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บทคัดย่อ 

การเพาะเลี้ยงอับเรณูมีความส าคัญตํอการผลิตพืชดับเบิลแฮพลอยด์ ซึ่งมีประโยชน์ตํอการ

ปรับปรุงพันธุ์พืช และงานทางด๎านชีววิทยา งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ 1) ประเมินความสัมพันธ์

ระหวํางสัณฐานวิทยาของดอกกับระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ 2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตํอการ

ผลิตทานตะวันดับเบิลแฮพลอยด์ 3) ประเมินระดับโพลีพลอยดีในเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ทรีตด๎วย

สารละลายโคลชิซิน  

ในการทดลองครั้งนี้ได๎แบํงอับเรณูออกเป็นสามกลุํมตามชนิดวงดอกยํอยคือ กลุํมที่ 1 เป็นดอก

ยํอยที่อยูํวงนอกสุด กลุํมที่ 2 และกลุํมที่ 3 จะถัดเข๎ามาด๎านในของจานของระยะดอก R5.1 การศึกษา

ระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ระยะนิวเคลียสเดียวโดยใช๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสงและกล๎อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอน วัดลักษณะสัณฐานวิทยาสํวนดอกยํอยและอับเรณู ได๎แกํ ความกว๎าง และความ

ยาว ศึกษาผิวของไมโครสปอร์และละอองณูโดยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (SEM) และ

ศึกษาโครงสร๎างภายในของไมโครสปอรด์๎วยจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM)  

การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมตํอการเพาะเลี้ยงอับเรณู โดยน าอับเรณูมาเพาะเลี้ยงในอาหาร

สังเคราะห์สูตร MS ดัดแปลงจ านวน 4 สูตร นาน 30 วัน ท าการเพ่ิมชุดโครโมโซมในเอ็มบริโอนิค 

แคลลัสด๎วยการแชํในสารละลายโคลชิซินที่ความเข๎มข๎น 0, 300, และ 600 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 0, 3 

และ 6 ชม. และย๎ายลงในอาหารชักน าให๎เกิดล าต๎น น าตัวอยํางไปตรวจสอบชุดโครโมโซมด๎วยเครื่อง

โฟลว์ ไซโตเมทรี  

ผลการศึกษาพบวํา ขนาดดอกยํอยและขนาดของอับเรณูมีความสัมพันธ์กับเปอร์เซนต์ระยะ

พัฒนาการของไมโครสปอร์ระยะนิวเคลียสเดียว วงดอกยํอยที่ 1 มีดอกยํอยขนาดใหญํมีระยะ mid-to 

late uninucleate30.44% มากกวําวงดอกยํอยที่ 2 และ  3 ตามล าดับซึ่งมีขนาดเล็กกวําและมี mid-

to late uninucleate ต่ าสุด 12.00% สํวนทานตะวันพันธุ์ S473 มีขนาดดอกยํอยใหญํที่สุด คุณภาพ

และปริมาณของไมโครสปอร์และเรณูตํอดอก พบวําวงที่ 2 ละอองเรณูมี 22,475-28,106 เม็ด ความมี

ชีวิตของเรณมูีคํา 94.55% -99.83% 

การศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมตํอการพัฒนาของอับเรณูไปเป็นต๎นใหมํ พบวําอับเรณูที่ได๎จากวง

ดอกยํอยที่ 2 เมื่อน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร A2 ที่ประกอบด๎วยฮอร์โมน 2 มก/ล NAA 1 มก/ล BAP 

และ 500 มก/ล CH อับเรณูสามารถพัฒนาไปเป็นเอ็มบริโอนิคแคลลัสมากที่สุด 11.15 % และวงที่ 1 

เกิดแคลลัสสูงสุด 45.03 % ทานตะวันพันธุ์ S473 ชักน าให๎เกิดแคลลัสสูงสุด 42.38 % สํวนพันธุ์ 
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Prado red ให๎เอ็มบริโอนิคแคลลัส 10.37% และพันธุ์แปซิฟิค 22 มีการเจริญเติบโตของแคลลัสสูงที่สุด 

เมื่อน าเอ็มบริโอนิคแคลลัสมาชักน าให๎เกิดต๎นตํอพบวําเกิดการตอบสนองได๎ดีในอาหารสูตร MS ที่

ประกอบด๎วย 2 มก/ล BAP, 500 มก/ล CH และ 0.2% ผงถําน บางแคลลัสสามารถพัฒนาเป็นต๎นและ

ราก แตํไมํสามารถพัฒนาไปเป็นต๎นที่สมบูรณ์ได๎  

ผลการศึกษาอิทธิพลของโคลชิซินตํอการเพ่ิมชุดโครโมโซมพบวําแคลลัสมีการรอดชีวิตสูงสุดพบ

ในพันธุ์ S473 มีคํา 92.07% แคลลัสมีขนาดใหญํในพันธุ์ Prado red  12.29 มม สํวนการเพ่ิมชุด

โครโมโซมพบวําในพันธุ์แปซิฟิค 22 ให๎คํา 2N สูง 24.61% สํวนกลุํมที่ไมํให๎สารละลายโคลชิซินพบวํา

การเพ่ิมชุดโครโมโซมมีคําสูงสุด 37.64% และเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่แชํในสารละลายโคลชิซิน 100 ไม

โครโมลาร์ นาน 6 ชม สามารถพัฒนาไปเป็นรากล าต๎นได๎  
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Abstract 

 

Genotype, media component, microspore development stage, and culture 

condition have a profound effect on the fate of anther culture. The objectives of this 

work were 1) to optimize factors affecting doubled haploid production of sunflower 

plants 2) to evaluate the correlation between morphology of flower bud and 

microspore developmental stage under laboratory conditions, and 3) To evaluate 

polyploid level in anther derived callus after pretreatment colchicine. In these studies, 

anthers were divided into three groups; namely  whorl 1, 2, and 3 of R5.1 reproductive 

stage. Structural uninucleate stages and anthers were examined using light microscopy. 

To correlate the microspore stage with floret bud, stereomicroscopes, scanning 

electron microscopy (SEM), and transmission electron microscope (TEM) were 

performed.  

For anther culture study, anthers of each group were cultured on various callus 

induction media. Thirty-day after culture, the anther-derived callus were transferred to 

shoot induction media. Colchicine solutions were applied for doubling chromosomes 

assay, then embryonic calli were transferred to shoot induction medium. Some 

embryonic calli were examined for chromosome double with flow cytometer and 

some calli were sub- cultured on the same media every 14 days. 

For correlation study on the microspore stage and floret bud size, it was found 

that floret whorl 1 had the largest floret bud size and obtained mid-late uninucleate 

stage 30.44%, while floret whorl 3 had the lowest mid-late uninucleate stage 12.00%. 

Prado red showed the maximum of mid-to late uninucleate stage 26.89% and S473 

had the maximum early uninucleate microspore stage. For microspore per anther, 

floret whorl 2 had the maximum number of pollen grain about 22,475 grains. In 

contrast, Pacific 22 had the maximum number of microspore per floret about 28,106 
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grains. Pollen viability was observed the maximum in floret whorl 1 at 94.55%, and 

Pacific 22 had the maximum pollen viability 99.83%. 

The maximum of embryonic callus 11.15 % was found in floret whorl 2 that 

was cultured on 2 mg/l NAA, 1 mg/l BAP and 500 mg/l CH. While anthers from floret 

whorl 1 gave the maximum of callus induction 40.03 %. S473 gave the maximum of 

callus induction about 42.38%. Prado red gave the embryonic callus about 10.37%. 

Embryonic calli showed the best response in basal MS containing 2 mg/l BAP, 500 mg/l 

CH and 0.2% activated charcoal. For the effect of colchicine on doubled chromosome, 

it was found that the maximum survival rate of embryonic calli was found in S473 

genotype. The high frequency of doubling chromosome (2N) was observed in Pacific 

22. Anther derived calli treated with 100 µM colchicine for 6 hr could produce shoot 

and root formation in all genotypes, however completed plantlets could not be 

obtained.Therefore, further studies on double haploid plants production in sunflower 

needs to be intensively investigated in the future.  

 

 

  




