
การอน ุรกษเช ี่เอพนธ ุจำปส ิรนธร M agnolia sirindhorniae  Noot. & Chalermglin ในหลอด 
ทดลองโดยการเก ็บ ร ักษาใน ภาวะชะลอการเจร ิญ และการเก ็บร ักษาใน ไน โตรเจน เห ลว

ว ิท ยาน ิพ น ธ ์น ี้เป ็น ส ่วน ห น ี้งของการส ิกษาตามห ล ักส ูตรป ร ิญ ญ าว ิท ยาศาสตรมห าบ ้ณ ฑ ิต
ส าขาว ิชาพ ฤกษศาส ตร ์ ภาคว ิชาพ ฤกษศาสตร ์ 

คณ ะว ิท ยาศาสตร ์ จ ุฬ าลงกรณ ์ม ห าว ิท ยาล ัย  
ป ีการส ิกษา 2548 

ISBN 974-53-2836-7 
ล ิขส ิท ธ ์ของจ ุฬ าลงกรณ ์มห าว ิท ยาล ัย

นางสาวสิร ิก ุล เกษา

2  £ ส ิ.^  6 ^  i l



IN  VITRO GERMPLASM CONSERVATION OF M agnolia s irindhorn iae  NOOT. & 
CHALERMGLIN IN MINIMAL GROWTH CONDITION AND BY CRYOPRESERVATION

Miss Sirikool Kesa

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirem ents 
for the D egree of Master of Science Program in Botany 

Department of Botany 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
A cadem ic Year 2005 
ISBN 974-53-2836-7

481856



หัวข้อวิทยานิพนธ์

โดย
สาขาวิชา 
อาจารย์ท ี่!]!กษา 
อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม

การอนุรักษ์เซือพันธุ'จำปีสิรินธร M agnolia s irindhorn iae  Noot. & 
Chalermglin ในหลอดทดลองโดยการเก็บรักษาในภาวะชะลอการ 
เจริญและการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
นางสาว!!ก ุล เกษา 
พฤกษศาสตร์
ผ ู้ช ่วยศาลตราจารย์ พัชรา ลิมปนะเวช 
ดร.ปียรัษฎ์ ปร ิญ ญ าพงษ ์

คณ ะว ิทยาศาสตร ์จ ุฬาลงกรณ ์มหาว ิทยาล ัย อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เป็น 
ส่วนหนึ่งของการสืกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑิต

(ศาสตราจารย์ ดร.เป ียมศักดี้ เมนะเศวต)
คณบดีคณะวิทยาศาสตร์

คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์

.............. .^ :1ป .. . ( ^ ! ไ( 4 ’นิไ1̂ . ........ประธานกรรมการ
(รองศาสตราจารย์นันทนา อังกินันทน์)

.............. ^ . ‘ร์...พั^':.'■ วิ.'นึ่^;......................อาจารย์ที่ปรึกษา
(ผู้ช ่วยศาลตราจารย์พ ัชรา ลิมปนะเวช)

อาจารย์ที่ปรึกษาร่วม
(ดร. ป ิยร ัษฏ์ ปริญญาพง'ษ์)

f i j 0 -ๆ (ÿ ) (โพ

(รองศาสตราจารย์ สุมิตรา คงซืนสิน)
กรรมการ



ศิร ิก ุล เก ษ า : การอน ุร ักษ ์เช ื้อพ ันธ ุจำป ีส ิร ินธร M agnolia sirindhorniae  Noot. & 

Chalermglin ใน ห ลอด ท ด ลองโด ยการเก ็บ ร ักษ าใน ภ าวะช ะลอการเจร ิญ และการเก ็บ ร ักษ าใน  

ไนโตรเจนเหลว.{IN  VITRO GERMPLASM CONSERVATION OF M agnolia 

sirindhorniae  NOOT. & CHALERMGLIN IN MINIMAL GROWTH CONDITION AND 
BY CRYOPRESERVATION) อ.ท ี่ป ร ึกษ า : ผ ู้ช ่ว ย ศ าส ต ร าจ าร ย ์พ ัช ร า  ลมปนะเวช, อ.ที่ 

ป ร ึกษาร ่วม  ดร. ป ิย ร ัษ ฎ ์ ป ร ิญ ญ า พ ง ษ ์1 139 หน ้า. ISBN 9 7 4 -5 3 -2 8 3 6 -7

จำปีสิรินธร (M agnolia sirindhorniae  Noot. & Chalermglin) เป็นจำปีชนิดใหม่ชนิดเดียวของ 
โลกที่พบชื้นอยู่ในปาพรุนํ้าจืด และมีเพียงในประเทศไทยเท่านั้น จากการทดลองเก็บรักษาปลายยอด 
จำปีสิรินธร โดยการศึกษาผลของ 1) ความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก 3 ระดับ คือ MS, 3/4MS และ 
1/2MS 2) ความเข้มข้นของนํ้าตาล 2 ชนิด ได้แก่ sucrose 20 และ 30 กรัมต่อลิตร ใช้ร่วมกับ 
mannitol 0, 10 และ 20 กรัมต่อลิตร 3) ความเข้มข้นของสารชะลอการเจริญ paclobutrazol ท่ีระดับ 
0, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่าความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก 3/4MS ท่ีมี sucrose 20 กรัมต่อ 
ลิตร และเติม paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถใช้เก็บรักษาปลายยอดได้ นานถึง 8 เดือน 
โดยไม่ต้องเปลี่ยนอาหารใหม่และมีอัตราการรอดชีวิต 46.6+9.2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเมื่อนำมาเลี้ยงบน 
regeneration medium มีการรอดชีวิต 100 เปอร์เซ็นต์ ได้ต้นที่มีลักษณะแข็งแรงเป็นปกติทั้งหมด 

ส่วนการทดลองเก็บรักษาปลายยอดจำปีสิรินธรในระยะยาวในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 
encapsulation-vitrification ได้ศึกษาผลของการทำ cold hardening ระหว่าง preculture ระยะเวลา 
การแช่ปลายยอดใน osmoprotective solution และ PVS2 ที่อุณหภูมิ 0 องศาเชลเชียส พบว่าการ 
เตรึยมความพร้อมปลายยอดก่อนด้วยการ preculture บนอาหาร MS ที่เติม 0.3 M sucrose เป็นเวลา 
2 วัน ที่อุณหภูมิ 2 5  องศาเซลเชียส จากนั้นนำปลายยอดมาทำ encapsulation และแช่ใน
osmoprotective solution เป็นเวลา 60 นาที แล้วย้ายมาแช่ใน PVS2 ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส เป็น 
เวลา 60 นาที เพื่อลดปริมาณนํ้าภายในเซลล์ก่อนนำไปแช่ในไนโตรเจนเหลวให้ผลดีที่สุด นั่นคือปลาย 
ยอดหลังแช่ในไนโตรเจนเหลวเมื่อนำมาละลายฉํ้าแข็ง และนำไปเลี้ยงบนอาหาร MS พบการรอดชีวิต 
33.3+8.7 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อย้ายมาเลี้ยงบน regeneration medium ยอดจำปีสิรินธรลามารถเจริญ 
เป็นต้นตามปกติได้ 26.6+8.2 เปอร์เซ็นต์ ส่วนการทำ cold hardening ท่ี 15 องศาเซลเซียส ระหว่าง 
การ preculture ตลอดจนการแช่ใน osmoprotective solution และ PVS2 นานกว่า 60 นาที พบว่าทำ 
ให้อัตราการรอดชีวิตลดลง
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M agnolia sirindhorniae  Noot. & Chalermglin is a new and the only M agnolia species 
existing in fresh water swamp forest and endemic to Thailand. เท vitro conservation of 
M agnolia sirindhorn iae  Noot. & Chalermglin shoot tips was conducted to study the effects of 
1) the different concentrations of macronutrients: MS, 3/4MS and 1/2MS 2) the
concentrations of two types of sugar: sucrose 20, 30 g/l in combination with mannitol 0, 10, 
and 20 g/l and  3) the concentrations of growth retardant, paclobutrazol 0, 10 and 20 mg/l. It 
was found that the shoot tips in 3/4MS with 20 g/l sucrose and the addition of 10 mg/l 
paclobutrazol w as found to extend the storage period to eight months with the survival rate of 
46.6+9.2%  from all of which the recovery plantlets on regeneration medium were achieved.

The cryopreservation of shoot tips by encapsulation-vitrification method was also 
experim ented to study the effects of cold hardening during preculturing, the immersion 
period of shoot tips in osmoprotective solution and PVS2 at 0 °c  for long term storage. The 
most suitable method obtained was done by preculturing the shoot tips on MS medium 
containing 0.3 M sucrose at 25 °c  for two days. The shoot tips were then encapsulated and 
left in the osm oprotective solution for 60 min. then dehydrated with PVS2 at 0 °c  for 60 min. 
before plunging into liquid nitrogen. After thawing and reculturing on MS medium, the 
survival rate of the shoot tips observed was 33.3+8.7%  while recovery growth on 
regeneration medium was 26.6+8.2%. Cold hardening at 15°c during preculturing, using 
osm oprotective solution and PVS2 for over 60 min. were found to d ec rease  the survival rate of 
the shoot tips.
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31 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของยอดจำปีสิรินธร ที่เลี้ยงใน regeneration medium 
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3/4MS ที่มี sucrose 20 กรัมต่อลิตร และ paclobutrazol ที่ความเข้มข้น 0,
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medium เป็นเวลา 2 เดือน หลังการเก็บรักษาในภาวะชะลอการเจริญบน 

อาหาร 3/4MS ที่มี sucrose 20 กรัมต่อลิตร และ paclobutrazol ที่ความ
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เวลา 2 เดือน หลังการเก็บรักษาในภาวะชะลอการเจริญบนอาหาร 3/4MS ท่ี 

มี sucrose 20 กรัมต่อลิตร และ paclobutrazol ที่ความเข้มข้น 0, 10 และ
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เวลา 2 เดือน หลังการเก็บรักษาในภาวะชะลอการเจริญบนอาหาร 3/4MS ท่ี 
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regeneration medium เป็นเวลา 2 เดือน หลังการเก็บรักษาในภาวะชะลอ 

การเจริญบนอาหาร 3/4 MS ที่มี sucrose 20 กรัมต่อลิตร และ 

paclobutrazol ที่ความเข้มข้น 0, 10 และ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร.....................  71

36 จำนวนรากเฉลี่ยของยอดจำปีลิรินธรที่เลี้ยงใน regeneration medium เป็น 

เวลา 2 เดือน หลังการเก็บรักษาในภาวะชะลอการเจริญบนอาหาร 3/4MS ท่ี 
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37 ลักษณะของยอดจำปีสิรนธรที่เก็บรักษาบนสูตรอาหารชะลอการเจริญที่ปรับ 

ปริมาณธาตุอาหารหลัก นํ้าตาล และการใช้สารชะลอการเจริญที่เหมาะสม 

(A, C และ E) และลักษณะยอดจำปีสิรินธรภายหลังการเก็บรักษาแล้วนำมา

เลียงบน regeneration medium (B, อ และ F)........................................... 72

38 ส่วนปลายยอดจำปีสิรินธรขนาด 0.2-0.3 เซนติเมตร ที่ใช้ในการเตรียมความ 

พร้อมก่อน๗ ไนโตรเจนเหลว (A), เม็ด beads ภายหลังการเก็บรักษาใน 

ไนโตรเจนเหลวนำมาเลี้ยงบนอาหาร MS ที่มี 0.3 M sucrose เป็นเวลา 1 

วัน (B), ยอดจำปีสิรินธรที่รอดชีวิตและเจริญจากเม็ด beads บนอาหาร MS 

เมื่อเลี้ยงนาน 1 เดือน (C), และยอดจำปีสิรินธรที่เจริญเป็นต้นบนอาหาร MS

ร่วมกับ BAP 2.0 มิลลิกรัมต่อลิตร หลังจากเลี้ยงเป็นเวลานาน 1 เดือน........  76
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