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การเจริญและพัฒนาของสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

Growth and Development of Tree Fern (Cyathea podophylla Cople.) 
Spores in Vitro 
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บทคัดย่อ: ท�ำการศึกษาการเจริญและพัฒนาของสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ โดยมีการฟอกฆ่าเชื้อ 
สปอร์ 2 วิธี คือการจุ่มแอลกอฮอล์70 % แล้วฟอกคลอรอกซ์ (sodium hypochlorite 6 %) 10 % นาน 10 นาที และไม่จุ่ม
แอลกอฮอล์ ฟอกคลอรอกซ์ 10 % นาน 10 นาที น�ำไปเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร Miller (1963) ภายใต้ 3 สภาวะคือ  
ในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีแสง  ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ไม่มีแสง และที่อุณหภูมิห้อง พบว่าวิธีการฟอกและเลี้ยงในห้อง
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อมีความสัมพันธ์กับระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงสปอร์ซึ่งการฟอกแบบไม่จุ่มแอลกอฮอล์ ก่อนฟอกด้วย 
คลอรอกซ์ 10 % นาน 10 นาที และเพาะเลี้ยงในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นวิธีที่ดีที่สุด ส�ำหรับการเจริญพัฒนาของสปอร์
เฟิร์นมหาสด�ำบนอาหารแข็งสูตร Miller ที่เพาะเลี้ยงนาน 18 เดือน เมื่อศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์เป็นระยะเวลา 5 เดือน 
พบว่าเมื่ออายุ 1 เดือนสปอร์มีสีน�้ำตาลเริ่มปริเล็กน้อย   เดือนที่ 2 สปอร์ เริ่มงอก(germinating spore) เดือนที่ 3 มองเห็น
เส้นสายสีเขียว(protonema) มากขึ้น และ อายุ4เดือน โปรโตนิมามีการแบ่งเซลล์ในแนวนอนและแนวกว้างเป็นแผ่นรูป
หัวใจสีเขียวเรียกวา่โปรธัลลัส (protallus) ซึ่งเป็นระยะแกมีโทไฟต์ (gametophyte) อายุ 5 เดือนโปรธัลลัสเพิ่มมากขึ้น  
การเจริญและพัฒนาของเฟิร์นมหาสด�ำสามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าเมื่ออายุ 6-18 เดือน โดยอายุ  6 เดือนเส้นสายโปรโต
นิมาเพิ่มมากขึ้น ขนาดโตขึ้น สีเขียวเข้ม มองดูคล้ายก�ำมะหยี่และมองเห็นโปรธัลลัสเพิ่มมากขึ้น อายุ 7-9 เดือน โปรธัลลัส
มีลักษณะหนาและเกิดยอดม้วนบนโปรธัลลัสในเดือนที่ 10 (sporophyte) หลังจากนั้น เฟิร์นมหาสด�ำมีการเจริญพัฒนา
กลายเป็นต้นเฟิร์นที่สมบูรณ์ในเดือนที่ 18 และสามารถน�ำออกปลูกได้
ค�ำส�ำคัญ: เฟิร์น, เฟิร์นมหาสด�ำ, การเพาะเลี้ยงสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ABSTRACT: Growth and development of tree fern spores by tissue culture were studied. Two methods of spore 
sterilization were used; 70% alcohol  dipping and 10%  chlorox  for 10 minutes and only 10%  chlorox  for 10 min-
utes. Spores were then cultured in 3 conditions; tissue culture room in light, tissue culture room in dark and room 
temperature. The results showed that only 10% chlorox for 10 minutes. The best culture for growth and development 
in Miller medium for 18 months was in culture room. When studied under microscope for 5 months,the results showed 
that spores became brown and started budding in the 1st month. Spores germinated and showed green protonema.  in 
the 2nd  and the 3rd month, respectively. Spores generated prothalli and was gametophyte in the 4th month. Prothalli 
increased in the 5th monthIt ‘s growth and development was visible in 6-18 months. In the 7-9 th month, prothalli  was 
thick and rolled up state of the young leaves sporophyte in the 10 th month. After that  fern plants in vitro can obtain 
in the 18 th month and to grow in mixed  soil.
Keywords: fern, tree fern, plant tissue culture
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บทน�ำ

ความหมาย

เฟิร์นมหาสด�ำ เป็นเฟิร์นต้นขนาดใหญ่ที่สุดเฟิร์น

ในวงศ์นี ้เป็นสญัลกัษณ์ของป่าเขาสงูทีส่ภาพแวดล้อม

ยังไม่ถูกท�ำลาย พบในเขตร้อนตามภูเขาระดับตั้งแต่ 

1000  เมตรขึ้ น ไป  (สะอาดและคณะ,2525 )  

ประเทศไทยพบเหลือน้อยมาก และไม่ค่อยพบเห็น

บรเิวณพืน้ทีท่ีท่�ำการเกษตร เหลอืเฉพาะในป่าสมบรูณ์

ใกล้ล�ำธารน�้ำไหล จังหวัดนครศรีธรรมราช ถือเป็น

ความโชคดีที่มีภู เขาหลวง และมีชุมชนที่อาศัย

ธรรมชาติในการประกอบอาชีพแบบพึ่งพาหรือเกษตร

ยั่งยืนดังเช่น หมู่บ้านคีรีวงค์ ประกอบอาชีพโดยไม่

ท�ำลายธรรมชาตโิดยสิน้เชงิ เช่น ท�ำการเกษตรรมิภเูขา 

บนภูเขา เว้นไม้ป่า รักษาความบริสุทธิ์ของน�้ำตาม

ธรรมชาติ โดยหลีกเลี่ยงการใช้สารก�ำจัดวัชพืช  ป่าที่

รักษาไว้ มีการปลูกแซมไม้ผลหรือพืชผลเกษตร ริม

ล�ำธารมีพืชน�้ำ และในกลุ่มนี้สิ่งที่โดดเด่นและสง่างาม

คล้ายกับเป็นเอกลักษณ์ของคีรีวงค์ ของจังหวัด

นครศรีธรรมราช คือเฟิร์นต้น หรือ เฟิร์นมหาสด�ำ ซึ่ง

มชีือ่วทิยาศาสตร์ว่า Cyathea podophylla Copel.อยู่

ในวงศ์ Cyatheaceae (Graf, 1986) 

บุญยืน (2529) และ รงรอง (2542) รายงานว่า

เฟิร์นเล็กๆ วงจรชีวิตสั้น การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีการ

เจรญิและพฒันาค่อนข้างเรว็ใบแรกเกดิภายในเวลา 1 

เดอืน ซึง่ วไิลลกัษณ์และคณะ (2543) เพาะเลีย้งสปอร์

เฟิร์นชายผ้าสีดา 4 ชนิดในอาหาร 4 สูตร พบว่าสปอร์

เฟิร์นงอกได้ดีทั้ง 4 สูตรหลังจาก 1 เดือนเพาะเลี้ยงใน 

½ MSเพือ่การเจรญิพฒันา  และ ปฐมาภรณ์ และคณะ 

(มปพ.) ที่ได้ท�ำการทดลองเลี้ยงสปอร์ชายผ้าสีดาพบ

ว่าอาหารทีเ่หมาะสมคอืสตูรMSเตมิซโูครส 15 กรมัต่อ

ลติร  (จารพุนัธ์ 2523; วนัเพญ็ 2543; Fliflet 1961 และ 

Simpson 2010) ได้รายงานว่าเมื่อสปอร์ได้รับสภาพ

แวดล้อมเหมาะสม จะเริ่มงอกผ่านระยะแกมีโทไฟต์

เป็นแผ่นรูปหัวใจสีเขียวเรียกว่า โปรธัลลัส (protallus) 

ต่อจากนั้นจะสร้างเซลล์ไข่ (egg cell (n)) สเปิร์ม 

(sperm cell(n)) โดยสเปิร์มจะอาศัยน�้ำตามธรรมชาติ

ว่ายเข้าไปผสมพันธ์กับไข่เป็นเป็นไซโกต(zygote) จะ

พฒันาไปเป็นต้นอ่อน(embryo(2n)) และพฒันาเป็นก

ล ้ า เล็ ก ( young  spo rophy te )ต ้ น เฟ ิ ร ์ นที่ โ ต

ขึ้น(sporophyte) และต้นโตเต็มวัย (adultplant) 

นอกจากนี้ คธาวุธและสุเทพ(2545) ได้เพาะเลี้ยง

เนือ้เยือ่ ก้านใบม้วน แผ่นใบอ่อนแผ่นใบม้วนของเฟิร์น

มหาสด�ำ ปรากฎว่าเนือ้เยือ่ปล่อยสารสนี�ำ้ตาลด�ำลงใน

อาหาร และเนื้อเยื่อไม่มีการเจริญและพัฒนา ดังนั้น

งานวิจัยเรื่องนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการฟอก

ฆ่าเชื้อและสภาวะที่เหมาะสมการต่อเพาะเลี้ยงสปอร์

ของเฟิร์นมหาสด�ำ ตลอดจนการเจริญและพัฒนาของ

สปอร์ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ประกอบกับงา

นวจิยัเรีอ่งนีย้งัไม่พบการท�ำวจิยัมาก่อน ซึง่เป็นสิง่ทีน่่า

สนใจ ฉะนั้นการเพาะเลี้ยงสปอร์นา่จะช่วยขยายพันธุ์

ได้จ�ำนวนมากขึ้น เพื่อจะได้ใช้ประโยชน์ในเชิงอนุรักษ์ 

หรือเพื่อการค้าต่อไป

วิธีการศึกษา

ท�ำการฟอกฆ่าเชื้อสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำ โดยการ

จุ่ม และ ไม่จุ่ม แอลกอฮอล์  70  % แล้วฟอกด้วยคลอ

รอกซ์ 10 % เติมน�้ำยาจับใบ ( Tween 20 )1-2  หยด  

ฟอกนาน  10  นาที ล้างด้วยน�้ำกลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3  

ครั้ง น�ำสปอร์มาเลี้ยง บนอาหารแข็งสูตร Miller  ภาย

ใต้ 3 สภาวะ คือ ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ( อุณหภูมิ 25 
๐C  มีแสง 16 ชั่วโมง ต่อวัน )  ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

สภาวะไม่มีแสง ห้องอุณหภูมิปกติ โดยใช้ ระยะเวลา

ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่นาน 18 เดอืน และศกึษาด้วย

กล้องจุลทรรศน์เป็นระยะเวลานาน  1, 2 , 3 , 4 และ 5 

เดอืน  ศกึษาการเพาะเลีย้งสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำ จ�ำนวน 

120 หน่วยทดลอง  บันทึกข้อมูล การปลอดเชื้อ การ

เจริญพัฒนาของเฟิร์นมหาสด�ำทุกเดือน และทดสอบ

ความสัมพันธ์ของวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกับระยะ

เวลาในการเพาะเลี้ยง ที่มีผลต่อ การปลอดเชื้อ โดยใช้

การทดสอบไคสแคว์ ( Chi-Square Test ) ศึกษาการ

เจรญิพฒันาของเฟิร์นมหาสด�ำ โดยใช้กล้องจลุทรรศน์  

เมื่อทราบผลในตอนต้นแล้วได้มีการน�ำวิธีที่ดีที่สุดมา

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไป จนพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์
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ผลการทดลองและวิจารณ์

1.	 ศกึษาความสมัพนัธ์ของการฟอกฆ่าเชือ้แล้ว

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน 3 สภาวะ กับระยะเวลาในการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเฟิร์นมหาสด�ำ ต่อการปลอดเชื้อ

การศึกษานี้  ใช้กลุ่มทดลอง (Treatment) 6 กลุ่ม 

ดงัแสดงใน Table 1 กบั ระยะเวลาในการเลีย้ง 5 ระดบั 

หาความสัมพันธ์ โดยการทดสอบไคสแคว์ พบว่า วิธี

การฟอกและเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน 3 สภาวะ กับ ระยะ

เวลาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ มีความสัมพันธ์กัน อย่างมี

นัยส�ำคัญ (P < 0.05)  เมื่อระยะเวลาการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ นานขึ้น จะเกิดการปลอดเชื้อลดลง  ดังแสดง

ใน Table 1

2.	 ศกึษา ผลของการฟอกฆ่าเชือ้แล้วเพาะเลีย้ง

เนือ้เยือ่บนอาหารแขง็สตูร Miller ใน 3 สภาวะ กบัระยะ

เวลาในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเฟิร์นมหาสด�ำ ต่อการ

เจริญพัฒนาของเฟิร์นมหาสด�ำ

จากการศึกษา พบว่า กลุ่มทดลองที่ 4. (ฟอกด้วย

คลอรอกซ์ 10 % ฟอกนาน  10 นาที เลี้ยงสปอร์ บน

สูตรอาหาร Miller ภายใต้ สภาวะห้องเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ) มีการเจริญพัฒนาของเฟิร์นมหาสด�ำดีที่สุด 

ดังแสดงใน Table  1.คือ มีการเจริญพัฒนาใน ระยะ 

แกมีโทไฟต์ และจากการศึกษาและติดตามการเจริญ

เติบโต และพัฒนาของสปอร์เฟิร์นมหาสด�ำ โดยการ

ส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็นระยะเวลา 5 เดือน พบ

ว่าสปอร์อายุ 1 เดือน มองเห็นเป็นสีน�้ำตาลสปอร์เริ่ม

ผลิเล็กน้อย (Figure 1 A)  เดือนที่ 2 เริ่มเกิดเส้นใยสี

เขียว เรียกว่า โปรโตนิมา (Figure 1B) เดือนที่ 3 มอง

เห็นเส้นสายโปรโตนิมามากขึ้น (Figure 1 C,D) เดือน

ที่ 4 เดือน โปรโตนิมามีการแบ่งเซลล์ในแนวนอนและ

แนวกว้างเป็นแผ่นรูปหัวใจสีเขียวเรียกว่าโปรธัลลัส 

(Figure 1 E,F)และ เมื่ออายุ 5  เดือน เส้นสายโปรโต

นิมา และ โปรธัลลัสมี มากขึ้น ท�ำให้เห็นสีเขียวเข้มขึ้น

เข้ม มองดูคล้ายก�ำมะหยี่  สามารถมองเห็นด้วยตา

เปล่าได้ ส่วนกลุ่มทดลองที่ 6. มีการเจริญพัฒนาใน

ท�ำนองเดียวกับ กลุ่มที่4.  แต่เมื่ออายุ  5  เดือน เกิด

สภาพไม่ปลอดเชื้อ  ทั้งนี้เนื่องมาจากสภาวะอุณหภูมิ

ห้อง  ไม่สามารถควบคุมอุณหภูมิได้ อาจมีการถ่ายเท

อากาศภายใน กับภายนอกหน่วยทดลอง เชื้อมีโอกาส

ปนเปื้อนได้มาก ส่วนกลุ่มทดลองที่ 1,2,3 เนื้อเยื่อไม่มี

การเจริญ เนื่องจากถูกท�ำลายด้วยแอลกอฮอล์  และ 

กลุ่มทดลองที่ 5. เนื้อเยื่อไม่มีการเจริญ เพราะสปอร์

เมื่อเริ่มงอกจะมีสีเขียว แสดงว่าต้องการแสงเพื่อการ

เจริญพัฒนา  สอดคล้องกับ Edwards และ Miller 

(1972)  ที่กล่าวว่า แสงที่เหมาะสมต่อการเจริญของ

โปรธัลลัส คือ 1615 - 5382 ลักซ์ และในช่วงอายุ 5-9 

เดอืนนัน้ การเจรญิอยูใ่นระยะแกมโีทไฟต์ทีม่กีารสร้าง 

สเปิร์ม และไข่ ซึง่ใน 1 โปรธลัลสันัน้ไข่กบัสเปิร์มจะสกุ

ไม่พร้อมกัน (วันเพ็ญ, 2543)  สเปิร์มอาศัยน�้ำว่ายไป

ผสมกบัไข่ (Fliflet, 1961) บนโปรธลัลสัอืน่ ฉะนัน้ระยะ

นี้หากมีการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว น่าจะสงเสริมให้

สเปิร์มว่ายน�ำ้ไปผสมกบัไข่ได้มากและเกดิต้นอ่อนมาก

ขึ้น

	

4 
 

ขึ้นเขม มองดูคลายกํามะหย่ี  สามารถมองเห็นดวยตาเปลาได สวนกลุมทดลองที่ 6. มีการเจริญพัฒนาในทํานองเดียวกับ 
กลุมที4่.  แตเม่ืออายุ  5  เดือน เกิดสภาพไมปลอดเช้ือ  ทั้งนี้เนื่องมาจากสภาวะอุณหภูมิหอง  ไมสามารถควบคุมอุณหภูมิ
ได อาจมีการถายเทอากาศภายใน กับภายนอกหนวยทดลอง เช้ือมีโอกาสปนเปอนไดมาก สวนกลุมทดลองที่ 1,2,3 
เนื้อเย่ือไมมีการเจริญ เนื่องจากถูกทําลายดวยแอลกอฮอล  และ กลุมทดลองที่ 5. เนื้อเย่ือไมมีการเจริญ เพราะสปอรเม่ือ
เร่ิมงอกจะมีสีเขียว แสดงวาตองการแสงเพื่อการเจริญพัฒนา  สอดคลองกับ Edwards และ Miller (1972)  ที่กลาววา แสง
ที่เหมาะสมตอการเจริญของโปรธัลลัส คือ 1615 - 5382 ลักซและในชวงอายุ 5-9เดือนนั้นการเจริญอยูในระยะแกมีโทไฟต
ที่มีการสราง สเปรม และไข ซ่ึงใน 1 โปรธัลลัสนั้นไขกับสเปรมจะสุกไมพรอมกัน (วันเพ็ญ, 2543)  สเปรมอาศัยน้ําวายไป
ผสมกับไข (Fliflet,1961) บนโปรธัลลัสอื่น ฉะนั้นระยะนี้หากมีการเพาะเล้ียงในอาหารเหลว นาจะสงเสริมใหสเปรมวายน้ํา
ไปผสมกับไขไดมากและเกิดตนออนมากขึ้น 

  

 

Figure 1Growth and development of tree- fern sporeafter cultured on Miller mediumfor 1 month (100 x) 

(A),2 months(100 x)(B),3 months (40 x) (C),3 months (100 x)(D),4 months (40 x) (E),and4 month. (100 x) (F) 

3. การเจริญและพัฒนาของเฟรนมหาสดํา 
       การศึกษานี้ไดทําการเพาะเล้ียงเนื้อเย่ือกลุมที่เจริญพัฒนาดีที่สุด(กลุมทดลองที่ 4.)  ตอ เล้ียงบนอาหารแข็งสูตร 
Miller พบวา เนื้อเย่ือ เฟรนมหาสดํา เม่ืออายุมากขึ้นจะมีการเจริญและพัฒนามากขึ้นตามลําดับ โดย อายุ6เดือน พบ
เสนสายโปรโตนิมาเพิ่มมากขึ้น ขนาดโตขึ้นสีเขียวเขม คลายกํามะหย่ี เกิดโปรทัลลัสมากขึ้น   อายุ7- 9 เดือน พบ
โปรทัลลัสหนาขึ้น   เกิดยอดมวนบนโปรทัลลัส ในเดือนที่ 10 เร่ิมเกิดใบในเดือนที่ 11  มองเห็นใบชัดเจนต้ังแตเดือนที่ 
12    เดือนที่ 13-17  เกิดทั้งยอดมวน กานใบ แผนใบ เพิ่มขึ้น   และเกิดตนและรากที่สมบูรณเม่ืออายุ 18 เดือน  ดัง
แสดงในFigure 2 
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	 3.	 การเจริญและพัฒนาของเฟิร์นมหาสด�ำ 

	 การศึกษานี้ได้ท�ำการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกลุ่มที่

เจริญพัฒนาดีที่สุด(กลุ่มทดลองที่ 4.)  ต่อ เลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร Miller พบวา่ เนื้อเยื่อ เฟิร์นมหาสด�ำ 

เมื่ออายุมากขึ้นจะมีการเจริญและพัฒนามากขึ้นตาม

ล�ำดบั โดย อาย6ุเดอืน พบเส้นสายโปรโตนมิาเพิม่มาก

ขึ้น ขนาดโตขึ้นสีเขียวเข้ม คล้ายก�ำมะหยี่ เกิดโปร

ทัลลัสมากขึ้น   อายุ7- 9 เดือน พบโปรทัลลัสหนาขึ้น   

เกิดยอดม้วนบนโปรทัลลัส ในเดือนที่ 10 เริ่มเกิดใบใน

เดือนที่ 11  มองเห็นใบชัดเจนตั้งแต่เดือนที่ 12    เดือน

ที ่13-17  เกดิทัง้ยอดม้วน ก้านใบ แผ่นใบ เพิม่ขึน้   และ

เกิดต้นและรากที่สมบูรณ์เมื่ออายุ 18 เดือน  ดังแสดง

ใน Figure 2                                                                                                                                               
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Figure 2  Growth and development of tree-fern after cultured on Miller medium for    6 months (A) , 

9 months (B) , 10 months (C) , 11 months (D) , 16 months (E)  and  18 months (F) 
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สรุป

	 การฟอกฆ่าเชือ้สปอร์เฟิร์นมหาสด�ำ ใช้คลอรอกซ์ 

10% นาน 10 นาที และเลี้ยงในห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

ดทีีส่ดุ สปอร์ทีน่�ำมาเลีย้งบน อาหารแขง็สตูร Miller ใช้

เวลาในการเพาะเลีย้งนาน 18 เดอืน มกีารเจรญิพฒันา

เป็น ต้นเฟิร์นมหาสด�ำที่สมบูรณ์ สามารถน�ำออกปลูก

ได้

ค�ำขอบคุณ

	 ผูว้จิยัขอขอบคณุคณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยั

เทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย และสภาวิจัยแห่งชาติ ที่

ส นั บ ส นุ น ง บ ป ร ะ ม า ณ แ ผ ่ น ดิ น  ป ร ะ จ� ำ ป ี 
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