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บทที่ 3 
 

ระเบียบวิธีวจิัย 
(Methodology) 

 
การคัดเลือกสายพันธุขาวที่ทนแลงและไมทนแลง 

 
 ในการศึกษานีเ้บื้องตนไดคัดเลือกสายพันธุขาวมาศกึษาทั้งหมด  14 สายพันธุ 
(ตารางที ่3.1)  

          
ตารางที่ 3.1 

ชื่อสายพนัธุ ลักษณะและทีม่าของขาวที่คัดเลือกมาใชในการศึกษา 
ลําดับ รหัส สายพันธุ ลักษณะ ที่มา 

1 B25 IR 2035-117-3 ทนแลง ศูนยวิจัยขาวนานาชาติประเทศฟลิปนส 
2 B42 IR 52 ทนแลง ศูนยวิจัยขาวนานาชาติประเทศฟลิปนส 
3 B54 IR 43 ทนแลง ศูนยวิจัยขาวนานาชาติประเทศฟลิปนส 
4 B64 IR 5178-1-1-4 ทนแลง ศูนยวิจัยขาวนานาชาติประเทศฟลิปนส 
5 B71 IR 64 ไมทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
6 B72 AZUCENA ทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
7 B73 IR 68586-F2CA-143 ทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
8 B74 SRN1 ไมทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
9 B75 KDML105(U) ไมทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
10 B76 1093#69 RGDU03062(2)-1020-0-0-0 ทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
11 B77 1093#11 RGDU03062(4)-85-0-0-0 ทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
12 B78 1093#70 RGDU03062(2)-113-0-0-0   ทนแลง หนวยปฏิบัติการคนหาและใชประโยชนยีนขาว 
13 B19 PTT 1 ไมทนแลง ศูนยวิจัยขาวปทุมธานี 
14 B79 Pokali ทนแลง ศูนยวิจัยขาวนานาชาติประเทศฟลิปนส 
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พันธุขาวหมายเลข 1-4 และ 14  เปนขาวที่ไดมาจากศูนยวิจัยขาวนานาชาติ
ประเทศฟลิปนส (IRRI) สวนขาวหมายเลข 5-12 เปนขาวที่ไดมาจากหนวยปฏิบัติการคนหาและใช
ประโยชนยีนขาวมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน และหมายเลข 13 เปนขาวไทย
ที่ไดมาจากศูนยวิจัยขาวปทุมธานี ขาว IR64 เปนขาวที่นิยมนํามาใชเปนพันธุที่ออนแอตอความ
แหงแลง (Kathiresan et al., 2006)  PTT1 และ SRN1 เปนขาวไทยที่ปลูกในภาคกลางของประเทศ
ไทย และเปนขาวนาน้ําชลประทาน สวนขาวพันธุอ่ืน ๆ เปนพันธุที่มีรายงานวาทนตอความแหงแลง 
โดยเฉพาะ Azucena และ Pokkali ที่มีรายงานวามีความทนแลงเปนอยางดี และนิยมนํามาใช
ศึกษาเปนขาวที่ทนแลง (Kathiresan et al., 2006;  Salekdeh et al., 2002)  แตในพันธุอ่ืน ๆ ขอมูลยัง
ไมเปนที่แนชัดวาทนแลงไดดีแคไหน 

ในขั้นตอนแรกไดทําการปลูกขาวชุดแรกเพื่อศึกษาวันออกดอกของขาวแตละสาย
พันธุ และนํามาเปนขอมูลในการใหขาวงดการใหน้ํา เนื่องจากเมื่อเก็บขอมูลวันออกดอกแลวพบวา
ขาวในแตละพันธุมีระยะเวลาในการออกดอกไมพรอมกันมีผลทําใหชวงเวลาที่จะทําการงดการให
น้ําขาวที่ระยะตั้งทองไมพรอมกันซึ่งอาจจะทําใหผลการทดลองเกิดความคลาดเคลื่อนได ดังนั้น
ตอมาจึงไดออกแบบการทดลองโดยปลูกขาวแตละพันธุไมพรอมกัน เพื่อใหขาวออกดอกพรอมกัน
ทําใหงดการใหน้ําขาวพรอมกันไดโดยที่ขาวอยูในระยะการเจริญเติบโตเดียวกัน  ซึ่งจะชวยลดการ
คลาดเคลื่อนที่เกิดจากความแตกตางระหวางวัน, อุณหภูมิ และความชื้น ได เปนตน  ในการ
ทดลองนี้ไดปลูกขาวทั้ง 14  สายพันธุประมาณพันธุละ 20 ตน นํามาปลูกลงในถุงที่มีรูโดยบรรจุดิน
ประมาณถุงละ 3 กิโลกรัม (Ji et al., 2005) และนําถุงที่ปลูกขาวไปใสลงในกระถางที่ใสน้ําจนทวม
ถุง และใสน้ําในปริมาณเทา ๆ กันทุกวันจนกระทั่งถึงเวลาทดลองใหขาวงดการใหน้ํา ขาวเหลานี้ได
ปลูกไวในโรงเรือนตาขายในสภาพธรรมชาติ  จนกระทั่งประมาณ 1 เดือนกอนขาวออกดอกจึงได
ยายขาวเขาไปในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 28 0C แลวทําการทดลองงดการใหน้ําขาวที่กอนออกดอก
ประมาณ 7-11 วัน เพราะการที่ขาวขาดน้ําในชวงที่ขาวใกลจะออกดอกจะมีผลตอการติดเมล็ดของ
ขาวมากที่สุดเนื่องจากการขาดน้ําจะไปยับยั้งการพัฒนาของเกสรตัวผูและการแทงของชอดอก (Ji 
et al., 2005)  ในแตละสายพันธุไดแบงขาวออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่  1 ทดลองงดการใหน้ําขาว  
สวนกลุมที่ 2 อยูในสภาวะปกติ ทําการงดการใหน้ําขาวจนกระทั่งใบขาวทุกใบมวนจึงใหน้ํากลับ
เปนเวลา 1 วัน หลังจากนั้นงดการใหน้ําขาวอีกรอบจนกระทั่งใบมวนเชนกันแลวจึงใหน้ํากลับ
จนกระทั่งเก็บผลผลิต (Yue et al., 2006) วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized 
Design (CRD)  โดยใหตนขาวเปนหนวยทดลองซึ่งในขาวแตละพันธุจะมีหนวยทดลองประมาณ 4-
6 หนวยทดลอง  และกําหนดใหสายพันธุขาวเปนทรีทเทนตมี 8 ทรีทเมนต  ทําการทดลองซ้ํา 3 ซ้ํา 
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เก็บขอมูลของระยะเวลาที่ขาวแตละสายพันธุสามารถขาดน้ําได หลังจากนั้นคัดเลือกพันธุขาวที่
สนใจไปศึกษาในระดับตอไป 

 
การคัดเลือกขาวที่มีการใหผลผลิตที่เสถียรภาพในสภาวะแลง 

 
คัดเลือกพันธุขาวที่สนใจทั้งกลุมที่ทนแลงและไมทนแลงจาก 3.1 โดยแตละการทดลองได

ปลูกขาวแตละพันธุประมาณพันธุละ 10 – 15 ตน โดยวิธีการปลูกเหมือนกับหัวขอ 3.1 ทําการ
ออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาผลผลิตโดยงดการใหน้ําขาว 3 แบบ ดังตอไปนี้ 

1) ในแบบการทดลองนี้ไดออกแบบการทดลองแบบ CRD โดยปลูกขาวจนถึงระยะ
กอนวันออกดอกประมาณ 7-11 วัน แบงขาวแตละพันธุออกเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 เปนขาวที่จะงด
การใหน้ํา เร่ิมการทดลองงดการใหน้ําขาวจนกระทั่งใบขาวทุกใบมวน จากนั้นจึงใหน้ําขาว 1 วัน 
และทําการงดการใหน้ําขาวอีกรอบจนกระทั่งใบขาวทุกใบมวนจึงใหน้ํากลับจนกระทั่งเก็บผลผลิต 
(Yue et al., 2005)   และกลุมที่ 2 จะใหน้ําปกติ (Control) ทําการทดลองซ้ํา 3 ซ้ํา วิเคราะหความ
แตกตางทางสถิติโดยใชวิธี Least Significant Difference (LSD) ที่ P= 0.05 
 2)  วิธีการงดการใหน้ําขาวเริ่มงดน้ํากอนขาวออกดอกประมาณ 7-11 วัน แตในการ
ทดลองนี้งดใหน้ําขาวเปนระยะเวลา 14 วัน (เปนชวงเวลาโดยเฉลี่ยที่ขาวกลุมที่ทนแลงสามารถ
ขาดน้ําได) แลวใหน้ํากลับ 1 วัน และงดใหน้ําขาวอีกรอบเปนเวลา 14 วันเชนกัน หลังจากนั้นให
น้ําขาวปกติจนถึงเก็บผลผลิต วางแผนการทดลองแบบ CRD ทําการทดลองซ้ํา 2 ซ้ํา วิเคราะห
ความแตกตางทางสถิติโดยใชวิธี LSD ที่ P= 0.05 
 3) วิธีการงดการใหน้ําขาวจะเริ่มงดการใหน้ํากอนขาวออกดอกประมาณ 7-11 วัน 
แตในการทดลองนี้งดการใหน้ําขาวเปนระยะเวลา 7 วัน (เปนชวงเวลาโดยเฉลี่ยที่ขาวกลุมที่
ออนแอตอความแหงแลงสามารถขาดน้ําได) แลวใหน้ํากลับ 1 วัน และงดใหน้ําขาวอีกรอบเปน
เวลา 7 วันเชนกัน หลังจากนั้นใหน้ําขาวปกติจนถึงเก็บผลผลิต วางแผนการทดลองแบบ CRD ทํา
การทดลองซ้ํา 3 ซ้ํา วิเคราะหความแตกตางทางสถิติโดยใชวิธี LSD ที่ P= 0.05 

หลังจากนั้นเก็บขอมูลตาง ๆ  คือ  ระยะเวลาการงดการใหน้ําของขาว (แบบการ
ทดลองที่ 1), น้ําหนักแหง, ความสูงของขาว, จํานวนชอ, น้ําหนักเมล็ดและจํานวนเมล็ด เปนตน 
ทั้งนี้ตองมีการปรับสภาวะและควบคุมสภาวะแวดลอมใหคงที่ เชน อุณหภูมิ และความชื้น เปนตน 
เพื่อใหไดขอมูลตาง ๆ ที่คงที่และเที่ยงตรง 
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การคัดเลือกยีนมาศึกษาและการออกแบบไพรเมอรสําหรับทํา RT-PCR 
 

 ในการศึกษานี้ไดเลือกยีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับการพัฒนาชอดอก และ/หรือ ยีนที่
ตอบสนองตอสภาวะความเครียดตาง ๆ ที่มีการศึกษามากอนหนานี้ มาประมาณ 50 ยีน (Lan et 
al., 2004; Lan et al., 2005; Lu et al., 2006; Bao et al., 2005; Tang et al., 2005) (ตารางที่ 3.2)  
นํามาศึกษาการแสดงออกยีนในชอดอกในสภาวะแลง โดยวิธี RT-PCR 

 
ตารางที่ 3.2 

รายชื่อยนี หนาที่และที่มาของยีนที่คัดเลือกมาศึกษา 
 

ชื่อยีน หนาทีข่องยนี อางอิง 
Os04g44060 Aquaporin PIP2.2, putative (Lan et al., 2004) 
Os02g44630 Aquaporin RWC3 (Lan et al., 2004) 
Os11g40150 DNA repair protein RAD51 homolog A  (Tang et al., 2005)  
Os02g25900 pollen signalling protein with adenylyl cyclase activity  (Tang et al., 2005)  
Os09g30320 BURP domain containing protein  (Tang et al., 2005)  
Os03g44710 YABBY protein, putative  (Tang et al., 2005)  
Os02g48790 AML1, putative, expressed  (Tang et al., 2005) 
Os11g04960 No apical meristem protein  (Tang et al., 2005)  
Os07g06620 YABBY protein, putative  (Tang et al., 2005)  
Os01g16870 Piwi domain containing protein (Lan et al., 2005) 
Os12g37840 Boron transporter 1 (Lan et al., 2005) 
Os01g66120 NAC-domain containing protein 2 (Lan et al., 2005) 
Os01g03340 Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor precursor (Lan et al., 2005) 
Os05g46480 Late embryogenesis abundant protein (Lan et al., 2005) 
Os06g49430 Protein kinase domain containing protein (Lan et al., 2005) 
Os02g44870 Dehydrin family protein (Lan et al., 2005) 
Os03g45280 Dehydrin family protein (Lan et al., 2005) 
Os08g06110 myb-like DNA-binding domain, SHAQKYF  protein (Lan et al., 2005) 
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 ตารางที่ 3.2 (ตอ) 
  

ชื่อยีน หนาทีข่องยนี อางอิง 
Os05g29810 AP2 domain containing protein (Lan et al., 2005) 
Os01g07120 AP2 domain containing protein (Lan et al., 2004) 
Os02g02840 RAC-like GTP binding protein RHO1 (Bao et al., 2005)   
Os04g41960 NADP-dependent oxidoreductase P1 (Bao et al., 2005)  
Os01g72550 EF hand family protein (Bao et al., 2005)  
Os06g43810 expressed protein (Bao et al., 2005)  
Os01g06460 SAT5, putative, expressed (Bao et al., 2005)  

Os02g07230 Porphobilinogen deaminase, chloroplast precursor (Bao et al., 2005)  
Os07g03200 Phytosulfokines 4 precursor (Bao et al., 2005)  
Os06g43090 Myb-like DNA-binding domain containing protein (Bao et al., 2005)  
Os02g51350 kelch repeat-containing F-box family protein (Bao et al., 2005)  
Os01g03330 Bowman-Birk type bran trypsin inhibitor precursor (Bao et al., 2005)  
Os03g25270 pyrrolidone-carboxylate peptidase family protein (Bao et al., 2005)  
Os09g38320 Phytoene synthase, chloroplast precursor (Bao et al., 2005)  
Os02g40530 Myb-like DNA-binding domain containing protein (Bao et al., 2005)  
Os02g11850 hypothetical protein (Bao et al., 2005)  
Os10g25290 ZIM motif family protein (Bao et al., 2005)  
Os12g04240 EF hand family protein (Bao et al., 2005)  
Os01g73910 expressed protein (Bao et al., 2005)  
Os08g39300 Serine-glyoxylate aminotransferase (Bao et al., 2005)  
Os01g72740 Cytochrome P450 family protein (Bao et al., 2005)  
Os04g12710 Indole-3-acetate beta-glucosyltransferase (Bao et al., 2005)  
Os08g06530 Rubredoxin family protein (Bao et al., 2005)  
Os04g53760 Kinesin-1, putative (Lu et al., 2006) 
Os03g19080 expressed protein (Lu et al., 2006) 
Os02g06340 EH-domain containing protein 1 (Lu et al., 2006) 
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 ตารางที่ 3.2 (ตอ) 
  

ชื่อยีน หนาทีข่องยนี อางอิง 
Os03g30740 expressed protein (Lu et al., 2006) 
Os01g67740 SMC proteins Flexible Hinge Domain containing protein, (Lu et al., 2006) 
Os08g41950 SRF-type transcription factor family protein (Lu et al., 2006) 
Os06g51110 G2/mitotic-specific cyclin 2, putative (Lu et al., 2006) 
Os03g02290 kinesin motor protein, putative, expressed (Lu et al., 2006) 
Os03g14250 expressed protein (Lu et al., 2006) 

 
 นํายีนที่คัดเลือกมาออกแบบ Primer โดยในขั้นแรกนํา Accession number ของแต
ละยีนไปหาลําดับเบสใน http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  เมื่อไดลําดับเบสแลวนําไป Blast ใน 
http://www.gramene.org/  เพื่อดูวาเปนยีนใดในขาว หลังจากนั้นจึงนําลําดับเบสของยีนใน
ฐานขอมูลขาวไปออกแบบ Primer โดยใชโปรแกรม Primer 3 ในฐานขอมูลของ Biology 
workbench (http://workbench.sdsc.edu/)  ในการออกแบบ primerใชหลักการที่วา จะให  Reverse 
primer  ตกอยูที่ Exon หนึ่ง และ Forward primer ตกที่อีก Exon หนึ่ง โดยมี Intron ข้ันกลาง เหตุผล
เพื่อสามารถแยกผลผลิต PCR ที่เกิดจากตนแบบเปน DNA กับตนแบบเปน RNA  ซึ่งทําใหได 
ขนาดของ DNA  มีขนาดใหญกวา RNA ทําใหแยกไดวาไมมี DNA มาปนอยูในตัวอยาง RNA ที่ใช 
หลังจากนั้นทําการตรวจสอบ primer วาสามารถนํามาใชในการศึกษาการแสดงออกยีนไดหรือไม
และหาอุณหภูมิที่เหมาะสมโดยใชเทคนิค PCR  
 

ศึกษาการแสดงออกยีนในขาวที่ทนแลงและไมทนแลงในสภาวะขาดน้ํา
เปรียบเทียบกับสภาวะใหน้ําปกต ิ(Control) 

 
การศึกษาระดับการแสดงออกยีนทั้ง 50 ยีน (ตารางที่ 3.2)  ในขาวทนแลงและขาว

ที่ไมทนแลงในสภาวะที่ขาดน้ํา เปรียบเทียบกับในสภาวะใหน้ําปกติ โดยเก็บตัวอยางชอขาวจาก
กลุมที่งดใหน้ําที่ระยะหลังงดการใหน้ํา  2 วันและ 14 วัน และเก็บตัวอยางจากกลุมที่ใหน้ําปกติที่
ระยะเวลาเดียวกันทุกครั้ง  เก็บตัวอยางไวที่อุณหภูมิ -80 0C หลังจากนั้นนํามาสกัด RNA โดยใช 
TRIzol TM  Reagent (Invitrogen, USA) และนําไปวัดความเขมขนดวยเครื่อง spectrophotometer  
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หลังจากนั้นนํามาสังเคราะห cDNA โดยใช cDNA synthesis kit (Fermentas) สังเคราะห  cDNA 
จาก total RNA แลวจึงนํา cDNA มาทํา PCR เพื่อดูการแสดงออกยีน หลังจากนั้น เปรียบเทียบ
ระดับการแสดงออกยีนแตละยีน 

 
เปรียบเทียบการแสดงออกยีนที่ทําหนาที่เกี่ยวกับการใหผลผลิตเสถียรภาพของ

ขาวในสภาวะแลง 
 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน ไดคัดเลือกกลุมยีนที่มีการแสดงออกในกลุม
ขาวที่มีเปอรเซ็นตการลดลงของผลผลิตไมมากตางจากกลุมสายพันธุขาวที่มีเปอรเซ็นตการลดลง
ของผลผลิตมากมาศึกษาการแสดงออกยีนในชอดอกที่ระยะกอนงดการใหน้ํา 1 วันและหลังงดการ
ใหน้ําทุก ๆ 2 วัน ดวยเทคนิค RT-PCR เพื่อศึกษาดูวายีนที่สนใจมีการเปลี่ยนแปลงการแสดง
ออกเปนอยางไรบางและจะเริ่มมีการเปลี่ยนแปลงในวันที่เทาไหรหลังงดการใหน้ําเมื่อเทียบกับ
สภาวะปกติ 

 
ศึกษาการแสดงออกยีนที่สนใจในสวนตาง ๆ ของขาว 

 
 การศึกษาการแสดงออกยีนที่สนใจในสวนตาง ๆ ของขาว คือ ใบ ราก ลําตนและ

ชอดอก เพื่อดูวายีนที่สนใจนี้มีการแสดงออกเฉพาะในชอดอกหรือมีการแสดงออกที่สวนอื่น ๆ ของ
ขาวดวย โดยจะเก็บตัวอยางใบ ราก ลําตนและชอดอกของขาวแตละสายพันธุในสภาวะปกติมา
สกัด RNA ดวย TRIZol TM   Reagents (Invitrogen , USA) และนําไปศึกษาการแสดงออกยีนโดย
เทคนิค RT-PCR  
 

การศึกษาสวน Promoter ของยีนที่สนใจในขาวแตละพันธุ 
 

นํายีนที่สนใจที่คาดวามีผลตอการเพิ่มเสถียรภาพของผลผลิตในสภาวะแลงไปหา
ลําดับเบสในสวนของ Promoter ในขาวพันธุที่เห็นความแตกตางของการแสดงออกยีน การหา
ลําดับเบสของ promoter ทําไดโดยการนําลําดับเบสของยีนที่สนใจในฐานขอมูลของ 
http://www.gramene.org/Oryza_sativa/ ในสวนที่อยูเหนือ ATG ประมาณ 1.8 kb มาออกแบบ 
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primer โดยใชโปรแกรม Primer 3 (http://workbench.sdsc.edu/) กําหนดใหขนาดของผลผลิต PCR  
ประมาณ 700-800 bp และแตละผลผลิต PCR  จะตองมีสวนที่ Overlap กันประมาณ 100 bp เพื่อ
จะไดนําลําดับเบสมาตอกันได หลังจากได primer แลวนําไปทํา PCR กับตัวอยาง DNA ของขาว
แตละพันธุที่สนใจ สกัด DNA ดวย วิธี   Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB)  หลังจากได
ผลผลิต  PCR  แลวนําสงไปหาลําดับเบส ที่บริษัท Macrogene  (ประเทศเกาหลี) หลังจากนั้น นํา
ลํ าดั บ เบสของแตละชิ้ น  มาต อกั นด วย โปรแกรม  Blast ใน 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi แลวนําไปวิเคราะห Promoter  motif และหา 
cis-acting element ในขาวแตละพันธุเนื่องจาก cis-acting element เปนสวนที่ควบคุมการจับของ 
Transcription factors อ่ืน ๆ ซึ่งอาจจะมีผลในการควบคุมการแสดงออกยีน โดยใชโปรแกรม 
PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) หลังจากนั้นนํา cis-acting element 
ที่ไดไปเปรียบเทียบกันเพื่อหาความแตกตางระหวางกลุมขาวที่มีเสถียรภาพการใหผลผลิตมาก
กับขาวกลุมที่มีเสถียรภาพการใหผลผลิตนอย ในสภาวะแลง   
 


