
การประชุมวิชาการทรัพยากรไทย : สรรพสิ่งลวนพันเกี่ยว  (ภาคโปสเตอร หนา 373-383)                                                              373 

 

การใชเทคนิค encapsulation-vitrification ในเก็บรักษาพันธุกรรม 
กลวยไมเข็มขาวภายใตสภาพเยือกแข็ง 

สุรียพร พัฒนกิจโกศล1  เรวัต เลิศฤทัยโยธิน2  พรชัย จุฑามาศ3  ลิลล่ี กาวีตะ4 
 

1โครงการสหวิทยาการ สาขาเทคโนโลยีการเกษตร คณะบัณฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  2ภาควิชาพืชไรนา คณะ
เกษตร กําแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  3โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเน่ืองมาจากพระราชดําริฯ สวนจิตรลดา   

4ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 

Cryopreservation of Vanda Lilacina Teijsm. & Binnend Germplasm 
by Encapsulation-vitrification Technique 

Sureeporn Pattanakitkosol1, Rewat Lersrutaiyotin2, Pornchai Chuthamas3, Lily Kaveeta4 
 

1Center for Agricultural Biotechnology, Department of Graduate School, Kasetsart University; 2Department of Agronomy, 
Faculty of Agriculture, Kampheng Saen, Kasetsart University; 3Plant Genetics Conservation Project, Chitralada Villa;  

4 Department of Botany, Faculty of Science, Kasetsart University 

 
 
บทคัดยอ 

ประเทศไทยเปนแหลงทรัพยากรธรรมชาติที่สําคัญของกลวยไมปา ปจจุบันกลวยไมปาไดมีการ
ลดความหลากหลายทางพันธุกรรมอยางรวดเร็ว สาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงสภาพแหลงอาศัย และ
การใชประโยชนทางการคา เชนการสะสมกลวยไมและการเก็บออกจากปา เนื่องจากการเก็บรักษา
พันธุกรรมแบบสภาพเยือกแข็งเปนวิธีการที่มีความเหมาะสม ในดานของการจัดการที่มีประสิทธิภาพ จึง
ไดทดลองใชเทคนิควิธีการ encapsulation-vitrification  สําหรับการเก็บรักษาระยะยาวในกลวยไมเข็ม
ขาว ซึ่งผลการทดลองหลังจากผานการแชไนโตรเจนเหลว พบวา โปรโตคอมที่ไดรับ glutathione 20 
ppm. และแชสาร PVS2 3.5 ชั่วโมง ทําใหโปรโตคอมมีเปอรเซ็นตการมีชีวิตหลังการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวสูงสุด แตไมสามารถเจริญได 
 
 
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 

ประเทศไทยเปนแหล งกํ า เนิดกล วยไม
มากกวา 1,000ชนิด (อบฉันท ไทยทอง, 2543) ซึ่ง
กลวยไมนิยมใชเปนไมตัดดอกและไมกระถาง จึง
เปนไมดอกไมประดับที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจ 
แตปจจุบันไดมีการสูญพันธุไปบางและกําลังจะสูญ
พันธุอีกเปนจํานวนมาก โดยการกระทําของมนุษย
ทั้งทางตรงและทางออม จึงจําเปนตองดําเนินการ
อนุรักษอยางจริงจัง การเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง
(cryoreservation) เปนวิธีการที่นิยมใชมาก
เนื่องจากใชพ้ืนที่ แรงงาน และการดูแลรักษานอย 
ลดการเสี่ยงอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพภูมิอากาศ การทําลายของศัตรูพืชและการ
ดูแลรักษาไมเหมาะสม นอกจากนี้ยังสะดวกในการ
แลกเปล่ียนเชื้อพันธุพืชระหวางประเทศ เนื่องจาก
ขนาดเล็ก สะดวกในการขนสงและปลอดศัตรูพืช 
(ครรชิต ธรรมศิริ, 2541) ซึ่งเทคนิคencapsulation- 
vitrification เปนวิธีการผสมผสานระหวางวิธี 
vitrification และ encapsulation โดยชิ้นสวนพืช
นํามาหุมดวย alginate bead แลวดึงน้ําออกโดยแช
สารละลาย cryoprotectant เหมือนวิธี vitrification 
(Engelmann, 2000) โดยalginate bead จะมีสวน
ในการปองกันการสูญเสียน้ํา และปองกันออสโมติก 
เมื่อแชในสารละลายของ vitrification (Hirai and 
Sakai, 1999) พบวาประสบความสําเร็จในการเก็บ
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
รักษาในสภาพเยือกแข็งเปนการเก็บรักษาชิ้นสวน
พืชที่อุณหภูมิไนโตรเจนเหลว ประมาณ -196   ํC  

 
พบวานอกจากอันตรายที่เกิดจากผลึกน้ําแข็งแลว 
ยังมีสาเหตุทางชีวเคมีที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
ทางเมตาบอลิซึม ในชวงขั้นตอนและการเก็บรักษา
สภาพเยือกแข็ง ที่จะนําไปสูการเกิดสารพิษจําพวก
สารอนุมูลอิสระ (free radical) ที่สําคัญ ไดแก 
hydroxyl radical (˚OH) และ superoxide radical 
(O2˚) และสามารถเปลี่ยนเปน hydrogen peroxide 
(H2O2) และ singlet oxygen (O2˚) ได โดยสาร
อนุมูลอิสระ จะไปจับรวมกับสวนประกอบของ lipid 
บนเย่ือหุมเซลล (membrane) เปล่ียนเปนรูป lipid 
peroxides มีผลทําใหเย่ือหุมเซลลเสียสภาพ และ
เกิดการสะสมของ aldehydes, hydrocarbon และ 
cross-linked products (Dumet and Benson, 
2000) จากการศึกษา พบวา สาร glutathione 
(GSH) เปนสารยับย้ังการเกิดสารอนุมูลอิสระ 
(antioxidant) สามารถทําปฏิกิริยากับสารอนุมูล
อิสระ ไมใหเกิดสารพิษได โดยการเปลี่ยนเปนรูป 
oxidized glutathione (GSSH)  ซึ่งมีผลตอการ
ยับย้ังการเกิด acyl peroxides ในปฏิกิริยา lipid 
peroxides reaction บริเวณเยื่อหุมเซลล 
(Makersie, 1996)  จากผลการทดลองใน
หองควบคุมความเย็นพบวา จะมีการเพิ่มของสาร 
reduced glutathione (GR) ในใบของพืชที่
ตานทานความเย็นของพืชมะเขือเทศ (Walker and 
Mekersie, 1993) ขาวโพด (Kocsy et al., 1996) 
และ Zea diperennis (Jahnek et. al., 1991)  สวน
ในแปลงทดลองพืชจําพวกธัญญะพืช ที่เปน frost 
tolerance ก็ใหผลเชนเดียวกัน (Janda et al., 
2003) ดังนั้น การทดลองนี้จึงศึกษาถึงการเก็บ
รักษากลวยไมเข็มขาวดวยเทคนิคencapsulation-
vitrification แ ล ะ ศึ ก ษ า ถึ ง อิ ท ธิ พ ล ข อ ง ส า ร
glutathione ตอการเก็บรักษาพันธุกรรมกลวยไม 
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เ พ่ือ เปนแนวทางในการหาวิธี เก็บรักษาเชื้ อ
พันธุกรรมพืชในสภาพหลอดทดลองในอนาคต 
 
 
อุปกรณและวิธีการศึกษา 

ไดแบงการทดลองเปนสองสวนไดแก 
การทดลองที่1 ศึกษาอิทธิพลของสารglutathione 
reduced และ ชวงกวางของระยะเวลาในการแช
สาร loading solution และ PVS2 

ทําการทดลองกับกลวยไมเข็มขาว (Vanda 
linacina Teijsm. & Binnend) โดยขั้นแรกศึกษา
อิทธิพลของสาร glutathione reduced และ 
ชวงกวางของระยะเวลาในการแชสาร loading 
solution และ PVS2 โดยทําการคัดเลือกและตัดแตง
ใหมีขนาดประมาณ 0.5-1 เซนติเมตร ถายลงสูตร
อาหาร Vacin-Went (VW) ที่มี 0.3 M sucrose pH 
5.8 อุณหภูมิ 25 0C ไวในที่มืด 2 คืน จากนั้นนํา
ชิ้นสวนพืชแชในสารละลาย 2%(w/v) Na-alginate 
และ 0.4 M sucrose มีคา pH 5.8 ในอาหารสูตร 
V&W free-Ca +2 แลวหยดในสารละลาย 0.1 M 
CaCl2  ที่ผสม 2 M glycerol และ 0.4 M sucrose มี
คาpH 5.8 อุณหภูมิ 250C แชเปนระยะเวลา 20 
นาที 2.5 ชม. และ 5 ชม. วางบนเครื่องเขยาสาร  
เมื่อครบกําหนดเวลาจึงแชในสาร cryoprotectant 
PVS2 (glycerol 30%(wt/vol) , ethylene glycol 
15%(wt/vol)และ dimethyl sulfoxide 15%(wt/vol)) 
มี sucrose 0.4 M  มีคา pH5.8 ในสูตรอาหาร 
V&W เปนระยะเวลา 0, 2.5 ชม. และ 5 ชม.  ไวที่
อุณหภูมิ 0°C ทําการเขยาขวดทุก 1 ชม. ทําการ
ลางสาร PVS2 โดย 1.2 M sucrose มีคา pH 5.8 
อุณหภูมิ 250C ในสูตรอาหาร V&W เปนระยะเวลา 
20 นาที  จากนั้นวางชิ้นสวนพืชในอาหารแข็ง 
V&W ที่มี 30 g/l sucrose pH 5.8 อุณหภูมิ 25 0C 
ไวในที่มืด 2 คืน แลวทําการยายลงอาหาร 
modified V&W ที่มีสวนผสม 150 ml. น้ํามะพราว 
75 ml. กลวยบด และ 75 ml. มันฝรั่งบด sucrose 
pH 5.8 อุณหภูมิ 250C  โดยขั้นตอนทั้งหมดจะใส

สาร glutathione reduced ที่ความเขมขน 0, 20, 
40 และ 80 mg/l  ทําการบันทึกผลทุกอาทิตยเปน
ระยะเวลา 3 สัปดาห เก็บบันทึกผลความมีชีวิตจาก
เปอรเซ็นตของชิ้นสวนพืชที่มีสีเขียว บันทึกแตมให
คะแนนความแข็งแรงจากสีของชิ้นสวนพืช  การ
เกิดหนอ รากและแคลลัส ใน 3 สัปดาหหลังจาก
เพาะเล้ียงลงอาหารปกติ โดยแตละส่ิงทดลองมี 10 
ชิ้นสวนตอ 1 ซ้ํา ทําสองซ้ํา 
 
การทดลองที่2 ศึกษาชวงแคบของระยะเวลา ใน
การแชสาร loading solution และ PVS2 ทีมี
สารละลาย glutathione reduced 

จากผลการทดลองที่1 ทําการประมวลผลเพื่อ
แบงชวงเวลา ความกวางของระยะเวลาในการแช
สาร loading solution และ PVS2 และความเขมที่
เหมาะสมของ glutathione reduced  รวมถึงการ
เลือกอาหาร regenerate ซึ่งมีตอความมีชีวิตของ
ชิ้นสวนพืชเมื่อแชในไนโตรเจนเหลว (-1960C) 
จากนั้นจึงทําการทดลองโดยแบงเปน 2 กลุม กลุม
แรกทําการแชไนโตรเจนเหลวเปนระยะเวลาอยาง
นอย 1 ชม. และอีกกลุมไมแชไนโตรเจนเหลว ทํา
การบันทึกผลทุกอาทิตยเปนระยะเวลา 3 สัปดาห 
เก็บบันทึกผลความมีชี วิตจากเปอร เซ็นตของ
ชิ้นสวนพืชที่มีสีเขียว บันทึกแตมใหคะแนนความ
แข็งแรงจากสีของชิ้นสวนพืช  การเกิดหนอ ราก
และแคลลัส ใน 3 สัปดาหหลังจากเพาะเลี้ยงลง
อาหารปกติ  โดยแตละส่ิงทดลองมี 10 ชิ้นสวนตอ 
1 ซ้ํา ทําสองซ้ํา 

 
 

ผลการศึกษา 
การเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง (cryopreser- 
vation) แบบ encapsulation - vitrification 

1. อิทธิพลของสาร glutathione reduced 
และ ชวงกวางของระยะเวลาในการแช สาร loading 
solution และ PVS2 
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จากการทดลอง เปนการศึกษาถึงผลของสาร 
glutathione วามีผลตอการรอดชีวิตและการมีชีวิต
หรือไม เมื่อผานขั้นตอนการเก็บรักษา ดวยเทคนิค 
encapsulation – vitrification เนื่องจากขั้นตอนการ
เก็บรักษา ตองใชสารเคมีที่เปนพิษตอพืช ไดแก 
DMSO และ glycerol รวมถึงน้ําตาลความเขมขน
สูง ทําใหเกิด oxidative stress จากผลการทดลอง 
พบวา สัปดาหที่ 1 – 4 หลังจากผานกระบวนการ
เทคนิค encapsulation – vitrification โดยไมมีการ
แชไนโตรเจนเหลว พบวาสาร glutathione ที่ความ
เขมขน 0 ppm. มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของ
ตนต่ําสุด อยูในชวงระหวาง 1.049 – 0.34 สวน 
glutathione ที่ความเขมขน 80 ppm. จะมีคา
คะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน 1.789 – 0.413 
แตจะมีคาสูงสุดในชวงสัปดาหที่1 หลังจากนั้น 2 – 
4 สัปดาห glutathione ที่ความเขมขน 20 ppm. จะ
มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนสูงสุด อยู
ในชวง 1.534 – 0.442 
 

ผลของการแชสาร Loading Solution (LS) (2 
M glycerol และ 0.4 M sucrose มีคา pH 5.8) ที่
ชวงระยะเวลา 20 นาที 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง 
พบวา ระยะเวลาแชสาร 20 นาที จะมีคาคะแนน
เฉล่ียความแข็งแรงของตนนอยสุดในสัปดาหที่ 1 
หลังจากนั้น 2 – 4 สัปดาห มีคาคะแนนเฉลี่ยความ
แข็งแรงของตนสูงสุด อยูในชวงระหวาง 1.334 – 
0.502 รองลงมาคือที่ระยะเวลา 2.5 ชั่วโมง และ 5 
ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน
ใกลเคียงกัน อยูในชวง 1.567 – 0.309 และ 1.502 
– 0.254 ตามลําดับ  
 

ผลของการแชสาร PVS2 [(glycerol 
30%(wt/vol), ethylene glycol 15%(wt/vol) และ 
dimethyl sulfoxide 15%(wt/vol)) มี sucrose 0.4M  
มีคา pH 5.8] ที่ชวงระยะเวลา 0 ชั่วโมง 2.5 ชั่วโมง 
และ 5 ชั่วโมง พบวา ที่ชวงระยะเวลาแชสาร 0 
ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน

สูงสุดทั้ง 4 สัปดาห มีคาอยูในชวง 2.622 – 0.591 
รองลงมา 2.5 และ 5 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ย
ความแข็งแรงของตน อยูในชวง 1.035 – 0.298 
และ 0.731 – 0.184 
 

นอกจากนี้ความเขมขนของสารglutathione มี
ผลตอการเกิดจํานวน ใบ หนอ ราก ซึ่งในชวง 1 – 
3 สัปดาหแรก gluatatione ที่ความเขมขน 20 
ppm. จะมีการเจริญเติบโตของใบสูงสุด เมื่อ
เปรียบเทียบกับความเขมขนอื่นๆ มีจํานวนสูงสุด 
30 ใบ ในสัปดาหที่3 สวน gluatatione ที่ความ
เขมขน 80 ppm. จะมีคาใกลเคียงกับ 20 ppm. มี
จํานวน 24 ใบ การเกิดหนอ พบวาในสัปดาหที่ 3 
gluatatione ที่ความเขมขน 0 และ 40 ppm.  
จํานวนหนอมากที่ สุด สวนการเกิดราก พบวา 
gluatatione ที่ความเขมขน 80 ppm. มีการเกิดราก
สูงสุด 8 ราก 
 

สวนปจจัยของการแชสาร LS และ PVS2 ที่
ชวงระยะเวลาตางๆ พบวามีผลตอการเกิดใบ หนอ 
ราก ในสัปดาหที่ 4 จากการสังเกต มีเฉพาะพืชที่
แช LS อยางเดียวเทานั้น โดยเฉพาะ ที่ระยะเวลา 
20 นาที จะเกิดใบ หนอ ราก สูงสุด  สวน PVS2 
พบเฉพาะการเกิดใบ จํานวน 1 ใบ 
 

จากการสัง เกตขณะเก็บขอมูล  และการ
วิเคราะหผล พบวาหลังสัปดาหที่3 เกือบทุกส่ิง
ทดลองเริ่มมีการตายเกิดขึ้น ยกเวน gluatatione ที่
ความเขมขน 80 ppm. ที่แช LS ระยะเวลา 20 
นาที มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนออกมา
สูง แตในสวนที่ความเขมขน 20 ppm. จะมีการ
กระจายในคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตน
สูงสุด เนื่องจากการเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง
ตองอาศัยสารปองกันความเย็น ในการปองกันผลึก
น้ําแข็ง ในที่นี้ใชสาร PVS2 ทําใหสรุปไดวาความ
เขมขนของสาร glutathione ที่เหมาะสมมีผลตอ
ความแข็งแรงในพืช จึงไดเลือกความเขมขนของ
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สาร glutathione 20 ppm. ในการทดลองขั้นตอไป 
สวนชวงเวลาที่เหมาะสมของ LS พบวาควรอยู
ในชวง 20 นาที ถึง 2.5 ชั่วโมง เนื่องจากถา
ระยะเวลามากขึ้น ความออนแอของพืชจะมากขึ้น

ตาม สวนชวงเวลาของการแช PVS2 เนื่องจากเปน
สารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งภายในเซลลพืช จึง
เลือกชวงเวลา 2.5 ชั่งโมง ถึง 5 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 24: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  เม่ือใชสาร glutathione reduced ความ
เขมขน 0 ppm. , 20 ppm. , 40 ppm. และ 80 ppm. ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดย
ไมแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล  
 

 
ภาพที่ 24: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ระยะเวลาในการแชสาร loading solution 
ที่ระยะเวลา 20 นาที, 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดยไม
แชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
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ภาพที่ 25: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ระยะเวลาในการแชสาร PVS2 ที่ระยะเวลา 
0 ชั่วโมง , 2.5 ชั่วโมง และ 5 ชั่วโมง ในข้ันตอนการเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี encapsulation- vitrification โดยไมแช
ไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
 

2. ศึกษาชวงแคบของระยะเวลา ในการแช
สาร loading solution และ PVS2 ทีมีสารละลาย 
glutathione reduced 
 

จากผลการทดลอง 2.1 ไดเลือกความเขมขน
ของสาร glutathione ที่ 20 ppm. โดยแบงชวง
ความถี่ของการแชสาร LS ที่ระยะเวลา 20 นาที  
1.5 ชั่วโมง และ 2.5 ชั่วโมง สวนการแชสาร PVS2   
ไดแบงที่ระยะเวลา 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 
มีคาคะแนนเฉลี่ยความแข็งแรงของตนสูงสุด 
0.2215 ซึ่งถาระยะเวลาการแชสารมากขึ้นพืชจะ
ออนแอมากขึ้นเชนกัน และในสวนระยะเวลาการแช
สาร PVS2   อยูที่ 3.5 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ย

ความแข็งแรงของตน 0.2833 ในสัปดาหที่ 3 
หลังจากนั้นพืชจะมีลักษณะขาวซีด และเกิดการ
ปนเปอนขณะเก็บรักษา จากผลการทดลองแสดงให
เห็นวาสาร PVS2   มีผลตอความแข็งแรงของพืช ที่
ผานการแชไนโตรเจนเหลว มากกวาไมแชสาร 
PVS2    ส ว น ชิ้ น ส ว น พื ช ที่ ไ ม ผ า น ก า ร แ ช
ไนโตรเจนเหลว ในสัปดาหที่ 1 จะมีความแข็งแรง
ของตนเต็มเทากันหมด หลังจากนั้นในสัปดาหที่ 3 
สวนชิ้นสวนพืชที่แช LS 20 นาที มีคาคะแนนเฉลี่ย
ความแข็งแรงของตนสูงสุด มีคา 1.383 สวน PVS2 
ที่แชระยะเวลา 0 ชั่วโมง มีคาคะแนนเฉลี่ยความ
แข็งแรงของตนสูงสุด 1.817 และถาระยะเวลาการ
แชสาร PVS2 มากขึ้น ความออนแอของชิ้นสวนพืช
ก็มากขึ้นตามลําดับ 
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ภาพที่ 28: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ทําเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี 
encapsulation-vitrification โดยใชสาร glutathione reduced ความเขมขน 20 ppm. ที่มีชวงของการแชสาร loading solution และ 
PVS2 ระยะเวลาตางกัน ซ่ึงไมไดแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล 
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ภาพที่ 29: ความแข็งแรง ตนกลวยไมเข็มขาว (Vanda linacina Teijsm. & Binnend)  ที่ทําเก็บรักษาสภาพเยือกแข็ง วิธี 
encapsulation- vitrification โดยใชสาร glutathione reduced ความเขมขน 20 ppm. ที่มีชวงของการแชสาร loading solution และ 
PVS2 ระยะเวลาตางกัน ซ่ึงไดแชไนโตรเจนเหลว 
 1/  3 = สีเขียว; 2 = สีเขียวออน; 1 = สีเหลือง และ 0 = สีนํ้าตาล  
 
 
วิจารณผลการศึกษา 

เทคนิค cryopreservation เปนเทคนิคการ
เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง 196 °Cโดยเทคนิค 
encapsulation-vitrification เปนเทคนิคที่เปนการ
ผสมผสานระหว า งencapsulation-dehydration 
และ vitrification (Engelmann, 2000)  ในกลวยไม
วิธีการดังกลาวยังไมมีรายงานการทดลอง โดย

วิธีการดังกลาวจะใชสาร alginate ในการทําใหเกิด
เมล็ดเทียม หลังจากนั้นจึงแชสารvitrification เพ่ือ
ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งขณะแชไนโตรเจนเหลว 
แตผลที่ตามมาในขั้นตอนในการเก็บรักษา จะเกิด
อันตรายทางชีวเคมี ทําใหพืชตายได (Dumet and 
Benson, 2000) จากการศึกษาพบวาสาร gluta-
thione เปนสารantioxidant สามารถทําปฏิกิริยากับ
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สารfree radical ไมใหเปนพิษตอเซลลได 
(Makersie, 1999)   
  

จากการทดลองพบวา ในชิ้นสวนพืชที่มีการใช
สาร glutathione จะมีความมีชีวิตหลังผานขั้นตอน 
encapsulation-vitrification ขณะไมไดแชไนโตร-
เจนเหลว สูงกวาไมไดใชสาร โดยระดับที่เหมาะสม
คือ 20 ppm. ซึ่งสอดคลองกับการทดลองในการ
เก็บรักษาปลายยอดสมดวยวิธี vitrification (Wang, 
2004) พบวาสาร glutathione ใหพบอัตราการฟน
คืนสภาพสูงกวาไมใชสาร ที่ความเขมขน 40 ppm. 
มีขอสังเกตจาการทดลองพบวาถาใชความเขมขน
ของสาร 20 ppm. จะมีการรอดชีวิตกระจายแตละ
ทรีทเมนต ที่มีการแชสาร LS และ PVS2 ในระยะ 
1-3 สัปดาห แตสําหรับความเขมขนของสาร 80 
ppm. จะมี ก า รรอด เฉพาะที่ ไ ม มี ก า รแช ส า ร 
vitrification แตมีการใสสารลงในอาหารregenerate 
โดยสภาพของพืชมีความแข็งแรงกวาไมมีสารอยาง
เห็นไดชัด สวนการเลือกชวงกวางของระยะเวลา
การแชสาร LS ที่ 20 นาที ถึง 2.5 ชั่วโมง 
เนื่ องจากค า เฉลี่ ยความแข็ งแรงของตนเมื่ อ
เปรียบเทียบจากสีของชิ้นสวนพืชมีคาใกลเคียงกัน
ที่ระยะเวลาการแช 2.5 และ 5 ชม. สวนการเลือก
ชวงกวางของระยะเวลาการแชสาร PVS2  เลือก
ชวงระหวางเวลา 2.5 ถึง 5 ชั่วโมง เนื่องจาก
ชิ้นสวนพืชยังสามารถมีชีวิตไดในชวงเวลาดังกลาว 
และสารดังกลาวมีความสําคัญในการปองกันอัตราย
จากผลึกน้ําแข็งได จากการทดลองที่ 1 ไดทําการ
แบงชวงของระยะเวลาการแชสาร LS ไดแก 20 
นาที 1.5 ชั่วโมง และ 2.5 ชั่วโมง และสาร PVS2 
ไดแก 0, 3, 3.5 และ 4 ชั่วโมง โดยจากการทดลอง
พบวา ระยะเวลาของการแชสาร LS ที่เหมาะสมคือ
20 นาที และการแชสาร PVS2 ที่ระยะเวลา 3.5
ชั่วโมง  มี อัตราการมีชี วิตสูงสุด  0.2833  โดย
ใกลเคียงกับการเก็บรักษา zygotic embryo ของ
กลวยไม Japanese teroestrial orchid (Ishikawa 
et al.,1997) ดวยเทคนิค vitrification ไดมีการแช

LS 15 นาที และ PVS2 3 ชั่วโมง ที่ 0°C มีอัตรา
การรอดสูงสุด สวนที่เก็บรักษาดวยเมล็ดกลวยไม 
ดวยเทคนิค vitrification พบวาการแชสาร PVS2

ระยะเวลา 50 นาที ที่ 25 °C มีอัตราการรอดชีวิต
สูงสุด 60% (Kanchit ,1999) จากการทดลองพบวา 
การแช LS ที่ระยะเวลาเกิน 20 นาที ไมมีผลตอการ
รอดในสภาพเยือกแข็งซึ่งสอดคลองกับการทดลอง
ในพืชลมลุกหลายชนิด (Matsumoto et al., 1994) 
,taro (Takagi et al.,1997 ) กลวย, กลวยไมและ
สับปะรด (Thinh,1997)  ซึ่งใหผลตรงขามกับ 
PVS2 ที่มีสวนสําคัญในการปองกันผลึกน้ําแข็งใน
การสภาพเยือกแข็ง เนื่องจากสารความเขมขนสูง
ของซูโครส จะดึงน้ําออกจากเซลลแลวบางสวนของ
สารประกอบ PVS2 จะเขาไปแทนน้ําภายในเซลล
พืช ลอมรอบอยูผนังเซลลพืชและบางสวนเขาไปใน
เซลลพืช ทําใหเมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงสารประกอบ
ภายในกลายสภาพเปนกระจกไมเกิดผลึกทิ่มแทง
เซลลแตสาร PVS2 จะมีความเปนพิษตอเซลลที่
สภาพอุณหภูมิปกติ (Wolfe and Gary, 1999) 
ดังนั้นเมื่อออกจากการแชไนโตรเจนเหลว ตองทํา
การแชสาร Unloading solution เพ่ือดึงสาร PVS2

ออกจากเซลลไมใหเกิดอันตรายกับเซลลพืช จาก
การทดลองจะพบวา ชิ้นสวนพืชสามารถมีชีวิตอยู
ได 3สัปดาห และไมสามารถฟนคืนสภาพได ดังนั้น
ปญหาของการพัฒนาเทคนิคนี้อาจจะตองหาสูตร
อาหารที่เหมาะสมหลังผานสภาพเยือกแข็ง สวน
เทคนิคencapsulation-vitrification เมื่อเปรียบ 
เทียบกับ vitrification แลวพบวาคอนขางจะ
ซับซอนในการทํางานกวาเล็กนอย แตเปนวิธีการที่
เหมาะสมสําหรับชิ้นสวนพืช ที่เปราะบางเพื่อใช
อุปกรณเสริมในการเคลื่อนยายชิ้นสวน แตทั้งนี้ตอง
ขึ้นอยูกับชิ้นสวนพืชและความเหมาะสมของงาน
ดวย 
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