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บทคัดย่อ
การศึกษาเทคโนโลยีการเก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมมะพร้าวกลุ่มต้นเตี้ยพื้นเมืองของไทยในสภาพเยือกแข็ง มี 2 ขั้นตอน ขั้นตอนแรกเป็นการเพาะเลี้ยงต้นอ่อน (embryo) พบว่า มะพร้าวพันธุ์พวงร้อย น้้าหวาน ปะทิว และทุ่งเคล็ด เกิดยอดและราก

ระหว่าง 70-80 เปอร์เซ็นต์ ส่วนพันธุ์น้้าหอมและหมูสีเหลืองเกิดยอดและราก 45 และ 25 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ความยาวยอดอยู่ระหว่าง 1.61-2.21 เซนติเมตร การพัฒนาเป็นต้นกล้าหลังการเลี้ยงในอาหารสูตร Y3  ในที่สว่าง 10 เดือน พบว่า พวง
ร้อย มีการพัฒนาเป็นต้นกล้าสูงที่สุด 74.29 เปอร์เซ็นต์ ส่วนเหลือเกิดต้นกล้าน้อยว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ส่วนขั้นตอนที่ 2 เป็นการปรับสภาพต้นอ่อนก่อนเก็บรักษาในสภาพเยือกแข็ง พบว่า ต้นอ่อนที่ปรับสภาพโดยท้าให้คายน้้า เมื่อน้ากลับมาเพาะเล้ียงบน
อาหารสูตร Y3 ในที่มืด สามารถพัฒนาเป็นยอดและรากหลังเล้ียงนาน 2 เดือน แต่มีการเจริญเติบโตช้ากว่าเอ็มบริโอที่ไม่ผ่านการปรับสภาพให้คายน้้า ซ่ึงสามารถชะลอการเจริญเติบโตได้นานถึง 3-4 เดือน การปรับสภาพต้นอ่อนโดยท้าให้คายน้้าที่
เหมาะสมส้าหรับพันธุ์ พวงร้อย น้้าหวาน และน้้าหอม คือ 19 ชั่วโมง ส่วนพันธุ์ปะทิว ทุ่งเคล็ด และหมูสีเหลือง คือ 24 ชั่วโมง

บทน ำ 
การอนุรักษ์พันธุกรรมพืชในในสภาพปลอดเชื้อ โดยเฉพาะในสภาพเยือกแข็ง (Cryopreservation) เป็นวิธีการเก็บรักษาเชื้อ

พันธุ์ ให้เก็บไว้ได้นาน ประหยัดพื้นท่ี แรงงาน มีความเส่ียงน้อยต่อการเปล่ียนแปลงทางพันธุกรรมและการสูญพันธุ์ 

Cryopreservation) ได้ส้าเร็จในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะพืชสวนที่ส่วนใหญ่มีเมล็ดประเภท recalcitrant seed เช่น พืช
ตระกูลส้ม (Sakai et al. 1990; Perez et al., 1997), ส้มเปลือกหนา (Conzalez-Arnao et al., 1998), แอปเปิ้ล (Zhao et 
al., 1999), มะม่วง (Ara et al., 1999), อัลมอน (Channuntapipat et al., 2000) และมะพร้าว (Assy-Bah and 
Engelmann, 1992; Kumaunang et al., 2002) เป็นต้น

มะพร้าวเป็นพืชอุตสาหกรรมท่ีส้าคัญทั้งในแง่ของการเป็นพืชอาหารและพลังงาน การอนุรักษ์เชื้อพันธุ์มะพร้าวในปัจจุบัน
เป็นการเก็บรักษาไว้ในแปลงรวบรวมพันธุ์ในสภาพธรรมชาติเท่านั้น ซ่ึงไม่สามารถควบคุมสภาพแวดล้อมได้ ต้องใช้พื้นท่ีและ
แรงงานในการดูแลจัดการมาก ส้ินเปลืองค่าใช้จ่ายสูง และเส่ียงต่อการสูญจากโรคแมลงระบาดและภัยธรรมชาติอ่ืน ๆ ดังนั้นจึง
มีความจ้าเป็นเร่งด่วนท่ีจะต้องมีการศึกษาหาเทคโนโลยีในการเก็บรักษาเชื้อพันธุ์ให้เก็บไว้ได้นาน ประหยัดพื้นท่ี แรงงาน มีความ
เส่ียงน้อยต่อการสูญพันธุ์ และพร้อมส้าหรับการจะน้าไปปลูกหรือใช้ประโยชน์อื่น ๆ

อุปกรณ์และวิธีกำร
ผลมะพร้าวกลุ่มต้นเต้ีย จ้านวน 6 สายพันธุ์ (น้้าหอม น้้าหวาน ทุ่งเคล็ด ปะทิว หมูสีเหลือง และพวงร้อย)

ขั้นตอนท่ี 1 การเพาะเล้ียงเอ็มบริโอมะพร้าว 
คัดเลือกต้น และเตรียมชิ้นส่วนพืชท่ีจะเพาะเล้ียง โดยใช้เอ็มบริโอท่ีอายุ 10 เดือน ปอกเปลือกมะพร้าวออก ใช้มีดเปิด

กะลามะพร้าว ใช้อุปกรณ์คว้านเน้ือมะพร้าวกะทิรอบเอ็มบริโอให้เป็นรูปส่ีเหล่ียม หลังจากนั้นน้าเอ็มบริโอไปฟอกฆ่าเชื้อด้วย
แอลกอฮอล์ 70 % ตามด้วยโซเดียมไฮโปคลอไรท์ 10 % และล้างด้วยน้้ากลั่นที่น่ึงฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง และเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 

เติมผงถ่านปริมาณ 2 g/L โดยน้าไปวางบนชั้นในท่ีมืด ท่ีห้องอุณหภูมิ 25±2 ๐C หลังจากนั้นเปล่ียนอาหาร (sub-culture) น้า
เอ็มบริโอท่ีพัฒนาเล้ียงในห้องท่ีมีแสงสว่างบนอาหารเหลวทุกเดือน  
ขั้นตอนท่ี 2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (Cryopreservation) 

การปรับสภาพ น้าเอ็มบริโอวางบนจานแก้วเล้ียงเชื้อและให้ชิ้นส่วนคายน้้าด้วยลมในตู้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ี
อุณหภูมิห้อง และย้ายวางบนจานแก้วเลี้ยงเชื้อท่ีมีสารละลายกลูโคส 600 g/L และกลีเซอรอล 15% และท้ิงให้ชิ้นส่วนคายน้้า 
11-20 ชั่วโมง น้าไปเก็บไว้ใน cryotube และน้าไปเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชม. หลังจากนั้นน้ามา thaw up โดยจุ่ม

ในน้้าร้อน 40 ๐C 2 นาที น้าไปเพาะในอาหารเหลว Y3 และน้าไปเพาะเล้ียงท่ีห้องอุณหภูมิ  25±2 ๐C ให้แสง 9 ชม.ต่อวัน
ขั้นตอนท่ี 3 การวัดปริมาณน้ า (Water content measurement)

ตรวจสอบปริมาณน้้าในเอ็มบริโอ เป็นน้้าหนักสดเริ่มต้นและในระหว่างการปรับสภาพ โดยวัดน้้าหนักสดในชุดเอ็มบริโอ 10 
ชิ้นส่วน ก่อนท้าการปรับสภาพและหลังท้าแห้ง ท่ีระยะเวลา 0, 15, 17, 19 และ 24 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงน้าไปอบให้
แห้งด้วยเตาอบท่ี 102 ๐C 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ์
ขั้นตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอมะพร้าว 

การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอมะพร้าวน้้าหอมกลุ่มต้นเตี้ย จ้านวน 6 สายพันธุ์ พบว่า มะพร้าวสายพันธุ์พวงร้อยมีขนาดความยาวเฉลี่ยของ
เอ็มบริโอสูงที่สุด คือ 1.04 ซม. รองลงมาคือ น้้าหวานน้้าหอม ทุ่งเคล็ด ปะทิว และหมูสีเหลือง มีขนาดความยาวเฉลี่ยของเอ็มบริโอ 0.84, 0.79, 
0.71, 0.70 และ 0.69 ซม. ตามล้าดับ (ภาพที่ 1) หลังน้าเอ็มบริโอเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3 ในที่มืดนาน 2 เดือน พบว่า เอ็มบริโอของ
มะพร้าวน้้าหอมสายพันธุ์พวงร้อย ปะทิว ทุ่งเคล็ด และน้้าหวาน มีการพัฒนาเป็นรากและยอดมากกว่า 50% ส่วนเอ็มบริโอของมะพร้าวสายพันธุ์
น้้าหอม และหมูสีเหลือง มีการพัฒนาเป็นยอดและรากต่้ากว่า 50%(ตารางที่ 1) หลังน้าเอ็มบริโอเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3 ในที่มืดนาน 2 
เดือน พบว่า มะพร้าวสายพันธุ์พวงร้อยมีความยาวยอดเฉลี่ยสูงที่สุด คือ 2.05 ซม. รองลงมา คือ หมูสีเหลือง น้้าหวาน น้้าหอม ทุ่งเคล็ด และปะ
ทิว มีความยาวยอดเฉลี่ย 1.96, 1.76, 1.64, 1.63 และ 1.57 ซม. ตามล้าดับ (ตารางที่ 1) หลังจากย้ายต้นอ่อนมาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Y3 
ในที่สว่างนาน 2 เดือน เมื่อต้นอ่อนมีอายุ 4 เดือน (ภาพที่ 3) และมีใบ 1-2 ใบ ตัดจาว และเปลี่ยนถ่ายอาหาร โดยเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Y3 
(Eeuwens, 1976) เพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นอ่อน/ต้นกล้า พบว่า มะพร้าวสายพันธุ์พวงร้อย และปะทิวมีเปอร์เซ็นต์การพัฒนาเป็นต้นกล้าสูงกว่า 50%
ในขณะที่ ทุ่งเคล็ด  น้้าหอม น้้าหวาน และหมูสีเหลือง พบการพัฒนาเป็นต้นกล้าต่้ากว่า 50% (ตารางที่ 1 และภาพที่ 4) จากการศึกษาการพัฒนา
เป็นต้นกล้าของมะพร้าวกลุ่มต้นเตี้ย 6 พันธุ์ เบ้ืองต้นมะพร้าวพันธุ์น้้าหวาน  น้้าหอม  ปะทิว  ทุ่งเคล็ด และหมูสีเหลือง พบการพัฒนาเป็นต้นกล้า
ต่้ากว่า 50% อาจต้องมีการปรับสูตรอาหารให้เหมาะสมในขั้นตอนเพาะเลี้ยงในที่มืดและในที่สว่าง ซึ่งการเพิ่มฮอร์โมนจะช่วยให้การเกิดยอดและ
รากได้ดีกว่าการไม่เติมฮอร์โมน
ขั้นตอนที่ 2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (Cryopreservation)

การปรับสภาพ น้าเอ็มบริโอวางบนจานแก้วเลี้ยงเชื้อและให้ชิ้นส่วนคายน้้าด้วยลมในตู้เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นเวลา 4 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง 
และย้ายวางบนจานแก้วเลี้ยงเชื้อที่มีสารละลายกลูโคส และกลีเซอรอล ทิ้งให้ชิ้นส่วนคายน้้า 11 13 15 และ 20 ชั่วโมง เมื่อครบตามก้าหนดเวลา 
น้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 (-LN : ไม่เก็บในไนโตรเจนเหลว) และน้าไปเก็บไว้ใน cryotube และน้าไปเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 
24 ชม. (+LN)  หลังจากนั้นน้ามา thaw up โดยจุ่มในน้้าร้อน 40๐C 2 นาที น้าไปเพาะในอาหารสูตร Y3 และน้าไปเพาะเลี้ยงที่ห้องอุณหภูมิ  25 ± 
2 ๐C (ภาพที่ 5) จากการปรับสภาพเอ็มบริโอและน้าเอ็มบริโอมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 ของมะพร้าวกลุ่มต้นเตี้ย 6 สายพันธุ์ เอ็มบริโอที่
เพาะเลีย้งบนอาหาร Y3 ในที่มืด สามารพัฒนาเป็นยอดและรากได้เมื่อเลี้ยงบนอาหารเป็นเวลา 2 เดือน แต่การเจริญเติบโตช้ากว่าเอ็มบริโอที่ไม่ผ่าน
การปรับสภาพให้คายน้้า เม่ือเอ็มบริโอพัฒนาเป็นตน้กลา้ จึงท้าการเปลี่ยนอาหารและย้ายออกท่ีสวา่งให้แสง 9 ชั่วโมงต่อวัน เอ็มบรโิอที่ผ่านการปรับ
สภาพอายุ 6 เดือน (ภาพที่ 6) ซึ่งการปรับสภาพเอ็มบริโอโดยไม่แช่ลงในไนโตรเจนเหลวสามารถชะลอการการเจริญเติบโตได้ถึง 3-4 เดือน ส้าหรับ
เอ็มบริโอที่ผ่านการปรับสภาพและเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 24 ชม. (+LN) เม่ือน้ามาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 ของมะพร้าวกลุ่มต้นเตี้ย
ทั้ง 6 สายพันธุ์ เป็นเวลา 6 เดือน เอ็มบริโอมีการขยายขนาดเพียงเล็กน้อย แต่ไม่มีการพัฒนาเป็นยอดและราก (ภาพที่ 7) จากการทดลองข้างต้นจึงต้อง
ท้าการศกึษาต่อไป ในปี 2567 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว การน้าไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว และน้าออกมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 เป็น
เวลา 6 เดือน เอ็มบรโิอยังไม่มกีารพัฒนาจึงอาจต้องการการปรับเทคนคิและสูตรอาหารเพ่ือกระตุ้นการพัฒนาของเอ็มบรโิอตอ่ไป
ขั้นตอนที่ 3 การวัดปริมาณน้ า (Water content measurement) 

ได้ตรวจสอบปริมาณน้้าในเอ็มบริโอ เป็นน้้าหนักสดเริ่มต้นและในระหว่างการปรับสภาพ โดยวัดน้้าหนักสดในชุดเอ็มบริโอ 10 ชิ้นส่วน ก่อนท้า
การปรับสภาพและหลังท้าแห้ง ที่ระยะเวลา 0, 15, 17, 19 และ 24 ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงน้าไปอบให้แห้งด้วยเตาอบที่ 102 ๐C พบว่า 
ระยะเวลา pretreatment ที่เหมาะสมคือ 15 และ 17 ชั่วโมง (ตารางที่ 3) เนื่องจากหลักส้าคัญของวิธีที่การเก็บรักษาพันธุกรรมพืชในสภาพเยือกแข็ง
ต้องป้องกันไมใ่ห้เซลลก์ลายเป็นผลกึน้้าแข็ง ซึ่งเป็นอันตรายแกเ่ซลล ์วิธปี้องกันไม่ให้เซลล์กลายเป็นผลกึน้้าแข็ง เพ่ือให้สามารถเก็บรักษาเชื้อพันธุ์พืช
ในรูปของเซลล์เน้ือเยื่อในไนโตรเจนเหลว คือ การลดปริมาณน้้าภายในเซลล์ให้เหลือน้อยที่สุด

สรุปผลกำรทดลอง 

ขั้นตอนที่ 1 การเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอมะพร้าวน้้าหอมกลุ่มต้นเตี้ย จ้านวน 6 สายพันธุ์ ได้แก่ น้้าหอม น้้าหวาน ทุ่งเคล็ด  ปะทิว หมูสี
เหลือง และพวงรอ้ย พบว่า การพัฒนาเป็นต้นกล้าของมะพร้าวกลุ่มต้นเตี้ย 6 พันธุ์ หลังจากการเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร Y3 ในที่สว่าง 
8 เดือน (อายุ 10 เดือน) มะพร้าวสายพันธุ์ปะทิว พวงร้อย และทุ่งเคล็ด มีการพัฒนาเป็นต้นกล้าสูงกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ส่วนมะพร้าว
สายพันธุน์้้าหวาน น้้าหอม และหมูสีเหลือง พบการพัฒนาเป็นตน้กล้าต่้ากวา่ 50 เปอรเ์ซ็นต์  

ส้าหรับขั้นตอนที่ 2 การเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว (Cryopreservation) พบว่า การปรับสภาพโดยให้เอ็มบริโอคายน้้าและน้า
เอ็มบริโอมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร Y3 ในที่มืด สามารพัฒนาเป็นยอดและรากได้เม่ือเลี้ยงบนอาหารเป็นเวลา 2 เดือน แต่การ
เจริญเติบโตช้ากว่าเอ็มบริโอที่ไม่ผ่านการปรับสภาพให้คายน้้า เอ็มบริโอที่ผ่านการปรับสภาพอายุ 6 เดือน ซึ่งการปรับสภาพเอ็มบริโอ
โดยไม่แช่ลงในไนโตรเจนเหลวสามารถชะลอการการเจริญเติบโตได้ถึง 3-4 เดือน ส้าหรับเอ็มบริโอที่ปรับสภาพและแช่ลงใน
ไนโตรเจนเหลวควรมกีารศึกษาเทคนคิวธิกีารกระตุน้ให้เกิดยอดและรากต่อไป

ส่วนขั้นตอนที่ 3 การวัดปริมาณน้้า (Water content measurement) ปริมาณน้้าในเอ็มบริโอ เป็นน้้าหนักสดเริ่มต้นและในระหว่าง
การปรับสภาพ โดยวัดน้้าหนักสดในชุดเอ็มบริโอ 10 ชิ้นส่วน ก่อนท้าการปรับสภาพและหลังท้าแห้ง ที่ระยะเวลา 0, 15, 17, 19 และ 24 
ชั่วโมง และหลังจาก 24 ชั่วโมงน้าไปอบให้แห้งด้วยเตาอบที่ 102 ๐C พบว่า ระยะเวลา pretreatment ที่เหมาะสม ของพันธุ์ พวงร้อย 
น้้าหวาน และน้้าหอม คือ 19 ชั่วโมง พันธุ์ปะทิว ทุง่เคล็ด และหมูสีเหลือง ระยะเวลา pretreatment ที่เหมาะสม คือ 24 ชั่วโมง

ค ำขอบคุณ
โครงการวิจัยและพัฒนาวิธีการชักน้ารากและวัสดุปลูกส้าหรับต้นมะพร้าวน้้าหอมที่ได้จากการ เพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ เป็นโครงการ

ภายใต้แผนการวิจัยและพัฒนามะพร้าวเพ่ือเพิ่มมูลค่าทางการเกษตรและอุตสาหกรรมอย่างยั่งยืน ขอขอบคุณนางสุภัทรา เลิศวัฒนา
เกียรติ ผู้เชี่ยวชาญด้านไม้ผล สถาบันวิจัยพืชสวน ที่ปรึกษาโครงการ นายเกริกชัย ธนรักษ์ ข้าราชการบ้านาญ ที่ให้ค้าปรึกษาในการ
ปฏิบัติงานด้วยดีเสมอมา เจ้าหน้าที่ของสถาบันวิจัยพืชสวน ส้านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ ศูนย์วิจัยพืชสวนชุมพร ที่มีส่วนร่วมใน
การปฏิบัติงานวจิัยและให้การช่วยเหลือจนงานวิจัย ลุล่วงไปด้วยดี
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Figure 5 Steps for preparing and the conditions were 
to dehydrate the embryos before storage in liquid 
nitrogen. (Cryopreservation) 

Table 1 Number of embryos start, Average embryo length, Number of embryos develop to seedlings 
on Y3 medium and average shoot length of the six varieties of aromatic dwarf coconuts after 
growing them in the dark for 2 months

Coconut dwarf varieties
period pretreatment (hours)

0 15 17 19 24

Phuang Roi green dwarf 81.92 40.16 41.60 36.26 37.85

Nam Whan green dwarf 74.49 37.41 36.90 34.16 34.77

Aromatic green dwarf 79.58 34.67 36.85 34.32 35.77

Pathiu green dwarf 70.46 31.16 30.51 30.57 27.98

Thung Khled green dwarf 80.04 59.69 33.08 33.01 31.91

Thai yellow dwarf 73.14 34.27 33.99 33.00 32.86

Table 2 Average embryo weight of the six varieties of aromatic dwarf coconuts of 
period

 

   
Phuang Roi green dwarf Nam Whan green dwarf Aromatic green dwarf 

   
Pathiu green dwarf Thung Khled green dwarf Thai yellow dwarf 

Figure 1 Characteristic of embryo six varieties 
of aromatic dwarf coconuts

Figure 2 Characteristic of embryo six varieties of 
aromatic dwarf coconuts cultured on a Y3 
medium in the dark 2 months

 

   
Phuang Roi green dwarf Nam Whan green dwarf Aromatic green dwarf 

   
Pathiu green dwarf Thung Khled green dwarf Thai yellow dwarf 
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Figure 3 Characteristic of seedlings six 
varieties of aromatic dwarf 
coconuts cultured on a Y3 medium 
in in bright light 2 months 
(seedlings age 2 months)

Figure 4 The development of seedlings of six 
varieties of dwarf coconuts after 
growing them in liquid Y3 medium in 
bright light for 8 months (seedlings age 
10 months)

 

  
Phuang Roi green dwarf Nam Whan green dwarf Aromatic green dwarf

  

  
Pathiu green dwarf Thung Khled green dwarf Thai yellow dwarf
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Coconut dwarf varieties

Average 
embryo 
length 

(centimeters
)

Embryos develop 
to seedlings on 
Y3 medium in 
dark 2 months

(percent)

Average shoot 
length 2 months

(centimeters)

Embryos develop 
to seedlings in 

bright light for 8 
months (percent)

Phuang Roi green dwarf 1.04 73.68 2.05 68.42
Nam Whan green dwarf 0.84 51.92 1.76 34.62
Aromatic green dwarf 0.79 43.33 1.64 35.00
Pathiu green dwarf 0.70 72.00 1.57 58.00

Thung Khled green dwarf 0.71 63.64 1.63 47.27
Thai yellow dwarf 0.69 30.00 1.96 28.33
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Figure 6  Conditioned embryos were pneumatically dehydrated in a tissue incubator for 4 h at room temperature. and soaked in the solution until the pieces dehydrated for 11, 13, 15, and 20 hours of six 
varieties of dwarf coconuts. (age 6 months)

Figure 7 Conditioned embryo and storage in liquid nitrogen (Cryopreservation) (age 6 months)
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