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บทที่ 2

วิธีการวิจัย

วัสดุ

1.วัสดุพืช
วัสดุพืชที่ใชในการศึกษาจํานวนหนอนและสกัดดีเอ็นเอ

    ตนลองกอง ลางสาด และดูกู จากสวนของเกษตรกรอําเภอระแงะ จังหวัดนราธิวาส และ
อําเภอยะรัง จังหวัดปตตานี ชนิดละ 5 ตน และในการสกัดดีเอ็นเอใชใบจากตนที่ทําการสุมตัว
อยางหนอนกินใตเปลือกทุกตนจากทั้ง 2 สวน

2.วัสดุสารเคมี
2.1 สารเคมีที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ

- CTAB (Hexadecyl trimethyl-ammonium bromide)
- β-mercapthoethanol
- PVP-40 (Polyvinyl pyrrolidone)
- NaCl
- Na2EDTA (Disodium ethylene diaminetetraacetate)
- Tris-HCl pH 8.0
- Chloroform
- Isopropanol
- Ethanol
- Liquid nitrogen

2.2 สารเคมีสําหรับทําอิเลคโตรโฟรีซีส
      - Nusieve 3 : 1 agarose  (FMC Bioproduct, U.S.A.)
      - SeaKem agarose  (FMC Bioproduct, U.S.A.)
        - Glacial acetic acid
      - Boric acid

               - Ethidium bromide
      - Loading buffer
      - 100 bp และ 500 bp DNA Ladder  (Operon, U.S.A.)
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      - Na2EDTA
      - Lamda DNA (λ DNA)

- Tris-base

2.3 สารเคมีที่ใชในการทําพีซีอาร  (PCR)
      - dNTP ( dCTP, dATP, dGTP และ dTTP) (Promega, U.S.A.)

- ไพรเมอร จํานวน 120 ชนิด (OPA-01-20, OPB-01-20, OPC-01-20, OPD-01-20,
   OPT-01-20 และ OPR-01-20) (Operon, U.S.A.)
- MgCl2
- Taq DNA Polymerase B  (Promega, U.S.A.)

      - 10 X Taq buffer (Promega, U.S.A.)
      - ddH2O

อุปกรณ

1. อุปกรณที่ใชในการศึกษาและสุมเก็บตัวอยางหนอน (รณกร โชชัยพันธวงค, 2540)
   1.1  ควอแดรทขนาด 4x4 และ 2x8 ตารางนิ้ว
   1.2  ตารางนับพ้ืนที่แผล ขนาด 32 ชอง (0.5x0.5 ตารางนิ้ว)
    1.3  ปากคีบ ปายพลาสติก เครื่องนับ กลองโฟมและไหมพรม
   1.4  ลวด ปายอะลูมิเนียม และปากกาเขียนเครื่องแกว
   
2. อุปกรณที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ การทําอิเลคโตรโฟรีซีส และการทํา RAPD
   2.1  ตูเย็น

2.2  เครื่องหมุนเหวี่ยง
   2.3  เครื่องชั่งไฟฟาทศนิยม 4 ตําแหนง
   2.4  เครื่องวัดความเปนกรดดาง
   2.5  เครื่องคนสารละลายอัตโนมัติและแทงแมเหล็ก
   2.6  เครื่องวัดสารละลายอัตโนมัติปรับปริมาตรได 2.5, 20, 50, 200 และ 1,000
         ไมโครลิตร
   2.7  หมอน่ึงไฟฟาอัตโนมัติ
   2.8  เครื่องอิเลคโตรโฟรีซีสชนิดแนวนอน
   2.9  เครื่องจายกระแสไฟฟา
   2.10 ไมโครเวฟ
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   2.11 เครื่องพีซีอาร
   2.12 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูงอุณหภูมิต่ํา
   2.13 หมอน่ึงอัดไอ (autoclave)
   2.14 เครื่องกระแสวน (vortex)
   2.15 ยูวีทรานสิลูมิเนเตอร (UV Transilluminater)
   2.16 ตูแชแข็ง -30 องศาเซลเซียส

3. อุปกรณอ่ืนๆ
   3.1  เครื่องแกว ประกอบดวย บีกเกอร กระบอกตวง ปเปตต และขวด
   3.2  โกรงสําหรับบดตัวอยางพืช
   3.3  นํ้าแข็ง และกระติกน้ําแข็ง
   3.4  หลอดแอพเพนดอรฟ (Eppendorf)
   3.5  ปเปตตทิป (Pipette tips)
   3.6  ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว

วิธีการ

1.  เปรียบเทียบการตานทานตอการทําลายของหนอนกินใตเปลือก ในลองกอง ลางสาด
เเละดูกู

ศึกษาจํานวนของหนอนกินใตเปลือก 4 ชนิดบริเวณผิวเปลือกในลองกอง ลางสาด และ
ดูกู และเปรียบเทียบการทําลายของหนอนกินใตเปลือก โดยเลือกสวนของเกษตรกรที่ปลูกลองกอง
ลางสาด เเละดูกูปะปนกันในสวนเดียวกันเพ่ือใชในการศึกษาการทําลายของตัวหนอน ทําการ
ศึกษาจาก 2 สวน คือ สวนเกษตรกรอําเภอระแงะ จังหวัดนราธิวาส และสภาพโดยทั่วไปของสวน
จังหวัดนราธิวาสคือไมคอยมีพืชแซมรมเงา (ภาพที่ 5 ข) จึงมีแสงแดดสองถึงพืชปลูกที่เจริญเติบ
โตภายในสวนคอนขางมาก และการปฏิบัติดูแลรักษามีนอย สวนสวนที่อําเภอยะรัง จังหวัดปตตานี
ภายในสวนมีพืชแซมรมเงา (ภาพที่ 5 ก) และการปฏิบัติดูแลรักษามากกวาสวนจังหวัดนราธิวาส
ตนพืชในทั้ง 2 สวนมีอาการซึ่งเกิดจากการทําลายของหนอนกินใตเปลือกบริเวณลําตนโดยเปลือก
มีรอยตะปุมตะปา (ภาพที่ 6 ค) และปลายกิ่งแหงตาย (ภาพที่ 6 ง) ทําการสุมตนลองกอง ลางสาด
เเละ ดูกู ที่จะใชในการศึกษา ชนิดละ 5 ตน และทําการบันทึกขอมูลตอไปน้ี
   1.1 นับจํานวนตัวหนอนแตละชนิดโดยใชควอเเดรทตามวิธีการของรณกร โชชัยพันธวงค
(2540) ใชควอเเดรทขนาด 4x4 ตารางนิ้ว (ภาพที่ 6 ก) สุมนับจํานวนหนอนจากเปลือกตนจํานวน
4 จุด  เเละควอเเดรทขนาด 2x8 ตารางนิ้ว (ภาพที่ 6 ข) สุมนับจํานวนหนอนจากเปลือกกิ่ง  4 กิ่ง
ตอตน สุมนับจํานวน 4 จุดตอกิ่ง โดยทาบบริเวณตนและกิ่งของลองกอง ลางสาด เเละดูกู สูงจาก
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โคนตน 1.5 เมตร และจากโคนกิ่ง 1.5 เมตร เชนกัน ใชปากคีบแกะเปลือกที่เปนแผลซ่ึงเกิดจาก
การทําลายของหนอนกินใตเปลือก นับจํานวนหนอน หลังจากนับเสร็จใสตัวหนอนกลับที่เดิม
บันทึกขอมูลเดือนละ 1 ครั้ง จํานวน 12 ครั้ง ระหวางเดือนมิถุนายน 2542 - มิถุนายน 2543
(ยกเวนเดือนธันวาคม 2542 ที่ไมมีการบันทึกขอมูล เน่ืองจากเกิดภาวะน้ําทวม)
   1.2 ศึกษาการทําลายของหนอนกินใตเปลือก ประเมินความเสียหายของพืชที่เกิดจากการ
ทําลายของตัวหนอน (ตารางนิ้วตอตนตอเดือน) โดยดูจากพื้นที่แผลในสภาพรวมของเเตละตน
(ตนเดียวกับที่ทําการสุมนับจํานวนหนอน) ใชควอเเดรทขนาด 4x4 ตารางนิ้วซ่ึงมีตารางขนาด
0.5x0.5 ตารางนิ้ว (32 ชอง/ตาราง) สําหรับตน และใชควอเเดรทขนาด 2x8 ตารางนิ้วซ่ึงมีตาราง
ขนาด 0.5x0.5 ตารางนิ้ว (32 ชอง/ตาราง) สําหรับกิ่ง ทาบบริเวณแตละจุด โดยสุมบริเวณลําตน 4
จุด และสุมบริเวณกิ่งจํานวน 4 กิ่ง สุม 4 จุดตอกิ่งตอตน  บันทึกขอมูลจํานวน 3 ครั้ง คือวันที่ 8
สิงหาคม 2542 12 กุมภาพันธ 2543 และ 10 มิถุนายน 2543
   1.3    บันทึกจํานวนหนอนกินใตเปลือกในชวงเวลาตางๆ ตั้งแตเดือนมิถุนายน 2542 -มิถุนายน
2543
   1.4 ประเมินระดับความเสียหายของพืชจากการทําลายของตัวหนอนในเเตละตนที่ทําการนับ
จํานวนหนอน  โดยการนับจํานวนกิ่งเล็กและกิ่งใหญที่มีรอยแผลจากการทําลายของหนอนกินใต
เปลือก คิดเปนเปอรเซ็นต เปรียบเทียบกับกิ่งทั้งหมดภายในตนนั้น ๆ โดยกิ่งใหญหมายถึงทุกกิ่งที่
แตกแขนงออกจากลําตน และกิ่งเล็กหมายถึงทุกกิ่งที่แตกแขนงออกจากกิ่งใหญ บันทึกขอมูล
จํานวน 3 ครั้ง คือวันที่ 8 สิงหาคม 2542 12 กุมภาพันธ 2543 และ 10 มิถุนายน 2543
   1.5   นําขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวน และเปรียบเทียบคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan Multiple
Range Test (DMRT) หากตัวเลขที่เก็บมาไมคงที่ จําเปนตองมีการแปลงขอมูล (transformation)
(Gomez and Gomez, 1984)
   1.6    บันทึกปริมาณน้ําฝนและความชื้นของแตละจังหวัดที่ศึกษาการทําลายของหนอนกินใต
เปลือก (ภาพผนวกที่ 1 และ 2)
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ภาพที่ 5  สภาพทั่ว ๆ ไปของสวนเกษตรกร อําเภอยะรัง จังหวัดปตตานี (ก) และสวนเกษตรกร
  อําเภอระแงะ  จังหวัดนราธิวาส (ข)
ข
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ภาพที่ 6  วิธีการสุมนับจํานวนหนอนกินใตเป
             4x4 ตารางนิ้ว (ก) และบริเวณกิ่ง โ

 และอาการซึ่งเกิดจากการทําลายขอ
             โดยเปลือกมีรอยตะปุมตะปา (ค) แล
ก

ลือกบริเวณลําตนโดยใชควอแ
ดยใชควอแดรทขนาด 2x8 ตา
งหนอนกินใตเปลือกบริเวณล
ะปลายกิ่งแหงตาย (ง) (ลูกศร
ข

ค

ดรทขนาด
รางนิ้ว (ข)
ําตน
ชี้)
ง
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2. ตรวจสอบความเเตกตางทางพันธุกรรมของ ลองกอง ลางสาด เเละดูกู โดยใชเครื่อง
หมายทางโมเลกุลคือ RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)  โดยวิธีการดังตอไป
น้ี
     2.1 วิธีการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางใบ
          สกัดดีเอ็นเอเพ่ือนําดีเอ็นเอของตนที่ทําการสุมเก็บตัวอยางหนอนมาตรวจสอบความแตก
ตางของแถบดีเอ็นเอระหวางลองกอง ลางสาด และดูกู ในแตละสวนที่ทําการศึกษาโดยใชเทคนิค
RAPD  โดยสุมตัวอยางใบลองกอง ลางสาด และดูกูจากสวนที่ทําการศึกษาจากขอ 1 เลือกใบ
เพสลาด อายุใบประมาณ 3-4 สัปดาหหลังจากแตกใบใหม มาสกัดดีเอ็นเอดวย CTAB บัฟเฟอร
ตามวิธีที่ประยุกตจาก Doyle and Doyle (1990) โดยใชตัวอยางพืชประมาณ 0.2 กรัมนํ้าหนักสด
ตอสารสกัดดีเอ็นเอ 1 มิลลิลิตร ทําการบดตัวอยางพืชในโกรงที่แชแข็งโดยใชไนโตรเจนเหลว  จน
ตัวอยางพืชละเอียด เทใสหลอดแอพเพนดอรฟ เติม CTAB บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติม
mercapthoethanol เขมขน 2 เปอรเซ็นต  ผสมใหเขากันโดยเครื่องกระแสวน จากนั้นนําไปบมที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง เติม Chloroform 700 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงตก
ตะกอน โดยเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ความเร็ว  12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใส
สวนบน (supernatant) ใสหลอดแอพเพนดอรฟ  ที่สะอาด เติม Isopropanol 750 ไมโครลิตร ผสม
ใหเขากันนําโดยกลับหลอดไปมา จะเห็นตะกอนดีเอ็นเอ หลังจากนั้นนําไปเก็บที่ตูแชแข็งที่
อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอน โดยเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่
ความเร็ว  12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายใสสวนบนทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ได
ดวยแอลกอฮอล ที่ความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ผึ่งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอใน TE บัฟเฟอร เก็บไวในตูแชแข็งที่อุณหภูมิ -30 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํา
ออกมาใช

     2.2 วิธีการเตรียมเจล เพื่อตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได
          เตรียมเจลโดยใชเครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส ใชตัวกลางเปนอะกาโรส (SeaKem LE) เขมขน
0.7 เปอรเซ็นต นําสารสกัดดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตรมาใสในหลุมของเจล ตรวจสอบปริมาณดี
เอ็นเอในสารละลายอิเลคโตรด TAE บัฟเฟอร ใชแรงเคลื่อนกระแสไฟฟา 100 โวลต จากเครื่อง
จายกระแสไฟฟา เปนเวลา 30 นาที

    2.3 วิธีการยอมสีแถบดีเอ็นเอ
         นําเจลที่ไดมาทําการยอมสี เพ่ือตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอบนแผนเจล สีที่ใชยอม
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คือ Ethidium bromide เขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  การยอมสีดีเอ็นเอทําในที่มืดทําการ
ยอมโดยแชแผนเจลในสารละลายที่มีสวนผสมของ Ethidium bromide เปนเวลา  1 ชั่วโมง แลว
ลางสีสวนเกินดวยน้ําดีไอออไนซ (deionized) เปนเวลา 30 นาที นําแผนเจลไปตรวจสอบปริมาณ
ดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอเลต การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได เปนการประมาณคา
โดยเทียบความหนาของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (λ DNA) ที่ทราบปริมาณแนนอน

     2.4 การทําพีซีอาร
          นําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเออยางสุม โดยเทคนิค RAPD ทดสอบไพรเมอร
และทําการคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมมาทดสอบ ซ่ึงสามารถทําไดโดยใชความเขมขนของสาร
ตางๆ  ดังน้ี

- ดีเอ็นเอแมพิมพ เขมขน 40 นาโนกรัมตอไมโครลิตร   1 ไมโครลิตร
- บัฟเฟอร  (10 X Taq buffer)   2 ไมโครลิตร
- MgCl2   1.5 ไมโครลิตร

 - dNTP เขมขนชนิดละ 100 mM   2 ไมโครลิตร
 - ไพรเมอร   1.5 ไมโครลิตร

- Taq DNA Polymerase B    0.3 ไมโครลิตร
  - นํ้าดีไอออไนซ (ddH2O) 16.2 ไมโครลิตร
ผสมใหเขากันดี นําไปเขาเครื่องพีซีอาร เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชอุณหภูมิ และเวลาดังน้ี
(Drenth, 1998)

95 องศาเซลเซียส 1 นาที
37 องศาเซลเซียส 1 นาที                                    ทําซ้ําจํานวน 39 รอบ
72 องศาเซลเซียส 2 นาที

95 องศาเซลเซียส 1 นาที
37 องศาเซลเซียส 1 นาที        จํานวน 1 รอบ
72 องศาเซลเซียส 10 นาที

    2.5 การเตรียมเจลสําหรับดูผลผลิตพีซีอาร
         เตรียมเจลโดยใชเครื่องอิเลคโตรโฟรีซีส ใชตัวกลางเปนอะกาโรส (Nusive 3 : 1 agorose)
เขมขน 1.75  เปอรเซ็นต ละลายใน TBE บัฟเฟอร  แลวจึงนําสารละลายจากผลผลิตพีซีอาร
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรมาใสหลุมของเจล ในสารละลาย TBE บัฟเฟอร โดยใชแรงเคลื่อนกระแส
ไฟฟา 100 โวลต จากเครื่องจายกระแสไฟฟา เปนเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที แลวจึงนําไปยอมสีตาม
วิธีการเดียวกับขอ 2.3  โดยนําเจลที่ไดมาทําการยอมสี  นําแผนเจลไปดูภายใตแสงอุลตราไวโอ
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เลตเพื่อดูความแตกตางของแถบดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA Ladder ขนาด
100 และ 500 คูเบส)  แลวจึงนํามาวิเคราะหผล

    2.6 การคัดเลือกไพรเมอร
         ทําการทดสอบไพรเมอร จํานวน 120 ชนิด คือ OPA-01-20, OPB-01-20, OPC-01-20,
OPD-01-20, OPT-01-20 และ OPR-01-20 คัดเลือกเฉพาะไพรเมอรที่สามารถแยกความแตกตาง
ระหวางพืชทั้ง 3 ชนิดชัดเจน มาทดสอบเพื่อศึกษารูปเเบบของดีเอ็นเอที่ได วิเคราะหผลเพ่ือ
เปรียบเทียบความแตกตางของแถบดีเอ็นเอระหวางตนภายในพืชชนิดเดียวกัน และระหวางพืช
แตละชนิดคือลองกอง ลางสาด และดูกู ทั้งภายในสวนเดียวกัน และระหวางสวน
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