
 
 
  

ใบรับรองวิทยานิพนธ 
บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

                                 วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วิจยัและพัฒนาการเกษตร) 
ปริญญา 

 
           สาขา          ภาควชิา 
 

เร่ือง  การศึกษาเทคนิคที่เหมาะสมตอการเก็บรักษาคัพภะหวายในสภาพเยน็ยิ่งยวด 

 
 Optimization of Cryopreservation Technique of Rattan’s Embryo 

 
นามผูวิจัย         นางสาวกําไล  เรียนหัตถกรรม 
ไดพิจารณาเหน็ชอบโดย 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก    
 ( รองศาสตราจารยสนธิชัย  จนัทรเปรม, Ph.D. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    
 ( อาจารยภาณี  ทองพํานัก, D.Agr. ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม    

 ( อาจารยปยรัษฎ  เจริญทรัพย, Ph.D. ) 
ประธานสาขาวิชา    

 ( รองศาสตราจารยธงชัย  มาลา, Ph.D. ) 
   

 
 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 
 
 

   

 (  ) 
                         คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 

 
 

 วันที่  เดือน  พ.ศ.  

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

วิจัยและพฒันาการเกษตร คณะเกษตร กาํแพงแสน 



 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

การศึกษาเทคนิคท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาคัพภะหวายในสภาพเยน็ยิ่งยวด 
 

Optimization of Cryopreservation Technique of Rattan’s Embryo 
 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางสาวกําไล  เรียนหัตถกรรม 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบูรณแหงปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วิจัยและพฒันาการเกษตร) 

พ.ศ. 2554 
 



 

 กําไล  เรียนหตัถกรรม  2554: การศึกษาเทคนิคท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาคัพภะหวายใน
 สภาพเยน็ยิ่งยวด  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (วิจยัและพัฒนาการเกษตร) สาขาวิจยั
 และพัฒนาเกษตร คณะเกษตร กําแพงแสน  อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก:              
 รองศาสตราจารยสนธิชัย  จันทรเปรม, Ph.D.  89 หนา 
 
 
 ศึกษาเทคนิคท่ีเหมาะสมในการการเก็บรักษาคัพภะหวายในสภาพเย็นยิง่ยวด และเพื่อเปน
แนวทางในการอนุรักษพันธุกรรมหวายไมใหสูญพันธุไป  โดยใชผลหวาย 3 ชนิด คือ  หวายน้ําผ้ึง  
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เก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด 3 วิธีการ  คือ  vitrification, encapsulation-dehydration และ 
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แลววาง คัพภะบน silica gel น้ําหนกั 50 กรัมตอคัพภะ 20 ช้ิน เปนเวลา 14 หรือ 21 ชั่วโมง เพื่อลด
ปริมาณนํ้าในเซลลกอนนําไปแชไนโตรเจนเหลว  แลวนาํมาละลายน้ําแข็งท่ีอุณหภูมิ 37-40       
องศาเซลเซียส  เปนเวลา 2 นาที  จากนั้นนํามาแชใน unloading solution ท่ีมี 1.2 M sucrose เปน
เวลา 20 นาที  แลวนําไปเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา  1 วนั จากนัน้แคะ
เอาเฉพาะสวน ของคัพภะยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน  นอกจากนี้ยังใชเทคนิค
ดังกลาวเก็บรักษาคัพภะหวายเพิ่มอีก 4 ชนิด คือ หวายแขงไก  หวายเดาใหญ หวายชุมพร  และหวาย
หอม  พบวา มีการรอดชีวิตเปนรอยละ 80  80  80  และ 70  ตามลําดับ  และไดตรวจสอบความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมภายหลังการเก็บรักษาคัพภะหวายในสภาพเย็นยิ่งยวดโดยใชเทคนิคเอเอฟ
แอลพีในหวาย 2 ชนิด คือ หวายชุมพร และหวายนํ้าผ้ึง  พบวาหวายชุมพรมีการเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรมประมาณรอยละ 3  สวนหวายน้าํผ้ึงไมมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรม 
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Cryopreservation technique for rattan embryo was studied as it would be used as a 

quideline for rattan genetic conservation. Three rattan species, Calamus sp., C. longisetus Griff.  
and  C. myrianthus Becc., were in vitro cultured at plant tissue culture laboratory, RSPG. Three 
methods of cryopreservation vitrification, encapsulation-dehydration and encapsulation-
vitrification, were studied. The survival percentage of embryo before liquid nitrogen immersion 
was 100% and after liquid nitrogen immersion were 20 80 and 100% in Calamus sp.,                  
C. longisetus Griff., C. myrianthus Becc, respectively for encapsulation-dehydration method.   
The most suitable protocol was preculturing the embryos on preculture medium for seven days. 
The embryos were then encapsulated and left in loading solution containing 0.8M sucrose and  
1M glycerol for  0  20  or 30 minutes. The encapsulated embryos were then dehydrated using 
silica gel (20 embryos per 50 g silica gel) for 14 or 21 hours. After immersing in liquid nitrogen, 
the encapsulated embryos were thawed at 37-40 oC  for 2 minute and left in unloading solution 
containing 1.2 M sucrose  for 20 minute.  After reculturing on MS + 0.3 M sucrose  for 1 day,   
the embryos were taken out from supported medium and transferred onto MS medium . They 
were then incubated for 1 month. The same technique was also appliced to preserve another 4 
rattan species in liquid nitrogen; Daemonorops brachystachys  Korthalsia grandis Rild. C. tenuis 
Roxb. and C. pandanosmus Furt.. The survival percentage of embryos after liquid nitrogen 
immersion were 80  80  80 and 70% respectively. Genetic stability of 2 species of rattan embryo  
(Calamus sp. and C. tenuis Roxb.)  preserved in liquid nitrogen was also studied using AFLP 
technique. A few polymorphic DNA band (3%) were found  in C. tenuis Roxb. While non 
polymorphic DNA band was found in Calamus sp. 
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11 แสดงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีกบัดีเอ็นเอ 
 ของหวายชุมพรท่ีผานการแชและไมผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยใชไพรเมอร จํานวน 8 คูไพรเมอร         51 
12 แสดงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีกบัดีเอ็นเอ 
 ของหวายน้ําผ้ึงท่ีผานการแชและไมผานการแชในไนโตรเจนเหลว  

โดยใชไพรเมอร จํานวน 8 คูไพรเมอร  52 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 (4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 

ตารางผนวกท่ี    หนา
  

ก1 การเตรียมอาหาร Murashige and Skoog    71 
ง1 การวิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของคัพภะหวายน้ําผ้ึง 

 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration         80 

ง2 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายกําพวน 
ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
โดยวิธี  encapsulation-dehydration         80 

ง3 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายข้ีไก 
 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration         80 
ง4 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายแขงไก 
 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration         81 
ง5 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายเดาใหญ 
 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration         81 
ง6 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายชุมพร 
 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration         81 
ง7 การวิเคราะหความแปรปรวนของคัพภะหวายหอม 
 ท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว  
 โดยวิธี  encapsulation-dehydration  82 

 



 

(5) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี หนา 
  
    1 ข้ันตอนการเตรียมคัพภะหวายกอนการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว     27 
    2 ข้ันตอนการเกบ็รักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว 

 โดยวิธี vitrification           29 
   3           ข้ันตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว 

โดยวิธี encapsulation-dehydration         30 
    4 ข้ันตอนการเกบ็รักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว 

 โดยวิธี encapsulation-vitrification         31 
    5 การพัฒนาของคัพภะหวายที่ไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลว 

 โดยวิธี vitrification           41 
    6 การพัฒนาของคัพภะหวายที่ไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลว 

 โดยวิธี encapsulation-dehydration         44 
    7 การพัฒนาของคัพภะหวายที่ไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลว 

 โดยวิธี encapsulation-vitrification         47 
    8 ลายพิมพดีเอ็นเอของหวายชมุพร จํานวน 6 ตัวอยางท่ีเกิดจากปฏิกิริยา 

 เอเอฟแอลพีโดยใชไพรเมอรจํานวน 5 ไพรเมอร        53 
    9 ลายพิมพดีเอ็นเอของหวายน้าํผ้ึง จํานวน 6 ตัวอยาง ท่ีเกิดจาก 

ปฏิกิริยาเอเอฟแอลพีโดยใชไพรเมอรจํานวน 4 ไพรเมอร  54 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

(6) 

สารบัญภาพ 
 

       จ1 ภาพผลหวายข้ีไก Calamus myrianthus Becc.        84 
       จ2 ภาพผลหวายกําพวน  Calamus longisetus Griff. .       84 
       จ3 ภาพผลหวายน้ําผ้ึง Calamus sp.          85 
       จ4 ภาพผลหวายแขงไก Daemonorops brachystachys        85 
       จ5 ภาพผลหวายชุมพร Calamus tenuis Roxb.        86 
       จ6 ภาพผลหวายเดาใหญ Korthansia grandis Rild.        86 
       จ7 ภาพผลหวายหอม Calamus pandanosmus Furt.        87 
       จ8 สวนประกอบของผลหวายหอม C. pandanosmus Furt.       87 
       จ9 คัพภะหวายนํ้าผ้ึงท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
 และ BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร          88 
 

ภาพผนวกท่ี หนา 
  



                                 

การศึกษาเทคนิคท่ีเหมาะสมตอการเก็บรักษาคัพภะหวายในสภาพเย็นยิ่งยวด 
 

Optimization of Cryopreservation Technique of Rattan’s Embryo 
 

คํานํา 
 

 หวายเปนผลผลิตท่ีสําคัญมากอยางหนึ่งท่ีไดจากปาท่ีมีการนํามาใชประโยชนรองมาจากไม
ใชสอย โดยสวนท่ีนํามาใชประโยชนคือสวนของลําหวาย (ลําตน)  ซ่ึงสวนของลําหวายเม่ือลอก
กาบออกหมดแลวจะมีลักษณะเฉพาะตัวคือมีน้ําหนกัเบา เหนยีวและยืดหยุนสูง  สามารถนํามาดัด
เปนรูปตาง ๆ ได  จึงเหมาะสําหรับนํามาใชประโยชนในการทําเฟอรนิเจอร เคร่ืองใชสอยและเคร่ือง
เรือนตาง ๆ ที่มีคุณภาพ  โดยท่ัวไปหวายถูกคัดดวยมาตรฐาน 7 ประการคือ  ขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง  ความยาว  สี  ความแข็งแรง  จุดตําหน ิ ความยาวในแตละปลอง  และความสมํ่าเสมอ
ทางดานความโต  โดยท่ีหวายท่ีมีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญกวา 18 มม.  จัดเปนหวายขนาดใหญ
ซ่ึงใชทําโครงสรางเฟอรนิเจอร เชน หวายขอดํา (Calamus manna)  หวายกําพวน (C. longisetus)  
หวายน้ําผ้ึง (Calamus sp.)  หวายข้ีเส้ียน (C. rudentum)  หวายงวย (C. peregrinus)  และหวายท่ีมี
เสนผานศูนยกลางเล็กกวา 18 มม.  จัดเปนหวายขนาดเล็ก เชน หวายตะคาทอง (C. caesius)      
หวายข้ีผ้ึง (C. blumei)  หวายเล็ก (C. javensis)  หวายหอม (C. pandanosmus)  หวายข้ีเหร            
(C. densiflorus)  ผลิตภัณฑจากหวายเปนท่ีนิยมใชกันท่ัวไปท้ังในประเทศและตางประเทศ และมี
แนวโนมเพ่ิมมากข้ึนเร่ือย ๆ  ทําใหประเทศไทยมีการนําเขาหวายเพื่อนาํมาใชเปนวัตถุดิบในการทํา
ผลิตภัณฑตาง ๆ เพิ่มข้ึนเร่ือย ๆ  ปจจุบันหวายเปนพืชปาท่ีหายากและมีราคาแพง จึงมีความตองการ
หวายเพื่อนํามาใชเปนวัตถุดบิในการทําเฟอรนิเจอรและเคร่ืองใชสอยในปริมาณมาก ทําใหมีการ
ลักลอบนําหวายจากปามาใชประโยชนโดยขาดการอนุรักษ และพ้ืนท่ีปาถูกเปล่ียนไปเปนพื้นท่ี
เกษตรกรรม อีกท้ังประเทศ อินโดนีเซีย  มาเลเซีย  ใชมาตรการออกกฎหมายหามสงออกวัตถุดิบ
หวายยกเวนการสงออกในรูปผลิตภัณฑสําเร็จรูปแลวแทน และหวายสวนใหญเปน dioecious plant  
คือเปนตนท่ีชอดอกเพศผูและเพศเมียแยกกนัอยูคนละตน  ทําใหพบตนหวายท่ีใหผลผลิตนอยลง
เนื่องจากสวนหนึ่งเปนตนตัวผู  เวลาในการเจริญของผลตั้งแตเร่ิมออกดอกจนถึงผลแกประมาณ 1 ป  
หวายบางชนิดเม่ือออกดอกออกผลแลวจะตาย  บางชนิดข้ึนเปนตนเดียวไมแตกกอ เชนหวายนํ้าผ้ึง  
และหวายขอดาํเม่ือถูกตัดแลวไมสามารถสืบทอดพันธุตอได  และการขยายพนัธุของหวายโดยใช
เมล็ดและหนอมีขอจํากัด  ซ่ึงการขยายพันธุโดยใชหนอมีอัตราการเพ่ิมปริมาณท่ีนอยและมีขอจํากดั
กับหวายท่ีไมสามารถแตกกอได  สวนเมล็ดหวายมีเปอรเซ็นตการงอกตํ่าและความงอกจะลดลง
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อยางรวดเร็ว  ทําใหไมสามารถเก็บรักษาเมล็ดหวายไวได  เม่ือเก็บเมล็ดหวายแลวตองเพาะทันทีไม
ควรเก็บไว  จากขอจํากัดของหวายเก่ียวกับการเจริญเติบโตและการสืบทอดพันธุดังกลาว  และการ
ใชหวายจากปาเพียงอยางเดยีวโดยไมมีการปลูกทดแทน  และขาดการอนุรักษ  ทําใหหวายในสภาพ
ธรรมชาติลดลงและบางชนดิเกือบสูญพันธุไป  ทําใหตองมีการอนุรักษพันธุกรรมหวายไมใหสูญ
พันธุไปจากปาและเพื่อไวใชประโยชนตอไปในอนาคต ดังนั้นวิธีการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชใน
สภาพเยน็ยิ่งยวดท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส จึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีใชในการอนุรักษพันธุกรรม
หวาย  
 



                                 

วัตถุประสงค 
 

หาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาคัพภะหวายบางชนดิในไนโตรเจนเหลว  เพื่อเปน
แนวทางในการอนุรักษพันธุกรรมหวายไมใหสูญพันธุไป 
 



                                 

การตรวจเอกสาร 
 

หวายเปนพืชวงศ Palmae  จัดอยูใน major group Lepidcaryid หรือ พวกที่มีผลเปนเกล็ด  
หวายเปนปาลมเล้ือยมีลําตนปนปายตามตนไม สวนตาง ๆ ปกคลุมไปดวยหนาม  มีมือเกาะลักษณะ
เปนเสนยาวออกจากปลายใบหรือจากกาบหุมลํา  ซ่ึงลักษณะดังกลาวไมพบในปาลมชนิดอ่ืน  หวาย
เปนพืชใบเล้ียงเด่ียว มีอายหุลายป ไมผลัดใบ เจริญเติบโตไดดใีนบริเวณท่ีมีฝนตกชุก และมีความชื้น
สูงในเขตมรสุม หวายท้ังหมดในโลกน้ีมี 13 สกุล ประมาณ 600 ชนิด (Zehui, 2007) มีการกระจายอยู
ท่ัวไปแถบทวปีเอเชีย คาบสมุทรมลายา อาฟริกา ทางตอนใตของประเทศอินเดีย พมา จีน ทางตอน
เหนือของประเทศออสเตรเลียและหมูเกาะปาปวรนิวกินี โดยมีศูนยกลางการกระจายพันธุในแถบ
เอเชียตะวันออกเฉียงใตซ่ึงไดแกประเทศมาเลเซีย  อินโดนีเซีย  ฟลิปปนส  และไทย พื้นท่ีบริเวณนี้จึง
เปนแหลงผลิตหวายท่ีสําคัญท่ีสุดของโลก (Dransfield, 1979)  ประเทศไทยมีการสํารวจพบหวาย 6 
สกุล ประมาณ 62 ชนดิ คือ สกุล Calamus, Daemonorops, Korthalsia, Plectocomia, Plectocomiopsis 
และ Myrialepsis (Sutthisrisilapa, 2004)  ซ่ึงมีการกระจายอยูท่ัวทุกภาคของประเทศ  ตามบริเวณปา
ดิบช้ืน  ปาดิบแลง  ปาพรุ และปาชายเลน  โดยพบมากท่ีสุดทางภาคใตของประเทศ  ไดแก จังหวัดสุ
ราษฎรธานี  สงขลา ระนอง  กระบ่ี  นราธิวาส  ปตตานี  ซ่ึงชนิดของหวายท่ีพบมาก ไดแก หวายกํา
พวน  หวายงวย  หวายข้ีเส้ียน  หวายน้ํา  หวายชุมพร  หวายน้ําผ้ึง  และหวายบางชนิดพบเฉพาะถ่ิน
เทานั้น เชน หวายตะคาทองพบท่ีจังหวัดนราธิวาส  หวายขอดํา พบท่ีตามแนวชายแดนติดตอประเทศ
มาเลเซีย แถบจังหวดัยะลาและนราธิวาส  หวายที่พบสวนใหญในประเทศไทยเปนหวายสกุล Calamus 
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของหวาย 
 

ลําตน (stems)  ลําตนของหวายเปนสวนท่ีนํามาใชประโยชน  ประกอบดวยปลอง 
(internodes) หลาย ๆ ปลองตอกันเปนลํา ลําตนแบบเล้ือย (climbing stem) ปนปายไปตามตนไมใหญ
ท่ีอยูใกลเคียง ลําตนหอหุมดวยกาบใบหรือกาบหุมลํา (leaf sheath) ซ่ึงปกคลุมไปดวยหนาม  ลําหวาย
มีความยาวมากนอยแตกตางกันไปตามชนดิของหวายต้ังแตขนาดเล็ก 10 เซนติเมตร  จนมีความยาว
สูงสุดถึง 175 เมตร (Burkill, 1935)  ขนาดของลําหวายจะไมเพิ่มข้ึนตามอายุ  ในระยะตนกลาหวายจะ
เจริญเติบโตโดยการเพิ่มขนาดของลําตนหลังจากนั้นจะเจริญทางดานความยาว ลักษณะการแตกกอ
ของหวายโดยท่ัวไปเกิดบริเวณผิวดินและมีการแตกหนอไดหลายหนอ  จึงทําใหลํามีลักษณะเปนกอ  
ซ่ึงผิวของลําหวายมีความสําคัญอยางยิ่งในเชิงการคา เนื่องจากการแบงเกรดของหวายจะใชผิวท่ี
สมบูรณเปนตัวแบงเกรด 
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ใบ (leaf)  ใบหวายเปนใบประกอบ (compound leaf)  ประกอบดวยสวนสําคัญ 3 สวน คือ  
กาบหุมใบ (leaf sheath)  เปนสวนท่ีหุมลําหวาย  หุมสลับเหล่ือมกันตลอดลําตนมี 2-4 ช้ัน  กาบใบ
สวนใหญมักมีหนามกระจายอยูท่ัวไป  ซ่ึงลักษณะของกาบหุมใบและการเรียงตัวของหนามบนกาบ
หุมใบสามารถใชจําแนกชนดิของหวายได  กานใบ (petiole) ในขณะท่ีเปนตนออนยงัมีกานใบปรากฏ
อยูใหเห็น เม่ือลําหวายแกข้ึนกานใบจะหายไป  ใบยอย (leaflet) มีลักษณะแบบขนนก (pinnate)  
ลักษณะของขอบใบมี 2 ลักษณะ คือ ขอบใบเรียบ (entire margined) และขอบใบหยกั (erose 
margined) ใบยอยเรียงตัวกนัอยูบนกานใบ (rachis) มีท้ังท่ีเรียงตัวเปนระเบียบ และไมเปนระเบียบ  ใบ
ยอยอาจมีขนหรือหนามแตกตางกันไปตามชนิด ใบออนมีลักษณะแตกตางกับใบแกอยางชัดเจน 
(ชนาธิป และคณะ, 2536) 
 

อวัยวะปนปาย (climbing organs)  มีอยู 2 ลักษณะ คือ มือเกาะ (cirrus) เปนลักษณะท่ียืน่ยาว
ออกจากใบยอยคูสุดทาย  สวนท่ียื่นออกไปนี้จะมีหนามปรากฏอยู  ในการเจริญของหวายจากระยะที่
เปนกลาหวายจนกระท่ังแกตัว  ใบออนมักจะไมมีมือเกาะ  แตในใบแกท่ีพัฒนาเต็มท่ีแลวจะมีมือเกาะ
ปรากฏอยู พบในหวายสกุล  Daemonorops,  Korthalsia,  Plectocomia,  Plectocomiopsis,  
Myrialepsis และ Calamus  บางชนิด (ชนาธิป และคณะ, 2536)  สวนมือเกี่ยว (flagellum)  เปนชอดอก
ท่ีเปนหมัน (sterile inflorescence)  เกิดบนกาบใบใกลสวนท่ีเรียกวา เขา (knee)  มีหนาท่ีเชนเดยีวกับ
มือเกาะ หนามที่ปรากฏอยูบนมือเกี่ยวจะมีการเรียงตัวแบบกลุมหรือกระจายอยูท่ัว ๆ ไป และมี
ลักษณะโคงกลับ  โดยปกติแลวมือเกาะและมือเกี่ยวจะไมปรากฏอยูบนหวายชนดิเดียวกัน 
 

ดอก (flower)  ดอกเปนดอกชอ (inflorescence) แบบ spike  มักเกิดเปนคูและมี bracts    เล็ก ๆ 
อยูดวย  การออกดอกของหวายมี 2 ลักษณะ คือ  เปนแบบ hapaxanthic  ขอท่ีอยูตอนยอดของลําหวาย
จะสรางชอดอกข้ึนมาในเวลาใกลเคียงกัน  ซ่ึงในลักษณะนี้ทําใหยอดหวายหมดความแข็งแรงทําใหลํา
ตนตายลงหลังจากการออกดอกและตดิผลแลว  สวนการออกดอกแบบ pleonanthic  นั้นลําตนจะสราง
ชอดอก ซ่ึงชอดอกจะไมเกิดข้ึนพรอมกัน ดังนั้นจึงทําใหลําตนเติบโตตอไปไดหลังจากออกดอกแลว 
หวายเปนพืช dioeious มีดอกตัวผูและดอกตัวเมียอยูแยกกัน เปนพืชผสมขาม ยกเวนหวายในสกลุ 
Korthalsia,  Laccosperma และEremospatha ชอดอกตัวผูและตัวเมียอยูตนเดียวกัน (monoecious) 
(Uhi and Dransfield, 1987) 

 
ผล (fruit)  ผลของหวายเปนผลเดี่ยว (simple fruit)  มีเกล็ดซอนทับกันยอนกลับในแนวดิ่ง 

เกล็ดของผลหวายเกิดจากปลายยอดมาทางฐานของผลหวาย  โดยเกล็ดจะเรียงลดหล่ันกันตามลําดับ
เปนแถวตรงตามแนวดิ่ง  ลักษณะเกล็ดจะแข็งเปนมัน ผลหวายมีเปลือกนอก (pericarp)  มีสีท่ีแตกตาง
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กันออกไปบางชนิดสีน้ําตาลเหลือง  น้ําตาลออน  น้ําตาลแก  หรือน้ําตาลปนแดง เปนตน  สวนของ
ผนังช้ันกลาง (mesocarp) ของหวายในสกุล Korthalsia,  Laccosperma,  Eremospatha  และ 
Oncocalamus  เปนเนื้อหนาฉํ่าน้ํา  เปลือกหุมเมล็ดแหงเม่ือเมล็ดแก  หวายในสกุลอ่ืน ๆ  นอกเหนือ 
จากท่ีกลาวมา  ผนังผลบางและเมล็ดแหงเม่ือแก เมล็ดปกคลุมไปดวยเนื้อเยื่อท่ีหนาเรียกวา sarcotesta 
หุมอยู  ซ่ึงเนื้อท่ีหุมเมล็ดนี้สามารถนํามารับประทานได (อิศรา, 2529)  การแกของเมล็ดสังเกตไดจาก
การเปล่ียนสีของเกล็ดบนเปลือกนอกของผล ใน 1 ผล จะมี 1 เมล็ด  ในบางชนิดอาจมี 3 เมล็ด ใน 1 ผล  
ในชอหนึ่ง ๆ อาจมีผลไดตั้งแต 100-5,000 ผล  แลวแตชนิดของหวาย เชน หวายตะคาทองมีผลมาก 
กวา 2,000 ผล  ในแตละลําในทุกชวงเวลา (Manokaran, 1979)  สวนของคัพภะอยูในรองเมล็ด
สวนกลางหรือดานขาง  
 

ราก (roots)  ระบบรากของหวายมีการกระจายออกรอบ ๆ  ในแนวราบกวางขวางและมีระบบ
รากส้ัน เจริญในแนวดิ่ง รากอาจเจริญไปขางลางแตมีบางสวนเจริญยอนกลับข้ึนมาดานบน 
(Dransfield, 1979)  ในบริเวณท่ีมีใบไมทับถมเปนช้ันหนา ๆ  รากบริเวณน้ีมักมเีซลลท่ีมีผนังหนา 
เซลลอยูติดกันหลวม ๆ  คาดวารากสวนนี้ทําหนาท่ีในการหายใจ 
 
การเจริญเติบโตและการพัฒนาของหวาย 
 

หวายท่ีข้ึนอยูในธรรมชาติมีตนกลาเปนจํานวนมาก แตมจีํานวนไมมากนักท่ีเจริญเติบโตและ
พัฒนาเปนตนกลาท่ีสมบูรณ กลาหวายสวนใหญตายไปเนื่องจากการแขงขันทางดานแสง อาหารและ
น้ําตลอดจนโรคและแมลงตาง ๆ  สําหรับหวายชนิดท่ีปนปายไปสูง ๆ การพัฒนาของลําตนเร็วหรือชา 
และการแตกกอไดรับการกระตุนเม่ือไดรับแสงที่เพียงพอ  นอกจากนี้แสงยังเปนตัวกระตุนการยืดตวั
ของลําตนหวายอีกดวย (Manokaran, 1985)  การยืดตวัของลําตนหวายจะเกิดข้ึนตลอดเวลา แตก็ผัน
แปรไปในแตละชวง 

 
การออกดอกและการติดผลของหวายหลายชนิดเกดิข้ึนตามฤดูกาลและสภาพแวดลอม เชน 

ปจจัยท่ีเกี่ยวของกับการออกดอกของหวายตะคาทอง (C. caesius)  ไดแก ระยะชวงแลงซ่ึงมีอุณหภูมิ
สูง ตามดวยระยะฝนตกชุก (Manokaran, 1989) การออกดอกของหวายบางชนิดไมข้ึนอยูกับปจจัย
สภาพแวดลอม เชน หวายน้าํ (Daemonorops angustifolia)  ซ่ึงหวายจะมีการออกดอกตอเนื่องกันไป
ตามลําตน และอายุการออกดอกของหวายจะแตกตางกนัออกไป 
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การขยายพันธุของหวายในสภาพธรรมชาต ิ
 

ในสภาพธรรมชาติหวายสามารถขยายพันธุไดจากเมล็ดและการแตกหนอ ซ่ึงการขยายพันธุ
โดยการใชเมล็ดเปนวิธีท่ีกระจายพันธุไดอยางกวางขวางซ่ึงตองอาศัยคนและสัตว หลังจากท่ีคนหรือ
สัตวกินผลหวายแลวนําเมล็ดไปท้ิงไวในท่ีท่ีเหมาะสมเมล็ดจะงอกข้ึนเอง  แตมีขอเสียเนื่องจากเมล็ด
หวายมีเปอรเซ็นตการงอกตํ่า  และจะลดลงอยางรวดเร็ว (ถนอม, 2522)  ใชเวลาในการงอกนาน และ
การมีชีวิตของเมล็ดจะลดลงอยางรวดเร็ว  จึงทําใหการขยายพันธุโดยเมล็ดในสภาพธรรมชาติไดผล
นอยและไมแนนอน  นอกจากนี้การเจริญเติบโตในระยะแรกจะโตชา  สวนการขยายพันธุโดยการแตก
หนอเปนวิธีการท่ีใหผลท่ีแนนอนและอัตราในการเจริญเติบโตรวดเร็วกวา  แตมีอัตราการเพ่ิมใน
ปริมาณนอย (Aziah, 1987)  หวายบางชนิดท่ีมีลําตนเดี่ยวจะไมสามารถแตกหนอได อีกท้ังการ
ขยายพนัธุยังจาํกัดอยูในบริเวณโคนตน และอัตราการแตกหนอยังข้ึนกับความสมบูรณแข็งแรงของตน
แมอีกดวย  ถาตนแมแคระแกรนตนท่ีเกิดจากหนอก็จะแคระแกรนเชนเดียวกับตนแม  การขยายพันธุ
โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืเปนวิธีท่ีสามารถขยายพันธุไดตนท่ีมีลักษณะเหมือนกันในปริมาณมาก  
ภายในเวลาอันรวดเร็ว 

 
พระราชดําริของพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหัว กับการอนุรักษและขยายพันธุกรรมหวายโดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

ในป พ.ศ. 2529  ทรงมีพระราชดําริใหอนุรักษและขยายพันธุหวายชนิดตาง ๆ ท่ีมีคุณคาทาง
เศรษฐกิจ โดยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ  เพื่อไวใชประโยชนในอนาคต  ซ่ึงหวายเปาหมายคือ หวายขอดํา  
หวายน้ําผ้ึง  หวายตะคาทอง  หวายหอม  หวายโปง  หวายกําพวน  หวายงวย  และหวายข้ีเส้ียน  และ
ไดพระราชทานพระบรมราชานุญาตใหทดลองปลูกตนหวายเหลานัน้ในปายางนาใกลพระตําหนกั
เรือนตน  สวนจิตรลดา  และมีพระดําริใหทดลองปลูกท่ีศูนยศึกษาการพฒันาหวยฮองไครอันเนื่องมา 
จากพระราชดาํริ  จังหวดัเชียงใหม  และท่ีศนูยศึกษาการพฒันาภูพานอันเนื่องมาจากพระราชดําริ  
จังหวดัสกลนคร  ตอมาเม่ือป 2532 ไดจัดทําแปลงรวบรวมพันธุหวายชนิดตางๆ ในพื้นท่ี 1,000 ไร ท่ี
ตําบลปะเหลียน  จังหวัดตรัง และไดนอมเกลาฯ ถวายเปนสวนหวายเฉลิมพระเกียรติพระบาทสมเด็จ
พระเจาอยูหวั  เพื่อเปนท่ีศึกษาและวิจยั  (โครงการอนุรักษพันธุกรรมพชือันเนื่องมาจากพระราชดําริ 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี, 2549)  
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การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหวาย 
 

ปจจุบันมีการนําเทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อมาใชประโยชนกนัอยางกวางขวางในการ
ขยายพนัธุพืช ซ่ึง Murashige (1974)  ไดเสนอข้ันตอนการเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อพืชเพื่อการขยายพันธุไว    
3 ข้ันตอนคือ 1)  การเตรียมเนื้อเยื่อพืชใหปราศจากเช้ือและนําไปเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห  2)  
การเล้ียงเนื้อเยือ่ใหเจริญเติบโตและขยายตนใหมีปริมาณมากในอาหารสังเคราะห  3)  การนําตนท่ีได
จากการเพาะเล้ียงออกปลูกในสภาพธรรมชาติ  ปจจุบันการนําวิธีการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อมาใชในการ
ขยายพนัธุหวายเปนวิธีท่ีแกไขขอจํากัดของการขยายพันธุหวายในสภาพธรรมชาติซ่ึงมีอัตราการเพ่ิม
ปริมาณท่ีต่ํา ขยายปริมาณไดชา  โดยท่ัวไปชิ้นสวนท่ีนํามาเพาะเล้ียงจะใชเนื้อเยื่อเจริญ เชน คัพภะ  
ยอดออน ปลายราก  ชอดอก  เปนตน (Aziah, 1987)  อาหารที่ใชในการเพาะเล้ียงมีสวนประกอบ
เหมือนกับอาหารที่ใชเพาะเล้ียงพืชท่ัวไป  อุณหภูมิ  ความเปนกรดดาง และแสง มีผลตอการเพาะเล้ียง
เนื้อเยื่อหวายอยางมาก  สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกมุารี ไดสืบทอดงานอนุรักษและ
ใชประโยชนจากพระบาทสมเด็จพระเจาอยูหวั  จึงพระราชทานใหโครงการอนุรักษพนัธุกรรมพืชอัน
เนื่องมาจากพระราชดําริ  สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.)  เก็บรักษา
พันธุกรรมหวายโดยการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ   พรชัย และคณะ (2533)  ไดเพาะเล้ียงเนือ่งเยื่อหวายในสกุล 
Calamus  จํานวน 6 ชนดิ  ท่ีหองปฏิบัติการเพาะเล้ียงเนือ้เยื่อพืช  สวนจิตรลดา  โดยใชช้ินสวน
ของคัพภะ  ไดแก  หวายตะคาทอง  หวายขอดํา  และหวายงวย   ท่ีเพาะเลี้ยงบนอาหาร  Murashige 
และ Skoog (MS)  ท่ีเติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร  ชักนําใหเกดิยอด  
หวายน้ําผ้ึง ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสู MS ท่ีเติม 2,4-D  0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 2 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  ชักนําใหเกิดแคลลัส  หวายหอม  ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม NAA 1.6  มิลลิกรัมตอลิตร 
และ kinetin 0.2 มิลลิกรัมตอลิตร  ชักนําใหเกิดแคลลัส  และหวายกําพวน ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ี
เติม BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร  ชักนําใหเกดิแคลลัส  ตอจากนั้นไดศึกษาการเพาะเล้ียงเซลลแขวนลอย
ของหวายตะคาทอง เพื่อเพิ่มจํานวนเซลลตอปริมาตร ปริมาตรกลุมเซลล และความมชีีวิต  โดยการ
เพาะเล้ียงบนอาหาร MS  ท่ีเติม picloram 20 มิลลิกรัมตอลิตร  น้ําตาลซูโครส 50 กรัมตอลิตร และ 
casein hygrolysate 300 มิลลิกรัมตอลิตร(ปยรัษฎ, 2536; ปยรัษฎ และคณะ, 2539)  นอกจากนี้  Aziah 
and Manokaran (1985)  ประสบผลสําเร็จในการเพาะเล้ียงคัพภะหวายขอดํา (C. manna)  ใหเกิดเปน
ยอด ราก และแคลลัสได  โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร  MS  และ คัพภะจะเกดิแคลลัสบนอาหารท่ีเติมผง
ถาน  และมีออกซินความเขมขนสูง  เม่ือนําแคลลัสไปเพาะเล้ียงบนอาหารที่มีออกซินตํ่า  แคลลัสมี
ลักษณะเปนสีขาวหรือขาวครีม จากนั้นจะเกิด embryogenesis  เปนยอดเล็ก ๆ  นํายอดไปชักนําใหเกิด
รากบนอาหารที่เติมออกซิน  Dekkers and Rao (1987)  รายงานการเพาะเล้ียงคัพภะหวาย                   
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C. trachycoles บนอาหารสูตร MS ท่ีดัดแปลงโดยเติม 6-benzylaminopurine (BAP), NAA หรือ 2,4-D  
พบวาคัพภะท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติม BAP 0.3 มิลลิกรัมตอลิตร  คัพภะมีการเจริญอยางรวดเร็ว  
สามารถเกิดยอดไดภายใน 2 สัปดาห และเกิดท้ังยอดและรากบนอาหารที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร  
พบวารากจะเจริญไดดีข้ึนถาเติมออกซินในอาหารดวย  อาหารท่ีเติม NAA และ 2,4-D  คัพภะมีการ
เจริญเติบโตไมแนนอน  บนอาหารท่ีเติม NAA  จะเกดิรากใน 4 สัปดาห  ในขณะทีเ่ติม 2,4-D ใชเวลา
ถึง 6 สัปดาห และเกดิแคลลัสใน 8 สัปดาห  และสามารถเพ่ิมปริมาณแคลลัสไดบนอาหารที่เติม 2,4-D  
1 มิลลิกรัมตอลิตร 
 
การเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพเย็นยิ่งยวด  (cryopreservation) 
 

การเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด (cryopreservation)  เปนการเก็บรักษาชิ้นสวนพืชใน
ไนโตรเจนเหลว (LN) ท่ีอุณหภูมิต่ําถึง -196 องศาเซลเซียส (Withers and  Engelmann, 1997)  ซ่ึงใน
การเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพที่อุณหภูมิต่ําทําใหการแบงเซลลและขบวนการ metabolism ตาง ๆ 
ภายในเซลลหยุดการทํางาน ทําใหสามารถเก็บรักษาช้ินสวนพืชไวไดนาน (Engelmann, 2004)  
ปราศจากเช้ือโรคและความเส่ียงทางพันธุกรรม การเก็บรักษาพันธุกรรมวิธีนี้เปนเทคโนโลยีท่ีดีท่ีสุด
และคุมคาในการอนุรักษพันธุกรรมในระยะยาวอยางยั่งยนื  ซ่ึงใชพื้นท่ีนอยในการเกบ็รักษาและยัง
ชวยในการปองกันการเขาทําลายของโรคและแมลง  การเก็บรักษาวิธีการนี้สามารถเก็บรักษา
พันธุกรรมไดเกือบทุกช้ินสวน  ซ่ึงสามารถใชอนุรักษเช้ือพันธุกรรมพืชท่ีขยายพนัธุแบบไมอาศัยเพศ 
และไมสามารถเก็บรักษาในรูปของเมล็ดได เชน แคลลัส  เกสร  ตากิ่ง  เมล็ด  shoot apices  somatic 
embryos  zygotic embryos  และprotocorm เปนตน พืชท่ีประสบความสําเร็จโดยใชช้ินสวนตาง ๆ  ใน
การเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด เชน  การเก็บรักษาเมล็ดกลวยไม Bletilla striata  โดยวิธี 
vitrification (Hirano et al., 2005)  การเกบ็รักษา shoot tips ของคารเนช่ันโดยวิธี encapsulation-
vitrification  (Halmagyi and Deliu, 2007)  การเก็บรักษา protocorm-like bodies ของ Oncidium  
(Miao et al., 2005)  protocorm ของ Oncidium bifolium (Flachsland et al., 2006)  การเก็บรักษา 
anther ของขาว โดยวธีิ encapsulation-dehydration (Marassi et al., 2006) เปนตน 

 
หลักการสําคัญท่ีทําใหสามารถเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพเยน็ยิ่งยวดประสบความสําเร็จได 

คือ  ตองปองกันไมใหภายในเซลลกลายเปนผลึกน้ําแข็ง (ice crystal)  ซ่ึงการเกิดผลึกน้ําแข็งจะเปน
อันตรายแกเซลล  ทําไดโดยการลดปริมาณนํ้าภายในเซลลหรือทําใหเซลลสูญเสียน้ํา (dehydration)  
โดยการใหอุณหภูมิต่ําอยางชา ๆ (conventional slow freezing)  การใหอุณหภูมิต่ําอยางงาย        
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(simple freezing)  การทําใหแหง (air drying)  การทําใหเกิดสภาพแกวอยางสมบูรณ (complete 
vitrification)  ซ่ึงกระบวนการเกิดสภาพแกว (vitrification)  เปนกระบวนการทางกายภาพเพื่อ
หลีกเล่ียงการสรางผลึกน้ําแข็งภายในเซลล  โดยการเปล่ียนแปลงของสารละลายในสภาพของเหลวไป
เปนของแข็งมีสภาพคลายแกวท่ีมีรูปรางไมแนนอน  ในชวงอุณหภูมิประมาณ  -110 องศาเซลเซียส 
(glass transition temperature : Tg)  (Sakai et al., 2000)  ซ่ึงน้ําในสภาพท่ีกลายเปนแกวจะชวยปองกัน
การยุบตัวของเซลล การเปล่ียนแปลงความเขมของสาร คา pH ในระหวางการสูญเสียน้ํา  แรงดันน้ําต่ํา
กวาผลึกน้ําแข็งในระหวางท่ีน้ํากลายสภาพเปนแกว  ซ่ึงจะไมทําใหเซลลมีการสูญเสียน้ําเพิ่มอีก 
 

Freezing injury 
 
พืชท่ีมีน้ําภายในเซลลมากจะไมสามารถมีชีวิตไดท่ีอุณหภมิูต่ํากวาจุดเยือกแข็ง (freezing)  

โดยความเสียหายท่ีเกิดจากอุณหภูมิเยือกแข็ง  จะเกิดจาก water potential  ในชองวางระหวางเซลล มี
คาสูงกวาในไซโตพลาสซึม (cytoplasm)  หรือแวคิวโอ (vacuoles)  ดังนั้นน้ําภายนอกเซลลหรือใน
ชองวางระหวางเซลลจะกลายเปนผลึกน้ําแข็ง  (ice crytal) ทันที  ซ่ึงการกอตัวของผลึกน้ําแข็งภายใน
เซลลจะทําใหพืชตายเปนสวนใหญ (Steponkus et al., 1992)  และเม่ืออุณหภูมิต่ําลงไปอีก น้ําจะ
เคล่ือนท่ีออกจากโปรโตพลาสซึม  (protoplasm)  ทําใหเกดิผลึกน้ําแข็งในชองวางระหวางเซลล
เพิ่มข้ึน  โปรโตพลาส (protoplas) จึงสูญเสียน้ํา ดังนั้นการท่ีอุณหภูมิคอย ๆ ลดลงจนตํ่ากวาจดุเยือก
แข็ง (slow cooling)  จะทําใหพืชไดรับอันตรายหรือตายเนื่องจากการสูญเสียน้ํา (dehydration) ของโป
รโตพลาสซึม  ซ่ึงมีผลทําใหสารละลายในเซลลมีความเขมขนสูงข้ึน  เกดิการตกตะกอนเปนผลทําให
เซลลเหี่ยวเนื่องจากเกดิ plasmolysis  คาความเปนกรดและดาง (pH)  ภายในเซลลเปล่ียนแปลงไป  
เพิ่มความเขมขนของ electrolyte  ความเครียดของเซลลท่ีเกิดจากการแชแข็ง และการละลาย (thawing)  
สงผลใหเกิดการกอตัวของอนุมูลอิสระ (free radicals) ท่ีกอใหเกิดความเสียหาย เชน lipid 
peroxidation  การเสียสภาพของโปรตีน  และการกลายพนัธุของดีเอ็นเอ  (ลิลล่ี, 2546; Cadenas,1989; 
Benson et al.,1992; Smirnoff,1995) 
 

Hardening 
 

hardening  เปนขบวนการท่ีพืชไดรับสภาวะเครียดท่ีไมรุนแรงถึงกับตายได (sub lethal)  แต
จะไดรับสภาวะเครียดท่ีละนอย  จนทําใหพืชเกิดความตานทานตอสภาวะเครียดนัน้ ๆ ไดดีข้ึน  โดย
การลดลงของอุณหภูมิและความยาวส้ันของวัน  ซ่ึง hardening  สามารถสงผลในการเพ่ิมโปรตีน  
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น้ําตาล  โพรลีน และไกลซีน  ซ่ึงจะมีสวนรวมในการเพ่ิมคาของออสโมติก (osmotic)  ของสารละลาย
ในเซลล  Ramirez et al. (2005) รายงานวาการทํา cold-hardening  ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา 4 สัปดาห มีความจําเปนในการปรับตัวเพื่อความอยูรอดภายหลังการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด
โดยวิธี encapsulation-dehydration  สวนปลายยอดของสตรอเบอรร่ี Ryynänen and Aronen (2005)  
รายงานวาการทํา  cold-hardening  ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสภายใตสภาพวันส้ัน  (8/16  สวาง/มืด)  
เปนเวลา   28 วัน สามารถเกบ็รักษาสวนยอดของ Betula pendula  ในสภาพเย็นยิ่งยวด Niino et al. 
(2007)  รายงานวาการทํา  cold-hardening  ท่ีอุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียสภายใตสภาพวนัส้ัน  (8/16  
สวาง/มืด)  มากกวา 30 วัน  สามารถเก็บรักษาตาของ mat rush (Juncus spp.)  ในสภาพเย็นยิ่งยวดโดย
วิธี  vitrification  Zhao et al. (1999)  พบวาการทํา cold-hardening  ปลายยอดของแอปเปลท่ีอุณหภูมิ  
5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 21 วัน  มีอัตราการรอดชีวิตสูงภายหลังการเกบ็รักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด 
Halmagyi et al. (2005) รายงานวา  การทํา    cold-hardening ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา      
7 วัน  ไมสามารถทําใหปลายยอดของมันฝร่ังเจริญเติบโตไดภายหลังการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด 
 

Dehydration 
 

เซลลพืชประกอบดวยน้ําประมาณ 95%  เม่ืออุณหภูมิต่ํากวา 0 องศาเซลเซียส  น้ําจะกลายเปน
น้ําแข็ง  การกอตัวของน้ําแข็งภายในเซลลจะทําใหพืชตายเปนสวนใหญ (Mikula et al., 2005)  และ
การเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดโดยการทําใหน้ําภายในเซลลลดลง  จะเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลล
นอยท่ีสุด  ซ่ึงในการเก็บรักษาช้ินสวนพืชสวนใหญ เชน แคลลัส  เซลลแขวนลอย  คัพภะ และปลาย
ยอด  มีปริมาณนํ้าท่ีสูงมากจึงมีความไวตอความเสียหายจากความเย็น ณ จุดเยือกแข็ง (freezing injury)  
ในขณะแชแข็งในกระบวนการ  vitrification-based  กอนการแชแข็งเซลลจะตองทําใหเกิดการสูญเสีย
น้ํา  เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดผลึกน้ําแข็ง (ice-crystal) ภายในเซลล  เพราะเม่ือเซลลไดรับความเสียหาย
แลวจะไมสามารถกลับสูสภาพเดิมไดอีก  วิธีการปองกันไมไหเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลล  มีดังนี้ 
 

1.  air drying  การดึงน้ําออกโดยการทําใหแหงดวยการเปาลมภายใน laminar air-flow  หรือ
การดึงน้ําออกโดยการใช silica gel  ซ่ึงไมสามารถควบคุมอุณหภูมิและความช้ืนของอากาศได  ซ่ึงจะมี
อิทธิพลตออัตราการระเหยของน้ํา 
 

2.  freeze dehydration  เปนวิธีการดึงน้ําโดยใชความเยน็อยางชา ๆ  เพื่อชะลอการเกิดน้ําแข็ง
ภายในเซลล และปองกันช้ินสวนพืชจากการเกิด cryoinjury (Menges and Murray, 2004)  โดยท่ัวไป
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ใชอัตราการลดความเย็นท่ีใช  คือ  0.5  หรือ 2 องศาเซลเซียสตอนาที  และจะคอย ๆ  ลดลงจนถึง
อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส  ข้ึนอยูกับชนดิและสถานะของช้ินสวนพืชท่ีนํามาใช (Taylor and 
Fletcher, 1999) ช้ีใหเห็นวาการลดอัตราความเย็นจะชวยใหการเกดิออสโมติก (osmotic) มีความเสถียร  
Zhang et al. (2007)  อธิบายวาอัตราความเย็น  อุณหภูมิและชวงเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาใน
สภาพเยน็ยิ่งยวดจะมีผลตอการรอดชีวิตของ  Laminaria japonica  ดังนั้นการสูญเสียน้ําท่ีเหมาะสมตอ
อัตราความเยน็  ทําไดโดยการลดอุณหภูมแิละหาชวงเวลาท่ีเหมาะสม  ภายหลังการแชแข็งอยางชา ๆ  
โดยการทําใหเซลลสูญเสียน้ํา  และจุมในไนโตรเจนเหลว  ซ่ึงในการท่ีจุมในไนโตรเจนเหลวทําให
เซลลเกิดสภาพแกวอยางสมบูรณโดยไมเกดิผลึก  และเซลลจะไมไดรับผลกระทบจากความเยน็ 

 
3.  สารปองกันความเย็น (cryoprotectants)  การเติมสารปองกันความเย็นเพื่อปรับการผานเขา

ออกของสาร (premeability)  ผานผนังและเยื่อหุมเซลล และจุดเยือกแข็ง (freeze point) ของเซลล  ซ่ึง
จะทําใหเซลลมีความทนทานตอการแชแข็ง (freezing)  และการละลาย (thawing)  ภายหลังการเก็บ
รักษาโดยไมมผีลกระทบตอความมีชีวิตและการพัฒนาของเซลลและเนื้อเยื่อ (Bajaj, 1995)  ซ่ึงสาร
ปองกันความเย็นแบงเปน 2 ประเภท  คือ  สารเคมีประเภทออกฤทธ์ิภายในเซลล  สารกลุมนี้สามารถ
ซึมผานเขาภายในเซลลทําหนาท่ีปองกันอันตรายในระหวางการแชแข็งและการละลาย สารเคมีในกลุม
นี้ไดแก  glycerol  dimethyl sulfoxide (DMSO)  และแอลกอฮอลหลายชนิดเชน methanol  ethanol  
propanediol เปนตน  ซ่ึงสารประเภทนีจ้ะปองกันอันตรายไดดีเม่ือใชในระดับความเขมขนคอนขางสูง 
(1-4 M)  โดยท่ีแอลกอฮอลมีอัตราการแพรเขาสูเซลลสูงท่ีสุด  รองมาคือ DMSO และ glycerol  ซ่ึงสาร
ประเภทนี้จะเปนพิษตอเซลล  และสารเคมีประเภทออกฤทธ์ิภายนอกเซลล  จะใหผลไดดีท่ีความ
เขมขนตํ่ากวาสารเคมีประเภทออกฤทธ์ิภายในเซลล (0.01-0.2 M)  และเปนพิษนอยกวา  สารเคมีใน
กลุมนี้ไดแก  polyvinylpyrrolidon (PVP)  และนํ้าตาลชนดิตาง ๆ  เชน sucrose  glucose  mannitol เปน
ตน (ตารางท่ี 1) 
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ตารางท่ี 1  สารเคมีท่ีใชเปน cryoprotectants และปริมาณท่ีใชโดยท่ัวไป  
 
สารเคมี ปริมาณการใช (%) 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 2.5-12 
Glycerol 1-10 
Glucose 4-8 
Ethylene glycol 2.5 
Polyethylene glycol (PEG) MW 6000 10 
Sucrose 3-5 
Proline 1 M 

 
ท่ีมา: ประศาสตร (2536) 
 

สารปองกันความเย็นมีประสิทธิภาพสูงมากในการหลีกเล่ียงการเกิดน้ําแข็งภายในเซลล  ซ่ึง
สาร vitrification  เปนสารปองกันความเยน็ท่ีมีประสิทธิภาพในการรักษาช้ินสวนพืชในระหวางการ
แชแข็ง (ตารางท่ี 2) 
 
ตารางท่ี 2  สวนประกอบของสารละลาย vitrification 
 
สารละลาย สวนประกอบ อางอิง 

PVS1 22% glycerol + 15% EG + 15% PEG + 7% DMSO + 
0.5 M sorbitol 

Uragami et al,.1990 

PVS2 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG in medium 
with 0.4 M sucrose 

Sakai et al., 1990  

PVS3 50% glycerol + 50% sucrose in medium Nishizawa et al., 1993 
PVS4 35% glycerol + 20% EG + 20.5% sucrose Sakai et al., 2000 

 
หมายเหตุ  ethylene glycol (EG), polyethylene glycol (PEG), dimethyl sulfoxide (DMSO) 
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โดยท่ัวไปสาร PVS2 (plant vitrification solution)  ถูกนํามาใชในการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืช 
มีคาโมลาลิตี (molarity) ท่ีความเขมขน 7.8 M  และมีความเปนพิษสูง มีผลทําใหช้ินสวนพืชไดรับ
ความเสียหายระหวางข้ันตอนการดึงน้ําออก  สามารถลดระดับความเปนพิษโดยการลดเวลาในการแช
ในสารละลาย PVS2 (Mandal and Sharma. 2007)  การดึงน้ําออกท่ี 0 องศาเซลเซียส  แทนอุณหภูมิ 
หองจะชวยลดระดับความเปนพิษของสารละลายตอช้ินสวนพืชในระหวางการเกิดสภาพแกว 
(vitrification) และการเพิ่มชวงเวลาในการแชสารปองกันความเย็นจะทําใหสารละลายเขาไปภายใน
เซลลไดดียิ่งข้ึน (Sakai et al., 2000)  Matsumoto et al. (1995)  รายงานวาการแช  apical meristems  
ของ wasabi (Wasabia japonica)  ในสารละลาย PVS2  ท่ีเวลา 30 และ 100 นาที  สามารถเพ่ิมอัตรา
การรอดชีวิตจาก 30 เปน 95 เปอรเซ็นต  เชนเดียวกับการแชปลายยอดสม  (Poncirus trifoliate (L.) X 
Citrus sinensis (L.) Osbeck) ในสารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 60-180 นาที  สามารถเพ่ิมอัตราการรอดชีวิต
จาก 30 เปน100 เปอรเซ็นต  (Wang et al., 2002) 
 

การแชชิ้นสวนพืชในสารละลาย PVS2  โดยตรงจะสงผลใหความดนั osmotic  เปล่ียนแปลง
อยางรวดเร็ว และช้ินสวนพชืเกิดการสูญเสียน้ํามากเกินไป  ทําใหช้ินสวนพืชเกดิภาวะแหง  แกไขได
โดยการแชช้ินสวนพืชในสารละลาย loading solution (LS) (2 M glycerol และ  0.4 M sucrose)  กอน
การแชในสารละลาย PVS2  ซ่ึงจะทําใหชิน้สวนพืชมีความทนทานตอการแหงได  ซ่ึง glycerol มี
ประสิทธิภาพในการกระตุนความทนทานตอการแหงของปลายยอดกอนการแชในสาร PVS2 
(Schoenweiss et al., 2005)  ในระหวางการแชชิ้นสวนพืชใน LS  เซลลจะสูญเสียน้ํา  เกิด plasmolyse  
และเกดิการแพรกระจายของ glycerol  ใน  cytosol  ซ่ึงจะไปเพิ่มความทนทานตอการสูญเสียน้ํา  โดย
การเปล่ียนแปลงโครงสรางของเซลล และความเสถียรของเยื่อหุมเซลล (Matsumoto et al., 1998) 
 

การใชสาร vitrification รวมกับ DMSO  EG  PEG  glycerol และsucrose  อาจลดผลกระทบท่ี
เกิดจากการสัมผัสกับ DMSO โดยตรง  (Turner et al., 2001a,b)  Häggman et al. (1998)  รายงานวา
สารละลาย PGD (10% PEG 6000, 10% glucose และ 10% DMSO)  ชวยให embryogenic  ของ Scots 
pine รอดชีวิตมากกวาการใช  DMSO และ PGD II (2.5% PEG 6000,    2% glucose และ 2.5% DMSO 
บนน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที  แลวตามดวย  5% PEG 6000,  4% glucose และ 5% DMSO)  โดยมา
ประยุกตใชกบั  Abies cephalonica  (Aronen et al., 1999)  และ apical  ของ Populus tremula L. X 
Populus tremuloides Michx (Jokipii et al., 2004) 
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Preculture 
 

เนื้อเยื่อพืชท่ีนาํมาเก็บรักษาตองผานกระบวนการกอนการเก็บรักษาโดยการเพาะเล้ียงในท่ีท่ี
อุณหภูมิต่ํากวาปกติในท่ีมดื  รวมกับการเพาะเล้ียงในอาหารมีความเขมขนของน้ําตาลสูงหรือมีสาร
ปองกันความเย็น  เพื่อกระตุนการปรับตัวใหทนตอสภาพการแชแข็ง  อาหารท่ีมีความเขมขนของ
น้ําตาลสูงหรือมีสารปองกันความเยน็จะชวยเพิ่มความทนทานใหกับช้ินสวนพืช  เนือ่งจากนํ้าตาลจะมี
สวนชวยในการลดปริมาณนํ้าภายในเซลล  ทําใหมีการสะสมน้ําตาลภายในเซลล เพื่อปองกันความ
เสียหายของโปรตีนและเยื่อหุมเซลลท่ีไดรับความเสียหายในระหวางการสูญเสียน้ําและการแชแข็งใน
ไนโตรเจนเหลว  (Panis et al., 1996; Miao et al., 2005)  ในการทํา preculture  อยางเดียวไมเพยีงพอ
สําหรับการเกบ็รักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด  ดังนั้นในการเก็บรักษาช้ินสวนพืชใหประสบความสําเร็จ
จะตองปรับสภาพช้ินสวนพชืโดยการนําไปเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีน้ําตาล  โดยปริมาณนํ้าตาลท่ี
เหมาะสมอยูประมาณ 0.1-1 M  เปนเวลา 1-5 วัน  ข้ึนอยูกับระบบการเพาะเล้ียงและชนิดของพืชเพื่อ 
ใหพืชปรับสภาพและทนทานตอการขาดนํ้า  แตน้ําตาลท่ีมีความเขมขนสูงจะเปนพษิตอพืช             
(Wu et al., 2003)  Halmagyi et al. (2005)  ไดทําการศึกษาผลกระทบของน้ําตาลชนิดตาง ๆ ไดแก 
sucrose  glucose  mannitol และsorbitol  ในการเก็บรักษาปลายยอดของมันฝร่ัง พบวา การเจริญเติบโต
ของเนื้อเยื่อลดลงเม่ือใช glucose และ mannitol  Chen and Wang (2002)  รายงานวาอัตราการรอดชีวติ
ท่ีสูงท่ีสุดของแครอท ภายหลังการเก็บรักษา ตองทํา preculture 2 คร้ัง  โดยเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติม
น้ําตาล sucrose 0.175 M เปนเวลา 1-3 วัน  และในอาหารที่เติมน้ําตาล sorbitol 0.4 M  เปนเวลา 4 วนั 
 

การละลายน้ําแข็ง (thawing) 
 

เม่ือตองการนาํเนื้อเยื่อท่ีเก็บรักษามาใช ตองทําการละลายนํ้าแข็งท่ีเกาะตัวออกอยางรวดเร็ว  
เพื่อไมใหน้ําภายในเซลลเปล่ียนจากของแข็งท่ีมีสภาพคลายแกวไปเปนผลึกน้ําแข็ง  สภาพดังกลาวจะ
เกิดข้ึนไดท่ีอุณหภูมิสูงกวา -110 องศาเซลเซียส  เพื่อปองกันเซลลไมใหไดรับอันตรายในขณะละลาย
น้ําแข็งจะตองละลายอยางรวดเร็วเพื่อผานจดุวิกฤตินี้ โดยแชในน้ําอุนหรืออาหารเพาะเล้ียงท่ีมีอุณหภูมิ
ประมาณ 37-40 องศาเซลเซียส ในกรณีท่ีเกดิผลึกน้ําแข็งภายในเซลล จะทําใหการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อท่ี
แข็งตัวนี้ทําไดชาและเกดิความเสียหายตอเซลลได (ศิริกุล, 2548) 
 

ภายหลังการละลายนํ้าแข็งแลวตองดึงสารปองกันความเย็นออกจากเซลล โดยการนําช้ินสวน
พืชไปแชในสารละลาย  osmotic  เชน แชในสารละลายท่ีมีน้ําตาล  sucrose  หรือ น้ําตาล sorbitol  
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ความเขมขน 1.2 M เพื่อหลีกเล่ียงการดูดน้ําเขาภายในเซลลอยางรวดเร็วและปองกันการเคล่ือนยาย
ของสารปองการความเย็นเขาสูเซลล (Towill and Bajaj, 2002)  Kim et al. (2006) รายงานวาการเกบ็
รักษาปลายยอดของมันฝร่ัง ท่ีแชใน 0.8 M sucrose ใหผลการรอดชีวิตสูงกวาท่ีแชใน 0.3 และ 1.2 M 
sucrose  ซ่ึงข้ันตอนการละลายน้ําแข็งเปนสวนท่ีสําคัญในการเก็บรักษาช้ินสวนพืชเพื่อใหสามารถ
เจริญเติบโตไดภายหลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ดังนัน้จึงตองควรระวังไมใหเซลลไดรับความ
เสียหายจากการเกิดผลึกน้ําแข็ง 
 
วิธีการเก็บรักษาในสภาพเยน็ยิ่งยวด 
 

เทคนิคการเกบ็รักษาช้ินสวนพืชในสภาพเย็นยิ่งยวดข้ึนอยูกับปรากฏการณของการเกิดสภาพ
แกว (vitrification) ซ่ึงข้ันตอนของ vitrification นั้นเซลลจะสูญเสียน้ําจากการเติมสารปองกันความ
เย็นหรือการผ่ึงใหแหงกอนการแชแข็ง เพือ่ใหสามารถหลีกเล่ียงการเกดิผลึกน้ําแข็งภายในเซลล  ซ่ึง
สามารถทําไดหลายวิธีไดแก vitrification, encapsulation-dehydration, encapsulation-vitrification, 
desiccation, pregrowth, pregrowth desiccation และ droplet freezing (Engelmann and Takagi, 2000; 
Sakai and Englemann, 2007) 
 

Vitrification  
 

ทําไดโดยนําช้ินสวนพืชท่ีตองการเก็บรักษามาเพาะเล้ียงในท่ีอุณหภูมิต่ํากวาปกติ ในท่ีมืด 
รวมกับสารปองกันความเยน็หรือในน้ําตาลท่ีมีความเขมขนสูง ประมาณ 7 วนัข้ึนกบัช้ินสวนท่ีนํามา
เพาะเล้ียง เพื่อกระตุนการปรับตัวใหทนทานตอการแชแข็งในขณะเก็บรักษา แลวนํามาแชในสาร
ปองกันความเย็น (cryoprotectants solutions) เพื่อปรับการผานเขาออกของสารผานผนังและเยื่อหุม
เซลล  และจุดเยือกแข็งของเซลล ซ่ึงเซลลจะมีความทนทานตอการเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลล
ระหวางการแชแข็งและการละลายนํ้าแข็งภายหลังการเกบ็รักษา (Sakai et al., 2000)  หลักการที่สําคัญ
ในการเก็บรักษาโดยวิธี vitrification จําเปนตองควบคุมข้ันตอนการสูญเสียน้ํา และการแชสารปองกัน
ความเยน็ เพื่อปองกันความเสียหายของเซลลท่ีเกิดจากความเปนพษิของสารเคมีหรือความเครียด 
osmotic ในระหวางการสูญเสียน้ํา  
 

หลักการสําคัญในการเก็บรักษาโดยการทําใหเกิดสภาพแกวอยางสมบูรณ (vitrification) ตอง
ควบคุมข้ันตอนการสูญเสียน้ําจากการซึมผานของสารปองกันความเยน็ และปองกนัความเสียหายท่ี
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เกิดจากความเปนพิษของสารเคมีหรือความเครียดจากการเกิด osmotic ระหวางการสูญเสียน้ํา ดังนัน้
ชวงเวลาท่ีเหมาะสมในระหวางการแชในสารละลาย PVS2 (plant vitrification solution) เปนส่ิงท่ี
สําคัญในการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดดวยเทคนิค vitrification (Niino et al., 2007) เพราะภาวะ
ขาดนํ้าอาจทําใหเซลลไดรับความเสียหายจากความเปนพิษของสารสะลาย PVS2  ความเครียดจากการ
เกิด osmotic ในระหวางการแชในสารปองกันความเย็น และการเกิดน้ําแข็งภายในเซลลระหวางการแช
แข็ง  ชวงเวลาในการดึงน้ําท่ีเหมาะสมมีความสัมพันธกับปจจัยหลายประการรวมถึงขนาดและช้ินสวน
ท่ีใช และวิธีการแชสารปองกันความเย็น (Chen and Wang, 2002)  Matsumoto and Sakai (2003) 
พบวา ข้ันตอนการดึงน้ําออกสองคร้ังสําหรับการเก็บรักษาปลายยอดขององุนโดยวิธี vitrification  โดย
การแชสารละลาย  50% PVS2  เปนเวลา  30 นาที ท่ีอุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส ตามดวยการแชใน
สารละลาย  PVS2 เปนเวลา 50  นาที ท่ีอุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส  ใหการรอดชีวิตสูงกวาการดึงน้ํา
ออกคร้ังเดียว 
 

Encapsulation-dehydration 
 

เปนวิธีการที่พฒันามาจากการทําเมล็ดเทียม (artificial seed) โดยการนาํช้ินสวนพืชมาหุมดวย 
alginate bead ปรับสภาพช้ินสวนพืชบนอาหาร preculture ที่มีน้ําตาลสูง  จากนั้นดึงน้าํออกจากเซลล
โดยการเปาลมดวย lamina flow หรือใช silica gel ใหน้ําในเซลลลดลงเหลือประมาณ 20% ของ
น้ําหนกัสด  (Engelmann, 2000) แลวจึงนาํไปจุมลงในไนโตรเจนเหลว ซ่ึงการหุมช้ินสวนดวย 
alginate bead  จะชวยปองกนัการสูญเสียน้ําออกจากเซลล และงายตอการหยิบจับขณะเคล่ือนยาย 

 
Wang et al. (2000) รายงานการเปรียบเทียบผลระหวางการใช silica gel และ air drying ใน

การเก็บรักษาปลายยอดของ Vitis vinfera พบวาอัตราการรอดชีวิตข้ึนอยูกับปริมาณน้ําภายในเซลล 
ไมไดข้ึนกับวธีิการที่ทําใหเนื้อเยื่อสูญเสียน้ํา มีการศึกษาเกี่ยวกับการรอดชีวิตโดยใชเทคนิค 
encapsulation-dehydration ปริมาณนํ้าท่ีทําใหช้ินสวนพชืรอดชีวิตในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
ได ตั้งแต 15%-25% (Uragami et al., 1989; Uragami et al., 1990; Sherlock et al., 2005)               
Ryynänen and Aronen (2005) ประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาปลายยอดของสตอเบอรร่ีโดยใช
เทคนิค encapsulation–dehydration รวมกับเทคนิค vitrification  โดยการทํา preculture ใน 0.8 M 
sucrose เปนเวลา 19 ชั่วโมง เม่ือเปรียบเทียบกับเทคนิคอ่ืน ๆ การทํา encapsulated เปนเร่ืองท่ีงาย
(Hirai et al., 1998)  และไมเปนพิษตอช้ินสวนพืช  (Niino and Sakai, 1992)  
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วิธีการทํา encapsulated เปนวิธีท่ีงายเม่ือเปรียบเทียบกับวธีิอ่ืน และไมมีความเปนพษิอัน
เนื่องมาจากสารปองกันความเย็น ในระหวางการสูญเสียน้าํ  (Niino and Sakai, 1992) อยางไรก็ตาม
ปญหาของวิธี encapsulation-dehydration  คือลดอัตราการเจริญเติบโต ภายหลังการเกบ็รักษาการ
เจริญเติบโตและขบวนการดงึน้ําจะนานกวาวิธี vitrification  Sakai et al. (2000) ไดพฒันาเทคนิค 
encapsulation-dehydration  มี 2 ข้ันตอนโดย แชในสารละลาย loading solution (LS) ในข้ันตอนแรก 
และ การทํา osmoprotection ในระหวางการทํา encapsulation ซึ่งจะชวยลดเวลาในการทําใหแหงและ
มีอัตราการเจริญท่ีสูงข้ึนในวาซาบิ (Matsumoto et al., 1995) ดอกเก็กฮวยและม้ิน  (Sakai et al., 2000) 
 

Encapsulation-vitrification 
 

เปนการรวมเอาหลักการของวิธี  vitrification และ encapsulation-dehydration เขาดวยกัน โดย
การหุมช้ินสวนพืชดวย alginate bead กอนเพื่อปองกันหรือลดความเสียหายท่ีจะเกดิกับช้ินสวนพชื 
แลวนําไปดึงน้ําออกโดยการผานการแชในสารปองกันความเยน็กอนท่ีจะนําไปเก็บรักษาในสภาพเย็น
ยิ่งยวด (Engelmann, 2000) Yamuna et al. (2007) รายงานการเก็บรักษาปลายยอดของขิงมีการรอด
ชีวิต 66% จากการทํา  preculture  ใน 0.1 M sucrose เปนเวลา  24 ชั่วโมงตามดวย 0.3 M sucrose เปน
เวลา 16 ชั่วโมง แลวแชใน 2 M glycerol และ 1.6 M sucrose เปนเวลา 3 ช่ัวโมง แลวแชในสารละลาย 
PVS2 

 
encapsulation-vitrification เปนวิธีการที่งายตอการหยิบจบั  ประหยดัเวลาในการดึงน้าํออก 

และการฟนตัวในระยะแรกดกีวา encapsulation-dehydration Hirai et al. (1998) สังเกตวาการทํา 
encapsulation-vitrification ในเนื้อเยื่อเจริญของ Fragaria ananassa ท่ีอุณหภูมิ  -196 องศาเซลเซียส  
ทําใหเกิดยอดมากกวา เนื้อเยือ่เจริญจากการทํา encapsulation 
 

Desiccation 
 

เทคนิคการทําใหแหงมีข้ันตอนท่ีงายมาก โดยการทําใหชิ้นสวนท่ีตองการเก็บรักษาแหงอยาง
เดียว แลวนําไปจุมในไนโตรเจนเหลวโดยตรง เทคนิคนีใ้ชสําหรับเก็บรักษาเมล็ดพืช และช้ินสวนพืช
ท่ีสามารถทนตอการแหงได โดยการเปาลมดวย laminar air-flow หรือใช silica gel ซ่ึงเทคนิคนี้จะ
ข้ึนอยูกับระดบัความช้ืนของช้ินสวนท่ีเกบ็รักษา (Wen and Song, 2007) ความช้ืนเปนปจจยัท่ีสําคัญตอ
การรอดชีวิตโดยท่ัวไปความชื้นจะอยูประมาณ 10-20% ของน้ําหนักเปยก  มีรายงานวามีการ
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พัฒนาการเก็บรักษาคัพภะของขาวโพดโดยการลดความชื้นไดต่ํากวา 13% กอนการแชใน
ไนโตรเจนเหลว Lambardi et al. (2004) รายงานวาคัพภะของสมสามารถรอดชีวิตไดท่ีระดับความชื้น
นอยกวา 20% กอนการแชในไนโตรเจนเหลว  Seo et al. (2007)  รายงานการเก็บปลายยอดของ 
Paeonia lactiflora  วาสามารถเจริญเติบโตดี โดยการผ่ึงลมใน laminar air-flow เปนเวลา 5 ช่ัวโมง 
 

Pregrowth และ Pregrowth desiccation 
 

เทคนิค pregrowth พัฒนาสําหรับ somatic embryos ของพืชตระกูลกลวย และ มันเทศ 
(Ipomoea butatas) (Blackesley et al., 1996) เทคนิค pregrowth ทําไดโดยการแชเนือ้เยื่อใน sucrose 
ABA หรือ proline ท่ีมีความเขมขนสูง แลวจึงนําไปจุมในไนโตรเจนเหลว และละลายน้ําแข็งท่ี
อุณหภูมิหอง แลวเพาะเล้ียงในอาหาร regrowth เพื่อชักนาํการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อ สวนเทคนิค 
pregrowth desiccation นั้น การเพาะเล้ียงช้ินสวนพืชในอาหาร preculture  เพื่อชักนําใหเกิดความ
ทนทานตอการแหง เพื่อสามารถแชแข็งท่ีอุณหภูมิต่ํากวาจุดเยือกแข็ง โดยเล้ียงใน preculture บน
น้ําตาลท่ีมีความเขมขนสูง (Dumet et al., 1993; Blackesley et al., 1996)  หรือ ABA หรือ  proline  
เพื่อชักนําใหเกิดความทนทานตอการแหง  แลวนําไปแชในไนโตรเจนเหลวโดยตรง  Nitzsche (1980) 
ไดเก็บรักษาแคลลัส ของแครอท โดยทํา preculture  เพื่อใหทนตอการแหง บนอาหาร Gamborg (10 
มิลลิกรัมตอลิตร ABA และ 50 กรัมตอลิตร sucrose) และละลายน้ําแข็งภายหลังการแชใน
ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน Shimonishi et al. (1991)  รายงานการ
เก็บรักษา somatic embryos ของแตงโมใหการรอดชีวิต 65% ภายหลังการทํา preculture  ใน 10 
มิลลิกรัมตอลิตร ABA และ ความคุมความชื้นสัมพัทธประมาณ  56-65% 
 

Droplet-vitrification  
 

เทคนิค droplet-vitrification เปนการรวมเอาเทคนิค droplet-freezing และ vitrification เขา
ดวยกัน โดยการหยดสารปองกันความเย็นลงในหลุม aluminium foil แลวนําไปจุมในไนโตรเจนเหลว 
(Sakai and Englemann, 2007) และละลายน้ําแข็งโดยการจุม aluminium foil ในน้ําอุน แลวแชใน 
unloading ท่ีมี 0.8 M sucrose (Kim et al., 2006) ซ่ึงในระหวางการแชแข็งและการละลายนํ้าแข็งเซลล
จะไดรับการบาดเจ็บ (Agrawal et al., 2004; Kim et al., 2006; Yoon et al., 2006) ซ่ึง aluminium foil มี
ประสิทธิภาพในการระบายความรอนไดอยางรวดเร็วและสม่ําเสมอใหกับช้ินสวนท่ีเก็บรักษา 
(Halmagyi et al., 2005; Kim et al., 2006; Yoon et al., 2006) เพื่อหลีกเล่ียงการเกิดผลึกน้ําแข็งภายใน
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เซลล และภายนอกเซลล (Kim et al., 2006) เทคนิคนี้ชวยใหการรอดชีวติสูงกวา droplet-freezing หรือ 
vitrification อยางเดยีว  Panis et al. (2005) ประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาปลายยอดจากช้ินสวน
ตั้งตนท่ีเปนรากของพืชวงศกลวย คือ  Musa และ Enset ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ โดยใชเทคนคิ 
droplet-vitrification โดยการทํา preculture  ท่ีมีน้ําตาล sucrose แลวแชใน LS เปนเวลา  7 ช่ัวโมง และ
ดึงน้ําออกโดยแชในสารละลาย PVS2 เปนเวลา  30-50 นาที ที่อุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส  Wagner et 
al. (2002) รายงานการเก็บรักษา apices ของมันฝร่ัง ดวยเทคนิค droplet freezing  โดยการแชใน  10% 
DMSO  เปนเวลา  2 ชั่วโมง  ในอาหาร  MS ท่ีเติม zeatin  แลวยายลงบน aluminium foil และจุมใน
ไนโตรเจนเหลว Halmagyi et al. (2005)  ประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาปลายยอดมันฝร่ัง และ
กุหลาบ ดวยเทคนิค vitrification-droplet  การเก็บรักษาปลายยอดของกุหลาบ โดยทํา  preculture ใน
อาหาร  MS  ท่ีเติม 0.1 ถึง 1 M sucrose  เปนเวลา  24 และ 48 ชั่วโมง  แลวแชในสารละลาย PVS2  
เปนเวลา 10-30 นาที  ท่ีอุณหภูมหิอง  ภายหลังการละลายนํ้าแข็ง ปลายยอดสามารถเจริญไดภายใน   
10 วัน 
 
การจําแนกลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length 
Polymorphism, AFLP)  
 

เทคนิคเอเอฟแอลพี เปนเคร่ืองหมายดเีอ็นเอแบบหนึ่ง ท่ีมีความเหมาะสมในการจําแนกและ
ตรวจสอบสายพันธุของส่ิงมีชีวิต พัฒนาข้ึนโดย Zebeau และ Vos นักวจิัยของบริษัท  Keygene N.V. 
ประเทศเนเธอรแลนด และไดจดสิทธิบัตรในป ค.ศ. 1993 (Vos et al., 1995; Vos and Kuiper, 1997) 
เทคนิคเอเอฟแอลพี เปนเคร่ืองหมายท่ีตรวจสอบความแตกตางของช้ินดีเอ็นเอที่ไดจากการยอยดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ แลวนํามาเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพซีีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR)  
ดังนั้นจึงรวมเอาความนาเช่ือถือของเทคนิคอารเอฟแอลพี (RFLP) และประสิทธิภาพของพีซีอาร เขา
ดวยกัน  (สุรินทร, 2545; Vos et al., 1995) สารพันธุกรรมจะถูกยอยดวยเอนไซมตัดจาํเพาะกอนแลว
เช่ือมตอดีเอ็นเอดวย adapter  ท่ีเปนนวิคลีโอไทดสายส้ันไมเกิน 20 เบส  แลวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย
ปฏิกิริยาพีซีอาร ซ่ึงเรียกข้ันตอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบเฉพาะนีว้า “selective amplification”  
(Vos et al., 1995)  โดยไพรเมอรจะจับเฉพาะเจาะจงกบั adapter นั้น ๆ  ถือเปนการเลือกช้ินสวนดีเอ็น
เอท่ีจะเพิ่มปริมาณ ตอจากนัน้นําช้ินดเีอ็นเอท่ีมีการเพ่ิมปริมาณน้ันมาแยกช้ินสวนโดยใชพอลิอะคิลา
ไมดเจล (polyacraylamide gel)  ดวยเทคนคิอิเลกโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacraylamide gel  จะ
ปรากฏแถบดีเอ็นเอ (DAN profile)  ท่ีเกิดข้ึนจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชเอเอฟแอลพีไพรเมอร  
คูหนึ่ง ๆ นี้เรียกวา “ลายพิมพเอเอฟแอลพ”ี  จึงเปนวิธีตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเออกีวิธีหนึ่ง           
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แถบดีเอ็นเอในลายพิมพของแตละตวัอยางบอกถึงความแตกตางของช้ินดีเอ็นเอที่ตดัดวยเอนไซม    
ตัดจําเพาะ  แตโพลิมอรฟซึมท่ีเกิดข้ึนสวนใหญไมไดเกิดจากความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอแตเกิด
จากการมแีละไมมีแถบดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณข้ึน (สุรินทร, 2545) 
 

การเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพเยน็ยิ่งยวดใหประสบความสําเร็จไมเพียงแตการทําให
ชิ้นสวนพืชสามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโตไดภายหลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว แตอีก
ประการหน่ึง คือ ช้ินสวนพชืภายหลังการเก็บรักษาจะตองมีลักษณะทางพันธุกรรมเหมือนกับกอนเก็บ
รักษา  ซ่ึงมีงานวิจยัจํานวนมากรายงานวา การแสดงออกของเซลลและอวยัวะตาง ๆ  ของเนื้อเยื่อพชื 
จะตองมีลักษณะเหมือนกับกอนการเก็บรักษา เชน คุณสมบัติทางเซลลพันธุศาสตร  คุณสมบัติทาง
ชีวเคมี และการแสดงออกของยีน  ซ่ึงเคร่ืองหมายโมเลกุล สามารถนํามาใชในการตรวจสอบความ
แปรผันทางพนัธุกรรม แตสามารถใชรวมกับวิธีอ่ืนได เชน สัณฐานวทิยา (morphological) เซลลวิทยา 
(cytological) ไอโซไซม (isozyme) (Scocchi et al., 2004) โดยการใช rDNA (ribosomal DNA) probes 
เปนเคร่ืองมือประเมินความมีเสถียรภาพ  ผลกระทบตอการเจริญเติบโต  การเปล่ียนแปลงของ
พันธุกรรมของเซลลรางกาย ผลของสารปองกันความเยน็  และความเสียหายจากการแชแข็ง (Harding, 
1991) จากการตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมของช้ินสวนพืชท่ีผานการเก็บรักษาในสภาพเย็น
ยิ่งยวดโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี  พบวา somatic embryo ของ Cork oak (Quercus suber L.)  ท่ีผาน
การเก็บรักษาโดยวิธี encapsulation-dehydration  ไมมีความแตกตางกัน (Fernandes et al., 2008) เชน
เดี่ยวกับการเกบ็รักษาปลายยอดของมันฝร่ัง (Solonum tuberosum L.) (Zarghami et al.,  2008) และ
การเก็บรักษาขนุนในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี vitrification  พบวา ไมมีความเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรมของขนุน  (วิทยาพร, 2550) 



                                 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

อุปกรณท่ีใชสําหรับการศึกษาการเก็บรักษาเฉพาะสวนของคัพภะในไนโตรเจนเหลว 
(cryopreservation) 
 

1.  เมล็ดหวาย จํานวน 7 ชนิด 
 

1.1  หวายข้ีไก (Calamus myrianthus Becc.) 
1.2  หวายกําพวน (Calamus longisetus Griff.) 
1.3  หวายน้ําผ้ึง (Calamus sp.) 
1.4  หวายแขงไก (Daemonorops brachystachys) 
1.5  หวายชุมพร (Calamus tenuis Roxb.) 
1.6  หวายเดาใหญ (Korthalsia grandis Rild.) 
1.7  หวายหอม (Calamus pandanosmus Furt.) 

 
2.  เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการเตรียมอาหาร 

 
2.1  เคร่ืองช่ังไฟฟาแบบละเอียดและหยาบสําหรับช่ังสารเคมี 
2.2  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง 
2.3  หมอนึ่งฆาเช้ือดวยความดันไอ 
2.4  เตาไฟฟาหรือเตาแกส 
2.5  เคร่ืองแกวชนิดตางๆ สําหรับเตรียมอาหารและบรรจุอาหาร  เชน  กระบอกตวง   บีก

เกอร  ปเปต  และแทงแกวคนสารเคมี เปนตน 
 

3.  สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหารสูตร Murashige  and Skoog (1962) 
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4. ฮอรโมนพืช 
 
4.1  2,4-dichlorophenoxyacetic  acid (2,4-D) 
4.2  6-benzylaminopurine (BAP) 

 
5.  สารฟอกฆาเช้ือ 

 
5.1  clorox  20% 
5.2  Tween 20 

 
6.  สารปองกันการเกดิผลึกน้ําแข็ง (cryoprotectants) 

 
6.1  glycerol 
6.2  dimethyl sulfoxide (DMSO) 
6.3  ethylene glycol 
 

7.  สารหุมเนื้อเยื่อ  
 
7.1  3% Na-alginate 
7.2  0.1 M CaCl2 

 
8.  สารสําหรับดูดความช้ืน silica gel 

 
9.  เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการยายเนือ้เยื่อ 

 
9.1  ตูยายเนื้อเยื่อ (laminar  air-flow cabinet) 
9.2  เคร่ืองมือผาตัด  เชน มีดผาตัด  ปากคีบ  จานแกว  เปนตน 
9.3  เคร่ืองมืออ่ืน ๆ เชน ตะเกียงแอลกอฮอล   กระบอกฉีดแอลกอฮอล  ผาท่ีนึ่งฆาเช้ือ 
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10.  เคร่ืองมือและอุปกรณท่ีใชในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
 
10.1  ถังไนโตรเจนเหลว 
10.2  หลอดเกบ็เนื้อเยื่อ (cryotube) 
10.3  กลองเกบ็ความเยน็ (ice box) 
10.4  water  bath 
10.5  เคร่ืองมืออ่ืน ๆ เชน ขวดแกว ไมโครปเปต ขนาด 1,000 ไมโครลิตร tip ปลายตัด 
 

การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length 
Polymorphism; AFLP) 
 

1.  เนื้อเยื่อหวาย จํานวน 2 ชนิด 
 
1.1  หวายน้ําผ้ึง ( Calamus sp.) 
1.2  หวายชุมพร (Calamus tenuis Roxb.) 

 
2.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการสกัด  วดัคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 

 
2.1  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
2.2  ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
2.3  โกรงและกานบด 
2.4  ถุงมือแพทย 
2.5  pipette tips 
2.6  pipettes (p1000, p200, p20 และ p2) 
2.7  storage  box  
2.8  เคร่ืองแยกขนาดดเีอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) 

(TOYOBO รุน Gelmate 2000) 
2.9  เคร่ืองปนเหวีย่ง (Hettich รุน MIKRO 20, Germany) 
2.10  ฉายแสงยูวแีละถายภาพดีเอ็นเอ (Gel Documentation) 

 (รุน DOC – print II,VILBER LOURMAT, Germany) 
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2.11  water bath (รุน GFL 1083, Labsouce Limited) 
2.12  Lambda DNA (Promega) 
2.13  Vortex-genie 2 
2.14  absolute ethanol (Merck, Germany) 
2.15  70% ethanol 
2.16  chloroform  (Merck,Germany) 
2.17  isoamyl (Merck,Germany) 
2.18  CTAB buffer (100mM Tris HCL pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM  EDTA, 2%PVP, 

2% CTAB และ 2% 2 mercaptoethanol)  
2.19  1XTBE buffer 
2.20  SYBR  Safe DNA gel stain (invitrogen) 
2. 21  6X loading dry (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol,30% glycerol) 
2.22  1XTE buffer ( 10mM Tris-HCL pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0 
2.23  agarose (Promega) 

 
3.  อุปกรณและสารเคมีท่ีใชในการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนคิเอเอฟแอลพ ี

 
3.1  น้ํากล่ันนึง่ฆาเช้ือ 
3.2  orbital incubator (รุน JEN CONS SI 50, UK) 
3.3  เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย (Gene AmpR PCR System 9700,  

PE Applied iosystems) 
3.4  PCR tube (0.2 ml) 
3.5  polyvinyl pyrrolidone (PVP) 
3.5  isopopanol (sigma,USA) 
3.6  EcoRI (Roche, USA) 
3.7  Tru9I (Roche, USA) 
3.8  T4 DNA ligase (Fermentas) 
3.9  incubation buffer A (BOEHRINGER MANNHEIM) 
3.10  EcoRI adapter 
3.11  MseI adapter 
3.12  Ø X 174 DNA / Hin f I Marker (Fermentas) 
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3.13  Go Tag Green Master Mix (Promega) 
3.14  EcoRI primer +1 
3.15  EcoRI primer +3  
3.16  MseI primer +1 
3.17  MseI primer +3 
3.18  sequencing dye 

 
4.  อุปกรณและสารเคมีในการแยกขนาดดีเอ็นเอโดยวิธีอีเล็คโตรโฟรีซีส 

 
4.1  5X TBE buffer (Tris base 54 กรัม Boric acid 27.5 กรัม และ 0.5 M EDTA pH 8.0 

20 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 ลิตร) 
4.2  5% denaturing polyacrylamide gel 
4.3  sodium thiosulfate (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
4.4  Ammonium persufate (APS) (BDH, England) 
4.5  silver nitrate   
4.6  acetic acid 
4.7  37% formaldehyde 
4.8  sodium carbonate (Na2CO3) 
4.9  Sequi-Gen GT Sequencing cell (Bio-Rad, USA) 
4.10  Bind silane 
4.11  N,N,N’,N’ –tetramethylenediamine (TEMED) 

 
5. โปรแกรมในการวิเคราะหขอมูล 

 
5.1 โปรแกรม NTSYSpc.ver 2.11T (Rohlf, 2000) 
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วิธีการ 

 
1.  การศึกษาวิธีการเก็บรักษาเฉพาะสวนของคัพภะในไนโตรเจนเหลว 
 

1.1  การเตรียมช้ินสวนพืช 
 
 ผลหวายท่ีเก็บจากพื้นท่ีของโครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ 
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี  จํานวน 3 ชนิด  คือ  หวายน้ําผ้ึง  หวายกําพวน  
และหวายข้ีไก นําผลหวายมาฟอกฆาเช้ือโดยการผานน้ําไหลประมาณ 20 นาที  หลังจากนั้นนํามาฆา
เช้ือดวย 20% Clorox ผสมดวย tween-20  2-3 หยด  ประมาณ 20 นาที  แลวจุมผลหวายใน
แอลกอฮอล 95%  แลวผานเปลวไฟ  ใชกรรไกรตัดกิ่งผาผลหวายแลวแคะเอาเฉพาะสวนของคัพภะ
มาเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เพาะเล้ียงในท่ีมืด อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปนเวลา   
7  วัน (ภาพท่ี 1) ในแตละการทดลองวางแผนการทดลองแบบ CRD 2 ซํ้า ๆ  ละ 10 ชิ้น โดยนําคัพภะ
มาผานข้ันตอนตาง ๆ  ดังมีรายละเอียดตอไปนี ้

 
   

   
ผลหวาย แชน้ําไหล นาน 20 นาที ผานเปลวไฟ 

   

 
 

 

MS + 0.3 M sucrose 7 วัน คัพภะหวาย ผาผลหวาย 
 

ภาพท่ี 1  ข้ันตอนการเตรียมคัพภะหวายกอนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
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1.2  วิธีการเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว 
 

1.2.1  vitrification 
บรรจุเฉพาะสวนของคัพภะหวายใสใน  cryotube  แชใน  loading solution (LS)  

0.8 M  sucrose + 1 M  glycerol  เปรียบเทียบระยะเวลาในการแชเปนเวลา  0  10 และ 20 นาที แลว
นําไปแชในสาร cryoprotectant  PVS2 30% (w/v) glycerol  15%(w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) 
15% (w/v) ethylene glycol ท่ีเติม 0.4 M sucrose นําไป prefreezing  ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  
เปรียบเทียบระยะเวลาในการแชเปนเวลา  0  30  45  60 และ 90 นาที  หลังจากนัน้เทสาร PVS2  ออก  
แลวเติมสารละลาย PVS2  ใหมลงไป  นําไปแชไนโตรเจนเหลวเปนเวลา  24 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามา
ละลายผลึกน้ําแข็งดวยน้ําอุนอุณหภมูิ 37-40 องศาเซลเซียส นาน  2 นาที  แลวนํามาลางสาร  PVS2  
ใน unloading solution (US) 1.2 M sucrose  เปนเวลา 20 นาที  นํามาเพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ีเติม 
0.3 M sucrose เปนเวลา 1 วนั  แลวยายมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ภาพท่ี 2) เพื่อหา
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 
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MS + 0.3 M sucrose 7 วัน LS  0.8 M sucrose + 

1 M  glycerol 
0  10  20 นาที 

PVS2  T 0 oซ  เวลา 
0  30  45  60  90 นาที 

 

   
US 1.2 M sucrose  20 นาที thawing T 40 oซ  2 นาที เก็บรักษา LN  24 ชม. 

 

 

 
 

อาหาร  regrowth 
 

 
ภาพท่ี 2  ข้ันตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี vitrification 

 
1.2.2  encapsulation-dehydration  

 
บรรจุสวนของคัพภะหวายลงในขวดท่ีมี  3% Na-alginate  ใช pipette tip ปลาย

ตัดดูดสารละลาย 3% Na-alginate  ใหมีชิ้นสวนของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดทีมี่  0.1 M 
CaCl2ตั้งท้ิงไว 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  หลังจากนั้นยาย  beads  ท่ีมีคัพภะมาแชใน  
loading solution ( 0.8 M sucrose + 1 M  glycerol)  เปรียบเทียบระยะเวลาในการแชเปนเวลา 0  10 
และ 20 นาที นํา beads  วางบนจานแกวเพือ่ดึงน้ําออกดวย  silica gel  หนัก  50  กรัมตอ beads 20 ช้ิน 
เปรียบเทียบระยะเวลาในการดึงน้ําออกเปนเวลา  14  และ  21  ชั่วโมง  เม่ือครบกําหนดนํา  beads  
บรรจุลงใน  cryotube  แลวนาํไปแชไนโตรเจนเหลวเปนเวลา  24 ชั่วโมง  จากนั้นนํามาละลายผลึก
น้ําแข็งดวยน้ําอุนอุณหภูมิ  37-40  องศาเซลเซียส  นาน  2 นาที  แลวนาํมาแชใน unloading solution 



  

                                                                                                                                                         30 

(US) 1.2 M sucrose  เปนเวลา 20 นาที  จากนั้นนํามาเพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose  
เปนเวลา 1 วัน  แลวจึงยายมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ภาพที่ 3)  เพื่อหาเปอรเซ็นตการ
รอดชีวิต 

 

   
MS + 0.3 M sucrose 7 วัน 3% Na-alginate 0.1 M CaCl2 encapsulation beads 

   

   
เก็บรักษา LN  24 ชม. Silica gel 50 กรัม/20 ชิ้น 

14  21 ชม. 
LS  0.8 M sucrose + 

1 M  glycerol  0  10  20 นาที 

   
thawing T 40 oซ  2 นาที US 1.2 M sucrose  20 นาที อาหาร  regrowth 

 
ภาพท่ี 3  ข้ันตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี encapsulation-dehydration 
 

1.2.3  encapsulation-vitrification 
 

บรรจุสวนของคัพภะหวายลงในขวดท่ีมี  3% Na-alginate  ใช pipette tip ปลาย
ตัดดูดสารละลาย 3% Na-alginate  ใหมีชิ้นสวนของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดทีมี่  0.1 M 
CaCl2  ตั้งท้ิงไว 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  หลังจากนัน้ยาย  beads ท่ีมีคัพภะมาแชใน  
loading  solution ( 0.8 M sucrose + 1 M  glycerol)  เปรียบเทียบระยะเวลาในการแชเปนเวลา  0  10  
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และ 20 นาที  เติมสาร  PVS2  นําไป prefreezing  ท่ีอุณหภูมิ  0  องศาเซลเซียส เปรียบเทียบระยะ 
เวลาในการ pre freezing  เปนเวลา  0  30  45   60 และ 90 นาที  หลังจากนั้นเทสาร  PVS2  ออก  แลว
เติมสารละลาย PVS2  แลวนาํไปแชไนโตรเจนเหลวเปนเวลา  24 ช่ัวโมง  จากนั้นนํามาละลายผลึก
น้ําแข็งดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 37-40 องศาเซลเซียส นาน  2 นาที  แลวนาํมาลางสาร  PVS2  ใน 
unloading solution (US) 1.2 M sucrose   เปนเวลา 20 นาที  นํามาเพาะเล้ียงในอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 
M sucrose เปนเวลา 1 วัน  จากน้ันยายมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ภาพท่ี 4)  เพื่อหา
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 
 

   
MS + 0.3 M sucrose 7 วัน 3% Na-alginate 0.1 M CaCl2 encapsulation beads 

   

   
เก็บรักษา LN  24 ชม. PVS2  T 0 oซ  เวลา  0  30  45  

60 และ 90 นาที 
LS  0.8 M sucrose + 

1 M  glycerol  0  10  20 นาที 

   
thawing T 40 oซ  2 นาที US 1.2 M sucrose  20 นาที อาหาร  regrowth 

 
ภาพท่ี 4  ข้ันตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี encapsulation-vitrification 
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ทําการศึกษาการรอดชีวิตของคัพภะกอนการแชไนโตรเจนเหลวทุกการทดลอง  โดย
นํามาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose  เปนเวลา 1 วัน  หลังจากนั้นนํามาเพาะเล้ียงบน
อาหาร MS นาน 1 เดือน  เพือ่หาเปอรเซ็นตการรอดชีวิตเปรียบเทียบกบัคัพภะท่ีผานการแชใน
ไนโตรเจนเหลว 
 

1.3  คัดเลือกวธีิการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งมาประยุกตใชในหวาย    
4 ชนิด 

 
1.3.1  หวายแขงไก (Daemonorops brachystachys) 
1.3.2  หวายชุมพร (Calamus tenuis Roxb.) 
1.3.3  หวายเดาใหญ (Korthalsia grandis Rild.) 
1.3.4 หวายหอม (Calamus pandanosmus Furt. 

 
1.4  การวิเคราะหผลทางสถิติ  

 
โปรแกรมวิเคราะหผลทางสถิติ SPSS Ver. 11.5 

 
2.  การตรวจสอบลายพิมพดเีอ็นเอโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length 
Polymorphism; AFLP) 
 

2.1  การสกัดดเีอ็นเอ 
 

เพาะเล้ียงคัพภะหวายน้ําผ้ึง และหวายชุมพร ในสภาพปลอดเช้ือโดยนําผลหวายน้ําผ้ึง 
และหวายชุมพร ท่ีไดจากการฟอกฆาเช้ือแลวตัดเอาเฉพาะสวนของคัพภะมาเพาะเล้ียงบนอาหาร  
MS (Murashige and Skoog, 1962) ท่ีเติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร และ BAP 2 มิลลิกรัมตอลิตร 
เพื่อใหคัพภะมีการเจริญเติบโตเพียงพอตอการศึกษา (ภาพผนวกท่ี 9) นํามาผานขบวนการเก็บรักษา
ในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี encapsulation-dehydration แลวนําช้ินสวนหวายท่ีผานการแชและไมผาน
การแชในไนโตรเจนเหลวมาสกัดดีเอ็นเอโดยดดัแปลงวิธีการสกัดดีเอ็นเอของ  
Christiansen et al. (2002) โดยมีข้ันตอนดงันี้ 
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2.1.1  บดคัพภะหวายในโกรงบดยาโดยใชในไนโตรเจนเหลวใหละเอียดเปนผงแปง 
 

2.1.2  ตักใสลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ประมาณครึ่งหลอด  แลวเติม  CTAB 
buffer  (2% CTAB, 2% PVP, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0,                       
2% 2-mercaptoethanol)  (65 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร 

 
2.1.3  ผสมใหเขากัน vortex บมไวท่ีอุณหภมิู 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที (พลิก

หลอดไปมาทุกๆ 10 นาที) 
 
2.1.4  เติมคลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล อัตราสวน 24 : 1 (chloroform : 

isoamyl alcohol 24:1)  ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  เขยาข้ึนลงเบา ๆ นาน 20 นาที 
 
2.1.5  นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที  เปนเวลา 30 นาที  เพื่อแยกช้ัน

สารละลาย และคลอโรฟอรมออกจากกัน หลังจากนัน้ดดูสารละลายใส (สวนบน) ใสหลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตร 

 
2.1.6  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติม absolute ethanol ท่ีเย็นปริมาณ 2.5 เทาของ

ปริมาตรของสารละลายท่ีได  เอียงหลอดไปมาจะพบดีเอ็นเอท่ีตกตะกอน 
 
2.1.7  นําไปแชเย็นประมาณ 1 ช่ัวโมง เพื่อใหดีเอ็นเอตกตะกอนไดดีข้ึน  แลวนําไปปน

เหวยีงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที  เทสวนท่ีเปนของเหลวท้ิง  ระวังอยาใหตะกอน
ท่ีกนหลอดหลุดออกมา แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol ปริมาตร  500 ไมโครลิตร  นําไป
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบ/นาที เปนเวลา 5 นาที (จาํนวน  2 คร้ัง)  เทของเหลวท้ิง  คว่ําหลอด
เพื่อผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอใหแหง 

 
2.1.8  เติม TE  buffer (10mM Tris–HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร และเติมเอนไซมอารเอ็นเอส เอ (RNase A)  ท่ีมีความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั เม่ือตะกอนดีเอ็นเอละลายดีแลว นําไปไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
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2.2  การวัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
 

วัดคุณภาพและปริมาณของสารละลายดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซีส 
(agarose gel electrophoresis) โดยการยอมดวย SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)  โมเลกุล
ของ SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen)  จะเขาไปแทรกอยูในเกลียวคูของสายดเีอ็นเอ และเม่ือ
นําไปตรวจสอบภายใตแสงอัลตราไวโอเลตก็จะเกิดการเรืองแสงข้ึนซ่ึงวธีินี้สามารถบอกถึงปริมาณดี
เอ็นเอ โดยประมาณได  และยังสามารถใชตรวจคุณภาพของดีเอ็นเอไดอีกดวย  ซ่ึงในการตรวจสอบ
ความเขมขนของดีเอ็นเอสามารถทําไดโดยการเตรียมเจลอะกาโรสความเขมขน 0.8% (agarose      
0.8 กรัม ใน 0.5X TBE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) นําไปหลอมละลายดวยไมโครเวฟ ท้ิงใหอะกา
โรสเย็นลงจนกระท่ังอุณหภมิูประมาณ 60 องศาเซลเซียส เติม SYBR® Safe DNA gel stain 
(Invitrogen)  ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร แลวเทลงในถาดเตรียมเจลที่มีหวีเสียบไว ท้ิงไวประมาณ 30 
นาที หรือจนกวาเจลจะแข็งตัว แลวดึงหวีออกอยางระมัดระวัง  ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสียอม       
( loading dye) อัตราสวน 1:9  แลวหยอดลงในชองวางดวยปเปตต จากนั้นหยดสารละลายดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (standard DNA)  ยายเจลลงในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซีส (Gel Mate 2000, TOYOBO; 
Japan)  โดยใหดานท่ีมีชองหวีอยูดานข้ัวลบ แลวเท 0.5X TBE buffer ลงจนทวมแผนเจล ปดฝา
เคร่ืองแลวเปดกระแสไฟฟาใหวิ่งผานจากข้ัวลบไปข้ัวบวก โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต  ใชเวลา
ประมาณ 30 นาที สียอม (loading dye) จะเคล่ือนท่ีไดระยะทางท่ีเหมาะสม (เคล่ือนท่ีได 1 ใน 4 ของ
แผนเจล) จากนั้นจึงปดกระแสไฟฟา นําแผนเจลไปสองดูภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (UV)  และ
บันทึกภาพโดยใชเคร่ือง DNA photo documentation เพื่อใชในการวิเคราะหคุณภาพและปริมาณของ
ดีเอ็นเอที่สกัดได เปรียบเทียบขนาดและความหนาของแถบดีเอ็นเอจากตัวอยางท่ีสกดัไดกับดีเอ็นเอ
มาตรฐาน  จากน้ันประมาณความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอที่สกดัได  นําสารละลายดีเอ็นเอที่
สกัดไดมาเจือจางดวยน้ํากล่ัน (deionized water) ท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ (autoclave) แลว ใหมีความ
เขมขนสุดทายเทากับ 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลวไปเก็บท่ี
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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2.3  การเตรียมดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) 
 

2.3.1  การตัดดีเอ็นเอ (digestion)  ดวยเอนไซม 2 ชนิด 
 

นําดีเอ็นเอตนแบบมาตัดอยางสมบูรณดวยเอนไซม 2 ชนดิ เพื่อใหไดช้ิน  ดีเอ็น
เอขนาดเล็ก ๆ ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณในการทําพีซีอารไดดแีละมีขนาดเหมาะสมในการแยกบน non-
denaturing polyacrylamide gel  สําหรับเอนไซมท่ีใชในการตัดในข้ันตอนนี้คือ EcoRI และ Tru9I 
การตัดดีเอ็นเออยางสมบูรณ มีข้ันตอนคือ  ใสดีเอ็นเอและสารละลายแตละชนิดในหลอดขนาด     
1.5 มิลลิลิตร  ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอเขมขน 100 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร           
5 ไมโครลิตร สารละลายบัฟเฟอรเขมขน 10 เทา (10X buffer : 10mM Tris-HCl  pH 7.5, 10 mM 
magnesium acetate, 50 mM potassium acetate) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร เอนไซมตัดจําเพาะท้ัง 2 ชนิด 
คือ EcoRI ความเขมขน 10 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และ Tru9I ความเขมขน    
10 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวให
ไดปริมาตร 40 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวีย่งในไมโครเซนตริฟวจ แลวบมไวท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 

2.3.2  การเช่ือมตอดีเอ็นเอกบั adapter (ligation)   
 

การเชื่อมตอดีเอ็นเอกับ adapter  เพื่อใชเปนดีเอ็นเอตนแบบสําหรับการเพ่ิม
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยปฏิกริิยาพีซีอาร(polymerase chain reaction, PCR) โดย adapter ท่ีตอเขาที่
ปลายของช้ินดีเอ็นเอจะทําหนาท่ีเปนตําแหนงจับเกาะของไพรเมอรในการทําพีซีอาร ซ่ึง adapter ท่ี
ใช คือ EcoRI adapter และ MseI adapter โดยนําสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดีเอ็นเอ  ปริมาตร  
40 ไมโครลิตร มาเติมสารละลาย EcoRI adapter ท่ีมีความเขมขน 50 พิกโคโมลตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ MseI adapter ท่ีมีความเขมขน 5 พิกโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร        
1 ไมโครลิตร แลวเติมสารละลายบัฟเฟอรความเขมขน 5 เทา (5X ligase buffer : 10 mM Tris-HCl  
pH 7.5, 10 mM magnesium acetate, 50 mM potassium acetate, 5 mM DTT  50 ng/ μl)  ปริมาตร     
2 ไมโครลิตร แลวเติมเอนไซม T4 DNA ligase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร              
2 ไมโครลิตร และเติม 10 mM  ATP ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่ง
ฆาเช้ือแลวใหไดปริมาตร  50 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวี่ยงในไมโครเซนตริฟวจ 
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แลวบมไวท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง หรือท้ิงไวขามคืนแลวเก็บไวท่ีอุณหภมิู   
-20 องศาเซลเซียส  
  

2.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร (PCR, Polymerase Chain Reaction) 
  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารโดยใชเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (GeneAmp® 
PCR System 9700, Applied Biosystems) ในการเพิ่มปริมาณช้ินดเีอ็นเอโดยวิธีพีซีอารของเทคนิคเอ
เอฟแอลพีนั้นจะทํา 2 คร้ัง ข้ันท่ี 1 เรียกวา pre-amplification เปนการเพ่ิมปริมาณโดยการใชไพรเมอร
เพิ่มเบสเพ่ือคัดเลือก 1 เบสที่ปลาย 3’ และข้ันท่ี 2 เรียกวา selective amplification เปนการนําผลผลิต
ท่ีไดจากข้ันแรกมาเพ่ิมปริมาณช้ินดเีอ็นเอ ซ่ึงจะใชไพรเมอรท่ีมีการเพ่ิมเบสเขาไปท่ีปลาย 3’ เพื่อเพิ่ม
โอกาสในการคัดเลือก จํานวน 3 เบส และใหจํานวนแถบดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการศึกษา 
 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในข้ันตอน pre-selective amplification นําดีเอ็นเอที่ไดจากการ
เช่ือมตอดีเอ็นเอกับ adapter  ท่ีเจือจาง 10 เทา ดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึง่ฆาเช้ือแลว ปริมาตร               
5 ไมโครลิตร  ใสหลอดพีซีอารขนาด 0.2 มิลลิลิตร  เก็บสวนท่ีเหลือไวท่ี -20 องศาเซลเซียส  แลว
นํามาเติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด  ท่ีมีการเพ่ิมเบสคัดเลือกเขาท่ีปลาย 3’ ไพรเมอรละ 1 เบส คือ 
ไพรเมอร E+1  และไพรเมอร M+1 ความเขมขน 70 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาณ 1 ไมโครลิตร
แลวเติมสารละลายบัพเฟอรสําหรับทําพีซีอารความเขมขน 10 เทา (10X PCR buffer : 100 mM Tris-
HCl  pH 8.3, 15 mM MgCl2  500 mM KCl) ปริมาตร  5 ไมโครลิตร  dNTP mix (dATP  dCTP  
dGTP  dTTP  ความเขมขนอยางละ 100 มิลลิโมลาร)  ความเขมขนรวม 1 mM ปริมาตร                   
10 ไมโครลิตร  และสารละลายแมกนีเซียม (MgCl2) ความเขมขน 50 mM ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร  
ใสเอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร ปรับ
ปริมาตรดวยน้าํกล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใหไดปริมาตร 50 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันแลวนําไป
หมุนเหวีย่งในเคร่ืองไมโครเซนตริฟวจ 30 นาที หลังจากนั้นนําสารละลายท้ังหมดเขาเคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอ (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems)  ตั้งอุณหภูมิและเวลาของ
เคร่ืองจํานวน 20 รอบ ดังนี้คือ  94 องศาเซลเซียส  30 วินาที  56 องศาเซลเซียส  60 วนิาที และ         
72 องศาเซลเซียส  60 วินาที  แลวนําผลผลิตของ  pre-selective amplification มาเจือจาง 10 เทา ดวย
น้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือ สําหรับเปนตนแบบในการเพิ่มปริมาณข้ันท่ี 2  เก็บไวท่ีอุณหภูมิ             
– 20 องศาเซลเซียส 
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในข้ันตอน  selective amplification นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีได
จากข้ันตอน pre-selective amplification เจือจาง 10 เทา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใสหลอดพีซีอาร
ขนาด 0.2  มิลลิลิตร  เติมสารละลายไพรเมอร 2 ชนิด คือ ไพรเมอร E+3 และไพรเมอร M+3  ท่ีมีการ
เพิ่มเบสเขาไปที่ปลาย 3’ ไพรเมอรละ 3 เบส ความเขมขน 30 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร        
1 ไมโครลิตร  จากนั้นเติมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับทําพีซีอารความเขมขน 10 เทา (10X PCR 
buffer : 100 mM Tris-HCl  pH 8.3, 15 mM MgCl2, 500 mM KCl)  ปริมาตร  2 ไมโครลิตร  dNTP 
mix ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP ความเขมขนอยางละ 100 มิลลิโมลาร) ความเขมขนรวม 1 mM 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร  และสารละลายแมกนีเซียม (MgCl2)  ความเขมขน 50 mM ปริมาตร           
0.6 ไมโครลิตร  ใสเอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 ยูนิตตอไมโครลิตร ปริมาตร       
0.1 ไมโครลิตร  ปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันท่ีผานการนึ่งฆาเช้ือแลวใหไดปริมาตร 20 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากันแลวนําไปหมุนเหวี่ยงในเคร่ืองไมโครเซนตริฟวจ 30 นาที  หลังจากนัน้นําสารละลาย
ท้ังหมดเขาเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) ทํา
ปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณโดยใชโปรแกรม touch down PCR ดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที                
65  องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน 1 รอบ  ลดอุณหภูมิในข้ันตอน 
annealing (65 องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส จํานวน 12 รอบ  และตอดวยอุณหภูมิท่ี 
94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 56 องศาเซลเซียส 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จํานวน   
23 รอบ  เม่ือเสร็จส้ินปฏิกิริยาพีซีอารแลว ใหเกบ็ตัวอยางไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

2.5  การแยกขนาดดีเอ็นเอโดยใชโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส 
 

การแยกขนาดดีเอ็นเอที่ผานการเพิ่มจํานวนจากวิธีพีซีอารโดยใชเทคนคิเอเอฟแอลพี  
โดยใชวิธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสทําการแยกดเีอ็นเอโดยใชเคร่ืองแยกขนาดแบบ    
non denaturing polyacraylamide gel (Gel-scan 3000) ท่ีความเขมขนของโพลีอะคริลาไมด  
(polyacraylamide) 4.5 เปอรเซ็นต และ 1X TBE buffer ผานกระแสไฟฟา 50 โวลต นาน 1 ช่ัวโมง  
30 นาที ยอมสีแถบดีเอ็นเอดวยวิธี silver staining  
 

2.6  การคัดเลือกคูไพรเมอรท่ีเหมาะสม 
 

นําดีเอ็นเอที่ผานการเพิ่มจํานวนจากข้ันตอน pre-amplification มาคัดเลือกคูไพรเมอรท่ี
เหมาะสมเพื่อใชในข้ันตอน selective amplification โดยคูไพรเมอรท่ีใชในการคัดเลือกประกอบดวย
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ชุดไพรเมอร 2 ชุด  แตละชุดมีจํานวน  4 ไพรเมอร ซ่ึงไดจํานวนคูไพรเมอรในการคัดเลือกท้ังส้ิน   
16 คู  ดังตารางท่ี 3  
 
ตารางท่ี 3  ลําดับนิวคลีโอไทดของ adapter และ ไพรเมอร ในข้ันตอนการวิเคราะหดวยเอเอฟแอลพี 
 

สัญลักษณ ลําดับนิวคลีโอไทด 
Adapter  

EcoRI  adapter 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ 
 3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
Msel adapter 5’-GACGATGAGTCCTGAG-3’  

 3’-TACTCAGGACTCAT-5’ 
Primer+1  

E-A 5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’  
M-C 5’-GATGAGTCCTGAGTAAC-3’ 

Primer+3  
E-AAG 5’-GACTGCGTACCAATTCAAG-3’  
E-ACT 5’-GACTGCGTACCAATTCACT-3’  
E-ACC 5’-GACTGCGTACCAATTCACC-3’  
E-ACG 5’-GACTGCGTACCAATTCACG-3’  
M-CAC 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3’ 
M-CAG 5’-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3’ 
M-CTA 5’-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3’ 
M-CTC 5’-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3’ 

 
 



                                 

ผลและวิจารณ 
 

1.  การศึกษาวิธีการเก็บรักษาเฉพาะสวนของคัพภะในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation)  
 

1.1  vitrification 
 

จากการนําคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด คือ หวายข้ีไก หวายกําพวน  และหวายนํ้าผ้ึง ท่ีผาน
การฟอกฆาเช้ือมาเพาะเล้ียงบนอาหาร  preculture  เพื่อเตรียมความพรอมนาน 7 วนั  มาหาชวงเวลา
ในการแชสาร  loading solution  และระยะเวลาการแชสาร  PVS2  ท่ีอุณหภูม ิ 0  องศาเซลเซียส  
แลวหาอัตราการรอดชีวิตของคัพภะหวายภายหลังการเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ี เติม 0.3 M sucrose 
เปนเวลา 1 วัน แลวยายมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS เปนเวลา 1 เดือน เพื่อเปรียบเทียบอัตราการรอด
ชีวิตของ คัพภะหวายท่ีไมผานการแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว (LN)  พบวา  คัพภะท่ีไม
ผานการแชในไนโตรเจนเหลวของหวายท้ัง 3 ชนิด  มีอัตราการรอดชีวติสูงสุดรอยละ 100 ทุกชวง 
เวลาในการแชสาร  loading solution และระยะเวลาการแชสาร PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  
(ตารางท่ี 4)  สังเกตไดจากคัพภะของหวายมีการขยายตัวใหญข้ึน สีของคัพภะมีสีขาวอมเหลือง 
พรอมท่ีจะพัฒนาและเจริญเติบโต (ภาพท่ี 5ก.)  และจากการทํา preculture  เพื่อกระตุนการปรับตัว
ใหทนทานตอสภาพแชแข็งเพียงอยางเดียวเปนเวลา 7 วัน  ใหผลการรอดชีวิตเหมือนกับการเติมสาร
ปองกันความเย็นทุกชวงระยะเวลา แสดงวาสาร cryoprotectants ไมเปนพิษตอคัพภะ (Wang et. al., 
2005)  

 
คัพภะท่ีผานการแชไนโตรเจนเหลวไมมีการตอบสนองตออาหาร MS ซ่ึงใหอัตราการ

รอดชีวิตของคัพภะท่ีผานการแชในไนโตรเจนเหลวเปนรอยละ 0 ทุกชวงเวลาในการแชสาร  loading 
solution  และระยะเวลาการแชสาร PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  (ตารางท่ี 4)  สังเกตไดจาก
ลักษณะของคัพภะกลายเปนสีดํา (ภาพท่ี 5ข.)  อาจเปนเพราะชวงเวลาในการแชสาร loading solution 
และ PVS2 นอยเกินไป  ทําใหสาร cryoprotectants  ประเภทออกฤทธ์ิภายในเซลลไดแก DMSO และ 
glycerol ไมสามารถซึมผานเขาไปภายในเซลล  ทําใหการปองกันการยดึตัวของเซลลและปกปองการ
เปล่ียนแปลงของระบบ membrane บกพรอง  สวนสารประเภทออกฤทธ์ิภายนอกเซลล เชน sucrose  ท่ี
ใชดึงน้ําออกจากเซลลมีประสิทธิภาพลดลงทําใหน้ําภายในเซลลเปล่ียนเปนผลึกน้ําแข็งท่ิมแทงเซลล
จนเสียหาย  (Engelmann, 2000; Penycooke and Towill, 2000) 
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ตารางท่ี 4  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด ท่ีไมแช (-LN) และแช (+LN) ใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี  vitrification  ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร               
MS  นาน 1 เดอืน 

 
PVS2 แช LS การรอดชีวิต (%±S.E.) 
(นาที) (นาที) หวายน้ําผ้ึง หวายกําพวน หวายข้ีไก 

  +LN -LN +LN -LN +LN -LN 
0 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 
 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

30 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

45 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

60 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

90 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 
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ภาพท่ี 5  การพัฒนาของคัพภะหวายกําพวนท่ีไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลวโดย วิธี  

vitrification (ก) การพัฒนาของคัพภะหวายกําพวนท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลว 
ท่ีเพาะเล้ียง บนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ข) คัพภะหวายกําพวนท่ีตายไดภายหลังการแช 
ไนโตรเจนเหลวท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน  (ค) การเจริญเติบโตของหวาย 
กําพวนท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 17 เดือน   

 
1.2  encapsulation-dehydration 
 

จากการนําคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด  ท่ีผานการฟอกฆาเช้ือมาเพาะเล้ียงบนอาหาร 
preculture  เพื่อเตรียมความพรอมนาน 7 วัน  แลวหอหุมคัพภะดวย Na-alginate bead  เพื่อหาชวงเวลา
ในการแช beads ท่ีมีคัพภะในสาร  loading solution  และระยะเวลาในการดึงน้ําออกจากเม็ด beads 
โดยใช  silica gel  50 กรัม/คัพภะ 20 ชิน้  แลวหาอัตราการรอดชีวิตของคัพภะหวายภายหลังการ
เพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ี เติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 1 วัน  แลวยายมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS เปน
เวลา 1 เดือน  เพื่อเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของคัพภะหวายท่ีไมผานการแชและผานการแชใน
ไนโตรเจนเหลว พบวาคัพภะท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลวมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดรอยละ 100  

ก 

ข 
ค 
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ทุกชวงเวลาในการแชสาร  loading solution  และระยะเวลาในการดึงน้ําโดยใช silica gel (ตารางท่ี 5)  
สังเกตจากคัพภะมีสีขาวอมเหลือง และมีขนาดใหญข้ึน (ภาพท่ี 6ก.) แสดงวา ระยะเวลาในการแชสาร 
loading solution ท่ีเวลา 0  20 และ 30 นาที และระยะเวลาในการใช  silica gel  เปนเวลา 14 และ 21 
ชั่วโมง  ไมทําใหคัพภะไดรับความเสียหาย 
 

คัพภะท่ีผานการแชไนโตรเจนเหลวมีการตอบสนองตออาหาร MS สังเกตจากคัพภะมีสี
ขาวอมเหลือง พรอมท่ีจะพัฒนาและเจริญเติบโต (ภาพท่ี 6ข.)  โดยมีอัตราการรอดชีวิตของหวายท้ัง  3 
ชนิด  คือ  หวายข้ีไก มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดรอยละ  100  จากการแชสาร loading solution  30 นาที 
รวมกับการใช silica gel ท่ี 14 ช่ัวโมง  หวายกําพวนมีอัตราการรอดชีวติสูงสุดรอยละ  80±13.3 จาก
การแชสาร loading solution 0 นาที รวมกบัการใช silica gel ท่ี 14 ช่ัวโมง  และหวายน้ําผ้ึงมีอัตราการ
รอดชีวิตสูงสุดรอยละ  20±13.3  จากการแชสาร loading solution  20 นาที รวมกับการใช silica gel ท่ี 
14 ชั่วโมง และจากการแช loading solution 0 นาที รวมกับการใช silica gel  21 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 5) ซ่ึง
มีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 0.05  (ตารางท่ี 6)  เปนผลจากการเตรียมความพรอมของ 
คัพภะบนอาหาร  preculture  ท่ีมีน้ําตาลซูโครสความเขมขนสูงถึง 0.3 M นาน 7 วัน  กอนการทําเม็ด 
beads ชวยทําใหเซลลเกิดการสะสมน้ําตาลและเพ่ิมความเสถียรของผนังเซลลมากข้ึน  โดยเฉพาะ
น้ําตาลซูโครสสามารถปกปองเซลลจากความเยน็ในขณะท่ีเซลลสูญเสียน้ํา  การใช silica gel  ท่ี        
14 ช่ัวโมง  ดึงน้ําออก สามารถปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งท่ีบริเวณ intracellular  ของเซลล     
(Uragami et. al., 1990)  และการดึงน้ําออกจากเม็ด beads ดวยสาร loading solution ท่ีมี glycerol ทํา
ใหเนื้อเยื่อทนตอความเยน็ไดดีข้ึน 
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ตารางท่ี 5  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด ท่ีไมแช (-LN) และแช (+LN) ใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหาร MS นาน  1 เดือน 

 
Silica gel แช LS การรอดชีวิต (%±S.E.) 
(ชั่วโมง) (นาที) หวายน้ําผ้ึง หวายกําพวน หวายข้ีไก 

  +LN -LN +LN -LN +LN -LN 
0 0 100±0.0  80±13.3 100±0.0  20±13.3 100±0.0  

20 20±13.3 100±0.0  60±16.3 100±0.0  40±16.3 100±0.0  

14 

30 0 100±0.0  40±16.3 100±0.0  100±0.0 100±0.0  

21 0 20±13.3 100±0.0  20±13.3 100±0.0  40±16.3 100±0.0  

 20 0 100±0.0  40±16.3 100±0.0  80±13.0 100±0.0  

 30 0 100±0.0  0 100±0.0  80±13.0 100±0.0  

 

ตารางท่ี 6  การรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด ท่ีผานการแช ในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา       
24  ชั่วโมง โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน  1 เดือน 

 

Silica gel แช LS การรอดชีวิต (%±S.E.) 

(ชั่วโมง) (นาที) หวายน้ําผ้ึง* หวายกําพวน* หวายข้ีไก* 

14 0 0b 8±1.33a 2±1.33b 

 20 2±1.33a 6±1.63ab 4±1.63b 

 30 0b 4±1.63bc 10±1.00a 

21 0 2±1.33a 2±1.33bcd 4±1.63b 

 20 0b 4±1.63bc 8±1.33a 

 30 0b 0d 8±1.33a 

 
หมายเหตุ  * มีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 0.05 

   ตัวอักษรตางกันท่ีกํากับการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิดแสดงวามีความแตกตางกัน 
   ทางสถิติ  เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s multiple range test ท่ี 0.05 
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ภาพท่ี 6  การพัฒนาของคัพภะหวายข้ีไกท่ีไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลวโดยวิธี  
               encapsulation-dehydration (ก) การพัฒนาของคัพภะหวายข้ีไกท่ีไมผานการแช 
               ไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน  (ข) การพัฒนาของคัพภะหวายข้ีไก 
                ท่ีผานการแชไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ค) การเจริญเติบโต 
               ของหวายข้ีไกท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 17 เดือน   
 

1.3  encapsulation-vitrification 
 

จากการนําคัพภะหวายที่ผานการฟอกฆาเช้ือมาเพาะเล้ียงบนอาหาร preculture  เพื่อ
เตรียมความพรอมเปนเวลา 7 วัน  มาหาชวงเวลาในการแช beads ท่ีมีคัพภะในสาร  loading solution 
และระยะเวลาในการแช beads ใน PVS2  ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส แลวหาอัตราการรอดชีวิตของ 
คัพภะหวายภายหลังการเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ท่ี เติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 1 วัน แลวยายมา
เพาะเล้ียงบนอาหาร MS เปนเวลา 1 เดือน เพื่อเปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของคัพภะหวายท่ีไมผาน
การแชและผานการแชในไนโตรเจนเหลว (LN)  พบวา  คัพภะท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลวมีอัตรา
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การรอดชีวิตสูงสุดรอยละ 100  ทุกชวงเวลาในการแชสาร  loading solution และระยะเวลาในการแช
สาร PVS2  ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส (ตารางท่ี 7)   สังเกตไดจากลักษณะของคัพภะมีสีขาวอม
เหลือง พรอมท่ีจะพัฒนาและเจริญเติบโต (ภาพท่ี 7ก.)   

 
คัพภะท่ีผานการแชไนโตรเจนเหลวไมมีการตอบสนองตออาหาร MS ซ่ึงใหอัตราการ

รอดชีวิตของคัพภะท่ีผานการแชในไนโตรเจนเหลว เปน 0 เปอรเซ็นต ทุกชวงเวลาในการแชสาร  
loading solution และระยะเวลาการแชสาร PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  (ตารางท่ี 7)   และสี
ของคัพภะกลายเปนสีดําไมสามารถพัฒนาตอไปได (ภาพท่ี 7ข.)  เม่ือเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 
เดือน  อาจเปนเพราะระยะเวลาการแชสาร loading solution และ PVS2 นอยเกนิไป  ทําใหไมสามารถ
ดึงน้ําออกจากเซลลได  จึงเกดิผลึกน้ําแข็งข้ึนภายในเซลล สงผลใหเซลลถูกทําลายและไดรับความ
เสียหาย 
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ตารางท่ี 7  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 3 ชนิด ท่ีไมแช (-LN) และแช (+LN) ใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี  encapsulation-vitrification ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหาร MS นาน  1 เดือน 

 
PVS2 แช LS การรอดชีวิต (%±S.E.) 
(นาที) (นาที) หวายน้ําผ้ึง หวายกําพวน หวายข้ีไก 

  +LN -LN +LN -LN +LN -LN 
0 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 
 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

30 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

45 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

60 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

90 0 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 10 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 

 20 0 100±0.0 0 100±0.0 0 100±0.0 
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ภาพท่ี 7  การพัฒนาของคัพภะหวายน้ําผ้ึงท่ีไมผานการแชและผานการแชไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 
               encapsulation-vitrification (ก) การพัฒนาของคัพภะหวายน้ําผ้ึงท่ีไมผานการแช 
              ไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ข) คัพภะหวายน้ําผ้ึงท่ีตาย 
               ภายหลังแชไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน (ค) การเจริญเติบโตของ 
               หวายน้ําผ้ึงท่ีไมผานการแชไนโตรเจนเหลว ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน 17 เดือน   
 

จากการศึกษาการเก็บรักษาคัพภะหวาย 3 ชนิด คือ หวายข้ีไก หวายกําพวน และหวายนํ้าผ้ึงใน
ไนโตรเจนเหลว ท้ัง 3 วิธีการ พบวา  วิธีท่ีสามารถเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลวไดดีท่ีสุด 
คือ วิธี  encapsulation-dehydration  ซ่ึงใหอัตราการรอดชีวิตของหวายท้ัง 3 ชนิด  ดีท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกบั วิธี vitrification และ วิธี encapsulation-vitrification  ดังนั้นจึงไดนํามาประยุกตใชกบั
การเก็บรักษาคัพภะหวายอีก 4 ชนิด คือ หวายแขงไก หวายหอม หวายชุมพร และหวายเดาใหญ  โดยท่ี
หวายแขงไกมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดรอยละ  80+13.33 โดยผานการแชสาร loading solution เปน
เวลา  10 นาที  รวมกับการดงึน้ําออกดวย silica gel เปนเวลา 21 ชั่วโมง  หวายหอมมอัีตราการรอด
ชีวิตสูงสุดรอยละ 70+15.28  โดยผานการแชสาร loading solution เปนเวลา 20 นาที  รวมกับการดึงน้ํา
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ออกดวย silica gel เปนเวลา 14 ชั่วโมง  หวายชุมพรมีอัตราการรอดชีวติสูงสุดรอยละ  80+13.33  โดย
ผานการแชสาร loading solution เปนเวลา 10 นาที  รวมกับการดึงน้ําออกดวย silica gel เปนเวลา 21 
ช่ัวโมง  และหวายเดาใหญมีอัตราการรอดชีวิตสูงสุดรอยละ  80+13.33  โดยผานการแชสาร loading 
solution เปนเวลา 20 นาที รวมกับการดึงน้าํออกดวย silica gel เปนเวลา 21 ชั่วโมง (ตารางท่ี 8) )  ซ่ึงมี
ความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 0.05 (ตารางท่ี 9)  จะสังเกตวาหวายแตละชนิดจะใชเวลา
ในการแชสาร loading solution และการดึงน้ําออกดวย silica gel  ท่ีแตกตางกันออกไป ท้ังนี้ในการ
เก็บรักษาพันธุกรรมหวายโดยใชช้ินสวนของคัพภะอาจข้ึนอยูกับชนิดของหวายท่ีนํามาเก็บรักษา 

 
ตารางท่ี 8  เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 4 ชนิด ท่ีผานการแชท่ีในไนโตรเจนเหลว เปน

เวลา 24 ชั่วโมง โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน  1 
เดือน 

 
การรอดชีวิต (%+S.E.) Silica gel 

(ชม.) 
LS 

(นาที) หวายแขงไก หวายเดาใหญ หวายชุมพร หวายหอม 
14 0 50±16.67 20±13.33 40±16.33 0 
 10 60±16.67 50±16.67 60±16.33 60±16.33 
 20 50±16.67 0 70±15.28 70±15.28 
 30 50±16.67 10±10 40±16.33 40±16.33 

21 0 20±13.33 80±13.33 10±10 30±15.28 
 10 80±13.33 40±16.33 80±13.33 0 
 20 70±15.28 60± 16.33 60±16.33 50±16.67 
 30 70±15.28 2013.33 50±16.33 40±16.33 
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ตารางท่ี 9  การรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 4 ชนิด ท่ีผานการแช ในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา          
24 ช่ัวโมง โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS นาน  1 เดือน 

 
การรอดชีวิต (%+S.E.) Silica gel 

(ชม.) 
LS 

(นาที) หวายแขงไก* หวายเดาใหญ* หวายชุมพร* หวายหอม* 

14 0 5±1.67ab 2±1.33bcd 4±1.63ab 0b 

 10 6±1.63ab 5±1.67abc 6±1.63a 6±1.63a 

 20 5±1.67ab 0d 7±1.53a 7±1.53a 

 30 5±.1.67ab 1±1.0cd 4±1.63ab 4±1.63ab 

21 0 2±1.33b 8±1.33a 1±1.00b 3±1.53ab 

 10 8±1.33a 4±1.63bcd 8±1.33a 0b 

 20 7±1.53ab 6±1.63ab 6±1.63a 5±1.67a 

 30 7±1.53ab 2±1.33bcd 5±1.67ab 4±1.63ab 

 
หมายเหตุ  * มีความแตกตางทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 0.05 

   ตัวอักษรตางกันท่ีกํากับการรอดชีวิตของคัพภะหวายท้ัง 4 ชนิดแสดงวามีความแตกตางกัน 
   ทางสถิติ  เม่ือเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s multiple range test ท่ี 0.05 

 
2.  การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิค เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment 
Length Polymorphism ;AFLP) 
 

การตรวจสอบความแปรปรวนทรงพันธุกรรมอันเกิดจากการแชคัพภะหวายใน
ไนโตรเจนเหลว ทําไดโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยการสกัดดีเอ็นเอจากคัพภะหวาย 2 ชนิด คือ 
หวายน้ําผ้ึง และหวายชุมพร ท่ีผานการแชและไมผานการแชในไนโตรเจนเหลว จากนั้นนํามาทํา
ปฏิกิริยาพีซีอารตามเทคนิคเอเอฟแอลพี โดยใชไพรเมอรท่ีเหมาะสม 8 คู ไดแก E+ACC/M+CAC  
E+ACC/M+CAG  E+ACC/M+CTA  E+ACC/M+CTC  E+ACT/M+CAG  E+ACT/M+CTA  
E+ACT/M+CTC  E+AAG/M+CAC  จากการคัดเลือกคูไพรเมอรท้ังส้ิน 16 คู  (ตารางท่ี 10)         
หวายชุมพรใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 189 แถบ  เฉล่ีย 23 แถบตอหนึ่งคูไพร  มีไพรเมอรท่ีใหแถบดีเอ็น
เอจํานวน 8 คูไพรเมอร เปนแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตาง (polymorphic band)  5 แถบ (ตารางท่ี 11) ซ่ึง
ความถ่ีในการเกิด polymorphic ไมมาก  มีความเปนไปไดวาลักษณะท่ีแตกตางกันท่ีเกิดข้ึนนัน้อาจเปน
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ผลมาจากการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด  ซ่ึงในระหวางการแชแข็งอาจทําใหช้ินสวนท่ีเก็บรักษา
บางสวนตาย  เนื่องจากความเสียหายท่ีเกิดข้ึนของเซลลพืชเกิดจากการสูญเสียน้ําและการเกิดผลึก
น้ําแข็งในระหวางการแชแข็ง (Engelmann, 2000) หรือการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดตั้งแตข้ันตอน
การเพิ่มปริมาณของคัพภะท่ีชักนําใหเกดิเปนแคลลัส  ซ่ึงการท่ีแถบลายพิมพดเีอ็นเอเกิดการ
เปล่ียนแปลงท่ีเกิดภายหลังการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดยังถือไดวาเปนการเปล่ียนแปลงทาง
พันธุกรรมที่เกดิข้ึนนอยมาก (ภาพท่ี 8) จากการศึกษาของ Fernandes et al. (2008)  พบการกลายพันธุ
ท่ีเกิดข้ึนในระหวางการเก็บรักษา  2.5% ใน Cork oak  เชนเดียวกับการศึกษาของ                      
Hornero et al. (2001) รายงานความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางการเก็บรักษาช้ินสวนของตน และ  
embryogenic ของตน  Cork oak เปน 5.6-7.3%  และSchaefer-Menuhr et al. (1996)  ตรวจพบการ
เปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมเพียงเล็กนอยในมันฝร่ังท่ีผานการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดเม่ือ
เปรียบเทียบกบัท่ีเก็บรักษาในสภาพปกติ  เชนเดียวกับ Zarghami et al. (2008) ไดตรวจสอบลักษณะ
ทางพันธุกรรมของมันฝร่ัง 2 สายพันธุ Agria และ Marphona พบวาลักษณะทางพันธุกรรมภายหลัง
การเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดมีความคลายคลึงกัน 97% และ 100% ตามลําดับ ซ่ึงอาจจะทําให
โอกาสที่จะเกดิการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมภายในยนีมีนอยมากตามไปดวย  เพราะวาดเีอ็นเอสวน
ใหญในจีโนมมากกวา  90%  เปนสวนท่ีไมใชยีน  ดังนัน้ polymorphic ท่ีเกิดข้ึนนอยเหลานี้อาจไมมีผล
ตอการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมของช้ินสวนท่ีนํามาเก็บรักษา  สวนหวายน้ําผ้ึงใหแถบดีเอ็นเอ
ท้ังหมด 216 แถบ เฉล่ีย 27 แถบตอหนึ่งคูไพรเมอร (ตารางท่ี 12)  ซ่ึงลักษณะทางพันธุกรรมภายหลัง
การเก็บรักษามีลักษณะท่ีเหมือนกัน  แสดงใหเห็นวาการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดไมสามารถทํา
ใหลักษณะทางพันธุกรรมของหวายนํ้าผ้ึงเกิดการเปล่ียนแปลงภายหลังการเก็บรักษา  (ภาพท่ี 9) 

 
ตารางท่ี 10  คูไพรเมอรจํานวน 8 คู ท่ีคัดเลือกไดจากจํานวนคูไพรเมอรท้ังหมด 16 คู 
 

Primer M+CAC M+CAG M+CTA M+CTC 
E+ACC √ √ √ √ 
E+ACT  √ √ √ 
E+AAG √    
E+ACG     
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ตารางท่ี 11  แสดงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีกบัดีเอ็นเอของหวายชุมพรท่ี 
   ผานการแชและ ไมผานการแชในไนโตรเจนเหลว โดยใชไพรเมอร  
  จํานวน 8 คูไพรเมอร 

 
ลําดับท่ี ไพรเมอร จํานวนแถบ จํานวนแถบ จํานวนแถบ  

 E+ M+ ดีเอ็นเอทั้งหมด monomorphic polymorphic 
1 ACT CTA 37 36 1 
2 ACT CAG 49 47 2 
3 ACT CTC 34 32 2 
4 AAG CAC 45 45 - 
5 ACC CTA 25 25 - 
6 ACC CAG 28 28 - 
7 ACC CTC 20 20 - 
8 ACC CAC 23 23 - 
 รวม  189 184 5 
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ตารางท่ี 12  แสดงจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีกบัดีเอ็นเอของหวายน้ําผ้ึงท่ี 
    ผานการแชและไมผานการแชในไนโตรเจนเหลว โดยใชไพรเมอร  
    จํานวน 8 คูไพรเมอร 

 
ลําดับท่ี ไพรเมอร จํานวนแถบ จํานวนแถบ จํานวนแถบ  

 E+ M+ ดีเอ็นเอทั้งหมด monomorphic polymorphic 
1 ACT CTA 47 47 - 
2 ACT CAG 33 33 - 
3 ACT CTC 16 16 - 
4 AAG CAC 52 52 - 
5 ACC CTA 24 24 - 
6 ACC CAG 32 32 - 
7 ACC CTC 29 29 - 
8 ACC CAC 12 12 - 
 รวม  216 216 - 
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ภาพท่ี 8  ลายพิมพดีเอ็นเอของหวายชุมพร จํานวน 6 ตัวอยาง ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาเอเอฟแอลพีโดยใช  

ไพรเมอร  a = E+ACT/M+CTA,  b = E+ACT/M+CAG,  c = E+ACT/M+CTC,  d = 
E+AAG/M+CAC,  e = E+ACC/M+CTA  และ M = molecular marker 100 bp  หมายเลข 1, 
3, 5 = คัพภะท่ีไมแชในไนโตรเจนเหลว   หมายเลข 2, 4, 6 = คัพภะท่ีแชในไนโตรเจนเหลว   
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ภาพท่ี 9  ลายพิมพดีเอ็นเอของหวายน้ําผ้ึง จํานวน 8 ตัวอยาง ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาเอเอฟแอลพีโดยใช 
               ไพรเมอร  a = E+ACT/M+CTA,  b = E+ACT/M+CAG,  c = E+AAG/M+CAC,  d =  
               E+ACC/M+CAG  และ  M = molecular marker 100 bp  หมายเลข 1, 3, 5, 7 = คัพภะท่ีไมแช 
              ในไนโตรเจนเหลว  หมายเลข 2, 4, 6, 8 = คัพภะท่ีแชในไนโตรเจนเหลว 
 



                                 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 
1.  การศึกษาวิธีการเก็บรักษาเฉพาะสวนของคัพภะในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation)  
 

การเก็บรักษาคัพภะหวายนํ้าผ้ึง หวายกําพวน และหวายข้ีไก ในไนโตรเจนเหลว  ท้ัง  3 
วิธีการ คือ vitrification  encapsulation-dehydration และ encapsulation-vitrification พบวา  วิธีท่ี
เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว คือ encapsulation-dehydration ทําได
โดยการปรับสภาพคัพภะหวายดวยการทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose  เปนเวลา  
7 วัน ท่ีอุณหภมิู 25 องศาเซลเซียส  จากนัน้นําคัพภะมาทํา  encapsulation  และแชใน  loading  
solution ในระยะเวลาตาง ๆ กัน  ตามดวยการทําใหแหงดวย silica gel หนัก 50 กรัม/คัพภะ 20 ช้ิน  
ในระยะเวลาตาง ๆ กัน  เพื่อลดปริมาณนํ้าในเซลล  แลวจึงนําไปแชในไนโตรเจนเหลว  ซ่ึงระยะเวลา
ในการแช  loading  solution  การดึงน้ําออกจากเซลลดวย silica gel จะแตกตางกันออกไปตามชนิด
ของคัพภะหวายท่ีนํามาเก็บรักษา โดยท่ีวธีิการที่ดีท่ีสุดในการเก็บรักษาคัพภะหวายทั้ง  7 ชนิดใน
สภาพเยน็ยิ่งยวดท่ีใหการรอดชีวิตสูงท่ีสุด เปนดังนี ้

 
1.  หวายข้ีไก  โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 30 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  14 ชั่วโมง  

 
2.  หวายกําพวน  โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 20 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  14 ชั่วโมง 

 
3.  หวายน้ําผ้ึง โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 20 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  14 ชั่วโมง 

 
4  หวายแขงไก โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 10 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  21 ชั่วโมง 
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5  หวายชุมพร โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 10 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  21 ชั่วโมง 

 
6  หวายเดาใหญ โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 0 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  14 ชั่วโมง 

 
7  หวายหอม โดยทํา preculture  บนอาหาร MS ท่ีเติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วนั ท่ี

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation แลวแชใน loading solution เปน
เวลา 20 นาที แลวทําใหแหงดวย silica gel เปนเวลา  14 ชั่วโมง 

 
2.  การตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยใชเทคนิค เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment 
Length Polymorphism ;AFLP) 
 

การจําแนกลายพิมพดเีอ็นเอโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี นาํมาใชเพื่อประเมินความเช่ือม่ัน
ทางพันธุกรรมของหวาย 2 ชนิดภายหลังการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด  ซ่ึงหวายท้ัง 2 ชนิดนี้ อาจ
มีความทนทานตอการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดในแงความคงท่ีของพันธุกรรมที่ไมเหมือนกัน  
โดยลักษณะทางพันธุกรรมของหวายนํ้าผ้ึงไมมีการเปล่ียนแปลงลักษณะทางพันธุกรรมภายหลังการ
เก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด  สวนหวายชุมพรมีการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมรอยละ 3  ภายหลัง
การเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด  แตจะยิ่งชัดเจนยิ่งข้ึนถามีขอมูลทางสัณฐานวิทยามาพิจารณา
ประกอบกัน ดงันั้นวิธีการเกบ็รักษาในสภาพเย็นยิ่งยวดจงึเปนทางเลือกหน่ึงท่ีนาจะนาํมาใชในการ
เก็บรักษาพันธุกรรมหวาย  เพื่อไวใชประโยชนตอไปในอนาคต  เนื่องจากลักษณะทางพันธุกรรม
ภายหลังการเกบ็รักษามีคาท่ียอมรับได 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหาร Murashige and Skoog  
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ตารางผนวกท่ี ก1  การเตรียมอาหาร Murashige and Skoog  
 

สารเคมี มิลลิกรัมตอลิตร 
Macro elements  

NH4NO3  1,650 
KNO3  1,900 
CaCl2.2H2O  440 
MgSO4.7H2O  370 
KH2PO4 170 

Micro elements  
H3BO3 6.2 
MnSO4.4H2O 22.3 
ZnSO4.7H2O 22.3 
KI  0.83 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
Na2EDTA 37 
FeSO4.7H20  27.85 

Organic compounds  
Myo-Inositol 100 
Glycine 2.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine hydrochloride 0.1 
Thiamine hydrochloride  0.1 

Sucrose  30,000 
Agar  8,000 
pH 5.8  

 
ท่ีมา: Murashige and Skoog (1962) 



  

                                                                                                                                                         72 

ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารละลาย cryopreservation 
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1.  อาหาร Preculture และ Regrow ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 

อาหารสูตร MS ( Stock I, II, III, IV) 
Sucrose  0.3  M   51.34 กรัม 
gelrite        2.5 กรัม 
pH 5.7 

 
2.  Plant Vitrification Solution Formula 2  (PVS2)  

 
glycerol     30% (W/V) 
Ethylene glycol (Eg)   15% (W/V) 
Dimethyl sulphoxide (DMSO)  15% (W/V) 
Sucrose     0.4  M 
pH 5.7 
ปรับปริมาตรดวย MS basal medium ( Stock I, II, III)  

 
3.  Loading Solution (LS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
glycerol  l   M 
Sucrose  0.8 M 

ปรับปริมาตรดวย  MS basal medium ( Stock I, II, III) 
pH 5.7 

 
4.  3% Na-alginate ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
Na-alginate  3% (V/W) 
Sucrose   0.4 M 
Ca-free MS basal medium (Stock  I –No CaCl2, II, III) 
pH 5.7 
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5.  0.1M CaCl2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 

MS basal medium 
Sucrose  0.4  M 13.69 กรัม 
CaCl2  0.1 M 1.47 กรัม 
5.7 

 
6.  Unloading solution (US) 

 
Sucrose  1.2 M 
pH 5.7 
ปรับปริมาตรดวย MS basal medium ( Stock I, II, III)  
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ภาคผนวก ค 

วิธีการเตรียมสารละลายสําหรับการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ 
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1.  CTAB buffer 2X 
 

2 M Tris-HCl buffer (pH 8.0)  100 mM 5 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA (pH 8.0)  20 mM  4 มิลลิลิตร 
NaCl    1.4 M  8.182 กรัม 
CTAB (Hexadecyltrimethyl- 
ammonium bromide,C19H42NBr) 2%  2 กรัม 
Polyvinylpyrrolidone (PVP-40) 1%  1 กรัม 
เติมน้ําใหครบ     100 มิลลิลิตร 

 
2. mM dNTPs   

 
100 mM dATP 1 mM   10 ไมโครลิตร 
100 mM dCTP 1 mM   10 ไมโครลิตร 
100 mM dGTP 1 mM   10 ไมโครลิตร 
100 mM dTTP 1 mM   10 ไมโครลิตร 
น้ํากล่ัน     960 ไมโครลิตร 
 

3.  0.5 M EDTA  pH 8.0  ปริมาตร  100 มิลลิลิตร 
 
EDTA (disodium ethylenediaminetetraacetate.2H2O) 18.61 กรัม 
น้ํา (dH2O)      70 มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรดวย NaOH ใหได pH 8.0 เติมน้ําใหครบ         100 มิลลิลิตร 
 

4.  0.5 X TBE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
 
5 X TBE    100 มิลลิลิตร 
dH2O     900  มิลลิลิตร 
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5. 1 M Tris-HCl  pH 8.0  ปริมาตร 1 ลิตร 
 
Tris base    121.1 กรัม 
เติมน้ํา 800 มลิลิลิตร ปรับ pH ดวย HCl ใหได pH 8.0 เติมน้ําใหครบ 1 ลิตร 

 
6. Chloroform : isoamyl (24:1)  ปริมาตร 1 ลิตร 

 
Chloroform    960 มิลลิลิตร 
Isoamyl alcohol      40 มิลลิลิตร 

 
7.  TE buffer pH 8.0  ปริมาตร 1 ลิตร 

 
1 M Tris-HCl  pH 8.0        10 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA  pH 8.0           2 มิลลิลิตร 
dH2O     988 มิลลิลิตร 

 
8. 4.5% acrylamide  ปริมาตร 1 ลิตร 

 
ACRYL/BIS TM 19:1 (amresco)  113.6 มิลลิลิตร 
5 X TBE    100 มิลลิลิตร 
Urea     450 มิลลิลิตร 
เติมน้ํา (dH2O)  ใหครบ       1 ลิตร 

 
9.  10% Ammonium persulfate (APS)  ปริมาตร 10  มิลลิลิตร 

 
Ammonium persulfate     1 กรัม 
dH2O     10 มิลลิลิตร 
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10. 0.5% ETOH-Acetic acid  ปริมาตร 10  มิลลิลิตร 
 
Acetic acid    50 ไมโครลิตร 
95% ETOH    9.8 มิลลิลิตร 

 
11.  5 X TBE (Tris-borate)  ปริมาตร 1 ลิตร 

Tris base    54 กรัม 
Boric acid    27.5 กรัม 
0.5 M EDTA (pH 8.0)   20 มิลลิลิตร 
dH2O     980 มิลลิลิตร 

 
12.  Fix & Stop Solution  ปริมาตร 1 ลิตร 

 
dH2O     900 มิลลิลิตร 
Acetic acid    100 มิลลิลิตร 

 
13.  Silver Stain  

 
dH2O     1000 มิลลิลิตร 
Silver Nitrate                 1 กรัม 
Formaldehyde 37%              1.5 มิลลิลิตร 

 
14.  Developer   

 
dH2O      1000 มิลลิลิตร 
NaCO3                30 กรัม 
Formaldehyde 37%              1.5 มิลลิลิตร 
Sodiumthiosulfate (10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)   200 ไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ 
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ตารางผนวกท่ี ง1  การวเิคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายน้ําผ้ึงท่ีผานการแชใน  
 ไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนยัสําคัญท่ีระดับ  
 ความเช่ือม่ัน 95% 

 
SOV df SS MS F 
Treatment 5 0.533 0.107 1.8 
Error 54 3.200 0.059  
Total 59 3.733   

 
ตารางผนวกท่ี ง2  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายกําพวนท่ีผานการแช 
 ในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนัยสําคัญท่ี
 ระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 5 4.000 0.800 4.154 
Error 54 10.400 0.193  
Total 59 14.400   

 
ตารางผนวกท่ี ง3  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายข้ีไกท่ีผานการแชใน
 ไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนยัสําคัญท่ีระดับ
 ความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 5 4.800 0.960 5.4 

Error 54 9.600 0.178  
Total 59 14.400   
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ตารางผนวกท่ี ง4  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายแขงไกท่ีผานการแช
 ในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนัยสําคัญท่ี
 ระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 7 2.388 0.341 1.419 

Error 72 17.300 0.240  
Total 79 19.688   

 
ตารางผนวกท่ี ง5  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายเดาใหญท่ีผานการแช
 ในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนัยสําคัญท่ี
 ระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 7 5.200 0.743 4.114 

Error 72 13.000 0.181  
Total 79 18.200   

 
ตารางผนวกท่ี ง6  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายชุมพรที่ผานการแชใน
 ไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนยัสําคัญท่ี
 ระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 7 3.288 0.470 2.025 

Error 72 16.700 0.232  
Total 79 19.988   
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ตารางผนวกท่ี ง7  การวิเคราะหความแปรปรวนการรอดชีวิตของคัพภะหวายหอมท่ีผานการแชใน
 ไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  encapsulation-dehydration ท่ีความมีนยัสําคัญท่ี
 ระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 

SOV df SS MS F 
Treatment 7 4.587 0.655 3.395 
Error 72 13.900 0.193  
Total 79 18.488   
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ภาคผนวก จ 

ภาพหวายท่ีใชศึกษาการเก็บรักษาในสภาพเย็นยิ่งยวด 
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ภาพผนวกท่ี จ1  ผลหวายข้ีไก Calamus myrianthus Becc. 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี จ2  ผลหวายกําพวน  Calamus longisetus Griff. 

 3 ซม. 

1 ซม. 
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ภาพผนวกท่ี จ3  ผลหวายน้ําผ้ึง Calamus sp. 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี จ4  ผลหวายแขงไก Daemonorops brachystachys 
 

1ซม. 

 2 ซม. 
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ภาพผนวกท่ี จ5  ภาพผลหวายชุมพร Calamus tenuis Roxb. 
 

 
 
ภาพผนวกท่ี จ6  ผลหวายเดาใหญ Korthalsia grandis Rild. 
 
 

 2 ซม. 

1 ซม. 
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ภาพผนวกท่ี จ7  ผลหวายหอม Calamus pandanosmus Furt.  
 

 
 
ภาพผนวกท่ี จ8  สวนประกอบของผลหวายหอม C. pandanosmus Furt. 

เปลือกผล 

เนื้อหวาย 

เมล็ด 

คัพภะ 

 2 ซม. 



  

                                                                                                                                                         88 

 
 
ภาพผนวกท่ี จ9  คัพภะหวายน้ําผ้ึงท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร  MS ท่ีเติม 2,4-D 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร  
                           และ BAP  2  มิลลิกรัมตอลิตร 
 



 

ประวัติการศึกษาและการทํางาน 
 
ช่ือ –นามสกุล นางสาวกําไล  เรียนหัตถกรรม 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด วันท่ี 31 สิงหาคม 2526 
สถานท่ีเกิด  สระบุรี 
ประวัติการศึกษา วท.บ.(วิทยาศาสตรบัณฑิต) 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน นักวจิัย 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน หนวยปฏิบัติการเก็บรักษาเมล็ดพันธุพืช  ฝายวิชาการ 

โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดาํริ  
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) 
สวนจิตรลดา  สํานักพระราชวัง 

ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ไดรับทุนโนวารติส เฉลิมพระเกยีรติ 72 พรรษา 
 
 




