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บทคดัย่อ: การปลกูถัว่เขยีวในพืน้ทีด่นิด่างเป็นสาเหตใุห้เกดิการขาดธาตเุหลก็ ส่งผลให้ถัว่เขยีวมผีลผลติลดลง การศกึษานี้
มวีตัถปุระสงค์เพือ่ประเมนิอตัราพนัธกุรรม (h2) ของความทนทานต่อดนิด่าง และเพือ่ค้นหาเครือ่งหมาย ดเีอน็เอแบบไมโคร
แซทเทลไลท์ทีเ่ชือ่มโยงกบัความทนทานต่อดนิด่างในถัว่เขยีว ศกึษาโดยปลกูประชากรสายพนัธุแ์ท้ Recombinant Inbred 
Line (RIL) ชั่วที่ 9 จ�ำนวน 122 สายพันธุ์ ในแปลงดินด่างที่ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ อ.ตากฟ้า จ.นครสวรรค์ วางแผน
การทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในซ�้ำ จ�ำนวน 2 ซ�้ำ ประเมินระดับการขาดธาตุเหล็ก 2  วิธีคือ (1) ให้คะแนนด้วยสายตา 
(Visual score) และ (2) วัดค่า soil plant analytical development (SPAD)  พบว่า การกระจายตัวของลักษณะทั้งสอง
เป็นแบบต่อเนื่อง และค่า Visual score กับค่า SPAD มีสหสัมพันธ์ทางลบกันสูงมาก (r = - 0.87) ค่า h2 ของความทนทาน
ที่ประเมินด้วย Visual score กับค่า SPAD มีค่าเท่ากับ 0.88 และ 0.86 ตามล�ำดับ การวิเคราะห์เครื่องหมาย ไมโครแซท
เทลไลท์ จ�ำนวน 70 เครื่องหมาย พบว่า เครื่องหมาย  VAG100 VR169 และ VAC031 เชื่อมโยงกับความทนทานต่อดิน
ด่าง เครื่องหมาย VAC031 อยู่ใกล้กับยีนที่ท�ำให้เกิดความทนทานมากที่สุด โดยอธิบายความแปรปรวนของ Visual score 
กับค่า SPAD ได้ 59.56% และ 59.41% ตามล�ำดับ เครื่องหมาย VAC031 สามารถน�ำไปใช้ช่วยคัดเลือกต้นต้านทานแทน
การประเมินความต้านทานในแปลงดินด่างได้  
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ABSTRACT: Chlorosis caused by iron deficiency is the most serious problem of mungbean (Vigna radiata (L.) 
Wilczek) grown in calcareous soils. Total yield loss may occur in susceptible cultivar. The objectives of this study 
were (1) to estimate heritability (h2) of iron deficiency tolerance and (2) to identify microsatellite markers associated 
with the tolerance. An F9 recombinant inbred (RIL) population of 122 lines derived from a cross between KPS2 (sus-
ceptible) and NM10-12 -1 (tolerance) was used in this study. The progeny population and their parents were sown in 
a randomized complete block design with two replications in a calcareous-soil field at Nakhon Sawan Field Crops 
Research Center. Reaction to iron deficiency was evaluated by visual scoring and measuring soil plant analytical 
development (SPAD). Both visual score and SPAD value showed continuous segregation, suggesting quantitative 
nature of the tolerance. The two traits showed highly negative correlation (r = - 0.87). Heritability estimates (h2) of 
the tolerance were high being 0.88 for visual score and 0.86 for SPAD value. SSR analysis revealed that three markers 
(VAG100, VR169 and VAC031) linked to calcareous soil tolerance. VAC031 was the most closely linked marker and 
it explained 59.56% and 59.41% of the total variation of visual score and SPAD value, respectively. VAC031 may be 
used as an alternative tool for selection of mungbean genotypes for tolerance to calcareous soils.
Keywords: Vigna radiata, calcareous soils, chlorosis, heritability, correlation

บทน�ำ

	 ถั่วเขียว (Vigna radiata (L.) Wilczek) เป็นพืชที่

ส�ำคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยชนิดหนึ่ง มีการ

ปลกูอย่างแพร่หลายทัว่ประเทศ เพราะสามารถปลกูได้

ตลอดทั้งปี ทั้งยังมีอายุสั้น ปลูกง่าย เมล็ดถั่วเขียวเป็น

แหล่งของโปรตนีทีส่�ำคญัร้อยละ 25-28 คาร์โบไฮเดรต

ร้อยละ 62-65 และไขมันร้อยละ 1.5 (Jansen et al., 

1996) ถัว่เขยีวจะให้ผลผลติต�ำ่หากปลกูในดนิทีป่ระสบ

ปัญหาการขาดธาตเุหลก็ (เอบิ, 2533) ธาตเุหลก็เป็นจลุ

ธาตทุีม่คีวามส�ำคญัและจ�ำเป็นต่อการเจรญิเตบิโตของ

พชื ซึง่มบีทบาทส�ำคญัต่อสร้างคลอโรฟิลล์และเอนไซม์

ต่างๆ ที่ใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสง เมื่อพืชได้รับ

ธาตเุหลก็ไม่เพยีงพอ จงึท�ำให้เกดิภาวะพร่องของคลอ- 

โรฟิลล์ที่ใบพืช และเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาน�ำออกซิเจน

ไปสู่กระบวนการสร้างคลอโรฟิลล์ การขาดธาตุเหล็ก

จะแสดงออกที่ใบ โดยเกิดที่ใบอ่อน มีสีขาวเหลืองซีด

หรือเหลืองนวลชัดเจน โดยพื้นที่ระหว่างเส้นใบจะมี

สีเหลือง เกิดลวดลายของเส้นใบอย่างชัดเจน ใบเล็ก 

หนา หยาบกระด้าง ซึ่งต่อไปจะมีอาการตายจากยอด

ลงมา ส่วนใบล่างอาจยังเขียวอยู่ (มุกดา, 2544)  การ

ขาดธาตุเหล็กนั้นเป็นปัญหาหลักที่เกิดกับการเจริญ

เติบโต และการผลิตถั่วเขียวทุกการเพาะปลูกในพื้นที่

ของดินคัลคาเรียส ส่วนใหญ่พบในบริเวณเทือกเขา

สูงตอนกลางและที่ราบภาคกลางของประเทศไทย  

ซึ่งได้รับอิทธิพลจากตะกอนแม่น�้ำและทะเล ท�ำให้

มีการสะสมธาตุอาหารต่างๆและมีอินทรียวัตถุค่อน

ข้างสูงจึงเหมาะแก่การเพาะปลูก แต่มีการสะสมของ

แคลเซียมคาร์บอเนตในเนื้อดินในปริมาณมาก มี pH 

7.0 - 8.5 ดินชุดนี้ได้แก่ ชุดดินตาคลีและชุดดินลพบุรี 

ครอบคลุมพื้นที่ประมาณ 3 ล้านไร่ ในแหล่งปลูกถั่ว

เขยีวผวิมนัทีส่�ำคญั คอื  จงัหวดัเพชรบรูณ์ ก�ำแพงเพชร 

นครสวรรค์ ลพบุรี สระบุรี พิจิตร พิษณุโลก สุโขทัย 

อุตรดิตถ์ และอุทัยธานี (ปรีดา และคณะ, 2533;  

สรสิทธิ์ และคณะ, 2533) ซึ่งพื้นที่ปลูกดังกล่าวเป็น

แหล่งปลูกที่ส�ำคัญภายในประเทศไทย ปัญหาที่เกิดนี ้

ท�ำให้เกษตรกรหันไปปลูกพืชชนิดอื่น ซึ่งท�ำให้พื้นที่

ปลกูถัว่เขยีวลดลง การปรบัปรงุพนัธุใ์ห้ถัว่เขยีวมคีวาม

ทนทานต่อการขาดธาตเุหลก็เป็นวธิหีนึง่ทีส่ามารถเพิม่

พื้นที่ปลูก และท�ำให้ผลผลิตภายในประเทศเพิ่มขึ้น 

อกีด้วยวตัถปุระสงค์ของการศกึษานีค้อื เพือ่ประเมนิค่า

อตัราพนัธกุรรมของความทนทานต่อการขาดธาตเุหลก็

ในสภาพดินด่างของถั่วเขียว และค้นหาเครื่องหมาย

โมเลกุล SSR ที่ความสัมพันธ์กับความทนทานเพื่อน�ำ

ไปใช้คัดเลือกแทนการประเมินความทนทานโดยการ

ปลูกทดสอบ 

วิธีการศึกษา

	 สร้างประชากรลกูผสมชัว่ที ่1 โดยน�ำพนัธุถ์ัว่เขยีว

ที่ทนทานต่อการขาดธาตุเหล็ก คือ พันธุ์ NM10-12-1 

จากประเทศปากีสถาน เป็นพ่อพันธุ ์ผสมกับพันธุ ์

ก�ำแพงแสน 2 ซึ่งเป็นพันธุ์อ่อนแอ ปลูกต้นลูกผสมชั่ว

ที่ 1 และปล่อยให้ผสมตัวเอง แล้วเก็บเมล็ดลูกผสมชั่ว 
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ที่ 2 ปลูกต่อไปเรื่อยๆ โดยวิธี single seed descent 

จนได้ประชากร recombinant inbred line (RIL) ชั่วที่ 

9 ได้ทั้งสิ้นจ�ำนวน 122 สายพันธุ์ หลังจากนั้นน�ำ RIL 

ทัง้หมดรวมทัง้พนัธุก์�ำแพงแสน 2 กบัพนัธุ ์NM10-12-1 

ไปปลูกในแปลงทดสอบที่ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ 

อ.ตากฟ้า จ.นครสวรรค์  ในฤดูแล้ง (เดือนกุมภาพันธ์ 

ถึง เมษายน) ปี 2553 เพื่อประเมินอาการขาดธาตุ-

เหล็ก วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ 

(Randomized complete block design, RCBD) 

จ�ำนวน 2 ซ�ำ้ ในแต่ละซ�ำ้ปลกูถัว่เขยีวสายพนัธุ ์1 แถวๆ 

ละ 20 ต้น ระยะห่างระหว่างต้น 12.5 ซ.ม. และระยะ

ระหว่างแถว 50 ซ.ม. เมื่อถั่วเขียวอายุ 19 วันหลังปลูก 

ประเมินอาการคลอโรซีสของแต่ละสายพันธุ์ และวัด

ปริมาณคลอโรฟิลล์ด้วยเครื่องวัดความเขียวของใบ 

(chlorophyll meter) รุ่น SPAD-502 (Minolta Cam-

era Co., Ltd., Japan) แล้ววิเคราะห์ความแปรปรวน 

(analysis of variance; ANOVA) หลังจากนั้นค�ำนวณ

ค่าอัตราพันธุกรรม (heritability; h2) ตามวิธีที่เสนอ

โดย  Fehr (1987) คือ  h2 = V
G
 / (V

P
 + V

E
) โดยที่ V

G
 = 

ความแปรปรวนของจีโนไทป์ (genotypic variation), 

V
P
 = ความแปรปรวนของลักษณะที่ปรากฏ (pheno-

typic variation) และ V
E
 = ความแปรปรวนของสภาพ

แวดล้อม (environmental variation)

	 คดัเลอืกเครือ่งหมายไมโครแซทเทลไลท์ทีใ่ห้ความ

แตกต่างของแถบดเีอน็เอระหว่างพนัธุพ่์อและแม่ จาก

เครือ่งหมาย ทั้งหมด 641 ที่ออกแบบมาจากถั่วชนิด

ต่างๆ คือ ถั่วอะซูกิ (Wang et al., 2004) ถั่วเขียว 

(Somta et al., 2008, 2009; Seehalak et al., 2009; 

Tangphatsornruang et al., 2009) น�ำไปวิเคราะห์ใน

ประชากร RIL ทัง้ 122 สายพนัธุ ์หาเครือ่งหมายไมโคร

แซทเทลไลท์ที่เชื่อมโยงกับความทนทานต่อดินด่าง 

โดยการวิเคราะห์รีเกรสชั่น (Regression analysis) 

ระหว่างการกระจายตัวของเครื่องหมายไมโครแซท-

เทลไลท์ (marker score) กับ visual score และกับ 

SPAD value (Kearsey and Pooni, 1996)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 การประเมินความทนทานต่อดินด่างหลังจาก
ปลูกถั่วเขียว 19 วัน พบว่า KPS2 แสดงอาการอ่อนแอ 
ส่วน NM10-12 แสดงความทนทาน ค่า visual score 
ของ  KPS2 และ NM10-12 5 เท่ากับ 5 และ 2.5 ส่วน 
SPAD value เท่ากับ 6.99 และ 42.85 ตามล�ำดับ  ใน
ขณะประชากร RIL พบว่าค่า visual score อยูร่ะหว่าง  
1.0 - 5.0 และมเีฉลีย่เท่ากบั 0.3  (Figure1)  ส่วน SPAD 
value อยู่ระหว่าง 2.74 - 42.68 และมีเฉลี่ยเท่ากับ 
22.71 ลกัษณะ Visual score และ SPAD value มคีวาม
สัมพันธ์กันทางลบในระดับสูง (r = - 0.87) (Figure 2) 
ดังนั้น การประเมินความทนทานต่อดินด่างหลังจาก
ปลกูถัว่เขยีวอาจเลอืกใช้วธิใีดวธิหีนึง่กไ็ด้ ซึง่สอดคล้อง
กับรายงานของ de Cianzio et al. (1979) ที่รายงาน
ว่าความทนทานต่อดินด่างที่ประเมินโดยใช้ลักษณะ 
visual score และการวัดปริมาณคลอโรฟิลล์นั้นมี
ความสัมพันธ์กันทางลบในระดับสูง (r = - 0.89) 
	 การกระจายตัวของลักษณะ visual score และ 
SPAD value เป็นแบบต่อเนือ่ง และมบีางสายพนัธุม์ค่ีา 
visual score น้อยกว่า (ทานทานมากกว่า) NM10-12 
และบางสายพนัธุม์ค่ีา SPAD value น้อยกว่า (อ่อนแอ
มากกว่า) KPS2 (Figure 3) แสดงว่า ความทนทาน
ต่อดินด่างเป็นลักษณะปริมาณ และ KPS1 อาจมียีน
ที่ช่วยเพิ่มความทนทานแฝงอยู่ ในขณะที่ NM10-12 
ก็อาจมียีนที่เพิ่มความอ่อนแอแฝงอยู่ ผลการทดลอง
ดังกล่าวเหมือนกับรายงานการศึกษาของ de Cianzio 

and Fehr (1982) และ Lin et al. (2000) ในถั่วเหลือง

Figure 1	Frequency distribution of iron deficiency  
	 reaction as determined by visual score in  
	 F

9
 population from the KPS2 x NM10-12.           
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Figure 2	 Scattered plot depicting relationship  
	 between visual score and SPAD value 
	  determined in F

9
 population from the cross  

	 KPS2 x NM10-12

ต่อดนิด่างทีป่ระเมนิโดยค่า visual score มค่ีาระหว่าง 

64.5% - 82.4% ส่วนอัตราพันธุกรรมที่ประเมินโดย

ค่า SPAD value  มีค่า 59.9% - 73.7% ตามล�ำดับ  

ฐิตาภรณ์ (2548) รายงานว่าความทนทานต่อดินด่าง

ในถั่วเขียวถูกควบคุมด้วยยีนเด่น 1 ต�ำแหน่ง ดังนั้น

การปรับปรุงพันธุ์ถั่วเขียวให้ทนทานต่อดินด่างอาจ

ท�ำได้ไม่ยาก 

	 จากเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท ์  641 

เครื่องหมายที่วิเคราะห์ในพันธุ ์พ่อแม่ พบว่า 70 

เครื่องหมาย (10.92%) แสดงความแตกต่าง และเมื่อ

น�ำไปวเิคราะห์ในประชากร RIL พบว่าม ี3 เครือ่งหมาย

ที่เชื่อมโยงกับความทนทานต่อการขาดธาตุเหล็ก คือ 

VAG100, VR169 และ VAC031 โดยเครื่องหมาย

เหล่านี้แสดงความสัมพันธ์กับทั้งลักษณะ Visual 

score และค่า SPAD โดยแต่ละเครื่องหมายอธิบาย

ความแปรปรวนของ Visual score ได้ 4.31%, 9.10% 

และ 59.56% ตามล�ำดับ และค่า SPAD ได้ 2.90%, 

10.07% และ 59.41% ตามล�ำดับ (Table 2) ซึ่งมี

ความพันธ์กับความทนทานต่อดินด่างในระดับสูงของ

เครื่องหมาย VAC031 แสดงให้เห็นว่าเครื่องหมายนี้

อยู่ใกล้กับยีนหลัก (major gene) แต่อย่างไรก็ตาม

พันธุกรรมที่ควบคุมความลักษณะทนทานต่อดินด่าง

มีความซับซ้อน (Lin et al., 2000; Charson et al., 

2003) เนื่องจากอิทธิพลของสิ่งแวดล้อมต่างๆ เช่น 

pH ธาตุอาหาร ความชื้นในดิน และความสม�่ำเสมอ

ของพื้นที่ต่างก็ส่งผลต่ออาการคลอโรซีส Charson 

et al. (2003) และ Charson et al. (2005) รายงาน

เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมโยงกับความทนทานต่อ

ดินด่างในถั่วเหลือง แต่พบว่าเครื่องหมายเหล่านั้น

มีความสัมพันธ์กับความทนทานในระดับต�่ำ ซึ่งแตก

ต่างจากเครื่องหมาย VAC031 ดังนั้นเครื่องหมายนี้จึง

มปีระโยชน์ในการใช้ช่วยคดัเลอืกพนัธุถ์ัว่เขยีวทนทาน

ต่อดินด่างได้

Figure 3 	Frequency of iron deficiency reaction as de 
	 termined by SPAD measurement in F

9
 popu 

	 lation from the cross KPS2 x NM10-12

	 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน พบว่า RIL ใน

ประชากรมีความแตกต่างกันทั้งในลักษณะ visual 

score และ SPAD value (Table 1) ค่าอตัราพนัธกุรรม 

(h2) ของ visual score และ SPAD value อยู่ในระดับ

สูง มีค่าเท่ากับ 0.88 และ 0.86 ตามล�ำดับ แสดงให้

เห็นว่า ความทนทานต่อดินด่างส่วนใหญ่ถูกควบคุม

ด้วยพันธุกรรม และอิทธิพลของสภาพแวดล้อมมีน้อย 

ผลดังกล่าวคล้ายกับการศึกษาในถั่วเหลือง ซึ่ง Lin et 

al. (2000) รายงานว่าอตัราพนัธกุรรมของความทนทาน
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Table 1 Analysis of variances for visual score and SPAD value in 122 F
9
 lines.

Table 1 Analysis of variances for visual score and SPAD value in 122 F9 lines. 

Source df 
Mean Square 

Visual score SPAD value 
Replication 1 0.64 2.66 

Line 121    3.66***1/    3.66*** 
Error 121 0.23 0.27 

1/ *** = significant at 0.001 
 
Table 2 SSR markers statistically associated with iron-deficiency tolerance in F9 population from the KPS2 

x NM10-12 

Marker name 
 

Visual score SPAD value 

Probability (P) R2 (%) Probability (P) R2 (%) 

VAG100 1.23 x 10-2 4.31 3.36 x 10-2 2.90 

VR169 4.29 x 10-4 9.11 2.17 x 10-4 10.07 

VAC031 1.45 x 10-25 59.56 1.81 x 10-25 59.41 
 

สรุป 
 

การศึกษาความทนทานตํอดินดํางในถั่วเขียวโดยการประเมินด๎วยการประเมินด๎วยสายตา และการวัดคํา SPAD
ให๎ผลที่เหมือนกัน อัตราพันธุกรรมของความทนทานตํอดินดํางมีคําสูง เครื่องหมายดีเอ็นเอ VAC031 เชื่อมโยงอยูํกับ
ยีนหลักที่ควบคุมความทนทานตํอดินดํางในถั่วเขียวและสามารถใช๎ชํวยคัดเลือกพันธุ์ทนทานแทนการปลูกทดสอบใน
แปลงได๎ 

 
ค าขอบคุณ 

 
ในนามผู๎วิจัยขอขอบพระคุณศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหํง  (BIOTEC) และศูนย์วิทยาการขั้นสูง

เพื่อเกษตรและอาหาร (CASAF) ให๎ทุนสนับสนุนการศึกษาวิจัย และขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไรํนครสวรรค์ที่เอื้อเฟื้อแปลง
ทดลอง 

 

Table 1 Analysis of variances for visual score and SPAD value in 122 F9 lines. 

Source df 
Mean Square 

Visual score SPAD value 
Replication 1 0.64 2.66 

Line 121    3.66***1/    3.66*** 
Error 121 0.23 0.27 

1/ *** = significant at 0.001 
 
Table 2 SSR markers statistically associated with iron-deficiency tolerance in F9 population from the KPS2 

x NM10-12 

Marker name 
 

Visual score SPAD value 

Probability (P) R2 (%) Probability (P) R2 (%) 

VAG100 1.23 x 10-2 4.31 3.36 x 10-2 2.90 

VR169 4.29 x 10-4 9.11 2.17 x 10-4 10.07 

VAC031 1.45 x 10-25 59.56 1.81 x 10-25 59.41 
 

สรุป 
 

การศึกษาความทนทานตํอดินดํางในถั่วเขียวโดยการประเมินด๎วยการประเมินด๎วยสายตา และการวัดคํา SPAD
ให๎ผลที่เหมือนกัน อัตราพันธุกรรมของความทนทานตํอดินดํางมีคําสูง เครื่องหมายดีเอ็นเอ VAC031 เชื่อมโยงอยูํกับ
ยีนหลักที่ควบคุมความทนทานตํอดินดํางในถั่วเขียวและสามารถใช๎ชํวยคัดเลือกพันธุ์ทนทานแทนการปลูกทดสอบใน
แปลงได๎ 

 
ค าขอบคุณ 

 
ในนามผู๎วิจัยขอขอบพระคุณศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหํง  (BIOTEC) และศูนย์วิทยาการขั้นสูง

เพื่อเกษตรและอาหาร (CASAF) ให๎ทุนสนับสนุนการศึกษาวิจัย และขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไรํนครสวรรค์ที่เอื้อเฟื้อแปลง
ทดลอง 

 

Table 2 SSR markers statistically associated with iron-deficiency tolerance in F
9
 population from the KPS2 x 

NM10-12

สรุป

	 การศึกษาความทนทานต่อดินด่างในถั่วเขียว

โดยการประเมินด้วยการประเมินด้วยสายตา และการ

วัดค่า SPADให้ผลที่เหมือนกัน อัตราพันธุกรรมของ

ความทนทานต่อดินด่างมีค่าสูง เครื่องหมายดีเอ็นเอ 

VAC031 เชื่อมโยงอยู ่กับยีนหลักที่ควบคุมความ

ทนทานต่อดินด่างในถั่วเขียวและสามารถใช้ช่วยคัด

เลือกพันธุ์ทนทานแทนการปลูกทดสอบในแปลงได้

ค�ำขอบคุณ

	 ในนามผู้วิจัยขอขอบพระคุณศูนย์พันธุวิศวกรรม

และเทคโนโลยีชีวภาพแห่ง (BIOTEC) และศูนย์

วิทยาการขั้นสูงเพื่อเกษตรและอาหาร (CASAF) ให้

ทุนสนับสนุนการศึกษาวิจัย และขอบคุณศูนย์วิจัยพืช

ไร่นครสวรรค์ที่เอื้อเฟื้อแปลงทดลอง
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