
 
 
 
 

บทท่ี 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
 งานวิจัยนี้ไดเก็บรวบรวมขาวไรพันธุพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมใหมจํานวน 40 
ประชากร (population) ท่ีมีช่ือพันธุเหมือนและแตกตางกัน 11 ช่ือพันธุ ซ่ึงเปนชาวเขาเผาอาขาท่ี
อยูบนดอยแมสลอง ต.แมสลองใน อ.แมฟาหลวง จ. เชียงราย 
  
เมล็ดพันธุขาว 
 รายช่ือพันธุขาวไรพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมจํานวน 11 ช่ือพันธุ 40 ประชากร 

1. คาเจะ (KJ 1 – KJ 8)   จํานวน 8 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
2. จะเด (JD 1 – JD 8)  จํานวน 8 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
3. แชะซะ (CC 1 – CC 6)  จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
4. แชะนะ (CN 1 - CN 6) จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
5. ขาจู (KG)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
6. แชเกอะ (SK)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
7. แชะเจ (CJ)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
8. จาบึ (JB)   จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
9. แชปะหาดั้ง (SPHD)  จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
10. ไมมีช่ือเรียก (Unnamed)  จํานวน 1 ประชากร ปลูกแบบขาวไร 
11. แชเอาะ (SO 1 – SO 6) จํานวน 6 ประชากร ปลูกแบบขาวนา 
 

วิธีการทดลอง 
การทดลองท่ี 1 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในลักษณะเมล็ดท่ีไดจากเกษตรกร 
  ลักษณะเมล็ดท่ีนํามาใชในการประเมินจํานวน 14 ลักษณะไดแก สีเปลือกเมล็ด การมีขน
บนเมล็ดขาวเปลือก น้ําหนัก 1,000 เมล็ด ความกวาง ความยาว ความหนา และรูปรางของเมล็ด สี
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เยื่อหุมเมล็ด ชนิดของขาวสาร สียอดเมล็ด สีกลีบรองเมล็ด ความยาวกลีบรองเมล็ด หางขาวและสี
หางขาว โดยประเมินจากเมล็ดพันธุท่ีไดจากเกษตรกรประชากรละ 100 เมล็ด 
 
การทดลองท่ี 2 การทดสอบในรุนลูก (Progeny test)  
2.1 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานและสรีระ 
 นําขาวไรพันธุพื้นเมืองจากเกษตรกรบานอาโยะใหมจํานวน 25 ประชากร มาปลูกใน
กระถาง โดยปลูกตัวอยางละ 20 ตนในฤดูฝนป 2550โดยปลูก 1 ตนตอหลุมบันทึกขอมูลลักษณะ
แยกแตละตนทุกตนในระยะตางๆ โดยแบงเปน 
 ลักษณะทางสัณฐานท่ีใชในการประเมินจํานวน 26 ลักษณะดังนี้  

 ระยะแตกกอไดแก สีแผนใบ สีกาบใบ สีขอตอใบ สีขอ สีปลอง การมีขนบนแผน
ใบ มุมของยอดแผนใบ สีเข้ียวกันแมลง สีเยื่อกันน้ําฝน รูปรางเยื่อกันน้ําฝน  
  ระยะออกดอกไดแก ทรงกอ มุมของใบธง สียอดเกสรตัวเมีย สียอดดอก สีกลีบ
รองดอก ความยาวกลีบรองดอก หางขาว สีของหางขาว การชูรวง 
  ระยะเก็บเกี่ยวไดแก กานของรวง การติดเมล็ด การแหงของใบธง การรวงของ
เมล็ด การนวด สีเปลือกเมล็ดและการมีขนของเปลือกเมล็ด  
 ลักษณะทางสรีระท่ีใชในการประเมินจํานวน 12 ลักษณะดังนี้ 

 ระยะแตกกอไดแก ความยาวของใบ ความกวางของใบ ความยาวของเยื่อกันน้ําฝน  
   ระยะออกดอกไดแก อายุออกดอก ความยาวของลําตน จํานวนหนอตอตน เสน
ผานศูนยกลางของลําตน  
   ระยะเก็บเกี่ยวไดแก ความยาวรวง อายุเก็บเกี่ยว จํานวนรวงตอตน จํานวนระแงตอ
รวง และเปอรเซ็นตเมล็ดดี 
2.2 การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลดวยเคร่ืองหมายโมเลกุล 
microsatellites 

นําเมล็ดขาวจากเกษตรกรจํานวน 15 ประชากร มาปลูกและเก็บตัวอยางใบขาวของแตละ
ตัวอยางแยกตน ทําการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีดัดแปลงจากวิธีการของ Xie et al. (1999) นําดีเอ็นเอ
ท่ีสกัดได ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสวนท่ีตองการในหลอดทดลอง โดยอาศัยปฏิกิริยา PCR 

(Polymerase Chain Reaction) โดย microsatellite primer ท่ีใชในการทดลองน้ีมีจํานวน 4 
primer คือ RM1, RM44, RM219 และ RM241 นํา PCR product ท่ีไดไปแยกขนาดของแถบดี
เอ็นเอ (band) โดยใชกระแสไฟฟา (electrophoresis) บน 10% polyacrylamide gel นําเจลท่ีได
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ไปยอมดวยสาร ethidium bromide จากนั้นนําไปดูการเกิดลายพิมพดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีของ
เคร่ือง UV transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลองโพลาลอยด   
 นําขอมูลระดับโมเลกุลมาวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางตัวอยาง โดยแถบดีเอ็นเอที่
ปรากฏแทนดวย 1 และแถบดีเอ็นเอท่ีไมปรากฏในแถวเดียวกันแทนดวย 0 เพื่อนํามาวิเคราะหคา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม โดยโปรแกรม FSTAT version 2.9.3 (Goudet, 2001) และ
โปรแกรม POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ในการคํานวณคาระยะหางระหวาง
พันธุกรรม (genetic distance) และนําคาระยะหางระหวางพันธุกรรมท่ีไดมาสรางแผนผัง
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 
   
การวิเคราะหขอมูล 
1. การประเมินความหลากหลาย (Estimating a diversity index) 
 ตัวช้ีวัดความหลากหลายอยางงายๆ และถูกใชอยางแพรหลายคือ Shannon-Weaver 

index (H) โดยคํานวณจากสูตร (Fowler et al., 1998) 
 
 
 โดย  s = จํานวนชนิดท่ีพบ 
   pi = สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนท้ังหมด 
 นําขอมูลลักษณะทางสัณฐานมาวัดความหลากหลายภายใน  โดยใชคาดัชนีความ
หลากหลายของ Shannon-Weaver index (H)  
 
2. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (Fowler et al., 1998) 

1) คาเฉล่ีย (Mean) 
Χ = ∑x/n 
 

2) คาขอบเขตขอมูล (Range) เปนการวัดความแปรปรวนท่ีงายท่ีสุด โดยดกูารกระจายตัว
ของขอมูลท่ีตํ่าสุดและสูงสุด 
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3) สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard deviation of mean) 

SD = 
1

)( 2

−

Χ−Χ∑
n

 

 
4) สัมประสิทธ์ิของความแปรปรวน (Coefficient of variation) (CV) เปนการ

เปรียบเทียบความแปรปรวนของตัวอยางในประชากรท่ีมีคาเฉล่ียท่ีแตกตางกัน 
CV = (SD/Χ ) x 100 

 
3. การวิเคราะหขอมูลในระดับโมเลกุล (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) เปนคา average heterozygosity 

ระหวางตนพชืท่ีมีการผสมพันธุกันโดยอิสระภายใน subpopulation ตางๆ 
 
3) Genetic diversity for all populations (Ht) เปนคา average heterozygosity 

ระหวางตนพชืท่ีมีการผสมพันธุกันโดยอิสระภายในพ้ืนท่ีท้ังหมดท่ีศึกษา 
 
4) Gene differentiation among subpopulations (Fst) เปนการวดัความแตกตาง

ระหวางประชากร (Wright’s Fst หรือ Nei’s Gst) 
  Fst = (HT – HS)/HT 

 
 


