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 ผลของ paclobutrazol ต่อการเจริญเติบโต และการสะสม  
สาร stemona alkaloids รวมของรากหนอนตายหยากในสภาพปลอดเชื้อ

Effect of paclobutrazol on growth and development and total stemona 
alkaloids accumulation in root of Stemona curtisii Hook. f. in vitro.
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บทคัดย่อ: จากการศึกษาผลของ paclobutrazol ต่อการเจริญเติบโต และการสะสมสาร stemona alkaloids รวม  
ของรากหนอนตายหยาก (Stemona curtisii Hook. f.) ในสภาพปลอดเชื้อ โดยน�ำต้นกล้ามาแช่ในอาหารเหลวสูตร MS  
(Murashige and Skoog, 1964) ที่เติม paclobutrazol ความเข้มข้น 0 2 และ 4 มก./ล. เป็นเวลา  24 48 และ 72 ชั่วโมง 
จากนั้นย้ายมาเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นเวลา 2 เดือน เปรียบเทียบกับต้นที่ไม่
ได้รับการแช่สาร (control) พบว่า ความยาวยอด จ�ำนวนยอด และเปอร์เซ็นต์น�้ำหนักแห้งของราก  ไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติระหว่างทรีทเมนต์ จ�ำนวนข้อมีความแตกต่างทางสถิติ (P<0.01) และจ�ำนวนยอดแขนง จ�ำนวนราก น�้ำหนักสดของ
ราก และ น�้ำหนักแห้งของราก มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (P<0.05)  โดย ระยะเวลาการแช่ที่ 72 ชั่วโมง 
มผีลต่อการส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของต้นกล้าหนอนตายหยากมากทีส่ดุในทกุความเข้มข้นของการแช่สาร  และจากการ
แยกสารสกัดอย่างหยาบจากรากที่สกัดด้วย ethanol โดยใช้เทคนิค thin layer chromatography (TLC) และตรวจสอบ
การสะสมสาร stemona alkaloids รวม จากการเรืองแสงของแถบ TLC ภายใต้แสง UV (λ254 nm) และการท�ำปฏิกิริยา
กับ Dragendorff’s reagent พบว่ามีการสะสมสาร stemona alkaloids รวม ในรากของหนอนตายหยากทุกทรีทเมนต์
ค�ำส�ำคัญ: หนอนตายหยาก สิ่งกระตุ้น การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ สารทุติยภูมิ

ABSTRACT: Effects of paclobutrazol on growth and development and total stemona alklaoids accumulation in 
root of Stemona curtisii Hook. f. in vitro were investigated. Plantlets were soaked in liquid Murashige and Skoog  
(MS, 1964) supplemented with various concentrations of paclobutrazol at 0, 2 and 4 mg/l for   24, 48 and 72 hours 
before then transferred to solid MS hormone free medium and cultured for 2 months compared with non-treated 
paclobutrazol. The results were found that shoot length, shoot numbers and % dry weight was not different among  
treatments while node numbers (P<0.01), axillary shoot numbers, root numbers, root fresh weight (P<0.05) was 
different among treatments. The soaking periods of 72 hr could promote growth and development of plantlets in 
all concentrations of treated plantlets. Ethanol crude extract of root was monitored for alkaloids accumulation by 
thin layer chromatography (TLC). Bands were detected by UV light (λ254 nm) and Dragendroff’s reagent. Column 
chromatography was performed. Alkaloids accumulated were found in root of S. curtisii in all treatments.
Keywords: Stemona, elicitor, tissue culture, secondary compounds
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บทน�ำ

ปัจจบุนัพชืสมนุไพรได้รบัการยอมรบัภายในตลาด

โลกมากขึ้นจากการขยายตัวเพิ่มถึง 32.68 % รวม

มลูค่า 139 ล้านบาท  (กระทรวงพาณชิย์, 2556) หนอน

ตายหยาก (Stemona cutisii Hook.f.) เป็นพชืสมนุไพร

ที่อยู่ในวงศ์ Stemonaceae  มีการน�ำส่วนของรากมา

ใช้ประโยชน์หลากหลาย เช่น การยับยั้งเซลล์มะเร็ง  

green monkey kidney cells (GMK) (วราภรณ์, 2546) 

ใช้ก�ำจัดลูกน�้ำยุงลาย (ชุลีพร, 2551) ใช้ก�ำจัดและ

ควบคมุหนอนแมลงวนัในมลูไก่ (สทุธาพนัธ์, 2544) ใช้

ควบคุมหนอนกระทู ้ผัก (Spodoptera littoralis) 

(Kaltenegger, 2003) และใช้ในการยับยั้ง เชื้อ Col-

letotr ichum musae ที่ เป ็นสาเหตุการเกิดโรค

แอนแทรคโนสของกล้วยหอมทอง (นาตยา และคณะ, 

2553) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากหนอนตายหยากใช้

ประโยชน์จากส่วนของราก การใช้รากแต่ละครั้งจึง

เป็นการท�ำลายต้น โดยรากที่ได้ส่วนใหญ่ได้จากต้นที่

ได้จากธรรมชาติ และยังไม่มีการปลูกเป็นการค้า 

นอกจากนี้การเพิ่มปริมาณให้ได้จ�ำนวนวัตถุดิบเพียง

พอต่อการการผลิตเชิงอุตสาหกรรมนั้น พบว่า อัตรา

การเพิ่มปริมาณตามธรรมชาติเป็นไปได้ช้า การขยาย

พันธุ์โดยการใช้เหง้าประสบปัญหา การติดเชื้อราหลัง

การตัดแยกแหง้า ท�ำให้เกิดการเน่าง่าย และการเพาะ

เมล็ดใช้ระยะเวลานานในการงอก  ดังนั้นจึงได้มีการ

ศกึษาการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ ทัง้เพือ่การขยายพนัธุ ์และ

การศกึษาการสะสมสาร alkaloids โดย นาตยา (2549) 

ได้ท�ำการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยอดที่ได้จากการเพาะ

เมลด็ในสภาพปลอดเชือ้ และพบว่าความยาวของยอด

และจ�ำนวนยอดมากที่สุดในอาหารสูตร MS ที่เติม

น�้ำตาลซูโครส ความเข้มข้น 2 %  การลดระดับของ

ไนโตรเจนลงทีร่ะดบั ¼ เท่า มเีปอร์เซน็ต์การเกดิรากสงู

ทีส่ดุ และมอีตัราการรอดชวีติสงู ภายหลงัการย้ายปลกู 

และต้นที่ได้มีการสะสมสารเช่นเดียวกับต้นจากสภาพ

ธรรมชาติ สุรชาติ (2551)  รายงานการชักน�ำให้เกิด 

callus โดยการเพาะเลีย้งเมลด็  พบว่ามกีารเกดิ callus 

มากทีส่ดุ ในอาหารทีเ่ตมิ 2,4-D ความเข้มข้น 0.2 มก./

ล. และ  2,4-D ความเข้มข้น 0.4 มก./ล. ในสภาพที่มืด

มีการเกิด callus มากที่สุด 62.50 %  Montri et.al. 

(2006) ได้ศกึษาการเพาะเลีย้งชิน้ส่วนยอด พบว่ามกีาร

เพิ่มปริมาณยอดมากที่สุดในอาหารสูตร MS ที่เติม 

BAP ที่ระดับความเข้มข้น 20 µM และพบการตอบ

สนองของชิ้นส่วนยอดต่อการเกิดรากมากที่สุดใน

อาหารสตูร MS ทีเ่ตมิ IAA ทีร่ะดบัความเข้มข้น 10 µM

โดยทั่วไปสารทุติภูมิในพืชจะถูกสร้างขึ้นเมื่อพืชเกิด

ความเครียด ซึ่งความเครียดนี้สามารถเกิดขึ้นได้จาก

ปัจจัยทั้งสิ่งมีชีวิต และสิ่งไม่มีชีวิต  ซึ่งปัจจุบันได้มี

ชักน�ำด้วยสิ่งกระตุ้นต่างๆ ให้เกิดความเครียดร่วมกับ

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาใช้ในการเพิ่มการผลิตสาร

ทุติยภูมิ (ศุภวรรณ, 2549) ซึ่งการใช้สิ่งกระตุ้นจากสิ่ง

ไม่มีชีวิต หรือสารเคมี เป็นวิธีการที่ได้รับ ความนิยม 

เนื่องจากสามารถท�ำได้ง่ายและไม่ยุ ่งยากซับซ้อน 

ส�ำหรับสาร paclobutrazol  เป็นสารชะลอการเจริญ

เติบโต ของพืช ได้ถูกน�ำมาใช้ในการชักน�ำให้พืชเกิด

ความทนทานต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม 

และน�ำมากระตุ้นให้เกิดการผลิตสารทุติยภูมิ ซึ่งมี

รายงานการใช้ทั้งความเข้มข้นและระยะเวลาที่แตก

ต่างกันไปตามชนิดพืช เช่น  Ratnadewi et.al. (2013) 

ได้รายงานการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ Cin-

chona ledgeriana จากโคลนรหัส QRC 315 พบว่า 

paclobutrazol  ความเข้มข้น 7 มก./ล. มีการเพิ่ม

ปรมิาณ quinine สงูทีส่ดุ 11 % ภายหลงัการเพาะเลีย้ง

เป็นเวลา 7 วัน  Jaleel  et.al. (2009) รายงานการใช้ 

pacolbutrazol ความเข้มข้น 5 10 15 และ 20 มก./ล. 

มีผลต่อการสังเคราะห์แสงและการสะสมของสาร al-

kaloid ของ  C. roseus L. และ  Rarnadewi et.al. 

(2010) รายงานว่า paclobutrazol ที่ความเข้มข้น 5 

มก./ล. มผีลต่อการสะสมสาร quinoline สงูทีส่ดุใน คอื 

0.950 % ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเซลล์แขวนลอยของ  

C. ledgeriana

ดังนั้นจึงได้ท�ำการศึกษาผลของ paclobutrazol 

ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆ ในการแช่ต้นกล้า ต่อ

การเจริญเติบโต และการสะสมสาร stemoma alka-

loids รวม ของรากหนอนตายหยากในสภาพปลอดเชือ้ 
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เพื่อเป็นแนวทางในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อเพิ่ม

ปริมาณต้นและการผลิตสาร stemoma alkaloids ใน

สภาพปลอดเชื้อ รวมถึงเป็นแนวทางในการน�ำไป

ประยุกต์ใช้ในแปลงปลูกโดยไม่ท�ำลายต้นในสภาพ

ธรรมชาติต่อไป

วิธีการศึกษา

วิธีการเตรียมชิ้นส่วนหนอนตายหยาก

	 ท�ำการเพาะเมล็ด ในอาหารแข็งสูตร MS (Mu-

rashige and Skoog, 1964) และน�ำข้อมาเพิม่ปรมิาณ 

ในอาหารสูตร MS ที่เติม Benzyladenine ( BA) ความ

เข้มข้น 2 มก./ล. จนได้ยอดปริมาณมาก จากนั้นน�ำชิ้น

ส่วนมาชักน�ำให้เกิดรากในอาหารสูตร MS  ที่เติมสาร 

α-naphthalene acetic acid (NAA) ความเข้มข้น 5 

มก./ล. เป็นเวลา 2 เดือน ก่อนท�ำการคัดเลือกต้นที่มี

ขนาดรเท่ากัน รากมีความยาว 2+0.1 เซ็นติมเตร และ

ตดัความยาวส่วนยอดให้มขีนาด 1.5 เซนตเิมตร มาใช้

ในการทดลอง 

ผลของ paclobutrazol ต่อการพัฒนาของต้นกลา้

และการสะสมสาร stemona alkaloids รวม 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Rand-

omized Design (CRD) ประกอบด้วย 10 ทรีทเมนต์ 

แต่ละทรีทเมนต์ประกอบด้วย 8 ซ�้ำ ท�ำการทดลองโดย

น�ำต้นกล้าทีค่ดัเลอืกแล้วไปแช่ในอาหารเหลวสตูร MS 

ที่มีความเข้มข้น 0 2 และ 4 มก./ล. เป็นเวลา 24 48 

และ 72 ชั่วโมง จากนั้นจึงย้ายต้นกล้าไปเลี้ยงบน

อาหารแข็งสูตร MS เป็นเวลา 2 เดือน เปรียบเทียบกับ

การไม่แช่สาร paclobutrazol ท�ำการบันทึกอัตราการ

เจริญเติบโต ความยาวยอด จ�ำนวนยอด จ�ำนวนข้อ 

จ�ำนวนยอดแขนง จ�ำนวนราก น�้ำหนักรากสด และน�ำ

รากมาอบทีอ่ณุหภมู ิ40  องศาเซลเซยีส จากนัน้บนัทกึ

น�้ำหนักรากแห้ง และท�ำการค�ำนวณ % น�้ำหนักแห้ง

ของราก จากสมการ (น�้ำหนักแห้งของราก/น�้ำหนักสด

ของราก) x 100  และน�ำรากไปตรวจสอบการสะสมสาร 

stemona alkaloids รวม ในแต่ละทรีทเมนท์ จากนั้น

ท�ำการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s New 

Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 

95 และ 99 %

การตรวจสอบสาร stemona alkaloids รวม โดยใช้

เทคนิค Thin layer Chromatography (TLC)

ท�ำการการตรวจสอบสาร stemona alkaloids รวม 

โดยใช้เทคนิค Thin layer Chromatography (TLC) 

ตามวิธีของจิราภรณ์ (2550) และท�ำการสกัดสาร ste-

mona alkaloids รวม ตามวิธีของ Schinnerl et al. 

(2005) โดย น�ำรากที่อบ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

มาบดให้ละเอียด จากนั้นน�ำไปแช่ด้วย ethanol ความ

เข้มข้น 95 %แล้วน�ำเข้าเครื่อง Ultrasonic bath เป็น

เวลานาน 30 นาที (3 ครั้ง)  เสร็จแล้วท�ำการกรองกาก

ออกจากสารละลาย ด้วยกระดาษกรอง  Whatman 

No.1 น�ำสารละลายที่ได้มาระเหยให้แห้งด้วยเครื่อง 

rotary evaporator น�ำสารสกดัหยาบมาตราจสอบสาร 

stemona alkaloids รวม โดยการน�ำสารสกัดที่ได้หยด

ลงบนแผ่น TLC แล้วน�ำไปแช่ใน chamber ที่อิ่มตัว

ด้วย mobile phase คือ  dichloromethane: metha-

nol: aqueous ammonia (95:5:1)  จากนั้น น�ำไปส่อง

ภายใต้แสง UV (λ254  nm) และตรวจสอบการสะสม 

stemona alkaloids รวม โดยฉีดพ่น dragendorff’ s 

reagent 

ผลการศึกษาและวิจารณ์

การศึกษาการเจริญเติบโตของหนอนตายหยาก

ชนดิ S. curtisii ทีไ่ด้จากการเพาะเลีย้งเนือ้เยือ่ โดยการ

แช่ paclobutrazol ระดบัความเข้มข้น 0 2 และ 4 มก./

ล. ร่วมกับระยะเวลาการแช่   24 48 และ 72 ชั่วโมง 

แล้วน�ำไปเลี้ยงในอาหารสูตร MS เป็นเวลา 2 เดือน 

เปรยีบเทยีบกบัต้นทีไ่ม่ได้แช่สาร paclobutrazol (con-

trol) พบว่า  จ�ำนวนข้อ จ�ำนวนยอดแขนง จ�ำนวนราก 

น�้ำหนักสดและแห้งของราก มีความแตกต่างทางสถิติ  

แต่ความยาวยอด จ�ำนวนยอด และเปอร์เซ็นต์น�้ำหนัก

แห้งของราก ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ โดย จ�ำนวน
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ข้อ จ�ำนวนยอดแขนง จ�ำนวนราก น�้ำหนักรากสด และ

น�้ำหนักรากแห้ง ที่ระยะเวลาการแช่สาร 72 ชม. พบ

แนวโน้มปรมิาณของข้อ ยอดแขนง ราก น�ำ้หนกัสดราก 

และน�้ำหนักแห้งรากมากที่สุดคือ 34.20 ข้อ และ 7.86 

ยอดแขนง 11.20 ราก 496 มก. และ 85 มก.แต่

เปอร์เซน็ต์น�้ำหนกัแห้งสงูทีส่ดุ 26.21 % ในชดุควบคมุ 

การพัฒนาด้านความยาวยอดน้อยที่สุดเมื่อได้รับ pa-

clobutrazol 4 มก./ล. คือ 5.95 ซม. และกอที่ไม่ได้รับ

การแช่สารมคีวามยาวยอดมากทีส่ดุ คอื 8.94 ซม. เช่น

เดยีวกนักบัจ�ำนวนรากทีม่แีนวโน้มเพิม่ขึน้ในกอทีไ่ม่ได้

รับการแช่สาร paclobutrazol (Table 1) เมื่อพืชได้รับ

การแช่สาร paclobutrazol  ที่จัดอยู่ในกลุ่มสารชะลอ

การเจริญเติบโต มีผลชะลอการแบ่งเซลล์และการยืด

ตัวของเซลล์บริเวณใต้ปลายยอดของกิ่ง ลดความยาว

ของปล้อง  จึงท�ำให้ต้นพืชที่ได้รับสารมีความสูงน้อย

กว่า และ มีใบหนาเขียวเข้มกว่าปกติ (พีรเดช, 2537)  

ซึง่อาจมผีลต่อการสงัเคราะห์แสงเพิม่สงูขึน้  กรณทีีพ่ชื

ไม่ได้รับสาร paclobutrazol  จึงไม่เกิดการยับยั้งการ

ยืดยาวของล�ำต้น จากการสังเกตในชุดความเข้มข้น

ควบคุมมีแนวโน้มการเพิ่มของความสูงต้นมากกว่า

ความเข้มข้นที่ 2 และ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร  ซึ่งอาจมี

ความเกีย่วเนือ่งกบัการท�ำงานของ gibberellins ทีม่ผีล

ต่อการยืดตัวของเซลล์ และการเจริญเติบโตของยอด 

(สมพร, 2545) เมื่อน�ำสารสกัดจากส่วนรากมา

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค TLC และการตรวจทดสอบ

ปฏิกิริยาการด้วยน�ำไปส่องภายใต้แสง UV (λ254  

nm) และตรวจสอบการสะสม stemona alkaloids รวม 

โดยฉดีพ่น dragendorff’ s reagent พบว่าทกุทรทีเมน

ต์มีการสะสมสาร total stemona alkaloids จากการ

เกดิสส้ีม ในทกุทรทีเมนท์ โดยความเข้มของสใีนทกุทรที

เมนต์ มีความเข้มมากกว่า control และมีการเกิดสีส้ม

มากขึ้นที่ความเข้มข้นของการแช่สารที่สูงขึ้น (Figure 

1) สอดคล้องกบังานทดลองของนกัวจิยัหลายรายทีพ่บ

ว่า การเตมิ paclobutrazol มผีลต่อการสะสมสารทตุยิ

ภมู ิซึง่ปรมิาณความเข้มข้นของสาร และระยะเวลาของ

การได้รับ มีผลต่อการสร้างสารต่างๆ แตกต่างกันไป

ตามพืช โดย  Ratnadewi et.al. (2013) พบว่า เซลล์

แขวนลอยของ Cinchona ledgeriana จากโคลนรหัส 

QRC 315 มกีารสะสมสาร quinine  11 % เมือ่เลีย้งใน

อาหารที่เติม paclobutrazol ความเข้มข้น 7 มก./ล. 

เป็นเวลา 7 วัน  Jaleel  et.al. (2009) รายงานการใช้ 

paclobutrazol ทีร่ะดบัความเข้มข้น 5-20 มก./ล. มผีล

ต่อการสะสมของสาร alkaloids ของ  C. roseus L. 

และ  Rarnadewi and Sumaryono (2010) รายงาน

ว่า paclobutrazol ทีค่วามเข้มข้น 5 มก./ล. ท�ำให้มกีาร

สะสม quinoline สูงที่สุดใน 0.950 % ในเซลล์

แขวนลอยของ C. ledgeriana 
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Figure 1 Thin layer chromatography (TLC) of total stemona alkaloids in Stemona curtisii Hook.f. root after 
soaked in liquid supplemented with different concentrations of paclobutrazol at  0, 2 and 4 mg L-1 at 24, 48 
and 72 hours before then cultured on agar MS hormone free medium for 8 weeks compared with control (non-
treated paclobutrazol) 
 
Table 1  Shoot length, shoot number, node number, axillary shoot numbers, root number, root fresh weight, 
root dry weight  and percentage of root dry weight (%DW) of Stemona curtisii Hook.f. plantlets  after soaked in 
liquid Murashige and Skoog medium (MS, 1964) supplemented with different concentrations of paclobutrazol 
at  0, 2 and 4 mg L-1 at 24, 48 and 72 hours before then cultured on agar MS hormone free medium for 8 
weeks compared with control (non-treated paclobutrazol) 

PBZ 
(mg/l) 

  

Soaking 
Periods 

 (hr) 
 

Shoot 
Length 
(cm) 

Shoot 
No 

Node  
No 

Axillary 
shoot  

No 
Root No 

Root weight  
Fresh  
(mg) 

Dry 
(mg) 

% DW 

control (non-treated) 8.18 2.75 13.00c 2.88b 3.14b 92.00d 22.00c 26.21 
0 24 8.94 3.25 21.20b 4.38b 4.60ab 444.00a 76.00ab 17.17 
 48 8.83 3.88 24.75a 5.75ab 7.40ab 490.00a 76.00ab 16.45 
 72 8.68 2.71 25.40a 4.43b 11.20ab 372.50abc 75.00ab 18.87 
2 24 8.05 3.75 22.60a 5.14ab 4.40b 286.00abc 44.00abc 16.74 
 48 6.85 2.86 21.00b 4.88ab 3.20ab 160.00bcd 10.00c 11.43 
 72 7.95 3.71 34.20a 7.86a 8.80a 496.00a 82.00ab 16.80 
4 24 8.61 3.00 22.60a 5.00ab 4.80ab 398.00ab 58.00abc 14.71 
 48 5.95 3.00 16.00c 4.00b 2.40b 112.50dc 32.50bc 22.64 
 72 7.93 3.75 32.50a 7.75a 4.00ab 405.00ab 85.00a 22.35 
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สรุป 

	 การแช่สาร paclobutrazol ในความเข้มข้นและ

ระยะเวลาแตกต่างกันมีผลต่อการเจริญเติบโตและ

พฒันาของต้นกล้าหนอนตายหยากในสภาพปลอดเชือ้ 

ทั้งจ�ำนวนข้อ  และจ�ำนวนยอดแขนง จ�ำนวนราก น�้ำ

หนักสดของราก และ น�้ำหนักแห้งของราก โดยระยะ

เวลาการแช่ที่ 72 ชั่วโมงมีผลต่อการส่งเสริมการเจริญ

เติบโตของต้นกล้าหนอนตายหยากมากที่สุดในทุก

ความเข้มข้นของการแช่สาร และจากการตรวจสอบ

การสะสมอลัคาลอยด์ในส่วนของรากด้วยเทคนคิ TLC 

และการตรวจด้วยการฉีดพ่นสารละลาย Dragen-

dorff’s reagent พบสารสกัด alkaloid ในรากที่แช่ 

paclobutrazol ในทกุทรทีเมนท์และต้นกล้าทีไ่ด้รบัการ

แช่สาร มีแนวโน้มการสะสมสารมากกว่าการไม่ได้รับ

การแช่สาร (control) และการสะสมสาร stemona 

alkaloids รวมเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของ pa-

clobutrazol 
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