
บทที ่3  

วธีิการวจิัย 

  

สายพนัธ์ุบวบเหลี่ยมสําหรับทดสอบ 

 

เมล็ดพนัธ์ุบวบเหล่ียมจาก 4 แหล่งพนัธุกรรม จาํนวน 20 สายพนัธ์ุ จากบริษทั  

East West Seed Co., Ltd. ไดแ้ก่ 

1. แหล่งท่ี 1 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากประเทศบังคลาเทศ ได้แก่  

RGEW001  RGEW002  RGEW003  RGEW004  RGEW005  

2. แหล่งท่ี 2 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากประเทศอินเดียไดแ้ก่ RGEW006  

RGEW007  RGEW008  RGEW009  RGEW010   

3. แหล่งท่ี 3 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากประเทศไทยไดแ้ก่ RGEW011  

RGEW012  RGEW013   RGEW014  RGEW015  

4. แหล่งท่ี 4 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากจีนไดแ้ก่ RGEW016   RGEW017  

RGEW018   RGEW019   RGEW020  

 

เช้ือสาเหตุโรคทีใ่ช้ในการศึกษาระดับความรุนแรง 

 

เช้ือรา Phoma  spp. (asexual stage) สาเหตุโรคใบไหมเ้ถาแตกยางไหลท่ีไดจ้าก

การเก็บตวัอยา่งในแปลงบวบเหล่ียม อาํเภอสันทราย จงัหวดัเชียงใหม่    

 

เคร่ืองมืออุปกรณ์และสารเคมี 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในห้องปฏิบัติการโรคพืชได้แก่ ห้องควบคุมอุณหภูมิ 

ความช้ืนและแสง หมอ้น่ึงความดนั ตูแ้ยกเช้ือ เฮมาไซโตมิเตอร์ กลอ้งจุลทรรศน์ เคร่ืองชัง่ละเอียด 

มีดผ่าตดั ปากคีบ จานแก้วบรรจุอาหารเล้ียงเช้ือ หม้อน่ึงความดันไอนํ้ าสูง ตู้เข่ียเช้ีอ แท่งแก้ว        

บีกเกอร์ เป็นตน้ 

สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมอาหารสําหรับเล้ียงเช้ือราสาเหตุโรคสูตร Potato 

Dextrose Agar (PDA) ไดแ้ก่ มนัฝร่ัง วุน้ผง นํ้าตาล Dextrose นํ้ากลัน่แอลกอฮอล ์นํ้ากลัน่ เป็นตน้ 
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เคร่ืองมืออุปกรณ์สาํหรับการเตรียมตน้กลา้และแปลงปลูกไดแ้ก่ ถาดเพาะเมล็ด ไม้

คา้ง ตาข่าย  พลาสติกคลุมแปลง เคร่ืองพ่นสารเคมีป้องกนักาํจดัแมลง ปุ๋ยเคมีและปุ๋ยอินทรีย ์เป็น

ตน้ 

  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิเคราะห์เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ Random 

Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ไดแ้ก่ เคร่ืองอิเล็คโตรโฟรีซีส เคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร

พนัธุกรรม (PCR) ตูแ้ช่เยน็อุณหภูมิ -20  และ -80 องศาเซลเซียส  เคร่ืองส่องแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สง

อุลตร้าไวโ้อเลต เคร่ืองหมุนเหวี่ยง เคร่ืองชัง่ละเอียด (Balance) 2 ตาํแหน่ง  และ 4 ตาํแหน่ง ท่ีวาง

หลอดตวัอยา่ง (Rack) กลอ้งดิจิตอล กระบอกตวง โกร่ง ไมโครปิเปตต ์บีกเกอร์ ปากคีป ทิป เป็นตน้ 

  สารเคมีท่ีใช่ในการสกัดดีเอ็นเอและทาํปฏิกิริยาได้แก่ 2x CTAB, chloroform  

isoamyl alcohol,  isopropanal,  TE-dye, TE buffer, MgCl2, , 5 M NaCl, 0.5 M EDTA (pH 8), dNTPs, 1 

M Tris-HCI  (pH 8.0),  75 เปอร์เซนต ์ethanol และนํ้ากลัน่ เป็นตน้ 

 

การทดลองที ่1  การคัดเลอืกหาพนัธ์ุต้านทานในระยะต้นกล้าภายใต้สภาพโรงเรือน 

 

  1. จดัการทดลองแบบปัจจยัเดียวในแผนการทดลองสุ่มอยา่งสมบูรณ์ Completely 

Randomized Design (CRD) เช้ือราสาเหตุสําหรับทดสอบ 1 ตวัอย่างกบัสายพนัธ์ุบวบเหล่ียม 

จาํนวน 20 สายพนัธ์ุ 3 ซํ้ าโดยใชจ้าํนวน 24 ตน้ต่อสายพนัธ์ุ 

 2.  การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ   ทาํการแยกเช้ีอราบริสุทธ์ิ   Phoma spp. (asexual stage)  

จากบวบเหล่ียมในแปลงปลูก โดยการแยกเช้ือจากเน้ือเยื้อพืชแช่สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 1 

เปอร์เซนต ์นาน 3-4 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยนํ้ ากลัน่ 4 คร้ัง แลว้ใชก้ระดาษทิชชูท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ซบั

นํ้ าให้แห้งจากนั้นจึงวางเน้ือเยื่อตวัอยา่งพืช ในอาหารเล้ียงเช้ือราสูตร Potato Dextrose Agar (PDA) 

บ่มไวใ้นห้องท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 28 องศาเซลเซียส และทาํการขยายเช้ือบริสุทธ์ิสําหรับทดสอบ 

โดยการใชน้ํ้ากลัน่ท่ีน่ีงฆ่าเช้ือแลว้เทลงในจานเล้ียงเช้ือใหท้่วมเส้นใยแลว้ใชพู้ก่นัปัดสปอร์ลงในบีก

เกอร์จากนั้ นกรองด้วยผา้ขาวบางจํานวน 2 ชั้ น แล้วทาํการตรวจวดัปริมาณสปอร์โดยใช ้

Heamacytometer  เพื่อทาํการปรับความเขม้ขน้ ทาํการเตรียมเช้ือราทดสอบโดยใชค้วามเขม้ขน้ของ

เช้ือ 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร   

  3. การปลูกเช้ือสาเหตุ  ทาํในระยะตน้กลา้หลงัมีใบจริง 1-2 ใบ หรือประมาณ 7- 14 

วนั หลงัเพาะเมล็ดในถาดพลาสติกขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง ประมาณ 2.5 – 3 เซนติเมตร แลว้จึงยา้ย

ปลูกในกระถางพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางประมาณ 5-6 เซนติเมตร ภายใตส้ภาพโรงเรือน

อุณหภูมิ ประมาณ 24 + 2 องศาเซลเซียส ความช้ืน ประมาณ 85  เปอร์เซนต ์และทาํการประเมินโรค
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เพื่อดูการเขา้ทาํลายของเช้ือ หลงัปลูกเช้ือทุก 7 เป็นเวลา 28 วนั  ทาํการประเมินระดบัความตา้นทาน

โดยจดัระดบัตามการแสดงออกของโรคท่ีพบบริเวณใบ กา้นใบ และลาํตน้ 

  4. การบนัทึกขอ้มูล ประเมินระดบัการเกิดโรคโดยประยุกตจ์ากวิธีการของ Wehner 

and Shetty (2000) ใหค้ะแนนระดบัอาการของโรค 9 ระดบั ดงัน้ี  

0 = ไม่แสดงอาการ 

1 = อาการใบเหลืองทั้งหมด  

2 = มีแผลเฉพาะท่ีใบนอ้ยกวา่ 20 เปอร์เซ็นต ์

3 = มีแผลเฉพาะท่ีใบระหวา่ง 21-45 เปอร์เซ็นต ์

4 = มีแผลเฉพาะท่ีใบมากกวา่ 45 เปอร์เซ็นต ์

5 = มีแผลใบไหม ้แต่ไม่แสดงอาการท่ีลาํตน้  

6 = มีแผลใบไหมน้อ้ยกวา่ 20 เปอร์เซ็นต ์และมีแผลท่ีกา้นใบและลาํตน้ 

         นอ้ยกวา่  3 มิลลิเมตร  

7 = อาการใบไหมท่ี้ใบระหวา่ง 21-45 เปอร์เซ็นตแ์ละมีแผลท่ีกา้นใบและ 

      ลาํตน้ 3-5 มิลลิเมตร 

8 = อาการใบไหมท่ี้ใบมากกวา่ 45 และมีแผลท่ีกา้นใบและลาํ 

      ตน้มากกวา่ 5 มิลลิเมตร 

9 = ตน้ตาย 

 

การคาํนวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคโดยใชสู้ตร  

เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค = จาํนวนตน้ท่ีแสดงอาการ x 100 

              จาํนวนตน้ทั้งหมด 

 

5.  วเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติ 

     วิเคราะห์ความแปรปรวน Analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความ

แตกต่างค่าเฉล่ียของส่ิงทดลอง ดว้ยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ดว้ยโปรแกรม 

R2.13.0 (R-Language and environment for statistical computing and graphics) (ชูศกัด์ิ, 2552) 
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การทดลองที ่ 2  การคัดเลอืกหาพนัธ์ุต้านทานในสภาพแปลง 

 

1. จัดการทดลองแบบปัจจัยเดียวในแผนการทดลองสุ่มในบลอกสมบูรณ์ 

(Randomized Complete Block Design ; RCBD) จาํนวน 3 ซํ้ า (replications) ประกอบดว้ย 20      

ส่ิงทดลอง (Treatments) รวมทั้งหมด 60 แปลงยอ่ย โดยใชต้วัอยา่ง จาํนวน 10 ตน้ต่อส่ิงทดลอง 

 2. การเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ  ทาํการแยกเช้ีอราบริสุทธ์ิ  Phoma spp. (asexual stage)  

จากบวบเหล่ียมในแปลงปลูก โดยการแยกเช้ือจากเน้ือเยื้อพืชแช่สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ 1 

เปอร์เซ็นต ์นาน 3-4 นาที แลว้ลา้งออกดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 4 คร้ัง แลว้ใชก้ระดาษทิชชูท่ีน่ึง

ฆ่าเช้ือแล้วซับนํ้ าให้แห้งจากนั้ นจึงวางเน้ือเยื่อตัวอย่างพืช ในอาหารเล้ียงเช้ือราสูตร Potato 

Dextrose Agar (PDA) บ่มไวใ้นห้องท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 28 องศาเซลเซียส และทาํการขยายเช้ือ

บริสุทธ์ิสําหรับทดสอบ โดยการใชน้ํ้ ากลัน่ท่ีน่ีงฆ่าเช้ือแลว้เทลงในจานเล้ียงเช้ือให้ท่วมเส้นใยแลว้

ใช้พู่กนัปัดสปอร์ลงในบีกเกอร์จากนั้นกรองด้วยผา้ขาวบางจาํนวน 2 ชั้น แลว้ทาํการตรวจวดั

ปริมาณสปอร์โดยใช ้ Heamacytometer เพื่อทาํการปรับความเขม้ขน้ ทาํการเตรียมเช้ือราทดสอบ

โดยใชค้วามเขม้ขน้ของเช้ือ 107 สปอร์ต่อมิลลิลิตร   

 3.  การปลูกเช้ือสาเหตุ โดยทาํการปลูกบวบเหล่ียมสายพนัธ์ุอ่อนแอมาตรฐานโดย

การพ่นเช้ือในระยะตน้กลา้มีใบจริง 2-3 ใบ เพื่อสร้างจาํนวนประชากรโรคในสภาพแปลงล่วงหนา้

ก่อน 30 วนั แลว้จึงทาํการปลูกพืชทดสอบ 20 สายพนัธ์ุ จากนั้นจึงทาํการปลูกเช้ือในพนัธ์ุทดสอบ

หลงัตน้กลา้มีใบจริง 1-2 ใบ ทาํการเก็บขอ้มูลอาการของโรคหลงัปลูกเช้ือในพนัธ์ุทดสอบทุก 7 วนั

เป็นเวลา 28 วนั ทาํการประเมินระดบัความตา้นทานของโรคท่ีพบบริเวณใบ กา้นใบ ลาํตน้และการ

เจริญเติบโตทัว่ไปของตน้และผล ในสภาพแปลง 

 4.  การบนัทึกขอ้มูล วิธีการประเมินระดบัการการเกิดโรค โดยการให้คะแนน

ระดบัอาการของโรค 9 ระดบั ตามวธีิการ Wehner and Shetty (2000) เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1  

5. วิเคราะห์ความแปรปรวน   Analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความ

แตกต่างค่าเฉล่ียของส่ิงทดลอง ดว้ยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) ดว้ย โปรแกรม 

R2.13.0 (R-Language and environment for statistical computing and graphics) 
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การทดลองที ่ 3 การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของบวบเหลี่ยม 

  

สายพนัธ์ุบวบเหลี่ยม 

  

 การศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมบวบเหล่ียมระดบัดีเอน็เอโดยนาํเมล็ดบวบ 

เหล่ียม 21 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากประเทศบงัคลาเทศ ไดแ้ก่  

RGEW001 RGEW002 RGEW003 RGEW004 RGEW005 กลุ่มท่ี 2 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรม

จากประเทศอินเดียไดแ้ก่ RGEW006  RGEW007  RGEW008  RGEW009  RGEW010 กลุ่มท่ี 3 

สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากประเทศไทยไดแ้ก่ RGEW011 RGEW012 RGEW013 RGEW014 

RGEW015 กลุ่มท่ี 4 สายพนัธ์ุท่ีมีแหล่งพนัธุกรรมจากจีนไดแ้ก่ RGEW016  RGEW017 RGEW018  

RGEW019  RGEW020 และสายพนัธ์ุบวบหอม RGEW021 สําหรับเปรียบเทียบซ่ึงอยูน่อกกลุ่มกบั

พนัธุกรรมบวบเหล่ียม 

 

การเตรียมตัวอย่างดีเอน็เอพชื 

   

  สกดัดีเอ็นเอบวบเหล่ียม 20 สายพนัธ์ุและบวบหอม 1 สายพนัธ์ุ ดว้ยวิธีการ

ประยุกตข์อง Doyle and Doyle (1987) เก็บตวัอยา่งจากใบอ่อนของตน้กลา้อายุประมาณ 14 วนั ท่ีมี

ใบจริง 2-3 ใบ ตดัให้เป็นช้ินเล็กๆ ประมาณ 1 กรัม บดใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรโดยใชส้ารละลาย 

2xCTAB ปริมตร 1 มิลลิลิตร  นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้นนาํไป

หมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แลว้เติมสารละลาย chloroform-isoamyl 

alcohol อตัราส่วน 24:1 ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ปิดฝาให้แน่นเขยา่แรง ๆ 1-2 นาที ผสมให้เขา้กนั 

แลว้นาํไปหมุนเหวี่ยงท่ี 13,000 รอบต่อนาทีนาน 15 นาที ดูดสารละลายท่ีใส(ดา้นบน)ใส่หลอด

ทดลองใหม่ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม isopropanal ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลงในส่วนใส่ เขยา่เบา ๆ

ประมาณ 30 วนิาที แลว้นาํไปหมุนเหวี่ยง  13,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เทสารละสารละลายทิ้ง

(จะเห็นดีเอน็เอจะตกตะกอนอยูท่ี่กน้หลอด) ตากดีเอ็นเอไวใ้ห้แห้งโดยการคว ํ่าหลอดทดลองไวก้บั

ตะแกรง  

  เม่ือดีเอ็นเอแห้งแลว้ทาํการเติม 70% EtOH  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่หลอด

ทดลองเบา ๆ ใช้น้ิวดีดเบาๆ เพื่อให้ดีเอ็นเอตกตะกอนเขา้กนัไดดี้กบัสารละลาย ตั้งทิ้งไว ้30 นาที 

นาํไปป่ันตกตะกอนดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง (centrifuge) 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  3 นาที เท

สารละลายทิ้ง ตากตะกอนให้แห้งประมาณ 3 ชัว่โมงหรือขา้มคืน  เติม TE buffer ปริมาตร 100 
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ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้ท่ีอุณหภูมิหอ้งรอจนดีเอน็เอละลายหมด(อาจใชก้ารดีดหลอดเบา ๆ) เก็บรักษา

ดีเอน็เอตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

การตรวจสอบและการวเิคราะห์ดีเอน็เอ 

 

ตรวจสอบความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิดีเอ็นเอโดยใชเ้คร่ือง spectrophotometer 

โดยอาศยัหลกัการท่ีเบสท่ีเป็นองคป์ระกอบของกรดนิวคลีอิก สามารถดูดกลืนแสงไดดี้ท่ีสุดท่ีความ

ยาวคล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร และสารละลายดีเอ็นเอท่ีเขม้ขน้ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

สามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร (A260หรือ OD260) ซ่ึงสามารถคาํนวณหา

ความขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอไดจ้ากสูตร  

 

ความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ (ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) = AD260 x 50 x dilution factor 

 

  การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของสารสกดัดีเอ็นเอทาํไดโ้ดยเทียบอตัราส่วนของค่า 

(A260 /A260) ดงัน้ี 

      (A260 /A260) > 2.0   หมายถึง สารสกดัดีเอ็นเอมีการปนเป้ือนของอาร์เอน็เอ 

1.8 - 2.0    หมายถึง สารสกดัดีเอน็เอมีความบริสุทธ์ิสูง 

1.6 - 1.8    หมายถึง สารสกดัดีเอน็เอมีความบริสุทธ์ิ 

(A260 /A260) < 1.6   หมายถึง สารสกดัดีเอ็นเอมีการปนเป้ือนของโปรตีนหรือฟี

นอล 

(แสงทอง, 2552) 

และทาํการตรวจสอบและวเิคราะห์แถบ DNA ดว้ยวธีิ อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟ 

รีซิส (Agarose Gel Electrophoresis)โดยอาศยัการเคล่ือนท่ีผา่นวุน้อะกาโรสเจลเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

ใชใ้นสารละลาย TAE buffer ความเขม้ขน้ 1 เท่า โดยใชแ้รงเคล่ือนไฟฟ้า 80 โวล์  เป็นเวลา 45 นาที 

หลงัจากนั้นยอ้มดีเอ็นเอดว้ยเอทิเดียมโบร์ไมด์ (ethidium bromide)  เป็นเวลา 10 นาที แลว้ลา้งสี

ยอ้มดว้ยนํ้ ากลัน่เป็นเวลา 5 นาที  วดัปริมาณของดีเอ็นเอจากความเขม้ของแสงของแถบดีเอ็นเอ

ในอะกาโรสเจล (agarose gel) แลว้ถ่ายภาพดว้ยกลอ้งดิจิตอลภายใตแ้สงอุตราไวโอเล็ต 
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การวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสายพันธ์ุบวบเหลี่ยม 

 

การหาความแตกต่างทางพนัธุกรรมระดบัดีเอ็นเอของสายพนัธ์ุบวบเหล่ียม  20 

สายพนัธ์ุและบวบหอม 1 สายพนัธ์ุ ทาํการประเมินลกัษณะเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรมโดยวิธี 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) โดยเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่าง

ของแถบดีเอน็เอท่ีปรากฏจากกลุ่มประชากรท่ีทาํการศึกษา โดยตวัอยา่งท่ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีตาํแหน่ง

หน่ึง ๆให้คะแนน (1) ส่วนตวัอยา่งท่ีไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีตาํแหน่งเดียวกนัให้คะแนน (0) หากไม่มี

ผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร์ให้ตวัเลข (9) จากนั้นจึงนาํขอ้มูลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์หาความแตกต่างทาง

พนัธุกรรมดว้ยวิธี  Unweighted Pair Group Method using Arithmetic method, UPGMA)โดยใช้

โปรแกรม NTSYSpc.(Numerical Taxnomy and Multivariate Analysis System) นําข้อมูล

เคร่ืองหมายท่ีพบแถบดีเอ็นเอมาวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติเพื่อหาความสัมพนัธ์ระหว่าง

พนัธุกรรมกบัลกัษณะความตา้นทานโรคโดยวิเคราะห์วิเคราะห์ความแปรปรวน  Simple linear 

regression และ Multiple locus regression ดว้ยโปรแกรม R2.13.0 (R-Language and environment 

for statistical computing and graphics) 

 

ระยะเวลาและสถานทีด่ําเนินงาน 

 

เวลา  เร่ิมดาํเนินการ  เดือนสิงหาคม  2553   

ส้ินสุด   เดือนกุมภาพนัธ์ 2556 

สถานท่ี  แปลงทดลองโรงเรือนและห้องปฏิบติัการชีวโมเลกุล บริษทั ฮอทิเจนเนติคส์ 

รีเสิร์ท (เอส.เอ.เอเซีย จาํกดั) เลขท่ี 7 หมู่ 9 ตาํบลแม่แฝกใหม่ อาํเภอสันทราย 

จงัหวดัเชียงใหม่ 


	บทที่ 3
	วิธีการวิจัย
	สายพันธุ์บวบเหลี่ยมสำหรับทดสอบ
	4. การบันทึกข้อมูล ประเมินระดับการเกิดโรคโดยประยุกต์จากวิธีการของ Wehner and Shetty (2000) ให้คะแนนระดับอาการของโรค 9 ระดับ ดังนี้
	การทดลองที่  3 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของบวบเหลี่ยม

