
การอนุรักษ์พันธุกรรมพืชวงศ์ขิง (ขมิน้อ้อย และว่านทพิยเนตร) โดยใช้เทคนิค Cryopreservation  

Germplasm conservation of Zingiberaceae (Curcuma zedoaria  Rosc., Kaemferia sp.) by 
cryopreservation technique. 
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------------------------------------------------------------------------- 
บทคัดย่อ 

  
ศึกษาวธีิการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชวงศขิ์ง (ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร) โดยใชเ้ทคนิค 

Cryopreservation โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชวงศขิ์ง (Zingiberaceae) ใน
ระยะยาวโดยใชเ้ทคนิค Cryopreservation การทดลองน้ีแบ่งเป็น 3 การทดลอง ประกอบดว้ย การ
ทดลองท่ี 1 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/Dehydration ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของปลายยอดขมิ้น
ออ้ยและวา่นทิพยเนตร วางแผนการทดลองแบบ 2 x 4 factorial in CRD จ านวน 3 ซ ้ า โดยปัจจยั A 
คือ พืชวงศขิ์ง 2  ชนิด ไดแ้ก่  ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร ปัจจยั B คือ ความเขม้ขน้ในการท า 
osmotic dehydration  มี 4 ระดบั ไดแ้ก่ sucrose 0, 0.2, 0.4, และ 0.8 M  รวม 8 กรรมวธีิ การทดลองท่ี 
2 การศึกษาเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของปลายยอดขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตรเม่ือแช่ในสารละลาย 
PVS2 /PVS3 โดยใชเ้ทคนิค วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ ้ า มี 4 กรรมวธีิ ไดแ้ก่ 1) ขมิ้น
ออ้ย + PVS2 2) ขมิ้นออ้ย + PVS3 3) วา่นทิพยเนตร+ PVS2 และ 4) วา่นทิพยเนตร+ PVS3 และการ
ทดลองท่ี 3 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/vitrification ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของปลายยอดขมิ้น
ออ้ย และวา่นทิพยเนตร ผลการทดลอง พบวา่ การเก็บรักษาปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตร
เพื่อการอนุรักษ ์ โดยใชเ้ทคนิคEncapsulation/Dehydration, Vitrification และ 
Encapsulation/vitrification ทั้ง 3 วธีิน้ี เม่ือน าปลายยอดของพืชทั้งสองชนิด คือ ขมิ้นออ้ยและวา่น
ทิพยเนตร ท่ีเก็บรักษาในสภาพเยือกแขง็ในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) มาปลูกเพื่อ
ประเมินความมีชีวิต พบวา่ ปลายยอดดงักล่าวไม่สามารถมีชีวติและพฒันาเป็นตน้อ่อนได ้ปลายยอด
เปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและกลายเป็นสีด าตายไป แต่ในการเก็บรักษาโดยวธีิ Encapsulation/vitrification 
ปลายยอดของขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรยงัมีชีวติอยูแ่ต่ไม่พฒันาไปเป็นตน้อ่อนหรือแคลลสั ซ่ึง
ใหผ้ลแตกต่างกนักบัการเก็บรักษาปลายยอดโดยใชเ้ทคนิค Encapsulation/Dehydration ท่ีพบวา่ 
ปลายยอด (bead) ท่ีน ามาเล้ียงนั้นมีชิวติอยูป่ระมาณ 1 สปัดาห์ โดยมีลกัษณะสีเขียวอ่อน หลงัจาก
นั้น 1 เดือน พบวา่ปลายยอด (bead) ตายมีลกัษณะเป็นสีน ้าตาลคล ้า (browing) ไม่สามารถ
เจริญเติบโตและมีชีวติรอดอยูไ่ด ้
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ค าน า 

พืชวงศขิ์ง (Zingiberaceae) เป็นพืชลม้ลุก ล าตน้อ่อนนุ่ม และจะตายไปเม่ือหมดฤดู
เจริญเติบโต มีล าตน้ใตดิ้นเป็นเหงา้ (rhizome) หรือแบบหวั (tuber) (อรนุช, 2550) จากลกัษณะน้ีเอง
ท าใหพ้ืชวงศน้ี์เม่ือไดรั้บสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมจึงทยอยตายและสูญพนัธ์ุไป ประกอบกบัพืช
ในวงศน้ี์หลายชนิดไดน้ ามาใชใ้นอุตสาหกรรมเคร่ืองส าอาง เคร่ืองเทศ อาหารเสริมสุขภาพ 
สมุนไพรในการรักษาโรค รวมทั้งเช่ือกนัวา่มีคุณทางเสน่ห์เมตตามหานิยม อยูย่งคงกระพนั คุม้ภยั
ต่างๆ เป็นตน้ จึงมีการบุกรุกและลกัลอบจ าหน่าย งานวจิยัท่ีผา่นมาทางส านกัวจิยัพฒันา
เทคโนโลยชีีวภาพ จึงไดท้  าการส ารวจและเก็บรวบรวมไวใ้นแปลงอนุรักษพ์นัธุกรรมพืช (In situ)  
ท่ีศูนยบ์ริการวชิาการและปัจจยัการผลิต จ.ตาก (ดอยมูเซอร์) ปัญหาท่ีพบคือ บางชนิดเป็นพืชประจ า
ถ่ินเม่ือน าปลูกไวใ้นแปลงรวบรวมพนัธ์ุ เม่ือประสบกบัภูมิอากาศไม่เหมาะสมจะถูกท าลายโดย
ธรรมชาติ เหงา้ หรือหวัจะฝ่อ ยบุลงไปในดิน บางชนิดถูกโรคและแมลงเขา้ท าลายเส่ียงต่อการสูญ
พนัธ์ุ ปัจจุบนัจึงไดมี้แนวคิดในการเก็บรักษาในสภาพปลอดเช้ือ (In vitro) และสภาพเยอืกแขง็ข้ึน 
(cryopreservation) โดยเฉพาะการเก็บรักษาพนัธุกรรมพืชในสภาพเยอืกแขง็  เป็นเทคนิคหน่ึงท่ี
น ามาใชเ้ก็บรักษาพนัธุกรรมพืชในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เน่ืองจากใชพ้ื้นท่ี 
แรงงานและการดูแลรักษานอ้ยกวา่การเก็บในห้องควบคุมอุณหภูมิหรือหอ้งเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
สามารถเก็บรักษาเช้ือพนัธ์ุพืชในระยะยาว (long term)  สะดวกในการแลกเปล่ียนเช้ือพนัธ์ุพืช
ระหวา่งประเทศ เพราะมีขนาดเล็กและปลอดโรค ในประเทศไทยงานวจิยัท่ีผา่นมามีการศึกษา
เทคนิค cryopreservation ในการเก็บเมล็ดและโปรโตคอมของกลว้ยไม ้ เอ้ืองค า เอ้ืองเงิน มา้บิน 
เขาแกะ และชา้งกระ (ศุภกิจ, 2540; วราภรณ์, 2543; Thammasiri, 2000; Thammasiri, 2002) 
ช้ินส่วนของปลายยอด (shoot tip) ของพืชท่ีใกลสู้ญพนัธ์ุและหายาก เช่น ขนุน (Thammasiri, 1999)  
เป็นตน้ การเก็บเมล็ดพนัธ์ุในสภาพเยอืกแขง็ส่วนใหญ่เป็นเมล็ดท่ีสามารถลดความช้ืนในเมล็ดให้
ต ่าลงได ้(orthodox seed)  เช่น เมล็ดพืชไร่ พืชผกั เป็นตน้ แต่ยงัไม่แพร่หลายมากนกั มกัเก็บรักษา
ในระยะสั้น (1-2 ปี) ระยะปานกลาง (5-10 ปี) ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เน่ืองจากยงัตอ้งน า
เมล็ดออกมาใชใ้นการขยายพนัธ์ุ ปรับปรุงพนัธ์ุและใชใ้นงานวิจยัดา้นอ่ืนๆ 

ทางกลุ่มธนาคารเช้ือพนัธ์ุพืช (Gene Bank) จึงเห็นความส าคญัในการเก็บรักษาพืชวงศ์
ขิงเพื่อการอนุรักษใ์นระยะยาว (long term) ในสภาพเยอืกแขง็ ซ่ึงจ าเป็นตอ้งหาเทคนิคและวธีิการ
เก็บรักษาใหเ้หมาะสม โดยงานทดลองน้ีไดท้  าการศึกษาในพืชวงศขิ์ง 2 ชนิด คือ ขมิ้นออ้ย 
(Curcuma zedoaria Rosc.) และวา่นทิพยเนตร (Kaemferia sp.) เพื่อน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปปรับใชใ้นการ
อนุรักษพ์นัธุกรรมพืชวงศขิ์งชนิดอ่ืนๆ เพื่อสร้างแหล่งพนัธุกรรมพืช แลกเปล่ียนเช้ือพนัธ์ุ และการ
ใชป้ระโยชน์อยา่งย ัง่ยนืในอนาคตของพืชวงศน้ี์ 

 



วตัถุประสงค์ 
เพื่อศึกษาการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชวงศขิ์ง (Zingiberaceae) ในระยะยาวโดยใชเ้ทคนิค 

Cryopreservation  
วธีิด าเนินการ 

การเตรียมช้ินส่วนพืช 
 โดยน าเหงา้ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร มาลา้งใหส้ะอาด ผึ่งใหแ้หง้ในตะกร้า โดยไม่ตอ้ง
น าลงปลูกในดิน ทิ้งไวจ้นกระทัง่แตกหน่อยาวประมาณ 5 เซนติเมตร น ามาเพาะเล้ียงในสภาพ
ปลอดเช้ือในอาหารแขง็สูตร MS ท่ีเติม BA (6-benzyladenine) 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 
0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร เติมน ้าตาล (sucrose) 30 กรัมต่อลิตร ผงวุน้ (agar) 6.25 กรัม และน ้ามะพร้าว 
150 มิลลิลิตรต่อลิตร 

 ในการทดลองน้ีแบ่งเป็น 3 การทดลอง ดงัน้ี 

การทดลองที ่ 1 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/Dehydration ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของปลายยอด
ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร 

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 4 factorial in CRD จ านวน 3 ซ ้ า โดยปัจจยั A คือ พืชวงศขิ์ง 2  
ชนิด ไดแ้ก่  ขมิน้อ้อย และว่านทิพยเนตร ปัจจยั B คือ ความเขม้ขน้ในการท า osmotic dehydration  มี 4 
ระดบั ไดแ้ก่ sucrose 0, 0.2, 0.4, และ 0.8 M  รวม 8 กรรมวธีิ  

เทคนิค Encapsulation/Dehydration  
ตามวธีิการของ Gupta and Husnara (2009)  
น าตน้อ่อนของขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร โดยตดัส่วนปลายยอด (shoot tips) มาปรับ

สภาพ (preculture) ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม  sucrose 0.08 M (pH 5 – 8) ท่ี 25°C (ท่ีมีแสง 16 
ชัว่โมง ท่ีมืด 8 ชัว่โมง) เป็นเวลา 3 - 6 วนั น าปลายยอดใส่ใน alginate 3 %  ใชปิ้เปตดูดส่วนของ
ปลายยอดหยดลงในอาหารเหลว  MS ท่ีเติม CaCl2 100 mM ร่วมกบั sucrose 0.4 M (pH 5.7)  
ประมาณ 20 นาที จะได ้ alginate bead น า alginate  bead ท่ีไดม้าท า osmotic dehydration  ตาม
กรรมวธีิต่างๆ (sucrose 0, 0.2, 0.4, และ 0.8 M, pH 5.7) และน าไปเขยา่บนเคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 20 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นน า alginate bead มาวางบนกระดาษกรองเพื่อลดความช้ืน (air desiccation) ในตู้
ถ่ายเน้ือเยือ่เป็นเวลา 6 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดน า alginate bead บรรจุในหลอดพลาสติค (cryotube)  
แช่ในถงัไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen; LN) เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง น า bead ออกมา
ละลายในน ้าอุ่น 38°C (Thawing) และท า Rehydration โดยน า bead แช่ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ี
เติม  sucrose 0.08 M หลงัจากนั้นน า bead ท่ีไดไ้ปเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร MS (Regrowth) ท่ีเติม 
sucrose 0.08 M และ BA (6-benzyladenine) 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ท่ีบรรจุใน 24 Well Cell  culture บนัทึกเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวิตรอดของปลายยอด  



การทดลองที ่ 2 การศึกษาเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของปลายยอดขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตรเม่ือแช่ใน
สารละลาย PVS2 /PVS3 โดยใชเ้ทคนิค vitrification  

วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 4 ซ ้ า มี 4 กรรมวธีิ ไดแ้ก่  
1) ขมิ้นออ้ย + PVS2  
2) ขมิ้นออ้ย + PVS3  
3) วา่นทิพยเนตร+ PVS2  
4) วา่นทิพยเนตร+ PVS3 
เทคนิค vitrification 
น าปลายยอดขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตรมาท า preculture หลงัจากนั้นน า shoot tips มาท า  

LS (loading solution) (Glycerol 2 M และ sucrose 0.4 M)  ประมาณ 20 นาทีท่ีอุณหภูมิห้องยา้ย shoot 
tips ไปไวใ้น PVS2 (1 ml.) (30 % glycerol + 15 % ethylene glycol + 15 % DMSO; Sakai et 
al.,1990) และ PVS3 (1 ml.) (50 % sucrose และ 50 % glycerol; Nishizawa et al., 1993) ท่ีบรรจุอยูใ่น 
cryotube ประมาณ 1 ชัว่โมง เม่ือครบก าหนดใชห้ลอดดูด PVS2 ใน cryotube ออก แลว้ใส่ PVS2 เขา้
ไปใหม่ น า cryotube ท่ีบรรจุ shoot tips ไปเก็บในถงัไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen; LN) เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง  และใน PVS3 ท าขั้นตอนเดียวกนักบั PVS2น าตวัอยา่งออกมาละลายในน ้าอุ่น 38  
°C (Thawing) 1-2 นาที ดูดสารละลาย PVS2 และ PVS3 ใน cryotube ออก น าช้ินส่วนของ shoot tips 
ท่ีไดไ้ปใส่ใน sucrose 1.2 M 10 - 20 นาที ซ่ึงเรียกขั้นตอนน้ีวา่ RS (Recovery solution) น า shoot tips 
ไปเพาะเล้ียงบนอาหาร MS (Regrowth) ท่ีเติม sucrose 0.08 M และ BA (6-benzyladenine) 2 
มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อประเมินความมีชีวิตต่อไป 

การทดลองที ่3 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/vitrification ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของปลายยอด 
                         ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร 

วางแผนการทดลองแบบ 2 x 4 factorial in CRD จ านวน 3 ซ ้ า โดยปัจจยั A คือ พืชวงศขิ์ง 2  
ชนิด ไดแ้ก่  ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร ปัจจยั B คือ ระยะเวลาในการแช่สารละลาย PVS3 มี 4 
ระดบั ไดแ้ก่ 0, 1, 2, และ 4 ชัว่โมง รวม 8 กรรมวธีิ โดยศึกษาท่ีอุณหภูมิ 2 ระดบั ไดแ้ก่ ท่ี 25C 
(control) และในถงัไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen; LN) 

เทคนิค  Encapsulation/ vitrification 
น าปลายยอดขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตรมาท า preculture หลงัจากนั้นท า Encapsulation 

โดยน าปลายยอดใส่ใน alginate 3 %  ใชปิ้เปตดูดส่วนของปลายยอดหยดลงในอาหารเหลว  MS ท่ี
เติม CaCl2 100 mM ร่วมกบั sucrose 0.4 M (pH 5.7)  ประมาณ 20 นาที จะได ้ alginate bead น า 
alginate  bead ท่ีไดม้าท า osmotic dehydration ในอาหารเหลวสูตร MS ท่ีเติม sucrose 0.75 M และ
น าไปเขยา่เบนเคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 20 ชัว่โมง น าปลายยอดท่ีไดแ้ช่ในสารละลาย PVS3 (1 ml.) (50 



% sucrose และ 50 % glycerol; Nishizawa et al., 1993) ท่ีบรรจุอยู่ใน cryotube ท่ีระยะเวลาต่างๆ 
(0, 1, 2, และ 4 ชัว่โมง) เม่ือครบก าหนดใช้หลอดดูด PVS3 ใน cryotube ออก แลว้ใส่ PVS3 เขา้
ไปใหม่ น า cryotube ท่ีมี shoot tips ไปเก็บท่ี 25C (control) และ ในถงัไนโตรเจนเหลว (Liquid 
Nitrogen; LN)  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง น าตวัอย่างออกมาละลายในน ้าอุ่น 38°C (Thawing) 1-2 
นาที ดูดสารละลาย PVS3 ใน cryotube ออก น าช้ินส่วนของ shoot tips ไปใส่ใน sucrose 1.2 M 
10 - 20 นาที ซ่ึงเรียกขั้นตอนน้ีว่า RS (Recovery solution)  น า shoot tips ไปเพาะเล้ียงบนอาหาร 
MS (Regrowth) ท่ีเติม sucrose 0.08 M และ BA (6-benzyladenine) 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 
0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อประเมินความมีชีวติต่อไป 

เวลาและสถานทีด่ าเนินการ 
ระยะเวลาท าการวิจัย  
 ตุลาคม 2556 ถึง กนัยายน 2557 
สถานทีท่ าการทดลอง 

หอ้งปฏิบติัการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชในสภาพปลอดเช้ือ   กลุ่มวจิยัพฒันาธนาคารเช้ือพนัธ์ุ
พืชและจุลินทรีย ์ ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ 

 หลงัจากน าตน้พนัธ์ุขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรท่ีอนุรักษไ์วใ้นโรงเรือน มาขยายตน้อ่อน
ในสภาพกระถางเพื่อเพิ่มจ านวนตน้หน่อพนัธ์ุ (ภาพผนวกท่ี 1) และสภาพปลอดเช้ือในอาหารแขง็
สูตร MS ท่ีเติม BA (6-benzyladenine) 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 0.01 มิลลิกรัมต่อลิตร เติม
น ้าตาล (sucrose) 30 กรัมต่อลิตร ผงวุน้ (agar) 6.25 กรัม และน ้ามะพร้าว 150 มิลลิลิตรต่อลิตร เพื่อ
เพิ่มจ านวนหน่อและปลายยอด (ภาพผนวกท่ี 2) ส าหรับใชใ้นการทดลอง พบวา่ 

การทดลองที ่ 1 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/Dehydration ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของปลายยอด
ขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตร  
จากการทดลองน าปลายยอดขมิ้นออ้ยและว่านทิพยเนตรเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง

ในไนโตรเจนเหลวโดยวธีิ Encapsulation/Dehydration (ภาพภาคผนวกท่ี 3) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พบวา่ เม่ือน า ปลายยอด (bead) มาเล้ียงบนอาหารแขง็สูตร MS ท่ีบรรจุใน 24 Well Cell culture 
ปลายยอด (bead) ท่ีน ามาเล้ียงนั้นมีชิวติอยูป่ระมาณ 1 สปัดาห์ โดยมีลกัษณะสีเขียวอ่อน หลงัจาก
นั้น 1 เดือน พบวา่ปลายยอด (bead) ตายมีลกัษณะเป็นสีน ้าตาลคล ้า (browing) ไม่สามารถ
เจริญเติบโตและมีชีวติรอดอยูไ่ด ้(ภาพท่ี 1) 

 



 
 

ภาพที ่1 ลกัษณะของปลายยอด (bead) ขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรท่ีน ามาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
MS ใน 24 Well Cell culture เพื่อประเมินความมีชีวิต (regrowth) โดยวธีิ 
Encapsulation/Dehydration 

 
การทดลองที ่2 การศึกษาเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของปลายยอดขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตรเม่ือแช่ใน

สารละลาย PVS2 /PVS3 โดยใชเ้ทคนิค vitrification  

 จากการน าปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรแช่ในสารละลาย PVS2 และ PVS3 โดยใช้
เทคนิค vitrification (ภาพภาคผนวกท่ี 4) แลว้บรรจุลงถงัไนโตรเจนเหลว (+ N) มาท าการ recover 
solution ในสารละลาย sucrose 1.2 M หลงัจากนั้น น ามา regrowth เพือ่ประเมินความมีชีวติ พบวา่ 
ปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตร ท่ีแช่ในสารละลาย PVS2 และ PVS3 แลว้ใหผ้ลการทดลอง
ไปในทิศทางเดียวกนั คือ ปลายยอดไม่สามารถเจริญเติบโตไปเป็นตน้อ่อนและมีชีวติรอดได ้
แตกต่างจากการน าปลายยอดของขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรท่ีแช่ในสารละลาย PVS2 และ PVS3 
แลว้น ามาเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS โดยไม่ตอ้งเก็บปลายยอดในถงัไนโตรเจนเหลว (-N) ซ่ึง
พบวา่ ปลายยอดสามารถมีชีวติมีสีเขียวอ่อน บางปลายยอดสีค่อนขา้งซีดขาว มีการสร้างแคลลสั
และรากอ่อนการเจริญเติบโตค่อนขา้งชา้ มีขนาดประมาณ 0.5 -1 เซนติเมตร (ภาพท่ี 2) 
 
 
 



 

ภาพที ่2 ลกัษณะของปลายยอดวา่นทิพยเนตรท่ีแช่สารละลาย PVS2 และ PVS3 หลงัน ามาเพาะเล้ียง
บนอาหารแข็งสูตร MS ในสภาพ (+N) และ (-N) เพื่อประเมินความมีชีวิต (regrowth) โดยใช้
เทคนิค vitrification 

 

การทดลองที ่3 การใชเ้ทคนิค Encapsulation/vitrification ต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของปลายยอด
ขมิ้นออ้ย และวา่นทิพยเนตร 

จากการทดลองการเก็บรักษาปลายยอดขมิ้นออ้ยและทิพยเนตร โดยใชเ้ทคนิค
Encapsulation/vitrification (ภาพภาคผนวกท่ี 5) ผลการทดลอง พบวา่ หลงัจากน าปลายยอดเก็บไว้
ในถงัไนโตรเจนเหลวเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 24 ชัว่โมง และน ามาเล้ียง (regrowth) บนอาหารแขง็สูตร 
MS ท่ีเติม sucrose 0.08 M และ BA (6-benzyladenine) 2 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั NAA 0.01 
มิลลิกรัมต่อลิตร ใน 24 Well Cell culture พบวา่ ปลายยอดของขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรมีสีเขียว
หลงัจากน ามา regrowth ประมาณ 2 เดือนพบวา่ปลายยอดของขมิ้นออ้ยและว่านทิพยเนตรยงัมีชีวิต
อยูแ่ต่ไม่พฒันาไปเป็นตน้อ่อนหรือแคลลสั ซ่ึงใหผ้ลแตกต่างกนักบัการเก็บรักษาปลายยอดโดยใช้
เทคนิค Encapsulation/Dehydration ท่ีพบวา่ เม่ือน าปลายยอดมา regrowth ได ้ 1 เดือน ปลายยอด
ของพืชทั้งสองชนิดมีสีน ้าตาลและตายไป 

 

 

 

 



 

 ภาพที ่3 ลกัษณะของปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรใชเ้ทคนิค Encapsulation/vitrification 

 

 การเก็บรักษาปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรเพื่อการอนุรักษ ์ โดยใชเ้ทคนิค
Encapsulation/Dehydration, Vitrification และ Encapsulation/vitrification ทั้ง 3 วธีิน้ี เม่ือน าปลาย
ยอดของพืชทั้งสองชนิด คือ ขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตร ท่ีเก็บรักษาในสภาพเยอืกแขง็ใน
ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) มาปลูกเพื่อประเมินความมีชีวติ พบวา่ ปลายยอดดงักล่าว
ไม่สามารถมีชีวิตและพฒันาเป็นตน้อ่อนได ้ปลายยอดเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและกลายเป็นสีด าตาย
ไป อาจเป็นผลเน่ืองจากการใช้ปลายยอดของพืชทั้งสองชนิดน้ีมาศึกษายงัไม่เหมาะสม ตอ้งใช้
ความช านาญและประสบการณ์ในการตดัปลายยอดให้มีขนาดเล็ก 1-3 มิลลิเมตร  เพราะถา้ช้ืน
ส่วนพืชท่ีมีน ้าภายในเซลล์มากจะไม่สามารถมีชีวิตท่ีอุณหภูมิต ่ากว่าจุดเยือกแข็ง (freezing) โดย
ความเสียหายจากอุณหภูมิเยอืกแขง็จะเกิดจากศกัยข์องน ้าในช่องวา่งระหวา่งเซลลมี์ค่าสูงกวา่ในไซ
โตพลาสซึม หรือแวคคิวโอ ดงันั้น น ้าภายนอกเซลลห์รือในช่องวา่งระหวา่งเซลลจ์ะกลายเป็นผลึก
น ้าแขง็ทนัที ซ่ึงการก่อตวัของผลึกน ้าแขง็ภายในเซลลจ์  าท าใหพ้ืชตายเป็นส่วนใหญ่ (Steponkus et 
al., 1992, Mikula et al., 2005) จากการทดลองของ ปาริฉตัร และคณะ (2553) ท่ีท าการทดลองเก็บ
เน้ือเยือ่ปลายยอดกลว้ยหอมทองโดยวธีิ Vitrification, Encapsulation/vitrification, Vitrification 
ดดัแปลงจากวธีิการของ INIBAP และ Droplet  ใหผ้ลการทดลองไปในทิศทางเดียวกนัวา่ ปลาย
ยอดกลว้ยหอมทองไม่สามารถรอดชีวิตอยูไ่ด ้ เน้ือเยือ่หลงัเก็บในไนโตรเจนเหลวมีสีขาวซีด และ
เม่ือน ามาเล้ียงในอาหาร MS สูตรดดัแปลง เน้ือเยือ่ปลายยอดจะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลและกลายเป็นสี
ด าในท่ีสุดเช่นกนั สอดคลอ้งกบังานทดลองของ รัชนก และคณะ (2553) ท่ีพบวา่ เม่ือน า bead ของ
ปลายยอดชุมเห็ดเทศท่ีเก็บรักษาโดยใชเ้ทคนิค Encapsulation/Dehydration มาเล้ียงบนอาหารแขง็
สูตร MS ท่ีบรรจุใน 24 Well Cell culture มีชิวติอยูป่ระมาณ 1 สัปดาห์ หลงัจากนั้นปลายยอดใน 



bead ตายมีลกัษณะเป็นสีน ้าตาลคล ้า ไม่สามารถเจริญเติบโตและมีชีวติรอดอยูไ่ด ้ ซ่ึงอาจเป็นผลมา
จากระยะเวลาในการ dehydration ยงัไม่เหมาะสม bead ยงัคงมีความช้ืนอยูใ่นระดบัสูงอยู ่จึงเกิดการ
เสียหายของเซลลเ์ม่ือน าไปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว (Dumet and Benson, 2000) จึงจ าเป็นตอ้งหา
เทคนิคท่ีเหมาะสมต่อไป อยา่งไรก็ตามการอนุรักษโ์ดยวธีิ cryopreservation น้ีจะประสบ
ความส าเร็จไดข้ึ้นอยูก่บัปัจจยัหลายๆอยา่ง เช่น การปรับสภาพเพื่อใหท้นต่ออุณหภูมิต ่า (precultre), 
ปรับสภาพเพื่อเล้ียงท่ีอุณหภูมิปกติ (unloading) เป็นตน้ โดย Lambardi et al. (2005) ไดร้ายงานวา่ 
เมล็ดจากไมย้นืตน้บางชนิดเป็นเมล็ด non – orthodox ไม่สามารถเก็บไวใ้นธนาคารได ้สามารถเก็บ
ช้ินส่วนพืช เช่น  เน้ือเยือ่ เซลล ์ละอองเกสร ในสภาพเยอืกแขง็ โดยใชเ้ทคนิค vitrification เพื่อเป็น
การป้องกนัและหลีกเล่ียงการเกิดผลึกน ้าแขง็ภายในเซลลใ์นระหวา่งการเก็บท่ีในไนโตรเจนเหลว -
196°C    ซ่ึงก่อนการเก็บรักษาช้ินส่วนพืชตอ้งท าให้น ้าออกจากเซลล ์ โดยการน าเซลลห์รือช้ินส่วน
พืชแช่ในสารละลาย PVS2 หรือท าให้แหง้โดยลดความช้ืนของ bead ในซิลิกาเจลโดยวธีิ 
Encapsulation/Dehydration เป็นตน้ โดย (Rall, 1987) อา้งโดย ปาริฉตัร และคณะ (2553) ไดอ้ธิบาย
วา่ ขั้นตอนการท า dehydration หรือการดึงน ้าออกจากเซลล ์ถา้ใชช้นิดของสาร cryoprotectant และ
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะเป็นตวัช่วยป้องกนัอนัตรายจากการตกผลึกของน ้าแขง็ได ้ ป้องกนัความ
เสียหายท่ีเกิดกบั cell membrane และตอ้งค านึงถึงความสามารถในการซึมเขา้สู่เน้ือเยื่อของสาร การ
ป้องกนับาดแผลท่ีเกิดจากแรงดนัออสโมติคท่ีมากเกินไปตลอดจนความเป็นพิษของสารเคมี ดงันั้น 
ในงานอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชภายใตส้ภาพเยอืกแขง็ (cryopreservation) จ าเป็นตอ้งมีการศึกษา
ขั้นตอนและปัจจยัต่างๆอยา่งละเอียด เพราะพืชแต่ละชนิดมีพนัธุกรรมการปรับตวัแตกต่างกนั  

สรุปผลการทดลอง 

  การเก็บรักษาปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตรโดยใชเ้ทคนิค Cryopreservation ทั้ง
สามวธีินั้น ไม่สามารถเก็บรักษาปลายยอดพืชทั้งสองชนิดได ้ ควรมีการศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการมี
ชีวติรอดของปลายยอดเพิ่มเติม เช่น ระยะเวลาในการท า preculture, dehydration การใชส้าร 
cryoprotectant เป็นตน้ รวมทั้งศึกษาช้ินส่วนต่างๆของพืช  แคลลสั เซลลแ์ขวนลอย ของขมิ้นออ้ย
และวา่นทิพยเนตรโดยวธีิ Cryopreservation เพิ่มเติมเพื่อการอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชชนิดน้ี ต่อไป 

การน าไปใช้ประโยชน์  

ขั้นตอนของเทคนิค Encapsulation/Dehydration, Vitrification และ Encapsulation/vitrification 
จากการทดลองน้ีเป็นวธีิการทัว่ไปของการศึกษาการเก็บตวัอยา่งพืชในสภาพเยอืกแข็ง นกัวจิยัหรือ
ผูท่ี้สนใจสามารถน าไปประยกุตใ์ชเ้พื่อความเหมาะสมของพืชชนิดอ่ืนไดโ้ดยปรับระยะเวลา และ
สูตรอาหารในการ dehydration, preculture และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant หรือปัจจยั
อ่ืนๆ เป็นตน้ 
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ภาพภาคผนวก 
  

   

ภาพภาคผนวกที ่ 1 การปลูกขยายตน้อ่อนวา่นทิพยเนตรและขมิ้นออ้ยส าหรับไวใ้ชเ้พาะเล้ียงเน้ือเยือ่
เพื่อเพิ่มจ านวนตน้หน่อพนัธ์ุ 

 

   

   

   

ภาพภาคผนวกที ่ 2 การเพาะเล้ียงปลายยอดขมิ้นออ้ยและว่านทิพยเนตรในอาหารสูตร MS เพื่อเพิ่ม
จ านวนหน่อและปลายยอด 

 



    
ลกัษณะปลายยอดขมิ้นอ่อยและทิพยเนตร ขนาด 1-2 มิลลิเมตร ท่ีตดัมาจากตน้อ่อนท่ีไดจ้ากการ

เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ 

   
Preculture บนอาหารเหลวสูตร 

MS 3 วนั 
น าปลายยอดมาท า bead ใน 3% 

alginate 
Osmotic dehydrate ท่ี ระดบัต่างๆ 

   

Air desiccation  
บรรจุ bead ใน cryotube แลว้
น าไปแช่ใน nitrogen เหลว 

thawing 

   

rehydration 
น ามา regrowth  

ใน 24 Well Cell culture 
Bead ท่ีอาย ุ7วนั 

ภาพภาคผนวกที ่3 ขั้นตอนการท า Encapsulation/Dehydration ของปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่น
ทิพยเนตร 

 
 
 
 
 
 



 
 

 

   
ปลายยอด Preculture  

   
LS 20 นาที แช่ปลายยอดในสารละลาย PVS2 และ PVS3 1 ชม. 

   

บรรจุ ปลายยอด ใน cryotube 
แลว้น าไปแช่ใน nitrogen เหลว 

thawing 

น ามา recover solution ใน 
sucrose 1.2 M หลงัจากนั้น 
น ามา regrowth เพื่อประเมิน

ความมีชีวติ 

ภาพภาคผนวกที ่4 ขั้นตอนของเทคนิค vitrification ของปลายยอดขมิ้นออ้ยและวา่นทิพยเนตร 

 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

    
การเตรียมต้นอ่อน การตัดปลายยอด Preculture ในอาหาร

แข็ง สูตร MS 
alginate bead 

    
LS แช่ปลายยอดใน

สารละลาย PVS3 
เก็บในถังไนโตรเจนเหลว thawing 

   
RS น ามา regrowth ใน 24 Well Cell culture 

ภาพภาคผนวกที ่ 5 ขั้นตอนของเทคนิค Encapsulation/vitrification ของปลายยอดขมิ้นออ้ยและ
วา่นทิพยเนตร 
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