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บทคดัย่อ 
 

 การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทย มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการท่ีเหมาะสมใน
การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือ โดยทดลองเก็บรักษาตน้พืชโดย
วธีิการชะลอการเจริญเติบโตและการเก็บรักษาปลายยอดในสภาพเยอืกแขง็  
 จากการเก็บรักษาตน้พืชโดยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต โดยน าตน้อ่อนอายุ 3 เดือน จากการ
เพาะเมล็ดในสภาพปลอดเช้ือ มาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) จ านวน 
9 สูตร ท่ีมีความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกัและน ้ าตาลซูโครส 3 ระดบั คือ MS, ½ MS และ ¼ MS 
และ 30, 60 และ 90 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ภายใตค้วามเขม้แสง 2,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั 
ท่ีอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) แบ่งเป็น 9 สูตรอาหาร 
แต่ละสูตรมี 10 ซ ้ า บนัทึกผลความสูงตน้ และจ านวนใบ เป็นเวลา 9 เดือน พบว่า อาหารสูตรท่ี
เหมาะสมในการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทยโดยการชะลอการเจริญเติบโต คือ อาหาร
สูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส  90  กรัมต่อลิตร สามารถชะลอการเจริญเติบโตของพืชไดดี้ท่ีสุด โดยให้
ค่าเฉล่ียความสูงของตน้และจ านวนใบต่อตน้ต ่าสุด เท่ากบั 2.22 เซนติเมตร และ 3.9 ใบ ตามล าดบั 
 ส าหรับการเก็บรักษาส่วนปลายยอดในสภาพเยือกแข็งโดยใช้เทคนิค Encapsulation – 
Vitrification วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) แบ่งออกเป็น 5 ส่ิงทดลอง แต่ละส่ิงทดลอง
มี 3 ซ ้ า บนัทึกผลอตัราความมีชีวิตของปลายยอด พบว่า การปรับสภาพปลายยอดก่อนการเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว บนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 0.3 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 20 นาที มีอตัรา
ความมีชีวิตสูงสุด เท่ากับ 33.33 เปอร์เซ็นต์ เม่ือน าปลายยอดท่ีผ่านการปรับสภาพเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 24 ชัว่โมง มาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 1 เดือน ไม่พบการรอด
ชีวติของเน้ือเยือ่ส่วนปลายยอดเม่ือเก็บรักษาดว้ยวธีิน้ี  
ค าส าคัญ: การเก็บรักษาในสภาพปลอดเช้ือ เนระพูสีไทย การชะลอการเจริญเติบโต การเก็บในสภาพ
     เยอืกแขง็ encapsulation -vitrification 
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ABSTRACT 
 
 The conservation of Bat Flowers (Tacca chantrieri Andre) germplasm was carried out to 
determine appropriate methods for in vitro conservation. The research was performed through 
minimal growth and shoot tip cryopreservation, using Encapsulation –Vitrification technique. 
 The 3 months-old plantlets from the seeds culture in vitro were used in the minimal growth 
method. The plantlets were cultured on 9 media with 3 different MS strengths (MS, ½ MS, ¼ MS), 
and three different sucrose concentrations (30, 60 and 90 g/l). Subsequently, the plantlets were 
transferred to a culture room, and maintained at the temperature between 25-27oC, with light 
intensity of 2,000 luxs for 16 hour photoperiods.  The experiment was a completely randomized 
design (CRD) divided into 9 media, each media is 10 replications and recorded the results in terms 
of plants height and number of leaves for over 9 months. It was found that the best conservation of 
the bat flower germplasm through the minimal growth of plantlets was achieved through the use of 
½ MS medium containing 90 g/l sucrose. The plantlets cultured on this medium had the lowest 
height and number of leaves of 2.22 cm. and 3.9 leaves, respectively.  
 The cryopreservation of shoot tips was established by using Encapsulation – Vitrification 
technique. The experiment was a completely randomized design (CRD) divided into 5 treatments, 
each treatment is 3 replications. The rate of the viability of shoot tips were recorded. The pre-culture 
step was performed on MS medium supplemented with 0.3 M sucrose followed by incubation in 
infusion solution (PVS2) for 20 minutes. The results showed the survival of shoot tips was 33.3 
percent. The pre-treatment shoot tips were then stored in liquid nitrogen for 24 hours. It was found 
that the growth of shoot tips could not be recovered after one month cultured on MS medium.  
 Keywords: in vitro conservation, Tacca chantrieri Andre, minimal growth, cryopreservation, 
         encapsulation - vitrification 
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บทที ่1 
บทน า 

 

1.1 ทีม่าและความส าคญัของปัญหา 
 ตน้เนระพูสีไทย หรือ คา้งคาวด า (Tacca chantrieri Andre) อยู่ในวงศ์ Taccaceae เป็นพืช
ลม้ลุก มีหัวหรือเหงา้อยู่ใตดิ้น ลกัษณะดอกคลา้ยหน้าคา้งคาว มีหนวดสวยงามแปลกตา ดอกมีสีด า  
ตน้เนระพูสีไทยมีประโยชน์ในหลายดา้น คือ ดา้นสมุนไพร  ช่วยดบัพิษไข ้ รักษาโรคความดนัเลือด
ต ่า บ ารุงก าลงั เจริญอาหาร โรคในปากคอ  แกเ้ม็ดผื่นคนัตามร่างกาย เป็นตน้ ดา้นอาหารน ามาท าเป็น
ผกัสด  ในปัจจุบนัน ามาใชป้ระโยชน์ในทางการแพทย ์ใชเ้ป็นส่วนผสมในต ารับยาไทย และพฒันามา
เป็นไมด้อกไมป้ระดบั เน่ืองจากเป็นพืชท่ีมีลกัษณะแปลกและน่าสนใจ แต่ละพื้นท่ีก็จะมีการเรียกช่ือท่ี
แตกต่างกนัออกไป เช่น ดีงูหวา้ คลุม้เสีย ว่านหัวลา ดีปลาช่อน เนระพูสีไทย มงักรด า มา้ถอนหลกั 
และวา่นพงัพอน เป็นตน้  ส าหรับประเทศไทยจดัเป็นพืชสมุนไพรท่ีหายาก และตลาดมีความตอ้งการ
อีกมาก พืชในสกุลน้ีพบว่ามีประมาณ 5 ชนิด ท่ีข้ึนอยู่ในป่าเมืองไทย ปัจจุบนัตน้เนระพูสีไทย มี
จ านวนลดลงและค่อนขา้งท่ีจะหายาก เน่ืองจากมีการลกัลอบน าออกมาจากป่าเพื่อการจ าหน่ายโดยขาด
การอนุรักษ์  มีการลกัลอบบุกรุกพื้นท่ีป่าไม ้ท าเป็นพื้นท่ีท ากินและเป็นท่ีอยูอ่าศยั ซ่ึงเป็นการท าลาย
แหล่งก าเนิดของพืชดว้ย และเป็นสาเหตุส าคญัท่ีท าให้ตน้เนระพูสีไทยมีจ านวนลดลงอย่างมากใน
ธรรมชาติ และมีโอกาสสูญพนัธ์ุไดใ้นอนาคต ดว้ยสาเหตุน้ีจึงมีความจ าเป็นท่ีตอ้งให้ความส าคญัต่อ
การเก็บรักษาและการอนุรักษ์พนัธ์ุพืชอย่างจริงจงัไม่ว่าจะเป็นการอนุรักษ์ในสภาพแปลงปลูก หรือ
การเก็บรักษาในรูปเมล็ดพนัธ์ุ เพื่อไม่ใหเ้กิดการสูญพนัธ์ุในธรรมชาติ  แต่ปัญหาท่ีพบในการเก็บรักษา
และอนุรักษพ์นัธุกรรมพืช คือ ความเส่ือมคุณภาพของเมล็ดพนัธ์ุ ความเส่ียงต่อการถูกท าลายจากโรค 
แมลง และการเปล่ียนแปลงของสภาพภูมิอากาศเม่ืออนุรักษ์ไวใ้นสภาพธรรมชาติหรือแปลงปลูก 
ดังนั้ นเทคโนโลยีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชจึงเข้ามามีบทบาทส าคัญในการอนุรักษ์พันธ์ุพืช         
เนระพูสีไทย ซ่ึงในปัจจุบนัวิธีท่ีมีศกัยภาพ คือ การเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชโดยการชะลอการเจริญ 
(minimal growth storage) เป็นการเก็บรักษาพนัธุกรรมในระยะปานกลางโดยการเล้ียงเน้ือเยื่อใน
หลอดทดลอง ให้มีการเจริญเติบโตท่ีชา้ลงโดยการจ ากดัหรือจดัการปัจจยับางประการท่ีเก่ียวขอ้งกบั
ขบวนการเมทาบอลิซึมของพืช สามารถเก็บรักษาในช่วงเวลาประมาณไม่เกิน 2 ปี ซ่ึงช่วยลดการ
เปล่ียนอาหาร และความเส่ียงของการเกิด somaclonal variation ส่วนการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชใน
ระยะยาว (long term storage) เป็นการเก็บรักษาพนัธ์ุพืชไวใ้นสภาพอุณหภูมิต ่ากวา่จุดเยือกแข็ง  โดย
น าเน้ือเยื่อพืชท่ีเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือมาเก็บในไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิต ่าถึง -196       
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องศาเซลเซียส  ซ่ึงเป็นการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชในระยะยาวท่ีมีประสิทธิภาพและเสียค่าใชจ่้ายในการ
เก็บรักษา เฉล่ียต่อตวัอย่างต่อปีต ่าท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธีการเก็บรักษาแบบอ่ืน (Engelmann, 
2000) และยงัปลอดจากเช้ือปนเป้ือน ใชพ้ื้นท่ีในการเก็บรักษานอ้ย ไม่มีผลกระทบจากการปลูกและ
ดูแลรักษา สามารถเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชจากหลายๆ แหล่งไวใ้นท่ีเดียวกนั และเก็บไวไ้ดเ้ป็นระยะ
เวลานาน (ลดัดาวลัย,์ 2552)  

งานวจิยัน้ีจึงตอ้งการศึกษาวธีิการท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทย โดย
การเก็บรักษาเน้ือเยื่อโดยการชะลอการเจริญเติบโต และการเก็บรักษาเน้ือเยื่อไวใ้นสภาพเยือกแข็ง 
(cryopreservation) การเก็บรักษาด้วยวิธีเหล่าน้ีสามารถเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุ หรือเก็บรักษาพืชท่ีมี
ความส าคัญทางเศรษฐกิจ เป็นการก าจัดเช้ือโรคท่ีท าลายพืชในธรรมชาติ  ตลอดจนเก็บรักษา
พนัธุกรรมพืชท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุดว้ยวิธีการต่างๆ (Bajaj, 1995) เพื่อน ามาใชใ้นการขยายพนัธ์ุ
ไดเ้ม่ือตอ้งการ เพื่อใชป้ระโยชน์ต่อการวจิยัและการศึกษาในอนาคต หรือเพื่อการแลกเปล่ียนเช้ือพนัธ์ุ
หรือเป็นเช้ือพนัธ์ุน ามาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุต่อไป 

 

1.2  วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

 1.2.1 ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทย ในสภาพ

ปลอดเช้ือโดยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต 

 1.2.2 ศึกษาวิธีการเก็บรักษาปลายยอดพืชเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยใช้เทคนิค 

Encapsulation - Vitrification  

 

1.3  สมมุติฐานของการวจิัย 

 เช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทยสามารถเก็บรักษาในสภาพปลอดเช้ือโดยใช้วิธีการชะลอการ

เจริญเติบโตและเก็บรักษาปลายยอดในสภาพเยอืกแขง็โดยใชเ้ทคนิค Encapsulation - Vitrification ได ้
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 1.4  ขอบเขตของการวจิัย 

 การศึกษาวธีิการท่ีเหมาะสมต่อการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพสีูไทยในสภาพ 
ปลอดเช้ือ ประกอบดว้ย 2 การทดลอง ดงัน้ี 
  การทดลองท่ี 1 การเก็บรักษาตน้เนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการ
เจริญเติบโต  
  การทดลองท่ี 2 การเก็บรักษาปลายยอดพืชเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยใช้
เทคนิค Encapsulation – Vitrification  
   

1.5 ขั้นตอนการศึกษาวจิัย 

 งานวจิยัมีรายละเอียดในการด าเนินงานดงัน้ี 

 1.5.1 ศึกษาการเก็บรักษาต้นพืชเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการ

เจริญเติบโต ท าการทดลองบนสูตรอาหาร MS สูตรต่างๆ 9 สูตร เก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน 

 1.5.2 ศึกษาการเก็บรักษาช้ินส่วนปลายยอดพืชเนระพูสีไทย ในสภาพเยือกแข็งโดยใชเ้ทคนิค 

Encapsulation – Vitrification ทดลองปรับสภาพเน้ือเยื่อปลายยอดบนสูตรอาหารท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 

0.3 โมลาร์, 0.5 โมลาร์ และ ไม่เติมน ้ าตาลซูโครส และท าการเปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่

สารละลาย PVS2 ท่ี 0, 20, 40, 60 และ 80 นาที เพื่อหาช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการรอดชีวิตของ

ปลายยอดเม่ือเก็บในสภาพเยอืกแขง็ 

  

1.6 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

 1.6.1 ไดว้ธีิการท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพสีูไทยในสภาพปลอดเช้ือ 

เพื่อการอนุรักษใ์นระยะปานกลางและในระยะยาว 

 1.6.2 เป็นข้อมูลส าหรับการศึกษาพฒันาวิธีการเก็บรักษาเน้ือเยื่อในสภาพปลอดเช้ือท่ี

เหมาะสมต่อไป 
 



เนระพูสีไทย ค้างคาวขาว  เท้ายายม่อม 

บุกฤาษี  
 

หนวดเสือ  

บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
เนระพูสีไทย หรือ คา้งคาวด า (Tacca chantrieri  Andre ) ช่ือสามญั  bat flower และมีช่ือ

ทอ้งถ่ิน ได้แก่  ว่านพงัพอน (ยะลา)  ว่านนางครวญ (นครศรีธรรมราช)  ละเบ๊าะบูเก๊ะ (มลายู)               
มา้ถอนหลกั (ชุมพร)  เนียมฤาษี (เชียงใหม่)  ดีปลาช่อน (ตราด)  นิลพูสี (ตรัง)  ดีงูหวา้ (ภาคเหนือ) 
เนระพูสีไทย คา้วคาวด า (ภาคกลาง)  ว่านหวัฬา (จนัทบุรี) เป็นตน้  เป็นพืชลม้ลุก อายุหลายปี มีหัว
หรือ เหงา้อยู่ใตดิ้น เป็นพนัธ์ุไมป่้าเมืองไทย กระจายพนัธ์ุอยู่ในป่าลึก ในประเทศไทยพบข้ึนทัว่ไป
ตามป่าผลดัใบ ป่าดิบแลง้ หรือป่าดิบช้ืน ท่ีความสูงจากระดบัน ้าทะเล 500 - 1,000 เมตร ในภาคใตข้อง
ประเทศไทยมีมาก  ในต่างประเทศพบท่ี อินเดีย บงัคลาเทศ พม่า จีนตอนใต ้ลาว เวียดนาม จนถึง
ชายฝ่ังมาเลเซีย ออกดอก และติดผลตลอดปี เป็นพืชในวงศ ์ Taccaceae  สกุล Tacca  
พืชวงศ์ Taccaceae ท่ีส ารวจพบในประเทศไทยมีประมาณ 5 พนัธ์ุ คือ เนระพูสีไทยหรือคา้งคาวด า
(Tacca chantrieri Andre)  วา่นพงัพอน หรือคา้งคาวขาว (Tacca integrifolia Ker Gawl.)  เทา้ยายม่อม 
(Tacca  leontopetaloides (L). Kuntze)  บุกฤาษี (Tacca palmata Blume) และหนวดเสือ (Tacca  
plantaginea (Hance) Drenth) (ก่องกานดา, 2551) (ภาพท่ี 2.1)       

 

   
 
 

                   
    
ภาพที ่2.1  พืชวงศ ์Taccaceae ท่ีส ารวจพบในประเทศไทย จ านวน  5 พนัธ์ุ               



5 

 

2.1 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์  
ล าต้น เป็นไมล้ม้ลุกอายุหลายปี  มีหวัหรือเหงา้ใตดิ้น รูปทรงกระบอก  คลา้ยหัวเผือกฝังอยู ่

ใตดิ้น  ตน้สูงประมาณ 30 – 60 เซนติเมตร  
ใบ ใบเด่ียวสีเขียวเขม้  เรียงสลบัเวียนเป็นรัศมี รูปวงรี ลกัษณะของใบเป็นรูปรีกวา้ง หรือเป็น

รูปใบหอกแกมรูปขอบขนาน ปลายใบแหลม โคนใบมน ส่วนขอบใบเรียบ ใบมีขนาดกวา้ง 6 – 18 
เซนติเมตร ยาว 20 - 60 เซนติเมตร กา้นใบยาว 15 - 30 เซนติเมตร เส้นแขนงของใบแตกออกจากเส้น
กลางใบโคง้จรดกนัเกือบถึงขอบใบ แผ่นใบเกล้ียงเป็นสีเขียวเขม้ หลงัใบเรียบเป็นมนั ส่วนทอ้งใบ
เรียบ แผน่ใบสีเขียวเขม้กวา่ทอ้งใบ กา้นใบสีเขียวคล ้าชูข้ึนสูง  

ดอก ออกเป็นช่อลกัษณะเป็นกลุ่ม มีดอกยอ่ย  4 - 6 ดอก (มีมากสุดถึง 25 ดอกยอ่ย)  ดอกของ
เนระพูสีไทยมีสีม่วงด าหรือเป็นสีเขียวเขม้ กา้นดอกชูข้ึนมาสูงจากกลางกอ กา้นช่อดอก ยาว 30 - 50 
เซนติเมตร กลีบดอกมี 6 กลีบ โคนกลีบดอกจะเช่ือมติดกนั กลีบดา้นนอก 3 กลีบมีลกัษณะเป็นรูปไข่
หรือเป็นรูปสามเหล่ียม มีขนาดกวา้งประมาณ 3 - 8 มิลลิเมตร และยาวประมาณ 5 - 12 มิลลิเมตร ส่วน
กลีบดา้นใน 3 กลีบ มีขนาดกวา้งประมาณ 4 - 12 มิลลิเมตร และยาวประมาณ 4 - 11 มิลลิเมตร ดอกมี
ขนาดกวา้งประมาณ 0.6 - 2 เซนติเมตร ยาวประมาณ 1 - 2.5 เซนติเมตร ดอกมีเกสรตวัผู ้และตวัเมียสี
ม่วงด า ส่วนรังไข่ มีขนาดกวา้งประมาณ 3 - 5 มิลลิเมตร และยาวประมาณ 2 - 7 มิลลิเมตร ส่วน     
กา้นดอกยอ่ย ยาวประมาณ 2 - 3.5 เซนติเมตร และดอกยงัมีใบประดบัเป็นสีม่วงด าหรือเป็นสีเขียวเขม้
อยู ่2 คู่ ออกตรงขา้มสลบัตั้งฉาก ไม่มีกา้น ใบประดบัคู่นอก มีลกัษณะเป็นรูปรี หรือรูปไข่ หรือรูป   
ใบหอก มีขนาดกวา้งประมาณ 1 เซนติเมตร และยาวประมาณ 6 เซนติเมตร ส่วนใบประดบัคู่ในแผ่
กวา้งออก มีลกัษะเป็นรูปไข่ หรือรูปไข่กลบั กวา้งประมาณ 4 - 8 เซนติเมตร และยาวประมาณ 7 - 17 
เซนติเมตร และมีใบประดบัท่ีลดรูปเป็นเส้นดา้ยอีก 5 - 25 อนั ยาวประมาณ 10 - 25 เซนติเมตร เป็น   
สีเขียว หรือ สีม่วง และกลีบดอกจะติดอยูไ่ม่หลุดร่วงไดง่้าย เป็นดอกสมบูรณ์เพศ ดอกมีกล่ินสาบหืน 
(ภาพท่ี 2.2) 

ผล  มีลกัษณะเป็นกระสวย รูปสามเหล่ียม มีสัน 6 สัน มีวงกลีบรวมท่ียงัไม่ร่วงติด ผลแก่ เม่ือ
แก่ไม่แตก ผลมีขนาดกวา้ง 1 - 2.5 เซนติเมตร และยาว 2.5 - 5 เซนติเมตร  

เมลด็  มีลกัษณะเป็นรูปไต เมล็ดมีขนาดกวา้งประมาณ 2 - 2.3 มิลลิเมตร และยาวประมาณ 3 - 
4 มิลลิเมตร และมีความหนาประมาณ 1 - 1.5 มิลลิเมตร รูปเมล็ดสามเหล่ียมสีม่วงจนถึงม่วงอม
น ้าตาล  

หัว  เป็นเหงา้หวั เจริญตามแนวราบใตพ้ื้นดิน 
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ภาพที ่2.2  ส่วนต่างๆ ของตน้เนระพสีูไทย 
  (1) ดอก    (5) เกสรตวัผู ้
  (2) กลีบดอก    (6) ใบ 
  (3) รังไข่    (7, 8) ใบประดบั 
  (4) เกสรตวัเมีย    (9) หวัหรือเหงา้ 
 
2.2  การใช้ประโยชน์ 
 ส่วนท่ีน ามาใชป้ระโยชน์ คือ ตน้ หวั และใบ 
 หัวหรือเหง้า  ตม้ใหเ้ด็กกินแกซ้าง หรือเป็นยาอายุวฒันะ ท าให้สุขภาพแข็งแรง น ามาตม้หรือ
ดองสุราด่ืมแกโ้รคความดนัเลือดต ่า บ ารุงก าลงัทางเพศ บ ารุงก าลงัสตรีระหว่างการตั้งครรภ์ แกธ้าตุ
พิการ ช่วยดบัพิษไข ้แกไ้ขก้าฬ ไขเ้หนือ ไขส้ันนิบาต และไขท้อ้งเสีย ช่วยรักษาโรคในปากคอ แกล้ิ้น

1 

5 
4 3 

9 

8 

7 

6 

2 

ที่มา:  WHO medicines bookshelf 1.0 (1990) 
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คอเป่ือย แกป้อดพิการ แกบิ้ด บิดมูกเลือด แต่เดิมชาวบา้นจะใช้เหงา้น ามาซอยเป็นช้ินและบดให้เป็น
ผงละเอียด แล้วน ามาละลายในน ้ าตม้เดือด แช่ทิ้งไวส้ักครู่พออุ่นก็ให้ใช้ผา้ขนหนูชุบน ามาประคบ
บริเวณท่ีมีอาการปวด หรืออกัเสบ สารสกดัจากเหง้าเนระพูสีไทยมีฤทธ์ิยบัย ั้งการกินอาหารของ
หนอนใยผกั ซ่ึงเป็นแมลงศตัรูพืชผกัท่ีส าคญัชนิดหน่ึงได(้ มยรุฉตัร และคณะ, 2553)  
 ต้น น ามาตม้อาบแกเ้ม็ดผื่นคนัตามร่างกาย ช่วยแกอ้าการอาหารไม่ย่อย อาหารเป็นพิษ ช่วย
รักษาโรคกระเพาะอาหาร แผลในกระเพาะอาหาร และยงัไม่ก่อให้เกิดอาการระคายเคืองแผลใน
กระเพาะอาหารเหมือนกบัการรับประทานยาแกอ้กัเสบทัว่ไป ทั้งตน้ใช้ผสมกบัสมุนไพรชนิดอ่ืน 
น ามาฝนรวมกนักินแกอ้าการเบ่ือเมา 
 ใบ ตม้กินแกม้ะเร็ง ใบสดน ามารับประทาน ช่วยท าให้เจริญอาหารนอกจากน้ีใบสดยงัน ามา
ยา่งไฟแลว้บริโภคเป็นเคร่ืองเคียงในอาหารประเภทลาบต่าง ๆ ใชเ้ป็นใบตองห่อของต่างๆ 

อื่นๆ  เป็นไมป้ระดับ  เน่ืองจากมีใบเขียวสด ดอกรูปคล้ายหน้าค้างคาว มีหนวดสวยงาม 
แปลกตา เป็นไมป้ระดบัประเภทของแปลก  กา้นช่อดอกยาว น ามาปักแจกนัได ้
 
2.3  การปลูกเลีย้งและการขยายพนัธ์ุ 
 สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต เป็นพืชท่ีชอบท่ี ชุ่มช้ืน แสงแดดร าไร ใกล้
หนองน ้ า ความสัมพนัธ์กบัระบบนิเวศน์ อยู่ตามร่มไม ้โดยถา้อยู่ในท่ีร่มจะให้ดอกสีเขม้กว่าอยู่ในท่ี
แสงแดดจดั (วงค์สถิตน์ และคณะ, 2539) ควรปลูกในดินร่วนท่ีมีการระบายน ้ าดีหรือดินท่ีผสมทราย
เล็กน้อยตน้จะเจริญเติบโตไดดี้และควรน าไปไวใ้นท่ีร่ม รดน ้ าเช้าเย็น (ธวชัชยั และ รัชนยั, 2544) 
สามารถขยายพนัธ์ุได ้2 วิธี คือ เพาะเมล็ด และการแยกหวัหรือเหงา้ โดยขุดเหงา้มาตดัเป็นท่อน แลว้
น าไปช าในท่ีช้ืน วธีิท่ีง่ายคือการแยกหวั เพราะการเพาะเมล็ดจะโตชา้ 
 
2.4 การเกบ็รักษาพนัธุกรรมพชื 

การเก็บรักษาพนัธุกรรมพืช (germplasm conservation) สามารถท าไดห้ลายวิธี ข้ึนอยู่กบั
วตัถุประสงค ์ชนิดของพืช สภาพแวดลอ้ม ความสะดวก และความสามารถในการด าเนินการ สามารถ
แบ่งวธีิการหลกัได ้2 วธีิ คือ 

2.4.1 การเก็บรักษาในสภาพป่าหรือในแหล่งธรรมชาติ (in situ conservation)  เป็นการเก็บ
รักษา ชนิดพนัธ์ุ สายพนัธ์ุ ไวใ้นระบบนิเวศธรรมชาติ นิยมใชเ้ก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมของไมป่้าชนิด
ต่างๆ ตอ้งมีการดูแลและวางแผนการจดัการอยา่งมีประสิทธิภาพ ส่วนใหญ่จะเก็บรักษาในวนอุทยาน
แห่งชาติ เขตป่าสงวนต่างๆ  ขอ้ดีของวิธีการน้ี คือ กระบวนการวิวฒันาการของพืชชนิดนั้น ๆ ยงัคง
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เป็นไปตามปกติ เป็นการรักษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม แต่ขอ้เสียท่ีส าคญั คือ มีปัญหาเก่ียวกบั
ค่าใชจ่้าย ปัญหาทางสังคมและปัญหาทางการเมือง ภยัพิบติัต่างๆ อยา่งไรก็ตามค่าใชจ่้ายอาจลดลงได้
ดว้ยการอนุรักษพ์ืชพร้อมกนัหลายชนิด หรือทุกชนิด แทนท่ีจะท ากบัพืชเพียงไม่ก่ีชนิด 

2.4.2 การเก็บรักษาในสภาพนอกแหล่งธรรมชาติ (ex situ conservation) เป็นการเก็บรักษา
โดยน าเช้ือพนัธ์ุพืชมาปลูกไวใ้นสถานท่ีท่ีเตรียมไว ้ส่วนใหญ่จะเก็บไว้ใน สวนพฤกษศาสตร์        
สวนสมุนไพร สวนรุกชาติ แปลงรวบรวมพนัธ์ุ เรือนเพาะช าหรือเรือนกระจก โดยพยายามให้
ส่ิงแวดลอ้มท่ีเหมาะสมกบัพืชแต่ละชนิดมากท่ีสุด (ชลิต, 2532) ขอ้ดีของวิธีน้ีคือสามารถด าเนินการ
ได้ในพื้นท่ีขนาดเล็ก สามารถดูแลได้ทัว่ถึง นอกจากน้ีนักปรับปรุงพนัธ์ุพืชยงัสามารถน าไปใช้
ประโยชน์ไดง่้าย ขอ้เสียคือ ใชเ้น้ือท่ีและแรงงานค่อนขา้งมากท าให้ส้ินเปลืองค่าใชจ่้ายสูง (ไพบูลย,์ 
2524) พืชจะหยดุกระบวนการววิฒันาการ กระบวนการคดัเลือกตามธรรมชาติ และการปรับตวัเขา้กบั
สภาพแวดล้อมก็หยุดไปเช่นกนั นอกจากน้ียงัท าให้เกิดการแปรปรวนทางพนัธุกรรม เน่ืองจาก
ประชากรมีขนาดเล็ก มีการสูญหายของความหลากหลายทางพนัธุกรรมไดม้าก วิธีการเก็บรักษาใน
สภาพนอกแหล่งธรรมชาติท าไดด้งัน้ี  

 (1) การเก็บในแปลงรวบรวมพนัธ์ุ (ex situ in field genebank) นิยมใชใ้นพืชหวัหรือ
ไมผ้ลชนิดต่างๆ หรือพืชท่ีถา้ปลูกดว้ยเมล็ดพนัธ์ุจะเกิดการกลายพนัธ์ุ อาจเก็บในรูปของหวั เหงา้ ก่ิง
ปักช า หรือพืชทั้งตน้ พนัธ์ุพืชท่ีไม่สามารถขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศไดจ้ะเก็บแบบเมล็ดพนัธ์ุแทน 
และมีการจดัสร้างแหล่งอนุรักษพ์นัธุกรรมในภูมิภาคต่าง ๆ เพื่อให้มีความเหมาะสมของชนิดพนัธ์ุพืช
กบัสภาพแวดลอ้ม 

 (2) การเก็บในธนาคารเมล็ดพนัธ์ุพืช (ex situ in seed genebank) เป็นวิธีท่ีใชใ้นการ
เก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุท่ีสามารถท าให้แห้งโดยกระบวนการต่างๆจนมีความช้ืนในเมล็ดต ่า และสามารถ
เก็บในสภาพอุณหภูมิต ่าเป็นเวลานานไดโ้ดยไม่เสียความงอก  เมล็ดพนัธ์ุท่ีมีความช้ืนในเมล็ดต ่ามากๆ 
เช่น 4-6 เปอร์เซ็นต์ ควรเก็บไวใ้นห้องท่ีมีอุณหภูมิต ่ากว่า 0 องศาเซลเซียส จะช่วยให้เก็บรักษาเมล็ด
พนัธ์ุไดน้านหลายสิบปีหรือมากกวา่ร้อยปี ข้ึนอยูก่บัชนิดของพืช ขอ้จ ากดัของการเก็บรักษาเมล็ดพนัธ์ุ 
คือ ต้องปลูกพืชอย่างต่อเน่ืองเพื่อสร้างเมล็ดท่ียงัคงความมีชีวิต เม่ือน ามาเก็บรักษาไวใ้นระยะ
เวลานาน อีกทั้งเมล็ดของพืชบางชนิดมีอายสุั้นและติดเมล็ดนอ้ยหรือไม่ติดเมล็ด  

 (3) การเก็บในสภาพปลอดเช้ือในหลอดแกว้ (in vitro conservation) เป็นการเก็บ
รักษาพนัธ์ุพืชโดยใช้เทคนิคเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเขา้มาช่วย สามารถท่ีจะเก็บรักษาพนัธ์ุไดต้ั้งแต่ระดบั
เซลล์ เน้ือเยื่อ อวยัวะ และต้นอ่อนท่ีเก็บและเล้ียงไวใ้นหลอดแก้ว ซ่ึงสามารถเก็บรักษาได้หลาย
ลกัษณะของช้ินส่วนพืช ไดแ้ก่ เมล็ด ปลายยอด ราก แคลลสั โปรโตพลาสต ์ตน้อ่อน เซลล์แขวนลอย 
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ละอองเกสร และ คพัภะ จุดส าคญัคือ ช้ินส่วนพืชท่ีน ามาเก็บตอ้งมีความสามารถในการพฒันาเป็น  
ตน้พืชได ้ปัจจุบนัวิธีน้ีนิยมน ามาใชใ้นการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชเน่ืองจากมีขอ้ดีหลายประการ เช่น 
ประหยดัเน้ือท่ีในการเก็บเม่ือเทียบกบัการเก็บรักษาในสภาพธรรมชาติและพืชท่ีเก็บรักษาอยูใ่นสภาพ
ปลอดภยัจากเช้ือโรค แมลง และไวรัส สามารถเพิ่มปริมาณไดเ้ม่ือตอ้งการ ลดการเส่ียงอนัเน่ืองมาจาก
การเปล่ียนแปลงของสภาพภูมิอากาศ การท าลายของศตัรูพืชและการดูแลรักษาท่ีไม่เหมาะสม 
ประหยดังบประมาณในการเก็บรักษา นอกจากน้ียงัสะดวกในการแลกเปล่ียนเช้ือพนัธ์ุพืชระหว่าง
ประเทศ 
 
2.5  การเกบ็รักษาพนัธุกรรมพชืในสภาพปลอดเช้ือ  
 จากการศึกษาพื้นฐานการเก็บรักษาสามารถแบ่งได ้3 วธีิ คือ  
 2.5.1 การเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชในสภาพที่มีการเจริญเติบโตตามปกติ  (normal growth 
storage) การเก็บรักษาดว้ยวิธีน้ีเป็นการเก็บรักษาในระยะเวลาสั้ นท าไดโ้ดยยา้ยเล้ียงในอาหารใหม่
ในช่วงระยะเวลาท่ีเหมาะสมอย่างสม ่าเสมอ แต่มีขอ้เสีย คือ ตอ้งมีการเปล่ียนอาหาร (subculture) 
บ่อยๆ  
 2.5.2 การท าให้พชืเจริญเติบโตอย่างช้าๆ (minimal growth) 
 การเก็บรักษาดว้ยวธีิน้ีเป็นการเก็บรักษาในระยะเวลาปานกลาง ซ่ึงสามารถช่วยขยายช่วงเวลา
การยา้ยเล้ียงออกไป เน้ือเยื่อบางชนิดและในบางกรณีมีอตัราการเจริญเติบโตอย่างช้าๆ แมจ้ะไดรั้บ
สภาพหรือปัจจยัต่าง ๆ ในการเพาะเล้ียงอย่างเต็มท่ี อย่างไรก็ตามเน้ือเยื่อพืชท่ีเพาะเล้ียงส่วนใหญ่
ตอ้งการปัจจยัพิเศษทั้งด้านอาหารและปัจจยัสภาพแวดล้อมเพื่อให้มีอตัราการเจริญเติบโตท่ีช้าลง 
(รังสฤษด์ิ, 2540) ดงันั้น การเก็บรักษาภายใตส้ภาวะการเจริญเติบโตต ่าจึงมีบทบาทส าคญัเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงในการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืช (Withers, 1989) ส าหรับวิธีท่ีมีการพฒันาใชน้ั้นมีดว้ยกนั
หลายวธีิ ไดแ้ก่ 

 (1) การใช้อุณหภูมิต ่า จากท่ีทราบแลว้วา่อุณหภูมิต ่ามากสามารถลดการเจริญเติบโต
ของตน้เม่ือเก็บรักษาได ้แต่การใชอุ้ณหภูมิต ่ามากเสียค่าใชจ่้ายสูง ดงันั้นการเก็บรักษาดว้ยอุณหภูมิต ่า
แต่ไม่ต ่ ากว่า 0 องศาเซลเซียส ก็สามารถเก็บรักษาและลดการเจริญเติบโตของพืชได้เช่นกัน 
Maruyama et al. (1997) ไดท้  าการศึกษาถึงผลของอุณหภูมิต่อระยะเวลาในการเก็บรักษาพนัธ์ุพืช 
Cedrela odorata, Guazuma crinita และ Jacaranda mimosaefolia โดยน าส่วนยอด (shoot tip) มา
ห่อหุม้ดว้ย แคลเซียมแอลจิเนต พบวา่ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชแต่ละชนิดมี
ความแตกต่างกนั โดย Cedrela odorata มีอตัรารอดถึง 80 เปอร์เซ็นต ์ เม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 12 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี Guazuma crinita มีอตัราการรอดชีวิตถึง 90 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเก็บรักษาไว้
ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี และ Jacaranda mimosaefolia มีอตัราการรอดชีวิตถึง 70 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน แต่อยา่งไรก็ตามอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืช แต่ละชนิดมีความแตกต่างกนัไป เช่น ถ้าเป็นพืชท่ี
เจริญเติบโตไดดี้ในเขตหนาว เช่น มนัฝร่ัง สตรอวเ์บอร์ร่ี หญา้อาหารสัตวบ์างชนิด และ แอปเปิล มกั
ท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 0 - 6 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีพืชท่ีเจริญเติบโตไดดี้ในเขตร้อน 
เช่น มนัส าปะหลงั มกัท าการเก็บรักษาไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 15 - 20 องศาเซลเซียส เป็นตน้  

 (2) การใช้สารชะลอการเจริญเติบโต (growth  retardants) สารชะลอการ
เจริญเติบโตจดัเป็นกลุ่มสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชท่ีพืชไม่สามารถสร้างข้ึนเองไดส้ารใน
กลุ่มน้ีทั้งหมดเป็นสารอินทรียท่ี์มนุษยส์ังเคราะห์ข้ึนเพื่อประโยชน์ในการเกษตร คุณสมบติัหลกัของ
สารในกลุ่มน้ี คือ ชะลอการแบ่งเซลล์ และการยืดตวัของเซลล์ในบริเวณใตป้ลายยอดของก่ิงพืช จึงมี
ผลท าให้ตน้พืชท่ีไดรั้บสารมีความสูงน้อยกว่าปกติ มีประโยชน์ในการควบคุมความสูงของไมด้อก  
ไมป้ระดบัใหมี้ขนาดกะทดัรัด เหมาะแก่การปลูกในกระถาง ผลทางออ้มมีประโยชน์อยา่งมากมายทาง
การเกษตร เช่น เพิ่มคุณภาพผล ช่วยการติดผล เร่งการออกดอก ปัจจุบนัมีสารชะลอการเจริญเติบโต
หลายชนิดท่ีผลิตข้ึนมาจ าหน่าย เ ช่น ดามิโนไซด์  พาโคลบิวทราซอล เมพิแควตคลอไรด ์                
กรดแอบไซสิก ซอลบิทอล เป็นตน้ (ครรชิต, 2547)  ซ่ึง พีรเดช (2537) ไดร้ายงานว่า ดามิโนไซด ์    
ลดความสูงของตน้ดาวเรือง ดาวกระจาย และ พิทูเนีย ไดผ้ลดี โดยตน้ท่ีไดรั้บสารจะมีปลอ้งสั้นกว่า 
รูปทรงกะทัดรัด ในขณะท่ีขนาดดอก และจ านวนดอกไม่ได้ลดลง นอกจากน้ีได้มีการน าเอา             
ดามิโนไซด์ มาใชก้บัพืชหวั ในส่วนของกลว้ยไมไ้ดมี้การทดลองในกลว้ยไม ้ Bletilla striata โดยใช้
สารชะลอการเจริญเติบโตต่างๆ กนั 4 ชนิด คือ ยนิูโคนาโซล พาโคลบิวทราซอล แอนไซมิโดล และ 
N-dimethylsuccinamic acid เติมลงในอาหารส าหรับเพาะเล้ียง พบว่าสารทั้ง 4 ชนิด สามารถช่วย
ชะลอการเจริญเติบโตลงได้ แต่สารยูนิโคนาโซล ส่งผลให้รูปร่างของใบมีลักษณะผิดปกติ         
(Chang et al., 1999)  

 (3) การใช้วุ้ น  รังสฤษด์ิ (2540) กล่าวว่า การใช้วุ ้นมากเกินไป อาจย ับย ั้ งการ
เจริญเติบโตของเน้ือเยือ่ ดงันั้น ความเขม้ขน้ของวุน้ท่ีพอเหมาะส าหรับอาหารท่ีใชอ้ยา่งแพร่หลายและ
ไดผ้ลดีคือ 0.8 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ อาหารท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชโดยทัว่ไปมกัอยูใ่น
สภาพของเหลวหรือก่ึงแข็งก่ึงเหลว ซ่ึงคุณสมบัติดังกล่าวเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีอิทธิพลต่อการ
เจริญเติบโตของเน้ือเยื่อพืช ซ่ึงโดยปกติปริมาณของวุน้ท่ีใชเ้พิ่มข้ึนมีผลให้ค่าพลงังานท่ีท างานไดต่้อ
โมลของน ้าลดลง เน่ืองจากไปลดการยดึเกาะกนัระหวา่งโมเลกุลของน ้ากบัโมเลกุลของสารบางชนิดท่ี
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เป็นองค์ประกอบของอาหาร ซ่ึงจะมีผลต่อความสามารถในการส่งน ้ าและธาตุอาหารต่าง ๆ ไปใชใ้น
กระบวนการเจริญเติบโตในระหวา่งท่ีอยูใ่นหลอดแกว้ (Debergh et al., 1981)   Debergh (1983) ยงั
พบอีกว่า การเพิ่มความเข้มข้นวุน้หรือสารอ่ืน ๆ ท่ีใช้ทดแทนวุน้นั้นมีผลต่อการน าสารอ่ืนไปใช้
โดยเฉพาะไซโตไคนิน แต่การเพิ่มปริมาณวุน้ในอาหาร ลดอตัราการขยายพนัธ์ุลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั 
และช่วยลดการเกิดการฉ ่าน ้ าของเน้ือเยื่อพืชอีกดว้ย (Debergh et al., 1981; Ziv et al., 1982; Hakkaart 
and Versluijs, 1983) 

 (4) การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโต  ปัจจยัท่ีมีส่วนเก่ียวขอ้งต่อการเพิ่มปริมาณตน้ 
คือ BA ผลของ BA น้ี De Bruyn and Ferreira (1992) พบวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของ BA ท าให้
จ  านวนยอดต่อช้ินของแกลดิโอลัสเพิ่มมากข้ึน รังสิมา และคณะ (2544) พบว่า การใช้ BA 1.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 0.2 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการเพาะเล้ียงช้ินส่วนตาของบุกเน้ือทราย มีผล
ท าให้ช้ินส่วนมีการเจริญเติบโต และมีตาขนาดเล็กเกิดข้ึนบริเวณหวัมากมาย และตาก็พฒันาไปเป็น
ตน้สูง ส่วนในงานดา้นเก็บรักษาพนัธ์ุ Dussert et al. (1997) ไดท้  าการเก็บรักษาพนัธ์ุกาแฟ โดยน า
ปลายยอดมาเก็บรักษาในสภาพปลอดเช้ือ โดยการเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ดดัแปลงท่ีเติม BA 
0.29 มิลลิกรัมต่อลิตร และท าการยา้ยเน้ือเยื่อทุก 6 เดือน พบว่ากาแฟบางสายพนัธ์ุมีเปอร์เซ็นต์การ 
รอดชีวติสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต ์

 (5) การใช้ธาตุอาหารหลักและน ้าตาล  ส่วนประกอบท่ีส าคญัของอาหารทุกสูตร เป็น
แหล่งพลงังานท่ีจ าเป็นมากต่อ การเจริญเติบโตของพืช เน่ืองจากเน้ือเยื่อพืชท่ีเล้ียงในสภาพหลอดแกว้ 
มีการสังเคราะห์แสงในอตัราท่ีต ่าเพราะไดรั้บแสงน้อย และมีปริมาณของคาร์บอนไดออกไซด์จ  ากดั 
น ้ าตาลท่ีนิยมใช ้คือ ซูโครส (sucrose) ซ่ึงเป็นชนิดเดียวกบัท่ีพืชสังเคราะห์ไดเ้อง และ มีความจ าเป็น
อย่างมากต่อเ น้ือเยื่อพืช เ กือบทุกชนิด ส าหรับน ้ าตาลชนิดอ่ืน เ ช่น กลูโคส (glucose) และ                
ฟรุคโตส (fructose) มีการใช้บ้าง ปริมาณท่ีใช้ข้ึนอยู่กับชนิดและอายุของพืช โดยทั่วไปพืชจะ
เจริญเติบโตดีข้ึนเม่ือไดรั้บปริมาณน ้ าตาลเพิ่มข้ึนจนถึงจุดหน่ึง จากนั้นการเพิ่มปริมาณน ้ าตาลมากข้ึน
อีกจะลดการเจริญเติบโตลง  Bonnier and Van Tuyl (1997) ไดท้  าการศึกษาถึงการเก็บเน้ือเยื่อของ   
หวัลิลล่ีในสภาพปลอดเช้ือภายใตส้ภาวะอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั 2 ระดบั คือ –2 และ 25 องศาเซลเซียส 
ร่วมกบัอาหาร 2 ชนิด คือ ¼ MS และ MS ท่ีมีน ้ าตาล 2 ความเขม้ขน้ คือ 6 เปอร์เซ็นต์  และ 9 
เปอร์เซ็นต์ พบว่า เน้ือเยื่อของลิลล่ีท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีประกอบด้วยน ้ าตาล 9 
เปอร์เซ็นต ์และเก็บรักษาไวท่ี้ 25 องศาเซลเซียส มีอตัราการรอดชีวิตสูงท่ีสุดเม่ือเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 
28 เดือน มีอตัราการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อต ่าท่ีสุด เน่ืองจากมีการลดความเขม้ขน้ของธาตุอาหารต ่า
กวา่ปกติ และเพิ่มความดนัออสโมติก โดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของน ้ าตาล ส่วนเน้ือเยื่อท่ีเก็บรักษาไว้
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ท่ี -2 องศาเซลเซียสเกิดอาการตายในระหวา่งการเก็บรักษา เน่ืองจากตน้เส่ือมโทรมในสภาวะอุณหภูมิ
ต ่าและอาหารแขง็ตวั 

ขอ้ดีของเทคนิคการชะลอการเจริญเติบโต คือ เน้ือเยื่ออยู่ในสภาพพร้อมท่ีจะขยายพนัธ์ุ และ
สามารถใช้กับเน้ือเยื่อได้เกือบทุกชนิด ข้อเสีย คือ เก็บรักษาได้เป็นเวลาอันสั้ นหรือปานกลาง             
(2 เดือน ถึง 2 ปี) นอกจากน้ียงัอาจเกิดการแปรผนัทางพนัธุกรรมข้ึนไดเ้อง วิธีการท่ีใชใ้นพืชแต่ละ
ชนิดแตกต่างกัน การสูญเสียจากปัญหาการปนเป้ือนของเช้ือจุลินทรีย์ ตลอดจนการสูญเสีย
ความสามารถในการเกิดอวยัวะ (สมยศ, 2541) 
 2.5.3 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืแบบแช่แข็ง (cryopreservation)  

ในปัจจุบนัวิธีท่ีมีศกัยภาพในการเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุคือการเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชในระยะยาว 
ซ่ึงเป็นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส อุณหภูมิดงักล่าวจะหยุด
กิจกรรมทุกอยา่งของเซลล์ ไม่มีกระบวนการทางชีวฟิสิกส์ หรือการเคล่ือนท่ีของน ้ า (Morris et al., 
1981) ความมีชีวิตของช้ินส่วนจึงไม่เปล่ียนแปลงตลอดช่วงการเก็บในไนโตรเจนเหลว ส่วนความ
เส่ียงต่อการมีชีวิตหรือความแปรปรวน เกิดข้ึนเฉพาะในช่วงของกระบวนการแช่ในไนโตรเจนเหลว 
(critical  cool) และช่วงของการละลายน ้าแขง็ ซ่ึงถา้ไม่เหมาะสมจะท าให้เกิดความเสียหายแก่ช้ินส่วน
พืชได ้การเก็บรักษาแบบแช่แข็งน้ีน ้ าในเซลล์พืชจะเปล่ียนสภาพจากของเหลว (liquid phase) เป็น
สภาพท่ีไม่มีโครงสร้างท่ีชัดเจน หรือ สภาพแกว้ (amorphous phase หรือ glass) อย่างรวดเร็วเพื่อ
หลีกเล่ียงการเกิดผลึกน ้ าแข็งภายในเซลล์ก่อนการเก็บรักษาช้ินส่วนพืชตอ้งท าให้น ้ าออกจากเซลล ์
โดยการน าเซลล์หรือช้ินส่วนพืชแช่ในสารละลายท่ีสามารถดึงน ้ าหรือท าให้แห้งโดยการตาก           
(air desiccation) ขอ้ส าคญั คือ การท าให้น ้ าออกจากเซลล์พืชตอ้งไม่กระทบต่อการมีชีวิตของเซลล ์
ดงันั้นการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมในสภาพน้ีสามารถเก็บรักษาเป็นระยะเวลานานโดยเซลล์ไม่ตาย 
และพนัธุกรรมไม่เปล่ียนแปลง เม่ือต้องการท่ีจะท าให้เซลล์กลับมามีกิจกรรมเหมือนเดิมก็เพิ่ม
อุณหภูมิใหเ้ซลลก์ลบัมามีกิจกรรมตามปกติ นอกจากน้ี การเก็บดว้ยวิธีน้ีใชพ้ื้นท่ีนอ้ย สามารถป้องกนั
การปนเป้ือนจากเช้ือจุลินทรีย ์มีการดูแลรักษาน้อย และเป็นการลดต้นทุนในการเก็บรักษา และ
สามารถเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุในธนาคารยีนส าหรับพืชท่ีหายากหรือใกล้สูญพนัธ์ุ โดยทัว่ไปการเก็บ
รักษาดว้ยวิธีน้ี เหมาะส าหรับพืชท่ีขยายพนัธ์ุดว้ยส่วนของร่างกาย (vegetatively  propagated plant) 
ส าหรับช้ินส่วนท่ีสามารถน ามาเก็บรักษาดว้ยวิธีการน้ี เช่น เซลล์ โปรโตพลาสต์  ช้ินส่วนปลายยอด 
เมล็ด โซมาติกเอ็มบริโอ หรือ ไซโกติคเอ็มบริโอ  เรวตั (2544) กล่าวว่า การเก็บรักษาเน้ือเยื่อ       
ปลายยอดในสภาพเยือกแข็ง (cryopreservation of shoot tip) มีวตัถุประสงค์เพื่อการเก็บรักษาเช้ือ
พนัธุกรรม โดยการแช่ในไนโตรเจนเหลว โดยให้มีชีวิตรอด เพื่อให้พืชมีการสร้างตวัข้ึนมาใหม่ 
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(regeneration)  จากการแยกช้ินเน้ือเยื่อพืชไปลงในอาหารเพาะเล้ียงตามด้วยการเก็บไวใ้นสภาพ    
เยือกแข็ง โดยพืชเม่ือผ่านการละลายน ้ าแข็งจะยงัคงสภาพมีชีวิตและเจริญเติบโตได ้เพื่อให้บรรลุถึง
การเก็บรักษาปลายยอดพืชในสภาพจุดเยอืกแข็งโดยค่อยๆให้ความเยน็เพื่อคงไวซ่ึ้งพนัธุกรรมของพืช
ให้ความเสถียรภาพสูงสุด การใช้ส่วนปลายยอด (shoot tip) ในการเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชก็เน่ืองจาก
ส่วนปลายยอดมีความเสถียรของพันธุกรรม จะคงไว้ซ่ึงลักษณะของพืชได้ตรงตามสายพันธ์ุ          
(true - to - type)  มีประสิทธิภาพสูงในการฟ้ืนชีวติและเจริญเติบโตต่อได ้ใชใ้นการขยายพนัธ์ุไดอ้ยา่ง
รวดเร็ว (rapid clonal propagation) และปลอดเช้ือไวรัส (virus-free plant)  Vicient and Martinez 
(1998) รายงานวา่ ชนิดและระยะพฒันาการของช้ินส่วนท่ีน ามาเก็บรักษามีผลต่อความส าเร็จในการ
เก็บรักษา โดยปริมาณน ้าในเน้ือเยือ่ หรือช้ินส่วน จ านวนและขนาดของแวคิลโอล ส่งผลต่อการทนต่อ
อุณหภูมิต ่า เซลลท่ี์มีจ านวน และ แวคิวโอลขนาดเล็กจะทนต่ออุณหภูมิต ่ามากกวา่เซลล์ท่ีมีขนาด และ
จ านวน แวคิลโอลมาก  เซลล์ของส่ิงมีชีวิตนั้นประกอบไปดว้ยน ้ าเป็นส่วนใหญ่ ดงันั้นการเก็บรักษา
ดว้ยวธีิท่ีใชอุ้ณหภูมิต ่ามาก จึงจ าเป็นตอ้งหลีกเล่ียงการแข็งตวัของน ้ าภายในเซลล์ซ่ึงเป็นสาเหตุท าให้
เซลลต์ายได ้ ขั้นตอนต่างๆในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต ่าจึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาเป็นขั้นตอนซ่ึงแบ่ง
ขั้นตอนต่างๆไดด้งัน้ี 

 (1)  การปรับสภาพพืชก่อนการให้ความเยน็ (pre-growth conditions) เพื่อให้เกิด
ความทนทานมากท่ีสุดโดยวิธีน้ีจะตอ้งน ามาผา่นกระบวนการพิเศษบางอยา่ง หรือเรียกไดอี้กอยา่งว่า 
พรีโกรต (pre growth) แมข้ั้นตอนน้ีไม่เก่ียวขอ้งโดยตรง กบักระบวนการแช่แข็ง แต่การปรับสภาพ
ของเซลล ์หรือเน้ือเยือ่ใหเ้หมาะสม สามารถช่วยเพิ่มอตัราการอยูร่อดของเซลล์ หลงัผา่นกระบวนการ
แช่แข็งแลว้ไดดี้ข้ึน ขั้นตอนน้ีอาจเป็นการเติมสารเคมีบางชนิดให้แก่เซลล์เพื่อให้ทนทานต่อสภาวะ
เครียดต่างๆ (อารีย,์ 2541) การเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีส่วนผสมของสารเคมีบางชนิด การเพาะเล้ียงใน
อุณหภูมิท่ีต ่ากว่าปกติ เป็นตน้ เพื่อกระตุน้เน้ือเยื่อให้มีการปรับตวั สามารถทนต่อสภาพการเยน็จน
แขง็ตวัในขณะการเก็บรักษา นอกจากน้ียงัพบวา่เน้ือเยื่อท่ีประกอบดว้ยเซลล์ท่ีแข็งแรง สมบูรณ์จะทน
ต่อความเยน็จดัไดดี้ (แสงจนัทร์, 2547)  

 (2) การใชส้ารป้องกนัอนัตรายจากการเกิดผนึกน ้ าแข็ง (cryoprotection) เป็นวิธีการท่ี
ท าให้เน้ือเยื่อมีความตา้นทานต่อสภาวะเยือกแข็งมากยิ่งข้ึน โดยใช้สารป้องกนัอนัตรายจากความเยน็
จดัจนเกิดผนึกน ้าแขง็ ก่อนการเก็บรักษาในสภาพท่ีมีอุณหภูมิต ่ามากๆอยา่งนอ้ย 1 ชัว่โมง จะตอ้งเติม
สารพวก cryoprotectants  สารเคมีดงักล่าวไดแ้ก่ ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)  กลีเซอรอล             
โพลีเอธิลีนไกคอล โพรลีน หรือพวกน ้ าตาลต่างๆ เช่น ซอร์บิทอล  ซูโครส  แมนนิทอล  กลูโครส 
สารเหล่าน้ีช่วยลดขนาดและอตัราการเกิดผลึกน ้ าแข็งภายในเซลล์ ป้องกนัการสูญเสียน ้ าในระยะแรก
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ของการลดอุณหภูมิรวมถึงการคงรูปของเยื่อหุ้มเซลล์ สารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ภายในเซลล์ ใน
ปัจจุบนัไดมี้ผูท้  าการคิดคน้น า cryoprotectants หลายชนิดมาผสมกนัเป็น cryoprotectants ชนิดใหม่ซ่ึง
ให้ผลในการรักษาคุณภาพและความมีชีวิตของเซลล์ดีกว่าการใช้ เพียงชนิดเดียว เช่น DMSO หรือ 
Dextrans  เป็นตน้ สามารถแบ่ง cryoprotectants ออกเป็นสองประเภทตามคุณสมบติัการท างาน ไดแ้ก่ 
intracellular cryoprotectants สารประเภทน้ีเป็นสารท่ีมีมวลโมเลกุลต ่า จะสามารถแทรกซึมผ่าน     
เยื่อหุ้มเซลล์เขา้ไป เพื่อช่วยปกป้องส่วนประกอบภายในเซลล์ ไม่ให้ถูกท าลายจากอุณหภูมิท่ีเยน็จดั 
ตวัอยา่งสารประเภทน้ี เช่น กลีเซอรอล และ DMSO   เป็นตน้ ส่วน extracellular cryoprotectants เป็น
สารท่ีมีมวลโมเลกุลสูง ไม่สามารถแทรกซึมผา่นเยือ่หุม้เซลล์เขา้ไปภายในเซลล์ได ้ แต่จะช่วยป้องกนั
เซลลจ์ากภายนอกเม่ือเซลลถู์กลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็วลดการเกิดผลึกน ้ าแข็ง ช่วยในการเกิดสภาพ
ใสคลา้ยแกว้ (vitrification) จากภายนอกเซลล์ หรือท่ีเรียกวา่ extracellular glass formation ตวัอยา่ง
สารประเภทน้ี เช่น hydroxy ethyl starch (HES) และ polyvinylpyrrolidone เป็นตน้ สาร 
cryoprotectants น้ีตอ้งใชใ้นสัดส่วนท่ีเหมาะสมผสมลงในอาหารท่ีเพาะเล้ียงเพื่อให้เซลล์หรือเน้ือเยื่อ
ปรับสภาพการซึมผา่นได ้(permeability) และจุดเยือกแข็ง (freezing point) ซ่ึงจะท าให้ทนทานต่อการ
แขง็ตวั (freezing) และการละลายตวั (thawing) หลงัการเก็บรักษาไดโ้ดยไม่มีผลกระทบต่อการพฒันา
ของเซลล์หรือเน้ือเยื่อ Engelmann et al. (1995) รายงานวา่การปรับสภาพในอาหารท่ีเติมซูโครส เป็น
การเพิ่มการสร้างแป้งบริเวณผิวเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้เซลล์มีขนาดใหญ่และเป็นออสโมติคมั ป้องกนั
ความเสียหายในระหว่างการสูญเสียน ้ าและการแข็งตวัในไนโตรเจนเหลว Takagi et al. (1997) 
รายงานว่าการปรับสภาพปลายยอดเผือกในอาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) ท่ีเติม
ซูโครสเขม้ขน้ 0.3 โมลาร์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมง แลว้แช่ในสารละลาย LS (ประกอบดว้ย กลีเซอรอล 
เขม้ขน้ 2  โมลาร์ และ ซูโครสเขม้ขน้  0.4 โมลาร์) เป็นเวลา 20 นาที ก่อนแช่ใน PVS2 (plant 
vitrification solution 2) เป็นเวลา 10 นาที แลว้จุ่มแช่ในไนโตรเจนเหลว พบวา่ ให้อตัราการรอดชีวิต
สูงสุด 83.1 เปอร์เซ็นต ์

 (3) การท าใหเ้น้ือเยื่อแข็งตวัอยา่งชา้ๆ (slow freezing) เม่ืออุณหภูมิของการเก็บรักษา
ลดต ่าลงกวา่ 0 องศาเซลเซียส จนถึงประมาณ -100 องศาเซลเซียส จะมีการเปล่ียนแปลงอยา่งมากเกิด
เป็นผลึกน ้าแขง็ทั้งภายในและภายนอกเซลล์ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งไซโตพลาสซึมภายในเซลล์จะแข็งตวั
และเพิ่มปริมาตรข้ึน ดงันั้น การลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆ เป็นการช่วยไม่ให้เซลล์ไดรั้บอนัตรายจาก
การเกิดผลึกน ้าแขง็ขณะเดียวกนัก็ช่วยดึงน ้าออกจากเซลลไ์ปในตวั ในกรณีท่ีมีการแขง็ตวัอยา่งรวดเร็ว
จะท าใหสู้ญเสียน ้ าออกมาไดน้อ้ย เม่ือเกิดผลึกน ้ าแข็งและมีปริมาตรเพิ่มข้ึนจะท าให้เซลล์ไดรั้บความ
เสียหาย อยา่งไรก็ตามถา้เซลลสู์ญเสียน ้ามากเกินไปอาจเกิดความเสียหายไดเ้ช่นกนั ดงันั้นอตัราการอยู่
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รอดของเซลล์จึงข้ึนกบัสมดุลระหว่างอตัราการลดลงของอุณหภูมิอย่างช้าๆ กบัอตัราการสูญเสียน ้ า
ออกไปจากเซลล์ดว้ย และอตัราการอยู่รอดดงักล่าวน้ีข้ึนกบัชนิดของเน้ือเยื่อท่ีเก็บรักษา (รังสฤษด์ิ, 
2540)  

 (4) การเก็บรักษาไวใ้นท่ีเยน็จดั (freeze storage) หลงัจากท าให้เซลล์แข็งตวัอยา่งชา้ๆ 
แลว้ตอ้งยา้ยไปเก็บไวท่ี้เยน็จดั (ต ่ากวา่ -100 องศาเซลเซียส) เพื่อป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแข็งภายใน
เซลล์อีกคร้ังหน่ึง ในทางปฏิบัติ เพื่อความสะดวกจึงนิยมเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวท่ี -196             
องศาเซลเซียส หรือในไอของไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapour) ท่ี -150 องศาเซลเซียส 
(รังสฤษด์ิ, 2540) 

 (5) การละลายผนึกน ้ าแข็ง (warming or thawing) เม่ือตอ้งการน าเน้ือเยื่อท่ีเก็บรักษา
ไวใ้นไนโตรเจนเหลวมาใช ้ตอ้งน าเน้ือเยือ่ท่ีเก็บแช่แข็งมาละลายน ้ าแข็งท่ีเกาะตวันั้นอยา่งรวดเร็วเพื่อ
ไม่ใหเ้ซลลไ์ดรั้บอนัตราย โดยน าเซลลห์รือเน้ือเยือ่ใส่ในน ้าอุ่นปลอดเช้ือท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 37 - 40 
องศาเซลเซียส ก่อนท่ีจะน าเน้ือเยื่อไปเล้ียงบนอาหารปกติต่อไป ซ่ึงเป็นขั้นตอนท่ีตอ้งระมดัระวงั
เน่ืองจากเซลล์หรือเน้ือเยื่อดงักล่าวน้ีได้ผ่านขั้นตอนต่างๆมามากมายจนอาจมีการเปล่ียนแปลงทาง
สรีระของเซลล์และเซลล์จะมีการอ่อนแออย่างยิ่งจึงต้องมีการปรับวิธีการเพาะเล้ียงให้มีความ
เหมาะสม เช่น อาจมีการเล้ียงในอาหารพิเศษ สภาวะพิเศษ หรือเปล่ียนอาหารบ่อยๆในช่วงแรก 
เน่ืองจากวา่อาหารแต่ละคร้ังไม่เหมือนกนั โดยจะค่อยๆปรับลดความเขม้ขน้ของสารบางตวัลงเพราะ
ถา้หากเปล่ียนแปลงทนัทีทนัใดอาจจะมีผลกระทบต่อเซลล์หรือเน้ือเยื่อได ้หรือบางคร้ังอาจตอ้งมีการ
วางกระดาษรองลงบนอาหารก่อนท่ีจะวางเซลล์หรือเน้ือเยื่อ เพื่อเป็นการช่วยให้เซลล์หรือเน้ือเยื่ออยู่
ในสภาพท่ีไม่ฉ ่าน ้าจนเกินไปจนท าใหเ้ซลลห์รือช้ินส่วนท่ีเก็บสามารถกลบัมามีชีวติไดอี้กคร้ัง  

 (6) การท าใหเ้น้ือเยือ่สามารถเจริญเติบโตไดอี้กคร้ัง (recovery) เน้ือเยื่อท่ีผา่นขั้นตอน
ต่างๆ ขา้งตน้มาแลว้ อาจมีการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของเซลล์และมกัจะอ่อนแออยา่งยิ่งต่อความ
เสียหายท่ีเกิดข้ึนตามมา จึงตอ้งปรับสภาพการเพาะเล้ียงให้เหมาะสม โดยเฉพาะอย่างยิ่งตอ้งการ
อาหารเพาะเล้ียงพิเศษท่ีแตกต่างจากสูตรท่ีใชเ้พาะเล้ียงก่อนเก็บรักษา (รังสฤษด์ิ, 2540) ความมีชีวิต
ของเน้ือเยือ่หลงัการแช่แขง็ เป็นขอ้บ่งช้ีถึงความส าเร็จของวิธีการ ดงันั้นการวดัความมีชีวิต (viability) 
หรือตรวจสอบความมีชีวติของเซลลแ์ละเน้ือเยื่อพืช สามารถท าการตรวจสอบไดห้ลายวธีิ ไดแ้ก่ 

การตรวจสอบดว้ยตาเปล่า เป็นวธีิท่ีง่ายท่ีสุด คือ สังเกตลกัษณะหรือสัญญาณความมีชีวิตของ
ตวัอยา่งพืช เช่น ตวัอยา่งพืชยงัคงมีสีเขียว มีการแบ่งเซลล ์หรือมีการเจริญเติบโต เป็นตน้ 

การตรวจสอบดว้ยวธีิ FDA assay  การยอ้มสี ดว้ย  FDA (fluorescein diacetate)  เซลลพ์ชืมี 
เอนไซมเ์อสเทอร์เรส  จะยอ่ยโมเลกุลของ FDA แลว้ใหส้ารเรืองแสงสีเขียวเม่ือดูดว้ยกลอ้งยวู ี
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(อารีย,์ 2541)   
การตรวจสอบดว้ยวิธี TTC assay  สาร 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride  (TTC) เป็นสารท่ี

ใช้ในการยอ้มเพื่อตรวจสอบความมีชีวิตของเซลล์พืชโดย International Seed Testing Association  
(ISTA) ใชใ้นการตรวจสอบความมี ชีวิตของเมล็ดพนัธ์ุซ่ึงสามารถน ามาใชต้รวจสอบความมีชีวิตของ
เซลล์พืชภายหลงัจากการแช่แข็งได ้(Vujanovic et al., 2000 และ Verleysen et al., 2004) ซ่ึงหลกัการ
ตรวจสอบคือ สารละลาย  TTC  เป็นสารท่ีใสไม่มีสี ซ่ึงจะเปล่ียนเป็นสารสีแดงเม่ือถูกรีดิวซ์โดย
เอนไซม ์ดีไฮโดรจีเนส ท่ีเกิดจากกิจกรรมภายในของเซลล์พืช การท่ีสารละลาย TTC ถูกเปล่ียนเป็นสี
แดงแสดงวา่เซลลพ์ืชนั้นๆยงัคงมีชีวติอยู ่(Chang et al., 1999) 

การตรวจสอบความคงตวัของสารพนัธุกรรม  เซลล์หรือเน้ือเยื่อพืชท่ีผ่านการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว  อาจเกิดการเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมเน่ืองจากความเย็นท่ีได้รับ ซ่ึงการ
ตรวจสอบความคงตวัของสารพนัธุกรรมในปัจจุบนัมีหลายวิธี ข้ึนอยู่กับความสะดวกและความ
ตอ้งการของผูต้รวจสอบ เช่น ตรวจสอบ DNA  ดว้ยวิธี  RAPD, RFLP  และ AFLP เป็นตน้ หรือหาก
ตอ้งการตรวจสอบโปรตีนอาจใชก้ารตรวจสอบเอนไซมบ์างชนิดก็ได ้

 
2.6 เทคนิคการเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืในสภาพเยอืกแข็ง (cryopreservation) 

ปัจจุบนัมีการพฒันาเทคนิคในการเก็บรักษาช้ินส่วนพืชก่อนการแช่ในไนโตรเจนเหลว โดย
การปรับปริมาณน ้ าให้เหมาะสม ให้เซลล์มีการปรับสภาพ  และสามารถทนต่อสภาพเยน็ไดโ้ดยเซลล์
ไม่ตาย และสามารถแช่ในไนโตรเจนเหลวไดโ้ดยตรง  
 2.6.1 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืโดยเทคนิค  dehydration  

 การเก็บรักษาดว้ยวธีิการน้ีเป็นการลดปริมาณน ้าในเซลล์ เพื่อการป้องกนัไม่ให้น ้ าใน
เซลล์ของเน้ือเยื่อพืชนั้นเกิดการแข็งตวัในขณะท่ีท าการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว สามารถท าได้
หลายวิธี เช่น การผึ่งเซลล์ให้แห้งโดยตากไวใ้นตู ้laminar flow การใชส้ารดูดความช้ืนซิลิกาเจล รวม
ไปถึงการเล้ียงเน้ือเยื่อในอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลสูง น ้ าตาลซูโครสท่ีมีความเขม้ขน้สูงจะมี
ผลต่อแรงดนัออสโมซิสของเซลล ์โดยการท าใหเ้ซลลสู์ญเสียน ้า แต่เซลลไ์ม่ไดรั้บความเสียหาย ซ่ึงใน
พืชแต่ละชนิดจะใช้ความเขม้ข้นของน ้ าตาลซูโครส ท่ีเหมาะสมแตกต่างกันออกไป ดงันั้นจึงตอ้ง
พิจารณาทั้งชนิดของพืช ขนาดของช้ินส่วนของพืชก่อนท่ีจะน ามาท าการทดลอง  
 2.6.2 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืโดยเทคนิค  vitrification  

 เป็นวิธีการเก็บรักษาโดยใช้สารเคมี เพื่อป้องกนัอนัตรายจากความเยน็จนเกิดผนึก
น ้าแขง็ (แสงจนัทร์, 2547) มีหลกัการคือ  การก าจดัน ้าออกจากตวัอยา่งพืชโดยแช่ในสารละลาย PVS2 
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ท่ีมีค่า ออสโมติคมัสูง จากนั้นจึงแช่ ในไนโตรเจนเหลวอยา่งรวดเร็ว (Takagi, 2000) ซ่ึงสารเคมีท่ีใชน้ี้
มีทั้งท่ีสามารถซึมผา่นเขา้ไปในเน้ือเยื่อหุ้มเซลล์หรืออาจห่อหุ้มอยู่ภายนอก สารเคมีท่ีใช้เพื่อป้องกนั
ไม่ให้น ้ าในเซลล์ตกผนึกแข็งตวัจะมีความเขม้ขน้สูง จึงป้องกนัไม่ให้เกิดการแข็งตวัของน ้ าในเซลล ์
เซลล์จึงไม่แตก (อารีย,์ 2541) สารท่ีใช้ป้องกนัอนัตรายจากการเกิดผนึกน ้ าแข็งมีหลายชนิด เช่น       
ไดเมทิลซลัฟอกไซด ์ซูโครส กลูโครส เอทิลีนไกลคอล โพลีเอทิลีนไกลคอล กลีเซอรอล โพรลีน และ
สารประกอบไฮครอกไซลิกบางชนิด เป็นตน้ สารละลาย PVS2 จะประกอบไปดว้ย กลีเซอรอล 30
เปอร์เซ็นต์ ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 15 เปอร์เซ็นต์ และเอทิลีนไกลคอล 15 เปอร์เซ็นต์ สารท่ีเป็น
องคป์ระกอบของสารละลาย  PVS2  เป็นสารท่ีมีคุณสมบติัในการปกป้องเน้ือเยื่อพืชจากอนัตรายขณะ
แช่แข็ง โดยมีผลต่อแรงดนัออสโมติกของเซลล์ โดยการดึงน ้ าออกจากเซลล์  และอาจไปมีผลในการ
ปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์ด้วย (Engelmann, 1991) นอกจากน้ีในสารละลาย PVS2  ยงัมีสาร                      
ไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ เป็นส่วนประกอบ ซ่ึงหากใช้ในความเข้มข้นท่ีสูงอาจมีผลไปรบกวน
กระบวนการ         เมตาบอลิซึมของ RNA หรือ DNA และโปรตีนก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุในพืชได ้
แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานถึงการใช้สารละลาย PVS2  ในการเก็บรักษาตวัอย่างพืชหลายชนิดและ
พบว่าประสบความส าเร็จเป็นจ านวนมาก เช่น กล้วย (Tsukazaki et al., 2000) กล้วยไม ้          
(Ishikawa et al., 1997 และ  Hirano et al., 2005; Thammasiri and Soamkul, 2007 และ Vendrame et 
al., 2007) แอฟริกนัไวโอเล็ต(Moges et al., 2004) และ เผือก (Colocasia esculenta) (Takagi et al., 
1997) 
 2.6.3 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืโดยเทคนิค  encapsulation – dehydration 

 วิธีการน้ีพฒันาเพื่อใช้ในการผลิตเมล็ดสังเคราะห์ (synthetic seed) หรือเมล็ดเทียม
ช้ินส่วนพืชจะถูกเคลือบด้วยสารอลัจิเนต ใช้กับ ยอดอ่อน โซมาติกเอ็มบริโอ และ ไมโครสปอร์
เอ็มบริโอ ข้อดีของวิธีน้ีคือ คือ ใช้ได้กับช้ินส่วนพืชท่ีมีขนาดใหญ่ เช่น ยอดอ่อนท่ีมีความยาว 5 
มิลลิเมตร หรือ โซมาติกเอม็บริโอท่ีมีความยาว 2 - 3 มิลลิเมตร ช้ินส่วนพืชตอ้งผา่นขบวนการเพื่อเพิ่ม
ความสามารถในการอยู่รอด โดยน าช้ินส่วนพืชมาเล้ียงบนอาหารท่ีมีความเขม้ขน้ของซูโครสสูงเพื่อ
ดึงน ้ าออกจากเซลล์ ช้ินส่วนท่ีถูกเคลือบท าให้แห้งโดยใช้ ซิลิกาเจล (silica gel) หรือ การตาก                  
(air-desiccation) แต่การใชซิ้ลิกาเจลเป็นวิธีท่ีนิยมท่ีสุดเน่ืองจากท าให้เซลล์มีอตัราการสูญเสียน ้ าคงท่ี 
เป็นการเพิ่มการอยูร่อดและความสามารถในการงอก หลงัจากนั้นจึงน าไปเก็บในไนโตรเจนเหลว และ
สามารถเก็บรักษาไดห้ลายปีโดยยงัคงสภาพความมีชีวติอยู ่ 
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 2.6.4 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืโดยเทคนิค  encapsulation - vitrification  
 เป็นวิธีการผสมผสานระหวา่งวิธี vitrification  และ encapsulation  โดยช้ินส่วนพืช

น ามาหุ้มดว้ยสารอลัจิเนต แลว้ดึงน ้ าออกโดยแช่สารละลาย cryoprotectant  เหมือนวิธี vitrification 
(Engelmann, 2000) โดยสารอลัจิเนตจะมีส่วนในการป้องกนัการสูญเสียน ้ า ลดความเป็นพิษท่ีช้ินส่วน
ของพืชจะต้องสัมผสัสารเคมีโดยตรง และป้องกันออสโมติก เม่ือแช่ในสารละลายตามวิธีการ 
vitrification (Hirai and Sakai, 1999) เทคนิคน้ีประสบความส าเร็จในการเก็บรักษาพืชมาแลว้หลาย
ชนิดไดแ้ก่  วาซาบิ (Matsumoto et al., 1995) , สตรอวเ์บอร์ร่ี (Hirai et al., 1998), มนัฝร่ัง (Hirai and 
Sakai ,1999), ‘Troyer’ citrange (Wang et al., 2002), มนัเทศ (Haria and Sakai, 2003),                   
แอฟริกนัไวโอเล็ต (Moges et al., 2004) และ Gentian (Tanaka, 2004) เป็นตน้ 

ในปัจจุบัน เทคนิคท่ีประสบผลส าเ ร็จในพื ชหลายชนิด ได้แก่  เทคนิค vitrification, 
encapsulation - vitrification และ encapsulation - dehydration  ช้ินส่วนเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมส าหรับการ
เก็บรักษาพนัธุกรรมดว้ยวิธี cryopreservation คือเน้ือเยื่อเจริญส่วนยอดเน่ืองจาก ไม่กลายพนัธ์ุและ
ปลอดไวรัส โดย ศิริกุล และคณะ (2548) ไดท้ดลองเก็บรักษาปลายยอดจ าปีสิรินธรในไนโตรเจนเหลว
โดยวิธี encapsulation - vitrification โดยการ preculture เป็นเวลา 2 วนั ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
จากนั้นน าปลายยอดมาท า encapsulation และแช่ใน osmoprotective solution เป็นเวลา 60 นาที แลว้
ยา้ยมาแช่ใน PVS2 เป็นเวลา 60 นาที จึงน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว หลงัจากน าปลายยอดมาละลาย
น ้ าแข็ง และน าไปเล้ียงบนอาหารชกัน าตน้ (regeneration medium) พบว่าสามารถเจริญเป็นตน้
ตามปกติได ้26.6 ± 8.2 เปอร์เซ็นต ์ในขณะท่ี Panis et al. ( 2005) รายงานขนาดฐานของเน้ือเยื่อส่วน
ยอดต่ออตัรารอดชีวิตหลงัการเก็บรักษาของกล้วยพนัธ์ุ Williams (AAA group) พบว่า ขนาด              
1 มิลลิเมตร ให้อตัรารอดชีวิตสูงท่ีสุด 65.8 เปอร์เซ็นต์ ขนาดท่ีใหญ่กว่าน้ีให้อตัรารอดชีวิตลดลง
ตามล าดบั ส่วนขนาดเล็กกวา่น้ีไม่เหมาะสมเน่ืองจากเส่ียงต่อความเสียหายเน่ืองจากการตดั สุจิตรา 
(2541)  รายงานวา่การเก็บรักษากลว้ย Abaca  ในสภาพเยือกแข็งโดย  วิธี encapsulation - vitrification 
พบวา่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์ ท่ีเพิ่มลงไปในอาหาร ½ MS เป็นความเขม้ขน้ท่ี
เหมาะสมในการท า preculture  เน่ืองจากมีอตัราการเกิดยอดสูงสุด 78 เปอร์เซ็นต ์ และมีความสูงเฉล่ีย
ของยอด 0.5 เซนติเมตร  เม่ือเปรียบเทียบกบัการท า encapsulated meristems ใน PVS2 เป็นเวลา       
20 - 30 นาที ก่อนน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หรือ 1 วนั พบวา่วิธีการเก็บรักษาทั้ง 
2 วธีิ ใหผ้ลไม่แตกต่างกนัโดยตน้อ่อนท่ีไดจ้ากการเก็บรักษาทั้งวิธี vitrification และวิธี encapsulated - 
vitrification มีลกัษณะทางสัณฐานวทิยาเหมือนกนั มีอตัรารอดชีวติ 90 และ 91 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
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2.7 การเกบ็รักษาพนัธ์ุพชืโดยเทคนิคเมลด็เทยีม (encapsulation or artificial seeds)  
 เทคนิคเมล็ดเทียมเป็นอีกทางเลือกส าหรับการเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืช เพื่อทดแทนระบบการ
เก็บรักษาในสภาพหลอดแก้วแบบเก่าท่ีมกัเกิดความผนัแปรทางพนัธุกรรม จากการยา้ยเล้ียงตาม
ระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเพิ่มข้ึน ซ่ึงท าให้สูญเสียความตรงตามพนัธ์ุได ้จึงมีการน าเอาเทคนิคเมล็ด
เทียมเขา้มาใชเ้พื่อหลีกเล่ียงปัญหาต่างๆ ท่ีอาจเกิดข้ึนได ้(สมยศ, 2541) เมล็ดเทียมเป็นเมล็ดท่ีเกิดจาก
การน าโซมาติกเอ็มบริโอมาหุ้มด้วยสารท่ีมีลักษณะเป็นวุน้ ท าหน้าท่ีเสมือนเปลือกหุ้มเมล็ด เพื่อ
ป้องกันอันตรายให้แก่เอ็มบริโอท่ีอยู่ภายใน โดยช้ินส่วนพืชจะถูกห่อหุ้มด้วยสารไฮโดรเจล 
(hydrogel)  เช่น โซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate) โพแทสเซียมอลัจิเนต (potassium alginate) 
โซเดียมเพกเตท (sodium pectate) คาร์แรจีแนน (carrageenan) คาร์บอกซีเมธิลเซลลูโลส 
(carboxymethyl cellulose) และ เจลาติน (Redenbaugh et al., 1984 และ Rai et al., 2008) น ามาเคลือบ
ช้ินส่วนของพืช ก่อนท าการเก็บรักษา (Redenbaugh et al., 1987) เมล็ดเทียมมีประโยชน์ในการ
ขยายพันธ์ุพืชหายาก พืชใกล้สูญพันธ์ุ  พืชลูกผสมหายาก พืชสมุนไพร และพืชเศรษฐกิจ          
(Mandal et al., 2000) พืชท่ีได้มีพนัธุกรรมเหมือนเดิม ใช้ในการแลกเปล่ียนพนัธ์ุพืชโดยไม่มีการ
ปนเป้ือนของเช้ือโรค และใชอ้นุรักษพ์นัธุกรรมพืชท่ีปลอดเช้ือทั้งในระยะสั้นและระยะยาว  ช้ินส่วน
พืชท่ีน ามาผลิตเมล็ดเทียม ไดแ้ก่ microbulb microtuber แง่ง หน่อ ส่วนของตายอดหรือตาขา้ง แคลลสั 
และโปรโทคอร์ม ควรมีขนาด 3-5 มิลลิเมตร (Standardi and Piccioni, 1998) การผลิตเมล็ดเทียมจาก
ปลายยอดหรือตาขา้งประสบผลส าเร็จในพืชหลายชนิด Saiprasad and Polisetty (2003) ไดท้  าการเก็บ
รักษาโปรโตคอร์มของกลว้ยไม ้ Dendrobium Sonia ดว้ยการเคลือบสารอลัจิเนตและเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา่สามารถเก็บรักษาไดน้านถึง 90 วนั โดยมีเปอร์เซ็นตค์วามงอกเท่ากบั 
56 และในการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 60 วนั ยงัคงมีความงอกได ้100 เปอร์เซ็นต ์ Singh et al. (2006) 
ผลิตเมล็ดเทียมจากปลายยอดของ Phyllanthus amarus พบว่าโซเดียมอัลจิเนตความเข้มข้น 3 
เปอร์เซ็นต ์และสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 75 มิลลิโมลาร์ มีความเหมาะสมท่ีสุดในการ
ผลิตเมล็ดเทียม เมล็ดเทียมท่ีไดส้ามารถงอกเป็นตน้พืชได ้90 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากยา้ยเล้ียงบนอาหาร
สูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเป็นเวลา 5 สัปดาห์ ตน้พืชท่ีไดมี้การเจริญของ
ปลายยอดและรากตามปกติ Srivastava et al. (2009) ผลิตเมล็ดเทียมจากพืชสมุนไพร Cineraria 
maritime จากปลายยอดและส่วนของขอ้ขนาด 3-5 มิลลิเมตร โดยใชอ้าหารสูตร ½ MS ซูโครสความ
เขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โซเดียมอลัจิเนตความเขม้ข้น 3 เปอร์เซ็นต์ และสารละลายสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 
เดือน รักษาความช้ืนของเมล็ดเทียมโดยสเปรยน์ ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ทุกๆ 15 วนั หลงัจากยา้ยเล้ียง
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บนอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมล็ดเทียมเร่ิมงอก
เป็นตน้พืช และภายใน 4 สัปดาห์ เมล็ดเทียมงอกเป็นตน้พืชได ้82 เปอร์เซ็นต ์ สมปอง และลดัดาวลัย ์
(2549) ผลิตเมล็ดเทียมหญา้แฝกจากยอดอ่อนขนาด 3-5 มิลลิเมตร หุ้มดว้ยโซเดียมอลัจิเนต (Wako) 
ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์พบวา่เมล็ดเทียมงอกได ้100 เปอร์เซ็นต ์หลงัเพาะล้ียงในห้องปฏิบติัการ 2 
สัปดาห์ และพฒันาเป็นตน้กลา้ท่ีแข็งแรงในเวลา 2 สัปดาห์ ต่อมา ลดัดาวลัย ์(2552) ผลิตเมล็ดเทียม
หญา้แฝกจากช้ินส่วนปลายยอดขนาด 3 มิลลิเมตร โดยใชโ้ซเดียมอลัจิเนต (Fluka) ความเขม้ขน้ 1, 2, 
3 และ 4 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารสูตร MS ท่ีปราศจากแคลเซียมคลอไรด์ หยดลงในสารละลายแคลเซียม
คลอไรด์ความเขม้ขน้ 0.28 เปอร์เซ็นต์ แลว้น าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 ชัว่โมง พบว่า  
เมล็ดเทียมท่ีหุ้มด้วยโซเดียมอลัจิเนตความเขม้ขน้ 3 และ 4 เปอร์เซ็นต์ มีการรอดชีวิตสูงสุด 80 
เปอร์เซ็นต ์และการรอดชีวติลดลงเม่ือความเขม้ขน้ของโซเดียมอลัจิเนตลดลง 

เทคนิคเมล็ดเทียมยงัสามารถดดัแปลงส าหรับใช้เก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชแบบแช่แข็งได ้เช่น 
การรักษาพนัธ์ุพืชแบบเก็บแช่แข็งโดยวิธีการการเคลือบ และดึงน ้ าออก (encapsulation - dehydration 
method) โดยการน าเมล็ดทียมท่ีมีช้ินส่วนพืชฝังตวัอยู่ภายใน ไปเล้ียงบนอาหารท่ีมีน ้ าตาลซูโครส
ความเขม้ขน้สูง จากนั้นน าไปดึงน ้ าออกบางส่วนก่อนท่ีจะน าไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวต่อไป 
(Martinez et al., 1999) หรือการเก็บรักษาพนัธ์ุพืชแบบแช่แข็ง โดยวิธีการเคลือบและการป้องกนั
ไม่ให้เกิดผลึกน ้ าแข็ง (encapsulation - vitrification) ในขณะแช่แข็งโดยการเล้ียงเมล็ดเทียมท่ีมี
ช้ินส่วนพืชฝังตวัอยูภ่ายในบนอาหารท่ีมีน ้าตาลซูโครสความเขม้ขน้สูง จากนั้นเติมสารละลายปกป้อง
เน้ือเยื่อพืชขณะแช่แข็ง (plant vitrification solution; PVS) ก่อนน าไปเก็บแช่แข็งไวใ้น
ไนโตรเจนเหลวต่อไป (Phunchindawan et al., 1997) 

ส าหรับงานวิจยัในประเทศไทย มีรายงานวา่ไดด้ าเนินการศึกษาการเก็บรักษาเน้ือเยื่อพืชโดย
ใชเ้ทคนิค cryopreservation ในพืชหลายชนิด เช่น กลว้ยไม ้ มะม่วง ขนุน หน่อไมฝ้ร่ัง มนัส าปะหลงั 
และพืชสมุนไพรต่างๆ  
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บทที ่3 
วธีิด าเนินการวจิยั 

 
3.1 อุปกรณ์ 
 3.1.1 พชืทดลอง 
  เมล็ดพัน ธ์ุ เนระพู สี ไทย ท่ีได้จากธนาคาร เ ช้ือพัน ธ์ุพื ช  ส านักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ จ.ปทุมธานี คดัเลือกเมล็ดท่ีมีลกัษณะแก่ สมบูรณ์ เมล็ดมีสีด า (ภาพท่ี 3.1) น ามา 
ชกัน าเป็นตน้อ่อนดว้ยการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ในสภาพปลอดเช้ือ  
 

       
    
    ภาพที ่3.1  ฝักและเมล็ดของเนระพสีูไทย 
 
 3.1.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ส าหรับเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
  (1) เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง  เคร่ืองชัง่ไฟฟ้า  เตาแก๊ส บีกเกอร์ กระบอกตวง 
ชอ้นตกัสาร หมอ้น่ึงความดนัไอ ตูย้า้ยเน้ือเยือ่ มีดผา่ตดั ปากคีบ   ขวดเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อขนาด 2 ออนซ์ 
ขนาด 4 ออนซ์ พร้อมฝาปิด 
  (2) ห้องเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส พร้อมชั้นวางท่ีมี
หลอดไฟเรืองแสงสีขาว ความเขม้แสงประมาณ 2,000   ลกัซ์ ใหแ้สงเป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั 
  (3) อุปกรณ์ส าหรับเก็บขอ้มูลและบนัทึกผล 
 3.1.3 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ส าหรับเกบ็รักษาในสภาพเยอืกแข็ง 
  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ หลอดพลาสติกทนความเยน็ ถงับรรจุไนโตรเจนเหลว 
 3.1.4 สารเคมีทีใ่ช้ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
  (1) สารเคมีในการเตรียมอาหารสังเคราะห์สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) 
(ตารางผนวกท่ี 1) 
  (2) สารควบคุมการเจริญเติบโตไดแ้ก่ N6-benzyladenine purine (BAP)  
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  (3) สารเคมีส าหรับฟอกฆ่าเช้ือ ไดแ้ก่ แอลกอฮอล์ คลอรอกซ์ และสารลดแรงตึงผิว 
(tween 20) 
  (4) สารเคมีท่ีใชป้รับความเป็นกรดด่างของอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ โซเดียม 
ไฮดรอกไซด ์(NaOH) และกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
 3.1.5 สารเคมีทีใ่ช้ส าหรับการเกบ็ในสภาพเยอืกแข็ง 
  ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO)  กลีเซอรอล (Glycerol ) เอทิลีนไกลคอล (Ethylene 
glycol) โซเดียมอลัจีเนต (Na Alginate)  และ แคลเซียมคลอไรด ์ (CaCl2.2H2O) 
 
3.2 วธีิการทดลอง 
 การเตรียมพชืทดลอง 
  (1) น าเมล็ดพนัธ์ุเนระพูสีไทยมาเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือโดยคดัเลือกเมล็ดท่ีมี
ลกัษณะดี สมบูรณ์ สีด า  มาแช่แอลกอฮอล์ความเขม้ขน้  70 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 1 นาที ก่อนท่ีจะ    
ฆ่าเช้ือผวิเมล็ดดว้ย สารละลายคลอรอกซ์ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์เติม ทวีน 20 ประมาณ 1-2 หยด 
(รมณีย ์และคณะ, 2551) เขยา่ 10 -15 นาที  แลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง ๆ ละ 5 นาที 
โดยท าในตูป้ลอดเช้ือ 
  (2) น าเมล็ดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว คีบเมล็ดใส่ขวดอาหารก่ึงแข็งสูตร MS  ท่ีเติม
น ้าตาล 30 กรัมต่อลิตร และวุน้ 8 กรัมต่อลิตร  ความเป็นกรด-ด่าง  เท่ากบั 5.6 
  (3) น าขวดท่ีเพาะเล้ียงเมล็ดไปวางบนชั้นเล้ียงในห้องภายใตส้ภาพความเขม้แสง 
2,000 ลกัซ์ เป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เพื่อให้เจริญเป็นตน้อ่อนเป็น
เวลา 3 เดือน เพื่อใชส้ าหรับการทดลองขั้นต่อไป 
 
 การทดลองที่ 1 ศึกษาการเก็บรักษาต้นเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการ
เจริญเติบโต 
  1.1 น าตน้พืชเนระพสีูไทยท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงในสภาพปลอดเช้ือ คดัเลือกตน้อ่อน
ท่ีมีใบจ านวน 2 ใบ ขนาด 1.5-2.0 เซนติเมตร รากสมบูรณ์ มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS 9 สูตร โดยเติม
วุน้ 8 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรด-ด่าง 5.6 ในอาหารทุกสูตร 
  อาหารสูตรท่ี 1  MS + Sucrose 30 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 2  MS + Sucrose 60 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 3  MS + Sucrose 90 g/l 
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  อาหารสูตรท่ี 4  ½ MS + Sucrose 30 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 5  ½ MS + Sucrose 60 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 6  ½ MS + Sucrose 90 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 7  ¼ MS + Sucrose 30 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 8  ¼ MS + Sucrose 60 g/l 
  อาหารสูตรท่ี 9  ¼ MS + Sucrose 90 g/l 
  1.2 ทดลองเล้ียงในขวด ขนาด 2 ออนซ์ ท่ีมีปริมาณอาหาร 10 มิลลิลิตร และน าไป
เพาะเล้ียงในห้องภายใตส้ภาพความเขม้แสง 2,000 ลกัซ์ ให้แสงเป็นเวลา 16 ชัว่โมงต่อวนั ท่ีอุณหภูมิ 
25-27 องศาเซลเซียส โดยใชสู้ตร MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร เป็นอาหารสูตรควบคุม 
  1.3 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design; CRD) 
แบ่งออกเป็น 9 สูตรอาหาร โดยแต่ละสูตรมี 10 ซ ้ า แต่ละซ ้ าจะเพาะเล้ียงตน้อ่อน 1 ตน้  และท าการ
บนัทึกผลทุกเดือน เป็นเวลา 9 เดือน โดยบนัทึกจ านวนยอดท่ีเกิดใหม่ ความสูงตน้ จ านวนใบลกัษณะ
ของตน้เนระพูสีไทย และอตัราการรอดชีวิตหลงัการเก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน วิเคราะห์ผลทางสถิติ
ดว้ยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูปทางสถิติ IRRISTAT version 
3/93 (สุทธีราภรณ์ และคณะ, 2537) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี duncan’s 
multiple range test (DMRT) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 %  
 
 การทดลองที ่2 ศึกษาการเกบ็รักษาปลายยอดพชืเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยใช้เทคนิค  
encapsulation - vitrification 
 2.1 ขั้นตอนการเก็บรักษาเน้ือเยื่อปลายยอดเนระพูสีไทยด้วยเทคนิค encapsulation –  
vitrification 
  น าตน้อ่อนท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่เป็นเวลา 3  เดือน มาตดัเน้ือเยื่อปลายยอดให้
ไดข้นาดประมาณ 2 - 3  มิลลิเมตร น าปลายยอดท่ีไดม้าท าการทดลองดงัน้ี 
  2.1.1 ขั้นตอนการเตรียมความพร้อมของเน้ือเยื่อ (preculture)  

  โดยน าช้ินส่วนปลายยอดมาเตรียมความพร้อมของเน้ือเยื่อบนอาหารปรับ
สภาพก่อนท าการทดลอง สูตร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์, 0.5 โมลาร์ และไม่เติมน ้ าตาล
ซูโครส เป็นเวลา 1 วนั (ภาพ 3.2 ก) เล้ียงบนชั้นวางเน้ือเยื่อในห้องภายใตส้ภาพแสง 16 ชัว่โมงต่อวนั 
ความเขม้แสง 2,000 ลกัซ์  อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดลองขั้นต่อไป 
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  2.1.2  ขั้นตอน encapsulation – vitrification ประกอบดว้ย 
   การท าเมล็ดเทียม (encapsulation) โดยน าเน้ือเยือ่ปลายยอดท่ีผา่นการ เตรียม
ความพร้อมบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ต่างๆ  แช่ในสารละลาย loading 
solution  ท่ีมีส่วนผสมของ กลีเซอรอล 2 โมลาร์ น ้าตาลซูโครส 0.4 โมลาร์ และ โซเดียมอลัจีเนต 
3 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 20 นาที  จากนั้นใชไ้มโครปิเปตท่ีตดัปลายทิป (tip) พลาสติก ดูดสารละลายให้
มีช้ินส่วนของเน้ือเยื่อปลายยอดติดมาดว้ยหยดลงในสารละลาย MS ท่ีเติม แคลเซียมคลอไรด์  0.1    
โมลาร์ และ น ้ าตาลซูโครส 0.4 โมลาร์ แช่ทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที จนเน้ือเยื่อมีลกัษณะคลา้ยมีวุน้มา
ห่อหุม้อยู ่(beads) (ภาพ 3.2 ข)  
   การท า vitrificationโดยน าเมล็ดเทียม (encapsulated meristems) ท่ีได ้บรรจุ
ใน หลอดพลาสติกทนความเยน็ (cryotube) หลอดละ 10 beads  เติมสารละลาย PVS2 ซ่ึงประกอบดว้ย 
กลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต ์เอทิลีนไกลคอล 15 เปอร์เซ็นต ์และ ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ 15 เปอร์เซ็นต ์
(Sakai et al., 1990) ท าการเปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่สารละลาย PVS2 ท่ี 0, 20, 40, 60 และ 80 
นาที เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนต่างๆของการปรับสภาพปลายยอดก่อนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว (ภาพ 3.2 ค)  
   น า เมล็ดเทียม ไปแช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ภาพ 3.2 ง)   
  2.1.3 การท าให้เน้ือเยื่อเจริญเติบโตอีกคร้ัง โดยน าหลอดพลาสติกทนความเยน็ท่ี
บรรจุเมล็ดเทียมออกจากไนโตรเจนเหลวมาละลายผลึกน ้ าแข็งด้วยน ้ า อุ่น อุณหภูมิ  37-40              
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 - 3 นาที ดูดสารละลาย PVS2 ทิ้ง แลว้เติมสารละลายซูโครส 1.2 โมลาร์ แช่
ไวเ้ป็นเวลา 20 นาที  ยา้ย เมล็ดเทียม มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS เป็นเวลา  1 เดือน เพื่อดูอตัราการ  
รอดชีวิต จากนั้นยา้ยเน้ือเยื่อปลายยอดในเมล็ดเทียม ท่ีมีการเจริญ ยอดมีสีเขียวโผล่พน้เมล็ดเทียม 
ออกมาซ่ึงเป็นปลายยอดท่ีมีศกัยภาพพฒันาเป็นตน้ มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม BAP 2.0 
มิลลิกรัมต่อลิตร (รมณีย ์และคณะ, 2551) เป็นเวลา 1 เดือน เพื่อชกัน าให้ปลายยอดพฒันาเป็นตน้
ต่อไป  
 วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design) (CRD) แบ่งออกเป็น 5 
ส่ิงทดลอง โดยแต่ละส่ิงทดลองมี 3 ซ ้ า ในแต่ละซ ้ าใชเ้มล็ดเทียม 10 เมล็ด บนัทึกผลอตัราความมีชีวิต
ของปลายยอดใน เมล็ดเทียม โดยประเมินจากการเจริญและเพิ่มปริมาณของปลายยอดในแต่ละ    
เมล็ดเทียม เม่ือน าไปเล้ียงในอาหารชกัน าใหป้ลายยอดเติบโตและเพิ่มปริมาณ โดยใชสู้ตร 
  อตัราความมีชีวติ (%) = จ านวน beads ท่ีปลายยอดมีการเติบโต x 100 
       จ  านวน beads ทั้งหมด 



25 

 

 วิเคราะห์ผลทางสถิติ ดว้ยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป
ทางสถิติ IRRISTAT version 3/93 (สุทธีราภรณ์ และคณะ, 2537) และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
คา่เฉล่ียดว้ยวธีิ  Duncan’s Multiple Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 
 

                     
 

            
 
ภาพที่ 3.2  ขั้นตอนการเก็บรักษาปลายยอดเนระพูสีไทยในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี encapsulation –  
     vitrification 
 ก. เพาะเล้ียงปลายยอดเนระพสีูไทยในอาหาร preculture นาน 1 วนั 
 ข. ท า encapsulation ปลายยอด ใน โซเดียมอลัจิเนต 3 เปอร์เซ็นต ์
 ค. แช่เมล็ดเทียม ใน PVS2 ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
 ง. เก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว  
 
3.3 สถานทีแ่ละระยะเวลาทีท่ าการวจัิย 
 3.3.1 สถานทีท่ าการวจัิย 
  หอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ อ. ธญับุรี  
จ. ปทุมธานี 
 3.3.2 ระยะเวลาทีท่ าการวจัิย 
  เร่ิมท าการวจิยัเดือน เมษายน 2555 ถึงเดือน มีนาคม 2557 
 

ก 

ค 

ข 

ง 



บทที ่4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การเกบ็รักษาต้นเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการเจริญเติบโต 
 จากการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพสีูไทยดว้ยการเพาะเล้ียงตน้อ่อนในสภาพปลอดเช้ือ  
โดยการชะลอการเจริญเติบโตของพืช โดยเล้ียงตน้อ่อนขนาด 1.5 – 2 เซนติเมตร ท่ีมีจ านวน 2 ใบ ใน
อาหาร MS สูตรต่างๆ 9 สูตร เพาะเล้ียงในสภาพปกติ โดยไม่มีการเปล่ียนถ่ายอาหาร เป็นเวลา 9 เดือน  
พบวา่  เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้พืชท่ีเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้ต ่าสุด
เท่ากบั 1.81 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 
กรัมต่อลิตร  MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความสูง
เท่ากบั 1.86 1.98 และ 2.01 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติม
ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 3.26 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1)  
การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยตน้
พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 2.1 ใบ 
ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ¼ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบเท่ากนั คือ 2.2 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 4.0 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2) ลกัษณะตน้
พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน พบวา่ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ทุกสูตร ตน้มีลกัษณะแข็งแรง 
และปกติ  
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 2 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 
60 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อยท่ีสุดเท่ากนั คือ 2.03 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ี
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  และ 
MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความสูงเท่ากบั 2.05 2.12 และ 2.50 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วน
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 
3.71 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1) การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 
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กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบน้อยท่ีสุดเท่ากบั 2.2 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร   
¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 2.6 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร    
½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 4.6 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2) 
ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 2 เดือน พบว่า ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ทุกสูตร ตน้มี
ลกัษณะแขง็แรง และปกติ  
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 3 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.05 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความ
สูงเท่ากบั 2.15 2.17 และ 2.21 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 3.77 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1)   
การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดย
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั  
2.7 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ 
MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  มีจ  านวนใบ เท่ากบั 2.8 และ 3.1 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร
สูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 5.6 ใบ (ตารางท่ี 4.2) 
(ภาพท่ี 4.2) ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 3 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหาร MS ทุก
สูตร ตน้มีลกัษณะแขง็แรง ปกติ 
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 4 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้นอ้ยท่ีสุด
เท่ากบั 2.18 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ MS ท่ีเติม
ซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความสูงเท่ากบั  2.22  2.25  2.26 และ 2.76 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้
พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.03 
เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1) การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อ
ลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 2.7 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ¼ MS ท่ี
เติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 3.2 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 6.2 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.1) ลกัษณะตน้
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พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 4 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกั  
MS  และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 60 และ 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีลกัษณะแขง็แรง และปกติ ใบเขียว และ
มีรากแขง็แรง โดยตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโต
ของตน้สูงจนชนฝาขวด ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร  ¼ MS 
ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร กา้นใบเร่ิมเปล่ียนเป็นสีด า ใบ
เร่ิมเป็นสีเหลือง   
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 5 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.22 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ MS ท่ีเติม
ซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความสูงเท่ากบั 2.23 2.26 2.35 และ 2.82 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้
พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.40 
เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1) การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อ
ลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.0 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม
ซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 3.4 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติม
ซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 6.4 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2) ลกัษณะตน้พืช
ท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 5 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร  
½ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตของตน้
สูงจนชนฝาขวด อาหารมีลกัษณะเหลว ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อ
ลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร กา้นใบเปล่ียนเป็นสีด า ใบเร่ิมเป็นสีเหลือง ซ่ึงสูตร      
¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร อาหารมีลกัษณะเหลว ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ี
เติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร บางตน้มีลกัษณะอวบ ใบเล็กหนา ใบไม่กางออก  
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 6 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.22 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ MS ท่ีเติม
ซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความสูงเท่ากบั 2.24 2.27 2.36 และ 2.89 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้
พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.64 
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เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1) การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่าง
กนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดยตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อ
ลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.3 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม
ซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 3.7 และ 3.8 ใบ 
ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 
7.1 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2) ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 6 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียง
ในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร   ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตของตน้สูงจนชนฝาขวด ตน้มีการโคง้งอจากความสูง 
อาหารมีลกัษณะเหลว ใบเร่ิมเป็นสีเหลือง ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 
กรัมต่อลิตร  ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร กา้นใบ
เปล่ียนเป็นสีด า มีอาการใบเหลือง 1-2 ใบ ซ่ึงอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีบางตน้
ใบเร่ิมเปล่ียนเป็นสีเหลืองออกน ้าตาล (ภาพท่ี 4.3) 
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 7 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.22 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความ
สูงเท่ากบั 2.25 2.28 และ 2.36 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.79 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1)   
การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดย
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.5 
ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  และ ¼ MS 
ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 3.8 และ 4.0 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร 
½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 7.9 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2)   
ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 7 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 
30 กรัมต่อลิตร   ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีการ
เจริญเติบโตของตน้สูงจนชนฝาขวด จนตน้มีอาการโคง้งอ อาหารมีลกัษณะเหลว ใบเร่ิมเป็นสีเหลือง 
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อ
ลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีกา้นใบเป็นสีด าเขม้ มีอาการใบเหลือง 3-4 ใบ 
อาหารมีลกัษณะเหลว ซ่ึงอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้แสดงอาการซีดเหลือง
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เร่ิมเป็นสีน ้ าตาล ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร  ½ MS ท่ีเติม
ซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีลกัษณะแขง็แรง ใบเขียว ปกติ 
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 8 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.22 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความ
สูงเท่ากบั 2.25 2.28 และ 2.36 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.82 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1)   
การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดย
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัม
ต่อลิตร มีจ านวนใบน้อยท่ีสุดเท่ากนั คือ 3.9 ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร    
¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 4.0 ใบ ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร    
½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 7.9 ใบ (ตารางท่ี 4.2)(ภาพท่ี 4.2) 
ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 8 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 
30 กรัมต่อลิตร   ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีการ
เจริญเติบโตของตน้สูงจนชนฝาขวด จนตน้มีอาการโคง้งอ อาหารมีลกัษณะเหลว ใบเร่ิมเป็นสีเหลือง 
ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อ
ลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีกา้นใบเป็นสีด าเขม้ มีอาการใบเหลือง 3-4 ใบ บาง
ตน้มีใบเหลืองทั้งตน้ อาหารมีลกัษณะเหลว ซ่ึงอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้
แสดงอาการซีดเหลืองเร่ิมเป็นสีน ้ าตาล ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัม
ต่อลิตร  ½ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีลกัษณะ
แขง็แรง ใบเขียว  
 เม่ือท าการเก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน ความสูงของตน้พืชมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความสูงของตน้น้อย
ท่ีสุดเท่ากบั 2.22 เซนติเมตร ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 
กรัมต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีความ
สูงเท่ากบั 2.25 2.28 และ 2.36 เซนติเมตร ตามล าดบั ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.89 เซนติเมตร (ตารางท่ี 4.1)(ภาพท่ี 4.1)   
การนบัจ านวนใบของตน้อ่อนท่ีเพาะเล้ียง พบวา่ มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ โดย
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ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.9 
ใบ ซ่ึงไม่แตกต่างกบัตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  และ ¼ MS 
ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบ เท่ากบั 4.0 และ 4.0 ใบ ตามล าดบั ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 7.9 ใบ (ตารางท่ี 4.2) 
(ภาพท่ี 4.2)  ลกัษณะตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร   ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อ
ลิตร มีการเจริญเติบโตของตน้สูงจนชนฝาขวด จนตน้มีอาการโคง้งอ อาหารมีลกัษณะเหลว ใบมีสี
เหลือง 3-4 ใบ (ภาพท่ี 4.4 ก ง และ ช) ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัม
ต่อลิตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีกา้นใบเป็น
สีด าเขม้ มีอาการใบเหลือง 3-4 ใบ และเร่ิมเป็นสีน ้ าตาลมีบางตน้ตาย อาหารมีลกัษณะเหลว (ภาพท่ี 
4.4 ช ซ และ ฌ) ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร MS ท่ีเติม
ซูโครส 90 กรัมต่อลิตร  ½ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร 
ตน้มีลกัษณะแขง็แรง ใบเขียว ปกติ (ภาพท่ี 4.4) 
 เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองของการเก็บรักษาตน้เนระพูสีไทย บนอาหาร MS สูตรต่างๆ 9 
สูตร เป็นระยะเวลา 9 เดือน พบว่า ความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกั และปริมาณน ้ าตาลมีผลต่อการ
เก็บรักษาตน้พืชในสภาพปลอดเช้ือ ความสูงของตน้เม่ือท าการเก็บรักษาในอาหารทุกความเขม้ขน้ของ
ธาตุอาหารหลกั ( MS  ½ MS และ ¼ MS ) ท่ีมีปริมาณน ้ าตาล 30 60 และ 90 กรัมต่อลิตร จะมีการ
พฒันาความสูงของตน้แตกต่างกนัทางสถิติ ในเดือนท่ี 9 ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติม
ซูโครส 90 กรัมต่อลิตรมีความสูงของตน้นอ้ยท่ีสุด เท่ากบั 2.22 เซนติเมตร และไม่มีการเปล่ียนแปลง
ของความสูงในช่วงเดือนท่ี 4 – 9  ซ่ึงไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ กบัตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารทุก
ความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกั ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ใน
ทุกความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกัมีความสูงตน้มากท่ีสุด โดยตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร มีความสูงตน้มากท่ีสุด เท่ากบั 4.89 เซนติเมตร การนบัจ านวนใบของตน้
พืช จากผลการทดลอง พบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มี
จ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.9 ใบ และไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ กบัตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารทุก
ความเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลกั ส่วนตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อ
ลิตร มีจ านวนใบมากท่ีสุด เท่ากบั 7.9 ใบ และไม่มีการเปล่ียนแปลงของจ านวนใบในช่วงเดือนท่ี 8 – 9 
โดยตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีปริมาณซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ในทุกความเขม้ขน้ของธาตุอาหาร
หลกัมีจ านวนใบน้อยท่ีสุด ลกัษณะตน้ท่ีไดเ้ม่ือเก็บรักษาเป็นเวลา 9 เดือน พบวา่ ตน้ท่ีเพาะเล้ียงใน
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อาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร  ½ MS ท่ีเติมซูโครส 60 กรัมต่อลิตร และ ½ MS ท่ีเติม
ซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ตน้มีลกัษณะแข็งแรง และ ปกติ ใบเขียว และมีรากแข็งแรง (ภาพท่ี 4.4) ตน้ท่ี
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 30 60 และ 90 กรัมต่อลิตร ในช่วงเดือนท่ี 6 – 9 กา้นใบ
เปล่ียนเป็นสีด า ใบเร่ิมมีอาการเหลือง ส่วนตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัม
ต่อลิตร   ½ MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร และ ¼ MSท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ในช่วงเดือนท่ี 
4 – 9 มีการเจริญเติบโตของตน้สูงจนชนฝาขวด อตัราการรอดชีวิตของตน้พืชท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 9 
เดือนพบวา่ ตน้พืชท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร  MS ท่ีเติมซูโครส 60 
กรัมต่อลิตร  และ ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีอตัราการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต ์ส่วนตน้ท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีอตัราการรอดชีวิตต ่าสุด เท่ากบั 50 
เปอร์เซ็นต ์
 
 
 

 

 



ตารางที่ 4.1  ความสูงของตน้เนระพูสีไทย เม่ือท าการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชโดยวิธีการชะลอการเจริญเติบโต บนอาหาร MS สูตรต่างๆ จ านวน 9 สูตร 

        เป็นเวลา 9 เดือน 

 

 

 

 

 

 

 

  
  

 

 

 

 

  1/ ค่าเฉล่ีย  ความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย 

         2/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย โดยวธีิ Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

        **   มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต ์

 
สูตรอาหาร 

ความสูง (เซนติเมตร) 

เดือน 1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน 5 เดือน 6 เดือน 7 เดือน 8 เดือน 9 

1. MS + sucrose 30 g/l 2.91±0.161/cd2/ 3.45±0.17cd 3.69±0.21d 4.03±0.2d 4.08±0.20de 4.22±0.24de 4.28±0.24ef 4.33±0.26d 4.37±0.25ef 

2. MS + sucrose 60 g/l 2.41±0.18 bc 2.50±0.20ab 2.70±0.17bc 2.76±0.18ab 2.82±0.19ab 2.89±0.21ab 2.96±0.23bc 2.96±0.23bc 3.00±0.24bc 

3. MS + sucrose 90 g/l 1.98±0.15ab 2.05±0.11a 2.15±0.11ab 2.18±0.11a 2.23±0.11a 2.24±0.11a 2.25±0.11a 2.25±0.11a 2.25±0.11a 

4. ½ MS + sucrose 30 g/l 3.26±0.17d 3.71±0.17d 3.77±0.17d 3.98±0.22d 4.40±0.2e 4.64±0.22e 4.79±0.23f 4.82±0.22d 4.89±0.20f 

5. ½ MS + sucrose 60 g/l 2.61±0.19c 2.97±0.28bc 3.11±0.30c 3.26±0.33bc 3.40±0.34bc 3.42±0.35bc 3.43±0.35cd 3.43±0.35c 3.45±0.35cd 

6. ½ MS + sucrose 90 g/l 1.81±0.10a 2.03±0.12a 2.17±0.14ab 2.22±0.12a 2.22±0.12a 2.22±0.12a 2.22±0.12a 2.22±0.12a 2.22±0.12a 

7. ¼ MS + sucrose 30 g/l 2.76±0.21c 3.17±0.24cd 3.25±0.23cd 3.40±0.22c 3.56±0.29cd 3.64±0.3cd 3.73±0.33de 3.53±0.27c 3.74±0.34de 

8. ¼ MS + sucrose 60 g/l 1.86±0.15a 2.03±0.13a 2.05±0.14a 2.25±0.14a 2.35±0.19a 2.36±0.19a 2.36±0.19ab 2.36±0.19ab 2.36±0.19ab 

9. ¼ MS + sucrose 90 g/l 2.01±0.17ab 2.12±0.16a 2.21±0.15ab 2.26±0.15a 2.26±0.15a 2.27±0.15a 2.28±0.15ab 2.28±0.15a 2.28±0.15a 

CV (%) 21.9 22.0 21.4 21.1 22.1 22.8 23.3 22.5 23.2 

F –test ** ** ** ** ** ** ** ** ** 
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ตารางที ่4.2  จ  านวนใบของตน้เนระพสีูไทย เม่ือท าการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชโดยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต บนอาหาร MS สูตรต่างๆ จ านวน 9 สูตร 

        เป็นเวลา 9 เดือน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    1/ ค่าเฉล่ีย  ความคลาดเคล่ือนของค่าเฉล่ีย 

          2/  ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย โดยวธีิ Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT) 

        **   มีความแตกต่างกนัทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 เปอร์เซ็นต

 
สูตรอาหาร 

จ านวนใบ (ใบ) 

เดือน 1 เดือน 2 เดือน 3 เดือน 4 เดือน 5 เดือน 6 เดือน 7 เดือน 8 เดือน 9 

1.  MS + sucrose 30 g/l 3.1±0.11/cd2/ 3.4±0.22d 4.4±0.22e 4.9±0.31d 5.2±0.29d 5.9±0.31d 6.6±0.43d 6.8±0.42d 6.8±0.42d 

2. MS + sucrose  60 g/l 2.9±0.1bcd 2.9±0.1bc 3.2±0.13bc 3.6±0.16b 4.1±0.1c 4.2±0.13b 4.4±0.22b 4.8±0.25b 4.8±0.25b 

3. MS + sucrose 90 g/l 2.7±0.15bc 2.7±0.15b 3.1±0.18ab 3.4±0.22b 3.4±0.22ab 3.7±0.21ab 3.8±0.2ab 3.9±0.18a 4.0±0.18a 

4. ½ MS + sucrose 30 g/l 4.0±0.21e 4.6±0.22e 5.6±0.27f 6.2±0.25e 6.4±0.27e 7.1±0.28e 7.9±0.18e 7.9±0.18e 7.9±0.18e 

5. ½ MS + sucrose 60 g/l 3.2±0.13d 3.3±0.15cd 4.0±0.15de 4.2±0.25c 4.8±0.25d 5.1±0.23c 5.1±0.23c 5.4±0.22bc 5.4±0.22bc 

6. ½ MS + sucrose 90 g/l 2.2±0.13a 2.2±0.13a 2.7±0.15a 2.7±0.15a 3.0±0.21a 3.3±0.26a 3.5±0.27a 3.9±0.35a 3.9±0.35a 

7. ¼ MS + sucrose 30 g/l 2.2±0.13a 2.9±0.1bc 3.8±0.13d 4.5±0.17cd 4.8±0.13d 5.2±0.2cd 5.7±0.15c 5.8±0.2c 5.8±0.2c 

8. ¼ MS + sucrose 60 g/l 2.6±0.16b 2.7±0.15b 3.6±0.16cd 4.7±0.15cd 4.9±0.18d 5.2±0.2cd 5.3±0.21c 5.3±0.26bc 5.0±0.33bc 

9. ¼ MS + sucrose 90 g/l 2.1±0.1a 2.6±0.16ab 2.8±0.13ab 3.2±0.13ab 3.7±0.26bc 3.8±0.25ab 4.0±0.26ab 4.0±0.26a 4.0±0.26a 

F –test ** ** ** ** ** ** ** ** ** 
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ภาพที ่4.1  ความสูงของตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชโดยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต 
     บนอาหาร MS สูตรต่างๆ จ านวน 9 สูตร เป็นเวลา 9 เดือน 
 

 
 
ภาพที ่4.2  จ  านวนใบของตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชโดยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต 
     บนอาหาร MS สูตรต่างๆ จ านวน 9 สูตร เป็นเวลา 9 เดือน
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ภาพที ่4.3  ลกัษณะตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาดว้ยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต เป็นเวลา 
     (ก) 1 เดือน  (ข) 3 เดือน  (ค) 6 เดือน และ (ง) 9 เดือน โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร MS สูตร
     ต่างๆ 9 สูตร  
  สูตรอาหาร 1  คือ  MS + Sucrose 30 g/l 
  สูตรอาหาร 2  คือ  MS + Sucrose 60 g/l 
  สูตรอาหาร 3  คือ  MS + Sucrose 90 g/l 
  สูตรอาหาร 4  คือ  ½ MS + Sucrose 30 g/l 
  สูตรอาหาร 5  คือ  ½ MS + Sucrose 60 g/l 
  สูตรอาหาร 6  คือ  ½ MS + Sucrose 90 g/l 
  สูตรอาหาร 7  คือ  ¼ MS + Sucrose 30 g/l 
  สูตรอาหาร 8  คือ  ¼ MS + Sucrose 60 g/l 
  สูตรอาหาร 9  คือ  ¼ MS + Sucrose 90 g/l 

ก 

ข 

ค 

ง 
1 สูตรอาหาร  2 3 4 5 6 7 8 9 
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MS + Sucrose 30 g/l 

 

MS + Sucrose 60 g/l   MS + Sucrose 90 g/l 

½ MS + Sucrose 30 g/l  ½ MS + Sucrose 60 g/l ½ MS + Sucrose 90 g/l 

          
 

         

 

         

 
ภาพที ่4.4  ตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาดว้ยวธีิการชะลอการเจริญเติบโต โดยเพาะเล้ียงบนอาหาร MS 
     สูตรต่างๆ 9 สูตร เป็นเวลา 9 เดือน 

¼ MS+ Sucrose 30 g/l 

 

¼ MS+ Sucrose 60 g/l 

 

¼ MS+Sucrose 90 g/l 

 

ก ข ค 

ง จ ฉ 

ช ซ ฌ 
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ภาพที ่4.5  ความสูงของตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาโดยการชะลอการเจริญเติบโตบนอาหารสูตร 
      MS, ½ MS และ ¼ MS ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสต่างกนั คือ 30, 60 และ 90  
      กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 3 เดือน  
 
 

 
    
 
ภาพที ่4.6  ความสูงของตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาโดยการชะลอการเจริญเติบโตบนอาหารสูตร 
      MS, ½ MS และ ¼ MS ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสต่างกนั คือ 30, 60 และ 90  
      กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 6 เดือน  
 
 
 
 

MS  ½ MS  

MS ¼ MS ½ MS  
30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 

30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 
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ภาพที ่4.7  ความสูงของตน้เนระพสีูไทยท่ีเก็บรักษาโดยการชะลอการเจริญเติบโตบนอาหารสูตร    
      MS, ½ MS และ ¼ MS ท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลซูโครสต่างกนั คือ 30, 60 และ 90 
      กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 9 เดือน  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

¼ MS MS ½ MS  
30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 30 60 90 g/l 
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4.2 การเกบ็รักษาเนือ้เยือ่ปลายยอดพชืเนระพูสีไทยในสภาพเยอืกแข็งโดยใช้เทคนิค encapsulation –       
vitrification 
 จากการทดลองเก็บรักษาปลายยอดเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งท่ี อุณหภูมิ  -196           
องศาเซลเซียส โดยใช้เทคนิค encapsulation – vitrification  โดยการฟอกฆ่าเช้ือเมล็ด และน ามา
เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS เพื่อชกัน าให้เป็นตน้อ่อนในสภาพปลอดเช้ือ เป็นเวลา 3 เดือน คดัเลือก
ตน้อ่อนท่ีไดน้ ามาตดัเน้ือเยื่อส่วนปลายยอดให้ไดข้นาด 2-3 มิลลิเมตร แลว้เพาะเล้ียงบนอาหารปรับ
สภาพเน้ือเยื่อ (preculture) ก่อนท าการทดลองดว้ยการเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์, 0.5 โมลาร์ และ
ไม่เติมน ้ าตาลซูโครส เป็นเวลา 1 วนั จากนั้นน าเน้ือเยื่อปลายยอดเขา้สู่ขั้นตอนการสร้างเมล็ดเทียม 
ด้วยการห่อหุ้มเน้ือเยื่อด้วยโซเดียมอลัจิเนต แล้วน ามาทดลองเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งโดยวิธี 
encapsulation – vitrification  ท าการเปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่สาร cryoprotectant คือ PVS2 ท่ี
เวลา 0, 20, 40, 60 และ 80 นาที เพื่อหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพปลายยอดก่อนท าการ
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เม่ือท าการทดลองเก็บรักษาปลายยอดในสภาพเยือกแข็งเป็นเวลา         
24 ชัว่โมง และน ามาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 1 เดือน พบวา่ ปลายยอดท่ีผา่นการปรับ
สภาพเน้ือเยือ่ในอาหารสูตร MS ท่ีไม่เติมน ้าตาลซูโครส และท าการแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลา
ต่างๆแต่ไม่ผ่านการเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งด้วยการแช่ในไนโตรเจนเหลว ปลายยอดท่ีแช่
สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 20 และ 60 นาที มีอตัราการรอดชีวิตสูงสุด เท่ากนัคือ 10 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไม่
แตกต่างกนัทางสถิติกบัทุกช่วงเวลาของการแช่สารละลาย PVS2  ปลายยอดท่ีผ่านการปรับสภาพ
เน้ือเยื่อในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 0.3 โมลาร์ และท าการแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลา
ต่างๆ พบว่า ปลายยอดท่ีแช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 20 นาที มีอตัราการรอดมีชีวิตสูงสุด เท่ากบั 
33.33 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงไม่แตกต่างทางสถิติกบัปลายยอดท่ีแช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 40 นาที มีอตัรา
การรอดมีชีวิต เท่ากบั 26.67 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา คือ ปลายยอดท่ีแช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 0 60 
และ 80 นาที มีอตัราการรอดชีวิต เท่ากบั 13.33 16.67 และ 13.33 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ส่วน       
ปลายยอดท่ีผา่นการปรับสภาพเน้ือเยื่อในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส 0.5 โมลาร์ และท าการแช่ใน
สารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลาต่างๆ พบวา่ ปลายยอดท่ีแช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 20 นาที มีอตัราการ
รอดมีชีวิตสูงสุด เท่ากบั 30.0 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบัปลายยอดท่ีแช่สารละลาย ท่ี
เวลา 0 40 และ 60 นาที มีอตัราการรอดชีวิต เท่ากบั 16.67 23.33 และ 16.67 ตามล าดบั (ตารางท่ี 4.3) 
ส่วนปลายยอดท่ีเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ไม่มีการรอดชีวิตในทุกช่วงเวลาของการแช่สารละลาย 
PVS2 (ตารางท่ี 4.3) คือเม่ือน าปลายยอดในเมล็ดเทียม ออกมาเพาะเล้ียงบนอาหาร MS เป็นเวลา         
1 สัปดาห์ ปลายยอดเร่ิมเปล่ียนจากสีเขียวซีดลงจนเป็นสีขาวซีด และตายในท่ีสุด (ภาพท่ี 4.9)  
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 จากผลการทดลองเม่ือเปรียบเทียบสูตรอาหารท่ีใช้ในการปรับสภาพเน้ือเยื่อก่อนท าการ
ทดลอง ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์, 0.5 โมลาร์ และไม่เติมน ้ าตาลซูโครส และช่วงเวลาท่ี
เหมาะสมของการแช่สารละลาย PVS2 ในการปรับสภาพปลายยอดก่อนท าการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา่ ปลายยอดท่ีไม่ผา่นการเก็บรักษาดว้ยการแช่ในไนโตรเจนเหลว ท่ีปรับสภาพ
เน้ือเยื่อในอาหารสูตร MS ท่ีเติมซูโครส  0.3 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 20 นาที มีอตัราการ
รอดชีวิตสูงสุด เท่ากบั 33.33 เปอร์เซ็นต ์รองลงมา MS ท่ีเติมซูโครส 0.5 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 
ท่ีเวลา 20 นาที   MS ท่ีเติมซูโครส 0.3 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 40 นาที และ MS ท่ีเติม
ซูโครส 0.5 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 40 นาที มีอตัราการรอดมีชีวิต 30.0  26.67 และ 23.33 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั(ตารางท่ี 4.3) ลกัษณะปลายยอดในเมล็ดเทียม มีการเจริญเติบโตเป็นยอดสีเขียว
โผล่พ้นเมล็ดเทียมออกมา  (ภาพท่ี 4.8) จากผลการทดลองท่ีได้จากการเก็บรักษาปลายยอด      
เนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งดว้ยวิธี encapsulation – vitrification  นั้น ยงัไม่ประสบความส าเร็จ
เพราะปลายยอดท่ีท าการทดลองเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนั้นไม่สามารถรอดชีวิตและเจริญเติบโต
พฒันาเป็นตน้ใหม่ไดห้ลงัการเก็บรักษา 
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ตารางที่ 4.3  อตัราความมีชีวิตของเน้ือเยื่อปลายยอดเนระพูสีไทยท่ีผา่นการ preculture ในอาหาร MS 
       ท่ีเติมน ้าตาลซูโครส 0, 0.3 และ 0.5 โมลาร์  และแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลาต่างๆ
       เม่ือเก็บรักษาปลายยอดพืชในสภาพเยอืกแขง็โดยวธีิ encapsulation - vitrification  

       1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแนวตั้งมีความแตกต่างกนัทางสถิติ เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ีย
             โดยวธีิ Dancan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
         ns  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
         *   มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์

 -LN ปลายยอดท่ีไม่เก็บในไนโตรเจนเหลว   
 +LN ปลายยอดท่ีเก็บในไนโตรเจนเหลว 
 
 

 

 

 

 

 

 

   

เวลาการแช่ 
PVS2 (นาที) 

อตัราการรอดชีวติ (%) 
Preculture บน MS + non 

sucrose  
Preculture บน MS + sucrose 

0.3 M 
Preculture บน MS + sucrose 

0.5 M 
-LN +LN -LN +LN -LN +LN 

0 3.33a1/ 0 13.33c 0 16.67ab 0 
20 10.00a 0 33.33a 0 30.00a 0 
40 6.67a 0 26.67ab 0 23.33ab 0 
60 10.00a 0 16.67bc 0 16.67ab 0 
80 6.67a 0 13.33c 0 13.33b 0 

F –test ns  *  ns  
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ภาพที่ 4.8  เน้ือเยื่อปลายยอดเนระพูสีไทยท่ีผา่นการ preculture บนอาหาร MS ท่ีเติมซูโครส 0, 0.3, 
      และ 0.5 โมลาร์ ผา่นการแช่สารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลาต่างๆ และเพาะเล้ียงบนอาหาร
      สูตร MS เป็นเวลา 1 เดือน  
  ก) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS  
  ข) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS + sucrose 0.3 M 
  ค) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS + sucrose 0.5 M 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0 20 40  60  80  นาท ี

ก 

ข 

ค 
แช่ PVS2 
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ภาพที่ 4.9  เน้ือเยื่อปลายยอดเนระพูสีไทยท่ีผา่นการ preculture บนอาหาร MS ท่ีเติมซูโครส 0, 0.3, 
      และ 0.5 โมลาร์ ผา่นการแช่สารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลาต่างๆ เก็บรักษาใน   
     ไนโตรเจนเหลว 24 ชัว่โมง และเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 1 เดือน  
  ก) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS 
  ข) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS + sucrose 0.3 M 
  ค) ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี preculture บนอาหารสูตร MS + sucrose 0.5 M 
 

ก ข ค 



บทที ่5 
วจิารณ์ผลการทดลอง สรุปผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 วจิารณ์ผลการทดลอง 
 5.1.1 การเกบ็รักษาต้นเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการเจริญเติบโต 
 จากการเก็บรักษาตน้เนระพสีูไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการเจริญเติบโตในอาหาร 
MS สูตรต่างๆ 9 สูตร เป็นเวลา 9 เดือน พบวา่ อาหารสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 90 กรัมต่อลิตร มีความ
สูงของตน้นอ้ยท่ีสุด เท่ากบั 2.22 เซนติเมตร และมีจ านวนใบนอ้ยท่ีสุดเท่ากบั 3.9 ใบซ่ึงจะเห็นไดว้า่
สูตรอาหารท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสจะยืดอายุการเจริญของปลายยอดและตน้อ่อนไดดี้เน่ืองจากซูโครส
เป็นสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็ก สามารถซึมผ่านเข้าไปในเซลล์ได้ดี และท าให้เซลล์รับสารอาหาร
ไดม้ากข้ึนตลอดจนเป็นแหล่งคาร์บอนให้เซลล์ไปใชส้ร้างผนงัเซลล์หรือไปเปล่ียนขนาดของเซลล์ท า
ให้ผนงัเซลล์มีความยืดหยุ่นมากข้ึนป้องกนัการดึงน ้ าออกจากเซลล์และช่วยรักษาแรงดนัออสโมติก 
ท าให้ตน้พืชแข็งแรงข้ึน สามารถทนต่อความเครียด (stress) ต่างๆ นอกจากน้ียงัเป็นสารอาหารให้
พลงังาน ท าใหเ้ซลลส์ามารถน าพลงังานไปใชผ้ลกัดนัขบวนการเมตาโบลิซึมต่างๆในเซลล์ได ้เน้ือเยื่อ
อยู่ในสภาพท่ีดี การลดปริมาณสารอาหารหรือการจ ากัดอาหารร่วมกับการเพิ่มน ้ าตาลสามารถ     
ชะลอการเจริญเติบโตของพืชไดท้  าให้พืชสามารถเก็บรักษาไดใ้นระยะปานกลาง และอาหารท่ีใชใ้น
การชะลอการเจริญเติบโต อาจลดความเขม้ขน้ลงเหลือเพียงคร่ึงหรือหน่ึงในส่ีก็สามารถท าให้พืช
เจริญเติบโตชา้ลงไดท้ั้งน้ีข้ึนกบัชนิดของพืช (รังสฤษด์ิ, 2545) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Bonnier 
and Van Tuyl (1997) ท่ีศึกษาการเก็บเน้ือเยื่อของหวัลิลล่ีในสภาพปลอดเช้ือภายใตส้ภาวะอุณหภูมิท่ี
แตกต่างกนั 2 ระดบัคือ -2 และ 25 องศาเซลเซียส ร่วมกบัธาตุอาหารหลกั 2 ชนิดคือ MS และ ¼ MS ท่ี
มีน ้ าตาล 6 และ 9 เปอร์เซ็นต์ พบว่า เน้ือเยื่อของหัวลิลล่ีท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร ¼ MS ท่ี
ประกอบดว้ยน ้ าตาล 9 เปอร์เซ็นต ์ และเก็บรักษาไวท่ี้ 25 องศาเซลเซียส มีอตัราการรอดชีวิตสูงท่ีสุด
เม่ือเก็บรักษาไวเ้ป็นเวลา 28 เดือน และมีอตัราการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อต ่าท่ีสุด  เน่ืองจากมีการลด
ความเขม้ข้นของธาตุอาหารต ่ากว่าปกติและเพิ่มความดนัออสโมติกโดยการเพิ่มความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาล ส่วนเน้ือเยื่อท่ี เก็บรักษาไวท่ี้ -2 องศาเซลเซียส เกิดอาการตายในระหว่างการเก็บรักษา 
เน่ืองจากตน้เส่ือมโทรมในสภาวะอุณหภูมิต ่าและอาหารแข็งตวั ส่วนการทดลองของ สุจิตรา (2541) 
รายงานวา่กลว้ย Abaca ท่ีน ามาเล้ียงในอาหาร 1/2 MS สามารถยืดอายุการยา้ยเน้ือเยื่อ 1 ปี และการเติม
น ้ าตาลซูโครสในอาหาร ½ MS ท าให้อตัราการรอดชีวิตของกลว้ย Abaca สูงกวา่ในสูตร ½ MS ท่ีไม่
เติมน ้ าตาลโดยการเติมน ้ าตาลซูโครส 15 และ 30 กรัมต่อลิตร มีผลของอตัราการรอดชีวิต 60 และ 75 
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เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ นอกจากน้ียงัมีรายงานของ อรดี (2541) ซ่ึงรวบรวมพันธ์ุกล้วยโดยวิธี  
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยเก็บในหลอดทดลองท่ีมีฝาปิดขนาด 2.5 x 10 เซนติเมตร บรรจุอาหาร MS ท่ีเติม            
น ้ ามะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต์ BA 5 มิลลิกรัมต่อลิตร หลอดละ 10 มิลลิลิตร ในห้องอุณหภูมิ 25-28   
องศาเซลเซียส ให้แสง 12 ชัว่โมงต่อวนั สามารถอยูร่อดได ้1 ปี โดยไม่ตอ้งเปล่ียนอาหารและไม่ตอ้ง
ใช้สารชะลอการเจริญเติบโต และการเก็บรักษาในขวดทดลองขนาดเล็กเป็นการจ ากดัอากาศ โดย
สัดส่วนของออกซิเจนมีบทบาทส าคญัต่อการเจริญเติบโตคือ อตัราการเจริญเติบโตของตน้พืชจะลดลง
เม่ืออตัราส่วนของออกซิเจนต ่ากว่า 50 มิลลิเมตรของปรอท และพบว่าไม่มีผลต่อการเจริญและ
ลกัษณะของพืชหลงัยา้ยออกปลูกในธรรมชาติ (Dodds, 1991) โดย สนธิชยั (2548) ไดศึ้กษาผลการลด
การเจริญเติบโตของพืชวงศ์ขิง 3 ชนิด  ไดแ้ก่ ขิง ไพล และขมิ้นออ้ย พบว่า การใช้อาหารสูตร MS 
ร่วมกบั น ้ าตาลซูโครส 40 - 60 กรัมต่อลิตร หรือน ้ าตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ร่วมกบั mannitol 30 
กรัมต่อลิตร หรือ อาหารสูตร ½ MS ร่วมกบัน ้าตาลซูโครส 40 - 50 กรัมต่อลิตร หรือน ้ าตาลซูโครส 30 
กรัมต่อลิตร ร่วมกบั mannitol  30 - 40 กรัมต่อลิตร สามารถชะลอการเจริญเติบโตได ้ โดยเพาะเล้ียง
ในอาหารเดิมไดน้านอยา่งนอ้ย 8 เดือน 
 
 5.1.2 การเก็บรักษาเนื้อเยื่อปลายยอดพืชเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยใช้เทคนิค 
encapsulation –  vitrification 
  จากการทดลองเก็บรักษาปลายยอดเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยใช้เทคนิค 
encapsulation – vitrification ดว้ยการห่อหุ้มเน้ือเยื่อดว้ย โซเดียมอลัจิเนต มีลกัษณะเป็นเมล็ดเทียม 
พบวา่เน้ือเยือ่ปลายยอดท่ีเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง หลงัจากน าออกจากการเก็บในไนโตรเจนเหลว
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส มาเล้ียงบนอาหารสูตร MS สภาพเน้ือเยื่อจะมีสีเขียวและเร่ิมซีดลงจน
เป็นสีขาวเม่ือเล้ียงไปได้ 1 สัปดาห์ในทุกการทดลอง แสดงว่าเน้ือเยื่อปลายยอดดงักล่าว ไม่มีการ   
รอดชีวิต และไม่มีการเจริญเติบโตพฒันาเป็นตน้ใหม่ได ้วิธี encapsulation – vitrification นั้นถึงแมว้า่
จะมีการห่อหุ้มเน้ือเยื่อปลายยอดดว้ยโซเดียมอลัจิเนต ท่ีช่วยป้องกนัไม่ให้เน้ือเยื่อไดรั้บอนัตรายเม่ือ
ผา่นการเก็บรักษาในสภาพเยอืกแขง็ เน้ือเยือ่ก็ไม่สามารถเจริญเติบโตและมีชีวิตรอดได ้ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บั
ความสมบูรณ์ของเน้ือเยือ่ และความสามารถในการตดัเน้ือเยือ่ใหไ้ดข้นาดท่ีพอเหมาะ 
 จากผลการทดลองท่ียงัไม่ประสบผลส าเร็จนั้น พบวา่มีปัจจยัหลายประการท่ีเก่ียวขอ้งไดแ้ก่ 
ธรรมชาติ และสรีระวทิยาของเน้ือเยือ่ก่อนท าการเก็บ โดยอายุของเน้ือเยื่อท่ีอ่อนจะให้ผลดีกวา่  อตัรา
การอยูร่อดของเซลลข้ึ์นอยูก่บัความสมดุลระหวา่งอตัราการลดลงของอุณหภูมิอยา่งชา้ๆ กบัอตัราการ
สูญเสียน ้าออกจากเซลล ์(รังสฤษด์ิ, 2540)  
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 ในขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อ (preculture) ไดท้  าการเตรียมเน้ือเยื่อปลายยอดเนระพูสีไทยบน
อาหาร 3 สูตรไดแ้ก่  อาหารสูตร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์  0.5 โมลาร์ และไม่เติมน ้ าตาล
ซูโครส จากผลท่ีได ้พบวา่ ปลายยอดท่ีไม่แช่ในไนโตรเจนเหลว ท่ีเตรียมเน้ือเยื่อ บนอาหารสูตร MS 
ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์ แช่สารละลาย PVS2 เป็นเวลา 20 นาที จะให้อตัราความมีชีวิตรอด
ของปลายยอดสูงกว่าสูตรอาหารท่ีไม่มีการเติมน ้ าตาลซูโครส หรือ เติมน ้ าตาลมากเกินไป การเติม
น ้ าตาลซูโครสในอาหารเตรียมเน้ือเยื่อ มีผลท าให้ปริมาณน ้ าในเซลล์ลดลงโดยหากความเขม้ขน้ของ
น ้ าตาลซูโครสมากข้ึน น ้ าภายในเซลล์ก็จะยิ่งลดลง การเตรียมความพร้อมของเน้ือเยื่อก่อนท าการ   
เก็บรักษา สามารถท าได้หลายวิธี ข้ึนอยู่กบัชนิดพืช และช้ินส่วนท่ีเก็บรักษา เช่น เติมซูโครสความ
เขม้ขน้สูงในอาหารเพาะเล้ียง การลดความช้ืนบางส่วน หรือการให้อากาศเยน็ (cold pretreatment) 
โดยส่วนใหญ่นิยมใชน้ ้าตาลซูโครส  Engelmann et al. (1995) กล่าววา่การ pretreatment ในอาหารเติม
น ้าตาลซูโครส เป็นการเพิ่มการสร้าง และสะสมแป้งบริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เซลล์มีขนาดใหญ่ และ
เพิ่มออสโมติคัม ช่วยป้องกันความเสียหายในระหว่างการสูญเสียน ้ า  และการแข็งตัวใน
ไนโตรเจนเหลว ขนาดของเน้ือเยื่อก็มีผลเช่นกนั ในการตดัเน้ือเยื่อปลายยอดขนาดเล็กตอ้งมีความ
ช านาญเพื่อให้ได้เน้ือเยื่อท่ีมีขนาดท่ีเหมาะสม อาจต้องท าการตัดภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ซ่ึง         
Panis et al. (2005) รายงานขนาดฐานของเน้ือเยื่อส่วนยอดต่ออตัรารอดชีวิต หลงัการเก็บรักษาของ
กลว้ยพนัธ์ุ Williams (AAA group) พบวา่ขนาด 1 มิลลิเมตร ให้อตัรารอดชีวิตสูงสุด 65.8 เปอร์เซ็นต ์
ขนาดท่ีใหญ่กว่าน้ีให้อตัรารอดชีวิตลดลงตามล าดบั ส่วนขนาดเล็กกวา่น้ีไม่เหมาะสมเน่ืองจากเส่ียง
ต่อความเสียหายเน่ืองจากการตดั 
 ในขั้นตอนการเก็บรักษาปลายยอดในสภาพเยือกแข็งด้วยเทคนิค encapsulation –  
vitrification โดยน าปลายยอดในเมล็ดเทียม แช่ในสารละลาย cryoprotectants คือ PVS2 ท่ีช่วงเวลา
ต่างๆเพื่อหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมในขั้นตอนของการปรับสภาพปลายยอดก่อนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว พบวา่ หลงัจากแช่ไนโตรเจนเหลว 24 ชัว่โมง ปลายยอดเปล่ียนจากสีเขียวเป็นสีขาว
ซีดหลังจากเพาะเล้ียงไปได้ 1 สัปดาห์ แสดงว่า ปลายยอดไม่สามารถรอดชีวิตหลังการเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว ส่วนปลายยอดท่ีไม่ได้ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลว คือ ทดลองในสภาพปกติ      
ปลายยอดท่ีแช่สารละลาย PVS2 ท่ีเวลา 20 นาทีปลายยอดมีอตัราการรอดชีวิตสูงสุด เท่ากบั 33.33 
เปอร์เซ็นต ์ส่วนช่วงเวลาแช่ 0 และ 80 นาที มีอตัราการรอดชีวิตต ่าสุด เท่ากบั 3.3 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่  
สารละลาย PVS2 มี ผลต่อการรอดชีวิตของปลายยอดเนระพูสีไทย คือ เม่ือระยะเวลาการแช่ใน
สารละลาย PVS2 เพิ่มข้ึนเมล็ดเทียมมีอตัราการรอดชีวิตลดลง  ในขั้นตอนการดึงน ้ าออกจากเซลล์ ถา้
ใช้ชนิดของสาร cryoprotectant และความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะเป็นตวัช่วยป้องกนัอนัตรายจากการ 
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ตกผลึกของน ้ าแข็ง ป้องกนัความเสียหายท่ีจะเกิดกบัเยื่อหุ้มเซลล์และตอ้งค านึงถึงความสามารถใน
การซึมเขา้สู่เน้ือเยื่อของสาร การป้องกนับาดแผลท่ีเกิดจากแรงดนัออสโมติคมัมากเกินไป ตลอดจน
ความเป็นพิษของสารเคมี (Rall, 1987) สุจิตรา (2541) กล่าววา่ PVS2 ท่ีซึมเขา้สู่เซลล์เน้ือเยื่อปลายยอด
กล้วยในปริมาณท่ีไม่เหมาะสมอาจใช้เวลาน้อยเกินไป จึงท าให้สารไม่สามารถปกป้องเซลล์ให้
ทนทานต่อการเก็บในอุณหภูมิต ่ามากๆได ้หรืออาจใชเ้วลามากเกินไป จนมีผลท าให้เกิดพิษต่อเน้ือเยื่อ
และตายก่อนท่ีจะเก็บในไนโตรเจนเหลว สารท่ีเป็นองคป์ระกอบของสารละลาย PVS2  เป็นสารท่ีมี
คุณสมบติัในการปกป้องเน้ือเยื่อพืชจากอนัตรายขณะแช่แข็ง โดยไปมีผลต่อแรงดนัออสโมติกของ
เซลล์ โดยการดึงน ้ าออกจากเซลล์ และอาจไปมีผลในการปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์ด้วย นอกจากน้ีใน
สารละลาย  PVS2 ยงัมี สารไดเมทธิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) เป็นส่วนประกอบ  ซ่ึงหากใช้ ในความ
เขม้ขน้ท่ีสูงอาจมีผลไปรบกวนกระบวนการเมตาบอลิซึมของ RNA  และโปรตีน  ก่อให้ เกิดการกลาย
พนัธ์ุในพืชได ้ ซ่ึงการเคลือบช้ินส่วนพืชดว้ยสาร โซเดียมอลัจิเนต ก่อนการได ้รับสารละลายสามารถ
ช่วยลดความเป็นพิษของสารละลายเหล่าน้ีลงได ้Takagi et al. (1997) เปรียบเทียบขนาดของเผือกต่อ
การทนต่อสารประกอบ PVS2 โดยแช่เป็นระยะเวลา 10 - 60 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบวา่ 
ปลายยอดขนาด 0.8 และ 2 มิลลิเมตร และตาขา้ง 1 - 1.5 มิลลิเมตร มีอตัรารอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต ์
เม่ือแช่ใน PVS2 เป็นเวลา 20 นาที อยา่งไรก็ตามหลงัจากแช่นานกวา่ 30 นาที ความมีชีวิตของช้ินส่วน
ค่อยๆลดลงโดยขนาดช้ินส่วนปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร ลดลงมากท่ีสุด และเม่ือแช่เป็นเวลา 60 
นาที ความมีชีวติเป็น 60, 65 เปอร์เซ็นต ์และ 80 เปอร์เซ็นต ์ในช้ินส่วนปลายยอดขนาด 0.8 มิลลิเมตร          
2 มิลลิเมตร และตาขา้ง ตามล าดบั นอกจากน้ี Yin and Hong  (2009) ไดร้ายงานถึงการเก็บรักษา       
โพรโทคอร์มกล้วยไม ้ D. candidum โดยการผลิตเป็นเมล็ดเทียมก่อนแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ี
อุณหภูมิ 25องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที เมล็ดเทียมมี อตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 76.2 เปอร์เซ็นต ์
ในขณะท่ีเมล็ดเทียมท่ีแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 150 นาที         
โพรโทคอร์มมีอตัราการรอดชีวิตสูงถึง 89.4 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ี ยงัมีขั้นตอนของการน าเน้ือเยื่อ
ออกสู่อุณหภูมิปกติท่ีเป็นปัจจยัแห่งความส าเร็จในการเก็บรักษาเน้ือเยื่อในสภาพเยือแข็ง อีกประการ
หน่ึง 
   จากรายงานความส าเร็จในการเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชแต่ละชนิด พบว่า โดยทัว่ไปปัจจยัท่ี
ส่งเสริมความมีชีวิตรอดหลังผ่านกระบวนการเก็บในไนโตรเจนเหลว ประกอบด้วย ช้ินส่วนท่ี
น ามาใช้ เทคนิคหรือวิธีการในการเตรียมช้ินส่วนเพื่อให้มีความทนต่ออุณหภูมิต ่าเม่ือมีการแช่ใน
ไนโตรเจนเหลวตลอดจนการละลายน ้าแขง็ และเพาะเล้ียง ซ่ึงแตกต่างกนัในพืชแต่ละชนิด  
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 การทดลองเก็บรักษาปลายยอดเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้นั้น ไม่
สามารถชกัน าพืชตน้ใหม่จากช้ินส่วนปลายยอดหลงัจากแช่ในไนโตรเจนเหลวได ้และไม่สามารถช้ี
ชดัไดว้า่เกิดจากปัจจยัตวัใด ทั้งน้ีเน่ืองจากแต่ละปัจจยัหรือแต่ละขั้นตอนมีผลต่อเน่ืองกนั และลว้นแต่
มีผลต่อความส าเร็จในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ส าหรับการศึกษาต่อไปในการเก็บรักษาเช้ือ
พนัธ์ุพืชเนระพูสีไทยโดยใชช้ิ้นส่วนปลายยอด โดยใชเ้ทคนิคบนพื้นฐานของ vitrification นั้น อาจจะ
ศึกษาเปรียบเทียบชนิดและความเข้มข้นของสารหรือน ้ าตาลเพิ่มเติม ตั้ งแต่การ pretreatment 
องคป์ระกอบของสาร cryoprotectants  นอกจากน้ีตอ้งตรวจสอบความมีชีวิตและการพฒันาเป็นพืช  
ตน้ใหม่ทุกขั้นตอน เพื่อใหท้ราบถึงปัจจยัหรือขั้นตอนท่ีมีผลต่อการรอดชีวิตของช้ินส่วนพืชท่ีทดลอง
เก็บรักษาดว้ยวธีิน้ี 
  
5.2 สรุปผลการวจัิย 
 การศึกษาหาวิธีการเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือท าให้ทราบ
วธีิการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมของพืชเนระพสีูไทย โดยสรุปไดด้งัน้ี 
 1. การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพูสีไทยในสภาพปลอดเช้ือโดยชะลอการเจริญเติบโต 
สูตรอาหารท่ีเหมาะสมและสามารถชะลอการเจริญเติบโตให้ชา้ลงไดดี้ท่ีสุดคือ อาหารสูตร ½ MS ท่ี
เติม ซูโครส 90 กรัมต่อลิตร ต้นพืชมีความสูงของตน้ และมีจ านวนใบน้อยท่ีสุด เท่ากบั 2.22 
เซนติเมตร และ 3.9 ใบ ตามล าดบั  ตน้มีลกัษณะสมบูรณ์ แขง็แรง เป็นปกติ 
 2. การเก็บรักษาปลายยอดพืชเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งโดยวิธี encapsulation – 
vitrification การปรับสภาพปลายยอดบนอาหาร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 0.3 โมลาร์ แช่สารละลาย 
PVS2 เป็นเวลา 20 นาที ก่อนการเก็บในไนโตรเจนเหลว พืชมีอตัราความมีชีวิตสูงสุด เท่ากบั 33.33 
เปอร์เซ็นต์ เม่ือน าปลายยอดพืชจากการปรับสภาพมาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง เน้ือเยือ่ปลายยอดไม่สามารถพฒันา และเจริญเติบโตเป็นตน้ใหม่ได ้

  
5.3 ข้อเสนอแนะ 
 1. การเก็บรักษาตน้อ่อนพืชเนระพูสีไทยในสภาพการชะลอการเจริญเติบโตโดยวิธีการลด
ความเขม้ขน้ของสารอาหาร (½ MS และ ¼ MS) และใช้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสต่างกนั       
ตน้เนระพูสีไทยสามารถเก็บรักษาไดดี้ในสูตรอาหาร ½ MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครสความเขม้ขน้ 90   
กรัมต่อลิตร จากผลการศึกษาสามารถน าไปพฒันาต่อยอด เก่ียวกับความสามารถของพืชในการ
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เจริญเติบโตและการรอดชีวิตเม่ือยา้ยตน้ท่ีเก็บรักษาออกปลูกในสภาพแวดลอ้มภายนอก ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์ในการพฒันาต่อไป 
 2. การเก็บรักษาปลายยอดพืชเนระพูสีไทยในสภาพเยือกแข็งนั้น ตอ้งมีการศึกษาทดลอง
ปรับเปล่ียนเทคนิค ของขั้นตอนในการเก็บรักษา มีความระมดัระวงัการปฏิบติัในทุกขั้นตอน เช่น
ขั้นตอนการ preculture การศึกษาชนิดของสาร cryoprotectant และระยะเวลาในการแช่สาร 
cryoprotectant ในการทดลองเก็บรักษาต่อไป 
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ตารางผนวกที ่1  องคป์ระกอบของอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (1962) 

ธาตุอาหาร ปริมาณ (มลิลกิรัม/ลติร) 

Macronutrients  
NH4NO3 1,650.00 
KNO3 1,900.00 
CaCl22H2O 440.00 
MgSo4.7H2O 370.00 
KH2PO4 170.00 
Micronutrients  
KI 0.83 
H3BO3 6.20 
MnSO4H2O 22.30 
ZnSO4.7H2O 8.60 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
Fe-EDTA Solution  
FeSO4.7H2O 27.80 
Na2-EDTA 37.20 
Organic compounds  
Glycine 2.00 
Nicotinic acid 0.50 
Pyridoxine-HCl 0.50 
Thiamine-HCl 0.10 
Myo-inositol 100.00 
Others  
Sugar 30,000 
Phytagel 2,500 
PH 5.6 
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ตารางผนวกที ่2  การวเิคราะห์ความแปรปรวนของความสูงตน้เนระพสีูไทย ท่ีเก็บรักษาโดยการชะลอ
               การเจริญเติบโตบนอาหาร MS สูตรต่างๆ 9 สูตร เป็นเวลา 3, 6 และ 9 เดือน 

SOV df Mean Square 
เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 

Treatments 8 4.71 ** 8.52 ** 10.03 ** 
Error 81 0.36 0.5 0.54 
Total 89    

** แตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 % 
 
 
ตารางผนวกที ่3  การวเิคราะห์ความแปรปรวนของจ านวนใบตน้เนระพสีูไทย ท่ีเก็บรักษาโดย 
  การชะลอการเจริญเติบโตบนอาหาร MS สูตรต่างๆ 9 สูตร เป็นเวลา 3, 6 และ 9 
  เดือน 

SOV df Mean Square 
เดือน 3 เดือน 6 เดือน 9 

Treatments 8 0.064 ** 0.012 ** 0.015 ** 
Error 81 0.003 0.0005 0.0006 
Total 89    

** แตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 99 % 
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ตารางผนวกที ่4  การวเิคราะห์ความแปรปรวนอตัราความมีชีวติของเน้ือเยือ่ปลายยอดเนระพสีูไทยท่ี
  ผา่นการ preculture ในอาหารสูตร MS ท่ี เติมน ้าตาลซูโครส  0, 0.3 และ 0.5 โมลาร์ 
  และแช่ในสารละลาย PVS2 ท่ีช่วงเวลาต่างๆ เม่ือเก็บรักษาปลายยอดพืชในสภาพ
  เยอืกแขง็โดยวธีิ encapsulation-vitrification 

ns  ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

* แตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 % 

 

SOV df Mean Square 

MS + non sucrose MS + sucrose 0.3 M MS + sucrose 0.5 M 

Treatments 4 0.0014ns 0.046 * 0.026ns 

Error 10 0.051 0.008 0.01 

Total 14    



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

ผลงานที่ตพีมิพ์เผยแพร่ 
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ประวตัผิู้วจิยั 
 

ช่ือ-สกุล       นางสาววรินทร์พร จ๋ิวรัตนสกุล 
วนั เดือน ปีเกดิ     10 ตุลาคม 2527 
ทีอ่ยู่        29 หมู่ 8 ต าบลบางแขม อ าเภอเมือง จงัหวดันครปฐม 73000 
การศึกษา ส าเร็จการศึกษาวทิยาศาสตรบณัฑิต วชิาเอกชีววทิยาประยกุต ์คณะวทิยาศาสตร์

และเทคโนโลย ี 
มหาวทิยาลยัราชภฎันครปฐม ปี พ.ศ. 2550 

ประสบการณ์ท างาน   ผูช่้วยนกัวจิยัในหอ้งปฏิบติัการ ต าแหน่ง นกัวชิาการเกษตร ส านกัวจิยัพฒันา
เทคโนโลยชีีวภาพ คลอง 6 อ าเภอธญับุรี จงัหวดัปทุมธานี กรมวชิาการเกษตร 
พ.ศ. 2550 ถึง ปัจจุบนั  

ผลงานทางวชิาการ น าเสนอผลงานทางวชิาการ ในหวัขอ้ การเก็บรักษาเช้ือพนัธุกรรมพืชเนระพสีูไทย
ในสภาพปลอดเช้ือโดยการชะลอการเจริญเติบโต ในการประชุมวชิาการ พืชสวน
แห่งชาติ คร่ังท่ี 13 “ นวตักรรมพืชสวนเพื่อชีวิตท่ียนืยาวอยา่งเป็นสุข” 
ณ โรงแรมเซ็นทาราแอนดค์อนเวนชัน่เซ็นเตอร์ จงัหวดัขอนแก่น 29-31 กรกฎาคม 
2557 

เบอร์โทรศัพท์ 086-8061198 
อเีมล์ oil_bio27@hotmail.com 
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