
  

บทท่ี 2 

ตรวจเอกสาร 

2.1 การขนสงและสะสมธาตเุหล็กในสวนตาง ๆ ของขาว 
ธาตุเหลก็เปนธาตุอาหารท่ีมีความสําคัญพบในใบและในสวนตาง ๆ ของเนื้อเย่ือ ธาตุเหล็กมี

บทบาทสําคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึมของพืช และมีความจําเปนสําหรับการสรางคลอโรฟลด 
(chlorophyll ) ธาตเุหลก็ถกูลําเลียงเขาสูตนพืช ผานผนังเซลลบริเวณราก และเขามาสูระบบทอลาํเลียง
นํ้าสําหรับสงผานไปยังอวัยวะเจริญทางลําตน (vegetative organ) หรืออาจจะเกบ็รักษาในลําตนหรือ
เนื้อเย่ือใบ ในบางกรณีมีการเคลื่อนยาย (mobilization) ผานทางทอลําเลยีงอาหาร และจะส้ินสุดการ
เคลื่อนยายลงเมื่อนําไปเก็บไวในหน่ึงเซลลหรือหลายเซลลที่แบงเปนสวน ๆ (ภาพที ่ 2.1) (Grusak and 
Dellapenna, 1999) 

การเคลื่อนยายธาตุเหลก็จากภายนอกเขาสูภายในพืชโดยผานทางผนังเซลล (cell wall) จาก
เซลลหน่ึงแลวตอไปยังเซลลถัดไป ในเซลลราก (apoplast หรือ free space) เปนการเคลื่อนยายแบบ 
passive process ซ่ึงเปนการเคลื่อนยายโดยการแพร (diffusion) หรือการไหลเปนมวลพรอมกับนํ้า (mass 
flow) (Marshner, 1995) หลังจากธาตุเหล็กถูกดูดเขาไปในเซลลของเนื้อเย่ือราก จะถกูสงตอไปยังทอน้ํา 
(xylem vessels) และทออาหาร (phloem vessels) เพื่อขนสงไปยังสวนตาง ๆ ของพืช ธาตุเหล็กถูกเก็บ
สะสมไวในชองวางอะโพพลาสต (apopalstic space) และแวคคิวโอล (vacuoles) (Briat and Lobreaux, 
1998) ในรูปของมัลติเมอริกโปรตีน (multimeric protein) เรียกวา เฟอริทิน (ferritin) โดยเฟอริทนิที่อยู
ในพลาสติด (plastids) และเฟอริทินในแตละสวนสามารถเก็บสะสมธาตุเหล็กไดถึง 4,500 อะตอม 
(Harrison and Arosio, 1996) การเคลื่อนยายของธาตุเหลก็ผานทอน้ําและทออาหาร และการเก็บในสวน
ตาง ๆ ของพืชในรูป Fe protein, Fe chelate หรือ phytoferritin จะถกูควบคุมความสมดุลใหมีการสะสม
ตํ่าที่สุดที่จะทาํใหพืชเกิดธาตุเหล็กเปนพิษ (Grusak and Dellapenna, 1999) 

การสะสมธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของพืชระหวางการเจริญเติบโต และการพัฒนาเปนกระบวนการ
ท่ีไมคงที่ (dynamic process) ซ่ึงเปนผลมาจากการควบคุมทั้งหมดของยีนที่แปลรหัส (encoding) โปรตีน 
สําหรับการขนสง และการเก็บสะสมธาตุเหล็กข้ึนอยูกบัพันธกุรรมของพืชและอิทธิพลจากส่ิงแวดลอม
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(Elizabecth et al., 2004) จาการศึกษาของ ทรายคํา (2549) พบวาในขาวแตละพันธุ มีกลไกการเคล่ือนยายธาตุ
เหล็กแตกตางกัน จึงทําใหมีการสะสมธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลองแตกตางกัน 

ราก 

รากพืชช้ันสูงไดรับธาตุเหลก็โดยใชวธิีการดังตอไปน้ี 

1) Strategy I เปนวธิีการท่ีมีการ reduction ของ ferric iron (Fe[III]-compound) กอนเพื่อจะเขา
สูผนังเซลลในรูปของ Fe2+ (ferrous)  ซ่ึงวิธีการน้ีจะใชในกลุมพืชใบเลี้ยงคูและกลุมใบเลีย้งเด่ียวท่ีไมใช
พืชตระกลูหญา  

2) strategy II ใชในกลุมพชืตระกลูหญา เชน ขาว ขาวสาลี ขาวโพด โดยจะอาศัย ferric 
chelators เรียกวา phytosiderophores ซ่ึงเปน peptides น้ําหนักโมเลกลุตํ่าที่ไดรับมาจาก methionine ซ่ึง
วิธกีารน้ีจะเปนความสัมพันธของรากและ chelate ferric iron ใน rhizosphere รากจะปลดปลอย 
phytosiderophores (PSs) เม่ือมีการดูดใชโดยบริเวณผิวช้ันนอกของราก หรือ cortical cell ธาตุเหล็กจะ
ถูกขนสงไปยงั root cortex ทันที สําหรับเขาไปสู xylem pathway ซ่ึงคาดวาอยูในรูป Fe (II)-chelatting 
peptide, nicotiamamine (NA) หรือในรูป Fe2+ คงที่และรวมกับตัวมันเองในเสนทางภายในเซลลไปยัง 
xylem parenchyma ซ่ึงธาตุเหล็กที่เคลื่อนที่ภายใน xylem parenchyma จะอยูในรูป Fe(III)-citruste (Hell 
and Stephan, 2003) กระบวนการขนสงใน xylem pathway น้ันธาตุเหล็กจะถกูสงไปยังอวยัวะตางๆ ที่
กําลังเกิดข้ึนทัง้หมด การรวมกันของปฏกิริยารดีอกซ pH equilibrium และกระบวนการขนสงตางๆ จะ
เปนตัวกําหนดธาตุเหล็กสุดทายภายในเน้ือเยื่อ รากมีความเขมขนของธาตุเหลก็นอยกวาใบ อีกทั้งยัง
พบเฟอริทินในสวนพลาสติดที่ไมมีสีเขียว (non-green plastid) และคาดวาเฟอริทินในพลาสติดจะอยูใน 
endodermal cell หลังจากทีดู่ดซึมเหล็กโดยเอพิเดอรมิส (epidermis) และคอรเทก (cortex) (Elizabecth 
et al., 2004) 
 
ใบ 

 ใบเปนอวัยวะหลักในการสะสมธาตุเหลก็ในพืช ซ่ึงรอยละ 80% ของธาตุเหลก็ถกูเก็บไวใน
สวนของคลอโรพลาสต (chloroplast) ซ่ึงเฟอริทนิ สวนมากจะถูกสะสมในสวนของพลาสติดท่ีไมมีสี
เขียว พบการแลกเปลีย่นธาตุเหล็กในระยะทีใ่บพัฒนาได ซ่ึงระดับเฟอริทนิจะเพิ่มขึ้นในใบทีก่ําลัง
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พัฒนา คลอโรพลาสตที่เจรญิเติบโตเต็มทีจ่ะพบโปรตีนนี้ในระดับตํ่า การบงช้ีการสังเคราะหนี้เปนตัว
ควบคุมการพฒันา นอกจากนี้ เฟอรทิินยังเปนแหลงของธาตุเหล็กซ่ึงธาตุเหลก็ท่ีบรรจุอยูภายในใช
สําหรับการสังเคราะหโปรตีน (iron-containing photosynthetic protein) (Elizabecth et al., 2004)  
 

 
 
ภาพ 2.1 แผนผังของกระบวนการขนสง (transport) และการสะสม (accumulation) ธาตุเหล็กของพืชทั้ง
ตน การควบคุมที่ทําใหเกิดการเคลื่อนยายธาตุเหล็กจากสวนหนึ่งไปยังสวนถดัไปประกอบดวยดังนี้ (A) 
ปรากฎการณการไดมา/การดูดซึมธาตุเหลก็ ประกอบดวยรากมีการปลดปลอยสารประกอบซึ่งก็คือ 
chelate หรือ solubilize soil Fe (B) การขนสงภายใน/ระหวางเซลล ประกอบดวยในสวนของ เนือ้เย่ือ
พ้ืนฐานของทอลําเลีย้งน้ํา (C) อัตราการหายใจของเน้ือเย่ือเจรญิเติบโตทางลําตน (D) ปรากฎการณการ
เก็บรกัษาและการหมุนเวียน (remobilization) (E) การแสดงออกของ Fe-chelate และความสามารถใน
การจุสําหรับ phloem Fe loading (F) Phloem transport capacity ของ photoassimilates จากแหลงที่สง
มา (G) การประสานงานของธาตุเหลก็ในตําแหนงของเนือ้เย่ือสวนที่อยูเหนือผิวดินผาน phloem-mobile 
สงสัญญาณโมเลกลุเพื่อควบคุมกระบวนการตาง ๆ ของราก (Grusak and Dellapenna, 1999)  
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เมล็ด 
 ธาตุเหลก็ในเมล็ดไดมาจากการหมุนเวียนของธาตุเหล็ก (remobilized) จากอวัยวะตาง ๆ ที่
เจรญิเติบโต ธาตุเหล็กในสวนที่อยูเหนือผวิดินถูกสงไปยัง sink โดยผาน phloem pathway (Grusak and 
Dellapenna, 1999) และถูกควบคุมโดยการขนสงและเคลื่อนยายของตําแหนงของแหลงท่ีสงมา (ใบ ลํา
ตน และโครงสรางท่ีเจรญิเติบโตทางลําตน) (Zhang et al., 2007) ในธญัพืช เชน ขาว พบวาธาตุเหล็ก
ของสวนที่อยูเหนือผิวดนิท้ังหมดมีเพียง 4 % ที่สงมายังเมล็ด และปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็รอยละ 20-
30 มาจากธาตุเหล็กในใบพชื ในถั่วเหลอืงพบวารอยละ 40-60 ของปริมาณธาตุเหล็กมาจากปมราก 
(Burton et al., 1998) การเกบ็รักษาธาตุเหล็กในเมล็ดจะถูกแบงไวในสองสวนหลัก คือ endosperm และ 
embryo โดย endosperm ประกอบดวย aleurone layer เปนเซลลที่มีชีวิต และ starch endosperm เปน
เซลลที่ตายแลว สวน embryo ประกอบดวยเซลลท่ีมีชีวติ ตัวอยางเชน scutellum, coleoptile, radicle 
coleorhiza และ epiblast (ภาพที่ 2.3) จากการศึกษาตําแหนงการสะสมธาตุอาหารในเมล็ดขาวโดยใช
เทคนิค histochemical พบวาบริเวณ embryo และ aleurone layer มี phytin granules ที่บรรจุแคลเซียม 
โพแทสเซียม และธาตุเหล็กจํานวนมาก (Krishnan et al., 2001) สําหรับ endosperm นั้นพบวาธาตุ
อาหารถูกสงเขาไปโดยผานเพียง 1 ทอของ ovular vascular ที่อยูดานหลังของรังไข ซ่ึง ovalar vascular 
เปนเพยีงแหลงเดียวที่เมล็ด (caryopsis) ใชเปนแหลงของธาตุอาหารสําหรับการพัฒนาเมลด็ (Krishnan 
and Dayanandan, 2003; Marentes and Grusak, 1998) การสะสมธาตุเหลก็เกิดข้ึนบริเวณคัพภะ (embryo) ซ่ึง
จากการศึกษา distribution และ mobilization ของธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของเมล็ดขาวโพดพบวา
ปริมาณธาตุเหล็กจะมีจํานวนมากบริเวณเปลือกหุมเมลด็ (seed coat) และเน้ือเย่ือคัพภะ (embryo tissue) 
ในขณะท่ีบริเวณ endosperm จะมีจํานวนนอยที่สุด (Bityutskii et al., 2001) จากการศึกษาโดยใชวธิีการ
ยอมสีเพริล์พรสัเซียนบล ู (Perls’ Prussian Blue) พบวาตําแหนงท่ีมีการติดสียอมมากท่ีสุดคือสวน
ของคัพภะ (embryo) และตดิสีออนในสวนของเยื่อหุมเมล็ด (aleurone layer) ซ่ึงเปนสวนของ pericarp 
และไมพบการติดสียอมในสวนของ endosperm และยงัพบความแตกตางในการติดสียอมของพันธุแตละ
พันธุที่มีปริมาณการสะสมธาตุเหล็กในเมล็ดแตกตางกัน (Prom-U-Thai, 2003) อีกทั้งจากการวิเคราะห
การสะสมของปริมาณธาตุเหล็กในสวนตาง ๆ ของตนขาวพบวาปริมาณธาตุเหลก็ที่สะสมในเมลด็เปนเพียง
สวนนอยมาก เม่ือเปรยีบเทียบกับปริมาณธาตุเหล็กทั้งหมดที่พืชดูดไปสะสมทั้งตน และพบการสะสมของ
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดไมมีความสัมพันธกับการสะสมของปริมาณธาตุเหล็ก ทั้งหมดในเมล็ด (Prom-
U-Thai, 2003) และการเพ่ิมปริมาณธาตุเหลก็ในดินอาจจะไมเปนประโยชนตอการเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็กใน
เมล็ดได (Grusak et al., 1999) จากการศึกษาของชนากานตและคณะ (2547) พบวาสัดสวนของปริมาณ
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ธาตุเหลก็ในเมล็ดตอปริมาณธาตุเหล็กในตนท้ังหมดของพันธุ IR68144 และ ขาวดอกมะล1ิ05 เทากับ 
1:42 และ 1:171 ตามลําดับ Graham et al. (1999)  พบวาในใบมีธาตุเหลก็สูงกวาในเมล็ด 20-50 เทา และ
ธาตุเหลก็ในเมล็ดจะถูกใชในชวงการงอกของตนออน หนวยยอยของเฟอริทินจะถูกสะสมในเมลด็ในชวง
การสุกแกจนถึงเมล็ดแหง (Lobreau and Briat, 1991) ความยาวรากของตนออนขาวโพดมีความสัมพันธ
กับปริมาณของธาตุเหลก็ในบริเวณคัพภะ (embryo/ scutellum) (Bityutskii et al., 2001) ซ่ึงการเพิ่ม
ปริมาณเหล็กที่เก็บสะสมในเมลด็ขาวเปนผลใหตนออนแข็งแรง และทําใหตนกลาเจรญิเติบโตไดดีเม่ือ
ปลูกในดนิที่มีธาตุเหลก็ตํ่า เปนขอดีอีกขอหน่ึงคือทําใหสามารถปรับปรุงผลผลิต เม่ือเปรียบเทียบกับ
เมล็ดที่มีปริมาณธาตุเหล็กที่เก็บสะสมในเมล็ดตํ่าเม่ือปลกูในพืน้ที่เดยีวกัน (Ross et al., 2003) จากการ
ปลูกขาวสาลพัีนธุที่มีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูงและมีประสิทธิภาพในการใชธาตุเหล็ก สามารถชวยลด
อาการใบเหลืองที่เกิดจากการขาดธาตุเหล็กได โดยเฉพาะเม่ือปลูกในในชวงตน ๆ ของฤดูปลูกขาวสาลี 
(Shen et al., 2002) ดังนัน้การเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็จึงเปนผลดีตอทั้งเกษตรกรและผูบรโิภค 
(Graham and Gregorio, 2001) 

 

ภาพ 2.3 การผาตามยาว (longitudinal section) ของเมลด็ขาว แสดงสวนประกอบตาง ๆ ในเมล็ดขาว 
(Wrigley et al., 2004) 
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2.2 ความแปรปรวนทางพันธกุรรมของลกัษณะปริมาณธาตอุาหารในพชื 

ในการปรับปรุงพันธุส่ิงที่สําคัญคือการพบความแปรปรวนของลักษณะที่ตองการปรับปรุง เพื่อใชเปน
แหลงพันธุกรรม ตัวอยางเชน การคัดเลอืกมันสําปะหลังจํานวน 632 ตัวอยาง จากตัวอยางทั้ง 5500 
ตัวอยางทัว่โลก พบวามีความแปรปรวนของปริมาณแคโรทีนต้ังแต 0.1-2.4 mg carotenes/100 g 
(Iglesias et al., 1997) ใน bread wheat พบวามีความแปรปรวนของปรมิาณธาตุสังกะสี และแมกนีเซียม 
โดยธาตุสังกะสีมีความแปรปรวนตั้งแต 15 – 35 ppm ธาตุแมกนีเซียมมีความแปรปรวน ต้ังแต 600 – 
1400 ppm (Oury et al., 2006) จากการประเมินตัวอยางของถ่ัวแดง (Phaseolus vulgaris L.) จํานวน 
1000 ตัวอยางที่ปลูกในพื้นทีเ่ดียวกันและปเดียวกัน พบวามีความแปรปรวนของปริมาณธาตุเหล็กต้ังแต 
34-89 μg/g มีคาเฉลี่ยเทากับ 55 μg/g สวนธาตุสังกะสีมีความแปรปรวนต้ังแต 21-54 μg/g มีคาเฉลี่ย
เทากับ 35 μg/g (Beebe et al., 2000) และจากการประเมินปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวสาลีจาก132 
ตัวอยาง ปลูกในแปลงที่เมือง El Batan ประเทศเม็กซิโก มีความแปรปรวนตั้งแต 28.8-56.5 μg/g และ
ต้ังแต 25.2-53.3 μg/g สําหรับปริมาณธาตเุหล็ก พบความแปรปรวนทางพันธกุรรมภายในเช้ือพันธุขาว
สาลี ซ่ึงเพียงพอที่จะนํามาเพิ่มปริมาณธาตุเหล็กและสังกะสีในเมลด็ขาวสาลี (Monasterio and Graham, 
2000) ปริมาณธาตุซิลีเนียมในเมล็ดขาวสาลีจํานวน 100 สายพันธุ พบความแตกตางในแตละสายพันธุ 
และไมพบความแตกตางในสายพันธุเดยีวกันท้ัง 2 ซํ้า (Lyons et al., 2005) จากการประเมินปริมาณธาตุ
เหล็กในเมลด็ขาวกลองของ 8 ประชากร จากประเทศจีน และบังคลาเทศ พบวาปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาว
มีความแปรปรวนทางพันธกุรรม โดยมีคาเหล็กอยูในชวงระหวาง 6.3 – 24.4 μg/g ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด
ขาวที่สูงอยูในชวงระหวาง 18 - 22 μg/g โดยพบในขาวท่ีมีกลิ่นหอม (aromatic rice) ตัวอยางเชน Jalmagna, 
Zuchem และ Xua Bue Nuo (Gregorio et al., 2000) จากการวเิคราะหปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาว
จํานวน 939 ตัวอยาง พบวาปริมาณธาตุเหล็กอยูในชวงระหวาง 7.5 – 24.4 μg/g  มีคาเฉลี่ย 12.2 μg/g  
โดยสวนมากพบพันธุธาตุเหล็กสูงในขาวพันธพุื้นเมือง สวนในขาวพนัธุปรับปรุงไมพบวามีปริมาณธาตุ
เหล็กสูงในการศึกษาครั้งน้ี จากการเปรียบเทียบพบวาขาวที่มีกลิ่นหอมมีปริมาณธาตุเหลก็ในเมล็ดสูง
กวาขาวที่ไมมีกลิ่นหอม (Senadhira et al., 1998) ในการปรบัปรุงพันธุขาวและขาวสาลีพันธุมักใหความ
สนใจในการเพิม่ผลผลติ และความตานทานโรค จึงทาํใหไดพันธุสมัยใหมที่มีปรมิาณธาตุเหลก็และสังกะสีใน
เมล็ดนอยกวาพันธุดั้งเดมิ ดงัน้ันจึงสามารถใชพนัธุดั้งเดมิหรือพันธุปามาเปนพันธุพอแมในการปรบัปรุง
พันธุพืชใหมีปริมาณธาตุเหลก็ในเมล็ดใหสูงข้ึนได (Graham et al., 1999) ตัวอยางเชน ขาวสาลีพนัธุปา
ท่ีมีความแปรปรวนท่ีกวาง คือมีปริมาณเหล็ก 25 -26 ppm จึงนํามาใชผสมพันธุขาวสาลรีะหวางพันธุปา
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กับพันธุปลกูเพื่อเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็ก (Monasterio and Graham, 2000; Frossard et al., 2000) ไดมีการ
รวบรวมเมล็ดพันธุขาวของไทยมาวิเคราะหปริมาณธาตุเหล็ก พบวาขาวพันธุหลักของไทยสวนมากมี
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดตํ่า โดยเฉพาะในพันธุขาวหอมที่นิยมปลกูและบรโิภคกันอยางกวางขวาง เชน 
ขาวดอกมะล ิ105 กข 6 และหอมคลองหลวง  เม่ือเปรียบเทียบกับขาวพันธุ IR68144 ซ่ึงเปนพันธุมาตรฐานและ
ปรับปรุงใหมีผลผลิตและปริมาณธาตุเหลก็สูงจากสถาบันวจัิยขาวนานาชาติ (IRRI) อยางไรกต็ามพบวามีขาว
พันธุพืน้เมืองของไทยบางพันธุที่มีปริมาณธาตุเหลก็ในเมลด็สูงเทียบเทากับพันธุ IR68144 ตัวอยางเชน พันธุ 
CMU122 CMU123 และ CMU124 (Prom-U-Thai, 2003) การพบพนัธุขาวพื้นเมืองท่ีมีปริมาณธาตเุหล็กใน
เมล็ดสูง จะเปนประโยชนสําหรับใชในการปรับปรุงพนัธุ  จากการศึกษาของทรายคํา (2549) พบความ
แปรปรวนท่ีเปนผลมาจากพนัธุกรรมในขาวพันธุพืน้เมืองท่ีไดรับจากแตละเกษตรกร โดยมีความแปรปรวน
ระหวางช่ือพันธุ ภายในช่ือพนัธุเดียวกัน และภายในตัวอยางของแตละเช้ือพันธุ   

2.3 การควบคุมทางพันธกุรรมของลักษณะธาตอุาหาร ในพืช 

Graham and Welch (2002) พบวาการปรบัปรุงพันธุเปนวธิีการท่ีสามารถใชประโยชนสําหรับ
เพิ่มปริมาณธาตุในเมล็ดไดดโีดยไมลดผลผลิต จากการศกึษาปลูกขาวในดินที่ขาดธาตุอาหารแลวใสปุย 
พบวาพืชมีปรมิาณธาตุอาหารเพียงเล็กนอยเม่ือเทียบกับจํานวนธาตุอาหารท่ีพบในดนิ ดังนั้นการใสปุยมี
ประสิทธิภาพนอยในการเพิม่ปริมาณธาตุอาหารในพืช โดยเฉพาะในเมลด็ที่จะมีการพัฒนาหลังจากใส
ปุยประมาณหน่ึงเดือน แสดงวาพันธุกรรมมีอิทธิพลมากกวาการขาดแคลนธาตุอาหารในดิน ซ่ึงในการ
ปรับปรุงพันธุน้ันตองศึกษาถึงการควบคุมทางพันธกุรรมเพ่ือใชประโยชนสําหรับการคัดเลือกพันธุให
ไดประสิทธภิาพสูงสุด จากการทดลองโดยใชพันธุพืน้เมืองจํานวน 4 พันธุ ที่มีปรมิาณธาตุเหล็กสูง คือ 
Azucena, Basmati370, Xua Bue Nuo และ Tong Lang Mo Mi ใชพันธุปรับปรุงอีกจํานวน 3 พันธุ คือ 
IR36, IR64 และ IR72 พบความแตกตางระหวางคูผสม และพอแม และเมื่อปลกูทดสอบในลูกผสมช่ัวที่ 
1 พบวามีความแตกตางของปริมาณธาตุเหล็กในแตละคูผสม พันธุพอแมและลูกผสมช่ัวที่ 1 แสดงวา
พันธกุรรมมีผลตอปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด และจากปริมาณธาตุเหลก็ในลูกผสมช่ัวที่ 1 พบวาลกัษณะ
ปริมาณธาตุเหล็กถูกควบคุมดวยยีนแบบบวกสะสม (additive gene)  และยีนเดน (dominant gene) 
สภาพแวดลอมมีผลนอยกวาพันธกุรรม (Gregorio et al., 2000) และมกีลุมยีน 3 กลุม มีความสัมพันธกับ
ลักษณะเหล็กสูง และกลุมของยีนนี้พบวาตั้งอยูบนโครโมโซมท่ี 7, 8 และ 9 กลุมของยีน 3 กลุมนี้มี
ความจําเพาะสําหรับความมีกลิ่นหอม ซ่ึงต้ังอยูบนโครโมโซม 5, 7 และ 8 นอกจากน้ีพบวามียีน 2 ตัว ที่
มีความสัมพันธกับลกัษณะธาตุเหล็กสูงและความมีกลิน่หอมบน 2 โครโมโซมนี ้ (Gregorio, 2002) ซ่ึง
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การจะทราบถึงการควบคุมทางพันธกุรรมตอปริมาณธาตเุหล็กในเมล็ดขาว สามารถศึกษาไดจากพฤติกรรม
การแสดงออกของยีนที่ควบคุมปริมาณธาตเุหล็กในเมลด็ขาวจากลูกผสมช่ัวที่ 1 และพบวาปริมาณธาตุเหล็ก
และสังกะสีมีความสัมพันธกนั ดังนั้นในการปรับปรุงพันธุปริมาณธาตุเหล็กอาจสามารถเพิ่มปริมาณสังกะสี
ใหเพ่ิมข้ึนได (Frossard et al., 2000) จากการศึกษา Cichy et al., (2005) โดยการผสมพันธุระหวางพันธุ
ปริมาณธาตุสังกะสีในเมล็ดสูง (Voyager) กับพันธุธาตุสังกะสีตํ่า (Albinon) พบวาการถายทอดทาง
พันธกุรรมของปริมาณสังกะสีในถัว่ navy น้ันถกูควบคุมดวยยีนหลัก 1 ยีน และลกัษณะปริมาณสังกะสีใน
เมล็ดสูงถูกควบคุมดวยยีนขม (dominant)และจากการศึกษาอิทธิพลทางพันธกุรรมของธาตุเหลก็ สังกะสี
และแมงกานีสในขาว black pericarp (indica) พบวาถูกควบคุมดวยยีนในนิวเคลียส การแสดงออกของยีน
เปนแบบบวกสะสม (additive) อีกทั้งยังพบความสัมพันธระหวางปริมาณธาตุอาหารกับลกัษณะของ
เมล็ดคือ น้ําหนัก 100 เมล็ด ความยาว ความกวาง และรูปรางเมล็ด ดังนั้นการคัดเลือกลักษณะของเมล็ด
อาจจะเปนวธิหีนึ่งที่จะชวยในการคัดเลือกโดยออมสําหรบัการปรับปรุงพันธุเพื่อเพิ่มปริมาณธาตุเหลก็ 
สังกะสีและแมงกานีสในเมลด็ขาวได และกลาววาลักษณะของปริมาณธาตุอาหารเปนลักษณะทางปริมาณ 
(Zhang et al., 2004) ซ่ึงลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait) ถูกควบคุมดวยยีนจํานวนมาก 
(polygene) ความแปรปรวนของฟโนไทป (phenotype) ไมไดเกดิจากจโีนไทป (genotype) เพียงอยาง
เดียวแตมีสภาพแวดลอมเขามารวมดวย และมีการกระจายตัวแบบตอเน่ือง (continuous distribution) 
(Kearsey and Pooni, 1996) นอกจากนีก้ารศึกษาปริมาณธาตุเหล็กใน ear-leaves พบวาเปนลักษณะทาง
ปริมาณ ซ่ึงถูกควบคุมดวยยีนขม (dominant) และบวกสะสม (additive) (Chen et al., 2007) จากการทดสอบ
พันธุของถั่ว chickpea (Cicer arietinum L.) พบวาเมลด็ที่มีนํ้าหนักเบามีความสัมพนัธ (linkage หรือ 
pleiotropy) รวมกับปริมาณแคลเซียมในเมลด็สูง และลักษณะปริมาณแคลเซียมมีการกระจายตัวอยางอิสระ 
ทําใหสามารถปรับปรุงพันธุท่ีมีปริมาณแคลเซียมสูงและเมล็ดใหญได ซ่ึงเปนท่ีตองการอยางกวางขวางของ
ประชากรในเขตตะวนัออกกลาง (Abbo et al., 2000) ปริมาณ phytic acid ในเมล็ดขาวฟางถูกควบคุมดวยยีน
แบบบวกสะสม (additive gene) และ ไมบวกสะสม (non-additive gene) ซ่ึงในโครงการปรับปรุงพันธุนั้น
เหมาะสมสําหรับการใช recurrent selection ในการปรับปรงุพันธุใหมีปรมิาณ phytic acid ตํ่า ซ่ึง phytic acid 
เปนตัวยับย้ังความเปนประโยชนของธาตุเหล็ก สังกะสี แคลเซียม แมกนีเซียม และโมลบิดินัมในเมล็ด
ธญัพืช (Satija and Thukral., 1985) การศกึษาของ Wang-da et al. (2006) พบวาสามารถลดการสะสม
ปริมาณโลหะหนัก Cd Cr As และ Ni ในเมล็ดขาวโดยการใชพันธุที่มีปริมาณการสะสมตํ่า Iglesias et al 
(1997) ศึกษาถึงพันธุกรรมของปริมาณแคโรทีนในรากของมันสําปะหลัง และสีของราก พบวาถกู
ควบคุมดวยยีนหลักจํานวน 2 คูและมีอิทธิพลของ epitasis รวมดวย และจากการศึกษาการถายทอดทาง
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พันธุกรรมของความทนทานตอการขาดธาตุสังกะสีของขาวบารเลยโดยใชการสังเกตอาการขาดมาใชในการ
คัดเลือกลกูผสมช่ัวที่ 2 พบวาถูกควบคุมดวย 1 ยีน และมีการแสดงออกของยีนเปนแบบบวกสะสม (Genc 
et al., 2003) จากการปรับปรงุพันธุขาวเพื่อทนตอสภาพดินเค็ม โดยปลกูลูกผสมช่ัวที ่1 และพันธุพอแม
ในสภาพดินเค็ม พบวาปริมาณโซเดียมและแคลเซียมมีการแสดงออกของยีนเปนแบบบวกสะสม และ
แบบขม (Mahmood et al., 2004) ปรมิาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวโพดนั้นองคประกอบทางพันธุกรรมมี
อิทธิพลคิดเปน 12 เปอรเซ็นต ของความแปรปรวนทั้งหมดของปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด และมี 29 
เปอรเซ็นต สําหรับธาตุสังกะสีในเมล็ด สภาพแวดลอมไมมีผลทางสถิติตอปริมาณธาตุเหล็กและสังะสี แต
พบวามีปฏิกรยิารวมกนัระหวางจีโนไทปกบัสภาพแวดลอม (Oikeh et al., 2003) ลกัษณะความทนทาน
ตออาการใบเหลืองท่ีเกดิจากการขาดธาตุเหลก็ถกูควบคุมดวยยีนเดน และถกูควบคุมดวย nonalleic genes 2 ชุด 
ซ่ึงคือการแสดงออกรวมกันของยนีตางตําแหนง (Hoan et al., 1992)  

 

2.4 การวิเคราะหตาํแหนงยนีท่ีควบคุมลกัษณะสําคัญทางเกษตรโดยใชเครือ่งหมายโมเลกลุ (Moleular 
marker) 

จีโนม คือ จํานวนโครโมโซมหรือปรมิาณดีเอ็นเอท่ีมีในเซลลหรือในส่ิงมีชีวิตหนึ่ง ซ่ึงมีความ
แตกตางกันในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ขาวเปนพืชท่ีมีการพัฒนาในดานจโีนมเปนอันดับตน ๆ เน่ืองจากเปนพืช
ท่ีมีจีโนมขนาดเลก็ (Mackill, 2003) มีโครโมโซมจํานวน 12 แทง และใชเปนพืชตนแบบใน molecular 
biology ของพืชใบเลีย้งเด่ียว ขาวมีขนาดจีโนมประมาณ 0.45 x 109 bp (McCouch and Doerge, 1995, 
McCouch et al., 1997 และ Coffman et al., 2004)โดยมคีวามสัมพันธกับพืชตระกลูหญา มีขนาดจีโนม
เล็กที่สุดในพชืใบเลีย้งเดีย่วที่ไดมีการศึกษามาแลว โดยมีดีเอ็นเอ 20% ของขาวโพด และ 3% ของขาว
สาลี (Xu, 2002) และมีขนาดจีโนมใหญกวา Arabidopsis ซ่ึงเปนพืชตนแบบของพืชใบเลี้ยงคู 3 เทา 
(Motoyuki, et al., 2002)  

ปจจุบันไดมีการนําเทคโนโลยชีีวภาพเขามาชวยในการปรับปรุงพันธุ เพ่ือเปนการเพิ่มประสิทธภิาพ
ในการปรับปรุงพันธุ พืช ซ่ึงก็คือเทคโนโลยีชีวภาพทางดานอณูพันธุศาสตร (molecular genetics) โดย
ใชเครื่องหมายโมโลกุล (molecular marker) สําหรับศึกษาตําแหนงยีนลักษณะตาง ๆ ทีสํ่าคัญ เชน ปริมาณ
ธาตุอาหารท่ีสําคัญตอโภชนาการของมนุษย ความทนทานตอสภาวะเครยีดตาง ๆ เชน  อลูมินัมเปนพษิ  ซ่ึง
สวนใหญลักษณะสําคัญทางเกษตรนั้นเปนลักษณะทางปรมิาณ (Quantitative traits) โดยลักษณะปรมิาณนี้
ถูกควบคุมโดย polygene และสิ่งแวดลอมมีอิทธพิลรวมดวย (Xu, 2001) Microsatellite marker เปนเครื่องหมาย
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โมเลกลุชนดิหนึ่งที่นํามาศึกษาตําแหนงยีนที่ควบคุมลกัษณะที่ศึกษานัน้  ๆ โดยศึกษาจากความสัมพันธระหวาง 
Microsatellite maker และลักษณะท่ีศึกษา เม่ือทราบถึงตําแหนงยีนท่ีแนนอนสามารถนาํมาใชประโยชนเพ่ือ
ชวยในการคัดเลือก (marker-assisted selection, MAS) ซ่ึงทําใหสามารถคัดเลือกไดในช่ัวแรก ๆ ของ
โครงการปรับปรุงพันธุ ใหมีความแมนยําสูงในการคัดเลือก เนื่องจากเปนการคัดเลือกจากจโีนไทป 
(Masojc, 2002, Francia et al., 2005)  

 Microsatellite  หรือ Simple Sequence Repeat (SSR) เปนกลุมดเีอ็นเอทีมี่เบสซํ้า (repetitive DNA) 
ความผันแปรของจํานวนเบสซํ้าในจีโนมของส่ิงมีชีวิตสามารถประยกุตใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลในการ
แยกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตไดดี โดยทีโ่พลีมอรฟซึม (polymorphism) ที่เกิดข้ึนน้ันเปนผลเนื่องมาจาก
จํานวนครั้งของเบสซํ้าของ microsatelliteในโลกัส (locus) หนึ่ง ๆ (Powell et al., 1996) microsatellite 
ประกอบดวยเบสซํ้าตอเน่ือง (tandom repeat) ซ่ึงมีตั่งแต 1-6 เบส โดยเบสซํ้า 1 เบสเรียกวา mono-
nucleotide repeat เชน (A)n ซํ้าสองเบสเรียกวา di-nucleotide repeat เชน (CA)n ซํ้าสามเบสเรียกวา tri-
nucleotide repeat เชน (TAA)n และซํ้าส่ีเบสเรียกวา tetra-nucleotide repeat เชน (GATA)n โดยที่ n เปน
จํานวนซํ้า (สุรีพร 2546) และเบสซํ้าเหลานี้มักมีลาํดับเบสที่จําเพาะ (unique sequences) อยูบริเวณรอบ 
ๆ เบสซํ้าตอเนื่องจากลักษณะเฉพาะ สามารถนํามาพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกลุได โดยการออกแบบ
ไพรเมอรที่สามารถเขาคูกับเบสจําเพาะ (unique sequences)ซ่ึงไพรเมอรจะเปนจุดเริ่มตนของการเพ่ิมปรมิาณ
ดีเอ็นเอสวนท่ีเปนเบสซํ้าตอเนื่องที่อยูระหวางเบสจําเพาะ ความแตกตางของชิ้นดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ ซ่ึง
เกิดจากจํานวนครั้งของเบสซํ้าที่ไมเทากันนี้ใชบอกความแตกตางระหวางส่ิงมีชีวิตได (Powell et al., 
1996) จากการคัดเลือกเพือ่ทําหองสมุดจีโนมของขาว พบวาในขาวมีประมาณ 5,700-10,000 
microsatellites (McCouch et al., 1997) ซ่ึงเปนเทคนิคทีใ่หขอมูลความแตกตางระหวางพันธุสูง มี high 
copy number กระจายอยูทัว่จีโนมขาว และมีการพบ primer เปนจํานวนมาก นอกจากนี้ยังเปนเทคนิคที่มีการ
ถายทอดเหมือนกับกฎของเมนเดล คือ codominant marker  ทําใหสามารถแยกความแตกตางของพันธุกรรมระหวาง 
homozygous และ heterozygous ได (Liu and Cordes, 2004) โดย microsatellite markers สามารถแยกความแตกตาง 
(polymorphism) ท้ังระหวาง species และ subspecies อีกท้ังสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงายโดยใช
เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) (Akagi et al., 1996) และ มีการนําเครื่องหมายโมเลกลุมาใช
ทําใหการวิเคราะหจีโนมเปนไปอยางรวดเรว็ ซ่ึงเครื่องหมายโมเลกลุสามารถศึกษาได โดยไมข้ึนกับ
สภาพแวดลอม ไมข้ึนกับระยะของการเจรญิเติบโตและอวัยวะใด (Xu, 2001, Francia et al., 2005 
สุรินทร, 2545)   
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และการศึกษาตําแหนงยีนในชวง 10-15 ปที่ผานน้ี มักข้ึนอยูกับ QTL mapping ซ่ึงเปนการศึกษา
ตําแหนงของยนีโดยใชสัมพันธของ molecular marker กบัลักษณะทางปริมาณ จึงเรยีกวา quantitative trait 
locus (QTL) ศึกษาในประชากรท่ีมีการกระจายตวัเชน ลูกผสมช่ัวท่ี 2 back-crosses recombinant inbred lines 
(RILs) double haploid (DH) lines หรือประชากรในธรรมชาติ ซ่ึงเปนวธิีการท่ีสามารถเปนไปได โดยเปน
การบงช้ีความแตกตางของพันธุ (polymorphism) ท่ีระดับดีเอ็นเอ (Kearsey, 2001) ไดมีการพฒันา  linkage 
map และขอมูลของ microsatellite makers ในขาวเปนอยางมาก (1 micosatellite marker มีระยะหาง
ประมาณ 15-20 cM) ซ่ึงทําใหมีความเปนไปไดอยางมากในการคนหาความสัมพันธระหวาง marker 
และลกัษณะไดทั่วทั้งขนาดจีโนม (McCouch et al., 1997, Xu, 2002) ซ่ึงสามารถนํามาชวยในงาน
ปรับปรุงพันธุ และไดมีการพัฒนาวธิีที่ชวยใหการวิเคราะหความสัมพนัธระหวาง molecular marker กับ
ลักษณะเพื่อบงช้ีตําแหนงยีนของลักษณะนั้น ๆ ใหมีประสิทธิภาพมากย่ิงข้ึนเรยีกวา bulk segragant analysis 
(BSA) (Milchelmore et al., 1991) โดยเทคนิค BSA ประกอบดวยการรวมดีเอ็นเอจากแตละตัวอยางของ
ประชากรท่ีมีการกระจายตวัโดยแบงเปนกลุมที่มีแสดงคาสูงสุด และกลุมทีแ่สดงคาตํ่าสุด เปรียบเทียบ
ความแตกตางระหวางกลุมของ bulked DNA ซ่ึงจะเปนการบงช้ีเฉพาะบรเิวณของ locus เปาหมาย ซ่ึง  
marker ใด ๆ ทําให 2 bulked นี้เกิดความแตกตางกันสามารถสันนิษฐานไดวา marker น้ัน ๆ มีความสัมพันธ
กับยีนของลักษณะที่ศึกษา (Cakir and Karakousis, 2000) สําหรับวิธกีารทางสถิติที่ทําใหการวิเคราะห QTL 
เพื่อความเทีย่งตรงมี 2 วธิี คือ interval anslysis และ regression analysis (Zeng, 1993) โดย interval analysis 
เปนวธิีที่พิจารณาถึง marker ที่อยูขนาบขางของ QTL เรยีกวา flanking markers ระยะหางของ flanking 
markers ประมาณ 15 - 35 cM และจะใชคา maximum LOD (likelihood) ท่ีบงช้ีถึงความเปนไปไดของ
ตําแหนง QTL สําหรับวิธ ีregression analysis นั้นเปนการวเิคราะหถึงความสัมพันธของทุก ๆ marker ที่
แสดงขอมูลกบั QTL โดยทุก marker เปนอิสระตอกนัและใชคํานวณความแปรปรวน locus หรือ loci ของ 
QTL ลักษณะท่ีสนใจ ซ่ึงทั้งสองวิธีนี้สามารถทําไดดวยการคํานวณเองหรือใชโปรแกรมคอมพิวเตอร ใน
การวิเคราะห เชน โปรแกรม MAP Manager QTXb20 (Cakir and Karakousis, 2000) 

มีการนําเทคนิค Microsatellite  เพ่ือบงช้ีถึงยีนท่ีควบคุม foliar trigonelline (TRG) content โดย
ใช Microsatellite marker ทั้งหมด 20 linkage groups ท่ีถกูเลือกท่ีระยะหาง 25 cM จากแผนที่พนัธุกรรม
ของถั่วเหลืองพบวามี 6 molecular linkage groups ไดแก B2, C2, D2, G, J และ K ที่ถูกบงช้ีวามี
ความสัมพันธกับ foliar TRG accumulation และมีโครโมโซม 2 ตําแหนงที่ถูกบงช้ีใน linkage group J 
และ C2 ของแผนทียี่นของถัว่เหลืองที่มีความสัมพันธกับ foliar TRG accumulation ซ่ึงในตําแหนงของ
โครโมโซมมีความสัมพันธกับ 4 minor loci บน linkage groups ที่แตกตางกัน ซ่ึงอธิบายไดวา foliar 
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TRG accumulation ถูกควบคุมดวยหลาย ๆ ยนีท่ีแตกตางกัน (Youngkoo et al., 2002 ) และจากการ
สรางประชากร double haploid คูผสมระหวาง IR68144 x Azucena เพ่ือศึกษาตําแหนงยีนของปริมาณ
ไฟเตท (phytate) และธาตุอาหารอ่ืน ๆในเมล็ดขาว โดยใช 437 microsatellite markers (SSRs) พบวามี 2 
quantitative trait loci (QTLs) โดยต้ังอยูบนโครโมโซมแทงที่ 5 และ 12 ท่ีควบคุมลักษณะน้ี ปริมาณธาตุ
เหล็กมี 3 QTL บนโครโมโซมแทงที่ 2 8 และ12 (James et al., 2007) จากการศึกษา QTLs ของปรมิาณ
นํ้ามันของเมลด็ขาวโพด พบวาตําแหนงของ loci และจํานวนของ QTLท่ีควบคุมปริมาณนํ้ามันของ
เมล็ดขาวโพดนั้นอาจจะมีความแตกตางกนัได เม่ือใชพนัธุขาวโพด ชนิดและระยะหางของ marker และ
การวิเคราะหทางสถิติ ที่แตกตางกัน(Mangolin et al., 2004) และจากการใชความสัมพันธระหวาง 
Microsatellite marker และความตานทานตอโรคโคนเนา (stem rot  resistance) ในขาวพบวา 2 loci บน
โครโมโซมแทงที่ 2 และโครโมโซมแทงที่ 3 ที่ควบคุมลักษณะตานทานตอโรคโคนเนาในขาว ซ่ึงจาก
การบงช้ีของ molecular markers ที่มีความสัมพันธกับลกัษณะตานทานตอโรคโคนเนา  ทําใหการคัดเลือกใน
รุนแรก ๆ ของการปรับปรุงพนัธุมีความแมนยํามากย่ิงข้ึน (Ni et al., 2001) Diers et al. (1992) ใช genetic 
marker (RFLP) เพื่อการควบคุมทางพันธกุรรมของปริมาณโปรตีนในเมล็ดถั่วเหลือง พบวามี 2 QTL 
หลักท่ีควบคุมปริมาณโปรตีน ในประชากรระหวาง PI468916 (high protein) ผสมกับ A81-356022 (low 
protein) ซ่ึงพบวาตนทีแ่สดง allele homozygous ของ PI468916 มีความสัมพันธสูงกับปริมาณโปรตีนสูง 
และตนทีแ่สดง allele homozygous ของ A81-356022  มีความสัมพันธสูงกบัปริมาณโปรตีนต่ํา จากการศึกษา
ปรมิาณของน้ํามันในเมล็ด Arabidopsis ในประชากร recombinant inbred โดยใช AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism) marker พบวาถกูควบคุมโดย 2 major QTL และ 2 minor QTL คิดเปน 43 % ของ
ความแปรปรวนของปริมาณน้ํามันในประชากร (Hobbs et al., 2004) และจากการศึกษา Quantitative trait 
loci สําหรับลักษณะทนตออลูมินัมเปนพิษ โดยใช simple sequence repeats (SSRs) จํานวน 1028 SSR 
primers วิเคราะห linkage analysis โดยใชโปรแกรม JoinMap 3.0 และวิเคราะห QTL analysis ดวยวธิ ี
interval mapping พบ 2 QTL โดยยีนหลัก (major gene) ต้ังอยูบนโครโมโซมแทง 4D และยีนรอง 
(minor gene) บนโครโมโซมแทงท่ี 3BL ซ่ึง SSR marker ท่ีแสดงความสัมพันธแบบ close linked กับ 
QTLs แสดงวามีประสิทธิภาพที่จะนํามาใชสําหรับชวยในการคัดเลือก (marker-assisted selection, MAS) 
เพื่อปรับปรุงขาวสาลีพนัธุทนตออลูมินัมเปนพิษในโครงการปรับปรุงพันธุ (Zhou et al., 2007) 


