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Abstract  
 
Zombi pea (Vigna vexillata) is an underutilized legume species that has potential 

to be gene sources for biotic and abiotic stress resistance in crop improvement. In this 
study, I report (i) screening for resistance/tolerance to salt stress, bruchids (seed 
weevils; azuki bean weevil and cowpea weevils) and waterlogging in zombi pea, (ii) 
quantitative trait locus (QTL)/gene mapping for salt stress resistance and bruchid 
resistance in zombi pea and (iii) genetic diversity and structure of zombi pea. The 
screening revealed some germplasm are tolerant to salt stress, many germplasm are 
resistant to azuki bean weevil (Callosobruchus chinensis) and cowpea weevil (C. 
maculatus), and some germplasm are tolerant to 1-month waterlogging. QTL analysis 
for salt resistance (250 mM NaCl) in zombi pea F2 population of the cross JP235908 
(tolerant) x TVNu240 (susceptible) revealed two QTLs, named qSaltol1.1- on linkage 1 
and qSaltol2.1- on linkage group 2, conferring the salt resistance. Comparative genome 
analysis revealed that qSaltol1.1- is possibly the same locus with major QTL Saltol1.1- 
conferring salt resistance in beach cowpea (Vigna marina), a halophytic species, and 
that two genes encoding for plasma membrane proton-ATPase and a gene coding for 
cation/proton exchanger are candidates for the salinity resistance in zombi pea and 
beach cowpea. QTL analysis for resistance to C. chinensis and C. maculatus in zombi 
pea F2 population of the cross TVNu240 (resistant) x TVNu1623 (susceptible) revealed 
one major and three minor QTLs for C. chinensis resistance and one major and one 
minor QTLs for C. maculatus resistance. The major QTLs on linkage group 6 for the 
resistance to C. chinensis and for C. maculatus appeared to be the same locus, named 
qBr6.1. Comparative genome analysis suggested that a gene coding alpha-amylase 
inhibitor is candidate gene for the bruchid resistance in zombi pea. Genetic diversity 
analysis of 422 accessions of zombi pea from diverse origins using 20 simple sequence 
repeat (SSR) markers showed that (i) zombi pea from Africa possess highest genetic 
diversity, (ii) zombi pea accessions were clustered into three major groups, viz. America, 
Africa and Asia, and Australia. American and Australian accessions are originated from 
East African zombi pea, and (iii) the cultivated accessions from Africa and Asia were 
genetically distinct, while those from America were clustered with some cultivated 
accessions from Africa. The results suggest that Africa is the center of origin and 
diversity of zombi pea, and that domestication of this pea took place more than once in 
different regions. The results in these study provide knowledge and tools for gene 
mining in zombi pea for genetic improvement of future crops.  



บทคดัย่อ 
  

ถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) เป็นพชืตระกูลถัว่ทีม่กีารใชป้ระโยชน์น้อย แต่มศีกัยภาพที่
จะใช้เป็นแหล่งของยนีส าหรบัใช้ในการปรบัปรุงพนัธุ์พืชให้ต้านทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสม และต่อโรคและแมลง การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อ (1) คดัครองหาเชือ้พนัธุกรรมถัว่
ซอมบี้ที่ต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดถัว่ ความเค็ม และน ้ าท่วมขัง (2) ค้นหาต าแหน่งยีน 
(quantitative trait locus; QTL) หรอืทีค่วบคุมความต้านทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบี ้และ (3) 
คน้หาต าแหน่งของ QTL ทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่เหลอืง (Callosobruchus 
chinensis) และด้วงเจาะเมลด็ถัว่เขยีว (Callosobruchus maculatus) ความเค็ม (100 mM 
NaCl) ในถัว่ซอมบี้ การคดักรอง พบว่า (1) ถัว่ซอมบี้ส่วนใหญ่พนัธุ์ (accession) มคีวาม
ตา้นทานต่อดว้งถัว่ทัง้สองชนิด (2) ถัว่ซอมบีบ้างพนัธุม์คีวามเคม็ และ (3) ถัว่ซอมบีส้่วนใหญ่มี
ความต้านทานต่อน ้าท่วมขงันาน 1 เดอืน การคน้หาต าแหน่ง QTL ทีค่วบคุมความต้านทานต่อ
ความเคม็ (250 mM) ในประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสม JP235908 (ต้านทาน) x TVNu240 
(อ่อนแอ) เผยใหเ้หน็ว่า ม ีQTL 2 ต าแหน่ง คอื qSaltol1.1- บนกลุ่มลงิคเ์กจ 1 และ  qSaltol2.1- 
บนกลุ่มลงิค์เกจ ทีค่วบคุมความต้านทานต่อความเคม็ การวเิคราะห์จโีนมเปรยีบเทยีบแสดงให้
เหน็ว่า qSaltol1.1- นัน้อาจจะเป็นต าแหน่งเดยีวกนักบั Saltol1.1- ซึง่เป็น QTL หลกัทีค่วบคุม
ความต้านทานต่อความเค็มในถัว่ beach cowpea (Vigna marina) ซึ่งเป็นพชืชายหาด 
(halophyte) และแสดงใหเ้หน็ว่ายนีทีส่รา้ง plasma membrane proton-ATPase และยนีทีส่รา้ง 
cation/proton exchanger อาจเป็นยนีทีท่ าใหเ้กดิความต้านทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบีแ้ละ 
beach cowpea การคน้หาต าแหน่ง QTL ที่ควบคุมความต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่ ใน
ประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสม TVNu240 (ต้านทาน) x TVNu1623 (อ่อนแอ) เผยใหเ้หน็ว่า 
ม ีQTL 4 ต าแหน่งทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งถัว่เหลอืง และมี QTL 2 ต าแหน่งทีค่วบคุม
ความตา้นทานต่อดว้งถัว่เขยีว QTL หลกัทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งทัง้สองชนิดอยู่บนกลุ่ม
ลงิคเ์กจที ่6 และอาจเป็นต าแหน่งเดยีวกนัและใหช้ื่อว่า qBr6.1 การวเิคราะหจ์โีนมเปรยีบเทยีบ
แสดงให้เหน็ว่ายนีที่สรา้ง alpha-amylase inhibitor อาจเป็นยนีทีท่ าใหเ้กดิความต้านทานต่อ
ดว้งเจาะเมลด็ถัว่ในถัว่ซอมบี้ การวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อพนัธุกรรม
ถัว่ซอมบีจ้ านวน 422 พนัธุ์ จากแหล่งต่างๆ โดยใชเ้ครื่องหมายดเีอ็นเอ simple sequence 
repeat (SSR) จ านวน 20 เครื่องหมาย เผยให้เหน็ว่า (1) ถัว่ซอมบี้จากทวปีแอฟรกิามคีวาม
หลากหลายมากที่สุด (2) ถัว่ซอมบี้แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คอื ทวปีอเมรกิา ทวปีแอฟรกิากบั
เอเชยี และทวปีออสเตรเลยี และถัว่ซอมบีจ้ากทวปีอเมรกิากบัออสเตรเลยีนัน้มทีีม่าจากถัว่ซอม
บีจ้ากทวปีแอฟรกิาตะวนัออก และ (3) ถัว่ซอมบีพ้นัธุป์ลูกจากทวปีแฟรกิาและจากทวปีเอเชยีมี
ความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมอย่างชดัเจน ในขณะที่พนัธุ์ปลูกจากทวปีอเมรกิามพีันธุกรรม
เหมอืนกบัพนัธุป์ลูกจากทวปีแอฟรกิา ผลการทดลองเหล่านี้ชีว้่า ทวปีแอฟรกิาเป็นแหล่งก าเนิด
และศูนย์กลางความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบี้  ผลการศึกษาทัง้หมดนี้เป็น
ประโยชน์ต่อการค้นหายีนที่เป็นประโยชน์ในถัว่ซอมบี้เพื่อใช้ปรบัปรุงพันธุ์พืชในอนาคต



บทสรปุส าหรบัผู้บริหาร (Executive Summary) 
  

ถัว่ซอมบี ้ (Vigna vexillata (L.) A. Rich) เป็นพชืทีม่ศีกัยภาพในการใชเ้ป็นแหล่งของ
ยีนในการปรับปรุงพันธุ์พืชให้ต้านทานต่อโรค แมลง และสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม 
โครงการวจิยันี้มจีุดมุ่งหมายเพื่อ (1) คน้หาเชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบี้ทีต่้านทานต่อความเคม็ น ้า
ท่วมขงั และดว้งเจาะเมลด็ถัว่ (2) ท าแผนทีย่นีทีค่วบคุมความต้านทานต่อต่อความเคม็ และดว้ง
เจาะเมล็ดถัว่ (3) ประเมนิความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบี้ การทดสอบเชื้อ
พนัธุกรรมจ านวน 420 สายพนัธุท์ีร่วบรวมมาจากทวปีต่างๆ ทัว่โลก พบว่า ถัว่ซอมบีบ้างพนัธุม์ ี
ความตา้นทานระดบัสงูต่อความเคม็ NaCl ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 200 ถงึ 300 mM ถัว่ซอมบีส้่วน
ใหญ่มีความต้านทานอย่างสมบูรณ์ต่อด้วงถัว่เหลือง  (Callosobruchus chinensis) 
                 (Callosobruchus maculatus) และถัว่ซอมบีส้่วนใหญ่มคีวามต้านทานระดบัสูง
ต่อน ้าท่วมขงัเป็นระยะเวลานานถงึ 30 วนั การท าแผนทีพ่นัธุกรรมเพื่อคน้หายนีทีค่วบคุมความ
ตา้นทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบีพ้นัธุ์ TVNu240 พบว่า ยนีหลกัทีค่วบคุมความต้านทานในถัว่
ซอมบีน่้าจะเป็นยนีเดยีวกนักบัยนีในถัว่ป่า Vigna marina (Burm.) Merr. ทีเ่ป็นพชืชายหาดทน
เคม็ (halophytic species) โดยยนีนี้อาจเป็นยนีทีส่รา้ง plasma membrane H+-ATPase หรอื 
cation/proton exchanger ซึง่มผีลต่อการต่อต้านการเคลื่อนยา้ย Na+ และ Cl- เขา้ไปสู่เซลลพ์ชื 
ส่วนการท าแผนทีพ่นัธุกรรมเพื่อคน้หายนีทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่ถัว่ซอมบี้
พนัธุ์ TVNu240 พบว่า ยนีหลกัที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงทัง้สองชนิดนัน้เป็นต าแหน่ง
เดยีวกนั (ยนี qBr6.1) โดยยนีนี้อาจเป็นยนีทีส่รา้ง alpha-amylase inhibitors ซึง่ไปยบัยัง้การ
ยอ่ยแป้งและคารโ์บไฮเดรตในกระเพาะของแมลง การวเิคราะหค์วามหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของถัว่ซอมบีจ้ านวน 422 พนัธุท์ีร่วบรวมจากทวปีต่างๆ ทัว่โลก โดยใชเ้ครือ่งหมายดเีอน็เอชนิด 
simple sequence repeat จ านวน 20 เครื่องหมาย พบว่า ถัว่ซอมบีจ้ากทวปีแอฟรกิามคีวาม
หลากหลายสูงทีสุ่ด ถัว่ซอมบีแ้บ่งออกเป็นสามกลุ่มใหญ่ คอื อเมรกิา, แอฟรกิากบัเอเชยี และ
ออสเตรเลยี ถัว่ซอมบีจ้ากทวปีอเมรกิาและออสเตรเลยีนัน้มาจากซอมบีจ้ากแอฟรกิาตะวนัออก 
ถัว่ซอมบีพ้นัธุป์ลกูจากแอฟรกิาและเอเชยีนัน้มคีวามแตกต่างกนั ถัว่ซอมบีพ้นัธุป์ลกูจากอเมรกิา
นัน้เหมอืนกบัถัว่ซอมบีพ้นัธุป์ลูกจากแอฟรกิา ดงันัน้จงึสรุปไดว้่า ทวปีอเมรกิาเป็นแหล่งก าเนิด
และศูนย์กลางความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบี้ และการปลูกเลี้ยงถัว่ซอมบี้นัน้
เกดิขึน้มากกว่าหนึ่งครัง้ในบรเิวณที่แตกต่างกนั จากขอ้มูลเครื่องหมายดเีอ็นเอ โครงการได้
พฒันาเชื้อพนัธุกรรมแกนหลกั (core collection) ของถัว่ซอมบี้ขึ้นเพื่อการอนุรักษ์และใช้
ประโยชน์ต่อไป 
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วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
 1. เพื่อประเมนิและยนืยนัความต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดถัว่ ดนิเคม็ และน ้าท่วมขงั ของเชื้อ
พนัธุกรรมถัว่ Vigna vexillata  
 2. เพื่อพฒันาเครื่องหมายดเีอน็ simple sequence repeat (SSR) และแผนทีพ่นัธุกรรมส าหรบัถัว่ 
Vigna vexillata 
 3. เพื่อคน้หาต าแหน่งของยนี (quantitative trait loci; QTL) ทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งเจาะ
เมลด็ถัว่ ดนิเคม็ และน ้าท่วมขงัในถัว่ Vigna vexillata  
 4. เพื่อศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้พนัธุกรรมถัว่ Vigna vexillata ทีร่วบรวมมา
จากถัว่โลก และสรา้งเชือ้พนัธุกรรมหลกั (core collection) ส าหรบัอนุรกัษ์และใชป้ระโยชน์ในอนาคต 
 

วิธีทดลอง 
การทดลองท่ี 1: การทดสอบความต้านทานของถัว่ซอมบี้ (Vigna vexillata) ต่อความเคม็ ด้วงถัว่ 
และน ้าท่วมขงั 
 1.1 ปลกูถัว่ซอมบีจ้ านวน 422 พนัธุ ์(accession) จากแหล่งต่างๆ ทัว่โลก (201 จากแอฟรกิา, 126 
จากอเมรกิา, 85 จากออสเตรเลยี, 5 จากเอเชยี และ 5 พนัธุไ์มท่ราบแหล่งทีม่า) ในแปลงทดลอง เพื่อผลติ
เมลด็ใหเ้พยีงพอต่อการทดสอบ 
 1.2 น าเมลด็ทีไ่ดจ้ านวน 414 พนัธุ ์มาปลกูทดสอบความทนทานต่อดนิเคม็ โดยน าดนิเคม็ทีม่คี่า 
electrical conductivity (Ec) ประมาณ 8.0 มาจากแปลงเกษตรกรในจงัหวดัขอนแก่น มาใส่ในอ่างซเีมน็ต์
ขนาดใหญ่ วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design (CRD) โดยปลกูถัว่แต่ละพนัธุล์งไป
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ในกระบะเพาะทีเ่จาะร ู(ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1 นิ้ว) จ านวนรูๆ  ละ 2 ตน้ หลงัจากถัว่มอีายหุลงัจากการ
งอก 10 วนั รดสารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 50 mM 2 เวลา (เชา้ และเยน็) เป็นเวลา 2 วนั หลงัจากนัน้ 
เปลีย่นมารดสารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 100 mM เป็นเวลา 5 วนั หลงัจากนัน้อกี 48 วนั ท าการประเมนิ
ความทนทานต่อความเคม็ ดว้ยการใหค้ะแนนดว้ยสายตา 3 ระดบั คอื 1 = พชืมอีาการใบเหลอืง และอาการ
เหีย่วหรอืใบไหมป้ระมาณ 1-25 เปอรเ์ซน็ต,์ 2 = พชืมอีาการใบเหลอืง และอาการเหีย่วหรอืใบไหมป้ระมาณ 
26-50 เปอรเ์ซน็ต์, 3 = พชืมใีบเหลอืง และอาการเหีย่วหรอืใบไหมป้ระมาณ 51-75เปอรเ์ซน็ต ์และ 4 พชืมี
ใบเหลอืง และอาการเหีย่วหรอืใบไหมป้ระมาณ > 75 เปอรเ์ซน็ต์ 
 1.3 น าเมล็ดถัว่ที่ได้จ านวน 422 พนัธุ์มาทดสอบความต้านทานต่อด้วงเจาะเมล็ดถัว่ 2 ชนิด 
(species) คอื Callosobruchus chinesis (ด้วงถัว่เหลอืง; azuki bean weevil) และ Callosobruchus 
maculatus (ดว้งถัว่เขยีว; cowpea weevil) ตามวธิกีารทีอ่ธบิายไวโ้ดย Somta et al. (2007) โดยน าเมลด็ถัว่
ของแต่ละพนัธุจ์ านวน 20 เมลด็ใส่ลงในกล่องพลาสตกิใสขนาดกวา้ง 2.5 นิ้ว และสูง 2.5 นิ้ว จากนัน้ปล่อย
ด้วงเจาะเมล็ดถัว่ตวัเต็มวัยจ านวน 10 คู่ (ตวัผู้และตวัเมยี) ลงในกล่องแล้วปิดฝา เพื่อให้ด้วงวางไข่เป็น
ระยะเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้น าดว้งออกจากกล่อง แลว้น าเมลด็ไปเกบ็รกัษาไวท้ีอุ่ณหภูม ิ30 องศาเซลเซยีส 
และความชืน้สมัพทัธ ์60 เปอรเ์ซน็ต์ หลงัจากการปล่อยดว้งเป็นระยะเวลา 60 วนั ท าการนับจ านวนเมลด็ที่
ถูกท าลายแลว้ค านวณเป็นเปอรเ์ซน็ต์     
 1.4 ทดสอบความทนทานของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) ต่อสภาพน ้าท่วมขงั  

ปลกูถัว่ซอมบีจ้ านวน 5 พนัธุ ์ในสภาพกระถางทดลอง คอืพนัธุ ์TVNu240 ซึง่เป็นพนัธุป์ลูกและคาด
ว่าจะอ่อนแอต่อน ้าท่วมขงั และพนัธุ ์AusTRCF58678, AusTRCF58674, 398 และ 390 ซึง่เป็นพนัธุป่์า โดย
ที ่AusTRCF58678 และ AusTRCF58674 นัน้มรีายงานว่าทนทานต่อน ้าท่วมขงั (Miller and Williams 
1981) โดยปลูกพนัธุ์เหล่านี้ในกระถางทดลองขนาด 10.5 นิ้ว สูง พนัธุ์ละ 5 กระถางๆ ละ 1 ต้น เป็น
ระยะเวลานาน 1 เดอืน หลงัจากนัน้จงึน ากระถางทดลองเหล่านี้ยา้ยลงไปในถงัพลาสตกิขนาด 12 นิ้ว สูง 15 
นิ้ว แล้วใส่น ้าลงในถงัพลาสตกิจนน ้าท่วมขงักระถางทดลอง โดยให้ระดบัน ้าสูงกว่าระดบัผวิดนิในกระถาง
ทดลอง 10 เซนตเิมตร และรกัษาระดบัน ้านี้ไวเ้ป็นระยะเวลา 4 สปัดาห ์ 
 
การทดลองท่ี 2: การสร้างแผนท่ีพนัธกุรรมและค้นหาต าแหน่งของยีนท่ีควบคุมความต้านทานต่อ
ความเคม็ 

2.1 น าพนัธุท์ีท่นทานต่อความเคม็ คอื JP235908 และพนัธุท์ี่อ่อนแอต่อความเคม็ TVNu240 ซึ่ง
คดัเลอืกได้จากการทดลองที ่1 มาผสมพนัธุ์กนั เพื่อผลติเมลด็ F1 จกนัน้น าเมลด็ F1 ที่ผลติได้ไปปลูกแล้ว
ปล่อยใหม้กีารผสมตวัเอง เพื่อผลติเมลด็ F2 แลว้น าเมลด็ F2 ทีผ่ลติไดม้าปลกู แลว้ปล่อยใหม้กีารผสมตวัเอง 
เพื่อผลติเมลด็ F3 ส าหรบัใชท้ดสอบความเคม็ต่อไป พรอ้มกบัสกดัดเีอน็เอของต้น F2 เกบ็ไวส้ าหรบัสรา้ง
แผนทีพ่นัธุกรรมและคน้หายนีที่ควบคุมความต้านทานต่อความเคม็ โดยใชว้ธิ ีCTAB ตามทีร่ายงานไวโ้ดย 
Lodhi et al (1994)  
 2.2 ทดสอบความต้านทานของประชากร F2 โดยใชเ้มลด็ชัว่รุ่น F3 ทีไ่ดจ้ากต้น F2 แต่ละต้น มาท า
การทดสอบความเคม็ใน 2 สภาพแวดล้อม คอื ในสภาพห้องทดลองที่มกีารควบคุมอุณหภูมแิละความชื้น 
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และในสภาพโรงเรอืน โดยในแต่ละสภาพแวดลอ้มน าเมลด็ F3 จากต้น F2 ต้นละ 8 เมลด็มาเพาะเป็นต้นอ่อน
ในกระบะเพาะเป็นเวลา 14 วนั แลว้จงึยา้ยลงในถาดทีม่สีารละลาย NaCl เพื่อเริม่ปรบัสภาพต้นใหเ้ตบิโตใน
สารละลาย NaCl ทีม่คีวามเขม้ขน้ 50 แลว้เพิม่ความเขม้ขน้ขึน้เป็น 100, 150, 200 จนถงึ 250 mM จากนัน้
เมื่อต้น F3 เริม่แสดงอาการใบเหี่ยวเหลอืงและไหม้ประมาณ 50 เปอรเ์ซน็ต์ของจ านวนต้นที่ปลูกทดสอบ
ทัง้หมด (17 วนัในสภาพหอ้งควบคุมสภาพแวดลอ้ม และ 27 วนัในสภาพโรงเรอืน) จงึใหค้ะแนนการทนเคม็ 
5ระดบั คอื 1, 3, 5, 7 และ 9 ซึง่ 1 คอื ต้นแขง็แรงปกต ิใบมสีเีขยีว ไม่แสดงอาการเหีย่ว และ 9 คอื ต้นถัว่
แหง้ตาย (ภาพที ่1) แลว้น าคะแนนของแต่ละต้นมารวมกนัเพื่อหาค่าเฉลีย่เป็นคะแนนความทนทานของ F2 
แต่ละตน้ 
 2.3 คน้หาเครื่องหมายดเีอน็เอ Simple sequence repeat (SSR) ทีแ่สดงความแตกต่างระหว่าง
พนัธุ ์JP235908 (ทนทานต่อดนิเคม็) กบั TVNu240 (อ่อนแอต่อดนิเคม็) ทีใ่ชเ้ป็นพ่อแม่พนัธุข์องประชากร 
F2 จ านวน 1,282 เครือ่งหมาย โดยเป็นเครื่องหมายทีพ่ฒันามาจากถัว่อะซูก ิ(Vigna angularis) จ านวน 815 
เครื่องหมาย (Wang et al. 2004; Chankaew et al. 2014) และถัว่พุ่ม (Vigna unguiculata) จ านวน 467 
เครื่องหมาย (Li et al. 2001; Kongjaimun et al. 2012) โดยท าปฏกิริยิา polymerase chain reaction, gel 
electrophoresis และยอ้มเจล ตาม Somta et al. (2009) แลว้น าเครื่องหมายดเีอน็เอ SSR ทีแ่สดงความ
แตกต่างระหว่างพนัธุ ์Core71 กบั 408 ไปวเิคราะหใ์นประชากร F2  
 2.4 วเิคราะหเ์ครือ่งหมายดเีอน็เอชนิด Restriction Associated DNA Sequencing (RAD-seq) ตาม
วธิกีารของ Paterson et al. (2012) โดยน าดเีอน็เอของพนัธุพ์่อแม่และ F2 แต่ละต้นมาตดัดว้ยเอน็ไซมต์ดั
จ าเพาะ 2 ชนิด คอื EcoRI และ BglII (New England Biolabs, Ipswichs, MA, USA) แลว้น าไปต่อดว้ย 
adaptor จ าเพาะทีม่ขีนาด 4-8 เบส โดยล าดบัเบสของ adaptor เป็นดงันี้คอื TruSeq_EcoRI_adaptor 1 = 
A*A*TTGAGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTC*A*C TruSeq_EcoRI_adaptor 2 = 
G*T*CAAGTTTCACAGCTCTTCCGATC*T*C โดยที่ * คอื นิวคลโีอไทดท์ี่แตกต่างกนั ส าหรบัใช้เพื่อ
จ า แ น ก ดี เ อ็ น เ อ ข อ ง แ ต่ ล ะ ต้ น แ ล ะ BglII adaptor 
คื อ  A*A*TGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTT*C*C 
TruSeq_BglII_adaptor 2 คอื G*A*TCGGAAGAGCTGTGCAGA*C*T โดยการต่อ (ligation) จะใชอุ้ณหภ
ม ิ37 เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซึง่ในปฏกิริยิาปรมิาตร 10 ไมโครลติร ประกอบดว้ย 10x NEB buffer 
2, 100x BSA (New England Biolabs) ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร 5 uM EcoRI adapter และ BgIII adapter 
ปรมิาตร 0.4 ไมโครลติร, 100 mM ATP ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร and เอ็นไซม ์T4 DNA ligase 
(Enzymatic, Beverly, MA, USA) ปรมิาตร 0.5 ไมโครลติร หลงัจากนัน้จงึน าปฏกิริยิาทีเ่กดิขึน้ไปท าให้
บรสิุทธิด์ว้ย AMPure XP (Beckham Coulter, CA, USA) แลว้น าส่วนทีบ่รสิุทธิป์รมิาตร 3.0 ไมโครลติร ไป
ท าปฏกิริยิา PCR ในปรมิาตร 10 ไมโครลติร ทีป่ระกอบดว้ย 10 μM index 1.0 ไมโครลติร TruSeq 
universal primer ปรมิาตร 1.0 ไมโครลติร, KOD-Plus-Neo enzyme ปรมิาตร 0.3 ไมโครลติร 10x PCR 
buffer (TOYOBO, Osaka, Japan) ปรมิาตร 1.0 ไมโครลติร, 25 mM MgSO4 ปรมิาตร 0.6 ไมโครลติร และ 
10 mM dNTP ปรมิาตร 1.0 ไมโครลติร โดยอุณหภูมทิีใ่ชท้ าปฏกิริยิา PCR เป็นดงันี้ คอื 94°C เป็นเวลา 2 
นาท ีตามดว้ย 98°C เป็นเวลา 10 วนิาท,ี 65°C เป็นเวลา 30 วนิาท ี68°C เป็นเวลา 30 วนิาท ีจากนัน้น า
ผลผลติ PCR ที่ได้มารวมกนั แล้วท าให้บรสิุทธิด์้วย AMPure XP แล้วจงึน าดเีอ็นเอที่ท าให้บรสิุทธิไ์ป
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ตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 2.0 เปอรเ์ซน็ต์ คดัเลอืกชิน้ส่วนดเีอน็ทีม่ขีนาดประมาณ 320 เบส 
โดยใช ้SizeSelect (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) จากนัน้จงึน าดเีอน็เอทีค่ดัเลอืกไปหาล าดบั
เบสโดยใชเ้ครื่อง HiSeq 2000 (Illumina, San Diego, CA, USA) จากนัน้น า RAD-tag sequence ทีไ่ดม้า
ใชต้รวจสอบ SNP ดว้ยโปรแกรม Stacks 1.30 (Catchen et al. 2011) ตามขัน้ตอนที่อธบิายไว้โดย 
Marubodee et al. (2015) 

2.5 น าขอ้มลูการกระจายตวัของเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ในประชากร F2 ไปสรา้งแผนทีพ่นัธุกรรม 
(genetic linkage map) ดว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์JoinMap 4.0 (van Ooijen 2006) โดยใชค้่า logarithm 
of odds (LOD) ไม่น้อยกว่า 8.0 และค่า recombination frequency เท่ากบั 0.25 แลว้ค านวณระยะทาง
ระหว่างเครือ่งหมายดว้ย Kosambi’s mapping function (Kosambi 1944)  
 2.6 น าข้อมูลแผนที่พนัธุกรรมที่สร้างขึน้ พรอ้มกบัขอ้มูลการกระจายตวัของเครื่องหมายดเีอ็นเอ 
SSR และขอ้มลูคะแนนความทนทานต่อความเคม็ มาวเิคราะหต์ าแหน่งของ QTL ทีค่วบคุมความทนทานต่อ
ความเคม็ ดว้ยวธิ ีInclusive composite interval mapping (ICIM) (Li et al. 2007) โดยใชโ้ปรแกรม
คอมพิวเตอร์ QTL IciMapping 4.1 ซึ่งก าหนดค่า Significant LOD threshold ด้วยการวิเคราะห ์
Permutation test จ านวน 1,000 ครัง้ทีร่ะดบัความน่าจะเป็นเท่ากบั 0.05  
 
การทดลองท่ี 3: การสร้างแผนท่ีพนัธกุรรมและค้นหาต าแหน่งของยีนท่ีควบคุมความต้านทานต่อ
ด้วงเจาะเมลด็ถัว่ 

3.1 น าพนัธุท์ีต่้านทานต่อทัง้ดว้งถัว่เหลอืงและดว้งถัว่เขยีว คอื TVNu240 และพนัธุท์ีอ่่อนแอต่อทัง้
ดว้งถัว่เหลอืงและดว้งถัว่เขยีว คือ TVNu1632 ซึง่คดัเลอืกไดจ้ากการทดลองที ่1 มาผสมพนัธุก์นั เพื่อผลติ
เมลด็ F1 จากนัน้น าเมลด็ F1 ทีผ่ลติไดไ้ปปลูกแลว้ปล่อยใหม้กีารผสมตวัเอง เพื่อผลติเมลด็ F2 แลว้น าเมลด็ 
F2 ที่ผลติไดม้าปลูกในแปลงทดลองร่วมกบัพนัธุพ์่อและแม่ โดยใชร้ะยะปลูก 0.75 x 0.75 เมตร ระหว่าง
เดอืนธนัวาคม พ.ศ. 2560 ถงึเดอืนมนีาคม 2561 ณ. มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์วทิยาเขตก าแพงแสน จ.
นครปฐม พรอ้มกบัสกดัดเีอน็เอของตน้ F2 เกบ็ไวส้ าหรบัสรา้งแผนทีพ่นัธุกรรมและคน้หายนีทีค่วบคุมความ
ต้านทานต่อความเคม็ โดยใชว้ธิ ีCTAB ตามทีร่ายงานไวโ้ดย Lodhi et al (1994) แลว้ปล่อยใหม้กีารผสม
ตวัเอง เพื่อผลติเมลด็ F3 ส าหรบัใชท้ดสอบความเคม็ต่อไป  

3.2 ทดสอบความต้านทานของประชากร F2 โดยใช้เมลด็ชัว่รุ่น F3 ที่ได้จากต้น F2 แต่ละต้น มา
ทดสอบความตา้นทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่ 2 ชนิด (species) คอื Callosobruchus chinesis (ดว้งถัว่เหลอืง; 
azuki bean weevil) และ Callosobruchus maculatus (ดว้งถัว่เขยีว; cowpea weevil) ตามวธิกีารทีอ่ธบิาย
ไวโ้ดย Somta et al. (2007) โดยน าเมลด็ถัว่ของ F2 แต่ตน้ จ านวนต้นละ 50 เมลด็ใส่ลงในกล่องพลาสติกใส
ขนาดกวา้ง 2.5 นิ้ว และสงู 2.5 นิ้ว จากนัน้ปล่อยดว้งเจาะเมลด็ถัว่ตวัเตม็วยัจ านวน 10 คู่ (ตวัผูแ้ละตวัเมยี) 
ลงในกล่องแลว้ปิดฝา เพื่อใหด้ว้งวางไข่เป็นระยะเวลา 7 วนั หลงัจากนัน้น าดว้งออกจากกล่อง แลว้น าเมลด็
ไปเกบ็รกัษาไวท้ี่อุณหภูม ิ28 องศาเซลเซยีส และความชื้นสมัพทัธ ์60 เปอรเ์ซน็ต์ จากนัน้ 30 วนัหลงัจาก
การปล่อยด้วงเป็นระยะเวลา ท าการนับจ านวนเมลด็ที่ถูกท าลาย และหลงัจากนัน้ทุกๆ 5 วนั ท าการนับ
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จ านวนเมล็ดที่ถูกท าลาย จนกระทัง่ครบ 60 วนัหลงัการปล่อยแมลง ซึ่งทุกๆ ครัง้ที่นับจะน าเมล็ดที่ถูก
ท าลายออกโดยทนัท ี  

น าขอ้มลูทีไ่ดม้าค านวณเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลายสะสมในแต่ละครัง้ (PDS) จากนัน้น าขอ้มลูทีไ่ด้
ไปค านวณ area under disease progress stair (AUDPS) ตามวธิกีารของ Simko and Piepho (2012) 
โดย AUDPS ใชบ้่งบอกความกา้วหน้าของเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลาย 
 3.3 วเิคราะหเ์ครื่องหมายดเีอน็เอชนิด Specific locus amplified fragment sequencing (SLAF-
seq) ในพนัธุพ์่อแม่และประชากร F2 ตามวธิกีารของ Sun et al. (2013) ดงันี้ โดยก่อนท าการวเิคราะหจ์รงิ
ไดท้ า pre-experiment SLAF analysis โดยขอ้มลูอางองิจากจโีนมของถัว่พุ่ม (Muñoz-Amatriaí n et al. 
2017) เพื่อค้นหาชนิดของเอ็นไซม์ตดัเพาะที่เหมาะสมส าหรบัวเิคราะห์ในถัว่ซอมบี้ จากนัน้จงึเตรยีม
หอ้งสมดุ SLAF โดยน าดเีอน็เอของพนัธุพ์่อแม่และ F2 แต่ละต้นมาตดัดว้ยเอน็ไซม์ HinCII กบั RsaI (NEB, 
Ipswich, MA, USA) ที ่37 °C แลว้น าไปบ่มดว้ย Klenow Fragment (3′ → 5′exonuclease) (NEB) 
และ dATP ที ่37 °C แลว้น าชิน้ส่วนทีไ่ดไ้ปต่อกบั Duplex Tag-labeled Sequencing adapters (PAGE 
purified, Life Technologies)                T4 DNA ligase จากนัน้น าไปท าปฏกิริยิา PCR ซึง่มี
ส่วนประกอบของ dNTP, Q5® High-Fidelity DNA Polymerase และไพรเ์มอร ์ (ฟอรเ์วริด์ไพรเมอร์: 5’-
AATGATACGGCGACCACCGA-3 และ รเีวิรส์ไพรเมอร์: 5’-CAAGCAGAAGACGGCATACG-3’) 
(PAGE-purified, Life Technologies) แล้วจงึน าผลผลติ PCR ที่ได้ไปท าให้บรสิุทธิด์้วย Agencourt 
AMPure XP beads (Beckman Coulter, High Wycombe, UK) แลว้น าตวัอย่างมารวมกนั หลงัจากนัน้จงึ
น าตวัอย่างทีร่วมกนัมาแยกขนาดดว้ย 2% agarose gel electrophoresis จากนัน้คดัเลอืกและตดัแถบดเีอน็
เอทีม่ขีนาดระหว่าง 314 ถงึ 464 bp ไปท าใหบ้รสิุทธิด์ว้ย QIAquick gel extraction kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) เสรจ็แลว้จงึน าไปหาล าดบัเบสดว้ยวธิ ีpair-end sequencing ดว้ยเครื่อง Illumina HiSeq X-ten 
system (Illumina, Inc; San Diego, CA, USA)  

หลงัจากการหาล าดบัเบส น าขอ้มลูล าดบัเบสทีไ่ดม้าเปรยีบเทยีบกบัขอ้มลูจโีนมอา้งองิของถัว่พุ่ม
โดยใชโ้ปรแกรม BWA software จากนัน้ท าการระบุเครื่องหมาย SLAF และขอ้มลูจโีนไทป์ตามวธิกีารของ 
Sun et al. (2013) โดย (1) เครือ่งหมายทีม่ ีsequence depths น้อยกว่า 4 เท่า ถูกตดัออก (2) เครือ่งหมาย
ทีม่ขีอ้มลูสญูหายมากกว่า 25% ถูกตดัออก และเครือ่งหมายทีก่ระจายตวัไมเ่ป็นไปตามทีค่าดหมายทีร่ะดบั
นยัส าคญั P < 0.001  

3.4 น าขอ้มูลการกระจายตวัของเครื่องหมาย SLAF ไปสรา้งแผนที่พนัธุกรรมโดยใช้โปรแกรม
คอมพวิเตอร ์HighMap (Liu et al. 2014) โดยจดักลุ่มเครื่องหมายตามต าแหน่งบนจโีนมอ้างองิ (จโีนมถัว่
พุ่ม) แลว้ยนืยนักลุ่มเครื่องหมายโดยใชค้่า modified logarithm of odds (MLOD) ระหว่างเครื่องหมาย 
เครื่องหมายทีม่คี่า MLOD น้อยกว่า 5 จะถูกกรองออกไป จากนัน้จงึท าการเรยีงล าดบัเครื่องหมายดเีอน็เอ
ในแต่ละกลุ่มดว้ยวธิ ี HighMap (Liu et al. 2014) เสรจ็แลว้จงึค านวณระยะทางระหว่างเครื่องหมายดว้ย 
Kosambi’s mapping function (Kosambi 1944)  
 3.5 วเิคราะหค์วามเหมอืนของจโีนมของถัว่ซอมบีก้บัถัว่ถัว่พุ่ม (Vigna unguiculata) ถัว่เขยีวผวิมนั 
(Vigna radiata) ถัว่อะซูก ิ (Vigna angularis) และถัว่แดงหลวง (Phaseolus vulgaris) โดยน าขอ้มลูล าดบั
เบสของเครื่องหมาย SLAF ที่ใช้สรา้งแผนที่พนัธุกรรมไปgเปรยีบเทยีบความเหมอืนกนัของล าดบัเบสกบั

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2016.01310/full#B28


6 
 

      

ขอ้มลูจโีนมอา้งองิของถัว่พุ่ม (Muñoz-Amatriaí n et al. 2017), ถัว่เขยีวผวิมนั Kang et al. 2014), ถัว่อะซูก ิ
(Yang et al. 2015) และถัว่แดงหลวง (Schmutz et al. 2014) ดว้ยวธิกีาร BLASTN จากนัน้น าขอ้มลูทีไ่ดไ้ป
สรา้งแผนภาพแสดงความสมัพนัธด์ว้ยโปรแกรมคอมพวิเตอร ์Circos v.67-7 (Krzywinski et al., 2009)  
 3.6 ค านวณค่าอตัราพนัธุกรรมแบบกวา้ง (Broad-sense heritability; h2) ของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์
เมลด็ทีถู่กท าลายที ่60 วนั (PDS) และ AUDPS โดยดว้งแต่ละชนิด จากสตูรดงัต่อไปนี้ 
 

 ,  
 
ซึง่ เป็นค่าวาเรยีนซ ์(variance) ของประชากร F2, TVNu 240 และ 
TVNu 1623 ตามล าดบั. 
 3.7 วเิคราะหห์าต าแหน่งของ Quantitative trait loci              ต้านทานต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่ 
(PDS และ AUDPS) ดว้ยวธิ ีinclusive composite interval mapping (ICIM) (Li et al. 2007) โดยใช้
โปรแกรมคอมพวิเตอร ์QTL IciMapping 4.1 software (Meng et al. 2015) ก าหนดค่า probability in 
stepwise regression (PIN) เท่ากบั 0.001 และใชค้่า significant LOD threshold ของแต่ละลกัษณะทีไ่ด้
จากการท า permutation test จ านวน 3,000 รอบทีร่ะดบัความน่าจะเป็นเท่ากบั 0.01 
 
การทดลองท่ี 4: วิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของ V. vexillata ด้วยเครื่องหมายดีเอน็
เอ 

4.1 ปลูกถัว่ซอมบีจ้ านวน 422 พนัธุ ์(accession) จากแหล่งต่างๆ ทัว่โลก (201 จากแอฟรกิา, 126 
จากอเมรกิา, 85 จากออสเตรเลยี, 5 จากเอเชยี และ 5 พนัธุไ์ม่ทราบแหล่งทีม่า) ในแปลงทดลอง แลว้สกดัดี
เอน็เอของถัว่แต่ละพนัธุต์ามวธิกีารของ Lodhi et al. (1994)    

4.2 ทดสอบการท าปฏกิริยิา polymerase chain reaction (PCR) ดว้ยเครื่องหมาย SSR จ านวน
ทัง้สิน้ 1,024 เครื่องหมาย จากถัว่อะซูกิ (Wang et al. 2004; Chankaew et al. 2014) ถัว่เขยีว mungbean 
(Tangphasornruang et al. 2009; Somta et al. 2009) และถัว่พุ่ม (Li et al. 2001; Kongjaimun et al. 
2012) กบัดเีอ็นเอของถัว่ V. vexillata จ านวนหกพนัธุ์ ได้แก่ CIAT4295, CIAT4525, CIAT4338, 
AusTRCF320518, JP235863 และ TVNu1583 เพื่อค้นหาเครื่องหมายที่แสดงความแตกต่าง 
(polymorphism) ในถัว่เหล่านี้ โดยท าปฏกิริยิา PCR และตรวจสอบผลตามวธิกีารทีอ่ธบิายไวใ้น Somta et 
al. (2009) ดงันี้ ตามวธิกีารของ Somta et al. (2008) โดยมอีงคป์ระกอบของปฏกิริยิาดงันี้ 2ng DNA 
template, 0.2mM dNTPS, 1X Taq buffer, 2mM MgCl2, 1u Taq polymerase, 0.5uM SSR primer และ
ปรบัปรมิาตรสุดท้ายด้วยน ้ากลัน่นึ่งฆ่าเชื้อ ให้มปีรมิาตรรวมเท่ากบัปรมิาตรที่ต้องการ จากนัน้น าไปท า
ปฏกิริยิาด้วยด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมอิตัโนมตั ิ(thermal cycler) GeneAmp PCR System 9700 
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, Calif., USA) หรอื PTC-200 Thermal Cycler (MJ 
Research, Waltham, MA, USA) ซึง่มรีอบของปฏกิริยิาดงันี้ 94 °C เป็นเวลา 2 นาท ีแลว้ตามดว้ย 94 °C 
เป็นเวลา 30 วนิาท,ี 55 °C เป็นเวลา 30 วนิาท,ี 72 °C เป็นเวลา 1 นาท ีจ านวน 35 รอบ ต่อดว้ย 72 °C 
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เป็นเวลา 10 นาท.ี จากนัน้น า PCR ที่ได้ไปแยกขนาดด้วยอเีลก็โตรโฟเรซสีด้วย 5% denaturing 
polyacrylamide gel (w/v; 19:1 acrylamide-bisacrylamide) ซึง่มยีเูรยี 7 mol/L และ 1×  Tris-borate-EDTA 
buffer โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 70 W เป็นะยะเวลานาน 1.5 ถงึ 2 ชัว่โมง (depending on allele size) แลว้ยอ้ม
เจลดว้ยวธิ ีsilver staining  

4.3 คดัเลอืกเครือ่งหมาย SSR จ านวน 20 เครื่องหมายทีแ่สดงความแตกต่าง (polymorphism) ใน
ถัว่ทัง้หกพนัธุ์จากขอ้ 4.2 (ตารางที ่1) มาวเิคราะหใ์นถัว่ V. vexillata ทัง้ 422 พนัธุ์ แลวบนัทกึขอ้มลูการ
เกดิแถบดเีอน็เอ (DNA band หรอื อลัลลี) 

4.4 น าขอ้มลูอลัลลีทีไ่ดจ้ากการวเิคราะหเ์ครื่องหมาย SSR จากขอ้ 2.3.4 มาวเิคราะหข์อ้มลูพืน้ทาง
พนัธุศาสตรป์ระชากร คอื จ านวนอลัลลี (NA), observed heterozygosity (HO), gene diversity (HE), 
Wright’s fixation index (FIS) และ allelic richness  โดยใชโ้ปรแกรม FSTAT 2.9.3.2 (Goudet et al. 2002) 
ค านวณอตัราการผสมขา้ม (t) โดยใชส้มการ t = (1 – FIS)/(1 + FIS) (Weir 1996) ค านวณค่า Polymorphism 
information content (PIC) ตามวธิกีารทีเ่สนอโดย Anderson et al. (1993) และค านวณ Nei’s genetic 
distance (DA) (Nei 1983) โดยใชโ้ปรแกรม Population 1.2.28 (Langella และคณะ 2001) หลงัจากนัน้น า
ค่า DA ไปใช้วเิคราะห์ principal coordinate analysis (PCA) และ neighbor-joining analysis โดยใช้
โปรแกรม NTSYS-pc 2.2 (Rohlf 2005) เพื่อศกึษารปูแบบของความหลากหลายทางพนัธุกรรม หลงัจากนัน้
วเิคราะห์โครงสรา้งประชาการ (population structure analysis) โดยใช้โปรแกรม Structure 2.3.1 
(Pritchard et al. 2000)  
 
ตารางท่ี 1 เครือ่งหมายดเีอน็เอ simple sequence repeat จ านวน 20 เครือ่งหมายทีใ่ชใ้นการวเิคราะหถ์ัว่
ซอมบี ้422 พนัธุ ์
 
Marker  Forward primer (5'-3') Reverse primer (5'-3') References 
CEDG011 CCCAACCAAAGCGTTTTG CTTCTAGACTCTGAGCACTG Wang et al. (2004) 
CEDG015 CCCGATGAACGCTAATGCTG CGCCAAAGGAAACGCAGAAC Wang et al. (2004) 
CEDG043 AGGATTGTGGTTGGTGCATG ACTATTTCCAACCTGCTGGG Wang et al. (2004) 
CEDG091 CTGGTGGAACAAAGCAAAAGAGT TGCGTCTTGGTGCAAAGAAGAAA Wang et al. (2004) 
CEDG098 AAAGGAGTAGAAGGTGCATA ACAAAATTGGTTGACTCACC Wang et al. (2004) 
CEDG102 GCCAAGGTGAACGGTGGTG GAGCGAGAATGGCGGAAGG Wang et al. (2004) 
CEDG107 GAAGTTGACCTTCAATGGAGAAAA TTGTAGCGTAAAATTAATCCACGC Wang et al. (2004) 
CEDG147 CTCCGTCGAAGAATTGGTTGAC GCAAAAATGTGGCGTTTGGTTGC Wang et al. (2004) 
CEDG174 GAGGGATCTCCAAAGTTCAACGG GAAGGCTCCGAAGTTGAAGGTTG Wang et al. (2004) 
CEDG181 CGCGAGATCTGGATCGTTGATC GCAGTACGGTAACGTCCTTGAC Wang et al. (2004) 
CEDG214 CACTCACTGCAAAGAGCAAC CTACCTATCTGAGGGACAC Wang et al. (2004) 
CEDG244 GCATATAAGAAAAGCTTATCC CTCTTGGAGTGATTTGATC Wang et al. (2004) 
CEDG248 CAGAACACAAAAGGGTTCTCG GTGGATTCACTCGCTTCC Wang et al. (2004) 
CEDG264 GATTCCCTTCCTAGCTATGG CTGCTGGACATGAAGATTCAG Wang et al. (2004) 
CEDG304 ACCACTTCATAATCCCTGAG GTTGCATGCTATATTTTGGTTCAC Wang et al. (2004) 
VES0675 CATCACTCTGCTGACCCAGA TCTCCACCACAAACCTACCC Chankaew et al. 

(2014) 
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VES0476 ACGAGGATTCACTCCACACC TTCAACATCAGCTTGTTCCG Chankaew et al. 
(2014) 

VM24 TCAACAACACCTAGGAGCCAA ATCGTGACCTAGTGCCCACC Li et al. (2001) 
VM27 GTCCAAAGCAAATGAGTCAA TGAATGACAATGAGGGTGC Li et al. (2001) 
VR304 GAAGCGAAGAAGCCATAGAAAA CCTCACACACAACACAACAGAA Tangphasornruang et 

al. (2009) 
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ผลการทดลอง 
 

1. การทดลองท่ี 1: การทดสอบความต้านทานของถัว่ซอมบี้ (Vigna vexillata) ต่อความเคม็ ด้วงถัว่ 
และน ้าท่วมขงั 
 
1.1 การทดสอบความตา้นทานของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) ต่อดนิเคม็  

ผลจากการทดสอบความทนทานโดยใช้ถัว่ซอมบี้จ านวน 414 พนัธุ ์พบว่า ถัว่ส่วนใหญ่อ่อนแอต่อ
ความเค็ม โดยส่วนใหญ่แสดงอาการเหี่ยว ใบเปลี่ยนเป็นสีเหลือง หรือใบไหม้  หลังจากการรดด้วย
สารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 100 mM เพยีง 3 วนั (ภาพที ่1) โดย 389 พนัธุต์ายลงอย่างสิน้เชงิหลงัจาก
การทดสอบเป็นระยะเวลา 30 วนั อยา่งไรกต็าม พบว่า มพีนัธุท์ีแ่สดงความต้านทานในระดบัสูง (คะแนน 1) 
จ านวน 25 พนัธุ ์(ภาพที ่2) ไดแ้ก่ พนัธุ ์ CIAT422, CIAT4754, CIAT4852, CIAT4339, CIAT4523, 
CIAT24285, AusTRCF322141, AusTRCF16683, AusTRCF29141, AusTRCF322123, 
AusTRCF322105, AusTRCF322101, TVNu344, TVNu292, TVNu998, TVNu1544, TVNu1620, 
TVNu1616, TVNu1622, TVNu781, TVNu1338, TVNu1615, TVNu1581, TVNu70 และ JP235908  
 
1.2 ทดสอบความตา้นทานของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) ต่อดว้งเจาะเมลด็ถัว่  

การทดสอบความต้านทานของถัว่ซอมบี้จ านวน 327 พนัธุ์ ต่อด้วงถัว่เขยีว (C. maculatus) และ 
274 พนัธุต่์อดว้งถัว่เหลอืง (C. chinensis) พบว่า เปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เขยีวมคี่าระหว่าง 
0 ถงึ 100 เฉลีย่เท่ากบั 9.91 ซึง่คลา้ยคลงึกบัเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงทีม่คี่าระหว่าง 0 
ถงึ 100 เฉลีย่เท่ากบั 8.98 แสดงใหเ้หน็ว่าพนัธุถ์ ัว่ Vigna vexillata ส่วนใหญ่มคีวามต้านทานต่อดว้งทัง้สอง
ชนิด ภาพที่ 3               เปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายโดยด้วงทัง้สองชนิด พนัธุ์ที่อ่อนแออย่าง
สมบู ร ณ์  ( เปอร์ เซ็นต์ เมล็ดที่ถู กท าลายเท่ ากับ  100 ) ต่ อด้ว งถั ว่ เขียว  คือ  AusTRCF322090, 
AusTRCF65481, TVNu837, TVNu1592, TVNu1701, TVNu1623, AusTRCF77011 และ ILRI25506 
ส่วนพนัธุ์ที่อ่อนแออย่างสมบูรณ์ต่อด้วงถัว่เหลือง คือ AusTRCF322090, TVNu837, TVNu1592, 
TVNu1701, TVNu93, TVNu1615, TVNu1623 และ ILRI25506  
 
1.3 การทดสอบความทนทานของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) ต่อสภาพน ้าท่วมขงั   
 โครงการได้ใช้ถัว่ Vigna vexillata 5 พนัธุ์ ในการทดสอบน ้าท่วมขงัเป็นเวลา 4 สปัดาห์ คอืพนัธุ ์
TVNu240 AusTRCF58678, AusTRCF58674, TVnu1623 และ TVnu72 พบว่า พนัธุ์เหล่านี้ทุกพนัธุ์มี
ความทนทานต่อสภาพน ้าท่วมขงัได้เป็นอย่างด ีโดยในระยะ 1 สปัดาห์แรกทุกพนัธุ์แสดงอาการใบเหลอืง 
(Chlorosis)                                             แต่หลงัจากนัน้พบว่าถัว่ทุกพนัธุ์มกีาร
ปรบัตวัโดยสรา้งรากพเิศษ adventitious root ชนิดรากอาการ aerial root บรเิวณล าต้นเหนือผวิดนิ 
โดยเฉพาะบรเิวณใกล้กบัผวิน ้า และมกีารสรา้งโครงสร้างรากทีม่สีภาพเหมอืนกบัฟองน ้า (sponge) และม ี
lenticels (ภาพที ่4)  
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ภาพท่ี 1 การตอบสนองการการทดสอบความทนทานต่อดนิเคม็ของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) จ านวน 414 
พนัธุ ์หลงัการทดสอบ 3 วนั 
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ภาพท่ี 2 การตอบสนองการการทดสอบความทนทานต่อดนิเคม็ของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) จ านวน 414 
พนัธุ ์หลงัการทดสอบ 48 วนั 
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ภาพท่ี 3 กราฟแจกความถี่ของเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลายของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) โดยดว้งถัว่เขยีว 
(Callosobruchus maculatus) และดว้งถัว่เหลอืง (Callosobruchus chinensis) 
 

 
 

ภาพท่ี 4 รากอากาศ (Aerial root) และ aerechyma ของถัว่ Vigna vexillata พนัธุ ์TVNu240 (ก) และ 
AusTRCF58674 (ข) ทีส่รา้งขึน้หลงัจากไดร้บัสภาพน ้าท่วมขงั  
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การทดลองท่ี 2: การสร้างแผนท่ีพนัธกุรรมและค้นหาต าแหน่งของยีนท่ีควบคุมความต้านทานต่อ
ความเคม็ 
 การคน้หาเครื่องหมาย SSR ทีแ่สดงความแตกต่างระหว่างพนัธุ ์JP235908 กบั TVNu240 ทีใ่ชเ้ป็น
พ่อแม่พนัธุข์องประชากร F2 จ านวน 1,281 เครื่องหมาย พบว่า 733 เครื่องหมาย (39 เปอรเ์ซน็ต์) สามารถ
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอถัว่ซอมบีไ้ด ้(ตารางที ่2) โดยเครื่องหมาย SSR จากถัว่อะซูกมิอีตัราการเพิม่ปรมิาณดี
เอน็เอไดส้ าเรจ็มากทีสุ่ด (52 เปอรเ์ซน็ต์)  ส่วน SSR จากถัว่พุ่มกมิอีตัราการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดส้ าเรจ็
น้อยทีสุ่ด (30.2 เปอรเ์ซน็ต)์ และม ี196 เครือ่งหมาย (26.7 เปอรเ์ซน็ต)์ และเครื่องหมาย SSR จากถัว่อะซูกิ
มอีตัรา polymorphic marker มากที่สุด (29.3 เปอรเ์ซน็ต์)  ส่วน SSR จากถัว่พุ่มมอีตัรา polymorphic 
marker น้อยที่สุด (21.4 เปอรเ์ซน็ต์) อย่างไรกต็าม ในการวเิคราะหจ์โีนไทป์ในประชากร F2 สามารถน า 
polymorphic marker ไปใชว้เิคราะหแ์บบ multiplex markers ไดเ้พยีง 139 เครือ่งหมาย  
 เนื่องจากจ านวนเครือ่งหมาย SSR    แสดงความแตกต่างระหว่างพนัธุพ์่อแม่มน้ีอย ทางโครงการจงึ
ไดใ้ชเ้ครือ่งหมายดเีอน็ชนิด SNP ทีต่รวจสอบดว้ยวธิ ีRAD-seq มาใชใ้นการวเิคราะหจ์โีนไทป์ของประชากร 
F2 ซึง่จากการวเิคราะห ์RAD-seq พบว่า สามารถหาล าดบัเบสไดจ้ านวนทัง้สิน้ 266.66 ลา้นชิน้ (read) โดย
มจี านวน RAD-tag 51-base reads เท่ากบั 13,599,687,789 โดยเป็นของ JP235908, TVNu240 และ 
ประชากร F2 จ านวน 22,010,733, 79,862,226 และ 264,663,036 ตามล าดบั ซึง่จ านวน RAD-tag เฉลีย่
ของต้น F2 แต่ละต้นเท่ากบั 1,664,547.40 และเมื่อน า RAD-tag มาเปรยีบเทยีบล าดบัเบสและจดักลุ่ม 
พบว่า สามารถจดัได้ 12,089 stacks ซึ่งในจ านวนนี้ม ี622 RAD-tag markers ที่แสดงความแตกต่าง
ระหว่างพนัธุพ์่อแม่ (JP235908 กบั TVNu240) อย่างไรกต็าม 366 RAD-tag markers มขีอ้มูลสูญหาย 
(missing data) มากกว่า 25 เปอรเ์ซน็ต ์ 
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ตารางท่ี 2 เปอรเ์ซน็ตข์องเครือ่งหมายดเีอน็เอ SSR ทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณและแสดงความแตกต่างระหว่าง
ถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) พนัธุ ์JP235908 กบั TVNu240 ได ้
 

Source 
No. of SSR and EST-SSR primer pairs No. of mapped 

loci Screened Amplified (%) Polymorphic (%) 
mungbean 322 121 (37.6) 30 (24.8) 13 
azuki bean 827 430 (52.0) 126 (29.3) 99 
cowpea 563 131 (23.3) 28 (21.4) 22 
common bean 169 51 (30.2) 12 (24.0) 5 
Total 1881 733 (39.0) 196 (26.7) 139 

 
ในการสรา้งแผนที่พนัธุกรรมของประชากร F2 ที่เกดิจากคู่ผสมพนัธุ ์TVNu240 x JP235908 ใช้

เครื่องหมายดเีอน็เอรวมทัง้สิน้จ านวน 435 เครื่องหมาย (SSR จ านวน 139 เครื่องหมาย และ  RAD-seq 
จ านวน 296 เครื่องหมาย) โดยเครื่องหมายเหล่านี้ถูกจดักลุ่มได ้11 กลุ่มลงิคเ์กจ (linkage group; LG) คอื 
LG1 ถงึ LG11 (ภาพที ่5 และ ตารางที ่3) แผนทีพ่นัธุกรรมนี้มคีวามยาวรวมทัง้สิน้ 1,051.43เซน็ตมิอรแ์กน 
(centiMorgan; cM) โดยมรีะยะทางระหว่างเครื่องหมายเฉลีย่เท่ากบั 2.54 cM ความยาวของแต่ละกลุ่มลงิค์
เกจมคี่าระหว่าง 30.36 cM (LG9) ถงึ 130.14 cM (LG3) ซึง่จากเครื่องหมายดเีอน็เอรวมทัง้สิน้จ านวน 435 
เครื่องหมาย พบว่า 221 (50.8 เปอร์เซ็นต์) เครื่องหมายกระจายตวัเบี่ยงเบนจากอตัราส่วนที่คาดหมาย 
1:2:1 หรอืม ีsegregation distortion (เรยีกเครื่องหมายเหล่านี้ว่า distorted marker โดยในแผนทีพ่นัธุกรรม
ที่สร้างขึ้นนี้ distorted marker จะวางตวัอยู่ใกล้กนั โดยทุกกลุ่มลงิค์เกจม ีdistorted markers หลาย
เครื่องหมาย ยกเวน้ LG7 ซึง่ม ีdistorted markers เพยีง 2 เครื่องหมาย โดยเครื่องหมายบน LG6, LG8, 
LG9 และ LG11 มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ เป็น distorted markers โดยเฉพาะอย่างยิง่บน LG8 ซึ่ง
เครือ่งหมายดเีอน็เอม ีdistorted markers ทัง้หมดในระดบัสงู (P < 0.001)  
 ในการทดสอบความต้านทานต่อดนิเคม็จ าลองทีร่ะดบั 250 mM ของประชากร F2:3 ของถัว่ซอมบี้
คู่ผสม TVNu240 x JP235908 ในสภาพหอ้งทดลองควบคุมสภาพแวดล้อม (ก) และ สภาพโรงเรอืน (ข) 
(ภาพที ่6) เป็นระยะเวลานาน 2 สปัดาห ์โดยการประเมนิความต้านทานต่อดนิเคม็ในประชากร F2:3 ของถัว่
ซอมบี้ภายใต้สภาพห้องทดลองที่ควบคุณอุณหภูมแิละช่วงแสง (ภาพที่ 7) พบว่า พนัธุ์ป่า JP235908 ที่
โดยทัว่ไปมคีวามทนทานต่อความเคม็ไดเ้ป็นอย่างด ีกลบัแสดงความอ่อนแอต่อความเคม็ โดยพนัธุด์งักล่าว
มอีาการใบเหลอืงเหี่ยว และมจี านวนต้นตายมากกว่าพนัธุ์ปลูก TVNu240 ทีโ่ดยทัว่ไปอ่อนแอต่อความเคม็ 
พ่อทีเ่ป็นพนัธุป์ลูก ท าใหค้่าเฉลีย่ของคะแนนในพนัธุแ์ม่กลบัสูงกว่าพนัธุพ์่อทีอ่่อนแอต่อความเคม็  ส่วนการ
ประเมนิความต้านทานต่อดนิเคม็ในประชากร F2:3 ในสภาพโรงเรอืน (ภาพที่ 8) พบว่า ค่าเฉลี่ยคะแนน
อาการเหี่ยวของพนัธุ์ TVNu240 มคี่าเท่ากบั 7.25 และของพนัธุ์ JP235908 มคี่าเท่ากบั 3.40 ส่วนค่า
คะแนนอาการเหี่ยวของประชากร F2:3 มคี่าระหว่าง 1.00 ถงึ 9.00 เฉลีย่เท่ากบั 5.71 การกระจายตวัของ
คะแนนเป็นแบบต่อเนื่อง (ภาพที ่9) ชีใ้หเ้หน็ว่า ความต้านทานต่อดนิเคม็เป็นลกัษณะเชงิปรมิาณ อย่างไรก็
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ตาม มกีารเกดิ transgressive segregation โดยที ่F2:3 บางสายพนัธุม์คีะแนนสูงกว่าพนัธุ ์TVNu240 และมี
บางสายพนัธุม์คีะแนนต ่ากว่าพนัธุ ์JP235908 

เมื่อน าขอ้มูลการประเมนิการต้านทานดนิเคม็ในถัว่ Vigna vexillata ทัง้สองสภาพการทดลองมา
วเิคราะห์ร่วมกบัขอ้มูลแผนที่ทางด้านพนัธุกรรมที่สรา้งจากเครื่องหมายดเีอ็นเอทีส่รา้งขึน้ เพื่อหาต าแหน่ง
ของของ QTL หรอืยนีที่ควบคุมความต้านทานต่อดนิเคม็ดว้ยวธิ ีICIM พบว่า ในสภาพโรงเรอืนม ีม ีQTL 
จ านวน 2 ต าแหน่งทีค่วบคุมความต้านทาน โดยใหช้ื่อ QTL ว่า Saltol1.1- และ Saltol2.1- (ภาพที ่10) โดย 
Saltol1.1- วางตวัอยู่ทีต่ าแหน่ง 80.0 cM บน LG1 ระหว่างเครื่องหมาย SSR CEDG178 กบั VES0081 ซึง่ 
QTL นี้อธบิายความแปรปรวนหรอืมคี่า phenotypic variance explained (PVE) ของคะแนนความต้านทาน
ต่อดนิเค็มในประชากรได้ 14.16 เปอรเ์ซน็ต์ มคี่าอิทธพิลผลบวก (additive effect) เท่ากบั -0.78 และ
อทิธพิลแบบขม่เท่ากบั -0.11 ส่วน Saltol1.1- นัน้วางตวัอยูท่ีต่ าแหน่ง 1.0 cM บน LG2 ระหว่างเครื่องหมาย 
RAD-seq C_18923_135000 กบั C_21205_718859 ซึง่อธบิายความแปรปรวนของคะแนนความต้านทาน
ต่อดนิเคม็ในประชากรได ้7.77 เปอรเ์ซน็ต ์มคี่าอทิธพิลผลบวก -0.60 และอทิธพิลแบบข่มเท่ากบั 0.23 ส่วน
ในสภาพหอ้งทดลองควบคุมสภาพแวดลอ้ม ไมพ่บ QTL 
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ตารางท่ี 3 จ านวนเครือ่งหมายดเีอน็อและระยะทางระหว่างเครือ่งหมายบนกลุ่มลงิคเ์กจแต่ละกลุ่มของแผน
ทีพ่นัธุกรรมทีส่รา้งขึน้ส าหรบัประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสมพนัธุ ์JP235908 x TVNu240 
 
กลุ่ม
ลิงคเ์กจ 

จ านวน
เครื่องหมาย 
SSR 

จ านวน
เครื่องหมาย 
RAD-seq  

จ านวน
เครื่องหมาย
ทัง้หมด 

ความยาว
รวม (cM) 

ระยะทางระหว่าง
เครื่องหมาย (cM) 

1 18 34 52 98.45 1.89 
2 8 23 31 76.91 2.48 
3 18 27 45 130.14 2.89 
4 13 45 59 126.71 2.15 
5 14 21 35 103.55 2.96 
6 10 33 43 97.97 2.28 
7 13 27 40 82.32 2.06 
8 20 34 54 104.99 1.94 
9 2 7 9 30.36 3.37 
10 10 26 36 105.47 2.92 
11 12 19 31 94.46 3.05 
เฉล่ีย 12.55 26.90 72.5 95.58 2.54 
รวม 138 296 435 1,051.43 - 
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ภาพท่ี 5 แผนทีพ่นัธุกรรมทีส่รา้งขึน้ส าหรบัประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสมพนัธุ ์JP235908 x TVNu240 
โดยใชเ้ครือ่งหมาย SSR และ RAD-seq  
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ภาพท่ี 6 การทดสอบความตา้นทานต่อดนิเคม็ของประชากร F2:3 ของถัว่ Vigna vexillata ในสภาพ
หอ้งทดลอง (ก) และสภาพโรงเรอืน (ข) 
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ภาพท่ี 7 การตอบสนองของ JP235908, TVNu240 และประชากร F2:3 ต่อความเคม็ทีร่ะดบั 250 mM NaCl 
ในสภาพหอ้งทดลองทีค่วบคุมอุณหภมูแิละช่วงแสง หลงัจากเริม่ทดลองเป็นระยะเวลา 17 วนั 
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ภาพท่ี 8 การตอบสนองของ JP235908, TVNu240 และประชากร F2:3 (JP235908 x TVNu240) ต่อความ
เคม็ทีร่ะดบั 250 mM NaCl ในสภาพโรงเรอืนปลกูทดลอง หลงัจากเริม่ทดลองเป็นระยะเวลา 27 วนั 
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ภาพท่ี 9 การกระจายตวัของคะแนนความเหีย่วของใบประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสมพนัธุ ์JP235908 x 
TVNu240 
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ภาพท่ี 10 กราฟแสดงค่า Log of odds (LOD) ทีต่รวจสอบความทนทานต่อสภาพเคม็ (250 mM NaCl) บน
กลุ่มลงิคเ์กจที ่1 (LG1) (บน) และ 2 (LG2) (ล่าง) ดว้ยวธิ ีInclusive composite interval mapping ใน
ประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสมพนัธุ ์JP235908 x TVNu240  
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การทดลองท่ี 3: การสร้างแผนท่ีพนัธกุรรมและค้นหาต าแหน่งของยีนท่ีควบคุมความต้านทานต่อ
ด้วงเจาะเมลด็ถัว่ 

ทางโครงการได้ใช้เครื่องหมายดเีอ็นชนิด SNP ที่ตรวจสอบด้วยวธิ ีSLAF-Seq มาใช้ในการ
วเิคราะห์จโีนไทป์ของประชากร ซึ่งจากการวเิคราะห์ SLAF-Seq พบว่า สามารถหาล าดบัเบสได้จ านวน
ทัง้สิน้ 733.52 ชิน้ (read) รวมทัง้สิน้ 187.10 จกิะเบส (Giga base; Gb) โดยมคี่า Q30 เฉลีย่ เท่ากบั 94.05 
เปอรเ์ซน็ต์ และค่า GC content เฉลีย่ เท่ากบั 36.63 เปอรเ์ซน็ต์ จ านวน read ในพนัธุ์ TVnu240 และ 
TVNu1623 มคี่าเท่ากบั 23,183,922 และ 24,285,822 ตามล าดบั ส่วนจ านวน read ทัง้สิน้ในต้น F2 เท่ากบั 
3,464,884 และเมือ่น าขอ้มลูเหล่านี้ไปวเิคราะหพ์บว่ามจี านวน SNP ทัง้สิน้ 4,044,822 ต าแหน่ง และม ีSNP 
จ านวน 2,202,256 ต าแหน่งที่แตกต่างกนัระหว่างพ่อกบัแม่ อย่างไรกต็าม พบว่าม ีSNP เพยีง 378,433 
ต าแหน่งทีม่ ีSNP                                         233,975 ต าแหน่ง ที่เป็น SNP ทีม่กีาร
กระจายตวัแบบ aa x bb  

หลงัจากการคดักรองและคดัเลอืกเครื่องหมายที่มกีระจายตวัที่เหมาะสมและมขีอ้มูลสูญหายน้อย 
พบว่า มเีพยีง SNP จ านวน 6,954 เครือ่งหมาย เหมาะสมน าไปใชส้รา้งแผนทีพ่นัธุกรรม อย่างไรกต็าม การ
วเิคราะห์แผนที่พนัธุกรรม พบว่า 6,529 เครื่องหมาย (93.89 เปอร์เซน็ต์) สามารถจดักลุ่มลงิค์เกจได้ 11 
กลุ่ม คอื LG1 ถงึ LG11 (ภาพที ่11) ตารางที ่4 สรปุคุณลกัษณะของแผนทีพ่นัธุกรรมและกลุ่มลงิคเ์กจแต่ละ
กลุ่มทีส่รา้งขึน้ แผนทีพ่นัธุกรรมมคีวามยาวรวมทัง้สิน้ 1,740.8 cM โดยมรีะยะทางระหว่างเครื่องหมายเฉลี่ย
เท่ากบั 0.27 cM จ านวนเครื่องหมายดเีอน็เอแต่ลงิคเ์กจมคี่าระหว่าง 267 (LG10) ถงึ 1,080 (LG3) เฉลี่ย
เท่ากบั 593.5 เครื่องหมาย ความยาวของแต่ละกลุ่มลงิคเ์กจมคี่าระหว่าง 108.52 cM (LG10) ถงึ 193.13 
cM (LG3) เฉลีย่เท่ากบั 158.25 cM 
 เมื่อน าแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่ซอมบีท้ี่สรา้งขึน้ในการทดลองนี้ไปเปรยีบเทยีบกบัจโีนมของถัว่พุ่ม 
(Muñoz-Amatriaí n et al. 2017) ถัว่เขยีว (Kang et al. 2014) ถัว่อะซูก ิ(Sakai et al. 2015) และถัว่แดง
หลวง (Schmutz et al. 2014) พบว่า จโีนมของถัว่ซอมบีม้คีวามเหมอืนกนัถัว่ชนิดต่างๆ เหล่านี้ (ภาพที ่12) 
โดยพบ microsynteny blocks ระหว่างพชืเหล่านี้ จโีนมของถัว่ซอมบี้มคีวามเหมอืนกนัถัว่พุ่มมากทีสุ่ด โดย 
LG1, LG2, LG3, LG4, LG5, LG6, LG7, LG8, LG8, LG9, LG10 และ LG11 นัน้ตรงกบัโครโมโซมที ่1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 และ 11 ของถัว่พุ่ม ตามล าดบั ตรงกบัโครโมโซมที ่2/3/5, 11, 7, 1, 4/5, 10, 8, 6, 5, 
9 และ 2 ของถัว่เขยีว ตรงกบัโครโมโซมที ่4/7, 10, 1, 11, 4/7, 5, 8, 3, 2, 9 และ 6 ของถัว่อะซูก ิและตรง
กบัโครโมโซมที ่1/5, 2/3, 2/3, 4, 5/8, 6, 7, 1/8, 9, 10 และ 11 ของถัว่แดงหลวง 

การทดสอบความต้านทานต่อดว้งถัว่เหลอืงและด้วงถัว่เขยีวในพนัธุพ์่อแม่และประชากร F2 พบว่า
เปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงในพนัธุ ์TVNu240 และ TVNu1623 มคี่าเท่ากบั 0 และ 48.67
เปอรเ์ซน็ต์ ตามล าดบั ส่วนค่า AUDPS ซึง่แสดงความก้าวหน้าของการถูกท าลายโดยดว้งชนิดนี้ในพนัธุท์ ัง้
สองมคี่าเท่ากบั 0 และ 705 ตามล าดบั เปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงในประชากร F2 มคี่า
ระหว่าง 0 ถงึ 96 เปอรเ์ซน็ต์ เฉลี่ยเท่ากบั 11.60 เปอรเ์ซน็ต์ ค่า AUDPS ในประชากร F2 มคี่าระหว่าง 0 
ถงึ 1,970 เฉลีย่เท่ากบั 190.61 กราฟการกระจายตวัของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายและ AUDPS 
ทีเ่กดิจากดว้งถัว่เหลอืงมลีกัษณะเป็นแบบต่อเนื่อง (continuous distribution) และเบ ้(skewed) ไปทางพนัธุ ์
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TVNu240 (ภาพที่ 13) ชี้ให้เหน็ว่าความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลอืงในพนัธุ์ TVNu240 เป็นลกัษณะเชงิ
ปรมิาณ 
 ในกรณีของด้วงถัว่เขยีว พบว่าเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายโดยด้วงถัว่ชนิดนี้ในพนัธุ์ TVNu240 
และ TVNu1623 มคีวามแตกต่างกนัมาก โดยมคี่าเท่ากบั 0 และ 94.00 เปอรเ์ซน็ต์ ตามล าดบั ส่วนค่า 
AUDPS มคี่าเท่ากบั 0 และ 2,115 ตามล าดบั เปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เขยีวในประชากร F2 
มคี่าระหว่าง 0 ถึง 98.00 เปอร์เซ็นต์ เฉลี่ยเท่ากบั 26.99 เปอร์เซ็นต์ ค่า AUDPS ในประชากร F2 มคี่า
ระหว่าง 0 ถงึ 2,193.88 เฉลีย่เท่ากบั 552.52 กราฟการกระจายตวัของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลาย
และ AUDPS ทีเ่กดิจากดว้งถัว่เขยีวมลีกัษณะเป็นแบบต่อเนื่องและเบไ้ปทางพนัธุ ์TVNu240 เช่นเดยีวกนั
กบัในกรณีของดว้งถัว่เหลอืง ผลการทดลองนี้ชี้ใหเ้หน็ว่าความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวในพนัธุ ์TVNu240 
เป็นลกัษณะเชงิปรมิาณ 

ค่าสหสมัพนัธ์ (correlation) ระหว่างเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายกบั AUDPS ของดว้งแต่ละชนิดมี
ค่าเป็นบวกและมคี่ามากกว่า 0.99 (P < 0.001) (ตารางที ่5) ในขณะทีค่่าสหสมัพนัธร์ะหว่างลกัษณะระหว่าง
ดว้งทัง้สองชนิดมคี่าเป็นบวกและมคี่าปานกลางระหว่าง 0.70 ถงึ 0.72 (P < 0.001) (ตารางที ่5) แสดงให้
เห็นว่าความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลืองและด้วงถัว่เขยีวในพนัธ์ TVNu240 นัน้ถูกควบคุมด้วยยนีบาง
ต าแหน่งทีเ่หมอืนกนั  
 อตัราพนัธุกรรมแบบกวา้ง (H2) ของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงและดว้ง
ถัว่เขยีวมคี่า 57.55 และ 98.44 เปอรเ์ซน็ต ์ตามล าดบั ส่วน H2 ของลกัษณะ AUDPS อนัเน่ืองมาจากดว้งถัว่
เหลอืงและดว้งถัว่เขยีว มคี่า 87.70 และ 98.24 เปอรเ์ซน็ต์ ตามล าดบั ผลการทดลองนี้แสดงใหเ้หน็ว่าความ
ตา้นทานต่อดว้งถัว่เหลอืงนัน้มอีทิธพิลของสภาพแวดลอ้มเขา้มาเกี่ยวขอ้งมากกว่าความต้านทานต่อดว้งถัว่
เขยีว 

เมื่อน าขอ้มลูการทดสอบความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลอืงและด้วงถัว่เขยีวมาวเิคราะห์ร่วมกบัขอ้มูล
แผนทีท่างดา้นพนัธุกรรมทีส่รา้งจากเครื่องหมายดเีอน็เอทีส่รา้งขึน้ เพื่อหาต าแหน่งของของ QTL หรอืยนีที่
ควบคุมความตา้นทานดว้ยวธิ ีICIM พบว่า ในลกัษณะเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืง ม ีQTL 
ทีค่วบคุมจ านวน 3 ต าแหน่ง (QTL ทีม่อีทิธพิลสูง 1 ต าแหน่ง และ QTL ทีม่อีทิธพิลต ่า 2 ต าแหน่ง) อยู่บน 
LG3, LG6 และ LG11 (ตารางที ่6 และ ภาพที ่14) ซึง่ QTL หลกั (qCc_PDS6.1) วางตวัอยู่ทีต่ าแหน่ง 78 
cM บน LG6 ระหว่างเครือ่งหมาย Marker79444 กบั Marker79577 โดยอธบิายความแปรปรวนของลกัษณะ
เปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงในประชากร F2 ได ้22.51 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วน QTL ทีม่อีทิธพิล
ต ่าทัง้สองต าแหน่งนัน้อธบิายความแปรปรวนของลกัษณะนี้ได้น้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต์ อัลลีลจากพนัธุ ์
TVNu240 ที ่QTL ทัง้สามต าแหน่งนี้ลดเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืง ในกรณีของลกัษณะ
AUDPS ที่ถูกท าลายโดยด้วงถัว่เหลอืง ม ีQTL ที่ควบคุมจ านวน 4 ต าแหน่ง (QTL ที่มอีทิธพิลสูง 1 
ต าแหน่ง และ QTL ทีม่อีทิธพิลต ่า 3 ต าแหน่ง) อยู่บน LG2, LG3, LG6 และ LG11 (ตารางที ่6 และ ภาพที ่
14) โดย QTL หลกั (qCc_AUDPS6.1) วางตวัอยู่ที่ต าแหน่งเดยีวกบั qCc_PDS6.1 โดยอธบิายความ
แปรปรวนของลกัษณะ AUDPS ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืงในประชากร F2 ได ้23.99 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วน 
QTL ที่มอีทิธพิลต ่าทัง้สามต าแหน่งนัน้อธบิายความแปรปรวนของลกัษณะนี้ได้น้อยกว่า 10 เปอรเ์ซน็ต ์
โดยอลัลลีจากพนัธุ ์TVNu240 ที ่QTL ทัง้สามนี้ต าแหน่งนี้เพิม่ค่า AUDPS ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เหลอืง  
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ในกรณีของด้วงถัว่เขยีว พบว่า ลกัษณะเปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายโดยด้วงชนิดนี้ม ีQTL ที่
ควบคุมจ านวน 2 ต าแหน่ง (QTL ทีม่อีทิธพิลสูง 1 ต าแหน่ง และ QTL ที่มอีทิธพิลต ่า 2 ต าแหน่ง) อยู่บน 
LG6 และ LG11 (ตารางที ่6 และ ภาพที ่14) ซึง่ QTL หลกั (qCm_PDS6.1) วางตวัอยู่ทีต่ าแหน่ง 81 cM บน 
LG6 ระหว่างเครื่องหมาย Marker197124 กบั Marker196422 โดยอธบิายความแปรปรวนของลกัษณะ
เปอร์เซ็นต์เมล็ดที่ถูกท าลายในประชากร F2 ได้ 52.41 เปอร์เซ็นต์ ส่วน QTL ที่มอีิทธิพลต ่ า 
(qCm_PDS11.1) วางตวัอยู่ที่ต าแหน่ง 125 cM บน LG11 ระหว่างเครื่องหมาย Marker375983 กบั 
Marker376183 โดยอธบิายความแปรปรวนของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ที่ถูกท าลายในประชากร F2 ได ้
7.21 เปอรเ์ซน็ต์ โดยอลัลลีจากพนัธุ์ TVNu240 ที ่QTL ทัง้สองต าแหน่งนี้ลดเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ที่ถูกท าลาย
โดยดว้งถัว่เขยีว ส่วนลกัษณะAUDPS ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เขยีว ม ีQTL ทีค่วบคุมจ านวน 2 ต าแหน่ง 
เช่นเดยีวกนักบัลกัษณะลกัษณะเปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลาย (QTL ทีม่อีทิธพิลสูง 1 ต าแหน่ง และ QTL ทีม่ี
อิทธพิลต ่า 1 ต าแหน่ง) อยู่บน LG6 และ LG11 (ตารางที่ 6 และ ภาพที่ 14) โดย QTL หลกั 
(qCm_AUDPS6.1) วางตวัอยู่ทีต่ าแหน่งเดยีวกบั qCm_PDS6.1 โดยอธบิายความแปรปรวนของลกัษณะ 
AUDPS ที่ถูกท าลายโดยด้วงถัว่เขยีวในประชากร F2 ได ้52.46 เปอรเ์ซน็ต์ ส่วน QTL ที่มอีทิธพิลต ่า 
(qCm_AUDPS11.1)  วางตวัอยู่ที่ต าแหน่ง 67 cM บน LG11 ระหว่างเครื่องหมาย Marker360510 กบั 
Marker360570 โดยอธบิายความแปรปรวนของลกัษณะ AUDPS ทีถู่กท าลายโดยดว้งถัว่เขยีวในประชากร 
F2 ได ้6.26 เปอรเ์ซน็ต ์อลัลลีจากพนัธุ ์TVNu240 ที ่QTL ทัง้สองต าแหน่งนี้เพิม่ค่า AUDPS  
 
ภาพท่ี 11 แผนทีพ่นัธุกรรมทีส่รา้งขึน้ส าหรบัประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสม TVNu240 x TVNu1623 
โดยใชเ้ครือ่งหมาย SNP จ านวน 6,529 เครือ่งหมายทีว่เิคราะหด์ว้ยเทคนิค SLAF-seq 
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ตารางท่ี 4 คุณลกัษณะของแผนทีพ่นัธุกรรมทีส่รา้งขึน้ส าหรบัประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จากคู่ผสม TVNu240 
x TVNu1623 โดยใชเ้ครือ่งหมาย SNP จ านวน 6,529 เครือ่งหมายทีว่เิคราะหด์ว้ยเทคนิค SLAF-seq 
 
กลุ่มลิงค์
เกจ 

จ านวน
เครื่องหมาย 

ความยาว 
(cM) 

ค่าเฉล่ียระยะทางระหว่าง
เครื่องหมาย (cM)  

ช่องว่างท่ีมาก
ท่ีสดุ (cM) 

1 546 151.6 0.28 7.58 

2 494 157.4 0.32 14.84 

3 1,080 193.1 0.18 11.81 

4 643 167.3 0.26 3.05 

5 440 156.7 0.36 13.74 

6 470 136.3 0.29 16.03 

7 773 188.3 0.24 2.43 

8 517 168.7 0.33 3.09 

9 882 184.4 0.21 2.32 

10 267 108.5 0.41 17.88 

11 417 128.5 0.31 7.52 

รวม 6,529 1,740.8 0.27 17.88 
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ภาพท่ี 12 Circos map แสดงการเปรยีบเทยีบแผนทีพ่นัธุกรรมทีส่รา้งขึน้ส าหรบัประชากรถัว่ซอมบี ้F2 จาก
คู่ผสม TVNu240 x TVNu1623 (LG01 – LG11) กบัจโีนมของถัว่พุ่ม (Vu01 – Vu11) ถัว่อะซกู ิ(Va01 – 
Va11) ถัว่เขยีวผวิมนั (Vr01 – Vr11) และถัว่แดงหลวง (Pvu01 – Pvu11)  
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ภาพท่ี 13 การกระจายตวัของลกัษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลาย (A) และ Area Under the Disease 
Progress Stairs (AUDPS) (B) อนัเนื่องจากการท าลายของดว้งถัว่เหลอืง (C. chinensis) และดว้งถัว่เขยีว 
(C. maculatus) ในประชากรถัว่ซอมบี ้F2:3 จากคู่ผสม TVNu240 x TVNu1623  
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ตารางท่ี 5 สหสมัพนัธ์ระหว่างลกัษณะเปอรเ์ซ็นต์เมลด็ที่ถูกท าลายและ Area Under the Disease 
Progress Stairs (AUDPS) อนัเน่ืองจากจากดว้งถัว่เหลอืง (C. chinensis) และดว้งถัว่เขยีว (C. maculatus) 
ในประชากรถัว่ซอมบี ้F2:3 จากคู่ผสม TVNu240 x TVNu1623  
 

  
% เมลด็ถกูท าลายโดย 
C. chinensis 

AUDPS โดย C. 
chinensis 

% เมลด็ถกูท าลายโดย 
C. maculatus 

AUDPS โดย C. chinensis 0.9990 (P < 0.001) 
  % เมลด็ถกูท าลายโดย 

C. maculatus 0.7174 (P < 0.001) 0.6970 (P < 0.001) 
 

AUDPS โดย C. maculatus 0.7217 (P < 0.001) 0.7044 (P < 0.001) 09968 (P < 0.001) 

 
Table 6 รายละเอยีดของของ QTL ทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งถัว่เหลอืงและดว้งถัว่เขยีวในประชากรถัว่
ซอมบี ้F2 จากคู่ผสม TVNu240 x TVNu1623 ดว้ยวธิ ีInclusive composite interval mapping 
 
ชนิดของด้วง ลกัษณะ1 LG2 ช่ือ QTL ต าแหน่ง3 LOD 

score 
PVE4 
(%) 

Add5 Dom6 

C. chinensis PDS 3 qCc_PDS3.1 65.4 4.80 8.33 0.15 -9.38 

  6 qCc_PDS6.1 78.0 14.12 27.14 11.72 -0.94 

  11 qCc_PDS11.1 99.6 4.60 7.86 6.17 -3.44 

 AUDPS 2 qCc_AUDPS2.1 6.0 4.75 7.65 82.45 -105.17 

  3 qCc_AUDPS3.1 66.8 4.94 8.42 14.79 -161.10 

  6 qCc_AUDPS6.1 78.0 12.77 23.76 191.50 -1.26 

  11 qCc_AUDPS11.1 99.6 4.86 8.15 107.99 -65.41 

C. maculatus PDS 6 qCm_PDS6.1 80.6 33.28 52.41 27.33 -20.26 

  11 qCm_PDS11.1 125.6 6.61 7.21 11.38 -6.70 

 AUDPS 6 qCm_AUDPS6.1 80.0 30.74 51.82 444.63 -430.01 

  11 qCm_AUDPS11.1 128.4 4.84 5.66 195.12 -156.34 
1PDS = เปอรเ์ซน็ตเ์มลด็ทีถู่กท าลาย, AUDPS = area under the disease progress stair 
2กลุ่มลงิคเ์กจ  
3ต าแหน่งบนกลุ่มลงิคเ์กจ (cM)  
4ค่าความแปรปรวนทีอ่ธบิายไดข้อง QTL (Phenotypic variance explained by the QTL) 
5อทิธพิลผลบวกของยนี (Additive effect) 
6อทิธพิลแบบขม่ของยนี (Dominant effect)
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ภาพท่ี 14 ต าแหน่งของ QTL ทีค่วบคุมความตา้นทานต่อดว้งถัว่เหลอืง (แท่งสีเ่หลีย่มผนืผา้สขีาว) และดว้ง
ถัว่เขยีว (แท่งสีเ่หลีย่มผนืผา้สขีาว) บนแผนทีพ่นัธุกรรมประชากรถัว่ซอมบี ้F2:3 จากคู่ผสม TVNu240 x 
TVNu1623 ดว้ยวธิ ีInclusive composite interval mapping 
 

 
 

4. ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของถัว่ซอมบี้ 
การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของถัว่ซอมบี้ 422 พนัธุ์ ด้วยเครื่องหมาย SSR 

ทัง้หมด 20 เครื่องหมาย ตรวจพบอลัลลี (allele) ไดร้วมทัง้สิน้ 273 อลัลลี (ตารางที่ 7) แต่ละเครื่องหมาย 
SSR ตรวจสอบไดต้ัง้แต่ 6 (CEDG091, CEDG174) ถงึ 20 (CEDG107) อลัลลี มคี่าเฉลีย่เท่ากบั 13.6 อลั
ลลี (ตารางที ่8) ถัว่ซอมบีจ้ากทวปีแอฟรกิามจี านวนอลัลลีทีม่คีวามจ าเพาะ (private allele) มากทีสุ่ด (73 
อลัลลี) ตามดว้ยออสเตรเลยี (7 อลัลลี) และอเมรกิา (6 อลัลลี) เช่นเดยีวกนักบัค่า allelic richness แสดงให้
เหน็ว่า ถัว่ซอมบีจ้ากอาฟรกิามคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมมากทีสุ่ด (ตารางที ่9) 

Polymorphism information content (PIC) มคี่าตัง้แต่ 0.296 (CEDG043) to 0.915 (CEDG214) 
ค่าเฉลีย่เท่ากบั 0.704 (ตารางที ่8) ค่า gene diversity (HE) เฉลีย่อยู่ในระดบัปานกลาง (0.72) โดยค่า HE  
ของพนัธุป่์าและพนัธุ์ปลูกมคี่าใกล้เคยีงกนั โดยในพนัธุป่์า พนัธุ์จากแอฟรกิามคี่า HE สูงที่สุด พนัธุ์จาก
อเมรกิามคี่า HE ต ่าที่สุด (ตารางที่ 7) แสดงให้เห็นว่า ถัว่ซอมบี้จากอาฟรกิามคีวามหลากหลายทาง
พนัธุกรรมสูงทีสุ่ด อย่างไรกต็าม ค่า HE ของพนัธุป่์าจากอาฟรกิาและเอเชยีไม่แตกต่างกนัมากนัก  และเมื่อ
พจิารณาแยกเป็นภมูภิาคในแต่ละทวปี พบว่า ถัว่ซอมบีจ้ากแอฟรกิาตะวนัออกมคี่า HE สงูทีสุ่ด (ตารางที ่7) 

การประเมนิอตัราการผสมขา้มเฉลีย่พบว่ามคี่าสงูถงึ 11.48 เปอรเ์ซน็ต์ (ตารางที ่7) ค่า DA ระหว่าง
ถัว่ซ้อมบี้จากภูมภิาคต่างๆ มคี่าต ่า (0.151 ระหว่างอาฟรกิาใต้ กบั อาฟรกิาตะวนัออก) ถึงสูง (0.649 
ระหว่างอาฟรกิาตะวนัตก กบั เอเชยี (ตารางที ่10) โดยระหว่างภูมภิาคอาฟรกิานัน้ ถัว่ซอ้มบีจ้ากอาฟรกิา
ตะวนัออกมคีวามสมัพนัธ์ใกล้ชดิกบัถัว่ซ้อมบี้จากอาฟรกิาใต้มาก ในขณะที่ถัว่ซ้อมบี้จากอาฟรกิาใต้มี
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พนัธุกรรมที่แตกต่างกบัถัว่ซอ้มบี้จากอาฟรกิากลางมากที่สุด ถัว่ซ้อมบีจ้ากอเมรกิามคีวามสมัพนัธใ์กล้ชดิ
กบัถัว่ซ้อมบี้จากแอฟรกิาใต้และแอฟรกิาตะวนัตกมากที่สุด แสดงให้เห็นว่า ถัว่ซ้อมบี้จากอเมรกิาอาจมี
ก าเนิดมาจากถัว่ทัง้สองบรเิวณนี้ ถัว่ซอ้มบีจ้ากออสเตรเลยีมคีวามสมัพนัธใ์กลช้ดิกบัถัว่ซอ้มบีจ้ากแอฟรกิา
ตะวนัออกมากที่สุด แสดงให้เหน็ว่า ถัว่ซ้อมบี้จากออสเตรเลยีอาจมกี าเนิดมาจากแอฟรกิาตะวนัออก ถัว่
ซอมบีจ้ากเอเชยีมคีวามแตกต่างทางพนัธุกรรมจากถัว่ป่าจากบรเิวณอื่นๆ (DA > 0.54) โดยมคีวามใกลช้ดิ
ทางพนัธุรรมกบัถัว่ซอมบีจ้ากออสเตรเลยีมากทีสุ่ด.(ตารางที ่10) 

รปูแบบการกระจายตวัของถัว่ซอมบีบ้นกราฟ PCA (แกน PC1 กบัแกน PC2) ทีว่เิคราะหจ์ากค่า 
DA (ภาพที ่15) แสดงใหเ้หน็ว่า ถัว่ซอมบีส้่วนใหญ่จากแอฟรกิา ออสเตรเลยี และอเมรกิา นัน้แยกออกจาก
กนั โดยถัว่จากแอฟรกิามกีารกระจายตัวอย่างกว้างขวางมากที่สุด โดยเฉพาะอย่างยิง่ถัว่จากแอฟรกิา
ตะวนัออก ส่วนถัว่จากเอเชยีนัน้กระจายตวัรวมอยู่กบัถัว่จากแอฟรกิา สอดคลอ้งกบั Neighbor-joining tree 
(ภาพที ่16) ซึง่เผยใหเ้หน็ว่าถัว่ซอมบีแ้บ่งออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ คอื (1) ถัว่จากแอฟรกิาและจากเอเชยี โดย
พนัธุ์ป่าจากเอเชยี และพนัธุ์ปลูกทัง้หมดก็รวมอยู่ในกลุ่มนี้ด้วย (2) ถัว่จากออสเตรเลยี และ (3) ถัว่จาก
อเมรกิา การวเิคราะห์โครงสรา้งประชากร (population structure analysis) ให้ผลที่สอดคล้องกบัการ
วเิคราะห์ Neighbor-joining tree โดยเผยให้เห็นว่าถัว่ซอมบี้ที่ใช้ศึกษาแบ่งออกเป็น 3 ประชากรย่อย 
(subpopulation) (ภาพที ่17) ประชากรย่อย I นัน้ประกอบดว้ยถัว่ 231 พนัธุ ์จากแอฟรกิาและจากเอเชยี 
โดยพนัธุ์ป่าจากเอเชยี และพนัธุ์ปลูกทัง้หมด แต่มถีัว่บางพนัธุ์จากออสเตรเลยีและอเมรกิารวมอยู่ด้วย 
ประชากรย่อย II ประกอบดว้ยถัว่ 122 พนัธุ ์ทัง้หมดมาจากอเมรกิา (ยกเวน้ 4 พนัธุ)์ และประชากรย่อย III 
ประกอบดว้ยถัว่ 70 พนัธุ ์ทัง้หมดมาจากออสเตรเลยี 
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ตารางท่ี 7 แหล่งทีม่าของถัว่ซอมบี้ (V. vexillata) 422 พนัธุ ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม และจ านวนอลัลลี (NA) ค่าความหลากหลายของยนี (HE), ค่า observed heterozygosity (HO), 
และอตัราการผสมขา้ม (t) ทีค่ านวณจากขอ้มลูอลัลลีทีว่เิคราะหด์ว้ยเครือ่งหมาย simple sequence repeat 
จ านวน 20 เครือ่งหมาย 
 
Status Origin No. of 

accessions 
NA HO HE t (%) 

Wild All 408 273 0.169 0.713 11.54 
      Africa 193 258 0.207 0.750 16.00 
            East  100 237 0.208 0.741 16.35 
            West  21 121 0.229 0.672 20.48 
             South  49 170 0.198 0.692 16.69 
             Central  23 119 0.204 0.673 17.86 
      America 123 136 0.083 0.435 10.56 
            South  93 119 0.081 0.423 10.62 
            Central  30 84 0.088 0.413 11.98 
      Australia  85 150 0.102 0.563 10.25 
            East  75 138 0.103 0.547 10.07 
            West  7 81 0.136 0.679 11.11 
            North  3 39 0.100 0.758   7.07 
      Asia 2 37 0.150 0.650 13.06 
      Unknown 5 79 0.200 0.783 14.68 
Cultivated All 14 97 0.143 0.641 12.55 
      Africa 8 61 0.138 0.424 19.40 
      America 3 28 0.100 0.204 32.45 
      Asia 3 40 0.200 0.496 25.23 
Overall  422 273 0.148 0.715 11.48 
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ตารางท่ี 8 กลุ่มลงิคเ์กจ (Linkage groups; LG), จ านวนอลัลลีต่อเครือ่งหมาย (Na), ช่วงของขนาดอลัลลี และ ค่า polymorphic information content (PIC) ของ
เครือ่งหมาย simple sequence repeat จ านวน 20 เครื่องหมายทีว่เิคราะหใ์นถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) 422 พนัธุ ์ 
 
 Primer LG* Na Allele 

size 
range 
(bp) 
 
 

  
Wild 

    
Cultivated 

   
Overall Africa America Australia Asia Unknown 

 
Overall Africa America Asia 

CEDG011 4 14 140-170 0.704 0.775 0.549 0.576 0.000 0.320 
 

0.603 0.375 0.444 0.000 
CEDG015 6 18 200-230 0.860 0.844 0.419 0.778 0.375 0.780 

 
0.640 0.116 0.000 0.499 

CEDG043 3 9 170-200 0.296 0.306 0.246 0.504 0.000 0.480 
 

0.457 0.226 0.000 0.471 
CEDG091 4 6 200-230 0.641 0.625 0.653 0.589 0.000 0.640 

 
0.612 0.375 0.444 0.667 

CEDG098 11 19 150-170 0.796 0.879 0.271 0.706 0.625 0.780 
 

0.768 0.531 0.500 0.444
2 CEDG102 1 8 150-170 0.600 0.780 0.255 0.018 0.000 0.660 

 
0.674 0.750 0.000 0.000 

CEDG107 4 20 130-150 0.831 0.917 0.146 0.686 0.500 0.320 
 

0.676 0.219 0.499 0.000 
CEDG147 10 18 240-260 0.863 0.865 0.752 0.821 0.500 0.700 

 
0.712 0.491 0.000 0.000 

CEDG174 7 6 180-200 0.132 0.171 0.000 0.298 0.500 0.780 
 

0.357 0.000 0.000 0.444
2 CEDG181 4 19 170-200 0.900 0.920 0.546 0.875 0.625 0.740 

 
0.706 0.664 0.000 0.444 

CEDG214 1 17 200-240 0.915 0.932 0.736 0.869 0.000 0.740 
 

0.636 0.499 0.278 0.444 
CEDG244 2 15 160-180 0.628 0.668 0.729 0.439 0.500 0.560 

 
0.681 0.219 0.000 0.611 

CEDG248 6 12 130-150 0.625 0.749 0.295 0.589 0.500 0.480 
 

0.489 0.327 0.000 0.000 
CEDG264 5 17 180-200 0.907 0.919 0.866 0.829 0.000 0.720 

 
0.574 0.491 0.000 0.000 

CEDG304 9 12 120-150 0.711 0.728 0.103 0.736 0.500 0.820 
 

0.460 0.219 0.000 0.667 
VES0675 - 16 260-320 0.685 0.882 0.738 0.813 0.500 0.700 

 
0.595 0.531 0.000 0.722 

VES0476 1 9 200-300 0.786 0.683 0.074 0.488 0.500 0.640 
 

0.520 0.406 0.000 0.444 
VM24 8 11 220-260 0.801 0.788 0.335 0.719 0.500 0.660 

 
0.564 0.319 0.444 0.444 

VM27 9 15 170-200 0.699 0.787 0.362 0.821 0.500 0.700 
 

0.584 0.219 0.000 0.500 
VR304 12 12 180-240 0.704 0.724 0.577 0.655 0.625 0.700 

 
0.710 0.601 0.444 0.500 

Average  13.65  0.704 0.747 0.433 0.640 0.363 0.646 
 

0.601 0.379 0.153 0.363 
Overall  273           
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ตารางท่ี 9 ค่า Allelic richness (AR) ของเครือ่งหมาย simple sequence repeat จ านวน 20 เครือ่งหมายทีว่เิคราะหใ์นถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) 422 พนัธุ ์ 
 
Marker 

  
Wild 

    
Cultivated 

 
Overall Africa America Australia Asia Unknown 

 
Overall Africa America Asia 

CEDG011 2.689 9.911 5.435 2.924 1.000 2.000  2.831 1.885 2.000 1.000 
CEDG015 3.273 10.691 5.042 4.128 2.000 6.000  3.043 1.375 1.000 3.000 
CEDG043 1.622 4.734 4.501 1.860 1.000 2.000  2.387 1.750 1.000 2.000 
CEDG091 2.377 4.439 5.073 2.608 1.000 3.000  2.721 1.885 2.000 3.000 
CEDG098 3.030 13.146 4.818 2.732 3.000 7.000  3.757 2.509 2.000 2.000 
CEDG102 2.339 6.297 2.858 1.135 1.000 4.000  3.214 3.733 1.000 1.000 
CEDG107 3.159 14.429 3.490 2.416 2.000 2.000  3.254 1.625 3.000 1.000 
CEDG147 3.271 11.342 6.163 3.461 2.000 4.000  3.269 2.625 1.000 1.000 
CEDG174 1.266 3.365 1.000 1.429 2.000 5.000  2.032 1.000 1.000 2.000 
CEDG181 3.459 14.095 5.774 4.110 3.000 5.000  3.336 3.256 1.000 2.000 
CEDG214 3.534 15.036 9.591 4.210 1.000 5.000  3.236 2.750 2.000 2.000 
CEDG244 2.467 8.142 8.258 1.602 2.000 3.000  3.316 1.625 1.000 3.000 
CEDG248 2.409 6.946 4.290 2.027 2.000 2.000  2.445 2.125 1.000 1.000 
CEDG264 3.49 13.918 10.15 4.382 1.000 4.000  2.793 2.625 1.000 1.000 
CEDG304 2.689 6.965 3.059 2.979 2.000 6.000  2.420 1.625 1.000 3.000 
VES0675 3.211 11.87 5.362 3.808 2.000 4.000  3.022 2.509 1.000 4.000 
VES0476 2.506 5.059 2.675 2.018 2.000 3.000  2.444 2.250 1.000 2.000 
VM24 2.955 6.963 6.208 2.958 2.000 4.000  2.658 2.000 2.000 2.000 
VM27 3.017 9.193 5.140 3.603 2.000 4.000  2.489 1.625 1.000 2.000 
VR304 2.651 7.885 3.916 2.903 3.000 4.000  3.452 2.884 2.000 2.000 
Average 2.771 9.221 5.140 2.865 1.850 3.950  2.906 2.183 1.400 2.000 
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ตารางท่ี 10 ค่า Nei’s genetic distance (DA; Nei 1983) ระหว่างถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) จากแหล่งต่างๆ ทีแ่บ่งตามภูมภิาคของแต่ละทวปี ทีว่เิคราะหด์ว้ย
เครือ่งหมาย simple sequence repeat จ านวน 20 เครื่องหมาย  
 
 Wild East 

Africa 
Wild West 
Africa 

Wild South 
Africa 

Wild Central 
Africa 

Wild 
America 

Wild 
Australia 

Wild 
Asia 

Unknown 
 

Cultivated 
Africa 

Cultivated 
America 

Wild West Africa 0.244 
         Wild South Africa 0.151 0.252 

        Wild Central Africa 0.211 0.265 0.308 
       Wild America 0.271 0.305 0.325 0.306 

      Wild Australia 0.272 0.415 0.346 0.378 0.410 
     Wild Asia 0.567 0.649 0.611 0.609 0.593 0.547 

    Unknown 0.385 0.515 0.486 0.474 0.474 0.388 0.603 
   Cultivated Africa 0.351 0.366 0.373 0.399 0.372 0.559 0.722 0.564 

  Cultivated America 0.483 0.499 0.509 0.517 0.426 0.592 0.780 0.612 0.418 
 Cultivated Asia 0.655 0.728 0.664 0.695 0.680 0.642 0.512 0.670 0.842 0.796 
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ภาพท่ี 15 รปูแบบการกระจายตวัของถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) บนแกน PC1 และ PC2 จากการ
วเิคราะห ์principal coordinate analysis โดยใชค้่า Nei’s genetic distance (DA; Nei 1983) 
ภาพ A แสดงตวัอยา่งทัง้หมด 422 พนัธุ ์ภาพ B แสดงตวัอยา่งพนัธุป่์าจากแอฟรกิา ภาพ C 
แสดงตวัอยา่งพนัธุป่์าจากอเมรกิา ออสเตรเลยี เอเชยี และไมท่ราบแหล่งทีม่า และภาพ D แสดง
ตวัอยา่งพนัธุป์ลกูทัง้หมด  
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ภาพท่ี 16 ความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของตวัอยา่งถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) ทัง้หมด 422 พนัธุท์ี่
วเิคราะหด์ว้ยการจดักลุ่มวธิ ีNeighbor-joining analysis โดยใชค้่า Nei’s genetic distance (DA; 
Nei 1983) 
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ภาพท่ี 17 กราฟแท่งแสดงโครงสรา้งประชากรของตวัอยา่งถัว่ซอมบี ้(V. vexillata) ทัง้หมด 422 
พนัธุท์ีว่เิคราะหด์ว้ยโปรแกรม STRUCTURE (Pritchard et al. 2000) แท่งแต่ละแท่งเป็น
ตวัแทนถัว่แต่ละพนัธุ ์สแีต่ละสใีนแต่ละแท่งแสดงอตัราส่วนของความเหมอืนในแต่ละประชากร 
แท่งสดี าหนาใชแ้ยกประชากรแต่ละประชากรออกจากกนั  
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
1. เช้ือพนัธุกรรมถัว่ซอมบี้ (Vigna vexillata) ท่ีต้านทานต่อความเคม็ ด้วงถัว่ และน ้า
ท่วมขงั 
 ผลจากการทดสอบความต้านทานต่อความเคม็ NaCl ความเขม้ขน้ 100 mM ของเชื้อ
พนัธุกรรมถัว่ซอมบี้จ านวน 414 พนัธุ์ (ภาพที่ 1 และ 2) พบว่า มจี านวนถงึ 25 พนัธุ์ที่แสดง
ความตา้นทานในระดบัสงู โดยไมแ่สดงอาการเลย และม ี2 พนัธุท์ีส่ามารถใหผ้ลผลติได้ แสดงให้
เหน็ว่า เชื้อพนัธุกรรมซอมบีม้คีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมมาก เชือ้พนัธุกรรมทีท่นทานต่อ
ความเคม็เหล่านี้สามารถใช้เป็นแหล่งของยนีเพื่อปรบัปรุงพนัธุพ์ชืใหท้นทานต่อความเคม็ไดใ้น
อนาคต 

ผลจากการทดสอบความทนทานตอน ้าท่วมขงั โดยใช้ถัว่ Vigna vexillata 5 พนัธุ์ คอื
พนัธุ ์TVNu240 AusTRCF58678, AusTRCF58674, TVnu1623 และ TVnu72 พบว่า ทุกพนัธุ์
มคีวามทนทานต่อสภาพน ้าท่วมขงันานกว่า 4 สปัดาห์ โดยในระยะ 1 สปัดาห์แรกของการ
ทดสอบ พนัธุท์ ัง้หมดแสดงอาการใบเหลอืง                                   หลงัจากนัน้
ทุกพนัธุส์รา้งรากอากาศ (aerial root) บรเิวณล าต้นเหนือผวิดนิ โดยเฉพาะบรเิวณใกลก้บัผวิน ้า 
และสรา้งโครงสรา้งรากทีม่สีภาพเหมอืนกบัฟองน ้า (sponge) และม ีlenticels (ภาพที ่4) ผลการ
ทดลองการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานของ Miller and Williams (1981)            า
ถัว่ Vigna vexillata มคีวามทนทานสูงต่อสภาพน ้าน ้าท่วมขงั การศึกษาในถัว่เหลอืงโดย 
Shimamura et al. (2003) ชีใ้หเ้หน็ว่าถัว่เหลอืงทีท่นทานต่อน ้าท่วมขงัมกีารสรา้ง aerial root 
บรเิวณล าต้นเหนือผวิดนิ และมกีารสร้าง root sponge           secondary aerenchyma 
หลงัจากได้รบัสภาพน ้าท่วมขงั ซึ่งผลการศึกษาต่อมาพบว่า secondary aerenchyma และ 
lenticels ท าหน้าทีใ่นการล าเลยีงออกซเิจนจากอากาศไปยงัรากถัว่เหลอืงเพื่อปรบัตวัอยู่รอดใน
สภาพน ้าท่วมขงั Shimamura et al. (2010)  

ผลการทดสอบความตา้นทานของถัว่ซอมบี้จ านวน 327 พนัธุ ์ต่อดว้งถัว่เขยีว และ 274 
พนัธุ์ต่อด้วงถัว่เหลอืง พบว่า พนัธุ์ส่วนใหญ่มคีวามต้านทานอย่างสมบูรณ์ต่อด้วงทัง้สองชนิด 
(ภาพที่ 3) สอดคล้องกับข้อสรุปโดยทัว่ไปที่พบว่าถัว่ซอมบี้มีความต้านทานต่อด้วงถัว่ 
โดยเฉพาะอย่างยิง่ด้วงถัว่เขยีว (Birch 1986) อย่างไรก็ตาม พบว่าพนัธุ์ AusTRCF322090, 
AusTRCF65481, TVNu837, TVNu1592, TVNu1701, TVNu1623, AusTRCF77011 และ 
ILRI25506 อ่อนแออย่างสมบูรณ์ต่อด้วงถัว่เขยีว และพนัธุ์ AusTRCF322090, TVNu837, 
TVNu1592, TVNu1701, TVNu93, TVNu1615, TVNu1623 และ ILRI25506 อ่อนแออย่าง
สมบูรณ์ต่อดว้งถัว่เหลอืง ผลการทดลองนี้สอดคลอ้งกบัรายงานของ Bressan et al. (1990) ที่
พบว่า มคีวามแปรปรวนของระดบัความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวในถัว่ซอมบี้ เชื้อพนัธุกรรมที่
อ่อนแอเหล่านี้สามารถใชป้ระโยชน์ในการใชเ้ป็นพ่อแมพ่นัธุใ์นการสรา้งประชากรทีม่กีารกระจาย
ตวั เพื่อศกึษาพนัธุกรรมทีค่วบคุมความตา้นทาน 
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2. QTL ท่ีควบคมุความทนทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) 
 ในการทดลองนี้มกีารสรา้งแผนที่พนัธุกรรมส าหรบัคน้หา QTL ทีค่วบคุมความทนทาน
ต่อดนิเคม็ โดยใชเ้ครื่องหมายดเีอน็เอ SSR และ RAD-Seq ซึง่แมว้่าเครื่องหมาย SSR ทีใ่ชใ้น
การทดสอบความแตกต่าง (polymorphism) ระหว่างพนัธุ์พ่อและแม่ คือ JP235908 กับ 
TVNu240 ในการทดลองนี้มจี านวนมากถงึ 1,881 เครื่องหมาย แต่มเีพยีง 10 เปอรเ์ซ็นต์ของ
เครื่องหมายทัง้หมดที่แสดง polymorphism ระหว่างพนัธุท์ ัง้สอง (ตารางที ่2) แสดงใหเ้หน็ว่า 
เครื่องหมาย SSR ม ีpolymorphism ต ่าในถัว่ซอมบี ้ผลการทดลองนี้สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Marubodee et al. (2015) และ Dachapak et al. (2018) ซึง่พบว่า 6.2 เปอรเ์ซน็ต์ ของ
เครื่องหมาย SSR จ านวน 1,336 เครื่องหมาย และ 29.3 เปอรเ์ซน็ต์ ของเครื่องหมาย SSR 
จ านวน 1,876 เครื่องหมาย ตามล าดบัแสดงความแตกต่างในพนัธุ์พ่อแม่ที่ใช้สร้างประชากร
ส าหรบัท าแผนทีพ่นัธุกรรม โดยทีพ่่อแม่พนัธุท์ีใ่ชใ้นรายงานของ Marubodee et al. (2015) เป็น
พนัธุป่์าทัง้หมด ส่วนพ่อแม่พนัธุท์ีใ่ชใ้นรายงานของ Dachapak et al. (2018) เป็นพนัธุป์ลูกกบั
พนัธุป่์า อย่างไรกต็าม ความแตกต่างทีต่ ่าของเครื่องหมาย SSR ในรายงานเหล่านี้ชีใ้หเ้หน็ว่า
ควรใช้เครื่องหมายชนิดอื่นที่ม ีpolymorphism ระดบัสูง เช่น เครื่องหมายชนิด SNP ใน
การศกึษาท าแผนทีย่นีในถัว่ซอมบี ้
 แผนทีพ่นัธุกรรมส าหรบัประชากร F2 จากคู่ผสม TVNu240 x JP235908 ทีพ่ฒันาขึน้
ประกอบด้วย 11 กลุ่มลิงค์เกจ จากเครื่องหมาย SSR จ านวน 139 เครื่องหมาย และ
เครื่องหมาย RAD-seq จ านวน 296 เครื่องหมาย (ตารางที ่3 และ ภาพที ่5) ซึง่ก่อนหน้านี้ไม่
นาน มรีายงานการสร้างแผนที่พนัธุกรรมของถัว่ซอมบี้ (Marubodee et al. 2015 และ 
Dachapak et al. 2018) โดยแผนทีท่ีพ่ฒันาขึน้โดย Marubodee et al. (2015) ประกอบดว้ย 11 
กลุ่มลิงค์เกจ จากเครื่องหมาย SSR จ านวน 84 เครื่องหมาย และเครื่องหมาย RAD-seq 
จ านวน 475 เครื่องหมาย ในขณะที่แผนที่ซึ่งพฒันาขึ้นโดย Dachapak et al. (2018) 
ประกอบด้วย 11 กลุ่มลิงค์เกจ จากเครื่องหมาย SSR จ านวน 145 เครื่องหมาย และ
เครื่องหมาย RAD-seq จ านวน 117 เครื่องหมาย อย่างไรก็ตาม แผนที่พนัธุกรรมที่สรา้งขึ้น
ทัง้หมดนี้มจี านวนกลุ่มลงิคเ์กจเท่ากบัจ านวนแฮพ็พลอยด์โครโมโซม (haploid chromosome) 
ของถัว่ซอมบี ้(2n = 2x = 22)  

Segregation distortion ของยนีและเครื่องหมายดเีอน็เอเป็นปรากฏการณ์ปกตทิีเ่กดิขึน้
ในประชากรทีเ่กดิขึน้จากการผสมขา้มชนิดหรอืผสมขา้มพนัธุใ์นชนิดเดยีวกนั ซึง่ในประชากร F2 
จากคู่ผสม TVNu240 x JP235908 ในการศกึษานี้ พบว่า มเีครื่องหมายดเีอ็นเอสูงถึง 50.8 
เปอรเ์ซน็ต์ทีเ่กดิ segregation distortion ผลการทดลองนี้เหมอืนกบัรายงานของ Dachapak et 
al. (2018) ซึ่งพบว่า 48.5 เปอร์เซ็นต์ที่ใช้สร้างแผนที่พนัธุกรรมนัน้แสดง segregation 
distortion ซึ่งเปอร์เซน็ต์ segregation ที่พบในถัว่ซอมบี้จากการทดลองนี้และจากรายงานของ 
Dachapak et al. (2018) มคี่าสูงกว่าการเกดิ segregation ในพชืสกุล Vigna ชนิดอื่นๆ ไดแ้ก่ 
ถัว่เขยีวผวิมนั (Isemura et al. 2012) ถัว่อะซูก ิ(Han et al. 2005) ถัว่นิ้วนางแดง (Isemura et 
al. 2010) ถัว่เขยีวผวิด า (Chaiteing et al. 2006) และถัว่พุ่ม (Kongjaimun et al. 2012) โดย
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ประชากรทีใ่ชท้ าแผนทีพ่นัธุกรรมในการศกึษาทัง้หมดเหล่านี้เกดิจากการผสมพนัธุร์ะหว่างพนัธุ์
ป่ากบัพนัธุ์ปลูก ดงันัน้ จงึเป็นไปได้ว่าพนัธุ์พ่อและแม่ของถัว่ซอมบี้ที่ใช้ในการศกึษานี้มคีวาม
แตกต่างกนัมากกว่าในชนิดอื่นๆ นอกจากนี้พบว่า เครื่องหมายดเีอน็เอบนแผนทีพ่นัธุกรรมของ
ถัว่ซอมบี้ที่แสดง segregation distortion นัน้จะปรากฏอยู่ในทุกกลุ่มลงิค์เกจและอยู่รวมกนั 
ยกเวน้กลุ่มลงิคเ์กจที ่7 (ภาพที ่5) ซึง่แตกต่างจากรายงานของ Dachapak et al. (2018) ซึง่
พบว่า เครื่องหมายทีแ่สดง segregation distortion ในถัว่ซอมบีน้ัน้จะอยู่รวมกนัใน LG5, LG6, 
LG7, LG8, LG10 และ LG11 อยา่งไรกต็าม ผลการทดลองเหล่านี้ชีใ้หเ้หน็ว่า LG5, LG6, LG8, 
LG10 และ LG11 นัน้มสี่วนของจโีนมทีท่ าใหเ้กดิ segregation distortion ในถัว่ซอมบี ้

การศกึษาจโีนมของพชืตระกูลถัว่ในสกุล Vigna ก่อนหน้านี้แสดงให้เหน็ว่า จโีนมของ
พชืในสกุลนี้มคีวามเหมอืนกนัสูง โดยเฉพาะอย่างยิง่ในระดบั macro-syntheny (Isemura et al. 
2007; 2010, Kongjaimun et al. 2012) ในการศกึษานี้ไดท้ าการเปรยีบเทยีบแผนทีพ่นัธุกรรม
ของถัว่ซอมบีท้ี่สรา้งขึน้กบัแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่เขยีวผวิมนั (Isemura et al. 2012) และ
ถัว่อะซกู ิ(Han et al. 2005) โดยใชเ้ครือ่งหมาย SSR ทีเ่หมอืนกนัจ านวน 28 เครื่องหมาย เป็น
ตวัเปรยีบเทยีบ ซึง่พบว่า โดยทัว่ไปแลว้ม ีmacro-synteny ระหว่างถัว่ซอมบีก้บัถัว่เขยีวผวิมนั
และถัว่อะซูก ิ(ภาพที ่18) ผลการทดลองดงักล่าวนี้ เหมอืนกับรายงานของ Marubodee et al. 
(2015) และ Dachapak et al. (2018) นอกจากนี้การเปรยีบเทยีบยงัแสดงใหเ้หน็การจดัเรยีงตวั
ใหม่ของจโีนมในถัว่ซอมบี้ ซี่งเกิดจากการเคลื่อนย้ายของโครโมโซม (translocation) เช่น 
translocation ของ LG5 และ LG6 ไปยงั LG4 translocation ของ LG1 ไปยงั LG5 และ 
translocation ของ LG4 ไปยงั LG7 ผลการทดลองนี้เหมอืนกบัรายงานของ  Marubodee et al. 
(2015) ซึง่พบว่าม ีtranslocation เกดิขึน้ใน LG1, LG4, LG5, LG6, LG7 และ LG9 ในถัว่ซอมบี ้
และ เหมอืนกบัรายงานของ Dachapak et al. (2018) ซึง่พบว่าม ีtranslocation เกดิขึน้ใน LG4, 
LG5, LG6, LG7 และ LG10 ในถัว่ซอมบี้ ถัว่ซอมบีเ้ป็นพชืตระกูลถัว่ทีม่คีวามแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมและลกัษณะทางสณัฐานวทิยาสูง มกีารงอกทัง้แบบ hypogeal germination และแบบ 
epigeal germination และดอกมหีลายระดบัส ีและแบ่งออกเป็นชนิดย่อยถึง 7 ชนิดย่อย 
(vexillata, angustifolia, davyi, dolichonema, lobatifolia, macrosperma, and ovata) (Maxted 
et al., 2004) การเกดิ translocation                                    ปัจจยัหนึ่งทีท่ าให้
เกดิววิฒันาการและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบี ้

พนัธุ์ที่ทนทานต่อความเคม็ในการทดลองนี้ คอื JP235908 ซึ่งเป็น V. vexillata var. 
ovate ทีม่ถีิน่อาศยัจ าเพาะในประเทศแอฟรกิาใต้ (Piennar and Kok, 1991) โดยถัว่ซอมบี ้ชนิด
ย่อยนี้มถีิน่อาศยับรเิวณชายทะเล การทดสอบความความทนทานต่อความเคม็แสดงให้เหน็ว่า
การกระจายตวัของคะแนนความเหีย่วของใบ (ความทนทานต่อความเคม็) ในประชากร F2 เป็น
แบบต่อเนื่อง และมกีารเกดิ transgressive segregation (ภาพที ่9) ชีใ้หเ้หน็ว่าความทนทานนัน้
เป็นลกัษณะเชงิปรมิาณ (quantitative trait) และทัง้พนัธุ ์JP235908 และ TVNu240 ต่างกม็ยีนี
ทีท่ าใหเ้กดิความตา้นทานต่อความเคม็ อยา่งไรกต็าม แมพ้นัธุท์ ัง้สองจะมคีะแนนความเหีย่วของ
ใบแตกต่างกนั แต่พนัธุท์ ัง้สองกลบัมคี่า relative quantum yield                   ลา้ยคลงึ
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กนัและถูกจดัใหม้คีวามต้านทานตอความเคม็ (Iseki et al. 2016) อย่างไรกต็าม การวเิคราะห ์
QTL                   QTL             2          (Saltol1.1     Saltol2.1) 
                                 อลัลลีของพนัธุ ์JP235908     QTL        ต าแหน่งนัน้
ท าใหเ้กดิความทนทาน โดย Saltol1.1     Saltol2.1 อธบิายความแปรปรวนของคะแนนความ
เหีย่วของใบไดร้วมกนัประมาณ 22 เปอรเ์ซน็ต์ ดงันัน้ จงึเป็นไปไดว้่ามยีนีบางยนีทีเ่กี่ยวของกบั
ความตา้นทาน (ถา้มจีรงิ) ไมส่ามารถตรวจพบไดใ้นการทดลองนี้ 

ในพชืสกุล Vigna นัน้ ก่อนหน้านี้ไดม้กีารท าแผนทีย่นีทีค่วบคุมความทนทานต่อความ
เคม็ (300 mM NaCl) ในถัว่ beach cowpea (Vigna marina) ซึง่เป็นพชืชายทะเล (halophyte) 
โดยพบว่า ม ีQTL ทีค่วบคุมความทนทานจ านวน 2 ต าแหน่ง โดยเป็น QTL ที่มอีทิธพิลสูง 1 
ต าแหน่ง คอื Saltol1.1 และเป็น QTL ทีม่อีทิธพิลน้อย 1 ต าแหน่ง (Chankaew et al. 2014) 
โดย Soltol1.1 วางตวัอยู่บน LG1 ระหว่างเครื่องหมาย SSR CEDG087 และ cp06039 ในการ
ทดลองนี้ QTL Soltol1.1 ส าหรบัลกัษณะคะแนนความเหี่ยวของใบของถัว่ซอมบี้ภายใต้ระดบั
ความเค็ม 250 mM นัน้ก็วางตวัอยู่บน LG1 เช่นเดยีวกนั และเมื่อเปรยีบเทยีบต าแหน่ง 
Saltol1.1 ในถัว่ซอมบี ้กบัต าแหน่ง Saltol1.1 ในถัว่ V. marina โดยใชเ้ครื่องหมาย SSR ที่
เหมอืนกนั พบว่า ต าแหน่งของ Saltol1.1 ในพชืทัง้สองชนิดนี้อยู่ในบรเิวณเดยีวกนัและน่าจะ
เป็น QTL เดยีวกนั (ภาพที่ 19) ในพชืชายทะเล เช่น V. marina นัน้ กลไกส าคญัที่ท าให้
สามารถทนทานต่อความเคม็ได ้คอื ความสามารถในการควบคุมการดูดซมึ Na+ และ Cl- เขา้มา
ในต้นพชื และขณะเดยีวกนักต็้องรกัษาระดับความเขม้ขน้ของ K+ และ Mg+ ในไซโตพลาสซมึ 
(cytoplasm) ใหอ้ยู่ในระดบัที่สามารถท างานไดต้ามปกต ิซึง่สิง่เหล่านี้เกี่ยวขอ้งกบัตวัล าเลยีง
ไอออน (ion transporters) ทีอ่ยู่ในผนังแวควิโอล และโดยเฉพาะอย่างยิง่ Na+/H+ exchanges 
ทีอ่ยู่ในส่วนของแวควิโอล (Flowers and Colmer, 2015) Chankaew et al. (2014) ใชข้อ้มลู
ล าดบัเบสทัง้จโีนมของถัว่แดงหลวงในการคน้หายนีทีอ่าจเกี่ยวขอ้งกบั QTL Saltol1.1 ในถัว่ V. 
marina ซึง่พบว่ายนีทีส่รา้งเอน็ไซม ์vacuolar H+ pyrophosphatase จ านวน 1 ยนี และยนีที่
สรา้งเอน็ไซม ์plasma membrane H+-transporting ATPase จ านวน 3 ยนี อยู่ในบรเิวณ QTL 
Saltol1.1 ซึ่งเอ็นไซม์ vacuolar H+ pyrophosphatase และ plasma membrane H+-
transporting ATPase นัน้เกี่ยวขอ้งกบัความทนทานต่อความเคม็ในพชืหลายชนิด (Flowers 
and Colmer 2008) ในการทดลองนี้ได้คน้หาต าแหน่ง Saltol1.1 ในถัว่ซอมบีบ้นจโีนมของ
ถัว่อะซูกิ (Sakai et al., 2015; http://viggs.dna.affrc.go.jp) โดยใช้ขอ้มูลล าดบัเบสของ
เครือ่งหมาย SSR ดว้ยวธิกีาร BLASTN เพื่อหายนีทีอ่าจเกีย่วขอ้งกบัความทนทานต่อความเคม็ 
พบว่า เครื่องหมายดเีอน็เอ SSR CEDG242 และ CEDG178 ทีว่างตวัคร่อม Saltol1.1 ในถัว่
ซอมบี้ นัน้อยู่บนโครโมโซมที่ 1 ของถัว่อะซูกิ ที่ต าแหน่ง 60,079,277..60,079,393 และ
62,419,529..62,419,667 ตามล าดบั โดยในบรเิวณนี้มยีนี 1 ยนีทีส่รา้ง plasma membrane 
H+-ATPase คอื Vigan.01G480200.01 (Chr01:60,939,342..60,946,601 (+ strand)) (ภาพที ่
19) นอกจากนี้พบว่า มมียีนีอีก 1 ยนีที่สร้าง plasma membrane H+-ATPase คอื 
Vigan.01G480200.01 (Chr01:60,939,342..60,946,601 (+ strand)) โดยยนีนี้อยู่ใกล้กบั
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เครือ่งหมาย CEDG242 แมว้่ายนีนี้จะไม่อยู่ในบรเิวณ Saltol1.1 นอกจากนี้ พบว่า มยีนี 1 ยนีที่
ท าหน้าที่สร้าง cation/proton exchanger (CHX) คือ Vigan.01G501900.01 
(Chr01:63,058,669..63,062,021 (-strand)) วางตวัอยู่ใกลก้บัเครื่องหมาย CEDG178 (ภาพที ่
19) การศึกษาในถัว่เหลอืง พบว่า ยนี GmCHX1 (ชื่อเดียวกบั GmSALT3, GmNcl และ 
Glyma03g32900) นัน้ควบคุมความทนทานต่อความเคม็ (Qi et al. 2004; Guan et al. 2004; 
Do et al. 2016) โดยท าหน้าทีค่วบคุมอตัราส่วน Na+/K+ (Qi et al. 2004) และควบคุมการขนส่ง
และสะสม Cl- (Do et al. 2016) ดงันัน้ ยนี Vigan.01G480200.01 จงึเป็นยนีตวัแทน 
(candidate gene) ทีค่วบคุมความทนทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบี ้
 
3. QTL ท่ีควบคมุความต้านทานต่อด้วงเจาะเมลด็ถัว่ในถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) 

แผนที่พนัธุกรรมของถัว่ซอมบี้ที่พัฒนาขึ้นโดยก่อนหน้านี้มีทัง้สิ้นจ านวน 3 แผนที ่
(Dachapak et al. 2018, Marubodee et al. 2015; Ogundiwin et al. 2005) ซึง่แผนทีท่ี่
พฒันาขึน้โดย Marubodee et al. (2015) มจี านวนเครื่องหมายดเีอน็เอและความหนาแน่นมาก
ทีสุ่ด โดยแผนทีม่ ี11 กลุ่มลงิคเ์กจ ประกอบดว้ยเครื่องหมาย SSR และ RAD-seq รวมกนั 559 
เครื่องหมาย (SSR 84 เครื่องหมาย และ 475 RAD-seq) และมคี่าเฉลี่ยระยะทางระหว่าง
เครื่องหมายเท่ากบั 1.8 cM ในการทดลองนี้ โครงการได้ใช้เทคนิค SLAF-seq ในการพฒันา
แผนทีพ่นัธุกรรมของประชากรถัว่ซอมบีจ้ากคู่ผสม TVNu 240 x TVNu 1623 แผนทีท่ีส่รา้งขึน้มี
คุณลกัษณะทีด่ขี ึน้ โดยม ี11 กลุ่มลงิคเ์กจ ทีป่ระกอบขึน้จากเครื่องหมาย SNP จาก SLAF-seq 
จ านวน 6,529 เครือ่งหมาย และมคี่าเฉลีย่ระยะทางระหว่างเครือ่งหมายเท่ากบั 0.27 cM (ตาราง
ที ่4 และ ภาพที ่11) ดงันัน้ แผนทีพ่นัธุกรรมนี้จงึน่าจะเป็นประโยชน์ต่อการศกึษาจโีนมของถัว่
ซอมบี ้
 การศกึษาจโีนมเปรยีบเทยีบ (comparative genome analysis) ระหว่างถัว่ชนิดต่างๆ 
ในสกุล Vigna ไดแ้ก่ ถัว่ซอมบี ้ถัว่พุ่ม ถัว่เขยีวผวิมนั และถัว่อะซูก ิโดยใชแ้ผนทีพ่นัธุกรรมและ
เครือ่งหมายดเีอน็เอ (macro-synteny) แสดงใหเ้หน็ว่า ถัว่ชนิดต่างๆ เหล่านี้มจีโีนมทีเ่หมอืนกนั
มาก (macro-synteny มาก) (Marubodee et al. 2015; Dachapak et al. 2018) ในการทดลองนี้ 
ไดเ้ปรยีบเทยีบแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่ซอมบีท้ีพ่ฒันาขึน้กบัถัว่ชนิดต่างๆ เหล่านี้ โดยใชค้วาม
เหมอืนของล าดบัเบส ซึ่งผลการเปรยีบเทยีบเผยให้เหน็ว่า ถัว่ซอมบี้มจีโีนมที่เหมอืนในระดบั 
macro-synteny กบัถัว่ชนิดอื่นๆ เหล่านี้รวมถงึถัว่แดงหลวงมาก (ภาพที ่12) ถัว่เหล่านี้มจี านวน
โครโมโซมทีเ่ท่ากนั คอื 2n = 2x = 22 ถัว่ซอมบีม้จีโีนมทีเ่หมอืนกนักบัถัว่พุ่มมากทีสุ่ด ถัว่ทัง้
สองชนิดนี้ ต่างก็มีถิ่นก าเนิดในทวีปแอฟริกาและมีลักษณะสัณฐานวิทยาหลายลักษณะที่
เหมอืนกนั (Maré chal 1978) และแมว้่าถัว่ซอมบีแ้ละถัว่พุ่มจะถูกจ าแนกอยู่ในสกุลย่อยทีต่่างกนั 
(Pectrotropis และ Vigna ตามล าดบั) แต่มรีายงานว่าถัว่ทัง้สองชนิดนี้สามารถผสมพนัธุก์นัได ้
(Gomathinayagam et al. 1998) เนื่องจากถัว่ซอมบี้และถัว่พุ่มมจีโีนมที่เหมอืนกนัมาก 
(Muñoz-Amatriaí n et al. 2017) ดงันัน้ ล าดบัเบสทัง้จโีนมของถัว่พุ่ม จงึเป็นประโยชน์ในการใช้
ศกึษาจโีนมและการคน้หายนีในถัว่ซอมบี ้
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 การศกึษาพนัธุกรรมที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลอืงและด้วงถัว่เขยีวของถัว่
ซอมบีใ้นการศกึษานี้ใชป้ระชากร F2 จากคู่ผสม TVNu 240 x TVNu 1623 การทดสอบความ
ต้านทานในประชากร แสดงให้เหน็ว่า การกระจายตวัของลักษณะเปอรเ์ซน็ต์เมลด็ทีถู่กท าลาย 
และ AUDPS โดยดว้งทัง้สองชนิดเป็นแบบต่อเนื่อง (continuous distribution) และเบ ้(skewed) 
ไปทางพนัธุต์้านทาน TVNu240 (ภาพที ่13) ชีใ้หเ้หน็ว่า ความต้านทานต่อดว้งถัว่เป็นลกัษณะ
เชงิปรมิาณ และอาจถูกควบคุมดว้ยยนีน้อยต าแหน่ง (oligogenics) ความต้านทานต่อดว้งถัว่ใน
พชืสุกล Vigna นัน้มทีัง้แบบเชงิปรมิาณ (quantitative resistance) และเชงิคุณภาพ (qualitative 
resistance) ความต้านทานเชงิปรมิาณนัน้พบในถัว่นิ้วนางแดง (Somta et al. 2006; 
Venkataramana et al. 2016) ถัว่เขยีวผวิด า (Souframanien et al. 2010) และถัว่ป่า Vigna 
nepalensis (Somta et al. 2008) ส่วนความต้านทานเชงิคุณภาพพบในถัว่เขยีวผวิมนั (Somta 
et al. 2007) ถัว่เขยีวผวิด า (Dongre et al. 1996) และถัว่พุ่ม (Adjadi et al. 1985) อย่างไรก็
ตาม ค่าอตัราพนัธุกรรมของความตา้นทานในถัว่ซอมบีท้ีสู่งถงึประมาณ 90 เปอรเ์ซน็ต์ ชีใ้หเ้หน็
ว่า ความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลอืงและด้วงถัว่เขยีวในถัว่ซอมบี้นัน้ส่วนใหญ่ถูกควบคุมโดย
พนัธุกรรมเป็นหลกั 
 การวเิคราะห์ QTL พบว่า ม ีQTL ที่มอีทิธพิลสูงจ านวน 1 ต าแหน่ง และ QTL ที่มี
อทิธพิลต ่าจ านวน 3 ต าแหน่งทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้งถัว่เหลอืง และม ีQTL ทีม่อีทิธพิล
สูงจ านวน 1 ต าแหน่ง และ QTL ทีม่อีทิธพิลต ่าจ านวน 2 ต าแหน่งทีค่วบคุมความต้านทานต่อ
ดว้งถัว่เขยีวในถัว่ซอมบี้ TVNu240 (ตารางที่ 6 และ ภาพที่ 14)  ซึง่ qCc_PDS6.1 และ 
qCc_AUDPS6.1 ซึ่งเป็น QTL ที่มอีทิธพิลที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลอืง กบั 
qCm_PDS6.1 และ qCm_AUDPS6.1 ซึง่เป็น QTL ทีม่อีทิธพิลทีค่วบคุมความต้านทานต่อดว้ง
ถัว่เขยีว นัน้มตี าแหน่งที่ใกล้เคยีงกนัและน่าจะเป็นต าแหน่งเดยีวกนั โดยให้ชื่อ QTL นี้ว่า 
qBr6.1 และQTL ที่มอีทิธพิลน้อย qCc_PDS11.1 และ qCC_AUDPS11.1 กม็ตี าแหน่งที่
ใกลเ้คยีงกนัและน่าจะเป็นต าแหน่งเดยีวกนั โดยใหช้ื่อ QTL นี้ว่า qBr11.1 นอกจากนี้ QTL ทีม่ ี
อทิธพิลน้อย qCm_PDS11.1 และ qCm_AUDPS11.1 กม็ตี าแหน่งทีใ่กลเ้คยีงกนัและน่าจะเป็น
ต าแหน่งเดยีวกนั โดยให้ชื่อ QTL นี้ว่า qBr11.2 โดยที่ qBr11.1 และ qBr11.2 อยู่ห่างกัน
ประมาณ 30 cM 
 ความต้านทานต่อด้วงถัว่ในพืชสกุล Vigna มกีารศึกษามากที่สุดในถัว่เขยีวผวิมนั 
Chotechung et al. (2016) และ Chotechung et al. (2017) รายงานว่า qBr5.1 ซึง่เป็น QTL 
หลักที่ควบคุมความต้านทานต่อด้วงถัว่เหลืองและด้วงถัว่เขียวในถัว่เขียวผิวมันนัน้อยู่บน
โครโมโซมที ่5 และยนี VrPGIP2 ซึง่สรา้ง polygalactorunase inhibitor นัน้น่าจะเป็นยนีทีท่ าให้
เกดิความต้านทาน ในการทดลองนี้เครื่องหมายดเีอ็นเอซึ่งวางตวัคร่อม qBr6.1 ซึ่งเป็น QTL 
หลกัทีค่วบคุมความตา้นทานต่อดว้งถัว่เหลอืงและดว้งถัว่เขยีวในถัว่ซอมบีน้ัน้อยู่บนโครโมโซมที ่
10 ของถัว่เขยีวผวิมนั ดงันัน้ qBr5.1 และ qBr6.1 นัน้น่าจะไมใ่ช่ยนีเดยีวกนั 
  แมว้่า Birch et al. (1983) รายงานว่าสารเคม ีpara-aminophenylalanine (PAPA) ใน
เมล็ดของถัว่ซอมบี้เป็นสารเคมทีี่ท าให้เกดิความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวและด้วงถัว่เมก็ซกินั 
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(Zabrotes subfasciatus) แต่ Bressan (1990) แสดงใหเ้หน็ว่า ถัว่ซอมบีบ้างพนัธุท์ีท่ปีรมิาณ
สาร PAPA ในเมล็ดไม่แตกต่างกนั แต่มรีะดบัความต้านทานต่อด้วงถัว่เขยีวแตกต่างกัน 
ชีใ้หเ้หน็ว่า สาร PAPA ไม่ใช่สารเคมหีลกัทีท่ าให้เกดิความต้านทานต่อต่อดว้งถัว่เขยีวและดว้ง
ถัว่เมก็ซกินัในถัว่ซอมบี ้Lattanzio et al. (2005) แสดงใหเ้หน็ว่า โดยทัว่ไปแลว้เมลด็ของถัว่
ซอมบีม้ ีα-amalyse inhibitor ในปรมิาณสูง ซึง่มรีายงานว่า α-amalyse inhibitor จากถัว่แดง
หลวงนัน้มผีลยบัยัง้การเจรญิเติบโตและพฒันาของด้วงถัว่เหลือง ด้วงถัว่เขยีว  และด้วงถัว่
เมก็ซกินั (Ishimoto and Kitamura 1989; Shade et al. 1994) เมื่อเปรยีบเทยีบต าแหน่งของ 
qBr6.1 ซึง่ควบคุมความต่อดว้งถัว่เหลอืงและดว้งถัว่เขยีวในถัว่ซอมบี ้กบัจโีนมของถัว่แดงหลวง 
พบว่า เครื่องหมาย Marker197124 และ Marker196422 ซึ่งวางตวัคร่อม qBr6.1 นัน้อยู่ที่
ต าแหน่ง 18.726 Mb และ 19.329 Mb ตามล าดบั บนโครโมโซ 6 ของถัว่แดงหลวง ซึ่งใน
โครโมโซม 6 ของถัว่แดงหลวง มียีนที่สร้าง α-amalyse inhibitor จ านวน 3 ยีน คือ 
Phvul.006G087700,  Phvul.006G200500 และ Phvul.006G200800 ซึง่ Phvul.006G087700 
ซึง่มตี าแหน่งอยู่ระหว่าง Chr06:19,974,245 ถงึ 19,976,281 นัน้วางตวัห่างจากเครื่องหมาย 
Marker196422 เป็นระยะทางประมาณ 650 Kb นัน้อาจเป็นยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัความต้านทานใน
ถัว่ซอมบี ้
 
4. ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) 
 ถัว่ซอมบี้มกีารงอกทัง้แบบ epigeal germination และ epigeal germination 
(Vanderborght 1989) และรปูแบบการงอกของถัว่ซอมบีม้คีวามสมัพนัธก์บัถิน่ก าเนิด (Spinosa 
et al. 1998) สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในการศกึษานี้ ซึง่พบว่าเชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบีจ้าก
ทวปีแอฟรกิามกีารงอกทัง้สองแบบ ในเชื้อพนัธุกรรมจากทวปีออสเตรเลยีส่วนใหญ่มกีารงอก
แบบ epigeal germination และเชื้อพนัธุกรรมจากทวีปอเมริกาส่วนใหญ่มกีารงอกแบบ 
hypogeal germination (ตารางภาคผนวกที ่1) ซึง่ชีใ้หเ้หน็ว่า เชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบีจ้ากทวปี
แอฟรกิามคีวามหลากหลายมากกว่าเชือ้พนัธุกรรมจากทวปีออสเตรเลยีและทวปีอเมรกิา และ
โครงสรา้งของประชากรของถัว่ซอมบีน้ัน้มคีวามสมัพนัธก์บัรปูแบบของการงอก 
 Maré chal et al. (1978) ศกึษาความหลากหลายทางลกัษณะสณัฐานวทิยาของถัว่ซอม
บี ้และไดเ้สนอว่า ถัว่ชนิดนี้มถีิน่ก าเนิดในทวปีแอฟรกิา ในการศกึษานี้ ขอ้มลูจากอลัลลีจากการ
วเิคราะห์ด้วยเครื่องหมาย SSR เผยให้เห็นว่า ถัว่ซอมบี้พนัธุ์ป่าจากทวีปแอฟรกิามคีวาม
หลากหลายของยนีมากทีสุ่ด (ตารางที ่7) ผลการทดลองนี้สนับสนุนขอ้เสนอของ Maré chal et 
al. (1978) ถัว่ซอมบีจ้ากทวปีแอฟรกิาตะวนัออกมคีวามหลากหลายของยนี และมกีารกระจาย
ตวับนกราฟ PCoA มากกว่าถัว่ซอมบีจ้ากบรเิวณอื่นๆ ของทวปีแอฟรกิา (ตารางที ่7 และภาพที ่
15) ชีใ้หเ้หน็ว่า ทวปีแอฟรกิาตะวนัออกอาจเป็นแหล่งก าเนิดและศูนยก์ลางความหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบี ้
 ถัว่ซอมบีม้พีนัธุป์ลูก 2 ชนิด คอื African type และ Asian type (พบในบาหลแีละตมิอร์
ตะวนัออก ประเทศอนิโดนีเซยี) African type มลี าต้นตัง้ตรง ไม่เลือ้ย ไม่ไวต่อช่วงแสง สุกแก่
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เรว็ และมขีนทีฝั่ก ส่วน Asian type มลี าตน้แบบเลือ้ยพนั ไวต่อช่วงแสง สุกแก่ชา้ และไม่มขีนที่
ฝัก Asian type มขีนาดเมลด็ใหญ่กว่า African type โดย Ferguson (1954) ระบุว่า ถัว่ซอมบี้
เป็นพชืที่พบเฉพาะในประเทศซูดาน พชืชนิดนี้ถูกเรยีกว่า “Babun” และถูกปลูกในพื้นทีข่นาด
เลก็ในชุมชนหนึ่งเพื่อใชห้วัและเมลด็ในการบรโิภค Karuniawan et al. (2006) รายงานว่า ถัว่
ซอมบี้ถูกปลูกในบางพื้นที่ของเกาะบาหลีและติมอร์ในประเทศอินโดนีเซียเพื่อใช้หวัส าหรบั
บรโิภค Damayanti et al. (2010) ศกึษาความแปรปรวนของลกัษณะทางพชืไร่และสณัฐาน
วทิยาของเชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบี้ พบว่า Asian type มคีวามแตกต่างจากถัว่ซอมบีอ้ื่นๆ เมื่อไม่
นานมานี้ Takahashi et al. (2016) ศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการของพชืในสกุล Vigna 
หลายชนิดรวมถงึถัว่ซอมบีจ้ านวน 9 ตวัอย่างดว้ย โดยใชล้ าดบัเบสของ nuclear DNA-ITS และ 
chloroplast atpB-rbcL spacer regions พบว่า Asian type มคีวามแตกต่างจากถัว่ซอมบีช้นิด
อื่นๆ ในการศกึษานี้การวเิคราะห ์Neighbor-joining tree,  PCoA plot และ STRUCTURE แยก
ถัว่ซอมบีพ้นัธุป์ลูกจากแหล่งต่าง คอื แอฟรกิา อเมรกิา และเอเชยี ออกเป็น 3 กลุ่ม แมว้่าพนัธุ์
ปลกูเหล่านี้จะรวมกลุ่มปะปนอยูก่บัพนัธุป่์าจากแอฟรกิา (ภาพที ่15, 16 และ 17) อย่างไรกต็าม 
Asian type นัน้ถูกจดัอยู่อกีกลุ่มซึง่แตกต่างจากกลุ่มอื่นๆ ชดัเจน พนัธุป์ลูกจากซูดานมกัอยู่ใน
กลุ่มเดยีวกนั ยกเวน้มหีนึ่งตวัอย่างทีจ่ดัอยู่กบัพนัธุป์ลูกจากประเทศบอตสวาน่าและสาธารณรฐั
แอฟรกิากลาง (ภาพที ่16) ผลการทดลองเหล่านี้ชีใ้ห้เหน็ว่า ถัว่ซอมบี้นัน้ถูกปลูกเลีย้งสองครัง้
และเป็นอสิระต่อกนั (ครัง้หนึ่งในทวปีแอฟรกิา และ ครัง้หนึ่งในทวปีเอเชยี) ผลการทดลองนี้ 
สอดคลอ้ง Garba และ Pasquet (1998) ซึง่ศกึษาตวัอย่างเฮอรบ์าเรยีม (Herbarium) ลกัษณะ
ทางสณัฐาน และเครื่องหมายไอโซไซม ์(isozyme) ของถัว่ซอมบี ้และเสนอว่า ถัว่ซอมบีน้ัน้ถูก
ปลูกเลี้ยงในทวปีแอฟรกิาและทวปีเอเชยี นอกจากนี้ยงัชี้ว่า ประเทศซูดานอาจเป็นแหล่งปลูก
เลีย้งถัว่ซอมบีใ้นแอฟรกิา 
 เนื่องจากถัว่ซอมบีม้คีวามหลากหลายและความแปรปรวนทางสณัฐานวทิยาสูง ถัว่ชนิด
นี้ถูกแบ่งออกเป็นจ านวนถงึ 8 ชนิดย่อย (variety) (Maxted) ชนิดย่อยของถัว่ซอมบีท้ีใ่ชใ้นการ
ทดลองนี้ คอื angustifloria, macrosperma, vexillata และ ovata ผลจากการวเิคราะห ์
Neighbor-joining analysis     PCoA แสดงใหเ้หน็ว่า เชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบีท้ีเ่ป็นชนิดย่อย
เดยีวกนัมกัจะไม่จดัอยู่ในกลุ่มเดียวกัน (ภาพที่ 16 และ 17 และ     งภาคผนวกที่ 2) 
นอกจากนี้ยงัแสดงใหเ้หน็ว่าโครงสรา้งทางพนัธุกรรมของถัว่ซอ้มบีน้ัน้ขึน้อยู่กบัแหล่งก าเนิดทาง
ภมูศิาสตร ์

การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบีก่้อนหน้านี้  โดยใชเ้ครื่องหมาย 
isozyme (Garba and Pasquet 1998; Jasska 2001) และเครื่องหมาย RAPD (Spinosa et al. 
1998) แสดงให้เห็นว่า เชื้อพันธุกรรมจากทวีปแอฟริกาและอเมรกิามคีวามแตกต่างกัน 
สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาในครัง้นี้ (ภาพที ่15, 16 และ 17) Pasquet (2000) เสนอว่า ถัว่ซอม
บี้ที่พบในทวีปอเมรกิาและออสเตรเลียนัน้เป็นการน าเข้ามาจากทวีปแอฟรกิาตะวนัตกและ
ตะวนัออก ตามล าดบั ข้อเสนอนี้คล้ายคลงึกบัของเสนอของ Jasska (2001) ที่เสนอว่า เชื้อ
พันธุ กรรมถั ว่ ซอมบี้ จ ากทวีปอ เมริกานั ้นมาจากประชากรถั ว่ ซอมบี้ จ าก  Western 
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Gondwanaland แลว้หลงัจากนัน้จงึมกีารเปลี่ยนแปลงระดบัภายในชนิด (instraspecific level) 
ขอ้เสนอทัง้สองนี้สอดคลอ้งกบัผลการทดลองในการศกึษานี้ทีพ่บว่า ถัว่ซอมบีจ้ากทวปีอเมรกิามี
พนัธุกรรมเหมอืนกนัทางกบัถัว่ซอมบี้จากทวปีแอฟรกิาตะวนัออก (ภาพที่ 15 และ 16 และ 
ตารางที่ 10) อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองสนับสนุนข้อเสนอว่า เชื้อพนัธุกรรมถัว่ซอมบี้จาก
ออสเตรเลยีนัน้มทีีม่าจากทวปีแอฟรกิาตะวนัออก  
 จากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถัว่ซอมบีด้ว้ยเครื่องหมาย isozyme 
Garba and Pasquet (1997, 1998)                เชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบีจ้ากทวปีเอเชยีนัน้
มคีวามแตกต่างทางพนัธุกรรมจากถัว่ซอมบี้จากแอฟรกิา และเสนอแนะว่า ถัว่ซอมบี้จากทวปี
เอเชยีนัน้สามารถพจิารณาใหเ้ป็นชนิดยอ่ยใหมข่องถัว่ซอมบีไ้ด้ อยา่งไรกต็าม ผลการศกึษาของ 
Garba and Pasquet (1997, 1998) แตกต่างจากผลการศกึษาของทางโครงการ ซึง่พบว่า ถัว่
ซอมบีจ้ากทวปีเอเชยีนัน้ถูกจดัอยู่ในกลุ่มร่วมกบัถัว่ซอมบีจ้ากทวปีแอฟรกิา และมคีวามใกลช้ดิ
ทางพนัธุกรรมกบัถัว่ซอมบีจ้ากทวปีออสเตรเลยีและอเมรกิา (ภาพที ่15 และ 16) ดงันัน้ ผลการ
ทดลองนี้ชี้ให้เหน็ว่าถัว่ซอมบี้จากทวปีเอเชยีนัน้ไม่ควรจะถูกจดัใหเ้ป็นชนิดย่อยใหม่ อย่างไรก็
ตาม เนื่องจากจ านวนเชือ้พนัธุกรรมถัว่ซอมบีจ้ากทวปีเอเชยีทีใ่ชใ้นการศกึษานี้มน้ีอย  
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ภาพท่ี 18 แผนทีพ่นัธุกรรมเปรยีบเทยีบความเหมอืนของจโีนมของถัว่ซอมบี ้(Vigna vexillata) กบัถัว่เขยีวผวิมนั (Vigna radiata) และถัว่อะซกู ิ(Vigna angularis) 
แผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่ซอมบีส้รา้งจากประชากร F2 (JP235908 x TVNu240) (กลาง) ส่วนแผนทีพ่นัธุกรรมของถัว่เขยีวผวิมนั และถัว่อะซกู ินัน้มาจากรายงานของ 
Isemura et al. (2012) (ขวา) และ Han et al. (2005) (ซา้ย) ตามล าดบั 
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ภาพท่ี 19 แผนทีพ่นัธุกรรมเปรยีบเทยีบแสดงต าแหน่งของ QTL บนกลุ่มลงิคเ์กจที ่1 (LG1) 
                       ความ    ในถัว่ซอมบี้ (Vigna vexillata) (ขวา) และในถัว่ beach 
cowpea (Vigna marina) (Chankaew et al. 2014) (ซา้ย) และแสดงต าแหน่งของยนี candidate 
                        ความ     โดยอาศยัขอ้มูลจโีนมของถัว่อะซูก ิ(Vigna angularis) 
(Sakai et al. 2015) (กลาง)  
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ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
  
 ยีนท่ีควบคมุความต้านทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบี ้
 เนื่องจากโครงการค้นวจิยันี้ค้นพบว่า qSaltol1.1- เป็น QTL หลกัที่ควบคุมความ
ต้านทานต่อความเคม็ (250 mM NaCl) ในถัว่ซอมบีพ้นัธุ ์JP235908 และ QTL นี้อาจจะเป็น
ต าแหน่งเดยีวกนักบั Saltol1.1- ซึง่เป็น QTL หลกัทีค่วบคุมความต้านทานต่อความเคม็ในถัว่ 
beach cowpea (Vigna marina) ซึง่เป็นพชืชายหาด (halophyte) และแสดงใหเ้หน็ว่ายนีทีส่รา้ง 
plasma membrane proton-ATPase และยนีทีส่รา้ง cation/proton exchanger อาจเป็นยนีที่
ท าให้เกดิความต้านทานต่อความเคม็ในถัว่ซอมบีแ้ละ beach cowpea ดงันัน้ จงึมกีารศกึษา
เพิม่เตมิต่อไปว่า ยนีทัง้สองนี้เป็นยนีทีท่ าใหเ้กดิความต้านทานจรงิหรอืไม่ โดยการท าแผนทีย่นี
แบบละเอยีด (Fine mapping) รว่มกบัการใชข้อ้มลูจโีนมของถัว่พุ่ม 

 
ยีนท่ีควบคมุความต้านทานต่อด้วงเจาะเมลด็ถัว่ในถัว่ซอมบี ้
เนื่องจากโครงการคน้วจิยัน้ีคน้พบว่า qBr6.1 เป็น QTL หลกัทีค่วบคุมความต้านทานต่อ

ดว้งเจาะเมลด็ถัว่เหลอืงและดว้งเจาะเมลด็ถัว่เขยีวในถัว่ซอมบี้พนัธุ ์TVNu240 และยนีทีส่รา้ง 
alpha-amylase inhibitor อาจเป็นยนีทีท่ าใหเ้กดิความต้านทาน ดงันัน้ จงึมกีารศกึษาเพิม่เตมิ
ต่อไปว่า ยนีนี้เป็นยนีที่ท าให้เกิดความต้านทานจรงิหรอืไม่ โดยการท าแผนที่ยนีแบบละเอยีด 
(Fine mapping) รว่มกบัการใชข้อ้มลูจโีนมของถัว่พุ่ม  
 

 
ค าหลกั : ถัว่ซอมบี,้ ทนเคม็, ดว้งเจาะเมลด็ถัว่, QTL, แผนทีย่นี  
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2.1 เชงิพาณิชย ์

               - ไมม่ ี
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ภาคผนวก 
 

ตารางภาคผนวกท่ี 1 รายละเอยีดชนิด แหล่งก าเนิดและการงอกของถัว่ซอมบี ้จ านวน 422 
พนัธุ ์ทีใ่ชใ้นการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 
หมายเลข
พนัธุ ์

ช่ือพนัธุ ์
 

ชนิดพนัธุ ์
 

ประเทศก าเนิด 
 

ภมิูศาสตรข์อง
พนัธุ ์

รปูแบบของ
การงอก 

1 CIAT4965 Wild Burundi East Africa Hypogeal 
2 CIAT4967 Wild Burundi East Africa Hypogeal 
3 CIAT4866 Wild Ethiopia East Africa Hypogeal 
4 CIAT4863 Wild Ethiopia East Africa Epigeal 
5 ILRI7901 Wild Ethiopia East Africa Hypogeal 
6 ILRI10406 Wild Ethiopia East Africa Hypogeal 
7 ILRI8430 Wild Ethiopia East Africa Epigeal 
8 ILRI8440 Wild Ethiopia East Africa Epigeal 
9 CIAT4909 Wild Kenya East Africa Hypogeal 
10 CIAT4907 Wild Kenya East Africa Epigeal 
11 ILRI25497 Wild Kenya East Africa Hypogeal 
12 ILRI13264 Wild Kenya East Africa Epigeal 
13 ILRI25511 Wild Kenya East Africa Hypogeal 
14 ILRI13138 Wild Kenya East Africa Epigeal 
15 AusTRCF60455 Wild Kenya East Africa Epigeal 
16 AusTRCF60453 Wild Kenya East Africa Hypogeal 
17 AusTRCF29141 Wild Kenya East Africa Hypogeal 
18 TVNu470 Wild Kenya East Africa Epigeal 
19 TVNu479 Wild Kenya East Africa Epigeal 
20 TVNu479 Wild Kenya East Africa Epigeal 
21 TVNu486 Wild Kenya East Africa Epigeal 
22 TVNu472 Wild Kenya East Africa Epigeal 
23 CIAT4524 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
24 ILRI25512 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
25 TVNu540 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
26 TVNu351 Wild Malawi East Africa Epigeal 
27 TVNu344 Wild Malawi East Africa Epigeal 
28 TVNu339 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
29 TVNu341 Wild Malawi East Africa Epigeal 
30 TVNu336 Wild Malawi East Africa Epigeal 
31 TVNu338 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
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32 TVNu340 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
33 TVNu1105 Wild Malawi East Africa Hypogeal 
34 CIAT4501 Wild Mozambique East Africa Epigeal 
35 CIAT4503 Wild Mozambique East Africa Hypogeal 
36 TVNu1443 Wild Mozambique East Africa Hypogeal 
37 TVNu77 Wild Rwanda East Africa Hypogeal 
38 TVNu74 Wild Rwanda East Africa Epigeal 
39 JP235919 Wild Rwanda East Africa Epigeal 
40 TVNu846 Wild Somalia East Africa Hypogeal 
41 TVNu780 Wild Somalia East Africa Hypogeal 
42 TVNu781 Wild Somalia East Africa Hypogeal 
43 TVNu760 Wild Somalia East Africa Hypogeal 
44 CIAT4525 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
45 CIAT4518 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
46 ILRI25501 Wild Tanzania East Africa Epigeal 
47 ILRI25510 Wild Tanzania East Africa Epigeal 
48 ILRI25502 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
49 AusTRCF52904 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
50 AusTRCF52904 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
51 AusTRCF52903 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
52 AusTRCF60454 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
53 TVNu292 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
54 TVNu1627 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
55 TVNu118 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
56 TVNu1593 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
57 TVNu1622 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
58 TVNu119 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
59 TVNu121 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
60 TVNu1624 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
61 TVNu1629 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
62 TVNu106 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
63 TVNu293 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
64 TVNu426 Wild Tanzania East Africa Hypogeal 
65 AusTRCF25379 Wild Uganda East Africa Epigeal 
66 CIAT4516 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
67 ILRI25517 Wild Zambia East Africa Epigeal 
68 ILRI25499 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
69 AusTRCF52967 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
70 AusTRCF77012 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
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71 TVNu550 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
72 TVNu333 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
73 TVNu333 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
74 AusTRCF77011 Wild Zambia East Africa Epigeal 
75 AusTRCF43799 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
76 AusTRCF43797 Wild Zambia East Africa Hypogeal 
77 CIAT4496 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
78 CIAT4523 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
79 CIAT4959 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
80 CIAT4958 Wild Zimbabwe East Africa Epigeal 
81 CIAT4957 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
82 CIAT4956 Wild Zimbabwe East Africa Epigeal 
83 ILRI25515 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
84 ILRI25509 Wild Zimbabwe East Africa Epigeal 
85 AusTRCF52907 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
86 AusTRCF65484 Wild Zimbabwe East Africa Epigeal 
87 AusTRCF52881 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
88 AusTRCF69512 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
89 AusTRCF69513 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
90 TVNu1547 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
91 TVNu803 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
92 TVNu1544 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
93 TVNu882 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
94 TVNu867 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
95 TVNu969 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
96 TVNu1546 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
97 TVNu866 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
98 ILRI25500 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
99 ILRI25500 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
100 JP235952 Wild Zimbabwe East Africa Hypogeal 
101 TVNu1525 Wild Benin West Africa Epigeal 
102 TVNu1529 Wild Benin West Africa Epigeal 
103 TVNu1701 Wild Ghana West Africa Epigeal 
104 TVNu563 Wild Ghana West Africa Epigeal 
105 TVNu1676 Wild Ghana West Africa Epigeal 
106 TVNu584 Wild Niger West Africa Hypogeal 
107 TVNu594 Wild Niger West Africa Hypogeal 
108 TVNu792 Wild Niger West Africa Hypogeal 
109 TVNu598 Wild Niger West Africa Epigeal 
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110 TVNu1143 Wild Niger West Africa Epigeal 
111 TVNu593 Wild Niger West Africa Hypogeal 
112 ILRI25519 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
113 TVNu1796 Wild Nigeria West Africa Hypogeal 
114 TVNu1592 Wild Nigeria West Africa Hypogeal 
115 TVNu178 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
116 TVNu93 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
117 TVNu1623 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
118 TVNu1630 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
119 JP235936 Wild Nigeria West Africa Epigeal 
120 TVNu1581 Wild Senegal West Africa Hypogeal 
121 JP236225 Wild Togo West Africa Hypogeal 
122 CIAT4296 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
123 CIAT4295 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
124 CIAT4494 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
125 CIAT4493 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
126 CIAT4492 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
127 AusTRCF57520 Wild South Africa South Africa Epigeal 
128 AusTRCF57519 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
129 AusTRCF57518 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
130 AusTRCF57517 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
131 AusTRCF57527 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
132 AusTRCF308098 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
133 AusTRCF57529 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
134 AusTRCF308099 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
135 AusTRCF16683 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
136 TVNu1359 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
137 TVNu1726 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
138 TVNu1370 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
139 TVNu1375 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
140 TVNu1731 Wild South Africa South Africa Epigeal 
141 TVNu1371 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
142 TVNu1358 Wild South Africa South Africa Epigeal 
143 TVNu1344 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
144 TVNu1743 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
145 TVNu1360 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
146 TVNu1338 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
147 TVNu1713 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
148 TVNu1719 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
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149 TVNu1742 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
150 TVNu1732 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
151 TVNu1366 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
152 TVNu955 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
153 TVNu1373 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
154 TVNu1090 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
155 TVNu1337 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
156 TVNu1735 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
157 TVNu1749 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
158 TVNu1087 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
159 TVNu1092 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
160 TVNu1369 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
161 TVNu1362 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
162 TVNu1748 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
163 ILRI25506 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
164 JP235897 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
165 JP236214 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
166 JP236216 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
167 JP235908 Wild South Africa South Africa Hypogeal 
168 TVNu518 Wild Swaziland South Africa Hypogeal 
169 TVNu1476 Wild Swaziland South Africa Hypogeal 
170 TVNu966 Wild Swaziland South Africa Hypogeal 
171 TVNu837 Wild Cameroon Central Africa Epigeal 
172 TVNu998 Wild Cameroon Central Africa Epigeal 
173 TVNu977 Wild Cameroon Central Africa Epigeal 
174 TVNu381 Wild Cameroon Central Africa Epigeal 

175 TVNu73 Wild 
Central African 

Republic Central Africa 
Hypogeal 

176 TVNu730 Wild 
Central African 

Republic Central Africa 
Hypogeal 

177 TVNu69 Wild Congo Central Africa Hypogeal 
178 TVNu635 Wild Congo Central Africa Hypogeal 
179 TVNu637 Wild Congo Central Africa Epigeal 
180 TVNu1617 Wild Congo Central Africa Epigeal 
181 TVNu636 Wild Congo Central Africa Hypogeal 
182 TVNu66 Wild Congo Central Africa Epigeal 
183 TVNu1121 Wild Congo Central Africa Epigeal 
184 JP235910 Wild Congo Central Africa Hypogeal 
185 JP235911 Wild Congo Central Africa Epigeal 
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186 JP235912 Wild Congo Central Africa Epigeal 
187 JP235912 Wild Congo Central Africa Hypogeal 
188 ILRI1103 Wild Dem. Rep. Congo Central Africa Epigeal 
189 TVNu1202 Wild Gabon Central Africa Epigeal 
190 TVNu1183 Wild Gabon Central Africa Epigeal 
191 TVNu174 Wild Zaire Central Africa Epigeal 
192 TVNu1615 Wild Zaire Central Africa Epigeal 
193 TVNu1611 Wild Zaire Central Africa Hypogeal 
194 CIAT548 Wild Brazil South America Epigeal 
195 CIAT4340 Wild Brazil South America Epigeal 
196 CIAT4339 Wild Brazil South America Epigeal 
197 CIAT4338 Wild Brazil South America Epigeal 
198 CIAT24481 Wild Brazil South America Epigeal 
199 TVNu1634 Wild Brazil South America Epigeal 
200 TVNu1620 Wild Brazil South America Epigeal 
201 TVNu75 Wild Brazil South America Epigeal 
202 JP202337 Wild Brazil South America Hypogeal 
203 CIAT848 Wild Colombia South America Epigeal 
204 CIAT844 Wild Colombia South America Epigeal 
205 CIAT512 Wild Colombia South America Epigeal 
206 CIAT422 Wild Colombia South America Epigeal 
207 CIAT4699 Wild Colombia South America Epigeal 
208 CIAT4668 Wild Colombia South America Epigeal 
209 CIAT4618 Wild Colombia South America Epigeal 
210 CIAT4777 Wild Colombia South America Epigeal 
211 CIAT4852 Wild Colombia South America Epigeal 
212 CIAT4849 Wild Colombia South America Epigeal 
213 CIAT4810 Wild Colombia South America Epigeal 
214 CIAT4809 Wild Colombia South America Epigeal 
215 CIAT4391 Wild Colombia South America Epigeal 
216 CIAT4388 Wild Colombia South America Epigeal 
217 CIAT940 Wild Colombia South America Epigeal 
218 CIAT939 Wild Colombia South America Epigeal 
219 CIAT24434 Wild Colombia South America Epigeal 
220 CIAT24433 Wild Colombia South America Epigeal 
221 CIAT24409 Wild Colombia South America Epigeal 
222 CIAT24394 Wild Colombia South America Epigeal 
223 CIAT24185 Wild Colombia South America Epigeal 
224 CIAT24179 Wild Colombia South America Epigeal 
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225 CIAT24137 Wild Colombia South America Epigeal 
226 CIAT24136 Wild Colombia South America Epigeal 
227 CIAT24494 Wild Colombia South America Epigeal 
228 CIAT4308 Wild Colombia South America Epigeal 
229 CIAT4227 Wild Colombia South America Epigeal 
230 CIAT24362 Wild Colombia South America Epigeal 
231 CIAT24044 Wild Colombia South America Epigeal 
232 CIAT24331 Wild Colombia South America Epigeal 
233 CIAT4166 Wild Colombia South America Epigeal 
234 CIAT4165 Wild Colombia South America Epigeal 
235 CIAT4126 Wild Colombia South America Epigeal 
236 CIAT24038 Wild Colombia South America Epigeal 
237 CIAT24031 Wild Colombia South America Epigeal 
238 CIAT24030 Wild Colombia South America Epigeal 
239 AusTRCF32976 Wild Colombia South America Epigeal 
240 TVNu1625 Wild Colombia South America Epigeal 
241 TVNu1590 Wild Colombia South America Epigeal 
242 TVNu1586 Wild Colombia South America Epigeal 
243 TVNu1582 Wild Colombia South America Epigeal 
244 TVNu1591 Wild Colombia South America Epigeal 
245 CIAT876 Wild Ecuador South America Epigeal 
246 CIAT4798 Wild Ecuador South America Epigeal 
247 CIAT974 Wild Ecuador South America Epigeal 
248 CIAT973 Wild Ecuador South America Epigeal 
249 CIAT947 Wild Ecuador South America Epigeal 
250 CIAT988 Wild Ecaudor South America Epigeal 
251 CIAT987 Wild Ecaudor South America Epigeal 
252 CIAT984 Wild Ecaudor South America Epigeal 
253 CIAT981 Wild Ecaudor South America Epigeal 
254 CIAT980 Wild Ecaudor South America Epigeal 
255 CIAT976 Wild Ecaudor South America Epigeal 
256 CIAT24353 Wild Ecuador South America Epigeal 
257 CIAT990 Wild Ecaudor South America Epigeal 
258 TVNu1621 Wild Ecuador South America Epigeal 
259 TVNu1584 Wild Ecuador South America Epigeal 
260 JP235929 Wild Ecuador South America Epigeal 
261 TVNu1583 Wild Ecuador South America Epigeal 
262 AusTRCF308097 Wild Guyana South America Epigeal 
263 CIAT4682 Wild Peru South America Epigeal 
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264 CIAT4674 Wild Peru South America Epigeal 
265 CIAT4604 Wild Peru South America Epigeal 
266 CIAT17430 Wild Peru South America Epigeal 
267 AusTRCF320931 Wild Peru South America Epigeal 
268 TVNu65 Wild Surinam South America Epigeal 
269 CIAT4752 Wild Venezuela South America Epigeal 
270 CIAT4760 Wild Venezuela South America Epigeal 
271 CIAT4758 Wild Venezuela South America Epigeal 
272 CIAT4757 Wild Venezuela South America Epigeal 
273 CIAT4754 Wild Venezuela South America Epigeal 
274 CIAT4753 Wild Venezuela South America Epigeal 
275 CIAT4878 Wild Venezuela South America Epigeal 
276 CIAT4372 Wild Venezuela South America Epigeal 
277 CIAT917 Wild Venezuela South America Epigeal 
278 CIAT24490 Wild Venezuela South America Epigeal 
279 CIAT24489 Wild Venezuela South America Epigeal 
280 CIAT24487 Wild Venezuela South America Epigeal 
281 CIAT24485 Wild Venezuela South America Epigeal 
282 CIAT24483 Wild Venezuela South America Epigeal 
283 CIAT24482 Wild Venezuela South America Epigeal 
284 AusTRCF61174 Wild Venezuela South America Epigeal 
285 AusTRCF58678 Wild Venezuela South America Hypogeal 
286 AusTRCF50395 Wild Venezuela South America Epigeal 
287 AusTRCF76294 Wild Belize Central America Epigeal 
288 CIAT4844 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
289 CIAT24050 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
290 CIAT24049 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
291 CIAT24048 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
292 ILRI25522 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
293 AusTRCF320302 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
294 TVNu70 Wild Costa Rica Central America Epigeal 
295 CIAT4253 Wild Cuba Central America Epigeal 
296 ILRI25508 Wild Cuba Central America Epigeal 
297 AusTRCF58737 Wild Cuba Central America Epigeal 
298 CIAT9022 Wild El Salvador Central America Epigeal 
299 CIAT24285 Wild Honduras Central America Epigeal 
300 CIAT24276 Wild Honduras Central America Epigeal 
301 CIAT24268 Wild Honduras Central America Epigeal 
302 CIAT24275 Wild Honduras Central America Epigeal 
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303 CIAT4933 Wild Panama Central America Epigeal 
304 CIAT4189 Wild Panama Central America Epigeal 
305 CIAT4187 Wild Panama Central America Epigeal 
306 TVNu1585 Wild Panama Central America Epigeal 
307 CIAT24479 Wild Mexico Central America Epigeal 
308 CIAT24054 Wild Mexico Central America Epigeal 
309 CIAT34127 Wild Mexico Central America Epigeal 
310 CIAT24053 Wild Mexico Central America Epigeal 
311 CIAT24051 Wild Mexico Central America Epigeal 
312 ILRI25520 Wild Mexico Central America Epigeal 
313 ILRI25523 Wild Mexico Central America Epigeal 
314 AusTRCF320907 Wild Mexico Central America Epigeal 
315 AusTRCF104745 Wild Mexico Central America Epigeal 
316 AusTRCF85869 Wild Mexico Central America Epigeal 
317 CIAT4140 Wild Australia East Australia Hypogeal 
318 AusTRCF320609 Wild Australia East Australia Hypogeal 
319 AusTRCF320607 Wild Australia East Australia Hypogeal 
320 AusTRCF320525 Wild Australia East Australia Hypogeal 
321 AusTRCF322091 Wild Australia East Australia Hypogeal 
322 AusTRCF322092 Wild Australia East Australia Hypogeal 
323 AusTRCF322093 Wild Australia East Australia Hypogeal 
324 AusTRCF322149 Wild Australia East Australia Hypogeal 
325 AusTRCF322148 Wild Australia East Australia Hypogeal 
326 AusTRCF322147 Wild Australia East Australia Hypogeal 
327 AusTRCF322145 Wild Australia East Australia Hypogeal 
328 AusTRCF322144 Wild Australia East Australia Hypogeal 
329 AusTRCF322141 Wild Australia East Australia Hypogeal 
330 AusTRCF322142 Wild Australia East Australia Hypogeal 
331 AusTRCF322140 Wild Australia East Australia Hypogeal 
332 AusTRCF322129 Wild Australia East Australia Hypogeal 
333 AusTRCF300166 Wild Australia East Australia Hypogeal 
334 AusTRCF322128 Wild Australia East Australia Hypogeal 
335 AusTRCF322123 Wild Australia East Australia Hypogeal 
336 AusTRCF322123 Wild Australia East Australia Hypogeal 
337 AusTRCF322122 Wild Australia East Australia Hypogeal 
338 AusTRCF322121 Wild Australia East Australia Hypogeal 
339 AusTRCF322120 Wild Australia East Australia Hypogeal 
340 AusTRCF322130 Wild Australia East Australia Hypogeal 
341 AusTRCF322131 Wild Australia East Australia Hypogeal 



67 
 

      

342 AusTRCF322132 Wild Australia East Australia Hypogeal 
343 AusTRCF322133 Wild Australia East Australia Hypogeal 
344 AusTRCF322134 Wild Australia East Australia Hypogeal 
345 AusTRCF322135 Wild Australia East Australia Hypogeal 
346 AusTRCF322136 Wild Australia East Australia Hypogeal 
347 AusTRCF322137 Wild Australia East Australia Hypogeal 
348 AusTRCF322138 Wild Australia East Australia Hypogeal 
349 AusTRCF322139 Wild Australia East Australia Hypogeal 
350 AusTRCF322110 Wild Australia East Australia Hypogeal 
351 AusTRCF322111 Wild Australia East Australia Hypogeal 
352 AusTRCF322112 Wild Australia East Australia Hypogeal 
353 AusTRCF322113 Wild Australia East Australia Hypogeal 
354 AusTRCF322114 Wild Australia East Australia Hypogeal 
355 AusTRCF322115 Wild Australia East Australia Hypogeal 
356 AusTRCF322116 Wild Australia East Australia Hypogeal 
357 AusTRCF322117 Wild Australia East Australia Hypogeal 
358 AusTRCF322118 Wild Australia East Australia Hypogeal 
359 AusTRCF322119 Wild Australia East Australia Hypogeal 
360 AusTRCF320266 Wild Australia East Australia Hypogeal 
361 AusTRCF320385 Wild Australia East Australia Hypogeal 
362 AusTRCF320269 Wild Australia East Australia Hypogeal 
363 AusTRCF320268 Wild Australia East Australia Hypogeal 
364 AusTRCF322104 Wild Australia East Australia Hypogeal 
365 AusTRCF322105 Wild Australia East Australia Hypogeal 
366 AusTRCF322106 Wild Australia East Australia Hypogeal 
367 AusTRCF322107 Wild Australia East Australia Hypogeal 
368 AusTRCF322108 Wild Australia East Australia Hypogeal 
369 AusTRCF322109 Wild Australia East Australia Hypogeal 
370 AusTRCF322095 Wild Australia East Australia Hypogeal 
371 AusTRCF322096 Wild Australia East Australia Hypogeal 
372 AusTRCF322097 Wild Australia East Australia Hypogeal 
373 AusTRCF322098 Wild Australia East Australia Hypogeal 
374 AusTRCF322099 Wild Australia East Australia Hypogeal 
375 AusTRCF322100 Wild Australia East Australia Hypogeal 
376 AusTRCF322101 Wild Australia East Australia Hypogeal 
377 AusTRCF322102 Wild Australia East Australia Hypogeal 
378 AusTRCF322103 Wild Australia East Australia Hypogeal 
379 AusTRCF322094 Wild Australia East Australia Hypogeal 
380 AusTRCF322153 Wild Australia East Australia Hypogeal 
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381 AusTRCF322152 Wild Australia East Australia Hypogeal 
382 AusTRCF322151 Wild Australia East Australia Hypogeal 
383 AusTRCF322150 Wild Australia East Australia Hypogeal 
384 AusTRCF320106 Wild Australia East Australia Hypogeal 
385 AusTRCF322200 Wild Australia East Australia Hypogeal 
386 TVNu1574 Wild Australia East Australia Hypogeal 
387 TVNu1594 Wild Australia East Australia Hypogeal 
388 AusTRCF320267 Wild Australia East Australia Hypogeal 
389 AusTRCF320518 Wild Australia East Australia Hypogeal 
390 AusTRCF320524 Wild Australia East Australia Hypogeal 
391 AusTRCF322146 Wild Australia East Australia Hypogeal 
392 AusTRCF322143 Wild Australia West Australia Hypogeal 
393 AusTRCF322127 Wild Australia West Australia Hypogeal 
394 AusTRCF322126 Wild Australia West Australia Hypogeal 
395 AusTRCF322154 Wild Australia West Australia Hypogeal 
396 JP235961 Wild Australia West Australia Epigeal 
397 CIAT4944 Wild Papua New Guinea West Australia Hypogeal 
398 AusTRCF100807 Wild Papua New Guinea West Australia Hypogeal 
399 AusTRCF322090 Wild Australia North Australia Hypogeal 
400 AusTRCF322125 Wild Australia North Australia Hypogeal 
401 AusTRCF322124 Wild Australia North Australia Epigeal 
402 AusTRCF66514 Wild India Asia Hypogeal 
403 TVNu1632 Wild Philiippines Asia Epigeal 
404 AusTRCF320533 Wild Unknown Unknown Hypogeal 
405 TVNu845 Wild Unknown Unknown Epigeal 
406 AusTRCF320387 Wild Unknown Unknown Hypogeal 
407 AusTRCF320201 Wild Unknown Unknown Epigeal 
408 AusTRCF320047 Wild Unknown Unknown Epigeal 
409 AusTRCF17457 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
410 AusTRCF15452 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
411 TVNu64 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
412 AusTRCF114171 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
413 AusTRCF69030 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
414 NI111 Cultivated Sudan North Africa Hypogeal 
415 TVNu719 Cultivated Botswana South Africa Hypogeal 

416 TVNu240 Cultivated 
Central African 

Republic Central Africa 
Hypogeal 

417 TVNu1616 Cultivated Costa Rica Central America Hypogeal 
418 TVNu72 Cultivated Costa Rica Central America Hypogeal 
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419 NI339 Cultivated Costa Rica Central America Hypogeal 
420 JP235864 Cultivated Indonesia Asia Hypogeal 
421 NI1857 Cultivated Indonesia Asia Hypogeal 
422 JP235863 Cultivated Indonesia Asia Hypogeal 

 


