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บทคัดยอ 
โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.) 
ไดเก็บรวบรวมหวายที่มีคุณคาใน in vitro และ  ex situ และการเก็บรักษาพันธุกรรมที่นานที่สุด คือการเก็บในสภาพ
เย็นยิ่งยวด จึงศึกษาการเก็บรักษาคัพภะหวาย 3 ชนิด ซึ่งเปนตัวอยางทดลองจากหวายชนิดในหองปฏิบัติการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  อพ.สธ. สวนจิตรลดา ไดแก หวายน้ําผ้ึง   หวายกําพวนเล็ก  และหวายขี้ไก ในไนโตรเจนเหลว 3 
วิธีการ  คือ  vitrification-dehydration, encapsulation-dehydration และ encapsulation- vitrification  กอนการเก็บ
รักษาคัพภะจะตองผานขั้นตอนการเตรียมความพรอม และเติมสารปองกันความเย็นที่ชวงระยะเวลาตาง ๆ  พบวา 
คัพภะของหวายทั้ง 3 ชนิดที่ผานการเตรียมความพรอมแตไมแชไนโตรเจนเหลว มีการรอดชีวิต 100  เปอรเซ็นต ทั้ง 3 
วิธีการ  สวนคัพภะของหวายทั้ง 3 ชนิด ที่แชไนโตรเจนเหลวโดยวิธี vitrification-dehydrationและวิธี encapsulation-
vitrification ไมพบการรอดชีวิต สวนวิธี encapsulation-dehydration พบการรอดชีวิตของคัพภะของหวายหวายน้ําผ้ึง   
หวายกําพวนเล็ก  และหวายขี้ไก เปน  20, 80 และ 100 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  การเตรียมความพรอมของคัพภะทํา
โดยเพาะเลี้ยงบนอาหาร preculture เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation  แลวแชคัพภะใน loading 
solution สารปองกันความเย็นที่มี  2 M glycerol + 0.4 M sucrose  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที  จากนั้นวาง bead 
บน silica gel ปริมาณ 50 กรัมตอคัพภะ 20 ชิ้น เปนเวลานาน 14 และ 21 ชั่วโมง เพื่อลดปริมาณน้ําในเซลลกอนนําไป
แชไนโตรเจนเหลว วิธีการที่ใหผลดีที่สุด คือ แชสาร loading solution 30 นาที และลดปริมาณน้ําดวย silica gel 14 
ชั่วโมง กอนนําไปแชไนโตรเจนเหลว แลวนํามาละลายน้ําแข็ง และนําไปเลี้ยงบนอาหาร preculture 1 วัน หลังจากนั้น
แคะเอาเฉพาะสวนคัพภะยายมาเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน คัพภะสามารถรอดชีวิตได 100 เปอรเซ็นต ในหวาย
ขี้ไก 
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หัวขอบทคัดยอ: 
Cordia New, 14 
pt, ชิดซาย ตัวหนา 

เนื้อหาบทคัดยอ: 
Cordia New, 14 pt, 
จัดเทากันทั้งสอง
ดาน ตัวปกติ 

คําสําคัญและ
ติดตอนักวิจัย: 
Cordia New, 
12 pt., จัดชิด
ซาย ตัวปกติ 

หัวเรื่องเชน 
บทนํา วิธีการ
ทดลอง ใหใช
Cordia New, 
14 pt., จัดชิด

เนื้อเรื่องใชCordia New, 14 pt., 
จัดหนาแบบเทากันทั้งสองดาน  
และแบงเปน 2 คอลัมน 

Abstract 
Plant Genetic Conservation Project under the Royal Intiative of Her Royal Htighness Princess Maha Chakri 
Sirindhorn (RSPG) has collected valuable rattan species and preserved then using in vitro and ex situ 
methods. Cryopreservation technique can preserve genetic resources for the longest period of time and 
this technique is used to determined  preservation of 3 rattan species; Calamus sp., Calamus longisetus 
Griff.,  Calamus myrianthus Becc. Which are the rattan cultured at tissue culture laboratory, RSPG. in liquid 
nitrogen was studied using vitrification-dehydration, encapsulation-dehydration and encapsulation- 
vitrification . The preculturing and the cryoprotectant immersion duration were also experimented in order 
to study the most suitable condition for this method. The survival rate of embryos before liquid nitrogen 
immersion was 100% and after liquid nitrogen immersion was 20, 80 and 100% in Calamus sp.,  C. 
longisetus Griff.,  C. myrianthus Becc, respectively. The most suitable method was to preculture the 
embryos on precultured medium for seven days. The embryos were then encapsulated and left in loading 
solution containing 2M glycerol and 0.4M sucrose for 0,20 and 30 minutes. The encapsulated embryos 
were then dehydrated using silica gel (20embryos per 50 g silica gel) for 14 and 21 hours. After that the 
encapsulated embryos were plunged into liquid nitrogen. After thawing and reculturing on preculture 
medium for 1 days, the embryos were taken out from supported medium and transferred onto MS 
medium . They were then incubated for 1 month and it was found that survival rate of embryos was 100% 
in  C. myrianthus Becc. 
 
คําสําคัญ  :  การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว, หวาย, encapsulation-dehydration 
Keywords: cryopreservation, rattan, encapsulation-dehydration  
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บทนํา 
หวายเปนพืชวงศ Palmae  เปนเถาเลื้อยลําตนปนปาย
ตามตนไม   มีถิ่นกําเนิดในเขตรอนแถบโลกเกา (Old 
World tropics) และเขตกึ่งรอน  ในโลกมีหวายทั้งหมด  
13 สกุล  600 ชนิด  (Zehui, 2007)  ในประเทศไทย
พบ   6   สกุล   62   ชนิด   คือ   สกุล   Calamus,  
Daemonorops, Korthalsia, Plectocomia,  
Plectocomiopsis และ Myrialepsis (Sutthisrisilapa, 
2004)  พบมากบริเวณปาดิบช้ืนทางภาคใตของ
ประเทศ  หวายเปนผลผลิตที่สําคัญอยางหนึ่งที่ไดมา

จากปา สามารถนํามาใชประโยชนในการทําเครื่องจัก
สาน สวนใหญใชทําเฟอรนิเจอร  เพื่อสงออกและใช
ภายในประเทศ  ปจจุบันประเทศประสบกับภาวะการ
ขาดแคลนวัตถุดิบหวายเพื่อใชทําฟอรนิเจอร เนื่องจาก
หวายหลายชนิดที่ มีคุณภาพดีถูกตัดออกมาใชกัน
อยางไมมีการควบคุมและขาดการอนุรักษ  พื้นที่ปาถูก
ทําลาย  ทําใหหวายหลายชนิดเกือบสูญพันธุไป  อีกทั้ง
ยังมีขอจํากัดเรื่องการขยายพันธุ  ในธรรมชาติหวายมี
การขยายพันธุโดยใชเมล็ดและแตกหนอ  เมล็ดหวาย
เปนเมล็ดที่ไมสามารถเก็บรักษาไดเมื่อเก็บผลมาแลว
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ตองนํามาปลูกทันทีเพราะถาเก็บไวนานเกิน  1สัปดาห 
เปอรเซ็นตการงอกจะลดลงอยางรวดเร็ว ดังนั้นจึง
จําเปนที่จะตองหาวิธีการเก็บรักษาเมล็ดระยะยาวนาน
เพื่อใชประโยชนตอไปในอนาคต ซึ่งวิธีการเก็บรักษาใน
สภาพเยือกแข็ง  (Cryopresercation)เปนการเก็บ
รักษาชิ้นสวนพืชในไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส( Withers and  Engelmann, 1997) ซึ่ง
ในการเก็บรักษาพันธุกรรมในสภาพที่อุณหภูมิต่ําทําให
การแบงเซลลและขบวนการ metabolism ตาง ๆ 
ภายในเซลลหยุดการทํางาน  ทําใหสามารถเก็บรักษา
ชิ้นสวนพืชไวไดนาน  (Engelmann, 2004) การเก็บ
รักษาพันธุกรรมดวยวิธีนี้นิยมใชกันอยางแพรหลาย
เนื่องจากสามารถเก็บรักษาพันธุกรรมไดเกือบทุก
ชิ้นสวน และสามารถขยายระยะเวลาในการเก็บรักษา
ไวได การทํา encapsulation (Hirai et al., 1998)  วิธี
นี้ไมเปนพิษตอพืชและสามารถปองกันชิ้นสวนระหวาง
การดึงน้ําออกจากเซลล (Niino and Sakai. 1992) พืช
ที่ประสบความสําเร็จในการเก็บรักษาดวยวิธีนี้ เชน 
shoot tips ของ Dendrobium ‘Walter Oumae’ 
(Lurswigidjarus and Thammasiri, 2004) 
protocorm-like bodies ของ Oncidium (Miao et al., 
2005) protocorm ของ Oncidium bifolium ในสภาพ
ปลอดเชื้อ (Flachsland et al., 2006)  และ 
protocorms ของ Vanda coerulea (Jitsopakul et 
al. 2008) 
 
จุดประสงคของการทดลองครั้งนี้ เพื่อหาวิธีการที่
เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร เ ก็ บ รั ก ษ า คั ภ พ ะ ห ว า ย ใ น
ไนโตรเจนเหลวในการอนุรักษพันธุกรรมหวายตอไป 
 
อุปกรณและวิธีการทดลอง 
ศึกษาการเก็บรักษาคัพภะหวาย 3 ชนิด คือ หวาย
น้ํ า ผ้ึ ง    หวายกํ าพวน เล็ ก  และหวายขี้ ไ ก   ใน
ไ น โ ต ร เ จ น เ ห ล ว  3  วิ ธี ก า ร   คื อ   vitrification-

dehydration, encapsulation-dehydration, 
encapsulation- Vitrification   
1.  การเตรียมคัพภะหวายกอนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว ลางผลหวายในน้ําไหลนาน 20 นาที 
แลวแชในสารละลาย Clorox 20% รวมกับ Tween 20  
2 -3  หยด   นาน  3 0  นาที  จากนั้ น เ ผาผลด ว ย
แอลกอฮอล 95 % หลังจากนั้นนําเมล็ดมาแคะเอา
เฉพาะส วนของคัพภะมาเพาะ เลี้ ยงบนอาหาร 
preculture  (อาหาร MS ที่เติม 0.3 M sucrose) เปน
เวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 1) 
2. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดย
วิ ธี  vitrification-dehydration บ ร ร จุ เ ฉ พ า ะ ส ว น
ของคัพภะหวายใสใน  cryotube   แชใน   loading  
solution (LS ; 2 M glycerol + 0.4 M sucrose)  เปน
เวลา   0,  20 และ  30 นาที  แลวนําไปแชในสาร 
cryoprotectant PVS2 30% (w/v) glycerol, 
15%(w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), 15% (w/v) 
ethylene glycol ที่เติม 0.4 M sucrose)  นําไป 
prefreezing  ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เปนเวลา  
0, 30, 45,  60 และ 90 นาที แลวแชในไนโตรเจนเหลว 
(ภาพที่ 2) 
3. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 
encapsulation-dehydration บรรจุสวนของคัพภะ
หวายลงในขวดที่มี  6% Na-alginate  ใช trip ปลาย
ตัดดูดสารละลาย  6% Na-alginate  ให มีชิ้นสวน
ของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดที่มี  0.1 M 
CaCl2  ทิ้งไว 30 นาที ยาย  beads ที่เกิดขึ้น แชใน  
loading  solution (LS)  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที 
นํา  beads  วางบนจานแกวเพื่อดึงน้ําออกดวย silica 
gel 50 กรัม/คัพภะ 20 ชิ้นในจานแกวปดฝา เปนเวลา
0, 14  และ 21 ชั่วโมง เมื่อครบกําหนดนํา beads 
บรรจุลงใน cryotube  แลวแชไนโตรเจนเหลว (ภาพที่ 
3) 
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4. การเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดยวิธี  
encapsulation-vitrification บรรจุสวนของคัพภะ
หวายลงในขวดที่มี  6% Na-alginate  ใช trip ปลาย
ตัดดูดสารละลาย  6% Na-alginate  ให มีชิ้นสวน
ของคัพภะติดมาดวย  หยดลงในขวดที่มี 0.1 M CaCl2 
ทิ้งไว 30 นาที ยาย  beads  แชใน  loading  solution 
(LS)  เปนเวลา  0, 20 และ 30 นาที เติมสาร  PVS2  
นําไป prefreezing  ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส  เปน
เวลา  0, 30, 45,  60 และ 90 นาที  นําเม็ด beads ใส 
cryotube และเติม PVS2 ลงใน cryotube  แลวแช
ไนโตรเจนเหลว (ภาพที่ 4) ในการทดลองการเก็บรักษา
คัพภะหวายทั้ง 3 วิธี จะศึกษาอัตราการรอดชีวิต 
 

ของคัพภะทั้งกอนและหลังการแชไนโตรเจนเหลว โดย
ทดลองแชไนโตรเจนเหลวเปนเวลาอยางนอย 24 
ชั่วโมง      
5. ทดสอบการรอดชีวิตภายหลังการเก็บรักษาใน
ไ น โ ต ร เ จ น เ ห ล ว   นํ า คั พ ภ ะ ที่ เ ก็ บ รั ก ษ า ใ น
ไนโตรเจนเหลว มาละลายน้ําแข็งดวยน้ําอุนอุณหภูมิ 
37-40 องศาเซลเซียส นาน  2 นาที  หลังจากนั้นนํามา
ลางสาร  PVS2  ใน unloading solution (1.2 M 
sucrose)   เปนเวลา 20 นาที  แลวยายมาเลี้ยงใน
อาหาร preculture (MS+0.3 M sucrose)  เปนเวลา 
1 วัน  หลังจากนั้นนํามาเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 
เดือน เพื่อหาเปอรเซ็นตการรอดชีวติ (ภาพที่ 5) 

A B C 

   
D E F 

   
ภาพที่ 1 ขั้นตอนการเตรียมคัพภะหวายกอนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

        A : ผลหวายสด    B : แชน้ําไหล นาน 20 นาที 
   C : เผาผลหวายดวยแอลกอฮอล 95 %  D : แคะคัพภะหวาย 
   E : คัพภะหวาย     F : เล้ียงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
  

A B C D 

   
 

ภาพที่ 2 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี vitrification-dehydration 
    A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน      B : เติมสาร loading solution แชไวตามระยะเวลาตาง ๆ 
    C : เติมสาร PVS2 แชไวตามระยะเวลาตาง ๆ       D : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว   
 



แบบฟอรมการจัดหนาเรื่องเต็ม 
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A B C D 

    
E F   

 
 

  

ภาพที่ 3 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี encapsulation-dehydration 
A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
B : 6% Na-alginate และ 0.1 M CaCl2 
C : ทํา encapsulation ใน 6% Na-alginate 
D: แช beads ใน loading  solution  ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
E: วาง beads บน silica gel  ที่ระยะเวลาตาง ๆ 
F: เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 

 
A B C D 

    
E    

 

 

  

ภาพที่ 4 ขั้นตอนการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว  โดยวิธี Encapsulation-vitrification 
A : เพาะเลี้ยงในอาหาร preculture นาน 7 วัน 
B : ทํา encapsulation ใน 6% Na-alginate 
C : แช beads ใน loading  solution ที่ระยะเวลาตาง ๆ  
D : แช beads ใน PVS2 ที่ระยะเวลาตาง ๆ  
E : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
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A B C D 

 
   

ภาพที่ 5 ขั้นตอนการเพาะคัพภะหวายใหงอกภายหลังการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
A : เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
B : ละลายน้ําแข็งในน้ําอุนที่อุณหภูมิ 37-40 oCนาน 2 นาที 
C : แชในสารละลาย 1.2 M sucrose (unloading  solution) นาน 20 นาที 
D: ยายมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร pegrowth 

 
ผลและวิจารณผลการทดลอง 
1. ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี vitrification-dehydration 
จากการนําคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานการฟอกฆา
เชื้อมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร preculture เพื่อเตรียม
ความพรอมนาน 7 วัน มาทดสอบหาชวงเวลาในการ
แชสาร  loading solution และระยะเวลาการแชสาร 
PVS2 ที่อุณภูมิ  0 oc  พบวา คัพภะที่ ไมแช
ไนโตรเจนเหลวมีการรอดชีวิตเปน 100% ทุกการ
ทดลอง สังเกตจากคัพภะมีการขยายตัวใหญขึ้น สี
ของคัพภะมีสีขาวอมเหลือง (ภาพที่ 6A) และสังเกตได
วาการทํา preculture เพื่อกระตุนการปรับตัวใหทด
ทานตอสภาพแชแข็งเพียงอยางเดียวในเวลา 7 วัน 
ใหผลการรอดชีวิตเหมือนกับการเติมสารปองกันความ
เย็นทุกชวงระยะเวลา แสดงวาสาร cryoprotectants 
ไมเปนพิษตอคัพภะ (Wang et. al., 2005) สวนคัพภะ
ที่แชไนโตรเจนเหลวไมมีการตอบสนองตออาหาร MS 
ลักษณะของคัพภะกลายเปนสีดํา (ภาพที่ 6B) ทุกการ
ทดลอง  อาจเปน เพราะชวง เวลาในการแชสาร 
Loading solution และ PVS2 นอยเกินไป  ทําใหสาร 
cryoprotectants ประเภทออกฤทธิ์ภายในเซลลไดแก 
DMSO และ glycerol ไมสามารถซึมผานเขาไปภายใน
เซลล ทําใหการปองกันการยึดตัวของเซลลและปกปอง 

 
การเปลี่ยนแปลงของระบบ membrane บกพรอง สวน
สารประเภทออกฤทธิ์ภายนอกเซลล เชน sucrose ที่ใช
ดึงน้ําออกจากเซลลมีประสิทธิภาพลดลงทําใหน้ํา
ภายในเซลลเปล่ียนเปนผลึกน้ําแข็งทิ่มแทงเซลลจน
เ สี ย ห า ย  จึ ง ไ ม พ บ ก า ร ร อ ด ชี วิ ต ข อ ง คั พ ภ ะ 
(Engelmann, 2000; Pennycooke and Towill, 
2000) 
2. ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี encapsulation-dehydration 
จากการนําคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานการฟอกฆา
เชื้อมาเลี้ยงบนอาหาร preculture เพื่อเตรียมความ
พรอมนาน 7 วัน มาหาชวงเวลาในการแช beads ที่
มีคัพภะในสาร  loading solution และระยะเวลาใน
การดึงน้ําออกจากเม็ด beads โดยใช silica gel  50 
กรัม/คัพภะ 20 ชิ้น พบวา คัพภะที่ไมแชไนโตรเนเหลว
มีการรอดชีวิตเปน 100% สังเกตจากคัพภะมีสีขาวอม
เหลือง และขนาดใหญ (ภาพที่ 6C) ทุกการทดลอง  
แสดงวา ระยะเวลาในการแชสาร loading solution 0, 
20 และ 30 นาที และการใช  silica gel  ที่ 14 และ 21 
ชั่วโมง ไมทําใหคัพภะไดรับความเสียหาย  สวนคัพภะ
ที่แชไนโตรเจนเหลวมีการตอบสนองตออาหาร MS 
สังเกตจากคัพภะมีสีขาวอมเหลือง พรอมที่จะพัฒนา 
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(ภาพที่ 6D) การรอดชีวิตของหวายทั้ง 3 ชนิด แตกตาง
กันคือ หวายขี้ไกรอดชีวิต  100% จากการแชสาร 
loading solution 30 นาที รวมกับการใช silica gel ที่ 
14 ชั่วโมง หวายกําพวนเล็กรอดชีวิต  80% จากการแช
สาร loading solution 0 นาที รวมกับการใช silica gel 
ที่ 14 ชั่วโมง  และหวายน้ําผ้ึงรอดชีวิต  20% จากการ
แชสาร loading solution 20 นาที รวมกับการใช silica 
gel ที่ 14 ชั่วโมง (ตารางที่ 1) เปนผลจากการเตรียม
ความพรอมของคัพภะบนอาหาร preculture ที่มี
น้ําตาลซูโครสความเขมขนสูงถึง 0.4 M นาน 7 วัน 

กอนการทําเม็ด beads ชวยทําใหเซลลเกิดการสะสม
น้ําตาลและเพิ่มความเสถียรของผนังเซลลมากขึ้น 
โดยเฉพาะน้ําตาลซูโครสสามารถปกปองเซลลจาก
ความเย็นในขณะที่เซลลสูญเสียน้ํา  การใช silica gel 
ที่ 14 ชั่วโมง ดึงน้ําออก สามารถปองกันการเกิดผลึก
น้ําแข็งที่บริเวณ intracellular ของเซลล (Uragami et. 
al., 1990)  และการดึงน้ําออกจากเม็ด beads ดวย
สาร loading solution ที่มี glycerol สามารถทําให
เนื้อเยื่อทนตอความเย็นไดดีขึ้น 

 
ตารางที่ 1 เปอรเซ็นตการรอดชีวิตของคัพภะหวายทั้ง 3 ชนิด ที่ผานขั้นตอนการปรบัสภาพโดยวิธี 

encapsulation-dehydration  เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน 
เปอรเซ็นตการรอดชีวิต 

หวายน้ําผ้ึง หวายกําพวนเล็ก หวายขี้ไก 
Silica gel 
(ชั่วโมง) 

แช LS 
(นาที) 

แช LN ไมแช LN แช LN ไมแช LN แช LN ไมแช LN 
0 0% 100% 80% 100% 20% 100% 
20 20% 100% 60% 100% 40% 100% 

14 

30 0% 100% 40% 100% 100% 100% 
0 20% 100% 20% 100% 40% 100% 
20 0% 100% 40% 100% 80% 100% 

21 

30 0% 100% 0% 100% 80% 100% 
 
3) ผลการเก็บรักษาคัพภะหวายในไนโตรเจนเหลว โดย
วิธี encapsulation-vitrification 
จากนําคัพภะหวายที่ผานการฟอกฆาเชื้อมาเลี้ยงบน
อาหาร preculture เพื่อเตรียมความพรอมเปนเวลา 7 
วัน มาหาชวงเวลาในการแช beads ที่มีคัพภะในสาร  
loading solution และระยะเวลาในการแช beads ใน 
PVS2  ที่อุณภูมิ 0 oc พบวา คัพภะที่ไมแชไนโตรเจน
หลว มีการรอดชีวิต 100% ลักษณะของคัพภะมีสีขาว

อมเหลือง (ภาพที่ 6E) พรอมที่จะพัฒนาตอไป 
สวนคัพภะที่แชไนโตรเจนเหลว ไมมีการตอบสนองตอ
อาหาร MS สังเกตไดจากสีคัพภะกลายเปนสีดํา (ภาพ
ที่ 6F)  ทุกการทดลอง เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS 
นาน 1 เดือน อาจเปนเพราะระยะเวลาการแชสาร 
loading solution และ PVS2 นอยเกินไป ทําใหไม
สามารถดึงน้ําออกจากเซลลได จึงเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้น
ภายในเซลล สงผลใหเซลลถูกทําลายและเสียหายได 
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A B C D 

    
E F   

  

  

ภาพที่ 6  คัพภะหวายที่ผานขั้นตอนการเตรียมความพรอมกอนนําไปแชและหลังนําไปแชไนโตรเจนเหลว  
               ทั้ง 3 วิธีการ เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน 
A :  การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี vitrification-dehydration  
B: คัพภะที่ไมสามารถรอดชีวิตไดภายหลังการแชไนโตรเจนเหลว วิธี vitrification-dehydration  
C: การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-dehydration   
D: การพัฒนาของคัพภะภายหลังการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-dehydration  
E: การพัฒนาของคัพภะที่ไมผานการแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-vitrification  
F: คัพภะที่ไมสามารถรอดชีวิตไดภายหลังแชไนโตรเจนเหลว วิธี encapsulation-vitrification  

 
สรุปผลการทดลอง 
การเก็บรักษาคัพภะหวายน้ําผ้ึง หวายกําพวนเล็ก และ
หวายขี้ไก ในไนโตรเจนเหลว ทั้ง 3 วิธีการ คือ 
vitrification-dehydration, encapsulation-
dehydration และ encapsulation-vitrification พบวา 
วิธีที่เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาทําไดโดยการปรับ
สภาพคัพภะดวยการทํา preculture  บนอาหาร MS ที่
เติม 0.3 M sucrose เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 oC 
จากนั้นนําคัพภะมาทํา encapsulation และแชใน 
loading  solution เปนเวลา 0, 20 หรือ 30 นาที ตาม
ดวยการทําใหแหงดวย silica gel ที่ 50 กรัม/คัพภะ 20 
ชิ้น เปนเวลา 14 ชั่วโมง เพื่อลดปริมาณน้ําในเซลล 
แลวจึงนําไปแชในไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 วัน เมื่อ
นํามาทดสอบการรอดชีวิต โดยผานขั้นตอนการละลาย

น้ําแข็งและนําไปเลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน พบ
การรอดชีวิตของคัพภะหวาย นอกจากนี้จะขึ้นอยูกับ
ระยะเวลาในการแช  loading  solution และ ดึงน้ํา
ออกจากเซลลดวย silica gel  แลวยังขึ้นอยูกับชนิด
ของหวายและขนาดของคัพภะที่นํามาเก็บรักษาดวย  
ซึ่งในขั้นตอไปจะหาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษา
คัพภะหวายแตละชนิดโดยวิธี encapsulation-
dehydration ตอไป 
 
คําขอบคุณ 
โครงการวิจัยนี้ไดรับการสนับสนุนจากโครงการ 
อนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากรพระราชดําริฯ 
ผูวิจัยขอขอบคุณมา ณ ที่นี้ดวย 
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