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บทคัดย่อ 
  

โ ร ค เหี่ ย ว เ หลื อ ง ใ นมะร ะ เ กิ ด จ าก เ ชื้ อ ส า เ หตุ  Fusarium oxysporum f. sp. 
momordicae (FOM) ซึ่งเชื้อสาเหตุสามารถอาศัยอยู่ในดินได้เป็นระยะเวลานาน  (soil-borne 
disease) ท าให้การป้องกันก าจัดโรคเป็นไปได้ยาก และส่งผลต่อปริมาณผลผลิตของมะระลดลง การ
ปรับปรุงพันธุ์มะระให้มีความต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองจึงเป็นวิธีการช่วยแก้ปัญหาที่มีประสิทธิภาพ
ในการควบคุมโรคเหี่ยวเหลือง ปัจจุบันจึงมีการน าเทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุลเพ่ือช่วยในการ
คัดเลือก (marker-assisted selection) ในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง  (Fusarium oxysporum f. 
sp. momordicae) ของประชากรลูกรุ่นที่ 2 ในมะระ โดยศึกษาการกระจายตัวของลักษณะความ
ต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในประชากรลูกรุ่นที่ 2 ของมะระ จ านวน 235 ตัวอย่าง ที่ได้จากคู่ผสม
ระหว่างมะระสายพันธุ์พ่อ “EW-000254” ที่ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองกับมะระสายพันธุ์แม่ที่มี
ความอ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเหลือง “EW-000256” โดยใช้พ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) 
ในการแบ่งกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่ม ความต้านทานตามสายพันธุ์พ่อ มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 0-10.5 และ
กลุ่มอ่อนแอตามสายพันธุ์แม่ มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 28-42 พบว่าประชากรลูกรุ่นที่ 1 แสดงลักษณะ
ความอ่อนแอต่อโรคท้ังหมด มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 31.5-42 ดังนั้น จึงมีการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรม
เป็นแบบลักษณะด้อย (recessive trait) ผลการศึกษาการกระจายตัวในประชากรรุ่นที่ 2 จากการ
วิเคราะห์ค่า  Chi-square test โดยพบต้นที่ต้านทานและต้นอ่อนแอต่อโรคเป็น  75 และ 160 
ซึ่งอัตราส่วนที่คาดหมายไม่เท่ากับ 1:3 จากผลการศึกษาแสดงว่าลักษณะความต้านทานโรคเหี่ยว
เหลืองในมะระจึงถูกควบคุมด้วยยีนด้อยและอาจถูกควบคุมโดยยีนมากกว่า 1 ยีนขึ้นไป 

น าเครื่องหมายโมเลกุล จ านวน 282 ไพรเมอร์ SNP มาสร้างแผนที่พันธุกรรมได้จ านวน 
13 กลุ่มลิ งค์ เกจ  (linkage groups) จากนั้นใช้ค่า  AUDPC ของประชากรลูกผสมชั่ วที่  2 เ พ่ือ
วิเคราะห์ QTL ด้วยวิธี MQM analysis พบ QTL หลักเพียง 1 ต าแหน่งที่สัมพันธ์กับลักษณะความ
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ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองไอโซเลตพิษณุโลกอยู่บนกลุ่มลิงค์เกจที่  5 โดยมีเครื่องหมายโมเลกุล 2 
เครื่องหมาย ได้แก่ MOMCH358328_577 ซึ่งมีค่า LOD เท่ากับ 32.85 มีค่าความแปรปรวนของ
เปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 47.5 และ MOMCH365273_2290 มีค่า LOD เท่ากับ 24.57 มีค่า
ความแปรปรวนของเปอร์ เซนต์ฟีโนไทป์  (PVE) เท่ากับ 38.2 จากผลการศึกษาที่ ได้นี้  พบว่า 
เครื่องหมายโมเลกุล MOMCH358328_577 ให้ค่า LOD และค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโน
ไทป์ (PVE) ที่สูงกว่า จึงสามารถน าไปใช้ในการคัดเลือกสายพันธุ์มะระที่มีความต้านทานต่อโรคเหี่ยว
เหลืองในโปรแกรมปรับปรุงพันธุ์มะระได้ 

 
ค าส าคัญ : โรคเหี่ยวเหลือง, มะระ, AUDPC, QTL, เครื่งหมายโมเลกุล SNP 
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ABSTRACT 
  

Fusarium wilt is caused by Fusarium oxysporum f. sp. momordicae (FOM). It 
is a most devastating soil borne disease which is difficult to control and causes severe 
yield loss. The development of cultivars resistant shows to be an effective approach 
to control fusarium wilt. Technologies advances in marker-assisted selection (MAS) can 
be used as an alternative to assist the selection of plant in breeding programs. The 
objective was to develop the molecular markers linked to fusarium wilt resistance in 
F2 population of bitter gourd. The segregation of fusarium wilt resistance trait was 
performed in F2 population in bitter gourd; 235 samples were studied. The parental 
line was crossed between the resistance male parent “EW-000254” and the 
susceptible female parent “EW-000256”. The disease severity was analyzed base on 
the area under the disease progress curve (AUDPC). The cluster of AUDPC can be 
distinguished into 2 groups. According to the parental line; resistance group had AUDPC 
range 0-10.5 and susceptible group had AUDPC range 28-42. These criteria of disease 
resistance were found all susceptible to fusarium wilt in F1 samples which had AUDPC 
range 31.5-42, therefore the segregation of fusarium wilt resistance was a recessive 
trait. The segregation of fusarium wilt resistance in F2 population were analyzed by 
chi-square. The plants ratio of resistance to susceptible was 75:160 which did not fitted 
to the expected ratio 1:3. The study concluded that the gene controlling the fusarium 
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wilt resistance is controlled by more than one recessive gene and is possibly a 
polygenic resistance. 

The 282 SNP markers were mapped and distributed into 13 linkage groups. 
The AUDPC data of the F2 population were analyzed for QTL mapping analysis by 
MQM analysis. The major QTL associated with resistance to fusarium wilt from 
Phitsanulok isolate was located on linkage group 5 with 2 SNP markers 
MOMCH358328_577 in LOD score 32.85 and phenotypic variance explained 47.5% and 
MOMCH365273_2290 in LOD score 24.57 and phenotypic variance explained 38.2%. 
Therefore, SNP marker named MOMCH358328_577 was considered as the marker 
closely linked to QTL fusarium wilt resistance. The marker identification in this study 
can be used for marker-assisted selection of fusarium resistance breeding program in 
bitter gourd. 

  
 

Keywords : fusarium wilt, bitter gourd, AUDPC, QTL, SNP marker 
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กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จสมบูรณ์ตามเป้าหมายเพราะได้รับความร่วมมือช่วยเหลือและ
ค าแนะน าที่เป็นประโยชน์ต่อการศึกษาค้นคว้าอย่างยิ่ง เนื่องด้วยความกรุณาของอาจารย์ที่ปรึกษาหลัก 
ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.อรพินธุ์ สฤษดิ์น า อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เฉลิมศรี นนท
สวัสดิ์ศรี และ Dr. Darush Struss ที่ให้ค าปรึกษา ช่วยเหลือ สนับสนุน และค าแนะน าในการแก้ไข 
ตลอดระยะเวลาในการด าเนินงานทดลอง อีกท้ังยังสละเวลาในการตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จนเสร็จ
สมบูรณ์ รวมทั้งคอยให้ก าลังใจและโอกาสแก่ข้าพเจ้ามาโดยตลอด  ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณเป็น
อย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.วีณัน บัณฑิตย์ ประธานกรรมการสอบ ที่กรุณา
เสียสละเวลาอันมีค่าให้ข้อเสนอแนะพร้อมทั้งตรวจทาน แก้ไข ข้อบกพร่องต่างๆในการพัฒนางานให้ดีขึ้น
ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณบริษัท อีสท์ เวสท์ ซีด จ ากัด ที่ให้การสนับสนุนในด้านพันธุ์มะระในการ
ทดสอบความต้านทาน ห้องปฎิบัติการ Molecular Genetics Lab ที่สนับสนุนอุปกรณ์ และสารเคมี 
และทีมงานห้องปฎิบัติการโรคพืช ที่ช่วยสอนและอ านวยความสะดวกในการทดสอบในการศึกษาครั้งนี้ 

ขอกราบขอบพระคุณทีมงานฝ่าย Genomics Research และทีมงานฝ่ายTrait introgression 
ที่ให้ค าแนะน าในด้านการวิเคราะห์ต่างๆ และให้ก าลังใจในการศึกษาวิจัยครั้งนี้ 

นอกจากนี้ข้าพเจ้าขอกราบขอบพระคุณ  คุณพ่อสุพล คุณแม่แสงเดือน แก้วค าฟู และ
ครอบครัวของข้าพเจ้า ที่มอบโอกาสที่ดีในการศึกษาครั้งนี้ รวมถึงพ่ีๆ เพ่ือนๆ และน้องๆในห้องเรียน
สาขาวิชาพืชสวน คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ทุกคนที่ให้ก าลังใจและคอยให้ความ
ช่วยเหลือมาโดยตลอด 

สุดท้ายนี้ข้าพเจ้าหวังเป็นอย่างยิ่งว่าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จะเป็นประโยชน์แก่ผู้ที่สนใจ  ได้น าไป
ประยุกต์ใช้ให้เกิดประโยชน์ไม่มากก็น้อย 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ความส าคัญของปัญหา 

มะระ (Momordica charantia L.) เป็นพืชไม้เลื้อยเขตร้อนในวงศ์แตง (Cucurbitaceae) 
ชื่อสามัญคือ bitter gourd (ศศิวิมล และคณะ, 2546) มีถิ่นก าเนิดในเขตร้อนของทวีปเอเชียและ
แอฟริกา นิยมปลูกกันมากในประเทศจีน เวียดนาม ฟิลิปปินส์และอินเดีย ในประเทศอินเดียเรียกว่า 
"Karela" (AgriFarming, 2015) ในปี 2557 ปริมาณผลผลิตของมะระในทวีปเอเชียทั้งหมด 320,000
เฮกตาร์  แบ่งออกเป็น อินเดีย 31% จีน 22% ปากีสถาน 9% เวียดนาม 6% ฟิลิปปินส์  4% 
อินโดนี เซี ย  2% ไทย 1% และประเทศอ่ืนๆ 25% (Reyes, 2014) ในทางการแพทย์มะระ  
มีสารต้านอนุมูลอิสระ ลดกระบวนการสร้างเซลล์ไขมันและภาวะน้ าตาลในเลือดต่ า (hypoglycemia) 
อีกท้ังเป็นยารักษาโรคเบาหวาน ช่วยลดน้ าตาลในเลือด รวมไปถึงเป็นยารักษามะเร็งและยาต้านจุลชีพ 
(Singh et al., 2015) แพทย์พ้ืนบ้านในทวีปเอเชียจึงใช้มะระเพ่ือเป็นยารักษาโรค ในประเทศปานามา
และโคลัมเบีย ใช้ชาใบมะระป้องกันและรักษาโรคมาลาเรีย อีกทั้งความขมของมะระมีฤทธิ์กระตุ้น 
ในการย่อยอาหารและรักษาแผลในกระเพาะอาหาร (กรณ์กาญจน์, 2552) มะระจึงเป็นพืชส าคัญและ
นิยมปลูก  แต่ สา เหตุหลั กที่ ท า ให้ คุณภาพและผลผลิตของมะระลดลงร้ อยละ  30 – 50  
คือ โรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium wilt) (Tamilselvi and Pugalendhi, 2015) มีสาเหตุมาจากเชื้อ 
Fusarium oxysporum f. sp. momordicae พบครั้งแรกที่เมืองซีฮู ประเทศไต้หวัน ในปีค.ศ. 1985 
(Sun and Huang, 1983) โดยเชื้ อสา เหตุของโรคจะอาศัยอยู่ ในดินได้ เป็นระยะเวลานาน  
(soil borne disease) ท าให้การป้องกันและก าจัดโรคเป็นไปได้ยาก พืชจะแสดงอาการเหี่ยวเฉา  
ใบแก่มีเส้นใบเหลืองและตายในที่สุด เมื่อตัดดูส่วนของล าต้นจะพบว่า ท่อน้ าเลี้ยงมีสีน้ าตาล  
แนวทางการป้องกันการระบาด คือ ใช้สายพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคหรือใช้การปลูกพืชหมุนเวียน  
ในประเทศไต้หวันจึงใช้เทคโนโลยีการต่อยอด (grafting) ในการผลิตมะระโดยใช้ต้นตอที่ต้านทานต่อ
โรคเหี่ยวเหลือง ซึ่งมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค ลดการใช้สารเคมีและช่วยเพ่ิมผลผลิตถึง  
82-127 ตันต่อเฮกตาร์ เมื่อเปรียบเทียบกับมะระที่ไม่ต่อยอดที่ให้ผลผลิตเฉลี่ยเพียง 16 ตันต่อเฮกตาร์ 
(Lin, 2008) แต่วิธีการนี้ต้องใช้ความช านาญและความสามารถในการเข้ากันได้ (compatibility) 
ระหว่างต้นตอกับกิ่งพันธุ์ อีกท้ังเกษตรกรต้องแบกรับต้นทุนการผลิตในการซื้อเมล็ดพันธุ์ทั้งของต้นตอ
และกิ่งพันธุ์อีกด้วย ดังนั้น จึงจ าเป็นต้องใช้การปรับปรุงพันธุ์ให้มะระมีความต้านทานต่อโรคเหี่ยว
เหลือง ในอดีตการปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือให้มีสายพันธุ์ลักษณะที่ดีตรงตามความต้องการ สามารถให้
ผลผลิตสูง มีคุณภาพ ต้านทานต่อโรคและแมลงนั้นใช้วิธีการสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยา  
(morphological character) หรือลั กษณะที่ ปรากฏ  (phenotype) และสิ่ งแวดล้อมมีผลต่ อ 
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การเจริญเติบโตในช่วงเวลานั้น โดยส่วนใหญ่ลักษณะเหล่านี้  มีการแสดงออกไม่สม่ าเสมอ  
เพราะผันแปรไปตามสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนไป ท าให้ประสิทธิภาพในการคัดเลือกลักษณะเหล่านี้
ผิดพลาด โดยลักษณะที่จัดว่าเป็นลักษณะที่คัดเลือกยาก ได้แก่ ความต้านทานโรคต่างๆหรือแมลง  
(อรรัตน์ , 2548) ปัจจุบันเครื่ องหมายโมเลกุล (molecular marker) เข้ามามีบทบาทส าคัญ 
ในด้านการปรับปรุงพันธุ์มากขึ้น เพราะท าให้ทราบพันธุกรรมของความต้านทานที่เป็นผลกับยีน  
บนโครโมโซมที่สามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกหลานได้และเพ่ือช่วยในการคัดเลือกพืชจากจีโนไทป์ 
(genotype) โดยตรง มีประสิทธิภาพในการแยกความแตกต่างได้ในระดับโมเลกุล ท าให้สามารถ
คัดเลือกสายพันธุ์ได้อย่างถูกต้องแม่นย าและรวดเร็ว (สุรีพร, 2546) ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงน าเครื่องหมาย
โ ม เ ล กุ ล ช นิ ด  SNP ( single nucleotide polymorphism) ซึ่ ง เ ป็ น เ ค รื่ อ ง ห ม า ย โ ม เ ล กุ ล 
ที่สามารถแยกความแตกต่างได้เพียงหนึ่งนิวคลีโอไทด์ SNP จึงเป็นความแตกต่างที่เกิดขึ้นจากการ
แทนที่ของคู่เบส (base pair substitution) ที่เป็นความผันแปรทางพันธุกรรมประเภทหนึ่งที่พบ 
ได้บ่อยและสามารถเกิดขึ้นได้ทุก 300-500 เบส ตลอดจีโนมของสิ่งมีชีวิต ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุล
ชนิด SNP จึงเป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความแม่นย าสูงและสามารถเข้ามาช่วยคัดเลือกยีนต้านทาน
โรคเหี่ยวเหลืองในมะระ อีกท้ังสามารถน าไปใช้ในงานด้านปรับปรุงพันธุ์มะระได ้
 
วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล single nucleotide polymorphism (SNP) ที่สัมพันธ์กับ
ยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium oxysporum f. sp. momordicae) ในมะระ 
 
ขอบเขตการศึกษา 
 เพ่ือหาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระจากประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 เครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ 
 

 
 
 
 



   
 

บทที่ 2 
ตรวจเอกสาร 

 
ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับมะระ 

มะระ มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Momordica charantia L. ชื่อสามัญคือ bitter gourd, 
bitter squash, goya melon, karela และ balsam pare มีจ านวนโครโมโซม 2n = 22 เป็นพืช 
ไม้เลื้อย เขตร้อนและกึ่งเขตร้อนในวงศ์แตง (Cucurbitaceae) ปลูกกันมากในทวีปเอเชีย แอฟริกา
และแถบแคริเบียน เป็นพืชผักที่นิยมปลูกในประเทศจีน อินเดีย ไทย ฟิลิปปินส์และเวียดนาม เพราะ
มะระสามารถปรับตัวได้ดีกับสภาพภูมิอากาศร้อนและชื้น (Stephens, 1994) ตามรายงานของ 
USDA-ARS National Nutrient Database มะระมีคุณค่าทางอาหารสูงเพราะอุดมไปด้วยวิตามินซี 
โฟเลต (วิตามิน B9) และธาตุเหล็ก (Singh et al., 2015) (ตารางที่ 1) 

 
ตารางท่ี 1 คุณค่าทางอาหารของผลมะระ 

องค์ประกอบ ปริมาณ หน่วย 

น้ า  83.20 กรัม ต่อ 100 กรัม 

คาร์โบไฮเดรต  10.60 กรัม ต่อ 100 กรัม 

โปรตีน 2.10 กรัม ต่อ 100 กรัม 

ไฟเบอร์  1.70 กรัม ต่อ 100 กรัม 

แคลเซียม  23.00 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

ฟอสฟอรัส  38.00 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

โพแทสเซียม  171.00 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

โซเดียม  2.40 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

เหล็ก 2.00 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

ทองแดง  0.19 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

แมงกานีส  0.08 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

สังกะสี  0.46 มิลลิกรัม ต่อ 100 กรัม 

เบตาแคโรทีน 126.00  

วิตามินซี 96.00   
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ชนิดของมะระในประเทศไทยออกเป็น 4 ชนิด 

1. มะระพันธุ์ขี้นก เป็นมะระพันธุ์ป่า ผลเล็ก รูปร่างป้อมเรียว ผิวขรุขระเป็นหนามแหลม 
มีรสขมจัด เนื้อบาง ชอบขึ้นตามรั้วบ้านหรือชายป่า 

2. มะระพันธุ์จีน มีลักษณะผลโต ยาว ขนาดประมาณ 15-30 เซนติเมตร ผิวสีเขียวอ่อน 
รสขมน้อยกว่ามะระพันธุ์ขี้นก นิยมปลูกและรับประทานกันมาก 
 3. มะระพันธุ์สองพ่ีน้อง เป็นมะระที่เก็บเมล็ดมาจากมะระจีนและกลายพันธุ์เป็นมะระ 
สองพ่ีน้องมีลักษณะผลโต 
 4. มะระพันธุ์ย่างกุ้ง ลักษณะผลเล็ก ผลยาว ผิวขรุขระเป็นหนามแหลม ปลายผลและหัวผล 
มีรสชาติดีและขมน้อย (อุดม, 2541) 
 
ลักษณะท่ัวไปของมะระ 

มะระเป็นไม้เลื้อยล้มลุก มีมือยึดเกาะ (tendril) ต้นหรือเถามีลักษณะเป็นเหลี่ยมสัน มีขน 
ใบเป็นใบเดี่ยวเรียงสลับ แผ่นใบกว้างเป็นรูปไต คล้ายทรงกลม ยาว 2.5-10 เซนติเมตร ใบมีขนทั้ง 2 
ด้าน โคนใบมีลักษณะเว้าคล้ายรูปหัวใจ ใบหยักลึกเป็นรูปมือ 5-9 หยัก ปลายโคนใบแหลม  
ติ่งขอบใบเว้าเป็นรูปคลื่นคล้ายซี่ฟัน ก้านใบยาว 1-7 เซนติเมตร ดอกมีสีเหลือง แยกเพศ แต่ละกลีบ 
มี 5 กลีบ ดอกจะออกตามซอกใบ มีกลีบเลี้ยง 5 กลีบสีเขียวอ่อน เกสรตัวผู้มี 3 อับเรณูอยู่ชิดกันตรง
กลางดอก ดอกตัวเมียมีก้านดอกยาว 2-50 มิลลิเมตร มีใบประดับอยู่ทางด้านฐานดอก กลีบดอกยาว
7-12 มิลลิเมตร กว้าง 3-6 มิลลิเมตร ทรงผลมีรูปร่างคล้ายกระสวย ผิวขรุขระมาก ห้อยลงเป็นรูปไข่
กว้างสอบเรียวลงเป็นจงอยยาว 3.5-11 มิลลิเมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 2-4 มิลลิเมตร มีเส้นใบแถว 
ไม่เรียบตามยาว 8-9 แถว ระหว่างแถวมีตุ้มเล็กๆ ขนาดไม่เท่ากัน (สถาบันวิจัยและพัฒนาที่สูง, 2553) 
ผลอ่อนมีสี เขียวไปจนถึงสีขาว เมื่ อแก่จะมีสี เหลืองอมแดง ปลายผลจะแตกเป็น 3 แฉก  
รก (placenta) มีสีแดงสด ภายในผลจะมีเนื้อเยื่อผล (aril) มีสีแดงหุ้มเมล็ด (กรณ์กาญจน์, 2552) 
 
สรรพคุณของมะระทางการแพทย์ 
 มะระเป็นพืชสมุนไพรที่ถูกน ามาใช้กันมานาน เนื่องจากมะระเป็นยาอายุรเวท ผลมะระ  
ใช้รักษาโรคเบาหวาน โรคตับ ในต ารับยาไทยใช้ใบมะระเพ่ือลดไข้ รากใช้แก้โลหิตเป็นพิษและตับ  
ในปี ค.ศ.1962 มีการศึกษาค้นพบ สารซาแรนติน (charatin) ในผลมะระมีฤทธิ์ลดน้ าตาลในเลือดของ
สัตว์ทดลอง ในมะระขี้นกมีสารที่ต้านอาการของโรคเบาหวานและมีหลายกลไกที่ออกฤทธิ์ต้าน
เบาหวาน ได้แก่ ช่วยเสริมการหลั่งอินซูลินจากตับอ่อน ลดการสร้างน้ าตาลจากตับ ส่งเสริม  
การเผาผลาญน้ าตาล เพ่ิมความไวต่ออินซูลิน เพ่ิมความทนต่อกลูโคส  (glucose tolerance) 
นอกจากนี้ยังยับยั้งการหลั่งกลูโคสในล าไส้เล็ก รวมไปถึงยับยั้งเอนไซม์กลูโคไซเดส ผลมะระขี้นก 
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สีเขียว มีคุณค่าทางอาหาร คือ วิตามินเอ (2,924 IU) ไนอะซิน (190 มิลลิกรัมต่อ100 กรัม) และ 
มีคุณสมบัติสามารถต้านอนุมูลอิสระ (วีณา, 2555) 
 
ลักษณะอาการของโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium wilt)  
 ปัญหาหลักของพืชตระกูลแตง (Cucurbitaceae) คือ โรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium wilt)  
เกิดจากเชื้อ Fusarium oxysporum ท าให้มีผลกระทบต่อเศรษฐกิจในด้านการเกษตร เมื่อเกิดการ
ระบาดขึ้น จะลุกลามอย่างรวดเร็ว เชื้อ Fusarium spp. ในตระกูลแตงมีหลายชนิด (6-8 species) 
ซึ่งแต่ละชนิดจะเข้าท าลายพืชตระกูลแตงแตกต่างชนิดกัน เช่น แตงกวาและแตงร้าน F. oxysporum 
f.sp. cucumerinun แต ง โ ม  F. oxysporum f.sp. niveum แคนตาลู ป  F. oxysporum f.sp. 
melonis ในฟักทองและสควอซท์ F. solani f.sp. cucurbitae เป็นต้น โดยเชื้อจะเข้าท าลายพืช 
ทุกระยะของการเจริญเติบโต ในระยะกล้ามีอาการคล้ายกันคือ ท าให้ต้นกล้าหักพับล้มและแห้งตาย
(dumping off) ในต้นโตจะมีอาการเหลือง เหี่ยวเฉาและแห้งตายทั้งต้น อีกทั้งเชื้อจะเข้าท าลายส่วน
โคนและเชื้อราจะเจริญภายในท่อน้ า (xylem) โดยอาการของโรคจะค่อยๆรุนแรงขึ้น ใบเหี่ยว เนื้อใบ
ที่เขียวจะค่อยๆเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและเหี่ยวอย่างถาวรจนตายทั้งต้น เมื่อผ่าดูล าต้นจะเห็นเชื้อรา
Fusarium เจริญอุดตันในท่อล าเลียงน้ า (ศักดิ์, 2537) 
 โรคเหี่ยวเหลืองในมะระเกิดจากเชื้อรา F. oxysporum f sp. momordica แพร่ระบาดได้ดี
ในสภาพดินที่การระบายน้ าไม่ดี แปลงมีน้ าขัง ดินมีสภาพเป็นกรดและอุณหภูมิประมาณ 25-34 องศา
เซลเซียส (วัลลา, 2550) อาการของโรคแสดงชัดเจนที่ใบ โดยจะแสดงอาการใบล่างก่อน ใบจะ
กลายเป็นสีเหลืองเหี่ยว ร่วง มีรอยช้ าสีน้ าตาลและเหี่ยวตายทั้งเถา เมื่อตัดดูส่วนของล าต้นจะพบว่า
ท่อน้ าเลี้ยงจะมีสีน้ าตาล อีกท้ังเชื้อสาเหตุของโรคจะอาศัยอยู่ในดินได้เป็นระยะเวลานาน (soil-borne 
disease) ท าให้การป้องกันและก าจัดโรคเป็นไปได้ยาก (Tamilselvi et al., 2016) 
 
สัณฐานวิทยาของเชื้อรา Fusarium oxysporum (Schl.) 
 F. oxysporum จัดอยู่ ในประเภทรา อยู่ ใน ไฟลัม  Ascomycota (Alexopoulus and 
Blackwell, 2002) โครงสร้ า งทางสัณฐานวิทยาของ เชื้ อ ร า  Fusarium oxysporum (Schl.)  
เมื่อน ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ PAD (Potato Dextrose Agar) จะมีลักษณะของเส้นใยเป็นสีครีม
หรือสีชมพู สามารถตรวจสอบลักษณะของสปอร์ได้ภายใต้กล้องจุลทรรศ์ พบก้านชูสปอร์  
(conidiophore) เห็นเป็นสีเขียวหรือใส (hyaline) ลักษณะของเส้นใยสั้น (hyphae) สามารถสร้าง
สปอร์แบบไม่อาศัยเพศได้ 3 รูปแบบ คือ  
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 1. macroconidia เป็นสปอร์ที่มีขนาดใหญ่ รูปร่างคล้ายล าเรือ ปลายเซลล์เรียวบางและงอ
คล้ายตะขอ ประกอบด้วย 4 เซลล์ สปอร์มีขนาด (26.2-) 31.5-59.4 x 4.6-6.2 (-6.8) ไมโครเมตร  
 2. microconidia สปอร์ขนาดเล็กเซลล์เดียว สปอร์มีขนาด 7.2-15 (-17.5) x 2.4-3.9 (-6.3) 
ไมโครเมตร 
 3. chlamydospore สปอร์ขนาด 6-7.3 ไมโครเมตร มีสีน้ าตาล เกิดจากเซลล์ปกติของเส้น
ใยและสร้างผนังเซลล์ให้หนาขึ้นเพ่ือให้มีความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนไป จึงท าให้สามารถ
งอกเส้นใยใหม่ได้เป็นสาเหตุท าให้เชื้อ Fusarium สามารถอยู่รอดในดินและข้ามฤดูได้ (Watanabe, 
2010) 
 
ลักษณะต้านทานต่อโรคของพืช 
 ลักษณะความต้านทานต่อโรคของพืชแต่ละชนิดจะแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง 
เช่น ประสิทธิภาพของยีนต้านทาน ระดับความรุนแรงของเชื้อ พันธุกรรมของพืชและพันธุกรรมของ
เชื้อโรค ปฏิสัมพันธ์ระหว่างเชื้อโรคกับพืช และสภาพแวดล้อมล้วนมีอิทธิพลต่อการแสดงออกความ
ต้านทานต่อโรค ลักษณะความต้านทานโรค (resistance) หมายถึง ความสามารถของพืชที่จะคง
สภาพจากการเข้าท าลายของโรคให้อยู่ในระดับที่ไม่ก่อให้เกิดความเสียหาย หรือเมื่อเข้าท าลายแล้ว  
จะท าให้พืชเป็นโรคไม่รุนแรง ในส่วนลักษณะไม่ต้านทานหรืออ่อนแอต่อโรค (susceptible) หมายถึง  
พืชแสดงอาการเป็นโรคอย่างรุนแรง เมื่อถูกเชื้อโรคเข้าท าลาย สามารถแบ่งลักษณะความต้านทานโรค
ของพืชออกเป็น 5 แบบ (กฤษฎา, 2546) ดังนี้ 
 1. แบ่งตามลักษณะการถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่ควบคุมโรค แบ่งย่อยออกเป็น 3 แบบคือ  
1) ความต้านทานเนื่องจากยีนหลัก (oligogenic) แสดงผลของลักษณะต้านทานโรค เรียกว่าเป็นยีน
หลัก (major gene) 2) ความต้านทานเนื่องจากยีนย่อย (polygenic) ลักษณะความต้านทานโรคจะ
ถูกควบคุมด้วยยีนหลายตัว ยีนแต่ละตัวจะมีผลต่อการแสดงออกเพียงเล็กน้อย เรียกว่า  เป็นยีนรอง 
(minor gene) 3) ความต้านทานเนื่องจากยีนในไซโตพลาสซึม (cytoplasmic) 
 2. แบ่งตามการแสดงออกในระดับความต้านทาน แบ่งเป็น 2 ระดับ คือ ความต้านทาน 
ในแนวตั้ง (vertical resistance) คือ ความต้านทานจ าเพาะต่อเชื่อใดเชื้อหนึ่งซึ่งก่อให้เกิดโรค หรือ
เรียกว่ า race specific resistance และความต้านทานในแนวนอน (horizontal resistance)  
คือ มีความต้านทานแบบไม่จ าเพาะ หรือเรียกว่า nonspecific resistance, general resistance, 
field resistance, partial resistance, และ minor gene resistance  
 3. แบ่งโดยอาศัยกลไก (mechanism) ความต้านทานของพืช แบ่งเป็น 2 แบบ คือ ความ
ต้านทานโรคหลังจากเชื้อเข้าสู่พืชแล้ว (active resistance) และความต้านทานโรคที่พืชมีอยู่แล้วก่อน
เชื้อโรคจะเข้าท าลาย (passive resistance)  
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 4. แบ่งโดยอาศัยการแสดงออกในระยะต่างๆของการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ ลักษณะ
ความต้านทานที่แสดงออกในระยะต้นกล้า (seeding resistance) และลักษณะความต้านทาน 
ที่เกิดขึ้นเมื่อพืชเจริญเติบโตเต็มที่เท่านั้น (adult plant resistance) 
 5. แบ่งโดยอาศัยการกระจายตัวของลักษณะประชากรในพืช ได้แก่ ลักษณะความต้านทาน  
ที่มีการกระจายตัวของลักษณะต้านทานและอ่อนแอต่อโรคในประชากรแบบไม่ต่อเนื่อง (qualitative 
resistance) และลักษณะความต้านทานที่มีการกระจายตัวของลักษณะในประชากรแบบต่อเนื่อง 
(quantitative resistance) โดยประชากรจะมีความต้านทานต่อโรคหลายระดับตั้งแต่ความต้านทาน
ต่อโรคมากไปจนถึงอ่อนแอต่อโรค 
 
เครื่องหมายโมเลกุล 
 อรรัตน์ (2548) ให้ความหมายทั่วไปของค าว่า “เครื่องหมาย” คือ ตัวบ่งบอกท่ีมีความจ าเพาะ
เจาะจง ส าหรับเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) คือ ตัวบ่งวัดลักษณะของสิ่งมีชีวิตในระดับ
โมเลกุล ซึ่งโดยทั่วไปสามารถน าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ในการแยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตคนละ
ชนิดหรือพันธุ์ได้  
 เครื่องหมายโมเลกุลแบ่งออกเป็น 3 ประเภท (Mondini et al., 2009; อรรัตน์, 2548) คือ 
 1. เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) คือ การบอกลักษณะของ
สิ่งมีชีวิตโดยการใช้ลักษณะภายนอกที่สามารถมองเห็นได้ทางสรีรวิทยาโดยใช้การเปรียบเทียบ เช่น 
ลักษณะของสีกลีบดอก ความสูง ขนาด รูปร่าง สีผล อายุวันเก็บเกี่ยว เป็นต้น แต่ลักษณะที่แสดงออก
ทางสัณฐานวิทยานี้มักจะมีข้อจ ากัดเพราะขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป จ าเป็นต้องใช้
ความช านาญในการจ าแนกเป็นพิเศษ แต่อย่างไรก็ตามการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยานี้ถือว่าเป็น
วิธีการที่นิยมใช้กันมากในงานปรับปรุงพันธุ์พืช เนื่องจากสามารถใช้วิธีการสังเกตด้วยตาเปล่า หรือใช้
เครื่องมือวัดแบบง่ายๆ ซ่ึงนักปรับปรุงพันธุ์จะใช้วิธีการอ่ืนๆเข้ามาช่วยในกรณีที่ไม่สามารถใช้ลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาแยกความแตกต่างได้ 
 2. เครื่องหมายทางชีวเคมี (biochemical marker) คือ เครื่องหมายที่ใช้ศึกษาวิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี โดยใช้วิธีการแยกโมเลกุลของโปรตีนด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส และใช้ 
สีย้อมดูแถบโปรตีนที่จ าเพาะ เช่น โปรตีนที่สะสมในเมล็ด เป็นต้น วิธีการนี้ค่อนข้างง่ายค่าใช้จ่าย  
ไม่ค่อยสูง แต่เครื่องหมายทางชีวเคมีจะมีข้อจ ากัดในการตรวจสอบโปรตีนหรือเอนไซม์ที่จ านวนยีนที่
ตรวจสอบที่มีไม่มากและไม่ครอบคลุมทั้งจีโนม อีกทั้งต้องมีการแสดงออกของยีนที่ ต้องการศึกษา  
รวมไปถึงการแสดงออกของเอนไซม์นั้นจะเปลี่ยนแปลงไปเมื่อได้รับผลกระทบโดยตรงจาก
สภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนไป เช่น ระยะเวลาที่เหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีนมีผลท าให้เอนไซม์เสีย
สภาพได้ง่ ายและระยะการเจริญเติบโตของพืช  นอกจากนี้มียังมีความจ าเพาะเจาะจงต่ า   
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หากยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์มีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสไปเล็กน้อย อาจไม่เกิดกับการ
เปลี่ยนแปลงของชนิดกรดอะมิโน 
 3. เครื่องหมายพันธุกรรม (genetic marker) เป็นการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีข้อดี  
คือ ดีเอ็นเอจะมีความเสถียรมากกว่าการตรวจสอบแบบทางชีวเคมี เนื่องจากดีเอ็นเอมีองค์ประกอบ 
ที่เหมือนกันอยู่ในเซลล์ทุกเซลล์ จึงสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอได้ในทุกๆระยะของการเจริญเติบโต  
โดยสิ่งแวดล้อมจะไม่มีผลกับดีเอ็นเอ ดังนั้นเครื่องหมายพันธุกรรมจึงถูกน ามาใช้ประโยชน์ 
ในการศึกษาระดับจีโนมและงานปรับปรุงพันธุ์พืช อีกท้ังยังสามารถประยุกต์ใช้กับงานด้านต่างๆได้ 
 
ประเภทของเครื่องหมายพันธุกรรม 
 เครื่องหมายพันธุกรรมสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 
 1. Hybridization-based marker เป็นเครื่องหมายที่ ใช้ ในระบบดั้ง เดิม โดยอาศัย
หลักการเข้าคู่ของล าดับเบสดีเอ็นเอที่เป็นคู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอและตรวจสอบโพรบ (probe) กับ 
ดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบ วิธีการคือ สกัดดีเอ็นเอแล้วน ามาตัดกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ จากนั้นแยก
ขนาดของดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีสและถ่ายดีเอ็นเอลงบนแผ่นเมมเบรนฟิลเตอร์ แล้วท าการ
ไฮบริไดซ์กับโพรบที่ติดฉลากหรือดีเอ็นเอที่ต้องการตรวจสอบด้วยสารกัมมันตรังสีและผลการ
ตรวจสอบจะปรากฏเป็นแถบดีเอ็นเอหลายๆแถบที่มีลักษณะจ าเพาะ Hybridization-based marker 
ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี (RFLP marker)  
 2. PCR-based marker ถู กคิ ด ค้ น โ ดย  Kary Banks และ  Michael Smith ต่ อม า 
ในปี ค.ศ.1993 ทั้งสองท่านได้รับรางวัลโนเบลสาขาเคมี (Shampo and Kyle, 2002) เรียกปฏิกิริยา
ลูกโซ่ polymerase chain reaction (PCR) อาศัยหลักการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 
ปฏิกิริยา PCR มีส่วนประกอบหลักคือ 1. ไพรเมอร์ (primer) มีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอขนาดเล็กประมาณ 
15-30 คู่เบส ที่ออกแบบให้มีล าดับเบสที่สามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอเป้าหมายที่ต้องการเพ่ิมปริมาณ  
2. เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ( DNA polymerase) คือ เอนไซม์ที่ท าหน้าที่ในการสังเคราะห์ 
สายดีเอ็นเอ 3. ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) เช่น ดีเอ็นเอทั้งจีโนม (genomic DNA) หรือ 
พลาสมกิ (plasmid) 4. นิวคลีโอไทด์ ใช้ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่  
 เครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้เทคนิค PCR ในงานปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอฟเอล
พี  (Hybridization-based markers ; RFLP) เ ค รื่ อ งหมายอา ร์ เ อ พี ดี  ( Randomly amplified 
polymorphic DNA ; RAPD) เ ค รื่ อ ง ห ม า ย เ อ เ อ ฟ เ อ ล พี  ( Amplified fragment length 
polymorphism; AFLP) เค รื่ อ งหมาย เอส เอสอาร์  ( Simple sequence repeats :SSRs หรื อ 
microsatellites) และเครื่องหมาย Sequence based markers เช่น SNP (Single nucleotide 
polymorphism ) (Nadeem et al., 2018) SNP คื อ  เ ค รื่ อ งหมาย โ ม เ ลกุ ล ที่ ส า ม า ร ถแยก 
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ความแตกต่างของล าดับเบสเพียงล าดับเดียว (substitution , deletion หรือ insertion) SNP 
ส่วนมากจะอยู่ ในจี โนมส่วนของ non coding แต่มีความส าคัญที่สัมพันธ์กับการกลายพันธุ์  
(mutation) ในยีนที่มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกของลักษณะที่สนใจและการเกิดโรค (Grover 
and Sharma, 2016) 
 
แผนที่จีโนมแบบต่างๆ 
 แบ่งตามระดับความละเอียดจากน้อยไปจนถึงมีความละเอียดมากที่สุด 4 ระดับ (Hartwell 
et al., 2014; สุรินทร์, 2552; อรรัตน์, 2548) คือ 
 1. Karyotypic map หรือ cytogenetic map เป็นแผนที่ค่อนข้างหยาบจากการศึกษา 
แคริโอไทป์ รูปร่าง ขนาดและการจัดเรียงของโครโมโซมของสิ่งมีชีวิตหนึ่งๆ ด้วยวิธีการทาง 
พันธุศาสตร์จากการย้อมสีโครโมโซมที่ได้จากเซลล์ที่ก าลังแบ่งเซลล์ในระยะ mitosis ท าให้เกิดเป็น
แถบสี มีการก าหนดเลขประจ าต าแหน่งของโครโมโซมนั้นๆชัดเจนและเป็นระบบ 
 2. Genetic mapping หรือ linkage map เป็นแผนที่ที่ได้จากการศึกษาทางพันธุศาสตร์ 
ที่ละเอียดมากกว่า karyotypic map โดยมีการจัดเรียงล าดับของยีนหรือเครื่องหมายโมเลกุล 
บนโครโมโซม โดยระยะห่างระหว่างยีนหรือเครื่องหมายโมเลกุลจะได้จากการค านวณเปอร์เซ็นต์รีคอม
บิเนชั่น (recombination) มีหน่วยแผนที่ (map unit) เป็นเซนติมอร์แกน (centiMorgan; cM) 
 3. Physical map หรือ แผนที่ทางกายภาพ ได้จากการศึกษาทางชีวโมเลกุลแสดง 
การจัดเรียงล าดับของยีนหรือเครื่องหมายโมเลกุลหรือชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่ได้จากการโคลน  
ในเวคเตอร์ชนิดต่างๆที่ละเอียดและถูกต้องตามระยะทางที่แท้จริง มีหน่วยระยะทางเป็นกิโลเบส 
(kilobase; kb) 
 4. Sequence map หรือ แผนที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ ได้จากการวิเคราะห์ล าดับเบสจากการ
ท า physical map ซึ่งเป็นแผนที่ที่ละเอียดที่สุด 
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การสร้างแผนที่พันธุกรรม (genetic mapping หรือ linkage map) 
 แผนที่พันธุกรรมเปรียบเสมือนกับเส้นทางบนโครโมโซมที่เกิดจากพ่อและแม่ที่มีความ
แตกต่างกัน สามารถบ่งชี้ต าแหน่งและระยะห่างของแต่ละเครื่องหมายได้และแสดงการจัดเรียงล าดับ
ของเครื่องหมายโมเลกุลต่างๆบนโครโมโซม ซึ่งใช้หลักการของยีนและเครื่องหมายโมเลกุลที่มีการ
กระจายตัวในรูปแบบต่างๆผ่านการเกิด crossing over ในกระบวนการแบ่งเซลล์สืบพันธุ์ ท าให้
สามารถตรวจสอบการกระจายตัวในรุ่นลูกได้ โดยยีนหรือเครื่องหมายโมเลกุลที่ อยู่ห่างกัน จะมีการ
กระจายตัวแยกจากกันขึ้นอยู่ กับระยะห่างระหว่างกัน ความถี่ ในการเกิดรีคอมบิ เนชั่ น 
(recombination) สามารถน ามาใช้ค านวณ genetic distance ระหว่างยีนหรือเครื่องหมายโมเลกุล
ที่ได้จากเปอร์เซ็นการเกิดรีคอมบิเนชั่น โดยความถี่ของการเกิดรีคอมบิเนชั่นจะมีน้อย เมื่อยีนหรือ
เครื่องหมายอยู่ใกล้กันบนโครโมโซมและจะมีความถี่ของการเกิดมากเมื่ออยู่ห่างกัน ซึ่งเมื่อยีนหรือ
เครื่องหมายทั้งสองมีความถี่มากกว่าหรือการเกิดรีคอมบิเนชั่นเท่ากับ 50 % แสดงว่าเครื่องหมาย 
ทั้งสองนั้น อาจอยู่ห่างกันมากซึ่งอาจจะอยู่บนโครโมโซมเดียวกันหรืออยู่คนละโครโมโซม (unlink)  
มีหน่วยทางพันธุกรรมเป็นเซนติมอร์แกน (centiMorgan; cM) (Rajpal et al., 2016) โดยมีขั้นตอน
ในการสร้างแผนที่พันธุกรรมดังนี้  

1. เลือกสายพันธุ์พ่อแม่เพ่ือท าแผนที่ จะต้องมีลักษณะที่มีคุณค่าทางการเกษตรและพันธุ์ ที่ใช้
จะต้องมีลักษณะที่สนใจที่แตกต่างกัน 1 หรือหลายลักษณะทั้งลักษณะที่ควบคุมด้วยยีนเพียง 1 คู่
(monogenic trait) หรื อควบคุมด้ ว ยยี นหลายคู่  ( polygenic trait หรื อ  quantitative trait)  
(สุรินทร์, 2552) ประชากรที่เหมาะส าหรับท าแผนที่ ได้แก่ ประชากร double haploid (DHLs)  
จากการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่มีความคงตัวทางพันธุกรรม ประชากรผสมกลับไปยังพ่อหรือแม่
(backcross ; BC) จากลูกผสมชั่วที่ 1 ผสมกลับไปยังพ่อหรือแม่ ประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2)  
จากการผสมตัวเองของลูกชั่วที่ 1 มีข้อดีคือ ใช้เวลาในการสร้างประชากรสั้นแต่มีข้อจ ากัดคือ 
ไม่สามารถท าซ้ าหรือขยายเพ่ิมปริมาณประชากรได้และประชากร recombinant inbred line (RILs) 
โดยส่วนมากนิยมใช้ประชากร RILs มากที่สุด เพราะสามารถท าซ้ าหรือขยายเพ่ิมปริมาณประชากรได้ 
(Chandra and Pandey, 2017) 

2. ตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลที่จ าแนกความแตกต่างระหว่างพ่อแม่  (polymorphic 
marker) เพ่ือน ามาใช้ทดสอบการกระจายตัวของประชากรแต่ละต้น เรียกขั้นตอนนี้ว่า genotyping 
โดยน าประชากรแต่ละต้นมาสกัดดีเอ็นเอและทดสอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลแบบ codominance 
หรือ dominance ที่คัดเลือกไว้แต่ละชนิดของประชากรที่มีการกระจายตัวของอัลลีลที่ แตกต่างกัน 
(Rajpal et al., 2016) (ตารางท่ี 2) (Collard, B. et al., 2005) 
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ตารางท่ี 2 อัตราส่วนค่าคาดหมายการกระจายตัวของอัลลีลของเครื่องหมายโมเลกุลในประชากรชนิด
ต่างๆ 

 
 3. การสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups) โดยการแปลงข้อมูลจากเครื่องหมายโมเลกุล 
ที่ทดสอบให้เป็นข้อมูลส าหรับโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือช่วยในการค านวณ การสร้างกลุ่มลิงค์เกจ
อาศัยหลักการของ odds ratio ในการเปรียบเทียบระหว่างอัตราส่วนของการเกาะกลุ่มและการแยก
กลุ่ม ค่าท่ีได้แสดงเป็นค่า logarithm โดยพิจารณาจากคะแนน logarithm of odd ratio (LOD) และ
ความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (percentage of phenotypic variation explained; PVE) 
ค่า LOD คือ ค่า logarithm (base 10) of odd ratio หรือ logarithm (base 10) of the likelihood 
ratio ซึ่งค่า likelihood ratio คือ โอกาสที่เครื่องหมายโมเลกุลที่ศึกษาจะเชื่อมโยงกันในรูปเลขยก
ก าลัง ค่า LOD จึงเป็นค่าทางสถิติที่ใช้บ่งชี้ว่าเครื่องหมายโมเลกุลที่ศึกษาสัมพันธ์กันหรือไม่ เช่น ค่า 
LOD เป็น 3 แสดงว่าโอกาสที่เครื่องหมายโมเลกุลที่ศึกษาเชื่อมโยงกันเป็น 103 โดยค่า LOD ที่มีค่า
ตั้งแต่ 3 ขึ้นไปจะใช้เป็นค่ามาตรฐานในการสร้างแผนที่พันธุกรรมและมีความน่าเชื่อถือของข้อมูล 
ดังนั้นค่า LOD จึงเป็นค่า logarithm (base 10) ของอัตราส่วนของความน่าจะเป็นระหว่างโอกาสที่
เครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะที่มีความเชื่อมโยงกัน (linkage) ต่อโอกาสเครื่องหมายโมเลกุลกับ
ลักษณะที่ไม่มีความเชื่อมโยงกัน (non linkage) ระยะห่างระหว่างแต่ละเครื่องโมเลกุลเกิดจากการ
ประเมินจากความถี่ในการเกิดรีคอมบิเนชั่น ดังแสดงในสูตร (Morton, 1955) 
 LOD = Z = log10 probability of birth sequence with a given linkage value 
                 probability of birth sequence with no linkage) 
     = log10 (1-θ)NR x θR  

         0.5(NR+R) 
เมื่อ  NR คือ จ านวนลูกท่ีมีจีโนไทป์อยู่ในรูป non-recombinant type (parental type) 
         R คือ จ านวนลูกท่ีมีจีโนไทป์อยู่ในรูป recombinant type 
และ   θ คือ recombination fraction ค านวณได้ดังนี้ 
% recombinant (θ) = (จ านวนลูกท่ีอยู่ในรูป recombinant type / จ านวนลูกท้ังหมด) x 100 

ชนิดประชากร codominant markers Dominant markers 

F2 1:2:1 (AA:Aa:aa) 3:1 (B_:bb) 
Backcross 1:1 (Cc:cc) 1:1 (Dd:dd) 
RILs หรือ DHLs 1:1 (EE: ee) 1:1 (FF:ff) 
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 ในส่วนของ mapping function ที่ใช้ในการเปลี่ยนค่ารีคอมบิเนชั่น เป็นเซนติมอร์แกน 
(centiMorgan; cM)  ซึ่ ง  mapping function มี  2 แบบ คือ  Kosambi mapping function ที่ มี
สมมุติฐานว่าการเกิดรีคอมบิเนชั่นที่เกิดขึ้นจะมีผลต่อการเกิดรีคอมบิเนชั่นในต าแหน่งที่อยู่ใกล้กัน 
ดังนั้นจึงนิยมใช้ในการสร้างแผนที่พันธุกรรมในพืชและสัตว์ แต่เนื่องจากความถี่ในการเกิด crossing-
over ที่ไม่ได้มีความสัมพันธ์เชิงส้นตรง เมื่อระยะห่างน้อยกว่า 10 cM ระยะทางของแผนที่จะเท่ากับ
ความถี่ของการเกิดรีคอมบิเนชั่น แต่ถ้าระยะห่างที่มากกว่า 10 cM จะใช้ Haldene mapping 
function (Rajpal et al., 2016)  โปรแกรมที่ ใช้ ส าหรับ ใช้ ในการสร้ า งกลุ่ มลิ งค์ เกจ  เช่ น 
Mapmarker/EXP (Lincoln et al., 1993) MapManager QTX (Manly et al., 2001) THREa 
Mappper Studio (Cheema et al., 2010) และ JoinMap (Van Ooijen, 2006) 
 
การวิเคราะห์ QTL  

สามารถแบ่งการวิเคราะห์ได้เป็น 4 วิธีการ (Rajpal et al., 2016) คือ 
1. Single Marker Analysis (point analysis) เป็นวิธีใช้ในการหา QTL ที่มีความสัมพันธ์กับ

เครื่องหมายโมเลกุลจากความสัมพันธ์กับลักษณะทีละหนึ่งเครื่องหมายโมเลกุลแต่ละต าแหน่งอย่าง
อิสระ ใช้สถิติอย่างง่ายในการวิเคราะห์ ได้แก่ t-test หรือ F-test โดยค่านัยส าคัญ (significant 
value) สามารถบอกถึงความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะที่สนใจ แต่วิธีการนี้  
ไม่สามารถประมาณต าแหน่งและผลของ QTL ได ้

2. Interval mapping by maximum likelihood เป็นวิธีการหา QTL โดยการเปรียบเทียบ
ต าแหน่งของเครื่องหมายโมเลกุล 2 ต าแหน่งในโครโมโซม จากนั้นทดสอบด้วยวิธี maximum 
likelihood ร่วมกับแผนที่พันธุกรรมในการวิเคราะห์ จึงท าให้มีความแม่นย าในการตวจสอบหา QTL 

3. Composite Interval mapping (CIM) วิ ธี ก า รนี้ ต้ อ ง มี แ ผนที่ พั น ธุ ก ร รม ใ ช้ ร่ ว มกั บ 
การวิเคราะห์และใช้โคแฟคเตอร์ (cofactors) คือ เครื่องหมายโมเลกุลที่อยู่ทั้งจีโนมเป็นเครื่องหมาย 
ที่ตรวจสอบแล้วจะมี QTL สูงในการวิเคราะห์ 
 
 
 
 
 
 
 



13 
 
การตรวจสอบความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ (SNP) โดยการใช้หลักการ competitive allelic 
specific primer  
 การประยุกต์ใช้ Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) กับเครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด SNP โดยการออกแบบเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP ใช้หลักการการแข่งขันกันของ 
อัลลีลที่จ าเพาะ (competitive allelic specific primer) กับเบสที่แตกต่างเพ่ือใช้ในการตรวจวัด
สัญญาณของเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP (ภาพที่ 1) โดยในหนึ่งปฎิกิริยาประกอบด้วย  

1. Kompetitive Allele Specific PCR genotyping system (KASP) Assay mix 
ประกอบด้วย ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับเบสชนิดที่ 1 เรียกว่า forward 1 (F1) ไพรเมอร์ที่จ าเพาะกับเบส
ชนิดที่ 2 เรียกว่า forward 2 (F2) และ reverse primer (R) 

2. KASP Master mix  
3. DNA template  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 ส่วนประกอบของปฎิกิริยา (Genomics, 2013) 
 

โดย forward primer ทั้ง 2 ชนิดมีความแตกต่างกัน 2 บริเวณ คือ ที่บริเวณปลาย 3’ ซึ่งจะ
จ าเพาะต่อล าดับเบสหรือ SNP นั้นๆ เช่น จากภาพ A ใน allele-1 จะมีต าแหน่ง SNP บริเวณปลาย 
3’ คือ C และ ใน allele-2 จะมีต าแหน่ง SNP บริเวณปลาย 3’ คือ A ซึ่งแตกต่างกัน และส่วนของ
ปลาย 5’ ที่เรียกว่าหาง (tail) ซึ่งแต่ละหางจะจ าเพาะต่อสาร fluorescence ที่ต่างชนิดกัน ในส่วน
ของสารละลาย KASP จะมีความจ าเพาะเจาะจงหรือมีเบสที่ complementary กับหางของ primer 
ท า ใ ห้ เ มื่ อ  forward primer เ ข้ า ไ ป จั บ กั บ  complementary base ข อ ง  DNA template 
oligonucleotide ของ KASP ก็จะสามารถเข้าไปจับที่ tail ที่เป็นคู่สมกับ allele specific primer  
ที่ต่างกัน ดังนั้นจึงท าให้สามารถตรวจจับสัญญาณของสาร  fluorescence ที่ส่งออกมาโดย 
ในปฏิกริยารอบที่ 1 ของการท า PCR ตัว forward primer ที่มีความจ าเพาะกับ DNA template 
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และเกิดการเพ่ิมปริมาณ ในปฏิกริยารอบที่  2 KASP Master mix ที่จ าเพาะกับปลายหางของ 
forward primer จะเข้าจับกัน ท าให้เกิดการแยกของสาร fluorescence และตัว quencher แยก
ออกจากกัน ท าให้เกิดการเรื่องแสงขึ้น โดยอาศัยสัณญาณของการเรืองแสงที่แตกต่างกันมาใช้ในการ
ระบุความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ (SNP) (ภาพที่ 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  2  การประยุกต์ใช้หลักการของ  Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)  
เพ่ือใช้ในการตรวจวัดสัญญาณของเครื่องหมายโมเลกุลแบบ SNP (Genomics, 2013) 
 
 การอ่านผล SNP ท าได้โดยการอ่านค่าของการเรืองแสงของสาร fluorescence 2 ชนิด  
เมื่อสิ้นสุดปฏิกริยาการท า PCR โดยใช้เครื่องอ่านค่าสี fluorescence เรียกว่า เครื่อง Araya ซึ่งจะ
ออกมาเป็นค่าการเรืองแสง จากนั้นน าค่าดังกล่าวไปวิเคราะห์ โดยใช้โปรแกรม Araya ซึ่งถูกพัฒนา
โดยบริษัท East-West Seed Limited และแสดงออกมาในลักษณะของกราฟจุด โดยมีแกน X เป็น
การเรืองแสงของ allele ที่ 1 หรือ SNP1 และแกน Y เป็นการเรืองแสงของ allele ที่ 2 หรือ SNP2 
(ภาพที่ 3) 
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ภาพที่ 3 ลักษณะกราฟจุดจากการอ่านค่าการเรืองแสงของ fluorescence โปรแกรมส าเร็จรูป 
Araya ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลของบริษัท East-West Seed Company Limited 
 
 จากกราฟจุด  แกน X แสดงปริมาณการ เรื องแสงของ fluorescence ชนิด  FAM  
(6-carboxyfluorescein) และแกน Y แสดงปริมาณการเรืองแสงของ fluorescence ชนิด VIC 
(4,7,2′-trichloro-7′-phenyl-6-carboxyfluorescein) โดยจุดสีเขียวจะแสดงปริมาณการเรืองแสง 
ของ fluorescence ชนิด FAM สูง และค่า VIC ต่ า แสดงว่าตัวอย่างสีเขียวเป็น homozygous FF 
จุดสีม่วงจะแสดงปริมาณการเรืองแสงของ fluorescence ชนิด VIC สูงกว่า ค่า FAM ต่ า แสดงว่า
ตัวอย่างสีม่วงเป็น homozygous VV แต่ถ้าอัตราส่วนของการเรืองแสงของ fluorescence ทั้งสอง
ออกมาใกล้เคียงกับ 1 ดังปรากฎในสีชมพู แสดงว่าเป็น heterozygouse V/F ส่วนจุดสีด า คือ  
ชุดควบคุม (control) เรียก NTC (non-template-control) เป็นตัวอย่างที่ ไม่มีดี เอ็นเอ ดังนั้น 
ในปฏิกิริยา PCR จะต้องไม่เกิดการเรืองแสง (ภาพท่ี 3) 
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งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

โรคเหี่ยวเหลืองในมะระ (Fusarium wilt) 
พบครั้งแรกเมืองซีฮู ประเทศไต้หวันในปี ค .ศ . 1981 จากการทดสอบความสามารถ 

ในการก่อโรคและการปลูกเชื้อเข้าสู่ พืช (inoculation) เกิดจากจากเชื้อ F.oxysporum f. sp. 
momordicae nov.f ในมะระ (Sun and Huang, 1983) และในปีค.ศ. 1985 พบมะระเป็นพืชอาศัย
ของเชื้อ F.oxysporum f. sp. momordicae และเป็นโรคทางดินที่มีความส าคัญในประเทศไต้หวัน 
(Sun and Huang, 1985) ปีค .ศ .2007 พบการระบาดของโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ  ร้อยละ  
12.30-56.75 ทางตะวันออกเฉียงใต้ของประเทศจีน จึงท าการทดสอบความต้านทานโรค (Fusarium 
oxysporum f.sp. momodicae) ด้วยวิธีต่างๆของมะระ 8 สายพันธุ์ ด้วยการปลูกเชื้อ Fusarium 
oxysporum f.sp. momodicae เข้าสู่พืช (inoculation) ในระยะต้นกล้า 3 วิธีการ คือ 1. น าราก
แช่กับเชื้อ 2. น าดินมาแช่กับเชื้อ 3. ฉีดเชื้อเข้าสู่ พืช พบว่าวิธีการที่ท าให้ติดเชื้ อ ( infection)  
ของมะระแต่ละสายพันธุ์แตกต่างกันแต่วิธีการน ารากมาแช่กับเชื้อเป็นวิธีการที่ท าให้มะระติดเชื้อได้ดี
ที่สุด อีกทั้งมะระสายพันธุ์ Thailand Da-Rou Wang, Chang-Shou-Da-Rou No.3 และ Da-Rou 
Xin No.3 มีระดับความต้านทานปานกลางและไม่พบว่ามีสายพันธุ์ไหนที่มีความต้านทานต่อเชื้อ 
(Tang-xun and Jian-you, 2007) ในประเทศไต้หวันจึงใช้การต่อยอด (grafting) เพ่ือควบคุมโรค
เหี่ยวเหลืองในมะระ เพ่ือลดการใช้สารเคมี ผลการทดสอบพบว่าช่วยเพ่ิมผลผลิตถึง 82-127 ตันต่อ
เฮกตาร์ เมื่อเปรียบเทียบกับมะระที่ไม่ต่อยอดที่ให้ผลผลิตเฉลี่ยเพียง 16 ตันต่อเฮกตาร์ (Lin, 2008) 
ในประเทศมาเลเซีย ศึกษาการเกิดโรคของ Fusarium spp. และการประเมินการเกิดโรคในพืชผัก
และจ าแนก isolates ของเชื้อที่ท าให้พืชผักเน่าเสีย จากการทดสอบกับผัก 9 ชนิด คือ แตงกวา 
(Cucumis sativus) มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum) กระเจี๊ยบ (Hibiscus esculentus) 
บวบ  (Luffa acutangula) มะระ  (Momordica charantia) มะรุ ม  (Moringa olifel) มะ เ ขื อ 
(Solanum melongena) ถั่วฝักยาว (Vigna sesquipedalis) และพริก (Capsicum annuum) พบ
เชื้ อ  Fusarium spp. ทั้ งหมด 83 isolates คือ F. oxysporum (22 isolates) F. semitectum  
(19  isolates) F. solani (19  isolates) F. proliferatum (14  isolates) F. pseudocircinatum  
(4 isolates) F. sacchari (2 isolates) F. equiseti (2 isolates) แ ล ะ  F. verticillioides  
(1 isolate) อีกทั้งยังพบว่ามีจ านวนเชื้อทั้งหมด 21 isolates ที่ เป็นสาเหตุท าให้พืชผักเน่าเสีย 
(Saseetharan et al., 2014) 

โดยทั่วไปการวิเคราะห์และพิสูจน์เชื้อโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium wilt) ที่มีสาเหตุเกิดเชื้อ 
Fusarium oxysporum f. sp. momordicae ซึ่งเป็นโรคที่มากับดิน หรือ soil borne disease  
ใช้วิธีการแยกเชื้อจากการใช้วิธีทางสัณฐานวิทยา (morphometrics) และความสามารถของเชื้อโรคที่
ท าให้เกิดโรคในพืชอาศัย แต่วิธีนี้ใช้เวลานานและยุ่งยาก ดังนั้นเพ่ือให้เกิดความรวดเร็วและแม่นย า   
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ในการแยกระบุเชื้อ FOM จึงใช้การวิเคราะห์ตรวจสอบความแตกต่างในระดับ DNA ของเชื้อ  
F. oxysporum f. spp. จ านวน 24 เชื้อของพืชตระกูลแตง โดยการใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด RAPD 
เพ่ือวิเคราะห์ลายพิมพ์ิดีเอ็นเอ และใช้เทคนิค PCR โดยทดสอบกับ 320 arbitrary primer (ปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสใช้ไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสโดยสุ่ม) และไม่ซ้ ากันขนาด 519 bp จาก RAPD primer 
S58-519 และออกแบบเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SCAR ที่จ าเพาะเจาะจงต่อโรคเหี่ยวเหลือง (FOM) ผล
การทดสอบพบว่ า เครื่ องหมายโมเลกุล  RS-256 สามารถใช้ตรวจพิสู จน์ เ ชื้ อ เหี่ ย ว เหลือง 
ในระยะต้นกล้าได ้(Chen et al., 2015) 

 
ยีนต้านทาน โรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium wilt) 
การศึกษากลุ่มลิงค์เกจ (linkage group) ในปีค.ศ.1991 ที่เกี่ยวข้องกับยีนต้านทานในเมล่อน 

พบว่า linkage group 5 ต้านทานต่อ Fusarium oxysporum melonis resistance-1 และยังพบว่า
ใ น  linkage group 6 ต้ า น ท า น ต่ อ  F. o. melonis resistance-2 ( Pitrat, 1 9 9 1 )  ต่ อ ม า 
ในปีค.ศ.2008 ศึกษาลักษณะความต้านทานของ FOM 1.2 ในเมล่อนและท าแผนที่ major QTL กับ
ลักษณะตาข่ายที่อยู่ใน locus ของเมล่อน เพ่ือใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์ในประเทศอิสราเอลราเอล 
พบว่า FOM 1.2 เป็น major recessive QTL อยู่ใน linkage group 2 ใกล้กับ locus ที่ควบคุมการ
พัฒนาตาข่ายของเมล่อน (Herman et al., 2008) ในปีเดียวกันการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล 
ที่เชื่อมโยงกับ Fom-1 locus ที่ต้านทานกับ Fusarium race 2 ในเมล่อน มีสาเหตุมาจาก Fusarium 
oxysporum f. sp. melonis (F.o.m) ท าการทดสอบกับเครื่องหมายโมเลกุลชนิด RAPD จ านวน 
400 ไพรเมอร์ พบว่ามี 320 ไพรเมอร์ สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพันธุ์ Charentais-Fom1 
( donor ต้ า น ท า น  Fom-1 race 0 แ ล ะ  2) แ ล ะ พั น ธุ์  TRG-1551 ที่ อ่ อ น แ อ ต่ อ เ ชื้ อ 
ทั้งสอง race และมี 3 ไพรเมอร์ คือ B17649, V01578, และ V061092 ที่เชื่อมโยงกับ Fom-1 locus 
จากนั้นจึงพัฒนาเป็นเครื่องหมาย SCAR ที่จ าเพาะเจาะจงมากขึ้น จากไพรเมอร์ RAPD B17649 เป็น 
SB17645 V01578 เป็น SV01574 และ V061092 เป็น SV061092 มีระยะห่างจากยีน Fom-1 3.5, 4.0 และ 
15.1 cM ตามล าดับและอยู่ใน linkage group 9 ดังนั้นเครื่องหมาย SCAR SB17645 และ SV01574 
สามารถช่วยคัดเลือกพืชในงานปรับปรุงพันธุ์ได้ (Ali et al., 2008) ในปีค.ศ.2009 พบว่ายีนต้านทาน 
Fom-1 (race 2 ) Fusarium oxysporum f.sp. melonis ควบคุ มด้ ว ย ยี น เ ด่ น  1 ยี น  ( single 
dominant gene) อยู่บน linkage group 7 โดยสายพันธุ์ P11 ที่อ่อนแอ (fom-1fom-1) และ MR-
1  ( Fom-1 Fom1 )  ที่ ต้ า น ท า น  Fom-1 races 0 (Tezuka et al., 2009) ใ น ปี ค .ศ .2010  
ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะต้านทานของ F. oxysporum races 0 และ races 2 ของแคนตาลูป 
(cantalupensis)  สาย พันธุ์  Tortuga พบว่ า  สาย พันธุ์  Tortuga มีการควบคุมด้ วยสองยี น 
ที่ เ ป็ น อิสระจากกัน  โดย ยีน เด่ น  1 ยีน  ซึ่ ง อาจ เป็ นยี น  Fom-1 และยีนด้อย  คื อ  fom-4  
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(Oumouloud et al., 2010) และต่อมาในปีค.ศ.2016 ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรม
ความต้านทานต่อ F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum (Forc) โดยการผสมระหว่าง 
แคนตาลูป พันธุ์ Hemed ที่มีความต้านทานโรคสูง และ muskmelon พันธุ์ Dulce ที่มีความอ่อนแอ 
ต่อโรค ท าการศึกษาในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าพันธุ์ Hemed มียีนเด่น  
1 ยีนที่ควบคุม คือ Forc-1 และยีนด้อยคือ forc-2 (Elkabetz et al., 2016) 
 การศึกษาในแตงโม ปีค.ศ.2014 การศึกษา QTL หลัก (major QTL) ที่เกี่ยวข้องกับการ
ต้ า น ท า น  Fusarium oxysporum Fr. f. sp. niveum race 1 โ ด ย ใ ช้ ส า ย พั น ธุ์  HMw017  
พันธุ์ต้านทาน และ HMw013 พันธุ์ที่อ่อนแอ เพ่ือใช้เป็นพ่อแม่และโดยใช้ประชากร F3 เพ่ือศึกษาและ
ทดสอบระดับความรุนแรงของโรค ใช้ฐานข้อมูลของแตงโมจากการท า genotyping by sequencing 
(GBS)  โดยมหาวิทยาลัย  Cornell และใช้ประชากรลูกผสมชั่ วที่  2  จ านวน 168 ตัวอย่ าง  
เพ่ือออกแบบเครื่องหมายโมเลกุล SNP จ านวน 266 SNP ที่ครอบคลุมทั้ง 11 โครโมโซมของแตงโม 
พบว่า QTL หลักที่เกี่ยวข้องกับการต้านทาน Fon race 1 อยู่บนโครโมโซม 1 มี LOD score 33.31 
อีกทั้งพบ QTL รองบนโครโมโซม 1 โครโมโซม 3 โครโมโซม 4 โครโมโซม 9 และโครโมโซม 10 
(Lambel et al., 2014) ต่อมาในปีค.ศ.2016 การศึกษาท าจีโนไทป์โดยการหาล าดับเบสที่เกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทป์เพียงหนึ่งต่ าแหน่งเดียว (SNP) และท าแผนที่ทางพันธุกรรมของแตงโม 
ที่เกี่ยวข้องกับความต้านทาน Fusarium oxysporum. f. sp. niveum (Fon) race 1 เพ่ือยืนยัน 
ยีนต้านทานของ Fon race 1 อยู่บนโครโมโซม 1 โดยใช้พันธุ์ Calhoun Gray ที่ต้านทาน และ Sugar 
Baby สายพันธุ์อ่อนแอ และใช้ประชากร F3 ในการศึกษาจากนั้นเกบ็ข้อมูลของระดับความรุนแรงของ
โรคหลังจากการปลูกเชื้อ (inoculation) 11, 14, 17, 20, 23 และ 26 วัน และหาพ้ืนที่ใต้กราฟความ
รุนแรงของโรค (AUDPC) ข้อมูลด้านจีโนไทป์ใช้เครื่องหมาย SNP ที่ได้จากการท า GBS น าไปท าแผน
ทางกายภาพ (physical maps) จ านวน 1024 SNP และ 389 SNP ใช้ในการท าแผนที่พันธุกรรม 
(genetic map) พบว่าการท า physical maps ยีน Fon race 1 อยู่บนโครโมโซม 1 และได้ genetic 
map ทั้งหมด 12 linkage map พบว่ายีน Fon race 1 ใน linkage map ที่ 1 เช่นกัน (Meru and 
McGregor, 2016) 
 
 
 
 
 



   
 

บทที่ 3 
วิธีการด าเนินงาน 

1. สถานที่ท าการทดลอง 
 ท าการศึกษา ณ ฟาร์มเลิศพันธุ์ บริษัทฮอทิเจนเนติคส์ รีเสิร์ช (เอส .อี.เอเชีย) จ ากัด จังหวัด
เชียงใหม่ 
2. พันธุ์และการสร้างประชากร 
 การคัดเลือกสายพันธุ์พ่อและแม่ 
  วางแผนการทดลองแบบสุ่มภายในบล็อคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block 
Design: RCBD) โดยมีทั้งหมด 4 สายพันธุ์  ได้แก่ มะระสายพันธุ์  EW-000255 , EW-000256 ,  
EW-000257 และ EW-000254 ที่เป็นสายพันธุ์ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลือง (resistance check)  
ส าหรับใช้เปรียบเทียบความต้านทาน ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า ซ้ าละ 15 ต้น จากนั้นทดสอบความ
ต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum f. sp. momordicae และ
ประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคที่ 7, 14 และ 21 วัน หลังจากที่ได้รับเชื้อ โดยให้คะแนน
ระดับความรุนแรงของการเกิดโรค 5 ระดับ (rating score) และน าข้อมูลที่ได้ไปค านวณพ้ืนที่ใต้กราฟ
ความรุนแรงของโรค (AUDPC ;the area under the disease progress curve ) (Plank, 1963) 
เพ่ือหาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อ ดังนี้ 
                n-1 

AUDPC = Σ [ ( yi + yi+1 ) /2 ] ( ti+1 - ti ) 
   i=1 

โดยที่ yi และ yi+1     =  เปอร์เซ็นต์พ้ืนที่ใบเป็นโรค ณ เวลา i และ i+1 
ti, และ ti+1           =  จ านวนวัน ณ เวลา i และ i+1 

  n          =  จ านวนครั้งที่ประเมินเปอร์เซ็นต์พื้นที่ใบเป็นโรค 
 จากนั้นคัดเลือกสายพันธุ์แม่ที่อ่อนแอ โดยใช้ค่า AUDPC ที่มีค่าเฉลี่ยที่ต่ าที่สุด ซึ่งจะแสดงถึง 
พืชเกิดอาการเป็นโรคอย่างรุนแรง เมื่อถูกเชื้อโรคเข้าท าลาย และใช้สายพันธุ์พ่อที่มีความต้านทาน  
คือ EW-000254 เพ่ือสร้างประชากรลูกผสม 
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ตารางท่ี 3 ตัวอย่างการค านวณค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) เพ่ือคัดเลือกสาย
พันธุ์แม่ โดยใช้ค่าเฉลี่ย AUDPC  

สายพันธุ์ ต้นที ่ ซ้ าที่ 
ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค ค่าเฉลี่ย 

AUDPC 7 วัน 14 วัน 21 วัน 

EW-000255 1 1 0 3 4 35 

EW-000255 2 1 0 3 4 35 

EW-000255 3 1 0 4 4 42 

EW-000255 4 1 0 3 4 35 

EW-000255 5 1 0 3 4 35 

EW-000255 6 1 0 3 4 35 

EW-000255 7 1 0 4 4 42 

EW-000255 8 1 0 3 4 35 

EW-000255 9 1 0 3 4 35 

EW-000255 10 1 0 3 4 35 

EW-000255 11 1 0 2 3 24.5 

EW-000255 12 1 0 3 4 35 

EW-000255 13 1 0 3 4 35 

EW-000255 14 1 0 3 4 35 

EW-000255 15 1 0 2 4 28 

ค่าเฉลี่ย     0 3 3.93 34.77 
  
 ตัวอย่าง การค านวณค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) ของสายพันธุ์  
EW-000255 ซ้ าที่ 1 ทั้งหมด 15 ต้น ดังนี้ 
 EW-000255 = (((ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค ณ วันที่ 0 คือ 0 + ระดับความรุนแรงใน
การเกิดโรค ณ วันที่ 7 ) / 2 x 7) + ((ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค ณ วันที่ 7 + ระดับความ
รุนแรงในการเกิดโรค ณ วันที่ 14) / 2 x 7) + ((ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค ณ วันที่ 14 + ระดับ
ความรุนแรงในการเกิดโรค ณ วันที่ 21) / 2 x 7)) 
 EW-000255 ต้นที่ 1 มีค่า AUDPC = (((0+0)/2*7)+((0+3)/2*7)+((3+4)/2*7)) = 35 
ดังนั้น ค่าเฉลี่ย AUDPC ของ สายพันธุ์ EW-000255 ทั้ง 15 ต้น คือ 34.77 
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 การสร้างประชากร 
 เมื่อท าการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum 
f. sp. momordicae แล้ว น าค่าเฉลี่ย AUDPC ของมะระทั้ง 4 สายพันธุ์  ได้แก่ EW-000255 , 
EW-000256, EW-000257 และ EW-000254 มาวิเคราะห์เพ่ือคัดเลือกให้เหลือสายพันธุ์แม่ทีอ่่อนแอ
และมีค่า AUDPC สูงที่สุดเพียง 1 สายพันธุ์ ปลูกและผสมกับสายพันธุ์พ่อ EW-000254 ที่ต้านทาน 
ต่อโรค เพ่ือผลิตลูกผสมชั่วที่ (F1) จากนั้นน าลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) ปลูกและผสมตัวเอง เพ่ือให้ได้
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) จ านวนอย่าง 235 ต้น เพ่ือใช้ในการศึกษา 
 
3. วัสดุอุปรณ์และสารเคมี 

ตัวอย่างพืชที่ใช้ในการศึกษา ใบอ่อนของมะระ ได้แก่ สายพันธุ์พ่อ EW-000254 เป็นสาย
พันธุ์ที่ต้านทาน และสายพันธุ์แม่ที่ถูกคัดเลือกในข้อ 2 จากค่าเฉลี่ย AUDPC สูงที่สุดเพียง 1 สายพันธุ์ 
และที่มีความอ่อนแอต่อเชื้อ Fusarium oxysporum f. sp. momordicae ประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 
(F1) และประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2)  จ านวน 235 ต้น 

วัสดุอุปกรณ์ 
1. เครื่องบดตัวอย่าง 
2. ตู้อบที่ปรับอุณหภูมิได้ 
3. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
4. ตู้แช่เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
5. หลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
6. ลูกแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร 
7. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง ชนิดใช้กับหลอดไมโครเซ็นติฟิวก์ 
8. เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง ชนิดใช้กับแพลท 
9. เครื่องวัดความเข้มข้นดีเอ็นเอ (เครื่องวัดการดูดกลืนแสง) รุ่น Nano-Drop8000   
    (Thermo science) 
10. เพลทพลาสติกชนิดก้นแหลม (V shape) 96 หลุม ยี่ห้อ NUNC 
11. สติ๊กเกอร์ใส ส าหรับปิดเพลท (Kodak Digital Paper Professional) 
12. สติ๊กเกอร์ใส ชนิดหนา ส าหรับปิดเพลท (Thermo scientific AB-0558 Adhesive PCR  
     Film) 
13. แอเรย์เทป (Array tapeTM) ชนิด 384 หลุม ขนาด 2 ไมโครลิตร (Douglas Scientific) 
14. พลาสติกปิดแอเรย์เทป (Cover tape) (Douglas Scientific) 
15. เครื่องดูดจ่ายสาร (Nexar) (Douglas Scientific) 
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16. เครื่อง Thermal Cycler (Soellex) (Douglas Scientific) 
17. เครื่องปั่นเหวี่ยงส าหรับแอเรย์เทป (Douglas Scientific) 
18. เครื่องอ่านสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (Araya) (Douglas Scientific) 
19. โปรแกรมส าเร็จรูป Araya ส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลของบริษัท East-West Seed     
     Company Limited  
20. ไมโครปิเปตชนิดหลายช่องดูดจ่าย 8 ช่อง ขนาดต่างๆ 
21. ไมโครปิเปตชนิดหลายช่องดูดจ่าย 12 ช่อง ขนาดต่างๆ 
22. ไมโครปิเปตขนาดต่างๆ 
23. ไมโครปิเปตทิป ส าหรับดูดสารขนาดต่างๆ 
24. ไมโครปิเปตทิปชนิดกรอง ส าหรับดูดสารขนาดต่างๆ 
 
สารเคมี 
1. สารสกัด 2X CTAB บัฟเฟอร์ (cetyl trimethyl ammonium bromind) ความเข้มข้น 2  
    เท่า 
2. ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อัตราส่วน 25 : 24 : 1 
3. เอทานอล 75 เปอร์เซ็นต ์
4. ไอโซโพรพานอล 
5. น้ ากลั่นบริสุทธิ์ 
6. บัฟเฟอร์ 1X TE 
7. ไพรเมอร์ SNP ชนิด forward 1 (F1) ถูกออกแบบโดยบริษัท East-West Seed จ ากัด 

     และสังเคราะห์จากบริษัท Integrated DNA Technologies 
8. ไพรเมอร์ SNP ชนิด forward 2 (F2) ถูกออกแบบโดยบริษัท East-West Seed จ ากัด  
    และสังเคราะห์จากบริษัท Integrated DNA Technologies 
9. ไพรเมอร์ SNP ชนิด reverse (R) ถูกออกแบบโดยบริษัท East-West Seed จ ากัด และ 
    สังเคราะห์จากบริษัท Integrated DNA Technologies 
10. บัฟเฟอร์ส าเร็จรูป 2X KASP master mix จากบริษัท LGC Limited ความเข้มข้น 2  
     เท่า 
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4. วิธีการทดลอง 
 การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ มีขั้นตอน
การด าเนินงานและรายละเอียดดังภาพที่ 4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 แสดงการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium 
oxysporum f. sp. momordicae) ในมะระ  
 
 
 

คัดเลือกสายพันธุ์พ่อและแม่ 

ทดสอบระดับความรุนแรงของโรค เพ่ือยืนยันการต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยว
เหลืองในมะระ Fusarium oxysporum f. sp. momordicae  

แม่     x       พ่อ 
(อ่อนแอ) (ต้านทาน) 

ลูกผสม (F1)  
x 

ประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) 

ทดสอบระดับความ
รุนแรงของโรค ใน พ่อ 

แม่ F1 และ F2  

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเครื่องหมาย
โมเลกุล SNP ที่สัมพันธ์กับลักษณะ

ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลือง 

เครื่องหมายโมเลกุล SNP ที่ได้
น าไปทดสอบกับประชากร F2 

คัดเลือกเครื่องหมาย
โมเลกุล SNP ที่แสดง
ความแตกต่างระหว่าง

พ่อและแม่ 
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 4.1 การทดสอบความต้านทานโรคต่อ เชื้ อสา เหตุ โรคเหี่ ยวเหลือง (Fusarium 
oxysporum f. sp. momordicae) 
 เชื้ อสา เหตุที่ ใช้ ในการศึกษา คือ  เชื้ อ  Fusarium oxysporum f. sp. momordicae  
ไอโซเลทจากจังหวัดพิษณุโลก ท าการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ (PDA) เป็นเวลา 7 วัน เตรียม
สารแขวนลอยสปอร์ (spore suspension) ให้มีปริมาณสปอร์เท่ากับ 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร น าไป
ปลูกเชื้อกับต้นกล้ามะระ (อายุที่ 14 วันหลังการเพาะเมล็ด) สายพันธุ์พ่อ สายพันธุ์แม่ ประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) จ านวน 235 ต้น ด้วยวิธีจุ่มรากต้นกล้า  
(root tip) ในสารแขวนลอยสปอร์ ตามวิธีการประยุกต์ของบริษัท East-West Seed เป็นเวลา  
15 นาที จากนั้นน าต้นกล้ามะระปลูกในกระถาง เส้นผ่าศูนย์กลาง 4 นิ้ว จ านวน 1 ต้นต่อกระถาง 
ประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคที่ 7, 14 และ 21 วัน หลังจากวันที่ได้รับเชื้อ โดยก าหนด
ระดับความรุนแรงของโรคเป็น 5 ระดับ ตามตารางที่ 4 (ดัดแปลงจาก (Marlatt et al., 1996))  
(ภาพที่ 5) และค านวณพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) (Plank, 1963) 
 
ตารางท่ี 4 แสดงระดับความรุนแรงของโรค (disease score) ที่ก าหนดไว้ 5 ระดับ 

ระดับการเกิดโรค อาการ 
0 ไม่แสดงอาการของโรค 
1 แสดงอาการใบซีดและเหลือง ประมาณร้อยละ 1-30 
2 แสดงอาการใบเหลืองมากและเหี่ยว ประมาณร้อยละ 31-60 
3 แสดงอาการใบเหลืองมากและเหี่ยว ประมาณร้อยละ 61-100 
4 พืชตาย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5 ระดับความรุนแรงของโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ เป็น 5 ระดับ 
 

   ระดับ 0              ระดับ 1             ระดับ 2             ระดับ 3             ระดับ 4 
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 4.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบมะระ 
  1. เก็บตัวอย่างใบอ่อนมะระที่จะทดสอบ จ านวน 1-2 ใบ ใส่หลอดไมโครเซ็นติฟิวก์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
  2. ใส่ลูกแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3 มิลลิเมตร จ านวน 3-4 เม็ด จากนั้นเติม
บัฟเฟอร์ 2X CTAB ปริมาตร 15 ไมโครลิตร 

3. น าตัวอย่างเข้าเครื่องบดตัวอย่าง นาน 5 นาที เพ่ือให้เยื่อหุ้มเซลล์แตก 
4. น าตัวอย่างที่บดแล้ว ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูงที่ 12,000 รอบ

ต่อนาที นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นเติมบัฟเฟอร์ CTAB ความเข้มข้น 2 เท่า 
ปริมาตร 585 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมา และบ่มที่ตู้อบที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาที 

5. เติมสารฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ ความเข้มข้น 25:24:1 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ 

6. น าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที 
 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

7. ดูดสารละลายส่วนใสส่วนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดที่มีสารไอโซ 
โพรพานอล 500 ไมโครลิตร โดยกลับหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือให้สารละลายและตัวอย่างเข้ากัน 

8. น าไปแช่ที่ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 30 นาที เพ่ือให้
ตกตะกอนดีเอ็นเอ 

9. ท าการปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนั้นค่อยๆเทสารละลายส่วนใสทิ้งและเหลือตะกอนที่
ก้นหลอดไว้ 

10. เติมเอทานอลความเข้มข้น 75 เปอร์เซ็นต์ที่แช่เย็น ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมาเบาๆ เพ่ือล้างตะกอน 

11. น าไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาท ี
12. เทสารละลายส่วนใสทิ้ง โดยไม่ให้ตะกอนหลุด ตากตะกอนดีเอ็นเอจนกว่าจะ

แห้ง 
13. ละลายดีเอ็นเอด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ในตู้แช่เย็น

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าดีเอ็นเอละลายหมด 
14. ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเครื่อง Nano-Drop 8000 
15. ปรับความเข้มข้นดีเอ็นเอให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 15 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

ด้วยน้ ากลั่นบริสุทธิ์ 
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 4.3 การท า PCR 
.  4.3.1 การเตรียมไพรเมอร์ SNP 
  ไพรเมอร์ 1 ชุด (1 SNP) ประกอบด้วยไพรเมอร์ 3 เส้น ได้แก่ forward1 (F1), 
forward2 (F2) และ reverse (R) จากไพรเมอร์ที่มีความเข้มข้น 100 µM เพ่ือผสมชุดของไพรเมอร์
ส าหรับใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ในปริมาตร 100 µl ดังแสดงในตารางที ่5 
 
ตารางท่ี 5 การเตรียมชุดไพรเมอร์ส าหรับท าปฏิกิริยา PCR ปริมาตร100 µl 

ไพรเมอร์ SNP ความเข้มข้นสุดท้าย(µM) ปริมาตร (µl) 

forword1 (F1) ความเข้มข้น 100 µM 12 12 

forward2 (F2) ความเข้มข้น 100 µM 12 12 

reverse (R) ความเข้มข้น 100 µM 30 30 

น้ ากลั่นบริสุทธิ์ - 46 

ปริมาตรรวม - 100 

 
4.3.2 การเตรียมปฏิกิริยา PCR (Polymerase chain reaction) 

  1. เตรียมดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้น 15 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ลงในเพลทพลาสติก 
ชนิดก้นแหลม (V shape) จ านวน 100 ไมโครลิตร เรียกว่า เพลทดีเอ็นเอ 
  2. บัฟเฟอร์ส าเร็จรูป 2X KASP master mix ใส่ลงในเพลทพลาสติกชนิดก้นแหลม 
(V shape) จากนั้นเติมไพรเมอร์ ที่เตรียมไว้ใน 4.3.1 ลงไป เรียกว่า เพลท assay (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางท่ี 6 ส่วนประกอบของสารใน 1 ปฏิกิริยา PCR 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้นในปฏิกริยา ปริมาตร (µl) 

ดีเอ็นเอ (15 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 7.4 ng / µl 0.8 

บัฟเฟอร์ส าเร็จรูป KASPar master mix (2X) 2X 0.8 

ไพรเมอร์ SNPs (54 µM) 0.67 µM 0.02 

ปริมาตรรวม - 1.62 
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  3. น าแพลทดีเอ็นเอและเพลท assay เข้าเครื่องเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง ชนิดที่
ใช้กับแพลท ด้วยความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที นาน 20 นาที  
  4. ใ ช้ ร ะ บ บ  Ultra High Throughput Technology for SNPs (Douglas 
Scientific) ช่วยในการเตรียมดีเอนเอ โดยน าแพลทดีเอ็นเอเข้าในเครื่องดูดจ่ายสาร (Nexar) เพ่ือดูด
จ่ายดีเอ็นเอลงไปสู่แอเรย์เทป (Array tapeTM) ชนิด 384 หลุม จากนั้นน าแพลท assay เข้าใน
เครื่องดูดจ่ายสาร เพ่ือท าการดูดจ่าย assay ลงบนแอเรย์เทปที่มีดีเอ็นเอ และปิดด้วยพลาสติกปิด
แอเรย์เทป (cover tape) น าแอเรย์เทปเข้าเครื่องปั่นเหวี่ยงส าหรับแอเรย์เทป (Douglas Scientific) 
ด้วยความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที และน าแอเรย์เทปใส่เครื่อง Thermal Cycler 
(Soellex) เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้เวลาและอุณหภูมิ (ตารางที่ 7) 
 
ตารางท่ี 7 ขั้นตอนปฏิกิริยา PCR 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จ านวนรอบ 

Pre-denature 94 องศาเซลเซียส  15 นาท ี 1 รอบ 
Touch down 94 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

10 รอบ  65-57 องศาเซลเซียส 60 วินาที 
PCR 94 องศาเซลเซียส 20 วินาที 

40 รอบ  57 องศาเซลเซียส 60 วินาที 

 
เวลาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าแอเรย์เทป เข้าเครื่องปั่นเหวี่ยง

ส าหรับแอเรย์เทป (Douglas Scientific) ด้วยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที นาน 10 นาท ี
6. น าผลของ PCR (แอเรย์เทป) มาตรวจสอบด้วยเครื่องอ่านสัญญาณฟลูออเรส

เซนต์ (Araya) (Douglas Scientific)  
7. วิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูปส าหรับวิเคราะห์ข้อมูลของ East-West 

Seed Company Limited (ภาพท่ี 6) 
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ภาพที่ 6 แสดงระบบการท างานของ Ultra High Throughput Technology for SNPs (Douglas 
Scientific) ในขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยา PCR และการท า PCR 
   

4.4 การคัดเลือกและตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุล SNP 
  คัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุล SNP ที่แสดงความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อแม่ โดย
การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างของมะระสายพันธุ์พ่อ คือ EW-000254 และสายพันธุ์แม่ที่ถูกคัดเลือกจาก
การทดสอบต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในข้อที่ 2 จากนั้นทดสอบกับไพรเมอร์ จ านวน 1,828 SNP 
ท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR และคัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SNP  
ที่สามารถแยกแสดงความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อแม่เพ่ือใช้ตรวจสอบในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 
จ านวน 235 ตัวอย่าง  
 

4.5 การวิเคราะห์ข้อมูลในการศึกษานี้แบ่งการวิเคราะห์ออกเป็น 2 ส่วน คือ ข้อมูลด้าน 
ฟีโนไทป์และข้อมูลด้านจีโนไทป์ 

4.5.1 การวิเคราะห์ข้อมูลด้านฟีโนไทป์ หรือการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อ
สาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium oxysporum f. sp. momordicae) แบ่งเป็นการวิ เคราะห์
ออกเป็น 2 ขั้นตอน คือ (1.) การคัดเลือกสายพันธุ์แม่ เพ่ือคัดเลือกสายพันธุ์ที่อ่อนแอที่สุดเพ่ือใช้เป็น
สายพันธุ์แม่ จากการประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคหลังจากวันที่ได้รับเชื้อที่ 7, 14 และ 21 
วัน หลังจากวันที่ได้รับเชื้อ และน าข้อมูลไปวิเคราะห์ความรุนแรงของโรคโดยใช้ค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้กราฟ
ความรุนแรงของโรค (AUDPC) ที่มีค่าเฉลี่ยสูงที่สุด (2.) ข้อมูลฟีโนไทป์ของประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 
จากการประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคที่ 7, 14 และ 21 วันหลังจากวันที่ได้รับเชื้อ และ
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ค านวณพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) จากนั้นทดสอบอัตราส่วนของลักษณะต้านทาน
และ อ่อนแอต่ อ เชื้ อสา เหตุ โ รค เหี่ ย ว เหลื อง  (Fusarium oxysporum f. sp. momordicae)  
ว่าสอดคล้องตามทฤษฏีของเมลเดลหรือไม่ โดยค่าคาดหมายทางฟีไทป์ คือ 1:3 (อ่อนแอ : ต้านทาน) 
ด้วยวิธีการทดสอบ Chi-square test (χ2) และสร้างกราฟเพ่ือดูการกระจายตัวของฟีโนไทป์ 
ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2  

4.5.2 การวิเคราะห์ข้อมูลด้านจีโนไทป์ โดยตรวจสอบจ านวนข้อมูลที่สูญหาย 
(missing data) เพ่ือคัดกรองข้อมูลจีโนไทป์เบื้องต้น ซึ่งแต่ละไพรเมอร์ SNP จะต้องมีจ านวนข้อมูลที่
สูญหายไม่เกิน 10 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2006)จากนั้น
ทดสอบกา รกร ะจ ายตั ว ขอ ง ไพร เ มอร์  SNP ( segregation distortion) โ ด ย กา รทดสอบ 
Chi-square test (χ2) เพ่ือตรวจสอบว่าไพรเมอร์ SNP ที่ได้สอดคล้องกับค่าคาดหมายในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2 หรือไม่ ซึ่งในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จะมีค่าคาดหมายการกระจายตัวของอัลลีล 
AA (ต้านทาน) : AB (ต้านทานปานกลาง) : BB (อ่อนแอ) คือ 1:2:1 โดยให้ AA คือ อัลลีลเหมือนพ่อ
พันธุ์ต้านทาน AB คือ อัลลีลที่เหมือนทั้งพ่อและเหมือนแม่ ซึ่งต้านทานปานกลาง และ BB คือ อัลลีล
เหมือนแม่พันธุ์อ่อนแอ และตัดข้อมูลไพรเมอร์ SNP ที่ให้ผลจีโนไทป์ซ้ ากันออก 1 ไพรเมอร์ SNP 
จากนั้นสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups) จากไพรเมอร์ SNP ที่ใช้ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2   

โดยก าหนด logarithm of odds (LOD score) ที่ต่ าสุดเท่ากับ 3.0 ใช้ค่าrecombination frequency 
(rf) เท่ากับ 0.25 และใช้  Kosambi’s mapping function (Kosambi, 1944) ในการเปลี่ยนค่า 
recombination frequency เป็นหน่วยเซ็นติมอร์แกน (cM) ผลที่ได้จากการสร้างกลุ่มลิงค์เกจคาด
ว่าไพรเมอร์ SNP ที่อยู่กลุ่มเดียวกันอาจจะอยู่บริเวณเดียวกัน 

4.6 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์  
น าข้อมูลด้านฟีโนไทป์จากการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง 

(Fusarium oxysporum f. sp. momordicae) ของประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 มาค านวณค่า AUDPC 
และน าข้อมูลจีโนไทป์ของประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จากข้อ 4.5.2 น ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
จีโนไทป์และฟีโนไทป์ โดยใช้โปรแกรม MapQTL6 (Van Ooijen and Kyazma, 2009) โดยพิจารณา
จากคะแนน logarithm of odd ratio (LOD) ที่มีค่าตั้งแต่ 3 ขึ้นไป และค่าความแปรปรวนของ
เปอร์ เ ซ็ น ต์ ฟี โ น ไทป์  (percentage of phenotypic variation explained; PVE) ที่ ม า กกว่ า  
15 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าเป็น QTL หลักและค่าความแปรปรวนของเปอร์เซ็นต์ฟีโนไทป์น้อยกว่า  
15 เปอร์เซ็นต์จะเป็น QTL รอง เพ่ือบอกถึงเครื่องหมายโมเลกุลนั้นสามารถบอกถึงลักษณะที่สนใจได้
มากน้อยหรือไม่ ซึ่งค่า LOD ที่สูงจะแสดงให้เห็นได้ว่า เครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะต้านทานโรค
เหี่ยวเหลืองที่สนใจอยู่ใกล้กัน แต่ถ้า LOD ต่ าแสดงว่า เครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะต้านทานโรค
เหี่ยวเหลืองที่สนใจอยู่ไกลกัน  



   
 

บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. การวิเคราะห์ข้อมูลด้านฟีโนไทป์ 
 1.1 พันธุ์และการสร้างประชากร การคัดเลือกสายพันธุ์แม่จากการประเมินความต้านทาน
ต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง 
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มภายในบล็อคสมบูรณ์ (Randomized Complete Block 
Design: RCBD) โดยมีทั้งหมด 4 สายพันธุ์  ได้แก่ มะระสายพันธุ์  EW-000255 , EW-000256 ,  
EW-000257 และ EW-000254 ที่เป็นสายพันธุ์ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลือง (resistance check)  
เพ่ือส าหรับใช้เปรียบเทียบความต้านทาน ท าการทดลองจ านวน 3 ซ้ า ผลการทดสอบความแปรปรวน
ในแต่ละสายพันธุ์ (Test of Homogeneity of Variance) โดยวิธีการของ Bartlett’s test พบว่า  
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) (ตารางภาคผนวกที่ 1) จากนั้นทดสอบการแจกแจงแบบ
ปกติของข้อมูล ของค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) พบว่ามีการแจกแจงแบบ
ปกติ (p > 0.05) (ตารางภาคผนวกที่ 2) ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, 
ANOVA ) ตารางที่ 8 พบว่า Block ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่พบว่า สายพันธุ์มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิต ิ(p < 0.01)  
 
ตารางที่ 8 วิเคราะห์ความแปรปรวนความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA ) ของมะระ
จ านวน 4 สายพันธุ์ จากการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง  

หมายเหตุ : ns คือ ไม่แตกต่างกันทางสถิติท่ีระดับนัยส าคัญ 0.05 (non-significant difference) 
      **  คือ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.01      
                        (significant difference) 
 

Source DF Sum of Square Mean Square F Value Pr(> F) 

Block  2 1.8848 0.9424 0.58 0.5901ns 
Treatment 3 2526.8029 842.2676 515.42 0.0000** 
Error 6 9.8048 1.6341   
Total 11 2538.4925       

CV(%)  4.84     
AUDPC Mean 26.39         



31 
 
 ผลการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum f. 
sp. momordicae ในมะระ 4 สายพันธุ์ ที่อายุ 21 วันหลังจากได้รับเชื้อ จะเห็นได้ว่ามะระทั้ง 4 สาย
พันธุ์ มีการแสดงความต้านทานต่อโรคที่แตกต่างกัน (ภาพที่ 7) จากการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้
กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) โดยใช้วิธี Least Significant Different (LSD) พบว่ามะระสาย
พันธุ์ EW-000255 และ EW-000256 ให้ค่าเฉลี่ย AUDPC ที่สูงที่สุดเท่ากับ 36.32 และ 37.65 
ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์พ่อที่มีความต้านทานให้ค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ 1.79 ทั้งนี้
จะเห็นได้ว่าค่าเฉลี่ย AUDPC ของ สายพันธุ์ EW-000255 และ EW-000256 ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติ แต่สายพันธุ์ EW-000256 มีค่าเฉลี่ย AUDPC ที่สูงกว่าสายพันธุ์ EW-000255 ประกอบกับ
การมีลักษณะคุณภาพของผลที่ตรง ลายทางสลับหยดน้ า และผลมีสีเขียวอ่อน ตรงตามที่ตลาด
ต้องการ (ภาพที่ 8) ดังนั้นจึงคัดเลือกมะระสายพันธุ์ EW-000256 มาใช้เป็นสายพันธุ์แม่ในการสร้าง
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 และ 2 ในการทดลองต่อไป 
 
ตารางที่ 9 เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) ของมะระที่ทดสอบ
ความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง จ านวน 4 สายพันธุ์โดยใช้ วิธี Least Significant 
Different (LSD)  

Acc. ค่าเฉลี่ย AUDPC  

EW-000254-R-check 1.79C  
EW-000255 36.32a  
EW-000256 37.65a  
EW-000257 29.79b  

Pr(> F) 0.0000**  
CV(%)            5.5  

 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่มีตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมน์เดียวกันไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที่ระดับ 
ความเชื่อมั่น 95% โดยวิธี Least Significant Different (LSD) 
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ภาพที่ 7 แสดงการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum 
f. sp. momordicae ในมะระจ านวน 4 สายพันธุ์ 21 วัน หลังจากวันที่ได้รับเชื้อ ในการคัดเลือกสาย
พันธุ์แม่ 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EW-000255 EW-000254 

EW-000256 EW-000257 
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ภาพที่ 8 ลักษณะของผลมะระที่ใช้ในการทดสอบความต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง 
Fusarium oxysporum f. sp. momordicae ในมะระจ านวน 4 สายพันธุ์ 
 
 
 
 

EW-000256 

EW-000254 EW-000255 

EW-000257 
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 จากการประเมินความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองท าให้ได้สายพันธุ์แม่ที่อ่อนแอ 
ต่อโรคเหี่ยวเหลืองที่สุด คือ EW-000256 มีการกระจายตัวของค่า AUDPC ระหว่าง 28-42 ในกราฟ
แท่งสีส้ม (ภาพที่ 9) และมีค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ37.65 ในสายพันธุ์พ่อ EW-000254 มีการกระจาย
ตั ว ข อ ง ค่ า  AUDPC ร ะห ว่ า ง  0-10.5 แ ล ะ มี ค่ า เ ฉ ลี่ ยAUDPC เ ท่ า กั บ  1.79 แ ส ด งผ ล ใ น 
กราฟแท่งสีฟ้า (ภาพที่ 9)  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 9 การกระจายตัวของค่า AUDPC ของความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ ระหว่างสาย
พันธุ์พ่อ (EW-000254 ) ที่มีความต้านทาน และสายพันธุ์แม่ (EW-000256) ที่อ่อนแอต่อโรคเหี่ยว
เหลือง 
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 1.2. การวิเคราะห์ยีนที่ควบคุมความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระในประชากร
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) 
 ผลจากการคัดเลือกสายพันธุ์แม่ที่ได้คือ EW-000256 และน าสายพันธุ์พ่อ EW-000254 ปลูก
และผสมกันเพ่ือผลิตประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และน าลูกผสมปลูกและผสมตัวเองเพ่ือให้ได้
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) จากการประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคที่ 7, 14 และ 21 วัน 
หลังจากวันที่ได้รับเชื้อ จากกราฟการกระจายตัวของค่า AUDPC (ภาพที่ 9) ของสายพันธุ์พ่อ  
(EW-000254 ) ทีต่้านทาน และสายพันธุ์แม่ (EW-000256) ที่อ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเหลืองท าให้สามารถ
แบ่งกลุ่มต้านทานได้ตามสายพันธุ์พ่อ โดยมีค่า AUDPC ตั้งแต่ 0-10.5 และกลุ่มอ่อนแอตามสายพันธุ์
แม่ มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 28-42 และในประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) ที่เกิดจากสายพันธุ์แม่ (EW-
000256) x สายพันธุ์พ่อ (EW-000254) มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 31.5-42 และมีค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ 
36.16 (ภาพที่  10) ซึ่ งแสดงลักษณะอ่อนแอต่อโรคทั้ งหมด  และมีแนวโน้มไปทางลักษณะ 
กลุ่มอ่อนแอคล้ายกับค่า AUDPC ของสายพันธุ์แม่ (EW-000256) ดังนั้นจึงมีการถ่ายทอดลักษณะ
พันธุกรรมความต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองในมะระเป็นแบบลักษณะด้อย (recessive trait) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 10 การกระจายตัวของค่า AUDPC ของความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ ในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 1 (F1)  
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 ทดสอบอัตราส่วนการกระจายตัวของลักษณะความต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลือง ในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2  โดยวิธีการทดสอบ Chi-square test เพ่ือหาจ านวนยีนที่ควบคุมลักษณะความ
ต้านทานโรค ซึ่งตั้งสมมติฐานคือ (H0) ลักษณะความต้านทานต่อโรคเห่ียวเหลืองในมะระจะถูกควบคุมด้วย

ยีนเพียง 1 ยีน โดยก าหนดให้อัตราส่วนค่าที่คาดหมายด้านฟีโนไทป์ระหว่างต้นต้านทานต่อต้นอ่อนแอ 
ในประชากรลูกรุ่นที่ 2 เท่ากับ 1:3 ซึ่งคาดว่าอาจถูกควบคุมด้วยยีนด้อยจ านวน 1 ยีนโดยค่า Chi 
square ที่ได้ไม่แตกต่างจากค่า Chi square ตาราง จึงยอมรับสมมติฐาน แต่ในทางตรงกันข้ามหากค่า Chi 
square ที่ค านวณได้มีค่าที่แตกต่างจากค่า Chi square ในตารางก็จะปฏิเสธสมมติฐาน นั่นคือลักษณะความ

ต้านทานต่อโรคเห่ียวเหลืองในมะระถูกควบคุมด้วยยีนมากกว่า 1 ยีน (ตารางที่ 10) พบว่าค่า Chi-Square 
ที่ค านวณได้เท่ากับ 5.99 ซึ่งมีค่าที่มากกว่าค่า Chi-Square ในตารางความน่าจะเป็น 0.05 ที่ระดับ
ความเป็นอิสระเท่ากับ 1 มีค่าเท่ากับ 3.842 ซึ่งอัตราส่วนที่คาดหมายในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 โดยอัตราส่วนต้นต้านทาน : 
ต้นอ่อนแอ ไม่เท่ากับ 1 : 3 ดังนั้นลักษณะความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระจึงคาดว่าถูกควบคุม
ด้วยยีนมากกว่า 1 ยีน และมีการกระจายตัวของฟีโนไทป์ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ไปในทางลักษณะ
อ่อนแอต่อโรคเหมือนสายพันธุ์แม่ (ภาพที่ 11) ซึ่งเป็นการกระจายตัวแบบไม่ปกติ (non-normal 
distribution) โดยกราฟมีลักษณะโค้งเบ้ขวา (negative skew) 
 
ตารางที่ 10 ผลการทดสอบค่า Chi-square test (χ2) ของการแสดงออกด้านฟีโนไทป์ของความ
ต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ในมะระ 

จ านวนยีน
ด้อย 

(recessive) 
ฟีโนไทป์  

ค่า 
AUDPC 

อัตราส่วน
ที่

คาดหมาย 

ค่าที่ได้
จาก
การ

ทดลอง 

ค่าที่ได้
ตาม

ทฤษฎี 

chi-
square 

(χ2)  

df 
p- 

value 

(O) (E) 

1 ยีน ต้นต้านทาน R (≤10.5) 1 75 58.75 5.99 1 0.014 * 

ต้นอ่อนแอ  S (≥10.5) 3 160 176.25       

 
หมายเหตุ p-value < 0.05  
* คือ มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 (significant difference) 
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ภาพที่ 11 การกระจายตัวของค่า AUDPC ของความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ ในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2 (F2) 
 
2. การวิเคราะห์ข้อมูลด้านจโีนไทป์ 
 2.1. การคัดเลือกไพรเมอร์ SNP 
 ผลการทดสอบเครื่องหมายโมเลกุล SNP ที่แสดงความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อ  
EW-000254 และสายพันธุ์แม่ EW-000256 จ านวน 1,828 ไพรเมอร์ SNP พบว่า มีเครื่องหมาย
โมเลกุลชนิด SNP ที่สามารถแยกแสดงความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อแม่ ได้ จ านวน 297  
ไพรเมอร์ SNP (ภาพที่ 12) และไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์พ่อแม่ได้ จ านวน 
1,531 ไพรเมอร์ SNP (ภาพที่ 13) จากนั้นน าเครื่องหมายโมเลกุล SNP จ านวน 297 ไพรเมอร์ SNP  
(ตารางที่ 11) ทดสอบกับประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จ านวน 235 ตัวอย่าง เพ่ือใช้เป็นข้อมูลด้าน 
จีโนไทป์ส าหรับสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups : LG) และวิเคราะห์QTL ของความสัมพันธ์
ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์ 
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ตารางท่ี 11 จ านวนไพรเมอร์ SNP ที่ตรวจสอบและจ านวนไพรเมอร์ SNP ที่ถูกคัดเลือกเพ่ือทดสอบ
กับประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ในมะระ 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 12 ตัวอย่างผลการทดสอบเครื่องหมายโมเลกุล SNP : BGSNP-1214 ที่สามารถแยกความ
แตกต่างได้ระหว่างสายพันธุ์พ่อ EW-000254 จุดสีเขียว (AA control) และสายพันธุ์แม่ EW-000256 
จุดสีม่วง (BB control) จุดสีด า คือ ชุดควบคุม (control) 
 
 
 
 
 
 

ขั้นตอน 
จ านวนไพรเมอร์ SNP  

ที่ตรวจสอบ 
จ านวนไพรเมอร์ SNP  

ที่ถูกคัดเลือก 

คัดเลือกเครื่ องหมายโมเลกุล  SNP  
ที่แสดงความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ 

1,828 297 
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ภาพที่ 13 ตัวอย่างผลการทดสอบเครื่องหมายโมเลกุล SNP : BGSNP-1103 ที่สามารถแยกความไม่
สามารถแยกความแตกต่างได้ระหว่างสายพันธุ์พ่อ EW-000254 จุดสีเขียว (AA control) และสาย
พันธุ์แม ่EW-000256 จุดสีม่วง (BB control) จุดสีด า คือ ชุดควบคุม (control) 
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 2.2. วิเคราะห์ข้อมูลด้านจีโนไทป์ 
เครื่องหมายโมเลกุล SNP จ านวน 297 ไพรเมอร์ SNP ที่ถูกคัดเลือก 
 น าข้อมูลจีโนไทป์ที่ได้จากการทดสอบกับเครื่องหมายโมเลกุล SNP จ านวน 297 ไพรเมอร์ 
SNP มาท าการตรวจสอบและคัดกรองข้อมูลสูญหาย (missing data) ของแต่ละไพรเมอร์ SNP พบว่า
ไม่มีไพรเมอร์ SNP และตัวอย่างใดที่มีข้อมูลจีโนไทป์สูญหายเกิน 10 เปอร์เซ็นต์ ใช้โปรแกรมส าเร็จรูป 
Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2006) ตัดข้อมูลไพรเมอร์ SNP ที่ให้ผลจีโนไทป์ซ้ ากันออก 1 ไพรเมอร์ 
SNP กล่าวคือ ถ้าไพรเมอร์ SNP ที่ให้ผลจีโนไทป์เหมือนกัน 100% (similarity =1) จะเลือกใช้ 
ไพรเมอร์ SNP เพียง 1 ไพรเมอร์ SNP เท่านั้น และตัดไพรเมอร์ SNP ออกจ านวน 8 ไพรเมอร์ SNP 
(ตารางที่ 12 และ ตารางภาคผนวกท่ี 3) ดังนั้นจึงมีจ านวนข้อมูลจีโนไทป์ทั้งหมด 289 ไพรเมอร์ SNP 
ที่ถูกน ามาใช้ในการทดสอบ จากนั้นทดสอบการกระจายตัวของไพรเมอร์  SNP (segregation 
distortion) โดยการทดสอบ Chi-square test (χ2) เพ่ือตรวจสอบว่าไพรเมอร์ SNP ที่ได้สอดคล้อง
กับค่าคาดหมายในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 หรือไม่ ซึ่งในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จะมีค่าคาดหมาย
การกระจายตัวของอัลลีล คือ 1:2:1 ดังนั้น ในประชากรนี้ลูกผสมชั่วที่ 2 นี้ควรจะมีค่าจีโนไทป์ 
ที่ ค า ดหวั ง คื อ  58.75 AA : 117.50 AB : 58.75 BB ผลกา รทด สอบ  Chi-square test พบว่ า 
มีไพรเมอร์ SNP จ านวน 47 ไพรเมอร์ (ตารางที่ 13) ที่มีการกระจายตัวของจีโนไทป์ที่ไม่เป็นไปตาม
อัตราส่วนที่คาดหมายไว้ ซึ่งเรียกไพรเมอร์ SNP ดังกล่าวนี้ว่า marker segregation distortion และ
ในการทดลองนี้จะไม่ตัดไพรเมอร์ SNP ที่เป็น marker segregation distortion ออกในขั้นตอนการ
สร้างกลุ่มลิงค์เกจ 
 ผลจากการสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups : LG) จากไพรเมอร์ SNP ทั้งหมด 282 ไพร
เมอร์ โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป Joinmap 4.1 (Van Ooijen, 2006) สามารถน าไปจัดกลุ่มลิงค์เกจได้
จ านวน 13 กลุ่มลิงค์เกจ (ภาพที่  14) และมีจ านวน 7 ไพรเมอร์  SNP ที่ ไม่สามารถจัดอยู่ ใน  
13 กลุ่มลิงค์เกจ (ตารางภาคผนวกที่ 4) และพบว่ามี marker segregation distortion อยู่ในกลุ่ม
ลิงค์เกจที่ 1, 2, 4, 5, 6 และ 13 จ านวน 47 ไพรเมอร์ SNP (ตารางภาคผนวกท่ี 5) 
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ตารางท่ี 12 แสดงไพรเมอร์ SNP ที่ให้ผลจีโนไทป์เหมือนกันและมีความเหมือนกัน (similarity) 
 

ชื่อไพรเมอร์ SNP ที่ใช้ ชื่อไพรเมอร์ SNP ที่ตัดออก ความเหมือน (similarity) 

BGSNP-12261 BGSNP-1257 1 
BGSNP-13161 BGSNP-1362 1 
MOMCH359954_13171 MOMCH367657_130 1 
BGSNP-13421 BGSNP-1357 1 
BGSNP-14411 BGSNP-1420 1 
BGSNP-16311 BGSNP-1613 1 
BGSNP-16631 BGSNP-1702 1 
MOMCH365503_15911 MOMCH362263_1638 1 

หมายเหตุ 1 หมายถึง ไพรเมอร์ SNP ที่คัดเลือกเพ่ือใช้ในการทดสอบ 
 
ตารางที่ 13 แสดงไพรเมอร์ SNP ที่มีการกระจายตัวผิดรูปแบบ (segregation distortion)  
จ านวน 47 ไพรเมอร์ SNP 

ล าดับ ชื่อไพรเมอร์ SNP AA AB BB Blank 
chi-

square 
(χ2) 

Df Signif. 

1 BGSNP-116 86 114 34 1 23.26 2 ******* 

2 BGSNP-1221 98 115 22 0 49.26 2 ******* 

3 BGSNP-1226 102 115 18 0 60.16 2 ******* 

4 BGSNP-1261 100 116 19 0 55.88 2 ******* 

5 BGSNP-13 89 109 37 0 24.24 2 ******* 

6 BGSNP-1300 116 111 8 0 99.99 2 ******* 

7 BGSNP-211 101 125 9 0 72.99 2 ******* 

8 MOMCH186607_1054 109 123 2 1 98.47 2 ******* 

9 MOMCH365273_2290 92 122 21 0 43.25 2 ******* 

10 MOMCH64310_1682 75 136 24 0 27.96 2 ******* 
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ตารางท่ี 13 (ต่อ) 

ล าดับ ชื่อไพรเมอร์ SNP AA AB BB Blank 
chi-

square 
(χ2) 

Df Signif. 

11 BGSNP-1050 122 111 2 0 123.27 2 ******* 

12 BGSNP-1094 87 126 22 0 37.19 2 ******* 

13 BGSNP-639 119 112 4 0 113.07 2 ******* 

14 BGSNP-671 112 117 4 2 100.12 2 ******* 

15 BGSNP-691 81 132 22 0 33.2 2 ******* 

16 BGSNP-754 123 111 1 0 127.39 2 ******* 

17 BGSNP-755 99 123 13 0 63.46 2 ******* 

18 BGSNP-830 87 127 21 0 38.61 2 ******* 

19 BGSNP-936 86 128 21 0 37.83 2 ******* 

20 MOMCH143247_192 92 115 28 0 34.97 2 ******* 

21 MOMCH352770_502 123 111 1 0 127.39 2 ******* 

22 MOMCH358328_577 94 131 9 1 65.1 2 ******* 

23 BGSNP-1424 124 110 1 0 129.71 2 ******* 

24 BGSNP-1438 122 111 1 1 125.75 2 ******* 

25 BGSNP-1441 109 117 9 0 85.11 2 ******* 

26 BGSNP-1576 25 146 52 12 27.89 2 ******* 

27 BGSNP-1631 106 116 13 0 73.65 2 ******* 

28 BGSNP-1700 44 152 36 3 22.9 2 ******* 

29 BGSNP-1723 101 127 7 0 76.74 2 ******* 
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ตารางท่ี 13 (ต่อ) 

ล าดับ ชื่อไพรเมอร์ SNP AA AB BB Blank 
chi-

square 
(χ2) 

Df Signif. 

30 BGSNP-1768 118 115 2 0 114.63 2 ******* 

31 BGSNP-53 100 117 18 0 57.23 2 ******* 

32 MOMCH222222_207 106 121 8 0 81.94 2 ******* 

33 BGSNP-1427 122 112 1 0 125.12 2 ******* 

34 MOMCH364065_2311 123 111 1 0 127.39 2 ******* 

35 BGSNP-262 76 125 33 1 16.9 2 ******  

36 BGSNP-1177 85 105 44 1 16.83 2 ******  

37 BGSNP-801 36 148 50 1 18.1 2 ******  

38 BGSNP-1698 34 145 55 1 17.17 2 ******  

39 BGSNP-129 76 126 33 0 16.97 2 ******  

40 MOMCH358018_178 81 115 39 0 15.12 2 *****   

41 BGSNP-871 80 117 38 0 15.02 2 *****   

42 BGSNP-1217 37 131 67 0 10.76 2 ****    

43 BGSNP-1041 81 110 44 0 12.61 2 ****    

44 BGSNP-1433 36 132 67 0 11.76 2 ****    

45 BGSNP-1607 80 110 44 1 11.91 2 ****    

46 BGSNP-1677 37 127 70 1 11.02 2 ****    

47 MOMCH355719_814 79 115 41 0 12.4 2 ****    
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ภาพที่ 14 แสดงผลการสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups : LG) ในมะระจ านวน 13 กลุ่มลิงค์เกจ 
(หมายเหตุ * marker segregation distrotion ) 
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3. การวิเคราะห์ QTL ของความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์โดยวิธี Interval mapping 
และ MQM analysis 
 เมื่อน าผลที่ได้จากการตรวจสอบจีโนไทป์ของประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 พบว่า สามารถจัดกลุ่ม
ลิงค์เกจได้จ านวน 13 กลุ่มลิงค์เกจ และน าข้อมูลฟีโนไทป์ที่ได้จากการทดสอบความต้านทานโรคต่อ
เชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium oxysporum f. sp. momordicae) ของประชากรลูกผสมชั่ว
ที่ 2 โดยใช้ค่า AUDPC (ตารางภาคผนวกที่ 6) และวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป 
MapQTL6 (Van Ooijen and Kyazma, 2009) โดยวิธี Interval mapping พบว่ากลุ่มลิงค์เกจที่ 5 
ให้ค่า LOD เท่ากับ 32.85 และ 24.57 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 
47.5 และ 38.2 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 14 และภาพที่ 15) และกลุ่มลิงค์เกจที่ 6 มีค่า LOD เท่ากับ 
3.83 และ 3.81 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 7.2. เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
14 และภาพท่ี 16) มีความสัมพันธ์กับฟีโนไทป์ เนื่องจากมีค่า LOD ที่มากกว่า 3  
 เพ่ือให้ได้ผลที่มีความแม่นย าและมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ QTL จึงน าผลการวิเคราะห์ 
QTL ด้วยวิธีการ Interval mapping มาวิเคราะห์โดยวิธี MQM analysis เพ่ือหาเครื่องหมายโมเลกุล
ที่สัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง ในการศึกษาครั้งนี้ เรียกชื่อว่า FW ผลการ
วิเคราะห์โดยวิธี MQM analysis พบว่าลักษณะต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองถูกควบคุมด้วย QTL หลัก  
เพียงต าแหน่งเดียวในกลุ่มลิงค์เกจที่ 5 และไม่พบ QTL ในกลุ่มลิงค์เกจที่ 6 ด้วยวิธี MQM analysis 
ซึ่งมีค่า LOD ที่ต่ ากว่า 3 มีค่าเท่ากับ 0.86 และ 0.76 ดังนั้นในกลุ่มลิงค์เกจที่ 5 จึงเป็น QTL หลัก 
(major QTL) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานต่อโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ และ
มีผลต่อลักษณะต้านทานโรค โดยมีเครื่องหมายโมเลกุล 2 เครื่องหมาย ได้แก่ MOMCH358328_577 
ซึ่งมีค่า LOD เท่ากับ 32.85 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 47.5 และ 
MOMCH365273_2290 มีค่า LOD เท่ากับ 24.57 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ 
(PVE) เท่ากับ 38.2 (ภาพที่ 17) และเป็น marker segregation distortion  
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ตารางท่ี 14 ผลการวิเคราะห์ QTL ด้วยวิธี Interval mapping และ MQM analysis กับลักษณะ
ต้านทานต่อโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ 

LG Position (cM) ไพรเมอร์ SNP 
Interval mapping    MQM analysis  

LOD % Expl.   LOD % Expl. 

5 64.0 MOMCH358328_577 32.85 47.5  32.85 47.5 

5 58.7 MOMCH365273_2290 24.57 38.2  24.57 38.2 

6 123.6 BGSNP-764 3.83 7.2  0.86 0.9 

6 122.7 BGSNP-1440 3.81 7.2   0.76 0.8 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภ า พ ที่  1 5  ก า ร วิ เ ค ร า ะห์  QTL ใ น กลุ่ ม ลิ ง ค์ เ ก จ ที่  5 ด้ ว ย วิ ธี ก า ร  Interval mapping  
(เส้นสีแดง      FW_IM ) และวิธีการ MQM analysis (เส้นสีเขียว      FW_MQM) ซึ่งเป็นต าแหน่ง 
major QTL. ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ  
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ภ า พ ที่  1 6  ก า ร วิ เ ค ร า ะห์  QTL ใ น กลุ่ ม ลิ ง ค์ เ ก จ ที่  6 ด้ ว ย วิ ธี ก า ร  Interval mapping  
(เส้นสีแดง      FW_IM ) และวิธีการ MQM analysis (เส้นสีเขียว      FW_MQM) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 17 ไพรเมอร์ SNP ชื่อ MOMCH358328_577 ในกลุ่มลิงค์เกจที่ 5 ทีส่ัมพันธ์กับลักษณะ
ต้านทานต่อโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ
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บทที่ 5 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การวิเคราะห์ข้อมูลด้านฟีโนไทป์ 
 พันธุ์และการสร้างประชากร การคัดเลือกสายพันธุ์แม่จากการประเมินความต้านทานต่อ
เชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง 
 จากการปลูกเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง (Fusarium oxysporum f. sp. momordicae)  
ใช้เชื้อไอโซเลทจากจังหวัดพิษณุโลกทดสอบความต้านทานในมะระ เพ่ือคัดเลือกสายพันธุ์แม่และ
ทดสอบกับประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ในการศึกษาครั้งนี้ใช้การค านวณพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของ
โรค (AUDPC ;the area under the disease progress curve ) เนื่องจากค่า AUDPC เป็นประโยชน์
ในการน ามาใช้เป็นข้อสรุปของดัชนีการเกิดโรคเมื่อระยะเวลาผ่านไป เพ่ือเปรียบเทียบการเกิดโรคที่
เกิดขึ้นระหว่างเวลา สถานที่ทดลอง หรือวิธีการจัดการ ซึ่งวิธีการค านวณค่า AUDPC เป็นวิธีการที่ใช้
กันอย่างแพร่หลายเพ่ือใช้ประเมินค่าเฉลี่ยความรุนแรงของโรคระหว่างแต่ละจุดเวลาที่อยู่ติดกัน 
(Madden et al., 2007)  จากการทดสอบความต้ านทานต่อโรคเหี่ ยว เหลือง ในมะระทั้ ง  
4 สายพันธุ์จะเห็นได้ว่า มีมะระเพียง 1 สายพันธุ์ที่แสดงความต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองมากที่สุด 
คือ EW-000254 ที่ใช้เป็นพันธุ์เพ่ือเปรียบเทียบความต้านทานและเป็นสายพันธุ์พ่อ ในการสร้าง
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 และ ชั่วที่ 2 พบมะระ 2 สายพันธุ์ได้แก่ สายพันธุ์ EW-000255 และ EW-
000256 ที่มีค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ 36.32 และ 37.65 ตามล าดับ และไม่มีความแตกต่างกันทาง
สถิติ แต่มะระพันธุ์ EW-000256 จะมีค่า AUDPC สูงที่สุด และมีลักษณะผล ลายทางสลับหยดน้ า 
และผลมีสีเขียวอ่อน ซึ่งเป็นที่ต้องการของตลาดในประเทศไทย (Dhillon et al., 2016) จึงเลือกใช้
เป็นสายพันธุ์แม่ ในขณะที่มะระพันธุ์ EW-000255 มีผลสีขาว ในขั้นตอนการประเมินความต้านทาน
ต่อโรคเหี่ยวเหลือง และคัดเลือกสายพันธุ์พ่อแม่เพ่ือน ามาสร้างประชากรส าหรับใช้ ในการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุล เพ่ือน ามาใช้ในการช่วยคัดเลือกลักษณะที่ต้องการนั้นเป็นขั้นตอนที่จ าเป็นและ 
มีความส าคัญอย่างยิ่ง เนื่องจากในการสร้างประชากรนั้นจ าเป็นที่จะต้องคัดเลือกสายพันธุ์พ่อและแม่
จะต้องมีลักษณะที่มีคุณค่าทางการเกษตรและพันธุ์ที่ใช้จะต้องมีลักษณะที่สนใจที่แตกต่างกัน 1 หรือ
หลายลักษณะทั้งลักษณะที่ควบคุมด้วยยีนเพียง 1 คู่ (monogenic trait) หรือควบคุมด้วยยีนหลายคู่ 
(polygenic trait หรือ quantitative trait) (สุรินทร์, 2552) 
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 1.2. การวิเคราะห์ยีนที่ควบคุมความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระในประชากร
ประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) และประชากรลูกผสมช่ัวที่ 2 (F2) 
 ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 (F1) ที่ เกิดจากสายพันธุ์แม่ (EW-000256) x สายพันธุ์พ่อ  
(EW-000254) แสดงลักษณะอ่อนแอต่อโรคท้ังหมด มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 31.5-42 มีค่าเฉลี่ย AUDPC 
เท่ากับ 36.16 ซึ่งมีแนวโน้มไปทางกลุ่มอ่อนแอคล้ายกับค่า AUDPC ของสายพันธุ์แม่ (EW-000256) 
จากผลการประเมินความต้านทานในประชากรลูกผสมชั่วที่ 1 ที่ได้ดังกล่าวนี้ จึงสนับสนุนว่าลักษณะ
ความต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองในการศึกษาครั้งนี้มีการถ่ายทอดลักษณะพันธุกรรมความต้านทาน
ต่อโรคเหี่ยวเหลืองในมะระเป็นแบบลักษณะด้อย (recessive trait)  
 ผลประเมินความต้านทานต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ต่อ 
เชื้อ Fusarium oxysporum f. sp. momordicae จ านวน 235 ต้น มีค่า AUDPC ตั้ งแต่  0-42 
เนื่องจากลักษณะทางฟีโนไทป์ของโรคเหี่ยวเหลืองที่ปรากฎไม่สามารถแยกพืชที่มีความต้านทานออก
จากพืชที่อ่อนแอได้อย่างชัดเจน จึงใช้การแบ่งกลุ่มต้านทานตามสายพันธุ์พ่อ มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 
0-10.5 และกลุ่มอ่อนแอตามสายพันธุ์แม่ มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 28-42 เป็นตัวแบ่งกลุ่ม ในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2 มีการกระจายตัวของค่า AUDPC ของความต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง เป็นแบบไม่ปกติ 
(non-normal distribution) โดยกราฟมีลักษณะโค้งเบ้ขวา (negative skew) เนื่องจากในประชากร
ลูกผสมชั่วที่ 2 ส่วนมากแสดงลักษณะฟีโนไทป์ที่อ่อนแอต่อโรค จึงแสดงให้เห็นว่าลักษณะต้านทานต่อ
เชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum f. sp. momordicae ในประชากรลูกผสม 
ชั่วที่ 2 อาจมียีนควบคุมหลายยีน หรือเป็นลักษณะเชิงปริมาณ (quantitative trati) โดยสอดคล้อง
กับผลการทดสอบค่า Chi-square test (χ2) ของการแสดงออกด้านฟีโนไทป์ในประชากรลูกชั่วที่ 2  
ทีอั่ตราส่วนที่คาดหมายไม่เท่ากับ 1 : 3 ตามทฤษฏีของเมลเดล อย่างไรก็ตาม การศึกษาการกระจาย
ตัวของลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระยังไม่มีรายงานการศึกษามาก่อน แต่พบในพืชวงศ์แตง 
(Cucurbitaceae) ในแคนตาลูปมีการศึกษาการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมความต้านทานต่อ 
F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum (Forc) โดยพันธุ์  Hemed ต้านทานโรคสู ง  และ 
muskmelon พันธุ์ Dulce ที่อ่อนแอต่อโรค ในประชากรลูกรุ่นที่ 2 พันธุ์ Hemed มียีนเด่น 1 ยีน 
ที่ควบคุม คือ Forc-1 และยีนด้อย คือ forc-2 (Elkabetz et al., 2016) จากการศึกษาการถ่ายทอด
ความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระครั้งนี้พบว่า ความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระถูกควบคุม
ด้วยยีนมากกว่า 1 คู่ ซึ่งการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมต่างไปจากแคนตาลูป ที่ถูกควบคุมด้วย 
ยีนเด่น เนื่องจากมีความแตกต่างของชนิดของเชื้อสาเหตุ (pathogen) ชนิดของ race โรคเหี่ยวเหลือง
ในมะระ และแหล่งสายพันธุ์ต้านทาน (resistance sources) ที่ใช้ในการศึกษา อีกทั้งวิธีการวินิจฉัย
ระดับความรุนแรงของโรคท่ีแตกต่างกัน (Zhang et al., 2014) 
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2. การวิเคราะห์ข้อมูลด้านจโีนไทป์ 
 การทดสอบ Chi-square test (χ2) ของข้อมูลจี โนไทป์ของประชากรลูกผสมชั่วที่  2  

 เพ่ือตรวจสอบว่าไพรเมอร์ SNP ที่ได้สอดคล้องกับค่าคาดหมายในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 หรือไม่  
ซึ่งในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จะมีค่าคาดหมายการกระจายตัวของอัลลีล คือ 1:2:1 พบจ านวน  
47 ไพรเมอร์ SNP มีการกระจายตัวของไพรเมอร์ SNP ไม่เป็นไปตามอัตราส่วน เรียกว่า marker 
segregation distortion ซ่ึงเป็น marker ที่มีการกระจายตัวของอัลลีลคลาดเคลื่อนผิดรูปแบบไปจาก
อัตราส่วนที่คาดหมายทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของประชากรที่ใช้ศึกษา (Xu and Hu, 2009) และการพบ 
marker segregation distortion จะพบทั่วไปในการวิเคราะห์จีโนม เช่น เกิดจากความผิดพลาดของ
การสุ่มตัวอย่างของประชากร การเก็บข้อมูล ข้อมูลทางฟีโนไทป์ และพ่อแม่ที่ใช้ในการทดลอง หรือ
อาจเกิดจากการคัดเลือกของ gametes และ zygotes (Falconer and Mackay, 1996) และmarker 
segregation distortion เกิดจากการเข้าคู่ของ loci ที่ เด่นของพ่อและแม่ หรือ recombinant 
genotypes (Alheit et al., 2011) แต่ยังคงสามารถน ามาใช้ได้และไม่มีผลกระทบต่อการท า QTL 
mapping (Xu, 2008) ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไม่ตัดไพรเมอร์ SNP ที่เป็น marker segregation 
distortion ออกจากการสร้างกลุ่มลิงค์เกจ และเพ่ือให้เกิดการสร้างแผนที่ยีนที่มีความถี่ของการสร้าง
แผนที่มากที่สุดเท่าที่จะเป็นไปได้ ในส่วนของการจัดเรียงกลุ่มลิงค์เกจที่ได้จากการทดสอบครั้งนี้มี
คว ามสอดคล้ อง ในการจั ด เ รี ย งของกลุ่ มลิ งค์ เ กจกับแผนที่  QTL ของยี นต้ านทานโรค 
ราแป้งในมะระในงานวิจัยของ Theeraporn (2017) เนื่องจากเป็น ไพรเมอร์ SNP ชุดเดียวกันซึ่งถูก
ออกแบบโดยบริษัท East West Seed จ ากัด  
 ผลการสร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups : LG) ในมะระมีจ านวน 13 กลุ่มลิงค์เกจ ซึ่ง 
มีจ านวนกลุ่มลิงค์เกจที่มากกว่าจ านวนโครโมโซมของมะระ (x = 11) (Bharathi et al., 2011)  
อาจเป็นไปได้ว่าจ านวนไพรเมอร์ SNP ที่ถูกคัดเลือกมีจ านวนน้อยจึงท าให้ขาดความเชื่อมโยงกัน 
ในกลุ่มลิงค์เกจ ซึ่งเป็นไปในทางเดียวกับในการศึกษาแผนที่ของมะระที่เกี่ยวข้องกับดอกเพศเมีย 
(gynoecy) ในปี 2014 พบจ านวน 15 กลุ่มลิงค์เกจ (Matsumura et al., 2014)  
 การวิเคราะห์ QTL ของความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์กับลักษณะต้านทานต่อ
เชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองใช้การวิเคราะห์ QTL 2 วิธี คือ Interval mapping และ MQM analysis 
ในการวิเคราะห์ QTL วิธี Interval mapping พบว่ากลุ่มลิงค์เกจที่ 5 เป็น QTL หลัก และกลุ่มลิงค์
เกจที่ 6 เป็น QTL รอง เนื่องจากโดยทั่วไปจะใช้ LOD ตั้งแต่ 3 ขึ้นไป (Collard, B. C. Y. et al., 
2005) เพ่ือให้การวิเคราะห์ QTL ให้ความแม่นย า น่าเชื่อถือและมีความละเอียดของต าแหน่ง QTL  
จึงใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ MQM analysis (Rajpal et al., 2016; Van Deynze et al., 2009) พบว่า
กลุ่มลิ งค์ เกจที่  5 ยังคงเป็น QTL หลักที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานต่อเชื้อสาเหตุ 
โรคเหี่ยวเหลือง และมีค่า LOD สูงสุดเท่ากับ 32.85 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ 
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(PVE) เท่ากับ 47.5 เปอร์เซ็นต์ ในไพรเมอร์ SNP ชื่อ MOMCH358328_577 อีกทั้งยังไพรเมอร์ SNP 
นี้เป็น marker segregation distortion ทีก่ารกระจายตัวของไพรเมอร์ SNP ไม่เป็นไปตามอัตราส่วน 
1:2:1 อาจเนื่องมาจากในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 มีการกระจายตัวของฟีโนไทป์ลักษณะต้านทาน   
ไม่เท่ากับค่าคาดหมาย 1 :3 และยังการกระจายตัวของค่า AUDPC ของความต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง 
เป็นแบบไม่ปกติ (non-normal distribution) โดยส่วนมากแสดงลักษณะฟีโนไทป์ที่อ่อนแอต่อโรค 
อีกทั้งยังไม่พบ QTL ในกลุ่มลิงค์เกจที่ 6 ในการวิเคราะห์ QTL แบบ MQM analysis เนื่องจากมีค่า 
LOD ที่ต่ ากว่า 3 และมีค่าค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) ที่น้อยกว่า 15 เปอร์เซ็นต์ 
ดังนั้นกลุ่มลิงค์เกจที่ 6 จึงไม่มีอิทธิพลต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ จากผลการทดลอง
จะเห็นได้ว่าพบ QTL หลัก (major QTL) เพียงต าแหน่งเดียว อาจเนื่องมาจาก ปัจจัยต่างๆเหล่านี้ 
ได้แก่ แหล่งของความต้านทาน (resistance source) ที่ถูกน ามาใช้ในการศึกษาครั้งนี้มี QTL หลัก
เ พี ย ง  1 ต า แหน่ ง เ ท่ า นั้ น  ปั จ จั ย ที่ ส อ ง  คื อ  จ า น วณ เ ค รื่ อ งหม าย โ ม เ ล กุ ล ชนิ ด  SNP  
ที่น ามาใช้ในการทดสอบนั้นยังมีน้อย ซึ่งจะสังเกตได้จากความหนาแน่นของเครื่องหมายโมเลกุล 
ในบางกลุ่มลิงค์เกจที่มีจ านวนน้อย หรืออีกหนึ่งสาเหตุอาจมาจากจ านวนประชากรรุ่นที่ 2 ที่ใช้ในการ
ทดสอบนี้ยังมีปริมาณไม่มากพอ 



   
 

บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 
 การคัดเลือกสายพันธุ์มะระที่มีความต้านทานและอ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเหลืองจากมะระ  
4 สายพันธุ์  ได้แก่  EW-000255, EW-000255, EW-000256, และ EW-000257 ทดสอบความ
ต้านทานโรคต่อเชื้อสาเหตุโรคเหี่ยวเหลือง Fusarium oxysporum f. sp. momordicae และ
ประเมินระดับความรุนแรงในการเกิดโรคที่ 7, 14 และ 21 วัน หลังจากวันที่ได้รับเชื้อ โดยให้คะแนน
ระดับความรุนแรงของโรคเป็น 5 ระดับ (rating score) สามารถคัดเลือกสายพันธุ์แม่ที่อ่อนแอต่อโรค
เหี่ยวเหลืองที่สุด คือ EW-000256 ที่มีค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ 37.65 และมีการกระจายตัวของ 
ค่าAUDPC ระหว่าง 28-42 อีกทั้งยังมีลักษณะผลมีสีเขียวเป็นที่ต้องการของตลาดในประเทศไทย  
และในสายพันธุ์ พ่อ EW-000254 มีค่าเฉลี่ย AUDPC เท่ากับ 1.79 และมีการกระจายตัวของ 
ค่า AUDPC ระหว่าง 0-10.5 และในประชากร F1 ที่เกิดจากสายพันธุ์แม่ (EW-000256) x สายพันธุ์
พ่อ (EW-000254) แสดงลักษณะอ่อนแอต่อโรคทั้งหมด มีค่า AUDPC ตั้งแต่ 31.5-42 มีลักษณะ
อ่อนแอเหมือนสายพันธุ์แม่(EW-000256) ดังนั้น ยีนที่ควบคุมลักษณะความต้านทานต่อโรคเหี่ยว
เหลืองในมะระเป็นยีนด้อย (recessive gene)  
 การศึกษาการกระจายตัวในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 จ านวน 235 ตัวอย่าง วิเคราะห์โดยการ
ทดสอบ Chi-square test พบว่า ค่า Chi-Square ที่ค านวณได้มีค่าเท่ากับ 5.99 ซึ่งมีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p=0.014) โดยมีอัตราส่วนของต้นที่ต้านทาน
และต้นอ่อนแอต่อโรคเป็น 75 และ 160 ซึ่งไม่อยู่ในสัดส่วน 1:3 จากผลการศึกษาแสดงว่าลักษณะยีน 
ที่ควบคุมลักษณะความต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระมีอาจมากกว่า 1 คู่ และเป็นลักษณะเชิง
ปริมาณ (quantitative trait) 
 การทดสอบจีโนไทป์ของประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ในมะระ จ านวน 235 ตัวอย่าง สามารถ
สร้างกลุ่มลิงค์เกจ (linkage groups : LG) จากจ านวน 282 ไพรเมอร์ ได้จ านวน 13 กลุ่มลิงค์เกจ 
และมีจ านวน 7 ไพรเมอร์ ไม่สามารถจัดกลุ่มลิงค์เกจได้ และพบ marker segregation distortion 
อยู่ในกลุ่มลิงค์เกจที่ 1, 2, 4, 5, 6 และกลุ่มลิงค์เกจ 13 จ านวน 47 ไพรเมอร์  
 การวิเคราะห์  QTL ของความสัมพันธ์ระหว่างจีโนไทป์และฟีโนไทป์ โดยวิธี  Interval 
mapping โดยใช้ค่า AUDPC วิเคราะห์ความสัมพันธ์ พบว่า กลุ่มลิงค์เกจที่ 5 ให้ค่า LOD สูงที่สุด
เท่ากับ 32.85 และ 24.57 มีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 47.5 และ 
38.2 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มลิงค์เกจที่ 6 มีค่า LOD เท่ากับ 3.83 และ 3.81 มีค่าความแปรปรวนของ
เปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 7.2. เปอร์เซ็นต์ เพ่ือให้การวิเคราะห์ QTL มีความแม่นย า 
น่าเชื่อถือและมีความละเอียดของต าแหน่ง QTL จึงใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ MQM analysis พบว่า
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ลักษณะต้านทานต่อโรคเหี่ยวเหลืองถูกควบคุมด้วย QTL หลัก คือ กลุ่มลิงค์ เกจที่  5 มีค่า 
LOD สูงสุดเท่ากับ 32.85 และมีค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) เท่ากับ 47.5  
ในไพรเมอร์ SNP MOMCH358328_577 และเป็น marker segregation distortion ดังนั้น ในกลุ่ม
ลิงค์เกจที่ 5 จึงเป็น QTL หลัก (major QTL) ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานต่อโรคต่อเชื้อ
สาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระซ่ึงมีผลต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ 
 

ข้อเสนอแนะในการวิจัยครั้งต่อไป 
 ในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับยีนต้านทานโรคเหี่ยวเหลือง  Fusarium 
oxysporum f. sp. momordicae ในมะระจากประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 เครื่องหมายโมเลกุลที่ได้
เป็นส่วนหนึ่งของ QTL เท่านั้น ซึ่งยังไม่ใช่เครื่องหมายที่อยู่บนยีน อาจมีข้อจ ากัดของประชากรที่น ามา
ประยุกต์ใช้ รวมไปถึงค่าความแปรปรวนของเปอร์เซนต์ฟีโนไทป์ (PVE) ที่ได้นั้นยังไม่ถึง 100 
เปอร์เซ็นต์ และเครื่องหมายที่ได้จากการศึกษาที่ได้นั้นยังต้องการการทดสอบกับประชากรอ่ืนๆ เช่น 
ประชากรผสมกลับ เป็นต้น เพ่ือเป็นการยืนยันว่าเครื่องหมายที่ได้สามารถน าไปช่วยในงานด้าน
ปรับปรุงพันธุ์มะระได้ อีกทั้งยังควรมีการศึกษาต่อโดยการหายีนที่สนใจในต าแหน่งที่อยู่ใกล้กับบริเวณ 
QTL ที่พบ 
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ภาคผนวก 
ตารางภาคผนวกที่ 1 แสดงการทดสอบความแปรปรวนในประชากรของมะระ 4 สายพันธุ์ ว่ามีความ
แปรปรวนแตกต่างกันหรือไม่ (Test of Homogeneity of Variance) โดยวิธีการของ Bartlett’s 
test 

Method DF Chisq Value Pr(>Chisq) 

Bartlett 3 4.06 0.2546ns 
 
ตารางภาคผนวกที่ 2 แสดงการทดสอบการแจกแจงแบบปกติ  (Test for Normality ) ของค่า 
AUDPC ด้วยวิธี Shapiro-Wilk 

Variable Method W Value Pr(< W) 

AUDPC_resid Shapiro-Wilk 0.8964 0.1424 ns 
 
ตารางภาคผนวกที่ 3 แสดงการเปรียบผลของจีโนไทป์ในไพรเมอร์ SNP ที่มีความเหมือนกัน 
(similarity) โดย 1 หมายถึง ไพรเมอร์ SNP ที่คัดเลือกเพ่ือใช้ในการทดสอบ 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
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38 H H H H A A H H H H H H B B H H 

39 H H B B B B B B H H H H H H H H 

40 B B A A B B A A B B H H H H H H 

41 A A B B A A B B A A H H H H B B 

42 A A A A H H H H A A A A H H B B 

43 H H B B H H B B H H H H A A H H 

44 B B H H A A H H H H A A A A H H 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์  จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
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45 A A  A A A A A A A A A A B B H H 

46 A A  H H H H H H A A A A H H A A 

47 H H  H H H H A A H H B B H H B B 

48 H H  B B H H H H H H B B H H H H 

49 A A  A A B B H H A A A A B B A A 

50 H H  H H H H A A H H H H H H H H 

51 H H  H H H H H H H H H H H H B B 

52 H H  H H A A A A H H B B A A H H 

53 A A  H H H H B B A A H H H H A A 

54 A A  H H H H H H A A A A H H A A 

55 H H  H H A A B B H H H H A A H H 

56 H H  A A B B A A H H H H H H H H 

57 A A  A A B B H H A A A A H H H H 

58 A A  H H H H H H A A A A B B A A 

59 H H  A A H H A A H H H H A A A A 

60 A A  H H H H B B A A A A H H B B 

61 A A  B B A A B B A A A A H H A A 

62 H H  A A H H B B H H H H B B H H 

63 H H  H H A A A A H H H H B B H H 

64 H H  H H B B H H H H H H B B H H 

65 H H  H H H H H H H H H H H H B B 

66 H H  B B H H A A H H H H B B A A 

67 B B  H H H H H H H H H H H H B B 

68 A A  A A H H A A A A A A H H H H 

69 A A  A A H H A A A A H H H H H H 

70 H H  H H A A H H H H H H H H A A 

71 B B  B B B B H H B B H H A A B B 

72 B B  H H B B B B H H H H B B B B 

73 H H  A A B B A A H H H H B B B B 

74 H H  B B H H B B H H H H B B A A 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
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75 H H B B B B B B H H H H B B B B 

76 A A H H B B H H A A A A A A H H 

77 H H A A H H H H H H H H B B B B 

78 H H A A H H A A H H H H A A H H 

79 H H H H H H H H H H H H B B H H 

80 H H H H H H H H H H H H A A H H 

81 H H H H H H A A H H H H H H H H 

82 H H A A H H A A A A A A H H A A 

83 A A B B H H B B A A A A H H B B 

84 A A H H H H H H A A A A B B B B 

85 B B A A A A A A B B A A H H H H 

86 A A A A H H A A A A H H H H A A 

87 H H H H H H H H H H H H H H B B 

88 A A B B B B H H A A A A H H H H 

89 A A A A B B B B A A A A H H H H 

90 B B H H H H H H H H H H H H A A 

91 H H B B H H H H H H A A H H H H 

92 A A H H H H H H A A A A A A H H 

93 A A A A H H B B A A A A B B H H 

94 A A A A H H H H A A A A A A A A 

95 B B H H A A H H H H A A A A A A 

96 A A H H H H B B A A A A B B A A 

97 A A B B A A B B A A A A A A H H 

98 A A H H A A H H A A A A H H H H 

99 H H H H A A A A A A H H B B H H 

100 H H H H A A A A H H H H B B H H 

101 H H A A A A A A H H H H H H B B 

102 A A H H H H B B A A H H H H H H 

103 A A H H B B H H A A A A B B A A 

104 A A A A A A A A A A A A H H B B 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
BG

SN
P-

12
26

1  

BG
SN

P-
12

57
 

BG
SN

P-
13

16
1  

BG
SN

P-
13

62
 

M
OM

CH
35

99
54

_1
31

71  

M
OM

CH
36

76
57

_1
30

 

BG
SN

P-
13

42
1  

BG
SN

P-
13

57
 

BG
SN

P-
14

41
1  

BG
SN

P-
14

20
 

BG
SN

P-
16

31
1  

BG
SN

P-
16

13
 

BG
SN

P-
16

63
1  

BG
SN

P-
17

02
 

M
OM

CH
36

55
03

_1
59

11  

M
OM

CH
36

22
63

_1
63

8 

105 H H H H H H H H A A A A B B B B 

106 H H B B A A B B H H H H B B H H 

107 H H H H H H A A H H H H B B H H 

108 A A A A A A B B A A A A B B A A 

109 H H A A B B A A H H H H B B H H 

110 A A H H A A B B A A A A A A H H 

111 H H A A A A A A H H H H H H H H 

112 H H H H B B H H H H H H H H B B 

113 A A H H H H A A A A A A H H B B 

114 A A B B H H B B A A A A B B B B 

115 A A H H B B H H A A A A H H A A 

116 H H H H A A H H H H H H H H H H 

117 H H A A B B A A A A H H A A H H 

118 H H H H B B H H H H A A A A B B 

119 A A H H B B A A A A A A H H H H 

120 H H B B B B H H H H H H H H H H 

121 A A H H A A B B A A A A H H H H 

122 A A H H H H H H A A A A H H A A 

123 B B A A A A A A H H H H H H H H 

124 H H A A H H H H H H H H A A H H 

125 H H B B A A B B A A H H B B A A 

126 B B H H H H H H B B B B B B H H 

127 A A A A A A H H A A A A B B A A 

128 H H H H B B H H H H H H H H B B 

129 H H A A H H H H H H H H H H H H 

130 H H B B A A A A H H H H B B H H 

131 A A A A H H H H A A H H B B A A 

132 H H A A H H H H H H A A H H H H 

133 A A B B H H B B A A A A B B A A 

134 A A H H A A A A A A A A H H H H 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
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135 H H A A H H A A H H H H H H B B 

136 H H H H H H B B H H H H H H B B 

137 A A H H A A H H A A A A B B A A 

138 A A H H H H H H A A A A H H H H 

139 A A B B A A H H A A H H A A A A 

140 H H A A B B A A H H H H H H A A 

141 A A H H B B A A A A A A H H B B 

142 A A A A H H H H A A A A H H A A 

143 A A A A B B A A A A A A B B B B 

144 H H H H H H B B H H B B H H A A 

145 H H B B H H B B H H H H H H H H 

146 A A H H H H H H A A A A H H H H 

147 A A A A H H A A A A A A H H H H 

148 H H H H H H A A H H A A H H H H 

149 A A H H H H H H A A A A H H A A 

150 A A B B H H B B A A A A B B A A 

151 H H H H H H H H H H H H B B H H 

152 H H H H H H H H H H H H H H A A 

153 A A A A H H A A A A H H B B H H 

154 H H H H H H H H H H H H H H B B 

155 H H B B B B B B H H A A H H H H 

156 A A H H A A H H A A H H H H B B 

157 H H H H H H H H H H H H H H B B 

158 A A B B B B B B A A A A B B H H 

159 A A H H H H H H H H H H H H H H 

160 A A H H H H H H A A A A H H H H 

161 H H B B B B B B H H A A H H H H 

162 H H A A B B H H H H H H H H H H 

163 H H H H H H B B H H H H H H H H 

164 H H B B H H H H H H A A H H A A 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
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165 H H H H H H H H H H H H B B H H 

166 H H H H A A H H A A A A B B B B 

167 H H H H A A A A H H H H H H H H 

168 B B H H H H B B H H H H A A A A 

169 H H B B A A B B H H H H B B A A 

170 A A H H H H H H A A A A H H H H 

171 A A H H H H H H A A H H B B H H 

172 H H H H H H H H H H H H B B H H 

173 A A H H B B A A A A H H B B A A 

174 H H B B H H H H H H H H B B A A 

175 A A A A H H A A A A A A B B H H 

176 A A H H B B H H A A A A H H H H 

177 H H B B H H B B H H B B H H A A 

178 H H H H A A H H H H H H H H B B 

179 A A H H H H B B A A H H B B A A 

180 A A B B B B B B A A A A A A A A 

181 A A A A A A A A A A A A B B A A 

182 H H B B A A H H H H A A H H B B 

183 H H B B H H H H H H H H A A A A 

184 A A H H H H H H A A A A A A H H 

185 A A H H B B A A H H H H H H B B 

186 H H H H H H H H H H H H A A H H 

187 H H A A B B A A H H H H A A A A 

188 H H H H H H H H H H H H B B H H 

189 H H H H B B H H H H H H B B H H 

190 A A H H H H H H A A A A H H B B 

191 H H A A H H A A H H A A B B A A 

192 H H B B B B H H H H H H A A B B 

193 H H A A H H A A H H A A B B B B 

194 H H H H H H H H H H B B H H H H 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
BG

SN
P-

12
26

1  

BG
SN

P-
12

57
 

BG
SN

P-
13

16
1  

BG
SN

P-
13

62
 

M
OM

CH
35

99
54

_1
31

71  

M
OM

CH
36

76
57

_1
30

 

BG
SN

P-
13

42
1  

BG
SN

P-
13

57
 

BG
SN

P-
14

41
1  

BG
SN

P-
14

20
 

BG
SN

P-
16

31
1  

BG
SN

P-
16

13
 

BG
SN

P-
16

63
1  

BG
SN

P-
17

02
 

M
OM

CH
36

55
03

_1
59

11  

M
OM

CH
36

22
63

_1
63

8 

195 B B B B H H B B B B B B B B H H 

196 A A B B B B B B A A H H A A B B 

197 A A H H A A A A A A A A A A B B 

198 H H A A B B A A H H H H H H H H 

199 A A H H H H H H A A A A A A H H 

200 H H A A B B B B H H H H H H B B 

201 H H H H H H H H H H H H A A H H 

202 A A H H H H H H A A A A H H H H 

203 H H H H H H H H H H B B H H A A 

204 H H H H H H A A H H H H H H B B 

205 A A H H A A H H A A A A H H H H 

206 A A A A A A H H A A A A B B H H 

207 A A A A B B A A A A A A B B H H 

208 H H H H B B A A H H H H H H A A 

209 H H H H H H A A H H H H B B H H 

210 H H B B H H H H H H H H H H H H 

211 H H H H H H A A H H H H B B H H 

212 H H B B H H B B A A A A H H H H 

213 A A A A H H H H A A A A H H B B 

214 A A B B A A B B A A A A B B H H 

215 H H A A B B A A H H A A H H H H 

216 H H A A A A B B H H H H H H H H 

217 A A B B B B B B A A A A H H A A 

218 H H H H H H B B H H H H B B H H 

219 A A B B A A H H A A B B B B H H 

220 H H B B H H H H H H H H H H A A 

221 A A B B B B B B A A A A A A H H 

222 H H H H A A H H H H H H A A H H 

223 B B H H H H H H B B H H H H A A 

224 H H B B H H B B H H H H H H H H 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 (ต่อ) 

ล า
ดับ

 

จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ จีโนไทป์ 
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225 A A H H H H H H A A A A A A H H 

226 A A H H A A H H A A H H A A A A 

227 B B H H H H H H B B H H H H H H 

228 H H H H H H H H H H H H H H A A 

229 H H H H H H A A H H B B H H A A 

230 H H H H H H H H H H H H H H H H 

231 A A H H A A H H A A A A H H H H 

232 H H H H A A H H H H H H B B H H 

233 H H H H B B H H H H A A H H A A 

234 H H A A H H A A A A A A B B A A 

235 A A B B H H B B A A A A B B A A 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ 4 ไพรเมอร์ SNP 7 ไพรเมอร์ ที่ไม่สามารถจัดอยู่ใน 13 กลุ่มลิงค์เกจในมะระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

ล าดับ ไพรเมอร์ SNP  

1 BGSNP-258 
2 MOMCH365503_1591 
3 BGSNP-1047 
4 BGSNP-815 
5 MOMCH362263_1638 
6 BGSNP-1632 
7 BGSNP-264 
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ตารางภาคผนวกที่ 5 marker segregation distortion อยู่ในกลุ่มลิงค์เกจที่ 1, 2, 4, 5, 6 และ 13 
จ านวน 47 ไพรเมอร์ SNP 

LG ไพรเมอร์ SNP marker segregation distortion  Signif. 

1 BGSNP-1433 ****    

2 BGSNP-871 *****   

2 MOMCH358018_178 *****   

2 BGSNP-129 ******  

2 BGSNP-262 ******  

2 MOMCH64310_1682 ******* 

2 BGSNP-691 ******* 

2 BGSNP-830 ******* 

2 BGSNP-1631 ******* 

2 BGSNP-671 ******* 

2 BGSNP-1768 ******* 

2 MOMCH352770_502 ******* 

2 BGSNP-1427 ******* 

2 BGSNP-1424 ******* 

2 BGSNP-754 ******* 

2 MOMCH364065_2311 ******* 

2 BGSNP-1438 ******* 

2 BGSNP-1050 ******* 

2 BGSNP-639 ******* 

2 BGSNP-1300 ******* 

2 BGSNP-1441 ******* 

2 BGSNP-53 ******* 

2 BGSNP-1226 ******* 
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ตารางภาคผนวกที่ 5 (ต่อ) 

LG ไพรเมอร์ SNP marker segregation distortion  Signif. 

2 BGSNP-1261 ******* 

2 BGSNP-1221 ******* 

2 MOMCH143247_192 ******* 

2 BGSNP-13 ******* 

4 BGSNP-1576 ******* 

5 BGSNP-1607 ****    

5 BGSNP-1041 ****    

5 BGSNP-1177 ******  

5 BGSNP-116 ******* 

5 MOMCH365273_2290 ******* 

5 MOMCH358328_577 ******* 

6 MOMCH355719_814 ****    

6 BGSNP-1094 ******* 

6 BGSNP-936 ******* 

6 BGSNP-755 ******* 

6 MOMCH222222_207 ******* 

6 MOMCH186607_1054 ******* 

6 BGSNP-1723 ******* 

6 BGSNP-211 ******* 

13 BGSNP-1677 ****    

13 BGSNP-1217 ****    

13 BGSNP-801 ******  

13 BGSNP-1700 ******* 

13 BGSNP-1698 ******  
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ตารางภาคผนวกที่ 6 ค่าพ้ืนที่ใต้กราฟความรุนแรงของโรค (AUDPC) ในประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 
และจีโนไทป์ไพรเมอร์ SNP : MOMCH358328_577 ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานต่อเชื้อ
สาเหตุโรคเหี่ยวเหลืองในมะระ 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

1 0 4 4 42 H A = Homozygous Resistance 

2 0 3 4 35 A H = Heterozygous (Susceptible) 

3 0 3 4 35 H B = Homozygous Susceptible 

4 0 0 0 0 A - = Blank 

5 0 0 0 0 A   

6 0 3 4 35 H   

7 0 3 4 35 H   

8 0 3 4 35 H   

9 0 0 0 0 A   

10 0 0 3 10.5 A   

11 0 0 1 3.5 A   

12 0 3 4 35 H   

13 0 3 4 35 H   

14 0 3 4 35 H   

15 0 0 2 7 A   

16 0 0 3 10.5 A   

17 0 0 2 7 A   

18 0 0 1 3.5 A   

19 0 0 3 10.5 H   

20 0 3 4 35 H   

21 0 4 4 42 H   

22 0 3 4 35 H   

23 0 3 4 35 H   

24 0 0 1 3.5 H   

25 0 3 4 35 B   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

26 0 3 3 31.5 A A = Homozygous Resistance 

27 0 0 0 0 A H = Heterozygous (Susceptible) 

28 0 3 3 31.5 A B = Homozygous Susceptible 

29 0 3 4 35 H - = Blank 

30 0 3 4 35 H   

31 0 0 3 10.5 A   

32 0 0 2 7 A   

33 0 3 4 35 H   

34 0 3 4 35 H   

35 0 0 0 0 A   

36 0 3 4 35 H   

37 0 4 4 42 H   

38 0 3 4 35 B   

39 0 3 4 35 H   

40 0 0 0 0 A   

41 0 0 0 0 A   

42 0 4 4 42 B   

43 0 0 2 7 A   

44 0 3 3 31.5 H   

45 0 0 3 10.5 A   

46 0 0 3 10.5 A   

47 0 0 3 10.5 A   

48 0 0 3 10.5 A   

49 0 0 3 10.5 A   

50 0 3 4 35 B   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

51 0 3 4 35 A A = Homozygous Resistance 

52 0 0 0 0 A H = Heterozygous (Susceptible) 

53 0 3 4 35 H B = Homozygous Susceptible 

54 0 3 4 35 H - = Blank 

55 0 3 4 35 H   

56 0 0 3 10.5 A   

57 0 4 4 42 H   

58 0 3 4 35 H   

59 0 3 4 35 H   

60 0 3 4 35 H   

61 0 0 2 7 A   

62 0 0 3 10.5 A   

63 0 3 4 35 H   

64 0 0 2 7 A   

65 0 3 4 35 H   

66 0 3 4 35 H   

67 0 0 1 3.5 A   

68 0 3 4 35 H   

69 0 0 3 10.5 A   

70 0 3 4 35 H   

71 0 0 2 7 H   

72 0 3 4 35 H   

73 0 3 4 35 H   

74 0 0 1 3.5 A   

75 0 3 4 35 H   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

76 0 0 3 10.5 A A = Homozygous Resistance 

77 0 3 4 35 H H = Heterozygous (Susceptible) 

78 0 3 4 35 H B = Homozygous Susceptible 

79 0 3 4 35 A - = Blank 

80 0 3 3 31.5 A   

81 0 3 4 35 A   

82 0 3 4 35 H   

83 0 3 4 35 H   

84 0 3 4 35 A   

85 0 3 4 35 H   

86 0 0 3 10.5 A   

87 0 0 3 10.5 A   

88 0 0 0 0 B   

89 0 3 4 35 A   

90 0 0 3 10.5 A   

91 0 3 4 35 H   

92 0 3 4 35 H   

93 0 3 4 35 A   

94 0 4 4 42 H   

95 0 0 2 7 A   

96 0 3 4 35 H   

97 0 3 4 35 H   

98 0 4 4 42 H   

99 0 3 4 35 H   

100 0 3 4 35 H   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

101 0 3 4 35 H A = Homozygous Resistance 

102 0 0 3 10.5 A H = Heterozygous (Susceptible) 

103 0 3 3 31.5 A B = Homozygous Susceptible 

104 0 3 3 31.5 A - = Blank 

105 0 3 4 35 H   

106 0 0 3 10.5 A   

107 0 0 3 10.5 A   

108 0 0 1 3.5 A   

109 0 3 4 35 A   

110 0 0 3 10.5 H   

111 0 3 4 35 H   

112 0 4 4 42 H   

113 0 0 3 10.5 A   

114 0 0 0 0 A   

115 0 3 4 35 H   

116 0 0 0 0 A   

117 0 4 4 42 H   

118 0 3 4 35 H   

119 0 3 4 35 H   

120 0 3 4 35 A   

121 0 4 4 42 H   

122 0 3 4 35 H   

123 0 0 2 7 A   

124 0 0 0 0 A   

125 0 0 3 10.5 A   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

126 0 4 4 42 H A = Homozygous Resistance 

127 0 0 2 7 H H = Heterozygous (Susceptible) 

128 0 0 3 10.5 A B = Homozygous Susceptible 

129 0 3 4 35 H - = Blank 

130 0 3 4 35 H   

131 0 3 4 35 H   

132 0 3 4 35 A   

133 0 0 2 7 A   

134 0 0 2 7 A   

135 0 3 4 35 H   

136 0 0 2 7 A   

137 0 3 4 35 H   

138 0 4 4 42 H   

139 0 3 4 35 H   

140 0 3 4 35 H   

141 0 3 4 35 H   

142 0 3 4 35 H   

143 0 3 4 35 H   

144 0 3 4 35 H   

145 0 3 4 35 H   

146 0 3 4 35 H   

147 0 3 4 35 B   

148 0 0 0 0 A   

149 0 3 4 35 H   

150 0 3 4 35 H   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

151 0 0 3 10.5 A A = Homozygous Resistance 

152 0 0 0 0 A H = Heterozygous (Susceptible) 

153 0 3 4 35 H B = Homozygous Susceptible 

154 0 3 4 35 H - = Blank 

155 0 3 4 35 B   

156 0 3 4 35 H   

157 0 3 4 35 H   

158 0 0 3 10.5 A   

159 0 3 4 35 H   

160 0 3 4 35 H   

161 0 0 1 3.5 A   

162 0 3 4 35 H   

163 0 0 3 10.5 A   

164 0 3 4 35 H   

165 0 3 4 35 H   

166 0 3 4 35 H   

167 0 3 4 35 H   

168 0 3 4 35 H   

169 0 3 4 35 H   

170 0 3 4 35 H   

171 0 4 4 42 A   

172 0 0 0 0 A   

173 0 0 3 10.5 A   

174 0 3 4 35 A   

175 0 3 4 35 A   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

176 0 3 4 35 H A = Homozygous Resistance 

177 0 4 4 42 H H = Heterozygous (Susceptible) 

178 0 0 1 3.5 A B = Homozygous Susceptible 

179 0 4 4 42 H - = Blank 

180 0 3 4 35 H   

181 0 3 4 35 A   

182 0 3 4 35 H   

183 0 0 3 10.5 A   

184 0 0 1 3.5 A   

185 0 3 4 35 H   

186 0 0 0 0 A   

187 0 3 4 35 H   

188 0 4 4 42 H   

189 0 3 4 35 A   

190 0 3 4 35 H   

191 0 0 3 10.5 A   

192 0 3 4 35 H   

193 0 3 4 35 H   

194 0 3 4 35 B   

195 0 3 4 35 A   

196 0 3 4 35 A   

197 0 3 4 35 A   

198 0 4 4 42 H   

199 0 4 4 42 H   

200 0 0 1 3.5 A   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

201 0 0 3 10.5 H A = Homozygous Resistance 

202 0 3 4 35 A H = Heterozygous (Susceptible) 

203 0 3 4 35 H B = Homozygous Susceptible 

204 0 3 4 35 H - = Blank 

205 0 4 4 42 H   

206 0 3 4 35 H   

207 0 3 4 35 H   

208 0 3 4 35 H   

209 0 3 4 35 H   

210 0 4 4 42 H   

211 0 0 2 7 H   

212 0 3 4 35 H   

213 0 3 4 35 H   

214 0 3 4 35 H   

215 0 3 4 35 A   

216 0 3 4 35 H   

217 0 3 4 35 H   

218 0 0 1 3.5 A   

219 0 3 4 35 H   

220 0 3 4 35 H   

221 0 3 4 35 A   

222 0 3 4 35 H   

223 0 3 4 35 H   

224 0 3 4 35 H   

225 0 3 4 35 H   

226 0 4 4 42 B   

227 0 3 4 35 A   

228 0 3 4 35 H   
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ตารางภาคผนวกที่ 6 (ต่อ) 

ชื่อประชากร 

ระดับความรุนแรงในการเกิดโรค 
ค่า 

AUDPC 

ผลจีโนไทป์ ของ
ประชากรลูกผสมชั่วที ่2 

Remark : 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 
ไพรเมอร์ SNP : 

MOMCH358328_577 

229 0 0 1 3.5 - A = Homozygous Resistance 

230 0 0 0 0 A H = Heterozygous (Susceptible) 

231 0 0 2 7 A B = Homozygous Susceptible 

232 0 3 4 35 H - = Blank 

233 0 3 4 35 H   

234 0 3 4 35 A   

235 0 0 3 10.5 A   
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