
บทที ่3 
 

อปุกรณ์และวธีิการทดลอง 
 

 ทดลอง ท่ีห้องปฏิบัติการกลาง  และสาขาวิชาพืชไ ร่  ภาควิชาพืชศาสตร์และ
ทรัพยากรธรรมชาติ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ ตั้งแต่เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2551 
ถึง เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2554 แบ่งการทดลองออกเป็น 3 การทดลอง ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 

 
การทดลองที ่1 ประเมินการตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงในกระบวนการสร้างผลผลติระหว่างพนัธ์ุข้าว 
               วางแผนการทดลองแบบ Factorial 2 ปัจจัยในแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) จ านวน 4 ซ ้ า ปัจจยัแรกคืออุณหภูมิ โดยก าหนดวนัปลูกต่างกนั 6 วนั
ปลูก แต่ละชุดห่างกนั 15 วนั ระหวา่งเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2551 ถึงมกราคม พ.ศ. 2552 เพื่อให้ตน้
ขา้วออกดอกในช่วงเดือนกุมภาพนัธ์ถึงเมษายน พ.ศ. 2552 ซ่ึงเป็นช่วงท่ีมีอุณหภูมิสูงแตกต่างกนั 
ปัจจยัท่ีสองคือพนัธ์ุขา้ว โดยใชข้า้วพนัธ์ุสมยัใหม่ 3 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุชยันาท 1 พนัธ์ุสุพรรณบุรี 1 และ
พนัธ์ุสันป่าตอง 1 เพาะเมล็ดบนกระดาษเพาะ เม่ือตน้กลา้อายุได ้7 วนั ยา้ยปลูกลงในถงัพลาสติกสี
ด าขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลาง 30 เซนติเมตร ท่ีบรรจุดินลึก 30 เซนติเมตรในสภาพน ้ าขงั โดยใน 1 
กระถางปลูกจ านวน 5 ตน้และใน 1 หน่วยการทดลองประกอบดว้ย 2 กระถาง แบ่งเก็บขอ้มูลจาก 3 
การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
 
การทดลองท่ี 1.1 ประเมินความมีชีวติของละอองเรณู โดยวธีิเพาะละอองเรณูในอาหารเล้ียง 
               เม่ือถึงระยะออกดอก (Anthesis) เก็บละอองเรณูจากดอกท่ีก าลงัเร่ิมบานบริเวณกลางรวง
ของรวงหลกัในแต่ละตน้ โดยคีบอบัละอองจากดอกท่ีเร่ิมบานน ามาโปรยละอองเรณูในอาหารเล้ียง
ท่ีเตรียมไว ้โดย 1 จานอาหารเล้ียง (Petri dish ) ภายใน 1 กระถางเก็บละอองเรณูให้ไดป้ระมาณ 2-3 
ดอกต่อ 1 ตน้ ซ่ึงสูตรอาหารเล้ียงส าหรับเพาะละอองเรณูประกอบดว้ย Sucrose 17.1 กรัม, Agar 0.7 
กรัม, CaCl2.2H2O  0.03 กรัม, Boric acid 0.01 กรัม ต่อน ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร (ดดัแปลงจาก Pfahler, 
1967; Fernando et al., 1997) (ภาคผนวกท่ี 1) หลงัจากเก็บละอองเรณูเสร็จ น าจานอาหารเล้ียงมาไว้
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ภายใตอุ้ณหภูมิหอ้งจนกระทัง่ละอองเรณูงอกประมาณ 2-3 ชัว่โมง น ามาตรวจสอบความมีชีวิตของ
ละอองเรณูโดยดูจากการงอกของท่อละอองเรณูในอาหารเล้ียง ส่องดูใตก้ลอ้ง stereo microscope 
สุ่มนบั 8 จุด นบัจ านวนละอองเรณูทั้งหมดและจ านวนละอองเรณูท่ีงอก น ามาหาเปอร์เซ็นตค์วามมี
ชีวติของละอองเรณู (ภาพท่ี 3.1) โดยค านวณจาก 
ความมีชีวติของละอองเรณู (%) = (จ านวนละอองเรณูท่ีงอก / จ านวนละอองเรณูทั้งหมด) x 100 

 
การทดลองท่ี 1.2 ประเมินจ านวนละอองเรณูท่ีงอกบนยอดเกสรตวัเมีย โดยวธีิการยอ้ม Phenol 
Cotton blue 
               หลงัจากดอกขา้วปิดประมาณ 3 ชัว่โมง สุ่มเก็บดอกขา้วมาจ านวน 12 ดอกต่อ 1 หน่วยการ
ทดลอง โดยเก็บจากบริเวณกลางรวงของรวงหลกัในแต่ละตน้มารวงละ 4-5 ดอก น าดอกขา้วมาแกะ
เอายอดเกสรตวัเมียโดยระวงัอยา่ให้ยอดเกสรตวัเมียขาดวางลงบน glass microscope slide น าสียอ้ม 
phenol cotton blue (Khatun and Flowers, 1995) หยดลงบนเกสรตวัเมียท่ีวางไวป้ระมาณ 2-3 หยด 
แลว้ปิดทบัดว้ย cover slip แลว้น าไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ สังเกตการติดสีของท่อละอองเรณู
ท่ีงอกอยูบ่นยอดเกสรตวัเมีย นบัจ านวนละอองเรณูท่ีงอกบนยอดเกสรตวัเมีย (ภาพท่ี 3.2) 
 
การทดลองท่ี 1.3 ประเมินการปฏิสนธิโดยดูจากการติดเมล็ดในระยะสุกแก่ 
               เม่ือถึงระยะสุกแก่ เก็บรวงขา้วมา 2 รวงต่อตน้จากกระถางท่ีแยกไว ้โดยเก็บจากรวงหลกั 1 
รวงและสุ่มเก็บอีก 1 รวง เก็บมา 5 ตน้ต่อ 1 หน่วยการทดลอง นบัจ านวนเมล็ดต่อรวง จ านวนเมล็ด
ดีต่อรวง จ านวนเมล็ดลีบต่อรวง (แยกเป็นไม่ผสม, ผสมแต่ไม่เตม็เมล็ด) น ้าหนกั 100 เมล็ด น ามาหา
ขอ้มูลเปอร์เซ็นต์เมล็ดดีต่อรวง เปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบท่ีผสมเกสรแต่ไม่เติมเต็มเมล็ดต่อรวง และ
เปอร์เซ็นต์เมล็ดลีบท่ีไม่ไดผ้สมเกสรต่อรวงของแต่ละพนัธ์ุ เพื่อประเมินการปฏิสนธิจากการติด
เมล็ด (ภาพท่ี 3.3) 
ขอ้มูลท่ีบนัทึก ไดแ้ก่ 

1. อุณหภูมิสูงสุด ต ่าสุด ทั้งฤดูปลูก 
2. วนัออกดอก 
3. อุณหภูมิช่วงท่ีดอกบาน บนัทึกทุก 15 นาทีประมาณ 1 ชัว่โมง 
4. เวลาท่ีดอกบานสูงสุด 
5. จ านวนหน่อต่อตน้ 
6. จ านวนรวงต่อตน้ 
7. น ้าหนกัแหง้ตน้ (กรัมต่อตน้) 
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รายละเอียดวนัปลูกท่ีแตกต่างกนั 6 วนัปลูก มีดงัน้ี 
1. วนัปลูกท่ี 1 วนัท่ี 1 เดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 2551 (PD1) 
2. วนัปลูกท่ี 2 วนัท่ี 15 เดือน พฤศจิกายน พ.ศ. 2551 (PD2)  
3. วนัปลูกท่ี 3 วนัท่ี 1 เดือน ธนัวาคม พ.ศ. 2551 (PD3) 
4. วนัปลูกท่ี 4 วนัท่ี 15 เดือน ธนัวาคม พ.ศ. 2551 (PD4) 
5. วนัปลูกท่ี 5 วนัท่ี 1 เดือน มกราคม พ.ศ. 2552 (PD5) 
6. วนัปลูกท่ี 6 วนัท่ี 15 เดือน มกราคม พ.ศ. 2552 (PD6) 

 

การทดลองที ่2 เปรียบเทยีบการตอบสนองต่อการเพิม่อุณหภูมิสูงในกระบวนการสร้างผลผลติของ
ข้าวพนัธ์ุทนทานและอ่อนแอ 
               วางแผนการทดลองแบบ Factorial 2 ปัจจยั ในแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) จ านวน 4 ซ ้ า ปัจจยัแรกคือพนัธ์ุขา้ว โดยเลือกพนัธ์ุทนทานและพนัธ์ุ
อ่อนแอต่ออุณหภูมิสูงมาจากการทดลองท่ี 1 ปัจจยัท่ีสองคืออุณหภูมิ โดยใชค้วามแปรปรวนของ
อุณหภูมิจากวนัปลูก 2 วนัปลูก ในช่วงออกดอกเพิ่มอุณหภูมิดว้ยโรงเรือนพลาสติกหลงัคาต ่าปิด
ด้านข้างทั้งสามด้าน ซ่ึงท าให้ภายในโรงเรือนพลาสติกมีอุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนต่างจากอุณหภูมิ
ภายนอกประมาณ 3 องศาเซลเซียส วนัปลูกแรกปลูกช่วงเดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2552 วนัปลูกท่ีสอง
ปลูกช่วงเดือนมกราคม พ.ศ. 2553 เพื่อให้ออกดอกในเดือนกุมภาพนัธ์และเดือนเมษายน พ.ศ. 2553 
ซ่ึงเป็นช่วงท่ีมีอุณหภูมิสูงแตกต่างกนั เพาะเมล็ดบนกระดาษเพาะ เม่ือตน้กลา้อายุได ้7 วนั ยา้ยปลูก
ลงในถงัพลาสติกสีด าขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 30 เซนติเมตร ท่ีบรรจุดินลึก 30 เซนติเมตรในสภาพ
น ้ าขงั โดยใน 1 กระถางปลูกจ านวน 5 ตน้และใน 1 หน่วยการทดลองประกอบดว้ย 2 กระถาง แต่
ละวนัปลูกท าเพิ่มอีก 1 ชุดเพื่อน าไปไวใ้นโรงเรือนพลาสติกในช่วงออกดอก แบ่งเก็บขอ้มูลจาก 3 
การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
 
การทดลองท่ี 2.1 ประเมินความมีชีวติของละอองเรณู โดยวธีิเพาะละอองเรณูในอาหารเล้ียง 
    วธีิการทดลองและเก็บขอ้มูลเหมือนกบัการทดลองท่ี 1.1 (ภาพท่ี 3.1) 
 
การทดลองท่ี 2.2 ประเมินจ านวนละอองเรณูท่ีงอกและตกบนยอดเกสรตวัเมีย โดยวธีิการยอ้ม 
Phenol Cotton blue 
    วธีิการทดลองและเก็บขอ้มูลเหมือนกบัการทดลองท่ี 1.2 แต่เพิ่มการนบัจ านวนละออง
เรณูทั้งหมดท่ีตกลงบนยอดเกสรตวัเมีย (ภาพท่ี 3.2) 
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การทดลองท่ี 2.3 ประเมินการปฏิสนธิโดยดูจากการติดเมล็ดในระยะสุกแก่ 
    วธีิการทดลองและเก็บขอ้มูลเหมือนกบัการทดลองท่ี 1.3 (ภาพท่ี 3.3) 
ขอ้มูลท่ีบนัทึก ไดแ้ก่ 

1. อุณหภูมิสูงสุด ต ่าสุด ทั้งฤดูปลูก (บนัทึกดว้ย Data locker EBI20) 
2. วนัออกดอก 
3. อุณหภูมิช่วงท่ีดอกบาน (ในโรงพลาสติก, นอกโรงพลาสติก) บนัทึกทุก 15 นาที

ประมาณ 1 ชัว่โมง 
4. เวลาท่ีดอกบานสูงสุด 
5. จ านวนหน่อต่อตน้ 
6. จ านวนรวงต่อตน้ 
7. น ้าหนกัแหง้ตน้ (กรัมต่อตน้) 

 

การทดลองที ่3 เปรียบเทยีบการตอบสนองต่ออุณหภูมิสูงกลางคืนในการสร้างจ านวนดอกของข้าว
พนัธ์ุทนทานและอ่อนแอ 
               วางแผนการทดลองแบบ Factorial 2 ปัจจยั ในแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design (CRD) จ านวน 3 ซ ้ า ปัจจยัแรกคืออุณหภูมิกลางคืน ปัจจยัท่ีสองคือพนัธ์ุขา้ว 
โดยเลือกพนัธ์ุทนทานและพนัธ์ุอ่อนแอต่ออุณหภูมิสูงมาจากการทดลองท่ี 1 เพาะเมล็ดบนกระดาษ
เพาะโดยก าหนดวนัปลูกแตกต่างกนั 3 วนัปลูก ห่างกนั 20 วนั เพื่อให้ขา้วเจริญเติบโตเขา้สู่ช่วง
ระยะเร่ิมสร้างรวง (PI) ต่างกนั เม่ือตน้กลา้อายุได ้7 วนั ยา้ยปลูกลงในกระถางพลาสติกสีด าขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลาง 15 เซนติเมตรท่ีบรรจุดินในสภาพน ้ าขงั โดยใน 1 กระถางปลูกจ านวน 2 ตน้และ
ใน 1 หน่วยการทดลองประกอบดว้ย 4 กระถาง เม่ือขา้วเจริญเติบโตเขา้สู่ระยะเร่ิมสร้างรวง ยา้ย
กระถางท่ีได้ปลูกเตรียมไวใ้นแต่ละวนัปลูก เขา้ไปในตู ้ Growth chamber ท่ีมีความกวา้ง 52 
เซนติเมตร ยาว 54 เซนติเมตร สูง 140 เซนติเมตร ประมาณ 20 วนั โดยก าหนดอุณหภูมิกลางคืนท่ี
ใชใ้นตู ้Growth chamber คือ 22 (control) 24 และ 26 องศาเซลเซียส ตามล าดบัวนัปลูก อุณหภูมิ
กลางวนัใช้ 34 องศาเซลเซียส และความช้ืนใช้ 70 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากช่วงระยะสร้างรวงผ่าน
อุณหภูมิกลางคืนท่ีก าหนดแล้ว ย ้ายกระถางออกจากตู้ Growth chamber น ามาดูแลต่อใน
สภาพแวดลอ้มปกติเพื่อใหมี้การเจริญเติบโตต่อไปจนถึงระยะออกดอกแลว้เก็บขอ้มูลลกัษณะต่างๆ 
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ขอ้มูลท่ีบนัทึก ไดแ้ก่ 
1. อุณหภูมิสูงสุด ต ่าสุด ทั้งฤดูปลูก 
2. อุณหภูมิทรงพุม่ท่ีระยะก่อนแทงรวงโดยใช ้Infrared Thermometer (IRT) ตามแบบวธีิ

ของ Reynolds (1998) 
3. จ านวนหน่อต่อตน้ 
4. จ านวนรวงต่อตน้ 
5. จ านวนดอกต่อรวงเฉพาะรวงหลกั 
6. น ้าหนกัแหง้ตน้ (กรัมต่อตน้)  

 
การวเิคราะห์ข้อมูล 
               วเิคราะห์ขอ้มูลโดยวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (Analysis of Variance) เปรียบเทียบ
ความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของส่ิงทดลองโดยใช ้LSD (Least Significant Difference) ท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ภาพที ่3.1 แสดงลกัษณะ (ก) ดอกขา้วท่ีก าลงัเร่ิมบาน และ (ข, ค) ละอองเรณูท่ีงอกในอาหารเล้ียง 
                   (ลูกศรช้ี) 
 
 

    

ภาพที ่3.2 แสดงลกัษณะ (ก) ดอกขา้วท่ีผสมเกสรเสร็จ (ข) เกสรตวัเมียท่ีน ามายอ้มและละออง 
    เรณูท่ีติดสีของ Phenol cotton blue และ (ค) ละอองเรณูท่ีงอกบนยอดเกสรตวัเมีย (ลูกศรช้ี) 

 
 

       
ภาพที ่3.3 แสดงลกัษณะ (ก) เมล็ดดีของขา้ว (filled grain) (ข) ดอกขา้วท่ีไดผ้สมเกสรแต่ไม่เติมเตม็
เมล็ด (fertilized but unfilled spikelet) และ (ค) ดอกขา้วท่ีไม่ไดผ้สมเกสร (unfertilized spikelet) 

600 µm 

ก ข ค 

ค ข ก 

ข ค ก 


