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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การศึกษานี้แบงการทดลองออกเปน 2 การทดลอง โดยการทดลองที่ 1 เปนการประเมินความ

หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรขาวพื้นเมืองพันธุเหมยนอง และการทดลองที่ 2 เปนการศึกษา
การตอบสนองของการเขาทําลายของแมลงบั่วและผลผลิตตอสภาพแวดลอมในแตละพื้นที่ ซ่ึงมี
รายละเอียดดังนี้ 
3.1 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรขาว 

3.1.1 เมล็ดจากเกษตร  
การศึกษานี้ใชเมล็ดพันธุขาวพื้นเมืองพันธุเหมยนอง ซ่ึงเก็บจากยุงฉางของเกษตรกรจํานวน 83 

ตัวอยาง โดยรวบรวมจากจังหวัดเชียงใหม แมฮองสอน นานและแพร (ภาพ 3.1.1 และตาราง 3.1.1) 
 

 

 
ภาพ 3.1.1 แผนที่แสดงแหลงที่ไดรวมรวมเมล็ดพันธุของประชากรขาวพื้นเมืองพันธุเหมยนองใน

ภาคเหนือของประเทศไทย 
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ตาราง 3.1.1 แหลงที่มาของเมล็ดขาวเหมยนองจาก 9 แหลงที่ใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
สัณฐาณวิทยา 

ลําดับที่ แหลงที่มาของขาวเหมยนอง* จํานวนตัวอยาง ช่ือในงานทดลอง 
1 อําเภอแมวาง จังหวดัเชยีงใหม 9 MW 
2 อําเภอเมริม จงัหวัดเชียงใหม 2 MR 
3 อําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม 18 CHD 
4 อําเภอไชยปราการ จังหวัดเชยีงใหม 8 CPG 
5 อําเภอแมแจม จังหวดัเชยีงใหม 32 MCH 
6 อําเภอสะเมิง จังหวดัเชยีงใหม 1 SM 
7 อําเภอปาย จังหวัดแมฮองสอน 2 PAI 
8 จังหวดันาน 7 NAN 
9 เหมยนอง 62M (พันธุปรับปรุง) จาก

ศูนยวจิัยขาวแพร จังหวัดแพร 
1 MN 62M 

รวม 83  
* รายละเอียดของตัวอยางขาวและแหลงที่มาดูภาคผนวก 1-3 
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ภาพ 3.1.2 วิธีประเมินประเภทของเมล็ด โดยใชสัดสวนขนาดเมล็ดตามวิธีของ Matsuo (1952) 
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สุมตัวอยางขาวจากเกษตรกรเพื่อประเมินลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอยางละ 100 เมล็ด นํามา
วัดขนาดและประเภทของเมล็ด โดยวัดจากสัดสวนความยาวและความกวางเมล็ดตามวิธีของ Matsuo 
(1952) อางโดย Oka (1988) (ภาพ 3.1.2) บันทึกสีเปลือก และแกะเปลือกเพื่อบันทึกสีเยื่อหุมเมล็ด 
จากนั้นนําเมล็ดขาวไปสีและขัดขาว เพื่อประเมินการปนของขาวเจา (โดยทดสอบดวยสารละลาย
ไอโอดีน) และวัดความออนนุมของขาวจากการสลายตัวในดางโดยทดสอบดวยสารละลาย
โพแทสเซียมไฮดรอกไซดตามวิธีของ งามชื่น (2545)  

 
3.1.2 การทดสอบรุนลูก (progeny test)  
สุมประชากรขาวแตละตัวอยางไปปลูกทดสอบในรุนลูก ปลูกตัวอยางละ 20 ตน โดยปลูกตวัอยาง

ขาวทั้งหมดในกระถางดินขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตร เมื่อตนขาวถึงระยะแตกกอเก็บตัวอยาง
ใบออนของแตละตัวอยางแยกตนจากตัวอยางที่ปลูกในกระถางเพื่อนําไปวิเคราะหในระดับโมเลกุล
ตอไป แลวบันทึกขอมูลของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา (IRRI-IBPRG, 1980) โดยวัดทั้ง 
20 ตน ในระยะตางๆ (ภาพ 3.1.3) ดังนี้ 

ระยะแตกกอ บันทึกลักษณะของ สีแผนใบ สีกาบใบ สีล้ินใบ สีหูใบ  
ระยะออกดอก บันทึกลักษณะของทรงกอ สีขอ สีปลอง สีกลีบรองดอก สียอดเกสรตัวเมีย สียอด

ดอก การมีหาง และวันออกดอก 
ระยะเก็บเกี่ยว บันทึกวันเก็บเกี่ยว ความสูงของตน  
ระยะหลังเก็บเกี่ยว วัดความกวางเมล็ด ความยาวเมล็ด รูปรางเมล็ด และบันทึกสีเปลือกและ สีเยื่อ

หุมเมล็ด โดยสุมวัดตนละ 5 เมล็ด  
ตัวอยางใบจะถูกเก็บไวในซิลิกาเจลเพื่อเก็บเปนตัวอยางแหงและรักษาสภาพดีเอ็นเอไว สุม

ตัวอยางจากประชากร ประชากรละ 1-3 ตัวอยาง (ตาราง 3.1.2) รวมทั้งหมด 18 ตัวอยาง ตัวอยางละ 10 
ตน นําตัวอยางใบที่แหงไปบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว แลวจึงนําไปสกัด DNA โดยวิธี CTAB ที่
ดัดแปลงมาจากวิธีของ Doyle and Doyle (1987) นํา DNA ที่สกัดไดมาทําการเพิ่มปริมาณ DNA ดวย
ปฏิกิริยา PCR โดยอาศัยเทคนิค microsatellite markers ใช microsatellite locus 5 ตําแหนง (ตาราง 
3.1.3) นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทํา PCR ไปตรวจสอบดวย 10% polyacrylamide gel electrophoresis นาํ
เจลที่ไดยอมดวยสาร ethidium bromide เพื่อนําไปดูการเกิดลายพิมพ DNA ภายใตแสงยูวีของเครื่อง UV 
transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองดิจิตอล จากนั้นนํามาถายลายพิมพดีเอ็นเอมาใหคะแนนการ
เกิดแถบดีเอ็นเอตําแหนงที่น้ําหนักโมเลกุลเดียวกัน  
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ภาพ 3.1.3 ตัวอยางภาพของลักษณะคุณภาพที่ใชในการประเมิน  
     (1) = สีเปลือกและสีเยื่อหุมเมล็ด  (2) = สีแผนใบ  (3) = ทรงกอ 
     (4) = สีกลีบรองดอก  (5) = สีกาบใบ  (6) = สีขอและปลอง 
     (7) = สีหูและล้ินใบ  (8) = สียอดดอก  (9) = การมีหางของเมล็ด 
     (10) = สีเกสรตัวเมีย 
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ตาราง 3.1.2 ขาวเหมยนอง 18 ตัวอยางจาก 9 แหลงที่ใชในการวิเคราะหในระดับโมเลกุล 

ลําดับที่ แหลงที่มาของขาวเหมยนอง* จํานวนตัวอยาง ช่ือตัวอยางในงาน
ทดลอง 

1 อําเภอแมวาง จังหวัดเชียงใหม 2 MW 
2 อําเภอเมริม จังหวัดเชียงใหม 2 MR 
3 อําเภอเชียงดาว จังหวัดเชียงใหม 2 CHD 
4 อําเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม 2 CPG 
5 อําเภอแมแจม จังหวัดเชียงใหม 3 MCH 
6 อําเภอสะเมิง จังหวัดเชียงใหม 1 SM 
7 อําเภอปาย จังหวัดแมฮองสอน 2 PAI 
8 จังหวัดนาน 3 NAN 
9 เหมยนอง 62M (พันธุปรับปรุง) จาก

ศูนยวจิัยขาวแพร จังหวัดแพร 
1 MN 62M 

รวม 18  
 
ตาราง 3.1.3 Microsatellite makers 5 ตําแหนงที่ใชในประเมินความหลากหลายขาวเหมยนองในระดับ

โมเลกุล 

 

Primers Chro Repeat Motif Forward Primer Reverse Primer 
Anneal 
Temp. 

RM1 1 (AG)26 5'..GCGAAAACACAATGCAAAAA..3' 5'..GCGTTGGTTGGACCTGAC..3' 55 °C 
RM149 8 (AT)10 5'..GCTGACCAACGAACCTAGGCCG..3' 5'..GTTGGAAGCCTTTCCTCGTAACACG..3' 55 °C 
RM167 11 (GA)16 5'..GATCCAGCGTGAGGAACACGT..3' 5'..AGTCCGACCACAAGGTGCGTTGTC..3' 55 °C 
RM211 2 (TC)3A(TC)18 5'..CCGATCTCATCAACCAACTG..3' 5'..CTTCACGAGGATCTCAAAGG..3' 55 °C 
RM219 9 (CT)17 5'..CGTCGGATGATGTAAAGCCT..3' 5'..CATATCGGCATTCGCCTG..3' 55 °C 
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3.1.4 การวิเคราะหขอมูล 
1. ลักษณะทางคุณภาพ ประเมินความหลากหลายภายในประชากรและระหวางประชากรโดยนํา

ลักษณะทางคุณภาพที่ศึกษาทั้งหมด 14 ลักษณะไปแบงกลุมตามชนิดลักษณะที่พบแตกตางกันไป และ
ประเมินความหลากหลายภายในตัวอยางโดยใชคาความหลากหลาย Shannon-Weaver index ในการ
วิเคราะหความหลากหลาย โดยคํานวณจากสูตร (Shannon and Weaver, 1949 อางโดย Coffey, 2002)  

∑
=

−=
S

i

pipiH'
1

ln

 
 จํานวนชนิดความแตกตางที่พบในลักษณะที่บันทึก  โดยที่   S       =    

  pi      =     สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนทั้งหมด 
 

การพิจารณาความหลากหลายนี้ หากพบวา คา H' เทากับศูนย แสดงวาทุกตนในตัวอยาง
เหมือนกันหมด และเมื่อคา H' มีคาสูงขึ้นแสดงวามีความหลากหลายสูงขึ้น 

2. ลักษณะทางปริมาณ นําไปคํานวณคาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) และคา
สัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (CV, %)  

3. ลักษณะทางโมเลกุล พิจารณาโดยนําภาพถายลายพิมพดีเอ็นเอมาใหคะแนนการเกิดแถบ          
ดีเอ็นเอที่น้ําหนักโมเลกุล (molecular weight) เดียวกัน โดย 0 หมายถึง ไมมีแถบและ 1 หมายถึง ปรากฏ
แถบ แลวนําขอมูลมาวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางตัวอยาง โดยวิธี cluster analysis ดวยโปรแกรม 
POPGENE 32 (Population Genetic Analysis) (Yeh et al., 1999) คํานวณคาระยะหางระหวาง
พันธุกรรม (genetic distance) (Nei, 1972) และนําคาระยะหางระหวางพันธุกรรมที่ไดมาสราง 
dendrogram โดยวิธีการ UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Aritmetic Average) ดวยโปรแกรม 
MEGA 2 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis, Version 2) (Kumar, 2001)  
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3.2. การประเมินความตานทานแมลงบั่วและการใหผลผลิตของสายพันธุขาวเหมยนองพันธุพื้นเมืองใน
พื้นที่ตาง ๆ 

3.2.1 ประชากรขาว  
ใชขาวพื้นเมืองพันธุเหมยนองที่เก็บจากตางทองถ่ิน 7 ตัวอยาง ไดแก 
1. ต.เมืองคอง อ.เชียงดาว จ.เชียงใหม  
2. อ.ปาย จ.แมฮองสอน  
3. อ. แมแจม จ.เชียงใหม  
4. อ.สะเมิง จ.เชียงใหม  
5. อ.แมวาง จ.เชียงใหม ประชากรที่ 1 
6. อ.แมวาง จ.เชียงใหม ประชากรที่ 2 
7. อ.แมวาง จ.เชียงใหม ประชากรที่ 3 
ใชขาวพันธุปรับปรุงที่ตานทานแมลงบั่ว (เหมยนอง 62M ซ่ึงเปนพันธุคัดเลือกของทางราชการ) 

และพันธุขาวปรับปรุงที่ไมตานทานแมลงบั่ว (สันปาตอง 1 และ กข 6) เปนพันธุตรวจสอบมาตรฐาน 
3.2.2 วิธีการทดลอง 
การทดลองนี้ปลูกทดสอบในพื้นที่ตาง ๆ 2 ฤดูปลูก คือ ในป 2547 และ ป 2548 ดังนี้ 

ในป 2547 ปลูกทดสอบ 3 พื้นที่ ไดแก 
1.  บานแมมูต อ.แมวิน อ.แมวาง จ.เชียงใหม 
2.  บานนาเรือน ต.ทาผา อ.แมแจม จ.เชียงใหม 
3.  บานแมมิงค ต.ชางเคิ่ง อ.แมแจม จ.เชียงใหม 

และในป 2548 ปลูกทดสอบ 5 พื้นที่ ไดแก  
1.  บานแมมูต อ.แมวิน อ.แมวาง จ.เชียงใหม 
2.  บานนาเรือน ต.ทาผา อ.แมแจม จ.เชียงใหม 
3.  บานแมมิงค ต.ชางเคิ่ง อ.แมแจม จ.เชียงใหม 
4.  บานหลวง ต.เมืองคอง อ.เชียงดาว จ. เชียงใหม
5.  ชุมชนสมัครสรรพการ ต.แมสอด อ.แมสอด จ.ตาก
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3.2.3 วิธีการปลูกและการบํารุงรักษา 
นําตัวอยางเมล็ดขาวทุกตัวอยางไปหวานกลา เมื่อตนกลามีอายุประมาณ 30-45 วัน นําตนกลาไป

ปกดําในแปลงยาว 7.5 เมตร กวาง 2.5 เมตร ระยะปลูกระหวางแถว 25 เซนติเมตร และระหวางหลุม 25 
เซนติเมตร โดยในปแรกปลูกตัวอยางละ 1 ซํ้า และปที่สองวางแผนการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block ปลูกจํานวน 2 ซํ้าตอตัวอยาง 

การใหปุย ใสปุยสูตร 16-20-0 ในระยะ 30 วันหลังปกดํา และไมมีการใชสารเคมีในการกําจัด
แมลง

 
ตาราง 3.2.1 แสดงขอมูลพื้นฐานของพื้นที่ 5 แหงที่ใชในการปลูกทดสอบผลผลิตขาวเหมยนอง 

พ้ืนที่ ลักษณะการปลูกขาว
ความสูงจาก
ระดับน้ําทะเล 

(เมตร)
ความชื้น

1. บานแมมูต ต.แมวิน อ.แมวาง   
    จ.เชียงใหม

ปลูกขาวเหมยนองทุกป 400 สูง

2. บานนาเรือน ต.ทาผา อ.แมแจม  
    จ.เชียงใหม

ปลูกขาวเหมยนองสลับ
กับขาวปรับปรุง (กข 6 หรือ
สันปาตอง1)

550 ปานกลาง

3. บานแมมิงค ต.ชางเคิ่ง อ.แมแจม  
    จ.เชียงใหม

ปลูกขาวเหมยนองทุกป 630 สูง

4. บานหลวง ต.เมืองคอง  
    อ.เชียงดาว จ. เชียงใหม

ปลูกขาวเหมยนองสลับ
กับขาวปรับปรุง (กข 6 หรือ
สันปาตอง1)

700 สูง

5. ชุมชนสมัครสรรพการ ต.แมสอด  
    อ.แมสอด จ.ตาก

ปลูกขาวหอมมะลิ 105 ทุกป 230 ตํ่า

 
3.2.4 การบันทึกขอมูล 
- นับจํานวนหลอดบั่ว และจํานวนหนอท้ังหมด เพื่อนําไปหาเปอรเซ็นตการเขาทําลายของแมลง

บั่ว ในระยะ 30 60 และ 80 วันหลังการปกดํา (จํานวน 20 ตน/ซํ้า) 
- ผลผลิตของขาว (กก./ไร) (พื้นที่เก็บเกี่ยว 1 ตารางเมตร/แปลง) 
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3.2.5 การวิเคราะหขอมูล 
เปอรเซ็นตการเขาทําลายของแมลงบั่วสามารถคํานวณไดจากสูตร 
 
   {( Ti / Tt ) × ( Hi / Ht )} × 100 
 
โดยที่ Ti  =  จํานวนหนอที่พบหลอดบั่วของแตละกอ 
  Tt   =  จํานวนหนอทั้งหมดของแตละกอ 
  Hi  =  จํานวนกอที่พบหลอดบั่ว 
  Ht  =  จํานวนกอทั้งหมด 
 
ในปแรก นําเปอรเซ็นตการเขาทําลายของแมลงบั่วและผลผลิตมาหาคา Maen และคาคลาดเคลื่อน

มาตรฐาน (se) เพื่อเปรียบเทียบในแตละพื้นที่ สวนขอมูลของปที่สองนํา เปอรเซ็นตการเขาทําลายของ
แมลงบั่ว และผลผลิตวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (analysis of variance) หาความแตกตางของ
คาเฉลี่ยโดยวิธี Least Significant Difference (LSD) (Steel and Terrie, 1960)  
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