
บทที ่3 

 

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง  

 

การศึกษานีป้ระกอบด้วยการทดลอง 2 การทดลอง คือ 

การทดลองท่ี 1.การสร้างพนัธ์ุลูกผสมชัว่ท่ี 1 (F1)   

การทดลองท่ี 2. การประเมินลกัษณะลูกผสมชัว่ท่ี 1 และ 2 

          การตรวจสอบพนัธุกรรมลูกผสมตน้ F1โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล  

          การศึกษาลกัษณะการตอบสนองต่อช่วงแสงในการออกดอก  

          วเิคราะห์หาปริมาณโปรแอนโทไซยานิน ของเมล็ด F2 

การทดลองที ่1 การสร้างพนัธ์ุลูกผสมช่ัวที ่1 (F1)   

1.1 พนัธ์ุทีใ่ช้ในการทดลอง 
การคัดเลอืกพนัธ์ุพ่อแม่ 
1) พนัธ์ุขา้วท่ีใชเ้ป็นพนัธ์ุแม่ (female parent) ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุกา้วหนา้ขา้วเจา้ก ่าลูกผสมชัว่

ท่ี 8 (F8) ระหวา่ง ขา้วพนัธ์ุขาวดอกมะลิ (KDML) 105 x ขา้วก ่าดอยสะเก็ด (Kum Doi Saket) ซ่ึง
ได้มาจากโครงการปรับปรุงพนัธ์ุข้าวก ่ าดอยสะเก็ดโดยคัดเลือกเฉพาะประชากรลูกผสมท่ีมี
ปริมาณอะไมโลสสูง  17-19 เปอร์เซ็นต์  แต่สายพนัธ์ุดงักล่าวจดัเป็นขา้วท่ีมีความไวต่อช่วงแสง  
จ านวน 14 สายพนัธ์ุคือ 107:-42, -44, -46, -52, -68, -72, -73 และ 173:-1,-2, -4, -16, -17, 48, -52 )  

 2) พนัธ์ุขา้วท่ีใชเ้ป็นพนัธ์ุพ่อเป็น donor male parent ส าหรับลกัษณะไม่ไวต่อช่วงแสง  
ได้แก่ ข้าวพนัธ์ุปทุมธานี1 (PTT1) เป็นข้าวท่ีไม่ไวต่อช่วงแสงจะใช้เป็นแหล่งพนัธุกรรม เพื่อ
ถ่ายทอดลกัษณะไม่ไวต่อช่วงแสง 

 
1.2  การสร้างลูกผสมช่ัวที ่1 (F1) 

ฤดูปลูกท่ี1 เดือน กรกฎาคม – พฤศจิกายน ปี 2552 เพื่อศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของ

ลกัษณะไม่ไว่ต่อช่วงแสงจากขา้วพนัธ์ุปทุมธานี1 (PTT1; donor male parent ) ให้กบัสายพนัธ์ุ

กา้วหน้าขา้วเจา้ก ่าลูกผสม F8 ท่ีคดัเลือกไว ้โดยท าการเพาะเมล็ดขา้วทั้งสองพนัธ์ุ ลงในกระถาง 
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พนัธ์ุละ 2 กระถาง ๆ ละ 5 ตน้ ท าการปลูกทั้งหมด 6 คร้ัง มีระยะห่างกนัคร้ังละ 10 วนัเพื่อให้แต่ละ

คู่ผสมกนัไดพ้อดีเม่ือถึงระยะออกดอกท าการผสมระหวา่งพนัธ์ุขา้วก ่าเจา้ดอยสะเก็ด และขา้วหอม

ปทุมธานี 1 เก็บเมล็ดลูก F1 ไดคู้่ผสมจ านวน 14 คู่ แยกเก็บเมล็ด F1  แต่ละคู่เพื่อปลูกประเมินการ

แสดงออกของยนีควบคุมการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมใน F1 และ F2 ต่อไป  (ภาพท่ี 3.1)  

การทดลองที ่2. การประเมินลกัษณะลูกผสมช่ัวที ่1 และ 2 

2.1 การตรวจสอบพนัธุกรรมลูกผสมต้น F1 โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล  

1. พิสูจน์ความเป็นลูกผสม F1 ไดเ้ก็บตวัอย่างใบโดยของตน้ F1 derived lines โดยเก็บ

ตวัอย่างใบแยกตน้ๆ ละ 2-3 ใบ จ านวนประชากรละ 5 ตน้ พบัใส่ถุงกระดาษเก็บตวัอย่าง ท าให้

ตวัอยา่งใบขา้วแห้ง โดยน าถุงเก็บตวัอยา่งท่ีบรรจุตวัอยา่งใบขา้วใส่ในภาชนะปิดท่ีมี silica gel เป็น

ตวัดูดความช้ืน หลงัจากแหง้แลว้เก็บตวัอยา่งใบในถุงปิดผนึกและเก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส   น าไป

พิสูจน์โดยใชว้ธีิการตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล microsatellite  

2.  ตรวจสอบพนัธุกรรมลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล microsatellite 
น าตวัอยา่งใบขา้วลูกผสมตน้ F1 ทั้งหมดท่ีแหง้แลว้มาบดใหล้ะเอียด โดยแยกแต่ละตวัอยา่ง

ตดัใหเ้ป็นช้ินเล็กๆ บดดว้ยไนโตรเจนเหลว จากนั้นน าไปสกดัดีเอน็เอโดยวธีิ CTAB (Panaud et al., 

1996) ดงัน้ี 

การสกดัดีเอน็เอ 

 น าใบขา้วท่ีบดแลว้ใส่ eppendorf tube จากนั้นใส่ extraction buffer ประกอบไปดว้ย 

deionized water, 4เปอร์เซ็นต ์CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8), 20mM EDTA (pH 8), 1.4 M 

NaCl และ 0.4เปอร์เซ็นต ์  -mercaptoethanol น าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดม้าละลายดว้ย TE buffer และ

ทดสอบคุณภาพดีเอน็เอดว้ย agarose gel electrophoresis 1.2เปอร์เซ็นต ์ เก็บสารละลายดีเอน็เอท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การท า PCR (Polymerase Chain Reaction) โดยอาศัยเทคนิค microsatellite markers 

 น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยา PCR (Panaud et al., 1996) โดยใช ้

microsatellite primers จ านวน 1 ต  าแหน่ง ซ่ึง primer ท่ีใชมี้การรายงานวา่มี polymorphism ในขา้ว

ปลูก O. sativa  L. โดย  primers มีล าดบัเบสดงัน้ี (www.gramene.org) 

 

http://www.gramene.org/
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ตาราง 3.1 รายละเอียดท่ีส าคญัของ primers ท่ีใชใ้นการศึกษา  

Primer ชุดซ ้ า 
อุณหภูมิ 

annealing 

chromosome 

no. 
ล าดบัเบส 

RM206 (CT)21 55 11 F: CCCATGCGTTTAACTATTCT  

    R: CGTTCCATCGATCCGTATGG  

     

F; Forward Primer  R; Reverse Primer   

 

เติมสารผสมปริมาตร 20 ไมโครลิตร (µl) ต่อ 1 หลอด ซ่ึงประกอบไปดว้ย deionized water 

16 µl, 10X buffer 2 µl, 50 mMMgCl2 1 µl, 25 mMdNTP 0.16 µl, primer 0.2 µl, 5 unit Taq DNA 

Polymerases 0.1 µl, DNA template 1 µl ลงในหลอด eppendorf tube ขนาด 2 มิลลิลิตร (ml) น าเขา้

เคร่ือง PCR  

การตรวจสอบผลติภัณฑ์ดีเอ็นเอจากปฏิกริิยา PCR 

น าผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการท า PCR ไปตรวจสอบดว้ย 10เปอร์เซ็นต ์ polyacrylamide gel 

electrophoresis น าแผน่เจลท่ีไดย้อ้มดว้ยสาร Ethidium bromide เพื่อน าไปดูการเกิดลายพิมพดี์เอน็

เอภายใตแ้สงยวูขีองเคร่ือง UV transilluminator แลว้บนัทึกภาพดว้ยกลอ้ง digital เพื่อน าไป

วเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอใชข้า้วปลูก 2 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุขาวปทุมธานี 1 (PTT 1) น ามาจากเมล็ดพนัธ์ุ

หลกั และสายพนัธ์ุกา้วหนา้ขา้วเจา้ก ่าลูกผสมชัว่ท่ี 8 (F8) เป็นพนัธ์ุมาตรฐานเปรียบเทียบ 

 

การศึกษาลกัษณะการตอบสนองต่อช่วงแสงในการออกดอก 

 การประเมินการตอบสนองต่อช่วงแสง ของลูกผสมช่ัวที ่1  

ฤดูปลูกท่ี 2 วนัท่ี 1 เดือนเมษายน ปี 2553  ปลูกลูกผสมชัว่ท่ี 1 โดยการน าเมล็ดลูกชัว่ท่ี 1 (F1) ทั้ง 14 

คู่ผสมมาเพาะเมล็ดในจานแกว้เพาะฝาปิด (Petri dish) เม่ือเมล็ดงอกมีอายุตน้กลา้ได ้7 วนั ท าการ

ยา้ยปลูกในกระถาง (ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 30 เซนติเมตรใส่ดินนาให้เกือบเต็มกระถาง) โดยปลูก

พนัธ์ุพอ่แม่จ  านวน 15 พนัธ์ุๆ ละ 1 กระถาง (เพื่อใชเ้ปรียบเทียบวนัออกดอก)  และปลูกลูกผสมชัว่ท่ี 

1 จ านวน 14 คู่ๆ ผสมละ 3 กระถางๆ (3ซ ้ า) ละ 5 ตน้ แผนการทดลองการทดลองแบบ Completely 
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Randomized Design ปล่อยให้ขา้วผสมตวัเอง (ท าการจดบนัทึกอายุวนัออกดอก) เม่ือแก่เก็บเก่ียว

เมล็ด F1 derived line โดยเก็บแยกกนัในแต่ละตน้ ประเมินลกัษณะการตอบสนองต่อช่วงแสง โดย

ถือเอาตน้ท่ีดอกบาน (heading) ก่อน 150 วนัเป็นตน้ไม่ไวแสง (ประภา, 2537) จากนั้นสุ่มแต่ละ

ประชากรมา 1,500 เมล็ดใหเ้ป็นตวัแทนของเมล็ด F2 

การประเมินการตอบสนองต่อช่วงแสงและการคัดเลอืกลูกผสมช่ัวที ่2  

ฤดูปลูกท่ี 3 ท าการปลูกวนัท่ี 28 มกราคม พ.ศ.2554 โดยปลูกเมล็ดลูกผสม F2 เพื่อประเมินตน้ F2 

ของทั้ง 14 คู่ผสมคู่ละ 1368 ตน้ โดยท าการเพาะเมล็ดเม่ือวนัท่ี 22 เดือนมกราคม 2554  ในกระถาง 

และยา้ยปลูกในแปลงนาทดลองโดยปลูก 1  ตน้/หลุม เม่ือวนัท่ี 22 กุมภาพนัธ์ุ 2554 พร้อมกบัพนัธ์ุ

เปรียบเทียบ คือพนัธ์ุพ่อและแม่ จากนั้นท าการประเมินการบานดอกเพื่อแยกแยะ และบนัทึกตน้ชัว่

ท่ี 2  ระหวา่งตน้ไวแสง และไม่ไวแสงของตน้ขา้วท่ีปลูกในสภาพวนัยาว ทดสอบหาอตัราส่วน ฟี

โนไทป์ ระหว่างตน้ขา้วท่ีไวแสงและไม่ไวแสง เพื่อตรวจหาลกัษณะพฤติกรรมของยีน  (gene 

behavior) โดยใช ้chi-square test ตามวธีิของ Gardner (1974) 
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   การสร้างลูกผสมท่ี 1  
   (ก.ค.– พ.ย. 2552)    F8        x      PTT1  
      107/25, 107/42, 107/44, 107/46,  

  107/48, 107/52, 107/68, 107/72,  
  107/73, 173/1, 173/2, 173/4, 173/16,  
  173/17, 173/38, 173/48, 173/52 

 
F1 seed   x 

   การคดัเลือก และประเมินลูกผสมชัว่ท่ี  1   (characterization and flowering dates observation) 
   (เม.ย.– ต.ค. 2553 )          
    
 

F2   x 
  การคดัเลือกลูกผสมชัว่ท่ี 2              (evaluation for photo-non sensitivity segregants)  
  ท่ีไม่ไวต่อช่วงแสง   
           

     F3               
                                                                   
 ภาพ 3.1 แผนผงัการสร้างลูกผสม                                    
 

ประเมินลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และสรีรวทิยาของสายพันธ์ุลูกผสม ตามแบบบนัทึก Descriptors 

for Rice ของ IRRI (1980) โดยบนัทึกขอ้มูลดงัน้ี 

1.ระยะแตกกอเตม็ท่ี 7 ลกัษณะ ไดแ้ก่ การมีขนบ่นแผน่ใบ สีกาบใบ สีแผน่ใบ สีเยือ่กนัน ้าฝน 
รูปร่างเยือ่กนัน ้าฝน สีเข้ียวใบ และสีขอ้ต่อใบ  
2. ระยะออกดอก 6 ลกัษณะ ไดแ้ก่ สีปลอ้ง ทรงกอ จ านวนวนัตกกลา้ถึงออกดอก 50 เปอร์เซ็นต ์
(เม่ือขา้วลูกผสมออกดอกประมาณ 50 เปอร์เซ็นตใ์นแต่ละประชากรบนัทึกวนัออกดอกโดยเก็บ
ขอ้มูลจากการสังเกตจ านวนตน้ขา้วออกดอกมากกวา่ 50 เปอร์เซ็นตข์องตน้ขา้วทั้งหมดในแปลง 
และแต่ละตน้ตอ้งมีช่อดอกแรกบาน ½ ของช่อ) สียอดดอก สียอดเกสรตวัเมีย สีกลีบรองดอก สีของ
หางและการมีหาง 
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3. ระยะออกรวงแลว้ 20 วนั 7 ลกัษณะ ไดแ้ก่ ความสูงล าตน้ จ านวนหน่อต่อกอ จ านวนรวงต่อกอ 
ลกัษณะรวง การยดืคอรวง ลกัษณะกา้นรวง และการแตกระแง ้
5. ระยะเก็บเก่ียว 2 ลกัษณะ ไดแ้ก่ การแก่ของใบ และความยาวรวง  
6. ระยะหลงัเก็บเก่ียว 11 ลกัษณะ ไดแ้ก่ การมีขนบนเปลือกเมล็ด สีเปลือกเมล็ด สีเยือ่หุม้เมล็ด 
น ้าหนกั 100 เมล็ด ความยาวของเมล็ดขา้วกลอ้ง ความกวา้งของเมล็ดขา้วกลอ้ง อตัราส่วนความ
กวา้งต่อความยาวเมล็ด จ านวนเมล็ดดี เมล็ดลีบ เปอร์เซ็นตเ์มล็ดดี 

วเิคราะห์หาปริมาณโปรแอนโทไซยานิน ของเมลด็ F2 

 หาปริมาณแอนโทไซยานินในเมล็ดขา้วกลอ้งของแต่ละสายพนัธ์ุหลงัการเก็บเก่ียวผลผลิต 
โดยน าเมล็ดท่ีเกิดจากตน้ลูกผสมชัว่ท่ี 1 (เมล็ด F2) แต่ละสายพนัธ์ุมารวมกนั ในลูกผสมชัว่น้ียงัไม่
เกิดการกระจายตวัของลกัษณะการตอบสนองต่อช่วงแสง แลว้น าไปวิเคราะห์หาปริมาณแอนโทไซ
ยานิน ส่วนเมล็ดท่ีเกิดจากตน้ลูกผสมชัว่ท่ี 2 (เมล็ด F3) มีกระจายตวัของลกัษณะการตอบสนองต่อ
ช่วงแสงเกิดข้ึนแล้ว จึงท าการคดัเลือกตน้ขา้วท่ีไม่ไวต่อช่วงแสงมาสายพนัธ์ุละ 20 ตน้ จากนั้น
น าไปวิเคราะห์ปริมาณแอนโทไซยานินโดยท าการศึกษาแต่ละตน้ (Individual plant) โดยวิเคราะห์
ตามวธีิของ Abdel-Aal and Hucl (1998) 
 
วธีิการทดลอง 

1 บดเมล็ดขา้วกลอ้ง และชัง่ขา้วท่ีบดได ้จ านวน  3 กรัม ใส่ใน centrifuge  tube ขนาดความจุ  50  

มิลลิลิตร 

2    เติม  acidified ethanol (ethanol และ HCl 1 N  85:15  v/v ) ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงไปในขอ้ 1 

แลว้น าไปเขา้เคร่ืองเขยา่ 30 นาที หลงัจากเขยา่ 15 นาที ถา้ pH มีการเปล่ียนแปลงตอ้งปรับ pH ให้

เป็น 1 ดว้ย 4 N HCl  หลงัจากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 27,200 g เป็นเวลา 15 นาที 

เทสารละลายท่ีสกดัไดใ้นขวดปรับปริมาตร ปรับปริมาณดว้ย acidified ethanol เป็น 50  มิลลิลิตร 

3.วดัความเขม้ของสีของสารละลาย ดว้ยเคร่ือง spectrophotometer โดยอ่านค่าเป็น absorbance ท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 535 นาโนเมตร หลงัปรับเคร่ืองดว้ยblank ใหไ้ดค้่า absorbance เป็น 0 

4.น า absorbance ไปหาปริมาณแอนโทไซยานิน  โดยค านวณตามสมการดงัน้ี 

   C = (A/B x (vol/1,000) x MW x (1/sample wt) x 106 

   C = A x 288.21 mg/kg 

เม่ือ          C = concentration of total anthocyanin (mg/kg) 
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          B = molar absorptivity (Cyanidin -3- glucoside = 25,965 cm-1 M-1) 

        vol = total volume  of anthocyanin extract 

      MW = molecular weight (Cyanidin -3- glucoside = 449) 

                A = ค่า absorbance 

4.2.5 วธีิท ากราฟมาตรฐาน 

1. เตรียมสารละลายมาตรฐาน  Cyanidin -3- glucoside ความเขม้ขน้ 0 – 48  ไมโครกรัม          

ใน  acidified ethanol 3 มิลลิลิตร 

2. น าสารละลายไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 535 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 

spectrophotometer หลงัปรับเคร่ืองดว้ย blank อ่านค่า absorbance เป็น 0 

3. น าค่า absorbance กบัความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐานมาเขียนเป็นเส้นกราฟมาตรฐาน 

ไดด้งัแสดงในภาพท่ี 4.1 

 
ภาพ 3.2  เส้นกราฟมาตรฐานของabsorbance กบัความเขม้ขน้สารละลายมาตรฐาน 

ส่วนการวิเคราะห์ขอ้มูลความแตกต่างของลกัษณะล าตน้และใบทางสถิติโดยการวิเคราะห์ความ

แปรปรวน (Analysis of variance) ของแต่ละขอ้มูลโดยเปรียบเทียบกบัพนัธ์ุปทุมธานี 1 และสายพนัธ์ุ

กา้วหนา้ขา้วเจา้ก ่า  และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Least Significant Difference 

(LSD) P< 0.05 (Gomez and Gomez, 1984) 
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สถานที ่และระยะเวลาในการทดลอง 

สถานทีท่ าการทดลอง 

1. ง านวิ จั ย ด้ า น ผสมพัน ธ์ุ ข้ า ว  ท า ก า รทดลอง ท่ี โ ร ง เ รื อนคณะ เ กษตรศ าสต ร์ 

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

2. งานวิจยัด้านการศึกษาการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม โดยท าการทดลอง ณ แปลงทดลอง

สาขาวิชาพืชไร่ ภาควิชาพืชศาสตร์ และทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่  

3. งานวิจยัทางด้านโมเลกุล ท าการทดลองท่ีห้องปฏิบติัการโมเลกุล คณะเกษตรศาสตร์ 

มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

ระยะเวลาในการทดลอง 

การศึกษาคร้ังน้ีใชร้ะยะเวลาประมาณ 2 ปี 6 เดือน โดยเร่ิมตั้งแต่เดือน กรกฎาคม 2552 ถึง 

เดือน ธนัวาคม 2554 


