
 
บทที ่4 

ผลการวจิัย 
 
ผลการทดลองที ่1 การเพาะเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิด 
 จากการทดลองเพาะเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดจากฝัก พบวา่ เมล็ดกลว้ยไมส้ามารถ
งอกไดใ้นอาหารสังเคราะห์สูตร ND (1993) ดดัแปลงท่ีมีน ้ าตาลซูโครส 1% (w/v) และน ้ าตม้มนั
ฝร่ัง 1% (w/v) ซ่ึงเมล็ดท่ีเร่ิมงอกจะมีสีเขียว เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั เมล็ดท่ีงอกจะเจริญเป็น
โพรโทคอร์มซ่ึงมีรูปร่างค่อนขา้งกลม (ภาพท่ี 2) 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2 เมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีงอกและเจริญเป็นโพรโทคอร์มบนอาหารสังเคราะห์ 

 สูตร ND ดดัแปลง เม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 
ผลการทดลองที ่2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อการชักน าให้โพรโทคอร์ม 

กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดเจริญเป็นต้น 
จากการศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อการชกัน าให้โพรโทคอร์ม 

กล้วยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดเจริญเป็นตน้ โดยเพาะเล้ียงโพรโทคอร์ม ขนาด 2-3 มม. บนอาหาร
สังเคราะห์สูตร ND ท่ีเติม NAA ร่วมกบั BA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ กนั เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
พบวา่ โพรโทคอร์มมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต 100% ในอาหารท่ีเติม NAA 0.5 มก./ล. ร่วมกบั BA 0 
มก./ล. อาหารท่ีเติม BA 1 มก./ล. ร่วมกบั NAA 0.1 มก./ล. อาหารท่ีเติม BA 1 มก./ล. ร่วมกบั NAA 
0.5 มก./ล. และอาหารท่ีเติม BA 1 มก./ล. ร่วมกบั NAA 1 มก./ล. ซ่ึงเม่ือทดสอบทางสถิติในการ
วิเคราะห์เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย 2 ชุด (T-test) และสถติท่ีใชใ้นการวิเคราะห์หาความแปรปรวนแบบ
จ าแนกทางเดียว (one-way ANOVA) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 9.0 พบว่า เปอร์เซ็นต์รอด

1 cm 
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ชีวิต 100% แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัอาหารท่ีเติม BA 4 มก./ล. ร่วมกบั NAA 1 มก./ล. ซ่ึงมี
เปอร์เซ็นตร์อดชีวิตต ่าสุดเท่ากบั 64% ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ในขณะท่ีอาหารท่ีเติม BA 1 มก./
ล. เพียงอย่างเดียว สามารถชกัน าให้โพรโทคอร์มมีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 6.20 ยอดต่อ               
โพรโทคอร์ม (ตารางท่ี 2) เปอร์เซ็นตก์ารสร้างรากสูงสุดเท่ากบั 96% และมีจ านวนรากต่อตน้สูงสุด
เท่ากบั 2.87 รากต่อตน้ เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติม NAA 0.5 มก./ล. เม่ือวดัความสูงตน้อ่อน
กลว้ยไม ้พบวา่ มีความสูงตน้สูงสุดเท่ากบั 6.27 มม. (ตารางท่ี 3)  เม่ือล้ียงในอาหารท่ีเติม NAA 0.5 
มก./ล. เพียงอยา่งเดียว (ภาพท่ี 3) 

และเม่ือยา้ยตน้อ่อนกลว้ยไมท่ี้ชกัน าไดไ้ปเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ND ดดัแปลงท่ีเติม
วิตามินและกรดอะมิโนต่างๆ ตามสูตรอาหาร MS ต้นกล้วยไม้สามารถเจริญเป็นต้นท่ีสมบูรณ์ 
จากนั้นยา้ยตน้ท่ีมีใบประมาณ 3-4 ใบ (อายุ 9-10 เดือน) ไปปลูกในกระถางท่ีมีกาบมะพร้าว พบว่า
ตน้กลว้ยไมมี้อตัราการรอดชีวติ 100% ภายหลงัจากน าออกปลูกเป็นเวลา 4 สัปดาห์ (ภาพท่ี 4) 
 
ตารางที่ 2 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อเปอร์เซ็นตร์อดชีวิต และจ านวน

ยอดต่อโพรโทคอร์ม เม่ือเพาะเล้ียงโพรโทคอร์มบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND ท่ีเติม 
NAA และ BA ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต (มก./ล.) 

 
      เปอร์เซ็นตร์อดชีวิต                     จ  านวนยอดต่อโปรโทคอร์ม 
                (%)                                                                         NAA                 BA 

      0                       0                           92.00±4.90ab                                      3.13±0.17efghi 
     0.1                     0                           96.00±4.00a                                       3.07±0.15fghi              
     0.5                     0                         100.00±0.00a                                       2.73±0.12i 
     1.0                     0                           96.00±4.00a                                       2.87±0.19hi 
      0                      1.0                         96.00±4.00a                                       6.20±0.24a 
     0.1                    1.0                       100.00±0.00a                                       5.47±0.22b 
     0.5                    1.0                       100.00±0.00a                                       4.13±0.19c 
     1.0                    1.0                       100.00±0.00a                                       3.67±0.21cde 
      0                      2.0                         92.00±4.90ab                                      3.20±0.14efghi 
     0.1                    2.0                         96.00±4.00a                                       3.80±0.14cd 
     0.5                    2.0                         92.00±4.90ab                                      3.47±0.19defg 
     1.0                    2.0                         92.00±4.90ab                                      3.27±0.18defghi 
      0                      4.0                         68.00±4.90cd                                      3.20±0.14efghi 
     0.1                    4.0                         80.00±0.00bc                                      3.60±0.24cdef 
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     0.5                    4.0                         72.00±4.90cd                                      3.33±0.16defgh 
     1.0                    4.0                         64.00±7.48d                                       3.00±0.17ghi 
หมายเหตุ: อกัษรท่ีแตกต่างกนัทางแนวตั้งมีความแตกต่างทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% 
 
ตารางที ่3 ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิดราก จ านวนราก

ต่อตน้ และความสูงตน้ เม่ือเพาะเล้ียงโพรโทคอร์มบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND ท่ีเติม 
NAA และ BA ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ  

 
สารควบคุมการ

เจริญเติบโต (มก./ล.) 
 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดราก         จ  านวนรากต่อตน้           ความสูงตน้ 
              (%)                                                                    (มม.)     NAA                 BA 

      0                       0                    36.00±4.00ef                       0.80±0.20ef                   4.00±0.09c 
     0.1                     0                    68.00±4.90d                       1.40±0.13cd                   5.27±0.15b 
     0.5                     0                    96.00±4.00a                       2.87±0.13a                    6.27±0.18a 
     1.0                     0                    96.00±4.00a                       2.20±0.11b                    5.47±0.19b 
      0                      1.0                  76.00±4.00bcd                     1.13±0.22cdef                 5.33±0.19b 
     0.1                    1.0                  88.00±4.90ab                      1.60±0.16c                    5.53±0.17b 
     0.5                    1.0                  88.00±4.90ab                      1.53±0.17c                    5.47±0.13b 
     1.0                    1.0                  84.00±7.48abc                     1.33±0.16cde                 5.40±0.13b 
      0                      2.0                  72.00±4.90cd                      0.73±0.18f                   3.20±0.20d 
     0.1                    2.0                  80.00±0.00bcd                     0.93±0.18def                 3.33±0.21d 
     0.5                    2.0                  76.00±4.00bcd                     0.87±0.17def                 3.07±0.15d 
     1.0                    2.0                  76.00±4.00bcd                     0.80±0.17ef                  3.33±0.19d 
      0                      4.0                  44.00±4.00e                       0.80±0.20ef                  3.27±0.21d 
     0.1                    4.0                  40.00±6.32ef                      0.93±0.18def                 3.53±0.22cd 
     0.5                    4.0                  36.00±4.00ef                      0.87±0.22def                 3.40±0.19d 
     1.0                    4.0                  28.00±4.00f                       0.93±0.21def                 3.47±0.17d 
หมายเหตุ: อกัษรท่ีแตกต่างกนัทางแนวตั้งมีความแตกต่างทางสถิติท่ีความเช่ือมัน่ 95% 
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ภาพที ่ 3  การเจริญเป็นตน้ของโพรโทคอร์มกุหลาบกระเป๋าปิด (A. odorata Lour.) (สเกล = 1 

เซนติเมตร) เม่ือเพาะเล้ียงโพรโทคอร์มบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND ท่ีเติม NAA และ 
BA ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ ก-ค, การเกิดยอดเม่ือเพาะเล้ียงโพรโทคอร์มบนอาหารท่ีเติม 
BA 1 มก./ล. เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 8 สัปดาห์ และ 12 สัปดาห์ ตามล าดบั ง-ฉ, การเกิดราก
เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติม NAA 0.5 มก./ล.เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 8 สัปดาห์ และ 12 
สัปดาห์ ตามล าดบั 

 
 
 
 
 
 

(ฉ) 

1 cm 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

1 cm 
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ภาพที ่ 4 ตน้อ่อนกลว้ยไมกุ้กลาบกระเป๋าปิด (สเกล=1 เซนติเมตร) ภายหลงัจากการยา้ยลงปลูกใน

กระถาง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 
ผลการทดลองที ่3 การเกบ็รักษาเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 
 3.1 การเกบ็รักษาเมลด็ทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยการแช่ในไนโตรเจนโดยตรง 

จากการศึกษาการเก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด โดยการแช่ลงในไนโตรเจน 
เหลวโดยตรงเป็นเวลาอยา่งน้อย 1 วนั จากนั้นน าเมล็ดกลว้ยไมท่ี้ผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจน 
เหลวมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ าตาลซูโครส 1% (w/v) และน ้ าตม้มนัฝร่ัง 1% 
(w/v) เป็นเวลา 30 วนั พบวา่ เมล็ดกลว้ยไมก้ลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (+LN) มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากบั 41.5% ซ่ึงแตกต่างกบัเมล็ดกลว้ยไมก้ลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่านการเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลว (-LN) ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากบั 89% อย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95% (ภาพท่ี 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 cm 1 cm 
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ภาพที่ 5 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีผา่นการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่า
กวา่จุดเยอืกแขง็โดยการแช่ในไนโตรเจนโดยตรง (+LN) และกลุ่มควบคุม (-LN) 

 
จากการสังเกตพบวา่ เมล็ดกลว้ยไมท่ี้ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวส่วนใหญ่มีสีขาว

ซีด และเม่ือท าการเพาะเล้ียงต่อไปจะตายในท่ีสุด ส าหรับเมล็ดกลว้ยไมบ้างส่วนท่ีรอดชีวิตเร่ิมขยาย
ขนาดข้ึน และเปล่ียนเป็นมีสีเขียว เม่ือเพาะเล้ียงต่อไปเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ เมล็ดท่ีงอกจะมีสีเขียว
และเจริญเป็นโพรโทคอร์มซ่ึงมีรูปร่างค่อนขา้งกลม ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงโพรโทคอร์มบน
อาหารสูตรท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเป็นต้น เป็นเวลา 3 เดือน พบว่าโพรโทคอร์มสามารถ
เจริญเติบโตเป็นตน้ไดต้ามปกติ (ภาพท่ี 6) 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Flow cytometry (FL4 DNA) ดว้ยเคร่ือง Partec 
PA II โดยใชช้ิ้นส่วนใบของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน ทั้งกลุ่มควบคุม
ท่ีไม่ผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า 
กลว้ยไมท้ั้งสองกลุ่มมีระดบัพลอยดีท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 7) 
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(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่6    การงอกของเมล็ดกลว้ยไมแ้ละการเจริญเป็นตน้ของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด (สเกล = 

1 เซนติเมตร) ภายหลงัจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยการแช่ในไนโตรเจน
โดยตรง (ก) เมล็ดกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิด (ข) ต้นอ่อนกล้วยไม้ ภายหลังการ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 เดือน (ค) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 3 เดือน 
(ง) ต้นอ่อนกล้วยไม้ ภายหลังการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 5 เดือน (จ) ต้นอ่อนกล้วยไม ้
ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 เดือน (ฉ) ตน้กลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเจริญจาก
เมล็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ภายหลังจากการเพาะเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 8 เดือน  
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ภาพที่ 7 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณ DNA  เพื่อบอกระดบัพลอยดีในใบกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ี

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน (ก) กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และ 
(ข) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 
 
 

File: 54341.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 08:54:25    Particles: 2011   Acq.-Time: 179 s
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File: 54342.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 09:00:12    Particles: 2007   Acq.-Time: 322 s
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3.2 การเกบ็รักษาเมลด็ทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวิธี encapsulation-dehydration 
 จากการศึกษาการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่จุดเยือกแข็ง
โดยวิธี encapsulation-dehydration โดยน าเมล็ดเทียมท่ีผลิตได้มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว ND ท่ี
เติมน ้าตาลซูโครส 0.5 M เขยา่เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C จากนั้นท าการดึงน ้ าออกจาก
เมล็ดเทียมโดยผึ่งเมล็ดเทียมลงบนกระดาษกรองและใช้ลมจากตู ้ laminar air-flow เป็นเวลา 0-6 
ชัว่โมง พบว่า เม่ือเพิ่มระยะเวลาในการดึงน ้ าออกมากข้ึน ปริมาณน ้ าภายในเมล็ดเทียมมีปริมาณ
ลดลงแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั โดยปริมาณน ้าภายในเมล็ดเทียมก่อนจะท าการดึงน ้ าออกมีปริมาณ 
เท่ากบั 79.08% ภายหลงัจากการดึงน ้ าเป็นเวลา 3 4 5 และ 6 ชัว่โมง เมล็ดเทียมมีปริมาณน ้ าเท่ากบั 
40.17 22.63 19.83 และ 16.04% ตามล าดบั (ภาพท่ี 8) 

เม่ือน าเมล็ดเทียมท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 วนั มาเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ าตาลซูโครส 1% (w/v) และน ้ าตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) ภายใตอุ้ณหภูมิ 
25±2°C ให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั ความเขม้แสง 40 µmol m-2s-1 เป็นเวลา 30 วนั พบวา่  เมล็ดเทียม
กลว้ยไมท่ี้ผ่านการดึงน ้ าออกเป็นเวลา 3-6 ชัว่โมงก่อนแช่ลงในไนโตรเจนเหลว สามารถงอกและ
เจริญต่อไปได ้โดยเมล็ดเทียมท่ีผา่นการดึงน ้ าออกเป็นเวลา 6 ชัว่โมง มีเปอร์เซ็นตก์ารงอกสูงสุดคือ 
82% ในขณะท่ีเมล็ดเทียมผา่นการดึงน ้าออกเป็นเวลา 3 4 และ 5 ชัว่โมง มีเปอร์เซ็นตก์ารงอกเท่ากบั 
48% 68% และ 76% ตามล าดบั (ภาพท่ี 9) 

ส าหรับการเก็บรักษาเมล็ดกล้วยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดด้วยวิธี encapsulation-dehydration 
พบว่า ไม่มีผลต่อการงอกของเมล็ด ซ่ึงจากการสังเกตเมล็ดกลว้ยไมท่ี้ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจน
สามารถงอก เจริญเป็นโพรโทคอร์ม และพฒันาเป็นตน้กลว้ยไมไ้ดอ้ยา่งสมบูรณ์ไม่แตกต่างจากการ
งอกของเมล็ดกลว้ยไมใ้นกลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 10) 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Flow cytometry ดว้ยเคร่ือง Partec PA II โดยใช้
ช้ินส่วนใบของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าเปิดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน ทั้งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่าน
การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า กลว้ยไม้
ทั้งสองกลุ่มมีระดบัพลอยดีท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 11) 
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ภาพที่ 8 ปริมาณน ้าท่ีเหลือภายในเมล็ดเทียมกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงัจากเพาะเล้ียง

เมล็ดเทียมในอาหารเหลว ND ท่ีเติมน ้าตาลซูโครส 0.5 M เป็นเวลา 18 ชัว่โมง และผา่น
การดึงน ้าออกเป็นเวลา 3-6 ชัว่โมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่  9       ผลของระยะเวลาการดึงน ้าออกต่อเปอร์เซ็นต์การงอกของเมล็ดเทียมกลว้ยไมกุ้หลาบ
กระเป๋าปิดกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่านการเก็บในไนโตรเจนเหลว (-LN) และกลุ่มท่ีผ่านการ
เก็บในไนโตรเจนเหลว (+LN) ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรท่ีเหมาะสมต่อ
การงอกของเมล็ดเป็นเวลา 30 วนั 
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ภาพที ่10  การงอกของเมล็ดกลว้ยไมแ้ละการเจริญเป็นตน้ของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงั

จากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี encapsulation-dehydration (ก) เมล็ดเทียม
ก่อนผา่นการดึงน ้าออก (ข) เมล็ดเทียมภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั (ค) ตน้อ่อน
กล้วยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 เดือน (ง) ตน้อ่อนกล้วยไม ้ภายหลงัการ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 เดือน (จ) ตน้กลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน  (ฉ)  
ต้นกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดท่ีเจริญจากเมล็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 8 เดือน 
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ภาพที ่11 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณ DNA เพื่อบอกระดบัพลอยดีในใบกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ี

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน (ก) กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
และ (ข) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 
 
 
 

File: 54343.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 09:05:02    Particles: 1356   Acq.-Time: 231 s    Concentration: 2530 / ml
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File: 54344.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 09:09:29    Particles: 2012   Acq.-Time: 224 s
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การทดลองที ่4 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 
 4.1 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ vitrification 
 จากการศึกษาการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด โดยใช้วิธี vitrification 
โดยน าโพรโทคอร์มท่ีผา่นการปรับสภาพเซลลโ์ดยการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส
ความเขม้ขน้ 0.5 M เป็นเวลา 18 ชัว่โมง ใส่ลงในหลอด cryotube ขนาด 2 มล. ท่ีมีสารละลาย LS 
1.5 มล. และไม่มีสารละลาย LS แช่โพรโทคอร์มเป็นเวลานาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C จากนั้น
เทสารละลาย LS ออก แลว้เติมสารละลาย PVS2 ลงไปโดยแปรผนัระยะเวลาในการแช่สาร (0-180 
นาที) ท่ีอุณหภูมิ 0°C เม่ือครบระยะเวลาจึงน าหลอด cryotube เก็บลงในไนโตรเจนเหลวอย่าง
รวดเร็ว ภายหลงัจากน าโพรโทคอร์มมาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ าตาลซูโครส 
1% (w/v) และน ้ าตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เป็นเวลา 30 วนั พบว่า โพรโทคอร์มกลุ่มท่ีผ่านการแช่
สารละลาย LS เป็นเวลา 30 นาที และแช่สารละลาย PVS2 เป็นเวลา 90 นาที ก่อนเก็บลง
ไนโตรเจนเหลว มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตสูงสุดคือ 60% ในขณะท่ีโพรโทคอร์มกลุ่มท่ีไม่ผา่นการ
แช่สารละลาย LS และแช่ในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 120 นาที ก่อนเก็บลงไนโตรเจนเหลว มี
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงสุดคือ 44% (ภาพท่ี 12) 

ส าหรับโพรโทคอร์มกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บในไนโตรเจนเหลว ทั้งกลุ่มท่ีผา่นการแช่
สารละลาย LS และกลุ่มท่ีไม่ผา่นการแช่สารละลาย LS ก่อนแช่สารละลาย PVS2 มีเปอร์เซ็นตก์าร
รอดชีวติแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยพบวา่เม่ือระยะเวลาการแช่
สารละลาย PVS2 เพิ่มมากข้ึน (60-180 นาที) เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของโพรโทคอร์มทั้งสองกลุ่ม
ลดลง โดยเฉพาะเม่ือใชเ้วลา 180 นาทีในการแช่สารละลาย PVS2 เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติของโพร-
โทคอร์มกลุ่มท่ีแช่สารละลาย LS เท่ากบั 90% และกลุ่มท่ีไม่ผา่นการแช่สารละลาย LS เท่ากบั 88% 
(ภาพท่ี 12) 
 จากการสังเกตพบวา่ ภายหลงัจากการน าโพรโทคอร์มกลบัมาเพาะเล้ียงใหม่บนอาหารสูตร
ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเป็นเวลา 30 วนั โพรโทคอร์มท่ีรอดชีวิตเร่ิมมีขนาดใหญ่ข้ึน และเจริญเป็น
ตน้ไดต้ามปกติ ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์สูตรท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเป็นตน้
เป็นเวลา 4 เดือน (ภาพท่ี 13) 
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ภาพที ่ 12 ผลของสารละลาย LS (Linsmaier and Skoog, 1965) และระยะเวลาการแช่ในสารละลาย 

PVS2 ต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของโพรโทคอร์มกล้วยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดกลุ่ม
ควบคุมท่ีไม่ผ่านการเก็บในไนโตรเจนเหลว (-LN) และกลุ่มท่ีผ่านการเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว (+LN) ภายหลังจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี 
vitrification 

 
จากการวเิคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยวธีิ Flow cytometry ดว้ยเคร่ือง Partec PA II โดยใช้

ช้ินส่วนใบของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน ทั้งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบวา่ กลว้ยไมท้ั้ง
สองกลุ่มมีระดบัพลอยดีท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 14) 
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(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่13 การเจริญเป็นตน้ของโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงัจากการเก็บรักษา

ในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี vitrification (ก) โพรโทคอร์มท่ีผ่านการเก็บรักษา และ
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 30 วนั (ข) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงั
จากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 เดือน (ค) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 
เดือน (ง) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 เดือน (จ) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้
(ซา้ย) กลุ่มควบคุม (ขวา) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บในไนโตรเจนเหลว (ฉ) ตน้กลว้ยไมกุ้หลาบ
กระเป๋าปิดท่ีเจริญจากเมล็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (ซ้าย) กลุ่มควบคุม 
(ขวา) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บในไนโตรเจนเหลว 
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ภาพที ่14   ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณ DNA เพื่อบอกระดบัพลอยดีในใบกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด

ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 8 เดือน (ก) กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
และ (ข) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 
 

File: 54345.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 09:14:36    Particles: 1993   Acq.-Time: 281 s
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File: 54346.FCS   Date: 24-03-2011  Time: 09:19:15    Particles: 2016   Acq.-Time: 251 s
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4.2 การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ encapsulation- 
      dehydration 

 จากการศึกษาการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่จุดเยือก
แข็ง โดยใช้วิธี encapsulation-dehydration โดยน าโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้เจริญจากการเพาะเล้ียง
เมล็ด เป็นเวลา 30 วนั มาผลิตเป็นเมล็ดเทียม จากนั้นน าเมล็ดเทียมท่ีไดม้าเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
ND ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.5 M เขยา่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C และท าการดึงน ้ าออก
จากเมล็ดเทียมโดยผึ่งเมล็ดเทียมลงบนกระดาษกรองปลอดเช้ือและใช้ลมจากตู ้laminar air-flow 
เป็นเวลา 0-8 ชัว่โมง พบว่า ปริมาณน ้ าภายในเมล็ดเทียมเร่ิมตน้เท่ากบั 76.5% เม่ือใช้ระยะเวลาใน
การดึงน ้ าออกเพิ่มมากข้ึนปริมาณน ้ าท่ีเหลือภายในเมล็ดเทียมมีปริมาณลดลงแตกต่างกนัอย่างมี               
นยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยเฉพาะเม่ือใชเ้วลา 8 ชัว่โมงในการดึงน ้ าออก ท าให้ปริมาณ
น ้ าท่ีเหลือในเมล็ดเทียมต ่าสุดเท่ากบั 8.33 % ในขณะท่ีเม่ือใชเ้วลา 3 4 5 6 และ 7 ชัว่โมง ในการดึง
น ้าออก ท าใหเ้มล็ดเทียมมีปริมาณน ้าเหลือในเมล็ดเทียมเท่ากบั 44.48 21.76 17.95 13.06 และ 11.68 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 15) 
 จากการตรวจสอบผลการรอดชีวิตของเมล็ดเทียมท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
เป็นเวลาอยา่งน้อย 1 วนั โดยท าการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ND ดดัแปลงท่ีมีน ้ าตาลซูโครส 1% 
(w/v) และน ้าตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) เพาะเล้ียงภายใตอุ้ณหภูมิ 25±2°C ให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั ความ
เขม้แสง 40 µmol m-2s-1 เป็นเวลา 30 วนั พบว่า เมล็ดเทียมกลุ่มท่ีผ่านการดึงน ้ าออกเป็นเวลา 3-8 
ชัว่โมงก่อนเก็บลงในไนโตรเจนเหลว มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตสูงกวา่กลุ่มท่ีไม่ผา่นการดึงน ้ าออก
ก่อนการแช่ไนโตรเจนเหลว โดยเฉพาะเม่ือใชร้ะยะเวลา 6 ชัว่โมงในการดึงน ้ าออกจากเมล็ดเทียม 
ท าใหเ้มล็ดเทียมมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวติสูงสุดเท่ากบั 80% (ภาพท่ี 16) 
 ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงเมล็ดเทียมเป็นเวลา 30 วนั สังเกตพบวา่ โพรโทคอร์มเร่ิมมีขนาด
ใหญ่ข้ึน และเกิดยอดใหม่ ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 2 เดือน จากนั้นจึงยา้ยโพรโทคอร์มมา
เพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์สูตรชกัน าใหเ้จริญเป็นตน้ เป็นเวลา 3 เดือน พบวา่โพรโทคอร์มสามารถ
เจริญเป็นตน้ไดต้ามปกติ และไม่มีความแตกต่างระหวา่งตน้กลว้ยไมท่ี้ไดจ้ากการเก็บรักษา และตน้
กลว้ยไมใ้นกลุ่มควบคุม (ภาพท่ี 17) 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Flow cytometry ดว้ยเคร่ือง Partec PA II โดยใช้
ช้ินส่วนใบของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 9 เดือน ทั้งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า กลว้ยไมท้ั้ง
สองกลุ่มมีระดบัพลอยดีท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 18) 
 
 



 43 

 
ภาพที่ 15 ปริมาณน ้ าท่ีเหลือภายในเมล็ดเทียมกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงัจากเพาะเล้ียง
เมล็ดเทียมในอาหารเหลว ND ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.5 M เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และผา่นการดึงน ้ า
ออกเป็นเวลา 3-8 ชัว่โมง 

 
ภาพที ่ 16 ผลของระยะเวลาการดึงน ้ าออกต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของเมล็ดเทียมกลว้ยไมกุ้หลาบ

กระเป๋าปิดกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่านการเก็บในไนโตรเจนเหลว (-LN) และกลุ่มท่ีผ่านการ
เก็บในไนโตรเจนเหลว (+LN) ภายหลงัจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี 
encapsulation-dehydration 

0

20

40

60

80

100

0 3 4 5 6 7 8

ระยะเวลาดึงน า้ออก (ชม.)

เป
อร์

เซ็
นต์

รอ
ดชี

วิต
 (%

)

-LN
+LN

0

20

40

60

80

100

0 3 4 5 6 7 8

ระยะเวลาดึงน า้ออก (ช่ัวโมง)

ปริ
มา
ณน

 า้ (
%

)



 44 

(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

0.5 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่17 การเจริญเป็นตน้ของโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงัจากการเก็บรักษา
ในไนโตรเจนเหลว โดยวธีิ encapsulation-dehydration (ก) เมล็ดเทียมภายหลงัจากการดึง
น ้ าออกเป็นเวลา 6 ชัว่โมง (ข) การเจริญของโพรโทคอร์ม ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 30 วนั (ค) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียง
เป็นเวลา 3 เดือน (ง) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 5 เดือน (จ) ตน้
อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 เดือน (ฉ) ตน้กลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด
ท่ีเจริญจากเมล็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบน
อาหารสังเคราะห์สูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 9 เดือน 
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ภาพที ่18 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณ DNA เพื่อบอกระดบัพลอยดีในใบกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ี

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 9 เดือน (ก) กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และ 
(ข) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
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4.3  การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็งโดยวธีิ encapsulation- 
       vitrification 

 จากการศึกษาการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดที่อุณหภูมิต  ่ากวา่จุด
เยือกแข็งโดยวิธี encapsulation-vitrification โดยน าโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้เจริญจากการเพาะเล้ียง
เมล็ด เป็นเวลา 30 วนั มาผลิตเป็นเมล็ดเทียม จากนั้นน าเมล็ดเทียมท่ีไดม้าเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
ND ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.5 M เขยา่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นแช่ในสารละลาย LS เป็นเวลา 15 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C และแช่ในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 0-300 นาที ท่ีอุณหภูมิ 0°C ภายหลงั
จากการเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 วนั พบวา่ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเมล็ดเทียมท่ีผา่น
การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุดคือ 30% เม่ือแช่เมล็ดเทียมใน
สารละลาย PVS2 เป็นเวลา 240 นาที (ภาพท่ี 19) และโพรโทคอร์มสามารถเจริญเป็นตน้ไดต้ามปกติ 
ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตรท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเป็นเวลา 3 เดือน (ภาพท่ี 20) 

จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอ โดยวิธี Flow cytometry ดว้ยเคร่ือง Partec PA II โดยใช้
ช้ินส่วนใบของกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 เดือน ทั้งกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่าน
การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า กลว้ยไม้
ทั้งสองกลุ่มมีระดบัพลอยดีท่ีไม่แตกต่างกนั (ภาพท่ี 21) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 47 

 
ภาพที ่ 19 ผลของระยะเวลาการแช่ในสารละลาย PVS2 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของเมล็ดเทียม

กลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บในไนโตรเจนเหลว (-LN) และ
กลุ่มท่ีผา่นการเก็บในไนโตรเจนเหลว (+LN) ภายหลงัจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
โดยวธีิ encapsulation-vitrification 
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(ก) (ข) 

(ค) (ง) 

(จ) (ฉ) 

0.5 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

1 cm 1 cm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่20 การเจริญเป็นตน้ของโพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิด ภายหลงัจากการเก็บรักษา

ในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี encapsulation-vitrification (ก) เมล็ดเทียมท่ีผลิตได ้(ข) เมล็ด
เทียมท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 45 วนั (ค) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา                     
3 เดือน (ง) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 เดือน (จ) ตน้อ่อนกลว้ยไม ้
ภายหลงัการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 9 เดือน (ฉ) ตน้กล้วยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเจริญจาก
เมล็ดท่ีผ่านการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ภายหลังจากการเพาะเล้ียงบนอาหาร
สังเคราะห์สูตร ND ดดัแปลง เป็นเวลา 10 เดือน 
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ภาพที ่21 ฮิสโตแกรมแสดงปริมาณ DNA เพื่อบอกระดบัพลอยดีในใบกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ี

เพาะเล้ียงเป็นเวลา 10 เดือน (ก) กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
และ (ข) กลุ่มท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
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