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การใชเทคนิค encapsulation-vitrification ในเก็บรักษาพันธุกรรม 
กลวยไมเข็มขาวภายใตสภาพเยือกแข็ง 
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บทคัดยอ 

ประเทศไทยเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติที่สําคัญของกลวยไมปา ปจจุบันกลวยไมปาไดมีการ
ลดความหลากหลายทางพันธุกรรมอยางรวดเร็ว สาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงสภาพแหลงอาศัย และ
การใชประโยชนทางการคา เชนการสะสมกลวยไมและการเก็บออกจากปา เนื่องจากการเก็บรักษา
พันธุกรรมแบบสภาพเยือกแข็งเปนวิธีการที่มีความเหมาะสม ในดานของการจัดการที่มีประสิทธิภาพ จึง
ไดทดลองใชเทคนิควิธีการ encapsulation-vitrification  สําหรับการเก็บรักษาระยะยาวในกลวยไมเข็ม
ขาว ซึ่งผลการทดลองหลังจากผานการแชไนโตรเจนเหลว พบวา โปรโตคอมที่ไดรับ glutathione 20 
ppm. และแชสาร PVS2 3.5 ชั่วโมง ทําใหโปรโตคอมมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตหลังการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวสูงสุด แตไมสามารถเจริญได 
 
 
Abstract 

Thailand is the important natural resource of wild orchids. At present, high rate of 
reduction in genetic diversity of wild orchids due to habitat destruction and commercial 
exploitation (such as plant collection and deforestation) is realized. As cryopreservation is the 
suitable technique for efficient management of germplasm storage, encapsulation-vitrification 
technique was used for long term storage of Vanda lilacina T&B. Results revealed that protocom 
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treated with 20 ppm. of glutathione and exposure period of  PVS2 at 3.5 hours had highest 
survival percentage, but protocom could not regenerate. 
 
 
บทนํา 

ประเทศไทยเปนแหล งกํ า เนิดกล วยไม
มากกวา 1,000ชนิด (อบฉันท ไทยทอง, 2543) ซึ่ง
กลวยไมนิยมใชเปนไมตัดดอกและไมกระถาง จึง
เปนไมดอกไมประดับที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ 
แตปจจุบันไดมีการสูญพันธุไปบางและกําลังจะสูญ
พันธุอีกเปนจํานวนมาก โดยการกระทําของมนุษย
ทั้งทางตรงและทางออม จึงจําเปนตองดําเนินการ
อนุรักษอยางจริงจัง การเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง
(cryoreservation) เปนวิธีการที่นิยมใชมาก
เนื่องจากใชพ้ืนที่ แรงงาน และการดูแลรักษานอย 
ลดการเสี่ยงอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพภูมิอากาศ การทําลายของศัตรูพืชและการ
ดูแลรักษาไมเหมาะสม นอกจากนี้ยังสะดวกในการ
แลกเปล่ียนเชื้อพันธุพืชระหวางประเทศ เนื่องจาก
ขนาดเล็ก สะดวกในการขนสงและปลอดศัตรูพืช 
(ครรชิต ธรรมศิริ, 2541) ซึ่งเทคนิคencapsulation- 
vitrification เปนวิธีการผสมผสานระหวางวิธี 
vitrification และ encapsulation โดยชิ้นสวนพืช
นํามาหุมดวย alginate bead แลวดึงน้ําออกโดยแช
สารละลาย cryoprotectant เหมือนวิธี vitrification 
(Engelmann, 2000) โดยalginate bead จะมีสวน
ในการปองกันการสูญเสียน้ํา และปองกันออสโมติก 
เมื่อแชในสารละลายของ vitrification (Hirai and 
Sakai, 1999) พบวาประสบความสําเร็จในการเก็บ
รั ก ษ าพื ช ม า แ ล ว ห ล า ย ชนิ ด ไ ด แ ก  wasabi 
(Matsumoto et al.,1995) , strawberry (Hirai et 
al.,1998) , potatoes (Hirai and Sakai ,1999) , 
‘Troyer’ citrange (Wang ,2002) , sweet potato 
(Haria and Sakai ,2003) , African violet (Moges 
et. al.,2004) , Gentain (Tanaka ,2004)  การเก็บ
รักษาในสภาพเยือกแข็งเปนการเก็บรักษาชิ้นสวน
พืชที่อุณหภูมิไนโตรเจนเหลว ประมาณ -196   ํC  

 
พบวานอกจากอันตรายที่เกิดจากผลึกน้ําแข็งแลว 
ยังมีสาเหตุทางชีวเคมีที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ทางเมตาบอลิซึม ในชวงขั้นตอนและการเก็บรักษา
สภาพเยือกแข็ง ที่จะนําไปสูการเกิดสารพิษจําพวก
สารอนุมูลอิสระ (free radical) ที่สําคัญ ไดแก 
hydroxyl radical (˚OH) และ superoxide radical 
(O2˚) และสามารถเปลี่ยนเปน hydrogen peroxide 
(H2O2) และ singlet oxygen (O2˚) ได โดยสาร
อนุมูลอิสระ จะไปจับรวมกับสวนประกอบของ lipid 
บนเย่ือหุมเซลล (membrane) เปล่ียนเปนรูป lipid 
peroxides มีผลทําใหเย่ือหุมเซลลเสียสภาพ และ
เกิดการสะสมของ aldehydes, hydrocarbon และ 
cross-linked products (Dumet and Benson, 
2000) จากการศึกษา พบวา สาร glutathione 
(GSH) เปนสารยับย้ังการเกิดสารอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) สามารถทําปฏิกิริยากับสารอนุมูล
อิสระ ไมใหเกิดสารพิษได โดยการเปลี่ยนเปนรูป 
oxidized glutathione (GSSH)  ซึ่งมีผลตอการ
ยับย้ังการเกิด acyl peroxides ในปฏิกิริยา lipid 
peroxides reaction บริเวณเยื่อหุมเซลล 
(Makersie, 1996)  จากผลการทดลองใน
หองควบคุมความเย็นพบวา จะมีการเพิ่มของสาร 
reduced glutathione (GR) ในใบของพืชที่
ตานทานความเย็นของพืชมะเขือเทศ (Walker and 
Mekersie, 1993) ขาวโพด (Kocsy et al., 1996) 
และ Zea diperennis (Jahnek et. al., 1991)  สวน
ในแปลงทดลองพืชจําพวกธัญญะพืช ที่เปน frost 
tolerance ก็ใหผลเชนเดียวกัน (Janda et al., 
2003) ดังนั้น การทดลองนี้จึงศึกษาถึงการเก็บ
รักษากลวยไมเข็มขาวดวยเทคนิคencapsulation-
vitrification แ ล ะ ศึ ก ษ า ถึ ง อิ ท ธิ พ ล ข อ ง ส า ร
glutathione ตอการเก็บรักษาพันธุกรรมกลวยไม 
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เ พ่ือ เปนแนวทางในการหาวิธี เก็บรักษาเชื้ อ
พันธุกรรมพืชในสภาพหลอดทดลองในอนาคต 
 
 
อุปกรณและวิธีการศึกษา 

ไดแบงการทดลองเปนสองสวนไดแก 
การทดลองที่1 ศึกษาอิทธิพลของสารglutathione 
reduced และ ชวงกวางของระยะเวลาในการแช
สาร loading solution และ PVS2 

ทําการทดลองกับกลวยไมเข็มขาว (Vanda 
linacina Teijsm. & Binnend) โดยขั้นแรกศึกษา
อิทธิพลของสาร glutathione reduced และ 
ชวงกวางของระยะเวลาในการแชสาร loading 
solution และ PVS2 โดยทําการคัดเลือกและตัดแตง
ใหมีขนาดประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร ถายลงสูตร
อาหาร Vacin-Went (VW) ที่มี 0.3 M sucrose pH 
5.8 อุณหภูมิ 25 0C ไวในที่มืด 2 คืน จากนั้นนํา
ชิ้นสวนพืชแชในสารละลาย 2%(w/v) Na-alginate 
และ 0.4 M sucrose มีคา pH 5.8 ในอาหารสูตร 
V&W free-Ca +2 แลวหยดในสารละลาย 0.1 M 
CaCl2  ที่ผสม 2 M glycerol และ 0.4 M sucrose มี
คาpH 5.8 อุณหภูมิ 250C แชเปนระยะเวลา 20 
นาที 2.5 ชม. และ 5 ชม. วางบนเครื่องเขยาสาร  
เมื่อครบกําหนดเวลาจึงแชในสาร cryoprotectant 
PVS2 (glycerol 30%(wt/vol) , ethylene glycol 
15%(wt/vol)และ dimethyl sulfoxide 15%(wt/vol)) 
มี sucrose 0.4 M  มีคา pH5.8 ในสูตรอาหาร 
V&W เปนระยะเวลา 0, 2.5 ชม. และ 5 ชม.  ไวที่
อุณหภูมิ 0°C ทําการเขยาขวดทุก 1 ชม. ทําการ
ลางสาร PVS2 โดย 1.2 M sucrose มีคา pH 5.8 
อุณหภูมิ 250C ในสูตรอาหาร V&W เปนระยะเวลา 
20 นาที  จากนั้นวางชิ้นสวนพืชในอาหารแข็ง 
V&W ที่มี 30 g/l sucrose pH 5.8 อุณหภูมิ 25 0C 
ไวในที่มืด 2 คืน แลวทําการยายลงอาหาร 
modified V&W ที่มีสวนผสม 150 ml. น้ํามะพราว 
75 ml. กลวยบด และ 75 ml. มันฝรั่งบด sucrose 
pH 5.8 อุณหภูมิ 250C  โดยขั้นตอนทั้งหมดจะใส

สาร glutathione reduced ที่ความเขมขน 0, 20, 
40 และ 80 mg/l  ทําการบันทึกผลทุกอาทิตยเปน
ระยะเวลา 3 สัปดาห เก็บบันทึกผลความมีชีวิตจาก
เปอรเซ็นตของชิ้นสวนพืชที่มีสีเขียว บันทึกแตมให
คะแนนความแข็งแรงจากสีของชิ้นสวนพืช  การ
เกิดหนอ รากและแคลลัส ใน 3 สัปดาหหลังจาก
เพาะเล้ียงลงอาหารปกติ โดยแตละส่ิงทดลองมี 10 
ชิ้นสวนตอ 1 ซ้ํา ทําสองซ้ํา 
 
การทดลองที่2 ศึกษาชวงแคบของระยะเวลา ใน
การแชสาร loading solution และ PVS2 ทีมี
สารละลาย glutathione reduced 

จากผลการทดลองที่1 ทําการประมวลผลเพื่อ
แบงชวงเวลา ความกวางของระยะเวลาในการแช
สาร loading solution และ PVS2 และความเขมที่
เหมาะสมของ glutathione reduced  รวมถึงการ
เลือกอาหาร regenerate ซึ่งมีตอความมีชีวิตของ
ชิ้นสวนพืชเมื่อแชในไนโตรเจนเหลว (-1960C) 
จากนั้นจึงทําการทดลองโดยแบงเปน 2 กลุม กลุม
แรกทําการแชไนโตรเจนเหลวเปนระยะเวลาอยาง
นอย 1 ชม. และอีกกลุมไมแชไนโตรเจนเหลว ทํา
การบันทึกผลทุกอาทิตยเปนระยะเวลา 3 สัปดาห 
เก็บบันทึกผลความมีชี วิตจากเปอร เซ็นตของ
ชิ้นสวนพืชที่มีสีเขียว บันทึกแตมใหคะแนนความ
แข็งแรงจากสีของชิ้นสวนพืช  การเกิดหนอ ราก
และแคลลัส ใน 3 สัปดาหหลังจากเพาะเลี้ยงลง
อาหารปกติ  โดยแตละส่ิงทดลองมี 10 ชิ้นสวนตอ 
1 ซ้ํา ทําสองซ้ํา 

 
 

ผลการศึกษา 
การเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง (cryopreser- 
vation) แบบ encapsulation - vitrification 

1. อิทธิพลของสาร glutathione reduced 
และ ชวงกวางของระยะเวลาในการแช สาร loading 
solution และ PVS2 
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จากการทดลอง เปนการศึกษาถึงผลของสาร 
glutathione วามีผลตอการรอดชีวิตและการมีชีวิต
หรือไม เมื่อผานขั้นตอนการเก็บรักษา ดวยเทคนิค 
encapsulation – vitrification เนื่องจากขั้นตอนการ
เก็บรักษา ตองใชสารเคมีที่เปนพิษตอพืช ไดแก 
DMSO และ glycerol รวมถึงน้ําตาลความเขมขน
สูง ทําใหเกิด oxidative stress จากผลการทดลอง 
พบวา สัปดาหที่ 1 – 4 หลังจากผานกระบวนการ
เทคนิค encapsulation – vitrification โดยไมมีการ
แชไนโตรเจนเหลว พบวาสาร glutathione ที่ความ
เขมขน 0 ppm. มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของ
ตนต่ําสุด อยูในชวงระหวาง 1.049 – 0.34 สวน 
glutathione ที่ความเขมขน 80 ppm. จะมีคา
คะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน 1.789 – 0.413 
แตจะมีคาสูงสุดในชวงสัปดาหที่1 หลังจากนั้น 2 – 
4 สัปดาห glutathione ที่ความเขมขน 20 ppm. จะ
มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนสูงสุด อยู
ในชวง 1.534 – 0.442 
 

ผลของการแชสาร Loading Solution (LS) (2 
M glycerol และ 0.4 M sucrose มีคา pH 5.8) ที่
ชวงระยะเวลา 20 นาที 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง 
พบวา ระยะเวลาแชสาร 20 นาที จะมีคาคะแนน
เฉล่ียความแข็งแรงของตนนอยสุดในสัปดาหที่ 1 
หลังจากนั้น 2 – 4 สัปดาห มีคาคะแนนเฉลี่ยความ
แข็งแรงของตนสูงสุด อยูในชวงระหวาง 1.334 – 
0.502 รองลงมาคือที่ระยะเวลา 2.5 ชั่วโมง และ 5 
ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน
ใกลเคียงกัน อยูในชวง 1.567 – 0.309 และ 1.502 
– 0.254 ตามลําดับ  
 

ผลของการแชสาร PVS2 [(glycerol 
30%(wt/vol), ethylene glycol 15%(wt/vol) และ 
dimethyl sulfoxide 15%(wt/vol)) มี sucrose 0.4M  
มีคา pH 5.8] ที่ชวงระยะเวลา 0 ชั่วโมง 2.5 ชั่วโมง 
และ 5 ชั่วโมง พบวา ที่ชวงระยะเวลาแชสาร 0 
ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน

สูงสุดทั้ง 4 สัปดาห มีคาอยูในชวง 2.622 – 0.591 
รองลงมา 2.5 และ 5 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ย
ความแข็งแรงของตน อยูในชวง 1.035 – 0.298 
และ 0.731 – 0.184 
 

นอกจากนี้ความเขมขนของสารglutathione มี
ผลตอการเกิดจํานวน ใบ หนอ ราก ซึ่งในชวง 1 – 
3 สัปดาหแรก gluatatione ที่ความเขมขน 20 
ppm. จะมีการเจริญเติบโตของใบสูงสุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับความเขมขนอื่นๆ มีจํานวนสูงสุด 
30 ใบ ในสัปดาหที่3 สวน gluatatione ที่ความ
เขมขน 80 ppm. จะมีคาใกลเคียงกับ 20 ppm. มี
จํานวน 24 ใบ การเกิดหนอ พบวาในสัปดาหที่ 3 
gluatatione ที่ความเขมขน 0 และ 40 ppm.  
จํานวนหนอมากที่ สุด สวนการเกิดราก พบวา 
gluatatione ที่ความเขมขน 80 ppm. มีการเกิดราก
สูงสุด 8 ราก 
 

สวนปจจัยของการแชสาร LS และ PVS2 ที่
ชวงระยะเวลาตางๆ พบวามีผลตอการเกิดใบ หนอ 
ราก ในสัปดาหที่ 4 จากการสังเกต มีเฉพาะพืชที่
แช LS อยางเดียวเทานั้น โดยเฉพาะ ที่ระยะเวลา 
20 นาที จะเกิดใบ หนอ ราก สูงสุด  สวน PVS2 
พบเฉพาะการเกิดใบ จํานวน 1 ใบ 
 

จากการสัง เกตขณะเก็บขอมูล  และการ
วิเคราะหผล พบวาหลังสัปดาหที่3 เกือบทุกส่ิง
ทดลองเริ่มมีการตายเกิดขึ้น ยกเวน gluatatione ที่
ความเขมขน 80 ppm. ที่แช LS ระยะเวลา 20 
นาที มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนออกมา
สูง แตในสวนที่ความเขมขน 20 ppm. จะมีการ
กระจายในคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน
สูงสุด เนื่องจากการเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง
ตองอาศัยสารปองกันความเย็น ในการปองกันผลึก
น้ําแข็ง ในที่นี้ใชสาร PVS2 ทําใหสรุปไดวาความ
เขมขนของสาร glutathione ที่เหมาะสมมีผลตอ
ความแข็งแรงในพืช จึงไดเลือกความเขมขนของ



การประชุมวิชาการทรัพยากรไทย : สรรพสิ่งลวนพันเกี่ยว  (ภาคโปสเตอร หนา 373-383)                                                              377 

 

สาร glutathione 20 ppm. ในการทดลองขั้นตอไป 
สวนชวงเวลาที่เหมาะสมของ LS พบวาควรอยู
ในชวง 20 นาที ถึง 2.5 ชั่วโมง เนื่องจากถา
ระยะเวลามากขึ้น ความออนแอของพืชจะมากขึ้น

ตาม สวนชวงเวลาของการแช PVS2 เนื่องจากเปน
สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลลพืช จึง
เลือกชวงเวลา 2.5 ชั่งโมง ถึง 5 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 24: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  เม่ือใชสาร glutathione reduced ความ
เขมขน 0 ppm. , 20 ppm. , 40 ppm. และ 80 ppm. ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดย
ไมแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล  
 

 
ภาพที่ 24: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ระยะเวลาในการแชสาร loading solution 
ที่ระยะเวลา 20 นาที, 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดยไม
แชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
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ภาพที่ 25: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ระยะเวลาในการแชสาร PVS2 ที่ระยะเวลา 
0 ชั่วโมง , 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดยไมแช
ไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
 

2. ศึกษาชวงแคบของระยะเวลา ในการแช
สาร loading solution และ PVS2 ทีมีสารละลาย 
glutathione reduced 
 

จากผลการทดลอง 2.1 ไดเลือกความเขมขน
ของสาร glutathione ที่ 20 ppm. โดยแบงชวง
ความถี่ของการแชสาร LS ที่ระยะเวลา 20 นาที  
1.5 ชั่วโมง และ 2.5 ชั่วโมง สวนการแชสาร PVS2   
ไดแบงที่ระยะเวลา 0  3  3.5  และ4 ชั่วโมง จาก
ก า ร ท ด ล อ ง พบ ว า  ชิ้ น ส ว น ที่ ผ า น ก า ร แ ช
ไนโตรเจนเหลว ระยะเวลาการแช LS  ที่ 20 นาที 
มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนสูงสุด 
0.2215 ซึ่งถาระยะเวลาการแชสารมากขึ้นพืชจะ
ออนแอมากขึ้นเชนกัน และในสวนระยะเวลาการแช
สาร PVS2   อยูที่ 3.5 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ย

ความแข็งแรงของตน 0.2833 ในสัปดาหที่ 3 
หลังจากนั้นพืชจะมีลักษณะขาวซีด และเกิดการ
ปนเปอนขณะเก็บรักษา จากผลการทดลองแสดงให
เห็นวาสาร PVS2   มีผลตอความแข็งแรงของพืช ที่
ผานการแชไนโตรเจนเหลว มากกวาไมแชสาร 
PVS2    ส ว น ชิ้ น ส ว น พื ช ที่ ไ ม ผ า น ก า ร แ ช
ไนโตรเจนเหลว ในสัปดาหที่ 1 จะมีความแข็งแรง
ของตนเต็มเทากันหมด หลังจากนั้นในสัปดาหที่ 3 
สวนชิ้นสวนพืชที่แช LS 20 นาที มีคาคะแนนเฉลี่ย
ความแข็งแรงของตนสูงสุด มีคา 1.383 สวน PVS2 
ที่แชระยะเวลา 0 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความ
แข็งแรงของตนสูงสุด 1.817 และถาระยะเวลาการ
แชสาร PVS2 มากขึ้น ความออนแอของชิ้นสวนพืช
ก็มากขึ้นตามลําดับ 
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ภาพที่ 28: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ทําเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี 
encapsulation-vitrification โดยใชสาร glutathione reduced ความเขมขน 20 ppm. ที่มีชวงของการแชสาร loading solution และ 
PVS2 ระยะเวลาตางกัน ซ่ึงไมไดแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
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ภาพที่ 29: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ทําเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี 
encapsulation- vitrification โดยใชสาร glutathione reduced ความเขมขน 20 ppm. ที่มีชวงของการแชสาร loading solution และ 
PVS2 ระยะเวลาตางกัน ซ่ึงไดแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล  
 
 
วิจารณผลการศึกษา 

เทคนิค cryopreservation เปนเทคนิคการ
เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง 196 °Cโดยเทคนิค 
encapsulation-vitrification เปนเทคนิคที่เปนการ
ผสมผสานระหว า งencapsulation-dehydration 
และ vitrification (Engelmann, 2000)  ในกลวยไม
วิธีการดังกลาวยังไมมีรายงานการทดลอง โดย

วิธีการดังกลาวจะใชสาร alginate ในการทําใหเกิด
เมล็ดเทียม หลังจากนั้นจึงแชสารvitrification เพ่ือ
ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งขณะแชไนโตรเจนเหลว 
แตผลที่ตามมาในขั้นตอนในการเก็บรักษา จะเกิด
อันตรายทางชีวเคมี ทําใหพืชตายได (Dumet and 
Benson, 2000) จากการศึกษาพบวาสาร gluta-
thione เปนสารantioxidant สามารถทําปฏิกิริยากับ
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สารfree radical ไมใหเปนพิษตอเซลลได 
(Makersie, 1999)   
  

จากการทดลองพบวา ในชิ้นสวนพืชที่มีการใช
สาร glutathione จะมีความมีชีวิตหลังผานขั้นตอน 
encapsulation-vitrification ขณะไมไดแชไนโตร-
เจนเหลว สูงกวาไมไดใชสาร โดยระดับที่เหมาะสม
คือ 20 ppm. ซึ่งสอดคลองกับการทดลองในการ
เก็บรักษาปลายยอดสมดวยวิธี vitrification (Wang, 
2004) พบวาสาร glutathione ใหพบอัตราการฟน
คืนสภาพสูงกวาไมใชสาร ที่ความเขมขน 40 ppm. 
มีขอสังเกตจาการทดลองพบวาถาใชความเขมขน
ของสาร 20 ppm. จะมีการรอดชีวิตกระจายแตละ
ทรีทเมนต ที่มีการแชสาร LS และ PVS2 ในระยะ 
1-3 สัปดาห แตสําหรับความเขมขนของสาร 80 
ppm. จะมี ก า รรอด เฉพาะที่ ไ ม มี ก า รแช ส า ร 
vitrification แตมีการใสสารลงในอาหารregenerate 
โดยสภาพของพืชมีความแข็งแรงกวาไมมีสารอยาง
เห็นไดชัด สวนการเลือกชวงกวางของระยะเวลา
การแชสาร LS ที่ 20 นาที ถึง 2.5 ชั่วโมง 
เนื่ องจากค า เฉลี่ ยความแข็ งแรงของตนเมื่ อ
เปรียบเทียบจากสีของชิ้นสวนพืชมีคาใกลเคียงกัน
ที่ระยะเวลาการแช 2.5 และ 5 ชม. สวนการเลือก
ชวงกวางของระยะเวลาการแชสาร PVS2  เลือก
ชวงระหวางเวลา 2.5 ถึง 5 ชั่วโมง เนื่องจาก
ชิ้นสวนพืชยังสามารถมีชีวิตไดในชวงเวลาดังกลาว 
และสารดังกลาวมีความสําคัญในการปองกันอัตราย
จากผลึกน้ําแข็งได จากการทดลองที่ 1 ไดทําการ
แบงชวงของระยะเวลาการแชสาร LS ไดแก 20 
นาที 1.5 ชั่วโมง และ 2.5 ชั่วโมง และสาร PVS2 
ไดแก 0, 3, 3.5 และ 4 ชั่วโมง โดยจากการทดลอง
พบวา ระยะเวลาของการแชสาร LS ที่เหมาะสมคือ
20 นาที และการแชสาร PVS2 ที่ระยะเวลา 3.5
ชั่วโมง  มี อัตราการมีชี วิตสูงสุด  0.2833  โดย
ใกลเคียงกับการเก็บรักษา zygotic embryo ของ
กลวยไม Japanese teroestrial orchid (Ishikawa 
et al.,1997) ดวยเทคนิค vitrification ไดมีการแช

LS 15 นาที และ PVS2 3 ชั่วโมง ที่ 0°C มีอัตรา
การรอดสูงสุด สวนที่เก็บรักษาดวยเมล็ดกลวยไม 
ดวยเทคนิค vitrification พบวาการแชสาร PVS2

ระยะเวลา 50 นาที ที่ 25 °C มีอัตราการรอดชีวิต
สูงสุด 60% (Kanchit ,1999) จากการทดลองพบวา 
การแช LS ที่ระยะเวลาเกิน 20 นาที ไมมีผลตอการ
รอดในสภาพเยือกแข็งซึ่งสอดคลองกับการทดลอง
ในพืชลมลุกหลายชนิด (Matsumoto et al., 1994) 
,taro (Takagi et al.,1997 ) กลวย, กลวยไมและ
สับปะรด (Thinh,1997)  ซึ่งใหผลตรงขามกับ 
PVS2 ที่มีสวนสําคัญในการปองกันผลึกน้ําแข็งใน
การสภาพเยือกแข็ง เนื่องจากสารความเขมขนสูง
ของซูโครส จะดึงน้ําออกจากเซลลแลวบางสวนของ
สารประกอบ PVS2 จะเขาไปแทนน้ําภายในเซลล
พืช ลอมรอบอยูผนังเซลลพืชและบางสวนเขาไปใน
เซลลพืช ทําใหเมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงสารประกอบ
ภายในกลายสภาพเปนกระจกไมเกิดผลึกทิ่มแทง
เซลลแตสาร PVS2 จะมีความเปนพิษตอเซลลที่
สภาพอุณหภูมิปกติ (Wolfe and Gary, 1999) 
ดังนั้นเมื่อออกจากการแชไนโตรเจนเหลว ตองทํา
การแชสาร Unloading solution เพ่ือดึงสาร PVS2

ออกจากเซลลไมใหเกิดอันตรายกับเซลลพืช จาก
การทดลองจะพบวา ชิ้นสวนพืชสามารถมีชีวิตอยู
ได 3สัปดาห และไมสามารถฟนคืนสภาพได ดังนั้น
ปญหาของการพัฒนาเทคนิคนี้อาจจะตองหาสูตร
อาหารที่เหมาะสมหลังผานสภาพเยือกแข็ง สวน
เทคนิคencapsulation-vitrification เมื่อเปรียบ 
เทียบกับ vitrification แลวพบวาคอนขางจะ
ซับซอนในการทํางานกวาเล็กนอย แตเปนวิธีการที่
เหมาะสมสําหรับชิ้นสวนพืช ที่เปราะบางเพื่อใช
อุปกรณเสริมในการเคลื่อนยายชิ้นสวน แตทั้งนี้ตอง
ขึ้นอยูกับชิ้นสวนพืชและความเหมาะสมของงาน
ดวย 
 
 
 
 



การประชุมวิชาการทรัพยากรไทย : สรรพสิ่งลวนพันเกี่ยว  (ภาคโปสเตอร หนา 373-383)                                                              382 

 

เอกสารอางอิง 
ครรชิต  ธรรมศิริ.  2541.  เทคโนโลยีการผลิตกลวยไม.  

อมรินทรพริ้นต้ิง แอนดพับลิชช่ิง, กรุงเทพฯ. 
อบฉันท  ไทยทอง.  2543.  กลวยไมเมืองไทย.  บาน

และสวน, กรุงเทพฯ. 
Dumet, D. and Benson, E.E. 2000. The use of 

physical and biochemical studies to 
elucidate and reduced cryopreservation-
induced damage in hydrated/ desiccated 
plant germplasm. In: Cryopreservation of 
Tropical Plant Germplasm (Edited by 
Engelmann F and Takagi H). Italy, IPGRI 

Engelmann, F. 2000. Importance of cryopre-
servation for the conservation of plant 
genetic resources, pp. 8-20. In 
Cryopreservation of Tropical Plant 
Germplasm: Current Research Progress 
and Application.  IPGRI, Italy. 

Hirai, D., Shirai K., Shirai S. and Sakai, A.   1998. 
Cryopreservation of in vitro-grown 
meristems of Strawberry (Fragaria × 
ananassa Duch.) by encapsulation-
vitrification. Euphytica  101(1): 109-115. 

Hirai, D. and Sakai, A. 1999. Cryopreservation of 
in vitro-grown meristems of potato 
(Solanum tuberosum L.) by encapsulation-
vitrification.  Potato Research 42: 153-160. 

Hirai, D. and Sakai, A. 2003. Simplified 
cryopreservation of sweet potato [Ipomoea 
batatas (L.) Lam.] by optimizing conditions 
for osmoprotection. Plant Cell Rep. 21: 
961-966. 

Ishikawa, K., K. Harata, M. Mii, A. Sakai, K. 
Yoshimatsu and Shimomura, K. 1997.     
Cryopreservation of zygotic embryos of a 
Japanese Terrestrial Orchid (Bletilla striata) 
by Vitrification.  Plant Cell Reports  16:754-
757. 

Jahnke, L.S., Hull, M.R. and Long, S.P. 1991. 
Chilling stress and oxygen metabolizing 

enzymes in Zea mays and Zea 
diploperennis. Plant Cell Environ 14: 97-
104. 

Janda, T., Szalai, G., Rios-Gonzales, K., Veisz, O. 
and Paldi, E. 2003. Comparative study of 
frost tolerance and antioxidant activity in 
cereals. Plant Sci 164:301-306. 

Kocsy, G., Brunner, M., Rüegsegger, A., Stamp, 
P. and Brunold, C. 1996. Glutathione 
synthesis in maize genotypes with different 
sensitivity to chilling. Planta 198: 365–370. 

Matsumoto, T., Sakai, A. and Yamada, K. 1994. 
Cryopreservation of in vitro-grown apical 
meristems of wasabi (Wasabia japonica) by 
vitrification and subsequent high plant 
regeneration. Plant Cell Reports  13(8): 
442-446. 

Matsumoto, T., A. Sakai, C. takahashi and 
Yamada, K.  1995.  Cryopreservation of  in 
vitro-grown apical meristems of  wasabi 
(Wasabia-Japonica) by encapsulation-
vitrification method.  Cryo-Letters 16(4): 
189-196. 

McKersie, B. D., Chen, Y., Beus, M.D., Bowley, 
S.R., Bowler, C., Inze, D., D'Halluin, K. and 
Botterman, J. 1993. Superoxide dismutase 
enhances tolerance of freezing stress in 
transgenic alfalfa (Medicago sativa L.). 
Plant Physiol 103(4): 1155-1163. 

Moges, A.M., Shibli, R.A. and Karam, N.S. 2004. 
Cryopreservation of african violet 
(Saintpaulia ionantha Wendl.) shoot tips. In 
Vitro Cellular and Developmental Biology - 
Plant, 389-395 

Takagi, H., Thinh, N.T., Islam, O.M., Senboku, T. 
and Sakai, A. 1997. Cryopreservation of in 
vitro-grown shoot tips of taro (Colocasia 
esculenta (L.) Schott) by vitrification. 1. 
Investigation of basic conditions of the 



การประชุมวิชาการทรัพยากรไทย : สรรพสิ่งลวนพันเกี่ยว  (ภาคโปสเตอร หนา 373-383)                                                              383 

 

vitrification procedure. Plant Cell Reports 
16(9): 594-599. 

Tanaka, D., Niino, T., Isuzugawa, K. and Hikage, 
T. 2004. Cryopreservation of shoot apices 
Of in-vitro grown gentian plants: 
Comparison of Vitrification and Encap- 
sulation-vitrification Protocols. Cryoletters 
25(3): 167-176. 

Thammasiri, K. 1999.  Preservation of seeds of 
some Thai orchid species by vitrification.  
In The 16th World Orchid Conference, 
Vancouver, British Columbia, Canada. 

Thinh, N.T. 1997. Cryopreservation of germplasm 
of vegetatively propagated tropical 
monocots by vitrification. Doctoral Papers 

of Kobe University, Department of 
Agronomy, Japan. 

Walker, M.A. and McKersie, B.D. 1993. Role of 
ascorbate-glutathione antioxidant system in 
chilling resistance in tomato. J Plant 
Physiol 141: 234-239. 

Wang, Q., Batuman, Ö., Li1 P., Bar-Joseph M. 
and Gafny, R. 2002. A simple and efficient 
cryopreservation of in vitro-grown shoot 
tips of `Troyer' Citrange [Poncirus trifoliata 
(L.) Raf. × Citrus sinensis (L.) Osbeck.] by 
encapsulation-vitrification. Euphytica 128 
(1): 135-142. 

Wolfe, J. and Bryant, G. 1999. Freezing, drying 
and/or vitrification of membrane-solute-
water systems. Cryobiology 39: 103-129. 

 


