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วธิีการด าเนินการวจิัย 
 
การทดลองที ่1 การเพาะเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิด(Aerides odorata Lour.) 
 น ำฝักกลว้ยไมกุ้หลำบกระเป๋ำปิด ท่ีมีอำยฝัุก 6 เดือน มำท ำควำมสะอำดโดยตดัส่วนหวัและ
ส่วนปลำยของฝักกลว้ยไมอ้อกเล็กนอ้ย ระวงัไม่ให้ฝักกลว้ยไมแ้ตก จำกนั้นฟอกฆ่ำเช้ือท่ีผิวของฝัก 
โดยแช่ในสำรละลำยแคลเซียมไฮเปอร์คลอไรด์ ควำมเขม้ขน้ 1% เขยำ่เป็นเวลำ 20 นำที แลว้ลำ้ง
ดว้ยน ้ ำกลัน่ปลอดเช้ือ 3 คร้ัง เม่ือท ำกำรฆ่ำเช้ือท่ีผิวรอบนอกของฝักแลว้ขั้นตอนกำรผำ่ฝักกลว้ยไม้
อำจผ่ำตำมแนวยำวหรือตำมแนวขวำงก็ไดข้ึ้นอยูค่วำมถนดัของผูท้  ำกำรทดลอง และลกัษณะของฝัก
กล้วยไม ้จำกนั้นใช้ปำกคีบเคำะหรือคีบเมล็ดกล้วยไมล้งในอำหำรสังเครำะห์สูตร ND (1993) 
ดดัแปลงท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C 
ใหแ้สง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1 เม่ือเมล็ดเร่ิมงอกจะสังเกตเห็นเมล็ดมีสีเขียว 
เพำะเล้ียงต่อไปจนกระทัง่เมล็ดเจริญเป็นโปรโทคอร์ม 
 
การทดลองที ่ 2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อการชักน าให้โพรโทคอร์ม 

กุหลาบกระเป๋าปิดเจริญเป็นต้น 
 เพำะเล้ียงโพรโทคอร์มกล้วยไมกุ้หลำบกระเป๋ำปิด ขนำด 2-3 มม. บนอำหำรสังเครำะห์
สูตร New Dogashima (ND) ท่ีเติม NAA ควำมเขม้ขน้ 0 0.1 0.5 และ 1 มก./ล. ร่วมกบั BA ควำม
เขม้ขน้ 0 1 2 และ 4 มก./ล. ตำมล ำดบั รวมทั้งหมด 16 สูตร (ตำรำงท่ี 1) เพื่อเปรียบเทียบผลของสำร
ควบคุมกำรเจริญเติบโตต่อกำรเจริญ และกำรชกัน ำให้โปรโทคอร์มกลว้ยไมเ้จริญเป็นตน้ เพำะเล้ียง
ภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C ให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1 บนัทึกเปอร์เซ็นต์
รอดชีวิต นับจ ำนวนต้นใหม่ เปอร์เซ็นต์กำรเกิดรำก นับจ ำนวนรำก และวดัควำมสูงต้น เม่ือ
เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 12 สัปดำห์ 
 จำกนั้นยำ้ยตน้อ่อนกล้วยไมท่ี้ชักน ำได้มำเพำะเล้ียงบนอำหำรสูตร ND ดดัแปลงท่ีเติม
วิตำมินและกรดอะมิโนตำมสูตรอำหำร MS เพื่อให้ตน้อ่อนกลว้ยไมเ้จริญต่อไปเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์
ก่อนยำ้ยลงปลูกในกระถำงท่ีมีเปลือกมะพร้ำวบรรจุอยู่ ศึกษำอัตรำกำรรอดชีวิตของต้นอ่อน
กลว้ยไมภ้ำยหลงัออกปลูกในกระถำงเป็นเวลำ 4 สัปดำห์ 
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ตารางที ่1 อำหำรสังเครำะห์สูตร ND ท่ีเติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต NAA และ BA ควำมเขม้ขน้
ระดบัต่ำงๆ เพื่อชกัน ำใหโ้พรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลำบกระเป๋ำปิดเจริญเป็นตน้ 

 
 
                สูตรอำหำร 

อำหำรสังเครำะห์สูตร ND ท่ีเติม 

NAA (มก./ล.)                          BA (มก./ล.)    
                       1                                                         0                                             0 
                       2                                                         0.1                                          0 
                       3                                                         0.5                                          0             
                       4                                                         1                                             0      
                       5                                                         0                                             1 
                       6                                                         0.1                                          1  
                       7                                                         0.5                                          1    
                       8                                                         1                                             1    
                       9                                                         0                                             2       
                      10                                                        0.1                                          2 
                      11                                                        0.5                                          2 
                      12                                                        1                                             2 
                      13                                                        0                                             4 
                      14                                                        0.1                                          4 
                      15                                                        0.5                                          4 
                      16                                                        1                                             4 
 
สถิติท่ีใชใ้นกำรทดลอง 
 กำรศึกษำคร้ังน้ีใชแ้ผนกำรทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely randomized design, CRD) 
สถิติท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์ขอ้มูล ไดแ้ก่ สถิติพื้นฐำน (ค่ำเฉล่ีย ค่ำเบ่ียงเบนมำตรฐำน ร้อยละ) สถิติใน
กำรวเิครำะห์เปรียบเทียบค่ำเฉล่ีย 2 ชุด (T-test) และสถิติท่ีใชใ้นกำรวเิครำะห์หำควำมแปรปรวน
แบบจ ำแนกทำงเดียว (one-way ANOVA) 
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การทดลองที ่3 การเกบ็รักษาเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 
การเพาะเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิด 

 น ำฝักกลว้ยไมกุ้หลำบกระเป๋ำเปิด ท่ีมีอำยุฝัก 6 เดือน มำท ำควำมสะอำดโดยตดัส่วนหัว
และส่วนปลำยของฝักกล้วยไมอ้อกเล็กน้อย ระวงัไม่ให้ฝักกลว้ยไมแ้ตก จำกนั้นฟอกฆ่ำเช้ือท่ีผิว
ของฝัก โดยแช่ในสำรละลำยแคลเซียมไฮเปอร์คลอไรต์ ควำมเขม้ขน้ 1% เขย่ำเป็นเวลำ 20 นำที 
แลว้ลำ้งดว้ยน ้ำกลัน่ปลอดเช้ือ 3 คร้ัง จำกนั้นผำ่ฝักกลว้ยไมอ้อกตำมแนวยำว ใชป้ำกคีบเคำะหรือคีบ
เมล็ดกลว้ยไมล้งในอำหำรสังเครำะห์สูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ ำตม้มนั
ฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C ให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol 
m-2s-1 เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วนั แลว้จึงน ำไปใชใ้นกำรทดลองต่อไป 
 3.1 การเกบ็รักษาเมลด็ทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยการแช่ในไนโตรเจนโดยตรง 
 น ำเมล็ดกลว้ยไมจ้ำกกำรทดลองขำ้งตน้ ใส่ลงในหลอด cryotube ขนำด 2 มล. และน ำไป
เก็บในไนโตรเจนเหลวอยำ่งนอ้ย 1 วนั จำกนั้นน ำหลอด cryotube มำท ำละลำยอยำ่งรวดเร็วโดยแช่
ในน ้ำท่ีมีอุณหภูมิประมำณ 40°C เป็นเวลำ 2-3 นำที แลว้น ำมำเพำะเล้ียงบนอำหำรสูตร ND 
ดดัแปลงท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C 
ใหแ้สง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1 เพำะเล้ียงจนกระทัง่เมล็ดเร่ิมงอกและเจริญ
เป็นโพรโทคอร์ม บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิตและกำรเจริญของเมล็ดภำยหลงัเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 
30 วนั 
 3.2 การเกบ็รักษาเมลด็ทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวิธี encapsulation-dehydration 
 น ำเมล็ดกลว้ยไมท่ี้ไดจ้ำกกำรทดลองขำ้งตน้ มำผลิตเป็นเมล็ดเทียม ซ่ึงเตรียมโดยใชอ้ำหำร
เหลวสูตร ND ท่ีเติม sodium alginate 3% จำกนั้นท ำใหแ้ขง็โดยหยดลงในอำหำรเหลวสูตร ND ท่ี
เติม CaCl2 100 mM เขยำ่เป็นเวลำ 30 นำที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C น ำเมล็ดเทียมท่ีไดม้ำเพำะเล้ียงใน
อำหำรเหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 0.5 M เขยำ่เป็นเวลำ 18 ชัว่โมง (100 rpm) ท่ีอุณหภูมิ 
25±2°C จำกนั้นท ำกำรดึงน ้ำออกจำกเมล็ดเทียมโดยกำรผึ่งเมล็ดเทียมลงบนกระดำษกรองปลอดเช้ือ
และใชล้มจำกตู ้ laminar air-flow เป็นเวลำ 0-6 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำน ำเมล็ดเทียมใส่ลงในหลอด 
cryotube แลว้น ำไปเก็บลงในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลำ 1 วนั จำกนั้นจึงน ำมำท ำละลำยอยำ่งรวดเร็ว
โดยแช่ลงในน ้ำท่ีมีอุณหภูมิ 40°C เป็นเวลำ 2-3 นำที แลว้จึงน ำไปเมล็ดเทียมไปแช่ลงในอำหำร
เหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 1.2 M เป็นเวลำ 20 นำที และน ำไปเพำะเล้ียงบนอำหำรสูตร ND
ดดัแปลงท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C 
ใหแ้สง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1  

บนัทึกปริมำณน ้ ำท่ีเหลือภำยในเมล็ดเทียมภำยหลงัจำกกำรดึงน ้ ำออกเป็นเวลำ 0-6 ชัว่โมง 
เปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิต และกำรเจริญของเมล็ดภำยหลงัเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 30 วนั เปรียบเทียบกบั
กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผำ่นกำรเก็บท่ีไนโตรเจนเหลว 
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การทดลองที ่4 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 
 4.1 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ vitrification 
 น ำโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้เจริญจำกกำรเพำะเล้ียงเมล็ดบนอำหำรสังเครำะห์สูตร ND ดดัแปลง
ท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เป็นเวลำ 30 วนั มำเพำะเล้ียงในอำหำร
เหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 0.5 M เขยำ่เป็นเวลำ 18 ชัว่โมง (100 rpm) ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C 
จำกนั้นใส่ลงในหลอด cryotube ขนำด 2 มล. ท่ีมีสำรละลำย LS 1.5 มล. และไม่มีสำรละลำย LS แช่
โพรโทคอร์มเป็นเวลำนำน 30 นำที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C จำกนั้นเทสำรละลำย LS ออก แลว้เติม
สำรละลำย PVS2 ลงไป เพื่อดึงน ้ำออกจำกโพรโทคอร์ม โดยแปรผนัระยะเวลำในกำรแช่สำร (0-
180 นำที) ท่ีอุณหภูมิ 0°C เม่ือครบระยะเวลำจึงน ำหลอด cryotube เก็บลงในไนโตรเจนเหลวอยำ่ง
รวดเร็ว ภำยหลงัจำกกำรเก็บในไนโตรเจนเหลว น ำหลอด cryotube มำท ำละลำยโดยแช่ในน ้ำท่ีมี
อุณหภูมิประมำณ 40°C เป็นเวลำ 2-3 นำที เทสำรละลำย PVS2 ออก น ำโพรโทคอร์มแช่ในอำหำร
เหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 1.2 M เป็นเวลำ 30 นำที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C แลว้จึงน ำมำ
เพำะเล้ียงบนอำหำรสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) 
เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C ใหแ้สง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1  

บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิตของโพรโทคอร์มภำยหลงัเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 30 วนั เปรียบเทียบ
ระหวำ่งกลุ่มท่ีผำ่นกำรบ่มร่วมกบัสำรละลำย LS เป็นเวลำ 30 นำที และกลุ่มท่ีไม่ผำ่นกำรบ่มร่วมกบั
สำรละลำย LS กบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ผำ่นกำรเก็บท่ีไนโตรเจนเหลว จำกนั้นจึงยำ้ยโปรโทคอร์มมำ
เพำะเล้ียงบนอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตต่อไป 
 4.2 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ encapsulation- 

       dehydration 
 น ำโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้เจริญจำกกำรเพำะเล้ียงเมล็ด เป็นเวลำ 30 วนั มำผลิตเป็นเมล็ด
เทียม ซ่ึงเตรียมโดยใชอ้ำหำรเหลว ND ท่ีเติม sodium alginate 3% จำกนั้นท ำใหแ้ขง็โดยหยดลงใน
อำหำรเหลว ND ท่ีเติม CaCl2 100 mM เขยำ่เป็นเวลำ 30 นำทีท่ีอุณหภูมิ 25±2°C น ำเมล็ดเทียมท่ี
ไดม้ำเพำะเล้ียงในอำหำรเหลว ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 0.5 M เขยำ่เป็นเวลำ 24 ชัว่โมง (100 rpm) 
ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C จำกนั้นท ำกำรดึงน ้ำออกจำกเมล็ดเทียมโดยกำรผึ่งเมล็ดเทียมลงบนกระดำษ
กรองปลอดเช้ือและใชล้มจำกตู ้ lamina air-flow เป็นเวลำ 0-8 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำน ำเมล็ดเทียมใส่
ลงในหลอด cryotube แลว้น ำไปเก็บลงในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลำ 1 วนั จำกนั้นจึงน ำมำท ำละลำย
อยำ่งรวดเร็วโดยแช่ลงในน ้ำท่ีมีอุณหภูมิ40°C เป็นเวลำ 2-3 นำที แลว้จึงน ำเมล็ดเทียมไปแช่ลงใน
อำหำรเหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ำตำลซูโครส 1.2 M เป็นเวลำ 20 นำที และน ำไปเพำะเล้ียงบนอำหำร
สูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ำตำลซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใต้
อุณหภูมิ 25±2°C ใหแ้สง 16 ชัว่โมงต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1  
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บนัทึกปริมำณน ้ ำท่ีเหลือภำยในเมล็ดเทียมภำยหลงัจำกกำรดึงน ้ ำออกเป็นเวลำ 0-8 ชัว่โมง 
และเปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวติภำยหลงัเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 30 วนั เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมท่ีไม่ผำ่น
กำรเก็บท่ีไนโตรเจนเหลว จำกนั้นจึงยำ้ยโพรโทคอร์มมำเพำะเล้ียงบนอำหำรท่ีเหมำะสมต่อกำร
เจริญเติบโตต่อไป 
 4.3 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ encapsulation- 

      vitrification 
 น ำโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้เจริญจำกกำรเพำะเล้ียงเมล็ด เป็นเวลำ 30 วนั มำผลิตเป็นเมล็ด
เทียม ซ่ึงเตรียมโดยใชอ้ำหำรเหลว ND ท่ีเติม sodium alginate 3% จำกนั้นท ำให้แข็งโดยหยดลงใน
อำหำรเหลว ND ท่ีเติม CaCl2 100 mM เขยำ่เป็นเวลำ 30 นำทีท่ีอุณหภูมิ 25±2°C น ำเมล็ดเทียมท่ี
ไดม้ำใส่ลงในหลอด cryotube ขนำด 2 มล. ท่ีมีสำรละลำย LS 1.5 มล. แช่เป็นเวลำนำน 30 นำที ท่ี
อุณหภูมิ 25±2°C จำกนั้นเทสำรละลำย LS ออก แลว้เติมสำรละลำย PVS2 ลงไป เพื่อดึงน ้ ำออกจำก
เมล็ด โดยแปรผนัระยะเวลำในกำรแช่สำร (0-300 นำที) ท่ีอุณหภูมิ 0°C เม่ือครบระยะเวลำจึงน ำ
หลอด cryotube เก็บลงในไนโตรเจนเหลวอยำ่งรวดเร็ว ภำยหลงัจำกกำรเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็น
เวลำ 1 วนั น ำหลอด cryotube มำท ำละลำย โดยแช่ในน ้ ำท่ีมีอุณหภูมิประมำณ 40°C เป็นเวลำ 2-3 
นำที เทสำรละลำย PVS2 ออก แช่เมล็ดเทียมลงในอำหำรเหลวสูตร ND ท่ีเติมน ้ ำตำลซูโครส 1.2 M 
เป็นเวลำ 30 นำที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C แลว้จึงน ำมำเพำะเล้ียงบนอำหำรสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ ำตำล
ซูโครส 1% (w/v) และน ้ำตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพำะเล้ียงภำยใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C ให้แสง 16 ชัว่โมง
ต่อวนั ควำมเขม้แสง 40 µmol m-2s-1  

บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ำรรอดชีวิตภำยหลงัเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 30 วนั เปรียบเทียบกบักลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ผำ่นกำรเก็บที่ไนโตรเจนเหลว จำกนั้นจึงยำ้ยโพรโทคอร์มมำเพำะเล้ียงบนอำหำรท่ี
เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตต่อไป 
 
 
  
 
 


