
 
บทที่ 3 

วิธีการทดลอง 
 
การทดลองที่ 1  การเกิดโรคกรีนนิ่งในสมพันธุฟรีมองท  คลีโอพัตรา ทรอยเยอร และสมเขียวหวาน   

 

ปลูกตนกลาสมปลอดโรคพันธุฟรีมองท  คลีโอพัตรา ทรอยเยอร จากการเพาะเมลด็ และ
สมเขียวหวานที่ทําการขยายพันธุดวยวิธีการตอนกิ่ง ซ่ึงมีอายุประมาณ 1 ป จํานวนพนัธุละ 40 ตน 
ในกระถางดินเผาขนาดเสนผานศูนยกลาง 12 นิว้ ภายในโรงเรือนปลูกตนไม คณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม  หลังการยายปลูก 6 เดือน ทําการปลูกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่งดวย
การติดตาที่ไดจากตนสมที่เปนโรค โดยวางแผนการทดลองแบบ  Completely Randomized Design 
(CRD)  แตละพันธุทําการทดลอง 4  กรรมวิธี  กรรมวิธีละ 10 ตน (10 ซํ้า) ดังนี ้
    

กรรมวิธีที่ 1 ทําการติดตาจํานวน 1 ตาตอตน 
   กรรมวิธีที่ 2 ทําการติดตาจํานวน 2 ตาตอตน 
   กรรมวิธีที่ 3 ทําการติดตาจํานวน 3 ตาตอตน 
   กรรมวิธีที่ 4 ไมทําการติดตา (ชุดควบคุม) 

 

1.1 บันทึกขนาดของใบและการเปลี่ยนแปลงของใบที่ 6-7 จากปลายยอด จํานวนตนละ 5 ใบ 
ภายหลังการตดิตาทุกๆ 45 วนั โดยขนาดพืน้ที่ใบดวยเครื่องวัดขนาดพืน้ที่ใบ สวนการเปลี่ยนแปลง
ของสีใบ ทําการวัดคาองศาสี (hue) ของใบดวยเครื่องวดัสีใบ ซ่ึงเปนระบบการวดัสีแบบ 3 มิติ มี
การแสดงคา 3 คาไดแก คา L* เปนคาความสวาง มีชวงตั้งแต 0 คือมดืดํา ถึง 100 คอืขาวสวาง, คา 
a* เปนคาสีตามแกนนอน มชีวงตั้งแต +60 คือสีมวงแดง ถึง -60 คือสีเขียวอมน้ําเงิน และคา b* เปน
คาสีตามแกนตั้ง มีชวงตั้งแต +60 คือสีเหลือง ถึง -60 คือสีน้ําเงินจากนั้นนําคาที่ไดมาคํานวณหาคา
องศาสีโดยแทนในสูตร  hue = 180 - arctangent b*/a* จากนัน้นําคาองศาสีของใบที่ไดมา
เปรียบเทียบกบัลักษณะสีในแผนที่สี(ภาคผนวก ข) 

 

1.2  ตรวจหาเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคกรีนนิ่งในตนสมที่ทําการติดตาที่เปนโรคดวยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR)  
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1.2.1 การสกัด DNA จากใบพืชตัวอยาง (ดดัแปลงจาก  Dellaporta, 1983) 
 

ทําการลางใบสมที่ตองการสกัด DNA ใหสะอาดดวยน้ําสะอาดและซับใหแหง จากนั้นใช
มีดที่สะอาดตดัเอาเฉพาะสวนเสนกลางใบ (mid vein) ของพืช ช่ังตัวอยางละ 0.5 กรัม หั่นเปนชิ้น
เล็กๆ เติม grinding buffer (ภาคผนวก ก) ตัวอยางละ 5 มิลลิลิตร บมไวที่ 4°C นาน 10-20 นาทีใน
โกรงที่แชเยน็จัด บดใหละเอียด แลวเทเฉพาะของเหลวที่ไดลงในหลอด eppendolf ปริมาตร            
1.5 มิลลิลิตร นําไปเขาเครื่องเหวีย่ง (centrifuge) ดวยความเร็ว 10,000 g ที่อุณหภูมิ 4°C นาน             
5 นาที  

ของเหลวขางตนจะตกตะกอนที่บริเวณกนหลอด จึงใช pipet ดูดเอาเฉพาะของเหลวใส
ดานบน ใสใน eppendolf อันใหม แลวจึงนาํไปเขาเครื่องเหวีย่งอีกครั้งทีค่วามเร็ว 14,000 g อุณหภูม ิ
4°C นาน 25 นาที เทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง เก็บเฉพาะสวนของตะกอนสีเขียวที่ตดิอยูบริเวณกน
หลอด  

เติม CTAB buffer (ภาคผนวก ก) 0.7 มิลลิลิตร เขยาใหตะกอนละลาย นําไป incubate ที่ 
60°C นาน 30 นาที โดยทําการเขยาหลอดทุกๆ 10 นาที จากนั้นเติม chloroform/isoamyl alcohol                  
0.7 มิลลิลิตร แลวนําไปเขาเครื่องเหวีย่งที่ความเร็ว 7,000 g ที่อุณหภูมหิอง นาน 5 นาที จะได
ของเหลวในหลอดทดลองที่แยกเปน 2 ช้ัน  แลวจึงใช pipet ดูดเอาของเหลวดานบนเก็บไวใน 
eppendolf อันใหม นําไปเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 g อุณหภูมิ 4°C  นาน 15 นาที  

เทสารละลายทิ้งอยางระมัดระวัง เก็บเฉพาะตะกอนของ DNA ที่ติดอยูบริเวณกนหลอด ทํา
การลางตะกอนโดยเติม 70% ethanol 50µl แลวนําไปเหวีย่งที่ความเร็ว 5,000 g นาน 5 นาที เท
แอลกอฮอลทิ้ง จากนั้นทิ้งใหตะกอนแหง แลวจึงทําการเก็บตะกอน DNA โดยละลายตะกอนดวย
น้ํากลั่นฆาเชื้อลงไป 20 µl แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ -20°C  
 

1.2.2 การตรวจสอบคุณภาพของ DNA ท่ีไดดวยเทคนิค gel electrophoresis 
 

ทําการเตรียม agarose gel โดยเติม agarose 0.3 กรัม ลงใน 0.5XTBE buffer 30 มิลลิลิตร 
แลวนําไปตมใหละลายในไมโครเวฟ  ทิ้งให gel ที่ไดอุณหภูมิลดลง แลวเทลงใน gel tray ที่เตรียม
ไวโดยเสียบ comb ที่มีจํานวนชองตามที่ตองการ รอจน gel แข็งตัวแลวจึงดึง comb ออกอยาง
ระมัดระวัง   นํา gel ที่ไดใสลงใน electrophoresis gel tank แลวเติม 0.5XTBE buffer ใหทวมแผน 
gel 

การเตรียม gel loading โดยใช micropipet ดูด loading buffer 2 µl หยดลงบนแผน               
พาราฟลม จากนั้นดดู DNA ที่สกัดได 8 µl ลงไปผสมกับ loading buffer ที่เตรียมไวใหเขากนั แลว
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ดูดสวนผสมทัง้หมดที่ไดไปหยอดลงในแตละชองของ gel ที่เตรียมไว เมื่อหยอด DNA จนครบ
ตามที่ตองการแลวจึงทําการ run gel โดยใชกระแสไฟ 50V นาน 90 นาที  

เมื่อเครื่องทําการ run gel เสร็จ ทําการลาง gel ที่ไดในน้ําสะอาด แลวจึงทําการยอม gel โดย
การแชแผน gel ลงในสารละลาย ethidium bromide (ethidium bromide 1 mg/ml ผสมกับน้ํากลั่น
อัตราสวน 20 µl/dH2O 1 ลิตร) นาน 5 นาที  จากนั้นลาง ethidium bromide ออกดวยน้ําใหสะอาด 
แลวนําไปตรวจสอบแถบ gel ที่ไดภายใต UV ดวยเครื่อง gel document (SYNGRNE; Gene Genius 
Bio Imaging System) 
 

1.2.3 การเพิ่มปริมาณ GO-DNA ดวยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
(ดัดแปลงจาก Sadoodee, 1999) 

 

1.2.3.1 การทําปฏิกิริยา PCR 
 

การเพิ่มปริมาณ DNA ดวย specific primer ที่จําเพาะกับบริเวณ 16S DNA gene 
ดวย forword primer OI1(5’-GCGCGTATGCAAGAGCGGCA-3’) และ reverse primer OI2c   
(5’-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’) การเพิ่มปริมาณ DNA ประกอบดวยสารละลาย
ปริมาณรวม  25 µl ดังนี ้

เตรียม mastermix (ภาคผนวก) หลอดละ 24 µl แลวเติม DNA ที่เตรียมไวลงไป
หลอดละ 1.0 µl โดยหลอดที่เปน positive control จะใช GO-DNA และ negative control ใชน้ํากลัน่
ฆาเชื้อแทนในสวนของ DNA  

Thermocycling 
ใสหลอดทดลองทั้งหมดลงในเครื่อง Programable Thermal Controller PTC-100™(MJ 

Research) โดยต้ังโปรแกรมการทํางานในแตละรอบดังตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 1 รอบการทํางานของเครื่อง thermocycler เพื่อเพิ่มปริมาณของ GO-DNA โดยเทคนิค PCR 
 

Cycle Step Time Temp ( °C) 
1 Initial denaturation 3 min. 94 

2 - 35 Denaturation 1 min. 94 
 Annealing 30 sec. 55 
 Extention 1.5 min. 72 

36 Denaturation 1 min. 94 
 Annealing 30 sec. 55 
 Extention 1.5 min. 72 
 Incubation Hold 4 
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1.2.3.2 การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณ GO-DNA ดวยเทคนิค PCR โดยใช     
gel electrophoresis 

ทําการเตรียม gel, gel loading, gel running, การยอม gel และตรวจสอบแถบ 
DNA วิธีเชนเดียวกับวิธีการตรวจสอบคุณภาพ DNA  
 
การทดลองที่ 2  การเจริญเติบโตของสมโชกุนท่ีติดตาบนตนตอ 3 พันธุในสภาพสวน 
 

ไดเลือกพื้นที่ทดลองซึ่งเปนแปลงสมของเกษตรกรสวนเวียงคํา อําเภอฝาง จังหวัด
เชียงใหม ซ่ึงไดปลูกสมโชกุนที่ติดตาบนตนตอสมพันธุหงจี๋จํานวน 76 ตน, ฟรีมองท 60 ตน และ
คลีโอพัตรา 150 ตน โดยมีอายุหลังการยายปลูก 10 เดือน ทําการบันทึกขอมูลการเจริญเติบโตของ
ตนสมโชกุนบนตนตอพันธุละ 20 ตน ทุก 3 เดือน โดยวัดคามสูงบริเวณโคนตนเหนือระดับพื้นดิน 
จนถึงปลายยอด วัดขนาดทรงพุม สัดสวนระหวางเสนผาศูนยกลางลําตนของกิ่งพันธุโชกุนซึ่งอยู
เหนือรอยตอ 5 เซนติเมตรกับตนตอซึ่งอยูต่ํากวารอยตอ 5 เซนติเมตร และจํานวนการติดผล 
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