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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.  
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บทที่  1 

บทน า 

 

1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหาวิจัย 

ทานตะวัน (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน้ ามันอันดับ 3 ที่มีความส าคัญในตลาดโลก รอง

จากถั่วเหลือง (soybean) และเรพซีด (rapeseed) (FAO, 2016) มีการปลูกแพรํหลายไปทั่วโลก 

โดยเฉพาะในทวีปยุโรป อเมริกา และเอเชีย นอกจากจะปลูกเพ่ือสกัดน้ ามันแล๎ว เกษตรกรยังน ามาปลูก

เพ่ือการทํองเที่ยวได๎อีกด๎วย ทานตะวันที่เกษตรกรนิยมปลูกคือพันธุ์สกัดน้ ามัน (edible oil) เพราะวําใน

เมล็ดทานตะวันให๎น้ ามันที่มีคุณภาพและคุณคําทางโภชนาการสูง โดยอุดมไปด๎วยกรดไขมันไมํอ่ิมตัว

จ าพวก กรดโอเลอิก ลิโนเลนิค และอราชิโนอิก อยูํประมาณ 60-70%  นอกจากจะมีการน าทานตะวัน

มาใช๎เพ่ือการบริโภคโดยตรง ยังสามารถน าไปใช๎ประโยชน์ในด๎านอุตสาหกรรม เชํน ท าเนย เทียม สี 

น้ ามันชักเงา สบูํ เครื่องส าอาง ยา น้ ามันหลํอลื่น ใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์ ท าเชื้อเพลิง ท ากระดาษ 

นอกจากนี้ยังเป็นแหลํงทํองเทียวเพิ่มรายได๎ให๎กับประเทศ 

ปี พ.ศ. 2556 ประเทศไทยได๎มีการปลูกทานตะวันประมาณ 56,345 ไรํ ผลผลิต 11,060 ตัน 

(ปิยะรัตน์ และคณะ, 2556) ในปี พ.ศ. 2558 มีพ้ืนที่เพาะปลูก 34,882 ไรํ ผลผลิต 9,239 ตัน ใน

จ านวน 5 จังหวัดคือ ลพบุรี นครสวรรค์ พะเยา สระบุรี และพระนครศรีอยุธยา (กรมสํงเสริมการเกษตร

, 2559) มีพ้ืนที่เพาะปลูกลดลงจากปีพ.ศ. 2556 ถึง 61.91% ซึ่งผลผลิตดังกลําวก็ยังไมํเพียงพอตํอความ

ต๎องการบริโภคภายในประเทศ จ าเป็นต๎องน าเข๎าจากตํางประเทศ ทั้งผลิตภัณฑ์ที่เป็นน้ ามันและเมล็ด

พันธุ์ทานตะวันจากตํางประเทศ ปีพ.ศ. 2558  มีการน าเข๎าเมล็ดพันธุ์ควบคุมเพ่ือการค๎า 469.67 ตันมี

มูลค๎า 128.85 ล๎านบาท (กรมวิชาการเกษตร, 2558)  

ปัญหาการผลิตทานตะวันในประเทศไทยคือ ขาดแคลนเมล็ดพันธุ์ที่ดี สายพันธุ์ที่เกษตรกรนิยม

ปลูกค๎าเป็นพันธุ์ลูกผสม ซึ่งให๎ผลผลิตสม่ าเสมอ การปรับปรุงสายพันธุ์ทานตะวันให๎มีลักษณะที่ต๎องการ 

และเหมาะสมกับสภาพภูมิประเทศของประเทศไทย เชํน ทนแล๎ง ทนตํอโรค หรือปริมาณน้ ามันสูง กรด

โอเลอิกสูง จึงจ าเป็นต๎องมีการพัฒนาสายพันธุ์แท๎เพ่ือใช๎เป็นพํอแมํในการผลิตสายพันธุ์ลูกผสมตํอไปใน

อนาคต โดยปกติการผลิตทานตะวันสายพันธุ์แท๎จะใช๎วิธีการปรับปรุงพันธุ์แบบดั้งเดิม (conventional 

breeding) ซึ่งยังเป็นที่นิยมในปัจจุบัน คือการน าพํอแมํท่ีมีลักษณะที่ต๎องการมาผสมกัน จากนั้นคัดเลือก
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ลูกผสมที่มีลักษณะที่ต๎องการ จากจ านวนลูกผสมที่ต๎องปลูกจ านวนมาก นักปรับปรุงพันธุ์ยังจะต๎องท า

การผสมตัวเองหลายชั่วรุํนเพ่ือให๎ยีนทุกคูํอยูํในสภาพโฮโมไซกัส (homozygous) ที่สูงเพียงพออยําง

น๎อยต๎องใช๎เวลานาน 6-7 ปี ข๎อดีของวิธีการนี้คือ เกษตรกรสามารถท าได๎งําย ได๎เอง แตํอยํางไรก็ตามก็มี

ข๎อเสียคือ ลูกผสมที่ได๎อาจจะมีความแปรปรวนของพันธุ์แคบซึ่งได๎จากอัลลีลของพํอแมํเทํานั้น 

ปัจจุบันเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพได๎มีบทบาทส าคัญในการปรับปรุงพันธุ์พืช ดังเชํนการ

เพาะเลี้ยงอับเรณู (anther culture) เพ่ือสร๎างสายพันธุ์แท๎สามารถท าได๎โดยการน าอับเรณูของ

ทานตะวัน จากจานดอกระยะเจริญพันธุ์ R5.1 (Phaosang et al., 2003) มาเพาะเลี้ยงในอาหาร

สังเคราะห์ที่มีฮอร์โมนที่เหมาะสม เพ่ือชัดน าให๎เกิดแคลลัส หรือต๎นอํอนที่มีชุดโครโมโซมชุดเดียว 

(haploid) จากนั้นน ามาชักน าให๎เกิดการเพ่ิมจ านวนชุดโครโมโซม (doubling chromosome) โดยใช๎

สารเคมี เชํนโคลชิซิน ที่ความเข๎มข๎นที่เหมาะสมจะได๎พืชที่เป็นโฮโมไซกัสอยํางสมบูรณ์ และน ามาขยาย

เพ่ือเพ่ิมจ านวน และใช๎เป็นสายพันธุ์แท๎ที่จะใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์ลูกผสมในอนาคต ข๎อดีของวิธีการนี้

คือ สายพันธุ์ที่ได๎จะมีการถํายทอดลักษณะที่เสถียรไปยังรุํนตํอไป และลดระยะเวลาในการสร๎างสาย

พันธุ์แท ๎

การศึกษาวิจัยนี้เป็นการน าเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเข๎ามาชํวยในการปรับปรุงพันธุ์

ทานตะวันให๎ได๎พันธุ์มีปริมาณน้ ามันสูงในเวลาอันรวดเร็วเมื่อเทียบกับการปรับปรุงพันธุ์แบบมาตรฐาน 

นอกจากนี้ การเพาะเลี้ยงอับเรณูจะท าให๎ได๎สายพันธุ์แท๎ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมแตกตํางกันไป จึงมี

ความเหมาะสมน ามาใช๎เป็นพํอแมํพันธุ์ในการปรับปรุงพันธุกรรมทานตะวันและสามารถใช๎เป็นประชากร

ในการท าแผนที่จีโนม (genome mapping) นอกจากนี้การเพาะเลี้ยงอับเรณูยังเพ่ิมประสิทธิภาพใน

การคัดเลือก ที่เรียกวิธีการนี้วํา in vitro selection เพ่ือให๎ได๎ลักษณะทางพันธุกรรมที่ต๎องการได๎ 

เพ่ือให๎โครงการวิจัยบรรลุวัตถุประสงค์ ผู๎วิจัยจึงมุํงเน๎นในการเพาะเลี้ยงอับเรณูให๎ได๎ต๎นที่เป็น 

double haploid เพ่ือใช๎เป็นสายพันธุ์แท๎ในการผลิตลูกผสม หรือปรับปรุงพันธุ์ทานตะวันตํอไป 

ผลส าเร็จในการเพาะเลี้ยงอับเรณูนั้นขึ้นอยูํกับทั้งปัจจัยภายในและภายนอก ปัจจัยภายใน ได๎แกํ ความ

แตกตํางทางพันธุกรรม ชนิด สายพันธุ์และสรีรวิทยาของต๎นแมํ ระยะการพัฒนาของอับเรณู สายพันธุ์ที่

แตกตํางกันอาจตอบสนองตํางกัน สํวนปัจจัยภายนอกได๎แกํ สภาพที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง และ

สูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให๎เกิดต๎นและราก ดังนั้นพืชแตํละชนิด หรือพืชแตํละสายพันธุ์

จ าเป็นต๎องศึกษาถึงสภาพที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเพ่ือสามารถสร๎างพันธุ์แท๎ได๎ในระยะเวลาที่

รวดเร็ว 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เพื่อศึกษาปัจจัยและสภาพที่มีผลตํอการเพาะเลี้ยงอับเรณูให๎เกิดแคลลัสและต๎นของ 

ทานตะวันสายพันธุ์น้ ามันสูง 

2. เพื่อสร๎างทานตะวันสายพันธุ์แท๎ (double haploid) โดยการเพาะเลี้ยงอับเรณู 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศึกษาปัจจัยที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวัน ได๎แกํ สูตรอาหาร และสภาพที่ 

เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันในสภาพปลอดเชื้อของสายพันธุ์ที่มีน้ ามันสูง 

2. ศึกษาปัจจัยและสภาพที่เหมาะสมในการชักน าแคลลัสให๎เพ่ิมจ านวนชุดโครโมโซมและ 

พัฒนาเป็นต๎นอยํางสมบูรณ์ 

3. ศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมของต๎นทานตะวันสายพันธุ์แท๎ท่ีได๎จากการเพาะเลี้ยงอับ 

เรณู โดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR 

 

1.4  สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

1. โดยปกติการสร๎างทานตะวันสายพันธุ์แท๎ ( inbred line) จะต๎องท าการผสมตัวเอง 5-7 ชั่ว 

เพ่ือให๎ยีนทุกคํูอยูํในสภาพโฮโมไซกัสที่สูงเพียงพอ อีกวิธีการหนึ่งที่สามารถท าได๎ และชํวยลดระยะเวลา

ในการสร๎างสายพันธุ์แท๎ให๎เหลือเพียงหนึ่งชั่ว คือ การเพาะเลี้ยงอับเรณู เพ่ือให๎พืชที่ได๎เป็น haploid ซึ่ง

สามารถน าไปชักน าให๎เกิดการเพ่ิมจ านวนชุดโครโมโซมให๎ได๎พืชที่เป็นพันธุ์แท๎ ดังนั้นจึงจ าเป็นที่ต๎อง

ทราบเบื้องต๎นวํา สภาพในการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารใดที่เหมาะสมในเพาะเลี้ยงอับเรณู 

2. ปัจจัยที่มีผลตํอการชักน าให๎เกิดต๎นจากการอับเรณูท าได๎ยาก ขึ้นกับพันธุกรรม และ

สภาพแวดล๎อม ซึ่งได๎แกํ อุณหภูมิ ความชื้น จึงจ าเป็นที่ต๎องทราบเบื้องต๎นเกี่ยวกับสภาพในการ

เพาะเลี้ยง และสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให๎เกิดต๎น 

3. การชักน าแคลลัสให๎เกิดต๎น double haploid สามารถท าได๎โดยใช๎สาร colchicine ซึ่งเป็น

สารพิษ ดังนั้นต๎องศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข๎องได๎แกํ ความเข๎มข๎นและระยะเวลาในการชักน า อยํางไรก็ตาม 

การเพ่ิมจ านวนชุดสามารถเกิดเอง (spontaneous chromosome doubling) ได๎ในสภาวะการ

เพาะเลี้ยงบางประการ 
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4. การเพาะเลี้ยงอับเรณูเพ่ือให๎เกิดต๎น double haploid จะท าให๎ได๎สายพันธุ์แท๎ที่มีลักษณะ

ทางพันธุกรรมแตกตํางกันไป สามารถตรวจสอบโดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์ 

 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. เป็นองค์ความรู๎การวิจัยตํอไป กลุํมเป้าหมาย:  สถาบันวิจัยพืชไรํ กรมวิชาการเกษตร  

มหาวิทยาลัยตํางๆ 

2.บริการความรู๎แกํประชาชน กลุํมเป้าหมาย:  เกษตรชุมชน องค์การบริหารสํวนต าบล 

3. เป็นประโยชน์ตํอประชาชนกลุํมเป้าหมาย กลุํมเป้าหมาย: เกษตรกรและนักปรับปรุงพันธุ์พืช 

4. อื่นๆ (ระบุ) ลดการน าเข๎าเมล็ดและน้ ามันทานตะวันจากตํางประเทศ กลุํมเป้าหมาย:   

ธนาคารเพ่ือการเกษตรและสหกรณ์การเกษตร อุตสาหกรรมที่เก่ียวข๎องกับการผลิตและใช๎น้ ามันพืช 
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บทที่ 2 

บทตรวจเอกสาร 

 

2.1 ความส าคัญของทานตะวัน 

 ทานตะวัน (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน้ ามันที่ส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของโลก 

รองจาก ถั่วเหลือง และคาโนลา มีปริมาณสูงถึง 40.9 ล๎านตัน (FAO, 2016) เนื่องจากน้ ามันมีคุณคํา

ทางโภชนาการสูง ทั้งนี้เพราะน้ ามันที่สกัดได๎มีกรดไขมันไมํอ่ิมตัวสูงประมาณ 88 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งถือวําสูง

เมื่อเทียบกับพืชน้ ามันชนิดอ่ืน (Gentzbittel et al., 1999) และมีแนวโน๎มที่จะทวีความต๎องการขึ้นทุก

ปี ทานตะวันมีทั้งปลูกเพ่ือใช๎บริโภคเมล็ดโดยตรง และใช๎สกัดน้ ามัน น้ ามันทานตะวันน ามาเป็นวัตถุดิบ

ในอุตสาหกรรมเชํน เครื่องส าอาง เนยเทียม น้ ามันชักเงา น้ ามันหลํอลื่น และผสมสี เป็นต๎น นอกจากนี้

ยังน ามาใช๎เพ่ือบริโภค เชํน เป็นสํวนผสมของน้ าสลัด หรือใช๎ทอดอาหาร เมล็ดทานตะวันมีน้ ามันอยูํ

ประมาณ 36 - 40 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณน้ ามันขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ (Moghaddasi, 2011; Robinson 

and Everrett, 1990) ซึ่งถือวําสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพืชน้ ามันชนิดอื่น น้ ามันมีคุณคําทางโภชนาการสูง 

เนื่องจากมีกรดไขมันไมํอ่ิมตัว สูงถึง 60-70 เปอร์เซ็นต์ น้ ามันเมล็ดทานตะวันมี 2 ชนิด คือ กรดไขมันไมํ

อ่ิมตัวเชิงเดี่ยว ได๎แกํ กรดโอเลอิก และกรดไขมันไมํอ่ิมตัวเชิงซ๎อน เชํน กรดลิโนเลอิก และกรดไขมัน

อ่ิมตัวได๎แกํ กรดปาล์มิตก และกรดสเตียริก อีกทั้งยังประกอบด๎วยสารอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกาย 

เชํน ธาตุเหล็ก แคลเซียม ฟอสฟอรัส วิตามินเอ บี2 ดี อี และเค โดยเฉพาะวิตามินอี (alpha-

tocopheral) และฟลาโวนอยด์ (flavonoid) มีสูงกวําพืชน้ ามันชนิดอ่ืน (เสาวรี บ ารุง, 2550) วิตามินอี

ที่มีอยูํจะชํวยบ ารุงผิวหนัง ลดการอักเสบ ป้องกันการเกิดการแข็งตัวของเลือด ป้องกันโรคมะเร็ง และ

โรคหัวใจ เป็นต๎น นอกจากนี้กากท่ีผํานการสกัดน้ ามันแล๎วสามารถน าไปใช๎เป็นอาหารสัตว์ได๎เป็นอยํางดี

เนื่องจากมีโปรตีนสูง 35 เปอร์เซ็นต ์(Moghaddasi, 2011) 

 ประเทศไทยได๎น าเมล็ดทานตะวันมาทดลองปลูกเป็นการค๎าเพ่ือใช๎เป็นวัตถุดิบส าหรับ

โรงงานสกัดน้ ามันตั้งแตํปี 2515-2516  ปี 2553 ประเทศไทยมีปริมาณผลผลิตเมล็ดทานตะวันประมาณ 

31.10 ล๎านตัน (ส านักงานสํงเสริมการค๎าสินค๎าเกษตร , 2553) และมีพ้ืนที่เพาะปลูกไมํน๎อยกวํา 

200,000 ไรํ (เสาวรี บ ารุง, 2550) ปี พ.ศ. 2559 มีพ้ืนที่เพาะปลูก  34,882 ไรํ ผลผลิต 9,239 ตัน (กรม

สํงเสริมการเกษตร, 2558) แตํปริมาณความต๎องการบริโภคภายในประเทศสูงถึง 100,000 – 150,000 
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ตันตํอปี จึงท าให๎สูญเสียรายได๎จากการน าเข๎า ทั้งการสั่งซื้อน้ ามันและเมล็ดพันธุ์ทานตะวันจาก

ตํางประเทศปีละไมํน๎อยกวํา 700 ล๎านบาท (ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551)  

ปัญหาและข๎อจ ากัดที่ส าคัญของการผลิตเมล็ดทานตะวันในประเทศไทยคือ การขาดแคลน

เมล็ดเมล็ดพันธุ์ที่ดี ปัจจุบันพันธุ์ที่เกษตรกรนิยมปลูกคือพันธุ์ลูกผสม ซึ่งให๎ผลผลิตสูงและโตสม่ าเสมอ 

แตํเมล็ดพันธุ์มีราคาแพง และน าเข๎าจากตํางประเทศ โดยในปี พ.ศ. 2558 มีการน าเข๎าเมล็ดพันธุ์

ควบคุมปริมาณ 531,735.85 กก มูลคํา 144,437,319.89 บาท (สมาคมเมล็ดพันธุ์แหํงประเทศไทย, 

2559) ราคาเมล็ดพันธุ์กิโลกรัมละ 400-450 บาท ท าให๎ต๎นทุนในการผลิตมีคําสูง นอกจากนั้น

สภาพแวดล๎อมที่ไมํเหมาะสมตํอการเพาะปลูกก็เป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท าให๎ผลผลิตต่ า ดังนั้นแนวทางหนึ่ง

ที่จะน ามาแก๎ไขปัญหาดังกลําวคือ การพัฒนาสายพันธุ์แท๎เพ่ือ ผลิตพันธุ์ลูกผสมใช๎ภายในประเทศเป็นอีก

ทางเลือกท่ีเกษตรกรจะลดต๎นทุนได๎การพัฒนาสายพันธุ์ทานตะวันในประเทศไทย มีการพัฒนาสายพันธุ์

สังเคราะห์เพ่ือทดแทนทานตะวันลูกผสมที่น าเข๎ามาจากตํางประเทศ และมีเมล็ดพันธุ์ราคาแพง 

(Laosuwan, 2000)  

พันธุ์ทานตะวันที่เกษตรกรนิยมปลูกในประเทศไทยได๎ แบํงได๎ 3 พันธุ์ใหญํได๎แกํ พันธุ์ลูกผสม 

(hybrid variety) เชํน แปซิฟิค 22 แปซิฟิค 33 แปซิฟิค 44 เอส 101 จัมโบ๎ อาทูเลย์ และ แปซิฟิค 55 

เป็นต๎น เป็นพันธุ์ที่มีลักษณะเดํนหลายประการเชํนผสมตัวเองได๎ดีโดยไมํอาศัยแมลงขนาดจานดอกใหญํ 

ติดเมล็ดได๎สูง ให๎ผลผลิตสูง และยังพบวํามีกรดลิโนเลอิกและกรดโอเลอิกอยูํประมาณ 63 และ 28 

เปอร์เซ็นต์ พันธุ์ผสมเปิด (open pollinated variety) เป็นพันธุ์ดั้งเดิม ดอกมีขนาดเล็กและหลายดอก

ตํอต๎น มีละอองเรณูน๎อยอัตราการติดเมล็ดต่ า การผสมต๎องอาศัยแมลงเนืองจากต๎องผสมข๎ามเทํานั้น 

เชํน พันธุ์ สว. 1 พันธุ์สังเคราะห์ (synthetic variety) เป็นพันธุ์ที่ปรับตัวได๎ดี ให๎ผลผลิตใกล๎เคียงกับ

พันธุ์ลูกผสม แตํมีความแปรปรวนในพันธุ์สูง เชํนสัณฐานวิทยาของความสูงของต๎น ขนาดจานดอก เป็น

ต๎น พันธุ์สังเคราะห์ได๎แกํ เชียงใหมํ 1 สุรนารี 473 (ไพศาล และคณะ, 2548; ราตรี อินทพรม, 2548) 

 2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์และการเจริญเติบโตของทานตะวัน 

 ทานตะวันเป็นพืชล๎มลุก (annual plant) อยูํในวงศ์ Asteraceae มีลักษณะเดํนคือมีฐานรอง

กลุํมดอกขนาดใหญํ เจริญได๎ดีทั่วโลก ล าต๎นเป็นแบบ herbaceous stem ล าต๎นจะเป็นปล๎อง มีขนเล็ก

รอบล าต๎น สํวนบนสุดจะเป็นจานดอกใบเรียงตัวแบบสลับ แผํนใบกว๎างคล๎ายรูปไขํ ปลายแหลม รากจะ

เป็นแบบรากแก๎ว มีรากแขนงจ านวนมาก การเจริญเติบโตขึ้นอยูํกับการให๎น้ าใสํปุ๋ย 
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2.2.1 สํวนประกอบของดอกทานตะวัน 

 ทานตะวันเป็นพืชมีดอกเป็นชํอแบบ Head (capitulum) ตั้งอยูํบนฐานรองดอก (receptacle) 

ด๎านหลังจานดอกมี bract 2 ชั้น คือ ชั้นนอกและชั้นใน เรียกรวมกันวํา involucral bract หรือ 

phyllaries และมีก๎านชํอดอก (peduncle) ท าหน๎าที่ยึดชํอดอกกับล าต๎นโดยมีดอกยํอยวางอยูํบนฐาน

รอลดอก ทานตะวันมีดอกยํอย 2 ชนิด (ภาพท่ี 2.1) คือ  

 1. Ray flower หรือ ligulate flower เป็นดอกยํอยที่อยูํรอบนอกของชํอดอก มีกลีบดอกสี

เหลืองทอง สีแดงหรือสีครีมวางอยูํบนรังไขํ สํวนกลีบเลี้ยงมีลักษณะเป็นขนขนาดเล็กหรือเหลืองส๎ม เป็น

หมัน 

 2. Disk flower เป็นดอกยํอยที่อยูํถัดจาก ray flower เข๎าไปจนถึงกลางดอก อยูํบนฐานรอง

ดอก (receptacle) ประกอบด๎วย กลีบเลี้ยง (sepal หรือ pappus) และกลีบดอก (petal) ที่มีสํวนฐาน

เชื่อมติดกัน (corolla tube) มีเกสรตัวผู๎ (stamen) และเกสรตัวเมีย (pistil) รังไขํเป็นแบบ inferior 

ovary (ภาพท่ี 2.1) ภายในมี 1 ออวูล (ovule) 

 
ภาพที่ 2.1 สํวนประกอบของดอกทานตะวัน 

ที่มา : http://agri.kps.ku.ac.th/agron/main.php?pg=chapter&et_id=16&e_id=1 

 

2.2.2 ลักษณะการเจริญเติบโตของทานตะวัน 

ทานตะวันมีการเจริญเติบโต 2 แบบคือ เจริญทางล าต๎นและใบ (vegetative stage, v) การ

เจริญระยะนี้จะเริ่มหลังจากเมล็ดมีการงอก (germination) เป็นต๎นกล๎ามีการเจริญทางล าต๎นและเพ่ิม

จ านวนของใบ (Vn) ระยะนี้พืชมีความต๎องอาหารธาตุอาหารที่จ าเป็นหลายอยํางเพ่ือใช๎ในขั้นตอนตํอไป 

http://agri.kps.ku.ac.th/agron/main.php?pg=chapter&et_id=16&e_id=1
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และระยะนี้จะสิ้นสุดเมื่อเริ่มมีตาดอกขึ้นมาแทนตายอด การนับระยะการเจริญเติบโตจะนับจ านวนใบ

เป็นส าคัญ จากนั้นจะเข๎าสูํระยะเจริญพันธุ์ (reproductive stage, R) ระยะนี้จะแบํงระยะยํอยออกตาม

การมองเห็น เชํน R1, R2 สํวนระยะที่มีการบานของดอกยํอย (disk floret) จะแบํงตามเปอร์เซ็นต์การ

บานของดอกได๎แกํ R5.1, R5.2 เป็นต๎น ระยะนี้พืชจะสร๎างเซลล์สืบพันธุ์ 

2.2.3 การสร๎างเซลล์สืบพันธุ์ในทานตะวัน 

ทานตะวันเป็นพืชปีเดียวขยายพันธุ์ผํานเมล็ด โดยอาศัยการผสมจะหวํางเซลล์สืบพันธุ์เพศผู๎ที่

สร๎างบริ เวณอับเรณู (anther) ขณะที่การสร๎างเซลล์สืบพันธุ์ เพศเมียจะเกิดในรังไขํ  ( ovary)  

กระบวนการสร๎างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู๎ที่เรียกวํา (male gametophyte) แบํงเนื้อเยื่อออกเป็น 2 สํวน คือ 

สํวนแรกจะเป็นเนื้อเยื่อที่ไมํเกี่ยวกับกระบวนสร๎างเซลล์สืบพันธุ์  (non reproductive tissues) ได๎แกํ 

epidermal cell  endothecium layers middle layer และ tapetum layers สํวนที่สองเกี่ยวข๎อง

กับการสร๎างเซลล์สืบพันธุ์เรียกวําเซลล์กลุํมนี้วํา microspore mother cells ซึ่งจะเรียงกันอยูํภายใน

อับเรณู เซลล์สืบพันธุ์เหลํานี้มีโครโมโซม 2 ชุด ซึ่งมีหน๎าที่สร๎าง gamete โดยอาศัยกระบวนการแบํง

เซลล์แบบ meiosis division 2 ครั้งจนโดยครั้งที่หนึ่งจะลดชุดโครโมโซมลงครึ่งหนึ่ง เรียกกระบวนการ

นี้วํา microsporogenesis  ผลผลิตที่ได๎คือ tetrad hedral microspore หลังจากนั้นจะมีการแบํง

เซลล์แบบ mitosis อีกครั้งแล๎วได๎ 2 nuclei แตํละnuclei เรียกวํา vegetative nuclei ซึ่งจะพัฒนาไป

เป็น tube cell ที่มีบทบาทตํอการเกิด pollination ในกระบวนการ fertilization และ generative 

nuclei จะท าหน๎าที่น าลักษณะทางพันธุกรรมของเพศพํอไปยังรุํนลูก เรียกกระบวนการนี้วํา 

gametogenesis (ภาพท่ี 2.2) 

microspore หรือ young pollen มีความส าคัญตํอกระบวนการผลิตพํอแมํพันธุ์ของ

ทานตะวันด๎วยกระบวนการ biotechnology เป็นอยํางยิ่ง เพราะวําเซลล์สืบพันธุ์ดังกลําวมีโครโมโซม

ชุดเดียวการ reduplication โดยอาศัยสารเคมีเชํน โคลชิซิน จะท าให๎ทานตะวันมีชุดโครโมโซมที่เข๎าคูํ

กันในเวลาอันรวดเร็ว เพราะวําเขาสามารถจ าลองตัวเองได๎ทันที สํวน pollen จะมีบทบาทตํอการ

สืบพันธุ์ในทานตะวันตํอไป 
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ภาพที่ 2.2 กระบวนการสร๎างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู๎ในทานตะวัน (Baghali et al., 2011) 

 

2.3 การขยายพันธุ์ของทานตะวัน 

 ทานตะวันนิยมขยายพันธุ์ด๎วยวิธีเพาะเมล็ด โดยเริ่มจากการเตรียมแปลงปลูกอาจจะใช๎วิธีการ

ไถเพ่ือพรวนดิน จากนั้นก็น าเมล็ดที่เตรียมไว๎มาปลูกในแปลงให๎หํางกัน 30-50 ซม กํอนปลูกควรจะรอง

พ้ืนด๎วยปุ๋ยสูตรเสมอเชํน 15-15-15 หรือ 16-16-16 การดูแลและการจักการควรให๎น้ าเพียงพอ และให๎
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ปุ๋ยหํางกันประมาณ 2-3 สัปดาห์ เมื่อทานตะวันโตประมาณ 30 เซนติเมตรควรจะกลบโคนต๎นเพ่ือ

ป้องกันการล๎มหลังจากทานตะวันติดเมล็ด 

 สํวนการขยายพันธุ์อีกวิธีหนึ่งคือ การเพาะเลี้ยงเน๎อเยื่ออาจจะใช๎ สํวนของ cotyledon, 

hypocotyl, หรือบริเวณเนื้อเยื่อเจริญก็สามารถท าได๎แตํก็มีปัญหามากมายที่นักวิจัยจะได๎น าไปแก๎ไข

เป็นกรณีไป ส าหรับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของพืชก็มีปัจจัยหลายอยํางที่เกี่ยวข๎องและเป็นตัวชี้วัด

ความส าเร็จ เชํน สายพันธุ์ อวัยวะ สภาพแวดล๎อม และสูตรอาหารและฮอร์โมนเป็นต๎น 

 2.4 การปรับปรุงพันธุ์ทานตะวัน 

 ทานตะวันที่น ามาปลูกในปัจจุบันได๎มาจากการปรับปรุงพันธุ์ทั้งสิ้น ซึ่งสามารถท าได๎หลายวิธีคือ 

ทานตะวันที่น ามาปรับปรุงพันธุ์จะน าพันธุ์เข๎ามาจากแหลํงที่นําเชื่อถือ อาจจะเป็นแหลํงภายในประเทศ

หรือตํางประเทศ แล๎วน ามาคัดเลือกโดยการปลูกเปรียบเทียบเชํนการปรับตัวเข๎ากับสภาพแวดล๎อมแล๎ว

ท าการคัดเลือกเพ่ือเป็นพันธุ์ปลูก จากนั้นน าพันธุ์ที่คัดเลือกไว๎มาผสมพันธุ์เพ่ือผลิตพันธุ์แท๎ กํอนที่จะน า

ปรับปรุงพันธุ์ตํอไป 

 การปรับปรุงพันธุ์ทานตะวันในประเทศไทยเริ่มมีมานาน โดยการรวบรวมเมล็ดพันธุ์ในประเทศ

และตํางประเทศมาท าการคัดเลือก จนได๎พันธุ์ผสมเปิดที่น ามาสํงเสริมในเวลาตํอมาคือ พันธุ์ สว. 1 ซึ่ง

ให๎ผลผลิตสูงถึง 200-300 กก/ไรํ (ลักขณา พงศ์พงัน, 2543) ในเวลาตํอมาก็มีการปรับปรุงพันธุ์

สังเคราะห์โดยกรมวิชาการเกษตร และได๎สกัดพันธุ์เชียงใหมํ1 ขึ้นในเวลาตํอมา นอกจากนั้น

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ได๎มีการปรับปรุงพันธุ์สังเคราะห์ที่ผํานการรับรองได๎แกํ สุรนารี473 และ

สุรนารี471 ซึ่งให๎ผลผลิตสูงถึง 335 และ 314 กก/ไรํ (ไฟศาล เหลําสุวรรณ และคณะ, 2548) 

 ส าหรับการปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีการเพาะเลี้ยงอับเรณูประเทศไทย มีรายงานของถวัลย์ศักดิ์ เผํา

สังข์และคณะ, 2548) โดยน าพันธุ์กวางสี ซึ่งเป็นพันธุ์กินเมล็ดมาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์แล๎วชัก

น าให๎แคลลัส และพัฒนาให๎เกิดต๎นผํานขบวนการ embryogenesis ตํอมามีความพยายามสกัดสายพันธุ์

โดยผํานขบวนการดังกลําวเชํน อาภรณ์ กรุดนาค และคณะ (2556) แตํก็ยังไมํประสบผลส าเร็จ  

2.5 ประโยชน์การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช 

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชได๎ริ เริ่มโดยนักพฤกษศาสตร์ชาวเยอรมันชื่อนาย Gottied 

Haberlandt เขาได๎ทดลองน าเซลล์พืชใบเลี้ยงเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงในอาหาร แตํไมํประสบผลส าเร็จ 

(Thorpe, 2007) ตํอมาได๎ ได๎น ารากมะเขือเทศมาเพาะในอาหารพบวํารากมะเขือเทศสามารถ

เจริญเติบโตได๎พัฒนาเทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาเลื่อยจนการทั้งปัจจุบันที่สามารถเลี้ยงเซลล์เดี่ยว
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และโปรโตพลาสต์ของพืชหลายชนิด นอกจากนี้เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อยังสามารถพัฒนารํวมกัน

เทคโนโลยีชีวภาพ เชํน การตัดตํอ และการถํายยีน เพ่ือใช๎ประโยชน์ในด๎านการศึกษาทางชี วเคมี พันธุ

ศาสตร์ และการปรับปรุงพันธุ์พืช ซึ่งท าให๎เทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อได๎ก๎าวหน๎าและมีบทบาทตํอ

วิทยาการแขนงอ่ืนๆ เป็นอยํางยิ่ง เชํน ชีวเคมี พันธุศาสตร์ โรคพืช พฤกษศาสตร์ เภสัชศาสตร์ และ

อุตสาหกรรม เป็นต๎น (รังสฤษดิ์ กาวีต๏ะ, 2540) 

หลักการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเป็นการน าเซลล์ ชิ้นสํวนของพืช (explant) มาเลี้ยงในอาหาร 

(culture media) ที่ประกอบด๎วยฮอร์โมน และชิ้นสํวนเหลํานี้จะสามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎ 

(Smith, 2000) อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจะประกอบไปด๎วยสารอาหารพ้ืนฐานที่พืชใช๎ในกระบวนการเม

ตาโบลิสึม แตํมีข๎อแตกตํางคือ พืชที่เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ จะมีความต๎องการสารอาหารที่

จ าเป็นบางอยํางที่มีความซับซ๎อนมากกวําพืชปกติ เนื่องจากพืชที่น ามาเพาะเลี้ยงจะไมํมีราก หรือยอดที่

ท าหน๎าที่สร๎างสารที่จ าเป็นตํอการเจริญเติบโต เชํนฮอร์โมน หรือน้ าตาล นอกจากนี้สารสูตรอาหารที่ใช๎

ในการเพาะเลี้ยงยังต๎องดัดแปลงไปตามความมุํงหมาย ทั้งนี้เพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการเจริญเติบโต

ของเซลล์พืช  

 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อของพืชจะประสบความส าเร็จหรือไมํนอกจากชนิดพันธุ์พืช ระยะอายุพืช 

ชิ้นสํวนพืช อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และฮอร์โมนพืช อาหารที่นิยมใช๎ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อได๎แกํ 

สูตร MS (Murashige and Skoog, 1962), สูตร B-5 (Mamborg, 1970), สูตร VW (Vacin and 

went, 1949) และ สูตร WPM (Lloyd and McCown, 1980) สูตรอาหารเหลํานี้ประกอบไปด๎วยธาตุ

อาหารหลัก ธาตุอาหารรอง เกลือแรํ วิตามิน และฮอร์โมนได๎แกํ ออกซิน และไซโตไคนิน ซึ่งสารละลาย

เหลํานี้มีผลตํอการเพ่ิมจ านวน และการพัฒนาของเซลล์พืช นอกจากนี้ชนิดของอาหารที่น าเพาะเลี้ยง

เนื้อเยื้อ มี 2 รูปแบบได๎แกํ อาหารแข็ง อาหารแข็งจะเติมผงวุ๎นลงในอาหาร ผงวุ๎นจะชํวยพยุงชิ้นสํวนพืช

ให๎สามารถเจริญเติบโตอยูํบนอาหารได๎ สํวนอาหารเหลวเป็นอาหารที่ไมํมีสํวนผสมของผงวุ๎น ในการ

เพาะชิ้นสํวนพืชในอาหารเหลวจ าเป็นต๎องให๎อากาศ อาจจะเลี้ยงในเครื่องเขยํา  

2.6 การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและอับเรณูในทานตะวัน 

เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อในทานตะวันได๎เริ่มเมื่อปี 1970 โดยนักวิทยาศาสตร์ได๎สังเกตเห็น

วําทานตะวันมีปม (crown gall) ตํอมามีนักวิทยาศาสตร์หลายทํานได๎น าชิ้นสํวนของทานตะวันเชํนใบ

เลี้ยง ล าต๎น หรือราก มาเพาะในอาหารที่มีฮอร์โมนพบวําชิ้นสํวนเหลํานี้สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส 

และแคลลัสที่ได๎สามารถชักน าให๎เกิดรากได๎ (Rogers et al., 1974) และเมื่อน าสํวนที่เรียกวํา pith ใน
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ล าต๎นของทานตะวันมาเพาะใน white medium โดยเติมฮอร์โมน 1 mg/l IAA พบวําแคลลัสสามารถ

เกิดเป็นต๎นทานตะวันเล็กๆได๎ (Sadhu, 1974) ทั้งนี้การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อของทานตะวันเพ่ือที่จะชักน า

ให๎เกิดต๎นนั้นเป็นเรื่องที่ยากมาก และการตอบสนองในแตํละสายพันธุ์จะมีความแตกตํางกัน ผู๎ทดลอง

จะต๎องท าการศึกษาและหาเทคนิคใหมํๆอยูํตลอดเวลา 

การใช๎เทคนิคการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชในการปรับปรุงพันธุ์พืช โดยเฉพาะการสร๎างสายพันธุ์

บริสุทธิ์ (pure line) ซึ่งเริ่มจากการน าสํวนของพืชที่มีโครโมโซมชุดเดียว (haploid) ในระยะแกมีโตไฟท์ 

มาเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์เพ่ือกระตุ๎นให๎มีการเจริญและพัฒนาผํานขบวนการ  embryogenesis 

และพัฒนาตํอไปเป็นต๎น (plantlet) จากนั้นน าต๎นที่ได๎ไปเพ่ิมจ านวนชุดของโครโมโซม ซึ่งจะได๎ต๎น 

doubled haploid ที่มียีนอยูํในสภาพที่เป็น homozygosity หรือได๎สายพันธุ์แท๎ และสามารถน าไปใช๎

เป็นพํอหรือแมํในโครงการปรับปรุงพันธุ์พืชลูกผสมตํอไป และมีรายงานในการใช๎เทคนิคดังกลําวแล๎วกับ

ทานตะวันหลายพันธุ์ (Bohorava and Atanassov, 1990) มีการทดลองโดยน าอับละอองเรณูของ

ทานตะวัน เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงในอาหาร MS เติม 250 mg/l CH, 1.0 mg/l NAA, 2.0 mg/l 2,4-D 

และ 0.5 mg/l BAP สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎มากที่สุดถึง 92.23 เปอร์เซ็นต์ (Dodds and 

Roberts, 1995) 

พืชแฮพลอยด์ (haploid plants) หมายถึง พืชที่มีพันธุกรรมอยูํในลักษณะที่เป็นเซลล์

สืบพันธุ์ และโครโมโซมเพียงชุดเดียว พืชเหลํานี้สามารถพบในธรรมชาติ เชํนการเกิดความผิดปกติ

ของคัพภะ แตํมนุษย์สามารถสร๎างพืชแฮพลอยด์ได๎โดยการเพาะอับเกสร ละอองเกสร ไขํ และรังไขํที่ยัง

ไมํได๎ผสมพืชแฮพลอยด์มีความส าคัญตํอการปรับปรุงพันธุ์เป็นอยํางยิ่ง พืชแฮพลอยด์ เป็นการแสดงออก

ของยีนด๎อยโดยตรงได๎ทันที่ ขณะเดียวกันก็สามารถสร๎างพืชที่เป็นโฮโมไซกัสดิพลอยด์ได๎อยํางสมบูรณ์ 

โดยการใช๎สารเคมีเพ่ือชักน า ซึ่งเป็นประโยชน์ตํอการสร๎างสายพันธุ์แท๎ เชํนเดียวกัน ในพืชผสมข๎ามที่ได๎

จากการเพ่ิมจ านวนโครโมโซมเป็นเทําตัวและน าไปคัดเลือกเป็นพํอแมํสายพันธุ์แท๎เชํนกัน พืชที่เป็นแฮ

พลอยดม์ีประโยชน์อยํางยิ่งส าหรับการศึกษาเซลล์วิทยา โดยเฉพาะการศึกษาทางด๎านพันธุกรรม ชีวเคมี 

และการประเมินความแปรปรวนทางพันธุกรรม (gene variance) ซึ่งเซลล์เหลํานี้มีพันธุกรรมที่ยีนแตํ

ละต าแหนํงมีเพียง 1 อัลลีล  

เทคนิคการเพาะอับเรณู (anther androgenesis) ในปัจจุบันสามารถน ามาใช๎กับพืชได๎

มากกวํา 200 ชนิด โดยเฉพาะพืชตระกูล Gramineae, Solanaceae และ Asteraceae (รังสฤษฏ์ กา

วีต๏ะ, 2540)  Priya et al. (2003) ได๎ท าการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวัน พบวําทุกยีโนไทป์
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สามารถเจริญเป็นแคลลัสได๎ และอาหารสูตร MS ที่เติม 250 mg/l CH, 1.0 mg/l NAA, 2.0 mg/l 

2,4-D และ 0.5 mg/l BAP สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎มากที่สุดถึง 92.23 เปอร์เซ็นต์ เทคนิคการ

เพาะเลี้ยงอับเกสรเพื่อผลิตพํอแมํพันธุ์แบบแฮพลอยด์  

Bohorova et al. (1980) ประสบความส าเร็จในการเพาะอับละอองเรณูทานตะวันในอาหาร 

MS medium ที่เติม 2 mg/l NAA + 1.0 mg/l NAA พบวําอาหารดังกลําวสามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส 

จากนั้นเขาได๎ย๎ายแคลลัสไปเลี้ยงใน MS ที่เติม 0.1 mg/l NAA + 0.5 mg/l BA พบวําแคลลัสสามารถ

พัฒนาไปเป็นต๎นทานตะวันได๎ Zhong et al. (1995) ได๎รายงานวําสามารถผลิตแฮพลอยด์ทานตะวัน

โดยการใช๎วิธีการเพาะเลี้ยงอับละอองเรณู 

เทคนิคในการปรับปรุงพันธุ์พืชโดยการเพาะเลี้ยงอับเรณู ได๎น ามาใช๎ในการขยายพันธุ์พืช

เศรษฐกิจ (จิรา ณ หนองคาย, 2551) โดยเฉพาะการผลิตพํอแมํพันธุ์ที่เป็นพันธุ์แท๎ (inbred line) ที่มียี

โนไทป์เป็นโฮโมไซกัสโครโมโซม ในสภาพการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ที่มีการควบคุมปัจจัยการ

เพาะเลี้ยงที่เชํน แสงสวําง ฮอร์โมน อุณหภูมิ และสูตรอาหารที่เหมาะสมก็สามารถชักน าให๎เกิดต๎นและ

ราก 

ปัจจัยที่ท าให๎การเพาะเลี้ยงอับเรณูประสบผลส าเร็จ ความส าเร็จในการชักน าให๎เกิดต๎นโดยการ

เพาะเลี้ยงอับเรณูนั้นมีหลายปัจจัยได๎แกํ (บุญยืน กิจวิจารณ์, 2527) 

1) ระยะการพัฒนาของละอองเรณู จากหลายงานทดลองมีรายวํา การเพาะเลี้ยงอับเรณู

ทานตะวันในระยะที่ละอองเรณูมีนิวเคลียสเพียงอันเดียว (uninucleate stage) เป็นระยะที่ดีที่สุด โดย

ระยะอับเรณูที่ เหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงคือ R5.1 สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎ถึง 75 

เปอร์เซ็นต์ (ถวัลย์ศักดิ์ เผําสังข์ และคณะ, 2546) เชํนเดียวกับ Nurhidayah et al. (1996) ได๎ใช๎

ละอองเรณูทานตะวันที่อยูํในระยะ early uninucleate พบวํามีการตอบสนองที่ดีตํอการเพาะเลี้ยง 86 

เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ ยังพบวําการใช๎ละอองเรณูในระยะ mid-late uninucleate ให๎ผลการ

ตอบสนองตํอการชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎สูง (Thengane et al. (1994); Saji and Sujatha, 1998; 

Priya et al., 2003) 

2) สภาพที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงอับเรณู โดยปกติแล๎วแสงมีผลน๎อยมากตํอการพัฒนา

ของอับเรณู มีการแนะน าให๎บํมอับเรณูไว๎ในที่มืดกํอนเพราะจะชํวยให๎มีการชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎ดี

ยิ่งขึ้น เมื่อได๎แคลลัสแล๎วจึงย๎ายมาเลี้ยงในที่มีแสงตํอไป Nurhidayah et al. (1996) พบวํา การ

เพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันในที่มืดเป็นเวลา 18 วัน สามารถพัฒนาเป็นแคลลัสได๎ดีกํอนจะท าการย๎ายสูํ
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อาหารสูตรใหมํ Saji and Sujatha (1998) ได๎ท าการเปรียบเทียบการชักน าแคลลัสในสภาพมืด และ

สภาพให๎แสง พบวําในสภาพมืดสามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส และแคลลัสมีการพัฒนาได๎ดีกวําการได๎รับ

แสง และถวัลย์ศักดิ์ เผําสังข์ และคณะ (2546) ศึกษาการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันพันธุ์กวางสี

บนอาหารแข็งสูตร MS ในที่มืดเป็นเวลา 30 วัน พบวําสามารถสร๎างแคลลัสได๎ดีเชํนกัน 

3) สูตรอาหารในการเพาะเลี้ยงอับเรณูมีความส าคัญมาก เนื่องจากการชักน าให๎เกิกแคลลัส

และเป็นต๎นพืชขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ทานตะวันด๎วย สูตรอาหารที่ใช๎ในการเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันมีอยูํ

หลายสูตรด๎วยกัน เชํน Nurhidayah et al. (1996) พบวําการเพาะเลี้ยงอับเรณูในสูตรอาหาร MS-I3 ที่

เติม 0.5 mg/l BAP และ 0.5 mg/l NAA สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎ดีถึง 86 เปอร์เซ็นต์ สํวนใน

สูตรอาหาร MS-R3 และ MS-R4 สามารถชักน าให๎แคลลัสเกิดยอดและรากได๎ Saji and Sujatha 

(1998) ในสูตรอาหาร MS ที่เติม 2.0 mg/l NAA และ 1.0 mg/l BA พบวําสามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส 

และแคลลัสมีการพัฒนาได๎ดี Priya et al. (2003) พบวําอาหารสูตร MS ที่เติม 250 mg/l CH, 1.0 

mg/l NAA, 2.0 mg/l 2,4-D และ 0.5 mg/l BAP สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎มากที่สุดถึง 92.23 

เปอร์เซ็นต์ ถวัลย์ศักดิ์ เผําสังข์ และคณะ (2546) ศึกษาการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันพันธุ์กวางสี

บนอาหารแข็งสูตร MS ที่เติม 2,4-D รํวมกับ kinetin ที่ 0.5 มก./ล. พบวําสามารถสร๎างแคลลัสได๎ถึง 

75 เปอร์เซ็นต์  

4) สูตรอาหารที่ใช๎ในการชักน าให๎เกิดต๎น การที่แคลลัสจะพัฒนาไปเป็นยอดหรือรากนั้น 

ขึ้นอยูํกับความสมดุลของปริมาณออกซิน (auxin) และไซโตไคนิน (cytokinin) Nurhidayah et al. 

(1996) พบวําการย๎าย ELS ลงในอาหาร MS ที่ลดปริมาณน้ าตาลลงเหลือ 10 g/l สามารถพัฒนาไปเป็น

ยอดได๎ Saji and Sujatha (1998) พบวําการย๎าย embryogenic callus ลงในอาหารสูตร MS ที่เติม 

0.5 mg/l BAP สามารถชักน าให๎เกิดยอดได๎ และยังพบอีกวําในสูตรอาหาร ½ MS ที่เติม 0.5 mg/l 

NAA สามารถชักน าให๎เกิดรากได๎ นอกจากนี้ Priya et al. (2003) รายงานวําในอาหารสูตร MS ที่เติม 

500 mg/l CH, 0.5 mg/l BAP สามารถกระตุ๎นให๎เกิดการพัฒนาไปเป็นยอดและใบได๎ 

2.7 การเพิ่มจ านวนชุดโครโมโซม 

การปรับปรุงพันธุ์ ให๎ได๎พันธุ์ใหมํในเวลารวดเร็ว โดยใช๎การกระตุ๎นด๎วยสารโคลชิซิน 

(colchicine) รํวมกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ ซึ่ งจะท าให๎ได๎พันธุ์ ใหมํได๎เร็วขึ้น สารโคลชิซินมี

ประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการแบํงโครโมโซมให๎หยุดที่ระยะ metaphase และนิยมใช๎ในการกระตุ๎น

การเพ่ิมจ านวนชุดของโครโมโซมหรือโพลีพลอยด์ (polyploidy) ในพืช โดยโคลชิซินสามารถชักน า



27 
 

ชิ้นสํวนของพืชเชํน ปลายยอด เมล็ด ต๎นอํอนให๎เกิดโพลีพลอยด์ได๎ อยํางไรก็ตามอาจมีลักษณะ 

chimara ได๎ Downes and Marshall (1983) ใช๎โคลชิซินที่ความเข๎มข๎น 0.5% กับปลายยอดของต๎น

อํอนทานตะวันสายพันธุ์ลูกผสม พบวําโคลชิซิน กระตุ๎นให๎ได๎ทานตะวันที่มีลักษณะแตกตํางไป 

(variants) หรือการกลายของเซลล์รํางกาย (somaclonal variation) เชํน แตกกิ่งก๎านสาขา เป็นหมัน 

ทนโรค อยํางไรก็ตาม การใช๎โคลชิซินอาจท าให๎ได๎แหลํงพันธุกรรมใหมํเพ่ือใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์พืช

ตํอไป Todorava et al. (1997) สร๎างพืชทานตะวัน double haploid จากปลายยอดของพืชที่เป็น 

haploid plants ด๎วยโคลชิซิน 0.15% ที่ pH 5.4 ด๎วยสาร 2% DMSO เป็นเวลา 5 ชั่วโมง พบวํา 

ทานตะวัน 3 ต๎นจาก 25 ต๎นสามารถผสมในตัวเองและให๎เมล็ด และแสดงถึงการเป็น double haploid 

plants ได๎ การเกิดโพลีพลอยด์ในพืชอ่ืนๆมักนิยมใช๎สารโคลชิซินเชํนกัน เชํน หมํอน (Chakraborti et 

al., 1998) มะละกอ (Sun et al., 2011) เสาวรส (Rego et al., 2011) เป็นต๎น อยํางไรก็ตาม 

เนื่องจากโคลชิซิน เป็นสารกํอกลายพันธุ์ และท าให๎พืชตายได๎ ดังนั้นการเพ่ิมจ านวนโครโมโซมโดยใช๎สาร

โคลชิซินขึ้นกับชนิดของพืช เวลา ความเข๎มข๎นและวิธีการที่ใช๎ 

ดังนั้นการเพาะเลี้ยงอับเรณูให๎ประสบความส าเร็จ ได๎ต๎นพืชที่เป็น double haploid ต๎องมี

ปัจจัยตําง ๆ อันได๎แกํ ระยะการพัฒนาของละอองเรณู สภาพที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงอับเรณู และ

สูตรอาหารที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงอับเรณู เวลาและความเข๎มข๎นที่เหมาะสมของสารโคลชิซิน 

2.8 ปัญหาของการปรับปรุงพันธุ์ด้วยวิธีเพาะเลี้ยงอับเรณูในทานตะวัน 

การปรับปรุงพันธุ์โดยวิธีดั้งเดิม (conventional breeding) เพ่ือสร๎างทานตะวันสายพันธุ์แท๎ 

(pure line) ต๎องใช๎เวลานาน เพ่ือให๎ยีนทุกคูํอยูํในสภาพโฮโมไซกัสที่สูงเพียงพอ อีกวิธีการหนึ่งที่

สามารถท าได๎ และชํวยลดระยะเวลาในการสร๎างสายพันธุ์แท๎ให๎เหลือเพียงหนึ่งชั่ว คือ การเพาะเลี้ยงอับ

เรณู (anther androgenesis) ที่มีโครโมโซมเป็น haploid (n) ในระยะแกมีโตไฟท์ (gametophyte) 

และน าไปชักน าให๎เกิดการเพ่ิมจ านวนชุดโครโมโซม (doubled haploid) ให๎ได๎พืชที่เป็นพันธุ์แท๎ ดังนั้น

จึงจ าเป็นที่ต๎องทราบวํา สภาพแวดล๎อมในการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารใดที่เหมาะสมในเพาะเลี้ยงอับ

เรณูและสามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสและเกิดเอ็มบริโอเจนเนสีส 

ปัจจัยที่มีผลตํอการชักน าให๎เกิดเอ็มบริโอเจนเนสีส จากการอับเรณูท าได๎ยาก ขึ้นอยูํกับ

พันธุกรรม สายพันธุ์ อายุเนื้อเยื่อ อวัยวะที่น ามาเพาะเลี้ยง และสภาพแวดล๎อมในห๎องเพาะเลี้ยง ได๎แกํ 

อุณหภูมิ แสงสวํางความชื้น และสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให๎เกิดต๎น 



28 
 

พืชที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงที่มีโครโมโซมเป็น haploid จะมีลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แสดงออก

จะแคระต๎นไมํสมบูรณ์ การชักน าแคลลัสให๎เกิดต๎น double haploid สามารถท าได๎โดยใช๎สาร 

colchicine (สารพิษ) สารดังกลําวจะไปมีผลตํอการสร๎างเส๎นใยสปินเดิล (spindle filer) ในขณะแบํง

เซลล์ของพืช ดังนั้นจึงต๎องศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข๎องได๎แกํ ความเข๎มข๎นและระยะเวลาในการชักน า แตํ

อยํางไรก็ตาม ในบางครั้งการเพ่ิมจ านวนชุดสามารถเกิดเอง (spontaneous chromosome 

doubling) ได๎ในสภาวะการเพาะเลี้ยงบางประการ 

การคัดเลือกด๎วยเครื่องหมายพันธุกรรม (Marker Assisted Selection; MAS) การ

เพาะเลี้ยงอับเรณูเพ่ือให๎เกิดต๎น double haploid จะท าให๎ได๎สายพันธุ์แท๎ที่มีลักษณะทางพันธุกรรม

แตกตํางกันไป สามารถน ามาคัดเลือก และตรวจสอบโดยใช๎เครื่องหมายโมเลกุลซึ่งวิธีดังกลําวมีความ

แมํนย าสูงกวําวิธีการแบบดั้งเดิม (trait-based selection) ที่ใช๎ลักษณะที่ปรากฏ (phenotype) เป็น

เกณฑ์ในการคัดเลือก ซึ่งมีข๎อจ ากัดในการด าเนินการหลายประการได๎แกํ ลักษณะมีอัตราพันธุกรรม 

(heritability) ต่ า  
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินการวิจัย 

 

งานวิจัยนี้ด าเนินการที่มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยมีการด าเนินการวิจัย ดังแสดงใน 

flow chart ด๎านลําง 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

การเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวัน 

ปลูกเมล็ดทานตะวันและเก็บดอกระยะ R5.1 

ตรวจสอบอับเรณูเพื่อหาไมโครสปอร์ระยะ uninucleate stage 

วิเคราะหค์วามแปรปรวนทางพันธุกรรมโดยเครื่องหมาย SSR ในประชากร F2 

ศึกษาสภาพและสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าอับเรณูให๎เกิดแคลลสั 

ศึกษาเวลาและความเข๎มข๎นท่ีเหมาะสมในการเพิ่มจ านวนโครโมโซมโดย colchicine 

ตรวจสอบชุดโครโมโซม และย๎ายต๎นอํอนออกปลูกในโรงเรือน ย๎ายต๎นอํอนลงแปลง 
ได๎พืช haploid/double plants 

คัดเลือกต๎นที่มีลักษณะดีจากประชากร แล๎วท าการผสมตัวเอง เก็บเมล็ดแยกต๎น สุมํเมล็ดมาวิเคราะหห์า
ปริมาณน้ ามันสูง (เก็บเมลด็  ปลูกทดสอบลูก (F1)  

 

ศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าแคลลสัให๎เกดิต๎น 

คัดเลือกต๎นที่มีลักษณะดีจากประชากร แล๎วท าการผสมตัวเอง เก็บเมล็ดแยกต๎น สุมํเมล็ดมาวิเคราะห์หา
ปริมาณน้ ามันสูง (F2) 
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3.1 ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะสัณฐานวิทยาของดอกกับระยะพัฒนาการของไมโคร สปอร์ 

3.1.1 การเตรียมปลูกและการดูแลรักษา 

ในการวิจัยนี้ใช๎เมล็ดทานตะวัน 3 พันธุ์คือ พันธุ์สุรนารี 473  (S473) ชึ่งได๎รับความอนุเคราะห์

จาก ผศ. ดร.ฐิติพร มะชิโกวา พันธุ์แปซิฟิค 22 เป็นพันธุ์ลูกผสมผลิตโดยบริษัทแปซิฟิค สีด (ประเทศ

ไทย) จ ากัด และพราโด เร็ด (Prado red) เป็นพันธุ์ที่ได๎รับความอนุเคราะห์จาก USDA ประเทศ

สหรัฐอเมริกา กํอนปลูกผู๎วิจัยได๎น าเมล็ดพันธุ์มาแยกเมล็ดที่ตายและไมํสมบูรณ์ออกจากนั้นน าไปแชํใน 

100 mg/l GA3 เป็นเวลา 4 ชม. (เนื่องจากเมล็ดพันธุ์เก็บไว๎นาน) น าเมล็ดมาผึ่งลมให๎แห๎งเพ่ือป้องกัน

เมล็ดเนํา น าไปลูกในแปลงระยะหําง 30 ซม. กํอนปลูกต๎องรองก๎นหลุมด๎วยปุ๋ยเคมีสูตร 15-15-15 และ

ยากันมด ในระยะนี้จะต๎องให๎น้ าถี่ จนกระทั้งทานตะวันสูงประมาณ 10-15 ซม. ตัดหญ๎าใสํปุ๋ยอีกรอบ 

กลบโคลนต๎นแล๎วให๎น้ า ชํวงที่ทานตะวันเจริญทางล าต๎น ผู๎วิจัยจะต๎องใสํใจอยํางมากกับการให๎น้ า ก าจัด

วัชพืช แมลง และให๎ปุ๋ย ถ๎าพืชได๎ไมํครบจะแคระแกร็น ดอกเล็ก เมื่อเราน าไปเพาะเลี้ยงจะไมํ

เจริญเติบโตเทําท่ีควร  

 เมื่อทานตะวันเจริญเติบโตถึงระยะ R5.1 ผู๎วิจัยได๎ตรวจสอบคุณภาพดอกกํอนเก็บชํอดอก

ทานตะวัน เชํน ตรวจสอบการเข๎าท าลายของแมลง และการผลิตละอองเกสร เก็บชํอดอกทานตะวันใสํ

ลงในกลํองโฟมที่มีน้ าแข็ง การเก็บดอกทานตะวันจะเก็บในเวลาประมาณ 7.00-7.30 น. เพ่ือป้องกันการ

บานของดอกยํอย จากนั้นน าดอกทานตะวันมาท าการทดลองตามด๎านลําง 

 

3.1.2 ศึกษาระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง (light  

microscope) 

 น าดอกทานตะวันระยะ R5.1 มาแบํงเป็นสามกลุํมทดลองดังนี้ วงดอกยํอยที่ 1, 2 และ 3 นับ

จากวงดอกด๎านนอก แยกเอาดอกยํอย และแยกเอาเฉพาะอับเรณูออกมา จากนั้นน าไปแชํใน 2.5% 

glutaraldehyde เจือจาง ด๎วย 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) เป็นเวลา 24 ชม ที่อุณหภูมิ 4 
oC จากนั้นล๎างออกด๎วย 0.2 M phosphate buffer (pH 7.2) 2-3 ครั้งนาน 30 นาที แล๎วแชํตัวอยําง

อีกครั้งใน 2% osmium tetroxide ที่ละลายใน phosphate buffer (pH 7.2) นาน 2 ชม แล๎วล๎าง

ออกด๎วย phosphate buffer 2-3 ครั้ง น าตัวอยํางไปดึงน้ าออกด๎วย acetone 30%, 50%, 70%, 

90% and 100% นาน 1 ชม แล๎ว Infiltration ด๎วย spurr resin ที่มีอัตราสํวนของ resin: acetone 

(v:v) 1:3, 1:1, 3:1 เป็นเวลา 3 ชม ในแตํละความเข๎มข๎น ขั้นตอนสุดท๎ายแชํใน pure resin เป็นเวลา 
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24 ชม ที่อุณหภูมิ 4 oC นาน 3 ครั้ง จากนั้นน าตัวอยํางที่ได๎ไปท าบล็อกโดยการเทเรซินที่มีตัวอยํางลงใน

บล๏อคพลาสติกเป็นเวลานาน 8 ชม ที่อุณหภูมิ 70 oC (Spurr, 1969) จากนั้นน าไปตัดตัวอยํางเพ่ือน าไป

ศึกษาด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน และกล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสงตํอไป 

 ส าหรับการศึกษาระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ในระยะตํางๆ บรรจุอับเรณูใสํในเรซินบล๏อค

และน ามาตัดให๎ได๎ขนาดตัวอยําง 1 µm ด๎วย ultramicrotome (Leica EM UC7, Austria) แล๎ววางบน

แผํนสไลด์ จากนั้นย๎อมด๎วยสี 1% toluidine blue  ที่อุณหภูมิ 85 oC นาน 5 นาที (Chaffey et al., 

2002) และปิดสไลด์ด๎วย cover slide แล๎วน าตัวอยํางไปสํองเพ่ือดูระยะพัฒนาการของโครสปอร์ด๎วย

กล๎อง optical microscope (Zeiss Axiostar Plus, Germany) แล๎วเก็บข๎อมูลด๎วยโปรแกรม Zen 

blue 1012 software แล๎วค านวณเปอร์เซ็นต์ของ early และ mid-to late uninucleate 

microspores 

 

3.1.3 ศึกษาสัณฐานวิทยาภายนอกของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํอง 

กราด (scanning electron microscope, SEM) 

น าอับเรณูไปแชํในสารละลาย 2% glutaraldehyde ใน 0.2 M phosphate buffer (pH 7.2)  

เป็นเวลา 12 ชม. ที่อุณหภูมิ 4 oC แล๎วล๎างออกด๎วย 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) จ านวน 3 

ครั้งนาน 30 นาทีตํอครั้ง หลังจากนั้นแชํใน 1% osmium tetroxide ที่ละลายในน้ ากลั่น เป็นเวลา 1 

ชม แล๎วล๎างออกด๎วยน้ ากลั่น 3 ครั้งนาน 30 นาทีตํอครั้ง หลังจากนั้นน าตัวอยํางไปดึงน้ าออกด๎วย 

acetone series 30%, 50%, 70%, 90% and 100% นาน 1 ชม แล๎วท าให๎แห๎งด๎วย critical point 

dryer (Samdri®-PVT-3B, Tousimis, USA) น าอับเรณูท่ีผํานการท าให๎แห๎งแล๎วมาเข่ียให๎ละอองเรณู

ออกจากอับเรณู เพ่ือให๎ยึดติดกับคาร์บอนเทปบน stubs จากนั้นให๎ใช๎ลมเป่าเบาๆ เพื่อไลํไมโครสปอร์

สํวนเกินออก แล๎วน าตัวอยํางไปเคลือบด๎วย gold-palladium นาน 5 นาทีแล๎วน าตัวอยํางไปสํองด๎วย

กล๎อง SEM (Hitachi SU8020, Japan) ที่แรงดันไฟฟ้า 5 kV เพ่ือศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาภายนอก

ของไมโครสปอร์ตามวิธีของ Punt et al. (2007) 

 

3.1.4 ศึกษาโครงสร๎างภายในของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองผําน  

(transmission electron microscope, TEM) 
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น าตัวอยํางที่ท าบล็อกไปตัดขนาด 60 nm ด๎วย ultramicrotome  (Leica EM UC7, Austria) 

แล๎ววางบน gold grids ขนาด 200 mesh จากนั้นย๎อมด๎วย uranyl acetate-lead citrate (Thierry, 

1967) แล๎วสํองด๎วยกล๎อง transmission electron microscopy (TEM-Hitachi HT7700, Japan) 

เพ่ือศึกษาโครงสร๎างของผนังไมโครสปอร์ 

 

3.1.5 การศึกษาความสัมพันธ์ของขนาดดอกยํอย ขนาดของอับเรณู ขนาดของไมโครสปอร์  

และพัฒนาการของไมโครสปอร์ 

น าดอกยํอยที่เลือกแบบสุํมมาท าการวัดความยาวและความกว๎างดอก และความกว๎างของอับ

เรณูด๎วยกล๎องจุลทรรศน์แบบสเตอริโอ (Olympus SZX 9, Germany) และวัดขนาดของไมโครสปอร์

โดยการวัด P (polar axis) E (equatorial view) ด๎วยกล๎อง optical microscope (Olympus BX5, 

Germany) ที่ก าลังขยาย 400X และจากนั้นค านวณ P/E ratio  

 

3.1.6 ศึกษาปริมาณละอองเรณูตํอดอกยํอย 

น าดอกยํอยของทานตะวันมาแยกเอาอับเรณูออก จ านวน 10 อับเรณูด๎วยวิธีเลือกแบบสุํม 

จากนั้นน าไปใสํในขวด vial ขนาด 10 มล เติมน้ ากลั่นประมาณ 5 มล แล๎วย๎อมด๎วยสี safranin O – 

glycerin เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นใช๎หลอดหยด ดูดเอา supernatant ที่อยูํในหลอด vial หยดลงบน

แผํนไสลด์ hematocytometer แล๎วปิดด๎วยกระจกปิด แล๎วนับจ านวนละอองเรณูภายใต๎กล๎อง optical 

microscope (Olympus BX5, Germany) ที่ก าลังขยาย 400 เทํา แล๎วบันทึกจ านวนละอองเรณูตํอ

ดอก  

3.1.7 ศึกษาความมีชีวิตของละอองเรณู  

น าดอกยํอยของทานตะวันมาแยกเอาอับเรณูออกจ านวน 25 ดอกยํอยโดยการเลือกแบบสุํม 

แล๎วเขี่ยเอาเฉพาะละอองเรณูไปย๎อมด๎วยสี IKI นาน 5 นาที จากนั้นจ านวน 10 อับเรณูด๎วยกล๎อง 

optical microscope (Olympus BX5, Germany) ที่ก าลังขยาย 400 เทํา แล๎วนับจ านวนเซลล์ที่มี

ชีวิต โดยดูการติดสีถ๎าติดสีแดง ส๎ม แสดงวํามีชีวิต แตํถ๎าสีด า หรือน้ าเงินแสดงวําตาย 
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3.2 ศึกษาสภาพและสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักน าให้เกิดแคลลัส 

3.2.1 การเตรียมเนื้อเยื่ออับเรณู 

น าดอกระยะ R5.1 ออกจากกลํองโฟมท่ีบรรจุน้ าแข็งมาตัดกลีบดอกรอบนอกสุดให๎เหลือเฉพาะ

ฐานดอกและดอกยํอยที่ยังไมํบานและบานแตํอับเรณูยังไมํแตกไปล๎างด๎วยการเปิดน้ าไหลผํานเบาๆนาน

ประมาณ 15 นาที จากนั้นแชํในน้ าที่ผสมน้ ายาล๎างจาน (1 ช๎อนชาตํอน้ า 100 มล) นาน 15 นาที แล๎ว

ล๎างออกด๎วยน้ ากลั่น 2-3 รอบนาน 1 นาทีตํอรอบ น าตัวอยํางไปแชํใน 70% แอลกอฮอล์ นาน 15 

วินาที จากนั้นผึ่งให๎แอลกอฮอล์ระเหยให๎หมดแล๎วฟอกใน 10% Clorox นาน 10-15 นาที จากนั้นล๎าง

ด๎วยน้ ากลั่นที่ผํานการนึ่งฆําเชื้อแล๎ว 3 ครั้งในตู๎ lamina flow  สุดท๎ายให๎ผึ่งให๎ดอกให๎แห๎ง กํอนน าไป

แยกเอาอับเรณูไปเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์  

 

3.2.2 ศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหารตํอการชักน าอับเรณูให๎เกิดแคลลัส 

การทดลองครั้งนี้ผู๎วิจัยได๎วางแผนการทดลองแบบสุํมสมบูรณ์ (Completely Randomized 

Design; CRD) โดยมีปัจจัยการทดลองคือ 1) ชนิดพืช 2) วงดอกยํอย และ 3) ชนิดสูตรอาหาร 

1) ใช๎พันธุ์ทานตะวันที่มีน้ ามันสูงจ านวน 2 พันธุ์ ได๎แกํ สุรนารี 473 (S473) และ แปซิฟิค 22 

(pacific 22) และทานตะวันประดับหนึ่งพันธุ์คือ พราโด เร็ด (Prado red) มาแยกวงดอกยํอยโดย

ก าหนดให๎วงนอกสุดที่ดอกยังไมํบานของระยะเจริญพันธุ์ R5.1 เป็นวงที่ 1 วงถัดมาเป็นวงที่ 2 และวงที่ 

3 ตามล าดับ 

2) การเพาะเลี้ยงอับเรณู 

น าดอกในระยะ R5.1 ของทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์ ที่ผํานขั้นตอนการฆําเชื้อแล๎วตามข๎อ 3.1.1 

วางลงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตและ additive substances ที่ระดับความ

เข๎มข๎นแตกตํางกัน รวม 4 สูตร จากนั้นน าไปเลี้ยงในห๎องอุณหภูมิ 25 ± 2 C ในที่มืดนาน 17 วัน และ

หลังจากนั้นได๎รับแสง ที่ความเข๎มแสง 3,000 lux 16 ชั่วโมงตํอวัน เป็นเวลา 30 วัน แล๎วบันทึก

เปอร์เซ็นต์ที่เกิดแคลลัส น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง ขนาดแคลลัส และ embryo-like structure (ELS) 

1. MS + 0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l BAP + 500 mg/l CH 

2. MS + 0.5 mg/l NAA + 2.0 mg/l BAP + 100 ml/l CW 

3. MS + 0.5 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP + 500 mg/l CH 

4. MS + 0.5mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP + 100 ml/l CW  
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3.3 ศึกษาการเพิ่มจ านวนโครโมโซมโดยสารละลาย colchicine 

เพ่ิมแคลลัสให๎ได๎จ านวนมากในสภาพและสูตรอาหารเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม น าแคลลัสที่ได๎มา

ชักน าให๎เกิดการเพ่ิมจ านวนโครโมโซมเป็นสองเทํา โดยใช๎สารละลาย colchicine ความเข๎มข๎น 0 µM, 

100 µM และ 300 µM เป็นเวลา 3 และ 6 ชั่วโมง จากนั้นบันทึกอัตราการตาย น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง 

ขนาดของแคลลัส และวัดจ านวนชุดโครโมโซมโดยใช๎เครื่อง flow cytometer แคลลัสบางสํวนจะน าไป

เพาะเลี้ยงบนอาหารชักน าต๎นตํอไป 

3.4 ศึกษาสภาพและสูตรอาหารที่เหมาะสมกับการชักน าแคลลัสให้เกิดต้นและราก 

น าแคลลัสที่ผํ านการทรีตเม๎นท์ ในข๎อ (3.3)  มากระตุ๎น ให๎ เกิด เ อ็มบริ โอเจนเนซิส 

(embryogenesis induction) โดยน าไปเพาะเลี้ยงตํอในอาหารสูตรพ้ืนฐาน MS ที่เติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโตและไวตามินที่ความเข๎มข๎นแตกตํางกัน รวม 8 สูตร ดังตํอไปนี้ 

1. MS + 0.5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP + 500 mg/l CH 

2. MS + 0.5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP + 100 ml/l CW 

3. MS + 0.5 mg/l NAA + 2 mg/l BAP 

4. MS + 0.5 mg/l BAP + 100 ml/l CW  

5. MS + 0.5 mg/l IBA + 2mg/l BAP + 500 mg/l CH 

6. MS + 0.5 mg/l IBA + 2 mg/l BAP + 100 ml/l CW 

7. MS + 0.5 mg/l IBA + 2 mg/l BAP 

8. MS + 1 mg/l IBA + 2 mg/l BAP 

การบันทึกลักษณะตํางๆ หลังจากเพาะเลี้ยง 28 วันได๎แกํ บันทึกน้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง 

และเปอร์เซ็นต์ ELS จากนั้นน าต๎นอํอนลงบนอาหารชักน ารากและนับจ านวนโครโมโซมจากราก

ทานตะวัน ท าการศึกษาเปรียบเทียบจ านวนโครโมโซมที่ผํานการชักน าด๎วยสารโคลซิซินในระดับความ

เข็มข๎นที่แตกตํางกัน ย๎ายต๎นอํอนที่ได๎จากข๎อ 3.4 ลงบนอาหารชักน าราก (อาหารสูตร MS ไมํเติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต) ศึกษาจ านวนโครโมโซมจากรากของต๎นอํอน โดยวิธี Feulgen stain 

technique โดยน ารากที่เกิดจากมาแชํในสารละลาย alpha-bromonapthalene ที่อุณหภูมิ 12 C 
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เป็นเวลา 24 ชั่วโมง กํอนน ามาย๎อมสีและท าให๎เซลล์กระจาย ย๎อมโครโมโซมด๎วยสีอะซิโตคาร์มีน 

ตรวจดูด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ถํายภาพ และ นับจ านวนโครโมโซม 
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บทที่ 4 

ผลการการวิจัยและอภิปรายผล 

 

การวิจัยนี้เป็นการศึกษาปัจจัยที่มีผลตํอการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันและการพัฒนาไป

เป็นต๎นใหมํ นอกจากนี้ยังท าการกระตุ๎นให๎เกิดการเพ่ิมชุดโครโมโซมโดยใช๎สารโคลซิซีนเพ่ือกระตุ๎นการ

เจริญของ haploid plant ไปเป็น double haploid plant ได๎แบํงการทดลองยํอยออกได๎ดังนี้  

4.1ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของดอกย่อยกับระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ 

 การทดลองนี้เป็นการตรวจสอบวําไมโครสปอร์อยูํในระยะนิวเคลียสเดียว (uninucleate 

stage) จากทานตะวันในดอกระยะเจริญพันธุ์ R5.1 โดยแบํงกลุํมของดอกยํอยออกเป็น 3 กลุํมคือ กลุํม

ที่ 1 เป็นดอกยํอย วงนอกสุด กลุํมที่ 2 เป็นวงที่ถัดมา และกลุํมที่ 3 อยูํในสุด (ภาพที่ 4.1) โดยการ

พิจารณาความสัมพันธ์ของไมโครสปอรร์ะยะนิวเคลียสเดียว กับลักษณะโครงสร๎างของดอก 

ภาพที่ 4.1 ได๎อธิบายถึงดอกยํอยได๎แยกออกจากจานดอกในระยะเจริญพันธุ์  R5.1 จาก

ทานตะวันพันธุ์ S473 (ภาพที่ 4.1A-B) Prado red (ภาพที่ 4.1C-D) และแปซิฟิค 22 (ภาพที่ 4.1E-F) 

องค์ประกอบของดอกในทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์และลักษณะภายนอกของดอกยํอยไมํมีความแตกตํางกัน 

พันธุ์แปซิฟิค 22 และพันธุ์ S473 มีกลีบดอกสีเหลืองใส หํอหุ๎มอับเรณู สํวนพันธุ์ Prado red สีของกลีบ

ดอกจะมีสีแดง-มํวงใสอับเรณูจะมีลักษณะเป็นหลอด วางตามแนวยาวระหวํางเกสรตัวเมีย ดอก

ทานตะวันมีกลีบดอก 5 กลีบเชื่อมติดกันเป็นทํอ (corolla) เรียกวงกลีบดอกนี้วํา gamopetalous 

ภายในจะประกอบด๎วยเกสรตัวผู๎และก๎านเกสรตัวเมีย เกสรตัวผู๎อยูํเหนือกลีบดอก (epipetalous) อับ

ละอองเรณูเชื่อมรวมกันเป็นหลอดแตํก๎านอับเรณูแยกเป็นอิสระจากกันเรียกวํา syngenesious 

filament โดยมีเนื้อเยื่อของก๎านเกสรตัวผู๎เชื่อมติดกันบริเวณฐานอับเรณูเรียกวํา basifixed  

 

4.1.1 การศึกษาระดับจุลภาคของอับเรณูที่สัมพันธ์กับพัฒนาการของละอองเรณู 

จากการสังเกตตัวอยํางอับเรณูที่น ามาตัดตามขวาง พบวําในทานตะวันทั้งสามพันธุ์มีโครงสร๎าง

คล๎ายกัน อับเรณูมีลักษณะเป็นรูปทรงกระบอก (cylinder) มีลักษณะคล๎ายปีกผีเสื้อ (butterfly-

shape) เชื่อมกันด๎วยเนื้อเยื่อ stomium อับเรณูสมมาตรแบบ symmetry ในทานตะวันสายพันธุ์ 

S473 (ภาพที่ 4.2A-C) และ Prado red (ภาพที่ 4.2 D-E) พบวํามี 5 pollen sacs เรียกวํา 

pentasporangiate ในขณะที่แปซิฟิค 22 พบทั้ง 5 pollen sacs (ภาพที่ 4.1G) และ 6 pollen sacs 
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ซึ่งเรียกวํา hexasporangiate (ภาพที่ 4.2H-I) มัดทํอลํอล าเลียงน้ าและอาหารอยูํระหวําง pollen sac 

ห๎องซ๎ายและขวาจะอยูํติดกับชั้น epidermis ในหนึ่ง pollen sac จะมีเนื้อเยื่อ stomium 2 ด๎านคือ

ด๎านที่ติดกับต าแหนํงตรงกลางของอับเรณูจะเป็น stigma ของ pistil และสํวนด๎านนอกจะเป็นสํวนหนึ่ง

ของ epidermis 

ส าหรับโครงสร๎างของอับเรณูที่พบเมื่อท าการศึกษาภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์จะประกอบไปด๎วย

เนื้อเยื่อสองกลุํมคือ กลุํมที่ท าหน๎าที่สร๎างเซลล์สืบพันธุ์ และกลุํมที่ท าหน๎าที่ป้องกันเซลล์สืบพันธุ์ 

เนื้อเยื่อที่พบวงนอกสุดของอับเรณูได๎แกํ epidermis layer จะพบ vacuole อยูํภายในไซโตพลาสซึม 

ถัดเข๎ามาด๎านในจะเป็นชั้นของ endothecium เป็นเซลล์ที่มีขนาดใหญํเมื่อเทียบกับ epidermal cell 

จะพบนิวเคลียสที่ย๎อมติดสีมํวงของ TBO ภายใน pollen sac จะพบไมโครสปอร์จ านวนมาก 
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ภาพที ่4.1  แสดงสัณฐานวิทยาของจานดอกทานตะวันในระยะ R5.1 และดอกยํอย 

A) จานดอกของทานตะวันพันธุ์ S473 B) ดอกยํอยของทานตะวันพันธุ์ S473 C) จานดอกของ

ทานตะวันพันธุ์ Prado red D) ดอกยํอยของทานตะวันพันธุ์ Prado red E) จานดอกของทานตะวัน

พันธุ์แปซิฟิค 22 F) ดอกยํอยของทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22  

  

  

  

A B 

C D 

E F 

1 

1 

2 3 

2 3 

1 3 2 
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4.1.2 ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหวํางลักษณะโครงสร๎างของดอกกับระยะพัฒนาการของไม

โครสปอร์ 

 สามารถใช๎เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (morphology maker) และเครื่องหมายทางเซลล์

วิทยา (cytological marker) เพ่ือตรวจสอบโมโครสปอร์ระยะนิวเคลียสเดียว มีรายงานการวัดขนาดอับ

เรณูมะเขือเทศเพ่ือบํงบอกระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ (Summers et al., 1992; Escobar-

Guzman et al., 2009) นับจ านวนใบ และนับอายุของพืชในข๎าวโพด (de Moraes et al., 2008) วัด

ความยาวของดอกในถั่วเหลือง (Lauxen et al., 2003) วัดขนาดจานดอกในทานตะวัน (Priya et al., 

2003; Phaosang et al., 2003; Krudnak et al., 2013) การศึกษาครั้งนี้ใช๎วิธีทาง cytological 

marker โดยฝังตัวอยํางลงบนเรซินจากนั้นตัดขนาด 1 ไมครอนด๎วยเครื่องอัลตราไมโครโตม แล๎วย๎อม

ด๎วยสี TBO พบวํานิวเคลียสของไมโครสปอร์มีสีมํวง (ภาพท่ี 4.3)  

 ตารางที่ 4.1 แสดงความสัมพันธ์ระหวํางระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์กับพันธุ์และชนิดของวง

ดอกยํอย พบวํา พันธุ์และวงดอกยํอยมีความสัมพันธ์ระหวํางระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์อยํางมี

นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ ยังพบวําปฏิสัมพันธ์ระหวํางพันธุ์และวงดอกยํอยมีผลตํอไมโค

รสปอร์ระยะ mid-late  uninucleate stage และมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

โดยพันธุ์แปซิฟิค 22 พบไมโครสปอร์ระยะ early uninucleate stage สูงสุดประมาณ 15.66%  

 เมื่อเปรียบเทียบไมโครสปอร์ระยะ uninucleate stage ในแตํละวงดอกยํอยพบไมโครสปอร์ทั้ง

ระยะ early และ mid-late uninucleate stage แตํจะแตกตํางกันในเปอร์เซ็นต์ที่พบ วงยํอยที่ 1 จะ

พบไมโครสปอร์ระยะ mid-late uninucleate สูงที่สุดประมาณ 30.44% สํวนวงที่ 3 จะพบไมโครส

ปอร์ระยะ mid-late uninucleate น๎อยที่สุด 12.00% 
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ภาพที่ 4.2 ภาพตัดตามขวางของอับเรณูที่แยกจากทานตะวันสามพันธุ์  

A-C) อับเรณูของดอกยํอยวงที่ 1, 2 และ 3 ของพันธุ์ S473  

D-F) อับเรณูของดอกยํอยวงที่ 1, 2 และ 3 ของพันธุ์ Prado red  

G-I) อับเรณูของดอกยํอยวงที่ 1, 2 และ 3 ของพันธุ์ แปซิฟิค 22  

ps: pollen sac, pg; pollen grains, st: style. sm: stomium, vb: vascular bundle. (A-I = 200 

µm). 
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ภาพที่ 4.2 ภาพตัดตามขวางของอับเรณูที่แยกจากทานตะวันสามพันธุ์ (ตํอ) 
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ตารางที่ 4.1  การวิเคราะห์ความแปรปรวนของความสัมพันธ์ระหวํางสัณฐานวิทยาของดอกและ

พัฒนาการของไมโครสปอร ์

 

S.V.O d.f. P E P/E EM MM 

Genotypes (G) 2 236.5541* 240.0446* 0.0010* 300.0370* 506.2593* 

Whorl (W) 2 18.8328* 19.8463* 0.0002 371.5926* 858.0370* 

G *W 4 3.8786* 3.8714* 0.0002 83.8148 300.2592* 

Error 18 0.3082 0.2511 0.0001 31.8148 37.8148 

% C.V   23.22 16.06 28.12 24.22 26.70 

* = มีความแตกตํางกันทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 

แนวแกนขั้ว (P) แนวแกนศูนย์ (E) อัตราสํวนของแนวแกนขั้วและแนวแกนศูนย์ (P/E) ไมโครสปอร์ระยะ

เริ่มต๎น (EM) และ ไมโครสปอร์ระยะกลาง-ปลาย (MM) 
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ภาพที่ 4.3  ภาพตัดตามขวางของอับเรณูของทานตะวันย๎อมด๎วยสี TBO เพ่ือตรวจสอบพัฒนาการของ

ไมโครสปอร์  

A-C) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์ Prado red  

D-F) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์ S473  

G-I) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 

n: nucleus, v: vacuole, sp: spine, et: endothermis (Bar 20 µm). 
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ภาพที่ 4.3  ภาพตัดตามขวางของอับเรณูของทานตะวันย๎อมด๎วยสี TBO เพ่ือตรวจสอบพัฒนาการของ

ไมโครสปอร์ (ตํอ) 

 

4.1.3 ผลการศึกษาโครงสร๎างภายในระดับจุลภาคของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสํองผําน (TEM) 

ผลการศึกษาพบวําโครงสร๎างภายในของไมโครสปอร์ของทานตะวันหลังจากแยกเป็นอิสระออก

จาก tetrahedral microspore จะหลุดออกมาอยูํบริเวณ locule ของอับเรณู บริเวณรอบๆ ไมโครส

ปอร์จะปกคลุมไปด๎วยของเหลวที่มาจากการสลายตัวของชั้น tapetum มีลักษณะสีเหลืองเรียกวํา 

sporopollenin ผนังของไมโครสปอร์ (exine scultuping) ปรากฏลวดลายเหมือนกัน มีลักษณะขน

แหลมเรียกวํา spine อยูํด๎านนอกสุด (exine) สํวนปลาย (apocopial exine) ของขนแหลมนี้จะ

ประกอบไปด๎วยชั้นของ ektexine และชั้น endoexine โดยชั้น ektexine ประกอบด๎วย tectum 

columellea และ foot layer สํวนชั้น endoexine ซึ่งอยูํถัดเข๎ามาด๎านใน จะพบวํามีความทึบแสง

และค๎อนข๎างหนาล๎อมรอบ โครงสร๎างและลักษณะดังกลําวคล๎ายที่รายงานของ Horner and Pearson 

(1978) โดย tectum จะมีลักษณะเป็น ovale และอยูํล๎อมรอบไมโครสปอร์ (round perforation) 

โครงสร๎างของ tectum จะมีลักษณะซับซ๎อนโดยเฉพาะบริเวณ spinular complex หรือปลายยอด
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แหลมของขนแหลม จะพบชั้นของนอกสุดเรียกวํา micro-perforated ถัดเข๎ามาจะเป็นชั้นของ 

columellar และชั้นของ  internal micro-perforated แทรกกระจายอยูํทั่วๆไป ชั้นของ micro 

perforates จะพบบริเวณใต๎โครงสร๎างของขนแหลมของละอองเรณู และพบวํา vestigial micro-

foramina จะอยูํในชั้นถัดมาตํอจาก micro perforate ของขนแหลม โครงสร๎างของ columellar จะมี

ลักษณะไมํซับซ๎อน มีแขนงติดตํอกันมากมาย (ภาพที่ 4.4A-I) ชนิดของ columelae ที่อยูํในผนังชั้น 

ektecxine หรือ sexine ของพืชจ าพวกทานตะวันจึงเรียกมันวํา Aster (Moore et al., 2000) สํวนที่

เรียกวํา caveae จะมีลักษณะเป็นชํองวํางระหวําง inner tectum กับ foot layer พบวําบางสํวนแคบ 

แตํพบวําใน วงที่ 3 ของทานตะวันพันธุ์ลูกผสม แปซิฟิค 22 จะกว๎างกวําทานตะวันพันธุ์อ่ืน (ภาพที่ 

4.4F) สํวน foot layer ซึ่งเป็นสํวนหนึ่งของชั้น ektexine จะมีลักษณะหนาและเรียบ โครงสร๎างชั้นถัด

จาก ektexine เป็นชั้น endexine จะหนาและจะเห็นขอบเขตชัดเจนในทุกวงดอกของทานตะวันทั้ง

สามพันธุ์แตํ endexine ที่พบในวงดอกที่ 2 (ภาพที่ 4.4B) วงดอกที่ 3 (ภาพที่ 4.4C) ของพันธุ์ S473 

และวงดอกที่ 3 (ภาพที่ 4.4F) ของพันธุ์แปซิฟิค 22 คํอนข๎างหนากกวําวงอ่ืน ผนังชั้นในสุดของละออง

เรณูเป็นชั้นของ intine มันบางซึ่งอยูํระหวํางผนังละอองเรณูและไซโตรพลาสซึมของละอองเรณู จาก

การศึกษาเมื่อเราเปรียบเทียบลักษณะตํางๆของผนังไมโครสปอร์พบวําไมํคํอยแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญ

ซึ่งคล๎ายกับผลการศึกษาของ Coutinho and Dinis (2007) ได๎ศึกษาผนังละอองเรณูในวงศ์ 

(Asteraceaea) ของพืชชนิด Senecio bbergii พบวํามีจ านวนชั้นของความหนาผนังละอองเรณูมีความ

แตกตํางกัน จ าแนกออกได๎ 3 ชั้นคือ tectum columellar และ basal ของ columellar (Montes 

and Murrag, 2015) Klimko et al. (2000) พบวําความหนาของผนังละอองเรณูขึ้นอยูํกับพันธุ์ของพืช

ที่น ามาศึกษา 
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ภาพที่ 4.4 ภาพตัดตามขวางของไมโครสปอร์ในทานตะวันภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํอง

ผําน  

A-C) วงดอกที่ 1, 2, 3 ในพันธุ์ Prado red  

D-F) วงดอกที่ 1, 2, 3 ในพันธุ์ S473 

H-I) วงดอกที่ 1, 2, 3 ในพันธุ์แปซิฟิค 22 (Bar =5 µm) 

ed = endexine, co = columellae, in = intine, te = tectum, sp =spinulate 
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ภาพที่ 4.4 ภาพตัดตามขวางของไมโครสปอร์ในทานตะวันภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํอง

ผําน (ตํอ) 
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4.1.4 ผลการศึกษาโครงสร๎างภายนอกของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

สํองกราด (SEM) และกล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง (LM) 

 การศึกษาโครงสร๎างภายนอกของละอองเรณูนั้นมีความส าคัญอยํางยิ่งตํอการศึกษาทางด๎าน 

อนุกรมวิธานและบํงบอกถึงทิศทางวัฒนาการของพืชดอก (Ahmad et al., 2013)  ผลการศึกษา

พบวําลักษณะผิวและลวดลายภายนอกของละอองเรณูโดยใช๎กล๎องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสํองกราด 

ผิวด๎านนอกของละอองเรณูจะมีผิวลักษณะขรุขระหรือเป็นขนแหลม (ภาพที่ 4.5) มีลักษณะรูปกรวย

ปลายแหลมบริเวณโคนจะกว๎าง โครงรํางภายนอกของละอองเรณูจะประกอบด๎วยชั้นของ tectum วาง

อยูํบน collumelae เรียกโครงสร๎างแบบนี้วํา tectate ลวดลายภายนอกของละอองเรณูเป็นแบบ 

echinate ลักษณะที่พบในการทดลองนี้คล๎ายในทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์มีลักษณะคล๎ายคลึงกัน สํวน

ลักษณะขนแหลมของแปซิฟิค 22 จะพบวํามีขนสั้นกวําพันธุ์อ่ืน (ภาพที่ 4.5G-I) ลักษณะสัณฐานวิทยา

ทั้งขนาด รูปทรง ชํองเปิด และลวดลายบนผิวของละอองเรณู สอดคล๎องกับรายงานของ Smith (1990) 

และ Faegri and Iversen (1978) 

 Wortley และคณะ (2007) ได๎ศึกษาสัณฐานวิทยาของละอองเรณูใน Hesperomannia 

(Asteraceae) Praxelis (Asteraceae) และ Coutinho และคณะ (2012) ศึกษาเผํายํอย Dicomeae 

ของวงศ์ Asteraceae พบวําลักษณะทางสัณฐานวิทยาของละอองเรณูมีความคล๎ายคลึงกัน 
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ภาพที่ 4.5 แสดงลักษณะโครงสร๎างภายนอกของละอองเรณูของทานตะวันด๎วยกล๎องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสํองกราด  

A-C) ละอองเรณูจากวงดอกที่ 1, 2, 3 ของพันธุ์ S473 

D-F) ละอองเรณูจากวงดอกที่ 1, 2, 3 ของพันธุ์ Prado red 

G-I) ละอองเรณูจากวงดอกที่ 1, 2, 3 ของพันธุ์แปซิฟิค 22 

ap: aperture, sp: spine (Bar=10µm) 
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ภาพที่ 4.5 แสดงลักษณะโครงสร๎างภายนอกของละอองเรณูของทานตะวันด๎วยกล๎องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบสํองกราด (ตํอ) 
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ลักษณะของไมโครสปอร์ด๎วยกล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง พบวําไมโครสปอร์ของทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์มี

รูปรํางทรงกลม เป็นเม็ดเดี่ยว (monad) ที่แยกอิสระเมื่ออยูํในห๎องของอับเรณูสีเหลืองใส (pale 

yellow) ชํองเปิดเรียงกันอยํางเป็นระเบียบ มีจ านวนชํองเปิดเทํากันเรียกวํา isopolar มีสมมาตรแบบ 

radially symmetry ผนังภายนอกปกคุลมด๎วยหนามแหลม ผิวของผนังละอองเรณูมีลักษณะเรียบสลับ

ขนแหลม ขนแหลมมีลักษณะปลายแหลมสํวนฐานจะมีลักษณะกว๎างวางตามแนวโค๎งของละอองเรณู  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแนวแกน polar view (P) และมุมด๎านข๎าง equatorial 

diameter (E) พบวํามีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติในกรณีที่แตกตํางพันธุ์ วงของดอกยํอย 

และปฏิสัมพันธ์ของสายพันธุ์ x วงดอก ในขณะที่อัตราสํวนของ P/E มีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญ

เฉพาะพันธุ์เทํานั้น ขณะที่วงดอก และปฏิสัมพันธ์ของสายพันธุ์ x วงดอก ไมํมีความแตกตํางอยํางมี

นัยส าคัญ (ตารางที ่4.1) 

การศึกษาขนาดของไมโครสปอร์โดยใช๎วิธีของ Erdtman (1952) พบวํา ขนาดของละอองเรณู

อยูํระหวําง 41.484 -45.037 ไมครอน  คําเฉลี่ยของ E มีคํา 39.6- 42.589 ไมครอน คําเฉลี่ยของ P = 

41.316 ไมครอน และมีคําความแตกตํางระหวําง 39.745- 42.024 ไมครอน คําเฉลี่ยของ E มีคําเทํากับ 

39.908 ไมครอน และมีคําความแตกตํางระหวําง 38.092- 40.984 ไมครอน ละอองเรณูขนาดเล็กที่สุด

พบในพันธุ์ลูกผสมแปซิฟิค 22 (ภาพที่ 4.5G-I) โดยมีคําเฉลี่ยของ P เทํากับ 33.348 ไมครอน คําเฉลี่ย

ของ E เทํากับ 31.531 ไมครอน ละอองเรณูของทานตะวันทั้งสามพันธุ์จากมุมบนจะมีลักษณะเป็น 

ball-triangle ในขณะที่มองจากด๎านข๎างจะมีลักษณะเกือบจะเป็นรูปไขํ คล๎ายกับผลการศึกษาของ 

Klimko et al. (2000)  

รูปรํางของละอองเรณูในพืชดอกจะพิจารณาจากอัตราสํวนของคํา P/E ในทานตะวันสายพันธุ์ 

S473 มีคําประมาณ 1.048 และมีความแตกตํางกันประมาณ 1.03 to 1.06 (ภาพที่ 4.5A-C) คําเฉลี่ย 

P/E ในทานตะวันสายพันธุ์ Prado red มีคําเทํากับ 1.037 (ภาพที่ 4.5D-E) และคําเฉลี่ยของ P/E ใน

ทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 เทํากับ 1.058 จากผลการศึกษาท าให๎ทราบวําละอองเรณูของทานตะวันมี

ลกัษณะเป็นรูปทรงกลม (prolate spheroidal) และเป็นประเภทรูปรํางคงที่ (filiform) ในทั้งสามพันธุ์ 

ลักษณะชํองเปิดของละอองเรณู (pollen aperture) ในทานตะวันทั้งสามพันธุ์พบวํามีชํองเปิด 

3 ชํองเปิดในแตํละชํองเปิดจะประกอบด๎วย pore และ colpus โดยมี pore อยูํตรงกลาง colpi (ภาพที่ 

4.6) ละอองเรณูของทานตะวันมีชํองเปิดเป็นแบบ Tricolporate ซึ่งคล๎ายกับรายงานของ Walker and 

Doyle (1975) ที่ได๎ศึกษาในพืชวงศ์ Asteraceae ละอองเรณูของทานตะวันชนิดที่มีชํองเปิดแบบ 
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tricolporate ชํองรูวงกลมจะประกอบด๎วย ectoaperture มีลักษณะเรียวยาววางรอบขอบด๎านนอก

ของของชํองเปิดและชํองปิดนี้จะมีชั้นของ tetum เป็นองค์ประกอบ สํวนถัดมาคือ mesoaperture 

เป็นชั้นที่ประกอบด๎วย foot layer วางตามแนวยาวของชํองเปิด สํวนตํอมาคือ endoaperture จะพบ

เนื้อเยื่อ agranules colpus ซึ่งจะมีลักษณะเรียบมีลักษณะเป็นวงกลม (ภาพท่ี 4.6C) 
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ภาพที ่4.6 สัณฐานวิทยาของไมโครสปอร์ในทานตะวันด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ชนิดใช๎แสง  

A-C) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์ S473  

D-F) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์ Prado red 

H-I) วงดอกที่ 1, 2, 3 ของทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22  

ap: aperture, sp:  spine, sn: sporopollenin (Bar=10 µm) 
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ภาพที ่4.6 สัณฐานวิทยาของไมโครสปอร์ในทานตะวันด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ชนิดใช๎แสง (ตํอ) 

 

4.2 ผลของสภาพและสูตรอาหารต่อการชักน าอับเรณูให้เกิดแคลลัส 

 การตรวจสอบ uninucleate stage ที่งํายที่สุดคือวิธีสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาของดอกที่เรา

น ามาใช๎ในการทดลองเชํน มะเขือเทศตรวจสอบ uninucleate stage โดยการวัดขนาดอับเรณู 

(Summers et al., 1992) ในพริกวัดขนาดดอก (Barroso et al., 2015) การศึกษาพัฒนาการของไมโค

รสปอร์เป็นปัจจัยแรกที่ต๎องท าการตรวจสอบกํอนที่จะน าไปเพาะเลี้ยงเนื้อในอาหารสังเคราะห์  นัก

ปรับปรุงพันธุ์ได๎ค๎นคว๎าหาวิธีการตรวจสอบได๎หลายวิธีด๎วยกัน และในการทดลองนี้ได๎ใช๎วิธีตรวจสอบ

ระยะพัฒนาการของโครสปอร์อยํางงํายและมีประสิทธิภาพโดยการสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาของดอก 

4.2.1 ขนาดดอกยํอยกับพัฒนาการของไมโครสปอร์ 

จานดอกของทานตะวันประกอบไปด๎วยดอกยํอยเรย์ (ray floret) มีความเป็นหมัน ไมํมีเกสรตัว

ผู๎และเกสรตัวเมีย สมมาตรแบบครึ่งซีก สํวนดอกยํอยถัดเข๎ามาเป็นดอกสมบูรณ์เพศ สมมาตรแบบรัศมี 

(Maiti et al., 2007) จุดวิกฤตของการเพาะเลี้ยงอับเรณูในทานตะวันคือ ต๎องทราบพัฒนาการของไมโค

รสปอร์วําระยะไหนเหมาะสมที่สุด การตรวจสอบด๎วยวิธีการดูสัณฐานวิทยาจึงเป็นวิธีที่งํายสุด เชํน  ใน

  

 

G H 

I 

ap 

ap 

ap 

sp 

sp 

sp 

sn 



55 
 

ถั่วเหลืองใช๎วิธีวัดความยาวของดอก (Summers, 1992) ในยาสูบใช๎วิธีวัดความยาวของกลีบดอก 

(Sunderland, 1984)  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของความยาวดอกยํอยพบวํามีนัยส าคัญทางสถิติทั้งพันธุ์ วง

ดอกยํอย และปฏิสัมพันธ์ของพันธุ์และวงดอก ซึ่งได๎น าเสนอตามตารางที่ 4.1  

ตารางที่ 4.2 อธิบายความยาวของขนาดดอกยํอยของทานตะวันทั้งสามพันธุ์ พบวําดอกยํอยที่มี

ความยาวมากที่สุดคือพันธุ์ S473 มีขนาด 15.531 mm ตามมาด๎วยแปซิฟิค 22 มีขนาด 15.37 mm 

และ Prado red มีขนาด 7.86 mm มีหลายงานวิจัยได๎อธิบายความสัมพันธ์ระหวํางสัณฐานวิทยาของ

ดอกและพัฒนาการของไมโครสปอร์เชํน Horn (1977) ได๎อธิบายวําพัฒนาการของไมโครสปอร์มี

ความสัมพันธ์กับพัฒนาการของดอก Smart และคณะ (1994) ได๎อธิบายวําดัชนีของขนาดชํอดอก

สามารถน ามาเป็นตัวชี้วัดพัฒนาการของไมโครสปอร์ได๎อยํางดีในทานตะวัน Yin และคณะ (1982) ได๎

อธิบายวําในถั่วเหลืองความยาวของกลีบดอกมีสัมพันธ์กับพัฒนาการของไมโครสปอร์  Kasperbauer 

และ Wilson (1979) ได๎อธิบายความยาวของดอกที่สัมพันธ์กับพัฒนาการของไมโครสปอร์ในยาสูบ 

Summers และคณะ (1992) ได๎อธิบายความยาวของขนาดดอกมีความสัมพันธ์อยํางมีนัยส าคัญกับ

พัฒนาการของไมโครสปอร์ เขาพบวําดอกยํอยขนาด 4.5 ถึง 9.0 mm พบระยะ uninucleate ใน

มะเขือเทศ Lauxen และคณะ (2003) ได๎อธิบายวําความยาวของดอกถั่งเหลืองสายพันธุ์ Williams 82 

ขนาด 2.5 mm to 3.5 mm พบวําพัฒนาการของไมโครสปอร์ที่ระยะ uninucleate ประมาณ 57% 

Sunarmi et al. (2014) ได๎อธิบายวําดอกถ่ัวเหลืองที่มีขนาด 2.6 mm ถึง 3.6 mm จะสังเกตเห็น mid 

- late uninucleate microspore stage ประมาณ 57.15%  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของความยาวอับเรณูพบวํามีนัยส าคัญทางสถิติทั้งพันธุ์ และ

ปฏิสัมพันธ์ของพันธุ์และวงดอก ขณะที่วงดอกยํอยไมํมีความส าคัญทางสถิติ ซึ่งได๎น าเสนอตามตารางที่ 

4.1 

ตารางที่ 4.2 อธิบายความยาวของอับเรณูของทานตะวัน 3 พันธุ์ พบวําอับเรณูที่มีความยาว

มากที่สุดมีขนาด 4.983 mm พบในทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 สํวนพันธุ์ S473 มีขนาดอับเรณู

ประมาณ 4.853 mm และพันธุ์ Prado red มีขนาด 3.563 mm มีบางรายงานที่ได๎อธิบาย

ความสัมพันธ์ของความยาวอับเรณูกับพัฒนาการของไมโครสปอร์เชํน Summers และคณะ (1992) ได๎

กลําววําความยาวของอับเรณูสัมพันธ์กับ ไมโครสปอร์ระยะ uninucleate stage ในมะเขือเทศ Islam 
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และคณะ (2011) อธิบายวําระยะ uninucleate stage จะพบในอับเรณูที่มีขนาด 1.9 mm ถึง 2.0 

mm  

Moraes และคณะ (2008) อธิบายวําในแตงโม (Cucumis melo) ระยะ early uninucleate 

microspore stage จะสังเกตเห็นในอับเรณูยาวประมาณ 7.16 mm ในขณะที่ late uninucleate 

stage จะพบในอับเรณูยาวประมาณ 7.31 mm de Parra-Vega และคณะ (2013) ได๎อธิบายเพ่ิมเติม

วําพัฒนาการของไมโครสปอร์ในพืชทุกชนิดจะด าเนินไปพร๎อมๆกับการเปลี่ยนแปลงทางด๎านขนาด และ

สีของอับเรณู จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของความกว๎างของอับเรณู พบวํามีนัยส าคัญทางสถิติทั้ง

พันธุ์ และวงดอกยํอย ในขณะที่ปฏิสัมพันธ์ของพันธุ์และวงดอกยํอยไมํมีความส าคัญทางสถิติ ซึ่งได๎

น าเสนอตามตารางที่ 4.1 

ตารางที่ 4.3 ได๎อธิบายขนาดความกว๎างของอับเรณูในทานตะวันสามพันธุ์พบวําขนาดความ

กว๎างอับเรณูใหญํที่สุดพบในทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 มีขนาด 1.536 mm พันธุ์ S473 และพันธุ์ 

Prado red มีขนาด 1.243 mm และ 1.222 mm ตามล าดับ 
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ตารางท่ี 4.2 การวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสัณฐานวิทยากับพัฒนาการของไมโครสปอร์ในระยะ  
  uninucleate ในทานตะวัน  

S.V.O DL AL AW MPF PV 

Genotypes 

(G) 
173.0353* 5.5461* 0.2760* 441034427.08* 198.99* 

Whorl (W) 9.1752* 0.3803* 0.0595* 473663.194 3.0809 

G * W 2.5229* 0.1144* 0.0024 10411840.28* 2.28* 

Error 0.0557 0.0085 0.0024 1262413.19 26.78 

% C.V 24.22 10.48 12.56 14.15 19.62 

* = มีความแตกตํางกันทางสถิติทีร่ะดับความเช่ือมั่นท่ี 0.05 

ความยาวดอกยํอย (DL) ความยาวอับเรณู (AL) ความกว๎าง (AW) จ านวนไมโครสปอร์ตํอดอก (MPF) ความมีชีวิตของ

ไมโครสปอร์ (PV)   

 

4.2.2 ศึกษาความสัมพันธ์ของไมโครสปอร์ และความมีชีวิตของละอองเรณู 

การตรวจความมีชีวิตของละอองเรณูเป็นสิ่งจ าเป็นตํอการปรับปรุงพันธุ์ด๎วยวิธีการเพาะเลี้ยงอับ

เรณูในอาหารสังเคราะห์ สภาพแวดล๎อมในการปลูกทานตะวันเพ่ือเก็บอับเรณูได๎แกํ ความร๎อนหรือรังสี

จากแสงอาทิตย์และความชื้นในบรรยากาศมีผลตํอความมีชีวิตของไมโครสปอร์ในพืชอยํางยิ่ง Saini และ

คณะ (1984) ได๎อธิบายวําความร๎อนมีผลท าให๎ละอองเรณูของข๎าวสาลี Triticum aestivum มีอัตรา

การรอดชีวิตลดลง Astiz and Hernandez (2013) พบวําอุณหภูมิมีผลตํอความมีชีวิตของไมโครสปอร์

ในทานตะวัน  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของความมีชีวิตของละอองเรณู พบวํามีนัยส าคัญทางสถิติใน

พันธุ์ ในขณะวงดอกยํอย และปฏิสัมพันธ์ระหวํางพันธุ์และวงดอกยํอยไมํมีความส าคัญทางสถิติ ซึ่งได๎

น าเสนอตามตารางที่ 4.2 

ผลของการศึกษาความมีชีวิตของละอองเรณูในทานตะวัน 3 พันธุ์ด๎วยวิธีย๎อมด๎วยสี IKI พบวํา

ในทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 มีคําประมาณ 99.82% (ภาพที่ 4.8C) พันธุ์ S473 มีคําประมาณ 

93.013% (ภาพที่ 4.8A) และพันธุ์ Prado red มีคําประมาณ 90.807% (ภาพที่ 4.8B) ตามล าดับใน

การศึกษาครั้งนี้พบวําอัตราความมีชีวิตของไมโครสปอร์ทั้งสามพันธุ์มีความคล๎ายกันกับผลการทดลอง
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ของ Astiz และคณะ (2012) ได๎ศึกษาการมีชีวิตของทานตะวัน พบวําความมีชีวิตของไมโครสปอร์มี

คําประมาณ 96.6 ถึง 98.4% ในทานตะวันลูกผสม F1 hybrids of Helianthus tuberosus x 

cultivated sunflower  

Elena (2013) ได๎ศึกษาการมีชีวิตในทานตะวันลูกผสม โดยการน าไมโครสปอร์ไปย๎อมด๎วยสีอะ

โตคาร์มีน พบวําคําความมีชีวิตของไมโครสปอร์ประมาณ 47.1 ถึง 98.8% Mazzeo และคณะ (2014) 

ได๎ศึกษาการมีชีวิตในมะกอกน้ ามัน (Olea europaea L.) พบวําคําความมีชีวิตของไมโครสปอร์

ประมาณ 35.5% ถึง 84.3% Pirlak และ Guleryuz (2005) ได๎ศึกษาร๎อยละการมีชีวิตของไมโครสปอร์

ในเชอร์รี่โดยการย๎อมด๎วยสี IKI พบวําคําความมีชีวิตของไมโครสปอร์มีคําประมาณ 73.02% ถึง 

86.79%  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนของความมีชีวิตของละอองเรณูเมื่อเปรียบเทียบระหวํางวง

ดอก พบวํามีนัยส าคัญทางสถิติในพันธุ์ ซึ่งได๎น าเสนอตามตารางที่ 4.2 

ภาพที่ 4.7 อธิบายความมีชีวิตของไมโครสปอร์ในทานตะวันทั้งสามพันธุ์เมื่อเปรียบเทียบโดย

การพิจารณาที่วงดอกยํอยพบวําในแตํละพันธุ์ไมํมีความแตกตํางกัน เชํน พันธุ์แปซิฟิค 22 มีคําเฉลี่ยทั้ง 

3 วงมีคําประมาณ 99.75 % ถึง 99.89 % พันธุ์ S473 วงยํอยที่ 1 มีคําประมาณ 89.62% วงยํอยที่ 2 

มีคําประมาณ97.47 % และวงที่ 3 มีคําประมาณ 91.96 % สํวนพันธุ์ Prado red วงยํอยที่ 1 มี

คําประมาณ 96.01 % วงยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 90.43% และวงยํอยที่ 3 มีคําประมาณ 85.99% 
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ภาพที่ 4.7 ความมีชีวิตของเรณูในทานตะวัน  

  

    Pacific 22        S473           Prado red  
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ภาพที ่4.8 ภาพการย๎อมสี IKI ในละอองเรณูของทานตะวัน  

A-C) พันธุ์ S473 วงที่ 1, 2, 3; D-F) พันธุ์ Prado red วงที่ 1, 2 และ 3; H-I) พันธุ์ Pacific 22 วงที่ 1, 

2, และ 3 (หัวลูกศรหมายถึงไมโครสปอร์ท่ีตาย). (Bar =100 µm) 
 

  

  

  

A 

E F 

C 

B 

D 
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ภาพที ่4.8 ภาพการย๎อมสี IKI ในละอองเรณูของทานตะวัน (ตํอ) 

 

4.2.3 การตรวจสอบปริมาณไมโครสปอร์ต่อดอก 

ปริมาณไมโครสปอร์ตํอดอกมีความส าคัญอยํางยิ่งตํอการผสมพันธุ์ของทานตะวันลูกผสม และ

การผลิตสายพันธุ์แท๎ (Vear และคณะ, 1990) การนับจ านวนไมโครสปอร์ด๎วยฮีโมไซโตมิเตอร์พบวําคํา

ความแปรปรวนของพันธุ์และปฏิสัมพันธ์ระหวํางพันธุ์และวงดอกยํอยมีความสัมพันธ์อยํางมีนัยส าคัญ 

ในขณะที่วงดอกยํอยไมํมีความสัมพันธ์อยํางมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งได๎แสดงในตารางที่ 4.2 

ภาพที่ 4.9 แสดงปริมาณไมโครสปอร์ตํอดอกด๎วยวิธีการนับจ านวนโดยใช๎ฮีโมไซโตมิเตอร์ 

พบวําพันธุ์แปซิฟิค 22 มีคําสูงสุด 28,106 เม็ด (grains) พันธุ์ S473 มี 24,877 เม็ด และพันธุ์ Prado 

red มีคํา 14,694 เม็ดเมื่อเปรียบเทียบระหวํางวงดอก พบวําวงดอกยํอยนอกสุดจะพบละอองเรณู

ประมาณ 21,924 เม็ด วงดอกยํอยถัดมาจะพบละอองเรณู 26,063 เม็ด และดอกยํอยในสุดมี 38,752 

เม็ด 

Astiz และ Hermandez (2013) ได๎ศึกษาจ านวนละอองเรณูในทานตะวันพันธุ์ DKOP 3845 

และ พันธุ์ DKOP 3945 พบวําในขณะที่พันธุ์ DKOP 3945 มีละอองเรณูวงนอกสุด ประมาณ 25,562 

เม็ด วงในพบละอองเรณูประมาณ 31,917 เม็ด และวงในสุดพบละอองเรณูประมาณ 36,938 เม็ด  

  

 

G 

I 

H 
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Vear และคณะ (1990) ได๎ศึกษาจ านวนละอองเรณูในทานตะวันสายพันธุ์แท๎ (pure line) พบปริมาณ

ละอองเรณูตํอดอกประมาณ 25,218 เม็ด ถึง 40,788 เม็ด ขณะที่ Dilkilic and Mestav (2011) ได๎

ศึกษาปริมาณละอองเรณูตํอดอกในควินซ์ (quince) พบประมาณ 11,906 เม็ด ถึง 13,219 เม็ด และ 

Sumarimi และคณะ (2014) ได๎ศึกษาปริมาณละอองเรณูตํอดอกในถั่วเหลืองพบวํามีประมาณ 

354.67±59.67 เม็ด  
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ภาพที่ 4.9 ภาพถํายปริมาณไมโครสปอร์ตํอดอกในทานตะวัน 3 พันธุ์ 

A-C) พันธุ์ S473 วงดอกที ่1, 2 และ 3 D-F) พันธุ์ Prado red วงดอกที ่1, 2 และ  3 H-I) พันธุ์แปซิฟิค 

22 วงดอกที ่1, 2 และ  3   
 

  

  

  

A 

F 

B 

C D 

E 
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ภาพที่ 4.9 ภาพถํายปริมาณไมโครสปอร์ตํอดอกในทานตะวัน 3 พันธุ์ (ตํอ) 
 

 

  

 

G H 

I 
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ตารางท่ี 4.3 คําเฉลี่ยของด๎านสัณฐานวิทยาของอับเรณูและไมโครสปอร์ในทานตะวัน  

Genotypes P 

(µm) 

E 

(µm) 

P/E DL 

(mm) 

AL 

(mm) 

AW 

(mm) 

EM 

(%) 

MM 

(%) 

MPF 

(grain/flower) 

PV 

(%) 

Prado red 41.32 

±0.84b 

39.91 

±1.04b 

1.04 

±0.01a 

7.86 

±0.07a 

3.56 

±0.07a 

1.22 

±0.05a 

14.44 

±11.30b 

26.89 

±11.14b 

14694.44 

±2003.47a 

90.81 

±5.91a 

S473 42.92 

±1.15c 

40.95 

± 0.97c 

1.05 

±0.01b 

15.53 

±0.92b 

4.85 

±0.39b 

1.24 

±0.11a 

5.11 

±8.25a 

11.89 

±8.25a 

24877.78 

±1106.76b 

93.01 

±0.17a 

Pacific22 33.35 

±2.31a 

31.53 

± 2.33a 

1.06 

±0.01b 

15.37 

±1.66b 

4.98 

±0.10c 

1.54 

±0.08b 

15.67 

±7.86 b 

19.33 

±16.06ab 

28106.94 

±1710.54c 

99.83 

±5.22b 

Mean 39.19 37.46 1.05 12.92 4.47 1.33 11.74 19.37 22559.72 94.55 

ข๎อมูลแสดงคําเฉลี่ย ± SD  ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s 

Multiple Range Test (DMRT) 

แนวแกนขั้ว (P), แนวแกนศูนย์ (E), อัตราสํวนของแนวแกนขั้วตํอแนวแกนศูนย์ (P/E) ความยาวของดอกยํอย disk (DL) ความยาวของอับเรณู (AL), ความกว๎างของอับเรณู 

(AW), early uninucleate microspore (EM), mid-late uninucleate microspore (MM), ไมโครสปอร์ตํอดอก (MPF) และ ความมีชีวิตของไมโครสปอร์ (PV)
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4.3 ผลของสภาพและสูตรอาหารต่อการเพาะเลี้ยงอับเรณูให้เกิดต้นและราก 

การพัฒนาสายพันธุ์แท๎ (haploid line) โดยการเพาะเลี้ยงอับเรณูมีประโยชน์อยํางยิ่งตํอการปรับปรุง

พันธุ์ซึ่งสามารถเข๎าสูํความบริสุทธิ์ภายใน 2-3 รุํนเทํานั้น นอกจากนี้ยังชํวยลดเวลา และพ้ืนที่เพาะปลูกลงได๎

เป็นอยํางมาก อยํางไรก็ตามการผลิต haploid line ด๎วยวิธีเพาะเลี้ยงอับเรณูมีหลายปัจจัยด๎วยกันที่จะท าให๎

ประสบผลส าเร็จ ดังผลการทดลองด๎านลําง 

4.3.1 ผลของสูตรอาหารต่อการเพาะเลี้ยงอับเรณู 

จากผลการเพาะเลี้ยงอับเรณู และชักน าให๎เกิดแคลลัสพบวําทุกพันธุ์สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎ 

แคลลัสมีลักษณะนุํมและยุํย (friable calli) จนถึงแคลลัสที่อัดแนํนและแข็ง (hard and compact calli) สี

ของแคลลัสมีตั้งแตํสีขาวใส (pale white) สีครีม และสีเขียวใส จะพบในทานตะวันสองพันธุ์คือ S473 และ แป

ซิฟิค 22 สํวนพันธุ์ Prado red สามารถผลิตแคลลัสสีมํวงใส และขาวใส มีบางอับเรณูแคลลัสสามารถพัฒนา

ไปเป็นต๎นได๎โดยตรงพบในอาหารสูตร A2 สํวนอาหารสูตร A1 และ A3 อับเรณูสามารถพัฒนาไปเป็น 

embryonic callus และสูตร A4 พบวําอับเรณูเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลและตายไปในที่สุด (ภาพท่ี 4.11)  

พันธุ์ S473 อับเรณูสามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสและ embryonic callus ในอาหารสูตร A1, A2 

และ A3 สํวนสูตร A4 อับเรณูจะมีสีน้ าตาลและตายไปในที่สุด (ภาพที่ 4.10) พันธุ์แปซิฟิค 22 พบวําอับเรณูที่

น ามาเพาะเลี้ยงสามารถพัฒนาเป็นแคลลัสและ embryonic callus ในอาหารสูตร A1, A2 และ A3 สํวนสูตร 

A4 อับเรณูจะมีสีน้ าตาลและตายไปในที่สุด และมีบางแคลลัสพัฒนาไปเป็นรากได๎ในอาหารสูตร A1 (ภาพที่ 

4.11) 

ตารางที่ 4.4 แสดงความแตกตํางของพันธุ์มีอิทธิพลตํอสัณฐานวิทยาของแคลลัสโดยเฉพาะขนาด

แคลลัสอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ (P=0.05) เมื่อน าคําเฉลี่ยของผลการทดลองทั้ง 3 พันธุ์มาเปรียบเทียบ พบวํา

พันธุ์ S473 สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัสได๎สูงที่สุดประมาณ 42.28% และพันธุ์แปซิฟิค 22 ให๎คําเฉลี่ย

ประมาณ 38.74% และพันธุ์ Prado red ให๎คําเฉลี่ยการตอบสนองสูงที่สุดคือ 36.42%  

จากตารางที่ 4.5 แสดงให๎เห็นวํา คําการวิเคราะห์ความแปรปรวนในการเพาะเลี้ยงอับเรณูในหลอด

ทดลองที่ปลอดเชื้อของทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์พบวํามีนัยส าคัญทางสถิติในคําพารามิเตอร์ของน้ าหนักแห๎ง 

ในขณะที่พารามิเตอร์อื่นไมํมีความส าคัญทางสถิติ  

แคลลัสที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูจะมีบางอันที่พัฒนาไปเป็น embryo like structures (ELS) 

ระยะที่พบจะมีลักษณะเป็นก๎อนกลม มีกลมมีขนสีขาวพัฒนามาจากแคลลัสก๎อนนั้น คําเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิด 

ELS พบวําในพันธุ์ Prado red ให๎คําสูงที่สุดประมาณ 10.37% พันธุ์แปซิฟิค 22 มีคําประมาณ 9.70% และ

พันธุ์ S473 ให๎มีคําประมาณ 9.63%. 
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คําเฉลี่ยของขนาดแคลลัสที่ได๎จากการเพาะอับเรณูมีคําสูงที่สุดในพันธุ์แปซิฟิค 22 ประมาณ 2.025 

มม. พันธุ์ S473 ให๎คําเฉลี่ยของขนาดประมาณ 2.019 มม และพันธุ์ Prado red ให๎คําเฉลี่ยของขนาด

ประมาณ 1.897 มม. คําเฉลี่ยของน้ าหนักสดพบวําในพันธุ์แปซิฟิค 22 ให๎คําสูงสุดประมาณ 0.157 มก พันธุ์ 

S437 และพันธุ์ Prado red ให๎คําเฉลี่ยน้ าหนักสดประมาณ 0.142 มก และ 0.148 มก ตามล าดับ คําเฉลี่ย

น้ าหนักแห๎งของแคลลัสสูงที่สุดประมาณ 0.058 มก พบในทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 ถัดมาเป็นพันธุ์ S473  มี

คําเฉลี่ยน้ าหนักแห๎งประมาณ 0.050 มก และพันธุ์ Prado red ให๎คําเฉลี่ยประมาณ 0.051 มก 

การชักน าแคลลัสด๎วยวิธีการเพาะอับเรณูมีนักวิจัยท าไว๎หลายคนเชํน Gurel และคณะ (1991) อธิบาย

วําความแตกตํางของพันธุ์ (genotypes) ที่อยูํในพืชชนิดเดียวกัน (species) มีอิทธิพลตํอการชักน าให๎เกิดต๎น

ใหมํได๎ในทานตะวัน Ibrahim และคณะ (2015) ได๎ท าการทดลองโดยเปรียบเทียบพันธุ์ในพืชกระเจี๊ยบ 

(Hibiscus cannabinus L.) หลายพันธุ์ พบวําการชักน าให๎เกิดแคลลัสในการเพาะเลี้ยงอับเรณูให๎ผลใกล๎เคียง

เคียงกัน Priya et al. (2003) รายงานวําในพันธุ์พํอแมํ Helianthus annuus L. ให๎คําการตอบสนองสูงที่สุด

ประมาณ 98.27% ในขณะที่ลูก F1 ที่ได๎จากการผสมของ H. annuus L x H. occidentalis  ให๎คําเฉลี่ยการ

เกิดแคลลัสประมาณ 94.33% Todorova et al. (1997) ได๎รายงานวํา การผลิตพืช doubled haploid ใน

ทานตะวันที่มีพันธุกรรมตํางกันจะให๎จ านวนต๎น haploid line ที่แตกตํางกัน พันธุ์ลูกผสม HB9203 ให๎ปริมาณ

ต๎นกล๎าที่เป็น haploid line สูงที่สุดประมาณ 20 ต๎น  

Sujatha และ Prabokaran (2006) ศึกษางานวิจัยในพืชผสมข๎ามระหวําง H. annuus L. x H. 

resinosus พบวําสามารถตอบสนองตํอการเพาะเลี้ยงได๎ดีและสามารถพัฒนา ELS มีคําประมาณ 98.7% 

ในขณะที่พันธุ์ลูกผสมระหวําง H. annuus L x H. tuberosus สามารถงอกเป็นต๎นใหมํได๎โดยผําน

กระบวนการ organogenesis  

Nurhidayah และคณะ (1996) รายงานวําในทานตะวันลูกผสมระหวําง H. annuus L x H. 

tuberosus พบวําร๎อยละการตอบสนองมีคําประมาณ 7.0% และความสามารถพัฒนาไปเป็นต๎นใหมํมี

คําประมาณ 1.2% Bohorova et al. (1985) รายงานวําทานตะวันลูกผสมระหวําง H. annuus L. x H. 

decapetalus เมื่อน ามาเพาะเลี้ยงอับเรณูพบวําสามารถพัฒนาไปเป็นต๎นใหมํได๎โดยไมํผํานการเกิดแคลลัส 

callogenesis  

Todorova และคณะ (1997) ทานตะวันลูกผสมระหวําง H. laevigatust x H. annuus L. สามารถ

ตอบสนองตํอการพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎ดีและมีคําสูงถึง 60% นอกจากนี้ได๎มีการรายงานการน าพืชป่าเชํน H. 

toburosus, H. laetiforus, H. resinosus ที่ใช๎เป็นพํอแมํพันธุ์มาเพาะเลี้ยงอับเรณูพบวํามีอัตราการ

ตอบสนองตํอการเกิดแคลลัส การเกิดเอ็มบริโอ การเกิดต๎นใหมํ และรากได๎ดี (Gurel et al., 1991; Friedt et 

al., 1997)   
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ตารางท่ี 4.4 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยลักษณะสัณฐานวิทยาของแคลลัสในทานตะวัน 

พันธุ์ CS FC DC PC PE 

Prado red 1.897±1.131a 0.148±0.0890a 0.051±0.032ab 36.42±30.08a 10.37±9.27a 

S473 2.019±1.069a 0.142±0.088a 0.050±0.032a 42.28±33.88a 9.63±8.77a 

Pacific 22 2.036±1.233a 0.157±0.087a 0.058±0.032b 38.74±27.03a 9.70±9.67a 

Mean 1.98 0.053 0.053 25.46 9.90 

ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการ

เปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

ขนาดแคลลัส (CS), น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส (PC) และเปอร์เซ็นต์การ

เกิดเอ็มบริโอนิคแคลลัส (PE)  

 

ตารางท่ี 4.5 การวิเคราะห์ความแปรปรวนลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัส  

S.V.O d.f. CS FC DC PC PE 

Genotypes 

(G) 
2 0.184 0.002 0.0007* 14743.15 6.00 

Whorl (W) 2 0.001 0.0004 0.0002 1133.26* 94.15* 

Media (M) 3 30.739* 0.2279* 0.0266* 21782.04* 2455.97* 

G *W 4 0.559 0.001 0.0002 356.37 30.65* 

G * M 6 0.989* 0.0016 0.0003 675.79* 20.36 

W * M 6 1.074* 0.001 0.0003 419.44* 33.28* 

G * W * M 12 0.832* 0.0012 0.0002 80.86 15.32 

Error 72 0.37 0.0014 0.0002 231.98 10.93 

% C.V.   28.55 22.6 10.02 15.88 12.06 

* =  แตกตํางทางสติถิในระดับ 0.05 

ขนาดแคลลัส (CS), น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), เปอร์เซนต์การเกิดแคลลัส (PC) และเปอร์เซ็นต์การ

เกิดเอ็มบริโอ (PE)  
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ภาพที่ 4.10 แคลลัสที่พัฒนามาจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันพันธุ์สังเคราะห์ S473 
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ภาพที ่4.11 แคลลัสที่พัฒนามาจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันพันธุ์ลูกผสมแปซิฟิค 22 
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ภาพที่ 4.12 แคลลัสที่พัฒนามาจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันพันธุ์ Prado red  
 

4.3.2 ผลของวงดอกย่อยต่อการพัฒนาให้เกิดแคลลัสจากการเพาะเลี้ยงอับเรณู 

ความสัมพันธ์ระหวํางขนาดดอกและพัฒนาการของไมโครสปอร์มีความส าคัญทางสถิติตํอการพัฒนา

พันธุ์พืชผํานการเพาะเลี้ยงอับเรณู มีหลายงานวิจัยที่ได๎น าตาดอกมาจากชํอดอกที่มีขนาดตํางกัน เชํน 

Phippen and Ockendon (1991) ได๎น าอับเรณูของกะหล่ าดอกที่มีขนาดตํางกันมาเพาะเลี้ยงในอาหาร

สังเคราะห์พบวําให๎ผลการตอบสนองไมํแตกตํางกัน 

ในทานตะวันพบวํามีจานดอกขนาดใหญํและมีดอกยํอยในแตํละวงมีขนาดไมํเทํากัน และพบวําวงดอก

ที่อยูํบริเวณตรงกลางมีขนาดเล็กและบานช๎าที่สุด นั้นหมายความวําดอกยํอยวงในสุดยํอมมีการเจริญเติบโตช๎า

ที่สุด พัฒนาการของเซลล์สืบพันธุ์จะช๎ากวําวงนอกสุด 

จากผลการทดลองคําความแปรปรวนของการเพาะเลี้ยงอับเรณูภาพใต๎สภาวะปลอดเชื้อของวงดอก

ยํอยที่ตํางกันซึ่งได๎น าเสนอในตารางที่ 4.6 พบวํามีนัยส าคัญทางสถิติในพารามิเตอร์ของเปอร์เซ็นต์แคลลัส 

(callus induction) และคําเปอร์เซ็นต์การเกิดเอ็มบริโอ (embryo like structure) ในทางตรงข๎ามพบวําบาง

พารามิเตอร์ไมํมีความส าคัญทางสถิติสํวนคําปฏิสัมพันธ์ระหวํางวงดอกยํอยและสูตรอาหารพบวําพารามิเตอร์
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เปอร์เซ็นต์แคลลัส (callus induction) และขนาดแคลลัสมีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะที่พารามิเตอร์อ่ืนๆไมํมี

นัยส าคัญทางสถิติ 

ตารางที่ 4.6 อธิบายพัฒนาการของแคลลัสผํานการเพาะเลี้ยงอับเรณูเมื่อเปรียบเทียบความแตกตําง

ของวงดอกยํอย จากผลการทลองพบวําในวงยํอยที่ 3 มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสประมาณ 3.389% ในขณะ

วงยํอยที่ 2 พบเปอร์เซนต์การเกิดแคลลัสประมาณ 37.69% วงยํอยที่ 1 มีเปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัสประมาณ 

45.03%  

เมื่อท าการเปรียบเทียบคําเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ของ ELS พบวําวงยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 11.15% วงยํอย

ที่ 1 มีคําประมาณ 10.48% และวงยํอยที่ 3 มีคําประมาณ 8.07% คําเฉลี่ยสูงสุดของขนาดแคลลัสมีคําสูงสุด

ประมาณ 1.985 มม. ในวงยํอยที่ 2 วงยํอยที่ 1 มีคําประมาณ 1.974 มม. และวงยํอยที่ 3 มีคําประมาณ 

1.981 มม. คําเฉลี่ยสูงสุดของน้ าหนักสดมีคําประมาณ 0.153 มก. พบในวงยํอยที่ 3 ตามมาด๎วยวงยํอยที่ 1 มี

คําประมาณ 0.148 มก และวงยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 0.147 มก คําเฉลี่ยสูงสุดของน้ าหนักแห๎ง มีคําประมาณ 

0.053 มก ในวงยํอยที่ 3 วงยํอยที่ 1 มีคําประมาณ 0.055 มก และ วงยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 0.050 มก  

จากผลการทดลองข๎างบนมีคล๎ายคลึงกับผลการทดลองของ Ivers และคณะ (1974) ได๎รายงานวําการ

น าอับเรณูที่ได๎จากดอกถั่วเหลืองที่มีขนาดดอกแตกตํางกันพบวําสามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎เชํนเดียวกัน  

Azad และคณะ (2013) รายงานวําอิทธิพลของขนาดดอกมีผลตํอการผลิตพืช haploid line เมื่อใช๎วิธี

เพาะเลี้ยงอับเรณูในอาหารสังเคราะห์  
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ตารางท่ี 4.6 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยความแตกตํางทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสในทานตะวัน 3 พันธุ์ 
โดยการพิจารณาที่วงดอกยํอย  

วงดอก

ย่อย  
CS FC DC PC PE 

1 1.974±1.228a 0.148±0.091a 0.055±0.035a 46.36±33.66a 10.48±9.63a 

2 1.985±1.232a 0.147±0.088a 0.050±0.032a 38.69±31.02a 11.15±10.17b 

3 1.981±0.962a 0.153±0.087a 0.053±0.039b 32.39±24.75a 8.07±7.44a 

ค่าเฉลี่ย 1.98 0.149 0.053 39.145 9.90 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการ

เปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-ขนาดแคลลัส (CS) น้ าหนักสด (FC) น้ าหนักแห๎ง (DC) เปอร์เซนต์ของแคลลัส (PC) และเปอร์เซ็นต์ของ 

embryo like structure (PE)  
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4.3.3 ศึกษาอิทธิพลของอาหารและองค์ประกอบมีต่อพัฒนาการของแคลลัสทีได้จากการ

เพาะเลี้ยงอับเรณู 

เมื่อพิจารณาคําความแปรปรวนของอาหารสังเคราะห์ที่น ามาเพาะเลี้ยงอับเรณูภาพใต๎สภาวะปลอด

เชื้อได๎น าเสนอในตารางที่ 4.4 พบวําขนาดแคลลัส น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง เปอร์เซ็นต์การเกิดแคลลัส และ

เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS มีนัยส าคัญทางสถิติ  

ตารางที่ 4.7 แสดงพัฒนาการของแคลลัสผํานการเพาะเลี้ยงอับเรณูเมื่อเปรียบเทียบความแตกตําง

ของสูตรอาหาร จากผลการทดลองพบวําสูตรอาหาร A1, A2 และ A3 สามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส และพัฒนา

ไปเป็น ELS ได๎ ในขณะที่สูตร A4 ที่ไมํสามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัส เมื่อเปรียบเทียบสูตรอาการ A3 และ A4 

จะมีความแตกตํางเฉพาะสารอินทรีย์ที่เติมลงในอาหารสังเคราะห์ กลําวคือสูตร A3 เติม casein hydrolysate 

ขณะที่สูตร A4 เติมน้ ามะพร๎าว แตํในสูตรอาหาร A1 และ A2 มีความแตกตํางเฉพาะสารอินทรีย์เชํนกันแตํ

ให๎ผลตรงข๎ามกันคือ สูตร A1 เติม casein hydrolysate 500 มก/ลิตร ขณะที่ A2 เติมน้ ามะพร๎าว 10% 

พบวําอับเรณูที่น ามาเพาะเลี้ยงในสูตร A2 พัฒนาไปเป็นแคคลัส ELS และต๎นได๎ทั้งในพันธุ์ Prado red 

genotype (ภาพที่ 4.12) แตํพบวําพันธุ์ S473 และพันธุ์แปซิฟิค 22 เมื่อน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร A2 ไมํ

สามารถพัฒนาไปเป็นต๎นหรือรากได๎ แตํพันพันธุ์แปซิฟิค 22 เมื่อน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร A1 สามารถชักน าให๎

เกิดรากได๎  

กระบวนการเกิดเอ็มบริโอจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูที่พบในอาหารบางสูตรเชํน A1, A2 และ A3 จะ

อยูํในระยะ globular stage แตํมีบางแคลลัสเทํานั้นที่สามารถพัฒนาไปเป็นอวัยะเชํน ราก หรือต๎นได๎ในสูตร

อาหาร A2 เมื่อเปรียบเทียบสูตรอาหารตํอการเกิดแคลลัสพบวําอาหารทั้งสามสูตรสามารถชักน าให๎เกิดแคลลัส

ได๎ อาหารสูตร A2 พัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎ประมาณ 65.48% ในขณะสูตรอาหาร A1 พบแคลลัสประมาณ 

58.70%, A3 พบแคลลัสประมาณ 27.56% สํวนสูตรอาหาร A4 ไมํสามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎  

สัณฐานวิทยาของแคลลัสที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงอับเรณูด๎วยอาหารสูตรที่ตํางองค์ประกอบกัน พบวํา

เปอร์เซ็นต์การเกิด ELS (globular stage) มีคําประมาณ 21.88% พบในอาหารสูตร A2 อาหารสูตร A1 มี

คําประมาณ 12.69% และ A3 มีคําประมาณ 5.04% การเจริญเติบโตของแคลลัสพบวําอาหารสูตร A2 ให๎

คําเฉลี่ยขนาดแคลลัสใหญํสุดประมาณ 2.828 มม. ตามมาด๎วยอาหารสูตร A1 มีคําประมาณ 2.584 มม. 

อาหารสูตร A3 มีคําประมาณ 2.053 มม.  

เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของน้ าหนักสด พบวําอาหารสูตร A2 ให๎คําเฉลี่ยของน้ าหนักสดสูงสุดประมาณ 

0.214 มก. อาหารสูตร A1 มีคําน้ าหนักสดประมาณ 0.197 มก. และสูตร A3 มีคําน้ าหนักสดประมาณ 0.172 

มก. คําสูงที่สุดเฉลี่ยของน้ าหนักแห๎งพบในอาหารสูตร A2 มีคําประมาณ 0.079 มก. อาหารสูตร A1 มีคํา

น้ าหนักแห๎งประมาณ 0.067 มก. อาหารสูตร A3 มีคําน้ าหนักแห๎งประมาณ 0.058 มก. 
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จากผลการทดลองข๎างบนจะพบวําฮอร์โมนที่เติมลงไปในสูตรอาหารมีความส าคัญอยํางยิ่งตํอการผลิต

พืช haploid line จากการเพาะเลี้ยงอับเรณู แตํทั้งนี้การพัฒนาให๎เกิดตนใหมํได๎นั้นขึ้นอยูํกับพันธุกรรมด๎วย

โดยเฉพาะในทานตะวัน (Jeyamary and Jeyabalan, 1997; Sujatha and Prabakaran, 2006)  

Priya และคณะ (2003) ได๎รายงานวําเมื่อน าอับเรณูจากทานตะวันพันธุ์จากต๎นเดียวกันมาเพาะเลี้ยง

ในอาหารสูตร MS ที่มีความเข๎มข๎นของฮอร์โมนที่แตกตํางกัน พบวําสูตรอาหารที่ประกอบด๎วย 2 mgl-1 NAA, 

1 mgl-1 BA และ 500 mgl-1CH สามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎สูงถึง 98.7 % ในขณะที่อาหารที่เติม 1 mgl-

1 of NAA, 0.5 mgl-1 BA และ 250mgl-1 สามารถพัฒนาไปเป็นรากในทานตะวันลูกผสม Helianthus 

annuus L x Helianthus decapetalus  Nurhidayah และคณะ (1993) รายงานวําในอาหารที่มี 0.5mgl-1 

NAA, 0.5 mgl-1 BAP และ 0.1 mgl-1 biotin สามารถพัฒนาไปเป็นตันใหมํได๎สูงถึง 187 ยอดในทานตะวัน

พันธุ์ลูกผสม  

สตรอเบอรี่พันธุ์ลูกผสม Fragaria x ananassa Duch cv. Albion พบวําเมื่อน าอับเรณูมาเพาะเลี้ยง

ในอาหารที่เติม 0.4 mgl-1 BA, 0.1 mgl-1 IAA และ 2.0 mgl-1 2,4-D สามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได๎สูงถึง 

70.0% Nguyen และคณะ (2012) พบวําในอาหารที่เติม 2 mgl-1 IAA, 1 mgl-1 BA อับเรณูสามารถพัฒนาไป

เป็นรากได๎สูงถึง 8.1% Mohammadi และคณะ (2007) พบวําในข๎าวโพดเมื่อน าอับเรณูมาเพาะเลี้ยงใน

อาหาร Ypm สามารถพัฒนาไปเป็น embryo like structures (ELSs) จาก 4.5% มากถึง 22%  

 

ตารางท่ี 4.7 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยความแตกตํางทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสในทานตะวัน 3 พันธุ์ 
โดยการพิจารณาทีสู่ตรอาหาร  

Medium CS FC DC PC PE 

A1 2.584±0.325c 0.197±0.023c 0.067±0.010b 58.70±20.99c 12.69±20.99c 

A2 2.828±0.517c 0.214±0.021c 0.079±0.012c 65.48±22.19c 21.88±22.19d 

A3 2.053±0.791b 0.172±0.042b 0.058±0.016b 27.56±17.72b 5.04±17.72b 

A4 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 

Mean 1.98 0.149 0.053 25.46 9.90 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น  0.05 จากการ

เปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-ขนาดแคลลัส (CS) น้ าหนักสด (FC) น้ าหนักแห๎ง (DC) เปอร์เซนต์ของแคลลัส (PC) และเปอร์เซ็นต์ของ 

embryo like structure (PE)  
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4.3.4 การชักน าและการเพิ่มจ านวนของเอ็มบริโอนิคแคลลัส (embryonic callus) 

 ในการทดลองครั้งนี้ผู๎วิจัยได๎ใช๎สูตรอาหารจ านวน 112 สูตร เพ่ือชักน าให๎เกิดต๎นใหมํจากเอ็มบริโอนิค

แคลลัส (ELS) ที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงอับเรณู แคลลัสที่ได๎จะถูกย๎ายลงในอาหารสูตรเดิมเป็นจ านวนถึง 4 ครั้ง

แคลลัสจึงพัฒนาเป็นต๎นและบางเอ็มบริโอนิคแคลลัสพัฒนาไปเป็นรากตามภาพที่ 4.13 

 ตารางที่ 4.8 แสดงความแปรปรวนที่เกิดจากอิทธิพลของอาหารที่มีตํอการชักน าในเอ็มบริโอนิค

แคลลัสพัฒนาไปเป็นอวัยวะจากผลการทดลองอิทธิพลของพันธุ์ และวงดอกยํอยไมํมีนัยส าคัญทุกพารามิเตอร์ 

ในขณะที่อิทธิพลของอาหารมีนัยส าคัญทุกพารามิเตอร์ สํวนความสัมพันธ์ระหวํางสูตรอาหารและพันธุ์มี

นัยส าคัญทางสถิติในเปอร์เซ็นต์การเกิดราก นอกนั้นไมํมีนัยส าคัญ 

 

ตารางที ่4.8 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของคําเฉลี่ยของลักษณะของเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารที่ชักน าให๎เกิดอวัยวะ  

S.V.O d.f. FC DC PS PR CS 

Genotypes 

(G) 
2 0.009 5.88E-05 0.06 2.55 1.75 

Whorl (W) 2 0.022 0.00 1.62 0.67 0.805 

Medium 

(M) 
3 0.122* 0.001* 3.70* 3.52* 37.80* 

G * W 4 0.005 4.04E-05 0.32 0.33 0.838 

G * M 6 0,002 1.81E-05 0.06 2.06* 1.33 

W*M 6 0.006 6.63E-05 1.62 0.67 0.682 

G * W * M 6 0.003 3.84E-05 0.32 0.33 1.48* 

Error 72 0.01 8.33E-05 0.93 1.25 0.78 

% C.V.   25.05 30.03 28.62 29.52 15.66 

* = มีความแตกตํางกันทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นที่ 0.05 

-คําเฉลี่ยน้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), เปอร์เซ็นต์การเกิดยอด (PS), เปอร์เซ็นต์การเกิดราก (PR), และ

ขนาดแคลลัส (CS)  
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ตารางที่ 4.9 แสดงการเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาการเกิดอวัยวะโดยผํานกระบวนการ 

organogenesis ของเอ็มบริโอนิคแคลลัสจากทานตะวัน 3 พันธุ์ จากผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบคําน้ าหนัก

สดพบวําคําสูงสุดมีคําประมาณ 0.33 มก พบในอาหารสูตร S4 อาหารสูตร S2 มีคําประมาณ 0.26 มก และ

สูตรอาหาร S3 และ S1 ให๎คําน้ าหนักสดมีคําเทํากันประมาณ 0.19 มก คําสูงสุดของคําเฉลี่ยน้ าหนักแห๎งพบใน

สูตร S4 มีคําประมาณ 0.027 มก ตามมาด๎วยสูตร S2 มีคําเฉลี่ยประมาณ 0.022 มก และสูตรที่ S1 และสูตรที่ 

S2 ให๎คําเฉลี่ยน้ าหนักแห๎งมีคําเทํากันประมาณ 0.015 มก คําเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดยอดและรากพบวําใน

อาหารสูตร S4 ให๎คําสูงที่สุดประมาณ 0.74% (ภาพที่ 4.13C,D, E, F, I) และ 0.72% (ภาพที่ 4.13G, H,J) 

ตามล าดับ ในขณะทีสูตร S1, S2 และ S3 จะผลิตเอ็มบริโอนิคแคลลัส (ภาพที่ 4.13A, B) สํวนคําสุดท๎ายคือ

ขนาดแคลลัสพบวําในอาหารสูตร S4 ให๎คําเฉลี่ยประมาณ 11.12 mm, ตามมาด๎วยสูตร S2 ให๎คําเฉลี่ย

ประมาณ 9.55 mm สูตร S1 ให๎คําเฉลี่ยประมาณ 8.75 mm และสูตร S3 ให๎คําเฉลี่ยประมาณ 8.50 mm 

 
ตารางท่ี 4.9 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการเกิดอวัยวะในการเพาะเลี้ยงเอ็มบริโอ 
นิคแคลลัสบนอาหารชักน าให๎เกิดต๎น   

Medium FC DW PS PR CS 

S1 0.19±0.57a 0.015±0.01a 0.00a 0.00a 8.75±0.89a 

S2 0.26±0.12b 0.022±0.01b 0.00a 0.00a 9.55±1.01b 

S3 0.19±0.05a 0.015±0.00a 0.00a 0.00a 8.50±0.78a 

S4 0.33±0.10c 0.027±0.01c 0.74±1.81b 0.72±2.16b 11.12±1.10c 

Mean 0.24 0.02 0.19 0.18 9.48 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น  0.05 จากการ

เปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DW), เปอร์เซ็นต์การเกิดยอด (PS), เปอร์เซ็นต์การเกิดราก (PR), และขนาด

แคลลัส (CS)  
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ภาพที่ 4.13 ลักษณะการเกิดต๎นและรากของเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ได๎จากการเพาะอับเรณูของทานตะวัน 3 
พันธุ์ในอาหารชักน าให๎เกิดต๎น 

A) เอ็มบริโอนิคแคลลัสของพันธุ์แปซิฟิค 22 เพาะเลี้ยงบนอาหาร 2 มก/ล ของ BA 500 มก/ล CH and 2 

มก/ล AgNO3, B)เอ็มบริโอนิคแคลลัสของพันธุ์ S473 เพาะเลี้ยงบนอาหาร 2 mg/l BA, 500 mg/L CH and 

100 mg/l AgNO3, C) เอ็มบริโอนิคแคลลัสของพันธุ์ Prado red เพาะเลี้ยงบนอาหาร 2 mg/l BA, 500 

mg/L CH and 100 mg/l AgNO3 D) ต๎นพิเศษจากพันธุ์ S473 เพาะเลี้ยงบนอาหาร 1mg/l BA, 500 mg/l 

CH and 0.2% charcoal E) ล าต๎นจากพันธุ์ S473 เพาะเลี้ยงบนอาหาร 1mg/l BA, 500 mg/l CH และ 

0.2% charcoal, F) ล าต๎นที่ได๎จากอับเรณูวงดอกยํอยที่ 2 ของพันธุ์แปซิฟิค 22 เพาะเลี้ยงบนอาหาร 1mg/l 

BA, 500 mg/l CH และ 0.2% charcoal, 

  

  

   

A B 

C D 

ES 

ES 

S S 
E F 
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ภาพที่ 4.13 ลักษณะการเกิดต๎นและรากของเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ได๎จากการเพาะอับเรณูของทานตะวัน 3 
พันธุ์ในอาหารชักน าให๎เกิดต๎น (ตํอ) 

G) รากที่เกิดจากการเพาะเลี้ยงบนอาหารที่ประกอบด๎วย 1 mg/l BA, 500 mg/l CH และ 0.2% charcoal 

ของพันธุ์ Prado red H) ต๎นและรากพิเศษที่ได๎จากการพันธุ์แปซิฟิค 22 บนอาหารสังเคราะห์ที่ประกอบด๎วย 

1mg/l BA, 500 mg/l CH และ 0.2% charcoal I) ล าต๎นและรากของทานตะวันพันธุ์ Prado red เพาะเลี้ยง

บนอาหารสังเคราะห์ที่ประกอบด๎วย 1 mg/l BA, 500 mg/l CH and 0.2% charcoal. J) รากพิเศษเกิดจาก

พันธุ์ Prado red เพาะเลี้ยงบนอาหารสังเคราะห์ที่ประกอบด๎วย 1 mg/l BA, 500 mg/l CH and 0.2% 

charcoal, R: ราก, S: ล าต๎น, ES: เอ็มบริโอนิคแคลลัส 

  

  

  

I J 

G H 

R 
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4.4 อิทธิพลของสารโคลชิซินต่อพัฒนาการของแคลลัส และการชักน าให้มีเพิ่มชุดโครโมโซม 

น าเอ็มบริโอแคลลัส ระยะ globular stage ของทานตะวันที่ผํานการเพาะเลี้ยงอับเรณูมาเพ่ิมจ านวน

ให๎ได๎มากที่สุด จากนั้นน ามาแชํในสารละลายโคลชิซิลที่ความเข๎มข๎น 100 µM และ 300 µM เป็นเวลา 3 และ 

6 ชม น ามาชักน าให๎เกิดต๎นใหมํด๎วยวิธีการเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่ชักน าให๎เกิดต๎นที่ประกอบด๎วย 2 mg/l 

BA 500 mg/l CH และ 0.2% charcoal  

ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแคลลัสที่พัฒนามาจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูในทานตะวัน 3 พันธุ์

โดยการเปรียบเทียบพารามิเตอร์ตําง เชํน อัตราการรอดชีวิตของแคลลัส น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง ขนาด

แคลลัส และ เปอร์เซ็นต์การเกิดอวัยวะ ซึ่งได๎น าเสนอในตารางที่ 4.10 

 

ตารางที่ 4.10 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของสัณฐานวิทยาของแคลลัสที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร

สังเคราะห ์

S.V.O d.f. SR FC DC CS 

Genotypes (G) 2 82.076* 0.0077 0.0012 5.113 

Whorl (W) 2 6.955 0.0406 0.0008 2.181 

Colchicine (C ) 3 3079.471* 0.6772* 0.0042* 281.898* 

Timing (T) 1 5212.501* 1.4293* 0.0070* 1177.341* 

G *W 4 78.028* 0.0099 0.001 2.734 

G * T 6 94.861* 0.0014 0.0001 3.616 

W * C 6 9.318 0.0092 0.0002 8.136 

W*T 2 23.520 0.0004 0.0002 1.696 

G * C * T 28 23.426 0.0016 0.0001 2.655 

G * W * C * T 18 56.499* 0.0050 0.0005 3.642 

Error 90 30.693 0.0037 0.0005 3.556 

% C.V.   23.44 18.22 26.82 28.44 

* = แตกตํางทางสติถิในระดับ 0.05  

-อัตราการรอดชีวิต (SR), น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), และขนาดแคลลัส (CS)  

 



81 
 

4.4.1 อิทธิพลของพันธุ์ (genotype) ต่อการพัฒนาของแคลลัสหลังจากแช่ในโคลชิชิน 

(colchicine) 

ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแคลลัสที่พัฒนามาจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูในทานตะวัน 3 พันธุ์

โดยการเปรียบเทียบความแตกตํางของพันธุ์พบวําอัตราการรอดชีวิตของแคลลัสมีนัยส าคัญทางสถิติ ในขณะที่

พารามิเตอร์อื่นๆได๎แกํ น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง ขนาดแคลลัส และ เปอร์เซ็นต์การเกิดอวัยวะ ไมํมีนัยส าคญั

ทางสถิติ ซึ่งได๎น าเสนอในตารางที่ 4.10 

ตารางที่ 4.11 แสดงพัฒนาการของเอ็มบริโอนิคแคลลัสผํานการแชํในโคลชิซินเมื่อเปรียบเทียบความ

แตกตํางของพันธุ์ (genotypes) คําสูงสุดของอัตราการลอดพบในพันธุ์ S473 มีคําประมาณ 92.07% ตามมา

ด๎วยพันธุ์แปซิฟิค22 มีคําประมาณ 89.32% และพันธุ์ Prado red มีคําประมาณ 89.48% ตามล าดับ 

เอ็มบริโอนิคแคลลัสที่น ามาแชํในโคลชิชินไมํได๎ล๎มเหลวในการพัฒนาการเกิดยอด คําเฉลี่ยสูงสุดทางสัณฐาน

วิทยาในน้ าหนักสดพารามิเตอร์พบวําพันธุ์ S473 ให๎คําเฉลี่ยประมาณ 0.44 mg ตามมาด๎วย Pacific 22 มี

คําประมาณ 0.40 mg และ 0.41 mg พบในพันธุ์ Prado red คําเฉลี่ยมากท่ีสุดสังเกตพบในพันธุ์ Pacific 22 

มีคําประมาณ 0.036 mg ตามมาด๎วยพันธุ์ S473 และพันธุ์ Prado red ให๎คําเฉลี่ยเทํากันซึ่งมีคําประมาณ 

0.029 mg คําคําเฉลี่ยมากท่ีสุดของขนาดแคลลัสพบในพันธุ์ Prado red มีคําประมาณ 12.29 mm ในขณะที่

พบคําเฉลี่ยประมาณ 12.01 mm และ 11.67 mm พบในพันธุ์ S473 และ Pacific22 ตามล าดับ  

จากการทดลองเพ่ือตรวจสอบระดับพอลีพลอยดีในทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์พบวํา 1N พบในแคลลัสที่ได๎

จากทานตะวันพันธุ์แปซิฟิค 22 มีคําประมาณ 44.62% ในขณะที่คํา 1N พบต่ าสุดในแคลลัสที่ได๎จากพันธุ ์

Prado red มีคําประมาณ 13.85% ส าหรับ 2N พบสูงที่สุดในพันธุ์แปซิฟิค 22 ประมาณ 24.61% ขณะที่ 

ระดับ 2N พบต่ าสุดในพันธุ์ Prado red ประมาณ 7.15%



82 
 

ตารางท่ี 4.11 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสและเปอร์เซ็นต์ ploidy ทานตะวันในสูตรอาหารที่แตกตํางกัน 
 

Genotypes SR (%) FC (mg) DC (mg) CS (mm) 1N (%) 2N (%) 

S473 92.07±0.83b 0.44±0.01b 0.029±0.003a 11.67±0.028a 16.39±4.08b 12.37±2.60b 

Pacific 22 89.32±0.83a 0.40±0.01a 0.036±0.003a 12.01±0.028a 44.62±3.39c 24.61±2.97c 

Prado red 89.48±0.83a 0.41±0.01a 0.029±0.003a 12.29±0.028a 13.85±5.04a 7.15±2.53a 

Mean 90.29 0.42 0.04 11.99 24.95 14.7 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี  Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-อัตราการรอดชีวิต (SR), น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC) เปอร์เซนต์ของแคลลัส (PC), ขนาดแคลลัส (CS),  เปอร์เซนต์ haploid (1N) และ เปอร์เซนต์ diploid (2N)
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4.4.2 อิทธิพลของความเข็มข้นของสารโคลชิซินต่อการพัฒนาของเอ็มบิโอนิคแคลลัสที่ได้จากอับ 

เรณู  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนหลังจากน าเอ็มบิโอนิคแคลลัสมาทดสอบด๎วยสารละลายโคลชิซินที่

ความเข๎มข๎นที่แตกตํางกัน พบวําทุกพารามิเตอร์ได๎แกํ อัตราการรอดชีวิตของเอ็มบริโอนิคแคลลัส น้ าหนักสด 

น้ าหนักแห๎งขนาดแคลลัส และเปอร์เซ็นต์การพัฒนาไปเป็นอวัยวะมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งได๎แสดงในตารางที่  

4.11  

ตารางที่ 4.12 แสดงอิทธิพลของระดับความเข๎มข๎นของสารละลารโคลชิซินตํอการพัฒนาไปเป็นต๎น

ใหมํ เอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ผํานการทรีตสารโคลชิซินที่ระดับความเข๎มข๎นที่แตกตํางกันมาชักน าให๎เกิดยอดใน

อาหารสูตรตํางๆ พบวําหลังจากนั้น 2 สัปดาห์ เอ็มบิโอนิค แคลลัสบางชิ้นตาย และบางชิ้นยังพัฒนาไปเป็นเอ็ม

บิโอนิคแคลลัสที่มีขนาดใหญํขึ้น ในขณะบางชิ้นพัฒนาไปเป็นอวัยวะเชํน สํวนยอด  หรือสํวนของ คําอัตราการ

รอดของเอ็มบิโอนิคแคลลัสในสํวนที่ไมํทรีตสารละลายโคลชิซิน (control treatment) สูงที่สุด 100.0% 

ตามมาด๎วยทรีตสารละลายโคลชิซิน  100 mM มีคําประมาณ 93.20% และในตัวอยํางที่ทรีตสารละลาย 

300mM มีคําประมาณ 82.52% ผลการศึกษาพารามิเตอร์ตํอมาคือน้ าหนักสดของเอ็มบิโอนิคแคลลัสพบวํามี

คําสูงที่สุดในตัวอยํางที่ไมํทรีตสารละลายโคชิซินมี 0.81mg ขณะที่ความเข๎มข๎นของสารละลายมีคําประมาณ 

100 mM พบวํามีคําเฉลี่ยประมาณ 0.41 มก และ 300 mM มีคําเฉลี่ยประมาณ 0.24 mg คําเฉลี่ยขนาด

แคลลัสมีคํามากที่สุดประมาณ 18.95 mm พบในตัวอยํางที่ไมํได๎แชํในโคลชิซิน ตามมาด๎วยแคลลัสที่แชํใน 

100 mM ของโคลชิซินมีคําเฉลี่ยประมาณ 11.86 mm และ300 mM ของโคลชิซินมีคําเฉลี่ยประมาณ 8.63 

mm 

มีรายงานวําสารโคลชิซินมีอิทธิพลตํอการเจริญเติบโตของแคลลัสในถั่วเหลือง พบวําแคลลัสที่แชํใน

สารละลายโคลชิซินจะมีน้ าหนักสดและน้ าหนักแห๎งลดลงประมาณ 0.011 mg/g ถึง 0.012 mg/g (Daradkoh 

et al., 2012) ในพืชจ าพวกหน๎าวัว (Anthurium andraeanum cv. Micky Mouse) พบวําโนดูลาแคลลัสที่

แชํในสารละลาย 0, 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2%  โคลชิซินเป็นเวลา 24, 46 และ 72 hr พบวําคําเฉลี่ยอัตรา

การลอดของโนดูลาแคลลัสมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทาง เมื่อน าตัวอยํางมาแชํใน 0.2% โคลชิซิน เป็น

เวลา 72 hr พบวําให๎คําเฉลี่ยของขนาดแคลลัสได๎เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 1.92 µm ในความกว๎างและ1.91 µm 

ในความยาว (Junpugdee and Te-chato, 2010) กล๎วยไม๎สายพันธุ์ช๎าง (Rhynchostylis gigantean var. 

rubrum Sagarik) พบวําอัตราการรอดชีวิตมีคําเฉลี่ยประมาณ 25% เมื่อแชํในสารละลาย 0.2% colchicine 

เป็นเวลา 72 hr ในขณะที่แชํเป็นเวลา 48 hr และ 24 hr อัตราการรอดชีวิตมีคําประมาณ 55% และ 84% 

ตามล าดับ (Kersuwan, 2010) 
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จากการตรวจสอบระดับพอลีพลอยดีในทานตะวันทั้ง 3 พันธุ์โดยการพิจารณาถึงความเข๎มข๎นของ

สารละลายโคลชิซิน พบวํา 1N พบในแคลลัสที่ไมํได๎แชํสารละสายโคลชิซินมีคําประมาณ 61.71% ในขณะที่คํา 

1N พบต่ าที่สุดในแคลลัสที่แชํในสารละลายเข๎มข๎น 100µM มีคําประมาณ 15.06%  ส าหรับ 2N พบมากที่สุด

ในแคลลัสที่ไมํแชํสารละลายโคลชิซินมีคําประมาณ37.64% และพบระดับ 2N ต่ าสุดในแคลลัสที่แชํใน

สารละลายโคลชิซิน 300 µM 
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ตารางท่ี 4.12 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัส อัตราการรอดชีวิตและระดับ ploidy ของเอ็มบริโอนิคแคลลัสเมื่อน ามาแชํในสารละลายโคล

ชิซินที่ความเข๎มข๎นที่แตกตํางกัน 

 

Colchicine concentrations (µM) SR (%) FC (mg) DC (mg) CS (mm) 1N (%) 2N (%) 

0 100.00±0.00c 0.81±0.10c 0.07±0.05c 18.95±1.76c 61.71±1.93c 37.64±1.91c 

100 93.20±7.52b 0.40±0.14b 0.03±0.02b 11.86±4.20b 16.48±3.84b 10.65±2.48b 

300 82.52±11.04a 0.24±0.12a 0.02±0.01a 8.63±3.36a 15.06±3.33a 7.28±1.57a 

Mean 90.28 0.42 0.03 11.99 24.95 14.7 

 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-อัตราการรอด (SR) ของเอ็มบริโอนิคแคลลัส, น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), ขนาดแคลลัส (CS), เปอร์เซนต์ haploid (1N) และ เปอร์เซนต์ diploid (2N)
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4.4.3 อิทธิพลของช่วงเวลาในการแช่สารละลาย colchicine ต่อพัฒนาการของแคลลัส 

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนหลังจากน าเอ็มบิโอนิคแคลลัสมาทรีตด๎วยสารละลายโคลชิซินที่ใช๎

เวลาแชํที่แตกตํางกันตํอการพัฒนาแคลลัสพบวํามีนัยส าคัญทางสถิติหลายๆพารามิเตอร์ได๎แกํอัตราการรอด 

น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง และขนาดแคลลัสซึ่งได๎แสดงไว๎ในตารางที่ 4.13 โดยพบวําอิทธิพลของชํวงเวลาแชํ

สารละลายโคลชิซินที่แตกตํางกันมีผลตํอการพัฒนาไปเป็นต๎นใหมํของเอ็มบิโอนิคแคลลัสในอาหารสูตรตํางๆ

หลังจากเพาะเลี้ยงไป 2 สัปดาห์ คําเฉลี่ยอัตราการรอดสูงสุดมีคําประมาณ 100.0% พบในเอ็มบริโอนิคแคลลัส

ที่ไมํแชํสารละลาย ตามมาด๎วยแชํสารละลายโคลชิซินเป็นเวลา 3 hr มีคําเฉลี่ยประมาณ 94.81% และแชํ

สารละลาย 6 hr มีคําประมาณ 80.91% สัปดาห์ คําเฉลี่ยน้ าหนักสดสูงสุดมีคําประมาณ 0.81 mg พบใน

เอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ไมํผํานการแชํสารละลาย ในขณะที่แชํในสารละลาย 3 hr มีคําประมาณ 0.43 mg และ

แชํในสารละลาย  6 hr มีคําประมาณ 0.02 mg คําสูงสุดของน้ าหนักแห๎งมีคําเฉลี่ยประมาณ 0.08mg พบใน

เอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ไมํผํานการแชํสารละลาย ในขณะที่แชํสารละลาย 3 hr มีคําประมาณ 0.03 mg และแชํ

สารละลาย 6 hr มีคําประมาณ 0.02 mg คําเฉลี่ยสูงสุดของขนาดแคลลัสมีคําสูงสุดประมาณ 18.95 mm 

ในขณะที่แชํสารละลาย 3 hr มีคําประมาณ 13.55 mm และแชํสารละลาย 6 hr มีคําประมาณ 6.95 mm  

จากการทดลองเมื่อน าแคลลัสที่ได๎จากการแชํในสารละลายโคลชิซินเมื่อเปลี่ยนแปลงชํวงเวลาในการ

แชํ พบวําในแคลลัสที่ไมํแชํสารละลายจะพบ 1N พอลีพลอยด์ สูงที่สุดประมาณ 61.71%  ในขณะที่แชํใน

สารละลายเป็นเวลา 3 ชม พบวํามีคํา 1N น๎อยสุดประมาณ 15.43% ในขณะที่ 2N พบวําคําสูงสุดพบใน

แคลลัสที่ไมํแชํสารละลายโคลชิซิน มีคําประมาณ 37.64% คําต่ าสุดพบในแคลลัสที่แชํในสารละลายนาน 6 ชม 

มีคําประมาณ 5.94%  
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ตารางท่ี 4.13 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัสและอัตราการรอดชีวิและระดับ ploidy ของเอ็มบริโอนิคแคลลัส เมื่อน ามาแชํในสารละลาย
โคลชิซินที่เวลาแชํที่แตกตํางกัน 
 

Duration of 

immersion (h) 
SR (%) FC (mg) DC (mg) CS (mg) 1N (%) 2N (%) 

0 100.00±1.04c 0.81±0.01c 0.08±0.05a 6.95±1.53a 61.71±1.93c 37.64±1.91c 

3 94.81±0.77b 0.43±0.10b 0.03±0.01b 13.55±3.16b 15.43±3.50a 11.99±2.68b 

6 80.91±0.77a 0.20±0.10a 0.02±0.00c 18.95±1.76c 16.10±3.69b 5.94±1.023a 

Mean 91.91 0.48 0.04 13.15 24.95 14.7 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น 0.05 จากการเปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)  

-อัตราการรอด (SR) ของเอ็มบริโอนิคแคลลัส, น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), ขนาดแคลลัส (CS), เปอร์เซนต์ haploid (1N) และ เปอร์เซนต์ diploid (2N)
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4.4.4 อิทธิพลของวงดอกย่อยต่อการพัฒนาของแคลลัสเม่ือน ามาแช่ในสารละลาย colchicine  

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวนหลังจากน าเอ็มบิโอนิคแคลลัสที่ได๎จากวงดอกยํอยที่แตกตํางกันมาท

รีตด๎วยสารละลายโคลชิซินพบวงดอกยํอยที่แตกตําง และปฏิสัมพันธ์ระหวําง WxC และ WxT ไมํมีนัยส าคัญ

ทางสถิติหลายๆพารามิเตอร์ได๎แกํอัตราการรอด น้ าหนักสด น้ าหนักแห๎ง และขนาดแคลลัสซึ่ งได๎แสดงไว๎ใน

ตารางที่ 4.14 ซึ่งได๎แสดงอิทธิพลของของวงดอกยํอยที่แตกตํางตํอการพัฒนาไปเป็นต๎นใหมํของเอ็มบิโอนิค

แคลลัสหลังจากน าไปแชํในสารละลายโคลชิซินแล๎วน ามาเลี้ยงในอาหารสูตรชักน าให๎เกิดต๎นหลังจากเพาะเลี้ยง

ไป 2 สัปดาห์ พบวําคําเฉลี่ยอัตราการรอดชีวิตมีคําสูงสุดประมาณ 90.80% พบในวงดอกยํอยที่ 1 ตามมาด๎วย

วงดอกยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 90.22% และวงดอกยํอยที่  3 มีคําประมาณ 89.85% คําเฉลี่ยมากที่สุดของ

น้ าหนักสดมีคําประมาณ 0.45 mg  พบในวงดอกยํอยที่  1 ตามมาด๎วยวงดอกยํอยที่ 2 มีคําเฉลี่ยประมาณ 

0.41 mg และวงดอกยํอยที่ 3 มีคําเฉลี่ยประมาณ 0.39 mg คําเฉลี่ยมากที่สุดของน้ าหนักแห๎งมีคํา 0.038 mg 

พบในวงที่ 1 ตามมาด๎วยวงดอกยํอยที่ 2 มีคําประมาณ 0.033 mg และวงยํอยที่ 3 มีคําประมาณ 0.031 mg 

คําเฉลี่ยมากที่สุดของขนาดแคลลัสมีคําประมาณ 12.21 mmพบในวงดอกยํอยที่ 2 ตามมาด๎วยวงดอกยํอยที่ 1 

มีคําประมาณ 12.03 mm และวงดอกยํอยที่  3 มีคําประมาณ 11.71 mm 

 เมื่อเปรียบเทียบระหวํางวงดอกพบวําระดับพอลิพลอยดีที่ 1N มีคําสูงสุดพบในพบในวงดอกยํอยที่ 3 

มีคําประมาณ 27.12% ขณะวงยํอยที่ 1 พบต่ าสุดประมาณ 20.97%  ระดับพอลิพลอยดี 2N พบสูงสุดในวงที่ 

3 มีคําประมาณ 16.33% และต่ าสุดพบในวงยํอยที่1 มีคําประมาณ 12.30% 

 

 

ตารางที่ 4.14 เปรียบเทียบคําเฉลี่ยของลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคลลัส อัตราการรอดชีวิตและ

ระดับ ploidy เมื่อเปรียบเทียบระหวํางวงดอกยํอยหลังจากน ามาแชํในสารละลายโคลชิซิน 

Whorl SR FC DC CS 1N 2N 

1 100.00±1.04c 0.81±0.01c 0.08±0.05a 6.95±1.53a 20.97±1.93a 12.30±1.91b 

2 94.81±0.77b 0.43±0.10b 0.03±0.01b 13.55±3.16b 26.77±3.50b 15.47±2.68b 

3 80.91±0.77a 0.20±0.10a 0.02±0.00c 18.95±1.76c 27.12.10±3.69b 16.33±1.023c 

Mean 91.91 0.48 0.04 13.15 24.95 14.7 

-ตัวอักษรที่แตกตํางกันในแถวแนวตั้งหมายถึงความแตกตํางทางสถิติในระดับความเชื่อมั่น  0.05 จากการ

เปรียบเทียบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

-ร๎อยละการรอดชีวิต (SR), น้ าหนักสด (FC), น้ าหนักแห๎ง (DC), และขนาด (CS) ของเอ็มบริโอนิคแคลลัส 

เปอร์เซนต ์haploid (1N) และ เปอร์เซนต ์diploid (2N) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

 5.1 สรุปผลการวิจัย 

 การเพาะเลี้ยงอับเรณูเป็นวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพที่น ามาประยุกต์ใช๎ส าหรับการปรับปรุงพันธุ์ใน

ทานตะวันซึ่งจะชํวยเพ่ิมผลผลิต และปรับปรุงพันธุ์เพ่ือให๎เหมาะสมกับการเปลี่ยนแปลงของสภาพภูมิอากาศ 

ในการทดลองนี้ได๎ใช๎ดอกระยะ R5.1 ของทานตะวันสามพันธุ์มาแยกเอาดอกยํอยแตํละวงดอกมาประเมินไมโค

รสปอร์ระยะ uninucleate เพ่ือให๎มั่นใจวําดอกที่จะน ามาเพาะเลี้ยงมีสภาพเป็นแฮพลอยด์กํอนที่จะน ามา

เพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ การตรวจสอบพัฒนาการของไมโครสปอร์ระยะ uninucleate จะตรวจสอบ

ลักษณะสัณฐานวิทยา และโครงสร๎างระดับเซลล์ทั้งดอก อับเรณู และไมโครสปอร์จากดอกยํอยโดยศึกษา

ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์แบบใช๎แสง สเตอริโอ และอิเล็กตรอน มากไปกวํานั้นได๎น าอับเรณูไปเพาะเลี้ยงใน

อาหารสังเคราะห์เพื่อชักน าให๎เกิด เอ็มบริโอนิคแคลลัส และสํวนล าต๎นโดยใช๎ฮอร์โมนและสารอินทรีย์บางชนิด

จากนั้นได๎น าเอ็มบริโอนิค แคลลัสไปชักน าให๎เพิ่มชุดโครโมโซม และชักน าให๎เกิดต๎น และสุดท๎ายการทดลองท า

การตรวจสอบระดับ polyploidy โดยใช๎แคลลัสที่ได๎จากการเพาะเลี้ยงด๎วย flow cytometry ซึ่งสามารถสรุป

ได๎ดังนี ้

1. การศึกษาระดับมิญชวิทยาของไมโครสปอร์ พบวํามีลักษณะคล๎ายกันในทานตะวันสามพันธุ์ โดยในดอกยํอย 

หนึ่งดอกจะประกอบด๎วยอับเรณูเพียงอันเดียวเมื่อน ามาตัดตามขวางพบวําในทานตะวันพันธุ์ S473 พันธุ์ 

Prado red และพันธุ์แปซิฟิค 22 จะมีถุงอับเรณู (pollen sac) 5 ถุง ในขณะที่วงดอกที่ 2 และที่ 3 ของพันธุ์

แปซิฟิค 22 มีถุงเรณู 6 ถุง ภายในถุงจะพบละอองเรณูจ านวนมาก จากภาพถํายด๎วยกล๎องจุลทรรศน์พบวํา

โครงสร๎างของอับเรณูมีลักษณะคล๎ายปีกผีเสื้อ พบเนื้อเยื่อชั้น epidermis และชั้น endothecium   

2. การศึกษาภาพตัดตามขวางของไมโครสปอร์ที่ได๎จากดอกยํอยทั้งสามวง จะพบไมโครสปอร์ระยะนิวเคลียส

เดียวมีลักษณะสีมํวงเมื่อน ามาย๎อมด๎วยสี TBO ในวงที่หนึ่งของดอกยํอยจะพบระยะ mid-late uninucleate 

ในอัตราสํวนที่สูง เมื่อเทียบกับระยะ early uninucleate ในขณะที่วงดอกยํอยที่สามจะพบวํามีสัดสํวนของ 

mid-late uninucleate ต่ ากวําระยะ early uninucleate จากข๎อสังเกตของผู๎วิจัยพบวําธรรมชาติการบาน

ของดอกยํอยในแตํละวงของทานตะวันไมํเป็นไปตามทฤษฎีที่วําดอกยํอยวงยํอยนอกจะบานกํอนวงใน แตํความ

เป็นจริงดอกยํอยจะบานขึ้นกับการได๎รับแสง เมื่อเปรียบเทียบระหวํางพันธุ์ พบวําพันธุ์ Prado red มีสัดสํวน

ของไมโครสปอร์ระยะ mid-late uninucleate สูงที่สุดเมื่อเทียบทั้งสามพันธุ์ 
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3. เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและโครงสร๎างระดับเซลล์ของไมโครสปอร์ที่อยูํในระยะ uninucleate 

พบวําไมโครสปอรจ์ากทั้งสามวงมีลักษณะภายนอกไมํแตกตํางกัน แตํแตกตํางเฉพาะขนาดเทํานั้น พันธุ์แปซิฟิค 

22 จะมีขนาดเล็กสุดแตํมีความสม่ าเสมอ รูปรํางเป็นทรงกลม (prolate-spheroidal) มีขนแหลมล๎อมรอบและ 

มีความยาวมากกวําหนึ่งไมโครมิเตอร์ ลักษณะของขนจะมีบานกว๎างปลายจะเรียวแหลมวางอยูํบน tectum 

ของ ektexine มีชํองเปิดเพ่ือให๎หลอดละอองเรณูงอกสามรู ชํองเปิดจะมีลักษณะขวางกับเส๎นผํานศูนย์กลาง มี

รูปรํางปลายแหลมตรงกลางจะกว๎าง (corpi) และภายในชํองปิดจะมีชํองเปิดวงกลม (pore) สํวนลักษณะ

โครงสร๎างภายในของผนังไมโครสปอร์พบผนัง exine ที่ประกอบด๎วย ektoxine endoxine และ intine สํวน

นอกสุดของผนังละอองเรณูคือชั้นของ ektosine tectum โดยมีชํอง columella วางสลับไปมาแกนตั้ง 

baculae 

4. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอกยํอย อับเรณู และขนาดของละอองเรณู ในทานตะวันทั้งสามวงพบวํามี

ความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ จาการศึกษาด๎วยกล๎องจุลทรรศน์สเตอริโอพบวําวงดอกยํอยนอกสุดมี

ขนาดใหญํสุดทัง้ขนาดดอก ขนาดอับเรณูและขนาดไมโครสปอร์ เมื่อพิจารณาที่พันธุ์พบวําพันธุ์ S473 มีขนาด

ใหญํที่สุด สํวนพันธุ์ Prado red มีขนาดดอกและอับเรณูเล็กสุด พันธุ์แปซิฟิค 22 มีขนาดไมโครสปอร์เล็กสุด 

5. ความมีชีวิตของละอองเรณูมีความส าคัญอยํางยิ่งตํอการผลิตพืชแฮพลอยด์เพ่ือใช๎เป็นต๎นพํอแมํพันธุ์ในการ

ปรับปรุงพันธุ์ ความมีชีวิตของละอองเรณูขึ้นอยูํกับสายพันธุ์เนื่องจากทานตะวันมียีนที่ท าหน๎าที่ควบคุมความ

เป็นหมัน พบวําทานตะวันพันธุ์ลูกผสมแปซิฟิค 22 มีคําความมีชีวิตสูงสุด ในขณะที่เปรียบเทียบแตํละวงพบวํา

ไมํมีความแตกตํางอยํางมีนัยส าคัญทางสถิติ 

6.ปริมาณละอองเรณูตํอดอกเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่นําจะความสัมพันธ์กับอัตราการเกิดแคลลัส และสัณฐานวิทยา

ของดอกยํอยที่น ามาศึกษาและพันธุ์ทานตะวัน จากการศึกษาพบวําปริมาณละอองเรณูตํอดอกมีความสัมพันธ์

กับพันธุ์ทานตะวัน และขนาดของอับเรณูเป็นอยํางยิ่งเชํนพันธุ์แปซิฟิค 22 มีขนาดอับเรณูใหญํ พบละอองเรณู

ตํอดอกมีปริมาณ 28,106 เม็ด ในขณะที่พันธุ์ Prado red มีขนาดดอกเล็กสุดมีปริมาณ 14,694 เม็ด 

7. การชักน าให๎เกิดต๎นหรือแคลลัสโดยการเพาะเลี้ยงอับเรณูในอาหารที่มีฮอร์โมน และสารอินทรีย์ที่แตกตําง

กันพบวํา ไมโครสปอร์ที่ได๎จากวงดอกยํอยที่ 2 มาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรที่มี 2 มกตํอลิตรของ NAA 1 มกตํอ

ลิตรของ BAP และ 10 % น้ ามะพร๎าว สามารถชักน าให๎เกิดเอ็มบริโอนิคแคลลัสได๎สูงสุด นอกจากนี้พบวําใน

อาหารสูตรเดียวกันนี้สามารถชักน าให๎เกิดยอดได๎ในทานตะวันพันธุ์ Prado red สํวนพันธุ์แปซิฟิค 22 สามารถ

ชักน าใหเ๎กิดราก 

8. การน าเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ได๎จากการเพาะอับเรณูมาชักน าให๎เกิดต๎น พบวําอาหารสังเคราะห์ที่เติม 2 มก 

ตํอลิตรของ BAP และ 0.2% ผงถําน พบวําสามารถชักน าให๎เกิดต๎นได๎ดีที่สุด (0.74%) และยังพบวําสามารถชัก
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น าให๎เกิดราก (0.72%) สํวนอาหารที่เติม 2 มกตํอลิตรของ BAP และ 2% ซิลเวอร์ไนเตรต ไมํสามารถชักน าให๎

เกิดต๎นและรากได๎  

9. เมื่อน าเอ็มบริโอนิคแคลลัสที่ได๎จากการชักน าการเพ่ิมชุดโครโมโซมด๎วยสารละลายโคลซิซินที่ความเข๎มข๎น 

100 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 6 ชม พบวําเอ็มบริโอนิคแคลลัสสามารถพัฒนาไปเป็นอวัยวะได๎ และพบวํา

โครโมโซมท่ีพบ 1N ประมาณ 10.65% และ 2N ประมาณ 16.48% 

 5.2 ข้อเสนอแนะ 

1.การตรวจสอบเพ่ือหาไมโครสปอร์ระยะ uninucleate stage เพ่ือน าไปใช๎ในการเพาะเลี้ยงอับเรณู

โดยการนับวงจะยากมากเมื่อดอกทานตะวันดอกนั้นได๎รับแสงสวํางที่ไมํเทํากันดอกจะไมํบานเป็นวงตามแนว

รศัมีของดอก ดังนั้นการเลือกลักษณะของดอกมีความส าคัญเป็นอยํางยิ่ง 

2.ผลการศึกษาสามารถชักน าให๎เกิดต๎นได๎เพียง 0.74% ซึ่งต่ ามากและพบวําต๎นที่ได๎นั้นมักกลายเป็นสี

น้ าตาลและตายในที่สุด การเพ่ิมประสิทธิภาพการชักน าให๎เกิดต๎นเป็นประเด็นปัญหาส าคัญที่ต๎องได๎รับการ

แก๎ไข ตัวอยํางเชํน ควรการปรับเปลี่ยนสํวนประกอบของอาหารให๎มีฮอร์โมนชนิดอ่ืน สารเสริมหรือสารยับยั้ง

การผลิตเอธิลีนที่เป็นสาเหตหนึ่งในการเกิดสีน้ าตาลและการตาย 

3.การน าตัวยํางไปฝัง (embedded) ด๎วยเรซิน ชํวงเวลาในการเก็บตัวอยํางมีความส าคัญมาก ผู๎วิจัย

จะสามารถมองเห็นนิวเคลียสได๎นั้นการแบํงเซลล์ต๎องอยูํในระยะ interphase เทํานั้นระยะดังกลําวในพืชแตํละ

ชนิดไมํเหมือนกัน การน าตัวอยํางมาตรวจดูนิวเคลียสด๎วยกล๎องจุลทรรศน์แบบสํองผําน (TEM) อาจไมํเหมาะ

ส าหรับไมโครสปอร์ที่มีขนาดใหญํ เพราะวําไมํสามารถสังเกตได๎เลย 

4.การพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงอับเรณูในพืชไรํให๎ประสบความส าเร็จขึ้นกับปัจจัยตํางๆ เชํน ชนิดพืช 

พันธุ์ ระยะพัฒนาการของพืช ระยะพัฒนาการของไมโครสปอร์ สูตรอาหาร สภาพการเพาะเลี้ยง เป็นต๎น ใน

การวิจัยครั้งนี้ ผู๎วิจัยได๎ท าการทดลองเพ่ือศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข๎องหลายประการ สามารถชักน าอับเรณูให๎เกิด

เอ็มบริโอนิคแคลลัสและบางแคลลัสเกิดอวัยวะได๎ แตํพบวําต๎นที่ได๎นั้นมักกลายเป็นสีน้ าตาลและตายในที่สุดแม๎

จะมีการย๎ายอาหารใหมํแล๎วก็ตาม ผู๎วิจัยเองได๎ทดลองเพาะเลี้ยงรังไขํแตํประสบปัญหาเชํนเดิมคือไมํสามารถชัก

น าให๎เกิดต๎นที่สมบูรรณ์ได๎ ดังนั้น ผู๎วิจัยคิดวําควรประยุกต์วิธีการเพาะเลี้ยงแบบใหมํ เชํน การเพาะเลี้ยง      

โปรโตพลาสต์จากไมโครสปอร์ แทนการเพาะเลี้ยงด๎วยอับเรณู เนื่องจากเป็นวิธีที่สะดวกสามารถเปลี่ยนอาหาร

งําย 
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พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริฯ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีทุนอุดหนุนการวิจัยจาก

มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 

4. การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของทานตะวันโดยเครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์

และอาร์เอพีดี แหลํงทุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีประจ าปีงบประมาณ 

พ.ศ. 2556 

5.  การใช๎ไลเคนเป็นดัชนีชี้วัดคุณภาพอากาศบริเวณโดยรอบนิคมอุตสาหกรรมมาบตาพุด จังหวัดระยอง 

ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2556 
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6. การเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันเพื่อผลิตสายพันธุ์แท๎ แหลํงทุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2557  

7. การอนุรักษ์ ขยายพันธุ์และใช๎ประโยชน์พืชวงศ์ขิงที่หายากและมีคุณคําทางเศรษฐกิจอยํางยั่งยืน 

ภายใต๎โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 

สยามบรมราชกุมารี แหลํงทุน ทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีประจ าปี

งบประมาณ พ.ศ. 2557  

8. ความหลากหลายทางพันธุกรรมของไลเคนสกุล Graphis ในประเทศไทย แหลํงทุน ทุนอุดหนุนการ

วิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2557   

7. ผลงานทางวิชาการ  5 ปี ย้อนหลัง 

1. Krudnak, A., Muangsan, N. and Machikowa, T. 2013. High frequency callus induction 

through anther culture in high oil sunflower (Helianthus annuus L.). KKU Res J. 

18(1):64-72 [In Thai] 

2. Saensee K., Machikowa T. and Muangsan N. 2012. Comparative performance of 

sunflower synthetic varieties under drought stress. International Journal of Agriculture 

and Biology, vol. 14, pp. 929-. 

3. Jantasee A., Thumanu K., Muangsan N., Leeanansaksiri W. et al. 2013. fourier 

transform infrared spectroscopy for antioxidant capacity determination in colored 

glutinous rice. Food Analytical Methods, pp. 1  
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7. ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ  

 7.1 หัวหน้าโครงการวิจัย : -  

1) โครงการผลิตเมล็ดทานตะวันพันธุ์สังเคราะห์นอกฤดู. แหลํงทุน บริษัทแกมมาเวิล์ด จ ากัด. ปี 

2552 

2) โครงการพัฒนาการผลิตยางพาราเชิงระบบในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ. แหลํงทุน ส านักงาน

คณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ ปีงบประมาณ 2552-2554 

3) โครงการพัฒนาการผลิตทานตะวัน. แหลํงทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ ปีงบประมาณ 

2553-2555 

7. โครงการเทคโนโลยีการผลิตทานตะวันพันธุ์สังเคราะห์ “สุรนารี 473” ในแปลงเกษตรกร. แหลํงทุน สกอ. 

7.2 งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว :   

Saetang, C. and  Machikowa, T. (2011). Heterosis and inbreeding depression in sunflower. 

Journal of Agricultural Science.  

Machikowa, T. and Saetang, C. (2011). General and specific combining ability for quantitative 

characters in sunflower.  Journal of Agricultural Science and Technology. 

7.3 งานวิจัยท่ีก าลังท า 

1) โครงการพัฒนาการผลิตทานตะวัน. แหลํงทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแหํงชาติ ปีงบประมาณ 

2553-2555 

2) เทคโนโลยีการผลิตทานตะวันพันธุ์สังเคราะห์ “สุรนารี 473” ในแปลงเกษตรกร. สกอ. 

 3) การจัดการน้ า และธาตุอาหารเพื่อการผลิตพืช. 

 




