
 

บทที่  10 
เทคโนโลยีชีวภาพกับการผสมพันธุพืช 

จุดประสงคการเรียนรูเมื่ออานบทที่ 10 จบแลวนักศึกษาสามารถ 
1. อธิบายถึงประโยชนที่ประยุกตใชเทคโนโลยีชีวภาพที่เกี่ยวของกับการผสม

พันธุพืชได 
2. สามารถอธิบายขั้นตอนการนําเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมมาใชปรับปรุง

พันธุพืชได 
3. อธิบายเพาะเลี้ยงคัพภะ (เอ็มบริโอ) ของพืชพอสังเขปได 
4. อธิบายการเพาะเลี้ยงรากของพืชที่มีความสําคัญตอการปรับปรุงพันธุพืชได 
5. อธิบายการเพาะเลี้ยงสวนอวัยวะตาง ๆ ของพืชได 

 
เนื้อหาในบทที่ 10 ประกอบดวย 
 

1. เทคโนโลยีชีวภาพ 
2. การประยุกตใชเทคโนโลยีชีวภาพในการปรับปรุงพันธุพืช 
3. การเพาะเลี้ยงคัพภะ 
4. การเพาะเลี้ยงราก 
5. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและอวัยวะ 
6. บทสรุป 
7. แบบประเมินผลทายบทและเฉลย 
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10.1 เทคโนโลยีชีวภาพ 
 คําวา "เทคโนโลยีชีวภาพ" น้ีมีความหมายกวางมาก อาจจะเกี่ยวของหรือ
ครอบคลุมในวิทยาศาสตรหลายสาขา  ไมวาจะเปนทางดานการแพทย  วิศวกรรม 
การเกษตร  เคมี  สิ่งแวดลอม  พลังงาน  อาหารและเครื่องดื่ม เปนตน  Higgins (1985)  
ไดใหความหมายไววา  "เทคโนโลยีชีวภาพ อาจจะหมายถึงเทคนิคในการนําระบบหรือ
กระบวนการทางชีววิทยา  (biological systems or processes)  มาประยุกตใชใหเกิด
ประโยชนแกมวลมนุษยชาติ"  เทคโนโลยีชีวภาพเปนวิทยาการแบบสหวิชาโดยมีพื้นฐาน
ของวิทยาศาสตรในสาขาชีววิทยา ชีวเคมีและจุลชีววิทยา  เปนสําคัญ  ในปจจุบัน
เทคโนโลยีชีวภาพไดถูกนํามาใชประโยชนอยางกวางขวางในวงการอุตสาหกรรม  เชน  
การผลิตแอลกอฮอล  โดยผานกระบวนการหมักการกําจัดนํ้าเสียโดยกระบวนการของจุลิ
นทรีย  การผลิตฮอรโมนและยาปฏิชีวนะ  เปนตน  สําหรับทางดานการเกษตรนั้น  ก็ได
นําเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพมาใชอยางกวางขวาง ทั้งในดานการปรับปรุงพันธุพืชและ
สัตว  การขยายพันธุพืชและสัตว ตลอดจนนํามาประยุกตใชในดานเกษตรอุตสาหกรรม
ชนิดตาง ๆ โดยเฉพาะอาหารและเครื่องดื่ม  เชน  การผลิตนมและผลิตภัณฑจากนม  
(เนย  โยเกิต) การผลิตแปงและขนมปง  การผลิตเบียร  ไวน  เหลา  นํ้าสมสายชู  การ
ผลิตโปรตีนจากสาหรายเซลลเดียว  การผลิตวิตามิน  กรดอะมิโน  เม็ดสี (pigments)  
สารปรุงแตงกลิ่นและรสชาติของอาหาร  นํ้าผลไม  ซีอิ้ว  เตาเจี้ยว  ตลอดจนการถนอม
อาหาร  เปนตน 
 
10.2  การประยุกตใชเทคโนโลยีชีวภาพในการปรับปรุงพันธุพืช 
 ในปจจุบันไดมีความตื่นตัวเปนอยางมากในบทบาทของเทคโนโลยีชีวภาพ  มีการ
พัฒนาเทคนิคและวิธีการใหม ๆ ซ่ึงสงผลเปนอยางมากทั้งดานการเกษตร และ
อุตสาหกรรมประเภทตาง ๆ เทคโนโลยีชีวภาพเหลานี้  มีหลายระดับต้ังแตข้ันพื้นฐาน  
เชน  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  (tissue culture)  ไปจนถึงข้ันสูง  เชน  การยายยีนหรือตัด
ตอยีนโดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม  (genetic engineering)  เปนตนประโยชนของ
เทคโนโลยีชีวภาพที่นํามาประยุกตใชทางดานการเกษตรมีมากมาย  ไดแก   
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 10.2.1 ใชในการอนุรักษเช้ือพันธุกรรมของพืช  (plant germplasm conservation)  
โดยปกติแลวนักปรับปรุงพันธุพืชจะเก็บรักษาหรืออนุรักษพันธุพืชไวในรูปของเมล็ดหรือ
หัว  (seed genebank)  ซ่ึงตองเก็บไวในหองที่ควบคุมอุณหภูมิและความชื้นได  หรือ
อาจจะเก็บไวในสภาพแปลงรวบรวมพันธุพืช (field genebank)  ซ่ึงตองใชงบประมาณ
และแรงงานสูง  ในปจจุบันไดมีการพัฒนาวิธีการเก็บรักษาและอนุรักษเช้ือพันธุกรรมของ
พืชไวในสภาพหลอดแกว  (in vitro germplasm)  ไดแก 
 การอนุรักษเช้ือพันธุกรรมในสภาพตนออนหรือเน้ือเยื่อ  (in vitro conservation)  
ซ่ึงเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ  โดยท่ีตนออนหรือเน้ือเยื่อของพืชยังสามารถเจริญเติบโต
ตอไปไดอีกเล็กนอยวิธีอนุรักษแบบน้ีเปนที่นิยมใชตามศูนยหรือสถาบันวิจัยพืชนานาชาติ
เปนอยางมาก  ดังเชนศูนยวิจัยพืชเขตรอยช้ืนนานาชาติ  (CAIT)  ใชอนุรักษพันธุมัน
สําปะหลัง ศูนยวิจัยมันฝร่ังนานาชาติ  (CIP)  ใชอนุรักษพันธุมันฝรั่งและพันธุมันเทศ  
และศูนยวิจัยและพัฒนาพืชผักแหงเอเซีย (AVRDC)  ใชอนุรักษพันธุมันเทศ  เปนตน 
 การอนุรักษเช้ือพันธุกรรมในสภาพเนื้อเยื่อ  ตายอด หรือตนออน  ในสภาพเย็นจัด  
(cryopreservation)  โดยการเก็บไวในกาซไนโตรเจนเหลว  ที่อุณหภูมิ -196o ซ.  ซ่ึงการ
เก็บวิธีน้ีเปนการเก็บแบบถาวร  เน้ือเยื่อ  ตายอด  หรือตนออนจะไมมีการเจริญเติบโต
ระหวางการเก็บรักษา 
 10.2.2  ใชในการแลกเปลี่ยนเช้ือพันธุกรรมของพืชในสภาพตนออน  (in vitro 
plant germplasm exchange)  เช้ือพันธุกรรมของพืชที่มีขนาดใหญ  เชน  มะพราว  ออย  
และมันชนิดตาง ๆ  ทําใหการขนสงหรือแลกเปลี่ยนพันธุทําไดยาก  และมีขีดจํากัดมาก 
ผลของวิทยาการทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ทําใหเกิดการแลกเปลี่ยนพันธุพืชที่
อยูในสภาพของตนออนในหลอดแกวเปนไปโดยสะดวก  และประหยัดคาขนสงมากยิ่งข้ึน 
 10.2.3 ใชในการขยายพันธุพืชใหไดปริมาณมากโดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหรือ
เพาะเลี้ยงเซลล  (in vitro micropropagation through tissue or cell cultures)  วิธีการนี้
สามารถขยายพันธุพืชไดรวดเร็วโดยใชช้ินสวนเร่ิมตนเพียงเล็กนอย ตนพืชที่ไดจะมียีโน
ไทปเหมือนตนเดิมและปลอดโรค สามารถควบคุมปริมาณการผลิตและผลิตไดตลอดป  
ข้ึนกับความตองการ นอกจากนี้แลวยังใชในการขยายพันธุพืชที่ตามปกติจะขยายพันธุ
แบบไมใชเพศไดยากหรือไมได  เชน  หนาวัว มะพราวปาลมนํ้ามัน  เปนตน 
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 ในปจจุบันใชวิธีการนี้ขยายพันธุพืชเศรษฐกิจทั้งพืชไร  ไมผล  ไมดอก ไมประดับ 
และพืชผักชนิดตาง  ๆ   ไดอยางมากมาย  เชน  ถั่วชนิดตาง ๆ  มันสําปะหลัง  ออย  
ยาสูบ  ขาว  มะพราว  ปาลมนํ้ามัน  ยางพารา  ตนสัก  สนชนิดตาง ๆ  ไผ  หวาย  ยูคา
ลิปตัส  กระถินเทพา  กระถินณรงค  หมาก  กลวย  สม  มะละกอ  กาแฟ  โกโก  เงาะ  
ทุเรียน  มันฝรั่ง  สตรอเบอรี่  ขิง  เบญจมาศ   
ลิลลี่  กลวยไม  หนาวัว  คารเนช่ัน  มะลิ  เยอบีราและพืชสมุนไพรชนิดตาง ๆ  เปนตน 
 10.2.4  ใชในการปรับปรุงพันธุพืชในสภาพหลอดแกว  (in vitro plant breeding)  
ซ่ึงในปจจุบันไดประยุกตใชเทคโนโลยีชีวภาพในงานปรับปรุงพันธุพืชไดอยางกวางขวาง  
ไดแก การเพาะเลี้ยงอับเรณู  (anther culture)  ซ่ึงเปนวิธีการเพิ่มความแปรปรวนทาง
พันธุกรรมอีกวิธีหน่ึง  โดยการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่อยูในสภาพการแบงเซลลเปน  haploid  
ซ่ึงมีจํานวนโครโมโซมเพียงคร่ึงเดียว หลังจากชักนําใหเกิดเปนตนพืชไดแลวจึงทําการ
เพ่ิมจํานวนโครโมโซม  (doubling chromosome)  โดยใชสารคอลชิซีนเพื่อใหไดตนพืชที่
เปน  diploid  ซ่ึงพืชใหมน้ีจะมีสภาพเปนพืชพันธุแท  (homozygous)  ไดทันที  ในขณะท่ี
การคัดเลือกพันธุโดยวิธีปกติ  (conventional breeding)  จะตองใชเวลานานไมตํ่ากวา  3-
5  ป  วิธีการนี้ไดทดลองใชในขาว  ยางพาราและพืชอื่น ๆ  อีกมากมาย 
 การเพาะเลี้ยงคัพภะ  (embryo culture)  เปนวิะการนําเอาคัพภะจากเมล็ดพืชใน
สภาปลอดเชื้อโรคไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยแรธาตุ  วิตามิน  และฮอรโมน  ที่
จําเปนสําหรับพืชน้ัน ๆ แลวนําไปเพาะเลี้ยงในสภาพหองที่มีอุณหภูมิ  ความเขมขนของ
แสง  และความยาวของชวงแสงที่เหมาะสมกับพืชแตละชนิด โดยตองมีการยายคัพภะที่
เจริญเติบโตลงเลี้ยงในสูตรอาหารที่มีฮอรโมนเหมาะสมในแตละชวงของการเจริญเติบโต  
เพ่ือใหไดตนพืชที่เจริญเติบโตทั้งลําและรากอยางสมบูรณ นอกจากนี้แลววิธีการนี้ยังใช
ชวยชีวิตคัพภะ  (embryo rescue)  ไดอีกดวย  ซ่ึงวิธีการหลังน้ีนิยมใชชวยชีวิตคัพภะ
ของพืชที่ไดจากการผสมขามชนิด  (interspecific hybridization)  เชน ฝายลูกผสม  
(Gossypium davidsonii x G. sturtii),  มะเขือเทศลูกผสม  (Lycopersicon esculentum x 
L. peruvianum), ขาวลูกผสม  (Oryza sativa x O. minuta), และปอกระเจาลูกผสม 
(Corchorus capsularis x C. olitorius)  เปนตน  หรือใชชวยชีวิตคัพภะที่ไดจากการผสม
ขามสกุล  (intergeneric hybridization)  เชน  ขาวโพด  (Tripsacum spp. x Zea mays),  
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ขาวบารเลย  x ขาวไรย  (Hordeum jubatum x Secale cereale), และ ทริติกาเล  
(Triticum aestivum x Secale cereale)  เปนตน  นอกจากนี้แลวยังใชในการขยายพันธุ
พืชท่ีหายาก  เชน  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของเมล็ดกลวยปา  (Musa bulbisiana)  ใหเกิด
เปนตนได (Mantell et al., 1985)  ในฟลิปปนส  de  Guzman and del Rosario (1974)  
ทําการเพาะเลี้ยงคัพภะของมะพราวกะทิใหเปนตนไดสําเร็จ  ซ่ึงมะพราวกะทินน้ีมีราคา
แพง  และไมสามารถเพาะใหงอกไดในธรรมชาติ  เพราะ  Solid endosperm  มีลักษณะ
ออนนุมและจะเนาเสียในระยะเวลาอันสั้น  ทําใหคัพภะไมสามารถดูดซับอาหารมาใชเลี้ยง
ตนออนไดจึงตายกอนที่จะงอก 
 ใชในการสรางเมล็ดเทียม  (artificial seeds or somatic embryo genesis)  โดย
การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาส  (เซลลพืชที่ถูกยอยผนังเซลลออกหมดแลว) ในสารแขวนลอย
แลวกระตุนใหเซลลดังกลาวกลายเปน  somatic embryoids  ซ่ึงมีลักษณะคลายคัพภะ
โดยใชเอนไซมหรือ  heat shock  หลังจากนั้นจึงผสมสูตรอาหารที่จําเปนสําหรับพืชลงไป
ในภาชนะที่ใชเลี้ยง  เชน  sodium alginate  เสร็จแลวนําสวนผสมทั้งหมดหยดลงใน  
calcium nitrate  ก็จะไดเมล็ดพืชเทียมที่มีลักษณะเหมือนเม็ดสาคูโดยมี  embryoid  อยู
ขางในและมี  sodium alginate  ทําหนาที่เปนเปลือกหุมเมล็ด ซ่ึงในปจจุบันไดผลิตเมล็ด
เทียมแบบน้ีเปนการคาแลว  โดยบริษัท  Plant Genetic Incorporated  ไดจดลิขสิทธิ์
กรรมวิธีน้ีไวแลวสําหรับผลิตเมล็ดผักชีฝร่ังเปนการคา 
 ใชัในการคัดเลือกพันธุพืชที่เกิดความแปรปรวนระหวางการขยายพันธุใน
หลอดแกว (somaclonal variation)  และการกลายพันธุที่เกิดจากการชักนํา  (in vitro 
mutation breeding)  ซ่ึงในการทํา  somaclonal propagation  มีโอกาสเกิดความ
แปรปรวนของตนพืชที่ไดซ่ึงอาจจะมีสาเหตุมาจากสารอาหารที่ใชเพาะเลี้ยงเปนตัวกระตุน 
ทําใหสามารถคัดเลือกพันธุพืชใหม ๆ ข้ึนมาได นอกจากนี้แลวยังอาจนําเนื้อเยื่อพืชไป
ฉายรังสีหรือแชในสารเคมีที่สามารถทําใหพืชเกิดการกลายพันธุ (mutant)  เพื่อคัดเลือกยี
โนไทปใหม ๆ ที่ไมมีในธรรมชาติได 
 ใชในการขยายพันธุพืชปลอดเช้ือโรค  (pathogen-free plant propagation)  โดย
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากสวนยอด  (meristem culture)  ซ่ึงพืชที่ไดจากการเพาะเลี้ยง
เน้ือเยื่อจากสวนยอดนี้มักจะปลอดจากเชื้อโรคโดยเฉพาะไวรัส หรือถาไมแนใจวาปลอด
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โรคก็อาจใชความรอนทําลายเชื้อโรค  (thermotherapy)  หรือใชสารเคมีทําลายเชื้อ  
(chemotherapy)  บริเวณของพืชกอนนําไปเพาะเลี้ยง วิธีการนี้นิยมทําในไมดอกไม
ประดับและมันฝรั่ง 
 ใชชวยวินิจฉัยโรคระดับโมเลกุลหรือ  DNA (molecular diagnosis)  วิธีการนี้
บางครั้งอาจเรียกวา  recombinant DNA probe  หรือ  nucleic acid spot hybridization 
(NASH)  ซ่ึงเปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพมากในการตรวจหาเชื้อแบคทีเรียและไวรัส  
(Baulcombe et al., 1984;  Baulcombe and Fernandez-Northcote, 1988)  เพราะ
ตรวจหา  strain ของไวรัสได ในขณะท่ีวิธี  ELISA  (enzyme linked immunosorbent 
assay)  ของ Clark and Adams (1977)  ตรวจไมได และดีกวาในกรณีที่แมจะมีไวรัสอยู
บริเวณยอดออนนอยก็ยังตรวจพบ  นอกจากนี้แลวในขั้นตอนการเตรียมนํ้าคั้น  (crude 
sap)  ของวิธี  ELISA  อาจเกิดการปนเปอนทําใหอานคาผิดพลาดได 
 ความรูทางดาน  virology  และ  serology  ในปจจุบันไดทําใหเกิดแนวความคิวใน
การนําไปปองกันโรคไวรัสในสม และโรคใบดางของมะละกอ  โดยการพยายามคนหาสาย
พันธุของไวรัสที่ไมมีความรุนแรง  (mild strain)  เพ่ือผลิตเปนสารเหมือนวัคซีนสําหรับฉีด
ใหตนพืชสรางภูมิตานทานตอเช้ือไวรัสชนิดรุนแรง (severe strain)  ตนพืชที่มีภูมิ
ตานทาน  (pre-immunized plant)  น้ีสามารถขยายพันธุโดยวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณตอไปได 
 ใชในการหลอมรวมเซลลหรือโปรโตพลาส  (cell  or protoplast fusion)  วิธีน้ีทํา
ไดโดยนําช้ินสวนของพืชไปยอยดวยเอ็นไซม  เพื่อยอยผนังเซลลของพืชใหเหลือเพียงโป
รโตพลาสที่เม่ือผานการกรองและผานเครื่องเหว่ียงในสารละลายที่เหมาะสม ก็สามารถ
แยกโปรโตพลาสบริสุทธิ์ออกมาได และนํามาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหารที่เหมาะสมก็
สามารถชักนําใหเปนตนพืชได วิธีการนี้มีประโยชนมากในงานปรับปรุงพันธุพืช คือ ชวย
ใหการผสมพันธุพืชขามชนิด  (interspecific hybridization)  และการผสมพันธุพืชขาม
สกุล  (intergeneric hybridization)  ประสบผลสําเร็จโดยนําโปรโตพลาสจากพืชคนละ
พันธุหรือคนละชนิดหรือคนละสกุลกัน มารวมกันโดยใชสารเคมี  PEG  (polyethylene 
glycol)  หรือใชไฟฟากระตุนดวยเครื่องรวมเซลล  (somatic hybridizer)  แลวนําเซลลที่
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รวมกันแลวไปเพาะเลี้ยงใหเกิดเปนตนเล็ก ๆ ข้ึนได วิธีการนี้ทําไดสําเร็จในพืชมากมาย
หลายชนิดแลว  เชน  มันเทศ  มะเขือเทศ  ขาว  มันฝรั่ง  ยาสูบ  ฯลฯ 
 การเพาะเลี้ยงเซลลและเน้ือเยื่อพืชน้ียังสามารถประยุกตใชในการคัดเลือกพันธุ
ตานทานตอสารเคมีควบคุมวัชพืช  ตานทานโรค  ทนแลง  ทนเค็ม  ทนกรด  ทนดาง ฯลฯ  
ซ่ึงประโยชนอันนี้ไดมีการใชในพืชเศรษฐกิจตาง ๆ มากมาย ทัง้ขาวและการปรับปรุงพันธุ
พืชไรใหทนทานตอดินเค็ม 
 ใชในการปรับปรุงพันธุพืชโดยวิธีทางพันธุวิศวกรรม  (crop improvement 
through genetic engineering)  ซ่ึงในปจจุบันนักวิทยาศาสตรทั่วโลกไดทําการคนควา
วิจัยอยางกวางขวางเพื่อหาทางดัดแปลงพันธุกรรมในเซลล (genetic manipulation or 
recombinant DNA technology or genetic engineering)  วิธีการนี้เปน
เทคโนโลยีชีวภาพขั้นสูง  นักวิจัยจะตองมีความรูและความเขาใจอยางลึกซึ้งใน
กระบวนการทางชีววิทยา  ชีวเคมี  และจุลชีววิทยา  ข้ันตอนสําคัญ ๆ ในการทําพันธุ
วิศวกรรม  (ปยะศักดิ์, 2531)    ไดแก  การศึกษากลไกและการแสดงออกของยีนใน
ลักษณะที่ตองการจะปรับปรุง  (characterization of traits)  การแยก  mRNA  และ  DNA  
หรือผลผลิตจาก  DNA  ของลักษณะที่ตองการ  (isolation of mRNA and DNA)  การ  
clone  ยีน  (gene or DNA  cloning)    การยายยนี (gene transfer)  การตรวจสอบและ
จําแนกเซลลเจาบานที่มียีนที่ตองการสอดแทรกอยู  (identification of transformed 
recipients)  เสถียรภาพในการเพิ่มจํานวนตัวเองของ  DNA  (stable rep;ication of 
DNA)  การเพาะเลี้ยงเซลลใหเจริญเปนตนพืช  (plant regeneration)  การแสดงออกของ
ยีนในสภาพสิ่งมีชีวิต  (gene expression in vivo)  และการถายทอดลักษณะที่ตองการ 
ไปสูลูกหลาน (trait transmission)  ในปจจุบันวิทยาการดานนี้ยังไมประสบความสําเร็จ
มากนัก งานสวนใหญอยูระหวางการคนควาวิจัยแตก็เปนที่คาดหมายวาเทคโนโลยีดานนี้ 
จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงวิธีการปรับปรุงพันธุพืชอยางมากมายในอนาคต 
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10.3 การเพาะเลี้ยงคัพภะ และการกําเนิดคัพภะ  
       (Embryo Culture and Embryogenesis) 

การเพาะเลี้ยงคัพภะ (embryo culture) หมายถึงการนําคัพภะที่เกิดจากตนพืชใน
สภาพธรรมชาติในถุงรังไข (embryo sac) มาเลี้ยงฝนอาหารสังเคราะหในสภาพที่ปลอด
เช้ือ เพ่ือชักนําใหเกิดเปนตนทั้งตนโดยตรง หรือผานการเปนแคลลัสเสียกอน 
การกําเนิดคัพภะ (embryogenesis) ในสภาพธรรมชาติหมายถึง กระบวนการพัฒนา
ของคัพภะที่เกิดขึ้นในตนพืช ซ่ึงเกิดได 2 ทางคือ 

1. เกิดจากไขที่ไดรับการผสม (fertilized egg) แลวเจริญเปนไซโกต  กอนที่จะพัฒนา 
ไปเปนคัพภะท่ีเรียกวา zygotic embryos และมีโครโมโซมที่เปนดิพลอยด (2n) 

2. จากไขที่ไมไดรับการผสม (unfertilized egg) หรือจากเซลลเน้ือเยื่ออื่นๆ  คัพภะใน 
กรณีน้ีมักเรียกวา non-zygotic embryos ซ่ึงสวนใหญอาจเกิดได 3 รูปแบบคือ 

-  Parthenogenetic embryo หมายถึงคัพภะที่เกิดจากไข ที่ไมไดรับการผสม จึงมี
โครโมโซมที่        
     เปนแฮบพลอยด 

- Androgenetic embryo หมายถึงคัพภะ ที่พัฒนามาจากเซลลสืบพันธุเพศผู ใน 
พืชมีดอก หมายถึงจากละอองเกสรเพศผูน่ันเอง ดังน้ันจึงมีโครโมโวมเปนแฮบพลอยด
เชนกัน 

- Adventive embryo หมายถึง  คัพภะที่เกิดมาจากเซลลรางกาย เชน เซลลจาก 
แผนใบและเซลลแขวนลอยตางๆ หรือเปนเน้ือเยื่อเชน nucellus และถุงรังไขเปนตนใน
กรณีน้ีคัพภะจะมีโครโมโซมเปนดิพลอยด 

 
10.4 การกําเนิดคัพภะจากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยือ่ (In Vitro Embryogenesis) 

ในการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อพืช สามารถจําแนกชนิดของคัพภะไดจากเซลลเน้ือเยื่อ
แรกเริ่มที่นํามาเลี้ยงดังตอไปน้ี 

1. คัพภะที่ไดจากไขที่ไดรับการผสม ไข ที่ไดรับการผสมหรือไซโกตในระยะแรกที่ 
เรียกวา proembryo มีการแบงตัวที่ไมเทากันไดเซลล 2 เซลลคือ เซลลที่มีขนาดเล็กที่อยู
ดานบน (apical cell) และเซลลที่มีขนาดใหญกวาที่อยูดานลาง (basal cell) เซลลขนาด
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เล็กที่อยูดานบนเทานั้นที่จะมีการพัฒนาตอไปเปนคัพภะ โดยมีการแบงตัวแบบไมโตซิส
เพ่ิมจํานวนเซลลจนมีลักษณะเปนกอนกลม เรียกระยะนี้วา globular-shape stage 
จากนั้นกลุมเซลลที่อยูสวนบนจะคอยๆ เปลี่ยนเปนรูปคลายหัวใจ (heart- shape) 
จนกระทั่งพัฒนาเต็มที่และมีรูปรางเหมือนตอรปโด (torpedo-shape)  

2. คัพภะที่ไดจากการเพาะเลี้ยงแคลลัส      เกิดจากการแบงเซลลของแคลลัสที่มี 
ความพรอมและเปลี่ยนแปลงพัฒนาไปเปน adventive cells สังเกตไดจากการยอมสีเซลล
พวกน้ีจะติดสีดีกวาเซลลอื่นๆ มีไซโตพลาซึมและออรกาเนลหนาแนน และแบงตัวเพิ่ม
จํานวนอยางรวดเร็วเกิดเปนปุมกอนที่ปูดยื่นออกมาในระยะ globular-shape stage ตอไป
จึงเจริญเต็มที่เรียกวา somatic embryo, embryo-like structure, adventitious embryo 
หรือ vegetative embryo แตที่นิยมเรียกคือ adventive embryo หรือ embryoid  

3. คัพภะที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเซลลเดี่ยวหรือเซลลแขวนลอย ในการเพาะเลี้ยง 
เซลลเดี่ยวที่ไดจากการยอยเนื้อเยื่อพืชดวยเอนไซม เชน pectinase หรือจากเซลล
แขวนลอยที่ไดจากการปนแยกแคลลัสแลวเลี้ยงในอาหารเหลว เซลลเหลานี้มีการเพิ่ม
จํานวนขึ้นเร่ือยๆ และเปลี่ยนแปลงเปนกลุมเซลลที่เกาะกันเปนกอน (cell aggregate) ซ่ึง
ตอไปจะพัฒนาเปนกอนกลม (globular-shape) เพ่ือพัฒนาเปนคัพภะที่เจริญเต็มที่ 

4. คัพภะที่ไดจากเซลลรางกาย จากการศึกษาการกําเนิดคัพภะที่ไดจากการเพาะ 
เลี้ยงเซลลผิวใบ กานใบ และลําตนออน พบวาเซลลเหลานี้โดยเฉพาะ epidermal cells, 
palisade cells และ spongy cells มีลักษณะเปนเซลลเน้ือเยื่อเจริญที่มีการแบงตัวอยาง
รวดเร็ว และมีการเปลี่แปลงพัฒนาเกิดเกิดกลุมเซลลคลาย globular-shape ซ่ึงตอไปจะ
พัฒนาเปนคัพภะที่เจริญเต็มที่ 

 
10.5 ปจจัยที่เกี่ยวของในการเพาะเลี้ยงคัพภะ  

1. ชนิดช้ินสวนพืช (explants) พืชแตละชนิด   แตละพันธุมีความยากงายในการเพาะ 
เลี้ยงตางกัน ช้ินสวนพืชที่เปนเน้ือเยื่อเจริญปลายยอด ตาขาง และใบออน เหมาะตอการ
เพาะเลี้ยงเนื่องจากมีการเจริญเติบโตไดเร็ว 

2. ธาตุอาหารในการเพาะเลี้ยง (nutrient medium) พืชแตละชนิด   แตละพันธุหรือแม 
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แตละช้ินสวนในพืชชนิดเดียวกัน มีความตองการธาตุอาหารตางกันทั้งในแงชนิดและ
ปริมาณจึงจําเปนตองเลือกใชสูตรอาหารใหเหมาะสม ซ่ึงไดมีผูคิดคนสูตรอาหารที่ใชเลี้ยง
คัพภะหลายสูตร แตสวนใหญไดจากการดัดแปลงสูตรอาหารของ Murashige and Skoog 
(MS)(1962) โดยพิจารณาถึงบทบาทของธาตุอาหารบางชนิดที่มีความสําคัญในการชักนํา
ใหเกิดคัพภะ เชนธาตุโปแตสเซียมมีสวนเสริมการกําเนิดคัพภะไดดีข้ึน 

3. สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulators)    จากการศึกษาพบวามีสารบาง 
ชนิดที่มีผลตอการชักนําใหเกิดคัพภะเชน ออกซินสังเคราะห 2,4-D ,Zeatin and succinic 
acid มีผลกระตุนหรือสงเสริมการกําเนิดคัพภะ 

4. ปจจัยสภาพแวดลอม (environmental factors)  
4.1 แสงปกติตองการความเขมแสงต่ํา เพราะรังสีดวงอาทิตยหรือแสงทําใหออกซิน 

สลายตัวไดงายและไปยับยั้งการกําเนิดคัพภะ และในพืชบางชนิดก็ไมตองการแสงเลย 
4.2 อุณหภูมิ ปกติตองการอุณหภูมิสูงกวาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออื่นๆ เล็กนอย 
4.3 ออกซิเจน คัพภะหรือเซลลที่เปลี่ยนแปลงไปเปนคัพภะ มีกิจกรรมภายในเซลล 

คอนขางสูงจึงตองการออกซิเจนในปริมาณมาก เพ่ือใชในกระบวนการหายใจเพื่อใหได
พลังงานมาใช 

4.4  ความเปนกรดและดาง (pH) มีความผันแปรขึ้นกับชนิด       และอายุระยะการ 
พัฒนาของพืชที่จะนําช้ินสวนมาเลี้ยง 

 
10.6 ข้ันตอนวิธีการในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 

1. การเพาะเลี้ยงใหเกิดเปนเซลลคัพภะ   โดยตรง (Direct Embryogenesis) ทาง 
ตรงน้ันเกี่ยวของกับการสรางคัพภะที่ไมมีเพศ เกิดจากเซลลเดี่ยวๆ หรือจากกลุมเซลล
ของช้ินสวนพืชโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัสพบไดในตระกูลสม การกําเนิดคัพภะ
โดยตรงยังมีรายงานการเพาะเลี้ยงในอับเกสรและโปรโตพลาสของพืชบางชนิด 

2. การเพาะเลี้ยงเพื่อใหเกิดเปนคัพภะ   โดยทางออม (Indirect Embryogenesis)  
การกําเนิดคัพภะทางออมจากการเพาะเลี้ยงช้ินสวนพืช  เพื่อสรางเปนแคลลัสจํานวนมาก
ข้ึนกอนกําเนิดเปนโปรเอ็มบริโอ โดยปกติเกิดเมื่ออาหารที่ใชมีความเขมขนของออกซินสูง 
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เชนในกรณีที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0.45-4.52 ไมโครโมลาร    เม่ือยายแคลลัสไปไวใน
อาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสม คัพภะเหลานี้เจริญไปเปนตน 

 
10.7 ประโยชนในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 

1. แกปญหาในการไมงอกของเมล็ดพืชบางชนิด   ที่มีการเจริญและพัฒนาของคัพ 
ภะซ่ึงไดรับการผสมแลวมีอาหารสะสมในเมล็ดไมเพียงพอ เชน มะพราวกะทิ กลวยไม  

2. ชวยในการเจริญและพัฒนาของคัพภะ      ที่ไมไดรับการผสม (parthenogenic  
embryo) ซ่ึงในสภาพธรรมชาติแลวคัพภะเหลาน้ีมักจะสลายตัวไป 

3. ลดการปนเปอนของเช้ือโรค      คัพภะเปนช้ินสวนหน่ึงที่มีความปลอดไวรัสสูง  
เพราะไมมีเน้ือเยื่อทอลําเลียงเช่ือมตอกับอวัยวะสวนอื่นๆ 

4. สามารถขยายพันธุพืชไดจํานวนมากในเวลาอันรวดเร็ว 
5. ผลิตพืชที่มีจํานวนชุดโครโมโซมตางๆ  ทั้งที่เปนแฮพลอยด (n) ดิพลอยด (2n)  

ทริพลอยด (3n) และพืชที่เปนเตตราพลอยด (4n)  
6. ยนระยะในการปรับปรุงพันธุ โดยเฉพาะอยางยิ่งในพืชยืนตน ไมผล และพืชลม 

ลุกหลายชนิด ที่มีระยะการพัฒนาของคัพภะยาวนาน หรือเมล็ดที่สุกแกแลวมีการพักตัว 
7. ใชในการชวยชีวิตคัพภะลูกผสมชั่วที่ 1 (embryo rescue)     ที่ไดจากการผสม 

ขามชนิดหรือขามสกุล  
8. การผลิตเมล็ดพืชเทียม     หรือเมล็ดพืชสังเคราะห (artificial/systhetic seeds)  

เปนเมล็ดพืช   ที่ไดจากการนําเอาคัพภะที่เพาะเลี้ยงไดมาเคลือบหรือหุมดวยสารประกอบ
บางชนิดที่เลียนแบบเอ็นโดสเปอรม 
 
10.8 ปญหาและขอจํากัดในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 

1. มีโอกาสเกิดการกลายพันธุคอนขางสูง 
2. ในพืชบางชนิด การชักนําใหมีการกําเนิดคัพภะทําไดยาก 
3. วิธีการและขั้นตอนในการเพาะเลี้ยงคอนขางยุงยาก  โดยเฉพาะอยางยิ่งในการ 

เพาะเลี้ยงคัพภะออน หรือการกูชีวิตคัพภะ 
4. จําเปนตองมีการยายเนื้อเยื่อและเปลี่ยนอาหารบอยคร้ังทําใหเซลลหรือเน้ือเยื่อ 
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สูญเสียความพรอมและความสามารถในการเจริญเติบโต    และการเปลี่ยนแปลงพัฒนาได
งาย 
10.9 อุปกรณและสารเคมี 

1. เมล็ดถั่วพุม 
2. ตูถายเช้ือ 
3. Hot oven 
4. หมอน่ึงความดันไอ 
5. เครื่องช่ัง 
6. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
7. เตาไฟฟา 
8. ชอนตักสารและแทงแกวคนสาร 
9. ขวดรูปชมพู 
10. บีกเกอร 
11. กระบอกตวง 
12. ขวดใสอาหารและน้ํากลั่น 
13. ปากคีบ 
14. มีดผาตัด 
15. จานเลี้ยงเช้ือ 
16. ตะเกียงแอลกอฮอลและไมขีดไฟ 
17. กระดาษอลูมิเนียม (aluminum foil) 
18. นํ้าผงซักฟอก 
19. แอลกอฮอล 
20. คลอรอกซ 15% 
21. tween 
22. อาหารแข็งสูตร MS ดัดแปลง 
23. sucrose  30 g 
24. myo-inositol   100  mg 
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25. thiamine   1  mg 
26. nicotinic acid  5  mg 
27. pyridoxine   0.5  mg 
28. glutamine   100  mg 
29. agar  10  g 

หมายเหตุ   อุปกรณในขอ 9 - 16 ตองผานการฆาเช้ือดวยหมอน่ึงความดันกอน
นําเขาตูถายเช้ือ 
10.9 การเพาะเลี้ยงราก (Root culture) 

การทดลองเพาะเลี้ยงรากของพืชตระกูลถั่ว (Legume) และ ธัญพืช (Cereal) มี
การศึกษามานาน แตยังไมประสบผลสําเร็จ ผูที่สามารถเลี้ยงรากใหเจริญเติบโตไดสําเร็จ
คือ White โดยการเพาะเลี้ยงรากของมะเขือเทศในอาหารที่มีเกลือแร นํ้าตาลซูโครส และ
นํ้าสกัดจากยีสต (yeat extract) ตอมาสามารถเพาะเลี้ยงรากของพืชยาสูบไดหลายชนิด 
เชน Nicotiana langsdorfii และ N. tabaccum รากที่ไดจากการเพาะเลี้ยงน้ันมีลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาเหมือนกับรากของตนพืช การเพาะเลี้ยงรากไวเปนเวลานานๆ น้ัน  
White พบวา รากบางอันเกิดการเปลี่ยนแปลงจํานวนโครโมโซม เชนเม่ือเลี้ยงไวเปนเวลา 
30 ป รากของมะเขือเทศที่มีจํานวนโครโมโซม 2n เปลี่ยนเปน 4n  ความยากงายของการ
เพาะเลี้ยงรากของพืชในแตละชนิดไมมีความแนนอน 

อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงรากนั้นตองใสนํ้าตาลซูโครสเพื่อเปนแหลงคารบอน  
แตถาเปนรากของธัญญพืชอาจใชกลูโคสแทนได ความเปนกรดดางที่มีความเหมาะสม
สําหรับการเจริญของราก คือ 5.0-5.5 สวน pH 6.0-6.5 เหมาะสําหรับทําใหเกิดรากแขนง
ไดดี ความเขมของแสงในระดับตํ่าๆ สามารถทําใหรากพืชบางชนิดเจริญไดดี แตในราก
ของพืชบางชนิดอาจจะหยุดการเจริญเติบโตเม่ือไดรับแสง อุณหภูมิที่เหมาะสมตอการ
เจริญของรากคือ 25-27 oซ  
 การนําเอารากของพืชที่ปลูกอยูในเรือนตนไมหรือในแปลงมาเพาะเลี้ยงนั้น
คอนขางลําบากปญหาที่สําคัญคือการทําใหปราศจากเชื้อจุลินทรรียน้ันคอนขางยาก 
เน่ืองจากเชื้อรา และแบคทีเรียจะอาศัยอยูตามรอยแตกของราก หรืออาศัยอยูระหวาง
เซลล การกําจัดเช้ือจุลินทรียจึงอาจทําใหเกิดความเสียหายแกรากได การเพาะเลี้ยงรากจึง
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ควรนํามาจากการเลี้ยงเมล็ดที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ โดยนําเมล็ดมาฟอกฆาเช้ือแลวนําไป
เพาะในอาหาร วิธีการที่จะชวยใหปราศจากเชื้อไดดีก็โดยการลอกเอาสวนของเปลือกหุม
เมล็ดออก การเพาะเลี้ยงเมล็ดในที่มืดจะชวยใหเมล็ดมีการเจริญไดดี 
 
วิธีการศึกษา 
1. เพาะเมล็ดถ่ัวพุมในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย 

- นําเมล็ดถั่วพุมมาเพาะฆาเช้ือจุลินทรียดวยน้ํายาคลอรอกซ 15 %  เปนเวลา  
25 นาที  

-  ลางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว 3 ครั้งๆ ละประมาณ  5 นาที เพ่ือลางคลอ 
รอกซออกใหหมด  

-   ใชชอนหรือปากคีบ คีบเมล็ดไปเลี้ยงในขวดที่มีอาหารเตรียมไว 2-3 เมล็ดตอ 
หน่ึงขวด  

- นําไปเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีอุณหภูมิ ประมาณ 27 oซ  
 

2 . ตัดรากเพาะในอาหารเหลวสังเคราะห  
โดยตัดเอาเฉพาะสวนปลายสุดของรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ใสลงไปใน

อาหารเหลวที่เตรียมไวอาหารเหลวสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงรากใหเกิดเปนแคลลัส 
เตรียมโดยใชสูตร MS  จากนั้นนําไปเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยทําใหอาหารเหลว
เคลื่อนที่ตลอดเวลาโดยใช shaker เพ่ือที่จะใหช้ินเน้ือเยื่อไดรับออกซิเจน 
 
10.11 การเพาะเลี้ยงแคลลัส (Callus Culture) 
 
การกระตุนใหเกิดแคลลัสและการเลี้ยงแคลลัส 
 แคลลัสประกอบดวยกลุมของเซลลพาเรงคิมาที่อยูกันอยางหลวมๆ และมีรูปราง
ของเซลลหลายแบบ แคลลัสจากการแบงเซลลของเน้ือเยื่อท่ีนําเอาไปเลี้ยงคร้ังแรก 
ตําแหนงที่เกิดอาจเปนบริเวณรอยแผลท่ีปลายลําตนหรือราก สวนใหญแคลลัสจะมัก
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กลาวถึงในพวก Angiosperms แตความจริงแลว แคลลัสเกิดไดในพืชทุกพวก จิมโนสเป
ริม (Gymnosperms), เฟริน (Fern), มอส (Mosses), และ ลิเวอรเวร์ิด (Liverworts) 
 เน่ืองจากแคลลัสยังไมมีการรวมกันเปนอวัยวะ การเกิดแคลลัสบริเวณที่เปนรอย
แผลมีตัวกระตุนที่สําคัญคือ ออกซินและไซโตไคนินที่มีอยูในเน้ือเยื่อ นอกจากนั้นแคลลัส
อาจเกิดจากการรุกรานของเชื้อจุลินทรียเขาไปในเนื้อเยื่อ หรือเกิดจากแมลงที่ดูดนํ้าเลี้ยง
เปนอาหาร  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถกระตุนใหแคลลัสเกิดเปนอวัยวะและ
เน้ือเยื่อจํานวนมาก การเกิดแคลลัสไมจําเปนตองเปนการตอบสนองในบริเวณที่เปนแผล 
เน้ือเยื่อของพืชสามารถเลี้ยงใหเกิดเปนแคคลัสได เชน เน้ือเยื่อของแคมเบียมพาเรงคิมาที่
สะสมอาหาร ใบเลี้ยง ช้ันมีโซฟลลของใบ และเน้ือเยื่อที่จะเจริญเปนเนื้อเยื่อลําเลียง  
ลักษณะการเจริญโดยทั่วไปของแคลลัส มีความสัมพันธที่ซับซอนระหวางช้ินสวนของ
เน้ือเยื่อ สวนประกอบของอาหาร และสิ่งแวดลอม การเจริญของแคลลัสในพืชบางชนิดมี
สารลิกนินสะสมมาก และผิวนอกคอนขางแข็ง ลักษณะของแคลลัสชนิดน้ีเรียกวา 
compact callus สวนแคลลัสบางชนิดอาจแยกออกจากกันไดงายและอยูกันอยางหลวมๆ 
ลักษณะของแคลลัสชนิดน้ีเรียกวา friable callus สีของแคลลัสแตกตางกันซ่ึงอาจมีสี
เหลือง ขาว เขียว การเกิดเม็ดสีอาจเกิดตลอดทั้งแคลลัสหรืออาจเกิดเฉพาะบางสวนของ
แคลลัส ในแคลลัสจะเกิดกลุมเซลลที่แบงตัวเปนเน้ือเยื่อเจริญท่ีเรียกวา meristemoids 
หรือ vascular nodule ซ่ึงจะเปนตําแหนงหรือศูนยกลางของการเกิด shoot apices, root 
primordia หรือ เร่ิมเจริญเปนคัพภะ  
  
10.12 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อและอวัยวะ 
 อวัยวะและเนื้อเยื่อของพืชประกอบดวยเซลลจํานวนมาก เม่ือนําไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสังเคราะหจึงมีโอกาสที่จะเจริญเติบโตได ถาเปนเนื้อเยื่อที่กําลังเจริญ (meristems) 
โอกาสที่เน้ือเยื่อสามารถเจริญไดก็มีมากกวาเนื้อเยื่อถาวรปฐมภูมิ การนําอวัยวะหรือ
เน้ือเยื่อสวนใดมาเลี้ยงก็ข้ึนอยูกับจุดประสงค ความสะดวกและผลที่ควรจะได  
 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (Shoot tip culture) เน้ือเยื่อปลายยอดของ
พืชเปนกลุมของเนื้อเยื่อเจริญ ซ่ึงประกอบดวยเน้ือเยื่อเจริญปลายยอด (apical 
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meristems) และจุดกําเนิดของใบ กลุมเน้ือเยื่อเหลาน้ีมีเซลลที่อยูกันแนน รูปรางคอนขาง
กลม ไมมีชองวางระหวางเซลล เซลลสามารถแบงตัวไดเร่ือยๆ การนําเอาเนื้อเยื่อเจริญไป
เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห เรียกวา การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญ (meristem culture) 
หรือถานําเอาเฉพาะเน้ือเยื่อเจริญปลายยอดไปเพาะเลี้ยงจึงเรียกวา การเพาะเลี้ยงปลาย
ยอด (apical bud culture) หรือถามีจุดกําเนิดของใบติดมาดวย เรียกวา shoot tip culture 
หรือ shoot apex culture การนําเอาปลายยอดของพืชที่มีขนาดประมาณ 0.2-0.5 มม. ซ่ึง
ประกอบดวยเนื้อเยื่อเจริญปลายยอดและจุดกําเนิดของใบ 1-4 ใบ เม่ือนําไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสังเคราะหที่เหมาะสม สามารถเจริญและพัฒนาจนเกิดเปนตนและรากได อาหาร
สังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อปลายยอดอาจเปนแบบงายๆ คือ ประกอบดวยอนินทรีย
สารและน้ําตาล แตในพืชบางชนิดอาจตองการวิตามินโดยเฉพาะอยางยิ่งไทเอมีนและ
ฮอรโมนพืช (บุญยืน, 2539) 
 การเพาะเลี้ยงใบ (Leaf culture) ใบเปนอวัยวะของพืชที่ประกอบดวยแผนใบ 
(blade) และกานใบ (petiole) การเจริญเติบโตของใบ ในระยะเริ่มแรกอยูใกลกับยอด โดย
มีจุดกําเนิดของใบเจริญและพัฒนามาเปนใบ จุดกําเนิดของใบประกอบดวยเน้ือเยื่อเจริญ 
สามารถแบงตัวไดจนถึงระยะหนึ่ง จากนั้นจึงมีการเปลี่ยนแปลง (differentiate) เปน
เน้ือเยื่อถาวรปฐมภูมิ แผนใบประกอบไปดวยเน้ือเยื่อของเอพิเดอรมิส (epidermis) ทั้ง
ทางดานบนและดานลาง สวนระหวางกลางเปนกลุมเน้ือเยื่อของมีโซฟลล (mesophyll) ใบ
มีหนาที่เกี่ยวกับการสังเคราะหแสง การหายใจ และการคายน้ํา การนําเอาใบของพืชมา
เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะหเรียกวา การเพาะเลี้ยงใบ (leaf culture)  
 วิธีการเพาะเลี้ยงใบหรือเน้ือเยื่อจากใบ ใบของพืชแตละชนิดมีลักษณะแตกตางกัน 
ใบที่สามารถนํามาเพาะเลี้ยงและสามารถเจริญเติบโตไดมักเปนใบที่ยังออนอยู 
ประกอบดวยเซลลที่สามารถแบงตัวได เน้ือเยื่อใบสามารถเจริญเติบโตเปนแคลลัส หรือ
เจริญเติบโตเปนหนอขนาดเล็กตามบริเวณรอยตัดหรือบนผิวของใบ (บุญยืน, 2539)  
 
ประวัติการศึกษาที่เกี่ยวของกับการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ 
 Rout, Samantaray, และ Das (1995) ศึกษา Somatic Embryogenesis และการ
ชักนําใหเกิดตนพืชจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของ Acacia catechu  ซ่ึงเปนไมยืนตนที่จัด
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อยูในวงศถั่ว การชักนําใหเกิดตนพืชใหมทําไดโดย Somatic Embryogenesis ที่ไดมา
จากแคลลัสซึ่งเกิดจากใบเลี้ยงที่ยังเจริญเติบโตไมเต็มที่ของ Acacia catechu Willd. บน
อาหารสูตร WPM (Woody Plant Medium) เติมไคเนติน 13.9 ไมโครโมลาร และ 2.7 ไม
โครโมลาร 1-naphthaleneacetic acid และเพิ่ม L-proline 0.9-3.5 ไมโครโมลาร ใน
อาหารเพื่อเรงการเจริญของ somatic embryo และ somatic embryo สามารถเจริญในข้ัน
ตอไปไดบนอาหารสูตร half-strength MS ซ่ึงประกอบดวยนํ้าตาลซูโครสความเขมขน 2% 
(นํ้าหนักตอปริมาตร) สวน somatic embryo ที่เจริญเปนตนพืชแลวจะนําไปปรับสภาพให
เคยชินกับอากาศในเรือนกระจก และจากนั้นจึงยายในปลูกในแปลงปลูก 
 Rout, Samantaray และ Das (1995) ทําการทดลองเพื่อที่จะชักนําใหเกิดแคลลัส
จากใบเลี้ยงของ Acacia catechu ใบเลี้ยงตองไมมีสวนของแกนเอ็มบริโอ สูตรอาหารที่ใช
คือ อาหารสูตร MS หรืออาหารเหลวสูตร WPM ที่ประกอบดวยสารละลายน้ําตาลซูโครส
ความเขมขน 3% (นํ้าหนักตอปริมาตร) และมีความเขมขนของ 2,4 
dichlorophenoxyacetic acid อยูในชวง 2.3-13.6 ไมโครโมลาร, indole-3-acetic acid 
ชวงความเขมขน 2.9-17.1 ไมโครโมลาร, 1-naphthaleneacetic acid ชวงความเขมขน 
2.7-21.5 ไมโครโมลาร และ indole-3-butyric acid ชวงความเขมขน 2.2-13.3 ไมโครโม
ลาร หรือไค-เนตินชวงความเขมขน 2.3-18.6 ไมโครโมลาร และสูตรอาหารที่จะชักนําให
เกิด somatic embryo คือสูตร 1/2 MS ที่ไมเติมสารเรงการเจริญเติบโต แตประกอบดวย
นํ้าตาลซูโครส 2% (นํ้าหนักตอปริมาตร)  
วิธีการศึกษา 
 ในปฎิบัติการทําการเพาะเมล็ดถั่วพุมบนอาหารแข็ง เม่ือถั่วงอกออกมาเปนตน
กลา ตัดสวนของยอดออน, hypocotyl, epicotyl, cotyledon และใบมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัส 
 
1. Germination  
 การฟอกฆาเช้ือเมล็ดถั่วพุมทําไดดังน้ีคือ 
 1.1 ลางเมล็ดถั่วพุมในน้ําผสมผงซักฟอก 2-3 คร้ัง 
 1.2 แชเมล็ดถั่วในแอลกอฮอล 70% เปนเวลา 5 นาที ในข้ันตอนนี้ทําในตูถายเช้ือ 
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 1.3 ทําการฟอกเมล็ดถั่วใน clorox 15% ใส tween เล็กนอย เปนเวลา 25 นาที  
 1.4 ลางเมล็ดถั่วดวยนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที 
 1.5 นําเมล็ดถั่วที่ผานการฟอกฆาเช้ือแลววางลงบนอาหารแข็งสูตร Ms ที่เตรียม
ไว โดยวางเมล็ดถั่วจํานวน 3 เมล็ดตออาหารเลี้ยง 1 ขวด   
 
2. การเพาะเลี้ยงแคลลัสจากอวัยวะสวนตางๆ ของตนกลาถ่ัวพุม 
วิธีการศึกษา 
 1. เตรียมอาหารสูตรแข็ง MS    
 2. นําตนกลาถั่วพุมออกมาวางบนจานเลี้ยงเช้ือที่ผานการฆาเช้ือแลว 
 3. นํามีดผาตัดลนไฟเพื่อฆาเช้ือทิ้งไวใหเย็น แลวตัดตนกลาออกเปนสวนๆ 
ดังน้ีคือ ปลายยอดยาวประมาณ 0.5 ซม. ตัดเอาใบออก, hypocotyl ยาว 0.5 ซม., 
epicotyl ยาว 0.5 ซม., ใบตัดใหไดขนาด 0.5x0.5 ซม. และ ใบเลี้ยงตัดใหไดขนาด 
0.5x0.5 ซม. 
 4.นําช้ินสวนพืชที่ตัดตามขนาดที่ตองการแลวไปเลี้ยงในขวดอาหารสูตร Ms ที่ได
เตรียมไวแลว โดยทําการแยกอวัยวะสวนตางๆ ออกจากกัน วางชิ้นตัวอยางขวดละ 3 ช้ิน 

5.ปดปากขวด แลวติดฉลากชื่อชนิดพืช อวัยวะที่เพาะเลี้ยง สูตรอาหาร และวันที่
ทําการเพาะเลี้ยงดวยกระดาษ label 
 6. นําไปเพาะเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยง แลวคอยติดตามผล 
 7. จดบันทึกผล ถายภาพ 
 
10.14 บทสรุป 
 เทคโนโลยีชีวภาพไดถูกนํามาประยุกตใชและประสบความสําเร็จอยางกวางขวาง  
ทั้งในดานการแพทย วิศวกรรมการอนุรักษสิ่งแวดลอม การเกษตร และอุตสาหกรรม
เกษตร โยเฉพาะดานการผลิตอาหารและเครื่องดื่มชนิดตาง ๆ กลาวเฉพาะทางดานพืช
น้ัน เทคโนโลยีชีวภาพไดถูกนํามาประยุกตใชในการปรับปรุงพันธุพืชเพ่ือใหมีผลผลิตและ
คุณภาพตรงตามความตองการของมนุษย  ตลอดจนการปรับปรุงพันธุพืชเพื่อใหตานทาน
ตอโรค แมลง และสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมตาง ๆ โดยใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม
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ซ่ึงนักวิทยาศาสตรทั่วโลปกําลังคนควาวิจัยกันอยางกวางขวางในปจจุบัน  นับไดวา
เทคโนโลยีชีวภาพเปนศาสตรแขนงหนึ่ง ซ่ึงชวยแกปญหาของมวลมนุษยชาติในเร่ืองของ
การขาดแคลนอาหาร พลังงานและชวยอนุรักษสิ่งแวดลอมไดอยางเหมาะสม อยางไรก็
ตามเทคโนโลยีน้ีมีหลายระดับซ่ึงเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช นับเปนความรูข้ัน
พื้นฐานในการที่จะนําเทคโนโลยีข้ันสูงมาประยุกตใชตอไปได 
             
 

แบบประเมินผลทายบท 
 จงเลือกคําตอบที่ถูกที่สุดขอเดียว 
1. การใชเทคโนโลยีชีวภาพที่เก็บรักษาเชื้อพันธุกรรมพืชไวในหลอดแกวเรียกวาอะไร ? 

1) in vitro germplasm   2) Field gene bank 
3) in vivo germplasm   4) ถูกทุกขอ 

2. การเก็บรักษาเนื้อเยื่อในสภาพที่อุณหภูมิเย็นจัดนิยมใชรวมกับสารใด ? 
1) Alcohol     2) Nitrous 
3) Liquid nitrogen   4) Liquid hydrogen 

3. อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับรักษาเนื้อเยื่อพืชในสภาพที่เย็นจัดคือเทาใด ? 
1) - 100 o C    2) – 196 o C 
3) - 200 o C    4) – 216 o C 

4. การแลกเปลี่ยนเช้ือพันธุกรรมพืชในสภาพตนออนนิยมนํามาใชกับพืชชนิดใด ? 
1) มะพราว    2) ออย 
3) มันชนิดตาง ๆ    4) ถูกทุกขอ 

5. การประหยัดคาขนสงในการเดินทางควรเลือกใชวิธีใดในการอนุรักษพืช ? 
1) in vitro plant germplasm exchange      
2) in vivo germplasm 
3) field gene bank    
4) ถูกทุกขอ 

6. เน้ือเยื่อหรือตนออนของพืชที่ไมมีการเจริญเติบโตระหวางการเก็บรักษาคือวิธีใด ? 
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 1) cryopreservation   2) anther culture 
3) tissue culture   4) ถูกทุกขอ 

7. วิธีการใดคือการปรับปรุงพืชในสภาพหลอดแกว ? 
 1) in vitro germplasm  2) field gene bank 

3) in vivo germplasm  4) anther culture 
8. การผลิตเมล็ดเทียมน้ันนิยมใชการเพาะเลี้ยงจากสวนใดของพืช ? 

 1) เน้ือเยื่อพืช    2) โพรโตพลาสต 
3) ละอองเรณู    4) ออวุล 

9. สารชนิดใดที่นิยมนํามาใชผลิตเมล็ดเทียม ? 
 1) calcium nitrate    2) sodium alginate 

3) nitrogen    4) ถูกเฉพาะขอ 1 และ 2 
10. การสรางเมล็ดเทียมตองกระตุนใหเซลลพืชเจริญเปนสวนใดกอน ? 

 1) root     2) embryos 
3) somatic embryos   4) leaves  

 
เฉลยแบบประเมินผลทายบท 

1. 1)  2. 3)  3. 2)  4. 4)   5. 1)  
6. 1)  7. 4)  8. 2)  9. 4)  10. 3) 
 
 

******************************************** 
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