
บทท่ี 3  
 

อุปกรณและวธิกีารทดลอง 
 

 ดําเนินการทดลองที่ศูนยวิจัยเพื่อเพ่ิมผลผลติทางการเกษตร และภาควชิาพืชไร คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหม ระหวางเดือน มิถนุายน พ.ศ. 2547 ถึง เดือน พฤษภาคม พ.ศ. 2550 
การศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย 2 การทดลองหลัก มีรายละเอียดของงานทดลองดังนี ้
 
พันธุกรรม 
ศึกษาในพันธุปรับปรุงสมัยใหม พันธุพ้ืนเมือง สายพันธุกาวหนา จํานวน 11 พันธุ/สายพันธุ (ตารางท่ี 
3.1) ลูกผสมช่ัวที่ 1 และช่ัวที ่2 ดังน้ี  
 
ตาราง 3.1  รายช่ือพันธุ/สายพันธุ pedigree และความสามารถในการสะสมปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ด 

พันธุ pedigree 
ปริมาณธาตุเหล็ก 
ในเมล็ดขาวกลอง 

IR68144 IR72/Zawa Bonday เหล็กสูง (Gregorio et al., 2000) 
CMU122 ขาวพันธุพ้ืนเมือง อ. แมแตง จ. เชียงใหม เหล็กสูง (Prom-u-thai, 2003) 
Jalmagna ขาวพันธุพ้ืนเมือง ประเทศอินเดีย เหล็กสูง (Gregorio et al., 2000) 
เหนียวอุบล 2 SPT7149-429-3/IR21848-65-3-2 เหล็กตํ่า (Prom-u-thai, 2003) 
ขาวดอกมะล ิ105 คัดเลือกสายพนัธุบริสุทธิจ์ากพันธุพื้นเมือง  เหล็กตํ่า (Prom-u-thai, 2003) 
สุพรรณบรุ ี1 IR25393-57-2-3/RD23//IR27316-96-3-2-

2///SPRLR77205-3-2-1-1/SPRLR79134-51-2-2 
เหล็กตํ่า (Prom-u-thai, 2003) 

ชัยนาท 1 IR13146-158-1/IR15314-43-2-3-3//BKN6995-
16-1-1-2 

เหล็กตํ่า (Prom-u-thai, 2003) 

กข 6 ใชรังสีแกมมาชักนําใหเกดิการกลายพันธุในพันธุ
ขาวขาวดอกมะล1ิ05 

เหล็กตํ่า (Prom-u-thai, 2003) 
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ตาราง 3.1 (ตอ) 

พันธุ pedigree 
ปริมาณธาตุเหล็ก 
ในเมล็ดขาวกลอง 

หอมสุพรรณบุร ี F1 SPR84177-8-2-2-2-1/SPR85091-13-1-14//
ขาวดอกมะล1ิ05 

เหล็กตํ่า (11.4 มก./กก.†)  

บางแตน SPR60/IR60//IR64 เหล็กตํ่า (11.1 มก./กก.†) 
ก่ําดอยสะเก็ด ขาวพันธุพ้ืนเมือง จ. เชียงใหม เหล็กตํ่า (13.3 มก./กก.†) 

† เพ็ญนภา งานยังไมไดตีพิมพ  
 
ลูกผสมช่ัวที ่1 
ชุดท่ี 1 ฤดูปลกูท่ี 1   

ปลูกพันธุพอแม จํานวน 5 พันธุ ไดแก IR68144 CMU122 ชัยนาท 1 ขาวดอกมะล ิ 105 และ     
ก่ําดอยสะเก็ด ในกระถางพลาสติกบรรจุดนิ ขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตร จํานวน 5 ตนตอ
กระถาง พันธุละ 3 กระถาง จัดชวงระยะการปลูกโดยเวนระยะหางครัง้ละ 10 วัน รวมท้ังหมด 4 ชวงวนั
ปลูก (planting date) เพื่อใหขาวมีชวงเวลาออกดอกพรอมกัน ผสมพันธุขาวเม่ือขาวออกดอกพรอมกัน
สรางลกูผสมช่ัวที่ 1ไดจํานวน 4 คูผสม ประกอบดวย 

1. IR68144 x ชัยนาท 1      
2. CMU122 x ขาวดอกมะลิ 105 
3. CMU122 x IR68144 
4. ขาวดอกมะล ิ105 x ก่ําดอยสะเก็ด 

ชุดท่ี 1 ฤดูปลกูท่ี 2 
 ปลูกพันธุพอแมจํานวน 7 พันธุ ไดแก IR68144 CMU122 ชัยนาท 1 สุพรรณบรุ ี1 ขาวดอกมะล ิ
105 กข 6 และเหนียวอุบล 2 วางแผนการทดลองเหมือนกับฤดูปลกูที ่1 สรางลูกผสมช่ัวที่ 1 ไดจํานวน 
11 คูผสม ประกอบดวย 
 1. ชัยนาท 1 x IR68144   2. IR68144 x ขาวดอกมะล ิ105 
 3. ขาวดอกมะล ิ105 x IR68144  4. IR68144 x สุพรรณบรุ ี1 
 5. สุพรรณบุร ี1 x IR68144  6. เหนียวอุบล 2 x IR68144 
 7. กข 6 x IR68144   8. CMU122 x ชัยนาท 1 
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   9. ชัยนาท 1 x CMU122   10. CMU122 x สุพรรณบุร ี1 
 11. สุพรรณบรุ ี1 x CMU122         
ชุดท่ี 2  

ลูกผสมช่ัวที่ 1 ไดรับความอนุเคราะหจากคุณวิไลลักษณ สมมติ ศูนยวจัิยขาวปราจีนบุรี จํานวน 
8 คูผสม ประกอบดวย 

1. IR88144 x บางแตน    5. Jalmagna x IR68144 
2. บางแตน x IR68144    6. IR68144 x Jalmagna 
3. IR68144 x หอมสุพรรณบุร ี   7. Jalmagna x ขาวดอกมะล ิ105  

 4. หอมสุพรรณบุรี x IR68144   8. บางแตน x Jalmagna 
ลูกผสมช่ัวที่ 2 คัดเลือกลกูผสมช่ัวท่ี 1 ระหวาง IR68144 x ชัยนาท1 มาใชในการศกึษา 
 
การทดลองท่ี 1 การแสดงออกของลักษณะในลกูผสมชัว่ท่ี 1 
วิธกีารทดลอง 

นําเมลด็พันธุพอแมและลูกผสมช่ัวที่ 1 ที่สรางไดจํานวน 15 คูผสม มาเพาะใน Petri-dishes วาง
เมล็ดบนกระดาษกรองชุบนํ้าจนชุม ประมาณ 5 วันยายตนที่สมบูรณปลูกลงในกระถางพลาสติกบรรจุ
ดินขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตร รองกระถางดวยถุงพลาสติก วางแผนการทดลองแบบ 
Completely Randomized Design (CRD) จํานวน 3 ซํ้า โดยปลกู 5 ตนตอซํ้า ใหปุย 2 ครั้ง ครั้งท่ี 1 หลัง
ปลูก 10 วัน ปุยสูตร 16-20-0 อัตรา 25 กิโลกรัม/ไร ครัง้ที่ 2 กอนขาวออกรวง 30 วัน ปุยสูตร 46-0-0 
อัตรา 10 กิโลกรัม/ไร เก็บเกี่ยวเมลด็เม่ือถึงระยะสุกแก โดยเก็บเมลด็แยกตน ระมัดระวังและหลีกเลี่ยง
การปนเปอนของเหล็กจากวสัดุตาง ๆ ต้ังแตปลูกจนถึงขั้นตอนการวิเคราะหธาตุเหลก็  

สุมตัวอยางแบงเมล็ดออกเปน 3 สวน ดังน้ี 
1. สําหรับวัดปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลองโดยวธิวีิเคราะหทางเคมี (Chemical analysis)  
2. สําหรับประเมินลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเมลด็ขาวกลอง 
3. สําหรับปลกูเพื่อทดสอบการกระจายตวัทางพันธุกรรมในลกูผสมช่ัวท่ี 2  
สําหรับลูกผสมชั่วที่ 1 ชุดที่ 2 และพันธุพอแม ท่ีไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวจิัยขาวปราจีน

นํามาวิเคราะหปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลองโดยวธิวีิเคราะหทางเคมี ตัวอยางละ 2 ซํ้า 
 
วิธกีารวัดปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลองโดยใชวิธวีิเคราะหทางเคมี 
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นําเมลด็พันธุพอแมและลูกผสมช่ัวที่ 1 ทั้งหมด มาแกะเปลือกออกดวยมือเพือ่ปองกันการ
ปนเปอนของธาตุเหลก็ท่ีอาจติดมาจากการใชเครื่องสีหรืออุปกรณอ่ืน นําไปวัดปริมาณธาตุเหล็กใน
เมล็ดขาวกลองดวยวธิีทางเคมี โดยใชวธิกีาร dry-ashing และอานคาปริมาณธาตุเหล็กโดยใชเครื่อง 
Atomic Absorbtion Spetrophotometry,AA (Delhaize et al., 1984) นําเมลด็ขาวทีแ่กะเปลือกออกแลว
เขาตูอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง ช่ังตัวอยางเมล็ดขาวทีอ่บแลวตัวอยางละ 1 
กรัมใสใน crucible แลวนําไปเผาท่ีอุณหภมิู 500 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ใหข้ีเถาเปนสีเทา-สี
นํ้าตาล แลวทิง้ไวใหเย็น นําตัวอยางที่ไดมายอยดวยสารละลายผสมของ HCl:deionize water อัตรา 1:1 
ปริมาณ 2 มิลลิลิตรตอ 1 ตัวอยาง แลวลางดวย double deionize water นํา crucible วางบน hot pan ที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที ลางสารละลายตัวอยางทีไ่ดใสหลอดทดลองดวย double 
deionize water ปรับปริมาตรใหได 10 มิลลลิิตร นําไปกรองดวยกระดาษเบอร 5 นําสารละลายทีก่รอง
ไดไปอานผลปริมาณธาตุเหล็กดวยเครื่อง Atomic Absorbtion Spetrophotometry, AA นําคาที่อานไดไป
คํานวณคาปรมิาณธาตุเหล็กในเมล็ด ดังสูตร  
  Fe (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) = 10 (มิลลิลติร) x Absorbance (มิลลกิรัม/กิโลกรัม)  

             Wt (กรัม) 
 
โดย  10 = ปริมาตรของสารละลายในแตละหลอดทดลอง (มิลลลิิตร) 
  Wt = น้ําหนักของตัวอยางเมล็ดขาวในแตละ crucible (กรมั) 

 Absorbance = คาการดดูซับอะตอมของธาตุเหล็กท่ีอานไดจาก Atomic Absorbtion        
Spetrophotometry,AA (มิลลกิรัม/กโิลกรัม)  

 
การประเมินลกัษณะทางสัณฐานวิทยาเมลด็ขาวกลอง 

นําเมลด็ขาวกลองที่แกะเปลอืกออกดวยมือของพันธุพอแม จํานวน 9 พันธุ ไดแก IR68144 
CMU122 เหนียวอุบล 2 ขาวดอกมะล ิ105 สุพรรณบรุ ี1 กข 6 ชัยนาท1 หอมสุพรรณบุรี และ Jalmagna
ลูกผสมช่ัวที่ 1 จํานวน 16 คูผสม ไดแก CMU122 x ชัยนาท 1 ชัยนาท 1 x CMU122 ชัยนาท 1 x 
IR68144 IR68144 x สุพรรณบุร ี1 สุพรรณบุร ี1 x IR68144 กข 6 x IR68144 เหนียวอุบล 2 x IR68144, 
CMU122 x สุพรรณบรุ ี1 สุพรรณบุร ี1 x CMU122, IR68144 x ขาวดอกมะล ิ105 และขาวดอกมะล ิ105 
x IR68144 IR68144 x Jalmagna Jalmagna x IR68144 IR68144 x หอมสุพรรณบุรี หอมสุพรรณบุรี x 
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IR68144  Jalmagna x ขาวดอกมะลิ 105 และขาวดอกมะลิ 105 x Jalmagna แตละตน จํานวน 20 เมล็ด 
วัดความยาว ความกวาง  
แบงกลุมลกัษณะทางสัณฐานวิทยา (Prom-U-Thai et al., 2007)  
ความยาวเมล็ด แบงออกเปน 4 กลุม ไดแก  
1. ยาวมาก >7.5 มิลลเิมตร   
2.ยาว = 6.51-7.50 มิลลิเมตร   
3. ปานกลาง = 5.51-6.50 มิลลิเมตร 
4. ส้ัน <5.50 มิลลเิมตร 
รูปรางเมล็ด โดยใชอัตราสวนของความยาว: ความกวางของเมล็ด แบงเปน 3 กลุม 
1. เรยีว > 3.0 มิลลเิมตร     
2. ปานกลาง = 2.1-3.0 มิลลิเมตร 
3. หนา = 1.1-2.0 มิลลเิมตร 
 
การวิเคราะหขอมลู 
 ปริมาณธาตุเหล็กที่ไดจากการวิเคราะหทางเคมีและลกัษณะทางสัณฐานของเมล็ดขาวกลอง
นํามาคํานวณหาคาเฉลี่ย วิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance) เปรยีบเทียบความแตกตาง
ระหวางคาเฉลีย่โดยวธิี Least Significant Difference (LSD) ที่ระดับความเช่ือม่ัน 95 %  
 
การทดลองท่ี 2 การถายทอดทางพันธกุรรมและตําแหนงยีนท่ีควบคุมปริมาณธาตุเหลก็ในเมล็ดขาว
กลอง 
วิธกีารทดลอง 

นําเมลด็ลูกผสมช่ัวที่ 2 ของคูผสมระหวาง IR68144 x ชัยนาท 1 และพันธุพอแม มาปลูกใน
กระถางโดยวธิีการเชนเดยีวกับการทดลองที่ 1 เม่ือตนขาวอายุประมาณ 30 วันหลังปลูก เก็บตัวอยางใบ
พันธุพอแมและลกูผสมช่ัวที ่ 2 ทุกตน โดยเก็บแยกตน นําตัวอยางใบบรรจุในถุงกระดาษ เก็บไวในถุง  
ซิลิกาเจลประมาณ 3 วัน เพ่ือใหตัวอยางใบแหง จากน้ันนําตัวอยางใบออกจากถุงซิลกิาเจล เก็บในตูแช
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการวิเคราะหดีเอ็นเอ เม่ือถึงระยะสุกแก เก็บเกี่ยวเมลด็ โดยเก็บ
เมล็ดแยกตน ระมัดระวังและหลีกเลีย่งการปนเปอนของเหล็กจากวัสดตุาง ๆ ต้ังแตปลูกจนถึงข้ันตอน 
การวิเคระหธาตุเหล็ก  
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สุมตัวอยางแบงเมล็ดออกเปน 2 สวน ดังนี ้
1. นําไปวดัปรมิาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลองโดยวธิีวิเคราะหทางเคมี (เหมือนการทดลองท่ี 1) 
2. นําไปประเมินปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลองโดยการยอมสีเพริล พรัสเซียนบูล (Perls’ 

Prussian blue, PPB) 
 
วิธกีารประเมินปริมาณธาตุเหล็กโดยการยอมสีเพิรล พรสัเซียนบูล (Perls’ Prussian blue, PPB)  
 นําเมลด็ลูกผสมช่ัวที่ 2 และพันธุพอแม ตนละ 10 เมลด็ มาแกะเปลือกออกดวยมือเพ่ือปองกัน
การปนเปอนของธาตุเหลก็ทีอ่าจติดมาจากการใชเครื่องสีหรืออุปกรณอ่ืน นําเมลด็แชในน้ํากลัน่ที่อยูใน
หลอด eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลลิิตร ปดฝาทิ้งไวประมาณ 4-5 ช่ัวโมง จากนัน้นําเมล็ดขาวออก
จากขวดโดยใชคีมพลาสติกคีบออกมาวางไวในจานแกวหรือพลาสติก หลังจากนั้นผาครึ่งเมลด็ตามยาว
ดวยใบมีดทีเ่คลือบเทฟลอน (Teflon knife) เพ่ือปองกันการปนเปอนของธาตุเหลก็ หยดสารละลายที่ใช
สําหรับยอมสี โดยเตรียมจาก 2% HCl ผสมกับ 2% K4Fe((CN)6.3H20) ท้ิงไวเปนเวลา 10 นาที แลวแช
ในน้ํากลัน่ 2 นาที (สารละลายสําหรับใชในการยอมสีน้ีตองใชทันทหีลังจากที่เตรยีม ไมสามารถเก็บไว
ไดนาน) บันทึกการติดสียอมของเมล็ดขาวกลองบรเิวณคัภพะ (Embryo) แตละเมล็ดดังนี้ ติดสีเขม 
(+++) ปานกลาง (++) ตํ่า (+) โดยทําการบนัทึกการติดสียอมภายใตกลองสเตอริโอ (Prom-u-thai et al., 
2003)  
 
วิธกีารศึกษาตาํแหนงยีนท่ีควบคุมปริมาณธาตุเหลก็โดยใชความสัมพนัธระหวาง SSR marker และ
ลักษณะปรมิาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลอง  
 นําตัวอยางใบแหงของพันธุพอแมและประชากรลกูผสมช่ัวท่ี 2 แตละตน มาตัดเปนช้ินเลก็ ๆ 
บดใหละเอียดโดยใชไนโตรเจนเหลว เทตัวอยางใสใน eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปสกัดดี
เอ็นเอ (Xie et al.,1999) นําดีเอ็นเอมาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ โดยใชวิธี agarose gel 
electrophoresis เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดในตูควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไวใชเปนดีเอ็นเอ
ตนแบบ (DNA template) เพื่อนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยใชปฏกิรยิา PCR โดยอาศัย
เทคนิค SSR markers จํานวน 77 makers ที่กระจายอยูบนโครโมโซมท้ัง 12 แทงของขาว ผลิตภณัฑที่ได
จากการทํา PCR นําไปแยกขนาดดีเอ็นเอดวย 10 % polyacrylamide gel electrophoresis นําแผนเจลที่ได
ยอมสีดวย ethidium bromide เพื่อนําไปดูการเกดิลายพิมพดเีอ็นเอ ภายใตแสงยูวีของเครื่อง UV 
transilluminator บันทึกภาพดวยกลองดิจิตอล เพื่อนําไปวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ 
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 วิเคราะหความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ (Polymorphism) ในพันธุพอแมท่ีเปนพันธุเหลก็ตํ่า
(ชัยนาท 1) และพันธุเหลก็สูง (IR68144) และลูกผสมช่ัวที่ 2 โดยดัดแปลงจากวธิี Bulk Segregant 
Analysis (Masojc´, 2002) โดยแบงลูกผสมช่ัวท่ี 2 เปน 2 กลุมไดแก กลุมตนที่มีเหล็กสูงสุดจํานวน 5 
ตน และกลุมตนที่มีเหล็กตํ่าสุดจํานวน 5 ตน เลือก marker ที่แสดงความสัมพันธกับลักษณะปริมาณธาตุ
เหล็กในเมลด็ขาวกลองในลกูผสมช่ัวท่ี 2 นําไปศึกษาในประชากรลกูผสมช่ัวที่ 2 ทั้งหมด 
การวิเคราะหขอมลู 
ลักษณะทางปริมาณ   

- ปริมาณธาตุเหล็กในเมล็ดขาวกลองท่ีไดจากการวิเคราะหทางเคมีนํามาจัดแยกกลุมการกระจายตัวของ
ลูกผสมช่ัวที่ 2 เปรียบเทยีบกับพันธุพอแม โดยตนที่ปริมาณเธาตุเหล็กอยูในชวงของพันธุ IR68144 (เหล็กสูง) 
จัดเปนตนที่มีเหล็กสูง สวนตนที่มีปริมาณธาตุเหล็กอยูในชวงพันธุชัยนาท 1 (เหล็กตํ่า) จัดเปนตนที่มีเหล็กตํ่า 
สวนตนที่มีปรมิาณธาตุเหล็กตํ่ากวาชวงของพนัธุ IR68144 และสูงกวาชวงของพันธุชัยนาท 1 จัดเปนตนที่มี
เหล็กปานกลาง คํานวณคาเบี่ยงเบนมาตราฐาน (sd) คาความแปรปรวน ของประชากรลกูผสมช่ัวที่ 2 และพันธุพอ
แม ทดสอบการกระจายตัวของปริมาณธาตุเหลก็โดยวิธี chi-square test ( χ2 test) ที่สัดสวนการกระจายตัวแบบ 1 
(สูง) :2 (ปานกลาง) :1 (ตํ่า) ลกัษณะถูกควบคุมดวย 1 ยีน และสัดสวนการกระจายตัวแบบ 1 (สูง) :14 (ปานกลาง) :1 
(ตํ่า) ลักษณะถกูควบคุมดวย 2 ยีน ที่ระดับความเช่ือม่ัน 95 % 
 - คํานวณคาสหสัมพันธ (correlation) ของการติดยอมสีเพิรลพรัสเซียนบูลกับปริมาณธาตุเหล็ก 
โดยท่ี 
 แกน Y = คาเฉลี่ยการติดสีในเมลด็ที่ระดบัการติดสีตาง ๆ ของแตละตวัอยาง 
 คํานวณไดจากสูตร (Pintasen et al., 2007) 
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โดย a =  ระดับการติดสียอมสีเขม (+++ = 3)  

  b = ระดับการติดสียอมปานกลาง (++ = 2)       
  c = ระดับการติดสียอมตํ่า (+ = 1) 
 แกน X = ปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลอง (มิลลิกรัม/กิโลกรัม) 
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ความสัมพันธระหวาง marker และลักษณะปริมาณธาตุเหล็กในเมลด็ขาวกลอง 
นําลายพิมพดเีอ็นเอของประชากรลูกผสมช่ัวที่ 2 จัดกลุมการกระจายตัวของ marker class 

เปรยีบเทียบกบัลายพิมพดีเอ็นเอของพันธุพอแม โดยลกูผสมช่ัวท่ี 2 ท่ีมี ลายพิมพดีเอ็นเอเหมือนพนัธุแม
ท่ีเปนเหล็กสูง (IR68144) แทนสัญญลกัษณดวย A type ลูกผสมช่ัวท่ี 2 ที่มีลายพิมพดเีอ็นเอเหมือนพันธุ
พอที่เปนเหลก็ตํ่า (ชัยนาท 1) แทนสัญญลกัษณดวย B type สวนลกูผสมช่ัวท่ี 2 ที่มี ลายพิมพดเีอ็นเอ
ของทั้งพันธุพอและแม แทนสัญญลกัษณเปน H type ทดสอบความแตกตางทางสถิติของคาเฉลี่ย
ปริมาณธาตุเหล็กของลูกผสมช่ัวท่ี 2 ระหวาง A type และ B type โดยวิธ ีunpaired t-test ที่ระดับความ
เช่ือม่ัน 95 % วิเคราะหความสัมพันธระหวาง markers และลกัษณะปริมาณธาตุเหลก็ โดยโปรแกรม
คอมพิวเตอร MAP Manager QTXb20 ดวยวธิี Interval mapping ใชหลักของ maximum likelihood 

method โดย LOD ≥ 2.5 แสดงวามีความสัมพันธระหวาง marker และลักษณะปรมิาณธาตุเหล็ก 
 


