
 
 
 
 

บทท่ี 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 งานวิจัยนี้ไดเก็บรวบรวมขาวไรพันธุพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมใหมจํานวน 40 
ประชากร (population) ท่ีมีช่ือพันธุเหมือนและแตกตางกัน 11 ช่ือพันธุ ซ่ึงเปนชาวเขาเผาอาขาท่ี
อยูบนดอยแมสลอง ต.แมสลองใน อ.แมฟาหลวง จ. เชียงราย 
  
เมล็ดพันธุขาว 
 รายช่ือพันธุขาวไรพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมจํานวน 11 ช่ือพันธุ 40 ประชากร 

1. คาเจะ (KJ 1 – KJ 8)   จํานวน 8 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
2. จะเด (JD 1 – JD 8)  จํานวน 8 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
3. แชะซะ (CC 1 – CC 6)  จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
4. แชะนะ (CN 1 - CN 6) จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
5. ขาจู (KG)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
6. แชเกอะ (SK)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
7. แชะเจ (CJ)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
8. จาบึ (JB)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
9. แชปะหาดั้ง (SPHD)  จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
10. ไมมีช่ือเรียก (Unnamed)  จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
11. แชเอาะ (SO 1 – SO 6) จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวนา 
 

วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในลักษณะเมล็ดท่ีไดจากเกษตรกร 
  ลักษณะเมล็ดท่ีนํามาใชในการประเมินจํานวน 14 ลักษณะไดแก สีเปลือกเมล็ด การมีขน
บนเมล็ดขาวเปลือก น้ําหนัก 1,000 เมล็ด ความกวาง ความยาว ความหนา และรูปรางของเมล็ด สี
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เยื่อหุมเมล็ด ชนิดของขาวสาร สียอดเมล็ด สีกลีบรองเมล็ด ความยาวกลีบรองเมล็ด หางขาวและสี
หางขาว โดยประเมินจากเมล็ดพันธุท่ีไดจากเกษตรกรประชากรละ 100 เมล็ด 
 
การทดลองท่ี 2 การทดสอบในรุนลูก (Progeny test)  
2.1 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานและสรีระ 
 นําขาวไรพันธุพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมจํานวน 25 ประชากร มาปลูกใน
กระถาง โดยปลูกตัวอยางละ 20 ตนในฤดูฝนป 2550โดยปลูก 1 ตนตอหลุมบันทึกขอมูลลักษณะ
แยกแตละตนทุกตนในระยะตางๆ โดยแบงเปน 
 ลักษณะทางสัณฐานท่ีใชในการประเมินจํานวน 26 ลักษณะดังนี้  

 ระยะแตกกอไดแก สีแผนใบ สีกาบใบ สีขอตอใบ สีขอ สีปลอง การมีขนบนแผน
ใบ มุมของยอดแผนใบ สีเข้ียวกันแมลง สีเยื่อกันน้ําฝน รูปรางเยื่อกันน้ําฝน  
  ระยะออกดอกไดแก ทรงกอ มุมของใบธง สียอดเกสรตัวเมีย สียอดดอก สีกลีบ
รองดอก ความยาวกลีบรองดอก หางขาว สีของหางขาว การชูรวง 
  ระยะเก็บเกี่ยวไดแก กานของรวง การติดเมล็ด การแหงของใบธง การรวงของ
เมล็ด การนวด สีเปลือกเมล็ดและการมีขนของเปลือกเมล็ด  
 ลักษณะทางสรีระท่ีใชในการประเมินจํานวน 12 ลักษณะดังนี้ 

 ระยะแตกกอไดแก ความยาวของใบ ความกวางของใบ ความยาวของเยื่อกันน้ําฝน  
   ระยะออกดอกไดแก อายุออกดอก ความยาวของลําตน จํานวนหนอตอตน เสน
ผานศูนยกลางของลําตน  
   ระยะเก็บเกี่ยวไดแก ความยาวรวง อายุเก็บเกี่ยว จํานวนรวงตอตน จํานวนระแงตอ
รวง และเปอรเซ็นตเมล็ดดี 
2.2 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
microsatellites 

นําเมล็ดขาวจากเกษตรกรจํานวน 15 ประชากร มาปลูกและเก็บตัวอยางใบขาวของแตละ
ตัวอยางแยกตน ทําการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีการของ Xie et al. (1999) นําดีเอ็นเอ
ท่ีสกัดได ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวนท่ีตองการในหลอดทดลอง โดยอาศัยปฏิกิริยา PCR 

(Polymerase Chain Reaction) โดย microsatellite primer ท่ีใชในการทดลองน้ีมีจํานวน 4 
primer คือ RM1, RM44, RM219 และ RM241 นํา PCR product ท่ีไดไปแยกขนาดของแถบดี
เอ็นเอ (band) โดยใชกระแสไฟฟา (electrophoresis) บน 10% polyacrylamide gel นําเจลท่ีได
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ไปยอมดวยสาร ethidium bromide จากนั้นนําไปดูการเกิดลายพิมพดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีของ
เคร่ือง UV transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองโพลาลอยด   
 นําขอมูลระดับโมเลกุลมาวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางตัวอยาง โดยแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏแทนดวย 1 และแถบดีเอ็นเอท่ีไมปรากฏในแถวเดียวกันแทนดวย 0 เพื่อนํามาวิเคราะหคา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยโปรแกรม FSTAT version 2.9.3 (Goudet, 2001) และ
โปรแกรม POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ในการคํานวณคาระยะหางระหวาง
พันธุกรรม (genetic distance) และนําคาระยะหางระหวางพันธุกรรมท่ีไดมาสรางแผนผัง
ความสัมพันธ (Phylogenic dendrogram) ตามวิธี UPGMA (Unweighted Pair-Group 

Method with Arithmetic Means) โดยโปรแกรม MEGA version 4.0 (Tamura et al., 2007) 
โดย ทํ า ก า รทดลอง ท่ีห อ งป ฏิ บั ติ ก า ร โม เ ลกุ ล  ภ าควิ ช าพื ช ไ ร  คณะ เ กษตรศ าสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
   
การวิเคราะหขอมูล 
1. การประเมินความหลากหลาย (Estimating a diversity index) 
 ตัวช้ีวัดความหลากหลายอยางงายๆ และถูกใชอยางแพรหลายคือ Shannon-Weaver 

index (H) โดยคํานวณจากสูตร (Fowler et al., 1998) 
 
 
 โดย  s = จํานวนชนิดท่ีพบ 
   pi = สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนท้ังหมด 
 นําขอมูลลักษณะทางสัณฐานมาวัดความหลากหลายภายใน  โดยใชคาดัชนีความ
หลากหลายของ Shannon-Weaver index (H)  
 
2. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Fowler et al., 1998) 

1) คาเฉล่ีย (Mean) 
Χ = ∑x/n 
 

2) คาขอบเขตขอมูล (Range) เปนการวัดความแปรปรวนท่ีงายท่ีสุด โดยดกูารกระจายตัว
ของขอมูลท่ีตํ่าสุดและสูงสุด 

 
 

∑−=
=

s
pipiH

1  i
In  



 19

3) สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard deviation of mean) 

SD = 
1

)( 2

−

Χ−Χ∑
n

 

 
4) สัมประสิทธ์ิของความแปรปรวน (Coefficient of variation) (CV) เปนการ

เปรียบเทียบความแปรปรวนของตัวอยางในประชากรท่ีมีคาเฉล่ียท่ีแตกตางกัน 
CV = (SD/Χ ) x 100 

 
3. การวิเคราะหขอมูลในระดับโมเลกุล (Frankel et al., 1995) 

1) Expected heterozygosity or gene diversity (h) (Nei, 1973) 
  h = 1 - ∑ pi

2 
 pi

 = ความถ่ีของ allele ท่ี i 
2) Genetic diversity within populations (Hs) เปนคา average heterozygosity 

ระหวางตนพชืท่ีมีการผสมพันธุกันโดยอิสระภายใน subpopulation ตางๆ 
 
3) Genetic diversity for all populations (Ht) เปนคา average heterozygosity 

ระหวางตนพชืท่ีมีการผสมพันธุกันโดยอิสระภายในพ้ืนท่ีท้ังหมดท่ีศึกษา 
 
4) Gene differentiation among subpopulations (Fst) เปนการวดัความแตกตาง

ระหวางประชากร (Wright’s Fst หรือ Nei’s Gst) 
  Fst = (HT – HS)/HT 

 
 


