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บทที ่3 

 
อปุกรณ์และวธีิการ 

 
 การศึกษาความสามารถในการผสมขา้มสกุลย่อยของกล้วยไม้รองเทา้นารีบางชนิด แบ่ง
ออกเป็น 3 การทดลอง คือ การทดลองท่ี 1 การศึกษาสัณฐานวิทยาและช่วงเวลาการออกดอกของ
กลว้ยไมร้องเทา้นารี การทดลองท่ี 2 การผสมพนัธ์ุและการติดฝัก และการทดลองท่ี 3 จ านวนเมล็ด
ท่ีสมบูรณ์จากฝักกลว้ยไมร้องเทา้นารีท่ีผสมติด 
 
การทดลองที ่1 สัณฐานวิทยาและช่วงเวลาการออกดอกของกล้วยไม้รองเท้านารี 
       1. วสัดุอุปกรณ์ 
            1.1  ชนิดกลว้ยไมร้องเทา้นารีท่ีใชใ้นการทดลอง ทั้ง 6 สกุลยอ่ย สกลุยอ่ยละ 3 ชนิด ดงัน้ี  
                    (ภาพท่ี 20) 
                     1.1.1 สกุลยอ่ย  Brachypetalum ใช ้P. bellatulum, P. concolor และ P. niveum 
          1.1.2 สกุลยอ่ย Cochlopetalum ใช ้P. liemianum, P. moquettianum และ P. 
primulinum 

1.1.3 สกุลยอ่ย Paphiopedilum ใช ้P. charlesworthii, P. spicerianum และ P. villosum 
1.1.4 สกุลยอ่ย Parvisepalum ใช ้P. delenatii, P. jackii และ P. micranthum 
1.1.5 สกุลยอ่ย Polyantha ใช ้P. dianthum, P. philippinense และ P. rothschildianum 
1.1.6 สกุลยอ่ย Sigmatopetalum ใช ้P. appletonianum, P. callosum และ  P. sukhakulii 

            1.2 เคร่ืองปลูก ไดแ้ก่ เปลือกไม ้รากเฟินชายผา้สีดาท่ีตายแลว้ หินภูเขาไฟไฮโดรตรอนท่ี
แตก 
                  แลว้ และสารเคมีในการปลูกเล้ียง ไดแ้ก่ ปุ๋ยน ้าสูตร 16-16-16 และสารเคมีเร่งราก 
            1.3 อุปกรณ์ในการบนัทึกขอ้มูลไดแ้ก่ ไมบ้รรทดั สายวดั มีดผา่ตดั กรรไกร กลอ้งถ่ายภาพ 
                  ดิจิตอล สมุดบนัทึก และปากกา 
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ภาพที ่20 กลว้ยไมร้องเทา้นารี 18 ชนิด สกุลยอ่ย Brachypetalum: ก) P. bellatulum; ข) P. concolor; 
ค) P. niveum; สกุลยอ่ย Cochlopetalum: ง) P. liemianum; จ) P. moquettianum; ฉ) P. primulinum; 

สกุลยอ่ย Paphiopedilum: ช) P. charlesworthii; ญ) P. spicerianum; ฎ) P. villosum; สกลุยอ่ย 
Parvisepalum: ฐ) P. delenatii; ฒ) P.jackii; ด) P. micranthum; สกุลยอ่ย Polyantha: ล) P. 
dianthum; ท) P. philippinense; ธ) P. rothschildianum; สกลุยอ่ย Sigmatopetalum: น) P. 

appletonianum; ป) P. callosum; ผ) P. sukhakulii 

 
2. วธีิการทดลอง 

2.1 วธีิการดูแลและการปลูกเลีย้ง 
ปลูกกล้วยไม้รองเท้านารีสกุลย่อย Brachypetalum โดยใช้เคร่ืองปลูกท่ี

ประกอบดว้ย เปลือกไม:้หินภูเขาไฟ:ไฮโดรตรอนท่ีแตก อตัราส่วน 1:1:1 สกุลยอ่ย
Cochlopetalum และ Polyantha ใช้เคร่ืองปลูกท่ีประกอบดว้ย เปลือกไม้:หินภูเขา
ไฟ  :ไฮโดรตรอนท่ีแตก:รากเฟินชายผ้าสีดา อัตราส่วน 1:1:1:1 สกุลย่อย 
Paphiopedilum Parvisepalum และ Sigmatopetalum ใชเ้คร่ืองปลูกท่ีประกอบดว้ย 
เปลือกไม้:หินภู เขาไฟ:ไฮโดรตรอนท่ีแตก:รากเฟินชายผ้าสีดาท่ีตายแล้ว 
อตัราส่วน 2:1:1:2 รดน ้ าสัปดาห์ละสองคร้ังในช่วงเช้าของวนัพุธและวนัอาทิตย ์
โดยรดจนชุ่มโชกและใชปุ๋้ยน ้ าสูตร 16-16-16 ปริมาณ 15 มิลลิลิตรและสารเคมีเร่ง
รากปริมาณ 5 มิลลิลิตรผสมกนัในน ้ า 20 ลิตร รดทัว่ทั้งตน้และใบ สัปดาห์ละหน่ึง
คร้ัง ปลูกเล้ียงภายในโรงเรือนท่ีมีการพรางแสง 70% และมีหลงัคาพลาสติกกนัฝน 

2.2 วธีิการบันทึกลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของส่วนประกอบของต้นกล้วยไม้

รองเท้านารี ได้แก่ ใบ ก้านช่อดอก ก้านดอกย่อย กลีบเล้ียง กลีบดอก กลีบปาก 
และ สตามิโนดพร้อมทั้งบนัทึกภาพลกัษณะขนบนก้านดอก กา้นดอกย่อย กลีบ
เล้ียง และกลีบดอก โดยบนัทึกจากตน้ตวัอยา่งท่ีส่วนต่างๆ เจริญเต็มท่ีและให้ดอก 
จ านวน 5 ตน้ เพื่อค านวณค่าเฉล่ีย และบนัทึกช่างเวลาท่ีกลว้ยไมร้องเทา้นารีออก
ดอก 
2.2.1 บนัทึกภาพและขนาดของส่วนประกอบของตน้ (ภาพท่ี 21) ดงัน้ี 
 - ใบ บนัทึกภาพหน้าใบและหลงัใบ วดัขนาดความกวา้ใบ ความยาวใบ 
และจ านวนใบ  
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 - ต้น บนัทึกภาพลกัษณะสีของโคนใบบริเวณตน้ 
 - ช่อดอก บนัทึกภาพลกัษณะสีกา้นดอก ขนบนกา้นดอก และวดัความยาว
ของกา้นช่อดอก 
 - ก้านดอกย่อย (pedicel) บนัทึกภาพลกัษณะสีของกา้นดอกย่อย ขนบน
กา้นดอกยอ่ย และวดัความยาวของกา้นดอกยอ่ย  
             - ดอก บนัทึกภาพลกัษณะดอกดา้นหนา้ ดา้นขา้ง ดา้นบน พร้อมทั้งวดัขนาด
ความกวา้งเม่ือดอกบานเตม็ท่ีในแนวระนาบและความกวา้งดอกในแนวด่ิง 
              - กลบีเลีย้ง บนัทึกภาพลกัษณะสีของกลีบเล้ียงบน(dorsal sepal) และกลีบ
เล้ียงล่าง (synsepal) ขนบนกลีบเล้ียง และวดัความกวา้ง และความยาวของกลีบ
เล้ียง 
 - กลีบดอก บนัทึกภาพลกัษณะสีของกลีบดอก ขนบนกลีบดอก จุดไฝบน
กลีบดอกและวดัความกวา้ง และความยาวของกลีบดอก 
 - กลีบปาก บนัทึกภาพลักษณะสีของกลีบปากพร้อมทั้งวดัขนาดความ
กวา้ง และความยาวของกลีบปากหรือกระเป๋า 
 - สตามิโนด (staminode) บนัทึกภาพลกัษณะของสตามิโนด พร้อมทั้งวดั
ขนาดของสตามิโนด 
 - ช่วงเวลาการออกดอก  บันทึกช่วงเวลาและจ านวนดอกของกล้วยไม้
รองเทา้นารีท่ีใชใ้นการทดลองท่ีออกดอกในรอบปี 
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ภาพที ่21 การวดัขนาดทางสัณฐานวทิยาของกลว้ยไมร้องเทา้นารีท่ีใชใ้นการทดลอง ก)ใบ, ข) ตน้, 
ค) กา้นช่อดอก, ง) กา้นดอกยอ่ย, จ) ดอก, ฉ) กลีบเล้ียง, ช) กลีบดอก, ญ) กลีบปาก,  ฎ) สตามิโนด 

 
การทดลองที ่2 การผสมพนัธ์ุและการติดฝัก 

1. วสัดุอุปกรณ์ 
1.1 ตน้กลว้ยไมร้องเทา้นารี ทั้ง 18 ชนิด 
1.2 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการผสมพนัธ์ุ ไดแ้ก่ ถุงซิป แคปซูลยาแบบใส ป้ายแขวนพลาสติก 
      ลวดมดักลว้ยไม ้สมุดบนัทึก และกลอ้งถ่ายภาพดิจิตอล 

 
2. วธีิการทดลอง 

2.1 วธีิการผสมพนัธ์ุ 
2.1.1 เม่ือมีดอกแม่พนัธ์ุบาน โดยมีอายุการบานอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสม คือประมาณ
คร่ึงหน่ึงของอายุการบานของดอก ดอกมีสีสันสดใส เด็ดกระเป๋า (กลีบปาก) ของ
ตน้แม่พนัธ์ุออก และตรวจสอบวา่มีกลุ่มเรณูเขา้ไปปนเป้ือนติดอยูบ่ริเวณของยอด
เกสรเพศเมีย (stigma) หรือไม่ (ภาพท่ี 22) 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่22 เกสรเพศเมียของกลว้ยไมร้องเทา้นารี 
 

2.1.2 เก็บเกสรเพศผูข้องตน้แม่พนัธ์ุออก เพื่อเก็บไวน้ าไปใช้ผสมกบัตน้แม่พนัธ์ุ
ตน้อ่ืน เน่ืองด้วยรองเทา้นารีบางชนิดในแต่ละสกุลย่อยมีช่วงฤดูกาลออกดอกท่ี
แตกต่างกนั จึงตอ้งมีการเก็บเกสรเพศผูไ้วผ้สม โดยเม่ือดอกของตน้ท่ีจะใชเ้ป็นพ่อ
พนัธ์ุบาน เก็บเกสรจากตน้พ่อพนัธ์ุโดยใชไ้มจ้ิ้มฟันเข่ียอบัเรณูออกมา จากนั้นใช้
ปลายไมจ้ิ้มฟันเข่ียเอาเฉพาะส่วนของกลุ่มเรณูท่ีมีลกัษณะคลา้ยแป้งเปียกสีเหลือง
ใส เก็บไวใ้นหลอดแคปซูลยาโดยป้ายติดกบัผิวดา้นในหลอดแคปซูลยา เขียนช่ือ 
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วนัท่ีเก็บ แลว้น าไปใส่ถุงปิดผนึก จากนั้นน าไปเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ อุณหภูมิประมาณ 5 
˚C (สามารถเก็บไวไ้ดน้านเป็นระยะเวลา 1 ปี) (ภาพท่ี 23) 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพที ่23 วธีิการเก็บเกสรเพศผู ้ก) กลุ่มเรณูของตน้พ่อพนัธ์ุ; ข) น ากลุ่มเรณูท่ีใส่ 
แคปซูลยาเก็บรักษาในตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 5˚C 

  
                       2.1.3 เกสรเพศผูท่ี้น ามาใช้ผสมพนัธ์ุไม่ควรแก่เกินไป สังเกตได้จากกลุ่มเรณูท่ีมีสี

เหลืองใส ไม่เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลหรือสีด า และไม่มีราข้ึน (ภาพท่ี 24) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่24 เกสรเพศผูท่ี้มีลกัษณะเหลืองใสสามารถน าไปใชผ้สมพนัธ์ุได ้
 

 2.1.4 การถ่ายเรณูท าได้ในช่วงเช้า 8:00–10:00 น. หรือในช่วงท่ีอากาศไม่ร้อนจดั 
เพราะอากาศท่ีร้อนจดั สามารถท าใหเ้กสรเพศผูแ้หง้ได ้

 2.1.5 ถ่ายเรณูโดยใชไ้มจ้ิ้มฟันปลายแหลมท่ีสะอาดเข่ียกลุ่มเรณูมาเกล่ียลงบนยอด
เกสรเพศเมียของตน้แม่พนัธ์ุให้ทัว่ (ภาพท่ี 25) โดยผสม 4 แบบ คือ ผสมตวัเอง 
ผสมขา้มตน้ในชนิดเดียวกนั ผสมขา้มขา้มชนิดภายในสกุลยอ่ยเดียวกนั และผสม
ขา้มสกุลยอ่ย โดยผสมแต่ละแบบอยา่งนอ้ย 5 ดอก 
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ภาพที ่25 การเกล่ียกลุ่มเรณูลงบนยอดเกสรเพศเมีย 
 
2.1.6 ท าป้ายแขวนไวท่ี้กา้นดอกโดยเขียนช่ือ แม่พนัธ์ุ × พ่อพนัธ์ุ วนัเดือนปีท่ีท า
การ   ผสม (ภาพท่ี 26) พร้อมทั้งจดบนัทึกลงสมุดบนัทึก 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  ภาพที ่26 ตวัอยา่งการเขียนป้ายช่ือ เพื่อบอกคู่ผสมและวนัเดือนปีท่ีผสม 

 
2.2 วธีิการบนัทึกผล 

หลงัจากผสมเกสรไปไดป้ระมาณ 1-2 สัปดาห์ ให้สังเกตกา้นดอกยอ่ยมีสีเขียวยาว
และมีการขยายขนาดใหญ่ข้ึน แสดงว่าผสมติดแต่เพื่อให้แน่ใจตอ้งรอจนกว่าเส้า
เกสรจะเห่ียวหลุดออกจากก้านดอกย่อยแล้ว กา้นดอกย่อยยงัคงขยายขนาดใหญ่
และยืดตวัยาวข้ึนแสดงว่าการผสมประสบความส าเร็จ (ภาพท่ี 27) เม่ือแน่ใจว่า
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ดอกท่ีผสม ผสมติดแน่นอนแล้ว บันทึกจ านวนฝักท่ีผสมติดจากจ านวนดอก
ทั้งหมดท่ีผสมในแต่ละคู่ผสมเพื่อน าไปค านวณเปอร์เซ็นตก์ารติดฝัก 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที ่27 ฝักของกลว้ยไมร้องเทา้นารีท่ีพฒันาจากกา้นดอกยอ่ยหลงัจากไดรั้บการปฏิสนธิ 
 
การทดลองที ่3 จ านวนเมลด็ทีส่มบูรณ์จากฝักกล้วยไม้รองเท้านารีทีผ่สมติด 

1. วสัดุและอุปกรณ์ 
1.1 ฝักกลว้ยไมน้ารีท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 2 
1.2 อุปกรณ์ท่ีใช้ในการตรวจสอบความมีชีวิตของเมล็ดกลว้ยไม ้ไดแ้ก่ มีดผ่าตดั เข็ม
 เข่ียปากคีบ กระจกสไลด ์แผน่ปิดสไลด ์หลอดหยด ขวดสีชา และกลอ้งจุลทรรศน์ 
      OLYMPUS รุ่น CX31 
1.3 สารเคมี 
 สีท่ีใชย้อ้มเพื่อดูความมีชีวติของเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารี ไดแ้ก่ lacto propionic 
      orcein ซ่ึงเตรียมเป็น stock solution โดยชั่ง orcein 2 กรัม ละลายในส่วนผสม
 ระหว่าง lactic acid 50 มิลลิลิตร และ propionic acid 50 มิลลิลิตร คนผสมให้เขา้
 กนัและแช่ทิ้งไวข้า้มคืน จากนั้นน ามากรองเก็บไวเ้ป็น stock solution เม่ือน ามาใช้
 ให้ผสมน ้ ากบั stock solution ให้มีความเขม้ขน้ระหวา่ง 45 ถึง 60 เปอร์เซ็นต์ แลว้
 กรองอีกคร้ังหน่ึงเม่ือกรองเสร็จบรรจุในขวดสีชาและเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

              2.   วธีิการทดลอง 
2.1 วธีิการตรวจสอบความมีชีวติของเมล็ด 
 2.1.1 น าฝักกลว้ยไมท่ี้ไดจ้ากการทดลองท่ี 2 มาเปิดฝัก โดยใชมี้ดผา่ตดัผา่คร่ึง 
                แลว้ใชเ้ขม็เข่ีย เข่ียเมล็ดกลว้ยไมล้งบนแผน่สไลด ์
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2.1.2 ใชห้ลอดหยดดูดสียอ้มมาหยดลงบนเมล็ดท่ีเข่ียลงบนสไลด์ใหท้่วมเมล็ด 
         จากนั้นใชเ้ขม็เข่ีย เข่ียเมล็ดใหเ้ขา้กนักบัสียอ้ม ปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์ทิ้งไว ้
         40 นาที สังเกตความสมบูรณ์ของเมล็ดกลว้ยไมภ้ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดย 
         แบ่งเป็นเมล็ดสมบูรณ์และเมล็ดลีบ (ภาพท่ี 28) 

 
2.2 วธีิการบนัทึกผลการตรวจสอบจ านวนเมล็ดท่ีสมบูรณ์ 
      นบัจ านวนเมล็ดสมบูรณ์และเมล็ดลีบโดยสุ่มตรวจบนแผ่นสไลด์โดยตรวจนบั 5 
  ซ ้ าใน 1 สไลด ์สุ่มนบัซ ้ าละ 20 เมล็ด กลว้ยไม ้1 ฝักท าการตรวจนบัทั้งส้ิน 5   
  สไลด ์เพื่อค านวณค่าเฉล่ียความสมบูรณ์ของเมล็ด 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่28 ลกัษณะของเมล็ดกลว้ยไมร้องเทา้นารีท่ีผสมติด ก) เมล็ดท่ีสมบูรณ์; ข) เมล็ดลีบ 
 

  

ก.

  

ข. 


