
 

ปฏิบัติการบทที่  4 
 การเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่ออวยัวะ 

การเพาะเลี้ยงราก (Root culture) 
บทนํา 

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
ควรนํามาจากการเลี้ยงเมล็ดที่อยูในสภาพปลอดเชื้อ โดยนําเมล็ดมาฟอกฆาเช้ือแลวนําไป
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เพาะในอาหาร วิธีการที่จะชวยใหปราศจากเชื้อไดดีก็โดยการลอกเอาสวนของเปลือกหุม
เมล็ดออก การเพาะเลี้ยงเมล็ดในที่มืดจะชวยใหเมล็ดมีการเจริญไดดี 
 
วิธีการศึกษา 
1. เพาะเมล็ดถ่ัวพุมในสภาพปลอดเชื้อจุลินทรีย 

- นําเมล็ดถั่วพุมมาเพาะฆาเช้ือจุลินทรียดวยนํ้ายาคลอรอกซ 15 %  เปนเวลา 
25 นาที  

- ลางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว 3 คร้ังๆ ละประมาณ  5 นาที เพื่อลางคลอรอกซ
ออกใหหมด  

- ใชชอนหรือปากคีบ คีบเมล็ดไปเลี้ยงในขวดที่มีอาหารเตรียมไว 2-3 เมล็ด     
     ตอหน่ึงขวด  
- นําไปเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีอุณหภูมิ ประมาณ 27 oซ  
 

2 . ตัดรากเพาะในอาหารเหลวสังเคราะห  
โดยตัดเอาเฉพาะสวนปลายสุดของรากยาวประมาณ 1 เซนติเมตร ใสลงไปใน

อาหารเหลวที่เตรียมไวอาหารเหลวสังเคราะหที่ใชในการเพาะเลี้ยงรากใหเกิดเปนแคลลัส 
เตรียมโดยใชสูตร MS  จากนั้นนําไปเลี้ยงในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยทําใหอาหารเหลว
เคลื่อนที่ตลอดเวลาโดยใช shaker เพ่ือที่จะใหช้ินเน้ือเยื่อไดรับออกซิเจน 
 

การเพาะเลี้ยงแคลลัส (Callus Culture) 
 
การกระตุนใหเกิดแคลลัสและการเลี้ยงแคลลัส 
 แคลลัสประกอบดวยกลุมของเซลลพาเรงคิมาที่อยูกันอยางหลวมๆ และมีรูปราง
ของเซลลหลายแบบ แคลลัสจากการแบงเซลลของเน้ือเยื่อท่ีนําเอาไปเลี้ยงคร้ังแรก 
ตําแหนงที่เกิดอาจเปนบริเวณรอยแผลท่ีปลายลําตนหรือราก สวนใหญแคลลัสจะมัก
กลาวถึงในพวก Angiosperms แตความจริงแลว แคลลัสเกิดไดในพืชทุกพวก จิมโนสเป
ริม (Gymnosperms), เฟริน (Fern), มอส (Mosses), และ ลิเวอรเวิรต (Liverworts) 
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 เน่ืองจากแคลลัสยังไมมีการรวมกันเปนอวัยวะ การเกิดแคลลัสบริเวณที่เปนรอย
แผลมีตัวกระตุนที่สําคัญคือ ออกซินและไซโตไคนินที่มีอยูในเนื้อเยื่อ 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  
  
การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อและอวัยวะ 
 อวัยวะและเนื้อเยื่อของพืชประกอบดวยเซลลจํานวนมาก เม่ือนําไปเพาะเลี้ยงใน
อาหารสังเคราะหจึงมีโอกาสที่จะเจริญเติบโตได ถาเปนเนื้อเยื่อที่กําลังเจริญ (meristems) 
โอกาสที่เน้ือเยื่อสามารถเจริญไดก็มีมากกวาเนื้อเยื่อถาวรปฐมภูมิ การนําอวัยวะหรือ
เน้ือเยื่อสวนใดมาเลี้ยงก็ข้ึนอยูกับจุดประสงค ความสะดวกและผลที่ควรจะได  
 
 การเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อเจริญปลายยอด (Shoot tip culture) เน้ือเยื่อปลายยอด
ของพืชเปนกลุมของเนื้อเยื่อเจริญ ซ่ึงประกอบดวยเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (apical 
meristems) และจุดกําเนิดของใบ กลุมเน้ือเยื่อเหลาน้ีมีเซลลที่อยูกันแนน รูปรางคอนขาง
กลม ไมมีชองวางระหวางเซลล เซลลสามารถแบงตัวไดเร่ือยๆ การนําเอาเนื้อเยื่อเจริญไป
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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)  
การตรวจเอกสาร 
 Rout, Samantaray, และ Das (1995) ศึกษา Somatic Embryogenesis และการ
ชักนําใหเกิดตนพืชจากการเพาะเลี้ยงแคลลัสของ Acacia catechu  ซ่ึงเปนไมยืนตนที่จัด
อยูในวงศถั่ว การชักนําใหเกิดตนพืชใหมทําไดโดย Somatic Embryogenesis ที่ไดมา
จากแคลลัสซึ่งเกิดจากใบเลี้ยงที่ยังเจริญเติบโตไมเต็มที่ของ Acacia catechu Willd. บน
อาหารสูตร WPM (Woody Plant Medium) เติมไคเนติน 13.9 ไมโครโมลาร และ 2.7 ไม
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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)  
 
วัตถุประสงคการศึกษา 
 1. เพ่ือศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงแคลลัสจากอวัยวะสวนตางๆ ของตนกลาถั่วพุม 
 2. นําแคลลัสที่ไดจากการเพาะเลี้ยงมาผานขั้นตอนการ transformation 
  
อุปกรณและสารเคมี 

1. เมล็ดถั่วพุม 
2. ตนกลาถั่วพุม 
3. ตูถายเช้ือ 
4. Hot oven 
5. หมอน่ึงความดันไอ 
6. เครื่องช่ัง 
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7. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง 
8. เตาไฟฟา 
9. ชอนตักสารและแทงแกวคนสาร 
10. ขวดรูปชมพู 
11. บีกเกอร 
12. กระบอกตวง 
13. ขวดใสอาหารและน้ํากลั่น 
14. ปากคีบ 
15. มีดผาตัด 
16. จานเลี้ยงเช้ือ 
17. ตะเกียงแอลกอฮอลและไมขีดไฟ 
18. กระดาษอลูมิเนียม (aluminum foil) 
19. นํ้าผงซักฟอก 
20. แอลกอฮอล 
21. คลอรอกซ 15% 
22. tween 
23. อาหารแข็งสูตร MS  
 

หมายเหตุ   อุปกรณในขอ 9 - 16 ตองผานการฆาเช้ือดวยหมอน่ึงความดันกอนนําเขาตู
ถายเช้ือ 
 
วิธีการศึกษา 
 ในปฎิบัติการทําการเพาะเมล็ดถั่วพุมบนอาหารแข็ง เม่ือถั่วงอกออกมาเปนตน
กลา ตัดสวนของยอดออน, hypocotyl, epicotyl, cotyledon และใบมาเพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัส 
 
1. Germination  
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 การฟอกฆาเช้ือเมล็ดถั่วพุมทําไดดังน้ีคือ 
 1.1 ลางเมล็ดถั่วพุมในน้ําผสมผงซักฟอก 2-3 คร้ัง 
 1.2 แชเมล็ดถั่วในแอลกอฮอล 70% เปนเวลา 5 นาที ในข้ันตอนนี้ทําในตูถายเช้ือ 
 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 โดยวาง เมล็ดถั่วจํานวน 3 เมล็ดตออาหารเลี้ยง 1 ขวด   
 
หมายเหตุ ในข้ันตอนที่ 1.2-1.5 ใหทําในตูถายเช้ือ 
 เมล็ดถั่วใชเวลาในการงอกออกมาเปนตนกลาประมาณ 1 สัปดาห จากนั้นทําการ
เพาะเลี้ยงอวัยวะสวนตางๆ ของตนกลาเพื่อชักนําใหเกิดแคลลัส 
 
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 
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หมายเหตุ       การปฏิบัติในขอ 2-5 ใหทําในตูถายเช้ือ และปฏิบัติดวยวิธีปลอดเชื้อ  
               
ผลการศึกษา   

จากการศึกษาพบวา 
…………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ก. ภาพแสดง callus ของถั่วพุมที่เพาะเลี้ยงจากใบ 
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………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
ข.  ภาพแสดง callus ของถั่วพุมที่เพาะเลี้ยงจาก shoot tip 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ค. ภาพแสดง callus ของถั่วพุมที่เพาะเลี้ยงจาก epicotyl 
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
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…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
ง. ภาพแสดง callus ของถั่วพุมที่เพาะเลี้ยงจาก hypocotyl 
 
สรุปและวิจารณผลการศึกษา 
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
………………………………………………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
…………………………………………………………………………………………………
………………………………………………………………………………………………… 
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