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1. การเก ็บร ักษายอดจำป ีส ิร ินธรในหลอดทดลองระยะปานกลางในภาวะชะลอการ เ จ ร ิญ  

(minimal growth condition)

การทดลองแบ่งเป็น 3 ชุด ได้แก่ การทดลองเพื่อสีกษาผลของความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก 
ชนิดและความเข้มข้นของนํ้าตาล และความเข้มข้นของสารซะลอการเจริญ โดยในแต่ละชุดการทดลอง 
จะบันทึกผลทุกเดือน โดยไม่เปลี่ยนอาหารใหม่จนกว่าจะพบว่ายอดจำปีลิรินธรมีสีเหลืองทั้งยอดเกิน
คร่ึงของจำนวนยอดท้ังหมดในการทดลองน้ันๆ จึงทำให้ไนแต่ละชุดการทดลองมีระยะเวลาการเก็บ
รักษาแตกต่างกัน ตามท่ีได้แสดงไว้ในบทท่ี 4 ผลการทดลอง และเพื่อติดตามผลว่ายอดจำปีสิรินธร 
ภายหลังการเก็บรักษายังคงมีชีวิตและสามารถกลับไปเจริญเติบโตตามปกติ จึงได้นำยอดจำปีลิรินธรท่ี 
ผ่านการทดลองเก็บรักษาและยังคงมีสีเขียว (คะแนนความแข็งแรง) อยู่ในระดับต่างๆ (ภาพท่ี 1) ย้าย 
มาเลี้ยงใน regeneration medium เพื่อสีกษาการเจริญเติบโตภายหลังการเก็บรักษาด้วย

1.1 ผลของความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก (macronutrients) ในอาหารที่เก ็บรักษา 

การเก ็บร ักษายอดจำปีส ิร ินธรในอาหารสูตร MS ที่ม ีความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก

เปรยบเท ียบกัน 3 ระด ับ คือ MS, 3/4MS และ 1/2MS ทั้งน ี๋ใช ้ micronutrients ตามปกติของสูตร 

MS

แม้ว่าการลดองค์ประกอบธาตุอาหารหลักลงเหลือเพียงครึ่งหนึ่งจะสามารถลดการ 
เจริญและลดการเพิ่มจำนวนยอดของ Ipsea malabarica ลงในการเก็บรักษาเป็นเวลา 20 เดือน 
(Martin and P radeep , 2003) และช่วยให้เก็บรักษา Eucalyptus grand is  ได้นานถึง 10 เดือน (Watt 
et al.1 2000) แต่ในกรณีของจำปีสิรินธร แม้ปลายยอดที่เก็บรักษาในสูตรอาหาร 1/2MS ในระยะเดือน 
แรกและเดือนที่ 2 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูงถึง 100 เปอร์เซ็นต์ แต่คะแนนความแข็งแรงอยู่ในระดับ 
ตํ่า คือมีค่า 2 .08+0.24  คะแนน ในเดือนที่ 2 และบริเวณรอบๆ ฐานของยอดจำปีสิรินธรเกิดสีนํ้าตาล 
จำนวนมาก ความสูงเฉลี่ยและจำนวนใบลดลงตามลำดับ และในเดือนที่ 3 คะแนนความแข็งแรงเหลือ 
1.08+0.14 คะแนน ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตตํ่าลงเหลือเพียง 40 .0+ 9 .0  เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 
2) การเกิดสีนั้าตาลบริเวณรอบๆ ฐานจากการปล่อย phenolic com pound จากเนือเยื่อพืชทำให้เป็น 
อุปสรรค์ต่อการดูดซึมสารอาหาร และเป็นพิษต่อพืช พืชลดการเจริญและความแข็งแรงลง เช่นเดียวกับ 
การเก็บรักษาปลายยอดของต้น Enset ventricosum  (N egash et a i, 2001) ปลายยอดที่เก็บรักษาใน 
อาหาร MS ซึ่งเป็นสูตรที่มีธาตุอาหารครบถ้วน ยอดจำปีสิรินธรสามารถใข้ในการเจริญอย่างรวดเร็ว ใน

บทท่ี 5
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เดือนแรก โดยปกติแล้วยอดจำปีสิรินธรจำเป็นที่จะต้องได้รับธาตุอาหารเพียงพอและเปลี่ยนอาหารทุก 
เดือน (คิริกุล เกษา และคณะ, 2547) เม่ือไม่เปลี่ยนอาหารใหม่ธาตุอาหารไม่เพียงพอยอดจำปีสิรินธรจะ 
เร่ิมอ่อนแอลงในเดือนท่ี 2 และมีอาการเหี่ยวอย่างชัดเจนในเดือนที่ 3 คือ ยอดจำปีสิรินธรจะมีลักษณะสี 
เหลืองทังยอด และความสูงเฉลี่ยลดลง ความจำกัดของสารอาหารทำให้คะแนนความแข็งแรงลดลง 
อย่างชัดเจนเหลือ 1.27+0.14 คะแนน และมีอัตราการรอดชีวิตตํ่าลงเหลือ 36.6+8.9 เปอร์เซ็นต์ จึงจะ 
เห็นได้ว่า MS มีผลส่งเสริมการเจริญเติบโตทำให้อาหารถูกใช้หมดเร็ว ลังเกตได้จากปริมาณอาหารวุ้นที่ 
ลดลง ตรงกับรายงานของ Adelbegrh และคณะ (1997) ที่เลียงกล้วยไม้ Cattleya  ท่ีเป็นพืชโตช้าบน 
อาหาร MS มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสูง 100 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมความสูงและขนาดด้นได้ในๆเวง 2 
เดือนแรก แต่เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงเหลือ 80 เปอร์เซ็นต์ และมีการเจริญลดลงด้วยในเดือนที่ 3 
การลดองค์ประกอบธาตุอาหารหลักให้ตํ่าลงจากความต้องการตามปกติของพืชสามารถยืดอายุการเก็บ 
รักษาเนือเยือ C o locas ia  escu len ta  ได้นานถึง 8 เดือน โดยไม่ต้องเปลี่ยนถ่ายอาหารและพบว่าอัตรา 
การเจริญไม่เปลืยนแปลง (Bessembinder et al., 1993) จากการทดลองกับจำปีสิรินธรพบว่า ยอด 
จำปีสิรินธรที่เก็บรักษาโดยเลี้ยงบนสูตรอาหาร 3/4 MS ซ่ึงเป็นสูตรท่ีลดองค์ประกอบธาตุอาหารหลัก 
เหลือ 3/4ส่'วนส'ามารถเก็บรักษา'ได้'นานกว่าการเล้ียงบน MS และมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต รวมท้ัง 
คะแนนความแข็งแรงอยู่ในเกณฑ์ดีกว่า กล่าวคือ เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตในเดือนท่ี 3 ยังสูงถึง 
73.3+8.2 เปอร์เซ็นต์ และในเดือนท่ี 4 ลดลงเหลือ 43.3+9.2 เปอร์เซ็นต์ ด้วย คะแนนความแข็งแรงสูง 
ถึง 2.08+0.24 คะแนน ซึ่งอยู่ในระดับที่เชื่อมั่นได้ว่าจะลามารถนำไปเลี้ยงให้กลับมีการเจริญเป็นปกติ 
ได้ ความสูงเฉลี่ยและจำนวนใบเฉลี่ยค่อยๆ เพิ่มขึ้นอย่างช้าๆ ในเดือนท่ี 2 และ 3 และจะคงท่ีในเดือนท่ี 
4 เป็นเพราะยอดจำปีสิรินธรมีอัตราการเจริญช้ากว่าสูตรอาหาร MS และลังเกตว่าอาหารยังมีปริมาณ 
ลดลงน้อยกว่าการเลี้ยงบนอาหาร MS และเกิดลืนํ้าตาลบริเวณส่วนฐานของยอดจำปีสิรินธร น้อยกว่า 
1/2MS และสามารเก็บรักษาได้นานที่สุดถึง 4 เดือน (ตารางที่ 2)

ก าร เจ ร ิญ ข อ งต าช ้างพ บ น ้อ ย ม าก ใน ท ุก ก าร ท ด ล อ งแ ม ้แ ต ่ใน อ าห าร  MS ซ ึ่ง เฉ ล ี่ยแล ้วม ี

จ ำน ว น ต าช ้าง ท ี่ม ีก าร เจ ร ิญ อ ย ่าง ม าก ท ี่ส ุด เพ ีย ง  0.2+0.07 ต า เท ่าน ั้น ใน เด ือน ท ี่ 2 แ ต ่ย อ ด ม ีอ าก าร เห ี่ย ว  

เห ล ือ งอ ม น ั้าต าล  ส ่วน ใน อาห าร 3/4MS พ บ ว ่าม ีจ ำน ว น ต าช ้างท ี่เจ ร ิญ เพ ิ่ม ข ึ้น ใน เด ือ น ท ี่ 3 แ ละม ากข ึ้น  

ต ่อ เน ื่องใน เด ือน ท ี่ 4 จ ำน ว น ใบ เฉ ล ี่ย จ ึงม ีค ่าส ูงก ว ่าใน  การทดลองอ ื่น ๆ  ใน ข ณ ะ ท ี่ค วาม ส ูง เฉ ล ี่ย เพ ิ่ม ข ึ้น  

อ ย ่างช ้าๆ  จน คงท ี่ 1.28+0.08 เซ น ต ิเม ตร ย อ ด ย ัง ม ีล ืเข ีย ว ด ้ว ย ค ะ แ น น  2.08+0.24 คะแนน ในขณ ะท ี่ 

ยอ ด  ใน อ าห าร  1/2MS ม ีอ าก าร เห ล ือ งโ ค น เป ็น ส ีน ํ้าต าล ม าก  ใบร่วง แ ล ะ ม ีจ ำน ว น ต าช ้างท ี่ม ีก าร เจ ร ิญ  

ล ด ล งม าก ท ี่ส ุด  (ต ารางท ี่ 2) ล อ ด ค ล ้อ ง ก ับ ผ ล ก าร ค ืก ษ าค ืก ษ าก าร เก ็บ ร ัก ษ าป ล าย ย อ ด ข อ ง ด ้น  Enset
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ventricosum  ด้วยอาหารสูตร MS และ1/2MS พบว่าจำนวนตาข้างที่เกิดมีจำนวนลดลงตามระดับ 
ความเข้มข้นของธาตุอาหารหลักที่ลดลง เมื่อเลี้ยงเป็นเวลานาน 2 เดือน (N egash et a i, 2001)

จากการนำข้อมูลค่าต่างๆ ที่บันทึกได้จากการทดลองเก็บรักษาปลายยอดในอาหาร 3/4MS 
ต้ังแต่เดือนท่ี 1 ถึงเดือนที่ 4 ซึ่งมีอัตราการรอดชีวิตลดลงเหลือประมาณครึ่งหนึ่งมาคำนวนเปอรัเซ็นต์ 
การรอดชีวิตและวิเคราะห์ความแปรปรวนเพื่อพิจารณาความแตกต่างในแง่มุมต่างๆ ของยอดที่นำมา 
เก็บรักษาในการทดลองนี้ ซึ่งสามารถเก็บรักษาได้เป็นระยะเวลานานที่ลุดว่ามีการเปลี่ยนแปลงที่ต่างกัน 
ทางสถิติหรอไม่ พบว่ายิ่งเวลาการเก็บรักษามากขึ้นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตยิ่งตํ่าลงและเริ่มตํ่ากว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อเก็บรักษาเป็นเวลา 4 เดือน ด้วยปริมาตรอาหารประมาณ 20 มิลลิลิตร ในขวดเพาะเลี้ยง 
จากคะแนนความแข็งแรงของยอด พบว่าใน 2 เดือนแรกใม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ แต่เร่ิมมีคะแนน 
ความแข็งแรงลดลงอย่างมีนัยสำคัญในเดือนที่ 3 และลดลงอีกระดับหน่ึงในเดือนท่ี 4 แต่ค่าคะแนน 
ความแข้งแรงก็ยังเกิน 2 คะแนน ซึ่งหมายถึงยอดยังคงมีลืเขียวอมเหลือง ส่วนความสูง จำนวนใบและ 
จำนวนตาข้างที่มีการเจริญ พบว่าไม่มีการเปลี่ยนแปลงจนแตกต่างกันทางสถิติ ซึ่งหมายถึง
ความลามารถในการชะลอการเจริญของยอดจำปีสิรินธรได้ในระดับคงที่ (ตารางที่ 3)

การรอดวิดของยอดจำปีสิรินธรภายหลังการเก็บรักษาใน,อาหารท่ีมีความเข้มข้น
ของธาตุอาหารหลัก ท้ัง 3 ระดับ
จากการนำยอดจำปีลิรนธรภายหลังการเก็บรักษาในอาหารทั้ง 3 สูตร มาเลี้ยงบน

regeneration medium ประกอบด้วย MS ร่วมกับ IBA 1.5 มิลลิกรัมต่อลิตร (สิริกุล เกษา และคณะ, 
2547) เป็นเวลานาน 2 เดือน พบว่ายอดจำปีสิรินธรที่เหลือรอดชีวิตหลังการเก็บรักษาในอาหารสูตร MS 
และ 3/4MS ทั้งหมดสามารถกลับมาเจริญเติบโตได้อีกครั้งใน regeneration medium (ตารางที่ 4) 
ยกเว้นยอดที่เก็บรักษาใน 1/2MS ซึ่งมีคะแนนความแข็งแรงหลังการเก็บรักษาเพียง 1.08+0.15 คะแนน 
เมื่อนำมาเลี้ยงใน regeneration medium เป็นเวลา 2 เดือน มีอัตราการรอดชีวิต 75.0+13.10 
เปอร์เซ็นต์ ส่วนความแข็งแรงของยอดเมื่อเลี้ยงบน regeneration medium ครบ 2 เดือน แล้วพบว่าทุก 
การทดลองยอดมีลักษณะแข็งแรงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ส่วนความสูงและจำนวนใบ พบว่า
เพ ิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ ยกเว้นยอดที่ผ่านการเก็บรักษาในอาหาร 3/4MS ยังคงอยู่ในสภาวะชะลอการ 
เจริญแม้จะย้ายมาลี้ยงใน regeneration medium แล้วความสูงและจำนวนใบที่เพิ่มขึ้นเพียงเลิกน้อย 
พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติในขณะที่จำนวนตาข้างที่มีการเจริญไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมี 
นัยสำคัญ แต่เป็นที่ลังเกตว่ายอดที่ผ่านการเก็บรักษาในอาหาร 3/4MS เพียงการทดลองเดียวที่มีราก 
เกิดขึ้นที่ฐานของยอดเฉลี่ย 1.38+0.18 ราก/ยอด ซึ่งอาจเป็นเพราะอาหาร 3/4MS มีระดับเกลือ
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แอมโมเนียมตํ่ากว่า MS จึงมีผลให้เกิดรากได้ดีกว่า ฟนเดียวกับการทดลองใน philodendron ท่ีนำ 
ยอดมาเลี้ยงเพื่อชักนำให้เกิดรากโดยใช้อาหาร MS, 3/4MS และ 1/2MS พบว่าธาตุอาหาร 3/4MS และ 
1/2MS ลามารถเพ ิ่มจำนวนรากใด้ดีกว่าสูตรอาหาร MS (Sriskandarjhi and  Skirvin, 1991) แต่ในกรณี 
ของจำปีลิรินธร อาหาร 1/2MS อาจไม่เพียงพอทำให้ใม่พบการเกิดราก

1.2 ผลของความเข้มข้นและชนิดของใ!าตาลในอาหารท่ีใช้ในการเก็บรักษา
การเก็บรักษายอดจำปีสิรินธรในอาหารท่ีมืใ!าตาล 2 ชนิด ท่ีระด้บความเข้มข้นต่างกัน ได้แก่ 
sucrose 20 และ 30 กรัมต่อลิตร ใช้ร่วมกับ mannitol 0 ,10 และ 20 กรัมต่อลิตร

จากการทดลองในข้อ 1.1 ที่พบว่าอาหาร 3/4MS ให้ผลดีที่ลุดในการเก็บรักษายอด 
จำปีสิรินธร ในการดีกษาผลของความเข้มข้นและชนิดของนํ้าตาล su cro se  และ mannitol จึงเลือก 
อาหาร 3/4MS มาใช้ในการทดลองการเติม mannitol 10 และ 20 กรัมต่อลิตร โดยใช้ร่วมกับ sucrose 
20 และ 30 กรัมต่อลิตร มีเปอร์เซ็นต์และคะแนนความแข็งแรงลดลงตามระดับ mannitol ที่เพิ่มขึ้น 
(ตารางที่ 5) เนื่องจาก mannitol เป็นนํ้าตาลแอลกอฮอล์ที่มีไว้เป็นพลังงานลำรองที่พืชสะสมไว้ทดแทน 
การขาด sucrose  พืชลามารถสร้าง mannitol ได้จากกระบวนการลังเคราะห์แสง โดยจะเปลี่ยนจาก 
m annose ที่มีพลังงานตํ่า กลายเป็น mannitol ที่มีพลังงานสูง นอกจากนิ mannitol มีผลต่อการเกิด 
osmotic stress ภายในเชลล์ (Vinocur and Altman, 2005) หากเติม mannitol ทีระดับความเข้มข้นสูง 
ย่อมส่งผลต่อค่า osmotic potential ของอาหารให้ลดตํ่าลง ซึ่งจากการเปรยบเทียบค่า osmotic 
potential ในอาหารที่เติม mannitol 10 กรัมต่อลิตร มีค่า -0 .4 4  MPa ส่วน sucrose  10 กรัมต่อลิตร มี 
ค่า -0 .36  MPa และหากเพิ่ม mannitol เป็น 30 กรัมต่อลิตร ม ีค ่า osm otic potential -0.73 MPa ส่วน 
sucrose 30 กรัมต่อลิตร มีค่า -0.51 MPa (Vitova et al., 2002) จะเห็นว่ายิงค่า osmotic potential ที 
เกิดจาก mannitol ติดลบมากกว่า sucrose ที่มีความเข้มข้นเท่ากันเมื่อนำไปใช้ร่วมกันค่า osmotic 
potential ของสารละลายจะยิ่งสูง ซึ่งมีผลต่อการแพร่ของนํ้าเข้าส่เซลล์พืช พืชจึงนำนํ้าไปใข้ได้ยากใน 
ภาวะที่พืชขาดนำ mannitol ทีพืชเปลืยนจาก m annose จะสะสมในชัน mesophyll มาก พืชจึงอยู่ใน 
ภาวะ osmotic s tress  มากขืน (Guicherd et al., 1997) และยิงกว่านันจะกระตุ้นให้พืชสร้าง ethylene 
สูงขึ้น ทำให้ใบร่วงและเข้าส่ลภาวะเสื่อมถอย (Sarkar et al., 1999) ล ังเกตจากการเก ิดล ีนำตาลท ี่ 
ส่วนฐานของยอดจำปีลิรินธรที่เกิดมากตั้งแต่เดือนแรก ทำให้ความแข็งแรงและเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 
ตํ่าลำต้นเหี่ยว1ชัดเจน ในสภาพธรรมชาติจำปีลิรินธรอาดัยในป่าพรุนํ้าจึดที่มีนํ้าใหลผ่าน ธาตุอาหารที่ได้ 
น่าจะจึงมีความเข้มข้นไม่สูงมากเหมาะต่อการเจริญเติบโตของพืชชนิดนี้ ดังนั้นการเติม sucrose เพียง 
อย่างเดียวลามารถเก็บรักษาได้ดีกว่าการเติม mannitol ร่วมด้วย และจากการทดลองพบว่า sucrose
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30 กรัมต่อลิตร ลามารถเก็บรักษๆยอดจำปีสิรันธรได้นาน 4 เดือน (ตารางที่ 5) ซ่ึงตรงกับรายงานของ 
Tahtamouni และคณะ (2001) ที่เก็บรักษาปลายยอดของ Pyrus syriaca  Boiss. ท่ีมีนํ้าตาล 30 กรัม 
ต่อลิตร เก็บรักษาได้นาน 4 เดือน แต่หากเพิ่มความเข้มข้นสูงขึ้นเป็น 60, 90 และ 120 กรัมต่อลิตร จะ 
เกิดสภาวะ stress ทันทีสังเกตจากการเกิดสีนำตาลที่ส่วนฐานของยอด จากการทดลองการเก็บรักษา 
ปลายยอดจำปีสิรันธรในครังนีพบว่าการลดนำตาล sucrose  เหลือ 20 กรัมต่อลิตร ให้ผลดีกว่า 30 กรัม 
ต่อลิตรและทำให้สามารถเก็บรักษายอดได้นาน 6-7 เดือน (ตารางที่ 5) โดยท่ี 5 เดือนแรกคะแนนความ 
แข็งแรงไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในขณะที่การเจริญด้านความสูงและจำนวนใบถูกชะลอให้คงท่ี 
ตังแต่เดือนท่ี 2 จนถึงเดือนที่ 7 คะแนนความแข็งแรงเริ่มลดลงโดยมีความแตกต่างทางสถิติในเดือนที่ 6 
แต่ก็ยังมีลืเขียวด้วย คะแนน 2.09+0.06 คะแนน อัตราการรอดชีวิตสูงถึง 73.3+8.21 เปอร์เซ็นต์ และ 
ตกต่ําลงอีกระดับหน่ึงในเดือนท่ี 7 (ตารางที่ 6) ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานการเก็บรักษาปลายยอด coffee 
(Coffea spp.) ที่เก็บรักษาได้ 6-7 เดือน โดยใช้ sucrose  20 กรัมต่อลิตร เข็นกัน (Desbrunaisl et 
al., 1992)

การเติม mannitol ทุกระดับความเข้มข้นร่วมกับ sucrose  20 และ 30 กรัมต่อลิตร ไม่พบ 
การเจริญของตาข้างเพราะยอดจำปีสิรินธรมีระดับความแข็งแรงตํ่า ส่วนการเติม sucrose 20 กรัมต่อ 
ลิตร มีจำนวนตาข้างเพิ่มขึ้นค่อนข้างข้าและคงที่ (ตารางที่ 5) เพราะแหล่งพลังงานมีจำกัดทั้งนี้ไม่ต่าง 
จากการใช้ sucrose 30 กรัมต่อลิตร มากนัก แต่ในรายงานที่ทดลองใน coffee (Coffea spp.) พบว่า 
หากแหล่งพลังงานมีมากขึ้นโดยการเติม sucrose 30 กรัมต่อลิตร การเพิ่มจำนวนตาข้างก็เพิ่มขึ้นด้วย 
(Desbrunaisl et al., 1992)

การรอดส ิว ิตของยอดจำป ีส ิร ิน ธรภายห ล ังการเก ็บ ร ักษาใน อาห ารท ี่ม ึน ํ้าตาล 2 ชนิด
ท ี่ระด ับความเข ้มข ้น ต ่างก ัน

ยอดจำปีสิรินธรที่เก็บรักษาในอาหารที่เติม mannitol 20 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ sucrose 20 
และ 30 กรัมต่อลิตร ไม่สามารถรอดชีวิตได้เลยเมื่อย้ายมาเลี้ยงบนอาหาร regeneration medium 
เพราะผลของสภาพความแข็งแรงที่ลดลงมากจากการเลี้ยงบนอาหารที่ก่อให้เกิด osmotic stress สูง 
เกินไป ส่วนการเติม mannitol 10 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ sucrose 20 และ30 กรัมต่อลิตร และการเติม 
sucrose 20 และ 30 กรัมต่อลิตร เพียงอย่างเดียวในอาหารเก็บรักษา ยอดสามารถกลับมาเจริญเติบโต 
ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ และมีความแข็งแรงเพิ่มขึ้นในเวลา 2 เดือน (ตารางที่ 7) แสดงว่า osmotic stress 
ในระดับดังกล่าวระหว่างการเก็บรักษาเป็นภาวะที่ยอดจำปีสิรันธรสามารถทนได้ เข็นเดียวกับปลาย
ยอดของ celery (Apium g raveo lens) ที่เก็บรักษาบนอาหารที่เติม mannitol 10 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ
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sucrose 20 และ 30 กรัมต่อลิตร (Vitova et al., 2002) สามารถพัฒนาเป็นต้นได้สมบูรณ์ เมื่อนำมา 
ทดสอบการรอดชีวิตบนอาหารปกติ แม้ว่ายอดจาก Treatment ทีเติม mannitol 10 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ 
sucrose 20 กรัมต่อลิตร สามารถเพิ่มเจริญสูงขึ้นและมีจำนวนใบเพิ่มขึ้นไต้ดีกว่ายอดที่มาจากการ 
ทดลองที่เติม mannitol 10 กรัมต่อลิตร ร่วมกับ sucrose  30 กรัมต่อลิตร แต่ไม่ดีกว่าการเติม sucrose 
20 และ 30 กรัมต่อลิตร เพ ียงอย่างเด ียว ที่พบว่ายอดสามารถเพิ่มความสูง จำนวนใบ และมีการเจริญ 
ของตาข้างไต้ แม้จะผ่านเวลาในการเก็บรักษานานต่างกันมากก็ตามจากผลการทดลองในตารางที่ 7 จะ 
เห็นว่ายอดที่ผ่านการเก็บรักษาโดยใช้ sucrose  20 กรัมต่อลิตร เพ ียงอย่างเดียวสามารถกลับมา 
เจริญเติบโตไดใกล้เคียงกับยอดที่เก็บรักษาในอาหารที่มี sucrose 30 กรัมต่อลิตร โดยเริ่มพื้นตัวด้วย 
คะแนนความแข็งแรงถึงระดับ2 คะแนนตั้งแต่ในเดือนแรกและแข็งแรงดีขึ้นเป็นปกติในเดือนที่2 โดยมี 
ค่าเฉลี่ยความแข็งแรง ความสูงและจำนวนใบสูงกว่าเล็กน้อย แต่ยอดผ่านการเก็บรักษาในอาหารที่เติม 
sucrose 30 กรัมต่อลิตร มีการเจริญของตาข้างมากกว่าเล็กน้อยและมีราก 2.09+0.1 ราก/ยอด ใน 
เดือนที่ 2 ของการเลี้ยง (ตารางที่ 7) การเพิ่มความเข้มข้นชอง sucrose มีผลช่วยเพิ่มการลังเคราะห์แสง 
เองของพืช Rosa sp p . ในขณะทีเลียงบน regeneration medium (C apellades e t a/.,1991) 
นอกจากนี้ย ังพบว่าระดับนํ้าตาลที่เหมาะลมต่อการเพิ่มปริมาณจำนวนตาข้างมักอยู่ในช่วง 20-40 กรัม 
ต่อลิตร (G eorge and  Sherrington,1984) ส่วนการชักนำการเกิดรากอาจเพิ่มจำนวนไต้ตามระดับ 
ความเข้มข้นของ su c ro se  ที่เพิ่มขึ้นช่วง 30-40 กรัมต่อลิตร (Lane, 1978)

1.3 ผลของความเข้มข้นของสารชะลอการเจริญเติบโตในอาหารที่ใช ้เก ็บรักษา

การเก ็บร ักษายอดจำปีส ิร ินธรในอาหารท ี่เต ิมสารชะลอการเจริญ paclobutrazol 

ที่ระดับ 0, 10 และ 20 ม ิลส ิกร ัมต ่อล ิตร ร ่วมกับสูตรอาหาร 3/4MS และ sucrose 20 กรัมต่อ 

ลิตร

การเติม paclobutrazol ท่ี 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหาร 3/4MS ที่มี sucrose 20 
กรัมต่อลิตร สามารถเก็บรักษายอดจำปีลิรินธรได้เพียง 4 เดือน คะแนนความแข็งแรงลดลงเหลือ

1.25+0.13 คะแนน ในช่วงเดือนที่ 2 ส่วนฐานของลำต้นข้อแรกมีการสร้าง phenolic com pound 
ออกมาในอาหาร อาหารเปลี่ยนเป็นลีนํ้าตาลอย่างเห็นได้ชัด ส่วนยอดจำปีลิรินธรค่อยๆ อ่อนแอลงใบ 
เป็นลีเหลือง ขณะที่การไม่เติม paclobutrazol สามารถเก็บรักษาได้นานถึง 7 เดือน มีคะแนนความ

แข็งแรงภายหลังการเก็บรักษา 1.38+0.14 คะแนน เนื้อเยื่อไม่มีการสร้าง phenolic com pound แต่ 
พื้นผิวอาหารแข็งและแตกออกเป็นลักษณะอาหารถูกใช้หมดไปตามเวลาการเก็บรักษา ส่วนยอดจำปีลิ 
รินธรมีการเจริญเติบโตได้อย่างชัดเจนใบมีลีเขียว ต้นสูงจนถึงเดือนที่ 6 ของการเก็บรักษา หลังจากนั้น
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จงค่อยอ่อนแอลงเพราะอาหารจำกัด ส่วนการเติม paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ลามารถชะลอ 
การเจริญและเก็บรักษาได ้นาน 8 เดือน คะแนนความแข็งแรงสูงไม ่แตกต่างจากตอนเริ่มด้นการทดลอง 

ตลอด 5 เดือนแรก และเริ่มลดลงบ้างในเดือนที่ 6 และเมื่อเก็บรักษาจนถึงเดือนที่ 8 คะแนนความ

แข็งแรงลดลงอีกระดับหนึ่งเป็น 1.54±0.20 คะแนนจากรายงานของ Wood (1984) กล่าวว่าการใช้สาร 
paclobutrazol ความเข้มข้น 10-15 มิลลิกรัมต่อลิตร ช่วยให้มีการละลมอาหารภายในต้นมากขึ้น เมื่อ 
อาหารที่เลี้ยงหมดพืชจะใช้อาหารที่สะสมไว้แทนจนกว่าอาหารที่สะสมจะหมด ซึ่งน่าจะมีส่วนช่วยให้
ลามารถยืดอายุการเก็บรักษาได้

paclobutrazol เป็นสารในกลุ่มชะลอการเจริญที่มีผลชะลอการยืดตัวของยอดและ
ปล้อง โดยไปขัดขวางขบวนการ oxidation ของ keurene ไม่ให้เปลี่ยนไปเป็น gibberellins ต่อไปในพืช 
(Dalziel and Lawrence, 1984) และมีผลต่อการสังเคราะห์ gibberellins โดยการเติม paclobutrazol 
20 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถชะลอการเจริญให้ความสูงคงที่ตลอดทั้ง 4 เดือน ของการเก็บรักษายอด 
จำปีลิรินธร ลักษณะยอดมีข้อถี่ ปล้องสันมากเช่นเดียวกับการเติม paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ความสูงเพิ่มขึ้นเล็กน้อยและจะคงที่ ปล้องสันลง ส่วนจำนวนใบเฉลี่ยจะพบว่าการเติม paclobutrazol 
10 มิลลิกรัมต่อลิตร ยอดยังลามารถเพิ่มจำนวนใบได้ (ตารางที่ 9 และ 10) เช่นเดียวกับรายงานของ 
Chen และคณะ (2005) ที่ใข้ paclobutrazol ความเข้มข้นตํ่า 0.1-1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร ในการเลี้ยง 
daylily (H em erocallis  spp .) เป็นเวลา 3 เดือน พืชยังมีจำนวนใบเพิ่มขึ้นได้ ในขณะที่การใช้ 
paclobutrazol 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่งผลให้จำนวนใบลดลง Ziv และ Ariel (1991) ได้รายงานการ 
ทดลองเพิ่มปริมาณยอดของ philodendron โดยเติม paclobutrazol ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ในอาหารเหลวพบว่ามีผลยับยั้งการเกิดใบใหม่ เนื่องจาก paclobutrazol ยังยับยั้งการแบ่งเชลล์ใบ แต่ 
ทำให้ใบหนาขึ้นและมีการสะสม chlorophyll เพิ่มขึ้นซึ่ง chlorophyll ที่เพิ่มขึ้นจะไปมีผลต่อการ 
สังเคราะห์ด้วยแสงในพืชทำให้พืชมีการสะสมอาหารมากขึ้น (Wang e t a l;1985) เช่นเดียวกับการใช้ 
paclobutrazol เพิ่มการสังเคราะห์ด้วยแสงของข้าวโพดในระยะต้นอ่อน (Khalil and Rahman, 1995) 
แต่ต้องใชในปริมาณที่ไม่มากมิฉะนั้นจะเกิดพิษต่อพืชได้ สำหรับการชะลอการเจริญของยอดจำปี
ลิรินธรที่ใข้ paclobutrazol ความเข้มข้นสูงถึง 20 มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลทำให้ใบมีลีเหลืองทั้งใบในเดือน 
ท่ี 2 ส่วนการเจริญของตาข้างพบว่าการเติม paclobutrazol ทุกระดับความเข้มข้นไม่มีผลต่อจำนวนตา 
ข้างที่เจริญเพราะ paclobutrazol เป็นสารชะลอการเจริญเติบโตลามารถยับยั้งการแบ่งเซลล์ได้ โดย 
หากเทียบกับการไม่เติม paclobutrazol จะพบว่าสามารถเพิ่มจำนวนตาข้างที่ม ีการเจริญได้ขัดเจน 
(ตารางที่ 8)
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การรอดชีวิตของยอดจำปีสิรินธรภายหสิงการเก็บรักษาในอาหารท่ีมึความ
เข้มข้นของสารชะลอการเจริญ
หลังจากที่ยอดจำปีสิรินธรได้ผ่านการเก็บรักษาบนอาหาร ชะลอการเจริญ 3/4MS ท่ี 

เติม sucrose 20 กรัมต่อลิตร และ paclobutrazol ระดับความเข้มข้นที่ต่างกัน เป็นระยะเวลาต่างกัน 
จนมีอัตราการรอดชีวิตเริ่มตํ่ากว่าครึ่งหนึ่งโดยที่การทดลองที่ไม่เติม paclobutrazol เก็บรักษาได้นาน 7  

เดือน การทดลองที่เติม paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เก็บรักษาได้ 8 เดือน และ paclobutrazol 
20 มิลลิกรัมต่อลิตร เก็บรักษา 4 เดือน หลังจากนั้นนำปลายยอดที่ผ่านการเก็บรักษาบนอาหารทั้ง 3 
สูตร ข้างต้นทีเหลือรอดมาเลียงบน regeneration medium เป็นเวลานาน 2 เดือน ยอดจำปีลิรินธร 
สามารถกลับมาเจริญได้ทั้งหมด 100 เปอร์เซ็นต์ โดยยอดที่เก็บรักษาใน paclobutrazol ท่ี 0 และ 10 
มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเจริญเติบโตด้านความแข็งแรงไม่ต่างกันแสดงว่ายอดจำปีลิรินธรสามารถปรับตัว 
ต่ออาหารโดยไม่ได้รับผลกระทบจากการขาดธาตุอาหารเลย แม้การเติม paclobutrazol 20 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร ก็มีผลกระทบเล็กน้อยแต่ยังอยู่ในเกณฑ์ที่ปรับตัวได้ โดยยอดจำปีสิรินธรยังคงมีลีเขียวอ่อน 
ด้วยคะแนนความแข็งแรง 2.00±0.14 คะแนน เมื่อเลี้ยงครบ 2 เดือน (ตารางที่ 10) แต่ด้านความสูงยัง 
พบผลกระทบอยู่บ้างจาก paclobutrazol ที่อาจตกค้างอยู่ทำให้มีผลชะลอการเจริญ ความสูงจะเพิ่ม 
น้อยกว่าและไม่เพิ่มเลยในการทดลองที่เคยได้รับ paclobutrazol 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นไปได้ว่า 
paclobutrazol เริ่มหมดไปทำให้ kaurene ซึ่งถูกสะสมไว้เปลี่ยนไปเป็น kaurenoic acid มากขึ้นทำให้มี 
การลังเคราะห์ gibberellins ในพืชได้มากขีน (Douglas and Hontz, 1988) ส่วนการใช้ paclobutrazol 
20 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เคยได้รับหมดฤทธิ้ข้ากว่าจึงยังแสดงผลในการยับยั้งการเจริญทางลำต้นข้าทำให้ 
ความสูงคงที่ เพราะสารนี้จะถูกส่งมาทางท่อลำเลียงและสะสมไว้มากที่บริเวณลำต้น (Albany e t al., 

2005) จึงแสดงออกที่บริเวณต้นมากกว่าใบ จึงยังลามารถเกิดใบใหม่ได้บ้าง แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
ในขณะที่การทดลองที่เคยได้รับ paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการเพิ่มจำนวนใบอย่างมี 
นัยสำคัญ ลำหรับจำนวนตาข้างที่ม ีการเจริญยังไม่เพิ่มขึ้นจากเดิม ทั้งสูตรอาหารที่เติมและไม่เติม
paclobutrazol เป็นเพราะยังต้องอาดัยเวลาในการปรับตัวจากภาวะการชะลอการเจริญของอาหารที่ใข้ 
อย่างไรก็ดืยอดที่ผ่านการเก็บรักษาในอาหารที่เติม paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นการทดลอง 
เดียวที่พบว่ามีรากระหว่างการเก็บรักษาเป็นเวลา 8 เดือน ซึ่งอาจเป็นเพราะ paclobutrazol สามารถ 
ยับยังการสร้างและการทำงานของ gibberellins (Desjardin e t al., 1987) gibberellins มีผลยับยังการ 
แบ่งเชลล์ได้ (Hartmann et al., 1997) เมื่อ gibberellins ถูกยับยั้งจึงอาจช่วยให้พืชมีการแบ่งเชลล์ 
สร้างรากได้เมื่อย้ายมาเลี้ยงบนอาหาร regeneration medium รากเพิ่มจำนวนขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ
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ตังแต่ในเดือนที 2 อาจเป ็นเพราะ paclobutrazol หมดไปส่งผลต่อการตอบสนองต่อ IBA ซึ่งเป็นออกชิน 
ใน regeneration medium ลักษณะรากจะลันใหญ่ไม่ยืดยาว

ตังนั้นจาการทดลองครั้งนี้สูตรอาหารที่น่าจะเหมาะสมที,สุดสำหรับการเก็บรักษายอด 
จำปีสิรินธรในหลอดทดลองในระยะปานกลางในภาวะการชะลอการเจริญ คือ 3/4MS ที่เติม sucrose 
20 กรัมต่อลิตร และ paclobutrazol 10 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งจะเก็บรักษายอดได้นาน 7-8 เดือน โดยไม่ 
ต้องเปลี่ยนอาหารและมีอัตราการรอดชีวิต 73.3±8.21 เปอร์เซ็นต์ ในเดือนที่ 7 และ 46.6±9.26 
เปอร์เซ็นต์ในเดือนที 8 เม ือนำมาเลียงบน regeneration medium สามารถเจริญเติบโตกลับปีนเป็นต้น 
ปกติได้ทั้งหมดและมีรากเกิดขึ้นด้วย ซึ่งช่วยใหใด้ต้นจำปีสิรินธรที่พร้อมจะนำไปใช้ประโยชน์ต่อไปได้
เป็นอย่างดี

2. การเก็บรักษายอดจำปีสิรินธรในหล'อดทดล'องระยะยาวในไนโตรเจนเหลว
(cryopreservation) โดยวิธี encapsulation-vitrification

การสืกษาหาระดับอุณหภูมิ และระยะเวลา ท่ีเหมาะสมในขนตอนต่างๆ ของการ 
เตริยมความพร้อมปลายยอดจำปีสิรินธรก่อนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวโดยวิธี 
encapsulation-vitrification

การทำ preculture เป็นการเตรียมความพร้อมแก่ปลายยอดจำปีลิรินธรเพื่อให้เพิ่ม
ความทนทานต่อการดึงนํ้าออก (dehydration) และทนทานต่อความเย็นในสภาพเยือกแข็งใน
ไนโตรเจนเหลว ซึ่งส่วนสำคัญ ในการทำ preculture มี 2 ปัจจัย ที่เกี่ยวช้องกัน ได้แก่ อุณหภูมิ และ 
ความเช้มข้นของนํ้าตาล กล่าวคือ การลดอุณหภูมิเป็นการลดกระบวนการเมทาบอสิซึมช่วยให้มีการ 
สะสมนํ้าตาลภายในเนื้อเยื่อมากขึ้น ส่วนการดึงนํ้าภายในเซลล์ออกจะต้องอาคัยนํ้าตาลความเข้มข้นสูง
0.3-1.0 M เพื่อลดการเกิดผลึกนํ้าแข็งที่จะทำอันตรายในเซลล์ ตังรายงานในพืชต่อไปนี้ สามารถเพิ่ม 
อัตราการรอดชีวิตของปลายยอด malus (Paul et.al., 2000), vitis (Wang et.al., 2004) และ Poncirus 

trifo lia ta  X C itrus s inensis  (Wang et.al., 2002a,b) ในทางตรงกันข้ามการเตรียมความพร้อมปลาย 
ยอดจำปีสิรินธร โดยการทำ cold hardening ท่ี 15 องศาเซลเซียส และการใช้นํ้าตาลความเข้มข้นสูงมี 
ผลให้เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตตํ่ากว่า 50 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 11) เพราะเนื้อเยื่อเกิดความเสียหาย 
เนื่องจากอุณหภูมิตํ่าในระดับนั้นรุนแรงกับพืชเขตร้อนทำให้ตายอดที่อยู่ตายได้ (Steponkus, 1984) 
นอกจากนั้นการใช้นํ้าตาลที่มีความเข้มข้นสูงในขั้นตอนการแช่ osm oprotective solution และ PVS2 มี 
ผลต่อการสูญเสียนํ้าทำให้เป็นอันตรายต่อปลายยอดของพืชได้ เช่นกัน ตังมีรายงานใน vitis (Plessis 
et.al., 1991) eucalyptus (Poissonnier et.a l., 1992) และ Poncirus trifo lia ta  (Gonzalez-Amao 
et.al., 1998) สำหรับการทำ preculture ท่ี 25 องศาเซลเซียส ในอาหาร MS ที่มีนํ้าตาลความเข้มข้นสูง
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0.3 M แล้วนำไปทำ encapsulation  เพื่อเป็นเม็ด b ead s พบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเพียง 60.0±9.0 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 12) อีก 40 เปอร์เซ็นต์ ที่ไม่รอดชีวิตอาจมีสาเหตุเนื่องจากการตัดชิ้นส่วนปลาย 
ยอดทีมีขนาดเล็กมากซึงต้องย้ายมาทำ preculture ทีมีนำตาลความเข้มข้นสูง และผ่านขันตอนการทำ 
b ead s ที่อาจกระทบกระเทือนตายอด ซึ่งต้องใช้ความชำนาญในระตับหนึ่ง การแช่เม็ด b ead s ใน 
osm oprotective solution เป็นเวลา 60 นาที ไม่ได้มีผลลบต่อเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (63.3±8.9 
เปอร์เซ็นต์) เพราะในสารละลาย osm oprotective solution ประกอบด้วย 2.0 M glycerol และ 0.4 M 
sucrose ช่วยป้องกันการยุบตัวของเซลล์ และปกป้องการเปลี่ยนแปลงของระบบเมมเบรน ซึ่งจะ
ควบคุมจากการสูญเสียนำและการเกิด plasmolysis (Stepokus et.a l., 1992) แต่หากแช่เป็นเวลานาน 
กว่า 60 นาที จะเก ิดผลเส ียตามมาคือ เชลล์จะถูกดึงนํ้าออกไปมากเนื่องจากนํ้าตาล 0.4 M sucrose ใน 
osm oprotective solution ทำให้เกิด plasmolysis (Sakai et.al., 2002) ล่งผลให้อัตราการรอดชีวิต 
ตํ่าลงเหลือ 36.6±8.9 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 11) ส่วนการนำเม็ด b ead s ที่ผ่านการแช่ osmoprotective 
solution เป็นเวลา 60 นาทีแล้วย้ายมาแช่ใน PVS2 ท่ี 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 60 นาที เพื่อช่วย 
ลดช่วยลดความเสียหายของระบบเมมเบรน ที่เกิดจากการสูญเสียนํ้าก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว (Sakai 
et al., 1991) มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลง 60.0±9.0 เปอร์เซ็นต์ เพราะมีนํ้าตาล 0.4 M sucrose ดึง 
นํ้าออกอีก แต่หากแช่นานจนเกินไปจะเกิดพิษต่อเนื้อเยื่อได้ (Wang e t al., 2005) สอดคล้องกับการแช่ 
ปลายยอดจำปีลิรนธรใน osm oprotective solution และ PVS2 ที่นานเกิน 60 นาทีทำให้เปอร์เซ็นต์การ 
รอดชีวิตตํ่าไม่เกิน 36.6±9.0 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 11) ตังนั้นวิธีการเตรียมความพร้อมปลายยอดจำปีลิ 
รินธรโดยวิธี encapsulation-vitrification ก่อนการแช่ในไนโตรเจนเหลวที่น่าจะให้ผลดี คือการทดลองที่ 
4 และ 5 ซึ่งได้นำมาทดลองแช่ในไนโตรเจนเหลวเปรยบเทียบกับชุดควบคุม คือการทดลองที่ 1 ซ่ึง 
ปรากฏผลว่ามีการทดลองเดียวที่พบการรอดชีวิตโดยการทำ preculture ร่วมกับการแช่ b ead s ใน 
osm oprotective solution เป็นเวลา 60 นาที และแช่ PVS2 ท่ี 0 องศาเซลเชียล อีก 60 นาที พบ 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต 33.3±8.7 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 12) เป็นเพราะการทำ preculture ที่ช่วยดึงนํ้า 
ออกด้วยอาหารที่มีความเข้มข้นสูงร่วมกับการแช่ใน osmoprotective solution ช่วยป้องกันการยุบตัว 
ของเซลล์ และปกป้องการเปลี่ยนแปลงของระบบเมมเบรน การแช่ PVS2 ทำหน้าที่ป้องกันอันตราย
จากการเกิดผลึกนํ้าแข็งภาย'ในเซลล์โดยลาร PVS2 จะทำให้ของเหลวภายในเซลล์เปลี่ยนเป็นของแข็ง 
คล้ายแก้วจะมีความตันนํ้าตํ่ากว่าผลึกนํ้าแข็งทำให้ป้องกันการเสียนํ้าอีก และเนื่องจากของแข็งคล้าย
แก้วนื้มีความหนืดสูงส่งผลให้หยุดปฏิกิริยาเคมีในการเคลื่อนย้ายโมเลกุลต่างๆ ทำให้มีการพักตัวเป็น
เวลานาน (Sakai ,1985; Engelmann, 2000; Pennycooke, 2000)
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ปลายยอดที่ผ ่านการ preculture เพียงขั้นตอนเดียวแล้วลงแช่ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ 
-196 องศาเซลเซียส ทันทีตายทั้งหมด คงเป็นเพราะนํ้าตาลในอาหาร preculture ยังดึงนํ้าออกจาก 
เซลล์ได้น้อย และปลายยอดถูกกระทบกระเทือนจากการตัดเป็นชิ้นขนาด 2.0-3.0 มิลลิเมตร ล์วนการ 
ทดลองทีทำ preculture และแช่ใน osm oprotective solution เป็นเวลานาน 60 นาที แต่ไม่ใช้สาร 
PVS2 ไม่พบเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเลย เป็นเพราะมีนํ้าภายในเซลล์มากพอที่จะเกิดผลึกนํ้าแข็งชิ้น 
ภายในเชลล์ทำให้เกิดความเลียหายแก่โครงสร้างของเซลล์ เช่นระบบเมมเบรนต่างๆ (Sakai ,2002)
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