
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
ทดลองท่ีภาควิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางเดือน กรกฎาคม 

พ.ศ.2548 ถึงเดือน พฤษภาคม พ.ศ.2550 ประกอบดวย สองการทดลอง การทดลองแรกเปนการ
ตรวจสอบลักษณะของขาววชัพืชท่ีพบแพรระบาดในนาขาวภาคกลาง การทดลองท่ีสอง เปนการ
ตรวจสอบเมล็ดพันธุขาวปลูกถึงการปลอมปนของพันธุกรรมขาวปา โดยมีรายละเอียดดังนี ้
 
การทดลองท่ี 1 ประเมินลักษณะประชากรขาววัชพืชท่ีข้ึนระบาดในแปลงปลูกของเกษตรกรในนา
จากจังหวดัภาคกลาง 
 
ตัวอยางขาววชัพืช 

ไดรับการอนุเคราะหตัวอยางจาก ดร.จรรยา มณีโชติ กรมวิชาการเกษตร โดยไดเก็บ
ตัวอยางจากขาววัชพืช ตนละ 1 รวงเก็บแยกในซองกระดาษ เก็บตัวอยางประชากรละ 30-100 รวง 
รวมท้ังหมด 38 ตัวอยาง จากแปลงท่ีมีรายงานวาพบความเสียหายจากขาววัชพืช โดยเลือกรวงท่ีสุก
แกกอนขาวปลูก รายละเอียดท่ีมาของตัวอยางไดแสดงไวในตารางท่ี 1 ใชขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี 
1 พันธุคัดจากกรมวิชาการเกษตรเปนพันธุเปรียบเทียบ 
วิธีการทดลอง 

แบงการประเมินลักษณะเปน 2 ข้ันตอนคือ การประเมินลักษณะเมล็ดและนําไปปลูก
ทดสอบรุนลูก  
1.1  การประเมินลักษณะเมล็ด 

บันทึกลักษณะตัวอยางทุกรวง บันทึกลักษณะสีเปลือกเมล็ดและเยื่อหุมเมล็ด การมีหางท่ีปลาย
เมล็ดและรูปรางเมล็ด วัดความยาวรวง นบัจํานวนระแงตอรวง จํานวนเมล็ดรวงตอรวง เมล็ดลีบตอ
รวง เมล็ดท้ังหมดตอรวง วดัความยาวหาง  
1.2  การทดสอบรุนลูก 

แตละตัวอยางสุมเมล็ดขาววชัพืชมาปลูกทดสอบในกระถาง ท่ีแปลงทดลองภาควิชาพืชไร 
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวางเดือนกรกฎาคม 2548 ถึงเดือนกมุภาพันธุ 2550 
สุมทุกตัวอยางรวงละ 2-3 เมล็ดนําไป break dormancy ท่ีอุณหภูมิ 50° 7 วัน จากน้ันเพาะความงอก
เม่ืออายุกลาได 14 วันยายปลูกในกระถางพลาสติกบรรจุดินขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตร 
โดยปลูกกระถางละ 10 ตนปลูก 1 ตนตอ 1 หลุม รวมปลูก ตัวอยางละ 30 ตน บันทึกลักษณะทุกตน 
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บันทึกลักษณะตามแบบบันทึกลักษณะขาวปาศูนยปฏิบัติการและเก็บเมล็ดพันธุเช้ือพันธุขาว
แหงชาติ (สงกรานต 2537) คือ  
ระยะแตกกอ  บันทึกลักษณะทรงกอ รูปรางของล้ินใบ บันทึกสีของ กาบใบ แผนใบ ล้ินใบ และ
เข้ียวใบ  
ระยะออกรวง  บันทึกลักษณะอายุออกดอกของแตละตน ความกวางและความยาวใบธงของรวง
หลัก สียอดเมล็ด สีเกสรตัวเมีย การมีหางท่ีปลายเมล็ดและสีของหาง จากนั้นใชถุงกระดาษไขสีขาว
คลุมรวงตนละ 2 รวง เพื่อนํามาวัดลักษณะในข้ันตอนตอไป 
ระยะเก็บเกี่ยว  วัดความสูงต้ังแตพื้นดินถึงคอรวง นับจํานวนรวงตอตน และสุม 2 รวงตอตน นํามา
วัดความยาวรวง นับจํานวนระแงตอรวง จํานวนเมล็ดรวงตอรวง เมล็ดลีบตอรวง เมล็ดท้ังหมดตอ
รวง วัดความยาวหาง บันทึกสีเปลือกเมล็ด สีเยื่อหุมเมล็ดและรูปรางเมล็ด 
 
ตารางท่ี 1 แหลงท่ีมาของตัวอยางขาววัชพชืและจํานวนประชากรที่ใชศึกษา 
            แหลงที่มา             จํานวนประชากร จํานวนรวงตอประชากร 

กาญจนบุรี 2 90 
ฉะเชิงเทรา 1 70 
ชัยนาท 1 70 
นครนายก 4 20 
นครปฐม 5 50-60 
ปทุมธานี 4 40-80 
พิษณุโลก 2 30 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 1 50 
สระบุรี 2 50 
สิงหบุรี 4 50-60 
สุพรรณบุรี 12 40-100 
อยุธยา 1 40 
อางทอง 2 40-50 
อุตรดิตถ 1 40 
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การทดลองท่ี 2 ประเมินการปนเปอนของพันธุกรรมขาวปาในเช้ือพันธุขาวปลูก 
 
ตัวอยางขาวปลูก  

ไดรับการอนุเคราะหตัวอยางจาก ดร.จรรยา มณีโชติ กรมวิชาการเกษตร โดยสุมเกบ็ขาว 93
ตัวอยาง จากเกษตรกรท่ีมีปญหาการระบาดของขาววชัพืชในแปลงปลูก เมล็ดพันธุจําหนายจาก
รานคา และเมล็ดพันธุจําหนายจากผูผลิตเมล็ดพันธุเอกชน รายละเอียดท่ีมาของตัวอยางไดแสดงไว
ในตารางท่ี 2 ใชขาวปลูกพนัธุสุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 ชัยนาท 80 ปทุมธานี 1 และพิษณุโลก 2 พนัธุ
คัดจากกรมวิชาการเกษตรเปนพันธุเปรียบเทียบ 

 
ตารางท่ี 2 พันธุขาวและจํานวนประชากรที่ใชศึกษาในงานทดลอง  
พันธุ เกษตรกร รานจําหนายเมล็ดพันธุ ผูผลิตเมล็ดพันธุเอกชน รวม 
สุพรรณบุรี 1 27 13 19 59 
ชัยนาท 1 - 10 8 18 
ชัยนาท 80 2 - - 2 
ปทุมธานี 1 - 6 - 6 
พิษณุโลก 2 6 2 - 8 
                 รวม 35 31 27 93 

 
วิธีการทดลอง 
 แบงการประเมินลักษณะเปน 2 ข้ันตอนคือ การประเมินลักษณะเมล็ดและนําไปปลูก
ทดสอบรุนลูก 
2.1 การประเมินลักษณะเมล็ด 

สุมตัวอยางเมล็ดพันธุตัวอยางละ 100 เมล็ด จํานวน 2 ซํ้า บันทึกลักษณะ สีเปลือกเมล็ด สี
เยื่อหุมเมล็ด และการมีหางของเมล็ด 
2.2 การทดสอบรุนลูก  
 แยกเพาะเมล็ดพันธุในกระถางพลาสติกขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตร เม่ืออายุตน
กลา 20 วันยายปกดําในกระถางรูปส่ีเหล่ียมผืนผาขนาด 50x70x40 เซนติเมตร3 ปกดําทีละตน ใช
ระยะปลูก 10X7 เซนติเมตร2 จํานวน 50 ตนใน 1 กระถาง โดยปลูกประชากรละ 50 ตน มีพันธุขาว
สุพรรณบุรี 1 ชัยนาท 1 ชัยนาท 80 ปทุมธานี 1 และพิษณุโลก 2 พันธุคัดจากสถาบันวิจยัขาว กรม
วิชาการเกษตรเปนพันธุเปรียบเทียบ เม่ือขาวถึงระยะแตกกอเก็บตัวอยางใบของแตละตนละ 2-3 ใบ 
เพื่อนําไปวิเคราะหดเีอ็นเอ (เฉพาะตัวอยางขาวจากเกษตรกร 35 ตัวอยาง พันธุสุพรรณบุรี 1 27 
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ตัวอยาง พษิณโุลก 2 6 ตัวอยาง และชัยนาท 80 2 ตัวอยาง) โดยเก็บตัวอยางใบขาวพบัใสถุงกระดาษ
เก็บตัวอยาง นาํตัวอยางใบขาวท่ีบรรจุในถุงใสในภาชนะปดท่ีมีซิลิกาเจลเปนตัวดดูความช้ืนเพื่อเก็บ
เปนตัวอยางแหงและรักษาสภาพดีเอ็นเอไว เพื่อใชในข้ันตอนสกัดดีเอ็นเอ  
 เม่ือถึงระยะออกรวง บันทึกอายุออกดอกประมาณ 50 เปอรเซ็นตของแตละตน เม่ือถึงระยะ
เก็บเกีย่ว วัดความสูงจนถึงคอรวง (เฉพาะตัวอยางขาวของเกษตรกร 27 ตัวอยาง พันธุสุพรรณบุรี 1 
19 ตัวอยาง และชัยนาท1 8 ตัวอยาง) บันทึกลักษณะ สีเปลือกเมล็ด สีเยื่อหุมเมล็ดและการมีหางท่ี
ปลายเมล็ด 
การวิเคราะหดเีอ็นเอ 
 นําตัวอยางใบขาวท่ีแหงแลวมาบดใหละเอียด โดยแยกตัวอยางแตละตัวอยางตัดเปนช้ิน
เล็กๆ บดดวยไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปสกัดดีเอ็นเอ โดยใชวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดัดแปลงจาก
วิธีของ Doyle and Doyle (1987) ทําการสกัดดีเอ็นเอ โดย extraction buffer ซ่ึงประกอบดวย double 
deionized water, 2% CTAB, 100 mM Tris-HCL(pH 8.0), 20 mM EDTA (pH8.0), 1.4 M NaCl 
และ 0.4% β-mercaptoethanol แลวนําดีเอ็นเอที่ไดมาตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ โดยใชวิธี 
agarose gel electrophoresis เก็บสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดในตูควบคุมอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 
การทํา PCR (Polimerase Chian Reaction) โดยเทคนิค Microsatellite marker 
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพ่ิมปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR โดยใช microsatellite primers จํานวน 4  
ตําแหนง (เฉพาะพันธุชัยนาท 80 ใช primer RM 1 RM 341 และ RM 444 ในการตรวจสอบ) 
 แตละ primers มีลําดับเบสดังนี้ (www.gramene.org) 
Primers Chro Repeat Motif ลําดับเบส Anneal Temp. 

 
RM1 

 
1 

 
(AG)26 

F:GCGAAAACACAATGCAAAAA 
R:GCGTTGGTTGGACCTGAC 

 
55 °C 

RM341 2 (CCT)20 
F:CAAGAAACCTCAATCCGAGC 
R:CTCCTCCCGATCCCAATC 

 
55 °C 

RM444 9 (AT)12 
F:GCTCCACCTGCTTAAGCATC 
R:TGAAGACCTTGTTCTGCAGG 

 
55 °C 

RM586 6 (CT)23 
F:ACCTCGCGTTATTAGGTACCC 
R:GAGATACGCCAACGAGATACC 

 
55 °C 

   F: Forward Primer     R: Reverse Primer 
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เทคนิค PCR ทําโดยการใสสารผสมปริมาณ 20 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย double 
deionized water 16.0 ไมโครลิตร, 10X buffer 2.0 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 1.0 ไมโครลิตร, 
25mM dNTP 0.16 ไมโครลิตร, 100μM primer, 5 unit Taq DNA polymerase 0.125 ไมโครลิตร, 
DNA template 1 ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร นําเขาเคร่ือง PCR 
โดยมีเง่ือนไข การทํา PCR ดังนี้ เร่ิมตนดวยอุณหภูมิ 94°C นาน 4 นาที 1 รอบ ตามดวย 94°C นาน 
30 วินาที 55°C นาน 30 วินาที และ 72°C นาน 45 วนิาที จํานวน 40 รอบ และ 72°C นาน 10 นาที 1 
รอบ 

นําผลิตภัณฑท่ีไดจากการทํา PCR ไปตรวจสอบดวย 4% agarose gel electrophoresis นํา
แผนเจลท่ีได ยอมดวย Ethidium bromide เพื่อนําไปดกูารเกิดลายพมิพ DNA ภายใตเคร่ือง UV 
transilluminator แลวบันทึกภาพ เพื่อนําไปวิเคราะหลายพิมพ DNA 
 
การวิเคราะหขอมูล 
1. ลักษณะทางคุณภาพ ประเมินความหลากหลายภายในประชากรโดยนําลักษณะทางคุณภาพ 14 
ลักษณะไปแบงตามกลุมตามชนิดลักษณะท่ีพบแตกตางกันไป และประเมินความหลากหลายภายใน
และระหวางประชากรโดยใชคาดัชนีความหลากหลายของ  Shannon’s Index (H') โดยคํานวณจาก
สูตร (Shannon and Weaver, 1949 อางโดย Coffey, 2002) 

 
s = จํานวนชนิดท่ีพบ 

   pi = สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนท้ังหมด 
ในการพจิารณาหากพบคาดัชนีความหลากหลาย (H') = 0 หมายถึงวาทุกตนในประชากร

เหมือนกนัหมด ไมมีความหลากหลายภายในประชากร และคา H' สูงหมายถึงมีความหลากหลาย
ภายในประชากรสูง 
2. ลักษณะทางปริมาณ นําไปคํานวณคาเฉลี่ย (mean) ผลหาชวงของการกระจายตัว (range) ความ
แปรปรวน (variance) สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (sd) และคาสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (CV,%)   
3. ในระดับโมเลกุลพิจารณารูปแบบการเกิดแถบดเีอ็นเอของแตละตน เปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอ
ของขาวพันธุคัดจากศูนยวิจยัขาวสุพรรณบุรี 1 พิษณุโลก 2 และชัยนาท 80 พันธุคัดจากกรมวิชาการ
เกษตร และแถบดีเอ็นเอของขาวปาสามัญ (O. rufipogon Giff.) ท่ีอยูในสภาพธรรมชาติจากจังหวดั

∑
=

−=
S

i

pipiH'
1

ln



 15

กาญจนบุรี เพื่อคํานวนหาปริมาณการปนเปอนของเชื้อพันธุกรรมขาวปาภายในขาวปลูกของ
เกษตรกร 
 


