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บทคัดย่อ 
 
 ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคัญส าหรับประเทศไทย เมล็ดยางพาราเป็นเมล็ด
จ าพวก recalcitrant จึงไม่สามารถเก็บรักษาไว้ได้นาน จึงได้ท าการศึกษาเทคนิคที่เหมาะสมในการ
เก็บรักษาเอ็มบริ โอยางพาราในไนโตรเจนเหลวเ พ่ือการอนุรักษ์ โดยเทคนิค vitrification, 
encapsulation-vitrification, dehydration และ encapsulation-dehydration ผลจากการศึกษา
พบว่า เอ็มบริโอของยางพาราที่ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวสามารถพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ โดยมี
การท า preculture เอ็มบริโอยางพาราในอาหาร MS ที่เติม sucrose ความเข้มข้น 0.3 M เป็นเวลา 
3 วัน ก่อนน าไปศึกษาด้วยเทคนิค cryopreservation 
 ส าหรับเทคนิค vitrification ศึกษาระยะเวลาในการแช่ loading solution (0.8 M sucrose 
+ 1M glycerol) และ plant vitrification solution (PVS2 และ PVS3) พบว่า อัตราการรอดชีวิต
และการเจริญเป็นต้นใหม่สูงสุด ที่ 88.87% และ 66.33% ตามล าดับ สามารถท าได้โดยการแช่
เอ็มบริโอใน loading solution  เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นน ามาแช่ในสารละลาย  PVS2 (30% 
(w/v) glycerol, 15% (w/v) ethylene glycol and 15% (w/v) dimethyl sulfoxide) เป็นเวลา 
120 นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส แล้วจึงแช่ในไนโตรเจนเหลว 24 ชั่วโมง ละลายน้ าแข็งโดยแช่
ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ล้างชิ้นส่วนด้วย อาหารเหลว MS เติม
ซูโครส 1.2 M เป็นเวลา 20 นาที และวางเลี้ยงในอาหาร MS ที่เติม 0.6-0.7 µM kinetin, 1.0 µM 
NAA, 1.4 µM GA and ผงถ่าน 4 g/l 
 ส่วนการท า dehydration พบว่าการลดความชื้นด้วยการวางเอ็มบริโอที่ไม่หุ้ม alginate 
ภายใต้ laminar flow (air drying dehydration) เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจน ให้
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 80.72% และ 69.72% 
ตามล าดับ ส่วนการลดความชื้นด้วยการวางเอ็มบริโอที่หุ้มด้วย alginate (encapsulation-
dehydration) ภายใต้ laminar flow (air drying dehydration) เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วน าไปแช่
ในไนโตรเจน ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 37.50% 
และ 27.98% ตามล าดับ โดยความชื้นของเอ็มบริโอจะถูกลดให้อยู่ในระดับประมาณ 15% ส่วนการ
ลดความชื้นด้วย silica gel ไม่พบอัตราการรอดชีวิต  
 
 
ค าหลัก: ยางพารา, การเก็บรักษาพันธุ์พืชแบบแช่แข็ง, เมล็ดเทียม, encapsulation-dehydration, 
encapsulation-vitrification 
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Abstract 
   
 Rubber tree (Hevea brasiliensis) is an important commercial crop, especially 
in Thailand. Rubber seeds are recalcitrant; therefore, they cannot be stored for long 
time. Cryopreservation technique of rubber tree embryo was studied as it could be 
used as a guideline for genetic conservation. Four methods of cryopreservation; 
vitrification, encapsulation-vitrification, dehydration and encapsulation-dehydration 
were studied. The results found that the cryopreserved embryonic axes were able to 
develop into the whole plants. The optimal conditions were precultured embryonic 
axes for 3 days in MS medium supplemented with 0.3 M sucrose before used for 
cryopreservation technique.   
 For vitrification, the effect of dehydration time in loading solution (0.8 M 
sucrose + 1M glycerol) and plant vitrification solutions (PVS2 and PVS3) were studied. 
The highest survival rate (88.87%) and regrowth (66.33%) were achieved when the 
precultured zygotic embryos were loaded with loading solution for 20 min and 
exposed to PVS2 which consisted of 30% (w/v) glycerol, 15% (w/v) ethylene glycol 
and 15% (w/v) dimethyl sulfoxide in MS liquid medium for 120 min at 0 ˚C. Then the 
embryonic axes were plunged into liquid nitrogen (LN) for 24 h. After thawing at 
about 40˚C for 2 min, embryonic axes were washed with MS liquid medium 
containing 1.2 M sucrose for 20 min and cultured on recovery medium (MS agar 
medium with 0.6-0.7 µM kinetin, 1.0 µM NAA, 1.4 µM GA and 4 g/l activated charcoal)  
 For dehydration, precultured zygotic embryos were dehydrated by sterile 
airflow in a laminar flow cabinet for 3 h. Survival rate and regrowth after freezing was 
80.72% and 69.72%, respectively for naked zygotic embryos. The cryopreservation by 
encapsulation-dehydration method was successfully done by leaving encapsulated 
embryonic axes in a laminar flow for 4 h. before plunging into LN. The survival rate 
and regrowth of encapsulated zygotic embryos were 37.50% and 27.98%, 
respectively. Moisture content of naked embryonic axes was about 15%. However, 
embryonic axes dehydrated by silica gel did not survive at all.  
 
 
Keywords: rubber tree, cryopreservation, encapsulation, encapsulation-dehydration, 
encapsulation-vitrification 
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บทที่ 1 

บทน า 

 

ยางพาราเป็นพืชที่มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศไทย ปัจจุบันไทยเป็นประเทศผู้ผลิต

ยางพารามากที่สุดในโลก รวมทั้งมีความส าคัญกับชีวิตความเป็นอยู่ของประชากรไทยในหลายจังหวัด

ที่ประกอบอาชีพการท าสวนยางพารา  โดยทั่วไปการขยายพันธุ์ยางพาราท าได้โดยการน าต้นพันธุ์ดีมา

ติดตาบนต้นตอ  ซึ่งต้นตอได้มาจากการน าเมล็ดยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองมาเพาะ เนื่องจากยางพันธุ์

พ้ืนเมืองมีระบบรากที่แข็งแรง เจริญเติบโตได้ดี และที่ส าคัญคือมีความสามารถทนทานต่อการเข้า

ท าลายของโรครากต่างๆได้  เนื่องจากในอดีตมีการส่งเสริมการปลูกยางพันธุ์ดีที่ให้ผลผลิตสูง เช่น 

พันธุ์ RRIM600 หรือ BPM24 ทดแทนยางพันธุ์พ้ืนเมืองที่ให้ผลผลิตน้อย ท าให้ยางพาราพันธุ์พ้ืนเมือง

ถูกโค่นท าลายไปเป็นจ านวนมาก ในปัจจุบันต้นตอท่ีใช้ส่วนใหญ่จึงได้มาจากเมล็ดพันธุ์ดี คือ RRIM600 

ซึ่งระบบรากมีความแข็งแรงน้อย และอ่อนแอต่อการเข้าท าลายของโรครากหลายชนิด โดยเฉพาะโรค

รากขาวที่ก าลังมีการระบาดรุนแรงในหลายจังหวัดทางภาคใต้ ได้แก่ ชุมพร, สุราษฎร์ธานี, ระนอง, 

นครศรีธรรมราช, สงขลา, กระบี่ และสตูล (อยุทธ์ และเสมอใจ, 2554) ดังนั้นการเก็บรักษาเชื้อ

พันธุกรรมของยางพาราพันธุ์พื้นเมืองจึงมีความส าคัญ เพ่ือใช้เป็นแหล่งของต้นตอในการปลูกสร้างสวน

ยางพารา หรือใช้ประโยชน์ในการศึกษาวิจัยต่อไป  แต่เนื่องจากยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองให้ผลผลิตน้ า

ยางค่อนข้างต่ า จึงถูกละเลยจากเกษตรกรส่วนใหญ่ การปลูกสร้างสวนยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองที่มีพ้ืนที่

ขนาดใหญ่เพ่ือใช้เป็นแหล่งผลิตต้นตอยางพาราที่เพียงพอต่อความต้องการจึงท าได้ยาก นอกจากนี้

ปัญหาที่ส าคัญในการเก็บรักษาเมล็ดยางพาราคือ เมล็ดยางพาราจะสูญเสียความงอกได้อย่างรวดเร็ว

ภายใน 20 วันหลังจากร่วงจากต้น โดยเมล็ดยางพาราจะเสื่อมสภาพอย่างรวดเร็ว เนื่องจากอาหาร

สะสมส่วนใหญ่ในเมล็ดยางพารามีองค์ประกอบจ าพวกไขมัน นอกจากข้อจ ากัดของการเก็บรักษา

เมล็ดพันธุ์ยางพาราดังกล่าวแล้ว ยังมีปัญหาในเรื่องการติดเมล็ดน้อยและไม่แน่นอน หรือในบางปีไม่

สามารถติดเมล็ดได้ เนื่องจากอิทธิพลของสภาพอากาศที่แปรปรวนไปในปัจจุบัน การเก็บรักษาเชื้อ

พันธุกรรมพืชในระยะยาว สามารถท าได้ทั้งในและนอกหลอดทดลอง ซึ่งการเก็บรักษาในสภาพนอก

หลอดทดลองมีข้อจ ากัดในเรื่องค่าใช้จ่าย การดูแลรักษา การเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ และพ้ืนที่

การเก็บรักษาต้องมีขนาดใหญ่ ดังนั้นการน าเทคนิคในการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมพืชด้วยการแช่เยือก

แข็งในไนโตรเจนเหลว หรือ Cryopreservation ซึ่งเป็นวิธีที่สามารถท าการเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชได้ใน

ระยะยาว ไม่มีข้อจ ากัดในเรื่องดังกล่าว โดยจะต้องมีการเตรียมความพร้อมให้กับชิ้นส่วนพืชให้ทนทาน

ต่อการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ าประมาณ -196 องศาเซลเซียส ได้แก่ วิธีการปรับสภาพ (Preculture) 

การดึงน้ าออกจากเซลล์ (Dehydration) หรือการใช้สารป้องกันความเย็นเพ่ือปรับสภาพน้ าและ

ออสโมติคของเซลล์ (Cryoprotectant หรือ Vitrification) และในปัจจุบันมีการใช้เทคนิคการห่อหุ้ม
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ชิ้นส่วน (encapsulation) ที่จะเก็บรักษาในวุ้นอัลจิเนท  เพ่ือป้องกันอันตรายให้แก่เนื้อเยื่อพืชที่อยู่

ภายใน โดยประยุกต์เทคนิคต่างๆ เข้าด้วยกัน ได้แก่ การรักษาพันธุ์พืชแบบแช่เยือกแข็ง โดยวิธีการ

หุ้ม และดึงน้ าออก (encapsulation-dehydration method) หรือ การเก็บรักษาพันธุ์พืชแบบแช่

เยือกแข็ง โดยวิธีการหุ้ม และป้องกันไม่ให้เกิดผลึกน้ าแข็งด้วยสารเคมีบางชนิด (encapsulation-

vitrification method) ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมพืชหลายชนิด 

แต่ยังต้องมีการศึกษาถึงวิธีการที่เหมาะสมในแต่ละพืช โดยเทคนิคทั้งสองประเภทยังไม่มีการศึกษาใน

ยางพารา ดังนั้นการศึกษาถึงวิธีการที่เหมาะสม และปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรม

ยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองด้วยวิธีการแช่เยือกแข็ง จึงอาจน าไปสู่การผลิตต้นกล้ายางพาราที่สามารถใช้

เป็นต้นตอที่ดี เพ่ือการปลูกสร้างสวนยางพาราอย่างยั่งยืน 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพ่ือศึกษาปัจจัยต่างๆ ที่มีผลในการเตรียมชิ้นส่วนพืชต่อการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพารา

ในไนโตรเจนเหลว 

2. เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมยางพาราโดย

เทคนิค dehydration, encapsulation-dehydration, vitrification และ encapsulation-

vitrification 
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสาร 

 

  ยางพารา (Hevea  brasiliensis Muell  Arg.)  เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของ

ประเทศไทย โดยประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกยางพารา ในปี 2556 ทั้งสิ้น ประมาณ 22.2 ล้านไร่ โดย

ผลผลิตยางพาราส่วนใหญ่อยู่ที่ภาคใต้ ซึ่งมีพ้ืนที่ปลูก 13.9 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 62.8 ของประเทศ 

และปัจจุบันมีการขยายพ้ืนที่การปลูกสู่ภูมิภาคอ่ืนๆ มากขึ้น โดยเฉพาะภาคตะวันออกเฉียงเหนือมี

พ้ืนที่ปลูก 4.4 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 19.8 ซึ่งเป็นอันดับ 2 ของประเทศ รองลงมาได้แก่ ภาคกลาง 

และภาคเหนือ มี พ้ืนที่ปลูก 2.6 และ 1.2 ล้านไร่ คิดเป็นร้อยละ 11.8 และ 5.5 ของประเทศ 

ตามล าดับ (ส านักพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมภาคตะวันออกเฉียงเหนือ, 2558)  

  ในอดีตการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์ยางพาราจะให้ความส าคัญกับเรื่องของพันธุ์ดี  

ที่จะน ามาติดตาบนต้นตอ ไม่ว่าจะเป็นการคัดเลือกพันธุ์ที่ให้ผลผลิตน้ ายางหรือเนื้อไม้สูง  รวมไปถึง

ลักษณะอ่ืนๆ ที่เป็นเป้าหมายของนักปรับปรุงพันธุ์เช่น ต้านทานต่อการเข้าท าลายของโรคส าคัญของ

ยางพารา การปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมที่แตกต่างกัน เป็นต้น แต่ในระยะหลังที่ประเทศไทยมีนโยบาย

ขยายพ้ืนที่ปลูกยางพารา จากเดิมที่ปลูกกันมากทางภาคใต้และสามจังหวัดในภาคตะวันออก ไปยัง

ภูมิภาคอ่ืนๆ ของประเทศ  เช่น ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ  รวมทั้งการปลูกทดแทน

สวนยางเก่าและขยายพ้ืนที่ในภาคใต้เอง เนื่องจากแรงจูงใจในเรื่องของราคายางที่ค่อนข้างสูง ท าให้

ความต้องการวัสดุปลูกยางพาราซึ่งได้แก่ต้นตอตายาง หรือยางช าถุงสูงขึ้นอย่างมาก ในทางกลับกัน 

ต้นยางพันธุ์ พ้ืนเมืองหรือพันธุ์ดั้ ง เดิมที่ เคยใช้ เป็นต้น ตอค่อยๆ หายไปเพราะถูกโค่นเกือบ

หมด   เหลืออยู่บ้างเฉพาะในบางพ้ืนที่เท่านั้น ประโยชน์ที่ชัดเจนของการใช้ยางพ้ืนเมืองเป็นต้นตอ 

เนื่องจากพันธุ์เหล่านั้นเป็นพันธุ์ผสมเปิด มีฐานพันธุกรรมกว้าง ระบบรากมีความแข็งแรง  ทนทานต่อ

โรครากได้ดี ในปัจจุบันคาดกันว่ายางที่ปลูกในประเทศไทยขณะนี้  ประมาณ 75 %  เป็น

พันธุ์ RRIM600 ที่เหลือเป็นพันธุ์ดีชนิดอ่ืนเช่น RRIT251 BPM24 และGT1 เป็นต้น  ดังนั้นต้นตอส่วน

ใหญ่ในปัจจุบันจึงได้มาจากเมล็ดของต้นยางพันธุ์ดีคือ RRIM600  ท าให้เกิดปัญหาเนื่องจากระบบราก

ของยางพันธุ์ดีจะมีความแข็งแรงน้อยกว่าพันธุ์พ้ืนเมืองมาก (จรัสศรี และคณะ, 2557) มักมีปัญหาเมื่อ

ปลูกในสภาพดินที่มีธาตุอาหารต่ า และในอนาคตสิ่งที่ควรระมัดระวังเป็นอย่างยิ่งคือ หากเกิดมีการ

ระบาดของโรคราก ต้นตอพันธุ์ดีทั้งหมดอาจถูกท าลายได้เนื่องจากมีพันธุกรรมที่ใกล้เคียงกัน เพราะ

จากการศึกษาเก่ียวกับการเข้าท าลายของโรคราก เช่น โรครากขาว (white root rot disease) พบว่า

ไม่มียางพันธุ์ดีหรือพันธุ์แนะน าใดที่ต้านทานต่อการเข้าท าลายของเชื้อสาเหตุ โดยเฉพาะอย่างยิ่งพันธุ์ 

RRIM600 มีความอ่อนแอมาก ซึ่งจะเกิดผลเสียหายร้ายแรงส าหรับการปลูกยางในประเทศ  ในหลาย

ปีที่ผ่านมา สวนยางเริ่มได้รับความเสียหายจากโรครากขาวมากขึ้น  จากการศึกษาของอยุทธ์ และ
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เสมอใจ (2554) ที่ประเมินความเสียหายทางเศรษฐกิจของชาวสวนยางในภาคใต้  เนื่องจากการเข้า

ท าลายของโรครากขาว พบการระบาดของโรคในสวนยางทุกจังหวัด จากเหตุผลดังกล่าวข้างต้นท าให้

เราต้องหันมาให้ความส าคัญกับยางพาราพันธุ์พื้นเมืองหรือพันธุ์ใดๆ ที่มีความเหมาะสมส าหรับเป็นต้น

ตอที่ดี เพ่ือให้การปลูกสร้างสวนยางเป็นไปอย่างยั่งยืน แต่เนื่องจากการปลูกสร้างสวนยางพันธุ์

พ้ืนเมืองขนาดใหญ่เพื่อผลิตเมล็ดส าหรับใช้ผลิตต้นตอเป็นไปได้ยาก เนื่องจากไม่มีแรงจูงใจในเรื่องของ

ผลตอบแทน และการเก็บรักษาเมล็ดยางพาราในระยะยาวไม่สามารถท าได้  การเก็บรักษาเชื้อ

พันธุกรรมในไนโตรเจนเหลวจึงอาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมยางพันธุ์

พ้ืนเมืองเพ่ือการใช้ประโยชน์ในอนาคต 

การเก็บรักษาพันธุ์หรือสายพันธุ์พืช มีความส าคัญต่องานด้านการปรับปรุงพันธุ์พืชและการ

วิจัยอื่นๆ เป็นอย่างมาก ซึ่งส่วนใหญ่จะท าการเก็บรักษาด้วยเมล็ด โดยทั่วไปเมล็ดพันธุ์พืชจะเก็บรักษา

ในสภาพที่มีอุณหภูมิและความชื้นต่ า เพ่ือที่จะชะลอการเสื่อมสภาพของเมล็ดพันธุ์พืช โดยเมล็ดพันธุ์

พืชต่างชนิดกันมีอัตราการเสื่อมสภาพที่แตกต่างกัน เนื่องจากเมล็ดพันธุ์มีลักษณะทางสัญฐานวิทยา 

และการปรับตัวเพ่ือความอยู่รอดที่แตกต่างกัน จึงส่งผลให้อายุการเก็บรักษาแตกต่างกันด้วย โดย

เมล็ดพันธุ์พืชบางชนิดมีการเสื่อมสภาพช้า จึงมีอายุการเก็บรักษาที่ยาวนาน ส่วนเมล็ดพันธุ์พืชบาง

ชนิดมีการเสื่อมสภาพของเมล็ดเร็วกว่า ส่งผลให้ระยะเวลาการเก็บรักษาสั้นลงด้วย เมล็ดพันธุ์พืชจะมี

อัตราการเสื่อมสภาพต่างกัน เนื่องจากพฤติกรรมการตอบสนองของเมล็ดพันธุ์ต่อการลดความชื้นและ

อุณหภูมิ ซึ่งโดยทั่วไปสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มคือ 1) เมล็ดพันธุ์กลุ่มออร์โธดอกซ์ (orthodox) 

เป็นพวกที่ทนต่อสภาพความชื้นต่ าได้ อาจจะถึง 4 % และสามารถเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิต่ าถึง -20 

องศาเซลเซียส โดยเมล็ดพันธุ์ในกลุ่มนี้จะมีอายุการเก็บรักษาหลายเดือนจนถึงหลายปี และ 2) เมล็ด

พันธุ์รีคัลซิแตรนท์ (recalcitrant) เป็นเมล็ดที่มีการสูญเสียความมีชีวิตง่ายเมื่อความชื้นต่ าลง และ

ความชื้นวิกฤติที่ท าให้เมล็ดพันธุ์ตายจะแตกต่างกันไปตามชนิดของพืช ซึ่งอยู่ในช่วง 12-31% เมล็ด

พันธุ์พืชในกลุ่มนี้จะไม่ทนทานต่ออุณหภูมิที่ต่ ากว่าจุดเยือกแข็ง ท าให้เมล็ดพันธุ์ในกลุ่มนี้มีอายุการเก็บ

รักษาสั้น ซึ่งเมล็ดยางพาราจัดอยู่ในเมล็ดพันธุ์แบบรีคัลซิแตรนท์ นอกจากนี้อาหารเลี้ยงต้นอ่อน ส่วน

ใหญ่ในเมล็ดยางพารามีไขมันเป็นองค์ประกอบหลัก ซึ่งเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส่งผลท าให้เกิดการ

เสื่อมสภาพได้เร็วขึ้น เพราะโดยทั่วไปแล้วเมล็ดพันธุ์ที่มีไขมันเป็นองค์ประกอบหลักจะเสื่อมสภาพเร็ว

กว่าพวกที่มีแป้งเป็นองค์ประกอบหลัก เนื่องจากเมื่อเกิดการย่อยสลายไขมันที่เก็บสะสมโดยเอนไซม์

ในเมล็ดแล้ว จะท าให้เกิดกรดไขมันอิสระ กรดไขมันอิสระที่เพ่ิมขึ้นจะเป็นพิษต่อเซลล์ โดยไปมีผลต่อ

การงอก ท าให้การงอกของเมล็ดพันธุ์ลดลงด้วย โดยพบว่าเมล็ดยางพาราที่หล่นจากต้นจะเสื่อมความ

งอกอย่างรวดเร็ว โดยมีความมีชีวิตประมาณ 20 วันเท่านั้น (อุดม, 2541)   
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 นอกจากข้อจ ากัดของการเก็บรักษาเมล็ดพันธุ์ยางพาราดังกล่าวแล้ว ยังมีปัญหาในเรื่องการ

ติดเมล็ดน้อยและไม่แน่นอน หรือในบางปีไม่สามารถติดเมล็ดได้ เนื่องจากอิทธิพลของสภาพอากาศที่

แปรปรวนไปในปัจจุบัน ซึ่งข้อจ ากัดดังกล่าวเป็นปัญหาส าคัญในการท าการศึกษาเปรียบเทียบ

ศักยภาพยางพันธุ์พ้ืนเมืองที่มีระบบรากที่แข็งแรงและสามารถทนทานต่อโรคราก เพ่ือน ามาใช้เป็นต้น

ตอที่ดี เนื่องจากในการทดลองจะต้องท าการเก็บรวบรวมเมล็ดยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองจากหลายแหล่ง

มาเปรียบเทียบกัน เมื่อมีการติดผลที่ไม่พร้อมกันของยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองในพ้ืนที่ต่างๆ จึงเป็นการ

ยากที่จะท าการเปรียบเทียบยางพาราพันธุ์ต่างๆ ในเวลาเดียวกันได้ เนื่องจากเมื่อเก็บเมล็ดยางพารา

มาแล้ว ก็จะต้องท าการเพาะเมล็ดทันที เพราะเมล็ดยางจะสูญเสียความงอกอย่างรวดเร็ว  ด้วยเหตุนี้

วิธีการเก็บรักษาพันธุ์พืชในสภาพการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลองจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง  เพ่ือลด

ข้อจ ากัดของวิธีการใช้เมล็ดในการเก็บรักษาพันธุ์ยางพารา โดยสามารถเก็บรักษาได้ในหลายลักษณะ

ของชิ้นส่วนพืช ไม่ว่าจะเป็นยอด, คัพภะ หรือแคลลัส และสามารถคงความมีชีวิตได้ในระยะเวลา

ยาวนาน โดยเก็บตัวอย่างพืชด้วยเทคนิค cryopreservation คือเก็บรักษาเนื้อเยื่อพืชใน

ไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิต่ าประมาณ -79 ถึง -196 องศาเซลเซียส  (ทัศนี, 2555) เมื่อต้องการน า

เนื้อเยื่อมาใช้ ก็ละลายผลึกน้ าแข็งโดยแช่ในน้ าอุ่นอุณหภูมิ 37-40 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงชักน าให้

เนื้อเยื่อพัฒนา และเจริญเติบโตดังเดิม การเก็บในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็น

วิธีการที่ได้รับความนิยม เพราะช่วยแก้ปัญหาในเรื่องแรงงาน พื้นที่ ค่าใช้จ่าย และเวลาที่ใช้ในการเก็บ 

ตลอดจนลดปัญหาความเสี่ยงต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม การเก็บโดยวิธีนี้เป็นการเก็บที่อาศัย

หลักการหยุดกระบวนการทางชีวเคมีต่างๆ ภายในเซลล์ของพืช โดยอาศัยขั้นตอนต่างๆ ในการท าให้

เซลล์สามารถทนทานต่อการเก็บรักษาภายใต้อุณหภูมิที่ต่ ามากๆ และสามารถน ามาชักน าให้ต้นพืช

กลับมามีชีวิตได้ภายหลัง 

1. การเก็บรักษาพันธุ์พืชในไนโตรเจนเหลว 

  การเก็บรักษาพืชในไนโตรเจนเหลว หรือ cryopreservation เป็นเทคนิคการเก็บรักษา

ชิ้นส่วนพืชในระยะยาวส าหรับอนุรักษ์แหล่งพันธุกรรมของพืช สามารถแก้ไขปัญหาพืชบางชนิด ที่ไม่

สามารถเก็บรักษาในรูปของเมล็ด (vegetative-propagated species) ในพืชที่มีเมล็ดแบบ 

recalcitrant และพืชที่ใกล้สูญพันธุ์ (Engelmann, 2000) โดยการเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชใน

ไนโตรเจนเหลว ที่อุณหภูมิประมาณ -196 องศาเซลเซียส ที่อุณหภูมินี้เซลล์จะหยุดการเจริญเติบโต 

(Bhojwani and Razdan, 1996) ซึ่งการเก็บรักษาพันธุ์พืชแบบแช่แข็งเป็นวิธีที่หยุดกระบวนการทาง

ชีวเคมีภายในเซลล์ของพืช เมแทบอลิซึมภายในเซลล์จะหยุดนิ่ง ท าให้สามารถขยายเวลาในการเก็บ

รักษาไว้ (Kartha, 1985) ในทางทฤษฎีนั้นเนื้อเยื่อของพืชจะคงสภาพนั้นไปตลอดกาล และเมื่อน า

ออกสู่สภาวะปกติเซลล์ต่างๆ จะยังคงมีชีวิต สามารถแบ่งเซลล์มีการเจริญเติบโตและมีการพัฒนาเป็น
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ต้นพืชได้ตามปกติ (อารีย์, 2541) การเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งนี้ หลีกเลี่ยงไม่ได้ที่จะเกิดอันตราย

จากการขยายตัวของผลึกน้ าแข็ง และจะเป็นสาเหตุการตายของเนื้อเยื่อ ถ้าเกิดขึ้นภายใน (Wolfe 

and Bryant, 1999) ระหว่างการท าให้เย็นอย่างรวดเร็วในไนโตรเจนเหลว ซึ่งการท าให้เกิดสภาพ 

vitrification เป็นกระบวนการทางกายภาพ ท าให้สามารถหลีกเลี่ยงการเกิดผลึกน้ าแข็ง โดยการ

เปลี่ยนแปลงของสารละลายจากสภาพที่เป็นของเหลวให้เป็นของแข็งที่มีสภาพคล้ายกระจกขุ่น  หรือ

กระจกใสในช่วงอุณหภูมิประมาณ -110 องศาเซลเซียส รวมถึงมีการดึงน้ าออกจากเซลล์ ซึ่งมีผลให้

ความเข้มข้นของสารละลายเพ่ิมขึ้น และค่าความเป็นกรดด่างเปลี่ยนแปลงไป เป็นการป้องกันการ

เสื่อมของเนื้อเยื่อ นอกจากนี้คาดว่าจะมีความดันน้ าต่ ากว่าผลึกที่เป็นน้ าแข็ง  เป็นการป้องกันการเสีย

น้ า และเนื่องจากภายในเซลล์มีความหนืดสูง มีผลในการหยุดปฏิกิริยาเคมีที่ต้องการการเคลื่อนย้าย

ของโมเลกุล ท าให้เกิดสภาพพักตัวและมีเสถียรภาพเป็นเวลานาน (Sakai, 2000) 

2. ขั้นตอนการเก็บรักษาเชื้อพันธุ์พืชในไนโตรเจนเหลว  

 ความส าเร็จในการเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชในไนโตรเจนเหลวจ าเป็นต้องมีขั้นตอนการ เตรียม

ชิ้นส่วนพืชที่เหมาะสม เนื่องจากการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวใช้อุณหภูมิที่ต่ ามาก  ซึ่งอาจส่งผลท า

ให้เซลล์พืชได้รับความเสียหาย และอาจตายในที่สุด เนื่องจากการเกิดผลึกน้ าแข็งทั้งภายในและ

ภายนอกเซลล์ และการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่จะน าไปสู่การเกิดสารพิษจ าพวกสารอนุมูลอิสระที่

เป็นอันตรายกับเซลล์ ทั้งนี้สถานะของน้ าและความสมดุลของออสโมติกคัม สัมพันธ์กับการเคลื่อนที่

ของน้ าเข้าออกเซลล์เป็นตัวแปรส าคัญ ดังนั้นการพัฒนาวิธีต่างๆ มาใช้เพ่ือปรับสภาพเซลล์ให้มี

ปริมาณน้ าที่เหมาะสม และสามารถทนต่อสภาพเย็นได้ (สุพัตร, 2550) โดยเซลล์สามารถมีชีวิตรอด

และพัฒนาเป็นพืชต้นใหม่ได้ โดยต้องค านึงถึงความแตกต่างในเรื่องชิ้นส่วนและชนิดพืชที่ต้องการเก็บ

รักษา โดยทั่วไปประกอบด้วยขั้นตอนต่างๆ ดังนี้ 

 1) การปรับสภาพก่อนการให้ความเย็น (pre-cool conditions) เนื้อเยื่อพืชที่จะน ามาเก็บ

รักษา โดยวิธีนี้จะต้องน ามาผ่านกระบวนการพิเศษบางอย่าง หรือเรียกได้อีกอย่างว่าพรีโกรต 

(pregrowth) แม้ขั้นตอนนี้ไม่เกี่ยวข้องโดยตรงกับกระบวนการแช่แข็ง แต่การปรับสภาพของเซลล์

หรือเนื้อเยื่อให้เหมาะสมสามารถช่วยเพิ่มอัตราการอยู่รอดของเซลล์ หลังผ่านกระบวนการแช่แข็งแล้ว

ได้ดีขึ้น ขั้นตอนนี้อาจเป็นการเติมสารเคมีบางชนิดให้แก่เซลล์เพ่ือให้ทนทานต่อสภาวะเครียดต่างๆ 

(อารีย์, 2541) ได้แก่ การเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีส่วนผสมของสารเคมีบางชนิด เช่น การวางเลี้ยงใน

หรือบนอาหารที่มีการเติมน้ าตาล (ซูโครส กลูโคส) หรือน้ าตาลแอลกอฮอล์ (แมนิทอล ซอร์บิทอล) ที่มี

ความเข้มข้นสูง เนื่องจากน้ าตาลความเข้มข้นสูงส่งผลต่อแรงดันออสโมติก ท าให้ปริมาณน้ าในเซลล์

พืชลดลง โดยน้ าตาลที่นิยมมากที่สุด คือ ซูโครส โดยความเข้มข้นและระยะเวลาในการปรับสภาพที่
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เหมาะสมนั้น แตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดพืช ขนาดชิ้นส่วน และพันธุกรรมพืชด้วย เช่นการศึกษาผล

ของการท า preculture ชิ้นส่วนปลายยอดสตรอเบอรี่ โดยการวางเลี้ยงบนอาหารที่มีน้ าตาลซูโครส

ความเข้มข้น 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 และ 1.0 M เป็นเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า การวางเลี้ยงบน

อาหารที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 0.25 M เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตามด้วยการท า droplet-

vitrification ให้อัตราการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด (Pinker et al., 2009) ส่วนการท า preculture 

ชิ้นส่วนปลายยอดส้ม โดยการวางเลี้ยงบนอาหารที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 0.1 M เป็นเวลา 3 วัน 

ตามด้วยการท า vitrification ให้อัตราการรอดชีวิตสูงสุด (Cho et al., 2001) หรือปลายยอดมัน

ส าปะหลัง โดยการวางเลี้ยงบนอาหารที่มีน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 0.3 M เป็นเวลา 16 ชั่วโมง ตาม

ด้วยการท า encapsulation-vitrification ให้อัตราการรอดชีวิตสูงสุด (Charoensub et al., 2004) 

นอกจากนี้อาจใช้การเพาะเลี้ยงในอุณหภูมิที่ต่ ากว่าปกติ เพ่ือกระตุ้นเนื้อเยื่อให้มีการปรับตัว สามารถ

ทนต่อสภาพการเย็นจนแข็งตัวในขณะการเก็บรักษา (แสงจันทร์, 2547) 

 2) การใช้สารป้องกันอันตรายจากการเกิดผลึกน้ าแข็ง (cryoprotectant) เป็นวิธีการที่ท าให้

เนื้อเยื่อมีความต้านทานต่อสภาวะเยือกแข็งมากยิ่งขึ้น โดยใช้สารป้องกันอันตรายจากความเย็นจัดจน

เกิดผลึกน้ าแข็ง (แสงจันทร์, 2547) ก่อนการเก็บรักษาในสภาพที่มีอุณหภูมิต่ ามากๆอย่างน้อย 1 

ชั่วโมง จะต้องเติมสารพวก cryoprotectant ลงในอาหารที่เพาะเลี้ยงเพ่ือให้เชลล์หรือเนื้อเยื่อปรับ

สภาพ permeability และจุดเยือกแข็ง ซึ่งจะท าให้ทนทานต่อการแข็งตัว และการละลายตัว หลังการ

เก็บรักษาได้โดยไม่มีผลกระทบต่อการพัฒนาของเซลล์หรือเนื้อเยื่อ (รังสฤษฏ์ , 2541) ซึ่งสารป้องกัน

ความเย็นสามารถแบ่งได้ 2 ประเภท คือสารเคมีประเภทออกฤทธิ์ภายในเซลล์ สารกลุ่มนี้สามารถซึม

ผ่านเข้าภายในเซลล์ท าหน้าที่ป้องกันอันตรายในระหว่างการแช่แข็งและการละลาย ได้แก่ glycerol, 

dimethyl sulfoxide (DMSO) และแอลกอฮอล์หลายชนิด เช่น methanol ethanol propanediol 

เป็นต้น ซึ่งสารประเภทนี้จะป้องกันอันตรายได้ดี เมื่อใช้ในระดับความเข้มข้นค่อนข้างสูง (1-4 M) โดย

ที่แอลกอฮอล์มีอัตราการแพร่เข้าสู่เซลล์สูงสุด รองลงมาคือ DMSO และ glycerol ซึ่งสารประเภทนี้

จะมีพิษต่อเซลล์ สารป้องกันความเย็นอีกประเภท คือสารเคมีประเภทออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์ จะให้

ผลได้ดีที่ความเข้มข้นต่ า (0.01-0.2 M) และเป็นพิษน้อยกว่า ได้แก่ polyvinylpyrrolidon (PVP) 

และน้ าตาลชนิดต่างๆ เช่น sucrose, glucose และ mannitol เป็นต้น 

 สารป้องกันความเย็นมีประสิทธิภาพสูงมากในการหลีกเลี่ยงการเกิดน้ าแข็งภายในเซลล์ ซึ่ง

สาร vitrification เป็นสารป้องกันความเย็นที่มีประสิทธิภาพในการรักษาชิ้นส่วนพืชในระหว่างการแช่

แข็งแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 ส่วนประกอบของสารละลาย vitrification 

สารละลาย ส่วนประกอบ อ้างอิง 

PVS1 22% glycerol+15% EG+15% PEG+  

7% DMSO+0.5 M sorbitol 

Uragami และคณะ (1990) 

PVS2 30% glycerol + 15% DMSO + 15% EG  

+ 13.7% sucrose 

Sakai และคณะ (1990) 

PVS3 50% glycerol + 50% sucrose  Nishizawa และคณะ (1993) 

PVS4 35% glycerol + 20% EG +  

20.5% sucrose 

Sakai และคณะ (2000) 

ที่มา: ก าไล (2554) 

หมายเหตุ: ethylene glycol (EG), polyethylene glycol (PEG), dimethyl sulfoxide (DMSO) 

 

 3) การท าให้เนื้อเยื่อแข็งตัวอย่างช้าๆ (slow freezing) เมื่ออุณหภูมิของการเก็บรักษาลด

ต่ าลงกว่า 0 องศาเซลเซียส จนถึงประมาณ -100 องศาเซลเซียส จะมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมากเกิด

เป็นผลึกน้ าแข็งทั้งภายในและภายนอกเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งไซโตพลาสซึมภายในเซลล์จะแข็งตัว

และเพ่ิมปริมาตรขึ้น ดังนั้น การลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆ เป็นการช่วยไม่ให้เซลล์ได้รับอันตรายจากการ

เกิดผลึกน้ าแข็ง ขณะเดียวกันก็ช่วยดึงน้ าออกจากเซลล์ไปในตัว ในกรณีที่มีการแข็งตัวอย่างรวดเร็วจะ

ท าให้สูญเสียน้ าออกมาได้น้อย เมื่อเกิดผลึกน้ าแข็งและมีปริมาตรเพ่ิมขึ้นจะท าให้เซลล์ได้รับความ

เสียหาย อย่างไรก็ตามถ้าเซลล์สูญเสียน้ ามากเกินไปอาจเกิดความเสียหายได้เช่นกัน ดังนั้นอัตราการ

อยู่รอดของเซลล์จึงขึ้นกับสมดุลระหว่างอัตราการลดลงของอุณหภูมิอย่างช้าๆ กับอัตราการสูญเสียน้ า

ออกไปจากเซลล์ด้วย และอัตราการอยู่รอดดังกล่าวนี้ขึ้นกับชนิดของเนื้อเยื่อที่เก็บรักษา (รังสฤษฏ์ , 

2540)  

 4) การเก็บรักษาไว้ในที่เย็นจัด (freeze storage) หลังจากท าให้เซลล์แข็งตัวอย่างช้าๆ แล้ว

ต้องย้ายไปเก็บไว้ที่เย็นจัด (ต่ ากว่า -100 องศาเซลเซียส) เพ่ือป้องกันการเกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์

อีกครั้งหนึ่ง ในทางปฏิบัติเพ่ือความสะดวกจึงนิยมเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวที่ -196 องศาเซลเซียส 

หรือในไอของไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapour) ที่ -150 องศาเซลเซียส (รังสฤษฏ์, 2540)  

 5) การละลายผลึกน้ าแข็ง (thawing) เมื่อต้องการน าเนื้อเยื่อที่เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว

มาใช้ ต้องน าเนื้อเยื่อที่เก็บแช่แข็งมาละลาย ซึ่งปกติท าโดยการจุ่มภาชนะเก็บ ลงในน้ าสะอาดปลอด

เชื้อที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส ก่อนที่จะน าเนื้อเยื่อไปเลี้ยงบนอาหารปกติต่อไป ส าหรับเนื้อเยื่อ
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ที่เก็บแช่แข็งโดยการ encapsulation ก็เพียงน าออกวางในอุณหภูมิห้องธรรมดา เมื่อน้ าแข็งละลาย

หมด ก็น าเนื้อเยื่อไปเลี้ยงในอาหารปกติและชักน าให้เกิดต้นต่อไป (อารีย์, 2541)  

 6) การท าให้เนื้อเยื่อสามารถเจริญเติบโตได้อีก (recovery) เนื้อเยื่อที่ผ่านขั้นตอนต่างๆ 

ข้างต้นมาแล้ว อาจมีการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของเซลล์และมักจะอ่อนแออย่างยิ่งต่อความ

เสียหายที่เกิดขึ้นตามมา จึงต้องปรับสภาพการเพาะเลี้ยงให้เหมาะสม โดยเฉพาะอย่างยิ่งต้องการ

อาหารเพาะเลี้ยงพิเศษที่แตกต่างจากสูตรที่ใช้เพาะเลี้ยงก่อนเก็บรักษา (รังสฤษฏ์, 2540) ความมีชีวิต

ของเนื้อเยื่อหลังการแช่แข็ง เป็นข้อบ่งชี้ถึงความส าเร็จของวิธีการ ดังนั้นการวัดความมีชีวิต (viability) 

จึงเป็นวิธีที่ง่ายและสะดวก ซึ่งสามารถท าได้โดยการย้อมสีด้วย FDA (fluorescein diacetate) เซลล์

พืชมีเอนไซม์ esterase จะย่อยโมเลกุลของ FDA แล้วให้สารเรืองแสงสีเขียวเมื่อดูด้วยกล้อง UV (อา

รีย์, 2541)  

3. การพัฒนาเทคนิค cryopreservation 

 การพัฒนาเทคนิค cryopreservation สมัยก่อนจะอาศัยความเย็น เพ่ือชักน าให้เกิดการดึง

น้ าออกจากเซลล์ แต่เทคนิคสมัยใหม่จะเน้นการเกิดสภาพ vitrification (Engelmann, 2000) วิธีการ

นี้เกี่ยวข้องกับการแช่ชิ้นส่วนพืชในสารละลายของสารป้องกันผลึก (cryoprotectant) ที่มีความ

เข้มข้นสูง ป้องกันการท าลายของเนื้อเยื่อ เนื่องจากผลึกน้ าทั้งที่เกิดในเซลล์ (intracellular 

crystallization) และนอกเซลล์ (extracellular crystallization) ซึ่งการเกิด vitrification จะมี

ลักษณะคล้ายกระจก ไม่เกิดผลึกน้ าแข็งที่จุดเยือกแข็งของน้ า (freezing point) (Bajaj, 1995)แต่

พบว่าสารละลายที่ใช้จะมีอันตรายต่อพืช และระยะเวลาที่แช่มีความส าคัญต่อการฟ้ืนคืนสภาพของพืช 

(Reed et al., 2000) ส่วนวิธี encapsulation-dehydration มีการพัฒนาขึ้นโดย Fabre and 

Dereuddre (1990) เป็นวิธีการที่ประยุกต์มาจากการผลิตเมล็ดเทียม (artificial seed) น าชิ้นส่วนพืช

มาหุ้มใน alginate bead แล้วเตรียมสภาพเนื้อเยื่อในสารละลายที่มีซูโครส ประมาณ 1 ถึง 7 วัน 

จากนั้นท าการดึงน้ าออกจากเซลล์โดยการเป่าลมด้วย lamina flow หรือใช้ซิลิกาเจลให้น้ าลดลงเหลือ

ประมาณ 20% ของน้ าหนักสด แล้วท าการแช่ไนโตรเจนเหลว (Engelmann, 2000) โดยชิ้นส่วนที่ถูก

หุ้มด้วย alginate bead จะช่วยป้องกันการสูญเสียน้ าออกไป และง่ายต่อการหยิบจับขณะเคลื่อนย้าย 

(Takagi, 2000) อย่างไรก็ตามก็พบว่าจะมีอัตราการรอดต่ ากว่าวิธี  vitrification (Matsumoto et 

al., 1995) ซึ่งท าให้เกิดการพัฒนาวิธี encapsulation-vitrification เป็นวิธีการผสมผสานระหว่างวิธี 

vitrification และ encapsulation โดยชิ้นส่วนพืชน ามาหุ้มด้วย alginate bead แล้วดึงน้ าออกโดย

แช่สารละลาย cryoprotectant เหมือนวิธี vitrification (Engelmann, 2000) โดย alginate bead 
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จะมีส่วนในการป้องกันการสูญเสียน้ า และป้องกันออสโมติก เมื่อแช่ในสารละลายของ vitrification 

(Hirai and Sakai, 2000) 

 ข้อดี การเก็บรักษาแบบแช่แข็ง คือ ใช้พ้ืนที่น้อย รวมทั้งเก็บรักษาได้เป็นเวลานาน (ในทาง

ทฤษฎีเก็บไว้โดยไม่จ ากัดเวลา) และเนื้อเยื่ออยู่ในสภาพที่ถูกยับยั้งการเจริญ จึงเกิดการแปรผันทาง

พันธุกรรมได้ต่ า ข้อเสีย คือ ต้องใช้อุปกรณ์ในการลดอุณหภูมิ เนื้อเยื่อต้องมีการเริ่มเจริญใหม่ ก่อน

การขยายพันธุ์ นอกจากนี้ยังใช้กับเนื้อเยื่อที่มีการจัดเรียงโครงสร้างของเซลล์ที่แน่นอนแล้วไม่ค่อย

ได้ผล และยังต้องมีการพัฒนาวิธีการที่ใช้เฉพาะส าหรับแต่ละพืช (สมยศ, 2541) 

 3.1 การรักษาพันธุ์พืชแบบเก็บแช่แข็งโดยวิธี dehydration 

  การเก็บรักษาดว้ยวิธีการนี้เป็นการลดปริมาณน้ าในเซลล์ เพ่ือการป้องกันไม่ให้น้ าใน

เซลล์ของเนื้อเยื่อพืชนั้นเกิดการแข็งตัวในขณะที่ท าการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว สามารถท าได้

หลายวิธี เช่น การวางชิ้นส่วนพืชในตู้ย้ายเลี้ยง และเป่าด้วยลมความเร็ว 80-90 ฟุตต่อนาที หรือวาง

ในโถปรับความชื้น (desiccator) ที่บรรจุซิลิกาเจล ที่ระยะเวลาที่เหมาะสม โดยต้องค านึงถึงปริมาณ

น้ าที่มีอยู่ในเนื้อเยื่อพืช หากเนื้อเยื่อสูญเสียน้ ามากเกินไป อาจส่งผลต่อการรอดชีวิต และการพัฒนา

เป็นพืชต้นใหม่หลังจากการเก็บรักษา ดังนั้นจึงต้องพิจารณาทั้งชนิดของพืช ขนาดของชิ้นส่วนของพืช

ก่อนที่จะน ามาท าการทดลอง (อารีย์ , 2541) เช่น การเก็บรักษาเอ็มบริโอ Handroanthus 

serratifolius โดยการวางชิ้นส่วนพืชในตู้ย้ายเลี้ยง เป็นเวลา 0-300 นาที หลังจากแช่ในไนโตรเจน

แล้ว พบว่า ช่วงเวลาในการลดความชื้นเป็นปัจจัยส าคัญต่ออัตราการรอดชีวิต โดยจะต้องลดความชื้น

ให้อยู่ในระดับ 10%  ก่อนที่จะท าการเก็บรักษาไนไนโตรเจนเหลว (Souza et al., 2014) 

  3.2 การรักษาพันธุ์พืชแบบเก็บแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

 เป็นเทคนิคการปรับปริมาณน้ าโดยใช้สารเคมี และสารละลายที่ปกป้องเนื้อเยื่อจากความเย็น

ในขณะแช่ไนโตรเจนเหลว เพ่ือป้องกันอันตรายจากความเย็นจนเกิดผลึกน้ าแข็ง (แสงจันทร์, 2547) 

โดยสารละลายที่ใช้มีผลในการดึงน้ าออกจากเซลล์ ซึ่งจะช่วยลดความเสียหายที่เกิดขึ้นจาก osmotic 

stress ซึ่งเป็นผลท าให้เกิด chemical toxicity (นวลทิพย์ และคณะ, 2553) ซึ่งสารเคมีที่ใช้นี้มีทั้งที่

สามารถซึมผ่านเข้าไปในเนื้อเยื่อหุ้มเซลล์หรืออาจห่อหุ้มอยู่ภายนอก สารเคมีที่ใช้เ พ่ือป้องกันไม่ให้น้ า

ในเซลล์ตกผลึกแข็งตัวจะมีความเข้มข้นสูง จึงป้องกันไม่ให้เกิดการแข็งตัวของน้ าในเซลล์ เซลล์จึงไม่ได้

รับความเสียหาย (อารีย์, 2541) สารที่ใช้ป้องกันอันตรายจากการเกิดผลึกน้ าแข็งมีหลายชนิด เช่น ได

เมทิลซัลฟอกไซด์ ซูโครส กลูโครส เอทิลีนไกลคอล โพลีเอทิลีนไกลคอล กลีเซอรอล โพรลีน และ

สารประกอบไฮครอกไซลิกบางชนิด เป็นต้น ส่วนการใช้สารเคมีนั้นจะแตกต่างกันไปตามแต่ละสูตร 

เช่น สารละลาย PVS2 จะประกอบไปด้วย กลีเซอรอล (glycerol) 30% ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
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(DMSO) 15% เอทิลีนไกลคอล (ethylene glycol) 15% และ PVS3 ซึ่งประกอบด้วย กลีเซอรอล 

50% และ ซูโครส 50% เช่น ในการเก็บรักษาเมล็ดของกล้วยไม้ดินพันธุ์ Bletilla striata Rchb.f. 

โดยน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร New Dogashima (ND) เป็นระยะเวลา 10 วัน หลังจากนั้นท าการ

เตรียมเนื้อเยื่อโดยการเลี้ยงบนอาหารสูตร ND ที่มีน้ าตาลซูโครส 0.3 M ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส

ในที่มืด เป็นระยะเวลา 3 วัน จากนั้นเติมสารกลีเซอรอล 2 M และซูโครส 0.4 M (loading 

solution) เป็นระยะเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แล้วเติมสารละลาย PVS2 ความ

เข้มข้นสูง เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นน าไปเก็บใน

ไนโตรเจนเหลว 30 นาที และน าเอ็มบริโอมาท าการละลายอย่างรวดเร็ว น ามาล้างด้วยอาหารเหลว

สังเคราะห์สูตร ND ร่วมกับซูโครส 0.2 M (unloading solution) เป็นระยะเวลา 20 นาที แล้วน าไป

เลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร ND พบว่าการพัฒนาของเอ็มบริโอไปเป็นต้นปกติ โดยมีอัตราส่วนการ

รอดชีวิต 60% (Ishikawa et al., 1997) หรือในการเก็บรักษาเซลล์ของกล้วยไม้พันธุ์ Doritaenpsis 

cv. New Toyohashi โดยท าการเตรียมเซลล์ในอาหารสูตร ND ที่มีซูโครส 0.1 M และ abscisic 

acid (ABA) 1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หลังจาก

นั้นเติมสารที่มีส่วนประกอบของ กลีเซอรอล 2 M และซูโครส 4 M เป็นระยะเวลา 15 นาที ที่

อุณหภูมิห้อง และท าการเติมสารละลาย PVS2 เป็นระยะเวลา 1-3 ชั่วโมง (Tsukazaki et al., 2000) 

 3.3 การรักษาพันธุ์พืชแบบเก็บแช่แข็งโดยวิธี encapsulation-dehydration 

 การเก็บโดยวิธีการนี้ท าโดยการน าเมล็ดเทียมที่ได้จากการเคลือบชิ้นส่วนของพืชด้วยสารอัล

จิเนท จากนั้นน าไปท าให้สูญเสียน้ าด้วยวิธีการต่างๆ เช่น การใช้สารซิลลิกาเจล การใช้น้ าตาลซูโครสที่

มีความเข้มข้นสูง ก่อนการเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (สมยศ, 2541) เช่น การเก็บรักษาชิ้นส่วน

ปลายยอดของต้นฮ็อบ หลังจากตัดชิ้นส่วนปลายยอดแล้ว หุ้มด้วยสารอัลจิเนทที่มีน้ าตาลซูโครส 0.5 

โมล ท าการเพาะเลี้ยงก่อนเป็นเวลา 2 วัน บนอาหารแข็งที่ประกอบด้วย ซูโครส 0.75 M ท าการดึงน้ า

ออกด้วยซิลิกาเจลภายในตู้ laminar air-flow เป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง ตามด้วยการท าให้แข็งตัว

อย่างรวดเร็วในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 60 นาที และเมื่อท าการละลายอย่างช้าๆ พบว่าปลายยอดมี

เปอร์เซ็นต์ความรอดชีวิต 80% (Martinez et al., 1999) นอกจากนี้ยังมีการใช้เทคนิค 

encapsulation-dehydration มาใช้ในการเก็บรักษา ovule และ somatic embryo ของส้ม โดย

การท า preculture บนอาหารเหลวที่เติมน้ าตาลซูโครสความเข้มข้น 0.75 M เป็นเวลา 1 วัน ลด

ความชื้นภายใต้ laminar air-flow ให้เหลือ 20-25% หลังแช่ในไนโตรเจนเหลวให้อัตราการรอดชีวิต

สูงถึง 75% (Gonzalez-Arnao et al., 2003) 
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 3.4 การรักษาพันธุ์พืชแบบเก็บแช่แข็งโดยวิธี encapsulation-vitrification 

 การเก็บรักษาด้วยวิธีนี้มีพ้ืนฐานมาจากการเก็บแช่แข็งโดยการป้องกันไม่ให้เกิดผลึกน้ าแข็ง 

แต่มีการน าวิธีการเข้ามาเพ่ิม คือการเคลือบชิ้นส่วนของพืชด้วยสารอัลจิเนทก่อน ซึ่งการเคลือบ

ชิ้นส่วนพืชด้วยสารอัลจิเนทก่อนท าการเก็บแช่แข็งนั้น จะช่วยลดความเป็นพิษที่ชิ้นส่วนของพืชจะต้อง

สัมผัสสารเคมีโดยตรงได้ (สมยศ, 2541) เช่น ในการเก็บรักษาชิ้นส่วนปลายยอดที่ได้จากการเลี้ยงต้น

ตอของ horseradish ท าการเคลือบชิ้นส่วนปลายยอดด้วยวุ้นอัลจิเนทที่มีน้ าตาลซูโครส 0.5 M แล้ว

น าไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่มีน้ าตาลซูโครส 0.5 M ในที่มีแสงนาน 1 วัน จากนั้นเติมสารละลาย

สูตร PVS2 ที่มีน้ าตาลซูโครส 0.5 M ที่อุณหภูมิ 0 หรือ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลานานต่างๆกัน 

ก่อนจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว หลังจากท าละลายอย่างรวดเร็วในน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

แล้วน้ าก้อนอัลจิเนทไปล้างในอาหารเหลวสูตร MS ที่มีน้ าตาลซูโครส 1.2 M เป็นเวลา 40 นาที น าไป

เลี้ยงบนอาหารสูตร MS นาน 1 คืน แล้วย้ายลงเลี้ยงบนอาหารใหม่อีก 2 ครั้ง พบว่าการใช้สารละลาย

สูตร PVS2 ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง ปลายยอดมีอัตราการรอดชีวิต 69% ส่วนการ

ใช้สารละลาย PVS2 ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง มีอัตราการรอดชีวิต 40% 

(Phunchindawan et al., 1997) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช้เทคนิค encapsulation-

vitrification ในการเก็บรักษาปลายยอดมันส าปะหลัง พบว่า การเลี้ยงปลายยอดในอาหารที่มีน้ าตาล

ซูโครส 0.3 M เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลังจากนั้นน าปลายยอดมาหุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท แล้วแช่ในสาร 2 

M glycerol ผสมกับ 0.6 M sucrose เป็นเวลา 90 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส หลังจากนั้น

จึงน าไปแช่ในสาร PVS2 เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังแช่ในไนโตรเจนเหลวให้

อัตราการรอดชีวิต 80% (Charoensub et al., 2004) 

4. การเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมยางพารา 

 การศึกษาการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราพันธุ์พ้ืนเมืองในสภาพอุณหภูมิต่ าในหลอดทดลอง 

(short term storage) โดยอรุณี และ สมปอง (2535) ได้ท าการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราพันธุ์

พ้ืนเมืองในอาหารสูตร MS ที่เติมน้ าตาลซูโครส 3% และสาร cryoprotectant 2 ชนิด ได้แก่ แมนนิ

ทอล หรือ ซอร์บิทอล ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ และวางเลี้ยงที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบว่า 

สามารถเก็บรักษาเอ็มบริโอได้เป็นเวลา 6 สัปดาห์ เอ็มบริโอที่เก็บรักษาในอาหารที่เติมแมนนิทอล

เข้มข้น 0.05 M ให้ความมีชีวิตสูงสุด 72.96%  รองลงมาคือ การเก็บรักษาในอาหารที่เติมซอร์บิทอล

เข้มข้น 0.05 M ให้ความมีชีวิตหลังการเก็บรักษา 57.00%   

 นอกจากนี้ ยั ง มี ก า รศึ กษากา ร เก็ บ รั กษา เ ชื้ อ พันธุ ก ร รมย า งพา ร า ด้ ว ย เทคนิ ค 

cryopreservation เพ่ือเก็บรักษาชิ้นส่วนต่างๆ ได้แก่ เอ็มบริโอ, embryogenic callus และแคลลัส
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ที่ชักน ามาจากอับละอองเกสร (anther) โดย Normah และ Chin (1995) ได้ท าการศึกษาการลด

ความชื้นเอ็มบริโอยางพาราด้วยเทคนิค dehydration ต่อมา Engelmann et al (1997) ศึกษาการ

เก็บรักษา embryogenic callus ของยางพาราพันธุ์ PB260 และ PR107 โดยการน าชิ้นส่วนมาท า 

preculture ในอาหารเหลว MS ที่เติมซูโครส 1.0 M และ DMSO 10% เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่ 0 องศา

เซลเซียส หลังจากนั้นแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิที่อัตราเร็ว 0.2 ˚C•min-1 จนถึงอุณหภูมิ -40 องศา

เซลเซียส หลังจากนั้นจึงท าการแช่ไนโตรเจนเหลว พบว่าให้ความมีชีวิต (viability) 49%  (Yap et 

al., 1998) ศึกษาผลของการท า preculture ด้วยการวางเลี้ยงเอ็มบริโอยางพาราบนอาหารสูตร MS 

ที่เติมซูโครสความเข้มข้น 0.3, 0.5, 0.7 และ 0.9 M แล้วท าการหุ้มด้วยอัลจิเนท หลังผ่านการแช่

ไนโตรเจนเหลว พบว่า ที่ความเข้มข้น 0.3 และ 0.5 M ส่งผลให้ความมีชีวิตสูงขึ้น โดยมีความชีวิต

ประมาณ 30% แต่ที่ความเข้มข้น 0.7 และ 0.9 M ส่งผลให้ความมีชีวิตลดลง  (Sam, 1999) ได้

ท าการศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราโดยวิธี vitrification โดยแช่ในสาร PVS2  เป็น

เวลา 80 นาที พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตเพียง 13.4%  นอกจากนี้ Zhou et al. (2012) ได้ศึกษาการ

เก็บรักษาแคลลัสที่ชักน ามาจากอับละอองเกสร ของยางพาราโดยวิธี vitrification พบว่าการท า 

preculture บนอาหาร MS ที่เติมซูโครส 5% (w/v) และ DMSO 5% (v/v) เป็นเวลา 3 วัน แช่สาร 

loading solution (60% PVS2) เป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส และดึงน้ าออกด้วย

การแช่ใน PVS2 40 นาท ีหลังแช่ในไนโตรเจนเหลวแล้วมีความมีชีวิต 71.7%  
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 

 3.1.1 พืชทดลอง 

 เมล็ดพันธุ์ยางพาราพ้ืนเมืองที่ได้จากพ้ืนที่จังหวัดสงขลา คัดเลือกเมล็ดที่มีลักษณะ

สมบูรณ์ และเพ่ิงตกใหม่ น ามาฟอกฆ่าเชื้อและแกะเอาเฉพาะส่วนของเอ็มบริโอ 

 

 3.1.2 เครื่องมือและอุปกรณ์ส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 - เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  

 - เครื่องชั่งทศนิยม 2 และ 4 ต าแหน่ง 

 - เตาแก๊ส 

 - อุปกรณ์เครื่องแก้ว เช่น บีกเกอร์ กระบอกตวง จานเพาะเลี้ยง ปิเปต หลอด

ทดลอง ขวดเพาะเลี้ยงขนาด 8 ออนซ์ 

 - อุปกรณ์โลหะ เช่น ปากคีบ ด้ามมีด และใบมีดผ่าตัด 

 - ช้อนตักสาร 

 - หม้อนึ่งความดันไอน้ า 

 - เตาอบความร้อนแห้ง 

 - ตู้ย้ายเลี้ยง 

 - ถังเก็บไนโตรเจน 

 - อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 

 3.1.3 สารเคมี 

 - สารเคมีในการฟอกฆ่าเชื้อ เช่น คลอรอกซ์ แอลกอฮอล์ โซเดียมไฮโปคลอไรท์ และ

สารลดแรงตึงผิว tween20 

 - สารเคมีส าหรับเตรียมอาหารสูตร MS 

 - สารเคมีที่ใช้ปรับความเป็นกรด-ด่างของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ได้แก่ โซเดียวไฮ

ดรอกไซด์ (NaOH) และ กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

 - สารควบคุมการเจริญเติบโต ได้แก่ kinetin, NAA (α-naphthaleneacetic acid), 

GA (gibberellic acid)  

 - สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมชิ้นส่วนด้วยเทคนิคต่างๆ ในการเก็บในไนโตรเจนเหลว  
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 - สาร PVS2 ซึ่งประกอบด้วย glycerol 30%,  DMSO 15%,  ethylene glycol 

15% และ sucrose 13.7% 

 - สาร PVS3 ซึ่งประกอบด้วย glycerol 50% และ sucrose 50% 

 - ผงถ่าน 

 - โซเดียมอัลจิเนท 

 - แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl22H2O) 

 

3.2 วิธีการทดลอง  

3.2.1 การเตรียมชิ้นส่วนพืช 

น าเมล็ดยางพารามาเตรียมชิ้นส่วนพืชโดยท าการฟอกฆ่าเชื้อตามวิธีของ Ighere และคณะ 

(2011) แยกเอาส่วนเปลือกหุ้มเมล็ดออก ท าความสะอาดผิวภายนอกของเมล็ดส่วนในด้วยการปล่อย

ให้น้ าประปาไหลผ่านประมาณ 2 นาที แล้วจึงท าการล้างน้ าที่ผสม tween 20 หลังจากนั้นจึงแช่ใน เอ

ทานอล 70% เป็นเวลา 5 นาที  ล้างด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ จากนั้นฟอกฆ่าเชื้อด้วยโซเดียมไฮโปคลอ

ไรท์ ความเข้มข้น 2% เป็นเวลา 15 นาที ในตู้ปลอดเชื้อ และฟอกอีกครั้งด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 

ความเข้มข้น 1% เป็นเวลา 10 นาที แล้วล้างเมล็ดด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 5 ครั้ง หลังจากนั้นจึงตัดเอา

เฉพาะชิ้นส่วนเอ็มบริโอ (embryo) จากเมล็ดยางพารา  (ภาพที่ 1) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1 เมล็ดยางพารา และเอ็มบริโอยางพาราที่ใช้ในการทดลอง 

 

3.2.2 การศึกษาช่วงเวลาที่เหมาะสมในการปรับสภาพ (preculture) ให้กับเซลล์พืช  

น าเอ็มบริโอยางพาราที่ได้มาปรับสภาพเซลล์โดยวางเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร MS ที่เติม

น้ าตาลซูโครสระดับความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.3 M  เป็นเวลา 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน เปรียบเทียบ

กับชุดควบคุมที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเซลล์ 

 

3.2.3. การท าเมล็ดเทียม (encapsulation) 

น าตัวอย่างเอ็มบริโอมาหุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท โดยน าเอ็มบริโอมาผสมในอาหารสูตร MS ที่

ปราศจากแคลเซียมคลอไรด์ (calcium-free medium) ที่เติมสารละลายโซเดียมอัลจิเนทความ

Rubber seeds Mature zygotic embryos 
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เข้มข้น 3% (w/v) แล้วหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 100 mM  โดยการเขย่า

ขวดเป็นระยะๆ ทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที เพ่ือให้โซเดียมอัลจิเนทก่อตัวขึ้นเป็นเมล็ดเทียม หลังจากนั้น

ล้างเมล็ดเทียมด้วยน ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 3-5 นาที จึงน าไปใช้ในการทดลอง 

 
ภาพที่ 2 การเตรียมเมล็ดเทียม (encapsulation) เอ็มบริโอยางพาราที่ใช้ในการทดลอง 

 
3.2.4 การศึกษาสารเคมี และระยะเวลาที่เหมาะสมในการท า vitrification และ 

encapsulation-vitrification 

- น าเอ็มบริโอที่ผ่านการท า preculture มาแบ่งเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มที่ 1 หุ้มด้วยวุ้นอัล

จิเนท และกลุ่มที่ 2 เอ็มบริโอยางพาราที่ไม่ผ่านการหุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท แช่ในอาหารเหลวสูตร MS 

เติมกลีเซอรอล 2.0 M และน้ าตาลซูโครส 0.4 M (loading solution หรือ osmoprotective 

solution) เปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่ที่ 0, 20, และ 40 นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

- ย้ายเอ็มบริโอที่ผ่านการแช่ loading solution มาแช่ในสารละลาย vitrification PVS2 (ซึ่ง

ประกอบด้วย glycerol 30%,  DMSO 15%,  ethylene glycol 15% และ sucrose 13.7%) และ 

PVS3  ซึ่งประกอบด้วย (glycerol 50% และ sucrose 50%) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

เปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่ที่ 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที 

- น าเมล็ดเทียมที่ได้มาบรรจุใน cryotube ท าการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ า ซ้ าละ 9 เอ็มบริโอ 

แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเมล็ดเทียมที่ผ่านการแช่เยือกแข็งมาละลาย

ผลึกน้ าแข็งด้วยการแช่ในน้ าอุ่น อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เทสารละลาย 

vitrification ทิ้ง แล้วแช่เมล็ดเทียมในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมสารละลายซูโครส 1.2 M เป็นเวลา 

20 นาที และวางเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 0.6-0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 1.4 µM 

และ ผงถ่าน 4 g/l ดังแสดงในภาพที่ 3 ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และการพัฒนาไปเป็นพืช

ต้นใหม่ วางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely randomized design) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ย

ด้วยวิธี DMRT (Duncan’s multiple range tests) 
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ภาพที่ 3 ขั้นตอนการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราในไนโตรเจนเหลว โดยวธิี vitrification และ 

encapsulation-vitrification 

วางเลี้ยงในอาหาร regrowth  
(อาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 
0.6-0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 

1.4 µM และ ผงถ่าน 4 g/l) 

เก็บรักษาใน LN 24 ชม. 

Thawing 40˚C, 2 นาท ี

Preculture  
ในอาหารสูตร MS + 0.3M Sucrose  

เป็นเวลา 3 วัน  

Encapsulation 

Vitrification Encapsulation-vitrification 

แช่ในสาร loading solution เป็นเวลา 0, 20 และ 40 นาที 

แช่ในสาร PVS2 เป็นเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี
แช่ในสาร PVS3 เป็นเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาท ี

แช่ในสาร unloading 
solution 20นาที 
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3.2.5 การศึกษาวิธีการ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการท า dehydration และ 

encapsulation-dehydration 

น าเอ็มบริโอที่ผ่านการท า preculture มาแบ่งเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มที่ 1 หุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท 

และกลุ่มที่ 2 เอ็มบริโอยางพาราที่ไม่ผ่านการหุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท ท าการเปรียบเทียบวิธีการดึงน้ าออก 

2 วิธี ได้แก่ การผึ่งลมในตู้ย้ายเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อ ที่มีลมเป่าด้วยความเร็ว 80-90 ฟุตต่อนาที  ที่

ระยะเวลาต่างๆ ตั้งแต่ 0, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง  เปรียบเทียบกับการลดความชื้นในภาชนะปิดที่มีซิลิ

กาเจล โดยน าซิลิกาเจลมาอบที่อุณหภูมิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วน าเอ็มบริโอ

ยางพารามาวางเพ่ือลดปริมาณน้ าในเซลล์ที่ระยะเวลาต่างๆ ตั้งแต่ 0, 3, 5, 7 และ 9 ชั่วโมง บรรจุ

ชิ้นส่วนพืชในอลูมิเนียมฟอยล์ ก่อนท าการเก็บรักษาในสภาวะต่ ากว่าจุดเยือกแข็งในไนโตรเจนเหลว

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเมล็ดเทียมที่ผ่านการแช่เยือกแข็งมาละลายผลึกน้ าแข็งด้วยการแช่ในน้ าอุ่นใน

อ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที และวางเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม 

kinetin 0.6-0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 1.4 µM และ ผงถ่าน 4 g/l ดังแสดงในภาพที่ 4  ตรวจสอบ

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต จ านวนวันที่เริ่มงอก และการพัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ วางแผนการทดลอง

แบบ CRD จ านวน 3 ซ้ า ซ้ าละ 10 เอ็มบริโอ  เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี DMRT 
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ภาพที่ 4 ขั้นตอนการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราในไนโตรเจนเหลว โดยวธิี dehydration และ 

encapsulation-dehydration 

วิธีการ dehydration  
1. วางในภาชนะปิดท่ีมี silica gel เป็นเวลา0, 3, 5, 7 และ 9 ชม. 
2. วางใน laminar air-flow เป็นเวลา 0, 2, 3, 4 และ 5 ชม.   

วางเลี้ยงในอาหาร regrowth  
(อาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 0.6-
0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 1.4 µM 

และ ผงถ่าน 4 g/l) 

เก็บรักษาใน LN 24 ชม. 

Thawing 40˚C, 2 นาท ี

หุ้มด้วยอลูมิเนียมฟลอยด์ 

Preculture  
ในอาหารสูตร MS + 0.3M Sucrose  

เป็นเวลา 3 วัน 

Encapsulation 

Dehydration Encapsulation-dehydration 
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. ผลของระดับความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครส และระยะเวลา ที่ใช้ในการปรับสภาพให้กับเซลล์

พืช 

  เนื้อเยื่อพืชทุกแบบและทุกชนิดสามารถจะเก็บแช่แข็งได้ แล้วสามารถน ามาชักน าให้เกิดเป็น

ต้นที่สมบูรณ์ เซลล์ที่เหมาะสมต่อการเก็บแช่แข็งควรเป็นเซลล์ขนาดเล็กที่ก าลังเจริญอย่างรวดเร็วมี

ช่องว่างในเซลล์น้อย ซึ่งจะมีน้ าในเซลล์น้อยด้วย เช่น เนื้อเยื่อเอ็มบริโอภายในเมล็ดซึ่งเซลล์มีขนาด

เล็ก ก าลังเจริญเติบโตและมีน้ าน้อย จึงเหมาะที่จะเก็บรักษาโดยการแช่แข็ง  นอกจากนี้เอ็มบริโอยังมี

ความพร้อมที่จะเจริญเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ง่าย โดยไม่ต้องผ่านการชักน ายอดหรือราก ในการทดลองนี้

จึงได้เลือกชิ้นส่วนจากเอ็มบริโอภายในเมล็ดยางพารามาใช้ในการทดลอง การปรับสภาพเพ่ือให้

ชิ้นส่วนพืชทนต่อสภาพอุณหภูมิต่ าก่อนการท า cryopreservation โดยการเติมสาร cryoprotectant 

ลงในอาหารเพาะเลี้ยงก่อน  เพ่ือให้เซลล์และเนื้อเยื่อได้ปรับสภาพ ส่งผลให้เนื้อเยื่อทนต่อการแข็งตัว

และการละลายหลังการเก็บรักษา โดยที่ไม่มีผลกระทบต่อการพัฒนาของเนื้อเยื่อ โดยสารเคมีที่ใช้เป็น 

cryoprotectant  ในกลุ่มท่ีมีความเป็นพิษน้อย และมีการใช้กันอย่างแพร่หลายคือ น้ าตาลชนิดต่างๆ 

เช่น ซูโครส กลูโคส แมนนิทอล เป็นต้น สารในกลุ่มนี้ ซูโครสเป็นน้ าตาลตัวหนึ่งที่นิยมใช้ เพราะหา

ง่ายและราคาไม่แพง จากการศึกษา พบว่า ระดับความเข้มข้นของน้ าตาลซูโครสที่ความเข้มข้น 0.3 M 

ในอาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสที่ความเข้มข้น 0.3 M เป็นเวลา 3 วัน แล้วน าไปลดความชื้นใน 

laminar air-flow เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้วแช่ในไนโตรเจนเหลว ให้ผลการทดลองดีที่สุด โดยมี

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 55% และ 42% ตามล าดับ 

(ภาพที่ 4) สอดคล้องกับการทดลองของ Yap และคณะ (1998) ที่ได้เปรียบเทียบการปรับสภาพ

เอ็มบริโอยางพาราด้วยน้ าตาลซูโครส พบว่าการท า preculture โดยการวางเลี้ยงเอ็มบริโอในอาหาร 

MS ที่เติมซูโครส 0.3 M ให้ความมีชีวิตสูงที่สุดใกล้เคียงกับที่ความเข้มข้น 0.5 M นอกจากนี้ Yap 

และคณะ (2011) ได้ท าการศึกษาผลของการท า preculture ปลายยอดชะมวง (Garcinia cowa) 

ด้วยการวางเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสความเข้มข้น 0.3 M เป็นเวลา 0-3 วัน พบว่าการวาง

เลี้ยงปลายยอดส้มแขกในอาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสความเข้มข้น 0.3 M เป็นเวลา 3 วัน ให้การ

รอดชีวิตสูงถึง 30.0% เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ท า preculture ที่ไม่พบการรอดชีวิตหลังผ่านการแช่

ไนโตรเจนเหลว 

  การน าชิ้นส่วนพืชมาเพาะเลี้ยงในที่ที่อุณหภูมิต่ ากว่าปกติในที่มืด ร่วมกับการเพาะเลี้ยงใน

อาหารที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลสูง เพ่ือกระตุ้นการปรับตัวให้ทนต่อสภาพการแช่แข็ ง อาหารที่มี
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ความเข้มข้นของน้ าตาลสูงช่วยในการลดปริมาณน้ าภายในเซลล์ ท าให้มีการสะสมน้ าตาลภายในเซลล์ 

เพ่ือป้องกันความเสียหายของโปรตีนและเยื่อหุ้มเซลล์ที่ได้รับความเสียหายในระหว่างการสูญเสียน้ า 

และการแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว (Panis et al., 1996; Miao et al., 2005) โดยปริมาณน้ าตาลที่

เหมาะสมอยู่ประมาณ 0.1-1 M เป็นเวลา 1-5 วัน ขึ้นอยู่กับระบบการเพาะเลี้ยงและชนิดของพืช แต่

น้ าตาลที่มีความเข้มข้นสูงจะเป็นพิษต่อพืช (Wu et al., 2003)  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 5 ผลของระยะเวลาในการท า preculture บนอาหารสูตร MS ที่เติม 0.3 M ต่ออัตราการรอด

ชีวิตและการพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่ผ่านการลดความชื้นใน larminar flow เป็น

เวลา 3 ชั่วโมง และแช่ในไนโตรเจนเหลว 
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2. ผลของวิธีการและระยะเวลาที่เหมาะสมในการท า vitrification และ encapsulation-

vitrification 

  จากการศึกษาวิธีการดึงน้ าออกจากเอ็มบริโอยางพาราที่ผ่านการหุ้ม alginate  และ

เอ็มบริโอยางพาราที่ไม่ผ่านการหุ้ม alginate ด้วยวิธี vitrification เมื่อน าเอ็มบริโอยางพาราที่ผ่าน

การปรับสภาพเซลล์โดยการวางเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสที่ความเข้มข้น 0.3 M มาท าการ

แช่ในสาร loading solution โดยน าเอ็มบริโอแช่ในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมกลีเซอรอล 2 M และ

น้ าตาลซูโครส 0.4 M เปรียบเทียบระยะเวลาในการแช่ที่ 0, 20 และ 40 นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศา

เซลเซียส หลังจากนั้นน าเอ็มบริโอที่ผ่านการท า loading treatment ที่ระยะเวลาต่างๆ มาแช่ใน

สารละลาย vitrification ได้แก่ PVS2 และ PVS3 ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบระยะเวลา

ในการแช่ที่ 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที น าเอ็มบริโอที่ได้มาบรรจุใน cryotube ท าการทดลอง

อย่างน้อย 3 ซ้ า ซ้ าละ 9 ชิ้น แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว น าเอ็มบริโอที่ผ่านการแช่เยือกแข็งมา

ละลายผลึกน้ าแข็งด้วยการแช่ในน้ าอุ่นในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เท

สารละลาย vitrification ทิ้ง แล้วแช่เอ็มบริโอในอาหารเหลวสูตร MS ที่เติมสารละลายซูโครส 1.2 M 

เป็นเวลา 20 นาที และวางเลี้ยงในอาหารสูตร MS ที่เติม kinetin 0.6-0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 

1.4 µM และผงถ่าน 4 g/l ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และการพัฒนาไปเป็นพืชต้นใหม่ ในการ

ทดลองครั้งแรกได้ท า vitrification ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พบว่าเอ็มบริโอยางพาราสูญเสีย

ความมีชีวิต เนื่องจากสาร PVS2 มีค่าโมลาลิตี้ (molarity) ที่ความเข้มข้น 7.8 M และมีความเป็นพิษ

สูง มีผลท าให้ชิ้นส่วนพืชได้รับความเสียหายระหว่างขั้นตอนการดึงออก ในการทดลองสามารถลด

ระดับความเป็นพิษ โดยการลดเวลาในการแช่ในสารละลาย PVS2 (Mandal and Sharma, 2007) 

และการดึงน้ าออกท่ี 0 องศาเซลเซียส แทนอุณหภูมิห้องจะช่วยลดระดับความเป็นพิษของสารละลาย

ต่อชิ้นส่วนพืชในระหว่างการเกิดสภาพแก้ว (vitrification) และการเพ่ิมช่วงเวลาในการแช่สารป้องกัน

ความเย็นจะท าให้สารละลายเข้าไปภายในเซลล์ได้ดียิ่งขึ้น (Sakai et al., 2000) ในการทดลองครั้งนี้

จึงเลือกท า vitrification ที่ 0 องศาเซลเซียส  

 จากการศึกษาระยะเวลาในการแช่สาร loading solution ที่ 0, 20 และ 40 นาที และ 

ศึกษาระยะเวลาในการแช่สาร PVS2 ที่ระยะเวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที พบว่าระยะเวลาใน

การแช่สาร loading solution ที่เหมาะสมคือ 20 นาที และการแช่สาร PVS2 ที่ 120 นาที ให้อัตรา

การรอดชีวิตและความสามารถในการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงสุด 88.87% และ 66.33% ตามล าดับ

(ตารางที่ 2) ที่สัปดาห์ที่ 4 หลังการแช่ไนโตรเจนเหลว ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองในพืชล้มลุกหลาย

ชนิดเช่น วาซาบิ (Matsumoto et al., 1994) เผือก (Takagi et al., 1997) กล้วย กล้วยไม้และ

สับปะรด (Thinh, 1997) โดยสาร loading solution มีผลอย่างมากในการเกิดความทนทานต่อการ
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สูญเสียน้ า ในช่วงอุณหภูมิต่ า (Nishizawa et al., 1993) อย่างไรก็ตามช่วงการแช่สาร loading 

solution ที่ระยะเวลา 20 นาที สาร glycerol มีโอกาสน้อยที่จะเข้าไปยัง cytosol เนื่องจากสาร

ซูโครส ในสาร loading solution จะท าให้เกิดการสะสมของสารป้องกันอุณหภูมิต่ าใน cytosol และ

ป้องกันการเกิด plasmolysis (Matsumoto et al., 1998) นอกจากนี้การแช่ชิ้นส่วนพืชใน

สารละลาย PVS2 โดยตรงจะส่งผลให้ความดัน osmotic เปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว และชิ้นส่วนพืช

เกิดการสูญเสียน้ ามากเกินไป ท าให้ชิ้นส่วนพืชเกิดภาวะแห้ง การใช้ loading solution (2 M 

glycerol และ 0.4 M sucrose) แช่ชิ้นส่วนพืชก่อน สามารถท าให้ชิ้นส่วนพืชมีความทนทานต่อภาวะ

แห้งได้ (Schoenweiss et al., 2005) โดยในระหว่างการแช่ชิ้นส่วนพืชใน loading solution เซลล์

จะสูญเสียน้ าเกิด plasmolyse และเกิดการแพร่กระจายของ glycerol ใน cytosol ซ่ึงจะเพ่ิมความ

ทนทานต่อการสูญเสียน้ า โดยการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลล์ และความเสถียรของเยื่อหุ้มเซลล์  

การแช่เนื้อเยื่อพืชในสารละลายที่มีองค์ประกอบและความเข้มข้นเหมาะสม ซึ่งเมื่อถูกท าให้

เย็นลงอย่างรวดเร็วในไนโตรเจนเหลว สารละลายจะเปลี่ยนสภาพจากของเหลวไปเป็นแก้ว โดยไม่เกิด

ผลึกน้ าแข็ง ที่จะท าให้เซลล์ได้รับอันตราย โดยสาร vitrification solution ที่นิยมใช้ในพืชคือ PVS2 

และ PVS3  จากการศึกษาเปรียบเทียบสาร vitrification 2 ชนิด ได้แก่ PVS2  และ PVS3 (ภาพที่ 6-

8) พบว่าการใช้สารละลาย PVS2 ให้อัตราการรอดชีวิตมากกว่าการใช้สารละลาย PVS3 โดยการแช่

สารละลาย PVS2 ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาทีให้อัตราการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 

88.87% รองลงมาคือ การแช่สารละลาย PVS2 เป็นเวลา 90 นาที และ 60 นาที ให้อัตราการรอด

ชีวิต 66.67 และ 55.55% ตามล าดับ (ตารางที่ 2) ส่วนการแช่ PVS3 เป็นเวลา 120 นาที ให้อัตรา

การรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 33.33% รองลงมาคือ การแช่สารละลาย PVS3 เป็นเวลา 90 นาที ให้อัตรา

การรอดชีวิต 22.22% (ตารางที่ 3) แตกต่างจากการศึกษาของ Sajini และคณะ (2011) เปรียบเทียบ

การท า vitrification โดยการใช้  PVS1, PVS2 และ PVS3 ในการเก็บรักษาเอ็มบริโอมะพร้าว พบว่า

การวางเลี้ยงเอ็มบริโอมะพร้าวในอาหาร Y3 ที่เติมน้ าตาลซูโครส 0.6 M เป็นเวลา 3 วัน และแช่ใน

สารละลาย PVS3 เป็นเวลา 16 ชั่วโมง  หลังจากนั้นน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว แล้วน าออกมาละลาย

อย่างรวดเร็ว ใช้ unloading ในอาหารเหลวที่เติมน้ าตาลซูโครส 1.2 M  เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง ให้

อัตราการรอดชีวิต 70-80% ขึ้นอยู่กับขนาดและน้ าหนักของเอ็มบริโอนั้น และมีอัตราการเจริญเป็น

ต้นที่สมบูรณ์ 20-25% ส่วนสาร PVS1 และ PVS2 ไม่พบการรอดชีวิตของเอ็มบริโอมะพร้าว 
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ตารางท่ี 2 ผลของระยะเวลาในการแช่สาร loading solution และ PVS2 ต่ออัตราการรอดชีวิต และ

การพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่ไม่หุ้มวุ้นอัลจิเนท หลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง 

PVS2 

(mins) 

Loading 

solution 

(mins) 

LN+ LN- 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

0 0 0 0 100.00 100.00 

 20 0 0 93.33  93.33 

 40 0 0 90.00 90.00 

30 0 0 0 96.67 96.67 

 20 0 0 93.33 93.33 

 40 0 0 93.33 93.33 

60 0 0 0 96.67 93.33 

 20 55.55 33.37 96.67 96.67 

 40 0 0 93.33 90.00 

90 0 0 0 96.67 96.67 

 20 66.67 53.33 93.33 90.00 

 40 0 0 90.00 90.00 

120 0 0 0 96.67 96.67 

 20 88.87 66.33 96.67 93.33 

 40 0 0 90.00 90.00 
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ตารางท่ี 3 ผลของระยะเวลาในการแช่สาร loading solution และ PVS3 ต่ออัตราการรอดชีวิต และ

การพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่ไม่หุ้มวุ้นอัลจิเนท หลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็น

เวลา 24 ชั่วโมง 

PVS3 

(mins) 

Loading 

solution 

(mins) 

LN+ LN- 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

0 0 0 0 100.00 100.00 

 20 0 0 93.33  93.33 

 40 0 0 90.00 90.00 

30 0 0 0 96.67 96.67 

 20 0 0 83.33 83.33 

 40 0 0 83.33 83.33 

60 0 0 0 86.67 83.33 

 20 0 0 86.67 86.67 

 40 0 0 83.33 80.00 

90 0 0 0 80.00 80.00 

 20 23.33 16.67 83.33 80.00 

 40 0 0 80.00 80.00 

120 0 0 0 86.67 86.67 

 20 33.33 30.00 86.67 86.67 

 40 0 0 83.33 80.00 

 

 

 

 

 

 



26 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6 การพัฒนาของเอ็มบริโอยางพาราอายุ 4 สัปดาห์ ที่ผ่านการปรับสภาพโดยการท า 

vitrification โดยแช่ใน loading solution เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นจึงแช่ในสารละลาย PVS2 

ที่ 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที และแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  



27 
 

 

ภาพที่ 7  การพัฒนาของเอ็มบริโอยางพาราอายุ 4 สัปดาห์ ที่ผ่านการปรับสภาพโดยการท า 

vitrification โดยแช่ใน loading solution เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นจึงแช่ในสารละลาย PVS3 

ที่ 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที และแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
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  จากการทดลองแสดงให้เห็นว่าสาร PVS2 มีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอยางพารา

ที่ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวมากกว่าไม่แช่สาร PVS2 โดยเอ็มบริโอยางพาราที่ไม่แช่สาร PVS2 มี

ลักษณะสีขาวซีด และสูญเสียความมีชีวิต (ภาพที่ 6) สาร PVS2 มีส่วนส าคัญในการป้องกันผลึก

น้ าแข็งในไนโตรเจนเหลว จากการมีความเข้มข้นของซูโครสสูง มีผลให้มีการดึงน้ าบางส่วนออกจาก

เซลล์แล้วสารประกอบ PVS2 จะเข้าไปแทนน้ าภายในเซลล์พืช และล้อมรอบผนังเซลล์พืช ท าให้เมื่อ

อุณหภูมิลดต่ าลงสารประกอบภายในกลายสภาพเป็น vitrification ไม่เกิดผลึกทิ่มแทงเซลล์ แต่สาร 

PVS2 จะมีความเป็นพิษต่อเซลล์ที่สภาพอุณหภูมิปกติ (Wolfe and Bryant, 1999) ดังนั้น เมื่อออก

จากการแช่ไนโตรเจนเหลว ต้องท าการแช่สาร unloading solution เพ่ือดึงสาร PVS2 ออกจากเซลล์

ไม่ให้เกิดอันตรายกับเซลล์พืช จากการทดลองพบว่า เอ็มบริโอยางพาราสามารถมีชีวิตอยู่ได้ 3 สัปดาห์ 

แต่การพัฒนาเป็นต้นใหม่เกิดขึ้นอย่างช้าๆ ดังนั้นอาจต้องมีการพัฒนาเทคนิคในการเก็บรักษาหาสูตร

อาหารที่เหมาะสมหลังผ่านไนโตรเจนเหลว  

 ส่วนเทคนิค encapsulation-vitrification เมื่อเปรียบเทียบกับ vitrification แล้วไม่พบการ

รอดชีวิตของเอ็มบริโอยางพารา (ตารางที่ 4-5) และค่อนข้างจะซับซ้อนในการท างานกว่าเล็กน้อย แต่

เป็นวิธีการที่เหมาะสมส าหรับชิ้นส่วนพืช ที่เปราะบางเพ่ือใช้อุปกรณ์เสริมในการเคลื่อนย้ายชิ้นส่วน 

แต่ทั้งนี้ต้องขึ้นอยู่กับชิ้นส่วนพืชและความเหมาะสมของงานด้วย จากการทดลองพบว่า เอ็มบริโอที่ไม่

ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลว มีอัตราการรอดชีวิตอยู่ในช่วง 76.67-95.55% ทุกช่วงเวลาในการแช่สาร 

loading solution สังเกตได้จากเอ็มบริโอของยางพารามีสีขาวอมเหลือง มีการขยายตัวใหญ่ขึ้น 

พร้อมที่จะพัฒนาและเจริญเติบโต ส่วนเอ็มบริโอยางพาราที่ผ่านการหุ้มด้วยอัลจิเนทเมื่อผ่านการแช่

ไนโตรเจนเหลวไม่พบการรอดชีวิต ทุกช่วงเวลาในการแช่สาร loading solution และทุกระยะเวลา

การแช่สาร PVS2 และ PVS3 โดยเอ็มบริโอจะมีสีขาวซีดและกลายเป็นสีน้ าตาลในที่สุด อาจเป็น

เพราะช่วงเวลาในการแช่สาร loading solution และ PVS2/PVS3 น้อยเกินไป เนื่องจากต้องผ่านชั้น

ของอัลจิเนท ท าให้สาร cryoprotectants ประเภทออกฤทธิ์ภายในเซลล์ ได้แก่ DMSO และ 

glycerol ไม่สามารถซึมผ่านเข้าไปภายในเซลล์ ท าให้การป้องกันการยึดตัวของเซลล์และปกป้องการ

เปลี่ยนแปลงของระบบเยื่อหุ้มเซลล์บกพร่อง ส่วนสารประเภทออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์ เช่น น้ าตาล

ซูโครสที่ใช้ดึงน้ าออกจากเซลล์มีประสิทธิภาพลดลงท าให้น้ าภายในเซลล์เปลี่ยนเป็นผลึกน้ าแข็งทิ่ม

แทงเซลล์จนเสียหาย (Engelmann, 2000) ต่างกับการท า vitrification โดยใช้เอ็มบริโอยางพาราที่

ไม่หุ้มอัลจิเนทที่ยังพบเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จในการเก็บรักษาหลังผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลว ผล

การทดลองที่ได้แตกต่างจากการทดลองของ (Tanaka et al., 2004) ศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเก็บ

รักษา vitrification และ encapsulation-vitrification ในพืช Gentian พบว่าวิธี encapsulation-

vitrification ให้ผลความมีชีวิตสูงกว่า และฟ้ืนคืนสภาพเร็วกว่า โดยเทคนิค vitrification ให้อัตราการ

รอดชีวิต 49% ส่วนเทคนิค encapsulation-vitrification ให้อัตราการรอดชีวิต 73.7% โดยช่วงเวลา
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ในการแช่ PVS2 ที่เหมาะสม มีความส าคัญต่อการอัตราการรอดชีวิต โดยเทคนิค vitrification มี

ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการแช่สาร PVS2 ที่ 30-40 นาที ส่วนเทคนิค encapsulation-vitrification 

ต้องใช้เวลามากกว่า โดยมีช่วงเวลาที่เหมาะสมในการแช่สาร PVS2 ที่ 100-140 นาท ี

  

ตารางท่ี 4 ผลของระยะเวลาในการแช่สาร loading solution และ PVS2 ต่ออัตราการรอดชีวิต และ

การพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่หุ้มวุ้นอัลจิเนทหลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 

24 ชั่วโมง 

PVS2 

(mins) 

Loading 

solution 

(mins) 

LN+ LN- 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

0 0 0 0 95.55 92.22 

 20 0 0 91.11  90.00 

 40 0 0 90.00 86.67 

30 0 0 0 96.67 93.33 

 20 0 0 90.00 87.77 

 40 0 0 95.55 91.11 

60 0 0 0 93.33 89.67 

 20 0 0 96.67 90.00 

 40 0 0  93.37 83.33 

90 0 0 0 91.11 81.11 

 20 0 0 90.00 81.11 

 40 0 0 89.67 83.33 

120 0 0 0 91.11 86.67 

 20 0 0 90.00 83.33 

 40 0 0 86.67 81.11 
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ตารางท่ี 5 ผลระยะเวลาในการแช่สาร loading solution และ PVS3 ต่ออัตราการรอดชีวิต และการ

พัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่หุ้มวุ้นอัลจิเนทหลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง 

PVS3 

(mins) 

Loading 

solution 

(mins) 

LN+ LN- 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

Survival 

rate (%) 

Regrowth 

(%) 

0 0 0 0 93.33 93.33 

 20 0 0 91.37   86.67 

 40 0 0 92.22 86.67 

30 0 0 0 91.11 86.67 

 20 0 0 93.33 83.33 

 40 0 0 90.00 83.33 

60 0 0 0 93.33 89.67 

 20 0 0 89.67 81.11 

 40 0 0 83.33      80.00 

90 0 0 0 90.00 86.67 

 20 0 0 86.67 81.11 

 40 0 0 86.67 80.00 

120 0 0 0 89.67 86.67 

 20 0 0 86.67 83.33 

 40 0 0 80.00 76.67 
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ภาพที่ 8  เอ็มบริโอยางพาราที่หุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนทอายุ 3 สัปดาห์ ที่ผ่านการท า vitrification โดยแช่

ใน loading solution เป็นเวลา 20 นาที หลังจากนั้นจึงแช่ในสารละลาย PVS2 (A) และ PVS3 (B) ที่ 

120 นาที และแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 

3. ผลของวิธีการและระยะเวลาที่เหมาะสมในการท า dehydration และ encapsulation-

dehydration 

  จากการศึกษาวิธีการลดความชื้นเอ็มบริโอยางพาราที่ผ่านการหุ้มอัลจิเนท และเอ็มบริโอ

ยางพาราที่ไม่ผ่านการหุ้มอัลจิเนท เมื่อน าเอ็มบริโอที่ผ่านการปรับสภาพเซลล์โดยการวางเลี้ยงใน

อาหารสูตร MS ที่เติมซูโครสที่ความเข้มข้น 0.3 M มาท าการผึ่งลมในตู้ย้ายเลี้ยงในสภาพปลอดเชื้อที่

มีลมเป่าด้วยความเร็ว 80-90 ฟุตต่อนาที ที่ระยะเวลาต่างๆ ตั้งแต่ 0, 2, 3, 4 และ 5 ชั่วโมง  

เปรียบเทียบกับการลดความชื้นในภาชนะปิดท่ีมีซิลิกาเจล เพ่ือลดปริมาณน้ าในเซลล์ที่ระยะเวลาต่างๆ 

ตั้งแต ่0, 3, 5, 7 และ 9 ชั่วโมง บรรจุชิ้นส่วนพืชในอลูมิเนียมฟลอยล์ก่อนท าการเก็บรักษาในสภาวะ

ต่ ากว่าจุดเยือกแข็งในไนโตรเจนเหลว จากการศึกษาพบว่า การท า dehydration ด้วยการลด

ความชื้นโดยการวางเอ็มบริโอที่หุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนทภายใต้ laminar air-flow เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้ว

น าไปแช่ในไนโตรเจน ให้อัตราการรอดชีวิต และการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 37.50% และ 

27.98% ตามล าดับ (ตารางที่ 6) และสามารถพัฒนาเป็นต้นยางพาราที่สมบูรณ์ได้ (ภาพที่ 9) ส่วน

การลดความชื้นด้วยการวางเอ็มบริโอที่ไม่หุ้มวุ้นอัลจิเนท ภายใต้ laminar air-flow  เป็นเวลา 3 

ชั่วโมง แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจน ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่สูง

ที่สุด คือ 80.72% และ 69.72% ตามล าดับ (ตารางที่ 7) และมีการพัฒนาเป็นต้นยางพาราที่สมบูรณ์

A B 
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เช่นเดียวกัน (ภาพที่ 9)  โดยความชื้นของเอ็มบริโอจะถูกลดให้อยู่ในระดับประมาณ 15% ส่วนการลด

ความชื้นด้วยซิลิกาเจล ไม่พบอัตราการรอดชีวิต ซึ่งเป็นไปในทิศทางเดียวกับการเปรียบเทียบวิธีลด

ความชื้นในเอ็มบริโอส้ม ด้วยการวางภายใต้ laminar air-flow และการลดความชื้นด้วยซิลิกาเจล 

พบว่า การลดความชื้นภายใต้ laminar air-flow ให้อัตราการรอดชีวิตสูงกว่าการลดความชื้นด้วยซิลิ

กาเจล (Al Zoubi and Normah, 2012) จากการทดลองการท า encapsulation-dehydration ให้

อัตราการรอดชีวิตค่อนข้างต่ า เพียง 37.50% และการพัฒนาเป็นต้นใหม่ 27.98%  เมื่อเทียบกับ

เอ็มบริโอที่ไม่หุ้มวุ้นอัลจิเนท ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Peran และคณะ (2006) ที่ท าการเก็บ

รักษาเอ็มบริโอ Ekebergia capensis, Sparrm. ซึ่งเป็นเมล็ดจ าพวก recalcitrant พบว่าการดึงน้ า

ออกโดยวิธี fast drying เป็นเวลา 20 นาที ให้อัตราการรอดชีวิต 80% เมื่อเทียบกับการน าเอ็มบริโอ

มาหุ้มด้วยวุ้นอัลจิเนท แล้วดึงน้ าออกด้วยวิธีเดียวกัน แต่ต้องใช้เวลาถึง 3 ชั่วโมง เพ่ือดึงน้ าออกให้อยู่

ในระดับเดียวกัน แต่หลังจากแช่ในไนโตรเจนเหลวแล้วไม่พบการรอดชีวิตของเอ็มบริโอเลย  

  เทคนิคการท าให้แห้งมีขั้นตอนที่ง่ายมาก โดยการท าให้ชิ้นส่วนพืชแห้งโดยการเป่าลมด้วย 

laminar air-flow หรือใช้ซิลิกาเจลซึ่งเทคนิคนี้จะขึ้นอยู่กับระดับความชื้นของชิ้นส่วนที่เก็บรักษา 

ความชื้นเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการรอดชีวิต โดยทั่วไปความชื้นของชิ้นส่วนที่เก็บรักษาจะอยู่ที่ประมาณ 

10-20% ของน้ าหนักสด เช่น การเก็บรักษาเอ็มบริโอของข้าวโพดด้วยการลดความชื้นได้ต่ ากว่า 13% 

ก่อนการแช่ในไนโตรเจนเหลว (Wen and Song, 2007)   Lambardi และคณะ (2004) รายงานว่า

เอ็มบริโอส้มสามารถรอดชีวิตได้ที่ระดับความชื้นน้อยกว่า 20% การศึกษาการเก็บรักษาปลายยอด

ของ Paeonia lactiflora พบว่าสามารถเจริญเติบโตได้ดี โดยการผึ่งลมใน laminar air-flow เป็น

เวลา 5 ชั่วโมง (Seo et al., 2007) นอกจากนี้ Wang และคณะ (2000) เปรียบเทียบผลระหว่างการ

ใช้ซิลิกาเจลและการวางภายใต้ตู้ย้ายเลี้ยง เพ่ือลดความชื้นปลายยอดขององุ่น (Vitis vinifera) เพ่ือ

เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า อัตราการรอดชีวิตขึ้นอยู่กับปริมาณน้ าภายในเซลล์ ไม่ได้ขึ้นกับ

วิธีการที่ท าให้เนื้อเยื่อสูญเสียน้ า โดยปริมาณน้ าที่ท าให้ชิ้นส่วนพืชรอดชีวิตในการเก็บรักษาแบบ 

encapsulation-dehydration คือตั้งแต่ 15-25% นอกจากนี้ Kaviani (2010) ศึกษาการท า 

encapsulation-dehydration ในเอ็มบริโอของ Melia azedarach L. พบว่า การลดความชื้นใน

ระดับที่เหมาะสมที่ประมาณ 15-20% เป็นปัจจัยส าคัญที่จะท าให้การเก็บรักษาชิ้นส่ วนใน

ไนโตรเจนเหลวประสบความส าเร็จ 
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ตารางที่ 6 ผลของวิธีการลดความชื้นต่ออัตราการรอดชีวิตและการพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอ

ยางพาราที่หุ้มวุ้นอัลจิเนท (encapsulation-dehydration) หลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 

24 ชั่วโมง 
 

Dehydration 
method 

Dehydration 
time (h) 

Moisture 
content (%) 

Survival rate 
(%) 

Regrowth 
(%) 

silica gel 0 62.50 0 0 
 3 33.00 0 0 
 6 19.12 0 0 
 9 15.74 0 0 
 12 12.32 0 0 

air dying 0 62.32 0 0 
 2 35.03 12.32 7.08 
 3 25.12 27.05 16.85 
 4 15.54 37.50 27.98 
 5 12.05 32.03 15.05 

 

 

ตารางที่ 7 ผลของวิธีการลดความชื้นต่ออัตราการรอดชีวิตและการพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอ

ยางพาราทีไ่มหุ่้มวุ้นอัลจิเนท (dehydration) หลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

Dehydration 
method 

Dehydration 
time (h) 

Moisture 
content (%) 

Survival rate 
(%) 

Regrowth 
(%) 

silica gel 0 62.50 0 0 
 3 28.17 0 0 
 6 17.05 0 0 
 9 12.75 0 0 
 12 11.05 0 0 

air dying 0 62.32 0 0 
 2 25.23 33.03 7.08 
 3 15.32 80.72 69.72 
 4 13.25 67.50 57.05 
 5 12.05 60.05 42.37 
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ภาพที่ 9 การพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่หุ้มวุ้นอัลจิเนทและลดความชื้นภายใต้ 

laminar air-flow เป็นเวลา 4 ชั่วโมง หลังผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 10 การพัฒนาเป็นต้นใหม่ของเอ็มบริโอยางพาราที่ไม่หุ้มวุ้นอัลจิเนทที่ผ่านการท า 

dehydration ในระยะเวลาที่ต่างกัน ได้แก่ A: 0 ชั่วโมง, B: 2 ชั่วโมง, C: 3 ชั่วโมง, D: 4 ชั่วโมง และ 

E: 5 ชั่วโมง 

 

 จากผลการศึกษาเกี่ยวกับการเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชชนิดต่างๆ ในไนโตรเจนเหลว พบว่าให้ผล

การทดลองที่แตกต่างกันในแต่ละพืชและชิ้นส่วนที่ใช้ในการทดลอง ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นที่จะต้อง

ท าการศึกษาหาวิธีการที่เหมาะสมที่สุดส าหรับพืชที่ต้องการเก็บรักษา จากรายงานความส าเร็จในการ

เก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมพืชแต่ละชนิด พบว่า โดยทั่วไปปัจจัยที่ส่งเสริมความมีชีวิตรอดหลังผ่าน

กระบวนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ประกอบด้วย 1) ชิ้นส่วนที่น ามาใช้ (ชนิด ขนาด โครงสร้าง

และลักษณะทางกายภาพของชิ้นส่วน) โดยชิ้นส่วนที่น ามาใช้จะต้องมีขนาดเล็ก (Panis et al., 2005) 

2) เทคนิคที่น ามาใช้ในการปรับสภาพชิ้นส่วนก่อนการลดความชื้น เพ่ือให้มีความทนทานต่อสภาพ

อุณหภูมิต่ าเมื่อมีการแช่ในไนโตรเจนเหลว เช่น การทดลองของ ก าไล (2554) เปรียบเทียบการเก็บ

A B 

C D E 
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รักษาเอ็มบริโอหวายน้ าผึ้ง หวายก าพวน และหวายขี้ไก่  ในไนโตรเจนเหลว ทั้ง 3 วิธีการ คือ 

vitrification, encapsulation-dehydration และ encapsulation-vitrification พบว่า วิธีการ 

vitrification และ encapsulation-vitrification ไม่พบการรอดชีวิต โดยวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการ

เก็บรักษาเอ็มบริโอหวายในไนโตรเจนเหลว คือ encapsulation-dehydration ท าได้โดยการปรับ

สภาพเอ็มบริโอด้วยการท า preculture บนอาหาร MS ทีเ่ติมน้ าตาลซูโครส 0.3 M เป็นเวลา 7 วัน ที่

อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั้นน าเอ็มบริโอมาท า encapsulation และแช่ใน loading 

solution ในระยะเวลาต่างๆ กัน ตามด้วยการลดความชื้นด้วยซิลิกาเจลหนัก 50 กรัม/เอ็มบริโอ 20 

ชิ้น ในระยะเวลาต่างๆ กัน เพื่อลดปริมาณน้ าในเซลล์ แล้วจึงน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว ซึ่งระยะเวลา

ในการแช่ loading solution การดึงน้ าออกจากเซลล์ด้วยซิลิกาเจลจะแตกต่างออกไปตามชนิดของ

เอ็มบริโอหวายที่น ามาเก็บรักษา นอกจากนี้ Pornchuti และ Thammasiri (2008) ศึกษาการเก็บ

รักษากล้วยไม้เอ้ืองเงินแดง (Dendrobium cariniferum Rchb. F.) ในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 

encapsulation-vitrification และ encapsulation-dehydration พบว่า เมื่อน าโพรโตคอร์ม มา

ผ่านกระบวนการ encapsulation-vitrification ด้วยการแช่เมล็ดเทียมในสารละลาย PVS2 เป็นเวลา 

0-180 นาที เปรียบเทียบกับการท า encapsulation-dehydration โดยวางเมล็ดเทียมในตู้ laminar 

air-flow นาน 0-5 ชั่วโมง แล้วเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 วัน เมื่อน าออกมาละลายน้ าแข็งและ

วางเลี้ยงบนอาหารแข็ง พบว่า วิธี encapsulation-vitrification โดยการแช่เมล็ดเทียม ใน PVS2 

นาน 60 นาที ให้อัตราการรอดชีวิตสูงสุด 80 เปอร์เซ็นต์ เมื่อตรวจสอบด้วย triphenyl tetrazolium 

chloride (TTC) ส่วนวิธี encapsulation-dehydration ไม่พบการรอดชีวิต ในขณะที่ การศึกษา

เทคนิคการเก็บรักษาชิ้นส่วนปลายยอดของ wild shih (Artemisia herba-alba Asso.) ด้วยเทคนิค 

encapsulation-dehydration ให้อัตราการรอดชีวิต 40% และ การพัฒนาเป็นต้นใหม่ 6% หลังแช่

ในไนโตรเจนเหลว โดยชิ้นส่วนปลายยอดดังกล่าวผ่านการท า preculture ในอาหาร MS ที่เติมซูโครส 

0.1 M เป็นเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ส่วนเทคนิค encapsulation-vitrification ด้วย

การแช่ PVS2 เป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ให้อัตราการรอดชีวิต 68% และการ

พัฒนาเป็นต้นใหม่ 12% โดยชิ้นส่วนปลายยอดผ่านการท า preculture ในอาหาร MS ที่เติมซูโครส 

0.3 M เป็นเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Sharaf et al., 2011) นอกจากนี้การเก็บรักษา

ปลายยอดราสเบอรรี่ (Rubus idaeus L.) ด้วยเทคนิค encapsulation-vitrification ให้อัตราการ

รอดชีวิต 85% และการพัฒนาเป็นต้นใหม่ 75% มากกว่าการใช้เทคนิค encapsulation-

dehydration ซึ่งให้อัตราการรอดชีวิต 65% และการพัฒนาเป็นต้นใหม่ 50% (Wang et al., 2005) 

การเก็บรักษาปลายยอดแอปเปิ้ล (Malus X domestica Borkh.) ด้วยเทคนิค encapsulation-

dehydration ให้อัตราการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงถึง 83.7% หลังแช่ในไนโตรเจนเหลว โดยชิ้นส่วน

ปลายยอดดังกล่าวผ่านการท า preculture ในอาหาร MS ที่เติมซูโครส 0.75 M เป็นเวลา 3 วัน ที่
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อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และผ่านการท า dehydration ภายใต้ laminar air-flow เป็นเวลา 6 

ชั่วโมง ส่วนการท า encapsulation-vitrification ปลายยอดแอปเปิ้ลโดยใช้สาร cryoprotective 

mixture ซึ่งประกอบด้วย 180% (w/v) sucrose และ ethylene glycol 120% (w/v) ให้อัตราการ

พัฒนาเป็นต้นใหม่สูงถึง 64-77% หลังแช่ในไนโตรเจนเหลว ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์แอปเปิ้ล (Paul et 

al., 2000) ดังนั้นกุญแจส าคัญที่จะท าให้การเก็บรักษาชิ้นส่วนพืชในไนโตรเจนเหลวประสบ

ความส าเร็จ คือ การระมัดระวังในกระบวนการปรับลดปริมาณน้ าให้เหมาะสม ในขณะเดียวกันต้อง

ป้องกันผลกระทบจากความเป็นพิษของสารและการเปลี่ยนแปลงออสโมติกด้วยในกรณีของการท า 

vitrification  

 ในการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราในครั้ งนี้  ถึงแม้ว่าวิธีการเก็บรักษาด้วยเทคนิค 

encapsulation-dehydration และ encapsulation-vitrification อาจให้ผลการรอดชีวิตที่ต่ า 

หรือไม่รอดชีวิตเลย และไม่สามารถชี้ชัดได้ว่าเกิดจากปัจจัยหรือขั้นตอนใด ทั้งนี้เนื่องจากแต่ละปัจจัย

หรือแต่ละขั้นตอนมีผลต่อเนื่องกัน ซึ่งล้วนส่งผลต่อความส าเร็จในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

อย่างไรก็ตามพบว่า การเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราด้วยวิธี vitrification ให้อัตราการรอดชีวิตที่ดี ซึ่ง

เป็นเทคนิคที่ง่าย ไม่ยุ่งยากซับซ้อนเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิค encapsulation-dehydration และ 

encapsulation-vitrification นอกจากนี้ยังพบว่าในการทดลองจะต้องคัดเลือกใช้เมล็ดยางพาราที่

เพ่ิงตกใหม่ และท าการทดลองทันที เนื่องจากเมล็ดยางพาราสูญเสียความงอกเร็วมาก หากใช้เมล็ดที่

ตกมานานแล้ว เอ็มบริโอภายในที่น ามาใช้อาจสูญเสียความมีชีวิตตั้งแต่เริ่มท าการทดลองท าให้ผลการ

ทดลองผิดพลาดได้ นอกจากนี้ยังต้องระวังในข้ันตอนการตัดเอาเอ็มบริโอออกจากเมล็ด เนื่องจากอาจ

ท าให้เอ็มบริโอฉีกขาด เมื่อน ามาวางเลี้ยงบนอาหารเพื่อให้พัฒนาเป็นต้นใหม่อาจได้ต้นที่ไม่สมบูรณ์ 
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บทที่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

 การศึกษาการเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราในไนโตรเจนเหลว (cryopreservation) ทั้ง 4 วิธี 

คือ vitrification, encapsulation-vitrification, dehydration และ encapsulation-

dehydration พบว่าวิธีที่สามารถเก็บรักษาเอ็มบริโอยางพาราได้ดี คือ vitrification และ 

dehydration โดยการปรับสภาพเอ็มบริโอยางพาราด้วยการท า preculture บนอาหาร MS ที่เติม

น้ าตาลซูโครส 0.3 M เป็นเวลา 3 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

 ส าหรับการท า vitrification ได้ทดลองเปรียบเทียบระหว่าง PVS2 และ PVS3 พบว่าการใช้ 

PVS2 ให้อัตราการรอดชีวิตมากกว่าการใช้ PVS3 และจากการศึกษาระยะเวลาในการแช่สาร loading 

solution และ plant vitrification solution (PVS2/PSV3) พบว่า การน าเอ็มบริโอมาผ่าน

กระบวนการ vitrification ด้วยการแช่ใน loading solution เป็นเวลา 20 นาที ตามด้วยการแช่สาร 

PVS2 เป็นเวลา 120 นาที ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส แล้วจึงน าไปแช่ไนโตรเจนเหลว หลังจากนั้น

ละลายน้ าแข็งโดยแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ล้างชิ้นส่วนด้วย 

อาหารเหลว MS ที่เติมซูโครสความเข้มข้น 1.2 M เป็นเวลา 20 นาที และวางเลี้ยงในอาหาร MS ที่

เติม kinetin 0.6-0.7 µM, NAA 1.0 µM, GA 1.4 µM และ ผงถ่าน 4 g/l ให้การรอดชีวิต และการ

พัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 88.87% และ 66.33% ตามล าดับ หลังจากวางเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน 

จากการสังเกตพบว่าเอ็มบริโอที่ผ่านการท า vitrification จะมีการพัฒนาเป็นต้นใหม่ค่อนข้างช้าเมื่อ

เปรียบเทียบกับการท า dehydration 

ในส่วนของการท า encapsulation-dehydration พบว่าการลดความชื้นด้วยการวาง

เอ็มบริโอที่หุ้มด้วยอัลจิเนท ภายใต้ laminar air-flow เป็นเวลา 4 ชั่วโมง แล้วน าไปแช่ในไนโตรเจน 

ให้การรอดชีวิต และการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 37.50% และ 27.98% ตามล าดับ ส่วนการลด

ความชื้นด้วยการวางเอ็มบริโอที่ไม่หุ้มอัลจิเนทภายใต้ laminar air-flow เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แล้ว

น าไปแช่ในไนโตรเจน ให้การรอดชีวิต และการพัฒนาเป็นต้นใหม่สูงที่สุด คือ 80.72% และ 69.72% 

ตามล าดับ โดยความชื้นของเอ็มบริโอจะถูกลดให้อยู่ในระดับประมาณ 15% ส่วนการลดความชื้นด้วย

ซิลิกาเจลไม่พบอัตราการรอดชีวิต 

 นอกจากนี้ยังพบว่าเมล็ดยางพาราที่น ามาใช้ในการเตรียม เอ็มบริโอยางพารามีผลต่อ

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่อย่างมาก ในการทดลองจะต้องคัดเลือก

เมล็ดที่เพ่ิงตกใหม่ โดยสังเกตได้จากน้ าหนักของเมล็ด เนื่องจากเมล็ดที่ตกแล้วเป็นเวลานานจะส่งผล
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ให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นใหม่ลดลงอย่างมาก ในการศึกษาต่อไป

ควรท าการศึกษาในยางพาราพันธุ์ต่างๆ เนื่องจากยางพาราในแต่ละพันธุ์อาจให้ผลส าเร็จแตกต่างกัน  

และอาจใช้สารยับยั้งการเกิดสารอนุมูลอิสระ (antioxidant) ซึ่งสารดังกล่าวสามารถท าปฏิกิริยากับ

สารอนุมูลอิสระไม่ให้เกิดสารพิษที่เป็นอันตรายต่อเซลล์ได ้เช่น วิตามินซี หรือ สาร glutathione ซึ่งมี

ผลต่อการยับยั้งการเกิด acyl peroxides ในปฏิกิริยา lipid peroxides reaction บริเวณเยื่อหุ้ม

เซลล์ โดยมีผลการทดลองการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว โดยใช้สาร glutathione ในการลด 

oxidative stress เริ่มแรกนิยมใช้ในการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมของสัตว์ ต่อมา Wang (2004) 

ประสบความส าเร็จในการใช้สาร glutathione เก็บรักษาในสภาพเยือกแข็งปลายยอดของส้ม ด้วยวิธี 

vitrification โดยค่าเฉลี่ยของการรอดชีวิต และการฟ้ืนคืนสภาพ อยู่ระดับที่ 83.9% และ 77.8% จึง

อาจน าสารเคมีดังกล่าวมาใช้ในการพัฒนาเทคนิคการเก็บรักษาชิ้นส่วนยางพาราในไนโตรเจนเหลว

ต่อไป 
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ภาคผนวก 

ตารางภาคผนวกที่ 1 องค์ประกอบของอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (1962) 

 

 

 

 

Stock สารเคมี ปริมาณสารที่ใช (มิลลิกรัมตอลิตร) 

Stock1 

NH4NO3 1,650 

KNO3 1,900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSo4.7H2O 370 

KH2PO4  170 

Stock 2 

H3BO3 6.2 

MnSO4.4H2O 22.3 

ZnSO4.7H2O 1.093 

KI 0.83 

Na2.MoO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O  0.025 

Stock 3 
Na2-EDTA  37.25 

FeSO4.7H2O 27.85 

Stock 4 

Glycine 2 

Nicotinic acid 0.5 

Pyridoxine-HCl 0.5 

Thiamine-HCl 0.1 

Myoinocitol 100 
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วิธีการเตรียมสารละลาย cryopreservation 

1. อาหารสูตร MS (Stock1, 2, 3, 4) 
Sucrose 0.3 M  51.34 กรัม 
 

2. Plant Vitrification Solution Formula 2 (PVS2) 
Glycerol   30% (w/v) 
Ethylene glycol  15% (w/v) 
Dimethyl sulphoxide (DMSO) 15% (w/v) 
Sucrose   0.4 M 
pH 5.7 
ปรับปริมาตรด้วย MS basal medium (Stock 1, 2, 3) 
 

3. Plant Vitrification Solution Formula 3 (PVS3) 
Glycerol   50%  
Sucrose   50% 
pH 5.7 
ปรับปริมาตรด้วย MS basal medium (Stock 1, 2, 3) 
 

4. Loading Solution (LS) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
Glycerol   1 M 
Sucrose   0.8 M 
pH 5.7 
ปรับปริมาตรด้วย MS basal medium (Stock 1, 2, 3) 
 

5. 3% Na-alginate ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
Na-alginate   3%(v/w) 
Sucrose   0.4 M 
Ca-free MS basal medium (Stock 1-No CaCl2, 2, 3) 
pH 5.7 
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6. 0.1M CaCl2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
MS basal medium 
Sucrose    0.4 M   13.69 กรัม 
CaCl2    0.1 M   1.47 กรัม 
pH 5.7 
 

7. Unloading solution  
Sucrose    1.2 M   
pH 5.7 
ปรับปริมาตรด้วย MS basal medium (Stock 1, 2, 3) 

 

 

 

 

 

 

 


