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ชำฤๅษีดอยตุง เป็นพืชหำยำกถิ่นเดียวของไทย วงศ์ Gesneriaceae จ ำเป็นต้องใช้เทคนิคกำรเพำะเลี้ยง
เนื้อเยื่อเพ่ือกำรขยำยพันธุ์ โดยน ำตัวอย่ำงต้นชำฤๅษีดอยตุงจำกแหล่งธรรมชำติมำศึกษำเทคนิคกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝัก
ของชำฤๅษีดอยตุง 3 วิธี คือจุ่มผักในแอลกอออล์ 95 % แล้วน ำไปผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อ, บิดฝักเคำะเมล็ดใส่ในน้ ำที่ผ่ำนกำร
นึ่งฆ่ำเชื้อ และบิดฝักเคำะเมล็ดใส่ในสำรละลำยโซเดียมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 5% พบว่ำวิธีจุ่มฝักใน
แอลกอฮอล์ 95 % แล้วผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อบิดฝักเคำะเมล็ดใส่ในสำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 5% และเขี่ย
เมล็ดเลี้ยงบนอำหำรเป็นวิธีที่เหมำะสม ท ำให้ได้เนื้อเยื่อที่ปลอดกำรปนเปื้อนของเชื้อ 50 % กำรศึกษำสูตรอำหำรที่
เหมำะสมในกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือเพ่ิมปริมำณ  โดยน ำชิ้นส่วนใบเลี้ยงบนอำหำรสูตร MS ที่เติมสำรกรด 
แนพทำลีนแอซิติก (NAA) ร่วมกับสำรเบนซิลอะดีนิน (BA) ควำมเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 1 mg/l พบว่ำใบชำฤๅษี
ดอยตุงที่เลี้ยงบนอำหำรเติมสำร NAA เพียงอย่ำงเดียวสำมำรถชักน ำให้เกิดยอดที่สมบูรณ์เฉลี่ย 2.48 ยอด และ
สำมำรถเพ่ิมขนำดกลุ่มเนื้อเยื่อได้ดีกว่ำกำรใช้สำร BA ร่วมด้วยซึ่งจะท ำให้เกิดเป็นพุ่มยอดขนำดเล็กไม่สมบูรณ์ 
ส ำหรับกำรเลี้ยงยอดที่สมบูรณ์บนอำหำรสูตร MS และ ½ MS ร่วมกับกำรเติมสำร NAA ควำมเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 
และ 1 mg/l พบว่ำกำรเลี้ยงยอดบนอำหำร ½ MS จะชักน ำให้เกิดรำกได้ดีกว่ำเลี้ยงบนอำหำร MS หรือกำรใช้ NAA 
ควำมเข้มข้นต่ำงๆ 

Abstract 
 Paraboea doitungensis, an endemic species categorized in Gesneriaceae family, can be 
found only in Chiangmai province of Thailand. The study on germplasm multiplication by using 
in vitro propagation technique was done in this research. The result showed that appropriate 
sterilization for this species is immersing mature seed capsules in 95% ethanol followed by 
burning the outer surface of the capsules. Seeds inside capsule can be sterilized by dipping 
them in 5% hydrogen peroxide (H2O2) and excised seeds were aseptically transferred to MS 



medium. It was found that this sterilization method can prevent materials from contamination 
up to 50%. Apart from sterilization technique, shoot multiplication was also conducted in this 
research. The microplants from leave culture were transferred to MS medium supplemented 
with Naphthalene acetic acid (AAA) and Benzyladenine (BA). The result showed that adding only 
0.1 mg/L NAA induced average number of vigorous shoots at 3.48. Root induction from cultures 
of those vigorous shoots was also done by transferring them to MS and ½ MS medium 
supplemented with NAA. The result showed that ½ MS medium supplemented with NAA better 
induced average number of root and average root length namely 7.29 and 6.62 cm. 
respectively.  
 
6. ค าน า 

ประเทศไทยจัดเป็นประเทศหนึ่งที่ยังมีควำมสมบูรณ์ของทรัพยำกรธรรมชำติและมีควำมหลำกหลำยทำง
ชีวภำพสูง มีพันธุ์พืชอยู่เป็นจ ำนวนมำกกว่ำ 10,000 ชนิด (รำชันย์, 2547) ควำมหลำกหลำยของพืชวงศ์ 
Gesneriaceae ในโลกพบกว่ำ 3,000 ชนิด เป็นสกุล Paraboea ประมำณ 90 ชนิด  และมีรำยงำนพบในประเทศ
จีนประมำณ 20 ชนิด (Wentsai et al., 1998) จำกกำรส ำรวจ รวบรวม และศึกษำทบทวนด้ำนอนุกรมวิธำน
พรรณไม้ในประเทศไทยของนักวิชำกำรเกษตร ส ำนักคุ้มครองพันธุ์พืช  กรมวิชำกำรเกษตร พบพันธุ์พืชชนิดใหม่
ข อ ง โ ล ก  (new species) คื อ  Paraboea  doitungensis Triboun & D.J.Middleton จั ด อ ยู่ ใ น ว ง ศ์ 
Gesneriaceae พืชชนิดนี้เป็นไม้ล้มลุกอำยุหลำยปี 10-30 ซม. แต่อำจสูงได้ถึง 70 ซม. ล ำต้นส่วนล่ำงมีเนื้อไม้แข็ง 
ใบเดี่ยว 4-10 คู่ เรียงตรงข้ำมสลับตั้งฉำกและเรียงชิดกันที่ปลำยยอด ก้ำนมีปีกแคบๆ ใบยำว 6-12 ซม. แผ่นใบ
เรียว รูปไข่ หรือรูปขอบขนำน ปลำยแหลม โคนรูปลิ้น ใต้ใบปกคลุมด้วยขนสีน้ ำตำลอ่อน ช่อดอกเป็นช่อกระจุกสั้น 
ก้ำนช่อดอกสีแดงเข้มหรือเขียว ยำว 8-35 ซม. ใบประดับเป็นรูปหัวใจหรือเป็นเส้นตรง ออกดอกเป็นคู่ ก้ำนดอก
ย่อยยำว  0.6-1.5 ซม. กลีบเลี้ยงสีเขียว 5 กลีบ กลีบดอกเป็นรูประฆัง สีชมพู โคนเชื่อมติดกันเป็นหลอด ยำว 7-9 
มิลลิเมตร และมีสีชมพูซีดแต้มสีเหลืองจำงที่ฐำน เกสรเพศผู้ 2 อันติดอยู่ใกล้ฐำนภำยในหลอดกลีบดอก ก้ำนชูอับ
ละอองเรณูสีขำวนวลรูปร่ำงงอ ยำว 7-10 ซม. อับละอองเรณูสีเหลืองนวล เกสรเพศผู้เป็นหมัน 2-3 อัน ลดรูปจนมี
ขนำดเล็ก รังไข่เป็นรูปกรวยทรงกระบอกสีเขียวยำว 4-6 มม. ยอดเกสรเพศเมียเป็นตุ่มมีขนปกคลุม ผลแห้งแตก
เป็นรูปทรงกระบอกแคบ ยำว 5-6.8 ซม.กว้ำง 1.8 มม. ออกดอกและติดฝักช่วงเดือน กรกฎำคมถึงพฤศจิกำยน 
(Triboun and Middleton, 2012) 

พืชชนิดนี้อำจมีโอกำสน ำมำพัฒนำเพ่ือเพ่ิมศักยภำพในด้ำนกำรแพทย์โดยกำรท ำเป็นยำ เนื่องจำกมี
รำยงำนของ Batugal (2004) พบว่ำมีกำรใช้ทุกส่วนของต้น Paraboea elegans หรือเรียกว่ำ Capa batu laut 
ท ำเป็นยำรักษำอำกำรปวดประจ ำเดือน กำรใช้ Paraboea harroviana หรือ อัมหิน (ชำฤๅษีเล็ก) ใช้ทั้งต้นน ำมำ
ต ำแล้วพอกแก้อำกำรปวดเมื่อยได้ (วงศ์สถิต, 2553) รวมถึงกำรพบสำร Phenylpropanid glycosides ใหม่ 5 
ชนิดใน Paraboea glutinosa ซึ่งในประเทศจีใช้พืชชนิดนี้ท ำยำมีสรรพคุณในกำรต้ำนเชื้อแบคทีเรีย (Wang et 
al., 2011) นอกจำกนี้อำจจะเป็นประโยชน์ในด้ำนเศรษฐกิจ โดยน ำมำท ำเป็นเครื่องดื่ม เช่นเดียวกับ Paraboea 



albida (Barnett) Puglisi ที่มีรำยงำนว่ำยอดอ่อนเมื่อตำกแห้งสำมำรถน ำไปชงดื่มได้แทนใบชำ (กรมวิชำกำร
เกษตร, 2554) นอกจำกนี้พืชชนิดนี้ยังเสี่ยงต่อกำรสูญพันธุ์ เนื่องจำกเป็นพืชเฉพำะถิ่นของประเทศไทย ซึ่งมีถิ่น
ก ำเนิดในบริเวณจ ำกัดไม่เกิน 100 ตร.กม. และต้องอำศัยปัจจัยแวดล้อมที่มีควำมเฉพำะส ำหรับกำรเจริญเติบโต จะ
พบได้บริเวณยอดเขำหินปูน บริเวณดอยตุง อ ำเภอแม่ฟ้ำหลวง จังหวัดเชียงรำย ที่ควำมสูงจำกระดับน้ ำทะเล 
1,100-1,450 เมตร มักถูกบุกรุกพ้ืนที่ในบริเวณที่พืชเจริญเติบโต ท ำให้จ ำนวนประชำกรที่มีควำมสมบูรณ์ลดลง 
รวมถึงกำรเปลี่ยนแปลงของสภำพแวดล้อมอย่ำงกะทันหัน กำรขำดจิตส ำนึกและควำมเข้ำใจในกำรรักษำทรัพยำกร
เหล่ำนี้ กำรเปลี่ยนแปลงดังกล่ำวส่งผลให้เกิดควำมเสี่ยงต่อกำรสูญพันธุ์มำกยิ่งขึ้น ดังนั้นจึงมีควำมจ ำเป็นอย่ำงยิ่ง
ในกำรขยำยพันธุ์พืชเหล่ำนี้ มิให้สูญหำยไป เพ่ือกำรใช้ประโยชน์เป็นแหล่งทรัพยำกรทำงชีวภำพในกำรศึกษำและ
พัฒนำพันธุ์พืชต่อไป 

กำรใช้เทคนิคกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพ่ือกำรขยำยพันธุ์เป็นเทคนิคหนึ่งที่มีควำมส ำคัญในกำรอนุรักษ์เชื้อ
พันธุ์พืช เนื่องจำกใช้พ้ืนที่น้อยในกำรขยำยพันธุ์ และเหมำะกับพืชที่มีคุณลักษณะที่เฉพำะ ให้อยู่ในสภำพปลอดเชื้อ
และปลอดจำกภัยธรรมชำติ (Engelmann, 1997) มีกำรศึกษำกำรขยำยพันธุ์โดยใช้เทคนิคเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อใน 
Gloxinia โดยใช้ ใบ ล ำต้น และปลำยยอด เลี้ยงบนอำหำรพบว่ำเกิดผลใน 3 ลักษณะได้แก่ กำรพัฒนำเป็นยอด
จ ำนวนมำกจำกใบโดยใช้ NAA ร่วมกับ BA กำรเกิด callus จำกกำรใช้ 2,4-D และกำรชักน ำให้เกิดรำกโดยใช้ 
NAA, IAA และ IBA (Wuttisit and Kanchanapoom, 1996) มีรำยงำนใน Metabriggsia ovalifolia พบว่ำกำร
ชักน ำให้เกิดยอดจำกใบหรือก้ำนใบ โดยกำรใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซินปริมำณน้อย (NAA, IBA 
และ IAA) ร่วมกับกลุ่มไซโตไคนิน (BA และ TDZ) ในปริมำณมำกดีกว่ำกำรใช้สำรกลุ่มใดกลุ่มหนึ่งเพียงชนิดเดียว 
(Ma et al., 2010) นอกจำกนี้ยังมีกำรรวบรวมข้อมูลกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ African Violets โดย Jungnickel  
และ Zaid ในปี 1992 พบว่ำสำมำรถขยำยพันธุ์ได้จำกชิ้นส่วนหลำยชนิด ได้แก่ ใบ ก้ำนใบ ตำ อับละอองเรณู และ
เมล็ด เป็นต้น ซึ่งจะเหมำะสมกับสูตรอำหำรที่เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตต่ำงๆ จึงต้องมีกำรท ำกำรศึกษำให้
เหมำะสมในแต่ละชนิดพืช และชิ้นเนื้อเยื่อท่ีจะน ำมำท ำกำรขยำยพันธุ์ต่อไป 

 
7. วิธีด าเนินการ 
 - อุปกรณ์ 

1. ต้นชำฤๅษีดอยตุง 
2. สำรเคมีต่ำงๆ ที่ใช้ในกำรเตรียมอำหำรสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962) และสำรที่ใช้ในกำร

ฟอกฆ่ำเชื้อ ได้แก่ สำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
3. อุปกรณ์และเครื่องมือวิทยำศำสตร์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
4. สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน ได้แก่ NAA (Naphthalene acetic acid) กลุ่มไซโตไคนิน

ได้แก่ BA (Benzyladenine) 
 
 - วิธีการ 
1. ส ำรวจและรวบรวม ตัวอย่ำงชำฤๅษีดอยตุง จำกแหล่งธรรมชำติ 



 พบว่ำต้นชำฤๅษีดอยตุงมีกำรเจริญเติบโตบนพ้ืนที่ยอดเขำหินปูน บริเวณดอยตุง อ ำเภอแม่ฟ้ำหลวง 
จังหวัดเชียงรำย ซึ่งมีช่วงฤดูกำรออกดอกและติดฝักระหว่ำงเดือนกรกฎำคมถึงพฤศจิกำยน 
2. ศึกษำวิธีกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักชำฤๅษ ีโดยกำรฟอกฆ่ำเชื้อด้วยวิธีกำรเผำฝักแบ่งเป็น 3 วิธีกำรดังนี้ 

2.1 โดยกำรน ำฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 % แล้วน ำไปผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อ 2 ครั้ง หลังจำกนั้นบิดฝักให้แตกและ
แคะเอำเมล็ดออกเลี้ยงบนอำหำร โดยเพำะใส่อำหำรเคำะให้เมล็ดลงบนอำหำรให้มีปริมำณเมล็ดต่อขวดใกล้เคียงกัน 

2.2 โดยกำรน ำฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 % แล้วน ำไปผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อ 2 ครั้ง หลังจำกนั้นบิดฝักให้แตกและ
แคะเอำเมล็ดใส่ในน้ ำที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อ (จิตรำพรรณ, 2536) โดยฝักชำฤๅษีดอยตุง 1 ฝักต่อน้ ำ 2.5 มล. หลังจำก
นั้นดูดน้ ำออกแล้วเขี่ยเมล็ดเลี้ยงบนอำหำรที่เตรียมไว้  

2.3 น ำฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 % แล้วน ำไปผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อ 2 ครั้ง หลังจำกนั้นบิดฝักให้แตกและแคะเอำ
เมล็ ด ใส่ ในน้ ำที่ ผ่ ำนกำรนึ่ งฆ่ ำ เชื้ อ ซึ่ งมี ส่ วนผสมของสำรละลำย โซ เดี ยม ไฮ เปอร์ค ลอ ไรด์  (H2O2)  
5 % อัตรำส่วน 2:1 (จิตรำพรรณ, 2536) โดยฝักชำฤๅษีดอยตุง 1 ฝักต่อสำรละลำย 2.5 มล. หลังจำกนั้นดูด
สำรละลำยออกแล้วเขี่ยเมล็ดเลี้ยงบนอำหำรที่เตรียมไว้ 

น ำมำเพำะบนอำหำรสูตร MS โดยท ำ 5 ซ้ ำ เลี้ยงในห้องเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ภำยใต้กำรควบคุม
สภำพแวดล้อม ได้แก่ อุณหภูมิ 24-27 องศำเซลเซียส ชั้นติดตั้งไฟส ำหรับวำงขวดเลี้ยงเนื้อเยื่อ ควำมสว่ำง
ประมำณ 2,000 ลักซ์ ควบคุมเวลำปิดเปิดไฟก ำหนดระยะเวลำกำรให้ควำมสว่ำง 16 ชั่วโมง และบันทึกจ ำนวนกำร
ปลอดกำรปนเปื้อนของเชื้อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์  
 
3. ศึกษำวิธีกำรฟอกฆ่ำเชื้อใบ โดยน ำชิ้นส่วนที่เตรียมไว้มำล้ำงด้วยน้ ำยำล้ำงจำน แล้วล้ำงน้ ำประปำแบบไหลผ่ำน
ให้สะอำด จำกนั้นน ำมำฟอกฆ่ำเชื้อด้วยคลอร็อกซ์ (Clorox) ควำมเข้มข้น 0.5, 1 และ 5 % นำน 5, 10, 15 และ 
20 นำที วำงแผนกำรทดลองแบบแฟคทอเรียลในแผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Factorial in completely 
randomized design; CRD) แล้วน ำใบทีผ่่ำนกำรฟอกฆ่ำเชื้อตัดให้มีขนำด 1 × 1 ตร.ซม. เพำะเลี้ยงในอำหำรสูตร 
MS จ ำนวน 4 ซ้ ำ และบันทึกจ ำนวนกำรปลอดกำรปนเปื้อนของเชื้อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 

 
4. ศึกษำสูตรอำหำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรขยำยพันธุ์ของต้นชำฤๅษีดอยตุง 

เลือกต้นกล้ำชำฤๅษีดอยตุงจำกกำรฟอกฆ่ำเชื้อที่มีขนำดเท่ำกันมำศึกษำสูตรอำหำรที่เหมำะสมในกำรเลี้ยง
ให้เป็นต้นที่สมบูรณใ์นขวดขนำด 115 มล.  

4.1 ศึกษำสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซินและไซโตไคนินต่อกำรเจริญเติบโตของต้นชำฤๅษีดอยตุง 
โดยเลือกใบระยะและขนำดเดียวกันตัดให้มีขนำด 1 × 1 ตร.ซม. เลี้ยงบนอำหำรสูตร MS เติม NAA ควำมเข้มข้น 
0, 0.1, 0.5 และ 1 มก./ล. ร่วมกับ BA ควำมเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 1 มก./ล. วำงแผนกำรทดลองแบบ
แฟคทอเรียลในแผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  (Factorial in completely randomized design; CRD) 
จ ำนวน 6 ซ้ ำ 



บันทึกผลกำรทดลอง โดยบันทึกข้อมูลลักษณะกำรเจริญเติบโต จ ำนวนยอดที่สมบูรณ์ และขนำดของกลุ่ม
เนื้อเยื่อ น ำข้อมูลมำวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (analysis of variance) และทดสอบควำมแตกต่ำงของค่ำเฉลี่ย 
โดยวิธี Duncan,s Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 % (P ≤ 0.05) 

4.2 ศึกษำสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซินต่อกำรเจริญเติบโตของต้นชำฤๅษีดอยตุง โดยน ำยอด
สมบูรณ์ควำมสูง 4 ข้อ เลี้ยงบนอำหำรลดปริมำณ MS ได้แก่ ½ MS และ MS ร่วมกับกำรเติม NAA ควำมเข้มข้น 0, 
0.1, 0.5 และ 1 มก./ล. วำงแผนกำรทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, CRD) จ ำนวน 5 ซ้ ำ 

บันทึกผลกำรทดลอง โดยบันทึกข้อมูลลักษณะกำรเจริญเติบโต จ ำนวนยอดที่สมบูรณ์ และขนำดของกลุ่ม
เนื้อเยื่อ น ำข้อมูลมำวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (analysis of variance) และทดสอบควำมแตกต่ำงของค่ำเฉลี่ย 
โดยวิธี DMRT ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95 % (P ≤ 0.05) 
 
 - เวลาและสถานที่ 
ระยะเวลำด ำเนินกำรทดลอง เริ่มตั้งแต่  ตุลำคม 2556    สิ้นสุด  กันยำยน 2558 
สถำนที่ด ำเนินกำร  ห้องปฏิบัติกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ  กลุ่มวิจัยพัฒนำธนำคำรเชื้อพันธุ์พืชและจุลินทรีย์ 
     ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชวีภำพ 
 
8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. ส ำรวจและรวบรวม ตัวอย่ำงชำฤๅษีดอยตุง จำกแหล่งธรรมชำติ 
 ชำฤๅษีดอยตุงเป็นไม้ล้มลุก ล ำต้นส่วนล่ำงมีเนื้อไม้แข็ง ใบเรียงตรงข้ำมสลับตั้งฉำกและเรียงชิดกันที่ปลำย
ยอด ก้ำนมีปีกแคบๆ แผ่นใบเรียว รูปไข่ หรือรูปขอบขนำน ปลำยแหลม โคนรูปลิ่น ใต้ใบปกคลุมด้วยขนสีน้ ำตำล
อ่อน ช่อดอกเป็นช่อกระจุกสั้น ผลแห้งแตก ต้นชำฤๅษีดอยตุงพบบนยอดเขำหินปูน อ ำเภอแม่ฟ้ำหลวง จังหวัด
เชียงรำย ต้นมักขึ้นตำมซอกของหินปูน เนื่องจำกเป็นไม้ล้มลุกเมื่อถึงอำยุออกดอกติดฝักต้น 
 

                     
ภาพที่ 1 ลักษณะของต้นชำฤๅษีดอยตุงในสภำพธรรมชำติ ขึ้นตำมซอกหิน (a) ลักษณะต้นที่ติดฝัก (b) และ 
ลักษณะของช่อฝัก (c) 

a b c 



2. ศึกษำวิธีกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักชำฤๅษีดอยตุง  
ฝักของพืชสกุลชำฤๅษีดอยตุงเป็นฝักแห้งแตกรูปทรงกระบอกแคบ ยำว 5-6.8 ซม. กว้ำง 1.8 มม. มี

ลักษณะบิดเป็นเกลียว ภำยในฝักประกอบด้วยเมล็ดจ ำนวนมำก และเมล็ดมีขนำดเล็กเป็นผง (Triboun and 
Middleton, 2012) ขั้นตอนกำรล้ำงฝักด้วยน้ ำสบู่และน้ ำเปล่ำให้สะอำดนั้น ต้องระวังไม่ให้ฝักแตก และไม่ควรแช่
น้ ำอยู่นำน เพรำะจะท ำให้เมล็ดภำยในได้รับควำมเสียหำย เนื่องจำกน้ ำซึมผ่ำนเข้ำภำยในฝัก ท ำให้เมล็ดชื้นและ
ติดกันเป็นก้อน ดังนั้นวิธีกำรฟอกด้วยคลอรอ็กซ์เป็นวิธีที่เสี่ยงต่อกำรท ำให้เมล็ดได้รับควำมเสียหำย 

จำกผลกำรทดลอง (ตำรำงที่ 1) พบว่ำวิธีกำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักชำฤๅษีดอยตุง คือกำร
จุ่มฝักในแอลกอฮอล์ 95 % แล้วน ำไปผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อ 2 ครั้ง หลังจำกนั้นบิดฝักให้แตกและแคะเอำเมล็ดใส่ในน้ ำที่
ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อซึ่งมีส่วนผสมของสำรละลำยโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ (H2O2) 5 % อัตรำส่วน 2:1 หลังจำกนั้นดูด
สำรละลำยออกแล้วเขี่ยเมล็ดเพำะบนอำหำรสูตร MS ซึ่งวิธีกำรฟอกเมล็ดด้วยกำรใช้สำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) ถือได้ว่ำเป็นกำรฟอกฆ่ำเชื้อวิธีหนึ่งที่มีกำรใช้กันอย่ำงแพร่หลำยในกำรฟอกฆ่ำเชื้อเมล็ดพันธุ์ เช่น 
เมล็ดต้น Aconitum heterophyllum (Srivastava et al., 2010) และเมล็ดกล้วยไม้ (จิตรำพรรณ, 2536) แต่
กำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักนครินทรำ แม้จะเป็นพืชวงศ์เดียวกันจะใช้เพียงกำรผ่ำนไฟฆ่ำเชื้อแล้วบิดฝักให้แตกและเคำะเอำ
เมล็ดออกเลี้ยงบนอำหำรสูตร MS ซึ่งเป็นวิธีกำรที่เหมำะสม (พัชร และคณะ, 2555) อำจเนื่องจำกลักษณะของฝัก
ชำฤๅษีดอยตุงเป็นรูปทรงกระบอกแคบเมื่อได้รับควำมร้อนท ำให้ฝักปริแตกหรือได้รับควำมเสียหำยได้ง่ำยกว่ำฝักนค
รินทรำซึ่งเป็นทรงกระบอกกว้ำงท ำให้เกิดกำรปนเปื้อนของเชื้อง่ำยกว่ำฝักนครินทรำ โดยเมื่อเพำะเมล็ดบนอำหำร 
MS นำนประมำณ 1 เดือนเมล็ดจะเริ่มงอก 

 

   
ภาพที่ 2 ลักษณะของฝักของชำฤๅษีดอยตุง (a) เมล็ดขนำดเล็กภำยในฝัก (b) และ ลักษณะเมล็ดเมื่อใช้กล้อง
ก ำลังขยำย 4x (c) 

ตารางท่ี 1 ผลกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักชำฤๅษีดอยตุง 

วิธีการฟอกฆ่าเชื้อฝัก 
จ านวนการปลอดการปนเปื้อน 

ของเชื้อ (%) 
เผำฝัก 0 
เผำฝัก + น้ ำ (H2O) 0 
เผำฝัก + สำรละลำยโซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ (H2O2) อัตรำส่วน 2:1 50 

b a 



   

ภาพที ่3  ลักษณะของเมล็ดที่เพำะบนอำหำร MS (a) ต้นอ่อนชำฤๅษีดอยตุงเมื่อเพำะเมล็ดบนอำหำร MS 
เป็นเวลำ 1 เดือน (b) และ 2 เดือน (c) 

 

3. ศึกษำวิธีกำรฟอกฆ่ำเชื้อใบชำฤๅษีดอยตุง 
 จำกผลกำรทดลองกำรฟอกฆ่ำเชื้อใบชำฤๅษีดอยตุงด้วยคลอรอ็กซ์ที่แปรผันควำมเข้มและเวลำ พบว่ำมีกำร
ปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ทั้งแบคทีเรียและเชื้อรำ โดยเชื้อรำที่พบมีลักษณะเป็นเส้นใยสีขำวปนด ำ เกิดจำกบริเวณ
ที่เป็นรอยตัดของเนื้อเยื่อใบก่อน 

กำรปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ที่พบจำกกำรทดลอง เนื่องจำกใบของชำฤๅษีดอยตุงมีกำรปกคลุมด้วยขนทั้ง
ด้ำนบนและด้ำนล่ำง โดยพ้ืนใบด้ำนบนเป็นสีเขียวเรียบปกคลุมด้วยขนสีขำวคล้ำยใยแมงมุง ส่วนใบด้ำนล่ำงปก
คลุมด้วยขนสีน้ ำตำลอ่อนยำวนุ่มและหนำทอดรำบกับพ้ืนคล้ำยขนแกะ (Triboun and Middleton, 2012)  
ซึ่งลักษณะดังกล่ำวจะเพ่ิมควำมเสี่ยงในกำรปนเปื้อนของเชื้อ ซึ่งท ำให้กำรท ำควำมสะอำดและกำรฟอกฆ่ำเป็นไปได้
ยำกยิ่งขึ้น โดยมีงำนวิจัยกำรฟอกฆ่ำเชื้อในพืชวงศ์ชำฤๅษี โดยใช้สำรละลำย Clorox ควำมเข้มข้น และเวลำต่ำงๆ 
ผลกำรทดลองยังพบกำรป่นเปื้อนของเชื้อ 100% (ธีรภัทร  ศรีรัตนโชติ, มมป.) และมีรำยงำนวิจัยฉบับสมบูรณ์ของ
โครงกำรกำรขยำยพันธุ์พืชวงศ์ชำฤๅษี ซึ่งมีกำรศึกษำพืชสกุลต่ำงๆ ของวงศ์ชำฤๅษีมำเพรำะลี้ยงเนื้อเยื่อ พบเพียง
เนื้อเยื่อพืชสกุล Aeschynanthus หรือ สกุลไก่แดง ที่สำมำรถฟอกฆ่ำเชื้อชิ้นส่วนใบและท ำให้ได้ต้นพันธุ์ในสภำพ
ปลอดเชื้อได้ (ปรำณี นำงงำม และคณะ, 2555) 
 
 
 
 
 

  

ภาพที่ 4 กำรปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์จำกกำรฟอกฆ่ำเชื้อใบชำฤๅษีดอยตุงด้วย Clorox ควำมเข้มข้นและเวลำ
ต่ำงๆ (a และ b) 

  

ภาพที่ 5 ลักษณะขนบนใบ (a) และขนใต้ใบ (b) เมื่อใช้กล้องก ำลังขยำย 1x 

a b c 

a b 

a b 



 
4. ศึกษำสูตรอำหำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรขยำยพันธุ์ของต้นชำฤๅษีดอยตุง  
 หลังจำกท ำกำรฟอกฆ่ำเชื้อฝักชำฤๅษีดอยตุงและเพำะเลี้ยงต้นอ่อนบนอำหำร MS เลือกต้นกล้ำชำฤๅษีดอย
ตุงที่ได้จำกกำรเพำะบนอำหำรที่มีขนำดเท่ำกันมำศึกษำสูตรอำหำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรขยำยพันธุ์ 

4.1 กำรใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน (NAA) ร่วมกับกลุ่มไซโตไคนิน (BA) โดยเลือกใบระยะ
และขนำดเดียวกันตัดให้มีขนำด 1 × 1 ตร.ซม. 

จำกกำรทดลองพบว่ำ เริ่มเห็นกำรเปลี่ยนแปลงของชิ้นเนื้อเยื่อ เมื่อเลี้ยงบนอำหำรนำน 1 เดือน พบกำร
พัฒนำของกระจุกเนื้อเยื่อบนแผ่นใบ ลักษณะคล้ำยยอดที่มีใบเล็กๆ จ ำนวนมำก โดยต ำแหน่งที่เกิดกำรพัฒนำมัก
เกิดบริเวณรอยตัดด้ำนก้ำนของใบ (ภำพที่ 6) 

 

จำกกำรทดลองพบปฏิสัมพันธ์ระหว่ำงสำร NAA และ BA (ตำรำงที่ 2 และภำพที่ 3) โดยเมื่อเลี้ยงใบของ
ชำฤๅษีดอยตุงบนอำหำรสูตร MS ที่ไม่เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตจะมีกำรแตกยอดเล็กปริมำณมำกเกิดเป็น
กลุ่มยอดที่ไม่แข็งแรงและมีกำรพัฒนำเป็นยอดสมบูรณ์ต่ ำกว่ำที่ได้รับสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต ซึ่งเนื้อเยื่อต้อง
ได้รับสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตในปริมำณควำมเข้มข้นที่เหมำะสมจึงจะสำมำรถพัฒนำเป็นยอดที่สมบูรณ์ได้ดี แม้
จะเพ่ิมปริมำณสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตทั้งกลุ่มออกซิน (NAA) และ ไซโตไคนิน (BA) เกินกว่ำที่ต้องกำรก็ไม่ช่วย
ให้ยอดมีควำมสมบูรณ์แข็งแรงขึ้น  

                                                     
ภาพที่ 6 กระจุกเนื้อเยื่อบนแผ่นใบที่เลี้ยงบนอำหำร MS เติม NAA และ BA  ควำมเข้มข้นต่ำงๆ เมื่อเลี้ยงนำน 1 เดือน 

ตารางท่ี 2 ผลของสูตรอำหำร MS ร่วมกับกำรเติมฮอร์โมน NAA และ BA ต่อกำรเกิดยอดที่สมบูรณ์และควำมสูงของ
ยอดท่ีสมบูรณ ์เมื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนอำหำรเป็นเวลำ 6 เดือน 

NAA 
(mg/l) 

จ านวนยอดที่สมบูรณ์ (ยอด)  ความสูงของยอดที่สมบูรณ์ (cm) 
BA (mg/l) 

mean 
 BA (mg/l) 

mean 
0 0.1 0.5 1  0 0.1 0.5 1 

0 0.82 ab y 2.30 a x 2.00 a x 2.11 a x 1.81  0.90 b y 2.22 a x  2.45 a x  2.28 a x  1.96 
0.1 2.48 a x  1.73 ab x 1.14 bc x 0.45 c y 1.45  2.05 a x 1.98 a x 2.17 a x 1.22 b x  1.85 
0.5 1.42 ab y 1.70 a x 1.81 a x 0.45 b y 1.34  1.17 b y 1.62 a xy  2.10 a x 0.97 b y  1.46 
1 0.42 ab y 1.53 a x 1.20 ab x 0.25 b y 0.86  0.60 b y 1.67 a x 1.55 ab x 1.15 b xy 1.24 
mean 1.29 1.81 1.54 0.81   1.18 1.87 2.07 1.40  
CV (%) 32.43   35.2  
ค่ำเฉลี่ยทีต่ำมด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละสูตรอำหำรไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติ โดย DMRT ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95%  

- ควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำรกลุม่ไซโตไคนิน (BA) ใช้อักษร a, b, c 

- ควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำรกลุม่ออกซิน (NAA) ใช้อักษร x, y, z 

 



 
โดยเมื่อเติม NAA ควำมเข้มข้น 0.1 มก./ล. เพียงอย่ำงเดียวเกิดยอดขนำดใหญ่ที่สมบูรณ์สูงสุด 2.48 ยอด 

ซึ่งไม่แตกต่ำงทำงสถิติกับกำรเติมสำร BA เพียงอย่ำงเดียว ส่วนขนำดของกลุ่มเนื้อเยื่อต้นชำฤๅษีดอยตุงพบว่ำเมื่อ
เติม NAA ควำมเข้มข้น 0.1 มก./ล. เพียงอย่ำงเดียวเกิดกำรขยำยของกลุ่มเนื้อเยื่อสูงสุด 3.42 ซม. และไม่แตกต่ำง
ทำงสถิติกับกำรเติมสำร BA เพียงอย่ำงเดียว แต่พบว่ำต้นชำฤๅษีดอยตุงที่ได้รับ NAA ร่วมกับ BA ควำมเข้มข้นสูงท ำ
ให้เกิดกำรขยำยของเนื้อเยื่อและกำรเกิดยอดที่สมบูรณ์ลดลง ซ่ึงมีรำยงำนกำรศึกษำกำรขยำยพันธุ์แอฟริกันไวโอเล็ต
และกล็อกซิเนียอยู่จ ำนวนมำก พืชดังกล่ำวเป็นพืชในวงศ์เดียวกันกับชำฤๅษี โดยใช้ก้ำนใบแอฟริกันไวโอเล็ต
เพำะเลี้ยงบนอำหำร MS ที่เติม NAA ควำมเข้มข้น 0.1 มก./ล. ร่วมกับ BA ควำมเข้มข้นเพียง 0.01 มก./ล. เพ่ือชัก
น ำกำรเกิดต้น ได้ดีกว่ำกำรใช้ BA ควำมเข้มข้นสูงๆ (Bilkey et al., 1978) แต่บำงรำยงำนว่ำควรเติม BA ควำม
เข้มข้น 3.0 มก./ล. เพียงอย่ำงเดียว หรือ NAA ควำมเข้มข้น 1.0 มก./ล. ร่วมกับ BA ควำมเข้มข้น 3.0 มก./ล. ช่วย
ชักน ำกำรเกิดยอด (Sunpui and Kanchanapoom, 2002) ส่วนกำรชักน ำกำรเกิดยอดโดยใช้ใบของกล็อกซิเนีย 
พบว่ำ BA มีผลในกำรชักน ำตำยอดมำกกว่ำ NAA แต่จะไม่มีกำรพัฒนำและเจริญเติบโตของตำยอดเมื่อเลี้ยงบน
อำหำรที่ปรำศจำกสำรควบคุมกำรเจริญเติบโต โดยเมื่อเลี้ยงบนอำหำร MS ที่เติม NAA และ BA ควำมเข้มข้นสูง
จะเกิดยอดลดลงและมีลักษณะเป็นต้นขนำดเล็กใบเล็กเกิดเป็นกระจุกของยอด (Wuttisit and Kanchanapoom, 
1996) Rout et al. (2006) ได้สรุปรำยงำนกำรทดลองเก่ียวกับกำรพัฒนำเนื้อเยื่อของแอฟริกันไวโอเล็ต โดยพบว่ำ
กำรพัฒนำยอดโดยตรงจำกผิวหน้ำโดยไม่ผ่ำน callus ให้เลี้ยงใบบนอำหำร MS ที่เติม NAA ควำมเข้มข้น 1.0  
มก./ล. ร่วมกับ BA ควำมเข้มข้น 1.0 มก./ล. แต่ถ้ำจะพัฒนำเนื้อเยื่อจำก callus ของใบให้เลี้ยงบน อำหำร MS ที่
เติม NAA ควำมเข้มข้น 2.0 มก./ล. ร่วมกับ BA ควำมเขม้ข้น 0.2 มก./ล. 

นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำกำรชักน ำกำรเกิดยอดเมื่อเพำะเลี้ยงแคลลัสของแอฟริกันไวโอเล็ตบนอำหำร MS 
ที่เติม NAA ร่วมกับ BA พบว่ำ ควำมเข้มข้นของสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตส่งผลในกำรพัฒนำเป็นโครงสร้ำงตำยอด 

ตารางท่ี 3 ผลของสูตรอำหำร MS รว่มกับกำรเติมฮอร์โมน NAA และ BA ต่อขนำดของกลุ่มเนื้อเยื่อของต้นชำฤๅษี
ดอยตุง เมื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนอำหำรเป็นเวลำ 6 เดือน 

NAA  
(mg/l) 

ขนาดของกลุ่มเนื้อเยื่อ (cm) 
BA (mg/l) 

mean 
0 0.1 0.5 1 

0 2.63 a y 1.73 b x 2.82 a x 2.78 a x 2.49 
0.1 3.42 a x 1.88 b x 1.80 b y 1.42 b y 2.13 
0.5 1.85 a z 1.85 a x 2.18 a xy 1.67 a y 1.89 
1 1.35 a z 1.88 a x 1.83 a y 1.27 ay 1.58 
mean 2.31 1.84 2.16 1.78  
CV (%) 32.4  
ค่ำเฉลี่ยทีต่ำมด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละสูตรอำหำรไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติ โดย DMRT ทีร่ะดับควำมเชื่อมั่น 95%  

- ควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำรกลุม่ไซโตไคนิน (BA) ใช้อักษร a, b, c 

- ควำมแตกต่ำงระหว่ำงสำรกลุม่ออกซิน (NAA) ใช้อักษร x, y, z 



หรือโครงสร้ำงตำดอก โดยโครงสร้ำงดอกทั้งหมดเกิดจำก Somatic cell อัตรำส่วนของทั้งออกซินและไซโตไคนิน 
ส่งผลต่อกระบวนกำรพัฒนำดอก เมื่อให้ควำมเข้มข้นของ NAA มำกว่ำ 1.5 มก./ล. ท ำให้แคลลัสของแอฟริกันไวโอ
เล็ตพัฒนำเป็นตำดอกมำกกว่ำตำยอด (Daud and Taha, 2008) และพบว่ำ NAA ควำมเข้มข้น 1.0 มก./ล. ร่วมกับ 
BA ควำมเข้มข้น 3.0 มก./ล. สำมำรถเพำะเลี้ยงเพ่ิมจ ำนวนเป็นยอดได้ 100 เปอร์เซ็นต์ (Khan et al., 2007) 

    
MS MS + 0.1 mg/l BA MS + 0.5 mg/l BA MS + 1 mg/l BA 

    
MS + 0.1 mg/l NAA MS + 0.1 mg/l NAA 

 + 0.1 mg/l BA 
MS + 0.1 mg/l NAA 

+ 0.5 mg/l BA 
MS + 0.1 mg/l NAA 

+ 1 mg/l BA 

    
MS + 0.5 mg/l NAA MS + 0.5 mg/l NAA 

 + 0.1 mg/l BA 
MS + 0.5 mg/l NAA 

+ 0.5 mg/l BA 
MS + 0.5 mg/l NAA 

+ 1 mg/l BA 

    
MS + 1 mg/l NAA MS + 1 mg/l NAA 

   + 0.1 mg/l BA 
MS + 1 mg/l NAA 
 + 0.5 mg/l BA 

MS + 1 mg/l NAA 
 + 1 mg/l BA 

ภาพที่ 5 ลักษณะของกลุ่มเนื้อเยื่อเมื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเพำะเลี้ยงบนอำหำร MS ร่วมกับ NAA และ BA 
เป็นเวลำ 6 เดือน 



 
4.2 กำรปรับลดปริมำณ MS ร่วมกับกำรใช้สำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน (NAA) โดยเลือกใช้

ยอดสมบูรณ์ตัดให้สูง 4 ข้อ  
กำรทดลอง (ตำรำงที่ 4 และภำพที่ 6) พบว่ำระดับควำมเข้มข้นของ NAA ที่เพ่ิมข้ึนไม่มีผลต่อกำรเกิดรำก 

และไม่พบปฏิสัมพันธ์ของกำรปรับลดปริมำณ MS กับระดับควำมเข้มข้นของ NAA ซึ่งแตกต่ำงกับผลกำรทดลองที่
ทรำบโดยทั่วไปว่ำกำรชักน ำกำรเกิดรำกจะถูกกระตุ้นโดยควำมเข้มข้นของสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน 
ซึ่งมีรำยงำนในกล็อกซิเนียเมื่อเลี้ยงยอดบนอำหำร MS ที่เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน (NAA, IAA 
และ IBA) พบว่ำจ ำนวนรำกถูกกระตุ้นเมื่อเพ่ิมออกซินควำมเข้มข้น 3.0 มก./ล. แต่จะลดลงเมื่อควำมเข้มข้น 5.0 
มก./ล. (Wuttisit and Kanchanapoom, 1996) และรำยงำนในแอฟริกันไวโอเล็ตเมื่อเลี้ยงยอดบนอำหำร ½ MS 
ที่เติมสำร IAA ควำมเข้มข้น 1.5 มก./ล. กระตุ้นกำรชักน ำกำรเกิดรำกได้ดี (Ghorbanzade and Ahmadabadi, 
2014) 

แต่พบว่ำกำรปรับลดปริมำณ MS ส่งผลต่อกำรเกิดรำกของยอดชำฤๅษีดอยตุง โดยเมื่อลดปริมำณ MS 
เป็น ½ MS สำมำรถชักน ำกำรเกิดรำกของยอดชำฤๅษีดอยตุงได้ดีกว่ำเลี้ยงบนอำหำร MS และชักน ำได้จ ำนวน 
 7.29 รำก ยำวประมำณ 6.6 ซม. เช่นเดียวกับกำรทดลองกำรกระตุ้นรำกโดยเลี้ยงบนอำหำร ½ MS หรือกำรเลี้ยง
บนอำหำร WPM ในพืช Camptotheca acuminate ซึ่งมีลักษณะเป็นพืชมีเนื้อไม้และยืนต้น (Huimei et al., 
2007) ซึ่งลักษณะดังกล่ำวมีส่วนคล้ำยกับต้นชำฤๅษีดอยตุงเนื่องจำกต้นชำฤๅษีดอยตุงมีลักษณะล ำต้นส่วนล่ำงที่เป็น
เนื้อไม้แข็ง นอกจำกนี้ยังมีกำรศึกษำกำรชักน ำรำกในแอฟริกันไวโอเล็ต ซึ่งเป็นพืชในวงศ์เดียวกันกับชำฤๅษี พบว่ำ
สำมำรถชักน ำรำกโดยใช้ชิ้นส่วนยอดเลี้ยงบนอำหำร ½ MS และสำมำรถย้ำยปลูกในโรงเรือนได้ส ำเร็จ (Sunpui 
and Kanchanapoom, 2002; Rout et al., 2006)  

 

ตารางท่ี 4 ผลของกำรปรับลดปริมำณ MS ร่วมกับกำรเติมฮอร์โมน NAA ต่อกำรเกิดรำกและควำมยำวของ
รำก เมื่อใช้ยอดของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนอำหำรเป็นเวลำ 3 เดือน 

NAA 
(mg/l) 

จ านวนราก (ราก)  ความยาวของราก (cm) 
MS 

mean 
 MS 

mean 
MS ½ MS  MS ½ MS 

0 0.59 6.98 3.78  2.00 10.84 6.42 
0.1 1.44 6.54 3.99  2.70 4.14 3.42 
0.5 0.90 8.26 4.58  2.36 5.84 4.10 
1 1.2 7.38 4.29  4.32 5.64 4.98 
mean 1.03 b 7.29 a   2.845 b 6.615 a  
CV (%) 29.98   32.1  
ค่ำเฉลี่ยทีต่ำมด้วยตัวอักษรเหมือนกันในแต่ละสูตรอำหำรไม่แตกต่ำงกันทำงสถิติ โดย DMRT ที่ระดับควำมเชื่อมั่น 95%  

- ควำมแตกต่ำงระหว่ำงกำรปรับลดปริมำณ MS ใช้อักษร a, b, c 



    
MS MS + 0.1 mg/l NAA MS + 0.5 mg/l NAA MS + 1 mg/l NAA 

    
1/2MS 1/2MS + 0.1 mg/l NAA 1/2MS + 0.5 mg/l NAA 1/2MS + 1 mg/l NAA 

ภาพที่ 6 ลักษณะของกลุ่มเนื้อเยื่อเมื่อใช้รำกของต้นชำฤๅษีดอยตุงเพำะเลี้ยงบนอำหำร MS ร่วมกับ NAA เป็นเวลำ 3 เดือน 
 

5. ศึกษำลักษณะของต้นชำฤๅษีดอยตุงที่เพำะเลี้ยงในสภำพโรงเรือน 
 กำรเพำะเมล็ดชำฤๅษีดอยตุงโดยใช้วัสดุปลูก พีทมอส (peat moss) : หินอัคนีพุ (pumice stone) : หิน
เพอร์ไลต์ (perlite stone) : เม็ดดินเผำ (popper) อัตรำส่วน 3:1:1:1 ต้นอ่อนเริ่มงอกเมื่อเพำะนำน 1 เดือน และ
เริ่มเห็นกำรปกคลุมด้วยขนบนแผ่นใบเมื่ออำยุ 4 เดือน (ภำพที่ 8) บำงต้นไม่สำมำรถเติบโตต่อไปได้ในเรือนเพำะช ำ 
และบำงต้นเมื่อเลี้ยงถึงอำยุประมำณ 1 ปี ต้นจะเหี่ยวและทรุดอำจเนื่องจำกพืชชนิดนี้มีลักษณะเป็นไม้ล้มลุก 
(Triboun and Middleton, 2012) ซึ่งมีรำยงำนของ ปรำณี  นำงงำม และคณะ (2555) ศึกษำกำรขยำยพันธุ์โดย
ใช้เมล็ดในพืชวงศ์ชำฤๅษี 4 สกุล 7 ชนิด ได้แก่ Didymocarpus dongrakensis B.L. Burtt, D. biserratus 
Barnett, D. kerrii Craib, Ornithoboea arachnoidea (Diels) Craib, O. flexuosa (Ridl.) B.L. Burtt, 
Rhynchoglossum obliquum Bleme และ Chirita micromusa B.L. Burtt พบกำรงอกของเมล็ดเป็นต้นอ่อน
ได ้แต่ไม่สำมำรถเจริญเติบโตต่อไปได้ในเรือนเพำะช ำ เนื่องจำกลักษณะล ำต้นเล็กเรียวและตำยในท่ีสุด 

   
   

ภาพที่ 8  ลักษณะต้นของต้นชำฤๅษีท่ีได้จำกกำรเพำะเมล็ดในสภำพโรงเรือน เมื่อเพำะนำน 1 เดือน (a) 4 เดือน
(b) และ 10 เดือน (c) 

a c b 



จำกกำรสังเกตต้นชำฤๅษีดอยตุงในโรงเรืองอนุบำลเชื้อพันธุ์พบว่ำชำฤๅษีดอยตุงสำมำรถขยำยพันธุ์ด้วยใบ
ได้ โดยเมื่อคว่ ำไปและกลบดินบนแผ่นใบที่ติดกับก้ำนใบพบกำรเกิดรำกบริเวณก้ำนใบที่ติดกับแผ่นใบเมื่อทิ้งไว้นำน 
1 เดือน  และสังเกตเห็นต้นอ่อนเมื่อเลี้ยงนำน 3 เดือน  
 

   
   

ภาพที่ 9  ใบชำฤๅษีดอยตุงที่เลี้ยงในสภำพโรงเรือนเกิดรำกบริเวณก้ำนใบที่ติดกับแผ่นใบ (a และ b) อำยุ
ประมำณ 1 เดือน ต้นอ่อนชำฤๅษีดอยตุงที่ได้ขยำยพันธุ์ด้วยใบ เมื่อเลี้ยงนำน 3 เดือน (c) 

 ส ำหรับกำรย้ำยปลูกต้นชำฤๅษีดอยตุงที่ได้จำกกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อวิธีกำรดัดแปลงจำก มณฑำ และคณะ 
(2553) จะเลือกใช้ต้นที่มีควำมสมบูรณ์แข็งแรงและมีรำกจ ำนวนมำก โดยต้องมีกำรปรับสภำพก่อนกำรย้ำยอนุบำล  
โดยกำรน ำออกจำกห้องเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เพ่ือให้ต้นชำฤๅษีเคยชิน และคลำยฝำขวดเพ่ือลดควำมชื้นสัมพัทธ์ใน
ขวดและมีกำรถ่ำยเทอำกำศมำกขึ้น ประมำณ 5-7 วัน หลังจำกนั้น ล้ำงวุ้นออกจำกรำกให้สะอำด จุ่มยำกันเชื้อรำ 
แล้ววำงพักบนตะกร้ำให้แห้งเล็กน้อย แล้วปลูกโดยใช้วัสดุปลูก พีทมอส (peat moss) : หินอัคนีพุ (pumice 
stone) : หินเพอร์ไลต์ (perlite stone) : เม็ดดินเผำ (popper) อัตรำส่วน 3:1:1:1 น ำต้นที่ปลูกลงในกระถำงคลุม
ด้วยถุงพลำสติกเพ่ือรักษำควำมชื้นโดยระวังไม่ให้ใบโดนถุง ว่ำงไว้ในที่ร่ม นำนประมำณ 1 -2 เดือน ค่อยๆ ปรับ
ควำมชื้นโดยค่อยๆ เปิดปำกถุง แตย่ังพบอัตรำกำรรอดชีวิตต่ ำ เนื่องจำกเกิดกำรเหี่ยวของต้นชำฤๅษีดอยตุง 
 

    
    

ภาพที่ 10  ต้นชำฤๅษีดอยตุงที่ได้จำกกำรเพำะเลี้ยงเนื้อเยื่อปรับสภำพส ำหรับเตรียมย้ำยมำอนุบำลในโรงเรือน (a) 
สภำพกำรเพำะเลี้ยงต้นในโรงเรือง (b) ต้นที่ย้ำยมำปลูกในโรงเรือนนำน 3 เดือน (c และ d)  

c b a 

a b C d 



 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

1. กำรฟอกฆ่ำเชื้อด้วยวิธีกำรเผำฝักชำฤๅษีดอยตุงท ำได้โดยกำรน ำฝักจุ่มในแอลกอฮอล์ 95 % แล้วผ่ำนไฟฆ่ำ
เชื้อ หลังจำกนั้นบิดฝักให้แตกและแคะเอำเมล็ดใส่ในน้ ำที่ผ่ำนกำรนึ่งฆ่ำเชื้อซึ่งมีส่วนผสมของสำรละลำย
โซเดียมไฮเปอร์คลอไรด์ (H2O2) 5 % อัตรำส่วน 2:1 หลังจำกนั้นดูดสำรละลำยออกแล้วเขี่ยเมล็ดเพำะบน
อำหำรสูตร MS  

2. กำรขยำยพันธุ์ชำฤๅษีดอยตุงมีกำรแตกยอดจ ำนวนมำกเมื่อเพำะใบบนอำหำร MS ที่ไม่เติมสำรควบคุมกำร
เจริญเติบโต ยอดท่ีได้มปีริมำณมำกเกิดเป็นกลุ่มยอดแต่ไม่แข็งแรง  

3. กำรขยำยพันธุ์โดยกำรกำรชักน ำให้เกิดยอดที่สมบูรณ์จำกใบชำฤๅษีดอยตุงใช้สูตรอำหำร MS เติม NAA 
ควำมเข้มข้น 0.1 มก./ล. หรือกำรเติม BA ควำมเข้มข้น 0.1, 0.5 และ 1 มก./ล. เพียงอย่ำงเดียวท ำให้ได้
ยอดท่ีสมบูรณ์กว่ำกำรใช้ฮอร์โมน 2 ชนิดร่วมกัน 

4. สำมำรถชักน ำกำรเกิดรำกจำกยอดของต้นชำฤๅษีดอยตุงได้ด้วยกำรเลี้ยงบนอำหำรสูตร ½ MS 
 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
1. ได้เทคนิคกำรฟอกฆ่ำเชื้อชิ้นส่วนชำฤๅษีดอยตุง โดยใช้ฝักเพ่ือใช้เป็นแนวทำงในกำรฟอกฆ่ำเชื้อพืชชนิดอื่น

ในสกุลนี้ต่อไป  
2. ได้สูตรอำหำรที่เหมำะสมส ำหรับกำรขยำยพันธุ์ต้นชำฤๅษีดอยตุงในสภำพปลอดเชื้อ เพ่ือใช้เป็นแนวทำงใน

ขยำยพันธุ์พืชในสกุลเดียวกันต่อไป 
3. สำมำรถน ำข้อมูลที่ได้จัดท ำเอกสำรเผยแพร่ทำงวิชำกำร 
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13. ภาคผนวก 

ตารางภาคผนวกที่ 1 ข้อมูลวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของจ ำนวนยอดเมื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนสูตรอำหำร MS 
ร่วมกับกำรเติมฮอร์โมน NAA และ BA เป็นเวลำนำน 6 เดือน โดยใช้ค่ำ Transformed to Arcsine(Sqr(X/100) 

SV DF SS MS F 

TREATMENT 15 417.878352 27.858557 3.27 ** 
NAA (A) 3 88.762809 29.587603 3.47 * 
BA (B) 3 120.205986 40.068662 4.70 ** 
A×B 9 208.909557 23.212173 2.72 ** 
ERROR 80 682.596169 8.532452  

TOTAL 95 1100.474520   

** = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .01;    * = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .05 
 
ตารางภาคผนวกที่ 2 ข้อมูลวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของขนำดของควำมสูงของยอดที่สมบรูณเ์มื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยง
บนสูตรอำหำร MS ร่วมกับกำรเตมิฮอรโ์มน NAA และ BA เป็นเวลำนำน 6 เดือน 

SV DF SS MS F 

TREATMENT 15 29.46739583 1.96449306 5.97 ** 
NAA (A) 3 8.15197917 2.71732639 8.25 ** 
BA (B) 3 12.07031250 4.02343750 12.22 ** 
A×B 9 9.24510417 1.02723380 3.12 ** 
ERROR 80 26.33500000 0.32918750  

TOTAL 95 55.80239583   

** = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .01     
 
ตารางภาคผนวกที่ 3 ข้อมูลวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของขนำดของกลุ่มเนื้อเยื่อเมื่อใช้ใบของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลีย้งบนสูตรอำหำร 
MS ร่วมกับกำรเติมฮอร์โมน NAA และ BA เป็นเวลำนำน 6 เดือน  

SV DF SS MS F 

TREATMENT 15 32.01958333 2.13463889 4.96 ** 
NAA (A) 3 10.62208333 3.54069444 8.23 ** 
BA (B) 3 4.65541667 1.55180556 3.61 * 
A×B 9 16.74208333 1.86023148 4.32 ** 
ERROR 80 34.41000000 0.43012500  

TOTAL 95 66.42958333   

** = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .01;    * = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .05 
 
 
 



ตารางภาคผนวกที่ 6 ข้อมูลวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของจ ำนวนรำกเมื่อใช้ยอดของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนสตูรอำหำรปรบัลด
ปริมำณ MS ร่วมกับกำรเติมฮอรโ์มน NAA เป็นเวลำนำน 3 เดือน 

SV DF SS MS F 

TREATMENT 7 912.153295 130.307614 3.48 ** 
AUX (A) 3 33.258877 11.086292 <1 ns 
MS (B) 1 792.964426 792.964426 21.17 ** 
AxB 3 85.929993 28.643331 <1 ns 
ERROR 32 1198.718508 37.459953  

TOTAL 39 2110.871803   

** = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .01;    ns = ไม่แตกต่ำงทำงสถิต ิ
 
ตารางภาคผนวกที่ 7 ข้อมูลวิเครำะห์ควำมแปรปรวนของควำมยำวรำกเมื่อใช้ยอดของต้นชำฤๅษีดอยตุงเลี้ยงบนสตูรอำหำรปรับลด
ปริมำณ MS ร่วมกับกำรเติมฮอรโ์มน NAA เป็นเวลำนำน 3 เดือน 

SV DF SS MS F 

TREATMENT 7 285.4960000 40.7851429 2.70 * 
AUX (A) 3 50.3160000 16.7720000 1.11 ns 
MS (B) 1 142.1290000 142.1290000 9.42 ** 
AxB 3 93.0510000 31.0170000 2.06 ns 
ERROR 32 482.6880000 15.0840000  

TOTAL 39 768.1840000   

** = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .01;    * = ต่ำงกันทำงสถิติโดยเทียบกับ LSD .05,    ns = ไม่แตกต่ำงทำงสถิต ิ
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