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อทิตยา  ศรทิพย ์: การเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของแตงกวาเพื่อผลิต                 
สายพนัธ์ุแท ้(CUCUMBER UNPOLLINATED OVARY CULTURE FOR INBRED 
LINE PRODUCTION) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ศาสตราจารย ์ดร.ปิยะดา อลิฌาณ์  ตนัตสวสัด์ิ, 
68 หนา้.   
 
การเพาะเล้ียงรังไข่เป็นวิธีการหน่ึงท่ีใช้ในการผลิตพืชสายพนัธ์ุแท ้ซ่ึงความส าเร็จในการ

เพาะเล้ียงรังไข่ข้ึนอยูก่บัจีโนไทป์ของพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงและสภาวะการเพาะเล้ียง การศึกษาคร้ังน้ี
มีวตัถุประสงคเ์พื่อ (1) พฒันาวิธีการท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของ
แตงกวา (Cucumis sativus L.) และ (2) เพื่อชักน าและพฒันาเน้ือเยื่อท่ีมีลักษณะคล้ายเอ็มบริโอ 
(embryo-like structures; ELS) และแคลลสัจากเน้ือเยื่อรังไข่ การวิจยัน้ีแบ่งออกเป็น 2 การทดลอง 
คือ การทดลองท่ี 1 ศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลัส ซ่ึงประกอบด้วย
อุณหภูมิ 2 ระดบั คือ 25 °ซ และ 35°ซ แตงกวาจ านวน 5 พนัธ์ุ คือ ไฉไล บ๊ิกซี สายฟ้า-185 มีชยั และ
มินิคิงซ์ อาหารระยะท่ี 1 (induction medium) สูตร I1-I5 และอาหารระยะท่ี 2 สูตร D1-D3 ผลการ
ทดลองพบว่า การปรับสภาพรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมโดยเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิสูง  35°ซ ลด
เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS 1.3 เท่า แต่ไม่มีผลต่อการเกิดแคลลสัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ รังไข่ของ
แตงกวาทั้ง 5 พนัธ์ุ สามารถพฒันาไปเป็น ELS และแคลลสัแต่มีศกัยภาพการเกิด ELS และแคลลสั
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ การเติม thidiazuron (TDZ) ท่ีความเขม้ขน้ 1 มก./ล. ร่วมกบั 6-
benzylaminopurine (BAP) ท่ีความเขม้ขน้ 1 มก./ล. (I2) ในอาหารระยะท่ี 1 ให้เปอร์เซ็นต์การเกิด 
ELS สูงท่ีสุดตั้งแต่ 42.3 ถึง 91.4% โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 60.4%  ส่วนอาหารระยะท่ี 1 ท่ีเติม BAP 
ความเขม้ขน้ 0.5 มก./ล. ร่วมกบั indole-3-acetic acid (IAA) ความเขม้ขน้ 1 มก./ล. gibberellic acid 
(GA3) ความเข้มข้น 1 มก./ล. และ putrescine ความเข้มข้น 32 มก./ล. (I5) สามารถชักน าให้เกิด
แคลลสัไดสู้งท่ีสุด (70.8%) ในทางกลบักนัอาหารระยะท่ี 2 ไม่มีอิทธิพลต่อศกัยภาพการเกิดทั้ง ELS 
และแคลลสั การทดลองท่ี 2 พฒันาสูตรอาหารเพาะเล้ียงรังไข่เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของอาหารระยะ
ท่ี 1 และระยะท่ี 2 ในการชกัน าให้เกิด ELS และแคลลสัจากเน้ือเยื่อ รังไข่ โดยศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การเกิด ELS และแคลลสั 3 ปัจจยั คือ แตงกวาจ านวน 4 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ คือ ไฉไล บ๊ิกซี CN-3 และ 
CN-4 อาหารระยะท่ี 1 จ านวน 5 สูตร คือ I2  I2A  I2B  I2C และ I2E และอาหารระยะท่ี 2 จ านวน 3 
สูตร คือ D2  D2+ และ D2++ พบว่าอาหารระยะท่ี 1 สูตร I2A ท่ีเติม triacontanol (TRIA) ความ
เขม้ขน้ 2 มก./ล. สามารถชักน าให้เกิด ELS และแคลลัสได้  สูงท่ีสุด (83.1%) และการเติม TRIA 
ร่วมกับ silver nitrate (AgNO3) ในอาหารระยะท่ี 2 (D2++) ไม่มีผลอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสั แต่ให ้ELS ท่ีมีสีเขียวและแขง็แรงกวา่เม่ือเทียบกบัอาหารระยะ
ท่ี 2 สูตรอ่ืน ส าหรับแตงกวาทั้ ง 4 พันธ์ุท่ีน ามาเพาะเล้ียงพบว่า รังไข่ของแตงกวาพันธ์ุบ๊ิกซีมี
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เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS สูงกว่าพัน ธ์ุ อ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (78.9%) ซ่ึ งช้ีให้ เห็นว่า
ประสิทธิภาพการเกิด ELS นั้นข้ึนอยูก่บัจีโนไทป์ โดยประสิทธิภาพการเกิด ELS ท่ีสูงข้ึนจากการ
ทดลองน้ีช่วยเพิ่มโอกาสส าเร็จในการผลิตพืชแฮพลอยด์และดบัเบิลแฮพลอยด์จากแตงกวาเพื่อผลิต
สายพนัธ์ุแทใ้นอนาคต  
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INDUCTION MEDIA/THERMAL SHOCK  
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Ovary culture is one of the methods used for inbred line production. Its success 

depends on donor plant genotypes and is also affected by cultural conditions. The 

objectives of this study were (1) to develop suitable procedures for unpollinated ovary 

culture of cucumber (Cucumis sativus L.) and (2) to induce and develop embryo-like 

structures (ELSs) and calli from ovary tissues. There were two experiments in this study. 

In the first experiment, the effects of various factors including thermal shock pretreatment 

(25 and 35°C), genotypes of donor plants (Chi-Li, Big-C, Saifha-185, Meechai and Mini-

King), induction (I1-I5) and differentiation (D1-D3) media were evaluated on percentages 

of ELS and callus formation. It was found that thermal shock pretreatment reduced the 

percentage of ELS formation ca. 1.3-fold, but had no significant effect on callus 

formation. All five cucumber cultivars produced ELS and calli, although their ELS and 

callus formation potentials varied significantly. Addition of 1 mg/L thidiazuron (TDZ) 

and 1 mg/L 6-benzylaminopurine (BAP) (I2) into the induction medium resulted in the 

highest percentage of ELS formation, ranging from 42.3 to 91.4% with an average of 

60.4%. However, the highest percentage of callus formation was observed in an induction 

medium containing 2 mg/L BA, 0.5 mg/L indole-3-aceic acid (IAA), 1 mg/L gibberellic 

acid (GA3) and 32 mg/L putrescine (I5) (70.8%). By contrast, differentiation media had 

no significant effect on formation potentials of both ELSs and calli. The second 
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experiment was performed to enhance the efficiencies of induction and differentiation 

media for the formation of ELSs and calli from ovary tissues. The effects of three factors; 

genotypes (Chi-Li, Big-C, CN-3 and CN-4), induction media (I2, I2A, I2B, I2C and I2E) 

and differentiation media (D2, D2+ and D2++) were evaluated on ELS and callus 

formation. The highest percentages of ELS and callus formation (83.1%) were obtained 

with I2A induction medium containing 2 mg/L triacontanol (TRIA). The addition of 

TRIA and silver nitrate (AgNO3) into the differentiation medium (D2++) had no 

significant effect on the percentages of ELS and callus formation but produced ELSs that 

were greener and more vigorous than other differentiation media. Among the four 

cultivars used as donor parents, ‘Big C’ gave significantly higher percentages of ELS 

formation (78.9%), suggesting that ELS formation efficiencies were genotype-dependent. 

The higher ELS formation efficiencies achieved in the present study are promising for 

future production of haploid/doubled haploid cucumbers for inbred line production.  
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บทที ่1  
บทน ำ  

 
1.1  ควำมส ำคญัของปัญหำ  

แตงกวา (cucumber; Cucumis sativus L.) เป็นพืชผกัอายุสั้ น ปลูกง่าย เร่ิมเก็บผลผลิตได้
หลงัจากปลูกเพียง 35-45 วนั และเก็บผลผลิตไดน้าน 20-30 วนั เกษตรกรผูป้ลูกแตงกวาเป็นอาชีพ
มกัปลูกแตงกวาปีละ 3-4 คร้ัง (มติชนออนไลน์, 2558) ส่งผลให้มีรายไดทุ้ก 3-4 เดือน นอกจากการ
ปลูกเพื่อบริโภคแล้วเกษตรกรยงันิยมปลูกเพื่อผลิตเมล็ดพนัธ์ุจ  าหน่ายด้วย โดยในปี พ.ศ. 2557 มี
ปริมาณการส่งออกเมล็ดพนัธ์ุแตงกวาจ านวน 69.6 ตนั คิดเป็นมูลค่า 229.6 ลา้นบาท (ส านกัควบคุม
พืชและวสัดุการเกษตร, 2558) เม่ือเปรียบเทียบกบัพืชชนิดอ่ืน แตงกวาเป็นพืชท่ีสามารถท ารายได้ 
สูงให้แก่เกษตรกรในระยะเวลาสั้น การปลูกใช้พื้นท่ีนอ้ยจึงเหมาะส าหรับเกษตรกรรายยอ่ย และยงั
สามารถปลูกเป็นอาชีพเสริมหลงัการเก็บเก่ียวได ้แต่ปัจจุบนัการปลูกแตงกวากลบัมีความเส่ียงสูง 
เน่ืองจากประสบปัญหาสภาพภูมิอากาศแปรปรวน โดยเฉพาะอย่างยิ่งการปลูกแตงกวาในช่วงฤดู
แลง้ หรือในช่วงท่ีมีอากาศแห้ง ฝนทิ้งช่วงหรืออุณหภูมิสูง ซ่ึงจะส่งผลให้ แตงกวามีปัญหาดอกเพศ
เมียซ่ึงจะพฒันาไปเป็นผลนั้นเปล่ียนสภาพเป็นดอกเพศผู ้นอกจากน้ีช่วงเวลาดังกล่าวมักมีการ
ระบาดของแมลงศัตรูโดยเฉพาะแมลงหวี่ขาว (white fly; Bemisia tabaci) และเพล้ียไฟ (thrips; 
Haplothrips floricola) ส าหรับการปลูกแตงกวาในฤดูฝน ช่วงท่ีอากาศมีความช้ืนสูงเกษตรกร มกั
ประสบปัญหาเร่ืองโรคราน ้าคา้ง (downy mildew) หรือโรคใบลายซ่ึงเกิดจากเช้ือ Psudoperonospora 
cubensis (Eckardt, 2004) ในกรณีระบาดรุนแรงท าให้ผลผลิตแตงกวาลดลงมากกว่าร้อยละ 50 
นอกจากน้ียงัท าใหผ้ลผลิตไม่มีคุณภาพ รูปทรงไม่สวย ไม่ไดข้นาดตามท่ีตลาดตอ้งการ จึงขายไม่ได้
ราคาส่งผลให้รายไดข้องเกษตรกรลดลง เน่ืองจากจ าเป็นตอ้งแกปั้ญหาโดยการใชส้ารป้องกนัก าจดั
ศตัรูพืชท าให้ตน้ทุนการผลิตสูงข้ึน ผลผลิตท่ีไดอ้าจมีสารพิษตกคา้งและเป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภค 
(Pothikhawet et al., 2010) นอกจากน้ีเกษตรกรมกัประสบปัญหาเมล็ดพนัธ์ุลูกผสมมีราคาแพงและ
ตอ้งซ้ือเมล็ดพนัธ์ุทุกฤดูปลูก ซ่ึงถึงแมพ้นัธ์ุลูกผสมจะให้ปริมาณและคุณภาพผลผลิตดี แต่ก็มกัไม่
ทนต่อโรคราน ้ าคา้ง ในขณะท่ีพนัธ์ุพื้นเมืองของไทย ซ่ึงสามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพอากาศได้ดี 
กลบัมีคุณภาพการให้ผลผลิตอยู่ในระดบัต ่ากว่ามาตรฐานและมีความแปรปรวนทางพนัธุกรรมสูง 
(จานุลกัษณ์ ขนบดี และพีรศกัด์ิ ศรีนิเวศน์, 2531) ดงันั้นการปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อผลิตสายพนัธ์ุแท ้
(inbred line) ส าหรับน ามาใช้เป็นพ่อแม่พันธ์ุในการพัฒนาพันธ์ุลูกผสมใหม่ (F1 hybrid) จึงมี
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ความส าคัญ การปรับปรุงพันธ์ุอาจท าได้ด้วยวิธีดั้ งเดิม (conventional breeding) เร่ิมตั้ งแต่การ
รวบรวมพนัธ์ุ คดัเลือกพนัธ์ุและผสมพนัธ์ุ แต่เน่ืองจากแตงกวาเป็นพืชผสมขา้ม มีดอกเพศเมีย และ
ดอกเพศผู ้แยกกันอยู่คนละดอกในต้นเดียวกัน (monoecious plant) จึงจ าเป็นต้องมีการปฏิบัติ            
เพื่อป้องกนั และช่วยในการผสมเกสร เช่น การคลุมดอก การผสมเกสรโดยใช้แรงงานคน ซ่ึงการ      
ผลิตสายพนัธ์ุแท้จะต้องท าการผสมตัวเองหลายชั่วเพื่อให้ยีนทุกคู่อยู่ในสภาพ homozygous สูง      
เพียงพอในกรณีของแตงกวาต้องใช้เวลา 6-8 ปี (Gémes-Juhász et al., 2002) ถือเป็นปัญหาส าคญั        
โดยมกัจะพบว่าในรุ่นหลงั ๆ แมว้่าพืชจะมีความคงตวัทางพนัธุกรรมสูงแต่อาจไม่มีตน้ท่ีสามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ในเชิงการค้าได้เลย ด้วยเหตุน้ีจึงมีการน าความรู้ทางเทคโนโลยีชีวภาพมา
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาวิจยัและการปรับปรุงพนัธ์ุพืช โดยการพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ
เพื่อผลิตพืชแฮพลอยด์ (haploid plant) และชักน าให้เกิดต้นสายพนัธ์ุแท้ (homozygous line) ด้วย
วิธีการเพาะเล้ียงรังไข่หรือไข่  (unpollinated ovary or ovule culture) ท่ีย ังไม่ได้รับการผสมของ
แตงกวา (Shalaby, 2007) ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการผลิตสายพนัธ์ุแทอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Lim 
and Earle, 2009; Khurana and Chauhan, 2011) โดยทฤษฎีจะท าการเพาะเล้ียงเพื่อกระตุ้นให้ไข่ท่ี
ไม่ได้รับการผสมพัฒนาเป็นต้น (gynogenesis) โดยเซลล์สืบพันธ์ุดังกล่าวจะมีจ านวนชุดของ
โครโมโซมเหลือเพียงคร่ึงหน่ึงของพืชปกติ (แฮพลอยด์; haploid) ดงันั้นเม่ือเซลล์สืบพนัธ์ุพฒันาใน
ระหวา่งเพาะเล้ียงจะไดก้ลุ่มเซลลแ์ละ/หรือพืชตน้ใหม่ท่ีมีโครโมโซมเพียงคร่ึงหน่ึงของพืชปกติ เม่ือ
น ากลุ่มเซลล์หรือพืชนั้นมาเพิ่มจ านวนชุดของโครโมโซมเป็นสองเท่า จะไดพ้ืชท่ีเป็น homozygous 
diploid หรือเรียกวา่ พืชดบัเบิลแฮพลอยด์ (doubled haploid plant) หากไม่มีการกลายพนัธ์ุ (mutation) 
เกิดข้ึน พืชท่ีผลิตได้น้ีจะมีระดบัของ homozygosity สูงกว่าสายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ ท่ีสร้างจากการผสม
ตวัเองหลายชัว่ (นพพร คลา้ยพงษ์พนัธ์ุ, 2546) ซ่ึงวิธีการดงักล่าวจะช่วยลดระยะเวลาและสามารถ
ผลิตตน้พนัธ์ุแทจ้  านวนมากท่ีมีลกัษณะหลากหลายไดภ้ายใน 1 ชัว่เท่านั้น ประหยดัค่าใชจ่้ายในเร่ือง
การใช้พื้นท่ี และการปลูกดูแลรักษาตน้ ลดระยะเวลาในการปรับปรุงพนัธ์ุ รวมถึงเทคนิคท่ีไดอ้าจ
สามารถน ามาประยกุตใ์ชก้บัพืชอ่ืน 
 อยา่งไรก็ตาม การเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวายงัไม่ประสบความส าเร็จเท่าท่ีควร เน่ืองจากรังไข่
ท่ีพฒันาเป็นเน้ือเยื่อท่ีมีลกัษณะคลา้ยเอ็มบริโอ (embryo-like structures; ELSs) หรือแคลลสั (callus) 
จะพฒันาไปเป็นตน้ดิพลอยด์ไดน้้อย ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งพฒันาวิธีการเพาะเล้ียงรังไข่ของแตงกวา 
โดยทดลองหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมและการน าไปเพาะเล้ียงท่ีในสภาวะเหมาะสมส าหรับกระตุน้
การพัฒนา ELSs (Gémes-Juhász et al., 2002; Diao et al., 2009) เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาและพืชวงศแ์ตงชนิดอ่ืน ๆ ต่อไป 
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1.2 วตัถุประสงค์กำรวจิัย 
 1.2.1 เพื่อพฒันาวธีิการท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของแตงกวา 
 1.2.2  เพื่อผลิต  ELSs และแคลลัสจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมของ

แตงกวา 
  

1.3  สมมุติฐำนกำรวจิัย 
1.3.1 เทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสม ช่วยลดระยะเวลาในการผลิต     

สายพนัธ์ุแทใ้นแตงกวาได ้
1.3.2 รังไข่แตงกวาเม่ือเพาะเล้ียงในอาหารและสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสม สามารถชกัน าให้

เกิด ELSs และแคลลสั ซ่ึงสามารถพฒันาไปเป็นตน้เพื่อผลิตแตงกวาสายพนัธ์ุแทไ้ด ้
 

1.4  ขอบเขตกำรวจิัย 
  ศึกษาวิธีการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีเหมาะสม และมีประสิทธิภาพกบัแตงกวาพนัธ์ุการคา้ 7 พนัธ์ุ 
ได้แก่ พนัธ์ุไฉไล บ๊ิกซี มินิคิงซ์ มีชัย สายฟ้า-185 และแตงกวาพนัธ์ุลูกผสมจากจีนจ านวน 2 สาย
พนัธ์ุ ได้แก่ CN-3 และ CN-4 โดยชักน าให้เกิด ELSs และแคลลสั ด้วยสูตรอาหารเพาะเล้ียงและ
วธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ท่ีเหมาะสม  
 

1.5  ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
  1.5.1 ไดว้ธีิการและอาหารท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 

1.5.2 เป็นแนวทางในการผลิต ELSs และแคลลสัจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่ท่ีไม่ไดรั้บ การ
ผสมของแตงกวาและพืชตระกูลแตงชนิดอ่ืน  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
2.1 แตงกวา 
 แตงกวา (cucumber) เป็นไมเ้ล้ือยในวงศ์ Cucurbitaceae มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Cucumis sativus L. 
มีถ่ินก าเนิดในประเทศอินเดีย และมีการปลูกในประเทศแถบตะวนัตก ตอนเหนือของทวปีแอฟริกา
และทางตอนใตข้องทวปียุโรป (ปราโมทย ์พรสุริยา, 2540) อายุตั้งแต่ปลูกจนถึงเก็บเก่ียวสั้น (35-45 
วนั) โดยมีการบนัทึกประวติัการปลูกมากกว่า 3,000 ปี (เฉลิมเกียรติ โภคาวฒันา และภสัรา ชว-
ประดิษฐ,์ 2539) ไดรั้บการพฒันาพนัธ์ุตั้งแต่ตน้ศตวรรษท่ี 19 จนถึงปัจจุบนั 
 
 2.1.1 ความส าคัญของแตงกวา 
 แตงกวาสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในสภาพภูมิอากาศแบบร้อนช้ืนและก่ึงร้อนช้ืนท่ีมีอุณหภูมิ
ระหวา่ง 18-24°ซ ความช้ืนสัมพทัธ์และความเขม้แสงสูง นอกจากจะใชบ้ริโภคผลสดโดยตรง แลว้ยงั
เป็นองค์ประกอบส าคญัของผลิตภณัฑ์ในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ อีกหลายประเภท เช่น เคร่ืองส าอาง 
และอุตสาหกรรมแปรรูปแตงกวาดอง เป็นต้น (เฉลิมเกียรติ โภคาวฒันา และภสัรา ชวประดิษฐ์, 
2539) จากการส ารวจพื้นท่ีปลูกแตงกวาในปี พ.ศ. 2555 พบพื้นท่ีรวม 48.8 ลา้นไร่ทัว่โลก ประเทศท่ีมี
พื้นท่ีปลูกมากท่ีสุด 5 อนัดบั ได้แก่ จีน ตุรกี อิหร่าน รัสเซีย และยูเครน โดยมีผลผลิต 54.3 1.8 1.6 1.1 
และ 1.0 ลา้นตนั ตามล าดบั ส าหรับประเทศไทย มีพื้นท่ีปลูกเป็นอนัดบัท่ี 12 โดยมีพื้นท่ีจ  านวน 0.5    
ลา้นไร่ คิดเป็นร้อยละ 1.1 ของโลก (FAOSTAT, 2012) การปลูกแตงกวาในประเทศไทยมกัปลูกใน
แถบท่ีราบลุ่มภาคกลางเป็นส่วนใหญ่  แหล่งปลูกท่ีส าคญั ไดแ้ก่ จงัหวดัราชบุรีและนครปฐม (อภิชาต 
ศรีสอาด และอมัพา ค าวงษา, 2556) โดยในปี 2551/2552 จงัหวดันครปฐม มีผลผลิตผกัรวมทั้งแตงกวา
ส าหรับบริโภคภายในจงัหวดั ส่งออกไปยงัต่างจงัหวดัและต่างประเทศรวม 215,372.16 ตนั คิดเป็น
มูลค่ า 4,522.18 ล้านบาท (อุไรวรรณ ทองบัวศิ ริไล , 2554) เม่ือน าผลแตงกวามาวิ เคราะห์พบ
ส่วนประกอบของน ้ า 96.4% โปรตีน 0.4% ไขมัน 0.1% คาร์โบไฮเดรต 2.8% และแร่ธาตุต่าง ๆ เช่น 
แคลเซียม (Ca) ฟอสฟอรัส (P) ธาตุเหล็ก (Fe) วิตามินบี (B) และซี (C) (วิกิพีเดีย, 2559) รวมถึงธาตุ
โพแทสเซียม (K) และแมงกานีส (Mn) ซ่ึงมีส่วนช่วยควบคุมความดันเลือดและความสมดุลของ
สารอาหารในร่างกาย เสริมการท างานของระบบประสาท กลา้มเน้ือ และระบบการหมุนเวียนเลือด 
ใยอาหารยงัช่วยในการควบคุมระดบัคอเลสเตอรอลและระบบขบัถ่าย มีพลงังานต ่าเหมาะกบัผูท่ี้ 
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ตอ้งการควบคุมน ้ าหนัก เป็นอย่างมาก (สุธาทิพ ภมรประวติั, 2553)  ในเน้ือผลมีเอนไซม์ ได้แก่ 

ascorbic acid oxidase  และ succinic malic dehydroginase  นอกจากน้ี ยงัมีกรดอะมิโนซิสทีน (cystine) 

เมไธโอนิน (methionine) และเกลือแร่ต่าง ๆ ท าหนา้ท่ีให้ความยืดหยุน่และกกัเก็บความชุ่มช้ืนไวใ้ต้
ผิวหนัง เมล็ดมีน ้ ามนัซ่ึงประกอบด้วยกรดโอเลอิก  (oleic acid) กรดลิโนเลอิก  (linoleic acid) กรด 
ปาล์มิติก (palmitic acid) กรดสเตียริก  (stearic acid) ไฟติน (phytin) และเลคติน  (lectin) ส าหรับเถ้า 
(ash) จากเมล็ดมีปริมาณของฟอสฟอรัสสูง ในใบ ตน้ และขั้วของแตงกวามีสาร cucurbitacin A, B, 

C และ D โดยพบวา่สาร cucurbitacin C มีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของเน้ืองอกชนิดมีพิษและมีฤทธ์ิตา้น
มะเร็ง (Robinson and Decker-Walters, 1997)  
 
 2.1.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของแตงกวา 
 แตงกวามีจ านวนโครโมโซม 2n = 14 เป็นพืชฤดูเดียว มีเถาเล้ือยและข้ึนคา้ง อยูใ่นกลุ่มไม้
เน้ืออ่อน อวบน ้ า เป็นพืชผสมขา้มตามธรรมชาติโดยอาศยัลมและแมลง พบอตัราการผสมตวัเอง 1-
47% 
 ดอก โดยธรรมชาติดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมียแยกกันอยู่คนละดอกภายในต้นเดียวกัน 
(monoecious plant) ดอกเพศผูอ้าจเป็นดอกเด่ียวหรือเป็นช่อ เกิดบริเวณมุมใบหรือขอ้ มีกลีบเล้ียงสี
เขียว 5 กลีบ กลีบดอกสีเหลือง 5 กลีบ มีอบัละอองเกสรเพศผู ้3 อนั และมีกา้นชูเกสรสั้ น มกัเกิด
ก่อนดอกเพศเมีย ส าหรับดอกเพศเมียเป็นดอกเด่ียวเกิดบริเวณเดียวกบัดอกเพศผู ้มีกลีบเล้ียงและ
กลีบดอกคลา้ยดอกเพศผู ้รังไข่อยู่ท่ีฐานรองดอก ลกัษณะกลมยาว 2-5 ซม. มีหนามปุ่มนูนและขน
ชดัเจน ยอดเกสรเพศเมียมี 2-5 แฉก (Robinson and Decker-Walters, 1997) (ภาพท่ี 1) ต าแหน่งการ
เกิดดอกเพศเมียโดยเฉพาะในพนัธ์ุการคา้และสายพนัธ์ุพ่อแม่ท่ีใช้ในการผลิตเมล็ดพนัธ์ุลูกผสม    
ชัว่แรก (F1 hybrid) แบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

1. ดอกเพศเมียเจริญเฉพาะเถาหลกั (gynoecious main vine types) 
2. ดอกเพศเมียเจริญในเถาหลกัและเถาแขนง (gynoecious main and lateral vine types) 
3. ดอกเพศเมียเจริญในเถาหลกัและเถาแขนงซ่ึงเจริญจากเถาหลกัทุกขอ้ (quasi-gynoecious 

main and lateral vine types) 
4. ดอกเพศเมียเจริญเฉพาะเถาแขนง (quasi-gynoecious lateral vine types) 

 
 ส าหรับดอกของแตงกวาลูกผสมมีการแสดงออกของลกัษณะเพศดอกหลายชนิดแตกต่าง
กนั (นิพนธ์ ไชยมงคล, 2544) ไดแ้ก่ 
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1. Hermaphroditic plant ต้นท่ีมีเฉพาะดอกสมบูรณ์เพศ (perfect or bisexual flower) โดยมี
ทั้งเกสรเพศผู ้(stamen) และเกสรเพศเมีย (pistil) อยู่ในดอกเดียวกัน แต่อาจจะไม่มีกลีบ
เล้ียงหรือกลีบดอก  

2. Monoecious plant ตน้ท่ีมีดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมีย หรือดอกสมบูรณ์เพศแยกกนัแต่
อยูบ่นตน้เดียวกนั และสามารถแบ่งตามลกัษณะดอกไดอี้ก 2 ชนิดดงัน้ี 
2.1 Andromonoecious plant ต้น ท่ี มีทั้ งดอกเพศผู ้และดอกสมบูรณ์ เพศอยู่บนต้น

เดียวกนั 
2.2 Gynomonoecious plant ตน้ท่ีมีดอกเพศเมียและดอกสมบูรณ์เพศอยูบ่นตน้เดียวกนั 

3. Dioecious plant ตน้ท่ีมีเฉพาะดอกเพศผูห้รือดอกเพศเมีย แบ่งเป็น 2 ชนิดดงัน้ี 
3.1 Androecious plant ตน้ท่ีมีเฉพาะดอกเพศผู ้
3.2 Gynoecious plant ตน้ท่ีมีเฉพาะดอกเพศเมีย 

  ดอกเพศเมียและเพศผูจ้ะบานและพร้อมรับการผสมเกสรในตอนเช้า และกลีบดอกจะปิด
ในช่วงบ่ายของวนัเดียวกนั การเกิดดอกเพศเมียข้ึนอยู่กบัช่วงแสงและอุณหภูมิ โดยธรรมชาติหาก
แตงกวาเจริญเติบโตในฤดูร้อนท่ีมีช่วงแสงยาวมากกวา่ 12 ชัว่โมงมกัจะมีอตัราการเกิดดอกเพศผูสู้ง
กวา่เพศเมีย ในขณะท่ีในฤดูหนาวซ่ึงมีสภาพช่วงแสงสั้นและอุณหภูมิในเวลากลางคืนต ่าจะพบอตัรา
การเกิดดอกเพศเมียสูงกวา่ (สิริรักษ ์ส าเภาแกว้, 2553; ส านกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี
แห่งชาติ, 2553) 
  ผล  มีลักษณะกลมยาวทรงกระบอก ความยาวผลระหว่าง 5-40 ซม. มีไส้ภายในผล ใน
ปัจจุบนัแตงกวาพนัธ์ุการคา้ในต่างประเทศ มีการปรับปรุงพนัธ์ุให้สามารถติดผลได้โดยไม่ตอ้ง
ไดรั้บการผสมเกสร (parthenocarpic type) ท าให้ภายในผลไม่มีไส้ เน้ือกรอบ และน ้ าหนกัต่อผลสูง 
ผลแตงกวามีสีขาว เขียวอ่อน เขียว และเขียวเขม้ปนด า สีหนามสีขาว แดง น ้ าตาล และด าข้ึนอยูก่บั
พนัธ์ุ 
 ล าต้น แตงกวาเป็นพืชล าตน้เถาเล้ือย เป็นเหล่ียม มีขนข้ึนปกคลุมทัว่ไป มีขอ้ยาว 10-20 ซม. 
มีมือเกาะเกิดออกตามข้อ ส่วนปลายของมือเกาะไม่มีการแตกแขนง ก้านใบยาว 5-15 ซม. ใบมี
ลักษณะหยาบ มีขนใบ มีมุมใบ 3-5 มุม ปลายใบแหลม ใบใหญ่ เส้นใบเป็นร่างแหแบบฝ่ามือ 
(palmately netted venation) 5-7 เส้น  
 ราก เป็นระบบรากแก้ว (tap root system) มีรากแขนงเป็นจ านวนมาก รากสามารถแผ่
ทางด้านกวา้งและหยัง่ลงได้ลึกถึง 1 เมตร (ภูวดล บุตรรัตน์, 2538; เฉลิมเกียรติ โภคาวฒันา และ   
ภสัรา ชวประดิษฐ,์ 2539; ลิลล่ี กาวตีะ๊, 2546; Robinson and Decker-Walters, 1997) 
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ภาพที ่1 แสดงโครงสร้างล าตน้และดอกแตงกวา (ดดัแปลงจาก Goffinet, 1990) 
 
2.1.3  ประเภทของแตงกวา 

 1.  พันธ์ุแตงกวาส าหรับรับประทานสด เป็นพนัธ์ุท่ีมีเน้ือบางและไส้ใหญ่ สีเปลือกเป็นสี
เขียวอ่อน ผลมีน ้ ามาก เป็นพนัธ์ุท่ีมีทั้ งผลเล็กและใหญ่ เม่ือผลยงัอ่อนจะมีหนาม แต่เม่ือโตเต็มท่ี
หนามจะหลุดออก แตงกวารับประทานสดสามารถแบ่งกลุ่มตามขนาดของผลดงัน้ี 
 แตงผลยาว (long cucumber) หรือแตงร้าน มีความยาวผลประมาณ 15 ซม. และมีความ
กวา้งผลมากกวา่ 2.5 ซม. ส่วนใหญ่จะมีเน้ือหนาไส้แคบ กรณีท่ีเป็นพนัธ์ุของไทยจะมีผลสีเขียวแก่
ตรงส่วนใกล้ขั้วผลประมาณ 1/3 ของผลท่ีเหลือ มีจุดประสีเขียวอ่อนหรือขาว และเส้นสีขาวเป็น
แถบเล็ก ๆ ตลอดความยาวไปถึงปลายผล ส่วนพนัธ์ุต่างประเทศจะมีสีเขียวเขม้สม ่าเสมอทั้งผล 
 แตงผลส้ัน (short cucumber) หรือแตงกวา มีความยาวผล 8-12 ซม. และมีความกวา้งผล
มากกวา่ 2.5 ซม. ส่วนใหญ่จะมีเน้ือนอ้ยไส้กวา้ง 
 2. พันธ์ุแตงกวาอุตสาหกรรม เป็นพนัธ์ุท่ีมีเน้ือหนา ไส้เล็ก บางพนัธ์ุจะไม่มีไส้ เปลือกสี
เขียวเขม้ ผลมีรูปร่างผอมยาว เม่ือน าไปดองจะคงรูปร่างไดดี้ เห่ียวยน่นอ้ย แตงกวาพนัธ์ุน้ีส่วนใหญ่
เป็นลูกผสม แบ่งกลุ่มตามขนาดไดด้งัน้ี 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.vegetweb.com/%E0%B9%81%E0%B8%95%E0%B8%87%E0%B8%81%E0%B8%A7%E0%B8%B2/


8 

  แตงผลยาว เป็นแตงชนิดท่ีใช้ท าแตงกวาดองของประเทศญ่ีปุ่นและจีน ซ่ึงจะตอ้งมีความ
ยาวผล 20-30 ซม. และมีความกวา้งผล 2-3 ซม. มีเน้ือหนา ไส้แคบ ผวิสีเขียวเขม้ตลอดความยาวผล 
 แตงผลส้ัน เป็นแตงชนิดท่ีใชท้  าแตงดองของประเทศในแถบสหรัฐอเมริกาและยโุรป ซ่ึงผล
มีความยาว 8-12 ซม. และมีความกวา้งผล 1-5 ซม. โดยทัว่ไปจะมีอตัราส่วนความยาวต่อความกวา้ง
อยู่ระหว่าง 2.8-3.1 ซม. มีเน้ือหนาและแน่น ไส้แคบ ผิวสีเขียวเขม้ตลอดความยาวของผล (เฉลิม
เกียรติ โภคาวฒันา และภสัรา ชวประดิษฐ,์ 2539) 
 
 2.1.4 สภาพแวดล้อม การปลูก และการดูแลรักษา 
  2.1.4.1  สภาพแวดล้อมทีเ่หมาะสม 
 แตงกวาสามารถปลูกได้ตลอดทั้งปี โดยช่วงท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ ให้การเจริญทาง    
ล าตน้อยูใ่นช่วงปลายฤดูฝนและติดผลในระยะเร่ิมฤดูหนาว เพราะในฤดูหนาว (อุณหภูมิต ่า กลางวนั
สั้น) ล าตน้มีการสร้างออกซินสูง ท าใหอ้ตัราการติดดอกเพศเมียสูง ซ่ึงจะให้ผลผลิตดีและมีคุณภาพ 
ส่วนในฤดูร้อน (อุณหภูมิสูง กลางวนัยาว) อัตราการสร้างออกซินในล าตน้ต ่า ส่งผลให้มีการสร้าง
ดอกเพศเมียต ่า นอกจากน้ียงัมกัประสบปัญหาผสมไม่ติด ดอกร่วง และมีโรคและแมลงระบาด      
ส่งผลให้ผลผลิตลดลงอยา่งมาก (อภิชาต ศรีสอาด และอมัพา ค าวงษา, 2556; Robinson and Decker-
Walters, 1997) ส าหรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการงอกของเมล็ดแตงกวาและสามารถเจริญเติบโต
ได้ผลดีคือ ระหว่าง 20-30°ซ ส่วนอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกบัการผสมเกสรนั้น อยู่ระหว่าง 17-25°ซ 
หากปลูกในพื้นท่ีท่ีอุณหภูมิต ่ามาก (ประมาณ 10°ซ) เมล็ดจะแตกไม่งอกและพกัตวัอยูใ่นดิน และจะ
งอกเม่ืออุณหภูมิเร่ิมอบอุ่นข้ึน ในช่วงการเจริญเติบโตของแตงกวาหากอุณหภูมิต ่าจะให้ผลผลิตช้า 
นอกจากน้ีหากแตงกวาขาดน ้ าจะไม่มีการสร้างดอกเพศเมียหรือเกิดดอกเพศเมียท่ีไม่สมบูรณ์ 
บางคร้ังต าแหน่งท่ีพบดอกเพศเมียจะกลายเป็นดอกเพศผูด้ว้ย (Robinson and Decker-Walters, 1997) 

โครงสร้างของดินท่ีปลูกแตงกวาควรมีลกัษณะเป็นดินร่วนปนทราย มีการระบาย
น ้ าดี มีความเป็นกรด-ด่าง (pH) ท่ีเหมาะสมระหว่าง 5.5-6.5 ในสภาพดินท่ีเป็นดินทรายจดั หรือ
เหนียวจดั จ  าเป็นตอ้งปรับปรุงบ ารุงดินก่อนการปลูกโดยใช้ปุ๋ยอินทรีย ์เช่น ปุ๋ยคอก หรือปุ๋ยหมกัท่ี
สลายตวัแลว้ (ฐานขอ้มูลพืชผกับทความเกษตร, 2558) 
 2.1.4.2 การปลูกแตงกวา 
 1.  การเตรียมพนัธ์ุแตงกวา  
 การเตรียมพันธ์ุแตงกวานับว่าเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญในการปลูกแตงกวา ซ่ึงควร
คดัเลือกเมล็ดพนัธ์ุท่ีมีความสมบูรณ์ เมล็ดแตงกวาควรมีการคลุกสารเคมีเพื่อป้องกนัศตัรูพืชท่ีอาจ
ติดมากบัเมล็ด และก่อนใชเ้มล็ดทุกคร้ังควรท าการทดสอบความงอกก่อน หรือท าการบ่มเมล็ด โดย
น าเมล็ดแตงกวาบรรจุถุงพลาสติกท่ีเจาะรูพรุน แช่ในสารเคมีป้องกันและก าจัดศัตรูพืช เช่น           
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แคปแทน (captan) ผสมอตัรา 5 ก./ล. แช่เมล็ดนาน 30 นาที เพื่อท าลายเช้ือราท่ีผิวเมล็ด จากนั้นน ามา
แช่น ้ า 4 ชัว่โมง แลว้จึงบ่มในผา้ชุบน ้ าหมาด ๆ ซ่ึงบรรจุอยูใ่นถุงพลาสติกรัดปากถุงให้แน่น บ่มใน
สภาพอุณหภูมิหอ้งนาน 24 ชัว่โมง หลงัจากรากงอกยาว 0.5 ซม. จึงน าไปเพาะต่อไป 

2. การปลูกและการดูแลรักษา 
การปลูกแตงกวา พบวา่มีทั้งวิธีการหยอดเมล็ดโดยตรงและเพาะกลา้ก่อนแลว้จึงยา้ย

ปลูก การหยอดเมล็ดนั้นมีความสะดวกในการปลูก แต่มีขอ้เสียคือส้ินเปลืองเมล็ดพนัธ์ุ ซ่ึงหากเป็น
เมล็ดพนัธ์ุลูกผสมซ่ึงมีราคาแพงแล้ว จะเกิดความสูญเสียและเป็นการเพิ่มตน้ทุนการผลิต รวมทั้ง
วธีิการหยอดเมล็ดน้ีจ  าเป็นท่ีจะตอ้งดูแลระยะเร่ิมงอกในพื้นท่ีกวา้งซ่ึงจดัการไดย้าก ส าหรับการเพาะ
ตน้กลา้ก่อนแลว้น าตน้กลา้ยา้ยปลูกลงในหลุมตามระยะระหว่างตน้และระหวา่งแถวท่ีเตรียมไว ้มี
ข้อดีหลายประการ เช่น ประหยดัเมล็ดพันธ์ุ ดูแลรักษาง่าย ต้นกล้ามีความสม ่าเสมอ ประหยดั
ค่าแรงงานในระยะกลา้ เป็นตน้ โดยสามารถอธิบายขั้นตอนการปลูกทั้ง 2 วธีิ ไดด้งัน้ี 

 2.1  การปลูกด้วยวธีิเพาะกล้า 
2.1.1  การเตรียมดิน 

 การเตรียมดินเพาะกล้า ใช้อตัราส่วนดินต่อปุ๋ยคอก คือ 3:1 และใช้ปุ๋ยเคมี
สูตร 12-24-12 อตัรา 0.5 กก./ตน้กลา้ 1 ไร่ คลุกให้เขา้กนั แลว้บรรจุลงในถุงพลาสติกขนาด 6×10 
ซม. เพื่อเตรียมส าหรับหยอดเมล็ดแตงกวา  

2.1.2  การดูแลรักษา 
 ถุงเพาะกล้าควรเก็บไวใ้นท่ีแดดไม่จัดหรือมีการใช้วสัดุพรางแสง เม่ือ
แตงกวาเร่ิมงอกให้หมัน่ตรวจดูความผิดปกติของตน้กลา้เป็นระยะ หากมีการระบาดของแมลงหรือ
โรคพืช ตอ้งรีบก าจดัโดยเร็ว เม่ือตน้กลา้มีใบจริงประมาณ 3-4 ใบ จะเป็นระยะท่ีพร้อมยา้ยปลูก การ
ยา้ยปลูกท าได้โดยการฉีกถุงพลาสติกท่ีใช้เพาะกลา้ออกแลว้ยา้ยลงในหลุมปลูก ช่วงเวลาท่ีจะยา้ย
กลา้นั้นควรยา้ยช่วงเวลาประมาณ 17.00 น. ซ่ึงตน้กลา้จะสามารถปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มได้
ดีกวา่ 

2.2  การปลูกด้วยวธีิหยอดเมลด็ 
2.2.1  การเตรียมดิน  
การเตรียมแปลงปลูก ควรไถพรวนดินตากไวป้ระมาณ 7-10 วนั เพื่อท าลาย

วชัพืช และศตัรูพืชบางชนิดท่ีอยูใ่นดิน จากนั้นจึงไถพรวนเก็บเศษวชัพืชออก แลว้เตรียมแปลงขนาด
กวา้ง 1-1.2 ม. โดยมีความยาวตามลกัษณะของพื้นท่ี แลว้ใส่ปุ๋ยอินทรียเ์พื่อปรับโครงสร้างของดินให้
เหมาะสมกบัการเจริญเติบโตของแตงกวา การเตรียมหลุมปลูกนั้นควรมีระยะระหว่างตน้ประมาณ 
60-80 ซม. ระหว่างแถวประมาณ 1 ม. ใส่ปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 ในอตัรา 30-50 กก./ไร่ รองพื้นก่อน
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ปลูก ส าหรับบางพื้นท่ีอาจใชพ้ลาสติกคลุมดินเพื่อรักษาความช้ืนในดิน ป้องกนัวชัพืช และพลาสติก
บางชนิดสามารถไล่แมลงไม่ใหเ้ขา้มาท าลายแตงกวาได ้ 

2.2.2  การดูแลรักษา 
หลงัจากหยอดเมล็ดควรใหน้ ้ าทนัที โดยใชว้ิธีการฉีดพน่ให้เป็นฝอยละเอียด 

ปริมาณน ้ าท่ีให้ไม่ควรมากเกินไป ในช่วงฤดูร้อนควรให้น ้ าวนัละ 1 คร้ัง ทั้งน้ีให้ตรวจดูความช้ืน
ก่อนการใหน้ ้าทุกคร้ัง  

3.  การให้น ้าแตงกวา ระบบการให้น ้ าอาจจะแตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัสภาพพื้นท่ี แต่
ระบบท่ีเหมาะสมคือการให้น ้ าตามร่อง เพราะท าให้ล าตน้และใบไม่ช้ืน ลดการลุกลามของโรคพืชทาง
ใบ ช่วงเวลาการให้น ้ าในระยะแรกควรให้ 2-3 คร้ังต่อวนั เม่ือตน้แตงกวาเร่ิมเจริญเติบโตจึงปรับช่วงเวลา
การให้น ้ าให้นานข้ึน ขอ้ควรค านึงส าหรับการให้น ้ า คือ ตอ้งกระจายในพื้นท่ีสม ่าเสมอตลอดแปลง
และควรตรวจดูความช้ืนในดินไม่ให้สูงเกินไป เพราะจะท าให้รากเน่า การให้น ้ าพอเหมาะจะท าให้
แตงกวาใหผ้ลผลิตสูง แต่การปล่อยใหแ้ตงกวาขาดน ้าจะท าใหมี้รสขม (สุเทว ีศุขปราการ, 2522) 

4.  การใส่ปุ๋ยแตงกวา อาจแบ่งเป็นระยะต่าง ๆ ดงัน้ี 
 4.1  ระยะเตรียมดิน ใส่ปุ๋ยอินทรีย ์เช่น ปุ๋ยคอก หรือปุ๋ยหมกั อตัรา 1-2 ตนั/ไร่ 
และใส่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 หรือ 12-24-12 อตัราประมาณ 20-30 กก./ไร่ 

4.2  หลังย้ายปลูก ประมาณ 7 วนั ใส่ปุ๋ยท่ีมีไนโตรเจน เช่น ยูเรีย (urea) หรือ 
แอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) ในอตัราประมาณ 20 กก./ไร่  

4.3  ระยะแตงกวาออกดอก ซ่ึงจะใชร้ะยะเวลาประมาณ 25 วนั ใส่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 
หรือ 12-24-12 อตัรา ประมาณ 20-30 กก./ไร่ 

 
2.1.5 โรคของแตงกวา 

 โรคท่ีท าความเสียหายใหก้บัแตงกวามีทั้งโรคท่ีมีสาเหตุจากเช้ือรา ไวรัส และแบคทีเรีย โรค
ท่ี มีส าเห ตุจาก เช้ื อราคือ  (1) โรคราน ้ าค้าง  (downy mildew) ห รือโรคใบลาย  เกิดจาก เช้ื อ 
Psudoperonospora cubensis ลกัษณะอาการ คือ เร่ิมเป็นจุดสีเหลืองบนใบ แผลขยายออกเป็นเหล่ียม
ในระหว่างเส้นใบ หากแผลลามไปทั้งใบ จะท าให้ใบแห้งตาย (2) โรคราแป้ง (powdery mildew) เกิด
จากเช้ือ Oidium sp. เม่ือมีอาการรุนแรงจะพบราสีขาวคลา้ยผงแป้งคลุมเต็มผวิใบ ท าใหใ้บเปล่ียนเป็น
สีเหลืองแล้วแห้งตาย (3)โรคผลเน่า (fruit rot) เกิดจากเช้ือ  Pythium spp., Rhizoctonia solani และ 
Botrytis cinerea มกัเกิดกบัผลท่ีสัมผสัดิน และผลท่ีแมลงกดัหรือเจาะท าให้เกิดแผลก่อน พบมากใน
สภาพอากาศเย็นและช้ืน กรณีท่ีเกิดจากเช้ือ Pythium spp. จะเป็นแผลฉ ่าน ้ าเร่ิมจากส่วนปลายผล ถ้ามี
ความช้ืนสูงจะมีเส้นใยฟูสีขาวข้ึนคลุม กรณีท่ีเกิดจากเช้ือ R. solani จะเป็นแผลเน่าฉ ่าน ้ าบริเวณผิวของ
ผลท่ีสัมผ ัสดิน แผลจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลแก่และมีรอยฉีกของแผล ส่วนกรณี ท่ี เกิดจากเช้ือ                 
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B. cinerea บริเวณส่วนปลายของผลท่ีเน่าจะมีเช้ือราข้ึนคลุมอยู ่(เฉลิมเกียรติ โภคาวฒันา และภสัรา 
ชวประดิษฐ์, 2539; Robinson and Decker-Walters, 1997) ส่วนโรคท่ีมีสาเหตุจากเช้ือไวรัส คือโรค
ใบด่าง (mosaic) เกิดจากเช้ือ cucumber mosaic virus (CMV) เม่ือพืชไดรั้บเช้ือจะแสดงอาการใบด่างสี
เขียวอ่อน หรือด่างเขียวสลบัเหลือง เน้ือใบตะปุ่มตะป ่ า ใบหงิกเสียรูปร่าง (ฐานขอ้มูลพืชผกับทความ
เกษตร, 2558) ส าหรับโรคท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย คือ โรคเห่ียว (bacterial wilt) เกิดจากเช้ือ Erwinia 
tracheiphila โดยเร่ิมจากเช้ือผา่นทางแผลท่ีเกิดจากการกดักินของแมลงดว้งเต่าเขา้ไปภายในตน้แตง 
ในระยะแรกจะสังเกตเห็นอาการเห่ียวข้ึนกบัใบอ่อนท่ีอยูป่ลายเถาเพียง 2-3 ใบ ต่อมาเม่ือเป็นมากข้ึน
ใบอ่ืนจะแสดงอาการตาม ในท่ีสุดก็จะเห่ียวฟุบลงทั้งตน้หรือทั้งเถาภายในเวลา 1-2 สัปดาห์ (ไทย
เกษตรศาสตร์, 2556; Robinson and Decker-Walters, 1997) 
 

2.1.6 แมลงศัตรูของแตงกวา 
 ใบและดอก แมลงจะเข้าท าลายโดยดูดน ้ าเล้ียงท่ีใบ ดอกอ่อน และยอดอ่อน ได้แก่ (1) เพล้ีย
ไฟ (thrips; Haplothrips floricola)  ท าให้ใบม้วนหงิกงอผิดรูปร่างเป็นกระจุก มีสีสลับเขียวเป็นทาง 
ระบาดมากในช่วงท่ีมีอากาศแห้งแล้ง ฝนทิ้งช่วง นับเป็นแมลงท่ีเป็นปัญหาส าคญัท่ีสุดในการปลูก
แตงกวา (2) เพล้ียอ่อน (aphids; Aphids gossypii) ท าให้ใบมว้น ตน้แคระแกร็น และเป็นพาหะน าไวรัส 
มักระบาดมากในช่วงอากาศร้อนและแห้งซ่ึงเป็นตอนท่ีพืชขาดน ้ า (3) ไรแดง (red spider mites; 
Tetranychus spp.) ท าให้ใบเป็นจุดด่างมีสีซีด ไรแดงจะอาศยัอยูใ่ตใ้บ และมกัเขา้ท าลายร่วมกบัเพล้ียไฟ 
และเพล้ียอ่อน ระบาดมากในช่วงอากาศร้อนและแห้งซ่ึงเป็นตอนท่ีพืชขาดน ้ า ส่วนแมลงท่ีเขา้ท าลาย
โดยการกัดกินใบตั้ งแต่ระยะใบเล้ียงจนกระทั่งต้นโต ได้แก่ เต่าแตงแดง  (red cucurbit beetle; 
Aulacophora simills) เต่าแตงด า (black cucurbit beetle; A. frontalis) นอกจากน้ียงัเป็นพาหะของโรค
เห่ียวท่ีเกิดจากเช้ือแบคทีเรีย และหนอนกินใบแตง (leaf eating caterpillar; Palpita indica) 

ผล แมลงท่ี เข้าท าลาย คือ หนอนไถเปลือกหรือหนอนเจาะผล (fruit boring caterpillar; 
Helicoverpa armigera) เข้าท าลายโดยการกดักินใบ ไถเปลือกเป็นแผลและเจาะผลเป็นสาเหตุให้โรค    
อ่ืน ๆ เข้าท าลายต่อได้ เช่น โรคผลเน่า (เฉลิมเกียรติ โภคาวฒันา และภัสรา ชวประดิษฐ์, 2539; 
Robinson and Decker-Walters, 1997) 
 
 2.1.7 พนัธ์ุแตงกวาทีใ่ช้ในประเทศไทย 

การคดัเลือกพนัธ์ุปลูกของแตงกวามกัค านึงถึงวตัถุประสงค์ท่ีจะน าไปใช้ประโยชน์  และ
ทดลองหาสายพนัธ์ุท่ีเหมาะสมกบัสภาพแวดลอ้มและตลาดในแต่ละทอ้งถ่ิน ปัจจุบนัแบ่งได ้3 ชนิด
คือ (1) แตงกวา ซ่ึงมีหลากหลายสายพนัธ์ุเพื่อตอบสนองต่อความตอ้งการท่ีแตกต่างกนัตามลกัษณะ
พื้นท่ีโดยมีลกัษณะเด่นท่ีส าคญั คือ ปลูกง่าย ตน้แข็งแรง ทนทานต่อโรค ติดผลดก ให้ผลผลิตสูง 
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และตรงกบัความตอ้งการของตลาด พนัธ์ุท่ีเกษตรกรนิยมปลูกในปัจจุบนัมกัเป็นพนัธ์ุลูกผสม ไดแ้ก่ 
พนัธ์ุอมตะ เทอร์โบ-370 (ซีพี กรุ๊ป, 2555) ไฮโซ (รักบา้นเกิด, 2556) ไมโครซี-306 ฮอทสตาร์ และ
ฉตัรเงิน (บริษทั อีสท ์เวสท ์ซีด, 2558) เป็นตน้ (2) แตงร้าน ส่วนใหญ่เกษตรกรจะคดัเลือกพนัธ์ุและ
เก็บเมล็ดไวป้ลูกในรอบถัดไป ต่อมาจึงมีการน าเข้าพันธ์ุ spring swallow, southern delight จาก
ประเทศญ่ีปุ่นและไตห้วนัตามล าดบั แต่เน่ืองจากทั้งสองพนัธ์ุมีผลสีเขียวเขม้ทั้งผลจึงไม่เป็นท่ีนิยม
ในผูบ้ริโภคอย่างแพร่หลาย (นิพนธ์ ไชยมงคล, 2544) ในปี 2557 จึงมีการส่งเสริมการปลูกแตงร้าน
ลูกผสมพันธ์ุจัมโบ้กรีนให้แก่เกษตรกรในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ท าการปลูกทดสอบและ
เปรียบเทียบสายพนัธ์ุการคา้ โดยเน้นปลูกในช่วงฤดูร้อนและฤดูฝน ท่ีมกัประสบปัญหาโรคและ
แมลงระบาด พบวา่พนัธ์ุจมัโบก้รีนสามารถทนต่อโรคราน ้ าคา้งไดเ้ป็นอยา่งดี ให้ผลสีเขียวเขม้ท่ีขั้ว
ผล และประมาณ 1/3 ของผลท่ีเหลือมีจุดประสีเขียวอ่อนหรือขาว ติดผลดก รูปทรงสวย  ตกเกรด
นอ้ย ทนทานต่อการขนส่งทางไกลไดดี้เป็นท่ีตอ้งการของตลาด ส่งผลให้แตงร้านพนัธ์ุน้ีเป็นท่ีนิยม
ในปัจจุบนั (บริษทั อีสท ์เวสท์ ซีด, 2558) (3) แตงดอง พนัธ์ุท่ีน าเขา้มาปลูกแบ่งออกเป็น 2 ชนิดคือ 
(3.1) แตงหมกัเกลือหรือพนัธ์ุท่ีน าเขา้มาผลิตแตงหมกัเกลือเพื่อส่งออกต่างประเทศ ในระยะแรกใช้
พนัธ์ุโซโย ่(suyo) ต่อมาไดมี้การน าพนัธ์ุเขา้มาทดลองปลูกกนัมาก เช่น prickle 152 และ nagisa suyo 
พนัธ์ุกลุ่มน้ีจะมีผลยาว 27-28 ซม. ผวิขรุขระ สีเขียวเขม้ บริษทัผลิตแตงกวาหมกัเกลือบางแห่งมกัจะ
ใช้พนัธ์ุส าหรับรับประทานสดแทนกลุ่มโซโย่ เช่น spring swallow, narukami, koshu suyo, salsuki 
เป็นตน้ (3.2) แตงดองเปร้ียวหรือดองเค็มทั้งผล โดยพนัธ์ุท่ีน าเขา้มาปลูก เช่น wisco F1, biri F1, toret 
F1, bestal F1, conda F1, calypso,  Carolina, liberty, locky strike, nanet F1 แ ล ะ  wilma  F1 เ ป็ น ต้ น 
(นิพนธ์ ไชยมงคล, 2544; ลิขิต มณีสินธ์ุ, 2558) 
 

2.1.8 การปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาในประเทศไทย 
การปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาให้มีลกัษณะดีเด่นกว่าเดิมนับเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการเพิ่ม

คุณภาพผลผลิต วธีิการท่ีนิยมใชคื้อ การปรับปรุงพนัธ์ุดว้ยวธีิดั้งเดิม (conventional breeding) ซ่ึงเป็น
การผสมพนัธ์ุ (hybridization)  ระหว่างพ่อแม่ท่ีมีลักษณะท่ีต้องการให้แสดงออกในรุ่นลูก แต่
เน่ืองจากแตงกวาเป็นพืชผสมขา้ม การสร้างสายพนัธ์ุแท ้(pure line) จึงตอ้งใชเ้วลานาน ดงันั้นก่อนมี
การผสมข้ามพนัธ์ุจึงควรใช้การคดัเลือกท่ีมีประสิทธิภาพ เช่น การคดัเลือกแบบวงจร (recurrent 
selection) หรือการคดัเลือกแบบหมู่ (mass selection) มาช่วยปรับปรุงฐานพนัธุกรรมของพนัธุ์พ่อ
แม่ก่อน (จานุลกัษณ์ ขนบดี และพีรศกัด์ิ ศรีนิเวศน์, 2531; Wehner, 1988) ดงัเช่น พฒันา ภาสอน และ
คณะ (2557) ท่ีท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุแตงพื้นเมืองจากพนัธ์ุแตงขาวหนามด าเพื่อให้ไดส้ายพนัธ์ุท่ี
ให้ผลผลิตสูงและมีลกัษณะผลผลิตท่ีดีโดยท าการคดัเลือกแบบวงจร ซ่ึงมีการคดัเลือกและเก็บเมล็ด
แบบแยกรายตน้และน ามาปลูกให้ผสมกนัแบบสุ่ม ด าเนินการคดัเลือกจ านวน 4 ชัว่รุ่น ทดสอบพนัธ์ุ
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ท่ีคดัเลือก 2 รอบการผลิต คือ (1) ระหว่างเดือนมิถุนายน-สิงหาคม 2556 และ (2) ระหว่างเดือน
สิงหาคม-ตุลาคม 2556 โดยใช้แผนการทดลองแบบ  randomized complete block design (RCBD) 3 ซ ้ า 
เปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุพอ่แม่ พบวา่สามารถคดัเลือกสายพนัธ์ุแตงขาวหนามด า ไดจ้  านวน 4 สายพนัธ์ุ 
ซ่ึงให้ผลผลิตเฉล่ียเพิ่มข้ึน 4.15-9.02 ตันต่อไร่ โดยมีค่าเฉล่ียความยาวผลเพิ่มข้ึนระหว่าง 11.5-
41.6% และน ้ าหนักผลเพิ่มข้ึนระหว่าง 42.32-99.09% ส าหรับการคดัเลือกแบบหมู่ นิธิกร อินทวารี 
และคณะ (2557) ศึกษาการตอบสนองต่อการคดัเลือกพนัธ์ุแบบหมู่ประยุกต์จ  านวน 3 รอบ เพื่อเพิ่ม
ความตา้นทานต่อโรคใบหงิกเหลือง (yellow leaf curl disease) ในประชากรแตงกวา พบว่าสามารถ
เพิ่มระดบัความตา้นทานโรคได ้โดยค่าเฉล่ียระดบัความรุนแรงของอาการโรคในประชากรเร่ิมตน้ 
(M0) ลดลงจาก 2.79 เป็น 2.12 คะแนน ในประชากรสุดทา้ย (M3) ซ่ึงมีค่าเฉล่ียต่อรอบการคดัเลือก
ลดลง -0.25 และประชากรท่ีผา่นการคดัเลือกน้ีสามารถใชเ้ป็นแหล่งพนัธุกรรมท่ีตา้นทานต่อโรคใบ
หงิกเหลือง ในการผลิตสายพนัธ์ุแทเ้พื่อสร้างพนัธ์ุลูกผสมของแตงกวาต่อไป อย่างไรก็ตามการ
ปรับปรุงพนัธ์ุแบบดั้ งเดิม เพื่อให้ได้ต้นท่ีมีลักษณะตามต้องการจ าเป็นตอ้งใช้เวลาและแรงงาน
ค่อนขา้งมาก มีค่าใช้จ่ายสูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือลกัษณะนั้น ๆ มีอิทธิพลของส่ิงแวดลอ้มเขา้มา
เก่ียวข้อง  (กฤษฎา  สัมพันธารักษ์, 2519) ดังนั้ นจึงมีการน าเทคนิคด้านเทคโนโลยีชีวภาพมา
ประยุกต์ใช้เพื่อแก้ไขปัญหาในการพฒันาสายพนัธ์ุแตงกวา เช่น ทวีศกัด์ิ กออนันตกุล  (2555) ได้
พฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาให้ตา้นทานต่อโรคราน ้ าคา้ง และ
พบวา่สามารถช่วยให้การปรับปรุงพนัธ์ุท าไดร้วดเร็วยิง่ข้ึน นอกจากน้ียงัสามารถต่อยอดฐานความรู้
ดงักล่าวในการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล เพื่อใชค้ดัเลือกลกัษณะท่ีส าคญัทางเศรษฐกิจอ่ืน ๆ ดว้ย 
เช่น ลกัษณะผลและรสชาติ เป็นตน้ 
 ความกา้วหนา้ทางเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อถูกน ามาใชอ้ยา่งแพร่หลายและไดก้ลายเป็น
เคร่ืองมือส าคญัในการการปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวา เพื่อพฒันาพนัธ์ุพืชชนิดใหม่ เน่ืองจาก (1) สามารถ
เพาะเล้ียงเซลล์หรือเน้ือเยื่อท่ีตอ้งการไดใ้นปริมาณมาก (2) สามารถคดัเลือกสายพนัธ์ุในระยะเวลา
สั้นและในพื้นท่ีจ  ากดั (3) สามารถควบคุมสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ในการทดลองได ้(4) การคดัเลือก
สามารถท าไดจ้ากเซลล์หลายรูปแบบ เช่น แคลลสั (callus) โปรโตพลาสต์ (protoplast) หรือเซลล์
สืบพนัธ์ุ (reproductive cell) ไดแ้ก่ รังไข่ (ovary) และอบัละอองเกสร (anther) เป็นตน้ (5) สามารถ
จดัการเก่ียวกบัสารท่ีใช้คดัเลือก (selective agent) ไดง่้าย (สุรียว์ลัย ์เมฆกมล, 2538) นอกจากน้ีการ
เพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ยงัเป็นวิธีการพื้นฐานซ่ึงสามารถท าไดโ้ดยการใชร่้วมกบัเทคนิคต่าง ๆ เช่น การยา้ย
ยนีดว้ยเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรม การชกัน าให้เกิดการกลายพนัธ์ุดว้ยส่ิงกระตุน้ (รังสีและสารเคมี) 
รวมถึงการคดัเลือกแตงกวาสายพนัธ์ุตา้นทาน (resistant line) หรือทนทาน (tolerant line) โดยการ
เพาะเล้ียงในอาหารท่ีมีสารท่ีใชค้ดัเลือกต่าง ๆ เช่น การคดัเลือกสายพนัธ์ุตา้นทานต่อสารพิษของโรค 
หรือยาก าจดัวชัพืช การคดัเลือกสายพนัธ์ุพืชทนเค็มจากการเล้ียงเน้ือเยื่อในอาหารท่ีมีส่วนผสมของ
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โซเดียมคลอไรด์  (NaCl) การคดัเลือกสายพนัธ์ุทนต่อดินเปร้ียวจากการเล้ียงในอาหารท่ีมีสภาพ    
เป็นกรด การคดัสายพนัธ์ุท่ีทนร้อนโดยการเพาะเล้ียงในสภาพท่ีมีอุณหภูมิสูง เป็นตน้ (กฤษฎา สัม-
พนัธารักษ์, 2519; อารีย ์วรัญญูวฒัก์, 2541; ปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ, 2554) แลว้ท าการคดัเลือกเซลล์ท่ี
รอดชีวิตซ่ึงก็คือ เซลล์ท่ีมีความผนัแปรทางพนัธุกรรม  (variant cell) ถ้าน ามาเพาะเล้ียงต่อไปแล้ว
เซลล์นั้นยงัคงลกัษณะตา้นทานหรือทนทานแสดงวา่เซลล์นั้นเป็นเซลล์ท่ีเกิดการกลายพนัธ์ุ (mutated 
cell) เม่ือน ามาชกัน าเป็นตน้อาจไดพ้ืชพนัธ์ุใหม่ท่ีสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ได ้และเม่ือไดพ้ืชท่ีมี
ลกัษณะตรงตามความตอ้งการแลว้สามารถเพิ่มปริมาณเป็นทวีคูณในระยะเวลาไม่นาน โดยอาศยั
อาหารท่ีชกัน าให้เกิดยอดและ/หรือตน้จ านวนมาก ซ่ึงพืชหลายชนิดสามารถเพิ่มจ านวนยอดได ้3-   
8 เท่า ในการเปล่ียนอาหารแต่ละคร้ัง ดงันั้นใน 1 ปีอาจไดม้ากกว่าลา้นยอดจากเน้ือเยื่อเพียง 1 ช้ิน      
(ปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ และอารีย ์วรัญญูวฒัก,์ 2551)   

 นอกจากน้ี ปัจจุบนัสามารถเพาะเล้ียงเซลล์สืบพนัธ์ุ และชกัน าให้เป็นตน้ไดส้ าเร็จ ซ่ึงจะเป็น
ประโยชน์อยา่งยิง่ในการปรับปรุงพนัธ์ุแตงกวาในอนาคต กล่าวคือ เป็นทางเลือกหน่ึงแทนการผสม
ตวัเองหลาย ๆ ชัว่ของพืชผสมตวัเองเพื่อให้ไดส้ายพนัธ์ุแท ้เช่นเดียวกนัในพืชผสมขา้ม เช่น แตงกวา 
ตน้ท่ีได้จากการเพิ่มจ านวนโครโมโซมเป็นเท่าตวั (chromosome doubling) น้ี  จะถูกน าไปทดสอบ
และคดัเลือกเพื่อใช้เป็นพ่อแม่พนัธ์ุแทนการสร้างสายพนัธ์ุแท้ ในการผลิตพนัธ์ุลูกผสม (hybrid 
varieties) ไม่ว่าจะเป็นลูกผสมเด่ียว (single cross hybrid) ลูกผสมสามทาง (three-way cross hybrid) 
หรือลูกผสมคู่ (double cross hybrid) (รังสฤษฏ ์กาวตีะ๊, 2541) 

 
2.1.9 การเพาะเลีย้งเซลล์สืบพนัธ์ุ (reproductive cell culture) 
จากทฤษฎี เซลล์สืบพนัธ์ุของพืชจะมีจ านวนชุดโครโมโซมเพียงคร่ึงหน่ึงของพืชปกติ ซ่ึง

เรียกวา่ แฮพลอยด ์(haploid; n) ขณะท่ีพืชปกติมีจ านวนชุดโครโมโซมเป็นสองเท่า เรียกวา่ ดิพลอยด ์
(diploid; 2n) ดงันั้นเม่ือเซลล์สืบพนัธ์ุสามารถพฒันาต่อไดใ้นสภาพการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ท าให้ได้
กลุ่มเซลล์และ/หรือพืชตน้ใหม่ท่ีมีโครโมโซมเพียงคร่ึงหน่ึงของพืชปกติ และเม่ือน าพืชนั้นมาเพิ่ม
จ านวนชุดโครโมโซมเป็น 2 เท่าแลว้ ยอ่มท าใหไ้ดพ้ืชท่ีมีโครโมโซมจ านวนเท่ากบัพืชปกติ และเป็น
สายพนัธ์ุแทท้นัที ตั้งแต่ปี ค.ศ. 1964 เป็นตน้มาจึงมีการน าเซลลสื์บพนัธ์ุของพืชมาทดลองเพื่อใหไ้ด้
ตน้พืชท่ีเป็นแฮพลอยด์ (haploid plants) ด้วยวิธีการต่าง ๆ ได้แก่ การผสมขา้ม (cross-pollination) 
(Rinse, 2003; Bakos et al., 2005; Liu et al., 2014) การฉายรังสีละอองเกสร (application of irradiated 
pollen) (Kurtar et al., 2002) การใช้ฮอร์โมน (hormone treatments) และการใช้อุณหภูมิ (temperature 
shocks) อยา่งไรก็ตามแต่ละวิธีมีความเหมาะสมกบัพืชบางชนิดเท่านั้น จนกระทัง่มีการพฒันาเทคนิค
การเพาะเล้ียงเซลล์สืบพนัธ์ุเพศผู ้โดยการน าอบัละอองเกสรของตน้ล าโพง (Datura innoxia) มา
เพาะเล้ียงไดส้ าเร็จโดย Guha and Maheshwari (1964) นบัเป็นจุดเร่ิมตน้ในการสร้างพืชแฮพลอยด์ใน
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พืชชั้นสูง ซ่ึงความส าเร็จในคร้ังนั้นส่งผลให้มีงานวิจยัเก่ียวกบัการผลิตพืชแฮพลอยด์เพิ่มข้ึนอยา่ง
รวดเร็วในเวลาต่อมา (Jensen,  1974) 

2.1.9.1  การเพาะเลีย้งเซลล์สืบพันธ์ุเพศผู้  
การชกัน าให้เกิดการพฒันาของเซลล์สืบพนัธ์ุเพศผู ้(androgenesis) (อบัละอองเกสร 

(anther culture) และ/หรือละอองเกสร (pollen culture)) เพื่อสร้างพืชแฮพลอยด์เป็นวธีิการท่ีประสบ
ความส าเร็จในพืชหลายชนิดรวมถึงพืชเศรษฐกิจ เช่น ธัญพืช พืชผกั พืชน ้ ามนัและไมผ้ล (Reinert 
and Bajaj, 1977) ปัจจุบันมีรายงานมากกว่า 200 ชนิด และลูกผสมท่ีได้จากพืชแฮพลอยด์มีการ
แพร่กระจายพันธ์ุแล้วประมาณ 25 วงศ์ (Reed, 2005) การเพาะเล้ียงละอองเกสรในอาหารท่ี
เหมาะสมจะสามารถแบ่งนิวเคลียสใหไ้มโครสปอร์ (microspore) และในท่ีสุดส่วนหน่ึงจะเจริญ เป็น
เอ็มบริโอ (embryo) ท่ีเป็นแฮพลอยด์ (haploid embryo) ซ่ึงสามารถพฒันาเป็นตน้แฮพลอยด์ได ้(อารีย ์
วรัญญูวฒัก์, 2541)  แมว้่าในทางทฤษฏีนั้น การเพาะเล้ียงละอองเกสรโดยแยกออกจากอบัละออง
เกสรสามารถท าได้แต่ในทางปฏิบัติได้ผลส าเร็จในพืชเพียงไม่ก่ีชนิด ได้แก่พืชในวงศ์ Datura, 
Petunia, Nicotiana และ Brassica เท่านั้น ส่วนพืชในวงศ ์Gramineae หรือ Poaceae ซ่ึงเป็นธญัพืช การ
แยกเอาละอองเกสรออกจากอบัละอองเกสรโดยไม่ท าให้ความมีชีวิตสูญเสียไปอย่างมากนั้นเป็น
เร่ืองยาก (รังสฤษฏ์ กาวีต๊ะ, 2541) ส าหรับการเพาะเล้ียงอบัละอองเกสรซ่ึงเป็นวิธีท่ีนิยมมากกวา่จะ
ได้เน้ือเยื่อ 2 ลักษณะคือ (1) ละอองเกสรท่ีให้เอ็มบริโอโดยตรง (direct androgenesis) (Guha and 
Meheshwari, 1964) และ/หรือ (2) ผ่านแคลลัส (indirect androgenesis) (Tulecke, 1953) จากการ
ทดลองของ Miao et al. (1981) พบว่าประมาณ 80% ของเน้ือเยื่อท่ีได้จากการเพาะเล้ียงอบัละออง
เกสรขา้วโพดให้เอ็มบริโอ ส่วนท่ีเหลือ 20% เป็นแคลลสั Pathirana et al. (2011) ไดศึ้กษาการชกัน า
ตน้แฮพลอยด์และดบัเบิลแฮพลอยด์ (doubled haploid plant) จากการเพาะเล้ียงอบัละอองเกสรของ 
clustered gentian (Gentaina triflora) ท่ีอยูใ่นระยะ 1 นิวเคลียส (uninucleate) มาท าการเพาะเล้ียงบน
อาหาร Nitsch (Nitsch and Nitsch, 1969) ดดัแปลง ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ นาน 48 ชัว่โมง พบวา่อบัละออง
เกสรท่ีเพาะเล้ียงส่วนใหญ่เจริญเป็นเอ็มบริโอและสามารถพฒันาไปเป็นตน้ไดสู้งท่ีสุด 18.4% ส่วน
เน้ือเยือ่ท่ีเจริญเป็นแคลลสัไม่พบการพฒันาเป็นตน้ วิธีการน้ีประสบความส าเร็จในการชกัน าตน้แฮ
พลอยด์ในพืชหลายชนิดรวมถึงแตงกวา โดย Song et al. (2007) ทดลองเพาะเล้ียงอบัละอองเกสร
ของแตงกวาเพื่อชกัน าตน้ดบัเบิลแฮพลอยดจ์ากอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962) ดดัแปลงท่ี
เติม BAP 2.22 ไมโครโมลาร์ ร่วมกบัน ้ าตาลซูโครส 6% และวุน้ 1.2% พบวา่เอ็มบริโอจากแตงกวา
สายพนัธ์ุ Ningjia No.1 มีการพฒันาแบบแอนโดรเจเนซีสสูงท่ีสุด โดยมีอตัราการเกิดตน้ดบัเบิลแฮ
พลอยด์สูงถึง 93% อยา่งไรก็ตาม ในขณะท่ีเอ็มบริโอมีการพฒันาพบว่า มีเน้ือเยื่อบางส่วนผิดปกติ 
โดยมีอาการเร่ิมเจริญพันธ์ุก่อนวยั  (precocious) มีการสร้างยอดหรือรากแต่ไม่มีเน้ือเยื่อเจริญ 
(meristem) เน้ือเยือ่บางส่วนหยดุการพฒันาและตาย ในขณะท่ีเน้ือเยือ่บางส่วนพฒันารูปร่างคลา้ยใบ
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และเกิดรากแต่มีลกัษณะฉ ่าน ้ า (hyperhydric) และหยุดการพฒันา เช่นเดียวกบัการชกัน าให้เกิดการ
พฒันาของอบัละอองเกสรในธญัพืช พบวา่ตน้ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงอยูใ่นอตัราต ่า เป็นหมนั และมี
ลกัษณะเผือกจ านวนมาก (ประภา ศรีพิจิตต์, 2543) เช่น  Dogramaci-Altuntepe et al. (2001) ศึกษา
การชกัน าตน้แฮพลอยด์และดบัเบิลแฮพลอยด์จากการเพาะเล้ียงอบัละอองเกสรของขา้วสาลีดูรัม 
(durum wheat; Triticum turgidum L.) จ านวน  10 พันธ์ุ ท าการเพาะเล้ียงบนอาหาร 4 สูตร ใช้อับ
ละอองเกสรทั้งหมด 86,400 ช้ิน พบวา่มีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงเพียง 424 ช้ิน (0.49%) ซ่ึง
สามารถชักน าให้เกิดต้นเพียง 324 ต้น  (0.38%) โดยเป็นต้นท่ีสมบูรณ์จ านวน 248 ต้น และต้น
ลักษณะเผือกจ านวน 76 ต้น อย่างไรก็ตามการกระตุ้นให้เกิดเอ็มบริโอข้ึนอยู่กับหลายปัจจัย 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ปัจจยัทางพนัธุกรรม (Murigneux et al., 1994) ซ่ึงมีรายงานการทดลองในขา้วโพด 
โดยพบว่าอตัราการเกิดเอ็มบริโอมีความแปรปรวนมากระหว่างพนัธ์ุ ซ่ึงสายพนัธ์ุท่ีดีท่ีสุด (ETH-
M24/2) สามารถเกิดเอ็มบริโอได้ในอตัราประมาณ 67% แต่อย่างไรก็ตามอตัราการเกิดตน้มีเพียง 
10.8% เท่านั้น (Jumpatong et al., 1996) 
 2.1.9.2 การเพาะเลีย้งเซลล์สืบพันธ์ุเพศเมีย  

การชักน าให้เกิดการพัฒนาของเซลล์สืบพันธ์ุเพศเมีย  (gynogenesis) หรือการ
เพาะเล้ียงรังไข่ (ovary culture) และโอวุล (ovule culture) เป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการผลิตพืชแฮ-
พลอยด์และดบัเบิลแฮพลอยด์ เพื่อใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืชและการศึกษาดา้นพนัธุศาสตร์ ทั้งยงั
ใช้ในการผลิตพนัธ์ุลูกผสม F1 (F1 hybrid) เพื่อน าไปใช้ประโยชน์ในทางการค้า  (Shalaby, 2007; 
Diao et al., 2009) โดยการกระตุน้ใหเ้ซลล์ไข่เกิดการพฒันาในส่วนของเอ็มบริโอในกระบวนการชกั
น า ซ่ึงคลา้ยกบักระบวนการพาร์ทิโนเจเนซีส (parthenogenesis) หรือการท่ีเอ็มบริโอเจริญมาจากรัง
ไข่หรือโอวุลท่ีไม่ไดรั้บการผสม การผลิตพืชแฮพลอยด์ดว้ยวิธีน้ีคือทางเลือกหน่ึงในการขจดัปัญหา
การเจริญเติบโตชา้ เป็นหมนั มีลกัษณะเผือกจ านวนมาก และไม่สามารถชกัน าให้เกิดตน้ในพืชบาง
ชนิดท่ีเพาะเล้ียงดว้ยเซลล์สืบพนัธ์ุเพศผู ้(Yang and Zhou, 1982; Reed, 2005; Shalaby, 2007; Chen 
et al., 2011) นอกจากน้ีตน้ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงเซลลสื์บพนัธ์ุเพศเมียยงัมีความคงตวัทางพนัธุกรรม
สูงอีกดว้ย (Murovec and Bohanec, 2012) โดยในช่วงแรกมีการศึกษาทดลองในพืชบางชนิด ไดแ้ก่ 
ยาสูบ (tobacco; Nicotiana tabacum) (Siddiqui, 1954) บวัดิน (rain lily; Zephyranthes spp.) (Sachar 
and Kapoor, 1959) และหอมหัวใหญ่ (onion; Allium cepa) (Guha and Johri, 1966) แต่ไม่มีรายงาน
ถึงความส าเร็จจากการเพาะเล้ียง จนกระทัง่ไดมี้รายงานการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีสามารถชกัน าใหเ้กิดตน้
แฮพลอยดไ์ดเ้ป็นคร้ังแรกในขา้วบาร์เลย ์(barley; Hordeum  vulgare) (San Noeum, 1976) และต่อมา
จึงประสบผลส าเร็จในขา้วสาลี (wheat; Triticum aestivum) ยาสูบ (Zhu and Wu, 1979) หอมหวัใหญ่ 
ชูการ์บีท (sugar beet; Beta vulgaris) เยอบีร่า (gerbera; Gerbera jamesonii) ทานตะวนั (sunflower; 
Helianthus annuus L.) (Bohanec, 2009; Chen et al., 2011) และรวมถึงพืชวงศ์แตง  ได้แก่  summer 
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squash (Cucurbita pepo L.)  แต งก วาและ เม ล ่อน  (Dumas de Vaulx and Chambonnet,  1986; 
Gémes-Juhász et al., 1997; Metwally et al., 1998, Ficcadenti et al., 1999; Gémes-Juhász et al., 
2002; Shalaby, 2007; Suprunova and Shmykova, 2008; Diao et al., 2009) และใน ที ่ส ุด  Dirks 
(1996), Metwally et al. (1998), Shalaby (2007) และ Diao (2009) สามารถชักน าต้นดับเบิลแฮ
พลอยดไ์ดจ้ากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวาและ summer squash ไดส้ าเร็จ โดยตน้ท่ีไดจ้ากการ
เพาะเล้ียงเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมียส่วนใหญ่จะพฒันามาจากเซลล์ในถุงเอ็มบริโอ (เซลล์ไข่ synergid 
และ/หรือ antipodal) เช่น การทดลองเพาะเล้ียงโอวุลท่ีไม่ได้รับการผสมของชูการ์บีทนาน 7 วนั 
พบวา่เซลล์ไข่มีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเอ็มบริโอ (Ferant and Bouharmont, 1994) ส่วนเอ็มบริโอท่ี
ไดจ้ากการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของขา้วพฒันามาจาก synergid (He and Yang, 1988) 
และส าหรับเอ็มบริโอท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงรังไข่ของหอมหวัใหญ่นั้นพฒันามาจาก antipodal (Tian 
and Yang, 1989) อยา่งไรก็ตามมีการพฒันาทางดา้นวิธีการเพื่อหาปัจจยัท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียง
รังไข่และโอวุลอย่างต่อเน่ือง รวมทั้ งมีการน าวิธีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่และโอวุลไปใช้
ประโยชน์มากข้ึน แมว้า่จะมีรายงานเก่ียวกบัเอ็มบริโอหรือเมล็ดท่ีพฒันาจากเซลล์แฮพลอยด์ในถุง
เอม็บริโออยูน่อ้ยก็ตาม (Yang and Zhou, 1982)  

 
2.1.10 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือรังไข่ 
ปัจจุบนัการเพาะเล้ียงรังไข่ยงัไม่ประสบความส าเร็จเท่าท่ีควรเน่ืองจากรังไข่ท่ีพฒันาเป็น

เน้ือเยื่อท่ีมีลกัษณะคลา้ยเอ็มบริโอ (embryo-like structures; ELS) หรือแคลลสัจะพฒันาไปเป็นตน้
แฮพลอยด์และดับเบิลแฮพลอยด์ได้น้อย จากการทดลองของ Gémes-Juhász et al. (2002) พบว่า
อตัราการพฒันาเป็นเอ็มบริโอและการชกัน าให้เกิดตน้จากการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาค่อนขา้งต ่า
เพียง 0.9-18.4% และ 0.6-7.1% ตามล าดบั ซ่ึงความส าเร็จในการผลิตพืชแฮพลอยด์นั้นข้ึนอยู่กับ
หลายปัจจยัดว้ยกนั ไดแ้ก่ จีโนไทป์ ความสมบูรณ์ของพืช ระยะของถุงเอ็มบริโอท่ีน ามาเพาะเล้ียง 
การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิสูงหรือต ่ารวมถึงสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีใช้ในการ
เพาะเล้ียง เป็นตน้ (Gémes-Juhász et al., 2002; Suprunova and Shmykova, 2008; Diao et al., 2009; 
Chen et al., 2011; Gałazka and Niemirowicz-Szczytt, 2013; Mishra and Goswami, 2014) ดังนั้ น  จึง
จ าเป็นตอ้งพฒันาวธีิการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม โดยจะกล่าวถึงและยกตวัอยา่งดงัน้ี 

2.1.10.1 จีโนไทป์และความสมบูรณ์ของพืช 
 พืชต่างพนัธ์ุมกัมีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงรังไข่จนสามารถพฒันาไปเป็นตน้
แตกต่างกันข้ึนอยู่กับชนิดของพืช (ปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ และอารีย ์วรัญญูวฒัก์, 2551; Keller and 
Korzun, 1996) โดยมีรายงานในพืชหลายวงศ์ เช่น Allium (Juðkevièienë  et  al., 2005) Poaceae (Zhou 
et al., 1982)  และ Cucurbitaceae (Metwally et al., 1998) เป็นต้น  ดังเช่นงานทดลองของ Keller 
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(1990) พบว่า พนัธ์ุหรือจีโนไทป์มีอิทธิพลต่อกระบวนการไจโนเจเนซีสเป็นอย่างมาก โดยสังเกต
พบว่าการเพาะเล้ียงรังไข่ของหอมหัวใหญ่จ านวน 273 สายพนัธ์ุ มีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียง
แตกต่างกัน ท านองเดียวกับ Javornik et al. (1998) ซ่ึงรายงานว่าหอมหัวใหญ่พันธ์ุ G126 มีการ
ตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงรังไข่ไดดี้ โดยสามารถชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอไดสู้งถึง 118% และสูงกว่า
พนัธ์ุอ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการเปรียบเทียบ ซ่ึงในการเพาะเล้ียงรังไข่ของหอมหัวใหญ่ก่อนหน้าน้ี มีการ
พฒันาเป็นเอ็มบริโอต ่ามากเพียง 3.5-5.1% เท่านั้น นอกจากน้ียงัมีการทดสอบระหว่างขา้วพนัธ์ุปลูก 
12 สายพนัธ์ุ คือ พนัธ์ุขา้วท่ีปลูกในแถบประเทศท่ีอยูใ่นเขตอบอุ่น (japonica) จ านวน 9 สายพนัธ์ุและ
พนัธ์ุขา้วท่ีปลูกในประเทศเขตร้อน (indica) จ านวน 3 สายพนัธ์ุ พบว่าขา้ว indica สามารถชกัน าให้
เกิดแคลลัสได้เพียง 0-2.8% ในขณะท่ีข้าว japonica สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสสูงถึง 1.1-12% 
(Zhou et al., 1982) ส าหรับในพืชวงศ์แตง การเพาะเล้ียงโอวุลจาก summer squash 12 สายพนัธ์ุ ใน
ระยะ 1 วนัก่อนดอกบาน พบวา่ระหวา่งสายพนัธ์ุมีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงแตกต่างกนั โดย 
summer squash ลูกผสมพันธ์ุ  Raad F1 มีอัตราการเกิดเอ็มบริโอและต้นสูงท่ี สุด 48 และ 15% 
ตามล าดบั เม่ือเปรียบเทียบกบัพนัธ์ุอ่ืน ๆ ซ่ึงมีอตัราการเกิดเอ็มบริโอและตน้เพียง 0-22.6 และ 0-8% 
ตามล าดบัเท่านั้น (Shalaby, 2007) ท านองเดียวกบั Diao et al. (2009) ซ่ึงเพาะเล้ียงรังไข่ของแตงกวา
ลูกผสม F1 จ  านวน 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่พนัธ์ุ Jinlv, EC5, Biyu, Caoyou No.3, Yamei No.1 และ Jinchun 
บนอาหาร MS ดดัแปลงชนิดเดียวกนั พบว่าเน้ือเยื่อรังไข่จากแต่ละพนัธ์ุมีการตอบสนองต่ออาหาร
เพาะเล้ียงแตกต่างกนั โดยพนัธ์ุ Jinchun มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอสูงท่ีสุด (72.7%) ในขณะท่ีพนัธ์ุ 
Biyu มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอต ่าท่ีสุด (45.5%) เช่นเดียวกบั Gémes-Juhász et al. (2002) ซ่ึงทดลอง
เพาะเล้ียงรังไข่ของแตงกวาจ านวน 6 สายพันธ์ุ คือ Perez F1, 7D/4C, KS10C, D20F2A5, E10D14 
และ Perez ML ลงบนอาหารชักน าเอ็มบริโอ (induction medium) สูตร CBM ดดัแปลง เพาะเล้ียงท่ี
อุณหภูมิ 18-35oซ นาน 1-5 วนั พบวา่รังไข่ของแตงกวาแต่ละสายพนัธ์ุตอบสนองต่ออาหารเพาะเล้ียง
แตกต่างกัน โดยแตงกวาสายพนัธ์ุ Perez F1 และ 7D/4C มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอสูงท่ีสุด 18 และ 
18.4% ตามล าดับ และสามารถพฒันาไปเป็นต้นสูงท่ีสุด 4.1 และ 7.1% ตามล าดับ ส่วนสายพนัธ์ุ 
E10D14 มีอัตราการเกิดเอ็มบริโอต ่าท่ีสุด 3.6% และไม่สามารถพัฒนาเป็นต้นได้ อย่างไรก็ตาม
นอกจากพนัธ์ุพืชท่ีน ามาเพาะเล้ียงจะมีผลอย่างมากในการชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอตลอดจนพฒันาไป
เป็นตน้แลว้ ระยะท่ีเหมาะสมของถุงเอ็มบริโอท่ีน ามาเพาะเล้ียงยงัเป็นส่ิงท่ีส าคญัอยา่งมากโดยข้ึนอยู่
กบัชนิดและพนัธ์ุพืชท่ีแตกต่างกนัดว้ย ดงัจะอธิบายอยา่งละเอียดในหวัขอ้ 2.1.10.2 ดงัต่อไปน้ี 

2.1.10.2 ระยะของถุงเอม็บริโอ (embryo sac stage) 
 การสร้างเซลล์สืบพันธ์ุเพศเมียโดยทั่วไป เม่ือส้ินสุดระยะการสร้างเมกะสปอร์ 
(megasporogenesis) รังไข่จะมีนิวเคลียสเหลืออยู่เพียง 1 นิวเคลียส และเม่ือส้ินสุดระยะการสร้าง 
เซลล์สืบพันธ์ุเพศเมีย รังไข่จะมี 8 นิวเคลียส เรียกว่า monosporic-8-nucleate (Maheshwari, 1950) 
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ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอนดงัน้ี (1) เซลล์นิวเซลลสั (nucellus; 2n) เซลล์หน่ึงขยายตวัแลว้เปล่ียนแปลง
เป็น megaspore mother cell (2n) ท่ีอยูภ่ายในรังไข่แบ่งเซลล์แบบไมโอซีส (meiosis) 2 คร้ัง เกิดเป็น
เซลลแ์ฮพลอยด ์(n) จ านวน 4 เซลล ์เรียกวา่ megaspore เป็นการส้ินสุดระยะการผลิตเมกะสปอร์  (2) 
สร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมียหรือไข่ (megagametogenesis) เมกะสปอร์ 3 เซลล์ จะสลายตวัไปเหลือ
เพียง 1 เซลล์ ซ่ึงจะแบ่งนิวเคลียสแบบไมโทซีส (mitosis) 1 คร้ังได ้2 นิวเคลียสและเคล่ือนตวัแยก
ไปอยูก่นัคนละขั้ว ในขณะเดียวกนัเซลล์จะขยายตวัใหญ่ข้ึนมีรูปร่างคลา้ยรูปไข่เรียกวา่ ถุงเอ็มบริโอ 
(embryo sac หรือ female gametophyte) (Kalloo, 1988) นิวเคลียสแต่ละอนัจะแบ่งตวัแบบไมโทซีส
อีก 2 คร้ัง ท าใหแ้ต่ละขั้วมี 4 นิวเคลียส หลงัจากนั้น 1 นิวเคลียสจากแต่ละขั้วจะเคล่ือนตวัมารวมกนั
อยูต่รงกลางเซลล์ท าให้เหลือเพียง 3 นิวเคลียสในแต่ละขั้วเป็นการส้ินสุดการสร้างเซลล์สืบพนัธ์ุเพศ
เมีย โดย 2 นิวเคลียสท่ีอยู่บริเวณกลางเซลล์เรียกว่า polar nuclei ส่วน 3 นิวเคลียสท่ีอยู่ตรงขา้มกบั 
micropyle มีผนงัเซลลม์าห่อหุ้ม เรียกวา่ antipodals และ 3 นิวเคลียสท่ีอยูใ่กลก้บั micropyle นั้น ก็จะ
มีผนงัเซลล์มาหุ้มเช่นกนั โดยแต่ละเซลล์มีไซโตพลาสซึมเพียงเล็กนอ้ย นิวเคลียสท่ีอยูต่รงกลางคือ 
ไข่ (egg หรือ female gametocyte) และอีก 2 นิวเคลียสท่ีอยูด่า้นขา้งของไข่ เรียก synergids (ลิลล่ี กา
วตีะ๊, 2546) (ภาพท่ี 2) 
 ส าหรับแตงกวาชนิดท่ีใชใ้นการดองพบวา่ ระยะท่ีมีการพฒันาสูงท่ีสุดส าหรับการ
ชกัน าให้เกิดตน้แฮพลอยด์ คือ ระยะ cellularization ของการสร้างถุงเอ็มบริโอ ซ่ึงเป็นระยะท่ี polar 
nuclei ทั้ง 2 อนัเคล่ือนตวัอยู่ตรงกลางภายในถุงเอ็มบริโอ (Gémes et al., 2002) ส่วนถุงเอ็มบริโอท่ี
สุกแก่แล้วนั้นความถ่ีของการพฒันาไปเป็นต้นจะลดลง (Sita, 1977) ในขา้วบาร์เลย ์รังไข่ท่ีมีถุง
เอ็มบริโอพัฒนาอยู่ในระยะท่ีมีนิวเคลียส 1-4 นิวเคลียส สามารถช ักน าให ้เกิด เอ็มบริโอที ่มี
โครโมโซมเพียงชุดเดียว (haploid embryo) ได้ (Mukhambetzhanov,  1997) ผลงานวิจยัในขา้ว
และขา้วบาร์เลยใ์ห้ผลดีกบัรังไข่ในระยะสุดทา้ยหรือระยะท่ีถุงเอ็มบริโอใกลเ้จริญเติบโตเต็มท่ีแลว้
เท่านั้ น  (San Noeum, 1976; Wang and Kuang, 1981) เช่นเดียวกับงานทดลองของ  Huang et al. 
(1982) และ Li et al. (2013) ท่ีเพาะเล้ียงดอกท่ียงัไม่ไดรั้บการผสมของขา้วบาร์เลยแ์ละแตงกวาจีน 
(chinese long cucumber) โดยเลือกรังไข่ท่ีมีระยะพฒันาอยู่ในช่วงต่าง ๆ ตั้ งแต่ระยะเมกะสปอร์
จนถึงระยะท่ีถุงเอ็มบริโอสุกแก่เต็มท่ี พบวา่รังไข่ท่ีอยูใ่นระยะเมกะสปอร์ไม่สามารถพฒันาไปเป็น
เอม็บริโอได ้ส่วนรังไข่ท่ีมีถุงเอ็มบริโออยูใ่นระยะท่ีมีนิวเคลียส 1 นิวเคลียส จนถึงระยะสุกแก่เต็มท่ี
สามารถพฒันาต่อเป็นเอ็มบริโอได้ ซ่ึงรังไข่ท่ีอยู่ในระยะท่ีถุงเอ็มบริโอสุกแก่เต็มท่ีประกอบดว้ย
นิวเคลียส 8 นิวเคลียสนั้น สามารถพฒันาไปเป็นตน้ไดดี้ท่ีสุด ในท านองเดียวกนั Ferrie et al. (1995) 
พบว่าเม่ือน ารังไข่ ไข่ หรือตาดอกท่ีไม่ได้รับการผสมของพืชมาเพาะเล้ียง รังไข่ท่ีมีถุงเอ็มบริโอ
พฒันาอยูใ่นระยะท่ีมี 8 นิวเคลียสสามารถพฒันาไปเป็นตน้แฮพลอยด์ได ้เน่ืองจากแต่ละนิวเคลียสมี
โครโมโซม 1 ชุด ส่วนโอวุลของเยอบีร่านั้นมีการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงก็ต่อเม่ือโอวุลนั้นมี
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ขนาดใหญ่มากกว่าคร่ึงของโพรงรังไข่ (Cagnet-Sitbon, 1981) ในการเพาะเล้ียงเซลล์สืบพนัธ์ุเพศ
เมียนั้น ระยะการพฒันาถุงเอ็มบริโอของรังไข่ท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเพื่อให้พฒันาเป็นตน้คือ 
ระยะท่ี ถุงเอ็มบริโอมีนิวเคลียส 1-4 นิวเคลียส (uninucleate-4 nucleate stage) ซ่ึงต่างจากการ
เพาะเล้ียงอบัละอองเกสร ท่ีพบว่าอบัละอองเกสรท่ีเจริญเต็มท่ีจะไม่สามารถชักน าให้เป็นตน้โดย
กระบวนการแอนโดรเจเนซีสได ้

 
 

 
 

 
ภาพที่ 2 การเกิดเซลล์สืบพนัธ์ุเพศเมีย (a) แสดงส่วนของ megaspore mother cell (b) การแบ่งตวัของ

นิวเคลียสท่ีระยะ 2, 4 และ 8 นิวเคลียส ในถุงเอ็มบริโอ (c) ส้ินสุดการแบ่งเซลล์ในถุง
เอม็บริโอ (William, 2014) 

 
  2.1.10.3 การเพาะเลีย้งทีอุ่ณหภูมิต ่า (cold treatment) และอุณหภูมิสูง (heat treatment) 
 การปรับสภาพรังไข่หรือโอวุลท่ีไม่ไดรั้บการผสมโดยเก็บไวท่ี้อุณหภูมิต ่าก่อน (pre-
treatment) หรือหลงัเพาะเล้ียง (post-treatment) นั้น มีผลต่อการพฒันาไปเป็นตน้อยา่งมาก Metwally et 
al. (1998) พบวา่การเก็บเน้ือเยื่อรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของ summer squash ท่ีอุณหภูมิต ่า (4°ซ) นาน 
0, 2, 4 และ 8 วนั ก่อนน ามาเพาะเล้ียงให้การตอบสนองแตกต่างกนัโดยรังไข่ท่ีไม่ไดเ้ก็บท่ีอุณหภูมิต ่า 
(0 วนั) มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอสูงท่ีสุด ส่วนรังไข่ท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°ซ นาน 8 วนั สามารถพฒันาไป

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

เป็นต้นสูงท่ีสุด รองลงมาคือ 4  2 และ 0 วนั สอดคล้องกับงานทดลองของ Svirshchevskaya and 
Bormotov (1994) ซ่ึงพบวา่การเก็บรังไข่ของชูการ์บีทท่ีอุณหภูมิ 4°ซ นาน 4-5 วนั ก่อนน ามาเพาะเล้ียง
ช่วยเพิ่มจ านวนเอ็มบริโอให้สูงข้ึน เช่นเดียวกนัการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 7°ซ นาน 24 ชัว่โมง ส่งผลให้
รังไข่ของขา้วมีการตอบสนองต่อกระบวนการไจโนเจเนซีสไดดี้ (Cai et al., 1988) ส่วนเยอบีร่านั้น การ
เพาะเล้ียงรังไข่ท่ีอุณหภูมิ 4°ซ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนน าไปเพาะเล้ียงไม่มีผลต่อการเพิ่มจ านวนของ
แคลลัส (Cagnet-Sitbon, 1981) เช่นเดียวกันงานทดลองของ Muren (1989) ซ่ึงพบว่าการเก็บเน้ือเยื่อท่ี
อุณหภูมิ 5°ซ เป็นเวลา 5 วนั ก่อนน ามาเพาะเล้ียงไม่สามารถชกัน าให้รังไข่ของหอมหวัใหญ่ท่ีไม่ไดรั้บ
การผสมพัฒนาเป็นต้นได้ ภายหลัง Gémes-Juhász et al. (2002) พบว่าการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ท่ี
อุณหภูมิสูง (28°ซ หรือ 35°ซ) ร่วมกบัอาหารท่ีเติม thidiazuron (TDZ) ช่วยเพิ่มอตัราการเกิดเอ็มบริโอ
และจ านวนการเกิดตน้ในแตงกวา โดยท่ีอุณหภูมิ 35°ซ สามารถชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอและพฒันาไป
เป็นตน้ไดดี้ท่ีสุด (18.4 และ 7.1% ตามล าดบั) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาผลของอุณหภูมิ (4 และ 32°ซ) 
ท่ีมีต่อการเพาะเล้ียงโอวุลของ summer squash ลูกผสม Queen F1 โดยพบว่าการบ่มโอวุลท่ี 4 หรือ 32°ซ 
นาน 4 วนั ตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงและใหผ้ลผลิตเอ็มบริโอไดดี้ท่ีสุด (Shalaby, 2007) 
 การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิต ่าและอุณหภูมิสูงให้ผลคลา้ยกบัการเพาะเล้ียงละอองเกสรของ
พืช การท า pre-treatment และชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอเป็นปัจจยัส าคญัของการเล้ียงอบัละอองเกสรให้
ประสบความส าเร็จ โดยอุณหภูมิท่ี เหมาะสมข้ึนอยู่กับส่ิงกระตุ้นตามแหล่งพันธ์ุ (ecotype) เช่น 
แตงกวาจากพื้นท่ีเขตหนาวจะตอบสนองต่อการปรับสภาพรังไข่หรือโอวุลท่ีอุณหภูมิต ่า (cold shock) 
ก่อนหรือหลงัน ามาเพาะเล้ียงได้ดี ในทางตรงกนัขา้มแตงกวาจากพื้นท่ีเขตร้อนจะตอบสนองต่อการ
ปรับสภาพรังไข่หรือโอวุลท่ีอุณหภูมิสูง (heat shock) ก่อนหรือหลงัน ามาเพาะเล้ียงไดดี้ (Song et al., 
2007 อา้งโดย สิริรักษ ์ส าเภาแกว้, 2553) 

2.1.10.4 อาหารเพาะเลีย้ง (culture media) 
 1.  ชนิดของอาหาร 
 ความส าเร็จในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ข้ึนอยูก่บัปัจจยัท่ีส าคญัยิง่อยา่งหน่ึง คือการ
เลือกใช้อาหารท่ี เหมาะสม ซ่ึงต้องประกอบด้วยสารอาหารท่ีพืชสามารถน าไปใช้อย่างมี
ประสิทธิภาพ (ปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ และอารีย ์วรัญญูวฒัก,์ 2551) จึงมีความพยายามคิดคน้สูตรอาหาร
โดยดดัแปลงจากอาหารสูตรต่าง ๆ ท่ีใช้ได้ดีในการเพาะเล้ียงกลุ่มเซลล์หรือแคลลสั ซ่ึงเป็นกลุ่ม
เซลล์ท่ีเร่ิมมีการเปล่ียนแปลงพฒันา (differentiated) (รังสฤษฏ์ กาวีต๊ะ, 2541) ได้แก่ MS, Miller 
(Miller, 1976), B5 (Gamborg et al., 1968) และ N6 (Chu et al., 1975) เป็นต้น  โดยปกติสารละลาย
เกลืออนินทรียข์องอาหารสูตร MS (MS-salt solution) ถูกใชเ้ป็นส่วนผสมหลกัเพื่อการเจริญเติบโต
ของเน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียง สาเหตุหน่ึงคืออาหารสูตรน้ีมีส่วนประกอบของสารละลายเกลือค่อนขา้งสูง 
โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง Ammonium ion (NH4

+) ซ่ึงจ าเป็นต่อการพฒันาของเน้ือเยื่อพืชเกือบทุกชนิด และ
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ยงัพบว่า sodium dihydrogen phosphate (NaH2 PO4.H2O) ให้ผลดีแก่เน้ือเยื่อพืชบางชนิด ส าหรับธาตุ
อาหารหลกัมีรายงานว่าธาตุไนโตรเจน (N) โปแตสเซียม (K) รวมถึงปฏิกิริยาระหว่างไนโตรเจนและ
ออกซิน (auxin) มีส่วนส าคัญในการกระตุ้นการเกิดเอ็มบริโอด้วย  (Robinson and Decker-Walters, 
1997) 
 การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ใชอ้าหารในการเพาะเล้ียงอยา่งนอ้ย 2 ชนิด โดยชนิดแรก
เป็นอาหารชักน า (induction) ให้รังไข่สร้างเอ็มบริโอและอาหารชนิดท่ี 2 ช่วยให้ เอ็มบริโอ        
พัฒนาเป็นต้น (differentiation)  (Bhojwani and Dantu, 2013) เช่น  Suprunova and Shmykova (2008) 
เพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมของแตงกวาจนได้ตน้เม่ือใช้อาหารถึง 4 ชนิด ตามระยะการ
เจริญเติบโต อาหารชนิดท่ี 1 ใช้ในการชักน าให้เกิดเอ็มบริโอโดยดดัแปลงจากอาหารสูตร MSm 
ของ Masuda et al. (1981) ดว้ยการเติมน ้ าตาลซูโครส 5% (w/v) ร่วมกบัสารควบคุมการเจริญเติบโต
ท่ีความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ เพาะเล้ียงในท่ีมืด โดยปรับอุณหภูมิท่ี 22°ซ นาน 2 สัปดาห์ จึงยา้ยลง
อาหารชนิดท่ี 2 สูตร MSm ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 3% (w/v) ร่วมกบั 1-naphthaleneacetic acid (NAA) 
0.05 มก./ล. และ 6-benzylaminopurine (BAP) 0.2 มก./ล. เพาะเล้ียงในท่ีมีแสง 14 ชม./วนั ความเขม้
แสง 2-2,500 ลกัซ์ นาน 2 สัปดาห์ แลว้จึงยา้ยลงอาหารชนิดท่ี 3 สูตร MSm ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 3% 
(w/v) ร่วมกบั NAA 0.02 มก./ล. และ BAP 0.4 มก./ล. เพื่อชกัน าตน้ จากนั้นยา้ยลงอาหารชนิดท่ี 4 
สูตร MSm ท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตเพื่อพฒันาตน้และราก ท านองเดียวกบั Doctrinal 
et al. (1989) ซ่ึงเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมของชูการ์บีทไดผ้ลดีเม่ือใช้อาหาร 2 ชนิด โดย
ชนิดแรกใชอ้าหารสูตร MS และ N6 ในการชกัน าให้เกิดเอม็บริโอและน าเอ็มบริโอท่ีไดม้าเพาะเล้ียง
บนอาหารชนิดท่ี 2 สูตร N6 พบวา่รังไข่ท่ีเพาะเล้ียงสามารถพฒันาไปเป็นตน้ไดดี้  
 2.  สารควบคุมการเจริญเติบโต  
 สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน ไซโตไคนิน (cytokinins) และกลุ่มอ่ืน ๆ 
รวมถึงสารประกอบอินทรียท่ี์ได้จากธรรมชาติมีส่วนช่วยในการเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตและ
พฒันาของรังไข่ท่ีน ามาเพาะเล้ียงเป็นอยา่งมาก (Taiz and Zeiger, 1991; Chen et al., 2011) โดยเฉพาะ
สารในกลุ่มออกซินและไซโตไคนินถูกน ามาใชใ้นการชกัน ากระบวนการไจโนเจเนซีสในพืชหลาย
ชนิด ซ่ึงมีปริมาณการใชท่ี้แตกต่างกนัในพืชแต่ละพนัธ์ุ ออกซินชนิดหน่ึงท่ีใชก้นัอยา่งแพร่หลายคือ 
2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) เป็นสารสังเคราะห์ ท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนและชักน า
แคลลสั (รังสฤษฏ์ กาวีต๊ะ, 2541) ในแตงกวาการเติม 2, 4-D ท่ีความเขม้ขน้ 0.1, 1, 5 และ 10 มก./ล. 
ตามล าดบั ในอาหารสังเคราะห์เพื่อเพาะเล้ียงโอวุลท่ีไม่ได้รับการผสม พบว่าอาหารท่ีเติม 2, 4-D 
ความเขม้ขน้ 1 และ 5 มก./ล. ช่วยให้โอวุลพฒันาไปเป็นตน้ได้สูงกว่าอาหารท่ีเติม 2, 4-D ความ
เขม้ขน้ 0.1 และ 10 มก./ล. (Metwallet et al., 1998) ส าหรับสารในกลุ่มไซโตไคนิน สารท่ีนิยมใช้
มากท่ีสุดคือ BAP และ TDZ ซ่ึงมีความส าคญัในการชกัน าและพฒันาเอ็มบริโอ โดยพบวา่การเติม 
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TDZ ในอาหารเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาท่ีความเขม้ขน้ 0.04 มก./ล. สามารถชักน าเอ็มบริโอได้สูง
ท่ี สุด  (72.2%) (Diao et al., 2009) ซ่ึ งมากกว่า ท่ี  Gémes-Juhász et al. (2002) รายงานไว้ 3-4 เท่ า 
(18.4%) อย่างไรก็ตาม Skoog and Miller (1957) ช้ีให้เห็นวา่ความเหมาะสมระหว่างอตัราส่วนของ
ออกซินและไซโตไคนิน มีผลต่อการเจริญเติบโตและพฒันาของเน้ือเยื่อรังไข่และ/หรือโอวุลเป็น
อย่างมาก Kielkowski and Adamus (2010) รายงานว่า อาหารเพาะเล้ียงท่ีเติม indole-3-acetic acid 
(IAA) มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอสูงข้ึนกวา่การไม่เติม 0.63% ในขณะท่ีอาหารเพาะเล้ียงท่ีเติม 2, 4-D 
ร่วมกบั BAP ช่วยให้รังไข่พฒันาเป็นเอ็มบริโอสูงกวา่ไม่เติม 1.34% ในแครอท นอกจากน้ีสมดุลของ
ออกซินและไซโตไคนินท่ีใชใ้นอาหารเพาะเล้ียงยงัมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกบัปริมาณฮอร์โมนท่ีอยู่
ภายในเน้ือเยื่อ เช่น หากตวัอยา่งท่ีน ามาเพาะเล้ียงมีปริมาณฮอร์โมนชนิดใดชนิดหน่ึงสูง อาจมีความ
ตอ้งการสารควบคุมการเจริญเติบโตชนิดนั้นในอาหารต ่า เช่น ในรังไข่มีปริมาณออกซินค่อนขา้งสูง 
ดงันั้นอาหารสังเคราะห์ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงควรมีส่วนประกอบของไซโตไคนินสูงและออกซินต ่า 
(ไพบูลย ์กวินเลิศวฒันา, 2524) เช่น Cagnet-Sitbon (1981) รายงานว่าในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่
ของเยอบีร่า รังไข่ท่ีเพาะเล้ียงสามารถพฒันาไปเป็นเอ็มบริโอจากอาหารสูตร MS ท่ีเติม IAA 0.5 
มก./ล. ร่วมกบั BAP 2 มก./ล. และ kinetin (KIN) 2 มก./ล. ไดดี้ท่ีสุดจากทั้งหมด 12 สูตร เช่นเดียวกบั 
Cappadocia et al. (1988) ซ่ึงพบว่า อาหารสูตร MS ท่ีเติม IAA 0.1 มก./ล. ร่วมกับ BAP 1 มก./ล. 
และอาหารสูตร MS ท่ีเติม NAA 0.1 มก./ล. และ KIN 1 มก./ล. คืออาหารท่ีดีท่ีสุดในการชักน า
เอม็บริโอและชกัน าตน้ส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่ของเยอบีร่าตามล าดบั ท านองเดียวกบัการ
เพาะเล้ียงรังไข่และดอกของหอมหัวใหญ่บนอาหารสังเคราะห์ Campion and Alloni (1990)  เติม 
BAP ความเขม้ขน้ 2 มก./ล. ร่วมกบั NAA ความเขม้ขน้ 1 มก./ล. พบว่ารังไข่ท่ีเพาะเล้ียงสามารถ
พฒันาไปเป็นตน้แฮพลอยด์ได้  ส าหรับใน summer squash การเพาะเล้ียงโอวุลบนอาหารสูตร MS 
ดดัแปลง โดยเติมน ้ าตาลซูโครส 3% (w/v) 2,4-D และ KIN ความเขม้ขน้ 1 มก./ล. สามารถชกัน าให้
เกิดเอม็บริโอไดสู้งท่ีสุดถึง 48.8% (Shalaby, 2007) 
 ในอาหารบางสูตรพบว่าการเติม 2, 3, 5-triiodobenzoic acid (TIBA) หรือ triacontanol 
(TRIA) ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มยบัย ั้งออกซิน (anti-auxin) กรดอะมิโน (amino acid) อาทิเช่น glutamine, 
asparagine, glycine และ casein hydrolysate หรือการเติมสารประกอบอินทรียอ่ื์น ๆ เช่น น ้ ามะพร้าว 
(coconut milk) สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) น ้ าคั้นมะเขือเทศ (tomato juice) ส่งผลดีต่อการ
พฒันาของเน้ือเยื่อรังไข่ (รังสฤษฏ์ กาวีต๊ะ, 2541; อารีย ์วรัญญูวฒัก์, 2541) อย่างไรก็ตาม สัดส่วน
และความเขม้ขน้ของสารควบคุมการเจริญเติบโตแต่ละชนิดในอาหารสังเคราะห์ท่ีเหมาะสมส าหรับ
เพาะเล้ียงรังไข่จะผนัแปรไป ข้ึนอยู่กับระยะการพฒันาของเน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงและชนิดของพืช 
(Murashige, 1977) ซ่ึงมีผลต่อการเจริญเติบโตของพืชดว้ย 
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 3.  แหล่งคาร์บอน  
 การเติมอินทรียส์ารท่ีเป็นแหล่งให้ธาตุคาร์บอน เช่น น ้ าตาลซูโครส มีความจ าเป็น
อย่างมากต่อเน้ือเยื่อพืชเกือบทุกชนิด เน่ืองจากมีเซลล์พืชไม่ก่ีชนิดท่ีสามารถสร้างอาหารเองได ้
(autotrophic) อาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพืชส่วนใหญ่จึงใช้น ้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งพลังงาน (อารีย ์
วรัญญูวฒัก์, 2541) โดยความเขม้ขน้ของน ้ าตาลมีผลต่อความดนัออสโมติก (osmotic pressure) และ
ท าใหเ้กิดขบวนการ dehydration ช่วยลดการฉ ่าน ้ า ท าใหอ้งคป์ระกอบภายในรังไข่มีความแหง้เพิ่มข้ึน
และท าให้ง่ายต่อการท่ีจะกระตุน้ให้มีการพฒันาไปเป็นเอ็มบริโอต่อไป (ประศาสตร์ เก้ือมณี, 2538) 
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครสท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงรังไข่และโอวุลนั้นไม่แน่นอนข้ึนอยู่กบัชนิด 
ของพืช โดยมีการใช้น ้ าตาลซูโครสตั้งแต่ 2-14% เช่น ในยาสูบใช้น ้ าตาลซูโครส 2% (w/v) ขา้วและ
เยอบีร่า 3-6% ขา้วบาร์เลย ์3-10% และในขา้วสาลี 8-14% เช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บ
การผสมของโกฐนษิณี (kushtanashini; Psoralea corylifolia) ไม้ล้มลุกในวงศ์ถั่ว ใช้น ้ าตาลซูโครส
และมอลโทสท่ีระดบัความเขม้ขน้ 3-6% ในอาหารสูตร MS ส่งผลต่อการงอกของเอ็มบริโอ โดยการ
เพิ่มมอลโทสช่วยให้ความถ่ีในการงอกของเอ็มบริโอสูงข้ึน (Chand and Sahrawat, 2007) นอกจากน้ี 
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลยงัมีความสัมพนัธ์กบัจีโนไทป์ของพืชด้วยดงัเช่น การเพาะเล้ียงรังไข่ของ
ป่าน (flax; Linum usitatissimum L.) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลต่างกนัให้ผลแตกต่างกนัในการ
เพาะเล้ียงรังไข่แต่ละจีโนไทป์และไม่มีความแตกต่างทางสถิติในบางจีโนไทป์ ซ่ึงการจะเพาะเล้ียงรัง
ไข่ให้ได้ผลผลิตแคลลัสดียิ่งข้ึนอาจจ าเป็นต้องก าหนดระดับความเข้มข้นของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตและระดบัความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีเหมาะสมในแต่ละจีโนโทป์ (Burbulis et al., 2007) 
ส่วนการทดสอบการเพาะเล้ียงโอวุลใน summer squash สายพันธ์ุพื้นเมือง (Eskandrani) ท่ีความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลซูโครส 3 ระดบั (30 60 และ 90 ก./ล.) พบวา่โอวุลท่ีเล้ียงบนอาหารสูตร MS โดย
เติมน ้ าตาลซูโครส 30 ก./ล. ให้ผลดีท่ีสุด ส่วนอาหารสูตร MS ท่ีเติมน ้ าตาลซูโครส 90 ก./ล. ไม่
สามารถให้ตน้จากการเพาะเล้ียงโอวุลได ้(Shalaby, 2007) อยา่งไรก็ตามความเขม้ขน้ของซูโครสท่ีสูง
กว่าปกติอย่างน้อย 2-3% ท าให้เปอร์เซ็นต์การตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงรังไข่เพิ่มข้ึนในขา้วโพด 
(12%) หอมใหญ่ (10%) และทานตะวนั (12%) ตามล าดบั (Bhojwani and Dantu, 2013) 
 4.  สถานะของอาหาร  
 การชกัน าเอม็บริโอและ/หรือแคลลสัจากการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่ส่วนใหญ่นั้น มกั
ประสบความส าเร็จจากการเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง (solid media) จากรายงานของ Genovesi (1990) 
ซ่ึงทดลองเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงรังไข่ของข้าวโพดบนอาหารแข็ง และอาหารเหลว (liquid 
media) พบว่ารังไข่ท่ีเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งมีจ านวนการเกิดเอ็มบริโอสูงกว่าการเพาะเล้ียงบน
อาหารเหลว สอดคลอ้งกบังานทดลองของ Meren (1989) ซ่ึงเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมของ
หอมหัวใหญ่บนอาหารสังเคราะห์ท่ีเติมวุน้ (Agar) 0.6% พบวา่รังไข่สามารถพฒันาไปเป็นตน้ไดดี้ 
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ในกรณีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวนั้นพบวา่อตัราการเจริญของแคลลสัและ/หรือเอ็มบริโอต ่าอาจเป็น
เพราะรังไข่จมอยูใ่นอาหารจึงท าใหมี้สภาพขาดอากาศ (anaerobic condition) อยา่งไรก็ตามมีรายงาน
วา่การเพาะเล้ียงรังไข่ในอาหารเหลวส่งผลให้เกิดเอ็มบริโอไดดี้ในพืชบางชนิด เช่น ขา้ว โดยพบว่า
รังไข่มีการตอบสนองต่อการชกัน าเอ็มบริโอไดดี้ (Zhou and Yang, 1981) ท านองเดียวกบั Gürel et 
al. (2000) ซ่ึงเพาะเล้ียงรังไข่ของชูการ์บีทเพื่อเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมบนอาหารท่ีเติม colchicine 
หรือ trifluralin พบวา่ เม่ือน าสารทั้งสองชนิดน้ีมาใส่ในอาหารเหลวจะมีประสิทธิภาพสูงกวา่การใส่
ในอาหารแขง็  
 
 2.1.11 เทคนิคการเพาะเลีย้ง 
  การเพาะเล้ียงรังไข่ตามปกติแลว้จะไม่เลือกทิศทางการวางของช้ินส่วนบนอาหาร อยา่งไรก็
ตาม San Noeum (1976) ไดต้ั้งขอ้สังเกตถึงผลการทดลองท่ีดีกวา่ เม่ือเพาะเล้ียงรังไข่โดยให้ส่วนของ
รังไข่ด้านข้างอยู่ต  ่ ากว่าพื้นผิวของอาหาร ส่วนในข้าวบาร์เลย์ การเพาะเล้ียงดอกท่ีสมบูรณ์ใน
แนวตั้งฉาก บนอาหารแขง็ใหผ้ลดีกวา่การวางแบบไม่เลือกแนวการวาง (Huang et al., 1982) และใน   
เยอบีร่านั้นการเพาะเล้ียงรังไข่ไม่สามารถชักน าให้เกิดต้นได้ แต่การแยกและน าเฉพาะโอวุลมา
เพาะเล้ียงสามารถชกัน าให้เกิดตน้ได้ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากผนังรังไข่เป็นอุปสรรคในการเจริญไป
เป็นตน้ เน่ืองจากผนงัรังไข่จะเจริญเป็นแคลลสัก่อน (Cagnet-Sitbon, 1980) ส่วนในแตงกวา Diao et 
al. (2009) พบว่าการตดัดอกแบบขวางหนา 1 มม. แล้ววางโดยให้ช้ินเน้ือเยื่อสัมผสัเป็นแนวนอน
ขนานกบัอาหารเพาะเล้ียง ช่วยเพิ่มผลผลิตเอม็บริโอสูงถึง 72.2%  
 
 2.1.12 การพฒันาของรังไข่เป็นต้น 
  การเพาะเล้ียงรังไข่ในอาหารท่ีเหมาะสมส่งผลให้มีการพฒันาเป็นตน้ได ้2 ลกัษณะ คือ (1) 
รังไข่และ/หรือไข่พฒันาเป็นเอ็มบริโอโดยตรง ซ่ึงภายหลงัการเพาะเล้ียงรังไข่ ถุงเอ็มบริโอจะขยาย
ขนาดใหญ่ข้ึนโดยท่ีภายในบรรจุไปดว้ยเซลลไ์ข่ synergids, polar nuclei และ antipodals เซลล์ต่าง ๆ 
เหล่าน้ีจะแบ่งเซลล์และเจริญไปเป็นโปรเอ็มบริโอ (proembryo) ซ่ึงจะพฒันาไปเป็นตน้แฮพลอยด์
โดยตรง (Rochon et al., 1998)  ประกอบดว้ยกลุ่มเซลล์ 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ีประกอบดว้ยเซลล์ท่ีมีขนาด
เล็กซ่ึงอยู่ดา้นบน (terminal cell) และกลุ่มท่ีประกอบด้วยเซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่ซ่ึงอยู่ดา้นล่าง (basal 
cell) คอยช่วยพยุงกลุ่มเซลล์ท่ีมีขนาดเล็ก (Clark and Sheridan, 1986) ต่อมา โปรเอ็มบริโอจะแบ่ง
เซลล์เพิ่มจ านวนมากข้ึนและเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นรูปทรงกลม (globular shape) รูปหัวใจ (heart 
shape) รูปทอร์ปิโด (torpedo shape) และในท่ีสุดจะพฒันาไปเป็นเอ็มบริโอหรือตน้อ่อน (Huang et 
al., 1982) (ภาพท่ี 3) หรือ (2) พฒันาไปเป็นตน้โดยผ่านแคลลสั จากนั้นแคลลสัจึงพฒันากลายไป
เป็นยอด (shoot regeneration) แล้วยอดจึงสร้างรากได้เป็นต้นอ่อนและต้นแฮพลอยด์ (Guha and 
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Meheshwari, 1964) อย่างไรก็ตามอาจมีการเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมข้ึนเป็นเท่าตวัในธรรมชาติ 
กลายเป็นตน้ดิพลอยด์ (Keller and Korzun, 1996) เช่น การเพาะเล้ียงรังไข่ของหอมหัวใหญ่ให้พฒันา
เป็นแคลลสั แลว้จึงชกัน าแคลลสัให้พฒันาเป็นยอดและรากจนไดต้น้ท่ีสมบูรณ์ (Kamstaityte and 
Stanys, 2002) แต่แคลลสัมกัมีการเปล่ียนแปลงของจีโนไทป์โดยเฉพาะเม่ือเพาะเล้ียงแคลลสัเป็น
ระยะเวลานาน  และจีโนไทป์ท่ีเปล่ียนแปลงไปสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลูกได ้ซ่ึงลกัษณะท่ีเกิดจาก
การเปล่ียนแปลงของจีโนไทป์อาจเป็นลกัษณะทางสรีรวิทยา (physiology character) หรือลกัษณะ
ทางสัณฐานวิทยา (morphological character) (Skirvin, 1978) จากการเพาะเล้ียง รังไข่ของมนัฝร่ังบน
อาหารชักน ายอดเป็นเวลา 2 สัปดาห์ พบว่าบริเวณรอยตดัของรังไข่เกิดแคลลัสข้ึนและเม่ือยา้ย
แคลลสัลงในอาหาร ชกัน าตน้ภายใน 20 วนั พบว่า globular calli ปรากฏรากออกมา และหลงัจาก
ยา้ยลงบนอาหาร differentiation medium รากท่ีไดส้ามารถเกิดเป็นยอดได ้(Tao et al., 1985) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 แสดงการพฒันาไปเป็นตน้ของกระบวนการไจโนเจเนซีส (gynogenesis) (ดดัแปลงจาก 

Taiz and Zeiger, 2010) 
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 2.1.13 ประโยชน์ในการเพาะเลีย้งเน้ือเย่ือรังไข่ 
 เน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงมีโครโมโซมคร่ึงหน่ึงของเซลล์ปกติ มีประโยชน์ในแง่การศึกษาทาง
พนัธุกรรม เพราะลกัษณะท่ีแสดงออกนั้นเกิดจากยนีเดียว ไม่ถูกข่มจากอิทธิพลของอีกยนีหน่ึง และ
เป็นประโยชน์โดยตรงในแง่การปรับปรุงพนัธ์ุพืช เพราะเม่ือเพิ่มชุดโครโมโซมแล้ว สามารถได้
พนัธ์ุแทใ้นลกัษณะนั้นทนัที (อารีย ์วรัญญญูวฒัก์, 2541)  ดงันั้นจึงมีการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่เพื่อ
ใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช (รังสฤษฏ ์กาวตีะ๊, 2541; ประภา ศรีพิจิตต,์ 2543) คือ 

1.  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่เพื่อผลิตสายพนัธ์ุแท ้โดยการเพิ่มจ านวนชุดของโครโมโซม
เป็นสองเท่าจะได้พืชท่ีเป็น homozygous diploid ในระยะเวลาเพียง 1-2 ชั่ว นอกจากน้ียงัสามารถ
ช่วยในการผลิตพืชสายพนัธ์ุแทจ้ากพืชท่ีมีกลไกป้องกนัการผสมตวัเอง (self-incompatibility)  
 2. ช่วยขจัดปัญหาการเกิดความเส่ือมถอย (inbreeding depression) ของลักษณะอัน
เน่ืองมาจากการผสมตวัเอง ซ่ึงปกติการผสมตวัเองหลาย ๆ คร้ัง โดยเฉพาะพืชท่ีมีพื้นฐานจีโนไทป์
แตกต่างกนัมาก ๆ ส่งผลใหล้กัษณะดอ้ยแสดงออกมาได ้ดงันั้นการน าเน้ือเยือ่รังไข่จากลูกผสมชัว่ท่ี 
1 มาเพาะเล้ียงจนไดพ้ืชแฮพลอยด์ จากนั้นเพิ่มจ านวนโครโมโซมอีกเท่าตวั จะไดพ้ืชสายพนัธ์ุแท ้
ท าใหค้วามเส่ือมถอยของลกัษณะต่าง ๆ ท่ีเป็นผลมาจากการผสมตวัเองไม่เกิดข้ึน 
 3.  การเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่เพื่อศึกษาการกลายพันธ์ุในพืช (mutagenesis) เน่ืองจาก
สามารถสังเกตเห็นการกลายพนัธ์ุท่ีเป็นลักษณะแฝงได้ทนัที เพราะยีนมีเพียง 1 อลัลีลในแต่ละ
ต าแหน่ง (hemizygous) ซ่ึงสามารถแสดงลกัษณะไดท้นัทีเม่ือเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซมข้ึนอีกเท่าตวั
ต่างจากการก่อกลายพนัธ์ุ เน่ืองจากลกัษณะแฝงจะถูกข่มโดยยนีเด่นเม่ืออยูใ่นสภาพ heterozygous 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที ่3  
วสัดุ อุปกรณ์ และวธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 
งานวจิยัน้ีแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ 

กำรทดลองที่ 1: กำรศึกษำปัจจัยที่มีผลต่อกำรเพำะเลี้ยงรังไข่แตงกวำ เพื่อให้ได้พันธ์ุ 
อุณหภูมิ และอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาในการกระตุ้นให้เกิดเน้ือเยื่อท่ีมี
ลักษณะคล้ายเอ็มบริโอ (embryo-like structure; ELS) และ/หรือแคลลัส และชักน าให้  ELS และ
แคลลสันั้น ๆ มีการพฒันาต่อเน่ืองไปมีลกัษณะจ าเพาะในรูปร่างหรือหนา้ท่ีเป็นอวยัวะหรือตน้ 

กำรทดลองที่ 2: กำรพัฒนำสูตรอำหำรเพำะเลีย้งรังไข่แตงกวำ เพื่อให้ไดสู้ตรอาหารและ
สารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการชักน าให้เกิด  ELS และแคลลสัของรังไข่แตงกวา 
สูงข้ึน 

   
3.1  วสัดุ อปุกรณ์ 

1. ท าการทดลองเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวาลูกผสมพนัธ์ุการคา้จ านวน 5 พนัธ์ุ ประกอบ 
ดว้ยพนัธ์ุไฉไล จากบริษทั เจียไต๋ จ  ากดั พนัธ์ุบ๊ิกซี จากบริษทั อิสท์ เวสท์ ซีด จ ากดั พนัธ์ุสายฟ้า-185 
จากบริษทั เมโทรซีดการเกษตร จ ากดั พนัธ์ุมีชัย จากบริษทั แอ็ดวา้นซ์ซีดส์ จ  ากดั พนัธ์ุมินิคิงซ์ จาก
บริษทั ซินเจนทา ซีดส์ จ  ากดั และแตงกวาพนัธ์ุลูกผสมจีนจ านวน 2 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ CN-3 และ CN-4 ซ่ึง
ได้รับความอนุเคราะห์จาก ผศ. ดร.มล.อโณทัย ชุมสาย บริษัท  Green World Genetics Co. Ltd. 
(ติดต่อ)  

2. เคร่ืองกวนแม่เหล็ก (ส่วนบุคคลmagnetic stirrer) 
3. เคร่ืองดูดถ่ายสารละลายปริมาตรนอ้ย (adjustable pipettes) 
4. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหน่งและ 4 ต าแหน่ง (course and fine balance) 
5. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
6. ตูป้ลอดเช้ือ (laminar flow hood) 
7. ตูอ้บความร้อนแหง้ (hot air oven) 
8. ตูป้ลอดเช้ือ (laminar flow hood) 
9. กระดาษน่ึงฆ่าเช้ือส าหรับรองตดั 
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10. หมอ้น่ึงความดนัไอ (autoclave) 
11. พาราฟิลม์ (parafilm M) 
12. ชั้นวางภาชนะส าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ (culture shelves) 
13. อุปกรณ์ในห้องปฏิบติัการ ได้แก่ ปากคีบขนาดความยาวต่างกัน (forceps) มีดผ่าตดั 

(scalpels) เป็นตน้ 
14. ภาชนะเคร่ืองแก้ว ได้แก่ กระบอกตวง (cylinder) บีกเกอร์ (beaker) จานแก้ว (petri- 

dish) ขวดแกว้ส าหรับเพาะเล้ียงพร้อมฝาปิด ขนาด 4 ออนซ์ และ 8 ออนซ์ 
15. อุปกรณ์การเกษตร 

 
3.2 สถำนทีท่ ำกำรทดลอง 

3.2.1 ห้องปฏิบติัการบณัฑิตศึกษาปรับปรุงพนัธ์ุพืช อาคารศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ี3 มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ.นครราชสีมา 

3.2.2 ห้องปฏิบติัการกีฏวิทยาและโรคพืช อาคารศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโน-   
โลย ี3 มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จ.นครราชสีมา 

3.2.3 บล็อกปลูกพืช ศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยี 3 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี
สุรนารี จ.นครราชสีมา 

 
3.3 ระยะเวลำกำรทดลอง 
 สิงหาคม 2555 - พฤศจิกายน 2558 
 

3.4 วธิีด ำเนินกำรทดลอง 
 3.4.1 วธีิกำรปลูกแตงกวำทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

ท ำกำรปลูกแตงกวำในดินปลูกผสมใบก้ำมปูภำยในบล็อกปูน ขนำดกวำ้ง 0.5 เมตร ยำว 5.5  
เมตร หลงัคำพลำสติกสูง 2 เมตร ใชส้ำรป้องกนัก ำจดัแมลงคำร์โบฟูรำน (ฟูรำดำน 3 จี) และปุ๋ยเคมี สูตร 
15-15-15 ปริมำณ 1 ก./หลุม ระยะปลูกระหว่ำงหลุม 30 ซม. ปลูกหลุมละ 2-3 เมล็ด หลงัเมล็ดงอก 1 
สัปดำห์ ใส่สำรก ำจดัหอยทำกเมทลัดีไฮด์บริเวณรอบโคนตน้ปริมำณ 1 ก. เม่ือพืชอำยุ 2 สัปดำห์ ฉีด
พ่นสำรป้องกนัก ำจดัแมลงพอสซ์ ควำมเขม้ขน้ 2.5 มล./ล. เม่ือพืชอำยุครบ 1 เดือน ใส่ปุ๋ยสูตร 12- 
24-12 ปริมำณ 1 ก./ตน้ และฉีดพ่นปุ๋ยเคมีทำงใบบีพลสัควำมเขม้ขน้ 1 มล./ล. หลงัจำกนั้นฉีดพ่น
สำรเคมี mancozeb ควำมเขม้ขน้ 2 ก./ล. ทุกเดือน เพื่อป้องกนัโรครำน ้ำคำ้ง 
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3.4.2 กำรเกบ็ดอกแตงกวำ 
หลังจากปลูก 20-25 วนั แตงกวาจะเร่ิมออกดอกรอบแรก โดยคดัเลือกดอกเพศเมียท่ียงั  

ไม่ไดรั้บการผสมในระยะ 1 วนัก่อนดอกบาน แลว้แยกเอาเฉพาะรังไข่น ามาเพาะเล้ียง 
 
3.4.3 กำรเตรียมดอกแตงกวำในสภำพปลอดเช้ือ 
3.4.3.1 ฟอกดอกแตงกวาด้วยน ้ าสบู่ แล้วน าไปแช่เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) 70% 

(v/v) นาน 1 นาที 
3.4.3.2 ยา้ยดอกแตงกวาลงแช่ในสารละลาย streptomycin sulfate ความเขม้ขน้ 25 มก./ล. 

(w/v) นาน 30 นาที 
3.4.3.3 ฟอกฆ่าเช้ือท่ีผิวดอกในสารละลายเมอร์คิวริกคลอไรด์ (mercuric chloride; HgCl2) 

ความเขม้ขน้ 0.1% (w/v) นาน 15 นาที 
3.4.3.4 น ามาลา้งดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง 

 
3.4.4 กำรตัดเน้ือเย่ือและกำรเพำะเลีย้ง 
3.4.4.1  ปอกเปลือกดอกแตงกวา แล้วน าไปแช่ในสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

(hydrogen peroxide; H2O2) ความเขม้ขน้ 3% (v/v) นาน 30 วนิาที 
3.4.4.2  ผา่คร่ึงดอกแตงกวาตามแนวยาวแลว้วางหงายในอาหารระยะท่ี 1 โดยให้ผนงัรังไข่

สัมผสักบัอาหาร  
 

3.4.5 กำรทดลองที ่1: กำรศึกษำปัจจัยทีม่ีผลต่อกำรเพำะเลีย้งรังไข่แตงกวำ 
การเพาะเล้ียงรังไข่เพื่อชกัน าให้เกิด ELS และ/หรือแคลลสั รวมถึงการชกัน าให้ ELS และ

แคลลสัพฒันาไปเป็นตน้ดบัเบิลแฮพลอยด์ (doubled haploid plant) มีปัจจยัต่าง ๆ เขา้มามีอิทธิพล
อยา่งมาก เช่น  จีโนไทป์ อาหารเพาะเล้ียง และอุณหภูมิ เป็นตน้ ซ่ึงการศึกษาปัจจยัเหล่าน้ีจะช่วยให้
เกิดการพัฒนาวิธีการเพาะเล้ียงท่ี เหมาะสมส าหรับแตงกวาแต่ละจีโนไทป์  ท าการทดลอง
เปรียบเทียบอิทธิพลของจีโนไทป์ อาหารเพาะเล้ียง และอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงซ่ึงมีผลต่อการ
ชกัน ารังไข่ เพื่อพฒันาไปเป็น ELS และ/หรือแคลลสั และชกัน าให้ ELS และแคลลสันั้น ๆ มีการ
พฒันาต่อเน่ืองไปเป็นอวยัวะหรือตน้ โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอเรียลแบบสุ่มสมบูรณ์ 
(factorial in CRD) จ านวน 6 ซ ้ า ประกอบด้วย 4 ปัจจยั คือ (1) แตงกวาจ านวน 5 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุ 
ไฉไล บ๊ิกซี สายฟ้า-185 มีชยั และมินิคิงซ์ (2) อุณหภูมิ 2 ระดบั คือ 25 และ 35°ซ (3) อาหารระยะท่ี 
1 (induction medium) สูตร I1-I5 และ (4) อาหารระยะท่ี 2 (differentiation medium) สูตร D1-D3 ใช้
ดอกแตงกวาซ ้ าละประมาณ 1,800 ดอก 
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3.4.5.1 ขั้นตอนกำรเพำะเลีย้ง 
1. น ารังไข่แตงกวาจากขอ้ 3.4.4.2 ไปเพาะเล้ียงบนอาหารชักน าให้เกิด ELS และ

แคลลสั (อาหารระยะท่ี 1; induction medium; I1-I5) (ตารางท่ี 1) แลว้น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 
และ 35°ซ ในท่ีมืด เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพื่อกระตุน้การพฒันาในช่วงแรก  

2. ยา้ยเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวาจากขอ้ 1 จากอาหารแต่ละสูตรไปกระจายเพาะเล้ียงบน
อาหารชักน าการพฒันาของ ELS และแคลลสั (อาหารระยะท่ี 2; differentiation medium; D1-D3) 
(ตารางท่ี 2) 

3. น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ และให้ไดรั้บแสงประมาณ 16 ชม./วนั ความเขม้ของ
แสง 1,000-3,000 ลกัซ์ นาน 4 สัปดาห์ 
 
ตารางที ่1 องคป์ระกอบของอำหำรระยะท่ี 1 (induction medium) 

 องค์ประกอบของอาหาร I1 I2 I3 I4 I5 
Major salts stock (MS I; 10x) (มล./ล.) 
Minor salts stock (MS II; 100x) (มล./ล.) 
Vitamin stock (MB+; 100x) (มล./ล.) 
สำรละลำยเหล็ก (NaFeEDTA; 1,000x) (มล./ล.) 
Glutamine (Gln) (มก./ล.) 
Thidiazuron (TDZ) (มก./ล.) 
6-Benzylaminopurine (BAP) (มก./ล.) 

100 
10 
10 
1 

800 
0.02 

- 

100 
10 
10 
1 

800 
1 
1 

50 
10 
10 
1 

800 
- 

0.18 

100 
10 
10 
1 

800 
- 
- 

100 
10 
10 
1 

800 
- 
2 

Kinetin (KIN) (มก./ล.) - - 0.1 0.5 - 
2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (มก./ล.) - - 0.2 - - 
Indoleacetic acid (IAA) (มก./ล.) - - - - 0.5 
Gibberellic acid (GA3) (มก./ล.) - - - - 1 
4-chlorophenoxy acetic acid (CPA) (มก./ล.) - - - 1 - 
Putrescine (มก./ล.) 
Sucrose (ก./ล.) 
Gelrite (ก./ล.) 

- 
40 
3 

- 
30 
3 

- 
30 
3 

- 
30 
3 

32 
30 
3 
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ตารางที ่2 องคป์ระกอบของอำหำรระยะท่ี 2 (differentiation medium)  

องค์ประกอบของอาหาร D1 D2 D3 
Major salts stock (MS I; 10x) (มล./ล.) 
Minor salts stock (MS II; 100x) (มล./ล.) 
Vitamin stock (MB+; 100x) (มล./ล.) 
สำรละลำยเหล็ก (NaFeEDTA; 1,000x) (มล./ล.) 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

L-Proline (มก./ล.) 100 100 100 
1-Naphthaleneacetic acid (NAA) (มก/ล.) 2 0.05 - 
Indoleacetic acid (IAA) (มก./ล.) - - 0.1 
6-Benzylaminopurine (BAP) (มก./ล.) 3 0.2 - 
Kinetin (KIN) (มก./ล.) - - 0.1 
Ascorbic acid (มก./ล.) 20 20 20 
Silver nitrate (AgNO3) (มก./ล.) - - 2 
Sucrose (ก./ล.) 
Gelrite (ก./ล.) 

30 
3 

30 
3 

30 
3 

 

3.4.5.2  บันทกึผลกำรทดลอง 
บนัทึกการเกิด ELS และแคลลสัเม่ือเพาะเล้ียงรังไข่ในอาหารระยะท่ี 2 ครบ 4 สัปดาห์ 

สังเกตการพฒันาและการเปล่ียนแปลงลกัษณะของ ELS และแคลลสัหลงัเพาะเล้ียงบนอาหารระยะท่ี 
1 และ 2 

3.4.5.3  วเิครำะห์ผลกำรทดลอง 
 วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลัส 

เปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ   Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) หรือ  T-Test เพื่อประเมิน
ศกัยภาพของพนัธ์ุ อุณหภูมิ และอาหารสูตรต่าง ๆ ต่อการพฒันาของเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวา ด้วย
โปรแกรมทางสถิติ SPSS version 14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) 
 

3.4.6 กำรทดลองที ่2: กำรพฒันำสูตรอำหำรเพำะเลีย้งรังไข่ 
จากการศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรังไข่พบว่า ไดปั้จจยับางอยา่งท่ีเหมาะสมแต่ยงั

เกิด ELS และแคลลสัไม่มาก จึงท าการพฒันาสูตรอาหารระยะท่ี 1 เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการชกัน า
ให้เกิดการพฒันาของ ELS และแคลลสัจากเน้ือเยื่อรังไข่ โดยวางแผนการทดลองแบบแฟกทอ-เรียล
แบบสุ่มสมบูรณ์ (factorial in CRD) จ านวน 4 ซ ้ า ประกอบดว้ย 3 ปัจจยั คือ (1) พนัธ์ุแตงกวา 4 พนัธ์ุ 
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ไดแ้ก่ พนัธ์ุไฉไล บ๊ิกซี และพนัธ์ุลูกผสมจีน CN-3 และ CN-4 (2) อาหารระยะท่ี 1 จ านวน 5 สูตร 
ได้แก่ I2, I2A, I2B, I2C, I2E และ (3) อาหารระยะท่ี 2 จ านวน 3 สูตร ได้แก่ D2, D2+ และ D2++ 
โดยใชด้อกแตงกวาซ ้ าละประมาณ 500 ดอก  

3.4.6.1 ขั้นตอนกำรเพำะเลีย้ง 
1. น ารังไข่แตงกวาจากขอ้ 3.4.4.2 ไปเพาะเล้ียงบนอาหารระยะท่ี 1 (I2, I2A, I2B, 

I2C และ I2E) (ตารางท่ี 3) แล้วน าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ ในท่ีมืด เป็นเวลา 1 สัปดาห์ เพื่อ
กระตุน้การพฒันาในช่วงแรก 

2. ยา้ยเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวาจากขอ้ 1 จากอาหารแต่ละสูตรไปกระจายเพาะเล้ียงบน
อาหารระยะท่ี 2 (D2, D2+ และ D2++) (ตารางท่ี 4) 

3. น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ และให้ไดรั้บแสงประมาณ 16 ชม./วนั ความเขม้
ของแสง 1,000-3,000 ลกัซ์ นาน 4 สัปดาห์ 
 
ตารางที ่3 องคป์ระกอบของอำหำรระยะท่ี 1 (induction medium) 

 องค์ประกอบของอาหาร I2 I2A I2B I2C I2E 
Major salts stock (MS I; 10x) (มล./ล.) 
Minor salts stock (MS II; 100x) (มล./ล.) 
Vitamin stock (MB+; 100x) (มล./ล.) 
สำรละลำยเหล็ก (NaFeEDTA; 1,000x) (มล./ล.) 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

6-Benzylaminopurine (BAP) (มก/ล.) 1 1 1 1 1 
Thidiazuron (TDZ) (มก./ล.) 1 1 1 1 1 
Glutamine (Gln) (มก./ล.) 800 800 800 800 800 
Triacontanol (TRIA) (มก./ล.) - 2 2 2 - 
2,3,5 triiodobenzoic acid (TIBA) (มก./ล.) - - 1 - - 
น ้ำมะพร้ำว (coconut water) (มล./ล.) - - - 100 - 
Chitosan (มก./ล.) 
Sucrose (ก./ล.) 
Gelrite (ก./ล.) 

- 
30 
3 

- 
30 
3 

- 
30 
3 

- 
30 
3 

50 
30 
3 
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ตารางที ่4 องคป์ระกอบของอำหำรระยะท่ี 2 (differentiation medium) 
องค์ประกอบของอาหาร D2 D2+ D2++ 

Major salts stock (MS I; 10x) (มล./ล.) 
Minor salts stock (MS II; 100x) (มล./ล.) 
Vitamin stock (MB+; 100x) (มล./ล.) 
สำรละลำยเหล็ก (NaFeEDTA; 1,000x) (มล./ล.) 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

100 
10 
10 
1 

L- Proline (มก./ล.) 100 100 100 
1-Naphthaleneacetic acid (NAA) (มก./ล.) 0.05 0.05 0.05 
6-Benzylaminopurine (BAP) (มก./ล.) 0.2 0.2 0.2 
Ascorbic acid (มก./ล.) 20 20 20 
Triacontanol (TRIA) (มก./ล.) - 2 2 
Silver nitrate (AgNO3) (มก./ล.) - - 2 
Sucrose (ก./ล.) 
Gelrite (ก./ล.) 

30 
3 

30 
3 

30 
3 

 
3.4.6.2 บันทกึผลกำรทดลอง 
บันทึกการเกิด ELS และแคลลัสเม่ือเพาะเล้ียงรังไข่ในอาหารระยะท่ี 2 ครบ 4 

สัปดาห์ สังเกตการพฒันาและการเปล่ียนแปลงลกัษณะของ ELS และแคลลสัหลงัเพาะเล้ียงบน
อาหารระยะท่ี 1 และ 2 

3.4.6.3 วเิครำะห์ผลกำรทดลอง 
วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลสั เปรียบเทียบ

ค่าเฉล่ียแบบ  Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพื่อประเมินศกัยภาพของพนัธ์ุ อุณหภูมิ 
และอาหารสูตรต่าง ๆ ต่อการพฒันาของเน้ือเยื่อรังไข่แตงกวา ดว้ยโปรแกรมทางสถิติ SPSS version 
14.0 (Levesque and SPSS Inc., 2006) 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง  

 
4.1 การทดลองที ่1: การศึกษาปัจจัยทีม่ผีลต่อการเพาะเลีย้งรังไข่แตงกวา 

4.1.1  จีโนไทป์ของแตงกวาทีน่ ามาเพาะเลีย้ง 
จากการศึกษาอิทธิพลของ 4 ปัจจยั ไดแ้ก่ พนัธ์ุ อุณหภูมิ อาหารระยะท่ี 1 และอาหารระยะท่ี 

2 ต่อเปอร์เซ็นต์การเกิดเน้ือเยื่อท่ีมีลักษณะคล้ายเอ็มบริโอ (embryo-like structure; ELS) และ
แคลลัส โดยใช้แตงกวาพันธ์ุการค้า 5 พันธ์ุ (พันธ์ุไฉไล บ๊ิกซี สายฟ้า-185 มีชัย และมินิคิงซ์) 
อุณหภูมิ 2 ระดับ (25 และ 35 °ซ) อาหารระยะท่ี 1 จ านวน 5 สูตร (I1-I5) และอาหารระยะท่ี 2 
จ านวน 3 สูตร (D1-D3) พบวา่ รังไข่ของแตงกวาแต่ละพนัธ์ุพฒันาไปเป็น ELS แตกต่างกนัอยา่งมี
นัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (F4, 571 = 3.71; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 2; ตารางท่ี 5) โดยแตงกวาพนัธ์ุ
ไฉไล บ๊ิกซี และสายฟ้า 185 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS สูงท่ีสุด (44.74  44.60 และ 41.82 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั) และไม่แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุมีชยั (39.50 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนพนัธ์ุมินิคิงซ์มีเปอร์เซ็นต์
การเกิด ELS นอ้ยท่ีสุด (32.02 เปอร์เซ็นต)์ เม่ือพิจารณาท่ีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสัของแตงกวาทั้ง 
5 พนัธ์ุ พบวา่รังไข่ของแตงกวาแต่ละพนัธ์ุสามารถพฒันาไปเป็นแคลลสัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (F4, 571 = 3.25; P < 0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 3; ตารางท่ี 5) โดยรังไข่ของแตงกวาพนัธ์ุบ๊ิกซี
สามารถพฒันาไปเป็นแคลลสัไดสู้งท่ีสุด (61.56 เปอร์เซ็นต)์ และไม่แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุไฉไล 
(58.36 เปอร์เซ็นต์) ส่วนพนัธ์ุมีชยัและมินิคิงซ์จะเจริญเป็นแคลลสัไดน้้อยท่ีสุด (46.45 และ 48.02 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) และไม่แตกต่างทางสถิติกบัพนัธ์ุสายฟ้า 185 (50.94 เปอร์เซ็นต)์  

เม่ือพิจารณาลกัษณะของ ELS และแคลลสั พบว่ารังไข่ของแตงกวาพนัธ์ุไฉไลและบ๊ิกซี
สามารถพฒันาไปเป็น ELS และแคลลสัไดดี้กวา่พนัธ์ุอ่ืน ๆ โดยรังไข่ของแตงกวาทั้งสองพนัธ์ุยงัคง
มีสีเขียวอมเหลือง และมีปริมาณ ELS จ านวนมาก ลกัษณะ ELS เป็นสีขาวขุ่นอมเขียวเป็นกอ้นแข็ง
ไม่ฉ ่าน ้า ซ่ึงอาจพฒันาไปเป็นส่วนต่าง ๆ ของตน้แตงกวาได ้และมีลกัษณะแคลลสัท่ีแขง็แรง คือ มีสี
เขียวอมเหลืองพร้อมท่ีจะพฒันาหรือเพิ่มขนาดใหญ่ข้ึน ส่วนพนัธ์ุอ่ืน ๆ แคลลสัมีสีเหลืองอมน ้าตาล
อ่อน เน้ือเยือ่บางส่วนฉ ่าน ้า มีปริมาณ ELS นอ้ย โดยสังเกตวา่เม่ือเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ดงักล่าวนาน 3-4 
สัปดาห์ เน้ือเยื่อบางส่วนเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้ ไม่พฒันาและตายในท่ีสุด แสดงวา่พนัธ์ุมีอิทธิพล
ต่อการเกิดกระบวนการไจโนเจเนซีส (gynogenesis) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองเพาะเล้ียงรังไข่/
โอวุลของพืชหลายชนิด เช่น ชูการ์บีท (sugar beet; Beta vulgaris) ยาสูบเล็ก (Nicotiana rustica)
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และพืชในวงศ์แตง ได้แก่ แตงกวา (cucumber; Cucumis sativus) และ summer squash (Cucurbita 
pepo L.)  (Katoh and Iwai, 1993; Gürel et al., 2000; Shalaby, 2007; Suprunova and Shmykova, 
2008) 
 
ตารางที ่5 ผลของพนัธ์ุแตงกวาต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสั  
พนัธ์ุ ELS (%)  แคลลสั (%) 
ไฉไล    44.74 ± 3.13 a 1/   58.36 ± 3.05 ab 
บ๊ิกซี 44.60 ± 3.54 a 61.56 ± 3.39 a 
สายฟ้า 185 41.82 ± 3.30 a   50.94 ± 3.24 bc 
มีชยั              39.50 ± 3.12 ab 46.45 ± 3.06 c 
มินิคิงซ์ 32.02 ± 2.94 b 48.02 ± 3.10 c 
1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 

4.1.2  อุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการเพาะเลีย้ง 
หลงัจากเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาท่ีอุณหภูมิ 25 และ 35°ซ เพื่อกระตุน้การพฒันาในช่วงแรก 

โดยเปรียบเทียบผลของอุณหภูมิต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS พบว่า อุณหภูมิทั้งสองระดบัมีอิทธิพล
ต่อการเกิด ELS ของรังไข่แตงกวาแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P<0.01; ตารางภาคผนวก
ท่ี 4; ตารางท่ี 6) โดยการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25oซ ส่งผลให้มีปริมาณ ELS 46.27 เปอร์เซ็นต์ สูงกวา่
การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35oซ (35.22 เปอร์เซ็นต์) เม่ือพิจารณาอุณหภูมิต่อการเกิดแคลลสั พบว่า
อุณหภูมิทั้งสองระดบัมีอิทธิพลต่อการเกิดแคลลสัไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05; ตารางภาคผนวก
ท่ี 5; ตารางท่ี 6) โดยท่ีอุณหภูมิ 25 และ 35oซ มีผลท าให้เกิดแคลลัสเท่ากับ 54.00 และ 52.31 

เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั  อย่างไรก็ตามรังไข่แตงกวามีแนวโน้มเจริญไปเป็น ELS และแคลลสัได้ดีท่ี
อุณหภูมิ 25oซ ซ่ึงผลการทดลองท่ีได้ขัดแยง้กับงานทดลองของ Gémes-Juhász et al. (2002) ซ่ึง
รายงานวา่การเพาะเล้ียงแตงกวาท่ีอุณหภูมิ 35oซ นาน 2-5 วนั สามารถกระตุน้อตัราการเกิดเอ็มบริโอ
ได้สูงท่ีสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัการวางเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 24 และ 28oซ เช่นเดียวกบั Diao et al. 
(2009) ซ่ึงรายงานว่าสามารถชกัน าการเกิดเอ็มบริโอไดจ้ากการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาสายพนัธ์ุจีน
จ านวน 6 พนัธ์ุ ท่ีอุณหภูมิ 35oซ นาน 2-4 วนั และในท านองเดียวกบังานทดลองของ Moqbeli et al. 
(2013) แสดงให้เห็นวา่แตงกวาลูกผสม 6 พนัธ์ุ ท่ีเพาะเล้ียงในอุณหภูมิ 35oซ นาน 2-4 วนั สามารถ
กระตุ้นกระบวนการ  embryogenesis ได้สูงท่ีสุด นอกจากน้ีในการเพาะเล้ียงรังไข่ของ  summer 
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squash ลูกผสม ‘Queen F1’ พบว่าการใช้อุณหภูมิ  4 และ 32oซ  นาน  4 วัน  สามารถกระตุ้นให้          
เกิดเอม็บริโอไดสู้งท่ีสุด (Shalaby, 2007) 

อยา่งไรก็ตาม การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่มีแนวโนม้ข้ึนอยู่
กบัจีโนไทป์ของแตงกวาท่ีน ามาเพาะเล้ียง ซ่ึงการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิสูง (35oซ) ไม่ส่งผลต่อการ
กระตุ้นให้เกิด ELS ในแตงกวาพนัธ์ุไทยทั้ ง 5 พนัธ์ุท่ีใช้ศึกษาในการทดลองน้ี โดยพบว่ามีพืช
จ านวนไม่น้อยท่ีไม่ตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิสูงหรือต ่าเช่นกนั (Metwally et al., 1998; 
Gugsa et al., 2006) โดยมีรายงานในพืชหลายชนิด เช่น รังไข่ของหอมหัวใหญ่ (Allium porrum L.) 
ท่ีไม่ได้รับการผสม  (Muren, 1989; Schum et al., 1993) รังไข่ของข้าว (Zhou and Yang, 1980) และ
การเพาะเล้ียงรังไข่ของ squash ท่ีไม่ผ่านการบ่มไวใ้นสภาพอุณหภูมิต ่า (4oซ) ก่อนน ามาเพาะเล้ียง 
พบวา่มีอตัราการเกิดเอ็มบริโอสูงกวา่การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 4oซ นาน 2  4 และ 8 วนั (Metwally et 
al., 1998) ในท านองเดียวกัน การบ่มรังไข่ ท่ียงัไม่ได้รับการผสมของข้าวฟ่างสายพันธ์ุหน่ึง 
(Eragrostis tef (Zuccagni) Trotter) ไวใ้นสภาพอุณหภูมิต ่า (4oซ) นาน 9 วนั หรือสภาพอุณหภูมิสูง 
(32 oซ) นาน 1 วนั ไม่พบอตัราการพฒันาท่ีเพิ่มข้ึนของเน้ือเยือ่แต่อยา่งใด (Gugsa et al., 2006) 

 
ตารางที ่6 การทดสอบ T-test แสดงผลของอุณหภูมิ ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในการ

ทดลองศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาทั้ง 5 พนัธ์ุ 
อุณหภูมิ ELS (%)  แคลลสั (%) 

25oซ 46.27 ± 2.08 a 1/ 54.00 ± 2.06 
35oซ 35.22 ± 1.96 b 52.31 ± 1.98  

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ T-test 
 

4.1.3  อาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโต 
 4.1.3.1  อาหารระยะที ่1 

เม่ือพิจารณาผลของอาหารระยะท่ี 1 ต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS ของรังไข่แตงกวา  
ทั้ ง 5 พันธ์ุ พบว่าอาหารระยะท่ี 1 แต่ละสูตรสามารถชักน าให้เกิด ELS ได้แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัยิ่งทางสถิติ (F4, 571 = 30.44; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 2; ตารางท่ี 7) ซ่ึงพบวา่อาหารสูตร 
I2 และ I4 สามารถชกัน าการเกิด ELS ไดสู้งท่ีสุด (60.40 เปอร์เซ็นต)์ และต ่าท่ีสุด (19.27 เปอร์เซ็นต)์ 
ตามล าดบั ส่วนการเกิดแคลลสัให้ผลเช่นเดียวกบัการเกิด ELS กล่าวคืออาหารระยะท่ี 1 แต่ละสูตร
สามารถชักน าให้เกิดแคลลสัได้แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (F4, 571 = 11.03; P < 0.01; 
ตารางภาคผนวกท่ี 3; ตารางท่ี 7) โดยอาหารสูตร I5 สามารถชกัน าการเกิดแคลลสัไดสู้งท่ีสุด (70.76 
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เปอร์เซ็นต)์ ส่วนอาหารสูตร I1 ชกัน าการเกิดแคลลสัไดต้  ่าท่ีสุด (43.10 เปอร์เซ็นต)์ และไม่แตกต่าง
ทางสถิติกบัอาหารสูตร I3 (46.90 เปอร์เซ็นต)์  

แม้ว่าพืชแฮพลอยด์หรือดับเบิลแฮพลอยด์ท่ีได้จากการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ใน
หลายรายงานเกิดจากการชักน าแคลลัสแล้วพฒันาไปเป็นต้น (Wei et al., 2006; Pathirana et al., 
2011) ส าหรับงานทดลองของเราให้ผลในทางตรงขา้ม โดยสังเกตว่ารังไข่ท่ีพฒันาเป็นแคลลสัจาก
อาหารสูตรต่างๆ มีลักษณะเป็นสีเขียวอมเหลืองและฟ่าม (friable callus) หรือบางช้ินเม่ืออยู่ใน
อาหารระยะหน่ึงจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลเขม้และหยุดการพฒันาไม่เกิดส่วนของตน้ ส่วนรังไข่ท่ี
พฒันาเป็น ELS ในระยะแรกของการเพาะเล้ียงรังไข่จะแบ่งเซลลแ์ละพฒันาเป็นเอม็บริโอ มีลกัษณะ
เป็นกอ้นกลมเรียกระยะน้ีว่า globular-shape stage จากนั้นกลุ่มเซลล์จะค่อย ๆ เปล่ียนเป็นรูปคลา้ย
หัวใจ (heart shape) จนกระทัง่พฒันาเต็มท่ีและมีรูปร่างคล้ายตอปิโด (torpedo shape) ซ่ึงสามารถ
งอกเป็นตน้ได ้สอดคลอ้งกบังานทดลองของ  Diao et al. (2009) โดยพบวา่หลงัจากวางเพาะเล้ียงรัง
ไข่ในอาหารชกัน าเอม็บริโอ และยา้ยลงในอาหารชกัน าตน้ ในระยะแรกพบการพฒันาเป็นเอม็บริโอ
ท่ีระยะ globular  จากนั้นกลุ่มเซลล์เปล่ียนรูปร่างเป็นรูปต่าง ๆ และพฒันาเป็นเอ็มบริโอหรือต้น
อ่อนในท่ีสุด ดงันั้นความส าเร็จในการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาให้พฒันาไปเป็นตน้แฮพลอยด์หรือ
ดบัเบิลแฮพลอยด์จึงข้ึนอยูก่บัเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS จากการชกัน าในอาหารระยะท่ี 1 และผลของ
การพฒันา ELS ในอาหารระยะท่ี 2 โดยพบวา่สูตรอาหารระยะท่ี 1 ท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงรัง
ไข่แตงกวา คืออาหารสูตร I2 รองลงมาคืออาหารสูตร I1 เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS จ านวน
มาก โดยอาหารสูตร I2 ประกอบดว้ยอาหารสูตร  MS ท่ีเติม thidiazuron (TDZ) ความเขม้ขน้ 1 มก./
ล. และ 6-benzylaminopurine (BAP) 1 มก./ล. ร่วมกบั glutamine (Gln) 800 มก./ล. (ตารางท่ี 1) และ
อาหารสูตร I1 ประกอบดว้ยอาหารสูตร MS ท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.02 มก./ล. ร่วมกบั Gln 800 
มก./ล. (ตารางท่ี 1) จากการพิจารณาอาหารทั้งสองสูตรพบวา่ ปัจจยัท่ีท าใหเ้กิด ELS จ านวนมากเป็น
ผลมาจากการเติม TDZ ซ่ึงไม่พบในอาหารสูตร I3  I4 และ I5 โดยผลการทดลองดงักล่าวสอดคลอ้ง
กบัผลการทดลองของ Suprunova and Shmykova (2008) ซ่ึงพบว่า TDZ ความเขม้ข้น 0.2 มก./ล. 
เหมาะสมส าหรับการกระตุน้กระบวนการไจโนเจเนซีสของแตงกวา เช่นเดียวกบั Diao et al. (2009) 
ซ่ึงรายงานวา่การเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.04 มก./ล. ลงในอาหารเพาะเล้ียงโอวุลแตงกวาท าให้เกิด
เอม็บริโอสูงถึง 72.7 เปอร์เซ็นต ์ส่วนในพืชชนิดอ่ืนมีรายงานถึงประสิทธิภาพของ TDZ เช่นเดียวกนั 
เช่น Vongxay and Chinachit (2008) รายงานการเพิ่มปริมาณหน่อแขนงของลูกผสมกลว้ยไมฟ้าแลน
นอปซิสในสภาพปลอดเช้ือวา่ อาหารสูตร Hyponex ท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.5 มก./ล. สามารถชกั
น าการสร้างหน่อแขนงไดสู้งสุด 15 หน่อต่อช้ิน  นอกจากน้ี พบวา่การเติม TDZ ในอาหารชกัน าตน้ 
(regeneration medium) ของการเพ าะ เล้ี ยงอับละอองเกสรแอป เป้ิล  (apple; Malus domestica) 
สามารถช่วยชกัน าใหเ้กิดการพฒันาตน้แฮพลอยด์เช่นกนั (Hofer, 1995) เม่ือพิจารณาการเกิดแคลลสั 
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พบว่าอาหารสูตร I5 สามารถชกัน าการเกิดแคลลสัไดสู้งท่ีสุด เม่ือเทียบกบัอาหารสูตรอ่ืน ซ่ึงสูตร
อาหารน้ีประกอบดว้ยฮอร์โมนทั้งชนิดไซโตไคนิน (BAP) ออกซิน (indoleacetic acid; IAA) และ
จิบเบอริลิน (gibberellic acid; GA3) โดยมีองคป์ระกอบคือ อาหารสูตร MS ท่ีเติม BAP ความเขม้ขน้ 
2 มก./ล. ร่วมกับ IAA 0.5 มก./ล. GA3 1 มก./ล. Gln 800 มก./ล. และ putrescine 32 มก./ล.  ใน
ท านองเดียวกนักบังานทดลองของ Song et al. (2007) ซ่ึงพบว่าอาหารท่ีดีท่ีสุดส าหรับการกระตุน้ 
embryonic callus คือ อาหาร MS ท่ีประกอบดว้ยฮอร์โมนไซโตไคนินและออกซิน คือ BAP ความ
เขม้ขน้ 0.9 มก./ล. 2, 4-dichlorophenoxyacetic acid (2, 4-D) (ออกซิน) ความเขม้ขน้ 0.5 มก./ล. และ 
kinetin (KIN) (ไซโตไคนิน) ความเขม้ขน้ 1 มก./ล. 
 
ตารางที ่7 ผลของอาหารระยะท่ี 1 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในแตงกวาทั้ง 5 พนัธ์ุ  

อาหารระยะที ่1  ELS (%)  แคลลสั (%)  
I1 51.36 ± 2.86 b 1/ 43.10 ± 3.08 c 
I2 60.40 ± 3.06 a 55.99 ± 3.43 b 
I3 37.03 ± 3.47 c 46.90 ± 3.58 bc 
I4 19.27 ± 2.53 d 52.05 ± 2.64 b 
I5 37.62 ± 3.14 c 70.76 ± 2.73 a 

1/ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 

4.1.2.2  อาหารระยะที ่2 
ผลของอาหารระยะท่ี 2 ต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลสัของรังไข่แตงกวา   

ทั้ง 5 พนัธ์ุ พบวา่อาหารระยะท่ี 2 ทุกสูตรมีอิทธิพลในการชกัน าใหเ้กิด ELS ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ 
(F2, 571= 0.16; P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 2; ตารางท่ี 8) โดยผลของอาหารสูตร D1 D2 และ D3 
สามารถชักน าให้เกิด ELS ได้เท่ากบั 41.23  40.63 และ 40.01 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เช่นเดียวกัน       
กบัการเกิดแคลลสัในอาหารระยะท่ี 2 ซ่ึงพบวา่แต่ละสูตรชกัน าใหเ้กิดแคลลสัไดไ้ม่แตกต่างกนัทาง
สถิติ (F2, 571= 0.64; P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 2; ตารางท่ี 8) โดยอาหารสูตร D1 D2 และ D3 สามารถ
ชักน าให้เกิดแคลลัสได้เท่ากับ 53.37, 55.29 และ 50.76 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ จากการทดลองน้ี 
พบว่า ELS และแคลลสัมีเปอร์เซ็นต์การเกิดแตกต่างกนัในอาหารระยะท่ี 1 แต่เม่ือยา้ยรังไข่ลงใน
อาหารระยะท่ี 2 เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลสัในอาหารทุกสูตรจะใกล้เคียงกัน และไม่มี
ความแตกต่างกนัทางสถิติ อย่างไรก็ตามอาหารระยะท่ี 2 มีส่วนช่วยเพิ่มความแข็งแรงและเตรียม
ความพร้อมให้เซลล์เจริญไปเป็นต้นได้ดีข้ึนโดยเฉพาะในอาหารสูตร  D2 ELS จะมีลักษณะ                 
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สีขาวทึบพร้อมท่ีจะเจริญไปเป็นส่วนต่าง ๆ ของตน้ต่อไป ซ่ึงแตกต่างจากรังไข่ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร
สูตร D1 ซ่ึง ELS มีลกัษณะเป็นเม็ดใสสีเขียวเกิดข้ึนรอบช้ินรังไข่จ  านวนมากแต่ไม่พฒันาไปเป็น
ส่วนอ่ืน ๆ ของตน้ (ภาพท่ี 4) 
 

ตารางที ่8 ผลของอาหารระยะท่ี 2 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในแตงกวาทั้ง 5 พนัธ์ุ  
อาหารระยะที่ 2 ELS (%) แคลลสั (%) 

D1   41.23 ± 2.52 1/ 53.37 ± 2.57 
D2 40.63 ± 2.56 55.29 ± 2.45 
D3 40.01 ± 2.41 50.76 ± 2.41 

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE 
 

 
 
ภาพที่ 4  การเกิด ELS หลงัจากวางเพาะเล้ียงในอาหารระยะท่ี 2 สูตร (ก) D1 (ข) D2 และ (ค) D3 

นาน 4 สัปดาห์ 
 

เม่ือพิจารณาอิทธิพลร่วมระหวา่ง 2 ปัจจยั คือ พนัธ์ุกบัอุณหภูมิ พนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 1 
พนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 2 อุณหภูมิกบัอาหารระยะท่ี 1 อุณหภูมิกบัอาหารระยะท่ี 2 และอาหารระยะท่ี 
1 กบั 2 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสั พบวา่ไม่มีปฏิสัมพนัธ์กนัระหวา่ง 2 ปัจจยั (P>0.05; 
ตารางภาคผนวกท่ี 2 และ 3) ยกเวน้ อุณหภูมิและอาหารระยะท่ี 1 ซ่ึงมีปฏิสัมพนัธ์ต่อการเกิด ELS 
อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (F4, 571 = 2.55; P<0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 2; ตารางท่ี 9) โดยพบว่าการ
เพาะเล้ียงรังไข่ในอาหาร I2 ท่ีอุณหภูมิ 25oซ ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS สูงสุด (64.06 เปอร์เซ็นต)์  

ส่วนอิทธิพลร่วมระหว่าง 3 ปัจจยั ได้แก่ พนัธ์ุ อุณหภูมิและอาหารระยะท่ี  1, พนัธ์ุ 
อุณหภูมิและอาหารระยะท่ี  2, พนัธ์ุ อาหารระยะท่ี 1 และอาหารระยะท่ี  2, อุณหภูมิ อาหารระยะท่ี 1 
และอาหารระยะท่ี 2 และ 4 ปัจจัย คือพันธ์ุ อุณหภูมิ อาหารระยะท่ี  1 และอาหารระยะท่ี  2 ต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสั พบวา่ไม่มีปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งทั้ง 3 และ 4 ปัจจยัต่ออตัราการ
เกิด ELS และแคลลสั (P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 2 และ 3) 
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ตารางที่ 9 ผลของอุณหภูมิ และอาหารระยะท่ี 1 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในแตงกวา
จ านวน 5 พนัธ์ุ 

อุณหภูมิ อาหารระยะที ่1 ELS (%) แคลลสั (%) 
25oซ I1 

I2 
I3 
I4 
I5 

54.83 ± 4.05 abc 1/ 
64.06 ± 4.08 a 
39.97 ± 5.08 de 
22.23 ± 3.79 fg 
52.40 ± 4.72 bcd 

43.23 ± 4.54  
55.01 ± 4.80  
47.40 ± 5.25  
53.42 ± 3.77  
73.63 ± 3.83  

35oซ I1 
I2 
I3 
I4 
I5 

47.98 ± 4.01 cde 
56.50 ± 4.58 ab 
34.54 ± 4.74 efg 
16.50 ± 3.35 g 
23.29 ± 3.37 fg 

42.97 ± 4.19  
57.03 ± 4.93  
46.48 ± 4.91  
50.77 ± 3.68  
67.97 ± 3.90  

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 

4.2  การทดลองที ่2: การพฒันาสูตรอาหารเพาะเลีย้งรังไข่แตงกวา 
จากการทดลองท่ี 1 พบวา่ อาหารระยะท่ี 1 สูตร I2 มีศกัยภาพในการชกัน าให้รังไข่แตงกวา

พฒันาไปเป็น  ELS ไดจ้  านวนมาก ดงันั้นจึงน าสูตรอาหาร I2 มาพฒันาเพิ่มเป็นสูตรใหม่จ  านวน 4 
สูตร ไดแ้ก่ I2A  I2B  I2C และ I2E และใชสู้ตรเดิมเป็นกรรมวธีิควบคุม (I2) ในท านองเดียวกนั จาก
การทดลองท่ี 1 พบว่า ELS ท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงในอาหาร D2 มีลกัษณะพร้อมท่ีจะเจริญไปเป็น
ส่วนต่าง ๆ ของตน้มากท่ีสุด จึงไดพ้ฒันาเป็นสูตรใหม่จ  านวน 2 สูตร ไดแ้ก่ D2+ และ D2++ โดยใช้
พนัธ์ุแตงกวาจ านวน 4 พนัธ์ุ ประกอบดว้ยพนัธ์ุการคา้ไฉไลและบ๊ิกซี และพนัธ์ุลูกผสมจีน CN-3 
และ CN-4 โดยท าการศึกษาอิทธิพลของ 3 ปัจจยั คือ พนัธ์ุ อาหารระยะท่ี 1 และอาหารระยะท่ี 2 ต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัไดผ้ลดงัน้ี 
 

4.2.1  จีโนไทป์ของแตงกวาทีน่ ามาเพาะเลีย้ง 
รังไข่ของแตงกวาแต่ละพนัธ์ุมีความสามารถในการพฒันาไปเป็น ELS ไดแ้ตกต่างกนัอยา่ง

มีนยัส าคญัทางสถิติ (F3,112 = 2.94; P<0.05 ; ตารางภาคผนวกท่ี 6; ตารางท่ี 10) โดยพบวา่รังไข่ของ
แตงกวาพนัธ์ุบ๊ิกซี มีศกัยภาพในการพฒันาไปเป็น ELS ไดสู้งท่ีสุด (78.99 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนแตงกวา
พนัธ์ุไฉไล CN-3 และ CN-4 มีความสามารถพฒันาไปเป็น ELS ไม่แตกต่างกนั (46.30  45.12 และ 
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56.76 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั) อยา่งไรก็ตามพบวา่ การพฒันาของรังไข่ไปเป็นแคลลสัไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติ (F3,112 = 1.60; P>0.05 ; ตารางภาคผนวกท่ี 7; ตารางท่ี 10)  ซ่ึงรังไข่ของแตงกวาทั้ง 4 พนัธ์ุ 
(ไฉไล, CN-3, CN-4 และบ๊ิกซี) สามารถพฒันาไปเป็นแคลลสัเท่ากบั 46.30  62.20  59.46 และ 78.47 
เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั  

เม่ือพิจารณาท่ีพนัธ์ุ พบวา่พนัธ์ุบ๊ิกซีมีอตัราการเกิด ELS และแคลลสัสูงกวา่พนัธ์ุอ่ืน ๆ โดย
การพฒันาของเน้ือเยื่อทั้ง 4 พนัธ์ุมีลกัษณะแตกต่างกนั ช้ินรังไข่ของแตงกวาพนัธ์ุบ๊ิกซีมีลกัษณะ
เรียวยาว เม่ือวางเพาะเล้ียงจะพฒันาเป็น ELS จ านวนมาก มีสีขาวอมเหลืองขนาดเล็กเซลล์  ELS มี
ลกัษณะเป็น nodular shape แคลลสัมีสีเหลือง และเพิ่มขนาดใหญ่ข้ึน เม่ือวางครบก าหนดระยะเวลา
ในอาหารระยะท่ี 2 (ในท่ีสว่างอุณหภูมิ  25oซ เป็นเวลา  4 สัปดาห์) แม้ว่าลักษณะของ  ELS และ
แคลลสัดงักล่าว จะคลา้ยกบัพนัธ์ุ CN-3   CN-4 และไฉไล แต่ต่างกนัท่ีลกัษณะช้ินรังไข่ของทั้งสาม
พนัธ์ุ มีขนาดใหญ่และอว้นกว่า มีอตัราการเกิด ELS และแคลลสัต ่ากว่า โดยจะเกิด ELS เกาะกนั
แบบหลวม ๆ กระจายอยูเ่ต็มช้ินรังไข่ ส่วนแคลลสัมีลกัษณะเป็นสีเขียวอมเหลืองขยายขนาดใหญ่
ข้ึน แต่ไม่มีการพฒันาเปล่ียนแปลงเป็นอวยัวะต่าง ๆ เม่ือวางเพาะเล้ียงในอาหารระยะท่ี  2  ผลการ
ทดลองน้ีสอดคล้องกบัการศึกษาของ Ślusarkiewicz-Jarzina and Ponitka (2007) ซ่ึงพบว่าความถ่ี
ของจ านวน ELS และความเขียวของตน้ขา้วโอต๊ในอาหารกระตุน้การเจริญเติบโตข้ึนอยูก่บัจีโนไทป์ 
 
ตารางที ่10 ผลของพนัธ์ุแตงกวาต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสั 

พนัธ์ุ ELS (%) แคลลสั (%) 
ไฉไล 
CN-3 
CN-4 
บ๊ิกซี 

46.30 ± 6.20 b 1/ 
45.12 ± 6.26 b 
56.76 ± 6.30 b 
78.99 ± 4.73 a 

46.30 ± 6.20 
62.20 ± 6.26 
59.46 ± 6.24 
78.47 ± 4.71 

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 

4.2.2  อาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโต 
4.2.2.1  อาหารระยะที ่1 
เม่ือพิจารณาผลของอาหารระยะท่ี 1 พบวา่อาหารสูตร I2 และ I2 ดดัแปลงแต่ละสูตร

สามารถชกัน าให้เกิด ELS ไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ (F4,112 = 6.09; P<0.01; ตาราง
ภาคผนวกท่ี  6; ตารางท่ี  11)  ซ่ึ งอาหารสูตร  I2A สามารถชักน าให้ เกิด  ELS ได้สูงท่ี สุด  (83.06 
เปอร์เซ็นต)์ แตกต่างจากอาหารสูตรอ่ืนอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งทางสถิติ ยกเวน้สูตร I2 ส่วนอาหารสูตร 
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I2B และ I2E มีศกัยภาพในการชกัน าให้เกิด ELS ต ่าท่ีสุด (43.16 และ 37.27 เปอร์เซ็นต์ตามล าดบั) 
และในการเกิดแคลลสั พบวา่อาหารสูตร I2 และ I2 ดดัแปลงแต่ละสูตรสามารถชกัน าใหเ้กิดแคลลสั
ไดแ้ตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (F4,112 = 5.45; P<0.01 ; ตารางภาคผนวกท่ี 7; ตารางท่ี 11) 
เช่นเดียวกนั โดยอาหารสูตร I2 และ I2A มีศกัยภาพในการชกัน าให้เกิดแคลลสัไดสู้งท่ีสุด (80.21 
และ 83.06 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) ส่วนอาหารสูตร I2E สามารถชักน าให้เกิดแคลลัสได้ต ่าท่ีสุด 
(42.82 เปอร์เซ็นต์) จากการพิจารณาลักษณะการเจริญของเน้ือเยื่อในอาหารระยะน้ี พบว่าใน
ช่วงแรก อาหารสูตร I2A และ I2B มีอตัราการเกิด ELS และแคลลสัต ่ากวา่อาหารสูตร I2E ช้ินรังไข่
มีลกัษณะขาวซีด เจริญชา้ พบ ELS กระจายตวัอยูบ่นช้ินรังไข่ การเปล่ียนแปลงเป็นแคลลสัค่อนขา้ง
สังเกตยาก เม่ือยา้ยลงในอาหารระยะท่ี 2 พบวา่ เน้ือเยื่อรังไข่จากอาหารทั้ง 2 สูตร มีการพฒันาเป็น 
ELS ท่ีดีข้ึน ELS มีลกัษณะเป็นเม็ดกลมสีเขียวอ่อน และสีขาวเกาะกนัอยา่งหลวม ๆ กระจายบนช้ิน
รังไข่ ซ่ึง ELS ดงักล่าวมีลกัษณะเดียวกบั ELS ท่ีพบในอาหารสูตร I2 และ I2C ส่วนรังไข่ท่ีพฒันา
เป็น ELS ในอาหารสูตร I2E นั้น มี 2 ลกัษณะ คือ (1) เป็นกอ้นสีขาวขุ่นอมเขียวซ่ึงอาจมีศกัยภาพท่ี
จะพฒันาไปเป็นตน้ต่อไป (2) เป็นเมด็ใสสีเขียวภายในประกอบดว้ยน ้ าเป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงไม่สามารถ
พฒันาไปเป็นตน้ โดยพบ ELS ทั้งสองลกัษณะเกิดข้ึนในปริมาณมากเบียดกนัเต็มช้ินรังไข่แตงกวาท่ี
วางเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร I2E ซ่ึงอาจท าให้ ELS ไม่สามารถพฒันาต่อไดแ้ละตายในระยะเวลา
ต่อมา 

จากผลการทดลองสูตรอาหารระยะท่ี 1 ทั้ง 5 สูตร ต่อการกระตุน้ให้เซลลพ์ร้อมท่ีจะ
พฒันาและเปล่ียนแปลงเป็นอวยัวะต่าง ๆ เม่ือยา้ยลงอาหารระยะท่ี 2 พบวา่ อาหารระยะท่ี 1 สูตร I2A 
ซ่ึงประกอบดว้ยอาหารสูตร MS ท่ีเติม BAP ความเขม้ขน้ 1 มก./ล. ร่วมกบั TDZ 1 มก./ล. Gln 800 
มก./ล. และ triacontanol (TRIA) 2 มก./ล. (ตารางท่ี 3) สามารถชักน าให้เกิด ELS สูงท่ีสุด (83.06 
เปอร์เซ็นต์) เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารสูตรอ่ืน ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากการเติม TRIA ซ่ึงมีผลในการ
เพิ่มการแบ่งเซลลแ์ละเร่งการเจริญเติบโตของพืชหลายชนิด โดยมีรายงานในพืชท่ีตอบสนองต่อการ
ใช ้TRIA ไดดี้คือ ขา้ว ขา้วโพด มะเขือเทศ ยาสูบ ส้ม และพืชอ่ืน ๆ รวมทั้งไมป้ระดบั (พีรเดช ทอง
อ าไพ , 2537)  และมีการใช้  TRIA เพื่ อเพิ่มการพัฒนาในแคลลัสยาสูบ (Hangarter et al., 1978) 
นอกจากน้ี TRIA ยงัมีคุณสมบติัในการกระตุน้การดูดซึมน ้ าและสารอาหารช่วยในการสังเคราะห์
แสง ช่วยเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ และมีหน้าท่ีในการรักษาสภาพของเซลล์เมมเบรน (membrane 
stability) ตลอดจนการควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulation) (Muthuchelian et al., 1996; 
Chen et al., 2002; Perveen et al., 2010, 2011) กลไกของ TRIA อาจเก่ียวขอ้งกบัการเพิ่มอตัราส่วน
ของ L(+)- ไปเป็น D(-)- adenosine ในโทโนพลาสต์ (tonoplast) (Ries, 1991) ส่งผลให้มีอตัราการ
สังเคราะห์ไซโตไคนินสูงข้ึนโดยผนัแปรกบัปริมาณของออกซินซ่ึงมีอิทธิพลต่อพฒันาการของ
เน้ือเยือ่ท่ีเพาะเล้ียง (Andrés et al., 2008) การใช ้TRIA ในความเขม้ขน้ต ่ามาก ๆ (ประมาณ 1 มก./ล.) 
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สามารถชกัน าโซมาติกเอม็บริโอ (somatic embryo) ได ้อยา่งไรก็ตามการใช ้TRIA กบัพืชต่าง ๆ มกั
พบว่าไดผ้ลไม่คงท่ี เน่ืองจากพืชสามารถตอบสนองและแสดงผลออกมาอย่างรวดเร็วภายในเวลา
ระดบันาทีหรือชั่วโมงจากการใช้ TRIA ท่ีความเขม้ขน้ต ่ามาก ๆ พืชตอ้งมีความสมบูรณ์สูงจึงจะ
ตอบสนองต่อสารได้ดี หากเน้ือเยื่อท่ีเพาะเล้ียงมีความสมบูรณ์ต ่าและเพาะเล้ียงในอาหารท่ีเติม 
TRIA เป็นเวลานานเน้ือเยื่ออาจตายได้ ดังนั้ นควรใช้ในระยะเวลาและความเข้มข้นท่ีเหมาะสม 
(Malabadi et al., 2011) ส าหรับการน า TRIA มาใช้ในการเพาะเล้ียงรังไข่ของพืชนั้ น ยงัไม่เคยมี
รายงานถึงประสิทธิภาพและผลของการใช้ต่อพืชชนิดใด รายงานน้ีจึงเป็นรายงานแรกท่ีมีการใช ้
TRIA ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่เพื่อชกัน า ELS และ/หรือแคลลสัในพืช 

เม่ือพิจารณาสูตรอาหารท่ีเติม 2 3 5 triiodobenzoic acid (TIBA) ไคโตซาน (chitosan) 
และน ้ ามะพร้าว (I2B  I2C และ I2E ตามล าดบั) นั้น สามารถชกัน าให้เกิด ELS และ/หรือแคลลสัได้
ต ่ากวา่การเพาะเล้ียงรังไข่บนอาหารสูตร I2A โดยพบขอ้สังเกตวา่การเติม TIBA และไคโตซานลง
ในอาหารสูตร I2B และ I2E ตามล าดับ ส่งผลให้อัตราการเกิด ELS และแคลลัสลดลงอย่างมี
นยัส าคญั TIBA ซ่ึงจดัเป็นสารในกลุ่มยบัย ั้งการเจริญเติบโตมีคุณสมบติัในการยบัย ั้งการเคล่ือนท่ี
ของออกซินในพืช (Morris et al., 1973) การใช้ TIBA ในอัตราท่ีเหมาะสมกับอาหารเพาะเล้ียง
เน้ือเยื่อรังไข่อาจมีผลในการยบัย ั้งออกซินท่ีดอกสร้างข้ึนไม่ให้เคล่ือนท่ีไปยงัจุดอ่ืน เม่ือยา้ยเน้ือเยื่อ
ลงในอาหารท่ีปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโตอาจช่วยเร่งอตัราการเกิด ELS ไดดี้ เป็นไปไดว้า่
การใชส้ารชะลอการเจริญเติบโตกบัพืชมีผลให้สมดุลของฮอร์โมนพืชตามธรรมชาติเปล่ียนแปลงไป 
และอาจมีผลท าให้การเคล่ือนยา้ยและการสะสมอาหารภายในรังไข่เปล่ียนแปลงไปในทางท่ีดีข้ึน 
อยา่งไรก็ตามการเติม TIBA ในปริมาณท่ีไม่เหมาะสมลงในอาหารเพาะเล้ียงอาจมีผลในการขดัขวาง
การขนส่งออกซิน (Cooke et al., 1993) และอาจส่งผลให้เอม็บริโอมีการพฒันารูปร่างท่ีผิดปกติ เช่น 
การเติม TIBA ลงในอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อโสมไซบีเรีย (Siberian ginseng : Eleutherococcus 
senticosus) (Choi et al., 2001) ท านองเดียวกับ Venkatesh et al., (2009) ท่ีทดลองเติม TIBA ลงใน
อาหารชักน า somatic embryogenesis ในถั่วลิสง ส่งผลให้อัตราการเกิด   somatic embryo ลดลง
เปรียบเทียบกบัการไม่เติม ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองเติม TIBA ลงในอาหารระยะท่ี  1 สูตร I2B 
ดงันั้น จึงควรทดลองปรับระดบัความเขม้ขน้ของ  TIBA เพื่อหาระดบัความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมใน
อนาคต 
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ตารางที ่11  ผลของอาหารระยะท่ี 1 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในแตงกวาทั้ง 4 พนัธ์ุ 
อาหารระยะที ่1 ELS (%) แคลลสั (%) 

I2 
I2A 
I2B 
I2C 
I2E 

76.04 ± 5.58 ab 1/ 
83.06 ± 5.05 a 
43.16 ± 6.78 cd 
58.54 ± 7.20 bc 
37.27 ± 6.58 d 

80.21 ± 5.53 a 
83.06 ± 5.05 a 
48.29 ± 6.84 bc 
65.24 ± 6.88 ab 
42.82 ± 6.76 c 

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
 

4.2.2.2  อาหารระยะที ่2  
เม่ือพิจารณาอาหารระยะท่ี 2 ทั้ง 3 สูตร ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS พบวา่อาหารทั้ง 3 

สูตรมีความสามารถชักน าให้เกิด ELS ได้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (F2,112 = 0.02; P>0.05; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 6; ตารางท่ี 12) โดยพบวา่อาหารระยะท่ี 2 ทั้ง 3 สูตร (D2  D2+ และ D2++) สามารถชกั
น าให้เกิด ELS ไดเ้ท่ากบั 59.65  53.51 และ 59.21 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ในท านองเดียวกนั การเกิด
แคลลัสในอาหารทั้ง 3 สูตรไม่แตกต่างกันทางสถิติ (F2,112 = 0.04; P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 7; 
ตารางท่ี 12) ซ่ึงอาหารแต่ละสูตร คือ D2, D2+ และ D2++ มีศกัยภาพในการชกัน าให้เกิดแคลลสัได้
เท่ากบั 63.16  60.96 และ 61.84 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั  

แมว้า่อาหารทั้ง 3 สูตรมีความสามารถชกัน าให้เกิด ELS และแคลลสั ไดไ้ม่แตกต่าง
กนัทางสถิติ แต่พบขอ้สังเกตวา่การเติม silver nitrate (AgNO3) ลงในอาหารระยะท่ี 2 สามารถพฒันา 
ELS ให้อยู่ในระยะ globular stage ไดเ้ร็วกว่าสูตรอาหารท่ีไม่เติม AgNO3 โดยพบ ELS มีสีเขียวไม่
ฉ ่าน ้ า มีลกัษณะพร้อมท่ีจะพฒันาไปเป็นตน้ ซ่ึง AgNO3 มีส่วนช่วยในกระบวนการเกิดเอ็มบริโอ 
โดย Ag+ จะเขา้ไปยบัย ั้งหรือชะลอการปล่อยสารเอทิลีน (ethylene) ท่ีพืชสร้างข้ึนและปล่อยออกมา 
ซ่ึงเป็นพิษต่อช้ินเน้ือเยื่อเอง ท าให้ ELS และ/หรือแคลลัสหยุดการเจริญเติบโต (Beyer,1976) 
สอดคลอ้งกบังานทดลองของ Diao et al. (2009) ท่ีเติม AgNO3 ลงในอาหารชกัน าเอ็มบริโอของรัง
ไข่ท่ียงัไม่ไดรั้บการผสมของแตงกวา พบวา่ รังไข่ท่ีวางเพาะเล้ียงดว้ยอาหารท่ีเติม AgNO3 มีสีเขียว
และแข็งแรง และพบว่ารังไข่ท่ีวางเพาะเล้ียงบนอาหารท่ีเติม AgNO3 เขา้สู่ระยะ globular stage ใน
ระยะเวลาสั้น ๆ (4-5 วนั) เทียบกบัอาหารท่ีไม่เติม AgNO3 ท  านองเดียวกบั Dias and Martins (1999) 
ซ่ึงพบวา่อาหารเพาะเล้ียงท่ีเติม AgNO3 มีอตัราการเกิดเอม็บริโอสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั 
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ตารางที ่12 ผลของอาหารระยะท่ี 2 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัในแตงกวาทั้ง 4 พนัธ์ุ 
อาหารระยะที ่2 ELS (%)  แคลลสั (%) 

D2 
D2+ 
D2++ 

59.65 ± 5.20 1/ 
53.51 ± 5.38 
59.21 ± 5.31 

63.16 ± 5.10 
60.96 ± 5.27 
61.84 ± 5.30 

1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE 
 

จากการพิจารณาอิทธิพลร่วมระหวา่ง 2 ปัจจยั คือ พนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 1 พนัธ์ุกบั
อาหารระยะท่ี 2 และอาหารระยะท่ี 1 กบัอาหารระยะท่ี 2 ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS พบวา่พนัธ์ุกบั
อาหารระยะท่ี 1 มีปฏิสัมพนัธ์ต่อการเกิด ELS อย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (F12,112 = 3.92; P<0.01; 
ตารางภาคผนวกท่ี 6; ตารางท่ี 13) ส่วนพนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 2 และอาหารระยะท่ี 1 กับ 2 ไม่มี
ปฏิสัมพนัธ์ต่อการเกิด ELS (P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 6) ซ่ึงการเกิดแคลลสัใหผ้ลเช่นเดียวกบัการ
เกิด ELS โดยอิทธิพลร่วมระหวา่งพนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 2  และอาหารระยะท่ี 1 กบั 2 ไม่มีอิทธิพล
ต่อการเกิดแคลลสั (P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 7) ส่วนพนัธ์ุกบัอาหารระยะท่ี 1 มีปฏิสัมพนัธ์ต่อ
การเกิดแคลลสัอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (F12,112 = 3.54; P<0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 7; ตารางท่ี 
13) โดยพบวา่รังไข่จากแตงกวาแต่ละพนัธ์ุตอบสนองต่อสูตรอาหารแต่ละสูตรต่างกนั สูตรอาหารท่ี
ชกัน าใหเ้กิด ELS และแคลลสัสูงท่ีสุดส าหรับพนัธ์ุไฉไล คือ อาหารสูตร I2 (95 เปอร์เซ็นต)์ ส าหรับ
พนัธ์ุ CN-3 และ CN-4 คือ อาหารสูตร I2A (75 และ 100 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) และส าหรับพนัธ์ุ
บ๊ิกซีคือ อาหารสูตร I2C (100 เปอร์เซ็นต์) สอดคล้องกับงานทดลองของ Li et al., (2013) ซ่ึง
เพาะเล้ียงรังไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมของแตงกวาจ านวน 2 สายพนัธ์ุ คือพนัธ์ุ IL69 และ IL57 บน
อาหาร CBM ดดัแปลงจ านวน 5 สูตร แต่ละสูตรเติม TDZ ท่ีความเขม้ขน้ 0  0.03  0.05  0.07 และ 
0.09 มก./ล. ตามล าดบั พบวา่สูตรอาหารท่ีชกัน าให้เกิดเอ็มบริโอสูงท่ีสุดส าหรับพนัธ์ุ IL69 (12.14 
เปอร์เซ็นต์) คือ อาหารสูตร CBM ดดัแปลงท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.03 มก./ล. ส่วนพนัธ์ุ IL57 
(11.11 เปอร์เซ็นต)์ คือ อาหารสูตร CBM ดดัแปลงท่ีเติม TDZ ความเขม้ขน้ 0.07 มก./ล.  

ส าหรับอิทธิพลร่วมระหวา่ง 3 ปัจจยั คือ พนัธ์ุ อาหารระยะท่ี 1 และ 2 ต่อเปอร์เซ็นต์
การเกิด ELS และแคลลสั พบว่าไม่มีปฏิสัมพนัธ์ระหว่างทั้ง 3 ปัจจยัต่อการเกิด ELS และแคลลสั    
(P>0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 6  7) 
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ตารางที่ 13 อิทธิพลของพนัธ์ุ และอาหารระยะท่ี 1 ต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลัสใน
แตงกวาจ านวน 4 พนัธ์ุ 

พนัธ์ุ อาหารระยะที ่1 ELS (%) แคลลสั (%) 
ไฉไล I2 

I2A 
I2B 
I2C 
I2E 

95.00  ±   3.23 ab 1/ 
71.43  ± 14.09 abc 
46.67  ± 14.49 bcd 
45.45  ± 15.08 bcd 
11.81  ±   6.84 d 

95.00  ±   3.23 abc  
71.43  ± 14.09 abc 
46.67  ± 14.49 cde 
45.45  ± 15.08 cde 
11.81  ±   6.84 de 

CN-3 I2 
I2A 
I2B 
I2C 
I2E 

50.00  ±   0.00 bcd 
75.00  ± 13.36 abc 
27.78  ± 12.73 cd 
36.36  ± 14.56 cd 
45.45  ± 15.08 bcd 

100.0  ±   0.00 a 
76.00  ± 13.36 abc 
50.00  ± 14.43 b-e 
54.55  ± 15.08 a-d 
63.64  ± 14.56 abc 

CN-4 
 

I2 
I2A 
I2B 
I2C 
I2E 

71.43  ± 14.09 abc 
100.0  ±   0.00 a 
  5.00  ±   4.56 d 
50.00  ± 15.43 bcd 
92.86  ±   5.46  ab 

71.43  ± 14.09 abc 
100.0  ±   0.00 a 
  5.00  ±   4.56 e 
62.50  ± 14.94 abc 
92.86  ± 5.46 abc 

บ๊ิกซี I2 
I2A 
I2B 
I2C 
I2E 

75.00  ± 12.27 abc 
88.64  ±   5.92 ab 
91.67  ±   5.20 ab 
100.0  ±   0.00 a 
  8.33  ±   5.89 d 

75.00  ± 12.27 abc 
88.64  ±  5.92 abc 
91.67  ±   5.20 abc 
97.73  ±   2.18 ab 
  8.33  ±   5.89 e 

1/ ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแถวแนวตั้งหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 จาก
การเปรียบเทียบโดยวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
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บทที ่5 
สรุปผลการทดลอง 

 
การทดลองที ่1 : การศึกษาปัจจัยทีม่ผีลต่อการเพาะเลีย้งรังไข่แตงกวา 

การศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะเล้ียงรัง
ไข่ท่ีไม่ได้รับการผสมโดยการชักน าให้เกิดเน้ือเยื่อท่ีมีลักษณะคล้ายเอ็มบริโอ (embryo-like 
structure; ELS) หรือแคลลสัและกระตุน้ให้มีการพฒันาต่อเน่ืองไปมีลกัษณะจ าเพาะในรูปร่างหรือ
หนา้ท่ีเป็นอวยัวะหรือตน้ โดยท าการเปรียบเทียบอิทธิพลของพนัธ์ุ อุณหภูมิ และอาหารท่ีเหมาะสม
ต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา ไดผ้ลดงัน้ี 

พนัธ์ุแตงกวาท่ีตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงรังไข่ คือแตงกวาพนัธ์ุไฉไล บ๊ิกซี สายฟ้า-185 
และมีชัย โดยสามารถเจริญและพัฒนาไปเป็น ELS ได้สูงท่ี สุด  44.74  44.60  41.82 และ  39.50 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั และเอ็มบริโอของแตงกวาท่ีเกิดจากการเพาะเล้ียงรังไข่ในการทดลองน้ีเจริญ
มาจาก ELS ส่วนแคลลสัไม่สามารถพฒันาเป็นเอม็บริโอได ้ 

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่รังไข่มีแนวโนม้ข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุของแตงกวาท่ี
น ามาเพาะเล้ียง ซ่ึงการเพาะเล้ียงรังไข่ท่ีอุณหภูมิ 25oซ ส่งผลให้เกิด ELS ในแตงกวาพนัธ์ุไทยทั้ง 5 
พนัธ์ุ (พนัธ์ุไฉไล บ๊ิกซี สายฟ้า-185 มีชยั และมินิคิงซ์) ในปริมาณสูงกวา่การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 35oซ  

สูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมต่อการชักน าให้เกิด ELS (อาหาร
ระยะท่ี 1; induction medium) ท่ีมีประสิทธิภาพควรให้ผลผลิต ELS ในระดบัสูง เพื่อให้ได ้ELS ท่ี
เพียงพอและมีคุณภาพเหมาะสม โดยพบว่าการเพาะเล้ียงรังไข่ในอาหารสูตร I2 ซ่ึงประกอบดว้ย
อาหารสูตร MS ท่ีเติม 6-benzylaminopurine (BAP) 1 มก./ล. ร่วมกับ  thidiazuron (TDZ) 1 มก./ล. 
glutamine (Gln) 800 มก./ล.  มีศักยภาพในการเจริญและพัฒนาไปเป็น ELS ได้สูงท่ีสุด  (60.40 
เปอร์เซ็นต)์  

การยา้ยเน้ือเยื่อรังไข่ลงในสูตรอาหารและสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ีมีผลต่อการพฒันา 
ELS และแคลลสั (อาหารระยะท่ี 2; differentiation medium) มีส่วนช่วยเพิ่มความแขง็แรงและเตรียม
ความพร้อมให้เน้ือเยื่อรังไข่เจริญไปเป็นตน้ได้ดีข้ึน แต่ยงัไม่สามารถสรุปผลได้แน่ชัด เน่ืองจาก
เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS และแคลลสัในอาหารทุกสูตรใกลเ้คียงกนัและไม่มีความแตกต่างกนัทาง
สถิติ  
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การทดลองที ่2 : การพฒันาสูตรอาหารเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 
ปัจจยัต่าง ๆ ล้วนมีอิทธิพลต่อการพฒันาของเน้ือเยื่อรังไข่แตกต่างกนั โดยเฉพาะพนัธ์ุท่ี

น ามาทดลอง และอาหารเพาะเล้ียง ซ่ึงนอกจากต้องมีการปรับเปล่ียนให้เหมาะสมกับการ
เจริญเติบโตของรังไข่แต่ละระยะแล้ว ยงัตอ้งมีความเหมาะสมกบัชนิดของรังไข่ (แหล่งเน้ือเยื่อ) 
และสายพนัธ์ุท่ีท าการเพาะเล้ียงดว้ย จึงจะประสบความส าเร็จโดยพบวา่ พนัธ์ุแตงกวาท่ีเหมาะสมต่อ
การเพาะเล้ียงรังไข่ คือแตงกวาพนัธ์ุบ๊ิกซี โดยมีศกัยภาพในการเจริญและพฒันาไปเป็น ELS ไดสู้ง
ท่ีสุด (78.99 เปอร์เซ็นต)์ ELS มีลกัษณะเป็น nodular shape และเพิ่มขนาดใหญ่ข้ึน  
  อาหารระยะท่ี 1 มีอิทธิพลต่อการชกัน าใหเ้กิด ELS และแคลลสั ซ่ึงพบวา่อาหารสูตร I2A ท่ี
พฒันาจากอาหารสูตร I2 (การทดลองท่ี 1) เหมาะสมส าหรับใช้ในการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อรังไข่ โดย
พบวา่สามารถชกัน าให้เกิด ELS สูงท่ีสุด (83.06 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงประกอบดว้ยอาหารสูตร MS ท่ีเติม 
BAP 1 มก./ล. ร่วมกับ TDZ 1 มก./ล. Gln 800 มก./ล. และ triacontanol (TRIA) 2 มก./ล. การเติม 
silver nitrate (AgNO3) ลงในอาหารระยะท่ี  2 สูตร D2++ สามารถพัฒนา ELS ให้อยู่ในระยะ 
globular stage ไดเ้ร็วกวา่สูตรอาหารท่ีไม่เติม AgNO3 ถึงแมว้า่อาหารระยะท่ี 2 ทั้ง 3 สูตร (D2, D2+ 
และ D2++) ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS และแคลลสัไม่แตกต่างกนั  

ความรู้ท่ีไดน้ี้จะเป็นประโยชน์ต่อการพฒันาพนัธ์ุแตงกวาโดยวิธีการเพาะเล้ียงรังไข่ ซ่ึงจะ
น าไปสู่การผลิตพ่อแม่พันธ์ุสายพันธ์ุแท้ส าหรับใช้ผลิตแตงกวาพันธ์ุลูกผสมท่ีเหมาะสมกับ
สภาพแวดล้อมการปลูกในประเทศไทย ซ่ึงนอกจากจะช่วยลดการน าเขา้ผลิตภณัฑ์แตงกวาจาก
ต่างประเทศ และลดตน้ทุนการผลิตของเกษตรกรแลว้ ความรู้ท่ีไดย้งัสามารถน าไปประยุกต์ใช้กบั
การปรับปรุงพนัธ์ุพืชชนิดอ่ืนโดยวธีิการเพาะเล้ียงรังไข่ไดเ้ช่นกนั  
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ตารางภาคผนวกที ่1  ค่าส่วนประกอบของอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962)  
องคป์ระกอบอาหาร (มก./ล.)  
MS macronutrients 
NH4NO3 1,650 
KNO3 1,900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2.2H2O 440 
MS micronutrients 
H3BO3 6.20 
MnSO4.4H2O 22.30 
ZnSO4.7H2O 8.60 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
KI 0.83 
FeNaEDTA 36.70 
MS vitamins 
Myo-inositol 100.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine-HCl 0.5 
Thiamine-HCl 0.1 
Glycine 2.0 
pH 5.7 
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ตารางภาคผนวกที ่2 การวเิคราะห์วาเรียนซ์แสดงผลของพนัธ์ุ อุณหภูมิ อาหารระยะท่ี 1 และ 2 ต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS ในการทดลองศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรัง
ไข่แตงกวา 

Source of variance    df Sum of 
squares        

Mean 
squares 

     F-value Pr > F 

Variety 4 4.394 1.098   3.712 ** 0.005 
Temp 1 4.217 4.217  14.251 ** 0.000 
Media 1 4 36.029 9.007    30.441 ** 0.000 
Media 2 2 0.094 0.047 0.160 ns 0.853 
Variety × Temp 4 0.248 0.062 0.210 ns 0.933 
Variety × Media 1 16 5.031 0.314 1.063 ns 0.388 
Variety × Media 2 8 1.091 0.136 0.461 ns 0.884 
Temp × Media 1 4 3.015 0.754     2.547 * 0.038 
Temp × Media 2 2 0.076 0.038 0.128 ns 0.880 
Media 1 × Media 2 8 0.993 0.124 0.420 ns 0.909 
Variety × Temp × Media 1 16 5.253 0.328 1.110 ns 0.342 
Variety × Temp × Media 2 8 0.363 0.045 0.153 ns 0.996 
Variety × Media 1× Media 2 32 4.330 0.135 0.457 ns 0.996 
Temp × Media 1× Media 2 8 0.576 0.072 0.243 ns 0.982 
Variety × Temp × Media 1 × 
Media 2 

32 6.015 0.188 0.635 ns 0.942 

Error 571 168.952 0.296   
Corrected  Total 720 239.045    
* = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05; ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกที ่3 การวิเคราะห์วาเรียนซ์แสดงผลของพนัธ์ุ อุณหภูมิ อาหารระยะท่ี 1 และ 2 ต่อ
เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลสั ในการทดลองศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียง
รังไข่แตงกวา 

Source of variance      df Sum of squares        Mean squares  F-value Pr > F 
Variety 4 4.326 1.081  3.249 * 0.012 
Temp 1 0.031 0.031 0.092 ns 0.761 
Media 1 4 14.683 3.671    11.028 ** 0.000 
Media 2 2 0.424 0.212 0.636 ns 0.530 
Variety × Temp 4 0.576 0.144 0.433 ns 0.785 
Variety × Media 1 16 4.711 0.294 0.885 ns 0.587 
Variety × Media 2 8 1.899 0.237 0.713 ns 0.680 
Temp × Media 1 4 0.192 0.048 0.144 ns 0.966 
Temp × Media 2 2 0.118 0.059 0.177 ns 0.838 
Media 1 × Media 2 8 0.962 0.120 0.361 ns 0.941 
Variety × Temp × Media 1 16 6.146 0.384 1.154 ns 0.301 
Variety × Temp × Media 2 8 0.947 0.118 0.356 ns 0.943 
Variety × Media 1× Media 2 32 3.317 0.104 0.311 ns 1.000 
Temp × Media 1× Media 2 8 1.783 0.223 0.669 ns 0.719 
Variety × Temp × Media 1 × 
Media 2 

32 4.588 0.143 0.431 ns 0.998 

Error 571 190.058 0.333   
Corrected Total 720 234.206    
* = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05; ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกที ่4  การวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของอุณหภูมิ 2 ระดับ ต่อเปอร์เซ็นต ์     
การเกิด ELS ในการทดลองศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 

อุณหภูมิ N Mean 
25oซ 352 46.27 
35oซ 368 37.67 

Difference 16  8.60 
95% CI for mean difference: (5.383, 16.606) 
T-Test of mean difference = 10.995 T-Value = 3.847 P-Value = 0.00 
 

ตารางภาคผนวกที ่5  การวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของอุณหภูมิ 2 ระดบั ต่อเปอร์เซ็นต์การ
เกิดแคลลสัในการทดลองศึกษาปัจจยัท่ีมีผลต่อการเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 

อุณหภูมิ N Mean 
25oซ 352 54.00 
35oซ 368 52.45 

Difference 16  2.45 
95% CI for mean difference: (-4.059, 7.162) 
T-Test of mean difference = 1.552 T-Value = 0.543 P-Value = 0.587 
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ตารางภาคผนวกที ่6  การวิเคราะห์วาเรียนซ์แสดงผลของพนัธ์ุ อาหารระยะท่ี 1 และอาหารระยะท่ี 2 
ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิด ELS ในการพฒันาสูตรอาหารเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 

Source of variance     df Sum of 
squares        

Mean 
squares 

F-value Pr > F 

Variety 3 3.700 1.233 2.940   * 0.036 
Media 1 4 10.223 2.556 6.093 ** 0.000 
Media 2 2 0.014 0.007 0.017 ns 0.983 
Variety × Media 1 12 19.705 1.642 3.915 ** 0.000 
Variety × Media 2 6 1.894 0.316 0.752 ns 0.609 
Media 1 × Media 2 8 1.716 0.215 0.511 ns 0.846 
Variety×Media 1×Media 2 23 3.304 0.144 0.342 ns 0.998 
Error 112 46.981 0.419   
Corrected  Total 170 92.955    
* = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05;  ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ        

 
ตารางภาคผนวกที ่7  การวิเคราะห์วาเรียนซ์แสดงผลของพนัธ์ุ อาหารระยะท่ี 1 และอาหารระยะท่ี 2 

ต่อเปอร์เซ็นตก์ารเกิดแคลลสั ในการพฒันาสูตรอาหารเพาะเล้ียงรังไข่แตงกวา 
Source of variance     df Sum of 

squares        
Mean 

squares 
  F-value Pr > F 

Variety 3 2.131 0.710 1.603  ns 0.193 
Media 1 4 9.661 2.415 5.451 ** 0.000 
Media 2 2 0.039 0.020 0.044 ns  0.957 
Variety × Media 1 12 18.816 1.568 3.539 ** 0.000 
Variety × Media 2 6 1.215 0.203 0.457 ns 0.838 
Media 1 × Media 2 8 1.185 0.148 0.334 ns 0.951 
Variety×Media 1×Media 2 23 3.118 0.136 0.306 ns 0.999 
Error 112 49.621 0.443   
Corrected  Total 170 90.022    
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01; ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ประวตัผู้ิเขยีน 
 

นางสาวอทิตยา ศรทิพย์ เกิดเม่ือวนัท่ี  8 กรกฎาคม พ.ศ. 2527 ท่ีอ าเภอเมือง จังหวัด
นครราชสีมา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ และระดบัมธัยมศึกษาตอนปลายท่ีโรงเรียน
บุญวฒันา 2 อ าเภอเมือง จงัหวดันครราชสีมา เม่ือปี พ.ศ. 2545 ไดเ้ขา้ศึกษาต่อในระดบัปริญญาตรี 
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี และส าเร็จการศึกษาปี พ.ศ. 2549 
และในปี พ.ศ. 2554 ไดศึ้กษาต่อในระดบัปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช มหาวทิยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี  

 

 

 

 

 

 

 

 


