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บทคัดย่อ: การศึกษาการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของลักษณะต้านออกซิเดชันในข้าวกล้องเป็นข้อมูลพื้นฐานสำคัญเพื่อการประมาณความ
เป็นไปได้ของการคัดเลือกข้าวที่มีสารต้านออกซิเดชันสูง ในประชากรรุ่นลูกจากคู่ผสม “RD41” × “Riceberry”  ประชากรนี้ได้ถูกสร้าง
ขึ้นและปลูกที่ศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานีระหว่างเดือนสิงหาคม 2559 ถึงเดือนธันวาคม 2560 วัตถุประสงค์คือ ศึกษาการถ่ายทอดลักษณะ
ต้านออกซิเดชันของข้าวกล้องในประชากรรุ่น F2 ที่ได้จากคู่ผสม “RD41” (P1) × “Riceberry” (P2) เมล็ดข้าวกล้องของ P1 P2 F1 และ 
F2 ถูกนำมาสกัดด้วย 1% HCl ในเมธานอล จากนั้น ปริมาณของลักษณะต้านออกซิเดชันที่ประกอบด้วย ปริมาณสารฟีโนลิคทั้งหมด 
(TPC) ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (TFC) และปริมาณสารแอนโทไซยานินท้ังหมด (TAC) ส่วนฤทธ์ิต้านออกซิเดชันประกอบด้วยวิธี 
ABTS radical scavenging (ABTS) และ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) ได้ถูกวิเคราะห์ ผลการศึกษา พบว่าสีของเยื่อ
หุ้มเมล็ดข้าวควบคุมด้วยยีนด้อยสองคู่ ส่วนการกระจายความถี่ของลักษณะต้านออกซิเดชันของข้าวรุ่น F2 เป็นการกระจายอย่างต่อเนื่อง
และไม่เป็นโค้งปกติ นอกจากน้ี การกระจายตัวยังแสดงว่าเกินขอบเขตของพ่อแม่ สหสัมพันธ์ในเชิงบวกต่อกันสูงระหว่างทุกลักษณะต้าน
ออกซิเดชัน (r=0.910-0.973, p=0.01) ค่าสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนเนื่องจากพันธุกรรม (GCV) สัมประสิทธิ์ความแปรปรวนของ
ลักษณะปรากฏ (PCV) อัตราพันธุกรรม (H2) และค่าร้อยละความก้าวหน้าทางพันธุกรรม (%GA) แสดงค่าสูงและอยู่ในช่วงจาก 40.08-
117.62  44.13-124.35 0.82-0.94 และ 75.16-229.74 ตามลำดับ และความแตกต่างระหว่าง GCV และ PCV มีค่าต่ำและอยู่ในช่วง
จาก 1.57-6.73 ผลการทดลองทั้งหมดเสนอให้เห็นว่าลักษณะต้านออกซิเดชันของประชากรนี้ถูกแสดงออกด้วยการถ่ายทอดเชิงปริมาณ
ของยีนหลายตำแหน่ง ถูกควบคุมด้วยยีนด้อย และถูกบ่งช้ีว่าได้รับอิทธิพลจากยีนมากกว่าสภาพแวดล้อม ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ของ
การคัดเลือกพันธุ์ข้าวเพื่อให้มีลักษณะสารต้านออกซิเดชันสูงจากประชากรนี้ได้เป็นผลสำเร็จ 
คำสำคัญ: Oryza sativa L.; ปรมิาณสารต้านออกซิเดชัน; ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน; ร้อยละความก้าวหน้าทางพันธุกรรม; อัตราพันธุกรรม; 
การถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรม 
 
ABSTRACT: A study on inheritance of antioxidant traits in brown rice was an important basic genetic information for 
estimating the possibility of rice selection with high antioxidant traits in the progeny population of “RD4 1 ”  × 
“Riceberry. This population was generated and planted at Pathumthani Rice Research Center between August 2016 
and November 2017. The objective was to study the inheritance of antioxidant traits of brown rice in the F2 
population derived from RD41 (P1) × Riceberry (P2). The brown rice of P1, P2, F1, and F2 were extracted with 1% (v/v) 
hydrochloric acid in methanol. Then, the content of the antioxidant traits including total phenolic content (TPC), 
total flavonoid content (TFC) and total anthocyanin content (TAC), and antioxidant activity including ABTS radical 
scavenging assay (ABTS), and Ferric reducing antioxidant power (FRAP) were analyzed. The results found that the 
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colors of rice pericarp were regulated by two recessive genes, and the frequency distributions of F2antioxidant traits 
were continuous and non-normal distribution. Furthermore, the distribution showed transgressive segregation. The 
high positive correlations between all antioxidant traits were detected (r=0 . 910 - 0 . 973 , p=0 . 01 ) .  The genotypic 
coefficient of variation (GCV), phenotypic coefficient of variation (PCV), heritability (H2 ) , and percentage of genetic 
advance (%GA) exhibited the high value and ranged from 40.08-117.62, 44.13-124.35, 0.82-0.94 and 75.16-229.74, 
respectively and the difference between GCV and PCV were low value and ranged from 1 . 5 7 - 6 . 7 3 .  The results 
suggested that the antioxidant traits in this population were expressed by quantitative inheritance of polygene, 
regulated by recessive genes, and indicated to be influenced by genes rather than the environment. Consequently, 
the possibility of selection in rice cultivar for the antioxidant traits from this population was successful.    
Keywords: Oryza sativa L.; antioxidant compound; antioxidant capacity; percentage of genetic advance; 
heritability; Inheritance  
 
บทนำ 

 ข้าว (Oryza sativa L., 2n=24) เป็นธัญพืชที่มีความสำคัญต่อประชากรโลก เนื่องจากข้าวเป็นอาหารหลักที่ใช้บริโภคใน
หลายประเทศ และปัจจุบันผู้บริโภคมีความสนใจเกี่ยวกับสุขภาพ จึงมีความใส่ใจการเลือกรับประทานอาหารมากขึ้น การบริโภคข้าวจึง
นิยมเลือกบริโภคข้าวกล้อง (brown rice) ซึ่งเป็นข้าวท่ีผ่านการสีเพื่อเอาแกลบออกเท่านั้นทำให้เมล็ดข้าวยังเหลือส่วน รำ (bran) คัพภะ 
(embryo) เอนโดสเปิร์ม (endosperm) และเยื่อหุ้มเมล็ด (pericarp) ข้าวกล้องมีสีต่าง ๆ ได้แก่ สีขาว สีน้ำตาลอ่อน สีแดง และสีม่วง
ดำ ซึ่งสีของข้าวกล้องอยูใ่นส่วนเยื่อหุ้มเมล็ด (Babu et al., 2009; Ravichanthiran et al., 2018)  

ข้าวกล้องที่มีสีเยื่อหุ ้มเมล็ดต่างกันจะมีปริมาณสารต้านออกซิเดชัน และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันแตกต่างกันด้วย สารต้าน
ออกซิเดชันในข้าวประกอบด้วยสารหลายชนิด เช่น กรดฟีโนลิก สารฟลาโวนอยด์ แกมมาออริซานอล แอนโทไซยานิน และวิตามินอี เป็น
ต้น (Reddy et al.,1995; Butsat and Siriamornpun, 2010) โดยจากงานวิจัยพบว่าข้าวกล้องที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดงและสีม่วงดำมี
ปริมาณสารฟีโนลิคทั้งหมด (total phenolic content, TPC) สารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด (total flavonoid content, TFC) (Shen et 
al., 2009) และปริมาณสารแอนโทไซยานิน (total anthocyanin content, TAC) (Phaiwan and Sudarat , 2016) รวมทั้งมีฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชัน ได ้แก่  ABTS radical scavenging (ABTS) (Shen et al., 2009) และ Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
(Thitipramote et al., 2016) มากกว่าข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สารต้านออกซิเดชันเหล่านี้เป็นสารอินทรีย์ที่สามารถป้องกันร่างกาย
จากความเสียหายที่มีสาเหตุมาจากอนุมูลอิสระ (free radical)  และสามารถลดความเสี่ยงของการเกิดโรคต่าง ๆ ได้ เช่น โรคหลอด
เลือดหัวใจ โรคเบาหวานชนิดที่ 2 มะเร็งชนิดต่าง ๆ เป็นต้น (Tian et al., 2004; Butsat and Siriamornpun, 2010; Ravichanthiran 
et al., 2018)   

จากงานวิจัยที่เคยศึกษามาแล้วนั้น พบว่าลักษณะต้านออกซิเดชันในข้าวควบคุมด้วยยีนหลายตำแหน่ง และมีการแสดงออก
ของยีนแบบผลบวก Jin et al. (2009) รายงานว่าลักษณะ TPC ควบคุมโดย QTLs (quantitative trait loci) 3 ตำแหน่ง ที่วางตัวอยู่
บนโครโมโซมคู่ที่ 2 4 และ 12 ส่วนลักษณะ TFC ควบคุมโดย QTLs 3 ตำแหน่ง ซึ่งวางตัวอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 2 จำนวน 2 ตำแหน่ง 
และโครโมโซมคู่ที่ 11 และลักษณะฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทำการศึกษาด้วยวิธี ABTS นั้นมีความสัมพันธ์กับ QTLs 3 ตำแหน่ง ที่อยู่บน
โครโมโซมคู่ที่ 1 7 และ 11 ทำให้สามารถระบุได้ว่าทั้งสามลักษณะข้างต้นควบคุมด้วยยีนหลายตำแหน่ง และการแสดงออกของลักษณะ
ทั้งสามเป็นผลมาจากยีนที่มีการแสดงออกแบบบวกสะสมเป็นส่วนใหญ่  นอกจากนี้การศึกษาของลักษณะ TAC ของข้าวบาร์เลย์ใน
ประชากร RIL พบว่าลักษณะนีค้วบคุมด้วย QTL 11 ตำแหน่ง ที่วางตัวบนโครโมโซมคู่ที ่1H  2H  4H  6H  และ 7H และมีค่า R2 ตั้งแต่ 
5.06% ถึง 23.86% ดังนั้นการแปรผันของลักษณะ TAC ในข้าวบาร์เลย์ จึงเป็นผลมาจากยีนหลายตำแหน่ง (Yang et al., 2020) ส่วน
การศึกษาในประชากรข้าว พีรนันท์และคณะ (2557) ศึกษาลักษณะ TAC ในประชากรข้าวรุ่น F2 และ F3 พบว่ามีการกระจายตัวของ
ลักษณะเป็นแบบต่อเนื่อง และส่วนใหญ่มีค่า TAC น้อยและค่อนไปทางข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว จึงอธิบายได้ว่าลักษณะ TAC มีการ
ถ่ายทอดเชิงปริมาณด้วยยีนหลายตำแหน่ง และต้นข้าวท่ีมี TAC ปริมาณสูงจะมีแอลลีลด้อยควบคุม นักปรับปรุงพันธุ์สนใจที่จะปรับปรุง
พันธุ์ข้าวให้มีสารต้านออกซิเดชันสูงเพื่อตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค ดังนั้นจึงจำเป็นท่ีต้องศึกษาการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของ
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ลักษณะต้านออกซิเดชันเพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานช่วยในการประเมินความเป็นไปได้ในการปรับปรุงพันธุ์ และสามารถกำหนดวิธีที่
เหมาะสมในการคัดเลือกสายพันธ์ุข้าวที่มีสารต้านออกซิเดชันสูง  

RD41 เป็นข้าวที่กรมการข้าวปรับปรุงพันธุ์มาจาก ลูกผสม F1 ของ CNT85059-27-1-3-2 กับ สุพรรณบุรี 60 นําไปผสมกับ
พันธุ์ RP217-635-8 เป็นข้าวเจ้าที่ไม่ไวต่อช่วงแสง ใหผ้ลผลิต 722 กิโลกรัมต่อไร่ ทีอ่ายุเก็บเกี่ยว 105 วัน เมล็ดข้าวกล้องมีเยื่อหุ้มเมล็ด
สีขาวและมีสารต้านออกซิเดชันต่ำ (กองวิจ ัยและพัฒนาข้าว , 2563) ส ่วน Riceberry (RB) เป็นข้าวที ่ศ ูนย์ว ิทยาศาสตร์ข้าว 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน ปรับปรุงพันธุ์มาจากข้าวเจ้าหอมนิลกับข้าวขาวดอกมะลิ 105 เป็นข้าวเจ้าที่ไม่ไวต่อ
ช่วงแสง มีอายุเก็บเกี่ยว 130 วัน  ให้ผลผลิต 300-500 กิโลกรัมต่อไร่ เมล็ดข้าวกล้องมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ และมีสารต้านออกซิเดชัน
สูง (Poosri et al., 2019) งานวิจัยนี้จึงเป็นการศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับการถ่ายทอดลักษณะต้านออกซิเดชันในประชากรข้าวรุ่น F2 ให้
สมบูรณ์ยิ ่งขึ ้น โดยได้ศึกษาลักษณะต้านออกซิเดชันที่ประกอบด้วยปริมาณสารออกซิเดชัน (TPC TFC และ TAC) และฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน (ABTS และ FRAP) ซึ่งยังไม่เคยมีการศึกษาร่วมกันทุกลักษณะมาก่อนในงานวิจัยที่ผ่านมา ดังนั้นการศึกษาการถ่ายทอด
ลักษณะต้านออกซิเดชันของข้าวกล้องในประชากรข้าวรุ่น F2 ที่ได้จากคู่ผสม RD41 × RB จึงศึกษาเพื่อใหท้ราบถึงการถ่ายทอดลักษณะ
ต้านออกซิเดชัน และเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการคัดเลือกข้าวที่มีสารต้านออกซิเดชันสูง  ซึ่งจะเป็นประโยชน์ในการคัดเลือกพันธุ์ข้าวที่มี
ปริมาณสารต้านออกซิเดชันสูงต่อไป  

 
วิธีการศึกษา 
การสร้างประชากรรุ่น F2 
 ประชากรรุ่น F1 ได้มาจากการผสมข้ามต้นระหว่างข้าวพันธุ์ RD41 (P1) ซึ่งเป็นข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวและมีปริมาณสารต้าน
ออกซิเดชันต่ำ  และ RB (P2) เป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำและมีปริมาณสารต้านออกซิเดชันสูง ในการผสมพันธุ์ครั้งนี้ใช้ต้น RD41 
เป็นต้นแม่ โดยปลูกพ่อแม่ในกระถางพันธุ์ละ 312 ต้น ทำการผสมพันธุเ์มื่อต้นข้าวพันธุ์พ่อและแม่มีดอกบานพร้อมกันจำนวน 60 ต้น ได้
เมล็ด F1 จำนวน 982 เมล็ด ปลูก F1 ในกระถางจำนวน 70 ต้น แล้วปล่อยให้ผสมตัวเอง เพื่อสร้างเมล็ด F2 ซึ่งได้เมล็ด F2 ตั้งแต่ 102 ถึง 
438 เมล็ด โดยขั้นตอนนีไ้ด้ดำเนินการที่หน่วยปรับปรุงพันธุ์ ศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานี อำเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี ระหว่างเดือนสิงหาคม 
2559 ถึงเดือนพฤษภาคม 2560 

หลังจากนั้น ปลูก P1 60 ต้น P2 60 ต้น F1 120 ต้น และ F2 255 ต้น ด้วยการปักดำเมื ่อต้นกล้ามีอายุ 25 วัน ระยะห่าง
ระหว่างกอ 20 เซนติเมตร และระหว่างแถว 25 เซนติเมตร ใส่ปุ๋ยสูตร 16-16-8 หลังจากปักดำ 15 วัน และปุ๋ยยูเรียก่อนข้าวออกดอก 
30 วัน ใช้สารป้องกันวัชพืชในนาข้าวหลังจากปักดำ 6 วัน และใช้สารกำจัดแมลงศัตรูและโรคข้าวเมื่อพบบนต้นข้าวที่แปลงนา ที่
ศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานี อำเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธาน ีระหว่างเดือนสิงหาคม ถึงเดือนธันวาคม 2560 เพือ่เก็บเมล็ดแยกต้น P1 20 ต้น P2 
20 ต้น F1 15 ต้น และ F2 208 ต้น และนำเมล็ดไปวัดลักษณะต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ต้านออกซิเดชันต่อไป  
สารสกัดจากเมล็ดข้าว 
 เมล็ดข้าวจากประชากรรุ่น P1 20 ต้น P2 20 ต้น F1 15 ต้น และ F2 208 ต้น ทีเ่ก็บเกี่ยวจากแปลงนาอบที่อุณหภูมิ 50 °C เป็น
เวลา 72 ชั่วโมง แล้วนำไปเก็บในตู้เย็นทีอุณหภูมิ 4 °C ก่อนที่จะนำเมล็ดข้าวจำนวน 10 g ต่อต้นไปสีเป็นข้าวกล้องเพื่อเอาแกลบออก 
บันทึกผลสีของเยื่อหุ้มเมล็ด และนำเมล็ดข้าวกล้องเก็บไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 °C 

นำเมล็ดข้าวกล้องที่สีแล้วต้นละ 0.5 g มาสกัดด้วย 10 mL ของ 1% (v/v) HCl ในเมธานอล (Zhang et al., 2010) พร้อมกับ
ใส่ลูกบด จากนั้นเขย่าบนเครื่องเขย่าแบบ Rotator ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ปั่นเหวี่ยงแยกสารสกัดด้วยความเร็วรอบ 4,000g 
ที่ 4 °C เป็นเวลา 15 นาที แยกสารสกัดออกและนำตะกอนข้าวไปสกัดซ้ำอีกครั้ง และนำสารสกัดทั้งสองครั้งรวมกันและกรองด้วย
กระดาษ Whatman® เบอร์ 542 เก็บสารสกัดทั้งหมดไว้ที่อุณหภูมิ 4 °C เพื่อใช้ในการวัดปริมาณสารต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันต่อไป 
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การวัดปริมาณสารต้านออกซิเดชัน 
การวัดปรมิาณสารฟีโนลิคทั้งหมด (total phenolic content; TPC) 
 การวัดปริมาณสารฟีโนลิคทั้งหมด ทำโดยวิธี Folin-Ciocalteu method ซึ่งปรับปรุงจากวิธีของ Zhang et al. (2006) โดย
นำสารสกัดจากเมล็ดข้าว 20 µL ใส่ลงในหลุมของ well plate จากนั้นเติมสารละลาย 10% Folin-Ciocalteu 100 µL และน้ำกลั่น 
100 µL ผสมให้เข้ากัน บ่มในที่มืด 1 นาที เติมสารละลาย 7.5% (w/v) Na2CO3 80 µL ผสมให้เข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็น
เวลา 30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 nm ด้วยเครื่อง UV-visible absorbance microplate reader (SpectraMax® M3, 
Molecular Devices, USA) ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ ใช้สารละลายมาตรฐาน gallic acid ทำการทดลองเช่นเดียวกันกับสารสกัด
จากเมล็ดข้าวและสร้างกราฟมาตรฐาน นำผลการวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากเมล็ดข้าวเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อ
คำนวณหาปริมาณ TPC ในหน่วย mg GAE/100g ข้าว 
การวัดปรมิาณสารฟลาโวนอยด์ทัง้หมด (total flavonoid content; TFC) 
 การวัดปริมาณสารฟลาโวนอยด์ทั้งหมด โดยการปรับปรุงวิธีการของ Herald et al. (2012) และ Shen et al. (2009) ใส่สาร
สกัดจากเมล็ดข้าว 10 µL กับสารละลาย 50 % (v/v) C2H5OH 200 µL และสารละลาย 5% (w/v) NaNO2 7.5 µL ลงในหลุมของ 
well plate บ่มเป็นเวลา 5 นาที เติมสารละลาย 10% (w/v) AlCl3 15 µL ผสมให้เข้ากัน และบ่มเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม
สารละลาย 1 M NaOH 50 µL บ่มเป็นเวลา 15 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 400 nm ด้วยเครื ่อง UV-visible 
absorbance microplate reader (SpectraMax® M3, Molecular Devices, USA) ทำการทดลองทั ้งหมด 3 ซ้ำ ใช้สารละลาย
มาตรฐาน rutin ทำการทดลองเช่นเดียวกันกับสารสกัดจากเมล็ดข้าว สร้างกราฟมาตรฐาน นำผลการทดสอบของสารสกัดจากเมล็ดข้าว
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และคำนวณหาปริมาณ TFC ในหน่วย mg RE/100g ข้าว 
การวัดปรมิาณสารแอนโทไซยานนิท้ังหมด (total anthocyanin content; TAC) 
 การวัดปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมด ด้วยวิธีของ Ghasemzadeh et al. (2018) นำสารสกัดจากเมล็ดข้าว 200 µL ใส่
ลงในหลุมของ well plate แล้ววัดความค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 530 และ 657 nm ด้วยเครื่อง UV-visible absorbance 
microplate reader (SpectraMax® M3, Molecular Devices, USA) คำนวณปริมาณสารแอนโทไซยานินทั้งหมดในหน่วย mg/100g 
ข้าว ด้วยสมการที่ (1) (2) และ (3) ตามลำดับ 

∆𝐴 = 𝐴530 − 0.25(𝐴657)                                       (1)       
                                                                                    𝑙 =

𝑉𝑠

𝜋𝑟2                                             (2)           

                                                           𝑇𝐴𝐶 =
∆𝐴×𝑉×𝑀𝑊×100

𝜀×𝑙×𝑛
                               (3)       

             โดยที่ A = ค่าความแตกต่างระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 530 (A530) และ 657 (A657) nm; Vs= 
ปริมาตรสารสกดัจากเมลด็ข้าวใน 96 well plate (cm3); = ค่าคงตัวทางคณิตศาสตร์ (≈ 3.14); r= รัศมีของช่องใน well plate 
(cm); l= ความสูงของสารสกดัจากเมลด็ข้าวใน well plate (cm); MW= น้ำหนักโมเลกลุของ Cyanindin-3-glucoside (449.2 
g/mol); = ความสามารถในการดูดกลืนแสง (26,900); V= ปริมาตรของสารสกัดทั้งหมด (mL) 
การวิเคราะหฤ์ทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
วิธี ABTS radical scavenging (ABTS) 

วิธี ABTS radical scavenging ดัดแปลงจากวิธีของ Re et al. (1999) เตรียมสารละลาย ABTS (ABTS·+ cation radical) 
โดยบ ่มสารละลาย 2,2’-azino-bis-3-(ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) diammonium salt ความเข ้มข ้น  7 mM กับ
สารละลาย K2S2O8 ความเข้มข้น 2.45 mM ในที่มืดเป็นเวลา 12-16 ชั่วโมง เจือจางด้วยน้ำกลั่นให้มีค่าการดูดกลืนแสง 0.700 ± 0.02 
ที่ความยาวคลื่น 734 nm  

นำสารสกัดจากเมล็ดข้าว 20 µL ผสมให้เข้ากับสารละลาย ABTS 200 µL ในหลุมของ well plate บ่มในท่ีมืด 30 นาที วัดค่า
การดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 734 nm ด้วยเครื่อง UV-visible absorbance microplate reader (SpectraMax® M3, Molecular 
Devices, USA) ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ สร้างกราฟมาตรฐานจากความเข้มข้นของสารละลาย ascorbic acid และคำนวน % 
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inhibition ตามสมการที่ (4) นำไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน ascorbic acid และแสดงผลเป็นฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในหน่วย mM 
AEAC/100 g ข้าว 

                                                                 % inhibition =
A734 control−A734 สารสกัดจากข้าว

A734 control
× 100         (4) 

 โดยที่ A734 control = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 734 nm ของสารละลาย ABTS กับ 1% (v/v) HCl ในเมธานอล; 
A734 สารสกดัข้าว = ค่าการดดูกลนืแสงท่ีความยาวคลื่น 734 nm ของสารละลาย ABTS กับ สารสกดัจากเมลด็ข้าว    
วิธี Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 

วิธี Ferric reducing antioxidant power เป็นไปตามวิธีของ Benzie and Strain (1996) ด้วยการเตรียมสารละลาย FRAP 
โดยการผสมสารละลาย 300 mM Acetate Buffer (pH 3.6)  สารละลาย 20 mM FeCl3 และสารละลาย 10 mM TPTZ ในอัตราส่วน 
10:1:1 นำไปบ่มในเครื่อง water bath ที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 10 นาที โดยต้องเตรียมใหม่ทุกครั้งการทดสอบ  

นำสารสกัดจากเมล็ดข้าว 50 µL ผสมกับสารละลาย FRAP 150 µL ใส่ในหลุมของ well plate บ่มในที่มืด 4 นาที วัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 593 nm ด้วยเครื ่อง UV-visible absorbance microplate reader (SpectraMax® M3, Molecular 
Devices, USA) ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ สร้างกราฟมาตรฐานจาก Trolox นำค่าการดูดกลืนแสงของสารสกัดจากเมล็ดข้าว
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน และคำนวณหาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในหน่วย mM TEAC/100g ข้าว  
การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ทดสอบอัตราส่วน 9:3:4 ของลักษณะสีของเยื่อหุ้มเมล็ดจากเมล็ดข้าวกล้องของข้าวรุ่น F2 ด้วยการทดสอบ Chi-square ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  สร้างกราฟการกระจายตัวแบบฮิสโตแกรมของลักษณะ TPC  TFC  TAC  ABTS และ FRAP  ทดสอบการ
กระจายตัวของข้อมูลว่าปกติ โดยวิธี Kolmogorov-Smirnova และวิเคราะห์สหสัมพันธ์ของลักษณะทั้ง 5 ลักษณะนี้ด้วยวิธี Pearson 
correlation ด้วยโปรแกรม SPSS (IBM, 2013)  

การวิเคราะห์องค์ประกอบทางพันธุกรรมของ P1  P2  F1 และ F2 เพื่อประเมินค่าความแปรปรวนเนื่องจากพันธุกรรม (VG) และ
ความแปรปรวนของลักษณะปรากฏ (VP)  ประมาณค่าอัตราพันธุกรรมในแนวกว้าง (broad sense heritability, H2) ด้วยวิธีของ 
Globerson et al. (1987) สัมประสิทธ ิ ์ความแปรปรวนเนื ่องจากพันธ ุกรรม (genotypic coefficient of variation, GCV) และ
สัมประสิทธ์ิความแปรปรวนของลักษณะปรากฏ (phenotypic coefficient of variation, PCV) ตามวิธีของ Miller et al. (1958) และ
ค่าร้อยละความก้าวหน้าทางพันธุกรรม (percentage of genetic advance, %GA) ตามวิธีของ Johnson et al. (1955) ตามสมการ
ต่อไปนี้ 
                            𝐻2 =

𝑉𝐺

𝑉𝑃
       (5) 

                                                       𝐺𝑉𝐶 =
√𝑉𝐺

𝑥
× 100     (6) 

                                                       𝑃𝑉𝐶 =
√𝑉𝑃

𝑥
× 100         (7) 

             𝐺𝐴% =
𝐾×√𝑉𝑃×𝐻2

𝑥̅
× 100                   (8) 

โดยที่x = ค่าเฉลี่ยของลักษณะตา่งๆ ; K= standardize selection differential at 5% selection intensity (2.06) 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
การกระจายตัวของลักษณะสขีองเยื่อหุ้มเมล็ด 

 RD41 (P1) จำนวน 20 ต้น มีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นสีขาว ส่วน RB (P2) จำนวน 20 ต้น มีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นสีม่วงดำ และข้าวรุ่น F1  
จำนวน 15 ต้น มีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็นสีน้ำตาลทุกต้น (Figure 1) ขณะทีข่้าวรุ่น F2 มีการแสดงออกของสีเยื่อหุ้มเมล็ดเป็น สีม่วงดำ 102 ต้น 
สีน้ำตาล 39 ต้น และสีขาว 52 ต้น เป็นอัตราส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ: สีน้ำตาล: สีขาวเท่ากับ 9: 3: 4 และทดสอบ Chi-square ที่
ระดับความเชื่อมั่น 95%  พบว่า มีค่า 2=1.342 (p=0.511) ซึ่ง p>0.05 (Table 1) แสดงว่าลักษณะสีของเยื่อหุ้มเมล็ดมียีนควบคุม
จำนวน 2 คู่ และมีปฏิกิริยาต่อกันแบบ recessive epistasis โดยที่ homozygous recessive ของยีนตำแหน่งหนึ่งจะขัดขวางการ
แสดงออกของอีกยีนจากตำแหน่งหนึ่ง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Rahman et al. (2013) ที่ได้ผสมพันธุ์ข้าวที่มีเยื่อหุ้มสีม่วงดำพันธุ์ 
“Heugnambyeo” กับข้าวท่ีมีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวสามพันธุ์ พบว่าในข้าวรุ่น F2 มีอัตราส่วนเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ: สีน้ำตาล: สีขาวเท่ากับ 
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9: 3: 4 นอกจากนี้อุทุมพรและคณะ (2563) ได้ศึกษาสีของเยื ่อหุ ้มเมล็ดของข้าวรุ ่น F2 ที ่ได้จากการผสมพันธุ์ระหว่างข้าวพันธุ์ 
“Riceberry” กับ “Khao’Yipun DOA2”  พบว่า อัตราส่วนของสีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ: สีน้ำตาล: สีขาว เท่ากับ 9: 3: 4 เช่นกัน โดยที่
ลักษณะเยื่อหุ ้มเมล็ดสีม่วงดำมียีนสองตำแหน่งบนโครโมโซม 1 และ 4 คือ Pp และ Pb (Ra) ตามลำดับ ซึ ่งมีปฏิกิริยาต่อกันแบบ 
recessive epistasis โดยยีน Pp มีผลต่อการสะสมของแอนโทไซยานินในเยื่อหุ้มเมล็ดและแสดงออกแบบ incomplete dominant 
ขณะที่ยีน Pb มีการแสดงออกแบบ homozygous recessive มีผลต่อการมีสีหรือไม่ไม่สีในเยื่อหุ้มเมล็ดของข้าว ทำให้จีโนไทป์แบบ 
pbpb สามารถขัดขวางการแสดงออกของยีน Pp ส่งผลต่อการมีสัดส่วนของข้าวสีขาวเป็น 4 ส่วนใน 16 ส่วน (Rahman et al., 2013; 
Wang and Shu, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  The colors of the rice pericarps. (A) purple, (B) brown and (C) white. 
 
Table 1 Segregation of the pericarp colors in 208 F2 families from the cross of RD41 × RB. 

rice 
pericarp color 

total 
2 

P-value 
purple brown white 9:3:4 

RD41 (P1)   20 20   
RB (P2) 20   20   
F1  15  15   
F2 109 39 52 208 1.342 0.511 

The ratio was not significantly different at p>0.05. 

การกระจายตัวลักษณะต้านออกซิเดชันในประชากรรุ่น F2 
ลักษณะต้านออกซิเดชันประกอบด้วยปริมาณสารต้านออกซิเดชัน (TPC TFC และ TAC) และฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน (ABTS 

และ FRAP) ในประชากรข้าวรุ่น F2 มีการกระจายตัวอย่างต่อเนื่องมีลักษณะเบ้ทางขวา ไม่เป็นโค้งปกติ (P=0.00) แต่มีการกระจายตัว
ของลักษณะต้านออกซิเดชันในบางต้นของประชากรรุ่น F2 มากกว่าข้าวพันธุ์ RB (P2) ซึ่งแสดงให้เห็น transgressive segregation ที่
เกิดจากการจัดกลุ่มใหม่ของยีน (Figure 2) แสดงว่าลักษณะทั้งหมดแสดงการถ่ายทอดเชิงปริมาณ (quantitative inheritance) เป็นผล
มาจากการควบคุมของยีนหลายตำแหน่ง (polygenes) (Poehlman and Sleper, 1995) สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าหลายงานวิจัย
ที่พบว่า ยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์สารต้านออกซิเดชันประกอบด้วย structural genes และ regulatory genes โดย structural 
genes ทำหน้าที่สร้างเอนไซม์ที ่จำเป็นต่อการสังเคราะห์สารต้านออกซิเดชัน (Shih et al., 2008; Park et al., 2016) structural 
genes ที่มีบทบาทสำคัญต่อการมีปริมาณสารต้านออกซิเดชันที่แตกต่างกันของข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว สีแดงและสีม่วงดำคือ Rd 
gene ซึ่งเป็นยีนที่สร้างเอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase เพื่อสังเคราะห์ลิวโคแอนโทไซยานิดิน (leucoanthocyanidins) สาร
ตั้งต้นสำหรับการสังเคราะห์โปรแอนโทไซยานิน (proanthocyanin) ในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีแดง และ แอนโทไซยานิน (anthocyanin) 
ในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ (Furukawa et al., 2007) ส่วน regulatory genes ทำหน้าที่สร้างโปรตีนที่ใช้ควบคุมการถอดรหัสทาง
พันธุกรรมของ structural genes โดย regulatory genes ที่ทำหน้าที่ควบคุมการสังเคราะห์แอนโทไซยานินในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี
ม่วงดำ คือ Pb หรือ Ra gene ซึ่งเป็นยีนที่สร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมกระบวนการถอดรหัสทางพันธุกรรมของยีนที่สร้าง
เอนไซม์ที่จำเป็นต่อการสังเคราะห์แอนโทไซยานิน (Sakamoto et al., 2001) นอกจากนี้พีรนันท์และคณะ (2557) ได้ทำทดสอบการ

1 cm. 

A         B                                         C 
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กระจายตัวของลักษณะ TAC ในข้าวรุ่น F2 และ F3 จากคู่ผสมระหว่างข้าวพันธุ์ก่ำดอยสะเก็ดกับปทุมธานี 1 พบว่า ประชากรของข้าวทั้ง
สองรุ่นมีการกระจายตัวแบบต่อเนื่อง และส่วนใหญ่มีค่า TAC ต่ำค่อนไปทางข้าวพันธุ์ปทุมธานี 1 ที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว ดังนั้นลักษณะ 
TAC สูงมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมเชิงปริมาณด้วยยีนหลายตำแหน่ง และถูกควบคุมด้วยยีนด้อย ซึ่งงานวิจัยนี้การกระจายของกราฟ 
TPC  TFC  ABTS  และ FRAP มีลักษณะของกราฟมีแนวโน้มเหมือนกับ TAC จากงานวิจัยนี้และงานวิจัยของ พีรนันท์และคณะ (2557) 
ดังนั้นลักษณะ TPC  TFC  AC  ABTS  และ FRAP สูงมีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมเชิงปริมาณด้วยยีนหลายตำแหน่ง และถูกควบคุม
ด้วยยีนด้อยเช่นเดียวกับ TAC 

อย่างไรก็ตามในหลายงานวิจัยก่อนหน้ามักรายงานว่าไม่พบแอนโทไซยานินในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว  ซึ่งเป็นผลจากการใช้
ตัวทำละลายในการสกัดสารจากเมล็ดข้าว สอดคล้องกับงานวิจัยของ Ghasemzadeh et al. (2018) และ Maisuthisakul and 
Changchub (2012) ที่ได้ใช้ตัวทำละลาย HCl ในเมธานอลในการสกัดสารจากเมล็ดข้าวทำให้ข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาวสามารถวัดค่า 
TAC ได้ ขณะที่พิทวัสและคณะ (2560) ใช้เมธานอลในการสกัดสารจากเมล็ดข้าวจึงไม่สามารถวัดค่า TAC จากข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีขาว
ได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 Frequency distribution of TPC (A), TFC (B), TAC (C), ABTS (D) and FRAP (E) of 208 F2 families from the cross 
of RD41 × RB. The arrows indicat the average of antioxidant traits. 
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การวิเคราะห์สหสัมพันธ์ของลกัษณะต้านออกซิเดชัน 
 ลักษณะต้านออกซิเดชันของข้าวรุ่น F2 มีความสัมพันธ์ในเชิงบวกต่อกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p<0.01 มีค่า r ตั้งแต่ 
0.910-0.973 (Table 2) ซึ่งถือว่าเป็นค่า r ที่สูง แสดงว่าสารต้านออกซิเดชันในประชากรข้าวรุ่น F2 มีปริมาณสารต้านออกซิเดชันสูงก็
จะมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูงเช่นกัน บ่งชี้ว่าสารต้านออกซิเดชันที่มีศักยภาพคือ TPC TFC และ TAC สามารถออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
(ABTS และ FRAP) ได้ดี ดังนั้นเมื่อผู้บริโภครับประทานข้าวที่มีสารต้านออกซิเดชันเป็นองค์ประกอบในปริมาณที่สูงสารต้านออกซิเดชัน
เหล่านั้นก็จะออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชันได้ในระดับสูง สอดคล้องกับงานวิจัยของ Umnajkitikorn et al. (2013) ที่ได้ศึกษาสารต้าน
ออกซิเดชันในข้าวกล้องงอกพันธุ์ก่ำดอยสะเก็ดเป็นข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสีม่วงดำ พบว่าค่า TPC มคีวามสัมพันธ์ในเชิงบวกกับ ABTS โดย
มีค่า r เท่ากับ 0.844 แสดงว่าในข้าวกล้องงอกพันธุ์ก่ำดอยสะเก็ดที่มีค่า TPC สูงสามารถออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชันได้ด ี งานวิจัยของ Jin 
et al. (2009) ซึ่งศึกษาในประชากร doubled haploid ที่ได้จากคู่ผสม “Zhai-Ye-Qing 8” กับ “Jing-Xi” พบว่า ลักษณะ TPC มี
ความสัมพันธ์ทางบวกกับลักษณะ TFC และ ABTS ในระดับปานกลาง โดยมีค่า r เท่ากับ 0.581 และ 0.446 ตามลำดับ  และงานวิจัย
ของ Phaiwan and Sudarat (2016) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของลักษณะ TPC  TFC  TAC  ABTS  และ FRAP ในข้าวที่มีเยื่อหุ้มเมล็ดสี
ขาว สีแดง และสีม่วงดำ พบว่าทุกลักษณะมีความสัมพันธ์ในทางบวกต่อกัน  และมีค่า r ตั้งแต่ 0.703-0.962 ดังนั้นจากที่พบวา่ลักษณะ 
TPC TFC และ TAC มีความสัมพันธ์กับฤทธ์ิต้านออกซิเดชันคือ ABTS และ FRAP เป็นการยืนยันว่าหากทำการปรับปรุงพันธุ์ให้มีปรมิาณ
สารต้านออกซิเดชัน เช่น TPC TFC และ TAC สูงในเมล็ดข้าว นั่นคือข้าวสายพันธุ์ปรับปรุงนั้นสามารถออกฤทธิ์ต้านออกซิเดชันได้ใน
ระดับสูงเช่นกัน 
 
Table 2 Correlation analysis of antioxidant traits (TPC, TFC, TAC, ABTS and FRAP) of 208 F2 families from the cross 

of RD41 × RB. 
 Traits TFC TAC ABTS FRAP 
TPC 0.953** 0.942** 0.940** 0.973** 
TFC 1 0.918** 0.910** 0.948** 
TAC  1 0.939** 0.967** 
ABTS   1 0.950** 
FRAP    1 

** significant for p<0.01 

 
การวิเคราะหอ์งค์ประกอบทางพันธุกรรม 
 ประมาณค่า H2  GCV PCV และ %GA ของลักษณะปริมาณสารต้านออกซิเดชัน และลักษณะฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ดังแสดงใน 
Table 3 จากการศึกษา พบว่า ลักษณะต้านออกซิเดชันทุกลักษณะมีค่า GCV และ PCV มีค่าตั้งแต่ 40.08-117.62 และ 44.13-124.35 
ตามลำดับ โดย TAC มีค่า GCV และ PCV สูงที่สุดคือ 117.62 และ 124.35 ตามลำดับ แสดงว่าลักษณะ TAC นี้มีความหลากหลายสูง
กว่าลักษณะต้านออกซิเดชันอื่น ๆ (Ahmad et al., 2016) และค่าความแตกต่างระหว่าง GCV กับ PCV ของทุกลักษณะมีค่าต่ำกว่า 10 
ตั้งแต่ 1.57-6.73 แสดงว่าการแสดงออกของลักษณะต้านออกซิเดชันเป็นผลมาจากอิทธิพลของยีนมีมากกว่าสภาพแวดล้อม (Ahmad et 
al., 2016; Sanghamitra et al., 2018; Roy and Shil, 2020; พิลาลักษณ์และคณะ, 2564)  

ค่าอัตราพันธุกรรมในแนวกว้าง (H2) ของลักษณะต้านออกซิเดชันทุกลักษณะมีค่าสูงตั้งแต่ 0.82-0.94 โดยลักษณะ TPC มีค่า 
H2 สูงที่สุด และลักษณะ TFC มีค่า H2 ต่ำที่สุด เช่นเดียวกับคา่ %GA ซึ่งมีค่าตั้งแต่ 75.16-229.74 แสดงว่าลักษณะต้านออกซิเดชันของ
ประชากร F2 ของคู่ผสมพันธุ์นี้แสดงออกจากอิทธิพลของยีน (Ahmad et al., 2016; Roy และ Shil 2020) สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Roy and Shil (2020) ได้ผสมพันธุ์ข้าวหลายคู่ผสมในประชากรรุ่น F5 และ F3 พบว่าลักษณะที่ศึกษาทั้งหมด ได้แก่ ความสูง น้ำหนัก 
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1000 เมล็ด และอายุเก็บเกี่ยว มีค่า H2 และ %GA สูง แสดงว่าลักษณะเหล่านี้ถูกควบคุมด้วยยีน จากการที่ลักษณะต้านออกซิเดชันมีค่า 
H2 สูงทำให้การคัดเลือกลักษณะเหล่านี้จากฟีโนไทปม์ีโอกาสเป็นไปได้สูง  

 
Table 3 Genetic variability parameters for antioxidant traits (TPC, TFC, TAC, ABTS and FRAP) of 208 F2 families from 

the cross of RD41 × RB. 
Traits Mean±SD Rang PCV GCV PCV-GVC H2 %GA 
TPC 232.79±123.14 68.00-666.67 52.77 51.20 1.57 0.94 102.57 
TFC 548.45±242.64 192.00-1420.00 44.13 40.08 4.05 0.82 75.16 
TAC 40.13±50.02 0.16-307.81 124.35 117.62 6.73 0.89 229.74 
ABTS 16.71±12.87 0.59-65.99 76.81 71.98 4.83 0.88 127.38 
FRAP 47.74±24.89 16.57-146.66 52.01 49.89 2.12 0.92 98.83 

 
สรุป 
 จากการศึกษาข้างต้นจึงสามารถสรุปได ้ดังนี้ (1) การถ่ายทอดลักษณะสีเยื่อหุ้มเมลด็ของประชากรรุ่น F2 มีอัตราส่วน 9:3:4 ซึ่ง
ควบคุมด้วยยีนสองคู่ (2) ลักษณะ TPC TFC TAC ABTS และ FRAP ของประชากรรุ่น F2 แสดง Transgressive segregation แต่มีต้น 
F2 บางต้นมีปริมาณสารต้านออกซิเดชัน และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันในเมล็ดสูงกว่าข้าวพันธุ์ RB และการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของ
ลักษณะต้านออกซิเดชันท่ีมีค่าสูงเป็นการถ่ายทอดเชิงปริมาณด้วยยีนหลายตำแหน่ง และถูกควบคุมด้วยยีนด้อย (3) ลักษณะปริมาณสาร
ต้านออกซิเดชันสัมพันธ์กับฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูง นั่นคือถ้าปรับปรุงพันธุ์ให้เมล็ดข้าวมีปริมาณสารตา้นออกซิเดชันสูงจะทำให้มีฤทธ์ิต้าน
ออกซิเดชันเพิ่มขึ้นในพันธุ์นั้นด้วย และ (4) ลักษณะ TPC TFC และ TAC มีค่า H2 เป็น 0.94 0.82 และ 0.89 ตามลำดับ จากค่า GCV 
และ PCV มีความแตกต่างน้อยทุกลักษณะ แสดงว่าอิทธิพลของยีนมีมากกว่าสภาพแวดล้อม และการคัดเลือกลักษณะจากฟีโนไทป์มี
โอกาสเป็นไปได้สูง 
 
คำขอบคุณ 
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(องค์การมหาชน) (PRP6105020640) และได้รับการสนับสนุนพื้นที่ปลูกและสร้างลูกผสมจากศูนย์วิจัยข้าวปทุมธานี  
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