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 Callus Induction from in vitro Anther Culture of 
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 Abstract
In vitro anther culture of Andrographis paniculata from Prachin Buri province for callus induction 

was studied. The flower was harvested at the 2-6 days after the flower bud have the highest percentage 
of tetrad stage initiation was use for anther culture well. The anther explants cultured on NLN medium 
supplemented with 0 0.1 0.5 and 1.0 mg/l BAP in combination with 0 0.1 and 0.5 mg/l NAA for 8 weeks. 
The result showed that the most effective treatment for callus induction (8.87 percentage) was culturing 
on NLN medium supplemented with 0.5 mg/l NAA in combination with 1.0 mg/l BAP. The callus cultured 
on NLN medium supplemented with 0.5 mg/l NAA in combination with 1.0 mg/l BAP was incubated 
at the low temperature of 4 °C for 1 and 3 days. It was further transplanted under high temperature 
of 28 30 and 32 °C for 1, 2, 3 and 4 days. The result showed that the highest weight callus was incubated 
on low temperature of 4 °C for 24 day, and then transplanted under high temperature of 28 °C for 
1 days.
Keywords: King bitter, anther culture, callus, temperature

บทคัดยอ
การศึกษาการชักนำใหเกิดแคลลัสจากอับละอองเรณูของฟาทะลายโจรจากแหลงปลูกในพื้นที่จังหวัดปราจีนบุรี

ดวยการเพาะเล้ียงอับละอองเรณูในสภาพปลอดเช้ือ เมื่อศึกษาการพัฒนาของดอกเพ่ือนำมาใชเปนชิ้นสวนพืช พบวา 
ดอกท่ีมีการพัฒนาในระยะ tetrad อัตราสูงในชวงอายุ 2-6 วัน หลังจากดอกปรากฏ ซึ่งเปนระยะท่ีเหมาะสำหรับ

105J. Agri. Prod. 2024
ว. ผลิตกรรมการเกษตร 6(3):105-115



การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณู เมื่อนำไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร NLN ที่เติมสาร BAP ที่ระดับความเขมขน 0 0.1 0.5 และ 
1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ที่ระดับความเขมขน 0 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาอาหารสูตร NLN ที่เติม 
BAP ความเขมขน 1.0 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตรเปนเวลา 8 สัปดาห มีการชักนำ
ใหเกิดแคลลัสสูงสุด และเม่ือนำอับละอองเรณูมาเพิ่มปริมาณแคลลัสดวยการบมที่อุณหภูมิต่ำ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
1 และ 3 วัน ตอเนื่องดวยการบมที่อุณหภูมิ 28 30 และ 32 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 2 3 และ 4 วัน พบวาการบม
ที่อุณหภูมิต่ำ 4 องศาเซลเซียส 1 วัน รวมกับการบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน สามารถเพ่ิมปริมาณ
การชักนำและน้ำหนักแคลลัสของฟาทะลายโจรไดสูงที่สุด
คำสำคัญ: ฟาทะลายโจร การเพาะเล้ียงอับละอองเรณู แคลลัส อุณหภูมิ

คำนำ
ฟาทะลายโจร  (Andrographis paniculata 

(Burm.f.) Wall.ex Nees) อยูในวงศ Acanthaceae 
เปนพืชลมลุก ใบและลำตนมีรสขม มีสารออกฤทธิ์ คือ 
สารแอนโดรกราโฟไลด (andrographolide) ซึ่งเปนสาร
ทีม่สีรรพคุณในการรักษาอาการ ไอ และเจ็บคอ (Valdiani, 
2012) เนื่องจากฟาทะลายโจรยังไมมีสายพันธุที่เปนพันธุ
ทางการคา สายพันธุสวนใหญเปนสายพันธุพื้นเมืองที่เกิด
การผสมพันธุกนัเองตามธรรมชาติ อกีทัง้การปรับปรุงพนัธุ
โดยวธิกีารสรางเมลด็พนัธุลกูผสมอาจตองใชระยะเวลานาน 
จึงใชการปรับปรุงพันธุสมัยใหมเขามาชวยในการปรับปรุง
พันธุฟาทะลายโจรโดยการใชเทคนิคการเพาะเลี้ยง
อับละอองเรณูเพื่อใหไดแคลลัส แลวชักนำใหไดตนออน 
เนื่องจากแคลลัสจะสามารถเพ่ิมปริมาณและชักนำไดงาย 
การใชเทคนิคดังกลาวจึงสามารถลดระยะเวลาในการ
ปรบัปรุงพนัธุจากการผสมตัวเองเพ่ือใหไดพอแมพนัธุทีเ่ปน
พนัธุแทหรอืพนัธุบรสิทุธิท์ีต่องใชการผสมตัวเองไมนอยกวา 
7 รอบการผสม แตการใชเทคนิคการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู
จะใชเวลาเพียง 1-2 รอบ ในการสรางสายพันธุแทหรือ
พันธุบริสุทธ์ิ (ชุติมา และณวงศ, 2563) โดยการเพาะเล้ียง
อับละอองเรณูจะตองมีกรรมวิธีที่เหมาะสมจึงจะชักนำ
ใหเกิดแคลลัส และสามารถชักนำใหเกิดตนออนได

การเพาะเลี้ยงอับละอองเรณู (anther culture) 
เปนการนำอับละอองเรณูมาเพาะเลี้ยงในสูตรอาหาร และ
สภาพแวดลอมที่เหมาะสม สามารถสรางพืชที่มีโครโมโซม
ชดุเดยีว (haploid) ได เมือ่ทำการเพิม่ปรมิาณชุดโครโมโซม
เปนสองเทาจีโนไทปที่ไดจะมีโครโมโซมทุกตำแหนง
เหมอืนกนั (homozygous) จงึสามารถสรางสายพนัธุแทได 
ทำใหการปรับปรงุพนัธุนัน้รวดเร็วขึน้ (Hadziabdic et al., 
2011) ซึง่โดยวธิกีารดัง้เดมิการสรางสายพนัธุแทโดยวธิกีาร
ผสมตัวเองตองใชระยะเวลานาน สงผลใหเสียคาใชจาย

ที่มากในกระบวนการปรับปรุงพันธุ (Yan et al., 2017) 
การเพาะเล้ียงอับละอองเรณูจึงเปนวิธีที่นักปรับปรุงพันธุ
เลือกใชเพื่อปรับปรุงสายพันธุแทของพืช ในการเพาะเลี้ยง
อับละอองเรณูจะใหผลลัพธ 2 กรณี (1) สามารถชักนำ
ใหเปนตน และ (2) การเพาะเล้ียงเพื่อใหไดแคลลัสแลวจึง
ชักนำใหเปนตน การชักนำใหเกิดแคลลัสมากอนแลวจึง
นำมาชักนำใหเกิดเปนตนจะประสบความสำเร็จมากกวา
การเพาะเล้ียงอับละอองเรณูแลวไดตนเลย แคลลัส คือ
กลุมเซลลที่อยูรวมกันโดยยังไมมีการเปล่ียนแปลงไปเปน
อวัยวะ หรือเนื้อเย่ือชนิดตาง ๆ สามารถชักนำใหเกิดตน
หรือราก หากอยูในอาหารและสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม 
การเพาะเล้ียงอบัละอองเรณเูพือ่ใหไดแคลลสันัน้ ชนดิของ
อาหารสงัเคราะหทีใ่ชเพาะเลีย้ง สารควบคมุการเจรญิเตบิโต 
อุณหภูมิ และส่ิงแวดลอมมีผลตอความสำเร็จอยางมาก 
(พันทิพา และคณะ, 2560; Gahan and George, 2008) 
อาหารสังเคราะหที่นิยมใชในการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู
ในงานวจิยัสวนใหญจะใชอาหารสงัเคราะหทีม่กีารเพิม่วติามนิ 
เชน NLN (Lichter, 1982) มีการศึกษาการเพาะเล้ียง
อับละอองเรณูในพริกและมะเขือเทศโดยใชสูตรอาหาร
สังเคราะห NLN พบวาใหปริมาณการเกิดแคลลัสและ
สามารถชักนำใหเกิดตนออนไดสูงสุด (Kim et al., 2008; 
Ahmadi et al., 2015) การชักนำใหเกิดแคลลัสใชสาร
ควบคมุการเจริญเติบโตกลุมไซโตไคนินรวมกับออกซนิ และ
การชักนำใหเกิดตนสวนใหญใชไซโตไคนินเพียงชนิดเดียว 
(ชุติมา และณวงศ, 2563; Lee et al., 2005; Mohajer 
et al., 2012; Maharani et al., 2020) จากการศึกษา
การเพาะเล้ียงอับละอองเรณูในผักกาดโดยใชสูตรอาหาร 
NLN ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน 
6-benzylaminopurine (BAP) ทีร่ะดบัความเขมขน 0 0.5 
และ 1 มลิลกิรมัตอลติร รวมกับสารควบคุมการเจริญเติบโต
กลุมออกซิน naphthaleneacetic acid (NAA) ที่ความ
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เขมขน 0 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาอาหารสูตร 
NLN ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 
1 มิลลิกรัมตอลิตร ใหผลการชักนำเปนแคลลัส และราก
สูงที่สุด (Smykalova et al., 2006) อุณหภูมิก็เปนปจจัย
สำคัญในการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู เพราะอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมสามารถชวยกระตุนใหเกิดการชักนำแคลลัส
ไดมากขึ้น ในพืชบางชนิดการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู
ในระยะแรกท่ีอณุหภมูสิงูจะไปกระตุนใหเกดิการแบงเซลล
ของละอองเรณใูหทำงานเรว็ขึน้ (Bajaj, 1990) และการทีพ่ชื
ไดรับอุณหภูมิที่ต่ำกวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญ
เติบโตจะชวยชักนำใหเกิดยอดในการเพาะเลี้ยงเซลล
สืบพันธุได จากการศึกษาอุณหภูมิโดยการเพาะเลี้ยง
อบัละอองเรณใูนขาวสาล ีพบวาทีอ่ณุหภมูติำ่ 4 องศาเซลเซยีส 
และบมตอที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สามารถชักนำ
แคลลัส และสามารถชักนำเปนตนได นอกจากนี้ระยะ
การพัฒนาของดอกมีผลตอความสำเร็จในการเพาะเลี้ยง
อับละอองเรณูในพืชเปนอยางมาก (Wilken et al., 2005) 
โดยระยะดอกท่ีมีความเหมาะสมคือระยะท่ีมีการสราง
ไมโครสปอรในระยะ tetrad ระยะนี้เปนระยะที่สามารถ
เพาะเลี้ยง และชักนำใหเกิดตนออนได (สมาพร และคณะ, 
2563)

งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงคเพ่ือหากรรมวธิทีีเ่หมาะสม
ในการชักนำใหเกดิแคลลัสดวยการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู
ในฟาทะลายโจร เพื่อสามารถนำไปใชเปนแนวทางในการ
เพาะเล้ียงอบัละอองเรณูของฟาทะลายโจรเพ่ือการปรับปรุง
พันธุตอไป

อุปกรณและวิธีการ
 1. การศกึษาระยะดอกทีเ่หมาะสมสำหรบัการเพาะเลีย้ง

อับละอองเรณู
การทดลองที่ 1 นำดอกฟาทะลายโจรท่ีมีแหลงปลูก

ในจังหวัดปราจีนบุรีมาทำการศึกษาการพัฒนาของละออง
เกสรตัวผู โดยนำดอกที่มีระยะการพัฒนาที่แตกตางกัน 
10 ระยะ คือ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 วัน หลังตาดอก
ปรากฏ หยดดวยสียอม acetocarmine ความเขมขน 
0.002 M แลวใชวธิ ีSquash technique และจึงนำไปตรวจ
การพัฒนาของละอองเกสรเพศผูภายใตกลองจุลทรรศน
แบบเชิงประกอบ (Compound light microscope) เก็บ
บนัทกึขอมลูเปอรเซน็ตไมโครสปอรในระยะ tetrad (n=4) 

ซึ่งเปนระยะที่ละอองเกสร 4 เซลลอยูติดกัน เนื่องจากการ
แบงเซลลแบบไมโอซิส

2. การศึกษาผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอ
การชักนำใหเกิดแคลลัส

การทดลองที่ 2 นำดอกที่มีการพัฒนาในระยะ 
tetrad สูงสุด มาเล้ียงในอาหารสังเคราะหสูตร NLN ที่เติม
สารควบคมุการเจรญิเตบิโตทีร่ะดบัความเขมขนแตกตางกนั 
มีการวางแผนโดยวางแผนการทดลองแบบ 4×3 factorial 
in CRD ประกอบดวย 2 ปจจัย ดังนี้ ปจจัยที่ 1 สารควบคุม
การเจริญเติบโต 6-benzylaminopurine (BAP) ที่ระดับ
ความเขมขน 0 0.1 0.5 และ 1 มิลลิกรัมตอลิตร และ
ปจจยัที ่2 สารควบคมุการเจรญิเตบิโต naphthaleneacetic 
acid (NAA) ที่ระดับความเขมขน 0 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมทั้งสิ้นจำนวน 12 สูตรอาหาร  โดยใชน้ำตาล 
2 เปอรเซ็นต ปรับคาความเปนกรด-ดางที่ 5.7-5.8 จากนั้น
นำไปเล้ียงในหองอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในที่มืด 
1 สปัดาห  แลวจงึนำไปเลีย้งไวในทีม่แีสงโดยมคีวามเขมแสง 
3,000 ลกัซ 16 ชัว่โมงตอวนั ดำเนนิการทดลองโดยนำดอก
ทีม่เีปอรเซน็ตการพัฒนาในระยะ tetrad ทีส่งูทีส่ดุ มาฟอก
ฆาเชื้อผิวภายนอกดวยสารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด 
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต เปนระยะเวลา 5 นาที เม่ือครบ
ระยะเวลาลางดวยลางดวยนำ้กลัน่ทีผ่านการนึง่ฆาเชือ้แลว
จำนวน 3 ครัง้ ในตูปลอดเช้ือ แลวจงึนำไปแยกอับละอองเรณู
สำหรับเพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะหสูตรตาง ๆ ตามที่
วางแผนการทดลองไวขางตน ทำการเพาะเลีย้งเปนระยะเวลา 
8 สัปดาห เก็บบันทึกขอมูลจำนวนอับละอองเรณูที่พัฒนา
เปนแคลลัส การเกิดแคลลัส (เปอรเซ็นต) น้ำหนักแคลลัส 
(มิลลิกรัม) และลักษณะของแคลลัส นำมาวิเคราะหความ
แปรปรวนทางสถิติ และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลีย่ดวยวธิ ีDuncan’s multiple range test (DMRT) 
ดวยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 26

3. การศึกษาอุณหภูมติอการเพ่ิมปริมาณการเกิดแคลลัส
โดยการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู

การทดลองที่ 3 นำดอกที่มีการพัฒนาในระยะ 
tetrad สูงที่สุด มาเลี้ยงในอาหารสังเคราะหสูตร NLN 
ที่มีปริมาณการชักนำใหเกิดแคลลัส และน้ำหนักที่สูงที่สุด 
นำมาบมที่อุณหภูมิที่แตกตางกัน เพื่อเพิ่มปริมาณของ
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แคลลัสและน้ำหนัก โดยวางแผนการทดลองแบบ 2×3×4 
factorial in CRD  ประกอบดวย 3 ปจจัย  ดังน้ี ปจจัยที่ 1 
ระยะเวลาบมที่อุณหภูมิต่ำ 4 องศาเซลเซียสที่ 1 และ 3 วัน 
ปจจัยที่ 2 อุณหภูมิที่ใชบม คือ 28 30 และ 32 องศา
เซลเซียส และ ปจจัยที่ 3 ระยะเวลาท่ีทำการบมที่อุณหภูมิ
ตางกนั คอื 1 2 3 และ 4 วนั รวมทัง้สิน้จำนวน 24 สิง่ทดลอง 
โดยมีวิธีการดังนี้ นำสูตรอาหารที่ไดจากการทดลองที่ 2 
ที่พบวามีปริมาณการชักนำแคลลัสสูงที่สุด และมีปริมาณ
นำ้หนกัสงูท่ีสดุ นำมาเพาะเลีย้งอบัละอองเรณโูดยใชวธิกีาร
ทีก่ลาวไปแลวในข้ันตอนของการทดลองท่ี 2 จากน้ันจงึนำมา
ศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเพิ่มปริมาณการชักนำ
ใหเกิดแคลลัส โดยนำอับละอองเรณูไปบมที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียสที่ระยะเวลา 1 และ 3 วัน จากน้ันศึกษา
อุณหภูมิตอที่ 28 30 และ 32 องศาเซลเซียส ระยะเวลา
ที่ทำการบม 1 2 3 และ 4 วัน ในที่มืด จากน้ันแลวจึงนำไป
เลีย้งไวในทีม่แีสงโดยมคีวามเขมแสง 3,000 ลกัซ 16 ชัว่โมง
ตอวนั ทีอ่ณุหภมู ิ25±2 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 สปัดาห 
เก็บบันทึกขอมูลการเกิดแคลลัส (เปอรเซ็นต) น้ำหนักของ
แคลลัส (มลิลกิรมั) และลักษณะของแคลลัส นำมาวิเคราะห
แปรปรวนทางสถิติ และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลีย่ดวยวธิ ีDuncan’s multiple range test (DMRT) 
ดวยโปรแกรม IBM SPSS Statistics 26

ผลการวิจัยและวิจารณผล
 เมื่อนำอับละอองเรณูจากดอกฟาทะลายโจร

ที่มีระยะการพัฒนา 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 วัน 
หลังตาดอกปรากฏ มาศึกษาพัฒนาการของอับละอองเรณู
ในระยะ tetrad พบวาระยะดอกท่ีมีเปอรเซ็นตการพัฒนา
ในระยะ tetrad (Figure 1A) อยูในชวงระยะการพัฒนา
ของดอก 2 3 4 5 และ 6 วัน หลังจากตาดอกปรากฏ 
ที ่13.63 10.90 9.09 0.90 และ 0.90 ตามลำดับ (Table 1) 
โดยวันที่ 3 หลังจากตาดอกปรากฏ พบวามีการพัฒนาของ
ดอกในระยะ tetrad มากที่สุด หลังจากชวงวันที่ 5 ดอก
ฟาทะลายโจรไดมีการพัฒนาไปเปนละอองเรณูหรือระยะ
ทีส่มบรูณพรอมรบัการผสมเกสร (Figure 1B) จากการศกึษา
รอยละของการพัฒนาในระยะ tetrad อยูในชวงระยะดอก
ที่ 2 3 และ 4 วัน หลังจากตาดอกปรากฏ ซึ่งเปนระยะดอก
ทีเ่หมาะสมของพัฒนาการไมโครสปอรทีส่ามารถนำไปเพาะ
เลีย้งดวยวิธกีารเพาะเล้ียงอับละอองเรณูของฟาทะลายโจร 
เนือ่งจากระยะน้ีสามารถชักนำใหเกิดแคลลัส และสามารถ

พัฒนาไปเปนตนได เพราะเปนระยะที่มีผนังเซลลที่บาง
สามารถชักนำไดงาย  (สมาพร และคณะ, 2563)

 จากการศกึษาผลของสารควบคมุการเจรญิเตบิโตตอ
การชักนำใหเกิดแคลลัส พบวาสารควบคุมการเจริญเติบโต
มีผลตอการชักนำให เกิดแคลลัสของอับละอองเรณู
ในฟาทะลายโจร โดยการเตมิสาร BAP ทีร่ะดบัความเขมขน 
1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสาร NAA ที่ระดับความเขมขน 
0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีเปอรเซ็นตการชักนำแคลลัสสูงสุด 
8.87 เปอรเซ็นต ลักษณะสีของแคลลัสมีสีเขียว เกาะกัน
แบบแนน (compact callus; CP) และใหปริมาณน้ำหนัก
สงูสดุ 0.830 มลิลกิรมั (Table 2) เม่ือวิเคราะหผลทางสถิติ 
พบวาสารควบคุมการเจริญเติบโตทั้งสองมีอิทธิพลรวมกัน
ทำใหมีผลตอการชักนำใหเกิดแคลลัสของการเพาะเลี้ยง
อับละอองเรณูในฟาทะลายโจร อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
จากตารางจะเห็นไดวาหากมีสารควบคุมการเจริญ
ทั้ง 2 ชนิดจะมีการชักนำใหเกิดแคลลัสไดดีกวามีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตเพียงชนิดเดียว สอดคลองกับ
การศึกษาการชักนำแคลลัส และการชักนำใหเกิดพืช 
haploid ใน Primula forbesii Franch พบวาอาหาร
สังเคราะหที่เติมสาร BAP ที่ระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัม
ตอลิตร รวมกบัสาร NAA ทีร่ะดับความเขมขน 0.5 มลิลกิรัม
ตอลติร สามารถชกันำแคลลสัไดสงูทีส่ดุ (Jia et al., 2014) 
เชนเดียวกับการศึกษาการเพาะเล้ียงอับละอองเรณูของ 
Lupinus angustifolius บนอาหารสังเคราะหที่เติมสาร 
BAP ที่ระดับความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับสาร 
NAA ที่ระดับความเขมขน 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร มีผลตอ
การชกันำแคลลสัทีม่ากขึน้ และมกีารชวยชวีติแคลลสัทีเ่ปน
สีน้ำตาลดวยอาหารสูตรเดียวกันนี้ (Kozak et al., 2012) 
จากการศึกษาปริมาณการใชสาร พบวาหากเติมสาร BAP 
รวมกับสาร NAA เพิ่มขึ้นก็จะทำใหปริมาณของการชักนำ
แคลลัส และน้ำหนักเพ่ิมขึน้ตามไปดวย และจากตารางท่ี 2 
(Table 2) จะเห็นไดวาอิทธิพลของสารควบคุมการเจริญ
เติบโตของสาร BAP ตอน้ำหนักแคลลัสมีความแตกตาง
อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ดวยเหตุนี้สันนิษฐานไดวาสาร 
BAP มีผลตอน้ำหนักแคลลัสมากกวาสาร NAA รูปแบบ
แคลลัสทีพ่บในการเพาะเล้ียงอบัละอองเรณูในฟาทะลายโจร 
มแีบบชนิดเกาะกนัแบบแนน (compact callus; CP) และ
แบบเกาะกันแบบหลวม (friable callus; FB) ลักษณะสี
ของแคลลสัมสีเีขยีว เหลอืง และมวง ซึง่รปูแบบการเกาะกนั
ของแคลลัสมีผลมาจากสมดุลของสารควบคุมการเจริญ
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เติบโตของทั้งไซโตไคนิน ออกซินที่สูญเสียไป (Redway 
et al., 1990) และปจจัยดานส่ิงแวดลอมอ่ืน ๆ เชน ระยะ
การพัฒนาของดอก อุณหภูมิ ปริมาณของซูโคส และแสง 
(Seguí and Nuez, 2008)

อุณหภูมิเปนปจจัยสำคัญที่มีผลตอความสำเร็จ
รองลงมาจากสูตรอาหารสังเคราะห และปริมาณของสาร
ควบคมุการเจรญิเตบิโต จะเหน็ไดวาการศกึษาอณุหภมูเิพือ่
เพิ่มปริมาณของแคลลัสโดยการเพาะเล้ียงอับละอองเรณู
ในฟาทะลายโจร เมือ่เพาะเลีย้งอับละอองเรณูของฟาทะลายโจร 
ในอุณหภูมิปกติ (25±2 องศาเซลเซียส) โดยที่ไมไดทำการ
บมกอน (ในการทดลองท่ี 2) ปริมาณของการชักนำใหเกิด
แคลลัส และนำ้หนกัของแคลลสัมคีวามแตกตางกนั การบม
อุณหภูมิที่เหมาะสมจะชวยเพ่ิมปริมาณการชักนำแคลลัส
ในการเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูของฟาทะลายโจรได 
(เปอรเซ็นต) โดยเพิ่มขึ้นจาก 8.87 เปน 9.19 (Table 3) 
และเพ่ิมปริมาณน้ำหนักแคลลัส จาก 0.830 เปน 3.274 
มลิลิกรมั จากการวิเคราะหทางสถิต ิพบวามอีทิธพิลรวมกัน
ของปจจัยทั้ง 3 ปจจัย ทำใหมีผลตอการชักนำใหเกิด
แคลลัส และปริมาณน้ำหนักของแคลลัสโดยการเพาะเล้ียง
อับละอองเรณูในฟาทะลายโจร อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 
แตจำนวนวนัในการบมอุณหภมูติำ่และจำนวนวนัในการบม
อุณหภูมิสูงพบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญ 
การศึกษาที่ผานมาพบวาอุณหภูมิของการบมมีสวนสำคัญ
ในความสำเร็จของการชักนำใหเกิดแคลลัส และชักนำ
ใหเกดิตนออนโดยการเพาะเลีย้งอบัละอองเรณ ูโดยไดมกีาร
ศึกษาในมะเขือเทศซึ่งไดนำอับละอองเรณูมาเพาะเลี้ยง 
และไดบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 1 วัน และ
บมตอที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตออีก 2 วัน สามารถ
ชักนำใหพืชเกิดแคลลัส และพัฒนาไปเปนตนออนได 
(Ahmadi et al., 2015) อุณหภูมิที่เหมาะสมสำหรับ

การบมของพืชจะอยูในชวง 28-32 องศาเซลเซียส เพราะ
จะทำใหพืชตอบสนองตอความเครียดโดยสิ่งเราที่เกิดจาก
อุณหภูมิ นอกจากนี้แสงก็มีผลตอการชักนำใหเกิดแคลลัส
ในพืช เนื่องจากทำใหพืชตอบสนองตอความเครียด
เชนเดียวกับอุณหภูมิ (Custers et al. 1994; Touraev 
et al., 1996 and Raina and Irfan., 1998) จึงตอง
มีการนำพืชที่เพาะเล้ียงอับละอองเรณูนำไปเพาะเล้ียง
ในที่ไมมีแสงกอน แลวจึงนำมาไวในที่มีแสงเพื่อทำใหพืช
ตอบสนองตอความเครียดที่เกิดจากแสงเปนตัวกระตุน 
จากผลการวิจยันีพ้บวาเปนไปในทิศทางเดียวกนั เนือ่งจาก
การบมที่อุณหภูมิที่อยูในชวง 28-32 องศาเซลเซียส 
ซึง่การทดลองนีไ้ดทำการทดสอบแลวใหผลลพัธในการเพิม่
ปริมาณแคลลัส และน้ำหนักสูงที่สุดของการเพาะเลี้ยง
อบัละอองเรณใูนฟาทะลายโจรทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซยีส 
ตอดวยการบมทีอ่ณุหภมู ิ28 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 วนั 
แคลลัสที่ เกิดจากการเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูของ
ฟาทะลายโจรใหสทีีต่างกัน โดยแคลลัสทีใ่หสเีขยีว (Figure 
2B) ตางจากแคลลัสที่เปนสีเหลืองน้ำตาล (Figure 2C) 
นอกจากแคลลัสที่เปนสีเขียว สีเหลือง และสีน้ำตาลแลว 
ยังพบแคลลัสที่เปนสีมวง (Figure 2I) ซึ่งเกิดจากการผลิต
สารทุติยภูมิคือสารกลุมแอนโทไซยานิน หรือฟลาโวนอยด 
และแคลลัสสีเขียวเกิดจากการผลิตสารกลุมคลอโรฟลล 
(Winarto et al., 2011) ความสามารถในการฟนฟูของ
แคลลัสที่แตกตางกันอาจมีสาเหตุมาจากอุณหภูมิ โดย
แคลลัสที่มีสีเขียว จะสามารถพัฒนาไปเปนยอด และราก 
(Figure 2G) ไดดกีวาแคลลัสทีเ่ปนสเีหลือง แคลลัสสเีหลือง
มกีารพฒันาทีต่ำ่ไมสามารถพฒันาไปเปนยอดได ดวยเหตนุี้
สแีคลลัสอาจเปนอีกทางเลือกใหกบันกัพฒันาและปรับปรงุ
พันธุพืชเพื่อใชเปนเกณฑในการคัดเลือกเพื่อสรางความ
แตกตางได

 Table 1 Percentage of tetrad stage of meiosis in Andrographis paniculata

Age of fl ower bud development (days) No. of anther Percentage of tetrad stage (%)

1
2
3
4
5
6

110
110
110
110
110
110

0.00
13.63
10.90
9.09
0.90
0.90
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Age of fl ower bud development (days) No. of anther Percentage of tetrad stage (%)

7
8
9
10

110
110
110
110

0.00
0.00
0.00
0.00

Figure 1 Pollen stage from anther of Andrographis paniculata. A) tetrad stage. and B) pollen.

Table 1 Percentage of tetrad stage of meiosis in Andrographis paniculata (Cont.)

A B

Table 2 Percentage of callus formation in NLN medium supplement with different concentrations of 

BAP and NAA of Andrographis paniculata (Mean±SE)

Plant growth regulators Percentage of 
callus

Weight (mg) Color of callus
Characteristics 

of callusBAP (mg/l) NAA (mg/l)

0
0
0

0.1
0.1
0.1
0.5
0.5
0.5
1
1
1

0
0.1
0.5
0

0.1
0.5
0

0.1
0.5
0

0.1
0.5

-
-

0.009±0.02gh

0.124±0.01gh

0.400±0.03fg

0.633±0.02f

1.715±0.00e

2.325±0.13d

2.622±0.01d

4.905±0.00c

5.425±0.14b

8.887±0.02a

-
-

0.000±0.01h

0.107±0.01g

0.143±0.01f

0.174±0.01e

0.223±0.00d

0.436±0.01c

0.446±0.00c

0.578±0.01b

0.583±0.01b

0.830±0.01a

-
-

Yellow
green
green
green
green
green
green
green
green
green

-
-

FB
FB
FB
FB
CP
CP
CP
CP
CP
CP

F-test
Sig (BAP)
Sig (NAA)
Sig (BXN)

 *
*
*

*
ns
ns

Remarks: * Significantly difference test with 95 % confident level (P≤0.05)
 ns Non-Significantly difference test with 95 % confident level (P>0.05)
 1 Means within a column followed by the same letter are not significantly at P≤0.05 by DMRT
 CP Compact callus FB Friable callus
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Table 3 Percentage of callus formation in NLN medium supplement with the combination of BAP 

1 mg/l and NAA 0.5 mg/l from various temperatures and different period of incubation in 

Andrographis paniculata for 8 week. (Mean±SE)

Temperature 

Incubation
(Day)

Percentage 
of callus 

Weight 
(mg)

Color of 
callus 

Characteristics 
of callus

Cool 
treatment 

(oC)

Time 
(Day)

Heat 
shocked 

(oC)

4

4

4

4

4

4
�

1

1

1

3

3

3
�

28

30

32

28

30

32
�

1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4
1
2
3
4

9.116±0.31 a

8.154±0.15 ab

5.762±0.21 c

3.534±0.74 d

3.140±0.04 de

1.604±0.34 fg

0.694±0.29 ghi

0.176±0.11 hi

0.950±0.43 fghi

0.506±0.37 ghi

0.074±0.16 i

-
7.724±0.26 b

7.172±0.03 b

3.000±0.04 de

0.002±0.02 i
2.010±0.01 ef

1.528±0.01 fg

0.906±0.04 fghi

0.002±0.05 i

0.945±0.01 fghi

0.262±0.01 hi

-
-

3.274±0.06a

3.084±0.04b

2.400±0.01d

2.054±0.03f

1.126±0.06h

0.718±0.35i

0.315±0.01kl

0.206±0.02lm

0.356±0.02k

0.114±0.01mn

0.003±0.01n

-
2.886±0.04c

1.756±0.02f

1.460±0.03g

0.290±0.02kl

0.734±0.05i

0.510±0.04j

0.218±0.03lm

-
0.208±0.03lm

0.326±0.02kl

-
-

green,violet
green
green
green
green
green
green
green

Yellowish-white
Yellowish-white
Yellowish-white
no response.

green
green

green-white
green-white

Yellowish-white
Yellowish-white
Yellowish-white

Brown
Brown
Brown

-
-

CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
FB
FB
FB
-

FB,CP
FB,CP

FB
FB
FB
FB
FB
FB
FB
FB
-
-

F-test
sig (Time)
sig (Heat)
sig (Incubation)
sig (Heat x Incu)
sig (Heat x Time)
sig (Incu x Time)
Sig (HeatxIncuxTime)

*
*
*
*
*
ns
*

*
*
*
*
*
*
*

Remarks: * Significantly difference test with 95 % confident level (P≤0.05).
 ns Non-Significantly difference test with 95 % confident level (P>0.05), 
 CP Compact callus. FB Friable callus.
 1 Means within a column followed by the same letter are not significantly at P≤0.05 by DMRT.
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Figure 2 Characteristics of callus derived from anther culture of Andrographis paniculata. on NLN 

medium supplement with BAP 1mg/l and NAA 0.5mg/l after A) 2 weeks. B) 5 weeks (green 

callus). C) 20 days (Friable callus and yellowish callus). D) 30 days (Friable callus). E) 35 days 

(Friable callus). F) 35 days (compact callus). G) 35 days (Friable callus). (arrow indicates root 

initiation from callus). H) 45 days. (arrow indicates compact callus with heart shape). and 

I) 28 day (arrow indicates compact callus and violet callus).

A B C

D E F

G H I
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สรุปผลวิจัย
1. อบัละอองเรณูในระยะ tetrad เปนระยะทีเ่หมาะ

สำหรับการเพาะเลี้ยงอับละอองเรณูของฟาทะลายโจร 
พบมากในดอกที่มีอายุระหวาง 2-6 วัน หลังดอกปรากฏ

2. อาหารสูตร NLN ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร 
รวมกับ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร ชักนำใหเกิดแคลลัส
สูงสุด (8.87 เปอรเซ็นต) สวนอาหารที่เติม NAA เพียง
อยางเดียว 0.1 มิลลิกรัมตอลิตร ไมมีการชักนำใหเกิด
แคลลัสในฟาทะลายโจร ในขณะท่ีอาหารสูตร NLN ที่เติม 
BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร 
แคลลสัมนีำ้หนกัสูงสดุ 0.830 มลิลกิรมั รองลงมาไดแกสตูร
ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0.1 มิลลิกรัม
ตอลิตร แคลลัสมีน้ำหนักรองลงมา 0.583 มิลลิกรัม

3. ลักษณะของแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร 
NLN ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0.5 
มิลลิกรัมตอลิตร มีสีเขียว เกาะกันแบบแนน สวนแคลลัส
ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร NLN ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอ
ลติร รวมกบั NAA 0.1 มลิลกิรมัตอลติร มสีเีขยีวเหลอืงและ
สีเหลืองเกาะกันแบบแนน และอาหารที่เติม BAP 0.1 
มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ NAA 0 0.1 และ 0.5 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีสีเขียวเหลือง และสีเหลือง เกาะกันแบบหลวม ๆ

4. การเพาะเล้ียงอับละอองเรณูฟาทะลายโจรบน
อาหารสูตร NLN ที่เติม BAP 1 มิลลิกรัมตอลิตร รวมกับ 
NAA 0.5 มิลลิกรัมตอลิตร เพื่อเพิ่มปริมาณแคลลัสที่บม
ในอุณหภูมิต่ำท่ี 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน รวมกับ
การบมที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 วัน ทำให
แคลลัสฟาทะลายโจรมีเปอรเซ็นตการเพิ่มปริมาณเพิ่มขึ้น 
(9.116 เปอรเซ็นต) มีปริมาณน้ำหนักสูงที่สุด (3.274 
มิลลิกรัม) สวนการบมที่อุณหภูมิต่ำ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 วัน และบมตอที่อุณหภูมิสูง 32 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 วนั ไมสามารถตอบสนองตอการเพ่ิมปริมาณแคลลัส
ของฟาทะลายโจร
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