
            
 

บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 
 

 ดําเนินการทดลองที่ศูนยวิจัยเพื่อเพิ่มผลผลิตทางเกษตร  และภาควิชาพืชไร คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางเดือน ธันวาคม พ.ศ. 2546 ถึง เดือนเมษายน พ.ศ. 2548 
การศึกษาประกอบดวยการทดลองหลัก 2 การทดลอง ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้  
 
การทดลองที่ 1 ความหลากหลายของปริมาณธาตุเหล็กภายในและระหวางพันธุของขาวพันธุพื้น
เมืองไทย 
3.1. เมล็ดพันธุขาว 
 ใชเมล็ดพันธุขาวพื้นเมือง (ขาวไรที่สูง) รวบรวมจากเกษตรกรหมูบานหวยทิชะ ตําบลสบ
เมย อําเภอสบเมย จังหวัดเชียงใหม (17°51′ N และ 97° 54 ′E) รวม 66 ตัวอยางเชื้อพันธุ มี 17 ช่ือ
พันธุ โดยมีพันธุที่มีตัวอยางชื่อพันธุช่ือเดียวกันที่มาจากเกษตรกรตางครัวเรือนมากกวา 1 ตัวอยาง
จํานวน 10 พันธุ และมีตัวอยางเชื้อพันธุ เพียงพันธุละ 1 ตัวอยางจํานวน 7พันธุ โดยมีสัญลักษณของ
ตัวอยางเชื้อพันธุขาวและจํานวนตัวอยางเชื้อพันธุดังตารางที่ 3.1  
 
โดยแบงเมล็ดออกเปน 3 สวนดังนี้ 

 1. สําหรับประเมินปริมาณธาตุเหล็กโดยการยอมสี 
 2. สําหรับวัดปริมาณธาตุเหล็กโดยวิธีเคมีวิเคราะห 
 3.สําหรับปลูกเพื่อจําแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาและประเมินความหลากหลายทางพันธุ
กรรม 
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ตารางที่ 3.1 สัญลักษณตัวอยางเชื้อพันธุขาวของแตละเกษตรกรจํานวน 17 ช่ือพันธุ รวม 66 ตัวอยาง
เชื้อพันธุ จากหมูบานทิชะ ตําบลสบเมย อําเภอสบเมย จังหวัดแมฮองสอน 
 

พันธุที่ ช่ือพันธุ 
จํานวนตัวอยางเชื้อ

พันธุ สัญลักษณ 
 ภาษาไทย ภาษาอังกฤษ   
1 บือหมื่อตาบอง Bue Mue Ta Bong 7 BMTA 
2 บือบาง Bue Bang 10 BB 
3 บือโกล Bue Goal 5 BGO 
4 บือกั้วะ Bue Gua 7 BGU 
5 บือปอลอ Bue Paw Low 4 BPL 
6 บือไทแล Bue Tho Lae 3 BTL 
7 บือกี่ Bue Kee 2 BK 
8 ปะอายคูเพ Pa Ai Ku Pae 15 PAKP 
9 ปะอายชาย Pa Ai Chai 2 PAC 
10 ปะอายโกล Pa Ai Goal 4 PAG 
11 บือโพแล Bue Pho Lae 1 BPOL 
12 บือแซะ Bue Sae 1 BS 
13 บือคูคู Bue Khu Koo 1 BKK 
14 บือซู Bue Chu 1 BC 
15 บือกะซังเม Bue Ka Chang Mae 1 BKCM 
16 ปะอายกี่กาย Pa Ai Kee Kai 1 PAKK 
17 ปะอายแซะ Pa Ai Sae 1 PAS 
 

 
3.2. การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดท่ีไดจาก
เกษตรกร  
3.2.1 การประเมินโดยใชวิธีทางคุณภาพโดยการยอมสี 
 วิธีการประเมินปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดโดยใชวิธีการยอมสีเพิรล พรัสเชียนบลู (Perls’ 
Prussian blue) เตรียมเมล็ดโดยการแกะเมล็ดดวยมือเพื่อปองกันการปนเปอนของธาตุเหล็กที่อาจติด
มาจากการใชเครื่องสีขาวหรืออุปกรณอ่ืน ๆ หลังจากนั้นนําเมล็ดขาวกลองซ่ึงเปนเมล็ดขาวที่แกะ
เปลือกออกดวยมือ ตัวอยางเชื้อพันธุละ 20 เมล็ด แลวแชในน้ํากลั่นในขวดแกวปดฝาประมาณ 4-5  
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ช่ัวโมง จากนั้นนําเมล็ดขาวออกมาจากขวดโดยใชปากคีบพลาสติกคีบออกมาวางไวในจานแกวหรือ
พลาสติก หลังจากนั้นผาครึ่งเมล็ดตามยาวดวยมีดโกนที่เคลือบเทฟลอน (teflon knife) เพื่อปองกัน
การปนเปอนของธาตุเหล็ก หยดสารละลายใชสําหรับยอมสี (เตรียมจาก 2% HCl ผสมกับ 2% 
K4Fe(CN)6.3H2O) ทิ้งไวเปนเวลา 10 นาที แลวลางออกดวยน้ํากลั่น 2 นาที (สารละลายสําหรับใชใน
การยอมสีนี้ตองใชทันทีหลังจากที่เตรียม ไมสามารถเก็บไวไดนาน) บันทึกการติดสียอมของเมล็ด
ขาวแตละเมล็ดดังนี้ ติดสีเขม (+++), ปานกลาง (++), ต่ํา (+) และไมติดสี (0) โดยทําการบันทึกการ
ติดสียอมภายใตกลองสตอริโอ (Prom-u-thai et al., 2003) 
 
3.2.2 การประเมินโดยวิธีการทางปริมาณโดยวิธีวิเคราะหทางเคมี 
 นําเมล็ดขาวอีกชุดหนึ่งซึ่งเปนตัวอยางเดียวกับที่ทํามาทําการยอมสีขางตนมาวิเคราะห
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดดวยวิธีการทางเคมีโดยใชวิธีการ dry-ashing และอานคาปริมาณธาตุเหล็ก
โดยใชเครื่อง Atomic Absorption Spectrophotometry, AA (Delhaize et al.,1984) โดยนําเมล็ดขาว
กลองที่แกะเปลือกออกดวยมือ เขาตูอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ช่ังตัวอยาง
เมล็ดขาวกลองที่อบแลวประมาณตัวอยางละ 1 กรัมใสใน crucible โดยทําซ้ําตัวอยางละ 2 คร้ัง แลว
นําไปเผาที่อุณหภูมิ 535 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ใหขี้เถาเปนสีเทา-น้ําตาล แลวทิ้งไวให
เย็น  นําตัวอยางที่ไดมายอยดวยสารละลายผสมของ HCL:deionize water อัตรา 1:1 ปริมาณ  2 
มิลลิลิตรตอ 1 ตัวอยาง แลวลางดวย deionize water นํา crucible วางบน hot pan ที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ลางสารละลายตัวอยางที่ไดใสในหลอดทดลองดวย deionize water 
ปรับปริมาตร ใหได 10 มิลลิลิตร นําไปกรองดวยกระดาษกรองเบอร 5 นําสารละลายที่กรองไดไป
อานผลปริมาณธาตุเหล็กดวยเครื่อง Atomic Absorpton Spectrophotometry (Delhaize et al., 1984 ) 
นําคาที่อานไดไปคํานวณคาความเขมขนของธาตุเหล็กในเมล็ดโดยคํานวณกลับจากน้ําหนักที่ช่ัง
กอนเผา และปริมาตรที่ปรับเปน 10 มิลลิลิตร ดังสูตร  
  Fe (mg/kg) = 

)(
)(
g
ml10

Wt
x Absorbance (mg/kg) 

โดย  10 = ปริมาตรของสารละลายในแตละหลอดทดลอง (ml) 
  Wt  = น้ําหนักของตัวอยางเมล็ดขาวในแตละ crucible (g) 
  Absorbance = คาการดูดซับอะตอมของธาตุเหล็กที่อานไดจาก Atomic 
Absorption Spectrophotometry (mg/kg) 
3.2.3 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 นําเมล็ดจากเกษตรกรที่คัดเลือกตัวอยางที่มีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูง จํานวน 6 ตัวอยาง
เชื้อพันธุ 3 ช่ือพันธุ (บือบาง บือกั้วะ และบือกี่) โดยปลูกในแปลงทดลองภาควิชาพืชไร คณะ
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เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ปลูกเมล็ดแตละตัวอยางแบบหยอดเมล็ด 1 ตนตอหลุม 40 ตน
ตอแปลง บันทึกลักษณะแยกแตละตน 20 ตน 
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาที่ใชในการประเมิน (IRRI-IBPRG, 1980) แบงเปน 
 ลักษณะทางคุณภาพจํานวน 9 ลักษณะ ไดแก ลักษณะทรงกอ สีแผนใบ สีกาบใบ สีหูใบ สี
ล้ินใบ สีขอ สีปลอง สีกลีบรองดอก และสียอดดอก  
 ลักษณะทางปริมาณจํานวน 3 ลักษณะ ไดแก อายุออกดอก (วันหลังงอก) ความสูงที่ระยะ
เก็บเกี่ยว (เซนติเมตร) และจํานวนหนอตอตน  
 
3.2.4 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยลักษณะเมล็ด 
 นําเมล็ดที่ไดจากการปลูกคัดเลือกตัวอยางที่มีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูง จํานวน 6 ตัว
อยางเชื้อพันธุ 3 ช่ือพันธุ (บือบาง บือกั้วะ และบือกี่) ปลูกตัวอยางละ40 ตน บันทึกลักษณะของ สี
เปลือก สีเยื่อหุมเมล็ด และเก็บตัวอยางเมล็ดเพื่อวัด ความกวางของเมล็ดขาวเปลือก ความยาวของ
เมล็ดขาวเปลือก ความหนาของขาวเปลือก จํานวนตนละ 5 เมล็ด โดยจัดจําแนกรูปรางของ
ขาวเปลือกตามวิธีการของ Matsuo (1952) อางโดย Watabe (1967); ปาน (2539) กําหนดใหความ
ยาวของเมล็ดขาวเปลือกอยูในแกนตั้ง และความกวางของเมล็ดอยูในแกนนอน สรางเสน y = 19.95-
3.5x และเสน y = x + 4.2 แลวสรางเสนออกจากจุดตัดของเสนทั้วสองขนานไปกับแกนแนวนอน 
เสนทั้งสามจะแบงพื้นที่เปนสามสวน ไดแก เมล็ดเรียว (slender type) เมล็ดใหญ (large type) และ
เมล็ดปอม (round type) (ภาพที่ 3.1)  
 

 

6.2
6.7
7.2
7.7
8.2
8.7
9.2
9.7
10.2
10.7
11.2

2 2.5 3 3.5 4

ความกวาง(มิลลิเมตร)

ค
วา
ม
ย
าว
( มิ
ล
ลิ
เม
ต
ร) เมล็ดใหญ 

เมล็ดปอม 

เมล็ดเรียว 

y = 19.95-3.5x 

y = x + 4.2  

ภาพที่ 3.1 การจัดรูปรางเมล็ดตามวิธีการของ Matsuo อางโดย Watabe (1967) และปาน (2539) 
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3.2.5 การวิเคราะหขอมูล 
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด 

ปริมาณธาตุเหล็กที่ไดจากการวิเคราะหทางเคมีแตละตัวอยางนํามาคํานวณหา คาเฉลี่ย 
(mean) คาขอบเขตขอมูล (range) คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (se) คาสหสัมพันธ (correlation) 
ของการติดสียอมกับปริมาณธาตุเหล็ก โดยที่ 

 
แกน Y  = ผลรวมของเปอรเซ็นตการติดสีในเมล็ดที่ระดับการติดสีตาง ๆ  
คํานวณไดจากสูตร 

 = ∑ 



+



+



 ccbbaa *

100
)(intensity%*

100
)(intensity%*

100
)(intensity%  

 
โดย  = ระดับการติดสียอมสีเขม (+++ = 3) a

 = ระดับการติดสียอมปานกลาง (++ = 2) b

 = ระดับการติดสียอมต่ํา (+ = 1) c

 
แกน X  = ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลอง (mgFe/kg) 

 
 
 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และลักษณะเมล็ด 
 ลักษณะตาง ๆ ของขาวพื้นเมืองแตละตัวอยางนํามาคํานวณหา คาเฉลี่ย (mean) คาขอบเขต
ขอมูล (range) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) คาสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (cv,%) การพิจารณา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของลักษณะทางคุณภาพใชคาดัชนีความหลากหลายของ Shannon’s 
index (H’) โดยคํานวณจากสูตร (Shonnon and weaver, 1949 อางโดย Power and McSorley, 2000)  
 

  H’ = -  ∑
=

s

i
pipi

1
ln

 
โดย s = จํานวนชนิดที่พบ 
 pi = สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนทั้งหมด 
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 ในการพิจารณาหากพบวาคา H’ = 0 หมายถึงไมมีความหลากหลายทางพันธุกรรม และคา 
H’ สูงหมายถึงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
 
การทดลองที่ 2 การสะสมปริมาณธาตุเหล็กในระหวางการพัฒนาการของเมล็ดขาวในขาวที่มี
ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูงและต่ําตางกัน 
 
3.3  วิธีการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลสองปจจัยแบบแผนสุมในบล็อคสมบูรณ (Factorial 
in Randomized Complete Block Design) ทําการทวนช้ํา 3 ครั้ง โดยใชขาว 4 พันธุ ไดแก พันธุ
IR68144 (พันธุปรับปรุงจากศูนยวิจัยขาวนานาชาติและมีธาตุเหล็กในเมล็ดสูง) พันธุ CMU122 
(พันธุพื้นเมืองของไทยและมีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดสูง) พันธุเหนียวอุบล 2 (ขาวไทยพันธุใหม
และมีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดต่ํา) และพันธุขาวขาวดอกมะลิ105 (ขาวพันธุที่เกษตรกรนิยมปลูก
และมีปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดต่ํา) และใหสารละลายที่มีระดับความเขมขนของเหล็ก 2 ระดับ คอื 2 
ppm (Fe2) และ 7 ppm (Fe7) โดยปลูกในกระถางบรรจุทราย ใชกระถางบรรจุทราย ใชกระถาง
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 30 ซม. ลึก 30 ซม. รองกนกระถางดวยถุงพลาสติกที่เจาะรูระบายน้ํา แตละ
กระถางปลูกขาวหนึ่งพันธุ แตละพันธุปลูก 4 ตน โดยเพาะเมล็ดใหเปนตนออน ประมาณ 7 วัน แลว
จึงยายปลูก รดดวยสารละลายธาตุอาหารสูตรของ Yoshida et al (1976) ที่มีเหล็กในระดับต่ํา (Fe2) 
และสารละลายธาตุอาหารที่มีเหล็กในระดับสูง (Fe7) ทุกวันเชา-เย็น กระถางละ 1 ลิตร การเก็บตัว
อยางเมล็ดโดยเริ่มเก็บเมล็ดจํานวน 3 ระยะ ไดแก ระยะ 10, 20, 30 วันหลังจากผสมเกสร (day after 
anthesis) ของขาวแตละพันธุ เก็บตัวอยางน้ําหนักแหง ราก ตน ใบ และใบธง ทั้ง 3 ระยะของขาวแต
ละพันธุ นําตัวอยางที่ไดมาวิเคราะหการสะสมของปริมาณธาตุเหล็กแตละสวนในขาวแตละพันธุ 
โดยวิธีการเคมีวิเคราะห (เหมือนขอ 3.2.2) 
  
3.4  การวิเคราะหขอมูล 
 การวิเคราะหความแตกตางระหวางพันธุโดยการวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ 
(Analysis of Variance) และเปรียบเทียบความแตกตางระหวางคาเฉล่ียของสิ่งทดลองโดยใช LSD 
(Least Significant Difference) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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