
เทคนิคการขยายและอนุรักษ์พันธุกรรม Paraboea bhumiboliana ในสภาพปลอดเชื้อ

ศึกษาเทคนิคการขยายพันธุ์ ภู มิพลิ นท ร์ พืชวงศ์แอฟริกัน ไว โอเลต 
(Gesneriaceae) ซึ่งจัดเป็นพืชถิ่นเดียวของประเทศไทย มีการกระจายในพ้ืนที่จ ากัด 
โดยเฉพาะบริเวณยอดเขาหินปูนในจังหวัดล าพูนและตาก ศึกษาเทคนิคฟอกฆ่าเชือ้ภมูิพลิ
นทร์ด้วยการใช้ฝักผ่านไฟฆ่าเชื้อ การใช้น้ าที่นึ่งฆ่าเชื้อ และการใช้สารละลายไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ (H2O2) เข้มข้น 5% ผลการศึกษาพบว่าวิธีจุ่มฝักในเอทานอล 95% ตาม
ด้วยการผ่านไฟฆา่เชือ้ และเคาะเมล็ดเลี้ยงบนอาหารเป็นวิธีที่เหมาะสม ท าให้ได้เนื้อเยื่อ
ที่ปลอดการปนเป้ือนได้ถึง 55.55% การศึกษาการเพ่ิมปริมาณยอดภูมิพลินทร์ โดย
เล้ียงต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS ท่ีเติม 2,4-D ร่วมกับ BA เข้มข้น 3 ระดับ คือ 0 0.1 
และ 1.0 มก./ล. ผลการศึกษาพบว่าการเลี้ยงต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS ที่เติม 2,4-D
0.1 มก./ล. ร่วมกับการเติม BA 0.1 มก./ล. สามารถชักน ายอดที่สมบูรณ์เฉลี่ย 12.1 
ยอด/ชิ้นส่วน ส าหรับการศึกษาวิธีชะลอการเจริญเติบโตของภูมิพลินทร์ โดยเลี้ยงบน
สูตรอาหาร 1/8MS 1/4MS 1/2MS และ MS ผลการศึกษาพบว่าการเลี้ยงยอดบน
อาหารสูตร 1/2MS สามารถชะลอการเจริญเติบโต โดยพืชคงความมีชีวิตได้นานถึง 12 
เดือน แม้ปราศจากการเปลี่ยนถ่ายอาหาร และสามารถพัฒนาเป็นต้นใหม่ได้

บทคัดย่อ

The study on micropropogation technique for Paraboea bhumiboliana, 
an endemic species classified in Gesneriaceae Family and found around the 
montane and limestone areas in Lamphun and Tak Province of Thailand, was 
conducted. Capsule sterilization by burning, steriled water and 5% H2O2 was 
carried out in this study. The result showed that the immersion of mature 
seed capsules in 95% ethanol followed by burning the capsule’s outer 
surface was the optimum sterilization method which reached to 55.55% non-
contamination. The study on shoot was also carried out. The findings 
revealed that 0.1 mg/l 2,4-D and 0.1 mg/l BA induced average vigorous shoot 
at 12.1 shoots per explant. In vitro conservation through slow growth storage 
technique of P. bhumiboliana by culturing on MS, 1/2MS, 1/4MS and 1/8MS. 
was attempted. It was revealed that after being cultured on 1/2MS, the 
plants maintained viabilities for 12 months without any subculture and 
developed their new plantlets.

Abstract

ภูมิพลินทร์ (Paraboea bhumiboliana Triboun & Chuchan) มีความเสี่ยง
ต่อการสูญพันธุ์ เนื่องจากเป็นพืชที่มีการกระจายในพ้ืนที่จ ากัดในบริเวณยอดเขาหินปูน
จังหวัดล าพูนและจังหวัดตาก (Triboun and Middleton, 2012) ด้วยปัจจุบันมีสภาวะ
การเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมอย่างกะทันหันและต่อเนื่อง ดังนั้นการใช้เทคนิค
การเพาะเลี้ยงเนือ้เยือ่นบัเป็นเทคนคิหนึง่ที่ปลอดจากภยัธรรมชาตนิ ามาใชใ้นการขยาย
และอนุรักษ์เชื้อพันธุ์พืช โดยการชะลอการเจริญเติบโตหรือ Slow growth เป็นการ
อนุรักษ์ในระยะเวลาสั้นถึงปานกลาง ด้วยการเลี้ยงให้ให้เนื้อเยื่อพืชเกิดอัตราการ
เจริญเติบโตช้าลง แต่สามารถคงสภาพและมีชีวิตได้ในเวลานาน เพ่ือลดการย้าย
เนื้อเยื่อหรือเปลี่ยนถ่ายอาหารบ่อยๆ (Chauhan et al., 2019)

ค าน า

Table 1 Effect of seed pods sterilization on the rate of survival.

Methods of Sterilization
Uncontaminated 
plantlets (%)

Burning seed capsules 55.55
Burning seed capsules + dipping in sterile water (H2O) 0
Burning seed capsules + dipping in 5% hydrogen peroxide (H2O2) 22.22

Figure 1 Pod of Paraboea 
bhumiboliana (a), P. sangwaniae (b) 
and P. doitungensis (c).

การชักน าให้เกดิยอดจากตน้อ่อนภูมิพลนิทร์ พบว่าการเกิด
กลุ่มยอดอ่อนขนาดเล็กหนาแนน่เป็นจ านวนมากแม้เลีย้งบน
อาหารสูตร MS โดยบางยอดพัฒนาเป็นยอดขนาดใหญ่
และสมบูรณ์ได้ โดยเมื่อเติม 2,4-D 0.1 มก./ล. ร่วมกับ BA 
0.1 มก./ล. เกิดยอดขนาดใหญ่ท่ีสมบูรณ์มากท่ีสุด 12.1 
ยอด/ชิ้น ซึ่งเมื่อเติม 2,4-D 1.0 มก./ล. ชักน าให้เกดิ
เนื้อเยื่อได้มากที่สุดขนาด 2.59 ซม. โดยพืชสกุลนี้มี
แนวโน้มการเกดิกลุ่มยอดขนาดเล็กที่ลักษณะไม่แข็งแรง
จ านวนมากข้ึนเมื่อเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารกลุ่ม

ไซโตไคนิน คือ BA แต่เมื่อเติมสารกลุ่มออกซินชักน าเกิดยอดสมบูรณ์ เช่น การเลี้ยงต้นอ่อนนครินทราบน
อาหาร MS ที่เติม 2,4-D หรือ IBA เพียงอย่างเดียว (Piriyavinit et al., 2012; 2018b) และ การใช้ 
NAA ชักน าเกิดยอดสมบูรณ์จากใบชาฤๅษีดอยตุง (Piriyavinit et al., 2018a) แต่ทั้งนี้หากเพ่ิมสารที่
ควบคุมการเจริญเติบโตทั้งออกซินหรือไซโตไคนินมากกว่าระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมมีแนวโน้มท าให้เกิด
กลุ่มยอดขนาดเล็กที่ไม่แข็งแรงหนาแน่นจ านวนมากข้ึนและเกิดยอดที่สมบูรณ์ลดลง

ผลการศึกษาและวิจารณ์
การฟอกฆ่าเชื้อฝักของภูมิพลินทร์พบว่าควรขูดขนที่อยู่บนผิวฝักภูมิพลินทร์ให้สะอาด ล้าง

ด้วยน้ าสบู่และน้ าเปล่าให้สะอาด หลังจากนั้นจุ่มฝกัในเอทานอล 95% แล้วน าฝักมาผ่านไฟฆ่าเชื้อ บิดฝัก
ที่เป็นเกลียวให้แตกและเคาะเมล็ดเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ซึ่งสอดคล้องกับการฟอกฆ่าเชื้อฝักของ
นครินทรา (Paraboea sangwaniae) (Piriyavinit et al., 2012) ซึ่งลักษณะรูปทรงกระบอกกว้าง 
(ellipsoid capsule) แต่แตกต่างจากฝักชาฤๅษีดอยตุง (Paraboea doitungensis) (Piriyavinit et al., 
2018a) มีรูปทรงที่แตกต่างคือเป็นรูปทรงกระบอกแคบ (narrowly cylindric capsule) แม้จะเป็นพืช
สกุลเดียวกันซึ่งมีลักษณะของฝักเป็นแบบแห้งแตกบิดเป็นเกลียว ภายในมีเมล็ดเล็กเป็นผงจ านวนมาก 
(Triboun and Middleton, 2012) โดยลักษณะรูปทรงที่แตกต่างกันนี้มีผลต่อการได้รับความเสียหายหรือ
การปริแตกของฝักระหว่างการฟอกฆ่าเชื้อ หากเป็นฝักรูปทรงกระบอกกว้างจะสามารถใช้วิธีผ่านไฟและ
เคาะเมล็ดน าไปเพาะบนอาหารสูตร MS ได้ทันที ท าให้ลดข้ันตอนที่ยุ่งยากซับซ้อน รวมถึงลดความเสี่ยง
ในการปนเป้ือนของเชื้อจากข้ันตอนต่างๆ ในขณะท่ีฝักทรงกระบอกแคบจะปริแตกได้ง่ายกว่าจึงควรฟอก
ฆ่าเชื้อเมล็ดด้วยการใช้สาร H2O2 ซึ่งเป็นสารที่มีประสิทธิภาพเหมาะส าหรับฟอกฆ่าในเมล็ด เช่น เมล็ด 
Cannabis sativa (Sorokin et al., 2021) เป็นต้น ด้วยเหตุนี้หากพบการแตกของฝักอาจใช้ H2O2 
ส าหรับการเพ่ิมโอกาสในการรอดชีวิตจากการปนเป้ือนของเชื้อจากการฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดภูมิพลินทร์ได้

Table 2 Effect of 2,4-D and BA combination on shoot multiplication from 
microplants of Paraboea bhumiboliana cultured on MS medium for 6 months.

2,4-D (mg/l)
Number of vigorous shoots Shoot formation (cm)

BA (mg/l) BA (mg/l)
0 0.1 1.0 mean 0 0.1 1.0 mean

0 8.3 a x 4.9 b y 3.7 b xy 5.9 2.18 2.36 2.40 2.31 y
0.1 9.2 b x 12.1 a x 5.5 c x 8.8 2.20 2.36 2.20 2.25 y
1.0 9.3 a x 3.8 b y 2.3 b y 5.1 2.58 2.58 2.62 2.59 x
mean 8.9 7.1 3.8 2.32 b 2.43 a 2.41 a
F-test (BA) ** **
F-test (2,4-D) ** *
F-test (BA×2,4-D) ** ns
CV (%) 24.2 14.9
Means within columns and rows followed by the same letters are not significantly different at 5% level by DMRT 
and Transformation efficiency: Number of shoots are log (X+1) transformed value.
       ns = not significant       * =  significant at 5% level ** =  significant at 1% level
 - The a, b, c combinations compare the difference in concentration of cytokinin (BA) 
 - The  x, y, z combinations compare differences in concentrations of auxin (2,4-D)

จัดท าโดย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ปทุมธานี

สรุปผลการศึกษา

1. การฟอกฆ่าเชื้อฝักภูมิพลินทร์ โดยน าฝักมาขูดขนที่อยู่บนผิวฝักล้างด้วยน้ าสบู่และน้ าเปล่า
ให้สะอาด จุ่มฝักในเอทานอล 95% แล้วผ่านไฟฆ่าเชื้อ บิดเกลียวฝักให้แตกและเคาะเมล็ด
เลี้ยงบนสูตรอาหาร MS ท าให้ได้เนื้อเย่ือที่ปลอดการปนเปื้อนของเชื้อ 55.55% 
2. การขยายพันธุ์ต้นอ่อนภูมิพลินทร์บนสูตรอาหาร MS ที่เติมสาร 2,4-D เข้มข้น 0.1 มก./ล. 
ร่วมกับการเติม BA เข้มข้น 0.1 มก./ล. สามารถชักน าให้เกิดยอดสมบูรณ์เฉลี่ย 12.1 ยอด/ชิ้น 
3. เลี้ยงต้นภูมิพลินทร์บนอาหาร 1/2 MS ท าให้ยังคงอัตราการรอดชีวิตและเจริญเติบโตได้ 
เมื่อเพาะเลี้ยงได้นาน 1 ปี โดยไม่ต้องเปลี่ยนถ่ายอาหาร 
4. พบอุปสรรคไม่สามารถย้ายต้นภูมิพลินทร์จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเย่ือออกสู่สภาพธรรมชาติ 
ซึ่งการเปลี่ยนถ่ายอาหารในสภาพปลอดเชื้อส่งผลต่อความอ่อนแอของเชื้อพันธุกรรม

การชะลอการเจริญเติบโต พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงบน
อาหาร MS นาน 8 เดือน ต้องมีการเปลี่ยนถ่าย
อาหาร (subculture) อย่างน้อยหนึ่งคร้ังเนื่องจากมี
การแตกยอดเป็นกลุ่มยอดหนาแน่นจ านวนมาก ส่วน
การปรับลดปริมาณสูตรอาหาร MS พบว่าการเลี้ยง
บนสูตรอาหาร 1/8 MS และ 1/4 MS มีอาการ

Figure 2 Shoot proliferation after microplants 
of Paraboea bhumiboliana being cultured on 
MS medium supplemented with different 
concentration of 2,4-D and BA for 6 months.

Figure 3 Effect of concentrations of MS 
medium on survival rate from shoot explants of 
Paraboea bhumiboliana for 8 months. 

พัชร ปิรยิะวินิตร* พัฒน์นรี รักษ์คิด และปราโมทย์ ไตรบุญ

แห้งเหี่ยวของยอดที่สมบูรณ์เกิดมากข้ึน เป็นสาเหตุให้ต้องมีการเปลี่ยนถ่ายอาหารอย่างน้อยหนึ่งคร้ังเมื่อ
เลี้ยงนาน 8 เดือน แต่เมื่อเลี้ยงบนสูตรอาหาร 1/2 MS สามารถเพาะเลี้ยงได้นาน 1 ปี แม้ไม่มีการเปลี่ยน
ถ่ายอาหาร สอดคล้องกับการเพาะเลี้ยงยอดนครินทราบนอาหารสูตร 1/2 MS ได้นาน 1 ปี โดยไม่ต้อง
เปลี่ยนถ่ายอาหารและต้นยังคงสมบูรณ์ (Piriyavinit et al., 2018b)
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วิธีการศึกษา

รวบรวมตัวอย่างภูมิพลินทร์จากพ้ืนที่ยอดเขาหินปูน จ.ตากและล าพูน 
มีการออกดอกและติดฝักช่วงกรกฎาคม - ธันวาคม

ฟอกฆ่าเชื้อชิ้นส่วนฝักภูมิพลินทร์โดยวิธีการเผาฝักแบ่งเป็น 3 กรรมวิธี
1. จุ่มฝักในเอทานอล 95% แล้วผ่านไฟฆ่าเชื้อ บิดฝักให้แตกและเคาะเมล็ดบนอาหาร MS
2. จุ่มฝักในเอทานอล 95% แล้วผ่านไฟฆ่าเชื้อ น าเมล็ดออกจากฝักใส่น้ านึ่งฆ่าเชื้อ โดยใส่
เมล็ด 1 ฝักต่อน้ า 3 มล. จากนั้นดูดเมล็ดจ านวน 0.5 มล. พ่นบนอาหาร MS

3. จุ่มฝักในเอทานอล 95% แล้วผ่านไฟฆ่าเชื้อ น าเมล็ดออกจากฝักใส่น้ านึ่งฆ่า
เชื้อที่เติม H2O2 เข้มข้น 5% อัตราส่วน 2:1 โดยใส่เมล็ด 1 ฝักต่อน้ า 3 มล. 
จากนั้นดูดเมล็ดจ านวน 0.5 มล. พ่นบนอาหาร MS

ชักน าการเกิดยอดภูมิพลินทร์ในสภาพปลอดเชื้อ

วางแผนการทดลอง Factorial in CRD จ านวน 5 ซ้ า บันทึกลักษณะ
การเจริญเติบโตที่สังเกตได้ จ านวนยอดที่สมบูรณ์ และขนาดของกลุ่มเนื้อเย่ือ น าข้อมูลมา
วิเคราะห์ความแปรปรวนและทดสอบความแตกต่างของค่าเฉลี่ย โดยวิธี DMRT ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% (P ≤ 0.05)

น าต้นอ่อนภูมิพลินทร์ขนาด 1 ซม. ที่ได้จากการเพาะเมล็ด เพาะเลี้ยงบน
อาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D เข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ 0 0.1 และ 
1.0 มก./ล. ร่วมกับ BA เข้มข้น 3 ระดับ ได้แก่ 0 0.1 และ 1.0 มก./ล. 

ชะลอการเจริญเติบโตภูมิพลินทร์ในสภาพปลอดเชื้อ
น ายอดภูมิพลินทรท์ี่มีจ านวน 4 ข้อต่อยอดเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ที่ความเข้มข้น 4 ระดับ ได้แก่ 1/8 MS, 1/4 MS, 1/2 MS, และ MS 
วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 8 ซ้ า บันทึกลักษณะการ
เจริญเติบโตที่สังเกตได้ และร้อยละการรอดชีวิต
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