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บทคัดย่อ 
งานวิจัยนีเ้สนอวิธีการขยายพนัธุ์ในหลอดทดลองของต้นกะเพราหินปูน  (Coleus albicalyx (Suddee) Suddee)              

ซึ่งเป็นพืชที่พบเฉพาะในประเทศไทยเท่านัน้และมีสถานะเป็นพืชหายากของประเทศไทย โดยน าเมล็ดมาผ่านกรรมวิธีการ               
ฟอกฆา่เชือ้ผิวและเพาะบนอาหารสงัเคราะห์สตูร Murashige และSkoog (MS) หลงัจากได้ต้นกล้าอาย ุ8 สปัดาห์ ที่มีความสงู              
4 เซนติเมตร จึงน าต้นกล้าดงักลา่วมาตดัเอาสว่นล าต้นที่มีข้อแรกนบัจากโคนล าต้นให้มีขนาด 1.5 เซนติเมตร แล้วน าไปเลีย้ง
บนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มีเบนซิลอะดีนิน (N6-benzyladenine: BA) เข้มข้น 0 1 2 3 และ 4 มิลลิกรัม/ลิตร  หลงัจาก
เลีย้งชิน้พืชนาน 6 สปัดาห์ พบวา่อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร เป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับ
การขยายพนัธุ์ต้นกะเพราหินปนู  เนื่องจากเนือ้เยื่อที่เลีย้งบนอาหารสตูรนีส้ามารถรอดชีวิตและชักน าให้เกิดยอดใหมไ่ด้ทกุชิน้
พืช ทัง้ยังให้จ านวน (4.70 + 0.15 ยอด/ชิน้พืช) และความสูงของยอดใหม่ (3.12 + 0.40 เซนติเมตร) ที่สูงที่สุดอีกด้วย 
นอกจากนี ้ยอดใหม่ที่เกิดขึน้จากสตูรอาหารข้างต้นยงัไม่พบลกัษณะฉ ่าน า้  เมื่อน ายอดใหมท่ี่เกิดขึน้มาตดัแยกเป็นยอดเดี่ยว
และน าไปเลีย้งต่อบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS อีก 6 สปัดาห์ พบว่ายอดพฒันาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ โดยมีการยืดยาวของ             
ล าต้นสงูขึน้และพบการเจริญของรากเป็นจ านวนมาก  ผลที่ได้จากการศึกษานีส้ามารถใช้เป็นวิธีการอนรัุกษ์พนัธุ์ต้นกะเพรา
หินปนูนอกถ่ินอาศยัซึง่เป็นการช่วยรักษาความหลากหลายทางชีวภาพของประเทศไทย และอาจใช้เป็นเคร่ืองมือในการผลติพชื
สมนุไพรชนิดนีใ้ห้ได้จ านวนมากเพื่อใช้เป็นวตัถดุิบในการศกึษาด้านพฤกษเคมีตอ่ไป 
 

ค าส าคัญ  :  พืชถ่ินเดียว ; การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช ; เบนซิลอะดีนิน ; อาการฉ ่าน า้ 
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Abstract 
 This research presented an in vitro propagation method of Coleus albicalyx (Suddee) Suddee, an endemic 
plant and also classified as a rare species of Thailand. Seeds surface was sterilized before culturing on Murashige 
and Skoog (MS)  medium.  After the 8-week- old seedlings at 4 cm in height were achieved, the nodal segments 
contained the first node from the base of seedlings were excised to 1.5 cm in height.  Then, these explants were 
cultured on MS medium augmented with 0, 1, 2, 3, and 4 mg/L of N6-benzyladenine (BA) .  The results at the 6th 

week of culture revealed that MS medium supplemented with 1 mg/L BA was the appropriate medium for multiplying 
new shoots C.  albicalyx.  All explants cultured on this medium could survive and produce new shoots.  The best 
outcomes of new shoots number (4.70 + 0.15 shoots/explant) and height (3.12 + 0.40 cm) were also found from 
this treatment. Moreover, the regenerated shoots from this medium did not show hyperhydricity. These regenerated-
shoots were excised into a single shoot and transferred to MS medium for further 6 weeks.  Shoots developed into 
complete plantlets by elongated their stem and generated profuse root growth.  The outcome of this study can be 
used as a method for ex situ conservation of C. albicalyx, which assists in the maintenance biodiversity of Thailand. 
Furthermore, it may be applied as a mass propagation tool of this medicinal plant to provide material for the 
phytochemical study. 
 

Keywords :  endemic plant ; plant tissue culture ; N6-benzyladenine ; hyperhydricity 
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บทน า   
 พืชสกุล Coleus จัดอยู่ในวงศ์ Lamiaceae มีจ านวนชนิดพันธุ์ทั่วโลกประมาณ 294 ชนิด โดยมีการกระจายพนัธุ์              
ในภูมิอากาศเขตร้อนชืน้ (tropics) และกึ่งเขตร้อน (subtropics) ของทวีปโลกเก่า (the Old World) (Paton et al., 2019)                
พืชสกุลนีส้ามารถน ามาปลกูเป็นไม้ประดบัได้เนื่องจากมีลกัษณะของดอกและใบที่สวยงาม ทัง้ยงัสามารถน ามารับประทาน
เป็นอาหารหรือใช้เป็นพืชสมุนไพรเพื่อบรรเทาอาการเจ็บป่วยหลายประการของมนุษย์อีกด้วย  (Nagpal et al., 2008)  
การศึกษาด้านพฤกษเคมีพบว่าสมาชิกของพืชสกุลนีผ้ลิตสารสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพหลายประเภท (Shivaprasad et al., 
2014) และยงัสามารถผลิตสารส าคญัท่ีออกฤทธ์ิต้านการท างานของ HIV-1 protease ได้อีกด้วย (Kapewangolo & Meyer, 
2018)  จากเหตผุลข้างต้นจึงนบัได้วา่พืชสกลุนีม้ีความส าคญัอยา่งมากตอ่การด ารงชีวิตของมนษุย์ ดงันัน้จึงควรให้ความสนใจ
ในการศึกษาเพิ่มเติมอย่างยิ่ง  ในประเทศไทยนัน้ พบพืชสกุล Coleus รวม 14 ชนิด โดยมี 5 ชนิด ที่ถูกจัดเป็นพืชถ่ินเดียว 
(endemic) หรือพืชที่พบเฉพาะในประเทศไทยเท่านัน้ (Paton et al., 2019) ซึ่งรวมถึงต้นกะเพราหินปูนด้วย พืชชนิดนี  ้          
ถูกค้นพบครัง้แรกเมื่อปี ค.ศ. 2004 และได้รับการตัง้ช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Plectranthus albicalyx Suddee (Suddee et al., 
2004) ต่อมาได้มีการศกึษาข้อมลูเพิ่มเติมโดยใช้วิธีการทางอณชีูววิทยาร่วมด้วยและพบว่าพืชสกุล Plectranthus จ านวนมาก
มีความใกล้เคยีงกบัพืชสกลุ Coleus จึงท าให้พืชสกลุ Plectranthus เหลา่นัน้ถกูย้ายมาอยูใ่นสกลุ Coleus ซึง่รวมถึงต้นกะเพรา
หินปนูด้วย จึงท าให้พืชชนิดนีม้ีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Coleus albicalyx (Suddee) Suddee (Paton et al., 2019) 

ส าหรับข้อมูลโดยทั่วไปของต้นกะเพราหินปูนนัน้ พืชชนิดนีก้ระจายพนัธุ์บนภูเขาหินปูนในป่าดิบแล้งของจังหวดั
กาญจนบุรี สระบุรี นครราชศรีมา ขอนแก่น และเพชรบุรี (Suddee et al., 2004; Chamchumroon, 2017) มีรายงานว่า                   
ส่วนใบและก่ิงของต้นกะเพราหินปูนสามารถน ามาใช้ต้มดื่มเพื่อแก้เบาหวานหรือบ ารุงก าลงัได้ (Medplant Mahidol, 2016)  
อย่างไรก็ตาม พืชชนิดนีม้ีสถานะเป็นชนิดพนัธุ์ที่หายาก (rare species) (Chamchumroon, 2017) และอาจมีความเสี่ยงต่อ
การสญูพนัธุ์ในอนาคตเนื่องจากภาวะโลกร้อน ซึ่งอุณหภูมิที่เพิ่มขึน้สามารถส่งผลกระทบต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตได้ 
(Hansen et al., 2006) ประกอบกับถ่ินที่อยู่อาศัยตามธรรมชาติของพืชชนิดนี บ้างแหล่งก าลังถูกรบกวนเนื่องจากการ                 
ท าอุตสาหกรรมเหมืองแร่ (Suddee et al., 2004) ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อจ านวนต้นในธรรมชาติของต้นกะเพราหินปูนได้                
ในอนาคต ดงันัน้การศกึษาวิธีการอนรัุกษ์พนัธุ์พืชชนิดนีจ้ึงเป็นสิง่จ าเป็น   ทัง้นีก้ารอนรัุกษ์พนัธุ์พืชที่มีประสิทธิภาพจ าเป็นต้อง
มีความรู้พืน้ฐานเบือ้งต้นเก่ียวกับพืชชนิดนัน้ ๆ และต้องด าเนินการอนุรักษ์ควบคู่กันไปทัง้ในถ่ินอาศัย ( in situ) และนอก
ถ่ินอาศัย (ex situ) (UNCED, 1992) ซึ่งในต้นกะเพราหินปูนนัน้ได้มีการจัดตัง้เขตรักษาพันธุ์พืชเพื่อเป็นการอนุรักษ์พันธุ์                  
ในถ่ินอาศยั (Suddee et al., 2004) ประกอบกบัมีการศึกษาชีพลกัษณ์ของพืชชนิดนี  ้(Saengsawang et al., 2015) หากแต่          
ยงัไมพ่บการศกึษาการอนรัุกษ์พนัธุ์นอกถ่ินอาศยัของต้นกะเพราหินปนู 
 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชเป็นวิธีการอนรัุกษ์พนัธุ์พืชนอกถ่ินอาศยัที่มีประสิทธิภาพอีกวิธีหนึ่ง เนื่องจากสามารถเพิ่ม
ต้นพืชปลอดเชือ้ได้ปริมาณมากในระยะเวลาที่จ ากัด (George et al., 2008)  พืชต้นใหม่ที่ได้ยังมีความสมบูรณ์แข็งแรงที่
สามารถน าปลกูกลบัคืนสูธ่รรมชาติได้อีกด้วย (Misic et al., 2005)  ด้วยเหตนุี ้ในปัจจุบนัจึงพบการอนรัุกษ์พนัธุ์พืชที่ก าลงัถกู
คมุคามด้วยวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อเป็นจ านวนมาก (Sarasan et al., 2006) และยงัพบว่าพืชสกุล Coleus หลายชนิด ได้แก่ 
C. amboinicus (Rahman et al., 2015; Govindaraju & Arulselvi, 2018; Arumugam et al., 2020) C. barbatus (Krishna 
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et al. , 2010; Thangavel et al. , 2011; Balasubramanya et al. , 2012; Sreedevi et al. , 2013; Thangavel et al. , 2014)               
C. bourneae (Rajaram et al., 2015; Thaniarasu et al., 2015, 2016, 2018) C. maculosus subsp. edulis (Tsegaw & 
Feyissa, 2014; Kebede & Abera, 2015) และ C. rotundifolius (Asha et al. , 2013) ถูกน ามาเพาะเลีย้งเนื อ้ เยื่อเพื่อ
วัตถุประสงค์หลายประการ เช่น การอนุรักษ์พันธุ์พืช สนับสนุนการผลิตสารส าคัญ การผลิตต้นพืชให้ได้จ านวนมาก                       
เพื่อสนบัสนุนอุตสาหกรรมการผลิตอาหารและยา โดยผ่านการใช้ชิน้ส่วนพืชและสารควบคมุการเจริญเติบโตที่แตกต่างกนั 
หากแต่ยงัไม่มีรายงานการขยายพนัธุ์ต้นกะเพราหินปนูด้วยวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ ดงันัน้การศึกษานีจ้ึง เป็นการศึกษาแรก              
ที่ด าเนินการศกึษาการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของพืชชนิดนี ้
 การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสกุล  Coleus  หลายรายงาน พบว่าการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชกลุ่ม                      
ไซโทไคนินชนิด N6-benzyladenine (BA) สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหมไ่ด้ดีกว่าไซโทไคนินชนิดอื่น หากแต่ใช้ในความเข้มข้น        
ที่แตกต่างกันออกไปในแต่ละหลายรายงาน (Krishna et al., 2010; Asha et al., 2013; Sreedevi et al., 2013; Kebede & 
Abera, 2015; Rahman et al. , 2015; Thaniarasu et al. , 2015; Arumugam et al. , 2020)  ด้วยเหตุดังกล่าว การศึกษา                
ในครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาผลความเข้มข้นของ BA ต่อการขยายพนัธุ์ต้นกะเพราหินปนูในหลอดทดลอง ซึ่งผลที่ได้          
จากการศึกษานีส้ามารถน าใช้เป็นวิธีการอนุรักษ์พันธุ์พืชชนิดนีน้อกถ่ินอาศยั หรือน าไปประยุกต์ใช้ในการเพิ่มปริมาณต้น
กะเพราหินปูนให้ได้จ านวนมากเพื่อน าไปใช้เป็นวตัถุดิบในการศึกษาด้านต่าง ๆ เช่น การศึกษาด้านพฤกษเคมี ซึ่งสามารถ
น าไปสูอ่งค์ความรู้หรือการใช้ประโยชน์ในด้านใหม ่ๆ จากพืชชนิดนีไ้ด้ตอ่ไป  
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การฟอกฆ่าเชื้อผิวเมล็ดของตน้กะเพราหินปนู และการชกัน าใหเ้กิดตน้พืชปลอดเชื้อในหลอดทดลอง 

น าเมล็ดของต้นกะเพราหินปูนมาจุ่มลงในเอทานอลเข้มข้น 70% นาน 1 นาที ก่อนน าเมล็ดไปฟอกฆ่าเชือ้ผิวด้วย
สารละลายคลอร็อกซ์ (Clorox®, USA) ที่ความเข้มข้น 20% และ 10% (คลอร็อกซ์มีสารส าคญัโซเดียมไฮโปคลอไรท์เข้มข้น 
5.25% ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 5 และ 10 นาที ตามล าดบั ละลายในน า้กลัน่ที่ผสมสารลดแรงตึงผิว Tween®-20 เข้มข้น 50 
ไมโครลติร/100 มิลลลิติร จากนัน้น าเมลด็มาล้างสารเคมีออกด้วยน า้กลัน่จ านวนทัง้สิน้ 3 ครัง้ นาน 5 นาที/ครัง้ และน าเมล็ดที่
ผ่านการฟอกฆ่าเชือ้ผิวแล้วไปเพาะบนอาหารสงัเคราะห์สูตร Murashige และ Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962)  
บนัทกึผลอตัราการปลอดเชือ้หลงัเพาะเมลด็บนอาหารสตูรดงักลา่วครบ 1 สปัดาห์   

น า้กลั่นที่ใช้ตลอดขัน้ตอนการฟอกฆ่าเชือ้ผิวนีไ้ด้ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ด้วยหม้อนึ่งไอน า้แรงดันสูง ( autoclave)                      
ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ นาน 20 นาที ขณะที่อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ใช้เวลา             
นึง่ฆา่เชือ้นาน 15 นาที องค์ประกอบพืน้ฐานของอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ประกอบด้วยน า้ตาลซูโครส 30 กรัม/ลติร และผงวุ้น 
7.3 กรัม/ลิตร โดยมีค่าความเป็นกรด - ด่างของอาหารอยูท่ี่ 5.7 – 5.8  อาหารสงัเคราะห์ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ถกูบรรจุลงใน
แตล่ะขวดทดลอง (ขนาด 4 ออนซ์) เนือ้เยื่อถกูเลีย้งภายใต้อณุหภมูิ 25 + 2 องศาเซลเซียส และได้รับแสงไฟนาน 16 ชัว่โมง/วนั 
จากหลอดไฟฟลอูอเรสเซนท์สขีาวโทนเย็น (ฟิลปิส์, ประเทศไทย) ท่ีความเข้มแสง 37 ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที 
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การศึกษาผลของ BA ต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดใหม่ในหลอดทดลองของตน้กะเพราหินปนู 
เลอืกต้นกล้าที่มีอาย ุ8 สปัดาห์ และมีความสงูประมาณ  4 เซนติเมตร มาตดัแยกเอาสว่นล าต้นท่ีมีข้อแรกนบัจากโคน

ล าต้นให้มีความสงู 1.5 เซนติเมตร (ภาพท่ี 1) และน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 0 (ชดุควบคมุ) 1  2  
3  และ 4 มิลลิกรัม/ลิตร โดยใช้ 20 ชิน้พืช/สตูรอาหาร ท าซ า้การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ ใช้ 1 ชิน้พืชทดลอง/ขวดเลีย้ง  หลงัจาก
เลีย้งชิน้พืชบนสตูรอาหารดงักลา่วครบ 6 สปัดาห์ จึงเก็บข้อมลูร้อยละการรอดชีวิต ร้อยละการชกัน าให้เกิดยอดใหม่ จ านวน
ยอดใหม่/ชิน้พืช ความสงูของยอดใหม่ และร้อยละการฉ ่าน า้ของยอดใหม่ จากนัน้น ายอดใหมท่ี่ได้จากแตล่ะสตูรอาหารมาตดั
แยกให้เป็นยอดเดี่ยว และน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS นาน 6 สปัดาห์ เพื่อให้ยอดใหมพ่ฒันาเป็นต้นพืชที่สมบรูณ์ 
การวางแผนการทดลองและการวิเคราะห์ทางสถิติ 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely randomized design: CRD) ข้อมูลทัง้หมดในการศึกษานี ้
วิ เคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว ( One-way Analysis of Variance) และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) การวิเคราะห์ทางสถิติทุกขัน้ตอน
วิเคราะห์ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ PASW Statistics 18.0  ข้อมลูในการศึกษานีแ้สดงผล
เป็นคา่เฉลีย่ + สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard error: S.E.)  
 
ผลการวิจัย   
การฟอกฆ่าเชื้อผิวเมล็ดของตน้กะเพราหินปนู และการชกัน าใหเ้กิดตน้พืชปลอดเชื้อในหลอดทดลอง 

หลงัจากเพาะเมล็ดต้นกะเพราหินปูนที่ผ่านการฟอกฆ่าเชือ้ผิวบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS เป็นเวลา 1 สปัดาห์ 
พบวา่เมลด็ไมเ่กิดการปนเปือ้น   หลงัจากเพาะเมลด็ครบ 4 สปัดาห์ เมลด็เร่ิมงอกเป็นต้นกล้าขนาดเลก็ (ภาพท่ี 1ก) โดยมีการ
งอกร้อยละ 100 และต้นกล้าบางส่วนเจริญเติบโตพฒันาเป็นต้นกล้าที่มีความสงู 4 เซนติเมตร เมื่อเพาะเลีย้งเมล็ดนาน 12 
สปัดาห์   ต้นกล้าที่อายุ 8 สปัดาห์นี ้สามารถมองเห็นส่วนข้อและปล้องได้อย่างชัดเจน (ภาพที่ 1ข) และถูกน าไปใช้เป็นพืช
ทดลองในขัน้ถดัไป 

 
ภาพที่ 1  ต้นออ่นในหลอดทดลองของต้นกะเพราหินปนู หลงัจากเพาะเมลด็ที่ผา่นการฟอกฆา่เชือ้ผิวในสภาพปลอดเชือ้ 
               เป็นเวลา 4 สปัดาห์ (ก) และต้นกล้าอาย ุ8 สปัดาห์ (12 สปัดาห์หลงัเพาะเมลด็) สามารถมองเห็นสว่นข้อ 
               ได้อยา่งชดัเจน (ข, ลกูศร) 
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ผลของ BA ต่อการชกัน าใหเ้กิดยอดใหม่ในหลอดทดลองของตน้กะเพราหินปนู 
 เมื่อตดัเอาสว่นล าต้นที่มีข้อแรกนบัจากโคนล าต้นให้มีความสงู 1.5 เซนติเมตร จากต้นกล้าอาย ุ8 สปัดาห์ (ภาพที่ 1
ข) ไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 0 - 4 มิลลิกรัม/ลิตร เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบว่าที่บริเวณข้อของชิน้พืช
ทดลองมียอดใหมเ่จริญขึน้จากชิน้พืชทดลองโดยตรง (ภาพที่ 2ก)   ทัง้นีส้ตูรอาหารแต่ละสตูรส่งผลกระทบตอ่ร้อยละการรอด
ชีวิตของชิน้พืชทดลองแตกตา่งกนั (ตารางที่ 1) โดยชิน้พืชทดลองที่ตายนัน้พบวา่ชิน้พืชเร่ิมต้นและยอดใหม่กลายเป็นสีน า้ตาล
คล า้ และยอดใหม่ไม่มีการเจริญอีกต่อไป (ภาพที่ 2ข) ซึ่งต่างจากชิน้พืชที่รอดชีวิต (ภาพที่ 2ค)  ทัง้นีชิ้น้พืชทดลองที่เลีย้งบน
สตูรอาหารของชุดควบคมุมีร้อยละการรอดชีวิตอยู่ที่ 98.25 + 1.75  ขณะที่อาหารที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ไม่พบการ
ตายของชิน้พืชทดลอง    อย่างไรก็ตาม การเพิ่มความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้งเกินกวา่ 1 มิลลิกรัม/ลิตร สง่ผลให้ร้อยละ
การรอดชีวิตของพืชทดลองลดลง โดยพบวา่อาหารท่ีม ีBA เข้มข้น 4 มิลลกิรัม/ลติร มีร้อยละการรอดชีวิตของพืชทดลองต า่ทีส่ดุ
เพียง 35.68 + 1.28 (ตารางที่ 1) 
 

 
ภาพที่ 2  การเจริญของยอดใหมจ่ากบริเวณข้อชิน้พืชทดลอง (ก, ลกูศร) และลกัษณะของชิน้พืชทดลองรวมถึงยอดใหมท่ี่ตาย 
               (ข) และยงัมชีีวติอยู ่(ค) หลงัจากเลีย้งชิน้พืชทดลองบนอาหารสงัเคราะห์ทีม่ี BA เข้มข้นแตกตา่งกนั  
               (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
 
 ส าหรับร้อยละของการชกัน าให้เกิดยอดใหม่จากชิน้พืชทดลองนัน้ แม้ไม่พบความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ
แต่ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเพิ่มความเข้มข้นของ BA เกินกว่า 2 มิลลิกรัม/ลิตร มีแนวโน้มที่ท าให้การชักน าให้                   
เกิดยอดใหม่ลดลง   ส าหรับจ านวนและความสูงของยอดใหม่นัน้ ผลการทดลองพบว่าสูตรอาหารชุดควบคุมให้จ านวน                  
ยอดใหมท่ี่ 2.00 + 0.00 ยอด/ชิน้พืช และความสงูของยอดใหมท่ี ่1.00 + 0.06 เซนติเมตร  ขณะที่สตูรอาหารท่ีเติม BA สามารถ
ชกัน าให้จ านวนและความสงูของยอดใหม่ที่สงูกวา่ชดุควบคมุ ซึ่งสตูรอาหารท่ีมี BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถชกัน าให้
ได้จ านวนยอดใหม่ต่อชิน้พืช และความสูงของยอดใหม่ที่มากที่สุด คือ 4.70 + 0.15 ยอด และ 3.12 + 0.40 เซนติเมตร 
ตามล าดบั  อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของ BA ที่เพิ่มมากขึน้สง่ผลให้ได้จ านวนและความสงูของยอดใหม่ลดลง (ตารางที่ 1, 
ภาพท่ี 3) 
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ตารางที่ 1   ผลของ BA ตอ่ชิน้พืชทดลองและการเจริญของยอดใหมห่ลงัจากเลีย้งสว่นล าต้นท่ีมีข้อแรกนบัจากโคนล าต้นบน 
                   อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 0 – 4 มิลลกิรัม/ลติร นาน 6 สปัดาห์ 

ความเข้มข้น 
ของ BA  

(มิลลิกรัม/ลิตร) 

ร้อยละการรอดชีวติ
ของชิน้พชื 

ร้อยละการชักน าให้
เกิดยอดใหม่ 

จ านวนยอดใหม่/
ชิน้พชื 

ความสูง 
ของยอดใหม่  
(เซนติเมตร) 

0    98.25 + 1.75 A 85.71 + 8.25 2.00 + 0.00 C 1.00 + 0.06 C 
1 100.00 + 0.00 A 100.00 + 0.00 4.70 + 0.15 A 3.12 + 0.40 A 
2    55.56 + 14.25 B 100.00 + 0.00 3.30 + 0.45 B   1.52 + 0.40 BC 
3 52.57 + 6.71 B  96.30 + 3.70 2.60 + 0.16 C 2.09 + 0.28 B 
4 35.68 + 1.28 B  92.90 + 4.13 2.40 + 0.16 C 2.07 + 0.37 B 

F-test * ns * * 
หมายเหต ุ: หาก F-test พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (*) ข้อมลูถกูน าไปเปรียบเทียบตอ่ด้วยวิธี DMRT  
                  และแสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตด้ิวยตวัอกัษรภาษาองักฤษที่แตกตา่งกนัตามแนวตัง้  
                  ข้อมลูวิเคราะห์ที่ p<0.05 
 

 
                  ภาพที่ 3  ยอดใหมข่องต้นกะเพราหินปนูจากชิน้พืชทดลองที่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS  
                                 ที่มี BA เข้มข้น 0 - 4 มิลลกิรัม/ลติร นาน 6 สปัดาห์ (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
 
 ยอดใหม่ที่เกิดขึน้จากอาหารแต่ละสตูรถกูน ามาตดัแยกออกเป็นยอดเดี่ยว และน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร 
MS เป็นเวลา 6 สปัดาห์  ยอดใหม่เหล่านีพ้ฒันาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์โดยพบการยืดยาวของยอดขึน้และพบการพฒันาของ              
รากใหมจ่ านวนมาก (ภาพท่ี 4) ซึง่สามารถน าไปอนบุาลออกปลกูได้ตอ่ไป 
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                        ภาพที่ 4  การพฒันาเป็นต้นพืชที่สมบรูณ์ หลงัจากน ายอดใหมท่ี่เจริญขึน้จากชิน้พืชทดลอง 
                                       ที่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ทีม่ี BA เข้มข้น 0 - 4 มิลลกิรัม/ลติร นาน 6 สปัดาห์  
                                       ไปเลีย้งตอ่บนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่ปราศจากการเติม BA นาน 6 สปัดาห์  
                                       (บาร์ = 5 เซนติเมตร) 
 
ผลของ BA ต่อการเกิดยอดใหม่ทีมี่ลกัษณะฉ ่าน ้าในหลอดทดลองของตน้กะเพราหินปนู 
 ระหว่างการเพิ่มปริมาณยอดของต้นกะเพราหินปนูในหลอดทดลองพบว่ายอดใหม่บางสว่นมีลกัษณะฉ ่าน า้ ซึ่งยอด
ดงักลา่วมีสีเขียวซีด ใบหงิกงอ เปราะและแตกหกัได้ง่าย ล าต้นใส (ภาพที่ 5) ซึ่งผลการทดลองพบว่าความเข้มข้นของ BA ใน
อาหารเลีย้งสง่ผลต่อการเกิดยอดฉ ่าน า้อย่างมีนยัส าคญั โดยอาหารที่มี BA เข้มข้น 0 และ 1 มิลลิกรัม/ลิตร ไม่พบยอดฉ ่าน า้ 
ขณะที่ร้อยละการเกิดยอดฉ ่าน า้เพิ่มสงูขึน้เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้ง ซึ่งอาหารที่มี BA เข้มข้น 4 มิลลิกรัม/
ลิตร พบยอดฉ ่าน า้สงูที่สดุ คือ ร้อยละ 52.37 + 6.42 (ตารางที่ 2)  ทัง้นี ้เมื่อตดัยอดฉ ่าน า้ไปเลีย้งต่อบนอาหารสงัเคราะห์สตูร 
MS นาน 6 สปัดาห์ พบวา่ยอดดงักลา่วไม่สามารถกลบัมาเป็นปกติและเร่ิมแสดงการตายของเนือ้เยื่อขึน้  
 

 
ภาพที่ 5  เปรียบเทียบลกัษณะของยอดใหมท่ี่มีลกัษณะปกติ (ภาพซ้าย) และ ฉ ่าน า้ (ภาพขวา) 
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ตารางที่ 2  ร้อยละของยอดใหมท่ี่มีลกัษณะฉ ่าน า้เมื่อเลีย้งชิน้พืชทดลองบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA  
                  เข้มข้น 0 – 4 มิลลกิรัม/ลติร นาน 6 สปัดาห์ 

ความเข้มข้นของ BA (มิลลกิรัม/ลิตร) ร้อยละของยอดใหม่ที่ฉ ่าน า้ 
0 0 B 
1 0 B 
2   44.61 + 12.15 A 
3 48.92 + 6.37 A 
4 52.37 + 6.42 A 

F-test * 
หมายเหต ุ: หาก F-test พบความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (*) ข้อมลูถกูน าไปเปรียบเทียบตอ่ด้วยวิธี DMRT  
                  และแสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตด้ิวยตวัอกัษรภาษาองักฤษที่แตกตา่งกนัตามแนวตัง้  
                 ข้อมลูวิเคราะห์ที่ p<0.05 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
  การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสกลุ Coleus นัน้ พบวา่ชิน้สว่นพืชเร่ิมต้นท่ีใช้ส าหรับการฟอกฆา่เชือ้ผิวเพื่อชกัน าให้เกิดต้น
พืชปลอดเชือ้ในหลอดทดลอง ได้แก่ ใบ (Krishna et al., 2010; Thangavel et al., 2011; Balasubramanya et al., 2012; 
Thaniarasu et al., 2016) ปล้องหรือล าต้นที่มีตาข้าง (Asha et al., 2013; Sreedevi et al., 2013; Kebede & Abera, 2015; 
Rahman et al., 2015; Rajaram et al., 2015; Thaniarasu et al., 2015, 2016; Govindaraju & Arulselvi, 2018; Thaniarasu 
et al., 2018; Arumugam et al., 2020) ยอด (Sreedevi et al., 2013; Tsegaw & Feyissa, 2014; Kebede & Abera, 2015; 
Rahman et al. , 2015)  และปลายยอด (Sreedevi et al. , 2013; Rajaram et al. , 2015; Govindaraju & Arulselvi, 2018; 
Thaniarasu et al., 2018; Arumugam et al., 2020) ซึง่การใช้ชิน้สว่นพืชและวิธีการฟอกฆา่เชือ้ผิวที่แตกตา่งกนัสง่ผลให้อตัรา
การปนเปือ้นจากเชือ้จลุชีพ อตัราการรอดชีวิตหลงัจากกระบวนการฟอกฆา่เชือ้ผิว และความสามารถในการเจริญให้ยอดใหมท่ี่
แตกตา่งกนั (Kebede & Abera, 2015; Arumugam et al., 2020)   ดงันัน้ ขัน้ตอนการฟอกฆา่เชือ้ผิวต้องเลอืกชิน้สว่นพืชและ
วิธีการฟอกฆ่าเชือ้ผิวที่เหมาะสมเพื่อให้ได้ชิน้สว่นพืชปลอดเชือ้ในอตัราที่สงู โดยที่ได้รับการกดักร่อนหรือผลกระทบจากสาร
ฟอกฆ่าเชือ้ให้น้อยที่สดุ เพื่อให้ชิน้สว่นพืชยงัสามารถเจริญให้เนือ้เยื่อปลอดเชือ้ได้ต่อไป  จากการท่ีต้นกะเพราหินปนูเป็นชนิด
พนัธุ์หายาก (Chamchumroon, 2017) ดงันัน้เพื่อลดผลกระทบในด้านปริมาณต้นพืชที่จะถกูน ามาใช้ ประกอบกบัไม่ต้องการ
น าต้นพืชออกจากถ่ินอาศยั  การศึกษานีจ้ึงใช้เมล็ดเป็นชิน้สว่นพืชส าหรับการฟอกฆา่เชือ้ผิว ซึ่งผลการศึกษาพบวา่ไมพ่บการ
ปนเปื้อนจากเชือ้จุลชีพหลงัจากน าเมล็ดต้นกะเพราหินปูนที่ผ่านการฟอกฆ่าเชือ้ผิวมาเพาะเลีย้งในสภาพปลอดเชือ้นาน 1 
สปัดาห์  ผลที่ได้นีแ้สดงให้เห็นถึงศกัยภาพของวิธีการฟอกฆา่เชือ้ผิวและการใช้เมลด็เป็นแหลง่ส าหรับการฟอกฆา่เชือ้ผิวในพืช
สกุล Coleus อีกแหลง่หนึ่ง  การที่เมล็ดของต้นกะเพราหินปนูไม่พบการปนเปือ้นจากเชือ้จลุชีพอาจเป็นเพราะผิวของเมลด็พืช
ชนิดนีห้นาและแข็ง จึงท าให้สามารถใช้สารเคมีที่ระดบัความเข้มข้นสงูร่วมกบัการใช้เวลาที่นานในขัน้ตอนการฟอกฆา่เชือ้ผิวได้
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โดยที่ไมท่ าอนัตรายตอ่คพัภะ (embryo) ที่อยูภ่ายในเมลด็  ทัง้นี ้พืชสกลุ Coleus หลายชนิดมีรายงานวา่เมลด็มีอตัราการงอก
ต ่า (Thangavel et al., 2011, 2014; Thaniarasu et al., 2015, 2016, 2018) ส าหรับต้นกะเพราหินปนูนัน้ พืชชนิดนีม้ีการพกั
ตวัของเมล็ดในช่วงเดือนมกราคม – กลางเดือนมิถุนายน (Saengsawang et al., 2015) ซึ่งการศึกษานีพ้บว่าเมล็ดของต้น
กะเพราหินปูนทุกเมล็ดสามารถงอกเป็นต้นกล้าได้เมื่อเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชือ้ครบ 12 สปัดาห์ โดยอาจเป็นเพราะ
สารเคมีที่ใช้ระหว่างขัน้การฟอกฆ่าเชือ้ผิวได้กัดกร่อนผิวเมล็ด ท าให้ผิวเมล็ดอ่อนนุ่มขึน้ ธาตุอาหารและน า้จากอาหาร
สงัเคราะห์จึงสามารถซึมเข้าสูเ่อ็มบริโอได้ง่ายขึน้ จึงเป็นการท าลายการพกัตวัของเมล็ด ท าให้การเพาะเมล็ดในสภาพปลอด
เชือ้มีอตัราการงอกที่สงูกว่าในสภาพธรรมชาติ (Charoensub et al., 2008; Wang et al., 2018)  นอกจากนี ้ยงัมีรายงานว่า
การใช้เมล็ดเป็นชิน้ส่วนพืชเร่ิมต้นสามารถน าไปประยุกต์ใช้เพื่อการผลิตพืชในเชิงอุตสาหกรรมได้อีกด้วย (Behera et al., 
2019) 
 การขยายพนัธุ์พืชสกุล Coleus สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหม่ผ่านกลุ่มเซลล์แคลลสัได้ (indirect organogenesis) 
เนื่องจากวิธีการนีส้ามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้ปริมาณมาก (Sreedevi et al., 2013; Thaniarasu et al., 2016) ควบคู่               
ไปกบัการผลิตสารส าคญั (Balasubramanya et al., 2012)  อย่างไรก็ตาม วิธีการนีม้ีความซบัซ้อนและมีองค์ประกอบที่ต้อง
ค านงึหลายประการ ทัง้ยงัใช้ระยะเวลาเลีย้งเนือ้เยื่อนาน นบัตัง้แตข่ัน้ตอนการฟอกฆา่เชือ้ผิวจนถึงการออกปลกูอาจนานถึง 22 
หรือ 24 สปัดาห์ (Balasubramanya et al., 2012; Sreedevi et al., 2013)  ขณะที่การชักน าให้เกิดยอดใหม่จากชิน้ส่วนพืช
โดยตรง (direct organogenesis) ใช้เวลาที่น้อยกว่า โดย Rahman et al. (2015) ใช้เวลาเพาะเลีย้งเพียง 16 สปัดาห์เท่านัน้  
ดงันัน้ การขยายพนัธุ์พืชสกลุ Coleus โดยสว่นมากจึงชกัน าให้เกิดยอดใหม่ด้วยวิธี direct organogenesis จากเนือ้เยื่อหลาย
สว่น เช่น ใบ (Thangavel et al., 2011) ยอด (Rahman et al., 2015) และปลายยอด (Kebede & Abera, 2015; Thaniarasu 
et al., 2018; Arumugam et al., 2020) เป็นต้น  อยา่งไรก็ตาม ผลการศกึษาหลายชิน้บง่ชีว้า่สว่นล าต้นหรือปล้องที่มตีาข้างอยู่
มีศักยภาพในการชักน าให้เกิดยอดใหม่ดีกว่าเนือ้เยื่อส่วนอื่น (Kebede & Abera, 2015; Rahman et al., 2015; Rajaram                
et al., 2015; Govindaraju & Arulselvi, 2018; Thaniarasu et al., 2018) จึงท าให้เนือ้เยื่อส่วนนีถ้กูใช้เป็นชิน้ส่วนพืชส าหรับ
การขยายพันธุ์ พืชสกุล Coleus จ านวนมาก (Asha et al. , 2013; Tsegaw & Feyissa, 2014; Thangavel et al. , 2014; 
Kebede & Abera, 2015; Rahman et al., 2015; Rajaram et al., 2015; Thaniarasu et al., 2015, 2018)  ทัง้นี ้ต าแหนง่ของ
ข้อยงัส่งผลต่อความสามารถในการเจริญให้ยอดใหม่ โดย Arumugam et al. (2020) พบว่าข้อจากต าแหน่งลา่งสดุของยอด
อ่อนสามารถเจริญให้ยอดใหมไ่ด้ดีที่สดุ ซึ่งอาจเป็นเพราะข้อต าแหน่งนีไ้ด้รับอิทธิพลการข่มจากตายอด (apical dominance) 
น้อยกว่าข้อบริเวณอื่น ประกอบกับการมีปัจจัยภายใน เช่น การสะสมของสารควบคุมการเจริญเติบโต สารชีวเคมีและธาตุ
อาหาร และความแข็งแรงของเนือ้เยื่อ (George et al., 2008) ที่เอือ้ต่อการเจริญให้ยอดใหม่มากกว่าข้อต าแหน่งอื่น  ดงันัน้
การศกึษานีจ้ึงเลอืกใช้สว่นล าต้นที่มีข้อแรกนบัจากโคนล าต้นเป็นชิน้สว่นพืชส าหรับชกัน าให้ต้นกะเพราหินปนูเกิดยอดใหมผ่า่น
กระบวนการ direct organogenesis 
 สารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชกลุม่ไซโทไคนินเป็นสารที่ใช้กนัอย่างแพร่หลายในการขยายพนัธุ์ต้นพืชในหลอด
ทดลอง เนื่องจากสารกลุม่นีม้ีผลโดยตรงตอ่การควบคมุและพฒันาให้เกิดยอดใหม่ (George et al., 2008) ซึ่งไซโทไคนินชนิด 
BA เป็นสารที่สามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้ดีกว่าไซโทไคนินชนิดอื่นดงัปรากฏในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสกุล Coleus 
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หลายรายงาน (Krishna et al., 2010; Asha et al., 2013; Sreedevi et al., 2013; Kebede & Abera, 2015; Rahman et al., 
2015; Thaniarasu et al., 2015; Arumugam et al., 2020) ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะเมื่อให้ BA แก่ต้นพืช จะท าให้ต้นพืชเกิดการ
สะสม N6(2-isopentenyl)adenine (iP) และ N6(2-isopentenyl)adenosine (iPR) ซึ่งเป็นสารตัง้ต้นส าหรับการสงัเคราะห์             
ไซโทไคนินในปริมาณที่สงูขึน้ จึงมีผลให้ปริมาณไซโทไคนินภายในต้นพืชเพิ่มสงูขึน้และสง่ผลตอ่การเกิดยอดใหม ่(Auer et al., 
1999) การศึกษานีจ้ึงใช้ BA ส าหรับชกัน าให้เกิดยอดใหมใ่นหลอดทดลองของต้นกะเพราหินปนู  โดยผลการทดลองพบวา่การ
เพิ่มความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้งเกินกว่า 1 มิลลิกรัม/ลิตร ท าให้อตัราการรอดชีวิตของพืชทดลองลดลง ซึ่งสอดคล้อง
กับในต้น Zehneria platysperma ที่พบผลการทดลองเป็นไปในลักษณะเดียวกัน  (Chuengpanya et al., 2020)  ทัง้นี  ้                  
เป็นเพราะไซโทไคนินที่ความเข้มข้นสงูเป็นพิษต่อเซลล์พืชและเป็นสญัญาณให้เกิดการตายของเซลล์ได้ (apoptosis) (Carimi 
et al., 2003)  การเติม BA ลงในอาหารเพาะเลีย้งต้นกะเพราหินปนูท าให้ได้อตัราการเกิดยอดใหม่และจ านวนยอดใหมต่อ่ชิน้
พืชที่สงูกว่าอาหารชุดควบคมุ เนื่องจากไซโทไคนินสามารถชกัน าให้เกิดการสร้างเนือ้เยื่อเจริญที่เก่ียวกบัการพฒันาของยอด
ผ่านการควบคมุหรือกระตุ้นการท างานของยีนที่เก่ียวข้อง (Gordon et al., 2009) ท าลายการข่มของตายอดสูต่าข้าง ท าลาย
การพกัตวัของตาข้าง (George et al., 2008) และกระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์ โดยเป็นผลสืบเนื่องจากการที่ไซโทไคนินท าให้
กิจกรรมการสงัเคราะห์ด้วยแสงเกิดได้มากและนานขึน้ (Fuadi et al., 2014; Skalák et al., 2019)  การศึกษานีพ้บว่าเมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้งเกินกวา่ 1 มิลลิกรัม/ลิตร สง่ผลให้การชกัน าและจ านวนยอดใหม่ลดลง ซึ่งการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อพืชสกุล Coleus หลายรายงานก็ได้ระบเุช่นเดียวกันว่า การเพิ่มความเข้มข้นของไซโทไคนินหรือ BA เกินกว่าระดบัที่
เหมาะสมส่งผลให้การชักน าให้เกิดยอดใหม่ลดลง (Thangavel et al., 2011; Asha et al., 2013; Thangavel et al., 2014; 
Tsegaw & Feyissa, 2014; Kebede & Abera, 2015; Rajaram et al. , 2015; Rahman et al. , 2015; Thaniarasu et al. , 
2015; Govindaraju & Arulselvi, 2018; Thaniarasu et al., 2018; Arumugam et al., 2020)  การเพิ่มความเข้มข้นของ BA 
เกินกว่าระดบัที่เหมาะสมสามารถลดกระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสงลงได้ (Fuadi et al., 2014) ดงันัน้เมื่อกระบวนการสร้าง
พลงังานหลกัของพืชลดลง จึงท าให้กิจกรรมของเซลล์ลดลงและสง่ผลให้เกิดยอดใหม่ลดลงในท้ายที่สดุ  นอกจากนี ้ไซโทไคนิน
ทีร่ะดบัสงูเกินไปยงัมีผลยบัยัง้การเกิดยอดใหมแ่ละชะลอการแบง่เซลล์อีกด้วย (George et al., 2008)  ระดบัของไซโทไคนินยงั
สามารถควบคมุขนาดของเซลล์หรือเนือ้เยื่อเจริญ (Medford et al., 1989; Werner et al., 2001) และเป็นกลไกส าคญัต่อการ
ท าให้เกิดกระบวนการขยายขนาดของเซลล์ (Skalák et al., 2019) ซึ่ง BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร อาจเป็นระดบัที่เหมาะสม             
ที่เอือ้ต่อการเกิดปัจจัยภายในเหล่านี ้จึงส่งผลให้ต้นกะเพราหินปูนที่เลีย้งบนอาหารสูตรนีม้ีความสูงของยอดใหม่สงูที่สดุ   
ขณะที่การเพิ่มระดับความเข้มข้นของ BA อาจเป็นการรบกวนปัจจัยข้างต้น จึงท าให้ยอดใหม่มีความสูงลดลง ทัง้นีก้าร
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสกลุ Coleus หลายรายงานพบวา่การเพิ่มความเข้มข้นของ BA หรือไซโทไคนินเกินกวา่ระดบัท่ีเหมาะสม
ท าให้ความสูงของยอดใหม่ลดลงเช่นเดียวกัน (Thangavel et al. , 2011; Asha et al. , 2013; Sreedevi et al. , 2013; 
Thangavel et al., 2014; Tsegaw & Feyissa, 2014; Kebede & Abera, 2015; Rajaram et al., 2015; Rahman et al., 2015; 
Thaniarasu et al., 2015, 2016, 2018; Arumugam et al., 2020)  นอกจากนี ้BA อาจเพิ่มการท างานของ ACC synthase 
(Carimi et al., 2003) ท าให้เนือ้เยื่อในหลอดทดลองเกิดการสงัเคราะห์และปลดปลอ่ยก๊าซเอทิลีนขึน้ (Saha et al., 2007) ซึ่ง
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ส่งผลกระทบต่อความสงูของเนือ้เยื่อในหลอดทดลองได้ (Gaba, 2007) และกระบวนการทัง้หมดนีอ้าจเกิดขึน้ระหว่างการ
เพาะเลีย้งต้นกะเพราหินปนู 
 ไซโทไคนินเป็นสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชท่ีออกฤทธ์ิตรงกนัข้ามกบัออกซิน จึงมีผลชะลอหรือยบัยัง้การเจริญ
ของรากได้ (George et al., 2008)   ด้วยเหตุนี ้การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสกุล Coleus หลายรายงานจึงใช้อาหารเลีย้งที่เติม
ออกซินร่วมด้วยเพื่อชักน าให้เกิดราก (Thangavel et al., 2011; Asha et al., 2013; Thangavel et al., 2014; Tsegaw & 
Feyissa, 2014; Kebede & Abera, 2015; Rajaram et al., 2015; Thaniarasu et al., 2015, 2016; Govindaraju & Arulselvi, 
2018; Thaniarasu et al, 2018)  แต่การศกึษานีพ้บว่าเมื่อตดัยอดใหม่ของต้นกะเพราหินปนูแยกออกเป็นยอดเดี่ยวแล้วน าไป
เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS นาน 6 สปัดาห์ ยอดสามารถพฒันาให้รากใหม่ได้จ านวนมาก นอกจากนีย้อดยงัมีการยืด
ยาวเพิ่มขึน้ด้วย   การเกิดรากและการยืดยาวของยอดต้นกะเพราหินปูนบนอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตนี  ้
คล้ายคลึงกับผลการศึกษาในพืชสกุล Coleus หลายรายงาน (Krishna et al., 2010; Sreedevi et al., 2013; Arumugam               
et al., 2020)  ซึ่งการย้ายเนือ้เยื่อมาเลีย้งบนอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเป็นการลดผลกระทบของ            
ไซโทไคนินที่ต้นพืชได้รับจากอาหารเลีย้งในขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณยอด จึงท าให้เกิดการปรับสมดุลของไซโทไคนินและ              
ออกซินภายในต้นพืชและน าไปสู่การยืดยาวของยอดและการเกิดรากของเนือ้เยื่อ (George et al., 2008)  นอกจากนี ้การที่
ยอดของต้นกะเพราหินปูนสามารถพัฒนาให้รากใหม่ได้เองหลังจากเลีย้งบนอาหารสังเคราะห์ที่ไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืช อาจเป็นเพราะระดบัของ BA ที่ใช้ในการศึกษานี ้ไม่เข้มข้นพอที่จะยบัยัง้การเกิดราก ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาของ Asha et al. (2013) ที่พบว่ายอดของต้น C. rotundifolius สามารถเกิดรากได้เองแม้ว่าจะเลีย้งบนอาหารที่เติม 
BA ร่วมด้วยก็ตาม   ถึงแม้ว่ายอดใหม่ของต้นกะเพราหินปูนจะพฒันาให้รากจนเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์และพร้อมต่อการน าไป
อนบุาลออกปลกู แต่ยอดที่เกิดจากการเลีย้งด้วยอาหารที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร พบพฒันาการของราก (จ านวนและ
ความยาว) และการยืดยาวของยอดในภาพรวมที่สงูกวา่อาหารสตูรอื่น ซึ่งเป็นข้อบง่ชีว้า่ความเข้มข้นของไซโทไคนินท่ีแตกตา่ง
กันสามารถส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการพฒันาของต้นพืชไปอีกระยะหนึ่งภายหลงัการเลิกใช้เช่นเดียวกับที่พบในต้น               
Z. platysperma (Chuengpanya et al., 2020) 
 ระหว่างขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณยอดของต้นกะเพราหินปูน ยอดใหม่ที่เกิดจากอาหารเลีย้งที่มี BA เข้มข้น 2 – 4 
มิลลกิรัม/ลติร พบยอดใหมฉ่ ่าน า้ขึน้ โดยอตัรายอดฉ ่าน า้เพิ่มสงูขึน้เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้ง ผลการศกึษานี ้
เป็นไปในลกัษณะเดียวกนักบัการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ของต้น Z. platysperma (Chuengpanya et al., 2020)  ทัง้นี ้เมื่อย้ายยอด
ฉ ่าน า้ของต้นกะเพราหินปนูไปเลีย้งตอ่ในอาหารที่ไมเ่ติม BA ต่ออีก 6 สปัดาห์ พบว่ายอดไม่สามารถกลบัมามีลกัษณะปกติได้  
ซึ่งยอดฉ ่าน า้สามารถเกิดขึน้ได้ระหว่างการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของพืชหลายชนิด (Hazarika & Bora, 2010) และนบัว่าเป็น
ข้อจ ากัดส าคญัของการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช เพราะยอดฉ ่าน า้นอกจากจะท าให้เกิดความเสียหายต่อเนือ้เยื่อแล้วยงัท าให้
สญูเสียทรัพยากรอีกด้วย  หนึ่งในปัจจยัที่ส าคญัต่อการท าให้เกิดยอดฉ ่าน า้ คือ การใช้ระดบัความเข้มข้นของสารควบคมุการ
เจริญเติบโตของพืชที่ไม่เหมาะสม (Hazarika & Bora, 2010) ซึ่งระดบัความเข้มข้นของไซโทไคนินที่สงูเกินไปสามารถท าให้             
ต้นพืชเกิดการสร้างอนุมูลอิสระออกซิเจน (reactive oxygen species: ROS) สงูขึน้ และท าให้เกิดภาวะเครียดออกซิเดชั่น 
(oxidative stress) ซึง่ ROS สามารถท าลายโครงสร้างตา่ง ๆ ของต้นพืชได้ ท าให้เกิด lipid peroxidation (Novák et al., 2013) 
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และน าไปสูภ่าวะฉ ่าน า้ในที่สดุ (Soundararajan et al., 2017)   นอกจากนี ้จากการที่ BA สามารถชกัน าให้เนือ้เยื่อในหลอด
ทดลองสร้างก๊าซเอทิลนีได้นัน้ (Saha et al., 2007) ก๊าซดงักลา่วนีส้ามารถกระตุ้น NADPH oxidase ให้สร้าง ROS สงูขึน้ และ
สง่ผลให้เกิดยอดฉ ่าน า้ได้เช่นเดียวกนั (Saher et al., 2004)   การเพิ่มความเข้มข้นของ BA ในอาหารเลีย้งเนือ้เยื่อนัน้ สามารถ
ท าให้เกิดยอดใหม่ที่มีลกัษณะผิดปกติได้ดงัที่พบในต้น C. amboinicus (Arumugam et al., 2020) ดงันัน้ สารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืชที่ใช้ระหวา่งการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชต้องใช้ในระดบัท่ีเหมาะสมเพื่อป้องกนัการเกิดยอดฉ ่าน า้หรือยอดที่มี
ลกัษณะผิดปกติ 
 จากข้อมลูทัง้หมดบง่ชีว้า่อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่เติม BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร เป็นสตูรอาหารท่ีเหมาะสมต่อ
การขยายพนัธุ์ต้นกะเพราหินปูนในหลอดทดลอง เนื่องจากสตูรอาหารดงักล่าวสามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ในปริมาณที่
มากกว่าอาหารสตูรอื่นโดยไม่ท าให้เกิดยอดฉ ่าน า้ ทัง้ยงัมีผลกระทบตอ่การยืดยาวของยอดและการพฒันาของรากน้อย  ทัง้นี ้
BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร ยงัเป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมตอ่การขยายพนัธุ์ต้น C. rotundifolius อีกด้วย (Asha et al., 2013) 
 
สรุปผลการวิจัย   

การศึกษานีไ้ด้วิธีการขยายพนัธุ์ในหลอดทดลองของต้นกะเพราหินปนูซึ่งใช้เวลาทัง้สิน้ 24 สปัดาห์  ซึ่งวิธีการฟอก              
ฆา่เชือ้ผิวเมลด็ในการศกึษานีไ้มพ่บการปนเปือ้นจากเชือ้จุลชีพ และเมลด็มีอตัราการงอกที่ร้อยละ 100   จากการเลอืกต้นกล้า
อาย ุ8 สปัดาห์ และมีความสงู 4 เซนติเมตร มาตดัเอาสว่นล าต้นท่ีมีข้อแรกนบัจากโคนล าต้นให้มีความสงู 1.5 เซนติเมตร และ
น าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร เป็นเวลา 6 สปัดาห์ พบวา่ได้ยอดใหมจ่ านวน 4.70 + 
0.15 ยอด/ชิน้พืช และยอดใหม่มีความสงู 3.12 + 0.40 เซนติเมตร โดยยอดใหม่ที่เกิดขึน้จากอาหารสตูรนีไ้ม่มีลกัษณะฉ ่าน า้  
ยอดใหมท่ี่เกิดขึน้จากสตูรอาหารข้างต้นถกูตดัแยกเป็นยอดเดี่ยวและน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ตอ่อีก 6 สปัดาห์ 
เพื่อชกัน าให้ยอดเกิดการยืดยาวและการพฒันาของรากจนยอดพฒันาเป็นต้นพืชที่สมบรูณ์ ซึ่งสามารถน าไปอนบุาลออกปลกู
ได้ตอ่ไป   ผลที่ได้จากการศกึษานีส้ามารถประยกุต์ใช้เป็นวิธีการท่ีมีประสทิธิภาพในการขยายพนัธุ์และอนรัุกษ์พืชถ่ินเดียวชนิด
นีไ้ม่ให้สูญพันธุ์  และอาจใช้เป็นเคร่ืองมือในการเพิ่มปริมาณพืชสมุนไพรชนิดนีใ้ห้ได้จ านวนมากเพื่อสนับสนุนการผลิต
สารส าคญัและการศกึษาด้านพฤกษเคมี ซึ่งจะท าให้เกิดองค์ความรู้ใหมจ่ากพืชชนิดนี ้อนัจะท าให้เกิดความตระหนกัและเห็น
ความส าคญัของต้นกะเพราหินปนูมากขึน้  
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