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จดุประสงคก์ารเรียนรู้เม่ืออ่านบทท่ี 10 จบแล้วนักศึกษาสามารถ 

1. อธบิายถงึประโยชน์ทีป่ระยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยชีวีภาพทีเ่กีย่วขอ้งกบัการผสม
พนัธุพ์ชืได ้

2. สามารถอธบิายขัน้ตอนการน าเทคโนโลยทีางพนัธุวศิวกรรมมาใชป้รบัปรงุ
พนัธุพ์ชืได ้

3. อธบิายเพาะเลีย้งคพัภะ (เอม็บรโิอ) ของพชืพอสงัเขปได ้
4. อธบิายการเพาะเลีย้งรากของพชืทีม่คีวามส าคญัต่อการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืได้ 
5. อธบิายการเพาะเลีย้งสว่นอวยัวะต่าง ๆ ของพชืได ้

 
เน้ือหาในบทท่ี 10 ประกอบด้วย 
 

1. เทคโนโลยชีวีภาพ 
2. การประยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยชีวีภาพในการปรบัปรงุพนัธุพ์ชื 
3. การเพาะเลีย้งคพัภะ 
4. การเพาะเลีย้งราก 
5. การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่และอวยัวะ 
6. บทสรปุ 
7. แบบประเมนิผลทา้ยบทและเฉลย 

 
 
 
 
 

บทท่ี  10 
เทคโนโลยีชีวภาพกบัการผสมพนัธุพื์ช 
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10.1 เทคโนโลยีชีวภาพ 
 ค าวา่ "เทคโนโลยชีวีภาพ" นี้มคีวามหมายกวา้งมาก อาจจะเกีย่วขอ้งหรอื
ครอบคลุมในวทิยาศาสตรห์ลายสาขา  ไมว่า่จะเป็นทางดา้นการแพทย ์  วศิวกรรม 
การเกษตร  เคม ี สิง่แวดลอ้ม  พลงังาน  อาหารและเครือ่งดื่ม เป็นตน้  Higgins (1985)  
ไดใ้หค้วามหมายไวว้า่  "เทคโนโลยชีวีภาพ อาจจะหมายถงึเทคนิคในการน าระบบหรอื
กระบวนการทางชวีวทิยา  (biological systems or processes)  มาประยกุตใ์ชใ้หเ้กดิ
ประโยชน์แก่มวลมนุษยชาต"ิ  เทคโนโลยชีวีภาพเป็นวทิยาการแบบสหวชิาโดยมพีืน้ฐาน
ของวทิยาศาสตรใ์นสาขาชวีวทิยา ชวีเคมแีละจุลชวีวทิยา  เป็นส าคญั  ในปจัจุบนั
เทคโนโลยชีวีภาพไดถ้กูน ามาใชป้ระโยชน์อยา่งกวา้งขวางในวงการอุตสาหกรรม  เชน่  
การผลติแอลกอฮอล ์  โดยผา่นกระบวนการหมกัการก าจดัน ้าเสยีโดยกระบวนการของ
จุลนิทรยี ์  การผลติฮอรโ์มนและยาปฏชิวีนะ  เป็นตน้  ส าหรบัทางดา้นการเกษตรนัน้  ก็
ไดน้ าเทคนิคทางเทคโนโลยชีวีภาพมาใชอ้ยา่งกวา้งขวาง ทัง้ในดา้นการปรบัปรงุพนัธุพ์ชื
และสตัว ์  การขยายพนัธุพ์ชืและสตัว ์ ตลอดจนน ามาประยกุตใ์ชใ้นดา้นเกษตร
อุตสาหกรรมชนิดต่าง ๆ โดยเฉพาะอาหารและเครือ่งดื่ม  เชน่  การผลตินมและผลติภณัฑ์
จากนม  (เนย  โยเกติ) การผลติแป้งและขนมปงั  การผลติเบยีร ์ ไวน์  เหลา้  น ้าสม้สายช ู 
การผลติโปรตนีจากสาหรา่ยเซลลเ์ดยีว  การผลติวติามนิ  กรดอะมโิน  เมด็ส ี(pigments)  
สารปรงุแต่งกลิน่และรสชาตขิองอาหาร  น ้าผลไม ้  ซอีิว้  เต้าเจีย้ว  ตลอดจนการถนอม
อาหาร  เป็นตน้ 
 
10.2  การประยกุตใ์ช้เทคโนโลยีชีวภาพในการปรบัปรงุพนัธุพ์ืช 
 ในปจัจุบนัไดม้คีวามตื่นตวัเป็นอยา่งมากในบทบาทของเทคโนโลยชีวีภาพ  มกีาร
พฒันาเทคนิคและวธิกีารใหม ่ ๆ ซึง่สง่ผลเป็นอยา่งมากทัง้ดา้นการเกษตร และ
อุตสาหกรรมประเภทต่าง ๆ เทคโนโลยชีวีภาพเหล่านี้  มหีลายระดบัตัง้แต่ข ัน้พืน้ฐาน  
เชน่  การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่  (tissue culture)  ไปจนถงึขัน้สงู  เชน่  การยา้ยยนีหรอืตดั
ต่อยนีโดยใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม  (genetic engineering)  เป็นตน้ประโยชน์ของ
เทคโนโลยชีวีภาพทีน่ ามาประยกุตใ์ชท้างดา้นการเกษตรมมีากมาย  ไดแ้ก่   



AG 103 295 

 10.2.1 ใชใ้นการอนุรกัษ์เชือ้พนัธุกรรมของพชื  (plant germplasm conservation)  
โดยปกตแิลว้นกัปรบัปรงุพนัธุพ์ชืจะเกบ็รกัษาหรอือนุรกัษ์พนัธุพ์ชืไวใ้นรปูของเมลด็หรอื
หวั  (seed genebank)  ซึง่ตอ้งเกบ็ไวใ้นหอ้งทีค่วบคมุอุณหภมูแิละความชืน้ได ้  หรอื
อาจจะเกบ็ไวใ้นสภาพแปลงรวบรวมพนัธุพ์ชื (field genebank)  ซึง่ตอ้งใชง้บประมาณ
และแรงงานสงู  ในปจัจุบนัไดม้กีารพฒันาวธิกีารเกบ็รกัษาและอนุรกัษ์เชือ้พนัธุกรรมของ
พชืไวใ้นสภาพหลอดแกว้  (in vitro germplasm)  ไดแ้ก ่
 การอนุรกัษ์เชือ้พนัธุกรรมในสภาพตน้อ่อนหรอืเนื้อเยือ่  (in vitro conservation)  
ซึง่เพาะเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้  โดยทีต่น้อ่อนหรอืเนื้อเยือ่ของพชืยงัสามารถเจรญิเตบิโต
ต่อไปไดอ้กีเลก็น้อยวธิอีนุรกัษ์แบบน้ีเป็นทีน่ิยมใชต้ามศนูยห์รอืสถาบนัวจิยัพชืนานาชาติ
เป็นอยา่งมาก  ดงัเชน่ศนูยว์จิยัพชืเขตรอ้ยชืน้นานาชาต ิ  (CAIT)  ใชอ้นุรกัษ์พนัธุม์นั
ส าปะหลงั ศนูยว์จิยัมนัฝรัง่นานาชาต ิ  (CIP)  ใชอ้นุรกัษ์พนัธุม์นัฝรัง่และพนัธุม์นัเทศ  
และศนูยว์จิยัและพฒันาพชืผกัแหง่เอเซยี (AVRDC)  ใชอ้นุรกัษ์พนัธุม์นัเทศ  เป็นตน้ 
 การอนุรกัษ์เชือ้พนัธุกรรมในสภาพเน้ือเยื่อ  ตายอด หรอืตน้อ่อน  ในสภาพเยน็จดั  
(cryopreservation)  โดยการเกบ็ไวใ้นก๊าซไนโตรเจนเหลว  ทีอุ่ณหภมู ิ-196o ซ.  ซึง่การ
เกบ็วธินีี้เป็นการเกบ็แบบถาวร  เนื้อเยือ่  ตายอด  หรอืตน้อ่อนจะไมม่กีารเจรญิเตบิโต
ระหวา่งการเกบ็รกัษา 
 10.2.2  ใชใ้นการแลกเปลีย่นเชือ้พนัธุกรรมของพชืในสภาพตน้อ่อน  (in vitro 
plant germplasm exchange)  เชือ้พนัธุกรรมของพชืทีม่ขีนาดใหญ่  เชน่  มะพรา้ว  ออ้ย  
และมนัชนิดต่าง ๆ  ท าใหก้ารขนสง่หรอืแลกเปลีย่นพนัธุท์ าไดย้าก  และมขีดีจ ากดัมาก 
ผลของวทิยาการทางดา้นการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื  ท าใหเ้กดิการแลกเปลีย่นพนัธุพ์ชืที่
อยูใ่นสภาพของตน้อ่อนในหลอดแกว้เป็นไปโดยสะดวก  และประหยดัคา่ขนสง่มากยิง่ขึน้ 
 10.2.3 ใชใ้นการขยายพนัธุพ์ชืใหไ้ดป้รมิาณมากโดยวธิกีารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่หรอื
เพาะเลีย้งเซลล ์ (in vitro micropropagation through tissue or cell cultures)  วธิกีารน้ี
สามารถขยายพนัธุพ์ชืไดร้วดเรว็โดยใชช้ิน้สว่นเริม่ตน้เพยีงเลก็น้อย ตน้พชืทีไ่ดจ้ะมยีโีน
ไทป์เหมอืนตน้เดมิและปลอดโรค สามารถควบคมุปรมิาณการผลติและผลติไดต้ลอดปี  
ขึน้กบัความตอ้งการ นอกจากนี้แลว้ยงัใชใ้นการขยายพนัธุพ์ชืทีต่ามปกตจิะขยายพนัธุ์
แบบไมใ่ชเ่พศไดย้ากหรอืไมไ่ด ้ เชน่  หน้าววั มะพรา้วปาลม์น ้ามนั  เป็นตน้ 
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 ในปจัจุบนัใชว้ธิกีารน้ีขยายพนัธุพ์ชืเศรษฐกจิทัง้พชืไร ่  ไมผ้ล  ไมด้อก ไมป้ระดบั 
และพชืผกัชนิดต่าง  ๆ   ไดอ้ยา่งมากมาย  เชน่  ถัว่ชนิดต่าง ๆ  มนัส าปะหลงั  ออ้ย  
ยาสบู  ขา้ว  มะพรา้ว  ปาลม์น ้ามนั  ยางพารา  ตน้สกั  สนชนิดต่าง ๆ  ไผ ่ หวาย  ยคูา
ลปิตสั  กระถนิเทพา  กระถนิณรงค ์ หมาก  กล้วย  สม้  มะละกอ  กาแฟ  โกโก้  เงาะ  
ทุเรยีน  มนัฝรัง่  สตรอเบอรี ่ ขงิ  เบญจมาศ   
ลลิลี ่ กลว้ยไม ้ หน้าววั  คารเ์นชัน่  มะล ิ เยอบรีา่และพชืสมนุไพรชนิดต่าง ๆ  เป็นตน้ 
 10.2.4  ใชใ้นการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืในสภาพหลอดแกว้  (in vitro plant breeding)  
ซึง่ในปจัจุบนัไดป้ระยกุตใ์ชเ้ทคโนโลยชีวีภาพในงานปรบัปรงุพนัธุพ์ชืไดอ้ยา่งกวา้งขวาง  
ไดแ้ก่ การเพาะเลีย้งอบัเรณู  (anther culture)  ซึง่เป็นวธิกีารเพิม่ความแปรปรวนทาง
พนัธุกรรมอกีวธิหีนึ่ง  โดยการเพาะเลีย้งอบัเรณูทีอ่ยูใ่นสภาพการแบ่งเซลลเ์ป็น  haploid  
ซึง่มจี านวนโครโมโซมเพยีงครึง่เดยีว หลงัจากชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้พชืไดแ้ลว้จงึท าการ
เพิม่จ านวนโครโมโซม  (doubling chromosome)  โดยใชส้ารคอลชซินีเพือ่ใหไ้ดต้น้พชืที่
เป็น  diploid  ซึง่พชืใหมน่ี้จะมสีภาพเป็นพชืพนัธุแ์ท ้ (homozygous)  ไดท้นัท ี ในขณะที่
การคดัเลอืกพนัธุโ์ดยวธิปีกต ิ (conventional breeding)  จะตอ้งใชเ้วลานานไมต่ ่ากวา่  3-
5  ปี  วธิกีารน้ีไดท้ดลองใชใ้นขา้ว  ยางพาราและพชือื่น ๆ  อกีมากมาย 
 การเพาะเลีย้งคพัภะ  (embryo culture)  เป็นวะิการน าเอาคพัภะจากเมลด็พชืใน
สภาปลอดเชือ้โรคไปเพาะเลีย้งในอาหารทีป่ระกอบดว้ยแรธ่าตุ  วติามนิ  และฮอรโ์มน  ที่
จ าเป็นส าหรบัพชืนัน้ ๆ แลว้น าไปเพาะเลีย้งในสภาพหอ้งทีม่อีุณหภมู ิ  ความเขม้ขน้ของ
แสง  และความยาวของชว่งแสงทีเ่หมาะสมกบัพชืแต่ละชนิด โดยตอ้งมกีารยา้ยคพัภะที่
เจรญิเตบิโตลงเลีย้งในสตูรอาหารทีม่ฮีอรโ์มนเหมาะสมในแต่ละชว่งของการเจรญิเตบิโต  
เพือ่ใหไ้ดต้น้พชืทีเ่จรญิเตบิโตทัง้ล าและรากอยา่งสมบรูณ์ นอกจากนี้แลว้วธิกีารน้ียงัใช้
ชว่ยชวีติคพัภะ  (embryo rescue)  ไดอ้กีดว้ย  ซึง่วธิกีารหลงันี้นิยมใชช่ว่ยชวีติคพัภะ
ของพชืทีไ่ดจ้ากการผสมขา้มชนิด  (interspecific hybridization)  เชน่ ฝ้ายลกูผสม  
(Gossypium davidsonii x G. sturtii),  มะเขอืเทศลกูผสม  (Lycopersicon esculentum x 
L. peruvianum), ขา้วลกูผสม  (Oryza sativa x O. minuta), และปอกระเจาลกูผสม 
(Corchorus capsularis x C. olitorius)  เป็นตน้  หรอืใชช้ว่ยชวีติคพัภะทีไ่ดจ้ากการผสม
ขา้มสกุล  (intergeneric hybridization)  เชน่  ขา้วโพด  (Tripsacum spp. x Zea mays),  
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ขา้วบารเ์ลย ์  x ขา้วไรย ์  (Hordeum jubatum x Secale cereale), และ ทรติกิาเล  
(Triticum aestivum x Secale cereale)  เป็นตน้  นอกจากนี้แลว้ยงัใชใ้นการขยายพนัธุ์
พชืทีห่ายาก  เชน่  การเพาะเลีย้งเน้ือเยือ่ของเมลด็กลว้ยปา่  (Musa bulbisiana)  ใหเ้กดิ
เป็นตน้ได ้(Mantell et al., 1985)  ในฟิลปิปินส ์ de  Guzman and del Rosario (1974)  
ท าการเพาะเลีย้งคพัภะของมะพรา้วกะทใิหเ้ป็นตน้ไดส้ าเรจ็  ซึง่มะพรา้วกะทนิน้ีมรีาคา
แพง  และไมส่ามารถเพาะใหง้อกไดใ้นธรรมชาต ิ  เพราะ  Solid endosperm  มลีกัษณะ
อ่อนนุ่มและจะเน่าเสยีในระยะเวลาอนัสัน้  ท าใหค้พัภะไมส่ามารถดดูซบัอาหารมาใชเ้ลีย้ง
ตน้อ่อนไดจ้งึตายก่อนทีจ่ะงอก 
 ใชใ้นการสรา้งเมลด็เทยีม  (artificial seeds or somatic embryo genesis)  โดย
การเพาะเลีย้งโปรโตพลาส  (เซลลพ์ชืทีถ่กูยอ่ยผนงัเซลลอ์อกหมดแลว้) ในสารแขวนลอย
แลว้กระตุน้ใหเ้ซลลด์งักล่าวกลายเป็น  somatic embryoids  ซึง่มลีกัษณะคลา้ยคพัภะ
โดยใชเ้อนไซมห์รอื  heat shock  หลงัจากนัน้จงึผสมสตูรอาหารทีจ่ าเป็นส าหรบัพชืลงไป
ในภาชนะทีใ่ชเ้ลีย้ง  เชน่  sodium alginate  เสรจ็แลว้น าสว่นผสมทัง้หมดหยดลงใน  
calcium nitrate  กจ็ะไดเ้มลด็พชืเทยีมทีม่ลีกัษณะเหมอืนเมด็สาคโูดยม ี  embryoid  อยู่
ขา้งในและม ี  sodium alginate  ท าหน้าทีเ่ป็นเปลอืกหุม้เมลด็ ซึง่ในปจัจุบนัไดผ้ลติเมลด็
เทยีมแบบน้ีเป็นการคา้แลว้  โดยบรษิทั  Plant Genetic Incorporated  ไดจ้ดลขิสทิธิ ์
กรรมวธินีี้ไวแ้ลว้ส าหรบัผลติเมลด็ผกัชฝีรัง่เป็นการคา้ 
 ใชใันการคดัเลอืกพนัธุพ์ชืทีเ่กดิความแปรปรวนระหวา่งการขยายพนัธุใ์น
หลอดแกว้ (somaclonal variation)  และการกลายพนัธุท์ีเ่กดิจากการชกัน า  (in vitro 
mutation breeding)  ซึง่ในการท า  somaclonal propagation  มโีอกาสเกดิความ
แปรปรวนของตน้พชืทีไ่ดซ้ึง่อาจจะมสีาเหตุมาจากสารอาหารทีใ่ชเ้พาะเลีย้งเป็นตวักระตุน้ 
ท าใหส้ามารถคดัเลอืกพนัธุพ์ชืใหม ่ ๆ ขึน้มาได ้ นอกจากนี้แลว้ยงัอาจน าเนื้อเยือ่พชืไป
ฉายรงัสหีรอืแชใ่นสารเคมทีีส่ามารถท าใหพ้ชืเกดิการกลายพนัธุ ์ (mutant)  เพือ่คดัเลอืกยี
โนไทป์ใหม ่ๆ ทีไ่มม่ใีนธรรมชาตไิด ้
 ใชใ้นการขยายพนัธุพ์ชืปลอดเชือ้โรค  (pathogen-free plant propagation)  โดย
การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่จากสว่นยอด  (meristem culture)  ซึง่พชืทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยือ่จากสว่นยอดนี้มกัจะปลอดจากเชือ้โรคโดยเฉพาะไวรสั หรอืถา้ไมแ่น่ใจวา่ปลอด
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โรคกอ็าจใชค้วามรอ้นท าลายเชือ้โรค  (thermotherapy)  หรอืใชส้ารเคมที าลายเชือ้  
(chemotherapy)  บรเิวณของพชืกอ่นน าไปเพาะเลีย้ง วธิกีารน้ีนิยมท าในไมด้อกไม้
ประดบัและมนัฝรัง่ 
 ใชช้ว่ยวนิิจฉยัโรคระดบัโมเลกุลหรอื  DNA (molecular diagnosis)  วธิกีารน้ี
บางครัง้อาจเรยีกวา่  recombinant DNA probe  หรอื  nucleic acid spot hybridization 
(NASH)  ซึง่เป็นวธิกีารทีม่ปีระสทิธภิาพมากในการตรวจหาเชือ้แบคทเีรยีและไวรสั  
(Baulcombe et al., 1984;  Baulcombe and Fernandez-Northcote, 1988)  เพราะ
ตรวจหา  strain ของไวรสัได ้ ในขณะทีว่ธิ ี  ELISA  (enzyme linked immunosorbent 
assay)  ของ Clark and Adams (1977)  ตรวจไมไ่ด ้และดกีวา่ในกรณีทีแ่มจ้ะมไีวรสัอยู่
บรเิวณยอดอ่อนน้อยกย็งัตรวจพบ  นอกจากนี้แลว้ในขัน้ตอนการเตรยีมน ้าคัน้  (crude 
sap)  ของวธิ ี ELISA  อาจเกดิการปนเป้ือนท าใหอ้่านคา่ผดิพลาดได ้
 ความรูท้างดา้น  virology  และ  serology  ในปจัจุบนัไดท้ าใหเ้กดิแนวความควิใน
การน าไปป้องกนัโรคไวรสัในสม้ และโรคใบด่างของมะละกอ  โดยการพยายามคน้หาสาย
พนัธุข์องไวรสัทีไ่มม่คีวามรนุแรง  (mild strain)  เพือ่ผลติเป็นสารเหมอืนวคัซนีส าหรบัฉีด
ใหต้น้พชืสรา้งภมูติา้นทานต่อเชือ้ไวรสัชนิดรนุแรง (severe strain)  ตน้พชืทีม่ภีมูิ
ตา้นทาน  (pre-immunized plant)  นี้สามารถขยายพนัธุโ์ดยวธิเีพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเพือ่เพิม่
ปรมิาณต่อไปได ้
 ใชใ้นการหลอมรวมเซลลห์รอืโปรโตพลาส  (cell  or protoplast fusion)  วธินีี้ท า
ไดโ้ดยน าชิน้สว่นของพชืไปยอ่ยดว้ยเอน็ไซม ์  เพือ่ยอ่ยผนงัเซลลข์องพชืใหเ้หลอืเพยีงโป
รโตพลาสทีเ่มือ่ผา่นการกรองและผา่นเครือ่งเหวีย่งในสารละลายทีเ่หมาะสม กส็ามารถ
แยกโปรโตพลาสบรสิทุธิอ์อกมาได ้ และน ามาเพาะเลีย้งในสตูรอาหารทีเ่หมาะสมก็
สามารถชกัน าใหเ้ป็นตน้พชืได ้ วธิกีารน้ีมปีระโยชน์มากในงานปรบัปรงุพนัธุพ์ชื คอื ชว่ย
ใหก้ารผสมพนัธุพ์ชืขา้มชนิด  (interspecific hybridization)  และการผสมพนัธุพ์ชืขา้ม
สกุล  (intergeneric hybridization)  ประสบผลส าเรจ็โดยน าโปรโตพลาสจากพชืคนละ
พนัธุห์รอืคนละชนิดหรอืคนละสกุลกนั มารวมกนัโดยใชส้ารเคม ี  PEG  (polyethylene 
glycol)  หรอืใชไ้ฟฟ้ากระตุน้ดว้ยเครือ่งรวมเซลล ์  (somatic hybridizer)  แลว้น าเซลลท์ี่
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รวมกนัแลว้ไปเพาะเลีย้งใหเ้กดิเป็นตน้เลก็ ๆ ขึน้ได ้ วธิกีารน้ีท าไดส้ าเรจ็ในพชืมากมาย
หลายชนิดแลว้  เชน่  มนัเทศ  มะเขอืเทศ  ขา้ว  มนัฝรัง่  ยาสบู  ฯลฯ 
 การเพาะเลีย้งเซลลแ์ละเนื้อเยือ่พชืนี้ยงัสามารถประยกุตใ์ชใ้นการคดัเลอืกพนัธุ์
ตา้นทานต่อสารเคมคีวบคุมวชัพชื  ตา้นทานโรค  ทนแลง้  ทนเคม็  ทนกรด  ทนด่าง ฯลฯ  
ซึง่ประโยชน์อนัน้ีไดม้กีารใชใ้นพชืเศรษฐกจิต่าง ๆ มากมาย ทัง้ขา้วและการปรบัปรงุพนัธุ์
พชืไรใ่หท้นทานต่อดนิเคม็ 
 ใชใ้นการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืโดยวธิทีางพนัธุวศิวกรรม  (crop improvement 
through genetic engineering)  ซึง่ในปจัจุบนันกัวทิยาศาสตรท์ัว่โลกไดท้ าการคน้ควา้
วจิยัอยา่งกวา้งขวางเพือ่หาทางดดัแปลงพนัธุกรรมในเซลล ์ (genetic manipulation or 
recombinant DNA technology or genetic engineering)  วธิกีารน้ีเป็น
เทคโนโลยชีวีภาพขัน้สงู  นกัวจิยัจะตอ้งมคีวามรูแ้ละความเขา้ใจอยา่งลกึซึง้ใน
กระบวนการทางชวีวทิยา  ชวีเคม ี  และจุลชวีวทิยา  ข ัน้ตอนส าคญั ๆ ในการท าพนัธุ
วศิวกรรม  (ปิยะศกัดิ,์ 2531)    ไดแ้ก ่  การศกึษากลไกและการแสดงออกของยนีใน
ลกัษณะทีต่อ้งการจะปรบัปรงุ  (characterization of traits)  การแยก  mRNA  และ  DNA  
หรอืผลผลติจาก  DNA  ของลกัษณะทีต่อ้งการ  (isolation of mRNA and DNA)  การ  
clone  ยนี  (gene or DNA  cloning)    การยา้ยยนี (gene transfer)  การตรวจสอบและ
จ าแนกเซลลเ์จา้บา้นทีม่ยีนีทีต่อ้งการสอดแทรกอยู ่  (identification of transformed 
recipients)  เสถยีรภาพในการเพิม่จ านวนตวัเองของ  DNA  (stable rep;ication of 
DNA)  การเพาะเลีย้งเซลลใ์หเ้จรญิเป็นตน้พชื  (plant regeneration)  การแสดงออกของ
ยนีในสภาพสิง่มชีวีติ  (gene expression in vivo)  และการถ่ายทอดลกัษณะทีต่อ้งการ 
ไปสูล่กูหลาน (trait transmission)  ในปจัจุบนัวทิยาการดา้นน้ียงัไมป่ระสบความส าเรจ็
มากนกั งานสว่นใหญ่อยูร่ะหวา่งการคน้ควา้วจิยัแต่กเ็ป็นทีค่าดหมายวา่เทคโนโลยดีา้นน้ี 
จะท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงวธิกีารปรบัปรงุพนัธุพ์ชือยา่งมากมายในอนาคต 
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10.3 การเพาะเล้ียงคพัภะ และการก าเนิดคพัภะ  
       (Embryo Culture and Embryogenesis) 

การเพาะเลี้ยงคพัภะ (embryo culture) หมายถงึการน าคพัภะทีเ่กดิจากตน้พชืใน
สภาพธรรมชาตใินถุงรงัไข ่(embryo sac) มาเลี้ยงฝนอาหารสงัเคราะหใ์นสภาพทีป่ลอด
เชือ้ เพือ่ชกัน าใหเ้กดิเป็นตน้ทัง้ตน้โดยตรง หรอืผา่นการเป็นแคลลสัเสยีก่อน 
การก าเนิดคพัภะ (embryogenesis) ในสภาพธรรมชาติหมายถึง กระบวนการพฒันา
ของคพัภะทีเ่กดิขึน้ในตน้พชื ซึง่เกดิได ้2 ทางคอื 

1. เกดิจากไขท่ีไ่ดร้บัการผสม (fertilized egg) แลว้เจรญิเป็นไซโกต  ก่อนทีจ่ะพฒันา 
ไปเป็นคพัภะทีเ่รยีกวา่ zygotic embryos และมโีครโมโซมทีเ่ป็นดพิลอยด ์(2n) 

2. จากไขท่ีไ่มไ่ดร้บัการผสม (unfertilized egg) หรอืจากเซลลเ์นื้อเยือ่อื่นๆ  คพัภะใน 
กรณีน้ีมกัเรยีกวา่ non-zygotic embryos ซึง่สว่นใหญ่อาจเกดิได ้3 รปูแบบคอื 

-  Parthenogenetic embryo หมายถงึคพัภะทีเ่กดิจากไข ่ทีไ่มไ่ดร้บัการผสม จงึมี
โครโมโซมที ่       
     เป็นแฮบพลอยด ์

- Androgenetic embryo หมายถงึคพัภะ ทีพ่ฒันามาจากเซลลส์บืพนัธุเ์พศผู ้ใน 
พชืมดีอก หมายถึงจากละอองเกสรเพศผูน้ัน่เอง ดงันัน้จึงมโีครโมโวมเป็นแฮบพลอยด์
เชน่กนั 

- Adventive embryo หมายถงึ  คพัภะทีเ่กดิมาจากเซลลร์า่งกาย เชน่ เซลลจ์าก 
แผ่นใบและเซลล์แขวนลอยต่างๆ หรอืเป็นเนื้อเยื่อเช่น nucellus และถุงรงัไขเ่ป็นตน้ใน
กรณนีี้คพัภะจะมโีครโมโซมเป็นดพิลอยด์ 

 
10.4 การก าเนิดคพัภะจากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ (In Vitro Embryogenesis) 

ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื สามารถจ าแนกชนิดของคพัภะได้จากเซลล์เนื้อเยื่อ
แรกเริม่ทีน่ ามาเลีย้งดงัต่อไปน้ี 

1. คพัภะทีไ่ดจ้ากไขท่ีไ่ดร้บัการผสม ไข ่ทีไ่ดร้บัการผสมหรอืไซโกตในระยะแรกที ่
เรยีกว่า proembryo มกีารแบ่งตวัทีไ่ม่เท่ากนัไดเ้ซลล์ 2 เซลล์คอื เซลล์ทีม่ขีนาดเลก็ทีอ่ยู่
ดา้นบน (apical cell) และเซลล์ทีม่ขีนาดใหญ่กว่าทีอ่ยู่ดา้นล่าง (basal cell) เซลล์ขนาด
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เลก็ทีอ่ยู่ด้านบนเท่านัน้ทีจ่ะมกีารพฒันาต่อไปเป็นคพัภะ โดยมกีารแบ่งตวัแบบไมโตซสิ
เพิ่มจ านวนเซลล์จนมีลกัษณะเป็นก้อนกลม เรียกระยะนี้ว่า globular-shape stage 
จากนัน้กลุ่มเซลล์ที่อยู่ส่วนบนจะค่อยๆ เปลี่ยนเป็นรูปคล้ายหวัใจ (heart- shape) 
จนกระทัง่พฒันาเตม็ทีแ่ละมรีปูรา่งเหมอืนตอรปิ์โด (torpedo-shape)  

2. คพัภะทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้งแคลลสั      เกดิจากการแบ่งเซลลข์องแคลลสัทีม่ ี
ความพรอ้มและเปลีย่นแปลงพฒันาไปเป็น adventive cells สงัเกตไดจ้ากการยอ้มสเีซลล์
พวกนี้จะติดสดีีกว่าเซลล์อื่นๆ มไีซโตพลาซมึและออร์กาเนลหนาแน่น และแบ่งตวัเพิม่
จ านวนอยา่งรวดเรว็เกดิเป็นปุม่กอ้นทีป่ดูยืน่ออกมาในระยะ globular-shape stage ต่อไป
จงึเจรญิเตม็ทีเ่รยีกว่า somatic embryo, embryo-like structure, adventitious embryo 
หรอื vegetative embryo แต่ทีน่ิยมเรยีกคอื adventive embryo หรอื embryoid  

3. คพัภะทีไ่ดจ้ากการเพาะเลีย้งเซลลเ์ดีย่วหรอืเซลลแ์ขวนลอย ในการเพาะเลีย้ง 
เซลล์เดี่ยวที่ได้จากการย่อยเนื้อเยื่อพืชด้วยเอนไซม์ เช่น pectinase หรอืจากเซลล์
แขวนลอยที่ได้จากการป ัน่แยกแคลลสัแล้วเลี้ยงในอาหารเหลว เซลล์เหล่าน้ีมีการเพิ่ม
จ านวนขึน้เรือ่ยๆ และเปลีย่นแปลงเป็นกลุ่มเซลล์ทีเ่กาะกนัเป็นกอ้น (cell aggregate) ซึง่
ต่อไปจะพฒันาเป็นกอ้นกลม (globular-shape) เพือ่พฒันาเป็นคพัภะทีเ่จรญิเตม็ที ่

4. คพัภะทีไ่ดจ้ากเซลลร์า่งกาย จากการศกึษาการก าเนิดคพัภะทีไ่ดจ้ากการเพาะ 
เลี้ยงเซลล์ผวิใบ กา้นใบ และล าตน้อ่อน พบว่าเซลล์เหล่านี้โดยเฉพาะ epidermal cells, 
palisade cells และ spongy cells มลีกัษณะเป็นเซลล์เนื้อเยื่อเจรญิทีม่กีารแบ่งตวัอย่าง
รวดเรว็ และมกีารเปลี่แปลงพฒันาเกดิเกดิกลุ่มเซลล์คล้าย globular-shape ซึ่งต่อไปจะ
พฒันาเป็นคพัภะทีเ่จรญิเตม็ที ่

 
10.5 ปัจจยัท่ีเก่ียวข้องในการเพาะเล้ียงคพัภะ  

1. ชนิดชิน้สว่นพชื (explants) พชืแต่ละชนิด   แต่ละพนัธุม์คีวามยากงา่ยในการเพาะ 
เลี้ยงต่างกนั ชิน้สว่นพชืทีเ่ป็นเนื้อเยื่อเจรญิปลายยอด ตาขา้ง และใบอ่อน เหมาะต่อการ
เพาะเลีย้งเนื่องจากมกีารเจรญิเตบิโตไดเ้รว็ 

2. ธาตุอาหารในการเพาะเลีย้ง (nutrient medium) พชืแต่ละชนิด   แต่ละพนัธุห์รอืแม ้
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แต่ละชิ้นส่วนในพืชชนิดเดียวกนั มีความต้องการธาตุอาหารต่างกนัทัง้ในแง่ชนิดและ
ปรมิาณจงึจ าเป็นตอ้งเลอืกใชส้ตูรอาหารใหเ้หมาะสม ซึง่ไดม้ผีูค้ดิคน้สตูรอาหารทีใ่ชเ้ลี้ยง
คพัภะหลายสตูร แต่สว่นใหญ่ไดจ้ากการดดัแปลงสตูรอาหารของ Murashige and Skoog 
(MS)(1962) โดยพจิารณาถงึบทบาทของธาตุอาหารบางชนิดทีม่คีวามส าคญัในการชกัน า
ใหเ้กดิคพัภะ เชน่ธาตุโปแตสเซยีมมสีว่นเสรมิการก าเนิดคพัภะไดด้ขีึน้ 

3. สารควบคมุการเจรญิเตบิโต (growth regulators)    จากการศกึษาพบวา่มสีารบาง 
ชนิดทีม่ผีลต่อการชกัน าใหเ้กดิคพัภะเชน่ ออกซนิสงัเคราะห ์2,4-D ,Zeatin and succinic 
acid มผีลกระตุน้หรอืสง่เสรมิการก าเนิดคพัภะ 

4. ปจัจยัสภาพแวดลอ้ม (environmental factors)  
4.1 แสงปกตติอ้งการความเขม้แสงต ่า เพราะรงัสดีวงอาทติยห์รอืแสงท าใหอ้อกซนิ 

สลายตวัไดง้า่ยและไปยบัยัง้การก าเนิดคพัภะ และในพชืบางชนิดกไ็มต่อ้งการแสงเลย 
4.2 อุณหภมู ิปกตติอ้งการอุณหภมูสิงูกวา่การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่อื่นๆ เลก็น้อย 
4.3 ออกซเิจน คพัภะหรอืเซลลท์ีเ่ปลีย่นแปลงไปเป็นคพัภะ มกีจิกรรมภายในเซลล์ 

ค่อนขา้งสูงจึงต้องการออกซเิจนในปรมิาณมาก เพื่อใช้ในกระบวนการหายใจเพื่อใหไ้ด้
พลงังานมาใช ้

4.4  ความเป็นกรดและด่าง (pH) มคีวามผนัแปรขึน้กบัชนิด       และอายรุะยะการ 
พฒันาของพชืทีจ่ะน าชิน้สว่นมาเลีย้ง 

 
10.6 ขัน้ตอนวิธีการในการเพาะเล้ียงคพัภะ 

1. การเพาะเลีย้งใหเ้กดิเป็นเซลลค์พัภะ   โดยตรง (Direct Embryogenesis) ทาง 
ตรงนัน้เกี่ยวขอ้งกบัการสรา้งคพัภะทีไ่ม่มเีพศ เกดิจากเซลล์เดี่ยวๆ หรอืจากกลุ่มเซลล์
ของชิ้นส่วนพชืโดยไม่ผ่านการพฒันาเป็นแคลลสัพบได้ในตระกูลสม้ การก าเนิดคพัภะ
โดยตรงยงัมรีายงานการเพาะเลีย้งในอบัเกสรและโปรโตพลาสของพชืบางชนิด 

2. การเพาะเลีย้งเพือ่ใหเ้กดิเป็นคพัภะ   โดยทางออ้ม (Indirect Embryogenesis)  
การก าเนิดคพัภะทางออ้มจากการเพาะเลีย้งชิน้สว่นพชื  เพือ่สรา้งเป็นแคลลสัจ านวนมาก
ขึน้ก่อนก าเนิดเป็นโปรเอม็บรโิอ โดยปกตเิกดิเมือ่อาหารทีใ่ชม้คีวามเขม้ขน้ของออกซนิสงู 
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เชน่ในกรณีทีเ่ตมิ 2,4-D ความเขม้ขน้ 0.45-4.52 ไมโครโมลาร ์   เมือ่ยา้ยแคลลสัไปไวใ้น
อาหารทีม่สีารควบคมุการเจรญิเตบิโตทีเ่หมาะสม คพัภะเหล่าน้ีเจรญิไปเป็นตน้ 

 
10.7 ประโยชน์ในการเพาะเล้ียงคพัภะ 

1. แกป้ญัหาในการไมง่อกของเมลด็พชืบางชนิด   ทีม่กีารเจรญิและพฒันาของคพั 
ภะซึง่ไดร้บัการผสมแลว้มอีาหารสะสมในเมลด็ไมเ่พยีงพอ เชน่ มะพรา้วกะท ิกลว้ยไม ้ 

2. ชว่ยในการเจรญิและพฒันาของคพัภะ      ทีไ่มไ่ดร้บัการผสม (parthenogenic  
embryo) ซึง่ในสภาพธรรมชาตแิลว้คพัภะเหล่าน้ีมกัจะสลายตวัไป 

3. ลดการปนเป้ือนของเชือ้โรค      คพัภะเป็นชิน้สว่นหนึ่งทีม่คีวามปลอดไวรสัสงู  
เพราะไมม่เีนื้อเยือ่ทอ่ล าเลยีงเชือ่มต่อกบัอวยัวะสว่นอื่นๆ 

4. สามารถขยายพนัธุพ์ชืไดจ้ านวนมากในเวลาอนัรวดเรว็ 
5. ผลติพชืทีม่จี านวนชดุโครโมโซมต่างๆ  ทัง้ทีเ่ป็นแฮพลอยด ์(n) ดพิลอยด ์(2n)  

ทรพิลอยด ์(3n) และพชืทีเ่ป็นเตตราพลอยด ์(4n)  
6. ยน่ระยะในการปรบัปรงุพนัธุ ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในพชืยนืตน้ ไมผ้ล และพชืลม้ 

ลุกหลายชนิด ทีม่รีะยะการพฒันาของคพัภะยาวนาน หรอืเมลด็ทีส่กุแก่แลว้มกีารพกัตวั 
7. ใชใ้นการชว่ยชวีติคพัภะลกูผสมชัว่ที ่1 (embryo rescue)     ทีไ่ดจ้ากการผสม 

ขา้มชนิดหรอืขา้มสกุล  
8. การผลติเมลด็พชืเทยีม     หรอืเมลด็พชืสงัเคราะห ์(artificial/systhetic seeds)  

เป็นเมลด็พชื   ทีไ่ดจ้ากการน าเอาคพัภะทีเ่พาะเลีย้งไดม้าเคลอืบหรอืหุม้ดว้ยสารประกอบ
บางชนิดทีเ่ลยีนแบบเอน็โดสเปอรม์ 
 
10.8 ปัญหาและข้อจ ากดัในการเพาะเล้ียงคพัภะ 

1. มโีอกาสเกดิการกลายพนัธุค์อ่นขา้งสงู 
2. ในพชืบางชนิด การชกัน าใหม้กีารก าเนิดคพัภะท าไดย้าก 
3. วธิกีารและขัน้ตอนในการเพาะเลีย้งคอ่นขา้งยุง่ยาก  โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในการ 

เพาะเลีย้งคพัภะอ่อน หรอืการกูช้วีติคพัภะ 
4. จ าเป็นตอ้งมกีารยา้ยเนื้อเยือ่และเปลีย่นอาหารบ่อยครัง้ท าใหเ้ซลลห์รอืเนื้อเยือ่ 
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สญูเสยีความพรอ้มและความสามารถในการเจรญิเตบิโต    และการเปลีย่นแปลงพฒันาได้
งา่ย 
10.9 อปุกรณ์และสารเคมี 

1. เมลด็ถัว่พุม่ 
2. ตูถ่้ายเชือ้ 
3. Hot oven 
4. หมอ้นึ่งความดนัไอ 
5. เครือ่งชัง่ 
6. เครือ่งวดัความเป็นกรด-ด่าง 
7. เตาไฟฟ้า 
8. ชอ้นตกัสารและแทง่แกว้คนสาร 
9. ขวดรปูชมพู ่
10. บกีเกอร ์
11. กระบอกตวง 
12. ขวดใสอ่าหารและน ้ากลัน่ 
13. ปากคบี 
14. มดีผา่ตดั 
15. จานเลีย้งเชือ้ 
16. ตะเกยีงแอลกอฮอลแ์ละไมข้ดีไฟ 
17. กระดาษอลมูเินียม (aluminum foil) 
18. น ้าผงซกัฟอก 
19. แอลกอฮอล ์
20. คลอรอกซ ์15% 
21. tween 
22. อาหารแขง็สตูร MS ดดัแปลง 
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 

หมายเหต ุ  อุปกรณ์ในขอ้ 9 - 16 ตอ้งผา่นการฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งความดนักอ่น
น าเขา้ตูถ่้ายเชือ้ 
10.9 การเพาะเล้ียงราก (Root culture) 

การทดลองเพาะเลี้ยงรากของพชืตระกูลถัว่ (Legume) และ ธญัพชื (Cereal) มี
การศกึษามานาน แต่ยงัไม่ประสบผลส าเรจ็ ผูท้ีส่ามารถเลี้ยงรากใหเ้จรญิเตบิโตไดส้ าเรจ็
คอื White โดยการเพาะเลี้ยงรากของมะเขอืเทศในอาหารทีม่เีกลอืแร่ น ้าตาลซูโครส และ
น ้าสกดัจากยสีต์ (yeat extract) ต่อมาสามารถเพาะเลี้ยงรากของพชืยาสบูไดห้ลายชนิด 
เช่น Nicotiana langsdorfii และ N. tabaccum รากทีไ่ดจ้ากการเพาะเลี้ยงนัน้มลีกัษณะ
ทางสณัฐานวทิยาเหมอืนกบัรากของต้นพชื การเพาะเลี้ยงรากไว้เป็นเวลานานๆ นัน้  
White พบวา่ รากบางอนัเกดิการเปลีย่นแปลงจ านวนโครโมโซม เช่นเมื่อเลี้ยงไวเ้ป็นเวลา 
30 ปี รากของมะเขอืเทศทีม่จี านวนโครโมโซม 2n เปลีย่นเป็น 4n  ความยากง่ายของการ
เพาะเลีย้งรากของพชืในแต่ละชนิดไมม่คีวามแน่นอน 

อาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงรากนัน้ต้องใส่น ้าตาลซูโครสเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอน  
แต่ถ้าเป็นรากของธญัญพชือาจใชก้ลูโคสแทนได้ ความเป็นกรดด่างทีม่คีวามเหมาะสม
ส าหรบัการเจรญิของราก คอื 5.0-5.5 สว่น pH 6.0-6.5 เหมาะส าหรบัท าใหเ้กดิรากแขนง
ไดด้ ีความเขม้ของแสงในระดบัต ่าๆ สามารถท าใหร้ากพชืบางชนิดเจรญิไดด้ ีแต่ในราก
ของพชืบางชนิดอาจจะหยุดการเจรญิเติบโตเมื่อได้รบัแสง อุณหภูมทิี่เหมาะสมต่อการ
เจรญิของรากคอื 25-27 oซ  
 การน าเอารากของพืชที่ปลูกอยู่ในเรือนต้นไม้หรือในแปลงมาเพาะเลี้ยงนัน้
ค่อนข้างล าบากปญัหาที่ส าคญัคือการท าให้ปราศจากเชื้อจุลินทรรีย์นัน้ค่อนข้างยาก 
เนื่องจากเชื้อรา และแบคทเีรยีจะอาศยัอยู่ตามรอยแตกของราก หรอือาศยัอยู่ระหว่าง
เซลล ์การก าจดัเชือ้จุลนิทรยีจ์งึอาจท าใหเ้กดิความเสยีหายแก่รากได ้การเพาะเลีย้งรากจงึ
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ควรน ามาจากการเลีย้งเมลด็ทีอ่ยูใ่นสภาพปลอดเชือ้ โดยน าเมลด็มาฟอกฆา่เชือ้แลว้น าไป
เพาะในอาหาร วธิกีารทีจ่ะช่วยใหป้ราศจากเชือ้ได้ดกีโ็ดยการลอกเอาสว่นของเปลือกหุม้
เมลด็ออก การเพาะเลีย้งเมลด็ในทีม่ดืจะชว่ยใหเ้มลด็มกีารเจรญิไดด้ ี
 
วิธีการศึกษา 
1. เพาะเมลด็ถัว่พุ่มในสภาพปลอดเช้ือจลิุนทรีย ์

- น าเมลด็ถัว่พุม่มาเพาะฆา่เชือ้จุลนิทรยีด์ว้ยน ้ายาคลอรอกซ ์15 %  เป็นเวลา  
25 นาท ี 

-  ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ทีฆ่า่เชือ้แลว้ 3 ครัง้ๆ ละประมาณ  5 นาท ีเพือ่ลา้งคลอ 
รอกซอ์อกใหห้มด  

-   ใชช้อ้นหรอืปากคบี คบีเมลด็ไปเลีย้งในขวดทีม่อีาหารเตรยีมไว ้2-3 เมลด็ต่อ 
หนึ่งขวด  

- น าไปเลีย้งในหอ้งเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ทีม่อีุณหภมู ิประมาณ 27 oซ  
 

2 . ตดัรากเพาะในอาหารเหลวสงัเคราะห ์ 
โดยตดัเอาเฉพาะส่วนปลายสุดของรากยาวประมาณ 1 เซนตเิมตร ใส่ลงไปใน

อาหารเหลวทีเ่ตรยีมไวอ้าหารเหลวสงัเคราะหท์ีใ่ชใ้นการเพาะเลี้ยงรากใหเ้กดิเป็นแคลลสั 
เตรยีมโดยใชส้ตูร MS  จากนัน้น าไปเลีย้งในหอ้งเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ โดยท าใหอ้าหารเหลว
เคลื่อนทีต่ลอดเวลาโดยใช ้shaker เพือ่ทีจ่ะใหช้ิน้เน้ือเยือ่ไดร้บัออกซเิจน 
 
10.11 การเพาะเล้ียงแคลลสั (Callus Culture) 
 
การกระตุ้นให้เกิดแคลลสัและการเล้ียงแคลลสั 
 แคลลสัประกอบดว้ยกลุ่มของเซลล์พาเรงคมิาทีอ่ยู่กนัอย่างหลวมๆ และมรีูปร่าง
ของเซลล์หลายแบบ แคลลัสจากการแบ่งเซลล์ของเนื้อเยื่อที่น าเอาไปเลี้ยงครัง้แรก 
ต าแหน่งที่เกิดอาจเป็นบริเวณรอยแผลที่ปลายล าต้นหรือราก ส่วนใหญ่แคลลสัจะมกั



AG 103 307 

กล่าวถงึในพวก Angiosperms แต่ความจรงิแลว้ แคลลสัเกดิไดใ้นพชืทุกพวก จมิโนสเป
รมิ (Gymnosperms), เฟรนิ (Fern), มอส (Mosses), และ ลเิวอรเ์วริด์ (Liverworts) 
 เนื่องจากแคลลสัยงัไม่มกีารรวมกนัเป็นอวยัวะ การเกดิแคลลสับรเิวณทีเ่ป็นรอย
แผลมตีวักระตุน้ทีส่ าคญัคอื ออกซนิและไซโตไคนินทีม่อียู่ในเนื้อเยื่อ นอกจากนัน้แคลลสั
อาจเกดิจากการรกุรานของเชือ้จุลนิทรยีเ์ขา้ไปในเนื้อเยื่อ หรอืเกดิจากแมลงทีดู่ดน ้าเลี้ยง
เป็นอาหาร  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารถกระตุ้นใหแ้คลลสัเกดิเป็นอวยัวะและ
เนื้อเยื่อจ านวนมาก การเกดิแคลลสัไม่จ าเป็นตอ้งเป็นการตอบสนองในบรเิวณทีเ่ป็นแผล 
เนื้อเยือ่ของพชืสามารถเลีย้งใหเ้กดิเป็นแคคลสัได ้เชน่ เนื้อเยือ่ของแคมเบยีมพาเรงคมิาที่
สะสมอาหาร ใบเลี้ยง ชัน้มีโซฟิลล์ของใบ และเนื้อเยื่อที่จะเจริญเป็นเนื้อเยื่อล าเลียง  
ลกัษณะการเจริญโดยทัว่ไปของแคลลสั มคีวามสมัพนัธ์ที่ซบัซ้อนระหว่างชิ้นส่วนของ
เนื้อเยื่อ สว่นประกอบของอาหาร และสิง่แวดลอ้ม การเจรญิของแคลลสัในพชืบางชนิดมี
สารลิกนินสะสมมาก และผิวนอกค่อนข้างแข็ง ลักษณะของแคลลัสชนิดนี้ เรียกว่า 
compact callus สว่นแคลลสับางชนิดอาจแยกออกจากกนัไดง้่ายและอยู่กนัอย่างหลวมๆ 
ลกัษณะของแคลลสัชนิดนี้เรยีกว่า friable callus สขีองแคลลสัแตกต่างกนัซึ่งอาจมสีี
เหลอืง ขาว เขยีว การเกดิเมด็สอีาจเกดิตลอดทัง้แคลลสัหรอือาจเกดิเฉพาะบางสว่นของ
แคลลสั ในแคลลสัจะเกิดกลุ่มเซลล์ที่แบ่งตวัเป็นเนื้อเยื่อเจรญิที่เรยีกว่า meristemoids 
หรอื vascular nodule ซึง่จะเป็นต าแหน่งหรอืศนูยก์ลางของการเกดิ shoot apices, root 
primordia หรอื เริม่เจรญิเป็นคพัภะ  
  
10.12 การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือและอวยัวะ 
 อวยัวะและเนื้อเยื่อของพชืประกอบดว้ยเซลล์จ านวนมาก เมื่อน าไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสงัเคราะหจ์งึมโีอกาสทีจ่ะเจรญิเตบิโตได ้ถา้เป็นเนื้อเยื่อทีก่ าลงัเจรญิ (meristems) 
โอกาสที่เนื้อเยื่อสามารถเจรญิได้ก็มีมากกว่าเนื้อเยื่อถาวรปฐมภูม ิการน าอวยัวะหรือ
เนื้อเยือ่สว่นใดมาเลีย้งกข็ึน้อยูก่บัจุดประสงค ์ความสะดวกและผลทีค่วรจะได ้ 
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่เจรญิปลายยอด (Shoot tip culture) เนื้อเยื่อปลายยอดของ
พืชเป็นกลุ่มของเนื้ อเยื่อเจริญ ซึ่งประกอบด้วยเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (apical 
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meristems) และจุดก าเนิดของใบ กลุ่มเนื้อเยือ่เหล่านี้มเีซลล์ทีอ่ยู่กนัแน่น รปูร่างค่อนขา้ง
กลม ไมม่ชีอ่งวา่งระหวา่งเซลล ์เซลลส์ามารถแบ่งตวัไดเ้รือ่ยๆ การน าเอาเน้ือเยือ่เจรญิไป
เพาะเลี้ยงในอาหารสงัเคราะห ์เรยีกว่า การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจรญิ (meristem culture) 
หรอืถ้าน าเอาเฉพาะเนื้อเยื่อเจรญิปลายยอดไปเพาะเลี้ยงจงึเรยีกว่า การเพาะเลี้ยงปลาย
ยอด (apical bud culture) หรอืถา้มจีุดก าเนิดของใบตดิมาดว้ย เรยีกวา่ shoot tip culture 
หรอื shoot apex culture การน าเอาปลายยอดของพชืทีม่ขีนาดประมาณ 0.2-0.5 มม. ซึง่
ประกอบดว้ยเนื้อเยือ่เจรญิปลายยอดและจุดก าเนิดของใบ 1-4 ใบ เมื่อน าไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสงัเคราะห์ทีเ่หมาะสม สามารถเจรญิและพฒันาจนเกดิเป็นตน้และรากได้ อาหาร
สงัเคราะหท์ีใ่ชเ้พาะเลีย้งเนื้อเยื่อปลายยอดอาจเป็นแบบง่ายๆ คอื ประกอบดว้ยอนินทรยี์
สารและน ้าตาล แต่ในพชืบางชนิดอาจต้องการวติามนิโดยเฉพาะอย่างยิง่ไทเอมนีและ
ฮอรโ์มนพชื (บุญยนื, 2539) 
 การเพาะเล้ียงใบ (Leaf culture) ใบเป็นอวยัวะของพชืทีป่ระกอบดว้ยแผ่นใบ 
(blade) และกา้นใบ (petiole) การเจรญิเตบิโตของใบ ในระยะเริม่แรกอยู่ใกลก้บัยอด โดย
มจีุดก าเนิดของใบเจรญิและพฒันามาเป็นใบ จุดก าเนิดของใบประกอบดว้ยเนื้อเยื่อเจรญิ 
สามารถแบ่งตวัได้จนถึงระยะหนึ่ง จากนัน้จึงมกีารเปลี่ยนแปลง (differentiate) เป็น
เนื้อเยื่อถาวรปฐมภูม ิแผ่นใบประกอบไปดว้ยเนื้อเยื่อของเอพเิดอร์มสิ (epidermis) ทัง้
ทางดา้นบนและดา้นล่าง สว่นระหวา่งกลางเป็นกลุ่มเน้ือเยือ่ของมโีซฟิลล์ (mesophyll) ใบ
มหีน้าทีเ่กี่ยวกบัการสงัเคราะหแ์สง การหายใจ และการคายน ้า การน าเอาใบของพชืมา
เพาะเลีย้งในอาหารสงัเคราะหเ์รยีกวา่ การเพาะเลีย้งใบ (leaf culture)  
 วธิกีารเพาะเลีย้งใบหรอืเนื้อเยือ่จากใบ ใบของพชืแต่ละชนิดมลีกัษณะแตกต่างกนั 
ใบที่สามารถน ามาเพาะเลี้ยงและสามารถเจริญเติบโตได้มักเป็นใบที่ย ังอ่อนอยู ่
ประกอบดว้ยเซลล์ทีส่ามารถแบ่งตวัได ้เนื้อเยื่อใบสามารถเจรญิเตบิโตเป็นแคลลสั หรอื
เจรญิเตบิโตเป็นหน่อขนาดเลก็ตามบรเิวณรอยตดัหรอืบนผวิของใบ (บุญยนื, 2539)  
 
ประวติัการศึกษาท่ีเก่ียวข้องกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ 
 Rout, Samantaray, และ Das (1995) ศกึษา Somatic Embryogenesis และการ
ชกัน าใหเ้กดิตน้พชืจากการเพาะเลี้ยงแคลลสัของ Acacia catechu  ซึง่เป็นไมย้นืตน้ทีจ่ดั
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อยู่ในวงศถ์ัว่ การชกัน าใหเ้กดิต้นพชืใหม่ท าไดโ้ดย Somatic Embryogenesis ทีไ่ดม้า
จากแคลลสัซึง่เกดิจากใบเลี้ยงทีย่งัเจรญิเตบิโตไม่เตม็ทีข่อง Acacia catechu Willd. บน
อาหารสตูร WPM (Woody Plant Medium) เตมิไคเนตนิ 13.9 ไมโครโมลาร์ และ 2.7 ไม
โครโมลาร ์ 1-naphthaleneacetic acid และเพิม่ L-proline 0.9-3.5 ไมโครโมลาร์ ใน
อาหารเพือ่เรง่การเจรญิของ somatic embryo และ somatic embryo สามารถเจรญิในขัน้
ต่อไปไดบ้นอาหารสตูร half-strength MS ซึง่ประกอบดว้ยน ้าตาลซโูครสความเขม้ขน้ 2% 
(น ้าหนกัต่อปรมิาตร) สว่น somatic embryo ทีเ่จรญิเป็นตน้พชืแลว้จะน าไปปรบัสภาพให้
เคยชนิกบัอากาศในเรอืนกระจก และจากนัน้จงึยา้ยในปลกูในแปลงปลกู 
 Rout, Samantaray และ Das (1995) ท าการทดลองเพื่อทีจ่ะชกัน าใหเ้กดิแคลลสั
จากใบเลีย้งของ Acacia catechu ใบเลีย้งตอ้งไม่มสีว่นของแกนเอม็บรโิอ สตูรอาหารทีใ่ช้
คอื อาหารสตูร MS หรอือาหารเหลวสตูร WPM ทีป่ระกอบดว้ยสารละลายน ้าตาลซูโครส
ความเข้มข้น 3% (น ้ าหนักต่อปริมาตร) และมีความเข้มข้นของ 2,4 
dichlorophenoxyacetic acid อยู่ในช่วง 2.3-13.6 ไมโครโมลาร์, indole-3-acetic acid 
ช่วงความเขม้ขน้ 2.9-17.1 ไมโครโมลาร์, 1-naphthaleneacetic acid ช่วงความเขม้ขน้ 
2.7-21.5 ไมโครโมลาร์ และ indole-3-butyric acid ช่วงความเขม้ขน้ 2.2-13.3 ไมโครโม
ลาร ์หรอืไค-เนตนิช่วงความเขม้ขน้ 2.3-18.6 ไมโครโมลาร ์และสตูรอาหารทีจ่ะชกัน าให้
เกดิ somatic embryo คอืสตูร 1/2 MS ทีไ่ม่เตมิสารเร่งการเจรญิเตบิโต แต่ประกอบดว้ย
น ้าตาลซโูครส 2% (น ้าหนกัต่อปรมิาตร)  
วิธีการศึกษา 
 ในปฎิบตัิการท าการเพาะเมลด็ถัว่พุ่มบนอาหารแขง็ เมื่อถัว่งอกออกมาเป็นต้น
กล้า ตดัสว่นของยอดอ่อน, hypocotyl, epicotyl, cotyledon และใบมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแขง็เพือ่ชกัน าใหเ้กดิแคลลสั 
 
1. Germination  
 การฟอกฆา่เชือ้เมลด็ถัว่พุม่ท าไดด้งันี้คอื 
 1.1 ลา้งเมลด็ถัว่พุม่ในน ้าผสมผงซกัฟอก 2-3 ครัง้ 
 1.2 แชเ่มลด็ถัว่ในแอลกอฮอล ์70% เป็นเวลา 5 นาท ีในขัน้ตอนน้ีท าในตูถ่้ายเชือ้ 
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 1.3 ท าการฟอกเมลด็ถัว่ใน clorox 15% ใส ่tween เลก็น้อย เป็นเวลา 25 นาท ี 
 1.4 ลา้งเมลด็ถัว่ดว้ยน ้ากลัน่ปลอดเชือ้ 3 ครัง้ๆ ละ 5 นาท ี
 1.5 น าเมลด็ถัว่ทีผ่่านการฟอกฆ่าเชือ้แลว้วางลงบนอาหารแขง็สตูร Ms ทีเ่ตรยีม
ไว ้โดยวางเมลด็ถัว่จ านวน 3 เมลด็ต่ออาหารเลีย้ง 1 ขวด   
 
2. การเพาะเล้ียงแคลลสัจากอวยัวะส่วนต่างๆ ของต้นกล้าถัว่พุ่ม 
วิธีการศึกษา 
 1. เตรยีมอาหารสตูรแขง็ MS    
 2. น าตน้กลา้ถัว่พุม่ออกมาวางบนจานเลีย้งเชือ้ทีผ่า่นการฆา่เชือ้แลว้ 
 3. น ามีดผ่าตดัลนไฟเพื่อฆ่าเชื้อทิ้งไว้ให้เยน็ แล้วตดัต้นกล้าออกเป็นส่วนๆ 
ดงันี้คอื ปลายยอดยาวประมาณ 0.5 ซม. ตดัเอาใบออก, hypocotyl ยาว 0.5 ซม., 
epicotyl ยาว 0.5 ซม., ใบตดัใหไ้ดข้นาด 0.5x0.5 ซม. และ ใบเลี้ยงตดัใหไ้ดข้นาด 
0.5x0.5 ซม. 
 4.น าชิน้สว่นพชืทีต่ดัตามขนาดทีต่อ้งการแลว้ไปเลี้ยงในขวดอาหารสตูร Ms ทีไ่ด้
เตรยีมไวแ้ลว้ โดยท าการแยกอวยัวะสว่นต่างๆ ออกจากกนั วางชิน้ตวัอยา่งขวดละ 3 ชิน้ 

5.ปิดปากขวด แลว้ตดิฉลากชื่อชนิดพชื อวยัวะทีเ่พาะเลี้ยง สตูรอาหาร และวนัที่
ท าการเพาะเลีย้งดว้ยกระดาษ label 
 6. น าไปเพาะเลีย้งในหอ้งเพาะเลีย้ง แลว้คอยตดิตามผล 
 7. จดบนัทกึผล ถ่ายภาพ 
 
10.14 บทสรปุ 
 เทคโนโลยชีวีภาพไดถ้กูน ามาประยกุต์ใชแ้ละประสบความส าเรจ็อยา่งกวา้งขวาง  
ทัง้ในดา้นการแพทย ์ วศิวกรรมการอนุรกัษ์สิง่แวดลอ้ม การเกษตร และอุตสาหกรรม
เกษตร โยเฉพาะดา้นการผลติอาหารและเครือ่งดื่มชนิดต่าง ๆ กล่าวเฉพาะทางดา้นพชื
นัน้ เทคโนโลยชีวีภาพไดถู้กน ามาประยกุตใ์ชใ้นการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืเพือ่ใหม้ผีลผลติและ
คณุภาพตรงตามความตอ้งการของมนุษย ์  ตลอดจนการปรบัปรงุพนัธุพ์ชืเพือ่ใหต้า้นทาน
ต่อโรค แมลง และสภาพแวดลอ้มทีไ่มเ่หมาะสมต่าง ๆ โดยใชเ้ทคนิคทางพนัธุวศิวกรรม
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ซึง่นกัวทิยาศาสตรท์ัว่โลปก าลงัคน้ควา้วจิยักนัอยา่งกวา้งขวางในปจัจุบนั  นบัไดว้า่
เทคโนโลยชีวีภาพเป็นศาสตรแ์ขนงหน่ึง ซึง่ชว่ยแกป้ญัหาของมวลมนุษยชาตใินเรือ่งของ
การขาดแคลนอาหาร พลงังานและชว่ยอนุรกัษ์สิง่แวดลอ้มไดอ้ยา่งเหมาะสม อยา่งไรก็
ตามเทคโนโลยนีี้มหีลายระดบัซึง่เทคนิคการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พชื นบัเป็นความรูข้ ัน้
พืน้ฐานในการทีจ่ะน าเทคโนโลยขี ัน้สงูมาประยุกตใ์ชต้่อไปได ้
             
 

แบบประเมินผลท้ายบท 
 จงเลอืกค าตอบทีถู่กทีส่ดุขอ้เดยีว 
1. การใชเ้ทคโนโลยชีวีภาพทีเ่กบ็รกัษาเชือ้พนัธุกรรมพชืไวใ้นหลอดแกว้เรยีกวา่อะไร ? 

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

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

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

4. การแลกเปลีย่นเชือ้พนัธุกรรมพชืในสภาพตน้อ่อนนิยมน ามาใชก้บัพชืชนิดใด ? 
1) มะพรา้ว    2) ออ้ย 
3) มนัชนิดต่าง ๆ    4) ถกูทกุขอ้ 

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

6. เนื้อเยือ่หรอืตน้อ่อนของพชืทีไ่มม่กีารเจรญิเตบิโตระหวา่งการเกบ็รกัษาคอืวธิใีด ? 
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 1) cryopreservation   2) anther culture 
3) tissue culture   4) ถกูทกุขอ้ 

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

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

 1) เนื้อเยือ่พชื    2) โพรโตพลาสต ์
3) ละอองเรณู    4) ออวลุ 

9. สารชนิดใดทีน่ิยมน ามาใชผ้ลติเมลด็เทยีม ? 
 1) calcium nitrate    2) sodium alginate 

3) nitrogen    4) ถกูเฉพาะขอ้ 1 และ 2 
10. การสรา้งเมลด็เทยีมตอ้งกระตุน้ใหเ้ซลลพ์ชืเจรญิเป็นสว่นใดก่อน ? 

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

 
เฉลยแบบประเมินผลท้ายบท 

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

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


