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บทท่ี 2

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ
1. วัสดุ

1.1 ตนลองกอง ณ แปลงภาควิชาพืชศาสตร อายุ 10 ป จํ านวน 12 ตน

1.2 ตนลองกองในกระถาง อายุ 4 ป จํ านวน 15 ตน

1.3 ปายแสดงหนวยทดลองและเชือก

1.4 กระดาษกรอง Whatman เบอร 1

1.5 ถุงกระดาษอบตัวอยาง

1.6 ถุงซิป

1.7 พลาสติก

1.8 สารกํ าจัดศัตรูพืช

1.9 ปุย

1.9.1 ปุยคอก

1.9.2 ปุยเคมีสูตร 15-15-15

1.9.3 ปุยใบสูตร 16-12-0

1.9.4 ปุยใบสูตร 15-30-15

1.10 สารเคมี

1.10.1 ไดเมททิลซัลโฟไซด (dimethyl sulfoxide; DMSO)

1.10.2 กรดซาลิไซลิก (salicylic acid)

1.10.3 กรดซัลฟวริก (sulfuric acid)

1.10.4 โซเดียมไฮดรอกไซด (sodium hydroxide)

1.10.5 เมธิลเรด (methyl red)

1.10.6 โบรโมกรีซอลกรีน (bromocresol green)
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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 คอปเปอรซัลเฟต (copper sulfate)

1.10.12 ซีลีเนียม (selenium)

2. อุปกรณ
2.1 เครือ่งวัดปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลล (Chlorophyll Meter, SPAD-502 Minolta

Co., Ltd., Japan)

2.2 เครือ่งวัดการชักนํ าการเปดปากใบ (Porometer) รุน AP4 ของ Delta-T, UK.

2.3 เครือ่งวัดศักยของนํ้ าในใบ (Pressure Chamber) ของ PMS, U.S.A.

2.4 เครือ่งวัดปริมาณความเขมแสง (Light Meter) ใช Quantum sensor รุน Li-190SA ตอ
กับ Li-250 Light meter ของ Licor, Inc., USA

2.5 เครือ่งวดัความชื้นในดิน (Theta Probe) ใช (Data Logger) รุน TLOG2 ของ Delta-T,
UK

2.6 เครือ่งวัดอุณหภูมิและความชื้นอากาศ (HoBo Pro Series RH Temp.)

2.7 เครื่องวัดคาการสองผานของแสง (Spectrophotometer)

2.8 อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)

2.9 เครือ่งกล่ันไนโตรเจน (Nitrogen distillation apparatus)

2.10 เครื่องปน (Blender)

2.11 เตายอยตัวอยาง (Digestion block)

2.12 หลอดยอยตัวอยาง (Kjeldahl tube)

2.13 เครื่องชั่ง
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2.14 ตูอบ

2.15 ผาใยสังเคราะห

2.16 อุปกรณเครื่องแกว

2.17 อุปกรณถายภาพ

3. วิธีการ
3.1 ศึกษาความสัมพันธระหวางปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะหกับ

คาท่ีอานไดจากคลอโรฟลลมิเตอรในแตละเดือน
3.1.1 สภาพอากาศระหวางการทดลอง

บนัทกึขอมูลอุตุนิยมวิทยาระหวางการทดลองตั้งแตเดือนมกราคมถึงเดือนธันวาคม 2546
ประกอบดวย ปริมาณนํ้ าฝน คาการระเหยนํ้ า และอุณหภูมิสูงสุด-ตํ่ าสุด จากสถานีอากาศเกษตร
คอหงส อํ าเภอหาดใหญ จังหวัดสงขลา ซ่ึงอยูหางจากสถานที่ทํ าการทดลองประมาณ 1 กิโลเมตร

3.1.2 การเตรียมและการดูแลรักษาตนลองกอง
การใหปุย ใสปุยเม็ดสูตร 15-15-15 อัตรา 25 กิโลกรัมตอตน และปุยคอกอัตรา 10 กิโลกรัม

ตอตน เพื่อบํ ารุงตน พนปุยใบสูตร 16-12-0 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตร จํ านวน 2 คร้ัง หางกัน 10
เพือ่บ ํารุงตนและกระตุนการแตกใบพนปุยใบสูตร 15-30-15 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตร จํ านวน 2
คร้ัง หางกนั 10 เพื่อกระตนการออกดอก การใหนํ้ า งดนํ้ าในชวงเดือนมกราคมและกุมภาพันธเพื่อ
กระตุนการออกดอก ในชวงอื่นใหนํ้ าทุกวันโดยระบบสปริงเกอร

ใชใบที่สมบูรณและมีการขยายของแผนใบเต็มที่ (fully expanding leaf) จากตนลองกอง
อาย ุ 10 ป จํ านวน 12 ตน ที่ปลูก ณ บริเวณแปลงภาควิชาพืชศาสตร คณะทรัพยากรธรรมชาติ
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อํ าเภอ หาดใหญ จังหวัดสงขลา โดยทํ าการศึกษาขอมูลเดือนละหนึ่ง
คร้ังเปนระยะเวลา 8 เดือน ตั้งแตเดือน พฤษภาคม ถึง ธันวาคม พ.ศ. 2546 โดยแบงการศึกษาออก
เปน 2 การศึกษายอย ดังนี้
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3.1.3 ศึกษาความสัมพันธระหวางปรมิาณไนโตรเจนจากการวิเคราะหกับคาท่ีอานได
จากคลอโรฟลลมิเตอร โดยมีวิธีการดังนี้

สุมเลือกใบลองกองที่สมบูรณและมีการขยายของแผนใบเต็มที่ทํ าความสะอาด ทํ าการวัด
ดวยคลอโรฟลลมิเตอร โดยหนีบแผนใบใหระยะวัดอยูหางจากเสนกลางใบ ๆ ละ 6 จุด เพื่อหาคา
เฉลีย่ โดยใชใบลองกองจํ านวน 30 ตัวอยางตอเดือน แตเนื่องจากการวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนใน
ใบพชืตองใชใบพืช 10 ใบตอหนึ่งตัวอยาง ดังนั้นตองใชใบที่วัดดวยคลอโรฟลลมิเตอรจํ านวน 300 
ใบตอเดือน จากนั้นเก็บใบที่วดัคาดวยคลอโรฟลลมิเตอรแลว ไปอบที่อุณหภูมิ 60              องศา
เซลเซยีส เปนเวลา 72 ช่ัวโมง บดใบตัวอยางแหงใหละเอียดดวยเครื่องปน (blender) เก็บใบที่บด
ละเอียดแลวไวในถุงซิป เพื่อนํ าไปวิเคราะหหาปริมาณของไนโตรเจนดวยวิธีการของเคลดาล (จํ า
เปน, 2545) จากนั้นนํ าปริมาณไนโตรเจนที่ไดจากการวิเคราะห กับคาที่อานไดจากคลอโรฟลล
มิเตอร มาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธิสหสัมพันธ (correlation 
coefficient; R2) ระหวางคาทั้งสองของแตละเดือน และวิเคราะหความแตกตางของความชันของสม
การเชิงเสนตรงแตละเดือนโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชวิเคราะหสถิติ SPSS จากนั้น นํ า
ปริมาณไนโตรเจนจากการวิเคราะหของทุกเดือนมาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคา สัม
ประสิทธิสหสัมพันธกบัคาที่อานไดจากคลอโรฟลลมิเตอร

3.1.4 ศึกษาความสัมพันธระหวางปรมิาณคลอโรฟลลจากการวิเคราะหกับคาท่ีอานได
จากคลอโรฟลลมิเตอร มีวิธีการดังนี้

สุมเลอืกใบลองกองที่สมบูรณและมีการขยายแผนใบเต็มที่ ทํ าความสะอาด ทํ าการวัดดวย
คลอโรฟลลมิเตอร โดยหนีบแผนใบๆ ละ 6 จุดเพื่อหาคาเฉลี่ย ใชจํ านวนตัวอยาง 50 ตัวอยาง ตอ
เดอืน ตัวอยางละ 1 ใบ เก็บใบที่วดัคาดวยคลอโรฟลลมิเตอร นํ าไปสกัดคลอโรฟลล ดวยสารไดเมท
ทิลซัลโฟไซด ซ่ึงมีวิธีการดังนี้

- ตดัเปนชิน้เล็กๆ ประมาณ 100 มิลลิกรัม (โดยหลักเลี่ยงการใชเนื้อเยื่อบริเวณเสน
ใบและขอบใบ) แลวใสหลอดทดลอง

- เตมิสาร DMSO ปริมาณ 7 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลวนํ าไปอุนในอางปรับ
อุณหภูมิ ที่ควบคุมอุณหภูมินํ้ า 65 องศาเซลเซียส

- รอจนกระทั่งเนื้อเยื่อพืชเปลี่ยนจากสีเขียว เปนสีขาวใส
- แยกสวนของกากพืชออกจากสารละลาย โดยการกรองดวยกระดาษกรอง

Whatman เบอร 1
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- ปรับปริมาตรสารละลายที่กรองไดดวยสาร DMSO ใหเปน 10 มิลลิลิตร
- น ําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณคลอโรฟลล โดยวิธีวัดคาการดูดซับแสง

ดวยเครื่องวัดการสองผานของแสง (spectrophotometer) ที่ชวงคลื่น 645 และ 663 นาโนเมตร
- น ําคาที่อานไดไปคํ านวณหาปริมาณคลอโรฟลลรวม (วิรัตน, 2541) คลอโรฟลลเอ

และคลอโรฟลลบี (Arnon, 1949)โดยใชสมการ ดังนี้

ปริมาณคลอโรฟลลรวม = 20.2D645+8.02D663   
ปริมาณคลอโรฟลลเอ = 12.7 D663 -2.69 D645

ปริมาณคลอโรฟลลบี = 22.9 D645-4.68 D663  

โดย ปริมาณคลอโรฟลลที่ไดมีหนวยเปนมิลลิกรัมตอกรัมนํ้ าหนักสด
D645 = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 645 นาโนเมตร

   D663  = คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 663 นาโนเมตร

น ําคาที่อานไดจากคลอโรฟลลมิเตอรและปริมาณคลอโรฟลลรวม คลอโรฟลลเอและ
คลอโรฟลลบีจากการวิเคราะหไปหาความสัมพันธของสมการเชิงเสนตรงและ คาสัมประสิทธิสห
สัมพันธของแตละเดือน และวิเคราะหความแตกตางของความชันของเสนสมการความสัมพันธแต
ละเดอืนโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอรที่ใชวิเคราะหสถิติ SPSS จากนั้น นํ าปริมาณคลอโรฟลลของ
ทุกเดือนมาหาสมการความสัมพันธเชิงเสนตรงและคาสัมประสิทธิสหสัมพันธระหวางปริมาณ
คลอโรฟลลรวม คลอโรฟลลเอและคลอโรฟลลบีจากการวเิคราะหกับคาที่อานไดจากคลอโรฟลล
มิเตอร

3.2 ศึกษาการใชคลอโรฟลลมิเตอรประเมินปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลในชวง
สภาวะเครียดนํ้ าของลองกอง

ใชตนลองกองอายุ 4 ป จํ านวน 15 ตน มีเสนผานศูนยกลางลํ าตนประมาณ 3 เซนติเมตร
ขนาดทรงพุมใกลเคียงกัน ที่ปลูกในกระถางเสนผาศูนยกลาง 20 นิ้ว บรรจุดิน 50 กิโลกรัม ตั้งอยู
ภายในโรงเรือนที่มีหลังคาเปนพลาสติกใส ดูแลรักษาตนโดยการใสปุยเม็ดสูตร 15-15-15 อัตรา 200
กรัมตอตนทุกๆ 2 เดือน และพนปุยใบสูตร 16-12-0 อัตรา 30 กรัมตอนํ้ า 20 ลิตรทุกๆ 3 เดือนทํ าการ
ศกึษาเปนระยะเวลา 14 วัน ในเดือนกรกฎาคม พ.ศ.2547 โดยวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด
(Completely Randomized Design; CRD) ม ี3 วิธีการทดลอง การทดลองละ 5 ซ้ํ า ดังนี้
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วิธีการทดลองที่ 1 ใหนํ้ าทุกวัน
วิธีการทดลองที่ 2 ใหนํ้ า 1 คร้ังที่ 7 วัน
วิธีการทดลองที่ 3 งดการใหนํ้ า

ศึกษาขอมูล ดังนี้

3.2.1 การเปลี่ยนแปลงคาคลอโรฟลลมิเตอร ท ําการติดปายเครื่องหมายที่ใบลองกอง
โดยเลอืกใบเพสลาดของลองกองที่มีความสมบูรณ ตนละ 2 ใบ ทํ าการวัดการเปลี่ยนแปลงคา
คลอโรฟลลมิเตอร วัดใบละ 6 ตํ าแหนง แลวเฉลี่ยคาของแตละใบ โดยพยายามใหระยะวัดอยูหาง
จากเสนกลางใบและจุดที่วัดเปนจุดเดิมทุกครั้ง วัดคาอยางตอเนื่องวันเวนวันในชวงของการทดลอง
น ําคาคลอโรฟลลมิเตอรที่ไดมาคํ านวณหาปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลรวม โดยใชสมการ
ความสัมพันธจากเดือนกรกฎาคมของการศึกษาที่ 3.1.3 และ 3.1.4 ตามลํ าดับ

3.2.2 การเปลี่ยนแปลงปรมิาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะห ติดตาม
การเปลีย่นแปลงปริมาณไนโตรเจนและคลอโรฟลลจากการวิเคราะห โดยเก็บใบลองกองที่สมบูรณ
และมีการขยายแผนใบเต็มที่ ตนละ 2 ตัวอยาง เพื่อนํ าไปวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนและ
คลอโรฟลล โดยวิธีการของเคลดาลและสกัดดวยสาร DMSO ตามล ําดับ โดยทํ าการเก็บตัวอยางใบ
ในวนัที ่1 วันที่ 5 วันที่ 9 และวันที่ 14 ของการทดลอง

3.2.2 ปริมาณแสงเหนือทรงพุม โดยใชเครื่องวัดความเขมแสง วัดความเขมแสงภาย
ในและภายนอกโรงเรือน ทกุ 2 ช่ัวโมง ตั้งแต 8.00 น.-16.00 น. ในวนัที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14 ของ
การทดลอง

3.2.3 ศักยของนํ้ าในใบ โดยใชเครื่องมือ Pressure chamber โดยเลือกใชใบเพสลาด
ของพืช ตนละ 2 ใบ ตดัใบแลวใสในทอความดันของเครื่องมือใหกานใบโผลบริเวณลูกยางที่อุดฝา
ปดทอความดัน ใหแรงดันจากแกสไนโตรเจน สังเกตนํ้ าที่ถูกดันออกมาจากกานใบแลวบันทึกคา
ท ําการวัดศักยของนํ้ 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 คาการชักนํ าปากใบ โดยเครื่องวัดการชักนํ าปากใบพืช กอนทํ าการวัดปรับคา
มาตรฐานของเครื่องกับแผนปรับคามาตรฐาน ใหคาความผิดพลาดของเครื่องมือไมเกิน 10
เปอรเซ็นต ใชใบเพสลาดของพืช ทํ าความสะอาดแลววัดคาการชักนํ าปากใบ ทุก 2 ช่ัวโมง ในชวง
8.00 น.-16.00 น. ในวนัที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14 ของการทดลอง

3.2.3 ความชื้นในดิน โดยเครื่องวัดความชื้นในดิน (Theta probe) ทํ าการฝงเครื่องวัด
ความชืน้ในดินไวในกระถางของแตละวิธีการทดลอง และเก็บขอมูลโดยใชเครื่องบันทึกขอมูล
(Data Logger) ในชวงเวลาที่ทํ าการทดลอง

3.2.3 วิเคราะหผลทางสถิติ โดยใชโปรแกรม Statistic Analysis System


