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บทคัดยอ 
 
 ทําการเตรียมชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกดวยวิธีการตาง ๆ  กอนการเก็บรักษา

เชื้อพันธุในระยะยาวและระยะปานกลาง พบวา  การหุมหอชิ้นสวนปลายยอด (ขนาด 3 มิลลิเมตร) 
ดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เปนเวลา 30 
นาที ใหเม็ดบีดที่มีคุณภาพดี กลม สีใส และอัตราการสรางยอดหลังจากนําไปเพาะเลี้ยงสูง 70 
เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน  การ dehydration ชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 3 มิลลิเมตร ในจานเพาะเลี้ยงในตู larminar flow เปนเวลา 0-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต 
(100 เปอรเซ็นต) ไมแตกตางกัน  การ vitrification ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการ
สรางยอด 25 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอดตอชิ้นสวน    การ pretreatment ชิ้นสวน
ปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในอาหารเหลวสูตร ½ MS เติม glycerol เขมขน 0.3 โมลาร  บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นจึงแชในสารละลายโลดดิ้ง  
(loading solution: LS) เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาที แลวจึงแชใน
ไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส 1.2 โมลาร เปนเวลา 20 
นาที ใหความมีชีวิตสูงสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน  การแชชิ้นสวน
ปลายยอดในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับ sucrose เขมขน 
0.4 โมลาร รวมกับเทคนิค vitrification โดยการแชปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนระยะเวลา 1 
ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100% หลังเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  แมวาวิธีการเตรียมชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝกดวยวิธีการตาง ๆ ขางตนสงผลใหความมีชีวิตของชิ้นสวนภายหลังการเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลวมีสูงก็ตาม แตทุกชิ้นสวนไมสามารถที่จะพัฒนาสรางยอดใหมไดหลังการ
เพาะเลี้ยง ดังนั้นการอนุรักษเชื้อพันธุกรรมของหญาแฝกดวยวิธีการนี้จึงไมเหมาะสม   
 



 

  การเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในระยะปานกลางโดยการเพาะเลี้ยง
ชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร ¼ MS เติมพาโคลบวิทราโซล เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 12 เดือนโดยไมมกีารยายเลีย้ง ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 75 
เปอรเซ็นตและ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร ในสภาพการ
เพาะเลี้ยงปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส)  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ตนที่ผานการเก็บรักษาในระยะปานกลางโดยใชเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร 
พบวา มีจาํนวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝกได  แถบดีเอ็นเอของตนที่ผาน
การเก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุมที่ไมผานการเกบ็รักษา แสดงวาไมมีความ
แปรปรวนทางพันธกุรรม  
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ABSTRACT 
 

Shoot tip explants of vetiver grass were prepared in several methods 
before preservation in medium and long term in liquid nitrogen. Embeding of shoot tips 
(at approx. size of 3 mm) in 3% sodium alginate (from Sigma Co. Ltd.) in the presence of 
CaCl2 gave a good quality of bead formation. Conversion rate of shoot to plantlet after 
transfer to shoot multiplication medium (SMM) was 70%. Dehydration of shoot tips at 
size of 3 mm in laminar flow station for 0-5 h gave non significant difference in survival 
percentage at 100. Pretreatment of shoot tips in liquid ½ MS in the presence of 0.3 M 
glycerol on orbital shaker at 100 rpm for 3 days subsequent to soak in loading solution 
(LS) for 20 min and PVS2 for further 20 min then plunged in liquid nitrogen resulted in 
the highest survival rate of the shoot tips at 77.78% after thawing in thermal bath at 
40±1oC for 2 min, followed by washing with basal MS medium with 1.2 M sucrose for 20 
min and cultured on SMM for 4 days. Improved protocol by soaking shoot tips in LS with 
2 M glycerol and 0.4 M sucrose in combination with vitrification in PVS2 for 1 h gave 100 
percent survival rate after storage in liquid nitrogen for 1 h. Eventhough many 
techniques of shoot tip preparation gave the best survival rate but growth and 
development of shoot tips after culturing on SMM was not obtained. This indicated that 
germplasm storage of shoot tips of vetiver grass in liquid nitrogen, so far, is not success 
by our protocol. 
  Medium-term of germplasm storage by culturing on ¼ MS medium 
supplemented with 3 mg/l paclobutrazol for 12 months without subculture provided the 
highest conversion rate of shoot tip at 75% and number of shoots at 3.76 shoots/shoot 



 

tip. The length of survive shoots was not exceed 6 mm. Analysis of genetic variation of 
preserved shoots by RAPD technique revealed that 3 primers out of 7 primers gave the 
clear uniform or monomorphism of DNA profiles. By this protocol of medium-term 
preservation there is no variation of shoot occur. 
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1 การสรางยอดจากชิน้สวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 เปน

ระยะเวลาตาง ๆ บนอาหารสูตร MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห  (ก) ไมแชในไนโตรเจนเหลว (ข) แช
ในโตรเจนเหลว 

37 

2 ยอดที่พฒันาจากชิน้สวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 และ 
PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 และ 25 องศาเซลเซยีส บนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด
เปนเวลา 4 สัปดาห   

40 

3 ลักษณะยอดที่พัฒนาจากชิน้สวนปลายยอดขนาด 1-2 มิลลิเมตร (ก) และ  
3-5 มิลลิเมตร (ข) หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

41 

4 ลักษณะของเม็ดบีดจากการหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนตยีห่อตาง ๆ 
ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต 

47 

5 ชิ้นสวนปลายยอดที่เพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา  
4 สัปดาห หลังจากผานการเตรียมชิ้นสวนดวยเทคนิคตาง ๆ (ก) ชุดควบคุม  
(ข) vitrification, dehydration และ encapsulation และเก็บในตูควบคุม 
อุณหภูมิ 4±1 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 2 เดือน   

51 

6 ลักษณะของยอดที่พัฒนาจากชิ้นสวนปลายยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 
MS รวมกับการเติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 เดือน 
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7 ยอดที่พฒันาจากชิน้สวนปลายยอดบนอาหารเติม MS รวมกับ PBZ เปนเวลา 
12 เดือน  
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8 แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร  
OPJ4 (ก) OPN15 (ข) และ OPAB09 (ค) ในตนหญาแฝกที่เก็บรักษาเชื้อพันธุ
ในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา 12 เดือน โดย M คือ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (DNA ladder) เลนที่ 1 เปนตนควบคมุ เลน 2-7 
เปนดีเอ็นเอตัวอยางทีเ่ก็บรักษา 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

บทนําตนเรื่อง 
 

หญาแฝก (vetiver grass) เปนพืชตระกูลหญาชนิดหนึง่เชนเดียวกับ ขาวโพด 
ขาวฟาง ออย และตะไคร มีถิ่นกําเนิดในประเทศอินเดยี อยางไรก็ตาม พบวามีการกระจายอยู
ทั่วไปในพื้นทีต่าง ๆ ของประเทศไทย ปจจุบันในทางพฤกษศาสตร สามารถจาํแนกหญาแฝกทีพ่บ
ในประเทศไทยไดเปน 2 ชนิดตามสภาพที่มีการเจริญเติบโต หรือ ecotype ไดแก หญาแฝกหอม
หรือแฝกลุม (Vetiveria zizanioides Nash) และหญาแฝกดอน (Vetiveria menoralis)   หญาแฝก
เปนพชืที่มีประโยชนและสามารถใชประโยชนไดหลากหลายโดยเฉพาะหญาแฝกหอม รากของ
หญาแฝกมกีารแผกระจายลกึ และลักษณะเปนรางแห ทาํใหนํามาใชในการอนรัุกษดินและน้าํ 
(Vietmeyer and Ruskin, 1993)  พืน้ที่ในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ รวมทั้งภาคใตของ
ประเทศไทย เปนพืน้ที่ลาดเอียง หรือภูเขาอยูมากกวา 50 เปอรเซ็นต มีความเสีย่งตอการชะลาง
พังทะลายของหนาดินอนัเนือ่งมาจากการกัดเซาะของน้าํฝนที่รุนแรงมาก ทาํใหหนาดนิเกิดความ
เสียหายอยางมาก (Vietmeyer, 1996) การแกปญหาทีผ่านมาเปนการปลูกพืชตาง ๆ เพื่อปองกัน
การชะลาง หรือพังทะลายของหนาดนิ และการปลกูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจขวางแนวลาดชัน 
อยางไรก็ตาม พืชที่ปลูกมีระบบรากไมดี ทําใหการยึดเกาะดนิไมดีจึงยังคงทําใหหนาดินเกิดความ
เสียหาย พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวภูมพิลอดุลยเดชไดทรงตระหนักถึงสภาพปญหาและสาเหตุ
ที่เกิดขึ้นและทรงเหน็ถงึศักยภาพของหญาแฝก จึงมีพระมหากรุณาธคุิณพระราชทานพระราชดําริ
ใหมีการดําเนนิการศึกษาทดลองเกี่ยวกับหญาแฝก นอกจากนี้ รากของหญาแฝกยงัสามารถใชเปน
วัตถุดิบในการสกัดน้ํามันหอมระเหย ประดิษฐหัตถกรรมตาง ๆ (Vietmeyer, 1996) เนื่องจากหญา
แฝกบางชนิดไมมีดอก สวนที่มีดอกก็ไมสามารถขยายพนัธุดวยเมล็ดไดดี เนื่องจากมีความงอกต่าํ
และสูญเสียความงอกเร็ว จึงขยายพนัธุดวยการแยกหนอ และมีการแจกตนเพื่อปลูกในพื้นที่
เปาหมาย โดยสํานกังานพฒันาที่ดิน อยางไรก็ตาม ยงัไมเพียงพอตอความตองการ นอกจากนี้ใน
สภาพธรรมชาติหญาแฝกจะมีชวงการแตกหนอในฤดูฝนและจะมีการออกดอกตั้งแตชวงกลางฤดู
ฝนถงึปลายฤดูฝน และจะเขาสูระยะพกัตัวในฤดูแลงและฤดูรอน การขยายพนัธุหนอหญาแฝก 
ใหไดปริมาณมาก โดยทัว่ไปทําได 2 วิธี คือ วิธีการแยกหนอที่เจริญมาจากตาขางที่โคนกาบใบของ
หนอแก อีกวิธคืีอ การแยกหนอตะเกยีง ซึง่เจริญมาจากตาขางที่กานชอดอกแกขามป โดยนาํหนอ



 

ดังกลาวมาเพาะชําในถงุพลาสติกดําที่ใสวสัดุเพาะชาํที่มกีารระบายน้าํและถายเทอากาศดี ดูแล
เพาะชําในสภาพที่มีความชุมชื้น มีการพรางแสงที่เหมาะสมตามระยะเวลาการเจรญิเติบโต หรือ
ปลูกลงดินในแปลงขนาดใหญ ซึ่งจะไดหนอปริมาณมากแตตองใชน้ํา และยงัมีอิทธิพลของ
สภาพแวดลอมธรรมชาติเปนตัวแปรปรวน ดังนั้นจึงไดนําเทคนิคการขยายพนัธุโดยการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อเพื่อเพิม่ตนพนัธุไดตลอดฤดูกาล และการเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีการควบคมุ
สภาพแวดลอม แสง และอุณหภูมิในการเจริญเติบโต ทาํใหไดตนกลาจาํนวนมาก มีขนาด
สม่ําเสมอ แข็งแรงเหมือนเดิม ตนกลามีขนาดเล็กขนยายไปปลูกไดสะดวก เปนตนกลาที่มีอายุ
นอย ซึง่อยูในระยะที่มกีารเจริญเติบโตทางตน มีอัตราการแตกหนอสูง ซึ่งจะมผีลดีตอการปลูก
หญาแฝกเปนแนวอนุรักษทีม่ีการเจริญเตบิโตอยางรวดเร็ว และสม่ําเสมอ (สํานกังาน
คณะกรรมการพิเศษเพื่อประสานงานโครงการอนัเนื่องมาจากพระราชดําริ, 2539) มีรายงานการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ ของหญาแฝกผานการสราง compact callus หรือกระบวนการ 
organogenesis จากชิน้สวนดอก (Keshavachandran and Khader, 1997) ชิ้นสวนใบ 
(Mucciarelli et al., 1993; Sreenath et al., 1994; Leupin et al., 2000) ชิ้นสวน mesocotyl 
ของตนกลา (George and Subramanian, 1999) และจากเหงา (crown) (Leupin et al., 2000; 
Prasertsongskun, 2003) ซึ่งตนในหลอดทดลองเปนทางเลือกหนึง่ในการเพิม่ปริมาณตนใหได
จํานวนมากในระยะเวลาสั้น และยังใชเปนวัสดุเร่ิมตนทีม่ศัีกยภาพในการนําไปใชในการสรางเมลด็
เทียม การปรับปรุงพนัธุ หรือการเก็บรักษาเชื้อพนัธุตอไป 

ปจจุบันนี้มีพนัธุพชืจํานวนมากไดสูญพนัธุไปแลว และอีกจํานวนไมนอยที่กําลงั
จะสูญพันธุไป ทั้งนี้เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของธรรมชาติบาง มนุษยหรือสัตวเขาทําลายบาง
ทั้งที่ต้ังใจหรือไมต้ังใจ เชน การทาํลายปาหรือทําไรเลื่อนลอย หรือทําลายสภาพแวดลอม ซึ่งเปนที่
นาเสยีดาย โดยเฉพาะพืชที่มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ หรือใชปรับปรุงพนัธุในอนาคต ดังนัน้การ
เก็บรักษาเชื้อพันธุพืชที่กาํลงัสูญพนัธุหรือมีจํานวนนอยหรือแมกระทัง่พืชทีม่ีความสาํคัญ จึงมี
ความจาํเปน โดยทัว่ไปมีการเก็บรักษาในสวนพฤกษศาสตรวนอุทยาน โดยพยายามจดัให
สภาพแวดลอมเหมือนเดิม และปองกนัไมใหถูกทําลายจากมนุษยหรือสัตว แตอยางไรก็ตาม ความ
เสี่ยงในการสญูเสียพืชเหลานัน้ยงัมีอยูอีกมาก เชน ถูกลักขโมย ถูกภัยธรรมชาติคุกคามจากการ
เกิดโรคและแมลงระบาดที่ไมสามารถปองกันได น้าํทวม ไฟปา หรือเกิดฟาผา เปนตน นอกจากนี้
การเก็บรักษาโดยวิธนีี้จะสิน้เปลืองแรงงานและคาใชจายเปนจาํนวนมากในระยะเวลายาวนาน      
                        พืชประมาณ 20,000 ชนิด ที่หาไดยากและกําลงัสญูพันธุ เชน พืชพนัธุพื้นเมอืง
หลายชนิด โดยเฉพาะขาวสาลีถูกทอดทิง้และสูญหายไป เชนประเทศกรีซนับต้ังแตสงครามโลก



 

คร้ังที ่ 2 ขาวสาลี 95 เปอรเซ็นต ของสายพนัธุถูกทอดทิ้งและบางสวนสูญหายไป (Pluck and 
Vaughan, 1991 อางโดย Bajaj 1995) ทําใหสูญเสียความหลากหลายทางพันธกุรรม ในทางตรง
ขามการเก็บรักษาเชื้อพนัธุขาวไดรับความสําคัญ อยางไรก็ตาม มีการสูญหายของสายพนัธุปาใน
ระหวางการพฒันาของโครงการตาง ๆ และการทาํลายขาวโพดของเชื้อ Helminthosporium 
maydis ในป 1970s ประเทศสหรัฐอเมริกา ทาํใหนักปรับปรุงพนัธุพชืพยายามหาแหลงพันธุกรรม
พืชทีน่อกเหนอืจากแหลงธรรมชาติ การเกบ็รักษาโดยทั่วไปเก็บในรูปตาง ๆ เชน เมลด็ tubers ราก 
bulbs corms rhizomes ตา กิง่พนัธุ อยางไรก็ตาม มขีอจํากัดในไมผลที่มีเมล็ดแบบ recalcitrant 
และเอ็มบริโอสูญเสียการงอกอยางรวดเร็ว นอกจากนีพ้ชืที่ขยายพนัธุโดยไมใชเพศไมสามารถเก็บ
รักษาระยะยาวได ตองนาํมาปลูกเพิ่มปริมาณในเรือนเพาะชําหรือในแปลงปลูก ซึ่งสภาพอากาศ 
ไมแนนอนหรอืโรค แมลง หรืออ่ืน ๆ ทาํใหเชื้อพนัธุสูญหาย โดยเฉพาะในไมยนืตนไมสามารถเก็บ
รักษาในระยะยาวได เนื่องจากตองใชแรงงานและคาใชจายสูง และมีปญหาในโรคและสภาวะ
เครียดจากสภาพแวดลอม (Matsumoto et al., 2001)  ดวยเหตนุี้จงึมีการพฒันาวธิีการเก็บรักษา 
การดูแลรักษา การแลกเปลีย่นเชื้อพันธุ และสรางธนาคารยีนในพืชทีห่ายากหรือใกลสูญพันธุ โดย
นําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใชประโยชนในการเกบ็รักษาเชื้อพนัธุ โดยเก็บรักษาในอาหาร
เพาะเลี้ยงที่ใหมีการเจริญเตบิโตต่ํา หรือลดความถี่ในการยายเลี้ยง เชน เพาะเลี้ยงในอาหารที่ลด
องคประกอบของอาหารลง หรือเติมสารชะลอการเจรญิเติบโต เชน abscisic acid (ABA)  
การลดความชืน้ เปนตน ซึง่วิธกีารดังกลาวทั้งหมดสามารถเก็บรักษาไดเปนระยะเวลาสัน้ถึงปาน
กลาง ประสบความสาํเร็จในการเก็บรักษาปลายยอดในพืชหลายชนิดรวมทั้งพชืที่มีรากและหัว 
และไมผลและพืชสวนอื่น ๆ หลายชนดิ การเก็บรักษาระยะเวลาปานกลางสามารถเก็บไดเปน
ระยะเวลาประมาณ 10 ป อยางไรก็ตามการ เก็บรักษาดวยวิธนีี้จําเปนตองยายเลีย้งไปยงัอาหาร
ใหม และอาจมีการปนเปอน นอกจากนี้การยายเลี้ยงเพื่อรักษาตนพนัธุเปนระยะเวลานานอาจมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงพนัธุกรรม (Panis et al., 2004) ปจจุบันนี้วิธทีี่มศัีกยภาพในการเก็บรักษาเชือ้
พันธุในระยะยาวคือ cryopreservation ซึง่เปนการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ –196 
องศาเซลเซยีส อุณหภูมดัิงกลาวหยุดกิจกรรมทกุอยางของเซลล สามารถเกบ็รักษาชิน้สวนเปน
ระยะเวลานานโดยเซลลไมตาย และพนัธกุรรมไมเปลี่ยนแปลง เมื่อตองการที่จะทําใหเซลลกลับมา
มีกิจกรรมเหมอืนเดิมก็เพิ่มอุณหภูมิใหเซลลกลับมามกีิจกรรมตามปกติ การเกบ็รักษาดวยวธิีนี้
สามารถเก็บรักษาเชื้อพนัธุ และสรางธนาคารยีนในพืชที่หายากหรือใกลสูญพันธุ หรือเก็บรักษาพชื
ที่มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ ตลอดจนเปนการกําจัดเชื้อโรคที่ทาํลายพืชในธรรมชาติ เชน 
cucumber mosaic virus (CMV) และ  banana streak virus (BSV) ในกลวย หลงัจากเกบ็รักษา



 

เนื้อเยื่อเจริญสวนยอด พบวา ใหตนที่ปลอด CMV 30 เปอรเซ็นต และ BSV 90 เปอรเซน็ต  
(Helliot et al., 2002)  ตลอดจนเก็บรักษาพันธกุรรมพืชที่ไดรับการปรับปรุงพนัธุดวยวิธกีารตาง ๆ 
(Bajaj, 1995) เพื่อนํามาใชในการขยายพันธุไดเมื่อตองการหรือเพื่อการแลกเปลี่ยนเชื้อพนัธุ หรือ
เปนเชื้อพันธุเพื่อนาํไปใชในการปรับปรุงพนัธุตอไป เชน Cornejo และคณะ (1995)  
ประสบความสําเร็จในการปลูกถายยนีเขาสูแคลลัสของขาว พันธุ Thaipei 309 ทีไ่ดจากการเก็บ
รักษาเชื้อพันธุโดย cryopreservation โดยการเกบ็รักษาไมทาํใหความสามารถในการปลูกถายยนี
หรือการพฒันาเปนพืชตนใหมลดลง อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาดวยวิธนีี้ใชอุณหภูมิตํ่ามาก  
การแชชิ้นสวนลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรงทาํใหเซลลพชืไดรับความเสียหายและตายได การเกบ็
รักษาในระยะแรก (conventional freezing method) ประกอบดวย 2 ข้ันตอน (two-step 
procedure) โดยขั้นแรกเปนการลดอุณหภูมิอยางชา ๆ (slow cooling) 0.5-1 องศาเซลเซยีส 
ตอนาท ี จนอุณหภูมิประมาณ –40 องศาเซลเซียส และเขาสูข้ันตอนที่สอง โดยจุมลงใน
ไนโตรเจนเหลวทนัท ี (rapid cooling) ตองใชเครื่องมือควบคุมโปรแกรมการลดอุณหภูมิ ซึง่ยุงยาก
และราคาแพง (Vicient and Martinez, 1998) ดังนัน้จึงมีการพัฒนาเทคนิคตาง ๆ ในการเตรียม
ชิ้นสวนกอนการเก็บรักษาโดยการปรับปริมาณน้าํใหเหมาะสม ใหเซลลมีการปรบัสภาพ และ
สามารถทนตอสภาพเยน็ไดโดยเซลลไมตายและพนัธกุรรมไมเปลี่ยนแปลง การเตรียมชิ้นสวนพืช
โดยการลดปรมิาณน้าํกอนเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยตรง ไดแก วิธ ี vitrification, 
dehydration และ encapsulation  หรือใชวิธีรวมกัน  

ในกรณีของหญาแฝกนัน้แหลงพนัธุกรรม (germplasm) ก็คือตนหญาแฝกที่มีการ
เจริญเติบโตอยูในสภาพธรรมชาตินัน้ ๆ (หรือตาม ecotype) เชน ในทุงหญา ในบงึ ตามภูเขาสงู  
บนดินที่มีสภาพเปนกรด (Chomchalow, 2003) การเก็บรักษาพนัธกุรรมในแปลงปลูก หรือใน
สภาพธรรมชาติโดยกรมพัฒนาที่ดิน หรือหนวยงานอื่น ๆ ของรัฐ   กรมพัฒนาที่ดิน (2541) 
รายงานวา หญาแฝกหอมที่พบขึน้อยูทั่วไปในสภาพธรรมชาตินัน้ มกีารกระจายขึน้อยูใน
สภาพแวดลอมตาง ๆ มีการปรับตัวเองใหเหมาะสมกบัพื้นที่นัน้ มชีอดอกหลายชอ และเกิดการ
ผสมขามตนทกุป ทําใหมีความแข็งแรงขึ้นในลักษณะตาง ๆ ในดานพนัธุกรรม ทนทานตอโรค และ
ปจจัยวกิฤตของภูมิอากาศในทองทีน่ัน้ ๆ แตขณะเดียวกันก็ทาํใหเกดิการกลายพนัธุ โดยเฉพาะ
พันธุปลูกเพื่อใชรากสกัดน้าํมันหอมระเหยทําใหสารหอมระเหยมีปริมาณลดลงหรือมปีริมาณไม 
คงที่ นอกจากนี ้ การเก็บรักษาดวยวธิีดังกลาวตองใชพืน้ที่มาก เสยีคาใชจายในการดูแลรักษาสงู 
ทุกปจะตองมกีารรื้อแปลงปลูกเพื่อปลูกใหม ทําใหมคีวามยุงยากเสี่ยงตอการสญูเสียพนัธุกรรม 
ดังนัน้การเก็บรักษาพนัธกุรรมของหญาแฝกที่มีระบบรากที่ดีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในหลอด



 

ทดลองในสภาพตาง ๆ เปนการเก็บรักษาเชื้อพันธุในระยะเวลาปานกลาง หรือเก็บในระยะยาวโดย
การเก็บในไนโตรเจนเหลว  เพื่อใหมีแหลงเชื้อพันธุที่ดี และไมกลายพนัธุและสามารถที่จะนาํมาใช
เปนวัสดุพืชเร่ิมตนเพื่อการขยายพันธุอยางมีประสิทธิภาพตอไป ไมตองไปเริ่มตนการเพาะเลีย้ง
ต้ังแตข้ันตนใหม โดยทําการเตรยีมชิ้นสวนปลายยอดกอนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  
ดวยวิธกีารที่ทาํไดงาย สะดวก และประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด ไดแก การปรับสภาพของน้าํ
ระหวางเซลลและออสโมติคของเซลล (vitrification) การดึงน้ําออกจากเซลลบางสวน 
(dehydration) หรืออาจนาํเอาเทคนิคการหุมหอชิน้สวนทีจ่ะเก็บรักษาในวุนอัลจิเนต 
(encapsulation) เพียงลําพงัหรือรวมกัน  
 
การตรวจเอกสาร 
 
1. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุโดยวิธี cryopreservation 
 
  ปจจุบันนี้วิธทีีม่ีศักยภาพในการเก็บรักษาเชื้อพันธุในระยะยาวคือ 
cryopreservation ซึ่งเปนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซยีส 
อุณหภูมิดังกลาวหยุดกิจกรรมทุกอยางของเซลล ไมมีกระบวนการ biophysical หรือการเคลื่อนที่
ของน้ํา (Morris, 1981) ความมีชีวิตของชิน้สวนจึงไมเปลี่ยนแปลงตลอดชวงการเกบ็ใน
ไนโตรเจนเหลว สวนความเสี่ยงตอความมีชีวิตหรือความแปรปรวน เกิดขึ้นเฉพาะในชวงของ
กระบวนการแชในไนโตรเจนเหลว (critical cooling) และชวงของการละลายน้าํแข็ง ซึง่ถาไม
เหมาะสมจะทาํใหเกิดความเสียหายแกชิน้สวน ดังนัน้การเก็บรักษาเชื้อพนัธกุรรมในสภาพนี้
สามารถเก็บรักษาเปนระยะเวลานานโดยเซลลไมตาย และพันธุกรรมไมเปลี่ยนแปลง เมื่อตองการ
ที่จะทําใหเซลลกลับมามกีิจกรรมเหมือนเดิมก็เพิ่มอุณหภูมิใหเซลลกลบัมามีกจิกรรมตามปกต ิ
นอกจากนี ้การเก็บดวยวธิีนีใ้ชพื้นที่นอย สามารถปองกนัการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรีย มีการดูแล
รักษานอย และเปนการลดตนทนุในการเก็บรักษา และสามารถเก็บรักษาเชื้อพันธุในธนาคารยีน
สําหรับพชืทีห่ายากหรือใกลสูญพันธุ ตลอดจนเก็บรักษาพันธกุรรมพืชที่ไดรับการปรับปรุงพนัธุดวย
วิธีการตาง ๆ (Bajaj, 1995) เพื่อนาํมาใชในการขยายพนัธุไดเมื่อตองการหรือเพื่อการแลกเปลี่ยน
เชื้อพันธุ หรือเปนเชื้อพันธุเพื่อนาํไปใชในการปรับปรุงพนัธุตอไป  โดยทั่วไปการเกบ็รักษาดวยวธิี 
cryopreservation เหมาะสําหรับพชืที่ขยายพันธุดวยสวนรางกาย (vegetatively propagated 
plant) อยางไรก็ตาม วิธนีี้คอนขางจาํกัดในพืชชนิด recalcitrant seed เนื่องจากลกัษณะบางอยาง 
เชน การไมทนตอการสูญเสียน้ํา มีโครงสรางซับซอน และลักษณะ heterogeneity ในชวงของ



 

พัฒนาการ และมีองคประกอบของน้ํามากในชวง maturity (Rao, 2004)  สําหรบัวัสดุที่สามารถ
นํามาเก็บรักษาดวยวิธีการนี ้ เชน เซลล โปรโตพลาสต ชิ้นสวนปลายยอด โซมาติคเอ็มบริโอ เมลด็ 
หรือ ไซโกติคเอ็มบริโอ     Vicient และ Martinez (1998) รายงานวา ชนิดและระยะพัฒนาการของ
ชิ้นสวนทีน่าํมาเก็บรักษามีผลตอความสําเร็จในการเก็บรักษา โดยปริมาณน้าํในเนื้อเยื่อหรือ
ชิ้นสวน จํานวนและขนาดของแวคิวโอล สงผลตอการทนตออุณหภมูิตํ่า   เซลลที่มีจํานวนและ 
แวคิวโอลขนาดเล็กทนตออุณหภูมิตํ่ามากกวาเซลลมีขนาดและจาํนวนแวคิวโอลมาก (Uragami, 
1991)  อยางไรก็ตาม การเกบ็รักษาดวยวธิีนี้ใชอุณหภูมตํ่ิามาก การแชชิ้นสวนลงใน
ไนโตรเจนเหลวโดยตรงทําใหเซลลพชืไดรับความเสยีหายและตายได ปจจุบันมกีารพัฒนาเทคนิค
ในการเตรียมชิ้นสวนกอนการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสม ใหเซลลมี
การปรับสภาพ และสามารถทนตอสภาพเยน็ไดโดยเซลลไมตายและพันธุกรรมไมเปลี่ยนแปลง 
และสามารถแชในไนโตรเจนเหลวไดโดยตรงโดยไมตองใชเครื่องควบคุมการลดอุณหภูมิ ไดแก 
เทคนิค vitrification ซึ่งกระบวนการในเทคนิคนีม้ีการดึงน้ําที่จะเกิดการแข็งตัวเมือ่อุณหภูมิลดลง
ออกเปนสวนใหญหรือทัง้หมดจากชิน้สวนดวยวิธทีางกายภาพ (physical) หรือ osmotic 
dehydration โดยจะทาํใหภายในเซลลเกดิการแข็งตัวในลักษณะไมเปนผลึกน้ําแขง็       
(amorphous glassy structure) vitrification เปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพสูงสดุเนื่องจากมกีาร
ปรับใชในเก็บรักษาชิน้สวนตาง ๆ ไดงายและกวางขวาง และใหอัตราการรอดชีวิตหลงัการเก็บ
รักษาไดสูง (Matsumoto et al., 2001; Pennecooke and Towill 2000; Thinh  
et al., 2000; Reinhoud et al., 1995; Ishikawa et al., 1996) เทคนิคนี้เหมาะสําหรับอวยัวะที่
ซับซอนอยางเอ็มบริโอ และปลายยอด (Rao, 2004)    นอกจากนีม้ีการดัดแปลงเพือ่ใชในการเกบ็
รักษาเชื้อพันธุดวยวิธ ี cryopreservation โดยใชกระบวนการของเทคนคิ vitrification เปนพืน้ฐาน 
จํานวน 7 เทคนิค ไดแก (1)  encapsulation-dehydration (2) vitrification (3) encapsulation-
vitrification (4) desiccation (5) pregrowth (6) pregrowth-desiccation และ (7) droplet 
freezing (Engelmann, 2000) โดยเฉพาะอยางยิง่ เทคนิคที่ประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด 
ในปจจุบัน คือ vitrification,  encapsulation-vitrification และ encapsulation-dehydration  

เทคนิคที่พัฒนาใหมนี้มีการดัดแปลงเพื่อนาํไปใชและประสบความสาํเร็จในพืช
มากกวา 80 ชนิด (Engelmann, 1997; Reinhoud et al., 2000; Takagi, 2000) อยางไรก็ตาม  
มีรายงานการใชเทคนิคนี้เพือ่เก็บรักษาเชือ้พันธุในระยะยาวคอนขางจาํกัดมีเฉพาะในปาลมน้าํมัน
และมันฝร่ัง (Engelmann, 1997)  เทคนิค vitrification นีม้ีการใชสารปองกันความเยน็ 
(cryoprotectants)  ปองกันความเสยีหายเนื่องจากความเย็นหรือปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งเมือ่



 

อุณหภูมิตํ่ามาก โดยทั่วไปสารที่นาํมาใชตองมีคุณสมบัติดังนี ้ 1. น้าํหนักโมเลกุลตํ่า 2. ละลายได
งาย 3. ไมเปนพิษที่ระดับความเขมขนต่ํา 4. ลางออกจากเซลลไดงาย 5. ซึมผานเขาภายในเซลล
อยางรวดเร็ว ซึ่ง DMSO (dimethylsulfoxide) มีคุณสมบัติดังกลาวทัง้หมด (Bajaj and Reinert, 
1977) อยางไรก็ตาม การใชความเขมขนสูงทาํใหลดการหายใจ ยับยัง้การสราง RNA และโปรตีน
ในเซลลและเนื้อเยื่อพืช (Bajaj et al., 1970 อางโดย Bajaj and Reinert, 1977) นอกจากนี้ 
สารอื่น ๆ ที่ใชมีหลายชนิด เชน glycerol, ethylene glycol, propylene glycol โดยสารแตละชนดิ
มีความเปนพษิตอเยื่อหุมเซลลตางกนั เนือ่งจากผลการกระทบจากการแตกตัว (dissolving effect) 
โดยการซึมผานเขาสูเซลลไดตางกนั glycerol มีความเปนพิษนอยที่สุดเมื่อเทียบกับ DMSO 
ethylene glycol และ propylene glycol  (Bajaj, 1995)  ในศรรษตวรรษที่ 21 นักวิจัยประสบ
ความสาํเร็จในการลดความเปนพิษของ cryoprotectants โดยมีการใชรวมกัน ทาํใหความเขมขน
ของสารแตละชนิดลดลง (Frety et al., 1992; Wang et al., 1994)  Vicient และ Martinez 
(1998) รายงานความเขมขนที่เหมาะสมของสารแตละชนิด เชน DMSO 5-10 เปอรเซ็นต sorbitol 
หรือ ซูโครส 0.33-0.5 โมลาร และ glycerol 2 โมลาร  มีการผสมสาร cryoprotectant  หลายชนดิ
เขาดวยกนัเรียกวา PVS2 (plant vitrification solution)  ซึ่งประกอบดวย glycerol เขมขน 30 
เปอรเซ็นต (W/V) (3.26 โมลาร) ethylene glycol เขมขน 15 เปอรเซ็นต (2.42 โมลาร) DMSO 
เขมขน 15 เปอรเซ็นต (1.9 โมลาร) และซูโครส เขมขน 7.2  เปอรเซ็นต (0.4 โมลาร) 
(Sakai et al., 1990) และประสบความสาํเร็จเมื่อใชสารละลายนี้ในกระบวนการเก็บรักษาเชื้อพันธุ
ในพืชหลายชนิด ซึ่งแตกตางกนั ข้ึนอยูกับระยะเวลาในการแชรวมกับชิน้สวน และชนิดพชื   
อยางไรก็ตาม ความสําเร็จในการเตรียมชิ้นสวนดวยวิธี vitrification อาจตองมีปจจัยรวม 
บางประการไดแก พนัธุกรรมและลกัษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะของชิ้นสวนที่เก็บรักษา  
การ pretreatment ในอาหารที่เติม ซูโครส หรือ ABA กอนที่จะ vitrified รวมกับ cryoprotectants  

ในพืชที่ขยายพันธุโดยสวนรางกาย (vegetatively propagated) ชิ้นสวนเนื้อเยื่อ
เจริญสวนยอดดีที่สุดเนื่องจากไมกลายพนัธุและปลอดไวรัส (Bajaj, 1995) ขนาดของเนื้อเยื่อเจริญ
สวนยอดที่เหมาะตอการเกบ็รักษาประกอบดวยเนื้อเยือ่เจริญสวนยอดหรือโดมและมีใบ 
ประกอบขนาดเล็ก (leaf primordia) 1-2 คู     Takagi และคณะ (1997) เปรียบเทียบขนาดของ
ปลายยอดเผือก (taro) สองขนาดคือ 0.8 มิลลิเมตร (มีโดม และ 1-2 leaf primordia) และ  
2 มิลลิเมตร (มีโดม และ 2-3 leaf primordia) และ ตาขางขนาด 1-1.5 มิลลิเมตร  
(มีโดม และ 3-4 leaf primordia) พบวา ชิ้นสวนทัง้สามชนิดมีอัตรารอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต  
เมื่อแชใน PVS2 เปนเวลา 20 นาที อยางไรก็ตาม หลงัจากแชนานกวา 30 นาที ความมีชวีิตของ



 

ชิ้นสวนคอย ๆ ลดลงโดยขนาดชิน้สวนปลายยอด 0.8 มิลลิเมตร ลดลงมากที่สุด และเมื่อแชเปน
เวลา 60 นาที ความมีชวีติเปน 60 เปอรเซ็นต, 65 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ในชิ้นสวน 
ปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร, 2 มิลลิเมตร และ ตาขาง ตามลาํดบั   ในขณะที่ Panis และคณะ 
(2004) รายงานขนาดฐานของเนื้อเยื่อสวนยอดตออัตรารอดชีวิตหลังการเก็บรักษาของกลวย 
พันธุ Williams (AAA group) พบวา ขนาด 1 มิลลิเมตร ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 65.8 เปอรเซ็นต 
ขนาดที่ใหญกวานี้ใหอัตรารอดชีวิตลดลงตามลําดับ สวนขนาดเล็กกวานี้ไมเหมาะสมเนื่องจาก
เสี่ยงตอความเสียหายเนื่องจากการตัด  

Panis และคณะ (2005) ดัดแปลงเทคนิค droplet vitrification โดยหยด PVS2 
หยดขนาดเล็กบนปลายยอดกลวยที่วางอยูบนกระดาษฟอยด เปนระยะเวลาตาง ๆ (10-60 นาที) 
กอนจุมแชลงในไนโตรเจนเหลว ในปลายยอดกลวยจโีนมตาง ๆ พบวา การใหปลายยอดกลวย 
แชใน PVS2 เปนเวลา 30 นาทีข้ึนไป ใหอัตรารอดชีวิตสูงกวา 10-20 นาที (อยางนอย 50 
เปอรเซ็นต) ในทกุจีโนม และกลวยที่มีจโีนม ABB และ AAB การแชเปนระยะเวลานาน 50 และ 60 
นาที ใหอัตรารอดชีวิตเพิ่มข้ึน 95 เปอรเซน็ต และ 93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนกลวยที่มีจีโนม 
AAA หรือ AA ใหอัตรารอดชีวิตไมตางกันในเวลา 30-60 นาที ในขณะที่กลวยจีโนม AAAh ชิ้นสวน
ปลายยอดไดรับความเสยีหายเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ทัง้นีเ้นื่องจากกลวยที่มจีีโนม B อยางนอย 1 หรือ 2 
ชุดมีการทนแลงมากกวาจีโนม A แมวาจะมีความแตกตางเลก็นอยระหวางจีโนม อยางไรก็ตาม 
เขาสรุปวา การแชดวย PVS2 เปนเวลา 30-60 นาท ี เหมาะตอกลวยพันธุตาง ๆ (ใหอัตราการรอด
ชีวิตประมาณ 65 เปอรเซ็นต) 

 การเตรียมชิน้สวนโดยใชเทคนิค vitrification ในพืชบางชนิดจําเปนตองมกีาร 
pretreatment  ชิ้นสวนกอนที่จะแชใน PVS2 เพื่อเปนการเตรียมชิน้สวนใหทนตอการสูญเสียน้ํา 
โดยเซลลมีการปรับตัวดวยการเปลี่ยนแปลงขนาดเซลล แวคิวโอล และผนังเซลล (Withers, 1988) 
และสงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  pretreatment สามารถทําได
หลายวิธีข้ึนอยูกับชนิดพืชและชิ้นสวนที่เกบ็รักษา เชน การเติม ABA, ซูโครส ในอาหารเพาะเลี้ยง 
หรือการลดความชื้นบางสวน หรือการใหอากาศเยน็ (cold pre-treatment)  อยางไรกต็าม  
โดยสวนใหญใช ซูโครส    Engelmann และคณะ  (1995) รายงานวาการ pretreatment ในอาหาร
ที่เติม ซูโครส เปนการเพิ่มการสรางแปงบริเวณผิวเยื่อหุมเซลลทาํใหเซลลมีขนาดใหญและเปน
ออสโมติคัมปองกันความเสยีหายในระหวางการสูญเสียน้ําและการแข็งตัวในในโตรเจนเหลว    
Takagi และคณะ (1997) รายงานวา การ pretreatment ปลายยอดเผือกในอาหารสูตร MS 
(Murashige and Skooge) เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวแชใน



 

สารละลาย LS (ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร และซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร) เปนเวลา 
20 นาทีกอนแชใน PVS2 โดยแชไวเปนเวลา 10 นาท ีแลวจุมแชในไนโตรเจนเหลว พบวา ใหอัตรา
การรอดชีวิตสูงสุด 83.1 เปอรเซ็นต     Tsukazaki และคณะ (2000) รายงานวาการ pretreatment 
เซลลแขวนลอยกลวยไม Doritaenopsis บนอาหารเติม ซูโครส เขมขน 0.1 โมลาร เปนระยะเวลา 
7 วัน ใหอัตราการรอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 51 เปอรเซ็นต แตกตางอยางมี
นัยสําคัญยิ่งกบัการไม pretreatment  อยางไรก็ตาม การใช ABA เขมขน 0.1 หรือ 0.5 โมลาร 
ใหผลไมแตกตางกนัและไมตางกับการไมใช     ในขณะที่ Frety และ Lorz (1995) รายงานวาการ
ใช ABA เขมขน 2 ไมโครโมลาร สงเสริมการทนอุณหภูมิตํ่าในขาวบารเลย และขาวสาลี        
การเติมซูโครส เขมขน 0.75 โมลาร สงเสริมการทนตออุณหภูมิตํ่าในโซมาติคเอ็มบริโอของ 
ปาลมน้าํมนั (Dumet et al., 1993)  สวน Frety และ Lorz (1995) รายงานการใช sorbitol เขมขน 
0.3 โมลาร ในเซลลแขวนลอยของขาวบารเลย        ในขณะที่ Attree และคณะ (1995) รายงานวา 
การใช PEG (polyethyleneglycol) หรือ dextrans น้ําหนักโมเลกุลสูง ๆ สงเสริมการทนตอ
อุณหภูมิตํ่ามากกวาคารโบไฮเดรต    การ cold pretreatment สงเสริมการทนตออุณหภูมตํ่ิา 
ในแคลลัสขาวบารเลยแตไมสงเสริมในเซลลแขวนลอย (Frety and Lorz, 1995)    ในขณะที ่
Ishikawa และคณะ (1996) รายงานวา การ pretreatment non-embryogenic suspension ของ 
bromegrass ดวย cryoprotectant (CSPl) ที่ประกอบดวย ซูโครส เขมขน 10 เปอรเซ็นต DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ glycerol เขมขน 5 เปอรเซน็ต (w/v) เปนเวลา 30 นาทกีอนแชใน PVS2 
เปนเวลา 2-4 นาท ี สงเสรมิอัตราการรอดชีวิต 30-40 เปอรเซน็ต สวนการใช ซโูครส หรือ ABA  
ใหอัตราการรอดชีวิตลดลงมาก    

Ahuja และคณะ (2002) ทาํการ pretreatment ปลายยอดของแยม (Dioscorea 
floribunda) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 มิลลิเมตร (จากตนในหลอดทดลองอาย ุ 6-8 
สัปดาห) ในอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร ที ่25 องศาเซลเซียส และแชในสารละลาย 
LS ในอาหารเหลวสูตร MS เปนเวลา 20 นาท ี และแชใน PVS2 (โดยมีอาหารสูตร MS เปน
องคประกอบดวย) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที และลางดวยสารละลาย 
(unloading solution) ทีป่ระกอบดวยอาหารสูตร MS รวมกับซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร 
เปนเวลา 20 นาท ี ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS เติม BAP 
(benzylaminopurine) เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร NAA (naphthaleneacetic acid) เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอลิตร และ GA3 (gibberellic acid) เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 วัน จงึยาย
ไปเพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS เติม BAP เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม



 

ตอลิตร และ GA3 เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ใหอัตรารอดชีวิต 87 เปอรเซ็นต สามารถ
พัฒนาเปนพืชตนใหม  30  เปอรเซ็นต 
  Wang และคณะ (2005) รายงานการเก็บรักษาปลายยอดมะละกอ (Carica 
papaya) จํานวน 6 สายพนัธุ โดยแชปลายยอดดวยสารละลาย LS ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 20 นาที แลวดึงน้าํดวยการแชใน PVS2 ดัดแปลง (โดยมีองคประกอบดังนี้ 
polyehyleneglycol 6000 เขมขน 3 เปอรเซ็นต  proline เขมขน 0.02 โมลาร glycerol เขมขน 20 
เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 13.6  เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 10  เปอรเซ็นต และซูโครส 
เขมขน 0.4  โมลาร ในอาหารเหลวสูตร MS ปริมาตร 1 ml ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
60 นาที แชในไนโตรเจนเหลวอยางนอย 1 สัปดาห พบวา ปลายยอดทั้ง 6 สายพันธุ สามารถ
เจริญเติบโตระหวาง 48-93  เปอรเซ็นต 
  การละลายน้าํแข็ง (thawing) และการเพาะเลี้ยงเปนพืชตนใหม (regrowth) 
ของชิ้นสวนพชืหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว เปนขัน้ตอนที่มีความสําคัญตออัตรารอดชีวิตและ
ความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหมเชนเดียวกับการเตรียมชิ้นสวนกอนการแชใน
ไนโตรเจนเหลว โดยทั่วไปใชวิธีการละลายน้ําแข็งอยางรวดเร็ว (rapid thawing) ที่อุณหภูมิ 40-45 
องศาเซลเซยีส (Lynch et al., 1994)  Wang และคณะ (1994) รายงานวาการลางหรือไมลาง
สารละลาย cryoprotectant จากชิ้นสวนใหผลการพฒันาเปนพืชตนใหมไมแตกตางกนัทางสถติิ 
อยางไรก็ตาม ระยะเวลาในการพัฒนาเปนพืชตนใหมแตกตางกนัในแตละพืชและวธิีการ  
การใชวิธกีารที่เหมาะสมทาํใหระยะเวลาในการพัฒนาเปนพืชตนใหมใกลเคียงกบัชิน้สวนที่ไมผาน
การเก็บรักษาโดยขึ้นอยูกับระยะเวลาในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (Nishizawa et al., 
1993)  เชน การเก็บรักษาเซลลซัสเพนชัน่และแคลลัสฝายในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 4 ป  
เมื่อนํามาละลายน้าํแข็งและเพาะเลี้ยงในอาหาร พบวามีอัตราการเจรญิเติบโตและการพัฒนาเปน
พืชตนใหมสูงและตนที่ไดมลัีกษณะปกต ิ  (Rajasekaran et al., 1996 อางโดย Vicient and 
Martinez, 1998) นอกจากนี้ Wang และคณะ (2005) รายงานอัตรารอดชีวิตของชิ้นสวนเนื้อเยื่อ
ปลายยอดมะละกอหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลวโดยวิธ ี vitrification เปนเวลา 1 สัปดาหแลว
ละลายน้ําแข็งโดยแชใน water bath โดยทนัท ี ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 90-120 
วินาท ี แลวลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวเติมซูโครส ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 15 นาที  
กอนเพาะเลี้ยงบนอาหาร วาใหผลไมตางกนั  และวิธีการดังกลาวประสบผลสําเร็จในกลวย  
(Thinh et al., 1999)         
 



 

2. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในหลอดทดลอง 
  

การเก็บรักษาเชื้อพันธุในหลอดทดลองเปนวิธทีีพ่ัฒนาขึน้เนื่องจากขอจํากัดใน
การเก็บรักษาเชื้อพันธุในแปลง ซึง่มีขอดีหลายอยาง เชน ปลอดเชือ้ราและแบคทีเรีย เปนการลด
ตนทนุในการเก็บรักษา งายและสะดวกในการแลกเปลี่ยนเชื้อพันธุ และอาจเปนแหลงรวบรวม 
เชื้อพันธุ (core collection) สําหรับการเก็บรักษาเชื้อพนัธุระยะยาว (Malaurie et al., 1998)  
สามารถยืดระยะเวลาในการยายเลีย้งซึง่เปนการลดตนทนุและเวลาในการดูแลรักษา วิธีการนี้
สามารถดูแลวสัดุพืชในหลอดทดลองไดระหวาง 1-15 ป ซึ่งชวงของการยายเลี้ยงขึ้นอยูกับพืช 
แตละชนิด  การเพาะเลีย้งในสภาพชะลอการเจริญเติบโตสามารถทําไดหลายวิธ ี โดยสวนใหญ 
มักลดอุณหภมูิรวมกับเพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสงต่ํา หรือในที่มืด ในพืชที่ทนอากาศเยน็
อุณหภูมิอยูระหวาง 0-5 องศาเซลเซียส สวนพืชในเขตรอนอุณหภูมคิวรอยูในชวงระหวาง 15-20 
องศาเซลเซยีส (Rao, 2004) อีกวธิีหนึ่งทีส่ามารถทําไดคือการดัดแปลงอาหารทีเ่พาะเลี้ยง โดยการ
ลดน้ําตาลและหรือองคประกอบของธาตอุาหาร และลดปริมาณของออกซิเจนในการเพาะเลีย้ง
โดยใชคลุมชิ้นสวนดวยอาหารเหลวหรือ mineral oil (Withers and Engelmann, 1997)    
อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาเชื้อพนัธุพืชดวยเทคนิคนี้ตองการอัตรารอดชีวิตสูง สามารถลดจํานวน
คร้ังในการยายเลี้ยงและสามารถดัดแปลงใชไดหลากหลายสายพนัธุ  (Malaurie et al., 1998) 
และสามารถขยายพันธุโดยที่ตนกลาที่ไดไมกลายพนัธุ โดยเทคนคิการเพาะเลีย้งในสภาพชะลอ
การเจริญเติบโตมักมีการนาํมาใชและดัดแปลงและประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด มีรายงาน
ประมาณ 37,600 ชนิดที่ใชเทคนิคนี้ในการเก็บรักษาใน genebanks (FAO, 1996) และที่ใช
เทคนิคนี้ในการเก็บรักษาเปนประจํา ไดแก   กลวย   มันฝร่ัง มันเทศ มันสาํปะหลงั แยม  
หอมชนิดตาง ๆ และไมยืนตนในเขตหนาว    Borges และคณะ (2004) รายงานความสามารถ 
ในการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากชิน้สวนขอของตนแยม (Dioscorea alata L.) ที่เก็บรักษาใน
หลอดทดลองในอาหารสูตร D-571 เติมแมนนทิอล BA (6-benzyladenine) และผงถาน  
ความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 9 เดือน วาสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมสูงสุด 100 และ 98 
เปอรเซ็นต จากการเกบ็รักษาในอาหารสูตร D-571 เติม mannitol เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต รวมกบั 
BA เขมขน  0.1 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน เขมขน 2 กรัมตอลิตร ตามลําดบั     
ทํานองเดยีวกนั Nair และ Chandrababu (1994) รายงานความสามารถในการพฒันาเปนพืชตน
ใหมจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอของ  D. alata และ D. rotundata ที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง
ในอาหารสูตร MS เติม mannitol เขมขน 3 เปอรเซ็นต เปนเวลา 12 เดือน วามีอัตราการพัฒนา
เปนพชืตนใหม 100 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ไมเติมสารควบคุม 



 

การเจริญเติบโต    Taylor และคณะ  (2001) รายงานวาการลดอณุหภูมิเปนวิธกีารที่เหมาะสม
ที่สุดในการเกบ็รักษาโดยชะลอการเจริญเติบโตในเผือก โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิ 20 องศา
เซลเซียส ไดเปนระยะเวลา 9-12 เดือน โดยไมตองยายเลี้ยง ทั้งนีข้ึ้นอยูกับพันธุ นอกจากนี้มี
รายงานวาสามารถเก็บรักษาเผือกที่อุณหภูมิ 9 องศาเซลเซียส ในทีม่ดื ไดนานกวา  8 ป โดยยาย
เลี้ยงทุก 3 ป (Bessembinder et al., 1993)    

พาโคลบิวทราโซล (paclobutrazol: PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,  
4-dimethyl-2-(l,2,4-triazol-l-yl)pentan-3-ol]  เปนสารชะลอการเจริญเติบโตทําหนาที่ยับยั้งการ
สังเคราะหจิบเบอเรลลินเพื่อลดการยืดยาวของขอ  ความสูง  พื้นที่ใบ  และทําใหใบมีสีเขียวเขม  
(Bai  and  Chaney,  2001)  โดยทั่วไปจิบเบอเรลลินจะชักนําใหเกิดการยืดยาวของลําตน   
การเติบโตของเนื้อเยื่อเจริญหรือตา  (มาลี,  2532)  Hazarika  (2003)  รายงานการใชสารชะลอ
การเจริญเติบโตหลายชนิดที่ใชในการขยายพันธุพืชดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพบวา ความยาว
ขอ ส้ันลง   ขนาดใบลดลง   สง เสริมการสรางคลอโรฟลลตลอดจนความหนาของราก 
Demeulemeester  และคณะ  (1995)  ทดลองนําสารเคมีในกลุมนี้ เชน Mepiquat  chloride,  
Chloromequat  chloride,  Tetcyclacis,  PBZ,  BAS 111,  Daminozide  และ  LAB  198 999  
ความเขมขน  50  250  และ  500  มิลลิกรัมตอลิตร  มาทดสอบผลของการยับยั้งการสังเคราะห 
จิบเบอเรลลินในการเพาะเลี้ยง  Chicory  พบวา  PBZ  และสารประกอบในกลุม  
cyclohexanetriones  สามารถลดการเจริญของลําตนได  และการใช  PBZ  ความเขมขน  50  
มิลลิกรัมตอลิตร  ใหน้ําหนักแหงสูงสุด    ธัญพิสิษฐ  (2544)  รายงานวา  PBZ  เปนสารชะลอการ
เจริญเติบโตที่ควบคุมขนาดทรงพุม  ขนาดความยาวของกานใบ  และแผนใบของสาวนอยประแปง
ใหมีขนาดกะทัดรัดและเหมาะสมกับไมกระถาง  โดยที่คุณภาพตางๆ  เชน  สีของกาบใบไม
เปลี่ยนแปลง    เยาวพา  (2546) รายงานวา  PBZ  เปนสารอินทรียที่สังเคราะหข้ึนโดยมีคุณสมบัติ
ชะลอการแบงเซลลและยืดตัวของเซลลบริเวณใตปลายยอดของกิ่ง  ทําใหตนพืชที่ไดรับสารมีความ
สูงนอยกวาปกติ  เปนประโยชนตอการควบคุมความสูงของไมดอกไมประดับใหมีขนาดกระทัดรัด
เหมาะกับการปลูกเปนไมกระถาง  และจากการทดลองถึงผลของ  PBZ  ตอการเจริญเติบโตของ
ดาวกระจาย  พบวา ดาวกระจายไดรับสาร  PBZ  ความเขมขน  1  2  และ  3  มิลลิกรัมตอตน   
ทําใหความสูง  ขนาดทรงพุม  และเสนผานศูนยกลางตนนอยกวาตนที่ไมไดรับสารอยางมี
นัยสําคัญ  ตนที่ไดรับสาร  PBZ  ที่ความเขมขน  3  มิลลิกรัมตอตน มีความสูง  ขนาดทรงพุม  และ
เสนผานศูนยกลางตนนอยที่สุด  PBZ  จัดไดวาเปนสารชะลอการเจริญเติบโตที่นิยมใชในปจจุบัน  
เนื่องจากสามารถควบคุมความสูงของลําตนใหส้ันลง  โดยไมมีผลตอลักษณะอื่นๆ  เนื่องจากไปมี



 

ผลยับยั้งการสังเคราะหจิบเบอเรลลิน  ทําใหตนเล็กลง  กะทัดรัด  และสามารถใชไดกับพืชหลาย
ชนิดทั้งไมผล และไมดอกไมประดับ  อีกทั้งสามารถนํามาใชประโยชนในเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ     
กลไกการทํางานของ  PBZ  คือ  การไปยับยั้งการสราง  Kaurene  oxidase  ดังนั้นจึงไปหยุด
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในขั้นตอนการเปลี่ยนจาก  ent-kaurene  เปน  ent-kaurenoic  acid  ใน
กระบวนการสังเคราะหจิบเบอเรลลิน  (Hazarika,  2003)  เพราะเหตุนี้จึงมีผลตอความสูงและการ
ยืดยาวของปลอง     Eliasson  และคณะ  (1994)  ใช  PBZ  ความเขมขน  0.00  0.15   0.30  
และ  0.60      มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับ  Prunnus serotina  บนอาหารสูตร 
MS  รวมดวยการเติมและไมเติม  IBA (3-indolebutyric acid) พบวา อาหารสูตร  MS  เติม  PBZ  
ความเขมขนสูงขึ้นรวมกับ  IBA  ทําใหการเจริญของยอดลดลงในหลอดทดลอง  แตความเขมสี
ของใบเพิ่มข้ึน  อีกทั้งทําใหเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําในตนพืชลดลง    Nagaraju  และคณะ  
(2002)  ไดเพาะเลี้ยงหัวของซอนกลิ่นฝร่ัง (gladiolus) 6 สายพันธุ  ไดแก Bellariana   
Blue  Moon   Cream  White   Friendship   Her  Majesty  และ  Top Bress  บนอาหารสูตร MS  
เติม  PBZ ความเขมขน  0  5  และ  10  มิลลิกรัมตอลิตร  รวมกับน้ําตาลซูโครส  30  60  90  และ 
120  กรัมตอลิตร  พบวาอาหารที่เติม  PBZ  ความเขมขน  10  มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครส  
120  มิลลิกรัมตอลิตร  ทําใหเกิดหัวใหญที่สุด  แตความยาวของใบ  และรากสั้นที่สุด    Chen  
และคณะ  (2005)  เพาะเลี้ยงกานดอกของ  daylily ในอาหารเหลวสูตร  MS  ที่เติมน้ําตาลซูโครส  
3  และ  6  เปอรเซ็นต  เติมและไมเติม  PBZ ความเขมขน  8.5  ไมโครโมลาร  พบวา อาหารที่เติม
น้ําตาลซูโครส  6  เปอรเซ็นต  และเติม  PBZ  ทําใหมีน้ําหนักแหงและปริมาณแปงสูงสุด    
Smith  และคณะ  (1990)  รายงานวาการเติม  PBZ  ลงในอาหารชักนํารากมีผลทําใหจํานวนปาก
ใบลดลง ไขที่ผิวใบเพิ่มข้ึน  ลําตนสั้นลง  รากหนาขึ้น  ลดการเหี่ยวหลังจากยายปลูกลงดิน อีกทั้ง
เพิ่มปริมาณคลอโรฟลลใหแกตนพืช  นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช  PBZ  เพื่อวัตถุประสงคชวยใน
การชักนําการออกดอกในหลอดทดลองดวยเชน    Kostenyuk  และคณะ  (1999)  รายงานวาหาก
มีจิบเบอเรลลินความเขมขนสูงสงผลทําใหออกดอกชา  และเปอรเซ็นตการเกิดดอกลดลง   
อยางไรก็ตาม เมื่อเติม  PBZ  รวมกับ  BA  มีผลทําใหสงเสริมการเกิดดอก ทําใหออกดอกเร็วขึ้น  
และมีปริมาณมาก     

นอกจากนี้พาโคลบิวทราโซลยังเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่สงเสริมการ
สราง ABA หนาที่หนึ่งของ ABA คือทําใหปากใบปดเพื่อลดการสูญเสียน้ําจากการหายใจ มีการ
ดัดแปลงนําพาโคลบิวทราโซลมาใชในสวนไมดอกไมประดับโดยสงเสริมใหทนตอสภาพการขาดน้าํ
ในระยะเวลาสั้นได และสงเสริมเพิ่มประสิทธิภาพในการใชน้ําในไมยืนตนโดยสัมพันธกับการเพิ่ม



 

ของ ABA โดยสงผลใหมีการลดการเปดของปากใบ ลดการเจริญเติบโตของยอด โดยขนาดใบและ
พื้นที่ผิวของลําตน และมีรากฝอยเพิ่มข้ึนเพื่อการดูดน้ํา และการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของใบเพื่อ
ลดการสูญเสียน้ํา (William and Chaney, 2005) พาโคลบิวทราโซลเพิ่มการสะสมของแปงใน
ชิ้นสวนตาง ๆ ของพืช (Wood, 1984; Wieland and Wample, 1985; Wang et al., 1986)  
พาโคลบิวทราโซลมักนํามาใชในไมยืนตนหลายชนิด โดยมีผลในการลดการยืดยาวของยอด  
การขยายของใบและเสนผานศูนยกลางของลําตน  (Keever et al., 1990; Burch et al., 1996)  
นอกจากนี้มีการนําพาโคลบิวทราโซลมาใชในการยับยั้งการเจริญเติบโตของไมดอกไมประดับและ
ไมกระถางหลายชนิด เชน เบญจมาศ บีโกเนีย ฟรีเซีย เพิ่มการแตกกอในขาว หรือชะลอการ
เจริญเติบโตของหญา  
3. การทดสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิค RAPD  
 

วิธีการดั้งเดิมในการแยกความแตกตางทางพันธุกรรมคือ  การใชลักษณะทาง
สัณฐาน  ไดแก  ลักษณะรูปรางใบ  สีดอก  สีผล  และลักษณะผล  เปนตน  เปนเครื่องหมายของ
การแสดงออกของยีน  แตอยางไรก็ตามลักษณะทางสัณฐานมีขอจํากัดหลายประการ  เพราะวา
พืชบางพันธุมีลักษณะตาง ๆ  ใกลเคียงกันมากจนไมสามารถแยกความแตกตางไดโดยสายตา  
จากขอจํากัดนี้ทําใหมีการนําเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยในการแยกความแตกตางทาง
พันธุกรรม  เครื่องหมายดังกลาวคือ  ไอโซไซม  เครื่องหมาย  Restriction  Fragment  Length  
Polymorphisms  (RFLP)  เครื่องหมาย Ramdom  Amplified  Polymorphic  DNAs  (RAPD)  
Amplified  Fragment  length  Polymorphism (AFLP)  Simple  Sequence  Repeat  (SSR)  
และ  Cleaved  Amplified  Polymorphism  Sequence  (CAPS)  เปนตน   

ปจจุบันนี้การตรวจสอบความแปรปรวนตนที่ไดจากการเก็บรักษาเชื้อพันธุนิยมใช
วิธีทางดานชีวโมเลกุล เนื่องจากความนาเชื่อถือมากกวา ซึ่งมีหลายเทคนิค โดยเทคนิค RAPD  
เปนเทคนิคที่นิยมนํามาใชในการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเซลล
รางกาย (somaclonal variation) (Raina, 1996) เครื่องหมาย  RAPD  เปนหนึ่งในหลาย
เครื่องหมายโมเลกุลที่อาศัยเทคนิค  polymerase  chain  reaction  (PCR)  เปนการเพิ่มปริมาณ
ชิ้นสวนดีเอ็นเออยางสุมโดยใชไพรเมอรซึ่งเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพียงชนิดเดียว  ไพรเมอรที่ใชมี
ขนาดสั้น ๆ  เพียง  10  เบสเทานั้น  ซึ่งสามารถซื้อไดทั่วไปจากบริษัทผูผลิต  เนื่องจากการเพิ่ม
ปริมาณเปนแบบสุม  ดังนั้นจึงไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอตนแบบ  ขอดีของ  RAPD  
คือ  ใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก  วิธีการทําไดงายและรวดเร็ว  ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดี
เอ็นเอตัวอยางพืช  นอกจากนี้ไพรเมอรสามารถเลือกซื้อไดตามตองการ  ใชปริมาณตัวอยาง 





บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
1. วสัดุ 

1.1 วัสดุพืช 
 

1.1.1 การศึกษาการเก็บรกัษาเชื้อพันธุในในไนโตรเจนเหลวและในสภาพ
ชะลอการเจริญเติบโต 

 
 ใชชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกจากกลุมยอดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเพิ่ม
ปริมาณ ซึง่เปนสูตรอาหาร MS เติม NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ยายเลีย้งกลุมยอดทุก 2 เดือน 
 

1.1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิค RAPD 
 

 ใชใบจากยอดของหญาแฝกที่พัฒนาจากชิน้สวนหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลว 
และที่เก็บในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโตเปนเวลา 1 ป  
 
 1.2 สารเคมี 
 
        1.2.1  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารสูตร MS (รายละเอียดในตารางภาคผนวก) 
        1.2.2  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เชน BA NAA PBZ 
        1.2.3  สารเคมีที่ใชในการเตรียมชิน้สวนดวยเทคนคิตาง ในการเก็บในไนโตรเจนเหลว 
           - DMSO 
                   - Glycerol 
                   - ซูโครส 
                  -  Ethylene glycol 



                  -  Alginate 
                  -  CaCl2 2H2O 
                  -  FDA (fluorescein diacetate) 
      1.2.4 สารเคมีที่ใชสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ ดังตอไปนี ้
          -  CTAB (cetylmethylammonium bromide) 
          -  Tris-HCl  Tris base 
        - β-Mercapthoethanol 
           - PVP-40 (Polyvinylpyrolidone) 
           - Na2EDTA 
           - NaCl 
           - Acetic acid, Boric acid 
           - Chloroform 
           - Isopropanol 
           - Ethanol 70 เปอรเซน็ต 
           - Agarose 
           - Ethidium bromide 
           - น้ํากลัน่ 
      1.2.5 สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหดีเอน็เอโดยเทคนคิ RAPD โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
                    ดวยเทคนิค PCR ดังตอไปนี ้
           - PCR buffer 
           - dNTP 
           - Primer 
           - Taq DNA polymerase 
    
2. อุปกรณ 
 
 2.1 อุปกรณเครื่องแกว เชน กระบอกตวง volumetric flask จานเพาะเลีย้ง ไปเปต  

         ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 8 ออนซ หลอดทดลอง 
 2.2    ไมโครไปเปต หลอดเอฟเพนดอรฟ หลอดเซ็นตรฟิวก cryotubes 



 2.3    อุปกรณโลหะ เชน ปากคีบ ดามมีด และใบมีดผาตัด 
 2.4   อุปกรณฆาเชื้อ เชน หมอนึ่งความดนัอัดไอ เตาอบความรอนแหง 
 2.5   ตูยายเลีย้ง 
 2.6   ชุดอิเลก็โตรโพรีซีสแบบแนวนอน 
 2.7   เครื่องปนหมนุเหวีย่ง เครื่องเขยาแบบวงกลม 
 2.8   เครื่อง UV transluminator 
 2.9   กลองบนัทกึภาพแบบดิจิตอล 
 2.10   เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 2.11   ถังเก็บไนโตรเจนเหลว 
 2.12   เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) 
 2.13   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 2.14   ตูควบคุมอุณหภูมิ (4 และ -20 องศาเซลเซียส) 
 
วิธีการ 
 
1. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในไนโตรเจนเหลว 

 
1.1  การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนคิ vitrification 

 
1.1.1 ผลของความเขมขนของซโูครสตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอด 

                    หญาแฝกที่ผานการแชในสารละลาย PVS2  
  

นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในสภาพปลอดเชื้อขนาดความยาวประมาณ 3 
มิลลิเมตร ใสใน cryotube หลอดละ 20 ยอด เติมสารละลาย PVS2 ซึ่งประกอบดวย glycerol 
เขมขน 30 เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 15 เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 15 เปอรเซ็นต และ
ซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร ในอาหารสูตร MS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปนเวลา 30 นาที จึงดูด
สารละลายทิ้ง แลวเติมสารละลายซูโครส ซึ่งประกอบดวยธาตุอาหารของสูตร MS เติมซูโครส
ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.1 0.3 0.5 และ 0.7 มิลลิโมลาร หลอดละ 2 มิลลิลิตร โดยแชไวเปนเวลา 
1 นาที ทํา 2 คร้ัง และซับชิ้นสวนดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิต
ดวยสารละลาย FDA โดยใชกลองจุลทรรศน 



 1.1.2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

  
นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในสภาพปลอดเชื้อขนาดความยาวประมาณ 3 

มิลลิเมตร ใสใน cryotube หลอดละ 20 ยอด เติมสารละลาย PVS2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปน
ระยะเวลา 30 นาที เก็บในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาละลายน้ําแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 และ 2 นาที จึงเทสารสารละลาย PVS2 
ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร แชไวเปนเวลา 1 นาที จํานวน 2 
คร้ัง ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิตดวยสารละลาย FDA 
โดยใชกลองจุลทรรศน จํานวน 20 ยอด  สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด
และ ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.3 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตของชิ้นสวน

ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกขนาดความยาวประมาณ 3 มิลลิเมตร ใสใน 
cryotube หลอดละ 20 ยอด แลวเติมสารละลาย PVS2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปนระยะเวลา 
ตาง ๆ คือ 0 15 30 45 60 75 90 105 120 นาที จากนั้นแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง  
ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เทสาร
สารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปน
เวลา 1 นาที จํานวน 2 คร้ัง ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิต
ดวยสารละลาย FDA โดยใชกลองจุลทรรศนจํานวน 10 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร
เพิ่มปริมาณยอดและตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวิตของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว  
  

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกใน
อาหารเหลวสตูร MS ที่ลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหนึ่ง (1/2 MS) เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ



การไม pretreatment แลวนําชิน้สวนทั้งสองสวนมาแชชิ้นสวนในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 
นาท ีจากนัน้แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชัว่โมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภมูิ 
ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีตรวจสอบความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 
20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.1.5 ผลของระยะเวลาการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมี

ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานี้ใชกลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร
เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร เปนเวลา 0 1 3 และ 5 วัน แลวนํามาแชในสารละลาย 
LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในสารละลาย PVS2 ตอ
อีก เปนเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 2 และ 3 ชั่วโมง แลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง
กอนนํามาละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยสารละลายที่มีองคประกอบของอาหารสูตร MS เติม
ซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที 1 คร้ัง  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอดและตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห 

 
1.1.6 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 และ 2 ชั่วโมง แลวนําชิ้นสวนมาแชใน
สารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาท ี ชิ้นสวนที่ผานการเตรียมทัง้หมด นาํมาบรรจุในหลอด 
cryotube แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง จึงละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภมูิ 
ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาท ีซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึง่ฆาเชื้อ จากนั้นนําชิน้สวน
ไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลอืเพาะเลี้ยงใน



อาหารสูตรเพิม่ปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 
สัปดาห  

 
1.1.7 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก

หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานีน้ํากลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร
เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 1 วัน แลวนาํมาแชในสารละลาย LS 
บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในสารละลาย PVS2 เปน
เวลา 30 นาที แลวจงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนนํามาละลายน้ําแข็งโดยแชใน
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลาง
ชิ้นสวนดวย สารละลายที่มีองคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแช
ไวเปนเวลา 10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในสภาพตาง ๆ 3 วิธีคือ 

- เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งทีม่ีกระดาษกรอง 2 แผน เปนเวลา 2 วัน แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

- เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 1 สัปดาห แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

 - เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีกระดาษกรอง 2 แผน เปนเวลา 2 วัน แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารเหลวสตูรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 1 สัปดาห แลวยายไปเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรเพิ่ม
ปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงในสภาพตาง ๆ เปนเวลา 4 
สัปดาห 

 
1.1.8 ผลของอุณหภูมิและชนิดของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวติของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดโดยตัดใหมีขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 1 วนั นาํมาแชในสารละลาย LS บนเครี่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง จงึแชในสารละลาย  cryoprotectant  2 ชนิด คือ PVS2 และ PVS3 



(ประกอบดวย ซูโครส เขมขน 50 เปอรเซน็ต glycerol เขมขน 50 เปอรเซ็นต)  ที่อุณหภูมิ 5 และ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี แลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชัว่โมง กอนนํามา
ละลายน้ําแข็ง โดยแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี 
เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิน้สวนดวยสารละลายทีม่ีองคประกอบของอาหารสตูร MS เติม
ซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาท ี 1 คร้ัง  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.9   ผลของขนาดของชิ้นสวนตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก

หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดขนาด 1-2 หรือ 3-5 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย 
LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาแชใน
สารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาทีในหลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 
ชั่วโมง จงึนาํมาละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 
นาที จากนัน้นําไปเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.10 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียสตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที ่ precondition ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติม
ซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาท ี เปนเวลา 9 วัน นาํมา
ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร แลวจึงแชในสารละลาย LS บนเครี่องเขยา ที่ความเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 0.5 1 2 และ 3 ชั่วโมง แลวแชในไนโตรเจนเหลว 1 ชั่วโมง จากนัน้จึงละลายน้าํแข็งโดยแชใน
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี แลวลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 



1.1.11 ผลของระยะเวลาในการแชสารละลาย LS และสารละลาย PVS 3 ที่   
         อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก   

 หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที่ precondition เปนเวลา 9 วนั นาํมาตัดปลายยอดให
มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร แชในสารละลาย LS เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 20 40 60 80 และ 100 
นาที แลวแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี นําลงแชใน
ไนโตรเจนเหลว 1 ชั่วโมง แลวจึงละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดย
แชไวเปนเวลา 10 นาท ี จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.12 ผลของการแชในสารละลาย cryoprotectant ที่อุณหภมูิ 0 องศาเซลเซียส
รวมกับสภาพการเพาะเลี้ยง ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญา
แฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที่เพาะเลี้ยงในอาหาร precondition เปนเวลา 2 
สัปดาห ตัดใหปลายยอดมขีนาด 1-2 มิลลิเมตร แชในสารละลาย LS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใน
หลอด cryotube ขนาด 2 มิลลิลิตร ในทีม่ืดเปนเวลา 20 นาท ีแลวแชในสารละลาย PVS2 และ 
PVS3 ที่เยน็ และเก็บที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง  จึงแชในไนโตรเจนเหลว เปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 
10 นาที เพาะเลี้ยงในในที่มืดเปนเวลา 1 วัน จากนั้นยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติ 
เปรียบเทยีบกบัการเพาะเลีย้งในที่มีแสง ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้ง
เปนเวลา 4 สัปดาห 
 
 1.1.13 ผลขององคประกอบของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ในการศึกษานีใ้ชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร โดยนาํมา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 ชั่วโมง 



หลังจากนั้นแชชิ้นสวนในสารละลาย cryoprotectant ดังนี้คือ PVS2, PVS3 และ PGluD 
(ประกอบดวย PEG 8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต) ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติม
ซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงในอาหารในทีม่ืดเปนเวลา 1 คืน 
จึงยายไปเลี้ยงในอาหารใหมในสภาพการใหแสงปกต ิ บันทกึการสรางยอดหลงัจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 4 สัปดาห 
 
 1.1.14 ผลของ glycerol และชนิดน้าํตาลในการ pretreatment ตอความมีชวีิตของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ในการศึกษานีใ้ชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร โดยนาํมา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติม glycerol และน้ําตาลชนิดตาง ๆ ดังนี้คือ sorbitol, glucose และ 
ซูโครส ความเขมขน 0.3 โมลาร  เปนเวลา 3 วนั จากนัน้จึงแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที 
และ PVS2 เปนเวลา 20 นาท ีแลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแช
ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร เปนเวลา 20 นาท ี เพาะเลีย้งและบันทึกการสรางยอดทั้งที่แช
และไมแชในไนโตรเจนเหลวหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค dehydration 
   

1.2.1 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนักและความมีชีวติของ 
                    ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

  
นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาวางในจานเพาะเลี้ยงและวางในตู 

laminar flow ซึ่งมีลมเปาในแนวขนาน ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาที เปนเวลาตาง ๆ คือ 0.5 1 2 3 4 
และ 5 ชั่วโมง โดยบันทึกน้ําหนกัสดกอนและหลังวาง แลวนาํชิ้นสวนใสในหลอด cryotube แชใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดย
แชไวเปนเวลา 1 นาที ซบัดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ จากนัน้นําชิน้สวนไปตรวจสอบ



ความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จาํนวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่ม
ปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.2.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวติของ  

                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 16 ชัว่โมง กับการไม pretreatment แลวนําชิน้สวนทัง้สองสวนมา dehydration 
โดยวางชิน้สวนปลายยอดในจานเพาะเลีย้งในตู laminar flow ความเรว็ลม 50 ฟุตตอนาท ี 
เปนเวลา 30 นาที หรือ จงึแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีจากนัน้นําไปตรวจสอบความมชีีวิตดวย
สารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนทีเ่หลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด 
ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.2.3 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 และ 2 ชั่วโมง แลวนาํชิ้นสวนมา dehydration 
โดยวางในตู laminar flow ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนเวลา 30 นาที ชิน้สวนทีผ่านการเตรียม
ทั้งหมด นํามาใสในหลอด cryotube แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง จงึละลายน้าํแข็ง
โดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ี ลางชิน้สวนดวยอาหาร
เหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาท ี ซับดวยกระดาษกรองที่
ผานการนึง่ฆาเชื้อ จากนัน้นาํชิ้นสวนไปตรวจสอบความมีชีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 
ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพชืตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
 



1.3 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค encapsulation 
   
 1.3.1 ผลของความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                 หญาแฝกหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาหุมดวยวุนอัลจิเนต (Fluka) ที่ 4 
ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปต
ปลายตัดขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดใน
สารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาที จงึนาํเม็ดบีดใสใน
หลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง จึงละลายน้ําแข็งโดยแช
ในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางดวยอาหารเหลวสูตร MS เติม
ซูโครส 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรองทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อ จากนั้นนาํ
ชิ้นสวนไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้ง
ในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 
สัปดาห  
 

1.3.2 ผลของชนิดและความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวน 
                 ปลายยอดหญาแฝกกอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาหุมดวยวุนอลัจิเนต 3 ยี่หอ คือ Sigma 
Fluka และ Wako แตละชนดิมี 4 ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร 
MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดัขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอด
ในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 
นาที จงึนาํเมด็บีดใสในหลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลาอยางนอย 1 ชัว่โมง 
จึงละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที ลางดวย
อาหารเหลวสตูร MS เติมซโูครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซบัดวยกระดาษ
กรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นนําชิน้สวนไปตรวจสอบความมีชวีติดวยสารสารละลาย FDA 
จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืช
ตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
 



 1.3.3 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ  
                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังแชในไนโตรเจนเหลว 
   

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกใน
อาหารเหลวสตูร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16 ชัว่โมง กับการไม pretreatment แลวนาํชิน้สวนทั้งสองสวนมาหุมดวยวุน 
อัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดั
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจงึนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิ 
อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี จากนั้นนําไปตรวจสอบความมีชีวิตดวยสาร
สารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบ
การพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.3.4 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค encapsulation 

ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1 และ 2 ชั่วโมง แลวนําชิ้นสวนมาหุมดวย 
วุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสตูร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลาย
ตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอลัจิเนต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจงึนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชัว่โมง จงึละลายน้าํแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิ อุณหภูม ิ40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิ้นสวนดวยอาหารเหลวสตูร 
MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึง่
ฆาเชื้อ จากนัน้นาํชิ้นสวนไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวน
ที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพฒันาเปนพืชตนใหมหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
 



 1.3.5 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก
หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

   
ในการศึกษานีน้ําชิน้สวนปลายยอดขนาดประมาณ 3 มลิลิเมตร มาหุมดวยวุนอัล

จิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต  ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดั
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจึงนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที ่40±1 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที จากนัน้เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณภายใตสภาพตาง ๆ 
ดังนี้คือ เพาะเลี้ยงในที่มีแสงเปนเวลา 1 วัน เปรียบเทยีบกับในที่มืดเปนเวลา  1 3 หรือ 7 วัน กอน
ยายไปเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิมและสภาพการเพาะเลีย้งปกต ิ  แตละการทดลองตรวจสอบ
ความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตร 
เพิ่มปริมาณยอด และตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.4 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยใชเทคนิครวมกัน 

 
1.4.1 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-vitrification ตอ  

 ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  
ในการศึกษานีน้ํากลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตรมา มา pretreatment โดย

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาท ีเปนเวลา 0 1 3 และ 5 วัน แลวหุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต 
ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร 
ดูดปลายยอดในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  
LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ี  แลวจึงแชเม็ดบีดในสารละลาย LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง และแชในสารละลาย PVS2 เปนเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1  2 
และ 3 ชั่วโมง จึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้ําควบคมุ
อุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวย
สารละลายที่มอีงคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา



10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปน
พืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration ตอ
ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร

เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 
0 1 3 และ 5 วัน แลวหุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS 
ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดใน
วุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปน
เวลา 30 นาท ี  ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อ แลวนาํมาวางในจานเพาะเลี้ยงในตู 
laminar flow ที่มีลมเปาในแนวขนาน ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1  2 
3  4 และ 5 ชั่วโมง แชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํ 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีเทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิน้สวนดวย 
สารละลายที่มอีงคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 
10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปน
พืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.3 ผลของชนิดของสารละลายปองกันความเย็นรวมกับเทคนคิ encapsulation-
vitrification ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดที ่ precondition ในอาหารสตูร 1/2 MS เติมซูโครส 
เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 2 สัปดาห ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต 
(Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาด 
เสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย  
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ีแชในสารละลาย LS 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงแชในสารละลาย PVS2 และ PVS3 ที่เย็น และวางไวที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชใน



อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS 
เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที เพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณ
ยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.4 ผลของระยะเวลาในการ dehydration รวมกับเทคนคิ encapsulation-
dehydration ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดที ่ precondition ในอาหารสตูร 1/2 MS เติมซูโครส  
เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 2 สัปดาห ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต 
(Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาด 
เสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย  
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ีซับดวยกระดาษกรอง 
แลวจึงวางในจานเพาะเลี้ยงในตู laminar flow ความเรว็ลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนระยะเวลา 1  2  3 
4 หรือ 5 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุม
อุณหภูมิ ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด 
ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.5 ผลของการ cold acclimatization รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration
ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดมาเพาะเลีย้งทีตู่ควบคุมอุณหภูมิ 4±1 องศาเซียส 
(cold acclimatization) ภายใตความเขมแสงต่ํา เปนเวลา 1  2  3 และ 4 สัปดาห ตัดชิ้นสวน
ปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหาร
สูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนตเิมตร ดูดปลาย
ยอดในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS  
วางไวเปนเวลา 30 นาท ี pretreatment เม็ดบีดในอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.75  
โมลาร บนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 50 รอบตอนาท ี เปนเวลา 20 ชั่วโมง ซับดวยกระดาษกรอง 
แลวจึงวางในจานเพาะเลี้ยงในตู laminar flow เปนระยะเวลา 6 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลว



เปนเวลา 20 นาท ี ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที ทําการ rehydrate ในอาหาร
เหลวโดยแชไวเปนเวลา 10 นาที และเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณยอด (แตลดความ
เขมขนของวุนจาก 0.75 เปอรเซ็นต ลงเปน 0.7 เปอรเซ็นต)  ตรวจสอบการพัฒนาเปนพชืตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
   
2. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในหลอดทดลองโดยวิธกีารชะลอการเจริญเติบโต 
 

2.1 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสภาพอุณหภูมิตํ่า 
 
  ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เตรียมชิ้นสวนดวยเทคนิคตาง ๆ 
3 เทคนิค คือ vitrification (แชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-120 นาที แลว
ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที) 
dehydration (วางชิน้สวนปลายยอดในจานเพาะเลีย้งในตู laminar flow เปนระยะเวลา 0.5  1  2 
3 และ 4 ชั่วโมง) และ encapsulation (โดยหุมชิน้สวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 
3 เปอรเซ็นต) แลวเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอดในตูแช (ซึ่งมีแสงรําไร) ที่ต้ังอุณหภูมิ 
4±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1-12 เดือน นาํชิน้สวนที่ระยะเวลาตาง ๆ มาเพาะเลีย้งใน
อาหารสูตรเพิม่ปริมาณยอดในสภาพปกติ เปนระยะเวลา 4 สัปดาห ตรวจสอบอัตราการสรางยอด 
จํานวนยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทางพนัธุกรรมดวยเทคนคิ RAPD 
 

2.2 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสูตรอาหารระดับตาง ๆ รวมกับ PBZ  
  

ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 
ปกติ และปรับระดับขององคประกอบลงหนึ่งในสี่ (3/4 MS) คร่ึงหนึ่ง (1/2 MS) และสามในสี่ (1/4 
MS) รวมกับเติม PBZ ความเขมขนตาง ๆ คือ 0 1.89 3.78 และ 7.56 ไมโครโมลาร  
(หรือ 0 0.25 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร) ในสภาพการใหแสงปกติ เปนระยะเวลา 2 และ 12  
เดือน ตรวจสอบอัตราการสรางยอด จาํนวนยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทางพนัธุกรรม
ดวยเทคนิค RAPD 
 
 
 



2.3 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล  
   

ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่
มีระดับธาตุอาหารทีเ่หมาะสมจากการศึกษาที ่2.2 เติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขน 2  3 และ 4 
มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพปกติ และในสภาพที่อุณหภูม ิ 4±1 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 12 เดือน ตรวจสอบอัตราการสรางยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทาง
พันธกุรรมดวยเทคนิค RAPD 
 
3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธกุรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 

3.1 การสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบคณุภาพและปริมาณ  
 
  สกัดดีเอ็นเอจากใบหญาแฝกที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพิ่มปริมาณ (ชุดควบคุม) และ

จากตนที่เก็บรักษาเชื้อพนัธุดวยวิธีตาง ๆ โดยใชวิธ ี CTAB ที่มกีารดัดแปลงเล็กนอย โดยนําใบ
น้ําหนกั 100 มิลลิกรัม มาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว เติม extraction buffer (ประกอบดวย 
CTAB เขมขน 2 เปอรเซ็นต Na-EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร PVP เขมขน 1 เปอรเซ็นต NaCl 
เขมขน 8.12 เปอรเซ็นต Tris–HCl pH 8 เขมขน 0.1 โมลาร และ β-mercaptoethanol เขมขน 2 
เปอรเซ็นต) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร บมในอางควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
1 ชั่วโมง เติม chloroform ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดี แลวปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสใสหลอดใหม ตกตะกอนดีเอน็เอดวย 
isopropanol ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลางตะกอนดวยเอธานอล เขมขน 70 เปอรเซ็นต จํานวน  
2 คร้ัง ทําใหแหงโดยวางไวขามคืน (ประมาณ 12 ชั่วโมง) และละลายตะกอนดวนสารละลาย TE 
buffer (Tris–HCl pH 7.5 เขมขน 1 โมลาร และ Na-EDTA pH 7.0 เขมขน 0.25 โมลาร) ปริมาตร 
20-50 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอโดย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนวุนอากาโรส ที่ความเขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ในบฟัเฟอร TAE  
ความเขมขน 1 เทา ที่แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต และใช  λDNA เปนมาตรฐาน ตรวจสอบแถบ 
ดีเอ็นเอบนเจลหลังยอมสีดวยเอธิเดยีมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 นาท ี 
ลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 10 นาท ี  นําสารละลายดีเอน็เอ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (ปริมาณ 20  
นาโนกรัม) ไปทําปฏิกิริยา PCR ตามเทคนคิ RAPD 

 



3.2 การเพิ่มปริมาณยีโนมิคดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD 
 
  นําไพรเมอรขนาดความยาว 10 นิวคลีโอไทด ของบริษทั Operon Technologies 

ประเทศสหรัฐอเมริกาจาํนวน 7 ชนิด คือ OPJ4 OPN15 OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPR3 
และ OPR12 มาคัดเลือกวาไพรเมอรใดสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของหญาแฝกไดดวยเทคนิค 
PCR  ในปฏิกิริยาปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวยบัฟเฟอร ดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรมั 
dNTP 2.5 มิลลิโมลาร ไพรเมอร 0.2 ไมโครโมลาร,  Taq DNA polymerase 1.0 ยูนิต การ
สังเคราะหดีเอน็เอทาํดวยเครื่อง BIOER XP cycler โดยตั้งโปรแกรม PCR เร่ิมตนที่อุณหภูม ิ 94 
องศาเซลเซยีส นาน 2 นาที และตัง้จํานวน 35 รอบคือที่ระดับ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 
นาท ี (สําหรับการ denaturation) 37  องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี (สําหรับการ annealing)   
72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาท ี (สําหรับ primer extension) และรอบที่ 36 สําหรบัการสังเคราะห 
ดีเอ็นเอที่สมบูรณที่อุณหภูม ิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี หลงัจากทํา PCR นําสารละลาย 
ดีเอ็นเอที่สังเคราะหได 12.5 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอดวยวิธี 
อิเล็กโตรโฟรีซสิบนแผนวุนอากาโรส ที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร TBE ความเขมขน 
0.5 เทา ที่แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เทยีบขนาดดีเอน็เอดวย DNA ladder marker ขนาด 100 คู
เบส ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนเจลหลังยอมสีดวยเอธิเดยีมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนเวลา 20-30 นาที ลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 10-15 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3  
 

ผล 
 

1. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในไนโตรเจนเหลว 
 

1.1 การเก็บรกัษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค vitrification 
 

1.1.1 ผลของความเขมขนของซโูครสตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                    หญาแฝกที่ผานการแชในสารละลาย PVS2  

 
  จากการลางชิน้สวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 ดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครสความเขมขนตาง ๆ (0.1-0.7 โมลาร) จํานวน 2 คร้ัง โดยแตละครั้งแชนาน 1 นาที 
พบวา ซโูครสความเขมขน 0.1 หรือ 0.3 โมลาร ใหความมีชีวิตสูงสุด 95 เปอรเซ็นต และความมี
ชีวิตลดลงเมื่อความเขมขนของซูโครสเพิ่มข้ึน (ตารางที ่1)  
 
ตารางที่ 1 ผลของความเขมขนของซูโครสตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่ผาน   

     การแชในสารละลาย PVS2 
 

ความเขมขนซโูครส (โมลาร) ความมีชวีิต (%) 
0.1 95 
0.3 95 
0.5 85 
0.7 85 

 
1.1.2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน 

                  ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว   
 

การละลายน้ําแข็งในชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวทันทีดวย
การแช cryotubes ในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ใหความมีชีวิต 



85 เปอรเซ็นต การเพิ่มเวลาในการแชเปน 2 นาที สงเสริมใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต 
เชนเดียวกับการแชที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที  (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน 
                ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

การละลายน้าํแข็ง ความมีชวีิต (%) 
30 0ซ, 1 นาท ี 85 
30  0ซ, 2 นาท ี 100  
40 0ซ, 1 นาท ี 100 
40 0ซ, 2 นาท ี 100 

 
1.1.3 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตของชิ้นสวน

ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ระยะเวลาในการแชสารละลาย PVS2 มีผลอยางเหน็ไดชัดตอความมีชีวิตและ
การสรางยอดทั้งกอนและหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดย พบวา ในสภาพปกติ (ไมแชใน
ไนโตรเจนเหลว) อัตราการสรางยอดหรือความมชีีวิตลดลงตามสัดสวนของระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน โดย
อัตราการสรางยอดลดลงเปน 30 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนเวลา 60 นาที  แสดงวาระยะเวลาในการ
แชในสารละลาย PVS2 มีผลตอความเปนพิษของเซลลหรือเนื้อเยื่อ ในทางตรงขามเมื่อมีการแชใน
ไนโตรเจนเหลวรวมดวย พบวา ความมชีีวิตเพิ่มข้ึนเมือ่ระยะเวลาการแชเพิ่มข้ึน โดยสูงถงึ 100 
เปอรเซ็นต เมือ่แชเปนระยะเวลา 120 นาท ี แสดงวาสารละลาย PVS2 มีสวนในการชวยปองกนั
ความเสยีหายของเนื้อเยื่อในสภาพทีเ่ย็นจดั (-196 องศาเซลเซียส) อยางไรก็ตามชิน้สวนดังกลาว
ไมมีการพฒันาเปนพืชตนใหม โดยพบวาชิน้สวนดังกลาวเปลีย่นเปนสีซีดและตายหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2-3 วัน ดังนัน้อาจตองอาศัยปจจัยอืน่รวมดวยเพื่อสงเสริมการ regrowth เปน
พืชตนใหม (ตารางที่ 3, รูปที่ 1) 
 
 
 



ตารางที่ 3 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตและการสรางยอดของ  
                  ชิน้สวนปลายยอดที่แชและไมแชในไนโตรเจนเหลว 
 
ระยะเวลา (นาท)ี การสรางยอด (%) ความมีชวีิต (%)* 

       - LN                          + LN + LN 
0       100                              0 0 
1       100                              0 0 
15       90                                0 45.45 
30       70                                0 55.56 
45       70                                0 66.67 
60       30                                0 70 
75       30                                0 90 
90       30                                0 80 

105       10                                0 90 
120       10                                0 100 

* ตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารละลาย FDA จํานวน 10 ชิ้น/หนวยการทดลอง 
-LN ไมแชในไนโตรเจนเหลว 
+LN แชในไนโตรเจนเหลว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 การสรางยอดจากชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 เปนระยะเวลา 
               ตาง ๆ บนอาหารสูตร MS เติม NAA 0.1 มลิลิกรัมตอลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัมตอ 
               ลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห  (ก) ไมแชในไนโตรเจนเหลว (ข) แชในโตรเจนเหลว 
 

1.1.4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวติของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

จากการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในอาหารเติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชัว่โมง รวมกับเทคนิค 
vitrification กอนเก็บในไนโตรเจนเหลว พบวาใหความมีชวีิต 95 เปอรเซ็นต ไมตางกับการไม 
pretreatment (ตารางที่ 4)  
 
ตารางที่ 4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวิตของ   
                    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 95 
+ 95 

(ก) (ข) 



1.1.5 ผลของระยะเวลาการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  ชิ้นสวนทัง้หมดเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย ภายใน 2-3 วันหลงัจากเพาะเลี้ยง  
 

1.1.6 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอ
ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS รวมกับเทคนิค vitrification มีความ

จําเปน โดยพบวา การแชเปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100  เปอรเซ็นต หลังเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลว ในขณะที่การไมแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิต
ตํ่า (27.27 เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 5) 

 
ตารางที ่ 5 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความม ี  

     ชวีิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0   27.27 

0.5   95.45 
1.0 100.00 
2.0   94.12 

 
1.1.7 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่ 

            เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
 

ชิ้นสวนทัง้หมดเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย ภายใน 2-3 วันหลังจากเพาะเลี้ยง 
 
 
 

 



1.1.8 ผลของอุณหภูมิและชนิดของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวติของ
ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  การแชชิ้นสวนในสารละลายทั้งสองชนิด (PVS2 และ PVS3) ในที่อุณหภูมิตํ่า  
(5 องศาเซลเซียส) ใหอัตราการสรางยอดหรือจํานวนยอดสูงกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดย
ที่สารละลาย PVS3 ใหอัตราการสรางยอดสูงกวา PVS2 ทั้งที่อุณหภมูิ 5 และ 25 องศาเซลเซยีส  
ซึ่งการแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ใหอัตราการสราง
ยอดสูงสุด 75 เปอรเซ็นต จาํนวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน (ตารางที ่6,  รูปที่ 2) 
 
ตารางที่ 6 ผลของอุณหภูมแิละชนิดของสารละลาย PVS ตอการสรางยอดของชิน้สวนปลายยอด

หญาแฝกกอนและหลังเก็บในไนโตรเจนเหลว 
 
หนวยการทดลอง การสรางยอด (%)  
 -LN +LN 
PVS2, 5 0ซ 25 (5) 0 
PVS2, 25 0ซ 25 (2) 0 
PVS3, 5 0ซ      75 (3.33) 0 
PVS3, 25 0ซ    30 (2.5) 0 
ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
รูปที่ 2 ยอดที่พัฒนาจากชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 และ PVS3 ที่ 
               อุณหภูมิ 5 และ 25 องศาเซลเซยีส บนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 4 สัปดาห 
              (ก) PVS2, 25 0ซ     (ข) PVS3, 25 0ซ          (ค) PVS2, 5 0ซ,      (ง) PVS3, 5 0ซ 
  

1.1.9 ผลของขนาดของปลายยอดตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก
หลังจากแชในไนโตรเจนเหลวหลว 

 
  ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการสรางยอด และจํานวนยอดเฉลี่ย
ตอชิ้นสวนสูงกวาชิน้สวนขนาด 3-5 มิลลิเมตร คือ 25 เปอรเซ็นต และ 2 ยอดตอชิ้นสวน 
ตามลําดับ (ตารางที่ 7) ลักษณะยอดแสดงดังรูปที ่3  

 
ตารางที่ 7 ผลของขนาดชิน้สวนปลายยอดตอการสรางยอดกอนและหลังเก็บในไนโตรเจนเหลว 
 

ปลายยอด (มิลลิเมตร) การสรางยอด (%) 
 -LN +LN 

1-2 25.00 (2) 0 
3-5     18.75 (1.33) 0 

ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 



 
  
 
 
 
 
รูปที่ 3 ลักษณะยอดที่พฒันาจากชิน้สวนปลายยอดขนาด 1-2 มิลลิเมตร (ก) และ  
            3-5 มิลลิเมตร (ข) หลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.10 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศา 
                     เซลเซียสตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่เก็บรักษาใน  
                     ไนโตรเจนเหลว 
 

1.1.11 ผลของระยะเวลาในการแชสารละลาย LS รวมกับสารละลาย PVS 3 ที่    
   อุณหภูม ิ 5 องศาเซลเซยีส ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอด 
   หญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
1.1.12 ผลของการแชในสารละลาย cryoprotectant ที่อุณหภมูิ 0 องศาเซลเซียส

รวมกับสภาพการเพาะเลี้ยง ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญา
แฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การศึกษาในขอ 1.1.10-1.1.12  ชิ้นสวนทัง้หมดเปลีย่นเปนสีซีดและตาย ภายใน  

2-3 วันหลังจากเพาะเลี้ยง  
 
 1.1.13 ผลขององคประกอบของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  การ pretreatment  ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร เปนเวลา 1 คืน แลวมาแชในสารละลาย cryoprotectant  ที่มีองคประกอบของสาร 
ตาง ๆ พบวา PGluD ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 80 เปอรเซ็นต หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 วนั 

(ก) (ข) 



(จากการสังเกตพบวา ชิ้นสวนยงัมีสีเขยีวปกติ) อยางไรก็ตาม เมื่อเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 6 
สัปดาห ชิ้นสวนเปลี่ยนเปนสซีีดและไมสามารถพัฒนาเปนยอดได (ตารางที่ 8) 
 
ตารางที่ 8 ผลขององคประกอบสารละลาย cryoprotectants ตอความมีชีวิตของชิน้สวน 
                  ปลายยอดหญาแฝก 
 
สารละลาย cryoprotectants (%) ความมีชวีิต 6 วัน (%) ความมีชวีิต 6 สัปดาห 

PVS2 46.67 0 
PVS3 38.09 0 
PGluD 80.00 0 

PVS2 (glycerol เขมขน 30%  ethylene glycol เขมขน 15%  DMSO เขมขน 15%   
          และซูโครส 0.4 M ในอาหารสูตร MS) 
PVS3 (glycerol เขมขน 50%  ซูโครส เขมขน 50%) 
PGluD (PEG-8000 เขมขน 10%  Glucose เขมขน 10 %  DMOS เขมขน 10%) 
 

1.1.14 ผลของ glycerol และชนิดน้าํตาลในการ pretreatment ตอความมีชวีิตของ 
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

   
จากการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารเติม glycerol และน้ําตาล

ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 3 วนั แลวมาผานกระบวนการตามเทคนิค vitrification พบวา glycerol ให
ความมีชวีิตของชิ้นสวนสงูสดุ 77.78 เปอรเซ็นต หลงัเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน (จากการสังเกต
ชิ้นสวนมีสีเขียวและบางสวนเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล) รองลงมาคือ glucose สวน sorbitol  
สวนใหญมีสีน้าํตาล ในขณะที่ซูโครสชิ้นสวนเปลี่ยนเปนสนี้าํตาลทั้งหมด (ตารางที ่ 9)  
อยางไรก็ตาม ชิ้นสวนทั้งหมดไมมีการพัฒนาเปนพืชตนใหม สวนชิน้สวนที่ผานการแชใน
ไนโตรเจนเหลว พบวาชิ้นสวนทัง้หมดมีสีซดี  

 
 
 
 
 



ตารางที่ 9 ผลของ glycerol และชนิดของน้าํตาลตอความมีชวีิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝก 
                 กอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วนั 
 

สาร และน้าํตาล       ชิ้นสวนทีม่ีสีเขียว (%) 
      -LN                                    +LN 

Glycerol 77.78 0 (ซีด) 
Sorbitol   6.67 0 (ซีด) 
Glucose 33.18 0 (ซีด) 
Sucrose              0 (สีน้าํตาล) 0 (ซีด) 

 
1.2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค dehydration 

   
1.2.1 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนักและความมีชีวติของ 

                    ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

การ dehydration เปนเวลานานขึ้นสงผลใหมีการสูญเสียความชื้นเพิ่มข้ึน 
หลังจาก 3 ชัว่โมง น้าํหนักในปลายยอดคงทีท่ี่ 100 เปอรเซ็นต เมือ่พิจารณาความมีชวีิตหลงัการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบวา การ dehydration ไมมีผลตอความมีชวีิตของปลายยอด  
ทุกระดับของการ dehydration ใหความมชีีวิตของปลายยอด 100 เปอรเซ็นต (ตารางที ่10) แมวา
จะ พบการติดสีแดงรวมดวยในการ dehydrated เปนระยะเวลาตั้งแต 2 ชั่วโมง อยางไรก็ตาม ยอด
ทั้งหมดไมสามารถพฒันาใหพืชตนใหมได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 10 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนกัและความมีชวีิตของชิ้นสวนปลาย 
                    ยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
เวลาในการ dehydration (ชั่วโมง) น้ําหนกัลดลง (%) ความมีชวีิต (%) 

0.5   25 100 
1   25 100 
2   40 100* 
3 100 100* 
4 100 100* 
5 100 100* 

* การติดสีจะมีสวนที่เขียว และ แดง 
 

1.2.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวติของ  
                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก กอนการ dehydration ไม
สงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว แตทําใหความมีชีวิตลดลง (ตารางที่ 11) 
 
ตารางที่ 11 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวิตของ   
                    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 94.74 
+ 89.29 

 
 
 
 
 



1.2.3 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกบัเทคนิค dehydration  
                   ตอความมชีีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน  
                   ไนโตรเจนเหลว 

 
การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS กอนการ dehydration ไมสงเสริม

อัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชและไมแชในสารละลาย LS ใหผล
ไมแตกตางกัน  (ตารางที่ 12) 

 
ตารางที่ 12 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration  
                      ตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0 100   

0.5 100   
1.0 100 
2.0 100   

 
1.3 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค encapsulation 

   
 1.3.1 ผลของความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                  หญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   
  การหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนตกอนแชในไนโตรเจนเหลวสงเสริมอัตรา
รอดชีวิตหลังจากผานการแชในไนโตรเจนเหลว โดยความเขมขน 3 หรือ 4 เปอรเซ็นต ใหความมี
ชีวิตของชิ้นสวนหลงัการแชในไนโตรเจนเหลวสูงสุด 80 เปอรเซ็นต และความมีชีวิตลดลงเมื่อความ
เขมขนของวุนอัลจิเนตลดลง โดยการไมหุมชิ้นสวนพบวาความมีชีวิตเปนศูนย อยางไรก็ตาม เมือ่
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห พบวา ชิน้สวนดังกลาวมสีีซีดและตาย ไมสามารถพฒันาเปนพืชตน
ใหมได (ตารางที ่13) 
 
   



ตารางที่ 13 ผลของความเขมขนวุนอัลจเินตตอความมชีีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชใน 
                   ไนโตรเจนเหลว  
 

ความเขมขน (%) 
 

ความมีชวีิต (%) 
   เร่ิมตน                            2 สัปดาห 

0 0 0 
1 20 0 
2 60 0 
3 80 0 
4 80 0 

 
1.3.2 ผลของชนิดและความเขมขนของวุนอลัจิเนตตออัตรารอดชีวิตของชิน้สวน

ปลายยอดกอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  จากการหุมชิน้สวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนต 3 ยี่หอ คือ Sigma Fluka และ 
Wako แตละชนิดมี 4 ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต พบวา การหุมดวยวุน 
อัลจิเนต Wako เขมขน 4 เปอรเซ็นต ใหการสรางยอดสูงสุด 80 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม การหุม
ดวยวุน Sigma 3 เปอรเซ็นต ใหอัตราการสรางยอดสูง 70 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดสูงกวา 
(0.57 ยอด/ชิน้สวน) (ตารางที ่ 14) เมื่อสังเกตเปรียบเทยีบความใสและความแข็ง พบวา Wako มี
ความใสและแข็งมากที่สุด รองลงมาคือ Sigma และ Fluka ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาความ
ยากงายในการปฏิบัติการ พบวา Sigma หยดไดงายกวา Wako และ ไดเม็ด bead ที่กลมสวย
มากกวา Fluka (รูปที่ 4) อยางไรก็ตามเม็ดบีดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวไมสามารถพฒันาเปน
พืชตนใหม โดยเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 14 ผลของชนิดและความเขมขนของวุนอัลจิเนตตอการสรางยอดของชิน้สวนปลายยอด 
                     บนอาหารสูตร MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร   
                     เปนเวลา 4 สัปดาห  
 

ความเขมขน การสรางยอด (%) 
วุนอัลจิเนต (%) SIGMA WAKO FLUKA 

1 60 (0) 40 (0.25) 50 (0.60) 
2     50 (0.80) 40 (0.00) 40 (0.75) 
3    70 (0.57) 30 (0.33) 40 (0.50) 
4    60 (0.50) 80 (0.13) 30 (0.33) 

ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 4 ลักษณะของเม็ดบีดจากการหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนตยีห่อตาง ๆ ที่ความ 
               เขมขน 1 เปอรเซ็นต  
 
 
 

 

SIGMA FLUKA WAKO 



1.3.3 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ  
    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก กอนการ encapsulation ไม

สงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว แตทําใหความมีชีวิตลดลง (ตารางที่ 15) 
 
ตารางที่ 15 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 71.43 
+ 61.90 

 
1.3.4 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค encapsulation 

ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
   

การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS กอนการ encapsulation ไมสงเสริม
อัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชและไมแชในสารละลาย LS ใหผลไม
แตกตางกัน  (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 16 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration  
                      ตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0 100   

0.5 100   
1.0 100 
2.0 100   

 
 



1.3.5 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก    
   หลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 
  การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวในที่มืดเปนเวลา 1 
วันกอนยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติใหอัตรารอดชีวิต 10 เปอรเซ็นต สูงกวาการเพาะเลี้ยง
ในสภาพการใหแสงโดยตรงทันที อยางไรก็ตาม เมื่อเลี้ยงในที่มืดเปนระยะเวลานานขึ้น พบวา 
อัตรารอดชีวิตลดลง โดยเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน ความมีชีวิตเปน 0 แตชิ้นสวนดังกลาวไมมีการ
พัฒนาเปนพืชตนใหม โดยเปลี่ยนเปนสีซีด และตาย (ตารางที่ 17) 
  
ตารางที่ 17 ผลของสภาพการเพาะเลีย้งตอความมีชวีติของชิ้นสวนปลายยอดหลงัจากแชใน  

 ไนโตรเจนเหลว 
 
สภาพการเพาะเลี้ยง ความมีชวีิต (%) การสรางยอด (%) 
ที่มีแสง 1 วัน 5.0 0 
ที่มืด 1 วัน 10.0 0 
ที่มืด 3 วัน 5.0 0 
ที่มืด 7 วัน 0.0 0 

 
1.4 ผลของการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยใชเทคนิครวมกัน 

 
1.4.4 ผลของระยะเวลาในการ dehydration รวมกับเทคนคิ encapsulation-

dehydration ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  จากการวางชิน้สวนปลายยอดที่ผานการหุมดวยวุนอัลจิเนตในตู laminar flow 
เปนระยะเวลาตาง พบวา ระยะเวลา 3-5 ชั่วโมง ใหความมีชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังจากแช
ในไนโตรเจนเหลว สวนระยะเวลาสัน้ลงใหความมีชวีิตลดลง ตามลาํดับ (ตารางที่ 18) 
 
 
 



ตารางที่ 18 ผลของระยะเวลาการ dehydrated ในตู laminar flow ตอความมชีีวิตของชิ้นสวน 
                    ปลายยอดที่ผานการหุมดวยวุนอัลจิเนต หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   

ระยะเวลา (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%) 
1 61.11 
2 95.00 
3 100.00 
4 100.00 
5 100.00 

 
  สําหรับวธิีการดังตอไปนี้ คือ 

ผลของการ pretreatment รวมกบัเทคนิค encapsulation-dehydration ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ผลของการทาํ cold acclimatization รวมกับเทคนคิ encapsulation-dehydration ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-vitrification ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ผลของชนิดของสารละลายปองกันความเย็นรวมกบัเทคนิค encapsulation-

vitrification ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ใหผลทาํนองเดียวกนั คือชิน้สวนที่ผานการศึกษาและเกบ็ในไนโตรเจนเหลวไม
สามารถ regrowth เปนพืชตนใหมได โดยชิ้นสวนทั้งหมดเปลี่ยนเปนสีซีดและตาย  
 
 
 
 
 



2. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในหลอดทดลองโดยวธิกีารชะลอการเจริญเติบโต 
 

2.1 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสภาพอุณหภูมิตํ่า 
 
  จากการเตรียมชิ้นสวนปลายยอดขนาด 2-3 มิลลิเมตร ดวยเทคนิค 3 เทคนิค คือ 

1) vitrification (โดยแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-120 นาที แลวลาง
ชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที)  2) 
dehydration (โดยวางชิน้สวนปลายยอดในตู laminar flow เปนระยะเวลา 0.5 1 2 3 และ 4 
ชั่วโมง) และ 3) encapsulation (โดยหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอลัจิเนต เขมขน 3 เปอรเซ็นต) 
แลวเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดในตูแชที่มแีสงรําไรและตั้งอุณหภูมิที ่ 4±1 องศา
เซลเซียส พบวา หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน ชิ้นสวนเริ่มเปลี่ยนเปนสีซีด จึงทาํการยายมา
เลี้ยงในสภาพปกติเปนเวลา 4-8 สัปดาห แตชิ้นยังคงซีดและไมมีการพฒันาเปนยอด (รูปที่ 5) 
 
 
 
  
 
 
 
 
รูปที่ 5 ชิ้นสวนปลายยอดทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 4 สัปดาห หลังจาก  
            ผานการเตรียมชิ้นสวนดวยเทคนิคตาง ๆ (ก) ชุดควบคุม   (ข) vitrification   dehydration  
            และ encapsulation และเก็บในตูควบคุม อุณหภูมิ 4±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  
            2 เดือน   

 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 



2.2 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสูตรอาหารระดับตาง ๆ รวมกับ PBZ  
 

  จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกขนาด 2-3 มิลลิเมตรในอาหาร
ความเขมขนตาง ๆ รวมกับเติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขน 0-1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 
เดือน พบวา อัตราการสรางยอดสูงระหวาง 71-100 เปอรเซ็นต สวนความยาวยอดในอาหารทีไ่ม
เติมพาโคลบวิทราโซล (ทุกความเขมขนของธาตุอาหาร) ความสงูอยูในชวง 10-40 มิลลิเมตร 
ในขณะที่การเติมพาโคลบวิทราโซลดวยความยาวยอดจะอยูในชวง 1-6 มิลลิเมตร การเติมพาโคล
บิวทราโซลความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหยอดที่ยดืยาวนอยที่สุด 1-2 มิลลิเมตร จํานวนยอด
เฉลี่ย 1 ยอดตอชิ้นสวน (ตารางที ่19  รูปที่ 6) เมื่อเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 12 เดือน พบวา อัตรา
การสรางยอด (ยอดที่รอดชีวิต) ลดลง ทั้งนี้อาจเนือ่งจากยอดทีพ่ัฒนาในชวงแรกเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหรือตายบาง หรือมีการปนเปอนบาง อัตรารอดชวีิตของยอดหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 12 
เดือน ในอาหารสูตร 1/2 MS รวมกับ PBZ เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร สูงสุด 62.5 เปอรเซ็นต 
จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 2.2 ยอดตอชิ้นสวน ความยาวยอด 2-5 มิลลิเมตร สวนอาหารที่ลดความ
เขมขนขององคประกอบลงเปน 1/2 MS และ 3/4 MS และที่ไมลดความเขมขนขององคประกอบ 
(MS) ปราศจากสารพาโคลบิวทราโซล ใหการเจริญของยอดเร็วมาก ความยาวยอดสูงจนชนฝา
ขวด การเติมพาโคลบวิทราโซลรวมดวยสามารถชะลอการเจริญของยอดหญาแฝก โดยความยาว
ยอดสูงสุด ที ่5-12 มิลลิเมตร (1/4MS + PBZ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร) (ตารางที่ 19, รูปที่ 7 ก-ง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 19 ผลของความเขมขนของธาตุอาหารและพาโคลบวิทราโซลตอการสรางยอด จาํนวน 
ยอดตอชิ้นสวนและความยาวยอดในการเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอดในหลอด
ทดลองเปนเวลา 2 และ 12 เดือน 

 
ธาตุ
อาหาร 

PBZ 
(มก./ล.) 

การสรางยอด (%) 
2 เดือน     12 เดือน 

จํานวนยอดตอชิ้นสวน
2 เดือน     12 เดือน 

ความยาวยอด (มม) 
2 เดือน     12 เดือน 

MS 0 81.60 0 1 - 10-35 - 
 0.25 87.50 0 1 - 1-6 - 
 0.5 79.17 - 1 - 1-5 - 
 1.0 70.83 - 1 - 1-2 - 
3/4 MS 0 87.5 6.25 1 1 10-35 > 100 
 0.25 91.67 0 1 - 2-6 - 
 0.5 84.50 54.17 1 2.06 1-5 3-10 
 1.0 - - - - - - 
1/2 MS 0 62.50 25.00 1 1 20-30 > 100 
 0.25 100 - 1 - 2-5 - 
 0.5 - - - - - - 
 1.0 87.5 62.50 1 2.2 2-3 2-5 
1/4 MS 0 87.50 62.50 1 1 10-40 ~60 
 0.25 100 56.25 1 1.3 2-5 5-12 
 0.5 87.50 - 1 - 1-3 - 
 1.0 87.50 - 1 - 1-2 - 

- ปนเปอน หรือ ไมตรวจสอบ 
0  สีน้ําตาล หรือ ตาย  
 
 
 
 
 



 
 

        
 

         

 

 

              
        

 

 

       
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 ลักษณะของยอดทีพ่ัฒนาจากชิน้สวนปลายยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS รวมกับ 
           การเติมพาโคลบิวทราโซลความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 เดือน 

        (ก) MS (0, 0.25, 0.5,1.0 มก./ล. PBZ)       (ข) 3/4 MS (0, 0.25, 0.5 มก./ล. PBZ) 
        (ค)  1/2 MS (0, 0.25, 1.0 มก./ล. PBZ)      (ง) 1/4 MS (0, 0.25, 0.5, 1.0 มก./ล. PBZ) 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 



2.3 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล  
 
  จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนปลายยอดบนอาหารสูตร 1/4 MS เติมพาโคลบิวทรา
โซลความเขมขน 2-4 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพการเพาะเลีย้งปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศา
เซลเซียส) หรือ ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 เดือน พบวา พาโคลบวิทราโซล เขมขน 3 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางยอดรวม และจาํนวนยอดเฉลี่ยสงูสุด 75 เปอรเซ็นต และ 3.76 
ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร (ตารางที่ 20  รูปที่ 7 จ ฉ ช)  
ในขณะที่การเพาะเลี้ยงในทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ชิน้สวนเปลี่ยนเปนสีซีดและตายตั้งแตเดือน
ที่สองหลังจากเพาะเลี้ยง 
 
ตารางที่ 20 ผลของสภาพการเก็บรักษารวมกับอาหาร 1/4 MS เติมพาโคลบวิทราโซลในการ 
                      เก็บชิน้สวนปลายยอดในหลอดทดลองเปนระยะเวลา 12 เดือน 
 

PBZ 
(มก./ล.) 

การสรางยอด (%) 
27±1 oซ         4±1 oซ 

จํานวนยอดตอชิ้นสวน 
27±1 oซ         4±1 oซ 

ความยาวยอด (มม) 
27±1 oซ         4±1 oซ 

2 50.0 0 3.25 - 3-7 - 
3 75.0 0 3.76 - 2-6 - 
4 62.5 0 2.88 - 2-4 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
                        
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 7 ยอดที่พัฒนาจากชิน้สวนปลายยอดบนอาหารเติม MS รวมกับ PBZ เปนเวลา 12 เดือน 
           (ก) PBZ เขมขน 0 มก./ล. (ข) PBZ เขมขน 0.25 มก./ล. (ค) 3/4 MS รวมกบั PBZ เขมขน  
          0.5 มก./ล. (ง) 1/2 MS รวมกับ PBZ เขมขน 1 มก./ล. (จ) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 2   
         มก./ล. (ฉ) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 3 มก./ล.(ช) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 4 มก./ล.  

(จ)

(ข) 
1/4 MS 3/4 MS MS 

(ค) 
3/4 MS 

1/4 MS 1/2 MS 3/4 MS MS (ก) 

(ช)

(ง) 

(ฉ) 



3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 
  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง 
ในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา12 เดือน เปรียบเทียบกับตนที่เพาะเลี้ยงปกติ โดยใช
เทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร พบวา มีจํานวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝกได และใหแถบดีเอ็นเอในลักษณะ monomorphic โดยที่จากการ
วิเคราะหดังกลาวปรากฏแถบดีเอ็นเอของตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุม 
แสดงวาไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม (รูปที่ 8) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          (ก)           (ข)    (ค) 
 
รูปที่ 8 แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร   
                     OPJ4 (ก) OPN15 (ข) และ OPAB09 (ค) ในตนหญาแฝกที่เก็บรักษาเชื้อพันธุ 
                     ในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา 12 เดือน โดย M คือ  
                     ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (DNA ladder) เลนที่ 1 เปนตนควบคมุ เลน 2-7 เปน 
                     ดีเอ็นเอตัวอยางที่เก็บรักษา 
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บทที่ 4 
 

วิจารณ 
  
  ปจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพมบีทบาทสําคญัทั้งในดานการคัดเลือก การจําแนก
ลักษณะตาง ๆ การขยายพนัธุ การปรับปรุงพันธุ โดยเฉพาะการเกบ็รักษา และแลกเปลี่ยนเชื้อพนัธุ
ในสภาพปลอดเชื้อ  การเกบ็รักษาเชื้อพนัธุพชืมีวัตถุประสงคหลัก 2 ประการคือ เพื่อรักษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม และเก็บรักษาเชื้อพันธุพืชทีม่ีลักษณะเฉพาะหรือที่ตองการ    ขณะนีม้ี
หลายประเทศสามารถพัฒนากระบวนการเก็บรักษาเชื้อพันธุระยะยาวโดยวิธ ี cryopreservation  
แทนวธิีการแบบดั้งเดิม (in situ และ ex situ โดยการเพาะเลีย้งในอาหารที่ลดการเจริญเติบโต) 
อยางไรก็ตามตองมีการพัฒนาทางเลือกหลายทางเพื่อใหเหมาะสมกบัพืชแตละชนดิ  ดังนั้นการ
เก็บอนุรักษเชือ้พันธุเปนหลกัประกันวาจะไมมีการสูญหายของแหลงพนัธุกรรมพืช  และสามารถ
นํามาใชประโยชนในดานการเกษตรไดอยางยั่งยืน ทั้งทางดานการขยายพันธุ ปรับปรุงพนัธุ และ
แลกเปลี่ยนเชือ้พันธุพืชไดในอนาคต   

ในกรณีของหญาแฝกนัน้แหลงพนัธุกรรมจะอยูในสภาพธรรมชาติที่เจริญเติบโต
ในพืน้ที่ตาง ๆ ยงัไมมีการเกบ็รักษาในสภาพควบคุม (ex situ) สําหรบัการศึกษาเทคนิคตาง ๆ ใน
การเก็บรักษาในหลอดทดลองในสภาพการชะลอการเจรญิเติบโตและในไนโตรเจนเหลวนัน้ 
รายงานฉบับนี้เปนการศึกษาครั้งแรกโดยใชหญาแฝกพันธุสงขลา 3  จุดประสงคเร่ิมตนผูวจิัย
ตองการศึกษาในสวนของการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวและไดสืบคนขอมูล ถึงปจจัยตาง ๆ ทีใ่ช
ในการเก็บรักษาเชื้อพันธุ และประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิดในเขตรอน โดยเฉพาะที่เปนพืชใบ
เลี้ยงเดี่ยว เพือ่มาปรับใชกบัหญาแฝก อยางไรก็ตาม ขณะนี้ไมสามารถที่จะ regrowth ชิ้นสวนที่
เก็บรักษาในไนไตรเจนเหลวได โดยชิ้นสวนดังกลาวเปลี่ยนเปนสีซดีหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 
2-3 วัน แมวาจะเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 2-3 เดือน ชิ้นสวนดังกลาวก็ไมมีการพฒันาเปนพืชตน
ใหม   อยางไรก็ตามจากการศึกษาที่ผานมาทาํใหทราบขอมูลข้ันตนที่มีผลตออัตรารอดชีวิตของ
ชิ้นสวนกอนการเก็บในไนโตรเจนเหลว  

ข้ันตอนการเตรียมชิ้นสวนพชืกอนแชในไนโตรเจนเหลวมคีวามสาํคัญมากซึง่การ
เตรียมชิ้นสวนที่เหมาะสมสงผลใหมีอัตรารอดชีวิตหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวสงู จากการศึกษา
เทคนิคตาง ๆ ในการเตรียมชิ้นสวน พบวา เทคนิค dehydration เปนเทคนิคที่ลดปริมาณน้ําใน
ชิ้นสวนโดยวางไวในตู laminar flow เปนเวลา 0.5-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตหลังจากแชใน



ไนโตรเจนเหลว (ตรวจสอบดวยการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย FDA) 100 เปอรเซ็นต แมวา
การวางไวเปนเวลาตั้งแต 3-5 ชั่วโมง ซึ่งพบวา ปริมาณน้าํในชิน้สวนปลายยอด (ขนาด 3 
มิลลิเมตร) ไมมีการเปลีย่นแปลงหรือลดลงอีก ดังนัน้การลดความชืน้ดวยวิธนีี้สามารถทาํไดต้ังแต 
0.5 ชั่วโมง สวนเทคนิคการหุมหอชิ้นสวน (encapsulation) ดวยวุนอลัจิเนต พบวา วุนอัลจิเนต
ยี่หอ Sigma เขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เปนเวลา 30 นาท ีใหเม็ดบทีกลม
สวย และใหอัตราการสรางยอดสูง 70 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน   
สวนเทคนิค vitrification เปนเทคนิคที่ลดปริมาณน้ําในชิ้นสวนโดยใชสาร cryoprotectant   
ความเขมขนสงู ซึง่ประกอบดวยสารหลายชนิด บางชนดิอาจเปนพิษกับชิ้นสวนได จากการศึกษา
ระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 [เปนสารทีพ่ฒันาโดย Sakai และคณะ (1990) และ
ประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด] และตรวจสอบความมีชีวิตและอัตราการพัฒนาเปนพืชตนใหม
ทั้งที่แชและไมแชในไนโตรเจนเหลว พบวา การแชเปนระยะเวลา 0-45 นาท ีใหอัตราการสรางยอด
สูงกวา 70 เปอรเซ็นต แตเมื่อแชเปนเวลา 60 นาที  อัตราการยอดลดลงเปน 30 เปอรเซ็นต  
แสดงวาระยะเวลาในการแชสารละลาย PVS2 มีผลตอความเปนพษิของเซลลหรือเนื้อเยื่อ  
ในทางตรงขามเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว พบวา ความมชีีวิตเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึนโดย
สูงถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนระยะเวลา 120 นาท ีแสดงวาสารละลาย PVS2 มีสวนในการชวย
ปองกนัความเสียหายของเนือ้เยื่อในสภาพที่เยน็จัด อยางไรก็ตาม ยังไมมีการพฒันาเปนพืชตน
ใหม โดยพบวาชิน้สวนดังกลาวเปลีย่นเปนสีซีดและตาย ดังนั้นอาจตองอาศัยปจจัยอื่นรวมดวย
เพื่อสงเสริมการ regrowth เปนพืชตนใหม  

จากรายงานความสาํเร็จในการเก็บรักษาเชื้อพันธุพืชแตละชนิด พบวา โดยทั่วไป
ปจจัยที่สงเสรมิความมีชีวิตรอดหลังผานกระบวนการเก็บในไนโตรเจนเหลว ประกอบดวย ชิ้นสวน
ที่นาํมาใช (ชนิด ขนาด โครงสรางและลกัษณะทางกายภาพของชิน้สวน) เทคนิคหรือวิธีการในการ
เตรียมชิ้นสวนเพื่อใหมีความทนตออุณหภมูิตํ่าเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว ตลอดจนการละลาย
น้ําแข็ง และเพาะเลี้ยง ซึ่งแตกตางกนัในพืชแตละชนิด  โดยปจจุบันเทคนิคที่อยูบนพืน้ฐานของ 
vitrification ไดรับการพัฒนาและดัดแปลงเพื่อใชในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวในพืชหลาย
ชนิด เนื่องจากการ vitrified มีการใชสาร cryoprotectants ความเขมขนสูง ดังนั้นกุญแจสําคัญที่
จะประสบผลสําเร็จในการใชเทคนิคนี้ในการเก็บรักษาเชือ้พันธุ คือ การระมัดระวังในกระบวนการ
ลดหรือปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมในขณะเดียวกนัตองปองกนัผลกระทบจากความเปนพิษของ
สารและการเปลี่ยนแปลงออสโมติค  (Takaki et al., 1997)  ดังนัน้เทคนิคนีจ้ะประกอบดวย
ข้ันตอนตาง ๆ ซึ่งอาจจะสงเสริมใหชิ้นสวนมีชีวติรอดหลังจากการเก็บรักษา โดยอาจจะมี  



การ preconditioning ตนหรือกลุมยอดในอาหารที่ประกอบดวยน้ําตาลหรือสารออสโมติคัม หรือ
อาจจะเพาะเลี้ยงในสภาพอุณหภูมิตํ่า การ pretreatment ชิ้นสวนในอาหารเติม ซูโครส หรือ ABA 
และหรือการ loading treatment กอนการ vitrified ในสาร  cryoprotectants       อยางไรก็ตาม
ชิ้นสวนทีน่าํมาศึกษาเปนปจจัยที่สําคัญเริ่มตนตอความสําเร็จ    Takagi และคณะ (1997) 
เปรียบเทยีบขนาดของเผือกตอการทนตอสารประกอบ PVS2 โดยแชเปนระยะเวลา 10-60 นาท ี 
ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซยีส พบวา ปลายยอดขนาด 0.8, 2 มิลลิเมตร และ ตาขาง 1-1.5 
มิลลิเมตร มีอัตรารอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชใน PVS2 เปนเวลา 20 นาท ี อยางไรก็ตาม 
หลังจากแชนานกวา 30 นาที ความมีชีวติของชิ้นสวนคอย ๆ ลดลงโดยขนาดชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 0.8 มิลลิเมตร ลดลงมากที่สุด และเมื่อแชเปนเวลา 60 นาที ความมีชวีิตเปน 60 เปอรเซ็นต 
65 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ในชิน้สวนปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร 2 มิลลิเมตร และ  
ตาขาง ตามลาํดับ     ในกรณีของหญาแฝกไดเปรียบเทยีบขนาดของชิ้นสวนตายอด 2 ขนาด
รวมกับการ loading และ vitrified ในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาที พบวา ชิ้นสวนปลาย
ยอดขนาด 1-2 มิลลิเมตร ใหอัตราการสรางยอด 25 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอด 
ตอชิ้นสวน สูงกวาชิน้สวนขนาด 3-5 มิลลิเมตร และแชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร  
ในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-45 นาท ีโดยไมแชในไนโตรเจนเหลว พบวาใหอัตราการสรางยอด
สูง 70-100 เปอรเซ็นต และความมชีีวิตสูงสุด 66.67 เปอรเซ็นต เมื่อแชในไนโตรเจนเหลว   
ในขณะที ่ Panis และคณะ (2005) รายงานขนาดฐานของเนือ้เยื่อสวนยอดตออัตรารอดชีวิต 
หลังการเก็บรักษาของกลวยพนัธุ Williams (AAA group) พบวา ขนาด 1 มิลลิเมตร ใหอัตรารอด
ชีวิตสูงสุด 65.8 เปอรเซ็นต ขนาดที่ใหญกวานี้ใหอัตรารอดชีวิตลดลงตามลําดับ สวนขนาดเลก็กวา
นี้ไมเหมาะสมเนื่องจากเสีย่งตอความเสียหายเนื่องจากการตัด จะเหน็ไดวาขนาดของชิ้นสวน
ปลายยอดของพืชแตละชนดิสามารถทนตอความเปนพิษของสารละลาย cryoprotectants 
แตกตางกนั  ทั้งนี้เปนผลเนือ่งจากความแตกตางของโครงสรางและระยะพฒันาการทางสรีรวิทยา
ของพืชนั้น ๆ    

การ pretreatment และ loading treatment ชิ้นสวน (กอนแชใน PVS2) เพื่อเปน
การเตรียมชิน้สวนใหทนตอการสูญเสียน้าํจากการ vitrified โดยเซลลมีการปรับตัวดวยการ
เปลี่ยนแปลงขนาดเซลล แวคิวโอล และผนังเซลล  และสงเสริมอัตรารอดชีวิตหลงัจากเกบ็รักษา 
ในไนโตรเจนเหลว  การ pretreatment สามารถทําไดหลายวิธีข้ึนอยูกับชนิดพืชและชิ้นสวนที่เก็บ
รักษา เชน เติมซูโครสความเขมขนสูงในอาหารเพาะเลี้ยง หรือการลดความชืน้บางสวน หรือการให
อากาศเย็น (cold pretreatment)  อยางไรก็ตาม โดยสวนใหญนยิมใชน้ําตาลซูโครส    



Engelmann และคณะ  (1995) กลาววาการ pretreatment ในอาหารเติมน้าํตาลซูโครส เปนการ
เพิ่มการสรางและสะสมแปงบริเวณเยื่อหุมเซลลทาํใหเซลลมีขนาดใหญ และเพิ่มออสโมติคัม 
ชวยปองกันความเสยีหายในระหวางการสูญเสียน้าํและการแข็งตัวในไนโตรเจนเหลว   สวนการ 
loading treatment  คือการแชชิ้นสวนในสารละลาย LS (ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร 
รวมกับน้ําตาลซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร)  จากการ pretreatment  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก 
ในอาหารเติมน้ําตาลซูโครสเปนเวลา 16 ชั่วโมง รวมกับเทคนิค 3 เทคนิค ตอความมีชวีิตของ
ชิ้นสวนกอนแชในไนโตรเจนเหลว พบวา การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดรวมกับเทคนคิ 
vitrification ใหผลไมแตกตางจากการไม pretreatment ในขณะที่ชิน้สวนที ่ pretreatment แลว
นํามา dehydration หรือ encapsulation ใหความมีชีวติลดลง แมวาจะมีการศึกษาระยะเวลาใน
การ pretreatment และหรือรวมกับเทคนคิ encapsulation-vitrification และ encapsulation-
dehydration ก็พบวาไมสงเสริมการรอดชีวิตหรือการ regrowth เปนพชืตนใหมหลังจากเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว  อยางไรก็ตาม จากการศึกษาระยะเวลาในการแชในสารละลาย LS รวมกับเทคนิค 
3 เทคนิค พบวา เทคนิค vitrification จําเปนตองแชชิน้สวนปลายยอดในสารละลาย LS โดยการ
แชเปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังแชในไนโตรเจนเหลว 
ในขณะที่การไมแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิตต่ํา (27.27 เปอรเซ็นต) 
สวนเทคนิค dehydration หรือ encapsulation ไมมีความจาํเปนตองแชในสารละลาย LS 
เนื่องจากใหอัตรารอดชีวิตไมตางกนั   ทาํนองเดียวกับการรายงานผลของ LS ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว
ในเขตรอนหลายชนิด (Thinh et al., 1999; 2000; Sakai et al., 2002) และพืชเขตหนาวหลาย
ชนิด (Sakai et al., 2002)    แมวาจะมีรายงานความสําเร็จในการเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอด
เผือก ดวยการ precondition กลุมยอด ในอาหารเติมซโูครสความเขมขนสูง 120 กรัมตอลิตร เปน
เวลา 3 สัปดาห และ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารเติมน้ําตาลซูโครส เขมขน 0.3 
โมลาร ขามคนื (ประมาณ 6 ชั่วโมง) กอนแชในสารละลาย LS และ PVS2 วาสงเสริมความมีชวีติ
หลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  แตในหญาแฝก พบวา ชิ้นสวนซดีตายหลงัจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 6 วัน    จากการศึกษาทัง้หมดนี้ผูวิจัยสนันษิฐานวาซูโครสเปนปจจัยหลักทีม่ีผลตอความมี
ชีวิตของชิ้นสวน หญาแฝกคอนขางออนไหวตอสารละลายน้าํตาลซโูครส ทํานองเดียวกับปลาย
ยอดมันสําปะหลังซึง่ออนไหวตอการเพิ่มความเขมขนของซูโครส (Charoensub et al., 1999)  
จากการเปรียบเทียบชนิดของน้าํตาลและ glycerol ในการ pretreatment ชิ้นสวนเปนเวลา 3 วัน 
กอนแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาที โดยไมแชใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา glycerol ใหความมีชีวิตของชิน้สวนสงูสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลีย้ง



เปนเวลา 4 วนั (จากการสังเกตชิ้นสวนมสีีเขียว และบางสวนเริ่มเปลีย่นเปนสีน้าํตาล) รองลงมาคือ 
glucose สวน sorbitol สวนใหญมีสีน้ําตาล ในขณะทีน่้ําตาลซูโครสสงผลใหชิน้สวนเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลทัง้หมด      Bajaj (1995) รายงานวาสารแตละชนิดมีความเปนพษิตอเยื่อหุมเซลลตางกนั
เนื่องจากผลกระทบจากการแตกตัว โดยการซึมผานเขาสูเซลลไดตางกัน นอกจากนี้การตอบสนอง
ตอน้ําตาลดังกลาวแตกตางกันในพืชแตละชนิด นอกจากนีพ้บวา การทํา cold acclimatization 
โดยเพาะเลี้ยงกลุมยอดในทีอุ่ณหภูมิตํ่า (4±1 องศาเซลเซียส) ภายใตความเขมแสงต่ําเปนเวลา  
1-4 สัปดาห รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration ไมสงเสริมการรอดชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝก  
  การปรับปริมาณน้ําในแชชิน้สวนโดยใชเทคนิค vitrification โดยใชสารละลาย 
cryoprotectants นัน้ ชนิดของสารทีเ่ปนองคประกอบ ระยะเวลาในการแช นอกจากนี้ในพืช 
บางชนิดอุณหภูมิที่แชมีผลตออัตรารอดชีวิตของชิ้นสวนหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว แมวามี
รายงานประสบผลสําเร็จจากการใช PVS2 ในพืชหลายชนิด อยางไรก็ตามในพืชบางชนิดพบวา  
ไมสามารถทนตอความเปนพิษไดจึงมกีารศึกษาองคประกอบของสารอื่น ๆ เชน Wang และคณะ 
(2005) รายงานการเก็บรักษาปลายยอดมะละกอ (Carica papaya) จํานวน 6 สายพนัธุ โดยทรตี
ปลายยอดดวยสารละลายทีป่ระกอบดวย glycerol 2 M และ ซูโครส 0.4 M ที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี แลวปรับปริมาณน้ําดวยการแชใน PVS2 ดัดแปลงโดยมี
องคประกอบดังนี ้ polyehyleneglycol-6000 เขมขน 3 เปอรเซ็นต proline เขมขน 0.02 โมลาร 
glycerol เขมขน 20 เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 13.6 เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 10 
เปอรเซ็นต และซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร ในอาหารเหลวสูตร MS ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส  
เปนเวลา 60 นาที แชในไนโตรเจนเหลวอยางนอย 1 สัปดาห พบวา ปลายยอดทัง้ 6 สายพนัธุ 
สามารถเจริญเติบโตระหวาง 48-93 เปอรเซ็นต  จากการเปรียบเทยีบ สาร PVS2 และ PVS3  
ในหญาแฝก ผลการศึกษาขั้นตนพบวา อุณหภูมิในการแชรวมกับชนดิของสาร มีผลตออัตรารอด
ชีวิตของชิ้นสวนกอนการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร  
ในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ใหอัตราการสรางยอดสงูสุด 75 เปอรเซ็นต 
จํานวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน   แตเมื่อนํามาแชในไนโตรเจนเหลวดวย พบวา ชิ้นสวนไมมี
การพัฒนา แมวาจะศึกษาเพิ่มเติมโดยเปรียบเทียบระยะเวลาในการ loading ชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 1-2 มิลลิเมตร กอนแชใน PVS3 ทีอุ่ณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หรือเปรียบเทียบระยะเวลาใน
การแชที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ตลอดจนลดอุณหภมูิในการแชเปน 0 องศาเซลเซียส แลวแชใน
ไนโตรเจนเหลว กย็ังใหผลทํานองเดียวกันคือชิน้สวนไมสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมได  



จากการศึกษาเปรียบเทยีบองคประกอบของสารละลาย cryoprotectants พบวา PGluD 
(ประกอบดวย PEG 8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต, Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต)   ใหอัตรารอดชีวติสูงสุด 80 เปอรเซ็นต ในขณะที่ PVS2 และ PVS3 ให 
46.67 และ 38.09 เปอรเซน็ต ตามลําดบั และเมื่อดูถงึองคประกอบของสารแลวจะเหน็วา  PGluD 
ไมมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบเลย จงึอาจจะทาํใหความมีชวีิตสงูกวา PVS2 หรือ PVS3 ทีม่ี
น้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบดวย  ดวยเหตุผลดังกลาวจงึคอนขางแนใจวาชิน้สวนปลายยอด
หญาแฝกออนไหวตอน้าํตาลซูโครสความเขมขนสูง   

ในสวนของการละลายน้าํแข็งก็มีความสาํคัญไมดอยไปกวากระบวนการเตรียม
ชิ้นสวนขางตน โดยพบวา การละลายน้าํแข็งอยางรวดเร็วโดยแชหลอด cryotube ที่อุณหภูมทิี ่ 30  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที ใหความมีชวีิตต่ํากวาที่เวลา 2 นาที ซึง่ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 
100 เปอรเซ็นต เชนเดียวกบัที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที ซึง่จากการ
สังเกตจะพบวาการละลายทีอุ่ณหภูมิ 30  องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที น้าํแข็งยังละลายไม
หมด ซึ่งอาจเปนสาเหตทุาํใหอัตรารอดชีวิตลดลงเนื่องจากความเสยีหายของชิน้สวนจากการเกิด
ผลึกน้ําแข็งอกีครั้งหนึ่ง ในการศึกษาครั้งตอไปอาจทดลองลางชิ้นสวนดวยน้ําตาลชนิดอื่น ๆ แทน
น้ําตาลซูโครสหรือใชสารประกอบอื่นรวมกับลดความเขมขนของน้าํตาลซูโครสลงดวย    ในสวน
ของการเพาะเลี้ยงเพื่อสงเสรมิการพฒันาเปนพืชตนใหม จากการศึกษาสภาพการเลีย้ง พบวา การ
เลี้ยงในที่มืดกอนเปนระยะเวลา 1 วนัจงึเปลี่ยนอาหาร และยายไปเลีย้งในสภาพปกติ มีแนวโนมวา
จะใหอัตราการรอดชีวิตสูงกวาการเพาะเลีย้งในสภาพปกติทันที      
  แมวาการศึกษาทีก่ลาวมาขางตนไมสามารถชักนําพืชตนใหมจากชิน้สวนปลาย
ยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวได และไมสามารถชีช้ัดไดวาเกิดจากปจจัยตัวใด ทัง้นี้
เนื่องจากแตละปจจัยหรือแตละขั้นตอนมผีลตอเนื่องกนั และลวนแตมผีลตอความสาํเร็จในการเกบ็
รักษาในไนโตรเจนเหลว สําหรับการศึกษาตอไปในการเก็บรักษาเชือ้พันธุหญาแฝกโดยใชชิ้นสวน
ปลายยอด โดยใชเทคนิคบนพืน้ฐานของ vitrification นัน้ อาจจะศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและ 
ความเขมขนของสารหรือน้ําตาลเพิ่มเติม ต้ังแตการ pretreatment องคประกอบของสาร 
cryoprotectants และสารละลายลางชิน้สวนโดยเฉพาะ glycerol นอกจากนีต้องตรวจสอบ 
ความมีชวีิตและการพฒันาเปนพชืตนใหมทุกขัน้ตอนเพื่อใหทราบวาปจจัยหรือข้ันตอนไหนมีผลตอ
การรอดชีวิตของชิ้นสวนหรือไมอยางไร    แมวาโดยธรรมชาติหญาแฝกมีการปรับตัวไดดีสามารถ
เจริญเติบโตไดแมในที่มีปริมาณน้าํฝน มากกวา 3,000 มิลลิเมตร หรือนอยกวา 300 มิลลิเมตร 
นอกจากนี้สามารถมีชวีิตรอดไดในพื้นที่ทีม่ีอุณหภูมิสูงถึง 46 องศาเซลเซยีส  



(ใน Fujian ประเทศจีน) และที่อุณหภูมิในเขตหนาว (winter temperatures) -9 องศาเซลเซียส 
อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาในสภาพเยน็ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ตองมีการพัฒนาและ
ปรับใชเพื่อใหเหมาะสมและสามารถเก็บรักษาเชื้อพนัธุหญาแฝกสายพันธุตาง ๆ ไดในระยะยาว   
Johnson และคณะ (2007) รายงานวา อาการ cryo-injury เปนลกัษณะที่เกิดเนื่องจาก oxidative 
stress และ ethylene stress  โดยที่อุณหภูมิตํ่าจะมีการเกิดอนุมลูอิสระ (reactive oxygen 
species : ROS) เชน  superoxide radical (O2__) hydrogen peroxide (H2O2)  hydroxyl 
radical (_OH) ซึ่งทําใหเกิดการ oxidative ทําลายไลปด โปรตีน และดีเอ็นเอ การสราง ROS เปน
สัญญาณใหพชืมีการปรับตัวโดยผลิตสารแอนติออกซิเดน นอกจากนี้อุณหภูมิตํ่ามีผลตอเยื่อหุม
เซลล และการสรางเอธิลีน เมื่อมีการสรางเอธิลีนเปนสัญญาณวาเยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหาย 
จากการศึกษาเปรียบเทยีบใน Ribes  2 ชนิด คือ Ribes nigrum (tolerance to 

cryopreservation) และ R. ciliatum  (sensitive to cryopreservation) ในการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา R. nigrum มีการตอบสนองโดยมีการผลิตหรือสะสมสารประกอบฟนอล 
(antioxidant) เชน แอนโธไซยานิน  เพิม่ข้ึน และสามารถรักษาสัดสวนของคลอโรฟลล a:b ตลอด
การเก็บรักษาและการพัฒนาเปนพืชตนใหมโดยที่ไมซีดขาว ซึง่ชนดิที่ไมทนไมมกีารตอบสนอง
ดังกลาว และเมื่อตรวจสอบปริมาณการสรางเอธิลีน พบวาชนิดทีท่นมีการสรางนอยกวาชนิดที่ไม
ทน ซึ่งการศึกษานีช้ี้ใหเห็นวา antioxidant status และการสะสมสารประกอบฟนอล อาจจะบงชี้
การทนตอการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากการเก็บรักษา Steyn และคณะ (2002) อางโดย Johnson และคณะ (2007) รายงานวา 
แอนโธไซยานนิมีบทบาทในการปองกนัจากสภาพเครียดเนื่องจากอุณหภูมิตํ่าดังนี้คือ  
(1) antioxidants (2) compatible osmolytes during dehydration/freezing (3) protectants 
against photooxidation  และแอนโธไซยานนิชวยลด photo-inhibition และการซดี (chlorophyll 
bleaching) ในใบ  ดังนัน้การเติมสาร antioxidants ในกระบวนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวใน
พืชที่ไมทนตออุณหภูมิตํ่าอาจสงเสริมอัตรารอดชีวิตหรือการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังการเก็บ
รักษาได อยางเชนในเซลลแขวนลอยของ O. sativa และ Euglena gracilis (Fleck et al., 2000; 
Benson et al., 1995 อางโดย Johnson  et al., 2007) อยางไรก็ตาม การดัดแปลงหรือปรับใช
จําเปนตองมีการศึกษาชนิดของสารเพื่อใหเหมาะสมกบัพืชชนิดนัน้ ๆ  
 
 



   ในสวนของการศึกษาการเกบ็รักษาในหลอดทดลองโดยการเพาะเลีย้งในสภาพ
ชะลอการเจรญิเติบโตนั้นสามารถทําไดหลายเทคนิค เชน การลดความเขมแสง หรือเพาะเลี้ยงในที่
มืด การลดอุณหภูมิ หรือลดองคประกอบของธาตุอาหารลง รวมกบัการเติมออสโมติคัมหรือสาร
ชะลอการเจรญิเติบโต  สําหรับรายงานฉบับนี้ทาํการศึกษาความเปนไปไดข้ันตนในการเก็บรักษา
เชื้อพันธุหญาแฝกพันธุสงขลา 3 โดยศึกษา 2 ปจจัยหลกัคือ เพาะเลี้ยงในที่อุณหภูมิตํ่า  
(4 องศาเซลเซียส) และเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีองคประกอบธาตุอาหารความเขมขนตาง ๆ รวมกบั
การเติมพาโคลบิวทราโซล พบวา การลดความเขมขนขององคประกอบธาตุอาหารสตูร MS ลงเปน 
1/4 MS รวมกับเติมพาโคลบิวทราโซล เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกติ 
(อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 12 เดือน ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอด
เฉลี่ยสูงสุด 75 เปอรเซ็นต และ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร 
(ตารางที ่ 20  รูปที่ 7 จ ฉ ช) ในขณะที่การเพาะเลีย้งในที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ชิน้สวน
เปลี่ยนเปนสีซดีและตายตั้งแตเดือนที่สองหลังจากเพาะเลีย้ง จะเห็นไดวาชิ้นสวนปลายยอด
คอนขางออนไหวตออุณหภมูิตํ่า แมวาจะมกีารปรับปริมาณน้าํในชิ้นสวนโดยใชเทคนิคพื้นฐาน  
3 เทคนิค คือ vitrification dehydration และ encapsulation กอนเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
แตพบวาชิน้สวนซีดตายและไมมีการพัฒนาเปนยอด  สําหรับสารชะลอการเจรญิเติบโตนั้นมผีล
โดยตรงตอการเจริญของพืชทั้งนี้เนื่องมาจากสารในกลุมดังกลาวยับยัง้การทาํงานของสารควบคุม
การเจริญ เติบโตในกลุม ออกซิน ไซโตไคนิน ตลอดจนจิบเบอเรลลินซึ่งสงเสรมิการแบงเซลล  
สารในกลุมชะลอการเจริญเติบโตมีหลายชนิด เชน กรดแอบซิซิค พาโคลบิวทราโซล น้าํตาลในรูป
แอลกอฮอล เชน แมนนิทอล ซอรบิทอล และโพลีเอทธลีินไกลคอล เปนตน ในกรณีของสารพาโคล
บิทราโซล  
มีกลไกในการชะลอการเจรญิโดยยับยัง้การสรางกรดจบิเบอเรลลิคในวิถีไอโสพรีนอยดดวยการ
ยับยั้งเอนไซมที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาเมทาบอลิซึมการสรางกรดดังกลาว (Ninnenmann et al., 
1964) สงผลใหการยืดยาวของปลองลดลง จึงเหน็ขอและปลองสั้น (Hazarika, 2003; Chaney, 
2006) ใบมีขนาดเล็กและหนา ทั้งนี้เนื่องจากพาโคลบวิทราโซลยับยั้งการขยายขนาดของแผนใบ 
(Chaney, 2006) เชนเดยีวกับการเพาะเลี้ยงหญาแฝกในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล สงผลให 
ลําตนเตี้ยแคระกวาตนในชุดควบคุมอยางนอย 10 เทา ใบไมยาวเหมือนพืชตระกูลหญาทัว่ไป  
หดสั้นความกวางใบเพิ่มข้ึน นอกจากนี้ยงัหนาเพิม่ข้ึนดวย   อยางไรก็ตาม การใชความเขมขนสูง
เกินไปทาํใหยอดและใบไหม เปลี่ยนเปนสีน้าํตาล ในการอนุรักษเชื้อพันธกุรรมพืชในระยะ 
ปานกลางนอกจากจะใชพาโคลบิวทราโซลแลวยังมีรายงานการใชน้ําตาลแอลกอฮอล  



อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ไมไดทดสอบผลของน้ําตาลซอรบิทอล ดังนัน้ในการศึกษาตอไปควร
ศึกษาการเก็บรักษาเชื้อพันธุหญาแฝกในระยะปานกลางโดยใชซอรบิทอลระดับความเขมขนตาง ๆ 
หรืออาจใชสารชะลอการเจรญิเติบโต (พาโคลบิวทราโซล) รวมกับซอรบิทอลเพื่อเพิม่ระยะเวลาใน
การเก็บรักษาเชื้อพันธุใหนานขึ้น 

แมวาจะมีการประยุกตใชวิธกีารตาง ๆ ในการเตรียมชิน้สวนปลายยอดหญาแฝก
เพื่ออนุรักษเชือ้พันธุในระยะยาวในไนโตรเจนเหลว แตก็ไมประสบความสําเร็จในการชกันําให
เอ็มบริโอเจนคิแคลลัส (ไมแสดงผลการทดลอง) และปลายยอด พัฒนาเปนพืชตนใหมได  
การปรับปริมาณน้ําดวยวิธกีารใชสารละลายน้าํตาลซโูครส สารละลาย PVS2 หรือ PVS3 
สารละลายโลดดิ้ง ตลอดจนสารละลายที่ใชปองกนัความเย็น ชวยปองกนัการเกิดผลึกน้ําแข็งที่เปน
อันตรายตอเซลลในสภาพเยน็ยิง่ยวด และยังปรับโครงสรางของเซลลโดยเฉพาะผนังเซลลใหมี
ความเหนยีวและทนทานตอการเก็บรักษาในสภาพอุณหภูมิตํ่า สงผลใหอัตรารอดชีวิตของเซลลที่
เปนองคประกอบในแคลลัส และปลายยอดมีชีวิตอยูได เมื่อตรวจสอบดวยสารละลาย FDA แต
กิจกรรมของเซลลในระยะตอมาไมสามารถที่จะแบงและสรางโปรตีนที่จําเปนตอการพัฒนาเปนพชื
ตนใหมได ทัง้นี้อาจเปนไปไดวาหญาแฝกมีความออนไหวตอความเย็นมาก เพราะจากการศึกษา
เก็บรักษาในระยะปานกลางในสภาพที่ใหอุณหภูมิตํ่า (4-10 องศาเซลเซียส) กไ็มสามารถที่จะ
เจริญเปนพืชตนใหมไดหลงัจากนาํไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพิ่มปริมาณยอด    อยางไรก็ตาม  
ในการศึกษานีท้ําการยอมดวยสารละลาย FDA ทั้งชิ้นสวนซึง่ผลที่ไดอาจคลาดเคลือ่น ดังนัน้ใน
การตรวจสอบความมีชวีิตครั้งตอไปอาจตองมีการตัด (section) ชิ้นสวนปลายยอดใหมีขนาด 
เล็ก ๆ โดยเฉพาะใหตัดผานชิ้นสวนของเนื้อเยื่อเจริญสวนยอด หรือตรวจสอบเฉพาะการ regrowth 
เปนพชืตนใหมในอาหารเพาะเลี้ยง                 อยางไรก็ตาม จนถึงขณะนี้วิธกีารเดียวที่จะเปนไป
ไดในการอนุรักษเชื้อพนัธุหญาแฝกก็คือการชะลอการเจริญเติบโตในอาหารที่ดัดแปลงโดยการเติม 
พาโคลบวิทราโซล 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของชิ้นสวนที่เก็บรักษา หรือตนพืชที่
ผานกระบวนการเก็บรักษาเปนระยะเวลาตาง ๆ นัน้นับวามีความสําคัญยิ่ง ทั้งนี้เพื่อเปนการ
ประกันวาวิธีการเก็บรักษานัน้ไมสงเสริมความแปรปรวนของพันธุกรรมพืชที่เก็บรักษา วิธีการทาง
ชีวโมเลกุลนับเปนวธิีการที่มคีวามนาเชื่อถอื และทาํไดรวดเร็วทุกระยะของการทดลอง ต้ังแต
แคลลัส ตนออน และตนโตที่ยายลงดนิปลูก วิธีการ RAPD เปนวิธกีารหนึง่ที่นยิมใชกันแพรหลาย
ทั้งนี้เพราะไมมีความจาํเปนตองทราบลาํดับเบสของไพรเมอรที่ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ สามารถใช
ไพรเมอรแบบสุมเขาไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอชวงใดชวงหนึ่ง แลวนาํมาตรวจสอบความแตกตาง 



วิธีการนี้ไมตองใชสารกัมมันตรังสีติดฉลากไพรเมอร ข้ันตอนไมยุงยาก ซับซอน ใหผลไดรวดเร็ว 
และตนทนุไมสูง นอกจากนี ้ RAPD ยังนิยมใชในการตรวจสอบความสอบความแปรปรวนของตน
พืชที่ไดจากการขยายพนัธุดวยวธิีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลายพืช เชน มังคุด (Te-chato, 2000) 
ปาลมน้าํมนั (ธนวดี, 2551) จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของหญาแฝกที่เก็บ
รักษาในระยะเวลาปานกลาง (ในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล) ดวยเทคนิค RAPD โดยใช 
ไพรเมอร 7 ชนิด พบวา มี 3 ชนิดที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดและดีเอ็นเอที่ไดเปนแบบ 
monomorphic และไมพบความแตกตาง ระหวางตนควบคุม (ตนที่ดูแลในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณ
ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต)ิ และตนทีพ่ัฒนาจากชิน้สวนยอดที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง 
ทุกหนวยการทดลองและไมพบความแปรปรวนในแตละตน (จากการตรวจสอบในทรีตเมนที่ให
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงพอ) ซึ่งจากผลดังกลาวทําใหทราบขอมูลข้ันตนถึงความเปนไปไดในการเกบ็
รักษาเชื้อพันธุหญาแฝกในหลอดทดลอง โดยสามารถยดืระยะเวลาในการยายเลี้ยง และเปนการ
เก็บแหลงพนัธุกรรมของหญาแฝกซึ่งปลอดเชื้อ และมีศักยภาพหรอืความสามารถในการพัฒนา
เปนพชืตนใหมไดไวใชประโยชนตามที่ตองการ อยางไรก็ตาม ในการศึกษาตอไปจําเปนตองมีการ
เพิ่มจาํนวนซ้าํและจํานวนตวัอยางใหมากขึน้ เพื่อลดขอจํากัดในการปนเปอน และทําการเก็บรักษา
เปนระยะเวลานานขึ้น นอกจากนี้สามารถดดัแปลงวิธีการเพื่อใหสามารถเก็บรักษาหญาแฝก 
พันธุอ่ืน ๆ ดวย และอาจเพิ่มความเชื่อมั่นในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนที่เก็บรักษาโดย
เพิ่มจาํนวนไพรเมอรที่ใชตรวจสอบ หรือใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ รวมดวย เชน AFLP 
หรือ SSR  

 
 



บทที่ 5 
 

สรุป 
 

1. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในไนโตรเจนเหลว 
 

 1.1 การหุมหอชิ้นสวนปลายยอด (ขนาด 3 มิลลิเมตร) ดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) 
ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 นาที 
ใหเม็ดบีดที่มีคุณภาพดี กลม สีใส และอัตราการสรางยอดหลังจากนําไปเพาะเลี้ยงสูง 70 
เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน 

 1.2 การ dehydration ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในจานเพาะเลี้ยงใน
ตู laminar flow เปนเวลา 0-5-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต (100 เปอรเซ็นต) ไมแตกตางกัน  

 1.3 การ vitrification ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการสรางยอด 25 
เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอดตอชิ้นสวน สูงกวาชิ้นสวนขนาดใหญ 3-5 มิลลิเมตร   
  1.4 การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในอาหารเหลวสูตร 
1/2 MS เติม glycerol เขมขน 0.3 โมลาร  บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 3 วัน จากนัน้จงึแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาท ีแลว
จึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 40±1 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร 
เปนเวลา 20 นาทีใหความมีชีวิตสูงสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 วัน  

 1.5 การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย glycerol เขมขน 
2 โมลาร รวมกับ ซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร รวมกับเทคนิค vitrification เปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง  
ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ในขณะที่การไมแช
ชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิตต่ํา (27.27 เปอรเซ็นต) 

 1.6 ระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 มีผลตออัตรารอดชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝก โดยในสภาพปกติ (ไมแชในไนโตรเจนเหลว) อัตราการสรางยอดหรือ 
ความมีชีวิตลดลงตามสัดสวนของระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน โดยอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือ 30 
เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนเวลา 60 นาที ในทางตรงขามเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว สงเสริมให
ความมีชีวิตเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึนโดยสูงถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนระยะเวลา 120 นาที  



 1.6 การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
ใหอัตราการสรางยอดสูงสุด 75 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน  

 1.7  การแชชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการ pretreatment  ในอาหารสูตร 1/2 MS 
เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 12 ชั่วโมง ในสารละลาย PGluD (ประกอบดวย PEG 
8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO เขมขน 10 เปอรเซ็นต)  
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 80 เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 6 วัน 

 1.8 การละลายน้ําแข็ง  ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวทันทีดวย
การแช cryotubes ในอางควบคุมอุณหภูมิที่  30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที หรือแชที่ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที แลวลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS  
เติมซูโครส 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต 

 1.9 การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวในที่มืด 
เปนเวลา 1 วันกอนยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติใหอัตรารอดชีวิต 10 เปอรเซ็นต สูงกวา
การเพาะเลี้ยงในสภาพการใหแสงโดยตรง 
 
2. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในหลอดทดลองโดยวิธกีารชะลอการเจริญเติบโต 
   
  การเพาะเลีย้งชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร 1/4 MS เติมพาโคลบิวทราโซล 
เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 75 เปอรเซ็นต
และ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร ในสภาพการเพาะเลีย้ง
ปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 12 เดือน ในขณะที่การเพาะเลีย้งในที่อุณหภมูิ 4 
องศาเซลเซยีส ชิ้นสวนเปลีย่นเปนสีซีดและตายตั้งแตเดือนที่สองหลงัจากเพาะเลีย้ง 
 
3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธกุรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 
  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง
เปนเวลา 12 เดือน เปรียบเทียบกับตนที่ผานการเพาะเลี้ยงปกติ โดยใชเทคนิค RAPD โดยใช 
ไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร พบวา มีจํานวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝก
ได  แถบดีเอ็นเอของตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุมที่ไมผานการเก็บรักษา 
แสดงวาไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางภาคผนวกที ่1 องคประกอบของธาตุอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) 
 
องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลกิรัมตอลิตร) 
ธาตุอาหารหลัก  
NH4NO3 1650.00 
KNO3 1900.00 
KH2PO4 170.00 
CaCl2.2H2O 440.00 
MgSO4.7H2O 370.00 
ธาตุอาหารรอง  
KI 0.83 
H3BO3 6.20 
MnSO4.H2O 16.90 
ZnSO4.7H2O 10.60 
CuSO4.5H2O 0.025 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CoCl2.6H2O 0.025 
FeSO4.7H2O 27.80 
Na2EDTA 37.30 
สารอินทรีย  
Myo-inositol 100.00 
Nicotinic acid 0.50 
Pyridoxine HCl 0.50 
Thiamine HCl 0.10 
Glycine 2.00 
ซูโครส (กรัม) 30.00 
วุน (กรัม) 7.50 
pH 5.7 

 
 



ตารางภาคผนวกที่ 2 ไพรเมอรและลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหความแปรปรวน 
                                ทางพันธุกรรมหญาแฝก จากบริษัท Operon Technologies 
 
ชนิดไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’           3’)  
OPJ-4 CCGAACACGG 
OPN-15 CAGCGACTGT 
OPAB-01 CCGTCGGTAG 
OPAB-09 GGGCGACTAC 
OPAB-14 AAGTGCGACC 
OPR-3 ACACAGAGGG 
OPR-12 ACAGGTGCGT 

 
ภาคผนวกที่ 1 การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร และสารละลายอื่น ๆ 
 
1. CTAB  บัฟเฟอร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 - CTAB          2.0 กรัม      
 - PVP-40   1.0 กรัม     
 - NaCl    8.12  กรัม 
 - 0.5 M Na2EDTA (pH 8.0) 62.5 มิลลิลิตร 
 - 1.0 M Tri-HCl (pH 8.0) 10.0  มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนกวาสาร
จะละลายหมด นําไปนึ่งฆาเชื้อ และเติมสาร 2-Mercapthoetanol 2 เปอรเซ็นต กอนทําการ
สกัดดีเอ็นเอทุกครั้ง 
 

2. TE บัฟเฟอร  
 - 1.0 M Tri-HCl (pH 7.5)  500 ไมโครลิตร  
 - 0.25 M Na2- EDTA (pH 7.0)  
 
 



3. TAE บัฟเฟอร (เขมขน 50 เทา ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 
   - Tris base   121.1  กรัม 

 - Glacial acetic acid  28.5  มิลลิลิตร 
 - 0.5 M Na2- EDTA (pH 8.0)  50.0 มิลลิลิตร 
 เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร นึง่ฆาเชื้อ เมื่อนาํมาใชตองเจือจางเปน 1 เทา 
 

4. TBE บัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา ปริมาตร 4000 มิลลิลิตร) 
 - Tris base   216.0 กรัม 
 - Boric acid   110.0 กรัม 

- 0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)  80.0  มิลลิลิตร  
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 4 ลิตร นึ่งฆาเชือ้ เมื่อนาํมาใชตองเจือจางเปน 1 เทา 
 

5. Ethidium bromide 
 น้ํากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 Ethidium bromide 1 กรัม 
 เมื่อนํามาใชตองเจือจางความเขมขน โดยใชสารละลาย 40 ไมโครลิตร เติมน้าํใหได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
รูปภาคผนวกที่ 1 ข้ันตอนการเก็บรักษาเชื้อพันธุชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกในไนโตรเจนเหลว       

                          โดยใชเทคนิค vitrification. 
 
 

ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 1-2 มม 

Pretreatment  ในอาหารเหลวสูตร ½ MS เติม glycerol เขมขน 0.3  โมลาร 

100 รอบตอนาท ี3 วัน 

แชในสารละลาย LS 

100 รอบตอนาท ี1 ชั่วโมง 

แชในสารละลาย PGluD 

30 นาท ี อุณหภูมิหอง 

ละลายน้ําแข็ง 

40 oC 1-2 นาท ี

ลางชิน้สวนดวย อาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร 

เพาะเลี้ยงในทีม่ืด 1 วัน 

เพาะเลี้ยงในสภาพปกต ิ

 



 
 

รูปภาคผนวกที่ รูปภาคผนวกที่ 22    วิธีการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย วิธีการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย FFDDAA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เตรียมสารละลาย FDA 25x (FDA 5 มก ใน acetone 1 มล) 

FDA (1x) :  อาหารเหลว   (=  1:1) 

ชิ้นสวนปลายยอด 
ที่ตองการตรวจสอบ 

ตรวจสอบอัตรารอดชีวิต 
การเรืองแสงสเีขียวภายใตแสง UV ภายใตกลอง 

15 นาท ี

เจือจางสารละลาย FDA เปน 1x  
(FDA (25x) 0.1 มล+อาหารเหลว/น้ํากลัน่ 2.4 มล) 




