
  

บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 การขนสงและสะสมธาตเุหล็กในสวนตาง ๆ ของขาว 
ธาตุเหลก็เปนธาตุอาหารท่ีมีความสําคัญพบในใบและในสวนตาง ๆ ของเนื้อเย่ือ ธาตุเหล็กมี

บทบาทสําคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืช และมีความจําเปนสําหรับการสรางคลอโรฟลด 
(chlorophyll ) ธาตเุหลก็ถกูลําเลียงเขาสูตนพืช ผานผนังเซลลบริเวณราก และเขามาสูระบบทอลาํเลียง
นํ้าสําหรับสงผานไปยังอวัยวะเจริญทางลําตน (vegetative organ) หรืออาจจะเกบ็รักษาในลําตนหรือ
เนื้อเย่ือใบ ในบางกรณีมีการเคลื่อนยาย (mobilization) ผานทางทอลําเลยีงอาหาร และจะส้ินสุดการ
เคลื่อนยายลงเมื่อนําไปเก็บไวในหน่ึงเซลลหรือหลายเซลลที่แบงเปนสวน ๆ (ภาพที ่ 2.1) (Grusak and 
Dellapenna, 1999) 

การเคลื่อนยายธาตุเหลก็จากภายนอกเขาสูภายในพืชโดยผานทางผนังเซลล (cell wall) จาก
เซลลหน่ึงแลวตอไปยังเซลลถัดไป ในเซลลราก (apoplast หรือ free space) เปนการเคลื่อนยายแบบ 
passive process ซ่ึงเปนการเคลื่อนยายโดยการแพร (diffusion) หรือการไหลเปนมวลพรอมกับนํ้า (mass 
flow) (Marshner, 1995) หลังจากธาตุเหล็กถูกดูดเขาไปในเซลลของเนื้อเย่ือราก จะถกูสงตอไปยังทอน้ํา 
(xylem vessels) และทออาหาร (phloem vessels) เพื่อขนสงไปยังสวนตาง ๆ ของพืช ธาตุเหล็กถูกเก็บ
สะสมไวในชองวางอะโพพลาสต (apopalstic space) และแวคคิวโอล (vacuoles) (Briat and Lobreaux, 
1998) ในรูปของมัลติเมอริกโปรตีน (multimeric protein) เรียกวา เฟอริทิน (ferritin) โดยเฟอริทนิที่อยู
ในพลาสติด (plastids) และเฟอริทินในแตละสวนสามารถเก็บสะสมธาตุเหล็กไดถึง 4,500 อะตอม 
(Harrison and Arosio, 1996) การเคลื่อนยายของธาตุเหลก็ผานทอน้ําและทออาหาร และการเก็บในสวน
ตาง ๆ ของพืชในรูป Fe protein, Fe chelate หรือ phytoferritin จะถกูควบคุมความสมดุลใหมีการสะสม
ตํ่าที่สุดที่จะทาํใหพืชเกิดธาตุเหล็กเปนพิษ (Grusak and Dellapenna, 1999) 

การสะสมธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของพืชระหวางการเจริญเติบโต และการพัฒนาเปนกระบวนการ
ท่ีไมคงที่ (dynamic process) ซ่ึงเปนผลมาจากการควบคุมทั้งหมดของยีนที่แปลรหัส (encoding) โปรตีน 
สําหรับการขนสง และการเก็บสะสมธาตุเหล็กข้ึนอยูกบัพันธกุรรมของพืชและอิทธิพลจากส่ิงแวดลอม
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(Elizabecth et al., 2004) จาการศึกษาของ ทรายคํา (2549) พบวาในขาวแตละพันธุ มีกลไกการเคล่ือนยายธาตุ
เหล็กแตกตางกัน จึงทําใหมีการสะสมธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลองแตกตางกัน 

ราก 

รากพืชช้ันสูงไดรับธาตุเหลก็โดยใชวธิีการดังตอไปน้ี 

1) Strategy I เปนวธิีการท่ีมีการ reduction ของ ferric iron (Fe[III]-compound) กอนเพื่อจะเขา
สูผนังเซลลในรูปของ Fe2+ (ferrous)  ซ่ึงวิธีการน้ีจะใชในกลุมพืชใบเลี้ยงคูและกลุมใบเลีย้งเด่ียวท่ีไมใช
พืชตระกลูหญา  

2) strategy II ใชในกลุมพชืตระกลูหญา เชน ขาว ขาวสาลี ขาวโพด โดยจะอาศัย ferric 
chelators เรียกวา phytosiderophores ซ่ึงเปน peptides น้ําหนักโมเลกลุตํ่าที่ไดรับมาจาก methionine ซ่ึง
วิธกีารน้ีจะเปนความสัมพันธของรากและ chelate ferric iron ใน rhizosphere รากจะปลดปลอย 
phytosiderophores (PSs) เม่ือมีการดูดใชโดยบริเวณผิวช้ันนอกของราก หรือ cortical cell ธาตุเหล็กจะ
ถูกขนสงไปยงั root cortex ทันที สําหรับเขาไปสู xylem pathway ซ่ึงคาดวาอยูในรูป Fe (II)-chelatting 
peptide, nicotiamamine (NA) หรือในรูป Fe2+ คงที่และรวมกับตัวมันเองในเสนทางภายในเซลลไปยัง 
xylem parenchyma ซ่ึงธาตุเหล็กที่เคลื่อนที่ภายใน xylem parenchyma จะอยูในรูป Fe(III)-citruste (Hell 
and Stephan, 2003) กระบวนการขนสงใน xylem pathway น้ันธาตุเหล็กจะถกูสงไปยังอวยัวะตางๆ ที่
กําลังเกิดข้ึนทัง้หมด การรวมกันของปฏกิริยารดีอกซ pH equilibrium และกระบวนการขนสงตางๆ จะ
เปนตัวกําหนดธาตุเหล็กสุดทายภายในเน้ือเยื่อ รากมีความเขมขนของธาตุเหลก็นอยกวาใบ อีกทั้งยัง
พบเฟอริทินในสวนพลาสติดที่ไมมีสีเขียว (non-green plastid) และคาดวาเฟอริทินในพลาสติดจะอยูใน 
endodermal cell หลังจากทีดู่ดซึมเหล็กโดยเอพิเดอรมิส (epidermis) และคอรเทก (cortex) (Elizabecth 
et al., 2004) 
 
ใบ 

 ใบเปนอวัยวะหลักในการสะสมธาตุเหลก็ในพืช ซ่ึงรอยละ 80% ของธาตุเหลก็ถกูเก็บไวใน
สวนของคลอโรพลาสต (chloroplast) ซ่ึงเฟอริทนิ สวนมากจะถูกสะสมในสวนของพลาสติดท่ีไมมีสี
เขียว พบการแลกเปลีย่นธาตุเหล็กในระยะทีใ่บพัฒนาได ซ่ึงระดับเฟอริทนิจะเพิ่มขึ้นในใบทีก่ําลัง
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พัฒนา คลอโรพลาสตที่เจรญิเติบโตเต็มทีจ่ะพบโปรตีนนี้ในระดับตํ่า การบงช้ีการสังเคราะหนี้เปนตัว
ควบคุมการพฒันา นอกจากนี้ เฟอรทิินยังเปนแหลงของธาตุเหล็กซ่ึงธาตุเหลก็ท่ีบรรจุอยูภายในใช
สําหรับการสังเคราะหโปรตีน (iron-containing photosynthetic protein) (Elizabecth et al., 2004)  
 

 
 
ภาพ 2.1 แผนผังของกระบวนการขนสง (transport) และการสะสม (accumulation) ธาตุเหล็กของพืชทั้ง
ตน การควบคุมที่ทําใหเกิดการเคลื่อนยายธาตุเหล็กจากสวนหนึ่งไปยังสวนถดัไปประกอบดวยดังนี้ (A) 
ปรากฎการณการไดมา/การดูดซึมธาตุเหลก็ ประกอบดวยรากมีการปลดปลอยสารประกอบซึ่งก็คือ 
chelate หรือ solubilize soil Fe (B) การขนสงภายใน/ระหวางเซลล ประกอบดวยในสวนของ เนือ้เย่ือ
พ้ืนฐานของทอลําเลีย้งน้ํา (C) อัตราการหายใจของเน้ือเย่ือเจรญิเติบโตทางลําตน (D) ปรากฎการณการ
เก็บรกัษาและการหมุนเวียน (remobilization) (E) การแสดงออกของ Fe-chelate และความสามารถใน
การจุสําหรับ phloem Fe loading (F) Phloem transport capacity ของ photoassimilates จากแหลงที่สง
มา (G) การประสานงานของธาตุเหลก็ในตําแหนงของเนือ้เย่ือสวนที่อยูเหนือผิวดินผาน phloem-mobile 
สงสัญญาณโมเลกลุเพื่อควบคุมกระบวนการตาง ๆ ของราก (Grusak and Dellapenna, 1999)  
 



 6 

เมล็ด 
 ธาตุเหลก็ในเมล็ดไดมาจากการหมุนเวียนของธาตุเหล็ก (remobilized) จากอวัยวะตาง ๆ ที่
เจรญิเติบโต ธาตุเหล็กในสวนที่อยูเหนือผวิดินถูกสงไปยัง sink โดยผาน phloem pathway (Grusak and 
Dellapenna, 1999) และถูกควบคุมโดยการขนสงและเคลื่อนยายของตําแหนงของแหลงท่ีสงมา (ใบ ลํา
ตน และโครงสรางท่ีเจรญิเติบโตทางลําตน) (Zhang et al., 2007) ในธญัพืช เชน ขาว พบวาธาตุเหล็ก
ของสวนที่อยูเหนือผิวดนิท้ังหมดมีเพียง 4 % ที่สงมายังเมล็ด และปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็รอยละ 20-
30 มาจากธาตุเหล็กในใบพชื ในถั่วเหลอืงพบวารอยละ 40-60 ของปริมาณธาตุเหล็กมาจากปมราก 
(Burton et al., 1998) การเกบ็รักษาธาตุเหล็กในเมล็ดจะถูกแบงไวในสองสวนหลัก คือ endosperm และ 
embryo โดย endosperm ประกอบดวย aleurone layer เปนเซลลที่มีชีวิต และ starch endosperm เปน
เซลลที่ตายแลว สวน embryo ประกอบดวยเซลลท่ีมีชีวติ ตัวอยางเชน scutellum, coleoptile, radicle 
coleorhiza และ epiblast (ภาพที่ 2.3) จากการศึกษาตําแหนงการสะสมธาตุอาหารในเมล็ดขาวโดยใช
เทคนิค histochemical พบวาบริเวณ embryo และ aleurone layer มี phytin granules ที่บรรจุแคลเซียม 
โพแทสเซียม และธาตุเหล็กจํานวนมาก (Krishnan et al., 2001) สําหรับ endosperm นั้นพบวาธาตุ
อาหารถูกสงเขาไปโดยผานเพียง 1 ทอของ ovular vascular ที่อยูดานหลังของรังไข ซ่ึง ovalar vascular 
เปนเพยีงแหลงเดียวที่เมล็ด (caryopsis) ใชเปนแหลงของธาตุอาหารสําหรับการพัฒนาเมลด็ (Krishnan 
and Dayanandan, 2003; Marentes and Grusak, 1998) การสะสมธาตุเหลก็เกิดข้ึนบริเวณคัพภะ (embryo) ซ่ึง
จากการศึกษา distribution และ mobilization ของธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของเมล็ดขาวโพดพบวา
ปริมาณธาตุเหล็กจะมีจํานวนมากบริเวณเปลือกหุมเมลด็ (seed coat) และเน้ือเย่ือคัพภะ (embryo tissue) 
ในขณะท่ีบริเวณ endosperm จะมีจํานวนนอยที่สุด (Bityutskii et al., 2001) จากการศึกษาโดยใชวธิีการ
ยอมสีเพริล์พรสัเซียนบล ู (Perls’ Prussian Blue) พบวาตําแหนงท่ีมีการติดสียอมมากท่ีสุดคือสวน
ของคัพภะ (embryo) และตดิสีออนในสวนของเยื่อหุมเมล็ด (aleurone layer) ซ่ึงเปนสวนของ pericarp 
และไมพบการติดสียอมในสวนของ endosperm และยงัพบความแตกตางในการติดสียอมของพันธุแตละ
พันธุที่มีปริมาณการสะสมธาตุเหล็กในเมล็ดแตกตางกัน (Prom-U-Thai, 2003) อีกทั้งจากการวิเคราะห
การสะสมของปริมาณธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของตนขาวพบวาปริมาณธาตุเหลก็ที่สะสมในเมลด็เปนเพียง
สวนนอยมาก เม่ือเปรยีบเทียบกับปริมาณธาตุเหล็กทั้งหมดที่พืชดูดไปสะสมทั้งตน และพบการสะสมของ
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดไมมีความสัมพันธกับการสะสมของปริมาณธาตุเหล็ก ทั้งหมดในเมล็ด (Prom-
U-Thai, 2003) และการเพ่ิมปริมาณธาตุเหลก็ในดินอาจจะไมเปนประโยชนตอการเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็กใน
เมล็ดได (Grusak et al., 1999) จากการศึกษาของชนากานตและคณะ (2547) พบวาสัดสวนของปริมาณ



 7 

ธาตุเหลก็ในเมล็ดตอปริมาณธาตุเหล็กในตนท้ังหมดของพันธุ IR68144 และ ขาวดอกมะล1ิ05 เทากับ 
1:42 และ 1:171 ตามลําดับ Graham et al. (1999)  พบวาในใบมีธาตุเหลก็สูงกวาในเมล็ด 20-50 เทา และ
ธาตุเหลก็ในเมล็ดจะถูกใชในชวงการงอกของตนออน หนวยยอยของเฟอริทินจะถูกสะสมในเมลด็ในชวง
การสุกแกจนถึงเมล็ดแหง (Lobreau and Briat, 1991) ความยาวรากของตนออนขาวโพดมีความสัมพันธ
กับปริมาณของธาตุเหลก็ในบริเวณคัพภะ (embryo/ scutellum) (Bityutskii et al., 2001) ซ่ึงการเพิ่ม
ปริมาณเหล็กที่เก็บสะสมในเมลด็ขาวเปนผลใหตนออนแข็งแรง และทําใหตนกลาเจรญิเติบโตไดดีเม่ือ
ปลูกในดนิที่มีธาตุเหลก็ตํ่า เปนขอดีอีกขอหน่ึงคือทําใหสามารถปรับปรุงผลผลิต เม่ือเปรียบเทียบกับ
เมล็ดที่มีปริมาณธาตุเหล็กที่เก็บสะสมในเมล็ดตํ่าเม่ือปลกูในพืน้ที่เดยีวกัน (Ross et al., 2003) จากการ
ปลูกขาวสาลพัีนธุที่มีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูงและมีประสิทธิภาพในการใชธาตุเหล็ก สามารถชวยลด
อาการใบเหลืองที่เกิดจากการขาดธาตุเหล็กได โดยเฉพาะเม่ือปลูกในในชวงตน ๆ ของฤดูปลูกขาวสาลี 
(Shen et al., 2002) ดังนัน้การเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็จึงเปนผลดีตอทั้งเกษตรกรและผูบรโิภค 
(Graham and Gregorio, 2001) 

 

ภาพ 2.3 การผาตามยาว (longitudinal section) ของเมลด็ขาว แสดงสวนประกอบตาง ๆ ในเมล็ดขาว 
(Wrigley et al., 2004) 
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2.2 ความแปรปรวนทางพันธกุรรมของลกัษณะปริมาณธาตอุาหารในพชื 

ในการปรับปรุงพันธุส่ิงที่สําคัญคือการพบความแปรปรวนของลักษณะที่ตองการปรับปรุง เพื่อใชเปน
แหลงพันธุกรรม ตัวอยางเชน การคัดเลอืกมันสําปะหลังจํานวน 632 ตัวอยาง จากตัวอยางทั้ง 5500 
ตัวอยางทัว่โลก พบวามีความแปรปรวนของปริมาณแคโรทีนต้ังแต 0.1-2.4 mg carotenes/100 g 
(Iglesias et al., 1997) ใน bread wheat พบวามีความแปรปรวนของปรมิาณธาตุสังกะสี และแมกนีเซียม 
โดยธาตุสังกะสีมีความแปรปรวนตั้งแต 15 – 35 ppm ธาตุแมกนีเซียมมีความแปรปรวน ต้ังแต 600 – 
1400 ppm (Oury et al., 2006) จากการประเมินตัวอยางของถ่ัวแดง (Phaseolus vulgaris L.) จํานวน 
1000 ตัวอยางที่ปลูกในพื้นทีเ่ดียวกันและปเดียวกัน พบวามีความแปรปรวนของปริมาณธาตุเหล็กต้ังแต 
34-89 μg/g มีคาเฉลี่ยเทากับ 55 μg/g สวนธาตุสังกะสีมีความแปรปรวนต้ังแต 21-54 μg/g มีคาเฉลี่ย
เทากับ 35 μg/g (Beebe et al., 2000) และจากการประเมินปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวสาลีจาก132 
ตัวอยาง ปลูกในแปลงที่เมือง El Batan ประเทศเม็กซิโก มีความแปรปรวนตั้งแต 28.8-56.5 μg/g และ
ต้ังแต 25.2-53.3 μg/g สําหรับปริมาณธาตเุหล็ก พบความแปรปรวนทางพันธกุรรมภายในเช้ือพันธุขาว
สาลี ซ่ึงเพียงพอที่จะนํามาเพิ่มปริมาณธาตุเหล็กและสังกะสีในเมลด็ขาวสาลี (Monasterio and Graham, 
2000) ปริมาณธาตุซิลีเนียมในเมล็ดขาวสาลีจํานวน 100 สายพันธุ พบความแตกตางในแตละสายพันธุ 
และไมพบความแตกตางในสายพันธุเดยีวกันท้ัง 2 ซํ้า (Lyons et al., 2005) จากการประเมินปริมาณธาตุ
เหล็กในเมลด็ขาวกลองของ 8 ประชากร จากประเทศจีน และบังคลาเทศ พบวาปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาว
มีความแปรปรวนทางพันธกุรรม โดยมีคาเหล็กอยูในชวงระหวาง 6.3 – 24.4 μg/g ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด
ขาวที่สูงอยูในชวงระหวาง 18 - 22 μg/g โดยพบในขาวท่ีมีกลิ่นหอม (aromatic rice) ตัวอยางเชน Jalmagna, 
Zuchem และ Xua Bue Nuo (Gregorio et al., 2000) จากการวเิคราะหปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาว
จํานวน 939 ตัวอยาง พบวาปริมาณธาตุเหล็กอยูในชวงระหวาง 7.5 – 24.4 μg/g  มีคาเฉลี่ย 12.2 μg/g  
โดยสวนมากพบพันธุธาตุเหล็กสูงในขาวพันธพุื้นเมือง สวนในขาวพนัธุปรับปรุงไมพบวามีปริมาณธาตุ
เหล็กสูงในการศึกษาครั้งน้ี จากการเปรียบเทียบพบวาขาวที่มีกลิ่นหอมมีปริมาณธาตุเหลก็ในเมล็ดสูง
กวาขาวที่ไมมีกลิ่นหอม (Senadhira et al., 1998) ในการปรบัปรุงพันธุขาวและขาวสาลีพันธุมักใหความ
สนใจในการเพิม่ผลผลติ และความตานทานโรค จึงทาํใหไดพันธุสมัยใหมที่มีปรมิาณธาตุเหลก็และสังกะสีใน
เมล็ดนอยกวาพันธุดั้งเดมิ ดงัน้ันจึงสามารถใชพนัธุดั้งเดมิหรือพันธุปามาเปนพันธุพอแมในการปรบัปรุง
พันธุพืชใหมีปริมาณธาตุเหลก็ในเมล็ดใหสูงข้ึนได (Graham et al., 1999) ตัวอยางเชน ขาวสาลีพนัธุปา
ท่ีมีความแปรปรวนท่ีกวาง คือมีปริมาณเหล็ก 25 -26 ppm จึงนํามาใชผสมพันธุขาวสาลรีะหวางพันธุปา



 9 

กับพันธุปลกูเพื่อเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็ก (Monasterio and Graham, 2000; Frossard et al., 2000) ไดมีการ
รวบรวมเมล็ดพันธุขาวของไทยมาวิเคราะหปริมาณธาตุเหล็ก พบวาขาวพันธุหลักของไทยสวนมากมี
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดตํ่า โดยเฉพาะในพันธุขาวหอมที่นิยมปลกูและบรโิภคกันอยางกวางขวาง เชน 
ขาวดอกมะล ิ105 กข 6 และหอมคลองหลวง  เม่ือเปรียบเทียบกับขาวพันธุ IR68144 ซ่ึงเปนพันธุมาตรฐานและ
ปรับปรุงใหมีผลผลิตและปริมาณธาตุเหลก็สูงจากสถาบันวจัิยขาวนานาชาติ (IRRI) อยางไรกต็ามพบวามีขาว
พันธุพืน้เมืองของไทยบางพันธุที่มีปริมาณธาตุเหลก็ในเมลด็สูงเทียบเทากับพันธุ IR68144 ตัวอยางเชน พันธุ 
CMU122 CMU123 และ CMU124 (Prom-U-Thai, 2003) การพบพนัธุขาวพื้นเมืองท่ีมีปริมาณธาตเุหล็กใน
เมล็ดสูง จะเปนประโยชนสําหรับใชในการปรับปรุงพนัธุ  จากการศึกษาของทรายคํา (2549) พบความ
แปรปรวนท่ีเปนผลมาจากพนัธุกรรมในขาวพันธุพืน้เมืองท่ีไดรับจากแตละเกษตรกร โดยมีความแปรปรวน
ระหวางช่ือพันธุ ภายในช่ือพนัธุเดียวกัน และภายในตัวอยางของแตละเช้ือพันธุ   

2.3 การควบคุมทางพันธกุรรมของลักษณะธาตอุาหาร ในพืช 

Graham and Welch (2002) พบวาการปรบัปรุงพันธุเปนวธิีการท่ีสามารถใชประโยชนสําหรับ
เพิ่มปริมาณธาตุในเมล็ดไดดโีดยไมลดผลผลิต จากการศกึษาปลูกขาวในดินที่ขาดธาตุอาหารแลวใสปุย 
พบวาพืชมีปรมิาณธาตุอาหารเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับจํานวนธาตุอาหารท่ีพบในดนิ ดังนั้นการใสปุยมี
ประสิทธิภาพนอยในการเพิม่ปริมาณธาตุอาหารในพืช โดยเฉพาะในเมลด็ที่จะมีการพัฒนาหลังจากใส
ปุยประมาณหน่ึงเดือน แสดงวาพันธุกรรมมีอิทธิพลมากกวาการขาดแคลนธาตุอาหารในดิน ซ่ึงในการ
ปรับปรุงพันธุน้ันตองศึกษาถึงการควบคุมทางพันธกุรรมเพ่ือใชประโยชนสําหรับการคัดเลือกพันธุให
ไดประสิทธภิาพสูงสุด จากการทดลองโดยใชพันธุพืน้เมืองจํานวน 4 พันธุ ที่มีปรมิาณธาตุเหล็กสูง คือ 
Azucena, Basmati370, Xua Bue Nuo และ Tong Lang Mo Mi ใชพันธุปรับปรุงอีกจํานวน 3 พันธุ คือ 
IR36, IR64 และ IR72 พบความแตกตางระหวางคูผสม และพอแม และเมื่อปลกูทดสอบในลูกผสมช่ัวที่ 
1 พบวามีความแตกตางของปริมาณธาตุเหล็กในแตละคูผสม พันธุพอแมและลูกผสมช่ัวที่ 1 แสดงวา
พันธกุรรมมีผลตอปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด และจากปริมาณธาตุเหลก็ในลูกผสมช่ัวที่ 1 พบวาลกัษณะ
ปริมาณธาตุเหล็กถูกควบคุมดวยยีนแบบบวกสะสม (additive gene)  และยีนเดน (dominant gene) 
สภาพแวดลอมมีผลนอยกวาพันธกุรรม (Gregorio et al., 2000) และมกีลุมยีน 3 กลุม มีความสัมพันธกับ
ลักษณะเหล็กสูง และกลุมของยีนนี้พบวาตั้งอยูบนโครโมโซมท่ี 7, 8 และ 9 กลุมของยีน 3 กลุมนี้มี
ความจําเพาะสําหรับความมีกลิ่นหอม ซ่ึงต้ังอยูบนโครโมโซม 5, 7 และ 8 นอกจากน้ีพบวามียีน 2 ตัว ที่
มีความสัมพันธกับลกัษณะธาตุเหล็กสูงและความมีกลิน่หอมบน 2 โครโมโซมนี ้ (Gregorio, 2002) ซ่ึง
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การจะทราบถึงการควบคุมทางพันธกุรรมตอปริมาณธาตเุหล็กในเมล็ดขาว สามารถศึกษาไดจากพฤติกรรม
การแสดงออกของยีนที่ควบคุมปริมาณธาตเุหล็กในเมลด็ขาวจากลูกผสมช่ัวที่ 1 และพบวาปริมาณธาตุเหล็ก
และสังกะสีมีความสัมพันธกนั ดังนั้นในการปรับปรุงพันธุปริมาณธาตุเหล็กอาจสามารถเพิ่มปริมาณสังกะสี
ใหเพ่ิมข้ึนได (Frossard et al., 2000) จากการศึกษา Cichy et al., (2005) โดยการผสมพันธุระหวางพันธุ
ปริมาณธาตุสังกะสีในเมล็ดสูง (Voyager) กับพันธุธาตุสังกะสีตํ่า (Albinon) พบวาการถายทอดทาง
พันธกุรรมของปริมาณสังกะสีในถัว่ navy น้ันถกูควบคุมดวยยีนหลัก 1 ยีน และลกัษณะปริมาณสังกะสีใน
เมล็ดสูงถูกควบคุมดวยยีนขม (dominant)และจากการศึกษาอิทธิพลทางพันธกุรรมของธาตุเหลก็ สังกะสี
และแมงกานีสในขาว black pericarp (indica) พบวาถูกควบคุมดวยยีนในนิวเคลียส การแสดงออกของยีน
เปนแบบบวกสะสม (additive) อีกทั้งยังพบความสัมพันธระหวางปริมาณธาตุอาหารกับลกัษณะของ
เมล็ดคือ น้ําหนัก 100 เมล็ด ความยาว ความกวาง และรูปรางเมล็ด ดังนั้นการคัดเลือกลักษณะของเมล็ด
อาจจะเปนวธิหีนึ่งที่จะชวยในการคัดเลือกโดยออมสําหรบัการปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณธาตุเหลก็ 
สังกะสีและแมงกานีสในเมลด็ขาวได และกลาววาลักษณะของปริมาณธาตุอาหารเปนลักษณะทางปริมาณ 
(Zhang et al., 2004) ซ่ึงลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait) ถูกควบคุมดวยยีนจํานวนมาก 
(polygene) ความแปรปรวนของฟโนไทป (phenotype) ไมไดเกดิจากจโีนไทป (genotype) เพียงอยาง
เดียวแตมีสภาพแวดลอมเขามารวมดวย และมีการกระจายตัวแบบตอเน่ือง (continuous distribution) 
(Kearsey and Pooni, 1996) นอกจากนีก้ารศึกษาปริมาณธาตุเหล็กใน ear-leaves พบวาเปนลักษณะทาง
ปริมาณ ซ่ึงถูกควบคุมดวยยีนขม (dominant) และบวกสะสม (additive) (Chen et al., 2007) จากการทดสอบ
พันธุของถั่ว chickpea (Cicer arietinum L.) พบวาเมลด็ที่มีนํ้าหนักเบามีความสัมพนัธ (linkage หรือ 
pleiotropy) รวมกับปริมาณแคลเซียมในเมลด็สูง และลักษณะปริมาณแคลเซียมมีการกระจายตัวอยางอิสระ 
ทําใหสามารถปรับปรุงพันธุท่ีมีปริมาณแคลเซียมสูงและเมล็ดใหญได ซ่ึงเปนท่ีตองการอยางกวางขวางของ
ประชากรในเขตตะวนัออกกลาง (Abbo et al., 2000) ปริมาณ phytic acid ในเมล็ดขาวฟางถูกควบคุมดวยยีน
แบบบวกสะสม (additive gene) และ ไมบวกสะสม (non-additive gene) ซ่ึงในโครงการปรับปรุงพันธุนั้น
เหมาะสมสําหรับการใช recurrent selection ในการปรับปรงุพันธุใหมีปรมิาณ phytic acid ตํ่า ซ่ึง phytic acid 
เปนตัวยับย้ังความเปนประโยชนของธาตุเหล็ก สังกะสี แคลเซียม แมกนีเซียม และโมลบิดินัมในเมล็ด
ธญัพืช (Satija and Thukral., 1985) การศกึษาของ Wang-da et al. (2006) พบวาสามารถลดการสะสม
ปริมาณโลหะหนัก Cd Cr As และ Ni ในเมล็ดขาวโดยการใชพันธุที่มีปริมาณการสะสมตํ่า Iglesias et al 
(1997) ศึกษาถึงพันธุกรรมของปริมาณแคโรทีนในรากของมันสําปะหลัง และสีของราก พบวาถกู
ควบคุมดวยยีนหลักจํานวน 2 คูและมีอิทธิพลของ epitasis รวมดวย และจากการศึกษาการถายทอดทาง
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พันธุกรรมของความทนทานตอการขาดธาตุสังกะสีของขาวบารเลยโดยใชการสังเกตอาการขาดมาใชในการ
คัดเลือกลกูผสมช่ัวที่ 2 พบวาถูกควบคุมดวย 1 ยีน และมีการแสดงออกของยีนเปนแบบบวกสะสม (Genc 
et al., 2003) จากการปรับปรงุพันธุขาวเพื่อทนตอสภาพดินเค็ม โดยปลกูลูกผสมช่ัวที ่1 และพันธุพอแม
ในสภาพดินเค็ม พบวาปริมาณโซเดียมและแคลเซียมมีการแสดงออกของยีนเปนแบบบวกสะสม และ
แบบขม (Mahmood et al., 2004) ปรมิาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวโพดนั้นองคประกอบทางพันธุกรรมมี
อิทธิพลคิดเปน 12 เปอรเซ็นต ของความแปรปรวนทั้งหมดของปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด และมี 29 
เปอรเซ็นต สําหรับธาตุสังกะสีในเมล็ด สภาพแวดลอมไมมีผลทางสถิติตอปริมาณธาตุเหล็กและสังะสี แต
พบวามีปฏิกรยิารวมกนัระหวางจีโนไทปกบัสภาพแวดลอม (Oikeh et al., 2003) ลกัษณะความทนทาน
ตออาการใบเหลืองท่ีเกดิจากการขาดธาตุเหลก็ถกูควบคุมดวยยีนเดน และถกูควบคุมดวย nonalleic genes 2 ชุด 
ซ่ึงคือการแสดงออกรวมกันของยนีตางตําแหนง (Hoan et al., 1992)  

 

2.4 การวิเคราะหตาํแหนงยนีท่ีควบคุมลกัษณะสําคัญทางเกษตรโดยใชเครือ่งหมายโมเลกลุ (Moleular 
marker) 

จีโนม คือ จํานวนโครโมโซมหรือปรมิาณดีเอ็นเอท่ีมีในเซลลหรือในส่ิงมีชีวิตหนึ่ง ซ่ึงมีความ
แตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ขาวเปนพืชท่ีมีการพัฒนาในดานจโีนมเปนอันดับตน ๆ เน่ืองจากเปนพืช
ท่ีมีจีโนมขนาดเลก็ (Mackill, 2003) มีโครโมโซมจํานวน 12 แทง และใชเปนพืชตนแบบใน molecular 
biology ของพืชใบเลีย้งเด่ียว ขาวมีขนาดจีโนมประมาณ 0.45 x 109 bp (McCouch and Doerge, 1995, 
McCouch et al., 1997 และ Coffman et al., 2004)โดยมคีวามสัมพันธกับพืชตระกลูหญา มีขนาดจีโนม
เล็กที่สุดในพชืใบเลีย้งเดีย่วที่ไดมีการศึกษามาแลว โดยมีดีเอ็นเอ 20% ของขาวโพด และ 3% ของขาว
สาลี (Xu, 2002) และมีขนาดจีโนมใหญกวา Arabidopsis ซ่ึงเปนพืชตนแบบของพืชใบเลี้ยงคู 3 เทา 
(Motoyuki, et al., 2002)  

ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยชีีวภาพเขามาชวยในการปรับปรุงพันธุ เพ่ือเปนการเพิ่มประสิทธภิาพ
ในการปรับปรุงพันธุ พืช ซ่ึงก็คือเทคโนโลยีชีวภาพทางดานอณูพันธุศาสตร (molecular genetics) โดย
ใชเครื่องหมายโมโลกุล (molecular marker) สําหรับศึกษาตําแหนงยีนลักษณะตาง ๆ ทีสํ่าคัญ เชน ปริมาณ
ธาตุอาหารท่ีสําคัญตอโภชนาการของมนุษย ความทนทานตอสภาวะเครยีดตาง ๆ เชน  อลูมินัมเปนพษิ  ซ่ึง
สวนใหญลักษณะสําคัญทางเกษตรนั้นเปนลักษณะทางปรมิาณ (Quantitative traits) โดยลักษณะปรมิาณนี้
ถูกควบคุมโดย polygene และสิ่งแวดลอมมีอิทธพิลรวมดวย (Xu, 2001) Microsatellite marker เปนเครื่องหมาย
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โมเลกลุชนดิหนึ่งที่นํามาศึกษาตําแหนงยีนที่ควบคุมลกัษณะที่ศึกษานัน้  ๆ โดยศึกษาจากความสัมพันธระหวาง 
Microsatellite maker และลักษณะท่ีศึกษา เม่ือทราบถึงตําแหนงยีนท่ีแนนอนสามารถนาํมาใชประโยชนเพ่ือ
ชวยในการคัดเลือก (marker-assisted selection, MAS) ซ่ึงทําใหสามารถคัดเลือกไดในช่ัวแรก ๆ ของ
โครงการปรับปรุงพันธุ ใหมีความแมนยําสูงในการคัดเลือก เนื่องจากเปนการคัดเลือกจากจโีนไทป 
(Masojc, 2002, Francia et al., 2005)  

 Microsatellite  หรือ Simple Sequence Repeat (SSR) เปนกลุมดเีอ็นเอทีมี่เบสซํ้า (repetitive DNA) 
ความผันแปรของจํานวนเบสซํ้าในจีโนมของส่ิงมีชีวิตสามารถประยกุตใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลในการ
แยกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตไดดี โดยทีโ่พลีมอรฟซึม (polymorphism) ที่เกิดข้ึนน้ันเปนผลเนื่องมาจาก
จํานวนครั้งของเบสซํ้าของ microsatelliteในโลกัส (locus) หนึ่ง ๆ (Powell et al., 1996) microsatellite 
ประกอบดวยเบสซํ้าตอเน่ือง (tandom repeat) ซ่ึงมีตั่งแต 1-6 เบส โดยเบสซํ้า 1 เบสเรียกวา mono-
nucleotide repeat เชน (A)n ซํ้าสองเบสเรียกวา di-nucleotide repeat เชน (CA)n ซํ้าสามเบสเรียกวา tri-
nucleotide repeat เชน (TAA)n และซํ้าส่ีเบสเรียกวา tetra-nucleotide repeat เชน (GATA)n โดยที่ n เปน
จํานวนซํ้า (สุรีพร 2546) และเบสซํ้าเหลานี้มักมีลาํดับเบสที่จําเพาะ (unique sequences) อยูบริเวณรอบ 
ๆ เบสซํ้าตอเนื่องจากลักษณะเฉพาะ สามารถนํามาพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกลุได โดยการออกแบบ
ไพรเมอรที่สามารถเขาคูกับเบสจําเพาะ (unique sequences)ซ่ึงไพรเมอรจะเปนจุดเริ่มตนของการเพ่ิมปรมิาณ
ดีเอ็นเอสวนท่ีเปนเบสซํ้าตอเนื่องที่อยูระหวางเบสจําเพาะ ความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ ซ่ึง
เกิดจากจํานวนครั้งของเบสซํ้าที่ไมเทากันนี้ใชบอกความแตกตางระหวางส่ิงมีชีวิตได (Powell et al., 
1996) จากการคัดเลือกเพือ่ทําหองสมุดจีโนมของขาว พบวาในขาวมีประมาณ 5,700-10,000 
microsatellites (McCouch et al., 1997) ซ่ึงเปนเทคนิคทีใ่หขอมูลความแตกตางระหวางพันธุสูง มี high 
copy number กระจายอยูทัว่จีโนมขาว และมีการพบ primer เปนจํานวนมาก นอกจากนี้ยังเปนเทคนิคที่มีการ
ถายทอดเหมือนกับกฎของเมนเดล คือ codominant marker  ทําใหสามารถแยกความแตกตางของพันธุกรรมระหวาง 
homozygous และ heterozygous ได (Liu and Cordes, 2004) โดย microsatellite markers สามารถแยกความแตกตาง 
(polymorphism) ท้ังระหวาง species และ subspecies อีกท้ังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงายโดยใช
เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) (Akagi et al., 1996) และ มีการนําเครื่องหมายโมเลกลุมาใช
ทําใหการวิเคราะหจีโนมเปนไปอยางรวดเรว็ ซ่ึงเครื่องหมายโมเลกลุสามารถศึกษาได โดยไมข้ึนกับ
สภาพแวดลอม ไมข้ึนกับระยะของการเจรญิเติบโตและอวัยวะใด (Xu, 2001, Francia et al., 2005 
สุรินทร, 2545)   
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และการศึกษาตําแหนงยีนในชวง 10-15 ปที่ผานน้ี มักข้ึนอยูกับ QTL mapping ซ่ึงเปนการศึกษา
ตําแหนงของยนีโดยใชสัมพันธของ molecular marker กบัลักษณะทางปริมาณ จึงเรยีกวา quantitative trait 
locus (QTL) ศึกษาในประชากรท่ีมีการกระจายตวัเชน ลูกผสมช่ัวท่ี 2 back-crosses recombinant inbred lines 
(RILs) double haploid (DH) lines หรือประชากรในธรรมชาติ ซ่ึงเปนวธิีการท่ีสามารถเปนไปได โดยเปน
การบงช้ีความแตกตางของพันธุ (polymorphism) ท่ีระดับดีเอ็นเอ (Kearsey, 2001) ไดมีการพฒันา  linkage 
map และขอมูลของ microsatellite makers ในขาวเปนอยางมาก (1 micosatellite marker มีระยะหาง
ประมาณ 15-20 cM) ซ่ึงทําใหมีความเปนไปไดอยางมากในการคนหาความสัมพันธระหวาง marker 
และลกัษณะไดทั่วทั้งขนาดจีโนม (McCouch et al., 1997, Xu, 2002) ซ่ึงสามารถนํามาชวยในงาน
ปรับปรุงพันธุ และไดมีการพัฒนาวธิีที่ชวยใหการวิเคราะหความสัมพนัธระหวาง molecular marker กับ
ลักษณะเพื่อบงช้ีตําแหนงยีนของลักษณะนั้น ๆ ใหมีประสิทธิภาพมากย่ิงข้ึนเรยีกวา bulk segragant analysis 
(BSA) (Milchelmore et al., 1991) โดยเทคนิค BSA ประกอบดวยการรวมดีเอ็นเอจากแตละตัวอยางของ
ประชากรท่ีมีการกระจายตวัโดยแบงเปนกลุมที่มีแสดงคาสูงสุด และกลุมทีแ่สดงคาตํ่าสุด เปรียบเทียบ
ความแตกตางระหวางกลุมของ bulked DNA ซ่ึงจะเปนการบงช้ีเฉพาะบรเิวณของ locus เปาหมาย ซ่ึง  
marker ใด ๆ ทําให 2 bulked นี้เกิดความแตกตางกันสามารถสันนิษฐานไดวา marker น้ัน ๆ มีความสัมพันธ
กับยีนของลักษณะที่ศึกษา (Cakir and Karakousis, 2000) สําหรับวิธกีารทางสถิติที่ทําใหการวิเคราะห QTL 
เพื่อความเทีย่งตรงมี 2 วธิี คือ interval anslysis และ regression analysis (Zeng, 1993) โดย interval analysis 
เปนวธิีที่พิจารณาถึง marker ที่อยูขนาบขางของ QTL เรยีกวา flanking markers ระยะหางของ flanking 
markers ประมาณ 15 - 35 cM และจะใชคา maximum LOD (likelihood) ท่ีบงช้ีถึงความเปนไปไดของ
ตําแหนง QTL สําหรับวิธ ีregression analysis นั้นเปนการวเิคราะหถึงความสัมพันธของทุก ๆ marker ที่
แสดงขอมูลกบั QTL โดยทุก marker เปนอิสระตอกนัและใชคํานวณความแปรปรวน locus หรือ loci ของ 
QTL ลักษณะท่ีสนใจ ซ่ึงทั้งสองวิธีนี้สามารถทําไดดวยการคํานวณเองหรือใชโปรแกรมคอมพิวเตอร ใน
การวิเคราะห เชน โปรแกรม MAP Manager QTXb20 (Cakir and Karakousis, 2000) 

มีการนําเทคนิค Microsatellite  เพ่ือบงช้ีถึงยีนท่ีควบคุม foliar trigonelline (TRG) content โดย
ใช Microsatellite marker ทั้งหมด 20 linkage groups ท่ีถกูเลือกท่ีระยะหาง 25 cM จากแผนที่พนัธุกรรม
ของถั่วเหลืองพบวามี 6 molecular linkage groups ไดแก B2, C2, D2, G, J และ K ที่ถูกบงช้ีวามี
ความสัมพันธกับ foliar TRG accumulation และมีโครโมโซม 2 ตําแหนงที่ถูกบงช้ีใน linkage group J 
และ C2 ของแผนทียี่นของถัว่เหลืองที่มีความสัมพันธกับ foliar TRG accumulation ซ่ึงในตําแหนงของ
โครโมโซมมีความสัมพันธกับ 4 minor loci บน linkage groups ที่แตกตางกัน ซ่ึงอธิบายไดวา foliar 
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TRG accumulation ถูกควบคุมดวยหลาย ๆ ยนีท่ีแตกตางกัน (Youngkoo et al., 2002 ) และจากการ
สรางประชากร double haploid คูผสมระหวาง IR68144 x Azucena เพ่ือศึกษาตําแหนงยีนของปริมาณ
ไฟเตท (phytate) และธาตุอาหารอ่ืน ๆในเมล็ดขาว โดยใช 437 microsatellite markers (SSRs) พบวามี 2 
quantitative trait loci (QTLs) โดยต้ังอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 และ 12 ท่ีควบคุมลักษณะน้ี ปริมาณธาตุ
เหล็กมี 3 QTL บนโครโมโซมแทงที่ 2 8 และ12 (James et al., 2007) จากการศึกษา QTLs ของปรมิาณ
นํ้ามันของเมลด็ขาวโพด พบวาตําแหนงของ loci และจํานวนของ QTLท่ีควบคุมปริมาณนํ้ามันของ
เมล็ดขาวโพดนั้นอาจจะมีความแตกตางกนัได เม่ือใชพนัธุขาวโพด ชนิดและระยะหางของ marker และ
การวิเคราะหทางสถิติ ที่แตกตางกัน(Mangolin et al., 2004) และจากการใชความสัมพันธระหวาง 
Microsatellite marker และความตานทานตอโรคโคนเนา (stem rot  resistance) ในขาวพบวา 2 loci บน
โครโมโซมแทงที่ 2 และโครโมโซมแทงที่ 3 ที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรคโคนเนาในขาว ซ่ึงจาก
การบงช้ีของ molecular markers ที่มีความสัมพันธกับลกัษณะตานทานตอโรคโคนเนา  ทําใหการคัดเลือกใน
รุนแรก ๆ ของการปรับปรุงพนัธุมีความแมนยํามากย่ิงข้ึน (Ni et al., 2001) Diers et al. (1992) ใช genetic 
marker (RFLP) เพื่อการควบคุมทางพันธกุรรมของปริมาณโปรตีนในเมล็ดถั่วเหลือง พบวามี 2 QTL 
หลักท่ีควบคุมปริมาณโปรตีน ในประชากรระหวาง PI468916 (high protein) ผสมกับ A81-356022 (low 
protein) ซ่ึงพบวาตนทีแ่สดง allele homozygous ของ PI468916 มีความสัมพันธสูงกับปริมาณโปรตีนสูง 
และตนทีแ่สดง allele homozygous ของ A81-356022  มีความสัมพันธสูงกบัปริมาณโปรตีนต่ํา จากการศึกษา
ปรมิาณของน้ํามันในเมล็ด Arabidopsis ในประชากร recombinant inbred โดยใช AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism) marker พบวาถกูควบคุมโดย 2 major QTL และ 2 minor QTL คิดเปน 43 % ของ
ความแปรปรวนของปริมาณน้ํามันในประชากร (Hobbs et al., 2004) และจากการศึกษา Quantitative trait 
loci สําหรับลักษณะทนตออลูมินัมเปนพิษ โดยใช simple sequence repeats (SSRs) จํานวน 1028 SSR 
primers วิเคราะห linkage analysis โดยใชโปรแกรม JoinMap 3.0 และวิเคราะห QTL analysis ดวยวธิ ี
interval mapping พบ 2 QTL โดยยีนหลัก (major gene) ต้ังอยูบนโครโมโซมแทง 4D และยีนรอง 
(minor gene) บนโครโมโซมแทงท่ี 3BL ซ่ึง SSR marker ท่ีแสดงความสัมพันธแบบ close linked กับ 
QTLs แสดงวามีประสิทธิภาพที่จะนํามาใชสําหรับชวยในการคัดเลือก (marker-assisted selection, MAS) 
เพื่อปรับปรุงขาวสาลีพนัธุทนตออลูมินัมเปนพิษในโครงการปรับปรุงพันธุ (Zhou et al., 2007) 


