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บทคัดยอ 
 
 ทําการเตรียมชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกดวยวิธีการตาง ๆ  กอนการเก็บรักษา

เชื้อพันธุในระยะยาวและระยะปานกลาง พบวา  การหุมหอชิ้นสวนปลายยอด (ขนาด 3 มิลลิเมตร) 
ดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เปนเวลา 30 
นาที ใหเม็ดบีดที่มีคุณภาพดี กลม สีใส และอัตราการสรางยอดหลังจากนําไปเพาะเลี้ยงสูง 70 
เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน  การ dehydration ชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 3 มิลลิเมตร ในจานเพาะเลี้ยงในตู larminar flow เปนเวลา 0-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต 
(100 เปอรเซ็นต) ไมแตกตางกัน  การ vitrification ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการ
สรางยอด 25 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอดตอชิ้นสวน    การ pretreatment ชิ้นสวน
ปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในอาหารเหลวสูตร ½ MS เติม glycerol เขมขน 0.3 โมลาร  บน
เครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 3 วัน จากนั้นจึงแชในสารละลายโลดดิ้ง  
(loading solution: LS) เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาที แลวจึงแชใน
ไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส 1.2 โมลาร เปนเวลา 20 
นาที ใหความมีชีวิตสูงสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน  การแชชิ้นสวน
ปลายยอดในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับ sucrose เขมขน 
0.4 โมลาร รวมกับเทคนิค vitrification โดยการแชปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนระยะเวลา 1 
ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100% หลังเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  แมวาวิธีการเตรียมชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝกดวยวิธีการตาง ๆ ขางตนสงผลใหความมีชีวิตของชิ้นสวนภายหลังการเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลวมีสูงก็ตาม แตทุกชิ้นสวนไมสามารถที่จะพัฒนาสรางยอดใหมไดหลังการ
เพาะเลี้ยง ดังนั้นการอนุรักษเชื้อพันธุกรรมของหญาแฝกดวยวิธีการนี้จึงไมเหมาะสม   
 



 

  การเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในระยะปานกลางโดยการเพาะเลี้ยง
ชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร ¼ MS เติมพาโคลบวิทราโซล เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร เปน
เวลา 12 เดือนโดยไมมกีารยายเลีย้ง ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 75 
เปอรเซ็นตและ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร ในสภาพการ
เพาะเลี้ยงปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส)  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรม
ตนที่ผานการเก็บรักษาในระยะปานกลางโดยใชเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร 
พบวา มีจาํนวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝกได  แถบดีเอ็นเอของตนที่ผาน
การเก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุมที่ไมผานการเกบ็รักษา แสดงวาไมมีความ
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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MS รวมกับการเติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 2 เดือน 

54 

7 ยอดที่พฒันาจากชิน้สวนปลายยอดบนอาหารเติม MS รวมกับ PBZ เปนเวลา 
12 เดือน  

56 

8 แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร  
OPJ4 (ก) OPN15 (ข) และ OPAB09 (ค) ในตนหญาแฝกที่เก็บรักษาเชื้อพันธุ
ในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา 12 เดือน โดย M คือ 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (DNA ladder) เลนที่ 1 เปนตนควบคมุ เลน 2-7 
เปนดีเอ็นเอตัวอยางทีเ่ก็บรักษา 

57 
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หญาแฝก (vetiver grass) เปนพืชตระกูลหญาชนิดหนึง่เชนเดียวกับ ขาวโพด 
ขาวฟาง ออย และตะไคร มีถิ่นกําเนิดในประเทศอินเดยี อยางไรก็ตาม พบวามีการกระจายอยู
ทั่วไปในพื้นทีต่าง ๆ ของประเทศไทย ปจจุบันในทางพฤกษศาสตร สามารถจาํแนกหญาแฝกทีพ่บ
ในประเทศไทยไดเปน 2 ชนิดตามสภาพที่มีการเจริญเติบโต หรือ ecotype ไดแก หญาแฝกหอม
หรือแฝกลุม (Vetiveria zizanioides Nash) และหญาแฝกดอน (Vetiveria menoralis)   หญาแฝก
เปนพชืที่มีประโยชนและสามารถใชประโยชนไดหลากหลายโดยเฉพาะหญาแฝกหอม รากของ
หญาแฝกมกีารแผกระจายลกึ และลักษณะเปนรางแห ทาํใหนํามาใชในการอนรัุกษดินและน้าํ 
(Vietmeyer and Ruskin, 1993)  พืน้ที่ในภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ รวมทั้งภาคใตของ
ประเทศไทย เปนพืน้ที่ลาดเอียง หรือภูเขาอยูมากกวา 50 เปอรเซ็นต มีความเสีย่งตอการชะลาง
พังทะลายของหนาดินอนัเนือ่งมาจากการกัดเซาะของน้าํฝนที่รุนแรงมาก ทาํใหหนาดนิเกิดความ
เสียหายอยางมาก (Vietmeyer, 1996) การแกปญหาทีผ่านมาเปนการปลูกพืชตาง ๆ เพื่อปองกัน
การชะลาง หรือพังทะลายของหนาดนิ และการปลกูพืชที่สําคัญทางเศรษฐกิจขวางแนวลาดชัน 
อยางไรก็ตาม พืชที่ปลูกมีระบบรากไมดี ทําใหการยึดเกาะดนิไมดีจึงยังคงทําใหหนาดินเกิดความ
เสียหาย พระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัวภูมพิลอดุลยเดชไดทรงตระหนักถึงสภาพปญหาและสาเหตุ
ที่เกิดขึ้นและทรงเหน็ถงึศักยภาพของหญาแฝก จึงมีพระมหากรุณาธคุิณพระราชทานพระราชดําริ
ใหมีการดําเนนิการศึกษาทดลองเกี่ยวกับหญาแฝก นอกจากนี้ รากของหญาแฝกยงัสามารถใชเปน
วัตถุดิบในการสกัดน้ํามันหอมระเหย ประดิษฐหัตถกรรมตาง ๆ (Vietmeyer, 1996) เนื่องจากหญา
แฝกบางชนิดไมมีดอก สวนที่มีดอกก็ไมสามารถขยายพนัธุดวยเมล็ดไดดี เนื่องจากมีความงอกต่าํ
และสูญเสียความงอกเร็ว จึงขยายพนัธุดวยการแยกหนอ และมีการแจกตนเพื่อปลูกในพื้นที่
เปาหมาย โดยสํานกังานพฒันาที่ดิน อยางไรก็ตาม ยงัไมเพียงพอตอความตองการ นอกจากนี้ใน
สภาพธรรมชาติหญาแฝกจะมีชวงการแตกหนอในฤดูฝนและจะมีการออกดอกตั้งแตชวงกลางฤดู
ฝนถงึปลายฤดูฝน และจะเขาสูระยะพกัตัวในฤดูแลงและฤดูรอน การขยายพนัธุหนอหญาแฝก 
ใหไดปริมาณมาก โดยทัว่ไปทําได 2 วิธี คือ วิธีการแยกหนอที่เจริญมาจากตาขางที่โคนกาบใบของ
หนอแก อีกวิธคืีอ การแยกหนอตะเกยีง ซึง่เจริญมาจากตาขางที่กานชอดอกแกขามป โดยนาํหนอ



 

ดังกลาวมาเพาะชําในถงุพลาสติกดําที่ใสวสัดุเพาะชาํที่มกีารระบายน้าํและถายเทอากาศดี ดูแล
เพาะชําในสภาพที่มีความชุมชื้น มีการพรางแสงที่เหมาะสมตามระยะเวลาการเจรญิเติบโต หรือ
ปลูกลงดินในแปลงขนาดใหญ ซึ่งจะไดหนอปริมาณมากแตตองใชน้ํา และยงัมีอิทธิพลของ
สภาพแวดลอมธรรมชาติเปนตัวแปรปรวน ดังนั้นจึงไดนําเทคนิคการขยายพนัธุโดยการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อเพื่อเพิม่ตนพนัธุไดตลอดฤดูกาล และการเพาะเลี้ยงในสภาพที่มีการควบคมุ
สภาพแวดลอม แสง และอุณหภูมิในการเจริญเติบโต ทาํใหไดตนกลาจาํนวนมาก มีขนาด
สม่ําเสมอ แข็งแรงเหมือนเดิม ตนกลามีขนาดเล็กขนยายไปปลูกไดสะดวก เปนตนกลาที่มีอายุ
นอย ซึง่อยูในระยะที่มกีารเจริญเติบโตทางตน มีอัตราการแตกหนอสูง ซึ่งจะมผีลดีตอการปลูก
หญาแฝกเปนแนวอนุรักษทีม่ีการเจริญเตบิโตอยางรวดเร็ว และสม่ําเสมอ (สํานกังาน
คณะกรรมการพิเศษเพื่อประสานงานโครงการอนัเนื่องมาจากพระราชดําริ, 2539) มีรายงานการ
เพาะเลี้ยงชิ้นสวนตาง ๆ ของหญาแฝกผานการสราง compact callus หรือกระบวนการ 
organogenesis จากชิน้สวนดอก (Keshavachandran and Khader, 1997) ชิ้นสวนใบ 
(Mucciarelli et al., 1993; Sreenath et al., 1994; Leupin et al., 2000) ชิ้นสวน mesocotyl 
ของตนกลา (George and Subramanian, 1999) และจากเหงา (crown) (Leupin et al., 2000; 
Prasertsongskun, 2003) ซึ่งตนในหลอดทดลองเปนทางเลือกหนึง่ในการเพิม่ปริมาณตนใหได
จํานวนมากในระยะเวลาสั้น และยังใชเปนวัสดุเร่ิมตนทีม่ศัีกยภาพในการนําไปใชในการสรางเมลด็
เทียม การปรับปรุงพนัธุ หรือการเก็บรักษาเชื้อพนัธุตอไป 

ปจจุบันนี้มีพนัธุพชืจํานวนมากไดสูญพนัธุไปแลว และอีกจํานวนไมนอยที่กําลงั
จะสูญพันธุไป ทั้งนี้เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของธรรมชาติบาง มนุษยหรือสัตวเขาทําลายบาง
ทั้งที่ต้ังใจหรือไมต้ังใจ เชน การทาํลายปาหรือทําไรเลื่อนลอย หรือทําลายสภาพแวดลอม ซึ่งเปนที่
นาเสยีดาย โดยเฉพาะพืชที่มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ หรือใชปรับปรุงพนัธุในอนาคต ดังนัน้การ
เก็บรักษาเชื้อพันธุพืชที่กาํลงัสูญพนัธุหรือมีจํานวนนอยหรือแมกระทัง่พืชทีม่ีความสาํคัญ จึงมี
ความจาํเปน โดยทัว่ไปมีการเก็บรักษาในสวนพฤกษศาสตรวนอุทยาน โดยพยายามจดัให
สภาพแวดลอมเหมือนเดิม และปองกนัไมใหถูกทําลายจากมนุษยหรือสัตว แตอยางไรก็ตาม ความ
เสี่ยงในการสญูเสียพืชเหลานัน้ยงัมีอยูอีกมาก เชน ถูกลักขโมย ถูกภัยธรรมชาติคุกคามจากการ
เกิดโรคและแมลงระบาดที่ไมสามารถปองกันได น้าํทวม ไฟปา หรือเกิดฟาผา เปนตน นอกจากนี้
การเก็บรักษาโดยวิธนีี้จะสิน้เปลืองแรงงานและคาใชจายเปนจาํนวนมากในระยะเวลายาวนาน      
                        พืชประมาณ 20,000 ชนิด ที่หาไดยากและกําลงัสญูพันธุ เชน พืชพนัธุพื้นเมอืง
หลายชนิด โดยเฉพาะขาวสาลีถูกทอดทิง้และสูญหายไป เชนประเทศกรีซนับต้ังแตสงครามโลก



 

คร้ังที ่ 2 ขาวสาลี 95 เปอรเซ็นต ของสายพนัธุถูกทอดทิ้งและบางสวนสูญหายไป (Pluck and 
Vaughan, 1991 อางโดย Bajaj 1995) ทําใหสูญเสียความหลากหลายทางพันธกุรรม ในทางตรง
ขามการเก็บรักษาเชื้อพนัธุขาวไดรับความสําคัญ อยางไรก็ตาม มีการสูญหายของสายพนัธุปาใน
ระหวางการพฒันาของโครงการตาง ๆ และการทาํลายขาวโพดของเชื้อ Helminthosporium 
maydis ในป 1970s ประเทศสหรัฐอเมริกา ทาํใหนักปรับปรุงพนัธุพชืพยายามหาแหลงพันธุกรรม
พืชทีน่อกเหนอืจากแหลงธรรมชาติ การเกบ็รักษาโดยทั่วไปเก็บในรูปตาง ๆ เชน เมลด็ tubers ราก 
bulbs corms rhizomes ตา กิง่พนัธุ อยางไรก็ตาม มขีอจํากัดในไมผลที่มีเมล็ดแบบ recalcitrant 
และเอ็มบริโอสูญเสียการงอกอยางรวดเร็ว นอกจากนีพ้ชืที่ขยายพนัธุโดยไมใชเพศไมสามารถเก็บ
รักษาระยะยาวได ตองนาํมาปลูกเพิ่มปริมาณในเรือนเพาะชําหรือในแปลงปลูก ซึ่งสภาพอากาศ 
ไมแนนอนหรอืโรค แมลง หรืออ่ืน ๆ ทาํใหเชื้อพนัธุสูญหาย โดยเฉพาะในไมยนืตนไมสามารถเก็บ
รักษาในระยะยาวได เนื่องจากตองใชแรงงานและคาใชจายสูง และมีปญหาในโรคและสภาวะ
เครียดจากสภาพแวดลอม (Matsumoto et al., 2001)  ดวยเหตนุี้จงึมีการพฒันาวธิีการเก็บรักษา 
การดูแลรักษา การแลกเปลีย่นเชื้อพันธุ และสรางธนาคารยีนในพืชทีห่ายากหรือใกลสูญพันธุ โดย
นําเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใชประโยชนในการเกบ็รักษาเชื้อพนัธุ โดยเก็บรักษาในอาหาร
เพาะเลี้ยงที่ใหมีการเจริญเตบิโตต่ํา หรือลดความถี่ในการยายเลี้ยง เชน เพาะเลี้ยงในอาหารที่ลด
องคประกอบของอาหารลง หรือเติมสารชะลอการเจรญิเติบโต เชน abscisic acid (ABA)  
การลดความชืน้ เปนตน ซึง่วิธกีารดังกลาวทั้งหมดสามารถเก็บรักษาไดเปนระยะเวลาสัน้ถึงปาน
กลาง ประสบความสาํเร็จในการเก็บรักษาปลายยอดในพืชหลายชนิดรวมทั้งพชืที่มีรากและหัว 
และไมผลและพืชสวนอื่น ๆ หลายชนดิ การเก็บรักษาระยะเวลาปานกลางสามารถเก็บไดเปน
ระยะเวลาประมาณ 10 ป อยางไรก็ตามการ เก็บรักษาดวยวิธนีี้จําเปนตองยายเลีย้งไปยงัอาหาร
ใหม และอาจมีการปนเปอน นอกจากนี้การยายเลี้ยงเพื่อรักษาตนพนัธุเปนระยะเวลานานอาจมีผล
ตอการเปลี่ยนแปลงพนัธุกรรม (Panis et al., 2004) ปจจุบันนี้วิธทีี่มศัีกยภาพในการเก็บรักษาเชือ้
พันธุในระยะยาวคือ cryopreservation ซึง่เปนการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ –196 
องศาเซลเซยีส อุณหภูมดัิงกลาวหยุดกิจกรรมทกุอยางของเซลล สามารถเกบ็รักษาชิน้สวนเปน
ระยะเวลานานโดยเซลลไมตาย และพนัธกุรรมไมเปลี่ยนแปลง เมื่อตองการที่จะทําใหเซลลกลับมา
มีกิจกรรมเหมอืนเดิมก็เพิ่มอุณหภูมิใหเซลลกลับมามกีิจกรรมตามปกติ การเกบ็รักษาดวยวธิีนี้
สามารถเก็บรักษาเชื้อพนัธุ และสรางธนาคารยีนในพืชที่หายากหรือใกลสูญพันธุ หรือเก็บรักษาพชื
ที่มีความสําคญัทางเศรษฐกิจ ตลอดจนเปนการกําจัดเชื้อโรคที่ทาํลายพืชในธรรมชาติ เชน 
cucumber mosaic virus (CMV) และ  banana streak virus (BSV) ในกลวย หลงัจากเกบ็รักษา



 

เนื้อเยื่อเจริญสวนยอด พบวา ใหตนที่ปลอด CMV 30 เปอรเซ็นต และ BSV 90 เปอรเซน็ต  
(Helliot et al., 2002)  ตลอดจนเก็บรักษาพันธกุรรมพืชที่ไดรับการปรับปรุงพนัธุดวยวิธกีารตาง ๆ 
(Bajaj, 1995) เพื่อนํามาใชในการขยายพันธุไดเมื่อตองการหรือเพื่อการแลกเปลี่ยนเชื้อพนัธุ หรือ
เปนเชื้อพันธุเพื่อนาํไปใชในการปรับปรุงพนัธุตอไป เชน Cornejo และคณะ (1995)  
ประสบความสําเร็จในการปลูกถายยนีเขาสูแคลลัสของขาว พันธุ Thaipei 309 ทีไ่ดจากการเก็บ
รักษาเชื้อพันธุโดย cryopreservation โดยการเกบ็รักษาไมทาํใหความสามารถในการปลูกถายยนี
หรือการพฒันาเปนพืชตนใหมลดลง อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาดวยวิธนีี้ใชอุณหภูมิตํ่ามาก  
การแชชิ้นสวนลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรงทาํใหเซลลพชืไดรับความเสียหายและตายได การเกบ็
รักษาในระยะแรก (conventional freezing method) ประกอบดวย 2 ข้ันตอน (two-step 
procedure) โดยขั้นแรกเปนการลดอุณหภูมิอยางชา ๆ (slow cooling) 0.5-1 องศาเซลเซยีส 
ตอนาท ี จนอุณหภูมิประมาณ –40 องศาเซลเซียส และเขาสูข้ันตอนที่สอง โดยจุมลงใน
ไนโตรเจนเหลวทนัท ี (rapid cooling) ตองใชเครื่องมือควบคุมโปรแกรมการลดอุณหภูมิ ซึง่ยุงยาก
และราคาแพง (Vicient and Martinez, 1998) ดังนัน้จึงมีการพัฒนาเทคนิคตาง ๆ ในการเตรียม
ชิ้นสวนกอนการเก็บรักษาโดยการปรับปริมาณน้าํใหเหมาะสม ใหเซลลมีการปรบัสภาพ และ
สามารถทนตอสภาพเยน็ไดโดยเซลลไมตายและพนัธกุรรมไมเปลี่ยนแปลง การเตรียมชิ้นสวนพืช
โดยการลดปรมิาณน้าํกอนเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยตรง ไดแก วิธ ี vitrification, 
dehydration และ encapsulation  หรือใชวิธีรวมกัน  

ในกรณีของหญาแฝกนัน้แหลงพนัธุกรรม (germplasm) ก็คือตนหญาแฝกที่มีการ
เจริญเติบโตอยูในสภาพธรรมชาตินัน้ ๆ (หรือตาม ecotype) เชน ในทุงหญา ในบงึ ตามภูเขาสงู  
บนดินที่มีสภาพเปนกรด (Chomchalow, 2003) การเก็บรักษาพนัธกุรรมในแปลงปลูก หรือใน
สภาพธรรมชาติโดยกรมพัฒนาที่ดิน หรือหนวยงานอื่น ๆ ของรัฐ   กรมพัฒนาที่ดิน (2541) 
รายงานวา หญาแฝกหอมที่พบขึน้อยูทั่วไปในสภาพธรรมชาตินัน้ มกีารกระจายขึน้อยูใน
สภาพแวดลอมตาง ๆ มีการปรับตัวเองใหเหมาะสมกบัพื้นที่นัน้ มชีอดอกหลายชอ และเกิดการ
ผสมขามตนทกุป ทําใหมีความแข็งแรงขึ้นในลักษณะตาง ๆ ในดานพนัธุกรรม ทนทานตอโรค และ
ปจจัยวกิฤตของภูมิอากาศในทองทีน่ัน้ ๆ แตขณะเดียวกันก็ทาํใหเกดิการกลายพนัธุ โดยเฉพาะ
พันธุปลูกเพื่อใชรากสกัดน้าํมันหอมระเหยทําใหสารหอมระเหยมีปริมาณลดลงหรือมปีริมาณไม 
คงที่ นอกจากนี ้ การเก็บรักษาดวยวธิีดังกลาวตองใชพืน้ที่มาก เสยีคาใชจายในการดูแลรักษาสงู 
ทุกปจะตองมกีารรื้อแปลงปลูกเพื่อปลูกใหม ทําใหมคีวามยุงยากเสี่ยงตอการสญูเสียพนัธุกรรม 
ดังนัน้การเก็บรักษาพนัธกุรรมของหญาแฝกที่มีระบบรากที่ดีรวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในหลอด



 

ทดลองในสภาพตาง ๆ เปนการเก็บรักษาเชื้อพันธุในระยะเวลาปานกลาง หรือเก็บในระยะยาวโดย
การเก็บในไนโตรเจนเหลว  เพื่อใหมีแหลงเชื้อพันธุที่ดี และไมกลายพนัธุและสามารถที่จะนาํมาใช
เปนวัสดุพืชเร่ิมตนเพื่อการขยายพันธุอยางมีประสิทธิภาพตอไป ไมตองไปเริ่มตนการเพาะเลีย้ง
ต้ังแตข้ันตนใหม โดยทําการเตรยีมชิ้นสวนปลายยอดกอนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  
ดวยวิธกีารที่ทาํไดงาย สะดวก และประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด ไดแก การปรับสภาพของน้าํ
ระหวางเซลลและออสโมติคของเซลล (vitrification) การดึงน้ําออกจากเซลลบางสวน 
(dehydration) หรืออาจนาํเอาเทคนิคการหุมหอชิน้สวนทีจ่ะเก็บรักษาในวุนอัลจิเนต 
(encapsulation) เพียงลําพงัหรือรวมกัน  
 
การตรวจเอกสาร 
 
1. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุโดยวิธี cryopreservation 
 
  ปจจุบันนี้วิธทีีม่ีศักยภาพในการเก็บรักษาเชื้อพันธุในระยะยาวคือ 
cryopreservation ซึ่งเปนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซยีส 
อุณหภูมิดังกลาวหยุดกิจกรรมทุกอยางของเซลล ไมมีกระบวนการ biophysical หรือการเคลื่อนที่
ของน้ํา (Morris, 1981) ความมีชีวิตของชิน้สวนจึงไมเปลี่ยนแปลงตลอดชวงการเกบ็ใน
ไนโตรเจนเหลว สวนความเสี่ยงตอความมีชีวิตหรือความแปรปรวน เกิดขึ้นเฉพาะในชวงของ
กระบวนการแชในไนโตรเจนเหลว (critical cooling) และชวงของการละลายน้าํแข็ง ซึง่ถาไม
เหมาะสมจะทาํใหเกิดความเสียหายแกชิน้สวน ดังนัน้การเก็บรักษาเชื้อพนัธกุรรมในสภาพนี้
สามารถเก็บรักษาเปนระยะเวลานานโดยเซลลไมตาย และพันธุกรรมไมเปลี่ยนแปลง เมื่อตองการ
ที่จะทําใหเซลลกลับมามกีิจกรรมเหมือนเดิมก็เพิ่มอุณหภูมิใหเซลลกลบัมามีกจิกรรมตามปกต ิ
นอกจากนี ้การเก็บดวยวธิีนีใ้ชพื้นที่นอย สามารถปองกนัการปนเปอนจากเชื้อจุลินทรีย มีการดูแล
รักษานอย และเปนการลดตนทนุในการเก็บรักษา และสามารถเก็บรักษาเชื้อพันธุในธนาคารยีน
สําหรับพชืทีห่ายากหรือใกลสูญพันธุ ตลอดจนเก็บรักษาพันธกุรรมพืชที่ไดรับการปรับปรุงพนัธุดวย
วิธีการตาง ๆ (Bajaj, 1995) เพื่อนาํมาใชในการขยายพนัธุไดเมื่อตองการหรือเพื่อการแลกเปลี่ยน
เชื้อพันธุ หรือเปนเชื้อพันธุเพื่อนาํไปใชในการปรับปรุงพนัธุตอไป  โดยทั่วไปการเกบ็รักษาดวยวธิี 
cryopreservation เหมาะสําหรับพชืที่ขยายพันธุดวยสวนรางกาย (vegetatively propagated 
plant) อยางไรก็ตาม วิธนีี้คอนขางจาํกัดในพืชชนิด recalcitrant seed เนื่องจากลกัษณะบางอยาง 
เชน การไมทนตอการสูญเสียน้ํา มีโครงสรางซับซอน และลักษณะ heterogeneity ในชวงของ



 

พัฒนาการ และมีองคประกอบของน้ํามากในชวง maturity (Rao, 2004)  สําหรบัวัสดุที่สามารถ
นํามาเก็บรักษาดวยวิธีการนี ้ เชน เซลล โปรโตพลาสต ชิ้นสวนปลายยอด โซมาติคเอ็มบริโอ เมลด็ 
หรือ ไซโกติคเอ็มบริโอ     Vicient และ Martinez (1998) รายงานวา ชนิดและระยะพัฒนาการของ
ชิ้นสวนทีน่าํมาเก็บรักษามีผลตอความสําเร็จในการเก็บรักษา โดยปริมาณน้าํในเนื้อเยื่อหรือ
ชิ้นสวน จํานวนและขนาดของแวคิวโอล สงผลตอการทนตออุณหภมูิตํ่า   เซลลที่มีจํานวนและ 
แวคิวโอลขนาดเล็กทนตออุณหภูมิตํ่ามากกวาเซลลมีขนาดและจาํนวนแวคิวโอลมาก (Uragami, 
1991)  อยางไรก็ตาม การเกบ็รักษาดวยวธิีนี้ใชอุณหภูมตํ่ิามาก การแชชิ้นสวนลงใน
ไนโตรเจนเหลวโดยตรงทําใหเซลลพชืไดรับความเสยีหายและตายได ปจจุบันมกีารพัฒนาเทคนิค
ในการเตรียมชิ้นสวนกอนการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสม ใหเซลลมี
การปรับสภาพ และสามารถทนตอสภาพเยน็ไดโดยเซลลไมตายและพันธุกรรมไมเปลี่ยนแปลง 
และสามารถแชในไนโตรเจนเหลวไดโดยตรงโดยไมตองใชเครื่องควบคุมการลดอุณหภูมิ ไดแก 
เทคนิค vitrification ซึ่งกระบวนการในเทคนิคนีม้ีการดึงน้ําที่จะเกิดการแข็งตัวเมือ่อุณหภูมิลดลง
ออกเปนสวนใหญหรือทัง้หมดจากชิน้สวนดวยวิธทีางกายภาพ (physical) หรือ osmotic 
dehydration โดยจะทาํใหภายในเซลลเกดิการแข็งตัวในลักษณะไมเปนผลึกน้ําแขง็       
(amorphous glassy structure) vitrification เปนเทคนิคทีม่ีประสิทธิภาพสูงสดุเนื่องจากมกีาร
ปรับใชในเก็บรักษาชิน้สวนตาง ๆ ไดงายและกวางขวาง และใหอัตราการรอดชีวิตหลงัการเก็บ
รักษาไดสูง (Matsumoto et al., 2001; Pennecooke and Towill 2000; Thinh  
et al., 2000; Reinhoud et al., 1995; Ishikawa et al., 1996) เทคนิคนี้เหมาะสําหรับอวยัวะที่
ซับซอนอยางเอ็มบริโอ และปลายยอด (Rao, 2004)    นอกจากนีม้ีการดัดแปลงเพือ่ใชในการเกบ็
รักษาเชื้อพันธุดวยวิธ ี cryopreservation โดยใชกระบวนการของเทคนคิ vitrification เปนพืน้ฐาน 
จํานวน 7 เทคนิค ไดแก (1)  encapsulation-dehydration (2) vitrification (3) encapsulation-
vitrification (4) desiccation (5) pregrowth (6) pregrowth-desiccation และ (7) droplet 
freezing (Engelmann, 2000) โดยเฉพาะอยางยิง่ เทคนิคที่ประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด 
ในปจจุบัน คือ vitrification,  encapsulation-vitrification และ encapsulation-dehydration  

เทคนิคที่พัฒนาใหมนี้มีการดัดแปลงเพื่อนาํไปใชและประสบความสาํเร็จในพืช
มากกวา 80 ชนิด (Engelmann, 1997; Reinhoud et al., 2000; Takagi, 2000) อยางไรก็ตาม  
มีรายงานการใชเทคนิคนี้เพือ่เก็บรักษาเชือ้พันธุในระยะยาวคอนขางจาํกัดมีเฉพาะในปาลมน้าํมัน
และมันฝร่ัง (Engelmann, 1997)  เทคนิค vitrification นีม้ีการใชสารปองกันความเยน็ 
(cryoprotectants)  ปองกันความเสยีหายเนื่องจากความเย็นหรือปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งเมือ่



 

อุณหภูมิตํ่ามาก โดยทั่วไปสารที่นาํมาใชตองมีคุณสมบัติดังนี ้ 1. น้าํหนักโมเลกุลตํ่า 2. ละลายได
งาย 3. ไมเปนพิษที่ระดับความเขมขนต่ํา 4. ลางออกจากเซลลไดงาย 5. ซึมผานเขาภายในเซลล
อยางรวดเร็ว ซึ่ง DMSO (dimethylsulfoxide) มีคุณสมบัติดังกลาวทัง้หมด (Bajaj and Reinert, 
1977) อยางไรก็ตาม การใชความเขมขนสูงทาํใหลดการหายใจ ยับยัง้การสราง RNA และโปรตีน
ในเซลลและเนื้อเยื่อพืช (Bajaj et al., 1970 อางโดย Bajaj and Reinert, 1977) นอกจากนี้ 
สารอื่น ๆ ที่ใชมีหลายชนิด เชน glycerol, ethylene glycol, propylene glycol โดยสารแตละชนดิ
มีความเปนพษิตอเยื่อหุมเซลลตางกนั เนือ่งจากผลการกระทบจากการแตกตัว (dissolving effect) 
โดยการซึมผานเขาสูเซลลไดตางกนั glycerol มีความเปนพิษนอยที่สุดเมื่อเทียบกับ DMSO 
ethylene glycol และ propylene glycol  (Bajaj, 1995)  ในศรรษตวรรษที่ 21 นักวิจัยประสบ
ความสาํเร็จในการลดความเปนพิษของ cryoprotectants โดยมีการใชรวมกัน ทาํใหความเขมขน
ของสารแตละชนิดลดลง (Frety et al., 1992; Wang et al., 1994)  Vicient และ Martinez 
(1998) รายงานความเขมขนที่เหมาะสมของสารแตละชนิด เชน DMSO 5-10 เปอรเซ็นต sorbitol 
หรือ ซูโครส 0.33-0.5 โมลาร และ glycerol 2 โมลาร  มีการผสมสาร cryoprotectant  หลายชนดิ
เขาดวยกนัเรียกวา PVS2 (plant vitrification solution)  ซึ่งประกอบดวย glycerol เขมขน 30 
เปอรเซ็นต (W/V) (3.26 โมลาร) ethylene glycol เขมขน 15 เปอรเซ็นต (2.42 โมลาร) DMSO 
เขมขน 15 เปอรเซ็นต (1.9 โมลาร) และซูโครส เขมขน 7.2  เปอรเซ็นต (0.4 โมลาร) 
(Sakai et al., 1990) และประสบความสาํเร็จเมื่อใชสารละลายนี้ในกระบวนการเก็บรักษาเชื้อพันธุ
ในพืชหลายชนิด ซึ่งแตกตางกนั ข้ึนอยูกับระยะเวลาในการแชรวมกับชิน้สวน และชนิดพชื   
อยางไรก็ตาม ความสําเร็จในการเตรียมชิ้นสวนดวยวิธี vitrification อาจตองมีปจจัยรวม 
บางประการไดแก พนัธุกรรมและลกัษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะของชิ้นสวนที่เก็บรักษา  
การ pretreatment ในอาหารที่เติม ซูโครส หรือ ABA กอนที่จะ vitrified รวมกับ cryoprotectants  

ในพืชที่ขยายพันธุโดยสวนรางกาย (vegetatively propagated) ชิ้นสวนเนื้อเยื่อ
เจริญสวนยอดดีที่สุดเนื่องจากไมกลายพนัธุและปลอดไวรัส (Bajaj, 1995) ขนาดของเนื้อเยื่อเจริญ
สวนยอดที่เหมาะตอการเกบ็รักษาประกอบดวยเนื้อเยือ่เจริญสวนยอดหรือโดมและมีใบ 
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 ตาขางขนาด 1-1.5 มิลลิเมตร  
(มีโดม และ 3-4 leaf primordia) พบวา ชิ้นสวนทัง้สามชนิดมีอัตรารอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต  
เมื่อแชใน PVS2 เปนเวลา 20 นาที อยางไรก็ตาม หลงัจากแชนานกวา 30 นาที ความมีชวีิตของ



 

ชิ้นสวนคอย ๆ ลดลงโดยขนาดชิน้สวนปลายยอด 0.8 มิลลิเมตร ลดลงมากที่สุด และเมื่อแชเปน
เวลา 60 นาที ความมีชวีติเปน 60 เปอรเซ็นต, 65 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ในชิ้นสวน 
ปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร, 2 มิลลิเมตร และ ตาขาง ตามลาํดบั   ในขณะที่ Panis และคณะ 
(2004) รายงานขนาดฐานของเนื้อเยื่อสวนยอดตออัตรารอดชีวิตหลังการเก็บรักษาของกลวย 
พันธุ Williams (AAA group) พบวา ขนาด 1 มิลลิเมตร ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 65.8 เปอรเซ็นต 
ขนาดที่ใหญกวานี้ใหอัตรารอดชีวิตลดลงตามลําดับ สวนขนาดเล็กกวานี้ไมเหมาะสมเนื่องจาก
เสี่ยงตอความเสียหายเนื่องจากการตัด  

Panis และคณะ (2005) ดัดแปลงเทคนิค droplet vitrification โดยหยด PVS2 
หยดขนาดเล็กบนปลายยอดกลวยที่วางอยูบนกระดาษฟอยด เปนระยะเวลาตาง ๆ (10-60 นาที) 
กอนจุมแชลงในไนโตรเจนเหลว ในปลายยอดกลวยจโีนมตาง ๆ พบวา การใหปลายยอดกลวย 
แชใน PVS2 เปนเวลา 30 นาทีข้ึนไป ใหอัตรารอดชีวิตสูงกวา 10-20 นาที (อยางนอย 50 
เปอรเซ็นต) ในทกุจีโนม และกลวยที่มีจโีนม ABB และ AAB การแชเปนระยะเวลานาน 50 และ 60 
นาที ใหอัตรารอดชีวิตเพิ่มข้ึน 95 เปอรเซน็ต และ 93 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนกลวยที่มีจีโนม 
AAA หรือ AA ใหอัตรารอดชีวิตไมตางกันในเวลา 30-60 นาที ในขณะที่กลวยจีโนม AAAh ชิ้นสวน
ปลายยอดไดรับความเสยีหายเมื่อเวลาเพิ่มข้ึน ทัง้นีเ้นื่องจากกลวยที่มจีีโนม B อยางนอย 1 หรือ 2 
ชุดมีการทนแลงมากกวาจีโนม A แมวาจะมีความแตกตางเลก็นอยระหวางจีโนม อยางไรก็ตาม 
เขาสรุปวา การแชดวย PVS2 เปนเวลา 30-60 นาท ี เหมาะตอกลวยพันธุตาง ๆ (ใหอัตราการรอด
ชีวิตประมาณ 65 เปอรเซ็นต) 

 การเตรียมชิน้สวนโดยใชเทคนิค vitrification ในพืชบางชนิดจําเปนตองมกีาร 
pretreatment  ชิ้นสวนกอนที่จะแชใน PVS2 เพื่อเปนการเตรียมชิน้สวนใหทนตอการสูญเสียน้ํา 
โดยเซลลมีการปรับตัวดวยการเปลี่ยนแปลงขนาดเซลล แวคิวโอล และผนังเซลล (Withers, 1988) 
และสงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  pretreatment สามารถทําได
หลายวิธีข้ึนอยูกับชนิดพืชและชิ้นสวนที่เกบ็รักษา เชน การเติม ABA, ซูโครส ในอาหารเพาะเลี้ยง 
หรือการลดความชื้นบางสวน หรือการใหอากาศเยน็ (cold pre-treatment)  อยางไรกต็าม  
โดยสวนใหญใช ซูโครส    Engelmann และคณะ  (1995) รายงานวาการ pretreatment ในอาหาร
ที่เติม ซูโครส เปนการเพิ่มการสรางแปงบริเวณผิวเยื่อหุมเซลลทาํใหเซลลมีขนาดใหญและเปน
ออสโมติคัมปองกันความเสยีหายในระหวางการสูญเสียน้ําและการแข็งตัวในในโตรเจนเหลว    
Takagi และคณะ (1997) รายงานวา การ pretreatment ปลายยอดเผือกในอาหารสูตร MS 
(Murashige and Skooge) เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวแชใน



 

สารละลาย LS (ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร และซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร) เปนเวลา 
20 นาทีกอนแชใน PVS2 โดยแชไวเปนเวลา 10 นาท ีแลวจุมแชในไนโตรเจนเหลว พบวา ใหอัตรา
การรอดชีวิตสูงสุด 83.1 เปอรเซ็นต     Tsukazaki และคณะ (2000) รายงานวาการ pretreatment 
เซลลแขวนลอยกลวยไม Doritaenopsis บนอาหารเติม ซูโครส เขมขน 0.1 โมลาร เปนระยะเวลา 
7 วัน ใหอัตราการรอดชีวิตหลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 51 เปอรเซ็นต แตกตางอยางมี
นัยสําคัญยิ่งกบัการไม pretreatment  อยางไรก็ตาม การใช ABA เขมขน 0.1 หรือ 0.5 โมลาร 
ใหผลไมแตกตางกนัและไมตางกับการไมใช     ในขณะที่ Frety และ Lorz (1995) รายงานวาการ
ใช ABA เขมขน 2 ไมโครโมลาร สงเสริมการทนอุณหภูมิตํ่าในขาวบารเลย และขาวสาลี        
การเติมซูโครส เขมขน 0.75 โมลาร สงเสริมการทนตออุณหภูมิตํ่าในโซมาติคเอ็มบริโอของ 
ปาลมน้าํมนั (Dumet et al., 1993)  สวน Frety และ Lorz (1995) รายงานการใช sorbitol เขมขน 
0.3 โมลาร ในเซลลแขวนลอยของขาวบารเลย        ในขณะที่ Attree และคณะ (1995) รายงานวา 
การใช PEG (polyethyleneglycol) หรือ dextrans น้ําหนักโมเลกุลสูง ๆ สงเสริมการทนตอ
อุณหภูมิตํ่ามากกวาคารโบไฮเดรต    การ cold pretreatment สงเสริมการทนตออุณหภูมตํ่ิา 
ในแคลลัสขาวบารเลยแตไมสงเสริมในเซลลแขวนลอย (Frety and Lorz, 1995)    ในขณะที ่
Ishikawa และคณะ (1996) รายงานวา การ pretreatment non-embryogenic suspension ของ 
bromegrass ดวย cryoprotectant (CSPl) ที่ประกอบดวย ซูโครส เขมขน 10 เปอรเซ็นต DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ glycerol เขมขน 5 เปอรเซน็ต (w/v) เปนเวลา 30 นาทกีอนแชใน PVS2 
เปนเวลา 2-4 นาท ี สงเสรมิอัตราการรอดชีวิต 30-40 เปอรเซน็ต สวนการใช ซโูครส หรือ ABA  
ใหอัตราการรอดชีวิตลดลงมาก    

Ahuja และคณะ (2002) ทาํการ pretreatment ปลายยอดของแยม (Dioscorea 
floribunda) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 มิลลิเมตร (จากตนในหลอดทดลองอาย ุ 6-8 
สัปดาห) ในอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร ที ่25 องศาเซลเซียส และแชในสารละลาย 
LS ในอาหารเหลวสูตร MS เปนเวลา 20 นาท ี และแชใน PVS2 (โดยมีอาหารสูตร MS เปน
องคประกอบดวย) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที และลางดวยสารละลาย 
(unloading solution) ทีป่ระกอบดวยอาหารสูตร MS รวมกับซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร 
เปนเวลา 20 นาท ี ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เพาะเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS เติม BAP 
(benzylaminopurine) เขมขน 1.5 มิลลิกรัมตอลิตร NAA (naphthaleneacetic acid) เขมขน 0.2 
มิลลิกรัมตอลิตร และ GA3 (gibberellic acid) เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 วัน จงึยาย
ไปเพาะเลีย้งในอาหารสูตร MS เติม BAP เขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร NAA เขมขน 0.5 มิลลิกรัม



 

ตอลิตร และ GA3 เขมขน 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา ใหอัตรารอดชีวิต 87 เปอรเซ็นต สามารถ
พัฒนาเปนพืชตนใหม  30  เปอรเซ็นต 
  Wang และคณะ (2005) รายงานการเก็บรักษาปลายยอดมะละกอ (Carica 
papaya) จํานวน 6 สายพนัธุ โดยแชปลายยอดดวยสารละลาย LS ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส 
เปนเวลา 20 นาที แลวดึงน้าํดวยการแชใน PVS2 ดัดแปลง (โดยมีองคประกอบดังนี้ 
polyehyleneglycol 6000 เขมขน 3 เปอรเซ็นต  proline เขมขน 0.02 โมลาร glycerol เขมขน 20 
เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 13.6  เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 10  เปอรเซ็นต และซูโครส 
เขมขน 0.4  โมลาร ในอาหารเหลวสูตร MS ปริมาตร 1 ml ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
60 นาที แชในไนโตรเจนเหลวอยางนอย 1 สัปดาห พบวา ปลายยอดทั้ง 6 สายพันธุ สามารถ
เจริญเติบโตระหวาง 48-93  เปอรเซ็นต 
  การละลายน้าํแข็ง (thawing) และการเพาะเลี้ยงเปนพืชตนใหม (regrowth) 
ของชิ้นสวนพชืหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว เปนขัน้ตอนที่มีความสําคัญตออัตรารอดชีวิตและ
ความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหมเชนเดียวกับการเตรียมชิ้นสวนกอนการแชใน
ไนโตรเจนเหลว โดยทั่วไปใชวิธีการละลายน้ําแข็งอยางรวดเร็ว (rapid thawing) ที่อุณหภูมิ 40-45 
องศาเซลเซยีส (Lynch et al., 1994)  Wang และคณะ (1994) รายงานวาการลางหรือไมลาง
สารละลาย cryoprotectant จากชิ้นสวนใหผลการพฒันาเปนพืชตนใหมไมแตกตางกนัทางสถติิ 
อยางไรก็ตาม ระยะเวลาในการพัฒนาเปนพืชตนใหมแตกตางกนัในแตละพืชและวธิีการ  
การใชวิธกีารที่เหมาะสมทาํใหระยะเวลาในการพัฒนาเปนพืชตนใหมใกลเคียงกบัชิน้สวนที่ไมผาน
การเก็บรักษาโดยขึ้นอยูกับระยะเวลาในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (Nishizawa et al., 
1993)  เชน การเก็บรักษาเซลลซัสเพนชัน่และแคลลัสฝายในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 4 ป  
เมื่อนํามาละลายน้าํแข็งและเพาะเลี้ยงในอาหาร พบวามีอัตราการเจรญิเติบโตและการพัฒนาเปน
พืชตนใหมสูงและตนที่ไดมลัีกษณะปกต ิ  (Rajasekaran et al., 1996 อางโดย Vicient and 
Martinez, 1998) นอกจากนี้ Wang และคณะ (2005) รายงานอัตรารอดชีวิตของชิ้นสวนเนื้อเยื่อ
ปลายยอดมะละกอหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลวโดยวิธ ี vitrification เปนเวลา 1 สัปดาหแลว
ละลายน้ําแข็งโดยแชใน water bath โดยทนัท ี ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเปนเวลา 90-120 
วินาท ี แลวลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวเติมซูโครส ความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 15 นาที  
กอนเพาะเลี้ยงบนอาหาร วาใหผลไมตางกนั  และวิธีการดังกลาวประสบผลสําเร็จในกลวย  
(Thinh et al., 1999)         
 



 

2. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในหลอดทดลอง 
  

การเก็บรักษาเชื้อพันธุในหลอดทดลองเปนวิธทีีพ่ัฒนาขึน้เนื่องจากขอจํากัดใน
การเก็บรักษาเชื้อพันธุในแปลง ซึง่มีขอดีหลายอยาง เชน ปลอดเชือ้ราและแบคทีเรีย เปนการลด
ตนทนุในการเก็บรักษา งายและสะดวกในการแลกเปลี่ยนเชื้อพันธุ และอาจเปนแหลงรวบรวม 
เชื้อพันธุ (core collection) สําหรับการเก็บรักษาเชื้อพนัธุระยะยาว (Malaurie et al., 1998)  
สามารถยืดระยะเวลาในการยายเลีย้งซึง่เปนการลดตนทนุและเวลาในการดูแลรักษา วิธีการนี้
สามารถดูแลวสัดุพืชในหลอดทดลองไดระหวาง 1-15 ป ซึ่งชวงของการยายเลี้ยงขึ้นอยูกับพืช 
แตละชนิด  การเพาะเลีย้งในสภาพชะลอการเจริญเติบโตสามารถทําไดหลายวิธ ี โดยสวนใหญ 
มักลดอุณหภมูิรวมกับเพาะเลี้ยงในสภาพความเขมแสงต่ํา หรือในที่มืด ในพืชที่ทนอากาศเยน็
อุณหภูมิอยูระหวาง 0-5 องศาเซลเซียส สวนพืชในเขตรอนอุณหภูมคิวรอยูในชวงระหวาง 15-20 
องศาเซลเซยีส (Rao, 2004) อีกวธิีหนึ่งทีส่ามารถทําไดคือการดัดแปลงอาหารทีเ่พาะเลี้ยง โดยการ
ลดน้ําตาลและหรือองคประกอบของธาตอุาหาร และลดปริมาณของออกซิเจนในการเพาะเลีย้ง
โดยใชคลุมชิ้นสวนดวยอาหารเหลวหรือ mineral oil (Withers and Engelmann, 1997)    
อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาเชื้อพนัธุพืชดวยเทคนิคนี้ตองการอัตรารอดชีวิตสูง สามารถลดจํานวน
คร้ังในการยายเลี้ยงและสามารถดัดแปลงใชไดหลากหลายสายพนัธุ  (Malaurie et al., 1998) 
และสามารถขยายพันธุโดยที่ตนกลาที่ไดไมกลายพนัธุ โดยเทคนคิการเพาะเลีย้งในสภาพชะลอ
การเจริญเติบโตมักมีการนาํมาใชและดัดแปลงและประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด มีรายงาน
ประมาณ 37,600 ชนิดที่ใชเทคนิคนี้ในการเก็บรักษาใน genebanks (FAO, 1996) และที่ใช
เทคนิคนี้ในการเก็บรักษาเปนประจํา ไดแก   กลวย   มันฝร่ัง มันเทศ มันสาํปะหลงั แยม  
หอมชนิดตาง ๆ และไมยืนตนในเขตหนาว    Borges และคณะ (2004) รายงานความสามารถ 
ในการพัฒนาเปนพืชตนใหมจากชิน้สวนขอของตนแยม (Dioscorea alata L.) ที่เก็บรักษาใน
หลอดทดลองในอาหารสูตร D-571 เติมแมนนทิอล BA (6-benzyladenine) และผงถาน  
ความเขมขนตาง ๆ เปนระยะเวลา 9 เดือน วาสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมสูงสุด 100 และ 98 
เปอรเซ็นต จากการเกบ็รักษาในอาหารสูตร D-571 เติม mannitol เขมขน 1.5 เปอรเซ็นต รวมกบั 
BA เขมขน  0.1 หรือ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และผงถาน เขมขน 2 กรัมตอลิตร ตามลําดบั     
ทํานองเดยีวกนั Nair และ Chandrababu (1994) รายงานความสามารถในการพฒันาเปนพืชตน
ใหมจากการเพาะเลี้ยงชิ้นสวนขอของ  D. alata และ D. rotundata ที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง
ในอาหารสูตร MS เติม mannitol เขมขน 3 เปอรเซ็นต เปนเวลา 12 เดือน วามีอัตราการพัฒนา
เปนพชืตนใหม 100 เปอรเซ็นต เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ไมเติมสารควบคุม 



 

การเจริญเติบโต    Taylor และคณะ  (2001) รายงานวาการลดอณุหภูมิเปนวิธกีารที่เหมาะสม
ที่สุดในการเกบ็รักษาโดยชะลอการเจริญเติบโตในเผือก โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภมูิ 20 องศา
เซลเซียส ไดเปนระยะเวลา 9-12 เดือน โดยไมตองยายเลี้ยง ทั้งนีข้ึ้นอยูกับพันธุ นอกจากนี้มี
รายงานวาสามารถเก็บรักษาเผือกที่อุณหภูมิ 9 องศาเซลเซียส ในทีม่ดื ไดนานกวา  8 ป โดยยาย
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]  เปนสารชะลอการเจริญเติบโตทําหนาที่ยับยั้งการ
สังเคราะหจิบเบอเรลลินเพื่อลดการยืดยาวของขอ  ความสูง  พื้นที่ใบ  และทําใหใบมีสีเขียวเขม  
(Bai  and  Chaney,  2001)  โดยทั่วไปจิบเบอเรลลินจะชักนําใหเกิดการยืดยาวของลําตน   
การเติบโตของเนื้อเยื่อเจริญหรือตา  (มาลี,  2532)  Hazarika  (2003)  รายงานการใชสารชะลอ
การเจริญเติบโตหลายชนิดที่ใชในการขยายพันธุพืชดวยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพบวา ความยาว
ขอ ส้ันลง   ขนาดใบลดลง   สง เสริมการสรางคลอโรฟลลตลอดจนความหนาของราก 
Demeulemeester  และคณะ  (1995)  ทดลองนําสารเคมีในกลุมนี้ เชน Mepiquat  chloride,  
Chloromequat  chloride,  Tetcyclacis,  PBZ,  BAS 111,  Daminozide  และ  LAB  198 999  
ความเขมขน  50  250  และ  500  มิลลิกรัมตอลิตร  มาทดสอบผลของการยับยั้งการสังเคราะห 
จิบเบอเรลลินในการเพาะเลี้ยง  Chicory  พบวา  PBZ  และสารประกอบในกลุม  
cyclohexanetriones  สามารถลดการเจริญของลําตนได  และการใช  PBZ  ความเขมขน  50  
มิลลิกรัมตอลิตร  ใหน้ําหนักแหงสูงสุด    ธัญพิสิษฐ  (2544)  รายงานวา  PBZ  เปนสารชะลอการ
เจริญเติบโตที่ควบคุมขนาดทรงพุม  ขนาดความยาวของกานใบ  และแผนใบของสาวนอยประแปง
ใหมีขนาดกะทัดรัดและเหมาะสมกับไมกระถาง  โดยที่คุณภาพตางๆ  เชน  สีของกาบใบไม
เปลี่ยนแปลง    เยาวพา  (2546) รายงานวา  PBZ  เปนสารอินทรียที่สังเคราะหข้ึนโดยมีคุณสมบัติ
ชะลอการแบงเซลลและยืดตัวของเซลลบริเวณใตปลายยอดของกิ่ง  ทําใหตนพืชที่ไดรับสารมีความ
สูงนอยกวาปกติ  เปนประโยชนตอการควบคุมความสูงของไมดอกไมประดับใหมีขนาดกระทัดรัด
เหมาะกับการปลูกเปนไมกระถาง  และจากการทดลองถึงผลของ  PBZ  ตอการเจริญเติบโตของ
ดาวกระจาย  พบวา ดาวกระจายไดรับสาร  PBZ  ความเขมขน  1  2  และ  3  มิลลิกรัมตอตน   
ทําใหความสูง  ขนาดทรงพุม  และเสนผานศูนยกลางตนนอยกวาตนที่ไมไดรับสารอยางมี
นัยสําคัญ  ตนที่ไดรับสาร  PBZ  ที่ความเขมขน  3  มิลลิกรัมตอตน มีความสูง  ขนาดทรงพุม  และ
เสนผานศูนยกลางตนนอยที่สุด  PBZ  จัดไดวาเปนสารชะลอการเจริญเติบโตที่นิยมใชในปจจุบัน  
เนื่องจากสามารถควบคุมความสูงของลําตนใหส้ันลง  โดยไมมีผลตอลักษณะอื่นๆ  เนื่องจากไปมี



 

ผลยับยั้งการสังเคราะหจิบเบอเรลลิน  ทําใหตนเล็กลง  กะทัดรัด  และสามารถใชไดกับพืชหลาย
ชนิดทั้งไมผล และไมดอกไมประดับ  อีกทั้งสามารถนํามาใชประโยชนในเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ     
กลไกการทํางานของ  PBZ  คือ  การไปยับยั้งการสราง  Kaurene  oxidase  ดังนั้นจึงไปหยุด
ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นในขั้นตอนการเปลี่ยนจาก  ent-kaurene  เปน  ent-kaurenoic  acid  ใน
กระบวนการสังเคราะหจิบเบอเรลลิน  (Hazarika,  2003)  เพราะเหตุนี้จึงมีผลตอความสูงและการ
ยืดยาวของปลอง     Eliasson  และคณะ  (1994)  ใช  PBZ  ความเขมขน  0.00  0.15   0.30  
และ  0.60      มิลลิกรัมตอลิตร  เพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับ  Prunnus serotina  บนอาหารสูตร 
MS  รวมดวยการเติมและไมเติม  IBA (3-indolebutyric acid) พบวา อาหารสูตร  MS  เติม  PBZ  
ความเขมขนสูงขึ้นรวมกับ  IBA  ทําใหการเจริญของยอดลดลงในหลอดทดลอง  แตความเขมสี
ของใบเพิ่มข้ึน  อีกทั้งทําใหเปอรเซ็นตการสูญเสียน้ําในตนพืชลดลง    Nagaraju  และคณะ  
(2002)  ไดเพาะเลี้ยงหัวของซอนกลิ่นฝร่ัง (gladiolus) 6 สายพันธุ  ไดแก Bellariana   
Blue  Moon   Cream  White   Friendship   Her  Majesty  และ  Top Bress  บนอาหารสูตร MS  
เติม  PBZ ความเขมขน  0  5  และ  10  มิลลิกรัมตอลิตร  รวมกับน้ําตาลซูโครส  30  60  90  และ 
120  กรัมตอลิตร  พบวาอาหารที่เติม  PBZ  ความเขมขน  10  มิลลิกรัมตอลิตร และน้ําตาลซูโครส  
120  มิลลิกรัมตอลิตร  ทําใหเกิดหัวใหญที่สุด  แตความยาวของใบ  และรากสั้นที่สุด    Chen  
และคณะ  (2005)  เพาะเลี้ยงกานดอกของ  daylily ในอาหารเหลวสูตร  MS  ที่เติมน้ําตาลซูโครส  
3  และ  6  เปอรเซ็นต  เติมและไมเติม  PBZ ความเขมขน  8.5  ไมโครโมลาร  พบวา อาหารที่เติม
น้ําตาลซูโครส  6  เปอรเซ็นต  และเติม  PBZ  ทําใหมีน้ําหนักแหงและปริมาณแปงสูงสุด    
Smith  และคณะ  (1990)  รายงานวาการเติม  PBZ  ลงในอาหารชักนํารากมีผลทําใหจํานวนปาก
ใบลดลง ไขที่ผิวใบเพิ่มข้ึน  ลําตนสั้นลง  รากหนาขึ้น  ลดการเหี่ยวหลังจากยายปลูกลงดิน อีกทั้ง
เพิ่มปริมาณคลอโรฟลลใหแกตนพืช  นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช  PBZ  เพื่อวัตถุประสงคชวยใน
การชักนําการออกดอกในหลอดทดลองดวยเชน    Kostenyuk  และคณะ  (1999)  รายงานวาหาก
มีจิบเบอเรลลินความเขมขนสูงสงผลทําใหออกดอกชา  และเปอรเซ็นตการเกิดดอกลดลง   
อยางไรก็ตาม เมื่อเติม  PBZ  รวมกับ  BA  มีผลทําใหสงเสริมการเกิดดอก ทําใหออกดอกเร็วขึ้น  
และมีปริมาณมาก     

นอกจากนี้พาโคลบิวทราโซลยังเปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่สงเสริมการ
สราง ABA หนาที่หนึ่งของ ABA คือทําใหปากใบปดเพื่อลดการสูญเสียน้ําจากการหายใจ มีการ
ดัดแปลงนําพาโคลบิวทราโซลมาใชในสวนไมดอกไมประดับโดยสงเสริมใหทนตอสภาพการขาดน้าํ
ในระยะเวลาสั้นได และสงเสริมเพิ่มประสิทธิภาพในการใชน้ําในไมยืนตนโดยสัมพันธกับการเพิ่ม



 

ของ ABA โดยสงผลใหมีการลดการเปดของปากใบ ลดการเจริญเติบโตของยอด โดยขนาดใบและ
พื้นที่ผิวของลําตน และมีรากฝอยเพิ่มข้ึนเพื่อการดูดน้ํา และการเปลี่ยนแปลงโครงสรางของใบเพื่อ
ลดการสูญเสียน้ํา (William and Chaney, 2005) พาโคลบิวทราโซลเพิ่มการสะสมของแปงใน
ชิ้นสวนตาง ๆ ของพืช (Wood, 1984; Wieland and Wample, 1985; Wang et al., 1986)  
พาโคลบิวทราโซลมักนํามาใชในไมยืนตนหลายชนิด โดยมีผลในการลดการยืดยาวของยอด  
การขยายของใบและเสนผานศูนยกลางของลําตน  (Keever et al., 1990; Burch et al., 1996)  
นอกจากนี้มีการนําพาโคลบิวทราโซลมาใชในการยับยั้งการเจริญเติบโตของไมดอกไมประดับและ
ไมกระถางหลายชนิด เชน เบญจมาศ บีโกเนีย ฟรีเซีย เพิ่มการแตกกอในขาว หรือชะลอการ
เจริญเติบโตของหญา  
3. การทดสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิค RAPD  
 

วิธีการดั้งเดิมในการแยกความแตกตางทางพันธุกรรมคือ  การใชลักษณะทาง
สัณฐาน  ไดแก  ลักษณะรูปรางใบ  สีดอก  สีผล  และลักษณะผล  เปนตน  เปนเครื่องหมายของ
การแสดงออกของยีน  แตอยางไรก็ตามลักษณะทางสัณฐานมีขอจํากัดหลายประการ  เพราะวา
พืชบางพันธุมีลักษณะตาง ๆ  ใกลเคียงกันมากจนไมสามารถแยกความแตกตางไดโดยสายตา  
จากขอจํากัดนี้ทําใหมีการนําเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยในการแยกความแตกตางทาง
พันธุกรรม  เครื่องหมายดังกลาวคือ  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)  เปนตน   

ปจจุบันนี้การตรวจสอบความแปรปรวนตนที่ไดจากการเก็บรักษาเชื้อพันธุนิยมใช
วิธีทางดานชีวโมเลกุล เนื่องจากความนาเชื่อถือมากกวา ซึ่งมีหลายเทคนิค โดยเทคนิค RAPD  
เปนเทคนิคที่นิยมนํามาใชในการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากการเพาะเลี้ยงเซลล
รางกาย (somaclonal variation) (Raina, 1996) เครื่องหมาย  RAPD  เปนหนึ่งในหลาย
เครื่องหมายโมเลกุลที่อาศัยเทคนิค  polymerase  chain  reaction  (PCR)  เปนการเพิ่มปริมาณ
ชิ้นสวนดีเอ็นเออยางสุมโดยใชไพรเมอรซึ่งเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพียงชนิดเดียว  ไพรเมอรที่ใชมี
ขนาดสั้น ๆ  เพียง  10  เบสเทานั้น  ซึ่งสามารถซื้อไดทั่วไปจากบริษัทผูผลิต  เนื่องจากการเพิ่ม
ปริมาณเปนแบบสุม  ดังนั้นจึงไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอตนแบบ  ขอดีของ  RAPD  
คือ  ใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก  วิธีการทําไดงายและรวดเร็ว  ไมจําเปนตองทราบลําดับเบสของดี
เอ็นเอตัวอยางพืช  นอกจากนี้ไพรเมอรสามารถเลือกซื้อไดตามตองการ  ใชปริมาณตัวอยาง 



บทที่ 2 
 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ 
 
 
วัสดุ อุปกรณ 
 
1. วสัดุ 

1.1 วัสดุพืช 
 

1.1.1 การศึกษาการเก็บรกัษาเชื้อพันธุในในไนโตรเจนเหลวและในสภาพ
ชะลอการเจริญเติบโต 

 
 ใชชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกจากกลุมยอดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเพิ่ม
ปริมาณ ซึง่เปนสูตรอาหาร MS เติม NAA เขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA เขมขน 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร ยายเลีย้งกลุมยอดทุก 2 เดือน 
 

1.1.2 การตรวจสอบความแปรปรวนโดยใชเทคนิค RAPD 
 

 ใชใบจากยอดของหญาแฝกที่พัฒนาจากชิน้สวนหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลว 
และที่เก็บในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโตเปนเวลา 1 ป  
 
 1.2 สารเคมี 
 
        1.2.1  สารเคมีสําหรับเตรียมอาหารสูตร MS (รายละเอียดในตารางภาคผนวก) 
        1.2.2  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช เชน BA NAA PBZ 
        1.2.3  สารเคมีที่ใชในการเตรียมชิน้สวนดวยเทคนคิตาง ในการเก็บในไนโตรเจนเหลว 
           - DMSO 
                   - Glycerol 
                   - ซูโครส 
                  -  Ethylene glycol 



                  -  Alginate 
                  -  CaCl2 2H2O 
                  -  FDA (fluorescein diacetate) 
      1.2.4 สารเคมีที่ใชสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ ดังตอไปนี ้
          -  CTAB (cetylmethylammonium bromide) 
          -  Tris-HCl  Tris base 
        - β-Mercapthoethanol 
           - PVP-40 (Polyvinylpyrolidone) 
           - Na2EDTA 
           - NaCl 
           - Acetic acid, Boric acid 
           - Chloroform 
           - Isopropanol 
           - Ethanol 70 เปอรเซน็ต 
           - Agarose 
           - Ethidium bromide 
           - น้ํากลัน่ 
      1.2.5 สารเคมีที่ใชในการสังเคราะหดีเอน็เอโดยเทคนคิ RAPD โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
                    ดวยเทคนิค PCR ดังตอไปนี ้
           - PCR buffer 
           - dNTP 
           - Primer 
           - Taq DNA polymerase 
    
2. อุปกรณ 
 
 2.1 อุปกรณเครื่องแกว เชน กระบอกตวง volumetric flask จานเพาะเลีย้ง ไปเปต  

         ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 8 ออนซ หลอดทดลอง 
 2.2    ไมโครไปเปต หลอดเอฟเพนดอรฟ หลอดเซ็นตรฟิวก cryotubes 



 2.3    อุปกรณโลหะ เชน ปากคีบ ดามมีด และใบมีดผาตัด 
 2.4   อุปกรณฆาเชื้อ เชน หมอนึ่งความดนัอัดไอ เตาอบความรอนแหง 
 2.5   ตูยายเลีย้ง 
 2.6   ชุดอิเลก็โตรโพรีซีสแบบแนวนอน 
 2.7   เครื่องปนหมนุเหวีย่ง เครื่องเขยาแบบวงกลม 
 2.8   เครื่อง UV transluminator 
 2.9   กลองบนัทกึภาพแบบดิจิตอล 
 2.10   เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ตําแหนง 
 2.11   ถังเก็บไนโตรเจนเหลว 
 2.12   เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) 
 2.13   อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
 2.14   ตูควบคุมอุณหภูมิ (4 และ -20 องศาเซลเซียส) 
 
วิธีการ 
 
1. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในไนโตรเจนเหลว 

 
1.1  การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนคิ vitrification 

 
1.1.1 ผลของความเขมขนของซโูครสตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอด 

                    หญาแฝกที่ผานการแชในสารละลาย PVS2  
  

นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในสภาพปลอดเชื้อขนาดความยาวประมาณ 3 
มิลลิเมตร ใสใน cryotube หลอดละ 20 ยอด เติมสารละลาย PVS2 ซึ่งประกอบดวย glycerol 
เขมขน 30 เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 15 เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 15 เปอรเซ็นต และ
ซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร ในอาหารสูตร MS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปนเวลา 30 นาที จึงดูด
สารละลายทิ้ง แลวเติมสารละลายซูโครส ซึ่งประกอบดวยธาตุอาหารของสูตร MS เติมซูโครส
ความเขมขนตาง ๆ คือ 0.1 0.3 0.5 และ 0.7 มิลลิโมลาร หลอดละ 2 มิลลิลิตร โดยแชไวเปนเวลา 
1 นาที ทํา 2 คร้ัง และซับชิ้นสวนดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิต
ดวยสารละลาย FDA โดยใชกลองจุลทรรศน 



 1.1.2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

  
นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในสภาพปลอดเชื้อขนาดความยาวประมาณ 3 

มิลลิเมตร ใสใน cryotube หลอดละ 20 ยอด เติมสารละลาย PVS2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปน
ระยะเวลา 30 นาที เก็บในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง นํามาละลายน้ําแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 30 และ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 และ 2 นาที จึงเทสารสารละลาย PVS2 
ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร แชไวเปนเวลา 1 นาที จํานวน 2 
คร้ัง ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิตดวยสารละลาย FDA 
โดยใชกลองจุลทรรศน จํานวน 20 ยอด  สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด
และ ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.3 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตของชิ้นสวน

ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

นําชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกขนาดความยาวประมาณ 3 มิลลิเมตร ใสใน 
cryotube หลอดละ 20 ยอด แลวเติมสารละลาย PVS2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แชเปนระยะเวลา 
ตาง ๆ คือ 0 15 30 45 60 75 90 105 120 นาที จากนั้นแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง  
ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เทสาร
สารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปน
เวลา 1 นาที จํานวน 2 คร้ัง ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ตรวจสอบความมีชีวิต
ดวยสารละลาย FDA โดยใชกลองจุลทรรศนจํานวน 10 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร
เพิ่มปริมาณยอดและตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวิตของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว  
  

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกใน
อาหารเหลวสตูร MS ที่ลดความเขมขนขององคประกอบลงครึ่งหนึ่ง (1/2 MS) เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับ



การไม pretreatment แลวนําชิน้สวนทั้งสองสวนมาแชชิ้นสวนในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 
นาท ีจากนัน้แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชัว่โมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภมูิ 
ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีตรวจสอบความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 
20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.1.5 ผลของระยะเวลาการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมี

ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานี้ใชกลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร
เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร เปนเวลา 0 1 3 และ 5 วัน แลวนํามาแชในสารละลาย 
LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในสารละลาย PVS2 ตอ
อีก เปนเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 2 และ 3 ชั่วโมง แลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง
กอนนํามาละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวยสารละลายที่มีองคประกอบของอาหารสูตร MS เติม
ซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที 1 คร้ัง  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอดและตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 
สัปดาห 

 
1.1.6 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 และ 2 ชั่วโมง แลวนําชิ้นสวนมาแชใน
สารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาท ี ชิ้นสวนที่ผานการเตรียมทัง้หมด นาํมาบรรจุในหลอด 
cryotube แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง จึงละลายน้ําแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภมูิ 
ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาท ีซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึง่ฆาเชื้อ จากนั้นนําชิน้สวน
ไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลอืเพาะเลี้ยงใน



อาหารสูตรเพิม่ปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 
สัปดาห  

 
1.1.7 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก

หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานีน้ํากลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร
เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 1 วัน แลวนาํมาแชในสารละลาย LS 
บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แชในสารละลาย PVS2 เปน
เวลา 30 นาที แลวจงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง กอนนํามาละลายน้ําแข็งโดยแชใน
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลาง
ชิ้นสวนดวย สารละลายที่มีองคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแช
ไวเปนเวลา 10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในสภาพตาง ๆ 3 วิธีคือ 

- เพาะเลีย้งบนอาหารแข็งทีม่ีกระดาษกรอง 2 แผน เปนเวลา 2 วัน แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

- เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 1 สัปดาห แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

 - เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งที่มีกระดาษกรอง 2 แผน เปนเวลา 2 วัน แลวยายไปเลี้ยงใน
อาหารเหลวสตูรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 1 สัปดาห แลวยายไปเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรเพิ่ม
ปริมาณ ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต ิ

ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงในสภาพตาง ๆ เปนเวลา 4 
สัปดาห 

 
1.1.8 ผลของอุณหภูมิและชนิดของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวติของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดโดยตัดใหมีขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 1 วนั นาํมาแชในสารละลาย LS บนเครี่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง จงึแชในสารละลาย  cryoprotectant  2 ชนิด คือ PVS2 และ PVS3 



(ประกอบดวย ซูโครส เขมขน 50 เปอรเซน็ต glycerol เขมขน 50 เปอรเซ็นต)  ที่อุณหภูมิ 5 และ 
25 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี แลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชัว่โมง กอนนํามา
ละลายน้ําแข็ง โดยแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี 
เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิน้สวนดวยสารละลายทีม่ีองคประกอบของอาหารสตูร MS เติม
ซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาท ี 1 คร้ัง  จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.1.9   ผลของขนาดของชิ้นสวนตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก

หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดขนาด 1-2 หรือ 3-5 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย 
LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาแชใน
สารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาทีในหลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 
ชั่วโมง จงึนาํมาละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 
นาที จากนัน้นําไปเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.10 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียสตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที ่ precondition ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติม
ซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาท ี เปนเวลา 9 วัน นาํมา
ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร แลวจึงแชในสารละลาย LS บนเครี่องเขยา ที่ความเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 0.5 1 2 และ 3 ชั่วโมง แลวแชในไนโตรเจนเหลว 1 ชั่วโมง จากนัน้จึงละลายน้าํแข็งโดยแชใน
อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี แลวลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 



1.1.11 ผลของระยะเวลาในการแชสารละลาย LS และสารละลาย PVS 3 ที่   
         อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก   

 หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที่ precondition เปนเวลา 9 วนั นาํมาตัดปลายยอดให
มีขนาด 1-2 มิลลิเมตร แชในสารละลาย LS เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 20 40 60 80 และ 100 
นาที แลวแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาท ี นําลงแชใน
ไนโตรเจนเหลว 1 ชั่วโมง แลวจึงละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดย
แชไวเปนเวลา 10 นาท ี จากนั้นนําไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการ
พัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.12 ผลของการแชในสารละลาย cryoprotectant ที่อุณหภมูิ 0 องศาเซลเซียส
รวมกับสภาพการเพาะเลี้ยง ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญา
แฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีใ้ชกลุมยอดที่เพาะเลี้ยงในอาหาร precondition เปนเวลา 2 
สัปดาห ตัดใหปลายยอดมขีนาด 1-2 มิลลิเมตร แชในสารละลาย LS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใน
หลอด cryotube ขนาด 2 มิลลิลิตร ในทีม่ืดเปนเวลา 20 นาท ีแลวแชในสารละลาย PVS2 และ 
PVS3 ที่เยน็ และเก็บที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง  จึงแชในไนโตรเจนเหลว เปน
เวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 2 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 
10 นาที เพาะเลี้ยงในในที่มืดเปนเวลา 1 วัน จากนั้นยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติ 
เปรียบเทยีบกบัการเพาะเลีย้งในที่มีแสง ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้ง
เปนเวลา 4 สัปดาห 
 
 1.1.13 ผลขององคประกอบของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ในการศึกษานีใ้ชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร โดยนาํมา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 12 ชั่วโมง 



หลังจากนั้นแชชิ้นสวนในสารละลาย cryoprotectant ดังนี้คือ PVS2, PVS3 และ PGluD 
(ประกอบดวย PEG 8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต) ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที แลวลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติม
ซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 20 นาที เพาะเลี้ยงในอาหารในทีม่ืดเปนเวลา 1 คืน 
จึงยายไปเลี้ยงในอาหารใหมในสภาพการใหแสงปกต ิ บันทกึการสรางยอดหลงัจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 4 สัปดาห 
 
 1.1.14 ผลของ glycerol และชนิดน้าํตาลในการ pretreatment ตอความมีชวีิตของ

ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ในการศึกษานีใ้ชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร โดยนาํมา pretreatment 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติม glycerol และน้ําตาลชนิดตาง ๆ ดังนี้คือ sorbitol, glucose และ 
ซูโครส ความเขมขน 0.3 โมลาร  เปนเวลา 3 วนั จากนัน้จึงแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที 
และ PVS2 เปนเวลา 20 นาท ีแลวจึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแช
ในอางน้าํควบคุมอุณหภูมิที ่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร เปนเวลา 20 นาท ี เพาะเลีย้งและบันทึกการสรางยอดทั้งที่แช
และไมแชในไนโตรเจนเหลวหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค dehydration 
   

1.2.1 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนักและความมีชีวติของ 
                    ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

  
นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาวางในจานเพาะเลี้ยงและวางในตู 

laminar flow ซึ่งมีลมเปาในแนวขนาน ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาที เปนเวลาตาง ๆ คือ 0.5 1 2 3 4 
และ 5 ชั่วโมง โดยบันทึกน้ําหนกัสดกอนและหลังวาง แลวนาํชิ้นสวนใสในหลอด cryotube แชใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิน้สวนดวยอาหารเหลวสตูร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดย
แชไวเปนเวลา 1 นาที ซบัดวยกระดาษกรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ จากนัน้นําชิน้สวนไปตรวจสอบ



ความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จาํนวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่ม
ปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.2.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวติของ  

                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก 
ในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบ
ตอนาท ีเปนเวลา 16 ชัว่โมง กับการไม pretreatment แลวนําชิน้สวนทัง้สองสวนมา dehydration 
โดยวางชิน้สวนปลายยอดในจานเพาะเลีย้งในตู laminar flow ความเรว็ลม 50 ฟุตตอนาท ี 
เปนเวลา 30 นาที หรือ จงึแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีจากนัน้นําไปตรวจสอบความมชีีวิตดวย
สารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนทีเ่หลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด 
ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.2.3 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0 0.5 1 และ 2 ชั่วโมง แลวนาํชิ้นสวนมา dehydration 
โดยวางในตู laminar flow ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนเวลา 30 นาที ชิน้สวนทีผ่านการเตรียม
ทั้งหมด นํามาใสในหลอด cryotube แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง จงึละลายน้าํแข็ง
โดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ี ลางชิน้สวนดวยอาหาร
เหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาท ี ซับดวยกระดาษกรองที่
ผานการนึง่ฆาเชื้อ จากนัน้นาํชิ้นสวนไปตรวจสอบความมีชีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 
ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพชืตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
 



1.3 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค encapsulation 
   
 1.3.1 ผลของความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                 หญาแฝกหลงัจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาหุมดวยวุนอัลจิเนต (Fluka) ที่ 4 
ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปต
ปลายตัดขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดใน
สารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาที จงึนาํเม็ดบีดใสใน
หลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง จึงละลายน้ําแข็งโดยแช
ในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางดวยอาหารเหลวสูตร MS เติม
ซูโครส 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรองทีผ่านการนึง่ฆาเชื้อ จากนั้นนาํ
ชิ้นสวนไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้ง
ในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 
สัปดาห  
 

1.3.2 ผลของชนิดและความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวน 
                 ปลายยอดหญาแฝกกอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาหุมดวยวุนอลัจิเนต 3 ยี่หอ คือ Sigma 
Fluka และ Wako แตละชนดิมี 4 ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร 
MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดัขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอด
ในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 
นาที จงึนาํเมด็บีดใสในหลอด cryotube และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลาอยางนอย 1 ชัว่โมง 
จึงละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที ลางดวย
อาหารเหลวสตูร MS เติมซโูครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซบัดวยกระดาษ
กรองที่ผานการนึ่งฆาเชื้อ จากนั้นนําชิน้สวนไปตรวจสอบความมีชวีติดวยสารสารละลาย FDA 
จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืช
ตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
 



 1.3.3 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ  
                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังแชในไนโตรเจนเหลว 
   

ในการศึกษานีเ้ปรียบเทยีบการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกใน
อาหารเหลวสตูร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16 ชัว่โมง กับการไม pretreatment แลวนาํชิน้สวนทั้งสองสวนมาหุมดวยวุน 
อัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดั
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจงึนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิ 
อุณหภูมิ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี จากนั้นนําไปตรวจสอบความมีชีวิตดวยสาร
สารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบ
การพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห  

 
1.3.4 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค encapsulation 

ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
  

นําชิน้สวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร มาแชในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย 
glycerol เขมขน 2 โมลาร รวมกับซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร  วางบนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนระยะเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1 และ 2 ชั่วโมง แลวนําชิ้นสวนมาหุมดวย 
วุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสตูร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลาย
ตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอลัจิเนต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจงึนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว แชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชัว่โมง จงึละลายน้าํแข็งโดยแชในอาง
ควบคุมอุณหภูมิ อุณหภูม ิ40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ีลางชิ้นสวนดวยอาหารเหลวสตูร 
MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการนึง่
ฆาเชื้อ จากนัน้นาํชิ้นสวนไปตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวน
ที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพฒันาเปนพืชตนใหมหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห  
 



 1.3.5 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก
หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

   
ในการศึกษานีน้ําชิน้สวนปลายยอดขนาดประมาณ 3 มลิลิเมตร มาหุมดวยวุนอัล

จิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต  ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตดั
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย 
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต วางไวเปนเวลา 30 นาท ีจึงนําเม็ดบีดใสในหลอด cryotube 
และแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 ชั่วโมง  ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางควบคุมอุณหภูมิที ่40±1 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที จากนัน้เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณภายใตสภาพตาง ๆ 
ดังนี้คือ เพาะเลี้ยงในที่มีแสงเปนเวลา 1 วัน เปรียบเทยีบกับในที่มืดเปนเวลา  1 3 หรือ 7 วัน กอน
ยายไปเลี้ยงในอาหารใหมสูตรเดิมและสภาพการเพาะเลีย้งปกต ิ  แตละการทดลองตรวจสอบ
ความมีชวีิตดวยสารสารละลาย FDA จํานวน 20 ยอด สวนที่เหลือเพาะเลีย้งในอาหารสูตร 
เพิ่มปริมาณยอด และตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 

 
1.4 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยใชเทคนิครวมกัน 

 
1.4.1 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-vitrification ตอ  

 ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
  
ในการศึกษานีน้ํากลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตรมา มา pretreatment โดย

เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 
100 รอบตอนาท ีเปนเวลา 0 1 3 และ 5 วัน แลวหุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต 
ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร 
ดูดปลายยอดในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  
LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ี  แลวจึงแชเม็ดบีดในสารละลาย LS บนเครี่องเขยาที่ความเร็วรอบ 
100 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง และแชในสารละลาย PVS2 เปนเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1  2 
และ 3 ชั่วโมง จึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้ําควบคมุ
อุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี เทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิ้นสวนดวย
สารละลายที่มอีงคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา



10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปน
พืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration ตอ
ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ในการศึกษานีใ้ชกลุมตายอดขนาด 3-5 มิลลิเมตร มา pretreatment ในอาหาร

เหลวสูตร 1/2 MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 
0 1 3 และ 5 วัน แลวหุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS 
ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดใน
วุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปน
เวลา 30 นาท ี  ซับดวยกระดาษกรองที่ผานการฆาเชื้อ แลวนาํมาวางในจานเพาะเลี้ยงในตู 
laminar flow ที่มีลมเปาในแนวขนาน ความเร็วลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนเวลาตาง ๆ คือ 0  0.5  1  2 
3  4 และ 5 ชั่วโมง แชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้าํ 
ควบคุมอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาท ีเทสารละลาย PVS2 ทิ้ง ลางชิน้สวนดวย 
สารละลายที่มอีงคประกอบของอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 
10 นาที 1 คร้ัง  จากนัน้นาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปน
พืชตนใหมหลงัจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.3 ผลของชนิดของสารละลายปองกันความเย็นรวมกับเทคนคิ encapsulation-
vitrification ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดที ่ precondition ในอาหารสตูร 1/2 MS เติมซูโครส 
เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 2 สัปดาห ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต 
(Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาด 
เสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย  
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ีแชในสารละลาย LS 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวจึงแชในสารละลาย PVS2 และ PVS3 ที่เย็น และวางไวที่อุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชใน



อางน้ําควบคมุอุณหภูมิที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS 
เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที เพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณ
ยอด ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.4 ผลของระยะเวลาในการ dehydration รวมกับเทคนคิ encapsulation-
dehydration ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดที ่ precondition ในอาหารสตูร 1/2 MS เติมซูโครส  
เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 2 สัปดาห ตัดปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต 
(Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหารสูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาด 
เสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนติเมตร ดูดปลายยอดในวุนอัลจเินต และหยดในสารละลาย  
CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS วางไวเปนเวลา 30 นาท ีซับดวยกระดาษกรอง 
แลวจึงวางในจานเพาะเลี้ยงในตู laminar flow ความเรว็ลม 50 ฟุตตอนาท ีเปนระยะเวลา 1  2  3 
4 หรือ 5 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้าํแข็งโดยแชในอางน้าํควบคุม
อุณหภูมิ ที่ 40±1 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาท ี เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอด 
ตรวจสอบการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.4.5 ผลของการ cold acclimatization รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration
ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ในการศึกษานีน้ํากลุมยอดมาเพาะเลีย้งทีตู่ควบคุมอุณหภูมิ 4±1 องศาเซียส 
(cold acclimatization) ภายใตความเขมแสงต่ํา เปนเวลา 1  2  3 และ 4 สัปดาห ตัดชิ้นสวน
ปลายยอดใหมีขนาด 1-2 มิลลิเมตร หุมดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 3 เปอรเซ็นต ในอาหาร
สูตร MS ปราศจาก CaCl2 โดยใชปเปตปลายตัดขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 เซนตเิมตร ดูดปลาย
ยอดในวุนอัลจิเนต และหยดในสารละลาย CaCl2 2H2O เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต รวมกับ  LS  
วางไวเปนเวลา 30 นาท ี pretreatment เม็ดบีดในอาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 0.75  
โมลาร บนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 50 รอบตอนาท ี เปนเวลา 20 ชั่วโมง ซับดวยกระดาษกรอง 
แลวจึงวางในจานเพาะเลี้ยงในตู laminar flow เปนระยะเวลา 6 ชั่วโมง จงึแชในไนโตรเจนเหลว



เปนเวลา 20 นาท ี ละลายน้ําแข็งที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาที ทําการ rehydrate ในอาหาร
เหลวโดยแชไวเปนเวลา 10 นาที และเพาะเลี้ยงในอาหารแข็งสูตรเพิ่มปริมาณยอด (แตลดความ
เขมขนของวุนจาก 0.75 เปอรเซ็นต ลงเปน 0.7 เปอรเซ็นต)  ตรวจสอบการพัฒนาเปนพชืตนใหม
หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 สัปดาห 
   
2. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในหลอดทดลองโดยวิธกีารชะลอการเจริญเติบโต 
 

2.1 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสภาพอุณหภูมิตํ่า 
 
  ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เตรียมชิ้นสวนดวยเทคนิคตาง ๆ 
3 เทคนิค คือ vitrification (แชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-120 นาที แลว
ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที) 
dehydration (วางชิน้สวนปลายยอดในจานเพาะเลีย้งในตู laminar flow เปนระยะเวลา 0.5  1  2 
3 และ 4 ชั่วโมง) และ encapsulation (โดยหุมชิน้สวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) เขมขน 
3 เปอรเซ็นต) แลวเพาะเลีย้งในอาหารสตูรเพิ่มปริมาณยอดในตูแช (ซึ่งมีแสงรําไร) ที่ต้ังอุณหภูมิ 
4±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1-12 เดือน นาํชิน้สวนที่ระยะเวลาตาง ๆ มาเพาะเลีย้งใน
อาหารสูตรเพิม่ปริมาณยอดในสภาพปกติ เปนระยะเวลา 4 สัปดาห ตรวจสอบอัตราการสรางยอด 
จํานวนยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทางพนัธุกรรมดวยเทคนคิ RAPD 
 

2.2 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสูตรอาหารระดับตาง ๆ รวมกับ PBZ  
  

ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS 
ปกติ และปรับระดับขององคประกอบลงหนึ่งในสี่ (3/4 MS) คร่ึงหนึ่ง (1/2 MS) และสามในสี่ (1/4 
MS) รวมกับเติม PBZ ความเขมขนตาง ๆ คือ 0 1.89 3.78 และ 7.56 ไมโครโมลาร  
(หรือ 0 0.25 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร) ในสภาพการใหแสงปกติ เปนระยะเวลา 2 และ 12  
เดือน ตรวจสอบอัตราการสรางยอด จาํนวนยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทางพนัธุกรรม
ดวยเทคนิค RAPD 
 
 
 



2.3 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล  
   

ตัดปลายยอดหญาแฝกใหมขีนาด 2-3 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่
มีระดับธาตุอาหารทีเ่หมาะสมจากการศึกษาที ่2.2 เติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขน 2  3 และ 4 
มิลลิกรัมตอลิตร เพาะเลี้ยงในสภาพปกติ และในสภาพที่อุณหภูม ิ 4±1 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 12 เดือน ตรวจสอบอัตราการสรางยอด ความยาวยอด และการแปรปรวนทาง
พันธกุรรมดวยเทคนิค RAPD 
 
3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธกุรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 

3.1 การสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบคณุภาพและปริมาณ  
 
  สกัดดีเอ็นเอจากใบหญาแฝกที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพิ่มปริมาณ (ชุดควบคุม) และ

จากตนที่เก็บรักษาเชื้อพนัธุดวยวิธีตาง ๆ โดยใชวิธ ี CTAB ที่มกีารดัดแปลงเล็กนอย โดยนําใบ
น้ําหนกั 100 มิลลิกรัม มาบดใหละเอียดดวยไนโตรเจนเหลว เติม extraction buffer (ประกอบดวย 
CTAB เขมขน 2 เปอรเซ็นต Na-EDTA pH 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร PVP เขมขน 1 เปอรเซ็นต NaCl 
เขมขน 8.12 เปอรเซ็นต Tris–HCl pH 8 เขมขน 0.1 โมลาร และ β-mercaptoethanol เขมขน 2 
เปอรเซ็นต) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร บมในอางควบคุมอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา  
1 ชั่วโมง เติม chloroform ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดี แลวปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสวนใสใสหลอดใหม ตกตะกอนดีเอน็เอดวย 
isopropanol ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลางตะกอนดวยเอธานอล เขมขน 70 เปอรเซ็นต จํานวน  
2 คร้ัง ทําใหแหงโดยวางไวขามคืน (ประมาณ 12 ชั่วโมง) และละลายตะกอนดวนสารละลาย TE 
buffer (Tris–HCl pH 7.5 เขมขน 1 โมลาร และ Na-EDTA pH 7.0 เขมขน 0.25 โมลาร) ปริมาตร 
20-50 ไมโครลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอโดย
วิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสบนแผนวุนอากาโรส ที่ความเขมขน 0.7 เปอรเซ็นต ในบฟัเฟอร TAE  
ความเขมขน 1 เทา ที่แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต และใช  λDNA เปนมาตรฐาน ตรวจสอบแถบ 
ดีเอ็นเอบนเจลหลังยอมสีดวยเอธิเดยีมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 15 นาท ี 
ลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 10 นาท ี  นําสารละลายดีเอน็เอ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (ปริมาณ 20  
นาโนกรัม) ไปทําปฏิกิริยา PCR ตามเทคนคิ RAPD 

 



3.2 การเพิ่มปริมาณยีโนมิคดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD 
 
  นําไพรเมอรขนาดความยาว 10 นิวคลีโอไทด ของบริษทั Operon Technologies 

ประเทศสหรัฐอเมริกาจาํนวน 7 ชนิด คือ OPJ4 OPN15 OPAB01 OPAB09 OPAB14 OPR3 
และ OPR12 มาคัดเลือกวาไพรเมอรใดสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของหญาแฝกไดดวยเทคนิค 
PCR  ในปฏิกิริยาปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบดวยบัฟเฟอร ดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรมั 
dNTP 2.5 มิลลิโมลาร ไพรเมอร 0.2 ไมโครโมลาร,  Taq DNA polymerase 1.0 ยูนิต การ
สังเคราะหดีเอน็เอทาํดวยเครื่อง BIOER XP cycler โดยตั้งโปรแกรม PCR เร่ิมตนที่อุณหภูม ิ 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 
ดีเอ็นเอที่สมบูรณที่อุณหภูม ิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาท ี หลงัจากทํา PCR นําสารละลาย 
ดีเอ็นเอที่สังเคราะหได 12.5 ไมโครลิตร มาตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอดวยวิธี 
อิเล็กโตรโฟรีซสิบนแผนวุนอากาโรส ที่ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต ในบัฟเฟอร TBE ความเขมขน 
0.5 เทา ที่แรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เทยีบขนาดดีเอน็เอดวย DNA ladder marker ขนาด 100 คู
เบส ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนเจลหลังยอมสีดวยเอธิเดยีมโบรไมด เขมขน 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
เปนเวลา 20-30 นาที ลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 10-15 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 3  
 

ผล 
 

1. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในไนโตรเจนเหลว 
 

1.1 การเก็บรกัษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค vitrification 
 

1.1.1 ผลของความเขมขนของซโูครสตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                    หญาแฝกที่ผานการแชในสารละลาย PVS2  

 
  จากการลางชิน้สวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 ดวยอาหารสูตร 
MS เติมซูโครสความเขมขนตาง ๆ (0.1-0.7 โมลาร) จํานวน 2 คร้ัง โดยแตละครั้งแชนาน 1 นาที 
พบวา ซโูครสความเขมขน 0.1 หรือ 0.3 โมลาร ใหความมีชีวิตสูงสุด 95 เปอรเซ็นต และความมี
ชีวิตลดลงเมื่อความเขมขนของซูโครสเพิ่มข้ึน (ตารางที ่1)  
 
ตารางที่ 1 ผลของความเขมขนของซูโครสตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่ผาน   

     การแชในสารละลาย PVS2 
 

ความเขมขนซโูครส (โมลาร) ความมีชวีิต (%) 
0.1 95 
0.3 95 
0.5 85 
0.7 85 

 
1.1.2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน 

                  ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว   
 

การละลายน้ําแข็งในชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวทันทีดวย
การแช cryotubes ในอางควบคุมอุณหภูมิที่ 30  องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ใหความมีชีวิต 



85 เปอรเซ็นต การเพิ่มเวลาในการแชเปน 2 นาที สงเสริมใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต 
เชนเดียวกับการแชที่ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที  (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 ผลของอุณหภูมิและเวลาในการละลายน้ําแข็งตอความมีชีวิตของชิ้นสวน 
                ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

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 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตของชิ้นสวน

ปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  ระยะเวลาในการแชสารละลาย PVS2 มีผลอยางเหน็ไดชัดตอความมีชีวิตและ
การสรางยอดทั้งกอนและหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดย พบวา ในสภาพปกติ (ไมแชใน
ไนโตรเจนเหลว) อัตราการสรางยอดหรือความมชีีวิตลดลงตามสัดสวนของระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน โดย
อัตราการสรางยอดลดลงเปน 30 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนเวลา 60 นาที  แสดงวาระยะเวลาในการ
แชในสารละลาย PVS2 มีผลตอความเปนพิษของเซลลหรือเนื้อเยื่อ ในทางตรงขามเมื่อมีการแชใน
ไนโตรเจนเหลวรวมดวย พบวา ความมชีีวิตเพิ่มข้ึนเมือ่ระยะเวลาการแชเพิ่มข้ึน โดยสูงถงึ 100 
เปอรเซ็นต เมือ่แชเปนระยะเวลา 120 นาท ี แสดงวาสารละลาย PVS2 มีสวนในการชวยปองกนั
ความเสยีหายของเนื้อเยื่อในสภาพทีเ่ย็นจดั (-196 องศาเซลเซียส) อยางไรก็ตามชิน้สวนดังกลาว
ไมมีการพฒันาเปนพืชตนใหม โดยพบวาชิน้สวนดังกลาวเปลีย่นเปนสีซีดและตายหลังจาก
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2-3 วัน ดังนัน้อาจตองอาศัยปจจัยอืน่รวมดวยเพื่อสงเสริมการ regrowth เปน
พืชตนใหม (ตารางที่ 3, รูปที่ 1) 
 
 
 



ตารางที่ 3 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 ตอความมีชีวิตและการสรางยอดของ  
                  ชิน้สวนปลายยอดที่แชและไมแชในไนโตรเจนเหลว 
 
ระยะเวลา (นาท)ี การสรางยอด (%) 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 

* ตรวจสอบความมชีีวิตดวยสารละลาย FDA จํานวน 10 ชิ้น/หนวยการทดลอง 
-LN ไมแชในไนโตรเจนเหลว 
+LN แชในไนโตรเจนเหลว 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 การสรางยอดจากชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 เปนระยะเวลา 
               ตาง ๆ บนอาหารสูตร MS เติม NAA 0.1 มลิลิกรัมตอลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัมตอ 
               ลิตร เปนเวลา 4 สัปดาห  (ก) ไมแชในไนโตรเจนเหลว (ข) แชในโตรเจนเหลว 
 

1.1.4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวติของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

จากการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกในอาหารเติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร บนเครื่องเขยาทีค่วามเร็วรอบ 100 รอบตอนาที เปนเวลา 16 ชัว่โมง รวมกับเทคนิค 
vitrification กอนเก็บในไนโตรเจนเหลว พบวาใหความมีชวีิต 95 เปอรเซ็นต ไมตางกับการไม 
pretreatment (ตารางที่ 4)  
 
ตารางที่ 4 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมีชีวิตของ   
                    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 95 
+ 95 

(ก) (ข) 



1.1.5 ผลของระยะเวลาการ pretreatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  ชิ้นสวนทัง้หมดเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย ภายใน 2-3 วันหลงัจากเพาะเลี้ยง  
 

1.1.6 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอ
ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS รวมกับเทคนิค vitrification มีความ

จําเปน โดยพบวา การแชเปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100  เปอรเซ็นต หลังเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลว ในขณะที่การไมแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิต
ตํ่า (27.27 เปอรเซ็นต) (ตารางที่ 5) 

 
ตารางที ่ 5 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค vitrification ตอความม ี  

     ชวีิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0   27.27 

0.5   95.45 
1.0 100.00 
2.0   94.12 

 
1.1.7 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่ 

            เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
 

ชิ้นสวนทัง้หมดเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย ภายใน 2-3 วันหลังจากเพาะเลี้ยง 
 
 
 

 



1.1.8 ผลของอุณหภูมิและชนิดของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวติของ
ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
  การแชชิ้นสวนในสารละลายทั้งสองชนิด (PVS2 และ PVS3) ในที่อุณหภูมิตํ่า  
(5 องศาเซลเซียส) ใหอัตราการสรางยอดหรือจํานวนยอดสูงกวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส โดย
ที่สารละลาย PVS3 ใหอัตราการสรางยอดสูงกวา PVS2 ทั้งที่อุณหภมูิ 5 และ 25 องศาเซลเซยีส  
ซึ่งการแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ใหอัตราการสราง
ยอดสูงสุด 75 เปอรเซ็นต จาํนวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน (ตารางที ่6,  รูปที่ 2) 
 
ตารางที่ 6 ผลของอุณหภูมแิละชนิดของสารละลาย PVS ตอการสรางยอดของชิน้สวนปลายยอด

หญาแฝกกอนและหลังเก็บในไนโตรเจนเหลว 
 
หนวยการทดลอง การสรางยอด (%)  
 -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 
ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
  
 
 
  
  
 
 
 
รูปที่ 2 ยอดที่พัฒนาจากชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการแชในสารละลาย PVS2 และ PVS3 ที่ 
               อุณหภูมิ 5 และ 25 องศาเซลเซยีส บนอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 4 สัปดาห 
              (ก) PVS2, 25 0ซ     (ข) PVS3, 25 0ซ          (ค) PVS2, 5 0ซ,      (ง) PVS3, 5 0ซ 
  

1.1.9 ผลของขนาดของปลายยอดตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก
หลังจากแชในไนโตรเจนเหลวหลว 

 
  ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการสรางยอด และจํานวนยอดเฉลี่ย
ตอชิ้นสวนสูงกวาชิน้สวนขนาด 3-5 มิลลิเมตร คือ 25 เปอรเซ็นต และ 2 ยอดตอชิ้นสวน 
ตามลําดับ (ตารางที่ 7) ลักษณะยอดแสดงดังรูปที ่3  

 
ตารางที่ 7 ผลของขนาดชิน้สวนปลายยอดตอการสรางยอดกอนและหลังเก็บในไนโตรเจนเหลว 
 

ปลายยอด (มิลลิเมตร) การสรางยอด (%) 
 -LN +LN 

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

ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 



 
  
 
 
 
 
รูปที่ 3 ลักษณะยอดที่พฒันาจากชิน้สวนปลายยอดขนาด 1-2 มิลลิเมตร (ก) และ  
            3-5 มิลลิเมตร (ข) หลังจากเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 สัปดาห 
 

1.1.10 ผลของระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศา 
                     เซลเซียสตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกที่เก็บรักษาใน  
                     ไนโตรเจนเหลว 
 

1.1.11 ผลของระยะเวลาในการแชสารละลาย LS รวมกับสารละลาย PVS 3 ที่    
   อุณหภูม ิ 5 องศาเซลเซยีส ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอด 
   หญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
1.1.12 ผลของการแชในสารละลาย cryoprotectant ที่อุณหภมูิ 0 องศาเซลเซียส

รวมกับสภาพการเพาะเลี้ยง ตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญา
แฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การศึกษาในขอ 1.1.10-1.1.12  ชิ้นสวนทัง้หมดเปลีย่นเปนสีซีดและตาย ภายใน  

2-3 วันหลังจากเพาะเลี้ยง  
 
 1.1.13 ผลขององคประกอบของสารละลาย cryoprotectant ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  การ pretreatment  ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารสูตร 1/2 MS เติมซูโครส เขมขน 
0.3 โมลาร เปนเวลา 1 คืน แลวมาแชในสารละลาย cryoprotectant  ที่มีองคประกอบของสาร 
ตาง ๆ พบวา PGluD ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 80 เปอรเซ็นต หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 6 วนั 

(ก) (ข) 



(จากการสังเกตพบวา ชิ้นสวนยงัมีสีเขยีวปกติ) อยางไรก็ตาม เมื่อเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 6 
สัปดาห ชิ้นสวนเปลี่ยนเปนสซีีดและไมสามารถพัฒนาเปนยอดได (ตารางที่ 8) 
 
ตารางที่ 8 ผลขององคประกอบสารละลาย cryoprotectants ตอความมีชีวิตของชิน้สวน 
                  ปลายยอดหญาแฝก 
 
สารละลาย cryoprotectants (%) ความมีชวีิต 6 วัน (%) ความมีชวีิต 6 สัปดาห 

PVS2 46.67 0 
PVS3 38.09 0 
PGluD 80.00 0 

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

1.1.14 ผลของ glycerol และชนิดน้าํตาลในการ pretreatment ตอความมีชวีิตของ 
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

   
จากการ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารเติม glycerol และน้ําตาล

ชนิดตาง ๆ เปนเวลา 3 วนั แลวมาผานกระบวนการตามเทคนิค vitrification พบวา glycerol ให
ความมีชวีิตของชิ้นสวนสงูสดุ 77.78 เปอรเซ็นต หลงัเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วัน (จากการสังเกต
ชิ้นสวนมีสีเขียวและบางสวนเริ่มเปลี่ยนเปนสีน้าํตาล) รองลงมาคือ glucose สวน sorbitol  
สวนใหญมีสีน้าํตาล ในขณะที่ซูโครสชิ้นสวนเปลี่ยนเปนสนี้าํตาลทั้งหมด (ตารางที ่ 9)  
อยางไรก็ตาม ชิ้นสวนทั้งหมดไมมีการพัฒนาเปนพืชตนใหม สวนชิน้สวนที่ผานการแชใน
ไนโตรเจนเหลว พบวาชิ้นสวนทัง้หมดมีสีซดี  

 
 
 
 
 



ตารางที่ 9 ผลของ glycerol และชนิดของน้าํตาลตอความมีชวีิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝก 
                 กอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว หลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 4 วนั 
 

สาร และน้าํตาล       ชิ้นสวนทีม่ีสีเขียว (%) 
      -LN                                    +LN 

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

 
1.2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค dehydration 

   
1.2.1 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนักและความมีชีวติของ 

                    ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

การ dehydration เปนเวลานานขึ้นสงผลใหมีการสูญเสียความชื้นเพิ่มข้ึน 
หลังจาก 3 ชัว่โมง น้าํหนักในปลายยอดคงทีท่ี่ 100 เปอรเซ็นต เมือ่พิจารณาความมีชวีิตหลงัการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบวา การ dehydration ไมมีผลตอความมีชวีิตของปลายยอด  
ทุกระดับของการ dehydration ใหความมชีีวิตของปลายยอด 100 เปอรเซ็นต (ตารางที ่10) แมวา
จะ พบการติดสีแดงรวมดวยในการ dehydrated เปนระยะเวลาตั้งแต 2 ชั่วโมง อยางไรก็ตาม ยอด
ทั้งหมดไมสามารถพฒันาใหพืชตนใหมได 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 10 ผลของระยะเวลาในการ dehydration ตอน้ําหนกัและความมีชวีิตของชิ้นสวนปลาย 
                    ยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
เวลาในการ dehydration (ชั่วโมง) น้ําหนกัลดลง (%) ความมีชวีิต (%) 

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

* การติดสีจะมีสวนที่เขียว และ แดง 
 

1.2.2 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวติของ  
                  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 
  การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก กอนการ dehydration ไม
สงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว แตทําใหความมีชีวิตลดลง (ตารางที่ 11) 
 
ตารางที่ 11 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค dehydration ตอความมีชีวิตของ   
                    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 94.74 
+ 89.29 

 
 
 
 
 



1.2.3 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกบัเทคนิค dehydration  
                   ตอความมชีีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน  
                   ไนโตรเจนเหลว 

 
การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS กอนการ dehydration ไมสงเสริม

อัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชและไมแชในสารละลาย LS ใหผล
ไมแตกตางกัน  (ตารางที่ 12) 

 
ตารางที่ 12 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration  
                      ตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0 100   

0.5 100   
1.0 100 
2.0 100   

 
1.3 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวรวมกับเทคนิค encapsulation 

   
 1.3.1 ผลของความเขมขนวุนอัลจิเนตตอความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอด 
                  หญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   
  การหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนตกอนแชในไนโตรเจนเหลวสงเสริมอัตรา
รอดชีวิตหลังจากผานการแชในไนโตรเจนเหลว โดยความเขมขน 3 หรือ 4 เปอรเซ็นต ใหความมี
ชีวิตของชิ้นสวนหลงัการแชในไนโตรเจนเหลวสูงสุด 80 เปอรเซ็นต และความมีชีวิตลดลงเมื่อความ
เขมขนของวุนอัลจิเนตลดลง โดยการไมหุมชิ้นสวนพบวาความมีชีวิตเปนศูนย อยางไรก็ตาม เมือ่
เพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 สัปดาห พบวา ชิน้สวนดังกลาวมสีีซีดและตาย ไมสามารถพฒันาเปนพืชตน
ใหมได (ตารางที ่13) 
 
   



ตารางที่ 13 ผลของความเขมขนวุนอัลจเินตตอความมชีีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชใน 
                   ไนโตรเจนเหลว  
 

ความเขมขน (%) 
 

ความมีชวีิต (%) 
   เร่ิมตน                            2 สัปดาห 

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

 
1.3.2 ผลของชนิดและความเขมขนของวุนอลัจิเนตตออัตรารอดชีวิตของชิน้สวน

ปลายยอดกอนและหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
 

  จากการหุมชิน้สวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนต 3 ยี่หอ คือ Sigma Fluka และ 
Wako แตละชนิดมี 4 ระดับความเขมขน คือ 1 2 3 และ 4 เปอรเซ็นต พบวา การหุมดวยวุน 
อัลจิเนต Wako เขมขน 4 เปอรเซ็นต ใหการสรางยอดสูงสุด 80 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม การหุม
ดวยวุน Sigma 3 เปอรเซ็นต ใหอัตราการสรางยอดสูง 70 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดสูงกวา 
(0.57 ยอด/ชิน้สวน) (ตารางที ่ 14) เมื่อสังเกตเปรียบเทยีบความใสและความแข็ง พบวา Wako มี
ความใสและแข็งมากที่สุด รองลงมาคือ Sigma และ Fluka ตามลําดับ และเมื่อพิจารณาความ
ยากงายในการปฏิบัติการ พบวา Sigma หยดไดงายกวา Wako และ ไดเม็ด bead ที่กลมสวย
มากกวา Fluka (รูปที่ 4) อยางไรก็ตามเม็ดบีดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวไมสามารถพฒันาเปน
พืชตนใหม โดยเปลี่ยนเปนสซีีดและตาย 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 14 ผลของชนิดและความเขมขนของวุนอัลจิเนตตอการสรางยอดของชิน้สวนปลายยอด 
                     บนอาหารสูตร MS เติม NAA 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร และ BA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร   
                     เปนเวลา 4 สัปดาห  
 

ความเขมขน การสรางยอด (%) 
วุนอัลจิเนต (%) 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) 

ตัวเลขในวงเลบ็เปนจาํนวนยอดเฉลี่ยตอชิ้นสวน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ 4 ลักษณะของเม็ดบีดจากการหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอัลจิเนตยีห่อตาง ๆ ที่ความ 
               เขมขน 1 เปอรเซ็นต  
 
 
 

 

SIGMA FLUKA WAKO 



1.3.3 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ  
    ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังแชในไนโตรเจนเหลว 

 
การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก กอนการ encapsulation ไม

สงเสริมอัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว แตทําใหความมีชีวิตลดลง (ตารางที่ 15) 
 
ตารางที่ 15 ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation ตอความมีชีวิตของ   
                   ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

pretreatment ความมีชวีิต (%) 
- 71.43 
+ 61.90 

 
1.3.4 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค encapsulation 

ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัแชในไนโตรเจนเหลว 
   

การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS กอนการ encapsulation ไมสงเสริม
อัตรารอดชีวิตหลังการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชและไมแชในสารละลาย LS ใหผลไม
แตกตางกัน  (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 16 ผลของระยะเวลาในการ loading treatment รวมกับเทคนิค dehydration  
                      ตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

เวลาในการแชสารละลาย LS (ชั่วโมง) ความมีชวีิต (%)  
0 100   

0.5 100   
1.0 100 
2.0 100   

 
 



1.3.5 ผลของสภาพการเพาะเลี้ยงตอความมีชีวิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก    
   หลังจากเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 
  การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวในที่มืดเปนเวลา 1 
วันกอนยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติใหอัตรารอดชีวิต 10 เปอรเซ็นต สูงกวาการเพาะเลี้ยง
ในสภาพการใหแสงโดยตรงทันที อยางไรก็ตาม เมื่อเลี้ยงในที่มืดเปนระยะเวลานานขึ้น พบวา 
อัตรารอดชีวิตลดลง โดยเพาะเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน ความมีชีวิตเปน 0 แตชิ้นสวนดังกลาวไมมีการ
พัฒนาเปนพืชตนใหม โดยเปลี่ยนเปนสีซีด และตาย (ตารางที่ 17) 
  
ตารางที่ 17 ผลของสภาพการเพาะเลีย้งตอความมีชวีติของชิ้นสวนปลายยอดหลงัจากแชใน  

 ไนโตรเจนเหลว 
 
สภาพการเพาะเลี้ยง ความมีชวีิต (%) การสรางยอด (%) 
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 ผลของการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยใชเทคนิครวมกัน 

 
1.4.4 ผลของระยะเวลาในการ dehydration รวมกับเทคนคิ encapsulation-

dehydration ตอความมีชีวติของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลงัจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  จากการวางชิน้สวนปลายยอดที่ผานการหุมดวยวุนอัลจิเนตในตู laminar flow 
เปนระยะเวลาตาง พบวา ระยะเวลา 3-5 ชั่วโมง ใหความมีชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังจากแช
ในไนโตรเจนเหลว สวนระยะเวลาสัน้ลงใหความมีชวีิตลดลง ตามลาํดับ (ตารางที่ 18) 
 
 
 



ตารางที่ 18 ผลของระยะเวลาการ dehydrated ในตู laminar flow ตอความมชีีวิตของชิ้นสวน 
                    ปลายยอดที่ผานการหุมดวยวุนอัลจิเนต หลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
   

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

 
  สําหรับวธิีการดังตอไปนี้ คือ 

ผลของการ pretreatment รวมกบัเทคนิค encapsulation-dehydration ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ผลของการทาํ cold acclimatization รวมกับเทคนคิ encapsulation-dehydration ตอ

ความมีชวีิตของชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 
 

ผลของการ pretreatment รวมกับเทคนิค encapsulation-vitrification ตอความมี
ชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว 

 
ผลของชนิดของสารละลายปองกันความเย็นรวมกบัเทคนิค encapsulation-

vitrification ตอความมีชีวิตของชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกหลังจากแชใน
ไนโตรเจนเหลว 

 
  ใหผลทาํนองเดียวกนั คือชิน้สวนที่ผานการศึกษาและเกบ็ในไนโตรเจนเหลวไม
สามารถ regrowth เปนพืชตนใหมได โดยชิ้นสวนทั้งหมดเปลี่ยนเปนสีซีดและตาย  
 
 
 
 
 



2. การเก็บรกัษาเชื้อพันธุในหลอดทดลองโดยวธิกีารชะลอการเจริญเติบโต 
 

2.1 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสภาพอุณหภูมิตํ่า 
 
  จากการเตรียมชิ้นสวนปลายยอดขนาด 2-3 มิลลิเมตร ดวยเทคนิค 3 เทคนิค คือ 

1) vitrification (โดยแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-120 นาที แลวลาง
ชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 10 นาที)  2) 
dehydration (โดยวางชิน้สวนปลายยอดในตู laminar flow เปนระยะเวลา 0.5 1 2 3 และ 4 
ชั่วโมง) และ 3) encapsulation (โดยหุมชิ้นสวนปลายยอดดวยวุนอลัจิเนต เขมขน 3 เปอรเซ็นต) 
แลวเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดในตูแชที่มแีสงรําไรและตั้งอุณหภูมิที ่ 4±1 องศา
เซลเซียส พบวา หลงัจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 2 เดือน ชิ้นสวนเริ่มเปลี่ยนเปนสีซีด จึงทาํการยายมา
เลี้ยงในสภาพปกติเปนเวลา 4-8 สัปดาห แตชิ้นยังคงซีดและไมมีการพฒันาเปนยอด (รูปที่ 5) 
 
 
 
  
 
 
 
 
รูปที่ 5 ชิ้นสวนปลายยอดทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณยอดเปนเวลา 4 สัปดาห หลังจาก  
            ผานการเตรียมชิ้นสวนดวยเทคนิคตาง ๆ (ก) ชุดควบคุม   (ข) vitrification   dehydration  
            และ encapsulation และเก็บในตูควบคุม อุณหภูมิ 4±1 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา  
            2 เดือน   

 
 
 
 
 
 

(ก) (ข) 



2.2 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในสูตรอาหารระดับตาง ๆ รวมกับ PBZ  
 

  จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกขนาด 2-3 มิลลิเมตรในอาหาร
ความเขมขนตาง ๆ รวมกับเติมพาโคลบวิทราโซลความเขมขน 0-1 มิลลิกรัมตอลิตร เปนเวลา 2 
เดือน พบวา อัตราการสรางยอดสูงระหวาง 71-100 เปอรเซ็นต สวนความยาวยอดในอาหารทีไ่ม
เติมพาโคลบวิทราโซล (ทุกความเขมขนของธาตุอาหาร) ความสงูอยูในชวง 10-40 มิลลิเมตร 
ในขณะที่การเติมพาโคลบวิทราโซลดวยความยาวยอดจะอยูในชวง 1-6 มิลลิเมตร การเติมพาโคล
บิวทราโซลความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหยอดที่ยดืยาวนอยที่สุด 1-2 มิลลิเมตร จํานวนยอด
เฉลี่ย 1 ยอดตอชิ้นสวน (ตารางที ่19  รูปที่ 6) เมื่อเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 12 เดือน พบวา อัตรา
การสรางยอด (ยอดที่รอดชีวิต) ลดลง ทั้งนี้อาจเนือ่งจากยอดทีพ่ัฒนาในชวงแรกเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลหรือตายบาง หรือมีการปนเปอนบาง อัตรารอดชวีิตของยอดหลังการเก็บรักษาเปนเวลา 12 
เดือน ในอาหารสูตร 1/2 MS รวมกับ PBZ เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร สูงสุด 62.5 เปอรเซ็นต 
จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 2.2 ยอดตอชิ้นสวน ความยาวยอด 2-5 มิลลิเมตร สวนอาหารที่ลดความ
เขมขนขององคประกอบลงเปน 1/2 MS และ 3/4 MS และที่ไมลดความเขมขนขององคประกอบ 
(MS) ปราศจากสารพาโคลบิวทราโซล ใหการเจริญของยอดเร็วมาก ความยาวยอดสูงจนชนฝา
ขวด การเติมพาโคลบวิทราโซลรวมดวยสามารถชะลอการเจริญของยอดหญาแฝก โดยความยาว
ยอดสูงสุด ที ่5-12 มิลลิเมตร (1/4MS + PBZ 0.25 มิลลิกรัมตอลิตร) (ตารางที่ 19, รูปที่ 7 ก-ง) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที ่ 19 ผลของความเขมขนของธาตุอาหารและพาโคลบวิทราโซลตอการสรางยอด จาํนวน 
ยอดตอชิ้นสวนและความยาวยอดในการเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอดในหลอด
ทดลองเปนเวลา 2 และ 12 เดือน 

 
ธาตุ
อาหาร 

PBZ 
(มก./ล.) 

การสรางยอด (%) 
2 เดือน     12 เดือน 

จํานวนยอดตอชิ้นสวน
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 - 

- ปนเปอน หรือ ไมตรวจสอบ 
0  สีน้ําตาล หรือ ตาย  
 
 
 
 
 



 
 

        
 

         

 

 

              
        

 

 

       
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 6 ลักษณะของยอดทีพ่ัฒนาจากชิน้สวนปลายยอดที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS รวมกับ 
           การเติมพาโคลบิวทราโซลความเขมขนตาง ๆ เปนเวลา 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 การเก็บรกัษาชิน้สวนปลายยอดในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล  
 
  จากการเพาะเลี้ยงชิน้สวนปลายยอดบนอาหารสูตร 1/4 MS เติมพาโคลบิวทรา
โซลความเขมขน 2-4 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพการเพาะเลีย้งปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศา
เซลเซียส) หรือ ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 เดือน พบวา พาโคลบวิทราโซล เขมขน 3 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางยอดรวม และจาํนวนยอดเฉลี่ยสงูสุด 75 เปอรเซ็นต และ 3.76 
ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร (ตารางที่ 20  รูปที่ 7 จ ฉ ช)  
ในขณะที่การเพาะเลี้ยงในทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ชิน้สวนเปลี่ยนเปนสีซีดและตายตั้งแตเดือน
ที่สองหลังจากเพาะเลี้ยง 
 
ตารางที่ 20 ผลของสภาพการเก็บรักษารวมกับอาหาร 1/4 MS เติมพาโคลบวิทราโซลในการ 
                      เก็บชิน้สวนปลายยอดในหลอดทดลองเปนระยะเวลา 12 เดือน 
 

PBZ 
(มก./ล.) 

การสรางยอด (%) 
27±1 oซ         4±1 oซ 

จํานวนยอดตอชิ้นสวน 
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 ยอดที่พัฒนาจากชิน้สวนปลายยอดบนอาหารเติม MS รวมกับ PBZ เปนเวลา 12 เดือน 
           (ก) PBZ เขมขน 0 มก./ล. (ข) PBZ เขมขน 0.25 มก./ล. (ค) 3/4 MS รวมกบั PBZ เขมขน  
          0.5 มก./ล. (ง) 1/2 MS รวมกับ PBZ เขมขน 1 มก./ล. (จ) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 2   
         มก./ล. (ฉ) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 3 มก./ล.(ช) 1/4 MS รวมกับ PBZ เขมขน 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. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 
  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง 
ในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา12 เดือน เปรียบเทียบกับตนที่เพาะเลี้ยงปกติ โดยใช
เทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร พบวา มีจํานวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝกได และใหแถบดีเอ็นเอในลักษณะ monomorphic โดยที่จากการ
วิเคราะหดังกลาวปรากฏแถบดีเอ็นเอของตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุม 
แสดงวาไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม (รูปที่ 8) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          (ก)           (ข)    (ค) 
 
รูปที่ 8 แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจากการสงัเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร   
                     OPJ4 (ก) OPN15 (ข) และ OPAB09 (ค) ในตนหญาแฝกที่เก็บรักษาเชื้อพันธุ 
                     ในหลอดทดลองในสภาพชะลอการเจริญเติบโต เปนเวลา 12 เดือน โดย M คือ  
                     ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 คูเบส (DNA ladder) เลนที่ 1 เปนตนควบคมุ เลน 2-7 เปน 
                     ดีเอ็นเอตัวอยางที่เก็บรักษา 
 
 

M    1     2    3     4     5    6    7 M    1     2     3    4    5     6    7 M    1     2    3     4     5    6     7 



บทที่ 4 
 

วิจารณ 
  
  ปจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพมบีทบาทสําคญัทั้งในดานการคัดเลือก การจําแนก
ลักษณะตาง ๆ การขยายพนัธุ การปรับปรุงพันธุ โดยเฉพาะการเกบ็รักษา และแลกเปลี่ยนเชื้อพนัธุ
ในสภาพปลอดเชื้อ  การเกบ็รักษาเชื้อพนัธุพชืมีวัตถุประสงคหลัก 2 ประการคือ เพื่อรักษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม และเก็บรักษาเชื้อพันธุพืชทีม่ีลักษณะเฉพาะหรือที่ตองการ    ขณะนีม้ี
หลายประเทศสามารถพัฒนากระบวนการเก็บรักษาเชื้อพันธุระยะยาวโดยวิธ ี cryopreservation  
แทนวธิีการแบบดั้งเดิม (in situ และ ex situ โดยการเพาะเลีย้งในอาหารที่ลดการเจริญเติบโต) 
อยางไรก็ตามตองมีการพัฒนาทางเลือกหลายทางเพื่อใหเหมาะสมกบัพืชแตละชนดิ  ดังนั้นการ
เก็บอนุรักษเชือ้พันธุเปนหลกัประกันวาจะไมมีการสูญหายของแหลงพนัธุกรรมพืช  และสามารถ
นํามาใชประโยชนในดานการเกษตรไดอยางยั่งยืน ทั้งทางดานการขยายพันธุ ปรับปรุงพนัธุ และ
แลกเปลี่ยนเชือ้พันธุพืชไดในอนาคต   

ในกรณีของหญาแฝกนัน้แหลงพนัธุกรรมจะอยูในสภาพธรรมชาติที่เจริญเติบโต
ในพืน้ที่ตาง ๆ ยงัไมมีการเกบ็รักษาในสภาพควบคุม (ex situ) สําหรบัการศึกษาเทคนิคตาง ๆ ใน
การเก็บรักษาในหลอดทดลองในสภาพการชะลอการเจรญิเติบโตและในไนโตรเจนเหลวนัน้ 
รายงานฉบับนี้เปนการศึกษาครั้งแรกโดยใชหญาแฝกพันธุสงขลา 3  จุดประสงคเร่ิมตนผูวจิัย
ตองการศึกษาในสวนของการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวและไดสืบคนขอมูล ถึงปจจัยตาง ๆ ทีใ่ช
ในการเก็บรักษาเชื้อพันธุ และประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิดในเขตรอน โดยเฉพาะที่เปนพืชใบ
เลี้ยงเดี่ยว เพือ่มาปรับใชกบัหญาแฝก อยางไรก็ตาม ขณะนี้ไมสามารถที่จะ regrowth ชิ้นสวนที่
เก็บรักษาในไนไตรเจนเหลวได โดยชิ้นสวนดังกลาวเปลี่ยนเปนสีซดีหลังจากเพาะเลี้ยงเปนเวลา 
2-3 วัน แมวาจะเพาะเลี้ยงตอไปเปนเวลา 2-3 เดือน ชิ้นสวนดังกลาวก็ไมมีการพฒันาเปนพืชตน
ใหม   อยางไรก็ตามจากการศึกษาที่ผานมาทาํใหทราบขอมูลข้ันตนที่มีผลตออัตรารอดชีวิตของ
ชิ้นสวนกอนการเก็บในไนโตรเจนเหลว  

ข้ันตอนการเตรียมชิ้นสวนพชืกอนแชในไนโตรเจนเหลวมคีวามสาํคัญมากซึง่การ
เตรียมชิ้นสวนที่เหมาะสมสงผลใหมีอัตรารอดชีวิตหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวสงู จากการศึกษา
เทคนิคตาง ๆ ในการเตรียมชิ้นสวน พบวา เทคนิค dehydration เปนเทคนิคที่ลดปริมาณน้ําใน
ชิ้นสวนโดยวางไวในตู laminar flow เปนเวลา 0.5-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตหลังจากแชใน



ไนโตรเจนเหลว (ตรวจสอบดวยการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย FDA) 100 เปอรเซ็นต แมวา
การวางไวเปนเวลาตั้งแต 3-5 ชั่วโมง ซึ่งพบวา ปริมาณน้าํในชิน้สวนปลายยอด (ขนาด 3 
มิลลิเมตร) ไมมีการเปลีย่นแปลงหรือลดลงอีก ดังนัน้การลดความชืน้ดวยวิธนีี้สามารถทาํไดต้ังแต 
0.5 ชั่วโมง สวนเทคนิคการหุมหอชิ้นสวน (encapsulation) ดวยวุนอลัจิเนต พบวา วุนอัลจิเนต
ยี่หอ Sigma เขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เปนเวลา 30 นาท ีใหเม็ดบทีกลม
สวย และใหอัตราการสรางยอดสูง 70 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน   
สวนเทคนิค vitrification เปนเทคนิคที่ลดปริมาณน้ําในชิ้นสวนโดยใชสาร cryoprotectant   
ความเขมขนสงู ซึง่ประกอบดวยสารหลายชนิด บางชนดิอาจเปนพิษกับชิ้นสวนได จากการศึกษา
ระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 [เปนสารทีพ่ฒันาโดย Sakai และคณะ (1990) และ
ประสบผลสําเร็จในพืชหลายชนิด] และตรวจสอบความมีชีวิตและอัตราการพัฒนาเปนพืชตนใหม
ทั้งที่แชและไมแชในไนโตรเจนเหลว พบวา การแชเปนระยะเวลา 0-45 นาท ีใหอัตราการสรางยอด
สูงกวา 70 เปอรเซ็นต แตเมื่อแชเปนเวลา 60 นาที  อัตราการยอดลดลงเปน 30 เปอรเซ็นต  
แสดงวาระยะเวลาในการแชสารละลาย PVS2 มีผลตอความเปนพษิของเซลลหรือเนื้อเยื่อ  
ในทางตรงขามเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว พบวา ความมชีีวิตเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึนโดย
สูงถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนระยะเวลา 120 นาท ีแสดงวาสารละลาย PVS2 มีสวนในการชวย
ปองกนัความเสียหายของเนือ้เยื่อในสภาพที่เยน็จัด อยางไรก็ตาม ยังไมมีการพฒันาเปนพืชตน
ใหม โดยพบวาชิน้สวนดังกลาวเปลีย่นเปนสีซีดและตาย ดังนั้นอาจตองอาศัยปจจัยอื่นรวมดวย
เพื่อสงเสริมการ regrowth เปนพืชตนใหม  

จากรายงานความสาํเร็จในการเก็บรักษาเชื้อพันธุพืชแตละชนิด พบวา โดยทั่วไป
ปจจัยที่สงเสรมิความมีชีวิตรอดหลังผานกระบวนการเก็บในไนโตรเจนเหลว ประกอบดวย ชิ้นสวน
ที่นาํมาใช (ชนิด ขนาด โครงสรางและลกัษณะทางกายภาพของชิน้สวน) เทคนิคหรือวิธีการในการ
เตรียมชิ้นสวนเพื่อใหมีความทนตออุณหภมูิตํ่าเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว ตลอดจนการละลาย
น้ําแข็ง และเพาะเลี้ยง ซึ่งแตกตางกนัในพืชแตละชนิด  โดยปจจุบันเทคนิคที่อยูบนพืน้ฐานของ 
vitrification ไดรับการพัฒนาและดัดแปลงเพื่อใชในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวในพืชหลาย
ชนิด เนื่องจากการ vitrified มีการใชสาร cryoprotectants ความเขมขนสูง ดังนั้นกุญแจสําคัญที่
จะประสบผลสําเร็จในการใชเทคนิคนี้ในการเก็บรักษาเชือ้พันธุ คือ การระมัดระวังในกระบวนการ
ลดหรือปรับปริมาณน้ําใหเหมาะสมในขณะเดียวกนัตองปองกนัผลกระทบจากความเปนพิษของ
สารและการเปลี่ยนแปลงออสโมติค  (Takaki et al., 1997)  ดังนัน้เทคนิคนีจ้ะประกอบดวย
ข้ันตอนตาง ๆ ซึ่งอาจจะสงเสริมใหชิ้นสวนมีชีวติรอดหลังจากการเก็บรักษา โดยอาจจะมี  



การ preconditioning ตนหรือกลุมยอดในอาหารที่ประกอบดวยน้ําตาลหรือสารออสโมติคัม หรือ
อาจจะเพาะเลี้ยงในสภาพอุณหภูมิตํ่า การ pretreatment ชิ้นสวนในอาหารเติม ซูโครส หรือ ABA 
และหรือการ loading treatment กอนการ vitrified ในสาร  cryoprotectants       อยางไรก็ตาม
ชิ้นสวนทีน่าํมาศึกษาเปนปจจัยที่สําคัญเริ่มตนตอความสําเร็จ    Takagi และคณะ (1997) 
เปรียบเทยีบขนาดของเผือกตอการทนตอสารประกอบ PVS2 โดยแชเปนระยะเวลา 10-60 นาท ี 
ที่อุณหภูม ิ 25 องศาเซลเซยีส พบวา ปลายยอดขนาด 0.8, 2 มิลลิเมตร และ ตาขาง 1-1.5 
มิลลิเมตร มีอัตรารอดชีวิต 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชใน PVS2 เปนเวลา 20 นาท ี อยางไรก็ตาม 
หลังจากแชนานกวา 30 นาที ความมีชีวติของชิ้นสวนคอย ๆ ลดลงโดยขนาดชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 0.8 มิลลิเมตร ลดลงมากที่สุด และเมื่อแชเปนเวลา 60 นาที ความมีชวีิตเปน 60 เปอรเซ็นต 
65 เปอรเซ็นต และ 80 เปอรเซ็นต ในชิน้สวนปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร 2 มิลลิเมตร และ  
ตาขาง ตามลาํดับ     ในกรณีของหญาแฝกไดเปรียบเทยีบขนาดของชิ้นสวนตายอด 2 ขนาด
รวมกับการ loading และ vitrified ในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 30 นาที พบวา ชิ้นสวนปลาย
ยอดขนาด 1-2 มิลลิเมตร ใหอัตราการสรางยอด 25 เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอด 
ตอชิ้นสวน สูงกวาชิน้สวนขนาด 3-5 มิลลิเมตร และแชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร  
ในสารละลาย PVS2 เปนเวลา 0-45 นาท ีโดยไมแชในไนโตรเจนเหลว พบวาใหอัตราการสรางยอด
สูง 70-100 เปอรเซ็นต และความมชีีวิตสูงสุด 66.67 เปอรเซ็นต เมื่อแชในไนโตรเจนเหลว   
ในขณะที ่ Panis และคณะ (2005) รายงานขนาดฐานของเนือ้เยื่อสวนยอดตออัตรารอดชีวิต 
หลังการเก็บรักษาของกลวยพนัธุ Williams (AAA group) พบวา ขนาด 1 มิลลิเมตร ใหอัตรารอด
ชีวิตสูงสุด 65.8 เปอรเซ็นต ขนาดที่ใหญกวานี้ใหอัตรารอดชีวิตลดลงตามลําดับ สวนขนาดเลก็กวา
นี้ไมเหมาะสมเนื่องจากเสีย่งตอความเสียหายเนื่องจากการตัด จะเหน็ไดวาขนาดของชิ้นสวน
ปลายยอดของพืชแตละชนดิสามารถทนตอความเปนพิษของสารละลาย cryoprotectants 
แตกตางกนั  ทั้งนี้เปนผลเนือ่งจากความแตกตางของโครงสรางและระยะพฒันาการทางสรีรวิทยา
ของพืชนั้น ๆ    

การ pretreatment และ loading treatment ชิ้นสวน (กอนแชใน PVS2) เพื่อเปน
การเตรียมชิน้สวนใหทนตอการสูญเสียน้าํจากการ vitrified โดยเซลลมีการปรับตัวดวยการ
เปลี่ยนแปลงขนาดเซลล แวคิวโอล และผนังเซลล  และสงเสริมอัตรารอดชีวิตหลงัจากเกบ็รักษา 
ในไนโตรเจนเหลว  การ pretreatment สามารถทําไดหลายวิธีข้ึนอยูกับชนิดพืชและชิ้นสวนที่เก็บ
รักษา เชน เติมซูโครสความเขมขนสูงในอาหารเพาะเลี้ยง หรือการลดความชืน้บางสวน หรือการให
อากาศเย็น (cold pretreatment)  อยางไรก็ตาม โดยสวนใหญนยิมใชน้ําตาลซูโครส    



Engelmann และคณะ  (1995) กลาววาการ pretreatment ในอาหารเติมน้าํตาลซูโครส เปนการ
เพิ่มการสรางและสะสมแปงบริเวณเยื่อหุมเซลลทาํใหเซลลมีขนาดใหญ และเพิ่มออสโมติคัม 
ชวยปองกันความเสยีหายในระหวางการสูญเสียน้าํและการแข็งตัวในไนโตรเจนเหลว   สวนการ 
loading treatment  คือการแชชิ้นสวนในสารละลาย LS (ประกอบดวย glycerol เขมขน 2 โมลาร 
รวมกับน้ําตาลซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร)  จากการ pretreatment  ชิ้นสวนปลายยอดหญาแฝก 
ในอาหารเติมน้ําตาลซูโครสเปนเวลา 16 ชั่วโมง รวมกับเทคนิค 3 เทคนิค ตอความมีชวีิตของ
ชิ้นสวนกอนแชในไนโตรเจนเหลว พบวา การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดรวมกับเทคนคิ 
vitrification ใหผลไมแตกตางจากการไม pretreatment ในขณะที่ชิน้สวนที ่ pretreatment แลว
นํามา dehydration หรือ encapsulation ใหความมีชีวติลดลง แมวาจะมีการศึกษาระยะเวลาใน
การ pretreatment และหรือรวมกับเทคนคิ encapsulation-vitrification และ encapsulation-
dehydration ก็พบวาไมสงเสริมการรอดชีวิตหรือการ regrowth เปนพชืตนใหมหลังจากเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว  อยางไรก็ตาม จากการศึกษาระยะเวลาในการแชในสารละลาย LS รวมกับเทคนิค 
3 เทคนิค พบวา เทคนิค vitrification จําเปนตองแชชิน้สวนปลายยอดในสารละลาย LS โดยการ
แชเปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังแชในไนโตรเจนเหลว 
ในขณะที่การไมแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิตต่ํา (27.27 เปอรเซ็นต) 
สวนเทคนิค dehydration หรือ encapsulation ไมมีความจาํเปนตองแชในสารละลาย LS 
เนื่องจากใหอัตรารอดชีวิตไมตางกนั   ทาํนองเดียวกับการรายงานผลของ LS ในพืชใบเลี้ยงเดี่ยว
ในเขตรอนหลายชนิด (Thinh et al., 1999; 2000; Sakai et al., 2002) และพืชเขตหนาวหลาย
ชนิด (Sakai et al., 2002)    แมวาจะมีรายงานความสําเร็จในการเก็บรักษาชิ้นสวนปลายยอด
เผือก ดวยการ precondition กลุมยอด ในอาหารเติมซโูครสความเขมขนสูง 120 กรัมตอลิตร เปน
เวลา 3 สัปดาห และ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดในอาหารเติมน้ําตาลซูโครส เขมขน 0.3 
โมลาร ขามคนื (ประมาณ 6 ชั่วโมง) กอนแชในสารละลาย LS และ PVS2 วาสงเสริมความมีชวีติ
หลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  แตในหญาแฝก พบวา ชิ้นสวนซดีตายหลงัจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 6 วัน    จากการศึกษาทัง้หมดนี้ผูวิจัยสนันษิฐานวาซูโครสเปนปจจัยหลักทีม่ีผลตอความมี
ชีวิตของชิ้นสวน หญาแฝกคอนขางออนไหวตอสารละลายน้าํตาลซโูครส ทํานองเดียวกับปลาย
ยอดมันสําปะหลังซึง่ออนไหวตอการเพิ่มความเขมขนของซูโครส (Charoensub et al., 1999)  
จากการเปรียบเทียบชนิดของน้าํตาลและ glycerol ในการ pretreatment ชิ้นสวนเปนเวลา 3 วัน 
กอนแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาที โดยไมแชใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา glycerol ใหความมีชีวิตของชิน้สวนสงูสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลีย้ง



เปนเวลา 4 วนั (จากการสังเกตชิ้นสวนมสีีเขียว และบางสวนเริ่มเปลีย่นเปนสีน้าํตาล) รองลงมาคือ 
glucose สวน sorbitol สวนใหญมีสีน้ําตาล ในขณะทีน่้ําตาลซูโครสสงผลใหชิน้สวนเปลี่ยนเปนสี
น้ําตาลทัง้หมด      Bajaj (1995) รายงานวาสารแตละชนิดมีความเปนพษิตอเยื่อหุมเซลลตางกนั
เนื่องจากผลกระทบจากการแตกตัว โดยการซึมผานเขาสูเซลลไดตางกัน นอกจากนี้การตอบสนอง
ตอน้ําตาลดังกลาวแตกตางกันในพืชแตละชนิด นอกจากนีพ้บวา การทํา cold acclimatization 
โดยเพาะเลี้ยงกลุมยอดในทีอุ่ณหภูมิตํ่า (4±1 องศาเซลเซียส) ภายใตความเขมแสงต่ําเปนเวลา  
1-4 สัปดาห รวมกับเทคนิค encapsulation-dehydration ไมสงเสริมการรอดชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝก  
  การปรับปริมาณน้ําในแชชิน้สวนโดยใชเทคนิค vitrification โดยใชสารละลาย 
cryoprotectants นัน้ ชนิดของสารทีเ่ปนองคประกอบ ระยะเวลาในการแช นอกจากนี้ในพืช 
บางชนิดอุณหภูมิที่แชมีผลตออัตรารอดชีวิตของชิ้นสวนหลังจากแชในไนโตรเจนเหลว แมวามี
รายงานประสบผลสําเร็จจากการใช PVS2 ในพืชหลายชนิด อยางไรก็ตามในพืชบางชนิดพบวา  
ไมสามารถทนตอความเปนพิษไดจึงมกีารศึกษาองคประกอบของสารอื่น ๆ เชน Wang และคณะ 
(2005) รายงานการเก็บรักษาปลายยอดมะละกอ (Carica papaya) จํานวน 6 สายพนัธุ โดยทรตี
ปลายยอดดวยสารละลายทีป่ระกอบดวย glycerol 2 M และ ซูโครส 0.4 M ที่อุณหภูมิ 25  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 20 นาท ี แลวปรับปริมาณน้ําดวยการแชใน PVS2 ดัดแปลงโดยมี
องคประกอบดังนี ้ polyehyleneglycol-6000 เขมขน 3 เปอรเซ็นต proline เขมขน 0.02 โมลาร 
glycerol เขมขน 20 เปอรเซ็นต ethylene glycol เขมขน 13.6 เปอรเซ็นต DMSO เขมขน 10 
เปอรเซ็นต และซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร ในอาหารเหลวสูตร MS ที่อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส  
เปนเวลา 60 นาที แชในไนโตรเจนเหลวอยางนอย 1 สัปดาห พบวา ปลายยอดทัง้ 6 สายพนัธุ 
สามารถเจริญเติบโตระหวาง 48-93 เปอรเซ็นต  จากการเปรียบเทยีบ สาร PVS2 และ PVS3  
ในหญาแฝก ผลการศึกษาขั้นตนพบวา อุณหภูมิในการแชรวมกับชนดิของสาร มีผลตออัตรารอด
ชีวิตของชิ้นสวนกอนการแชในไนโตรเจนเหลว โดยการแชชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร  
ในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ใหอัตราการสรางยอดสงูสุด 75 เปอรเซ็นต 
จํานวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน   แตเมื่อนํามาแชในไนโตรเจนเหลวดวย พบวา ชิ้นสวนไมมี
การพัฒนา แมวาจะศึกษาเพิ่มเติมโดยเปรียบเทียบระยะเวลาในการ loading ชิ้นสวนปลายยอด
ขนาด 1-2 มิลลิเมตร กอนแชใน PVS3 ทีอุ่ณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส หรือเปรียบเทียบระยะเวลาใน
การแชที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ตลอดจนลดอุณหภมูิในการแชเปน 0 องศาเซลเซียส แลวแชใน
ไนโตรเจนเหลว กย็ังใหผลทํานองเดียวกันคือชิน้สวนไมสามารถพัฒนาเปนพืชตนใหมได  



จากการศึกษาเปรียบเทยีบองคประกอบของสารละลาย cryoprotectants พบวา PGluD 
(ประกอบดวย PEG 8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต, Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO 
เขมขน 10 เปอรเซ็นต)   ใหอัตรารอดชีวติสูงสุด 80 เปอรเซ็นต ในขณะที่ PVS2 และ PVS3 ให 
46.67 และ 38.09 เปอรเซน็ต ตามลําดบั และเมื่อดูถงึองคประกอบของสารแลวจะเหน็วา  PGluD 
ไมมีน้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบเลย จงึอาจจะทาํใหความมีชวีิตสงูกวา PVS2 หรือ PVS3 ทีม่ี
น้ําตาลซูโครสเปนองคประกอบดวย  ดวยเหตุผลดังกลาวจงึคอนขางแนใจวาชิน้สวนปลายยอด
หญาแฝกออนไหวตอน้าํตาลซูโครสความเขมขนสูง   

ในสวนของการละลายน้าํแข็งก็มีความสาํคัญไมดอยไปกวากระบวนการเตรียม
ชิ้นสวนขางตน โดยพบวา การละลายน้าํแข็งอยางรวดเร็วโดยแชหลอด cryotube ที่อุณหภูมทิี ่ 30  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที ใหความมีชวีิตต่ํากวาที่เวลา 2 นาที ซึง่ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 
100 เปอรเซ็นต เชนเดียวกบัที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที ซึง่จากการ
สังเกตจะพบวาการละลายทีอุ่ณหภูมิ 30  องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 นาที น้าํแข็งยังละลายไม
หมด ซึ่งอาจเปนสาเหตทุาํใหอัตรารอดชีวิตลดลงเนื่องจากความเสยีหายของชิน้สวนจากการเกิด
ผลึกน้ําแข็งอกีครั้งหนึ่ง ในการศึกษาครั้งตอไปอาจทดลองลางชิ้นสวนดวยน้ําตาลชนิดอื่น ๆ แทน
น้ําตาลซูโครสหรือใชสารประกอบอื่นรวมกับลดความเขมขนของน้าํตาลซูโครสลงดวย    ในสวน
ของการเพาะเลี้ยงเพื่อสงเสรมิการพฒันาเปนพืชตนใหม จากการศึกษาสภาพการเลีย้ง พบวา การ
เลี้ยงในที่มืดกอนเปนระยะเวลา 1 วนัจงึเปลี่ยนอาหาร และยายไปเลีย้งในสภาพปกติ มีแนวโนมวา
จะใหอัตราการรอดชีวิตสูงกวาการเพาะเลีย้งในสภาพปกติทันที      
  แมวาการศึกษาทีก่ลาวมาขางตนไมสามารถชักนําพืชตนใหมจากชิน้สวนปลาย
ยอดหญาแฝกหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวได และไมสามารถชีช้ัดไดวาเกิดจากปจจัยตัวใด ทัง้นี้
เนื่องจากแตละปจจัยหรือแตละขั้นตอนมผีลตอเนื่องกนั และลวนแตมผีลตอความสาํเร็จในการเกบ็
รักษาในไนโตรเจนเหลว สําหรับการศึกษาตอไปในการเก็บรักษาเชือ้พันธุหญาแฝกโดยใชชิ้นสวน
ปลายยอด โดยใชเทคนิคบนพืน้ฐานของ vitrification นัน้ อาจจะศึกษาเปรยีบเทียบชนิดและ 
ความเขมขนของสารหรือน้ําตาลเพิ่มเติม ต้ังแตการ pretreatment องคประกอบของสาร 
cryoprotectants และสารละลายลางชิน้สวนโดยเฉพาะ glycerol นอกจากนีต้องตรวจสอบ 
ความมีชวีิตและการพฒันาเปนพชืตนใหมทุกขัน้ตอนเพื่อใหทราบวาปจจัยหรือข้ันตอนไหนมีผลตอ
การรอดชีวิตของชิ้นสวนหรือไมอยางไร    แมวาโดยธรรมชาติหญาแฝกมีการปรับตัวไดดีสามารถ
เจริญเติบโตไดแมในที่มีปริมาณน้าํฝน มากกวา 3,000 มิลลิเมตร หรือนอยกวา 300 มิลลิเมตร 
นอกจากนี้สามารถมีชวีิตรอดไดในพื้นที่ทีม่ีอุณหภูมิสูงถึง 46 องศาเซลเซยีส  



(ใน Fujian ประเทศจีน) และที่อุณหภูมิในเขตหนาว (winter temperatures) -9 องศาเซลเซียส 
อยางไรก็ตาม การเก็บรักษาในสภาพเยน็ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ตองมีการพัฒนาและ
ปรับใชเพื่อใหเหมาะสมและสามารถเก็บรักษาเชื้อพนัธุหญาแฝกสายพันธุตาง ๆ ไดในระยะยาว   
Johnson และคณะ (2007) รายงานวา อาการ cryo-injury เปนลกัษณะที่เกิดเนื่องจาก oxidative 
stress และ ethylene stress  โดยที่อุณหภูมิตํ่าจะมีการเกิดอนุมลูอิสระ (reactive oxygen 
species : ROS) เชน  superoxide radical (O2__) hydrogen peroxide (H2O2)  hydroxyl 
radical (_OH) ซึ่งทําใหเกิดการ oxidative ทําลายไลปด โปรตีน และดีเอ็นเอ การสราง ROS เปน
สัญญาณใหพชืมีการปรับตัวโดยผลิตสารแอนติออกซิเดน นอกจากนี้อุณหภูมิตํ่ามีผลตอเยื่อหุม
เซลล และการสรางเอธิลีน เมื่อมีการสรางเอธิลีนเปนสัญญาณวาเยื่อหุมเซลลไดรับความเสียหาย 
จากการศึกษาเปรียบเทยีบใน Ribes  2 ชนิด คือ Ribes nigrum (tolerance to 

cryopreservation) และ R. ciliatum  (sensitive to cryopreservation) ในการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา R. nigrum มีการตอบสนองโดยมีการผลิตหรือสะสมสารประกอบฟนอล 
(antioxidant) เชน แอนโธไซยานิน  เพิม่ข้ึน และสามารถรักษาสัดสวนของคลอโรฟลล a:b ตลอด
การเก็บรักษาและการพัฒนาเปนพืชตนใหมโดยที่ไมซีดขาว ซึง่ชนดิที่ไมทนไมมกีารตอบสนอง
ดังกลาว และเมื่อตรวจสอบปริมาณการสรางเอธิลีน พบวาชนิดทีท่นมีการสรางนอยกวาชนิดที่ไม
ทน ซึ่งการศึกษานีช้ี้ใหเห็นวา antioxidant status และการสะสมสารประกอบฟนอล อาจจะบงชี้
การทนตอการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และความสามารถในการพัฒนาเปนพืชตนใหม
หลังจากการเก็บรักษา Steyn และคณะ (2002) อางโดย Johnson และคณะ (2007) รายงานวา 
แอนโธไซยานนิมีบทบาทในการปองกนัจากสภาพเครียดเนื่องจากอุณหภูมิตํ่าดังนี้คือ  
(1) antioxidants (2) compatible osmolytes during dehydration/freezing (3) protectants 
against photooxidation  และแอนโธไซยานนิชวยลด photo-inhibition และการซดี (chlorophyll 
bleaching) ในใบ  ดังนัน้การเติมสาร antioxidants ในกระบวนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวใน
พืชที่ไมทนตออุณหภูมิตํ่าอาจสงเสริมอัตรารอดชีวิตหรือการพัฒนาเปนพืชตนใหมหลังการเก็บ
รักษาได อยางเชนในเซลลแขวนลอยของ O. sativa และ Euglena gracilis (Fleck et al., 2000; 
Benson et al., 1995 อางโดย Johnson  et al., 2007) อยางไรก็ตาม การดัดแปลงหรือปรับใช
จําเปนตองมีการศึกษาชนิดของสารเพื่อใหเหมาะสมกบัพืชชนิดนัน้ ๆ  
 
 



   ในสวนของการศึกษาการเกบ็รักษาในหลอดทดลองโดยการเพาะเลีย้งในสภาพ
ชะลอการเจรญิเติบโตนั้นสามารถทําไดหลายเทคนิค เชน การลดความเขมแสง หรือเพาะเลี้ยงในที่
มืด การลดอุณหภูมิ หรือลดองคประกอบของธาตุอาหารลง รวมกบัการเติมออสโมติคัมหรือสาร
ชะลอการเจรญิเติบโต  สําหรับรายงานฉบับนี้ทาํการศึกษาความเปนไปไดข้ันตนในการเก็บรักษา
เชื้อพันธุหญาแฝกพันธุสงขลา 3 โดยศึกษา 2 ปจจัยหลกัคือ เพาะเลี้ยงในที่อุณหภูมิตํ่า  
(4 องศาเซลเซียส) และเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีองคประกอบธาตุอาหารความเขมขนตาง ๆ รวมกบั
การเติมพาโคลบิวทราโซล พบวา การลดความเขมขนขององคประกอบธาตุอาหารสตูร MS ลงเปน 
1/4 MS รวมกับเติมพาโคลบิวทราโซล เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกติ 
(อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 12 เดือน ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอด
เฉลี่ยสูงสุด 75 เปอรเซ็นต และ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร 
(ตารางที ่ 20  รูปที่ 7 จ ฉ ช) ในขณะที่การเพาะเลีย้งในที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ชิน้สวน
เปลี่ยนเปนสีซดีและตายตั้งแตเดือนที่สองหลังจากเพาะเลีย้ง จะเห็นไดวาชิ้นสวนปลายยอด
คอนขางออนไหวตออุณหภมูิตํ่า แมวาจะมกีารปรับปริมาณน้าํในชิ้นสวนโดยใชเทคนิคพื้นฐาน  
3 เทคนิค คือ vitrification dehydration และ encapsulation กอนเกบ็ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส 
แตพบวาชิน้สวนซีดตายและไมมีการพัฒนาเปนยอด  สําหรับสารชะลอการเจรญิเติบโตนั้นมผีล
โดยตรงตอการเจริญของพืชทั้งนี้เนื่องมาจากสารในกลุมดังกลาวยับยัง้การทาํงานของสารควบคุม
การเจริญ เติบโตในกลุม ออกซิน ไซโตไคนิน ตลอดจนจิบเบอเรลลินซึ่งสงเสรมิการแบงเซลล  
สารในกลุมชะลอการเจริญเติบโตมีหลายชนิด เชน กรดแอบซิซิค พาโคลบิวทราโซล น้าํตาลในรูป
แอลกอฮอล เชน แมนนิทอล ซอรบิทอล และโพลีเอทธลีินไกลคอล เปนตน ในกรณีของสารพาโคล
บิทราโซล  
มีกลไกในการชะลอการเจรญิโดยยับยัง้การสรางกรดจบิเบอเรลลิคในวิถีไอโสพรีนอยดดวยการ
ยับยั้งเอนไซมที่เปนตวัเรงปฏิกิริยาเมทาบอลิซึมการสรางกรดดังกลาว (Ninnenmann et al., 
1964) สงผลใหการยืดยาวของปลองลดลง จึงเหน็ขอและปลองสั้น (Hazarika, 2003; Chaney, 
2006) ใบมีขนาดเล็กและหนา ทั้งนี้เนื่องจากพาโคลบวิทราโซลยับยั้งการขยายขนาดของแผนใบ 
(Chaney, 2006) เชนเดยีวกับการเพาะเลี้ยงหญาแฝกในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล สงผลให 
ลําตนเตี้ยแคระกวาตนในชุดควบคุมอยางนอย 10 เทา ใบไมยาวเหมือนพืชตระกูลหญาทัว่ไป  
หดสั้นความกวางใบเพิ่มข้ึน นอกจากนี้ยงัหนาเพิม่ข้ึนดวย   อยางไรก็ตาม การใชความเขมขนสูง
เกินไปทาํใหยอดและใบไหม เปลี่ยนเปนสีน้าํตาล ในการอนุรักษเชื้อพันธกุรรมพืชในระยะ 
ปานกลางนอกจากจะใชพาโคลบิวทราโซลแลวยังมีรายงานการใชน้ําตาลแอลกอฮอล  



อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ไมไดทดสอบผลของน้ําตาลซอรบิทอล ดังนัน้ในการศึกษาตอไปควร
ศึกษาการเก็บรักษาเชื้อพันธุหญาแฝกในระยะปานกลางโดยใชซอรบิทอลระดับความเขมขนตาง ๆ 
หรืออาจใชสารชะลอการเจรญิเติบโต (พาโคลบิวทราโซล) รวมกับซอรบิทอลเพื่อเพิม่ระยะเวลาใน
การเก็บรักษาเชื้อพันธุใหนานขึ้น 

แมวาจะมีการประยุกตใชวิธกีารตาง ๆ ในการเตรียมชิน้สวนปลายยอดหญาแฝก
เพื่ออนุรักษเชือ้พันธุในระยะยาวในไนโตรเจนเหลว แตก็ไมประสบความสําเร็จในการชกันําให
เอ็มบริโอเจนคิแคลลัส (ไมแสดงผลการทดลอง) และปลายยอด พัฒนาเปนพืชตนใหมได  
การปรับปริมาณน้ําดวยวิธกีารใชสารละลายน้าํตาลซโูครส สารละลาย PVS2 หรือ PVS3 
สารละลายโลดดิ้ง ตลอดจนสารละลายที่ใชปองกนัความเย็น ชวยปองกนัการเกิดผลึกน้ําแข็งที่เปน
อันตรายตอเซลลในสภาพเยน็ยิง่ยวด และยังปรับโครงสรางของเซลลโดยเฉพาะผนังเซลลใหมี
ความเหนยีวและทนทานตอการเก็บรักษาในสภาพอุณหภูมิตํ่า สงผลใหอัตรารอดชีวิตของเซลลที่
เปนองคประกอบในแคลลัส และปลายยอดมีชีวิตอยูได เมื่อตรวจสอบดวยสารละลาย FDA แต
กิจกรรมของเซลลในระยะตอมาไมสามารถที่จะแบงและสรางโปรตีนที่จําเปนตอการพัฒนาเปนพชื
ตนใหมได ทัง้นี้อาจเปนไปไดวาหญาแฝกมีความออนไหวตอความเย็นมาก เพราะจากการศึกษา
เก็บรักษาในระยะปานกลางในสภาพที่ใหอุณหภูมิตํ่า (4-10 องศาเซลเซียส) กไ็มสามารถที่จะ
เจริญเปนพืชตนใหมไดหลงัจากนาํไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพิ่มปริมาณยอด    อยางไรก็ตาม  
ในการศึกษานีท้ําการยอมดวยสารละลาย FDA ทั้งชิ้นสวนซึง่ผลที่ไดอาจคลาดเคลือ่น ดังนัน้ใน
การตรวจสอบความมีชวีิตครั้งตอไปอาจตองมีการตัด (section) ชิ้นสวนปลายยอดใหมีขนาด 
เล็ก ๆ โดยเฉพาะใหตัดผานชิ้นสวนของเนื้อเยื่อเจริญสวนยอด หรือตรวจสอบเฉพาะการ regrowth 
เปนพชืตนใหมในอาหารเพาะเลี้ยง                 อยางไรก็ตาม จนถึงขณะนี้วิธกีารเดียวที่จะเปนไป
ไดในการอนุรักษเชื้อพนัธุหญาแฝกก็คือการชะลอการเจริญเติบโตในอาหารที่ดัดแปลงโดยการเติม 
พาโคลบวิทราโซล 

การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของชิ้นสวนที่เก็บรักษา หรือตนพืชที่
ผานกระบวนการเก็บรักษาเปนระยะเวลาตาง ๆ นัน้นับวามีความสําคัญยิ่ง ทั้งนี้เพื่อเปนการ
ประกันวาวิธีการเก็บรักษานัน้ไมสงเสริมความแปรปรวนของพันธุกรรมพืชที่เก็บรักษา วิธีการทาง
ชีวโมเลกุลนับเปนวธิีการที่มคีวามนาเชื่อถอื และทาํไดรวดเร็วทุกระยะของการทดลอง ต้ังแต
แคลลัส ตนออน และตนโตที่ยายลงดนิปลูก วิธีการ RAPD เปนวิธกีารหนึง่ที่นยิมใชกันแพรหลาย
ทั้งนี้เพราะไมมีความจาํเปนตองทราบลาํดับเบสของไพรเมอรที่ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ สามารถใช
ไพรเมอรแบบสุมเขาไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอชวงใดชวงหนึ่ง แลวนาํมาตรวจสอบความแตกตาง 



วิธีการนี้ไมตองใชสารกัมมันตรังสีติดฉลากไพรเมอร ข้ันตอนไมยุงยาก ซับซอน ใหผลไดรวดเร็ว 
และตนทนุไมสูง นอกจากนี ้ RAPD ยังนิยมใชในการตรวจสอบความสอบความแปรปรวนของตน
พืชที่ไดจากการขยายพนัธุดวยวธิีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลายพืช เชน มังคุด (Te-chato, 2000) 
ปาลมน้าํมนั (ธนวดี, 2551) จากการตรวจสอบความแปรปรวนทางพนัธุกรรมของหญาแฝกที่เก็บ
รักษาในระยะเวลาปานกลาง (ในอาหารเติมพาโคลบวิทราโซล) ดวยเทคนิค RAPD โดยใช 
ไพรเมอร 7 ชนิด พบวา มี 3 ชนิดที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดและดีเอ็นเอที่ไดเปนแบบ 
monomorphic และไมพบความแตกตาง ระหวางตนควบคุม (ตนที่ดูแลในอาหารสูตรเพิ่มปริมาณ
ในสภาพการเพาะเลี้ยงปกต)ิ และตนทีพ่ัฒนาจากชิน้สวนยอดที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง 
ทุกหนวยการทดลองและไมพบความแปรปรวนในแตละตน (จากการตรวจสอบในทรีตเมนที่ให
ปริมาณดีเอ็นเอเพียงพอ) ซึ่งจากผลดังกลาวทําใหทราบขอมูลข้ันตนถึงความเปนไปไดในการเกบ็
รักษาเชื้อพันธุหญาแฝกในหลอดทดลอง โดยสามารถยดืระยะเวลาในการยายเลี้ยง และเปนการ
เก็บแหลงพนัธุกรรมของหญาแฝกซึ่งปลอดเชื้อ และมีศักยภาพหรอืความสามารถในการพัฒนา
เปนพชืตนใหมไดไวใชประโยชนตามที่ตองการ อยางไรก็ตาม ในการศึกษาตอไปจําเปนตองมีการ
เพิ่มจาํนวนซ้าํและจํานวนตวัอยางใหมากขึน้ เพื่อลดขอจํากัดในการปนเปอน และทําการเก็บรักษา
เปนระยะเวลานานขึ้น นอกจากนี้สามารถดดัแปลงวิธีการเพื่อใหสามารถเก็บรักษาหญาแฝก 
พันธุอ่ืน ๆ ดวย และอาจเพิ่มความเชื่อมั่นในการตรวจสอบความแปรปรวนของตนที่เก็บรักษาโดย
เพิ่มจาํนวนไพรเมอรที่ใชตรวจสอบ หรือใชเทคนิคทางดานชีวโมเลกุลอ่ืน ๆ รวมดวย เชน AFLP 
หรือ SSR  

 
 



บทที่ 5 
 

สรุป 
 

1. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในไนโตรเจนเหลว 
 

 1.1 การหุมหอชิ้นสวนปลายยอด (ขนาด 3 มิลลิเมตร) ดวยวุนอัลจิเนต (Sigma) 
ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต และแชในสารละลาย CaCl2 เขมขน 0.28 เปอรเซ็นต เปนเวลา 30 นาที 
ใหเม็ดบีดที่มีคุณภาพดี กลม สีใส และอัตราการสรางยอดหลังจากนําไปเพาะเลี้ยงสูง 70 
เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 0.57 ยอดตอชิ้นสวน 

 1.2 การ dehydration ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในจานเพาะเลี้ยงใน
ตู laminar flow เปนเวลา 0-5-5 ชั่วโมง ใหอัตรารอดชีวิต (100 เปอรเซ็นต) ไมแตกตางกัน  

 1.3 การ vitrification ชิ้นสวนขนาดเล็ก (1-2 มิลลิเมตร) ใหอัตราการสรางยอด 25 
เปอรเซ็นต และจํานวนยอดเฉลี่ย 2 ยอดตอชิ้นสวน สูงกวาชิ้นสวนขนาดใหญ 3-5 มิลลิเมตร   
  1.4 การ pretreatment ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร ในอาหารเหลวสูตร 
1/2 MS เติม glycerol เขมขน 0.3 โมลาร  บนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 100 รอบตอนาท ี เปน
เวลา 3 วัน จากนัน้จงึแชในสารละลาย  LS เปนเวลา 20 นาที และ PVS2 เปนเวลา 20 นาท ีแลว
จึงแชในไนโตรเจนเหลวเปนเวลา 1 ชั่วโมง ละลายน้ําแข็งโดยแชในอางน้ําควบคมุอุณหภูมิ 40±1 
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 นาที ลางชิน้สวนดวยอาหารสูตร MS เติมซูโครส เขมขน 1.2 โมลาร 
เปนเวลา 20 นาทีใหความมีชีวิตสูงสุด 77.78 เปอรเซ็นต หลังเพาะเลีย้งเปนเวลา 4 วัน  

 1.5 การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ที่ประกอบดวย glycerol เขมขน 
2 โมลาร รวมกับ ซูโครส เขมขน 0.4 โมลาร รวมกับเทคนิค vitrification เปนระยะเวลา 1 ชั่วโมง  
ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต หลังเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ในขณะที่การไมแช
ชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย LS ใหอัตรารอดชีวิตต่ํา (27.27 เปอรเซ็นต) 

 1.6 ระยะเวลาในการแชในสารละลาย PVS2 มีผลตออัตรารอดชีวิตของชิ้นสวน
ปลายยอดหญาแฝก โดยในสภาพปกติ (ไมแชในไนโตรเจนเหลว) อัตราการสรางยอดหรือ 
ความมีชีวิตลดลงตามสัดสวนของระยะเวลาที่เพิ่มข้ึน โดยอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือ 30 
เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนเวลา 60 นาที ในทางตรงขามเมื่อมีการแชในไนโตรเจนเหลว สงเสริมให
ความมีชีวิตเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลาเพิ่มข้ึนโดยสูงถึง 100 เปอรเซ็นต เมื่อแชเปนระยะเวลา 120 นาที  



 1.6 การแชชิ้นสวนปลายยอดในสารละลาย PVS3 ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 
ใหอัตราการสรางยอดสูงสุด 75 เปอรเซ็นต จํานวนยอดเฉลี่ย 3.33 ยอดตอชิ้นสวน  

 1.7  การแชชิ้นสวนปลายยอดที่ผานการ pretreatment  ในอาหารสูตร 1/2 MS 
เติมซูโครส เขมขน 0.3 โมลาร เปนเวลา 12 ชั่วโมง ในสารละลาย PGluD (ประกอบดวย PEG 
8000 เขมขน 10 เปอรเซ็นต Glucose เขมขน 10 เปอรเซ็นต และ DMSO เขมขน 10 เปอรเซ็นต)  
ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 80 เปอรเซ็นต หลังจากเพาะเลี้ยงเปน
เวลา 6 วัน 

 1.8 การละลายน้ําแข็ง  ชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวทันทีดวย
การแช cryotubes ในอางควบคุมอุณหภูมิที่  30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที หรือแชที่ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 หรือ 2 นาที แลวลางชิ้นสวนดวยอาหารสูตร MS  
เติมซูโครส 0.3 โมลาร โดยแชไวเปนเวลา 1 นาที ใหอัตรารอดชีวิตสูงสุด 100 เปอรเซ็นต 

 1.9 การเพาะเลี้ยงชิ้นสวนปลายยอดหลังจากแชในไนโตรเจนเหลวในที่มืด 
เปนเวลา 1 วันกอนยายไปเลี้ยงในสภาพการใหแสงปกติใหอัตรารอดชีวิต 10 เปอรเซ็นต สูงกวา
การเพาะเลี้ยงในสภาพการใหแสงโดยตรง 
 
2. ศึกษาการเก็บรักษาเชือ้พันธุในหลอดทดลองโดยวิธกีารชะลอการเจริญเติบโต 
   
  การเพาะเลีย้งชิ้นสวนปลายยอดบนอาหารสูตร 1/4 MS เติมพาโคลบิวทราโซล 
เขมขน 3 มิลลิกรัมตอลิตร ใหอัตราการสรางยอดรวม และจํานวนยอดเฉลี่ยสูงสุด 75 เปอรเซ็นต
และ 3.76 ยอดตอชิ้นสวน ตามลําดับ และความยาวยอด 2-6 มิลลิเมตร ในสภาพการเพาะเลีย้ง
ปกติ (อุณหภูมิ 27±1 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 12 เดือน ในขณะที่การเพาะเลีย้งในที่อุณหภมูิ 4 
องศาเซลเซยีส ชิ้นสวนเปลีย่นเปนสีซีดและตายตั้งแตเดือนที่สองหลงัจากเพาะเลีย้ง 
 
3. การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธกุรรมโดยใชเทคนิค RAPD 
 
  จากการวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลอง
เปนเวลา 12 เดือน เปรียบเทียบกับตนที่ผานการเพาะเลี้ยงปกติ โดยใชเทคนิค RAPD โดยใช 
ไพรเมอร จํานวน 7 ไพรเมอร พบวา มีจํานวน 3 ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอหญาแฝก
ได  แถบดีเอ็นเอของตนที่เก็บรักษาในหลอดทดลองเหมือนกับตนควบคุมที่ไมผานการเก็บรักษา 
แสดงวาไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรม 
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางภาคผนวกที ่1 องคประกอบของธาตุอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) 
 
องคประกอบ ปริมาณสาร (มิลลกิรัมตอลิตร) 
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 
วุน (กรัม) 7.50 
pH 5.7 

 
 



ตารางภาคผนวกที่ 2 ไพรเมอรและลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหความแปรปรวน 
                                ทางพันธุกรรมหญาแฝก 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 
 เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จนกวาสาร
จะละลายหมด นําไปนึ่งฆาเชื้อ และเติมสาร 2-Mercapthoetanol 2 เปอรเซ็นต กอนทําการ
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 (เขมขน 50 เทา 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 
 เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 500 มิลลิลิตร นึง่ฆาเชื้อ เมื่อนาํมาใชตองเจือจางเปน 1 เทา 
 

4. TBE บัฟเฟอร (เขมขน 5 เทา ปริมาตร 4000 มิลลิลิตร) 
 - Tris base   216.0 กรัม 
 - Boric acid   110.0 กรัม 

- 0.5 M Na2 EDTA (pH 8.0)  80.0  มิลลิลิตร  
เติมน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 4 ลิตร นึ่งฆาเชือ้ เมื่อนาํมาใชตองเจือจางเปน 1 เทา 
 

5. Ethidium bromide 
 น้ํากลัน่ 100 มิลลิลิตร 
 Ethidium bromide 1 กรัม 
 เมื่อนํามาใชตองเจือจางความเขมขน โดยใชสารละลาย 40 ไมโครลิตร เติมน้าํใหได
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
รูปภาคผนวกที่ 1 ข้ันตอนการเก็บรักษาเชื้อพันธุชิน้สวนปลายยอดหญาแฝกในไนโตรเจนเหลว       

                          โดยใชเทคนิค vitrification. 
 
 

ชิ้นสวนปลายยอดขนาด 1-2 มม 

Pretreatment  ในอาหารเหลวสูตร ½ MS เติม glycerol เขมขน 0.3  โมลาร 

100 รอบตอนาท ี3 วัน 

แชในสารละลาย LS 

100 รอบตอนาท ี1 ชั่วโมง 

แชในสารละลาย PGluD 

30 นาท ี อุณหภูมิหอง 

ละลายน้ําแข็ง 

40 oC 1-2 นาท ี

ลางชิน้สวนดวย อาหารเหลวสูตร MS เติมซูโครส 0.3 โมลาร 

เพาะเลี้ยงในทีม่ืด 1 วัน 

เพาะเลี้ยงในสภาพปกต ิ

 



 
 

รูปภาคผนวกที่ รูปภาคผนวกที่ 22    วิธีการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย วิธีการยอมความมีชวีิตดวยสารละลาย FFDDAA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

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

FDA (1x) :  อาหารเหลว   (=  1:1) 

ชิ้นสวนปลายยอด 
ที่ตองการตรวจสอบ 

ตรวจสอบอัตรารอดชีวิต 
การเรืองแสงสเีขียวภายใตแสง UV ภายใตกลอง 

15 นาท ี

เจือจางสารละลาย FDA เปน 1x  
(FDA (25x) 0.1 มล+อาหารเหลว/น้ํากลัน่ 2.4 มล) 




