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บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ
1. วัสดุ

1.1 ตนลองกอง ณ แปลงภาควิชาพืชศาสตร อายุ 10 ป จํ านวน 12 ตน

1.2 ตนลองกองในกระถาง อายุ 4 ป จํ านวน 15 ตน

1.3 ปายแสดงหนวยทดลองและเชือก

1.4 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1

1.5 ถุงกระดาษอบตัวอยาง

1.6 ถุงซิป

1.7 พลาสติก

1.8 สารกํ าจัดศัตรูพืช

1.9 ปุย

1.9.1 ปุยคอก

1.9.2 ปุยเคมีสูตร 15-15-15

1.9.3 ปุยใบสูตร 16-12-0

1.9.4 ปุยใบสูตร 15-30-15

1.10 สารเคมี

1.10.1 ไดเมททิลซัลโฟไซด (dimethyl sulfoxide; DMSO)

1.10.2 กรดซาลิไซลิก (salicylic acid)

1.10.3 กรดซัลฟวริก (sulfuric acid)

1.10.4 โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide)

1.10.5 เมธิลเรด (methyl red)

1.10.6 โบรโมกรีซอลกรีน (bromocresol green)



12

1.10.7 เอธานอล (ethanol)

1.10.8 กรดบอริก (boric acid)

1.10.9 โซเดียมไทโอซัลเฟต (sodium thiosulphate)

1.10.10 โพแทสเซียมซัลเฟต (potassium sulfate)

1.10.11 คอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate)

1.10.12 ซีลีเนียม (selenium)

2. อุปกรณ
2.1 เครือ่งวัดปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลล (Chlorophyll Meter, SPAD-502 Minolta

Co., Ltd., Japan)

2.2 เครือ่งวัดการชักนํ าการเปดปากใบ (Porometer) รุน AP4 ของ Delta-T, UK.

2.3 เครือ่งวัดศักยของนํ้ าในใบ (Pressure Chamber) ของ PMS, U.S.A.

2.4 เครือ่งวัดปริมาณความเขมแสง (Light Meter) ใช Quantum sensor รุน Li-190SA ตอ
กับ Li-250 Light meter ของ Licor, Inc., USA

2.5 เครือ่งวดัความชื้นในดิน (Theta Probe) ใช (Data Logger) รุน TLOG2 ของ Delta-T,
UK

2.6 เครือ่งวัดอุณหภูมิและความชื้นอากาศ (HoBo Pro Series RH Temp.)

2.7 เครื่องวัดคาการสองผานของแสง (Spectrophotometer)

2.8 อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)

2.9 เครือ่งกล่ันไนโตรเจน (Nitrogen distillation apparatus)

2.10 เครื่องปน (Blender)

2.11 เตายอยตัวอยาง (Digestion block)

2.12 หลอดยอยตัวอยาง (Kjeldahl tube)

2.13 เครื่องชั่ง
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2.14 ตูอบ

2.15 ผาใยสังเคราะห

2.16 อุปกรณเครื่องแกว

2.17 อุปกรณถายภาพ

3. วิธีการ
3.1 ศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะหกับ

คาท่ีอานไดจากคลอโรฟลลมิเตอรในแตละเดือน
3.1.1 สภาพอากาศระหวางการทดลอง

บนัทกึขอมูลอุตุนิยมวิทยาระหวางการทดลองตั้งแตเดือนมกราคมถึงเดือนธันวาคม 2546
ประกอบดวย ปริมาณนํ้ าฝน คาการระเหยนํ้ า และอุณหภูมิสูงสุด-ตํ่ าสุด จากสถานีอากาศเกษตร
คอหงส อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา ซ่ึงอยูหางจากสถานที่ทํ าการทดลองประมาณ 1 กิโลเมตร

3.1.2 การเตรียมและการดูแลรักษาตนลองกอง
การใหปุย ใสปุยเม็ดสูตร 15-15-15 อัตรา 25 กิโลกรัมตอตน และปุยคอกอัตรา 10 กิโลกรัม

ตอตน เพื่อบํ ารุงตน พนปุยใบสูตร 16-12-0 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตร จํ านวน 2 คร้ัง หางกัน 10
เพือ่บ ํารุงตนและกระตุนการแตกใบพนปุยใบสูตร 15-30-15 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตร จํ านวน 2
คร้ัง หางกนั 10 เพื่อกระตนการออกดอก การใหนํ้ า งดนํ้ าในชวงเดือนมกราคมและกุมภาพันธเพื่อ
กระตุนการออกดอก ในชวงอื่นใหนํ้ าทุกวันโดยระบบสปริงเกอร

ใชใบที่สมบูรณและมีการขยายของแผนใบเต็มที่ (fully expanding leaf) จากตนลองกอง
อาย ุ 10 ป จํ านวน 12 ตน ที่ปลูก ณ บริเวณแปลงภาควิชาพืชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อํ าเภอ หาดใหญ จังหวัดสงขลา โดยทํ าการศึกษาขอมูลเดือนละหนึ่ง
คร้ังเปนระยะเวลา 8 เดือน ตั้งแตเดือน พฤษภาคม ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยแบงการศึกษาออก
เปน 2 การศึกษายอย ดังนี้
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3.1.3 ศึกษาความสัมพันธระหวางปรมิาณไนโตรเจนจากการวิเคราะหกับคาท่ีอานได
จากคลอโรฟลลมิเตอร โดยมีวิธีการดังนี้

สุมเลือกใบลองกองที่สมบูรณและมีการขยายของแผนใบเต็มที่ทํ าความสะอาด ทํ าการวัด
ดวยคลอโรฟลลมิเตอร โดยหนีบแผนใบใหระยะวัดอยูหางจากเสนกลางใบ ๆ ละ 6 จุด เพื่อหาคา
เฉลีย่ โดยใชใบลองกองจํ านวน 30 ตัวอยางตอเดือน แตเนื่องจากการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนใน
ใบพชืตองใชใบพืช 10 ใบตอหนึ่งตัวอยาง ดังนั้นตองใชใบที่วัดดวยคลอโรฟลลมิเตอรจํ านวน 300 
ใบตอเดือน จากนั้นเก็บใบที่วดัคาดวยคลอโรฟลลมิเตอรแลว ไปอบที่อุณหภูมิ 60              องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง บดใบตัวอยางแหงใหละเอียดดวยเครื่องปน (blender) เก็บใบที่บด
ละเอียดแลวไวในถุงซิป เพื่อนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณของไนโตรเจนดวยวิธีการของเคลดาล (จํ า
เปน, 2545) จากนั้นนํ าปริมาณไนโตรเจนที่ไดจากการวิเคราะห กับคาที่อานไดจากคลอโรฟลล
มิเตอร มาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธิสหสัมพันธ (correlation 
coefficient; R2) ระหวางคาทั้งสองของแตละเดือน และวิเคราะหความแตกตางของความชันของสม
การเชิงเสนตรงแตละเดือนโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชวิเคราะหสถิติ SPSS จากนั้น นํ า
ปริมาณไนโตรเจนจากการวิเคราะหของทุกเดือนมาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคา สัม
ประสิทธิสหสัมพันธกบัคาที่อานไดจากคลอโรฟลลมิเตอร

3.1.4 ศึกษาความสัมพันธระหวางปรมิาณคลอโรฟลลจากการวิเคราะหกับคาท่ีอานได
จากคลอโรฟลลมิเตอร มีวิธีการดังนี้

สุมเลอืกใบลองกองที่สมบูรณและมีการขยายแผนใบเต็มที่ ทํ าความสะอาด ทํ าการวัดดวย
คลอโรฟลลมิเตอร โดยหนีบแผนใบๆ ละ 6 จุดเพื่อหาคาเฉลี่ย ใชจํ านวนตัวอยาง 50 ตัวอยาง ตอ
เดอืน ตัวอยางละ 1 ใบ เก็บใบที่วดัคาดวยคลอโรฟลลมิเตอร นํ าไปสกัดคลอโรฟลล ดวยสารไดเมท
ทิลซัลโฟไซด ซ่ึงมีวิธีการดังนี้

- ตดัเปนชิน้เล็กๆ ประมาณ 100 มิลลิกรัม (โดยหลักเลี่ยงการใชเนื้อเยื่อบริเวณเสน
ใบและขอบใบ) แลวใสหลอดทดลอง

- เตมิสาร DMSO ปริมาณ 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวนํ าไปอุนในอางปรับ
อุณหภูมิ ที่ควบคุมอุณหภูมินํ้ า 65 องศาเซลเซียส

- รอจนกระทั่งเนื้อเยื่อพืชเปลี่ยนจากสีเขียว เปนสีขาวใส
- แยกสวนของกากพืชออกจากสารละลาย โดยการกรองดวยกระดาษกรอง

Whatman เบอร 1
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- ปรับปริมาตรสารละลายที่กรองไดดวยสาร DMSO ใหเปน 10 มิลลิลิตร
- น ําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลล โดยวิธีวัดคาการดูดซับแสง

ดวยเครื่องวัดการสองผานของแสง (spectrophotometer) ที่ชวงคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร
- น ําคาที่อานไดไปคํ านวณหาปริมาณคลอโรฟลลรวม (วิรัตน, 2541) คลอโรฟลลเอ

และคลอโรฟลลบี (Arnon, 1949)โดยใชสมการ ดังนี้

ปริมาณคลอโรฟลลรวม = 20.2D645+8.02D663   
ปริมาณคลอโรฟลลเอ = 12.7 D663 -2.69 D645

ปริมาณคลอโรฟลลบี = 22.9 D645-4.68 D663  

โดย ปริมาณคลอโรฟลลที่ไดมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมนํ้ าหนักสด
D645 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 นาโนเมตร

   D663  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 663 นาโนเมตร

น ําคาที่อานไดจากคลอโรฟลลมิเตอรและปริมาณคลอโรฟลลรวม คลอโรฟลลเอและ
คลอโรฟลลบีจากการวิเคราะหไปหาความสัมพันธของสมการเชิงเสนตรงและ คาสัมประสิทธิสห
สัมพันธของแตละเดือน และวิเคราะหความแตกตางของความชันของเสนสมการความสัมพันธแต
ละเดอืนโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชวิเคราะหสถิติ SPSS จากนั้น นํ าปริมาณคลอโรฟลลของ
ทุกเดือนมาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธิสหสัมพันธระหวางปริมาณ
คลอโรฟลลรวม คลอโรฟลลเอและคลอโรฟลลบีจากการวเิคราะหกับคาที่อานไดจากคลอโรฟลล
มิเตอร

3.2 ศึกษาการใชคลอโรฟลลมิเตอรประเมินปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลในชวง
สภาวะเครียดนํ้ าของลองกอง

ใชตนลองกองอายุ 4 ป จํ านวน 15 ตน มีเสนผานศูนยกลางลํ าตนประมาณ 3 เซนติเมตร
ขนาดทรงพุมใกลเคียงกัน ที่ปลูกในกระถางเสนผาศูนยกลาง 20 นิ้ว บรรจุดิน 50 กิโลกรัม ตั้งอยู
ภายในโรงเรือนที่มีหลังคาเปนพลาสติกใส ดูแลรักษาตนโดยการใสปุยเม็ดสูตร 15-15-15 อัตรา 200
กรัมตอตนทุกๆ 2 เดือน และพนปุยใบสูตร 16-12-0 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตรทุกๆ 3 เดือนทํ าการ
ศกึษาเปนระยะเวลา 14 วัน ในเดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 โดยวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด
(Completely Randomized Design; CRD) ม ี3 วิธีการทดลอง การทดลองละ 5 ซ้ํ า ดังนี้
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วิธีการทดลองที่ 1 ใหนํ้ าทุกวัน
วิธีการทดลองที่ 2 ใหนํ้ า 1 คร้ังที่ 7 วัน
วิธีการทดลองที่ 3 งดการใหนํ้ า

ศึกษาขอมูล ดังนี้

3.2.1 การเปลี่ยนแปลงคาคลอโรฟลลมิเตอร ท ําการติดปายเครื่องหมายที่ใบลองกอง
โดยเลอืกใบเพสลาดของลองกองที่มีความสมบูรณ ตนละ 2 ใบ ทํ าการวัดการเปลี่ยนแปลงคา
คลอโรฟลลมิเตอร วัดใบละ 6 ตํ าแหนง แลวเฉลี่ยคาของแตละใบ โดยพยายามใหระยะวัดอยูหาง
จากเสนกลางใบและจุดที่วัดเปนจุดเดิมทุกครั้ง วัดคาอยางตอเนื่องวันเวนวันในชวงของการทดลอง
น ําคาคลอโรฟลลมิเตอรที่ไดมาคํ านวณหาปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลรวม โดยใชสมการ
ความสัมพันธจากเดือนกรกฎาคมของการศึกษาที่ 3.1.3 และ 3.1.4 ตามลํ าดับ

3.2.2 การเปลี่ยนแปลงปรมิาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะห ติดตาม
การเปลีย่นแปลงปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะห โดยเก็บใบลองกองที่สมบูรณ
และมีการขยายแผนใบเต็มที่ ตนละ 2 ตัวอยาง เพื่อนํ าไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนและ
คลอโรฟลล โดยวิธีการของเคลดาลและสกัดดวยสาร DMSO ตามล ําดับ โดยทํ าการเก็บตัวอยางใบ
ในวนัที ่1 วันที่ 5 วันที่ 9 และวันที่ 14 ของการทดลอง

3.2.2 ปริมาณแสงเหนือทรงพุม โดยใชเครื่องวัดความเขมแสง วัดความเขมแสงภาย
ในและภายนอกโรงเรือน ทกุ 2 ช่ัวโมง ตั้งแต 8.00 น.-16.00 น. ในวนัที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14 ของ
การทดลอง

3.2.3 ศักยของนํ้ าในใบ โดยใชเครื่องมือ Pressure chamber โดยเลือกใชใบเพสลาด
ของพืช ตนละ 2 ใบ ตดัใบแลวใสในทอความดันของเครื่องมือใหกานใบโผลบริเวณลูกยางที่อุดฝา
ปดทอความดัน ใหแรงดันจากแกสไนโตรเจน สังเกตนํ้ าที่ถูกดันออกมาจากกานใบแลวบันทึกคา
ท ําการวัดศักยของนํ้ าในใบ ทุก 2 ช่ัวโมง ตัง้แต 8.00 น.-16.00 น. ในวันที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14
ของการทดลอง
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3.2.3 คาการชักนํ าปากใบ โดยเครื่องวัดการชักนํ าปากใบพืช กอนทํ าการวัดปรับคา
มาตรฐานของเครื่องกับแผนปรับคามาตรฐาน ใหคาความผิดพลาดของเครื่องมือไมเกิน 10
เปอรเซ็นต ใชใบเพสลาดของพืช ทํ าความสะอาดแลววัดคาการชักนํ าปากใบ ทุก 2 ช่ัวโมง ในชวง
8.00 น.-16.00 น. ในวนัที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14 ของการทดลอง

3.2.3 ความชื้นในดิน โดยเครื่องวัดความชื้นในดิน (Theta probe) ทํ าการฝงเครื่องวัด
ความชืน้ในดินไวในกระถางของแตละวิธีการทดลอง และเก็บขอมูลโดยใชเครื่องบันทึกขอมูล
(Data Logger) ในชวงเวลาที่ทํ าการทดลอง

3.2.3 วิเคราะหผลทางสถิติ โดยใชโปรแกรม Statistic Analysis System


