
 

ปฏิบัติการบทที่  3 
การเพาะเลี้ยงคพัภะและการกําเนิดคัพภะ 

บทนํา 
การเพาะเลี้ยงคัพภะ (embryo culture) หมายถึงการนําคัพภะที่เกิดจากตนพืชใน

สภาพธรรมชาติในถุงรังไข (embryo sac) มาเลี้ยงฝนอาหารสังเคราะหในสภาพที่ปลอด
เช้ือ เพ่ือชักนําใหเกิดเปนตนทั้งตนโดยตรง หรือผานการเปนแคลลัสเสียกอน 

การกําเนิดคัพภะ (embryogenesis) ในสภาพธรรมชาติหมายถึง 
กระบวนการพัฒนาของคัพภะที่เกิดขึ้นในตนพืช ซ่ึงเกิดได 2 แนวทางคือ 

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

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

- Parthenogenetic embryo หมายถึงคัพภะที่เกิดจากไข ที่ไมไดรับการผสม จึงมี
โครโมโซมที่เปนแฮบพลอยด 

- Androgenetic embryo หมายถึงคัพภะที่พัฒนามาจากเซลลสืบพันธุเพศผู ในพืชมี
ดอก หมายถึงจากละอองเกสรเพศผูน่ันเอง ดังน้ันจึงมีโครโมโวมเปนแฮบพลอยด
เชนกัน 

- Adventive embryo หมายถึงคัพภะที่เกิดมาจากเซลลรางกาย เชน เซลลจากแผน
ใบและเซลลแขวนลอยตางๆ หรือเปนเน้ือเยื่อเชน nucellus และถุงรังไขเปนตน ใน
กรณีน้ีคัพภะจะมีโครโมโซมเปนดิพลอยด 

 
การกําเนิดคัพภะจากการเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อ (In Vitro Embryogenesis) 

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

2. คัพภะที่ไดจากการเพาะเลี้ยงแคลลัส   ที่เกิดจากการแบงเซลลของแคลลัส  ที่มี
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       ในการ
เพาะเลี้ยงเซลลเดี่ยวที่ไดจากการยอยเนื้อเยื่อพืชดวยเอนไซม เชน pectinase หรือจาก
เซลลแขวนลอยที่ไดจากการปนแยกแคลลัสแลวเลี้ยงในอาหารเหลว เซลลเหลานี้มีการ
เพ่ิมจํานวนขึ้นเร่ือยๆ และเปลี่ยนแปลงเปนกลุมเซลลที่เกาะกันเปนกอน (cell aggregate) 
ซ่ึงตอไปจะพัฒนาเปนกอนกลม (globular-shape) เพ่ือพัฒนาเปนคัพภะที่เจริญเต็มที่ 

4. คัพภะที่ไดจากเซลลรางกาย จากการศึกษาการกําเนิดคัพภะ ที่ไดจากการ
เพาะเลี้ยงเซลลผิวใบ กานใบ และลําตนออน พบวาเซลลเหลานี้โดยเฉพาะ epidermal 
cells, palisade cells และ spongy cells มีลักษณะเปนเซลลเน้ือเยื่อเจริญที่มีการแบงตัว
อยางรวดเร็ว และมีการเปลี่แปลงพัฒนาเกิดเกิดกลุมเซลลคลาย globular-shape ซ่ึงตอไป
จะพัฒนาเปนคัพภะที่เจริญเต็มที่ 
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ปจจัยที่เกี่ยวของในการเพาะเลี้ยงคัพภะ  

1. ชนิดช้ินสวนพืช (explants)   พืชแตละชนิดแตละพันธุมีความยากงาย   ในการ
เพาะเลี้ยงตางกัน ช้ินสวนพืชที่เปนเน้ือเยื่อเจริญปลายยอด ตาขาง และใบออน เหมาะตอ
การเพาะเลี้ยงเนื่องจากมีการเจริญเติบโตไดเร็ว 

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

3. สารควบคุมการเจริญเติบโต (growth regulators)    จากการศึกษาพบวามีสาร
บางชนิดที่มีผลตอการชักนําใหเกิดคัพภะเชน ออกซินสังเคราะห 2,4-D , Zeatin and 
succinic acid มีผลกระตุนหรือสงเสริมการกําเนิดคัพภะ 
 
ปจจัยสภาพแวดลอม (environmental factors)  

1.1 แสงปกติตองการความเขมแสงต่ํา เพราะรังสีดวงอาทิตยหรือแสงทําใหออก
ซินสลายตัวไดงายและไปยับยั้งการกําเนิดคัพภะ และในพืชบางชนิดก็ไม
ตองการแสงเลย 

1.2 อุณหภูมิ ปกติตองการอุณหภูมิสูงกวาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่ออื่นๆ เล็กนอย 
1.3 ออกซิเจน คัพภะหรือเซลลที่เปลี่ยนแปลงไปเปนคัพภะมีกิจกรรมภายในเวลล

คอนขางสูงจึงตองการออกซิเจนในปริมาณมาก เพ่ือใชในกระบวนการหายใจ
เพ่ือใหไดพลังงานมาใช 

1.4 ความเปนกรดและดาง (pH) มีความผันแปรขึ้นกับชนิดและอายุ ระยะการ
พัฒนาของพืชที่จะนําช้ินสวนมาเลี้ยง 
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ข้ันตอนวิธีการในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 
1. การเพาะเลี้ยงใหเกิดเปนเซลลคัพภะโดยตรง (Direct Embryogenesis) 

ทางตรงนั้นเกี่ยวของกับการสรางคัพภะที่ไมมีเพศ เกิดจากเซลลเดี่ยวๆ หรือจากกลุม
เซลลของช้ินสวนพืชโดยไมผานการพัฒนาเปนแคลลัสพบไดในตระกูลสม การกําเนิด
คัพภะโดยตรงยังมีรายงานการเพาะเลี้ยงในอับเกสรและโปรโตพลาสของพืชบางชนิด 

2. การเพาะเลี้ยงเพื่อใหเกิดเปนคัพภะโดยทางออม    (Indirect Embryogenesis)  
การกําเนิดคัพภะทางออมจากการเพาะเลี้ยงช้ินสวนพืช เพ่ือสรางเปนแคลลัสจํานวนมาก
ข้ึนกอนกําเนิดเปนโปรเอ็มบริโอ โดยปกติเกิดเม่ืออาหารที่ใชมีความเขมขนของออกซินสูง 
เชนในกรณีที่เติม 2,4-D ความเขมขน 0.45-4.52 ไมโครโมลาร เม่ือยายแคลลัสไปไวใน
อาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสม คัพภะเหลานี้เจริญไปเปนตน 

 
ประโยชนในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 

1. แกปญหาในการไมงอกของเมล็ดพืชบางชนิด ที่มีการเจริญและพัฒนา
ของคัพภะซึ่งไดรับการผสมแลวมีอาหารสะสมในเมล็ดไมเพียงพอ เชน มะพราวกะทิ 
กลวยไม  

2. ชวยในการเจริญและพัฒนาของคัพภะที่ไมไดรับการผสม  (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) ที่ไดจากการผสมขาม

ชนิดหรือขามสกุล  
8. การผลิตเมล็ดพืชเทียม หรือเมล็ดพืชสังเคราะห (artificial/systhetic seeds)  
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เปนเมล็ดพืชที่ไดจากการนําเอาคัพภะที่เพาะเลี้ยงไดมาเคลือบหรือหุมดวยสารประกอบ
บางชนิดที่เลียนแบบเอ็นโดสเปอมร  
 
ปญหาและขอจํากัดในการเพาะเลี้ยงคัพภะ 

1. มีโอกาสเกิดการกลายพันธุคอนขางสูง 
2. ในพืชบางชนิด การชักนําใหมีการกําเนิดคัพภะทําไดยาก 
3. วิธีการและขั้นตอนในการเพาะเลี้ยงคอนขางยุงยาก โดยเฉพาะอยางยิ่งในการ

เพาะเลี้ยงคัพภะออน หรือการกูชีวิตคัพภะ 
4. จําเปนตองมีการยายเนื้อเยื่อและเปลี่ยนอาหารบอยครั้ง ทําใหเซลลหรือ

เน้ือเยื่อสูญเสียความพรอมและความสามารถในการเจริญเติบโตและการ
เปลี่ยนแปลงพัฒนาไดงาย 

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 
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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 
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 
 
วิธีการศึกษา 
 ในปฎิบัติการทําการแกะ embryo จากเมล็ดถั่วพุมที่ฟอกฆาเชื้อแลว 
นํามาเลี้ยงบนอาหารแข็ง  plate ละ 3 ช้ิน 
  
ผลการศึกษา 
 จากการศึกษาพบวา embryo  ที่เพาะไดเปนเวลา 20 วัน ไดผลดังน้ี 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
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………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
 
สรุปและวิจารณผลการศึกษา 
 จากผลการศึกษา…………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
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จงวาดภาพแสดงขั้นตอนการเพาะเลี้ยงคัพภะ 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
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