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5. บทคัดย่อ 
นรีรัตน์เป็นพืชถิ่นเดียวของไทยพบได้เฉพาะที่ดอยตุง จ.เชียงราย ปัจจุบัน IUCN ได้จัดสถานภาพให้อยู่

ในระดับพืชที่มีแนวโน้มใกล้สูญพันธุ์ จึงได้น าเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมาประยุกต์ใช้ในการเพ่ิม

จ านวนประชากรเพ่ืออนุรักษ์พันธุกรรมพืชชนิดนี้ งานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาเพ่ิมปริมาณต้นนรีรัตน์ในสภาพ

ปลอดเชื้อ โดยศึกษาวิธีการและชิ้นส่วนที่เหมาะส าหรับฟอกฆ่าเชื้อนรีรัตน์ พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดนรีรัตน์

โดยการน าฝักแก่จุ่มแอลกอฮอล์ 95% และผ่านไฟ 3 ครั้งแล้วเคาะเมล็ดออกมาเพาะเลี้ยง จะท าให้ได้ชิ้นส่วนที่

ปลอดเชื้อและสามารถเจริญเติบโตเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ 50% และการทดลองแปรผันความเข้มข้นของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินและไซโตไคนิน พบว่าสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบ

ของต้นนรีรัตน์เพ่ิมจ านวนยอดในสภาพปลอดเชื้อคือ อาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่เติม IBA 0.5 มก./ล. สร้าง

จ านวนยอดได้มากที่สุดเฉลี่ย 11.4 ยอด/ชิ้นส่วน  ส่วนอาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS ที่เติม BA ร่วมกับ IBA พบว่า

ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนยอดในสภาพปลอดเชื้อ  

ABSTRACT 
Petrocosmea pubescens is an endemic species of Thailand, found only on Doi Tung, 

Chiang Rai province. According to IUCN, this species has been classified as Vulnerable. 
Therefore, this research tried to apply tissue culture techniques to multiply and conserve 
this species. This research is conducted by studying sterilization method and parts of plant 
which are suitable for in vitro multiplication. The result showed that sterilization by dipping 
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pod of P. pubescens in 95% ethanol then quickly moved the pod over flame for 3 times 

before culture seed on media was the most effective method as it resulted in 50% sterilized 

seed that could germinate and complete its growth. Various concentrations of plant growth 

regulators (auxin and cytokinin) were also examined. The results indicated that after 3 

months of culture, the highest shoot number of P. pubescens (11.4 shoots per explant) was 

obtained from MS basal medium supplemented with 0.5 mg/L IBA while the media 

supplemented with BA and IBA were found to have no effect on increasing number of shoot. 

6. ค าน า 

พืชวงศ์ Gesneriaceae ที่พบทั่วโลกมีประมาณ 150 สกุล 3,700 ชนิด มีทั้งพืชที่ปลูกเป็นการค้า เช่น 
แอฟริกันไวโอเลต (Saintpaulia ionantha) และกล๊อกซิ เนีย (Sinningia speciosa) บางชนิดเป็นพืช 
ถิ่นเดียว เช่น Haberlea rhodopensis พืชถิ่นเดียวของประเทศบัลแกเรีย บางชนิดเป็นพืชใกล้สูญพันธุ์ เช่น 
Dayaoshania cotinifolia (Daskalova, et al., 2010) มีการใช้ประโยชน์พืชวงศ์นี้ในต่างประเทศ ทั้งใน
ยุโรปและอเมริกาได้มีการน ามาปลูกเพาะเลี้ยง ปรับปรุงพันธุ์เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีคุณค่ามากมาย จนสามารถตั้ง
เป็นสมาคม คือ African Violet Society of America (A.V.S.A.) สกุลที่ได้ เคยถูกน ามาใช้ประโยชน์เช่น 
Saintpaulia, Streptocarpus, Sinningia, Aeschynanthus, Achimenes, Episcia, Columnea แ ล ะ 
Nematanthus มี รายงานการใช้ประโยชน์ จากพืชวงศ์นี้ เพ่ื อเป็น พืชสมุนไพร เช่น  Didymocarpus 
pedicellata ชื่อสามัญคือ stone flower ที่ประเทศอินเดียใช้พืชชนิดนี้ในการรักษาโรคนิ่วในไตและนิ่วใน
กระเพาะปัสสาวะ (ปราณี และวิไลวรรณ, 2549)  Otero et al. (2000) ได้ศึกษาการใช้ต้น Stauranthera 
grandiflora เพ่ือใช้รักษาพิษจากการถูกงูกัด ในประเทศไทยมีการน าพืชวงศ์นี้มาใช้ประโยชน์เป็นพืชสมุนไพร
แก้ปวดเมื่อย (วงศ์สถิตย์, 2553) 

 จากการรายงานของ Burtt ในปี ค.ศ. 2001 พบพืชวงศ์ Gesneriaceae ในประเทศไทยประมาณ 26 
สกุล 150 ชนิด โดยพืชสกุล Petrocosmea ที่พบในประเทศไทยมีเพียง 6 ชนิด ได้แก่ Petrocosmea 
formosa, P. heterophylla, P. kerrii, P. umbelliformis, P. bicolor แ ล ะ  P. pubescens ซึ่ ง  
P. pubescens ชื่อสามัญคือ นรีรัตน์ เป็นพืชสกุล Petrocosmea ชนิดล่าสุดที่พบในประเทศไทย จากการ
ออกส ารวจพืชทางภาคเหนือในระหว่าง กันยายน 2551 ถึงกันยายน 2552 โดยคณะนักวิชาการ เกษตรของ
ส านักคุ้มครองพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร 

นรีรัตน์  (Petrocosmea pubescens D.J. Middleton & Triboun) เป็ น พื ชถิ่ น เดี ย วของไทย 
(Endemic of Species in Thailand) ปัจจุบัน IUCN (International Union for Conservation of Nature 
Natural resources) ได้จัดสถานภาพของต้นนรีรัตน์  ให้อยู่ ในระดับพืชที่มีแนวโน้มใกล้สูญพันธุ์ (VU: 



Vulnerable) จากการส ารวจพบประชากรต้นนรีรัตน์น้อยกว่า 500 ต้น พบได้เฉพาะที่ดอยตุง อ.แม่ฟ้าหลวง  
จ.เชียงราย โดยขึ้นบนหินปูนในป่าดิบเขา ที่ระดับความสูง 1,350-1,400 เมตร บริเวณถ่ินที่พบมีการถูกคุกคาม
จากมนุษย์ ซึ่งหากไม่มีการเร่งขยายพันธุ์เพ่ือเพ่ิมจ านวนประชากร อนาคตอันใกล้นี้ต้นนรีรัตน์อาจอยู่ในสภาวะ
ที่เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์  (Triboun and Middleton, 2012) ต้นนรีรัตน์มีลักษณะเป็นพืชล้มลุก เหง้ามีขน
หนาแน่น ใบเรียงแผ่ที่โคน มีก้านใบ แผ่นใบเกือบกลมหรือรูปไข่ แผ่นใบมีขนสั้นนุ่มหนาแน่นทั้งสองด้าน  
ก้านใบยาวมีขนหนาแน่น ช่อดอกแบบช่อซี่ร่ม ออกจากเหง้า มี 1-2 ดอก ก้านช่อมีขนยาวหนาแน่น กลีบเลี้ยง 
5 กลีบมีขนยาวด้านนอก กลีบรูปแถบ 2 กลีบบนแยกกัน 3 กลีบล่างเชื่อมติดกัน กลีบดอกรูปปากเปิดสีม่วงเข้ม 
มีขนสั้นนุ่มกระจายด้านนอก มีต่อมเล็กๆ ภายในหลอดและโคนกลีบ เกสรเพศผู้ 2 อัน ติดกันภายในโคนหลอด
กลีบ ก้านชูอับเรณูมีต่อมกระจาย เกสรเพศผู้ที่เป็นหมัน มีขนและต่อมหนาแน่น ก้านเกสรเพศเมีย มีขนช่วงล่าง 
(Middleton and Triboun, 2010) ต้นนรีรัตน์มีศักยภาพในการน ามาใช้เป็นพืชไม้ดอกไม้ประดับประเภท
กระถาง โดยอาจน ามาพัฒนาให้เป็นพันธุ์ปลูกโดยตรงหรือใช้ในการผลิตเป็นพันธุ์ลูกผสม เนื่องจากดอกมีสีม่วง
เข้มและใบมีรูปทรงที่สวยงาม (Shaw, 2011) ในขณะที่ประเทศจีนได้มีการศึกษาถึงศักยภาพการใช้ประโยชน์
ทางยาตลอดจนการพัฒนาวิธีการผสมข้ามชนิดในพืชสกุล Petrocosmea (Ji, 2008) 

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชสามารถขยายพันธุ์ได้เร็วและจ านวนมาก แต่มีข้อเสียอยู่คือต้นทุนในการ
จัดตั้งห้องปฏิบัติการค่อนข้างสูง และขั้นตอนในการปฏิบัติการขยายพันธุ์ค่อนข้างยาก  ถ้าเทียบกับการ
ขยายพันธุ์ไม้ดอก กล้วยไม้ หรือไม้ประดับ เพราะว่าสมุนไพรในแต่ละชนิดจะมียาง ซึ่งในยางนั้นจะมีตัวยา
แตกต่างกันไป และตัวยาในยางของสมุนไพรนี่เองที่มักจะท าปฏิกิริยากับธาตุอาหารสังเคราะห์ที่ใช้เลี้ยงต้นพืช
สมุนไพร บางครั้งอาจท าให้พืชนั้นไม่เจริญเติบโต ไม่แตกกอ ไม่ดูดสารอาหาร และจะท าให้พืชนั้นตายในที่สุด 
แต่ถ้าหากทดลองสูตรอาหารได้สูตรที่เหมาะสมกับพืชนั้นๆ ก็จะเจริญเติบโตได้ดี 

การศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือการอนุรักษ์ เชื้อ พันธุกรรมพืชเป็นเทคนิคหนึ่งที่มี
ความส าคัญในการอนุรักษ์เชื้อพันธุ์พืชโดยใช้พ้ืนที่น้อยในการอนุรักษ์ให้อยู่ในสภาพปลอดเชื้อและปลอดจาก  
ภัยธรรมชาติ (อรดี, 2539) ซึ่งสอดคล้องกับ Siddique และคณะ (2003) ที่รายงานว่าการขยายพันธุ์โดยการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชมีความส าคัญต่อระบบนิเวศวิทยาและการอนุรักษ์ทรัพยากรพืชในระยะยาวโดยเฉพาะ  
พืชถิ่นเดียว พืชหายาก และพืชใกล้สูญพันธุ์ มีการรายงานเกี่ยวกับการศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช  
ในวงศ์ Gesneriaceae หลายสกุล แต่ยังไม่พบรายงานการเพาะเลี้ยงพืชสกุล Petrocosmea ในสภาพ 
ปลอดเชื้อ เช่น Sunpui และ Kanchanapoom (2002) ศึกษาการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ Saintpaulia ionantha 
โดยใช้ชิ้นส่วนใบ ก้านใบ และล าต้น เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS พบว่าชิ้นส่วนใบและก้านใบให้
ความถี่ในการเกิดยอดสูง โดยสูตรอาหารที่ชักน าให้เกิดยอดรวมจากชิ้นส่วนก้านใบ คือ  MS เติม BA 3 มก./ล. 
และชิ้นส่วนใบคือ MS เติม TDZ 0.5 มก./ล. North และ Nadakidemi (2012) ศึกษาเทคนิคการเพาะเลี้ยง
และขยายพันธุ์ Streptocarpus rexii โดยใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินและไซโตไคนินใน
อัตราส่วนต่างๆ พบว่า เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม IAA 1 มก./ล. ร่วมกับ BA 1 มก./ล. ท าให้ได้จ านวน
ต้นที่มีปริมาณมากที่สุด Tang และ Lin (2007) ได้รายงานผลการศึกษาเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนใบ Chirita 



longgangensis ซึ่งเป็นพืชถิ่นเดียวและใกล้สูญพันธุ์ของจีนโดยสามารถชักน าให้เกิด somatic embryo ได้ 
เมื่อเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติม BA 0.5 มก./ล. ร่วมกับ NAA 0.1 มก./ล. โดยได้ประมาณ 24 ต้น และสามารถ
ชักน าให้เกิดรากได้เมื่อย้ายไปเลี้ยงบนอาหารที่เติม IAA 0.1 มก./ล.  Kazak และคณะ (2007) ศึกษาการ
เพาะเลี้ยงชิ้นส่วนปลายยอด Kohleria amabilis โดยเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตรต่างๆ ได้แก่ ½ MS, 
MS, B5, NN และ WPM ที่เติม BA 1 มก./ล. พบว่าอาหารสูตร MS สามารถชักน าให้เกิดยอดได้ดีที่สุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ 

การทดลองนี้เป็นการศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์ต้นนรีรัตน์ในสภาพปลอดเชื้อเพ่ือลดความเสี่ยงต่อ
การสูญพันธุ์ และเป็นการเพิ่มจ านวนประชากรให้มีปริมาณมาก ก่อนที่จะเข้าสู่การพัฒนาวิธีการน าออกปลูกใน
สภาพโรงเรือน และการคืนพืชสู่ถิ่นธรรมชาติต่อไป 

 
 7. วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
1. ชิ้นส่วนเนื้อเยื่อต่างๆ ของต้นนรีรัตน์ และอุปกรณ์เก็บตัวอย่างพืช 
2. สารเคมีที่ใช้ในการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนเนื้อเยื่อพืช  
3. สารเคมีต่างๆ ที่ใช้ในการเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงสูตร Murashige and Skoog (MS) 
4. สารควบคุมการเจริญเติบโตพืชกลุ่มออกซิน คือ indole-3-butyric acid (IBA) และ 

กลุ่มไซโคไคนิน คือ 6-benzyladenine (BA)  
5. อุปกรณ์เครื่องมือวิทยาศาสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 
6. ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชที่ควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส 
7. วัสดุเพาะปลูก เช่น กระถาง ดินผสม หินเพอร์ไลท์ เม็ดดินเผา และพีทมอส  

วิธีการ 
1. ส ารวจ และรวบรวม ตัวอย่างต้นนรีรัตน์ จากแหล่งธรรมชาติ ที่บริเวณเขาหินปูนยอดดอยตุง  

อ.แม่ฟ้าหลวง จ.เชียงราย จดบันทึกลักษณะพืชและแหล่งที่พบ 
2. ศึกษาเทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงชิ้นส่วนต้นนรีรัตน์ 

2.1.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบด้วยสารละลาย Clorox  โดยท าความสะอาดชิ้นส่วนใบของต้น 
นรีรัตน์ด้วยน้ าสบู่ แล้วล้างน้ าสบู่ออกให้หมด แช่ในแอลกอฮอล์ 70% นาน 10 วินาที ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาด 
1 x 1 ซม. ก่อนน าไปฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย Clorox 10 % นาน 15 นาที หยดสาร Tween 20 จ านวน 
1-2 หยด ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้งๆ ละ 10-15 นาที ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาดประมาณ 0.6 x 0.6 
ซม. น าชิ้นส่วนใบเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS นาน 3 เดือน เก็บข้อมูลร้อยละของการรอดชีวิตที่
เพาะเลี้ยงบนอาหาร 

2.2.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบด้วยสารละลาย HgCl2 โดยท าความสะอาดชิ้นส่วนใบของต้นนรีรัตน์
ด้วยน้ าสบู่ แล้วล้างน้ าสบู่ออกให้หมด แช่ในแอลกอฮอล์ 70% นาน 10 วินาที ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาด 1 x 1 



ซม. ก่อนน าไปฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย HgCl2  เข้มข้น 0.2 และ 0.4% หยดสาร Tween 20 1-2  หยด 
ฟอกนาน 3 และ 5 นาที ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้งๆ ละ 10-15 นาที ตัดชิ้นส่วนใบให้มีขนาด
ประมาณ 0.6 x 0.6 ซม. น าชิ้นส่วนใบเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS นาน 3 เดือน เก็บข้อมูลร้อยละ
ของการรอดชีวิตที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร เพ่ือหาความเข้มข้นของสารละลาย HgCl2 และระยะเวลา (นาที) ที่
เหมาะส าหรับการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบของต้นนรีรัตน์ 

2.3.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักที่ยังไม่สุกแก่เต็มที่  โดยน าฝักที่ยังไม่สุกแก่เต็มที่ของต้นนรีรัตน์จุ่มใน
แอลกอฮอล์ 95% แล้วน าไปผ่านไฟ 3 ครั้ง ตัดปลายฝัก บิดและเคาะฝักเพ่ือให้เมล็ดออก เพาะเลี้ยงเมล็ดบน
อาหารสังเคราะห์สูตร MS นาน 3 เดือน เก็บข้อมูลร้อยละของการรอดชีวิตที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร 

2.4.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักแก่  โดยน าฝักแก่ของต้นนรีรัตน์จุ่มในแอลกอฮอล์ 95% แล้วน าไป
ผ่านไฟ 3 ครั้ง ตัดปลายฝัก บิดและเคาะฝักเพ่ือให้เมล็ดออก เพาะเลี้ยงเมล็ดบนอาหารสังเคราะห์สูตร MS 
นาน 3 เดือน เก็บข้อมูลร้อยละของการรอดชีวิตที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร 

3. ศึกษาการชักน าให้เกิดยอดบนอาหารสูตรต่างๆ ส าหรับการเพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์ 
ต้นนรีรัตน์ที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อ (จากข้อ 2) และเพาะเลี้ยงจนได้เป็นต้นที่สมบูรณ์ เลือกใบที่มี

ขนาดเท่าๆ กันประมาณ 0.8 x 0.8 ซม. เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์สูตรต่างๆ จ านวน 15 สูตร ได้แก่ 
อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบกลุ่มโตไซโตไคนิน (BA) ความเข้มข้น 5 ระดับคือ 0, 0.1, 0.5, 1 
และ 1.5 มก/ล. ร่วมกับกลุ่มออกซิน (IBA) ความเข้มข้น 3 ระดับคือ 0, 0.5 และ 1 มก./ล. 

วางแผนการทดลองแบบ 4x3 Factorial in CRD จ านวน 4 ซ้ า ใช้สิ่งทดลองคืออาหารทั้ง 15 
สูตรข้างต้น โดยปัจจัยที่ 1 คือระดับความเข้มข้นของ BA จ านวน 5 ระดับได้แก่ 0, 0.1, 0.5, 1 และ 1.5 มก/ล. 
ปัจจัยที่ 2 คือ ระดับความเข้มข้นของ IBA จ านวน 3 ระดับได้แก่ 0, 0.5 และ 1 มก./ล. เก็บข้อมูลโดยการ 
นับจ านวนยอดและตรวจดูการเปลี่ยนแปลงของชิ้นส่วนที่เพาะเลี้ยง น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(analysis of variance) และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิธี DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
(P ≤ 0.05) 

เวลาและสถานที่ 
เริ่มการทดลองปี 2557  ถึง 2558 
ห้องปฏิบัติการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ธนาคารเชื้อพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร จ.ปทุมธานี 
 

 8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
  1.  ส ารวจ และรวบรวม ตัวอย่างต้นนรีรัตน์ จากแหล่งธรรมชาติ 
    จากการส ารวจ และรวบรวม ได้ต้นนรีรัตน์ 5 ต้น ฝักแก่ 2 ฝัก และฝักที่ยังไม่สุกแก่เต็มที่ 2 ฝัก 

เนื่องจากต้นนรีรัตน์ขึ้นบนหินปูนในป่าดิบเขา พบได้เฉพาะที่ดอยตุง อ.แม่ฟ้าหลวง จ.เชียงราย จากการส ารวจ
พบประชากรต้นนรีรัตน์เหลือเพียงไม่เกิน 500 ต้น และพบเพียงจุดเดียว ไม่มีการกระจายตัว (ภาพที่ 1)  



             
         ภาพที่ 1 สภาพต้นนรีรัตน์ในแหล่งธรรมชาติ 
 จากการศึกษาลักษณะต้นนรีรัตน์ในแหล่งธรรมชาติ (ภาพที่ 2) พบว่า นรีรัตน์เป็นพืชล้มลุก เหง้ามีขนหนาแน่น 

ใบเรียงแผ่ที่โคน มีก้านใบ แผ่นใบเกือบกลมหรือรูปไข่  และมีขนสั้นนุ่มหนาแน่นทั้งสองด้าน ก้านใบยาวและมี
ขนหนาแน่น (ภาพที่ 3a) ดอกสีม่วงเข้มฝัก ผลแห้งลักษณะเรียวยาวขนาดประมาณเมล็ดข้าว ภายในฝักแก่
ประกอบด้วยเมล็ดสีน้ าตาลเข้มขนาดเล็กเป็นผงจ านวนมาก ส่วนเมล็ดในฝักที่ยังไม่แก่เต็มที่ มีสีน้ าตาลอ่อนๆ 
เป็นผงจ านวนมากและค่อนข้างชื้น (ภาพท่ี 3b) 

 
 
 
       
 
    
                            
        ภาพที่ 2 ลักษณะทรงต้น ใบ และดอกนรีรัตน์ ในสภาพธรรมชาติ 
 

 
 
 
 
 

    ภาพที่ 2 ลักษณะต้นนรีรัตน์ (a) และฝัก (b) จากแหล่งธรรมชาติ 
   ภาพที่ 3 ลักษณะต้นนรีรัตน์ (a) และฝัก (b) จากแหล่งธรรมชาติ 
 

a b 



 2. ศึกษาเทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อที่เหมาะสมส าหรับชิ้นส่วนต้นนรีรัตน์ 
 เมื่อได้ตัวอย่างพืชจากแหล่งธรรมชาติ (ภาพที่ 1) ต้นนรีรัตน์และฝัก ซึ่งในแหล่งธรรมชาติมี

ปริมาณที่จ ากัด ดังนั้นจึงได้ตัวอย่างชิ้นส่วนพืชมาศึกษาวิธีการฟอกฆ่าเชื้อปริมาณจ ากัด การฟอกฆ่าเชื้อด้วย
สารละลาย HgCl2 จึงได้น ามาใช้ส าหรับฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบในการศึกษาครั้งนี้ การศึกษาเทคนิคการฟอก 
ฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต้นนรีรัตน์ แบ่งออกเป็น 4 การทดลองย่อย ได้ผลดังนี้  

2.1.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบด้วยสารละลาย Clorox  จากการฟอกฆ่าเชื้อชื้นส่วนใบนรีรัตน์ด้วย
สารละลาย Clorox เข้มข้น 10 % นาน 15 นาที พบว่าชิ้นส่วนใบที่ได้มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ 100% 
(ภาพท่ี 3) 

 

     
 

    ภาพที่ 4 ชิ้นส่วนใบที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อด้วย Clorox 10% นาน 15 นาที 
 

 2.2.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบด้วยสารละลาย HgCl2  เข้มข้น 0.2 และ 0.4% นาน 3 และ 5 นาที 
พบว่าชิ้นส่วนใบที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อมีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ 100% (ภาพที่ 5a และ 5b) และ 
(ภาพท่ี 6a และ 6b) 

 
 

      
    

ภาพที่ 5 ชิ้นส่วนใบที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อด้วย HgCl2 0.2% นาน 3 นาที (a) และ นาน 5 นาที (b) 
  

      
 

      ภาพที่ 6 ชิ้นส่วนใบที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อด้วย HgCl2 0.4% นาน 3 นาท ี(a) และ นาน 5 นาที (b) 
 

 2.3.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักที่ยังไม่สุกแก่เต็มที่  โดยน าฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95% แล้วน าไปลน
ผ่านไฟ 3 ครั้ง พบว่าได้ชิ้นส่วนที่มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ 100% (ภาพท่ี 7) 

a b 

a b 



      
  
 

      ภาพที่ 7 เมล็ดที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อฝักทีไ่ม่สุกแก่โดยจุ่มในแอลกอฮอล์ 95% และลนผ่านไฟ 3 ครั้ง 
 

 2.4.  ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักแก่  โดยน าฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95% แล้วน าไปลนผ่านไฟ 3 ครั้ง 
พบว่า ไดช้ิ้นส่วนปลอดเชื้อจุลินทรีย์และสามารถเจริญเป็นต้นที่สมบูรณ์ได ้50% (ภาพท่ี 8) 

 
 

        
 

ภาพที่ 8 เมล็ดที่ได้จากการฟอกฆ่าเชื้อฝักท่ีสุกแก่โดยจุ่มในแอลกอฮอล์ 95% และลนผ่านไฟ 3 ครั้ง 
 

จากการศึกษาพบว่านรีรัตน์ต้องใช้ฝักแก่จึงเหมาะสมในการฟอกฆ่าเชื้อ (ภาพที่ 9a) โดยการจุ่ม 
ในแอลกอฮอล์ 95% และลนผ่านไฟ 3 ครั้ง เป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดส าหรับการฟอกฆ่าเชื้อจะได้ชิ้นส่วน
ปลอดเชื้อจุลินทรีย์และสามารถเจริญเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้ 50% เมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS นาน 3 เดือน 
(ภาพที่ 9b) ส่วนการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักที่ยังไม่สุกแก่เต็มที่นั้น ได้ชิ้นส่วนที่มีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ 
100% อาจเนื่องจากเมล็ดยังไม่มีการพัฒนาเต็มที่  ประกอบกับเมล็ดภายในฝักมีความชื้นค่อนข้างสูงจึงท าให้
ง่ายต่อการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์หลายชนิด 

 

                
 

    ภาพที่ 9 ลักษณะฝักแก่ของต้นนรีรัตน์ (a) และต้นอ่อนที่ได้จากการเพาะเลี้ยง (b) 
 

การศึกษาฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนใบนรีรัตน์ พบว่าชิ้นส่วนแผ่นใบไม่เหมาะส าหรับการฟอกฆ่าเชื้อเพ่ือการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ เนื่องจากใบของต้นนรีรัตน์มีขนลักษณะสั้นๆ สีขาวปกคลุมค่อนข้างหนาแน่นและราบไปกับพ้ืนผิว 

ทั้งบริเวณด้านบนและใต้ของแผ่นใบ (ภาพที่ 10a และ 10b) และสภาพถิ่นที่พบต้นนรีรัตน์ในธรรมชาติเป็นป่า

a b 



ที่มีความชื้นค่อนข้างสูง ชิ้นส่วนที่น ามาเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจึงมีการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ค่อนข้างมาก ท าให้

การฟอกฆ่าเชื้อด้วยสารละลาย HgCl2 และ Clorox ไม่ได้ผลดี คือพบการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์สูง แม้จะมี

การเติมสารจับใบ คือ Tween 20 แล้วก็ตาม ในขณะที่พืชบางสกุลในวงศ์ Gesneriaceae นี้ สามารถฟอกฆ่า

เชื้อชิ้นส่วนใบและสามารถเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือขยายปริมาณพืชได้ เช่น สกุล Saintpaulia (Cassells et al., 

1986; Lo et al., 1 9 9 7 ; Mithila et al., 2003; Murch et al., 2003) แ ล ะ  Sinningia (Sunpui and 

Kanchanapoom, 2002) เนื่องจากมีการน ามาปลูกในสภาพโรงเรือนจนได้ชิ้นส่วนพืชที่มีการปนเปื้อนของ

เชื้อจุลินทรีย์ค่อนข้างน้อย หรือพืชสกุลเหล่านี้มักผ่านการพัฒนาสายพันธุ์จนเป็นพืชปลูก จึงมีการปนเปื้อนของ

เชื้อจุลินทรีย์น้อยกว่าพืชที่น ามาจากป่า 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

                         ภาพที่ 10 ลักษณะขนบนใบ (a) และใต้ใบ (b) เมื่อใช้กล้องก าลังขยาย 0.8x 

 3. ศึกษาการชักน าให้เกิดยอดบนอาหารสูตรต่างๆ ส าหรับการเพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์ 
  เมื่อได้ชิ้นส่วนนรีรัตน์ที่ปราศจากการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์และเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์

สูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต นาน 3 เดือน จนเป็นต้นที่สมบูรณ์แล้ว จึงตัดใบให้มีขนาด 

เท่าๆ กัน ขนาดประมาณ 0.8 x 0.8 ซม. (ภาพที่ 11) เพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์บนอาหารสังเคราะห์สูตรต่างๆ 

จ านวน 15 สูตร ได้แก่ อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มโตไซโตไคนิน (BA) ความเข้มข้น 

5 ระดับ คือ 0, 0.1, 0.5, 1 และ 1.5 มก./ล. ร่วมกับกลุ่มออกซิน (IBA) ความเข้มข้น 3 ระดับคือ 0, 0.5 และ 1 

มก./ล. เพ่ือศึกษาการชักน าให้เกิดยอด (multiple shoots) 

 

      ภาพที่ 11 เพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์บนอาหารสูตรต่างๆ เพ่ือชักน าให้เกิดยอด 

a b 



ตารางที่ 1 ผลของสูตรอาหาร MS ร่วมกับการเติม BA และ IBA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ต่อการเกิดยอด 
ของต้นนรีรัตน์ เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน 
 

สูตรอาหาร  
MS + 

BA (มก./ล.) 

IBA  
(มก./ล.) 

0 0.1 0.5 1.0 1.5 mean 

0  7.1 a 15.5 a 9.8 a 7.4 a 6.5 a 9.3 ab 
0.5 16.0 a 9.6 a 14.6 a 10.9 a 6.0 a 11.4 a 
1.0 6.6 a 5.6 a 5.6 a 7.3 a 3.9 a 5.8 b 

mean 9.9 10.2 10.0 8.5 5.5 8.8 
CV (%) 34.23  

 

ค่าเฉลี่ยทีต่ามด้วยตัวอักษรเหมือนกับในแต่ละสูตรอาหารไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดย DMRT ทีร่ะดับความเชื้อมั่น 95 % 
- ความแตกต่างระหว่างสารกลุม่ออกซิน (IBA) ใช้ตัวอักษร a, b, c 

   

  จากการทดลองเพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์บนอาหารสังเคราะห์สูตร MS ที่ เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต BA และ IBA ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ จ านวน 15 สูตร เป็นเวลา 3 เดือน (ตารางที่ 1) และ 
(ภาพท่ี 12) พบว่าสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ IBA ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวน
ยอด คือไม่มีปฏิสัมพันธ์ต่อกัน ส่วนสูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA เพียงอย่างเดียวที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ ทั้ง 5 ระดับคือ 0, 0.1, 0.5, 1 และ 1.5 มก./ล. ไม่มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของจ านวนยอด
นรีรัตน์เช่นเดียวกัน ในขณะที่สูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต IBA เพียงอย่างเดียว ที่ระดับ
ความเข้มข้นทั้ง 3 ระดับคือ 0, 0.5 และ 1 มก./ล. มีผลต่อการเพ่ิมขึ้นของจ านวนยอดต้นนรีรัตน์ โดยเฉพาะที่
ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ท าให้เพ่ิมปริมาณยอดได้มากที่สุดเฉลี่ย 11.4 ยอด เช่นเดียวกับการเพาะเลี้ยง
ชิ้นส่วนใบแอฟริกันไวโอเลตพบว่าเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม IBA 0.5 มก./ล. สามารถชักน าให้เกิดยอด
ได้จ านวนมาก (Daud and Taha, 2008; Ghasemi et al., 2012) และการเติม IBA ในปริมาณมากเกินไป 
มีผลท าให้เกิดจ านวนยอดลดลง ในขณะที่อาหารที่ไม่ใส่ IBA ท าให้เกิดยอดได้เฉลี่ย 9.3 ยอด สอดคล้องกับ 
การรายงานของ Ma และคณะ (2011) ที่ได้ท าการเพาะเลี้ยงใบ Metabriggsia ovalifolia ซึ่งเป็นพืชวงศ์ 
Gesneriaceae พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน (IAA, IBA 
และ NAA) ระดับความเข้มข้นต่ าสามารถชักน าให้เกิดยอดจ านวนมาก เช่นเดียวกับผลการทดลองเพาะเลี้ยง 
ใบ Primulima tabacum บนอาหารเพ่ือชักน าให้เกิดยอดจ านวน 32 สูตร พบว่าอาหารสูตร MS ที่เติม BA 
0.1 มก./ล. ชักน าให้เกิดยอดเฉลี่ย 6-8 ยอดต่อชิ้นส่วน ในขณะที่อาหารสูตร MS ที่เติม BA 0.1 มก./ล. ร่วมกับ 
IBA 0.5 มก./ล. สามารถชักน าให้เกิดยอดได้มากถึง 21 ยอดต่อชิ้นส่วน (Ma et al., 2011) 
 



     
MS MS + BA 0.1 มก./ล. MS + BA 0.5 มก./ล. MS + BA 1 มก./ล. MS + BA 1.5 มก./ล. 

     

MS + IBA 0.5 มก./ล. 
MS + IBA 0.5 มก./ล. 

+ BA 0.1 มก./ล. 

MS + IBA 0.5 มก./ล. 

+ BA 0.5 มก./ล. 

MS + IBA 0.5 มก./ล. 

+ BA 1 มก./ล. 

MS + IBA 0.5 มก./ล. 

+ BA 1.5 มก./ล. 

     

MS + IBA 1 มก./ล. 
MS + IBA 1 มก./ล. 
+ BA 0.1 มก./ล. 

MS + IBA 1 มก./ล. 
+ BA 0.5 มก./ล. 

MS + IBA 1 มก./ล. 
+ BA 1 มก./ล. 

MS + IBA 1 มก./ล. 
+ BA 1.5 มก./ล. 

 

          ภาพที่ 12 ลักษณะของนรีรัตน์ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MS ร่วมกับ BA และ IBA เป็นเวลา 3 เดือน 
             

 การน านรีรัตน์ออกจากขวดเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือปลูกในสภาพโรงเรือน จ าเป็นต้องใช้วัสดุปลูกที่

มีความโปร่งและมีการเก็บรักษาน้ าค่อนข้างดี แต่ต้องไม่รดน้ าจนแฉะเกินไป วัสดุปลูกที่ใช้มีดังนี้  พีทมอส : ดิน

ผสม : เพอร์ไลท์ : หินภูเขาไฟ อัตราส่วน 2 : 1 : 1 : 1 มีอัตราการรอดชีวิต 20% (ภาพท่ี 13) 

             

        ภาพที่ 13 แสดงต้นนรีรัตน์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 



9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

จากการทดลองฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนต้นนรีรัตน์ ได้เทคนิคที่เหมาะสม คือ ฟอกฆ่าเชื้อฝักแก่โดยการ

จุ่มในแอลกอฮอล์ 95% แล้วลนผ่านไฟ 3 ครั้ง และจากการเพาะเลี้ยงใบนรีรัตน์ในสภาพปลอดเชื้อ เพ่ือเพ่ิม

จ านวนยอดพบว่าสูตรอาหารที่เหมาะสมคือ MS ที่เติม IBA 0.5 มก/ล. ท าให้เพ่ิมปริมาณยอดได้มากที่สุดเฉลี่ย 

11.4 ยอด เมื่อเพาะเลี้ยงนาน 3 เดือน 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

จากผลการทดลองนี้ได้เทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนพืชสกุล Petrocosmea และได้สูตรอาหาร
ที่เหมาะสมส าหรับการขยายพันธุ์นรีรัตน์ (Petrocosmea pubescens) ในสภาพปลอดเชื้อ ส าหรับการ
อนุรักษ์ที่ธนาคารเชื้อพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร และเพ่ือการวิจัยต่อไปในอนาคต ตลอดจนเป็นการลดความ
เสี่ยงต่อการสูญพันธุ์ของพืชชนิดนี้ จากแหล่งธรรมชาติเนื่องจากเป็นพืชหายากและพืชเฉพาะถิ่นของไทย 

11. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณกรมวิชาการเกษตรและส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติที่สนับสนุนงบวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบคุณส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร สถานที่ท าการวิจัย และขอขอบคุณคณะผู้

ร่วมวิจัยทุกท่านที่สนับสนุนและร่วมงานวิจัยอย่างเต็มที่ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ดร.ปราโมทย์ ไตรบุญ ผู้ค้นพบ 

นรีรัตน์และเอ้ืออ านวยข้อมูลส าหรับงานวิจัยครั้งนี้ 
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13. ภาคผนวก 

ตารางภาคผนวกที่ 1 ข้อมูลวิเคราะห์ความแปรปรวนของจ านวนยอดของนรีรัตน์ที่เลี้ยงบนสูตรอาหาร MS 
ร่วมกับการเติมฮอร์โมน BA และ IBA เป็นเวลานาน 3 เดือน โดยใช้ค่า Transformed to Sqr(X+0.5) 

    SV DF     SS    MS    F 
TREATMENT 14 20.26475425      1.44748245       1.37 ns 
CYTO (C) 4 5.15703249        1.28925812         1.22 ns 
AUX (A) 2 8.52105902        4.26052951        4.04 * 
CxA 8 6.58666274        0.82333284           ‹ 1 
ERROR 45 47.40066734        1.05334816  

TOTAL 59 67.66542160   
        

       * = ต่างกันทางสถิติโดยเทียบกับ LSD .05,    ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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