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ABSTRACT
Paraboea doitungensis, which  belongs to family Gesneriaceae, is an endemic species 

found only in Chiang Rai province of Thailand. It is currently listed as endangered making 

the study on germplasm multiplication by in vitro propagation technique  indispensable. This 

research was divided into 2 parts : study on seed pod sterilization method and finding  

appropriate medium for micropropagation. The results showed that appropriate sterilization  

method was by immersing seed pod in 95% ethanol, followed by burning the outer surface 

of seed pod and dipping seeds inside pod in 5% hydrogen peroxide (H2O2). This sterilization 

method could yield the uncontaminated seedlings up to 50%. The microplants from leaf 

culture were transferred to MS medium supplemented with 0, 0.1, 0.5 and 1.0 mg/L  

Naphthalene acetic acid (NAA) and Benzyladenine (BA). The results showed that addition 

of 0.1 mg/L NAA alone could induce the average number of vigorous shoots  of 2.48. They 

were further transfered to MS and  MS medium supplemented with 0, 0.1, 0.5 and 1.0 mg/L 

NAA in order to investigate the root induction. The results demonstrated that ½  MS could 

induce the number of root and root length superior to MS in every NAA concentration.  They 

also suggested that ½  MS without NAA was the better medium for root induction. It  

provided the average root number of  7.29 and average root length of 6.62 cm.  Further 

research  on acclimatization of the plantlets for successful transplanting and establishment 

under greenhouse conditions is still needed.
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บทคัดย่อ
ชาฤๅษดีอยตงุจดัอยูใ่นวงศ์ชาฤาษ ี เป็นพชื 

ถิ่นเดียวของไทยที่พบเฉพาะใน จ.เชียงราย ท�ำให้

เผชญิกับความเสีย่งสงูทีจ่ะสญูพันธุจ์ากธรรมชาต ิ

ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องมีการศึกษาเทคนิคการเพาะ

เลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อการขยายพันธุ ์ เชื้อพันธุ ์พืช  

การทดลองแบ่งออกเป็นศึกษาเทคนิคการฟอก 

ฆ่าเชือ้ฝัก และศึกษาสตูรอาหารทีเ่หมาะสมในการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือเพื่อเพ่ิมปริมาณเชื้อพันธุ  ์ 

ซึ่งผลการทดลอง พบว่า การฟอกฆ่าเชื้อฝัก 

โดยการจุ่มฝักในแอลกฮออล์ 95% แล้วน�ำไปผ่าน

ไฟฆ่าเชือ้ ตามด้วยบดิฝักเคาะเมลด็ใส่ใสารละลาย

โซเดียมไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) ความ 

เข้มข้น 5% เหมาะสมส�ำหรับการฟอกฆ่าเชื้อ 

ฝักของชาฤๅษดีอยตงุ ท�ำให้ได้เนือ้เยือ่ทีป่ลอดการ

ปนเปื้อนของเชื้อ 50% นอกจากนี้ การศึกษาสูตร

อาหารที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อเพื่อ

เพิ่มปริมาณ โดยน�ำใบตัดเป็นชิ้นเลี้ยงบนอาหาร

สูตร MS ที่เติมกรดแนพทาลีนแอซิติก (NAA)  

ร่วมกับสารเบนซิลอะดีนิน (BA) ความเข้มข้น 0, 

0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล. ซึง่พบว่า การเตมิสาร 

NAA ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. เพียงอย่างเดียว

สามารถชักน�ำให้เกิดยอดที่สมบูรณ์เฉลี่ยจ�ำนวน 

2.48 ยอด ยอดที่สมบูรณ์จะถูกย้ายมาเพาะเลี้ยง

บนอาหารสูตร MS และ ½  MS ร่วมกบัการเตมิ

สาร NAA ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล.  

เพื่อศึกษาการชักน�ำให้เกิดราก ผลการทดลอง

แสดงให้เห็นว่าอาหารสูตร  MS ท่ีปราศจาก 

NAA เป็นสูตรอาหารที่มีประสิทธิภาพ สามารถ

ชักน�ำให้เกิดรากและความยาวรากได้ดีกว่าสูตร

อาหาร MS และ ½  MS ที่เติม NAA ชักน�ำให้เกิด

รากได้เฉลี่ย 7.29 ความยาวเฉลี่ย 6.62 ซ.ม. ทั้งนี้ 

ควรมีการพัฒนาต่อยอดงานวิจัยนี้ เพื่อน�ำชาฤาษี

ดอยตุงออกปลูกในสภาพโรงเรือนต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: ชาฤๅษีดอยตุง การขยายพันธุ์ในสภาพ

ปลอดเชื้อ

บทน�ำ
ชาฤๅษดีอยตงุ (Paraboea  doitungensis  

Triboun & D.J. Middleton) จัดอยู ่ในวงศ ์

Gesneriaceae พชืชนดินีเ้ป็นไม้ล้มลกุอายหุลายปี  

ล�ำต้นส่วนล่างมีเนือ้ไม้แขง็ ใบและก้านมีปีกแคบ ๆ  

ใต้ใบปกคลุมด้วยขนสนี�ำ้ตาลอ่อน ช่อดอกกระจกุสัน้  

ออกดอกเป็นคู่ กลีบเลี้ยงสีเขียว 5 กลีบ กลีบดอก

เป็นรูประฆังสีชมพู โคนเชื่อมติดกันเป็นหลอดมี

สชีมพซูดีแต้มสเีหลอืงจางทีฐ่าน เกสรเพศผู ้2 อนั 

ติดอยู่ใกล้ฐานภายในหลอด เกสรเพศผู้เป็นหมัน 

2-3 อัน ลดรูปจนมีขนาดเล็ก ฝักหรือผลเป็นแบบ

แห้งแตกเป็นรูปทรงกระบอกแคบ ยาว 5-6.8 ซม. 

และกว้าง 1.8 มม. มลีกัษณะบดิเป็นเกลยีว ภายใน

ฝักประกอบด้วยเมล็ดเล็กลักษณะเป็นผงจ�ำนวน

มาก ออกดอกและติดฝักช่วงเดือน กรกฎาคมถึง

พฤศจิกายน สหภาพนานาชาติเพื่อการอนุรักษ์

ธรรมชาตแิละทรพัยากรธรรมชาต ิ(International 

Union for Conservation of Nature; IUCN)  

ได้ประเมินเชื้อพันธุ์พืชชนิดนี้ว่ามีความเสี่ยงสูง 

ที่จะสูญพันธุ ์จากธรรมชาติ เข ้าขั้นอันตราย  

(Endangered) เนื่องจากพืชชนิดนี้พบเฉพาะถิ่น

ในบริเวณจ�ำกัดไม่เกิน 100 ตร.กม. ต้องอาศัย

ปัจจัยแวดล้อมที่มีความจ�ำเพาะส�ำหรับการเจริญ

เติบโต เช่น อุณหภมิ ความชื้น หรือ ระดับ 

ความสูง เป็นต้น โดยพืชชนิดน้ีพบได้เฉพาะ

บริเวณยอดเขาหินปูน ดอยตุง อ.แม่ฟ้าหลวง 

จ.เชียงราย พื้นที่ดังกล่าวเป็นพื้นที่เปิดไม่มีการ

ควบคุม ท�ำให ้ประชากรของชาฤๅษีดอยตุง 

ถูกคุกคามและถูกรบกวนได้ง่าย ท�ำให้จ�ำนวน

ประชากรมีความสมบูรณ์ลดลง (Triboun and 

Middleton, 2012) ดังนั้น การขยายเชื้อพันธุ ์
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ในสภาพปลอดเชื้อจึงเป็นเทคนิคหนึ่งที่มีความ

ส�ำคัญ เนื่องจากใช้พื้นท่ีน้อยในการขยายพันธุ์  

และเหมาะกับพืชที่มีคุณลักษณะที่เฉพาะให้อยู่ใน

สภาพปลอดเชือ้และปลอดจากภยัธรรมชาต ิ เช่น 

การขยายพันธุ์เปราะราศี (Kaempferia larseii 

Sirirugsa) ในสภาพปลอดเชือ้ โดยเลีย้งบนอาหาร 

MS ที่เติมฮอร์โมนกลุ่มไซโตไคนิน ได้แก่ BA, 

Kinetin และ TDZ ร่วมกับฮอร์โมนกลุ่มออกซิน 

ได้แก ่IAA, IBA และ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ  

พบว่า การเติม TDZ ความเข้มข้น 1 มก./ล.  

ชักน�ำการเกิดยอดเฉลี่ยมากที่สุด และเติม IAA  

ความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ชักน�ำการเกิดรากเฉลี่ย

มากที่สุด (จิราภรณ์ และคณะ, 2558) การขยาย

พันธุ ์กล ้วยไม้เอื้องเทียน ได้แก่ Coelogyn  

triplicatula โดยใช้ต้นอ่อนเล้ียงบนอาหารสูตร  

 MS ที่เติม BA และ NAA ความเข้มข้นต่าง ๆ  

พบว่า การเติม NAA ความเข้มข้น 1.0 มก./ล.  

ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ชักน�ำให้เกิด

ยอดเฉลีย่สงูสดุ 13 ยอด (ธนากร และคณะ, ม.ป.ป.) 

หรือ Coelogyn stricta ใช้ pseudobulb  

เล้ียงบน ½  MS ทีเ่ตมิ BA และ NAA ความเข้มข้น 

ต่าง ๆ พบว่า การเติม NAA ความเข้มข้น  

1.0 มก./ล. ร่วมกับ BA ความเข้มข้น 2.0 มก./ล. 

ชักน�ำให้เกิดรากเฉลี่ยสูงสุด (Basker and  

Narmatha Bai, 2006)

งานวิจัยนี้จึงมีจุดประสงค์เพื่อ 1) ศึกษา

เทคนิคการฟอกฆ่าเชื้อฝักชาฤๅษีดอยตุง และ  

2) ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื่อเพื่อเพ่ิมปริมาณต้นชาฤๅษีดอยตุง ซึ่งผล

การวิจัยสามารถน�ำไปใช้พัฒนาต่อยอดการวิจัย 

ที่สูงขึ้นและการวางแผนการอนุรักษ์ต้นชาฤๅษี

ดอยตุงในสภาพธรรมชาติและการใช้ประโยชน ์

เชิงพาณิชย์ต่อไป

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	ส�ำรวจและรวบรวมตัวอย่าง

ท�ำการส�ำรวจและรวบรวมตัวอย่างชา

ฤๅษีดอยตุงจากยอดเขาหินปูน บริเวณดอยตุง  

อ.แม่ฟ้าหลวง จ.เชยีงราย ซึง่มช่ีวงฤดกูารออกดอก

และติดฝักระหว่างเดือนกรกฎาคม ถึงเดือน

พฤศจิกายน ของทุกปี

2.	ศึกษาวิธีการฟอกฆ่าเชื้อฝักชาฤๅษี 

ท�ำการฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการเผาฝัก  

ซึ่งแบ่งเป็น 3 วิธีการ ดังนี้

วธิกีารที ่1	 น�ำฝักจุม่ในแอลกอฮอล์ 95%  

แล้วน�ำไปผ่านไฟฆ่าเชือ้ 2 ครัง้ จากนัน้บดิฝักให้

แตกและแคะเอาเมลด็ออกเลีย้งบนอาหารในขวด

เพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ขนาด 4 ออนซ์ (113.65 มล.) 

ประมาณ 100 เมลด็ ให้มปีรมิาณเมลด็ต่อขวดใกล้

เคยีงกนั

วธิกีารที ่2	น�ำฝักจุม่ในแอลกอฮอล์ 95% 

แล้วน�ำไปผ่านไฟฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง จากนั้นบิดฝักให้

แตกและแคะเอาเมลด็ใส่ในน�ำ้ทีผ่่านการนึง่ฆ่าเชือ้

ตามวธิกีารของ จติราพรรณ (2536) โดยฝักชาฤๅษี

ดอยตุง 1 ฝักต่อน�้ำ  2.5 มล. หลังจากนั้นดูดน�้ำ

ออกแล้วเกลี่ยเมล็ดเลี้ยงบนอาหารที่เตรียมไว้ 

วธิกีารที ่3	น�ำฝักจุม่ในแอลกอฮอล์ 95% 

แล้วน�ำไปผ่านไฟฆ่าเชื้อ 2 ครั้ง จากนั้นบิดฝักให้

แตกและแคะเอาเมลด็ใส่ในน�ำ้ทีผ่่านการนึง่ฆ่าเชือ้

ซึ่งมีส่วนผสมของสารละลายโซเดียมไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ (H
2
O

2
) เข้มข้น 5% อัตราส่วน 2:1 

(จิตราพรรณ, 2536) โดยฝักชาฤๅษีดอยตุง 1 ฝัก

ต่อสารละลาย 2.5 มล. หลังจากนั้นดูดสารละลาย

ออกแล้วเกลี่ยเมล็ดเลี้ยงบนอาหารที่เตรียมไว้

เมล็ดชาฤๅษีที่ผ่านการฟอกฆ่าเชื้อทั้ง  

3 กรรมวิธี น�ำมาเพาะบนอาหารสูตร Murashige 

and Skoog (MS) จ�ำนวน 5 ซ�้ำ/กรรมวิธี   
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คิดเป็น 15 หน่วยทดลอง หน่วยทดลองละ 4 ขวด

ย่อย และบนัทกึจ�ำนวนการปลอดการปนเป้ือนของ

เชื้อคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 

3.	ศกึษาสตูรอาหารทีเ่หมาะสมส�ำหรบัการขยาย

พันธุ์ต้นชาฤๅษีดอยตุง 

3.1	 ศกึษาการเจรญิเตบิโตของต้นชาฤๅษี

ดอยตุง โดยเลือกใบระยะไม่อ ่อนและขนาด

เดียวกัน ตัดให้มีขนาด 1 × 1 ตร.ซม. เลี้ยงบน

อาหารสูตร MS เติมกรดแนพทาลีนแอซิติก 

(Naphthalene acetic acid; NAA) ความเข้มข้น 

0, 0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล. ร่วมกบั เบนซิลอะดนีนิ  

(Benzyladenine; BA) ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 

และ 1.0 มก./ล. วางแผนการทดลองแบบ 

แฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์ 

(Factorial in CRD) จ�ำนวน 6 ซ�้ำ  96 หน่วย

ทดลอง โดย 

ปัจจัยท่ี 1 คือ ความเข้มข้นของ NAA  

4 ระดับ ได้แก่ 0, 0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล.

ปัจจัยที่ 2 คือ ความเข้มข้นของ BA   

4 ระดับ ได้แก่ 0, 0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล.

บันทึกผลการทดลอง โดยบันทึกลักษณะ

การเจริญเติบโต จ�ำนวนยอดที่สมบูรณ์ และขนาด

ของกลุม่เนือ้เยือ่ น�ำข้อมลูมาวเิคราะห์ความแปรปรวน  

(analysis of variance) และทดสอบความแตก

ต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิธี Duncan,s Multiple 

Range Test (DMRT) ที่ระดบัความเชื่อมัน่ 95% 

3.2	 ศกึษาการเจรญิเตบิโตของต้นชาฤๅษี

ดอยตุง โดยน�ำยอดสมบูรณ์ความสูง 4 ข้อ เลี้ยง

บนอาหารลดปริมาณ MS ได้แก่ ½  MS และ MS 

ร่วมกับการเติม NAA ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.5 

และ 1.0 มก./ล. วางแผนการทดลองแบบ 

แฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ ์

(Factorial in CRD) จ�ำนวน 5 ซ�้ำ  คิดเป็น  

40 หน่วยทดลอง โดย

ปัจจัยที่ 1 คือ อาหารลดปริมาณ MS 

จ�ำนวน 2 ระดับ ได้แก่ ½  MS และ MS

ปัจจยัที ่2 คอื NAA ความเข้มข้น 4 ระดบั 

ได้แก ่0, 0.1, 0.5 และ 1.0 มก./ล.

บันทึกผลการทดลอง   โดยบันทึกข้อมูล

จ�ำนวนราก และความยาวของราก น�ำข้อมูลมา

วเิคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance) 

และทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิธ ี

DMRT ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ทั้งนี้ทุกกรรมวิธีได้ท�ำการทดลองในห้อง

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชภายใต้การควบคุมสภาพ

แวดล้อม ได้แก ่อุณหภูมิ 24-27 °oซ. ชั้นติดตั้งไฟ

ส�ำหรับวางขวดเลี้ยงเนื้อเยื่อที่ มีความสว่าง

ประมาณ 2,000 ลักซ์ ควบคุมเวลาปิดเปิดไฟ

ก�ำหนดระยะเวลาการให้ความสว่างนาน 16 ชม./วนั

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	วิธีการฟอกฆ่าเชื้อฝักชาฤๅษีดอยตุง 

การทดลอง พบว่า วิธีการที่เหมาะสม

ส�ำหรับการฟอกฆ่าเชื้อฝักชาฤๅษีดอยตุง คือ การ

จุ่มฝักในแอลกอฮอล์ 95% แล้วน�ำไปผ่านไฟ  

2 ครัง้ จากน้ันบดิฝักและเคาะเมลด็ใส่ในน�ำ้ทีผ่่าน

การนึ่งฆ่าเชื้อซึ่งมีส่วนผสมของสารละลาย H
2
O

2
 

เข้มข้น 5% อัตราส่วน 2:1 หลังจากนั้นดูด

สารละลายออกแล้วเขี่ยเมล็ดเพาะบนอาหารสูตร 

MS เนื่องจากพบการปลอดการปนเปื้อนของเชื้อ 

50%  เม่ือเทยีบกบักรรมวธิอีืน่ ซ่ึงพบการปนเป้ือน

ของเชือ้ทัง้หมด และเม่ือเพาะเมลด็บนอาหาร MS 

นานประมาณ 1 เดือน เมล็ดจะเริม่งอก (Table 1)  

ซึ่งการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดด้วยสารละลาย H
2
O

2
  

เป็นวธิหีนึง่ทีใ่ช้กนัอย่างแพร่หลายในการฟอกฆ่าเชือ้

พชืต่าง ๆ เช่น เมล็ด Aconitum heterophyllum  

(Srivastava et al., 2010) และเมล็ดกล้วยไม้ 
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(จิตราพรรณ, 2536) ต่างจากการฟอกฆ่าเชื้อ 

ฝักนครินทรา (Paraboea sangwaniae) (ซึ่งเป็น

พืชวงศ์เดียวกันแต่ใช้วิธีการผ่านไฟโดยไม่ต้อง

เคาะเมล็ดใส่ในน�้ำ สามารถน�ำไปเพาะบนอาหาร

สูตร MS ได้ทันที และมีความรอดสูงกว่าวิธีอื่น  

( พัชร และคณะ, 2555) ท้ังนี้  อาจเป ็น 

เพราะลักษณะของฝักชาฤๅษีดอยตุงเป็นรูปทรง 

กระบอกแคบ เมือ่ได้รบัความร้อนท�ำให้ฝักปรแิตก

หรือได้รับความเสียหายได้ง่ายกว่าฝักนครินทรา 

ซึ่งเป็นทรงกระบอกกว้าง ท�ำให้ฝักชาฤๅษีดอยตุง

เกิดการปนเปื ้อนของเชื้อจุลินทรีย์ง่ายกว่าฝัก 

นครินทรา ทั้งนี้ ขั้นตอนการล้างฝักด้วยน�้ำสบู่ 

และน�้ำเปล่าให้สะอาดนั้น ต้องระวังไม่ให้ฝักแตก 

และไม่ควรแช่น�้ำนาน เพราะจะท�ำให้เมล็ดได้รับ

ความเสียหายเนื่องจากน�้ำซึมผ่านเข้าภายในฝัก 

ท�ำให้เมล็ดเกิดความชื้นและติดกันเป็นก้อน 

Table 1 Effect of seed pod sterilization on the survival rate 

sterilization method Survival plantlets (%)

Burning pod 0
Burning pod + dipping in sterile water (H2O) 0

Burning pod + dipping in 5% H2O2 50

2.	 ศึกษาสตูรอาหารท่ีเหมาะสมส�ำหรบัการขยาย

พันธุ์ต้นชาฤๅษีดอยตุง 

	 2.1	 การใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่ม

ออกซินได้แก ่NAA ร่วมกับกลุ่มไซโตไคนิน ได้แก่ 

BA  ผลการทดลองพบปฏสิมัพันธ์ระหว่างอทิธพิล

ของสารกลุม่ออกซนิ (NAA) และ ไซโตไคนนิ (BA) 

เม่ือเลีย้งใบของชาฤๅษดีอยตงุบนอาหารสตูร MS 

ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่า มีการ

แตกยอดขนาดเล็กปริมาณมากเกาะกันเป็นกลุ่ม 

ซ่ึงยอดไม่แข็งแรง และมีการพัฒนาเป็นยอด

สมบูรณ์ได้น้อยกว่าใบทีไ่ด้รบัสารควบคมุการเจรญิ

เตบิโต และเมือ่เตมิ NAA ความเข้มข้น 0.1 มก./ล.  

เพียงอย่างเดียว สามารถชักน�ำให้เกิดยอดขนาด

ใหญ่ท่ีสมบรูณ์สงูสดุเฉลีย่ 2.48 ยอด (Table 2) ซ่ึง

ไม่มคีวามแตกต่างกนัทางสถติเิมือ่เทียบกบัการเติม 

BA เพียงอย่างเดยีวท่ีความเข้มข้น 0.1 มก./ล. ทีม่ี

จ�ำนวนยอดเฉล่ีย 2.30 ยอด 

ส�ำหรับขนาดของกลุ่มเนื้อเยื่อต้นชาฤๅษี

ดอยตงุนัน้ เม่ือเตมิ NAA ความเข้มข้น 0.1 มก./ล.  

เพยีงอย่างเดียว พบว่า   เกดิการขยายขนาดของ

กลุม่เนือ้เยือ่สงูสดุเฉลีย่ 3.42 ซม. ซึง่ไม่มคีวามแตก

ต่างกนัทางสถติเิมือ่เทยีบกบัการเตมิสาร BA เพียง

อย่างเดยีวทีค่วามเข้มข้น 0.5 มก./ล. (2.82 ซม.) 

เช่นกนั (Table 3)  อย่างไรกต็ามต้นชาฤๅษดีอยตงุ

ทีไ่ด้รบั NAA ร่วมกบั BA ในความเข้มข้นสงู จะท�ำ 

ให้เกิดการขยายปริมาณของเนื้อเยื่อ แต่การเกิด

ยอดที่สมบูรณ์ลดลง ซึ่งเนื้อเยื่อต้องได้รับสาร

ควบคุมการเจรญิเติบโตในความเข้มข้นทีเ่หมาะสม 

จึงจะสามารถพัฒนาเป็นยอดที่สมบูรณ์ได ้ดี  

(Figure 1) ผลการทดลองนีส้อดคล้องกบัการขยาย

พันธุ์แอฟริกันไวโอเล็ต (Saintpaulia ionantha) 

และกล็อกซิเนีย (Sinningia speciosa) ซึ่งเป็น

พืชในวงศ์เดยีวกนักบัชาฤๅษดีอยตงุ โดยใช้ก้านใบ

แอฟรกินัไวโอเลต็เพาะเลีย้งบนอาหาร MS ทีเ่ติม 
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NAA ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. ร่วมกับ BA ความ

เข้มข้น 0.01 มก./ล. เพ่ือชกัน�ำการเกดิต้น ได้ดีกว่า

การใช้ BA ความเข้มข้นสูง ๆ (Bilkey et al., 

1978) แต่ผลการทดลองนีจ้ะแตกต่างกบัการเลีย้ง

แคลลัสบนอาหาร MS ที่เตมิ NAA ความเข้มข้น 

1.0 มก./ล. ร่วมกบั BA ความเข้มข้น 3.0 มก./ล. 

สามารถเพาะเลี้ยงเพิ่มจ�ำนวนเป็นยอดได้ 100% 

(Khan et al., 2007) 

Table 2 Effect of NAA and BA combination on shoot multiplication from leaf explants of  

P. doitungensis cultured on MS medium for 6 months

NAA (mg/L)

Number of shoots

BA (mg/L)
Mean

0 0.1 0.5 1.0

0 0.82 b xy 2.30 a x 2.00 a x 2.11 a x 1.81
0.1 2.48 a x 1.73 a xy 1.14 a yz 0.45 b z 1.45
0.5 1.42 b xy 1.70 a x 1.81 a x 0.45 b y 1.34
1.0 0.42 b xy 1.53 a x 1.20 a xy 0.25 b y 0.86
Mean 1.29 1.81 1.54 0.81
CV (%) 32.43
Means within columns and rows followed by the same letters are not significantly different at 5% level by DMRT  

- The a, b, c combination compares the differences in concentrations of auxin (NAA)

- The x, y, z combination compares the differences in concentration of cytokinin (BA)

Table 3 Effect of NAA and BA combination on shoot proliferation from leaf explants of  

P. doitungensis cultured on MS medium for 6 months

NAA  

(mg/L)

Shoot formation (cm)

BA (mg/L) Mean

0 0.1 0.5 1.0

0 2.63 b x 1.73 b y 2.82 a x 2.78 a x 2.49

0.1 3.42 a x 1.88 a y 1.80 b y 1.42 b y 2.13

0.5 1.85 c x 1.85 a x 2.18 ab x 1.67 b x 1.89

1.0 1.35 c x 1.88 a x 1.83 b x 1.27 b x 1.58

Mean 2.31 1.84 2.16 1.78

CV (%) 32.4

Means within columns and rows followed by the same letters are not significantly different at 5% level by DMRT  

- The a, b, c combination compares the differences in concentrations of auxin (NAA)

- The x, y, z combination compares the differences in concentration of cytokinin (BA)
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	 2.2	 จากการทดลองการปรับลดปริมาณ MS 

ร่วมกับการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่ม

ออกซิน (NAA) พบว่า ระดบัความเข้มข้นของ NAA 

ท่ีเพิ่มข้ึนไม่มีผลต่อการเกิดราก และไม่พบ

ปฏสิมัพนัธ์ของการปรบัลดปรมิาณ MS กบัระดบั

ความเข้มข้นของ NAA และ การลดปริมาณ MS 

เป็น½  MS สามารถชักน�ำการเกดิรากของยอดชา

ฤๅษดีอยตงุได้ดกีว่าเลีย้งบนอาหาร  MS โดยชักน�ำ

ให้เกิดรากได้เฉลี่ย 7.29 ราก ยาวประมาณ 6.6 

ซม. (Table 4 and Figure 2)  ซึง่แตกต่างกบัผล

การทดลองที่ทราบโดยทั่วไปว่าการชักน�ำการเกิด

รากจะถกูกระตุน้โดยความเข้มข้นของสารควบคุม

การเจรญิเตบิโตกลุม่ออกซนิ เช่น แอฟริกนัไวโอเลต็ 

เม่ือเลี้ยงยอดบนอาหาร½  MS ที่ เติมกรด 

อินโดล-3-แอซตีกิ (Indole-3-acetic acid, IAA) 

ความเข้มข้น 1.5 มก./ล. สามารถกระตุน้การชกัน�ำ

การเกิดรากได้ด ี(Ghorbanzade and Ahmadabadi,  

2014) และใน Camptotheca acuminate ซึ่งมี

ลักษณะเป็นพืชมีเนื้อไม้และยืนต้น กระตุ้นราก

โดยเลีย้งบนอาหาร ½ MS หรอืเลีย้งบนอาหาร WP 

(Huimei et al., 2007) ซึง่ลกัษณะดงักล่าวมส่ีวน

คล้ายกบัต้นชาฤๅษดีอยตุง เนือ่งจากต้นชาฤๅษดีอยตุง 

มลีกัษณะล�ำต้นส่วนล่างเป็นเนือ้ไม้แขง็ นอกจากนี้

ยังมีการศึกษาการชักน�ำรากในแอฟริกันไวโอเล็ต 

ซึ่งเป ็นพืชในวงศ์เดียวกันกับชาฤๅษี พบว่า 

สามารถชักน�ำรากโดยใช้ชิ้นส่วนยอดเลี้ยงบน

อาหาร ½ MS และสามารถย้ายปลูกในโรงเรือนได้

ส�ำเร็จ (Sunpui and Kanchanapoom, 2002; 

Rout et al., 2006) 

Table 4 Effect of NAA on root induction from shoot explants of P. doitungensis cultured on 

MS medium for 3 months

NAA 

(mg/L)

Number of roots Root length (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

1.0 1.2 7.38 4.29 4.32 5.64 4.98

Mean 1.03 b 7.29 a 2.84 b 6.61 a

CV(%) 29.98 32.1

Means within and rows followed  by the same letters are not significantly different at 5% level by DMRT
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MS MS + 0.1 mg/L BA MS + 0.5 mg/L BA MS + 1.0 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

 + 1.0 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

 + 1.0 mg/L BA

MS + 1.0 mg/L NAA MS + 1 mg/L NAA

+ 0.1 mg/L BA

MS + 1.0 mg/L NAA

+ 0.5 mg/L BA

MS + 1.0 mg/L NAA

+ 1.0 mg/L BA

Figure 1	 Shoot proliferation after 6 months cultured leaf explants on MS medium  

supplemented with different concentrations, of NAA and BA
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MS MS + 0.1 mg/l NAA MS + 0.5 mg/l NAA MS + 1.0 mg/l NAA

½  MS ½  MS + 0.1 mg/l NAA ½  MS + 0.5 mg/l NAA ½  MS + 1.0 mg/l NAA

Figure 2	 Shoot proliferation after 3 months cultured on MS medium supplemented  

with NAA

การย้ายปลูกต้นชาฤๅษีดอยตุงที่ได้จาก

การเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ วธิกีารดดัแปลงจาก มณฑา

และคณะ (2553) เลือกใช้ต้นทีม่คีวามสมบรูณ์แขง็

แรงและมรีากจ�ำนวนมาก น�ำมาปรบัสภาพโดยน�ำ

ออกจากห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ คลายฝาขวดเพื่อ

ลดความช้ืนสัมพัทธ์ในขวด และเพ่ือให้มีการ

ถ่ายเทอากาศมากขึ้น ประมาณ 5-7 วัน จากนั้น

ล้างวุ้นออกจากรากให้สะอาด จุ่มยากนัเชือ้รา วาง

พกับนตะกร้าให้แห้งเลก็น้อย แล้วปลูกโดยใช้วสัดุ

ปลูก พีทมอส (peat moss) : หินอัคนีพุ (pumice 

stone) : หินเพอร์ไลต์ (perlite stone) : เม็ดดิน

เผา (popper) อัตราส่วน 3:1:1:1 น�ำต้นที่ปลูกลง

ในกระถางคลมุด้วยถงุพลาสตกิเพ่ือรกัษาความชืน้

ระวังไม่ให้ใบสัมผัสถุงวางไว้ในท่ีร่ม เป็นเวลา  

1-2 เดือน ปรับความชื้นโดยเปิดปากถุงที่ละน้อย 

พบว่า ต ้นชาฤๅษีดอยตุงแสดงอาการเหี่ยว 

และตายในทีส่ดุ ซ่ึงยงัไม่พบการรอดชวีติในสภาพ

โรงเรือนสาเหตุอาจเป็นเพราะต้นชาฤๅษีต้อง

อาศยัสภาพแวดล้อมทีมี่ความจ�ำเพาะในการเจรญิ

เตบิโตเช่นเดยีวกบัต้นทีข่ึน้ในสภาพธรรมชาต ิทัง้นี้

ควรมีการพัฒนาต่อยอดงานวิจัยนี้ เพื่อน�ำชาฤาษี

ดอยตุงออกปลูกในสภาพธรรมชาติต่อไป

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
1.	 วิธีการที่เหมาะสมในการฟอกฆ่าเชื้อ

ฝักชาฤๅษีดอยตุง คือ การฟอกฆ่าเชื้อด้วยวิธีการ

เผาฝ ักชาฤๅษีดอยตุงโดยการน�ำฝ ักจุ ่มใน

แอลกอฮอล์ 95% แล้วผ่านไฟ หลังจากนั้นบิดฝัก

และแคะเมล็ดใส่ในน�้ำที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อซึ่งมี

ส่วนผสมของสารละลาย H
2
O

2
 เข้มข้น 5% 

อัตราส่วน 2:1 จากนั้นดูดสารละลายออกแล้ว

เพาะเมล็ดบนอาหารสูตร MS 
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2.	 สูตรอาหารท่ีเหมาะสมในการขยาย

พันธุ์โดยการชักน�ำให้เกิดยอดที่สมบูรณ์จากใบชา

ฤๅษดีอยตุง คอื สตูรอาหาร MS ทีเ่ตมิ NAA ความ

เข้มข้น 0.1 มก./ล. หรือ BA ความเข้มข้น 0.1, 0.5 

และ 1 มก./ล. อย่างใดอย่างหนึ่งเพียงชนิดเดียว

สามารถชกัน�ำให้เกดิยอดทีส่มบรูณ์มากกว่าการใช้

ฮอร์โมน 2 ชนิดร่วมกัน

3.	 อาหารสูตรที่เหมาะสมในการชักน�ำ

ยอดของต้นชาฤๅษีดอยตงุให้เกิดรากได้ด ีคอื อาหาร 

สูตร ½  MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต

ค�ำขอบคุณ
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