
บทท่ี 3 
อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 การศึกษาชนิดและจํานวนประชากรของเพลี้ยออนในโรงเรือนปลูกตนไม 
 

3.1.1 การศึกษาชนดิและจํานวนประชากรของเพลี้ยออนในโรงเรือนปลูกตนไม 
       คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

ตนสมที่ใชในการทดลองเปนสมโชกุน อายุประมาณ 2-3 ป จํานวน 100 ตน ปลูกใน
กระถางดินเผาขนาดเสนผานศูนยกลาง 15 นิ้ว สูง 14 นิ้ว ทําการสํารวจยอดสม จาํนวน 20 ตน     
ตนละ 5 ยอด เดือนละครั้ง นับจํานวนเพลี้ยออนที่พบและจําแนกชนดิดวยแวนขยาย (handlens) ที่
มีกําลังขยาย 10 เทา (10X) โดยใชกุญแจ (key) การจําแนกชนิดเพลีย้ออนของ Bänziger (1977) 
นําขอมูลที่ไดมาหาจํานวนประชากรเฉลี่ยตอตนในแตละเดือน พรอมทั้งบันทึกจาํนวนยอดออนที่
แตกจากจํานวนยอดทั้งหมดของตนสม นํามาหาคาเปอรเซ็นตการแตกยอดเฉลี่ยของแตละเดือน 
และบันทึกขอมูลสภาพภูมิอากาศ ซ่ึงไดแก อุณหภูมิ ความชื้นสัมพัทธ และปริมาณน้าํฝน เพื่อนํามา
หาคาสหสัมพันธ (correlation) กับจํานวนประชากรเพลี้ยออนแตละชนิด 
  

3.1.2 การศึกษาชนดิและจํานวนประชากรของเพลี้ยออนในโรงเรือนปลูกตนไม ตําบลชางเผือก  
  อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
ตนสมที่ใชในการทดลองเปนสมโชกุน อายุประมาณ 2-3 ป จาํนวน 100 ตน ซ่ึงปลูกใน

กระถางดินเผาขนาดเสนผานศูนยกลาง 30 นิ้ว สูง 20 นิ้ว ทําการทดลองวิธีเดียวกับที่โรงเรือน    
ปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหม 
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3.2 การศึกษาชนิดและจํานวนประชากรของเพลี้ยออนในสวนสม 
 
 ทําการทดลองที่แปลงปลูกสมโชกนุของมหาวิทยาลัยแมโจ ตําบลหนองหาร อําเภอสันทราย 
จังหวดัเชยีงใหม ซ่ึงตนสมโชกุนมีอายุประมาณ 5-6 ป จํานวน 100 ตน สุมสํารวจยอดสมเดือนละ 1 
คร้ัง จํานวน 20 ตน โดยนับ 5 ยอดตอตน จําแนกชนิดของเพลี้ยออนและนับจํานวนประชากรที่พบ
ดวยแวนขยายเชนเดียวกับในโรงเรือนปลูกตนไม และทําการประเมนิการแตกยอดออนของตนสม
ดวยการใชกรอบสี่เหล่ียม ซ่ึงมีพื้นที่ 2,500 ตารางเซนติเมตร โดยวางกรอบสี่เหล่ียมเทียบกับตนสม
แตละตน แลวนับจํานวนยอดออนที่แตกจากจํานวนยอดสมทั้งหมดในกรอบสี่เหล่ียมนั้น เพื่อนํามา
หาคาเปอรเซ็นตการแตกยอดออนเฉลี่ยของแตละเดือน พรอมทั้งบันทึกขอมูลอุณหภูมิ ความชื้น
สัมพัทธ และปริมาณน้ําฝน หาคาสหสัมพันธ (correlation) กับจํานวนประชากรเพลี้ยออนแตละ
ชนิดที่พบ 
 ในการทดลองครั้งนี้ไดใชกับดักกาวเหนียวสีเหลืองรวมกับการสํารวจยอดออนของตนสม 
เพื่อติดตามการระบาดของประชากรเพลี้ยออนที่มีปก โดยแขวนกับดักรูปทรงกระบอก สูง 12 นิ้ว 
เสนผานศูนยกลาง 4 นิ้ว (ภาพ 3) แขวนกับดักดวยเชือกฝางบนกิ่งตนสมตนละ 1 กับดัก ที่ความสูง
หางจากพื้นดินประมาณ 1.5-2 เมตร แถวละ 3 กับดัก จํานวน 10 แถว โดยใหมีระยะหางระหวางกับ
ดักในแตละแถวประมาณ 7 เมตร รวมจํานวนกับดักทั้งหมด 30 กับดัก และทําการเปลี่ยนกับดักกาว
เหนียวทุก ๆ 1 เดือน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3 กับดักกาวเหนยีวสีเหลืองรูปทรงกระบอก ขนาดเสนผานศูนยกลาง 4 นิ้ว  
            สูง 12 นิ้ว แขวนไวบนทรงพุมเหนอืพื้นดิน 1.5-2 เมตร เพื่อติดตามประชากร 
             ของเพลี้ยออนที่มีปก 
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3.3  การตรวจหาเชื้อทริสเตซาไวรัสจากเพลี้ยออนดวยเทคนิค Enzyme-Linked  
     Immunosorbent Assay (ELISA) 
 
 3.3.1 การเก็บตัวอยางเพลี้ยออนบนตนสม 
 
 ทําการสุมเก็บตัวอยางเพลี้ยออนที่พบบนตนสมใน 3 พื้นที่ คือ โรงเรือนปลูกตนไมคณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก อําเภอเมือง และสวน
สมโชกุนมหาวิทยาลัยแมโจ ตําบลหนองหาร อําเภอสันทราย จังหวัดเชียงใหม โดยเก็บเพล้ียออน
แตละชนิดที่พบ จํานวน 20 ตัว รวมทั้งหมด 18 ตัวอยาง ซ่ึงมีรายละเอียดดังแสดงในตาราง 3 
 
 3.3.2 การสกัดตัวอยางเพลี้ยออน  

 
 สกัดตัวอยางเพลี้ยออนโดยนําสารละลาย extraction buffer จํานวน 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ
ตัวอยางเพลี้ยออนที่บดแลวใสในหลอด eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปเขาเครื่องเหวีย่ง 
(centrifuge) ดวยความเรว็ 7,000 รอบตอนาที (rpm) นาน 5 นาที จากนั้นแยกเอาของเหลวใสที่อยู
เหนือตะกอนใสใน eppendorf หลอดใหม เพื่อนําของเหลวนั้นไปตรวจหาเชื้อสาเหตุตอไป 
 
 3.3.3 การตรวจหาเชื้อไวรัสสาเหตุโรคทริสเตซา  

 
3.3.3.1  การเคลือบเพลท (plate) ดวย antibody 
เตรียมสารละลาย antibody เพื่อใชสําหรับเคลือบเพลท โดยนํา antibody (Anti CTV 

IgG, BIOREBA Switzerland) ผสมกับ coating buffer ในอัตราสวน 1:1000 ใสในหลอด
พลาสติก แลวผสมสารละลายทั้งสองใหเขากันดวยเครื่องผสมสาร (vortex) ดูดสารละลายที่ไดใส
ในเพลท หลุมละ 200 ไมโครลิตร แลวนําเพลทเก็บไวในกลองชื้น (humid box) ซ่ึงเปนกลอง
พลาสติกใสที่รองกนกลองดวยกระดาษทิชชูชุบน้ํา นําไปเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง  

เมื่อครบกําหนดเทสารละลาย antibody ในเพลททิ้ง จากนั้นทําการลางเพลทโดยใช
สารละลาย washing buffer หลุมละ 240 ไมโครลิตร แกวงเพลทเบา ๆ ดวยมือนาน  2–3 นาที 
แลวเท washing buffer  ทิ้ง ทําซ้ําจนครบ 3 คร้ัง  
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3.3.3.2  การใสตัวอยาง (antigen)  
นําของเหลวทีส่กัดจากตวัอยางเพลี้ยออนใสลงในเพลทที่เคลือบดวยสารละลาย antibody 

แลว ตัวอยางละ 2 หลุม (2 ซํ้า) เติมสารสกัดจากตนที่เปนโรคทริสเตซาลงในหลุม positive 

control และเติมสารสกัดจากตนปลอดโรคลงในหลุม negative control จากนั้นนําเพลทเก็บไว
ในกลองชื้น แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชัว่โมง  

เมื่อครบกําหนด  เทสารสกัดจากตวัอยางในเพลททิ้ง จากนั้นทําการลางเพลท 3 คร้ัง ดวย
สารละลาย washing buffer ตามวิธีการทีไ่ดกลาวมาแลว  

 
3.3.3.3  การเติม conjugate 
ทําการเตรียมสารละลาย enzyme-labeled antibody โดยนํา enzyme-labeled 

antibody (Anti CTV IgG conjugated, BIOREBA Switzerland) ผสมกับ conjugate buffer 
ในอัตราสวน 1:1000 ใสในหลอดพลาสติก  ผสมใหเขากนัโดยใชเครื่องผสมสาร จากนั้นดูด
สารละลายที่ไดใสในเพลท หลุมละ 200 ไมโครลิตร เก็บเพลทไวในกลองชื้น ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 ช่ัวโมง  

เมื่อครบกําหนด เทของเหลวในเพลททิ้ง  และทําการลางเพลทดวยวิธีการเดิม 3 คร้ัง  
 
3.3.3.4  การใส substrate  
ละลาย p-nitrophenyl phosphate ใน substrate buffer อัตราสวน 1 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ในหลอดหลอดพลาสติก ผสมสารละลายใหเขากนัดวยเครื่องผสมสาร จากนั้นดดู
สารละลายที่ไดใสในเพลท หลุมละ 200 ไมโครลิตร เก็บเพลทไวในกลองชื้น ที่อุณหภูมิหองและ
วางไวในที่มดืนานประมาณ 1 ชั่วโมง  

 
3.3.3.5  การอานคา optical density  
นําไปอานคา optical density (OD) ดวยเครื่อง ELISA Reader ที่ความยาวคลื่น 405   

นาโนเมตร      
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ตาราง 3 จํานวนตัวอยางของเพลี้ยออนชนิดตาง ๆ ที่ดูดกินน้ําเล้ียงอยูบนตนสม 
 

ลําดับ 
วัน เดือน ป 
ท่ีเก็บตัวอยาง 

ชนิดของ 
เพลี้ยออน 

แหลงท่ีเก็บตัวอยาง 

1 12 กุมภาพนัธ 2548 
 

A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

2 21 กรกฎาคม 2548 
 

A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

3 29 มีนาคม 2548 
 

A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

4 21 กุมภาพนัธ 2548 A. spiraecola โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

5 29 มีนาคม 2548 A. spiraecola โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

6 12 กุมภาพนัธ 2548 T. aurantii โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

7 29 มีนาคม 2548 T. aurantii โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

8 12 กุมภาพนัธ 2548 S. citricola โรงเรือนปลูกตนไมคณะเกษตรศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

9 6 กุมภาพนัธ 2548 A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

10 16 มีนาคม 2548 A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

11 29 มีนาคม 2548 A. gossypii โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

12 3 มกราคม 2548 A. spiraecola โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 
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ตาราง 3 (ตอ) จํานวนตัวอยางของเพลี้ยออนชนิดตาง ๆ ที่ดูดกินน้ําเล้ียงอยูบนตนสม 
 

ลําดับ 
วัน เดือน ป 
ท่ีเก็บตัวอยาง 

ชนิดของ 
เพลี้ยออน 

แหลงท่ีเก็บตัวอยาง 

13 6 กุมภาพนัธ 2548 A. spiraecola โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

14 3 มกราคม 2548 S. citricola โรงเรือนปลูกตนไมตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม 

15 6 กุมภาพนัธ 2547 T. citricidus สวนสมโชกุนมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอ
สันทราย จังหวัดชียงใหม 

16 1 มีนาคม 2547 T. citricidus สวนสมโชกุนมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอ
สันทราย จังหวัดชียงใหม 

17 9 เมษายน 2547 A. gossypii สวนสมโชกุนมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอ
สันทราย จังหวัดชียงใหม 

18 1 มิถุนายน 2547 A. gossypii สวนสมโชกุนมหาวิทยาลัยแมโจ อําเภอ
สันทราย จังหวัดชียงใหม 
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3.4 การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงเพื่อควบคมุเพล้ียออน Aphis gossypii  Glover  
      ในหองปฏบิัติการและในโรงเรือนปลูกตนไม 
 
      3.4.1 การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงเพือ่ควบคุมเพล้ียออน ในหองปฏิบตัิการ 
 
 ทําการทดลองที่หองปฏิบัติการงานวิจยัโรคและแมลงศัตรลํูาไย ภาควชิากีฏวิทยา คณะ
เกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดยทําการเพาะเมล็ดสมโชกุนในกระถางปลูกตนไมที่มีขนาด
เสนผานศูนยกลาง 3 นิ้ว สูง 3.5 นิ้ว เมื่อตนกลางอกและมีความสูงประมาณ 1.5-2 เซนติเมตร จึง
นํามาใชในการทดลอง โดยใชพูกันเขี่ยเพลี้ยออนในระยะตัวออนซึ่งมขีนาดใกลเคยีงกันจํานวน 10 
ตัว ลงบนยอดออนของกลาสมแตละตน แลวฉีดพนสารฆาแมลงแตละกรรมวิธีดวยเครื่องพนสาร
แบบฝอยละเอยีด (air brush) กรรมวิธีที่ใชในการทดลองมี 7 กรรมวิธี แตละกรรมวธีิทํา 4 ซํ้า สาร
ฆาแมลงแตละกรรมวิธีใชตามอัตราที่แนะนําดังนี ้

กรรมวิธีที่ 1  cypermethrin (Erasect®) 25% EC อัตรา 4 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 2  imidacloprid (Confidor®) 10% SL อัตรา 8 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 3  abamectin (Vertimec®) 1.8% EC อัตรา 8 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 4  carbosulfan (Posse®) 20% EC  อัตรา 30 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 5  profenofos (Eraprofos ®) 50% EC อัตรา 80 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 6  petrolium oil (DC Tron Plus®) 83.9% EC อัตรา 50 มิลลิลิตรตอน้ํา  

20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 7  น้ําเปลา (check) 

 
ทุกกรรมวิธีผสมสารจับใบในอัตรา 4 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร วางแผนการทดลองแบบ 

Completely Randomized Design (CRD) นับจาํนวนแมลงทีต่ายหลังทดลอง 24 และ 48 
ชั่วโมง และหาเปอรเซ็นตการตาย ทําการวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม SX 4.0 (Statistix 

Version 4) และเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงดวยวิธี Least Significant Difference 
(LSD) ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (Gomez and Gomez, 1984) 
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 3.4.2 การทดสอบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงเพื่อควบคุมเพล้ียออน ในโรงเรือนปลูกตนไม 
  
  ทําการคัดเลือกสารฆาแมลงที่คาดวามีประสิทธิภาพจากการทดสอบประสิทธิภาพของ   
สารฆาแมลงในหองปฏิบัติการ 3 ชนิด มาทําการทดสอบซ้ําในโรงเรือนปลูกตนไมที่ตําบลชางเผือก 
อําเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม โดยทําการคัดเลือกตนสมโชกุนที่มีเพล้ียออนลงทําลาย จํานวน 16 ตน 
บันทึกจํานวนเพลี้ยออนในแตละยอดกอนการทดลอง จากนั้นเตรียมสารฆาแมลงแตละกรรมวิธี ใช
ตามอัตราที่แนะนํา แลวพนสารดวยเครื่องพนแบบสูบโยกสะพายหลัง พนใหทั่วทั้งตน วางแผนการ
ทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) กรรมวิธีที่ใชในการทดลองมี 4 
กรรมวิธี แตละกรรมวิธีทํา 4 ซํ้า   (1 ยอด = 1 ซํ้า) ดังนี้ 

กรรมวิธีที่ 1  imidacloprid (Confidor®) 10% SL อัตรา 8 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 2 carbosulfan (Posse®) 20% EC อัตรา 30 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 3 profenofos (Eraprofos ®) 50% EC อัตรา 80 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร  
กรรมวิธีที่ 4 น้ําเปลา (check) 
ทุกกรรมวิธีผสมสารจับใบในอัตรา 4 มิลลิลิตรตอน้ํา 20 ลิตร บันทึกจํานวนแมลงที่ตาย

หลังพนสาร 24 และ 48 ชั่วโมง โดยนบัจํานวนเพลี้ยออนที่ยังมีชีวติรอด นําขอมูลที่ไดมาหาคา
เปอรเซ็นตการตาย และทําการวิเคราะหทางสถิติโดยใชโปรแกรม SX 4.0 (Statistix Version 4) 

และเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของสารฆาแมลงดวยวิธี Least Significant Difference (LSD)     
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต (Gomez and Gomez, 1984) 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d


