
วัสดุอุปกรณ์และวิธืดำเนินการสืกษา

บทที่ 3

วัสดุอุปกรณ์
1. พืชทดลอง

ต้นพันธุจำปีสิรินธรนำมาจากหมู่บ้านซับจำปา จังหวัดลพบุรี นำมาเก็บรักษาที่โครงการ 

อนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดำริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ ลยามบรม 

ราชกุมารีหลังจากนั้นจึงนำยอดมาขยายพันธุโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อเพิ่มปริมาณ

ยอดจำปีสิรินธร ประมาณ 1,000 ยอด

2. เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการเตรียมอาหาร

2.1 เครื่องชั่งไฟฟ้าแบบละเอียด และหยาบ

2.2 เครื่องวัดความเป็นกรด-ต่าง

2.3 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อโดยความดันไอ

2.4 เตาไฟฟ้า หรือเตาแก๊ส

2.5 เครื่องแก้วชนิดต่างๆ สำหรับเตรียมอาหารและบรรจุอาหาร เช่น กระบอกตวง บีกเกอร์ 

ป ิเปต และแท่งแก้วคนสารเคมี เป็นต้น

3. สารเคมีที่ไซในการเตรียมอาหาร

3.1 สารเคมีที่ใช้เป็นส่วนประกอบของสูตรอาหาร Murashige and Skoog (1962) (ตาราง 

ผนวก ข)

3.2 สารควบคุมการเจริญเติบโตต่าง ๆ ได้แก่ 6-benzylaminopurine (BAP) และ 4-indole- 

3-butyric acid (IBA)

3.3 สารที่มีผลต่อออลโมชิสของเซลล์พืช ได้แก่ mannitol

3.4 สารชะลอการเจริญเติบโตของพืช ได้แก่ paclobutrazol

4. สารป้องกันการเกิดผลึกนํ้าแข็ง (cryoprotectants) (ตารางผนวก ก และข)

4.1 PVS2ซึงประกอบด้วย 30% (พ/v) glycerol 1 15% (w/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), 

15% (w/v) ethylene glycol ทีเติม 0.4 M sucrose ใน MS basal medium

4.2 osmoprotective solution ซึงประกอบด้วย 2.0 M glycerol, 0.4 M sucrose ใน MS

basal medium
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5. ลาร'หุ้มเนือเยือ (encapsulation chemical) ได้แก่

5.1 3 % Na-alginate

5.20.1 M CaCI2

6. เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

6.1 ตู้ย้ายเนื้อเยื่อ

6.2 เครื่องมือผ่าตัด เช่น มืดผ่าตัด ปากคีบ จานแก้ว เป็นต้น

6.3 เครื่องมืออื่นๆ เช่น ตะเกียงแอลกอฮอล์

7. เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว

7.1 ตู้ย้ายเนื้อเยื่อ

7.2 ถังไนโตรเจนเหลว

7.3 water bath

7.4 เครื่องเขย่า

7.5 เครื่องมือผ่าตัด เช่น มืดผ่าตัด ปากคีบ จานแก้ว เป็นต้น

7.6 เครื่องมืออื่นๆ เช่น กล่องเก็บความเย็น (ice box) ไมโครปิเปต ขนาด 1,000ไมโครลิตร 

ทิปพลาสติก ตะเกียงแอลกอฮอล์หลอดหยด ช้อนตักสาร และหลอดเก็บเนื้อเยื่อ (cryotube)

8. โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11 ของ SPSS Inc. Chicago,USA
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ว ิธ ีดำเน ิน การส ิกษ า

1. ส ิกษาการเก ็บร ักษาออดจำป ีส ิร ินธรในห ลอดทดลองระยะปานกลางในภาวะชะลอการ 
เจร ิญ  (m in im a l grow th cond ition)

เพิ่มปริมาณยอดจำปีสิรินธรในสภาพปลอดเชื้อโดยนำยอดจำปีสิรินธรที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อ มา 

เลยงบนอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962) ร่วมกับ BAP (6-benzylaminopurine) 2.0 

มิลลิกรัมต่อลิตร เลี้ยงในสภาพที่มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 40 เภทo l.m .'V  อุณหภูมิ 25 

± 2 องศาเซลเซียส เพื่อเพิ่มปริมาณไม่น้อยกว่า 360 ยอด ให้เพียงพอต่อการดืกษา 3 ปัจจัย ได้แก่ 

ความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก นํ้าตาล และสารชะลอการเจริญเติบโต การทดลองทั้ง 3 ชุดนี้ แต่ละ 

ชุดการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ CRD 3 ซํ้าแต่ละซํ้าเลี้ยงยอดจำปีสิรินธร ขนาดความสูง 1.0 

เซนติเมตร เท่า ๆ กัน 10ชื้น เก็บรักษาในหลอดทดลอง ที่อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส ให้ความเข้ม 

แสงประมาณ 40 เภทo l.m .V 1 16 ชั่วโมงต่อวัน แบ่งการทดลองเป็น 3 ชุด ดังนี้

1.1 สิกษาผลของความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก (macronutrients)
1.1.1 เก็บรักษายอดจำปีสิรินธรในอาหารสูตร MS เปรียบเทียบกัน 3 ระดับ คึอ 1 

ส่วน, 3/4ส่วน และ 1/2ส่วน ท้ังน๋ึใข้ micronutrients ตามปกติของสูตร MS
บันทึกผลการทดลองทุกเดือนโดยไม่เปลี่ยนอาหารใหม่จนกว่าจะพบว่ายอดจำปี 

สิรินธรมีสีเหลืองทั้งยอด เกินครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลอง นั้นๆ ข้อมูล 

ที่บันทึก ได้แก่

•  ระยะเวลา (จำนวนเดือน) ที่เก็บรักษาจนพบว่ายอดจำปีสิรินธรเหลืองเกิน 

ครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลอง นั้นๆ

•  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เปอร์เซนต์จำนวนยอดที่ยังไม่เหลืองทั้งยอด

•  ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนตาข้างที่มีการเจริญ

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองที่ดืที่ส ุดมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบ 

ความแตกต่างโดยวิธี Duncan' ร multiple range test เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของ 

ยอดจำปีลิรินธรเมื่อเวลาผ่านไประหว่างการเก็บรักษา ในการคำนวณใช้โปรแกรม 

วิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11
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1.1.2 ทดสอบ การรอดธ ีว ิตของยอดจำป ีส ิร ิน ธรห ล ังการเก ็บ ร ักษาใน อาห ารส ูตร MS 
ท ี่ม ึความ เข ้มข ้น ของธาต ุอาห ารห ล ัก  (m acronutrients) 3 ระดับ
นำยอดจำปีสิรนธร จากการทดลองที่พบว่ายอดมีลีเหลืองทั้งยอดเกินครึ่งหนึ่งของ

จำนวนทังหมด จากข้อ 1.1.1 มาเลียงใน regeneration medium ได้แก่ อาหาร MS ท่ี 

มี IBA 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และติดตามบันทึกผลทุก 1 เดือน เป็นเวลานาน 2 

เดือน ข้อมูลที่บันทึกมีดังนี้

•  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตหลังการเก็บรักษา และย้ายมาเลี้ยงใน

regeneration medium

•  ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนตาข้างที่มีการเจริญ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนราก

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความ 

แตกต่างโดยวิธี Duncan' ร multiple range test เพื่อดูการปีนตัวและกลับมาเจริญ 

ใหม่ของยอดจำปีสิรนธรที่นำมาเลี้ยงใน regeneration medium เป็นเวลา 2 เดือน 

ในการคำนวณใชโปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11

1.2 ติกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของน้ําตาล
1.2.1 เก็บรักษายอดจำปีสิรินธรบนอาหารท่ีมีน้ําตาล 2 ชนิด ได้แก่ sucrose ท่ี 

ระดับความเข้มข้น 20 และ 30 กรัมต่อสิตร ใช้ร่วมกับ mannitol ท่ีระดับ 
ความเข้มข้น 0, 10 และ 20 กรัมต่อสิตร
รวม 6 การทดลอง โดยเลือกใช้สูตรอาหาร MS ที่มีความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก 

ระดับที่ให้ผลดีที่สุดเพียงแบบเดียวจากการทดลอง 1.1 มาใช้ในการทดลองที่ 1.2 

บันทึกผลการทดลองทุกเดือนโดยไม่เปลี่ยนอาหารใหม่จนกว่าจะพบว่ายอดจำปี 

สิรินธรมีลีเหลืองทั้งยอด เกินครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลอง นั้นๆ ข้อมูล 

ที่บันทึกได้แก่

•  ระยะเวลา (จำนวนเดือน) ที่เก็บรักษาจนพบว่ายอดจำปีสิรินธรเหลืองเกิน 

ครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลองนั้นๆ
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•  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เปอร์เซนต์จำนวนยอดที่ยังไม่เหลืองทั้งยอด

•  ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ

•  ค่าเฉลี่ยชองจำนวนตาข้างที่มีการเจริญ

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองที่ดีที่ส ุดมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบ 

ความแตกต่างโดยวิธี Duncan' ร multiple range test เฟือดูการเปลี่ยนแปลงของ 

ยอดจำปีสิรินธรเมื่อเวลาผ่านไประหว่างการเก็บรักษา ในการคำนวณใช้โปรแกรม 

วิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11

1.2.2 ทดสอบการรอดสิวิตของยอดจำปีสิรินธรหลังการเก็บรักษาใน'อาหารสูตร 
MS ท่ีมึความเข้มข้นของใ!าตาลชนิดต่างๆ
นำยอดจำปีสิรินธรจากการทดลองที่พบว่ายอดมีลืเหลืองทั้งยอดเกินครงหนึ่งของ 

จำนวนทังหมด จากข้อ 1.2.1 มาเลียงใน regeneration medium ได้แก่ MS ทีมี 

IBA1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร และติดตามบันทึกผลทุก 1 เดือน เป็นเวลานาน 2 เดือน 

ข้อมูลที่บันทึกมีดังนี้

•  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตหลังการเก็บรักษา และย้ายมาเลี้ยงใน 

regeneration medium

® ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนตาข้างที่มีการเจริญ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนราก

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความ 

แตกต่างโดยวิธี Duncan’ ร multiple range test เฟือดูการฟืนตัวและกลับมาเจริญ 

ใหม่ของยอดจำปีสิรินธรที่นำมาเลี้ยงใน regeneration medium เป็นเวลา 2 เดือน 

ในการคำนวณใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11
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1.3 สิกษาผลของความเข้มข้นของสารชะลอการเจริญเติบโต
1.3.1 เก็บรักษายอดจำปีสิรินธรบนอาหารท่ีมี paclobutrazol 3 ระดับ ได้แก่ 0,

10 และ 20 มิลสิกรัมต่อลิตร
โดยใช้ผลการทดลองที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1.2 มาใช้ในการทดลองที่ 1.3

บันทึกผลการทดลองทุกเดือน โดยไม่เปลี่ยนอาหารใหม่จนกว่าจะพบว่ายอดจำปี 

ลิรินธรมีลีเหลืองทั้งยอดเกินครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลอง นั้นๆ ข้อมูล 

ที่บันทึก ได้แก่

•  ระยะเวลา (จำนวนเดือน) ที่เก็บรักษาจนพบว่ายอดจำปีลิรินธรเหลืองเกิน 

ครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลองนั้นๆ

•  เปอรัเซ็นต์การรอดชีวิต เปอร์เซนต์จำนวนยอดที่ยังไม่เหลืองทั้งยอด

•  ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนตาข้างที่มีการเจริญ

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองที่ดีที่ส ุดมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบ 

ความแตกต่างโดยวิธี Duncan' ร multiple range test เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของ 

ยอดจำปีสิรินธรเมื่อเวลาผ่านไประหว่างการเก็บรักษา ในการคำนวณใช้โปรแกรม 

วิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11

1.3.2 ทดสอบการรอดธีวิตของยอดจำปีสิรินธรหล้งการเก็บรักษาในอาหารสูตร 
MS ท่ีมึความเข้มข้นของสารชะลอการเจริญการเจริญต่าง ๆ
นำยอดจำปีสิรินธรจากการทดลองที่พบว่ายอดมีลืเหลืองทังยอดเกินครึ่งหนึ่งของ 

จำนวนทั้งหมด จากข้อ 1.3.1 มาเลียงใน regeneration medium ได้แก่ MS ทึมี 

IBA1.5 มิลสิกรัมต่อลิตร และติดตามบันทึกผลทุก 1 เดือน เป็นเวลานาน 2 เดือน 

ข้อมูลที่บันทึกมีดังนี้

•  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตหลังการเก็บรักษา และย้ายมาเลียงใน 

regeneration medium

•  ค่าเฉลี่ยคะแนนความแข็งแรงของยอดจำปีสิรินธร

•  ความสูงเฉลี่ยของยอด (เซนติเมตร)

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนใบ
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•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนตาข้างที่มีการเจรณ

•  ค่าเฉลี่ยของจำนวนราก

นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ความแปรปรวนและเปรียบเทียบความ 

แตกต่างโดยวิธี Duncan' ร multiple range test เพื่อดูการทืเนตัวและกลับมาเจริญ 

ใหม่ของยอดจำปีสิรินธรทีนำมาเลียงใน regeneration medium เป็นเวลา 2 เดือน 

ในการคำนวณใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ SPSS version 11

ว. สิกษาการเก็บรักษายอดจำปีสิรินธรในหลอดทดลองระยะยาวในไนโตรเจนเหลว
(cryopreservation) โดยวิธี encapsulation-vitrification

เพิ่มปริมาณยอดจำปีสิรินธรในสภาพปลอดเชื้อโดยนำปลายยอดจำปีสิรินธรที่ได้จากการ 

ฟอกฆ่าเชื้อ มาเลี้ยงบนอาหาร MS ร่วมกับ BAP 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เลี้ยงในสภาพที่มีแสง 16 

ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง 40 |j.mol.ทา.’2ร’1 อุณหภูมิ 25 ± 2 องศาเซลเซียส เพื่อเพิ่มปรมาณไม่ 

น้อยกว่า 700 ยอด ให้เพียงพอต่อขั้นตอนที่ 2.1

2.1 ทำการทดลองเพ่ีอสิกษาหาระดับอุณหภูมิ และระยะเวลา ท่ีเหมาะสมในข้ันตอน 
ต่าง  ๆ ของการเตริยมความพร้อมปลายยอดจำปีสิรินธร ก่อนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลว โดยวิธี encapsulation-vitrification (Sakai, 2000)
โดยวางแผนการทดลองแบบ CRD อย่างน้อย 3 ซํ้าๆ ละ 10 ชิ้น ใช้ปลายยอดขนาด 2.0-

3.0 ม ิลลิเมตร นำมาผ่านขั้นตอนการเตรียมความพร้อม (ภาพที่ 1 ) ก่อนแซ่ใน

ไนโตรเจนเหลว -196 องศาเซลเซียส ดังนี้

2.1.1 ในข้ันตอนการทำ preculture (ตารางผนวก ก) นำปลายยอดที่เลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS ที่เติม 0.3 M sucrose (Sakai e t  a l . ,  2000) เลี้ยงในจานแก้ว (90 mm. X 20 

mm.) มาทำ cold hardening ใน growth chamber เปรียบเทียบทีอุณหภูมิ 15 

องศาเซลเซียส กับชุดควบคุมที่ 25 องศาเซลเซียส มีแสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้ม 

แสง 40 |imol.m.’2s"1 เป็นเวลา 2 วัน

2.1.2 จากนั้นนำปลายยอดมาทำ encapsulation โดยใส่ลงในสารละลาย 3 % Na- 

alginate (ตารางผนวก ก และข) แล้วคนให้เช้ากัน ใช้ ปิเปตหรือ หลอดหยด ดูด 

สารละลาย 3 % Na-alginate ให้มีชื้นส่วนของพืชติดเช้าไปด้วย แล้วหยดลงในสาร 

ลาย 0.1 M CaCI2 ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที ท่ี 25 องศาเซลเซียส

หแสอุ«กลาง ศำน้กงานวิทยทรัพยากร 
ชุพาลงกรณ์มห-ททยาลัย
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2.1.3 หลังจากนั้น ย้าย beads ที่ม ีปลายยอดมาแช่1ใน osmoprotective solution 

(ตารางผนวก ก และข) (Sakai e t  a l . ,  1991) ต้ังไว้ที,เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 60 rpm 

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบระยะเวลาในการแซ่ 0, 60 และ 90 นาที

2.1.4 ย้าย beads ทีมีปลายยอดมาแซ่'ใน plant vitrification solution (PVS2) (ตาราง 

ผนวก ก และข) (Sakai e t  al., 1991) ท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบ 

ระยะเวลาในการแซ่เป็นเวลา 0, 60 และ120 นาที

รวมทั้งหมด 18 การทดลอง ทั้งนี้สืกษาอัตราการรอดชีวิตของชิ้นส่วนทั้งหมดทุกการทดลอง 

ก่อนการแซ่ในไนโตรเจนเหลวโดยนำมาเลี้ยงในอาหาร MS เป็นเวลา 1 เดือน เพื่อหาการทดลองที่มี 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเกินครึ่งหนึ่งของจำนวนทั้งหมดในการทดลองนั้นๆ มาทดลองในข้อ 2.2

2.2 ทดลองเตรึยมปลายยอดจำปีสิรินธรเพ่ีอเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว
encapsulation-vitrification ท่ีเหมาะสม
จากข้อ 2.1 ทำการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ํา ๆ ละ 10 ชิ้น บรรจุ beads ลงใน cryotube ที่มี 

สารละลาย PVS2 นำไปแซ่ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 วัน ลามารถหยุดขบวนการ metabolism 

ต่าง ๆ ภายในเซลลํได้เหมือนเก็บเป็นเวลานาน 1 ป ี (Sakai, 2000) หลังจากนั้นดำเนินการหา 

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตดังนี้

2.2.1 นำ cryotube ที่บรรจุ beads ที่ม ีปลายยอดมาละลายผลึกนํ้าแข็งด้วยนํ้าอุ่น อุณหภูมิ 

37-40องศาเซลเซียส 2 นาที

2.2.2 เทสารละลาย PVS2 ท้ิง แล้วเติมสารละลาย 1.2 M sucrose (Sakai e t  a l . ,  1991) แซ่ 

ปลายยอดนาน 20 นาที

2.2.3 ย้าย beads มา เลี้ยงบนอาหาร MS ที่มื 0.3 M sucrose เป็นเวลา 1 วัน

2.2.4 หลังจากนั้นย้าย beads เลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน เพื่อหาเปอร์เซ็นต์การรอด 

ชีวิต

2.2.5 หลังจากนั้นย้ายมาเลี้ยงบนอาหาร MS ร่วมกับ BAP 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็น 

เวลานาน 1 เดือน เพื่อหาเปอร์เซ็นต์การเจริญเป็นต้น
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ภาพท๋ึ 1 ขั้นตอนการเก็บรักษาปลายยอดจำปีลิรินธรในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี encapsulation- 

vitrification

A: เตรียมปลายยอดขนาด 2.0-3.0 มิลลิเมตร เพื่อทำการ preculture บนอาหารสูตร

MS ทีมี 0.3 M sucrose

B: นำปลายยอดมาทำ encapsulation โดยใส่ลงในสารละลาย 3 % Na-alginate

แช่ในสารลาย 0.1 M CaCI2 ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที ท่ี 25 องศาเซลเซียส 

C: ย้าย beads ที1มีปลายยอดมาแช่ใน osmoprotective solution (Sakai ef a l . ,

1991) ตั้งไว้ที่เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 60 rpm ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

D: ย้าย beads ทีมีปลายยอดมาแช่ใน plant vitrification solution (PVS2) (Sakai e t

a l . ,  1991) ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส 

E: เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว

F: นำ cryotube ที่บรรจุ beads ที่ม ีปลายยอดมาละลายผลึกนํ้าแข็งด้วยนํ้าอุ่น

อุณหภูมิ 37-40 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที

G: เทสารละลาย PVS2 ท้ิง แล้วเติมสารละลาย 1.2 M sucrose (Sakai e t  a l . ,  1991)

แช่ปลายยอดนาน 20 นาที

H: ย้าย beads มา เลี้ยงบนอาหาร MS ที่มี 0.3 M sucrose เป็นเวลา 1 วัน หลังจาก

นั้นย้าย beads เลี้ยงบนอาหาร MS นาน 1 เดือน และซักนำให้ปลายยอดเป็นด้น 

บนอาหาร MS ร่วมกับ BAP 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลานาน 1 เดือน
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