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บทคัดย่อ 

งานวิจยันีศ้กึษาวิธีการขยายพนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรี (Dorcoceras brunneum C.Puglisi) ซึ่งเป็นพืชใกล้สญูพนัธุ์
ของประเทศไทยโดยใช้วิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช  ชิน้ส่วนเร่ิมต้นใช้ใบต าแหน่งที่ 2 และ 3 ซึ่งมีขนาดความยาว 3.5 – 4 
เซนติเมตร และกว้าง 1.5 – 2 เซนติเมตร ถกูตดัออกจากบริเวณยอดของยอดปลอดเชือ้ที่มีอาย ุ16 สปัดาห์  จากนัน้ตดัเฉพาะ
ส่วนกลางและโคนใบให้มีขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร และน าไปเลีย้งบนอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige และ                 
Skoog (MS) ที่มีเบนซิลอะดีนีน (N6-benzyladenine: BA) เข้มข้น 0 – 1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกับกรดแนฟทาลีนอะซิติก                  
(1-napthaleneacetic acid: NAA) เข้มข้น 0 – 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 16 สปัดาห์  ผลการศึกษาพบว่าการเลีย้งสว่นกลางใบ
ของต้นจอกหินตะนาวศรีบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ลติร 
สามารถชกัน าให้เกิดจ านวนยอดใหมไ่ด้สงูสดุ (17.5 ยอด/ชิน้พืช)  กอของยอดใหมท่ี่เกิดจากสตูรอาหารนีถ้กูน ามาตดัแยกเป็น
ยอดเดี่ยว ก่อนน ายอดเดี่ยวที่มีความสงู 1 เซนติเมตร ไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มีความเข้มข้นของธาตอุาหาร
ลดลงคร่ึงหนึง่ (½MS) หรือเข้มข้นตามปกติ ซึง่มีการเติมหรือไมเ่ติมผงถ่านกมัมนัต์ (activated charcoal: AC) ปริมาณ 2 กรัม/
ลิตร เพื่อชักน าให้เกิดราก  เมื่อเลีย้งยอดบนสูตรอาหารข้างต้นนาน 8 สปัดาห์ พบว่าอาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS ที่มี AC 
สามารถชักน าให้เกิดรากใหม่ได้ดีที่สุด (จ านวนรากใหม่ 15.6 ราก/ยอด, ความยาวรากใหม่ 2.1 เซนติเมตร)  ผลที่ได้จาก
การศกึษานีจ้ะเป็นประโยชน์ตอ่การขยายและอนรัุกษ์พนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรี ซึง่จะเป็นการช่วยอนรัุกษ์ความหลากหลายทาง
พนัธุ์พืชของประเทศไทยอีกทางหนึง่ 
 

ค าส าคัญ : ต้นจอกหินตะนาวศรี ; พืชเฉพาะถ่ิน ; การขยายพนัธุ์โดยจลุวิธี ; การเกิดอวยัวะจากชิน้พืชเร่ิมต้นโดยตรง 
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Abstract 

This research presented a propagation protocol for Dorcoceras brunneum C.Puglisi, which is an 
endangered plant of Thailand, using plant tissue culture technique. The 2nd and 3rd leaves, 3.5 – 4 cm long and 1.5 
– 2 cm wide, were cut from shoots of 16-week-old axenic shoots and were chosen as explant material. Then, only 
middle and basal parts of them were cut to 0.5 x 0.5 cm2. The explants were cultured on Murashige & Skoog (MS) 
medium supplemented with 0 – 1 mg/L N6-benzyladenine (BA) and 0 – 0.5 mg/L 1-napthaleneacetic acid (NAA) for 
16 weeks. The results showed that culturing the middle part of leaf onto MS medium augmented with 1 mg/L BA 
and 0.1 mg/L NAA produced the highest number of new shoots (17.5 shoots/explant). Bunches of regenerated 
shoots from this medium were separated into a single shoot. The single shoot at the height of 1 cm was cultured 
onto half-strength (½MS) or full-strength MS medium with or without supplementation of 2 g/L activated charcoal 
(AC) for root induction. After culturing shoots on these media for 8 weeks, ½MS medium supplemented with AC 
resulted in the best root regeneration (new roots number 15.6 roots/shoot, new root length 2.1 cm). The data 
obtaining from this study will be helpful for propagation and conservation of D. brunneum, which may provide as 
another way for maintaining diversity of plant in Thailand.  
 

Keywords : Dorcoceras brunneum ; endemic plant ; micropropagation ; direct organogenesis 
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บทน า 
Dorcoceras เป็นพืชสกุลหนึ่งในวงศ์ Gesneriaceae  ซึ่งทัว่โลกพบเพียง 6 ชนิด โดยกระจายพนัธุ์ในประเทศอินเดีย 

จีน พม่า ไทย ลาว กัมพูชา เวียดนาม ฟิลิปปินส์ และอินโดนีเซีย   ในประเทศไทยนัน้พบพืชสกุลนี ้4 ชนิด ซึ่ง 2 ใน 4 ชนิด
ดงักล่าวถูกจดัเป็นพืชที่พบเฉพาะในประเทศไทยเท่านัน้ คือ Dorcoceras brunneum C.Puglisi และ Dorcoceras glabrum 
C.Puglisi  และพืชทัง้ 2 ชนิดนี ้ยงัจดัเป็นพืชชนิดใหม่ (new species) ท่ีพึ่งได้รับการตัง้ช่ือวิทยาศาสตร์เมื่อปี ค.ศ. 2017 อีก
ด้วย (Puglisi & Middleton, 2017)  ส าหรับต้นจอกหินตะนาวศรีหรือ D. brunneum นัน้ พบการกระจายพันธุ์ ในจังหวัด
ประจวบคีรีขนัธ์ และบริเวณภูเขาหินปูนและป่าเบญจพรรณของจงัหวดักาญจนบุรี ไม้เนือ้อ่อนชนิดนีม้ีความยาวและความ
กว้างของแผ่นใบประมาณ 0.5 – 2 และ 4 – 10 เซนติเมตร ตามล าดบั ช่อดอกเป็นแบบกระจกุ (cyme) ประกอบไปด้วยดอกสี
ม่วงจ านวน 3 – 12 ดอก และก้านชูช่อดอกที่ยาว 9 – 15 เซนติเมตร (ภาพที่ 1ก) (Puglisi & Middleton, 2017)  ด้วยขนาดที่
เล็กและมีดอกสวยงามนี ้จึงท าให้พืชชนิดนีม้ีศกัยภาพต่อการน ามาพฒันาให้เป็นไม้ประดบัประเภทไม้กระถางเศรษฐกิจชนิด
ใหม่ของประเทศไทยได้  หากแต่ต้นจอกหินตะนาวศรีมีขอบเขตการแพร่กระจาย (extent of occurrence) เพียง 130 ตาราง
กิโลเมตร และพืน้ท่ีกระจายพนัธุ์บางสว่นไมไ่ด้อยูใ่นเขตอนรัุกษ์พนัธุ์พืช ท าให้พืชชนิดนีเ้สีย่งตอ่การถกูรบกวนจากกิจกรรมของ
มนุษย์  จึงส่งผลให้ต้นจอกหินตะนาวศรีควรได้รับการประเมินสถานะให้เป็นชนิดพนัธุ์ใกล้สญูพนัธุ์ (endangered species) 
ของประเทศไทย (Puglisi & Middleton, 2017)  ดงันัน้การศึกษาเพื่ออนรัุกษ์พนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรี ซึ่งเป็นหนึ่งในวิธีที่ช่วย
ธ ารงไว้ซึง่ความหลากหลายทางชีวภาพของประเทศไทยจึงเป็นสิง่ส าคญัยิ่ง 

 

  
 

        ภาพที ่1  ต้นจอกหินตะนาวศรีในถ่ินท่ีอยูอ่าศยัตามธรรมชาติ (ก) และผลของพืชชนดินีท้ี่น ามาใช้ระหวา่งขัน้ตอน 
                       การฟอกฆา่เชือ้ผิวเพื่อชกัน าให้เกิดเนือ้เยื่อปลอดเชือ้ในหลอดทดลอง (ข, บาร์ = 2 เซนตเิมตร) 
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จากการที่ประเทศไทยได้เข้าร่วมเป็นสมาชิกของภาคีอนสุญัญาว่าด้วยความหลากหลายทางชีวภาพ (Convention 
on Biological Diversity) และได้ด าเนินตามข้อตกลง “เป้าหมายความหลากหลายทางชีวภาพไอชิ (Aichi Biodiversity 
Targets)” ด้วยการเพิ่มพืน้ท่ีอนรัุกษ์ชนิดพนัธุ์สิ่งมีชีวิตให้ครอบคลมุมากขึน้ไปแล้วนัน้  (Chotthong et al., 2019) หากแตก่าร
อนุรักษ์พันธุ์พืช เช่น กลุ่มพืชหายาก พืชเฉพาะถ่ิน หรือพืชใกล้สูญพันธุ์อย่างยั่งยืนนัน้ นอกเหนือไปจากวิธีการจัดการที่มี
ประสิทธิภาพจากภาครัฐแล้ว ควรมีการศึกษาวิธีการขยายพนัธุ์ที่มีประสิทธิภาพและการหาวิธีการใช้ประโยชน์ในด้านต่าง ๆ 
จากต้นพืชควบคู่ไปด้วย อนัจะเป็นการช่วยอนุรักษ์พนัธุ์พืชอย่างยัง่ยืนได้ ซึ่งวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชจดัเป็นอีกวิธีหนึ่งที่
สามารถตอบสนองต่อการรักษาพนัธุ์พืชได้อยา่งมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเทคนิคนีส้ามารถขยายพนัธุ์ต้นพืชปลอดเชือ้ได้เป็น
จ านวนมากในระยะเวลาอนัสัน้  (Geroge et al., 2008) จึงท าให้มีจ านวนต้นพืชเพียงพอต่อการน าไปใช้ประโยชน์ของมนษุย์
โดยไม่ไปรบกวนประชากรพืชในธรรมชาติ (Prameela et al., 2015)  นอกจากนี ้การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชยงัอาจเป็นเพียงวิธี
เดียวที่สามารถใช้ในการอนรัุกษ์หรือขยายพนัธุ์พืชที่มีข้อจ ากดัสงู  เช่น สามารถชกัน าให้เกิดพืชต้นใหม่ผ่านการเลีย้งเนือ้เยื่อ
สว่นต่าง ๆ ของต้นพืชที่ผสมตวัเองไมไ่ด้ (self-incompatible) (Mycock et al., 1997)  ด้วยเหตนุีจ้ึงท าให้พืชที่มีความเสีย่งตอ่
การสญูพนัธุ์ไม่ต ่ากว่า 170 ชนิด จาก 60 วงศ์ ได้รับการอนุรักษ์พนัธุ์โดยการประยุกต์ใช้วิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อร่วมด้วย 
(Benson, 1999)   ส าหรับพืชในวงศ์ Gesneriaceae นัน้ ได้มีการศึกษาวิธีการขยายพันธุ์ในหลอดทดลองหลายชนิด เช่น 
Chirita longgangensis (Tang et al. , 2007)  C.  moonii (Herath, 2013)  C.  swinglei (Chen et al. , 2016)  Codonanthe 
devosiana (Emer et al., 2018) Dayaoshania cotinifolia (Yang et al., 2014) Henckelia incana (Prameela et al., 2015) 
Lysionotus pauciflorus (Godo et al. , 2010)  L.  serratus (Li et al. , 2013)  Metabriggsia ovalifolia (Ma et al. , 2011; 
Ouyang et al. , 2016)  Oreocharis mileense (Wang et al. , 2018)  Primulina tabacum (Ma et al. , 2010; Yang et al. , 
2012) P. tamiana (Padmanabhan et al., 2014) Saintpaulia ionantha (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Khan et al., 
2007)  S.  speciosa (Pang et al. , 2006; Park et al. , 2012; Blinstrubiene et al. , 2020)  และ  Titanotrichum oldhamii 
(Takagi et al., 2011) เป็นต้น  โดยงานวิจยัเหลา่นีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อขยายพนัธุ์ต้นพืชให้ได้จ านวนมากเพื่ออนรัุกษ์พนัธุ์นอก
ถ่ินอาศยัหรือน าไปใช้เพื่อประโยชน์ทางการค้า หรือน าไปประยกุต์ใช้เพื่อการปรับปรุงพนัธุ์พืช  

การได้มาซึ่งวิธีการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae ที่มีประสิทธิภาพนัน้ จ าเป็นต้องค านึงถึงปัจจยัหลาย
ประการ ซึ่งจากงานวิจยัก่อนหน้าพบว่าปัจจยัที่ส่งผลต่อความส าเร็จระหว่างการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของพืชวงศ์นี ้ได้แก่  การ
เลอืกใช้ชิน้สว่นพืช วิธีการชกัน าให้เกิดยอดใหม ่การเลอืกใช้ระดบัของสารควบคมุการเจริญเติบโตระหวา่งการเพิ่มปริมาณยอด
ใหม่ การใช้ความเข้มข้นของปริมาณธาตอุาหารที่ต่างกนัและอิทธิพลร่วมของการเติมผงถ่านกมัมนัต์ (activated charcoal : 
AC) ระหว่างการชักน าให้เกิดรากใหม่ ซึ่งแต่ละรายงานมีวิธีการขยายพนัธุ์พืชที่ต่างกัน อนัเนื่องมาจากความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมของพืชแตล่ะชนิด  จากการท่ียงัไมพ่บรายงานการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของต้นจอกหินตะนาวศรี ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงเป็น
รายงานแรกที่ศึกษาวิธีการขยายพนัธุ์พืชชนิดนีใ้นหลอดทดลอง โดยปัจจยัที่กลา่วมาข้างต้นได้ถกูศึกษาในงานวิจยันีเ้พื่อสร้าง
วิธีที่มีประสิทธิภาพต่อการขยายพันธุ์ ต้นจอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลอง   ข้อมูลที่น าเสนอในการศึกษานีน้อกจากจะ
สามารถใช้เป็นเคร่ืองมือเพื่ออนรัุกษ์พนัธุ์พืชชนิดนีแ้ล้ว ยงัอาจสามารถเป็นข้อมลูเพื่อน าไปประยกุต์ใช้เพื่อการศกึษาด้านอื่น ๆ 
ตอ่ไปในอนาคต เช่น การผลติต้นพืชให้มีปริมาณมากพอส าหรับการวิเคราะห์ศกัยภาพตอ่การเป็นไม้ประดบัเศรษฐกิจชนิดใหม่ 
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หรือศกึษาการใช้ประโยชน์ในด้านตา่ง ๆ เป็นต้น  นอกจากนี ้ข้อมลูที่ได้ยงัอาจใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช
สกลุ Dorcoceras ชนิดอื่น ๆ  ตลอดจนใช้เป็นข้อมลูส าหรับการตอ่ยอดเพื่อศกึษาในด้านการปรับปรุงพนัธุ์พืชหรือการวิจยัด้าน
ชีววิทยา/อณชีูววิทยา ซึ่งจะเป็นสร้างองค์ความรู้ใหมจ่ากต้นจอกหินตะนาวศรี อนัจะท าให้พืชชนิดนีม้ีคณุคา่และความส าคญั
มากยิ่งขึน้ และสามารถน าไปสูก่ารอนรัุกษ์ความหลากหลายทางพนัธุ์พืชของประเทศไทยอยา่งยัง่ยืนตอ่ไป 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การฟอกฆ่าเชื้อผิวช้ินพืชเร่ิมตน้ของตน้จอกหินตะนาวศรี 

น าใบและผลของต้นจอกหินตะนาวศรีจาก จ. กาญจนบุรี มาฟอกฆ่าเชือ้ผิว (ภาพที่ 1ข)  โดยน ามาล้างท าความ
สะอาดด้วยน า้ประปาและสบูเ่หลวเพื่อขจดัฝุ่ นละอองที่ติดอยู่บริเวณผิวของชิน้สว่นพืชออก  จากนัน้น าสว่นใบและผลจุ่มลงใน
เอทิลแอลกอฮอล์เข้มข้น 70% (ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 30 วินาที และน าไปฟอกฆ่าเชือ้ผิวด้วยน า้กลัน่ที่ผสมด้วยคลอร็อกซ์ 
(Clorox®, USA) เข้มข้น 15% และ 5% (ปริมาตร/ปริมาตร) นาน 10 และ 15 นาที ตามล าดบั ร่วมกับการเติม Tween®-20 
(Merck, Germany) ความเข้มข้น 100 ไมโครลิตร/100 มิลลิลิตร  ชิน้พืชถกูน าไปล้างสารเคมีออกโดยใช้น า้กลัน่จ านวน 3 ครัง้ 
ครัง้ละ 5 นาที   

น า้กลัน่ท่ีใช้ในขัน้ตอนการฟอกฆา่เชือ้ผิวและอปุกรณ์ตดัย้ายเนือ้เยื่อพืชในงานวิจยันีถ้กูท าให้ปลอดเชือ้ด้วยการนึง่ใน
หม้อนึง่ฆา่เชือ้แรงดนัสงู (autoclave) ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้แรงดนั 15 ปอนด์/ตารางนิว้ นาน 20 นาที  ส าหรับ
คลอร็อกซ์ท่ีใช้ในการศึกษาครัง้นีม้ีสารออกฤทธ์ิส าคญัโซเดียมไฮโปคลอไรท์ (sodium hypochlorite: NaOCl) เข้มข้น 6% 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ขณะที่ Tween®-20 มีสารออกฤทธ์ิส าคญัคือ polyethylene glycol sorbitan monolaurate  
การชกัน าใหเ้กิดยอดปลอดเชื้อ 
 ใบและผลของต้นจอกหินตะนาวศรีที่ผ่านการฟอกฆ่าเชือ้ผิวถูกน ามาใช้เป็นชิน้พืชเร่ิมต้นส าหรับชกัน าให้เกิดยอด
ปลอดเชือ้ในหลอดทดลอง โดยน าใบมาตดัให้มีขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร แล้วน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร 
Murashige และ Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) ที่มีเบนซิลอะดีนิน (N6-benzyladenine: BA) (Sigma, USA) 
เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกับกรดแนฟทาลีนอะซีติก (1-napthaleneacetic acid, NAA) (Sigma, USA) เข้มข้น 0.1 
มิลลิกรัม/ลิตร  จากการที่ผลของพืชชนิดนีม้ีขนาดเล็ก จึงไม่สามารถแยกเมล็ดออกจากผลได้อย่างชดัเจน ดงันัน้การศึกษานี  ้         
จึงน าผลมาตดัตามขวางให้มีความยาว 1 เซนติเมตร แล้วจึงตดัผ่าคร่ึงตามยาว ก่อนน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS             
ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต  บันทึกผลการปนเปื้อนจากเชือ้จุลชีพของชิน้พืชหลงัจากเลีย้งในหลอดทดลองครบ                
1 สปัดาห์ 
 อาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่ใช้ตลอดการศกึษานีป้ระกอบด้วยน า้ตาลซูโครสเข้มข้น 30 กรัม/ลติร และผงวุ้น 7.5 กรัม/
ลิตร มีค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5.7 – 5.8 และผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใต้ความดนั 15 ปอนด์/
ตารางนิว้ นาน 15 นาที อาหารถูกบรรจุในขวดแก้วปริมาตร 120 มิลลิลิตร โดยแต่ละขวดทดลองบรรจุอาหารสงัเคราะห์
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร พืชทดลองถกูเลีย้งในห้องเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชที่มีอณุหภูมิ 25 + 2 องศาเซลเซียส และได้รับความเข้ม
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แสง 37 ไมโครโมล/ตารางเมตร/วินาที นาน 16 ชั่วโมง/วนั (ช่วงมืด 8 ชั่วโมง/วนั) จากหลอดไฟฟลอูอเรสเซนต์สีขาวโทนเย็น 
(ฟิลปิส์, ประเทศไทย)  
การเพ่ิมปริมาณพืชทดลอง  
 จากการท่ียอดปลอดเชือ้ที่ได้จากขัน้ตอนท่ี 2 มีปริมาณที่น้อย จึงเพิ่มปริมาณพืชทดลอง โดยน ากอของยอดปลอดเชือ้
ที่มีอาย ุ16 สปัดาห์ จากขัน้ตอนที่ 2 มาตดัแยกให้เป็นยอดเดี่ยวแล้วน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น              
2 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 8 สปัดาห์ แล้วย้ายชิน้พืชไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร  MS ต่ออีก 8 สปัดาห์ (เปลี่ยนย้ายต้นพืช               
สู่อาหารใหม่ทุก 4 สปัดาห์) ด าเนินการซ า้ 3 ครัง้ เพื่อให้ได้ปริมาณต้นพืชที่เพียงพอต่อการด าเนินงานวิจยั วิธีการข้างต้นนี  ้              
เป็นสตูรอาหารและวิธีพืน้ฐานในการเพิ่มปริมาณพืชทดลองของห้องปฏิบตัิการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล 
การศึกษาบริเวณของใบและสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการขยายพนัธ์ุตน้จอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลอง 
 ยอดปลอดเชือ้ของต้นจอกหินตะนาวศรีจากขัน้ตอนที่ 3 ซึ่งมีใบต าแหน่งที่ 2 และ 3 (นับจากบริเวณยอดลงมา)               
ยาว 3.5 – 4 เซนติเมตร และกว้าง 1.5 – 2 เซนติเมตร ถกูน ามาใช้เป็นชิน้พืชทดลอง จากนัน้ตดัชิน้สว่นใบจากบริเวณกลางใบ
และโคนใบให้มีขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร (ภาพที่ 2) แล้วน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 0, 
0.1, 0.5 และ 1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0, 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร รวมเป็นทัง้หมด 24 ชุดการทดลอง (ชิน้พืช 
2 สว่น x สตูรอาหาร 12 สตูร ดงัแสดงในตารางที่ 1) โดยวางให้ด้านท้องใบ (abaxial surface) สมัผสักบัอาหาร บนัทึกผลการ
เกิดยอดใหมห่ลงัจากเลีย้งชิน้พืชครบ 16 สปัดาห์ (เปลีย่นย้ายชิน้พืชสูอ่าหารใหมท่กุ 4 สปัดาห์) 
 

 
 

ภาพที่ 2  วิธีการตดัชิน้สว่นใบของต้นจอกหินตะนาวศรีเพื่อใช้ในการศกึษานี ้
 

การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดรากของตน้จอกหินตะนาวศรี 
 ยอดใหม่ที่เกิดขึน้จากบริเวณใบและสตูรอาหารที่ดีที่สดุถกูเลือกน ามาใช้ทดลองต่อ โดยกอของยอดใหม่ที่เจริญขึน้
จากชุดการทดลองนีถู้กตัดแยกออกเป็นยอดเดี่ยว แล้วเลือกยอดที่มีความสูงประมาณ 1 เซนติเมตร ไปเลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะห์สตูร MS ที่มีความเข้มข้นของธาตอุาหารตามปกติหรือลดลงคร่ึงหนึง่ (½MS) โดยมีการเติมหรือไมเ่ติม AC (Sigma, 
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USA) ปริมาณ 2 กรัม/ลิตร ร่วมด้วย รวมเป็นทัง้หมด 4 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 2) เมื่อเลีย้งยอดบนสตูรอาหารดงักลา่วครบ             
8 สปัดาห์ (ย้ายยอดสูอ่าหารใหมท่กุ 4 สปัดาห์) บนัทกึจ านวนรากและความยาวรากใหมท่ี่เกิดขึน้ 

การวางแผนการทดลอง มาตรฐานการวดัข้อมูล และการวิเคราะห์ทางสถิติ 
 การศึกษานีว้างแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (completely randomized design) ชุดทดลองแต่ละชุดใช้จ านวน
ชิน้พืช 20 ชิน้ ท าซ า้การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้ (รวมเป็น 60 ชิน้พืช/ชดุทดลอง) ข้อมลูจ านวนยอดและรากที่เกิดขึน้หลงัจากเลีย้ง
ชิน้สว่นพืชในขวดทดลองนบัจากทกุยอดและทกุรากที่เกิดขึน้ใหม ่ขณะที่ความยาวของรากใหมว่ดัจากรากที่ยาวที่สดุของแตล่ะ
ขวดทดลอง ข้อมูลถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม PASW Statistics 18.0 หากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของ
ข้อมูล (analysis of variance) ด้วยการทดสอบค่าเอฟ (F-test) พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ข้อมูลถูกน าไป
วิเคราะห์เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยตอ่ด้วยวิธีการ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) การทดสอบทางสถิติทกุขัน้ตอน
ของการศึกษานีว้ิเคราะห์ที่ระดบั  p<0.05  การวิจัยนีแ้สดงข้อมูลในรูปของค่าเฉลี่ย + ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation: S.D.) 
 
ผลการวิจัย 
การชกัน าใหเ้กิดยอดปลอดเชื้อในหลอดทดลองและการเพ่ิมปริมาณพืชทดลอง 

หลงัจากน าใบที่ผ่านกระบวนการฟอกฆ่าเชือ้ผิวและถกูตดัให้มีขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร มาเลีย้งในอาหาร
สงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA 0.5 มิลลกิรัม/ลติร และ NAA 0.1 มิลลกิรัม/ลติร ครบ 1 สปัดาห์ พบวา่ทกุใบพืชมีการปนเปือ้นจาก
เชือ้จลุชีพ (contaminate)  ขณะที่ชิน้พืชสว่นผลซึง่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS มีการปนเปือ้นจากเชือ้จลุชีพท่ีร้อยละ 33 
หลงัจากเลีย้งชิน้พืชครบ 1 สปัดาห์  ชิน้พืชส่วนผลเร่ิมมีการเปลี่ยนแปลงและเห็นเป็นยอดอ่อนขนาดเล็กเมื่อเลีย้งชิน้พืชใน
สภาพปลอดเชือ้ครบ 8 สปัดาห์ และเมื่อเลีย้งชิน้พืชสว่นผลครบ 24 สปัดาห์ พบว่าชิน้พืชสว่นนีม้ีการเจริญของยอดออ่นท่ีแนน่
ติดกนัป็นกระจกุ ใบมีการแผข่ยายขนาดมากขึน้ อีกทัง้ยอดยงัมีความสมบรูณ์สามารถน าไปใช้ศกึษาหรือท าการทดลองตอ่ไป 

เนื่องจากยอดปลอดเชือ้ที่ได้จากการเลีย้งชิน้พืชสว่นผลมีจ านวนน้อย ซึง่ไมเ่พียงพอตอ่การด าเนินการทดลองได้อยา่ง
ตอ่เนื่องและมีประสทิธิภาพ ดงันัน้จึงได้ด าเนินการเพิ่มปริมาณพืชทดลองให้มีจ านวนเพียงพอตอ่การด าเนินงานวิจยั โดยเลีย้ง
ยอดเดี่ยวบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัม/ลิตร นาน 8 สปัดาห์ จากนัน้จึงย้ายยอดไปเลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะห์สตูร MS ต่ออีก 8 สปัดาห์ เพื่อล้างอิทธิพลของ BA ที่อาจส่งผลกระทบต่อผลการทดลองในขัน้ตอนต่อไป ผลการ
สงัเกตระหวา่งการเพิ่มปริมาณพืชทดลองโดยใช้สว่นยอดเป็นชิน้พืชนี ้พบวา่ยอดใหมเ่จริญขึน้โดยตรงจากบริเวณข้อของชิน้พืช 
(direct organogenesis) โดยไมม่ีแคลลสัเกิดขึน้ 
การศึกษาบริเวณของใบและสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการขยายพนัธ์ุตน้จอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลอง 
 เมื่อน าใบต าแหน่งที่ 2 และ 3 (นับจากบริเวณยอดลงมา) ที่มีความยาว 3.5 – 4 เซนติเมตร และกว้าง 1.5 – 2 
เซนติเมตร จากยอดปลอดเชือ้ของต้นจอกหินตะนาวศรีที่มีอายุ 16 สปัดาห์ มาตัดเอาชิน้ส่วนใบขนาด 0.5 x 0.5 ตาราง
เซนติเมตร จากบริเวณกลางและโคนของใบ ไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สูตร  MS ที่มีความเข้มข้นของ BA และ NAA ที่
แตกต่างกนันาน 4 สปัดาห์ ผลการสงัเกตพบว่าชุดการทดลองสว่นมากมีการตอบสนองต่ออาหารที่ใช้เลีย้งชิน้พืช โดยพบว่า
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ยอดใหมเ่จริญขึน้จากชิน้พืชทดลองโดยตรง (ภาพท่ี 3) โดยเห็นเป็นยอดสเีขียวขนาดเลก็กระจายทัว่ไปบนชิน้สว่นใบ หากแตย่งั
ไม่สามารถนับจ านวนได้อย่างชัดเจน  ในขณะที่บางชุดการทดลอง เช่น ชิ น้ส่วนใบจากบริเวณโคนใบที่เลีย้งบนอาหาร
สงัเคราะห์สตูร MS ที่มี NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ยงัไม่พบการเจริญของยอดแต่พบการเจริญของรากใหม่จ านวนมาก
บริเวณบนผิวใบ (ภาพท่ี 4 – 5) 
 

 
 

                   ภาพที ่3  การเกิดยอดใหมจ่ากชิน้พืชสว่นใบของต้นจอกหินตะนาวศรีซึง่พบวา่ยอดใหม ่(ลกูศร)  
                                  เจริญขึน้โดยตรงจากชิน้พืชทดลอง (บาร์ = 0.5 เซนตเิมตร) 

 
ชิน้พืชมีการตอบสนองตอ่อาหารสงัเคราะห์ ตลอดจนมีการพฒันาและเห็นเป็นยอดชดัเจนมากขึน้ตามล าดบัหลังจาก

เลีย้งครบ 8 และ 12 สปัดาห์ (ภาพที่ 4 – 5) โดยผลการทดลองที่ 16 สปัดาห์ พบว่าทกุสตูรอาหารสามารถนบัจ านวนยอดได้
อยา่งชดัเจน และยงัพบวา่ชิน้สว่นใบทกุชิน้สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหมไ่ด้โดยไมพ่บการเจริญของแคลลสั  หากแตชิ่น้สว่นใบ
จากกลางใบและโคนใบมีการชกัน าให้จ านวนยอดใหม่ที่แตกต่างกนัไปในแต่ละสตูรอาหาร โดยผลการทดลองของชิน้สว่นใบ
จากกลางใบพบว่าการเลีย้งบนอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต (ชุดควบคุม) สามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้             
10.7 ยอด/ชิน้พืช ขณะที่การเลีย้งชิน้พืชบนอาหารที่มี  BA หรือ NAA เพียงอย่างเดียว พบว่า  BA และ NAA ที่ระดับ                   
0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ให้จ านวนยอดใหมต่อ่ชิน้พืชที่ดีกว่าความเข้มข้นระดบัอื่น (11.1 ยอด/ชิน้พืช) อีกทัง้ยงัพบวา่การเพิ่มความ
เข้มข้นของ BA หรือ NAA เกินจากระดบัข้างต้น ส่งผลให้จ านวนยอดใหม่ลดลง  การเลีย้งชิน้ส่วนใบจากบริเวณกลางใบบน
อาหารที่มี BA และ NAA ร่วมกนันัน้ พบว่าอาหารที่มี BA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร             
ได้จ านวนยอดใหม่ต ่าสดุจากทัง้ 24 ชุดการทดลอง (1.8 ยอด/ชิน้พืช) ขณะที่อาหารที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั 
NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร ได้จ านวนยอดใหม่สงูถึง 17.5 ยอด/ชิน้พืช ซึ่งเป็นจ านวนยอดใหม่ที่สงูสดุจากทัง้ 24 ชุดการ
ทดลอง ผลการทดลองในอาหารที่เติม BA ร่วมกบั NAA ยงัพบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของ NAA ในอาหารกลุม่นี ้สง่ผลให้ได้
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จ านวนยอดใหม่ลดลง เช่น ในอาหารที่มี BA เข้มข้น 0.1 หรือ 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร หากเพิ่มความเข้มข้นของ NAA เป็น                         
0.5 มิลลกิรัม/ลติร พบวา่ยอดใหมม่ีจ านวนลดลง เป็นต้น (ภาพท่ี 4, ตารางที่ 1) ทัง้นีค้า่เฉลีย่จ านวนยอดใหมจ่ากทัง้ 12 ชดุการ
ทดลองของชิน้ใบจากบริเวณกลางใบอยูท่ี่ 10.3 ยอด/ชิน้พืช 
  ส าหรับชิน้ส่วนใบจากบริเวณโคนใบ ค่าเฉลี่ยจ านวนยอดใหม่จากทัง้ 12 ชุดการทดลอง หลงัจากเลีย้งชิน้พืชครบ               
16 สปัดาห์อยูท่ี่ 9.1 ยอด/ชิน้พืช โดยชิน้พืชที่เลีย้งบนอาหารท่ีไมม่ีการเติม BA หรือ NAA ให้จ านวนยอดใหมท่ี่ 8.9 ยอด/ชิน้พืช  
นอกจากนี ้ผลการทดลองของชิน้พืชส่วนนีค้ล้ายคลึงกบัการเลีย้งชิน้ส่วนใบจากกลางใบ กล่าวคือ อาหารที่มี BA หรือ NAA 
เพียงอยา่งเดียว หากใช้ความเข้มข้นเกินกวา่ระดบั 0.1 มิลลกิรัม/ลติร หรือหากใช้ความเข้มข้นของ NAA ที่ระดบั 0.5 มิลลกิรัม/
ลติร ในอาหารที่มี BA ร่วมกบั NAA สง่ผลให้จ านวนยอดใหมล่ดลง โดยพบวา่อาหารท่ีมี BA เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ลติร ร่วมกบั 
NAA เข้มข้น 0.5 มิลลกิรัม/ลติร ให้จ านวนยอดใหมเ่พียง 2.8 ยอด/ชิน้พืช ซึง่เป็นจ านวนยอดใหมท่ี่น้อยที่สดุของการใช้ชิน้สว่น
ใบจากบริเวณโคนใบเป็นพืชทดลอง  ขณะที่อาหารที่มี BA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลติร 
พบจ านวนยอดใหม ่13.1 ยอด/ชิน้พืช ซึง่เป็นจ านวนยอดใหมส่งูสดุของการใช้ชิน้ใบจากสว่นโคนใบ (ภาพที่ 5, ตารางที่ 1) 
 จากข้อมูลทัง้หมดสามารถกล่าวได้ว่าชิน้ส่วนใบจากบริเวณกลางใบที่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA 
เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลติร เหมาะสมตอ่การน ามาใช้เพื่อขยายพนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรี
ในหลอดทดลอง เนื่องจากชดุการทดลองนีใ้ห้จ านวนยอดใหมต่อ่ชิน้พืชสงูที่สดุจากทัง้ 24 ชดุการทดลอง (ภาพที่ 4, ตารางที่ 1) 
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        ภาพที่ 4   การเจริญของยอดใหมจ่ากชิน้สว่นใบบริเวณกลางใบซึง่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA และ NAA   
                        เข้มข้นตา่งกนั นาน 16 สปัดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนตเิมตร ในสปัดาห์ที่ 4, 2 เซนติเมตร ในสปัดาห์ที่ 8 – 16) 
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      ภาพที่ 5  การเจริญของยอดใหมจ่ากชิน้สว่นใบบริเวณโคนใบซึง่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA และ NAA  
                     เข้มข้นตา่งกนั นาน 16 สปัดาห์ (บาร์ = 0.5 เซนตเิมตร ในสปัดาห์ที่ 4, 2 เซนตเิมตร ในสปัดาห์ที่ 8 – 16) 
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ตารางที่ 1  ผลของการเลีย้งชิน้สว่นใบซึง่ตดัจากบริเวณกลางใบหรือโคนใบบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มีความเข้มข้นของ  
                   BA และ NAA แตกตา่งกนันาน 16 สปัดาห์ 

ชิน้ส่วนใบ 

สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช 
(มิลลิกรัม/ลิตร) ร้อยละการชักน าให้

เกิดยอดใหม่ 
จ านวนยอดใหม่/ชิน้พืช 

BA NAA 

สว่
นก
ลา
งใ
บ 

0 0 100    10.7 + 3.5 CDE 
0.1 0 100 11.1 + 2.8 C 
0.5 0 100      10.2 + 1.8 CDEFG 
1 0 100     10.4 + 2.1 CDEF 
0 0.1 100 11.1 + 2.3 C 
0 0.5 100  4.3 + 2.7 I 

0.1 0.1 100  10.6 + 2.4 CD 
0.1 0.5 100   1.8 + 1.1 K 
0.5 0.1 100 12.6 + 2.5 B 
0.5 0.5 100     10.5 + 4.0 CDEF 
1 0.1 100 17.5 + 2.3 A 
1 0.5 100 12.6 + 3.9 B 

สว่
นโ
คน
ใบ

 

0 0 100   8.9 + 2.8 H 
0.1 0 100      9.7 + 2.1 EFGH  
0.5 0 100     9.5 + 2.9 FGH     
1 0 100    9.1 + 2.9 GH     
0 0.1 100      9.6 + 2.4 EFGH 
0 0.5 100  3.2 + 1.9 J 

0.1 0.1 100      9.8 + 2.4 EFGH 
0.1 0.5 100  2.8 + 2.0 J 
0.5 0.1 100 13.1 + 4.3 B 
0.5 0.5 100 11.0 + 2.5 C 
1 0.1 100 12.2 + 2.6 B 
1 0.5 100       9.9 + 3.1 DEFGH 

F-test NS * 

หมายเหต ุ: ข้อมลู = คา่เฉลีย่ + S.D.  N = 20 ชิน้พืช/ชดุทดลอง ท าซ า้การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้  NS และ * แสดงความ 
                  แตกตา่งอยา่งไมม่แีละมีนยัส าคญัทางสถิติด้วย F-test ตามล าดบั  ตวัอกัษรภาษาองักฤษที่แตกตา่งกนัตาม 
                  แนวตัง้ของตารางแสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตด้ิวยวิธี DMRT (p<0.05) 
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การศึกษาสูตรอาหารทีเ่หมาะสมต่อการชกัน าใหเ้กิดรากของตน้จอกหินตะนาวศรี 
 หลงัจากกอของยอดใหมซ่ึ่งเจริญจากชิน้สว่นใบบริเวณกลางใบที่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น        
1 มิลลกิรัม/ลติร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ลติร มาแยกให้เป็นยอดเดี่ยว แล้วเลอืกยอดเดี่ยวที่มีความสงู 1 เซนติเมตร 
ไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มีความเข้มข้นของธาตุอาหารแตกต่างกัน ร่วมกับการเติมหรือไม่เติม AC เป็นเวลา                 
8 สัปดาห์ ผลการทดลองพบว่าอาหารสังเคราะห์สูตร  MS ให้จ านวนรากใหม่ (10.9 ราก/ยอด) และความยาวรากใหม่                   
(0.5 เซนติเมตร) น้อยที่สดุจากทัง้ 4 ชุดการทดลอง ทัง้นีก้ารเติม AC ลงในอาหารสงัเคราะห์สตูร MS พบว่ามีรากใหม่จ านวน 
(11.8 ราก/ยอด) และความยาว (0.7 เซนติเมตร) เพิ่มสงูขึน้เล็กน้อย  ขณะที่การลดความเข้มข้นของอาหารเลีย้งเป็น ½MS 
พบว่าได้จ านวนรากใหม่ (13.3 ราก/ยอด) และความยาวรากใหม่ (0.8 เซนติเมตร) ซึ่งเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรียบกบัอาหารสงัเคราะห์สตูร MS   นอกจากนีผ้ลการทดลองพบวา่การใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS และเติม AC ร่วมด้วย 
สง่ผลให้รากของต้นจอกหินตะนาวศรีมีจ านวน (15.6 ราก/ยอด) และความยาวของรากใหม่ (2.1 เซนติเมตร) ที่สงูสดุจากทัง้            
4 ชดุการทดลอง  ทัง้นีต้้นพืชที่ได้จากอาหารสตูรนีม้ีความพร้อมที่จะถกูน าไปอนบุาลออกปลกูตอ่ไป (ภาพท่ี 6, ตารางที่ 2) 
 

 
 ภาพที่ 6  การเจริญของรากของต้นจอกหินตะนาวศรีเมือ่เลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ซึง่มีความเข้มข้นของธาตอุาหาร 
                ที่แตกตา่งกนั และมีการเตมิหรือไมเ่ตมิ AC ร่วมด้วย นาน 8 สปัดาห์  (บาร์ = 1 เซนติเมตร) 
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ตารางที่ 2  การเกิดรากใหมข่องต้นจอกหินตะนาวศรี เมื่อน ายอดเดี่ยว   ซึง่เจริญจากชิน้ใบสว่นกลางใบบน อาหารสงัเคราะห์ 
                  สตูร MS ที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ลติร มาเลีย้งตอ่บนอาหารสงัเคราะห์ 
                  สตูร MS ที่มีความเข้มข้นของธาตอุาหารท่ีแตกตา่งกนั และมีการเติมหรือไมเ่ติม AC ร่วมด้วย นาน 8 สปัดาห์ 

ชุดการทดลอง จ านวนรากใหม/่ยอด ความยาวรากใหม ่(เซนตเิมตร) 
½MS 13.3 + 2.6 B 0.8 + 0.3 B 

½MS + AC ปริมาณ 2.0 กรัม/ลติร 15.6 + 2.4 A 2.1 + 0.3 A 
MS 10.9 + 1.7 C 0.5 + 0.2 C 

MS + AC ปริมาณ 2.0 กรัม/ลติร 11.8 + 1.1 C 0.7 + 0.1 B 
F-test * * 

หมายเหต ุ: ข้อมลู = คา่เฉลีย่ + S.D. N = 20 ยอด/ชดุทดลอง ท าซ า้การทดลองทัง้หมด 3 ครัง้   * แสดงความแตกตา่งอยา่ง 
                  มีนยัส าคญัทางสถิตด้ิวย F-test  ตวัอกัษรภาษาองักฤษที่แตกตา่งกนัตามแนวตัง้ของตารางแสดงความแตกตา่ง 
                  อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติด้วยวิธี DMRT (p<0.05) 
 
วิจารณ์ผลการวิจัย 

ขัน้ตอนการฟอกฆ่าเชือ้ผิวของชิน้ส่วนพืชที่น ามาใช้เพื่อชกัน าให้เกิดเนือ้เยื่อปลอดเชือ้ในหลอดทดลองซึ่งสามารถ
ก าหนดความส าเร็จของการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชแตล่ะชนิดนัน้ เป็นขัน้ตอนแรกของการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อซึง่มคีวามส าคญัและ
ความละเอียดอ่อนอย่างยิ่ง โดยใบ (Khan et al., 2007; Tang et al., 2007; Ma et al., 2010, 2011; Takagi et al., 2011; 
Yang et al., 2012; Li et al., 2013; Prameela et al., 2015; Chen et al., 2016; Ouyang et al., 2016; Blinstrubiene et al., 
2020) ยอดอ่อน (Herath, 2013) ข้อ (Padmanabhan  et al., 2014) และตาดอก (Pang et al., 2006) เป็นชิน้ส่วนพืช                 
ที่ถกูน ามาใช้ในขัน้ตอนการฟอกฆา่เชือ้ผิวในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงาน   จากการน าสว่นใบ
ของต้นจอกหินตะนาวศรีมาฟอกฆา่เชือ้ผิวในการศกึษานี ้พบว่าชิน้สว่นใบทกุชิน้เกิดการปนเปือ้นจากเชือ้จลุชีพ ทัง้นีอ้าจเป็น
เพราะใบของพืชชนิดนีม้ีขนขนาดเล็กปกคลมุทัว่ทัง้ใบ ประกอบกบัลกัษณะการเติบโตตามธรรมชาติของต้นจอกหินตะนาวศรี         
ที่ใบจะเจริญใกล้ชิดกบัผิวดิน (ภาพที่ 1ก) ลกัษณะข้างต้นนีจ้ึงส่งผลให้ใบของต้นจอกหินตะนาวศรีเป็นแหล่งสะสมของเชือ้             
จุลชีพได้สงูและท าให้ยากต่อการฟอกบริเวณผิวใบให้ปลอดเชือ้ ดงันัน้ใบจึงไม่ใช่แหล่งของชิน้พืชเร่ิมต้น ( starting explant 
source) ที่ดีส าหรับต้นจอกหินตะนาวศรีหากฟอกฆ่าเชือ้ด้วยวิธีการในการศึกษานี  ้ แต่ส าหรับชิน้พืชส่วนผลของต้นจอกหิน
ตะนาวศรีซึ่งมีขนขนาดเล็กปกคลมุเช่นกันนัน้ พบการปนเปื้อนจากเชือ้จุลชีพเพียง 33% เมื่อเลีย้งในสภาวะปลอดเชือ้ครบ                 
1 สปัดาห์ ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะพืชชนิดนีม้ีก้านชผูลที่ยาว (ภาพท่ี 1ข) จึงท าให้มีโอกาสสมัผสักบัผิวดินน้อยกวา่สว่นใบ  ถึงแม้วา่
ผลของต้นจอกหินตะนาวศรีจะมีขนาดเล็กและไม่สามารถแยกเมล็ดออกจากผลได้ชดัเจนจึงจ าเป็นต้องเลีย้งสว่นของผลที่มี
เมล็ดติดไปด้วยนัน้ ชิน้พืชส่วนผลนีก็้สามารถเจริญและพฒันาให้ยอดใหม่ได้ตามปกติเมื่อเพาะเลีย้งชิน้พืชส่วนนีใ้นหลอด
ทดลองครบ 16 สปัดาห์  ผลการศึกษานีม้ีความคล้ายคลงึกบัรายงานการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae บางชนิด             
ที่ชักน าให้เกิดเนือ้เยื่อปลอดเชือ้ในหลอดทดลองโดยใช้เมล็ด (Godo et al., 2010; Park et al., 2012; Yang et al., 2014; 
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Emer et al., 2018; Wang et al., 2018)  ด้วยเหตนุี ้ชิน้พืชสว่นผลซึ่งมีเมล็ดอยู่จึงเหมาะสมต่อการใช้เป็นแหลง่ชิน้พืชเร่ิมต้น
ส าหรับชักน าให้เกิดยอดปลอดเชือ้ในหลอดทดลองของต้นจอกหินตะนาวศรี เนื่องจากมีอตัราการปนเปื้อนจากเชือ้จุลชีพ             
ที่ต ่ากว่าชิน้พืชส่วนใบภายหลงัขัน้ตอนการฟอกฆ่าเชือ้ผิว   อย่างไรก็ตาม จากการที่อายุและความสมบูรณ์ของชิน้ส่วนพืช
เร่ิมต้นสามารถส่งผลต่อปริมาณและความสามารถในการเกิดยอดใหม่ปลอดเชือ้จากชิน้ส่วนพืชภายหลงัขัน้ตอนการฟอก           
ฆ่าเชือ้ผิว (George et al., 2008; Hu et al., 2020) ดังนัน้หากไม่มีข้อจ ากัดต่อการได้มาซึ่งตัวอย่างผลหรือเมล็ดของต้น               
จอกหินตะนาวศรี จึงควรมีการศกึษาเพิ่มเติมตอ่ไปในด้านอายหุรือช่วงพฒันาการของผล/เมลด็ที่เหมาะสมตอ่การน ามาใช้เป็น
ชิน้สว่นพืชเร่ิมต้น เพื่อให้ชิน้สว่นพืชที่น ามาใช้มีประสทิธิภาพสงูสดุตอ่การชกัน าให้เกิดยอดใหมป่ลอดเชือ้ภายหลงัขัน้ตอนการ
ฟอกฆา่เชือ้ผิว ซึง่จะท าให้วิธีการขยายพนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลองมีประสทิธิภาพสงูยิ่งขึน้ 
 การชกัน าให้เกิดพืชต้นใหมร่ะหวา่งการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของพืชวงศ์ Gesneriaceae พบรายงานจ านวนมากที่ชกัน า
ให้เกิดต้นใหม่ผ่านกระบวนการ direct organogenesis  ขณะที่รายงานบางส่วนชักน าให้เกิดพืชผ่านกระบวนการ direct 
embryogenesis (Tang et al., 2007; Padmanabhan et al., 2014; Ouyang et al., 2016) หรือชักน าให้เกิดยอดใหม่ผ่าน
กลุ่มเซลล์แคลลัส (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Khan et al. , 2007; Godo et al. , 2010; Ma et al. , 2010; Takagi             
et al., 2011; Padmanabhan et al., 2014; Chen et al., 2016) ซึ่งการจะเกิดยอดใหม่ผ่านกระบวนการใดนัน้จะขึน้กบัชนิด
และพันธุกรรมของต้นพืช ตลอดจนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใช้ระหว่างการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช  ซึ่งพืชในวงศ์ 
Gesneriaceae บางชนิด เช่น Dayaoshania cotinifolia ที่สามารถเกิดยอดใหม่ผ่านกระบวนการ direct organogenesis 
พร้อมกบัมีแคลลสัเกิดขึน้ เมื่อน าใบไปเลีย้งบนอาหารที่มี BA หรือ NAA เพียงอยา่งเดียว หรือมีสารทัง้สองชนิดร่วมกนั (Yang 
et al., 2014) หรือ Saintpaulia ionantha ที่พบการเกิดแคลลัสจากชิน้ส่วนใบที่เลีย้งบนอาหารที่มี NAA เพียงอย่างเดียว 
(Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Khan et al., 2007) เป็นต้น  ซึง่ตลอดการศกึษานีพ้บวา่ทัง้ในขัน้ตอนการเพิ่มปริมาณพืช
ทดลองโดยใช้สว่นยอดหรือการหาชิน้พืชและสตูรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพิ่มปริมาณต้นจอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลอง
โดยใช้ชิน้พืชส่วนใบ พบว่ายอดใหม่เจริญขึน้จากชิน้พืชโดยตรงผ่านกระบวนการ  direct organogenesis โดยไม่มีแคลลสั
เกิดขึน้ ซึ่งคล้ายคลึงกับการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายชนิดที่พบผลการทดลองในลกัษณะเดียวกัน 
(Herath, 2013; Emer et al. , 2018; Wang et al. , 2018; Blinstrubiene et al. , 2020)   ทั ง้ นี ข้้ อดี ของการ เ กิดพืชผ่าน
กระบวนการ direct organogenesis คือได้ต้นพืชที่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมและสณัฐานวิทยาคล้ายคลงึกบัต้นแม ่(Prameela 
et al., 2015) ขณะที่ต้นพืชซึง่เกิดผา่นกระบวนการ direct embryogenesis หรือผา่นแคลลสัอาจท าให้พนัธุกรรมไมเ่หมือนเดิม 
(Bairu et al., 2011) เช่น การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของต้น Lysionotus pauciforus (Godo et al., 2010) และ Titanotrichum 
oldhamii (Takagi et al., 2011) ที่พบว่าต้นพืชบางสว่นที่เกิดผ่านแคลลสัมีระดบัพลอยดีเป็น 4X ซึ่งแตกตา่งจากต้นแมซ่ึง่เป็น
พืช 2X  ทัง้นีพ้ืช 4X ที่ได้มีลกัษณะและสขีองใบท่ีเปลีย่นแปลงไป ทัง้ยงัมีขนาดดอกที่เลก็ลงเมื่อเปรียบเทียบกบัต้นแม่ (Takagi 
et al., 2011)  หรือต้น Metabriggsia ovalifolia ซึ่งเกิดผ่านกระบวนการ  direct somatic embryogenesis พบว่าต้นพืช
บางสว่นมีดอกที่มีลกัษณะผิดปกติไปจากต้นแม่ โดยพบโครงสร้างคล้ายใบเจริญขึน้ที่บริเวณกลีบดอกและอบัเ รณ ู(Ouyang          
et al., 2016) เป็นต้น   นอกจากนี ้Chen et al. (2016) ยงัพบว่าการขยายพนัธุ์ต้น Chirita swinglei ผ่านกระบวนการ direct 
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organogenesis เป็นการช่วยลดระยะเวลาของการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อลงอีกด้วย เพราะใช้ระยะเวลาเลีย้งต้นพืชเพียง                  
110 – 115 วนั ขณะที่การชกัน าให้เกิดยอดใหมผ่า่นแคลลสัอาจต้องใช้เวลาสงูถึง 160 – 195 วนั 
 การเพิ่มปริมาณต้นพืชในรายงานการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae รายงานจ านวนมากใช้ใบเป็นชิน้พืช
ทดลอง  เนื่องจากชิน้พืชสว่นดงักลา่วสามารถตอบสนองให้ยอดใหม่ได้เป็นจ านวนมาก ซึ่ง Herath (2013) พบว่า สว่นใบของ
ต้น C. moonii สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหมไ่ด้มากกวา่การใช้ชิน้พืชสว่นข้อ หรือ Ma et al. (2011) พบวา่การเลีย้งสว่นใบของ
ต้น M. ovalifolia ให้ปริมาณยอดใหมท่ี่สงูกวา่การใช้ชิน้สว่นก้านใบหรือยอดออ่น   ดงันัน้จากที่ใช้สว่นยอดเป็นชิน้พืชในขัน้ตอน
การเพิ่มปริมาณพืชทดลอง ผู้วิจยัจึงเปลี่ยนมาใช้สว่นใบในขัน้ตอนการศกึษาสตูรอาหารที่เหมาะสมส าหรับการขยายพนัธุ์ต้น
จอกหินตะนาวศรีในหลอดทดลอง โดยใช้ใบต าแหน่งที่  2 และ 3 (นบัจากบริเวณยอดลงมา) ซึ่งเป็นใบที่มีอายไุม่อ่อนหรือแก่
เกินไปมาท าการทดลอง  อย่างไรก็ตาม รายงานการขยายพนัธุ์พืชวงศ์ Gesneriaceae บางรายงานพบว่าการใช้ชิน้พืชสว่น
เดียวกันแต่ต่างบริเวณกันให้ผลการชักน ายอดใหม่ที่แตกต่างกัน โดย Pang et al. (2006) น าตาดอกของต้น S. speciosa              
มาตดัแบ่งออกเป็นส่วนปลาย ส่วนกลาง และส่วนล่าง และพบว่าตาดอกส่วนปลายสามารถชกัน าให้เกิดยอดใหม่ได้ดีที่สดุ  
ขณะที่ Tang et al. (2007) พบว่าสว่นกลางใบของต้น C. longgangensis สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหม่ได้ดีกวา่สว่นโคนใบ  
ด้วยเหตนุี ้งานวิจยันีจ้ึงศกึษาบริเวณของใบร่วมด้วยเพื่อหาชิน้พืชที่เหมาะสมตอ่การขยายพนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรีในหลอด
ทดลอง โดยน าใบมาตดัแบ่งออกเป็นบริเวณกลางใบและโคนใบเท่านัน้  ส าหรับบริเวณปลายใบท่ีมกัม้วนงอลงและสง่ผลให้มี
ขนาดเล็กกว่า 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร นัน้ไม่ถกูน ามาใช้เป็นชิน้พืชทดลอง  จากการศึกษาจุลกายวิภาคศาสตร์ของเซลล์
และเนือ้เยื่อ (histological study) ของชิน้ส่วนใบที่ใช้ในการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงานได้                
อธิบายวา่ ชิน้พืชสว่นใบสามารถท าให้เกิดยอดใหมไ่ด้โดยเซลล์ที่บริเวณผิวใบจะเกิดการแบง่เซลล์ขึน้ ท าให้เห็นเป็นเซลล์ขนาด
เล็กจ านวนมากกระจุกกนัแน่น จากนัน้เซลล์เหลา่นีจ้ะมีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) เป็นเนือ้เยื่อเจริญ (meristematic 
tissue) และขยายขนาดขึน้ ท าให้เห็นเป็นโครงสร้างคล้ายรูปโดม (dome-like structure) ออกมาจากผิวใบ จากนัน้เนือ้เยื่อ
เจริญเหล่านีจ้ะพฒันากลายเป็นยอดซึ่งสามารถมองเห็นโครงสร้างใบเร่ิมเกิด ( leaf primodium) ได้ในเวลาต่อมา (Takagi              
et al., 2011; Li et al., 2013; Yang et al., 2012, 2014; Chen et al., 2016)   ผลการทดลองของการเลีย้งชิน้ส่วนใบจาก
บริเวณที่ต่างกนัของต้นจอกหินตะนาวศรีพบว่าชิน้สว่นใบจากบริเวณกลางใบสามารถให้จ านวนยอดใหม่ในภาพรวม (เฉลี่ย 
10.3 ยอด/ชิน้พืช) สงูกว่าชิน้สว่นใบจากบริเวณโคนใบ (เฉลี่ย 9.1 ยอด/ชิน้พืช) ซึ่งเป็นผลจากอิทธิพล topophysical effects 
(George et al., 2008) โดยชิน้สว่นใบจากบริเวณกลางใบอาจมีปัจจยัภายใน เช่น การสะสมของธาตอุาหาร สารชีวเคมี หรือ
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่เอือ้ต่อการเกิดยอดใหม่มากกว่า จึงสามารถชกัน าให้ได้ปริมาณของยอดใหม่ที่สงูกว่า
ชิน้ส่วนโคนใบ  ทัง้นี ้การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อของพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงานพบว่าการใช้ด้านบนใบ (adaxial 
surface)  หรือด้านท้องใบสัมผัสอาหารส่งผลต่อการเกิดยอดใหม่ได้ (Ma et al. , 2010; Padmanabhan et al. , 2014; 
Blinstrubiene et al., 2020) ซึง่การกลบัด้านของใบอาจสง่ผลตอ่ทิศทางการเคลือ่นที่ของสารควบคมุการเจริญเติบโตในชิน้พืช 
(Yamaguchi et al., 2012) หรือเป็นการเปลี่ยนแปลงปริมาณพืน้ที่ของผิวใบที่ได้สัมผัสกับอาหาร (Bhatia et al., 2005)                  
จึงสง่ผลให้เกิดปริมาณยอดใหมท่ี่แตกตา่งกนั ซึง่ควรมีการศกึษาประเด็นนีเ้พิ่มเติมในอนาคตตอ่ไป 
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 สารควบคมุการเจริญเติบโตพืชเป็นสารที่ใสเ่พิ่มเติมลงในอาหารสงัเคราะห์ระหว่างการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชเพื่อให้
ชิน้พืชเกิดการพฒันาไปในทิศทางที่ผู้ เพาะเลีย้งต้องการ โดยงานวิจยันีไ้ด้เลอืกใช้ไซโทไคนินชนิด BA และออกซินชนิด NAA ใน
ระหว่างการทดลอง เนื่องจากเป็นสารที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์พืชต ่า (Thomas, 1982) อีกทัง้ยงัมีประสิทธิภาพในการชกัน า
และเพิ่มปริมาณยอดใหม่ได้ดีดังพบจากการเพาะเลีย้งเนื อ้ เยื่อพืชวงศ์  Gesneriaceae หลายรายงาน (Sunpui & 
Kanchanapoom, 2002; Khan et al., 2007; Tang et al., 2007; Ma et al., 2010; Godo et al., 2010; Takagi et al., 2011; 
Park et al., 2012; Yang et al., 2014; Chen et al., 2016; Ouyang et al., 2016; Wang et al., 2018)  การศกึษานีพ้บวา่เมือ่
น าชิน้พืชสว่นใบของต้นจอกหินตะนาวศรีไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี BA และ NAA ที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ พบวา่
ทุกสตูรอาหารสามารถชกัน าให้ชิน้ส่วนใบทุกชิน้เกิดยอดใหม่ได้ หากแต่มีจ านวนยอดใหม่ที่แตกต่างกัน โดยชุดการทดลอง
ควบคุมพบจ านวนยอดใหม่เฉลี่ย 8.9 และ 10.7 ยอด/ชิน้พืช ผลการทดลองนีส้อดคล้องกับการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ 
Gesneriaceae บางรายงานที่พบว่าสูตรอาหารที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตสามารถชักน าให้ชิน้พืชส่วนใบเกิด                 
ยอดใหม่ ไ ด้  (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Ma et al. , 2011; Takagi et al. , 2011; Li et al. , 2013; Padmanabhan               
et al., 2014; Prameela et al., 2015; Ouyang et al., 2016; Wang et al., 2018) ซึ่งอาจเป็นผลสืบเนื่องจากที่ชิน้พืชสว่นใบ           
มีการสะสมของสารควบคมุการเจริญเติบโตในระดบัมากพอที่สามารถท าให้เกิดยอดใหม่ได้ (Prameela et al., 2015) ขณะที่
พืชวงศ์ Gesneriaceae บางชนิดไมส่ามารถเจริญให้ยอดใหมไ่ด้เมื่อเลีย้งใบบนสตูรอาหารที่ไมเ่ติมสารควบคมุการเจริญเตบิโต 
(Herath, 2013; Blinstrubiene et al., 2020)  ส าหรับการเลีย้งส่วนใบของต้นจอกหินตะนาวศรีบนอาหารสงัเคราะห์ที่มี BA 
เพียงอย่างเดียวนัน้ พบยอดใหม่เฉลี่ย 9.1 – 11.1 ยอด/ชิน้พืช  การที่ยอดใหม่สามารถเจริญขึน้จากชิน้พืชสว่นใบเมื่อเลีย้งบน
อาหารที่มี BA ได้ เพราะ BA เป็นสารในกลุม่ไซโทไคนินซึ่งมีคณุสมบตัิเพิ่มอตัราการสงัเคราะห์ด้วยแสง (Fuadi et al., 2014) 
อนัเป็นแหล่งสร้างอาหารและพลงังานหลกัของต้นพืช  ไซโทไคนินยงักระตุ้นการแบ่งเซลล์ การสงัเคราะห์โปรตีน RNA และ
คลอโรฟิลล์ ตลอดจนกระตุ้นการท างานและกิจกรรมของเอนไซม์ และควบคมุการเกิดและพฒันาอวยัวะใหม ่จึงเป็นผลให้เกิด
ยอดใหม่ขึน้ (George et al., 2008)   การศึกษานีส้อดคล้องกับรายงานการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช Gesneriaceae หลาย
รายงานที่พบว่าสามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้จากการใช้ BA เสริมลงในอาหารสงัเคราะห์เพียงอย่างเดียว (Sunpui & 
Kanchanapoom, 2002; Pang et al. , 2006; Tang et al. , 2007; Ma et al. , 2010, 2011; Takagi et al. , 2011; Park et al. , 
2012; Herath, 2013; Li et al. , 2013; Padmanabhan et al. , 2014; Yang et al. , 2014; Prameela et al. , 2015; Chen                  
et al., 2016; Ouyang et al., 2016; Emer et al., 2018; Wang et al., 2018)  การเลีย้งชิน้พืชสว่นใบของต้นจอกหินตะนาวศรี
บนอาหารที่มี NAA เพียงอย่างเดียวพบการเจริญของรากเป็นจ านวนมากควบคู่ไปกบัการเจริญของยอดใหม่ โดยพบจ านวน
ยอดใหมเ่ฉลีย่ 3.2 – 11.1 ยอด/ชิน้พืช  ถึงแม้ NAA เป็นสารกลุม่ออกซินซึง่มีบทบาทหลกัตอ่การชกัน าให้เกิดราก แตส่ารกลุม่นี ้
สามารถท าหน้าที่ร่วมกับไซโทไคนินในการชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้ผ่านการควบคุมกระบวนการชักน าให้เกิดอวัยวะใหม่ 
กระบวนการแบ่งและขยายขนาดเซลล์ (George et al., 2008) และการชกัน า/พฒันาให้เกิดเนือ้เยื่อท่อล าเลียง (Vanneste & 
Friml, 2009) นอกจากนี ้การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงานก็สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหม่จากการ
ใช้ NAA เพียงอย่างเดียวเช่นกัน (Tang et al., 2007; Ma et al., 2011; Takagi et al., 2011; Yang et al., 2014; Prameela           
et al., 2015; Chen et al., 2016; Wang et al., 2018)   ถึงแม้สตูรอาหารชดุควบคมุและการใช้ BA หรือ NAA เพียงอยา่งเดยีว
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สามารถชกัน าให้เกิดยอดใหม่ของต้นจอกหินตะนาวศรีได้ แต่ผลการทดลองพบว่าการใช้ BA ร่วมกบั NAA สามารถชกัน าให้
เกิดยอดใหมใ่นปริมาณเพิ่มสงูขึน้ โดยผลการทดลองการเลีย้งชิน้พืชสว่นใบของต้นจอกหินตะนาวศรีบนอาหารที่มี BA ร่วมกบั 
NAA จ านวน 6 สตูร พบว่าอาหารจ านวน 3 สตูร ในกรณีของชิน้พืชสว่นกลางใบ และอาหารจ านวน 5 สตูร ในกรณีของชิน้พืช
สว่นโคนใบ สามารถชกัน าให้จ านวนยอดใหมใ่นปริมาณที่สงูกวา่ชดุควบคมุและสตูรอาหารท่ีมี BA หรือ NAA เพียงอยา่งเดียว 
โดยชุดการทดลองที่มีจ านวนยอดใหม่สงูสดุ (17.5 ยอด/ชิน้พืช) พบจากการเลีย้งชิน้พืชสว่นกลางใบบนอาหารสงัเคราะห์สตูร 
MS ที่มี BA เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกับ NAA เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/ลิตร  ผลการทดลองนีเ้ป็นข้อบ่งชีใ้ห้เห็นว่าหากใช้              
ไซโทไคนินร่วมกบัออกซินในปริมาณที่เหมาะสมจะก่อให้เกิดอิทธิพลร่วมระหวา่งกนั (synergistic effects) ท าให้สมดลุของสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตของพืชอยูใ่นอตัราสว่นที่เหมาะสมตอ่การชกัน าให้ต้นพืชมีการพฒันาให้อวยัวะใหมม่ากขึน้กวา่การใช้
สารควบคุมการเจริญเติบโตของพืชเพียงชนิดเดียว (George et al., 2008)  ผลการทดลองนีส้อดคล้องกับการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงานท่ีพบวา่การใช้ BA ร่วมกบั NAA ในความเข้มข้นท่ีเหมาะสมสามารถชกัน าให้เกิด
ยอดใหมไ่ด้ในปริมาณที่สงูกวา่การใช้ BA หรือ NAA เพียงอยา่งเดียว (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Tang et al., 2007; 
Ma et al., 2010; Park et al., 2012; Herath, 2013; Yang et al., 2014; Chen et al., 2016)  ทัง้นีก้ารใช้ BA และ NAA ต้อง
ค านึงถึงความเข้มข้นที่เหมาะสมด้วย เนื่องจากผลการทดลองพบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของสารทัง้สองชนิดไปจากระดับที่
เหมาะส่งผลให้ได้จ านวนยอดใหม่ของต้นจอกหินตะนาวศรีลดลง ซึ่งเป็นเพราะสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชที่ความ
เข้มข้นสงูจะแสดงผลกระทบด้านลบต่อต้นพืช (George et al., 2008) ทัง้ยงัลดการสงัเคราะห์ด้วยแสง (Fuadi et al., 2014) 
และกิจกรรมการแบง่เซลล์ในเนือ้เยื่อเจริญได้ (Wernicke et al., 1986) เป็นผลให้การเกิดอวยัวะหรือยอดใหมล่ดลง (George 
et al., 2008)  การเพิ่มความเข้มข้นของ BA และ NAA จากระดบัท่ีเหมาะสมนอกจากจะสง่ผลให้ได้จ านวนยอดใหมล่ดลงแล้ว 
(Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Tang et al. , 2007; Park et al. , 2012; Herath, 2013; Padmanabhan et al. , 2014; 
Prameela et al., 2015; Chen et al., 2016; Ouyang et al., 2016) การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืช Gesneriaceae บางรายงานยงั
ระบวุ่าการใช้ความเข้มข้นของสารควบคมุการเจริญเติบโตของพืชที่สงูเกินไปท าให้ชิน้พืชตาย (Prameela et al., 2015) และ
พืชต้นใหมท่ี่ได้มีลกัษณะที่ผิดปกติหรือฉ ่าน า้ (hyperhydric) เพิ่มมากขึน้อีกด้วย (Li et al., 2013; Yang et al., 2014) 
 สารกลุม่ออกซินเป็นสารท่ีใช้อยา่งแพร่หลายในขัน้ตอนการชกัน าให้เกิดรากใหมร่ะหวา่งการเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพชืวงศ์ 
Gesneriaceae (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; Tang et al., 2007; Ma et al., 2010, 2011; Takagi et al., 2011; Yang 
et al., 2012; Herath, 2013; Li et al., 2013; Padmanabhan et al., 2014; Yang et al., 2014; Chen et al., 2016; Ouyang 
et al., 2016; Blinstrubiene et al., 2020)  อย่างไรก็ตาม การเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae บางชนิดพบว่า
สามารถชกัน าให้เกิดรากใหมใ่นหลอดทดลองได้อยา่งมีประสทิธิภาพโดยไมจ่ าเป็นต้องเติมสารกลุม่ออกซินลงในอาหาร (Khan 
et al., 2007; Godo et al., 2010; Park et al., 2012; Prameela et al., 2015; Emer et al., 2018) ซึ่งการไม่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโตของพืชลงในอาหารสงัเคราะห์เป็นการช่วยลดผลกระทบของสารควบคมุการเจริญเติบโตที่ต้นพืชได้รับจาก
ภายนอก ทัง้ยงัช่วยปรับสมดลุของสารควบคมุการเจริญเติบโตภายในต้นพืชให้เหมาะสมตอ่การออกรากมากยิ่งขึน้ (George 
et al., 2008)  ดงันัน้ การชกัน าให้เกิดรากในหลอดทดลองของต้นจอกหินตะนาวศรีในการศกึษานีจ้ึงเลือกใช้อาหารที่ไมม่ีการ
เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช  อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของปริมาณธาตุอาหารที่ต่างกัน  (Sunpui & 
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Kanchanapoom, 2002; Tang et al., 2007; Herath, 2013; Prameela et al., 2015) รวมถึงการใช้หรือไม่ใช้ AC สามารถ
สง่ผลต่อการเกิดรากได้ (Tang et al., 2007; Ma et al., 2010, 2011) ซึ่งการศึกษานีพ้บว่าการใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS 
ท าให้ได้จ านวนและความยาวของรากใหม่ที่สงูกว่าการใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร MS  ผลที่ได้นีส้อดคล้องกับการเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae หลายรายงานที่พบผลการทดลองในลกัษณะเดียวกัน (Sunpui & Kanchanapoom, 2002; 
Herath, 2013; Prameela et al., 2015) ทัง้นีก้ารลดความเข้มข้นของธาตุอาหารอาจท าให้ต้นพืชในหลอดทดลองได้รับ
สารอาหารไม่เพียงพอ สภาวะดงักล่าวจึงกระตุ้นให้ต้นพืชสร้างและแผ่ขยายรากเพิ่มขึน้เพื่อให้สามารถหาอาหารได้มากขึน้  
นอกจากนี ้การลดความเข้มข้นของธาตุอาหารยงัเป็นการลดแรงดนัออสโมติกของอาหารสงัเคราะห์ลง จึงท าให้เซลล์ราก
สามารถดดูซบัน า้จากอาหารสงัเคราะห์เพื่อสนบัสนนุการเจริญเติบโตของรากได้ง่ายขึน้ (Irshad et al., 2018) ด้วยเหตนุี ้การ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชวงศ์ Gesneriaceae จ านวนมาก จึงมุง่ใช้อาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS ในขัน้ตอนการชกัน าให้เกิดรากใหม่
ในหลอดทดลอง (Chen et al., 2006, Godo et al., 2010; Ma et al., 2011; Takagi et al., 2011; Park et al., 2012; Yang           
et al., 2014; Ouyang et al., 2016; Blinstrubiene et al., 2020)  การศกึษานีย้งัพบวา่การเตมิ AC ปริมาณ 2 กรัม/ลติร ลงใน
อาหารสงัเคราะห์สตูร MS หรือ ½MS ร่วมด้วย ท าให้รากใหม่เจริญได้มากกว่าอาหารสงัเคราะห์ที่ไม่ได้ใส่ AC  โดยอาหาร
สงัเคราะห์สตูร ½MS ที่มี AC ร่วมด้วย พบการเจริญของรากใหม่ดีที่สดุ  ผลการทดลองที่ได้นีส้อดคล้องกบัการศกึษาของ Ma 
et al. (2010) ที่พบว่ารากของต้น Primuinla tabacum สามารถเกิดรากได้เมื่อเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สูตร MS ที่มีกรด             
อินโดลบิวทาริกเข้มข้น 0.5 ไมโครโมลาร์ แตก่ารเติม AC ปริมาณ 2 กรัม/ลติร ร่วมด้วย สง่ผลให้ทกุยอดสามารถเกิดรากใหมไ่ด้   
นอกจากนี ้Ma et al. (2011) ยงัพบว่าการเติม AC ลงในอาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS สามารถท าให้ต้น M. ovalifolia มีอตัรา
การรอดชีวิตหลงัน าออกปลกูนอกหลอดทดลองอยู่ที่ 90.4% ขณะที่อาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS พบอตัราการรอดชีวิตของต้น
พืชอยู่ที่ 89.5%  การที่ AC สามารถปรับปรุงการเกิดรากได้นัน้ เป็นเพราะ AC มีบทบาทช่วยควบคมุระดบัความเป็นกรด-ดา่ง
ของอาหารเลีย้งให้มีไนโตรเจนในรูปที่ต้นพืชสามารถดดูซบัได้ (available form) ทัง้ในรูปของไนเตรท (NO3

-) และแอมโมเนียม 
(NH4

+) ขณะที่อาหารซึ่งปราศจาก AC จะไม่สามารถรักษาระดบัความเป็นกรด-ดา่งได้ดีเท่า สง่ผลให้ไนโตรเจนในรูปที่ต้นพืช
สามารถน าไปใช้ได้มีปริมาณลดลง จึงเป็นผลให้ต้นพืชสามารถเจริญให้รากใหม่ได้น้อยลง (Eymar et al., 2000)   นอกจากนี ้
AC ช่วยสร้างสภาวะที่ใกล้เคียงกับในดินซึ่งเป็นสภาวะที่มืดหรือมีแสงน้อย จึงเป็นการช่วยให้ต้นพืชเกิดรากเพิ่มมากขึน้ 
(Dumas & Monteuuis, 1995)  ทัง้นี ้สตูรอาหารส าหรับการชกัน าให้เกิดรากใหม่ในหลอดทดลองของพืชวงศ์ Gesneriaceae 
หลายชนิดมีการเติม AC ร่วมด้วยเช่นกนั (Ma et al., 2010, 2011; Yang et al., 2012, 2014; Ouyang et al., 2016) 
 
สรุปผลการวิจัย 

งานวิจยันีไ้ด้หาวิธีการขยายพนัธุ์ในหลอดทดลองของต้นจอกหินตะนาวศรีโดยชกัน าให้เกิดยอดใหมผ่า่นกระบวนการ 
direct organogenesis ได้ในเวลา 48 สปัดาห์  โดยหลงัจากฟอกฆ่าเชือ้ผลแล้ว จึงน ามาตดัตามขวางยาว 1 เซนติเมตร และ       
ผา่คร่ึงตามยาว ก่อนน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS นาน 24 สปัดาห์ เพื่อชกัน าให้เกิดยอดปลอดเชือ้ในหลอดทดลอง 
น าใบต าแหน่งที่ 2 และ 3 ของยอดอ่อนปลอดเชือ้อายุ 16 สปัดาห์ ที่ยาว 3.5 – 4 เซนติเมตร และกว้าง 1.5 – 2 เซนติเมตร               
มาตดัชิน้สว่นใบจากบริเวณกลางใบให้มีขนาด 0.5 x 0.5 ตารางเซนติเมตร ก่อนน าไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร MS ที่มี 
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BA เข้มข้น 1 มิลลกิรัม/ลติร ร่วมกบั NAA เข้มข้น 0.1 มิลลกิรัม/ลติร นาน 16 สปัดาห์ เพื่อชกัน าให้เกิดยอดใหม ่ น ากอของยอด
ใหม่ที่ได้มาตดัแยกแบ่งออกเป็นยอดเดี่ยว แล้วน ายอดที่มีความสงู 1 เซนติเมตร ไปเลีย้งบนอาหารสงัเคราะห์สตูร ½MS ที่มี 
AC ปริมาณ 2 กรัม/ลิตร นาน 8 สปัดาห์ เพื่อชกัน าให้เกิดราก โดยต้นพืชที่ได้มีความสมบรูณ์และพร้อมต่อการน าไปอนุบาล
ออกปลกูต่อไป  วิธีที่ได้จากการศกึษานีส้ามารถน าไปใช้เป็นเคร่ืองมือเพื่ออนรัุกษ์พนัธุ์ต้นจอกหินตะนาวศรี ซึ่งจะเป็นการช่วย
อนรัุกษ์ความหลากหลายทางพนัธุ์พืชของประเทศไทยอีกทางหนึ่ง  และอาจน าวิธีการนีไ้ปผลิตพืชชนิดนีใ้ห้ได้จ านวนมากเพื่อ
การศึกษาในด้านอื่น ๆ ต่อไป เช่น การวิเคราะห์ศกัยภาพในการเป็นไม้ประดบัเศรษฐกิจชนิดใหม่ การหาแนวทางการใช้
ประโยชน์ เป็นต้น 
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