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การค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับยีนที่ควบคุมความต้านทาน
ต่อด้วงถั่วในถั่วเขียว

Identification of DNA markers associated with bruchid resistance in 
mungbean
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บทคดัย่อ: ด้วงถัว่เขยีวและด้วงถัว่เหลอืงเป็นแมลงทีท่�ำความเสยีหายให้กบัถัว่เขยีวในระยะหลงัการเกบ็เกีย่ว วตัถปุระสงค์
ของการศึกษานี้คือ ค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับยีนความต้านทานต่อด้วงถั่วเขียวและด้วงถั่วเหลือง เพื่อใช ้
คัดเลือกพันธุ์ถั่วเขียวให้ต้านทานต่อด้วงทั้งสองชนิด ด�ำเนินการวิจัยโดยผสมพันธุ์ KPS 1 (อ่อนแอต่อด้วงถั่ว) กับ V2709 
(ต้านทานต่อด้วงถัว่) หรอื  V2802 (ต้านทานต่อด้วงถัว่) แล้วผสมกลบัไปหา KPS1 4 ครัง้จนได้ประชากร BC

4
F

2
 โดยแต่ละ

ครัง้คดัเลอืกพนัธุต้์านทานโดยการทดสอบความต้านทานกบัด้วงถัว่เหลอืง ทดสอบความต้านทานในประชากร BC
4
F

2
 โดย

ใช้ด้วงถัว่เขยีวและด้วงถัว่เหลอืง พบว่าความต้านทานถกูควบคมุโดยยนีเด่น 1 ต�ำแหน่ง การวเิคราะห์เครือ่งหมายดเีอน็เอ 
พบว่า เครื่องหมาย VR256 และ GB87 เชื่อมโยงกับยีนต้านทานต่อด้วงถั่วในพันธุ์ V2709 และเครื่องหมาย DMB158  
เชื่อมโยงกับยีนต้านทานต่อด้วงถั่วในพันธุ์ V2802 ตามล�ำดับ 

ค�ำส�ำคัญ: ด้วงถั่วเขียว, marker-assisted

ABSTRACT: Bruchids, Callosobruchus chinensis and Callosobruchus maculatus, are the most serious insect pests 
of mungbean seeds during storage. The objective of this study was to identify DNA markers that are associated with 
resistance to C. chinensis and C. maculatus for use in molecular-assisted selection programs. The research was  
carried out by crossing the susceptible line (KPS1) with two resistant lines (V2709 and V2802). The hybrids were 
backcrossed to resistant parents. Two BC4F2 populations were evaluated for C. chinensis and C. maculatus resistance 
and microsatellite marker analysis. The results showed that the resistance to C. chinensis and C. maculatus in V2709 
and V2802 is controlled by a single dominant gene. Single marker analysis revealed two markers (VR256 and GB87) 
and one marker (DMB158) associated with resistance in V2709 and V2802, respectively. 
Keywords: bruchids, marker-assisted
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บทน�ำ

	 ด้วงถั่วเป็นแมลงศัตรูที่ส�ำคัญที่สุดของพืชตระกูล

ถั่วระยะหลังการเก็บเกี่ยว โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขต

ร้อนและร้อนชื้น ด้วงถั่วที่ส�ำคัญในประเทศไทยมี  

2 ชนิด คือ ด้วงถั่วเขียว (Callosobruchus chinensis) 

และด้วงถัว่เหลอืง (Callosobruchus maculatus) โดย

ด้วงสองชนดินีจ้ะท�ำลายเมลด็ถัว่เขยีว (Vigna radiata 

(L.) Wilczek) และเมลด็ถัว่บางชนดิในสกลุ Vigna และ

ในส่วนของด้วงถั่วเหลืองนั้นยังสามารถเข้าท�ำลาย 

ถั่วเหลือง (Glycine max L. Merr.) ได้อีกด้วย การเข้า

ท�ำลายของด้วงถั่วเริ่มจากตัวเต็มวัยเพศเมียวางไข่ลง

บนฝักถั่วเขียวที่เริ่มสุกแก่หรือฝักที่สุกแก่ตั้งแต่ใน

แปลงก่อนการเกบ็เกีย่ว จากนัน้ตวัอ่อนฟักออกจากไข่

เจาะผ่านเปลือกฝัก เข้าไปยังเมล็ดเพื่อพัฒนาเจริญ

เตบิโตโดยกดักนิองค์ประกอบภายในเมลด็เป็นอาหาร 

เมือ่เกษตรกรเกบ็เกีย่วถัว่เขยีวแล้วน�ำมากะเทาะเมลด็

เก็บไว้รวมกัน ตัวเต็มวัยด้วงถั่วจะเจาะรูออกมาจาก

เมล็ด ผสมพันธุ์ และวางไข่บนเมล็ดที่เก็บไว้โดยตรง 

ท�ำความเสียหายเป็นครั้งที่ 2 (Banto and Sanchez, 

1972) รวมระยะเวลาตั้งแต่วางไข่จนถึงระยะตัวเต็ม

ประมาน 23-28 วัน ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิและความชื้น  

ถ้าปราศจากการควบคุมด้วงถั่วสามารถท�ำความเสีย

หายให้กับกองเมล็ดได้ภายในระยะเวลา 5-6 เดือน 

เมล็ดที่ถูกท�ำลายไม่สามารถใช้เพาะปลูก หรือค้าขาย

ได้ และอาจส่งผลเสียต่อชื่อเสียงให้กับบริษัทหรือ

ประเทศผู้ส่งออกได้ถ้าพบว่ามีแมลงติดไปกับเมล็ด 

โดยทัว่ไปสามารถควบคมุด้วงถัว่ได้โดยการอบหรอืรม

ด้วยสารเคมี แต่การใช้สารเคมีเป็นอันตรายต่อ

เกษตรกร ผู้บริโภค และสิ่งแวดล้อม ดังนั้นการใช้พันธุ์

ต้านทานจงึเป็นวธิทีีด่ทีีส่ดุในการควบคมุด้วงถัว่ แหล่ง

ของความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวและด้วงถัว่เหลอืงมี

อยู่ในทั้งถั่วเขียวพันธุ์ป่า (V. radiata var. sublobata) 

(Fujii and Miyazaki, 1987; Lambrides et al., 2000) 

และพนัธุป์ลกู (V. radiata var. radiata) (Talekar and 

Lin, 1992; Somta et al., 2008) ความต้านทานต่อ 

ด้วงถัว่ในถัว่เขยีวถกูควบคมุด้วยยนีเด่น 1 ต�ำแหน่ง คอื 

ยีน Br (Kitamura et al., 1988; Somta et al., 2007) 

และความต้านทานของด้วงถั่วนั้นขึ้นอยู่กับจีโนไทป์

ของเมล็ด (Kitamura et al., 1988)

	 อปุสรรคทีส่�ำคญัของการปรบัปรงุพนัธุถ์ัว่เขยีวให้

ต้านทานต่อด้วงถั่ว คือ การทดสอบความต้านทานใช้

ระยะเวลาค่อนข้างนาน โดยหลงัจากปลกูถัว่เขยีวแล้ว 

ต้องน�ำเมล็ดมาทดสอบกับด้วงถั่ว ซึ่งการทดสอบใช้

เวลา 50-60 วัน ท�ำให้การทดสอบความต้านทานใน 1 

ชั่วรุ่นใช้เวลาถึง 110-120 วัน อีกทั้งยังต้องคอยเลี้ยง

ด ้วงถั่ วไว ้ตลอดเวลาอีกด ้วย ท�ำให ้สิ้นเปลือง 

งบประมาณ เวลาและแรงงาน ปัญหาเหล่านีส้ามารถ

แก้ไขได้โดยการใช้เครือ่งหมายดเีอน็เอมาใช้ช่วยคดัเลอืก

	 วัตถุประสงค ์ของการศึกษานี้  คือ  ค ้นหา

เครือ่งหมายดเีอน็เอทีเ่ชือ่มโยงกบัยนีความต้านทานต่อ

ด้วงถั่วเขียวและด้วงถั่วเหลือง เพื่อใช้คัดเลือกพันธุ์ถั่ว

เขียวให้ต้านทานต่อด้วงทั้งสองชนิด

วิธีการศึกษา

	 ใช้ถัว่เขยีวสามพนัธุ ์คอื KPS1 (อ่อนแอต่อด้วงถัว่) 

V2709 (ต้านทานต่อด้วงถั่ว) และ V2802 (ต้านทาน 

ต่อด้วงถั่ว) KPS1 เป็นพันธุ์ที่นิยมปลูกในประเทศไทย 

V2709 และ V2802 มีถิ่นก�ำเนิดในประเทศอินเดีย 

และฟิลปิปินส์ ตามล�ำดบั ผสมพนัธุ ์KPS 1 กบั V2709 

หรือ V2802 แล้วผสมกลับไปหา KPS1 4 ครั้งจนได้

ประชากร BC
4
F

2
 (2 ประชากร: 133 ต้นจากคู่ผสม 

KPS1 x V2709 และ 112 ต้นจากคู่ผสม KPS1 x 

V2802) โดยในขั้นตอนการผสมกลับแต่ละครั้ง  

คัดเลือกต้านทานโดยการทดสอบกับด้วงถั่วเหลือง 

	 สกัดดีเอ็นเอของ KPS1 V2709 V2802 และ

ประชากร BC
4
F

2
 โดยใช้วิธีของ Lodhi et al. (1994) 

แล้วปรับความเข้มข้นให้เท่ากับ 1 ng/µl เพื่อการ

วิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอต่อไป

การทดสอบความต้านทานต่อด้วงถัว่ในประชากร 

BC
4
F

2

	 น�ำเมลด็ F
3
 จากประชากร BC

4
F

2 
แต่ละต้นจ�ำนวน 
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20 เมล็ดมาใส่ลงในกล่องพลาสติกใสทรงกลม  

หลงัจากปล่อยตวัเตม็วยัด้วงถัว่เหลอืง หรอื ด้วงถัว่เขยีว 

อายุ 2-4 วัน ที่เลี้ยงด้วยถั่วเขียวพันธุ์ KPS1 จ�ำนวน  

20 ตัว เพื่อให้ด้วงถั่ววางไข่ แล้วน�ำกล่องเหล่านั้นไป

เก็บไว้ในห้องที่มีอุณหภูมิ 25-27OC และความชื้น 

สัมพัทธ์ 60-70% หลังจากนั้น 7 วัน น�ำตัวเต็มวัย 

ด้วงถั่วออกจากกล่อง จนกระทั่ง 50 วันหลังการปล่อย

ด้วงถั่วนับจ�ำนวนเมล็ดที่ถูกท�ำลายในแต่ละกล่อง  

แล้วคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ ทดสอบความต้านทานในพันธุ์

พ่อแม่ร่วมด้วย โดยแต่ละพนัธุใ์ช้ 5 ต้น ท�ำการทดสอบ

โดยใช้วิธีเดียวกับในประชากร BC
4
F

2

การวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอ

	 วิเคราะห์หาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่แสดงความ 

แตกต่างระหว่าง KPS1 กับ V2709 หรือ V2802  

โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 

(microsatellite หรอื simple sequence repeat (SSR)) 

จากถัว่เขยีว (Gwag et al., 2006; Somta et al., 2008, 

2009; Seehalak et al., 2009; Tangphatsornruang 

et al., 2009) ถัว่อะซกู ิ(Vigna angularis (Ohwi) Ohwi 

and Ohashi) (Wang et al., 2004) ถั่วพุ่ม (Vigna 

unguiculata (L) Walp.) (Li et al., 2001) และถั่วแขก 

(Phaseolus vulgaris L.) (Gaitán-Solís et al., 2002; 

Guerra-Sanz, 2004; Buso et al., 2006; Blair et al., 

2003; Benchimol et al., 2007) รวมทัง้สิน้จ�ำนวน 496 

เครื่องหมาย การวิเคราะห์ท�ำตามวิธีของ Somta et al. 

(2008)

การวิเคราะห์ข้อมูล

	 ตรวจสอบอตัรากระจายตวัของต้นต้านทานต่อต้น

อ่อนแอด้วยการวิเคราะห์ไคสแควร์ โดยก�ำหนดให้ต้น

ที่มีเมล็ดถูกท�ำลาย 0-80% เป็นต้นต้านทาน ส่วนต้นที่

มีเมล็ดถูกท�ำลาย 81-100% เป็นต้นอ่อนแอ (Somta 

et al., 2007) 

	 ค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท ์

ที่เชื่อมโยงกับยีนควบคุมความต้านทานด้วยการ

วิเคราะห์แบบ single marker analysis ด้วยวิธี  

regression ตามที่อธิบายไว้โดย Kearsey และ  

Pooni (1996) โดยใช้ R-Program 2.10.0 (R-Core 

Development Team. 2009)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 จากการทดสอบความต้านทานต่อด้วงถั่วเขียว

และด้วงถัว่เหลอืงโดยในประชากร BC4F2 2 ประชากร

จากคู่ผสม KPS1 x V2709 และ KPS1 x V2709  

พบว่า การกระจายตัวของเปอร์เซ็นต์เมล็ดถูกท�ำลาย

เปน็แบบไม่ต่อเนือ่ง (Figure 1) ในทั้งด้วงถัว่เขียวและ

ด้วงถั่วเหลือง อัตราการกระจายตัวของต้นต้านทาน 

ต่อต้นอ่อนแอของประชากรทั้งสองเป็นแบบ 3:1  

(Table 1) แสดงให้เหน็ว่า ยนีทีค่วบคมุความต้านทาน

ต่อด้วงทัง้สองชนดิในถัว่เขยีวพนัธุ ์V2709 และ V2802 

ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 ต�ำแหน่ง ผลการทดลองนี้

ยืนยันผลการทดลองของ Somta et al. (2007)  

ทีร่ายงานว่า ยนีเด่น 1 ต�ำแหน่งควบคมุความต้านทาน

ต่อด้วงถั่วถั่วเขียวและด้วงถั่วเหลืองใน V2709 และ 

V2802 

	 การวเิคราะห์หาเครือ่งหมายดเีอน็เอทีแ่สดงความ

แตกต่างระหว่าง KPS1 กับ V2709 หรือ V2802  

โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์จากถั่วชนิด

ต่างๆ รวมทั้งสิ้นจ�ำนวน 496 เครื่องหมาย พบว่า  

17 เครื่องหมายแสดงความแตกต่างระหว่าง KPS1  

กับ V2709 และ 15 เครื่องหมายระหว่าง KPS1 กับ 

V2802 และจากการวิเคราะห์ regression พบว่า  

2 เครื่องหมาย คือ VR256 และ GB87 ที่เชื่อมโยงกับ

ยีนที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถั่วใน V2709 และ 

1 เครื่องหมาย คือ DMB158, VR256 และ GB87  

แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานต่อ 

ด้วงถั่วใน V2709 และ 1 เครื่องหมาย คือ DMB158  

แสดงความสัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานต่อ 

ด้วงถั่วใน V2802 (Table 2) โดยเครื่องหมาย VR256 

และ GB87 อธบิายความแปรปรวนของเปอร์เซน็ต์เมลด็ 

ถูกท�ำลายโดยด้วงถั่วเหลืองได้ 26.60% และ 62.83% 

และโดยด ้วงถั่ ว เขียว 27.17% และ 62.22%  
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ตามล�ำดับ ส่วน DMB158 อธิบายความแปรปรวน 

ของเปอร์เซ็นต์เมล็ดถูกท�ำลายโดยด้วงถั่วเหลืองและ

ด้วงถั่วเขียวได้ 89.57% และ 90.57% ตามล�ำดับ 

อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะห์การกระจายตัวของ

เครื่องหมาย VR256 และ GB87 กับยีน Br พบว่า 

เครื่องหมาย VR256 นั้นไม่เชื่อมอยู่กับยีน Br แต่

เครื่องหมาย GB87 เชื่อมอยู่กับยีน Br โดยมีระยะห่าง

ระหว่างกัน 18.7 cM (ไม่ได้แสดงข้อมูล) ในกรณีของ

เครื่องหมาย DMB158 เครื่องหมายดังกล่าวกระจาย

ตวัไปกบัยนี Br อย่างสมบรูณ์แบบ (ไม่ได้แสดงข้อมลู) 

แสดงว่าเครื่องหมาย DMB158 อาจเป็นส่วนหนึ่งของ

ยีน Br หรือ อยู่ใกล้ชิดกับยีน Br มาก ถึงแม้ก่อนหน้านี้ 

Miyagi et al. (2004) รายงานเครื่องหมายไมโคร- 

แซทเทลไลท์ที่เชื่อมโยงกับยีน Br ในถั่วเขียวพันธุ์ป่า 

แต่ปรากฏว่าเครื่องหมายเหล่านั้นไม่แสดงความ 

แตกต่างระหว่าง KPS1 กับ V2709 หรือ V2802 ดังนั้น

เครื่องหมาย GB87 และ DMB158 จึงมีประโยชน์

มากกว่าในการใช้ช่วยคดัเลอืกพนัธุต้์านทานทีไ่ด้รบัยนี 

Br จากพันธุ์ปลูก V2709 และ V2802 ตามล�ำดับ 

Table 1	 Segregation in infestation by Callosobruchus chinensis and C. maculatus in the BC
4
F

2
 populations 

derived from the cross between resistant and susceptible mungbeans

Bruchid species BC
4
F

2
 mungbean population

No. of tested 
plants 

No. of resistant:
susceptible plants

χ 2 value 
(Probability)1/

C. chinensis (KPS1 x V2709) x KPS1 139 100:39 0.693 (0.4051)

(KPS1 x V2802) x KPS1 112 85:27 0.048 (0.8273)

Pooled 251 185:66 0.224 (0.6357)

Total - - 0.965

C. maculatus (KPS1 x V2709) x KPS1 135 97:38 0.714 (0.3983)

(KPS1 x V2802) x KPS1 112 86:26 0.190 (0.6625)

Pooled 247 183:64 0.109 (0.741)

Total - - 1.013
1/ The χ 2 was tested for goodness-of-fit against a 3 : 1 ratio

Table 2	 DNA markers showing association with resistance to bruchids in BC
4
F

2
 populations derived from the 

crosses between resistant and susceptible mungbeans

Population Bruchid species Marker R2* (%) Probability

BC
4
F

2
 (KPS1 x V2709) Callosobruchus chinensis GB87

VR256
62.83
26.60

 <2.2e-16

1.341e-12

C. maculates GB87
VR256

62.22
27.17

<2.2e-16

3.627e-13

BC
4
F

2
 (KPS1 x V2809) C. chinensis DMB158 89.57 <2.2e-16

C. maculatus DMB158 90.57 <2.2e-16

*coefficient of determination
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สรุป

	 ความต้านทานต่อด้วงถั่วเขียวและด้วงถั่วเหลือง

ในพันธุ์ V2709 และ V2802 เป็นลักษณะคุณภาพ  

ถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 ต�ำแหน่ง เครื่องหมาย 

ไมโครแซทเทลไลท์ GB87 และ DMB158 วางตัวอยู่

ใกล้กับยีนต้านทาน จึงมีประโยชน์ส�ำหรับการช่วย 

คัดเลือกพันธุ์ต้านทานได้ ท�ำให้ย่นระยะเวลาในการ 

คัดเลือกได้ 1 ถึง 2 เดือน 

ค�ำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณส�ำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยแีห่งชาต ิ(สวทช.) ทีใ่ห้การสนบัสนนุการวจิยั

นี้  และขอบคุณศูนย ์ เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสนที่

ให้การสนับสนุนเครื่องมือปฏิบัติการวิจัย
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