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การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวในมะเขือเทศ
พันธุ์ปลูกด้วยวิธี Association Mapping
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ABSTRACT: Association mapping based on linkage disequilibrium in diverse population could 
significantly improve the resolution and accuracy of marker–trait associations compared with 
linkage analysis. Therefore, this study aimed to identify quantitative trait loci (QTL) for bacterial 
wilt resistance through positional candidate loci and functional candidate genes using association 
mapping method. A total of 92 tomato cultivars consisting of 51 international resistance, 2 Thai 
commercial resistance cultivars and 39 susceptible lines were used for analysis with general 
linear model using TASSEL program. The association between markers and bacterial wilt resistance 
was determined by probability at P < 0.05. The results revealed that most of significant associated 
markers were correlated to previously QTL reports i.e., TG48 (Chromosome 2), TG118, CP18 
(Chromosome 6) and T0989 (Chromosome 12). Furthermore, moderate significant level of new 
QTL on chromosome 1 was identified for SSR134, SSR572, SSR117 and SSR65 markers. For the 
association analysis by functional candidate gene, four disease resistance genes, LRR, ascorbate 
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peroxidase, jasmonate and ethylene, were related to bacterial wilt resistance. Therefore, this 
study confirmed that association mapping is a method that could be used to detect QTL as 
same as the linkage analysis in bi–parental population.  
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บทคัดย่อ

Association mapping ทีอ่าศัยความสมัพันธ์
ทาง linkage disequilibrium ในประชากรที่มีความ
หลากหลายสามารถให้ความละเอียดและความแม่นย�ำ
ที่ดีข้ึนในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างยีนหรือ
เครือ่งหมายดเีอน็เอต่อลกัษณะทางฟีโนไทป์ทีต้่องการ
ศึกษา เม่ือเปรียบเทียบกับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
แบบลิงค์เกจ ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ
ระบตุ�ำแหน่ง (Quantitative trait loci; QTL) ต้านทาน
โรคเหี่ยวเขียวในมะเขือเทศด้วยวิธี association 
mapping โดยใช้ positional candidate loci และ 
functional candidate gene มะเขือเทศทั้งหมด 92 
สายพันธุ์ ประกอบด้วย พันธุ์ต้านทานจากนานาชาติ 
51 สายพันธุ์ พันธุ์การค้าของไทย 2 สายพันธุ์ และ
มะเขือเทศอ่อนแอ 39 สายพันธุ์ ถูกใช้ส�ำหรับการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ต่อลักษณะที่ศึกษาด้วยวิธี 
general linear mode โดยโปรแกรม TASSEL ความ
สัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอต่อลักษณะ 
ที่ศึกษาถูกพิจารณาจากค่า probability (P) ที่ P < 
0.05 ผลการวิเคราะห์ พบว่า เครื่องหมายดีเอ็นเอที่
แสดงความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคเหี่ยวเขียว
ส่วนใหญ่เป็นต�ำแหน่ง (QTL) ที่เคยมีรายงานไว้แล้ว 
ได้แก่ TG48 (โครโมโซม 2), TG118 และ CP18 
(โครโมโซม 6) และ T0989 (โครโมโซม 12) นอกจาก
นี ้ต�ำแหน่งใหม่บนโครโมโซม 1 ท่ีมคีวามสมัพันธ์ระดบั
ปานกลางกบัความต้านทานโรคเหีย่วเขยีวถูกตรวจพบ
ส�ำหรับเคร่ืองหมายพันธุกรรม SSR134, SSR572, 

SSR117 และ SSR65 ส�ำหรับการวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ด้วย functional candidate gene พบว่า ยีน
ต้านทานโรค 4 ยีน คอื LRR, ascorbate peroxidase, 
jasmonate และ ethylene มคีวามสัมพนัธ์ต่อลกัษณะ
ต้านทานโรคเหี่ยวเขียว ดังนั้น การศึกษานี้ยืนยันได้
ว ่าการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ต ่อลักษณะโดยวิธี 
association mapping เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สามารถ
ใช้ตรวจหาต�ำแหน่งที่สัมพันธ์ต่อลักษณะที่ต้องการ
ศึกษาได้เช่นเดียวกับการวิเคราะห์แบบลิงค์เกจใน
ประชากรที่เป็น bi–parental

ค�ำส�ำคัญ: เครื่องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์, 
เคร่ืองหมายดเีอน็เอ COS, โปรแกรม TASSEL, ลกัษณะ
เชิงปริมาณ, โรคเหี่ยวเขียว

บทน�ำ

	 โรคเหี่ยวเขียว (Bacterial wilt) เป็นปัญหาที่
รุนแรงส�ำหรับการเพาะปลูกมะเขือเทศในเขตร้อน ก่ึง
ร้อน และอบอุ่น โดยเช้ือสาเหตุของโรคมีความหลาก
หลายทางพนัธกุรรมสงู มีพชือาศยัหลายชนดิ ท�ำให้เช้ือ
แพร่กระจายได้ดีและมีชีวิตอยู่ได้นาน ส่งผลให้การ
ควบคมุโรคนีด้�ำเนนิการได้ยาก (Hayward, 1991) โรค
เหี่ยวเขียวท�ำความเสียหายต่อการผลิตมะเขือเทศใน
ประเทศไทย 20–90 เปอร์เซ็นต์ (Thaveechai et al., 
1992) ซึ่งปัจจุบันยังไม่มีสารเคมีที่ควบคุมโรคนี้ได้ ดัง
นั้น การใช้พันธุ์ต้านทานจึงเป็นวิธีการควบคุมโรคท่ีดี
และมีประสิทธิภาพวิธีการหนึ่ง
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การปรับปรุงพันธุ์มะเขือเทศต้านทานโรค
เห่ียวเขียวเริ่มขึ้นในช่วงต้นศตวรรษที่ 20 โดยการคัด
หาพนัธุต้์านทานจากมะเขือเทศประมาณ 100 สายพนัธุ์ 
(Kelman, 1953; Acosta, 1963) ต่อมาได้มีการ
ปรับปรุงพันธุ ์โดยใช้วิธีมาตรฐาน (Conventional 
breeding) ในอีกหลายสถาบัน ได้แก่ มหาวิทยาลัย
เปอร์โตรโิก มหาวิทยาลยันอร์ทคาโรไลนา มหาวทิยาลัย
ฮาวาย มหาวทิยาลยัฟลอรดิา และศนูย์วจิยัและพฒันา
พืชผักโลก (World Vegetable Center) แต่เนื่องจาก
ลกัษณะต้านทานโรคเหีย่วเขยีวเป็นลกัษณะเชงิปรมิาณ 
(Acosta et al., 1964; Anand et al., 1993) ทีค่วบคมุ
ด้วยยีนหลายต�ำแหน่ง โดยยีนต้านทานแต่ละต�ำแหน่ง
ตอบสนองต่อสายพันธุ ์ของเช้ืออย่างเฉพาะเจาะจง 
(Strain-specific หรือ phylotype-specific) (Wang 
et al., 2000; Carmeille et al., 2006) ท�ำให้พันธุ์
ต้านทานที่ได้จากการปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีมาตรฐาน  
ยังไม่เสถียรมากนัก พันธุ์ที่แสดงความต้านทานได้ใน
พื้นที่หนึ่งแต่กลับอ่อนแอในอีกสถานที่หนึ่ง (Hanson 
et al., 1996; Wang et al., 1998)

การปรับปรุงพันธุ ์โดยการใช้เครื่องหมาย
ดีเอน็เอในการคดัเลอืก (Marker assisted selection; 
MAS) เป็นการปรับปรุงพันธุ์แนวใหม่ ซึ่งจ�ำเป็นต้องมี
การศึกษาหาต�ำแหน่งของยีนหรือเครื่องหมายทาง
พนัธกุรรม (Genetic markers) ทีเ่กีย่วข้องกบัลกัษณะ
ที่สนใจก่อน โดยลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวใน
มะเขือเทศนั้น ได้มีการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง
เคร่ืองหมายดเีอน็เอกบัลกัษณะต้านทานโรคเหีย่วเขยีว
โดยอาศัยแผนที่โครโมโซม ด้วยการวิเคราะห์ความ
สมัพันธ์ด้านลงิค์เกจในมะเขอืเทศพนัธุต้์านทาน 2 พันธุ์ 
คือ พันธุ์ L285 และ Hawaii7996 พบความต้านทาน
ในหลายต�ำแหน่ง ได้แก่ ต�ำแหน่งบนโครโมโซม 2, 3, 
4, 6, 8, 10 และ 12  (Danesh et al., 1994; Thoquet 
et al., 1996a; 1996b; Dara–Carlos, 1998; Wang 
et al., 2000; Carmeille et al., 2006) โดยพบทั้ง
ต�ำแหน่งหลกั (Major QTL) ได้แก่ TG48 บนโครโมโซม 
2 (Dara–Carlos, 1998), TG118 และ CP18 บน

โครโมโซม 6, TG268 และ GP165 บนโครโมโซม 4 
(Thoquet et al., 1996a) และต�ำแหน่งรอง (Minor 
QTL) ได้แก่ CP105 บนโครโมโซม 10 และ GP165 บน
โครโมโซม 11 (Thoquet et al., 1996a)

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเครื่องหมาย
ดเีอ็นเอต่อลกัษณะท่ีสนใจ (Marker–trait association) 
โดยใช้ประชากรท่ีมีอยู่ในธรรมชาติ หรือจากการคัด
เลือกโดยมนุษย์ เช่น สายพันธุ ์แท้ท่ีใช้ส�ำหรับการ
ปรับปรุงพันธุ์ เชื้อพันธุกรรมที่เก็บรวบรวมไว้ รวมทั้ง
พันธุ์พื้นเมืองต่าง ๆ โดยอาศัยการค้นหาอัลลีล หรือ 
ฮาโพล์ไทป์ท่ีต�ำแหน่ง 2 ต�ำแหน่ง มกีารถ่ายทอดไปด้วย
กันเสมอ (Linkage disequilibrium) ซึ่งเรียกว่า 
association mapping, LD mapping หรือ 
association analysis เป็นวิธีการหายีนของลักษณะ
เชิงปริมาณ ที่สามารถศึกษาความสัมพันธ์ของหลาย 
อัลลีลพร้อมกันได้ โดยไม่ต้องสร้างประชากรแยก และ
มีความละเอียดสูง (Buckler IV and Thornsberry, 
2002; Flint–Garcia et al., 2003) และได้มีการน�ำมา
ใช้วเิคราะห์ความสมัพนัธ์ต่อลกัษณะส�ำคญัในพชืหลาย
ชนิด ได้แก่ ข้าวโพด (Remington et al., 2001; 
Thornsberry et al., 2001; Palaisa et al., 2003; 
2004) ข้าว (Garris et al., 2003) ข้าวสาลี (Kruger 
et al., 2004) ข้าวบาร์เลย์ (Ivandic et al., 2002) 
ต้นอะราบิดอฟซิส (Arabidopsis) (Nordborg et al., 
2002) และมันฝรั่ง (Gebhardt et al., 2004) ส�ำหรับ
มะเขือเทศได้มีการใช้ genome–wide association 
study (GWAS) ในการวิเคราะห์ต�ำแหน่งท่ีควบคุม
คุณภาพของผลมะเขือเทศ (Mazzucato et al., 
2008; Ranc et al., 2012; Xu et al., 2013; Ruggieri 
et al., 2014; Zhang et al., 2015a) และสารระเหย
ท่ีมีผลต่อรสชาติของมะเขือเทศ (Zhang et al., 
2015b)

มะเขอืเทศพันธุต้์านทานต่อโรคเหีย่วเขยีวถกู
รวบรวม โดยความร่วมมือของนักปรับปรุงพันธุ ์
ต้านทานโรคเหีย่วเขยีวในมะเขอืเทศจากทัว่โลก และมี
การทดสอบปฏิกิริยาความต้านทานต่อโรคนี้ในพื้นที่
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ต่าง ๆ ของประเทศในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  
โดยพบว่า มะเขือเทศต้านทานพันธุ์ Hawaii7996  
แสดงความต้านทานในระดับสูงในหลายพ้ืนที่  และ 
พบความสัมพันธ์ของความต้านทานโรคนี้ที่จ�ำเพาะ 
กับพื้นที่ด้วย (Wang et al., 1998) ส่วนพันธุ์ L285 
แสดงความต้านทานดี และมีสมรรถนะการผสมทั่วไป 
(General combining ability) ดีด้วยเช่นกนั (Hanson 
et al., 1998) นอกจากนี้ ยังมีการทดสอบลักษณะ
ทางการเกษตรและผลผลิตของมะเขือเทศชุดนี้ในเขต
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดย 
Butsarakul et al. (1997) มะเขือเทศพันธุ์ต้านทาน
ชุดนี้จึงจัดว่ามีความหลากหลายของยีนต้านทานโรค
เหี่ยวเขียวที่ได้จากแหล่งความต้านทานที่แตกต่างกัน 
ซ่ึงเหมาะส�ำหรับน�ำไปใช้วิเคราะห์ความสัมพันธ์ต่อ
ลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวโดยวิธี association 
mapping ดังน้ัน การศึกษาครั้งนี้จึงเป็นการศึกษา
ความสมัพันธ์ต่อลักษณะต้านทานโรคเหีย่วเขียวด้วยวธิี 
association mapping ทัง้โดย positional candidate 
loci ด้วยเครื่องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทลไลท์ และ
เครือ่งหมายดเีอน็เอ conserved ortholog set (COS) 
ซึ่งเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีพัฒนาจากการค้นหายีน 
ที่มีการอนุรักษ์ โดยการเปรียบเทียบระหว่างจีโนม
มะเขือเทศกับต้นอะราบิดอฟซิส (Fulton et al., 
2002; Wu et al., 2006) เพิ่มเติมอย่างละเอียด  
ในบริเวณที่มีรายงานมาก่อนว่ามีความสัมพันธ์กับ
ลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวจากการวิเคราะห์แบบ
ลิงค์เกจ (Linkage analysis) รวมทั้งศึกษาความ
สมัพนัธ์ของยนีต้านทานโรคเหีย่วเขยีวโดย functional 
candidate gene ที่เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับขบวนการ
ต้านทานโรคอื่น ๆ  ที่ได้มีรายงานไว้ ดังนั้น การศึกษานี้
จึงเป็นการเพิ่มความละเอียดในการหาต�ำแหน่งยีน 
หรอืเคร่ืองหมายดเีอน็เอทีใ่กล้ชดิกบัยนีมากขึน้ รวมถงึ
การตรวจหาอัลลีลต้านทานในพันธุ์ต้านทานต่าง ๆ ไป
พร้อมกัน

อุปกรณ์และวิธีการ

มะเขือเทศที่ใช้ในการศึกษา
เชื้อพันธุกรรมมะเขือเทศที่ใช้ในการศึกษา

จ�ำนวน 92 สายพนัธุ ์แบ่งเป็น 2 กลุม่ คอื กลุม่ต้านทาน 
53 พันธุ์ โดยเป็นพันธุ์ที่ได้มาจากโปรแกรมปรับปรุง
พันธุ์ต้านทานโรคเหี่ยวเขียว ท่ีรวบรวมไว้ท่ีศูนย์วิจัย
และพฒันาพืชผกัโลก จ�ำนวน 51 พันธุ ์(Hanson et al., 
1996; Wang et al., 1998) และพันธุ์การค้าของไทย 
2 สายพันธุ ์ และกลุ ่มอ่อนแอ 39 พันธุ ์ โดยเชื้อ
พันธุกรรมกลุ ่มอ่อนแอพิจารณาจากสายพันธุ ์ ท่ีใช้ 
เป็น susceptible check ในงานวิจัยต่าง ๆ ได้แก่  
พันธุ์ Wva700, L390 และ CLN286 (Hanson et al., 
1996; Dara–Carlos, 1998; Hanson et al., 1998; 
Wang et al., 2000) รวมทั้งสอบถามข้อมูลจาก
อาจารย์กรุง สีตะธนี (Personal communication) 
นักวิชาการเกษตร ผู้เชี่ยวชาญด้านการปรับปรุงพันธุ์
มะเขือเทศ ศูนย์วิจัยพืชผักเขตร้อนแห่งมหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน โดยได้รับความ
อนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์จาก ดร. สิริกุล วะสี ศูนย์วิจัยพืช
ผักเขตร้อนแห่งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต
ก�ำแพงแสน

การศึกษาโครงสร้างประชากร
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์

จ�ำนวน 50 ต�ำแหน่ง ที่ครอบคลุม 12 โครโมโซม ซึ่งมี
ระยะห่างเฉลี่ยประมาณ 25 เซนติมอร์แกน จากฐาน
ข้อมูลของ Sol Genomics Network (http://
solgenomics.net) ถกูน�ำมาใช้ในการศกึษาโครงสร้าง
ประชากรมะเขือเทศ

การศกึษาความสมัพันธ์ต่อลกัษณะต้านทานโรคเหีย่ว
เขียวโดย positional candidate loci

เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด COS ถูกคัดเลือก
จากฐานข้อมูลมะเขือเทศของ Sol Genomics 
Network (http://solgenomics.net) ส�ำหรับใช้เป็น 
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candidate gene ทีม่ตี�ำแหน่งอยูใ่นบรเิวณ QTL ทีพ่บ
ความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคเห่ียวเขียวบน
โครโมโซม 2, 6 และ 12 จ�ำนวน 33 ต�ำแหน่ง ร่วมกับ
ยีน 3 ยีน คือ ovate, Mi และ Fer ซึ่งมีต�ำแหน่งอยู่บน
โครโมโซม 6 นอกจากนี้ ยังใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่
ตรวจพบความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคเหี่ยว
เขียวจากการวิเคราะห์ลิงค์เกจ จ�ำนวน 3 ต�ำแหน่ง คือ 
TG48, TG118 และ CP18 ที่ตรวจสอบด้วยวิธี 
cleaved amplified polymorphisms (CAPS) และ 
single strand conformation polymorphism 
(SSCP) 

การศกึษาความสมัพนัธ์ต่อลักษณะต้านทานโรคเห่ียว
เขียวโดยยีนต้านทานโรคบนโครโมโซม 6 โดย 
functional candidate gene

การคัดเลือกตัวแทนยีนต้านทานโรค 
(Resistant candidate genes) บนโครโมโซม 6

โปรแกรม Marker to Sequence (https://
www.eusol.wur.nl/marker2seq/) ถูกน�ำมาใช้ใน
การค้นหายีนที่เก่ียวข้องกับลักษณะต้านทานโรคใน
บริเวณที่มีรายงานความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอ CP18, TG118 (Thoquet et al., 1996a; 
1996b), TG73 (Carmeille et al., 2006) และ TG365 
(Danesh et al., 1994) ต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยว
เขยีวบนโครโมโซม 6 ของมะเขือเทศ จากนัน้ ออกแบบ
ไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรม BatchPrimer3 v1.0 (You 
et al., 2008)

การตรวจสอบความแตกต่างระหว่างมะเขอืเทศ
ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเขียว

มะเขือเทศ 4 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์ต้านทานต่อ
โรคเหี่ยวเขียว 2 พันธุ์ คือ Hawaii7796 และ L285 
และพนัธุอ่์อนแอต่อโรคเหีย่วเขยีว 2 พนัธุ ์คือ CLN 286 
และ L390 ถูกน�ำมาใช้ในการตรวจสอบความแตกต่าง
ทางพนัธกุรรมระหว่างมะเขอืเทศต้านทานและอ่อนแอ
ต่อโรคเหี่ยวเขียว โดยส�ำรวจหาความแตกต่างทาง

พันธุกรรมบริเวณยีนท่ีได้จากการคัดเลือกตัวแทนยีน
ต้านทานโรค (Resistant candidate genes) บน
โครโมโซม 6 สกดัดีเอน็เอของมะเขือเทศด้วยวธิกีารของ 
Fulton et al. (1995) และเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอบรเิวณ
ยีนท่ีศึกษาด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่ (Polymerase chain 
reaction; PCR) ดังนี้ ดีเอ็นเอความเข้มข้น 50 ng, 1X 
PCR buffer, 100 µM dNTP, 1.5 mM MgCl

2
, 0.5 

µM primer forward, 0.5 µM primer reverse และ 
Taq DNA polymerase ในปริมาตรทั้งหมด 20 µL 
ท�ำปฏิกิริยาด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยมี
การเปลี่ยนแปลงตามล�ำดับดังต่อไปนี้ คือ อุณหภูมิ  
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที อุณหภูมิ  
50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ�ำนวนท้ังหมด  
35 รอบ ระงบัปฏกิริยิาโดยการเติมสยีอ้ม (Dye) 1 เทา่
ของปฏิกิริยา และตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วยวิธี 
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) โดย
ใช้ denaturing polyacrylamide gel 4.5 เปอร์เซน็ต์ 
และวิเคราะห์หาขนาดโมเลกุลของแถบดีเอ็นเอด้วย
โปรแกรม Photo Capt (Vilber Lourmat, France)

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ต ่อลักษณะ
ต ้านทานโรคเ ห่ียวเขียวของยีนต ้านทานโรค 
(Resistant candidate genes) บนโครโมโซม 6

ยีนที่สามารถจ�ำแนกความแตกต่างระหว่าง
พนัธุต้์านทานและอ่อนแอทีไ่ด้จากการตรวจสอบความ
แตกต่างระหว่างมะเขือเทศต้านทานและอ่อนแอต่อ 
โรคเหีย่วเขยีวดงัวิธีการข้างต้น ถูกน�ำมาใช้ในการตรวจ
สอบความแตกต่างทางพันธุกรรมในมะเขือเทศทั้ง  
92 พันธ์ุ เพ่ือเป็นข้อมูลส�ำหรับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวต่อไป

การประเมินโรคเหี่ยวเขียว
ใช้ผลการประเมินโรคเหี่ยวเขียวตามรายงาน

ของ Srisawad et al. (2012) โดยมีรายละเอียด  
ดังนี้
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เชื้อที่ใช้ในการทดลอง
ทดสอบความต้านทานโรคในสภาพโรงเรือน

ด้วยเชื้อ 3 ไอโซเลท คือ CT1, EWS1 และ RS145 โดย
เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง triphenyl tetrazolium 
chloride ทีไ่ม่เตมิสาร 2,3,5 triphenyl tetrazolium 
chloride เมื่อเชื้อมีอายุ 48 ชั่วโมง ท�ำการเตรียมเป็น
เซลล์แขวนลอยเชือ้ให้มีความเข้มข้นประมาณ 108 cfu/
mL โดยวัดความเข้มข้นของเชือ้จากค่าการดูดกลนืแสง
ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ให้ได้เท่ากับ 0.2 (Vudhivanich and 
Soontarasing, 1996) 

ทดสอบโรคในแปลงปลูกที่มีเชื้อสาเหตุโรค 
Ralstonia solanacearum (ไอโซเลท S1) ซึ่งเป็น
แปลงส�ำหรบัใช้ทดสอบพนัธุม์ะเขอืเทศในโปรแกรมการ
ปรับปรุงพันธุ์ของ บริษัท ซินเจนทาซีด จ�ำกัด ที่มีการ
รักษาเชื้อโดยการปลูกมะเขือเทศพันธุ์อ่อนแอสลับกับ
มะเขือเทศทดสอบ

การทดสอบโรคในสภาพโรงเรือนในระยะ
ต้นกล้า

เพาะเมล็ดมะเขือเทศทดสอบลงในวัสดุปลูก
หรือพีทมอส เมื่อต้นกล้ามีอายุ 3–4 สัปดาห์ จึงย้าย 
ลงกระถางขนาด 4 นิ้ว จนกระทั่งต้นกล้ามีอายุ 4–5 
สัปดาห์ จึงน�ำไปปลูกเชื้อ โดยใช้กรรไกรจุ่มสารละลาย
เชื้อทั้ง 3 ไอโซเลท ที่เตรียมไว้ และตัดใบจริงคู่แรก 2 
ใบ ที่อยู่เหนือใบเลี้ยง

การทดสอบโรคในแปลงปลูก
ทดสอบโรคในสภาพแปลง โดยได้รับความ

อนเุคราะห์ในการด�ำเนนิการทดสอบโรคจาก บริษัท ซิน
เจนทาซดี จ�ำกดั โดยการเพาะเมลด็ในพทีมอส จากนัน้ 
ย้ายต้นกล้าที่อายุประมาณ 45 วัน ลงปลูกในแปลงที่มี
เชื้อ R. solanacearum อยู่อาศัยในดิน โดยย้ายกล้า
มะเขือเทศลงแปลงปลูก พนัธุล์ะ 1 แปลง จ�ำนวน 10 ต้น 
โดยจัดเป็น 1 ซ�้ำ ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำต่อมะเขือเทศ  
1 พันธุ์ 

การประเมินระดับความต้านทานโรค
	 การประเมินระดับความต้านทานโรคเหี่ยว
เขียวของมะเขือเทศท่ีทดสอบในสภาพโรงเรือน 
ดัดแปลงจากวิธีของ Winstead and Kelman (1952) 
โดยจ�ำแนกระดบัคะแนนการเกดิโรคเป็น 6 ระดบั ดังนี้ 
ระดับ 1 ต้นมะเขือเทศปกติ ระดับ 2 มีใบเหี่ยว 1 ใบ 
ระดับ 3 มีใบเหี่ยว 2–3 ใบ ระดับ 4 มีใบเหี่ยว 4 ใบขึ้น
ไป แต่ยงัไม่เหีย่วถึงยอด ระดบั 5 เหีย่วท้ังต้น และระดบั 
6 ต้นมะเขือเทศตาย ส�ำหรับการทดสอบในสภาพแปลง 
จ�ำแนกระดับการเกิดโรคเป็น 6 ระดับ ดังนี้ ระดับ 0 
ต้นมะเขือเทศปกติ ไม่แสดงอาการของโรค ระดับ 1 
แสดงอาการเหี่ยว < 20 เปอร์เซ็นต์ของทั้งต้น ระดับ 2 
แสดงอาการเหี่ยว 20 ถึง <60 เปอร์เซ็นต์ของท้ังต้น 
ระดับ 3 แสดงอาการเหี่ยว 60 ถึง <100 เปอร์เซ็นต์
ของทัง้ต้น ระดบั 4 แสดงอาการเหีย่วทัง้ต้น และระดบั 
5 ต้นมะเขือเทศตาย (Hai et al., 2008)

การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ต่อลกัษณะความต้านทาน
โรคเหี่ยวเขียว

ความสมัพันธ์ระหว่างความต้านทานโรคเห่ียว
เขียวและต�ำแหน่งเครื่องหมายดีเอ็นเอ (หรือยีน)  
ถูกวิเคราะห์ด้วย general linear mode ในโปรแกรม 
TASSEL เวอร์ชั่น 2.1 (Bradbury et al., 2007) โดย
ใช้ค่าสดัส่วนประชากรทีก่ลุม่ย่อยต่าง ๆ  ของการวิเคราะห์
โครงสร้างประชากรที ่K=7 ซึง่ได้จากการศกึษาโครงสร้าง
ประชากร ดังสมการ

y = Xβ + e

โดย y คือ เวคเตอร์ของค่าการทดสอบโรคเหี่ยวเขียว
ด้วยเชื้อ 4 ไอโซเลท ได้แก่ 1) ไอโซเลท CT1 ประเมิน
โรคด้วยค่า relative area under disease progress 
curve (RAUDPC) จากค่า disease index (DI) ของ
การทดสอบโรคที่จังหวัดกาญจนบุรี 2) ไอโซเลท S1  
ค่าเฉลี่ยของระดับคะแนนการเกิดโรคท่ี 50 วันหลัง 
ปลูกเช้ือ (Day after inoculation; DAI) ของการ
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ทดสอบโรคที่จังหวัดขอนแก่น 3) ไอโซเลท RS145 
ประเมินโรคด้วยค่า RAUDPC จากค่า DI ที ่13 DAI ของ
การทดสอบโรคที่อ�ำเภอก�ำแพงแสน จังหวัดนครปฐม 
และ 4) ไอโซเลท EWS1 ประเมินโรคด้วยค่า RAUDPC 
จากค่าเปอร์เซ็นต์ต้นเหี่ยว (percent wilt plant) ที่ 
28 DAI ของการทดสอบโรคที่จังหวัดเชียงใหม่ 
(Srisawad et al., 2012), X คือ matrix ของค่าทาง
พันธุกรรมในแต่ละต�ำแหน่ง (marker) หรือยีนและค่า 
population structure (Q matrix), β คือ เวคเตอร์
ของจีโนไทป์และโครงสร้างประชากร และ e คือ ความ
แปรปรวนอื่น ๆ ที่ไม่สามารถอธิบายได้ หรือ residual 
effects

ค่า β ของสมการถดถอย (regression) ถกูน�ำ
มาใช้ในการทดสอบความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะ
ต้านทานโรคเหี่ยวเขียวและเครื่องหมายดีเอ็นเอ (หรือ
ยีน) โดยพิจารณานัยส�ำคัญของความสัมพันธ์จากค่า 
probability (P) โดยค่า P < 0.05 จัดว่าต�ำแหน่งนั้นมี
ความสัมพันธ์กับความต้านทานโรคเหี่ยวเขียวเล็กน้อย 
(*) เมื่อค่า P เป็น 0.001–0.009, 0.0001–0.0009, 
0.00001–0.00009 และ 0.000001–0.000009 จัดว่า
มคีวามสมัพนัธ์กันน้อย (**), ปานกลาง (***), สงู (****) 
และ สูงมาก (*****) ตามล�ำดับ

ผลการทดลองและวิจารณ์

ความสัมพันธ์ต่อลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียว
โดยต�ำแหน่งที่สัมพันธ์กับความต้านทานโรคเหี่ยว
เขียว (Positional candidate loci)

Table 1 แสดงผลการทดสอบความสัมพันธ์
ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะต้านทานโรค
เหีย่วเขียวจ�ำนวน 57 ต�ำแหน่ง จ�ำแนกเป็นเครือ่งหมาย
ดี เอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท ์  37 ต�ำแหน ่ง 
เครือ่งหมายดเีอน็เอชนดิ COS 14 ต�ำแหน่ง เครือ่งหมาย
ดีเอ็นเอที่จ�ำเพาะกับยีน 2 ยีน คือ Mi และ Fer และ
เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีรายงานว่ามีความสัมพันธ์กับ
ลกัษณะต้านทานโรคเหีย่วเขยีวจากรายงานก่อนหน้านี้ 
4 ต�ำแหน่ง ได้แก่ TG48, TG118, CP18 และ T0989 
จากการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของเครือ่งหมายดเีอน็เอ 
TG48, TG118, CP18 และ T0989 ด้วยวธิ ีassociation 
mapping พบว่า สามารถตรวจพบความสัมพันธ์ต่อ
ลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวของทั้ง 4 ต�ำแหน่งดัง
กล่าว เช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์ QTL แบบลิงค์เกจตาม
ที่ได้มีรายงานไว้ก่อนหน้านี้ นอกจากนี้ ยังพบต�ำแหน่ง
ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียวใน
หลาย ๆ ต�ำแหน่งที่สอดคล้องกับการศึกษาที่ผ่านมา 
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Table 1  Association mapping for bacterial wilt resistance through 57 positional candidate loci

Name of 
marker

Type of
Marker* Chromosome

Isolate of R. solanacearum

   CT12   S13  RS1454    EWS15

SSR266
SSR134
SSR75
SSR222
SSR572
SSR117 
SSR65 

SSR
SSR
SSR
SSR
SSR
SSR
SSR

1
1
1
1
1
1
1

0.12ns

0.01*
0.77ns

0.04ns

0.001** 
0.0008*** 
0.001** 

0.62ns

0.26ns

0.52ns

0.14ns

0.004** 
0.002** 
0.12ns 

0.89ns

0.16ns

0.51ns

0.25ns

0.53ns 
0.53ns 
0.00088*** 

0.07ns

0.07ns

0.19ns

0.04*
0.02* 
0.01* 
0.00018***

SSR40 
SSR5
SSR349
SSR103
SSR331
TG48
C2_At3g55250
T0628–H
T0723
C2_At2g04700
SSR287

SSR
SSR
SSR
SSR
SSR
QTL
COS
COS
COS
COS
SSR

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

0.78ns 
0.81ns 
0.02* 
0.87ns

0.35ns

0.85ns

0.87ns

0.21ns

0.93ns

0.94ns

0.35ns

0.92ns 
0.66ns 
0.001** 
0.55ns

0.26ns

0.61ns

0.93ns

0.12ns

0.64ns

0.89ns

0.74ns

0.76ns 
0.62ns 
0.54ns 
0.56ns

0.008**
0.03*
0.12ns

0.50ns

0.29ns

0.92ns

0.33ns

0.70ns

0.28ns

0.01*
0.83ns

0.17ns

0.49ns

0.50ns

0.52ns

0.53ns

0.65ns

0.84ns

SSR111
SSR330
SSR320

SSR
SSR
SSR

3
3
3

0.03*
0.0000248****
0.64ns

0.04*
0.0001620***
0.44ns

0.05ns

0.0000099*****
0.82ns

0.07ns

0.004**
0.02*

SSR296
SSR306
SSR94
SSR146

SSR
SSR
SSR
SSR

4
4
4
4

0.51ns

0.38ns

0.73ns

0.43ns

0.03*
0.15ns

0.83ns

0.05ns

0.26ns

0.65ns

0.13ns

0.46ns

0.65ns

0.97ns

0.44ns

0.16ns

SSR115
TES62

SSR
SSR

5
5

0.27ns

0.81ns

0.27ns

0.12ns

0.20ns

0.11ns

0.11ns

0.04*

Mi
Fer–H
TG118

gene
gene
QTL

6
6
6

0.28ns

0.00009****
0.01*

0.82ns

0.00002****
0.002**

0.71ns

0.22ns

0.09ns

0.96ns

0.00051***
0.01*
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Name of 
marker

Type of
Marker* Chromosome

Isolate of R. solanacearum

  CT12    S13   RS1454   EWS15

T1079
cLET–4–G23
cLET–6–I13
U217233–H
C2_At1g44760
CP18
C2_At4g10030–H
C2_At1g73885
C2_At5g61910
SSR350

QTL
COS
COS
COS
COS
QTL
COS
COS
COS
SSR

6
6
6
6
6
6
6
6
6
6

0.005**
0.03*
0.001**
0.000498***
0.000942***
0.02*
0.02*
0.97ns

0.49ns

0.008**

0.002**
0.002**
0.002**
0.000002*****
0.000095****
0.000964***
0.004**
0.49ns

0.91ns

0.007**

0.03*
0.29ns

0.67ns

0.000033****
0.002**
0.22ns

0.000417***
0.02*
0.005**
0.20ns

0.003**
0.02*
0.009**
0.000071****
0.000122***
0.01*
0.03*
0.33ns

0.19ns

0.11ns

SSR285
SSR276
SSR45
TGS2259

SSR
SSR
SSR
SSR

7
7
7
7

0.09ns

0.84ns

0.09ns

0.86ns

0.15ns

0.26ns

0.49ns

0.49ns

0.51ns

0.29ns

0.54ns

0.21ns

0.56ns

0.61ns

0.41ns

0.24ns

SSR344
SSR63

SSR
SSR

8
8

0.09ns

0.37ns
0.17ns

0.54ns
0.19ns

0.02*
0.61ns

0.75ns

SSR69
SSR19
SSR383
SSR333

SSR
SSR
SSR
SSR

9
9
9
9

0.004**
0.07ns

0.53ns

0.05ns

0.01*
0.20ns

0.87ns

0.05ns

0.001**
0.28ns

0.68ns

0.01*

0.007**
0.58ns

0.43ns

0.02*

SSR248
SSR360

SSR
SSR

10
10

0.39ns

0.25ns
0.02*
0.48ns

0.43ns

0.84ns
0.43ns

0.67ns

SSR46 SSR 11 0.20ns 0.01* 0.14ns 0.07ns

T0659–Tru1I
C2_At2g06005
T0989
SSR20

COS
COS
COS
SSR

12
12
12
12

0.38ns

0.15ns

0.006**
0.30ns

0.80ns

0.14ns

0.001**
0.64ns

0.54ns

0.25ns

0.89ns

0.24ns

0.38ns

0.66ns

0.008**
0.10ns

1  SSR = Simple sequence repeat (or Microsatellite marker), COS = Conserved ortholog set, Gene = gene marker, 
and QTL = BW resistance QTL

2    Relative area under disease progress curve (RAUDPC) of disease index evaluated with CT1 isolate at Kanchanaburi    
province

3  Mean of disease scoring at 50 days after inoculation from field trial at Khonkaen province with S1 isolate
4  RAUDPC of disease index at 13 days after inoculation evaluated with RS145 isolate
5  RAUDPC of percent wilt plant at 28 days after inoculation evaluated with EWS1 isolate
*  P < 0.05, ** P = 0.001–0.009, *** P = 0.0001–0.0009, **** P = 0.00001–0.00009, ***** P = 0.000001–0.000009, ns  

= not significant 

Table 1  Continued.
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โครโมโซม 6 เป็นบริเวณที่พบต�ำแหน่งที่
สัมพันธ์กับความต้านทานโรคเหี่ยวเขียวจ�ำนวนมาก
ที่สุด (Table 1) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ ต�ำแหน่งที่พบ
ส่วนมากเป็นต�ำแหน่งที่อยู่บนโครโมโซมตามที่เคยมี
รายงานไว้จากการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์แบบลงิค์เกจ 
ยกเว้นโครโมโซม 1 ซึ่งเป็นต�ำแหน่งใหม่ที่ยังไม่มี
รายงานมาก่อน เมื่อพิจารณาต�ำแหน่งที่สัมพันธ์ 
ต ่ อ ลั กษณะต ้ า นทาน โ รค เหี่ ย ว เ ขี ย ว กั บ เ ชื้ อ  
R. solanacearum ที่ต่างกันจ�ำนวน 4 ไอโซเลท  
พบว่า ม ี6 ต�ำแหน่ง บน 3 โครโมโซม ทีม่คีวามสมัพนัธ์
ต่อเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลท คือ โครโมโซม 3 มี 1 ต�ำแหน่ง 
ได้แก่ SSR330 โครโมโซม 6 พบ 4 ต�ำแหน่ง ได้แก่ 
T1079, U217233–H, C2_At1g44760 และ C2_
At4g10030–H โดยมีอีก 1 ต�ำแหน่ง บนโครโมโซม 9 
คือ SSR69 ขณะที่ ต�ำแหน่งของ SSR331 (โครโมโซม 
2), TG48 (โครโมโซม 2) และ SSR63 (โครโมโซม 8)  
มีความสัมพันธ์เฉพาะเจาะจงต่อเชื้อ RS145 เท่านั้น  

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ต่อลักษณะ
ต้านทานโรคเหีย่วเขยีวโดยวธิ ีassociation mapping 
นี ้สอดคล้องกบัการวเิคราะห์ความสมัพันธ์แบบลงิค์เกจ 
ที่พบว่า ต�ำแหน่งบนโครโมโซม 6 มีความสัมพันธ์กับ
เชื้อหลายไอโซเลทเช่นกัน (Danesh et al., 1994; 
Thoquet et al., 1996a; 1996b; Wang et al., 
2000; Carmeille et al., 2006) แสดงให้เหน็ว่า ความ
ต้านทานโรคเหี่ยวเขียวในบางต�ำแหน่งเป็นแบบ 
horizontal คือ ตอบสนองต่อเชื้อได้หลากหลายไอโซ
เลท เช่น ต�ำแหน่งของเคร่ืองหมายดีเอน็เอบนโครโมโซม 
6 ได้แก่ U217233–H, C2_At1g44760 และ C2_
At4g10030–H เป็นต้น ขณะที่ บางต�ำแหน่งแสดง
ความสัมพันธ์ที่เฉพาะเจาะจง เช่น ต�ำแหน่งของ 
SSR320 (โครโมโซม 3) พบว่า มีความสัมพันธ์ต่อเชื้อ 
EWS1 อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P = 0.02) และ
ต�ำแหน่งของ SSR331 และ TG48 บนโครโมโซม 2 และ 
SSR63 บนโครโมโซม 8 มีความสัมพันธ์เฉพาะเจาะจง

ต่อเชื้อ RS145 เท่านั้น ที่ระดับนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
P = 0.008, 0.03 และ 0.02 ตามล�ำดับ ซึ่งการตรวจ
พบความสัมพันธ์ของความต้านทานโรคเหี่ยวเขียวที่
ต�ำแหน่ง TG48 ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ RS145 นี้ สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Dara–Carlos (1998) ที่ใช้เชื้อ 
RS145 ซึ่งเป็นไอโซเลทเดียวกันกับการศึกษาในครั้งนี้ 

จ ากการวิ เ คราะห ์ ความ สัม พันธ ์ ของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ TG48 (โครโมโซม 2), TG118 
(โครโมโซม 6), CP18 (โครโมโซม 6) และ T0989 
(โครโมโซม 12) ซึ่งใช้เป็นต�ำแหน่งควบคุมส�ำหรับการ
ศึกษาในครั้งนี้ เนื่องจากเป็นต�ำแหน่งที่พบว่ามีความ
สัมพันธ์กับความต้านทานโรคเหี่ยวเขียวโดยการ
วิเคราะห์แบบลิงค์เกจ เมื่อใช้การวิเคราะห์ด้วยวิธี 
association mapping ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่า  
ทัง้ 4 ต�ำแหน่ง มคีวามสมัพนัธ์ต่อลกัษณะต้านทานโรค
เหีย่วเขยีวเช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์ QTL แบบลิงค์เกจ 
โดยพบว่า ต�ำแหน่งของ TG48 มคีวามสัมพนัธ์ทีเ่ฉพาะ
ต่อเช้ือ RS145 เท่าน้ัน ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานก่อน
หน้านี้ ท่ีพบว่า มีเฉพาะรายงานของ Dara–Carlos 
(1998) เท่านั้น ที่พบความสัมพันธ์ของต�ำแหน่งนี้ และ
ได้ใช้เชื้อ RS145 ซึ่งเป็นไอโซเลทเดียวกันในการ
ทดสอบ แสดงให้เห็นว่า การวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอกับลักษณะต้านทานโรค
เหี่ยวเขียว ด้วยวิธี association mapping ให้ผลการ
วเิคราะห์ในระดบัต�ำแหน่งท่ีสอดคล้องกบัการวเิคราะห์ 
QTL แบบลิงค์เกจ ตามท่ีได้เคยมรีายงานไว้ นอกจากนี้ 
การวิเคราะห์โดยวิธี association mapping ยัง
สามารถตรวจสอบความสัมพันธ์ระดับอัลลีลท่ีสัมพันธ์
ต ่อลักษณะท่ีศึกษาได ้เช ่นกัน ดังการศึกษาของ 
Srisawad (2012) ท่ีพบว่า ที่ต�ำแหน่งของ SSR349  
อัลลีล A แสดงถึงความต้านทาน และอัลลีล E ที่
ต�ำแหน่งของ SSR19 สัมพันธ์กับความต้านทานใน
มะเขือเทศพันธุ์ Hawaii7996, Hawaii7997 และ 
GA1565
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ความสมัพนัธ์ต่อลกัษณะต้านทานโรคเหีย่วเขยีวโดย
ยีนต้านทานโรคบนโครโมโซม 6 (Functional 
candidate gene)

การคัดเ ลือกตัวแทนยีนต ้านทานโรค 
(Resistant candidate genes) บนโครโมโซม 6

จากการ คัด เลื อกยีนต ้ านทานโรคบน
โครโมโซม 6 ทีอ่ยูใ่นบรเิวณเครือ่งหมายดีเอน็เอ CP18, 
TG118, TG73 และ TG365 ซึ่งเป็นต�ำแหน่งที่สัมพันธ์
ทางลิงค์เกจกับความต้านทานโรคเหี่ยวเขียวที่ได้
รายงานไว้ก่อนหน้านี้ โดยการค้นหายีนต่าง ๆ ที่อยู่ใน
บริเวณดังกล่าวด้วยโปรแกรม Marker to Sequence 
(https://www.eusol.wur.nl/marker2seq/) ได้คัด
เลอืกยนีทีเ่กีย่วข้องกบักลไกการต้านทานโรคในมะเขอื
เทศมาทั้งหมด 34 ยีน (Table 2) เช่น coiled–coil–
containing protein, TIR-​NBS-LRR resistance 
protein, jasmonate ZIM–do main protein 2, 
nucleotide binding site ( NBS), ethylene 
receptor, leucine rich repeat (LRR), ascorbate 
peroxidase, kinase และ WRKY เป็นต้น จากนั้น ได้
น�ำยนีดงักล่าวมาหาข้อมลูล�ำดับเบสจากฐานข้อมลู Sol 
Genomics Network (http://so lgenomics.net) 
เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ โดยได้ไพรเมอร์ชนดิไมโครแซท
เทลไลท์ (Microsatellite) ภายในยีน จ�ำนวน 17 ยีน 
และที่ไม่ใช่ไมโครแซทเทลไลท์  จ�ำนวน 17 ยีน แต่มี
เพี ย ง  6  ยีน  คือ  So lyc06g051 030 .1 .1 , 
Solyc06g051540.1.1, Solyc06 g054480.1.1, 
Solyc06g062440.1.1, Solyc06g064790.1.1 และ 
Solyc06g065120.1.1 ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยวิธี PCR ได้ ซึ่งถูกน�ำไปใช้ในการตรวจสอบความ
แตกต่างทางพันธุกรรมของมะเขือ เทศที่ต้านทานและ
อ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเขียวด้วยเ ทคนิค CAPS ต่อไป  
ส่วนอีก 11 ยีน ไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี 
PCR ได้

การตรวจสอบความแตกต่างระหว่างมะเขอื
เทศต้านทานและอ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเขียว
	 จากการวเิคราะห์ค่าเปอร์เซน็ต์ polymorphism 
เพือ่ตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธกุรรมระหว่างมะเขอื
เทศพนัธ์ุต้านทานต่อโรคเหีย่วเขียว (Hawaii7796 และ 
L285) และพันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรคเหี่ยวเขียว (CLN286 
และ L390) พบว่า ยีนต้านทานโรคเหี่ยวเขียวท่ีตรวจ
สอบด้วยเครือ่งหมายดเีอน็เอชนดิไมโครแซทเทลไลท์มี 
polymorphism จ�ำนวน 4 ยนี (คิดเป็น 23.53 เปอร์เซน็ต์) 
ได้แก่ Solyc06g060260.1.1, Solyc06g068460.1.1, 
Solyc06g068930.1.1 และ Solyc06g069650.1.1 
(Figure 1A) นอกจากน้ี ยงัพบว่ายนีต้านทานโรคทีต่รวจ
สอบด้วยเทคนิค CAPS มี 1 ยีน ที่มี polymorphism 
(คดิเป็น 16.67 เปอร์เซ็นต์) ได้แก่ Solyc06g051030.1.1 
(Figure 1B)
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Figure 1 	Polymorphisms of simple sequence repeat (SSR) marker in 4 candidate genes: 
Solyc06g060260.1.1, Solyc06g068460.1.1, Solyc06g068930.1.1 and Solyc06g069650.1.1 (A) and 
1 cleaved amplified polymorphisms (CAPS) marker in candidate gene: Solyc06g051030.1.1 
(B) 

Table 2 	Thirty–four resistant candidate genes on chromosome 6 used for DNA polymorphic survey 
between bacterial wilt resistance (Hawaii7996 and L285) and susceptible (CLN286 and L390) 
tomato cultivars

Contig name Description Technique1 DNA 
polymorphic2 

Solyc06g051030.1.1
Solyc06g051510.1.1
Solyc06g051540.1.1
Solyc06g051610.1.1
Solyc06g051840.1.1
Solyc06g054320.1.1
Solyc06g054430.1.1
Solyc06g054440.1.1
Solyc06g054480.1.1
Solyc06g054500.1.1

LRR receptor–like serine/threonine–protein kinase FEI 1 
Kinase family protein
Receptor kinase–like protein 
Ethylene receptor 
Ethylene responsive transcription factor
Disease resistance response
F–box/LRR–repeat protein 4 
F–box/LRR–repeat protein 14 
Serine/threonine protein kinase–like 
Peroxidase 

CAPS
SSR

CAPS
NA
NA
NA
NA
SSR

CAPS
NA

P
M
M
NA
NA
NA
NA
M
M
NA
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Contig name Description Technique1 DNA 
polymorphic2 

Solyc06g054630.1.1
Solyc06g060060.1.1
Solyc06g060260.1.1
Solyc06g062440.1.1
Solyc06g063360.1.1
Solyc06g064680.1.1
Solyc06g064690.1.1
Solyc06g064700.1.1
Solyc06g064710.1.1
Solyc06g064720.1.1
Solyc06g064750.1.1
Solyc06g064760.1.1
Solyc06g064780.1.1
Solyc06g064790.1.1
Solyc06g065120.1.1
Solyc06g065140.1.1
Solyc06g065150.1.1
Solyc06g066370.1.1
Solyc06g068460.1.1
Solyc06g068510.1.1
Solyc06g068930.1.1
Solyc06g069290.1.1
Solyc06g069650.1.1
Solyc06g071410.1.1

Ethylene–responsive transcription factor
NAD kinase 
Ascorbate peroxidase 
Disease resistance protein 
LRR receptor–like serine/threonine–protein kinase FEI 1 
Disease resistance protein RPP13 variant 
NBS–coding resistance gene protein 
Coiled–coil–containing protein 
NBS–LRR resistance protein–like protein 
Disease resistance protein RPP13 variant
NBS–coding resistance gene analog 
Disease resistance protein RPP13 variant 
NBS–coding resistance gene protein 
NBS–LRR resistance protein–like protein 
TIR-​NBS-LRR resistance protein 
Disease resistance protein 
Disease resistance protein
WRKY transcription factor 1 
WRKY transcription factor 1 
Serine/threonine–protein kinase 3 
Jasmonate ZIM–domain protein 2 
Leucine–rich repeat receptor–like protein kinase PEPR1 
LRR receptor–like serine/threonine–protein kinase FEI 1 
Protein kinase

SSR
SSR
SSR

CAPS
SSR
SSR
NA
NA
NA
SSR
SSR
SSR
SSR

CAPS
CAPS
NA
NA
SSR
SSR
SSR
SSR
NA
SSR
SSR

M
M
P
M
M
M
NA
NA
NA
M
M
M
M
M
M
NA
NA
M
P
M
P

NA
P
M

1 CAPS = cleaved amplified polymorphisms, SSR = simple sequence repeat, NA = not amplify
2 M = monomorphic, P = polymorphic, NA = not amplify

Table 2  Continued.

การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของเคร่ืองหมาย
ดีเอ็นเอกับลักษณะต้านทานโรคเหี่ยวเขียว

จากการศกึษาความหลากหลายของอลัลลียนี
ต้านทานโรคเหีย่วเขยีวบนโครโมโซมที ่6 ในมะเขอืเทศ 
92 พันธุ์ โดยแบ่งเป็นพันธุ์ต้านทาน 53 พันธุ์ และพันธ์ุ

อ่อนแอ 39 พันธุ ์ด้วยเคร่ืองหมายดเีอน็เอชนดิ simple 
sequence repeat (SSR) ภายในยนีต้านทาน 4 ต�ำแหน่ง 
และชนิด CAPS 1 ต�ำแหน่ง ผลการวิเคราะห์ขนาด 
อัลลีลด้วยโปรแกรม Photo Capt พบว่า ต�ำแหน่ง 
Solyc06g068930 มีความหลากหลายของอัลลีลมาก
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ทีส่ดุ คือ 4 อัลลีล รองลงมาคอื ต�ำแหน่ง Solyc06g069650 
และ Solyc06g060260 มี 3 อัลลีล ขณะที่ ต�ำแหน่ง 
Solyc06g068460 และ Solyc06g051840 มจี�ำนวน 
อัลลีลน้อยที่สุด คือ 2 อัลลีล ดัง Table 3

จากการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของยีนต้านทาน
โรคบนโครโมโซม 6 ด้วยวิธี association mapping 
โดยใช้โปรแกรม TASSEL และพิจารณาความสัมพันธ์
จาก P-value เป็นล�ำดบัเช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์ความ
สัมพันธ์โดยต�ำแหน่ง สามารถตรวจพบความสัมพันธ์
ระหว่างยนีทีเ่กีย่วข้องกับความต้านทานโรคกับลกัษณะ
ต้านทานโรคเหีย่วเขยีวจ�ำนวน 4 ยนี คอื Solyc06g069650 
(LRR), Solyc06g060260 (Ascorbate peroxidase), 
Solyc06g068930 (Jasmonate) และ Solyc06g051840 
(Ethylene responsive transcription factor) โดยมี

เพียง 1 ยีน คือ Solyc06g68460 (WRKY) ที่ไม่พบ
ความสัมพันธ์ ดัง Table 4 อย่างไรก็ตาม การศึกษาใน
ครั้งนี้ใช้การตรวจสอบความแตกต่างทางจีโนไทป์ด้วย
เทคนิค SSR ที่ความผันแปรเกิดจากจ�ำนวนล�ำดับเบส
ซ�ำ้ และเทคนิค CAPS ทีเ่ป็นผลจากการเกดิความผนัแปร
ของขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอแบบ insertion–deletion 
(IN–DEL) จึงท�ำให้ตรวจพบความสัมพันธ์ในระดับเล็ก
น้อยถงึน้อยเท่านัน้ ซึง่หากใช้วธีิการตรวจสอบจโีนไทป์
ที่มีความละเอียดสูงขึ้น ได้แก่ การวิเคราะห์ล�ำดับเบส
และค้นหาความแตกต่างทางจโีนไทป์ในระดบัล�ำดบัเบส 
จะท�ำให้สามารถวเิคราะห์ความแตกต่างทางพนัธกุรรม
ได้ละเอียดขึ้น และมีโอกาสพบความสัมพันธ์ระหว่าง
เครือ่งหมายดเีอน็เอหรอืยีนกบัลกัษณะต้านทานโรคเหีย่ว
เขียวในระดับสูงขึ้นได้

Table 3  The allele size of each candidate gene in fifty–three resistance and forty-nine tomatoes in 
this study

Marker Size (bp) Resistance Susceptible

Solyc06g068460 152
140

Missing data

45
7
1

38
1
0

Solyc06g069650 188
186
176

188:186

40
9
1
3

37
2
0
0

Solyc06g060260 156
146
122

156:146
146:122

Missing data

21
29
1
1
0
1

1
36
1
0
1
0
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Marker Size (bp) Resistance Susceptible

Solyc06g068930 161

155

152

122

155:152

161:152

0

6

44

2

1

0

1

3

33

1

0

1

Solyc06g051840

 

290

285

Missing data

26

25

2

39

0

0

Table 3  Continued.

อย่างไรก็ตาม การศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เหน็ถงึ
ประสิทธิภาพของการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอต่อลักษณะด้วยวิธี association 
mapping เน่ืองจากยีนที่พบความสัมพันธ์เป็นยีนที่มี
บทบาทส�ำคัญต่อความต้านทานโรค โดย LRR มบีทบาท
ส�ำคัญต่อความต้านทานโรคในพืชหลายชนิด รวมท้ัง
มะเขือเทศ ซ่ึงมีการศึกษาจีโนมมะเขือเทศที่แสดงให้
เห็นว่า โครงสร้างของ LRR มีความส�ำคัญต่อการแสดง
ความต้านทานโรค (Andolfo et al., 2013) ส่วน 
ascorbate peroxidase เกีย่วข้องกบักลไกการป้องกนั
ตวัเองของพชืจากการเข้าท�ำลายของเชือ้โรค โดยมกีาร
ตอบสนองต่อการรุกรานของเชื้อโรค ซึ่งพบว่าบริเวณ
ที่พืชถูกเชื้อโรคเข้าท�ำลายนั้น ในส่วนรอบ ๆ ของเชื้อ
จะพบการตายของพืชโอบล้อมเชื้อไว้ ท�ำให้การแพร่
กระจายของเชื้อไม่สามารถเกิดขึ้นได้ ปฏิกิริยานี้เป็นที่
รู้จักกันว่า hypersensitive response การตอบสนอง

นี้จะจ�ำกัดการแพร่กระจายของเชื้อ โดยอาศัยการตาย
ของเซลล์พืช (Morel and Dangl, 1997) ascorbate 
peroxidase เกี่ยวข้องกับการผลิต reactive oxygen 
species เช่น superoxide (O

2
–) และ hydrogen 

peroxide (H
2
O

2
) เป็นต้น ซ่ึงเป็นพษิต่อเช้ือโรคได้โดยตรง 

และมีผลท�ำให้เซลล์พืชตายได้ (Noctor and Foyer, 
1998; Smirnoff, 2000) แสดงให้เห็นว่า ascorbate 
peroxidase มคีวามสมัพนัธ์กับความต้านทานโรค ขณะ
ที่ jasmonate และ ethylene เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้อง
กับการส่งสัญญาณท่ีส�ำคัญส�ำหรับขบวนการต้านทาน
โรคในพชื (Almagro et al., 2009) และจากการศกึษา
การแสดงออกของยีนด้วยวิธี real–time PCR พบว่า 
salicylic acid และ ethylene  มีบทบาทส�ำคัญ 
ต่อขบวนการต้านทานต่อเชื้อ R. solanacearum 
(Baichoo and Jaufeerally–Fakim, 2017)
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Table 4 	Association mapping of candidate resistance genes for bacterial wilt resistance through 57 
positional candidate loci

Marker
Isolate of R. solanacearum

CT11     S12    RS1453    EWS14

Solyc06g68460

Solyc06g69650

Solyc06g60260

Solyc06g68930

Solyc06g51840

0.95ns

0.14ns

0.01*

0.33ns

0.01*

0.24ns

0.60ns

0.002**

0.72ns

0.003**

0.16

0.04*

0.02*

0.06ns

0.14ns

0.10ns

0.01*

0.004**

0.008**

0.01**

1 Relative area under disease progress curve (RAUDPC) of disease index evaluated with CT1 isolate at 
Kanchanaburi province

2 Mean of disease scoring at 50 days after inoculation from field trial at Khonkaen province with S1 
isolate

3 RAUDPC of disease index at 13 days after inoculation evaluated with RS145 isolate
4 RAUDPC of percent wilt plant at 28 days after inoculation evaluated with EWS1 isolate
* P < 0.05, ** P = 0.001–0.009, ns = not significant

การศึกษาคร้ังนี้เป็นการทดลองเบื้องต้นของ
การใช้วิธีวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย
ดีเอน็เอหรอืยนีต่อลักษณะต้านทานโรคเห่ียวเขยีวด้วย
วิธี association mapping และพบว่าการใช้ตัวแทน
ของต�ำแหน่ง (Positional candidate) สามารถตรวจ
พบความสัมพนัธ์ได้เช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์แบบลงิค์
เกจ ทั้งยังพบตัวแทนของยีนที่เกี่ยวข้องกับความ
ต้านทานโรค (Functional candidate) ได้แก่ LRR, 
ascorbate peroxidase, jasmonate และ ethylene 
ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะต้านทานโรคเห่ียวเขียว  
ชี้ให้เห็นว่า การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ต่อลักษณะโดย
วิธี association mapping เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพใน
การค้นหาต�ำแหน่งทีส่มัพนัธ์ต่อลกัษณะ นอกเหนอืจาก
การวิเคราะห์แบบลิงค์เกจได้อีกวิธีการหน่ึง อย่างไร

ก็ตาม ปัจจุบันมีความก้าวหน้าของเทคโนโลยีการ
วิเคราะห์ล�ำดับเบสของท้ังจีโนมท่ีมีความสะดวก 
รวดเร็ว และค่าใช้จ่ายที่ถูกลง และมีการพัฒนาโมเดล
ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ที่มีประสิทธิภาพและมี
ความแม่นย�ำมากข้ึน ได้แก่ mixed linear model 
(Zhang et al., 2010) โดยใช้ทัง้ค่า ประชากรย่อย (Q) 
และความสัมพันธ์ระหว่าง individual (K) ในการลด
ความคลาดเคลือ่นในการวเิคราะห์ ดงันัน้ การวเิคราะห์
ความสัมพันธ์โดย mixed linear model ด้วยการใช้
ข้อมลูความแตกต่างทางพนัธกุรรมระดบัล�ำดบัเบสของ
ทั้งจีโนมในประชากรจะช่วยให้ได้ข้อมูลที่สมบูรณ์และ
มีประสิทธิภาพส�ำหรับการปรับปรุงพันธุ์ต้านทานโรค
เหี่ยวเขียวในมะเขือเทศต่อไป
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สรุป

	 การวิเคราะห ์ความสัมพันธ ์ต ่อลักษณะ
ต้านทานโรคเหีย่วเขยีวด้วยวิธ ีassociation mapping 
โดยต�ำแหน่ง (Positional candidate) พบความ
สัมพันธ ์ ในหลายต�ำแหน ่ง โดยพบมากที่สุดบน
โครโมโซม 6 และจากการใช้เครือ่งหมายดีเอน็เอ TG48, 
TG118 และ CP18 ที่ถูกรายงานว่าเป็นต�ำแหน่งที่
สมัพันธ์กับความต้านทานโรคเหีย่วเขยีวด้วยวธิลีงิค์เกจ 
เป็นต�ำแหน่งควบคุม (Control) ในการศึกษาครั้งนี้ ยัง
พบความสัมพันธ์เช่นเดียวกัน โดยพบต�ำแหน่งใหม่ที่
สัมพันธ์ระดับปานกลางกับความต้านทานโรคเหี่ยว
เขียว 1 ต�ำแหน่ง คือ ต�ำแหน่งบนโครโมโซม 1 ได้แก่ 
SSR134, SSR572, SSR117 และ SSR65 ที่ยังไม่เคย
มีรายงานมาก่อน นอกจากนี้ ยังพบความสัมพันธ ์
ของยีนต้านทานโรค 4 ชนิด คือ LRR, ascorbate 
peroxidase, jasmonate และ ethylene กับความ
ต้านทานโรคเหี่ยวเขียวจากการวิเคราะห์ด้วยวิธี 
association mapping ด้วยเช่นกัน ช้ีให้เห็นว่า  

การวิ เคราะห ์ความสัมพันธ ์ต ่อลักษณะโดยวิธี 
association mapping เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่สามารถ
น�ำมาใช้ในการค้นหาต�ำแหน่งท่ีสมัพันธ์ต่อลักษณะ และ
มีข้อดีในการตรวจสอบหาอัลลีลที่สัมพันธ์ต่อลักษณะ 
ที่ต้องการศึกษาได้พร้อมกัน

กิตติกรรมประกาศ

	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนจากศูนย์ความ
เป็นเลิศด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักงานปลัด
กระทรวง กระทรวงการอุดมศึกษา วิทยาศาสตร์ วิจัย
และนวัตกรรม และขอขอบคณุศนูย์วจิยัและพฒันาพชื
ผักเขตร้อน ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร ก�ำแพงแสน 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน 
ส�ำหรับการสนับสนุนสถานท่ีเพาะปลูกกล้าและเมล็ด
พันธุ์ที่ใช้ในการศึกษา ขอบคุณ บริษัท เจียไต๋ จ�ำกัด 
บริษัท ซินเจนทาซีด จ�ำกัด และ บริษัท อีสท์ เวสท์ ซีด 
จ�ำกัด ส�ำหรับสถานท่ีในการปลูกและทดสอบความ
ต้านทานโรค
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