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บทคัดย่อ 

 
การขยายพันธุ์กระบองเพชรยิมโนด่าง (Gymnocalycium mihanovichii) ด้วยเทคนิคเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อ น าเมล็ดกระบองเพชรมาฟอกฆ่าเชื้อด้วยเอทานอล ความเข้มข้น 70% เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 
Clorox® ความเข้มข้น 10% เป็นเวลา 10 นาที จากนั้น ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง น าเมล็ดที่ผ่าน
การฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเลี้ยงบนอาหารสูตร Murashige and Skoog (MS) เป็นเวลา 10 สัปดาห์ จนกระทั่ง
เมล็ดงอกเป็นต้นอ่อน จากนั้นย้ายไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-Dichlorophenoxyacetic 
acid (2,4-D) ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัม/ลิตร เพ่ือชักน าแคลลัสเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อภายใต้สภาวะ
ที่ให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมง/วัน (2,500 ลักซ์) ที่อุณหภูมิ 25±2°C เป็นเวลา 15 สัปดาห์ พบว่า มีเปอร์เซ็นต์
การเกิดแคลลัส เท่ากับ 40.6, 73.6, 75.8, 77.2 และ 78.4% ตามล าดับ และมีน้ าหนักแคลลัสเฉลี่ย 0.26, 
0.49, 0.82, 1.43 และ 1.85 กรัม ตามล าดับ การชักน าแคลลัสด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม/ลิตร ส่งผล
ให้มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสสูงที่สุด 78.4% และมีน้ าหนักแคลลัสเฉลี่ยสูงที่สุด 1.85 กรัม และมีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 
ค าส าคัญ: กระบองเพชร Gymnocalycium mihanovichii, การขยายพันธุ์ในสภาพปลอดเชื้อ,  
2,4-dichlorophenoxyacetic acid, แคลลัส 
  

mailto:noppharati@nu.ac.th


                                                                        Effect of 2,4-D on Callus Induction 
 

Volume 19 Issue 2: e0190202  2/9 

Research Article  
 

Effect of 2,4-D on Callus Induction of Gymnocalycium mihanovichii In Vitro 
 
Noppharat Intha*1,2, Nutchanat Phakdee1,2, Mongkon Sirijan1,2 and Peerasak Chaiprasart1,2 
 
1Department of Agricultural Sciences, Faculty of Agriculture, Natural Resources and Environment, Naresuan University,     
 Phitsanulok 65000, Thailand 
2Center of Excellence in Postharvest Technology, Naresuan University, Phitsanulok 65000, Thailand 
*Corresponding author: noppharati@nu.ac.th  
(Received May 18, 2022; Revised June 20, 2022; Accepted September 6, 2022) 

 
Abstract 

 
Seeds of Gymnocalycium mihanovichii were surface sterilized by 70% ethanol for 1 

minutes followed by 10% Clorox® for 10 minutes and three rinses. The sterilized seeds were 
culture on Murashige and Skoog (MS) medium for 10 weeks until the seeds germinated into 
the micro shoots. Then, the micro shoots were cultured on MS medium modified  
by supplementation with 0, 1, 2, 3 and 4 mg/L of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D).  Callus 
induction was incubated at 25±2°C under a 16 hours photoperiod (2,500 Lux) for 15 weeks.  
The results showed the percentage of callus formation by 40.6, 73.6, 75.8, 77.2, and 78.4%, 
and average callus weights by 0.26, 0.49, 0.82, 1.43, and 1.85 g respectively. These indicated 
that the callus induction on MS medium supplemented with 4 mg/L 2,4-D could induce the 
highest percentage of callus formation (78.4%) and the highest average of callus weight (1.85 
g) and statistically significant difference at the 95%. 
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บทน า 
กระบองเพชรสกุลยิมโนคาไลเซียม (Gymnocalycium) มีถิ่นก าเนิดในทวีปอเมริกาใต้ ได้แก่ อาเจน

ตินา อุรุกวัย ปารากวัย โบลิเวีย และบราซิล มีอยู่ประมาณ 70 ชนิด ส่วนใหญ่มีหัวขนาดเล็กเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 4 – 15 เซนติเมตร หัวและดอกมีสีสันสวยงาม และมีนิสัยออกดอกง่าย (Brickell & Cathey, 2008) 
สามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมของประเทศไทยและประเทศแถบเส้นศูนย์สูตรได้เป็นอย่างดีเป็น 
ที่นิยมอย่างแพร่หลายในประเทศไทย (บ้านและสวน , 2563) การผลิตกระบองเพชรพันธุ์ลูกผสมนั้น 
ใช้เวลาหลายปีมีขั้นตอนตั้งแต่คัดเลือกพ่อ-แม่พันธุ์ จากนั้นผสมเกสร เพาะเมล็ด และคัดเลือกต้นลูกผสม 
หรือหัวที่มีลักษณะตามที่ต้องการ (แปลกและสีสันสวยงาม) แล้วจึงน าไปขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศต่อไป  
แต่การขยายพันธุ์กระบองเพชรสกุลยิมโนคาไลเซียมตามธรรมชาติมีอัตราการขยายพันธุ์ต่ า (บ้านและสวน, 
2563) ดังนั้น เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชจึงเป็นเทคนิคการขยายพันธุ์ทางเลือกที่น่าสนใจส าหรับ 
การขยายพันธุ์กระบองเพชรยิมโนคาไลเซียมให้สามารถเพ่ิมจ านวนได้อย่างทวีคูณ และไม่จ ากัดจ านวน  
ซึ่งจ าเป็นต้องชักน าผ่านระยะแคลลัสก่อนแล้วจึงน าไปชักน าให้เกิดต้นใหม่ต่อไป (Lema-Rumińska & 
Fijalkowska, 2006; Lema-Rumińska & Kulus, 2014) 

การขยายพันธุ์กระบองเพชรด้วยเทคนิคการเพาะเนื้อเยื่อ มี อัตราการขยายพันธุ์ เร็วกว่า 
การขยายพันธุ์ตามธรรมชาติมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่งโดยเฉพาะกับกระบองเพชรซึ่งเป็นพืชที่เจริญเติบโตช้า 
(Santos-Diaz et al., 2003) การขยายพันธุ์กระบองเพชรด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมี ข้อดีหลาย
ประการ เช่น สามารถควบคุมความชื้น ความเข้มข้นของน้ าตาลและปริมาณสารควบคุมการเจริญเติบโตพืช 
(PGRs) เป็นต้น ส่งผลให้มีการเจริญเติบโตเร็วกว่าตามธรรมชาติหลายเท่า (Pérez-Molphe-Balch & Dávila-
Figueroa, 2002) ประกอบกั บ เทคนิ คการ เพาะ เลี้ ย ง เนื้ อ เ ยื่ อ ส ามารถขยาย พันธุ์ ไ ด้ ต ล อดทั้ ง ปี 
โดยไม่ขึ้นกับฤดูกาล (Lema-Rumińska & Kulus, 2014) 

การชักน าแคลลัสในกระบองเพชรนิยมใช้ 2 ,4-D เช่น Gymnocalycium mihanovichii (Lema-
Rumińska & Fijalkowska, 2006; Lema-Rumińska & Kulus, 2014) Parodia magnifica syn. 
Notocactus magnificus (Medeiros et al., 2006 )  และ  Opuntia ficus-indica (Angulo-Bejarano & 
Paredes-Lopez, 2011) เป็นต้น สาร 2,4-D เป็นสารที่ส าคัญต่อการเติบโตของพืชในกลุ่มออกซิน มีผลท าให้
เกิดการแบ่งเซลล์และการขยายขนาดของเซลล์ เมื่อใช้ออกซินร่วมกับไซโตไคนินในแคลลัส (Ludwig-Müller, 
2011) 

ดังนั้น วัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพ่ือศึกษาผลของ 2,4-D ต่อการชักน าแคลลัสของกระบองเพชรยิ
มโนด่าง (Gymnocalycium mihanovichii) ในสภาพปลอดเชื้อส าหรับการขยายพันธุ์กระบองเพชร 
ให้ได้ปริมาณมากเนื่องจากแคลลัสสามารถชักน า  และเพ่ิมปริมาณได้อย่างไม่จ ากัดเมื่อได้ปริมาณมาก 
เท่าท่ีต้องการแล้วจึงน าไปชักน าต้นใหม่ในสภาพปลอดเชื้อต่อไป 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
การฟอกฆ่าเชื้อและชักน าการงอกของเมล็ด 

การสแกนตัวน าเมล็ดกระบองเพชร G. mihanovichii ที่ เกิดการผสมระหว่างต้นด่างสีแดง  
(แม่) x ด่างสีแดง (พ่อ) มาฟอกฆ่าเชื้อด้วยเอทานอลความเข้มข้น 70% เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย Clorox® 
ความเข้มข้น 10% เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว  จ านวน 3 ครั้ง ๆ ละ 2 นาที  
น าเมล็ดที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อแล้วไปเลี้ยงบนอาหารสูตร MS เพ่ือชักน าการงอกภายใต้สภาวะมืด เป็นเวลา  
10 สัปดาห์ หลังจากนั้นให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมง/วัน (2,500 ลักซ์) ที่อุณหภูมิ 25±2°C จนกระทั่งเกิด 
เป็นต้นอ่อนขนาดเล็กเพ่ือเตรียมต้นอ่อนที่มีความสม่ าเสมอส าหรับใช้ในการทดลองการชักน าแคลลัสต่อไป 

 
ศึกษาผลของ 2,4-D ต่อการการชักน าแคลลัส 

คัดเลือกต้นอ่อนกระบองเพชร G. mihanovichii ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 – 5 มิลลิเมตร 
อายุ 10 สัปดาห์ น ามาตัดรากและเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3  
และ 4 มิลลิกรัม/ลิตร เพาะเลี้ยงในสภาวะให้แสงเป็นเวลา 16 ชั่วโมง/วัน (2,500 ลักซ์) ที่อุณหภูมิ 25±2°C  
เป็นเวลา 15 สัปดาห์ เพ่ือชักน าแคลลัสในสภาพปลอดเชื้อ 

ว า งแผนการทดลองแบบสุ่ ม สมบู รณ์  (Completely Randomized Design; CRD) จ านวน  
5 กรรมวิธี ๆ ละ 15 ซ้ า ๆ ละ 1 ขวด ๆ ละ 1 ต้น 

 
การบันทึกผลการทดลองและการวิเคราะห์ทางสถิติ 

บันทึกผลการทดลองทุก ๆ 1 สัปดาห์ ได้แก่ เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสและน้ าหนักแคลลัส  
เป็นระยะเวลา 15 สัปดาห์ และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan's new multiple range test ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% 

 
ผลการทดลองและอภิปรายผล  

การฟอกฆ่าเชื้อและชักน าการงอกของเมล็ด 
ภายหลังการเพาะเลี้ยงเมล็ดกระบองเพชรยิมโนด่างในสภาพปลอดเชื้อเป็นเวลา 10 สัปดาห์  

พบว่าเกิดต้นอ่อนขนาดเล็กมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3 มิลลิเมตร (Figure 1) ปรากฏลักษณะที่แตกต่างกัน 
เช่น สีเขียว (88%) และสีแดง (12%) เนื่องจากเป็นเมล็ดที่เกิดการผสมข้ามระหว่างกระบองเพชรด่างสีแดง 
(แม่) x ด่างสีแดง (พ่อ) จากนั้น จึงคัดเลือกต้นอ่อนที่มีสีเขียวและมีขนาดสม่ าเสมอมาท าการทดลองต่อ  
เพ่ือลดความแปรปรวนที่เกิดจากตัวอย่างพืชที่ไม่สม่ าเสมอ 

G. mihanovichii เป็นกระบองเพชรชนิดที่มีลักษณะด่าง เช่น ด่างสีแดง ด่างสีเหลือง และด่างสีม่วง 
เป็นต้น การเกิดลักษณะด่างตั้งแต่ต้นที่มีขนาดเล็กนับว่าเป็นข้อดีส าหรับการคัดเลือกพันธุ์ท าให้สามารถ
คัดเลือกลักษณะที่ต้องการแล้วน าไปชักน าแคลลัสเพ่ือเพ่ิมปริมาณให้ได้มากเท่าที่ต้องการจากนั้นจึงน าไปชักน า
โซมาติกเอ็มบริโอ ชักน าต้น และชักน ารากต่อไป (Lema-Rumińska & Fijalkowska, 2006 ; Lema-
Rumińska & Kulus, 2014) 
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งานวิจัยนี้ได้น าเสนอวิธีการขยายพันธุ์กระบองเพชรแบบผสมผสานการขยายพันธุ์กระบองเพชร  
ด้วยเมล็ดที่ ได้จากการผสมข้ามท าให้เกิดความแปรปรวนทางพันธุ กรรม เหมาะส าหรับการคัดเลือก 
และการพัฒนาสายพันธุ์กระบองเพชรให้มีลักษณะแปลกใหม่ในขณะที่การขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ  
(การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ) เป็นการขยายพันธุ์ที่ โดดเด่นในด้านอัตราการเพ่ิมปริมาณต่อตัวอย่างพืช  
จึงถือเป็นแนวทางในการขยายพันธุ์กระบองเพชรในเชิงพาณิชย์ได้ 

 
ผลของ 2,4-D ต่อการชักน าแคลลัส 

ผลการชักน าแคลลัสของกระบองเพชรในสภาพปลอดเชื้อบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม  
2,4-D ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3 และ 4 มิลลิกรัม/ลิตร พบว่า เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส เท่ากับ 40.6, 73.6, 
75.8, 77.2 และ 78.4% ตามล าดับ และแคลลัสมีน้ าหนักเฉลี่ย 0.26, 0.49, 0.82, 1.43 และ 1.85 กรัม 
ตามล าดับ (Table 1, Figure 2) กรรมวิธีที่ให้ผลดีที่สุด คือ 2,4-D ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม/ลิตร สามารถ 
ชักน าให้เกิดแคลลัสสูงที่สุด 78.4% และชักน าให้เกิดแคลลัส 1.85 กรัม และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่น 95% นอกจากนี้ยังพบว่าในกรรมวิธีเดียวกันนี้ สามารถชักน าให้เกิดกระบองเพชร
ต้นใหม่ที่พัฒนาจากแคลลัส จ านวน 2.5 ต้น/ตัวอย่าง (Figure 2)  

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระบองเพชรผ่านระยะแคลลัสและชักน าต้นใหม่โดยใช้ PGRs เกิดขึ้นเป็นครั้ง
แรกโดย Johnson & Emino (1979) และยังได้รับความนิยมจนถึงปัจจุบันในกระบองเพชรหลากหลายชนิด 
(Lema-Rumińska & Kulus, 2014) เช่น Turbinicarpus laui (Rosas et al., 2001) Ariocarpus kotschoubeyanus 
(Moebius-Goldammer et al., 2003) Melocactus matanzanus (Wyka, 2008) Epithelantha micromeris 
(Villavicencio et al., 2012) และ Echinocactus platycanthus (Cruz-Mora et al., 2013) เป็นต้น  

การชักน าแคลลัสจากต้นอ่อนด้วย 2,4-D เป็นเทคนิคการขยายพันธุ์โดยการกระตุ้นการแบ่งเซลล์
ร่างกาย (somatic cells) เกิดเป็นกลุ่มของเซลล์ parenchyma จับตัวอย่างหลวม ๆ โดยแคลลัสสามารถชักน า
และพัฒนาไปเป็นต้นใหม่และรากได้ภายหลังซึ่งเป็นกระบวนการการขยายพันธุ์กระบองเพชรให้ได้ต้นใหม่
จ านวนมากขั้นตอนการชักน าแคลลัสเป็นขั้นตอนที่มีความส าคัญเนื่องจากแคลลัสสามารถเพ่ิมปริมาณได้อย่าง
รวดเร็ว และเป็นเซลล์ตั้งต้นส าหรับชักน าต้นใหม่ต่อไป (Lema-Rumińska & Kulus, 2014) 

การชักน าแคลลัสในกระบองเพชรนิยมใช้ 2,4-D เช่น Schlumbergera truncata สามารถชักน า
แคลลัสด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 13.57 µM (Amir et al., 2001) Aylostera (rebutia) heliosa สามารถชัก
น าแคลลัสด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 11.31 µM (Vidican & Urdea, 2011) หรือใช้ 2,4-D ร่วมกับ Benzyl 
adenine (BA) เช่น Parodia magnifica syn. Notocactus magnificus สามารถชักน าแคลลัสด้วย 2,4-D 
ความเข้มข้น 0.5 µM ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 4.4 µM (Medeiros et al., 2006) Opuntia ficus-indica 
สามารถชักน าแคลลัสด้วย 2,4-D ความเข้มข้น 2.45 µM ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2.21 µM และยังสามารถ
ชักน าให้เกิดต้นใหม่ได้อีกด้วย (Angulo-Bejarano & Paredes-Lopez, 2011)  

การขยายพันธุ์กระบองเพชรในสภาพปลอดเชื้อเป็นที่นิยมในต่างประเทศ แต่ส าหรับประเทศไทย 
มีการเผยแพร่ผลงานวิจัยไม่มากนักโดยเฉพาะกระบองเพชรยิมโนด่าง G. mihanovichii ยังไม่พบการเผยแพร่
ผลงานวิจัยในประเทศไทยมาก่อน ดังนั้น ผลงานวิจัยนี้จึงสามารถใช้เป็นแนวทางในการศึกษาต่อยอด 
องค์ความรู้การขยายพันธุ์กระบองเพชรในสภาพปลอดเชื้อต่อไป  ซ่ึงการขยายพันธุ์กระบองเพชร 
ในสภาพปลอดเชื้อมีข้อดีหลายประการ คือ สามารถควบคุมความชื้น ปริมาณน้ าตาล หรือสารควบคุมการ
เจริญเติบโตพืชให้อยู่ในระดับที่ต้องการได้ส่งผลต่อการชักน าหรือเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ เช่น ชักน าแคลลัส 
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ต้นใหม่ และราก เป็นต้น ปัจจัยที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตเหล่านี้ส่งผลให้กระบองเพชรที่ขยายพันธุ์ 
ในสภาพปลอดเชื้อ มีอัตราการเพ่ิมจ านวนสูงกว่าวิธีดั้งเดิมหรือวิธีปกติตามธรรมชาติ (Balch & Dávila-Figueroa, 
2002) โดยเฉพาะอย่างยิ่งกับพืชทีจ่ะเจริญเติบโตได้ช้าอย่างเช่นกระบองเพชร (Santos-Diaz et al., 2003) 

 
Table 1. Effect of 2,4-D on callus induction of G. mihanovichii in vitro. 

Treatment Medium Concentration of 
2,4-D (mg/L) 

Percentage of callus 
formation (%) 

Fresh weight of 
callus (g) 

1 MS - 40.6 0.26±0.06 e1/ 
2 MS 1 73.6 0.49±0.09 d 
3 MS 2 75.8 0.82±0.09 c 
4 MS 3 77.2 1.43±0.15 b 
5 MS 4 78.4 1.85±0.11 a 

     1/Different letters within a column indicate differences determined by Duncan's new multiple     
        range test (DMRT) at the 95 percent level of significance. 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. The seedling of G. mihanovichii approximately 3 mm in diameter after of culture  
              on MS medium for 10 weeks. 
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Figure 2. Callus induction of G. mihanovichii after cultured on modified MS medium 
supplemented with 2,4-D at: (A) 0 mg/L; (B) 1 mg/L; (C) 2 mg/L, (D) 3 mg/L and (E) 4 mg/L for 
15 weeks 

สรุป  
การขยายพันธุ์กระบองเพชร G. mihanovichii ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เริ่มจากเพาะเมล็ด

บนอาหารสูตร MS เป็นเวลา 10 สัปดาห์ และน าต้นอ่อนที่ได้มาชักแคลลัสบนอาหารสูตร MS ดัดแปลงที่เติม 
2,4-D ความเข้มข้น 4 มิลลิกรัม/ลิตร จะสามารถชักน าแคลลัสได้ดีที่สุดหลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 15 สัปดาห์ 
และยังสามารถชักน าให้เกิดต้นใหม่จากแคลลัส จ านวน 2.5 ต้น/ตัวอย่าง แต่ยังมีจ านวนไม่มากเท่าที่ควร  
จึงจ าเป็นที่จะต้องน าไปชักน าให้เกิดต้นใหม่บนอาหารที่เติมสารควบคุมเจริญเติบโตพืชในกลุ่มไซโตไคนิน 
(cytokinins) ต่อไป  
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