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บทคัดย่อ 
 

 การขยายพันุธุ์กาแฟโรบัสต้าซึ่งเปน็พืชผสมข้ามใหไ้ด้ปริมาณมากในเวลาที่รวดเร็ว การขยายพันธ์ุด้วยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยวิธี Somatic embryogenesis  เป็นวิธีหนึ่งที่น ามาใช้โดยศูนย์วิจยัพืชสวนชุมพร ในขั้นตอน 
in vitro pregermination การเพาะเลีย้งในอาหารเหลวด้วยระบบ TIBs ในกาแฟ โรบัสต้าสายพันธ์ุแนะน า ไดม้ี
การศึกษาเพือ่หาระยะเวลาที่เหมาะสมในการให้อาหารในแตล่ะสายพันธุ์ดังกล่าว  โดยท าการทดลองในกาแฟโร
บัสต้าสายพันธ์ุแนะน าคือ ชุมพร 2  ชุมพร 4 และชุมพร 5 โดยมี 2 กรรมวิธีคือ ระยะเวลาในการให้อาหารครั้งละ 5 
และ 10 นาที จ านวน 2 ครั้งต่อวัน ผลการทดลองพบว่า ระยะเวลาในการให้อาหาร 10 นาทีต่อครั้งจ านวน 2 ครั้ง
ต่อวัน จ านวนต้นอ่อนท่ีได้ต่อน้ าหนักของ Torpedo embryos เริม่ต้น สูงกว่าให้อาหารครั้งละ 5 นาที ในกาแฟโร
บัสต้า สายพันธ์ุ ชุมพร 2 และ 4  ส่วนกาแฟโรบสัต้าชุมพร 5 นั้น  Torpedo embryos ไม่เพียงพอในการทดลอง 
ได้ผลการทดลองเพียงการให้อาหารเป็นเวลา 5 นาที ซึ่งพบว่า จ านวนต้นอ่อนต่อน้ าหนัก Torpedo embryos 
เร่ิมต้นใกล้เคียงกับ กาแฟโรบัสต้าสายพันธุ์ชุมพร 2 
 
 
บทน า 

กาแฟโรบัสต้าเป็นพืชที่มีการผสมเกสรแบบผสมข้าม (cross-pollination) การขยายพันธ์ุปกตจิะใช้วิธีการ
ปักช า หรือเสียบยอดเพื่อให้ตรงตามพันธ์เดิมมากที่สุด ซึ่งการขยายพันธ์วิธีดังกล่าวจ าเป็นต้องมตี้นแมพ่ันธุ์จ านวน
มากเพื่อใช้ในการขยายพันธ์ุในปรมิาณมาก ดังนั้นหากต้องการผลติพันธุ์ให้ได้ปริมาณมากและตรงตามพันธ์ุที่ก าหนด
ในเวลาจ ากัด การเพาะเลี้ยงเนื้อเยือ่จากเซลล์ร่างกายให้พัฒนาจนเปน็ต้นอ่อนหรือตัวอ่อนโดยไมม่ีเซลพันธุกรรมมา
เกี่ยวข้อง (somatic embryogenesis) จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่ได้น ามาใช้ในการขยายพันธ์ุกาแฟโรบสัต้าในปัจจุบัน 
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยวิธี somatic embryogenesis เป็นการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อท่ีต้นอ่อนท่ีได้จะมีพันธุกรรม
เหมือนต้นแม่ทุกประการ และยังมรีะบบรากท่ีเสมือนรากแก้ว ท าให้ได้ต้นกล้าที่มีความแข็งแรงเสมือนต้นกล้าที่ได้
จากการเพาะเมล็ด นอกจากน้ี ในการขยายพันธ์ุกาแฟโรบัสต้าด้วยวธิี somatic embryogenesis ได้มีการน าเอา
ระบบการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในอาหารเหลวด้วยระบบ TIBs (Temporary immersion Bioreactor system) มาใช้
ในขั้นตอนการชักน าให้เกิดต้นอ่อนในสภาพปลอดเช้ือเพื่อลดเวลา แรงงาน และต้นทุนอาหาร ในการเพาะเลี้ยง แต่
เนื่องจากการผลิตกล้ากาแฟโรบัสต้า ไมส่ามารถผลิตกล้ากาแฟโรบสัต้าเพียงสายพันธ์ุเดียวได้ ท าให้ตอ้งท าการผลติ
กล้ากาแฟโรบสัตา้หลายสายพันธ์ุ เพื่อให้จ าหน่ายให้เกษตรกร   ศูนย์วิจัยพืชสวนชุมพร  จะผลิตกล้ากาแฟโรบัสต้า
พันธุ์แนะน าจ านวน 3 สายพันธ์ ซึง่ในการผลิตกล้ากาแฟโรบัสต้าแตล่ะสายพันธุ์ มีเทคนิคและวิธีการทีแ่ตกต่างกัน 
ดังนั้น จึงควรท าการศึกษาถึงเทคนิควิธีในการขยายพันธ์ุกาแฟโรบสัต้าแต่ละสายพันธ์ุ ด้วยวิธี somatic 
embryogenesis ในอาหารเหลวด้วยระบบ TIBs เพื่อให้การขยายพันธุ์กาแฟโรบัสตา้โดยการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อให้ได้
ต้นกล้าที่มีความแข็งแรง ตรงตามพันธุ์ และมีจ านวนเพียงพอต่อความต้องการของเกษตรกร 
 



วัตถุประสงค ์
เพื่อศึกษาถึงเทคนิควิธีการขยายพนัธุ์กาแฟโรบัสต้าพันธ์ุแนะน าใหม่ โดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยวิธี 

Somatic embryogenesis ในอาหารเหลวด้วยระบบ  TIBs  
 
 
 
อุปกรณ์  

1. ต้นอ่อนรูปตอปิโด  (torpedo embryos) ของกาแฟโรบัสต้าทั้งสามสายพันธ์ุคือ ชุมพร 2  ชุมพร 4 และ
ชุมพร 5 

2. ระบบ Temporary Immersion Bioreactor system (TIBs) แบบใช้ปั้มอากาศ (Ducos et. al., 2007, 
ประภาพรและยุพิน, 2551) 

3. อาหารเหลวสตูร MS ส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกาแฟ 
4. อุปกรณ์และเครื่องมือต่างๆที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

 
วิธีการ 

1. อาหารเหลวส าหรับเพาะเลี้ยงกาแฟโรบัสต้าในข้ันตอน In vitro pregermination (macro MS,  micro 
MS,  vitamin  Gamborg,   BAP 1 มิลลิลติร และน้ าตาล 30 กรัม  pH 5.6) ใช้อาหาร 1 ลิตรต่อ 1 
ระบบ TIBs  ประกอบขวดบรรจุอาหารและขวดบรรจุช้ินส่วนพืช เขา้ด้วยกัน น าระบบ TIBs  ฆ่าเช้ือด้วย
เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือด้วยไอน้ าแรงดันสงู ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 
25 นาที จากนั้นทิ้งไว้ในห้องเลี้ยงเนื้อเยื่อ  โดยต่อกับระบบการอาหารและให้อาหารท างานปกติ  2 
สัปดาหเ์พื่อสังเกตว่ามีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์หรือไม่    

2. ผลิต torpedo embryos ของกาแฟโรบัสต้าแตล่ะสายพันธ์ุ โดยเฉพาะสายพันธ์ุแนะน า ใหม่คือ ชุมพร 2 
ชุมพร 4 และ ชุมพร 5 เพื่อให้เพียงพอต่อการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวด้วย ระบบ  TIBs  

3. ศึกษาถึง ความหนาแน่นของ torpedo embryos ของกาแฟโรบัสต้าแต่ละสายพันธ์ุ ที่มีความเหมาะสม
กับการชักน าให้พัฒนาเป็นต้นอ่อนในสภาพปลอดเช้ือ ในอาหารเหลวด้วยระบบ TIBs 

4. ศึกษาถึงระยะเวลาและจ านวนการให้อาหาร ท่ีมีความเหมาะสมกับการชักน าให้พัฒนาเป็นต้นอ่อนใน
สภาพปลอดเชื้อ ในอาหารเหลวดว้ยระบบ TIBs ของกาแฟโรบัสตา้แต่ละสายพันธ์ุ 

 
สถานที่และระยะเวลาท าการทดลอง 

ด าเนินการทดลองตั้งแต่ กันยายน 2555 ถึง กันยายน 2558 ณ ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
ศูนย์วิจัยพืชสวนชุมพร  สถาบันวิจัยพืชสวน 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 จากการผลการทดลองพบว่าเมื่อเพาะเลี้ยง Torpedo embryos ของกาแฟโรบัสต้าสายพันธ์ุชุมพร 2 เป็น
เวลา 16 สัปดาห์ ในอาหารเหลว โดยมีการให้อาหารครั้งละ 10 นาที จ านวน 2 ครั้งต่อวัน จ านวนต้นอ่อนท่ีพร้อม
ย้ายปลูกท่ีได้ เมื่อค านวณกลับไปที่ น้ าหนักของ Torpedo embryos เริ่มต้น ได้จ านวนต้นอ่อน 43.7 ต้น ซึ่งสูงกว่า
ที่การให้อาหาร 5 นาทีต่อครั้ง ที่ได้จ านวนต้น 36.7 ต้น (ตารางที่ 1) ทั้งนี้ อาจเกิดจากการที่ให้อาหารนานขึ้น ท าให้
มีการถ่ายเทอากาศเสยีเช่น เอทิลนี ที่เป็นผลเสียต่อต้นอ่อน ออกไป โดยในการให้อาหารนั้นจะไม่ใช่แรงดันลมที่แรง



เกินไป แรงดันลมที่ใช้จะเป็นแรงดนัท่ีเพียงพอให้อาหารเหลวข้ึนมาถงึต้นพืชเท่านั้น ท าให้การให้อาหารนานข้ึนกับ
กาแฟสายพันธ์ุนี้ จ านวนต้นต่อน้ าหนักของ Torpedo embryos มากกว่า เมื่อพิจารณาถึงน าหนักต้นอ่อนท่ีได้พบว่า 
ต้นอ่อนท่ีได้จากการให้อาหาร 10 นาทีต่อครั้ง มีน าหนักต่อต้นที่ 0.032 กรัม ซึ่งมีน้ าหนักน้อยกว่าต้นอ่อนท่ีได้จาก
การให้อาหารที่ 5 นาททีี่มีน าหนักต่อต้นที่ 0.039 กรัม ซึ่งอาจจะเนือ่งมาจากน้ าหนัก Torpedo embryos เริ่มต้น
มีจ านวนท่ีมากกว่าท าให้ความหนาแน่นสูงกว่า   
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1 ผลของระยะเวลาในการให้อาหารต่อการพัฒนาเป็นต้นอ่อน (embryos) ของต้นอ่อนรูปตอปิโด 
(torpedo embryos) ของกาแฟโรบัสตา้สายพันธ์ุ ชุมพร 2 เมื่อเพาะเลี้ยงในระบบ TIBs เป็นเวลา 16 สัปดาห ์
 
ระยะเวลาใน
การให้อาหาร 

(นาที) 

นน. torpedo 
embryos (กรัม) 

embryos 
นน. (กรัม) จ านวนต้นต่อ

กรัม 
นน. ต่อต้น 

(กรัม) 
จ านวนต้นรวม จ านวนต้นต่อ นน. 1 กรัม

torpedo embryos (ต้น) 

5 51.5 78.4 25 0.04 1,960 38 
53 70.0 26 0.038 1,820 34 
54 81.2 25 0.04 2,030 38 

เฉลี่ย 52.8 76.5 25.3 0.039 1937 36.7 
10 60.8 99.4 31 0.032 3,081 51 

57.0 104.2 29 0.035 1,653 29 
59.4 94.8 32 0.031 3,034 51 

เฉลี่ย 59.1 86.1 30.7 0.032 2589 43.7 
 
 ส าหรับกาแฟสายพันธ์ุ ชุมพร 4 น้ัน จ านวนต้นอ่อนท่ีได้จากการให้อาหารเป็นเวลา 10 นาทีต่อครั้งจ านวน 
2 ครั้งต่อวัน ก็มีแนวโน้มเดยีวกับกาแฟโรบัสต้าสายพันธุ์ชุมพร 2 คือให้จ านวน ต้นอ่อน 67.7 ต้นต่อ 1 กรัม 
Torpedo embryos  ซึ่งมากกว่าการให้อาหารที่ 5 นาที ที่ได้จ านวนต้นอ่อน 57.6 ต้นต่อ 1 กรัม Torpedo 
embryos และเมื่อพิจารณาน้ าหนักต่อต้นอ่อน พบว่า ต้นอ่อนทีไ่ด้จากการให้อาหาร 5 นาทีมีน้ าหนักต่อต้น ที่ 
0.029 กรัม ซ่ึงน้อยกว่าต้นอ่อนที่ได้จากการให้อาหาร 10 นาที ซึ่งมีน้ าหนักต่อต้นที่ 0.036 กรัม ซึ่งน่าจะเป็นผลมา
จากระยะเวลาในการให้อาหารที่นานข้ึน เพราะน้ าหนักของ  Torpedo embryos เริ่มต้นท้ังสองระยะเวลา ไม่
แตกต่างกันเท่าไหร่  (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 ผลของระยะเวลาในการให้อาหารต่อการพัฒนาเป็นต้นอ่อน (embryos) ของต้นอ่อนรูปตอปิโด 
(torpedo embryos) ของกาแฟโรบัสตา้สายพันธ์ุ ชุมพร 4 เมื่อเพาะเลี้ยงในระบบ TIBs เป็นเวลา 16 สัปดาห ์
 



ระยะเวลาใน
การให้อาหาร 

(นาที) 

นน. torpedo 
embryos (กรัม) 

embryos 
นน. (กรัม) จ านวนต้นต่อ

กรัม 
นน. ต่อต้น 

(กรัม) 
จ านวนต้นรวม จ านวนต้นต่อ นน. 1 กรัม

torpedo embryos (ต้น) 

5 54 85.0 30 0.033 2,250 47 
52 93.0 38 0.026 3,534 68 
57 95.0 35 0.029 3,325 58 

เฉลี่ย 54.3 91 34.3 0.029 3,036 57.6 
10 54 82.0 30 0.033 2,460 46 

56 159.7 25 0.040 3,975 71 
58 179.0 28 0.035 5,012 86 

เฉลี่ย 56 140.2 27.6 0.036 3,818 67.7 
 
 ในส่วนของกาแฟโรบัสตา้สายพันธุ ์ชุมพร 5 น้ัน เป็นสายพันธ์ุกาแฟที่ไม่ค่อยมีการผลิตแคลลัส ท าให้ไม่มี 
Torpedo embryos มาใช้ในการทดลองมากนัก และแคลลสัที่ได้ มีคุณภาพไมค่่อยดี เท่าไดนัก ท าให้ไมส่ามารถ
ทดลองในกรรมวิธีให้อาหารครั้งละ 10 นาทีได้ และผลของการให้อาหาร ครั้งละ 5 นาทีน้ันพบว่า จ านวนของต้น
อ่อนท่ีได้ต่อน าหนักเริ่มต้นของ Torpedo embryos ใกล้เคียงกับกาแฟโรบัสต้าสายพันธุชุมพร 2 คืออยู่ท่ี 35.7 
ต้นต่อกรัม Torpedo embryos  
 
ตารางที่ 3 ผลของระยะเวลาในการให้อาหารต่อการพัฒนาเป็นต้นอ่อน (embryos) ของต้นอ่อนรูปตอปิโด 
(torpedo embryos) ของกาแฟโรบัสตา้สายพันธ์ุ ชุมพร 5 เมื่อเพาะเลี้ยงในระบบ TIBs เป็นเวลา 16 สัปดาห ์
 
ระยะเวลาใน
การให้อาหาร 

(นาที) 

นน. torpedo 
embryos (กรัม) 

embryos 
นน. (กรัม) จ านวนต้นต่อ

กรัม 
นน. ต่อต้น 

(กรัม) 
จ านวนต้นรวม จ านวนต้นต่อ นน. 1 กรัม

torpedo embryos (ต้น) 

5 28.2 33.6 24 0.042 806 29 
24.5 42.5 25 0.040 1,062 43 
29 40.2 25 0.040 1,005 35 

เฉลี่ย 27.2 38.8 24.7 0.04 957.7 35.7 
 
 
สรุปผลการทดลอง 
 การขยายพันธุกาแฟโรบัสต้าโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อด้วยวิธี somatic embryogenesis ในอาหารเหลว
ด้วยระบบ TIBs ในขั้นตอน  in vitro pregermination นั้น ระยะเวลาที่เหมาะสมในการให้อาหารคอื 10 นาที ต่อ
ครั้ง จ านวน 2 ครั้งต่อวัน โดยสายพันธุ์ ชุมพร 2 และ ชุมพร 4 ใส่ Torpedo embryos ไม่เกิน 60 กรัมต่ออาหาร 
เหลว 1.5 ลิตร จะได้ต้นอ่อนท่ี 3 – 4,000 ต้น ต่อการเพาะเลี้ยง 1 ระบบ TIBs 
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