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ABSTRACT 

The relationship between leaf greenness values (SPAD) measured by chlorophyll meter 

(Minolta SPAD - 502) and extracted chlorophyll concentration and the possibility to estimate leaf 

nitrogen status of pummelo by using chlorophyll meter were studied.  ‘Thong Dee’ pummelo plants 

were fertilized with different rates of nitrogen and their leaves were sampled at different ages to 

determine the degree of leaf greenness, extracted chlorophyll concentration and total nitrogen 

concentration.  The results showed that leaf greenness values, total chlorophyll concentration and total 

nitrogen concentration of leaf samples were in the range of 22.8 to 91.0 SPAD - unit, 0.01 to 0.10 mg 

Chl/cm2 and 1.90 – 4.22 %N, respectively.  The ratio of chlorophyll a to chlorophyll b remained 

relatively stable with increased total chlorophyll concentration.  The relationship between the degree of 

leaf greenness and extracted chlorophyll concentration on leaf area and leaf fresh weight basis was 

described as a quadratic equation: Chltotal (mg/cm2) = 0.00002SPAD2 – 0.0009SPAD + 0.0303 (R2 = 

0.89, p-value < 0.0001) and Chltotal (mg/g FW) = 0.00039SPAD2 – 0.0243SPAD + 0.9867 (R2 = 0.74, p-

value < 0.0001). Leaf total chlorophyll concentration had a linear relationship with leaf nitrogen 

concentration as followed; N (%) = 13.4550Chltotal + 1.9946 (R2 = 0.24, p-value < 0.0001).  The 

relationship between the degree of leaf greenness and nitrogen concentration was described as a 

quadratic equation: N (%) = 0.0008SPAD2 – 0.0886SPAD + 4.3996 (R2 = 0.53, p-value < 0.0001). 
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บทคดัย่อ 

ศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างคา่ความเขยีวใบ (SPAD) ทีว่ดัดว้ยคลอโรฟิลล์มเิตอร ์(Minolta SPAD 502) 

กบัความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ทีส่กดัได ้และความเป็นไปไดใ้นการใชค้่าความเขยีวใบประเมนิระดบัไนโตรเจน 

(N) ในใบของสม้โอ โดยใชต้วัอยา่งใบอายตุ่างๆ กนัจากตน้สม้โอพนัธุ์ทองดทีีใ่หปุ้๋ ยไนโตรเจนระดบัต่างๆ พบว่า 

ตวัอย่างใบทีศ่กึษามคี่าความเขยีวใบ ความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมทีส่กดัได ้(Chltotal) และความเขม้ขน้ของ

ไนโตรเจนในใบอยูใ่นชว่งระหว่าง 22.8 – 91.0 SPAD - unit 0.01 - 0.10 มก. คลอโรฟิลล/์ซม.2 และ 1.90 - 4.22 
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%N ตามลําดับ อตัราส่วนระหว่างคลอโรฟิลล์เอต่อคลอโรฟิลล์บี มีค่าค่อนข้างคงที่เมื่อความเข้มข้นของ

คลอโรฟิลลร์วมทีส่กดัไดเ้พิม่ขึน้ ค่าความเขยีวใบ และความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมต่อหน่วยพืน้ทีใ่บและต่อ

หน่วยน้ําหนักสดใบมคีวามสมัพนัธ์ทีแ่สดงดว้ยสมการ quadratic คอื Chltotal (มก./ซม.2) = 0.00002SPAD2 – 

0.0009SPAD + 0.0303 (R2 = 0.89, p-value < 0.0001) และ Chltotal (มก./ก.น้ําหนักสด) = 0.00039SPAD2 – 

0.0243SPAD + 0.9867 (R2 = 0.74, p-value < 0.0001) ความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมต่อหน่วยพืน้ทีใ่บกบั

ระดบัไนโตรเจนในใบมคีวามสมัพนัธ์ทีแ่สดงดว้ยสมการเสน้ตรงคอื N (%) = 13.4550Chltotal + 1.9946 (R2 = 

0.24, p-value < 0.0001) ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความเขยีวใบกบัระดบัไนโตรเจนในใบ แสดงดว้ยสมการ 

quadratic ดงันี้ N (%) = 0.0008SPAD2 – 0.0886SPAD + 4.3996 (R2 = 0.53, p-value < 0.0001)  

 

คาํสาํคญั: สม้โอ คลอโรฟิลลม์เิตอร ์และความเขม้ขน้ไนโตรเจน  

 

คาํนํา 

คลอโรฟิลล์มิเตอร์ เ ป็นเครื่ องมือที่ ใช้

ประเมนิความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ในใบพชือย่าง

รวดเรว็ สามารถวดัผลไดท้นัทใีนสภาพแปลงโดยไม่

ต้องทําลายตัวอย่าง (nondestructive method) 

คลอโรฟิลล์มเิตอร ์Minolta SPAD 502 มหีลกัการ

ทํางานโดยเครื่องจะวัดแสงในช่วงความยาวคลื่น

จําเพาะคอื 600 – 700 นาโนเมตร และ 400 – 500 

นาโนเมตร ที่ส่องผ่านแผ่นใบพืช ซึ่งรงควัตถุ

คลอโรฟิลลส์ามารถดดูซบัแสงในช่วงความยาวคลื่น

ดงักล่าวไดด้ ีคา่ทีอ่า่นไดผ้นัแปรตามความเขยีวของ

ใบ (SPAD) และมีความสัมพันธ์กับความเข้มข้น

ของคลอโรฟิลล์ในใบพืช กําหนดให้มีหน่วยเป็น 

SPAD – unit (Loh et al., 2002) การทดสอบในพชื

หลายชนิดยืนยันความสัมพันธ์ที่มีนัยสําคัญสูง

ระหว่างคา่ความเขยีวใบและปรมิาณคลอโรฟิลลร์วม

ในใบทีส่กดัได ้(พนูพภิพ และคณะ, 2537; Yavada, 

1986; Schaper and Chacko, 1991; Wood et al., 

1993) อยา่งไรกต็าม ความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความ

เขยีวใบกบัความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ทีส่กดัได้มี

ความจําเพาะในพชืแต่ละชนิด  และผนัแปรไปตาม

สภาพแวดล้อม ปรมิาณธาตุอาหารทีไ่ด้รบั อายุใบ 

ความหนาของใบ และช่วงเวลาในรอบปีทีท่าํการวดั 

(Altland et al., 2003; Jifon et al., 2005) จงึ

จําเป็นต้องสร้างกราฟและสมการความสัมพันธ์

ระหว่างค่าความเขียวใบกับความเข้มข้นของ

คลอโ ร ฟิลล์ที่ ส กัด ได้ของพืชแ ต่ ล ะชนิ ด  ใ น

สภาพแวดล้อมที่กําหนด เพื่อเป็นเกณฑ์ในการ

ประเมนิความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ในใบพชืด้วย

เครือ่งคลอโรฟิลลม์เิตอร ์ 

 ธาตุไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบสาํคญัของ

คลอโรฟิลล์ และโดยทัว่ไปปรมิาณคลอโรฟิลล์ในใบ

มคีวามสมัพนัธ์เชิงบวกกบัระดับไนโตรเจนในใบ

และความสามารถในการสังเคราะห์แสงของพืช 

(Evans, 1989) จงึมคีวามเป็นไปไดใ้นการใชเ้ครื่อง

คลอโรฟิลล์มเิตอร์ประเมนิระดบัไนโตรเจนในใบได้

อยา่งรวดเรว็และสามารถจดัการใหปุ้๋ ยไนโตรเจนกบั

พืชได้อย่างเหมาะสมและทันกับความต้องการ 

ตวัอยา่งพชืทีใ่หค้า่ความสมัพนัธส์งูระหว่างค่าความ

เขยีวใบกบัความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบ เช่น 

ขา้วสาล ี(Uddling et al., 2007) กาแฟ (Netto et 

al., 2004) ถัว่เหลือง อ้อย (พูนพิภพ และคณะ, 

2 5 3 7 )  แ ต่ ก็ มี ร า ย ง า น ใ น พื ช บ า ง ช นิ ด ว่ า

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบกับความ

เขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบแมจ้ะมนีัยสําคญั แต่ให้

ค่าสัมประสิทธิก์ารตัดสินใจ (R2) ของสมการ

ความสมัพนัธค์อ่นขา้งตํ่า เชน่  Benjamin Fig (R2 = 

0.32) (Loh et al., 2002) และ  sweet gum (R2 = 

0.37) (Chang and Robinson, 2003)  หรอืในพชื

บางชนิด เช่น maple บางพนัธุ์ไม่พบความสมัพนัธ์

ทีเ่ด่นชดั (Sibley et al., 1996) การศกึษาในพชื

ตระกลูสม้หลายชนิดในต่างประเทศพบว่า ค่าความ

เขยีวใบมคีวามสมัพนัธ์เชงิบวกกบัระดบัไนโตรเจน

ในใบอยา่งมนียัสาํคญัแต่มคีวามผนัแปรไปตามชนิด
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ของส้ม ความหนาของใบ ช่วงเวลาในรอบปีที่ทํา

การวัด สภาพการปลูกเลี้ยง และปริมาณปุ๋ ย

ไนโตรเจนทีไ่ดร้บั และไดเ้สนอสมการเชงิเสน้ในการ

ประเมนิระดบัไนโตรเจนจากค่าความเขยีวใบ  ทีว่ดั

ดว้ยเครือ่งคลอโรฟิลล์มเิตอร ์(Li et al., 1998; Jifon 

et al., 2005) การศกึษาในสม้โอพนัธุ์ขาวน้ําผึง้พบ

ความสมัพนัธ์ทีม่นีัยสาํคญัระหว่างค่าความเขยีวใบ

กบัระดบัไนโตรเจนในใบ แต่มีค่าสมัประสทิธิก์าร

ตดัสนิใจ (R2) ของสมการความสมัพนัธ์ค่อนขา้งตํ่า 

(Jaroonchon et al., 2010) สาํหรบัสม้โอพนัธุ์ทองดี

ซึ่ ง เ ป็นพันธุ์การค้าที่สําคัญของประเทศไทย 

การศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความเขยีวใบ 

กบัความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ทีส่กดัได ้และความ

เขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบ ยงัไมม่รีายงานไว ้ 

ก า ร ศึก ษ า นี้ มี วั ต ถุ ป ร ะ ส ง ค์ เ พื่ อ ห า

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบที่วัดด้วย

เครื่องคลอโรฟิลล์มิเตอร์กบัปริมาณคลอโรฟิลล์ที่

สกดัไดแ้ละระดบัไนโตรเจนในใบ และความเป็นไป

ได้ในการประเมนิสภาวะของไนโตรเจนในใบสม้โอ

พนัธุท์องดอีย่างรวดเรว็ดว้ยคลอโรฟิลล์มเิตอร ์โดย

ใชต้วัอยา่งใบระยะต่างๆ กนัจากตน้สม้โอทีไ่ดร้บัปุ๋ ย

ไนโตรเจนในอตัราต่างๆ เพื่อใหม้รีะดบัคลอโรฟิลล์

และไนโตรเจนในใบกระจายตวัในชว่งกวา้ง 

 

 อปุกรณ์และวิธีการ 

ใชต้้นสม้โอพนัธุ์ทองดอีายุ 3 ปี ทีส่มบูรณ์

และมขีนาดใกลเ้คยีงกนัจํานวน 20 ตน้ ซึง่ปลูกใน

กระถางพลาสตกิขนาด 0.06 ลบ.ม. เป็นตวัแทนใน

การศกึษา แบ่งต้นสม้โอเป็น 3 กลุ่ม ใหส้ารละลาย

ธาตุอาหาร Long Ashton Nutrient Solution 

(Hewitt, 1966) ทีร่ะดบัไนโตรเจนต่างกนัคอื กลุ่มที ่

1 ใหส้ารละลายธาตุอาหารทีไ่มม่ไีนโตรเจน ตน้ละ 1 

ล. สปัดาหล์ะครัง้ กลุ่มที ่2 ใหส้ารละลายธาตุอาหาร

ทีม่ไีนโตรเจน 140 มก./ล. (ความเขม้ขน้ปกตขิอง

ไนโตรเจนในสารละลายธาตุอาหารชนิดนี้) ตน้ละ 1 

ล. ในสปัดาหแ์รกของทุกเดอืน ส่วนในสปัดาหท์ี ่ 2 

3 และ 4 ใหส้ารละลายธาตุอาหารเหมอืนกลุ่มที ่1 

และในกลุ่มที่ 3  ให้สารละลายธาตุอาหารที่มี

ไนโตรเจน 176 มก./ล. ตน้ละ 1 ล. สปัดาหล์ะครัง้ 

และพ่นสารละลายปุ๋ ยยเูรยีความเขม้ขน้ 1 % เสรมิ

ทางใบ สปัดาหล์ะครัง้ สง่ผลใหต้น้สม้โอแต่ละกลุ่มมี

ระดบัไนโตรเจนในใบแตกต่างกนั  
 

การวดัค่าความเขียวใบ 

วดัค่าความเขยีวใบของใบที่อยู่ในระยะใบ

ออ่น แผน่ใบมสีเีขยีวออ่น ระยะใบขยายขนาดเตม็ที ่

และระยะใบแก่จดัแผ่นใบมสีเีขยีวเขม้จากกิง่ปลาย

ยอดทีส่มบูรณ์ซึ่งม ี8-16 ใบต่อยอด ใชต้วัอย่างใบ

ไมน้่อยกว่า640 ใบ ในแต่ละระยะใบของตน้สม้โอทัง้ 

3 กลุ่ม ด้วยเครื่องคลอโรฟิลล์มิเตอร์ (Minolta 

SPAD-502, Japan) ขณะทีใ่บอยู่บนตน้ เพื่อใหไ้ด้

ค่าความเขยีวใบทีม่กีารกระจายตวัในช่วงกวา้ง วดั

คา่จากสองตาํแหน่งในแต่ละใบแลว้คาํนวณค่าเฉลีย่ 

ทาํเครือ่งหมายในตาํแหน่งทีท่าํการวดัคา่ความเขยีว

ใบเพือ่เจาะชิน้สว่นใบในตาํแหน่งดงักล่าวนําไปสกดั

วเิคราะหค์ลอโรฟิลลใ์นหอ้งปฏบิตักิารต่อไป  
 

กา รส กัดแ ล ะ วิ เค ร า ะ ห์คว า ม เ ข้ม ข้ นข อ ง

คลอโรฟิลลร์วม คลอโรฟิลล์เอ และคลอโรฟิลล์

บีในใบ 

หลังจากวัดค่าความเขียวใบแล้ว เก็บ

ตวัอย่างใบจากตน้ นํามาเจาะดว้ย cork borer ตรง

ตําแหน่งที่ใช้เครื่องคลอโรฟิลล์มเิตอร์วดัค่าความ

เขยีวใบ ได้เป็นชิน้ส่วนแผ่นใบวงกลม (leaf disc) 

ซึง่มพีืน้ที ่0.82 ตร.ซม.ชัง่น้ําหนักสด ดว้ยเครื่องชัง่

ทศนิยม 4 ตําแหน่ง นํา leaf disc ใส่หลอดแกว้ที่

เตมิสารละลาย N,N-dimethylformamide (DMF) 

ความเขม้ขน้ 99.8 % ปรมิาตร 4 มล. ปิดฝาใหส้นิท 

แล้วเก็บไว้ในที่มืดทนัทีเป็นเวลา 5 วัน เพื่อสกัด

คลอโรฟิลล์และป้องกนัมใิหค้ลอโรฟิลล์ทีส่กดัไดถู้ก

ทาํลาย  นําสารละลายสเีขยีวใสทีส่กดัได้ ไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer 

(Milton Roy, Speactonic Genesys 5, USA.) ที่

ความยาวคลื่น 647 และ 664 นาโนเมตร โดยใช้

สารละลาย DMF เป็น blank นําค่าการดูดกลนืแสง

ไปคํานวณความเขม้ข้นของคลอโรฟิลล์เอ (Chla) 

คลอโรฟิลล์บ ี(Chlb) และคลอโรฟิลล์รวม (Chltotal) 
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ในใบจากสมการที่เสนอโดย Moran (1982) 

แสดงผลเป็นความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์ต่อหน่วย

พื้ นที่ ใ บ  (ม ก . /ซม . 2) แ ล ะคว าม เ ข้มข้นขอ ง

คลอโรฟิลล์ต่อหน่วยน้ําหนักสด (มก./ก. น้ําหนัก

สด) 

 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของธาตุไนโตรเจน

ในใบ 

รวมแผน่ใบทีเ่หลอืจากการเจาะดว้ย cork 

borer ไปลา้งดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิ ความเขม้ขน้ 

0.1 นอรม์อล และน้ํากลัน่ จากนัน้นําไปอบที่

อณุหภมู ิ70 °ซ เป็นเวลา 48 - 72 ชัว่โมง แลว้บด

ใหล้ะเอยีด รอ่นผา่นตะแกรงขนาด 40 เมช แลว้

นําไปวเิคราะหค์วามเขม้ขน้ของไนโตรเจนรวม ดว้ย

วธิ ี Combustion ดว้ยเครือ่ง Protein/nitrogen 

determinator (LECO, FP-528, Miami, USA) โดย

ใช ้ Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ซึง่

ทราบระดบัไนโตรเจนทีแ่น่นอนเป็นสารมาตรฐาน  

 

ศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความเขยีว

ใบกบัความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมในใบทีส่กดั

ได ้ความสมัพนัธ์ระหว่างสดัส่วนของคลอโรฟิลล์เอ

ต่อคลอโรฟิลล์บ ี(Chla/b ratio) กบัความเขม้ขน้ของ

คลอโรฟิลลร์วม ความสมัพนัธ์ระหว่างความเขม้ขน้

ของคลอโรฟิลล์รวมในใบที่สกัดได้กับระดับ

ไนโตรเจนในใบ และความสมัพนัธ์ระหว่างค่าความ

เขยีวใบกบัระดบัไนโตรเจนในใบ โดยการวเิคราะห์

ความถดถอย (SAS Institute, 1989) 

 

ผลและวิจารณ์ 

ใบส้มโอพนัธุ์ทองดีระยะใบอ่อน ใบขยาย

ขนาดเตม็ที ่และใบแก่จดั จากตน้ทีไ่ดร้บัไนโตรเจน

ระดบัต่างๆ มคี่าความเขยีวใบกระจายในช่วงกวา้ง

ระหว่าง 22.8 – 91.0 SPAD – unit และไม่พบใบที่

แสดงอาการขาดไนโตรเจนในกลุ่มที่ไม่ได้ให้ปุ๋ ย

ไนโตรเจนระหว่างการทดลอง ความเข้มข้นของ

คลอโรฟิลล์รวมที่สกดัได้มคี่ากระจายในช่วงกว้าง

เช่นเดียวกนัคือ ระหว่าง 0.01 - 0.10 มก./ซม.2 

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบกับความ

เขม้ขน้ของคลอโรฟิลลร์วมต่อหน่วยพืน้ทีใ่บ และกบั

ความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมต่อหน่วยน้ําหนัก

สดของใบมลีกัษณะเป็นเสน้โคง้ (Figure 1 - 2) และ

มคีา่ความชนัของเสน้กราฟ (slope) เพิม่มากขึน้เมื่อ

คา่ความเขยีวใบมากกว่า 50 SPAD – unit แสดงว่า

ในช่วงดงักล่าวเมื่อคลอโรฟิลล์รวมทีส่กดัไดม้คีวาม

เขม้ขน้เพิม่ขึน้ ค่าความเขยีวใบทีอ่่านไดจ้ากเครื่อง

คลอโรฟิลล์มเิตอรเ์พิม่ขึน้ตามในสดัส่วนทีน้่อยกว่า 

อาจเกดิจากมกีารกระจายตวัของคลอโรฟิลล์ในแผ่น

ใบไม่สมํ่าเสมอ หรืออาจเกิดจากการกระเจิงของ

แสงหลายครัง้ภายในแผน่ใบ (Uddling et al., 2007) 

โดยเฉพาะในใบพชืทีห่นารวมถงึใบสม้โอ ลกัษณะ

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบกับความ

เขม้ขน้ของคลอโรฟิลลร์วมแบบเสน้โคง้นี้ มรีายงาน

ในพืชชนิดอื่นๆ ได้แก่ ถัว่เหลือง อ้อย มะม่วง 

มะนาว และสม้โอไม่ระบุพนัธุ์ (พูนพภิพ และคณะ, 

2537) สมการความสมัพนัธร์ะหว่างคา่ความเขยีวใบ

กับคว าม เข้มข้นของคลอ โ ร ฟิ ลล์ ร วม ให้ค่ า

สมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (R2) ที่สูงขึ้นเมื่อใช้ค่า

ความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมต่อหน่วยพื้นทีใ่บ 

จึงเสนอสมการการประเมินความเข้มข้นของ

คลอโรฟิลลร์วมต่อหน่วยพืน้ทีใ่บทีส่กดัไดข้องใบสม้

โอพนัธุ์ทองดจีากค่าความเขยีวใบ (SPAD) ทีว่ดั

ดว้ยเครื่องคลอโรฟิลล์มเิตอร ์(Minolta SPAD 502) 

ดงันี้ 

คลอโรฟิลลร์วมต่อหน่วยพืน้ที ่(มก./ซม.2) 

= 0.00002SPAD2 - 0.0009SPAD + 0.0303       

 (1) 

         (R2 = 0.89, p-value < 0.0001) 

 

 ความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์รวมเป็น

ผลรวมของคลอโรฟิลล์เอและคลอโรฟิลล์บ ี พบว่า

อตัราส่วนระหว่างคลอโรฟิลล์เอต่อคลอโรฟิลล์บ ี

(Chla/b ratio) มคี่าค่อนขา้งคงที่ตลอดช่วงความ

เขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมทีว่ดัได ้แสดงใหเ้หน็ว่า

ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและคลอโรฟิลล์บีเพิ่มไป

ดว้ยกนัเมื่อปรมิาณคลอโรฟิลล์รวมเพิม่ขึน้ (Figure 
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3) โดยทัว่ไป ใบพชืทีส่มบูรณ์และไดร้บัแสงเตม็ทีม่ ี

ค่าเฉลีย่ของ Chla/b ประมาณ 3.1 (Lichtenthaler et 

al., 1981) การขาดไนโตรเจนส่งผลใหม้ปีรมิาณ

คลอโรฟิลลร์วมตํ่าลง และมกีารแบ่งไนโตรเจนไปยงั 

Photosystem ll (PSll) ซึ่งมคีลอโรฟิลล์เอเป็น

องคป์ระกอบหลกัเพิม่ขึน้ ขณะทีก่ารแบ่งไนโตรเจน

ไปยงั Light harvesting protein complex (LHCll) 

ซึ่งมคีลอโรฟิลล์บีเป็นองค์ประกอบหลกัยงัคงเป็น

ปกต ิทําให ้Chla/b มคี่าเพิม่ขึน้ในภาวะทีพ่ชืได้รบั

ไนโตรเจนลดลง แต่ปรากฎการณ์นี้ เห็นผลไม่

เด่นชดัในสภาพที่ใบพืชได้ร ับแสงน้อย (Kitajima 

and Hogan, 2003) ในการศกึษาครัง้นี้ แมว้่าค่า 

Chla/b จะผนัแปรระหว่าง 1.93 - 5.54 (Figure 3) 

แต่ไม่พบว่า Chla/b มคี่าเพิม่ขึ้นเด่นชดัโดยเฉพาะ

เมือ่คลอโรฟิลล์รวมในใบมคี่าตํ่าเช่นทีเ่คยมรีายงาน

มาก่อน (Netto et al., 2005; Kitajima and Hogan, 

2003) ซึ่งอาจเป็นเพราะตวัอย่างใบจากต้นสม้โอที่

ได้ร ับไนโตรเจนน้อยไม่ได้แสดงอาการขาดธาตุ

อาหาร ใบยังคงเป็นสีเขียว  และใบที่มีระดับ

คลอโรฟิลล์รวมตํ่าส่วนหนึ่งเป็นใบที่ยงัมอีายุน้อย 

รวมทัง้ผลจากการใชต้วัอยา่งใบทัง้ทีไ่ดร้บัแสงเตม็ที่

บริเวณปลายยอดและใบที่ได้ร ับแสงน้อยกว่าใน

บรเิวณถดัจากปลายยอดลงมาหรอืใบที่อยู่ภายใน

ทรงพุ่ม ทัง้นี้มรีายงานว่าในสภาพทีไ่ด้รบัแสงมาก 

Chla/b อาจเพิ่มขึ้นไปอยู่ในช่วง 3.2 - 4.0 แต่ถ้า

ไดร้บัแสงน้อย คา่ Chla/b จะลดลงมาอยู่ในช่วง 2.5 

- 2.9 เนื่องจากคลอโรฟิลล์เอสลายตัวได้ง่ายกว่า

คลอโรฟิลล์บีในสภาพที่ได้ร ับแสงน้อย (Wolf, 

1956) 

ความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบสม้โอพนัธุ์

ทองดรีะยะต่างๆ ทีไ่ด้รบัไนโตรเจนต่างกนั มคี่าอยู่

ในช่วง 1.90 - 4.22 % โดยกลุ่มทีค่วามเขม้ขน้ของ

ไนโตรเจนตํ่ามาจากใบอายุน้อยและใบจากกลุ่มที่

ไม่ได้ใหธ้าตุไนโตรเจนเพิม่ แต่ไม่พบตวัอย่างใบที่

แสดงอาการขาดธาตุอาหารไนโตรเจนชดัเจนซึง่อาจ

เป็นเพราะดนิทีใ่ชป้ลูกพชืทดลองมรีะดบัไนโตรเจน

มากเพยีงพอตัง้แต่เริม่ต้น การงดใหปุ้๋ ยไนโตรเจน

จงึยงัไมส่ง่ผลทนัทแีละตน้สม้โออาจมคีวามสามารถ

ในการเคลื่อนยา้ยไนโตรเจนทีส่ะสมไวใ้นส่วนต่างๆ

ของต้นมายังใบระหว่ างช่วงที่ทําการทดลอง

เช่นเดยีวกบัทีพ่บในพชืยนืตน้หลายชนิด ส่วนกลุ่ม

ทีม่คีวามเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบสงู มาจากกลุ่ม

ตัวอย่างใบที่มีอายุมาก และได้ร ับปุ๋ ยไนโตรเจน

เสริม พบว่า ค่าความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบ 

(N) และความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวมต่อหน่วย

พืน้ทีใ่บ (มก./ซม.2) มคีวามสมัพนัธ์กนัแบบเสน้ตรง

อย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ (Figure 4) แสดงดว้ย

สมการดงันี้ 

N (%)   =  13.4550Chltotal + 1.9946    

 (2) 

                                       (R2 = 0.24, p-value < 0.0001) 

 

ค่าความเขียวใบกับความเข้มข้นของ

ไนโตรเจนในใบส้มโอพนัธุ์ทองดี มีความสมัพนัธ์

เป็นแบบเสน้โคง้ (Figure 5) แต่ใหค้่าสมัประสทิธิ ์

การตดัสนิใจ (R2) ของสมการความสมัพนัธค์อ่นขา้ง

ตํ่า สอดคลอ้งกบัทีม่รีายงานในสม้โอพนัธุ์ขาวน้ําผึง้ 

(Jaroonchon et al., 2010) ซึ่งมีสมการ

ความสมัพนัธแ์บบ quadratic ระหว่างค่าความเขยีว

ใบกบัความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบทีค่ล้ายคลงึ

กนั สว่นรายงานการศกึษากบัสม้ชนิดต่างๆ พบว่ามี

สมการความสัมพันธ์ที่แตกต่างกัน และสมการ

ความสมัพนัธ์ของสม้ชนิดหนึ่งๆ ยงัผนัแปรไปตาม

สภาพแวดลอ้มทีไ่ดร้บัดว้ย (Jifon et al., 2005) พบ

ความสมัพนัธท์ีม่นียัสาํคญัทางสถติริะหว่างค่าความ

เขยีวใบกบัระดบัไนโตรเจนในใบ แต่มคี่า R2 ของ

สมการความสมัพนัธ์ค่อนข้างตํ่าในไม้ยืนต้นบาง

ชนิด เช่น sweet gum (R2 = 0.37) sycamore 

(R2 = 0.57) swamp cottonwood (R2 = 0.32) และ 

green ash (R2 = 0.72) แมว้่าความสมัพนัธ์ระหว่าง

ค่าความเขยีวใบกบัความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์

รวมในใบพืชทดสอบเหล่านี้จะมีค่าสูงมากก็ตาม 
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(Chang and Robinson, 2003) โดยทัว่ไป ระดบั

ไนโตรเจนในใบมีความสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับ

ปรมิาณคลอโรฟิลล์ในใบและอตัราการสงัเคราะห์

แสงของพชื เนื่องจากไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบที่

สําคัญของคลอโรฟิลล์และเอนไซม์ที่จําเป็นต่อ

กระบวนการสงัเคราะห์แสง (Evans, 1989) แต่ใน

การศกึษาครัง้นี้พบว่า ความสมัพนัธ์ระหว่างระดบั

ไนโตรเจน และปรมิาณคลอโรฟิลล์รวมในใบ และ

ความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัไนโตรเจนกบัค่าความ

เขยีวใบของส้มโอพนัธุ์ทองดี มคี่า R2 ของสมการ

ความสมัพนัธ์ค่อนขา้งตํ่า ซึ่งอาจเป็นเพราะการวดั

คา่ความเขยีวใบเป็นการประเมนิไนโตรเจนในสว่นที่

เกีย่วขอ้งกบัคลอโรฟิลล์ ขณะทีไ่นโตรเจนในใบพชื

อกีสว่นหนึ่งอยูใ่นรปูโปรตนีทีล่ะลายน้ําไดแ้ละไม่ได้

ทาํหน้าทีใ่นการดูดซบัแสง (Evans, 1989) และการ

ใชต้วัอยา่งใบสม้โอทีม่อีายทุีห่ลากหลาย ในช่วงการ

พฒันาหนึ่งๆ ไนโตรเจนในใบอาจสะสมในรูปไนเต

รท และไม่ได้เป็นองค์ประกอบของคลอโรฟิลล ์

(Loh, et al., 2002) นอกจากนี้การเคลื่อนยา้ยของ

ไนโตรเจนระหว่างแหล่งสะสม (source) และแหล่ง

ใช ้(sink) ในพชืยนืตน้ รวมถงึสม้โอ มคีวามซบัซอ้น

กว่าในพชืลม้ลุก (Wood et al., 1993) 

ผลการศึกษาในครัง้นี้  แสดงถึงความ

เป็นไปไดใ้นการประเมนิระดบัไนโตรเจน (N) ในใบ

ส้มโอพันธุ์ทองดีอย่างรวดเร็วแบบไม่ทําลาย

ตัวอย่าง โดยใช้เครื่องคลอโรฟิลล์มิเตอร์ร่วมกับ

สมการความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบ 

(SPAD) กบัความเขม้ขน้ของไนโตรเจนในใบดงันี้ 

            N (%)  =  0.0008SPAD2 - 0.0886SPAD + 4.3996 (3) 

                            (R2 = 0.53, p-value < 0.0001) 

 

สรปุผลการทดลอง 

ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเขียวใบ 

(SPAD) ทีว่ดัดว้ยเครือ่งคลอโรฟิลล์มเิตอร ์(Minolta 

SPAD 502) กบัความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลล์รวม 

(Chltotal) ต่อหน่วยพืน้ทีใ่บ (มก./ซม.2) และกบัความ

เข้มข้นของคลอโรฟิลล์รวม (Chltotal) ต่อหน่วย

น้ําหนักสดของใบ (มก./ก. น้ําหนักสด) ที่สกดั

คล อ โ ร ฟิ ล ล์ ด้ ว ย ส า ร ล ะ ล า ย  N,N-

Dimethylformamide (DMF) มลีกัษณะเป็นเสน้โคง้  

โดยสมการประเมนิความเขม้ขน้ของคลอโรฟิลลร์วม

ต่อหน่วยพื้นที่ ใบจากค่าความเขียว ใบให้ค่ า

สมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (R2) ทีส่งูกว่า ซึง่แสดงใน

รูปสมการ quadratic โพลโินเมยีล ดงันี้ Chltotal 

(มก./ซม.2) = 0.00002SPAD2 - 0.0009SPAD + 

0.0303 (R2 = 0.89, p-value < 0.0001) สมการ

ประเมนิความเขม้ขน้ไนโตรเจน (N) ในใบ จาก

ความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์รวมที่สกัดได้ มี

ลักษณะเป็นเส้นตรง แสดงในรูปสมการเส้นตรง 

ดงันี้ N (%) = 13.4550Chltotal + 1.9946 (R2 = 

0.24, p-value < 0.0001) และความสมัพนัธ์ระหว่าง

คา่ความเขยีวใบกบัความเขม้ขน้ไนโตรเจนในใบสม้

โอพนัธุ์ทองด ีแสดงดว้ยสมการ quadratic ดงันี้ N 

(%) = 0.0008SPAD2 - 0.0886SPAD + 4.3996 

(R2 = 0.53, p-value < 0.0001)  

 

กิตติกรรมประกาศ 

 งานวจิยันี้ไดร้บัทนุสนบัสนุนจากสาํนักงาน

กองทนุสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) และโครงการศนูย์

ค ว า ม เ ป็ น เ ลิ ศ ท า ง วิ ช า ก า ร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์

 

เอกสารอ้างอิง 

พนูพภิพ เกษมทรพัย,์ พชัรยีา บุญกอแกว้, เจษฎา 

ภทัรเลอพงษ,์ เพน็ สายขนุทด และ รว ี

เสรฐภกัด.ี  2537.  การประเมนิปรมิาณ

คลอโรฟิลลจ์ากความเขยีวใบพชืบางชนิด

ในประเทศไทย, น. 144-129.  ใน การ

ประชมุทางวชิาการของ

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร ์ครัง้ที ่32.  

สาขาพชื. มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์

กรงุเทพฯ.  
 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหวทิยาลยัเกษตรศาสตร ปีที ่1 ฉบบัที ่3 2555 46 
 
Altland, J. E., C. H. Gilliam, G. J. Keever, J.H. 

Edwards, J.L. Sibley and D.C. Fare. 

2003. Rapid determination of nitrogen 

status in pansy. HortSci. 38: 537-541. 
 

Chang, S. X. and D. J. Robinson. 2003. 

Nondestructive and rapid estimation of 

hardwood foliar nitrogen status using 

the SPAD-502 chlorophyll meter.  For. 

Ecol. Mange.181: 331-338. 
 

Evans, J.R. 1989.  Photosynthesis and nitrogen 

relationships in leaves of C3 plants.  

Oecologia 78: 9 -19.  
 

Hewitt, E. J., 1966. Sand and Water Culture 

Methods Used in the Study of Plant 

Nutrition.  2nd Edition.  Commonwealth 

Agricultural Bureau, Farnham Royal, 

Bucks. 
 

Jaroonchon,  A., K. Krisanapook, and L. 

Phavaphutanon.  2010.  Correlation 

between pummelo leaf nitrogen 

concentrations determined by 

combustion method and kjeldahl 

method and their relationship with 

SPAD values from portable chlorophyll 

meter.  Kasetsart J. (Nat. Sci.) 44: 800-

807. 
 

Jifon, J. L., J. P. Syvertsen and E. Whaley.  

2005.  Growth environment and leaf 

anatomy affect nondestructive 

estimates of chlorophyll and nitrogen in 

Citrus sp. leaves.  J. Amer. Soc. 

HortSci. 130: 152-158. 
 

Kitajima, K. and K. P. Hogan.  2003.  Increases 

of chlorophyll a/b ratios during 

acclimation of tropical woody seedlings 

to nitrogen limitation and high light.   

Plant, Cell Environ. 26: 857-865. 
 

Li, Y. C., A. K. Alva, D. W. Calvert and M. 

Zhang. 1998.  A rapid nondestructive 

technique to predict leaf nitrogen status 

of grapefruit tree with various nitrogen 

fertilization practices. HortTech. 8:81-

86. 
 

Lichtenthaler, H. K., C. Buschmann, M. Doll, H. 

J. Fietz, T. Bach, U. Kozel, D. Meir and 

U. Rahmsdorf.  1981.  Photosynthetic 

activity chloroplasts ultrastructure and 

leaf characteristics of high-light and 

low-light plants and of sun and shade 

leaves.  Photosynth. Res. 2: 115-141. 
 

Loh, F. C. W., J. C. Grabosky and N. L. 

Bassuk.  2002.  Using the SPAD 502 

meter to assess chlorophyll and 

nitrogen content of Benjamin fig and 

cottonwood leaves.  HortTech.   

           12: 682-686. 
 

Moran, R.  1982.  Formulae for determination 

of chlorophyllous pigments extracted 

with N,N-dimethylformamide.  Plant 

Physiol.  69: 1376-1381. 
 

SAS Institute. 1989. SAS/Stat User’s Guide, 

version 6, vol.2, 4th Edition. SAS 

Institute, Cary, NC. 
 

Schaper, H. and E. K. Chacko.  1991.  Relation 

between extractable chlorophyll and 

portable chlorophyll meter readings in 

leaves of eight tropical and subtropical 

fruit-tree species.  J. Plant Physiol. 

138: 674-677. 
 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหวทิยาลยัเกษตรศาสตร ปีที ่1 ฉบบัที ่3 2555 47 
 
Sibley, J. F., D. J. Eakes, C. H. Gilliam, G. L. 

Keever, W. A. Dozier and D. G. 

Himelrick.  1996. Foliar SPAD-502 

meter values, nitrogen levels and 

extractable chlorophyll for red maple 

selections.  HortSci. 31: 468-470. 
 

Netto, A. T., E. Campostrini, J. G. de Oliveira 

and E. R. Bressan-Smith.  2005.  

Photosynthetic pigments, nitrogen, 

chlorophyll a fluorescence and SPAD-

502 readings in coffee leaves. Scientia 

Hort. 104: 199-209. 
 

Uddling, J., J. G. Alfredsson, K. Piikki and  H. 

Pleijel.  2007.  Evaluating the 

relationship between leaf chlorophyll 

concentration and SPAD-502 

chlorophyll meter readings.  

Photosynth. Res. 91:37-46. 
 

Wolf, F.T. 1956. Change in chlorophyll a and b 

in autumn leaves.  Am. J. Bot. 43: 714-

718. 
 

Wood, C. W., D. W. Reeves and D. G. 

Himelrick. 1993. Relationship between 

chlorophyll meter reading and leaf 

chlorophyll concentration, N status and 

crop yield: A review.  Proc. Agron. Soc. 

N.Z. 23:1-9. 
 

Yavada, U. L.  1986.  A rapid and 

nondestructive method to determine 

chlorophyll in intact leaves.     

           HortSci. 21:1148-1150. 

 

 Received 28 June 2012 

  Accepted 28 December  2012 



 วารสารวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหวทิยาลยัเกษตรศาสตร ปีที ่1 ฉบบัที ่3 2555 48 
 

y = 0.00002x
2
 - 0.0009x + 0.0303

R
2
 = 0.89 (p-value<0.0001)

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Leaf greenness (SPAD-unit)

Ch
l t

ot
al

 (m
g/

cm
2 )

 
Figure 1  Relationship between the degree of leaf greenness and extracted chlorophyll concentration   

             (mg/cm2) on leaf area basis of ‘Thong Dee’ pummelo leaves. 
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Figure 2  Relationship between the degree of leaf greenness and extracted chlorophyll concentration   

             (mg/g FW) on leaf fresh weight basis of ‘Thong Dee’ pummelo leaves. 
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Figure 3  Relationship between chlorophyll a/b ratio and extracted chlorophyll concentration of   

             ‘Thong Dee’ pummelo leaves. 
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Figure 4  Relationship between total chlorophyll concentration and nitrogen concentration of 

             ‘Thong Dee’ pummelo leaves. 
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Figure 5  Relationship between the degree of leaf greenness and nitrogen concentration of 

             ‘Thong Dee’ pummelo leaves.  

 

 


