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การสรางมันสําปะหลงัเตทราพลอยดโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือ 
Production of Tetraploid Cassava via Tissue Culture 
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บทคัดยอ 
 

การสรางมันสําปะหลังเตทราพลอยดโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดดําเนินการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ      
มันสําปะหลัง 3 พันธุ คือ ระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 โดยใชตาขางและตายอดอายุ 30-45 วัน 
เปน explant ผานการฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรดที่ความเขมขน 0.01% เปนเวลา 20 นาที 
แลวนํามาเพาะเลี้ยงบนอาหาร  MS medium ผสมซูโครส 20 ก ./ลิตร เปนเวลา  30-45 วัน ไดตนกลา              
มันสําปะหลังที่สมบูรณและแข็งแรง ซ่ึงถูกใชเปน explant สําหรับชักนําใหเปนมันสําปะหลังโพลิพลอยด  
โดยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับการใชสารละลายโคลชิซินที่ความเขมขน 0.002-0.003% ผสม DMSO 2% 
ในสภาพปลอดเชื้อ จะได explant ที่มีชีวิตรอด จํานวน 33-58% ซ่ึงสามารถเจริญและพัฒนาตอไปเปนตนกลา
ที่มีลักษณะโพลิพลอยดที่มีตนเตี้ย ขอถ่ี ใบหนา เขียวเขม หยักเวานอย การเจริญเติบโตชา มีรากใหญและสั้น 
รวมทั้งมีปริมาณนอยกวาตนปกติ การคัดเลือกมันสําปะหลังโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อโดยวิธีการตัด
เปนขอๆ ละ 1 ตา ปฏิบัติซํ้าทุก 4-6 ช่ัว จะไดตนกลามันสําปะหลังโพลิพลอยดที่ไมมีลักษณะ Chimera 100% 
 

คํานํา 
 

การผลิตมันสําปะหลังทริพลอยด (2n=54) เปนการผสมพันธุกันระหวางมันสําปะหลังพันธุเพาะปลกู 
(cultivated diploid, 2n=36) กับมันสําปะหลังเตทราพลอยด (2n=72) ซ่ึงจะใหลักษณะทางการเกษตรที่ดี         
คือ การเจริญเติบโตดี แข็งแรง ทรงตนตรง ใบกวาง และลําตนแข็งแรง นอกจากนี้ยังพบวา มีผลผลิตและ
เปอรเซ็นตแปงสูงกวามันสําปะหลังดิพลอยด แปงของมันสําปะหลังทริพลอยดมีคุณภาพดีเหมาะสมตอการ
แปรรูปในอุตสาหกรรมอาหารและอุตสาหกรรมอื่นๆ และมีการเติมแตงดวยสารเคมีนอย จึงปลอดภัยตอสุขภาพ 

ปจจุบัน Central Tuber Research Institute, Trivandrum ประเทศอินเดีย ไดผลิตและขยายพันธุ                 
มันสําปะหลังทริพลอยดครั้งแรกของโลกชื่อวา Sree Harsha ใหแกเกษตรกรใชเพาะปลูก (Sreekumasi, et al., 1999) 
_____________________________________________________________________________________ 
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2/ ศูนยวิจัยพืชไรระยอง สํานักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 6 จังหวัดระยอง 
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ทั่วไปการชักนําใหมันสําปะหลังดิพลอยด เปนเตทราพลอยดโดยใชสารละลายโคลชิ ซีน                     
ที่ความเขมขน 0.2% หยอดใสตาขางของทอนมันสําปะหลังดิพลอยด ซ่ึงจะมีปญหาลักษณะ Chimera มากและ
ตองใชเวลานานในการคัดเลือกใหไดมันสําปะหลังเตทราพลอยดที่สมบูรณ (Nassar, 2002) แตมีรายงาน      
จากพืชหลายชนิด กลาววา การใชวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับสารละลายโคลชิซีน จะสามารถชักนํา        
ใหพืชดิพลอยด เปนเตทราพลอยดไดงายขึ้นและมีปริมาณมากในระยะเวลาสั้น เชน  การชักนําให             
หมอนดิพลอยดดวยการใชวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขน 0.1 และ 0.2%       
จะหมอนเตทราพลอยด 4.8-39.4% (Chakraborti, et al., 1998) และการชักนํา diploid pomegranate ดวยการ    
ใชวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขน 10 ppm จะได tetraploid pomegranate 20% 
(Shao, et al., 2003) 

ดังนั้นในงานทดลองนี้ จะชักนําใหมันสําปะหลังดิพลอยด (2n=36) ดวยการใชวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
รวมกับสารละลายโคลชิซีน ใหไดมันสําปะหลังเตทราพลอยด เพื่อใชเปนพอแมพันธุสําหรับสรางลูกผสม
มันสําปะหลังทริพลอยดตอไป 
 

วิธีดําเนินการ 
 
 1. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันสําปะหลัง 
      1.1 การเตรียมตัวอยางพืช (explant) สําหรับใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ นําทอนพันธุมันสําปะหลัง        
3 พันธุ คือ ระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 มาเพาะในภาชนะในสภาพโรงเรือนปลูกตนไม                     
โดยการควบคุมการใหน้ําและแสงสวาง เปนเวลา 30-45 วัน จากนั้นนําสวนตาขางของตนกลามาฟอกฆาเชื้อ
ที่ผิว 3 วิธี คือ 1) การฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกที่ความเขมขน 20% เปนเวลา 20 นาที               
2) การฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกที่ความเขมขน 10% เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปฟอกฆาเชื้อ  
ที่ ผิวดวยสารละลายคลอรอกที่ความเขมขน  20% เปนเวลา  10 นาที  และ  3) การฟอกฆาเชื้อที่ ผิว                  
ดวยสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรดที่ความเขมขน 0.01% เปนเวลา 20 นาที แลวนําตัวอยางทั้งหมดลางน้ํา    
นึ่งฆาเชื้อ 3-4 คร้ัง จึงนําไปเพาะบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
      1.2 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารสูตรตางๆ  นําตัวอยางพืชท่ีผานการฟอกฆาเชื้อที่ ผิว            
แลวมาเพาะบนอาหารสูตรตางๆ ที่มีรายงานการชักนําใหตายอดและตาขางของมันสําปะหลังเกิดกลุมยอด 
(multiple shoot) ดังตอไปนี้ 
  - MS medium+NAA 0.2 มก./ลิตร+BAP 0.1 มก./ลิตร+GA3 0.25 มก./ลิตร (Acedo, 1984) 
  - MS medium+BAP 10 มก./ลิตร (Konan, et al., 1997) 
  - MS medium+NAA 0.1 มก./ลิตร+BAP 0.1 มก./ลิตร+GA3 0.1 มก./ลิตร (Danso, et al., 1999) 
  - MS medium+NAA 0.02 มก./ลิตร+BAP 0.05 มก./ลิตร+GA3 0.04 มก./ลิตร (Danso, et al., 1999) 
  - MS medium+Sucrose 20 ก./ลิตร 
 จากนั้นนําไปบมในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25-28oC และแสงสวางที่ความเขมขน 1,600 ลักซ        
เปนเวลา 12 ชม./วัน เปนเวลา 45 วัน แลวนํามาตรวจสอบจํานวนตัวอยางพืชท่ีสรางกลุมยอดและจํานวน
ตัวอยางพืชที่สรางตนกลา (plantlet) 
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 2.  การชักนํามันสําปะหลังใหเปนโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อโดยใชสารโคลชิซีน (Colchicines) 
      2.1 การเตรียมสารละลายโคลชิซีน ใชสารโคลชิซีนละลายใน MS medium เหลว โดยเติมตัว           
ทําละลาย DMSO 2% แลวนําไปผานเครื่องกรองแบคทีเรีย ซ่ึงทุกขั้นตอนการปฏิบัติตองทําในตูถายเชื้อ            
ที่ปลอดจากจุลินทรีย โดยใหความเขมขนของสารโคลชิซีน 0,000  0.001  0.002  0.003  0.004 และ 0.005% 
ตามลําดับ 
      2.2 การชักนําสวนตาขางและตายอดของ plantlet ดวยสารละลายโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ     
นํา plantlet มันสําปะหลังทั้ง 3 พันธุ ที่มีอายุ 60 วัน มาตัดเปนทอน ยาว 2-3 ซม. (จํานวนตาขาง 3-4 ตาตอทอน) 
ใสภาชนะบรรจุสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขนตางๆ ตามขอ 2.1 จากนั้นเพาะเลี้ยงบนเครื่อง Rotary 
shaker 1,000 รอบตอนาที ในหองควบคุมอุณหภูมิที่ 25-28oC และแสงสวางที่ความเขม 1,600 ลักซ นาน 12 
ชม./วัน เปนเวลา 48 ชม. แลวนํามาลางดวยน้ํานึ่งฆาเชื้อ 3 คร้ัง นําทอนตนกลามันสําปะหลังทั้ง 3 พันธุ       
มาตัดเปนขอๆ ละ 1 ตา เพาะเล้ียงบนอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากขอ 1.2 และและดําเนินการเชนเดียวกับวิธี
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันสําปะหลัง เปนเวลา 45-60 วัน 
      2.3 การคัดเลือกมันสําปะหลังโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อ หลังจากไดตนกลามันสําปะหลัง      
ที่ผานกระบวนการชักนําใหเปนมันสําปะหลังโพลิพลอยดดวยสารละลายโคลชิซีนแลว ใหนําตนกลา         
มันสําปะหลังอายุ 45-60 วัน ของ 3 พันธุดังกลาว มาตัดเปนขอๆ ละ 1 ตา นําไปเพาะเลี้ยงบนอาหารเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อจากขอ 1.2 ปฏิบัติอยางนอย 4-6 ชั่ว (generation) ใหคัดตนกลาที่มีลักษณะตนเตี้ย ขอถ่ี ใบหนา     
เขียวเขม และมีหยักเวานอย ซ่ึงเปนลักษณะของโพลิพลอยด 
 

ผลการทดลองและวจิารณ 
 
 1. การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันสําปะหลัง 

     1.1 การเตรียมตัวอยางพืช (explant) สําหรับใชเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การฟอกฆาเชื้อที่ผิวของตาขาง
และตายอดมันสําปะหลังพันธุระยอง 7 อายุ 30-45 วัน พบวา การฟอกดวยสารละลายคลอรอกความเขมขน 
20% เปนเวลา 20 นาที ไมสามารถกําจัดเชื้อแบคทีเรียปนเปอนได สวนของตายอดตายทั้งหมด การฟอกฆาเชื้อ
ที่ผิวดวยสารละลายคลอรอกความเขมขน 10% เปนเวลา 10 นาที แลวนําไปฆาเชื้อที่ผิวที่ความเขมขน 20% 
เปนเวลา 10 นาที มีแบคทีเรียปนเปอนที่ตาขาง 75% ตายอดและตาขางมีชีวิตรอด 15 และ 20% ตามลําดับ  
สวนการฟอกฆาเชื้อที่ผิวดวยสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรดความเขมขน 0.01% เปนเวลา 20 นาที ตาขาง         
มีแบคทีเรียและเชื้อราปนเปอน 40 และ 10% ตามลําดับ แตตายอดและตาขางมีชีวิตรอด 68 และ 57% 
ตามลําดับ (ตารางที่ 1) (รูปที่ 1, 2) 
      1.2 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อบนอาหารสูตรตางๆ การเพาะเลี้ยงตัวอยางพืช (explant) ที่ผานการฟอก    
ฆาเชื้อที่ผิวแลวของมันสําปะหลังพันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 บนอาหาร 5 สูตร พบวา      
พันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 บนอาหารสูตร MS+NAA+BAP+GA3 ทั้ง 3 สูตร สามารถเกิด
กลุมยอดได โดยอาหารที่ใหจํานวนตัวอยางพืชที่สรางกลุมยอดสูงสุด คือ สูตร MS medium+NAA 0.02 มก./
ลิตร+BAP 0.05 มก./ลิตร+GA3 0.04 มก./ลิตร กลุมยอดมีจํานวนยอด (shoot) 0-5 ยอดตอ 1 ตัวอยางพืช แตมีการเกิด
แคลลัสที่สวนฐานของกลุมยอดทําใหยอดแตละยอดเจริญไมดี ออนแอ มีสีเหลืองออน และไมสามารถ    
นําไปชักนําใหเกิดตนกลา (plantlet) บนอาหาร MS ไมมีฮอรโมนพืชผสมมนัสําปะหลังพันธุเกษตรศาสตร 50   
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มีแนวโนมจะตอบสนองในการชักนําใหจํานวนตัวอยางพืชที่สรางกลุมยอดสูง บนอาหารทั้ง 3 สูตรดังกลาว 
โดยมีจํานวน 25, 20 และ 57% ตามลําดับ 
 

ตารางที่ 1  การมีชีวิตรอดของตายอดและตาขางมันสําปะหลังพันธุระยอง 7 จากการฟอกฆาเชื้อที่ผิว 3 วิธี 
 

เปอรเซ็นตการปนเปอน
แบคทีเรีย 

เปอรเซ็นตการปนเปอน
เชื้อรา 

เปอรเซ็นตการ 
มีชีวิตรอด วิธีการฟอกฆาเชื้อที่ผิว 

ตายอด ตาขาง ตายอด ตาขาง ตายอด ตาขาง 
1.สารละลายคลอรอกความเขมขน 

20% เวลา 20 นาที 
0 100 0 20 0 0 

2.สารละลายคลอรอกความเขมขน 
10% เวลา 10 นาที ตอดวยความ
เขมขน 20% เวลา 10 นาที 

0 75 0 14 15 20 

3.สารละลายเมอรคิวลิคคลอไรด
ความเขมขน 0.01% เวลา 20 นาที 

0 40 0 10 68 57 

 

ตัวอยางพืชมันสําปะหลังพันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 สามารถเพาะเลี้ยงบนอาหาร 
MS+Sucrose 20 g./L. จะไดตนกลา 100% ในเวลา 30-45 วัน โดยสวนของตัวอยางพืชในแตละพันธุจะแตกยอด
และรากพรอมกัน และเจริญเติบโตใหตนที่แข็งแรง ใบเขียว ระบบรากแข็งแรง มีรากจํานวนมาก ไมมีกอนแคลลัส
ที่ฐานของสวนตนกลา (ตารางที่ 2) (รูปที่ 3) 
 

ตารางที่ 2  ผลของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 5 สูตร ตอการชักนําใหตัวอยางพืชของมันสําปะหลัง 3 พันธุ  
สรางกลุมยอด (multiple shoot) และตนกลา (plantlet) 

 

ระยอง 7 ระยอง 90 เกษตรศาสตร 50 

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือ 
จํานวน

ตัวอยางพชืท่ี
สรางกลุม
ยอด (%) 

จํานวน
ตัวอยางพชื
ท่ีสางตนกลา 

(%) 

จํานวน
ตัวอยางพชืท่ี
สรางกลุม
ยอด (%) 

จํานวน
ตัวอยางพชื
ท่ีสางตนกลา 

(%) 

จํานวน
ตัวอยางพชืท่ี
สรางกลุม
ยอด (%) 

จํานวน
ตัวอยางพชื
ท่ีสางตนกลา 

(%) 

MS medium+NAA 0.2 
mg./L.+BAP 0.1 mg./L.+GA3 
0.25 mg./L. 

20 0 13 0 25 0 

MS medium+BAP 10 mg./L. 0 0 0 0 0 0 
MS medium+NAA 0.1 mg./L.+BAP 

0.1 mg./L.+GA3 0.1 mg./L. 
18 0 16 0 20 0 

MS medium+NAA 0.02 
mg./L.+BAP 0.05 mg./L.+GA3 
0.04 mg./L. 

46 0 22 0 57 0 

MS+Sucrose 20 g./L. 0 100 0 100 0 100 
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 2. การชักนํามันสําปะหลังใหเปนโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อโดยใชสารโคลชิซีน (Colchicines) 
     2.1 การเตรียมสารละลายโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ สารโคลชิซีน 0.05 ก. ละลายในอาหารเหลว 

MS 100 มล. แลวทําใหเจือจางที่ความเขมขน 0.001  0.002  0.003  0.004 และ 0.005% ตามลําดับ โดย         
ทุกความเขมขนผสมดวยตัวทําละลาย DMSO 2% จากนั้นนําไปกรองผานดวยเครื่องกรองแบคทีเรีย            
ทุกขั้นตอนปฏบิัติในสภาพปลอดเชื้อ (รูปที่ 4) 

     2.2 การชักนําสวนตาขางและตายอดของ plantlet ดวยสารละลายโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ    
สวนตาขางและตายอดของตนกลามันสําปะหลังพันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 ผานการชักนํา  
ใหเปนโพลิพลอยดดวยสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขนตางๆ พบวา สวนตาขางและตายอดของมนัสาํปะหลงั
พันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 ในสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขน 0.002% มีชีวิตรอด 48, 52 
และ 58% ตามลําดับ สวนที่ความเขมขน 0.003% มีชีวิตรอด 33, 38 และ 41% ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับ         
การมีชีวิตรอดที่ 50% ที่ใชเปนความเขมขนของสารละลายโคลชิซีนที่เปนมาตรฐานสําหรับการชักนําให   
สวนตายอดและตาขางของตนกลามันสําปะหลังเปนโพลิพลอยด โดยสวนยอดและรากที่เจริญจากสวน       
ตาขางและตายอดที่ผานการชักนําใหเปนโพลิพลอยดดวยสารโคลชิซีน จะมีการเจริญเติบโตชากวาปกติ 
ขนาดยอดและรากคอนขางใหญ หนาและสั้น โดยเฉพาะรากมีจํานวนนอยกวาปกติ (ตารางที่ 3) (รูปที่ 5, 6) 
 
ตารางที่ 3  ผลของสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขนตางๆ ตอการมีชีวิตรอดของตาขางและตายอด 

    ของตนกลา (plantlet) มันสําปะหลัง 3 พันธุในสภาพปลอดเชื้อ 
 

%การมีชีวิตรอดตายอดและตาขางของตนกลามันสําปะหลังในสารละลายโคลชิซีน 
ที่ความเขมขนตางๆ พันธุมันสําปะหลัง 

0.000% 0.001% 0.002% 0.003% 0.004% 0.005% 
ระยอง 7 100 67 48 33 0 0 
ระยอง 90 100 70 52 38 0 0 
เกษตรศาสตร 50 100 73 58 41 6 0 

 
2.3 การคัดเลือกมันสําปะหลังโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อ หลังจากไดตนกลามันสําปะหลัง        

ที่ผานกระบวนการชักนําใหเปนมันสําปะหลังโพลิพลอยด อายุ 45-60 วัน นํามาตัดเปนขอๆ ละ 1 ตา 
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS+sucrose 20 ก./ลิตร ในชั่วที่ 1 (R1) จะไดตนเพิ่ม 3-5 เทาตอ 1 ตนกลา (R0) จะได
ลักษณะตนกลา เตี้ย ขอถ่ี ใบหนา เขียว และขอบใบหยักเวานอย เจริญเติบโตชา จํานวน 1-2 ตน ทําการขยาย
ตนกลาลักษณะดังกลาว เมื่อตนกลาระยะ R1 อายุ 45-60 วัน ทําการตัดเปนขอๆ ละ 1 ตา อีก จะไดตนกลา
ระยะ R2 ซ่ึงมีลักษณะตนกลา เตี้ย ขอถ่ี ใบหนา เขียว และขอบใบหยักเวานอย เจริญเติบโตชา จํานวนรากนอย    
มีขนาดใหญและส้ัน จํานวน 2-3 ตน ทําการขยายตนกลาลักษณะดังกลาว เมื่อตนกลาระยะ R2 อายุ 45-60 วัน 
ทําการตัดเปนขอๆ ละ 1 ตาอีก จะไดตนกลาระยะ R3 และคัดเลือกตนกลาที่มีลักษณะดังกลาวมาแลว        
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และทําการขยายตนกลาลักษณะดังกลาวซํ้าๆ อีก จนไดตนกลาระยะ R5-R6 ซ่ึงจะมีลักษณะโพลิพลอยด 
100% ไมมีลักษณะ Chimera ปะปนมาหรือเรียกวา Solid polyploid (รูปที่ 7) 
 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ในขั้นตอนการฟอกฆาเชื้อที่ผิวของตัวอยางพืช การใชสารละลายคลอรอก     
ไมสามารถกําจัดแบคทีเรียปนเปอนไดหมด ทําใหตัวอยางพืชไมสามารถเจริญและพัฒนามีชีวิตรอดอยูได  
แมวาบางตัวอยางพืชจะเจริญและพัฒนาเปนตนขึ้นมาได แตจะมีสวนของแบคทีเรียที่อยูภายในเนื้อเยื่อ         
ที่เรียกวา endophytic bacteria ซ่ึงในระยะเริ่มตนจะมีการปนเปอนปริมาณนอยมาก ตอมาไดทําการขยาย
ปริมาณตนกลา จะทําใหแบคทีเรียดังกลาวเจริญเติบโตขึ้นมาปนเปอนมากขึ้นและเปนสาเหตุทําใหตนตายในที่สุด 
 การใชสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรดที่ความเขมขน 0.01% เปนเวลา 20 นาที จะทําใหตัวอยางพืช    
มีการปนเปอนแบคทีเรียชนิดทั้ง epiphytic bacteria และ endophytic bavteria นอยหรือไมมีเลย ตัวอยางพืช
จะมีชีวิตรอดและพัฒนาเปนตนกลาไดในปริมาณที่มาก แมสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรดเปนสารเคมี         
ที่มีการเลิกใชกันแลว เพราะมีผลตกคางในสิ่งแวดลอมสูง แตการฟอกฆาเชื้อที่ผิวในการเตรียมตัวอยางพืช
สําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ที่มีจุดประสงคเพื่อปรับปรุงพันธุไมจําเปนตองใชตัวอยางปริมาณมากและมีความถี่
ในการใชนอย จึงจําเปนตองใชสารละลายเมอรคิวลิคคลอไรคไดบาง เพื่อใหไดตัวอยางพืชที่ปลอดจากการ
ปนเปอนเชื้อราและแบคทีเรียเชนในกรณีของตัวอยางพืชจากตนไมยืนตน หรือหัวใตดิน ซ่ึงมีการปนเปอน    
จุลินทรียคอนขางสูงและสลับซับซอน 
 การเพาะเลี้ยงตัวอยางพืชของมันสําปะหลังบนอาหารสูตรตางๆ แมวาสูตรอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
สูตรตางๆ ที่นํามาทดลองกับมันสําปะหลัง จะสามารถชักนําใหมันสําปะหลังบางพันธุพัฒนาและเจริญ     
เปนกลุมยอดและตนกลาตามลําดับ สวนมันสําปะหลังพันธุระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50       
สูตรตางๆ ดังกลาว สามารถชักนําใหเกิดกลุมยอดไดเชนกัน แตจะมีกลุมกอนแคลลัสเกิดขึ้นที่ฐานของ     
กลุมยอด ทําใหยอดไมเจริญเติบโตและแข็งแรง  เมื่อนําไปชักนําใหเปนตนกลาบนอาหารสูตร MS             
ไมมีฮอรโมนพืช ยอดเหลานี้จะไมพัฒนาเปนตนกลาไดและตายในที่สุด เชนเดียวกับ Danso และคณะ (1999) 
ไดรายงานวาไดใชมันสําปะหลัง 13 สายพันธุ ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพื่อขยายพันธุซ่ึงประสบความสําเร็จ
เพียง 5 สายพันธุเทานั้น และไดกลาวไววาจะประสพความสําเร็จหรือไม อาจขึ้นอยูความเขมขนของ BAP      
ที่ผสมใน MS medium ซ่ึงจะเหมาะสมเฉพาะตอสายพันธุมันสําปะหลังนั้นๆ ซ่ึงตองใชเวลาในการทดสอบ
อีกนาน 
 ดังนั้น ในการทดลองนี้จึงเลือกใชอาหารสูตร MS ที่ผสม sucrose 20 ก./ลิตร เพราะทําใหไดตนกลา
ที่สมบูรณและแข็งแรง ในระยะเวลาสั้นๆ เพื่อใชสรางมันสําปะหลังโพลิพลอยดตอไป 
 การชักนํามันสําปะหลังใหเปนโพลิพลอยดในสภาพปลอดเชื้อโดยใชสารโคลชิซีนนั้น การเตรียม
สารละลายโคลชิซีนที่ผสมดวยตัวทําละลาย DMSO 2% เนื่องจากตัวทําละลายชนิดนี้ชวยใหผนังเซลล      
ของพืช (permeability membrane) มีการไหลผานเขาออกของสารละลายโคลชิซีนไดมากขึ้น จึงทําใหไมตอง
ใชสารละลายโคลชิซีนที่ความเขมขนสูงมากๆ ซ่ึงสารโคลชิซีนเปนสารพิษ โดยสารชักนําใหเกิดเซลลมะเร็งได 
(Awoleye และคณะ, 1994) 
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การชักนํามันสําปะหลังใหเปนโพลิพลอยดดวยสารโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ ทําใหได              
มันสําปะหลังโพลิพลอยดและเพิ่มปริมาณไดมากในระยะเวลาสั้นๆ รวดเร็ว ซ่ึงวิธีการนี้ไดประสพความสําเร็จ
ในพืชหลายชนิด ไดแก หมอน (Chakraborti และคณะ, 1998) และตน pomegranate (Shao และคณะ, 2003) 
 การคัดเลือกลักษณะโพลิพลอยดมันสําปะหลังในสภาพปลอดเชื้อโดยวิธีการตัดเปนขอๆ ละ 1 ตา 
แลวใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนการคัดเลือกในแตละชั่วหรือ generation ซ่ึงลักษณะทางสัณฐานวิทยา     
ที่มีลักษณะตนเตี้ย ขอถ่ี ใบหนา เขียวเขม หยักเวานอย การเจริญเติบโตชา รากมีขนาดใหญและสั้น มีจํานวน
นอยกวาปกติจะเปนลักษณะของโพลิพลอยดมันสําปะหลัง และพบไดในชั่วที่ 4-6 ขึ้นไป (R4-R6) ลักษณะ
สัณฐานวิทยาดังกลาวตรงกับรายงานของ Nassar (2006) ซ่ึงเปนผูปรับปรุงมันสําปะหลังพันธุใหมที่ชื่อวา 
Manihot vieiri Nassar ที่ใชเปนพอแมพันธุในการผสมขาม (Interspecific Hybridization) กับมันสําปะหลังพันธุปา 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

การสรางมันสําปะหลังเตทราพลอยดโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ไดดําเนินการตามขั้นตอนตางๆ ดังนี้  
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันสําปะหลัง 3 พันธุ คือ ระยอง 7 ระยอง 90 และเกษตรศาสตร 50 โดยผาน
กระบวนการฟอกฆาเชื้อที่ผิว โดยใชสารเมอรคิวลิคคลอไรดความเขมขน 0.01% เปนเวลา 20 นาที และ
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ผสม sucrose 20 ก./ลิตร เปนเวลา 30-45 วัน จะไดตนกลา (plantlet) ที่สมบูรณและ
แข็งแรงนําไปชักนําใหเปนมันสําปะหลังโพลิพลอยด โดยเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อรวมกับสารละลายโคลชิซีน         
ที่ความเขมขน 0.002-0.003% ผสมดวย DMSO 2% จะไดตนกลามันสําปะหลังที่มีลักษณะตนเตี้ย ขอถี่ ใบหนา 
เขียวเขม ใบหยักเวานอย ตนเจริญเติบโตชา รากใหญและส้ัน รวมทั้งมีจํานวนนอย ซ่ึงลักษณะเหลานี้          
จะพบไดตั้งแตการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อช่ัวที่ 4-6 ขึ้นไป คาดวาจะเปนตนมันสําปะหลังโพลิพลอยดที่สมบูรณ 
(Solid Polyploidy) 
 

การนําไปใชประโยชน 
 

1. ไดวิธีเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมันสําปะหลัง  สําหรับปรับปรุงพันธุและขยายพันธุยางรวดเร็ว 
 2. ไดมันสําปะหลัง Solid Polyploidy ใชเปนพอแมพันธุมันสําปะหลัง สําหรับใชเปนแหลงพันธุ       
ที่ใหผลผลิตและคุณภาพแปงสูง รวมทั้งความทนทานตอโรค แมลง และสิ่งแวดลอมที่ไมเหมาะสมตางๆ      
ตอการเจริญเติบโตของมันสําปะหลัง 
 3. ไดวิธีการหรือรูปแบบจําลอง ในการสรางพันธุพืชใหเปนโพลิพลอยดหรือเตทราพลอยด              
ในระยะเวลาอันส้ันและรวดเร็ว สําหรับใชเปนพอแมพันธุในการปรับปรุงพันธุตอไป 
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รูปท่ี 1  การเตรียมตัวอยางพืชสําหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ        รูปท่ี 2  ตาขางที่รอดชีวิตหลังการฟอกฆาเชื้อที่ผิว 

 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3  การเจริญและพัฒนาตาขาง ตายอดมันสําปะหลังเปนตนกลา    รูปท่ี 4  การเตรียมสารละลายโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ 
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รูปท่ี 5  การชักนําตาขาง ตายอดของ plantlet ดวยสารละลายโคลชิซีน 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 6  ตนกลามันสําปะหลังที่มีลักษณะโพลิพลอยดหลังจากชักนําดวยสารโคลชิซีนในสภาพปลอดเชื้อ 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 7  ตนกลามันสําปะหลังโพลิพลอยดหลังการคัดเลือกในสภาพปลอดเชื้อ 
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