA)4 200-1,500 18 2 1 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR876PL ISSR876 (GATA)2 (GACA)2 200-1,500 13 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR878PL ISSR878 (GGAT)4 200-1,500   4 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR880PL ISSR880 (GGAGA)3 200-1,500 23 2 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR881PL ISSR881 (GGGT)3G 200-1,500 20 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR884PL ISSR884 HBH (AG)7 200-1,500 25 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR885PL ISSR885 BHB (GA)7 200-1,500 17 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR886PL ISSR886 VDV (CT)7 200-1,500 14 0 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR888PL ISSR888 BDB (CA)7 200-1,500 25 3 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR889PL ISSR889 DBD (AC)7 200-1,500 26 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR890PL ISSR890 VHV (GT)7 200-1,500 21 1 0 
 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     
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ตารางท่ี 18  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  PL = ไพรเมอร์ P-Loop 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR891PL ISSR891 HVH (TG)7 200-1,500 26 0 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ISSR900PL ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 200-1,500 15 1 0 

 P-Loop (GGI)2GTIGGIAAIACIAC     

ผลรวม    1,155 94 6 

ค่าเฉลี่ย    19.9 1.6 0.1 
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ตารางท่ี 19  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’)1 ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB2    NPB3 I-R linked4 

ISSR807R5 ISSR807 (AG)8T 200-1,500 26 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR808R ISSR808 (AG)8C 150-2,072 24 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR810R ISSR810 (GA)8T 200-1,500 24 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR811R ISSR811 (GA)8C 200-1,000 25 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR812R ISSR812 (GA)8A 150-1,500 27 6 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR813R ISSR813 (CA)8T 150-2,072 31 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR814R ISSR814 (CA)8A 150-1,500 25 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR815R ISSR815 (CT)8G 150-2,072 27 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR816R ISSR816 (CA)8T 200-2,072 18 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR817R ISSR817 (CA)8A 100-2,072 32 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR818R ISSR818 (CA)8G 200-2,072 27 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR819R ISSR819 (GT)8A 200-1,500 19 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR820R ISSR820 (GT)8C 150-1,500 22 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR823R ISSR823 (TC)8C 150-1,500 34 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

78 



ตารางท่ี 19  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR825R ISSR825 (AC)8T 150-2,072 34 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR826R ISSR826 (AC)8C 200-1,500 28 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR827R ISSR827 (AC)8G 150-2,072 38 3 2 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR828R ISSR828 (TG)8A 150-2,072 18 3 1 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR829R ISSR829 (TG)8C 200-2,072 31 7 1 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR830R ISSR830 (TG)8G 100-2,072 38 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR834R ISSR834 (AG)8YT 150-1,500 26 7 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR835R ISSR835 (AG)8YC 150-1,500 34 5 3 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR836R ISSR836 (AG)8YA 150-2,072 35 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR840R ISSR840 (GA)8YT 150-1,500 36 11 2 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841R ISSR841 (GA)8YC 150-2,072 37 6 1 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841cR ISSR841c (GA)8CC 150-1,500 32 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR841tR ISSR841t (GA)8TC 150-1,500 40 4 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR842R ISSR842 (GA)8YG 200-1,500 25 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

79 



ตารางท่ี 19  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR844R ISSR844 (CT)8RC 200-2,072 36 1 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR846R ISSR846 (CA)8AT 150-2,072 29 4 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR847R ISSR847 (CA)8RC 150-2,072 29 6 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR848R ISSR848  (CA)8RG 200-2,072 28 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR849R ISSR849 (GT)8YA 150-2,072 33 5 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR850R ISSR850 (GT)8YC 200-1,500 20 10 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR851R ISSR851 (GT)8YG 200-1,000 14 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR853R ISSR853 (TC)8RT 200-1,500 20 6 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR855R ISSR855 (AC)8YT 200-2,072 32 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR856R ISSR856 (AC)8YA 150-1,500 24 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR857R ISSR857 (AC)8YG 150-2,072 36 3 3 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR858R ISSR858 (TG)8RT 150-2,072 36 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR859R ISSR859 (TG)8RC 150-2,072 29 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR860R ISSR860 (TG)8RA 150-2,072 34 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     
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ตารางท่ี 19  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB    NPB I-R linked 

ISSR864R ISSR864 (ATG)6 200-1,500 31 2 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR866R ISSR866 (CTC)6 150-2,072 26       2 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR868R ISSR868 (GAA)6 150-2,072 38 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR873R ISSR873 (GACA)4 100-1,500 36 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR876R ISSR876 (GATA)2 (GACA)2 150-1,500 31 8 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR878R ISSR878 (GGAT)4 150-2,072 31 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR880R ISSR880 (GGAGA)3 200-2,072 30 6 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR881R ISSR881 (GGGT)3G 150-2,072 39 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR884R ISSR884 HBH (AG)7 200-2,072 30 3 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR885R ISSR885 BHB (GA)7 100-2,072 39 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR886R ISSR886 VDV (CT)7 100-2,072 38 0 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR887R ISSR887 DVD (TC)7 100-2,072 37 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR888R ISSR888 BDB (CA)7 100-1,500 33 1 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR889R ISSR889 DBD (AC)7 200-2,072 29 2 0 
 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     
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ตารางท่ี 19  ลำดับเบส จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุพ่อ 
(V4785; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
และประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวมอ่อนแอต่อโรคราแป้ง 
เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA (RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ (ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; I = inosine; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T)  
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I-R linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 
5  R = ไพรเมอร์ RLK for 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ใช้
ออกแบบ 

ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (bp) 

NB NPB I-R linked 

ISSR890R ISSR890 VHV (GT)7 200-2,072 28 3 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR891R ISSR891 HVH (TG)7 150-2,072 30 1 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ISSR900R ISSR900 ACTTCCC(CA)2GGTTAA(CA)2 200-1,500 27 3 0 

 RLK for GAYGTNAARCCIGARAA     

ผลรวม    1,766 188 13 

เฉลี่ย    29.9 3.2 0.2 
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ตารางท่ี 20  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4785 จำนวน 37 เครื่องหมาย 

 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I07G181 20 0.206 0.895 0.383 0.043 60 0.175 
I07G275 20 -0.447 -2.120 0.048 0.200 35 0.397 

I11G430 20 -0.505 -2.482 0.023 0.255 25 1.136 

I27G229 20 -0.007 -0.031 0.976 0.000 50 0.000 

I40G251 20 0.347 1.572 0.133 0.121 40 0.175 

I41G338 20 -0.368 -1.678 0.111 0.135 35 0.397 

I49G428 20 -0.543 -2.744 0.013 0.295 25 1.136 

I56G222 20 0.352 1.596 0.128 0.124 35 0.397 

I66G226 20 0.347 1.572 0.133 0.121 40 0.175 

I84G206 20 -0.332 -1.492 0.153 0.110 40 0.175 

I89G175 20 -0.341 -1.538 0.141 0.116 35 0.397 

I89G1420 20 -0.053 -0.225 0.824 0.003 50 0.000 

I91G647 20 -0.411 -1.911 0.072 0.169 30 0.715 

I00G353 20 -0.427 -2.001 0.061 0.182 30 0.715 

I10P321 20 -0.692 -4.070 0.001 0.479 15 2.349 

I42P319 19 -0.412 -1.866 0.079 0.170 26 0.964 

I51P263 20 -0.050 -0.212 0.834 0.002 45 0.044 

I60P260 19 -0.400 -1.798 0.090 0.160 26 0.964 

I27PL600 20 -0.478 -2.309 0.033 0.229 25 1.136 

I34PL210 20 0.492 2.400 0.027 0.242 25 1.136 

I35PL200 20 -0.543 -2.744 0.013 0.295 25 1.136 

I35PL461 20 -0.527 -2.629 0.017 0.277 25 1.136 

I56PL166 20 -0.507 -2.494 0.023 0.257 25 1.136 

I73PL414 20 -0.283 -1.250 0.227 0.080 45 0.044 

I27R211 19 -0.850 -6.664 0.000 0.723  5 4.018 

I27R565 20 -0.748 -4.786 0.000 0.560 10 3.197 

83 



ตารางท่ี 20  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4785 จำนวน 37 เครื่องหมาย (ต่อ) 

 
 
ตารางท่ี 21  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA ต่อลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัว-

เขียวคู่ผสม CN72 x V4785 จำนวน 4 เครื่องหมาย 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I28R306 20 -0.107 -0.459 0.652 0.012 40 0.175 
I29R240 20 -0.215 -0.934 0.362 0.046 45 0.044 

I35R305 20 -0.429 -2.013 0.059 0.184 25 1.136 

I35R311 20 0.258 1.132 0.272 0.067 40 0.175 

I35R349 20 0.451 2.146 0.046 0.204 30 0.715 

I40R206 19 -0.519 -2.506 0.023 0.270 21 1.473 

I40R337 19 0.457 2.116 0.049 0.208 32 0.573 

I41R457 20 0.076 0.324 0.750 0.006 55 0.044 

I57R174 20 0.609 3.261 0.004 0.371 25 1.136 

I57R569 20 0.348 1.572 0.133 0.121 40 0.175 

I57R865 20 0.031 0.133 0.896 0.001 50 0.000 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD  
I27565 80 -0.397 -3.817 0.000 0.157 36 1.331 

I10P321 77 -0.437 -4.207 0.000 0.191 35 1.515 

I27R211 80 -0.397 -3.817 0.000 0.157 36 1.331 

I27R565 80 -0.548 -5.784 0.000 0.300 26 4.082 
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ภาพท่ี 5  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุต้านทาน V4785 (RP) พันธ์ุอ่อนแอ CN72 (SP) ลูกผสมที่

อ่อนแอ (S) และลูกผสมที่ต้านทาน (R) ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ ISSR827 ร่วมกับ RLK 
for; M = 100 bp DNA ladder 
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 และจากการประเมินความเหมาะสมในการนำไพรเมอร์ RGA มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ 
ISSR ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 เพื่อหาเครือ่งหมายที่มคีวามสัมพันธ์กับลักษณะ
ต้านทานโรคราแป้ง ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ร่วมกับไพรเมอร์ RGA จำนวน 6 ไพรเมอร์ 
(GLPLAL 1, Pto kin 1, P-Loop, PMR1R, PMR5R และ RLK for) รวมทั้งหมด 338 คู่ไพรเมอร์ โดยการ
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่ได้ระหว่างไพรเมอร์ ISSR กับ ISSR-RGA พบว่ามีไพรเมอร์ ISSR-RGA จำนวน 11 คู่
ไพรเมอร์ ที่ให้แถบดีเอ็นเอแถบใหม่ (ไม่พบในไพรเมอร์ ISSR) ที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทานกับประชากร
รวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอกับประชากรรวมอ่อนแอ (I-R linked) รวมทั้งหมด 11 แถบ ซึ่งกำหนดให้
แต่ละแถบคือแต่ละเครื่องหมาย (ตารางที่ 22-27) โดยพบว่าเครื่องหมาย ISSR-RGA ทั้ง 11 เครื่องหมายน้ีเป็น
เครื่องหมายใหม่ คิดเป็น 100% ส่วนคู่ผสม CN72 x V4785 ใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพรเมอร์ ร่วมกับ
ไพรเมอร์ RGA จำนวน 4 ไพรเมอร์ (GLPLAL 1, Pto kin 1, P-Loop และ RLK for) รวมทั้งหมด 241 คู่ไพร-
เมอร์ โดยการเปรียบเทยีบแถบดีเอ็นเอที่ได้ระหว่างไพรเมอร์ ISSR กับ ISSR-RGA พบว่ามีไพรเมอร์ ISSR-RGA 
จำนวน 28 คู่ไพรเมอร์ ที่ให้แถบดีเอ็นเอแถบใหม่ (ไม่พบในไพรเมอร์ ISSR) ที่เหมือนกันระหว่างพันธ์ุต้านทาน
กับประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอกับประชากรรวมอ่อนแอ (I-R linked) อยู่ระหว่าง 1-3 แถบ 
รวมทั้งหมด 36 แถบ โดยไพรเมอร์ ISSR835 ร่วมกับ RLK for และ ISSR857 ร่วมกับ RLK for ให้จำนวนแถบดี-
เอ็นเอมากที่สุด จำนวน 3 แถบ ซึ่งกำหนดให้แต่ละแถบคือแต่ละเครื่องหมาย (ตารางที่  28-31) โดยพบว่า
เครื่องหมาย ISSR-RGA ทั้ ง 36 เครื่องหมายนี้ เป็นเครื่องหมายใหม่  คิดเป็น 97.3% จากทั้งหมด 37 
เครื่องหมาย แสดงว่าการนำไพรเมอร์ RGA มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ ISSR เป็นประโยชน์และมีประสิทธิภาพสูง 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Smolik (2012) ซึ่งสร้างเครื่องหมายโมเลกุลชนิดใหม่ R-ISSR ที่เกิดจากไพรเมอร์ 
RAPD กับ ISSR เพื่อใช้ในการหาตำแหน่ง QTL ที่สัมพันธ์กับความทนทานต่อการขาดธาตุอาหารในสภาพ
เครียดของข้าวไรน์ โดยพบว่าเครื่องหมาย R-ISSR จำนวน 28 คู่ไพรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอแถบใหม่ จำนวน 
114 แถบจาก 207 แถบ และในทำนองเดียวกัน Patil et al. (2014) พบว่าการใช้เครื่องหมาย AFLP ร่วมกับ 
RGA ทำให้มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างจีโนไทป์ของถ่ัวแระ (pigeon pea) สูงถึง 90.7% ซึ่งเป็น
ประโยชน์ในการเลือกจีโนไทป์ที่เหมาะสมสำหรับเป็นพ่อแม่พันธ์ุที่ต้านทานโรคเหี่ยว (Fusarium wilt) และ 
sterility mosaic 
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ตารางท่ี 22  รูปแบบแถบดีเอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่เพิ่มปริมาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR809G 250-1,500 16 17 1 0 
ISSR811G 200-1,200 19 15 2 0 
ISSR812G 200-1,200 26 23 4 0 
ISSR813G 250-1,500 11 10 1 0 
ISSR814G 200-1,500 13 13 0 0 
ISSR815G 250-1,500 11 11 0 0 
ISSR816G 200-1,500 21 21 4 0 
ISSR817G 300-1,500 20 14 0 0 
ISSR818G 250-1,200 19 10 1 0 
ISSR819G 200-1,200 20 20 0 0 
ISSR820G 200-1,200 15 15 0 0 
ISSR821G 250-1,200 15 14 2 0 
ISSR823G 300-1,200 13 10 0 0 
ISSR825G 200-1,500 23 25 2 0 
ISSR826G 200-1,500 18 18 0 0 
ISSR827G 200-1,500 21 21 3 0 
ISSR828G 200-1,500 23 16 0 0 
ISSR829G 200-1,500 18 19 1 0 
ISSR830G 200-1,500 23 24 1 0 
ISSR834G 200-1,500 24 22 0 0 
ISSR835G 200-1,200 20 19 0 0 
ISSR836G 200-1,500 20 23 1 0 
ISSR840G 250-1,500 25 19 0 0 
ISSR841G 200-1,200 27 25 0 0 
ISSR841cG 200-1,500 24 24 0 0 
ISSR841tG 250-1,500 18 19 3 0 
ISSR842G 300-1,200 26 20 0 0 
ISSR844G 200-1,000 11 12 3 0 
ISSR846G 200-1,500 24 12 0 0 
ISSR847G 200-1,500 18 17 0 0 
ISSR848G 300-1,500 19 15 0 0 
ISSR849G 200-1,500 18 22 4 0 
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ตารางท่ี 22  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR850G 200-1,200 21 20 0 0 
ISSR856G 250-1,500 17 17 0 0 
ISSR857G 200-1,000 26 21 0 0 
ISSR858G 200-1,500 22 22 0 0 
ISSR859G 200-1,500 24 24 0 0 
ISSR860G 250-1,500 26 17 0 0 
ISSR862G 200-1,000 13 13 0 0 
ISSR864G 200-2,072 18 22 4 0 
ISSR866G 250-1,500 16 19 3 0 
ISSR867G 200-1,500 16 15 0 0 
ISSR868G 200-1,100 28 23 0 0 
ISSR873G 200-1,100 25 18 0 0 
ISSR876G 200-1,200 19 19 0 0 
ISSR878G 300-1,500 20 16 0 0 
ISSR880G 200-1,200 27 28 1 0 
ISSR881G 200-1,200 25 25 0 0 
ISSR884G 200-1,500 25 21 0 0 
ISSR885G 250-1,500 20 20 0 0 
ISSR886G 200-1,000 18 21 3 0 
ISSR888G 200-1,200 28 22 0 0 
ISSR889G 200-1,500 29 26 0 0 
ISSR890G 200-1,500 25 23 0 0 
ISSR891G 200-1,500 26 25 0 0 
ISSR900G 300-1,000 14 19 5 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 G = ไพรเมอร์ GLPLAL 1 
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ตารางท่ี 23  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807P 300-1,500 22 10 0 0 
ISSR809P 250-1,500 16 15 1 0 
ISSR810P 200-1,500 26 15 0 0 
ISSR811P 200-1,200 19 13 1 0 
ISSR812P 200-1,200 26 18 0 0 
ISSR813P 250-1,500 11 11 2 0 
ISSR815P 250-1,500 11 8 2 0 
ISSR816P 200-1,500 21 13 0 0 
ISSR817P 300-1,500 20 10 1 0 
ISSR818P 250-1,200 19 11 2 1 
ISSR819P 200-1,200 20 14 1 0 
ISSR820P 200-1,200 15 11 1 0 
ISSR825P 200-1,500 23 13 1 0 
ISSR826P 200-1,500 18 16 3 0 
ISSR827P 200-1,500 21 12 1 1 
ISSR829P 200-1,500 18 15 1 0 
ISSR830P 200-1,500 23 14 0 0 
ISSR834P 200-1,500 24 10 0 0 
ISSR835P 200-1,200 20 14 0 0 
ISSR836P 200-1,500 20 13 0 0 
ISSR840P 250-1,500 25 18 0 0 
ISSR841P 200-1,200 27 19 1 1 
ISSR841cP 200-1,500 24 21 0 0 
ISSR841tP 250-1,500 18 13 2 1 
ISSR842P 300-1,200 26 13 0 0 
ISSR844P 200-1,000 11 11 1 0 
ISSR846P 200-1,500 24 17 0 0 
ISSR847P 200-1,500 18 14 0 0 
ISSR848P 300-1,500 19 9 1 0 
ISSR850P 200-1,200 21 11 0 0 
ISSR851P 200-1,500 21 15 0 0 
ISSR853P 250-1,500 18 13 0 0 
ISSR855P 250-1,200 20 18 2 0 
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ตารางท่ี 23  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 53 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR856P 250-1,500 17 13 0 0 
ISSR857P 200-1,000 26 17 0 0 
ISSR858P 200-1,500 22 17 1 0 
ISSR859P 200-1,500 24 13 0 0 
ISSR860P 250-1,500 26 15 0 0 
ISSR862P 200-1,000 13 11 1 0 
ISSR864P 200-2,072 18 16 0 0 
ISSR866P 250-1,500 16 9 0 0 
ISSR867P 200-1,500 16 11 0 0 
ISSR868P 200-1,100 28 15 0 0 
ISSR878P 300-1,500 20 7 0 0 
ISSR880P 200-1,200 27 16 0 0 
ISSR881P 200-1,200 25 18 0 0 
ISSR884P 200-1,500 25 18 2 0 
ISSR885P 250-1,500 20 17 0 0 
ISSR886P 200-1,000 18 20 2 0 
ISSR887P 200-1,200 23 18 2 0 
ISSR888P 200-1,200 28 17 0 0 
ISSR889P 200-1,500 29 17 0 0 
ISSR890P 200-1,500 25 18 1 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 P = ไพรเมอร์ Pto kin 1 
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ตารางท่ี 24 รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807PL5 300-1,500 22 13 0 0 
ISSR808PL 250-1,500 25 18 0 0 
ISSR809PL 250-1,500 16 17 1 0 
ISSR810PL 200-1,500 26 23 0 0 
ISSR811PL 200-1,200 19 19 0 0 
ISSR812PL 200-1,200 26 19 0 0 
ISSR814PL 200-1,500 13 17 4 0 
ISSR815PL 250-1,500 11 12 1 1 
ISSR816PL 200-1,500 21 18 0 0 
ISSR817PL 300-1,500 20 18 0 0 
ISSR818PL 250-1,200 19 17 0 0 
ISSR819PL 200-1,200 20 16 0 0 
ISSR820PL 200-1,200 15 17 2 0 
ISSR821PL 250-1,200 15 16 1 0 
ISSR823PL 300-1,200 13 12 0 0 
ISSR825PL 200-1,500 23 19 0 0 
ISSR826PL 200-1,500 18 20 2 1 
ISSR827PL 200-1,500 21 23 2 0 
ISSR828PL 200-1,500 23 22 0 0 
ISSR829PL 200-1,500 18 20 2 0 
ISSR830PL 200-1,500 23 29 6 0 
ISSR834PL 200-1,500 24 25 1 0 
ISSR835PL 200-1,200 20 25 5 0 
ISSR836PL 200-1,500 20 22 2 0 
ISSR840PL 250-1,500 25 19 0 0 
ISSR841PL 200-1,200 27 26 0 0 
ISSR841cPL 200-1,500 24 21 0 0 
ISSR841tPL 250-1,500 18 25 7 0 
ISSR842PL 300-1,200 26 15 0 0 
ISSR844PL 200-1,000 11 14 3 0 
ISSR846PL 200-1,500 24 20 0 0 
ISSR847PL 200-1,500 18 24 6 0 
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ตารางท่ี 24 รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I I-R I-R new I-R linked 
ISSR848PL 300-1,500 19 14 0 0 
ISSR849PL 200-1,500 18 17 1 1 
ISSR850PL 200-1,200 21 21 0 0 
ISSR851PL 200-1,500 21 23 2 0 
ISSR855PL 250-1,200 20 19 0 0 
ISSR856PL 250-1,500 17 18 1 0 
ISSR857PL 200-1,000 26 22 0 0 
ISSR858PL 200-1,500 22 25 3 0 
ISSR859PL 200-1,500 24 24 0 0 
ISSR860PL 250-1,500 26 13 0 0 
ISSR862PL 200-1,000 13 15 2 0 
ISSR864PL 200-2,072 18 19 1 0 
ISSR866PL 250-1,500 16 10 0 0 
ISSR867PL 200-1,500 16 22 6 0 
ISSR868PL 200-1,100 28 21 0 0 
ISSR873PL 200-1,100 25 19 0 0 
ISSR878PL 300-1,500 20 8 0 0 
ISSR880PL 200-1,200 27 14 2 2 
ISSR881PL 200-1,200 25 17 0 0 
ISSR884PL 200-1,500 25 21 0 0 
ISSR885PL 250-1,500 20 24 4 0 
ISSR886PL 200-1,000 18 21 1 1 
ISSR887PL 200-1,200 23 27 4 0 
ISSR888PL 200-1,200 28 21 0 0 
ISSR889PL 200-1,500 29 27 0 0 
ISSR890PL 200-1,500 25 30 5 0 
ISSR891PL 200-1,500 26 28 2 0 
ISSR900PL 300-1,000 14 11 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 PL = ไพรเมอร์ P-Loop 

 
 

92 



ตารางท่ี 25  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807PMR1R5 300-1,500 22 20 4 0 
ISSR808PMR1R 250-1,500 25 16 0 0 
ISSR809PMR1R 250-1,500 16 23 7 0 
ISSR810PMR1R 200-1,500 26 21 0 0 
ISSR811PMR1R 200-1,200 19 25 6 0 
ISSR812PMR1R 200-1,200 26 29 3 0 
ISSR813PMR1R 250-1,500 11 18 7 0 
ISSR814PMR1R 200-1,500 13 16 3 0 
ISSR815PMR1R 250-1,500 11 17 6 0 
ISSR816PMR1R 200-1,500 21 16 0 0 
ISSR817PMR1R 300-1,500 20 13 0 0 
ISSR818PMR1R 250-1,200 19 20 1 0 
ISSR819PMR1R 200-1,200 20 13 3 0 
ISSR820PMR1R 200-1,200 15 22 7 0 
ISSR821PMR1R 250-1,200 15 17 7 0 
ISSR825PMR1R 200-1,500 23 24 1 0 
ISSR826PMR1R 200-1,500 18 20 6 0 
ISSR827PMR1R 200-1,500 21 22 1 0 
ISSR828PMR1R 200-1,500 23 16 0 0 
ISSR829PMR1R 200-1,500 18 21 3 0 
ISSR830PMR1R 200-1,500 23 16 0 0 
ISSR834PMR1R 200-1,500 24 23 0 0 
ISSR835PMR1R 200-1,200 20 10 0 0 
ISSR836PMR1R 200-1,500 20 23 3 0 
ISSR840PMR1R 250-1,500 25 15 0 0 
ISSR841PMR1R 200-1,200 27 25 0 0 
ISSR841cPMR1R 200-1,500 24 21 0 0 
ISSR841tPMR1R 250-1,500 18 22 4 0 
ISSR842PMR1R 300-1,200 26 14 0 0 
ISSR844PMR1R 200-1,000 11 19 8 0 
ISSR846PMR1R 200-1,500 24 12 0 0 
ISSR847PMR1R 200-1,500 18 21 3 0 
ISSR848PMR1R 300-1,500 19 17 0 0 
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ตารางท่ี 25  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR1R) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR849PMR1R 200-1,500 18 19 1 0 
ISSR850PMR1R 200-1,200 21 22 1 0 
ISSR851PMR1R 200-1,500 21 21 0 0 
ISSR853PMR1R 250-1,500 18 7 0 0 
ISSR855PMR1R 250-1,200 20 17 0 0 
ISSR856PMR1R 250-1,500 17 15 0 0 
ISSR857PMR1R 200-1,000 26 20 1 0 
ISSR858PMR1R 200-1,500 22 25 3 0 
ISSR859PMR1R 200-1,500 24 16 0 0 
ISSR860PMR1R 250-1,500 26 19 0 0 
ISSR862PMR1R 200-1,000 13 18 5 0 
ISSR864PMR1R 200-2,072 18 27 9 0 
ISSR866PMR1R 250-1,500 16 14 5 0 
ISSR867PMR1R 200-1,500 16 17 1 0 
ISSR868PMR1R 200-1,100 28 23 0 0 
ISSR880PMR1R 200-1,200 27 25 0 0 
ISSR881PMR1R 200-1,200 25 20 0 0 
ISSR884PMR1R 200-1,500 25 27 2 1 
ISSR885PMR1R 250-1,500 20 25 5 0 
ISSR886PMR1R 200-1,000 18 20 2 0 
ISSR887PMR1R 200-1,200 23 16 0 0 
ISSR888PMR1R 200-1,200 28 16 0 0 
ISSR889PMR1R 200-1,500 29 20 0 0 
ISSR890PMR1R 200-1,500 25 24 1 1 
ISSR891PMR1R 200-1,500 26 25 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 PMR1R = ไพรเมอร์ PMR1R 

 
 
 
 
 

94 



ตารางท่ี 26  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR808PMR5R5 250-1,500 25 15 0 0 
ISSR809PMR5R 250-1,500 16 19 3 0 
ISSR810PMR5R 200-1,500 26 19 2 0 
ISSR811PMR5R 200-1,200 19 15 0 0 
ISSR812PMR5R 200-1,200 26 24 0 0 
ISSR813PMR5R 250-1,500 11 10 1 0 
ISSR814PMR5R 200-1,500 13 15 2 0 
ISSR815PMR5R 250-1,500 11 11 4 0 
ISSR816PMR5R 200-1,500 21 18 0 0 
ISSR817PMR5R  300-1,500 20 16 0 0 
ISSR819PMR5R 200-1,200 20 19 2 0 
ISSR820PMR5R 200-1,200 15 20 5 0 
ISSR821PMR5R 250-1,200 15 14 3 0 
ISSR823PMR5R 300-1,200 13 11 2 0 
ISSR825PMR5R  200-1,500 23 18 2 0 
ISSR826PMR5R 200-1,500 18 17 2 0 
ISSR827PMR5R 200-1,500 21 22 1 0 
ISSR828PMR5R 200-1,500 23 22 0 0 
ISSR829PMR5R 200-1,500 18 25 7 0 
ISSR830PMR5R 200-1,500 23 20 0 0 
ISSR834PMR5R 200-1,500 24 28 4 0 
ISSR835PMR5R 200-1,200 20 19 0 0 
ISSR840PMR5R 250-1,500 25 15 2 0 
ISSR841PMR5R 200-1,200 27 20 4 0 
ISSR841cPMR5R 200-1,500 24 25 1 0 
ISSR841tPMR5R 250-1,500 18 18 2 0 
ISSR842PMR5R 300-1,200 26 22 0 0 
ISSR844PMR5R 200-1,000 11 13 2 0 
ISSR846PMR5R 200-1,500 24 25 1 0 
ISSR847PMR5R 200-1,500 18 16 3 0 
ISSR848PMR5R 300-1,500 19 14 4 0 
ISSR849PMR5R 200-1,500 18 22 4 0 
ISSR850PMR5R 200-1,200 21 21 0 0 
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ตารางท่ี 26  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(PMR5R) จำนวน 56 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR851PMR5R 200-1,500 21 25 4 0 
ISSR853PMR5R 250-1,500 18 17 1 0 
ISSR855PMR5R 250-1,200 20 19 0 0 
ISSR856PMR5R 250-1,500 17 18 1 2 
ISSR857PMR5R 200-1,000 26 20 3 0 
ISSR858PMR5R 200-1,500 22 25 3 0 
ISSR859PMR5R 200-1,500 24 16 3 0 
ISSR860PMR5R 250-1,500 26 13 0 0 
ISSR862PMR5R 200-1,000 13 15 4 0 
ISSR864PMR5R 200-2,072 18 22 9 0 
ISSR866PMR5R 250-1,500 16 11 1 0 
ISSR867PMR5R 200-1,500 16 15 0 0 
ISSR868PMR5R 200-1,100 28 20 2 0 
ISSR878PMR5R 300-1,500 20 14 2 0 
ISSR880PMR5R 200-1,200 27 18 0 0 
ISSR881PMR5R 200-1,200 25 22 0 0 
ISSR885PMR5R 250-1,500 20 23 3 0 
ISSR886PMR5R 200-1,000 18 22 4 0 
ISSR887PMR5R 200-1,200 23 20 1 0 
ISSR888PMR5R 200-1,200 28 13 0 0 
ISSR889PMR5R 200-1,500 29 27 0 0 
ISSR890PMR5R 200-1,500 25 18 1 0 
ISSR891PMR5R 200-1,500 26 13 1 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 PMR5R = ไพรเมอร์ PMR5R 

 
 
 
 
 
 
 

96 



ตารางท่ี 27  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807R 300-1,500 22 15 1 0 
ISSR808R 250-1,500 25 20 1 0 
ISSR809R 250-1,500 16 19 3 0 
ISSR810R 200-1,500 26 16 1 0 
ISSR811R 200-1,200 19 17 0 0 
ISSR812R 200-1,200 26 23 0 0 
ISSR815R 250-1,500 11 11 3 0 
ISSR816R 200-1,500 21 20 1 0 
ISSR817R 300-1,500 20 18 1 0 
ISSR819R 200-1,200 20 14 0 0 
ISSR820R 200-1,200 15 20 5 0 
ISSR821R 250-1,200 15 13 1 0 
ISSR825R 200-1,500 23 18 0 0 
ISSR826R 200-1,500 18 19 1 0 
ISSR827R 200-1,500 21 14 0 0 
ISSR828R 200-1,500 23 21 0 0 
ISSR830R 200-1,500 23 16 0 0 
ISSR834R 200-1,500 24 22 0 0 
ISSR835R 200-1,200 20 20 0 0 
ISSR836R 200-1,500 20 20 1 0 
ISSR840R 250-1,500 25 19 0 0 
ISSR841R 200-1,200 27 21 0 0 
ISSR841cR 200-1,500 24 18 1 0 
ISSR841tR 250-1,500 18 19 1 0 
ISSR842R 300-1,200 26 19 0 0 
ISSR844R 200-1,000 11 16 5 0 
ISSR846R 200-1,500 24 22 0 0 
ISSR847R 200-1,500 18 20 2 0 
ISSR848R 300-1,500 19 16 0 0 
ISSR849R 200-1,500 18 10 0 0 
ISSR850R 200-1,200 21 19 0 0 
ISSR851R 200-1,500 21 15 0 0 
ISSR853R 250-1,500 18 13 0 0 
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ตารางท่ี 27  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(RLK for) จำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR855R 250-1,200 20 17 0 0 
ISSR856R 250-1,500 17 14 0 0 
ISSR857R 200-1,000 26 22 2 0 
ISSR858R 200-1,500 22 23 1 0 
ISSR859R 200-1,500 24 16 0 0 
ISSR860R 250-1,500 26 22 0 0 
ISSR862R 200-1,000 13 14 1 0 
ISSR864R 200-2,072 18 16 0 0 
ISSR866R 250-1,500 16 16 0 0 
ISSR867R 200-1,500 16 11 0 0 
ISSR868R 200-1,100 28 15 0 0 
ISSR878R 300-1,500 20 13 0 0 
ISSR880R 200-1,200 27 20 0 0 
ISSR881R 200-1,200 25 18 2 0 
ISSR884R 200-1,500 25 27 2 0 
ISSR885R 250-1,500 20 22 2 0 
ISSR886R 200-1,000 18 18 0 0 
ISSR887R 200-1,200 23 24 1 0 
ISSR888R 200-1,200 28 25 0 0 
ISSR889R 200-1,500 29 17 0 0 
ISSR890R 200-1,500 25 25 0 0 
ISSR891R 200-1,500 26 18 1 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 R = ไพรเมอร์ RLK for 
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ตารางท่ี 28  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807G 200-1,500 34 27 2 2 
ISSR808G 200-1,500 29 24 0 0 
ISSR809G 200-1,500 29 24 0 0 
ISSR810G 200-1,500 22 18 0 0 
ISSR811G 250-1,200 20 20 2 1 
ISSR812G 200-1,500 29 29 4 0 
ISSR813G 300-2,072 14 14 0 0 
ISSR814G 300-1,500 12 12 0 0 
ISSR815G 200-1,500 17 17 7 0 
ISSR816G 200-1,500 19 19 3 0 
ISSR817G 200-1,500 16 16 8 0 
ISSR818G 200-1,500 22 22 11 0 
ISSR819G 200-1,500 16 16 4 0 
ISSR820G 200-1,500 12 12 18 0 
ISSR821G 500-1,500 8 8 2 0 
ISSR823G 200-1,200 13 13 9 0 
ISSR825G 200-1,500 21 21 6 0 
ISSR826G 200-1,500 15 15 19 0 
ISSR827G 200-1,500 18 18 8 1 
ISSR828G 200-1,500 14 14 6 0 
ISSR829G 200-1,500 23 19 0 0 
ISSR830G 200-1,500 25 25 6 0 
ISSR834G 200-1,500 22 22 1 0 
ISSR835G 200-1,200 25 25 2 0 
ISSR836G 200-1,500 21 21 9 0 
ISSR840G 200-1,500 25 25 1 1 
ISSR841G 200-1,500 22 22 5 1 
ISSR841cG 200-1,500 27 27 6 0 
ISSR841tG 200-1,200 19 19 0 0 
ISSR842G 200-1,200 24 24 0 0 
ISSR844G 500-2,072 10 10 4 0 
ISSR846G 200-2,072 21 19 0 0 
ISSR847G 200-2,072 18 18 7 0 
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ตารางท่ี 28  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(GLPLAL 1) จำนวน 61 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR848G 200-1,500 21 21 2 0 
ISSR849G 200-2,072 20 20 5 1 
ISSR850G 300-2,072 14 14 14 0 
ISSR851G 200-1,500 15 15 14 0 
ISSR853G 300-2,072 15 15 3 0 
ISSR855G 200-2,072 22 22 10 0 
ISSR856G 200-1,500 18 18 1 1 
ISSR857G 200-1,500 24 24 2 0 
ISSR858G 200-2,072 20 20 6 0 
ISSR859G 200-2,072 22 22 2 0 
ISSR862G 300-1,500 11 11 9 0 
ISSR864G 200-2,072 23 23 1 0 
ISSR866G 200-2,072 18 18 10 1 
ISSR868G 200-2,072 29 21 0 0 
ISSR873G 200-2,072 17 17 3 0 
ISSR876G 200-1,500 23 23 10 0 
ISSR878G 200-1,500 16 16 8 0 
ISSR880G 200-2,072 19 19 10 0 
ISSR881G 200-2,072 10 10 0 0 
ISSR884G 600-2,072 28 28 1 1 
ISSR885G 200-2,072 25 25 3 0 
ISSR886G 200-2,072 27 27 3 0 
ISSR887G 200-2,072 21 21 12 0 
ISSR888G 200-2,072 22 21 0 0 
ISSR889G 200-800 29 29 2 2 
ISSR890G 200-1,500 26 26 1 0 
ISSR891G 200-1,500 21 21 8 1 
ISSR900G 600-2,072 7 7 2 1 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 G = ไพรเมอร์ GLPLAL 1 
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ตารางท่ี 29  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807P 200-1,500 34 24 0 0 
ISSR808P 200-1,500 29 24 0 0 
ISSR809P 200-1,500 29 23 0 0 
ISSR810P 200-1,500 22 22 3 1 
ISSR811P 250-1,200 20 20 0 0 
ISSR812P 200-1,500 29 21 0 0 
ISSR813P 300-2,072 14 14 4 0 
ISSR814P 300-1,500 12 12 7 0 
ISSR815P 200-1,500 17 17 10 0 
ISSR816P 200-1,500 19 19 4 0 
ISSR817P 200-1,500 16 16 7 0 
ISSR818P 200-1,500 22 22 2 0 
ISSR819P 200-1,500 16 16 7 0 
ISSR820P 200-1,500 12 12 14 0 
ISSR821P 500-1,500 8 8 0 0 
ISSR823P 200-1,200 13 13 14 0 
ISSR825P 200-1,500 21 21 6 0 
ISSR826P 200-1,500 15 15 17 0 
ISSR827P 200-1,500 18 18 3 0 
ISSR828P 200-1,500 14 14 3 0 
ISSR829P 200-1,500 23 23 7 0 
ISSR830P 200-1,500 25 19 0 0 
ISSR834P 200-1,500 22 22 2 0 
ISSR835P 200-1,200 25 24 0 0 
ISSR836P 200-1,500 21 21 0 0 
ISSR840P 200-1,500 25 23 0 0 
ISSR841P 200-1,500 22 22 2 0 
ISSR841cP 200-1,500 27 27 3 0 
ISSR841tP 200-1,200 19 19 3 0 
ISSR842P 200-1,200 24 24 5 1 
ISSR844P 500-2,072 10 10 8 0 
ISSR846P 200-2,072 21 21 1 0 
ISSR847P 200-2,072 18 18 5 0 
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ตารางท่ี 29  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(Pto kin 1) จำนวน 63 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR848P 200-1,500 21 21 2 0 
ISSR849P 200-2,072 20 18 0 0 
ISSR850P 300-2,072 14 14 2 0 
ISSR851P 200-1,500 15 15 8 1 
ISSR853P 300-2,072 15 15 0 0 
ISSR855P 200-2,072 22 22 3 0 
ISSR856P 200-1,500 18 18 9 0 
ISSR857P 200-1,500 24 24 7 0 
ISSR858P 200-2,072 20 20 4 0 
ISSR859P 200-2,072 22 22 9 0 
ISSR860P 200-2,072 21 21 7 1 
ISSR862P 300-1,500 11 11 8 0 
ISSR864P 200-2,072 23 23 5 0 
ISSR866P 200-2,072 18 18 7 0 
ISSR867P 200-2,072 11 11 3 0 
ISSR868P 200-2,072 29 25 0 0 
ISSR873P 200-1,500 17 17 13 0 
ISSR876P 200-1,500 23 23 3 0 
ISSR878P 200-2,072 16 16 0 0 
ISSR880P 200-2,072 19 19 8 0 
ISSR881P 600-2,072 10 6 0 0 
ISSR884P 200-2,072 28 28 0 0 
ISSR885P 200-2,072 25 25 2 0 
ISSR886P 200-2,072 27 22 0 0 
ISSR887P 200-2,072 21 21 7 0 
ISSR888P 200-800 22 22 0 0 
ISSR889P 200-1,500 29 19 0 0 
ISSR890P 200-1,500 26 26 0 0 
ISSR891P 200-1,500 21 21 6 0 
ISSR900P 600-2,072 7 7 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 P = ไพรเมอร์ Pto kin 1 
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ตารางท่ี 30 รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807PL5 200-1,500 34 28 0 0 
ISSR808PL 200-1,500 29 17 0 0 
ISSR809PL 200-1,500 29 22 0 0 
ISSR810PL 200-1,500 22 22 0 0 
ISSR811PL 250-1,200 20 16 0 0 
ISSR812PL 200-1,500 29 18 0 0 
ISSR813PL 300-2,072 14 12 0 0 
ISSR815PL 200-1,500 17 13 0 0 
ISSR816PL 200-1,500 19 19 3 0 
ISSR817PL 200-1,500 16 16 2 0 
ISSR818PL 200-1,500 22 15 0 0 
ISSR819PL 200-1,500 16 12 0 0 
ISSR820PL 200-1,500 12 12 6 0 
ISSR821PL 500-1,500 8 8 2 0 
ISSR825PL 200-1,500 21 11 0 0 
ISSR826PL 200-1,500 15 15 4 0 
ISSR827PL 200-1,500 18 18 9 1 
ISSR828PL 200-1,500 14 14 7 0 
ISSR829PL 200-1,500 23 23 1 0 
ISSR830PL 200-1,500 25 23 0 0 
ISSR834PL 200-1,500 22 22 3 1 
ISSR835PL 200-1,200 25 25 3 2 
ISSR836PL 200-1,500 21 21 6 0 
ISSR840PL 200-1,500 25 22 0 0 
ISSR841PL 200-1,500 22 22 1 0 
ISSR841cPL 200-1,500 27 25 0 0 
ISSR841tPL 200-1,200 19 19 3 0 
ISSR842PL 200-1,200 24 24 0 0 
ISSR846PL 200-2,072 21 20 0 0 
ISSR847PL 200-2,072 18 17 0 0 
ISSR848PL 200-1,500 21 20 0 0 
ISSR849PL 200-2,072 20 16 0 0 
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ตารางท่ี 30 รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(P-Loop) จำนวน 58 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I I-R I-R new I-R linked 
ISSR850PL 300-2,072 14 14 1 0 
ISSR851PL 200-1,500 15 15 3 0 
ISSR855PL 200-2,072 22 13 0 0 
ISSR856PL 200-1,500 18 18 6 1 
ISSR857PL 200-1,500 24 24 3 0 
ISSR858PL 200-2,072 20 20 2 0 
ISSR859PL 200-2,072 22 22 2 0 
ISSR860PL 200-2,072 21 21 3 0 
ISSR862PL 300-1,500 11 11 3 0 
ISSR864PL 200-2,072 23 21 0 0 
ISSR866PL 200-2,072 18 8 0 0 
ISSR867PL 200-2,072 11 11 0 0 
ISSR868PL 200-2,072 29 20 0 0 
ISSR873PL 200-1,500 17 17 1 1 
ISSR876PL 200-1,500 23 13 0 0 
ISSR878PL 200-2,072 16 4 0 0 
ISSR880PL 200-2,072 19 19 4 0 
ISSR881PL 600-2,072 10 10 0 0 
ISSR884PL 200-2,072 28 25 0 0 
ISSR885PL 200-2,072 25 17 0 0 
ISSR886PL 200-2,072 27 14 0 0 
ISSR888PL 200-800 22 22 0 0 
ISSR889PL 200-1,500 29 26 0 0 
ISSR890PL 200-1,500 26 21 0 0 
ISSR891PL 200-1,500 21 21 5 0 
ISSR900PL 600-2,072 7 7 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 PL = ไพรเมอร์ P-Loop 
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ตารางท่ี 31  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807R 200-1,500 34 26 0 0 
ISSR808R 200-1,500 29 24 0 0 
ISSR810R 200-1,500 22 22 2 0 
ISSR811R 200-1,200 20 20 5 0 
ISSR812R 200-1,500 29 27 0 0 
ISSR813R 300-2,072 14 14 13 0 
ISSR814R 300-1,500 12 12 8 0 
ISSR815R 200-1,500 17 17 8 0 
ISSR816R 200-1,500 19 18 0 0 
ISSR817R 200-1,500 16 16 6 0 
ISSR818R 200-1,500 22 22 5 0 
ISSR819R 200-1,500 16 16 3 0 
ISSR820R 200-1,500 12 12 6 0 
ISSR823R 200-1,200 13 13 15 0 
ISSR825R 200-1,500 21 21 9 0 
ISSR826R 200-1,500 15 15 13 0 
ISSR827R 200-1,500 18 18 13 1 
ISSR828R 200-1,500 14 18 4 1 
ISSR829R 200-1,500 23 23 7 1 
ISSR830R 200-1,500 25 25 0 0 
ISSR834R 200-1,500 22 22 0 0 
ISSR835R 200-1,200 25 25 3 3 
ISSR836R 200-1,500 21 21 10 0 
ISSR840R 200-1,500 25 25 3 2 
ISSR841R 200-1,500 22 22 10 1 
ISSR841cR 200-1,500 27 27 0 0 
ISSR841tR 200-1,200 19 19 17 0 
ISSR842R 200-1,200 24 24 1 0 
ISSR844R 500-2,072 10 10 5 0 
ISSR846R 200-2,072 21 21 5 0 
ISSR847R 200-2,072 18 18 8 0 
ISSR848R 200-1,500 21 21 0 0 
ISSR849R 200-2,072 20 20 5 0 
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ตารางท่ี 31  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
(RLK for) จำนวน 59 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR850R 300-2,072 14 13 0 0 
ISSR851R 200-1,500 15 14 0 0 
ISSR853R 300-2,072 15 14 0 0 
ISSR855R 200-2,072 22 22 10 0 
ISSR856R 200-1,500 18 18 6 0 
ISSR857R 200-1,500 24 24 7 3 
ISSR858R 200-2,072 20 20 13 0 
ISSR859R 200-2,072 22 22 3 0 
ISSR860R 200-2,072 21 21 10 0 
ISSR864R 200-2,072 23 23 8 0 
ISSR866R 200-2,072 18 18 7 0 
ISSR868R 200-2,072 29 29 5 0 
ISSR873R 200-1,500 17 17 9 0 
ISSR876R 200-1,500 23 23 4 0 
ISSR878R 200-2,072 16 16 11 0 
ISSR880R 200-2,072 19 19 11 0 
ISSR881R 600-2,072 10 10 0 0 
ISSR884R 200-2,072 28 28 2 0 
ISSR885R 200-2,072 25 25 9 0 
ISSR886R 200-2,072 27 27 2 0 
ISSR887R 200-2,072 21 21 10 0 
ISSR888R 200-800 22 22 5 0 
ISSR889R 200-1,500 29 29 0 0 
ISSR890R 200-1,500 26 26 0 0 
ISSR891R 200-1,500 21 21 5 0 
ISSR900R 600-2,072 7 7 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 R = ไพรเมอร์ RLK for 
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 2.2 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ท่ีบ่งชี้ลักษณะความต้านทานโรคใบจุดในถั่วเขียว 
 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของประชากร RILs (F2:9) ถ่ัวเขียว (V. radiata L.) คู่ผสม CN72 
× V4718 โดยทดสอบด้วยวิธี BSA ซึ่งใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 68 ไพรเมอร์ เพื่อค้นหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดี-
เอ็นเอที่มีความแตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4718) และพันธ์ุแม่ (CN72) ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบจุด 
ตามลำดับ แล้วนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่พบในพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable 
bands; NB) จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of 
polymorphic bands between resistant and susceptible parents; NPB) และจำนวนตำแหน่งของ
เครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุด (I linked) พบว่าไพรเมอร์ ISSR ทั้งหมด 68 ไพรเมอร์
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจน โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแต่ละไพรเมอร์ 
อยู่ที่ 50ºซ เมื่อนับจำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดของไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 68 ไพรเมอร์พบว่ามีจำนวน 1,344 แถบ 
เริ่มตั้งแต่ 11 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 815, 819 และ 843) จนถึง 38 แถบต่อไพรเมอร์ (ISSR 841) เฉลี่ย 
19.8 แถบต่อไพรเมอร์ และพบแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันระหว่างพันธ์ุพ่อแม่รวม 68 แถบ อยู่ระหว่าง 0-6 
แถบต่อไพรเมอร์ เฉลี่ย 1 แถบต่อไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ ISSR 884 พบความแตกต่างมากที่สุด จำนวน 6 
แถบ และพบแถบดีเอ็นเอหรือจำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุด 
จำนวน 14 เครื่องหมาย จากไพรเมอร์ ISSR จำนวน 9 ไพรเมอร์ (ISSR 814, 816, 818, 827, 830, 835, 
841, 884 และ 888) (ตารางที่ 32) เมื่อนำไพรเมอร์ ISSR ทั้ง 9 ไพรเมอร์จากการทดสอบด้วยวิธี BSA มา
วิเคราะห์กับดีเอ็นเอรายต้นจำนวน 20 ต้น เพื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR กับลักษณะ
ต้านทานโรคใบจุด โดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง simple linear regression เพื่อประมาณค่าความน่าจะ
เป็นที่เครื่องหมายโมเลกุลจะอยู่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคใบจุด และตรวจหาเครื่องหมายที่
เหมาะสมที่มีค่า recombination ไม่เกิน 20% สำหรับนำไปวิเคราะห์รายต้น จำนวน 90 ต้น พบว่ามี 7 
เครื่องหมาย (I14749, I16274, I18363, I41203, I88656, I88302 และ I88305) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
ต้านทานโรคใบจุด โดยเครื่องหมาย I41203 มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุดมากที่สุด (R2 = 
0.84; P < 0.001) และให้ค่า recombination 5% ส่วนเครื่องหมาย I35196 มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
ต้านทานโรคใบจุดน้อยที่สุด (R2 = 0.18; P > 0.05) (ตารางที่ 33)  
 ในส่วนของการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR-RGA ใช้ไพรเมอร์ RGA ที่มีความจำเพาะต่อยีน
ต้านทานโรค จำนวน 4 ไพรเมอร์ (GLPLAL 1, P-Loop, Pto kin 1 และ RLK for) เช่นเดียวกับคู่ผสม CN72 × 
V4785 และใช้หลักการทดลองในทำนองเดียวกันกับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR ที่บ่งช้ีลักษณะ
ต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียว โดยนำไพรเมอร์ ISSR จำนวน 12 ไพรเมอร์ มาใช้ร่วมกับไพรเมอร์ RGA ทั้ง 4 
ไพรเมอร์ รวมทั้งหมด 48 คู่ไพรเมอร์ พบว่าเครื่องหมายที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุดมีจำนวน 7 
เครื่องหมาย ประกอบด้วยเครื่องหมาย I08G247, I27PL177, I35P716, I35P414, I35R407, I56P166 และ  
I56P169 (ตารางที่ 34)  เมื่อทดสอบเครือ่งหมาย ISSR-RGA ทั้ง 7 เครื่องหมายนีก้ับประชากรรวมต้านทานและ
อ่อนแอเป็นรายต้น จำนวน 20 ต้น (ตารางที่ 35) และหาความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA กับ
ลักษณะต้านทานโรคใบจุดโดยการวิเคราะห์สมการเส้นตรง และตรวจหาเครื่องหมายที่ให้ค่า recombination 
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ไม่เกิน 20% เพื่อนำไปวิเคราะห์รายต้น จำนวน 90 ต้น พบว่ามี 4 เครื่องหมาย (I27PL177, I35P716, I56P166 
และ  I56P169) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุด R2 = 0.59, 0.52, 0.66 และ 0.52 ตามลำดับ 
และมีค่า recombination ไม่เกิน 20%  
 นอกจากเครื่องหมายโมเลกุล ISSR และ ISSR-RGA ที่พัฒนาข้ึนมาใช้คัดเลือกลักษณะต้านทาน
โรคใบจุดในประชากรถ่ัวเขียวกลุ่มนี้ ยังมีเครื่องหมายโมเลกุลชนิดอื่นที่น่าสนใจ ดังนั้นการพัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุลชนิดใหม่ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุดเพิ่มเติมจึงมีความจำเป็น เพื่อค้นหาตำแหน่ง
เครื่องหมายที่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคใบจุดมากที่สุด งานวิจัยน้ีจึงนำเครื่องหมายโมเลกุล SSR 
ที่มีรายงานว่าสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุด จำนวน 47 เครื่องหมายมาใช้ในการทดสอบ ซึ่งไพรเมอร์ 
SSR เหล่านี้สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ annealing อยู่ในช่วง 42-65°ซ (ตารางที่ 36) จากการ
คัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุล SSR โดยใช้วิธี BSA ที่สามารถแสดงความแตกต่างระหว่างสายพันธ์ุพ่อที่ต้านทาน
และพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ และระหว่างประชากรรวมที่ต้านทาน และประชากรรวมที่อ่อนแอ พบว่ามี 6 
เครื่องหมาย คือ CEDAAG004, CEDC031, CEDG063, CEDG117, CEDG294 และ CEDG323 ไม่สามารถ
เพิ่มปริมาณได้อย่างสม่ำเสมอจึงถูกตัดทิ้งในการศึกษาข้ันตอนต่อไป และมีเพียง 17 เครื่องหมาย คือ 
CEDAAG002, CEDC050, CEDC055, CEDG002, CEDG006, CEDG008, CEDG014, CEDG024, CEDG044, 
CEDG051, CEDG056, CEDG070, CEDG084, CEDG154, CEDG304, VR108 และ VR393 ที่สามารถแสดง
ความแตกต่างในการเกิดแถบดีเอ็นเอ (polymorphic band) ระหว่างพันธ์ุพ่อที่ต้านทานและพันธ์ุแม่ที่อ่อนแอ 
แต่มี เพียง 9 เครื่องหมาย คือ CEDAAG002, CEDC050, CEDC055, CEDG008, CEDG051, CEDG070, 
CEDG084, VR108 และ VR393 ที่คาดว่าจะเช่ือมโยงกับความต้านทานโรคใบจุดเพราะสามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างประชากรรวมที่ต้านทาน และประชากรรวมที่อ่อนแอ จึงนำทั้ง 9 เครื่องหมายไปทดสอบกับ
สายพันธ์ุอ่อนแอและสายพันธ์ุเป็นรายต้นจำนวน 20 ต้น พบว่ามี 5 เครื่องหมาย (CEDG008, CEDG051, 
CEDG084, VR108 และ VR393) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุด โดยเครื่องหมาย CEDG084 มี
ความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุดมากที่สุด (R2 = 0.80; P < 0.001) และให้ค่า recombination 
5% (ตารางที่ 37) 
 ในส่วนของการสร้างแผนที่บนโครโมโซมเพื่อดูความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลกับยีน
ควบคุมลักษณะต้านทานโรคใบจุดในประชากร จำนวน 90 ต้น โดยการใช้เครื่องหมาย ISSR, ISSR-RGA และ 
SSR จำนวน 7, 4 และ 5 เครื่องหมาย ตามลำดับ (ตารางที่ 38-40) ทำการตรวจสอบคุณภาพของข้อมูลจีโน-
ไทป์ โดยตรวจสอบข้อมูลสูญหาย (missing data) ของแต่ละเครื่องหมาย พบว่าทุกเครื่องหมายมีค่าไม่เกิน 
10% และเมื่อทดสอบค่าไคสแควร์กับเครื่องหมายโมเลกุลเหล่าน้ี พบว่ามีเพียง 6 เครื่องหมายที่มีการกระจาย
ตัวในอัตราส่วน 1:1 ซึ่งเป็นค่าคาดหมายของประชากร RILs แสดงว่าเครื่องหมายเหล่านี้สามารถนำมาใช้ใน
การสร้างแผนที่บนโครโมโซม งานวิจัยน้ีพบว่าทั้ง 6 เครื่องหมายนี้มีค่า LOD > 3.0 โดยเครื่องหมาย VR393 
และ I16274 มีค่า LOD สูงสุด 8.385 และ 12.335 ตามลำดับ และอยู่ใกล้กับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรค
ใบจุดมากที่สุด 12 และ 6 cM ตามลำดับ สามารถอธิบายความต้านทานโรคได้ 34.0 และ 51.7% ตามลำดับ 
(ตารางที่ 38 และ 40) ซึ่งหากใช้ทั้งสองเครื่องหมายในการคัดเลือกจะให้ค่า recombination เพียง 1.4% 
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และจากการวิเคราะห์หาตำแหน่ง QTL ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุดแบบ MIM ด้วย
โปรแกรม WinQTLcart 2.5 โดยวิเคราะห์จากผลของ CIM ซึ่งกำหนดค่า permutation ที่ 2,000 รอบ และ
ค่าความเช่ือมั่นที่ 99.0% เพื่อคำนวณหา significance threshold ของค่า LOD ที่สามารถแยกตำแหน่ง 
major QTL ออกมาจากบริเวณอื่นๆ ได้ในประชากร F2:9 ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 พบว่าตำแหน่ง 
major QTL (qCLSC72V18-1) วางตัวอยู่ระหว่างเครื่องหมาย VR393 และ I16274 โดยมีค่า LOD และ 
phenotypic variance explained (PVE) ในปี พ.ศ. 2559 และ 2560 เท่ากับ 3.76, 75.90 และ 0.82, 
44.80 ตามลำดับ (ตารางที่ 41; ภาพที่ 6)  
 งานวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของความพยายามในการปรับปรุงพันธ์ุพืชให้ประสบความสำเร็จใน
ระยะเวลาอันสั้น โดยการใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดต่าง ๆ ช่วยในการคัดเลือก ซึ่งพบว่ามีมานานมากกว่า 10 
ปี (Rivkin et al., 1999; Huang et al., 2000) ในปัจจุบันมีการนำเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ประโยชน์เพิ่ม
มาก ข้ึน เช่น  sequence characterized amplified region (SCAR) (Sowmini and Jayamani, 2014; 
Binyamin et al., 2015), secale cereal microsatellite (SCM) (Zhuang et al., 2011), SSR (Chankaew 
et al., 2013) และ ISSR (Souframanien and Gopalakrishna, 2006; Bainade et al., 2014) เป็นต้น 
รวมทั้งได้มีการนำลำดับเบสของ RGA มาใช้ประโยชน์เพิ่มมากข้ึนเช่นกัน เพื่อช่วยในการคัดเลือกพันธ์ุพืชที่
ต้านทานโรค (Basak et al., 2004; Mutlu et al., 2006; Kundagrami et al., 2009; Tantasawat et al., 
2012; Yi et al., 2013; Patil et al., 2014; Suneeta et al., 2014; Wang et al., 2014) ดังนั้นงานวิจัยนี้
จึงเป็นประโยชน์และแนวทางในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดใน
ถ่ัวเขียวต่อไปในอนาคต ซึ่งการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ไดเ้ครื่องหมาย 
I42PL229 และ I85420 ที่พบว่าอยู่ใกล้กับลักษณะต้านทานโรคราแป้งมากที่สุดจากโครงการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และการรวมยีนต้านทานในถ่ัวเขียว ระยะที่ 1 และ
เครื่องหมาย VR393 และ I16274 ที่พบว่าอยู่ใกล้กบัลกัษณะต้านทานโรคใบจุดมากที่สุดจากโครงการระยะที่ 2 
นี ้ส่วนการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ 
CN72 × V4785 ได้เครื่องหมาย I41tP379 และ I27R565 ตามลำดับ จะช่วยย่นระยะเวลาและประหยัด
ค่าใช้จ่าย เนื่องจากการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวให้ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดแบบดั้งเดิมต้องใช้ระยะ
เวลานาน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เช้ือสาเหตุโรคราแป้งไม่สามารถเก็บรักษาในสภาพอาหารเพาะเลี้ยงเช้ือ จึง
สามารถประเมินโรคได้เพียงปีละ 1 ครั้งในช่วงฤดูหนาวซึ่งมีการแพร่ระบาดของโรค หรือช่วงที่สภาพอากาศมี
ความร้อนช้ืนเพียงพอต่อการเกิดโรคเท่านั้น 
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ตารางท่ี 32  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4718; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ เหมือนกัน
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคใบจุด เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 68 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ  

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)1  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB2 NPB3 I-linked4 

807 (AG)8T 200-1500 28 1 0 
808 (AG)8C 200-1500 26 0 0 
809 (AG)8G 200-1500 27 2 0 
810 (GA)8T 200-1500 30 1 0 
811 (GA)8C 200-1000 22 3 0 
812 (GA)8A 200-1200 19 1 0 
813 (CT)8T 300-2072 16 1 0 
814 (CT)8A 200-1200 12 1 1 
815 (CT)8G 250-1200 11 0 0 
816 (CA)8T 200-1500 23 2 1 
817 (CA)8A 250-1500 16 1 0 
818 (CA)8G 200-1500 20 5 2 
819 (GT)8A 500-1400 11 0 0 
820 (GT)8C 200-2072 17 0 0 
821 (GT)8T 300-1500 14 1 0 
823 (TC)8C 250-2072 15 0 0 
824 (TC)8G 200-2072 13 0 0 
825 (AC)8T 250-1500 26 2 0 
826 (AC)8C 200-1200 19 0 0 
827 (AC)8G 200-1500 22 2 1 
828 (TG)8A 300-1200 12 1 0 
829 (TG)8C 300-1200 13 0 0 
830 (TG)8G 200-1500 27 2 1 
834 (AG)8YT 200-1200 24 1 0 
835 (AG)8YC 150-1000 27 4 2 
836 (AG)8YA 200-1000 23 1 0 
841 (GA)8YC 200-1500 38 2 1 
841c (GA)8CC 200-1000 23 2 0 
841t (GA)8TC 250-1200 18 0 0 
842 (GA)8YG 200-1300 32 0 0 
843 (CT)8RA 200-2072 11 1 0 
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ตารางท่ี 32  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4718; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ เหมือนกัน
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคใบจุด เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 68 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 
(ต่อ) 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’)  ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB NPB3 I linked4 

844 (CT)8RC 300-1200 14 0 0 
846 (CA)8AT 200-1500 14 0 0 
847 (CA)8RC 300-1200 15 1 0 
848 (CA)8RG 400-1200 14 0 0 
849 (GT)8YA 150-2072 14 2 0 
850 (GT)8YC 250-1000 19 0 0 
851 (GT)8YG 200-1000 19 0 0 
853 (TC)8RT 200-1200 12 1 0 
854 (TC)8RG 200-2072 12 0 0 
855 (AC)8YT 350-1200 15 0 0 
856 (AC)8YA 250-1500 24 0 0 
857 (AC)8YG 200-1500 25 1 0 
858 (TG)8RT 200-1500 20 1 0 
859 (TG)8RC 200-1200 19 1 0 
860 (TG)8RA 200-2072 29 1 0 
861 (ACC)6 100-2072 18 0 0 
862 (AGC)6 150-1000 12 0 0 
864 (ATG)6 200-1000 20 1 0 
865 (CCG)6 200-2072 15 0 0 
866 (CTC)6 200-1300 15 2 0 
867 (GGC)6 100-1000 12 0 0 
868 (GAA)6 200-1500 24 1 0 
869 (GTT)6 200-2072 17 0 0 
873 (GACA)4 350-1200 15 0 0 
876 (GATA)2 (GACA)2 400-1200 14 2 0 
878 (GGAT)4 300-1500 16 1 0 
880 (GGAGA)3 200-1200 24 2 0 
881 (GGGTG)3 200-2072 20 0 0 
884 HBH (AG)7 200-2072 31 6 2 
885 BHB (GA)7 200-1000 23 1 0 
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ตารางท่ี 32  ลำดับเบส ขนาดของแถบดีเอ็นเอ จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จำนวนดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธ์ุพ่อ (V4718; R) และพันธ์ุแม่ (CN72; S) และจำนวนแถบดีเอ็นเอที่ เหมือนกัน
ระหว่างพันธ์ุต้านทานและประชากรรวมต้านทาน หรือระหว่างพันธ์ุอ่อนแอและประชากรรวม
อ่อนแอต่อโรคใบจุด เมื่อใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 68 ไพรเมอร์ ที่อุณหภูมิ annealing 50°ซ 
(ต่อ) 

1 B = C, G, T; D = A, G, T; H = A, C, T; N = A, G, C, T; R = พิวรีน (A, G); V = A, C, G; Y = ไพริมิดีน (C, T) 
2 NB = จำนวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดที่นับได้ในสายพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of scorable bands) 
3 NPB = จำนวนแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างพันธ์ุต้านทานและอ่อนแอ (number of polymorphic bands 

between resistant and susceptible parents) 
4 I linked = จำนวนตำแหน่งของเครื่องหมาย ISSR ที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไพรเมอร์ ลำดับเบส (5’–3’) ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) NB NPB3 I linked4 

886 VDV (CT)7 250-2072 25 2 0 
887 DVD (TC)7 250-2072 26 1 0 
888 BDB (CA)7 200-1000 23 3 3 
889 DBD (AC)7 200-1200 16 0 0 
890 VHV (GT)7 200-1500 29 1 0 
891 HVH (TG)7 200-1000 24 0 0 
900 ACTTCCC(CA)2GGTTA(CA)2 200-2072 25 0 0 
ผลรวม   1344 68 14 
ค่าเฉลี่ย   19.76 1.00 0.21 
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ตารางท่ี 33  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4718 จำนวน 14 เครื่องหมาย 

1 จำนวนต้น = จำนวนต้นทั้งหมดที่ได้จากประชากรรวมที่ต้ านทาน (resistant bulk DNA) และประชากรรวมที่อ่อนแอ 
(susceptible bulk DNA) อย่างละ 10 ต้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

เครื่องหมาย จำนวนต้น1 Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD 
I14749 20 -0.723 -4.443 0.000 0.523 15 2.349 
I16274 20 -0.812 -5.904 0.000 0.659 10 3.197 
I18363 20 -0.812 -5.904 0.000 0.659 10 3.197 
I18407 20 -0.493 -2.401 0.027 0.243 25 1.136 
I27557 20 -0.483 -2.341 0.031 0.233 30 0.715 
I30265 20 -0.480 -2.323 0.032 0.231 25 1.136 
I35196 20 -0.422 -1.974 0.064 0.178 35 0.128 
I35198 20 -0.571 -2.951 0.009 0.326 75 1.136 
I41203 20 -0.917 -9.783 0.000 0.842 5 4.296 
I84282 17 -0.520 -2.359 0.032 0.271 24 1.089 
I84267 17 -0.382 -1.602 0.130 0.146 24 0.973 
I88656 18 -0.761 -0.470 0.000 0.579 11 2.692 
I88302 20 -0.908 -9.208 0.000 0.825 5 4.296 
I88305 20 -0.908 -9.208 0.000 0.825 5 4.296 
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ตารางท่ี 34  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
จำนวน 48 คู่ไพรเมอร ์

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR807G5 200-1500 28 24 0 0 
ISSR807PL 200-1500 28 19 1 0 
ISSR807P 200-1500 28 19 0 0 
ISSR807R 200-1500 28 23 0 0 
ISSR808G 200-1500 26 26 3 1 
ISSR808PL 200-1500 26 21 1 0 
ISSR808P 200-1500 26 30 6 0 
ISSR808R 200-1500 26 25 3 0 
ISSR809G 200-1500 27 29 3 0 
ISSR809PL 200-1500 27 20 0 0 
ISSR809P 200-1200 25 29 4 0 
ISSR809R 200-1500 27 24 2 0 
ISSR810G 200-1500 30 24 0 0 
ISSR810PL 200-1500 30 31 3 0 
ISSR810P 200-1500 30 29 6 0 
ISSR810R 200-1500 30 28 2 0 
ISSR827G 200-1500 22 18 1 0 
ISSR827PL 200-1500 22 22 1 1 
ISSR827P 200-1500 22 21 3 0 
ISSR827R 200-1500 22 17 1 0 
ISSR835G 150-1000 27 25 2 0 
ISSR835PL 150-1000 27 24 1 0 
ISSR835P 150-1000 27 20 3 2 
ISSR835R 150-1000 27 18 1 1 
ISSR836G 200-1000 23 23 1 0 
ISSR836PL 200-1000 23 23 1 0 
ISSR836P 200-1000 23 16 0 0 
ISSR836R 200-1000 23 23 1 0 
ISSR841cG 200-1000 23 25 5 0 
ISSR841cPL 200-1000 23 21 0 0 
ISSR841cP 200-1000 23 23 2 0 
ISSR841cR 200-1000 23 20 2 0 
ISSR856G 250-1500 24 17 0 0 
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ตารางท่ี 34  รูปแบบแถบดเีอ็นเอของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ทีเ่พิม่ปรมิาณโดยใช้ไพรเมอร์ ISSR-RGA 
จำนวน 48 คู่ไพรเมอร์ (ต่อ) 

ไพรเมอร์ ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) จำนวนแถบดีเอ็นเอ 
ISSR-RGA I1 I-R2 I-R new3 I-R linked4 
ISSR856PL 250-1500 24 21 2 0 
ISSR856P 250-1500 24 23 3 2 
ISSR856R 250-1500 24 21 0 0 
ISSR857G 200-1500 25 22 2 0 
ISSR857PL 200-1500 25 24 5 0 
ISSR857P 200-1500 25 24 3 0 
ISSR857R 200-1500 25 22 3 0 
ISSR888G 200-1000 23 20 1 0 
ISSR888PL 200-1000 23 16 1 0 
ISSR888P 200-1000 23 19 3 0 
ISSR88R 200-1000 23 24 1 0 
ISSR891G 200-1000 24 22 1 0 
ISSR891PL 200-1000 24 19 0 0 
ISSR891P 200-1000 24 19 0 0 
ISSR891R 200-1000 24 21 0 0 

1 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR; 2 จำนวนแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่เหมือนกับไพรเมอร์ ISSR; 3 จำนวน
แถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA, 4 จำนวนแถบดีเอ็นเอใหม่ของไพรเมอร์ ISSR-RGA ที่สัมพันธ์กับลักษณะต้านทาน
โรคราแป้งในถั่วเขียว, 5 G = ไพรเมอร์ GLPLAL 1; PL = ไพรเมอร์ P-Loop; P = ไพรเมอร์ Pto kin 1; R = ไพรเมอร์ RLK 
for 

 
ตารางท่ี 35  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม 

CN72 x V4718 จำนวน 7 เครื่องหมาย 
เครื่องหมาย จำนวนต้น1 Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD 
I08G247 20 -0.515 -2.552 0.020 0.266 25 1.136 
I27PL177 18 -0.765 -4.748 0.000 0.585 11 2.692 
I35P716 20 -0.723 -4.443 0.000 0.523 15 2.349 
I35P414 20 -0.483 -2.341 0.031 0.233 30 0.715 
I35R407 20 -0.528 -2.637 0.017 0.279 25 1.136 
I56P166 20 -0.812 -5.904 0.000 0.659 10 3.197 
I56P169 20 -0.723 -4.443 0.000 0.523 15 2.349 

1 จำนวนต้น = จำนวนต้นทั้งหมดที่ได้จากประชากรรวมที่ต้านทาน (resistant bulk DNA) และประชากรรวมที่อ่อนแอ 
(susceptible bulk DNA) อย่างละ 10 ต้น 
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ตารางท่ี 36  อุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์ SSR  
ไพรเมอร์ Forward sequence (5' - 3') Reverse sequence (5' - 3') อุณหภูมิ annealing (°ซ) 
CEDAAG002 GCAGCAACGCACAGTTTCATGG GCAAAACTTTTCACCGGTACGACC 65 
CEDAAG004 GGAGGAGAAGTCTCGGACC GAGCGTTTTGCACAGTGTTCAC 60 
CEDC008 GGAATTAGAGATGATTGGAC CACCACTTCATTATGTATGG 55 
CEDC031 GGGAATAAATAAACCTTTCC TCTCAAATCACATTGCCAC 50 
CEDC050 TCCCACTTCTCCATTACCTCCAC GAGATTATCTTCTGGGCAGCAAGG 60 
CEDC055 CAAACACTTTTGTAACTCCC GCTTCTAACCTTGATCCTTC 55 
CEDG002 AACTGGACCTGTACCACTGG TACAGCCTTCTTGCACCATG 60 
CEDG006 AATTGCTCTCGAACCAGCTC GGTGTACAAGTGTGTGCAAG 60 
CEDG008 AGGCGAGGTTTCGTTTCAAG GCCCATATTTTTACGCCCAC 60 
CEDG010 TGGGCTACCAACTTTTCCTC TGAGCGACATCTTCAACACG 60 
CEDG014 GCTTGCATCACCCATGATTC AAGTGATACGGTCTGGTTCC 60 
CEDG021 GCAGAATTTTAGCCACCGAG AAAGGATGCGAGAGTGTAGC 60 
CEDG024 CATCTTCCTCACCTGCATTC TTTGGTGAAGATGACAGCCC 60 
CEDG037 GAAGAAGAACCCTACCACAG CACCAAAAACGTTCCCTCAG 50 
CEDG040 CGGGGTATAACTTTAGCAGC TAACTCAGGCAAAGGTAGCC 60 
CEDG043 AGGATTGTGGTTGGTGCATG ACTATTTCCAACCTGCTGGG 60 
CEDG044 TCAGCAACCTTGCATTGCAG TTTCCCGTCACTCTTCTAGG 60 
CEDG051 AAACATACCCCTGGCAGTTCC TTCTGACCTAAGAAAGAGCCTGG 60 
CEDG056 TTCCATCTATAGGGGAAGGGAG GCTATGATGGAAGAGGGCATGG 60 
CEDG059 AGAAAAGGGTGGCCTCGTTG GCAGGCATTTCCATCGCAG 60 
CEDG063 TTGGAAACAATTATTGGAGGTGC GGTGCTCTTGGACGGCTGG 55 
CEDG070 CCGATCAAACTCTCCATGCTCG TAATTTCATTGCTTTTCCCTCC 55 
CEDG084 ATCAACTGAGGAGCATCATCGA CAACATTTCAACCTTGGGACAG 50 
CEDG117 GTACACTTCCACTAATCCAAAATT TGGTACCTTCCTTATCTGAAATTA 42 
CEDG121 CTTTCAAAATAATGTTGAGGCATA CAATACATAAATAACCTTTTCTGC 50 
CEDG150 GAAGGGAATGAAAATGAAACCC GTTCAATCCATTCAGTCTCC 50 
CEDG154 GTCCTTGTTTTCCTCTCCATGG CATCAGCTGTTCAACACCCTGTG 55 
CEDG169 CAATGCGCGTCTGCAAGTTG CAAGGAACTTGTGGGTCC 55 
CEDG176 GGTAACACGGGTTCAGATGCC CAAGGTGGAGGACAAGATCGG 50 
CEDG186 GGATGGGAGAGTAAGAAG GCATGGCATGATGACTTG 60 
CEDG205 GTGGTGGTGACAGTAGCAGTAG CAGCCACCACAAGACAACCTC 55 
CEDG232 GATGACCAAGGTAACGTG GGACAGATCCAAAACGTG 50 
CEDG259 GATCATCGGACAGAGCTTCC CACTCTCTGCGAACTCAATCG 55 
CEDG287 CCTTATACTAAAGATGTTGGTGG GTGATACGCATATAGGTTCAC 50 
CEDG290 GACACTCTTTGTTTGTAGG CAGTGATCACTCTGGTTG 60 
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ตารางท่ี 36  อุณหภูมิ annealing ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์ SSR (ต่อ) 
ไพรเมอร์ Forward sequence (5' - 3') Reverse sequence (5' - 3') อุณหภูมิ annealing (°ซ) 
CEDG294 CACCTTCTTAATCTCTTCACC GGGTTTCTCTTAATTCATTGAGTC 55 
CEDG295 CAAAGGTTAGATCCAACATCG GGTTAGTCATCAACAACTCC 60 
CEDG304 ACCACTTCATAATCCCTGAG GTTGCATGCTATATTTTGGTTCAC 50 
CEDG305 GCAGCTTCACATGCATAGTAC GAACTTAACTTGGGTTGTCTGC 55 
CEDGAT008 GGATGTGAAAGACTTAACTTC GAGGAATCTAAGTAAAACGAG 55 
cp03802 ATGTTATGAATGCACCTGCACGAT CTGCAAGAAGCTAGTGTTGCTCCA 55 
DMB-SSR 167 TGGGACTCAAACCACACTTTC GAACTATGAAGGTTTCACAGAAATCA 55 
DMB-SSR 199 AGAAATTAAATCCCCGTCTGCT AGAGACAGAAGCTCTGGATGTTTT 55 
DMB-SSR 59 TGCCAGATTTGAGAAGAAAGGT CATGCATGTGGATAAGAATTCAG 55 
VR10 GAAAGGCTATGACCAAATCCAA CGGGAAGAGAACATAAGGGAAT 55 
VR108 GCTCCAACACTCACTCACAAAC CAGAAATGCAGGAAAAGAGAGG 55 
VR393 TGGCACTTTCCATAACGAATAC ATCAGCCAAAAGCTCAGAAAAC 50 

 
 
ตารางท่ี 37  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย SSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 

V4718 จำนวน 9 เครื่องหมาย 
เครื่องหมาย จำนวนต้น1 Beta t-value P-value R2 ระยะห่าง (cM) LOD 
CEDAAG002 20 0.428 2.006 0.060 0.183 30 0.715 
CEDC050 20 0.428 2.006 0.060 0.183 30 0.715 
CEDC055 20 0.432 2.031 0.057 0.186 30 0.715 
CEDG008 16 0.758 4.342 0.001 0.574 13 2.198 
CEDG051 18 0.787 0.5095 0.000 0.619 11 2.692 
CEDG070 20 0.504 2.476 0.023 0.254 25 1.136 
CEDG084 20 0.891 8.342 0.000 0.795 5 4.296 
VR108 20 0.800 5.648 0.000 0.639 10 3.197 
VR393 20 0.731 4.311 0.000 0.508 15 2.349 

1 จำนวนต้น = จำนวนต้นทั้งหมดที่ได้จากประชากรรวมที่ต้านทาน (resistant bulk DNA) และประชากรรวมที่อ่อนแอ 
(susceptible bulk DNA) อย่างละ 10 ต้น 
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ตารางท่ี 38  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4718 จำนวน 7 เครื่องหมาย 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 LOD 
I16274 89 -0.719 -9.643 0.000 0.517 12.335 
I41203 83 -0.631 -7.321 0.000 0.398 6.136 
I88656 88 -0.538 -5.925 0.000 0.290 7.128 
I88302 88 -0.544 -6.009 0.000 0.296 7.128 
I88305 88 0.555 6.192 0.000 0.308 7.733 
I18363 86 -0.533 -5.771 0.000 0.284 3.375 
I14749 83 -0.580 -6.411 0.000 0.337 5.081 

 
 

ตารางท่ี 39  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ISSR-RGA และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม 
CN72 x V4718 จำนวน 4 เครื่องหมาย 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 LOD 
I56P166 88 -0.546 -6.047 0.000 0.298 3.683 
I56P169 88 -0.548 -6.079 0.000 0.301 4.097 
I27PL177 86 -0.379 -3.759 0.000 0.144 2.321 
I35P716 84 -0.540 -5.814 0.000 0.292 5.263 

 
 

ตารางท่ี 40  ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย SSR และลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x 
V4718 จำนวน 5 เครื่องหมาย 

เครื่องหมาย จำนวนต้น Beta t-value P-value R2 LOD 
VR108 88 0.499 5.186 0.000 0.238 4.999 
VR393 85 0.583 6.544 0.000 0.340 8.385 
CEDG084 85 0.535 5.770 0.000 0.286 7.115 
CEDG008 90 0.457 4.820 0.000 0.209 5.355 
CEDG051 90 0.426 4.420 0.000 0.182 3.596 
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ตารางท่ี 41  ตำแหน่ง QTL ที่เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบจุดในประชากร F2:9 ของคู่ผสม CN72 x 
V4718 จากการวิเคราะห์ multiple interval mapping (MIM)  

ประชากร ป ี ช่ือ QTL 
Marker 
interval 

ตำแหน่ง1 LOD 
score2 

PVE3 ผลแบบ
บวก  (cM) (%) 

F2:9 2559 qCLSC72V18-1 VR393-I16274 24.6 3.76 75.90 -0.847 

F2:9 2560 qCLSC72V18-1 VR393-I16274 22.6 0.82 44.80 -0.5461 
1 ตำแหน่งบนกลุ่มลิงค์เกจ (linkage group) 
2 LOD, log of add ซ่ึงได้จากการวิเคราะห์ QTL 
3 เปอร์เซ็นต์ความแปรปรวนของฟีโนไทป์ซ่ึงได้จากการวิเคราะห์ QTL 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 6 ตำแหน่งยีนต้านทานโรคใบจุดอยู่ระหว่างเครื่องหมาย VR393 กับ I16274   
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ส่วนท่ี 3 การปรับปรุงสายพันธุ์ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด โดยวิธีการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้
ในสายพันธุ์เดียวกัน 

 การรวมยีนต้านทานหลายยีนเข้าไว้ในสายพันธ์ุเดียวกันมีวัตถุประสงค์เพื่อให้สามารถต้านทานเช้ือ
สาเหตุของโรคราแป้งและโรคใบจุดได้หลายสายพันธ์ุมากข้ึน หรือเพิ่มระดับความต้านทานโรคให้สูงข้ึน โดย
การนำต้นลูกผสมที่ต้านทานโรคราแป้งและให้ผลผลิตสูง  รวมทั้ งลูกผสมที่ ได้จากการคัดเลือกด้วย
เครื่องหมายโมเลกุลในคู่ผสม CN72 × V4718 จากโครงการการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะ
ต้านทานโรครา-แป้ง และการรวมยีนต้านทานในถ่ัวเขียว มาผสมพันธ์ุกัน โดยสร้างลูกผสม F1 จำนวน 3 คู่ 
ประกอบด้วยคู่ผสมที่ 1 F2:9 (CN72 × V4785) x F2:7 (CN72 × V4718) คู่ผสมที่ 2 F2:9 (CN72 × V4785) × 
F2:8 (CN72 × V4758) และคู่ผสมที่ 3 F2:7 (CN72 × V4718) × F2:8 (CN72 × V4758) จากนั้นนำลูกผสม F1 ที่
ได้มาผสม-พันธ์ุกัน โดยผสมระหว่าง F1 จากคู่ผสมที่ 1 กับคู่ผสมที่ 2 และระหว่าง F1 จากคู่ผสมที่ 1 กับคู่ผสม
ที่ 3 ได้ลูกผสมที่คาดว่าจะมียีนต้านทานครบ 3 ยีน จำนวน 105 ลูกผสม และนำลูกผสมเหล่านี้มาคัดเลือก
ด้วยเครื่องหมายโมเลกุลที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งที่ได้จากคู่ผสม CN72 × V4718 (I85420 และ 
I42PL222) พบว่ามี  17 ลูกผสมที่มียีนต้านทานโรคราแป้ง หลังจากนั้นนำลูกผสมดังกล่าวผสมกลับ 
(backcross; BC) ไปยังพันธ์ุแม่ CN72 และนำเมล็ด BC1F1 จำนวน 112 ต้น มาคัดเลือกด้วยเครื่องหมาย 
I85420 พบว่ามี 49 ต้นที่มียีนต้านทานโรคราแป้ง คิดเป็น 43.8% ซึ่งต้นเหล่าน้ีเป็นตัวแทนของ 11 ลูกผสม 
(A230, A242, A264, A266, A290, A324, A334, A335, A368, A375 และ A388) (ตารางที่ 42) จาก 17 
ลูกผสม จากนั้นผสมกลับไปยังพันธ์ุ CN72 จนถึงช่ัว BC3F1 และได้ทำการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่บ่งช้ี
ลักษณะต้านทานโรคราแป้งในคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 และพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่
บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคใบจุดในคู่ผสม CN72 × V4718 ควบคู่กันไปด้วย ซึ่งได้เครื่องหมายโมเลกุลที่น่าจะ
เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้งคู่ผสมละ 1 เครื่องหมาย (I41tP379 จากคู่ผสม CN72 × V4758 และ 
I27R565 จากคู่ผสม CN72 × V4785) และได้เครื่องหมายโมเลกุลที่น่าจะเช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคใบ-
จุดจากคู่ผสม CN72 × V4718 จำนวน 2 เครื่องหมาย (VR393 และ I16274) และเครื่องหมายโมเลกุลที่น่าจะ
เช่ือมโยงกับลักษณะต้านทานโรคราแป้งจากคู่ผสม CN72 × V4718 จากโครงการระยะที่ 1 จำนวน 2 
เครื่องหมาย (I85420 และ I42PL222) รวมทั้งหมด 6 เครื่องหมาย (เครื่องหมายที่น่าจะเช่ือมโยงกับลักษณะ
ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด 4 และ 2 เครื่องหมาย ตามลำดับ) 
 นำลูกผสมในช่ัว BC3F1 จำนวน 403 ต้น จาก 11 ลูกผสม มาทดสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 
6 เครื่องหมาย พบว่ามีต้นที่มียีนครบทั้ง 4 ยีน (ยีนต้านทานโรคราแป้งจาก V4718, V4758 และ V4785 
และยีนต้านทานโรคใบจุดจาก V4718) จำนวน 3 ต้น จากลูกผสม A388 เพียงสายพันธ์ุเดียว ซึ่งเป็นลูกผสม 
F1 × F1 จาก (71B×182C) × (37A×71B) คิดเป็นสัดส่วนได้ 0.74% จากทั้งหมด 403 ต้น จากนั้นปลูกผสม
ตัวเองทั้ง 3 ต้น เป็นช่ัว BC3F2 จำนวน 87 ต้น และคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 6 เครื่องหมาย 
พบว่ามีต้นที่มียีนครบทั้ง 4 ยีน จำนวน 10 ต้น คิดเป็นสัดส่วนได้ 11.5% และปลูกผสมตัวเองทั้ง 10 ต้น 
เป็นช่ัว BC3F3 จำนวน 198 ต้น และคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 6 เครื่องหมาย พบว่ามีต้นที่มียีน
ครบทั้ง 4 ยีน จำนวน 25 ต้น คิดเป็นสัดส่วนได้ 12.6% จากนั้นนำไพรเมอร์ SSR (CEDG174) ซึ่ง Isemura 
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et al. (2012) รายงานว่าเช่ือมโยงกับลักษณะความกว้างเมล็ด ความยาวเมล็ด และความยาวฝั กในถ่ัวเขียว 
(Vigna radiata) พบว่าลูกผสมทั้งหมด 25 ต้นมีความเหมือนกันทางพันธุกรรมกับพันธ์ุแม่ CN72 (ภาพที่ 7) 
เก็บเมล็ด BC3F4 และปลูกขยายเมล็ดเป็น BC3F5 เพื่อปลูกทดสอบโรคราแป้งต้นปี พ.ศ. 2562  
 
ตารางท่ี 42  ประวัติพันธ์ุพ่อแม่ ลูกผสม F1 × F1 และลูกผสมกลับในช่ัว BC3F3  
พันธ์ุ/สายพันธ์ุ ประวัติสายพันธ์ุ1 
CN72 ให้ผลผลิตสงู แต่อ่อนแอต่อโรคราแปง้และโรคใบจุด 
V4718 ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด  
V4758 ต้านทานโรคราแป้ง 
V4785 ต้านทานโรคราแป้ง 
A2302 (37A×71B) × (71B×41C) 
A242 (55A×71B) × (27B×41C)  
A264 (67A×27B) × (27B×41C) 
A266 (67A×27B) × (71B×14C)  
A290 (181A×27B) × (71B×41C)  
A324 (27B×41C) × (55A×71B)  
A334 (27B×182C) × (55A×71B)  
A335 (27B×182C) × (67A×27B)  
A368 (71B×14C) × (37A×71B)  
A375 (71B×19C) × (37A×71B)  
A388 (71B×182C) × (37A×71B)  
SUT18BC3F3-26 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-30 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-47 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-51 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-56 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-65 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-72 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-73 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-79 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-92 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-97 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
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ตารางท่ี 42  ประวัติพันธ์ุพ่อแม่ ลูกผสม F1 × F1 และลูกผสมกลับในช่ัว BC3F3 (ต่อ) 
พันธ์ุ/สายพันธ์ุ ประวัติสายพันธ์ุ1 
SUT18BC3F3-103 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-106 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-118 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-120 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-121 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-122 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-127 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-133 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-134 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-140 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-143 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-151 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-178 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 
SUT18BC3F3-189 CN72 × ((71B×182C) × (37A×71B)) 

1 สายพันธ์ุ 37A, 55A, 67A และ 181A เป็นลูกผสมในประชากร F2:8 ของคู่ผสม CN72 × V4758; สายพันธ์ุ 27B และ 71B 
เป็นลูกผสมในประชากร F2:7 ของคู่ผสม CN72 × V4718; สายพันธ์ุ 14C, 19C, 41C และ 182C เป็นลูกผสมในประชากร 
F2:9 ของคู่ผสม CN72 × V4785 

2 ลูกผสม F1 × F1  

 

 
 

ภาพท่ี 7 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอในถ่ัวเขียวพันธ์ุแม่ CN72 พันธ์ุพ่อ A388 ลูกผสมกลับช่ัวที่ 3 (BC3F3) 
จำนวน 25 สายพันธ์ุ ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ CEDG174; M = 100 bp DNA ladder 
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ส่วนท่ี 4  การคัดเลือกสายพันธุ์ถั่วเขียวท่ีมีศักยภาพในการต้านทานโรคและให้ผลผลิตสูงจากวิธีการรวม
ยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธุ์เดียวกัน 

 นำสายพันธ์ุที่มียีนต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุดในช่ัว BC3F3 ที่ผ่านการคัดเลือกด้วยเครื่องหมาย
โมเลกุล จำนวน 25 ต้นมาปลูกขยายเมล็ดในกระถางเพื่อปลูกทดสอบผลผลิตและความต้านทานโรค โดย
ทดสอบหลายสภาพแวดล้อม เปรียบเทียบกับพันธ์ุ CN72, SUT1, KPS1, V4718, V4758 และ V4785 ใช้
แผนการทดลองแบบ RCBD และการดูแลรักษาเช่นเดียวกับส่วนที่ 1 ซึ่งขณะนี้กำลังปลูกขยายเมล็ดเพื่อ
ประเมินโรคราแป้งต้นปี พ.ศ. 2562 ดังแสดงในภาพที่ 8 
 จากการวิจัยนี้การรวมยีนโดยพิจารณา 4 ยีนหลัก (ยีนต้านทานโรคราแป้งจากสายพันธ์ุ V4718, 
V4758 และ V4785 และยีนต้านทานโรคใบจุดจากสายพันธ์ุ V4718) ร่วมกับการผสมกลับไปยังพันธ์ุรับ 
CN72 จะทำให้ผู้วิจัยมีโอกาสได้ลักษณะของพันธ์ุ CN72 ที่แสดงความต้านทานของยีนหลักต่าง ๆ เหล่านีไ้ด้
ตามวัตถุประสงค์ แต่อาจสูญเสียความต้านทานของยีนรอง (minor gene) ที่อาจได้มาจากการเกิด 
recombination อย่างสุ่มบางส่วนไป ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ที่จะนำสายพันธ์ุที่มีความต้านทานเกินพันธ์ุ 
V4758 และ V4718 จากภาพที่ 1 และ 3 ตามลำดับ มาเข้าสู่กระบวนการปรับปรุงพันธ์ุที่ ไม่ใช่การผสมกลับ 
เพื่อให้ได้ทั้งการรวมยีนที่สนใจทั้ง 4 ยีนหลัก ร่วมกับยีนรองอื่น ๆ ที่พบการแสดงออกของความต้านทาน 
เพื่อใช้ในการสร้างหรือพัฒนาพันธ์ุอื่น ๆ ต่อไป ซึ่งงานวิจัยนี้จะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวให้
ต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด และเป็นแนวทางในการปรับปรุงพันธ์ุพืชชนิดอื่นในอนาคต 
 

 
 
ภาพท่ี 8  สายพันธ์ุถ่ัวเขียวที่เกิดจากการรวมยีนต้านทานหลายยีนไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน ซึ่งเป็นลูกผสมกลับ

ช่ัว BC3F3 เปรียบเทียบกับพันธ์ุแม่ CN72 ที่อายุ 50 วัน 
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บทท่ี 4 
บทสรุป 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
1. ยีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 และ CN72 × V4785 

รวมทั้งยีนที่ถ่ายทอดลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 คู่ 
2. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกลุ ISSR และ ISSR-RGA ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแปง้ในประชากร 

RILs ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 จากการทดสอบด้วยวิธี BSA โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR จำนวน 63 ไพร-
เมอร์ และ ISSR-RGA จำนวน 338 คู่ไพรเมอร์ พบว่าได้เครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA จำนวน 4 และ 11 
เครื่องหมาย ตามลำดับ ส่วนคู่ผสม CN72 × V4785 จากการทดสอบด้วยวิธี BSA โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR 
จำนวน 63 ไพรเมอร์ และ ISSR-RGA จำนวน 241 คู่ไพรเมอร์ พบว่าได้เครื่องหมาย ISSR และ ISSR-RGA 
จำนวน 2 และ 37 เครื่องหมาย ตามลำดับที่น่าจะเช่ือมโยงกับยีนควบคุมลักษณะต้านทานโรคราแป้ง 

3. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ISSR, ISSR-RGA และ SSR ที่บ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคใบจุดใน
ประชากร RILs ของถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 จากการทดสอบด้วยวิธี BSA โดยใช้ไพรเมอร์ ISSR, ISSR-
RGA และ SSR จำนวน 68, 48 และ 47 ไพรเมอร์/คู่ไพรเมอร์ ตามลำดับ พบว่าได้เครื่องหมาย ISSR, ISSR-
RGA และ SSR จำนวน 7, 4 และ 5 เครื่องหมาย ตามลำดับที่น่าจะเช่ือมโยงกับยีนควบคุมลักษณะต้านทาน
โรคใบจุด 

4. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4758 
และ CN72 × V4785 ได้เครื่องหมาย I41tP379 และ I27R565 ตามลำดับที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
ต้านทานโรคราแป้งมากที่สุด 

5. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 × V4718 
ได้ 2 เครื่องหมาย (VR393 และ I16274) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคใบจุดมากที่สุด 

6. การประเมินความเหมาะสมในการใช้ไพรเมอร์ RGA ร่วมกับ ISSR พบว่าเครื่องหมาย ISSR-RGA 
เป็นประโยชน์และมีประสิทธิภาพสูง 

7. การรวมยีนต้านทาน 4 ยีนเข้าไว้ในสายพันธ์ุเดียวกัน (ยีนต้านทานโรคราแป้งจาก V4718, 
V4758 และ V4785 และยีนต้านทานโรคใบจุดจาก V4718) โดยวิธีผสมกลับและคัดเลือกด้วยเครื่องหมาย-
โมเลกุล ได้ต้นลูกผสมกลับช่ัว BC3F3 ที่มียีนครบทั้ง 4 ยีน จำนวน 25 สายพันธ์ุ ซึ่งอยู่ระหว่างการปลูกขยาย
เมล็ดเพื่อทดสอบโรคราแป้งและโรคใบจุด  
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การประเมินโรคราแป้งในถ่ัวเขียว 
เกณฑ์การให้คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียว เมื่อถ่ัวเขียวมีอายุ 55-65 วัน (ประเมินทัง้แถว) ตามวิธีการ
ของปรญิญา ขจัดพาล (2552) ซึ่งแบง่เป็นระดบัคะแนน 1-9 ดังนี้ 
1 คะแนน = ไมม่ีอาการโรค 
2 คะแนน = พบแผล 2-3 แผลบนใบตอนล่าง 
3 คะแนน = พบแผล 2-3 แผลบนใบตอนล่าง เช้ือเริม่สร้างสปอร ์
4 คะแนน = พบแผลจำนวนมากบนใบตอนล่างและตอนกลาง เช้ือเริม่สร้างสปอร์ 
5 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 4 ใบเริ่มเหลืองหรือแห้งกรอบ เช้ือสร้างสปอร์มาก 
6 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 5 สามารถมองเห็นอาการได้ในระยะไกล เช้ือสร้างสปอร์มาก 
7 คะแนน = พบแผลบนใบทั่วทั้งต้น ใบแห้งกรอบแต่ไม่เกิน 25% 
8 คะแนน = เหมือนระดบัที่ 7 ใบแห้งกรอบ 25-50% 
9 คะแนน = ใบแห้งกรอบมากกว่า 50% 
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การประเมินโรคใบจุดในถ่ัวเขียว 
เกณฑ์การให้คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียว เมื่อถ่ัวเขียวมีอายุ 55-65 วัน (ประเมินทัง้แถว) ตามวิธีการ
ของสมพงศ์ จันทร์แก้ว (2552) ซึ่งแบง่เป็นระดบัคะแนน 1-5 ดังนี้  

1 คะแนน = 0 เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 
2 คะแนน = 1-25 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
3 คะแนน = 26-50 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
4 คะแนน = 51-75 เปอร์เซ็นต์การเกิดโรค 
5 คะแนน = 76-100 เปอรเ์ซ็นต์การเกิดโรค 
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2558 
พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72 6.000 ± 0.000 a1 57A 4.333 ± 0.334 cde 106A 4.333 ± 0.883 cde 
V4758 3.333 ± 0.334 e-h 65A 6.000 ± 0.000 a 107A 5.667 ± 0.334 ab 
2A 3.667 ± 0.334 d-g 66A 3.667 ± 0.334 d-g 109A 6.000 ± 0.000 a 
12A 4.667 ± 0.334 a-d 67A 3.000 ± 0.000 fgh 112A 5.667 ± 0.334 ab 
13A 6.000 ± 0.000 a 69A 5.667 ± 0.334 ab 113A 4.000 ± 0.000 def 
14A 6.000 ± 0.000 a 70A 6.000 ± 0.000 a 116A 6.000 ± 0.000 a 
18A 6.000 ± 0.000 a 71A 6.000 ± 0.000 a 119A 6.000 ± 0.000 a 
20A 5.667 ± 0.334 ab 74A 6.000 ± 0.000 a 120A 5.667 ± 0.334 ab 
21A 6.000 ± 0.000 a 75A 6.000 ± 0.000 a 123A 5.667 ± 0.334 ab 
22A 6.000 ± 0.000 a 77A 3.000 ± 0.000 fgh 127A 2.667 ± 0.334 gh 
23A 5.667 ± 0.334 ab 82A 3.667 ± 0.334 d-g 128A 5.667 ± 0.334 ab 
28A 6.000 ± 0.000 a 84A 5.667 ± 0.334 ab 134A 6.000 ± 0.000 a 
29A 6.000 ± 0.000 a 85A 6.000 ± 0.000 a 151A 6.000 ± 0.000 a 
30A 6.000 ± 0.000 a 86A 6.000 ± 0.000 a 152A 3.333 ± 1.334 e-h 
35A 6.000 ± 0.000 a 87A 6.000 ± 0.000 a 153A 6.000 ± 0.000 a 
37A 3.333 ± 0.334 e-h 88A 4.667 ± 0.883 a-d 154A 5.667 ± 0.334 ab 
38A 4.333 ± 0.667 cde 89A 4.333 ± 0.667 cde 155A 4.333 ± 0.334 cde 
42A 5.333 ± 0.334 abc 90A 4.000 ± 0.000 def 156A 3.667 ± 0.334 d-g 
47A 6.000 ± 0.000 a 91A 6.000 ± 0.000 a 157A 4.000 ± 0.578 def 
49A 4.000 ± 0.578 def 92A 6.000 ± 0.000 a 178A 4.667 ± 0.334 a-d 
55A 2.667 ± 0.334 gh 94A 6.000 ± 0.000 a 181A 2.667 ± 0.334 gh 
56A 4.000 ± 1.156 def 104A 6.000 ± 0.000 a 185A 2.333 ± 0.334 h 

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษทีแ่ตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน ์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 2  คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2561  
พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72 6.667 ± 0.334 ab1 57A 4.667 ± 0.667 a-f 106A 4.667 ± 0.334 a-f 
V4758 4.000 ± 0.000 c-f 65A 4.333 ± 0.334 b-f 107A 6.333 ± 0.334 abc 
2A 3.667 ± 0.334 def 66A 3.333 ± 0.334 ef 109A 4.667 ± 0.883 a-f 
12A 4.667 ± 1.203 a-f 67A 3.667 ± 0.334 def 112A 4.000 ± 0.000 c-f 
13A 4.667 ± 0.334 a-f  69A 5.333 ± 0.334 a-e 113A 4.333 ± 0.334 b-f 
14A 4.667 ± 0.883 a-f 70A 5.333 ± 1.667 a-e 116A 6.667 ± 0.334 ab 
18A 4.333 ± 0.334 b-f 71A 5.000 ± 1.000 a-f 119A 6.000 ± 0.578 a-d 
20A 5.667 ± 0.667 a-e 74A 4.667 ± 0.883 a-f 120A 5.000 ± 0.000 a-f 
21A 5.500 ± 1.500 a-e 75A 4.667 ± 0.883 a-f 123A 5.000 ± 0.578 a-f 
22A 5.000 ± 1.156 a-f 77A 4.000 ± 0.000 c-f 127A 5.000 ± 1.000 a-f 
23A 4.667 ± 0.883 a-f 82A 5.333 ± 0.334 a-e 128A 5.667 ± 0.883 a-e 
28A 5.333 ± 0.667 a-e 84A 5.333 ± 0.334 a-e 134A 3.667 ± 0.334 def 
29A 6.000 ± 0.578 a-d 85A 6.667 ± 0.334 ab 151A 5.667 ± 0.334 a-e 
30A 4.000 ± 0.578 c-f 86A 5.667 ± 0.883 a-e 152A 4.000 ± 1.000 c-f 
35A 6.000 ± 0.000 a-d 87A 6.333 ± 0.334 abc 153A 5.000 ± 0.578 a-f 
37A 3.667 ± 0.334 def 88A 5.000 ± 0.578 a-f 154A 5.333 ± 0.334 a-e 
38A 4.333 ± 0.883 b-f 89A 6.667 ± 0.334 ab 155A 4.000 ± 0.000 c-f 
42A 6.000 ± 1.000 a-d 90A 5.000 ± 1.000 a-f 156A 4.500 ± 0.500 a-f 
47A 7.000 ± 0.000 a 91A 4.667 ± 0.883 a-f 157A 4.000 ± 0.000 c-f 
49A 5.667 ± 0.883 a-e 92A 6.667 ± 0.334 ab 178A 5.667 ± 0.667 a-e 
55A 3.000 ± 0.578 f 94A 6.333 ± 0.334 abc 181A 4.333 ± 0.334 b-f 
56A 5.667 ± 0.883 a-e 104A 5.667 ± 0.883 a-e 185A 4.000 ± 0.000 c-f 

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษทีแ่ตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน ์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3  คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2556 
พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72 6.333 ± 0.334 a-d 40C 1.333 ± 0.334 lm 77C 7.000 ± 0.000 a 
V4785 1.333 ± 0.334 lm 41C 1.667 ± 0.334 j-m 78C 6.333 ± 0.667 a-d 
1C 6.000 ± 1.003 a-e 42C 5.333 ± 0.883 a-g 79C 7.000 ± 0.000 a 
2C 4.000 ± 2.006 a-l 43C 1.000 ± 0.000 m 80C 4.667 ± 1.455 a-j 
4C 3.500 ± 2.507 a-m 44C 2.000 ± 0.578 i-m 81C 6.333 ± 0.334 a-d 
5C 4.500 ± 2.507 a-j 45C 2.333 ± 0.667 g-m 82C 4.667 ± 1.203 a-j 
7C 6.000 ± 1.003 a-e 46C 2.333 ± 0.667 g-m 83C 6.667 ± 0.334 ab 
8C 1.500 ± 0.501 klm 47C 5.667 ± 0.334 a-f 86C 6.333 ± 1.203 a-d 
9C 3.500 ± 1.504 a-m 48C 6.000 ± 0.578 a-e 87C 6.667 ± 0.334 ab 
10C 1.000 ± 0.000 m 49C 6.667 ± 0.883 ab 94C 2.333 ± 0.334 g-m 
11C 2.000 ± 1.003 i-m 51C 1.333 ± 0.334 lm 95C 5.000 ± 1.001 a-h 
12C 5.000 ± 3.009 a-h 52C 5.667 ± 1.203 a-f 96C 5.667 ± 0.883 a-f 
14C 1.667 ± 0.667 j-m 53C 1.333 ± 0.334 lm 97C 5.667 ± 1.335 a-f 
15C 5.000 ± 0.578 a-h 54C 1.000 ± 0.000 m 99C 4.000 ± 0.000 a-l 
16C 4.667 ± 1.203 a-j 55C 5.333 ± 0.883 a-g 102C 5.000 ± 2.006 a-h 
17C 3.667 ± 0.883 a-m 56C 5.000 ± 0.578 a-h 106C 2.333 ± 0.667 g-m 
18C 4.000 ± 0.578 a-l 57C 5.000 ± 1.156 a-h 107C 6.333 ± 1.203 a-d 
19C 2.000 ± 0.578 i-m 58C 1.333 ± 0.334 lm 108C 5.667 ± 0.883 a-f 
20C 6.000 ± 0.578 a-e 59C 1.667 ± 0.334 j-m 110C 5.667 ± 0.883 a-f 
21C 6.000 ± 1.001 a-e 60C 2.333 ± 0.667 g-m 113C 5.667 ± 0.883 a-f 
22C 1.667 ± 0.667 j-m 63C 5.000 ± 0.817 a-h 114C 5.000 ± 1.156 a-h 
24C 1.000 ± 0.000 m 64C 5.667 ± 0.334 a-f 115C 6.000 ± 1.003 a-e 
25C 1.000 ± 0.000 m 67C 6.500 ± 1.226 a-d 116C 2.333 ± 0.334 g-m 
27C 5.333 ± 0.334 a-g 69C 1.667 ± 0.667 j-m 118C 5.000 ± 0.578 a-h 
29C 5.667 ± 0.667 a-f 70C 5.667 ± 0.334 a-f 120C 6.000 ± 1.156 a-e 
32C 4.000 ± 1.529 a-l 71C 7.000 ± 0.000 a 121C 3.667 ± 1.203 a-m 
33C 4.667 ± 0.883 a-j 72C 7.000 ± 0.578 a 122C 6.500 ± 0.501 a-d 
35C 1.000 ± 0.000 m 73C 7.000 ± 0.578 a 124C 4.000 ± 1.156 a-l 
37C 1.667 ± 0.667 j-m 74C 6.000 ± 0.578 a-e 125C 5.000 ± 2.006 a-h 
38C 5.000 ± 0.578 a-h 75C 7.000 ± 0.578 a 127C 4.500 ± 1.504 a-j 
39C 2.667 ± 0.883 e-m 76C 6.667 ± 0.334 ab 128C 4.000 ± 2.006 a-l 
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ตารางภาคผนวกท่ี 3  คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2556 
(ต่อ)   

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

129C 3.000 ± 1.003 c-m 145C 6.500 ± 0.501 a-d 163C 7.000 ± 0.000 a 
130C 5.000 ± 2.006 a-h 147C 7.000 ± 1.003 a 164C 1.667 ± 0.667 j-m 
131C 1.000 ± 0.000 m 150C 5.500 ± 0.501 a-g 166C 1.333 ± 0.334 lm 
132C 4.500 ± 1.504 a-j 151C 5.667 ± 0.667 a-f 168C 6.333 ± 0.334 a-d 
133C 1.500 ± 0.501 klm 152C 4.667 ± 1.203 a-j 169C 5.667 ± 0.883 a-f 
135C 3.000 ± 0.000 c-m 153C 5.333 ± 1.203 a-g 171C 6.000 ± 0.578 a-e 
136C 6.500 ± 0.501 a-d 154C 1.333 ± 0.334 lm 173C 4.000 ± 1.156 a-l 
139C 5.000 ± 2.006 a-h 155C 5.000 ± 1.529 a-h 175C 3.667 ± 1.669 a-m 
140C 4.500 ± 2.507 a-j 156C 4.333 ± 1.858 a-l 182C 2.000 ± 0.578 i-m 
141C 6.500 ± 0.501 a-d 157C 4.500 ± 2.507 a-j 183C 4.500 ± 2.507 a-j 
142C 6.500 ± 1.504 a-d 159C 6.000 ± 1.003 a-e 186C 2.667 ± 0.667 e-m 
144C 4.500 ± 1.504 a-j 160C 6.500 ± 0.501 a-d   

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษทีแ่ตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน ์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

138 



ตารางภาคผนวกท่ี 4  คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2559 
พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72 6.000 ± 0.000 abc 40C 6.667 ± 0.334 ab 77C 7.000 ± 0.000 a 
V4785 1.000 ± 0.000 q 41C 5.667 ± 0.883 a-d 78C 6.333 ± 0.667 ab 
1C 6.667 ± 0.334 ab 42C 6.000 ± 0.578 abc 79C 6.333 ± 0.334 ab 
2C 6.333 ± 0.334 ab 43C 3.000 ± 0.578 h-q 80C 6.333 ± 0.334 ab 
4C 5.000 ± 1.156 a-j 44C 2.000 ± 1.003 n-q 81C 6.667 ± 0.334 ab 
5C 3.000 ± 1.156 h-q 45C 2.667 ± 1.669 j-q 82C 5.667 ± 0.334 a-d 
7C 3.500 ± 0.501 c-o 46C 2.000 ± 1.001 n-q 83C 6.333 ± 0.334 ab 
8C 6.000 ± 0.578 abc 47C 2.667 ± 0.883 j-q 86C 6.333 ± 0.667 ab 
9C 6.000 ± 0.578 abc 48C 6.667 ± 0.334 ab 87C 6.333 ± 0.667 ab 
10C 1.000 ± 0.000 q 49C 6.333 ± 0.334 ab 94C 3.667 ± 1.203 c-o 
11C 2.000 ± 0.578 n-q 51C 1.500 ± 0.501 opq 95C 6.333 ± 0.334 ab 
12C 5.667 ± 0.334 a-d 52C 6.667 ± 0.334 ab 96C 5.667 ± 0.883 a-d 
14C 2.333 ± 1.335 m-q 53C 1.333 ± 0.334 pq 97C 5.667 ± 1.335 a-d 
15C 6.500 ± 0.501 ab 54C 1.000 ± 0.000 q 99C 2.667 ± 0.334 j-q 
16C 1.000 ± 0.000 q 55C 1.000 ± 0.000 q 102C 3.000 ± 1.001 h-q 
17C 4.667 ± 0.883 a-k 56C 5.000 ± 1.529 a-j 106C 1.333 ± 0.334 pq 
18C 5.333 ± 0.667 a-g 57C 6.333 ± 0.334 ab 107C 6.667 ± 0.334 ab 
19C 1.000 ± 0.000 q 58C 3.000 ± 0.000 e-p 108C 6.667 ± 0.334 ab 
20C 4.667 ± 0.883 a-k 59C 1.000 ± 0.000 q 110C 7.000 ± 0.000 a 
21C 6.500 ± 0.501 ab 60C 1.667 ± 0.667 opq 113C 5.667 ± 0.334 a-d 
22C 2.667 ± 0.883 j-q 63C 2.667 ± 0.883 j-q 114C 5.667 ± 0.883 a-d 
24C 2.333 ± 1.335 m-q 64C 2.333 ± 1.335 m-q 115C 1.000 ± 0.000 q 
25C 2.000 ± 0.578 n-q 67C 6.667 ± 0.334 ab 116C 1.000 ± 0.000 q 
27C 3.000 ± 1.156 h-q 69C 3.667 ± 1.203 c-o 118C 5.000 ± 0.578 a-j 
29C 5.667 ± 0.334 a-d 70C 7.000 ± 0.000 a 120C 6.333 ± 0.334 ab 
32C 6.000 ± 0.000 abc 71C 6.667 ± 0.334 ab 121C 4.667 ± 0.883 a-k 
33C 4.667 ± 1.203 a-k 72C 6.000 ± 1.001 abc 122C 6.000 ± 0.000 abc 
35C 1.667 ± 0.667 opq 73C 6.000 ± 0.578 abc 124C 6.000 ± 0.578 abc 
37C 2.000 ± 0.578 n-q 74C 6.333 ± 0.334 ab 125C 6.000 ± 0.578 abc 
38C 2.000 ± 0.578 n-q 75C 6.333 ± 0.334 ab 127C 6.333 ± 0.334 ab 
39C 6.333 ± 0.334 ab 76C 6.000 ± 0.578 abc 128C 4.333 ± 0.883 a-m 
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ตารางภาคผนวกท่ี 4  คะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 
2559 (ต่อ)   

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

129C 5.000 ± 1.001 a-j 145C 6.333 ± 0.334 ab 163C 6.333 ± 0.334 ab 
130C 4.000 ± 0.578 b-n 147C 6.333 ± 0.334 ab 164C 1.333 ± 0.334 pq 
131C 1.000 ± 0.000 q 150C 6.333 ± 0.667 ab 166C 2.000 ± 1.001 n-q 
132C 2.333 ± 0.667 m-q 151C 6.333 ± 0.334 ab 168C 6.333 ± 0.334 ab 
133C 3.333 ± 0.667 d-p 152C 6.333 ± 0.334 ab 169C 7.000 ± 0.000 a 
135C 5.000 ± 0.000 a-j 153C 4.667 ± 1.335 a-k 171C 6.667 ± 0.334 ab 
136C 1.000 ± 0.000 q 154C 2.000 ± 0.578 n-q 173C 5.667 ± 1.335 a-d 
139C 5.333 ± 0.583 a-g 155C 1.667 ± 0.334 opq 175C 1.000 ± 0.000 q 
140C 5.333 ± 0.883 a-g 156C 5.667 ± 0.883 a-d 182C 2.000 ± 0.578 n-q 
141C 6.333 ± 0.334 ab 157C 6.333 ± 0.334 ab 183C 6.333 ± 0.334 ab 
142C 7.000 ± 0.000 a 159C 6.667 ± 0.334 ab 186C 6.333 ± 0.334 ab 
144C 5.333 ± 1.203 a-g 160C 2.000 ± 0.578 n-q   

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษทีแ่ตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน ์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5  คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 
2559 

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72     4.000 ± 0.000 abc 34B      1.667 ± 0.333 efg 70B      1.333 ± 0.333 fg 
V4718    1.667 ± 0.333 efg 35B      1.333 ± 0.333 fg 71B      2.000 ± 0.000 d-g 
2B       2.333 ± 0.333 b-g 36B      1.000 ± 0.000 g 73B      3.667 ± 0.333 a-d 
4B       3.333 ± 0.667 a-e 37B      3.667 ± 0.882 a-d 74B      3.000 ± 0.577 a-f 
5B       1.333 ± 0.333 fg 42B      2.333 ± 0.333 b-g 77B      2.333 ± 0.882 b-g 
6B       2.000 ± 0.577 d-g 43B      1.333 ± 0.333 fg 78B      1.667 ± 0.333 efg 
7B       1.667 ± 0.667 efg 44B      3.000 ± 0.577 a-f 80B      2.333 ± 0.882 b-g 
8B       2.333 ± 0.333 b-g 45B      3.333 ± 0.667 a-e 81B      3.333 ± 0.667 a-e 
10B      1.333 ± 0.333 fg 46B      4.000 ± 0.000 abc 82B      2.000 ± 0.577 d-g 
11B      1.333 ± 0.333 fg 47B      3.333 ± 0.667 a-e 83B      2.000 ± 1.000 d-g 
12B      2.000 ± 0.577 d-g 48B      3.000 ± 0.577 a-f 84B      1.667 ± 0.333 efg 
13B      2.000 ± 0.577 d-g 50B      3.333 ± 0.333 a-e 85B      1.000 ± 0.000 g 
15B      1.333 ± 0.333 fg 51B      3.000 ± 1.000 a-f 86B      2.000 ± 0.000 d-g 
16B      1.667 ± 0.333 efg 52B      3.000 ± 0.577 a-f 87B      3.000 ± 0.000 a-f 
17B      2.333 ± 0.333 b-g 53B      1.667 ± 0.333 efg 88B      2.000 ± 0.000 d-g 
19B      1.667 ± 0.667 efg 54B      2.333 ± 0.333 b-g 89B      2.333 ± 0.882 b-g 
20B      2.000 ± 0.577 d-g 55B      1.667 ± 0.333 efg 90B      1.333 ± 0.333 fg 
21B      1.000 ± 0.000 g 57B      1.667 ± 0.333 efg 91B      1.333 ± 0.333 fg 
22B      1.000 ± 0.000 g 58B      2.000 ± 0.000 d-g 92B      3.333 ± 0.667 a-e 
23B      3.333 ± 0.667 a-e 59B      2.000 ± 0.577 d-g 94B      1.000 ± 0.000 g 
24B      3.000 ± 0.577 a-f 60B      2.333 ± 0.333 b-g 95B      1.000 ± 0.000 g 
25B      3.000 ± 0.577 a-f 61B      3.667 ± 0.882 a-d 96B      2.000 ± 0.577 d-g 
27B      2.000 ± 0.577 d-g 62B      3.333 ± 0.667 a-e 97B      1.333 ± 0.333 fg 
28B      1.333 ± 0.333 fg 63B      3.333 ± 0.667 a-e 98B      1.000 ± 0.000 g 
29B      1.667 ± 0.333 efg 64B      4.000 ± 0.000 abc 99B      3.667 ± 0.333 a-d 
30B      1.333 ± 0.000 fg 66B      1.667 ± 0.667 efg 100B     1.667 ± 0.333 efg 
31B      3.667 ± 0.667 a-d 67B      2.000 ± 0.577 d-g 101B     3.333 ± 0.882 a-e 
32B      4.000 ± 0.000 abc 68B      1.000 ± 0.000 g 102B     1.667 ± 0.333 efg 
33B      2.000 ± 1.000 d-g 69B      4.000 ± 0.577 abc 104B     3.333 ± 0.333 a-e 
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ตารางภาคผนวกท่ี 5  คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 
2559 (ต่อ) 

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

105B     3.000 ± 0.577 a-f 133B     4.000 ± 0.577 abc 162B     3.667 ± 0.882 a-d 
106B     4.000 ± 0.000 abc 134B     2.333 ± 0.333 b-g 164B     3.667 ± 0.333 a-d 
107B     3.667 ± 0.882 a-d 135B     3.667 ± 0.882 a-d 165B     3.000 ± 0.577 a-f 
109B     3.667 ± 0.333 a-d 137B     3.667 ± 0.333 a-d 166B     1.000 ± 0.000 g 
110B     3.000 ± 0.577 a-f 140B     1.333 ± 0.333 fg 167B     1.667 ± 0.333 efg 
111B     2.333 ± 0.333 b-g 141B     3.333 ± 0.667 a-e 168B     1.333 ± 0.333 fg 
112B     3.000 ± 0.577 a-f 143B     3.333 ± 0.667 a-e 169B     1.333 ± 0.333 fg 
114B     3.667 ± 0.333 a-d 144B     4.000 ± 0.000 abc 170B     1.000 ± 0.000 g 
115B     2.333 ± 0.882 b-g 145B     3.333 ± 0.667 a-e 172B     2.333 ± 0.882 b-g 
118B     3.000 ± 0.577 a-f 147B     2.000 ± 0.000 d-g 173B     1.667 ± 0.333 efg 
119B     3.667 ± 0.882 a-d 148B     2.000 ± 0.577 d-g 174B     1.333 ± 0.333 fg 
120B     3.333 ± 0.333 a-e 151B     4.000 ± 0.000 abc 175B     3.000 ± 1.000 a-f 
121B     4.000 ± 0.000 abc 152B     3.667 ± 0.333 a-d 177B     3.333 ± 0.333 a-e 
123B     1.333 ± 0.333 fg 153B     3.000 ± 0.577 a-f 181B     3.000 ± 1.000 a-f 
124B     1.667 ± 0.333 efg 155B     1.333 ± 0.333 fg 182B     3.333 ± 0.667 a-e 
125B     2.333 ± 0.333 b-g 156B     1.333 ± 0.333 fg 183B     4.333 ± 0.333 ab 
126B     3.333 ± 1.202 a-e 157B     1.667 ± 0.333 efg 184B     1.667 ± 0.333 efg 
127B     1.667 ± 0.667 efg 158B     3.000 ± 0.577 a-f 185B     1.667 ± 0.333 efg 
130B     2.000 ± 0.577 d-g 159B     1.667 ± 0.333 efg 186B     1.000 ± 0.000 g 
131B     3.333 ± 0.667 a-e 160B     2.000 ± 0.000 d-g 187B     3.333 ± 0.333 a-e 
132B     4.667 ± 0.333 a 161B     3.000 ± 0.577 a-f   

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 6  คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 
2560 

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

CN72     3.667 ± 0.667 a-e 34B 3.000 ± 0.577 a-g 70B 2.667 ± 0.882 b-h 
V4718    2.667 ± 0.333 b-h 35B 3.333 ± 0.333 a-e 71B 3.333 ± 0.333 a-e 
2B 1.667 ± 0.667 hij 36B 1.333 ± 0.333 ij 73B 3.333 ± 0.882 a-e 
4B 3.667 ± 0.667 a-e 37B 4.000 ± 0.000 abc 74B 3.667 ± 0.333 a-e 
5B 2.500 ± 0.500 d-h 42B 1.333 ± 0.333 ij 77B 3.667 ± 0.667 a-e 
6B 2.500 ± 0.500 d-h 43B 1.333 ± 0.882 ij 78B 2.500 ± 0.500 d-h 
7B 3.667 ± 0.667 a-e 44B 3.333 ± 0.882 a-e 80B 2.667 ± 0.667 b-h 
8B 3.667 ± 0.667 a-e 45B 4.333 ± 0.333 a 81B 3.667 ± 0.667 a-e 
10B 2.000 ± 0.577 g-j 46B 3.667 ± 0.667 a-e 82B 3.000 ± 0.000 a-g 
11B 4.000 ± 0.577 abc 47B 3.333 ± 0.333 a-e 83B 3.667 ± 0.667 a-e 
12B 3.667 ± 0.667 a-e 48B 3.333 ± 0.333 a-e 84B 1.333 ± 0.333 ij 
13B 2.667 ± 0.333 b-h 50B 3.667 ± 0.333 a-e 85B 1.667 ± 0.333 hij 
15B 3.333 ± 0.333 a-e 51B 3.333 ± 0.333 a-e 86B 2.667 ± 0.333 b-h 
16B 2.667 ± 0.333 b-h 52B 3.667 ± 0.667 a-e 87B 3.667 ± 0.667 a-e 
17B 2.667 ± 0.333 b-h 53B 3.000 ± 0.577 a-g 88B 3.000 ± 0.000 a-g 
19B 2.500 ± 0.500 d-h 54B 2.333 ± 0.333 d-i 89B 2.333 ± 0.333 d-i 
20B 3.333 ± 0.333 a-e 55B 2.667 ± 0.882 b-h 90B 1.667 ± 0.333 hij 
21B 2.333 ± 0.333 d-i 57B 2.333 ± 0.333 d-i 91B 2.333 ± 0.667 d-i 
22B 2.667 ± 0.667 b-h 58B 3.667 ± 0.882 a-e 92B 3.333 ± 0.333 a-e 
23B 3.333 ± 0.882 a-e 59B 3.000 ± 0.000 a-g 94B 1.000 ± 0.000 j 
24B 2.667 ± 0.333 b-h 60B 4.000 ± 0.577 abc 95B 1.000 ± 0.000 j 
25B 3.000 ± 0.000 a-g 61B 4.000 ± 0.577 abc 96B 2.333 ± 0.333 d-i 
27B 3.333 ± 0.333 a-e 62B 1.333 ± 0.333 ij 97B 2.000 ± 0.000 g-j 
28B 2.667 ± 0.333 b-h 63B 3.000 ± 0.000 a-g 98B 1.000 ± 0.000 j 
29B 1.333 ± 0.333 ij 64B 3.000 ± 0.000 a-g 99B 2.333 ± 0.333 d-i 
30B 1.333 ± 0.333 ij 66B 3.000 ± 0.577 a-g 100B 2.000 ± 0.577 g-j 
31B 3.667 ± 0.333 a-e 67B 3.000 ± 0.577 a-g 101B 3.333 ± 0.882 a-e 
32B 3.333 ± 0.333 a-e 68B 2.667 ± 0.333 b-h 102B 3.333 ± 0.882 a-e 
33B 1.333 ± 0.333 ij 69B 3.333 ± 0.333 a-e 104B 3.333 ± 0.882 a-e 
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ตารางภาคผนวกท่ี 6  คะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 
2560 (ต่อ) 

พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE พันธ์ุ/ 
สายพันธ์ุ 

ค่าเฉลี่ย ± SE 

105B 3.667 ± 0.667 a-e 133B 3.333 ± 0.667 a-e 162B 3.000 ± 0.000 a-g 
106B 4.000 ± 0.577 abc 134B 3.667 ± 0.667 a-e 164B 3.000 ± 0.000 a-g 
107B 2.000 ± 0.000 g-j 135B 4.000 ± 0.577 abc 165B 3.000 ± 0.000 a-g 
109B 4.000 ± 0.577 abc 137B 4.333 ± 0.333 a 166B 1.000 ± 0.000 j 
110B 3.667 ± 0.667 a-e 140B 1.667 ± 0.333 hij 167B 1.667 ± 0.333 hij 
111B 1.333 ± 0.333 ij 141B 3.333 ± 0.882 a-e 168B 2.667 ± 0.333 b-h 
112B 3.000 ± 0.577 a-g 143B 3.000 ± 1.000 a-g 169B 2.667 ± 0.333 b-h 
114B 3.667 ± 0.882 a-e 144B 3.333 ± 0.333 a-e 170B 2.667 ± 0.667 b-h 
115B 2.333 ± 0.333 d-i 145B 3.333 ± 0.333 a-e 172B 2.667 ± 0.667 b-h 
118B 2.667 ± 0.667 b-h 147B 2.000 ± 0.577 g-j 173B 2.667 ± 0.333 b-h 
119B 3.333 ± 0.333 a-e 148B 2.667 ± 0.333 b-h 174B 1.667 ± 0.667 hij 
120B 3.667 ± 0.333 a-e 151B 3.667 ± 0.667 a-e 175B 2.000 ± 0.577 g-j 
121B 3.000 ± 0.577 a-g 152B 3.000 ± 0.000 a-g 177B 3.667 ± 0.667 a-e 
123B 1.667 ± 0.333 hij 153B 3.667 ± 0.667 a-e 181B 3.667 ± 0.667 a-e 
124B 2.000 ± 0.000 g-j 155B 1.667 ± 0.333 hij 182B 4.000 ± 0.577 abc 
125B 2.333 ± 0.667 d-i 156B 2.333 ± 0.667 d-i 183B 3.667 ± 0.667 a-e 
126B 3.667 ± 0.667 a-e 157B 1.667 ± 0.333 hij 184B 3.333 ± 0.333 a-e 
127B 3.333 ± 0.333 a-e 158B 3.333 ± 0.333 a-e 185B 1.333 ± 0.333 ij 
130B 2.000 ± 0.000 g-j 159B 3.667 ± 0.667 a-e 186B 1.000 ± 0.000 j 
131B 3.333 ± 0.333 a-e 160B 3.000 ± 0.000 a-g 187B 3.000 ± 0.000 a-g 
132B 4.000 ± 0.577 abc 161B 4.000 ± 0.577 abc   

1 ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± SE ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันในสดมภ์/คอลัมน์หมายถึงมีความแตกต่างทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย
การเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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ตารางภาคผนวกท่ี 7  ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่
อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2558 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 65 12.501 0.192 9.559** 0.000 
Block 2 0.120 0.060 2.976ns 0.054 
Error 130 2.616 0.020   
Corrected Total 197 15.237    

** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99%; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 8  ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4758 ที่
อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2561 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 65 6.999 0.108 1.928** 0.001 
Block 2 0.164 0.082 1.465ns 0.235 
Error 126 7.038 0.056   
Corrected Total 193 14.168    

** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99%; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 9 ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่
อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2556 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 127 70.736 0.557 4.893** 0.000 
Block 2 0.755 0.378 3.316* 0.038 
Error 215 24.474 0.114   
Corrected Total 344 95.958    

* = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%; ** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 10  ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคราแป้งในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4785 ที่
อายุ 65 วัน ปี พ.ศ. 2559 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 127 89.220 0.703 9.438** 0.000 
Block 2 0.024 0.012 0.161ns 0.852 
Error 247 18.385 0.074   
Corrected Total 376 107.654    

** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99%; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกท่ี 11  ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 
65 วัน ปี พ.ศ. 2559 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 148 30.687 0.207 3.787** 0.000 
Block 2 1.044 0.522 9.532** 0.000 
Error 295 16.151 0.055   
Corrected Total 445 47.825    

** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 12  ค่าการวิเคราะห์ของคะแนนการเกิดโรคใบจุดในถ่ัวเขียวคู่ผสม CN72 x V4718 ที่อายุ 
65 วัน ปี พ.ศ. 2560 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value Pr > F 
Variety 148 22.599 0.153 5.755** 0.000 
Block 2 6.206 3.103 116.953** 0.000 
Error 287 7.615 0.027   
Corrected Total 437 36.415    

** = แตกต่างทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 99% 
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วิจัยในแต่ละข้อเสนอโครงการวิจัย เป็นต้น 
7.1 หัวหน้าโครงการวิจัย:   
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3) บทบาทของเอนไซมโ์พลีฟนีอลออกซิเดส (polyphenol oxidases) ในการต้านทานของมะเขือ-

เทศ (Lycopersicon esculentum L.) ต่อการเข้าทำลายของหนอนกระทู้ผัก (Spodoptera 
litura (F.))   

4) การจัดทำลายพิมพ์ดีเอ็นเอของถ่ัวฝักยาว ถ่ัวฝักยาวไร้ค้าง ถ่ัวเขียว และถ่ัวเหลือง   
5) การปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวเพื่อเพิ่มผลผลิต  
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6) การปรับปรุงพันธ์ุถ่ัวเขียวเพื่อเพิ่มผลผลิต ระยะที่ 2 
7) การปรับปรุงพันธ์ุองุ่น (Vitis spp.) ให้ต้านทานต่อโรคราน้ำค้าง 
8) การปรับปรุงพันธ์ุองุ่น (Vitis spp.) ให้ต้านทานต่อโรคราน้ำค้างและโรคสแคบ ระยะที่ 2 
9) การพัฒนาพันธ์ุแตงกวา (Cucumis sativus L.) ลูกผสมที่ต้านทานต่อโรคราน้ำค้าง 
10) การพัฒนาพันธ์ุ maintainer line ของทานตะวันโดยการรวมโปรโตพลาสต์ 
11) การปรับปรงุพันธ์ุกล้วยไมส้กลุหวายด้วยวิธีกลายพันธ์ุเพื่อใหต้้านทานโรคเน่าดำ 
12) การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกลุบง่ช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้ง และการรวมยีนต้านทานในถ่ัว-

เขียว 
13) การปรับปรุงพันธ์ุกล้วยไม้สกุลหวายด้วยวิธีกลายพันธ์ุเพื่อให้ต้านทานโรคเน่าดำ ระยะที่ 2 
14) การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลบ่งช้ีลักษณะต้านทานโรคราแป้งและโรคใบจุด และการรวมยีน

ต้านทานในถ่ัวเขียว ระยะที่ 2 

7.2 งานวิจัยท่ีทำเสร็จแล้ว: ช่ือแผนงานวิจัย และ/หรือโครงการวิจัย ปีที่พิมพ์ การเผยแพร่ และ
สถานภาพในการทำวิจัย 

1)  การโคลนกลุ่มของยีนต้านทานโรค (RGAs) เพื่อให้ต้านทานต่อโรคราน้ำค้างในองุ่น (Vitis spp.). 
(2547). การประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 4, เชียงใหม่  หัวหน้า
โครงการ (นศ. นำเสนอผลงาน) แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

2) การจัดทำลายพิมพ์ดีเอ็นเอของถ่ัวฝักยาว ถ่ัวฝักยาวไร้ค้าง ถ่ัวเขียว และถ่ัวเหลือง . (2551). 
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หัวหน้าโครงการ  แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

3) การจำแนกพันธ์ุถ่ัวฝักยาวไร้ค้างและถ่ัวฝักยาวโดยใช้ ISSR analysis. (2548). การประชุม
วิชาการพืชสวนแห่งชาติ ครั้งที่ 5 , ชลบุรี.  หัวหน้าโครงการและผู้เสนอผลงาน   แหล่งทุน 
สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

4) การตรวจสอบลูกผสมถ่ัวเขียวช่ัวที่หนึ่งโดยเครื่องหมายโมเลกุล ISSR. (2549). การประชุม
วิชาการพืชไร่วงศ์ถ่ัวแห่งชาติ ครั้งที่ 1, เชียงราย. หัวหน้าโครงการ (นศ.นำเสนอผลงาน)  แหล่ง
ทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  

5) การเปรียบเทยีบวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบถ่ัวเขียว (Vigna radiata). (2547).  การประชุมเสนอ
ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 4 , เชียงใหม่. หัวหน้าโครงการ (นศ.นำเสนอ
ผลงาน) แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

6) การผลิตข้าวโพด (Zea mays L.) ดับเบิลแฮพลอยด์โดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร. (2547). 
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หน้าโครงการ  แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  

7) การผลิตข้าวโพด (Zea mays L.) สายพันธ์ุแท้โดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร. (2547). 
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หัวหน้าโครงการ  แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

8) การแยกโปรโตพลาสต์ทานตะวัน (Helianthus annuus L.) จากเนื้อเยื่อใบ (2551). การประชุม
วิชาการ งานเกษตรแห่งชาติ ประจำปี 2551 “พลังงานทดแทน แก่นเกษตรยั่งยืน ฟื้นชีวี
สิ่งแวดล้อม น้อมรับพระราชดำริ”, พิษณุโลก. หัวหน้าโครงการ (นศ.นำเสนอผลงาน) แหล่งทุน 
สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  
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9) การแยกโปรโตพลาสต์ทานตะวัน. (2550). การประชุมวิชาการ งา ทานตะวัน ละหุ่ง และคำฝอย
แห่งชาติ ครั้ งที่  5, น่าน. หัวหน้าโครงการ (นศ.นำเสนอผลงาน) แหล่งทุน สำนักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  

10) การส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวโพดภายใต้สภาพ  photoautotrophic. (2546). การ
ประชุมศูนย์วิจัยข้าวโพดและข้าวฟ่างแห่งชาติประจำปี นครปฐม. หัวหน้าโครงการ  (นศ. 
นำเสนอผลงาน) แหล่งทุน สำนักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

11) การแสดงออกของยีนแอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนสของมะเขือเทศในเซลล์ยีสต์. (2551). การประชุม
วิชาการ งานเกษตรแห่งชาติ ประจำปี 2551 “พลังงานทดแทน แก่นเกษตรยั่งยืน ฟื้นชีวี
สิ่งแวดล้อม น้อมรับพระราชดำริ”, พิษณุโลก. ผู้ร่วมวิจัย (นศ.นำเสนอผลงาน)  แหล่งทุน DUO-
FRANCE  

12) บทบาทของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดส (polyphenol oxidases) ในการต้านทานของมะเขือ
เทศ (Lycopersicon esculentum L.) ต่อการเข้าทำลายของหนอนกระทู้ผัก (Spodoptera 
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