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บทคัดยอ 
 
 การศึกษาคนควาอิสระครั้งนีม้ีวัตถุประสงคเพื่อสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวชิา      
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วัดนอยนพคณุ  กรุงเทพมหานคร  
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เนื้อหา  5  บท   และบทปฏิบัติการ  10  บท   โดยมีขอบเขตเนื้อหาเกี่ยวกบัหลักการและขั้นตอนการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช    วัสดุ   อุปกรณ   และหองปฏิบัติการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื    ดําเนินการ
สรางโดย  การรวบรวมขอมลูที่เกี่ยวของจากเอกสารตางๆ  วิเคราะหเนือ้หาที่จะนํามาใชในการเขียน  
จัดทําเอกสารประกอบการเรยีน และตรวจสอบคุณภาพของเอกสารประกอบการเรยีนโดยผูทรงคณุวฒุิ
ทางดานเนือ้หา  ดานภาษาไทย และดานการวัดและประเมินผล  การประเมนิคณุภาพโดยผูทรงคณุวฒุิ
ใชแบบประเมนิคุณภาพเอกสารประกอบการเรียนที่ผูศกึษาสรางขึ้น  การวิเคราะหขอมลูใชเกณฑ
ฐานนิยม  
 ผลการประเมนิคุณภาพของเอกสารประกอบการเรยีนโดยผูทรงคุณวุฒิทัง้ 3 ดาน พบวา   
ผูทรงคุณวุฒ ิ 2  ใน 3 คน  มีความคิดเหน็วาคุณภาพของเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว  645 
หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยูในระดบัดี   ถึง  ดีมาก   เหมาะสมที่จะนําไปใช
ประกอบการเรียนการสอนไดเปนอยางด ี
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.  ความเปนมาและความสําคัญ  
 
 ตามที่พระราชบัญญัติการศึกษาแหงชาต ิพ.ศ. 2542  ไดกําหนดใหมีการจัดทําหลักสูตร
แกนกลาง  การศึกษาขั้นพื้นฐานเพื่อความเปนไทย  ความเปนพลเมืองดขีองชาติ  การดํารงชีวิตและ
การประกอบอาชีพ  ตลอดจนเพื่อการศึกษาตอ  และใหสถานศึกษาขั้นพื้นฐานมหีนาที่จัดทําสาระ
ของหลักสูตรในสวนที่เกี่ยวของกับสภาพปญหาในชุมชนและสังคม  และภูมิปญญาทองถิ่น  
(สํานักงานคณะกรรมการการศึกษาแหงชาติ  2545 : 15-16)    กระทรวงศึกษาธิการจึงไดกําหนด
หลักสูตรการศึกษาขั้นพืน้ฐาน  พุทธศักราช 2544  ขึ้น   เปนหลักสูตรที่กําหนดโครงสรางที่เปน
สาระการเรียนรู  จํานวนเวลาอยางกวางๆ  มาตรฐานการเรียนรูที่แสดงคุณภาพผูเรียนเมื่อเรียนจบ  
12  ป   และเมื่อจบการเรียนรูแตละชวงชั้นของสาระการเรียนรู  แตละกลุมสถานศึกษาตองนํา 
โครงสรางดังกลาวนี้ไปจัดทําเปนหลักสตูรสถานศึกษา  โดยคํานึงถึงสภาพปญหา  ความพรอม   
เอกลักษณ  ภูมิปญญาทองถ่ิน  และคณุลักษณะอันพึงประสงค  ทั้งนี้สถานศึกษาตองจัดทํารายวิชา
ในแตละกลุมสาระการเรียนรูใหครบถวนตามเกณฑมาตรฐานที่กําหนด  นอกจากนี้สถานศึกษา
สามารถจัดทําสาระการเรียนรูเพิ่มเติมเปนหนวยการเรยีนรู  รายวิชาใหมๆ  รายวิชาที่มีความเขมขึ้น
อยางหลากหลาย ใหผูเรยีนไดเลือกเรยีนตามความถนัด ความสนใจ  ความตองการ  และความแตกตาง
ระหวางบุคคล  โดยเลือกสาระการเรียนรูจาก  8 กลุมที่กําหนดไวในหลักสูตรแกนกลาง 
(กระทรวงศึกษาธิการ  2545 : 14) 
 จากพระราชบญัญัติการศึกษาแหงชาต ิ พ.ศ. 2542   และที่แกไขเพิ่มเตมิ  (ฉบับที่ 2) 
พ.ศ.2545   และหลักสูตรการศึกษาขั้นพืน้ฐาน พุทธศักราช  2544 ดังกลาวขางตน  โรงเรียนวดันอย
นพคุณ  กรุงเทพมหานคร  จึงไดพัฒนาหลักสูตรสถานศึกษาขั้นพืน้ฐานขึ้นโดยใหสอดคลองสนอง
ตอจุดหมายและหลักการของหลักสูตรการศึกษาขั้นพืน้ฐาน  ที่วาหลักสูตรมุงพัฒนาคนไทยใหเปน
มนุษยที่สมบูรณ  เปนคนด ี มีปญญา   มีความสุข  และมคีวามเปนไทย  มีศักยภาพศึกษาตอ   และ
ประกอบอาชพี   สงเสริมใหผูเรียนไดพฒันา   และเรยีนรูดวยตนเองตลอดชีวิตโดยถือวาผูเรียนมี
ความสําคัญที่สุด  สามารถพัฒนาตามธรรมชาติและเต็มตามศักยภาพ (กระทรวงศกึษาธิการ  2545 : 
6-7)   สําหรับหลักสูตรกลุมสาระการเรียนรูวิชาวิทยาศาสตร   ชวงชั้นที่ 4   ที่โรงเรียนกําหนดขึ้นมี
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รายวิชาพืน้ฐาน 4 รายวิชา   สวนรายวิชาเพิ่มเติมในสวนที่เปนวิชาชีววิทยา   มี  5 รายวิชา  รายวิชา  
ว  645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเปนรายวิชาหนึ่งในรายวิชาเพิ่มเติมซึ่งมี 
เนื้อหาสาระกําหนดไวในเอกสารหลักสูตรสถานศึกษาขั้นพื้นฐานของโรงเรียนวัดนอยนพคุณ 
กรุงเทพมหานคร  ดังนี้คือ  ศึกษาและอธิบายความรู   วิธีการเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ฝก
ปฏิบัติการเกี่ยวกับการใชอุปกรณเครื่องมือ   และเทคนิคการทํางานในสภาพปลอดเชือ้  การเตรียม
อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช   และสารควบคุมการเจริญเตบิโต   การเลือกเนื้อเยื่อพืชสําหรับ
เพาะเลี้ยง  การฟอกฆาเชื้อ  และการขยายเพิ่มจํานวน  (โรงเรียนวดันอยนพคณุ 2545 : 14) 
 เนื่องจากรายวชิา  ว  645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  เปนรายวิชาที่
ใหมจําเปนที่จะตองมีเอกสารประกอบการเรียนทั้งในสวนที่เปนเนื้อหา  และบทปฏิบัติการ  เพื่อให
การจัดการเรยีนการสอนเปนไปอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้น   และเปนความรูพื้นฐานสําหรับผูเรียน
ในการศึกษาคนควาตอไป   หรือนําไปใชในการประกอบอาชีพได   ผูศึกษาจึงมีความสนใจที่จะ
สรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว  645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช    
สําหรับนักเรียนชั้นมัธยมศึกษาปที่ 6 ขึ้น 

 
2.  วัตถุประสงค 
 
 เพื่อสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา ว  645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืช   สําหรับนักเรยีนชั้นมัธยมศึกษาปที่  6  โรงเรียนวดันอยนพคุณ  กรุงเทพมหานคร 

 
3.  ขอบเขตของการสรางเอกสารประกอบการเรยีน 
 

 เอกสารประกอบการเรียนทีส่รางขึ้นใชประกอบการเรยีนรายวิชา  ว  645  หลักการ
เบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช    สําหรับชั้นมัธยมศึกษาปที ่ 6   กําหนดหนวยการเรียน  1  
หนวยกิต  เวลาเรียน  40  ช่ัวโมงตอภาคเรียน  ประกอบดวยเนื้อหา  5  บท  คือ  บทนํา  อุปกรณและ
เครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเยือ่พืช  การเตรยีมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื   วิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   
และการยายพชืเพาะเลี้ยงลงปลูก  โดยมีบทปฏิบัติการ  10  บท  ที่สอดคลองกับเนื้อหา   
 

4.  การดําเนินการสรางเอกสารประกอบการเรียน 
 ในการสรางเอกสารประกอบการเรียน  ผูศึกษามีแหลงที่มาของขอมูล  วิธีการศึกษา
และรวบรวมขอมูล  และขั้นตอนการสรางเอกสารประกอบการเรียน  ดังตอไปนี ้
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 4.1  แหลงท่ีมาของขอมูล  การสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว 645  หลักการ
เบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช   สําหรับนักเรยีนชัน้มัธยมศึกษาปที่  6  โรงเรียนวัดนอยนพคณุ  
กรุงเทพมหานคร   มีแหลงที่มาของขอมูลในการดําเนนิการเขียนเอกสาร ดังนี้    

4.1.1  พระราชบัญญัติการศึกษาแหงชาต ิพ.ศ. 2542 และที่แกไขเพิ่มเติม (ฉบับท่ี 2) 

พ.ศ.2545   ไดกําหนดไวเปนกฎหมายในมาตรา 8(3),  22,  23(2,  5),  24(1-6) และ  26-28 กลาวโดย
สรุปดังนี ้ การพัฒนาสาระและกระบวนการเรียนรูใหเปนไปอยางตอเนื่อง สอดคลองกบัความตองการ
ของผูเรียนดวยความรู   ทักษะกระบวนการดานวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี โดยมวีิธีการเรียนรู
หลากหลาย   ผูเรียนไดฝกปฏิบัติจริง  ความรูความเขาใจและประสบการณที่ไดรับใชเปนแนวทาง
ในการศึกษาตอ การดํารงชีวติ และประกอบอาชีพได ดังนั้นการจดัการศึกษาตองยดึหลักวาผูเรียน
ทุกคนมีความสามารถเรียนรูได และถือวาผูเรียนมีความสําคัญที่สุด กระบวนการจัดการศึกษาตอง
สงเสริมใหผูเรียนสามารถพัฒนาตามธรรมชาติเต็มศักยภาพ  ใหคณะกรรมการการศึกษาขั้นพืน้ฐาน
กําหนดหลักสตูรแกนกลางการศึกษาขั้นพืน้ฐานเพื่อความเปนพลเมืองที่ดีของชาติ   การดํารงชีวิต   
และการประกอบอาชีพ  ตลอดจนเพื่อการศึกษาตอ  ใหสถานศึกษาขั้นพื้นฐานมีหนาที่จัดทําสาระ
ของหลักสูตรตามวัตถุประสงคในวรรคหนึ่งในสวนที่เกีย่วกับสภาพปญหาในชุมชนและสังคม    
ภูมิปญญาทองถ่ิน  คุณลักษณะอันพึงประสงคเพื่อเปนสมาชิกที่ดีของครอบครัว   ชุมชน   สังคม   
และประเทศชาติ  (สํานักงานคณะกรรมการการศึกษาแหงชาต ิ 2545  : 6 ,13-16 ) 

4.1.2  หลักสูตรการศึกษาขั้นพื้นฐาน  พุทธศักราช  2544   มีหลักการ   จุดหมาย
ทางการศกึษา  และมาตรฐานการเรียนรูซ่ึงในหลกัสูตรกําหนดไวเฉพาะมาตรฐานการเรียนรูที่จาํเปน
สําหรับการพัฒนาคุณภาพผูเรียนทุกคนเทานั้น   สําหรับมาตรฐานการเรียนรูที่สอดคลองกับสภาพ
ปญหาในชุมชนและสังคม  ภูมิปญญาทองถ่ิน คุณลักษณะที่พึงประสงค เปนสมาชกิที่ดขีองครอบครวั  
ชุมชน  สังคม  และประเทศชาติ    ตลอดจนมาตรฐานการเรียนรูที่เขมมากขึ้นตามความสามารถ   
ความถนัด  และความสนใจของผูเรียนใหสถานศึกษาพัฒนาเพิ่มเติมได  สถานศึกษาจงึตองจัด
การศึกษา  สวนที่เปนสาระการเรียนรูเพิ่มเติม  มีหนวยการเรียนรูรายวชิาใหม ๆ  และรายวชิาที่มี
ความเขมอยางหลากหลาย  เพื่อใหผูเรียนไดเลือกเรียนตามความถนัด  ความสนใจ  ความตองการ
ความแตกตางระหวางบุคคล   และจัดทํามาตรฐานการเรียนรูของสาระการเรียนรูหรือรายวิชานั้น ๆ 
ดวย   สําหรับในชวงชัน้ที ่4 (ม.4-6)  หลักสูตรเปนการมุงเนนการศกึษา  เพิ่มพนูความรูและทักษะ
เฉพาะดาน   โดยมุงปลูกฝง  ความรูความสามารถ  และทักษะในวิทยาการและเทคโนโลยี  เพื่อให
เกิดความคดิริเริ่มสรางสรรค  นําไปใชใหเกดิประโยชนตอการศึกษาตอและประกอบอาชีพ  มุงมั่น
ที่จะพัฒนาตนและประเทศชาติตามบทบาทของตน  สามารถเปนผูนําและผูใหบริการชุมชนในดาน
ตาง ๆ ได  
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4.1.3  เอกสารหลักสูตรสถานศึกษาขั้นพื้นฐาน พ.ศ. 2545 ของโรงเรียนวดันอยนพคุณ 
โดยในหลักสตูรสถานศึกษาในชวงชัน้ที ่ 4  มีจุดหมายคือ  เปนหลักสูตรที่มีความยืดหยุนในการจัด
แผนการเรียนรู ที่ตอบสนองความสามารถ ความถนัด ความสนใจของผูเรียนแตละคนทั้งดาน
วิชาการและวชิาชีพ    และจดัทําสาระการเรียนรูเพิ่มเติมรายวิชา  ว 645  หลักการเบือ้งตนในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   สําหรับนักเรียนชั้นมัธยมศึกษาปที่  6  ในกลุมสาระการเรียนรูวิทยาศาสตร  
ซ่ึงมีผลการเรียนรูที่คาดหวัง   และคําอธิบายรายวิชา ดังนี ้คือ 

1)  ผลการเรียนรูที่คาดหวัง  
(1)  อธิบายความหมายของการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชในสภาพปลอดเชื้อได   
(2)  บอกประโยชนของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได   
(3)  อธิบายหลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได  
(4)  อธิบายขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืได 
(5)  บอกความเปนมาของการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชได 
(6)  อธิบายลักษณะของหองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได 
(7)  บอกอุปกรณและอธิบายเกีย่วกับการใชอุปกรณที่เกีย่วของกับการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได 
(8)  จัดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได 
(9)  ใชอุปกรณและเครื่องมอืในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืในสภาพปลอด

เชื้อได 
(10)  บอกเทคนิควิธีการทํางานในสภาพปลอดเชื้อและปฏิบัติได 
(11)  บอกวิธีการเตรยีมอาหารสังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและ

ปฏิบัติได 
(12)  บอกวิธีเตรียมอาหารขนและปฏิบัติได 
(13)  บอกวิธีเตรียมสารควบคุมการเจริญเตบิโตและปฏิบัตไิด 
(14)  เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได 
(15)  อธิบายขั้นตอนการทําเทคนิคปลอดเชื้อได 
(16)  บอกวิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชแบบตาง ๆ ได 
(17)  บอกวิธีเลือกชิ้นสวนทีน่ําไปใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืและปฏิบัติได 
(18)  บอกวิธีเลือกชนิดของเนื้อเยื่อพืช วัสดุ  อุปกรณในสภาพปลอดเชือ้ 

และปฏิบัติได 
(19)  ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชตามขัน้ตอนได 
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(20)  บอกวิธีการฟอกฆาเชื้อจุลินทรียจากชิน้สวนพืชและปฏิบัติได 
(21)  บอกวิธีการยายเนื้อเยื่อพืชเพื่อเพิ่มจํานวนตนและปฏิบัติได 
(22)  บอกขั้นตอนการยายตนพืช และนําตนพืชเพาะเลี้ยงลงปลูกได 
(23)  บอกวิธีการยายตนพชืออกเล้ียงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาตแิละ 

ปฏิบัติได 
2)  คําอธิบายรายวิชา  มีการกําหนดให  ศึกษา และอธิบายความรู  วิธีการเกีย่วกับ 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพชื  ฝกปฏิบัติการเกีย่วกบัการใชอุปกรณเครื่องมือ  เทคนิคการทาํงานในสภาพ
ปลอดเชื้อ การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและสารควบคุมการเจริญเติบโต การเลือกเนื้อเยื่อพืช
สําหรับเพาะเลีย้ง  การฟอกฆาเชื้อ  และการขยายเพิ่มจํานวน   (โรงเรียนวดันอยนพคณุ 2545 : 14) 

4.1.4  เอกสาร/ หนังสือ/ การฝกอบรม/ การศึกษาจากแหลงวิทยาการเกี่ยวกับเร่ือง

พืชและการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   ผูศึกษาไดศึกษาขอมูลจากแหลงตางๆ ดังนี้ 
1)  เอกสารและหนังสือ   ศึกษาขอมูลเกี่ยวกับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชจาก

เอกสารและหนังสือ  จํานวน 14 เลม ไดแก 
(1)  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืเพื่อการเกษตร 
(2)  หลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
(3)  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
(4)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชข้ันพืน้ฐาน 
(5)  หนังสือเรียนวิชาชีววิทยา ว 046 หลักการเบื้องตนในการเพาะเลีย้ง

เนื้อเยื่อพืช 
(6)  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื 
(7)  “เซลล เนื้อเยื่อ และระบบเนื้อเยื่อ” ในประมวลสาระชุดวิชาพฤกษศาสตร 

ขั้นสูงสําหรับครู หนวยที ่1 
(8)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช 
(9)  เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
(10)  การขยายพันธุพืช 
(11)  การเพาะเมล็ดและการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม 
(12)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อกลวยไม 
(13)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อกับการบรูณาการกับวิชาชีววิทยา        
(14)  “เทคโนโลยีชีวภาพของพืช” ในประมวลสาระชุดวชิาพฤกษศาสตร

ขั้นสูงสําหรับครู หนวยที ่15 
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2)  การฝกอบรม   ผูศึกษาไดเขารับการฝกอบรมเชิงปฏิบัติการเกี่ยวกบัการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   ทําใหไดรับความรูความเขาใจเทคนิคในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในสภาพ
ปลอดเชื้อเพิ่มมากขึ้น  และทําใหเกดิความมั่นใจในการนําไปถายทอดตอใหกับผูเรียนยิ่งขึ้น การเขา
รับการฝกอบรมมี  2  ครั้ง ดังนี้คือ 

(1)  การอบรมเชิงปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ณ ศูนยชีววิทยา กรม
สามัญศึกษา โรงเรียนเทพศิรินทร  กรุงเทพมหานคร  เมื่อวันที ่ 18-20  กรกฎาคม  2544 

(2)  การอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่องเทคนิคเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม  ณ  
คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยรังสิต  จังหวัดปทุมธานี  เมื่อวันที่  22  กุมภาพันธ  2546 

3)  การศึกษาจากแหลงวิทยาการ  ผูศึกษาไดศึกษาความรูจากสถาน
ประกอบการ ที่มีการผลิตเนือ้เยือ่พืชจํานวนมาก สงจําหนายผูประกอบการสวนกลวยไมตัดดอกสง
ตางประเทศทาํใหเขาใจถึงการประยกุตสรางหองปฏิบัติการอยางงาย  การเตรยีมอาหาร  และการ
ดัดแปลงอปุกรณที่หาไดงายจากวัสดุเหลือใช    หรือส่ิงที่มีในครัวเรือนมาดัดแปลงใชทําใหลด
คาใชจายในการจัดซื้ออุปกรณเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชที่มีราคาแพงมาใช 

4.1.5  เอกสารเก่ียวกับเร่ืองเอกสารประกอบการเรียน ไดแก  
1)  การวจิัยเชงิพัฒนาระดับโรงเรียน (กระทรวงศึกษาธิการ  2536 : 60)   

และรายงานการใช  และพัฒนาเอกสารประกอบการเรยีนการสอนและแผนการสอนที่ใชเอกสาร
ประกอบการสอนวิชาการผสมดินปลูก (ช 0155) ช้ันมัธยมศึกษาปที ่5 (อรรณพ  ตัญู  ม.ป.ป. : 6) 
โดยศึกษาเกีย่วกับเอกสารประกอบการเรียน  ซ่ึงไดขอมูลเกี่ยวกับความหมายของเอกสาร
ประกอบการเรียนวาหมายถงึ เอกสารทางวิชาการที่อางอิงจากหลักวิชาการที่เชื่อถือไดเพื่อใช
ประกอบการเรียนการสอน  ใหผูเรียนไดศกึษาคนควาในเรื่องใดเรื่องหนึ่ง   ผูเรียนอาจใชประกอบ
คําอธิบายของผูสอน  หรือใชสําหรับทํากิจกรรมทายบทเรียนและใชเปนการบาน   ชวยใหวิชาที่
เรียนยากเปนเรียนงายขึ้นสําหรับผูเรียน  มีหลักการสรางโดยจัดลําดับประสบการณเปนขั้นตอน
จากงายไปหายากลักษณะทางเทคนิคประกอบดวย คํานํา  หนวยตางๆแตละหนวยกลาวถึง  
จุดประสงค ประสบการณการเรียนรู (เนื้อหา)  กิจกรรมคิดวิเคราะห  สรุปทายหนวยและแบบฝกหัด 

2)  การเขียน  (สุทธิวงศ  พงศไพบูลย 2522 อางถึงในอรรณพ  ตัญู  ม.ป.ป. 
: 8-9)  ขอมูลที่ไดคือ  สวนประกอบของเอกสารทางวิชาการซึ่งไดแก   

(1)  สวนนําเรือ่ง  ไดแก  ปกนอก  ปกใน  คํานํา  สารบัญ 
(2)  สวนเนื้อเร่ือง  ไดแก  บทนํา  เนื้อเร่ือง  บทสรุป 
(3)  สวนทายเรื่อง  ไดแก  บรรณานุกรม  ภาคผนวก  อภิธานศัพท  

ดรรชนี  
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3)  “รายงานการพัฒนาการเรียนการสอนโดยใชเอกสารประกอบการเรียน 
เพื่อพฒันาทกัษะการฟง พดู อาน และเขียน  วชิาภาษาไทย (ท 503) ช้ันมธัยมศกึษาปที่ 5” ในวารสาร
การวิจยัทางการศึกษาฉบับเดอืนเมษายน-ธันวาคม 2538   (พูนทรัพย  เจริญสุข   2538 : 80)  ขอมูล 
ที่ได  คือ  รูปแบบ  และสวนประกอบของเอกสาร  วา ในแตละหนวยประกอบดวย สารบัญ 
สาระสําคัญ  จดุประสงคนําทาง  ทบทวนหลักเกณฑความรู  ตัวอยาง แบบฝกหัด ใบงาน เฉลย 
ภาคผนวก   และบรรณานุกรม 

4)  รายงานการใชและพัฒนาเอกสารประกอบการเรียนการสอนและแผน 
การสอนที่ใชเอกสารประกอบการเรียนการสอนวิชาการผสมดินปลูก (ช 0155)ช้ันมัธยมศึกษาปที ่5 
(อรรณพ  ตัญู  ม.ป.ป.  : 12)  สวนประกอบในแตละบทเรียนมีดังนี ้ สาระสําคัญ  ผลการเรียนรู   
จุดประสงคนําทาง  เนื้อหา  กิจกรรมการเรยีน  ส่ือการเรียน  และประเมินผล 
 4.2  วิธีการศึกษาและรวบรวมขอมูล   การสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา   
ว 645 หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  มีวิธีการศึกษาและรวบรวมขอมลู  ดังนี้ 

4.2.1  ศึกษาพระราชบัญญัติการศึกษาแหงชาติ  พ.ศ. 2542 และที่แกไขเพิ่มเติม  
(ฉบับที่ 2) พ.ศ.2545 

4.2.2  ศึกษาหลักสูตรการศึกษาขั้นพื้นฐาน  พุทธศักราช  2544  
4.2.3  ศึกษาคาํอธิบายรายวชิา ว 645 หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  

และผลการเรียนรูที่คาดหวัง  จากหลักสูตรสถานศึกษาขั้นพื้นฐาน โรงเรียนวดันอยนพคุณ  เพื่อให
ทราบขอบเขตของนื้อหา   สําหรับเปนแนวทางในการกําหนดหนวยการเรียนรู    เนื้อหา    ผลการ
เรียนรูที่คาดหวัง   และการจดักิจกรรมการเรียนการสอน   

4.2.4  ศึกษาเอกสาร/หนังสือ/ขอมูลจากการฝกอบรม/ขอมูลจากการศึกษาจาก
แหลงวิทยาการ  วิเคราะหเนือ้หา  เอกสาร  ตํารา  และหนงัสือเรียนเกีย่วกับเรื่องพืชและการ
เพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชและขอมูลจากการเขารับการอบรมเพื่อนําเนื้อหาท่ีเกีย่วของมาใชในการเขยีน
เอกสารประกอบการเรียนรายวิชา ว 645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ตามขอบเขต
ของเนื้อหาในคําอธิบายรายวิชาที่หลักสูตรสถานศึกษากาํหนด 

4.2.5  ศึกษาวิธีการเขียนเอกสารประกอบการเรียน  โดยศกึษาเกีย่วกบัสวนประกอบ
ของเอกสารประกอบการเรียน  เพื่อนํามาใชเปนแนวทางในการจดัทํารูปแบบของเอกสาร
ประกอบการเรียนที่สรางขึ้น 
 4.3  ขั้นตอนการสรางเอกสารประกอบการเรียน  จากการศึกษาแนวทางในการเขยีน
เอกสารประกอบการเรียนดงักลาวขางตน  ผูศึกษาไดดําเนินการเขยีนเอกสารประกอบการเรียนตาม
ขั้นตอนดังนี ้
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4.3.1  การกําหนดโครงสราง  โดยนําเนื้อหาที่รวบรวมจากแหลงขอมูลตางๆ  ตาม
ขอบเขตที่ระบไุวในคําอธิบายรายวิชามาจัดแบงเปนบท โดยมีการเรยีงลําดับตามลกัษณะของเนื้อหาที่
ตองการเรียนรูกอนหลัง  และเนื้อหาของแตละบทเรียนจะมีความสัมพนัธเชื่อมโยงกนัโดยตลอด   
มีการอางอิงแหลงที่มาของขอมูล  มีการกําหนดผลการเรยีนรูที่คาดหวัง    กําหนดแผนกิจกรรม   
กําหนดบทปฏบิัติการสําหรับเนื้อหาแตละบท ดังตารางที ่1.1 แสดงขอบขายเนื้อหาแตละบท  ผลการ
เรียนรูที่คาดหวัง  และเวลาทีใ่ชในการศึกษาแตละบทโดยประมาณ  
 
ตารางที่ 1.1  แสดงขอบขายเนื้อหาแตละบท  ผลการเรียนรูที่คาดหวังและเวลาทีใ่ชโดยประมาณ 
 

ลําดับ
เนื้อหา 

เนื้อหา เนื้อหายอย ผลการเรียนรูที่คาดหวัง เวลา 
(คาบ) 

บทที่ 1 บทนํา -ความหมายของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 
-ประโยชนของการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืช 
-หลักการในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 
-ขั้นตอนการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 
-ประวัติความเปนมาของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

-อธิบายความหมายของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในสภาพ
ปลอดเชื้อได   
-บอกประโยชนของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได   
-อธิบายหลักการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชได  
-อธิบายขั้นตอนการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชได 
-บอกความเปนมาของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได 

4 

บทที่ 2 การเตรียมการ
ในการ
เพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 

-หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 
-อุปกรณและเครื่องมือที่ใช
ในหองยายเนือ้เยื่อพืช   หอง
เล้ียงเนื้อเยื่อพชื เรือนเพาะชาํ 

-อธิบายลักษณะของ
หองปฏิบัตกิารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ
พืชได 
-บอกอุปกรณและอธิบาย
เกี่ยวกับการใชอุปกรณที่
เกี่ยวของกับการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืชได 

6 
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ตารางที่  1.1 (ตอ) 
 

ลําดับ
เนื้อหา 

เนื้อหา เนื้อหายอย ผลการเรียนรูที่คาดหวัง เวลา 
(คาบ) 

  -สภาพแวดลอมที่เหมาะสม
ตอการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
-บทปฏิบัติการที่ 1 อุปกรณ
และเครื่องมือในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
-บทปฏิบัติการที่ 2  เทคนิค
การทํางานในสภาพปลอด
เชื้อในหองปฏิบัติการ 

-จัดสภาพแวดลอมที่เหมาะสม
ตอการเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พืชได 
-ใชอุปกรณและเครื่องมือในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในสภาพ
ปลอดเชื้อได 
-บอกเทคนคิวธีิการทํางานใน
สภาพปลอดเชือ้และปฏิบัตไิด 

 

บทที่ 3 การเตรียม
อาหาร
เพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 

-อาหารวิทยาศาสตรสําหรับ
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  
สูตรอาหาร 
-บทปฏิบัติการที่ 3 การเตรียม
อาหารขน 
-บทปฏิบัติการที่ 4 การเตรียม
สารควบคุมการเจริญเติบโต 
-บทปฏิบัติการที่ 5 การเตรียม
อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 

-บอกวิธีการเตรียมอาหาร
สังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชและปฏิบัติได 
-บอกวิธีการเตรียมอาหารขน
และปฏิบัติได 
-บอกวิธีการเตรียมสารควบคุม
การเจริญเติบโตและปฏิบัติได 
-เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชได 

10 

บทที่ 4 วิธีการ
เพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 

- เทคนิคปลอดเชื้อ  
 
-ชนิดของการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 
-การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช การ
เพิ่มปริมาณ การชักนําตน 
และราก  

-อธิบายขั้นตอนการทําเทคนคิ
ปลอดเชื้อได 
-บอกวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
แบบตาง ๆ พชืได 
-บอกวิธีเลือกชิ้นสวนที่
นําไปใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื
และปฏิบัติได 
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ตารางที่  1.1 (ตอ) 
 

ลําดับ
เนื้อหา 

เนื้อหา เนื้อหายอย ผลการเรียนรูที่คาดหวัง เวลา 
(คาบ) 

  -บทปฏิบัติการที่ 6 การเลือก
เนื้อเยื่อพืชในการเพาะเลีย้ง
เนื้อเยื่อพืช 
-บทปฏิบัติการที่ 7 การ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
-บทปฏิบัติการที่ 8 การฟอก
ฆาเชื้อ 
 
-บทปฏิบัติการที่ 9 การขยาย
เพิ่มจํานวน 
-ตัวอยางการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช 

-บอกวิธีเลือกชนิดของเนื้อเยื่อ
พืช วัสด ุ อุปกรณในสภาพ
ปลอดเชื้อและปฏิบัติได 
-ปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชตามขั้นตอนได 
-บอกวิธีการฟอกฆาเชื้อ 
จุลินทรียจากชิน้สวนพืชและ
ปฏิบัติได 
-บอกวิธีการยายเนื้อเยื่อพืชเพื่อ
เพิ่มจํานวนตนและปฏิบัติได 
 

 

บทที่ 5 การยายตนพืช
เพาะเลี้ยงออก
ปลูก 

 

-การปรับสภาพตนพืช  และ 
ขั้นตอนการยายตนพืชออก
ปลูก 
-บทปฏิบัติการที่ 10 การยาย
ตนออกปลูก 

-บอกขั้นตอนการยายตนพืช 
และนําตนพืชเพาะเลี้ยงลงปลูก
ได 
-บอกวิธีการยายตนพืชออก
เล้ียงในสภาพแวดลอมตาม
ธรรมชาติและปฏิบัติได 

10 

 
4.3.2  การรางตนแบบเอกสารประกอบการเรียน   ในการรางตนแบบเอกสาร

ประกอบการเรียน  ผูศึกษาไดกําหนดรูปแบบการเขียนและสวนประกอบของเอกสาร  ดังนี้ 
1)  รูปแบบการเขียน  ไดจัดเรียงเนื้อหาของเอกสารโดยการแบงเนื้อหาเปน

บทและแตละบทเรียนมีเนื้อหาสัมพันธเชือ่มโยงกันโดยตลอด  มีการอางอิงถึงแหลงที่มาของขอมูล 
ในการจดัรูปแบบเอกสาร จะยึดความถูกตองตามหลักวิชาการเปนสําคัญ 
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2)  สวนประกอบของเอกสาร   ไดกําหนดสวนประกอบของเอกสาร
ประกอบการเรียน  ดังนี้ 

(1)  สวนนําเรือ่ง  ไดแก  ปกนอก  ปกใน  คํานํา  สารบัญ 
(2)  สวนเนื้อเร่ือง ไดแก  ผลการเรียนรูทีค่าดหวัง สาระเนื้อเร่ือง   

บทปฏิบัติการ 
(3)  สวนทายเรื่อง ไดแก  ภาคผนวก  อภิธานศัพท  บรรณานุกรม 

3)  การใชภาษา   การสื่อสารดวยภาษา  โดยเฉพาะภาษาเขียนที่ใชใน
เอกสารประกอบการเรียนเปนสิ่งสําคัญ  เพราะมีผลใหผูนาํเอกสารไปศึกษา  ทําความเขาใจใหเกิด
ความรู และการปฏิบัติที่ถูกตอง  ดังนั้น  จึงตองใชภาษาใหถูกตองตามหลักภาษาไทย   มีการ
เรียงลําดับขอความใหอานเขาใจงาย  ใชภาษาเขียนไมซับซอน  แตละวรรคตอนเชื่อมโยงสัมพันธ
กัน 

4.3.3  การตรวจสอบรางตนแบบเอกสาร  นํารางตนแบบเอกสารเสนอใหอาจารยที่
ปรึกษาตรวจแลวปรับปรุงแกไขตามขอเสนอแนะ  นําเอกสารที่แกไขตามขอเสนอแนะของอาจารย
ที่ปรึกษาไปใหผูทรงคณุวฒุติรวจพจิารณา  แลวนํามาปรบัปรุงแกไขตามขอเสนอแนะของ
ผูทรงคุณวุฒ ิ

4.3.4  การตรวจสอบคุณภาพของเอกสาร   นําเอกสารประกอบการเรยีนที่แกไข
แลวไปใหผูทรงคุณวุฒิประเมนิ  โดยใชแบบประเมนิเอกสารประกอบการเรียนรายวชิา ว 645 หลักการ
เบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  สําหรับนักเรียนชัน้มัธยมศึกษาปที่ 6  โรงเรียนวัดนอยนพคณุ  
กรุงเทพมหานคร  (ภาคผนวก ค) 

จากที่กลาวมา  สามารถสรุปขั้นตอนการสรางเอกสารประกอบการเรยีน
รายวิชา ว  645  หลักเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืได  ดังภาพที ่1 
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รางตนแบบเอกสาร 
บทปฏิบัติการ 

เอกสารประกอบการเรียน 

ปรับปรุงแกไข 

นําเสนอผูทรงคุณวุฒิตรวจ 
พิจารณาเอกสาร 

ปรับปรุงแกไข 
ทําตนฉบับสมบูรณ 

ใหอาจารยที่ปรึกษาตรวจพิจารณา 

นําเสนอผูทรงคุณวุฒิเพื่อประเมิน 
คุณภาพเอกสาร 

กําหนดผลการเรียนรูที่คาดหวัง 
เนื้อหา  กิจกรรม  คาบเวลาเรียน 

วิเคราะหหลักสูตรและศึกษา 
เอกสารที่เกี่ยวของ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิเคราะหผล  
 

รายงานผล  
 

ภาพที่ 1.1  แสดงกระบวนการสรางเอกสารประกอบการเรียน 
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5.  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการสรางเอกสารประกอบเรียนครั้งนี ้ มีดังนี ้
 5.1  ไดเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา ว 645 หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช สําหรับนักเรยีนชัน้มัธยมศึกษาปที่ 6 โรงเรียนวัดนอยนพคณุ กรุงเทพมหานคร 
 5.2   เปนแนวทางในการเขยีนเอกสารประกอบการเรียนรายวิชาวิทยาศาสตร 
อ่ืน ๆ ตอไป 
 5.3  เปนแนวทางใหครูผูสอน  จัดกจิกรรมและประสบการณสําหรับนกัเรียนใหบรรลุ
ตามผลการเรียนรูที่คาดหวัง 
 5.4  ชวยสรางแรงจูงใจ ใหนกัเรียนมีความสนใจใครรูและศึกษาคนควาเพิ่มเติม 
 5.5  ชวยใหนกัเรียนบรรลุผลการเรียนรูทีค่าดหวัง   ผลสัมฤทธิ์ทางการเรียนสูงขึ้นทัง้
ทางทฤษฎีและปฏิบัติ 
 



บทที่ 2 

เนื้อหา 
 
 

 เอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว 645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   
สําหรับชั้นมัธยมศึกษาปที ่6  หนวยการเรยีน 1 หนวยกิต  เวลาเรียน 40 ช่ัวโมง ตอ ภาคเรียน  โดยมี
เนื้อหา  5  บท  และบทปฏิบัติการ  10  บท ดังนี ้
 บทท่ี 1  บทนํา  ประกอบดวย ความหมายของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  ประโยชนของ
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  หลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   
ประวัติความเปนมาของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 บทท่ี 2  การเตรียมการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวย  หองปฏิบัติการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  อุปกรณและเครื่องมอื  หองยายเนือ้เยื่อพืช  หองเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื   เรือนเพาะชํา  
สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  การปฏิบัติตนกอนและขณะทาํงานในสภาพ
ปลอดเชื้อ 
 บทปฏิบัติการที่ 1  อุปกรณและเครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 บทปฏิบัติการที่ 2  เทคนิคการทํางานในสภาพปลอดเชื้อในหองปฏิบัติการ 
 บทท่ี 3  ธาตุอาหารที่จําเปนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ประกอบดวย สูตรอาหาร
วิทยาศาสตรสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ขั้นตอนการเตรียมอาหารสูตรอาหารดัดแปลง 
 บทปฏิบัติการที่ 3  การเตรียมอาหารเขมขน 
 บทปฏิบัติการที่ 4  การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 บทปฏิบัติการที่ 5  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื 
 บทท่ี 4  วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชและเทคนิคปลอดเชื้อ  ประกอบดวย  ชนิดของการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  การเจริญเติบโตและพัฒนาการของเนื้อเยื่อพืช สวนของพืชที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   หลักเกณฑการคัดเลือกเนื้อเยื่อ   การฟอกฆาเชื้อ   การเพิ่มปริมาณแคลลัส
หรือตน  การชักนํารากพืช 
 บทปฏิบัติการที่ 6  การเลือกเนื้อเยื่อพืชในการเพาะเลี้ยง 
 บทปฏิบัติการที่ 7  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื 
 บทปฏิบัติการที่ 8  การฟอกฆาเชื้อ 
 บทปฏิบัติการที่ 9  การขยายเพิ่มจํานวนตน 
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 บทท่ี 5  การยายตนพชืเพาะเลี้ยงลงปลูก ประกอบดวย การปรับสภาพตนออน ขั้นตอน
การยายตนพืชออกปลูก 
 บทปฏิบัติการที่ 10  การยายตนออกปลูก 
 สําหรับเนื้อหาและบทปฏิบัติการ ฉบับสมบูรณ  ดังภาคผนวก  ข 
 



บทที่  3 

สรุปการสรางเอกสารและขอเสนอแนะ 
 
 

 เอกสารที่จัดทาํขึ้นเปนสื่อการเรียนการสอนประเภทเอกสารประกอบการเรียนรายวชิา       
ว  645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  สําหรับนักเรยีนชัน้มัธยมศึกษาปที่  6  เพื่อให
ผูเรียนไดรับความรู ประสบการณในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ใชเปนเอกสารศึกษาคนควา
ประกอบการเรียนเฉพาะเรื่อง   ซ่ึงการเรียบเรียงเนื้อหามลัีกษณะเชิงวิชาการและปฏิบตัิการที่
สอดคลองกับความถนัด  และความสนใจของผูเรียน  มีการจัดการเรียนรูที่สอดคลองกับหลักสูตร
แกนกลาง ซ่ึงมีสรุปการสรางเอกสารและขอเสนอแนะ ดังนี ้ 

 
1.  สรุปการสรางเอกสาร 
 

 การสรางเอกสารประกอบการเรียนฉบับนี ้  มีวัตถุประสงค   วิธีการศึกษา   ขั้นตอน
การสรางเอกสาร  และผลการสรางเอกสารประกอบการเรียน  ดังนี้ 
 1.1  วัตถุประสงค 

เพื่อสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว  645  หลักการเบื้องตนในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สําหรับนักเรียนชั้นมัธยมศึกษาปที่ 6   โรงเรียนวัดนอยนพคณุ  
กรุงเทพมหานคร   
 1.2  วิธีการศึกษา 

ศึกษาเอกสารที่เกี่ยวของ  ไดแก  พระราชบัญญัติการศึกษาแหงชาติ   พ.ศ. 2542   
และที่แกไขเพิม่เติม  (ฉบับที่  2)  พ.ศ.2545  หลักสูตรการศึกษาขั้นพืน้ฐาน   พุทธศักราช   2544   
คําอธิบายรายวิชา ว 645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื   และผลการเรียนรูที่คาดหวัง  
จากหลักสูตรสถานศึกษาขั้นพื้นฐาน  ของโรงเรียนวัดนอยนพคณุ เอกสารความรูเกีย่วกับพืชและ
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  ขอมูลจากการอบรมเชิงปฏิบัติการและการศึกษาจากแหลงวทิยาการ  และ
จากเอกสาร/งานวิจยัเกีย่วกบัการสรางเอกสารประกอบการเรียน  เพื่อนําขอมูลมาใชในการกําหนด
รูปแบบของเอกสารประกอบการเรียน  เนือ้หา  บทปฏิบัติการ  และผลการเรียนรูที่คาดหวัง 
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 1.3  ขั้นตอนการสรางเอกสาร 

1.3.1  นําขอมูลจากการศึกษาเอกสารและแหลงการเรียนรูตางๆ  มาวิเคราะหแลว
จัดทํารางตนแบบเอกสารประกอบการเรยีน 

1.3.2  นํารางตนแบบไปใหอาจารยที่ปรึกษาตรวจ และปรบัแกไขตามขอเสนอแนะ 
1.3.3  นํารางตนแบบเอกสารที่ปรับปรุงแกไขตามขอเสนอแนะของอาจารยที่

ปรึกษาไปใหผูทรงคุณวุฒิตรวจ  ซ่ึงผูทรงคุณวุฒิไดใหขอเสนอแนะในการปรับปรุงแกไข  ดังนี้ 
(1)  ดานเนื้อหา  เนื้อหาควรมีความสัมพันธตอเนื่องกัน จุดประสงคทีอ่ยูใน

บทปฏิบัติการกับภาระงานใหสอดคลองกัน  วรรคตอนในการเขียนควรปรับปรุงเพราะอาจจะสื่อ
ความหมายผิด 

(2)  ดานภาษา   ภาษาที่ใชควรเปนภาษาที่งาย ไมควรใชคําฟุมเฟอย  อักขระ
บางตัวควรเขยีนใหถูกตอง แกไขบางจุด  

(3)  ดานการจดัภาพ  ควรขยายภาพใหมีขนาดใหญ และบรรยายภาพเปน
ภาษาไทย 

1.3.4  นําเอกสารที่ปรับแกไขตามขอ  1.3.3  ไปใหผูทรงคณุวุฒิตรวจประเมิน 
คุณภาพ 
 1.4  ผลการสรางเอกสารประกอบการเรียน 

การประเมนิคณุภาพของเอกสารประกอบการเรยีนโดยผูทรงคุณวุฒิทางดานเนื้อหา 
ดานภาษา   และดานการวัดและประเมินผล  3 คน  โดยใชแบบประเมินคุณภาพเอกสาร
ประกอบการเรียนรายวิชา ว 645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  (ภาคผนวก  ค)  
ปรากฏดัง  ตารางที่  3.1 
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ตารางที่  3.1 แสดงผลการประเมินคณุภาพเอกสารประกอบการเรียนโดยผูทรงคุณวุฒ ิ3 คน 
 

ระดับความคิดเห็น 
ลําดับ
ที่ 

ประเด็นขอคําถามในการประเมิน 

ดีม
าก

 

ดี พอ
ใช
 

คว
รป

รับ
ปร

ุง ฐาน 
นิยม 

 ดานเนื้อหา      
1 เนื้อหามีความสัมพันธกับชื่อเร่ือง 2 1   ดีมาก 
2 เนื้อหามีความสัมพันธตอเนือ่งกันเปนลําดบั 1 2   ดี 
3 ความยาวเนื้อหามีความเหมาะสม 1 2   ดี 
4 เนื้อหามีความถูกตองและทนัสมัย 2 1   ดีมาก 
5 เนื้อหาและบทปฏิบัติการมีความสัมพันธกนั 1 1 1  ดี 
5 บทปฏิบัติการเขาใจงาย สามารถปฏิบัติไดจริง 2 1   ดีมาก 
7 เนื้อหาสามารถสรางเสริมความรูแกผูเรยีน 1 2   ดี 
8 เนื้อหาเหมาะสมกับวัยและประสบการณของผูเรียน 2 1   ดีมาก 
9 เนื้อหามีประโยชนตอผูเรียนทั้งในปจจุบนัและอนาคต 1 2   ดี 
 ดานการใชภาษา      
1 การใชภาษามคีวามถูกตองตามหลักภาษาไทย 1 2   ดี 
2 ภาษามีความชดัเจนอานเขาใจงาย 1 2   ดี 
3 ใชภาษาสื่อเนื้อหาสาระ ความคิดและแนวทางปฏิบัติใหผูเรียนได 1 2   ดี 
4 ใชภาษาในการลําดับความถูกตอง 1 2   ดี 
 ดานการจัดภาพประกอบ      

1. ภาพปกสามารถแสดงความสัมพันธกับชื่อเร่ือง 1 2   ดี 
2. ภาพประกอบสัมพันธกับเนือ้เร่ือง 2 1   ดีมาก 
3. ภาพประกอบดูเขาใจงาย ชัดเจน 1 2   ดี 
 ดานการจัดรูปเลม      
1 รูปเลมภายนอกสวยงามดึงดดูความสนใจ 1 2   ดี 
2 หนังสือมีความหนาพอเหมาะสามารถจับถือไดสะดวก 3    ดีมาก 
3 หนังสือสามารถเปดอานไดสะดวก 2 1   ดีมาก 
4 การจัดวางหนาหนังสือและขนาดตัวอักษรมีความพอเหมาะสม  3   ดี 
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จากตารางที ่3.1   ปรากฏวาการประเมินคุณภาพเอกสาร  ทั้ง 4 ดาน คาฐานนิยมอยูใน 
ระดับที่ด ี คือ  ดานเนื้อหา   ดานการใชภาษา  ดานการจดัภาพประกอบ และ ดานการจัดรูปเลม  
 จึงสรุปไดวาในดานคณุภาพ เอกสารประกอบการเรยีน จากการประเมนิของผูทรงคณุวฒุิ 
จัดวาเปนเอกสารประกอบการเรียนที่มีคณุภาพที่ด ี เหมาะที่จะนําไปใชประกอบการเรียนการสอน
ไดเปนอยางด ี
 ในสวนความคดิเห็นทัว่ไป  ผูทรงคุณวุฒิแสดงความคิดเห็น ดังตารางที่ 3.2 

 
ตารางที่ 3.2  แสดงความคิดเห็นทั่วไปของผูทรงคุณวุฒิตอเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา ว 645  

หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

ขอมูลเกี่ยวกับเอกสารประกอบการเรียน จํานวน ฐานนิยม 
เอกสารมีความเหมาะสมในการใชประกอบการเรียนรายวิชา ว 645 
หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สําหรับชั้นมัธยมศึกษาปที่ 6 

  

ไดมาก 2 ไดมาก 
ไดบาง 1  
ไมไดเลย   

เอกสารประกอบการเรียนมีเนื้อหาที่สามารถใหความรู ความเขาใจเกีย่วกับ
หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  

 
 

 
 

ไดมาก 3 ไดมาก 
ไดบาง   
ไมไดเลย   

เมื่อทานไดอานเอกสารประกอบการเรียนเลมนี้แลว ทานคิดวาเทคโนโลยี
ทางดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในปจจบุันนี้เปนอยางไร 

 
 

 
 

นาสนใจ 3 นาสนใจ 
เฉยๆ   
ไมนาสนใจ   

 
 จากตารางที ่3.2  ความคิดเหน็ทั่วๆไป  สรุปไดวา  เอกสารประกอบการเรียนที่สรางขึ้น 
เปนเอกสารทีน่าสนใจ มีเนือ้หาที่สามารถใหความรูแกผูเรียน ในเรื่องหลักการเบื้องตนในการ
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เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  จึงเหมาะสมที่จะใชประกอบการเรียนการสอนสํารับนักเรียนชัน้มัธยมศึกษาป
ที่ 6ไดเปนอยางดี 
 ขอคิดเห็นอื่น ๆ ที่ไดรับจากผูทรงคุณวุฒ ิคือ เปนเอกสารที่จะชวยใหนักเรียนไดศกึษา 
คนควาเพิ่มเตมิ มีความรู เปนประโยชนตอผูเรียนและผูสอนไดเปนอยางด ีมีรูปภาพประกอบชัดเจน
เหมาะสมกับเนื้อหา   และประสบการณของนักเรียน    และเปนเอกสารที่ควรสนับสนุนใหนําไปใช
ในการสอนเพือ่เพิ่มพูนความรู  ประสบการณ  และฝกทักษะกระบวนการทางดานวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีใหแกนกัเรียนระดับชั้นมัธยมศกึษาตอนปลาย 
 1.5  ประโยชนท่ีไดรับจากการสรางเอกสารประกอบการเรียน 

การสรางเอกสารประกอบการสอน  จะเปนประโยชนทั้งตอครูผูสอน และผูเรียน
ดังนี ้

1.5.1  ไดเอกสารประกอบการเรียนรายวิชา ว 645 หลักการเบื้องตนในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช สําหรับนักเรียนชั้นมัธยมศึกษาปที ่6 โรงเรียนวัดนอยนพคณุ กรุงเทพมหานคร 

1.5.2  เปนแนวทางในการเขยีน  เอกสารประกอบการเรียนรายวิชาวิทยาศาสตร 
อ่ืน ๆ ตอไป 

1.5.3  เปนแนวทางใหครูผูสอน  จัดกจิกรรมและประสบการณสําหรับนักเรียนให
บรรลุตามผลการเรียนรูที่คาดหวังทีว่างไว 

1.5.4  ชวยสรางแรงจูงใจ ใหนักเรียนมีความสนใจใครรูและศึกษาคนควาเพิ่มเติม 
1.5.5  ชวยใหนักเรียนบรรลุผลการเรียนรูที่คาดหวัง ผลสัมฤทธิ์ทางการเรียนสูงขึ้น

ทั้งทางทฤษฎีและปฏิบัติ 

 
2.  ขอเสนอแนะ 
 
 2.1  ขอเสนอแนะในการนําผลการศึกษาคนควาไปใช 

2.1.1  ในการจดัทําเอกสารประกอบการเรียน  รายวิชา  ว  645   หลักการเบื้องตน
ในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช   สําหรับนักเรยีนชั้นมัธยมศกึษาปที ่6   โรงเรียนวัดนอยนพคุณ   
กรุงเทพมหานคร  มีขั้นตอนมาก  ตองใชความรูและทกัษะระดับสูง  เพื่อใหเอกสารทีจ่ัดทําขึ้นมี
ความถูกตองตามหลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ดังนั้น  การจัดทําจึงควรไดรับความรวมมือจากหลาย
ฝาย โดยเฉพาะตองมีผูเชี่ยวชาญดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  เพื่อตรวจสอบความถูกตองของเนื้อหา
เอกสารดวย 
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2.1.2  ควรนําเอกสารประกอบการเรียนฉบบันี้ไปทําการทดลองใช  ในการจัดการ
เรียนการสอน  และประเมนิผลสัมฤทธ์ิที่เกิดขึ้นจากการนําเอกสารไปใช โดยผูสอนและผูเรียนกลุม
ทดลอง  หาขอดี ขอควรแกไขปรับปรุง เพื่อหาประสิทธิภาพของงาน และปรับปรุงแกไข ใหเปนสื่อ 
ที่สมบูรณทั้งดานคุณภาพและประสิทธิภาพ 
 2.2  ขอเสนอแนะในการศึกษาคนควาตอไป    

ควรมีการสรางเอกสารประกอบการเรียนรายวิชาอ่ืน  ๆ  ซ่ึงจะทําใหไดส่ือที่มี 
ประสิทธิภาพในการกอใหเกิดองคความรูทั้งในและนอกหองเรียน   เปนการลดปญหาดานเนื้อหา
มากเวลานอย 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

บรรณานุกรม 
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บรรณานุกรม 
 

กระทรวงศกึษาธิการ  (2533)  เอกสารแนะนําหลักสูตร  กรุงเทพมหานคร  กรมวิชาการ  กระทรวง 
 ศึกษาธิการ 
 . (2536)  การวจิัยเชิงพัฒนาระดับโรงเรียน   กรุงเทพมหานคร กรมวิชาการ กระทรวง 
 ศึกษาธิการ 
 . (2545)  หลักสูตรการศึกษาขั้นพื้นฐาน  พทุธศักราช  2544  กรุงเทพมหานคร  
 กรมวิชาการ  กระทรวงศกึษาธิการ 
จิตราพรรณ  พิลึก  (2543)  การเพาะเมล็ดและการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม  กรุงเทพมหานคร 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ณิชกานต  กล่ินกุสุม  (2546)   “เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไม”  ใน เอกสารประกอบการฝก 
 อบรม เร่ือง  เทคนิคการเพาะเลี้ยงกลวยไม  วันที ่ 22  กุมภาพันธ  2546  มหาวิทยาลัย 
 รังสิต  (อัดสําเนา) 
นันทิยา  วรรธนะภตู ิ (2542)  การขยายพนัธุพืช  พิมพคร้ังที่ 3  กรุงเทพมหานคร  โอเดียนสโตร 
นิตยศรี  แสงเดือน  และสัมพันธ  คัมภิรานนท  (2538) “เทคโนโลยีชีวภาพของพืช”  ใน  ประมวล  
 สาระชุด วิชาพฤกษศาสตรขั้นสูงสําหรับครู  หนวยที ่ 15  หนา  302-341  นนทบุรี   
 มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช   สาขาวิชาศึกษาศาสตร 
บุญยืน  กิจวิจารณ  (2540)  เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ขอนแกน  มหาวิทยาลัยขอนแกน   
 ภาควิชาชวีวิทยา คณะวิทยาศาสตร 
ประคองศรี  สายทอง  (2545)  “การพัฒนาเอกสารประกอบการเรียนภาษาอังกฤษเกีย่วกับสถานที ่
 ทองเที่ยว สําหรับนักเรียนชัน้ประถมศึกษาปที่ 6 ในจังหวดัประจวบคีรีขันธ”   
 วิทยานพินธศกึษาศาตรมหาบัณฑิต  แขนงวิชาหลักสูตรและการสอน  สาขาวิชา 
 ศึกษาศาสตร  มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 
ประนอม  จันทรโณทัย  (2544)  อนุกรมวธิานพืช  ภาควชิาชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร   
 มหาวิทยาลัยขอนแกน 
ประศาสตร  เกื้อมณ ี (2536)  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  กรุงเทพมหานคร  โอเดียนสโตร 
ปราณี  สังขะตะวรรธน   (2537)  “เซลล  เนื้อเยื่อ  และระบบเนื้อเยื่อ”  ใน  ประมวลสาระชุดวิชา 
 พฤกษศาสตรขั้นสูงสําหรับครู  หนวยที่ 1  หนา  2-87   นนทบุรี   มหาวิทยาลัยสุโขทยั 
 ธรรมาธิราช  สาขาวิชาศึกษาศาสตร 
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พูนทรัพย  เจรญิสุข  (2538)  “รายงานการพัฒนาการเรียนการสอนโดยใชเอกสารประกอบการ   
 เรียนเพื่อพัฒนาทักษะการฟง  พูด  อาน  และเขียน วิชาภาษาไทย (ท 503) ชั้นมัธยม 
 ศึกษาปที ่5”  ใน วารสารการวิจัยทางการศกึษา (เมษายน-ธันวาคม  2538)  หนา  78-85 
เพ็ญพรรณ  คําศรีสุข  (2538)  “การสรางประมวลการสอนรายวิชา  ส  072  ทองถ่ินของเรา 2     
 สําหรับชัน้มัธยมศกึษาตอนตน จังหวดัอุบลราชธาน”ี  วิทยานิพนธศึกษาศาตรมหา
บัณฑติ   
 แขนงวิชาหลักสูตรและการสอน  สาขาวิชาศึกษาศาสตร  มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 
มานี  เตื้อสกุล  (2538)  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชเพื่อการเกษตร สงขลา  วิทยาลัยครูสงขลา 
โรงเรียนเทพศริินทร  (2544)  “เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและการบูรณาการกับวิชาชีววิทยา”  ใน     
 เอกสารประกอบการฝกอบรมสัมมนาเชิงปฏิบัติการ  เรื่อง  การปฏิรูปการศึกษา  วันที่   
 18-20  กรกฎาคม  2544  โรงเรียนเทพศิรินทร  (อัดสําเนา) 
โรงเรยีนวดันอยนพคณุ  (2545)  หลักสูตรสถานศกึษาขัน้พื้นฐาน โรงเรียนวดันอยนพคุณ   ฝาย
วิชาการ  
 โรงเรียนวัดนอยนพคณุ  (อัดสําเนา) 
สถาบันวิจัยและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  (2542)  เทคนิคการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่พืชข้ัน 
 พื้นฐาน  นครปฐม  ฝายปฏิบตัิการวิจยัและเรือนปลูกพืชทดลอง  สถาบันวิจยั และ 
 พัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขต
กําแพงแสน 
สถาบันสงเสริมการสอนวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  (ม.ป.ป.)  หนังสือเรียนวิชาชวีวิทยา  ว  046   
 หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  กรุงเทพมหานคร  สถาบันสงเสริมการ 
 สอนวิทยาศาสตร และเทคโนโลยี  (อัดสําเนา) 
สํานักงานคณะกรรมการการศึกษาแหงชาติ (2545) พระราชบัญญัติการศึกษาแหงชาติ พ.ศ. 2542  
 และที่แกไขเพิม่เติม (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2545  สํานักงานคณะกรรมการการศึกษาแหงชาติ  
 สํานักนายกรัฐมนตรี 
สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี  (ม.ป.ป.)  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  กรุงเทพมหานคร   
 ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาต ิ สํานักงานพัฒนาวทิยาศาสตรและ 
 เทคโนโลยี  กระทรวงวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (อัดสําเนา) 
สุทิน  เนียมพลับ  (2525)  เทคนิคการสอนและประสบการณวิชาชีพภาคปฏิบัติ   พมิพคร้ังที่  2     
 ราชบุรี  โรงพิมพวิศวการพมิพ 
อบรม  สินภิบาล  และกุลชรี  องคศิริพร  (2524)  ประสบการณวิชาชีพภาคปฏิบัต ิ1  (คูมือฝกสอน)     
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 กรุงเทพมหานคร  โรงพิมพพีระพัธนา 
อมรา  เล็กเริงสินธุ  (2529)  หลักสูตรและแบบเรียนมัธยมศึกษา   กรุงเทพมหานคร  โรงพิมพ 
 จงเจริญการพมิพ 
อรดี  สหวัชรินทร  (2539)  หลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  กรุงเทพมหานคร  ภาควิชาพืชสวน   
 คณะเกษตรศาสตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
อรรณพ  ตัญู  (ม.ป.ป.)  “รายงานการใชและพัฒนาเอกสารประกอบการเรียนการสอนและ 
 แผนการสอนที่ใชเอกสารประกอบการเรียนการสอนวิชาการผสมดินปลูก  (ช  0155)  
 ช้ันมัธยมศึกษาปที่  5”  (อัดสําเนา) 
อรสา  ปราชญนคร  (2525)  หลักสูตรและแบบเรียนมัธยมศึกษา กรุงเทพมหานคร ไทยวัฒนาพานิช 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 
 

รายช่ือผูทรงคุณวุฒ ิ
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รายชื่อผูทรงคณุวุฒ ิ
 

1.  ผูทรงคุณวฒุิดานเนื้อหา 
 อาจารยประนอม ลีธรรมชโย ตําแหนงอาจารย 3  ระดับ 8   

โรงเรียนราชนนัทาจารย สามเสนวิทยาลยั 2 
เขตบางซื่อ   กรุงเทพมหานคร 
วุฒิการศึกษา  กศ.ม. (การสอนชีววิทยา) 
มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  ประสานมิตร 

2.  ผูทรงคุณวฒุิดานภาษาไทย 
 อาจารยปริศนา  พุทธสุวรรณ ตําแหนงอาจารย 3  ระดับ 8  โรงเรียนหอวงั 

เขตจตุจักร  กรุงเทพมหานคร 
 วุฒิการศึกษา   ศศ.ม. (การสอนภาษาไทย) 

     มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
3.  ผูทรงคุณวฒุิดานการวัดผลและประเมินผล 
 อาจารยบุปผา  อนันตรศิริชัย ผูอํานวยการสํานักงานทะเบยีน   
     มหาวิทยาลัยศรีปทุม     กรุงเทพมหานคร 
     วุฒิการศึกษา   ค.ม. (การวัดและประเมนิผลการศึกษา) 

 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ข 
 

เอกสารประกอบการเรียนรายวิชา  ว 645 
หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช สําหรับนกัเรียนชัน้มัธยมศึกษาปที่ 6 
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เอกสารประกอบการเรียนรายวชิา  ว 645 
หลกัการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พืช 

สําหรับนกัเรียนชั้นมัธยมศกึษาปที่  6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

 
 
 

โดย  พูลสุข   ณัฏฐการณิก 
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คํานํา 
 

 ปจจุบันวิทยาการทางวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีดานการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช   มี
ความเจริญกาวหนาอยางรวดเร็ว  และมีความสําคัญมาก  สามารถนํามาใชเพื่อการพฒันาดาน
การเกษตรไดอยางกวางขวาง  ทําใหผลผลิตพืชมีคุณภาพสูงทั้งในเชิงคณุภาพและปรมิาณ  เปนการ
เพิ่มผลผลิตทางการเกษตรออกสูทองตลาด  เปนการขยายพันธุพืชปลอดโรคจํานวนมาก  เพียงพอ
กับความตองการ  นอกจากประโยชนในดานการไดพืชปลอดโรคแลว  ยังใชประโยชนจาก
เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชในการพัฒนาปรับปรุงพันธุพืชใหมๆ หรือ การเก็บรักษาพนัธุ
รวบรวมพันธุพืช ในหลกัสูตรกลุมสาระการเรียนรูวิทยาศาสตร  ไดใหความสําคัญเกี่ยวกับการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชโดยระบุวา ใหนักเรยีนไดศึกษา  รูจกั  และใชเครื่องมือศึกษาพฒันาการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  ศึกษาวธีิการ  หลักการเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช เทคนิคปลอดเชื้อ  การ
เตรียมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่พืช   ฝกปฏิบัติการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  ดังนั้น  จึงจัดทาํรายวิชา ว 645  
หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  เปนรายวชิาเพิ่มเติมขึ้น  เพื่อใหนักเรยีนมีความเขาใจ  
มีทักษะและนาํความรู ประสบการณเปนพื้นฐานใชในการศึกษาหาความรู  ความชาํนาญตอไป  
และเปนแนวทางประกอบอาชีพได 
 
 

นางพูลสุข   ณัฏฐการณิก 
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สารบัญ 
 

  หนา 
บทที่ 1  บทนํา 34 
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 ประโยชนของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 34 
 หลักการในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช 35 
 ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 36 
 ประวัติความเปนมาของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 37 
บทที่ 2  การเตรียมการในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช 41 
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 สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 46 
 การปฏิบัติตนกอนและขณะทํางานในสภาพปลอดเชื้อ 46 

บทปฏิบัติการที่ 1  อุปกรณและเครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 48 
            บทปฏิบัติการที่ 2  เทคนิคการทํางานในสภาพปลอดเชื้อในหองปฏิบัติการ 50 
บทที่ 3  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 52 
 ธาตุอาหารที่จําเปนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 52 
 สูตรอาหารวิทยาศาสตรสําหรับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 58 
 ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 61 
 สูตรอาหารดัดแปลง 62 
             บทปฏิบัติการที่ 3  การเตรียมอาหารเขมขน 70 
             บทปฏิบัติการที่ 4  การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต 72 
             บทปฏิบัติการที่ 5  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 74 
บทที่ 4  วิธีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 75 
 เทคนิคปลอดเชื้อ 75 
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 ชนิดของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 76 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 
 

ความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช หมายถึง การเพาะเลี้ยงอวยัวะ เนื้อเยื่อ เซลล หรือเซลลที่
ปราศจากผนังเซลล (Protoplast) ดวยอาหารวิทยาศาสตร  หรืออาหารสังเคราะห  ซ่ึงประกอบดวย  
แรธาตุ  น้ําตาล  วิตามิน  และสารควบคุมการเจริญเติบโตในสภาพปลอดเชื้อ  โดยอาศัยคุณสมบัติ
พิเศษของเซลลพืชที่เรียกวา โททิโพเทนซี (Totipotency) 

 
ประโยชนของการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 
 ประศาสตร  เกื้อมณ ี(2536  :  4-6) จําแนกประโยชนของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช
ออกเปน 8 ประการ ดังนี้ 
 1.  การผลิตตนพันธุพืชปริมาณมากในระยะเวลาอันรวดเร็ว 
 2.  การผลิตพืชที่ปราศจากโรค 
 3.  การปรับปรุงพันธุพืช 
 4.  การผลิตพืชพันธุตานทาน 
 5.  การผลิตพันธุทนทาน 
 6.  การผลิตยาหรือสารเคมีจากพืช 
 7.  การศึกษาทางชีวเคมีและสรีรวิทยาของพืช 
 8.  การเก็บรักษาพันธุพืช 
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หลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 
 หลักการสําคัญของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  คือ  ตองใชเทคนิคปลอดเชื้อ  ตัดเอา
ช้ินสวนของพชืที่สะอาด นํามาเลี้ยงในขวดแกวที่บรรจอุาหารวิทยาศาสตรซ่ึงไดผานการนึ่งฆาเชือ้
เรียบรอยแลว เมื่อเซลลช้ินสวนตางๆ ของพืชที่นํามาเลี้ยงไดรับแรธาตุ วิตามิน สารควบคุมการ
เจริญเติบโตและน้ําตาลจากอาหารวิทยาศาสตรที่ใชเล้ียงในสภาพปลอดเชื้อจะเจรญิเติบโตเปนตน
โดยตรง  หรือเปนกลุมเซลลที่เรียกวา “แคลลัส” หรือ คัพภะที่เรียกวา “โซมาติก  เอ็มบริโอ”  หรือ 
“เอ็มบริออยด”  และเมื่อตัดแบงออกเปนชิน้ๆ และเปลี่ยนอาหารใหมบอยๆ  จะสามารถเพิ่มปริมาณ
ไดอยางไมมีทีส้ิ่นสุด  และทีสุ่ดจะไดตนพชืที่มีลักษณะเหมือนกนัทุกประการเปนจาํนวนมาก   
เหมาะจะนําไปใชขยายพันธุทั้งพืชที่เปนไมดอก ไมประดับ ผัก ไมผล ไมปลูกปา พืชไร และ
สมุนไพรตางๆ (อรดี    สหวัชรินทร  2539  : 3) 
 นันทิยา  วรรธนะภตู ิ (2542  :  400-401)  กลาวไววา  การเลี้ยงเนื้อเยื่อข้ึนอยูกับ
หลักการหรือทฤษฎี  4  ขอ  คือ 
 1.  โททิโพเทนซี  (Totipotency)   เปนทฤษฎีที่กลาววา  เซลลมีชีวิตทุกเซลลมี
ความสามารถทางพันธุกรรมที่จะเกดิเปนตนใหม (กรณีเปนพืช)  หรือเกิดเปนสัตวตวัใหม (ในกรณี
เปนสัตว)   โดย  เฮเบอรแลนดท  ( Gottieb  Heberlandt)  นักพฤกษศาสตรชาวเยอรมนัเปนผูตั้ง
ทฤษฎีนี้ขึ้นเมือ่ ค.ศ.1902 กลาววา  เราสามารถเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เซลลและอวัยวะของพืชไวไดตลอดไป   
ในป ค.ศ.1934  ไวท (White) สามารถเลี้ยงรากมะเขือเทศโดยใชสารสกดัจากยีสตซ่ึงประกอบดวย
วิตามินบีบางตวัโดยเฉพาะไทอะมีนไดในหลอดแกว   
 ตอมา ค.ศ.1939  โนบิคอรต  (Nobecourt) กับ กุตเทอเรต (Gautheret) จากฝรั่งเศส  
และ ไวท (White) จากสหรัฐอเมรกิาสามารถเลี้ยงเนื้อเยื่อแคลลัสไวไดอยางตอเนื่องในอาหาร
สังเคราะหพื้นฐานที่มีออกซิน 
 2.  ออกซิน และไซโทไคนินเปนฮอรโมนที่ควบคุมการเกิดตนและราก  โดย สกูค
(Skoog) และคณะไดเล้ียงเนือ้เยื่อแคลลัสพิธ (Pith) ของยาสูบ  พบปฏิสัมพันธของไซโทไคนิ
นและออกซิน  อันเปนทฤษฎีพื้นฐานของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อใหไดตนเล็กๆ ทั้งหมด 
 3.  ขั้นตอนการพัฒนาของการเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อใหไดตนเล็กๆ จนตั้งตัวได  ทฤษฎีนี้
เกิดขึ้นเมื่อ โมเรล (Morel) ไดทําการเลีย้งปลายยอด (Shoot  tip) ของกลวยไมซิมบิเดยีมเพื่อใหปลอด
ไวรัส  และพบวาการเลี้ยงปลายยอดเปนวิธีที่สามารถขยายพันธุทางลําตนไดรวดเร็วมากโดยนํา
โครงสรางที่เรียกวาโพรโทคอรมมาตัดแบง ทําใหสามารถเพิ่มปริมาณไดโดยไมมีที่ส้ินสุด  หลังจาก
นั้นจึงนําตนเล็กๆ มาทําใหเกดิราก  ซ่ึง มูราชิง (Murashige) ไดทํางานนีต้อและพบทฤษฎีนี ้
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 หลักการของการเลี้ยงเนื้อเยื่อไดขยายองคความรูตอมาจนเปนการเลี้ยงเซลลในอาหาร
เหลว (Cell  suspension  culture)  การคนพบวา  เซลลเหลานั้นสามารถพัฒนาเปนโครงสรางคลาย
เอ็มบริโอที่เรียกวาเอ็มบริออยด (Embryoids)  แสดงวาเราสามารถควบคุมการเกิดอวัยวะคือตนและ
รากที่เรียกวา ออรแกโนเจนซิีส (Organogenesis ) เทานัน้ และสามารถควบคุมการเกิดเอ็มบริโอท่ี
เรียกวา เอ็มบริโอเจนีซิส (Embryogenesis) ดวย 
 4.  การควบคมุขั้นตอนการพัฒนาขางตนสัมพันธกับทฤษฎีที่ 4  คือ  คอมพิเทนซี
(Competency)  และ ดีเทอรมิเนชั่น (Determination)  กลาวคือ 
 Competency  เปนความสามารถภายในเซลลหรือเนื้อเยื่อพืชที่จะพฒันาในลักษณะที่
ผานโปรแกรมภายในเซลล (Memory)  การพัฒนาไปเปนเซลลเนื้อเยื่อหรืออวัยวะพิเศษอาจตองการ
ฮอรโมนพิเศษหรือสัญญาณจากสภาพแวดลอม  เซลลเหลานั้นจึงถูกเจาะจงหรือถูกกาํหนดขึ้น 
(Determined)  และเมื่ออยูในบางขั้นตอนของการพัฒนาจะไมสามารถกลับคืนมาเหมอืนเดิมไดอีก 
 ในการขยายพนัธุพืช Competency  และ Determined กําหนดวาเซลล  หรือเนื้อเยื่อจะ
เกิดเปนเอ็มบริโอ  หรือเปนอวัยวะ  และจะเกิดเปนราก  ตน  หรือดอก  เชน  การเกดิเปนเอ็มบริโอ
ขึ้นอยูกับการเลือกเนื้อเยื่อทีส่ามารถจะเปนเอ็มบริโอได  หรือจะชกันําเซลล  หรือเนือ้เยื่อที่ไม
เกี่ยวของกับการสืบพันธุใหเกิดเปนเอ็มบรโิอ  คลายกับการชักนําใหเกดิราก  หรือตน ใน 
Organogenesis  บางเซลลในตนมีความสามารถที่จะพัฒนาจุดกําเนิดรากภายใตกระบวนการ 
Determination  และเกดิจุดกาํเนดิราก 

 
ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช ประกอบดวยข้ันตอนสําคัญ 6 ขั้นตอน คือ 
 1.  การเตรียมอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2.  การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช 
 3.  การฟอกฆาเชื้อ 
 4.  การขยายพนัธุเพิ่มจํานวน 
 5.  การชักนํารากพืช 
 6.  การยายออกปลูก 
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 ประวัติความเปนมาของการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชไดเริ่มตนขึ้นใน ค.ศ.1930 เมื่อนกัพฤกษศาสตรชาวเยอรมัน
ช่ือ   Gottieb  Haberlandt  ไดทําการแยกเซลลพืชมาเลี้ยง  เพื่อจะทําการศึกษาคุณสมบัติของเซลล  
แตไดพบกับความสําเร็จเพยีงเล็กนอยเทานัน้  คร้ันตอมาในป ค.ศ.1930  ไดมีการพัฒนาการเลี้ยง
เซลลที่แยกมาจากรากของพชืหลายชนิด โดยเล้ียงในสภาพปลอดเชื้อ  ตอมาป ค.ศ.1938  สามารถ
เพาะเลี้ยงอวยัวะ (Organ)  และแคลลัส (Callus) ของพืชไดหลายชนิด  และนับตั้งแตนั้นเปนตนมา
เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชกไ็ดมกีารพัฒนาไปอยางกวางขวาง  มีการคนพบเทคนิคใหม ๆ 
อีกมากมาย  ตราบนกระทั่งในปจจุบันนี ้ มนุษยสามารถทําการเพาะเลีย้งเซลลเดี่ยวๆ  และโปรโตพ
ลาสตของพืชไดหลายชนิด รวมทั้งการใชเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพ  เชน  การตัดตอยีนส  การ
ถายยีนส เขามารวมดวย เพื่อสรางสายพันธุใหม 
 ปจจุบันนีเ้ทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีบทบาทสําคัญยิ่งตอวิทยาการแขนงอื่น ๆ  
เชน  ชีวเคมี  พันธุศาสตร  การปรับปรุงพันธุ  โรคพืช  การปาไม  และเภสัชศาสตร  ฯลฯ 
 การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชไดมวีิวัฒนาการอนัยาวนานจากอดีตจนถึง ค.ศ.1985  ดังนี ้ 
(อรดี    สหวัชรินทร    2539  :  4) 
 ค.ศ.1636 ชวาล (Schwann) และชไลเดน (Schleiden) ไดตั้งทฤษฎีเซลลที่วา “ส่ิงมีชีวติ
ที่ประกอบดวยเซลลและผลิตภัณฑของเซลล  โดยเซลลถือวาเปนหนวยที่เล็กที่สุดของสิ่งมีชีวิตที่
สามารถเจริญเติบโตและมีชีวิตอยูอยางอิสระได”  

 ค.ศ.1878 วอชติ้ง (Vochting) ไดทดลองตัดกิ่งพืชมาเพาะชําและสังเกตเห็นวา  เซลล
จากกิ่งสามารถพัฒนาเปนราก หรือเปนตนก็ได 
 ค.ศ.1902  เฮเบอรแลนดท  (Haberlandt)  ทดลองเลี้ยงเซลลพืชในอาหารสังเคราะห  
โดยไดแยกเอาเนื้อเยื่อภายในใบ ของ   Lamin  purpurecum    และ Eichornia  crassipes เซลลผิวใบ 
ของ  Ornithogalum  sp.  และเซลลขนของ Pulmonaria  mollissima มาเลี้ยงไวใน Knop’s  solution  
และน้ําตาล  พบวา เซลลสามารถมีชีวติอยูไดนานถึง 1 เดือน เซลลมีการขยายขนาดและเปลี่ยนรูปราง  
มีผนังเซลลหนาขึ้น  มีแปงปรากฏอยูในคลอโรพลาสต  แตไมพบวาเซลลมีการแบงตัวแตอยางใด 
 ค.ศ.1922 รอบบินส (Robbins) และกอตต (Kotte) ไดทําการเพาะเลี้ยงปลายรากหญา 
(Root  tip)ในอาหารเหลวทีม่ีสารอนินทรียและน้ําตาล  ซ่ึงพบวา ในระยะแรกๆ รากหญามีการ
เจริญเติบโตไดด ี และสามารถแตกแขนงไดอีกดวย  แตมชีีวิตอยูไดไมนานก็ตายไป  และ Hnudson  
สามารถเพาะเมล็ดกลวยไมในหลอดทดลองไดสําเร็จ 
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 ค.ศ.1934 ไวท (White) ไดทําการเพาะเลีย้งรากมะเขือเทศในอาหารเหลวที่มี
สารอินทรีย  น้ําสกัดจากกยสีต และน้ําตาล ปรากฏวารากมะเขือเทศมกีารเจริญเติบโตและมีชีวิตอยู
ไดนาน ตอมามีการใชวิตามนิบีตางๆ ไดแก ไพรีดอกซิน (Pyridoxine) ไทอะมีน (Thiamine)  และ 
รดนิโคตินิค (Nicotinic  acid) แทนการใชน้ําสกัดจากยีสต  อาหารวิทยาศาสตรแบบงายๆ นี ้ ไดมา
ดัดแปลงและใชในงานวิจยัการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชตั้งแตนั้นเปนตนมา  และกัตเทอเรต (Gautheret) 
ไดทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญ (Cambium) ของไมยืนตนบางชนิด  ไดแก  Salix  capraeca  และ 
Populus  nigra  โดยใช Knop’s  solution ที่มีกากน้ําตาลกลูโคส และ สารซิสเทอีนไฮโดรคลอไรด 
(Cysteine hydrochloride) พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตไดด ี
 ค.ศ.1937 ทิแมน (Thimann) ทําการทดลองตอและพบวา หากเติมวิตามนิบี และออก
ซิน  ไดแก  IAA ลงไปใน Knop’s  solution  ที่มีกากน้าํตาลกลูโคส  และสารซิสเทอนีไฮโดรคลอไรด 
(Cysteine hydrochloride) เซลลจะมีการเจรญิเติบโตไดดียิง่มากขึ้น 
 ค.ศ.1939  ไวท (White), กัตเทอเรต (Gautheret)  และ โนบิคอรต (Nobecourt)  พบ
ความสําเร็จในการเพาะเลีย้งแคลลัส 
 ค.ศ.1945  ลู (Loo)  สามารถเพาะเลี้ยงปลายยอด (Shoot  tip) ของหนอไมฝร่ัง 
 ค.ศ.1948  เคปลิน (Caplin)  และ สเตวารด (Steward)  รายงานวา  ในน้าํมะพราวมีสาร
ที่ชวยใหพาเรงคิมา ในหวัแครอทมีการเจริญเติบโตและแบงเซลลได   ตอมาจึงมีการใชน้ํามะพราว
รวมกับ สาร 2,4-D  โดยใสลงไปในอาหารที่ใชเล้ียงเนื้อเยื่อพืช ที่เคยทํามากอนแลวแตไมสําเร็จ  
ปรากฏวาทําใหพืชแบงเซลลได  ตั้งแตนัน้เปนตนมาไดมีการใชน้ํามะพราวกันอยางแพรหลาย 
 ค.ศ.1950 บอล (Ball) สามารถชักนําแคลลัสของตน Sequoia  sempervirens ใหเกดิ 
เปนอวยัวะข้ึนได 
 ค.ศ.1952 โมเรล (Morel)  และมารติน (Martin) สามารถผลิตตนรักเร (Dahlias) ที่
ปลอดโรคไวรัสโดยทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด และเปนครั้งแรกที่สามารถขจัดโรค 
ไวรัสออกจากตนรักไดสําเรจ็โดยใชวิธีเพาะเลี้ยงปลายยอด  เปนเพราะวาเนื้อเยื่อเจริญที่ปลายยอด
พืชนั้นปลอดจากเชื้อไวรัสและเชื้อจุลินทรยีอ่ืนๆ  จากนัน้เปนตนมากไ็ดมีการนําเอาเทคนิคนี้ไปใช
กันอยางกวางขวางกับพืชสวนและพืชไรอีกหลายชนดิ 
 ค.ศ.1953 เมอร (Muir) ไดทดลองเพาะเลี้ยงเซลล  โดยการเอาแคลลัสของดาวเรือง  
และยาสูบมาเลี้ยงในอาหารเหลว  และวางบนเครื่องเขยา  ทําใหเกิดเปนเซลลเดี่ยวๆ  หรือกลุมของ
เซลลแขวนลอยอยูในอาหารเหลว  ตอมา ค.ศ.1954  เมอร (Muir)  และคณะสามารถชักนําใหเกดิตน
พืชข้ึนจากเซลลเดี่ยว  ๆ ไดเปนครั้งแรก 
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 ค.ศ.1956  นิคเกล (Nickell)  ไดทําการเพาะเลี้ยงเซลลแขวนลอยในอาหารเหลว  
(Suspension  culture) ของถ่ัวและพืชอ่ืนๆ อีกหลายชนดิ พบวา  ถามีการเปลี่ยนอาหารใหม ๆ อยู
เสมอ  เซลลก็จะมีการเจริญเติบโตไดไมมทีี่ส้ินสุด 
 ค.ศ.1960  กันตัน (Kantan) ประสบความสําเร็จในการทาํการปฏิสนธิในหลอดทดลอง
ของตน Papaver  rhoeas  และ คอกกิ้ง (Cocking) คนพบเอนไซนที่ใชยอยผนังเซลล  เพื่อใชในการ
ผลิตโปรโตพลาสต  ตอมา โมเรล สามารถผลิตตนกลวยไมไดจากการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อเจริญ 
 ค.ศ.1962  กันตัน (Kunta)  และคณะไดทําการพัฒนาเทคนิคการผสมเกสรและปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง  โดยการเพาะเลี้ยงรังไขและละอองเกสรบนอาหารวิทยาศาสตรในขวดเดยีว
สามารถผลิตลูกผสมไดสําเร็จ ตอมาจึงไดมีการใชเทคนคินี้กันมากกับพืชที่ไมสามารถผสมติดใน
ธรรมชาติ  เชน  การผลิตลูกผสมระหวางชนิด  ลูกผสมขามชนิด  และลูกผสมขามสกุล 
 ค.ศ.1962 มูราชิง (Murashige) และสกูค (Skoog) คิดอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร MS ขึ้น  
 ค.ศ.1964  กูฮา (Guha)  และ มาเฮสวาริ (Mheswari) สามารถผลิต haploid  plant ได
จากการเพาะเลี้ยงเรณูของตนลําโพง (Datura) 
 ค.ศ.1967  บอรจิน (Bourgin) และ นิสช (Nitsch) สามารถผลิต haploid  plant จากการ
เล้ียงเรณูของยาสูบ  และตอมาก็ไดนําไปใชกับพืชอ่ืนๆ  เชน  ขาว 
 ค.ศ.1970  คารสัน (Carlson) ไดคนพบวิธีการชักนําใหเกดิการกลายพนัธุในหลอด
ทดลองโดยการใชสารเคมี  , กาสชา (Kasha)  และ เกา (Kao) สามารถผลิต Monoploid  plant ไดจาก
การเลี้ยงคัพภะของขาวบารเลย   , พาวเวอร (Power)  และคณะ คนพบวิธีการรวบรวมโปรโตพ
ลาสตเปนครั้งแรก 
 ค.ศ.1970  นากาตะ (Nagata)  และ ทาเคเบ (Takebe)  สามารถแยกโปรโตพลาสตจาก
ใบยาสูบไดสําเร็จ และสามารถทําให เกิดการแบงตัวไดเปนกลุมของเซลลเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว 
 ค.ศ.1971 ทาเคเบ (Takebe) และคณะ สามารถทําการชักนําใหเกิดตนพชืข้ึนไดจากการ
เล้ียงโปรโตพลาสตเปนครั้งแรก 
 ค.ศ.1972 คารลสัน (Carlson) และคณะ สามารถทําการผสมขามชนิดไดโดยวิธีการ
รวบรวมโปรโตพลาสต 
 ค.ศ.1974 มีการคนพบเทคนคิการถายทอดลักษณะ  โดยผานทางการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
(Biotransformation)  และ Agrobacterium ไดคนพบ Ti-plasmid อันเปนสาเหตุของการเกิดปมใน
ตนพืช 
 ค.ศ.1976  พาวเวอร (Power) และคณะ  ไดประสบความสําเร็จในการผสมขามชนิด
ระหวาง Petunia  hybrida กับ Petunia  parodii  โดยการรวมโปรโตพาลสต 
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 ค.ศ.1977  คลินตัน (Chilton) และคณะ  ไดประสบความสําเร็จในการถาย Ti-plasmid 
จาก  Agrobacteriums เขาสูพืช 

 ค.ศ.1978  เมลเชอร (Melchers) และคณะ  ประสบความสําเร็จในการทาํ Somatic  
hybridization ระหวางมะเขอืเทศกับมันฝร่ัง 

 ค.ศ.1982  เครน (Kren)และคณะ  สามารถยาย DNA บริสุทธิ์เขาไปสูโปรโตพลาสตได
โดยตรง  และ ซิมเมอรแมน (Zimmermann) ไดคนพบเทคนิคการรวมโปรโตพลาสต  โดยการใช
กระแสไฟฟากระตุน 

 ค.ศ.1983 เพลเลเทียร (Pelletier) และคณะ ประสบความสําเร็จในการทาํการผสมขาม
สกุล  (Intereneric  hybridization) ระหวาง เรดิช (Radish) กับ เรพ (Rape) โดยการรวมโปรโตพ
ลาสต 
 ค.ศ.1984 พาสซคอฟกี (Paszkowki) และคณะคนพบเทคนิคการถาย DNA ระหวาง
เซลลพืช 
 ค.ศ.1985  ฮอรช (Horsh) และคณะ พบวธีิการถายยีนสจาก Agrobacterium  
tumefaciens เขาเซลลพืชทางแผนใบ 
 ปจจุบันมนษุยกําลังพัฒนาเทคนิคการสรางพืชพันธุใหมๆ โดยวิธีการทางพันธุกรรม  
คือ การทําพันธุวิศวกรรม (Genetic  engineering ) หรือ การรวมดีเอ็นเอใหม (Recombinate DNA) 
ซ่ึงเปนการการนํา DNA  เขาไปใสในโปรโตพลาสต  ตัวอยางพืชพันธุใหมที่เกิดโดยกรรมวิธีนี้  คือ  
ซันบีน (Sunbean)  ซ่ึงเกิดขึน้จาก Sun  flower  กับ bean 

 วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชในยคุปจจุบันไดมีความกาวหนา 
ไปอยางไมหยุดยั้ง  โดยอาศัยวิทยาการดานวิทยาศาสตรสาขาตางๆ เปนพ้ืนฐาน  ซึ่งไดแก  
พฤกษศาสตร จุลชีววิทยา สัตววิทยา ชีววิทยาระดับโมเลกุล ชีวเคมี และฟสิกส  เมื่อมีความรู
ทางดานพื้นฐานอยางครบถวนแลว ก็สามารถนําไปใชประโยชนไดอยางมากมายมหาศาลใน
หลายสาขา เชน การขยายพันธุพืชปลอดโรค, การอนุรักษเชื้อพันธุพืช, การปรับปรุงพันธุพืช 
การผลิตเมล็ดพันธุพืช  เปนตน  
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บทที่  2 

การเตรียมการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พืช 
 
 

 เพื่อความสะดวกตอการใชและปฏิบัติงาน การเตรียมการในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชจงึ
ควรจัดเตรยีมความพรอมสําหรับการดําเนนิงาน  ดังนี้ 
 

หองปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 

 หองปฏิบัติการสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อควรคํานึงถึงหลักการและเหตุผลตาง  ๆ  
เชน  ความสะดวก  ตนทุนการกอสราง  พื้นที่และประโยชนใชสอย  ฯลฯ  ซ่ึงหองปฏิบัติการควร
จัดแบงพืน้ที่ออกเปนสวนตางๆ ดังนี้ 
 1.  หองพักผูปฏิบัติงาน (Researcher  room)  อาจจัดเปนมมุเล็กๆ โดยใชพื้นที่สวนหนึง่
ของหองปฏิบัติการ ใชเปนทีเ่ก็บตําราหรือเอกสารทางวิชาการที่เกี่ยวกบัการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ 
 2.  หองเก็บสารเคมี (Chemical  room)  ใชจดัเก็บสารเคมีไวเปนหมวดหมูในตู โดย
คํานึงถึงความสะดวกในการหยิบใช 
 3.  หองเตรียมอาหาร (Media  preparation  room)  ควรมีขนาดมากกวาสองหองแรก 
 4.  หองยายเนือ้เยื่อ (Transferation  or  Inoculation  room) จําเปนตองมีความสะอาด
และปลอดเชื้อ  ควรปดกั้นหองใหสนิท  และควรมีผูคนผานเขาออกนอยใหที่สุดเทาที่จําเปน 
 5.  หองเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Culture  room)  อาจจัดรวมอยูกับหองยายเนื้อเยือ่ก็ได  หองนี้
จําเปนตองสะอาดและปลอดเชื้อเชนเดียวกับหองยายเนือ้เยื่อ โดยตองปองกันเชื้อและรักษาความ
สะอาดเปนพเิศษ  จึงควรเปนหองที่มีผูคนผานนอยที่สุด  ถาเปนไปไดควรติดหลอดอัลตราไวโอเลต 
(Untraviolet  light) ไวเพื่อเปดฆาเชื้อเปนครั้งคราว 
 

อุปกรณและเครื่องมือ 
 

 1.  หองเตรียมอาหาร (Media  preparation  room) ภายในหองควรมีโตะทํางาน โตะวาง
เครื่องมือ  ตูสําหรับเก็บ Stock อาหาร ตูเกบ็สารเคมี ตูเก็บขวดเพาะเลี้ยง อางน้ํา โดยมีอุปกรณ และ 
เครื่องมือดังนี้ 
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1.1  เครื่องชั่ง (Balance)  ใชช่ังสารเคมี ในการเตรียมสารละลายความเขมขนสูง  
และการเตรยีมอาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ  ซ่ึงมีทั้งแบบหยาบ (2 ตําแหนง) ที่ช่ังน้ําหนักต่ําสุดได 0.01 
กรัมและแบบละเอียด (มากกวา 2 ตําแหนง) ที่ช่ังไดถึง 0.001 กรัม หรือ 0.0001 กรัม 

 

เครื่องชั่งละเอียด 

 

 

 
 
 
 

1.2  ชอนตักสารเคมี (Spatula)  ซ่ึงมีทั้งแบบโลหะและพลาสติก 
1.3  เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH  meter)  ใชวัดความเปนกรดเปนดางของ

อาหารเพาะเลีย้ง 
 
 
 
 

1.4  เตาอุนความรอนและเครื่องคน (Hot  plate  and  Magnetic  stirrer)  ใชในการ
อุนหรือหลอมอาหาร  พรอมดวยเครื่องคนระบบแมเหล็ก  หากมีงบประมาณนอยอาจจะใชเตา
ลวดความรอน หรือเตาแกส  ซ่ึงมีราคาถูกกวาทดแทนได  แตผูเตรียมอาหารจะตองคนอาหารเอง 

 

เคร่ืองวัดความเปนกรด-เบส 

1.5  เตาอบไมโครเวฟ (Microwave  oven)  ใชเคี่ยวหรือหลอมอาหาร  อาจใชเตา
ลวดความรอนหรือเตาแกสแทนได  แตหากตองการจะเตรียมอาหารคราวละมาก ๆ ควรใชเตาแกส
จะเหมาะสมกวา 

1.6  ตูเย็น (Refrigerator)  ใชเก็บสารเคมีบางตัวที่จําเปนตองจัดเก็บรักษาไวในที่ซ่ึง
มีอุณหภูมิต่ํา  มิฉะนั้นแลวจะเกิดการเสื่อมคุณสมบัติได  เชน  ฮอรโมน  วิตามิน  รวมทั้ง  Stock 
ของอาหารดวย 
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1.7  ตูอบความรอน (Hot  oven)  ใชอบฆาเชื้อที่ติดมากับอุปกรณ หรือเครื่องมือซ่ึง
สามารถทนความรอนสูงๆ ได  เชน  พวกทีเ่ปนเครื่องแกวหรือโลหะ  ในการอบฆาเชือ้ใชอุณหภูมิ 
180 องศาเซลเซียส  ใชเวลาประมาณ 3 ช่ัวโมง 

 

 
 

   ตูอบความรอน 
 
 
 
 

1.8  หมอนึ่งความดัน (Autoclave) ใชนึ่งฆาเชื้อในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และ
เครื่องมือที่ไมสามารถทนความรอนของเตาอบความรอนได  ความดนัที่ใชในการนึ่งฆาเชื้อใชความ
ดันที่ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว  ใชเวลาประมาณ 15 นาที 
 
 
 
 

1.9  เยื่อกรอง (Millipore  filter)  เนื่องจากสารบางชนิดไมสามารถทําการนึ่งฆาเชื้อ
ได  เพราะจะทําใหคุณสมบตัิเปลี่ยนไป หรือเส่ือมสภาพลง  เชน ซัคคาโรส( Saccharose) จะแตกตวั
เปน ฟรัคโตส (Fructose) และกลูโคส (Glocose) กรดจิบเบอเรลลิก ซ่ึงศักยภาพจะลดลงถึง 90% 
(Pierik,  1987)  สารสกัดจากพืช (Plant  extracts) จะเสื่อมคุณภาพ  สวนพวกสารโคชิซีน 
(Cochicine)  เอนไซม  วิตามินบี1,  บี12  กรดแพนโทธีนิก  (Pantothenic  acid)   วิตามิน ซี   สารซี
เอติน (Zeatin) และพวกยาปฏิชีวนะ (Antibiotics) จะดอยคุณภาพลง  การแกปญหาดังกลาว

จําเปนตองใชเยื่อกรองแทนการนึ่งฆาเชื้อ  เยื่อกรองมีรูกวางประมาณ 0.22 μm  ซ่ึงสามารถกรอง
เอาอนุภาคของแบคทีเรียและสปอรของราไวได 

 

หมอนึ่งความดันใชแกส หมอนึ่งความดันใชไฟฟา 

1.10  เครื่องแกวตางๆ  เชน  หลอดทดสอบ (Test  tube)   ขวด (Bottle) ขนาดตางๆ   
ขวดชมพู (Flask)  ปเปต (Pipette)  กรวยแกว (Funnel)  และแทงแกวคน  ฯลฯ 

 

เคร่ืองแกว 
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หองยายเนื้อเย่ือ (Transferation  or  Inoculation  room) 
 

 ภายในหองยายเนื้อเยื่อควรมอุีปกรณและเครื่องมือดังนี้ 
 1.  ตูยายเนื้อเยือ่ (Laminar  air-flow  cabinet) ทําหนาที่เปนตูกรองอากาศใหบริสุทธิ์  
ปลอดจากอนภุาคของราและแบคทีเรียกอนจะไหลผานเขาไปภายใน  เทคนิคการปลอดเชื้อ 
(Aseptic  techniques)  จะตองปฏิบัติงานภายในตูนี้ตลอด  สวนประกอบสําคัญของตูนี้คือ ตัวกรอง 
(Filter) ซ่ึงติดอยูดานหลังหรือดานบนของตู 

42 

 
 
 
 
 
 2.  กลองจุลทรรศน (Microscope) ใชทั้งแบบธรรมดา และแบบสามมิติ (Stereo  
microscope)   

 

ตัวกรอง 

ชองเปด 

กระจกใส 

 

 3.  ตะเกยีง (Lamp) อาจจะใชตะเกยีงแอลกอฮอล  ตะเกยีงแกส  หรือตะเกยีงบุนเสนก็
ได 

 

 
 

ตะเกียงแกส ตะเกียงแอลกอฮอล 
 
 4.  กระดาษกรอง (Filter  paper) ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 
 5.  จานแกว (Petri  dish) ที่อบ หรือนึ่งฆาเชื้อแลว 
 6.  เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge) พรอมหลอดทดสอบที่นึง่ฆาเชื้อแลว 
 7.  มีดผาตัด (Knives  and  Scalpel) แบบตางๆ 
 
 
 
 
 8.  ปากคีบ (Forcep) ขนาดและแบบตางๆ  
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 9.  อุปกรณอ่ืนๆ  เชน  เข็มเขี่ย  ลูพ (Loop)  คราดโลหะ  ฯลฯ 
 

หองเลี้ยงเนื้อเย่ือ (Culture  room) 
 

 เปนพื้นที่สะอาดและปลอดเชื้อ  ควรมีการติดตั้งหลอดอลัตราไวโอเลต (Ultraviolet  
light) ไวเพื่อเปดฆาเชื้อเปนบางครั้ง  โดยภายในหองจะตองมีอุปกรณและเครื่องมือดังนี ้
 1.  เครื่องควบคุมอุณหภูม ิ(Temperature  controlled) ในประเทศเขตรอน หรือใน
ประเทศไทย คือ เครื่องปรับอากาศ   แตในประเทศเขตหนาวจะตองรวมถึงเครื่องทําความรอน 
(Heater) ดวย  เพราะอุณหภมูิที่เหมาะตอการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ คือ 25 ๐C 
 2.  ช้ันวางขวดเนื้อเยื่อ  ซ่ึงตองไมสูงเกินไป เพราะตองติดตามการเจริญเติบโตของ
เนื้อเยื่อเพาะเลีย้งและตรวจการปนเปอนของเชื้อ ทุกชองชัน้ตองติดหลอดฟลูออเรสเซนตใหแสง
สวางดวยความสวางประมาณ 2000-4000 ลักซ (lux) 
 
 
 
 
 3.  เครื่องตั้งเวลา (Timer) ใชตั้งเวลาปด-เปดไฟฟา เพื่อกําหนดความยาวของชวงแสง  

หลอดไฟ 

 

 4.  เครื่องเขยา (Shaker  or  Rotator)  เนื่องจากเซลลหรือเนื้อเยื่อที่ทําการเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว  จําเปนตองนําไปเลี้ยงไวบนเครื่องเขยา  เพือ่ใหอากาศไดคลุกเคลาลงไปในอาหาร  
เพราะถาปลอยใหเนื้อเยื่อจมอยูในของเหลวนานๆ จะทําใหเนื้อเยื่อขาดอากาศหายใจ  จะทําให
เนื้อเยื่อตาย 

 

  เคร่ืองเขยา 

 
 
 
 
 

เรือนเพาะชํา 
 

 เรือนเพาะชํามคีวามสําคัญตอการเตรียมตวัอยางพืชกอนนํามาฟอกฆาเชื้อ  เนื่องจากตน
พืชในสภาพธรรมชาติจะมีปริมาณเชื้อโรคอยูจํานวนมาก  ที่จําเปนตองนํามาทําการลดปริมาณเชื้อ
เพื่อลดการปนเปอนโดยการฟอกฆาเชื้อ  และเรือนเพาะชาํยังมีความจําเปนตอการยายตนพืชออก
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ปลูก  เพราะในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีความชื้นสัมพัทธสูง  ทําใหตนพืชจะอวบน้ําและมีสาร
คิวตินที่ผิวนอย  เมื่อยายออกปลูก พืชจะมีอัตราการคายน้ําสูงและเหีย่วงาย ทําใหรอยละของการ
รอดชีวิตต่ํา  การนําตนพืชทีไ่ดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อออกไปพักที่เรอืนเพาะชํา จะชวยใหตนพืช
พบกับสภาพแวดลอมที่มีความเขมแสงต่ํา ความชื้นสัมพทัธสูง  มีการระบายน้ําด ี อุณหภูมิต่ํา  มีตา
ขายคอยปองกนัแมลงศัตรูพชืดวย  ดังนัน้ เรือนเพาะชําจึงชวยใหอัตราการรอดชีวิตของตนพืชที่ยาย
ออกปลูกสูงขึ้นไดเปนอยางดี 
 

สภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 
 

 1.  แสง  ความตองการแสงของเนื้อเยื่อพืชแตละชนิดขึน้อยูกับระยะการเจริญเติบโต
ของเนื้อเยื่อ  การเลี้ยงเนื้อเยื่อโดยทั่วไปจะใชหลอดฟลูออเรสเซนซ ขนาด 40 วัตต จํานวน 2 หลอด  
ขวดเลี้ยงเนื้อเยื่อ ควรอยูหางจากหลอดไฟประมาณ 50 cm.  ชวงเวลาในการใหแสงขึ้นอยูกับชนิด
ของพืชอีกเชนกัน  โดยทั่วไปประมาณ 12-16 ช่ัวโมง ตอวัน 
 2.  อุณหภูม ิ เนื้อเยื่อเจริญไดดีที่อุณหภูม ิประมาณ  25-28 ๐C  แตเนื้อเยื่อหลายชนิด 
เจริญไดดีที่อุณหภูมิหอง 
 3.  คา pH ของสารสังเคราะห  คา pH ของสารสังเคราะหที่ใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะมีผล
ตอการเจริญเตบิโตของเนื้อเยือ่  โดยทั่วไป  เซลลพืชจะเจริญไดดีในสารสังเคราะหที่เปนกรด ชวง 
pH 5.5-5.8  แตในชวงที่มกีารเจริญเติบโต ความตองการของ pH ก็เปลี่ยนแปลงไป 

 

การปฏิบัติตนกอนและขณะทํางานในสภาพปลอดเชื้อ 
 

 เนื่องจากการปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีความตองการจําเปนเกีย่วกับเรื่องความ
สะอาดที่มีสภาพปลอดเชื้อ  ดังนั้นผูปฏิบัตงิานจึงควรปฏบิัติตนดังนี ้

 1.  สวมเสื้อผาที่สะอาด  รวบผมใหเรียบรอยในขณะทํางาน 
 2.  ไมสวมเครื่องประดับตางๆ  เชน  แหวน  นาฬิกา  และสรอยขอมือ  เมื่อทํางานใน 

ตูยายเนื้อเยื่อ 
 3.  ลางมือใหสะอาดกอนลงมือปฏิบัติงาน 

 4.  ฉีดพนมือหรือเช็ดทําความสะอาดมือจนถึงขอศอกดวยแอลกอฮอล 70% ทุกครั้งเมื่อ
จะนํามือเขาตูยายเนื้อเยื่อ 

 5.  ไมพูดคุยในขณะปฏิบัติงาน 
 6.  ระหวางการปฏิบัติงานไมเดินผานพืน้ที่สกปรกแลวกลับเขามาทํางานใหม 
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 7.  หามรับประทานอาหารในขณะทํางาน 
 8.  ไมนําชิ้นสวนพืชที่มดีินตดิอยู  พืชหรืออาหารที่ขึ้นรา  หรือเนาเสียเขาไปในหอง
ปฏิบัติงาน  หรือตูยายเนื้อเยือ่ 
 9.  ทําความสะอาดตูยายเนื้อเยื่อดวยการฉีดพนแอลกอฮอล 70% ทุกครั้ง  และเปด
หลอดไฟ UV เมื่อปฏิบัติงานเสร็จ 
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บทปฏิบัติการที่ 1 

อุปกรณและเครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่พืช 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนมคีวามรู  ความเขาใจ  เกี่ยวกับวิธีการใชอุปกรณ  และเครื่องมือที่ใชใน
งานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2.  ใหผูเรียนมคีวามสามารถใชหมอนึ่งความดันได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  ศึกษาทําความเขาใจวิธีการใชอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 2.  ฝกหัดใชหมอนึ่งความดนั 
 

วิธีการ 
 

 1.  ศึกษาทําความเขาใจวิธีการใชอุปกรณและเครื่องมือที่ใชในงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
จากหองยายเนือ้เยื่อ 

 2.  การฝกใชหมอนึ่งความดนั 
2.1  นําวัสดุส่ิงของที่ตองการนึ่งฆาเชื้อลงในหมอนึง่ความดัน 
2.2  เติมน้ําลงในหมอนึง่ความดันชั้นนอกใหระดับน้ําสูง 3-5 ซ.ม. 
2.3  นําหมอนึง่ความดันชัน้ในบรรจุลงในหมอนึ่งความดันชั้นนอก 
2.4  ปดฝาหมอนึ่งโดยใหสายไลอากาศอยูในชองเสียบสายไลอากาศ  และใหสังเกต

เครื่องหมายทีอ่ยูบนฝาหมอนึ่งความดนัและตัวหมอนึ่งความดันตรงกนั 
2.5  หมุนเกลยีวขันปดฝาหมอ  โดยหมุนปดเปนคูที่อยูตรงขาม  เมื่อหมนุเกลียวปด

ครบทุกคู  แลวจึงขันปดใหแนนอีกครั้ง 
2.6  นําหมอนึง่ความดันขึ้นตั้งไฟ  เปดวาลวไลอากาศ  รอจนน้ําเดือดมีไอพุงเปน

สายอยางสม่ําเสมอออกจากวาลวไลอากาศ  จึงปดวาลว 
2.7  ควบคุมความดันของหมอนึ่งใหอยูทีค่วามดัน 15 ปอนด/หนึ่งตารางนิ้ว  เปน

เวลา 15-20 นาที  แลวจึงปดไฟ 
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 2.8  รอจนความดันในหมอนึง่ลดลงจนถึง 0 ปอนด/หนึ่งตารางนิ้ว  จึงเปดฝาหมอนึ่ง
นําอาหารออกจากหมอนึ่ง 
 2.9  หมุนฝาขวดปดใหแนนอีกครั้ง 
 

ภาระงาน 
 

 1.  จงวาดรูปตูถายเนื้อเยื่ออยางงายที่นักเรียนไดศึกษามา 
 2.  บอกชื่ออุปกรณที่นกัเรียนคิดวาควรจะมีอยูในตูยายเนื้อเยื่อ 
 3.  อธิบายความสําคัญจําเปนของหมอนึ่งความดันที่มีตอการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 4.  บอกถึงขอควรระวังขณะใชหมอนึ่งความดัน 
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บทปฏิบัติการที่ 2 

เทคนิคการทํางานในสภาพปลอดเชื้อในหองปฏบิัติการ 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนสามารถทําใหเครื่องมือเพาะเลีย้งเนื้อเยื่ออยูในสภาพปลอดเชื้อได 
 2.  ใหผูเรียนมทีักษะการใชเครื่องมือเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชือ้ 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  เตรียมแอลกอฮอล  95%  และ 70% 
 2.  ทําเครื่องมือเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อใหอยูในสภาพปลอดเชือ้ 
 3.  ฝกทักษะการใชเครื่องมือเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อ 
 

วิธีการ 
 

 1.  ลางมือดวยน้ําสะอาด 
 2.  ฉีดพน  หรือเช็ดมือดวยแอลกอฮอล 70% 
 3.  ฉีดพนตูเนือ้เยื่อดวยแอลกอฮอล 70% ใหทั่ว  และเช็ดใหแหงดวยผาสะอาด 
 4.  จัดวางอุปกรณในตูยายเนือ้เยื่อใหอยูในตําแหนงที่ถูกตอง  ใหอยูในสภาพพรอมใช
งาน  แลวจึงจดุตะเกียง 
 5.  นําปากคีบและมีดผาตัดจุมลงในแอลกอฮอล 95%  แลวนําไปเผาไฟจากตะเกยีง  ให
ไฟลุกทวมปากคีบและมีดผาตัดไมนอยกวาครึ่งดาม  วางทิ้งไวใหเย็นบนแทนวางอุปกรณ  โดยให
ปลายปากคีบและใบมีดลอยอยูในอากาศ 
 6.  นําขวดเนื้อเยื่อพืชที่เตรยีมไว ลนไฟที่บริเวณรอบปากขวด 
 7.  เปดฝาขวด  โดยหงายฝาขวดวางลงบนโตะ  ใชปากคีบคีบเอาเนื้อเยื่อพืชในขวด
ออกไปวางบนจานตัดเนื้อเยื่อ 
 8.  นําปากคีบและมีดผาตัดจุมลงในแอลกอฮอล 95%  แลวนําไปเผาไฟจากตะเกยีง  ให
ไฟลุกทวมปากคีบและมีดผาตัดไมนอยกวาครึ่งดาม  วางทิ้งไวใหเย็นบนแทนวางอุปกรณ  โดยให
ปลายปากคีบและใบมีดลอยอยูในอากาศ 
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 9.  ลนปากขวดเนื้อเยื่อพืช  ปดฝาขวด  ลนไฟรอบขวดอีกครั้ง 
 10.  ใชปากคบีและมีดผาตดัที่ลนไฟและทิ้งไวใหเย็นแลว  ตัดแบงเนือ้เยื่อพืชออกเปน
ช้ินเล็กๆ  และพักไว 
 11.  นําขวดเนือ้เยื่อพืชลนไฟที่บริเวณรอบปากขวด 
 12.  ใชปากคบีที่ลนไฟและทิ้งไวใหเย็นแลว  คีบเนื้อเยือ่พืชที่ตัดและพักไว  ยายไปลง
ขวดอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 13.  ลนปากขวดแลวปดฝา 
 14.  เมื่อเวลาผานไป 7 วัน  ใหตรวจดูผลการปนเปอนของเชื้อ   
 

ภาระงาน 
 

 1.  จงอธิบายวธีิการเตรียมแอลกอฮอล 70% 
 2.  จากขั้นตอนในวิธีการปฏิบัติงานเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขอ 1-14  บันทกึผลการ
ปฏิบัติงาน และนักเรยีนคิดวาโอกาสที่จะเกิดการปนเปอนของเชื้ออาจเกิดขึ้นไดในขัน้ตอนใดบาง 
และมีวิธีการปองกันอยางไร 
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บทที่  3 

การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 

 เนื่องจากหลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจําเปนตองใชเทคนิคปลอดเชื้อ  ฉะนัน้
การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ หรืออาหารวิทยาศาสตรจําเปนตองจัดเตรียมและเก็บรักษาไวใน
สภาพปลอดเชือ้จุลินทรีย  อาหารที่ใชเล้ียงเนื้อเยื่อที่นําไปทําการนึ่งฆาเชื้อถานึ่งนานเกินไปอาจทํา
ใหสารบางชนดิสูญเสียคุณสมบัติไป  สารบางชนิดถูกความรอนไมได  เชน  วิตามินตางๆ  GA  และ
ยูเรีย ตองกรองดวยกระดาษกรองชนิด เยื่อกรอง (Millipore  filter)แบคทีเรียจะติดอยูขางบน  น้ําที่
ไหลผานลงมาจะปราศจากเชือ้ 
 อาหารที่ใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีหลายสูตร  มักเรียกชื่อตามผูที่คิดคนสูตรอาหารนั้นๆ  
เปนอาหารวิทยาศาสตร เปนธาตุอาหารใหแกพืช โดยจดัแบงกลุม  ไดแก 
 1.  ธาตุอาหารที่จําเปนในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ 

 2.  สูตรอาหารวิทยาศาสตรสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

 3.  ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 
 4.  สูตรอาหารดัดแปลง  
 

ธาตุอาหารที่จําเปนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 
 

 เปนอาหารวิทยาศาสตร  ประกอบดวยสารเคมี ที่เปนสารอินทรียและสารอนินทรีย ที่
เปนธาตุอาหารใหแกพืช โดยจัดแบงกลุมของสารที่ใชเปนองคประกอบของอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  
ดังนี ้
 1.  สารกลุมอนินทรีย (Inorganic  chemicals)  ประกอบดวยธาตุอาหารตางๆ  ดังนี้ 

1.1  ธาตุอาหารหลัก (Major  element)  พืชตองการใชในปริมาณมาก  ไดแก 
1.1.1  ไนโตรเจน (N) ธาตุอาหารจําเปนตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของ

พืช  เปนองคประกอบของกรดอะมิโน โปรตีน คลอโรฟลล อัลคาลอยด กรดนิวคลิอิก และฮอรโมน
พืชบางชนิดถาหากพืชขาดธาตุอาหารนี้จะแสดงอาการใบเหลือง อัตราการเจริญเติบโตของพืชลดลง 
ธาตุไนโตรเจนที่ใชจะอยูในรูปเกลือแอมโมเนียมไนเตรท หรือโปรแตสเซียมไนเตรท ซ่ึงจะแตกตวั
ใหแอมโมเนียมไอออน (NH4)  และไนเตรทไอออน (NO3) 
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1.1.2  ฟอสฟอรัส (P)  เปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอเนื้อเยื่อเจริญของพืช 
(Meristematic  tissue) ที่เปนองคประกอบของกรดนิวคลิอิก สารใหพลังงานสูง (ATP)  ชวยเรง
ปฏิกิริยาเคมีภายในเซลลพืช  ถาพืชขาดธาตุอาหารนี ้ ตนพืชจะมกีารเจริญผิดปกติและออนแอตอ
สภาพแวดลอม  ธาตุฟอสฟอรัสที่นิยมใชในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืชจะพบเหน็อยูในรูปของเกลือ
โปรแแตสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)  และโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4)  ซ่ึงจะแตกตวัให 
H2PO4  หรือ HPO4

2-  หรือ PO4
3-

1.1.3  โปรแตสเซียม (K)  เปนธาตุอาหารที่มีความสําคัญตอการแบงเซลล  
สงเสริมการทํางานของการสังเคราะหคารโบไฮเดรทในคลอโรฟลล (Phytosynthesis)  และ
กระบวนการเปลี่ยนไนเตรทใหเปนกรดอะมิโน ทั้งยังมีผลตอความแข็งแรงของพืช  โดยเปนตัว
ควบคุมแรงดนั ออสโมติกภายในเซลลพืชใหสมดุลกับสภาพแวดลอมภายนอก  หากพืชขาดธาตุ
อาหารนี้จะทําใหตนพืชผิดปกติและออนแอตอสภาพแวดลอม  ธาตุโปรแตสเซียมที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเเยื่อพืชมักจะอยูในรูปของเกลือโปรแตสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)  โปรแตสเซียมไอ
โอไดด (KNO3)  และโปรแตสเซียมคลอไรด (KCl)  ซ่ึงจะแตกตัวให K+

1.1.4  ซัลเฟอร (S)  เปนองคประกอบของโปรตีนบางชนิดในพืช ซ่ึงจะชวย
สงเสริมการเจริญเติบโตของราก  ทําใหใบมีสีเขียวเขม  ธาตุซัลเฟอรที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืชจะอยูในรปูเกลือแมกนเีซียมซัลเฟต (MgSO4)  แมงกานีสซัลเฟต (MgSO4)  และซิงคซัสเฟต (Cu 
SO4)  ซ่ึงจะแตกตัวให SO4

2- 

1.1.5  แคลเซียม (Ca)  เปนองคประกอบของผนังเซลล  ชวยรักษาสภาพของ
เซลลในการขยายตวั  และการเพิ่มจํานวนเซลล  ชวยในการเคลื่อนยายคารโบไฮเดรต  และกรดอะมิ
โนจากใบพืชไปสวนตางๆ  ชวยสงเสริมการทํางานของเอนไซมบางชนิดในตนพืช  เชน  อะไมเลส 
(Amylase)  เอทีพีเอส (ATPase)  และฟอสโฟไลเปส  (Phospolipase)  เปนตน   นอกจากนี ้ ยังชวย
สงเสริมการเจริญของเติบโต  และพัฒนาการของรากพืช  ธาตุแคลเซียมที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืชอยูในรูปของเกลอืแคลเเซียมคลอไรด (CaCl2)   และแคลเซียมไนเตรท (Ca(NO3) 2)  ซ่ึง
จะแตกตวัให  Ca2-

1.1.6  แมกนีเซียม (Mg)  เปนธาตุองคประกอบของคลอโรฟลล  และชวย
กระตุนการทํางานของเอนไซมในกระะบวนการเมตาโบลิซึมภายในเซลลพืช  ธาตุแมกนีเซยีมที่
นิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชอยูในรปูของเกลือแมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)  ซ่ึงแตกตวัให 
Mg2-

1.1.7  เหล็ก (Fe) เปนธาตุอาหารที่กระตุนการสรางคลอโรฟลลทําใหใบพืช 
มีสีเขียว  เปนแหลงในการสังเคราะหดวยแสงของพืช   เปนตัวสงถายอิเล็กตรอนในกระบวนการ
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สังเคราะหดวยแสงและกระบวนการหายใจ  เพื่อใหไดพลังงานในการดํารงชีวิตของพืช  ถาขาดธาตุ
นี้ใบพืชจะมีสีเหลืองซีด  ธาตุเหล็กที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช อยูในรูปของเกลือเฟอร
รัสซัลเฟต (FeSO4) ผสมกับเกลือโซเดียมเอธิลีนไดเอมีนเตตระอะซิตริกแอซิค (NaEDTA) ซ่ึงจะ
แตกตวัให Fe2+  Fe3+

1.1.8  คารบอน 
1.1.9  ไฮโดรเจน 
1.1.10  ออกซิเจน 

1.2  ธาตุอาหารรอง (Minor  element)เปนธาตุอาหารที่พืชตองการในปรมิาณนอย  
ไดแก  

1.2.1  โบรอน (B) เปนธาตุทีม่ีบทบาทสําคัญในการเคลื่อนยายน้ําตาลไปยัง
สวนตางๆ ของพืช  ซ่ึงมีผลตอการทํางานและสมดุลของฮอรโมนพืช  หากพืชขาดโบรอนจะมีออก
ซินเพิ่มขึ้น  สงผลใหฮอรโมนภายในตนพชืเปล่ียนแปลงและมีการเจรญิเติบโตผิดปกติ  โดยเฉพาะ
ในสวนเนื้อเยือ่เจริญจะหยุดการเจริญเติบโตและตายจากสวนปลายลงมา  ใบออนจะเกิดอาการใบ
ไหมเปนจุด  แตหากไดรับโบรอนมากเกินไปพืชจะแสดงอาการเปนพษิหรือตายได  ธาตุโบรอนที่
ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืจะอยูในรูปของกรดบอริก (H3BO3) 

1.2.2  โมลิบดีนัม (Molybdenum) เปนธาตุที่เปนตัวเรงปฏิกิริยาในกระบวนการ 
ไนเตรท รีดักชั่น (Nitrate  reduction)  โดยเปลี่ยนไนโตรเจนเปนแอมโมเนีย  สําหรับพืชบางชนิด
สามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได  ธาตุโมลิบดีนัมที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  อยูในรูปของ
เกลือโซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4)  ซ่ึงจะแตกตวัให MoO4

2-  ใชเพยีงเล็กนอย ถาใชมากจะทําให
ตนพืชแสดงอาการเปนพิษ   

1.2.3  แมงกานีส (Mn)  เปนองคประกอบสําคัญของผนังคลอโรพลาสต 
(Chloroplast  membrane)  ชวยเรงปฏิกิริยาภายในเซลลพืช  หากขาดธาตุอาหารนี้จะทาํใหใบไหม  
หรือใบเหลืองทั้งใบ  ธาตุแมงกานีสที่ใชในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช อยูในรูปของเกลือแมงกานีส
ซัลเฟต (MnSO4)  ซ่ึงจะแตกตัวให Mn2-

1.2.4  โคบอลต (Co)  เปนองคประกอบของวิตามิน บี12  มีความสําคัญตอ
ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ (Nitrogen  fixation)  ธาตุโคบอลตที่ใชในการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อพืช  อยูในรูปขอองเกลือโคบอลตคลอไรด (CoCl2)  ซ่ึงจะแตกตัวให Co2-

1.2.5  สังกะสี (Zn)  เปนองคประกอบที่สําคัญในเอนไซมหลายๆ ชนิด  เชน  
เอนไซมในกระบวนการสังเคราะหคลอโรฟลล  การสังเคราะหออกซิน  และการสังเคราะห IAA 
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(Indoleacetic  acid)  เปนตน  ธาตุสังกะสีที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  อยูในรูปของเกลือซิงค
ซัลเฟต (ZnSO4)  ซ่ึงจะแตกตวัให Zn2-

1.2.6  ทองแดง (Cu)  เปนธาตุสําคัญในขบวนการถายทอดอิเล็กตรอน  เพื่อให
ไดพลังงานในการดํารงชีวิตของพืช  หากขาดธาตุนี้พืชจะยับยั้งเกดิการเจริญเติบโต  ลําตนบวม  ขอ
ส้ัน  ใบลูลง  สวนปลายยอดตาย  ใบออนแหง  ธาตุทองแดงที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  อยูใน
รูปของเกลือคอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)  ซ่ึงจะแตกตวัให Cu2-

1.2.7  คลอรีน/คลอไรด (Cl)  เปนตัวเรงปฏิกิริยาการสังเคราะหดวยแสง  และ
รักษาสมดุลของ  Na-  และ K-  ของเซลลพืช  หากขาดธาตุนี้พืชจะแสดงอาการใบเหีย่ว  ใบมีสี
เหลือง  หรือสีบรอนซ  และตายได  ธาตุคลอรีนที่ใชในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช  มักจะอยูในรูปของ
เกลือแคลเซียมคลอไรด (CaCl2)  ซ่ึงจะแตกตัวให Cl-

1.2.8  ไอโอดีน (I)  เปนองคประกอบของกรดอะมิโนทีสํ่าคัญบางชนิดในพืช  
ธาตุไอโอดีนที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช อยูในรูปของเกลือโปรแตสเซียมไอโอไดด (KI)  ซ่ึง
จะแตกตวัให I-

 2.  สารกลุมอินทรีย (Organic  chemicals) 
2.1  สารที่เปนแหลงคารบอน (Carbon  and  energy  source)  ที่ใชเปนแหลงให

พลังงาน  ไดแก  น้ําตาล  แปง  เซลลูโลส  ประกอบดวยโมเลกุลของคารบอน (C)  ไฮโดรเจน (H)  
และออกซิเจน (O)  โดยใชเปนแหลงใหพลังงานแกพืชแทนคารบอนไดออกไซด (CO2)  และน้ํา 
(H2O)  ซ่ึงตองผานกระบวนการสังเคราะหดวยแสงจึงจะไดน้ําตาลและออกซิจน (O2) ใน
ระยะแรกๆ ตนพืชที่อยูในสภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืยังไมสามารถสังเคราะหดวยแสงได 
จําเปนตองใชน้ําตาลเปนแหลงคารบอนเพื่อการเจริญเติบโต  น้ําตาลที่ใชไดแก  ซูโครส  กลูโคส  
ฟรัคโตส  และแซคคาโรส  เปนตน โดยทัว่ไปนยิมใชน้ําตาลซูโครสเพราะหาไดงายและราคาถูก  
น้ําตาลซูโครส  เปนน้ําตาลโมเลกุลคู  เมื่อแตกตวัจะไดน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวคือกลูโคส  และฟรัค
โตส  ซ่ึงพืชสามารถนาํไปใชเปนแหลงพลังงานได  โดยไมตองผานกระบวนการสังเคราะหดวย
แสง 

2.2  สารจําพวกวิตามิน (Vitamin)  เปนสารที่มีผลตอการทํางานของเอนไซม
หลายๆ  ชนิดภายในเซลล วติามินที่มีความสําคัญตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืช ไดแก 

2.2.1  อิโนซิตอล (Inorsitol  ;  C6H12O6)  หรืออาจเรียกวิตามินบีรวม  เปน
น้ําตาลแอลกอฮอล (Sugar  alcohol)  ที่อยูในรูปของฟอสเฟต  ชวยรักษาแรงดันออสโมติกของเยื่อ
หุม  ออรกาเนลล (Organell  membrane) ตางๆ ชวยกระตุนการเจริญเตบิโตของเซลลพืช มีผลตอ
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การแบงเซลลของพืช  และสารอิโนซิตอล ที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  จะอยูในรูปของไมโออิ
โนซิตอล (Myo-inositol) 

2.2.2  ไทอะมนี (Thiamine  ;  C12H17ON4SCl)  หรือวิตามนิบี 1  ซ่ึงทําหนาที่
เปนโคเอนไซมในปฏิกิริยาการหายใจของพืช  โดยเปลี่ยนแปงที่สะสมในเซลลพืชใหเปนพลังงาน  
เพื่อการเจริญเติบโตและพัฒนาการของพืช  ไทอะมีนทีใ่ชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื  อยูในรูปของ
ไทอะมีนไฮโดรคลอไรด (Thiamine-HCl) 

2.2.3  กรดนิโคตินิค (Nicotinic  acid  ;  C6H5O2N)  หรือไนอะซีน  ทําหนาที่
เปนโคเอนไซมในการสงผานอิเล็กตรอนของการสังเคราะหดวยแสง  ในปฏิกิริยาการใชแสง (Light 
reaction)  เพื่อใหการทํางานของปฏิกิริยาการสังเคราะหดวยแสงเกิดขึ้นอยางสมบูรณ 

2.2.4  ไพริดอกซีน (Pyridoxine)  หรือวิตามิน B6  ทําหนาที่เปนโคเอนไซมใน
ปฏิกิริยาเคมีตางๆ ในเซลลพืช  โดยไพรีดอกซีนที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืชมักจะอยูในรูปของ
ไพรีดอกซีนไฮโดรคลอไรด (Pyridoxine-HCl) 

2.2.5  กรดแพนโทธีนิค (Pantothenic  acid  ;  C9H17O5N)  เปนโคเอนไซมใน
กระบวนการสงัเคราะหและสลายกรดไขมนั (Fat  metabolism) 

2.2.6  กรดโฟลิก (Folic  acid  ;  C19H19O7N6)  เปนวิตามนิในสวนของใบ  และ
สวนที่มีสีเขียวของพืช 

2.2.7  โคลีน (Choline  ;  C5H15O2N)  เปนอัลคาลอยด อยูในวิตามินบีรวม โค
ลีน ที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อพืช  อยูในรูปของโคลีนไฮโดรคลอไรด (Choline-HCl) 

2.2.8  โรโบฟลาวิน (Riboflavin)  เปนโคเอนไซมในปฏกิิริยาตางๆ  
เชนเดยีวกับวติามินบี 

2.2.9  วิตามินเอช (Vitamin  H  ; C10H16O3N2S)  เปนโคเอนไซมใน
กระบวนการสงัเคราะหและสลายกรดไขมนั (Fat  metabolism) 
 3.  สารควบคุมการเจริญเตบิโตของพืช (Plant  growth  regulators)  หรือฮอรโมนพืช  
เปนสารที่มีความสําคัญในการควบคุมรูปแบบของการเจรญิ  และพัฒนาการของพชื (Morphogenesis)  
ซ่ึงสารควบคุมการเจริญเตบิโตบางชนิดพืชสามารถสรางไดเอง  สวนใหญไดมาจากการสังเคราะห
ทางเคมี  โดยดูรูปแบบจากสารที่พบในธรรมชาติ  ซ่ึงสารที่สกัดไดจากพืช  และสารสังเคราะหนี ้
รวมกันเรยีกวา  สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  ที่ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อไดแก  และกลุม
ไซโตไคนิน  สารกลุมออกซิน ไดแก  IBA (3-Indole  butyric  acid),  NAA ( Napthalene  acetic  
acid)  และ 2,4 D (2,4-Dichlorophenoxy  acetic  acid) ไดแก  BA (6-Benzylamino  purine),  
Kinetin (6-Furfuryiamino  purine)  
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3.1  ออกซิน (Auxins)  ทําใหเซลลพืชเกิดการยืดตวัและบวม (Cell  elongation  and  
swelling)  เซลลเกิดการแบงตัว (Cell  division)  สงเสริมการเกิดราก (Root  formation)  และยับยั้ง
การเกิดยอด (Inhibition  shoot)  ออกซินที่พืชสังเคราะหขึ้นบริเวณปลายยอดและปลายรากคือ IAA 
(1H-indole-3-acetic  acid) ซ่ึงเปนออกซินที่คนพบตัวแรก  ในการเตรียม IAA เปนสารละลายที่มี
ความเขมขนสูงตองเตรียมในปริมาณที่นอยและควรจะใชใหหมดภายใน 2-3 สัปดาห  เนื่องจาก 
IAA สลายตัว หรือถูกดูดซึมโดยพืชอยางรวดเรว็ หรือจะเสื่อมคุณภาพไดงายโดยแสง  ความเปน
กรด  ออกซิน  และเอนไซมเปอรออกซิเดส 1H- indole-3-butyric  acid (IBA),   1-napthaleneacetic  
acid (NAA)    และ (2,4-dichlorophenoxy) acetic  acid (2,4-D)  เปนตน 

3.2  ไซโตไคนิน (Cytokinins)  ใชกระตุนการเจริญเติบโต  และพัฒนาการของเซลล
พืช  กระตุนใหเซลลเกิดการแบงตัว (Cell  division)  ชวยสงเสริมการเกิดยอด (Shoot  formation)  
ยับยั้งการเกิดราก (Inhibition  root)  ลดผลการขมของตายอด (Decrease  apical  dorminance)  
กระตุนการแตกตาขาง (Axillary  shoot  formation)  และชะลอการแกของเซลลพืช (Delay  
senescence) 

3.3  จิบเบอเรลลิน (Gibberellins)  นิยมใชในรูปที่เปนผลึก GA3  ซ่ึงสกัดไดจากเชื้อ
รา  และพืชช้ันสูง  สารกลุม GA จะสลายตัวไดงายเมื่อผานความรอน  จึงไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อ
ได  ตองใชการกรองผานตัวกรองละเอียด  สาร GA  ทําใหปลองของพืชยืดยาว สงเสริมการ
เจริญเติบโตของเนื้อเยื่อเจริญ  ทําลายการพักตัวของเมลด็พืช  อีกทั้งสงเสริมการเกิดยอด  และยับยัง้
การเกิดราก 

3.4  กรดแอบไซซิค (Abscisic  acid)  ใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อนอยมาก  ในพืช
บางชนิดใชในการเพิ่มปริมาณยอด  ชวยสงเสริมการเจริญเติบโต  และสงเสริมการพัฒนาของ
เอ็มบริโอ 
 4.  สารกลุมกรดอะมิโน (Amino  acidds)  ใชเปนแหลงของไนโตรเจนใหกับพืชใน
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ  เพื่อใหพืชนําไปใชในการสังเคราะหโปรตีน (Protein)  และกรดนิวคลิอิก 
(Nucleic  acid)  ชวยสงเสริมการเจริญเติบโตของพืช  และกระตุนการเกดิยอด  สารในกลุมนี้ไดแก  
ไกลซีน  กลูตามีน  แอสพาราจีน  อารจีนีน  ซีสเทอีน  ไธโรซีน   อะดีนนี  และเคซีนไฮโดรไลเสท  
ซ่ึงเปนโปรตีนที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิด 
 5.  สารประกอบอินทรียอ่ืนๆ  จากธรรมชาติบางชนิด  ไดแก   น้ํามะพราว  กลวยหอม
บด  น้ําสกัดจากหัวมนัฝร่ัง  น้ําสกัดจากยีสต  น้ํามะเขือเทศ  น้ําสกัดจากมอลท เปนตน  ซ่ึงไม
สามารถวิเคราะหองคประกอบที่แนนอนได  แตชวยสงเสริมการเจริญเติบโต  และพฒันาการของ
เซลลพืชในการเพาะเลี้ยงไดดี 
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 6  วุน (Agar)  เปนผงวุนทีไ่ดจากการสกัดสาหรายสีแดง  ใสเพื่อใหอาหารแข็งตัวเปนที่
ยึดของเนื้อเยื่อ  อาหารสังเคราะหที่มวีุนละลายอยูเรียกวา  อาหารวุน  หรืออาหารแข็ง  ความเขมขน
ของวุนประมาณ 0.6 –1 %  ถาละลายวุนใสในอาหารใหมคีวามเขมขนมาก  จะทําใหอาหารที่ได
คอนขางแข็ง  เปนผลใหสารละลายที่ปะปนอยูในวุนไมสามารถเขาไปในเนื้อเยื่อพืชได  วุนละลาย
ไดที่อุณหภูม ิ60-100 ๐C  และจะแข็งตัวที่อุณหภูมิประมาณ  45 ๐C  
 7.  ผงถาน  ใชเติมลงในอาหารปริมาณ 0.5-30 %  เพื่อดูดซับสารพิษที่พืชปลดปลอย
ออกสูอาหาร  หรือสารประกอบที่ยับยั้งการเจริญ 
 การเตรียมอาหาร มักเตรียมเปนสารละลายความเขมขนสูงกวาความเปนจริง 10-200 
เทา เพื่อความสะดวกและปองกันการผิดพลาดในการชัง่สารเคมี ซ่ึงบางชนิดใชปริมาณนอยมาก
เวลาใชจริง จึงนํามาเจือจางลง จนมีความเขมขนเทาความเขมขนจริง  แตมักเกิดปญหา คือ สารเคมี
บางชนิดตกตะกอน หรือ  บางชนิดอาจทาํปฏิกิริยากันเอง  ดังนั้น  ในการเตรียมสารละลายเขมขน  
จึงนิยมจัดกลุมของสารเคมีที่มีความสามารถละลายรวมกันไดที่ความเขมขนสูง โดยไมตกตะกอน
หรือเกิดปฏิกิริยาเคมีที่กอใหเกิดอันตราย นาํมาละลายรวมกัน เรียกวาStock solution   จัดกลุม
สารละลาย โดยแยก กลุมวิตามินมา ละลายรวมกันเปน Stock ตางหาก สวนน้ําตาล จะนํามาละลาย
ในอาหารที่เจอืจางแลว โดย Stock ที่เตรียมแลว ตองแชไวในตูเยน็ เพื่อเก็บไวใชไดนาน   
 

สูตรอาหารวิทยาศาสตรสําหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 

 อาหารวิทยาศาสตรที่ใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีอยูหลายสูตร (ตารางที่ 1)  ช่ืออาหาร 
แตละสูตรมักตั้งตามชื่อของนักวิทยาศาสตรผูคิดคนสูตรอาหารนั้นขึ้นมา   ในแตละสูตรจะมี
สวนประกอบและปริมารของธาตุอาหารที่แตกตางกนัออกไป  ขึ้นอยูกบัชนิดของพืชและ
จุดประสงคที่ใช  ดังนี ้  (อรดี  สหวัชรินทร  2539  :  23) 
ตารางที่ 1  แสดงชื่อสูตรอาหาร ผูคิด และปที่คิด 
 

สูตรอาหาร / ผูคิด (ปคิด) สูตรอาหาร / ผูคิด (ปคิด) 
MS =  Murashige  และ Skoog (1962) NN =  Nitsch  และ Nitsch (1967) 
W =  White (1963) KC =  Knudson  C (1964) 
BB5   =  Gamborg (1963) RM =  Reinert  และ Mohr (1967) 
VW =  Vacin  และ Went (1949) GD =  Greshff  และ Doy (1972) 
KN =  Kano (1963) WP =  McCown  Lloyd (1981) 
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 อาหารแตละสูตรประกอบดวยสารอนินทรีย  และสารอินทรียในปริมาณที่แตกตางกัน  
ซ่ึงจะแสดงไวในตารางตอไปนี้ 
ตารางที่ 2  สารอินทรียที่ใชในสูตรอาหารสูตรตางๆ ในปริมาณมิลลิกรัมตอลิตร 
 

ชื่อสูตรอาหารวิทยาศาสตรและปริมาณ  

สารเคมี 
MS W B5 VW KN NN KC RM GD WP 

(NH4)2SO4 - - 134 500 - - 500 400 200 - 
MgSO4.7H2O 370 720 250 250 - 125 250 400 250 370 
Na2SO4 - 200 - - - - - - - - 
KCI - 65 - - - - - 500 300 - 
CaCl2.2H2O 440 - 150 - - - - - 150 96 
KNO3 1900 80 2500 525 - 125 - - 1000 - 
K2SO4 - - - - - - - - - 990 
Ca3(PO4)2 - - - 200 - - - - - - 
Ca(NO3)2.4H2O - 300 - - - 500 1000 100 - 556 
NH4NO3 1650 - - - - - - - - 400 
NaH2PO4.H2O - 16.5 150 - - - - - - - 
Na2HPO4 - - - - - - - - 30 - 
KH2PO4 170 - - 250 - 125 250 250 90 172 
FeSO4.4H2O 27.8 - - - - 27.85 25 - 27.8 27.8 
Na2-EDTA 37.3 - - - - 37.25 - 22.4 37.3 37.3 
MnSO4.4H2O 22.3 7 - 7.5 - 25 7.5 .5 10 22.3 
MnSO4.H2O - - 10 - - - - - - - 
ZnSO4.7H2O 8.6 3 2 - - 10 - 0.03 3 8.6 
CuSO4.5H2O 0.025 - 0.025 - - 0.025 - 0.001 0.25 0.25 
Fe2(SO4)3 - 2.5 - - - - - 10.67 - - 
CoCl2.6H2O 0.025 - 0.025 - - 0.025 - - 0.25 - 
Kl 0.83 0.75 0.75 - - - - - 0.75 - 
H3BO3 6.2 1.5 3 - - 10 - 0.03 3 6.2 
Na2MoO4.2H2O 0.025 - 0.025 - - 0.025 - - 0.25 - 
Fe.EDTA - - 40 - - - - - - - 
Ferric  tartrate - - - 28 - - - - - - 
Hyponex - - - - 3000 - - - - - 
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ที่มา  :  อรดี    สหวัชรินทร  หลักการการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  กรุงเทพมหานคร  ภาควิชา 
            พืชสวน  คณะเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  2539    หนา  25. 
ตารางที่ 3 สารอินทรียที่ใชในสูตรอาหารสูตรตางๆ ในปริมาณมิลลิกรัมตอลิตร  ยกเวนน้ําตาล 
 และวุนเปนปรมิาณกรัมตอลิตร 
 

ชื่อสูตรอาหารวิทยาศาสตรและปริมาณ  

สารเคมี 
MS W B5 VW KN NN KC RM GD WP 

Myo-inositol 100 - 100 - - 100 - - 100 100 
Nicotinic  acid 0.5 0.5 1 - - 5 - 0.5 0.1 0.5 
Pyridoxine 0.5 0.1 1 - - 0.5 - 0.5 0.1 0.5 
Thiamine 0.1-1 0.1 10 - - 0.5 - 0.1 1 1 
Pantothenic - 1 - - - - - - - - 
Biotin - - - - - 0.05 - - - - 
Glycine 2 3 - - - 2 - 2 2 2 
Cysteine - 1 - - - - - - - - 
Vitamin  C - - - - - - - 150.1 - - 
Sucrose 30g 20g 20g 20g 30g 20-30g 20g - 20g 20g 
Agar 10g 5g 9-10g 16g 8-10g 20g 17.5g - 6g 6g 
PH 5.8 5.5 5.5 4.8 5.0 5.4 5.2 - - - 

 

 

ที่มา : อรดี  สหวัชรินทร  หลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   กรุงเทพมหานคร  ภาควิชา 
พืชสวน  คณะเกษตร  มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร  2539    หนา  26. 

 

 อาหารเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อแตละสูตรประกอบดวยสารเคมหีลายชนิด  จึงจําเปนตอง
จัดแบงสารเคมีออกเปนกลุมๆ  เพราะ 
 1.  สารเคมีบางตัวใชในปริมาณนอยมาก  เชน  CoCl2,  CuSO4   ซ่ึงจะมโีอกาสที่เกิด
ความคลาดเคลื่อนในการเตรียมสูงและยากในการชั่ง  ตองใชเครื่องชั่งที่มีความละเอยีดมาก  ๆ  
ฉะนั้น  การเตรียมสารละลายที่มีความเขมขนสูงหลาย ๆ เทา (50 ถึง 100 เทา) จะทําไดงายกวา 
 2.  สารเคมีบางตัว  ถาทําละลายรวมกันกบัสารตัวอ่ืน  อาจทําปฏิกิริยากันได  ทําใหเกิด
สารประกอบที่ไมพึงประสงค  ฉะนั้น  ในแตละกลุมของสารละลายเขมขน  (Stock)   จึง 
ตองเปนสารที่อยูรวมกนัได 
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 3.  สารเคมีบางตัวหากอยูรวมกันกับสารอืน่จะไมละลาย  หรือละลายไดไมหมด  จึง
ตองแยกกลุมออกตางหาก 
 
ตารางที่ 4 แสดงการเตรียมสารละลายเขมขนของอาหารสูตร MS ตอปริมาตร 1 ลิตร 
 ( 1  ลิตร =  1,000 cc ) 
 

Stock สารเคมี ปริมาณท่ีใช (mg) ความเขมขน (เทา) ปริมาณท่ีใช cc/ลิตร 
1 NH4NO3 82,500 50 20 
2 KNO3 95,000 50 20 

H3BO3 1,240 200  
KM2PO4 34,000 200  
KI 166 200 5 
Na2MoO4.2H2O 50 200  

3 

Co Cl2.6H2O 5 200  
4 CaCl2.2H2O 88,000 200 5 

MgSO4.7H2O 74,000 200  
MnSO4.4H2O 4,460 200  
ZnSO4.7H2O 1,720 200  

5 

CuSO4.5H2O 5 200  
Na2EDTA 7,450 200 5 6 
FeSO4.7H2O 5,570 200  
Glycine 400 200  
Nicotinic  acid 100 200  
Pyridoxine-HCl 100 200 5 

7 

Thiamine-HCl 20 200  
8 Myo-inositol 100 1  

 

ที่มา : ประศาสตร    เกื้อมณ.ี  เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ.  กรุงเทพมหานคร :  
โอเดียนสโตร,  2536.    หนา  31. 

 

ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 
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 1.  ดูดเอาสารละลายจาก Stock ตางๆ มารวมกัน  โดยใชปริมาตรในแตละ Stock ตามที่
คํานวณไว  ยกตัวอยางการเตรียมอาหารสูตร MS จากตารางที่ 1  จะเห็นวา  ตองใชสารละลายจาก 
Stock ที่ 1 และ 2  Stock ละ 20 cc, Stock ที่ 3 ถึง 7  Stock ละ 5 cc สวน Stockที่ 8  ใหช่ังสารละลาย
ลงไปทีหลัง 
 2.  เติมสารที่เปนแหลงคารบอน (Carbon  source)  ซ่ึงก็คือน้ําตาลนั่นเอง  อาจจะเปน 
Sucrose,  Glucrose  หรือ Fructose  แลวแตสูตร 
 3.  เติมสารควบคุมการเจรญิเติบโตหรือสารเคมีอ่ืนๆ ตามความตองการ 
 4.  ปรับปริมาตรใหครบตามปริมาณที่ตองการเตรียม 
 5.  ปรับความเปนกรดเปนดาง (pH)  โดยใชกรดเกลือ (HCl)  และโปตสัเซียมไฮดรอก
ไซด (KOH) เปนบัฟเฟอร pH ที่ใชปกติอยูในชวง  5.5-5.8   ยกเวนการเพาะเลี้ยงกลวยไม  ใช pH 
4.8-5.0 
 6.  เติมวุน (ในกรณีที่เตรียมอาหารแข็ง) 
 7.  เคี่ยวอาหารเพื่อหลอมวุน โดยใชเตาลวดความรอน  เตาไมโครเวฟ หรือเตาแกส   
ก็ได 
 8.  หยอดอาหารลงในภาชนะที่ใชเล้ียง  เชน  ขวด  หลอดทดสอบ  หรือขวดรูปชมพู 
 9.  นําอาหารทีห่ยอดลงขวดเรียบรอยแลวไปเขาหมอนึ่งความดัน โดยปรับใชความดัน
ที่ 15 ปอนด/ตารางนิ้ว  ใชเวลาประมาณ 15 นาที  อาหารที่นึ่งแลวเมื่อท้ิงไวใหเย็นกจ็ะสามารถ
นําไปใชเพาะเลี้ยงเเนื้อเยื่อพชืได 
 

สูตรอาหารดัดแปลง 
 

 สูตรอาหารวิทยาศาสตรที่นิยมใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช มีหลายสูตร  ซ่ึงแตละ
สูตรประกอบดวยสารอนนิทรียและอินทรียในปริมาณแตกตางกนั  สูตรอาหารที่นิยมใชกันมาก คือ   
 1.  สูตรอาหารดัดแปลง Vacin และ Went : VW (1949) 

เปนสูตรอาหารที่เหมาะสําหรับการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อกลวยไม  แบงเปนชนิดที่ไม
ละลายน้ําและละลายน้ํา เพื่อเตรียมเปนสารละลายเขมขน และแบงใชโดยการตวงปริมาตรแทนการ
ช่ังน้ําหนกั 
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ตารางที่ 5 :  แสดงสูตรอาหารดัดแปลง Vacin  และ Went : VW (1949) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
สารไมละลายน้ํา  กรัม 
 Tricalcium  phosphate 0.20 
สารละลายน้ํา กลุม  A กรัม 
 Potassium  nitrate 0.525 
 Ammonium  sulphate 0.50 
 Monopotassium  acid  phosphate  0.25 
สารละลายน้ํา กลุม  B กรัม 
 Magnesium  sulphate 0.25 
 Manganese  sulphate 0.0075 

ตารางที่ 5 :  แสดงสูตรอาหารดัดแปลง Vacin  และ Went : VW (1949) (ตอ) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
สารละลายน้ํา กลุม  C กรัม 
 Ferric tartrate   หรือ แทนดวย Ferrous ulphate ได  0.028 
 น้ําตาลซูโครส 20.00 
 วุนใชในปริมาณที่อาหารแขง็พอด ี                                              (ขวดเลก็ใช) 5-6 
อ่ืนๆ มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่น 1,000 
 น้ํามะพราว 850 

pH ปรับใหได 4.8-5.2 
 

 อาหารสูตรดัดแปลง  Vacin และ Went : VW  (1949) มีวิธีการเตรียมเปนขั้นตอน ดังนี้ 
 1.  ใช  Stock  VW 1     10  มิลลิลิตร 
            Stock  VW 2     10  มิลลิลิตร 
            Stock  VW 3     10  มิลลิลิตร 
 2.  ใส Tricalcium  phosphate  0.20  กรัม ละลายดวยกรดเกลือความเขมขน 1 nomal 
จากเริ่มตนสีขาวขุนจนได solution ใส 
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 3.  เติมน้ํามะพราว   150  มิลลิลิตร   
 4.  เติมน้ําตาล  20  กรัม 

 5.  เติมน้ําใหครบ 1  ลิตร 
 6.  เติมวุน 6.2 กรัม    (ถาตองการอาหารเหลว ไมตองใสวุน) 
 7.  ตมจนวุนละลาย 
 8.  ปรับ pH ใหได  4.8-5.2 ดวยกรดไนตรกิ 10%  
 9.  กลวยหอม  50 กรัม บดในน้ํา 100 มิลลิลิตร   

             10.  ถานผงละเอียด 2 กรัม คนใหเขากัน 
             11.  เทลงในขวดแกว  ปดฝาการเท 
             12.  นําไปนึ่ง ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูม ิ121 ๐C เปน
เวลา 15-30  นาที 
             13.  ปลอยไวใหเยน็ จนวุนแข็งจึงนําไปใชเล้ียงเนื้อเยื่อได 

การปรับคา pH สูงกวา 6 จะทําใหอาหารคอนขางแข็ง  ถาต่ํากวา 5 จะทาํใหอาหาร
วุนไมแข็งตัว  การเจริญของแคลลัสจะเจรญิไดดีที ่pH 7  ดังนั้น จึงใชประมาณ 5-6  และการใสผง
ถานลงในอาหารปริมาณ 0.5-30%  จะเติมเพื่อดูดซับสารพิษบางชนิดทีพ่ืชปลดปลอยออกมาสู
อาหาร 

สําหรับการเตรียมอาหารถายขวด ปรับปรุงจาก สูตร VW  เพิ่มกลวยหอมเปน 100   
กรัม  เพิ่มเนื้อมันฝร่ังที่ปอกเปลือกแลว 50 กรัม บดละเอียดใสแลวคนละลาย 
 2.  สูตรอาหาร Murashige  และ  Skoog   :  MS (1962) 

อาหารสูตรนี้ใชสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชืแทบทุกชนดิ  ทั้งพืชสวน  พืชไร  เฟรน  
หรือสาหราย ก็ได  มีองคประกอบตอลิตร ดังนี ้(สูตรอาหาร MS อาจดดัแปลงโดยการเติมออกซิน  
และไซโตไคนิน ในปริมาณตางๆ กัน)  สูตรอาหารนี้ใชคา pH  5.6 
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ตารางที่ 6 :  แสดงสูตรอาหาร Murashige  และ  Skoog   :  MS (1962) 
 

ชื่อสารเคม ี ปริมาณที่ใช (ตอลิตร) 
Ammonium  nitrate 1,650 มิลลิกรัม 
Calcium  chloride  440 มิลลิกรัม 
Magnesium  sulphate 370 มิลลิกรัม 
Potassium  dihydrogen  phosphate 170 มิลลิกรัม 
Potassium  nitrate 1,900 มิลลิกรัม 
Boric  acid 6.20 มิลลิกรัม 
Cobalt chloride 0.025 มิลลิกรัม 
Copper  sulphate 0.025 มิลลิกรัม 
Manganese  sulphate 22.30 มิลลิกรัม 
Potassium  iodide 0.83 มิลลิกรัม 
Sodium  molypdate 0.25 มิลลิกรัม 
Zinc  sulphate 8.60 มิลลิกรัม 
Sodium  EDTA 37.30 มิลลิกรัม 
Ferrous  sulphate 27.80 มิลลิกรัม 
Glycine 2 มิลลิกรัม 
Myo-inositol 100 มิลลิกรัม 
Nicotinic  acid 0.50 มิลลิกรัม 
Pyridoxine  hydrochloride 0.50 มิลลิกรัม 
Thiamine  hydrochloride 0.10 มิลลิกรัม 
น้ําตาลซูโครส 30 กรัม 
วุน 6.2 กรัม 
น้ํากลั่น 1 ลิตร 
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ตารางที่ 7 :  แสดงวิธีเตรียม Stock solution ของสูตรอาหาร  MS  (1962) 
 

ชื่อสารเคม ี ปริมาณที่ใช (ตอลิตร) 
Stock MS 1  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Ammonium  nitrate 165 กรัม 
 Potassium  dihydrogen  phosphate 17 กรัม 
 Boric  acid 620 มิลลิกรัม 

 Manganese  sulphate 2,230 มิลลิกรัม 
 Zinc  sulphate 860 มิลลิกรัม 
 Potassium  iodide 83 มิลลิกรัม 

 Copper  sulphate 2.5 มิลลิกรัม 
 Sodium  molypdate 25 มิลลิกรัม 
 Cobalt  chloride 2.5 มิลลิกรัม 

Stock MS 2  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Potassium  nitrate 190 มิลลิกรัม 

Stock MS 3  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Calcium  chloride 44 กรัม 

Stock MS 4  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Magnesium  sulphate 37 กรัม 

Stock MS 5  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Sodium  EDTA  3.73 กรัม 
 Ferrous  sulphate 2.78 กรัม 
Stock MS 6  (100 x ) ปริมาตรตอลิตร 
 Myo-inositol 100 กรัม 
 Nicotinic  acid 100 มิลลิกรัม 

 Pyridoxine  hydrochloride 100 มิลลิกรัม 
 Thiamine  hydrochloride 20 มิลลิกรัม 
 Glycine 400 มิลลิกรัม 
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อาหารสูตร Murashige  และ Skoog   : MS  1 ลิตร  มีวิธีการเตรียมดังนี ้
 1. ใช  Stock  MS 1  10 มิลลิลิตร 

  Stock  MS 2  10 มิลลิลิตร 
  Stock  MS 3  10 มิลลิลิตร  
  Stock  MS 4  10 มิลลิลิตร 
  Stock  MS 5  10 มิลลิลิตร 
  Stock  MS 6    5 มิลลิลิตร 
 2.  เติมน้ําตาล  30 กรัม 
 3.  เติมน้ําจนครบ  1 ลิตร 
 4.  ปรับ  pH  ใหได  5.6 
 5.  ใสวุน  6.2 กรัม  ตมจนวุนละลาย 
          6.  เทใสขวดแกว  ปดฝา 
 7.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว   อุณหภูม ิ121 ๐C  
เปนเวลา 15-20 นาที 
 3.  สูตรอาหารอรดี  (2530) 

เปนสูตรอาหารที่ ดร.อรดี   สหวัชรินทร ไดดัดแปลงใหงายขึ้น  โดยมีองคประกอบ
ตอ 1 ลิตร  ดังนี้ 

3.1  ปุยทวนิเฟอรตี้  สูตร 13 : 27 : 27     2 กรัม 
3.2  น้ํามะพราวออน   150 มิลลิลิตร 
3.3  น้ําตาล      30 กรัม 
3.4  วุน                  6.2 กรัม 

 ซ่ึงปุยทวินเฟอรตี้  มีองคประกอบของธาตุอาหารตางๆ ดังนี้ 
 ปริมาณธาตุอาหารรบัรอง 
  ไนโตรเจนทั้งหมด (N)   13% 
  ฟอสฟอรัสที่เปนประโยชน(P2O5)  27% 
  โปแตสที่ละลายน้ํา (K2O)   27% 
  ปริมาณธาตุอาหารรอง 
  แมกนีเซยีม  (MgO)     0.02% 

  ปริมาณธาตุอาหารเสริม 
เหล็ก  (Fe )                 0.02%   
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แมงกานีส  ( Mn )        0.01% 
ทองแดง ( Cu )     0.01% 
สังกะสี ( Zn )     0.01% 
โบรอน ( B )    0.01% 
โมลิบดินัม ( Mo )   0.009% 

 อาหารสูตรอรดี (2530 )   1 ลิตร  มีวิธีการเตรียมดังนี ้
 1.  ละลายธาตุอาหาร 2 กรัม ในน้ํา  500   มิลลิลิตร 

 2.  เติมน้ําตาล  30  กรัม  คนใหละลาย 
 3.  เติมน้ํามะพราว  150  มิลลิลิตร 
 4.  เติมน้ําจนครบ  1  ลิตร 
 5.  ปรับ  pH  5.6 
 6.  ใสวุน  6.2  กรัม  ตมจนวุนละลาย 
 7.  เทใสขวดแกว  ปดฝา 
 8.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว    อุณหภูม ิ121 ๐C  

เปนเวลา 15-นาที 
 ปริมาณ Stock  solution ที่จะใช จากวิธีการเตรียมอาหารวทิยาศาสตร ขางตน เชน สูตร
อาหาร  MS  และ  VW  จะตองเตรียม  Stock  solution  ใหมีปริมาณมากๆ   และเมื่อจะนํามาใชงาน
ตองทําใหเจือจางดวยน้ํา  ความสําคัญอยูขั้นตอนที ่การคํานวณปริมาณ  Stock  solution  ที่จะใชได
อยางถูกตอง แมนยํา  มีความละเอียดรอบคอบของผูตวงสารละลาย  ตารางตอไปนี้จะชวยใหเกดิ
ความสะดวกในการเตรียมอาหารมากขึ้น โดยชวยในดานความถูกตองของการคํานวณ 
 



 69

ตารางที่ 8 :  แสดงปริมาณของ Stock  solution ที่จะนํามาเจือจางเพื่อใหไดความเขมขนของ 
  สารละลายสุดทายที่ตองการ 
 

ความเขมขนของสารละลายสุดทาย (mg/l) ท่ีตองการ ความเขมขน
ของ Stock  
solution ปริ

มา
ณท

ี่ใช


(m
l) 

 

25
0 m

l 

 

50
0 m

l 

 

1 l
ite

r 

 

2 l
ite

rs 

 

10
 lit

er
s 

0.01 mg/ml     0.1 
    0.5 
    1.0 
  10.0 

    0.004 
    0.02 
    0.04 
    0.4 

    0.002 
    0.01 
    0.02 
    0.2 

    0.001 
    0.005 
    0.01 
    0.1 

    0.0005 
    0.0025 
    0.005 
    0.05 

    0.0001 
    0.0005 
    0.001 
    0.01 

0.01 mg/ml     0.1 
    0.5 
    1.0 
  10.0 

    0.04 
    0.2 
    0.4 
    4.0 

    0.02 
    0.1 
    0.2 
    2.0 

    0.01 
    0.05 
    0.1 
    1.0 

    0.005 
    0.025 
    0.05 
    0.5 

    0.001 
    0.005 
    0.01 
    0.1 

0.01 mg/ml 
 

    0.1 
    0.5 
    1.0 
 

    0.4 
    2.0 
    4.0 
 

    0.2 
    1.0 
    2.0 
 

    0.1 
    0.5 
    1.0 
 

    0.05 
    0.25 
    0.25 
 

    0.01 
    0.05 
    0.05 
 

10.0 mg/ml       0.1 
      0.5 
      1.0 
    10.0 

      4.0 
    20.0 
    40.0 
  400.0 

      2.0 
    10.0 
    20.0 
  200.0 

     1.0 
     5.0 
    10.0 
  100.0 

      0.5 
      2.5 
      5.0 
    50.0 

      0.1 
      0.5 
      1.0 
    10.0 
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บทปฏิบัติการที่  3 

การเตรียมอาหารเขมขน 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนมคีวามรูความเขาใจ  สามารถเตรียมอาหารเขมขนสูตร VW และสูตรอรดี 
(2530) ได 
 2.  ใหผูเรียนมทีักษะการใชเครื่องมือเตรียมสารเคมีตามสูตรอาหารเขมขนได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  ปฏิบัติการเตรียมอาหารเขมขนสูตร VW ปริมาตร 1 ลิตร และสูตร  
อรดี  (2530) ปริมาตร 1 ลิตร  
 การเตรียมสารละลายเขมขน  วิธีการคํานวณ 
ตัวอยางโจทย ตองการเตรียมสารละลายเขมขน โปแตสเซียมไนเตรท จํานวน  500 มิลลิลิตร 
  ตอการเตรียมอาหาร 1 ลิตร ในสูตร  VW 
วิธีทํา  ในสูตรอาหาร 1 ลิตร ใชโปแตสเซียมไนเตรท 0.525 กรัม ตองการสารละลาย 
  เขมขน 500 มิลลิลิตร เพื่อใช คร้ังละ 10 มิลลิลิตร 
ดังนั้น  ในสารละลายเขมขน 500 มิลลิลิตร ตองมีเนื้อสาร  0.525 x 500 = 26.25  กรัม 
              10  
 2.  ฝกทักษะการใชเครื่องมือเตรียมสารเคมีตามสูตรอาหารเขมขน 
 

วิธีการ 
 

 ตอนที ่1  สูตรอาหาร VW 
 1.  จัดเตรียมสารเคมีใหครบสูตรอาหาร (ใชขอมูลจากตารางที่ 5) 
 2.  แบงกลุมสารเคมีตาม Stock ของสูตรอาหาร VW ไดทัง้หมด 3 กลุม 
 3.  ช่ังสารเคมีแตละกลุมใหครบตามสูตร  ละลายสารเคมีในกลุมเดยีวกนัในภาชนะทีม่ี
น้ําอยู 500 มิลลิลิตร และปรบัน้ําจนถึง 1000 มิลลิลิตร เมื่อใสสารเคมีจนครบ กวนสารใหละลายเขา
กันจะไดสารละลายเขมขน 1 Stock (ใชขอมูลจากตารางที่ 5) 
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 4.  ติดฉลากกบัขวดที่ใส Stock เพื่อบอกวาในขวดเปนธาตุอาหาร Stock ใด 
 5.  ปฏิบัติการเชนเดียวกับขอ 3-4 จนได Stock ครบ 3 Stock 
 6.  จัดเก็บ Stock ทั้ง 3 ในตูเย็น  อุณหภูมิปกติ  เพื่อปองกนัการเสื่อม  และสามารถเก็บ
ไวใชไดนาน 
 ตอนที ่2  สูตรอาหาร อรดี  (2530) 
 1.  ปุย NPK = 13:27:27 กรัมตอลิตร ละลายธาตุอาหาร 2 กรัม ในน้ําจํานวน 500   
มิลลิลิตร 

 2.  เติมน้ําตาล 30 กรัม คนใหละลาย 
 3.  เติมน้ํามะพราวออน  150 มิลลิลิตร 
 4.   เติมน้ําจนครบ 1000 มิลลิลิตร  
 5.   ปรับคา pH ของอาหาร ปรับใหได pH 5.6 
 6.   ใสวุน 6 กรัม ตมจนวุนละลาย และกรอกใสขวดทีเ่ตรียมไว ปดฝา 
 7.   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภมูิ 121 ๐ C  เปน
เวลา 15 นาที 
 

ภาระงาน 
 

 1.  จงอธิบายวธีิการเตรียมอาหารเขมขนสูตร VW ในปริมาตร Stock 500 มิลลิลิตรโดย
บอกชื่อสารเคมีและปริมาณที่ใชอยางละเอยีด 
 2.  จงอธิบายวธีิการเตรียมอาหารเขมขนสูตร  อรดี (2530)  ในปริมาตร Stock 500 
มิลลิลิตร โดยบอกชื่อสารเคมีและปริมาณที่ใชอยางละเอยีด 
 3.  เพราะเหตุใดจึงตองใสสารทีละชนิดและคนใหละลายกอนใสสารชนิดตอไป 
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บทปฏิบัติการที่  4 

การเตรียมสารควบคุมการเจรญิเติบโต 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนสามารถเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโตได 
 2.  ใหผูเรียนมทีักษะในการใชเครื่องมือเตรียมสารควบคุมการเจริญเตบิโต 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  ปฏิบัติการเตรียมสารควบคุมการเจริญเตบิโต 
 2.  ฝกทักษะการใชเครื่องมือเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 

วิธีการ 
 

 1.  ฝกเตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N โดยปฏิบัติตามขั้นตอนดงันี้ 
      1.1  ช่ังสารโซเดียมไฮดรอกไซด 40 กรัม  ละลายในน้าํ 1 ลิตร 
      1.2  ไดสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 1 N  ปริมาตร 1 ลิตร 
 2.  ฝกเตรียมแอลกอฮอล 70% จากแอลกอฮอล 95%  โดยปฏิบัติตามขั้นตอนดังนี ้
      จากแอลกอฮอล 95% ลดความเขมขนลงเหลือแอลกอฮอล 70%  จํานวน 100 
มิลลิลิตร   ( EtOH = เอธิลแอลกอฮอล )     

     สูตร      N1  V1   =   N2  V2

     แทนคา 95 x V1  = 70 x 1000 
                V1  = 665 มิลลิลิตร 

     เมื่อ            N1  = ความเขมขนของสารละลายตั้งตน 
                  V1  = ปริมาตรของสารละลายตั้งตน 
                  N2  = ความเขมขนของของสารละลายสุดทาย 
                  V2  = ปริมาตรของของสารละลายสุดทาย 
     2.1  ตวงแอลกอฮอล (EtOH) 95%  ปริมาตร 66.5 มิลลิลิตร 

      2.2  เติมน้ํา 33.5 มิลลิลิตร ไดสารละลายแอลกอฮอล 70% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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 3.  ฝกเตรียมกรดเกลือ (HCl)  1 N  โดยปฏิบัติตามขั้นตอนดังนี ้
      3.1  ตวงกรดเกลือเขมขน  มิลลิลิตร  ละลายในน้ํา 100 มิลลิลิตร 
      3.2  ไดสารละลายกรดเกลือ 1 N  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 4.  ฝกเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต  ความเขมขน 1000 เทา  ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร  ประกอบดวย 

4.1  กลุมออกซิน  หรือ 2,4-D  หรือ IBA  หรือ NA  เลือกปฏิบัติเพียงสารเดียว 
4.1.1  ช่ังสารหนกั 0.2 กรัม 
4.1.2  ละลายในแอลกอฮอล (EtOH) 50%  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
4.1.3  หลังจากสารละลายหมดแลว  ใหเตมิน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
4.1.4  ไดสารละลายความเขมขนสูง 200 มิลลิกรัม/ลิตร 

4.2  กลุมไซโตไคนิน  หรือไคนิติน  หรือ BA  เลือกปฏิบัติเพียงสารเดยีว 
4.2.1  ช่ังสารหนัก 0.2 กรัม 
4.2.2  ละลายในโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 1 N  ปริมาตร 5-10 มิลลิลิตร 
4.2.3  หลังจากสารละลายหมดแลว  ใหเตมิน้ํากลั่นใหครบ 1 ลิตร 
4.2.4  ไดสารละลายความเขมขนสูง 200 มิลลิกรัม/ลิตร 

 

ภาระงาน 
 

 1.  จงอธิบาย  และแสดงการคํานวณ   การดูดใชสารควบคุมการเจริญเทาไร  จากสาร    
ความเขมขน 200 มิลลิกรัม/ลิตร ในการเตรยีมอาหาร 1 ลิตร ที่ตองการใหมีสารควบคุมการ
เจริญเติบโต  เพื่อเตรียมสารควบคุมการเจริญ ความเขมขน 1 มิลลิกรัม/ลิตร จํานวน 500 มิลลิลิตร  
โดยใชสูตร N1  V1  =  N2  V2
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บทปฏิบัติการที่  5 

การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนสามารถเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สูตร VW ได 
 2.  ใหผูเรียนไดฝกทักษะการเตรียมสารเคมีตามสูตรอาหาร 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  เตรียมอาหารสูตรเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สูตร VW 
 2.  ฝกทักษะการเตรียมสารเคมีตามสูตร 
 

วิธีการ 
 

 1.  จัดเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  สูตร VW  จํานวน 1 ลิตร  โดยตวงสารละลาย  
เขมขนที่ไดเตรียมไว  ไมใสสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  ใสน้ําตาล 30 กรัม  และวุน 6 กรัม  
ปรับคา pH ใหเปน 4.8-5.2 
 2.  เตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ  สูตร VW  ปริมาณที่เตรียม 1 ลิตร  จาก Stock 1-3 
ชนิดละ 10 มิลลิลิตร ใสน้ํามะพราว 150  มิลลิกรัม  ใสน้ําตาล 20 กรัม และวุน 6 กรัม ปรับคา pH 
ใหเปน 4.8-5.2 
 3.  เตรียมน้ําสําหรับการฟอกฆาเชื้อ  โดยตวงน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร/ขวด  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอ  เปนเวลา 15 นาที 
 

ภาระงาน 
 

 จงอธิบายวิธีการเมื่อเตรียมอาหารสูตร  VW  จํานวน  500  มิลลิลิตร (1/2  ลิตร)  จาก 
Stock 1-3 มาพอเขาใจ 
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บทที่ 4 

วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 

 เนื่องจากหลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจําเปนตองใชเทคนิคปลอดเชื้อ  และตดั
เอาชิ้นสวนของพืชที่สะอาดมาดําเนินการตามขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อ ซ่ึงจะไดกลาวถึงดังนี ้
 

เทคนิคปลอดเชื้อ 
 

 เนื่องจากการรักษาสภาพปลอดเชื้อจุลินทรยีเปนสิ่งสําคัญยิ่งในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
พืช  การเลือกบริเวณทํางานจึงควรหลีกเลีย่งสถานที่ที่มีกระแสลมพัดผาน  เพราะกระแสลมจะเปน
พาหะพัดพาเอาสปอรของเชื้อจุลินทรียเขามาได  โดยเฉพาะสภาพภูมอิากาศของประเทศไทยเปน
เขตรอนชื้น   เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อราและแบคทีเรีย  บริเวณที่ทํางานจึงควรปรับ
สภาพใหเปนบริเวณที่มีอากาศนิ่งสงบเหมอืนกับหองอัดรูป  จึงควรเปนหองที่ติดเครือ่งปรับอากาศ  
และปรบัอุณหภูมิใหอยูที ่25 ๐C  ซ่ึงเปนระดับที่ต่ํากวาอุณหภูมิภายนอก  ควรทาสีกนัเชื้อราที่ผนัง
หองเพื่อยับยั้งและลดปริมาณการเกดิเชื้อราดวย 
 อาหารที่ใชเล้ียงเนื้อเยื่อ เครื่องมือผาตัด และเครื่องแกว จะตองนําไปทาํการฆาเชื้อ 
จุลินทรียซ่ึงอาจอยูในสภาพ Vegetative  cell  หรือ Spore  ที่สามารถทําใหเกิดการปนเปอน 
(Contamination) ได  การฆาเชื้อทําไดโดยการนําไปนึ่งฆาเชื้อดวย หมอนึ่งความดนั (Steam  
pressure) ที่อุณหภูม ิ121 ๐C เปนเวลา 15 นาที  หมอนึ่งความดันอาจเปนแบบปดเองอัตโนมัติ 
(Automatic)   แบบไฟฟา   แบบแกส  แตหากทํานอยๆ อาจใชหมอนึ่งอาหาร ก็ได 
 อาหารที่นําไปนึ่งฆาเชื้อ  ถานึ่งนานเกินไปอาจทําใหสารบางชนิดสูญเสียคุณสมบัติ
สารบางชนิดถูกความรอนไมได เชน วิตามนิตางๆ GA  และยูเรีย ตองกรองดวยกระดาษกรองชนิด
เยื่อกรอง  แบคทีเรียจะตดิอยูขางบน  น้ําที่ไหลผานลงมาจะปราศจากเชือ้ 
 เคร่ืองแกว  และเครื่องมือผาตัด อาจนึ่งพรอมกับอาหาร ใหหอดวย  แผนอะลูมิเนียม 
ฟอยล (Aluminum  foil)  แผนเซลโลเฟน (Cellophane)  กระดาษสีน้ําตาล  หรือ  กลองโลหะก็ได 
 เพื่อปองกันไมใหเปยกน้ําขณะทําการนึ่งฆาเชื้อ ถาไมนึ่งฆาเชื้อในหมอนึง่ความดันอาจ
ใชวิธีอบแหงใน ตูอบแหง ที่อุณหภูม ิ180 ๐C เปนเวลา 2–3 ช่ัวโมง 
 มีดผาตัด  ปากคีบ  เข็ม  และชอน  วิธีฆาเชือ้โดยการจุมแอลกอฮอล 95% แลวลนไฟ 
ช้ินสวนพืชทีน่ํามาเพาะเลี้ยงยอมมีเชื้อติดมาดวย  จึงตองทําการฟอกฆาเชื้อที่ติดอยูทีผิ่วพืช 
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(Surface  sterilization) ซ่ึงมีสารฆาเชื้อ (Sterilant) หลายชนิด  และเวลาที่ใชในการฆาเชื้อ จะ
แตกตางกนัออกไป  สารฆาเชื้อที่นิยมนํามาใชไดแก โซเดียมไฮโปคลอไรด  ( Sodium  
hypochlorite)  และแคลเซียมไฮโปคลอไรด  Calcium  hypochlorite) ซ่ึงจะปลอย Cl2  ออกมา  
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด   (Hydrogen  peroxide),  ซิลเวอรไนเตรท  (Silver  nitrate)   และเมอรคิว
ริกคลอไรด (Mercuric  chloride) 
 ในทางการคา  สารฆาเชื้อที่นิยมใชกันมาก  คือ  คลอร็อกซ (Clorox)  หรือ ไฮเตอร 
(Haiter) มีสารโซเดียมไฮโปคลอไรด  (Sodium  hypochlorite)  ในปริมาณที่บอกไวขางขวด   
ใชสารฆาเชื้อในปริมาณ 5-10% โดยปริมาตร  ฟอกฆาเชือ้เปนเวลา 15-30 นาที ใชฆาเชื้อไดด ี
 กอนที่จะใชคลอร็อกซ  อาจจะนําชิน้สวนของพืชไปชุบในเอธิลแอลกอฮอล (70% 
ethanol)  เปนเวลา 30 นาท ีเพื่อเอาไข (Wax) ที่ติดอยูตามผิวใบหรืออวัยวะขอองพืชออก เพื่อใหได
สารฆาเชื้อที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นควรเติมสารเปยกใบ (Wetting  agent) ลงไปในน้ํายาคลอ
ร็อกซ 2-3 หยด  สารเปยกใบที่ใชไดแก  ทีโพล (Teepol), ทวีน-20( Tween-20),  เลสซาโพล เอฟ 
(Lessapole F)  และเมื่อฟอกฆาเชื้อดวยสารฆาเชื้อแลว  จะตองนําไปลางนําที่นึ่งฆาเชื้อแลว (Sterile  
water) เพื่อลางเอาสารฆาเชื้อออกใหหมด 
 การฟอกฆาเชือ้นี้เปนการฆาเฉพาะเชื้อที่ตดิอยูตามผวิพืช (surface  sterilization) เทานัน้  
เชื้อจุลินทรียทีอ่ยูขางในชิ้นสวนพืชในบริเวณชองวางระหวางเซลลจะไมตาย  จึงจําเปนจะตองใช 
ยาปฏิชีวนะ (Antibiotic) ดวย  แตก็ไมคอยไดผลเพราะยาปฏิชีวนะบางชนิดเลือกฆาเฉพาะจุลินทรยี
บางชนิดเทานัน้  ควรเลือกใชชนิดที่สามารถฆาเชื้อจุลินทรียไดหลายชนิด   
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดของการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 

  คัดเลือกใบ                     ฟอกฆาเชื้อ              ตัด
้

 

 เนื่องจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช   หมายถึง  การเพาะเลี้ยงอวัยวะ  เนือ้เยื่อ  เซลล  และ   
โปรโตพลาสต 
 1.  การเพาะเลีย้งอวยัวะ (Organ  culture)  ไดแก 

1.1  การเพาะเลี้ยงปลายยอด (Shoot  tip  culture)  เปนวิธีที่ใชเพื่อการขยายพนัธุพืช
เพียงจดุประสงคเดียวเทานั้น  การเพาะเลีย้งปลายยอดทําไดโดยตดัเนื้อเยื่อเจริญจากปลายยอด
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ประมาณ 0.1-0.2 มิลลิเมตร มาเลี้ยงและทําใหออกรากก็จะไดตนที่ปราศจากเชื้อไวรัส  แตถาตัดยอด
มาประมาณ 1-10 มิลลิเมตร ก็จะมีสามารถสรางตนพืชไดหลายตน แตควรระวังเพราะอาจมีเชื้อ
ไวรัส ติดมาดวยก็ได 
 
 
 
 
 
 
 
 
      

 เนื้อเยื่อเจริญเติบโตและนําออกปลูก 

นําเนื้อเยื่อที่ตัดเพาะเลี้ยงในอาหาร 

ตัดเนื้อเยื่อเจริญ
บริเวณปลายยอด 

ตัดช้ินสวนบริเวณยอดใหตัดใบแกทิ้ง 

 
     

1.2  การเพาะเลี้ยงปลายราก (Root  tip  culture)  โดยนํารากพืชเพยีงอยางเดียวมา 
ทําการเพาะเลีย้ง  รากก็จะเจริญเติบโตและแตกแขนงไดดวย  สามารถตัดแบงรากไปเลี้ยงตอไปได
เร่ือยๆ ไมมีที่ส้ินสุด 

1.3  การเพาะเลี้ยงตาขาง (Axillary  bud  culture)  เปนกรรมวิธีเดียวกบัการ
เพาะเลี้ยงปลายยอด  ตางกันตรงที่ใชตาขางของพืชมาทําการเพาะเลีย้ง 

1.4  การเพาะเลี้ยงใบ (Leaf  culture) 
 

   ยายปลูก        ชักนําใหเกิดราก  ชักนําใหเกิดตน    เลี้ยงในอาหารแข็ง 

คัดเลือกใบ                     ฟอกฆาเชื้อ                  ตัดชิ้นสวนใบ 
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1.5  การเพาะเลี้ยงไขและรังไข (Ovule  and  Ovary  culture)  สามารถนําไปใชเปน
วิธีผสมพันธุที่ตามปกติผสมยาก  หรือผสมงายแตเอ็มบริโอ ออนแอ  อาจแทงหรือตายไปกอนที่
เมล็ดจะแก   

1.6  การเพาะเลี้ยงดอก (Flower  culture) ถานําดอกมาเลี้ยงก็อาจจะไดตนพืชที่
ใหผลที่มีหรือไมมีเมล็ดก็ได  ขึ้นอยูกับวาดอกนั้นถูกผสมเกสรมากอนหรือไม  ถาดอกที่นํามาเลี้ยง
ยังไมถูกผสมเกสรก็ควรเลี้ยงดวยอาหารทีม่ีออกซิน  หรืออาจจะทําการถายละอองเกสร (Test-tube  
pollination) และมีการปฏิสนธ ิ(Test-tube  fertilization) เกิดขึ้นในหลอดทดลองดวยก็ได  ภายใน
ผลที่เกิดขึ้นจะมีเมล็ดซ่ึงสามารถนําไปปลูกตอไปได 

1.7  การเพาะเลี้ยงผล (Fruit  culture) 
1.8  การเพาะเลี้ยงคัพภะหรอืเอมบริโอ (Embryo  culture)  เปนวิธีที่อาจชวยชีวิต 

ลูกผสมทําใหไดพืชพนัธุใหมขึ้นมา  มักใชกันในหมูนกัผสมพันธุและนักคัดเลือกพนัธุ  ซ่ึงวิธีการ
ไมยากนัก   แตตองใชเอ็มบริโอที่มีขนาดใหญที่ประกอบดวยเซลลมากกวา  50  เซลลขึ้นไป  และมี
ขนาดโตพอทีจ่ะผาตัดไดโดยไมเละ อาหารก็สามารถใชสูตรงายๆ  ทั้งนี้ เพื่อใหเอ็มบริโองอกเปน
ตนพืชสําหรับนําไปปลูกในดินตอไป 
 
 
 
 
 
      

 

  
 ภาพแสดงการนําเอ็มบริโอ 
 ออกจากเมล็ด 
 A          =  ผล 
 B          =  ตัดผลเพื่อใหเมล็ด 
                  ออกมา 
 C – F    =  ตัดเมล็ดเพื่อนํา 
                  เอ็มบริโอออกมา   

 
 

1.9  การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรและละอองเกสร (Anther  culture  and  Pollen  
culture  or  Microspore  culture)  ใชกันมากในหมูนักปรบัปรุงพันธุพืช  การเพาะเลีย้งแบบนี้จะได
แคลลัส หรือ เอ็มบริออยด  ซ่ึงจะเจริญเปนตนตอไป  โดยตนทีไ่ดนี้อาจจะมีโครโมโซมเพียง 1 ชุด 
(Haploid)    2 ชุด (Diploid)  หรือ หลายชุด (Polyploid) กไ็ด    พืชที่ทําสําเร็จแลวไดแก  ขาว  
ขาวโพด  ยาสบู  แครอท  ผักกาดขาว  มะเขือเทศ  พริก  สตรอเบอรี่ 
 2.  การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ (Tissue  culture  or  Callus  culture)  โดยนําเอาเนื้อเยื่อของ
พืชมาเลี้ยงดวยอาหารวิทยาศาสตรก็จะไดแคลลัสซ่ึงเปนกลุมของเซลลที่ประกอบไปดวยเซลล



 79

พาเรงคมิาเปนสวนใหญ  ยังไมมีการเปลีย่นแปลงเกดิเปนยอดหรือราก  การเพาะเลีย้งแบบนี้มี
ประโยชนตอการศึกษาเกีย่วกบัสันฐานวิทยา  สรีระวิทยา  และโรคพืช  ปจจุบันนําวิธีการนี้มาใชใน
การผลิตตัวยาทางเคมีของพืชสมุนไพร  และนําไปใชในการขยายพนัธุพืชอีกหลายชนิด  พืชโดย
ทั่วๆ ไป  ไมวาจะเปนพืชช้ันต่ํา  พวกสาหราย มอส  เฟรน  สน  และพืชช้ันสูง  ทั้งพืชใบเลี้ยงเดีย่ว
และพืชใบเลี้ยงคู สามารถทําการเพาะเลีย้งใหเกิดแคลลัสไดงาย  เพียงใชอาหารที่มีองคประกอบ
งายๆ  เชน  เกลือแรธาตุ  น้ําตาล  ไวตามิน  ฮอรโมน  และสารควบคุมการเจริญเติบโตพวกออกซิน  
และไซโตไคนิน  ฮอรโมนที่ไดจากพืชโดยตรง   เชน  น้ํามะพราว  น้ําสกัดจากยีสต  จากขางมอลท  
จากมันฝร่ัง  น้ํามะเขือเทศ  กลวย  และ Casein  hydrolysate  เมื่อไดแคลลัสแลวก็สามารถตัดแบง
แคลลัส 
ออกเปนชิ้นเลก็  ๆ  นําไปเลีย้งในอาหารที่เตรียมใหม  แคลลัสก็จะเจริญเติบโตไดแคลลัสตอไป
เร่ือย  ๆ  ไมมีที่ส้ินสุด  แตกต็องระวังเพราะการเลี้ยงแคลลัสและยายเปลี่ยนอาหารใหมเปนเวลา 
นาน ๆ อาจทําใหเกดิการกลายพันธุเนื่องจากการเพิ่มโครโมโซม  ซ่ึงพบบอย  แคลลัสที่เกิดบน
อาหารแข็งหรืออาหารวุนจะประกอบไปดวยเซลลซ่ึงอาจมีหลายส ี  เชน  สีขาว  สีเขียว  หรือสีมวง  
ทั้งนี้จะขึ้นอยูกับ   รงควัตถุชนิดตางๆ ภายในเซลล  การเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อแบงออกเปน 2 วิธี คือ 

2.1  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเจริญ (Meristematic  tissue)   
2.2  อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพาเรงคิมา (Parenchyma  tissue)  จากสวนสะสม

อาหาร (Storage  organ) ซ่ึงสวนใหญจะเจริญไปเปนแคลลัส  (Callus) 
 3.  การเพาะเลีย้งเซลล (Cell  culture)  หากนาํเอาแคลลัสไปเลี้ยงในอาหารเหลว  วางบน
เครื่องเขยาจะไดเซลลที่เปนเซลลแขวนลอย (Cell  suspension  culture) ซ่ึงประกอบไปดวยเซลล
เดี่ยวๆ  หรือกลุมของเซลล   2-3  เซลล แขวนลอยกระจดักระจายอยูในอาหารเหลวอกีทีหนึ่ง  กอน
จะนําแคลลัสไปเลี้ยงในอาหารเหลวตองทาํใหเซลลในแคลลัสเกาะกันอยางหลวมๆ สามารถหลุด
ออกจากกนัไดงายเสียกอน  ซ่ึงทําไดโดยการเลี้ยงในอาหารที่มีเกลือแรธาตุและออกซินในปริมาณ
สูง  และตองมี Casein  hydrolysate ดวย  การเพาะเลี้ยงเซลลมีวิธีการเลี้ยงดังนี ้

3.1  การเพาะเลี้ยงเซลลเดีย่ว (Single  cell  culture)  ทําไดโดยการกรองเซลลแขวนลอย
แลวนําเอาอาหารที่กรองไดซ่ึงมีเซลลเดี่ยวๆ อยูดวยไปผสมกับอาหารวุนที่ยังรอนและไมแข็งตวั ซ่ึง
มีอุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส  แลวเทอาหารลงเลี้ยงในจานมีฝาปด  เซลลเหลานี้ก็จะเจริญ
ไปเปนแคลลสัตอไปได  เรียกวิธีการนี้วา Agar  plating  technique 

3.2  การเพาะเลี้ยงเซลลบนหยดอาหาร (Micro  chambers)  ทําโดยนําเซลลไปเลี้ยง
บนหยดอาหารที่ติดอยูกับแผนแกว  แลวคว่ําลงบนสไลดหลุม 
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3.3  การเพาะเลี้ยงเซลลบนกระดาษกรอง (Nurse  culture)  เปนการนําเซลลไปเลี้ยง
บนกระดาษกรองที่วางอยูบนแคลลัสอีกทีหนึ่ง  เซลลที่วางอยูบนกระดาษกรองจะมกีารเจริญเติบโต
แบงเซลลเปนแคลลัส   ซ่ึงสามารถทําใหเปนตนและมีรากไดในภายหลังโดยการเติมออกซินและ 
ไซโตไคนินในอัตราสวนที่เหมาะสม  หรืออาจใชวิธีการเปลี่ยนแปลงปริมาณเกลือแรธาตุที่ใสใน
อาหารก็ได 
 4.  การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต (Protoplast  culture)  โดยการเพาะเลี้ยงเร่ิมตนจาก
เซลลแขวนลอย  หรือเซลลจากใบพืช  โดยเติมเอนไซมเซลลูเลส (Cellulase)  และเพคติเนส 
(Pectinase) ที่สกัดไดจากเชือ้รา  ซ่ึงจะไปชวยยอยผนังเซลลไดเปนโปรโตพลาสต  และทําให 
โปรโตพลาสตนี้ไปรวมกับโปรโตพลาสตอันอื่นของพชืชนิดเดยีวกัน หรือตางชนิดกัน หรือตาง
สกุลกันก็ได  ซ่ึงทําไดโดยการเติมสารเคมี Polyethylene  glycol (PEG)  หรือใชกระแสไฟฟา
กระตุน ทําใหไดพืชพนัธุใหมขึ้นมาได  วิธีการแบบนี้เรียกวา การรวมโปรโตพลาสต(Protoplast  
fusion  หรือ Somatic  hybridization) 
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 อนึ่ง  ในปจจบุันไดมีนกัวิทยาศาสตรจํานวนมากทีพ่ยายามสรางพืชจําลองพันธุโดย
วิธีการทางพันธุวิศวกรรม  โดยไดนําเอา DNA ที่ไดจากการตัดตอยีนจากแบคทีเรีย  พชื  และสัตว
บางชนิด  แลวนําเขาไปอยูในโปรโตพลาสตของพืช และทําการบังคับใหมีการเจริญเติบโตและ
พัฒนาไปเปน ตนพืชพันธุใหมที่มีลักษณะตามที่ประสงคได 

การเจริญเติบโตและพัฒนาการของเนื้อเย่ือพืช 
 

 การเจริญเติบโตและพัฒนาการของเนื้อเยื่อพืชเพาะทีเ่ล้ียงในอาหารวิทยาศาสตรใน
สภาพปลอดเชือ้มีหลายรูปแบบ  ดังนี ้
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชิ้นสวนของพืชท่ีเพาะเลี้ยง 
(Explant) 

อวัยวะ 
(Organogenesis) 

แคลลัส 
(Callus  formation) 

ตนที่มีรากสมบูรณ 
(Miniplant,  Plantlet) 

เอ็มบริโอ 
(Embryogenesis) 

 1.  พัฒนาเปนอวัยวะ (Organogenesis)  โดยอาจพัฒนาเปนอวัยวะตางๆ  เชน 

 

 
 
 
 
 
 
 2.  พัฒนาเปนแคลลัส (Callus  formation) 
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 3.  พัฒนาเปนเอ็มบริโอ (Embryogenesis) 

 

 
 
 
 
 
 
 ช้ินสวนของพชืที่นํามาเพาะเลี้ยงบนอาหารวิทยาศาสตร  ในสภาพปลอดเชื้อนี้จะมีการ
พัฒนาไปในรปูแบบใดก็ได  ทั้งนี้จะขึน้อยูกับปจจยัหลายประการ ไดแก  ชนิดของพืช (Plant species)  
สวนของพืช (Explant)  ปจจยัทางเคม ี(Chemical  factor)  และปจจยัทางกายภาพ (Physical  factor)  
ซ่ึงไมวาจะพฒันาไปเปนรูปแบบใดก็ตาม  ในที่สุดก็สามารถบังคับใหเกิดเปนตนทีม่ีรากสมบูรณที่
สามารถนําออกปลูกลงดินไดสําเร็จ 
 

สวนของพืชท่ีใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

 เนื้อเยื่อพืชเกือบทุกชนิดสามารถนํามาเพาะเลี้ยงได  ทั้งพืชที่เปนพืชใบเลี้ยงเดี่ยว หรือ     
ใบเลี้ยงคู  จิมโนสเปรม (Gymnosperms)  เฟรน (Fern)  และไบรโอไฟท (Bryophytes)  เนื้อเยื่อที่
สามารถนํามาเพาะเลี้ยงตองเปนเนื้อเยื่อที่มชีีวิต  อยางไรก็ตามความสามารถในการเจริญเติบโต
อาจจะแตกตางกัน  เพราะเซลลแตละชนิดยอมมีความตืน่ตัว (Active) ไมเทากันการคัดเลือกเนื้อเยือ่
จึงยอมสงผลตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงอยางยิ่ง  การคัดเลือกเนื้อเยือ่จึงควรมีเทคนิคดังนี ้
 1.  ปลายยอด (Shoot  apex)  หมายถึงสวนที่นับจากปลายยอดสุดของลาํตนลงมาไม
เกิน 5 มิลลิเมตร  เปนสวนที่เซลลมีการแบงตัวมากที่สุด 
 

 

 ปลายยอด 
 ตาขาง 
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 2.  ปลายราก (Root  apex)  เปนสวนที่ถัดขึน้มาจากสวนที่เรียกวา  หมวกราก (Root  
cap)  จะมีสวนที่ประกอบดวยเนื้อเยื่อเจรญิคลายกับสวนปลายยอด 

 
 เยื้อเยื่อเจริญ 
 หมวกราก 

 เนื้อเยือ่ลําเลียง 

 
 
 
 
 
 
 
 3.  เนื้อเยื่อเจริญในทอลําเลียง (Vascular  cambium)  เปนเนื้อเยื่อเจริญที่พบในสวน
ของ   ลําตนและราก  ซ่ึงอยูในระหวางกลุมทออาหาร (Phloem)  และทอน้ํา (Xylem) 

 

เอพิเดอรมิส 
ทอลําเลียงน้ํา 
 

วาสคิวลารแคมเบียม 
 

ทอลําเลียงน้ํา 
พิธ 

 
 
 
 
 
 
 
 4.  เนื้อเยื่อเจริญระหวางปลอง (Intercalary  meristem)  ซ่ึงจะพบในพชืใบเลี้ยงเดีย่ว         
ทําหนาที่เพิ่มความยาวของปลอง 

 

 ตา 
 เนื้อเยือ่เจริญระหวางปลอง 
 ขอ 
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 5.  เปลือกชั้นใน  (Inner  bark)  ซ่ึงประกอบดวยเนื้อเยื่อช้ัน Phloem  และ Cortex 

 

 เปลือกชั้นนอก 
 

 เปลือกชั้นใน 
 

 เนื้อไม 

 
 
 
 
 
 
 
 6.  ไส (Pith)  เปนสวนที่อยูในใจกลางสุดของลําตน  จะมเีซลลพวก พาเรงคิมา 

 

 เอพิเดอรมิส 
 คอรเท็กซ 
 วาสคิวลารแคมเบยีม 
 

 พิธ 

 
 
 
 
 
 
 
 7.  ใบ (Leaf)  ภายในใบมเีซลลของแผนใบที่เรียกวา พาลิเสดพาเรงคิมา (Palisade  
parenchyma)  และ สปนจี พาเรงคิมา (Spongy  parenchyma) อยูจํานวนมาก  นิยมนาํไปใชแยก    
โปรโตพลาสต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 8.  ดอก (Flower) ซ่ึงสวนใหญประกอบไปดวยเซลลพวก พาเรงคิมา  ยกเวนในสวน
ของกานดอก (Peduncle)  และฐานรองดอก (Receptacle) ซ่ึงอาจมีเนือ้เยื่อเจริญอยูดวย ตัวอยาง  เชน 

 
   ตัดชิ้นสวนของใบ 

ในฐานรองดอกของเยอบีราและเบญจมาศที่สามารถชักนําใหเกิดตนไดด ี
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 9.  ผล (Fruit)  เนื้อเยื่อของผลสวนใหญประกอบไปดวยเซลลพวก พาเรงคิมา  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในผลสด (Fleshy  fruit) ชนิด Berry,  Pepo  และ Hesperidium  ตัวอยาง เชน 
ผลของมะเขือเทศที่สามารถชักนําใหเกดิตนได 

 

 
 
 

 ผลและเมล็ด  
 
 
 10.  เมล็ด (Seed)  ในเมล็ดประกอบดวย คัพภะ (Embryo)  ใบเลี้ยง (Cotyledon)  และ 
Endosperm  ซ่ึงทั้ง 3 สวนนีส้ามารถใหความสําเร็จสูงในการเพาะเลีย้ง 

 

เปลือกหุมเมล็ด 
               ตนออน 

      ใบเลี้ยง 
       เมล็ดถั่ว 

 
 
 
 
 
 

 
 
 การเจริญเติบโตและการพัฒนาของเซลลพืช ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มี 2 แบบ คือ 
 1.  ออรกาโนเจเนซิส (Organogenesis)  เปนการเจริญเตบิโตและพัฒนาของเนื้อเยื่อไป
ในทิศทางเดยีว เชน การเจรญิบริเวณปลายยอด หรือการพัฒนาของเซลลพืชไปเปนตนพืช หรือราก   
เปนการพัฒนาที่มีจุดกําเนิดจากเซลลที่ตางกัน การเพิ่มจํานวนตนจากเซลลเยาววยั สามารถชักนําให
เกิดตนไดจํานวนมาโดยทําการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนิน  
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สารกลุมนี้จะกระตุนการเจริญเติบโตและพัฒนาการของเซลล กระตุนการแบงเซลล  สงเสริมการ
เกิดยอด  กระตุนการเกดิตาขาง 
 2.  โซมาติกเอ็มบริโอเจเนซิส (Somatic  embryo  genasis)  เปนการเจรญิเติบโตและ
พัฒนาของเนือ้เยื่อไปในสองทิศทาง  มีโครงสรางคลายคลึงกับการพัฒนาของเอ็มบริโอ แตเปนการ
พัฒนาจากโซมาติกเซลลโดยตรง  การเกดิตน  และ ราก   จะมีการพัฒนาพรอมๆกัน จากจุดเริ่มตน
จากเซลลเพียงเซลลเดียว 
 

หลักเกณฑการคัดเลือกเนื้อเย่ือพืช 
 

 ในทางทฤษฎีเนื้อเยื่อทุกชนดิของพืชมีโอกาสที่จะนํามาเพาะเลี้ยงไดสําเร็จ  แตในทาง
ปฏิบัติแลว  ความสําเร็จของการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อแตละชนิดไมเทากัน  เนื้อเยื่อบางชนิดไมสามารถ
นํามาเลี้ยงใหสําเร็จไดเลย  ดังนั้น  การเลือกชนิดของเนือ้เยื่อจึงมีความสําคัญตอการเพาะเลี้ยง  ซ่ึงมี
หลักเกณฑการพิจารณาคัดเลือกเนื้อเยื่อพชื  ดังนี ้
 1.  เนื้อเยื่อพืชใบเลี้ยงคูมักมโีอกาสทําการเพาะเลี้ยงไดสําเร็จมากกวาเนือ้เยื่อจากพืชใบ
เล้ียงเดีย่ว  จึงควรหลีกเลี่ยงการใชเนื้อเยื่อพืชใบเลี้ยงเดี่ยวมาทําการเพาะเลี้ยง 
 2.  ควรเลือกเนื้อเยื่อเจริญมาใชเพาะเลี้ยง  เพราะจะมีโอกาสทําไดสําเร็จมากกวา  ซ่ึง
เนื้อเยื่อดังกลาวไดแก  ปลายยอด  ปลายราก  แคมเบยีม  ตา  ฯลฯ 
 3.  ความแก-ออนของเนื้อเยือ่ หรืออวัยวะพืชที่จะนํามาเลี้ยง  สวนมากมักจะเลือกใบ  
หรือกิ่งที่ออน  เพราะใบหรือกิ่งที่ออนมเีซลลที่พรอมจะเจริญเติบโต  สามารถทําการกระตุนใหเกดิ
การเจริญไดงาย 
 อนึ่ง เนื้อเยื่อพชืที่ไดรับการเลือกเพื่อทําการเพาะเลี้ยง  หากมีลักษณะผวิเรียบไมมีขน  
หรือ คอรกปกคลุม เมื่อผานกระบวนการทาํความสะอาดแลว  จะมีโอกาสปลอดเชื้อจุลินทรียสูงมาก 
 

การฟอกฆาเชื้อ 
 

 การฟอกฆาเชือ้  เปนการทําความสะอาด ที่ผิวของเนื้อเยือ่ที่จะนํามาเพาะเลี้ยง พืชที่
เจริญตามธรรมชาติยอมมีเชือ้โรคติดอยูเสมอ ในการเพาะเลี้ยงถามีเชื้อโรคเพียงชนิดเดียว หรือเซลล
เดียว เชื้อเหลานั้นจะสามารถแบงตัวมากขึ้น จะไปทําลายเนื้อเยื่อพืช ดังนั้น จึงตองทําลายเชื้อที่ผิว
ของเนื้อเยื่อกอนเพาะเลี้ยง ดังนี้ 
 1.  นําเนื้อเยื่อมาทําความสะอาด ดวยน้ําไหล หรือ แอลกอฮอล 70 %  
 2.  ทําความสะอาดเนื้อเยื่อโดยแชลงในน้ํายาคลอร็อกซ หรือไฮเตอร  ในปริมาณ 
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 5-10 % โดยปริมาตร ฟอกฆาเชื้อเปนเวลา 15-30 นาท ี จะไดผลด ี 
 3.  นําเนื้อเยื่อที่ฟอกฆาเชื้อแลวตามขอ 2.  มาลางดวยน้ํากล่ันที่นึ่งฆาเชือ้แลว 
 การฟอกฆาเชือ้ จะชวยทําใหช้ินสวนของพืชที่นํามาทําการเพาะเลีย้งปราศจากเชื้อ 
จุลินทรียซ่ึงแฝงตัวอยูในชิ้นสวนพืชโดยธรรมชาติ  เชน เชื้อรา หรือแบคทีเรีย  อันเปนตัวการสําคญั
ของการปนเปอน (Contamination) ในอาหารเพาะเลี้ยง  เชื้อจุลินทรียเหลานี้สามารถเจริญเติบโตได
ดีในอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  เปนเหตใุหอาหารเนาเสีย  และสงผลใหช้ินสวนของพชืที่นํามา
เพาะเลี้ยงเนาตายไปในที่สุด 
 การใชสารเคมีทําการฟอกฆาเชื้อจึงเปนหนทางในการกําจัดเชื้อจุลินทรยีออกไปจาก
ช้ินสวนของพชืที่นํามาทําการเพาะเลี้ยง  ทั้งนี้ผูปฏิบัติงานจะตองเลือกใชสารเคมีชนิดตาง ๆ โดย
คํานึงถึงหลักการดังนี้ 
 1.  เปนสารเคมีที่มีประสิทธิภาพด ี ใหรอยละของความปลอดเชื้อสูง 
 2.  ราคาไมแพง  หาซื้อไดงาย 
 3.  สามารถเตรียมไดงาย  ไมมีขั้นตอนที่ยุงยาก 
 4.  ไมเปนอันตราย  หรือมีอันตรายนอยทีสุ่ดตอส่ิงมีชีวิต  ทั้งคนและชิ้นสวนพืช 
 ในการฟอกฆาเชื้อจุลินทรียนัน้  ผูปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อตองดําเนนิการเตรียม
น้ํายาฟอกฆาเชื้อ  ดังนี ้
 1.  เอธิลแอลกอฮอล 70%  เตรียมไดจากการใชเอธิลแอลกอฮอล 95%  จํานวน  70 
มิลลิลิตร  เติมน้ํา  25 มิลลิลิตร 
 2.  คลอร็อกซ 10%  เตรียมไดจากการใชน้าํ 90 มิลลิลิตร ที่นึ่งฆาเชื้อไวกอนแลว  เมื่อ
จะใชก็เติมคลอร็อกซ 10 มิลลิลิตร  และสารเปยกใบ  เชน  ทวีน-20  จํานวน   1-2 หยด 
 3.  คลอร็อกซ 5%  เตรียมไดจากการใชน้ํา 95 มิลลิลิตร ที่นึ่งฆาเชื้อไวกอนแลว  เมื่อจะ
ใชก็เติมคลอร็อกซ 5 มิลลิลิตร  และสารเปยกใบ 1-2 หยด 
 การฟอกฆาเชือ้ที่ผิวและการเพาะเลี้ยง โดยหลักการทางทฤษฎีแลว การฟอกฆาเชื้อที่
ติดมากับชิ้นสวนพืชไมวาจะเปนสวนใดกม็ีวิธีการที่คลายคลึงกันคือใชแอลกอฮอล 70%  และคลอ
ร็อกซ เปนสารฟอกฆาเชื้อ  แตในทางปฏบิัติแลว  ช้ินสวนของพืชที่ไดมาจากอวัยวะสวนตางๆ เชน  
ตา  ยอด  ใบ  ราก  ดอก  ฯลฯ ของพืชยอมมีความแตกตางกันมาก  ทั้งในเรื่องของลักษณะรูปราง  
ความทนทานตอการฟอกฆาเชื้อ ความยากงายในการกําจัดเชื้อ ฯลฯ  ความแตกตางเหลานี้ จะเปน
ปจจัยหรือขอกําหนดใหเกิดเทคนิคที่แตกตางกันออกไป  ถาหากผูปฏิบัติการฟอกเชือ้มีความชํานาญ  
เทคนิคเหลานีอ้าจเปลี่ยนแปลงไดตามความเหมาะสม 
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ตารางที่ 9: แสดงความเขมขนของสารเคมีบางชนิด  และระยะเวลาในการฟอกฆาเชื้อ 
 

ท่ี ชื่อสารเคม ี ความเขมขน ระยะเวลา (นาที) 
1. แคลเซียมไฮโปคลอไรด      Ca(OCl)2 9-10% 5-30 
2. โซเดียมไฮโปคลอไรด          NaOCl  0.5-5% 5-30 
3. ไฮโดรเจนเปอรออกไซด      H2 O2 3-12% 5-15 
4. เอธิลแอลกอฮอล                 C2 H5OH 70-95% 0.1-5.0 
5. ซิลเวอรไนเตรท                  Ag(NO3)2 1% 5-30 
6. เมอคิวริคคลอไรด               HgCl2 0.1-1.0% 2-10 
7. เบนซัลโคเนียมคลอไรด 0.01-0.1% 5-20 
ที่มา : อรดี  สหวัชรินทร. หลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช. กรุงเทพมหานคร : ภาควิชาพืชสวน   

คณะเกษตร  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร,  2539.    หนา  42. 
 
ตารางที่  10  :  แสดงความเขมขนของสารเคมี  ระยะเวลา  และประสิทธิภาพในการฟอกฆาเชื้อ 

การใช ท่ี ชื่อสารเคม ี

ความเขมขน เวลา (นาท)ี 

ประสิทธิภาพ 
การฆาเชื้อ 

1. แคลเซียมไฮโปคลอไรต     Ca(Ocl)2 9-10% 5-30 ดีมาก 
2. โซเดียมไฮโปคลอไรต        NaOCl 0.25-2.63% 5-30 ดีมาก 
3. ไฮโดรเจนเปอรไซต            H2O2 10-12% 5-15 ดี 
4. คลอรอกซ                            5-10% 5-20 ดีมาก 
5. สารละลายโบรไมต   1-2% 2-10 ดีมาก 
6. ซิลเวอรไนเตรท                 Ag(NO3)2 1% 5-30 ดี 
7. สารละลายไอโอดีน  3% 30 ดี 
8. เมอคิวริคคลอไรด               HgCl2 0.1-1.0% 2-10 ดีพอสมควร 
9. เมอคิวริคไอโอไดด              Hgl2 0.5% 30 ดี 
10. เมอคิวริคโบรไมด              HgBr2 0.5% 30 ดี 
11. เอธิลแอลกอฮอล  70-95% 2-5 ดีมาก 
12. กรดกํามะถัน หรือกรดซัลฟุริค  20-70% 5-20 ดีมาก 
ที่มา : ประศาสตร  เกื้อมณ.ี เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ. กรุงเทพมหานคร : โอเดียนสโตร, 

2536. หนา  37-38. 
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การเพิ่มปริมาณแคลลัสหรือตน 
 

 เมื่อทําการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจนไดแคลลัส หรือ ตนแลว  การทําใหแคลลัส หรือตน 
เพิ่มปริมาณขึน้โดยอาศยัขั้นตอนสําคัญๆ  ดังนี ้
 1.  ทําการตัดแบงแคลลัสออกเปนชิ้นเลก็ๆ  หรือถาเปนตนก็ทําการตัดแบงออกเปน 
ลําตน  ใบ  หรือราก  แลวยายไปเลี้ยงในอาหารใหมทกุเดอืนเรื่อยๆ ไป  ก็จะสามารถจะเพิ่มปริมาณ
ไดมากมายโดยไมมีที่ส้ินสุด 
 2.  ทําการบังคับแคลลัสใหเกดิเปนตน  โดยใชสารควบคุมการเจริญเติบโตจําพวกออก
ซิน รวมกับไซโตไคนิน 
 ปจจัยที่สงเสรมิการเพิ่มจํานวนตนในกระบวนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อประกอบดวย 
 1.  สูตรอาหารและฮอรโมน  จะตองมีอยูในระดับที่เหมาะสมกับชนิดของพืช  ซ่ึง
โดยมากมกันิยมใชฮอรโมนกลุมไซโตไคนิน  เชน  BA  เปนตน   
 2.  อุณหภูม ิ โดยทั่วไปจะใชอุณหภูมิอยูระหวาง 25-28 องศาเซลเซียส 
 3.  แสง  ใชแสงจากหลอดฟลูออเรสเซนต 40 วัตต  ระยะหาง 1 ฟุต เปนเวลา  12-16  
ช่ัวโมงตอวัน 
 

การชักนํารากพืช 
 

การชักนําใหเกิดราก สามารถทําไดในอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเตบิโตกลุมออกซิน 
สารกลุมนี้ทําใหเซลลเกิดการแบงตัว สงเสริมการเกิดราก และยับยั้งการเกิดยอด 
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ตัวอยางการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 

         ยายปลูก                           เพาะเลี้ยงในอาหารแข็ง    

คัดเลือกฝก               ฟอกฆาเชื้อ                     เขี่ยแยกเมลด็ 

 

 
 
เอ็มบริโอกลวยไม 
 
 
 
 
 
 

 

คัดเลือกใบ                  ฟอกฆาเชื้อ                    ตัดชิ้นสวนใบ 

 
 
ใบ-การเพาะเลีย้ง 
 
 
 
 
 

 

 
 
กลวยไม-ขั้นตอน 
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ 
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อับเรณ-ูการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 
 
 
 
 
 

 

ลักษณะของโปรโตคอรม 
และตําแหนงการพัฒนาของหนอ 
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บทปฏิบัติการที่  6 

การเลอืกเนื้อเยือ่พืชในการเพาะเลี้ยง 
 
 

จุดประสงค 
 

 ใหผูเรียนมีความรู  สามารถสังเกตลักษณะและเลือกชิน้สวนเนื้อเยื่อพชืที่จะนําไปใช    
เพาะเลี้ยงได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 ฝกสังเกตลักษณะชิ้นสวนเนือ้เยื่อพืช  และเลือกชิ้นสวนเนื้อเยื่อพืชทีจ่ะนําไปใช
เพาะเลี้ยง 
 

วิธีการ 
 

 1.  ศึกษามวลความรูเกี่ยวกบัเทคนิคการเลือกเนื้อเยื่อพชืในการเพาะเลี้ยง 
 2.  ทําการสังเกตลักษณะชิ้นสวนเนื้อเยื่อพชื  และเลือกชิน้สวนเนื้อเยื่อพืชที่สนใจจะ
นําไปใชเพาะเลี้ยง  คนละ 1 ช้ิน 
 

ภาระงาน 
 

 จงอธิบายวิธีการเลือกชิ้นสวนเนื้อเยื่อพืชทีส่นใจจะนําไปใชเพาะเลี้ยง  โดยใหวาดรูป 
แสดงใหเห็นถึงชิ้นสวนเนื้อเยื่อพืชดังกลาวประกอบ 
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บทปฏิบัติการที่  7 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่ 
 
 

จุดประสงค 
 
 ใหผูเรียนสามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากชื้นสวนของพืชบางชนิดได  โดยเล้ียงในอาหาร 
เพาะเลี้ยงสูตรอรดี ที่เตรียมไวแลว  
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 ฝกทําการเลี้ยงเนื้อเยื่อเอม็บริโอ ใบเลีย้งของพืช  เนื้อเยื่อพาเรงคิมา และเนือ้เยือ่ตาของพชื 
 

วิธีการ 
 

 ตอนที ่1  การเลี้ยงเนื้อเยื่อเอม็บริโอและใบเลี้ยงของพืช 
 1.  เตรียมทําความสะอาด เช็ดตูยายเนื้อเยื่อดวย คลอร็อกซ 10% ฉีดดวยแอลกอฮอล 
70% อบตูไวเปนเวลา 1 ช่ัวโมง กอนใชงาน  
 2.  ใชอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร อรดี ที่เตรียมไว 
 3.  เตรียมเนื้อเยื่อพืชเล้ียงในอาหาร  โดยใชถ่ัวฝกยาว หรือ  ฝกถ่ัวชนดิที่หาไดใน
ทองถ่ิน เลือกฝกที่มีความสด สมบูรณ และดําเนนิการในตูยายเนื้อเยื่อ ดังนี ้

3.1  ลางฝกถ่ัวใหสะอาด ใชปากคีบจับฝกถ่ัวชุบในเอธิลแอลกอฮอล 95% 
3.2  คีบฝกถ่ัวมาผานเปลวไฟจากตะเกยีงแอลกอฮอล แลวใชมีดผาตัดที่ลนไฟแลว

ผา ฝกถั่วแยกเอาเมล็ดออกมา 
3.3  ลอกเยื่อหุมเมล็ดออก แลวใชมีดแยกใบเลี้ยงและดึงเอาเอ็มบริโอใสลงในขวด

อาหาร สวนใบเลี้ยงตัดเปนชิ้นเล็กๆ ใสลงในขวดอีกใบหนึ่ง 
 4.  วางขวดอาหารที่มีช้ินสวนของเนื้อเยื่อไวในชัน้เพาะเลีย้ง ที่มีแสง และ อุณหภูม ิ
พอเหมาะกับการเจริญเติบโตของพืช 
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ภาระงาน 
 

 1.  ศึกษาการเจริญเติบโตและบันทึกผล สังเกตลักษณะการเจริญเติบโต สีของเนื้อเยื่อ 
บันทึกผลเปนระยะ จนครบ 2-3 สัปดาห แลวรายงานผลการศึกษา 
 2.  อธิบายวิธีการฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืชทีน่ักเรียนศึกษา 
 

 ตอนที ่2  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพาเรงคิมา 
 1.   เตรียมทําความสะอาดตูยายเนื้อเยื่อเชนเดียวกับตอนที ่1 
 2. ใชอาหารเลีย้งเนื้อเยื่อสูตร ดร.อรดี ที่เตรียมไว 
 3.  เตรียมเนื้อเยื่อพาเรงคิมา จากลําตนพืชที่หาไดในทองถ่ิน เชนหวัแครอท คะนา  
และดําเนินการในตูยายเนื้อเยื่อ ดังนี ้

3.1  นําช้ินสวนพืชมาที่ลางน้ําแลว มาชุบในเอธิลแอลกอฮอล 95% 
3.2  ใชมีดลนไฟ แลวนํามาตัดสวนผิวทิ้งไป แลวตัดเฉพาะเนื้อเยื่อขางในลําตน 

หรือหัว ตดัเปนชิ้นขนาด 2-3 mm. ใสลงในขวดอาหาร 
 4.  วางขวดอาหารที่มีช้ินสวนของเนื้อเยื่อไวในชัน้เพาะเลีย้ง ที่มี แสง และ อุณหภูม ิ
พอเหมาะกับการเจริญเติบโตของพืช 
 

ภาระงาน 
 

 1.  ศึกษาการเจริญเติบโตและบันทึกผล สังเกตลักษณะการเจริญเติบโต สีของเนื้อเยื่อ 
บันทึกผลเปนระยะ จนครบ 2-3สัปดาห แลวรายงานผลการศึกษา 
 2.  อธิบายวิธีการฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืชทีน่ักเรียนศึกษา 
 

 ตอนที ่3  /การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อตาของพืช 
 1.  เตรียมทําความสะอาดตูยายเนื้อเยื่อเชนเดียวกับ ตอนที่ 1 
 2.  ใชอาหารเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตร ดร.อรดี ที่เตรียมไว 
 3.  นํากิ่งกหุลาบ หรือ  พืชทีห่าไดในทองถ่ินที่ยังออนอยูมา และดําเนินการในตูยาย  
เนื้อเยื่อ ดังนี ้

3.1  ตัดเอาขอที่มีตาติดอยูดวยมาทําความสะอาดดวยน้ํายาคลอร็อกซ 10 % โดยแช
ไวเปนเวลา 15 นาที นําไปลางดวยน้ํากลั่นที่นึ่งฆาเชื้อแลว 

3.2  ใชมีดลนไฟแลว ตัดเฉพาะสวนขอกหุลาบ นําไปเลี้ยงในขวดอาหาร 
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 4.  วางขวดอาหารที่มีช้ินสวนของเนื้อเยื่อไวในชัน้เพาะเลีย้งที่ม ีแสงและอุณหภูมิ
พอเหมาะกับการเจริญเติบโตของพืช 
 

ภาระงาน 
 

 1.  ศึกษาการเจริญเติบโตและบันทึกผล สังเกตลักษณะการเจริญเติบโต สีของเนื้อเยื่อ 
บันทึกผลเปนระยะ จนครบ 2-3 สัปดาห แลวรายงานผลการศึกษา 
 2.  อธิบายวิธีการฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืชทีน่ักเรียนศึกษา 
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บทปฏิบัติการที่  8 

การฟอกฆาเชื้อ 
 
 

จุดประสงค 
 

 1.  ใหผูเรียนสามารถทําการฟอกฆาเชื้อจุลินทรียจากชิน้สวนตนกลวยไมพวกลําตน
เดี่ยวได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 1.  ฝกทําการฟอกฆาเชื้อจุลินทรียจากชิ้นสวนตนกลวยไมพวกลําตนเดี่ยว 
 

วิธีการ 
 

 1.  นํายอดกลวยไมที่มใีบประมาณ 2 ใบ  มาลางน้ําใหสะอาด 
 2.  ตัดใบทิ้ง  แลวชุบดวยเอธิลแอลกอฮอล 70% 
 3.  ลอกเอาโคนใบที่หุมตาออกใหหมด 
 4.  นําเอาชิ้นสวนกลวยไมทีเ่หลือแชลงในน้ํายาคลอรอกซ 10%  ที่มีน้ํายาจับใบ 1-2 
หยด  ใชเวลาแชนาน 15 นาที 
 5.  นําเอาชิ้นสวนกลวยไมไปแชลงในน้ํายาคลอรอกซ 5%  ที่มีน้ํายาจบัใบ 1-2 หยด  
ใชเวลาแชนาน 10 นาท ี
 6. นําชิ้นสวนกลวยไมไปลางดวยน้ําที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว 
 7.  ตัดเอาตายอดและตาขางไปเลี้ยงในอาหารเหลว  สูตร VW  วางบนเครื่องเขยา 120  
รอบ/นาที  ในหองที่มีอุณหภูม ิ25-28๐C  และใหไดรับแสงวันละ 16 ช่ัวโมง  
 8.  ทําการยายเปลี่ยนอาหารใหมทุกๆ เดือน  และวางบนเครื่องเขยาจนไดปริมาณ 
Protocorn-like  body  :  Plb  มากเพียงพอตอความตองการ 
 9.  ยายลงไปเลี้ยงในอาหารแข็ง สูตร VW  โดยวางบนชัน้ในหองเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  
ควบคุมอุณหภมูิไวที ่25-28๐C  และใหไดรับแสงวันละ 16 ช่ัวโมง  Plb ก็จะเกิดเปนตนที่มีราก
สมบูรณ  หากไมไดตนกลวยไมที่สมบูรณแข็งแรงพอ ใหดัดแปลงสูตรอาหารโดยการเติมน้ําสกัด
จากมันฝร่ังและกลวยหอมบด  อยางละ 100 กรัม/ลิตร  ผงถาน 0.5 กรัม/ลิตร 
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 อนึ่ง  ในระยะ Plb นี ้ หากสังเกตพบอาการเหลือง  ใหลดปริมาณน้ําตาลในอาหารเหลว
ที่ใชเพาะเลี้ยงลง 
 

ภาระงาน 
 

 1.  ศึกษาการเจริญเติบโตและบันทึกผล สังเกตลักษณะการเจริญเติบโต สีของเนื้อเยื่อ 
บันทึกผลเปนระยะ จนครบ 4-5 สัปดาห แลวรายงานผลการศึกษา 
 2.  อธิบายวิธีการฟอกฆาเชื้อช้ินสวนพืชทีน่ักเรียนเลือกตามขอ 1 
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บทปฏิบัติการที่  9 

การขยายเพิ่มจํานวนตน 
 
 

จุดประสงค 
 

 ใหผูเรียนสามารถทําการยายเนื้อเยื่อเพิ่มปริมาณตนกลวยไมพวกลําตนเดี่ยวได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 ฝกทําการยายเนื้อเยื่อเพิ่มปรมิาณตนกลวยไมพวกลําตนเดี่ยว 
 

วิธีการ 
 

 1.  คัดเลือกพชืในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อทีส่ามารถนําไปเพิ่มปริมาณตนได 
 2.  ทําการตัดแบงเนื้อเยื่อในตูยายเนื้อเยื่อทีม่ีสภาพปลอดเชื้อ 
 3.  ตัดแบงเนื้อเยื่อสวนทีไ่มมชีีวิต ใบ และรากบางสวนออกทิ้งไป  

 4.  สังเกตตนพืชในขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ขวดใดมีการเพิ่มจํานวนโดยการแตกหนอ 
ใหทําการตดัแยกหนอออก เปนกอๆ โดยใหมีตนพืชอยูเพียง กอละ 2-3 ตน 

 5.  ตัดแบงตนที่มกีารเจริญเติบโตเปนตนเดี่ยวออกเปนขอๆ โดยใหแตละขอมีตาติดอยู
ดวย 

 6.  ยายเนื้อเยื่อพืชที่ไดจากการตัดแบงตามขอ 5 ไปเลี้ยงในอาหารใหม  (สูตร VW หรือ 
สูตร อรดี ) 
 

ภาระงาน 
 

 อธิบายวิธีการเพิ่มจํานวนกลวยไมพวกลําตนเดี่ยว หรือพชืชนิดอื่นที่เพาะเลี้ยงไวใน
ขวด โดยใหวาดรูปแสดงวิธีการตามขั้นตอนการปฏิบัติงานประกอบดวย 
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บทที่  5 

การยายตนพืชเพาะเลี้ยงลงปลกู 
 
 

 ปจจุบันเทคโนโลยีชีวภาพดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลวยไมไดมีความกาวหนาและ 
ไดรับความนยิมกันอยางแพรหลาย  เพราะสามารถทําใหผูเพาะเลี้ยงไดตนกลวยไมในจํานวนที่มาก
เพียงพอกับความตองการ  ภายในระยะเวลาอันรวดเรว็  การยายตนพืชหรือกลวยไมทีไ่ดจากการ
เพาะเลี้ยงออกไปปลูกลงวัสดุปลูกธรรมชาติจึงมีความสําคัญตออัตราการรอดชีวิต  ของพืช
เพาะเลี้ยงเปนอยางมาก  เพราะการยายตนพืชเพาะเลี้ยงทีเ่คยอาศัยอาหารวิทยาศาสตร  ในสภาพการ
ควบคุมทั้งอุณหภูม ิ ปริมาณแสงที่ไดรับ  การปลอดเชื้อ  ฯลฯ  ไปปลูกลงในวัสดุปลูกธรรมชาติ  
ภายใตสภาพแวดลอมใหม  ซ่ึงเปนการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมใหกับตนพืชโดยสิ้นเชิง  การยาย
ตนพืชออกจากขวดเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อจึงจําเปนตองกระทาํอยางระมัดระวัง 
 

การปรับสภาพ 
 

 ในการยายตนพืชเพาะเลี้ยงออกไปปลูกในวัสดุปลูกธรรมชาติ  ตนพืชจําเปนตองไดรับ
การปรับสภาพ  ดังนั้น  กอนนําตนพืชทีเ่พาะเลี้ยงออกจากขวดเพาะเลี้ยง ใหนําตนพืชที่ไดและยงัอยู
ในขวดเพาะเลี้ยง ไปวางพักไวในสภาพแวดลอมปกติกอนประมาณ  2 - 4  สัปดาห หรืออาจนาน
กวานัน้  ทั้งนี้ก็เพื่อใหตนพชืไดปรับสภาพใหแข็งแรง  สามารถดํารงชีพอยูในสภาพแวดลอมใหมที่
ใกลเคียงสภาพจริงที่จะนําออกจากขวดใหมากที่สุด 
 

ขั้นตอนการยายตนพืชออกปลูก 
 

 1.  การนําตนพืชออกขวด 
หลังจากไดทําการเพิ่มปริมาณตนไดมากจนเปนที่พอใจแลว  การนําตนพืชออก

ปลูกนับเปนขัน้ตอนสุดทายที่สําคัญมาก  วิธีการนําตนพชืออกปลูกใหรอดตายนั้น   จําเปนตอง
ดําเนินการดังนี้ 

1.1  ใชปากคบีดึงเอาตนออกจากอาหารวุน 
1.2  ลางน้ําใหสะอาด 
1.3  แชในน้ํายากันราและแบคทีเรีย 
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1.4  นําออกปลูกลงดิน  ชนดิอื่นที่เหมาะสม  นําเก็บไวในที่รมและมคีวามชื้นสูง  
หรือเรือนเพาะชําชั่วระยะเวลาหนึ่งประมาณ 2 สัปดาห  รอจนตนพืชตัง้ตัวไดดีแลว 

1.5  เมื่อตนพชืตั้งตัวไดดีแลวจึงยายลงแปลงปลูกตอไป 
ขอควรระวัง  เนื่องจากตนพชืที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีขนาดเล็ก  การยาย 

จึงควรทําดวยความระมัดระวังและเบามือ   เพื่อใหตนพชืบอบช้ํานอยที่สุด  ซ่ึงจะทําใหตนพืชที่นํา
ออกปลูก มีรอยละของการรอดชีวิตสูง 
 2.  การยายออกปลูก  กอนยายตนพืชออกปลูกในสภาพธรรมชาติ ตองมีการปรับสภาพ
ตนพืช   ซ่ึงปจจุบันมีวิธีการเพิ่มพันธุดีไมกลายพันธุ  ใชเวลานอยในการใหผลผลิตส้ันกวาการปลูก
โดยเมล็ด คราวละมากๆ เหมาะสําหรับพชืเศรษฐกิจ และพืชที่เพาะพนัธุยาก  การขยายพนัธุโดย
เทคโนโลยีชีวภาพการเพาะเลี้ยงเนื้อ 
 หลังจากการนาํตนพืชในขวดเพาะเลี้ยงไปพักตัวปรับสภาพดีแลว ผูเพาะเลี้ยงตอง
นําตนพืชออกจากขวดเพาะเลี้ยงไปปลูกลงในวัสดุปลูก จะมีขั้นตอนในการปฏิบัติ  ดังนี้ 

2.1  นําขวดเพาะเลี้ยงที่มีตนพืชหรือตนกลวยไมทีน่ําไปพักและปรับตวัไดดีแลว  
โดยสังเกตเหน็วาตนมีความสมบูรณแข็งแรงดีแลวมาตบกนขวดเพื่อใหเกิดชองวาง และกระแทก
กนขวดใหแตกออก นําตนพชื (ลูกไม) ไปลางน้ําสะอาด 2-3 น้ํา เพื่อลางเอาวุนออกใหหมด 
 

 

            ลางน้ําสะอาด 2-3 น้ํา 

 ทุบกนขวด 

ปรับสภาพในกระจาด 
 
 
 
 
 

2.2  นําลูกไมที่ลางสะอาดแลวไปปรับสภาพในกระจาด  ตะแกรงลวด  หรือกระถาง
ทรงเตี้ย (3-4 นิ้ว)  ที่ใสถานทุบหยาบไวประมาณครึ่งกระถาง  โรยทับหนาไวดวยวัสดุปลูกบาง  ๆ  
โดยปลูกลูกไมลงในกระถาง 25-30 ตน หรือมากกวานั้น (แลวแตขนาดภาชนะปลูก) 
 
 
 
 
  

 
 

 ตนประมาณ 25-30 ตน 
 
 

 กระถางดินเผา 6 นิ้ว 

 

 วัสดุปลูก 
 
 ถานหรืออิฐทุบ 
 

 กระถาง 6นิ้ว 
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2.3  ลูกไมที่ออกจากขวดไปไดประมาณ 1-3 เดือน  ใหคดัแยกลงปลูกในกระถาง 
นิ้วตามแตสกลุและวิธีการปลูก  หลังจากปลูกในกระถางนิ้วได 6-8 เดือน  ลูกไมจะโตขึ้น  ใหยายลง
ปลูกในกระถาง 3–4 นิ้ว  หรือกระเชาไม (ตามแตสกุล) อีกครั้ง  แลวใหนําไปขึ้นลวดแขวนได 

 

กระเชาหรือกระถาง 6นิ้ว 
กระถาง 6นิ้ว 

 
 3.  การบํารุงรักษา  สําหรับการใหยาและปุยใหปฏิบัตดิังนี้  คือ 

3.1  ยา  สามารถใหไดเมื่อเวลาผานไปประมาณ 2 สัปดาหโดยควรใหยากันเชื้อรา  
เชน  ออโลไซด  ในทกุๆ 10 วัน 

3.2  ปุย  สามารถใหไดเมื่อระยะเวลาผานไปประมาณ 3 สัปดาห  โดยใหปุยสัปดาห
เวนสัปดาห  และใหน้ําวันละครั้ง 
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บทปฏิบัติการที่ 10 

การยายตนออกปลกู 
 
 

จุดประสงค 
 

 ใหผูเรยีนสามารถทําการยายพชืที่เจริญเติบโตออกเลีย้งในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ
ได 
 

งานที่ปฏิบัติ 
 

 ฝกทําการยายพืชที่เจริญเติบโตออกเลี้ยงในสภาพแวดลอมตามธรรมชาติได 
 

วิธีการ 
 

 1.  นําตนพืชทัง้ขวดที่จะทําการยายออกปลกูไปวางพักในสภาพแวดลอมปกติ 
ประมาณ  2-4  สัปดาห ใหวางในที่รม อยาใหถูกแสงจัดมาก 
 2.  นําขวดเพาะเลี้ยงในขอ 1 มาตบกนขวดใหเกดิชองวาง และกระแทกใหกนขวดแตก
ออก   
 3.  นําตนพืชไปลางน้ําเอาวุนออกใหหมด 
 4.  นําลูกไมทีล่างสะอาดไปปลูกในกระถางทรงเตี้ยที่มีถานทุบหยาบอยู แลวโรยทับ
ดวยวัสดุปลูก  นําไปวางในที่รม  
 5.  แยกลูกไมทีน่ําออกปลกูแลว ประมาณ 1-3 เดือน ลงปลกูในกระถางมีม่ีขนาด
เหมาะสม  
  

ภาระงาน 
 

 ศึกษาการเจริญเติบโตและบันทึกผล สังเกตลักษณะการเจริญเติบโต สีของเนื้อเยื่อ 
จํานวนใบ ความสูง และความสมบูรณของลูกไม บันทึกผลเปนระยะ จนครบ 4-5 สัปดาห แลว 
รายงานผลการศึกษา 
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อภิธานศัพท 
 

 

คําศัพท ความหมาย 
Agar plating  technique วิธีการเลี้ยงเซลลเดี่ยวที่ผสมเซลลกับอาหารวุนที่ยังรอนและ

ไมแข็งตัว ที่มีอุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส  ในจานมี
ฝาปด  เซลลเหลานี้ จะเจรญิไปเปนแคลลัสตอไปได   

Axillary  bud  culture  การเพาะเลีย้งตาขาง เปนการนํา ตาขางของพืชมาทําการ 
เพาะเลี้ยง 

Callus กลุมเซลลพาเรงคิมาที่อยูเปนกลุมแตยังไมเปลี่ยนแปลงเปน 
เนื้อเยื่อ หรือ อวัยวะ 

Cell suspension culture การเลี้ยงเซลลแขวนลอยในอาหารเหลว 
Contamination สภาวะไมปกติของพืชเนื่องจากการปนเปอนของเชื้อใน

อาหารเพาะเลีย้ง 
Competency ความสามารถภายในเซลล 
Determination การกําหนดขึน้ หรือการ การเจาะจง  
Embryogenesis กระบวนการพัฒนาของเอ็มบริโอ เกิดได  2 รูปแบบ คือ แบบ

เกิดจากไขที่ไดรับการผสมแลว  และแบบเกิดจากไขทีไ่มได
รับการผสม หรือเนื้อเยื่ออ่ืนๆ 

Embryoids เอ็มบริออยด เปนตนออนที่ไดจากเซลลของรางกาย เชน
เซลลพาเรงคิมา   

Embryo  culture  
 

การเพาะเลีย้งคัพภะหรือเอ็มบริโอ นําเอ็มบริโอขนาดใหญ 
ที่ประกอบดวยเซลลมากกวา 50 เซลลขึ้นไป  มาผาตัด และ
เล้ียงในอาหารเพาะเลี้ยง เพื่อใหเอ็มบริโองอกเปนตนพืช 

Explant ช้ินสวนของพชืเริ่มแรก มีขนาดเล็กๆ นํามาเลี้ยงในอาหาร
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในสภาพปลอดเชื้อ 

Haploid  plant ตนพืชที่มีโครโมโซมเพียงชุดเดียว 
Intercalary  meristem เนื้อเยื่อเจริญระหวางปลอง พบในพืชใบเลี้ยงเดี่ยวทําหนาที่

เพิ่มความยาวของปลอง 
Intereneric  hybridization   การทําการผสมขามสกุล 
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Knop’s  solution สารละลาย ประกอบดวย   น้าํตาลซูโครส   แอสพาราจีน 
และ เพปโตน 

Micropropagation การขยายพนัธุพืชขนาดเล็กๆ 
Millipore  filter เยื่อกรองละเอยีด 
Organogenesis การเจริญเติบโตและการพัฒนาของเนื้อเยื่อไปในทิศทางเดียว 

เชน การเจริญบริเวณปลายยอด หรือการพฒันาของเซลลพืช
ไปเปนตนพืช หรือราก ซ่ึงเปนการพัฒนาทีม่ีจุดกําเนิดจาก
เซลลที่ตางกัน  

Plant Tissue  culture การเพาะเลีย้งอวัยวะ เนื้อเยือ่ เซลล  หรือเซลลที่ปราศจาก
ผนังเซลล ดวยอาหารวิทยาศาสตร หรืออาหารสังเคราะหใน
สภาพปลอดเชือ้ 

Protocorm กอนเซลลที่เจริญแขวนลอยในอาหารเหลว 
Protoplast เซลลที่ปราศจากผนังเซลล 
Protoplast  culture  
 

การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต เร่ิมตนจากเซลลแขวนลอย  
หรือเซลลจากใบพืชโดยทําใหโปรโตพลาสตรวมกับ 
โปรโตพลาสตอันอื่นของพชืชนิดเดยีวกัน หรือตางชนิดกัน 
หรือตางสกุลกัน  โดยการเตมิสารเคมี หรือใชกกระแสไฟฟา
กระตุน  ทําใหไดพืชพนัธุใหมขึ้นมาได 

Protoplast  fusion การรวมโปรโตพลาสต  
Root  apex  
 

ปลายราก เปนสวนที่ถัดขนมาจากสวนทีเ่รียกวาหมวกราก 
จะมีสวนที่ประกอบดวยเนื้อเยื่อเจริญคลายกับสวนปลายยอด 

Shoot  apex  
 

ปลายยอด เปนสวนที่นับจากปลายยอดสดุของลําตนลงมา 
ไมเกิน 5 มิลลิเมตร  เซลลมีการแบงตัวมากที่สุด 

Shoot  tip  culture การเพาะเลีย้งปลายยอด ที่ใชเพื่อการขยายพันธุพืชเพยีง
จุดประสงคเดยีวเทานั้น 

Stock  solution สารละลายเขมขนที่ประกอบดวยสารเคมีทีม่ีความสามารถ
ละลายรวมกนัไดที่ความเขมขนสูงโดยไมตกตะกอนหรอื
เกิดปฏิกิริยาเคมีที่กอใหเกิดอนัตราย 
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Somatic  embryo  genesis 
 

การเจริญเติบโตและการพัฒนาของเนื้อเยื่อไปในสองทิศทาง 
มีโครงสรางคลายคลึงกับการพัฒนาของเอ็มบริโอ แตเปน
การพัฒนาจากโซมาติกเซลลโดยตรง การเกิดตน และ ราก 
จะมีการพัฒนาพรอมๆกัน   จากจุดเริ่มตนจากเซลลเพียง 
เซลลเดียว 

Surface  sterilization เปนการฟอกฆาเชื้อที่ติดอยูตามผิวพืช 
Tissue  culture   
 

การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ  โดยนาํเอาเนื้อเยื่อของพืชมาเลี้ยงดวย
อาหารวิทยาศาสตรแลวจะไดแคลลัส  ซ่ึงเปนกลุมของเซลล
ที่ประกอบไปดวยเซลลพาเรงคิมาเปนสวนใหญ  ยังไมมกีาร
เปลี่ยนแปลงเกิดเปนยอดหรือราก 

Totipotency 

 
คุณสมบัติที่เซลลทุกเซลลมีความสามารถจะเจริญเติบโตและ
พัฒนาไปเปนพืชทั้งตนได และทุกตนจะมลัีกษณะเหมือนกัน 

Vascular  cambium  
 

เนื้อเยื่อเจริญในทอลําเลียง เปนเนื้อเยื่อเจรญิที่พบในสวนของ
ลําตนและราก  ซ่ึงอยูในระหวางกลุมทออาหาร และทอน้าํ  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก  ค 
 

แบบประเมินเอกสารประกอบการเรียนโดยผูทรงคุณวุฒ ิ
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แบบประเมนิเอกสารประกอบการเรยีน 
รายวิชา ว 645  หลักการเบื้องตนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือพืช 

สําหรับนักเรยีนชั้นมัธยมศึกษาปที่ 6 โ รงเรียนวัดนอยนพคุณ กรุงเทพมหานคร 
โดยผูทรงคุณวุฒิ 

 

คําชี้แจง  แบบประเมินฉบับบนี้ใชสําหรับผูทรงคุณวุฒิประเมินคุณภาพเอกสารประกอบการเรียน    
แบงออกเปน 3 ตอน 

 ตอนที่ 1 ขอมูลสวนตัว 
 ตอนที่ 2 การประเมินคุณภาพของเอกสารประกอบการเรียน 
 ตอนที่ 3 ความคิดเห็นทัว่ไปเกี่ยวกับเอกสารประกอบการเรียน 
 เขียนเครื่องหมาย  X  ลงในชองที่ตรงกับความคิดเหน็ของทานมากทีสุ่ดในตอนที ่2 
และใหระบุขอความลงในชองที่เวนวางในตอนที ่1 และ 3 
 

ตอนที ่1 ขอมูลสวนตัว 
 

ช่ือ – สกุล …………………………………………………………………………… 
วุฒิการศึกษา …………………………………………………………………………… 
ตําแหนงปจจบุัน …………………………………………………………………………… 
สถานที่ทํางาน …………………………………………………………………………… 
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ตอนที ่2 รายการประเมินคุณภาพเอกสารประกอบการเรียน 
 

ระดับความคิดเห็น 

ขอ ขอความในการประเมิน 

  ด
ีมา
ก (

4) 

  ด
ี (3

) 

  พ
อใ
ช 

(2)
 

  ค
วร
ปรั

บป
รุง

 (1
) 

ดานเนื้อหา 
1. เนื้อหามีความสัมพันธกับชื่อเรื่อง     
2. เนื้อหามีความสัมพันธตอเนื่องกันเปนลําดับ     
3. ความยาวเนื้อหามีความเหมาะสม     
4. เนื้อหามีความถกูตองและทันสมัย     
5. เนื้อหาและบทปฏิบัติการมีความสัมพันธกัน     
6. บทปฏิบัติการเขาใจงาย สามารถปฏิบัติไดจริง     
7. เนื้อหาสามารถสรางเสริมความรูแกนักเรียน     
8. เนื้อหาเหมาะสมกับวัยและประสบการณของผูเรียน     
9. เนื้อหามีประโยชนตอผูเรียนทัง้ในปจจุบันและอนาคต     

ดานการใชภาษา 
1. การใชภาษามีความถูกตองตามหลักภาษาไทย     
2. ภาษามีความชัดเจนอานเขาใจงาย     
3. ใชภาษาสื่อเนื้อหาสาระ ความคิด และแนวทางปฏิบัติใหผูเรียนได     
4. ใชภาษาในการลําดับความถูกตอง     

ดานการจัดภาพประกอบ 
1. ภาพปกสามารถแสดงความสัมพันธกับชื่อเรื่อง     
2. ภาพประกอบสัมพันธกับเนื้อเรื่อง     
3. ภาพประกอบดูเขาใจงาย ชัดเจน     

ดานการจัดรูปเลม 
1. รูปเลมภายนอกสวยงามดึงดูดความสนใจ     
2. หนังสือมีความหนาพอเหมาะสามารถจับถือไดสะดวก     
3. หนังสือสามารถเปดอานไดสะดวก     
4. การจัดวางหนาหนังสือและขนาดตัวอักษรมีความพอเหมาะ     



 111

ตอนที ่3 ความเห็นทัว่ไปเกี่ยวกับเอกสารประกอบการเรียน 
 

1.  เอกสารประกอบการเรยีนมีความเหมาะสมในการใชประกอบการเรียนรายวิชา ว 645 หลักการ 
     เบื้องตนในการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช สําหรับนักเรยีนชัน้มัธยมศึกษาปที่ 6 
 (     )  ไดมาก (     )  ไดบาง  (     )  ไมไดเลย 
2.  เอกสารประกอบการเรยีนมีเนื้อหาที่สามารถใหความรู ความเขาใจเกี่ยวกับหลักการเบื้องตนใน 
     การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อพืช 
 (     )  ไดมาก (     )  ไดบาง  (     )  ไมไดเลย 
3.  เมื่อทานไดอานเอกสารประกอบการเรียนเลมนี้แลว  ทานคิดวาเทคโนโลยีทางชีวภาพ 
     ดานการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในปจจุบันนี้เปนอยางไร 
 (     )  ไดมาก (     )  ไดบาง  (     )  ไมไดเลย 
4.  ทานคิดวาเอกสารประกอบการเรียนฉบบันี้ยังมีสวนทีค่วรจะปรับปรุงแกไขเรื่องใดบาง 
………………………………………………………………………………………………………. 
………………………………………………………………………………………………………. 
5.  ความคิดเหน็อื่นๆเกี่ยวกบัเอกสารประกอบการเรียนฉบับนี้ 
………………………………………………………………………………………………………. 
………………………………………………………………………………………………………. 
 
 

ขอขอบพระคุณอยางสูง 
      นางพูลสุข  ณัฏฐการณิก 
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ประวัติผูศึกษา 
 

ชื่อ นางพูลสุข    ณัฏฐการณกิ  
วัน เดือน ป  เกิด  1 กุมภาพนัธ   2497 
สถานที่เกิด เขตดุสิต    กรุงเทพมหานคร 

ประวัติการศึกษา มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ  ประสานมิตร (ชีววิทยา) 
สถานที่ทํางาน โรงเรียนวัดนอยนพคณุ ถนนพระราม 5 เขตดุสิต  กรุงเทพมหานคร 
ตําแหนงหนาที่การงาน อาจารย 2  ระดับ  7 
 


	บทคัดย่อ 
	บทที่ 1 
	บทนำ 
	1.  ความเป็นมาและความสำคัญ  
	 
	2.  วัตถุประสงค์ 
	3.  ขอบเขตของการสร้างเอกสารประกอบการเรียน 


	บทที่ 2 
	เนื้อหา 
	 
	สรุปการสร้างเอกสารและข้อเสนอแนะ 
	 1.1  วัตถุประสงค์ 
	 1.2  วิธีการศึกษา 
	ด้านเนื้อหา
	ความยาวเนื้อหามีความเหมาะสม
	เนื้อหามีความถูกต้องและทันสมัย
	เนื้อหาและบทปฏิบัติการมีความสัมพันธ์กัน
	บทปฏิบัติการเข้าใจง่าย สามารถปฏิบัติได้จริง
	เนื้อหาสามารถสร้างเสริมความรู้แก่ผู้เรียน
	เนื้อหาเหมาะสมกับวัยและประสบการณ์ของผู้เรียน
	เนื้อหามีประโยชน์ต่อผู้เรียนทั้งในปัจจุบันและอนาคต
	ด้านการใช้ภาษา

	ด้านการจัดภาพประกอบ
	 1.5  ประโยชน์ที่ได้รับจากการสร้างเอกสารประกอบการเรียน 
	2.  ข้อเสนอแนะ 



	 พฤกษศาสตร์ขั้นสูงสำหรับครู  หน่วยที่ 1  หน้า  2-87   นนทบุรี   มหาวิทยาลัยสุโขทัย 
	 ธรรมาธิราช  สาขาวิชาศึกษาศาสตร์ 
	ภาคผนวก 
	ภาคผนวก ก 
	รายชื่อผู้ทรงคุณวุฒิ 

	B.pdf
	ภาคผนวก  ข 
	สำหรับนักเรียนชั้นมัธยมศึกษาปีที่  6 
	โดย  พูลสุข   ณัฏฐการณิก 
	ความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	ประโยชน์ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	หลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

	ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	ประวัติความเป็นมาของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช

	บทที่ 2  การเตรียมการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	ห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	เรือนเพาะชำ
	สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	การปฏิบัติตนก่อนและขณะทำงานในสภาพปลอดเชื้อ


	บทปฏิบัติการที่ 1  อุปกรณ์และเครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	            บทปฏิบัติการที่ 2  เทคนิคการทำงานในสภาพปลอดเชื้อในห้องปฏิบัติการ

	บทที่ 3  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	ธาตุอาหารที่จำเป็นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	สูตรอาหารวิทยาศาสตร์สำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	ขั้นตอนการเตรียมอาหาร
	สูตรอาหารดัดแปลง
	             บทปฏิบัติการที่ 3  การเตรียมอาหารเข้มข้น
	             บทปฏิบัติการที่ 4  การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต
	             บทปฏิบัติการที่ 5  การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช


	บทที่ 4  วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	เทคนิคปลอดเชื้อ
	ชนิดของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	การเจริญเติบโตและพัฒนาการของเนื้อเยื่อพืช
	ส่วนของพืชที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	หลักเกณฑ์การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช
	การฟอกฆ่าเชื้อ
	การเพิ่มปริมาณแคลลัสหรือต้น
	การชักนำรากพืช
	ตัวอย่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช
	               บทปฏิบัติการที่ 6  การเลือกเนื้อเยื่อพืชในการเพาะเลี้ยง
	               บทปฏิบัติการที่ 7  การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
	               บทปฏิบัติการที่ 8  การฟอกฆ่าเชื้อ
	               บทปฏิบัติการที่ 9  การขยายเพิ่มจำนวนต้น
	การปรับสภาพต้นอ่อน
	ขั้นตอนการย้ายต้นพืชออกปลูก

	               บทปฏิบัติการที่ 10  การย้ายต้นออกปลูก







	C.pdf
	บทที่ 1 
	บทนำ 
	ความหมายของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	ประโยชน์ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	หลักการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ประกอบด้วยขั้นตอนสำคัญ 6 ขั้นตอน คือ 
	 
	 ประวัติความเป็นมาของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

	 วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในยุคปัจจุบันได้มีความก้าวหน้า 
	ไปอย่างไม่หยุดยั้ง  โดยอาศัยวิทยาการด้านวิทยาศาสตร์สาขาต่างๆ เป็นพื้นฐาน  ซึ่งได้แก่  พฤกษศาสตร์ จุลชีววิทยา สัตววิทยา ชีววิทยาระดับโมเลกุล ชีวเคมี และฟิสิกส์  เมื่อมีความรู้ทางด้านพื้นฐานอย่างครบถ้วนแล้ว ก็สามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้อย่างมากมายมหาศาลในหลายสาขา เช่น การขยายพันธุ์พืชปลอดโรค, การอนุรักษ์เชื้อพันธุ์พืช, การปรับปรุงพันธุ์พืช การผลิตเมล็ดพันธุ์พืช  เป็นต้น  


	D.pdf
	บทที่  2 
	การเตรียมการในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	อุปกรณ์และเครื่องมือ 
	ห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อ (Culture  room) 
	เรือนเพาะชำ 
	สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	การปฏิบัติตนก่อนและขณะทำงานในสภาพปลอดเชื้อ 

	 บทปฏิบัติการที่ 1 
	อุปกรณ์และเครื่องมือในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 

	บทปฏิบัติการที่ 2 
	เทคนิคการทำงานในสภาพปลอดเชื้อในห้องปฏิบัติการ 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 




	E.pdf
	บทที่  3 
	การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	ธาตุอาหารที่จำเป็นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	สูตรอาหารวิทยาศาสตร์สำหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	MS
	MS
	Stock
	ขั้นตอนการเตรียมอาหาร 
	 
	สูตรอาหารดัดแปลง 
	สารเคมี
	สารเคมี
	ความเข้มข้นของสารละลายสุดท้าย (mg/l) ที่ต้องการ



	 บทปฏิบัติการที่  3 
	การเตรียมอาหารเข้มข้น 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	 ตอนที่ 1  สูตรอาหาร VW 
	ภาระงาน 


	บทปฏิบัติการที่  4 
	การเตรียมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 


	บทปฏิบัติการที่  5 
	การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 




	F.pdf
	บทที่ 4 
	วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	เทคนิคปลอดเชื้อ 
	 
	ชนิดของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	การเจริญเติบโตและพัฒนาการของเนื้อเยื่อพืช 
	 
	 
	ส่วนของพืชที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	หลักเกณฑ์การคัดเลือกเนื้อเยื่อพืช 
	 
	การฟอกฆ่าเชื้อ 
	 4.  ไม่เป็นอันตราย  หรือมีอันตรายน้อยที่สุดต่อสิ่งมีชีวิต  ทั้งคนและชิ้นส่วนพืช 
	ชื่อสารเคมี
	ที่
	ชื่อสารเคมี
	ก
	ป
	ก
	การเพิ่มปริมาณแคลลัสหรือต้น 
	 
	การชักนำรากพืช 






	ตัวอย่างการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	 
	 
	 
	 

	บทปฏิบัติการที่  6 
	การเลือกเนื้อเยื่อพืชในการเพาะเลี้ยง 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 


	บทปฏิบัติการที่  7 
	การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	 ตอนที่ 1  การเลี้ยงเนื้อเยื่อเอ็มบริโอและใบเลี้ยงของพืช 
	 ภาระงาน 
	ภาระงาน 
	ภาระงาน 


	บทปฏิบัติการที่  8 
	การฟอกฆ่าเชื้อ 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 


	บทปฏิบัติการที่  9 
	การขยายเพิ่มจำนวนต้น 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 




	G.pdf
	บทที่  5 
	การย้ายต้นพืชเพาะเลี้ยงลงปลูก 
	 
	การปรับสภาพ 
	ขั้นตอนการย้ายต้นพืชออกปลูก 

	บทปฏิบัติการที่ 10 
	การย้ายต้นออกปลูก 
	จุดประสงค์ 
	งานที่ปฏิบัติ 
	วิธีการ 
	ภาระงาน 




	H.pdf
	 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
	 มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช   สาขาวิชาศึกษาศาสตร์ 
	ปราณี  สังขะตะวรรธน์  (2537)  “เซลล์  เนื้อเยื่อ  และระบบเนื้อเยื่อ”  ใน  ประมวลสาระวิชา 
	 พฤกษศาสตร์ขั้นสูง สำหรับครู  หน่วยที่ 1  หน้า  2-87  นนทบุรี  มหาวิทยาลัยสุโขทัย 

	J.pdf
	ภาคผนวก  ค 
	แบบประเมินเอกสารประกอบการเรียน 
	รายวิชา ว 645  หลักการเบื้องต้นในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
	โดยผู้ทรงคุณวุฒิ 
	ข้อ
	ข้อความในการประเมิน
	ระดับความคิดเห็น
	ด้านเนื้อหา
	ด้านการใช้ภาษา
	ด้านการจัดภาพประกอบ
	ด้านการจัดรูปเล่ม




	ชื่อ

