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บทคัดย่อ: โรคราแป้ง (powdery mildew) เป็นโรคที่ส�ำคัญของถั่วเขียวที่ปลูกในช่วงที่มีสภาพอากาศแห้งและเย็น การที่
โรคเกิดเฉพาะในฤดูหนาวเป็นข้อจ�ำกัดที่ท�ำให้ความก้าวหน้าของการคัดเลือกในการปรับปรุงพันธุ์ล่าช้า วัตถุประสงค์ของ
การวิจัยนี้คือ ค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท์ที่เชื่อมโยงกับความต้านทานในถั่วเขียวสายพันธุ์ V 4718 
เพื่อใช้ช่วยคัดเลือกพันธุ์ต้านทาน งานวิจัยนี้ได้สร้างประชากร F

1
 และ F

2:3
 จากคู่ผสมระหว่างพันธุ์ ก�ำแพงแสน 1 (KPS1) 

ที่อ่อนแอต่อโรค (สายพันธุ์แม่) กับสายพันธุ์ V 4718 ที่ต้านทานต่อโรค (สายพันธุ์พ่อ) แล้วปลูกทดสอบปฏิกิริยาของโรค 
พบว่า ปฏิกิริยาของโรคมีการกระจายตัวแบบต่อเนื่องไม่สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มต้านทาน และอ่อนแอได้อย่างชัดเจน 
แสดงให้เห็นว่า ความต้านทานเป็นลักษณะปริมาณ และพบว่า ปฏิกิริยาของโรคไม่มีสหสัมพันธ์กับวันสุกแก่ ในส่วนของ
การวเิคราะห์เครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท์ในประชากร F

2
 พบว่า ม ี2 เครือ่งหมายทีเ่ชือ่มโยงกบัความต้านทานโรคราแป้ง 

ค�ำส�ำคัญ: ถั่วเขียว, โรคราแป้ง, เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR

ABSTRACT: Powdery mildew (PM) caused by fungus Erysiphe pologoni is a serious foliar disease of mungbean 
production during dry season. Progress in breeding resistance cultivar is slow because disease occurs only one  
season a year.  Molecular marker linked to resistance gene(s) is useful in breeding resistance cultivar. In this study, we 
identified microsatellite markers associated with resistance to powdery mildew in mungbean accession V4718. F1 and 
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F2:3 populations were developed from a cross between Kamphaeng Saen 1 (KPS1; susceptible cultivar) as a female 
parent and V4718 (highly resistance) as a male one. The populations and parents were evaluated for resistance in the 
field. The results showed that the disease resistance was segregated continuously, indicating quantitative inheritance 
of the trait. Resistance score was not correlated with days to maturity, suggesting that gene(s) controlling the two 
traits was unlinked. Two microsatellite markers were found associating with the resistance. 
Keywords: mungbean, powdery mildew, microsatellite marker, SSR marker

บทน�ำ

	 โรคราแป้ง (powdery mildew) เกิดจากเชื้อรา 

Erysiphe pologoni โรคนี้ระบาดทั่วไปในแหล่งปลูก

ถั่วเขียวที่ส�ำคัญของโลก โดยเฉพาะถั่วเขียวที่ปลูก

ในฤดูแล้ง ซึ่งมีสภาพอากาศค่อนข้างแห้งและเย็น 

ลกัษณะอาการของโรคมกัพบทีใ่บล่างก่อน โดยเชือ้โรค 

สามารถเข้าท�ำลายทั้งด้านบนและด้านล่างของใบ

ในทุกระยะของการเจริญเติบโต และทุกส่วนของต้น

ถั่วเขียว โดยอาการของโรคจะเริ่มจากการมีเส้นใยสี

ขาวของเชื้อราลักษณะคล้ายผงแป้งปกคลุมอยู่บนใบ  

ต่อมาใบจะเปลี่ยนเป็นสีน�้ำตาลและแห้งตายไปใน

ที่สุด ถ้าเชื้อราเข้าท�ำลายในระยะก่อนออกดอกจะ

ท�ำความเสยีหายมากกว่าในระยะอืน่ ๆ  (Poehlman et 

al., 1991) ถ้าโรคนี้ระบาดรุนแรงมากจะท�ำให้ผลผลิต

ลดลงถึง 20-40 % (Fernandez and Shanmugas-

sundaram, 1988) แต่หากเชื้อราเข้าท�ำลายในระยะ

ออกดอกติดฝักจะท�ำให้ต้นถั่วแคระแกร็นติดฝักไม่ดี

ขนาดของฝักและเมล็ดเล็กลง หรือท�ำให้ฝักร่วงจนไม่

สามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตได้เลย ถึงแม้จะมีการศึกษา

พันธุกรรมความต้านทานต่อโรคราแป้งในหลายแหล่ง

ความต้านทาน (Young et al., 1993; Chaitieng et 

al., 2002; Gawande and Patil, 2003; Humphry et 

al., 2003; Khajudparn et al., 2007; Kasettranan 

et al., 2009; 2010) แต่ปัจจุบันก็ยังไม่มีถั่วเขียว

พันธุ์การค้าพันธุ์ใดที่ต้านทานต่อโรคดังกล่าว ดังนั้น 

การศึกษาถึงพันธุกรรมของการต้านทานโรคเป็นสิ่งส�ำคัญ 

ในการปรบัปรงุถัว่เขยีวให้ต้านทานต่อโรคนี ้แต่เนือ่งจาก 

โรคราแป้งมักจะระบาดในฤดูแล้งที่มีอากาศแห้งและ

เย็น ท�ำให้การปรับปรุงและคัดเลือกพันธุ์มีข้อจ�ำกัด

ด้านสภาพแวดล้อม ดงันัน้ หากสามารถหาเครือ่งหมาย

โมเลกุลที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้านทานโรคนี้ได้ จะ

ท�ำให้สามารถคัดเลือกได้ทุกฤดูปลูก (marker-assist-

ed selection, MAS) ส่งผลให้การปรับปรุงพันธุ์ถั่ว

เขียวให้ต้านทานต่อโรคนี้ท�ำได้เร็วขึ้น นอกจากนั้นยัง

สามารถใช้ในการรวมยนีจากแหล่งต้านทานต่างๆ เข้า

ไว้ในสายพันธุ์เดียวกัน เพื่อให้ได้ถั่วเขียวสายพันธุ์การ

ค้าที่มีความต้านทานต่อโรคราแป้งมากขึ้นในอนาคต 

วิธีการศึกษา

	 การสร้างประชากร และการสกดัดเีอน็เอ ผสมพนัธุ์

ระหว่างพันธุ์ก�ำแพงแสน 1 (KPS1) ที่อ่อนแอต่อโรค 

กับสายพันธุ์ V 4718 ที่ต้านทานต่อโรค (Hartman et 

al., 1993) เพื่อผลิตลูกผสมชั่วรุ่นที่ 1 (F
1
) ปลูกต้น F

1
 

แล้วปล่อยให้ผสมตัวเองเพื่อผลิตลูกผสมชั่วที่ 2 (F
2
) 

ปลูก F
2
 134 ต้นแยกต้นในกระถางขนาด 30 ซม. เก็บ

ใบอ่อนไปสกดัดเีอน็เอตามวธิขีอง Lodhi  et al. (1994) 

จากนัน้ปล่อยให้ F
2 
แต่ละต้นผสมตวัเองเพือ่สร้างเมลด็

ลกูผสมชัว่รุน่ที ่3  (F
3 
) ซึง่น�ำไปใช้ปลกูทดสอบปฏกิริยิา

ของโรคราแป้ง

การทดสอบปฏิกิริยาของโรค

	 น�ำพนัธุพ่์อ แม่ ลกูผสม F
1 
และ F

3
 ไปปลกูทดสอบ

ปฏิกิริยาต่อโรคราแป้ง วางแผนการทดลองแบบสุ่ม

ในบล็อกสมบูรณ์ (randomized complete block 

design, RCBD) จ�ำนวน 2 ซ�้ำๆ ละ 10 ต้น ในฤดู

แล้งช่วงเดือนมกราคมถึงมีนาคม ปี 2554 ณ แปลง

ทดลองของภาควชิาพชืไร่นา คณะเกษตร ก�ำแพงแสน 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก�ำแพงแสน โดย

การปลูกพันธุ์ CN 60 ซึ่งอ่อนแอต่อโรคในระดับสูง 

ระหว่างแถวและรอบๆแปลงทดลอง เพื่อใช้ช่วยแพร่
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ระบาดของโรค หลังจากปลูกถั่วเขียว 25 วัน ท�ำการ

ปลกูเชือ้โรคราแป้งโดยการฉดีพ่นสารละลายสปอร์ของ

เชื้อที่เก็บจากใบของถั่วเขียวที่เป็นโรคตามธรรมชาติ 

และปลูกเชื้อซ�้ำทุกๆ 5 วันติดต่อกัน 3 ครั้ง จนอาการ

ของโรคเริ่มปรากฏบนพันธุ์ KPS1 จึงท�ำการประเมิน

การเกิดโรคในสายพันธุ์ โดยใช้วิธีการให้คะแนนด้วย

สายตาตามวิธีการของ Young et al. (1993) โดยแบ่ง

ระดับคะแนนการเกิดโรคออกเป็น 5 ระดับ ตั้งแต่ 1-5 

(1 = ไม่ปรากฏอาการของโรค, 2 = ปรากฏอาการของ

โรค 1-25%, 3 = ปรากฏอาการของโรค 26-50%, 4 = 

ปรากฏอาการของโรค 51-75% และ 5 = ปรากฏอาการ

ของโรค 76-100%) ประเมินการเกิดโรคทั้งหมด 2 ครั้ง 

คือ 50 และ 60 วันหลังปลูก (DAP) 

	 นอกจากการประเมินปฏิกิริยาต่อโรคราแป้งแล้ว 

บันทึกระยะเวลาสุกแก่ของแต่ละสายพันธุ์ด้วย โดย

ก�ำหนดให้ระยะเวลาสุกแก่ คือจ�ำนวนวันหลังปลูกถึง

วันที่ประมาณ 50% ของต้นภายในสายพันธุ์นั้นมีฝัก

สุกแก่ (ฝักมีสีด�ำหรือน�้ำตาล)

การวิเคราะห์เครื่องหมายไมโครแซทเทลไทล์

	 ตรวจสอบเครื่องหมายไมโครแซทเทลไทล์ที่ให้

ความแตกต่างในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหว่างพันธุ์พ่อ

และแม่ โดยใช้เครื่องหมายจ�ำนวน 753 เครื่องหมาย 

ที่มาจากถั่วชนิดต่างๆ คือ azuki bean (Wang et 

al., 2004), common bean (Blair et al., 2003), 

mungbean (Seehalak et al., 2009; Somta et al., 

2008, 2009; Tangphatsornruang et al., 2009) and 

cowpea (Li et al., 2001) การวเิคราะห์เครือ่งหมายท�ำ

ตามวิธีที่อธิบายไว้โดย (Somta et al., 2008) แล้วน�ำ

เฉพาะเครื่องหมายที่ให้ความแตกต่างระหว่างพ่อแม่

ไปวิเคราะห์ในประชากร F
2 

การวิเคราะห์สถิติ 

	 หาค่าสหสัมพันธ์ (coefficient of correlation) 

ระหว่างคะแนนการเกิดโรคของการประเมินที่ 50 วัน 

และ 60 วันหลังปลูก กับระยะเวลาสุกแก่ วิเคราะห์

ความแปรปรวน (analysis of variance) แล้วหา

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่แสดงความสัมพันธ์กับความ

ต้านทานต่อโรคราแป้งโดยการวิเคราะห์ single 

marker analysis ตามวิธีการของ Karsey and Pooni 

(1996) ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.001

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 ในการทดลองครั้งนี้  สามารถประเมินความ

ต้านทานของโรคราแป้งครั้งแรกได้หลังจากปลูกถั่ว

เขียวไป 50 วัน หรือหลังการปลูกเชื้อ 25 วัน โดยสาย

พันธุ์ KPS1 แสดงอาการของโรคทั้งด้านบนและด้าน

ล่างของใบ (Figure 1) ส่วน V4718 ไม่แสดงอาการของ

โรค โดยมีระดับคะแนนการเกิดโรคเป็น 5 และ 1 ตาม

ล�ำดบั ส่วนในลกูผสม F
1
 แสดงอาการของโรคเพยีงเลก็

น้อย มีระดับคะแนนเท่ากับ 1.2  และในประชากร F
2:3  

พบว่า มีความแตกต่างกันในลักษณะความต้านทาน

ต่อโรค (Table 3) โดยลักษณะความต้านทานโรคมี

การกระจายตัวแบบต่อเนื่อง มีค่าคะแนนการเกิดโรค

อยู่ระหว่าง 1 ถึง 5 มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 2.79 (Figure 

2) ในขณะที่ 60 วัน หลังปลูกเชื้อ พบว่า ระดับการ

ระบาดของโรคเพิ่มสูงขึ้นมาก คะแนนการเกิดโรค

ของ KPS1, V4718 และ F
1 
เท่ากับ 5, 1.2 และ 2.25 

ตามล�ำดับ ในประชากร F
2:3  

ค่าคะแนนการเกิดโรคอยู่

ระหว่าง 1.7 ถึง 5 มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 3.81 (Figure 2)

คะแนนการเกิดโรคของการประเมินโรคครั้งที่ 1 (50 

DAP) กับ ครั้งที่ 2 (60 DAP) มีความสัมพันธ์กันทาง

บวกในระดับสูง (r = 0.791, P <0.001) (Table 1) 

แสดงให้เหน็ว่า สามารถประเมนิความต้านทานของโรค

ราแป้งของถั่วเขียวได้ทั้ง 2 ระยะ อย่างไรก็ตามที่ระยะ 

60 DAP ท�ำให้ได้ผลประเมินที่แม่นย�ำกว่า ซึ่งยืนยัน

ได้จากค่า R2 ที่ 60 DAP สูงกว่าที่ 50 DAP (Table 2) 

ผลดงักล่าวสอดคล้องกบัรายงานของ Setiawan et al. 

(2000) ที่พบว่า ในระยะที่มีการระบาดของโรคสูงสุด 

จะสามารถคัดเลือกสายพันธุ์ต้านทานหัวบีท (sugar 

beet) ต่อโรคใบจุดสีน�้ำตาลได้ดีที่สุด อย่างไรก็ตาม

ในการศกึษานีพ้บว่า การเกดิโรคทัง้ 2 ระยะ ไม่มคีวาม

สมัพนัธ์กบัระยะเวลาการสกุแก่ของถัว่เขยีว (Table 1)  
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แสดงว่า หากมีการระบาดของโรคที่รุนแรงไม่ว่าจะ

เป็นระยะใด เชื้อก็สามารถเข้าท�ำลายถั่วเขียวได้ทั้งสิ้น

ผลการวิเคราะห์เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ พบ

ว่า 69 (13.91%) จาก 753 เครื่องหมายแสดงความ

แตกต่างระหว่าง KPS1 พันธุ ์ V4718 และเมื่อน�ำ

ไปวิเคราะห์ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 พบว่า มี 2 

เครื่องหมาย (VA259 และ  DMB130) ที่แสดงความ

สัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานโรคมาก โดยแต่ละ

เครือ่งหมายอธบิายความแปรปรวนของความต้านทาน

โรคได้แตกต่างกัน คือ 16.42 (VA259) และ 19.74% 

(DMB130) ตามล�ำดบั ซึง่ทัง้สองเครือ่งหมาย สามารถ

อธิบายความแปรปรวนของความต้านทานโรคราแป้ง

ได้รวมกัน 20.47%  จากผลการทดลองดังกล่าว ถึง

แม้ว่าเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 2 สามารถอธิบายความ

แปรปรวนของความต้านทานได้เพียง (16-20 %) แต่ก็

อาจใช้เป็น MAS ในการคัดเลือกหรือรวมยีนต้านทาน

จากแหล่งต้านทานต่าง ๆ  เข้าไว้ในถัว่เขยีวพนัธุก์ารค้า

ให้ต้านทานต่อโรคราแป้งได ้

Table 1 Coefficient of correlation between the time of scoring and the days to maturi

 Trait Days to maturity Score at 60 DAP

Score at 50 DAP 0.069ns1/ 0.791***2/

Score at 60 DAP 0.018ns -
1/ns=not significant at P=0.001, 2/*** = significance at P=0.001

Table 2 SSR marker showing significant association with PM resistance based on single marker analysis.

Trait SSR marker Probability1/ R2 (%)

50 DAP VA259 <0.001*** 15.10

DMB130 <0.001*** 16.84

60 DAP VA259 <0.001*** 16.42

DMB130 <0.001*** 19.74
1/*** = significant at P=0.001

Table 3 The analysis of variance of disease score in the F
3
 lines derived from the cross KPS1 x V4718 at 50 

and 60 DAP.

SOV df
Mean Sq         F value

50 DAP 60 DAP 50 DAP 60 DAP

Rep 1 0.1185 2.1377 0.659 ns1/ 0.011 ns

Ling 133 2.7739 1.5739 0.001***2/ 0.001***

Error 132 0.6084 0.3195
1/ns=not significant at P=0.001, 2/*** = significant at P=0.001
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Figure 1	Powdery mildew disease in mungbean; (A):  
	 fungus on upper side of leaves, (B) fungus  
	 on lower side of leaves, (C) the spore of  
	 Erysiphe polygoni at 40x under microscope,  
	 and (D): the spore of Erysiphe polygoni at  
	 100x under microscope.  
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