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บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
การศึกษานี้ดําเนินการที่ภาควิชาพืชไร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหมระหวาง

เดือนมีนาคม 2547 ถึงเดือน ธันวาคม 2548โดยมีรายละเอียดดังนี้  
 
ประชากรขาวปา 

ตัวอยางขาวปาสามัญจากพื้นที่ในเขตภาคเหนือตอนบน  ภาคเหนือตอนลาง  ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลาง (ภาพ 1 และตาราง 2) โดยแตละพื้นที่เก็บตัวอยางลําตน ใบ และ
เมล็ดที่สุกแก จํานวนจุดละ 10 – 20 ตน รวมทั้งบันทึกสภาพพื้นที่ที่พบขาวปา 
 
การประเมินประชากรขาวปา 

ปลูกลําตนประชากรขาวปาที่ เก็บรวบรวมมาที่แปลงทดลองภาควิชาพืชไร  คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม ระหวาง เดือน มีนาคม 2547 ถึงเดือนธันวาคม 2548 โดยปลูก
ประมาณเดือนสิงหาคม 2547 ปลูกประชากรละ 10 – 20 ตน ปลูกจํานวน 1 ตนตอกระถางใน
กระถางขนาดเสนผาศูนยกลาง 30 เซนติเมตรใสดินนาใหเกือบเต็มถัง รักษาระดับน้ําใหเต็มถังอยู
ตลอดเวลา หลังปลูก 4 อาทิตยเก็บตัวอยางใบขาวปาแยกตนจํานวนตนละ 2-3 ใบ เพื่อนําไป
วิเคราะห DNA โดยเก็บตัวอยางใบขาวพับใสถุงกระดาษเก็บตัวอยางที่ออกแบบมาเพื่อเก็บตัวอยาง
ใบขาวโดยเฉพาะ จากนั้นทําใหตัวอยางใบขาวแหงโดยนําถุงเก็บตัวอยางที่บรรจุตัวอยางใบขาวใส
ในภาชนะปดที่มี silica gel เปนตัวดูดความชื้น จากนั้นบันทึกลักษณะขาวปาทุกตน จากแตละ
ประชากรโดยบันทึกลักษณะตามแบบบันทึกที่ปรับปรุงมาจากแบบบันทึกการรวบรวมขาวปา 
(สงกรานต, 2537) โดยบันทึกลักษณะขาวปาในระยะตางๆ 3 ระยะ ดังนี้ 

ระยะแตกกอ บันทึกลักษณะทรงกอ สีกาบใบ สีแผนใบ สีล้ินใบ รูปรางล้ินใบ สีเขี้ยวใบ 
จํานวนหนอตอตนจากทุกตนในทุกประชากร  

ระยะออกดอก เมื่อขาวปาออกดอกประมาณ 50 เปอรเซ็นตในแตละประชากร บันทึกวนั
ออกดอก สีขอ สีปลอง สียอดดอก การมีหางของเมล็ด สีของหาง สีเกสรตัวเมีย และความยาวเกสร
ตัวผูจากทกุตน ในแตละประชากร  จากนัน้ใชถุงกระดาษไขสีขาวคลุมรวงตนละ 5 รวง เพื่อนํารวง
ที่คลุมถุงไวนํามาวัดในขั้นตอนตอไป
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ภาพ 1 สถานที่เก็บตัวอยางขาวปาสามัญ 12 ประชากร ในเขตภาคเหนือตอนบน ภาคเหนือตอนลาง 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลางรวม 11จังหวัด

เชียงใหม 
ลําพูน 

ตาก 

สกลนคร 

ชัยนาท 

นครนายกกาญจนบุรี 

พิจิตร 

สุโขทัย 

พิษณุโลก 
เพชรบูรณ 

15 
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ตาราง 2 สัญลักษณ แหลงที่มา และชนิดของตัวอยางขาวปาสามัญที่ใชในการศึกษา 

* เก็บตัวอยางโดยทีมงาน ดร. จรรยา มณีโชติ กรมวิชาการเกษตร 
ระยะเก็บเกี่ยว บันทึกลักษณะความสูงที่ระยะเก็บเกี่ยว โดยวัดจากระดับผิวดินจนถึงคอรวง 

เก็บรวงที่คลุมถุงไวตนละ 3 รวงมาวัดความยาวรวง จํานวนดอกตอรวง เปอรเซ็นตการติดเมล็ด การ
รวงของเมล็ด สีเปลือกเมล็ด และสีเยื่อหุมเมล็ด จากนั้นสุมเมล็ดขาวปามาประชากรละ 30 เมล็ด เพื่อ

Entry สัญลักษณ แหลงที่มา ชนิด 
1 CM พบตามบริเวณสองขางเลียบคลองสงน้ําแมแฝก หมูบานรมหลวงตําบลแม

แฝก อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม 
ขามป 

2 LP พบขาวปาตามบริเวณรองน้ําภายในสวนลําไยในหมูบานปาขาม ตําบล
หนองชางคืน อําเภอเมือง จังหวัดลําพูน 

ขามป 

3 TAK พบขาวปาตามบริเวณขางทาง (ฝงซายมือ) ระหวางอําเภอวังเจา จังหวัดตาก 
กับอําเภอโกสัมพี จังหวัดกําแพงเพชร 

ขามป 

4 PSL พบขาวปาขึ้นอยูทั้งบริเวณรอบๆ ขอบดานในบึง และแปลงนารางที่อยู
รอบๆ บึงทุงหง ซึ่งอยูในเขตพื้นที่ ตําบลวัดโบสถ อําเภอเมือง จังหวัด
พิษณุโลก 

ขามป 

5 SKT พบขาวปาขึ้นเปนผืนใหญ อยูในบริเวณพื้นที่นารางมีน้ําขังขางถนน ซึ่งอยู
ในเขตตําบลทุงหลวง อําเภอศีรีมาศ จังหวัดสุโขทัย 

ขามป 
 

6 PC พบขาวปาขึ้นเปนผืนอยูในบึง รอบบึง และแปลงนารางที่อยูรอบๆ บึงสีไฟ 
ซึ่งต้ังอยูตําบลทาหลวง อําเภอเมือง จังหวัดพิจิตร 

ขามป 

7 PHB พบขาวปาบริเวณสองขางทางถนนสายเพชรบูรณบริเวณหนาโรงเรียนบาน
ดงขวาง ตําบลน้ําขุน อําเภอหลมสัก จังหวัดเพชรบูรณ 

ปเดียว 

8 CNT ประชากรขาวปาที่พบเปนประชากรขนาดใหญ ในหนองน้ํา มีน้ําทวมขัง 
ต้ังอยูในอําเภอมโนรมย จ.ชัยนาท คาดวาขนาดประชากรมีความยาวตาม
ขอบถนนประมาณ 10 กม 

ขามป 

9 NY 1* บานหนากระดาน  ตําบลดงละคร  อําเภอเมือง จังหวัดนครนายก  พบ
ประชากรขาวปาขึ้นอยูในบริเวณแปลงนาราง หยุดปลูกขาวประมาณ 3 ป 

Spontanea 
form 

10 NY 2* พบขาวปาขึ้นอยูในบริเวณขางแปลงขาวของเกษตรกรชื่อ คุณวิเชียร อยูที่
บานหนากระดาน ตําบลดงละคร อําเภอเมือง จังหวัดนครนายก 

Spontanea 
form 

11 KAN พบขาวปาขึ้นอยูในสภาพธรรมชาติบริเวณหนาโรงเรียนวัดดอนแสลบ 
ตําบลหวยกระเจา อําเภอเมือง จังหวัดกาญจนบุรี 

ขามป 

12 SN พบขาวปาขึ้นอยูในหนองน้ําขนาดใหญในเขตบึงหนองหาร อําเภอเมือง 
จังหวัดสกลนคร 

ขามป 
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วัดความกวาง ความยาวเมล็ด และทดสอบความสามารถในการพักตัวโดยการทดสอบความงอกจาก
การใชกระดาษเพาะความงอกที่ระยะเวลา 30 60 90 120 150 และ180 วันหลังจากเก็บเกี่ยว 

หลังเก็บเกี่ยวตัดตนขาวใหสูงจากระดับผิวดินประมาณ 5 – 10 เซนติเมตร เพื่อศึกษา
ความสามารถในการเจริญเติบโต และระยะเวลาออกดอกในฤดูกาลตอไป  

ใชขาวปลูก 2 พันธุ คือ พันธุสุพรรณบุรี1 (SPR1) และขาวดอกมะลิ 105 (KDML105) 
นํามาจากเมล็ดพันธุหลักและ ขาวปาชนิด O. granulata เปนพันธุมาตรฐานเปรียบเทียบ 
 
การวิเคราะห DNA 

นําตัวอยางใบขาวทั้งหมดที่แหงแลวมาบดใหละเอียด โดยแยกแตละตัวอยางตัดใหเปนชิ้น
เล็กๆ บดดวยไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปสกัด DNAโดยวิธี CTAB ดังนี้ 

 
การสกัดดีเอ็นเอ 

 นําใบขาวที่บดแลวใส eppendorf tube จากนั้นใส extraction buffer ประกอบไปดวย 
deionized water, 4% CTAB, 100mM Tris-HCl (pH 8), 20mM EDTA (pH 8), 1.4 M NaCl และ 

0.4%  β - mercaptoethanol นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาละลายดวย TE buffer และทดสอบคุณภาพดีเอ็น
เอดวย agarose gel electrophoresis 1.2 % เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -20 0C 
 

การทํา PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยอาศัยเทคนิค microsatellite markers 
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยา PCR โดยใช microsatellite primers จํานวน 
7 ตําแหนง ซ่ึง primer ที่ใชมีการรายงานวามี polymorphism ในขาวปาชนิด O. rufipogon แตละ 
primers มีลําดับเบสดังนี้ (www.gramene.org) 
Primer        motif   ลําดับเบส  

RM1       (AG)26   F: GCGAAAACACAATGCAAAAA    
    R: GCGTTGGTTGGACCTGAC 
 
RM55      (GA) 17  F: CCGTCGCCGTAGTAGAGAAG   
    R: TCCCGGTTATTTTAAGGCG 

 

 
RM22       (GA) 22  F: GGTTTGGGAGCCCATAATCT 

    R: CTGGGCTTCTTTCACTCGTC 

http://www.gramene.org/
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RM164       (GT)16TT(GT)4 F: TCTTGCCCGTCACTGCAGATATCC   
    R: GCAGCCCTAATGCTACAATTCTTC 

 

RM212       (CT) 14  F: AAGGTCAAGGAAACAGGGACTGG   
    R: AGCCACGAATTCCACTTTCAGC 
 
RM211       (TC) 3A(TC) 18 F: CCGATCTCATCAACCAACTG    
    R: CTTCACGAGGATCTCAAAGG 
 
RM253       (GA) 25  F: TCCTTCAAGAGTGCAAAACC    
    R: GCATTGTCATGTCGAAGCC 

F; Forward Primer  R; Reverse Primer  
  
 เติมสารผสมปริมาตร 20 ไมโครลิตรตอ 1 หลอด ซ่ึงประกอบไปดวย deionized water 16 
ไมโครลิตร, 10X buffer 2 ไมโครลิตร, 50mM MgCl2 1 ไมโครลิตร, 25 mMdNTP 0.16 ไมโครลิตร, 
primer 0.2 ไมโครลิตร, 5 unit Taq DNA Polymerases 0.1 ไมโครลิตร, DNA template 1 
ไมโครลิตร ลงในหลอด eppendorf tube ขนาด 2 มิลลิลิตร นําเขาเครื่อง PCR โดยมีเงื่อนไขดั้งนี้ 
 
                                      denaturation 
                       94  0C     94 0C                                                   primer extension 
             2 min     30 sec                                                                    72 0C         72 0C  
                                                                         primer annealing            32 sec        10 min 

            55 0C, 580C      
                                                                                 30 sec 
   1 รอบ    40 รอบ             1 รอบ  
   
                                            เงื่อนไขการทํา PCR 
 

นําผลิตภัณฑที่ไดจากการทํา PCR ไปตรวจสอบดวย 10% polyacrylamide gel 
electrophoresis นําแผนเจลที่ไดยอมดวยสาร Ethidium bromide เพื่อนําไปดูการเกิดลายพิมพ DNA 
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ภายใตแสงยูวีของเครื่อง UV transilluminator แลวบันทึกภาพดวยกลอง digital เพื่อนําไปวิเคราะห
ลายพิมพ DNA  
 
การวิเคราะหขอมูล 
ลักษณะทางคุณภาพ 

วัดความหลากหลายภายในและระหวางประชากรโดยใชคาดัชนีความหลากหลายของ  
Shannon’s Index (H') โดยคํานวณจากสูตร (Shannon and Weaver, 1949 อางโดย เทอดศักดิ์ 
(2547)) 

 
s = จํานวนชนิดที่พบ 

   pi = สัดสวนของชนิดนั้นตอจํานวนทั้งหมด 
 
 ในการพิจารณาหากพบคาดัชนีความหลากหลาย H' = 0 หมายถึงไมมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม และคา H' สูงหมายถึงมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง  
 
ลักษณะทางปริมาณ 

แตละตัวอยางนํามาวิเคราะหหาคาเฉลี่ย (mean) คาขอบเขตของคาเฉลี่ย (range) สวน
เบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) และสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (cv) 
 
ขอมูลระดับโมเลกุล 

วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ โดยการตรวจนับแถบที่ปรากฏในน้ําหนักโมเลกุล (molecular 
weight) เดียวกัน ถาหากมีแถบใหเปน 1 และไมมีแถบใหเปน 0 จากนั้นหาระยะหางระหวาง
พันธุกรรม (genetic distance)โดยใช โปรแกรม POPGEN V 3.2 (population genetic analysis 
version 3.2) และนําคาระยะหางระหวางพันธุกรรมที่ไดมาสราง UPGMA (Unweighted Pair-group 
Method Using arithmetic averages) dendrogram โดยโปรแกรม MEGA 2 

∑
=

−=
S

i

pipiH'
1

ln
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⎯

คาที่ใชประเมินความหลากหลายของประชากรขาวปาในระดับโมเลกุล (Nei et al., 2000) 

1. Average Gene Diversity หรือ heterozygosity (h) 

h = 1 -  ∑Xi
2 

Xi
2 = ความถี่ของประชากรที่ allele i 

q = จํานวนของ allele 
คา h = 0 แสดงวาโครงสรางทางพันธุกรรมไมเปนแบบ heterozygosity ยิ่งคา h สูงแสดงวา

โครงสรางทางพันธุกรรมเปนแบบ heterozygosity สูง 
 

2. Percentage of polymorphic loci (%P) 

P = (k/n) x 100 

k = จํานวนของ polymorphic loci 

n = จํานวน loci ทั้งหมด 

คา %P = 0 แสดงวาไมมี polymorphism และหากคา %P สูงแสดงวามี polymorphism สูง 

 

3. Average gene diversity within population (HS) 

HS = 1- ∑ Wk ∑Xki
2 

   Wk = 1/s, S = จํานวนประชากรยอย 

   Xki = ความถี่ของ allele ที่ i ในประชากรที่ k 

เปนการคํานวณ average heterozygosity ระหวาง subpopulation มีสัญลักษณเปน HS หากมี
คาต่ํา แสดงวามี heterozygosity ระหวาง subpopulation  ต่ํา 

 

4. Average gene diversity for all population (HT) 

HT = 1 - ∑ Xki
2 

   Xki
 = คาเฉลี่ยของความถี่ allele ที่ i ของทุกประชากร 

เปนการคํานวณ average heterozygosity ระหวาง พื้นที่ที่ศึกษาทั้งหมดมีสัญลักษณเปน HT 
หากมีคาต่ํา แสดงวามี heterozygosity ระหวางพื้นที่ศึกษาทั้งหมดต่ํา 
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5. gene differentiation among population (GST) 

GST = (HT - HS)/ HT
 

พิจารณาความแตกตางระหวางประชากรหากคา GST มีคาเทากับ 0 แสดงวาไมมีความ
แตกตางระหวางประชากร และหากความแตกตางระหวางประชากร GST มีคาสูงแสดงวามีความ
แตกตางระหวางประชากรสูง หรือคาที่บอกความแปรปรวนที่เกิดจากความแปรปรวนระหวาง
ประชากร (คิดเปน %) 


