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สรุปและวจิารณ์ผลการวจิัย 
  
การเพาะเมลด็และการชักน าให้โพรโทคอร์มกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดเจริญเป็นต้น 
 จากการเพาะเล้ียงเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND (1993) 
ดดัแปลงท่ีมีน ้าตาลซูโครส 1% (w/v) และน ้าตม้มนัฝร่ัง 1% (w/v) พบวา่ เมล็ดกลว้ยไมส้ามารถงอก
ไดจ้  านวนมาก ทั้งน้ีเป็นเพราะการไดรั้บธาตุอาหารจากภายนอก (อาหารสังเคราะห์) ช่วยส่งเสริม
กระบวนการงอกของเมล็ด เน่ืองจากเมล็ดและเอมบริโอมีขนาดเล็กมาก อาหารสะสมจึงไม่เพียงพอ
ต่อการงอกของเมล็ด โดยปกติตามธรรมชาติ เมล็ดกลว้ยไมต้อ้งอาศยัเช้ือราจ าพวกไมคอร์ไรซาเป็น
ตวัให้น ้ าตาล และสารอินทรียบ์างชนิดท่ีจ าเป็นต่อกระบวนการงอก (ครรชิต, 2541) การเพาะเมล็ด
กล้วยไมใ้นอาหารสังเคราะห์เป็นการเพาะเล้ียงภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือ สูตรอาหารท่ีใช้ในการ
เพาะเล้ียงประกอบดว้ยสารอินทรีย ์สารอนินทรีย ์วิตามิน กรดอะมิโน และคาร์โบไฮเดรท ซ่ึงพืช
สามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งอาหารช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตได ้อีกทั้งปัจจยัดา้นสภาวะแวดลอ้ม
ในการเพาะเล้ียง เช่น อุณหภูมิ และการให้แสงท่ีเหมาะสมแก่พืช มีผลให้อตัราการงอกของเมล็ด
กลว้ยไมสู้งกวา่ในสภาพธรรมชาติ เป็นผลดีต่อการอนุรักษพ์นัธุกรรมและประโยชน์เพื่อการคา้อีก
ดว้ย 
 การใชส้ารควบคุมการเจริญเติบโตหรือฮอร์โมนกลุ่มออกซิน และไซโตไคนินมีส่วนช่วย
กระตุน้ให้ช้ินส่วนพืชมีการแบ่งเซลล์เพิ่มจ านวน และเจริญพฒันาเติบโตเป็นตน้ได ้โดยสารกลุ่ม
ออกซินสามารถกระตุน้การเกิดราก และการเจริญของราก ส่วนสารกลุ่มไซโตไคนินช่วยในการ
แบ่งเซลล ์การเจริญของแคลลสัใหก้ลายเป็นตน้ซ่ึงมีประโยชน์อยา่งมากในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืช 
การเลือกใช้ฮอร์โมนและปริมาณท่ีใช้ข้ึนอยู่กับชนิดของพืช ช้ินส่วนพืชและจุดประสงค์ของ
งานวิจยั ดงันั้นการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตเร่งการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อพืชจึงเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงในการชักน าให้เน้ือเยื่อพืชเจริญเป็นตน้ ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีได้ท าการแปรผนั
ปริมาณ BA (ฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนิน) และ NAA (ฮอร์โมนกลุ่มออกซิน) ในอาหารสังเคราะห์
สูตร ND เพื่อชกัน าให้โพรโทคอร์มกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดเจริญเป็นตน้ จากการศึกษาพบว่า 
การเติม BA 1 มก./ล. เพียงอยา่งเดียวลงในอาหารสามารถชกัน าให้โพรโทคอร์ม เกิดเป็นตน้ใหม่
มากท่ีสุด โดยมีจ านวนยอดเฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 6.20 ยอดต่อโพรโทคอร์ม ในขณะท่ีอาหารท่ีเติม 
NAA 0.5 มก./ล. เพียงอยา่งเดียวสามารถชกัน าให้เกิดรากสูงสุดเท่ากบั 2.87 รากต่อตน้ และมีความ
สูงตน้เฉล่ียสูงสุดเท่ากบั 6.27 มม. สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Martin and Madassery (2006) 
รายงานว่า การใช้ BA เพียงอย่างเดียวมีประสิทธิภาพสูงต่อการชกัน าให้ช้ินส่วนใบของกลว้ยไม้
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ลูกผสมสกุลหวายพนัธ์ุ Sonia 17 และ 18 เกิดยอดไดสู้งสุด เช่นเดียวกบั Pathania et al. (1998) ท่ี
พบวา่โพรโทคอร์มของกลว้ยไม ้Dendrobium cv. Sonia สามารถสร้างรากไดดี้ท่ีสุดเม่ือเพาะเล้ียง
บนอาหารท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 0.5 มก./ล.  ส่วนใน cotton (Gossypium hirstum L.) ท่ีเพาะเล้ียง
บนอาหารท่ีเติม NAA ความเขม้ขน้ 0.05 และ 0.1 มก./ล. สามารถสร้างรากไดม้ากท่ีสุดคือ 88.33 
และ 91.66% ตามล าดบั (Agrawal et al., 1997) ดงันั้นความแตกต่างของการใชฮ้อร์โมนกลุ่ม      
ออกซิน และไซโตไคนินมีความจ าเป็นส าหรับการเจริญของช้ินส่วนพืช รวมถึงการเลือกชนิดของ
ฮอร์โมน และระดบัความเขม้ขน้ของฮอร์โมนลว้นมีความส าคญัต่อการเจริญของเน้ือเยื่อทั้งส้ิน 
 ในการศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่กลว้ยไม ้อาจใชส่้วนอ่ืนๆ ของพืชในการศึกษาได ้เช่น ตา
ขา้ง ตายอด ใบอ่อน หรือราก ส าหรับขอ้ดีของการเพาะเมล็ดกลว้ยไมจ้ากฝัก จะช่วยลดระยะเวลาใน
การเพาะเล้ียงขั้นตอนต่างๆ ได ้ท าใหไ้ดต้น้กลว้ยไมป้ริมาณมากในระยะเวลาท่ีรวดเร็ว 
 
การเกบ็รักษาเมลด็กล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 

จากการศึกษาการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่จุดเยอืกแข็ง
โดยการแช่ในไนโตรเจนโดยตรง ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดใ้ชเ้มล็ดท่ีไดจ้ากการผสมเกสรตวัเองอายุ 
6 เดือนมาเก็บรักษา พบวา่ ภายหลงัจากการเพาะเล้ียงเมล็ดท่ีผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
เมล็ดมีเปอร์เซ็นตก์ารงอกเท่ากบั 41.5% ซ่ึงนอ้ยกวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
การศึกษาคร้ังน้ีไม่ไดท้  าการวดัปริมาณน ้าภายในเมล็ดกลว้ยไมก่้อนท่ีจะท าการเก็บเก็บรักษา จึงท า
ใหไ้ม่สามารถทราบปริมาณน ้าท่ีอยูภ่ายในเมล็ดเร่ิมตน้ได ้ 

มีรายงานถึงความส าเร็จในการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไมใ้นไนโตรเจนเหลว โดย Wang et al. 
(1998) พบวา่ปริมาณน ้าภายในเมล็ดกลว้ยไมท่ี้เหมาะสมต่อการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวควรจะ
มีค่าอยูร่ะหวา่ง 12-19% จึงจะท าให้เมล็ดกลว้ยไมส้ามารถเก็บในไนโตรเจนเหลวได ้และภายหลงั
จากการน ากลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ เมล็ดยงัคงมีอตัราการรอดชีวิตและอตัราการงอกท่ีสูง (95%) 
สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Hirano et al. (2005) ท่ีไดท้  าการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไม ้Bletilla striata 
อายุต่างๆ คือ 2 3 และ 4 เดือน ซ่ึงภายในเมล็ดมีปริมาณน ้ าเท่ากบั 84 57 และ 33% ตามล าดบั 
ภายหลงัจากการเก็บรักษาโดยการแช่ในไนโตรเจนโดยตรง พบว่า เมล็ดกลว้ยไมมี้อตัราการรอด
ชีวติเท่ากบั 0 9 และ 23% ตามล าดบั 

ส าหรับการศึกษาการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีอุณหภูมิต ่ากว่าจุดเยือก
แข็งโดยวิธี encapsulation-dehydration โดยน าเมล็ดเทียมท่ีผลิตได้มาปรับสภาพเซลล์ในอาหาร
เหลว ND ท่ีเติมน ้าตาลซูโครส 0.5 M เขยา่เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นดึงน ้ าออกจากเมล็ดเทียมโดย
เป่าลมในตูป้ลอดเช้ือ เป็นเวลา 0-6 ชัว่โมง พบวา่ ปริมาณน ้ าภายในเมล็ดเทียมมีปริมาณลดลงอยา่ง
รวดเร็ว (79.08% - 16.04%) เม่ือเพิ่มระยะเวลาการดึงน ้ าออกมากข้ึน และภายหลงัจากการเก็บรักษา
ในไนโตรเจนเหลวและน าเมล็ดกลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ พบวา่เมล็ดเทียมมีเปอร์เซ็นตก์ารงอกสูงสุด
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เท่ากบั 82% เม่ือผ่านการดึงน ้ าออกเป็นเวลา 6 ชั่วโมง และมีปริมาณน ้ าภายในเมล็ดเทียมเท่ากบั 
16.04% สอดคลอ้งกบัรายงานของ Jitsopakul and Thammasiri (2005) ท่ีท าการศึกษาการเก็บรักษา
เมล็ดกลว้ยไมฟ้้ามุ่ย (Vanda coerulea) โดยวิธี encapsulation-dehydration โดยน าเมล็ดเทียมท่ีผลิต
ไดม้าปรับสภาพเซลลใ์นอาหารเหลวท่ีเติมน ้าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 0.5 และ 0.7 M เขยา่เป็นเวลา 
18 ชัว่โมง ก่อนท่ีจะท าการดึงน ้ าออกโดยใชล้มเป่าภายในตูป้ลอดเช้ือเป็นเวลา 0-8 ชัว่โมง แลว้จึง
เก็บในไนโตรเจนเหลว ผลการศึกษาว่า เมล็ดเทียมท่ีถูกดึงน ้ าออกเป็นเวลา 6 และ 7 ชั่วโมง มี
ปริมาณน ้ าภายในเมล็ดเทียมลดลงจาก 81% เป็น 25% และ 77% เป็น 22% เม่ือปรับสภาพเซลล์ใน
อาหารท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 0.5 และ 0.7 โมลาร์ ตามล าดบั ให้ผลดีท่ีสุดคือ เมล็ดเทียม
สามารถงอกและเจริญเป็นโพรโทคอร์มได ้100%  

ในการเก็บรักษาตวัอยา่งพืชในไนโตรเจนเหลวพบว่า ปริมาณน ้ า (water content) ท่ีสูงจะ
ท าให้เกิดการสร้างเกล็ดน ้ าแข็งข้ึนภายในเซลล์ (Intracellular ice crystals) ในระหวา่งการแช่แข็ง 
และการละลายได ้(Thawing) (Bian et al., 2002; Popov et al., 2006) ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งก าจดัน ้ าท่ี
อาจเกิดเป็นเกล็ดน ้ าแข็งออกจากเซลล์ให้มากท่ีสุดโดยท่ีเซลล์ยงัคงมีชีวิตอยู ่เพื่อเพิ่มอตัราการรอด
ชีวิตของตวัอย่างพืชภายหลงัจากการแช่ในไนโตรเจนเหลว (Verleysen et al., 2004) ซ่ึงการลด
ปริมาณน ้ าของเซลล์สามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น วิธี air-drying หรือการใชส้ารละลายบางชนิด เช่น 
น ้าตาลซูโครส เป็นตน้ 

การใชน้ ้าตาลซูโครสท่ีความเขม้ขน้สูงในขั้นตอนแรกของการเก็บรักษาเมล็ดเทียมท่ีอุณหภูมิ
ต ่า เป็นการปรับสภาพของเซลล์ พร้อมทั้งช่วยปกป้องเซลล์และเน้ือเยื่อพืชจากการถูกรบกวน
กระบวนการทางชีวเคมีทั้งก่อนและหลงัการแช่ในไนโตรเจนเหลว มีรายงานเก่ียวกบัผลของน ้ าตาล
ซูโครสต่อ osmotic dehydration ในพืชหลายชนิด (Bian et al., 2002; Hoekstra et al., 2001; Popov 
et al., 2006) น ้ าตาลซูโครสมีบทบาทส าคญัในการปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์ในสภาวะขาดน ้ า 2 ประการ 
คือ ลดอุณหภูมิ dry membrane phase transition temperature (Tm) และช่วยให้เกิดคาร์โบไฮเดรตท่ี
อยู่ในรูปแกว้ (carbohydrate glass) ท่ีมีอุณหภูมิจุดเดือดสูง ซ่ึงหมู่ไฮดรอกซิล (OH groups) ของ
น ้าตาลจะแทนท่ีโมเลกุลของน ้า และท าปฏิกิริยาเกิดการจบักนักบัฟอสโฟลิปิดดว้ยพนัธะไฮโดรเจน 
ซ่ึงช่วยให้เยื่อหุ้มเซลล์มีความเสถียรในระหว่างดึงน ้ าออก และแช่เยน็ ซ่ึงท าให้เยื่อหุ้มเซลล์ยงัคง
รูปร่างอยูแ่ละท างานในภาวะจ ากดัได ้(Turner et al., 2001) การศึกษาถึงระดบัความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลซูโครส และระยะเวลาในการเพาะเล้ียงเมล็ดเทียมบนอาหารท่ีมีน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้
สูงท่ีเหมาะสมจึงเป็นส่ิงจ าเป็น ซ่ึงความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสท่ีใชน้ั้นแตกต่างกนัไปตามชนิด 
และขนาดของช้ินส่วนพืชท่ีใช้ รวมไปถึงอายุของช้ินส่วนพืชในขณะท่ีน ามาเก็บรักษานอกจากน้ี
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการดึงน ้ าออก ยงัมีผลต่อความมีชีวิตรอดของเน้ือเยื่อพืชทั้งก่อนและหลงัการเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิต ่าอีกดว้ย  
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การเกบ็รักษาโพรโทคอร์มกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดทีอุ่ณหภูมิต ่ากว่าจุดเยอืกแข็ง 
ในการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกล้วยไม้กุหลาบกระเป๋าปิด โดยวิธี vitrification โดยมี

หลกัการคือ การก าจดัน ้ าออกจากตวัอย่างพืชโดยแช่ในสารละลาย plant vitrification solution 
(PVS) ท่ีมีค่า osmoticum สูง เช่น ethylene glycol glycerol ซ่ึงมีความเขม้ขน้อยูร่ะหวา่ง 5-8 โมลาร์ 
จากนั้นจึงแช่ในไนโตรเจนเหลวอยา่งรวดเร็ว (Takagi, 2000) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดน้ าโพรโทคอร์ม
ท่ีผา่นการบ่มร่วมกบัสารละลาย LS เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25±2°C และแช่ในสารละลาย 
PVS2 เป็นเวลา 30-180 นาที ท่ีอุณหภูมิ 0°C ก่อนเก็บลงในไนโตรเจนเหลว พบวา่โพรโทคอร์มมี
เปอร์เซ็นต์รอดชีวิตสูงสุดเท่ากบั 60% เม่ือแช่ในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 90 นาทีในขณะท่ี    
โพรโทคอร์มท่ีไม่ผ่านการบ่มในสารละลาย LS ก่อนแช่ในสารละลาย PVS2 และเก็บใน
ไนโตรเจนเหลวมีเปอร์เซ็นตร์อดชีวิตสูงสุดเท่ากบั 44% เม่ือแช่ในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 120 
นาที 

สารท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารละลาย PVS2 เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัในการปกป้องเน้ือเยื่อ
พืชจากอนัตรายขณะแช่แข็ง ซ่ึงการท างานของสารเหล่าน้ียงัไม่เป็นท่ีเขา้ใจแน่ชดั โดยไปมีผลต่อ
แรงดนัออสโมติกของเซลล ์โดยการดึงน ้าออกจากเซลล ์และอาจไปมีผลในการปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์
ดว้ย (Engelmann, 1991) นอกจากน้ีในสารละลาย PVS2 ยงัมีสารไดเมทธิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) 
เป็นส่วนประกอบ ซ่ึงหากใช้ในความเขม้ขน้ท่ีสูงอาจมีผลไปรบกวนกระบวนการเมตาบลิซึมของ 
RNA และโปรตีน ก่อใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในพืชได ้แต่อยา่งไรก็ตาม มีรายงานถึงการใช้สารละลาย 
PVS2 ในการเก็บรักษาตวัอย่างพืชหลายชนิดและพบว่าประสบความส าเร็จเป็นจ านวนมาก เช่น 
กลว้ย (Tsukazaki et al., 2000) กลว้ยไม ้(Ishikawa et al., 1997; Hirano et al., 2005; Thammasiri 
and Soamkul, 2007; Vendrame, 2008) African violet (Moges et al., 2004) Chestnut (Vidal et al., 
2005) Mint (Towill, 1990) และ Taro (Colocasia esculenta) (Takagi et al., 1997)  

การก าจดัสาร cryoprotectant ออก ภายหลงัจากการละลายตวัอย่างพืชเป็นส่ิงท่ีส าคญั 
(Verleysen et al., 2005) ก่อนท่ีจะท าใหเ้ซลล์พืชไดรั้บน ้ าอีกคร้ัง (Rehydration) ซ่ึงจะช่วยเพิ่มอตัรา
การรอดชีวิตของตวัอยา่งพืชได ้(Seufferheld et al., 1999) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการก าจดัสาร 
cryoprotectant ออกตวัอยา่งพืชโดยการแช่ในสารละลายน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้สูง สอดคลอ้ง
กบัรายงานของ Verleysen et al. (2005) ท่ีพบวา่การบ่มตวัอยา่งพืชท่ีผา่นการแช่ในไนโตรเจนเหลว
ในสารละลายน ้ าตาลซูโครสก่อนท่ีจะเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ จะช่วยเพิ่มความสามารถใน
การเจริญเติบโตของพืชได ้ซ่ึงหากบ่มตวัอยา่งพืชในน ้ าโดยตรงภายหลงัจากการท าละลาย (Thawing) 
จะส่งยบัย ั้งการรอดชีวิตของเซลล์พืชได้ เน่ืองจากอาจท าให้เกิด osmotic shock หรือเกิดความ
แตกต่างของค่าออสโมติกโพเทนเซียลระหว่างน ้ าและความเข้มขน้ของสารละลายท่ีอยู่ภายใน             
ไซโทพลาซึม ซ่ึงท าใหค้วามสามารถในการเจริญของพืชลดลงได ้ 
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จากการศึกษาการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไมท่ี้อุณหภูมิต ่ากวา่จุดเยือกแข็ง โดยใชว้ิธี 
encapsulation-dehydration โดยน าโพรโทคอร์มท่ีผ่านการเคลือบดว้ยสาร ca-alginate มาท าการ
ปรับสภาพเซลล์ดว้ยการเพาะเล้ียงบนอาหารเหลวท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 0.5 โมลาร์ เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ก่อนก าจดัน ้ าออกโดยการเป่าลมในตูป้ลอดเช้ือนาน 3-8 ชัว่โมง มีผลท าให้เมล็ด
เทียมมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตสูงภายหลงัจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี
พบวา่ เมล็ดเทียมท่ีผา่นการดึงน ้ าออกเป็นเวลา 6 ชัว่โมง มีปริมาณน ้ าเหลือภายในเมล็ดเทียมเท่ากบั 
13.06% ก่อนท าการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เมล็ดเทียมมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุดคือ 
80% ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Flachsland et al. (2006) ท่ีไดท้  าการศึกษาการเก็บรักษาโพรโท
คอร์มกลว้ยไม ้Oncidium bifolium โดยวิธี encapsulation-dehydration พบวา่ เมล็ดเทียมท่ีผา่นการ
ดึงน ้ าออกเป็นเวลา 7 ชัว่โมง มีปริมาณน ้ าเหลือภายในเมล็ดเทียมเท่ากบั 21.2% ก่อนน ามาเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว และภายหลังจากการน ากลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ โพรโทคอร์มมีอตัราการรอดชีวิต
สูงสุด คือ 80% นอกจากน้ี Uragami et al. (1990) ไดร้ายงานวา่ ปริมาณน ้าท่ีเหลืออยูภ่ายในเซลล์พืช
ท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาช้ินส่วนพืชท่ีอุณหภูมิ -196°C ควรจะมีปริมาณน ้าเท่ากบั 15-25% 

การปรับสภาพของเซลล์ (Pretreatment) หรือเน้ือเยื่อก่อนท่ีจะท าการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว นบัวา่เป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัมาก เน่ืองจากสามารถช่วยเพิ่มอตัราการรอดชีวิต
ของเซลลห์ลงัผา่นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวไดดี้ข้ึน ซ่ึงในขั้นตอนน้ีอาจเป็นการเติมสารบาง
ชนิดให้แก่เซลล์เพื่อให้ทนทานต่อสภาวะเครียดต่างๆ เช่น การเติม proline หรือ abscisic acid 
(ABA) และน ้ าตาลซูโครส (Benson, 1994)  Maneerattanarungroj et al. (2007) ไดท้  าการศึกษาการ
เก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไมเ้อ้ืองเม่ียงดว้ยวิธี encapsulation-dehydration โดยใชโ้พรโทคอร์มท่ี
ไดจ้ากการเพิ่มจ านวนในอาหารสังเคราะห์สูตร ND ท่ีเติม NAA 0.3 มก./ล. เป็นเวลา 2 เดือนมาผลิต
เป็นเมล็ดเทียม จากนั้นจึงเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีเติม ABA 1 มก./ล. เป็นเวลา 1 สัปดาห์ และดึง
น ้ าออกโดยใช้ลมเป่าภายในตูป้ลอดเช้ือร่วมกบั silica gel เป็นเวลา 5-6 ชัว่โมง ก่อนท่ีจะเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว ภายหลงัจากน ากลบัมาเพาะเล้ียงใหม่ พบวา่โพรโทคอร์มมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิต
สูงสุดเท่ากบั 40%  

ในการเก็บรักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไม้กุหลาบกระเป๋าปิดในไนโตรเจนเหลว โดยใช้วิธี 
encapsulation-vitrification พบวา่ การดึงน ้ าออกจากเมล็ดเทียมโดยการใช่เมล็ดเทียมในสารละลาย 
PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0°C เป็นเวลา 30 นาที ไม่สามารถช่วยให้เมล็ดเทียมกลว้ยไมมี้ชีวิตรอดภาย
หลงัจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวได้ ในขณะท่ีเม่ือเพิ่มระยะเวลาการแช่สารนาน 60-300 
นาที เมล็ดเทียมมีชีวิตรอดไดสู้งสุดเท่ากบั 30% ส าหรับเมล็ดเทียมกลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดผ้า่นการเก็บ
รักษา พบวา่สารละลาย PVS2 มีผลต่อการรอดชีวติของเมล็ดเทียมกลว้ยไม ้คือ เม่ือระยะเวลาการแช่
ในสารละลาย PVS2 เพิ่มข้ึน เมล็ดเทียมมีอตัราการรอดชีวติลดลง  
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Ishikawa et al. (1997) ไดร้ายงานถึงความส าเร็จในการเก็บรักษาเมล็ดกลว้ยไม ้ Bletilla 
stiata ในไนโตรเจนเหลวดว้ยวธีิ encapsulation-vitrification โดยน าเมล็ดท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงบน
อาหารสังเคราะห์เป็นเวลา 10 วนั มาท าการปรับสภาพเซลล ์ (preculture) โดยเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลวท่ีเติมน ้าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25°C ในท่ีมืด เป็นเวลา 3 วนั จากนั้นบ่มร่วมกบั
สารละลาย LS (กลีเซอรอล 2 โมลาร์ และน ้าตาลซูโครส 0.4 โมลาร์) เป็นเวลา 15 นาที และน าไปดึง
น ้าออกโดยแช่ในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 0°C และแช่ในไนโตรเจนเหลว 
ภายหลงัจากการท าละลาย (Thawing) และลา้งเมล็ดเทียมดว้ยอาหารเหลวท่ีเติมน ้าตาลซูโครสความ
เขม้ขน้ 1.2 โมลาร์ ก่อนเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ พบวา่ เมล็ดเทียมมีอตัราการรอดชีวติและ
สามารถเจริญเป็นตน้ใหม่ไดสู้งถึง 60% นอกจากน้ี Yin and Hong (2009) ไดร้ายงานถึงการเก็บ
รักษาโพรโทคอร์มกลว้ยไม ้ D. candidum โดยการผลิตเป็นเมล็ดเทียมก่อนแช่ในสารละลาย PVS2 
ท่ีอุณหภูมิ 25°C เป็นเวลา 120 นาที เมล็ดเทียมมีอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 76.2% ในขณะท่ีเมล็ด
เทียมท่ีแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0°C เป็นเวลา 150 นาที โพรโทคอร์มมีอตัราการรอดชีวิต
สูงถึง 89.4% 

สารท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารละลาย PVS2 เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัในการปกป้องเน้ือเยือ่
พืชจากอนัตรายขณะแช่แขง็ ซ่ึงการท างานของสารเหล่าน้ียงัไม่เป็นท่ีเขา้ใจแน่ชดั โดยไปมีผลต่อ
แรงดนัออสโมติกของเซลล ์โดยการดึงน ้าออกจากเซลล ์และอาจไปมีผลในการปกป้องเยือ่หุม้เซลล์
ดว้ย (Engelmann, 1991) นอกจากน้ีในสารละลาย PVS2 ยงัมีสารไดเมทธิลซลัฟอกไซด ์ (DMSO) 
เป็นส่วนประกอบ ซ่ึงหากใชใ้นความเขม้ขน้ท่ีสูงอาจมีผลไปรบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึมของ 
RNA และโปรตีน ก่อใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุในพืชได ้ ซ่ึงการเคลือบช้ินส่วนพืชดว้ยสาร ca-alginate 
ก่อนการไดรั้บสารละลาย สามารถช่วยลดความเป็นพิษของสารละลายเหล่าน้ีลงได ้

จากการศึกษาความคงตวัทางพนัธุกรรมของตน้กลว้ยไมกุ้หลาบกระเป๋าปิดท่ีเจริญจากการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ DNA เพื่อบอกระดบัพลอยดีโดยใชโ้ฟล
ไซโตรเมทรี (Flow cytometry) พบว่า ระดับพลอยดีของต้นกล้วยไม้ท่ีผ่านการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวไม่แตกต่างจากตน้กล้วยไมใ้นกลุ่มควบคุมซ่ึงมีระดบัพลอยดีเท่ากบั 2n การวดั
ระดบัพลอยดีของกลว้ยไมโ้ดยวิธี flow cytometry น้ี เป็นการวดัปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละเซลล ์
สามารถปฏิบติัได้รวดเร็วโดยใช้ใบพืชท่ีอยู่ในสภาพปลอดเช้ือได้ เคร่ืองมือน้ีสามารถตรวจวดั
ปริมาณดีเอ็นเอไดอ้ยา่งนอ้ย 5,000 นิวเคลียสในแต่ละตวัอยา่งพืชท าให้ไดข้อ้มูลท่ีถูกตอ้ง (Kadota 
and Niimi, 2002) 

 


