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บทที ่3 

 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
1. พชืทดลอง 
        เมล็ดถัว่ด ำ (Vigna mungo (L.) Hepper) ถัว่แดงหลวง (Phaseolus vulgaris L.) และถัว่เขียว 
(Vigna radiata (L.) R. Wilczek) ตรำขำ้วทอง (ดงัภำพ 3.1) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ 3.1 ลกัษณะเมล็ดพนัธ์ุถัว่ด ำ (A) ถัว่แดงหลวง (B) และถัว่เขียว (C) ท่ีใชป้ลูกเพื่อท ำกำรทดลอง 
 
2. วสัดุ อุปกรณ์และสารเคมี 
เคร่ืองมือทีใ่ช้ในการทดลอง 

1. กลอ้งถ่ำยรูป 
2. เคร่ืองป่ันสำร 
3. นำฬิกำจบัเวลำ 
4. ตูอ้บควำมร้อน (dry oven) 
5. เคร่ืองชัง่น ้ำหนกัแบบละเอียดทศนิยม 2 ต ำแหน่ง 
6. เคร่ืองชัง่น ้ำหนกัแบบละเอียดทศนิยม 4 ต ำแหน่ง  
7. เคร่ืองวดักำรดูดกลืนคล่ืนแสง (spectrophotometer) 

 
 
 
 

A B C 
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อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 
1. ใบมีด 
2. ลูกแกว้ 
3. ผำ้ปิดจมูก 
4. มีดคตัเตอร์ 
5. ไมบ้รรทดั 
6. กระดำษทิชชู 
7. ปิเปต 10 ml 
8. กระดำษชัง่สำร 
9. ดินสอและปำกกำ 
10. แท่งแกว้คนสำร (stirrer) 
11. บีกเกอร์ (beaker) 50 ml 
12. หลอดทดลองขนำดกลำง 
13. ถุงมือยำงส ำหรับใชแ้ลว้ทิ้ง 
14. ชอ้นอะลูมิเนียมคร่ึงวงกลม 
15. กระบอกตวง (cylinder) 10 ml 
16. ดินปลูกสวนเกษตรธรรมชำติแม่ออน 
17. กระดำษอะลูมิเนียมฟลอยด ์(aluminium foil) 

สารเคมี 
1. น ้ำกลัน่ 
2. dimethylsulfoxide (DMSO) 

 
3. วธีิการทดลอง 
        น ำเมล็ดพนัธ์ุถัว่ทั้ง 3 ชนิด จ ำนวน 100 กรัม มำแช่ดว้ยน ้ำประปำ (tap water) เป็นเวลำ  8 
ชัว่โมง จำกนั้นผึ่งเมล็ดท่ีอุณหภูมิหอ้งให้เมล็ดแหง้ น ำเมล็ดมำเพำะในถุงด ำ ขนำด 5x10 น้ิวท่ีมีดิน
ผสม 1,050 กรัม โดยใชเ้มล็ดพนัธ์ุจ ำนวน 8 กรัม ต่อดินผสม 1 ถุง (ภำพ 3.2) ท ำกำรเพำะเมล็ด
จ ำนวน 48 ถุงต่อพืช 1 ชนิด จำกนั้นน ำถุงเพำะไปวำงในโรงเรือนเพำะช ำ ภำควชิำชีววทิยำ 
มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ ซ่ึงมีอุณหภูมิ 34.2 องศำเซลเซียส ควำมช้ืนสัมพทัธ์ 67.7 เปอร์เซ็นต ์ รดน ้ำ
ทุกวนัในปริมำตรท่ีเท่ำกนัทุกถุง คือ 250 มิลลิลิตร จนครบ 6 วนัแลว้แบ่งกลุ่มพืชแต่ละชนิดท่ีปลูก
ออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 16 ถุง ดงัน้ี 
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        กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุมรดน ้ำปกติ (ชุดควบคุม)    รดน ้ำทุกวนั     เป็นเวลำ 9 วนั 
        กลุ่มท่ี 2 กลุ่มทดลองกำรขำดน ้ำ (ชุดขำดน ้ำ)     งดกำรใหน้ ้ำ      เป็นเวลำ 9 วนั 
        กลุ่มท่ี 3 กลุ่มทดลองกำรขำดน ้ำ งดกำรใหน้ ้ำนำน 6 วนั แลว้ใหน้ ้ำ 
                      แลว้รดน ้ำกลบั (ชุดรดน ้ำกลบั) ต่อทุกวนัจนครบ 3 วนั 
 
        บนัทึกผลกำรทดลองวนัท่ี 0, 3, 6 และ 9 โดยกำรวดัควำมสูงต่อตน้ ชัง่น ้ำหนกัสดต่อตน้ 
ปริมำณคลอโรฟิลลเ์อและบี ในใบ ปริมำณน ้ำสัมพทัธ์ (relative water conten ; RWC) ในใบ และ
ควำมช้ืนในดิน วำงแผนกำรทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) ก ำหนดใหแ้ต่ละ
ชุดกำรทดลองท่ีวดัผลมีทั้งหมด 5 ซ ้ ำ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.2 กำรเพำะเมล็ดถัว่ทั้ง 3 ชนิด ในถุงด ำขนำด 5 x 10 น้ิว ในโรงเรือนเพำะช ำ 2 
 
การวดัความสูงและน า้หนักสดต่อต้น  
        น ำตน้ถัว่แต่ละชนิดมำวดัควำมสูงของตน้ โดยใชไ้มบ้รรทดั (ภำพ 3.3) โดยวดัจำกส่วนของล ำ
ตน้เหนือใบเล้ียง (epicotyl) ถึงปลำยยอด หน่วยท่ีใชว้ดัคือ เซนติเมตร (cm) โดยก ำหนดใหมี้จุด
ทศนิยม 1 ต ำแหน่ง ส่วนกำรวดัน ้ำหนกัสดต่อตน้ ใชใ้บมีดตดับริเวณโคนของล ำตน้เหนือใบเล้ียง 
(epicotyl) มำชัง่น ้ำหนกัสดโดยใชเ้คร่ืองชัง่น ้ำหนกัแบบละเอียดทศนิยม 2 ต ำแหน่ง หน่วยท่ีใชว้ดั
คือ กรัม (g) 
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(ก) ถัว่เขียว              (ข) ถัว่แดงหลวง              (ค) ถัว่ด ำ 
 

ภาพ 3.3  กำรวดัควำมสูงของล ำตน้ถัว่เขียว (ก) ถัว่แดงหลวง (ข) และถัว่ด ำ (ค)  
 
การวเิคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์  
        ดดัแปลงจำกวธีิกำรของ Chappelle et al. (1992) น ำใบถัว่แต่ละชนิด 1 กรัมแช่ในสำรละลำย 
dimethyl sulfoxide (DMSO) ปริมำตร 10 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอยูใ่นหลอดทดลองขนำดเล็ก  ปิดปำก
หลอดทดลองดว้ยกระดำษอะลูมิเนียมฟลอยด ์น ำหลอดทดลองท่ีได ้(ภำพ 3.4) ไปบ่มไวใ้นท่ีมืด 
อุณหภูมิประมำณ 30 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง จำกนั้นน ำสำรละลำยท่ีสกดัไดม้ำวดัค่ำ
กำรดูดกลืนแสง (OD) ดว้ย spectrophotometer โดยใชค้วำมยำวคล่ืน 648 และ 664 นำโนเมตร และ
ใชส้ำรละลำย dimethyl sulfoxide (DMSO) เป็นตวัปรับศูนย ์(blank) น ำค่ำท่ีวดัไดไ้ปค ำนวณหำ
ปริมำณคลอโรฟิลลเ์อ และคลอโรฟิลลบี์ มีหน่วยเป็น ไมโครกรัมต่อน ้ำหนกัสด โดยใชสู้ตรดงัน้ี 

ปริมำณคลอโรฟิลล ์เอ = 12.25A664 nm – 2.79A648 nm 
ปริมำณคลอโรฟิลล ์บี = 21.50A648 nm – 5.10A664 nm 
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           ภาพ 3.4  กำรแช่ใบถัว่ในสำรละลำย dimethyl sulfoxide (DMSO) 
 
การวดัปริมาณน า้สัมพทัธ์ในใบ (relative water content ; RWC) 
        ดดัแปลงจำกวธีิกำรของ Gonzalez and Gonzalez-Vilar (2001) ดว้ยกำรน ำใบถัว่แต่ละชนิดมำ
ตดัเป็นวงกลม (เส้นผำ่ศูนยก์ลำงประมำณ 2.5 เซนติเมตร) โดยตดัใหห่้ำงจำกโคนใบ 1 เซนติเมตร 
ตรงบริเวณกลำงใบ (ภำพ 3.5) แลว้น ำไปชัง่ดว้ยเคร่ืองชัง่น ้ำหนกัแบบละเอียดทศนิยม 4 ต ำแหน่ง 
ค่ำท่ีไดเ้ป็น field weight (FW) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.5  ต ำแหน่งกำรตดัใบถัว่ โดยตดัห่ำงจำกโคนใบ 1 เซนติเมตร บริเวณกลำงใบ 
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        จำกนั้นน ำใบท่ีตดัไปแช่ในน ้ำกลัน่ปริมำณ 5 มิลลิลิตร ท่ีบรรจุอยูใ่นหลอดทดลองขนำดเล็กท่ี
ปิดปำกหลอดทดลองดว้ยลูกแกว้เพื่อป้องกนักำรระเหยของน ้ำออกสู่ภำยนอก (ภำพ 3.6) เป็นเวลำ 2 
ชัว่โมง แลว้ดึงใบมำชัง่น ้ำหนกัเพื่อวดัค่ำ turgid weight (TW) จำกนั้นน ำใบห่อดว้ยกระดำษฟลอยด ์
แลว้น ำไปอบแหง้ในตูอ้บควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียสเป็นเวลำ 24 ชัว่โมง (ภำพ 3.7) น ำ
ใบท่ีแหง้แลว้มำชัง่น ้ำหนกัเพื่อวดัค่ำ dry weight (DW) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.6  กำรแช่ใบถัว่ในน ้ำกลัน่ 5 มิลลิลิตร และปิดปำกหลอดทดลองดว้ยลูกแกว้ 
         
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 3.7  ลกัษณะใบถัว่ท่ีอบดว้ยควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
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        น ำค่ำท่ีวดัไดท้ั้งหมดมำค ำนวณหำค่ำปริมำณน ้ำสัมพทัธ์ในใบ โดยใชสู้ตรดงัน้ี 
RWC (%) = [(FW - DW)/(TW - DW)] x 100 

 
การวดัปริมาณน า้ในดิน 
        ใชว้ธีิ gravimetric method (สำยณัต,์ 2534) โดยใชไ้มบ้รรทดัวดัควำมสูงของถุงด ำท่ีใชป้ลูกถัว่ 
ใหสู้งจำกพื้นดินเป็นระยะ 5 เซนติเมตร แลว้ใชมี้ดคดัเตอร์ตดัหนำ้ดินออกให้อยูใ่นแนวระดบั
เดียวกนั ใชช้อ้นอะลูมิเนียมคร่ึงวงกลม (ขนำดเส้นผำ่ศูนยก์ลำงประมำณ 5.5 เซนติเมตร) ตกัดินและ
ใชไ้มบ้รรทดัเหล็กเกล่ียดินออกใหเ้รียบเสมอขอบของชอ้นอะลูมิเนียม (ภำพ 3.8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(ก)                                                                                 (ข) 
ภาพ 3.8  ควำมลึกของดินในถุงปลูก (ก) และตวัอยำ่งดินท่ีน ำมำใชใ้นกำรทดลองหำปริมำณน ้ำ 

                   ในดิน (ข) 
 

        น ำตวัอยำ่งดินท่ีตกัไดไ้ปชัง่น ้ำหนกัดว้ยเคร่ืองชัง่น ้ำหนกัเพื่อวดัค่ำ field weight (FW) จำกนั้น
ห่อตวัอยำ่งดินน้ีดว้ยกระดำษฟลอยด ์ แลว้น ำไปอบในตูอ้บควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง (ภำพ 3.9) น ำตวัอยำ่งดินท่ีแหง้มำชัง่น ้ำหนกัเพื่อวดัค่ำ dry weight (DW) แลว้
น ำตวัเลขท่ีไดไ้ปค ำนวณหำค่ำปริมำณน ้ำในดิน ตำมสูตรดงัน้ี 
 

ปริมำณน ้ำในดิน (%) = [(FW - DW)/DW] x 100 
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ภาพ 3.9  ลกัษณะดินท่ีอบดว้ยควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 80 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง 
 
 


