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บทท่ี 3  
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
1. วางแผนการทดลอง  

1.1 ระยะที่หน่ึง เป็นการประเมินการตอบสนองเบ้ืองต้นของข้าวไร่พ้ืนเมือง 30 พันธ์ุ วาง
แผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) จํานวน 2 ซ้ําประกอบด้วยความเค็มที่
ระดับต่างกัน 2 ระดับเกลือโซเดียมคลอไรด์คือ 0 และ 6 กรัมต่อลิตร (g.l-1) หรือ 103 mM 

1.2 ระยะที่สอง เป็นการคัดเลือกข้าวไร่ที่ทนต่อความเค็มเพ่ือนําไปจัดกลุ่มข้าวตามศักยภาพ
ความทนเค็ม โดยใช้ข้าวไร่จํานวน 10 พันธ์ุ วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design 
(CRD) จํานวน 3 ซ้ําประกอบด้วยความเค็มที่ระดับต่างกัน 2 ระดับเกลือโซเดียมคลอไรด์คือ 0 และ 6 กรัมต่อ
ลิตร (g.l-1) หรือ 103 mM 

การทดลองระยะที่หน่ึง เป็นการทําการทดสองเบ้ืองต้น (preliminary experiment) เพ่ือ
ทดสอบการปลูกข้าวในเรือนทดลองของคณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ความเข้มข้นของเกลือที่จะใช้ในการ
ทดลอง อายุต้นข้าวที่เหมาะสม ความงอกของเมล็ด และจํานวนต้นข้าวที่ใช้ในแต่ละชุดการทดลองที่เพียงพอ
สําหรับนํามาอบแห้งเพ่ือส่งวิเคราะห์ Na+ และ K+ รวมทั้งการ screening ข้าวไร่ทั้ง 30 พันธ์ุในเบ้ืองต้นว่าแต่
ละพันธ์ุมีการตอบสนองต่อเกลืออย่างไร เป็นต้น โดยจะนําค่าที่ได้ต่างๆไปปรับใช้ในการทดลองจริงในระยะที่
สอง 

 
2.  ขั้นตอนและวิธีในการวิจัย   

2.1   ตัวอย่างพืช  
ระยะที่หน่ึง ใช้ข้าวไร่จํานวน 30 สายพันธ์ุ ที่ยังไม่ทราบระดับความทนทานต่อภาวะเครียด

จากความเค็มได้ และชุดควบคุมเป็นพันธ์ุที่ทราบระดับความทนเค็ม 4 พันธ์ุ คือ Pokkali (พอคคาลี) เป็นข้าว
พันธ์ุทนเค็ม, IR28 และ IR29 เป็นพันธ์ุอ่อนแอ และขาวดอกมะลิ (KDML105) เป็นพันธ์ุค่อนข้างอ่อนแอ รวม
ทั้งสิ้น 34 พันธ์ุ 

ระยะที่สอง เลือกใช้ข้าวไร่พ้ืนเมืองจํานวน 10 สายพันธ์ุจากการทดลองในระยะที่หน่ึง ข้าว
พันธ์ุควบคุม 2 พันธ์ุ คือ Pokkali และ IR29 และข้าวพันธ์ุปรับปรุง ปทุมธานี 1 รวมทั้งสิ้น 13 พันธ์ุ 

 
หมายเหตุ ข้าวไร่พ้ืนเมือง ได้รับความอนุเคราะห์จาก ดร.จิรวัฒน์ สนิทชน กลุ่มพันธุศาสตร์

และการ-ปรับปรุงพันธ์ุพืช ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งข้าวดังกล่าวถูกเก็บรวบรวมมาจากแหล่งต่างๆกัน ส่วนข้าวชุดควบคุม ได้รับความ
อนุเคราะห์จากดร.มีชัย เซี่ยงหลิว หน่วยปฏิบัติการค้นหาและใช้ประโยชน์ยีนข้าว สถาบัน BIOTEC 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม (ตารางที่ 3.1 และ 3.2) 

 
2.2   การปลูกพืชทดลอง ของการทดลองระยะที่หน่ึงใช้พืชตารางที่ 3.1 และระยะที่สองใช้พืช

ตารางที่ 3.2 
2.2.1 นําเมล็ดข้าวไปฟอกฆ่าเช้ือด้วย Clorox 1% นาน 15 นาท ีแล้วล้างด้วยนํ้าเปล่า นํา

เมล็ดข้าวแช่นํ้าเป็นเวลา 2 วัน และเพาะเมล็ดข้าวให้งอกในนํ้าประปา เลี้ยงไว้เป็นเวลา 2 สัปดาห ์
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2.2.2 นําต้นกล้าที่ได้ไปเลี้ยงในสารละลายอาหารสูตร Yoshida (ตารางที่ 3.3 และ 3.4) 
เป็นเวลา 3 สัปดาห์ (ในช่วงระหว่างน้ันให้คอยเติมอาหารสูตร Yoshida และวัด pH ในอาหารอยู่เรื่อยๆ จน
ต้นกล้ามีใบเจริญ ประมาณ 4-5 ใบ) 

2.2.3 ทําการให้เกลือช่วงแรก หรือ Pretreatment โดยการปลูกข้าวในสารละลายอาหาร
สูตร Yoshida ที่เติมเกลือโซเดียมคลอไรด์ (Sodium Chloride; NaCl) 51.5 mM เป็นเวลา 4 วัน 

2.2.4 ทําการทดสอบความทนเค็มของข้าวโดยการนําต้นข้าวในข้อ 2.2.3 ไปเลีย้งใน
สารละลายอาหารสูตร Yoshida ที่เติมเกลอื Sodium Chloride (NaCl) 103 mM (คา่การนําไฟฟ้า (EC) 12 
dSm-1) และเลีย้งต้นข้าวต่อไปเป็นเวลา 7 วัน (การทดลองระยะที่หน่ึง) และเลี้ยงต้นขา้วต่อไปเป็นเวลา 10 
วัน (การทดลองระยะที่สอง) 

2.2.5 เมื่อครบ 5 และ 10 วัน ทําการเก็บผลการทดลองการตอบสนองต่อความเค็ม ได้แก่ 
อัตราการรอด ค่าคะแนนเค็มเทียบกับตารางมาตรฐาน และเก็บต้นข้าวทั้งหมดของทุกสายพันธ์ุจากทั้ง 2 
ระดับความเค็ม และนําไปอบแห้งที่ 60°C เป็นเวลาอย่างน้อย 48 ช่ัวโมง จากน้ันนําไปช่ังหานํ้าหนักแห้งของ
ส่วนต้นและราก 

2.2.6 เมื่อช่ังนํ้าหนักแห้งแล้ว จึงทําการบดตัวอย่างให้เป็นผง และช่ังนํ้าหนักของผง
ตัวอย่างที่ได้ เพ่ือส่งไปวิเคราะห์ เพ่ือหาการสะสมของธาตุ Na+ และ K+ ในข้าวไร่เมื่อได้รับความเค็ม ที่
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ต่อไป      
 
3.  ขั้นตอนและวิธีการในการวิเคราะห์ข้อมูล 

 3.1  การเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 
3.1.1 การเตรียมสารละลายสต๊อกเข้มข้นตามสูตรอาหารของ Yoshida ดังตารางที่ 3.3

เป็นการเตรียมสารละลายสต๊อคปริมาตร 4 ลิตร จํานวน 6 สต๊อค  
-  สต๊อคที่ 1-5 เตรียมโดยละลายสารในนํ้ากรอง จากน้ันปรับปริมาตรด้วยนํ้ากรอง

ให้ครบ 4 ลิตร 
-  สต๊อคที่ 6 เตรียมโดยละลายสารของ micronutrient แต่ละตัวแยกกัน จากน้ัน

นํามาผสมกันและปรับปริมาตรด้วยนํ้ากรองให้ได้ปริมาตร 2 ลิตร เติม H2SO4 ความเข้มขน้ 98% ลงไป 200 
มิลลลิิตร ปรับปริมาตรด้วยนํ้ากรองให้ได้ปริมาตร 4 ลิตร 

3.1.2  การเตรียมสารละลายธาตุอาหารจากสารละลายสต๊อกเข้มข้น แสดงในตารางที่ 3.4 
ถ้าต้องการเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 40 ลิตรจะใช้สารละลายสต๊อกเข้มข้น สต๊อกละ 50 มิลลิลิตร ผสมกัน
และปรับปริมาตรด้วยนํ้ากรองให้ครบ 40 ลติร คนให้เข้ากัน จากน้ันปรับ pH ให้ได้ประมาณ 5.0 ด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 N  

3.1.3 การเตรียมสารละลายธาตุอาหารที่เติม NaCl ทําได้โดยการเตรียมสารละลายธาตุ
อาหารเช่นเดียวกับข้อ 3.1.2 โดยหลังจากปรับปริมาตรด้วยนํ้ากรองแล้ว จึงเติม NaCl ลงไปตามความเข้มข้น
ที่ต้องการ จากน้ันปรับ pH ให้ได้ 5.0 
 
  3.2  การเก็บข้อมูล 

3.2.1 การให้ค่าคะแนนระดับความทนเค็มของข้าวในระยะต้นกล้า ทําได้โดยการ
ตรวจสอบลักษณะการแสดงออกทางสัณฐานวิทยาของข้าวแต่ละต้น โดยการให้คะแนนเป็น 1- 9 โดยเทียบกับ
ตารางที่ 2.1 
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3.2.2 การนับต้นข้าวที่รอดชีวิตและหาอัตราการรอดชีวิต (ร้อยละ)  
3.2.3 หานํ้าหนักแห้งส่วนต้นและราก (หน่วยเป็นกรัม) 
3.2.4 นําข้อมูลค่าคะแนนความทนเค็ม อัตราการรอด นํ้าหนักแห้งต้นและราก ค่าการ

สะสม Na+ และ K+ และสัดสว่น Na+/K+ แล้วนําไปเขียนกราฟ 
 
  3.3  การวิเคราะหผ์ลและข้อมูล 

3.3.1 การวิเคราะห์หาปริมาณ Na+ และ K+ จะใช้พืชที่อบแห้งแล้วมาบดเป็นผงให้ได้
นํ้าหนักสุดท้ายไม่ตํ่ากว่า 0.5 กรัม (ผ่านการกรองที่ 50 mesh) จากน้ันทําการย่อยด้วยกรดไนตริก (HNO3) 
เข้มข้น 65% ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แล้วปรบัปริมาตรให้ได้ 50 มิลลิลิตร จากน้ันนําไปวัดปริมาณอิออนโดยใช้
เครื่อง Atomic spectroscopy ขั้นตอนน้ีส่งตรวจวิเคราะห์ ณ หน่วยวิเคราะห์วิจัยดินพืชและวัสดุเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม ค่าที่ได้จะถูกนํามาคํานวณเป็นร้อยละเทียบกับ
นํ้าหนักตัวอย่างที่ส่งตรวจ 

3.3.2 คํานวณหาค่าเฉล่ียและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐานต่างๆท่ีได้จากผลการทดลอง วิเคราะห์
หาความแตกต่างของค่าเฉล่ีย T-test และ ANOVA ด้วยโปรแกรม SPSS version 20 (ที่ระดับความเช่ือมั่น 
95% P<0.05) 

3.3.3 ประมวลผลการตอบสนองของต้นข้าวจากข้อมูลทั้งหมด เพ่ือจัดกลุ่มข้าวตาม
ศักยภาพความทนเค็ม โดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดของขอ้มูลการตอบสนองทั้งหมดในข้าวแต่
ละพันธ์ุ ด้วย UPGMA cluster analysis ด้วยโปรแกรม SPSS version 20  
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ตารางที่ 3.1 รหัสสายพันธ์ุและแหล่งทีม่าของข้าวที่ใช้ในการวิจัยที่ใช้ในการทดลองระยะที่หน่ึง 
 

ลําดับ รหัสสายพันธุ ์ แหล่งที่มา 

1 ULR078 จ.สุรินทร์ 
2 ULR152 จ.เลย 
3 ULR159 จ.เลย 
4 ULR192 จ.เพชรบูรณ์ 
5 ULR198 จ.เพชรบูรณ์ 
6 ULR234 จ.เพชรบูรณ์ 
7 ULR238 จ.เพชรบูรณ์ 
8 ULR239 จ.เพชรบูรณ์ 
9 ULR254 จ.เพชรบูรณ์ 
10 ULR284 จ.พัทลุง 
11 KKU.ULR016 จ.เชียงใหม่ 
12 KKU.ULR031 จ.เพชรบูรณ์ 
13 KKU.ULR038 จ.เพชรบูรณ์ 
14 KKU.ULR064 จ.เพชรบูรณ์ 
15 KKU.ULR076 จ.เพชรบูรณ์ 
16 KKU.ULR121 จ.ร้อยเอ็ด 
17 KKU.ULR198 จ.เพชรบูรณ์ 
18 KKU.ULR200 จ.เพชรบูรณ์ 
19 KKU.ULR229 จ.เพชรบูรณ์ 
20 KKU.ULR303 จ.เลย 
21 KKU.ULR-T4 จ.เชียงใหม่ 
22 KKU.ULR-T33 จ.ขอนแก่น 
23 KKU.ULR-T5 จ.เลย 
24 KKU.ULR-T30 จ.เพชรบูรณ์ 
25 KKU.ULR-T15 จ.เลย 
26 KKU.ULR-T18 จ.เลย 
27 KKU.ULR-T20 จ.เชียงใหม่ 
28 KKU.ULR-T35 จ.เพชรบูรณ์ 
29 KKU.ULR-T36 จ.เพชรบูรณ์ 
30 KKU.ULR-T13 จ.เพชรบูรณ์ 
31 KDML105 อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
32 IR28 อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
33 IR29 อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
34 POKKALI อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 

ลําดับท่ี 1-30 ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มพันธุศาสตร์และการปรับปรุงพันธ์ุพืช  
ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
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ตารางที่ 3.2 รหัสสายพันธ์ุและแหล่งทีม่าของข้าวที่ใช้ในการวิจัยที่ใช้ในการทดลองระยะที่สอง 
 

ลําดับ รหัสสายพันธุ ์ แหล่งที่มา 

1 ULR 078 จ.สุรินทร์ 
2 ULR 152 จ.เลย 
3 ULR 159 จ.เลย 
4 ULR 192 จ.เพชรบูรณ์ 
5 ULR 198 จ.เพชรบูรณ์ 
6 ULR 234 จ.เพชรบูรณ์ 
7 ULR 284 จ.พัทลุง 
8 KKU.ULR 076 จ.เพชรบูรณ์ 
9 KKU.ULR 198 จ.เพชรบูรณ์ 
10 KKU.ULR-T4 จ.เชียงใหม่ 
11 IR 29 อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
12 POKKALI อนุเคราะห์จากมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกําแพงแสน จ.นครปฐม 
13 ปทุมธานี 1 อนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยข้าว จ.ฉะเชิงเทรา 

ลําดับท่ี 1-10 ได้รับความอนุเคราะห์จากกลุ่มพันธุศาสตร์และการปรับปรุงพันธ์ุพืช  
ภาควิชาพืชศาสตร์และทรัพยากรการเกษตร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
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ตารางที่ 3.3 การเตรียมสารละลายเข้มข้น (Stock solution) สําหรับสารละลายธาตุอาหารสูตร Yoshida 
(ดัดแปลงโดย Gregorio และคณะ, 1997) 
 

สต๊อก ธาตุ ช่ือสารเคมี นํ้าหนักสารเคมี (กรัม) 
สําหรับสารละลาย 4 ลิตร 

Macronutrient   
1 N Ammonium nitrate (NH4NO3) 365.6 
2 P Sodium phosphate monobasic 

monohydrate 
(NaH2PO4 .H2O) 

142.4 

3 K Potassium sulfate (K2SO4)  285.6 
4 Ca Calcium chloride, dihydrate (CaCl2.H2O)  469.4 
5 Mg Magnesium sulfate (MgSO4.7H2O)  1296.0 
Micronutrient   
6* Mn Manganous chloride, 4-hydrate 

(MnCl2.4H2O) 
6.0 

 
 Mo Ammonium molydate, 4-hydrate 

[(NH4) Mo7O2.4H2O)] 
0.296 

 
 Zn Zinc sulfate, 7-hydrate (ZnSO4.7H2O)  0.14 
 B Boric acid (H3BO3) 3.736 
 Cu Cupric sulfate, 5-hydrate (CuSO4.5H2O)  0.124 
 Fe Ferric chloride, 6-hydrate (FeCl3 .6H2O)  30.8 
  Citric acid, monohydrate (C6H8O7.H2O)  47.6 

*หมายเหตุ stock ที่ 6 ประกอบด้วย Mn, Mo, Zn, B, Cu, และ Fe รวมกัน 
 การเตรียม micronutrient ทําได้โดยละลายสารของ micronutrient แต่ละตัวแยกกัน จากน้ันนํามา
ผสมกันและปรบัปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นให้ได้ปริมาตร 2 ลิตร จากน้ันเติม H2SO4 (98%) ลงไป 200 มิลลลิิตร  
และปรับปริมาตรด้วยนํ้ากลั่นให้ได้ปริมาตร 4 ลิตร 
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ตารางที่ 3.4 การเตรียมสารละลายธาตุอาหารสูตร Yoshida (ดัดแปลงโดย Gregorio และคณะ, 1997) 
 
สต๊อก ธาตุ ช่ือสารเคมี ปริมาตรสารละลายสต๊อกเข้มข้น 

(มล./40 ลิตรสารละลายธาตุอาหาร) 
ความเข้มข้นสดุท้าย
ของธาตุ (ppm) 

 ธาตุหลัก    
1 N NH4NO3 50 40 
2 P NaH2PO4 .H2O 50 10 
3 K K2SO4 50 40 
 ธาตุรอง    
4 Ca CaCl2.H2O 50 40 
5 Mg MgSO4.7H2O 50 40 
 ธาตุเสริม (micronutrients)   
6 Mn MnCl2.4H2O  0.50 
 Mo (NH4) Mo7O2.4H2O)  0.05 
 Zn ZnSO4.7H2O  50 0.01 
 B H3BO3  0.20 
 Cu CuSO4.5H2O  0.01 
 Fe FeCl3 .6H2O  2.00 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


