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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

ทดลองที่แปลงทดลองสาขาวชิาพชืไร่ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ และแปลง
เกษตรกร บา้นทุ่งหลวง ต.แม่วนิ อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ ระหวา่งเดือนพฤษภาคม 2557 ถึง มีนาคม 
2559 

การทดลองที่ 1 การประเมินลักษณะประชากรลูกผสมช่ัวที่ 1 ระหว่างข้าวก ่าพืน้เมืองจากที่สูง 7 พันธ์ุ
กับข้าวพันธ์ุปรับปรุงสมัยใหม่ปทุมธานี  1 และสร้างประชากรลูกผสมช่ัวที่ 2  

สายพนัธุพ์อ่แม่ 

 ใชพ้นัธุ์ขา้วทั้งหมด 8 สายพนัธุ์ โดยพนัธุพ์่อเป็นพนัธุ์ปรับปรุงสมยัใหม่ จ  านวน 1 พนัธุ์ คือ 
ปทุมธานี 1 (Pathumthani 1; PTT1) และพนัธุ์แม่เป็นข้าวพนัธุ์พื้นเมืองที่รวบรวมมาจากเกษตรกร
พื้นที่ สู ง 3 จังหวัด  โดยก ลุ่มวิจัยทรัพยากรพันธุกรรมธาตุอาหารพืชที่ คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ (CMUPNlab) ซ่ึงเป็นขา้วก ่าที่มีค่าแอนโทไซยานินสูงทั้งหมด 7 พนัธุ ์คือ ปิอิชู 
037 (Bi ei su 037; BES037), ปิอิซู 057 (Bi ei su 057; BES057), ขา้วลืมผวั (Kao Luem Pua; KLP), ชิ
หน่อนะ (Chi Nor Na; CNN), ขา้วต ่า (Kao Tum; KT), จานู่แนะแนะ (Ja Nu Nae; JNN) และเดวมาโอ๋
นะ (Deaw Ma Oh Na; DMON) (ตารางที ่3.1)  
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ตารางที่ 3.1 แหล่งที่มาของพนัธุพ์อ่แม่ ที่ใชใ้นงานทดลอง  
 

No. ช่ือพนัธุ ์ แหล่งที่มา ชนิดขา้ว 
ประเภท
ขา้ว 

ปริมาณแอนโทไซ
ยานิน(mg/100g) 

1 ปิอิชู บา้นประตูเมือง ต. แม่วนิ เหนียว ขา้วไร่ 166.4 

 
(BES037) อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ 

   

2 ปิอิซู  บา้นประตูเมือง ต. แม่วนิ เหนียว ขา้วไร่ 115.1 

 
(BES057) อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ 

   

3 ขา้วลืมผวั บา้นปางค านอ้ย ต. ปางมะผา้ เจา้ ขา้วไร่ 113.0 

 
(KLP) อ.ปางมะผา้ จ.แม่ฮ่องสอน 

   

4 ชิหน่อนะ  บา้นจ าโบ่ ต. ปางมะผา้ เหนียว ขา้วไร่ 109.9 

 
(CNN) อ.ปางมะผา้ จ.แม่ฮ่องสอน 

   

5 ขา้วต ่า บา้นไทยพฒันา ต. ม่วงยาย เจา้ ขา้วนา 108.1 

 
(KT) อ.เวยีงแก่น จ.เชียงราย 

   

6 จานู่แนะ  บา้นหนองตอง ต. สบป่อง เหนียว ขา้วไร่ 93.9 

 
(JNN) อ.ปางมะผา้ จ.แม่ฮ่องสอน 

   

7 เดวมาโอ๋นะ  บา้นแสนเจริญ ต. วาวี เหนียว ขา้วไร่ 91.0 

 
(DMON) อ.แม่สรวย จ.เชียงราย 

   

8 ปทุมธานี 1 ศูนยว์จิยัขา้วปทุมธานี เจา้  ขา้วนา 0.0 
  (PTT1) จ.ปทุมธานี       
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การสร้างลูกผสมชัว่ที่ 1 

ปลูกในกระถางในเรือนทดลอง ณ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ช่วงเดือน 
กรกฎาคม – ธนัวาคม 2557 โดยน าเมล็ดขา้วทั้ง 8 พนัธุ ์ปลูกพนัธุล์ะ 3 กระถาง กระถางละ 5 ตน้ 1 ตน้
ต่อหลุม เวน้ช่วงเวลาของการปลูกทุกๆ 10 วนั ทั้งหมด 5 คร้ัง (planting date) เพื่อให้ขา้วมีระยะออก
ดอกที่ใกลเ้คียงกนั ผสมพนัธุโ์ดยใหพ้นัธุพ์ื้นเมืองเป็นพนัธุแ์ม่และปทุมธานีเป็นพนัธุพ์อ่ใหไ้ดท้ั้งหมด 
7 คู่ผสม รวมทั้งหมด 7 ชุด ไดแ้ก่ 

ชุดที่ 1 BES037 × PTT1 
ชุดที่ 2 BES057 × PTT1 
ชุดที่ 3 KLP × PTT1 
ชุดที่ 4 CNN × PTT1 
ชุดที่ 5 KT × PTT1 
ชุดที่ 6 JNN × PTT1 
ชุดที่ 7 DMON × PTT1 

เม่ือถึงระยะสุกแก่เก็บเมล็ดแยกตน้ของแต่ละคู่ผสม น าเมล็ดที่ได้เก็บรักษาไวท้ี่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  

การประเมินลกัษณะของลูกผสมชัว่ที่ 1 ระหวา่งขา้วก ่า 7 พนัธุก์บัขา้วปทุมธานี 1 (PTT1)            
วธีิการทดลอง 

ปลูกข้าวลูกผสมชั่วที่  1 และพันธุ์พ่อแม่ ในกระถางในโรงเรือนทดลองระหว่างเดือน 

มกราคม–พฤษภาคม 2558 ปลูกลูกผสมเปรียบเทียบกบัพ่อแม่ พนัธุล์ะ 3 กระถาง วางแผนการทดลอง

แบบ Completely Randomized Design (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า โดยเพาะเมล็ดใน petri-dishes เม่ืออาย ุ10 

วนั ยา้ยปลูกในกระถางบรรจุดิน กระถางละ 5 ตน้ 1 ตน้ต่อหลุม เม่ืออาย ุ20 วนัหลังยา้ยปลูก ให้ปุ๋ ย

รองพื้นสูตร 15-15-15 อัตรา 25 กก./ไร่ จากนั้นเม่ือตน้ขา้วอายุประมาณ 60 วนั ให้ปุ๋ ยสูตร 46-0-0 

อตัรา 10 กก./ไร่ ประเมินและบนัทึกลกัษณะทางสณัฐานและสรีระ 3 ระยะ คือ ระยะแตกกอ ออกดอก 

และสุกแก่ โดยเก็บขอ้มูลลูกผสมชัว่ที่ 1 ทุกตน้ เปรียบเทียบพนัธุพ์อ่แม่  
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การบนัทึกขอ้มูล 

ระยะแตกกอ  บนัทึกทุกตน้ ลกัษณะทรงกอ สีแผน่ใบ สีกาบใบ สีหูใบ สีเขี้ยวใบ สีขอ้  
สีปลอ้ง  

ระยะออกดอก   บนัทึกทุกตน้ วนัออกดอก จ านวนหน่อต่อกอ  ลกัษณะสียอดดอก สียอดเกสรตวัเมีย 
ความยาวเกสรตวัผู ้การยืน่โผล่ของเกสรตวัเมีย และการมีหางที่เมล็ด  

ระยะสุกแก่  เก็บเก่ียวเมล็ดแยกตน้ บนัทึกทุกตน้ บนัทึกสีเปลือกเมล็ดและสีเยือ่หุม้เมล็ด  
สุ่มตวัอยา่งแบ่งเมล็ดไวเ้ป็น 3 ส่วน ส่วนแรกน าไปปลูกวดัการกระจายตวัทางพนัธุกรรมในลูกผสมชัว่
ที่ 2 ส่วนที่สองน ามาประเมินลกัษณะของสีของเปลือก สีเยือ่หุม้เมล็ด (Maeda et al., 2014)  วดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของเมล็ด โดยดดัแปลงมาจากวิธี pH differential method ตามวธีิของ (Giusti et al., 2001) 
และส่วนที่สามทดสอบการเป็นชนิดข้าวเจา้หรือข้าวเหนียวด้วยวิธีทดสอบการติดสีสารละลาย
ไอโอดีน potassium iodine (KI(I)) โดยแป้งที่ยอ้มติดสีน ้ าเงินแสดงว่าเป็นขา้วเจา้ และสีน ้ าตาลแสดง
วา่เป็นขา้วเหนียว 

การวดัค่าดูดกลืนแสงของเมล็ด 

 เมล็ดขา้วลูกผสมชัว่ที่ 1 และพนัธุพ์อ่แม่ของทุกคู่ผสม แกะเปลือกหุม้เมล็ดออก จ านวนคู่ผสม
ละ 10 เมล็ด น ามาใส่หลอดทดลองแลว้เติมน ้ า 1 ml. น าไปตม้ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พร้อมกบั
การเขยา่เป็นเวลา 30 นาที ในเคร่ือง shaking water bath เม่ือครบเวลาที่ก  าหนด หยดตวัอยา่งที่ไดใ้ส่ลง 
Microplate 96 wells plate น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงในเคร่ือง Microplate Spectrophotometer ที่
ความยาวคล่ืน 520 nm. 

การวเิคราะห์ขอ้มูล 

วิเคราะห์ผลการทดลองโดยวิธีการวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance) ใน
ลกัษณะจ านวนวนัออกดอก ความสูงตน้ จ  านวนหน่อต่อตน้ น ้ าหนักเมล็ดต่อตน้ และค่าการดูดกลืน
แสง เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของลูกผสมชั่วที่ 1 และพนัธุ์พ่อแม่ โดยใชว้ิธี Least 
Significant Difference (LSD)  
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การทดลองที่ 2 การประเมินการกระจายตัวลูกผสมช่ัวที่ 2 ปลูกในสภาพแวดล้อมแตกต่างกัน 

คดัเลือกลูกผสมชัว่ที่ 1 มาศึกษา 1 คู่ผสม คือ คู่ที่ 1 BES037 × PTT1 เก็บเมล็ดจากการผสม
ตวัเองของลูกผสมชัว่ที่ 1 เพาะเมล็ดพนัธุลู์กผสมและพนัธุพ์่อแม่เพื่อเป็นพนัธุ์เปรียบเทียบ ช่วงเดือน 
กรกฎาคม – ธนัวาคม 2558 เพาะปลูกในฤดูนาปีโดยปลูกในกระถาง เพาะเมล็ดลูกผสมทั้งหมด 265 
ตน้ และพนัธุ์พ่อแม่ พนัธุ์ละ 5 ตน้ ในตะกร้าบรรจุดินเพาะตน้กล้า เม่ือตน้กล้าเร่ิมการแตกกอหรือ
ประมาณ 20 – 25 วนัหลงัเพาะเมล็ด แบ่งแยกตน้กลา้ที่เป็นพนัธุกรรมชนิดเดียวกนัเป็นสองส่วนแลว้
ปลูกลงกระถางบรรจุดิน เม่ือตน้กลา้แขง็แรงหรือประมาณ 7 วนัหลงัแบ่งแยก น าตน้กลา้ในกระถางทั้ง
สองชุดไปจัดวางทั้ งไว ้2 สถานที่ปลูก คือ ในที่ ลุ่มปลูกที่แปลงทดลองภาควิชาพืชศาสตร์และ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ (CMU) ระดบัความสูง 328 เมตร และ 
ในที่สูงปลูกที่แปลงทดสอบของเกษตรกร บา้นทุ่งหลวง ต.แม่วิน อ.แม่วาง จ.เชียงใหม่ (TL) ระดับ
ความสูง 978 เมตร เม่ือถึงระยะหลงัปลูก  20 วนั ให้ปุ๋ ยสูตร 15-15-15 อตัรา 25 กก./ไร่ จากนั้นเม่ือตน้
ขา้วอายปุระมาณ 60 วนั ใหปุ้๋ ยสูตร 46-0-0 อตัรา 10 กก./ไร่ 

การบนัทึกขอ้มูล 

บนัทึกขอ้มูลลกัษณะทางสณัฐานของลูกผสมชัว่ที่ 2 ที่มีพนัธุกรรมเดียวกนัทั้งสองแหล่งปลูก
เปรียบเทียบพนัธุ์พ่อแม่  เม่ือถึงระยะสุกแก่เก็บเก่ียวเมล็ดแยกตน้ของทุกๆ ตน้ แบ่งเมล็ดไวส้ามส่วน 
ส่วนแรกบนัทึกสีเปลือก สีเยือ่หุ้มเมล็ดจ านวน 10 เมล็ดต่อตน้ และแกะเปลือกเมล็ดดว้ยมือ คดัเลือก
เมล็ดจากตน้ที่มีเยือ่หุ้มเมล็ดสีม่วงทั้งหมด 100 ตน้ โดยน าเมล็ดขา้วกลอ้ง 1 กรัม น าไปวิเคราะห์ดว้ย
วธีิวเิคราะห์ทางเคมีหาปริมาณแอนโทไซยานินในเมล็ดขา้ว เปรียบเทียบทั้ง 2 สถานที่ปลูก ส่วนที่สอง 
วดัขนาดเมล็ดขา้วเปลือก และทดสอบการเป็นชนิดขา้วเจา้หรือขา้วเหนียวดว้ยวิธีทดสอบการติดสี
สารละลายไอโอดีน ทดสอบความอ่อนนุ่ม ส่วนที่สามคดัเลือกและน าไปปลูกต่อในลูกผสมชัว่ที่ 3  

การวเิคราะห์หาปริมาณสารแอนโทไซยานินของเมล็ดขา้วโดยวธีิวิเคราะห์ทางเคมี 

แกะเปลือกหุ้มเมล็ดลูกผสมชัว่ที่ 2 และ พนัธุ์แม่ เพื่อให้ไดข้า้วกลอ้ง 1 กรัมต่อตน้ การสกดั
โดยใช้ methanol 70 %  แล้วจึงน าไปวดัโดยวิธี pH differential method ตามวิธีของ Abdel-Aal และ 
Hucl (1999)  
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การวเิคราะห์ขอ้มูล 

ประเมินการกระจายตวัโดยการจดักลุ่ม ทดสอบการกระจายตวัของ สีแผ่นใบ สีกาบใบ สีล้ิน
ใบ สียอดดอก สีเยือ่หุม้เมล็ด และการมีหางของเมล็ดในลูกผสมชัว่ที่ 2 โดยใช ้chi-square test (χ2 test) 

วเิคราะห์การกระจายทางพนัธุกรรมของปริมาณแอนโทไซยานินในลูกผสมชัว่ที่ 2 ของทั้ง 2 
พื้นที่ปลูก และน าปริมาณแอนโทไซยานินของเมล็ดลูกผสมชั่วที่  2 เปรียบเทียบกับพนัธุ์พ่อแม่ 
ค  านวณส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) ช่วงของการกระจายตวั (range) และสมัประสิทธ์ิ
ของการแปรปรวน (coefficient of variation)  
 วเิคราะห์ความสัมพนัธร์ะหวา่งปริมาณแอนโทไซยานินของเมล็ดลูกผสมชัว่ที่ 2 ทั้งสองพื้นที่
ปลูก และวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างน ้ าหนกัเมล็ดต่อตน้กบัปริมาณแอนโทไซยานินของลูกผสม
ชัว่ที่ 2 จากทั้ง 2 พื้นที่ปลูก เปรียบเทียบพนัธุพ์อ่แม่ 
 

 

 
 


