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บทคัดย่อ: ปัญหาการขยายพันธุ์กล้วยไม้สกุลหวายในสภาพปลอดเช้ือ คือ ต้นแม่พันธ์ุเกือบท้ังหมดติดเช้ือ Cymbidium mosaic virus 
(CymMV) การผลิตต้นพันธุ์ให้ปลอดไวรัส โดยใช้เนื้อเยื่อเจริญบริเวณปลายยอด พบปัญหา คือชิ้นส่วนเติบโตได้ช้า มีอัตราการตายสูง 
การใช้ protocorm–likes bodies (PLBs) ที่ได้จากหน่ออ่อนของต้นที่ติดเช้ือไวรัสน่าจะเป็นแนวทางในการผลิตต้นกล้วยไม้ให้ปลอดจาก
เช้ือไวรัสได้ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อกำจัดเช้ือ CymMV จาก PLBs ของกล้วยไม้หวายชาวินไวทพ์ันธุ์ขาว 5N โดยนำ PLBs ขนาด 
3 มม. ได้จากหน่ออ่อนของต้นที่ติดเชื้อ CymMV ปรับสภาพในอาหารเหลวสูตร Vacin and Went (VW) ดัดแปลง เติมน้ำมะพร้าว 
15% ร่วมกับน้ำตาลทรายเข้มข้น 0.15 0.175 และ 0.2 โมลาร์ แต่ละความเข้มข้นใช้เวลา 1 วัน เมื่อครบ 3 วัน ทำให้เป็นเมล็ดเทียมด้วย
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตและหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ ก่อนวางในตู้ laminar flow นาน 5 ชั ่วโมง แล้วแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว (LN) ที่เวลาต่างกัน 20 ระดับ คือ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30 วินาที 1 3 5 10 30 60 หรือ 90 นาที เทียบกับเมล็ด
เทียมที่ไม่ผ่านการแช่ใน LN วางแผนแบบการทดลองสุ่มสมบูรณ์ หลังแช่ใน LN นำมาละลายน้ำแข็ง โดยแช่ในน้ำอุณหภูมิ 40°C นาน 5 
นาที จากนั้นนำไปเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็งสูตร VW ดัดแปลง เติมน้ำมะพร้าว 15% และน้ำตาลทราย 2% หลังเลี้ยงนาน 6 สัปดาห์ พบว่า 
เมล็ดเทียมที่ผ่านการแช่ใน LN ทุกระยะเวลา มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลง ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 ถึง 4 (P<0.01) ส่วนที่แช่นานมากกว่า 
10 วินาที เกิดการตายทั้งหมด ในขณะที่แช่นาน 8–10 วินาที รอดชีวิตเพียง 20% และที่แช่นาน 1–5 วินาที รอดชีวิต 55–70% เมื่อ
เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโต พบว่า ที่เวลา 1–7 วินาที มีค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 62.50–88.89% (P<0.01) PLBs ที่รอดชีวิต
สามารถเติบโตเป็นต้นได้ แต่ทุกทรีตเมนต์ไม่สามารถกำจัดเช้ือ CymMV ได้  
คำสำคัญ: การรักษาด้วยความเย็นจัด; เมล็ดเทียม; การดึงน้ำออก; ไนโตรเจนเหลว 
 
ABSTRACT: The main problem in vitro propagation of the Dendrobium hybrid was that almost mother plants were 
infected with the Cymbidium mosaic virus (CymMV). The critical problem in producing virus–free plantlets using 
meristems culture was the slow growth and high mortality rates. Using protocorm–like bodies (PLBs) derived from 
virus–infected young shoots to produce virus–free orchid plants might have good potential. This study aimed to 
eliminate infected–CymMV from PLBs of Dendrobium Shavin White ‘White 5N’using the encapsulation–dehydration 
method with cryo-treatment. The 3 mm PLBs from CymMV–infected young shoots were pre–cultured in liquid 
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Vacin and Went (VW) medium supplemented with 15% coconut water and 0.15, 0.175, and 0.2 M sucrose , each 
concentration for 1 day sequentially. After 3 days, the mixture of sodium alginate solution with PLBs is dropped 
with a sterile pipette into CaCl2 solution and maintained for 20 min to form beads and dehydrated in a laminar 
airflow for 5 h. The dehydrated beads were transferred to cryotube and immersed directly in liquid nitrogen (LN) 
for 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20 or 30 sec and 1, 3, 5, 10, 30, 60 or 90 min. The experiment was a completely 
randomized design. After LN immersion, cryotubes were immersed in a 40°C for 5 min, and the beads were 
transferred to culture in a modified semi–solid VW medium supplemented with 15% coconut water and 2% 
sucrose for 6 weeks. The cryo–treatment resulted in a significant decrease in the PLBs survival rate from 1–4 weeks 
(P≤0.01). All PLBs were dead after being immersed in LN for over 10 sec, and the survival rate a fter 1–5 sec 
immersion was 55–70%. The regrowth rate comparison found that the highest obtained from 1–7 sec immersion 
were 62.50–88.89% (P<0.01). The surviving PLBs can successfully grow into plantlets. However, CymMV was still 
found in the PLBs from all treatments. 
Keywords: cryotherapy; artificial seed; dehydration; liquid nitrogen  
 
บทนำ  

ต้นกล้วยไม้ที่เป็นโรคไวรัสในประเทศไทย ส่วนมากเกิดจากเชื้อไวรัส 2 ชนิด ได้แก่ Cymbidium mosaic virus (CymMV) 
และ Odontoglossom ringspot virus (ORSV) ต้นที่เป็นโรคมักแสดงอาการใบด่าง ยอดบิดเบี้ยว ทำให้การเจริญเติบโตลดลง (29%) 
ปริมาณและคุณภาพของช่อดอกลดลง (9–18%) เมื่อเปรียบเทียบกับต้นปลอดเชื้อไวรัส (Wannakraroj, 2008) จากการสำรวจแปลง
ปลูกเลี้ยงกล้วยไม้สกุลหวายลูกผสมสำหรับตัดดอก พบว่า มีการติดเช้ือ CymMV เกือบท้ังหมด เนื่องจากใช้วิธีการขยายพันธุ์โดยการตัด
ชำจากลำต้นเดิมที่มีอายุมาก (สิทธิศักดิ์ และคณะ, 2561; สิริมา และคณะ, 2562) เชื้อ CymMV ที่อยู่ในน้ำคั้นจากต้นที่เป็นโรค จะติด
ไปกับอุปกรณ์ต่าง ๆ เช่น มีด กรรไกร ที่ใช้ในการตัดแต่งต้น จากนั้นจะเข้าสู่ต้นท่ีไม่เป็นโรคผ่านทางบาดแผล มีการเพิ่มอนุภาคของเช้ือ
ไวรัสภายในเซลล์ และเกิดการแพร่กระจายไปทั่วทั้งต้น ผ่านระบบท่อลำเลียงน้ำและอาหารของต้นกล้วยไม้ (อภิชาต และคณะ , 2557; 
สิทธิศักดิ์ และ สุรภี, 2560) ปัจจุบันยังไม่มีสารเคมีที่ใช้ในการป้องกันและกำจัดเชื้อไวรัสทั้งสองชนิดได้ และเป็นปัญหาสำคัญสำหรับการ
ขยายพันธุ์โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออีกด้วย เนื่องจากไม่สามารถหาช้ินส่วนเริ่มต้น (explant) ที่ปลอดเชื้อไวรัสมาใช้ได้  

การผลิตต้นกล้วยไม้ปลอดเชื้อไวรัสโดยส่วนใหญ่นิยมใช้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด ( shoot apical meristem) 
เนื่องจากเนื้อเยื่อบริเวณนี้มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว จึงมีโอกาสที่จะปราศจากเชื้อไวรัสหรือโรคพืชชนิดอื่น ๆ แต่ปัญหาสำคัญของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด คือ ชิ้นพืชเจริญเติบโตได้ช้า และมีอัตราการตายสูง นอกจากนี้การตัดชิ้นส่วนยังต้องใช้ผู้มีความ
ชำนาญสูง จึงจะประสบความสำเร็จได้ ทั้งนี้ สิทธิศักดิ์ และคณะ (2561) รายงานว่า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตาข้างหรือปลายยอดจาก
หน่ออ่อนจากต้นแม่พันธุ์ที่ติดเช้ือไวรัสของกล้วยไม้สกุลหวายลูกผสม แล้วชักนำให้เกิด protocorm–like bodies (PLBs) สามารถพบ
ต้นกล้วยไม้ที่ปลอดจากเชื้อไวรัสได้ 30–40% เนื่องจากการเพิ่มจำนวนของ PLBs ในอาหารเหลวอย่างรวดเร็ว (เปลี่ยนอาหารทุก 2 
สัปดาห์ เป็นระยะเวลานาน 8 สัปดาห์) (พันทิพา, 2553) ดังนั้นหากใช้ PLBs เป็นช้ินส่วนเริ่มต้น ก็น่าจะเป็นวิธีการหนึ่งซึ่งช่วยให้ประสบ
ความสำเร็จในการผลิตต้นพันธุ์ปลอดเชื้อไวรัสได้ และลดปัญหาต่าง ๆ ในระหว่างการเพาะเลี้ยงได้ เช่น ปริมาณช้ินส่วนไม่เพียง หรือการ
ตายของชิ้นส่วนเริ่มต้นเนื่องจากมีขนาดเล็กมาก นอกจากนี้มีรายงานการใช้ PLBs เป็นชิ้นส่วนเริ่มต้น สำหรับผลิตกล้วยไม้ปลอดเช้ือ 
CymMV โดยใช้ร่วมกับสารเคมีในกลุ่มยับยั้งการเพิ่มปริมาณของเชื้อไวรัส (antiviral agents) สามารถผลิต PLBs กล้วยไม้สกุลหวาย 
เช่น พันธุ์บอม 17 (สุรวิช และ สุวรรณา, 2544; ศิริพร, 2545) และสกุลม็อคคาร่า (อรอุสา, 2549) ให้ปลอดเชื้อ CymMV ได้ แต่พบว่ามี 
PLBs ที่ปลอดเชื้อไวรัสในปริมาณที่น้อย (3.7–25.0%) และเซลล์เกิดความเสียหายจากสารเคมี เนื่องจากสารเคมีที่ใช้ส่วนใหญ่นอกจาก
จะมีผลยับยั้งการสังเคราะห์ DNA/RNA ของเชื้อไวรัสแล้ว ยังรบกวนการเกิดปฏิกิริยาต่าง ๆ ภายในเซลล์พืชด้วย ทำให้ช้ินส่วนพืชที่ได้รับ
สารเคมีเกิดการตายจากการที่เซลล์นั้นไม่สามารถสร้างสารที่จำเป็นต่อเซลล์ได้ (อรอุสา, 2549; พันทิพา, 2553) และอาจส่งผลต่อ
พันธุกรรมของพืช ทำให้ต้นเกิดการกลายพันธุ์ได้ (ไพศาล, 2535) ดังนั้น การหาวิธีการหรือเทคนิคอื่น ๆ ที่ไม่ทำให้ PLBs ตาย หรือเกิด
การกลายพันธ์ุ สำหรับใช้กำจัดเช้ือไวรัส น่าจะเป็นแนวทางหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพการกำจัดเชื้อไวรัสในกล้วยไม้ได้  

การรักษาด้วยความเย็นจัด (cryotherapy) เป็นการนำความรู้ด้านการเก็บรักษาโดยการแช่แข็ง (cryopreservation) มา
ประยุกต์ใช้เพื่อกำจัดเชื้อโรคในเนื้อเยื่อพืชที่ติดเชื้อ โดยเก็บรักษาตัวอย่างในที่อุณหภูมิต่ำมาก (–196°C ) (Wang และ Valkonen, 
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2009a) หลักการคือ การแช่ในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ –196°C จะทำใหก้ระบวนการเมตาบอลิซึมต่าง ๆ หยุดชะงัก เซลล์ที่มีอายุมาก
หรือเซลล์ที่มีแวคิวโอล (vacuole) ขนาดใหญ่กว่า มีปริมาณน้ำที่มาก ซึ่งมักเป็นเซลล์ที่มีเชื้อไวรัส จะถูกทำลายโดยเกิดผลึกน้ำแข็ง
ภายในเซลล์ ส่วนเซลล์ขนาดเล็กหรือเซลล์ที ่มีสัดส่วนขนาดของนิวเคลียสมากกว่าไซโทพลาสซึม ( cytoplasm) จะรอดชีวิต และ
พัฒนาขึ้นเป็นต้นพืชปลอดไวรัสได้ (Wang และ Valkonen, 2009a; เฌอมาลย์, 2563b) ข้อดีของเทคนิคนี้ คือ สามารถนำชิ้นส่วนที่
ต้องการกำจัดไวรัสลงแช่ในไนโตรเจนเหลวพร้อมกันได้ทันทีในปริมาณมาก จึงทำให้ประหยัดค่าใช้จ่าย และมีโอกาสที่จะได้ต้นที่ปลอด
โรคจำนวนมาก (Wang et al. 2003; Wang et al., 2006; Bhojwani and Dantu, 2013; Feng et al., 2013) ซึ่งมีรายงานการรักษา
ด้วยความเย็นจัดในการกำจัดเช้ือไวรัสซึ่งประสบความสำเร็จในพืชเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น กล้วย (Helliot et al., 2002) องุ่น (Wang 
et al., 2003; Pathirana et al., 2016) มันฝรั่ง (Wang et al., 2006) และกระเทียม (Vieira et al., 2015) เป็นต้น แต่ยังคงมีข้อจำกัด
ในหลายปัจจัย ได้แก่ ชนิดพืช ความพร้อมด้านเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และข้อปฏิบัติของการทำให้ชิ้นส่วนพืชอยู่ในสภาพเยือกแข็ง 
(cryopreservation protocol) (Engelmann, 2004; Benson, 2008; Wang และ Valkonen, 2009b) เช่น ขั้นตอนการปรับสภาพ
ช้ินส่วนของพืช (pretreatment) ในอาหารที่เติมซูโครสความเข้มข้นแตกต่างกัน เพื่อกระตุ้นให้ช้ินส่วนพืชทนต่อสภาวะขาดน้ำ ช่วยเพิ่ม
ความสำเร็จในการเก็บรักษา (Feng et al., 2012) โดยส่วนใหญ่จะใช้ความเข้มข้น 0.3–1.0 โมลาร์ ระยะเวลาตั้งแต่ 1 ชั่วโมง จนถึง 7 
วัน ขึ ้นอยู่กับชนิดของพืช (Wang et al., 2006; Yoon et al., 2006; Feng et al., 2012; Folgado et al., 2015; Bettoni et al., 
2018) และระยะเวลาของการแช่ชิ้นส่วนพืชในไนโตรเจนเหลว ที่ประสบความสำเร็จส่วนใหญ่ใช้ชิ ้นส่วนบริเวณปลายยอด แช่ใน
ไนโตรเจนเหลว นาน 30–90 นาท ี(Cejas et al., 2012; Wang et al., 2018; Ita et al., 2020) แต่ยังไม่มรีายงานที่ประสบความสำเรจ็
ใน PLBs ของกล้วยไม้  

ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการรักษาด้วยความเย็นจัด ด้วยเทคนิค encapsulation–dehydration ในการ
กำจัดเช้ือ CymMV ซึ่งเป็นไวรัสชนิดทีส่ร้างความเสียหายต่อการปลูกเลี้ยงกล้วยไม้มากท่ีสุด (สุรภี, 2554) จาก PLBs ของกล้วยไม้หวาย
ชาวินไวท์พันธุ์ขาว 5N ที่นิยมปลูกเลี้ยงเพื่อการตัดดอกและส่งขายต้น เพื่อใช้เป็นแนวทางในการผลิตต้นพันธุ์กล้วยไม้ปลอดเชื้อไวรัส 
สำหรับใช้ปลูกทดแทนต้นเดิมที่ติดเชื้อ เป็นการเพิ่มมาตรฐานของผลผลิตกล้วยไม้ในการส่งออก และยกระดับคุณภาพของกล้วยไม้ใน
ประเทศ อีกทั้งยังช่วยลดข้อกีดกันทางการค้าในการส่งออกต้นกล้วยไม้  ที่ต้องมีใบรับรองการปลอดเชื้อไวรัสในหลายประเทศ เช่น 
ออสเตรเลีย เยอรมัน ญี่ปุ่น ไต้หวัน และ เกาหลี อีกด้วย  
 
วิธีการศึกษา 

พืชทดลอง  
PLBs ของกล้วยไม้หวายชาวินไวท์พันธุ์ขาว 5N (Dendrobium Shavin White ‘White 5N’) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงตาข้าง

และปลายยอดจากหน่ออ่อนของต้นที่ติดเชื้อ CymMV ซึ่งเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Vacin and Went (1949) (VW) ดัดแปลง ที่เติมน้ำ
มะพร้าว 15% น้ำตาลทราย 2% วางบนเครื่องเขย่า (orbital shaker) ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เลี้ยงในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(อุณหภูมิ 25±2°C ภายใต้แสงจากหลอด LEDs สีขาว (400–780 นาโนเมตร) ความเข้มแสง 40 µmol m–2s–1 เป็นเวลา 12 ชั่วโมงต่อ
วัน) ก่อนทำการทดลองสุ่ม PLBs ไปตรวจสอบการติดเชื้อไวรัส CymMV ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction (RT–PCR) (สุรภี และคณะ, 2540) จากนั้นคัดเลือก PLBs ขนาดประมาณ 1–3 มม. มาปรับสภาพบนอาหารกึ่งแข็งสูตร VW 
ดัดแปลง ที่เติมน้ำมะพร้าว 15% น้ำตาลทราย 2% gallan gum 0.3% เป็นเวลา 7 วัน ก่อนนำไปทดลอง (Figure 1a) 
การปรับสภาพ PLBs (preculture) และการรักษาด้วยความเย็นจัด (cryotherapy)  

คัดเลือก PLBs ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1–3 มม. เลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW ดัดแปลง เติมน้ำมะพร้าว 15% และเติม
น้ำตาลทรายให้มคีวามเข้มข้น 0.15 0.175 และ 0.2 โมลาร์ โดยเลี้ยงในอาหารที่มีน้ำตาลทรายแต่ละความเข้มข้นนาน 1 วัน แล้วย้ายไป
เลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของน้ำตาลมากขึ้นตามลำดับ วางบนเครื่องเขย่าอัตโนมัติ ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที เมื่อครบ 3 วัน 
นำ PLBs ไปแช่ด้วยสารป้องกันความเย็น (สูตร PVS3: glycerol 50% ร่วมกับน้ำตาลทราย 50%) นาน 1 ช่ัวโมง เพื่อปรับสภาพน้ำและ
ออสโมติคของเซลล์ (cryoprotectant) (ดัดแปลงจาก เฌอมาลย์, 2563a)   
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นำ PLBs ที่ปรับสภาพแล้ว ใส่ลงในสารละลายโซเดียมอัลจิเนต (sodium alginate) ความเข้มข้น 3% โดยใช้ปิเปตปลายตัด
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5 มม. ดูด PLBs ในสารละลายโซเดียมอัลจิเนต จากนั้นหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2 2H2O) 
ความเข้มข้น 100 mM แล้วแช่ไวน้าน 20 นาที (Figure 1b) นำเมล็ดเทียมที่ได ้(Figure 1c) ล้างด้วยน้ำสะอาดที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ วาง
ให้ลมเป่าในตู้ horizontal laminar flow นาน 5 ชั่วโมง แล้วเก็บใส่หลอด cryotube ขนาด 1.8 มม. (Figure 1d) จากนั้นนำไปแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว (–196°C ) (Figure 1e) นาน 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 20 30 วินาที 1 3 5 10 30 60 หรือ 90 นาที วางแผนแบบการ
ทดลองสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design; CRD) มี 5 ซ้ำ ใช้เมล็ดเทียมซ้ำละ 4 ช้ิน เมื่อครบกำหนดของแต่ละระยะเวลา 
นำหลอด cryotube ที่ใส่เมล็ดเทียมมาแช่ในอ่างน้ำอุ่นที่อุณหภูมิ 40°C นาน 5 นาที (Figure 1f) แล้วจึงนำไปเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็ง
สูตร VW ดัดแปลงที่เติมน้ำมะพร้าว 15% น้ำตาลทราย 2% gellan gum 0.3% (Figure 1g) วางภายในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เมื่อ
ครบ 8 สัปดาห์ แบ่ง PLBs บางส่วนของแต่ละทรีตเมนต์ (Figure 1h) ไปตรวจสอบเชื้อไวรัสด้วยเทคนิค RT–PCR ส่วน PLBs ที่เหลือ
เลี้ยงต่อไปในอาหารสูตรเดิมจนครบ 12 สัปดาห์ จากนั้นนำไปชักนำให้เกิดยอดด้วยอาหารสูตร VW ดัดแปลงที่เติมน้ำมะพร้าว 15%
กล้วยหอมป่ัน 10% มันฝรั่งป่ัน 5% น้ำตาลทราย 2% gellan gum 0.3% และผงถ่านกัมมันต์ 0.1% นาน 4 สัปดาห์ (Figure 1i) 
บันทึกผลการทดลอง 

1. เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (survival percentage) หลังแช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นระยะเวลาตา่ง ๆ และเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็ง
สูตร VW ดดัแปลง บันทึกผลทุกสปัดาห์ จนครบ 8 สัปดาห์ โดยคำนวณจาก  

 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต =
จำนวน PLBs ที่รอดชีวิต

จำนวน PLBs เริ่มต้น
×100 

 
2. เปอร์เซ็นต์การกลับมาเตบิโต (regrowth percentage) หลังการแช่ในไนโตรเจนเหลว ที่ระยะเวลาต่าง ๆ และเลี้ยงบน

อาหารกึ่งแข็งสูตร VW ดดัแปลง นาน 8 สัปดาห์ โดยคำนวณจาก  
 

เปอร์เซ็นต์การเจริญเติบโต =
จำนวน PLBs ที่เจริญเติบโต

จำนวน PLBs ที่รอดชีวิต
×100 

 
3. ลักษณะการเจริญเติบโตของ PLBs ที่สังเกตพบระหว่างการทดลอง  
4. การตรวจหาเชื้อ CymMV ด้วยวิธี RT–PCR  
เมื่อครบ 8 สัปดาห์ หลังการแช่ในไนโตรเจนเหลว นำ PLBs ไปตรวจหาเชื้อ CymMV ด้วยวิธี RT–PCR โดยนำ PLBs มาสกัด

อาร์เอ็นเอต้นแบบ (RNA template) ด้วยชุดสกัด FavorPrepTM Plant Total RNA Purification Mini Kit (Favorgen Biotech, 
Taiwan) ตามวิธีการที่ระบุไว้ในคู่มือของบริษัท จากนั้นใส่ อาร์เอ็นเอต้นแบบในชุด One Step RT–PCR Kit (Biotechrabbit) 
ประกอบด้วย deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) DNA polymerase และ PCR buffer ทำปฏิกิริยา RT–PCR ด้วยเครื่อง 
MiniAmp Plus Thermal Cycler ด้วยไพรเมอร์ (Primer) CymMV2(F): ATG CCA GGC TTA GTT CC และ CymMV2(R): TCA GGG 
GTG GTG ATA TG (สุรภี และคณะ, 2540) เป็นจำนวน 35 รอบ โดยตั้งค่าการทำงานในแต่ละรอบ คือ ท่ี 94°C 2 นาที 94°C 10 วินาที 
58°C 10 วินาที 72°C 1 นาที และ 72°C 5 นาที จากนั้นนำผลผลิตที่ได้ตรวจวิเคราะห์การเพิ่มปริมาณ PCR products ด้วยเทคนิค 
electrophoresis ด้วย 1.2% agarose gels (agarose gels 0.6 ก. ละลายใน 1X TBE (tris–borate, EDTA) 50 มล. เติมสีย้อม 
redshelf 2.5 ไมโครลิตร) โดยนำแผ่นเจลวางในเครื่อง agarose electrophoresis เติม 1X TBE ให้ท่วมแผ่นเจล ปรับกำลังไฟฟ้า 100 
โวลต์ นาน 30 นาที จากนั้นนำแผ่นเจลไปสังเกตภายใต้เครื่องกำเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV–Transilluminator) และหาเปอร์เซ็นต์
ปลอดเช้ือไวรัส (elimination percentage) โดยคำนวณจาก 
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เปอร์เซ็นตก์ารปลอดเช้ือไวรัส =
จำนวน PLBs ที่ปลอดเช้ือไวรัส

จำนวน PLBs ที่เจริญเตบิโต
×100 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วิเคราะหค์วามแตกต่างทางสถิติของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95 และ 

99% โดยใช้โปรแกรม R Studio 
 

 
 

Figure 1 Production of artificial seed from PLBs for cryo–treatment procedures. PLBs of Dendrobium Shavin White 
‘White 5N’ (a), PLBs individually collected of the sodium alginate solution and dropped in CaCl2 solution 
(b), encapsulated PLBs (c), beads in cryotube (d), freezing in liquid nitrogen (e), warming in  40°C water 
bath for 3 min (f), cryo–treated PLBs were transferred on modified semi–solid Vacin and Went (VW) (g), 
recovered PLBs at 8 weeks after cryo–treatment (h) and 16 weeks (i) on modified semi–solid VW 
supplemented 15% coconut water 2% sucrose 10% homogenized banana 5% homogenized potato 0.1% 
activated charcoal and 0.3% gellan gum. 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์ 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต  
เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 ถึง สัปดาห์ที่ 4 หลังจากการนำเมล็ดเทียมแช่ในไนโตรเจนเหลว ที่

ระยะเวลาต่าง ๆ พบว่า PLBs มีการรอดชีวิตลดลงตามระยะเวลาในการแช่ไนโตรเจนเหลวท่ีเพิ่มขึ้น (Figure 2) โดยเฉพาะที่เวลาตั้งแต่ 
20 วินาทีขึ ้นไป PLBs ตายทั้งหมด หลังทำการทดลองเพียง 1 วัน PLBs ที่ตายจะเปลี่ยนเป็นสีขาว (Figure 4c) ทั้งนี้สังเกตได้ว่า 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของแต่ละทรีตเมนต์จะค่อย ๆ ลดลง เมื่อเวลาการเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งเพิ่มขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตหลังเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็งครบ 8 สัปดาห์ พบว่า มีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยใน
ชุดควบคุม มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสงูที่สุด (95%) รองลงมาคือ กลุ่มที่ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวนาน 1–7 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตเฉลี่ย 40–70% กลุ่มที่ผ่านการแช่ไนโตรเจนเหลวนาน 8–10 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเฉลี่ยน้อยที่สุด เท่ากับ 20% (Figure 
3a) แสดงว่าการปรับสภาพ PLBs ก่อนทำให้อยู่ในสภาพเย็นจัดยังต้องได้รับการปรับปรุง ทั้งนี้ปัจจัยทีม่ีผลต่อความมีชีวิตรอดหลังแช่ใน
ไนโตรเจนเหลวนั้น ประกอบด้วย ช้ินส่วนท่ีนำมาใช้ (ชนิด ขนาด โครงสร้างและลักษณะทางกายภาพของช้ินส่วน) เทคนิคหรือวิธีการใน
การเตรียมชิ้นส่วน ตลอดจนการละลายน้ำแข็ง และวิธีการเพาะเลี้ยง ซึ่งจะแตกต่างกันในพืชแต่ละชนิด (สุมนทิพย์ และคณะ, 2555) 
โดย Engelman (2004) ได้กล่าวว่า ขนาดของช้ินส่วนมีความสำคัญต่ออัตราการรอดชีวิต โดยช้ินส่วนมีขนาดเล็กจนเกินไป อาจเกิดการ
สูญเสียน้ำอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ชิ้นส่วนพืชอาจแห้งตายได้ จากรายงานการเก็บรักษาเชื้อพันธุ์กล้วยไม้เขาแพะโดยใช้โปรโตคอร์ม 
(protocorm) ขนาด 0.5–1 มิลลิเมตร ที่ได้จากการเพาะเมล็ดอายุ 45 วัน ด้วยวิธีการแบบ encapsulation–dehydration ที่อุณหภมูิ 
–80°C นาน 7 วัน พบมีอัตราการรอดชีวิต 60% ขณะที่การใช้ PLBs และเก็บที่อุณหภูมิ –196°C สามารถทนได้เพียง 10 วินาที โดย
เหลือการรอดชีวิตเพียง 20% โดยการตายของ PLBs ที่เกิดขึ้น น่าจะเกิดจากค่าความต่างศักย์ของน้ำในช่องว่างระหว่างเซลล์มีค่าสูงกว่า
ในไซโตพลาสซึม น้ำภายนอกเซลล์หรือช่องว่างระหว่างเซลลจ์ึงกลายเป็นผลึกน้ำแข็ง และทำให้เซลล์พืชตายในที่สุด (Steponkus et al., 
1992; Mikula et al., 2005) 
เปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโต และลักษณะการเจริญเติบโตของ PLBs 
 เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโตของ PLBs อายุ 8 สัปดาห์ หลังจากการนำเมล็ดเทียมแช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา
ต่าง ๆ พบว่า เปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโตแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง (P<0.01) โดยชุดควบคุม และกลุ่มที่แช่ใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 1–7 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโตเฉลี่ยสูงที่สุด 62.50–88.89% และไม่ต่างจากชุดควบคุม รองลงมาคือ 
กลุ่มที่ผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลวนาน 8 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโตเฉลี่ย 50.0% ส่วนกลุ่มที่ผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลว
นาน 9–10 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโตของ PLBs น้อยที่สุดเพียง 25.0% (Figure 3b) ทั้งนี้ หลังจากแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็น
ระยะเวลาต่าง ๆ แล้วเลี้ยงบนอาหารกึ่งแข็งสูตร VW ดัดแปลง เป็นเวลา 8 สัปดาห์ พบว่า PLBs มีการเปลี่ยนแปลง โดยแบ่งได้เป็น 3 
ลักษณะ ดังนี้ 1) PLBs ที่รอดชีวิต ภายในมีสีเขียว มีการเติบโต ขยายขนาด และดันทะลุผ่านวุ้นที่เคลือบออกมาภายนอก (Figure 4b) 
2) PLBs ที่ตายมีสีขาวและไม่มีการเจริญเติบโต (Figure 4c) 3) PLBs ที่สามารถเติบโตได้หลังแช่ในไนโตรเจนเหลว แต่ไม่สามารถดัน
ทะลุผ่านวุ้นที่เคลือบออกมาได้ ส่งผลให้ PLBs เปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล และตายในที่สุด (Figure 4d) ซึ่งพบได้ในกลุ่มที่ผ่านการแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว 0–10 วินาที โดยพบมากที่สุดในกลุ่มที่ผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลวนาน 8–10 วินาที  

 



แก่นเกษตร 52 ฉบับที่ 4: 750-764 (2567)./doi:10.14456/kaj.2024.xx.   756  

 

 

 
 

Figure 2 Survival percentage of dehydrated encapsulated PLBs Dendrobium Shavin White ‘White 5N’ at 1 week (a), 
2 weeks (b), 3 weeks (c) and 4 weeks (d) after subjected to –196°C. 
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Figure 3 Survival percentage (a) and regrowth percentage (b) of dehydrated encapsulated PLBs Dendrobium Shavin 
White ‘White 5N’ at 8 weeks after subjected to –196°C. Vertical bars indicate confidence intervals; letters 

denote significant differences among results of each treatment at α = 0.01 (Duncan’s new multiple rang 
test) 

 
 Figure 5 เมื่อพิจารณาการพัฒนาของ PLBs ในเมล็ดเทียม หลังผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลวจนกระทั่งเกิดเป็นยอดอ่อน ใช้
ระยะเวลาทั้งหมด 16 สัปดาห์ โดย PLBs ที่รอดชีวิตจะค่อย ๆ เจริญเติบโตและพัฒนาเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ตั้งแต่เป็นก้อนกลมอยู่ภายในเมล็ด
เทียมในช่วง 1–4 สัปดาห์แรก (Figure 4a และ 4b) จากนั้นเมื่อครบ 6 สัปดาห์ PLBs สามารถดันทะลุผ่านวุ้นที่หุ้มอยู่ออกมาภายนอก
ได้ (Figure 4C) และเกิดการเพิ่มจำนวนและพัฒนาเป็นยอดขนาดเล็กได้ ภายใน 8–12 สัปดาห์ (Figure 4D, 4E) ทั้งนี้เมื่อย้ายไปเลี้ยง
บนอาหารกึ่งแข็งสูตร VW ดัดแปลง ทีเ่ติมน้ำมะพร้าว 15% มันฝรั่งป่ัน 5% กล้วยหอมป่ัน 10% น้ำตาลทราย 2% gellan gum 0.3% 
และผงถ่านกัมมันต์ 0.1% (สูตรอาหารสำหรับชักนำต้น และรากของกล้วยไม้) เป็นเวลา 4 สัปดาห์ กลุ่มยอดสามารถเจริญเติบโตเป็นต้น
อ่อนได้ปกติ (Figure 4F)  
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Figure 4 Normal PLBs in beads after dipped in liquid nitrogen (a), regrowth of Dendrobium Shavin White ‘White 5N’ 

PLBs at 8 weeks after subjected to –196°C (b), PLBsl death at 1 day after subjected to –196°C (c) and 
PLBs death at 8 weeks after subjected to –196°C and cultured on modified semi–solid VW medium.  

 
จากทดลองเห็นได้ว่า PLBs ที่รอดชีวิตในทุกทรีตเมนต์เติบโตกลับขึ้นมาใหม่ได้ แต่มีค่า  regrowth แตกต่างกัน เนื่องจาก มี 

PLBs ที่รอดชีวิตบางส่วนไม่สามารถเติบโตได้ แล้วเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีน้ำตาลเข้ม และตายในที่สุด (Figure 3D) ซึ่งเกิดขึ้นได้ในทุกท
รีตเมนต์ รวมทั้งชุดควบคุม และพบได้มากท่ีสุดเมื่อผ่านการแช่ในไนโตรเจนเหลวนาน 8–10 วินาที ซึ่งสอดคล้องกับการรายงานของ รัช
นก และคณะ (2557) ที่พบว่า เมล็ดเทียมของปลายยอดขมิ ้นอ้อย และว่านทิพยเนตร ที ่เก็บรักษาโดยวิธี encapsulation–
dehydration หลังเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS สามารถมีชีวิตอยู่ได้ 1 สัปดาห์ โดยมีลักษณะสีเขียวอ่อน หลังจากนั้น 1 เดือน ปลาย
ยอดในเมล็ดเทียมจะเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล ไม่สามารถเจริญเติบโต และตายในที่สุด นอกจากน้ียังพบรายงานในพืชหลายชนิดอีกด้วย แอป
เปิ้ล (Bettoni et al., 2018; Bettoni et al., 2019) มันฝรั่ง (Wang et al., 2006) และ White yam (Dioscorea rotundata) (Ita 
et al., 2020) ทั้งนี้อาจเนื่องจากขั้นตอนของการดึงน้ำออกจากเมล็ดเทียม ส่งผลให้ชิ้นส่วนพืช มีน้ำภายในเซลล์น้อยเกินไป จึง
จำเป็นต้องอาศัยเวลาในการดึงน้ำกลับเข้าสู่เซลล์ ทำให้ปฏิกิริยาทางเคมีภายในเซลล์เกิดขึ้นช้ากว่าปกติ (Saranga et al.,1992) ช้ินส่วน
พืชจึงมีการพัฒนาได้ช้าลง ทำให้บางส่วนเกิดการตายก่อนที่จะหลุดออกจากเมล็ดเทียม หรืออาจเกิดจากความแข็งของเมล็ดเทียม มีผล
ทำให้ช้ินส่วนพืชที่รอดชีวิตไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิด และความเข้มข้นของอัลจิเนต (alginate) ตลอดจนระยะเวลาใน
การทำเมล็ดเทียมด้วย (ลัดดาวัลย์, 2552) 
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Figure 5 Surviving dehydrated encapsulated PLBs of Dendrobium Shavin White ‘White 5N’. One day (a) and 4 
weeks (b) after subjected to liquid nitrogen. Regrowth of PLBs at 6 weeks (c), 8 weeks (d) and 12 weeks 
(e) after survival assessment. In vitro plantlets at 14 weeks (f) after induced shoot on modified VW 
medium. 
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เปอร์เซ็นต์การกำจัดเชื้อไวรัส 
ผลการตรวจหาเชื้อ CymMV ด้วยเทคนิค RT–PCR หลังการทำ cryotherapy ที่ระยะเวลาต่าง ๆ และเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็ง

สูตร VW ดัดแปลง ครบ 8 สัปดาห์ พบว่า การแช่ในไนโตรเจนเหลวทุกระยะเวลา ไม่สามารถกำจัดเช้ือ CymMV ใน PLBs กล้วยไม้หวาย
ชาวินไวท์พันธุ์ขาว 5N ได้ โดยพบการติดเชื้อ CymMV 100% ในทุกทรีตเมนต์ (Figure 6) 

Cejas et al. (2012) รายงานว่า การกำจัดเชื้อไวรัสด้วยวิธี cryotherapy ชิ้นส่วนพืชจะถูกแช่ในไนโตรเจนออยู่ที่ประมาณ 
60–90 นาที ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ทำการทดสอบก่อนการทดลอง (preliminary) พบว่า PLBs ที่แช่ในไนโตรเจนเหลวนานกว่า 60 นาที เกิดการ
ตายทั้งหมด ดังนั้นจึงใช้เวลาน้อยกว่า 60 นาที ซึ่งจากผลการทดลอง พบว่า PLBs ที่ถูกแช่ในไนโตเจนเหลวเป็นระยะเวลาไม่เกิน 10 
วินาที สามารถเติบโตได้ แต่เมื่อนำมาตรวจสอบเชื้อ CymMV ด้วยเทคนิค RT–PCR พบว่าไม่มีชิ้นส่วน PLBs ที่ปราศจากเชื้อไวรัสใน
ทุกทรีตเมนต์ อาจเป็นเพราะระยะเวลาที่ PLBs แช่ในไนโตเจนเหลวสั้นเกินกว่าที่จะกำจัดเชื้อ CymMV ได้ ทั้งนี้ Ita et al. (2020) 
รายงานการกำจัดเชื้อ Yam mosaic virus จากตาข้างของต้น Dioscorea rotundata ด้วยวีธี encapsulation–dehydration หลังแช่
ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่า สามารถกำจัดเชื้อไวรัสได้ 100% ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับการกำจัดเชื้อ ASPV ในแอปเปิ้ล ที่
สามารถกำจัดเชื้อไวรัสได้ 100% หลังแช่เมล็ดเทียมในไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง (Bettoni et al., 2019) อย่างไรก็ตาม 
Ackerman, 2015 ได้รายงานการกำจัดเชื้อ CymMV และ ORSV โดยใช้เทคนิคการรักษาด้วยความเย็นจัด ด้วยเทคนิค vitrification 
กับ PLBs กล้วยไม้สกุลหวาย 2 พันธุ์ โดยการทำ dehydration ด้วยการปรับสภาพช้ินส่วนดว้ยน้ำตาล 0.3 โมลาร์ และน้ำมะพร้าว 15% 
นาน 3 วัน และแช่ในสารละลาย PVS2 นาน 20 นาที จากนั้นแช่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 ชั่วโมง พบว่า ไม่พบเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิต เปอร์เซ็นต์ regeneration และเปอร์เซ็นต์การการปลอดเชื้อไวรัส เช่นกัน ดังนั้นจึงจำเป็นต้องศึกษาปัจจัยต่าง ๆ เพิ่มเติม เช่น 
เทคนิคการห่อหุ้มช้ินส่วน ชนิดและความเข้มข้นของวุ้นอัลจิเนต ระยะเวลาในการทำเมล็ดเทียม ชนิดและระยะเวลาในการแช่สารละลาย 
cryoprotectant เพื่อเพิ่มระยะเวลาในการแช่ในไนโตรเจนเหลวให้นานขึ้น และทำให้มีอัตราการรอดชีวิตของชิ้นส่วน PLBs เพิ่มสูงขึ้น
ด้วย 

ดังนั้น จากการศึกษานี้ถึงแม้ว่าการรักษาด้วยความเย็นจัด แบบ encapsulation–dehydration เพื่อกำจัดเชื้อ CymMV ใน
ระยะ PLBs ของกล้วยไม้หวายชาวินไวท์พันธุ์ขาว 5N ยังไม่ประสบความสำเร็จ แต่ได้ทราบถึงระยะเวลาความทนทานของ PLBs (กลุ่ม
เซลล์ที ่มีความบอบบาง) ต่อไนโตรเจนเหลว ทำให้ PLBs สามารถเจริญเติบโตเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ ซึ ่งเป็นประโยชน์อย่างมากต่อ
การศึกษาและพัฒนาเทคนิคและวิธีการต่อไป 
 
สรุป  

เมล็ดเทียมที่ผ่านการแช่ในไนโตรเจนทุกระยะเวลา มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงเรื่อย ๆ ตั้งแต่สัปดาห์ที่ 1 ถึง 4  การแช่ใน
ไนโตรเจนเหลวนานมากกว่า 10 วินาที ทำให้ PLBs เกิดการตายทั้งหมด ส่วนการแช่ในไนโตรเจนเหลวนาน 8–10 วินาที มีการรอดชีวิต
เพียง 20% และการแช่ในไนโตรเจนเหลวนาน 1–5 วินาที มีการรอดชีวิต 50–70% สำหรับเปอร์เซ็นต์การกลับมาเติบโต พบว่า การแช่
ในไนโตรเจนเหลวนาน 1–7 วินาที มีค่าเฉลี่ยสูงสุดเท่ากับ 62.50–88.89% และไม่แตกต่างจากชุดควบคุม โดย PLBs ที่รอดชีวิตสามารถ
เติบโตเป็นต้นได้ แต่ทุกทรีตเมนต์ไม่สามารถกำจัดเช้ือไวรัส CymMV ใน PLBs ได้ 
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และสถานท่ี ในการตรวจสอบเช้ือไวรัสด้วยเทคนิค RT–PCR 
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Figure 6 Representative electrophoretic analysis of reverse transcription PCR (RT–PCR) products of Cymbidium 

mosaic virus (CymMV) after cryotherapy. Molecular marker (M); the infected Dendrobium Shavin White 
‘White 5N’ PLBs that were tested (1–20); positive control (Pos); negative control (H) and H2O (B) 
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