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หลกัการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พนัธ์ุไม้ป่า 
Principle of Tissue Culture in Forest Tree 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช จดัวา่เป็นวิทยาการ หรือ วิธีการส าหรับผลิตพืชปริมาณมาก ซ่ึงไดรั้บความ
นิยมกนัอยา่งแพร่หลายในปัจจุบนั ถึงขั้นจดัเป็นงานวิจยัหลกัในสาขาวิชาชีววิทยา เภสัชกรรม เกษตรกรรม 
และ ป่าไม  ้  ทั้งน้ีสืบเน่ืองจากงานดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อน้ีมีแนวโน้มท่ีสามารถพฒันาไปถึงระดบั
อุตสาหกรรมได ้  

การศึกษาดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเร่ิมมาเป็นเวลานาน  เร่ิมตั้งแต่ปี ค.ศ. 1878 เม่ือ Vochting 
ท าการศึกษาเก่ียวกบัการปักช าและไดส้ังเกตพบวา่ เซลท่ีเรียงตวัตามความยาวของล าตน้สามารถท่ีจะเกิดราก
และยอดได ้ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัต าแหน่งของเซลบนก่ิงช า  ซ่ึงจากขอ้สังเกตของ Vöchting ท าให้ Gottieb 
Haberlandt นกัพฤกษศาสตร์ชาวเยอรมนัหนัมาสนใจศึกษาคุณสมบติัและศกัยภาพของเซลพืช จึงไดพ้ยายาม
แยกเซลพืชมาเล้ียงในอาหารจนประสบความส าเร็จในปี 1889  แต่เซลท่ีเล้ียงไวน้ั้นมีเพียงการเจริญเติบโต
และการเปล่ียนแปลงรูปร่างเท่านั้น ไม่มีการแบ่งเซลเกิดข้ึน  Haberlandt จึงให้ขอ้สรุปวา่เกิดจากการขาด
เอนไซมส์ าหรับการเจริญเติบโต (growth enzyme)  จากการคน้พบของ Haberlandt ท าให้นกัวิทยาศาสตร์ต่าง
หันมาสนใจศึกษางานด้านการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อกันมากข้ึน ท าให้การศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมี
ความกา้วหน้าและพฒันาข้ึนมาเป็นล าดบั จนมีการศึกษาวิจยัถึงขั้นการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ และการ
ถ่ายทอดยนีส์ซ่ึงเป็นงานดา้นพนัธุวศิวกรรม 

ค านิยาม (Terminology) 

การศึกษาการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนั้นมีค านิยามท่ีใชส้ าหรับงานดา้นน้ีอยูม่ากมาย เพื่อใหเ้ขา้ใจและเป็น
พื้นฐานในการศึกษาควรจะเขา้ใจความหมายของค าต่างๆ เสียก่อน ดงัน้ี 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช (Plant tissue culture) คือ การขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศประเภทหน่ึง 
โดยการน าช้ินส่วนพืช (explant) ซ่ึงอาจเป็นโปรโตพลาสต ์ (protoplast)  เซล (cell)  เน้ือเยื่อ (tissue) หรือ 
อวยัวะ (organ) ของพืช มาเพาะเล้ียงบนอาหารสังเคราะห์ (media) ในสภาพปลอดเช้ือ (aseptic condition) 
ภายใตก้ารควบคุมสภาพแวดลอ้ม อนัไดแ้ก่ แสง อุณหภูมิ  และความช้ืน เพื่อให้ช้ินส่วนเหล่านั้นเจริญพฒันา
เป็นตน้ใหม่ต่อไป (Bonga  1982)  

การขยายพนัธ์ุโดยจุลวธีิ (Micropropagation) คือ การน าเอาเทคนิคทางดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมา
ใช ้ โดยเร่ิมจากช้ินส่วนพืชท่ีมีขนาดเล็ก ซ่ึงมีความหมายเช่นเดียวกบัค าวา่ tissue culture และ In vitro culture 
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ช้ินส่วนพชื (Explant) คือ ช้ินส่วนพืชเล็กๆ ท่ีน ามาใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ อวยัวะ (organ)  
เน้ือเยื่อ (tissue)  ก่ึงอวยัวะหรือก่ึงเน้ือเยื่อ (organ/tissue intermediate)  เซล (cell)  แคลลสั (callus)  และโป
รโตพลาสต ์(protoplast)  ตวัอยา่งเช่น  ปลายยอด (shoot tip)  ปลายราก (root tip)  ใบเล้ียง (cotyledon)  ใบ  
อบัเรณู (anther)  คพัภะ (embryo)  เมล็ด  แคมเบียม (cambium)  เรณู (pollen)  ไข่อ่อน (ovule) 

 

 

หลกัการการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช 

แม่ไม้ 

ช้ินส่วนพืช  

 อวยัวะ (organ) 

 เนือ้เยือ่ (tissue)  

 กึ่งอวยัวะ/กึ่งเนือ้เยือ่ (organ/tissue intermediate)   

 เซล/โปรโตพลาสต์(cell/protoplast)   

ท าความสะอาดผวิ 

เพาะเลีย้ง  

 ชักน ายอด  อาหาร  

 ชักน าราก แสง  

 ต้น  อุณหภูมิ  

ย้ายช า  
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การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อเจริญ (Meristem/meristem-tip/Shoot-tip culture) คือ การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
จากเน้ือเยื่อเจริญ เพื่อชกัน าให้เกิดเป็นยอดหรือแคลลสั  เน้ือเยื่อเจริญจะประกอบดว้ยเซลท่ีก าลงัต่ืนตวั 
(active) จะพบอยูใ่นส่วนต่างๆ ของพืช คือ ปลายยอด (shoot tip)  ปลายราก (root tip)  เน้ือเยื่อเจริญในท่อ
ล าเลียง (vascular cambium) และเน้ือเยือ่เจริญท่ีอยูร่ะหวา่งปลอ้งของพืชใบเล้ียงเด่ียว 

การเพาะเลีย้งอวัยวะ (Organ culture) คือ การน าเอาอวยัวะส่วนใดส่วนหน่ึงของพืช เช่น ยอด  ขอ้ 
ปลอ้ง ราก  ใบ  อบัเรณู มาเพาะเล้ียงให้เกิดเป็นตน้หรือ แคลลสั  การเพาะเล้ียงอวยัวะส่วนใดก็เรียกช่ือตาม
ช้ินส่วนนั้น เช่น การเพาะเล้ียงตา (bud culture)  การเพาะเล้ียงอบัเรณู (anther culture)  การเพาะเล้ียงคพัภะ 
(embryo culture) เป็นตน้ 

Axillary shoot proliferation คือ การเพาะเล้ียงตาขา้ง อาจเป็นตาท่ีง่ามใบ (axillarly bud) หรือตา
ขา้งท่ีก่ิง (lateral bud) โดยกระตุน้ให้ตาแตกออกเป็นยอดเล็กๆ (shootlets/microshoot) จ านวนมากก่อน แลว้
จึงตดัแยกยอดออกมาช าให้เกิดรากในสภาพปลอดเช้ือ หรือในเรือนเพาะช า เพื่อให้ได้กล้าท่ีสมบูรณ์ 
(plantlet/microplant)  

Adventitious Shoot Induction คือ การเพาะเล้ียงช้ินส่วนพืช เช่น ใบเล้ียง  ใบอ่อน  ยอดอ่อน หรือ
แคลลสั  โดยชกัน าใหช้ิ้นส่วนเหล่านั้นสร้างตาเทียมหรือตาพิเศษ (adventitious bud) และเจริญเป็นยอดเล็กๆ  
(shootlets/microshoot)  จากนั้นจึงน าไปชกัน าใหเ้กิดรากและพฒันาไปเป็นกลา้ไมท่ี้สมบูรณ์ 

แคลลัส (Callus) คือ กลุ่มเซลพาเรนไคมา (parenchyma) ท่ียงัไม่มีการเปล่ียนแปลงไปเป็นอวยัวะ
หรือเน้ือเยื่อชนิดใดชนิดหน่ึง  โดยธรรมชาติแคลลสัเกิดข้ึนเม่ือพืชได้รับบาดแผล พืชจะสร้างเซล 
พาเรนไคมาข้ึนมาเพื่อปิดบาดแผล  แคลลสัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่มี 2 ลกัษณะ คือ แคลลสัท่ีมีเซลเกาะ
กนัแน่น (compact callus) และแคลลสัท่ีมีเซลเกาะอยา่งหลวมๆ (friable callus)  รูปร่างของแคลลสัไม่
แน่นอน ภายในเซลมีแวคคิวโอล (vacuole) จ านวนมาก  ภายในเซลส่วนใหญ่จะไม่มีรงควตัถุ (pigment)  แต่
ก็มีพบบา้งท่ีมีคลอโรฟิลล ์ แคโรทีนอยด ์ ฟราโวนอยด ์ หรือแอนโทไซยานิน 

การเพาะเลีย้งแคลลัส (Callus culture)  คือ การเพาะเล้ียงช้ินส่วนพืช โดยการชกัน าให้เกิดเป็น
แคลลสัเสียก่อน  จากนั้นจึงชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ใหม่  โดยทัว่ไปช้ินส่วนพืชท่ียงัมีชีวิตอยูมี่ความสามารถท่ีจะ
สร้างแคลลสัได ้  แต่จากการศึกษาพบวา่ช้ินส่วนพืชท่ีสามารถชกัน าให้เกิดแคลลสัไดดี้คือ ส่วนของคพัภะ 
(embryo)  ใบเล้ียง  ใบอ่อน  ดอกอ่อน  ล าตน้ และเมล็ดท่ีเพิ่งงอก 

การเพาะเลีย้งเซล (Cell culture) คือ การเพาะเล้ียงเซลเด่ียว (single cell) หรือ กลุ่มของเซลขนาดเล็ก 
(aggregate cell) ให้เกิดเป็นตน้ใหม่  ช้ินส่วนพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงเซลไดดี้ท่ีสุดคือ แคลลสัชนิดท่ีเกาะกนั
หลวมๆ (friable callus) เพราะเซลจะแยกหรือกระจายตวัออกจากกนัไดง่้าย  นอกจากน้ียงัสามารถใชช้ิ้นส่วน
อ่ืน เช่น ใบอ่อน คพัภะ หรือกลา้ ซ่ึงช้ินส่วนเหล่าน้ีตอ้งน ามาแยกเซลดว้ยวิธีกลหรือเคมีเสียก่อน  การ
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เพาะเล้ียงเซลมกัจะเพาะเล้ียงไวใ้นอาหารเหลวเพื่อให้เซลมีการกระจายตวัอย่างเป็นอิสระ ซ่ึงจะเรียกว่า 
การเพาะเล้ียงเซลแขวนลอย (cell suspension)  

การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ (Protoplast culture) คือ การเพาะเล้ียงเซลท่ีปราศจากผนงัเซล (cell 
wall) ท่ียงัคงมีโครงสร้างภายอยู่อย่างสมบูรณ์ ให้พฒันาเป็นตน้ตน้พืชท่ีสมบูรณ์ เซลพืชโดยทัว่ไปจะ
ประกอบดว้ยผนงัเซล 2 ชั้น คือ Cell wall และ cell membrane  ผนงัเซลจะท าหนา้ท่ีห่อหุ้มโครงสร้างภายใน
ซ่ึงประกอบดว้ย cytoplasm  nucleus และ organelles  การแยกโปรโตพลาสตต์อ้งใชเ้อนไซม์ (enzyme) มา
ย่อยผนังเซลให้หลุดไป  เน้ือเยื่อท่ีเหมาะในการน ามาแยกโปรโตพลาสต์ ไดแ้ก่ แผ่นใบ  แคลลสั   
เอนโดสเปอร์ม (endosperm)  เซลท่ีมีผนงัหนา (secondary wall) เน่ืองจากการสะสมของสารจ าพวก lignin  
suberin  และ cutin  นั้นจะยอ่ยยากไม่เหมาะท่ีจะน ามาแยกโปรโตพลาสต ์ 

การรวมโปรโตพลาสต์ (Protoplast fusion) คือ การกระตุน้ให้โปรโตพลาสต์ตั้งแต่ 2 เซลเขา้มา
รวมตวัผสมกนั ซ่ึงจะหล่อหลอมรวมเอาลกัษณะทางพนัธุกรรมของเซลร่างกาย (somatic cell) หรือ organelle 
ของพืชชนิดเดียวกนัหรือต่างชนิดกนัเขา้ไปผสมในโปรโตพลาสตเ์ดิม  จึงเหมาะส าหรับใชใ้นการปรับปรุง
พนัธ์ุ  การสร้างลูกผสมพนัธ์ุใหม่ และการผสมขา้มพนัธ์ุในพืชต่างชนิด หรือต่างสกุล ซ่ึงไม่สามารถผสม
พนัธ์ุโดยวธีิทางธรรมชาติได ้ 

Organogenesis คือ ขบวนการการพฒันาของกลา้ไมท่ี้ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ (plantlet) โดย
การท่ีช้ินส่วนพืช ซ่ึงอาจเป็นเน้ือเยื่อ หรือ เซล ถูกชกัน าให้สร้างยอด/ราก/อวยัวะอ่ืน โดยขบวนการสร้าง 
ตาเทียมหรือตาพิเศษ (adventitious bud) หรือการกระตุน้ให้เกิดยอด/ราก (root/shoot proliferation)  เช่น  
การชกัน าใหย้อดแตกราก  การชกัน าใหแ้คลลสัสร้างยอดหรือราก เป็นตน้ 

Embryogenesis คือ ขบวนการเกิดคพัภะ (embryo)  คพัภะท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเป็นการ
เกิดจากเซล  แคลลสัหรือเน้ือเยื่ออ่ืนท่ีไม่ใช่เกิดจากการปฏิสนธิของเซลสืบพนัธ์ุ (non-zygotic) โดยเซลท่ีถูก
ชกัน าให้เกิดเป็นคพัภะจะมีการเปล่ียนแปลงและพฒันาเช่นเดียวกบัการพฒันาของ zygote ไปเป็น embryo 
ในเมล็ดพืชโดยทัว่ไป คพัภะจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเรียกวา่ embryoid หรือ adventive embryo ซ่ึงมีการเกิด
หลายแบบ คือ somatic embryo หรือ adventive embryo เป็นคพัภะท่ีเกิดจากช้ินส่วนท่ีไม่ใช่เซลสืบพนัธ์ุ  
parthenogenic embryo เป็นคพัภะท่ีเกิดจากไข่ท่ีไม่ถูกผสม (unfertilize egg) และ androgenetic embryo 
เป็นคภัพะท่ีเกิดจากเซลสืบพนัธ์ุเพศผู ้คือเรณู คพัภะท่ีเกิดจากเซลสืบพนัธ์ุจะมีโครโมโซมเพียงชุดเดียว (n) 

หลกัการของการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่  

การผลิตกลา้โดยวิธีเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชโดยใช้หลกัการของ “Cell totipotency” คือ เซลพืชมี
ลกัษณะพิเศษกว่าสัตวใ์นแง่ท่ีว่าเซลพืชมีความสามารถทางพนัธุกรรมในการสร้างอวยัวะข้ึนใหม่ทดแทน
ส่วนท่ีขาดหายไปไดห้รือมีความสามารถสร้างตน้ใหม่ไดห้ากสภาวะภายใน (internal หรือ biological 
factors) และภายนอก (environmental factors) เหมาะสม  จากหลกัการดงักล่าวท าให้สามารถสร้างพืช 
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ตน้ใหม่ไดจ้ากการน าเอาช้ินส่วนพืช (explant) ตั้งแต่ในระดบัโปรโตพลาสต ์ เซล  แคลลสั และอวยัวะต่างๆ 
มาเพาะเล้ียงในสภาพท่ีเหมาะสม  ช้ินส่วนเหล่านั้นสามารถท่ีจะพฒันาเป็นตน้พืชใหม่ท่ีสมบูรณ์ได ้

แนวทางในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 

แนวทางในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชสามารถจ าแนกออกไดเ้ป็น 2 แนวทาง คือ  

1. การผลิตต้นจากเนื้อเยื่อเจริญ (Meristem culture) คือ การผลิตตน้โดยการเพาะเล้ียง
อวยัวะ (organ) ส่วนใดส่วนหน่ึงของพืชท่ีมีเน้ือเยื่อเจริญอยู ่ เช่น ยอด  ตา  ล าตน้  ขอ้  ปลอ้ง  คพัภะ มา
เพาะเล้ียงใหเ้กิดเป็นพืชตน้ใหม่ข้ึนมา  

2. การผลิตต้นจากแคลลัส  เซล หรือ โปรโตพลาสต์ คือ การผลิตตน้โดยการเพาะเล้ียง
แคลลสั  เซล  หรือโปรโตพลาสต ์ ใหเ้กิดเป็นพืชตน้ใหม่ข้ึนมา 

แนวทางทั้งสองมีขอ้ดีขอ้เสียตลอดจนศกัยภาพท่ีสนองวตัถุประสงค์ต่างกนัไป กล่าวคือ การ
ขยายพนัธ์ุจากเน้ือเยื่อเจริญ เช่นการเพาะเล้ียงตายอดโดยผา่นขบวนการชกัน าให้เกิดตาเทียมหรือตาพิเศษ 
(adventitious bud) แลว้พฒันาเป็นยอดกระจุก (multiple shoots) จ านวนมาก  จากนั้นจึงแยกยอดไปชกัน าให้
เกิดรากกล้าท่ีได้จากวิธีน้ียงัคงมีลกัษณะของตน้แม่อยู่อย่างสมบูรณ์ จึงเหมาะส าหรับงานด้านขยายพนัธ์ุ   
การผลิตพืชปราศโรค และการเก็บรักษาพนัธ์ุ  ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงคพัภะ (embryo culture) จะเหมาะ
ส าหรับงานการขยายพนัธ์ุพืชท่ีมีปัญหาในดา้นการผสมพนัธ์ุโดยวิธีธรรมชาติ หรือการผสมพนัธ์ุพืชต่างสกุล  
ปัญหาการขาดแคลนเมล็ดและการงอกของเมล็ด  นอกจากน้ียงัช่วยลดระยะเวลาของการผสมพนัธ์ุ (breeding 
cycle) ของพืชบางชนิดท่ีมีช่วงระยะเวลาในการพฒันาของคพัภะยาวนาน หรือเมล็ดพืชบางชนิดมีช่วงการ
พกัตวั (dormancy) นาน 

ส าหรับการผลิตตน้จากแคลลสั  เซล หรือ โปรโตพลาสต์ วิธีน้ีมีโอกาสกลายพนัธ์ุสูง  ลกัษณะจะ
แตกต่างไปจากตน้แม่  จึงมีประโยชน์ในแง่ของการสร้างสายพนัธ์ุใหม่ หรือ การสร้างลูกผสม  สร้างพืชท่ีมี
โครโมโซมชุดเดียว (haploid) หรือโครโมโซมหลายชุด (polyploid)  

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ยงัใชส้ าหรับเป็นพื้นฐานของงานดา้นพนัธุวิศวกรรม (genetic engineering)  
ซ่ึงเป็นวิทยาการขั้นสูงสามารถใชก้บังานการสร้างพืชใหม่ท่ีมีลกัษณะพิเศษ  โดยวิธีการตดัต่อยีนส์ หรือ 
DNA ท่ีตอ้งการเขา้ไปสู่เซลพืชและสามารถถ่ายทอดลกัษณะต่อไปได ้ จากนั้นจึงเพาะเล้ียงเซลเหล่านั้นให้
กลายเป็นตน้ใหม่ต่อไป   

ประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

งานด้านการขยายพันธ์ุ (Clonal propagation) การผลิตกลา้โดยวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสามารถ
ผลิตกลา้ไดเ้ป็นปริมาณมากภายในระยะเวลาอนัสั้น ตน้ทุนการผลิตต ่า ใชพ้ื้นท่ี ตลอดจนแรงงานนอ้ยกว่า
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การเตรียมกลา้จากเมล็ด  นอกจากน้ีคุณภาพของกลา้ท่ีผลิตไดมี้ความสม ่าเสมอกนั จึงท าให้เป็นท่ีนิยมใชผ้ลิต
พืชในเชิงการคา้ เป็นตน้ว่า  การขยายพนัธ์ุกลว้ยไม ้ และยงัสามารถใช้เป็นแนวทางในการแกปั้ญหาการ 
ขาดแคลนเมล็ด หรือการผลิตกลา้จากวิธีการขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศวิธีอ่ืนไม่ประสบความส าเร็จหรือ
กระท าไดย้าก (Gavinlertvatana and Matheson,  1987)  

งานด้านการปรับปรุงพันธ์ุ (Crop improvement) การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเป็นวิธีการขยายพนัธ์ุโดย 
ไม่อาศยัเพศวธีิหน่ึง ท่ีสามารถถ่ายทอดลกัษณะเดิมของแม่ไมม้ายงัรุ่นลูกได ้ ดงันั้นจึงเหมาะในการน ามาใช้
กบังานการผลิตกลา้ท่ีตอ้งการคงลกัษณะเด่นของแม่ไมไ้ว ้  ส าหรับการสร้างสวนผลิตเมล็ดพนัธ์ุ หรือการ
ปลูกป่าโดยตรง  การขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศให้ผลตอบแทน (gain) มากกวา่การขยายพนัธ์ุโดยเมล็ด ทั้งน้ี
เน่ืองมาจากผลตอบแทนท่ีไดจ้ากการขยายพนัธ์ุโดยเมล็ดข้ึนอยูก่บัความผนัแปรของ additive gene ในขณะท่ี
การขยายพนัธ์ุโดยอาศยัเพศมาจากความผนัแปรของ gene ทั้งหมด คือ additivegene + non-additive gene 
(Biondi and Thrope,  1981)  

งานด้านการสร้างสายพันธ์ุ (Breeding)  เพื่อใชใ้นการสร้างสายพนัธ์ุใหม่ ซ่ึงเกิดจากการกลายพนัธ์ุ 
(mutation) การสร้างพืชท่ีมีจ านวนโครโมโซมชุดเดียว (haploid) หรือหลายชุด (polyploid) สร้างพืชลูกผสม
ทั้งในสกุลเดียวกนัและต่างสกุล และยงัเป็นเคร่ืองมือในการสร้างสายพนัธ์ุแท ้(pure line) ไดอี้กดว้ย 

การคัดเลือกสายพันธ์ุ (Selection) การขยายพนัธ์ุโดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองมือ
ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุทั้งทางตรงและทางออ้ม เป็นตน้วา่ การคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีทนต่อสภาพแวดลอ้ม เช่น 
สายพนัธ์ุทนเคม็  สายพนัธ์ุทนแลง้  สายพนัธ์ุทนโรคและแมลง ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพและประหยดัทั้งพื้นท่ี  
แรงงาน ตลอดจนเงินทุน 

การผลิตพืชปราศจากโรค (Disease-free plant)  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนิยมใชส้ าหรับการผลิตพืช
ปราศจากโรค โดยเฉพาะโรคท่ีเกิดจากไวรัสซ่ึงยากแก่การก าจดัให้หมดไปจากช้ินส่วนพืช  การเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อเจริญ เช่น ปลายยอด (apical meristem) หรือเน้ือเยื่อจากคพัภะ ซ่ึงเป็นส่วนของพืชท่ีปลอดไวรัส 
เน่ืองจากการเคล่ือนยา้ยของไวรัสไปสู่สวน่ต่างๆ ของพืชจะอาศยัทางท่อน ้ าและท่ออาหาร  แต่ในส่วนของ
ปลายยอด และเน้ือเยือ่คพัภะไม่มีโครงสร้างเหล่าน้ีอยู ่ พืชท่ีปราศจากโรคนอกจากมีความแข็งแรงและให้ผล
ผลิตสูงข้ึนแลว้ ยงัเหมาะส าหรับการแลกเปล่ียนพนัธ์ุพืชอีกดว้ย  ซ่ึงปัจจุบนัค่อนขา้งท่ีจะเคร่งครัดกบัปัญหา
โรคท่ีติดมากบัท่อนพนัธ์ุ โดยเฉพาะอยา่งยิง่โรคท่ีติดมากบัเมล็ด  

การเกบ็รักษาพันธ์ุ (Preservation)  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสามารถน าไปใชส้ าหรับงานการเก็บรักษา
พนัธ์ุพืช หรือการอนุรักษพ์นัธ์ุไดเ้ป็นอย่างดี  การเก็บรักษาท่อนพนัธ์ุโดยวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อสามารถ
ช่วยประหยดัค่าใชจ่้าย  แรงงาน และพื้นท่ีไดม้าก  และยงัสามารถใชเ้ก็บท่อนพนัธ์ุไดใ้นระยะยาว โดยเก็บใน
สภาพอุณหภูมิต ่าท่ี -196 องศาเซลเซียส ซ่ึงเรียกวา่ cryopresevation  วิธีน้ีไดรั้บความนิยมมากข้ึนในปัจจุบนั 
โดยเฉพาะการท า gene bank  
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ศักยภาพของการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พชื 
 

ตน้พืช 
 
 
 

 เน้ือเยือ่เจริญ แคลลสั  เซล  
โปรโตพลาสต ์

 
 
 

 คภัพะ ตายอด/ตาขา้ง DNA 
 
 
 
 

สร้างสายพนัธ์ุ การขยายพนัธ์ุพืช 
ปราศจากโรค  
การอนุรักษพ์นัธ์ุ การถ่ายทอดยนีส์ 

 
 

 ผลิตตน้พืช 
สร้างสายพนัธ์ุ  
Somatic variation   
Somatic hybrids   
Haploid plant  
 พืชชนิดใหม่ 

 

การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ พนัธุวศิวกรรม 
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การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ในงานด้านป่าไม้  

งานดา้นป่าไมไ้ดน้ าเอาวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมาประยุกต์ใชก้บังานการปรับปรุงพนัธ์ุ และงาน 
การปลูกสร้างสวนป่า  ส าหรับงานการปรับปรุงพนัธ์ุไม้ การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจดัว่าเป็นเคร่ืองมือท่ีมี
ประสิทธิภาพอย่างมาก ช่วยประหยดัค่าใช้จ่าย และลดระยะเวลาในการด าเนินงาน  ทั้งน้ีเน่ืองจากการ
ขยายพนัธ์ุโดยวิธีน้ีนอกจากขยายพนัธ์ุพืชได้ในปริมาณมากแล้ว ยงัให้ความสม ่าเสมอทั้งคุณภาพและ 
การเจริญเติบโตอีกดว้ย  และเม่ือเปรียบเทียบกบัขั้นตอนการปรับปรุงพนัธ์ุโดยใชเ้มล็ด ท่ีตอ้งใชเ้วลายาวนาน
กว่าท่ีจะด าเนินการจนสามารถจดัสร้างสวนผลิตเมล็ดพนัธ์ุได้ โดยเฉพาะส าหรับพนัธ์ุไมป่้ากว่าท่ีแม่ไม้
สามารถใหผ้ลผลิตเมล็ดไดต้อ้งไม่ต ่ากวา่ 15 ปี ส าหรับไมโ้ตชา้  และ 3 ปี ส าหรับไมโ้ตเร็ว  นอกจากน้ีวิธีการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ยงัใชใ้นการสร้างสายพนัธ์ุใหม่  คดัเลือกพนัธ์ุ และอนุรักษพ์นัธ์ุ 

การปลูกสร้างสวนป่า การผลิตกลา้ไมส้ าหรับการปลูกสร้างสวนป่าโดยวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อใน
ปัจจุบนัเป็นท่ีนิยมกนัมากข้ึน โดยเฉพาะในไมยู้คาลิปตสั และไมส้ัก  ทั้งน้ีเน่ืองจากการผลิตกลา้ไมจ้าก
วิธีการขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศไม่วา่เป็นการปักช า  ติดตา  ต่อก่ิง รวมทั้งการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ สามารถ
ผลิตกลา้ไมท่ี้มีลกัษณะเหมือนกนั  ซ่ึงท าให้ง่ายต่อการจดัการ  แต่วิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่
วิธีการขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศวิธีอ่ืนในแง่ท่ีว่าสามารถผลิตกลา้ไดใ้นปริมาณมาก ภายในระยะเวลาสั้น 
รวมทั้งยงัประหยดัค่าใชจ่้าย พื้นท่ี และแรงงานอีกดว้ย  นอกจากน้ียงัสามารถผลิตกลา้ไดต้ลอดทุกฤดูกาล 
ในขณะท่ีการปลูกป่าโดยอาศยัเมล็ดจะท าไดเ้พียงชัว่ระยะหน่ึงเท่านั้น และในบางปีอาจจะประสบกบัปัญหา
การขาดแคลนเมล็ดอีกด้วย  การผลิตกล้าโดยวิธีเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจึงถูกน ามาประยุกต์ใช้ส าหรับงาน 
การปลูกสร้างสวนป่าแทนกลา้ท่ีเพาะจากเมล็ด 

วิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อไมป่้าท่ีน ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านการปรับปรุงพนัธ์ุและงานด้านการ 
ปลูกสร้างสวนป่า  หลงัจากท่ีท าการคดัเลือกแม่ไมไ้ดแ้ลว้จะน าช้ินส่วนของแม่ไมท่ี้ผา่นการคดัเลือกแลว้มา
ขยายพนัธ์ุได ้3 วธีิ ดงัต่อไปน้ี คือ 

1. การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ (Tissue culture/Micropropagation/In vitro culture)  เป็นการผลิต 
กลา้ไมจ้ากช้ินส่วนของพืช ซ่ึงไดแ้ก่ เมล็ด  ตายอด  ตาขา้ง  หรือจากเน้ือเยื่ออ่ืน  โดยชกัน าให้เกิดเป็นตน้
โดยตรง หรือชกัน าให้เกิดเป็นแคลลสั หรือเซลเด่ียว ก่อนแลว้จึงชกัน าให้เกิดตน้ใหม่โดยผา่นขบวนการ 
organogenesis หรือขบวนการ embryogenesis  กลา้ท่ีไดส้ามารถน าไปใช้ในการปลูกป่าหรือใช้ในการ
จดัสร้างสวนผลิตเมล็ดพนัธ์ุ เพื่อท าการปรับปรุงในขั้นตอนต่อไป (ฝ่ายวนวฒันวจิยั  2529)  

การด าเนินงานท่ีกล่าวมาเป็นเพียงวิธีการพื้นฐานของการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเท่านั้นซ่ึงอาจพฒันางาน
ไปถึงขั้นสูงต่อไปไดอี้ก  เป็นตน้วา่ การสร้างพืชลูกผสม  หรือพืชท่ีมีโครโมโซมชุดเดียว (haploid) โดยการ
เล้ียงเกสรตวัผู ้  อบัละอองเรณู (anther culture) ซ่ึงมีโครโมโซมชุดเดียว (n) หรืออาจท าให้เกิดพืชท่ีมี
โครโมโซมสองชุด (diploid) ไดโ้ดยการผสมหรือขบวนการ chromosome doubling  พืชท่ีเกิดใหม่จะมีชุด
ของโครโมโซมเหมือนกนั (homozygous diploid)  แต่ความส าเร็จของวิธีการน้ีค่อนขา้งต ่า  ส่วนใหญ่มกั
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ประสบความส าเร็จในไมเ้น้ืออ่อนและธัญญพืช  ส าหรับงานดา้นป่าไมป้ระสบความส าเร็จเพียงการสร้าง
แคลลสัท่ีมีโครโมโซมชุดเดียว (haploids callus) เท่านั้น ดงัเช่น การศึกษาการเพาะเล้ียงอบัละอองเรณูของ 
ไมส้ัก (Kaosa-ard and Apavatjrut,  1986)  

2. การเลีย้งเซล (cell suspension culture)  การเพาะเล้ียงเซลนั้นนอกจากสามารถยน่ระยะเวลา 
ประหยดัแรงงานและพื้นท่ีในการด าเนินการแลว้ ยงัสามารถผลิตตน้ไดใ้นปริมาณมากมายอีก  จึงเหมาะใน
การผลิตพืชในเชิงการคา้ (Biondi and Thorpe,  1981)  และในขณะเดียวกนัยงัใชส้ าหรับการคดัสายพนัธ์ุ เช่น 
พืชทนแลง้  พืชทนเคม็  พืชท่ีมีความตา้นทานโรคและแมลง  โดยขั้นแรกตอ้งชกัน าให้เซลเกิดการกลายพนัธ์ุ 
ด้วยการใช้สารก่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุ หรือรังสี  จากนั้นจึงท าการคดัเลือกหาลกัษณะเซลใหม่ตาม
วตัถุประสงค์ (cell variants) แลว้จึงน าเซลเหล่านั้นมาชกัน าให้เกิดตน้  ซ่ึงเป็นพืชท่ีมีสายพนัธ์ุตามความ
ตอ้งการ (Kirby,  1982)  

3. การเลีย้งโปรโตพลาสต์ (Protoplast culture)  วิธีน้ีเหมาะส าหรับการสร้างสายพนัธ์ุใหม่ 
(Evans and Bravo,  1983)  งานดา้น protoplast fusion สามารถเวน้ขั้นตอนการผสมพนัธ์ุ ท าให้ยน่ระยะเวลา 
และยงัสามารถหลอมรวมเอาลกัษณะทางพนัธุกรรม ซ่ึงไม่สามารถท าโดยการผสมพนัธ์ุแบบดั้งเดิม เช่น การ
รวมตวัของ cytoplasm ท่ีเรียกวา่ cybrids  หรือการน าเอา organelle อ่ืน เขา้ไปผสมในโปรโตพลาสต์ 
(protoplast) เดิม  นอกจากน้ียงัสามารถผสมขา้มพนัธ์ุในพืชต่างชนิด หรือต่างสกุลได ้(Arasu and Paranjothy,  
1975)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1 การขยายพนัธ์ุไมส้ักโดยวธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่  (อภิชาต และคณะ, 2528) 



 11 

เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
(Tissue Culture Technique) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พนัธ์ุไมป่้า มีหลกัการเช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชทัว่ไป โดย
ด าเนินการเพาะเล้ียงช้ินส่วนพืชในอาหารสังเคราะห์ ในสภาพปลอดเช้ือ ซ่ึงมีการเตรียมพื้นท่ีในการ
ด าเนินการ และวธีิการดงัน้ี 

ห้องปฏบิัติการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
(Tissue Culture Laboratory) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชตอ้งด าเนินงานภายใตส้ภาวะปลอดเช้ือและควบคุมสภาวะแวดลอ้มให้
เหมาะสมส าหรับพืช ดงันั้นสถานท่ีและเคร่ืองมือท่ีใช้จึงแตกต่างไปจากห้องปฏิบติัการทัว่ไป  การ
ด าเนินงานตอ้งต่อเน่ืองกนัตามล าดบัขั้น  การจดัสถานท่ีและเคร่ืองมือจึงตอ้งวางแผนให้สอดคลอ้งและ
สะดวกในการปฏิบติังาน  โดยทัว่ไปหอ้งปฏิบติัการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ควรประกอบดว้ย 

1. หอ้งเตรียมอาหาร (Medium prepared room) 
2. หอ้งยา้ยเน้ือเยือ่ (Transferred room) 
3. หอ้งเพาะเล้ียง (Incubated room) 

1 ห้องเตรียมอาหาร  (Medium Prepared Room) 

1.1 การจัดบริเวณห้องปฏิบัติการ 
หอ้งเตรียมอาหารเป็นบริเวณท่ีจดัไวเ้พื่อใชใ้นการเตรียมอาหารส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ

และท าความสะอาดเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ ภายในห้องน้ีควรจดับริเวณให้เป็น 2 ส่วนโดยแบ่งสัดส่วนให้
เหมาะสมและสะดวกในการท างาน ดงัต่อไปน้ี  

1. บริเวณส าหรับเตรียมอาหาร  ประกอบดว้ย  

 โต๊ะส าหรับการเตรียมอาหารมีความสูงและพื้นท่ีกวา้งพอท่ีจะวางเคร่ืองแก้ว และ
ท างานไดส้ะดวก   

 ตูส้ าหรับเก็บสารเคมี 
 ตูแ้ช่แขง็ (Deep freeze)  ส าหรับเก็บ Stock solution  เอน็ไซม ์และ ฮอร์โมน 
 ตูเ้ยน็ ส าหรับใชเ้ก็บสารเคมี ตวัอยา่งพืช และสารละลายซ่ึงตอ้งการเก็บในระยะสั้นๆ 
 เคร่ืองกลัน่น ้า (Distilled Water Machine) พร้อมถงัส าหรับส ารองน ้ากลัน่ 
 เคร่ืองชัง่ (Balance) ส าหรับชัง่สารเคมี เคร่ืองชัง่ควรมี 2 ชนิด คือ  
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1) เคร่ืองชั่งชนิดละเอียด (Analytical Balance) ซ่ึงชั่งได้ละเอียดเป็นกรัมและ 
มิลิกรัม  เหมาะส าหรับการชัง่สารเคมีท่ีตอ้งการในปริมาณเล็กนอ้ย เช่น ฮอร์โมน  
ธาตุอาหารรอง (Micro-nutrient)  วติามิน ฯลฯ 

2) เคร่ืองชัง่ชนิดหยาบ (Toploading) ใชส้ าหรับชัง่สารเคมีท่ีตอ้งการในปริมาณมาก  
เช่น น ้าตาล  วุน้  ธาตุอาหารหลกั (Macro-nutrient) ฯลฯ 

เคร่ืองชัง่ควรวางอยูบ่นโตะ๊ท่ีแขง็แรงไม่สั่นสะเทือนง่าย 
 เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) โดยส่วนใหญ่มกัจะใชแ้บบไฟฟ้าเพราะมี

ความละเอียดและแม่นย  า แต่ส าหรับงานท่ีไม่ต้องความละเอียดมาก อาจจะใช้
กระดาษทดสอบกรด-ด่าง หรือสารละลาย เป็นตวัทดสอบ 

 เตาไฟฟ้า หรือ Stirring heating plate ไวส้ าหรับละลายสารเคมี ผสมส่วนประกอบ
ของอาหารใหเ้ขา้กนั และใชล้ะลายวุน้ ในการละลายวุน้อาจใชเ้ตาอบไมโครเวฟแทน
เตาไฟฟ้าได ้

 หมอ้น่ึง (Autoclave) ส าหรับน่ึงฆ่าเช้ือโรคในอาหารและเคร่ืองมือต่าง ๆ หมอ้น่ึงอาจ
เป็นแบบอตัโนมติั (Automatic) หรือแบบไม่อตัโนมติั (Manual) ซ่ึงอาจใชไ้ฟฟ้าหรือ
แก๊สหากหมอ้น่ึงแบบใชแ้ก๊สตอ้งมีเตาแก๊สและถงัแก๊สเป็นองคป์ระกอบดว้ย 

 เคร่ืองดูดอากาศ (Vacaum Pump หรือ Aspirator) ส าหรับดูดอากาศในการกรอง
สารเคมีซ่ึงไม่สามารถฆ่าเช้ือโดยใชค้วามร้อนได ้เช่น เอน็ไซม ์ ฮอร์โมน ฯลฯ 

2. บริเวณส าหรับท าความสะอาด ประกอบดว้ยอุปกรณ์และเคร่ืองมือ ดงัต่อไปน้ี 

 อ่างน ้า ส าหรับลา้งส่ิงสกปรก เช่น เคร่ืองแกว้  เคร่ืองมือ 
 เตาอบ ส าหรับอบเคร่ืองแกว้และเคร่ืองใช ้ใหแ้หง้และฆ่าเช้ือโรค 
 ตูส้ าหรับเก็บเคร่ืองแกว้ และเคร่ืองใช ้  ตูค้วรปิดสนิทสามารถป้องกนัฝุ่ นละออง 

1.2 อุปกรณ์และสารเคมี 

1. สารเคมี  การเตรียมอาหารตอ้งใชส้ารเคมีหลายอยา่ง ไดแ้ก่  
 สารเคมีท่ีเป็นองคป์ระกอบของสูตรอาหาร 
 ฮอร์โมน 
 เอน็ไซม ์
 แอลกอฮอล ์
 สารฆ่าเช้ือ เช่น Sodium / Calcium hypochlorite 
 กรดและด่าง ส าหรับปรับ pH อาหาร เช่น KOH  HCI 
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2. เคร่ืองแก้ว  ไดแ้ก่ 
 Pipet ขนาดต่าง ๆ เช่น 1,2,3,5,10, และ 20 ml 
 Cylinder ขนาด 10,50,100,250, และ 1,000 ml 
 Beaker ขนาด 50,100,300,500, และ 1,000 ml 
 Flask ขนาด 50,100,250, และ 500 ml 
 ขวดใส่ Stock solution ขนาด 100,250,500, และ 1,000 ml 
 หลอดหยด (Dropper) 
 กรวย (Funnel) 
 Petri - dish 

3. อุปกรณ์อืน่ๆ ไดแ้ก่  
 ส าลี  
 Aluminum foil 
 กระดาษส าหรับชัง่สารเคมี 
 ชอ้นตกัสารเคมี 
 มีด และกรรไกร 
 กระดาษกรองหรือกระดาษซบั (Tissue paper) 

2 ห้องย้ายเนือ้เยือ่ (Transferred Room) 

ห้องยา้ยเน้ือเยื่อเป็นบริเวณท่ีจดัไวส้ าหรับการยา้ยเน้ือเยื่อพืช ซ่ึงการปฏิบติังานอยูภ่ายใตส้ภาวะ
ปลอดเช้ือ  หอ้งน้ีจึงตอ้งระมดัระวงัเร่ืองความสะอาด เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของเช้ือโรค  ลกัษณะของ
หอ้งควรเป็นหอ้งท่ีปิดมิดชิด  มีแสงสวา่งเพียงพอในการท างาน  ภายในหอ้งโล่งไม่รกรุงรัง  ผนงัห้องควร
เรียบและท าความสะอาดได้ง่าย  อากาศภายในห้องควรสะอาด จึงควรติดเคร่ืองกรอง (Sub-micron 
Filtter) ไว ้ ภายในหอ้งควรมีเคร่ืองมือ ดงัต่อไปน้ี 

2.1 ตู้ย้ายเนื้อเยื่อ (Transferred hood/Laminar flow/Clean Bench) ภายในตูมี้เน้ือท่ีท างาน
มากพอสมควร ตูย้า้ยเน้ือเยือ่มี 2 ลกัษณะ คือ  

1. ตู้ทีไ่ม่มีการกรองอากาศ  ตูค้วรปิดมิดชิดไม่มีการหมุนเวียนของอากาศ และควรตั้งอยูใ่น
มุมท่ีค่อนขา้งสงบ  ดา้นหนา้ตูเ้ป็นกระจกเพื่อท่ีจะมองทะลุเห็นวตัถุภายในตูไ้ด ้  มีช่องเปิดอาจเป็นประตู
เปิด-ปิดเพื่อป้องกนัฝุ่ น  หรืออาจท าเป็นช่องเปิด 2 ช่องกวา้งพอส าหรับสอดมือเขา้ไปท างานภายในได ้

2. ตู้ที่มีการกรองอากาศ  ตู ้ชนิดน้ีมีพดัลมดูดอากาศและเคร่ืองกรองอากาศซ่ึงเป็นแผ่น
กรองอากาศ  มีทั้ งชนิดหยาบส าหรับกรองฝุ่ นละอองหรือเศษผงท่ีมีขนาดใหญ่ และแผ่นกรองชนิด
ละเอียด (High Efficiency Particulate Air-HEPA Filter) ท่ีสามารถกรองเช้ือโรคและเศษผงท่ีมีขนาดใหญ่
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กวา่ 3.3 M ไวไ้ด ้ พดัลมดูดอากาศจะท าหนา้ท่ีพดัให้อากาศหมุนเวียนจากภายนอกผา่นแผน่กรองหยาบ
และแผน่กรองละเอียด  แลว้ปล่อยให้อากาศท่ีสะอาดออกมาภายในตูท่ี้ท างาน  ภายในตูย้า้ยเน้ือเยื่อตอ้งมี
หลอดไฟฟ้าส าหรับให้แสงสว่างในการปฏิบติังาน  และ Ultra Violet ไวส้ าหรับฆ่าเช้ือโรคภายในตู ้ 
นอกจากน้ีตูค้วรจะมีปลัก๊ไฟ 1-2 จุด เพื่อใช้ส าหรับเคร่ืองใช้ไฟฟ้าภายในตูย้า้ยเน้ือเยื่อ เช่น เคร่ืองชั่ง  
กลอ้งจุลทศัน์  การตั้งตูค้วรตั้งอยู่ท่ีมุมท่ีสามารถท างานไดส้ะดวกหรือขนานไปกบัผนงั ไม่ควรตั้งในท่ี
ทิศทางซ่ึงขวางทางลม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่2 แผนผงัห้องส าหรับยา้ยเช้ือ  พื้นท าดว้ย PVC  ผนงัฉาบดว้ยปูนทาสีชนิดท่ีท าความสะอาด

ได้  มีแผ่นกรองอากาศส าหรับกรองอากาศท่ีเข้ามาจากภายนอก (PF, SMF)พดัลม  (F)  
เคร่ืองปรับอากาศ (CA 20 lb/in2)  ท่อแก๊ส (G)  ระบบไฟ (E)  หลอดไฟให้แสงสว่าง (FL) 
ติดไวท่ี้ฝ่ังตรงขา้มกบัตูย้า้ยเช้ือ  หลอด UV ส าหรับฆ่าเช้ือ  (Street,1973) 
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2.2 เคร่ืองปรับอากาศ (Air Condition) ส าหรับควบคุมอุณหภูมิภายในห้องยา้ยเน้ือเยื่อไม่ให้สูง
เกินไป 

2.3 อุปกรณ์อืน่ 
 พดัลมดูดอากาศ (Exhaust fan) ส าหรับช่วยในการถ่ายเทอากาศภายในหอ้ง 
 หลอดแสงอุลตราไวโอเลท ติดบนเพดาน หรือผนงัห้องส าหรับฆ่าเช้ือโรคภายในห้อง

ยา้ยเน้ือเยือ่ 
 ชั้นส าหรับเก็บอาหารท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ 
 รถเขน็ 
 เคร่ืองดบัเพลิง 
 กลอ้งจุลทศัน์ ชนิด light microscope และ Inverted microseope ส าหรับใชส้ังเกตผลและ

ศึกษาลกัษณะทาง morphology ของ cell และ protoplast  กลอ้ง Stereoscope  
 อุปกรณ์ท่ีใช้ภายในตูย้า้ยเช้ือ  เช่น ตะเกียงแอลกฮอล์/แก๊ส  ปากคีบ (Forceps)  ใบมีด

ผา่ตดั และ ดา้มมีด 

3 ห้องเพาะเลีย้ง (Incubated Room) 

ห้องเพาะเล้ียงเป็นบริเวณท่ีตอ้งควบคุมสภาวะแวดลอ้มให้เหมาะสมต่อการเจริญและการพฒันา
ของเน้ือเยือ่ซ่ึง ไดแ้ก่ อุณหภูมิ แสงสวา่ง และความช้ืน ภายในห้องน้ีควรระมดัระวงัการปนเป้ือนจากเช้ือ
โรค เช่น เดียวกบัหอ้งยา้ยเน้ือเยือ่ เคร่ืองมือท่ีใชส้ าหรับหอ้งน้ี  ประกอบดว้ย 

3.1 เคร่ืองปรับอากาศ (Air Conditioner) ใชส้ าหรับควบคุมอุณหภูมิภายในห้อง โดยทัว่ไปจะ
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 25 + 1C  เคร่ืองปรับอากาศควรมีอยา่งน้อย 2 เคร่ือง เพื่อเปิดสลบักลางวนัและ
กลางคืน ซ่ึงช่วยยืดอายุการใชง้านไดน้านข้ึน  หากขนาดห้องใหญ่มากควรเพิ่มจ านวนเคร่ืองปรับอากาศ
เหมาะสมกบัเน้ือท่ี 

3.2 ระบบแสงสว่าง การควบคุมแสงสวา่งในห้องเพาะเล้ียงตอ้งค านึงถึงคุณภาพ (Light quality) 
ความเขม้ของแสง (Light intensity) และระยะเวลาในการให้แสงสวา่ง  แสงภายในห้องไดจ้ากหลอด 
ไฟฟ้าชนิดฟลูออเรสเซ็นต ์(Fluorescent Lamp)  โดยจดัให้มีการเข็มของแสง 100-200 ก าลงัเทียน ซ่ึงโดย
ปกติพืชสามารถเจริญไดท่ี้มีความเขม้แสงนอ้ยกวา่ 1 K Luxes  แต่พืชบา้งชนิดตอ้งการแสงปริมาณมากถึง 
5-10 K Luxes  ช่วงระยะเวลาในการให้แสงอาจแตกต่างกนัไปตามชนิดพืช  การเพาะเล้ียงบางคร้ังอาจ
ตอ้งเก็บไวใ้นท่ีมืด  แต่โดยทัว่ไปควรให้แสง 16 ชัว่โมงต่อวนั  การควบคุมการเปิดปิดไฟควรจะมีสวิซต์
อตัโนมติัควบคุม  อย่างไรก็ดีการให้แสงหากสามารถจดัให้ใช้แสงธรรมชาติไดจ้ะช่วยประหยดัไดม้าก
และใหผ้ลดี 
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3.3 ช้ันวางขวด ใชส้ าหรับเล้ียงเน้ือเยือ่บนอาหารแขง็ ชั้นอาจท าดว้ยกระจกไมห้รือตะแกรงลวด
ก็ได ้ หากเป็นชั้นท่ีท าดว้ยไมค้วรติดหลอดไฟแยกเป็นชั้นๆ ไป  แต่ละชั้นควรจะมีพดัลมตวัเล็กๆ ติดตั้ง
ไวเ้พื่อช่วยระบายความร้อนอนัเกิดจากไฟ 

3.4 เคร่ืองเขย่า (Shaker หรือ Rotator) ใชส้ าหรับการเล้ียงเน้ือเยื่อในอาหารเหลว  เคร่ืองเขยา่มี 
2 ชนิดคือ 

 Horizontal type  ควรจดัใหห้มุนประมาณ 100-160 รอบต่อนาที 
 Rotatary type ควรจดัใหห้มุน 1-4 รอบต่อนาที   

3.5 เคร่ืองควบคุมความช้ืน ภายในห้องเพาะเล้ียง ควรจดัให้มีความช้ืนสัมพทัธ์ประมาณ 60 % 
เพื่อช่วยป้องกนัไม่ใหอ้าหารแหง้เร็วเกินไป 
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ภาพที ่3 ชั้นส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ 
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ภาพที ่4 ตูย้า้ยเช้ือแบบมีกรองอากาศ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่5 หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) 
1 ส าหรับใชใ้นหอ้งทดลอง หรือเตรียมอาหารปริมาณนอ้ย 
2 ส าหรับใชใ้นการเตรียมอาหารปริมาณมาก 

1 2
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อาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
(Tissue Culture Media) 

พืชตอ้งการธาตุอาหารเป็นปัจจยัหลกัในขบวนการท างานต่างๆ เพื่อเสริมสร้างการเจริญเติบโต  
เน้ือเยื่อพืชก็มีความตอ้งการธาตุอาหารในการเจริญเติบโตเช่นเดียวกนั  เน้ือเยื่อของพืชมีความตอ้งการ
ปริมาณธาตุอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตตามชนิด หรือแมแ้ต่เน้ือเยื่อพืชท่ีมาจากส่วนท่ีต่างกนั 
เช่น เมล็ด  ใบ  ล าตน้ ก็มีความตอ้งการปริมาณธาตุอาหารท่ีแตกต่างกนัไปเช่นกนั  ดงันั้นจึงมีการศึกษา
สูตรอาหารส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชกนัมากมาย เพื่อให้เหมาะสมกบัพืชแต่ละชนิด เช่น สูตรอาหาร
ของ Murashige และ Skoog (MS)  สูตรอาหารของ White อย่างไรก็ดีสูตรอาหารแต่ละสูตรมี
องคป์ระกอบดงัน้ี  

1. สารอนินทรีย์  (Inorganic nutrient)  

สารอนินทรียเ์ป็นธาตุอาหารท่ีมีความจ าเป็นมากส าหรับการท างานและการเจริญเติบโตของพืช   
เช่น แมกนีเซียม เป็นองคป์ระกอบของคลอโรฟิลล์  ไนโตรเจน เป็นส่วนส าคญัของกรดอะมิโน  เหล็ก 
สังกะสี และโมลิพดินมั เป็นส่วนประกอบของเอ็มไซม ์  พืชมีความตอ้งการธาตุอาหารแต่ละชนิดใน
ปริมาณท่ีแตกต่างกนัไป International Association For Plant Physiology ไดก้ าหนดไวว้า่แร่ธาตุท่ีพืช

ตอ้งการในปริมาณท่ีมากกวา่ 0.5 m mol l-1 จดัเป็นแร่ธาตุอาหารหลกั (Macro หรือ Major element)  

ในขณะท่ีแร่ธาตุท่ีพืชตอ้งการเล็กน้อยในปริมาณท่ีน้อยกว่า 0.5 m mol-1 จดัเป็นแร่ธาตุอาหารรอง 
(Micro-element)  ธาตุอาหารหลกั ไดแ้ก่ C  H  O  N  P  K  S  Mg และ Ca เป็นแร่ธาตุอาหารท่ีจ าเป็นต่อ
การเจริญเติบโต  และธาตุอาหารรอง เป็นแร่ธาตุมีความส าคญัต่อขบวนการการท างานของพืช ไดแ้ก่ Fe  
Mn  Cu  Zn  B และ Mo   

แร่ธาตุอาหารท่ีน ามาใชใ้นสูตรอาหารต่างๆ อยูใ่นรูปของสารประกอบ  แร่ธาตุท่ีพืชน ามาใชอ้าจ
ได้มาจากสารประกอบหลายชนิด เป็นตน้ว่า ไนโตรเจน มาจากสารประกอบแอมโมเนียม และ
สารประกอบไนเตรต  สารประกอบเหล่าน้ีเม่ือละลายน ้ าแลว้จะแตกตวัเป็นประจุ (ions) ต่างๆ  เช่น 

NH4+   NO3
- ซ่ึงประจุเหล่าน้ีพืชสามารถน าไปใชไ้ดใ้นปริมาณท่ีแตกต่างกนั  พืชสามารถใชไ้นโตรเจน

ในรูปของไนเตรตไดดี้กวา่แอมโมเนียม 

2. สารอนิทรีย์  (Organic nutrient) 

สารอนินทรีย ์ไดแ้ก่ สารท่ีมีองคป์ระกอบของคาร์บอน (C)  ไฮโดรเจน (H)  และออกซิเจน (O)  
สารอินทรียส์ามารถแบ่งออกเป็นกลุ่ม ๆ ดงัน้ี 
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2.1 วติามิน  (Vitamins) 

เน้ือเยือ่พืชตอ้งการวติามินในปริมาณท่ีเพียงพอต่อการเสริมสร้างการเจริญเติบโต วิตามินท่ี
มีความส าคญัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ ไดแ้ก่ 

 Thiamine  วติามิน B1 
 Pyridoxine  วติามิน B6 
 Nicotinic acid  วติามิน B3 
 calcium pantothenate  วติามิน B5 
 Inosital 

2.2 กรดอมิโน (Amino acid) 

กรดอะมิโน ท่ีนิยมใช ้คือ L-glycine กรดอะมิโนอ่ืนใชบ้า้งในบางกรณี เช่น Glutamic acid 
และ Aspartic acid เป็นตน้ 

2.3 น า้ตาล (Sugar) 

น ้ าตาลเป็นแหล่งท่ีให้พลงังาน น ้ าตาลท่ีนิยมใช ้ คือ Sucrose พืชบางชนิดเจริญไดดี้ใน
น ้ าตาล Glucose และ Fructose นอกจากน้ียงัมีน ้ าตาลชนิดอ่ืนเช่น Sorbite, Maltose, Galactose, Mannose 
และ Lactose น ้าตาลท่ีใชใ้นอาหารเล้ียงเน้ือเยือ่ใชป้ระมาณ  2 - 5%  

2.4 สารอนิทรีย์ อืน่ ๆ  
สารอินทรียอ่ื์น ๆ เป็นสารซ่ึงไดจ้ากผลิตภณัฑ์ของพืชซ่ึงไม่รู้องคป์ระกอบท่ีแน่นอน เป็น

สารท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโต เช่น น ้ ามะพร้าว  Casein hydrolysate (CH) น ้ ามะเขือเทศ มนัฝร่ัง กลว้ย 
ส่วนสกดัจากยสีต ์(Yeast extract) สารอนินทรียท่ี์ไดจ้ากผลิตภณัฑ์ของพืชมกัมีปริมาณและคุณภาพท่ีไม่
แน่นอน ข้ึนอยู่กบัอายุและสายพนัธ์ุ ดงันั้นในการทดลองควรหลีกเล่ียงไปใช้กรดอะมิโนอ่ืนท่ีรู้
องคป์ระกอบท่ีแน่นอนแทน เช่น  L-Asparagine , L - Glutamine 

3. สารควบคุมการเจริญเติบโต (Growth hormones หรือ Growth regulators) 

สารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นสารอินทรียท่ี์มีผลต่อการกระตุน้หรือยบัย ั้ง หรือเปล่ียนแปลง
ขบวนการทางสรีระบางอยา่งของพืช ซ่ึงมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืช การแบ่งเซล การขยายตวัของ
เซลพืช สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 

3.1 Auxin  สารในกลุ่มน้ีมีผลต่อการแบ่งเซล และยืดตวัของเซล กระตุน้การร่วงของใบ ยงัย ั้ง
การเจริญของตาขา้ง (Apical dominance) กระตุน้การเกิดราก และกระตุน้การพฒันาของท่อน ้ า-ท่ออาหาร 
(Vascular tissue differentiation)  สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม Auxin มีหลายชนิดดว้ยกนั เช่น 
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ช่ือสาร  ช่ือทางการเคมี ช่ือการค้า 

NAA 
(Napthalene acetic acid) 

2-Napthalene acetic acid Nutons 
Stafast 
Tre-hold 
Strop-drop 
ANA 
Apple-set 

IBA  
(Indolebutyric acid) 

3-Indolebutyric acid 
Indole butyric acid 

Indole butyric 
Hydrazine 
Hormodin 
Jiffy grow 
Hormed 

NAD  
(Napthalene acetamide)  

N-1-Napthylacetamide Amid-thin w 
Rootnone 
Rosetom 
NAAM 

PCPA  Para CHorophenoxy acetic 
acid 

Tomato fix 
CPA 
4-CPA 
Sure-set 

TIBA  2,3,5- triiodobenzoic acid Floraltone 

2,4-D 2,4 - DiCHoro phenoxyacetic 
acid 

Amoxone 
Aqua kleem 

2,4,5-T TriCHorophenoxyacetic acid - 
 

3.2 Cytokinins สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มน้ีมีผลต่อการแบ่งเซล การขยายตวัของเซล 
(Cell enlargement) กระตุน้ใหเ้กิดยอดกระจุก ยบัย ั้งการเกิดตายอด สารในกลุ่มน้ีท่ีนิยมใชใ้นงานด่านการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ ไดแ้ก่  
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ช่ือสาร ช่ือทางเคมี 

BAP 6-Benzylamino purine 

2-IP Isonentenyl adenine 

Kinetin 6- Furfurylamino purine 

3.3 Gibberellins  สารกลุ่มน้ีมีผลต่อการขยายตวัของเซล การพฒันาของเมล็ด  การงอกของ
เมล็ด กระตุน้การออกดอกและติดผล  Gibberellins ท่ีรู้จกักนัมีมากกวา่ 20 ชนิด แต่ท่ีนิยมน ามาใชใ้นการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยื่อคือ GA3  โดยปกติทัว่ไปมกัใช ้GA ร่วมกบั auxin และ cytokinin ชนิดอ่ืน 

4. วุ้น  

วุน้ไม่ไดใ้หส้ารอาหารท่ีส าคญัในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ แต่เป็นเพียงส่วนท่ีท าใหอ้าหารแขง็ หรือ
ก่ึงแขง็พอท่ีจะพยงุเน้ือเยือ่พืชไม่ใหจ้มอยูใ่นอาหารเท่านั้น  วุน้เป็น Polysaccharide ชนิดหน่ึงท่ีผลิตได้
จากสาหร่ายทะเล  การใชวุ้น้ในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อประมาณ 0.8-1 % ท่ีใชส้ าหรับการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่มีหลายระดบัคือ วุน้บริสุทธ์ิ  วุน้ส าหรับการคา้  การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืชเพื่อผลิตกลา้ในปริมาณ
มากใชวุ้น้ท่ีขายในทอ้งตลาดได ้  ส าหรับงานทดลองควรใชวุ้น้บริสุทธ์ิเหมาะกวา่การใชวุ้น้ท่ีมีขายตาม
ทอ้งตลาด เน่ืองจากวุน้ทัว่ไปจะมีการปนเป้ือนของแร่ธาตุอ่ืน เป็นตน้วา่ Mg และ Ca ซ่ึงมีผลต่อการ
ทดสอบ  

การเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 

(Media Preparation) 

อาหารส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของพืชจะแตกต่างกนัไปตามชนิดของเน้ือเยื่อและชนิดพืช สูตร
อาหารส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจึงมีอยูด่ว้ยกนัหลายชนิด  การเลือกสูตรอาหารมาใชอ้าจตอ้งค านึงถึง
ความเหมาะสมกบัพืชและวตัถุประสงคใ์นการศึกษา เป็นตน้วา่ สูตรของ Murashige และ Skoog (MS) 
เหมาะส าหรับใชเ้พาะเล้ียงและขยายเพิ่มจ านวนพืชหลายชนิด  สูตรอาหารของ Schenk และ Hildebrandt  
เหมาะส าหรับเล้ียงแคลลสัของพืชทั้งใบเล้ียงเด่ียวและใบเล้ียงคู่  สูตรอาหารของ White เป็นสูตรอาหารท่ี
ใช้ส าหรับเล้ียงราก  และสูตรอาหารของ Gambor และ B5 เหมาะส าหรับเพาะเล้ียงพืชท่ีส าคญัทาง
เศรษฐกิจหลายชนิด  สูตรอาหารแต่ละสูตรมีองคป์ระกอบของ สารอินทรีย ์  สารอนินทรีย ์และวิตามิน 
ในรูปของสารประกอบท่ีแตกต่างกนัไปทั้งชนิดและปริมาณ  การเตรียมอาหารส าหรับการผลิตกลา้ไมซ่ึ้ง
มีสูตรท่ีเหมาะสมแลว้สามารถใชอ้าหารพื้นฐานส าเร็จรูปซ่ึงมีขายในทอ้งตลาดมาใชจ้ะช่วยประหยดัเวลา
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และเงินไดม้าก  แต่ส าหรับงานการทดลองซ่ึงตอ้งมีการเปล่ียนแปลงปริมาณสารประกอบในสูตรอาหาร
อยูค่วรเตรียมเอง วธีิท่ีสะดวกท่ีสุดคือการท า Stock solution ของอาหารในแต่ละสูตรไว ้

1. การเตรียม Stock solution ของธาตุอาหาร 

องค์ประกอบของอาหารในแต่ละสูตร มีทั้ งสารอนินทรีย์  สารอินทรีย์ และสารควบคุม 
การเจริญเติบโต  ซ่ึงธาตุอาหารเหล่าน้ีมีปริมาณแตกต่างกนัไป  การเตรียม Stock solution จึงตอ้งแยกกนั
ไปตามปริมาณของธาตุอาหาร  ส าหรับความเขม้ขน้ของ Stock แต่ละชนิดจะแตกต่างกนัไปตามความ
เหมาะสมและความสะดวกในการเตรียมดงัต่อไปน้ี 

Stock I Macro nutrient  ควรเตรียม Stock  10 เท่า 

Stock II Micro nutrient  ควรเตรียม Stock  1000 เท่า 

Stock III Vitamin  ควรเตรียม Stock  1000 เท่า 

Stock IV Iron  ควรเตรียม Stock  100 เท่า 

Stock V Growth regulators ควรเตรียม Stock  1000 เท่า 

วิธีเตรียม Stock แต่ละชนิดตอ้งเตรียมแยกกนั โดยชัง่สารเคมีแต่ละตวั  การชัง่ตอ้งระมดัระวงั
การปนเป้ือนของสารเคมีในขวดดว้ย ควรจะใชช้อ้นตกัสารเคมีท่ีสะอาด หรือใชช้อ้นตกัสารเคมีเฉพาะ
เพื่อตกัสารเคมีแต่ละขวด  ภาชนะท่ีใชช้ัง่สารเคมีควรเป็นแกว้หรือกระดาษรองชัง่สาร  เม่ือชัง่สารเคมี 
แต่ละตวัเสร็จน ามาละลายในน ้ าคนจนละลายหมด จึงน าสารมาละลายเหล่าน้ีมาผสมกนั  จากนั้นเติมน ้ า
จนไดป้ริมาณท่ีตอ้งการ คนให้เขา้กนัอีกคร้ังแลว้เก็บใส่ขวด ปิดฝาให้แน่น  ปิดฉลาก เขียนช่ือ และวนัท่ี
ไวท่ี้ขา้งขวด  วิตามินและสารควบคุมการเจริญเติบโตควรแบ่งใส่ขวดในปริมาณท่ีพอเหมาะต่อการใช ้
แต่ละคร้ังแลว้แช่แข็งไวท่ี้ อุณหภูมิ 2-4C  Stock solution บางตวัตอ้งเก็บไวใ้นท่ีมืด อุณหภูมิต ่า เช่น 
IBA  IAA และเหล็ก (Iron)  สารเคมีบางอยา่งเช่น Casein hydrolysate  สารสกดัจากยีสต ์(Yeast extract) 
ควรจะชัง่เม่ือตอ้งการใช ้ ในกรณีท่ีตอ้งการใชน้ ้ ามะพร้าว ควรตม้ก่อน แลว้กรองให้สะอาด จากนั้นแบ่ง
ใส่ขวด น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึง (autoclave) แลว้จึงเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20C  การใช ้ Stock solution นั้น
ก่อนใช้ทุกคร้ังควรเขย่าขวดเบาๆ ก่อน เพื่อตรวจสอบการตกตะกอนและการปนเป้ือนของเช้ือโรค  
Stock solution ควรเก็บไวใ้ชเ้พียง 1 เดือนเท่านั้น  
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การเตรียม Stock solution ตามสูตรของ Murashige และ Skoog  (1962)  

Stock I เตรียม 10 x Macronutrients mg/1 g/1 

 NH4NO3 1,650  

 KNO3 1,900  

 CaCl2.2H2O 440  

 MgSO4.7H2O 370  

 KH2PO4 170  

Stock II เตรียม 1000 x Micronutrients   

 H3BO3 6.2  

 MnSO4.4H2O 22.3  

 ZnSO4.7H2O 8.6  

 KI 0.83  
 Na2MoO4.2H2O 0.25  

 CuSO4.5H2O 0.025  

 CoCl2.6 H2O 0.025  

Stock III  เตรียม1000 x Vitamin   

 Glycine 2.0  
 Nicotinic acid 0.5  
 Pyridoxine 0.5  
 Thiamin 0.1  

Stock IV  เตรียม100 x Iron   

 Sodium EDTA 37.25  
 FeSO4.7H2O 27.85  

Stock V  เตรียม  100 x Inositol 100.0  

น า้ตาล    3 %  30  

pH  5.6-5.8 
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2. การเตรียม Stock solution  ของสารควบคุมการเจริญเติบโต 

สารควบคุมการเจริญเติบโต มีวิธีการเตรียม Stock solution เช่นเดียวกบั Stock solution อ่ืน  
แต่การละลายจะแตกต่างกนัไป คือ 

Cytokinin ละลายดว้ย กรดหรือด่าง เช่น HCl  หรือ NaOH 
Auxin ละลายดว้ย ด่าง เช่น NaOH หรือ Ethanol 
Gibberellin ละลายดว้ย น ้า 

ความเขม้ขน้ของ สารควบคุมการเจริญเติบโตนั้น มีหน่วยการวดัแตกต่างกนัไป ดงัน้ี  

2.1 ส่วนต่อล้าน  (Part per million หรือ ppm) หมายถึง สารจ านวน 1 หน่วย ในสารละลาย  
1 ลา้นหน่วย  เช่น  

IBA เขม้ขน้ 1 ppm หมายถึง สารผสมของ IBA ท่ีมี IBA บริสุทธ์ิ 1 หน่วย (กรัม) ผสมอยูใ่น
สารละลาย ซ่ึงไดแ้ก่ น ้ า 1 ลา้นหน่วย (กรัม)  นัน่คือ มี IBA 1 มิลิกรัม ผสมอยูใ่นน ้ า 1 ลิตร (น ้ า 1 ลิตร = 

1,000,000 = 106mg) 

2.2 เปอร์เซ็นต์ (Percent : % ) หมายถึงจ านวนสาร 1 หน่วย ในสารละลาย 100 หน่วย เช่น 
2,4-D  เขม้ขน้ 15%   หมายถึง สารผสม 2,4-D ท่ีมี  2,4-D บริสุทธ์ิหนกั 15 กรัม ผสมใน

สารละลาย  100 ลบ.ซม. 

2.3 กรัม หรือ มิลิกรัมต่อหน่วยปริมาตร หมายถึง จ านวนสารเป็นกรัมหรือมิลิกรัมใน
สารละลายปริมาตร (Volum) หน่ึง เช่น  

NAA เขม้ขน้ 5 มิลิกรัมต่อลิตร (5 mg/l)  หมายถึงสารผสม NAA ท่ีมี NAA บริสุทธ์ิหนกั  
5 มิลิกรัม ในสารละลาย 1 ลิตร 

2.4 โมลาร์  (Molarity หรือ M) หมายถึง จ านวนสาร 1 กรัม-โมล (gm-mole) ในสารละลาย  
1 ลิตร เช่น  

BAP เขม้ขน้ 1 M หมายถึงสารผสม BAP 1 ลิตร มี BAP บริสุทธ์ิหนกั 225.20 กรัม  
Molecular weight ของ BAP = 225.20  

1 M   =  103  mM  =   106 M  
1 M    เขม้ขน้เป็น 1000 เท่า ของ  1  mM 
1mM  เขม้ขน้เป็น 1000 เท่า ของ  1  M 
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วธีิการเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต เร่ิมจากการชัง่สารควบคุมการเจริญเติบโตตามน ้ าหนกั
ท่ีตอ้งการ  น ามาละลายดว้ยสารละลายด่าง กรด หรือ Ethanol จนหมด แลว้จึงเติมน ้ าให้ไดเ้ท่าปริมาณ
ตามตอ้งการ  เก็บใส่ขวดปิดฝาใหแ้น่น  ปิดฉลากเขียนชือ และวนัท่ี แลว้เก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

วธิีการเตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
(Media Preparation) 

การเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ประกอบด้วยอาหารพื้นฐาน (basal media) คือ  
ธาตุอาหารหลกั  ธาตุอาหารรอง  เหล็ก  วิตามิน ตามสูตรต่างๆ  นอกจากน้ีในอาหารยงัมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต  น ้ าตาล วุน้ และสารอ่ืนท่ีเพิ่มเติมเขา้ไป เช่น ผงถ่าน (Activated charcoal)  วิธีการเตรียมมี
ดงัน้ี  

1.1 การค านวณปริมาณ Stock Solution  

การค านวณปริมาณ stock solution ของอาหารพื้นฐานและสารเร่งการเจริญเติบโตตามความ
เขม้ขน้ท่ีตอ้งการโดยใชสู้ตร 

N1 V1  = N2 V2 

N1 = ความเขม้ขน้ของ Stock Solution 

V1  = ปริมาตรของ Stock Solution 

N2 = ความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ 

V2 = ปริมาตรท่ีตอ้งการ 

ตัวอย่าง เช่น ตอ้งการเตรียมอาหาร 300 ml จะตอ้งใชธ้าตุอาหารหลกัจาก Stock Solution ท่ีมี
ความเขม้ขน้ 10 เท่า เท่าใด 

จากสูตร N1V1 = N2V2 

 N1 = ความเขม้ขน้ของ Stock solution คือ 10x   

 V1 = ปริมาตรของ Stock solution ท่ีตอ้งใช ้

 N1 = ความเขม้ขน้ของอาหารท่ีตอ้งการ คือ 1x 

 V2 = ปริมาตรของอาหารท่ีตอ้งการ คือ 300 ml 

 10 x V1  = 1 x 300 

 V1  = (1 x 300)/10 

 V1  = 30 ml 



 27 

นัน่คือตอ้งใชป้ริมาณ stock ธาตุอาหารหลกัจ านวน 30 ml  จาก Stock ท่ีมีความเขม้ขน้ 10 เท่า  
เม่ือตอ้งการเตรียมอาหาร 300 ml 

เพื่อความสะดวกในการเตรียมอาหารควรค านวนปริมาณของ Stock solution ของอาหารพื้นฐาน 
สารควบคุมการเจริญเติบโต น ้าตาล และวุน้ แลว้บนัทึกลงในตาราง ดงัตวัอยา่งเช่น 

ตารางการเตรียมอาหาร 

ช่ืออาหาร. ส่วนผสม วนัทีเ่ตรียม 

   

ปริมาณการเตรีม วตัถุประสงค์ในการใช้ ผู้เตรียม 

   

องค์ประกอบ สูตร ความเข้มข้นของ Stock ปริมาณ 

Macro    
Micro    
Vitamin    
Iron    
Inositol    
Auxin    
Cytokinin    
น า้ตาล    
วุ้น    
อืน่ๆ    

ชนิดและขนาดภาชนะ: pH ทีต้่องการ: 
 pH เร่ิมต้น: 
ปริมาณอาหาร/ภาชนะ pH ทีป่รับเสร็จเรียบร้อย 
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1.2. ผสม Stock solution และสารควบคุมการเจริญเติบโต  

น า stock solution ตามปริมาณท่ีค านวณไวผ้สมเขา้ด้วยกนั  เติมน ้ าตาลแล้วคนให้เป็นเน้ือ
เดียวกนั  วติามินและ Auxin บางชนิดคุณสมบติัเปล่ียนไปเม่ือไดรั้บความร้อนสูง ดงันั้นการเตรียมอาหาร
จึงตอ้งเติมวิตามิน และ Auxin หลงัจากการน่ึงฆ่าเช้ือ  ในกรณีน้ีตอ้งท าการกรองวิตามิน และ Auxin ซ่ึง
ผา่นการปรับ pH ตามท่ีตอ้งการแลว้ โดยการใช ้Microfilter ท่ีมีขนาดของรู 0.22 - 0.45 M 

1.3 ปรับ pH ของอาหาร 

น าอาหารท่ีผสมแลว้ไปปรับ pH ใหไ้ดต้ามท่ีตอ้งการ โดยใช ้

0.1 N NaOH เม่ือตอ้งการเพิ่ม pH 
0.1 N HCl เม่ือตอ้งการลด pH 

1.4 เติมน า้กลัน่ในอาหาร 

น าอาหารท่ีปรับ pH เรียบร้อยแลว้มาเติมน ้ากลัน่ใหค้รบตามปริมาณท่ีตอ้งการ 

1.5 การเติมวุ้น 

ในกรณีท่ีเตรียมอาหารแข็ง ให้เติมวุน้ลงไป แล้วน าไปตม้จนวุน้ละลายหมด จากนั้นจึงเทใส่
ภาชนะตามปริมาณท่ีตอ้งการปิดฝาให้พอตึงมือ  และเม่ือหลงัจากน่ึงฆ่าเช้ือแลว้จึงปิดฝาให้แน่นอีกคร้ัง  
แต่ถา้เป็นอาหารเหลวเทใส่ภาชนะไดท้นัที 

1.6 การฆ่าเช้ือ  

น าอาหารไปฆ่าเช้ือโดยการน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัสูง (auto clave)  ท่ีอุณหภูมิ 120C  ความดนั 

1.06 kg/cm2  ประมาณ 15 - 40 นาที ข้ึนอยูก่บัปริมาณอาหาร  และขนาดภาชนะ ดงัน้ี 
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ระยะเวลาทีต่ ่าสุดทีค่วรใช้ในการน่ึงฆ่าเช้ืออาหาร ทีอุ่ณหภูมิ 121 C  
(Biondi and Thorpe 1981) 

ปริมาณอาหาร 
(ml.) 

ระยะเวลาในการฆ่าเช้ือ  
(นาที.) 

20-50 15 

75 20 

250-500 25 

1000 30 

1500 35 

2000 40 

ในกรณีท่ีภาชนะส าหรับใส่อาหารไม่สามารถท าการฆ่าเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือได ้เป็นตน้วา่ ขวด
หรือ petri-dish ท่ีท  าดว้ยพลาสติก  ตอ้งน าเอาอาหารท่ีเตรียมไวแ้ลว้ ใส่ขวดหรือภาชนะอ่ืนท่ีมีปริมาตร
และลกัษณะท่ีเหมาะสมสะดวกในการเทอาหาร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ เสร็จแลว้วางทิ้งไวใ้ห้อาหารเยน็ลง 
มีอุณหภูมิประมาณ 60C จึงเทลงในภาชนะท่ีตอ้งการภายใตส้ภาพปลอดเช้ือ 

1.7 การเกบ็อาหาร 

อาหารท่ีฆ่าเช้ือเรียบร้อยควรจะเก็บไวใ้นห้องท่ีสะอาด  อุณหภูมิค่อนขา้งต ่า ประมาณ 4C  
ก่อนน าไปใชค้วรทิ้งไว ้2-3 วนั เพื่อใหแ้น่ใจวา่ไม่มีการปนเป้ือนของเช้ือราหรือแบคทีเรีย 
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วธิีการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ 
(Tissue Culture Method) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ มีแนวทางในการปฏิบติัไดห้ลายทางดว้ยกนั เป็นตน้วา่ การขยายพนัธ์ุโดย
จุลวิธี  (Micropropagation)  วิธีน้ีใช้ตายอดหรือตาพืชมาเพาะเล้ียงให้เกิดเป็นกลา้ใหม่  การเพาะเล้ียง
แคลลสั (Callus culture) เป็นการน าช้ินส่วนพืชมาเพาะเล้ียงให้เกิดเป็นแคลลสั จากนั้นจึงชกัน าให้เกิด
ขบวนการ Organogenesis หรือ Embryogenesis แลว้ไดก้ลา้ใหม่ข้ึนมา  การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
(Protoplast culture) เป็นการน าโปรโตพลาสตข์องเซลล์พืชมาเพาะเล้ียงให้เกิดเป็นตน้ใหม่  อยา่งไรก็ดี
ขั้นตอนการปฏิบติังานมีล าดบัขั้นตอนดงัน้ี คือ 

1. คดัเลือกช้ินส่วนพืช 
2. ท าความสะอาดบริเวณผวิของช้ินส่วนพืช 
3. เพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ใหเ้กิดกลา้ใหม่ 
4. ยา้ยปลูกในเรือนเพาะช า 

 
ช้ินส่วนพชื 

Explant 

 

ภายใต้สภาวะ 
ปลอดเช้ือ 

ท าความสะอาดผวิ 
Surface  sterilization 

 

เพาะเลีย้งในอาหารสังเคราะห์ 
Innoculation 

 

Sub-culture 

กล้าไม้ 
Plantlets 

 

ย้ายปลูก 
Transferation 
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1. ช้ินส่วนพชื 

ช้ินส่วนพืชท่ีสามารถน ามาใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีด้วยกนัหลายชนิด โดยทัว่ไปแล้ว
ความหมายของ ค าวา่ “เน้ือเยื่อ” (tissue) ในงานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมกัรวมถึงส่วนต่างๆ ของพืชใน
ระดบั 

 อวยัวะพืช (Organ) ไดแ้ก่ ปลายยอด ปลายราก 
 เน้ือเยือ่  (Tissue) ไดแ้ก่ แคมเบียม (Cambium)  Procambium  Parenchyma tissue 
 ก่ึงอวยัวะพืชก่ึงเน้ือเยือ่ (Organ and Tissue Intermediate) ไดแ้ก่ ส่วนของใบท่ีมีส่วน

ของท่อน ้าท่ออาหาร และ Parenchyma tissue รวมอยูด่ว้ย 
 เซลและโปรโตพลาสต ์ (Cell and protoplast) ไดแ้ก่ Anther Ovule และ Parenchyma 

cell ท่ีแยกออกมาเด่ียวๆ  โปรโตพลาสตท่ี์แยกออกมาเด่ียวๆ  

การคัดเลอืกช้ินส่วนพชื 

ความส าเร็จในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของพืชแต่ละชนิดไม่เท่ากัน  เน้ือเยื่อของพืชบางชนิด
สามารถน ามาเล้ียงใหส้ าเร็จไดโ้ดยง่าย แต่ในขณะท่ีเน้ือเยื่อบางชนิดไม่สามารถน ามาเพาะเล้ียงให้ส าเร็จ
ได้  การคดัเลือกเน้ือเยื่อท่ีเหมาะสมและถูกต้องจึงมีความส าคญัยิ่งต่อการเพาะเล้ียง  นอกจากน้ีการ
คดัเลือกเน้ือเยือ่ยงัตอ้งค านึงถึงวตัถุประสงคข์องการศึกษาเป็นหลกัดว้ย ปัจจุบนังานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
ได้น ามาประยุกต์ใช้ในงานด้านเกษตรกรรมเพื่อวตัถุประสงค์ท่ีแตกต่างกัน คือ เพื่อขยายสายพนัธ์ุ 
(Clonal propagation)  เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุ (Crop improvement)  เพื่อผลิตตน้พืชท่ีปราศจากโรค 
(Apparent disease-free plants)  และเพื่อเก็บรักษาพนัธ์ุ (Germplasm preservation)  ดงันั้นการคดัเลือก
เน้ือเยือ่ใหเ้หมาะสมและสอดคลอ้งกบัวตัถุประสงคท่ี์ตั้งไว ้มีแนวทางในการคดัเลือกดงัต่อไปน้ี คือ 

1. การเลอืกเนือ้เยือ่เพือ่ขยายสายพนัธ์ุ   มีหลกัเกณฑด์งัน้ี 

1.1 เลือกเน้ือเยือ่ท่ีปกติ ตรงตามพนัธ์ุโดยไม่มีการปรวนแปรใดๆ เกิดข้ึน เช่น หลีกเล่ียงการ
ใชช้ิ้นส่วนพืชท่ีมีเน้ือเยือ่ 2 ชนิดอยูด่ว้ยกนั ซ่ึงเรียกวา่ Chimera  หลีกเล่ียงการใชต้าท่ีผา่เหล่า (Bud sport) 
ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการเกิดความปรวนแปรในตน้ท่ีได้จากการเพาะเล้ียง  ตวัอย่าง เช่น การเอาใบ 
สับประรดด่างมาเพาะเล้ียงซ่ึงในใบจะมีเน้ือเยื่อท่ีเป็นสีเขียวและสีแดงอยูใ่กลชิ้ดกนั เม่ือไดต้น้ใหม่เกิด
ข้ึนตน้ใหม่ท่ีได ้จะมีทั้งตน้ท่ีมีใบด่าง เช่น ตน้เดิม ตน้สีเขียวลว้น และตน้ท่ีมีสีแดงลว้น เป็นตน้ 

1.2 ใชแ้ต่เฉพาะ Somatic tissue เพื่อใหไ้ดต้น้ใหม่ท่ีมีจ  านวนโครโมโซมเท่าเน้ือเยือ่ปกติ 

1.3 ใชเ้น้ือเยือ่ท่ีเป็น Meristematic cell มีโอกาสประสบความส าเร็จไดม้าก  ทั้งน้ีเพราะ Cell 
สามารถแบ่งตวัและเจริญต่อไปไดท้นัที  การใช้ Cell ท่ีหยุดแบ่งตวัและเปล่ียนไปท าหนา้ท่ีเฉพาะแลว้ 
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(Differentiate) มาเพาะเล้ียงตอ้งมีการชกัน าให้ Cell เหล่านั้นกลบัมาเป็น Meristamatic cell ใหม่อีกคร้ัง 
ซ่ึงอาจส าเร็จหรือไม่ก็ได ้

การคดัเลือกช้ินส่วนพืชเพื่อการขยายสายพนัธ์ุท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไป คือ ปลายยอด (Shoot 
meristem) ปลายราก (Root meristem) ซ่ึงมี Meristematic cells อยู ่ 

 

 

 

  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่6 ช้ินส่วนพืชท่ีมีลกัษณะเป็นอวยัวะพืช (Organ)  เช่น ปลายยอด ปลายราก 

 

apical meristem 

auxillary bud 

root cap 
meristematic tissue 

vascular tissue 

ปลายยอดและเนือ้เยือ่เจริญ ปลายรากและเนือ้เยือ่เจริญ 

bud

Intercalary meristem

node

ข้อและตาของพืชใบเลีย้งเดี่ยว
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ภาพที ่7 ช้ินส่วนพืชท่ีมีลกัษณะเป็นเน้ือเยื่อ (Tissue) ไดแ้ก่ cambium  Procambium และ 
Parenchyma tissue ซ่ึงอยูใ่น (1) ล าตน้ของพืชใบเล้ียงคู่  (2) pith ของพืชใบเล้ียงคู่  และ (3)  
เปลือกของพืชใบเล้ียงคู่ 

Epidermis

cortex

Vascular cambium

pith

(2)  ภาพตดัขวางของ Pith พืชใบเลีย้งคู่

inner bark

Outer bark

wood

3  ภาพตดัขวางของเปลือกพชืใบเลีย้งคู่
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ภาพที ่8 ช้ินส่วนพืชท่ีมีลกัษณะเป็นก่ึงอวยัวะพืชก่ึงเน้ือเยือ่ (Organ and Tissue Intermediate) ไดแ้ก่ 
ส่วนของใบท่ีมีส่วนของท่อน ้ าท่ออาหาร และ Parenchyma tissue รวมอยูด่ว้ย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่9 ช้ินส่วนพืชท่ีมีลกัษณะเป็นเซลและโปรโตพลาสต ์ (Cell and protoplast) ไดแ้ก่ Anther และ
Ovule ท่ีแยกออกมาเป็นเซลเด่ียว  เช่น pollen  egg 

anther
filament
pollen
stigma
petal
style

antipodals
sepal

ovule

Polar nuclei
egg nucleus
synergids
micropyle
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2. การเลอืกเนือ้เยือ่เพือ่การปรับปรุงพนัธ์ุ 

2.1 การสร้างพืชท่ีมีจ านวนโครโมโซมชุดเดียว (Haploid plant) เน้ือเยื่อท่ีน ามาใชค้วรเป็น
เน้ือเยือ่ท่ีมีจ  านวนโครโมโซมคร่ึงหน่ึงของเน้ือเยือ่ปกติ (n)  ไดแ้ก่ เซลล์สืบพนัธ์ุ  เช่น Pollen หรือ Ovule 
ท่ียงัไม่ไดรั้บการผสม (fertilization) 

2.2 การสร้างพืชท่ีมีจ านวนโครโมโซมเป็นสามชุด (Triploid plant) เน้ือเยื่อท่ีน ามาใช ้ คือ 
Endosperm ซ่ึงมีจ านวนโครโมโซม 3 ชุด (3n) 

2.3 การสร้างพืชพนัธ์ุใหม่โดยการผสมของเซลปกติ (Somatic cell hybridization) คือการน า
เซลทั่วไปของพืชต่างชนิดมาเพาะเล้ียงแล้วชักน าให้เกิดการผสมกันโดยใช้วิธีการรวมตัวของ 
โปรโตพลาส (Protoplast fusion) 

3. การเลอืกเนือ้เยือ่เพือ่ผลติต้นพชืทีป่ราศจากโรค 

การผลิตตน้พืชท่ีปราศจากโรค ตอ้งใชเ้น้ือเยื่อพืชซ่ึงปลอดจากเช้ือรา แบคทีเรีย และไวรัส 
การน าเอาเน้ือเยื่อท่ีปลอดโรคมาใชโ้ดยทัว่ไป คือ Shoot meristem ท่ีมีขนาดเล็กมากประมาณ 0.1-0.2  
มิลิเมตร มาเพาะเล้ียง  และตอ้งใชค้วามร้อน โดยการปลูกพืชในอุณหภูมิสูงประมาณ 35-40 C เพื่อหยุด
การเจริญเติบโตของเช้ือไวรัส ปล่อยให้พืชเจริญเติบโตในสภาพแวดลอ้มเช่นน้ีเป็นเวลา 2-4 อาทิตย ์ จึง
สามารถตดัและน าเอาช้ินส่วนพืชมาเพาะเล้ียงต่อไป 

4. การเลีย้งเนือ้เยื่อเพือ่เกบ็รักษาพนัธ์ุ 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่สามารถใชใ้นการเก็บรักษาพนัธ์ุพืชไดท้ั้งในระยะสั้นและระยะยาว โดย
ใชว้ธีิการท่ีท าใหใ้นระหวา่งการเก็บรักษาเน้ือเยือ่พืชมีการเจริญเติบโตต ่าสุดและท าการ Sub-culture นอ้ย
คร้ังท่ีสุด การเก็บรักษามี 2 วธีิ คือ 

4.1 Cold storage  เก็บเน้ือเยือ่ท่ีอุณหภูมิต ่า ประมาณ 1-9 C ซ่ึงอุณหภูมิช่วงน้ีสามารถช่วย
ชะลอความแก่ของช้ินส่วนพืชให้ชา้ลง และช่วยยืดระยะเวลาในการ Sub-culture ให้นานข้ึน  การเก็บ
รักษาโดยใช้อุณหภูมิต ่า เป็นวิธีการท่ีง่ายและอตัราการรอดตายของพืชค่อนข้างสูง จึงนิยมน ามา
ประยุกต์ใช้ในการเก็บรักษากลา้ไมท่ี้ไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อในระดบัอุตสาหกรรม โดยเฉพาะ
ในช่วงท่ีความตอ้งการกลา้ไมใ้นตลาดมีนอ้ย  ช้ินส่วนท่ีนิยมน ามาใชไ้ดแ้ก่ ยอดหรือตน้พืช 

4.2 Freeze preservation เก็บรักษาเน้ือเยื่อท่ีอุณหภูมิต ่าประมาณ –190C เช่น การเก็บ
ไนโตรเจนเหลว  วิธีการน้ีสามารถเก็บรักษาไดเ้ป็นระยะเวลานาน  ช้ินส่วนพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงไดส่้วน
ใหญ่เป็น อวยัวะพืช (Organ) เช่น Shoot apices  Embryo และตน้พืช เน่ืองจากอวยัวะพืชเหล่าน้ีมีการ
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พฒันาเช่นเดียวกบัพืชปกติ (True-to-type)  ความสามารถในการขยายพนัธ์ุไดร้วดเร็ว และพืชยงัสามารถ
รักษาลกัษณะทางพนัธุกรรมเดิมไวไ้ดไ้ม่เปล่ียนแปลง  ส าหรับการเพาะเล้ียง Cell ไม่นิยมเก็บรักษาโดย
วิธีน้ี เน่ืองจากอาจเกิดการเปล่ียนแปลงของลกัษณะทางพนัธุกรรม (Genetic instability) ไดง่้ายระหวา่ง
การเก็บรักษาท่ีมีระยะเวลายาวนาน  นอกจากน้ีศกัยะภาพในการพฒันาเป็นตน้ใหม่สูญเสียไประหวา่ง
การเก็บรักษา 

การเกบ็ช้ินส่วนพชื 

ความส าเร็จในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อข้ึนอยู่กับปัจจัยทั้ งภายในและภายนอกของพืชเอง   
เป็นตน้วา่ อายขุองเน้ือเยือ่  ปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโตภายในพืชและจากภายนอกท่ีเสริมเขา้ไป   
สภาพแวดลอ้ม  และฤดูกาล   

อายขุองช้ินส่วนพืชเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอยา่งยิ่งในการขยายพนัธ์ุโดยวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ  
ช้ินส่วนพืชท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ คือ ช้ินส่วนพืชท่ีประกอบด้วยเน้ือเยื่อเจริญ 
(meristematic tissue)  เช่น ปลายยอด  ปลายราก  แคมเบียมในราก  หรือล าตน้  เมล็ด  ซ่ึงช้ินส่วนเหล่าน้ี
ยงัประกอบดว้ยเซลท่ียงัไม่มีการพฒันาไปท าหนา้ท่ีเฉพาะอยา่ง จึงง่ายต่อการชกัน าโดยปัจจยัภายนอกให้
เปล่ียนแปลงหนา้ท่ีไป 

ความสามารถในการขยายพนัธ์ุจะเก่ียวขอ้งกบัอายุ (Stage) ของช้ินส่วนพืช  พืชซ่ึงยงัอยูใ่น
ระยะท่ีเป็นไมว้ยัอ่อน (Juvenile) สามารถท่ีจะน ามาเพาะเล้ียงไดง่้ายกวา่พืชท่ีอยูใ่นระยะท่ีเป็นไมแ้ก่ หรือ
ไมโ้ตเต็มวยัสามารถออกดอกออกผลแลว้ (Mature)  ทั้งน้ีสืบเน่ืองมากจากพืชท่ีอยูใ่นระยะท่ีเป็นไมว้ยั
อ่อนยงัประกอบไปดว้ยเน้ือเยื่อเจริญ (meristematic tissue) ซ่ึงสามารถจะเพาะเล้ียงให้เกิดตน้ใหม่ไดง่้าย
กวา่และพืชตน้ใหม่ยงัรักษาลกัษณะเดิมของตน้แม่ (True-to-type) ได ้  แต่พืชซ่ึงอยูใ่นระยะท่ีโตเต็มวยั 
เน้ือเยื่อเจริญส่วนใหญ่จะมีการพฒันาเปล่ียนไปท าหนา้เฉพาะแลว้ การเพาะเล้ียงให้เกิดตน้ใหม่จึงท าได้
ยาก ลกัษณะพืชตน้ใหม่ อาจมีลกัษณะต่างจากตน้แม่เดิมไป เช่น อตัราการเจริญเติบโตลดลง  ล าตน้เล้ือย 
(Plagiotropic growth) 

ในตน้พืชความเป็นไมอ่้อน-แก่ของพืชมีความผนัแปรไปตามระดบัความสูงของตน้  ใน
ลกัษณะเป็นกรวย (Cone of juvenility)  ก่ิงท่ีอยูด่า้นล่างใกลโ้คนตน้จะคงความเป็นไมว้ยัอ่อนมากกวา่ก่ิง
ท่ีอยูใ่นระดบัสูงข้ึนไป (ภาพท่ี 10)  และท่ีระดบัความสูงเดียวกนัความเป็นไมอ่้อน-แก่ ยงัผนัแปรไป
ตามล าดบัของตาภายในก่ิงเช่นเดียวกนั  ตาท่ีอยูต่ามปลายก่ิงจะมีความเป็นไมแ้ก่มากกวา่ตาท่ีอยูโ่คนก่ิง  
อย่างไรก็ตามความเป็นไมอ่้อน-แก่ของก่ิงพนัธ์ุสามารถควบคุมไดโ้ดยการปฏิบติัต่อตน้ไมโ้ดยวิธีการ
ต่างๆ  เช่น การตดัสางก่ิง (pruning)  การตดัยอด (hedgeing)  ก่ิงท่ีแตกออกมาใหม่จะกลบัสภาพเป็นไม้
วยัอ่อน (rejuvenile) ไดใ้หม่ 
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ภาพที ่10 ระดบัความเป็นไมอ่้อน-แก่ (Juvenile-mature) ตามอายุทางสรีรวิทยาของกลา้ไม ้ มีลกัษณะ

เป็นกรวย (Cone of juvenility) คือ ความเป็นไมอ่้อนจะลดลงตามระดบัความสูงของตน้ไม ้ 
ภาพซ้ายมือ คือ กลา้ไมต้ระกูลสน (conifer tree)  ความเป็นไมอ่้อนตามระดบัความสูงของ
กล้าไม้จากบริเวณรอยต่อระหว่างยอดและราก (A) ไปจนถึงปลายยอดซ่ึงเจริญเต็มท่ี 
(mature) มีการออกดอกก่อนระดับอ่ืน (B)  ความเป็นไม้อ่อนมีล าดับดังน้ี  
A >F >E >D >C >B  ภาพขวามือ คือ กลา้ไมผ้ลดัใบ (decidous tree)  ไมอ่้อนจะอยูท่ี่บริเวณ
รอยต่อระหวา่งยอดและราก (A)  ท่ีระดบัสูงข้ึนไปความเป็นไมอ่้อนจะลดลงเร่ือยไปจนถึง
เ รื อ น ย อ ด ข อ ง 
ล าตน้ซ่ึงเจริญเต็มท่ีถึงวยัออกดอก (G)  ส่วนท่ีอ่ืนๆ ท่ีอยูใ่กลเ้คียงกบัโคนตน้ ซ่ึงจะรวมถึง 
(B) รากท่ีท าหนา้ท่ีพิเศษ (adventitious root: “sucker”)  (C) ยอดท่ีแตกใหม่ (epicormic)   
(D) ปุ่ม-ปมตามล าตน้ (sphaeroblast)  ส าหรับ (E) ยอดแตกใหม่จากการริดก่ิง  และ (F) ก่ิงท่ี
แตกใหม่จากการตดัยอด (hedged tree) จะรักษาความเป็นไมอ่้อนดว้ยการริดก่ิงอยู่เสมอ  
(Bonga 1982) 
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การเก็บเน้ือเยือ่พืชเพื่อน ามาเพาะเล้ียงนอกจากค านึงถึง อายุของช้ินส่วนแลว้  ปัจจยัภายนอก 
เช่น สภาพแวดลอ้ม สภาพภูมิอากาศ ยงัมีผลต่อการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเช่นกนั  เน้ือเยื่อพืชท่ีนิยมน ามาใช้
ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ไดแ้ก่ เมล็ด หรือ Embryo  ก่ิงไม ้ กลา้ไม ้ ตายอด หรือตาขา้ง  อบัละอองเกสร  
เรณู และไข่  การเก็บช้ินส่วนพืชเหล่าน้ีในบางคร้ังตอ้งเก็บมาจากในแปลงทดลองซ่ึงตอ้งขนส่งมาสู่
หอ้งปฏิบติัการ และบางคร้ังตอ้งเก็บรักษาไวก่้อนท่ีจะลงมือปฏิบติังาน ในกรณีเช่นน้ีการเก็บช้ินส่วนพืช
และการบรรจุห่อ จึงตอ้งท าอย่างระมดัระวงัเพื่อรักษาความมีชีวิตของช้ินส่วนพืชให้คงอยู่ วิธีการเก็บ
และเก็บรักษาเน้ือเยือ่พืช มีแนวทางดงัต่อไปน้ี 

1. เมล็ด  ควรเก็บไวใ้นภาชนะท่ีปิดสนิทเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 3 ถึง -18 C สามารถเก็บรักษา
ความมีชีวติไวไ้ดน้านหลายปี 

2. กิ่ง  การเก็บก่ิงจากแปลงปลูกสามารถท าไดห้ลายวิธี คือ เก็บก่ิงสดใส่ถุงพลาสติก หรือ
ถุงกระดาษ หรืออาจห่อดว้ยกระดาษก่อนแลว้หุม้ดว้ยถุงพลาสติกอีกชั้นหน่ึงก็ได ้ กระดาษจะช่วยดูดซบั
ความช้ืนท่ีเกิดจากการคายน ้าของก่ิงท าให้การติดเช้ือจากเช้ือราลดนอ้ยลง  ส่วนถุงพลาสติกจะช่วยให้ก่ิง
ไม่แหง้เกินไป ในระหวา่งการขนยา้ยควรแช่ก่ิงในถงัน ้าแขง็เพื่อรักษาความสดของเน้ือเยือ่ 

การเก็บก่ิงอีกวิธีหน่ึงคือเก็บก่ิงท่ีค่อนขา้งใหญ่ ซ่ึงมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางตั้งแต่ 2 ซม. 
ข้ึนไป  ลิดใบและก่ิงย่อยออกให้หมด  ตดัเป็นท่อนสั้นๆ ประมาณ 40-50 ซม. ห่อดว้ยกระดาษและใส่
ถุงพลาสติก  เม่ือมาถึงห้องปฏิบติัการแลว้ น าเอาก่ิงท่ีเก็บมาแช่ในน ้ ายาฆ่าเช้ือรา  จากนั้นน าไปช าใน
กระบะทราย หรือ แช่น ้ า รดน ้ าให้ชุ่มอยู่เสมอ  เม่ือตาใหม่ผลิออกมาได้ขนาดจึงตดัน าไปศึกษาต่อ  
วิธีการน้ีสะดวกในการขนยา้ยตาท่ีน ามาใช้ ยงัสดและไม่มีอนัตรายจากการขนยา้ย  นอกจากน้ีอตัราการ
ติดเช้ือนอ้ยกวา่วธีิแรกเน่ืองจากเป็นตาท่ีผลิใหม่ 

การเก็บตาจากแม่ไม้เพื่อใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อควรเลือกฤดูกาลท่ีเหมาะสม  
เน่ืองจากตามีการเจริญเติบโตเปล่ียนแปลงไปในรอบปี  การเก็บตาควรเลือกเก็บในฤดูกาลเจริญเติบโต
มากกวา่ฤดูท่ีตาพกัตวั เพราะตาในระยะน้ีเป็นระยะท่ีตามีพละก าลงัในการแตกยอดใหม่มาก จึงง่ายต่อ
การท าความสะอาด  นอกจากน้ีตายงัมีส่วนของเน้ือเยื่อเจริญอยู่ท  าให้ง่ายต่อการเพาะเล้ียง  แต่ถ้า
จ  าเป็นตอ้งเก็บตาท่ีตาอยูใ่นระยะพกั (dormant bud) ตวั ควรตอ้งมีการปฏิบติักบัตน้แม่ก่อน  การเก็บตา
วิธีท่ีนิยมปฏิบติั การลิดก่ิง  การกานรอบโคนตน้เพียงบางส่วน หรือการตดัตน้แม่ทิ้งให้เหลือเฉพาะต่อ
เพื่อให้เกิดการแตกก่ิงหรือหน่อข้ึนมาใหม่  การปฏิบติัโดยวิธีน้ีท าให้สภาพตากลบัไป Juvenile อีกคร้ัง
หน่ึง  

การคดัเลือกตาเพื่อน ามาเพาะเล้ียงนอกจากคดัเลือกตาท่ีก าลงัผลิแลว้ควรเลือกตาท่ียงัมี
ใบห่อหุม้ปิดไดมิ้ดชิด  ตาท่ีเปลือยมกัมีอตัราการติดเช้ือสูงกวา่ตาท่ียงัมีใบห่อหุม้อยู ่
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ภาพที ่11 การเก็บตาจากแหล่งต่างๆ เพื่อน ามาเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ 
1.  แม่ไม ้ 2.  ก่ิงท่ีแตกจากหน่อ 
3.  แปลรวมพนัธ์ุ (Hedging) 4  ก่ิงจากแม่ไมท่ี้น ามาปักช าในเรือนเพาะช า 

1 2

3

4
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ภาพที ่12 การเตรียมตวัอยา่งตาส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
1. น าก่ิงมาปักช าในกระถางหรือแปลงเพาะช า 
2. ตาท่ีน ามาเพาะเล้ียง 

1
2

1 2
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3. กล้าไม้ กล้าไม้ท่ีน ามาใช้ในการเพาะเล้ียงอาจจะได้มาจากการเพาะเมล็ดหรือการ
ขยายพนัธ์ุโดยไม่อาศยัเพศวิธีอ่ืน เช่น การปักช า  การตอน  กลา้ไมเ้หล่าน้ีควรน ามาเพาะเล้ียงในเรือน
เพาะช าหรือในห้องควบคุมการเจริญเติบโต (Growth chamber) ซ่ึงสามารถควบคุมสภาพแวดลอ้ม เช่น 
แสง  ความช้ืน  อุณหภูมิ และควรใส่ปุ๋ยเพื่อให้กลา้มีความสมบูรณ์ และสภาพทางสรีระวิทยาของกลา้ไม้
เหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียง  นอกจากน้ีการเก็บในเรือนเพาะช าหรือห้องควบคุมการเจริญเติบโตใกล้
หอ้งปฏิบติัการเป็นการสะดวกอยา่งยิง่ในการเก็บช้ินส่วนพืชมาใช ้

2. การท าความสะอาดบริเวณของช้ินส่วนพชื  (Surface Sterilization) 

1. การเตรียมพืน้ที่และอุปกรณ์ในการท าความสะอาดผวิ 

ขั้นตอนการท าความสะอาดช้ินส่วนพืชนบัวา่เป็นประตูด่านแรกส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ  
หลงัจากผา่นขั้นตอนการคดัเลือกช้ินส่วนพืชเรียบร้อยแลว้  ขั้นตอนต่อไปคือ การท าความสะอาดผิวให้
ปลอดเช้ือก่อนจึงจะน าช้ินส่วนพืชไปเพาะเล้ียงต่อไปได ้  ขั้นตอนเหล่าน้ีตอ้งท าภายใตส้ภาพปลอดเช้ือ  
ซ่ึงก่อนท่ีจะลงมือปฏิบติังานควรเตรียมอุปกรณ์  อาหารส าหรับเพาะเล้ียง  ห้องยา้ยเช้ือ และตูย้า้ยเช้ือ ให้
เรียบร้อยเสียก่อน ดงัต่อไปน้ี 

1. ห้องย้ายเนื้อเยื่อ (Transferred room) ก่อนท่ีจะลงมือปฏิบติังานภายในห้องยา้ยเน้ือเยื่อ 
ควรท าความสะอาดและฆ่าเช้ือภายในห้องและบริเวณท่ีจะท างานเสียก่อน  โดยใชแ้สงอุลตราไวโอเลท 
(UV) อยา่งนอ้ย 30 นาที หรืออาจจะเปิดขา้มคืนก่อนใช ้ ขอ้ควรระวงัในขณะท่ีเปิดหลอดแสงอุลตราไว
โอเลทคือ ตอ้งปิดห้องให้สนิทและห้ามเขา้ไปในห้อง เพราะแสงอุลตราไวโอเลทเป็นอนัตรายต่อมนุษย ์ 
หลงัจากท่ีปิดหลอดแสงอุลตราไวโอเลทแลว้ตอ้งทิ้งไวอ้ยา่งนอ้ย 4 นาที จึงสามารถเขา้ท างานในห้องได้  
หากภายในห้องยา้ยเน้ือเยื่อมิได้ติดหลอดแสงอุลตาไวโอเลทการท าความสะอาดท าได้โดยใช้น ้ ายา 
Chlorox 10-25% เช็ดบริเวณห้องให้สะอาดก่อนการใชห้้อง และไม่ควรให้คนเดินเขา้ออกพลุกพล่าน 
หนา้ต่างควรปิดมิดชิดป้องกนัการปนเป้ือนจากอากาศภายนอก  บุคคลท่ีจะเขา้มาท างานควรลา้งมือดว้ย
สบู่ก่อน และควรใส่เส้ือคลุมส าหรับหอ้งปฏิบติัการท่ีใชเ้ฉพาะในหอ้งยา้ยเน้ือเยือ่ 

2. ตู้ย้ายเนื้อเยื่อ (Transferred hood)  ตูส้ าหรับยา้ยเช้ือมี 2 ลกัษณะ ดว้ยกนั คือ ชนิดท่ีไม่
มีแผ่นกรองอากาศ และชนิดท่ีมีแผ่นกรองอากาศ  ประสิทธิภาพของตูท้ ั้ง 2 ลกัษณะแตกต่างกนัมาก  
อย่างไรก็ตามก่อนการปฏิบติังานทุกคร้ังตอ้งท าความสะอาดภายในตูใ้ห้เรียบร้อยก่อน  ตามขั้นตอน
ต่อไปน้ี 

ตู้ที่ไม่มีเคร่ืองกรองอากาศ  ตู ้ลักษณะน้ีมีประสิทธิภาพต ่า ขั้นตอนในการท าความ
สะอาดตูจึ้งยุง่ยากกวา่ คือ ก่อนใชค้วรอบดว้ยโปตสัเซียมเปอร์มงักาเนตและฟอร์มาลีน (formalin) 40 % 

ทิ้งไวค้า้งคืน หรือหากมีหลอดแสงอุลตราไวโอเลทภายใตตูค้วรเปิดทิ้งไวอ้ย่างน้อย 11/2-3 ชั่วโมง  
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หลงัจากปิดหลอดแสงอุลตราไวโอเลทแลว้ควรทิ้งไว ้15-20 นาที เพื่อให้ก๊าชโอโซนซ่ึงเกิดจากแสงอุตรา
ไวโอเลทสลายตวัไปเสียก่อน  หลังจากนั้นควรเช็ดพื้นและบริเวณท่ีท างานด้วย Chlorox หรือ 
แอลกอฮอล์ 70-95 %  และในระหวา่งการท างานควรหมัน่เช็ดพื้นดว้ย Chlorox หรือ แอลกอฮอล์เสมอๆ 
การปฏิบติังานในตูท่ี้ไม่มีเคร่ืองกรองอากาศไม่ควรปฏิบติังานติดต่อกนันานหลายชัว่โมงเกินไป เพราะ
ภายในตูอ้าจมีการปนเป้ือนจากเช้ือท่ีติดไปกบัช้ินส่วนพืช  อาหาร หรือมือของผูป้ฏิบติังานเอง ท่ีมีการ
เขา้-ออกจากตูอ้ยูต่ลอดเวลาท่ีท างาน 

ตู้ที่มีเคร่ืองกรองอากาศ  ฆ่าเช้ือภายในตูด้ว้ยแสงอุลตราไวโอเลทเช่นเดียวกบัตูท่ี้ไม่มี
กรองอากาศ  หลงัจากนั้นเปิดใหมี้การระบายอากาศเป็นเวลา 10-15 นาที ดว้ยความเร็วของลมท่ีผา่นแผน่
กรองอากาศ (HEPA filter) ในอตัรา 27 + 3 เมตร/นาที ก่อนการท างาน  และควรท าความสะอาดพื้นท่ี
และบริเวณท่ีท างานให้สะอาดดว้ย chlorox 10% หรือ แอลกอฮอล์ 70-95% เช่นเดียวกบัตูท่ี้ไม่มีเคร่ือง
กรองอากาศ 

การท างานภายในตู้ยา้ยเน้ือเยื่อก่อนการลงมือปฏิบติัการผูป้ฏิบติังานควรล้างมือให้
สะอาดเสียก่อน ระหว่างการท างานประตูตูค้วรจะเปิดเป็นช่องเพียงพอท่ีมือลอดเขา้ไปท างานได ้ทั้งน้ี
เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนของเช้ือจากภายนอก  ระหวา่งการปฏิบติังานควรหมัน่ท าความสะอาดพื้นท่ีและ
บริเวณท่ีท างานดว้ยน ้ ายา Chlorox หรือ แอลกอฮอล์ 70-95% เสมอๆ  นอกจากน้ีควรลา้งและท าความ
สะอาดภายในตูด้ว้ยน ้ายาฆ่าเช้ือหรืออยา่งนอ้ยสัปดาห์ละคร้ัง 

3. การเตรียมอุปกรณ์  อุปกรณ์ส าหรับการยา้ยเน้ือเยื่อตอ้งอบหรือน่ึงฆ่าเช้ือเสียก่อนท่ีจะ
น าไปใช ้  เคร่ืองมือท่ีใชภ้ายในตู ้  เช่น ปากคีบ (Forcepts)  ดา้มมีดผา่ตดั ช ้อนตกัสารเคมี  จานแกว้ 
(Petri-dish)  บีกเกอร์ (Beaker)  Filter ส าหรับกรองสารละลายหรือสารควบคุมการเจริญเติบโต  หลอด
ฉีดยา (Syringe)  ลูกยางส าหรับดูด ควรห่อกระดาษหรือกระดาษอลูมิเนียมก่อนจึงน าไปน่ึงฆ่าเช้ือ   
น ้ากลัน่ ควรใส่ในขวดปิดฝาใหแ้น่น น่ึงฆ่าเช้ือพร้อมการเตรียมอาหาร คือ น่ึงท่ีอุณหภูมิ 121 C  ใชเ้วลา
อย่างน้อย 15 นาที  ส าหรับ Pipet และกระบอกตวง อาจใช้วิธีการฆ่าเช้ือโดยการอบท่ีอุณหภูมิ  
160-180 C เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  Pipet ควรใส่ในกล่องอลูมิเนียมหรือกล่องสแตนเลสซ่ึงมีฝาปิดมิดชิด  
ส่วนกระบอกตวงตอ้งใชก้ระดาษตะกัว่ปิดปากให้แน่น  เคร่ืองแกว้ท่ีอบแลว้ควรทิ้งไวจ้นเยน็จึงเอาออก
จากตู ้ เพื่อป้องกนัการแตกและการปนเป้ือนของเคร่ืองแกว้จากอากาศเย็นภายนอกตูอ้บ  ตะเกียง
แอลกอฮอล์และเคร่ืองมือเคร่ืองใช้ทุกอย่างก่อนท่ีจะน าเขา้ไปในตูย้า้ยเน้ือเยื่อควรเช็ดให้สะอาดด้วย
แอลกอฮอล ์70-95% อีกคร้ังหน่ึง 

2. น า้ยาท าความสะอาดผวิเช้ือบริเวณผวิ  

ช้ินส่วนพืชท่ีสามารถน ามาเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมีหลายชนิด ตั้งแต่  ดอก  เมล็ด  กลา้  ตา  ล าตน้  
ใบ  ราก ไปจนถึงระดบัของ Cell  เน้ือเยื่อเหล่าน้ีมีความแข็ง-อ่อน แตกต่างกนั  ดว้ยเหตุน้ีความทนทาน
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ต่อความเขม้ขน้ของน ้ ายาฆ่าเช้ือยอ่มแตกต่างกนัไป  น ้ ายาฆ่าเช้ือท่ีนิยมใชก้นัอยูท่ ัว่ไป คือ สารละลาย 
hypochlorite ซ่ึงอยูใ่นรูปของเกลือ Calcium หรือ Sodium hypocholrite  น ้ ายาทั้ง 2 ชนิดมีคุณสมบติั
แตกต่างกนั น ้ ายา Calcium hypochlorite จะมีอนัตรายต่อเน้ือเยื้อพืชและมีความเสถียร (Stable) นอ้ยกวา่ 
Sodium hypochlorite  ประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือของสารละลาย Hypochlorite ข้ึนอยูก่บัค่า pH ของ
สารละลาย  ท่ี pH 6 ประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือดี  และประสิทธิภาพจะลดลงเม่ือ pH มากกวา่ 8 ข้ึนไป  
อยา่งไรก็ตามประสิทธิผลของการฆ่าเช้ือบริเวณผวิข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลายประการ คือ ชนิดของช้ินส่วนพืช 
ความสกปรกของช้ินส่วนพืชท่ีแตกต่างกนัไปตามสภาพของช้ินส่วนพืชและสภาวะแวดลอ้ม  ชนิดและ
ความเขม้ขน้ของน ้ายาฆ่าเช้ือ  ตลอดจนระยะเวลาในการฆ่าเช้ือ ดงันั้นจึงตอ้งเลือกวิธีการให้เหมาะสมกบั
ช้ินส่วนพืชท่ีน ามาศึกษา 

ชนิดของน ้ายาฆ่าเช้ือ (Sterilizing agent) น ้ ายาท่ีใชส้ าหรับการท าความสะอาดบริเวณผิวมี
ดว้ยกนัหลายชนิด ซ่ึงแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือแตกต่างกนัไป (ตารางท่ี 1)  

ตารางที่ 1 คุณสมบติัและประสิทธิภาพของน ้ายาฆ่าเช้ือชนิดต่างๆ 

ชนิด ความเข้มข้น การชะล้าง ระยะเวลาทีใ่ช้(นาที) ประสิทธิภาพ 

Calcium hypochlorite 9-10 % +++ 5-30 ดีมาก 

Sodium hypochlorite 2 % +++ 5-30 ดีมาก 

Hydrogen peroxide 10-12 % +++++ 5-15 ดี 

Bromine water 1-2 % +++ 2-10 ดีมาก 

Silver nitrate 1 % + 5-30 ดี 

Mercuric chloride 0.1-1 % + 2-10 พอใช ้

Antibiotics 4-50 mg./l ++ 30-60 ค่อนขา้งดี 

สารละลาย Hypochlorite ซ่ึงไดแ้ก่ Sodium หรือ Calcium hypochlorite มีประสิทธิภาพ
ดีกวา่สารฆ่าเช้ือชนิดอ่ืน  การใชส้ารละลาย Sodium hypochlorite ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.3-0.6 % ใน
ระยะเวลา 15-30 นาที สามารถฆ่าเช้ือบริเวณผวิของเน้ือเยือ่หลายชนิด 

สารละลาย Mercuric chloride ในน ้ าหรือ แอลกอฮอล์ 50% สามารถน ามาใชฆ่้าเช้ือบริเวณ
ผวิของช้ินส่วนพืชไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เช่น ตายอด ของพืชหลายชนิด  เป็นตน้วา่ Sandalwood  ไมไ้ผ ่ 
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เมล็ดไมส้น  ซ่ึงในกรณีของเมล็ดไมส้น สารละลาย Mercuric chloride ยงัมีประสิทธิภาพในการเร่งเร้า
ขบวนการ imbibition และการงอกของเมล็ดอีกดว้ย  การใชส้ารละลาย Mercuric chloride ในการฆ่าเช้ือ
บริเวณผิวของเมล็ดนั้น ประจุของปรอทจะถูกดูดซับไวท่ี้เปลือกหุ้มเมล็ด (Seed coad) จึงตอ้งลา้งประจุ
ออก  การลา้งประจุออกตอ้งลา้งดว้ยสารละลาย Potussium chloride  สารละลาย Mercuric chloride แมจ้ะ
มีประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือไดดี้ แต่เป็นสารท่ีค่อนขา้งจะอนัตรายส าหรับมนุษยแ์ละส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้น
จึงควรพยายามหลีกเล่ียงการใช้สารชนิดน้ี หรือถ้าจ าเป็นตอ้งใช้ควรระมดัระวงัในการใช้อย่างมาก 
สารละลายท่ีเหลือจากการใชต้อ้งเก็บใส่ถงัมีฝาปิดแลว้น าไปท าลาย ระวงัอยา่งเทสารละลายท่ีเหลือทิ้งใน
อ่างลา้งเคร่ืองมือโดยตรง เน่ืองจากจะก่อใหเ้กิดมลพิษต่อแหล่งน ้าต่อไป   

แอลกอฮอล์  ท่ีใชใ้นการฆ่าเช้ือมี 2 ชนิด คือ ethyl และ isopropyl วิธีการใชแ้อลกอฮอล์ใน
การฆ่าเช้ือคือ  ราดช้ินส่วนพืชให้ทัว่ดว้ยแอลกอฮอล์ 70-95 %  หรืออาจใช้วิธีจุ่มช้ินส่วนพืชเป็น
ระยะเวลาสั้นๆ 1/2-1 นาที  ช้ินส่วนพืชบางชนิดท่ีมีความแขง็ เช่น เมล็ดไม ้อาจแช่ไดน้านถึง 5 นาที แลว้
วางทิ้งไวใ้นตูย้า้ยเน้ือเยื่อจนแอลกอฮอล์ระเหยไปหมด  และหากวา่ช้ินส่วนพืชค่อนขา้งแข็ง เช่น ก่ิงของ
ไมเ้น้ือแขง็ สามารถใชว้ธีิจุ่มลงในแอลกอฮอลแ์ลว้ลนไฟจะสามารถฆ่าเช้ือท่ีผวิไดดี้ยิง่ข้ึน 

การเตรียมสารน ้ ายาฆ่าเช้ือ หลงัจากท่ีผสมน ้ ายาลงในน ้ ากลัน่ท่ีผา่นฆ่าเช้ือแลว้ ควรผสมสาร
ส าหรับลดแรงตึงผิว (Surfactant)  ไดแ้ก่ Triton –x  Tween-80 หรือน ้ ายาลา้งจาน ประมาณ 2-3 หยดใน
สารละลายท่ีเตรียมไว ้ สารลดแรงตึงผวิจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือให้ดียิ่งข้ึน โดยสารลดแรง
ตึงผิวจะช่วยลดแรงท่ีจบัตวักนัของโมเลกุลน ้ า ท าให้โมเลกุลน ้ ากระจายเพิ่มผิวสัมผสัระหว่างโมเลกุล
ของน ้าและผวิของช้ินส่วนพืชมีมากข้ึน 

3 วธีิการฆ่าเช้ือบริเวณผวิ 

การฆ่าเช้ือบริเวณผิวของเน้ือเยื่อมีวิธีการแยกเน้ือเยื่อแตกต่างกนัไปตามชนิดของเน้ือเยื่อ แต่
ขั้นตอนในการฆ่าเช้ือบริเวณผวิสามารถกระท าไดด้งัน้ี คือ 

1. เตรียมน ้ ายาฆ่าเช้ือบริเวณผิว โดยเลือกชนิดและความเขม้ขน้ของน ้ ายาให้เหมาะสมกบั
เน้ือเยื่อ  การเตรียมน ้ ายาควรเตรียมในตูย้า้ยเน้ือเยื่อ เคร่ืองมือเคร่ืองแกว้และน ้ ากลัน่ท่ีใชต้อ้งผา่นการฆ่า
เช้ือโดยการน่ึงหรืออบมาแลว้ 

2. น าเน้ือเยื่อพืชท่ีตอ้งการฆ่าเช้ือบริเวณผิวใส่ลงไปในน ้ ายา จากนั้นเขยา่ขวดเพื่อให้น ้ ายา
ฆ่าเช้ือเขา้ไปสัมผสักบัเน้ือเยือ่พืชและฆ่าเช้ือโรคท่ีอยูบ่นผิวให้หมดไป  ส าหรับเวลาในการฆ่าเช้ือข้ึนอยู่
กบัชนิดของเน้ือเยือ่และความเขม้ขน้ของน ้ายา 

3. ลา้งเน้ือเยือ่พืช หลงัจากท าการเขยา่ฆ่าเช้ือจนครบตามก าหนดเวลาแลว้ น าเน้ือเยื่อพืชมา
ลา้งใหส้ะอาด โดยการเทน ้ายาทิ้งไป แลว้เทน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ลงไปในขวด หรืออาจใชว้ิธียา้ย
เน้ือเยื่อพืชลงในขวดน ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ขวดใหม่  เขยา่ช้ินส่วนพืชในน ้ า 1/2 - 1 นาที แลว้
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เปล่ียนน ้าใหม ่ท าเช่นน้ีประมาณ 2-3 คร้ัง จนกวา่น ้ ายาฆ่าเช้ือถูกชะออกไปหมด  ทั้งน้ีเพราะน ้ ายาฆ่าเช้ือ
ท่ียงัคงอยู่จะมีพิษต่อเน้ือเยื่อพืช เช่น สารละลาย Hypochlorite จะมีผลต่อการดูดซึมและขบวนการ 
Metabolism ของกรดอะมิโน 

4. ยา้ยเน้ือเยือ่ท่ีลา้งเสร็จแลว้ลงในจานแกว้ (Petri dish) ซ่ึงในจานแกว้มีกระดาษกรองหรือ
กระดาษซบัซ่ึงผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ เพื่อดูดซบัน ้ าท่ีเกาะตามผิวเน้ือเยื่อพืชออก  การตดัเน้ือเยื่อท่ีช้ืนหรือ
เปียกก่อนการเพาะเล้ียงในอาหารมกัท าใหก้ารติดเช้ือสูงข้ึน  เม่ือซบัน ้าจนแหง้แลว้จึงยา้ยไปจานแกว้ใหม่ 
ปิดฝาจานแกว้ไวเ้พื่อป้องกนัเน้ือเยือ่แหง้ตายระหวา่งการยา้ย 

5. ยา้ยเน้ือเยือ่ท่ีฆ่าเช้ือบริเวณผวิแลว้ลงในอาหารเตรียมไว ้

การฆ่าเช้ือบริเวณผวิของเน้ือเยื่อบางชนิดท่ีค่อนขา้งแข็ง หรือสกปรกมากอาจมีการปฏิบติัต่อ
เน้ือเยื่อพืชก่อนน ามาฆ่าเช้ือ โดยน ้ ายาฆ่าเช้ือ เป็นตน้วา่ การแช่ช้ินส่วนพืชในน ้ าไหลเป็นเวลานาน 1 
ชัว่โมง หรือแช่คา้งคืนไว ้ การจุ่มช้ินส่วนพืชในแอลกอฮอล์ 70 - 95 % เป็นระยะเวลาสั้นๆ หรือในกรณี
ท่ีช้ินส่วนค่อนขา้งแข็งอาจแช่ทิ้งไวน้าน 1-5 นาที และการแช่ช้ินส่วนพืชในสารละลาย Cetavlon 
(Cetrimide, ICA) เป็นระยะเวลาสั้นๆ วธีิการปฏิบติัเช่นน้ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการฆ่าเช้ือไดดี้ยิง่ข้ึน 

4. การแยกเนือ้เยื่อ 

เน้ือเยื่อพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงมีหลายชนิด เช่น ตา  ดอก  เมล็ด  รวมไปจนถึงเซล และ 
โปรโตพลาสต ์ ดงันั้นการแยกเน้ือเยือ่แต่ละชนิดจึงมีวธีิการท่ีแตกต่างกนัออกไป ดงัน้ี  

4.1 การแยกเนื้อเยื่อพืชระดับอวัยวะพืช เช่น ตายอด หรือตาขา้ง โดยปกติมกัจะตดัก่ิงหรือ
ตน้ท่ีมี Meristem ติดอยู่เป็นท่อนสั้ นๆ  ลิดใบออกน าไปฆ่าเช้ือบริเวณผิว  ในกรณีท่ีตามีใบห่อหุ้มอยู่
ค่อยๆ ลอกกาบท่ีหุ้มตาออกทีละชั้นจนถึงชั้นในสุด  จึงใช้มีดผ่าตดัท่ีคมและสะอาดตดัออกเพื่อน าไป
เพาะเล้ียงในอาหารต่อไป  แต่ส าหรับตาท่ีไม่มีใบหุ้มอยูใ่ช้ใบมีดตดัส่วนกา้นใบท่ีคงเหลืออยู ่และส่วน
ปลายบน-ล่าง ท่ีเป็นรอยแผลซ่ึงเกิดจากการตดัก่ิงออกทิ้งไปใหห้มดแลว้จึงยา้ยลงไปเพาะเล้ียงในอาหาร 

4.2 การแยกเนื้อเยื่อพืชระดับเนื้อเยื่อ  การเยกส่วนของ Cambium หรือเน้ือเยื่อ Parenchyma 
จากส่วนล าตน้  เน้ือเยือ่ Parenchyma จากหวัพืช มีวิธีการแยกเน้ือเยื่อ โดยการฆ่าเช้ือบริเวณผิวให้สะอาด
ลอกเปลือกหรือผิวออก  จากนั้นใชมี้ดผา่ตดั ตดัส่วนท่ีเหลือออกเป็นช้ินเล็กๆ  หรืออาจใช้ Cork borer 
แทงเขา้ไปตรงกลางตามความยาวของล าตน้ หรือหวัพืชเอาเน้ือเยื่อในส่วนขา้งในออกมากบั Cork borer 
จากนั้นใชมี้ดตดัส่วนท่ีเหลือออกเป็นช้ินเล็กๆ แลว้น าไปเพาะเล้ียงในอาหารต่อไป 

4.3 การแยกเนื้อเยื่อจากใบ  โดยปกติมกัเลือกใบท่ีมีอายุน้อยหรือใบอ่อนเพราะยงัมีเซลท่ี 
active และมีการแบ่งตวัอยู ่ น าใบมาฆ่าเช้ือบริเวณผิวให้สะอาดแลว้ใชมี้ดตดัเอาบริเวณใบและขนาดใบ
ตามท่ีตอ้งการ  ยา้ยช้ินส่วนของใบลงในอาหารส าหรับเพาะเล้ียง 
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4.4 การแยกเนือ้เยือ่พชืทีเ่ป็นไม้เนือ้แข็ง (Hardwood tissue) ส าหรับไมเ้น้ือแข็งสามารถทน
ต่อความร้อนได ้ การแยกท าความสะอาดสามารถใช้วิธีการจุ่มลงในแอลกอฮอล์ 70% แลว้ลนไฟ  ใน
กรณีท่ีเป็นก่ิงเล็กๆ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางต ่ากวา่ 5 มม. ใชมี้ดตดัเป็นท่อนเล็กๆ แลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียง
อาหารไดท้นัที  แต่ในกรณีท่ีเป็นก่ิงใหญ่ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางมากกวา่ 5 มม. และเปลือกหนา ตอ้งลอก
เปลือกออกก่อนจึงค่อยตดัเป็นท่อนเล็กๆ  

4.5 การแยกเนื้อเยื่อของราก  กรณีการแยกเน้ือเยื่อจากรากท่ีปลูกในดินเพราะรากมกัจะมี
เช้ือราและแบคทีเรียอาศยัอยู่ยากต่อการฆ่าเช้ือให้หมดไป  ดว้ยเหตุน้ีวิธีการแยกเน้ือเยื่อรากจึงนิยมใช้
เมล็ดมาเพาะในสภาพปลอดเช้ือเสียก่อน แลว้จึงตดัรากน าไปเพาะเล้ียงต่อไป  และอีกวธีิหน่ึงคือ น าเมล็ด
ท่ีออกรากในสภาพปลอดเช้ือแลว้ มากระตุน้ให้เน้ือเยื่อส่วน Pericycle ของรากแบ่งตวัอยา่งรวดเร็วและ
พองตวัข้ึน โดยการไปเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีส่วนผสมของ 2,4-D  ส่วนของรากท่ีพองตวัข้ึนน้ีน าไปตดั
ใหไ้ดข้นาดตามตอ้งการแลว้ยา้ยไปเพาะเล้ียงในอาหาร 

4.6 การแยกเนื้อเยื่อจากส่วนของดอก (Floral tissue)  ส่วนของดอกท่ีน ามาเพาะเล้ียงไดแ้ก่  
กลีบดอก  อบัเรณู (Anther)  เรณู (Pollen)  รังไข่ (Ovary)  และไข่ (Ovule) ซ่ึงวิธีการแยกเน้ือเยื่อแต่ละ
ส่วนมีวธีิการดงัน้ีคือ 

1. กลีบดอก  โดยมากใชก้ลีบดอกท่ียงัอ่อน  วิธีการแยกเน้ือเยื่อจากกลีบดอกจะใชด้อก
ท่ียงัตูมมาฆ่าเช้ือบริเวณผวิใหส้ะอาด  จากนั้นลอกกลีบหุม้ดอกและกลีบดอกชั้นนอกออกให้หมด  น าเอา
กลีบชั้นในมาตดัเป็นช้ินเล็กๆ ตามขนาดท่ีตอ้งการ  แต่ในกรณีท่ีใชด้อกบานแลว้ตอ้งลอกกลีบดอกแต่ละ
กลีบมาฆ่าเช้ือบริเวณผวิโดยตรง ก่อนท่ีจะน าไปเพาะเล้ียง 

2. การแยกอบัเรณู (Anther)  มกัใชอ้บัเรณูท่ียงัอ่อน ซ่ึงก าลงัมีการแบ่งตวัเป็น 2 หรือ 4 
นิวเคลียส (binucliate และ tetrad stage)  อบัเรณูในระยะน้ีเหมาะในการชกัน าให้เกิดการแบ่งตวัและ
พฒันา  วิธีการแยกอบัเรณูเช่นเดียวกบัการแยกกลีบดอก คือใชด้อกตูมมาฆ่าเช้ือบริเวณผิว จากนั้นลอก
กลีบเล้ียงและกลีบดอกออกใชป้ากคีบคีบกา้นชูอบัเรณู (Filament) ออกมาวางในจานเพาะ (Pitri-dish) ท่ี
น่ึงฆ่าเช้ือแลว้  ใชมี้ดตดักา้นชูอบัเรณูออก  จากนั้นยา้ยอบัเรณูไปเพาะเล้ียงในอาหาร 

3. การแยกเรณู (Pallen)  โดยปกติเรณูจะเจริญไปท าหนา้ท่ีสืบพนัธ์ุแต่ในการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่ตอ้งใชว้ธีิการปฏิบติัต่อเรณูให้เจริญแบบเซลปกติ ซ่ึงวธีิการมีดงัน้ี คือ 

3.1 วิธีของ Sax  ใชอ้บัเรณูหรือเรณูท่ีเร่ิมมีการแบ่งตวัคร้ังแรกมาช็อคดว้ยอุณหภูมิ 
โดยน าไปใส่ในตูท่ี้อุณหภูมิ 3-5 C 
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3.2 วธีิของ Jansen ใชก้ารปฏิบติัต่อเรณูโดยใชก้ารเปล่ียนแปลงของแรงดึงดูดโลก 
ซ่ึงวิธีการน าเอาดอกท่ีเรณูอยูใ่นระยะแบ่งเซลคร้ังแรกไปใส่ในเคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็ว 500 g 
อุณหภูมิ 5 C เป็นเวลา 1 ชัว่โมงก่อนท่ีจะตดัแยกอบัเรณูและเรณูออก 

3.3 วธีิของ Debergh และ Nitsch  วธีิการน้ีใชส้ารควบคุมการเจริญเติบโตบางชนิด 
เช่น Auxin เขา้ไปกระตุน้  โดยน าเรณูท่ีผ่านการฆ่าเช้ือบริเวณผิวแลว้มาเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมี Auxin 
ผสมอยู ่ 

3.4 วิธีการใช้ Colchicine  สาร Colchicine เป็นสารท่ีใชใ้นการเพิ่มจ านวนชุดของ 
Chromosome เป็น 2 เท่า ซ่ึงมีจ  านวนเท่า Cell ปกติ  การน าเอาอบัเรณูมาเพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีสาร 
Cochicine 0.05% และสาร Dimethyle sulfoxide 2% ผสมอยูเ่ก็บไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 4-12 ชัว่โมง จากนั้น
น าอบัเรณูมาลา้งใหส้ะอาดตดัเอาเฉพาะเรณูออกไปเล้ียงต่อไป 

4. การแยกรังไข่ (Ovary) และไข่ (Ovule)  วิธีการท าเช่นเดียวกบัการแยกอบัเรณูและ
เรณู คือ น าดอกตูมมาฆ่าเช้ือบริเวณผิวให้สะอาดแลว้ลอกกลีบเล้ียง กลีบดอกออก ตดัเฉพาะรังไข่มา
เพาะเล้ียงในอาหาร  และส าหรับการแยกไข่ ท าโดยการใชมี้ดผา่รังไข่ออกแยกเฉพาะไข่ออกมาเพาะเล้ียง
ต่อไป 

5. การแยกต้นอ่อน (Embryo)  ตน้อ่อนท่ีน ามาเพาะเล้ียงแบ่งไดเ้ป็น 2 ลกัษณะ คือ  
ตน้อ่อนท่ีไม่มีเน้ือเยือ่สะสมอาหาร หรือมีเน้ือเยื่อสะสมอาหารนอ้ย และตน้อ่อนท่ีมีเน้ือเยื่อสะสมอาหาร
มาก  การแยกตน้อ่อนทั้ง 2 ลกัษณะ ตอ้งท าการฆ่าเช้ือบริเวณผิวให้สะอาดเสียก่อน ในกรณีท่ีตน้อ่อนไม่
มีเน้ือเยื่อสะสมอาหารหรือมีน้อยจะใช้ทั้งเมล็ดไปเพาะเล้ียงในอาหารได้ทนัที  แต่กรณีท่ีตน้อ่อนมี
เน้ือเยือ่สะสมอาหารมากตอ้งตดัเมล็ดน าเอาเฉพาะตน้อ่อนออกมาเพาะเล้ียง 

6. การแยกเนื้อเยื่อ Endosperm วิธีการแยกเช่นเดียวกบัการแยกไข่ แต่ตดัเอาส่วนของ 
Endosperm มาเพาะเล้ียงแทน 

4.7 การแยกเนือ้เยือ่ระดับ Cell 

1. การแยกเซลล์เดียว (Single cell isolation)  เซลล์เดียวท่ีน ามาเพาะเล้ียงสามารถแยก
ไดจ้าก เน้ือเยือ่พืชสด และจาก Callus 

1.1 การแยกเซลล์เดียวจากเนื้อเยื่อสด  ช้ินส่วนพืชท่ีจะน ามาแยกเซลล์เด่ียว ตอ้ง
ผา่นการฆ่าเช้ือบริเวณผวิใหส้ะอาดเสียก่อน จากนั้นน ามาหัน่เป็นช้ินเล็กๆ แลว้จึงน าไปแยกเซลล์โดยวิธี
กล (Mechanical method)  หรือวธีิยอ่ยดว้ย Enzyme (Enzymatic method)  

การแยกด้วยวธีิกล  น าเอาช้ินส่วนพืชท่ีหัน่แลว้มาบดให้ละเอียด  จากนั้นน าไป
ใส่เคร่ือง Centrifuge เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 500-1000 g ท าให้เน้ือเยื่อแยกออกเป็นช้ินๆ ตามขนาดและ
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น ้ าหนกัของเน้ือเยื่อ  ส่วนของ cell ซ่ึงมีขนาดเล็กและเบาจะอยูช่ั้นบนสุด  ใช ้Pipet ดูดออกมา แลว้ลา้ง
ดว้ยน ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือใหส้ะอาดก่อนน าไปเล้ียง 

การย่อยด้วย Enzyme  น าเน้ือเยื่อท่ีหั่นเป็นช้ินเล็กๆ ไปแช่ในสารละลาย 
Enzyme พวก Pectinase ท่ีปราศจากเช้ือ โดยการกรองดว้ย Filter membrane ขนาด 0.45 mm.  Enzyme 
จะช่วยท าหนา้ท่ียอ่ยสลายรอยเช่ือมต่อระหว่าง Cell ท าให้ Cell หลุดออกมาเป็น Cell เด่ียว  น าเอา
สารละลายและ Enzyme ไปท าให้ตกตะกอนโดยเคร่ือง Centrifuge  ท่ีความเร็ว 500 g เป็นเวลา 2-3 นาที  
จากนั้นใช ้Pipet ดูดเอาส่วนท่ีเป็นเศษของเน้ือเยื่อและสารละลาย Enzyme ออก  ใส่น ้ ากลัน่ท่ีสะอาดหรือ
อาหารลงไปลา้งเซลล์เด่ียวๆ ให้ปราศจาก Enzyme  โดยเม่ือเปล่ียนน ้ าหรืออาหารแลว้ท าให้ตกตะกอน
ดว้ยเคร่ือง Centrifuge 2-3 คร้ัง ติดต่อกนั  จึงยา้ยเซลเด่ียวลงไปเพาะเล้ียงในอาหารได ้

2. การแยกเซลเดี่ยวจาก Callus  วธีิการแยกท าได ้2 วธีิ คือ  

โดยวธีิกล  น ากอ้น Callus ไปเล้ียงในอาหารเหลว วางบนเคร่ืองเขยา่ (Shaker) ดว้ย
ความเร็ว 100-160 รอบต่อนาที  Callus จะแตกออกเป็นเซลแขวนลอย (Cells suspension)  น าเซล
แขวนลอยไปกรองเอาเซลท่ีมีขนาดใหญ่และเซลท่ีเกาะกนัออก ก็จะไดเ้ฉพาะเซลเด่ียวแขวนลอยอยูใ่น
อาหารซ่ึงน าไปเล้ียงต่อไปได ้

วธีิย่อยด้วย Enzyme  วธีิการท าเช่นเดียวกบัการแยกเซลลจ์ากเน้ือเยือ่สด 

4.8 การแยกเนือ้เยื่อระดับ  Protoplast 

การแยก Protoplast มีอยู ่2 วิธีคือ การแยกโดยวธีิกลและแยกโดยใช้ Enzyme 

การแยกโดยวิธีกล  น าเน้ือเยื่อพืชท่ีตอ้งการแยกโปรโตพลาสตไ์ปใส่ในสารละลาย
น ้ าตาลหรือเกลือแคลเซียม หรือโปตสัเซียม ซ่ึงมีความเขม้ขน้สูงกวา่ความเขม้ขน้ภายในเซล เพื่อท าให้
เกิดขบวนการ Plasmolysis  ซ่ึง Protoplast จะหดตวัออกจากผนงั cell  จากนั้นใชมี้ดท่ีคมตดัเน้ือเยื่อ
ออกเป็นช้ินเล็กๆ เพื่อตดัผนงั cell ออก  แลว้ใชเ้ข็มแกว้ (Glass needle) เข่ีย Protoplast ออกจาก cell โดย
ท าภายใตก้ลอ้งจุลทศัน์  หรืออีกวิธีหน่ึงโดยการยา้ยเน้ือเยื่อในสารละลายน ้ าตาล หรือเกลือแคลเซียม 
หรือโปตสัเซียม ท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า ท าให้เกิดขบวนการ Osmosis  ซ่ึงมีการดูดน าเขา้เซลท าให้เซลพอง
ตวัใหญ่ ผนงัเซลฉีกขาด  จากนั้นน าเอาสารละลายท่ีมี Protoplast และผนงัเซลท่ีแขวนลอยอยูไ่ปกรอง
ดว้ยผา้กรองหรือตะแกรงขนาด 100 - 500 m ตามขนาด Protoplast ของพืชแต่ละชนิด  น าสารละลายท่ี
ผ่านการกรองไปท าให้ตกตะกอนเพื่อแยก Protoplast ออกมาโดยใช้เคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็ว
ประมาณ 100 g  ดูดสารละลายทิ้ง  Protoplast ท่ีตกตะกอนน าไปเพาะเล้ียงไดท้นัที 

การแยกโดยใช้ enzyme  วธีิการท าเช่นเดียวกบัการแยกเซลเด่ียวแต่ enzyme ท่ีใชคื้อ 
cellulase ซ่ึงท าหนา้ท่ียอ่ยผนงัเซลอีกท่ีหน่ึง 
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3. การเพาะเลีย้งในอาหารสังเคราะห์  (Innoculation) 

เน้ือเยื่อท่ีท าการฆ่าเช้ือแลว้ควรยา้ยไปเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ท่ีเตรียมไวท้นัที  เน้ือเยื่อท่ี
ยา้ยลงในอาหารแลว้น าไปไวใ้นห้องเพาะเล้ียง (Culture room) ซ่ึงมีการควบคุมสภาพแวดลอ้ม ไดแ้ก่ 
แสง  อุณหภูมิ และความช้ืนใหเ้หมาะสมกบัพืช เพื่อใหพ้ืชเจริญและพฒันาเป็นกลา้ไมท่ี้สมบูรณ์ต่อไป 

การเจริญและพฒันาของเนือ้เยือ่ 

เน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์ภายใตส้ภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมท่ึจะเจริญเป็นพืชตน้
ใหม่ (Plantlet) มีรูปแบบการเจริญและพฒันาดงัต่อไปน้ี 

1. การยืดตัวของเนื้อเยื่อเจริญ (Meristem - tip elongation)  ตายอดและตาขา้งของพืช
ประกอบดว้ย Apical meristem และ Lateral meristem ซ่ึงเป็นเน้ือเยื่อเจริญ  เม่ือน าตายอดและตาขา้งไป
เพาะเล้ียงในอาหารและสภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมจะยืดตวัออกและมีการพฒันารากได้พืชตน้ใหม่
เกิดข้ึน  วธีิการน้ีเหมาะส าหรับผลิตตน้พืชท่ีปราศจากโรค 

2 การเกิดยอดกระยุก (Axilary shoot proliferation)  ตาขา้งซ่ึงประกอบดว้ยเน้ือเยื่อเจริญ 
(Lateral meristem) จะถูกกระตุน้ให้เกิดยอด (axillary shoot) จ านวนมากมาย ในขณะท่ีตายอดถูกยบัย ั้ง  
การเกิดยอดมีจ านวนมากและสามารถขยายไดอ้ย่างรวดเร็ว  การเพิ่มจ านวนยอดให้มากข้ึนตอ้งท าการ 
ตดัขยายไปเพาะเล้ียงในอาหารใหม่ 

3. การเกดิจุดก าเนิดยอด (Adventitious shoot initiation )  เน้ือเยือ่พืชในระดบัอวยัวะพืช 
(Organ)  เช่น ราก  ล าตน้  ใบ เม่ือเล้ียงในอาหารและสภาพท่ีเหมาะสมสามารถท่ีชกัน าใหเ้กิดเป็นยอดได้
โดยตรง  หรืออาจเกิดเป็นแคลลสัก่อนจากนั้นจึงมียอดเกิดข้ึน 

4. การเกดิ Organogenesis คือ การพฒันาของ Callus ไปเป็นยอด  ราก  หรืออวัยวะอ่ืน  เกิด
จากการรวมตวัของกลุ่ม Parenchyma cell ซ่ึงอยูใ่กลก้นั มีการเปล่ียนแปลงเป็น Meristematic cell ซ่ึงเป็น 
cell ขนาดเล็ก Vacuole เล็ก และ Cytoplasm เขม้ขน้  มีอตัราในการแบ่งตวัสูง  กลุ่มเซลเหล่าน้ีเรียกวา่ 
"Meristemoids" ซ่ึงจะเจริญไปเป็นจุดเร่ิมตน้ของยอดหรือราก (shoot/root primodia)  การเกิดยอด  ราก  
หรืออวยัวะอ่ืน เกิดข้ึนเป็นอิสระต่อกนั ข้ึนอยูก่บัส่ิงกระตุน้ท่ีเน้ือเยือ่หรือ cell ไดรั้บ 

5. การเกิด Embryoglnesis คือ การพฒันาของ Callus ไปเป็นคภัพะ (Embryo) เรียกว่า 
Embryoids หรือ Somatic embryos โดย cell มีการเปล่ียนแปลงและพฒันาเหมือนการพฒันาของไข่ 
(ovule) หลงัจากท่ีไดรั้บการผสมแลว้ในพืชปกติ 
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ภาพที ่12 ความสัมพนัธ์ระหวา่งช้ินส่วนพืช  แคลลสั  เซลแขวนลอย  และโปรโตพลาสต์  ซ่ึงมี
ความสามารถในการพฒันาในการเกิดเป็นตน้ใหม่ 

ในระหว่างการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจ าเป็นตอ้งมีการเปล่ียนอาหารใหม่ (Sub-culture) เน่ืองจาก
เน้ือเยื่อมีการพฒันาเพิ่มจ านวน จึงต้องมีการตดัแบ่งเน้ือเยื่อพืชไปสู่อาหารขวดใหม่ เพื่อช่วยลดการ
แก่งแยง่อาหารและพื้นท่ีของเน้ือเยือ่  นอกจากน้ียงัช่วยใหก้ารเจริญเติบโตดีข้ึนอีกดว้ย 

4. การย้ายช า  (Transferation) 

การยา้ยช าเป็นขั้นตอนท่ีส าคญัมาก วตัถุประสงคห์ลกัของงานการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อคือ การผลิต
กลา้ไม ้ ดงันั้นหากความส าเร็จในการผลิตกลา้ไดใ้นระดบัห้องปฏิบติัการแต่ไม่สามารถยา้ยช าออกมา
ปลูกไดก้็นบัว่าเป็นความลม้เหลวไดเ้ช่นกนั  โดยทัว่ไปการยา้ยช าเน้ือเยื่อพืชมี 3 ลกัษณะด้วยกนัคือ  
กลา้ไมท่ี้สมบูรณ์ (Plantlets)  ยอด (Propagules) และคภัพะ (Embryoids)  วิธีการยา้ยเน้ือเยื่อพืชเหล่าน้ีจึง
แตกต่างกนัไป คือ 

4.1 การย้ายกล้าที่สมบูรณ์ (Plantlets)  สามารถยา้ยไดโ้ดยตรงจากขวดในห้องปฏิบติัการไปสู่
เรือนเพาะช า โดยน ากลา้ออกจากขวดลา้งอาหารและวุน้ให้สะอาดดว้ยน ้ า 2-3 คร้ังจน  จากนั้นน ากลา้แช่
ในน ้ายาฆ่าเช้ือรา แลว้จึงยา้ยปลูกในวสัดุเพาะช าซ่ึงผา่นการอบฆ่าเช้ือแลว้  วสัดุเพาะช าท่ีใชก้นัอยูท่ ัว่ไป
มีหลายชนิด เช่น Vermiculite  ทราย  ดินผสมทรายและข้ีเถา้แกลบ ในอตัราส่วน 1:1:1  ขุยมะพร้าว  
หลงัจากยา้ยช าเสร็จน าไปไวใ้นเรือนเพาะช าซ่ึงควบคุมความช้ืน  อุณหภูมิ และแสงสวา่ง  ในระยะแรกท่ี
พืชก าลงัปรับตวั ความช้ืนและแสงสวา่งเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมาก  ในช่วงแรกของการยา้ยช ากลา้ตอ้งการ
ความช้ืนค่อนขา้งสูง ความช้ืนสัมพทัธ์ 80-90% ในขณะท่ีปริมาณแสงสวา่งนอ้ยเพียง 10-20%  หลงัจาก
กลา้ปรับตวัไดแ้ลว้จึงค่อยๆ ลดความช้ืนและเพิ่มแสงสวา่งไปเร่ือยๆ  เช่นเดียวกบักลา้ในเรือนเพาะช า
ทัว่ไป 
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4.2 การย้ายยอด (Propagules)  สามารถยา้ยได ้ 2 วิธี วิธีแรกคือ ยา้ยลงอาหารท่ีชกัน ารากใน
หอ้งปฏิบติัการก่อน  เม่ือเกิดรากแลว้จึงยา้ยยอดไปช าในวสัดุเพาะ  วิธีท่ี 2 คือ ยา้ยยอดไปช าในวสัดุเพาะ
โดยตรง  การยา้ยยอดทั้ง 2 วธีิลงวสัดุเพาะมีวธีิการปฏิบติัเช่นเดียวกบัการยา้ยกลา้ท่ีสมบูรณ์ 

4.3 การย้ายคัภพะ (Embryoids)  ส่วนใหญ่การยา้ยคภัพะมกัยา้ยลงในอาหารส าหรับให้คภัพะ
นั้นงอกเป็นกลา้เสียก่อน  แลว้จึงยา้ยลงในวสัดุเพาะช าอีกคร้ังหน่ึง 

การยา้ยช ากลา้ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อลงวสัดุเพาะมกัประสบปัญหามากมาย เน่ืองจากพืช
ไม่สามารถปรับตวัให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มใหม่ไดท้นั อตัราการตายสูง  ทั้งน้ีมีปัจจยัมาจากกลา้ไมแ้ละ
สภาพแวดลอ้ม คือ ขนาดของเน้ือเยือ่มีผลต่ออตัราการยา้ยช า  กลา้มีขนาดเล็กและไม่สมบูรณ์ ไม่สามารถ
ทนกบัสภาพแวดลอ้มภายนอกไดก้็จะตายไปในท่ีสุด  สภาพแวดลอ้ม เช่น ความช้ืน อุณหภูมิ และแสง 
เป็นปัจจยัส าคญัยิง่ในการยา้ยช า  ความช้ินท่ีแตกต่างกนัอยา่งมากระหวา่งสภาพท่ีอยูใ่นขวดและในเรือน
เพาะช า มีผลต่อการปรับตวัของพืชเน้ือเยื่อพืชท่ีอยู่ในขวดมีความช้ืนค่อนขา้งสูง  เม่ือยา้ยปลูกในเรือน
เพาะช าท่ีมีความช้ืนสัมพทัธ์ของอากาศค่อนขา้งต ่า ท าให้เน้ือเยื่อแห้งตาย  ประกอบกบัการเคล่ือนยา้ย
ของธาตุอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตหยุดชะงักลงเพราะระบบรากถูกกระทบกระเทือน
ระหวา่งการยา้ยช า  นอกจากน้ีแสงสวา่งท่ีจดัเกินไปมีผลต่อการสังเคราะห์แสงและคายน ้ าของพืช  เม่ือ
ระบบการขนส่งน ้าและแร่ธาตุไม่ดีท าให้ความสมดุลยข์องการใชน้ ้ าและแร่ธาตุเสียไป พืชจึงแห้งตายไป
ในท่ีสุด  ดงันั้นในการยา้ยช าในระยะแรกจึงควรจดัสภาพแวดลอ้มให้เหมาะสมกบัพืช กล่าวคือ ควรจดั
ให้มีความช้ืนค่อนขา้งสูง ประมาณ 80-90% ในขณะท่ีความเขม้ของแสงค่อนขา้งต าเพียง 10-20 % 
จากนั้นจึงค่อยๆ ลดความช้ืนลงพร้อมกบัเพิ่มความเขม้ของแสงข้ึนจนเขา้สู่ภาวะปกติของพืชโดยทัว่ไป  
ปัญหาท่ีส าคญัอีกอย่างท่ีมีผลต่อการรอดตายของเน้ือเยื่อพืช คือ โรค ในสภาวะท่ีร้อนและช้ืนมกัเป็น
สาเหตุใหเ้ช้ือราแพร่กระจายไดดี้ข้ึน  โดยเฉพาะเช้ือท่ีท าให้เกิดโรคเน่าคอดิน (Damping off) ซ่ึงเป็นโรค
ท่ีพบทัว่ไปในการยา้ยช า  ดงันั้นจึงควรป้องกนัการแพร่กระจายของโรคโดยการใชย้าฆ่าเช้ือราผสมน ้ ารด
กลา้ท่ียา้ยช าแลว้เป็นระยะๆ  
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การประยุกต์ใช้การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ในงานด้านการปรับปรุงพนัธ์ุไม้ป่า 
(Application of Tissue Culture Technology to Forest Tree Improvement) 

การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่และการปรับปรุงพนัธ์ุ (Tissue Culture and Tree Improvement)   

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อเป็นการขยายพนัธ์ุพืชแบบไม่อาศัยเพศวิธีการหน่ึง โดยปกติแล้วมี

วตัถุประสงค์เพื่อการขยายพนัธ์ุพืชท่ีไดค้ดัเลือกแลว้เพื่อให้ไดป้ริมาณมาก ทั้งยงัช่วยแกปั้ญหาการขาด

แคลนเมล็ดอีกดว้ย  พืชบางชนิดให้ผลผลิตเมล็ดไม่เพียงพอและยงัไม่ให้ผลผลิตเมล็ดทุกปี  แต่ความ

ตอ้งการเมล็ดเพื่อการขยายพนัธ์ุนั้นมีอยูทุ่กปี  ดงันั้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อจึงเป็นวิธีการขยายพนัธ์ุวิธีการ

หน่ึงท่ีจะช่วยแกปั้ญหาน้ีได ้ หลกัการของการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อก็คือการน าเอาช้ินส่วนของพืชท่ียงัมีชีวิต

อยู ่(Explants) อนัไดแ้ก่ ส่วนต่างๆของพืช นบัตั้งแต่เน้ือเยื่อ (tissue)  เซลเด่ียว (single cell)  คพัภะ 

(Embryo) รวมทั้งส่วนอ่ืนๆ อีก เช่น anther  megagametophyte  endosperm และ cotyledon มาเพาะเล้ียง

ในอาหารสังเคราะห์ในสภาพปลอดเช้ือและมีการควบคุมสภาวะแวดลอ้มของห้องเพาะหรือปฏิบติัการ 

(In Vitro Culture) เพื่อชกัน าใหช้ิ้นส่วนของพืชนั้นๆ พฒันาไปเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ต่อไป   ปัจจุบนัไดมี้

การน าเทคโนโลยีดา้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อมาใช้ในงานดา้นป่าไมก้นัอย่างกวา้งขวาง  ไมป่้าบางชนิด

สามารถท าการขยายพนัธ์ุโดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อได้ส าเร็จ  แต่บางชนิดก็ยงัอยู่ในระหว่างการ

ค้นคว้าวิจัยอยู่   นอกจากการขยายพันธ์ุแล้วเทคโนโลยีด้านการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อในปัจจุบันมี

ความกา้วหนา้มากซ่ึงยงัสามารถน ามาประยุกต์ใช้ในดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืชไดอี้กดว้ย  ตวัอยา่งเช่น 

การเล้ียงเซลในสภาพแขวนลอย (Cell suspension) สามารถน าไปใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุได ้ เช่น  การ

ชกัน าให้เกิดการถ่ายเทของไซโตพลาสซัม่ระหวา่งเซล (parasexual hybridization)  การเกิดการผา่เหล่า 

(mutation) หรือความผนัแปรทางสายพนัธ์ุ (somaclonal variation) ตลอดจนการชกัน าเอา organelle  

หรือ DNA เขา้สู่เชลล์พืชท่ีเล้ียง  นอกจากน้ีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของเซลพืชท่ีมีโครโมโซมชุดเดียว ท า

ใหไ้ดส้ายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ (homozygous lines)  ซ่ึงลว้นแต่มีประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุทั้งส้ิน  อยา่งไร

ก็ดีจะขอกล่าวถึงการใชป้ระโยชน์ของเทคโนโลยเีพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุพืชเพียงบางประการดงัต่อไปน้ี 

ความผนัแปรในสายพนัธ์ุอนัเกดิจากการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ (Somaclonal Variation) 

การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อนั้นนอกจากจะท าให้เกิดพืชท่ีมีลกัษณะทางสายพนัธ์ุเดียวกนัเป็นจ านวน
มากแล้ว ในบางโอกาสก็ท าให้เกิดลักษณะท่ีแตกต่างกันข้ึนได้ในระหว่างการพฒันาการของเชลท่ี
เพาะเล้ียงนั้น  ปัจจยัท่ีท าใหเ้กิดความผนัแปรน้ีก็เน่ืองมาจาก cytoplasmic หรือ nuclear mutation  การเกิด
พืชท่ีมีโครโมโซมหลายชุด (polyploidy) หรือ โครโมโซมผิดปกติ (chromosome abnormalities)  



 53 

ตลอดจนการเคล่ือนยา้ยของอนุภาคในไซโตพลาสซัม่ (transposable element) ไม่สมดุลยก์นัในระหวา่ง
การแบ่งเซล  อยา่งไรก็ดีการเกิด somaclonal variation  นบัวา่เป็นประโยชน์อยา่งยิ่งในดา้นการศึกษา
ทางดา้นความผนัแปรทางพนัธุกรรม (genetic variation)  และมีประโยชน์มากในดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ
พืช  เน่ืองจากการเพิ่มความหลากหลายทางพนัธุกรรมท าให้มีโอกาสคดัเลือกลกัษณะท่ีตอ้งการ เช่น 
ความตา้นทานโรค  ความตา้นทานยาฆ่าแมลง และการทนทานต่อความแห้งแล้งของพืช  ซ่ึงลกัษณะ
ดงักล่าวน้ีอาจไม่มีอยู่ในพืชท่ีก าลงัท าการศึกษาหรือท าการขยายพนัธ์ุอยู่  ดงันั้นการเกิด somaclonal 
variation จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีเปิดโอกาสใหก้ารปรับปรุงพนัธ์ุพืชประสบผลยิง่ข้ึน     

การเพาะเลีย้งเชลล์พชืทีม่โีครโมโซมชุดเดียว (Use of Haploid Tissue Culture) 

การเกิดพืชท่ีมีโครโมโซมชุดเดียว (haploid) ในพืชยืนตน้ (woody plant) นั้นอาจเกิดข้ึนเองตาม

ธรรมชาติไดใ้นบางโอกาส แต่ไม่เกิดข้ึนเป็นปกติเหมือนในพืชลม้ลุก (herbaceous) ในการผสมพนัธ์ุ

เพื่อให้ได้ลักษณะท่ีมีโครโมโซมท่ี เหมือนกันทั้ งสองชุด หรือลักษณะของสายพันธ์ุบริสุทธ์ิ 

(homozygous หรือ pure line) นั้นค่อนขา้งจะยุ่งยาก และตอ้งปฏิบติัหลายขั้นตอนรวมทั้งตอ้งใชเ้วลา

หลายช่วงอายุ (generation) ในการผสมพนัธ์ุ  ดงันั้นการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อของพืชท่ีเซลมีโครโมโซมชุด

เดียวจากอวยัวะของพืชท่ีเกิดข้ึนเองตามธรรมชาติ เช่น megagametophyte  อบัเรณู (anther)  ละอองเรณู  

(pollen grain)  เพื่อใหไ้ดส้ายพนัธ์ุบริสุทธ์ิจะท าไดง่้ายกวา่และมีประโยชน์ในการปรับพนัธ์ุพืชมาก  การ

ใชส้ารเคมีจ าพวก Colchicine ช่วยท าให้พืชมีโครโมโซม 2 ชุดท่ีเหมือนกนั (dihaploid) สามารถน าไป

ผสมกับสายพนัธ์ุอ่ืนๆ ต่อไปได้  ท าให้ง่ายต่อการจัดการและย่นระยะเวลาในด้านการผสมพนัธ์ุ 

(breeding) เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุ   
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ภาพที ่13 การชกัน าใหเ้กิดพืช Homozygous diploid  และ  Haploid mutantโดยการเพาะเล้ียงจากอบั
เรณู (Anther culture) (Reinert and Bajaj. 1977) 
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การเพาะเลีย้งเซลในสภาพแขวนลอย (Cell Suspension) 

การเพาะเล้ียงเซลในสภาพแขวนลอยเป็นผลต่อเน่ืองมาจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อหรือแคลลสั  

แต่การเพาะเล้ียงเซลโดยวิธีการน้ีจะดีกวา่การเพาะเล้ียงแคลลสัเพราะจะมีการพฒันาการไปเป็นตน้อ่อน

จากแต่ละเซล (individual cell)  การเล้ียงเซลในอาหารเหลวท าให้อาหารแพร่กระจายอยูท่ ัว่ทั้ง medium 

ซ่ีงท าให้เซลน าไปใช้ไดง่้ายข้ีน  นอกจากน้ียงัเปิดโอกาสให้ท าการคดัเลือกเซล (In Vitro selection) 

เพื่อให้ไดส้ายพนัธ์ุ (genotype) ท่ีมีลกัษณะต่างๆ ท่ีตอ้งการเช่น มีความตา้นทานโรค  ความทนทานต่อ

สภาพของความเค็ม  ยาฆ่าแมลง หรือ ยาฆ่าวชัชพืชได ้ และยงัสามารถขยายพนัธ์ุไดง่้าย ใชเ้วลาสั้นกวา่

การคดัเลือกและการผสมพนัธ์ุตามธรรมชาติ 

การเพาะเลีย้งโปรโตพลาส  (Use of Protoplast)    

โปรโตพลาสก็คือเซลของพืชท่ีไดเ้อาส่วนของผนงัเซล (Cell wall) ออกไปโดยใชเ้อนไซมช่์วย

ยอ่ยสลาย คงเหลืออยูแ่ต่ส่วนของนิวเคลียส (nucleus) ไซโตพลาสซัม่ (cytoplasm) แวคคิโอล (vacuole) 

และอนุภาคต่างๆ (organelles) ท่ีห่อหุ้มดว้ยผนงับาง (semipermeable membrane) ซ่ึงยอมให้อนุภาคหรือ

ของเหลวบางอย่างผ่านได้  เม่ือผนังเซลได้ถูกก าจดัออกไปแล้วก็ท าให้สะดวกในการเพาะเล้ียงเซล 

โดยเฉพาะในสภาพแขวนลอย (cell suspension) ท าให้เกิดการแบ่งเซลและเพิ่มจ านวนเซลข้ึนมาอีก

มากมาย  มีการสร้างผนงัเซลข้ึนมาใหม่และพฒันาต่อไปเป็นตน้พืชได ้(ภาพท่ี 14)  ประโยชน์ท่ีส าคญั

ของการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสก็คือ การท่ีเซลไม่มีผนงัเซลท าให้สะดวกในการชกัน าส่ิงต่างๆ เช่น Virus 

เขา้สู่เซลเพื่อการศึกษาทางดา้นโรคพืช  หรือท าให้ดูดซบั DNA  โปรตีน และอนุภาคต่างๆ (organelles) 

เขา้สู่เซลไดง่้าย  การชกัน าให้เกิดการผสมกนัของโปรโตพลาส (protoplast fussion) ท่ีมาจากต่างสาย

พนัธ์ุ ท าให้เกิดการรวมตวักนัของนิวเคลียสซ่ึงเรียกวา่ Somatic or Parasexual hybridization ท าให้เกิด

สายพนัธ์ุใหม่ และสามารถท าการเพาะเล้ียงให้เพิ่มจ านวนและพฒันาไปเป็นตน้พืชต่อไปได ้ จากวิธีการ

น้ีท าให้สามารถไปประยุกต์ใช้เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุพืชได้  ซ่ึงความเป็นไปได้ในการน าเอาการ

เพาะเล้ียงโปรโตพลาสไปใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืชนั้นไดป้ระสบความส าเร็จกบัพืชหลายชนิดทั้งพืช

เกษตรและพืชป่า เช่น ยาสูบ  (Tobacco)  กระถินยกัษ ์(Leucaena leucocephala)  Pinus contorta  Pinus 

excelsa  Populus tremula  และ Pseudotsuga menziesii  เป็นตน้    
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ภาพที ่14 การขยายพนัธ์ุพืชโดยการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์(Protoplast Culture) 1) ตน้พืช  2) การใช้
เอน็ไซมย์อ่ยผนงัเซลของใบอ่อน  3) ใชส้ารเคมีช่วยเร่งให้โปรโตพลาสตห์ลุดออกจากผนงั
เซล  4) โปรโตพลาสต ์ 5) การพฒันาของเซล มีการสร้างผนงัเซลข้ึนใหม่และมีการแบ่งเซล  
6) การเกิดแคลลสั  7) ยา้ยไปเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสมชนิดใหม่เพื่อให้แคลลสัเจริญเต็มท่ี  
(Subculture)  8) เกิดยอด (A primordial shoot)  9) เจริญเป็นตน้กลา้ท่ีสมบูรณ์  และยา้ยปลูก 
(Shepard, 1982) 
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เมลด็เทยีม (Artificial Seed)    

ปัญหาจากผลผลิตเมล็ดซ่ึงไม่สามารถจะคาดคะเนไดห้รือไม่มีเมล็ดเพียงพอเพื่อใช้ในการเพาะ
กลา้ไม ้ ส่งผลให้มีการศึกษาและพฒันาการผลิตเมล็ดเทียม (artificial seed) ข้ึนเพื่อแกปั้ญหาการขาด
แคลนเมล็ด  การผลิตเมล็ดเทียมก็มีผลจากการใชเ้ทคโนโลยกีารเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ โดยการน าเอาส่วนของ
พืช เช่น น้ือเยื่อเจริญ (meristem)  หรือ ส่วนอ่ืนๆ (explants)จากตน้แม่ท่ีไดค้ดัเลือกหรือปรับปรุงพนัธ์ุ
แลว้มาเพาะเล้ียงในอาหารและชกัน าให้เกิด Callus  จากนั้น Callus ก็จะพฒันาต่อไปเป็นเซล  คดัขนาด
ของเซลให้มีขนาดใกลเ้คียงกนั  แลว้ก็น าไปเล้ียงในอาหารท่ีเหมาะสม  เซลก็จะพฒันาต่อไปเป็นคพัภะ 
(Proembryo-like)  จากคพัภะท่ีได้ก็จะถูกน าไปเคลือบด้วยวสัดุท่ีเหมาะสมเพื่อป้องกนัคพัภะจาก 
ส่ิงภายนอก ซ่ึงจะท าให้มีลกัษณะคลา้ยเมล็ด (ภาพท่ี 15)  เมล็ดเทียมน้ีสามารถน าไปเพาะให้เจริญเป็น 
กลา้ไมต่้อไปเหมือนเมล็ดพืชได ้หรือจะท าการเก็บรักษาไวใ้ชใ้นเวลาท่ีตอ้งการได ้ ในอนาคตก็คาดหวงั
วา่โปรโตพลาสก็จะสามารถน ามาเพาะเล้ียงใหเ้กิดเป็น Proembryo ได ้ ก็จะท าให้ผลิตเมล็ดเทียมไดอ้ยา่ง
มากมายซ่ึงก็นบัวา่เป็นประโยชน์อยา่งยิง่  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่15 การเตรียมเมล็ดเทียม (Artificial Seed) ในพืชตระกลู Conifer (Durzan, 1985) 
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การเก็บรักษาเยอมพลาสซ่ัมโดยการชลอการเจริญเติบโต (Reduced-Growth Storage of 
Germplasm) 

การเก็บรักษา genetic materials อีกวธีิการหน่ึงคือ การประยุกตใ์ชก้ารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ โดยการ

น าช้ินส่วนของพืชท่ีเก็บจากตน้พืชท่ีไดท้  าการคดัเลือกแลว้และตอ้งการเก็บรักษาหรืออนุรักษเ์อาไวม้า

เพาะเล้ียงโดยควบคุมสภาวะแวดล้อม นับตั้งแต่ ควบคุมอุณหภูมิให้ต ่าลง  ปรับปรุงสูตรอาหาร  และ

ควบคุมก๊าซ  ทั้งน้ีเพื่อให้การเจริญหรือการพฒันาการของช้ินส่วนของพืชเป็นไปอย่างช้าท่ีสุด (ภาพท่ี 

16)  แต่ยงัคงมีชีวิตและสามารถท าการเพาะต่อไปในสภาพปกติท่ีท าให้เจริญไปเป็นตน้พืชท่ีมีลกัษณะ

ทางสายพนัธ์ุเหมือนตน้แม่ต่อไปอีกได้  การเพาะเล้ียงวิธีน้ีเปรียบเสมือนกบัการจดัตั้งสวนรวมพนัธ์ุ 

(Clone bank) ไวใ้นหอ้งปฏิบติั  การประโยชน์ของการชลอการเริญเติบโตน้ีจะท าใหเ้ก็บรักษาความมีอายุ

อยูไ่ดย้าวนาน รวมทั้งตอ้งการพื้นท่ีเก็บรักษานอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบัการปลูกลงในแปลง  ทั้งยงัไม่เป็น

อนัตรายจากปัจจยัภายนอกซ่ึงอาจเกิดข้ึนได ้เช่น สภาพภูมิอากาศท่ีรุนแรง  และโรคแมลง  นอกจากน้ี

วธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อวิธีดงักล่าวน้ียงัเหมาะท่ีจะน าไปใชเ้พื่อการขนส่ง หรือการแลกเปล่ียนพืชพรรณ

ระหวา่งประเทศได ้
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ภาพที ่16 การเก็บรักษาช้ินส่วนของพืชโดยวธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อแบบชลอการเจริญเติบโต 

(Reduce-growth storage of germplasm) (Ng and NG, 1991) 
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การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่กบัพนัธุวศิวกรรม (Tissue Culture and Genetic Engineering) 

ในปัจจุบนัถึงแมว้า่การศึกษาวิจยัในระดบัโมเลกุล (Molecular level)  จะมีความกา้วหนา้ไปมาก  
มีการเรียนรู้ถึงองค์ประกอบต่างๆ ของเซล  หน้าท่ี ตลอดจนลักษณะทางด้านพน้ธ์ุกรรม (genetics) 
นบัตั้งแต่โครโมโซม (chromosome) ไปจนถึงยีนส์ (genes)  ในอดีตเราเคยเขา้ใจว่าลกัษณะต่างๆ ท่ี
แสดงออกในส่ิงมีชีวตินั้นอยูภ่ายใตก้ารควบคุมของยีนส์ภายในนิวเคลียส (nuclear genome) เท่านั้น  แต่
จากการศึกษาในป้จจุบนัพบว่านอกจากยีนส์ในนิวเคลียสแล้วยงัมียีนส์ในคลอโรพลาส (chloroplast 
genome) และไมโตคอนเดรีย (mitochondrial genome) ท่ีมีบทบาทในการควบคุมลกัษณะท่ีพืชแสดงออก
อีกดว้ย  จากความกา้วหน้าอนัน้ีแลว้ ยงัมีการศึกษาและคน้พบวิทยาการใหม่ท่ีเรียกว่าพนัธุวิศวกรรม 
(Genetic engineering)  ซ่ึงเป็นการศึกษาถึงการตดัต่อยนีส์ หรือ DNA เช่น การน ายีนส์จากพืชตน้หน่ึงไป
ตดัต่อและน าเข้าไปในเซลของพืชอีกตน้หน่ึง (gene transfer)  ซ่ึงมีวิธีการอยู่หลายวิธีนับตั้งแต่ 
Microinjection  Particle gun  Electroporation  การใช ้Laser ตลอดจนการใช้แบคทีเรีย Agrobacterium 
เพื่อให้ลกัษณะท่ียีนส์นั้นควบคุมอยูไ่ปแสดงออก (gene expression) ในตน้พืชท่ีตอ้งการ  ซ่ึงใชใ้นการ
ปรับปรุงพนัธ์ุพืชสมยัใหม่  อยา่งไรก็ดีการท่ีจะท าให้การศึกษาน้ีส าเร็จลงไดน้ั้น  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื้อ 
(tissue culture)  นบัวา่มีบทบาทส าคญัมากมาก  การท่ีสามารถน ายีนส์ของพืชตน้หน่ึงไปยงัเซลของพืช
อีกตน้หน่ึงไดส้ าเร็จนั้นเป็นเพียงขั้นตอนหน่ึงเท่านั้น  แต่การท่ีจะใหป้ระสบผลส าเร็จโดยสมบูรณ์จะตอ้ง
ประสบความส าเร็จในการยอมรับและการแสดงออก (transformation) ของเซล (recipient) นั้น  และ
ตลอดจนความส าเร็จในการท่ีท าใหเ้ชลล ์(transient) นั้นสามารถพฒันาไปเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ได ้ ทั้งยงั
สามารถท าการขยายพนัธ์ุ (propagation) ต่อไปไดอี้กดว้ย  ดงันั้นการศึกษาวิจยัทางดา้นการเพาะเล้ียง
เน้ือเยือ่จึงนบัวา่มีบทบาทส าคญัยิง่   
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ภาพที ่17 การสอดใส่ยนีส์จากพืชตน้อ่ืน (Foreign Gene) เขา้สู่เซลของพืชอีกตน้หน่ึง โดยใชแ้บคทีเรีย

เป็นตวักลาง  คดัเลือกเซลท่ีไดรั้บการสอดใส่ยนีส์เขา้ไปจนส าเร็จ  และอยูร่อดแลว้น าไป
เพาะเล้ียงในอาหารเพื่อใหพ้ฒันาเป็นตน้พืชต่ไป (Chilton, 1983)  
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ภาคผนวก  

GAMBORG B-5 MEDIA(1970) 

สูตรอาหารน้ีเหมาะส าหรับเล้ียงพืชส าคญัทางเศรษฐกิจหลายชนิด  นอกจากน้ีอาจเติม  
Casein hydrolysate ลงในสูตรอาหารน้ีได ้

Macronutrients mg/1 

CaCl2.2H2O 150 

NaH2PO4.H2O 150 

KNO3 2,500 

MgSO4.7H2O 250 

(NH4)2SO4 134 

Micronutrients mg/1 

H3BO3 3.0 

CoCl2.6H2O 0.025 

CuSO4 0.025 

KI 0.750 
MnSO4.H2O 10.0 

Na2MoO4.2H2O 0.25 

ZnSO4.7H2O 2.0 

Iron mg/1 

NaFe EDFA 28.0 

Myoinositol 100.0 

Nicotinic acid 1.0 

Pyridoxine-HCl 1.0 

Thiamin -HCl 10.0 

2, 4-D 1.0 

Sucrose 20  g 

PH 5.5 
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MURASHIGE & SKOOG MEDIA (1962) 

ใชเ้พาะเล้ียงและขยายเพิ่มจ านวนพืชหลายชนิด และยงัใชก้บัเฟิร์นไดอี้กดว้ย 

Macronutrients mg/1 

NH4NO3 1,650 

KNO3 1,900 

CaCl2.2H2O 440 

MgSO4.7H2O 370 

KH2PO4 170 

Micronutrients mg/1 

H3BO3 6.2 

MnSO4.H2O 6.9 

ZnSO4.H2O 6.14 

KI 0.83 
Na2MoO4.2H2O 0.25 

CuSO4.5H2O 0.025 

CoCl2.6H2O 0.025 

Iron mg/l 

Sodium EDTA 37.25 
FeSO4.7H2O 27.85 

Organic componen mg/l 
Glycine 2.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine 0.5 
Thiamin 0.1 
Inositol 100.0 
Sucrose 30.0  

PH 5.6 
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SCHENK AND HILDEBRANDT MEDIA(1972) 

ใชเ้ล้ียง แคลลสั" ทั้งของพืชใบเล้ียงเด่ียวและพืชใบเล้ียงคู่ได ้

Macronutrients mg/1 

CaCl2.2H2O 200 

KNO3 2,500 

MgSO4.7H2O 400 

NH4H2PO4 300 

Micronutrients mg/1 

H3BO3 0.5 

CaCl2.6H2O 0.1 

CuSO4.5H2O 0.2 

KI 1.0 
MgSO4.2H2O 10.0 

NaMoO4.2H2O 0.1 

ZnSO4.7H2O 1.0 

Iron mg/1 

FeSO4.7H2O 15 

Na2EDTA 20 

Organic component mg/1 

Myoinositol 1,000 
Nicotinic acid 5.0 
Pyridoxine-HCl 0.5 
Thiamin-HCl 5.0 
2,4-D 0.5 
p-Chlorophenoxy-acetic acid 2.0 
Kinetin 0.1 
Sucrose 30 
pH  5.8 - 5.9 
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WHITE MEDIA (1963) 

สูตรอาหารน้ีไดด้ดัแปลงมาจากสูตรท่ีคิดข้ึนในปี 1943 

Macronutrients mg/l 

KCl 65.0 
MgSO4.7H2O 720.0 

NaH2PO4.H2O 16.5 

KNO3 80.0 

Na2SO4 200.0 

Ca(NO3)2.4H2O 300.0 

Micronutrients mg/l 

MnSO4.4H2O 7.0 

KI 0.75 
ZnSO4.7H2O 3.0 

H3BO3 1.5 

Iron mg/l 

Fe2(SO4)3 2.5 

Organic component mg/l 

Sucrose 20,000.0 
Glycine 3.0 
Cysteine 1.0 
Vit Bl 0.1 
Vit B6 0.1 
Nicotinic acid 0.5 
Ca pantothenicacid 1.0 
2, 4-D 6.0 
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VACIN & WENT MEDIA (1949) 

ใชเ้ล้ียงเมล็ดอ่อนและเน้ือเยือ่ของกลว้ยไม ้

Macronutrients mg/l 

Ca3 (PO4)2 200 

KNO3 525 

KH2PO4 250 

MgSO4.7H2O 250 

(NH4)2 SO4. 500 

Micronutrients mg/l 

MnSO4. H2O 5.7 

Iron ** mg/l 

Fe2(C4H4O6)3. 2H2O ** 28 

Organic component mg/l 
Sucrose 20,000.0 
pH  4.8 - 5.0 

**  ในกรณีท่ี Fe2(C4H4O6)3. 2H2O หาซ้ือไม่ได ้ ใหด้ดัแปลงธาตุเหล็ก โดยใช ้

Iron ** mg/l 

FeSO4.7H2O 27.8 

Na2EDTA 37.3 
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สูตรอาหารอรดี สหวชัรินทร์ 

ใชส้ าหรับผูส้มคัรเล่นน าไปใชใ้นการฝึกเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่พืช  เช่น การเพาะเล้ียง
แคลลสัจากผลฟักทอง  การเพาะเล้ียงเอมบริโอ หรือเมล็ดอ่อนของกลว้ยไม ้

สูตร OS 1987 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

ปุ๋ยทวนิเฟอร์ต้ี 12-23-27 2 g. 
น ้าตาลทราย  30 g. 
น ้ามะพร้าว 150 ml. 
วุน้ 6.2 g. 

pH 5.6  

 

สูตร OS 1995 

ในอาหาร 1 ลิตร ประกอบดว้ย 

ปุ๋ยไบโฟลาน 11-8-6 1 g. 
น ้าตาลทราย  30 g. 
เซอไพรส์ 2 mg. 
วุน้ 6.2 g. 

pH 5.6  
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Molecular weights of the compounds commonly used in tissue culture media 

Compound Chemical Formula Molecular 
weight 

Macronutrients   

Ammonium nitrate NH4NO3 80.04 

Ammonium sulphate (NH4)2 SO4 132.15 

Calcium vhloride CaCl2.2.H2O 147.02 

Calcium nitrate Ca(NO3) .4H2 O 236.16 

Magnesium sulphate MgSO4 .7H2 O 246.47 

Potassium chloride KCl 74.55 
Potassium nitrate KNO3 101.11 

Potassium dihydrogen ortho-phosphate KH2PO4 136.09 

Sodium dihydrogen ortho-phosphate NaH2PO4.2H2 O 156.01 

Micronutrients 
  

Boric acid H3BO3 61.83 

Cobalt chloride CoCL2.6H2O  237.93 

Cupric sulphate CuSO4.5H2O 249.68 

Manganous sulphate MnSO4.4H2O 223.01 

Potassium iodide KI 166.01 
Sodium molybdate Na2MoO4.2H2O 241.95 

Zinc sulphate ZnSO4.7H2O 287.54 

Sodium EDTA Na2 EDTA 2H2O 

(C10H14N2O5 Na2 .2H2O) 

372.25 

Ferrouys sulphate FeSO4.7H2O 278.03 

Ferric-odium EDTA FeNa.EDTA 
(C10H12FeN2NaO ) 

 
367.07 
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Compound Chemical Formula Molecular 
weight 

Sugars and sugar alcohols 
  

Fructose C6H12O6 180.15 

Glucose C6H12O6 180.15 

Mannitol C6H14O6 182.17 

Sorbitol C6H14O6 182.17 

Sucrose C12H22O14 342.31 

Vitamins and amino acids 
  

Ascorbic acid 
(vitamin C) 

C6H4O3 176.12 

Biotin 
(vitamin H) 

H10N2O1S 244.31 

Calcium pantothenate 
(Ca salt of vitamin B5) 

C3H13O14 476.53 

Cyanocobalamine (vitamin B12) C4H2O4Cl 1357.64 

L-Cysteine JCL  157.63 
Folic acid (vitamin Bc, vitamin M) C4H4O4Cl2 441.40 

Inositol  180.16 
Nicotinic acid or Niacin (vitamin B3) C10H4NO2  123.11 

Pyridoxine HCl  (vitaminB6) C12H13NO2 205.64 

Thiamine HCl (vitamin B4) C12H10O2 337.29 

Glycine  75.07 
L-Glutamine C12H10O3 146.15 
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Compound Chemical Formula Molecular 
weight 

Auxins   

pCAA  (p-chlorophenoxyacetic acid) C5H5N5.3H2O 186.59 

2,4-D  (2,4 dichlorophenoxyacetic acid) (C5H5N5)2.H2SO42H2O 221.04 

IAA  (indile-3-acetic acid) C12H11N3 175.18 

IBA  (3-indolebutyric acid)  203.23 
NAA (a-naphthaleneacetic acid) C13H20O4 186.20 

NOA  (3-naphthoxyacetic acid)  202.20 

Cytokinins/purines   

Ad (adenine)  189.13 
AdSO4 (adenine sulphate)  404.37 

BA or BAP  (6-benzyladenine or 6-
benzylamino purine) 

 225.20 

2-ip  (6-r,r-dimethylallylamino purine or N-
isopentenylamino purine)  

 203.3 

Kinetin  (6-furfurylamino purine)  215.21 
SD8339  [16-(benzylamino)-9-(2-
tetrahydropyranyl)-H-purine] 

 309.40 

Zeatin [6-(4-hydroxy-3-methylbut-2-
enylamino) -purine] 

 219.20 

Gibberellin   

GA3 (gibberellic acid)  346.37 

Other compounds 
  

Abscissic acid  264.31 
Colchicine  399.43 
Phloroglucinol  126.11 
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Atomic weights 
 

Name Symbol Atomic weight 

Aluminium Al 26.98 
Boron B 10.82 
Calcium Ca 40.08 
Carbon C 12.011 
Chlorine Cl 35.457 
Cobalt Co 58.94 
Copper Cu 63.54 
Hydrogen H 1.008 
Iodine I 126.91 
Iron Fe 55.85 
Magnesium Mg 24.32 
Manganese Mn 54.94 
Molybdenum Mo 95.95 
Nickel Ni 58.71 
Nitrogen N 14.008 
Oxygen O 16.00 
Phosphorus P 30.975 
Potassium K 39.10 
Sodium Na 22.991 
Sulphur S 32.066 
Zinc Z 65.38 
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Chemical composition of Difco agars used in plant tisue culturea 

 

Constituents Bacto-agar Noble-agar Purified-agar 

Ash 4.5% 2.6% 1.75% 
Calcium 0.13% 0.23% 0.27% 
Barium 0.01% 0.01% 0.01% 
Silica 0.19% 0.26% 0.09% 
Chloride 0.43% 0.18% 0.13% 
Sulphate 2.54% 1.90% 1.32% 
Nitrogen 0.17% 0.10% 0.14% 
Iron 11.00  mgl-1 11.00 mgl-1 11.00  mgl-1 
Magnesium 285.00 mgl-1 260.00 mgl-1 695.00 mgl-1 
Copper 500.00 mgl-1 7.50 mgl-1 20.00 mgl-1 
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