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บทที ่3 

 
วธีิการวจิยั 

 

การด าเนินงานวิจัยน้ี  ผู ้วิจัยได้ด าเนินการศึกษาและรวบรวมข้อมูลที่ เก่ียวข้องกับเร่ือง
กระบวนการพลาสมาสารละลาย เช่น การเกิดปฏิกิริยาระหวา่งกระบวนการ การประยกุตใ์ชง้านดา้น
การท าให้ปลอดเช้ือ และเร่ืองโรคใบขาวออ้ย เช่น สาเหตุโรค ลกัษณะอาการ และวิธีการตรวจสอบ
เช้ือ เพื่อเป็นแนวทางส าหรับการลดเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวในท่อนพนัธุ์ออ้ย โดยมี
ขั้นตอนและวธีิการวจิยัดงัภาพที่ 3.1 

3.1 ทดลองเบือ้งต้นหาช้ินส่วนตัวอย่างของอ้อยที่จะน ามาสกัดดีเอ็นเอ 
 

 
 

 

3.3 ทดลองเบือ้งต้น 

3.3.1 หาระดบัความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสารละลายโซเดียมซลัเฟต  

3.3.2 หาช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับกระบวนการพลาสมาสารละลาย 
 

 
 

 

3.4 ออกแบบการทดลอง 
 

 

3.5 น าท่อนพันธ์ุอ้อยผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลาย 
 

 

3.6 ปลูกท่อนพันธ์ุอ้อยลงดนิ 
 

3.7 ตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวอ้อย 
  

3.8 วิเคราะห์ผลการทดลองและสรุปผลการด าเนินงาน 

ภาพที่ 3.1 แนวทางและวธีิการวจิยั 

3.2 เตรียมท่อนพนัธ์ุอ้อย 
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3.1 ทดลองเบือ้งต้นหาช้ินส่วนตัวอย่างของอ้อยที่จะน ามาสกัดดีเอ็นเอ 

 

สกดัดีเอ็นเอ 
 

ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
 

ทดสอบดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 

ภาพที่ 3.2 แนวทางและวธีิการวจิยัหาช้ินส่วนตวัอยา่งของออ้ยที่จะน ามาสกดัดีเอ็นเอ 
  

3.1.1 สกัดดีเอ็นเอ 
ท าการสกัดดีเอ็นเอจากช้ินส่วนตัวอย่างของอ้อย โดยดัดแปลงวิธีการของ

โครงการ Outcrossing Rates/Microsat จากหอ้งปฏิบตัิการ Kalisz (2006)  
-  เตรียมวสัดุอุปกรณ์ ดงัตารางที่ 3.1 
 

ตารางที ่3.1 วสัดุอุปกรณ์ส าหรับการสกดัดีเอ็นเอ 
วัสดุอปุกรณ์ 

1. ขวดใสแบบมีฝาปิดขนาด 100 มิลลิลิตร 
2. ขวดใสแบบมีฝาปิดขนาด 1,000 มิลลิลิตร 
3. บีกเกอร์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
4. กระบอกตวงขนาด 200 มิลลิลิตร 
5. แท่งแม่เหล็กกวนสาร 
6. ชอ้นตกัสาร 
7. มีด/กรรไกร 
8. ชุดโกร่งบด  
9. Tip tube  ขนาดต่างๆ 

10. หลอดทดลองขนาด 1,500 ไมโครลิตร 
11. ถุงซิป 
12. แท่นวางหลอดทดลอง 
13. กล่องโฟม 
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ตารางที ่3.1 (ต่อ) 
วัสดุอปุกรณ์ 

14. กระดาษฟอยล ์
15. ทิชชู่แบบไม่มีขยุ 
16. ปากกาเมจิก 
17. ไมโครทิปขนาดต่างๆ 
18. เคร่ืองชัง่สาร 
19. เคร่ืองอบแหง้/ฆ่าเช้ือ 
20. เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave) 
21. เคร่ืองกวนสาร (Magnetic stirrer) 
22. เคร่ืองเขยา่สาร (Incubated shaker) 
23. เคร่ืองวดัค่า pH 
24. เคร่ืองป่ันเหวี่ยงสาร (Centrifuge machine) 
25. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 
26. ตูแ้ช่ 

 
-  ลา้งท าความสะอาดอุปกรณ์ทัว่ไป (ล าดบั 1 – 7 จากตารางที่ 3.1) แลว้น ามาอบ

ใหแ้หง้ดว้ยอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
-  อบฆ่าเช้ืออุปกรณ์พิเศษ (ล าดบั 8 – 10 จากตารางที่ 3.1) ดว้ยอุณหภูมิประมาณ 

95 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที 
 

 
ภาพที่ 3.3 เคร่ืองอบแหง้/ฆ่าเช้ือ 
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-  เตรียมสารเคมี ส าหรับใชส้กดัดีเอ็นเอ (ส าหรับ 100 ตวัอยา่ง) ดงัตารางที่ 3.2 
 

ตารางที ่3.2 สารเคมีส าหรับการสกดัดีเอ็นเอ 
สารและการเตรียมสาร ปริมาตร 

1. CTAB buffer  
- 1M Tris HCl  pH.8              5  มิลลิลิตร 
- 0.5M EDTA   pH.8              2 มิลลิลิตร 
- 5M NaCl 14 มิลลิลิตร 
- CTAB 1 กรัม 
  -   เติมน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 50    มิลลิลิตร 
      ก่อนน าไปใชจ้ะตอ้ง  

- ผสม PVP 8 กรัม 
- ผสม B-mercaptoethanol 0.25 มิลลิลิตร 
- เขยา่ให้เขา้กนั แลว้แช่ไวใ้นอ่างควบคุมอุณหภูมิ 55 

องศาเซลลเซียส  
- CTAB Buffer ที่ผสม PVP และ B-mercaptoethanol 

จะตอ้งถูกใชภ้ายใน 3 วนั 
 

50 มิลลิลิตร 

2. TE buffer 
- 1M Tris HCl  pH.8              0.05  มิลลิลิตร 
- 0.5M EDTA   pH.8              0.01 มิลลิลิตร 
- เติมน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม   5    มิลลิลิตร  

5 มิลลิลิตร 

3. น ้ ากลัน่ 
- เติมน ้ ากลัน่ลงในขวดใส ปิดฝาแลว้ใชถุ้งพลาสติก

สวมครอบมดัไว ้
- น าไปน่ึงฆ่าเช้ือโรคที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

นาน 120 นาที  

100 มิลลิลิตร 

4. 1M Tris HCl pH.8 
- ผสม Tris  1.211 กรัม กบัน ้ ากลัน่ 7 มิลลิลิตร 
- ใช้สารละลาย HCl ปรับให้ได้ค่า pH.8 และเติม   

น ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร  

10 มิลลิลิตร 
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ตารางที ่3.2 (ต่อ) 
สารและการเตรียมสาร ปริมาตร 

5. 0.5M EDTA pH.8 
- ผสม EDTA  0.9306 กรัม กบัน ้ ากลัน่ 3 มิลลิลิตร 
- ปรับค่า pH.8 โดยใช้สารละลาย NaCl และเติม    

น ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 5 มิลลิลิตร  

5 มิลลิลิตร 

6. 5M NaCl 
- ผสม NaCl  5.844 กรัม กบัน ้ ากลัน่ 14 มิลลิลิตร 
- เติมน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 20 มิลลิลิตร  

20 มิลลิลิตร 

7. 7.5M Ammonium acetate 
- ผสม Ammonium acetate  1.1562 กรัม กับน ้ ากลั่น 

1 มิลลิลิตร 
- เติมน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตรรวม 2 มิลลิลิตร 

 

2 มิลลิลิตร 

8. Isopropanal 20 มิลลิลิตร 
9. Proteinase K 1 มิลลิลิตร 

10. RNase A 1 มิลลิลิตร 
11. 70% Ethanol  70 มิลลิลิตร 
12. 95% Ethanol  70 มิลลิลิตร 
13. Chloroform 50 มิลลิลิตร 
14. ไนโตรเจนเหลว 1 ถงั 
15. น ้ าแขง็ 1 ถงั 
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-  เตรียมช้ินส่วนตวัอยา่งของออ้ย 3 ส่วนคือ ตา ใบอ่อน และน ้ าออ้ย จากตน้ออ้ย
ปกติและตน้ออ้ยที่แสดงอาการใบขาว 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.4 ช้ินส่วนตาออ้ย 

ช้ินส่วนตา :  
ตดัช้ินส่วนตาออกจากล าปลอ้ง ลอกเปลือก
แข็งออก ล้างให้สะอาด  หนักประมาณ 
0.293 ก รัม  หั่ น เป็ น ช้ิ น เล็ กๆ  ใส่ โก ร่ง 
บดละเอียดเป็นผงร่วมกับไนโตรเจนเหลว 
แ ล้ วตั ก ใ ส่ ห ล อ ดท ด ลอ ง  พ ร้อ ม ท า
เคร่ืองหมายระบุไว ้
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.5 ช้ินส่วนใบอ่อนออ้ย 
 
 

ช้ินส่วนใบอ่อน :  
ท  าความสะอาดผิวใบ แล้วตดัใบอ่อนเป็น
ช้ินเล็กๆใหไ้ดป้ระมาณ 0.293 กรัม ใส่โกร่ง 
บดละเอียดเป็นผงร่วมกับไนโตรเจนเหลว 
พร้อมท าเคร่ืองหมายระบุไว ้
 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.6 ช้ินส่วนล าออ้ย 

ช้ินส่วนน ้า :  
ตดัส่วนที่เป็นล าอ้อย ล้างให้สะอาด ใส่ถุง
ซิปแลว้ทุบใหไ้ดน้ ้ า ดูดน ้ าออ้ยที่ไดม้าใส่ใน
หลอดทดลองปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
พร้อมท าเคร่ืองหมายระบุไว ้
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ตารางที่ 3.3 สญัลกัษณ์ระบุบนหลอดทดลอง 
ลักษณะอ้อย ตัวอย่างที ่ ตา (B) ใบ (L) น ้า (W) 

ออ้ยปกติ (N) 
1 NB1 NL1 NW1 
2 NB2 NL2 NW2 

ออ้ยที่แสดงอาการใบขาว (P) 
1 PB1 PL1 PW1 
2 PB2 PL2 PW2 

 
-  เติมสารละลาย  CTAB buffer ที่ ผสม  PVP  และ  B-mercaptoethanol  แล้ว 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และ Proteinase K ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง
ที่บรรจุตวัอยา่งออ้ยแต่ละหลอด ปิดฝาแลว้เขยา่ให้เขา้กนั (อยา่ให้จบัตวัเป็นกอ้นอยูใ่ต้
หลอดทดลอง) 

 

 

 
ภาพที่ 3.7 ตวัอยา่งช้ินส่วนออ้ยผสมกบัสารละลายในหลอดทดลอง 

 
-  บ่มตวัอยา่งไวท้ี่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส พร้อมเขยา่นาน 60 นาที 
 

 
ภาพที่ 3.8 เคร่ืองเขยา่สาร 
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-  เติม RNase A ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด แลว้บ่ม
ตวัอยา่งต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมเขย่านาน 60 นาที แล้วทิ้งไวใ้ห้เยน็ลง     
ที่อุณหภูมิหอ้ง 

-  เติม Chloroform ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองแต่ละหลอด  
แลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

-  ป่ันเหวี่ยงตวัอยา่ง ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 7 นาที จะไดส้ารละลายแยกชั้นดงัภาพที่ 3.9 

 

 
ภาพที่ 3.9 สารละลายแยกชั้นจากการป่ันเหวีย่ง 

 
-  ดูดส่วนใส (สารละลายชั้นบนสุด) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ของแต่ละหลอด

ใส่หลอดทดลองหลอดใหม่ 
 

 
ภาพที่ 3.10 สารละลายเฉพาะส่วนใสในหลอดทดลองใหม่ 

 
-  เติม 7.5M Ammonium acetate ปริมาตร 16 ไมโครลิตร 
-  เติม Isopropanal ปริมาตร 116.64 ไมโครลิตร 
-  ปิดฝา เขย่าเบาๆให้สารละลายเข้ากัน แล้วเก็บตัวอย่างไวท้ี่ ตู ้แช่อุณหภูมิ 4   

องศาเซลเซียส นาน 1 คืน 
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-  ป่ันเหวี่ยงตวัอยา่ง ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง 12,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที 

-  ค่อยๆ เทสารละลายทิ้ง เหลือตะกอนดีเอ็นเอก้นหลอดไว ้เติม 70% Ethanol  
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แต่ละหลอดทดลอง แลว้ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง 12,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

-  ค่อยๆเทสารละลายทิ้ง เหลือตะกอนดีเอ็นเอก้นหลอดไว ้เติม 95% Ethanol  
ปริมาตร 700 ไมโครลิตร แต่ละหลอดทดลอง แลว้ป่ันเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง 12,000 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

-  ค่อยๆเทสารละลายทิ้ง เหลือตะกอนก้นหลอดไว ้คว  ่าหลอดทดลองไวบ้น
กระดาษทิชชู่แบบไม่มีขยุ จนตะกอนดีเอ็นเอแหง้ประมาณ 45 นาที 

 
ภาพที่ 3.11 ตะกอนดีเอ็นเอบริเวณกน้หลอดทดลอง (ลูกศรช้ี) 

 

-  เติม TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร แต่ละหลอดทดลอง แลว้เก็บดีเอ็นเอไว้
ที่ตูแ้ช่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

3.1.2 ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 
ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ 2 วิธี โดยใช้เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสง 

NanoDrop Spectrophotometer เพื่อว ัดความเข้มข้นของดีเอ็น เอ และใช้เทคนิค Gel 
Electrophoresis โดยใชเ้จล Agarose เพือ่แยกสาร วเิคราะห์ และเตรียมสารใหบ้ริสุทธ์ิ 

 

-  ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ ดว้ยเคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง NanoDrop 
Spectrophotometer มีขั้นตอนดงัน้ี 

1) หยดน ้ ากลัน่ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ลงบนเลนส์ แล้วใชก้ระดาษส าหรับเช็ด
เลนส์ เช็ดท าความสะอาด 

2) หยด TE buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงบนเลนส์ เพือ่ก าหนดเป็นฐานขอ้มูล
อา้งอิง 
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3) หยดดีเอ็นเอ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงบนเลนส์ แลว้วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
Nucleic Acid พร้อมปรับดีเอ็นเอใหมี้ความเขม้ขน้ 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 

 

 
ภาพที่ 3.12 ชุดอุปกรณ์ NanoDrop Spectrophotometer  

 
-  ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค Gel Electrophoresis โดยใชเ้จล 

Agarose มีขั้นตอนดงัน้ี 
1) เตรียมสารละลาย TBE โดยผสม Tris Borate-EDTA buffer powder 51 กรัม 
กบัน ้ ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 3,000 มิลลิลิตร 

2) เตรียมเจล 2% Agarose โดยผสมผง Agarose 2 กรัม กบัสารละลาย TBE ให้ได้
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วน าเขา้ตูอ้บไมโครเวฟนาน 4 นาที เขย่าให้ละลาย 
เติม Ethidium Bromide (สารเรืองแสงสีแดง) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร แลว้เทลง
ถาดที่มีหวเีสียบอยู ่ไล่ฟองอากาศออก ทิ้งไวใ้ห้แข็งตวัประมาณ 60 นาที จะได้
แผน่เจลที่มีช่องส าหรับโหลดดีเอ็นเอ 

 

 
ภาพที่ 3.13 แผน่เจล 2% Agarose 

 
3) ท าการโหลดเจล โดยผสม Loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับดีเอ็นเอ
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร บนแผ่นพลาสติกใส แลว้ดูดใส่ช่องแต่ละช่องในแผ่น
เจล  โดยให้ ช่องแรกเป็น ดี เอ็น เอมาตรฐาน  (Ladder marker) ป ริมาตร 2 
ไมโครลิตร 
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4) ต่ออุปกรณ์จ่ายไฟเขา้กับเคร่ือง Gel Electrophoresis ปรับแรงดนัไฟฟ้าเท่ากับ 
100 โวลต ์นาน 30 นาที 

 

 
ภาพที่ 3.14 ชุดอุปกรณ์ Gel Electrophoresis 

 
5) น าแผ่นเจลออกจากเคร่ือง Gel Electrophoresis และน าไปวางบนเคร่ือง UV 

Transilluminator แล้ววิเคราะห์แถบที่ปรากฏขึ้ นบนแผ่นเจลใต้แสงยูวีด้วย
โปรแกรมคอมพวิเตอร์ Gene Snap from SynGene 

 

 
ภาพที่ 3.15 แผน่เจลที่ไดห้ลงัผา่นเคร่ือง Gel Electrophoresis 

 

 
ภาพที่ 3.16 ชุดอุปกรณ์ UV Transilluminator 
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3.1.3 ทดสอบด้วยเทคนิคทางชีวโมเลกลุ Nested PCR 
ทดสอบดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคทางชีวโมเลกุล Nested PCR โดยดดัแปลงวธีิการของ

ยพุาและคณะ (2548) และสุภาพร (2558) 
-  เตรียมวสัดุอุปกรณ์ส าหรับการท า Nested PCR ดงัตารางที่ 3.4 
 

ตารางที ่3.4 วสัดุอุปกรณ์ส าหรับการท า Nested PCR 
วัสดุอปุกรณ์ 

1. หลอดทดลองส าหรับท า PCR 
2. Tip tube  ขนาดต่างๆ 
3. ไมโครทิปขนาดต่างๆ 
4. เคร่ืองเพิม่ปริมาณสารพนัธุกรรม (Thermalcycler) 

 
-  เตรียมสารเคมีส าหรับการท า Nested PCR ดงัตารางที่ 3.5 

 
ตารางที ่3.5 สารเคมีส าหรับการท า Nested PCR 

สารที่ใช้ 
1. Primer MLO-X :  5-GTTAGGTTAAGTCCTAAAACGAGC-3 
2. Primer MLO-Y : 5-GTGCCAAGGCATCCACTGTATGCC-3 
3. Primer P1 : 5-GTCGTAACAAGGTATCCCTACCGG-3  
4. Primer P2 : 5-GGTGGGCCTAAATGGACTTGAACC-3 
5. 10X Buffer 
6. MgCl2 
7. Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
8. dNTP’s (Invitrogen) 
9. น ้ ากลัน่ 

 
-  เตรียมสารส าหรับท าปฏิกิริยาคร้ังที่ 1 

 ผสมสารละลายทั้งหมดตามตารางที่ 3.6 เขา้ดว้ยกนัใหไ้ดป้ริมาตรรวม 24 ไมโครลิตร 
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ตารางที ่3.6 Master Mix คร้ังที่ 1 
Master Mix คร้ังที่ 1 ปริมาตรรวม (24 ไมโครลิตร) 

1. 10X Buffer 2.500 
2. MgCl2 1.000 
3. dNTP’s 0.250 
4. Primer MLO-X  1.000 
5. Primer MLO-Y  1.000 
6. น ้ ากลัน่ 18.125 
7. Taq DNA polymerase 0.125 

 
-  เติมดีเอ็นเอตน้แบบที่มีความเขม้ข้น 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 

1.000 ไมโครลิตร ของแต่ละตวัอยา่งลงในหลอดทดลอง  
-  โหลดตัวอย่างใส่เคร่ือง Thermalcycler โดยตั้ งค่าที่  35 รอบ ให้แต่ละรอบ

ประกอบด้วยช่วง Denaturation 92 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที ช่วง Annealing 68 
องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที และช่วง Extension 72 องศาเซลเซียส นาน 90 วนิาที 

-  เตรียมสารส าหรับท าปฏิกิริยาคร้ังที่ 2 
 ผสมสารละลายทั้งหมดตามตารางที่ 3.7 เขา้ดว้ยกนัใหไ้ดป้ริมาตรรวม 24 ไมโครลิตร 
 
ตารางที ่3.7 Master Mix คร้ังที่ 2 

Master Mix คร้ังที่ 2 ปริมาตรรวม (24 ไมโครลิตร) 

1. 10X Buffer 2.500 
2. MgCl2 1.000 
3. dNTP’s 0.250 
4. Primer P1 1.000 
5. Primer P2 1.000 
6. น ้ ากลัน่ 18.125 
7. Taq DNA polymerase 0.125 

 
-  เติมดี เอ็นเอต้นแบบที่ได้จากปฏิ กิ ริยาคร้ังที่  1 พร้อมท าให้เจือจางลงใน

อตัราส่วน 1 : 10 ของแต่ละตวัอยา่งลงในหลอดทดลอง ปริมาตร 1.000 ไมโครลิตร 
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-  โหลดตัวอย่างใส่เคร่ือง Thermalcycler โดยตั้ งค่าที่  40 รอบ ให้แต่ละรอบ
ประกอบด้วยช่วง Denaturation 92 องศาเซลเซียส นาน 60 วินาที ช่วง Annealing 68 
องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที และช่วง Extension 72 องศาเซลเซียส นาน 90 วนิาที 

-  ท  า Gel Electrophoresis ที่ 2% Agarose 
 

 
ภาพที่ 3.17 เคร่ือง Thermalcycler 

 
3.2 เตรียมท่อนพันธ์ุอ้อย 
 

- คดัล าออ้ย จากกอออ้ยที่แสดงอาการใบขาว ดว้ยวิธีสังเกตตามลกัษณะอาการโรค โดยเลือก
ให้มีขนาดล าปลอ้ง สายพนัธุ์ (อู่ทอง12 จากไร่จงัหวดัก าแพงเพชร) และอายปุลูก (ช่วง 7 – 10 เดือน)   
ที่ใกลเ้คียงกนั 

 

 
ภาพที่ 3.18 ตน้ออ้ยที่แสดงอาการใบขาว (ลูกศรช้ีหน่อขาวที่ขึ้นแทรกบริเวณตอ) 
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-  สกดัดีเอ็นเอจากช้ินส่วนตาบริเวณปลายล า 
-  ยนืยนัว่าออ้ยเป็นโรคใบขาวโดยการตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาดว้ยเทคนิค Nested PCR 

ร่วมกบัเทคนิค Gel Electrophoresis ที่ 2% Agarose 
-  เทียบระดบัความเขม้ของแถบที่ปรากฏบนต าแหน่ง 210 bp แลว้คดัล าออ้ยที่มีความเขม้แถบ

ใกลค้ียงกนั เพื่อน าไปใชท้ดลองในขั้นตอนถดัไป ตามภาพที่ 3.19 โดยแถบ M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 
แถบ W คือน ้ ากลั่น แถบ N คืออ้อยปกติ แถบ P คืออ้อยที่ เป็นโรคใบขาว แถบ A - I คือล าอ้อย            
แต่ละท่อนที่น ามาตรวจเช้ือ 

 

ภาพที่ 3.19 ผลแถบช้ินส่วนดีเอ็นเอของเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวออ้ยขนาด 210 คู่เบส 
(ภาพ ก) และล าออ้ยที่ถูกคดัแลว้หลงัจากตรวจสอบเช้ือดว้ยเทคนิค Nested PCR (ภาพ ข) 

 
- ลา้งท าความสะอาดผิวล าออ้ยดว้ยผา้ชุบน ้ าพอหมาด แลว้ทอนล าออ้ยเป็นท่อนๆ ให้แต่ละ

ท่อนมีตาติดมาดว้ย 1 ตา โดยตดัใหข้อบล่างและขอบบนห่างจากเสน้แบ่งขอ้ประมาณ 1.5 เซนติเมตร 
(ความยาวแต่ละท่อนใกลเ้คียงกนั) 

 

 
ภาพที่ 3.20 ท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ไดจ้ากการทอน 

1,000 bp 
500 bp 
200 bp 210 bp 

ก 

ข 
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3.3 ทดลองเบือ้งต้น 
 

3.3.1 หาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายโซเดียมซัลเฟต 
 

-  เตรียมสารละลาย โดยใชโ้ซเดียมซัลเฟตละลายในน ้ าปราศจากไอออน ที่ระดบั
ความเขม้ขน้ 0 - 497 กรัมต่อลิตร (สารละลายโซเดียมซลัเฟตอ่ิมตวัที่ 497 กรัมต่อลิตร  ที่
อุณหภูมิหอ้ง) 

 
ตารางที่ 3.8 ระดบัความเขม้ขน้ของสารละลายโซเดียมซลัเฟต 

ความเข้มข้น 

(กรัมต่อลิตร) 
- 0.0 2.5 5.0 10 20 40 80 160 320 497 

จ านวนท่อนพันธ์ุอ้อย 
(ท่อน) 

10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

 

-  แช่ท่อนพนัธุ์ออ้ยในสารละลายแต่ละระดบัความเขม้ขน้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 
120 นาที  

-  ปลูกท่อนพนัธุ์อ้อยลงดินที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ในกระถางที่มีขนาดเส้นผ่า 
ศูนยก์ลางหน้าตดั 7 เซนติเมตร รดน ้ า พร้อมบันทึกการเจริญเติบโตของอ้อย โดยวดั
ความสูงของยอดที่พน้จากระดบัผวิดิน 

 

 
ภาพที่ 3.21 กระถางเพาะท่อนพนัธุอ์อ้ย 

 

-  ใช้เคร่ือง OES วดัหาปริมาณธาตุต่างๆที่แตกตวัในแต่ละระดับความเขม้ข้น 
แล้ววิเคราะห์ผลที่ได้ เพื่อหาระดับความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมซัลเฟต               
ที่เหมาะสม 
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ภาพที่ 3.22 ชุดอุปกรณ์ OES 

 
3.3.2 หาช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับกระบวนการพลาสมาสารละลาย 

-  ชัง่สารโซเดียมซัลเฟตปริมาณ 10 กรัม (ค่าความเขม้ขน้ที่เหมาะสม ไดจ้ากการ
ทดลองหาระดับความเข้มขน้ของสารละลายโซเดียมซัลเฟตก่อนหน้า) ผสมกับน ้ า
ปราศจากไอออน ใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร แลว้คนใหล้ะลาย 

-  เทสารละลายลงในถังอะคริลิก พร้อมติดตั้งเคร่ืองกวนสารและแท่งแม่เหล็ก
ส าหรับกวนสาร 

-  ต่อขั้วไฟฟ้าทงัสเตนให้ขั้วแคโทดและแอโนดมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตดั 
1 มิลลิเมตร เขา้กบัเคร่ืองจ่ายไฟ (1kV. 2A. DC power supply) โดยระยะห่างระหว่างขั้ว 
ทั้งสองเท่ากบั 3 มิลลิเมมตร 

-  ปรับแรงดนัไฟฟ้า 500 โวลต ์
-  บนัทึกอุณหภูมิ กระแสไฟฟ้า และค่า pH ทุกๆ 1 นาที ตั้งแต่เร่ิมกระบวนการ

จนกระทัง่อุณหภูมิของสารละลายเปล่ียนเป็น 50 องศาเซลเซียส ตามตารางที่ 3.9 
-  วิเคราะห์ผลการทดลองที่ได้ เพื่อหาช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับกระบวนการ

พลาสมาสารละลาย 
 

ตารางที่ 3.9 ตารางบนัทึกผลการทดลองตามช่วงเวลาที่เปล่ียนแปลง 

ระยะเวลาในกระบวนการ (นาท)ี 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)            

ค่า pH            

กระแสไฟฟ้า (แอมแปร์)            
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3.4 ออกแบบการทดลอง 
 

การออกแบบการทดลอง สามารถแบ่งออกเป็นการทดลองชุดควบคุม การทดลองระบบ Wire 
to Wire Electrode ระบบ Plasma Jet และระบบ Gliding Arc โดยมีรายละเอียดของแต่ละระบบดงัน้ี 

 

3.4.1  การทดลองชุดควบคุม 
ก าหนดชุดควบคุมการทดลอง เพื่อใช้เปรียบเทียบกับท่อนพันธุ์อ้อยที่ผ่าน

กระบวนการพลาสมาสารละลาย โดยชุดควบคุมทั้งหมดจะถูกน าไปปลูกและวดัค่าต่างๆ
เหมือนกบัชุดทดลองปกติ  ดงัน้ี 

 

3.4.1.1 ท่อนพันธ์ุอ้อยไม่ผ่านกระบวนการใด 
 

3.4.1.2 ท่อนพันธ์ุอ้อยแช่สารละลายเตตราไซคลินเข้มข้น  200  มิลลิกรัมต่อลิตร             
ที่อุณหภูมิห้อง นาน 4,320 นาที (3 วัน)  

 

3.4.1.3 ท่อนพันธ์ุอ้อยแช่น ้าร้อนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสนาน นาน 120 นาที 
 

3.4.1.4 ท่อนพันธ์ุอ้อยแช่สารละลายโซเดียมซัลเฟตที่อุณหภูมิห้อง นาน 120 นาที 
 

3.4.1.5 ท่อนพันธ์ุอ้อยแช่สารละลายโซเดียมซัลเฟตที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส      
นาน 120 นาที 

 

3.4.2  ระบบ Wire to Wire Electrode 
ระบบ Wire to Wire Electrode ประกอบด้วยเคร่ืองจ่ายไฟ (1kV. 2A. DC power 

supply) ปรับแรงดันไฟฟ้า 500 โวลต์ ใช้เส้นทงัสเตนขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตัด       
1 มิลลิเมตร เป็นขั้ วไฟฟ้าที่วางห่างกัน 3 มิลลิเมตร ดิสชาร์จสารละลายโซเดียม        
ซัล เฟตเข้มข้น 10 กรัมต่อลิตร ในถังอะคริลิกปริมาตรรวม 1 ลิตร โดยแบ่งวิธี            
การทดลองออกเป็น 3 ชุดดงัน้ี 
 

3.4.2.1 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยขณะเกิดการดิสชาร์จ 
แช่ท่อนพนัธุ์ออ้ยขณะเกิดการดิสชาร์จ 1 และ 2  นาทีตามล าดบั ทดลองทั้งหมด  
4 ซ ้ าๆละ 5 ตวัอยา่ง 
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3.4.2.2 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยหลังเกิดการดิสชาร์จ 
แช่ท่อนพันธุ์อ้อย 5 10 15 30 60 120 180 240 300 และ 360 นาทีตามล าดับ     
ดว้ยพลาสมาสารละลายที่ดิสชาร์จไวแ้ล้ว (2 นาที) ทดลองทั้งหมด 4 ซ ้ าๆละ 5 
ตวัอยา่ง 

 

3.4.2.3 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยขณะเกิดการดิสชาร์จ แล้วดิสชาร์จซ ้า 
แช่ท่อนพนัธุ์อ้อยขณะดิสชาร์จคร้ังแรกนาน 2 นาที และดิสชาร์จซ ้ าทุกๆ 2 10 
และ 20 นาทีตามล าดบั นาน 120 นาที ทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ าๆละ 5 ตวัอยา่ง  
 

3.4.3  ระบบ Plasma Jet 
ระบบ Plasma Jet ประกอบดว้ยเคร่ืองจ่ายไฟ (80kHZ. 800kHZ. 100W. HV. RF. 

GENERATOR) ใชก้  าลงัไฟฟ้า 30 วตัต์ อัตราการไหลของแก๊สอาร์กอนเท่ากับ 5,000 
มิลลิลิตรต่อนาที อตัราการไหลของแก๊สออกซิเจนเท่ากบั 20 มิลลิลิตรต่อนาที แช่ท่อน
พนัธุอ์อ้ยแต่ละท่อนขณะดิสชาร์จในน ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 30 มิลลิลิตร นาน 30 
นาที แล้วแช่ท่อนพนัธุ์อ้อยต่อ 0 180 300 และ 360 นาทีตามล าดับ ทดลองทั้ งหมด         
2 ซ ้ าๆละ 5 ตวัอยา่ง 

 
3.4.4  ระบบ Gliding Arc 

ระบบ Gliding Arc ประกอบดว้ยเคร่ืองจ่ายไฟ (8 kV. 125W. DC power supply)       
ใช้แรงดันไฟฟ้า 8 กิโลโวลต์ อัตราการไหลของแก๊สอาร์กอนเท่ากับ 5,000 มิลลิลิตร   
ต่อนาที อตัราการไหลของน ้ าเท่ากบั 20 มิลลิลิตรต่อนาที แช่ท่อนพนัธุ์ออ้ยแต่ละท่อน
ในพลาสมาสารละลายปริมาตร 30 มิลลิลิตร นาน 240 480 และ 720 นาทีตามล าดับ 
ทดลองทั้งหมด 2 ซ ้ าๆละ 5 ตวัอยา่ง 
 

3.5 น าท่อนพันธ์ุอ้อยผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลาย 

น าท่อนพนัธุอ์อ้ยผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลายตามล าดบัแผนการทดลองที่ก  าหนดไว ้ 
โดยจะต้องปฏิบัติและควบคุมการทดลองแต่ละชุดการทดลองให้เป็นมาตรฐานและเป็นไปตาม
พื้นฐานของการทดลอง เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดปัจจยัรบกวนภายนอกที่อาจส่งผลต่อการทดลองและ
ไดผ้ลการทดลองที่น่าเช่ือถือ สามารถน าไปวเิคราะห์ต่อไดโ้ดยง่าย ดงัน้ี 

 
 



 

51 

3.5.1  ระบบ Wire to Wire Electrode 
 

3.5.1.1 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยขณะเกิดการดิสชาร์จ 
-  เตรียมเคร่ืองจ่ายไฟ (1kV. 2A. DC power supply) ใหอ้ยูใ่นสถานะพร้อมใชง้าน

และตั้งค่าไวท้ี่จุดเร่ิมตน้ทุกคร้ังก่อนทดลองทุกชุดการทดลอง 
-  ติดตั้งเคร่ืองกวนสาร แท่งแม่เหล็กส าหรับกวนสาร และตะแกรงอะคริลิกที่

สะอาด โดยจดัใหอ้ยูใ่นต าแหน่งเดียวกนัทุกชุดการทดลอง 
-  เตรียมสารละลายโซเดียมซัลเฟตให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  10  กรัมต่อลิตร 

ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
-  เทสารละลายและท่อนพนัธุอ์อ้ยจ านวน 5 ท่อนลงในถงัอะคริลิกที่ลา้งสะอาด 
-  ต่อขั้วไฟฟ้าทงัสเตนให้ขั้วแคโทดและแอโนดมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตดั 

1 มิลลิเมตร เขา้กับเคร่ืองจ่ายไฟ โดยระยะห่างระหว่างขั้วทั้งสองเท่ากับ 3 มิลลิเมตร   
ทุกชุดการทดลอง 

-  ปรับระดับแรงดนัไฟฟ้า 500 โวลต ์แลว้ดิสชาร์จนาน 1 และ 2 นาทีตามล าดับ 
โดยขณะที่เกิดการดิสชาร์จให้ใช้เคร่ือง OES วดัชนิดและปริมาณของธาตุต่างๆ และ     
ใชชุ้ดทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ตรวจสอบสารละลาย เพือ่ยนืยนัการเกิดปฏิกิริยา 

-  เก็บท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ผา่นกระบวนการพลาสมาสารละลายแลว้ ลงในภาชนะปิด 
 

 
ภาพที่ 3.23 ระบบ Wire to Wire Electrode (แช่ท่อนพนัธุอ์อ้ยขณะเกิดการดิสชาร์จ) 
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3.5.1.2 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยหลังเกิดการดิสชาร์จ 
-  เตรียมเคร่ืองจ่ายไฟ (1kV. 2A. DC power supply) ใหอ้ยูใ่นสถานะพร้อมใชง้าน

และตั้งค่าไวท้ี่จุดเร่ิมตน้ทุกคร้ังก่อนทดลองทุกชุดการทดลอง 
-  ติดตั้งเคร่ืองกวนสาร และแท่งแม่เหล็กส าหรับกวนสารที่สะอาด โดยจดัให้อยู่

ในต าแหน่งเดียวกนัทุกชุดการทดลอง 
-  เตรียมสารละลายโซเดียมซัลเฟตให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  10  กรัมต่อลิตร 

ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
-  เทสารละลายโซเดียมซลัเฟตลงในถงัอะคริลิกที่ลา้งสะอาด 
-  ต่อขั้วไฟฟ้าทงัสเตนให้ขั้วแคโทดและแอโนดมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตดั 

1 มิลลิเมตร เขา้กับเคร่ืองจ่ายไฟ โดยระยะห่างระหว่างขั้วทั้งสองเท่ากบั 3 มิลลิเมมตร 
ทุกชุดการทดลอง 

-  ปรับระดับแรงดันไฟฟ้า   500 โวลต์ แล้วดิสชาร์จสารละลายนาน  2 นาที        
โดยขณะที่เกิดการดิสชาร์จให้ใช้เคร่ือง OES วดัชนิดและปริมาณของธาตุต่างๆ และ    
ใชชุ้ดทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต์รวจสอบสารละลาย เพือ่ยนืยนัการเกิดปฏิกิริยา  

-  เทสารละลายลงในภาชนะปิดที่บรรจุท่อนพนัธุ์ออ้ยจ านวน 5 ท่อน แช่ไวน้าน  
5 10 15 30 60 120 180 240 300 และ 360 นาทีตามล าดบั  

-  เก็บท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ผา่นกระบวนการพลาสมาสารละลายแลว้ ลงในภาชนะปิด 
 

3.5.1.3 แช่ท่อนพันธ์ุอ้อยขณะเกิดการดิสชาร์จ แล้วดิสชาร์จซ ้า 
-  เตรียมเคร่ืองจ่ายไฟ (1kV. 2A. DC power supply) ใหอ้ยูใ่นสถานะพร้อมใชง้าน

และตั้งค่าไวท้ี่จุดเร่ิมตน้ทุกคร้ังก่อนทดลองทุกชุดการทดลอง 
-  ติดตั้งเคร่ืองกวนสาร แท่งแม่เหล็กส าหรับกวนสาร และตะแกรงอะคริลิกที่

สะอาด โดยจดัใหอ้ยูใ่นต าแหน่งเดียวกนัทุกชุดการทดลอง 
-  เตรียมสารละลายโซเดียมซัลเฟตให้มีความเข้มข้นเท่ากับ  10  กรัมต่อลิตร 

ปริมาตรรวม 1 ลิตร 
-  เทสารละลายและท่อนพนัธุอ์อ้ยจ านวน 5 ท่อนลงในถงัอะคริลิกที่ลา้งสะอาด 
-  ต่อขั้วไฟฟ้าทงัสเตนให้ขั้วแคโทดและแอโนดมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตดั 

1 มิลลิเมตร เขา้กับเคร่ืองจ่ายไฟ โดยระยะห่างระหว่างขั้วทั้งสองเท่ากบั 3 มิลลิเมมตร 
ทุกชุดการทดลอง 

-  ปรับระดับแรงดันไฟฟ้า 500 โวลต์ แล้วดิสชาร์จคร้ังแรกนาน 2 นาที แล้ว
ดิสชาร์จซ ้ าทุกๆ 2 10 และ 20 นาทีตามล าดบั นาน 120 นาที พร้อมทั้งควบคุมอุณหภูมิ
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ใหค้งที่ประมาณ 50 องศาเซลเซียส โดยขณะที่เกิดการดิสชาร์จใหใ้ชเ้คร่ือง OES วดัชนิด
และปริมาณของธาตุต่างๆ และใช้ชุดทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ตรวจสอบ
สารละลาย เพือ่ยนืยนัการเกิดปฏิกิริยา 

-  เก็บท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ผา่นกระบวนพลาสมาสารละลายแลว้ ลงในภาชนะปิด 
 
3.5.2  ระบบ Plasma Jet 

-  เตรียมเคร่ืองจ่ายไฟ (80kHZ. 800kHZ. 100W. HV. RF. GENERATOR)         
ให้อยู่ในสถานะพร้อมใช้งานและตั้ งค่าไวท้ี่ จุดเร่ิมต้นทุกคร้ังก่อนทดลองทุกชุด         
การทดลอง 

-  ติดตั้งหวัจ่ายพลาสมาใหอ้ยูใ่นต าแหน่งผวิน ้ าทุกชุดการทดลอง 
-  เตรียมน ้ าปราศจากไอออนปริมาตร 30 มิลลิลิตร 
-  เทน ้ าปราศจากไอออน และท่อนพนัธุอ์อ้ยจ านวน 1 ท่อนลงในบีกเกอร์สะอาด 
-  ปรับระดับก าลังไฟฟ้า 30 วตัต์ อัตราการไหลของแก๊สอาร์กอนเท่ากับ 5,000 

มิลลิลิตรต่อนาที อตัราการไหลของแก๊สออกซิเจนเท่ากบั 20 มิลลิลิตรต่อนาที 
-  ดิสชาร์จท่อนพนัธุ์ออ้ย 30 นาที แลว้แช่ต่อ 0 180 300 และ 480 นาทีตามล าดับ 

โดยขณะที่เกิดการดิสชาร์จให้ใช้เคร่ือง OES วดัชนิดและปริมาณของธาตุต่างๆ และ    
ใชชุ้ดทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดต์รวจสอบสารละลาย เพือ่ยนืยนัการเกิดปฏิกิริยา   

-  เก็บท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ผา่นกระบวนการพลาสมาสารละลายแลว้ ลงในภาชนะปิด 
 

 
ภาพที่ 3.24 ระบบ Plasma Jet 
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3.5.3  ระบบ Gliding Arc 

-  เตรียมเคร่ืองจ่ายไฟ (8 kV. 125W. DC power supply)ให้อยู่ในสถานะพร้อม 
ใชง้านและตั้งค่าไวท้ี่จุดเร่ิมตน้ทุกคร้ังก่อนทดลองทุกชุดการทดลอง 

-  ติดตั้งหัวจ่ายพลาสมาและภาชนะส าหรับรองรับพลาสมาสารละลายให้อยูใ่น
ต าแหน่งเดิมทุกชุดการทดลอง 

-  ปรับระดบัแรงดนัไฟฟ้า 8 กิโลโวลต ์อตัราการไหลแก๊สอาร์กอนเท่ากบั 5,000 
มิลลิลิตรต่อนาที อตัราการไหลของน ้ าเท่ากบั 20 มิลลิลิตรต่อนาท ี

-  รอจนพลาสมาสารละลาย ไดป้ริมาตร 30 มิลลิลิตร โดยขณะที่เกิดการดิสชาร์จ
ให้ใชเ้คร่ือง OES วดัชนิดและปริมาณของธาตุต่างๆ และใชชุ้ดทดสอบไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซดต์รวจสอบสารละลาย เพือ่ยนืยนัการเกิดปฏิกิริยา 

-  เทพลาสมาสารละลายลงในภาชนะปิดที่บรรจุท่อนพนัธุ์อ้อยจ านวน 1 ท่อน 
แลว้แช่ไวน้าน 240 480 และ 720 นาทีตามล าดบั  

-  เก็บท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ผา่นกระบวนการพลาสมาสารละลายแลว้ ลงในภาชนะปิด 
 

 
ภาพที่ 3.25 ระบบ Gliding Arc 
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3.6 ปลูกท่อนพันธ์ุอ้อยลงดิน 

 
-  ตักดินที่ผ่านการอบฆ่าเช้ือแล้ว ใส่กระถางขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางหน้าตัด  7  เซนติเมตร 

ประมาณ 3 ใน 4 ส่วนของกระถาง 
-  วางท่อนพนัธุ์ออ้ยแต่ละท่อนที่ผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลายแลว้ ลงบนหน้าดินและ

ใหส่้วนตาออ้ยช้ีขึ้น 
 

 
ภาพที่ 3.26 ท่อนพนัธุอ์อ้ยที่ปลูกลงดินในกระถาง 

 
-  ตกัดินกลบท่อนพนัธุ์อ้อย ให้ผิวดินต ่ากว่าขอบกระถางเล็กน้อย แล้วยา้ยเขา้โรงเรือนที่มี      

ตาข่ายป้องกนัแมลง แสงแดดเขา้ถึงง่าย และอากาศถ่ายเทสะดวก 
-  รดน ้ าและสงัเกตการเปล่ียนแปลงของท่อนพนัธุอ์อ้ย นาน 30 วนั 
 

 
ภาพที่ 3.27 โรงเรือนส าหรับเพาะท่อนพนัธุอ์อ้ย 
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3.7 ตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุโรคใบขาวอ้อย 

 
หลงัจากระยะเวลา 30 วนั ออ้ยเจริญเติบโตมีราก ล าตน้ และใบงอกจากท่อนพนัธุ์เดิม จากนั้น

จะถูกน ามาตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมาสาเหตุของโรคใบขาวอ้อยอีกคร้ัง โดยแบ่งการตรวจสอบ
ออกเป็น 2 วธีิดงัน้ี 

3.7.1  ตรวจสอบเช้ือในต้นอ้อยด้วยเทคนิค Nested PCR อีกคร้ัง 
สกดัดีเอ็นเอ จากช้ินส่วนใบอ่อนออ้ย ตรวจสอบความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอ โดยใช้

เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง NanoDrop Spectrophotometer พร้อมปรับค่าความเขม้ขน้ของ
ดีเอ็นเอให้ลดลงเหลือ 20 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แล้วตรวจสอบเช้ือไฟโตพลาสมา
สาเหตุโรคใบขาวอ้อยด้วยเทคนิค Nested PCR ร่วมกับเทคนิค Gel Electrophoresis ที่  
2% Agarose 

 
3.7.2  ตรวจสอบเช้ือในต้นอ้อยด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบล าแสงส่องกราด ( LV-

Scanning Electron Microscope, JSM 5910 LV) 
-  เตรียมตน้อ้อยปกติ (จากศูนยส่์งเสริมและพนัฒนาอาชีพการเกษตร กรมส่งเสริม

การเกษตร จงัหวดัพิษณุโลก) และตน้ออ้ยที่แสดงอาการใบขาว สายพนัธุ์เดียวกนั (อู่ทอง12) 
อายปุลูก 30 วนั 

 

 
ภาพที่ 3.28 ตน้ออ้ยปกติ (ภาพ ก) และตน้ออ้ยที่แสดงอาการใบขาว (ภาพ ข) อายปุลูก 30 วนั 

 

-  ใชใ้บมีดคมตดัส่วนใบ ออกเป็นช้ินๆ ยาวช้ินละ 1 เซนติเมตร แลว้ผ่าเส้นกลางใบ
ตามแนวยาวให้แบ่งคร่ึงใบออ้ยพอดี พร้อมท าเคร่ืองหมายที่ขอบมุมใบดา้นนอก 

ก ข 
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ภาพที่ 3.29 ลกัษณะใบออ้ยที่ถูกผา่บริเวณเสน้กลางใบ 

 

-  น าตัวอย่างใบอ้อย ผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลายในระบบ Wire to Wire 
Electrode โดยแช่ใบอ้อยขณะเกิดการดิสชาร์จคร้ังแรกนาน 2 นาที  แล้วดิสชาร์จซ ้ าทุก  ๆ     
20 นาที นาน 120 นาที 

 

 
ภาพที่ 3.30 ใบออ้ยในกระบวนการพลาสมาสารละลาย ภาพจากดา้นบน (ภาพ ก)  

และภาพจากดา้นหนา้ (ภาพ ข) ของถงัปฏิกิริยา  
 

-  ส่งตัวอย่างใบอ้อยหลังผ่านกระบวนการพลาสมาสารละลาย เข้าสู่กระบวนการ
เตรียมช้ินงาน 

 

 
ภาพที่ 3.31 ตวัอยา่งใบออ้ยที่พร้อมเขา้ส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

ก ข 
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-  ส่องตวัอยา่งใบอ้อยดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบล าแสงส่องกราด ซ่ึงการ
ทดลองแต่ละชุดประกอบด้วยตวัอยา่งทั้งหมด 5 ตวัอยา่ง โดยก าหนดให้ตวัอย่างที่ 1 และ 2 
ใชห้ลกัการสุ่มตรวจที่บริเวณขอบใบ (หวัและทา้ย) ตวัอยา่งที่ 3 4 และ 5 ใชห้ลกัการสุ่มตรวจ
ที่บริเวณกลางใบ เพื่อเป็นตวัแทนขอ้มูลแต่ละชุดการทดลอง ซ่ึงการสุ่มตรวจทุกคร้ังจะตอ้ง
อยูใ่นพื้นที่ที่เป็นท่อล าเลียงอาหารบริเวณ Sieve tube สังเกตไดจ้ากผนังของ Sieve tube จะมีรู
ค่อนขา้งกลม ขนาดเล็ก (Sieve pore) ประกอบอยู ่ 

 
ภาพที่ 3.32 ชุดเคร่ืองมือกลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบล าแสงส่องกราด 

 
3.8 วิเคราะห์ผลการทดลองและสรุปผลการด าเนินงาน  

ในขั้นตอนสุดทา้ยน้ี ผูว้ิจยัได้วิเคราะห์ สรุป และอภิปรายผลในด้านต่าง ๆ ตามขอบเขตงานวิจยั
และวตัถุประสงคใ์นการศึกษาคร้ังน้ี เพื่อหาช่วงของปัจจยัที่เหมาะสมในกระบวนการพลาสมาสารละลาย 
ส าหรับลดเช้ือไฟโตพลาสมา สาเหตุของโรคใบขาวในท่อนพนัธุ์อ้อย รวมทั้งสรุปขอ้จ ากัดงานวิจยัและ
ขอ้เสนอแนะอ่ืน  ๆเพือ่ใหเ้กิดประโยชน์ต่อผูท้ี่ศึกษางานวจิยัน้ี  


