
 
บทท่ี 3 

อุปกรณและวิธีการทดลอง 

 
3.1 ทดลองการขาดธาตุสังกะสีโดยปลูกสมในสารละลายธาตุอาหาร (hydroponics) 

 ทดลองนําสมโชกุนปลอดโรคและสมโชกุนที่เปนโรคกรีนนิ่งมาปลูกในสารละลายธาตุ
อาหารที่ตางกัน 2 ชนิด คือ สารละลายธาตุอาหารที่มีธาตุสังกะสีและไมมีธาตุสังกะสี โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Random Design; CRD) ประกอบดวย                    
4  กรรมวิธี ๆ ละ 10 ซํ้า ดังนี ้

กรรมวิธีที่ 1  สมปลอดโรคปลูกในสารละลายที่มีธาตุสังกะสี (ปลอดโรค + Zn ) 

กรรมวิธีที่ 2  สมเปนโรคกรีนนิ่งปลูกในสารละลายที่มีธาตุสังกะสี (เปนโรค + Zn ) 

กรรมวิธีที่ 3  สมปลอดโรคปลูกในสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี (ปลอดโรค – Zn ) 

 กรรมวิธีที่ 4  สมเปนโรคกรีนนิ่งปลูกในสารละลายที่ไมมีมีธาตุสังกะสี (เปนโรค – Zn )

 ทั้งนี้สารละลายธาตุอาหารทีใ่ชทดลองจะมชีนิดและปริมาณของธาตุอาหารที่จําเปนตอการ
เจริญเติบโตเหมือนกันทุกประการ ยกเวนธาตุสังกะสี  
3.1.1 การเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 

เตรียมสารละลายธาตุอาหารในรูปสารละลายเขมขน (stock solutions) ปริมาตร 10 ลิตร
แบงออกเปน 3 ชนิด ไดแก สารละลาย A  สารละลาย B ที่มีธาตุสังกะสี (B + Zn)  และสารละลาย 
B ที่ไมมีธาตุสังกะสี (B – Zn)  โดยสารละลายเขมขนแตละชนิดประกอบดวยธาตุอาหารตาง ๆ 
ดังนี ้
 

ตารางที่ 3 ความเขมขนของธาตุอาหารตาง ๆ สําหรับเตรียม stock solutions ปริมาตร 10 ลิตร 
 

ชนิดปุย สูตรเคม ี ธาตุอาหาร 
ความเขมขน 

(mg/L หรือ ppm) 

สาร A    

1. แคลเซียมไนเตรต Ca(NO3)2.4H2O (12%) Ca++, NO3 164.00 

2. เหล็กคีเลต Fe – EDTA (13.2%) Fe 0.84 

สาร B    

1. โพแทสเซียมไนเตรต KNO3 K, NO3
- 998.20 

2. โพแทสเซียมฟอสเฟต KH2PO4 K, H2PO4
- 155.20 

3. แมกนีเซยีมซัลเฟต MgSO4.7H2O Mg, SO4
= 153.60 
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
 

ชนิดปุย สูตรเคม ี ธาตุอาหาร 
ความเขมขน 

(mg/L หรือ ppm) 

สาร B    

4. สังกะสีซัลเฟต ZnSO4.7H2O (22%) Zn 0.33 

5. คอปเปอรซัลเฟต CuSO4.H2O Cu 0.05 

6. แมงกานีสซัลเฟต MnSO4.H2O Mn 0.55 

7. กรดบอริก H3BO3 B 0.27 

8. แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O Mo 0.05 
 

ที่มา : NutriCal V1.6T โปรแกรมการคํานวณและผสมสารละลายธาตุอาหารพืชในการปลูก 
ระบบ hydroponics โดย รศ.ดร.อิทธิสุนทร นันทกิจ ภาควิชาปฐพีวิทยา คณะเทคโนโลยีการเกษตร 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบงั
http://kmitl.ac.th/hydro/download.html 

 
 เตรียม stock solution A โดยละลายแคลเซียมไนเตรตและเหล็กคีเลตในน้ําสะอาด แลว
ปรับปริมาตรเปน 10 ลิตร  ปรับ pH ของสารละลายใหไดประมาณ 4  ดวยกรดไนตริก (HNO3 65% 
เจือจาง 10 เทา)  สําหรับ stock solution B ทั้ง 2 ชนิด ใหละลายสวนผสมในน้ําสะอาดแลวปรับ
ปริมาตรเปน 10 ลิตร เชนกัน โดยไมตองปรับ pH ของสารละลาย  ทั้งนี้ stock solution B ที่ไมมี
ธาตุสังกะสีจะไมเติมสังกะสีซัลเฟตลงไปในสารละลาย   เมื่อไดสารละลายเขมขนแลวเทผานผาขาว
บางเพื่อกรองเศษสิ่งสกปรกที่ติดมากับปุย เก็บไวในขวดพลาสติกที่มีฝาปด  
3.1.2 การปลูกสมในสารละลายธาตุอาหาร 

 ทําการปลูกสมโชกุนปลอดโรคและสมโชกุนที่เปนโรคกรีนนิ่งในสารละลาย บริเวณ
โรงเรือนปลูกพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยเตรียมถังน้ําพลาสติกเบอร 30 ซ่ึงมี
ความจุประมาณ 18 ลิตร สีดําหรือมีลักษณะทึบแสงเพื่อหลีกเลี่ยงการเกิดตะไครน้ํา  วางถังพลาสติก
เปนแถวบนพื้นที่ปูดวยผายางพลาสติกสีดํา แถวละ 10 ถัง จํานวน 4 แถว แตละถังตั้งหางกัน 1 เมตร 
ระยะหางระหวางแถว 1 เมตร เพื่อสะดวกในการปฏิบัติงาน จากนั้นเติมน้ําสะอาดลงไป 15 ลิตร   
ซ่ึงระดับน้ําจะอยูต่ํากวาขอบถังประมาณ 10 เซนติเมตร  เติมสารละลายเขมขน A และ B ปริมาตร
เทากันลงไป  คนใหสารผสมเขากัน วัด EC (electrical conductivity) ใหอยูในชวง 1.8 – 2.0 
mS/cm ดวยเครื่อง Nutrient Salts Meter (Truncheon™) หากคา EC ต่ํากวาคาที่กําหนด คอย ๆ 
เติมสาร A และ B อยางละเทา ๆ กันเพิ่มเขาไปจนได EC ตามตองการ หลังจากนั้นจึงปรับ pH  
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ของสารละลายใหอยูระหวาง 5.5 – 6  ดวยกรดไนตริกแบบเดียวกับที่ใชเตรียม stock solutions  ถัง
บรรจุสารละลายธาตุอาหารแตละถังจะมีสายยางที่ตรงปลายตอเขากับหัวทรายจุมอยู โดยสายยาง  
แตละเสนจะตอไปยังเครื่องปมอากาศ  (air-pump) กําลัง 420 วัตต (Resun® model : AP-180) 
ซ่ึงวางตั้งอยูตรงกลางของชุดทดลองทั้งหมดเพื่อใหอากาศกับรากสม  และเนื่องจากลักษณะการวาง
ปมอากาศดังกลาว ทําใหระยะหางของถังบรรจุสารละลายแตละถังกับเครื่องปมอากาศไมเทากัน  
ทุกถัง สงผลถึงความแรงของอากาศทําใหถังที่อยูไกลไดรับอากาศนอยกวาถังที่อยูใกลปม  
แกปญหาดวยการตอวาลวปรับปริมาณอากาศเขากับสายยางแตละถัง  ซ่ึงสามารถหมุนเพื่อปดหรือ
คลายเกลียวใหอากาศผานไปยังหัวทรายในปริมาณใกลเคียงกันได โดยเทียบจากปริมาณและ     
ความแรงของฟองอากาศที่เกิดขึ้นในแตละถัง  ทั้งนี้อุปกรณจําพวกหัวทราย   สายยาง  วาลวสําหรับ
ปรับปริมาณอากาศ และปมอากาศ เปนอุปกรณ ที่ประยุกตใชมาจากการเลี้ยงปลาตู 

สําหรับการปลูกสมในสารละลายที่เตรียมในขางตน จะตองนําตนสมที่เตรียมไวซ่ึงไดแก
สมโชกุนปลอดโรคและสมโชกุนที่เปนโรคกรีนนิ่งที่ขยายพันธุดวยการติดตาบนตนตอ อายุเฉลี่ย
ประมาณ 1 ป มาลางทําความสะอาดรากเพื่อกําจัดเศษวัสดุปลูกออกใหมากที่สุด แลวจึงนําตนสม   
ที่ไดไปใสในถังสารละลายธาตุอาหาร โดยใหตําแหนงของโคนรากอยูระดับเดียวกับระดับ
สารละลายในถังหรืออยูปริ่มผิวน้ํา  ยึดตนสมใหตั้งตรงดวยการผูกเชือกอยางหลวม ๆ ที่ลําตนแลว
พันขึ้นไปจนถึงยอด ผูกปลายเชือกติดกับเสนลวดที่ขึงไวเปนแนวเหนือถังสารละลาย  ปดปากถัง
ดวยแผนพลาสติกสีดําปองกันการระเหยน้ําออกจากถัง ใหอากาศผานหัวทรายตลอดเวลาและ
เปล่ียนสารละลายธาตุอาหารใหมทุกเดือน  
 ระหวางการทดลองถาสมออกดอกหรือติดผลใหกําจัดทิ้ง  ปองกันไมใหพืชโทรมจากการ
ใหผลผลิต กรณีที่มีการระบาดของแมลงศัตรูสมใหพนสารปองกันกําจัดแมลงตามความเหมาะสม 
3.1.2 การบันทึกขอมูล 

 1. ความสูง วัดจากโคนรากจนถึงปลายยอด หนวยการวัดเปนเซนติเมตร เดือนละ 1 คร้ัง 

 2. ขนาดทรงพุม วัดความกวางของทรงพุม 2  ดาน ไดแก  ทิศเหนือ – ใต และ ตะวันออก – 

ตะวนัตก ในหนวยเซนติเมตร เดือนละ 1 คร้ัง นําตัวเลขดงักลาวมาหาคาเฉลี่ย จะไดเปนคาที่แสดง
ขนาดของทรงพุม   
 3. คาองศาสี (hue) ของใบตําแหนงที่ 3 นบัจากยอด จํานวน 3 ใบตอตน ดวยเครื่อง 

chromameter (Minolta CR 300) ซ่ึงจะไดตัวเลข 3 คา ประกอบดวยคาตาง ๆ ดังนี้ 
    L* คือ คาความสวาง  มีคาตั้งแต 0 – 100 หมายถึง มืด –  ขาวสวาง 

    a* คือ คาสีตามแกนนอน มีคาตั้งแต +60 ถึง –60 หมายถึง สีมวงแดง – สีเขียวอมน้ําเงิน 

    b* คือ คาสีตามแกนตัง้ มคีาตั้งแต +60 ถึง –60 หมายถึง สีเหลือง – สีน้ําเงิน 

ตัวเลขที่วัดไดจะนํามาคํานวณเพื่อหาคาองศาของสี (hue) ตามสมการดงัตอไปนี ้
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     กรณี a* และ b* มีคาเปน +   hue = arctangent b*/ a* 

     กรณี a* และ b* มีคาเปน –   hue = 270 – arctangent b*/ a* 

    กรณี a* มีคาเปน + และ b* มีคาเปน –  hue = 360 – arctangent b*/a* 

     กรณี a* มีคาเปน – และ b* มีคาเปน +  hue = 180 – arctangent b*/a* 
  

คาองศาของสีที่ไดจะนําไปเทียบกับไดอะแกรมเพื่อหาชวงสีที่วัดไดวาอยูในชวงสีใด (ภาพที่ 1) 
 

 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  ไดอะแกรมทีใ่ชเปรียบเทียบกับคาองศาของสี (hue) 
 

4. การวิเคราะหปริมาณธาตสัุงกะสีในใบสม 

 เก็บตัวอยางใบสมที่แกเลยระยะเพสลาดหรือใบในตําแหนงที่ 3 – 4 นับจากยอด มาลาง   
ทําสะอาดและซับใหแหง  ใสในซองกระดาษสีน้ําตาลขนาดเล็ก  นําไปอบแหงในตู hot air oven 

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (°C) นาน 1 คืน  บดตัวอยางใบที่อบแลวจนเปนผงละเอียด   แลวช่ังผง
ตัวอยางประมาณ 0.5 กรัม ใสขวดแกวรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 50 มิลลิลิตร  ปดปาก
ขวดดวยกรวยแกวขนาดเล็ก จากนั้นยายไปวางในตูดูดควัน เติมสารละลายสําหรับยอยตัวอยาง 
(HNO3 : HClO3 = 6:1) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร วางขวดดังกลาวไวบน hot plate อุณหภูมิ 150 °C 
เมื่อเวลาผานไปประมาณ 30 นาที จึงปรับอุณหภูมิเปน 200 °C และ  250 °C  เปนอุณหภูมิสุดทาย  
ตัวอยางในขวดจะถูกยอยดวยกรดและความรอนเกิดควันสีน้ําตาล ตั้งขวดทิ้งไวบน hot plate 

จนกวาสารละลายจะมีสีใสและควันกลายเปนสีขาว ซ่ึงจะเหลือสารละลายประมาณ 1 มิลลิลิตร    
ยกขวดออกมาตั้งทิ้งไวใหเย็น  ใชน้ํากล่ันฉีดลางของเหลวขางในใสขวดปรับปริมาตร (volumetric 

flask) ขนาด  50 มิลลิลิตร เทสารที่ปรับปริมาตรเรียบรอยแลวเก็บไวในขวดพลาสติกปดฝาให
เรียบรอย เพื่อนําไปอานคาดูดกลืนแสงดวยเครื่อง atomic absorption spectrometry 

 การอานคาการดูดกลืนแสง ในเบื้องตนจะตองเตรียมสารละลายสังกะสีความเขมขน     
มาตรฐาน (standard Zn) ความเขมขน 0.1  0.2  0.3 ppm (part per million) และ blank โดยใช

Yellow
+b* 
60 

60  +a* 
    Red

        -a*   -60
   Green

-60 
+b* 

Blue 
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สารละลาย Zn(NO3) (1000 ppm in HNO3 0.5 mol/L) ซ่ึงสารที่เตรียมทั้งหมดจะตองมีกรด    
ไนตริก (HNO3) ผสมอยู 0.5  mol/L เทากับ Zn(NO3) ที่ใชเปนสารตั้งตนในการเตรียม            
กอนนําตัวอยางมาอานคาดูดกลืนแสงควรเปดเครื่องลวงหนาไวประมาณ 15 นาที จึงเริ่มอาน blank 

ตามดวย standard Zn ความเขมขน 0.1  0.2 และ 0.3 ppm  ตามลําดับ  แลวจึงอานสารละลายของ
ตัวอยางที่ยอยไดในขางตนตอไปจนครบ 
 นําคาดูดกลืนแสงของ blank และ standard Zn มาสรางกราฟมาตรฐาน  จากนั้นนําคา
ดูดกลืนแสงของแตละตัวอยางมาเปรียบเทียบกับกราฟ และคํานวณกลับหาปริมาณธาตุสังกะสีของ
ใบในหนวย ppm 

 ตัวเลขที่ไดจากการทดลองนํามาวิเคราะหความแปรปรวนดวยโปรแกรมสถิติ Statistix 

8.0 และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยดวยวิธี least significant difference (LSD) 

หมายเหตุ : เทคนิคการสกัดตัวอยางเพื่อวิเคราะหธาตุอาหาร อางจาก  
    Analysis of Major, Minor and Trace Elements in Plant Tissue Samples with 
    ICP-OES and ICP-MS http://uwlab.soil.wisc.edu/madison/ 
 
3.2 ทดลองการขาดธาตุสังกะสีโดยปลูกสมในทราย (sand culture) 

 นําสมโชกุนปลอดโรคและสมโชกุนที่เปนโรคกรีนนิ่งมาปลูกในทราย และใหสารละลาย
ธาตุอาหารแบบน้ําหยด โดยจัดหนวยทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial experiment)     
ประกอบดวยปจจัยในการทดลองทั้งหมด 3 ปจจัย แตละปจจัยทํา 7 ซํ้า ดังนี ้

1. ชนิดสม 2 ชนิด ไดแก  
–  สมโชกุนปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค (D0) 
–  สมโชกุนปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง (D1)  

 2. สารละลายธาตุอาหาร 2 ชนิด ไดแก 
–  สารละลายธาตุอาหารที่มีธาตุสังกะสี (+Zn) 
–  สารละลายธาตุอาหารที่ไมมีธาตุสังกะสี (–Zn) 

3. ธาตุฟอสฟอรัส (P) 3 ระดับ  
–  ไมเติมธาตุฟอสฟอรัสเพิ่ม (P)     
–  เติมธาตุฟอสฟอรัสเพิ่ม 1000 ppm (P1)  
–  เติมธาตุฟอสฟอรัสเพิ่ม 2000 ppm (P2) 

 ธาตุฟอสฟอรัส ใชในรูปของปุยทริเปลซุปเปอรฟอสเฟต (triplesuperphosphate; TSP) 
เพื่อชวยลดประสิทธิภาพของตนสมในการดูดธาตุสังกะสี ทําใหสมดูดใชสังกะสีไดนอยยิ่งขึ้น   
กรณีที่ไมเติมฟอสฟอรัส หมายถึง การไมเติมปุยทริเปลซุปเปอรฟอสเฟตเพิ่มเขาไปในวัสดุปลูก    
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ซ่ึงก็คือทราย แตพืชไดรับธาตุฟอสฟอรัสที่มีอยูแลวในสารละลายธาตุอาหารเชนเดียวกับกรรมวิธี
อ่ืน ทั้งนี้การทดลองประกอบดวย treatment combination  ดังนี้ 
 กรรมวิธีที่ 1 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี  
         และไมเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม (D0 – Zn + P ) 

กรรมวิธีที่ 2 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี  
         และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 1000 ppm (D0 – Z n + P1 ) 

กรรมวิธีที่ 3 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี  
         และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 2000 ppm (D0 – Zn + P2 ) 

กรรมวิธีที่ 4 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ไมม ี
ธาตุสังกะสี และไมเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม (D1 – Zn + P ) 

กรรมวิธีที่ 5 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ไมม ี
ธาตุสังกะสี และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 1000 ppm (D1 – Zn + P1 ) 

กรรมวิธีที่ 6 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ไมม ี
ธาตุสังกะสี และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 2000 ppm (D1 – Zn + P2 ) 

 กรรมวิธีที่ 7 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่มีธาตุสังกะสี  
         และไมเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม (D0 + Zn + P ) 

กรรมวิธีที่ 8 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี  
         และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 1000 ppm (D0 + Zn + P1 ) 

กรรมวิธีที่ 9 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมปลอดโรค ใหสารละลายที่มีธาตุสังกะสี  
         และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 2000 ppm (D0 + Zn + P2 ) 

กรรมวิธีที่ 10 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ม ี
ธาตุสังกะสี และไมเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม (D1 + Zn + P ) 

กรรมวิธีที่ 11 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ม ี
ธาตุสังกะสี และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 1000 ppm (D1 + Zn + P1 ) 

กรรมวิธีที่ 12 สมปลอดโรคติดตาดวยตาสมที่เปนโรคกรีนนิ่ง ใหสารละลายที่ม ี
ธาตุสังกะสี และเติมฟอสฟอสรัสเพิ่ม 2000 ppm (D1 + Zn + P2 ) 

3.2.1 การเตรียมสารละลายธาตุอาหาร 

 เตรียม stock solutions เชนเดียวกับการทดลองที่ 1 โดยการเตรียมสารละลายธาตุอาหาร
สําหรับสมที่ปลูกในทราย  ใชถังพลาสติกแบบมีฝาปด ขนาด 30 แกลลอน (1 แกลลอน = 3.78 ลิตร 
ตามมาตรฐานอเมริกา หรือเทากับ 4.55 ลิตร ตามมาตรฐานอังกฤษ) จํานวน 2 ถัง แบงเปนถังบรรจุ
สารละลายธาตุอาหารที่มีธาตุสังกะสี (+Zn) และถังบรรจุสารละลายที่ไมมีธาตุสังกะสี (–Zn) เติมน้ํา
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สะอาดลงไป 100 ลิตร  ตามดวยสารละลายเขมขน A และ B ปริมาตรเทากัน วัด EC และปรับ pH 

ตามขั้นตอนที่ระบุในการทดลองที่ 1 ในถังมีปมน้ํา (aquarium filter) กําลัง 70 วัตต (Jun® 

model : HX – 4500)  จุมอยู และตอเขากับทอ PE (polyethylene pipe) ขนาด 16 มิลลิเมตร เพื่อ
ปมสารละลายสงไปยังสมแตละตน 
3.2.2 การปลูกสมในทราย 

  การทดลองนี้ปลูกสมโดยใชทรายเปนวัสดุปลูก  สมแตละตนไดรับสารอาหารจากถังบรรจุ
สารละลายธาตุอาหารในลักษณะน้ําหยด สถานที่ทดลองใชบริเวณเดียวกับงานทดลองที่ 1 เบื้องตน
ออกแบบการจัดวางตนสมเปนแถว ๆ ละ 14 ตน จํานวน 6 แถว ระยะหางระหวางตน 1 ฟุต ระหวาง
แถว 80 เซนติเมตร   สมจาํนวน 3 แถว หรือ 42 ตน จะไดรับสารละลายธาตุอาหารแบบ –Zn ที่เหลือ
ไดรับสารอาหารแบบ +Zn  โดยตอทอ PE ขนาด 16 มิลลิเมตร จากปมน้ําในถัง  แลวตอเขากับทอ 
PVC (polyvinyl chloride pipe) ขนาด 4 หุน ความยาว 160 เซนติเมตร นํามาตัดครึ่งแลวเชื่อม
ดวยขอตอ 4 ทาง ขนาด 4 หุน  ปดปลายสองดานของทอดวยของอขนาดเดียวกัน จากนั้นนําหางปลา
มาเสียบที่ขอตอแตละอัน ไดทอ PVC วางเปนแนวหัวแถวสําหรับสมจํานวน 3 แถว ถัดมาจึงนําทอ 
PE ขนาดเดียวกับที่ใชตอจากปมน้ํา ความยาว 4.5 เมตร มาตอเขากับหางปลา เจาะทอดวยที่เจาะทอ 
PE ระยะหาง 1 ฟุต จํานวน 14 รู  ปดรูดวยอะแดบเตอร นําสายน้ําหยดสีดํา ยาว 50 เซนติเมตร      
มาเสียบตอ ซ่ึงปลายสายน้ําหยดจะมีขาปกน้ําหยดเสียบอยู ลักษณะเปนแทงพลาสติกปลายแหลม   
มีรองสําหรับใหน้ําไหลเปนหยดลงมาจากสายยาง ใชเสียบลงบนทรายในถุงปลูก สวนปลายทอ PE 

ที่เหลืออีกดานหักพับเขามาและปดปลายดวยหวงปดปลายทอ PE   
 สําหรับตนสมที่ใชทดลองเปนสมโชกุนปลอดโรค ที่ขยายพันธุดวยการติดตาบนตนตอ  
อายุประมาณ 6 เดือน จํานวน 84 ตน ในจํานวนนี้สม 42 ตน จะติดตาดวยตาสมโชกุนที่ปลอดโรค   
ตนละ 3 ตา ระยะหางระหวางตาประมาณ 5 เซนติเมตร  ที่เหลืออีก 42 ตน จะติดตาดวยตาสมโชกุน
ที่เปนโรคกรีนนิ่งในลักษณะเดียวกัน  หลังจากติดตาปลูกสมไวในสภาพถุงปลูกเชนเดิมประมาณ    
1 เดือน เพื่อรอใหตาผสานสนิทกับลําตน จึงจะนําไปปลูกในทรายได   

การเตรียมทรายปลูก ใชทรายกรองน้ํา number 1 ขนาดประมาณ 1.32 – 1.86 มิลลิเมตร
จาก บริษัท พิบูลยทราย จํากัด ทําความสะอาดทรายดวยน้ําเปลา แลวแชดวยกรดไนตริก 0.5% นาน 
2 วัน เมื่อครบกําหนดนําทรายมาลางดวยน้ําจน pH ของทรายเหลือประมาณ 6  จึงนําทรายมากอง
ผ่ึงไวใหหมาดสําหรับปลูกสมในขั้นตอนตอไป    

กอนปลูกตัดยอดสมออกใหมีความสูงจากบริเวณรอยตอระหวางตนตอกับตายอดประมาณ 
1 ฟุต  ลางรากใหสะอาดแลวปลูกลงในถุงปลูกตนไมสีขาว ซ่ึงมีขอดีคือสามารถมองเห็นระดับน้ํา
ในถุงปลูกได จัดรากสมใหแผออกแลวคอย ๆ เติมทรายลงไปจนระดับทรายอยูหางจากปากถุง
ประมาณ 1 นิ้ว ระวังอยาใหรากโผลพนผิวทราย   กรณีที่รากยาวเกินไปสามารถใชกรรไกรตัดกิ่งตัด
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รากทิ้งบางสวน เพื่อใหรากจมอยูในทรายและมีความยาวพอดีกับขนาดถุง  ขณะที่ถุงปลูกมักมีการ
เจาะรูไวอยูแลว ใหใชเทปปดรูดานลางสุดจากขางในถุงเพื่อปองกันสารละลายไหลออก  ตําแหนง
ของรูถัดขึ้นไปควรสูงจากระดับกนถุง 1 นิ้วเสมอหลังปลูกเสร็จ   เนื่องจากตําแหนงดังกลาวจะเปน
ทางออกของสารละลายธาตุอาหารกรณีที่มีการใหสารละลายมากเกินไป  สวนตําแหนงรูเจาะอื่นที่
เหลือและอยูสูงขึ้นไปไมจําเปนตองปดรูดวยเทป    นําถุงสมที่ปลูกเสร็จแลวไปวางตามตําแหนงที่มี
สายยางน้ําหยดและเสียบขาปกน้ําหยดบนทราย   ตนสมกรรมวิธีที่ตองเติมฟอสฟอรัสเพิ่มใหบด
ปุยทริเปลซุปเปอรฟอสเฟตจนละเอียดแลวละลายกับสารละลายธาตุอาหารเทราดบนทราย  จากนั้น
ใชแผนโฟมสี่เหล่ียมปดทับปากถุงปลูกปองกันน้ําระเหยจากทรายและสิ่งสกปรก 
 ใหสารละลายธาตุอาหารกับตนสมวันละ 3 เวลา ไดแก 8.00  12.00 และ 16.00 นาฬิกา แต
ละครั้งใชเวลานาน 30 วินาที โดยติดตั้งเครื่องปดและเปดสวิตซ (timer) เขากับปมน้ําของถัง
สารละลายทั้งสอง   เครื่อง timer จะควบคุมใหปมปมสารละลายตามเวลาดังกลาวโดยอัตโนมัติ  
สมแตละถุงจะไดรับสารละลายธาตุอาหารเฉลี่ย 238 มิลลิลิตรตอวัน (10 ลิตร/42 ตน/วัน) และควร
รักษาระดับของสารละลายใหอยูสูงจากกนถุงประมาณ 1 นิ้ว ตลอดเวลา  
 ระหวางการทดลองทําการเด็ดดอกหรือผลสมทิ้งถามี และหากมีการระบาดของแมลงศัตรู
สมใหพนสารเคมีตามความเหมาะสม 
3.2.3 การบันทึกขอมูล 

 สังเกตลักษณะอาการผิดปรกติที่เกิดขึ้นกับสม บันทึกความสูง วัดจากบริเวณรอยตอของตน
ตอกับตายอดขึ้นไป   ขนาดทรงพุม  และคาองศาของสีใบ เชนเดียวกับงานทดลองที่ 1 โดยเพิ่มการ
วัดขนาดลําตนของตายอดและตนตอ โดยใช digital vernia วัดขนาดลําตนเหนือรอยตอขึ้นไป      
5 เซนติเมตร และขนาดลําตนที่อยูต่ํากวารอยตอลงมา 5 เซนติเมตร นําตัวเลขที่ไดมาหารกันไดคา
สัดสวนของขนาดลําตนระหวางตายอดกับตนตอ ถาคาเขาใกล 1 มากเทาใด แสดงถึงความเขากันได
ดีระหวางตายอดกับตนตอ   การวัดวัดขนาดใบ แบงออกเปนขนาดความกวางและความยาวของใบ
ตําแหนงที่ 3 นับจากยอด จํานวน 3 ใบตอตน  เมื่อส้ินสุดการทดลองจึงเก็บตัวอยางใบมาวิเคราะห
หาปริมาณธาตุสังกะสี ตามขั้นตอนที่ระบุไวในการทดลองที่ 1 และทําการซุมเก็บตัวอยางใบเพื่อ
นํามาตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคกรีนนิ่งจํานวน 22 ตน โดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) ซ่ึงประกอบดวยข้ันตอนการตรวจสอบดังนี้ 
3.2.4 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางใบสม (ดัดแปลงจาก Dellaporta, 1983) 
 เก็บตัวอยางใบสมมาลางทําความสะอาดและซับใหแหง ตัดเอาเฉพาะสวนของเสนกลางใบ  
ชั่งใหไดน้ําหนัก 0.5 กรัม หั่นเปนชิ้นเล็ก ๆ ใสในโกรงแชเย็น เติม grinding buffer ลงไป             
5 มิลลิลิตร แชทิ้งไวในตูเย็น 10 นาที นําออกมาบดใหละเอียดจนเปนของเหลว จากนั้นเทใสใน
หลอด eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว centrifuge ดวยความเร็ว 10,000 rpm อุณหภูมิ 4°C   
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5 นาที  ของเหลวจะแยกชั้นเปน 2 สวน สวนที่อยูกนหลอดจะเปนตะกอนสีเขียว และสวนที่เปน
ของเหลวใสดานบน ใช micropipette  ดูดเก็บไวใน eppendorf อันใหม นําไป centrifuge ที่ 
14,000 rpm 4°C นาน 25 นาที  แลวจึงเทสวนที่เปนของเหลวทิ้งไป  สังเกตกนหลอดมีตะกอน      
สีเขียวติดอยู  ขั้นตอนตอมาเติม CTAB buffer ปริมาตร 0.7 มิลลิลิตร เพื่อปลดปลอย DNA จาก
เซลล  เขยาดวย vortex ใหตะกอนละลายในสารละลาย  และนําไป  incubate ใน heat block 

60°C เปนเวลา 30 นาที ระหวางนี้หมั่นเขยาหลอดทดลองทุก ๆ 5 – 10 นาที   
 หลังการ incubate จึงตกตะกอนโปรตีนดวยการเติม  chloroform/isoamyl alcohol    
0.7 มิลลิลิตร centrifuge  ดวยความเร็ว 7,000 rpm ที่อุณหภูมิหอง  นาน 5 นาที  ของเหลวใน
หลอดทดลองจะแยกเปน 2 สวน โดยดานลางเปน chloroform/isoamyl alcohol ใหดูดของเหลว
ดานบนใสใน eppendorf อันใหม เติม isopropanol ลงไปเทากับปริมาตรของเหลวที่ดูดได 
จากนั้น centrifuge ที่ความเร็ว 14,000 rpm 4°C 15 นาที เทของเหลวสวนบนทิ้งไป เคาะเบา ๆ   
บนกระดาษชําระเพื่อซับของเหลวสวนเกินออก  ไดตะกอนของ DNA ติดอยูกนหลอด  ลางตะกอน
โดยเติม 70% ethanol alcohol 50 µl แลว centrifuge ที่ความเร็ว 5,000 rpm อุณหภูมิหอง 5 นาที  
เทเอธานอลแอลกอฮอลทิ้ง  นํา eppendorf  ดังกลาวไปใสใน microcentrifuge vacuum 

ประมาณ 15 – 30 นาที หรือจนกวาตะกอนดีเอ็นเอจะแหง จึงเติมน้ํากล่ันฆาเชื้อปริมาตร 20 µl    
เพื่อเก็บตะกอน  
3.2.5 การเพิ่มปริมาณ GO–DNA โดยเทคนิค PCR (ดัดแปลงจาก Sdoodee, 1999) 

DNA ที่สกัดไดในเบื้องตนเปน total DNA ซ่ึงประกอบดวย DNA ของพืชและของเชื้อ
สาเหตุโรคกรีนนิ่ง (greening organisms; GO) ขั้นตอนนี้จึงเปนการเพิ่มปริมาณ DNA ของเชื้อ
สาเหตุใหมีปริมาณมากพอสําหรับตรวจสอบดวยเทคนิค gel electrophoresis ในลําดับตอไป    
โดยเริ่มจากการเตรียม mastermix (ภาคผนวก ก) แลวแบงใสหลอด PCR tube หลอดละ 24 µl  

จากนั้นจึงเติม DNA ที่สกัดไดลงไปหลอดละ 1.0 µl  สวน positive control เติม GO-DNA และ 
negative control ใหเติมน้ํากล่ันฆาเชื้อลงไป 1.0 µl เชนกัน หลังจากนั้นจึงยาย PCR tube ไปใส
ใน thermocycler เพื่อใหเครื่องทําการเพิ่มปริมาณ DNA ตามโปรแกรมการทํางานที่ตั้งไว 
(ภาคผนวก ก) 

3.2.6 การวิเคราะห GO–DNA โดยเทคนิค gel electrophoresis 

 ชั่ง agarose gel 0.3 กรัม ใสในขวดแกวที่มีฝาปด เติม 0.5xTBE buffer 30 มิลลิลิตร 
นําไปหลอมในตูไมโครเวฟใหเจลละลายจนกระทั่งไดสารละลายใส  ตั้งขวดทิ้งไวใหอุณหภูมิลดลง  
เทเจลที่ไดบน gel tray จากนั้นเสียบ comb ที่มีจํานวน well พอดีกับจํานวนตัวอยางที่จะ load  
เมื่อเจลแข็งตัวดีแลวคอย ๆ ดึง comb ออก ระวังอยาใหชอง well ฉีกขาด  ยายเจลที่ไดไปใสใน  
electrophoresis gel tank และเติม 0.5xTBE buffer จนทวมเหนือเจล   
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 ดูด loading buffer 2 µl หยดบนแผนพาราฟลมเปนจุด ๆ หางกันพอสมควร จากนั้น                   
ใช micropipette ดูด DNA ที่สกัดได 8 µl หยดบน loading buffer ดูดขึ้นลงใหสารผสมเขากัน  
แลว load บน agarose gel ที่เตรียมไว โดยกําหนดให well แรกเปน DNA marker ถัดมาคือ 

positive และ negative control ตามลําดับ well ที่เหลือจึงเปนตัวอยางอื่นตอไป เมื่อครบแลว    
จึงปดฝา gel tank   ตั้งเครื่องที่ 50 volt เวลา 90 นาที  ตัวอยางที่ใสลงไปบนเจลจะเคลื่อนที่จาก   
ดานที่เปนตําแหนง well ลงมาดานลางของเจล 

 เมื่อเครื่องหยุดทํางาน  ยายเจลที่ไดไปใสในกลองพลาสติกที่มีน้ําสะอาดเพื่อลางเจล  
จากนั้นนําไปแชในสารละลาย ethidium bromide (ethidium bromide 1 mg/ml ผสมน้ํา        
ในอัตราสวน 20 µl/dH2O 1 l)  ประมาณ 10 นาที ตักเจลออกมาลางน้ําสะอาด เพื่อลางเอา             
เอทธิเดียมโบรไมดออก  ยายเจลที่ไดไปใสในเครื่อง gel document  ตัวอยางที่มี DNA ของเชื้อ
สาเหตุโรคกรีนนิ่งจะปรากฏแถบ DNA ตําแหนงเดียวกับ positive control ซ่ึงมีขนาด DNA 
ประมาณ 1,160 bp เทียบกับ DNA marker  
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