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บทคัดย่อ


	 การขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อและการเก็บรักษาพันธุ์กล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด 

(Aerides falcata Lindl. & Paxton) โดยใช้เทคนิคการผลิตเมล็ดเทียม เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถ
 

นำมาประยุกต์ใช้ในการอนุรักษ์พันธุ์กล้วยไม้ในระยะยาวได้ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของ 

NAA และ BA ต่อการพัฒนาเป็นต้นของโปรโตคอร์ม และศึกษาระยะเวลาการกำจัดน้ำออก และระยะเวลา
 

ที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาเมล็ดเทียมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จากการศึกษาพบว่า โปรโตคอร์ม
 

มีจำนวนยอด จำนวนราก และความสูงต้นเฉลี่ยสูงสุด คือ 5.13 ยอด/โปรโตคอร์ม 2.40 ราก/ต้น และ 
 

2.47 ซม. ตามลำดับ เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร New Dogashima (ND) (1993) ที่เติม NAA ความเข้มข้น 

0.5 มก./ล. ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 5 มก./ล. ในการศึกษาระยะเวลาการกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียม
 

โดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อ เป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง พบว่า การผึ่งลมนาน 3 ชั่วโมง เป็นเวลาที่เหมาะสม
 

ในการกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียม โดยจะทำให้เมล็ดเทียมมีปริมาณน้ำคงเหลือเท่ากับ 28.95% และ
 

มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 98% เมื่อนำเมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออกเป็นเวลา 3 ชั่วโมง มาเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-6 เดือน พบว่า การเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน เมล็ดเทียม

มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงสุดคือ 100% 
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Abstract


	 Micropropagation and conservation of Aerides falcata Lindl. & Paxton by artificial 

seed technique is an alternative method for orchids germplasm preservation. 
 

The objectives of this study were to investigate the effect of NAA and BA on protocorms 

growth and to study the suitable of dehydration time and artificial seeds storage durations. 

The results showed that the highest average number of shoots, roots and plantlet height 

were 5.13 shoots/protocorm, 2.40 roots/shoot and 2.47 cm, respectively when protocorms 

were cultured on ND medium supplemented with 0.5 mg/l NAA and 5 mg/l BA. The study 

of dehydration time by air-drying in a laminar air flow cabinet for 0-6 h found that the 

optimum time of dehydration was 3 h. The water content and survival percentage of 
 

3 h dehydrated artificial seeds were 28.95% and 98%. Dehydrated artificial seeds were 

stored at -20°C for 1-6 months. The results indicated that storage for 1 month showed the 

highest survival percentage of 100%.





Keywords: Micropropagation, Conservation, Aerides falcata Lindl. & Paxton





บทนำ


	 ประเทศไทยมีสภาพภูมิประเทศและสภาพภูมิอากาศที่เหมาะสมต่อการเจริญของกล้วยไม้ป่า
 

เป็นอย่างมาก โดยพบประมาณ 1,121 ชนิด กระจายอยู่ทั่วประเทศ (Thaithong, 1990) กล้วยไม้ป่าที่พบ
 

มีความหลากหลายทั้งชนิดและสายพันธุ์ที่มีลักษณะเด่นแตกต่างกันออกไป ทั้งด้านรูปทรง และสีสัน 
 

โดยเฉพาะอย่างยิ่งในส่วนของดอกที่มีความสวยงามสะดุดตาเป็นที่ต้องการของผู้ที่พบเห็น สาเหตุนี้ทำให้

กล้วยไม้หลายชนิดถูกลักลอบนำออกมาจากป่าเพื่อการค้าเป็นจำนวนมาก นอกจากนี้การบุกรุกทำลายป่ายัง

เปน็การทำลายถิน่อาศยัของกลว้ยไมป้า่ทำใหป้ระชากรกลว้ยไมล้ดจำนวนลงอยา่งรวดเรว็ สง่ผลใหก้ลว้ยไมป้า่
 

หลายชนิดเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์และบางชนิดใกล้สูญพันธุ์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกล้วยไม้ที่มีการกระจายพันธุ์

น้อย มีประชากรขนาดเล็ก และอยู่เจาะจงเฉพาะพื้นที่ จะมีโอกาสสูญพันธุ์ได้มาก อีกทั้งเมล็ดกล้วยไม้ตาม

ธรรมชาติมีอัตราการงอกต่ำ เนื่องจากอาหารสะสมในเมล็ดมีน้อยมาก ไม่เพียงพอต่อการงอก หรือได้รับ

สภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม เช่น อุณหภูมิสูงหรือต่ำเกินไป นอกจากนี้ต้นอ่อนมีการเจริญเติบโตค่อนข้างช้า 

(Gupta, 2016) จึงไม่สามารถเกิดขึ้นทดแทนต้นเดิมได้ทันเวลา ซึ่งกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิดที่พบใน

พื้นที่จังหวัดร้อยเอ็ดก็ประสบปัญหานี้เช่นเดียวกัน ดังนั้นการหาวิธีการขยายพันธุ์กล้วยไม้เพื่อให้ได้ปริมาณ

มากโดยใช้ระยะเวลาที่ไม่นาน จึงเป็นสิ่งที่ต้องรีบดำเนินการอย่างเร่งด่วน 
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	 การเก็บรักษาพันธุ์กล้วยไม้ในสภาพหลอดแก้ว (In vitro) เป็นวิธีการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพ และ
 

มีข้อดีในแง่ประหยัดพื้นที่ในการเก็บรักษา และลดความเสี่ยงของการถูกทำลายทั้งจากภัยธรรมชาติและ

แมลงศัตรูพืช อย่างไรก็ตาม วิธีนี้อาจก่อให้เกิดการความผันแปรทางพันธุกรรม เนื่องจากการย้ายเลี้ยงตาม

ระยะเวลาการเก็บรักษาที่เพิ่มขึ้น ซึ่งทำให้สูญเสียความตรงตามพันธุ์ได้ นอกจากนี้ยังมีการเก็บรักษาพันธุ์
 

ในรูปเมล็ด (Seed Storage หรือ Seed Banks) ซึ่งมีข้อดีคือ ใช้พื้นที่น้อย แต่อย่างไร ก็ตามเมล็ดกล้วยไม้

มีอายุสั้นทั้งนี้ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิและความชื้นในเมล็ด หากเก็บไว้เป็นระยะเวลานานความชื้นในเมล็ดจะลดลง

อย่างต่อเนื่อง ทำให้ความสามารถในการงอกของเมล็ดกล้วยไม้ลดต่ำลง (Hirano et al., 2005) ดังนั้น 

การนำเทคนิคเมล็ดเทียมเข้ามาร่วมในการเก็บรักษาพันธุ์พืชจะช่วยหลีกเลี่ยงปัญหาดังกล่าวได้ (Meesuk, 

1998) โดยเมล็ดเทียมจะทำหน้าที่เสมือนเปลือกหุ้มเมล็ด เพื่อป้องกันชิ้นส่วนพืชที่อยู่ภายใน และยังเป็น

อาหารสะสมให้กับต้นอ่อนพืชได้ นอกจากนี้สารที่นำมาใช้ผลิตเป็นเมล็ดเทียมต้องไม่เป็นอันตรายต่อชิ้นส่วน

พืช และชิ้นส่วนพืชสามารถเจริญผ่านเปลือกหุ้มและเจริญเติบโตเป็นต้นได้ตามปกติ ซึ่งระดับความเข้มข้น

และชนิดของสารที่นำมาหุ้มเพื่อให้เมล็ดเทียมเกิดการแข็งตัวสามารถเลือกใช้ให้เหมาะสมกับชิ้นส่วนและ

ชนิดของพืชได้ เช่น อัจจิเนต วุ้น อะกาโรส และเจลลาติน (Redenbaugh et al., 1993) เนื่องจากพืชแต่ละ

ชนิดต้องการสภาวะและอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาโดยเทคนิคเมล็ดเทียมที่แตกต่างกันออกไป 

การวิจัยจึงมุ่งเน้นหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการนำโปรโตคอร์มเอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิดมาทำเป็น
 

เมล็ดเทียม เพื่อให้เก็บรักษาเมล็ดเทียมกล้วยไม้ให้ได้ระยะเวลานานยิ่งขึ้น ซึ่งเป็นการอนุรักษ์พันธุกรรม

กล้วยไม้ไม่ให้สูญพันธุ์ และยังเป็นแนวทางในการพัฒนาเทคนิคเพื่อการเก็บรักษาพันธุ์พืชชนิดอื่นไม่ให้ตกอยู่

ในภาวะเสี่ยงต่อการสูญพันธุ์อีกด้วย





วัตถุประสงค์


	 เพื่อศึกษาผลของความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต BA และ NAA ที่เหมาะสมต่อ
 

การพัฒนาเป็นต้นของโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด และศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บ

รักษาเมล็ดเทียมที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 





อุปกรณ์และวิธีการทดลอง


	 ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบเป๋าเปิดที่ได้จากการ เพาะเมล็ด

บนอาหารสังเคราะห์สูตร New Dogashima (ND) (Tokuhara & Mii, 1993) ดัดแปลงที่เติมน้ำตาลซูโครส 

1% (w/v) น้ำต้มมันฝรั่ง 1% (w/v) ผงวุ้น 0.8% (w/v) และ pH 5.4 ทำการเพาะเลี้ยงภายใต้อุณหภูมิ 
 

25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 
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	 1.	 ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อการพัฒนาเป็นต้นของ 



โปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด


		  นำโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิดที่มีขนาด 2±0.5 มิลลิเมตร เพาะเลี้ยงบน

อาหารสังเคราะห์สูตร ND ที่เติม NAA ความเข้มข้น 0 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 

0 1 3 และ 5 มิลลิกรัมต่อลิตร วางเลี้ยงโปรโตคอร์มจำนวน 10 โปรโตคอร์มต่อ 1 ขวด เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 เป็นเวลา 12 สัปดาห์ โดยไม่

เปลี่ยนอาหาร ทำการทดลองทั้งหมด 5 ซ้ำ ซ้ำละ 10 โปรโตคอร์ม บันทึกผลโดยนับจำนวนยอด นับจำนวน

ราก และวัดความสูงของต้นจากบริเวณโคนจนถึงปลายใบที่ยาวที่สุด 


	 2. 	ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียม


		  ผลติเมลด็เทยีมโดยนำโปรโตคอรม์เดีย่ว ขนาด 2±0.5 มลิลเิมตร แชใ่นอาหารเหลวสตูร ND ทีเ่ตมิ
 

โซเดียมอัลจิเนต เข้มข้น 3% และผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต์อ่ตารางนิว้ เปน็เวลา 15 นาท ีจากนัน้หยดโปรโตคอรม์ลงในสารละลายแคลเซยีมคลอไรด ์
 

เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ เขย่าเบา ๆ ประมาณ 30 นาที เพื่อทำให้เกิดเป็นเมล็ดเทียมที่มีลักษณะกลม ขนาด

เส้นผ่านศูนย์กลาง 4 มิลลิเมตร ล้างเมล็ดเทียมในน้ำกลั่นปลอดเชื้อ และซับให้แห้งด้วยกระดาษชำระที่ผ่าน

การนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว นำเมล็ดเทียมที่ได้มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ND ที่เติมน้ำตาลซูโครส เข้มข้น 
 

0.5 โมลาร์ เพื่อปรับสภาพเซลล์ เขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 100 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
 

25±2 องศาเซลเซียส แล้วนำมากำจัดน้ำออก โดยวางบนกระดาษกรองปลอดเชื้อและผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อ

เป็นเวลา 0 1 2 3 4 5 และ 6 ชั่วโมง คำนวณปริมาณน้ำที่เหลือจากน้ำหนักสดและน้ำแห้งของเมล็ดเทียม

ภายหลังจากการกำจัดน้ำออกเป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง [Water Content (%) = Fresh Weight (FW) – Dry 

Weight (DW)/FW x 100] จากนั้นเพาะเลี้ยงเมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออกบนอาหารสูตร ND ดัดแปลง

ที่เติมน้ำตาลซูโครส 1% (w/v) และน้ำต้มมันฝรั่ง 1% (w/v) ภายใต้อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 

16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 คำนวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต โดยสังเกตการเจริญของ

โปรโตคอร์ม โดยโปรโตคอร์มที่มีชีวิตจะมีขนาดใหญ่ขึ้นและมีสีเขียวเข้ม เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

ทำการทดลองทั้งหมด 5 ซ้ำ ซ้ำละ 10 เมล็ด 


	 3. 	ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาเมล็ดเทียมกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด



ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส


		  นำเมล็ดเทียมมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ND ที่เติมน้ำตาลซูโครส เข้มข้น 0.5 โมลาร์ 

เขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ด้วยความเร็ว 100 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส จากนั้นกำจัดน้ำ

ออกจากเมล็ดเทียม โดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อเป็นเวลา 3 ชั่วโมง ใส่เมล็ดเทียมในหลอด Cryotube 
 

(20 เมล็ดต่อหลอด Cryotube) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 2 3 4 5 และ 6 เดือน 

เมื่อครบกำหนด นำเมล็ดเทียมที่ผ่านการเก็บรักษามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ND ดัดแปลงที่เติมน้ำตาล
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ซูโครส 1% (w/v) และน้ำต้มมันฝรั่ง 1% (w/v) ภายใต้อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสง 16 ชั่วโมง
 

ต่อวัน ความเข้มแสง 40 µmol m-2s-1 คำนวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต และการเจริญของเมล็ดเทียม
 

ภายหลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 2 เดือน เปรียบเทียบกับเมล็ดเทียมกลุ่มที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหาร

เหลวสูตร ND ที่เติมน้ำตาลซูโครส เข้มข้น 0.5 โมลาร์ แต่ไม่กำจัดน้ำออก ทำการทดลองทั้งหมด 5 ซ้ำ ซ้ำละ 

10 เมลด็ ยา้ยเมลด็เทยีมทีร่อดชวีติมาเพาะเลีย้งบนอาหารสตูร ND ทีเ่ตมิ NAA เขม้ขน้ 0.5 มลิลกิรมัตอ่ลติร 
 

ร่วมกับ BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร (จากการทดลองที่ 1) เพื่อชักนำให้โปรโตคอร์มเจริญเป็นต้นต่อไป


	 การวิเคราะห์ข้อมูล


	 การศึกษาในครั้งนี้ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomized Design, CRD) 

สถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล ได้แก่ สถิติพื้นฐาน (ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ร้อยละ) และสถิติที่ใช้ใน

การวิเคราะห์หาความแปรปรวนแบบจำแนกทางเดียว (One-way ANOVA) กำหนดระดับความเชื่อมั่นของ

งานวิจัยที่ 95% (ระดับนัยสำคัญ, p ≤ 0.05) 





ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง


	 1. 	ศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ BA ต่อการพัฒนาเป็นต้นของ 



โปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด


		  จากการเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มบนอาหารสูตร ND ที่เติม NAA เข้มข้น 0-1 มิลลิกรัมต่อลิตร 

ร่วมกับ BA เข้มข้น 0-5 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 12 สัปดาห์ พบว่า โปรโตคอร์มสามารถเจริญและพัฒนา

เป็นต้นได้เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม NAA และ BA ทุกความเข้มข้น (ภาพที่ 1) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

อาหารที่เติม NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้
 

โปรโตคอร์มเกิดยอดเฉลี่ยสูงสุดคือ 5.13 ยอดต่อโปรโตคอร์ม จำนวนรากเฉลี่ยสูงสุดคือ 2.40 รากต่อต้น 

และความสูงต้นเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 2.47 เซนติเมตร (ตารางที่ 1) ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
 

(p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับโปรโตคอร์มที่เพาะเลี้ยงบนอาหารที่ไม่เติม NAA และ BA และอาหารที่เติม 

NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA ความเข้มข้นที่ต่ำกว่า สอดคล้องกับการศึกษาของ 

Sangchanjiradet & Thangthong (2015) ที่พบว่าต้นอ่อนกล้วยไม้เอื้องดอกมะขามสามารถเพิ่มจำนวน

ยอดต่อต้นได้สูงถึง 5.25 ยอด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม BA เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ NAA 

เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และในการศึกษาของ Sheelavanthmath et al. (2005) พบว่าอาหารที่เติม 

NAA เข้มข้น 1 ไมโครโมลาร์ ร่วมกับ BA เข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ สามารถชักนำให้โปรโตคอร์มไลค์บอดี

ของกล้วยไม้ Aerides crispum เจริญเป็นต้นได้ อย่างไรก็ตามในการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ 

Aerides maculosum พบว่า การใช้ NAA ร่วมกับ BA หรือ NAA ร่วมกับ Kinetin ไม่มีผลต่อการชักนำให้

เกิดการสร้างโปรโตคอร์มหรือ โปรโตคอร์ม ไลค์ บอดี (PLBs) ได้ (Murthy & Pyati, 2001)
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		  นอกจากนี้พบว่า อาหารที่เติม NAA หรือ BA เพียงอย่างเดียว โปรโตคอร์มมีการสร้างยอดและ

รากได้น้อยเมื่อเทียบกับอาหารที่เติม NAA ร่วมกับ BA (ตารางที่ 1) แตกต่างจากการศึกษาของ Kareng 
 

et al. (2014) ที่รายงานการใช้ BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชักนำให้ โปรโตคอร์มกล้วยไม้
 

หางช้าง เกิดยอดสูงสุดคือ 77.78% และมีจำนวนยอดเฉลี่ยสูงสุดคือ 2.67 ยอดต่อโปรโตคอร์ม เช่นเดียวกับ 

Hongthongkham & Bunnag (2014) พบว่า ชิ้นส่วนใบของกล้วยไม้ Aerides odorata สามารถสร้าง

ยอดสูงถึง 96% และมีจำนวนรากสูงที่สุดเท่ากับ 6.05 รากต่อชิ้นส่วนพืช เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารที่เติม 
 

BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่ง Kunakhonnurak et al. (2010) รายงานว่า การพัฒนาส่วนยอดของ
 

โปรโตคอร์มกล้วยไม้นิยมใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม ไซโตไคนินเพียงอย่างเดียว หรือไซโตไคนิน

ความเข้มข้นสูงร่วมกับออกซินความเข้มข้นต่ำในการเพิ่มจำนวนยอด ซึ่งสารในกลุ่มไซโตไคนินมีคุณสมบัติใน

การกระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์ทำให้ให้เกิดการแตกของตาข้าง ซึ่งทำให้เกิดยอดจำนวนมากจากโปรโตคอร์ม 

นอกจากนี้การใช้ออกซินเพียงอย่างเดียวหรือสัดส่วนระหว่างออกซินต่อไซโตไคนินในระดับที่สูงขึ้นจะ

สามารถเพิ่มจำนวนรากได้ (Saupe, 2009) 








ภาพที่ 1  การพัฒนาเป็นต้นของโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร


	 สูตร ND ที่เติม NAA ร่วมกับ BA ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ เป็นเวลา 12 สัปดาห์ 
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ตารางที่ 1	 ผลของ NAA ร่วมกับ BA ต่อจำนวนยอด จำนวนราก และความสูงต้น ของต้นอ่อนกล้วยไม้
 

	 	 เอือ้งกหุลาบกระเปา๋เปดิ เมือ่เพาะเลีย้งโปรโตคอรม์ขนาด 2±0.5 มลิลเิมตร เปน็เวลา 12 สปัดาห
์







	 2. 	ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียม


		  เมื่อนำโปรโตคอร์มขนาด 2±0.5 มิลลิเมตรมาหุ้มด้วยสาร Ca-alginate จะได้เมล็ดเทียม

ลักษณะกลมใส มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4 มิลลิเมตร ซึ่ง Sorvari et al. (1997) รายงานว่าชิ้นส่วนพืช
 

ที่เหมาะในการนำมาทำเมล็ดเทียมควรมีขนาดที่เหมาะสม ไม่เล็กหรือใหญ่จนเกินไป หากชิ้นส่วนพืชมีขนาด

ที่ใหญ่เกินไป อาหารในเมล็ดเทียมอาจมีไม่เพียงพอต่อการเจริญ แต่หากชิ้นส่วนพืชมีขนาดเล็กเกินไป 
 

อาจทำให้เกิดการสูญเสียน้ำได้อย่างรวดเร็วและแห้งตายไป ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้พบว่าขนาดเมล็ดเทียมที่ได้

มีความเหมาะสม เพราะโปรโตคอร์มสามารถงอกและเจริญเป็นต้นได้ตามปกติเมื่อเทียบกับโปรโตคอร์มที่
 

ไม่ได้เคลือบด้วยอัลจิเนต นอกจากนี้มีรายงานการใช้สารอื่น ๆ มาผลิตเป็นเมล็ดเทียม แต่พบว่าการใช้ 

alginate เหมาะสมในการเคลือบชิ้นส่วนพืชมากที่สุด เนื่องจากไม่มีความเป็นพิษต่อชิ้นส่วนพืช และมีความ

ยืดหยุ่นสูงทำให้ชิ้นส่วนพืชที่อยู่ภายในสามารถงอกและเจริญเป็นยอดหรือรากออกจากเมล็ดเทียมได้ง่าย 

(Redenbaugh et al., 1993) จากนั้นนำเมล็ดเทียมมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ND ที่เติมน้ำตาล

ซูโครส 0.5 โมลาร์ เขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และกำจัดน้ำออกโดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อเป็นเวลา 
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0-6 ชั่วโมง พบว่า ปริมาณน้ำในเมล็ดเทียมลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 3 ชั่วโมงแรก จากนั้นจึงค่อย ๆ ลดลง

อย่างต่อเนื่องตามระยะเวลาในการกำจัดน้ำที่เพิ่มขึ้น โดยเมล็ดเทียมเริ่มต้นมีปริมาณน้ำเท่ากับ 81.76% เมื่อ

ผ่านการกำจัดน้ำออกเป็นเวลา 1-6 ชั่วโมง ปริมาณน้ำในเมล็ดเทียมเหลือ 37.51 30.30 28.95 21.98 

14.90 และ 14.06% ตามลำดับ (ภาพที่ 2) ในการเก็บรักษาเมล็ดเทียมที่อุณหภูมิต่ำพบว่า ปริมาณน้ำที่สูง

อาจก่อให้เกิดการสร้างเกล็ดน้ำแข็งขึ้นภายในเมล็ดเทียมในระหว่างการเก็บรักษาและเป็นอันตรายต่อชิ้น

ส่วนพืชที่อยู่ภายใน (Popov et al., 2006) จึงจำเป็นต้องกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียมให้มากที่สุดโดยที่

ตัวอย่างพืชยังคงมีชีวิตอยู่ เพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของตัวอย่างพืชภายหลังจากการเก็บรักษา (Verleysen 

et al., 2004) นอกจากนี้ การใช้น้ำตาลซูโครสที่ความเข้มข้นสูง (0.25 – 1 โมลาร์) ในขั้นตอนแรกของ
 

การเก็บรักษาเมล็ดเทียมที่อุณหภูมิต่ำ เป็นการปรับสภาพเซลล์และช่วยปกป้องเซลล์และเนื้อเยื่อพืชจาก
 

การถูกรบกวนจากกระบวนการทางชีวเคมีทั้งก่อนและหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำ ทำให้เพิ่มอัตราการ

รอดชีวิตของเซลล์หลังจากการผ่านการเก็บรักษาแล้วได้ดีขึ้น (Meesuk, 1998) และช่วยให้เยื่อหุ้มเซลล์มี

ความเสถียรในระหว่างการดึงน้ำออก โดยหมู่ไฮดรอกซิล (OH groups) ของน้ำตาลจะแทนที่โมเลกุลของน้ำ 

และทำปฏิกิริยาเกิดการจับกันกับฟอสโฟลิปิดด้วยพันธะไฮโดรเจนทำให้เยื่อหุ้มเซลล์ยังคงรูปร่างอยู่และ

ทำงานในสภาวะจำกัดได้ (Turner et al., 2001) การศึกษาถึงระดับความเข้มข้นของน้ำตาลซูโครส และ

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเมล็ดเทียมบนอาหารที่มีน้ำตาลความเข้มข้นสูงจะแตกต่างกันไปตามชนิดและ
 

ชิ้นส่วนของพืชที่ใช้ในการเก็บรักษา เพื่อเพิ่มอัตราการอดชีวิตของตัวอย่างภายหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ

ต่ำได้ สำหรับการศึกษาครั้งนี้ใช้น้ำตาลซูโครสเข้มข้น 0.5 โมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อปรับสภาพเซลล์ 

เนื่องจากมีการศึกษาเบื้องต้นพบว่า การใช้น้ำตาลความเข้มข้น 0.25 0.5 และ 0.75 โมลาร์ เป็นเวลา 24 

และ 48 ชั่วโมง อัตราการรอดชีวิตของโปรโตคอร์มภายหลังจากการเก็บรักษาเพิ่มขึ้นสูงสุดเมื่อใช้น้ำตาล

ซูโครสเข้มข้น 0.5 โมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Hongthongkham 
 

& Bunnag (2014) รายงานว่า การปรับสภาพเมล็ดเทียมโปรโตคอร์มของกล้วยไม้ Aerides odorata 
 

โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารที่เติมน้ำตาลซูโครสความเข้มข้น 0.5 0.75 และ 1 โมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

ก่อนการกำจัดน้ำออกและเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเมล็ดเทียมเพิ่มสูงขึ้น 

เมื่อแช่เมล็ดเทียมในอาหารที่เติมน้ำตาลซูโครส 0.5 โมลาร์ 


		  เมื่อนำเมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออกโดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อเป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง 
 

มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ND ดัดแปลง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่า อัตราการรอดชีวิตของเมล็ดเทียมเริ่ม

ลดลงเมื่อระยะเวลาในการกำจัดน้ำออกเพิ่มสูงขึ้น โดยอัตราการรอดของเมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออก

เป็นเวลา 1 2 3 4 5 และ 6 ชั่วโมง คือ 100 100 98 94 94 และ 90% ตามลำดับ (ภาพที่ 3) ซึ่งเมื่อ

ทดสอบทางสถติพิบวา่ อตัราการรอดชวีติของเมลด็เทยีมทีผ่า่นการกำจดันำ้ออกเปน็เวลา 3 ชัว่โมง ไมแ่ตกตา่ง
 

จากเมล็ดเทียมกลุ่มที่ผ่านการกำจัดน้ำออกเป็นเวลา 1-2 ชั่วโมง อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p > 0.05) 

นอกจากนี้โปรโตคอร์มที่อยู่ภายในเมล็ดเทียมมีการสร้างยอดและรากโผล่พ้นออกจากเมล็ดเทียม และ

สามารถเจริญเติบโตได้ตามปกติเมื่อเพาะเลี้ยงผ่านไปเป็นเวลา 8 สัปดาห์ สอดคล้องกับการศึกษาของ 
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Engelmann (1991) รายงานว่า การกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียมไม่ว่าจะโดยการใช้สารเคมีหรือการผึ่ง
 

ให้แห้งสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเป็นต้นได้ดีไม่แตกต่างกัน นอกจากนี้การกำจัดน้ำออกจากเซลล์ได้ใน

ปริมาณพอเหมาะจะทำให้เซลล์พืชมีการปรับตัวและเกิดความทนทานต่อการสูญเสียน้ำได้ อย่างไรก็ตามหาก

กำจัดน้ำออกมาเกินไป อาจทำให้เกิดการเปลี่ยนแรงดัน ออสโมซิสภายในเซลล์พืช รวมทั้งเยื่อหุ้มเซลล์เกิด

ความเสียหาย ส่งผลให้เมล็ดเทียมมีอัตราการงอกที่ลดลง (Fukai, 1994; Engelmann, 1991) แม้ว่าอัตรา

การรอดชีวิตของเมล็ดเทียมหลังจากการดึงน้ำออกเป็นเวลา 4-6 ชั่วโมงยังคงสูง แต่ปริมาณน้ำคงเหลือ

ภายในเมล็ดเทียมค่อนข้างต่ำ (ปริมาณน้ำ < 20%) (ภาพที่ 2) อาจส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิตของพืชภาย

หลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำได้ ซึ่งจากการศึกษาของ Jitsopakul & Thammasiri (2005) พบว่าปริมาณ

น้ำภายในเมล็ดเทียมกล้วยไม้ฟ้ามุ้ย (Vanda coerulea) ภายหลังจากการกำจัดน้ำออกที่เหมาะสมต่อการ

งอกและเจริญเป็นโปรโต-คอร์ม ควรมีปริมาณน้ำเหลืออยู่ระหว่าง 20-30% ดังนั้นในการเก็บรักษาเมล็ด

เทียมโปรโตคอร์ม กล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิดจึงเลือกใช้ระยะเวลา 3 ชั่วโมงในการกำจัดน้ำออกจาก

เมล็ดเทียม เนื่องจากมีปริมาณน้ำคงเหลือในเมล็ดเทียมเท่ากับ 28.95% และมีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 

98% 








ภาพที่ 2  ปริมาณน้ำที่เหลือภายในเมล็ดเทียมภายหลังจากการกำจัดน้ำออกโดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อ


		  เป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง
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ภาพที่ 3  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเมล็ดเทียมภายหลังจากการกำจัดน้ำออกโดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อ


	 เป็นเวลา 0-6 ชั่วโมง และเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ND ดัดแปลงที่เติมน้ำตาลซูโครส 1% และ
 

	 น้ำต้มมันฝรั่ง 1% เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 





	 3. 	ศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาเมล็ดเทียมกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิดที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส


		  เมื่อนำเมล็ดเทียมที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร ND ที่เติมน้ำตาลซูโครส 0.5 โมลาร์ 

เขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส และกำจัดน้ำออกโดยการผึ่งลมในตู้ปลอดเชื้อ 

เป็นเวลา 3 ชั่วโมง (จากการทดลองที่ 2) และเมล็ดเทียมที่ไม่ผ่านการกำจัดน้ำออก มาเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 

-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-6 เดือน พบว่า เมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออกและเก็บรักษาเป็นเวลา 
 

1-6 เดือน มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตที่สูงกว่าเมล็ดเทียมกลุ่มที่ไม่ผ่านการกำจัดน้ำออกในทุกเดือนที่เก็บรักษา 

โดยเมล็ดเทียมกลุ่มที่ไม่ผ่านการกำจัดน้ำออกมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดต่ำลงตามลำดับ จนกระทั่งเมื่อเก็บ

รักษาเป็นเวลามากกว่าสองเดือน พบว่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 0% (ภาพที่ 4) ในขณะที่เมล็ดเทียม

กลุ่มที่ผ่านการกำจัดน้ำออกก่อนเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบว่า การเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน 

เมล็ดเทียมมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงที่สุดคือ 100% นอกจากนี้เมล็ดเทียมยังคงมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต

สูงกว่า 70% เมื่อเก็บรักษานาน 6 เดือน โปรโตคอร์ม ที่รอดชีวิตขยายขนาดใหญ่ขึ้น มีสีเขียวเข้ม และ
 

แทงยอดออกจากเมล็ดเทียม (ภาพที่ 5ก) จากนั้นย้ายมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร ND ที่เติม NAA 
 

0.5 มลิลกิรมัตอ่ลติร รว่มกบั BA 5 มลิลกิรมัตอ่ลติร เปน็เวลา 3-6 เดอืน พบวา่ เมลด็เทยีมทีผ่า่นการเกบ็รกัษา
 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สามารถเจริญเป็นต้นได้ปกติเมื่อเทียบกับเมล็ดเทียมที่ไม่ผ่านการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 5ข-ง) สอดคล้องกับการศึกษาของ Nayak et al. (1997) ที่พบว่า 

การนำโปรโตคอร์ม ไลค์ บอดี (PLBs) ของกล้วยไม้เอื้องดินใบหมากมาหุ้มด้วยสาร Ca-alginate เพื่อผลิต

เป็นเมล็ดเทียม และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาได้นานถึง 45 วัน โดยเมล็ด
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เทียมยังคงมีอัตราการงอกสูง Engelmann (1991) รายงานว่ากล้วยไม้ชนิดที่มีถิ่นกำเนิดใกล้เส้นศูนย์สูตร

เป็นพืชที่ ไม่ทนทานต่อความหนาวเย็น การเก็บที่อุณหภูมิต่ำจึงเกิดความเสียหายทางสรีรวิทยา 

(Physiologically Chilling Injury) ขึ้นได้ง่าย โดยโปรโตคอร์มจะเกิดการฉ่ำน้ำ จากนั้นเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล

และตายลงอย่างรวดเร็วภายในเวลา 2 และ 4 สัปดาห์ ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้พบว่า เมล็ดเทียมยังคงมีอัตรา

การงอกที่สูง (มากกว่า 70%) แม้ว่าจะผ่านการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำเป็นเวลา 6 เดือน ทั้งนี้อาจเนื่องมา

จากเมล็ดเทียมถูกกำจัดน้ำออกไปในปริมาณที่พอเหมาะก่อนที่จะทำการเก็บรักษา ทำให้ไม่เกิดผลึกน้ำแข็ง

ขึ้นภายในเซลล์ซึ่งอาจเป็นอันตรายต่อเยื่อหุ้มเซลล์และทำให้เซลล์ตายได้ อย่างไรก็ตามปริมาณน้ำที่เหลือ

ภายในเมล็ดเทียมจะต้องเพียงพอที่จะทำให้พืชสามารถเจริญได้ ซึ่งปริมาณน้ำภายในเมล็ดเทียมที่เหมาะสม
 

ควรมีค่าระหว่าง 20-30% (Engelmann, 1991) นอกจากนี้การปรับสภาพเซลล์โดยการเพาะเลี้ยงในอาหาร

ที่มีน้ำตาลซูโครสความเข้มข้นสูง ๆ ในขั้นตอนแรก จะช่วยให้พืชมีการปรับตัวและทนทานต่อการสูญเสียน้ำ

และการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำซึ่งส่งผลต่ออัตราการรอดและการเจริญของพืชได้ (Zainuddin et al., 2011; 

Popov et al., 2006; Engelmann et al., 2008)








   ภาพที่ 4	 เปอรเ์ซน็ตก์ารรอดชวีติของเมลด็เทยีมกลุม่ทีไ่มผ่า่นการกำจดันำ้ออก และเมลด็เทยีมกลุม่ทีผ่า่น
 

	 การกำจดันำ้ออก ภายหลงัจากการเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 1-6 เดอืน 
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  ภาพที่ 5  การเจริญเติบโตของเมล็ดเทียมโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด ภายหลังจากการ
 

	 เกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ -20 องศาเซลเซยีส; (ก) การเจรญิของโปรโตคอรม์จากเมลด็เทยีม ภายหลงั
 

	 จากการเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 2 เดอืน บนอาหารสตูร ND ดดัแปลง
 

	 ทีเ่ตมินำ้ตาลซโูครส 1% และนำ้ตม้มนัฝรัง่ 1% (ข-ค) การเจรญิเปน็ตน้ของเมลด็เทยีมภายหลงั
 

	 จากการเพาะเลีย้งเปน็เวลา 3 เดอืน และ 6 เดอืน บนอาหารสตูร ND ทีเ่ตมิ NAA 0.5 มก./ล. 
 

	 รว่มกบั BA 5 มก./ล. (ง) ตน้กลว้ยไมเ้อือ้งกหุลาบกระเปา๋เปดิทีไ่มผ่า่นการเกบ็รกัษา (ซา้ย) และ
 

	 ต้นที่ผ่านการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ขวา) 





สรุปผลการทดลอง


	 การศึกษาผลของ NAA และ BA ต่อการพัฒนาเป็นต้นของโปรโตคอร์มกล้วยไม้เอื้องกุหลาบ

กระเป๋าเปิด พบว่า อาหารสูตร ND ที่เติม NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ BA เข้มข้น 5 มิลลิกรัม

ต่อลิตร สามารถชักนำให้โปรโตคอร์มสร้างยอดได้สูงสุด 5.13 ยอดต่อโปรโตคอร์ม มีจำนวนรากสูงสุด 2.40 

รากต่อต้น และมีความสูงต้นสูงสุดคือ 2.47 เซนติเมตร ขณะที่การศึกษาระยะเวลากำจัดน้ำออกจากเมล็ด

เทียมโปรโตคอร์มเอื้องกุหลาบกระเป๋าเปิด พบว่า การกำจัดน้ำออกจากเมล็ดเทียมโดยการผึ่งลมในตู้ปลอด

เชื้อเป็นเวลา 3 ชั่วโมง คือระยะเวลาที่เหมาะสม เนื่องจากมีปริมาณน้ำคงเหลือภายในเมล็ดเทียม 28.95% 

และมีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 98% และเมื่อนำเมล็ดเทียมที่ผ่านการกำจัดน้ำออกเป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
 

มาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบว่า การเก็บรักษาเป็นเวลา 1 เดือน เมล็ดเทียมมีอัตราการ

รอดชีวิตสูงสุดคือ 100% 
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