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 ทานตะวนั (Helianthus annuus L.) เป็นพืชน ้ ามนัเศรษฐกิจท่ีส าคญัของประเทศไทยและ
ประเทศอ่ืน ๆ  ทัว่โลก พนัธุป์ลกูท่ีใชส่้วนใหญ่เป็นพนัธุล์กูผสม การพฒันาสายพนัธุรั์กษาสายพนัธุเ์อ 
(maintainer line) หรือสายพนัธุ์บี (B-line) ด้วยวิธีการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient 
fusion เป็นวิธีการหน่ึงท่ีสามารถน าไปสู่การผลิตลกูผสมไดใ้นระยะเวลาอนัสั้น ดงันั้น จึงจ  าเป็นตอ้ง  
มีการพฒันาวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับผลิต donor-recipient parents รวม และเพาะเล้ียงโปรโต-
พลาสต์ ให้เหมาะสมกับทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ีใชใ้นประเทศไทย งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือ         
1) พฒันาวิธีการก าจดันิวเคลียสของโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติ (normal 
cytoplasm) PI441983 ส าหรับใชเ้ป็น donor parent และยบัย ั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต ์    
ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ ์10A ซ่ึงมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั (cytoplasmic male sterile; CMS) ส าหรับใช้
เป็น recipient parent เพื่อถ่ายทอดลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติ 2) พฒันาวิธีการท่ีเหมาะสมส าหรับ
ชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์โดยใช ้polyethylene glycol (PEG) 3) พฒันาวิธีการเพาะเล้ียง 
โปรโตพลาสต์ทานตะวนัให้มีประสิทธิภาพ และ 4) ผลิตเซลลท์านตะวนัลูกผสมโดยใชว้ิธีรวม       
โปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion จากการให้สารเคมี cytochalasin B ความเขม้ขน้ 0, 20, 
40, 100 และ 200 µg/ml ร่วมกบัระยะเวลาการใหส้าร 1 และ 2 ชัว่โมง เพื่อชกัน าให้เกิดการผลกัดนั
นิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ใบ (ผลิตไซโตพลาสต์) ของสายพนัธุ์ PI441983 พบว่า การให ้
cytochalasin B ความเขม้ขน้ 40 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง ใหผ้ลดีท่ีสุดเน่ืองจากให้ผลผลิตไซโตพลาสต ์
6.20 เปอร์เซ็นต์ และมีแนวโน้มรักษาความมีชีวิตไวไ้ด ้(78.28 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตาม ผลผลิต      
ไซโตพลาสต์ท่ีได้ยงัไม่เพียงพอส าหรับการรวมโปรโตพลาสต์จึงยงัไม่เหมาะสมส าหรับใช้ผลิต 
donor parent จากการทดสอบการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน
สายพนัธุ ์10A เพื่อผลิต recipient parent โดยใหส้ารเคมี iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 
4.5 mM และใชร้ะยะเวลาการใหส้ารนาน 15 และ 20 นาที เพ่ือยบัย ั้งการแบ่งเซลล ์พบว่า การให ้1.5 mM 
iodoacetic acid นาน 20 นาที มีความเหมาะสมท่ีสุดเน่ืองจากเป็นความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ีก่อให้เกิดการ
แบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนีต ่า โดยพบการแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนี 20.41 และ 3.70 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดับ การชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย PEG ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน     
สายพนัธุ ์10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 โดยใช ้PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 
และ 30% (w/v) ร่วมกบัระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต ์10, 15 และ 20 นาที  พบว่า การใช ้
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DONOR-RECIPIENT FUSION/ DONOR-RECIPIENT PARENT/ Helianthus annuus L. 

 

 Sunflower (Helianthus annuus L.) is an important economic oil crop of Thailand 

and other countries around the world. Most sunflower cultivars are F1 hybrids. The 

development of sunflower maintainer line (B-line) by the donor-recipient protoplast 

fusion is an alternative for rapid hybrid production. Therefore, the  development of 

efficient procedures for production of donor-recipient parents, protoplast fusion and 

culture suitable for sunflower genotypes used in Thailand are required. The objectives of 

this study were 1) to develop an enucleation procedure for mesophyll protoplasts of 

PI441983 line with normal cytoplasm to be used as a donor parent, and a cytoplasmic 

inactivation procedure for hypocotyl protoplasts of 10A line which is cytoplasmic male 

sterile (CMS) to be used as a recipient parent for the transfer of normal cytoplasm traits,  

2) to develop a suitable procedure for inducing fusion of protoplasts by using polyethylene 

glycol (PEG), 3) to develop an efficient sunflower protoplast culture procedure and 4) to 

generate sunflower hybrid cells via donor-recipient protoplast fusion. When 0, 20, 40, 100 

and 200 µg/ml of cytochalasin B were applied for 1 and 2 hours to induce the extrusion of 

nuclei from the mesophyll protoplasts (cytoplast production) of PI441983 line, it was found 

that incubation with 40 µg/ml cytochalasin B for 2 hours achieved the optimal results (6.20% 

cytoplast yield and 78.28% protoplast viability). However, the yield of cytoplasts was still 

not sufficient for protoplast fusion, therefore, it was unsuitable for donor parent production. 

The cytoplasmic inactivation was examined with the hypocotyl protoplasts of 10A line to 

generate a recipient parent. Protoplasts were incubated in 0. 1.5, 3.0 and 4.5 mM iodoacetic
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2 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B ความ

เขม้ขน้ 0, 20, และ 40 µg/ml แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 48 
3 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B เป็น

เวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 48 
4 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B ความ

เขม้ข้น 0, 20, และ 40 µg/ml เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 49 

5 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B ความ
เขม้ขน้ 0, 20, 40, 100 และ 200 µg/ml แก่โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ ์
PI441983 50 

6 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B เป็น
เวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 51 

7 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B ความ
เขม้ขน้ 0, 20, 40, 100 และ 200 µg/ml เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสต์
ใบทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 52 

8 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั เม่ือให้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 54 

9 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 10, 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid แก่
โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A เป็นเวลา 15 และ 20 นาที 54 

10 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั เม่ือให้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 นาที แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้
อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 55 

11 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 56 

 



ญ 

 

สารบัญตาราง (ต่อ) 

 
ตารางที ่              หน้า 
 

12 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid แก่  
โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A เป็นเวลา 15 และ 20 นาที 57 

13 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 นาที แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้
อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 58 

14 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต ์ 
ระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ดว้ย PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 30%(w/v) 60 

15 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต ์
ระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ดว้ย PEG 8000 เป็นเวลา 10, 15 และ 20 นาที 61 

16 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต ์
ระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ดว้ย PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 30%  
(w/v) เป็นเวลา 10, 15 และ 20 นาที  62 

17 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อายุ  14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 
และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A  63 

18 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น
โปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 64 

19 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลข์องโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A ท่ี
อายุ 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลงชนิด
ต่าง ๆ ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั  65 

20 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
L'4M และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A  67 

21 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงด้วย      
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่างกันของโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวัน            
สายพนัธุ์ 10A 67



ฎ 

 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที ่           หน้า 
 
22 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 

ท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง
ชนิดต่าง ๆ ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 69 

23 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 
และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983  71 

24 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น
โปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 72 

25 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983        
ท่ีอาย ุ14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลงชนิด
ต่าง ๆ ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั  73 

26 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
L'4M และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 74 

27 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความ
หนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่างกันของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ ์
PI441983 75 

28 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983   
ท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เมื่อเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง
ชนิดต่าง ๆ ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 77 

 
 
 
 
 
 

 



ฏ 

 

สารบัญภาพ 
 

ภาพที่            หน้า 
 

1 โครงสร้างล าตน้และดอกของทานตะวนั 8 
2 การเปล่ียนแปลงของยีน atpA ท่ีท าให้เกิดลกัษณะไซโตพลาสซึมเป็นหมนัในพืช

สกุล Helianthus และต าแหน่งการจบัตวัของไพรเมอร์ต่าง ๆ (A) และการแสดง
แถบดีเอน็เอของทานตะวนัท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมนัเมื่อตรวจสอบดว้ยวิธี 
PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ atpAF, orfH522R และ orfH873R (B) 15 

3 โครงสร้างและองคป์ระกอบของเยือ่หุม้เซลล ์ 18 
4 รูปแบบของผลผลิตและเซลลล์กูผสมท่ีอาจเกิดข้ึนเม่ือมีการรวมโปรโตพลาสต ์ 21 
5 การรวมโปรโตพลาสตแ์บบ symmetric และ asymmetric 22 
6 องคป์ระกอบของ sub-protoplast ชนิดต่าง ๆ 24 
7 โปรโตพลาสต์ผสมระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 

และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 (A) และการรวมกันแบบ 
binary และ multi fusion (B) 59 

8 การพฒันาของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียง 
ดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 1 ×  105 และ      
3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. หลงัเพาะเล้ียงนาน 50 วนั A1-H1, กลุ่มโคโลนีใน 
agarose droplet เมื่อตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง inverted microscope ท่ีก  าลงัขยาย 50 เท่า 
A2-H2, ลกัณะของโคโลนีเมื่อตรวจสอบภายใต้กลอ้ง inverted microscope            
ท่ีก  าลงัขยาย 400 เท่า และ A3-H3, กลุ่มโคโลนีและแคลลสัใน agarose droplet  
เมื่อตรวจสอบดว้ยกลอ้ง stereoscopic microscope ท่ีก  าลงัขยาย 10 เท่า  70 

9 การพฒันาของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียง     
ดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 1 ×  105 และ          
3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. หลงัเพาะเล้ียงนาน 50 วนั A1-H4, ลกัษณะของกลุ่มโคโลนี
ท่ีพฒันาใน agarose droplet เมื่อตรวจสอบด้วยกลอ้ง inverted microscope ท่ี
ก  าลงัขยาย 400 เท่า 78 

 



ฐ 

 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที่            หน้า 
 
10 การพฒันาไปเป็นโคโลนีและแคลลสัของโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนั 

สายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงด้วยอาหาร L'4M ดัดแปลง ชนิด L'4M 2 ท่ีความ
หนาแน่นโปรโตพลาสต์ 5 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. A, กลุ่มโคโลนีใน agarose 
droplet หลังเพาะเล้ียงนาน 35 วัน เมื่อตรวจสอบด้วยกล้อง stereoscopic 
microscope ท่ีก  าลงัขยาย 10 เท่า B และ C, กลุ่มโคโลนีและแคลลสัใน agarose 
droplet หลงัเพาะเล้ียงนาน 50 วนั 79 

11 A, โปรโตพลาสตผ์สมระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 
และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 B, ลกัษณะของการรวม     
โปรโตพลาสต ์และ C, โปรโตพลาสต์ลูกผสมระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน
และโปรโตพลาสตใ์บ (ลกูศรช้ี) 81 

12 การพฒันาของโปรโตพลาสต์ท่ีผ่านการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่าง     
โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนสายพนัธุ ์10A และโปรโตพลาสตใ์บสายพนัธุ์ PI441983  
A-C, กลุ่มโคโลนีท่ีเกิดจากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ symmetric fusion โดยไม่
มีการให้สารแก่โปรโตพลาสต์ก่อนรวมโปรโตพลาสต์  D-F, กลุ่มโคโลนีท่ีเกิด
จากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor- recipient fusion ซ่ึงมีการให้ 1.5 mM 
iodoacetic acid เป็นเวลา 20 นาที แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนก่อนรวมโปรโต-
พลาสต์  G-I, กลุ่มโคโลนีท่ีเกิดจากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient 
fusion ซ่ึงมีการให้ 3.0 mM iodoacetic acid เป็นเวลา 15 นาที แก่โปรโตพลาสต ์ 
ล  าต้นอ่อนก่อนรวมโปรโตพลาสต์ เมื่ อตรวจสอบภายใต้กล้อง inverted 
microscope และ stereoscopic microscope ท่ีก  าลงัขยายต่าง ๆ และ ลูกศรช้ี, กลุ่ม
โคโลนีท่ีมีโอกาสพฒันาไปเป็นแคลลสั 82 



ฑ 

 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 
ABA  =  abscisic acid 
BA  = 6-benzyladenine 
BSA  = bovine serum albumin 
CMS  = cytoplasmic male sterility 
DMSO  = dimethyl sulfoxide 
FDA  = fluorescein diacetate 
GA  = gibberellic acid 
IAA  = indole-3-acetic acid 
IBA   = indolebutyric acid  
MES  = 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 
NAA  = naphthaleneacetic acid 
PEG   = polyethylene glycol 
TDZ  = thidiazuron 
2,4-D  = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid 
 

 



1 

 

บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1 ความส าคญัของปัญหา 
ทานตะวนั (sunflower; Helianthus annuus L.) เป็นพืชน ้ ามนัท่ีปลูกกนัอย่างแพร่หลายทัว่

โลก โดยเฉพาะในแถบทวีปยโุรป อเมริกา และเอเชีย น ้ ามนัทานตะวนัมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ
เป็นอนัดบัส่ีของโลกรองจากน ้ ามนัปาลม์ น ้ ามนัถัว่เหลือง และน ้ ามนัเรปซีด แต่มีการเติบโตทาง
เศรษฐกิจเป็นอนัดบัหน่ึง เฉล่ียร้อยละ 8.24 ต่อปี สูงกว่าน ้ ามนัปาลม์ และน ้ ามนัเรปซีด ท่ีเติบโตเฉล่ีย
ร้อยละ 5.37 และ 5.33 ต่อปี ตามล าดบั (ศนูยอ์จัฉริยะเพื่ออุตสาหกรรมอาหาร, 2556) ทานตะวนัเป็น
พืชท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการสูง ส่งผลใหผ้ลผลิตทั้งในรูปแบบเมลด็ น ้ ามนั ผลิตภณัฑ์ท่ีมีทานตะวนั
เป็นองค์ประกอบ รวมถึงกากทานตะวันเป็นท่ีต้องการของตลาดทั้ งในและต่างประเทศ 
(ฐานเศรษฐกิจ ออนไลน์, 2556; ธุรกิจอาหารสัตว ,์ 2556; ศูนยอ์จัฉริยะเพื่ออุตสาหกรรมอาหาร, 
2556) ส าหรับประเทศไทย การผลิตทานตะวนัเพื่อการบริโภคและใชใ้นอุตสาหกรรมยงัคงไม่
เพียงพอต่อความต้องการ จึงมีการน าเขา้ทานตะวนัและผลิตภณัฑ์ปีละกว่า 480 ลา้นบาท (ส านัก
บริการขอ้มลูและสารสนเทศ, 2554) ปัญหาและขอ้จ ากดัส าคญัคือ เมลด็พนัธุท่ี์ใชป้ลกูส่วนใหญ่เป็น
พนัธุ์ลูกผสมซ่ึงต้องน าเข้าจากต่างประเทศ จึงมีราคาสูงถึงกิโลกรัมละ 500 บาท คิดเป็น 20-25 
เปอร์เซ็นต ์ของตน้ทุนการผลิต (กรมวิชาการเกษตร, 2552; มติชนออนไลน์, 2556) ท าใหเ้กษตรกรมี
ต้นทุนการผลิตสูง นอกจากน้ี สภาพแวดลอ้มการปลูกทานตะวนัท่ีไม่เหมาะสมมักส่งผลให้
ทานตะวนัใหผ้ลผลิตต ่า ดงันั้นการปรับปรุงและพฒันาพนัธุ์ทานตะวนัเพ่ือใชเ้องภายในประเทศจึง
ทวีความจ าเป็นมากข้ึน 
 ทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมเป็นท่ีนิยมปลูกอย่างมากในปัจจุบนัเน่ืองจากให้ผลผลิตสูงและมี
ลกัษณะทางพืชไร่สม ่าเสมอ เป็นหน่ึงทางเลือกท่ีสามารถเพ่ิมศกัยภาพในการผลิตทานตะวนัให้
เพียงพอต่อความตอ้งการภายในประเทศได ้การผลิตทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมตอ้งมีสายพนัธุ์เขา้ร่วม
ในการผสมหรือผลิต 3 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ 1) สายพนัธุ์เอ (A-line) เป็นสายพนัธุ์แม่ซ่ึงมีดอกตวัผูเ้ป็น
หมนั การเป็นหมนัมี 3 แบบ ไดแ้ก่ การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยนี (gene) ในนิวเคลียสเพียงอยา่งเดียว 
(genetic male sterility) การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึมเพียงอยา่งเดียว (cytoplasmic 
male sterility; CMS) และการเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม (genetic-
cytoplasmic male sterility) 2) สายพันธุ์บี (B-line) เป็นตัวรักษาพันธุกรรมของสายพันธุ์เอ 
(maintainer line) ซ่ึงมีจีโนไทป์ (genotype) เหมือนสายพนัธุเ์อทุกประการยกเวน้มีความแตกต่างใน
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เร่ืองของการเป็นหมนัเท่านั้น 3) สายพนัธุอ์าร์ (R-line) เป็นสายพนัธุ์พ่อ ส าหรับการผลิตเมล็ดพนัธุ์
ลกูผสม คู่ผสมท่ีใชคื้อสายพนัธุเ์อและสายพนัธุอ์าร์ ซ่ึงเป็นคู่ผสมท่ีให้สมรรถนะการรวมตวัจ าเพาะ 
(specific combining ability; sca) ดี จึงสามารถให้ลูกผสมท่ีมีคุณภาพได ้อย่างไรก็ตาม ส าหรับ    
สายพันธุ์เอซ่ึงมีดอกตัวผูเ้ป็นหมันไม่สามารถผสมตัวเองเพื่อผลิตลูกหลานท่ีเป็นพนัธุ์แท้ได้
จ  าเป็นตอ้งน ามาผสมกบัสายพนัธุบี์เพื่อรักษาพนัธุกรรมไว ้ท าใหม้ีสายพนัธุเ์อใชใ้นการผลิตลูกผสม
ไดต่้อไป (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546)  
 การพฒันาทานตะวนัสายพนัธุ์บีสามารถท าได ้2 วิธี คือ 1) การผสมพนัธุ์ (hybridization)    
โดยท าการผสมระหว่างสายพนัธุ์เอและสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติ  (normal cytoplasm) แลว้
น าลกูท่ีไดผ้สมกลบั (backcross) ไปยงัสายพนัธุเ์อ นาน 6-8 ชัว่ เพ่ือให้ไดลู้กท่ีมีลกัษณะเหมือนกบั
สายพนัธุเ์อทุกประการยกเวน้การมีไซโตพลาสซึมปกติ และ 2) การรวมโปรโตพลาสต์ (protoplast 
fusion) ซ่ึงสามารถถ่ายไซโตพลาสซึมปกติใหก้บัสายพนัธุ์เอไดท้นัที ท าให้สามารถผลิตสายพนัธุ์บี
ไดจ้  านวนมากในเวลาท่ีรวดเร็ว อย่างไรก็ตาม การศึกษาวิจยัเก่ียวกบัโปรโตพลาสต์ (protoplast)  
ของพืชทานตะวันในประเทศไทยมีค่อนข้างจ  ากัด โดยเฉพาะการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์
(protoplast culture) ใหส้ามารถพฒันาเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ และการรวมโปรโตพลาสต ์ซ่ึงยงัไม่เคย
มีการศึกษามาก่อน ดงันั้น การศึกษาและพฒันาเทคนิควิธีการเพาะเล้ียงและรวมโปรโตพลาสต์ท่ี
เหมาะสมจึงเป็นส่วนประกอบส าคญัท่ีน าไปสู่ความส าเร็จในการพฒันาสายพนัธุ์บีด้วยวิธีการ      
รวมโปรโตพลาสต ์

โปรโตพลาสต ์คือเซลลพ์ืชท่ีถูกก  าจดัผนังเซลล ์(cell wall) จึงเหลือเพียงเยื่อหุ้มเซลล ์(cell 
membrane) ห่อหุ้มองค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลลไ์วเ้ท่านั้น มีคุณสมบติัสามารถชักน าให้เกิดการ
หลอมรวมกนั (fusion) ระหว่างโปรโตพลาสต ์และเม่ือเพาะเล้ียงในสภาพเหมาะสมสามารถพฒันา
กลบัไปเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ได ้(ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Davey et al., 2005) การรวมโปรโตพลาสต ์
ท าให้เกิดลูกผสม (hybrid) ท่ีมีการรวมกันของยีนทั้งในนิวเคลียส (nucleus) และไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) สามารถน ามาใชใ้นการผสมขา้มสายพนัธุ์ (intraspecific hybridization) ข้ามสปีชีส์ 
(interspecific hybridization) หรือขา้มสกุล (intergeneric hybridization) ซ่ึงมกัประสบปัญหาความ   
เขา้กนัไม่ไดข้องการผสมโดยอาศยัเพศ (sexual incompatibility) ได ้(Assani et al., 2005;  Guo et al., 
2008; Yadav et al., 2009) อย่างไรก็ตาม การรวมกนัโดยตรงระหว่างโปรโตพลาสต์มกัท าให้เกิด
ความซบัซอ้นของจีโนม (genome) ในพืชลกูผสมและยุง่ยากในการตรวจสอบ ดงันั้น จึงมีการใชก้าร
รวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion หรือการรวมเพียงบางส่วนของโปรโตพลาสต ์    
เพื่อแกปั้ญหาดงักล่าว (Ramulu et al., 1992) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เม่ือตอ้งการถ่ายทอดลกัษณะท่ี
ควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึม เช่น ยนีควบคุมลกัษณะ CMS เป็นตน้ การรวมโปรโตพลาสตแ์บบ 
donor-recipient fusion มีขั้นตอนส าคัญก่อนการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์คือ การก าจดัหรือ



3 

 

ยบัย ั้งการท างานของนิวเคลียสในโปรโตพลาสต์พนัธุ์ให้ (donor parent) และไซโตพลาสซึมของ   
โปรโตพลาสตพ์นัธุรั์บ (recipient parent) ซ่ึงท าได ้3 วิธี ไดแ้ก่ 1) การให้รังสี เพ่ือยบัย ั้งการท างาน
ของนิวเคลียส 2) การให้สารเคมี เพ่ือยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมหรือผลกัดนันิวเคลียส   
ออกจากเซลล ์(Liu et al., 1996; Bona et al., 2009; Scholze et al., 2010) และ 3) การป่ันเหวี่ยงโปรโต-
พลาสตใ์นสารละลาย gradient ของน ้ าตาล หรือ percoll ดว้ยความเร็วสูง (ultra-centrifugation) เพื่อ
แยกองค์ประกอบของโปรโตพลาสต์ให้เหลือเพียงบางส่วน (sub-protoplast) (Rajasekharan and 
Prakashkumar, 2010) ส าหรับการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ การใชส้ารเคมี polyethylene glycol 
(PEG) ไดรั้บความนิยมอยา่งกวา้งขวางเน่ืองจากใหค้วามถ่ีในการชกัน าใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสต์
แบบ binary fusion สูง อย่างไรก็ดี ความส าเร็จดังกล่าวข้ึนอยู่ก ับปัจจยัส าคัญ 2  ประการ คือ             
1) ความเขม้ขน้ของ PEG และ 2) ระยะเวลาในการชกัน า ซ่ึงตอ้งสมัพนัธแ์ละเหมาะสมกบัโปรโตพลาสต์
ของพืชแต่ละชนิด (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Henn et al., 1998a; Assani et al., 2005) นอกจากน้ี 
การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตใ์หส้ามารถแสดงศกัยภาพพฒันาไปเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ประกอบดว้ย     
ปัจจยัส าคญั 4 ประการ ไดแ้ก่ 1) แหล่งเน้ือเยือ่ (tissue source) 2) อาหารเพาะเล้ียง (culture medium)    
3) เทคนิคการเพาะเล้ียง (culture technique) และ 4) ปัจจยัสภาพแวดลอ้ม (environmental factors) 
ซ่ึงจ  าเป็นตอ้งมีการปรับเปล่ียนและควบคุมใหเ้หมาะสมกบัการเจริญและพฒันาของโปรโตพลาสต์   
ในแต่ละระยะ (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Davey et al., 2005) 

การศึกษาเทคนิควิธีการก าจดันิวเคลียสและยบัย ั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต ์การชกัน า
การรวมโปรโตพลาสต ์การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์และชกัน าการพฒันาไปเป็นตน้พืชใหม่ จะเป็น
ประโยชน์ต่อการพฒันาสายพนัธุ์บีโดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion และมี
ความเป็นไปได้ท่ีจะสามารถพฒันาสายพนัธุ์บีได้ส าเร็จ ซ่ึงจะน าไปสู่การผลิตทานตะวนัพนัธุ์
ลกูผสมท่ีเหมาะสมกบัสภาพแวดลอ้มการปลกูในประเทศไทยไดใ้นอนาคต นอกจากน้ี ความรู้ท่ีได ้ 
ยงัสามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นการปรับปรุงพนัธุพ์ืชชนิดอื่นดว้ยวิธีรวมโปรโตพลาสตไ์ดเ้ช่นกนั  

 
1.2 วตัถุประสงค์ 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาและพฒันาวิธีการก าจดันิวเคลียสและยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมข อ ง
  โปรโตพลาสต์ทานตะวนัส าหรับใชเ้ป็น donor-recipient parents ให้และรับลกัษณะ    
  ไซโตพลาสซึมปกติ 
 1.2.2 เพื่อศึกษาและพฒันาวิธีการรวมโปรโตพลาสตโ์ดยใชส้ารเคมี PEG ในทานตะวนั 
 1.2.3 เพ่ือศึกษาและพฒันาวิธีการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ของทานตะวนัให้สามารถพฒันา
  เป็นโคโลนีและแคลลสั 
 1.2.4 เพื่อผลิตเซลลท์านตะวนัลกูผสมท่ีเกิดจากการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion 
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1.3 สมมตฐิานการวจิยั 
1.3.1 เซลล์พืชแต่ละเซลล์มีคุณสมบัติสามารถพัฒนาไปเป็น ส่ิงมีชีวิตท่ีสมบูรณ์ได ้
 (totipotency) ดงันั้นการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตท์านตะวนัในสภาพเหมาะสม โปรโต-
 พลาสตน์ั้นยอ่มพฒันาไปเป็นตน้พืชท่ีสมบูรณ์ได ้

 1.3.2 อาหารและเทคนิคการเพาะเล้ียงท่ีเหมาะสมส าหรับโปรโตพลาสต์แต่ละชนิดมีความ
 แตกต่างกัน โปรโตพลาสต์จากทานตะวนัต่างสายพนัธุ์และแหล่งเน้ือเยื่ออาจมีการ
 เจริญเติบโตและพฒันาตอบสนองต่อสภาวะการเพาะเล้ียงต่างกนั 

 1.3.3 การรวมโปรโตพลาสตส์ามารถถ่ายยนีทั้งในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึมหรือถ่าย เพียง
 ยีนในนิวเคลียสหรือไซโตพลาสซึมได้ ดังนั้ น การพัฒนา maintainer line เพื่อ
 ถ่ายทอดเพียงลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติให้กบัทานตะวนัสายพนัธุ์เอโดยใชว้ิธีรวม     
 โปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion จึงสามารถท าไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์
 ของ donor-recipient parents เพียงคร้ังเดียว  

  
1.4 ขอบเขตการวจิยั 

การวิจยัคร้ังน้ีมุ่งเนน้ศึกษาปัจจยัการเพาะเล้ียงและรวมโปรโตพลาสตท่ี์มีประสิทธิภาพ เพ่ือ
ใชใ้นการพฒันา maintainer line ของทานตะวนั โดยใชว้ิธีรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient  
fusion ดว้ยสารเคมี PEG โดยใชท้านตะวนั 2 สายพนัธุ์ คือ สายพนัธุ์ PI441983 ซ่ึงมีไซโตพลาสซึม
ปกติ และสายพนัธุ์ 10A ซ่ึงมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั เพื่อน าความรู้และ/หรือสายพนัธุ์ท่ีไดไ้ปใช้
ประโยชน์ในการปรับปรุงพนัธุท์านตะวนัเพื่อสร้างพนัธุล์กูผสมท่ีเหมาะสมกบัสภาพแวดลอ้ม และ
การเพาะปลกูในประเทศไทยต่อไปในอนาคต 
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.5.1 ไดเ้ทคนิคและวิธีการท่ีเหมาะสมส าหรับการก าจดันิวเคลียสและยบัย ั้งไซโตพลาสซึม
 ของโปรโตพลาสต์ เพื่อผลิต donor-recipient parents ส าหรับใช้ในการรวมโปรโต-
 พลาสตแ์บบ donor-recipient fusion 
1.5.2 ไดเ้ทคนิควิธีการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตด์ว้ย PEG ท่ีเหมาะสม ซ่ึงสามารถใหค้วามถ่ี
 ในการรวมโปรโตพลาสตดี์ 
1.5.3 ไดช้นิดของอาหารและวิธีการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ทานตะวนัท่ีเหมาะสม ซ่ึง
 สามารถส่ง เสริมการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสต์ได ้ดีในทุกระยะ เพื ่อให้
 สามารถพฒันาไปเป็นต ้นพืชที่สมบูรณ์ได ้ โดยเฉพาะกับทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ี
 ได้รับการพฒันาในประเทศไทย  
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1.5.4 สามารถน าความรู้ท่ีไดม้าใชส้ร้างทานตะวนั maintainer line โดยวิธีการรวมโปรโต-
 พลาสตใ์หป้ระสบความส าเร็จได ้
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บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  

2.1 ทานตะวนั 
 ทานตะวนั (sunflower) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Helianthus annuus L. เป็นพืชน ้ ามนัอยู่ในวงศ ์
Compositae มีถ่ินก าเนิดอยู่ในแถบตะวนัตกเฉียงใตข้องประเทศอเมริกาและเม็กซิโก ถูกน าเขา้สู่
ทวีปยโุรปประมาณปี ค.ศ.1550 และกระจายเขา้สู่อดีตสหภาพโซเวียตรัสเซียซ่ึงเป็นประเทศแรกท่ีมี
การพฒันาปรับปรุงพนัธุ์ทานตะวนัเมื่อประมาณปี ค .ศ. 1800 จนกระทัง่ในปี ค.ศ. 1830-1840 จึง
สามารถผลิตน ้ ามนัทานตะวนัเป็นการคา้ และกลายเป็นพืชน ้ ามนัท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของ
โลกมาจนถึงปัจจุบนั (Weiss, 2000; Davey and Jan, 2010) แหล่งปลูกทานตะวนัท่ีส าคญัของโลก 
ไดแ้ก่ ยเูครน รัสเซีย สหภาพยุโรป อาเจนตินา จีน และสหรัฐอเมริกา เป็นตน้ โดยมีสหรัฐอเมริกา 
ยเูครน รัสเซีย และอาเจนตินา เป็นผูส่้งออกน ้ ามนัทานตะวนัรายใหญ่ของโลก (National Sunflower 
Association, 2014) 
 2.1.1 ความส าคญัของทานตะวนั 
 ทานตะวนัเป็นพืชน ้ ามนัท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจของโลก ซ่ึงนอกจากจะใช้บริโภค
เมลด็และน ้ ามนัโดยตรงแลว้ยงัเป็นองค์ประกอบส าคญัของผลิตภณัฑ์ในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ หลาย
ประเภท เช่น เคร่ืองส าอาง การฟอกสี เช้ือเพลิง และการแพทย ์เป็นตน้ (กรมวิชาการเกษตร, 2552; 
Health from Nature, 2011; Wikipedia, 2014) จากการส ารวจในปี พ.ศ. 2556 พบว่า ทัว่โลกมีพ้ืนท่ีปลูก
ทานตะวนัรวมทั้งส้ินประมาณ 158 ลา้นไร่ ให้ผลผลิตประมาณ 36 ลา้นตนั (National Sunflower 
Association, 2014) ส าหรับประเทศไทย ทานตะวนัมีความส าคญัทางเศรษฐกิจเป็น อนัดบั 3 รองจาก
ถัว่เหลืองและปาลม์ (กรมวิชาการเกษตร, 2552) มีพ้ืนท่ีปลกูประมาณ 400,000 ไร่ แหล่งปลกูท่ีส าคญั 
ไดแ้ก่ สระบุรี สระแกว้ กาญจนบุรี ราชบุรี และจนัทบุรี ไดผ้ลผลิตเฉล่ียประมาณ 140 กิโลกรัมต่อไร่ 
(Science-Manager Online, 2554) เมล็ดและน ้ ามนัทานตะวนัอุดมไปด้วยแร่ธาตุชนิดต่าง ๆ เช่น 
โซเดียม (Na) แคลเซียม (Ca) เหลก็ (Fe) แมกนีเซียม (Mg) สงักะสี (Zn) ทองแดง (Cu) ฟอสฟอรัส (P) 
โพแทสเซียม (K) แมงกานีส (Mn) และซีลีเนียม (Se) และวิตามินหลากหลายชนิด เช่น วิตามินเอ 
วิตามินซี วิตามิน บี 1 บี 2 ไนอาซีน (niacin; B3) กรดแพนโทเทนิก (pantothenic acid; B5) ไพริดอกซีน 
(pyridoxine; B6) โฟเลต (folate; B9) บี 12 และวิตามินอี ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมลูอิสระ (antioxidant) ท่ี
ส าคญั นอกจากน้ียงัประกอบดว้ยสารอาหารในกลุ่มโปรตีน คาร์โบไฮเดรต โดยเฉพาะอย่างยิ่งไขมนั 
ซ่ึงมีปริมาณสูงและมีองค์ประกอบของไขมนัไม่อ่ิมตัว (unsaturated fat) เป็นหลกั ประมาณ 91 
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เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ กรดไขมนัโอเลอิก (oleic) กรดไขมนัลิโนเลอิก (linoleic) กรดไขมนัลิโนเลนิก 
(linolenic) และกรดไขมันอราชิโนอิก (arachinoic) ซ่ึงมีคุณประโยชน์ต่อร่างกายและช่วยลด
โคเลสเตอรอล (cholesterol) ได ้(สุพจน์ แสงประทุม, 2553; National Sunflower Association, 2014) 

 
2.1.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของทานตะวนั 
ทานตะวนัเป็นพืชลม้ลุก (annual plant) ท่ีอยู่ในวงศ์ Asteraceae ซ่ึงมีฐานรองกลุ่มดอก 

(inflorescence) ขนาดใหญ่ เจริญเติบโตไดดี้และปลกูมากในเขตอบอุ่น 
 ดอก เป็นดอกรวมอยู่บนฐานรองดอกรูปจาน (head หรือ capitulum) เกิดบนตายอดของ    
ล  าตน้หลกั หรือแขนงล าตน้ จานดอกมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางประมาณ 6-75 ซม. ประกอบดว้ย    
ดอกย่อย (florets) 700-8,000 ดอก ข้ึนอยู่กบัพนัธุ์และการดูแลรักษา แต่ละจานดอกประกอบดว้ย
ดอก 2 ชนิด ไดแ้ก่ ดอกยอ่ยท่ีอยูร่อบนอกจานดอก (ray florets) เป็นดอกเป็นหมนั มีกลีบดอกขนาด
ใหญ่ สีเหลืองส้ม และดอกย่อยท่ีอยู่ในจานดอก  (disc florets) เป็นดอกสมบูรณ์เพศ เกสรตวัผูจ้ะ
พร้อมผสมไดก่้อนเกสรตวัเมียจึงมีอตัราการผสมตวัเองต ่า การบานของดอกเร่ิมจากวงนอกไปยงั
เสน้ผา่ศนูยก์ลางดอก ดอกท่ีเกิดจากล าตน้หลกัจะมีขนาดใหญ่และเป็นลกัษณะส าคญัในพนัธุ์การคา้ 
(ภาพท่ี 1) 
 เมลด็ มีรูปร่างยาว ยาวรี หรือเกือบกลม มีความยาวเมลด็ประมาณ 7-25 มม. กวา้ง 4-13 มม. 
ประกอบดว้ย ส่วนเน้ือเมลด็ เรียกว่า kernel และส่วนเปลือก เรียกว่า pericarp ซ่ึงมีความแข็งแรง มีสี
ลายขาวด า หรือสีด า แลว้แต่พนัธุ ์
 ล าต้น มีล  าตน้ตั้งตรง แข็งแรง เสน้ผา่ศนูยก์ลางล าตน้ประมาณ 1-10 ซม. และมีขนหยาบ มี
ความสูงตั้งแต่ 50-500 ซม. ข้ึนอยูก่บัพนัธุแ์ละการดูแลรักษา ส่วนปลายของล าตน้เป็นท่ีอยู่ของดอก 
ล  าตน้ส่วนใหญ่ไม่มีการแตกแขนง 
 ใบ เป็นใบเด่ียวเกิดตรงกนัขา้ม มีการเรียงตวัของใบดา้นล่างแบบตรงกนัขา้ม (opposite) ใบ
ส่วนบนเรียงแบบสลบั (alternate) แผ่นใบกวา้งรูปไข่ ปลายใบแหลม ขอบใบหยกั มีขนใบมากทั้ง
สองดา้น ทั้งน้ีลกัษณะใบค่อนขา้งแตกต่างกนัมากข้ึนอยูก่บัพนัธุ ์ 
 ราก มีระบบรากแกว้ซ่ึงสามารถหย ัง่ลึกไดถึ้ง 300 ซม. มีรากแขนงแตกจากรากแกว้ สามารถ
แผก่ระจายดา้นขา้งไดถึ้ง 120 ซม. การเจริญเติบโตสูงสุดของรากอยู่ท่ีระยะดอกบาน (กรมวิชาการ
เกษตร, 2548; สุพจน์ แสงประทุม, 2553; Davey and Jan, 2010; Canadian Food Inspection Agency, 
2012) 

http://th.wikipedia.org/wiki/Asteraceae
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Inflorescence&action=edit&redlink=1
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ภาพที่ 1 โครงสร้างล าตน้และดอกของทานตะวนั (TutorVista, 2014) 
 

2.1.3 สภาพแวดล้อม การปลกู และการดูแลรักษาทานตะวนั 
 2.1.3.1 สภาพแวดล้อมทีเ่หมาะสม 

 ทานตะวนัเจริญเติบโตไดดี้บริเวณเส้นศูนยสู์ตรระหว่างเส้นรุ้งท่ี 30 องศาเหนือ ถึง        
30 องศาใต ้ส าหรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูร่ะหว่าง 18-25°ซ ทานตะวนัเป็นพืชไม่ไวแสงจึงสามารถ
เจริญเติบโตและใหผ้ลผลิตไดทุ้กฤดูกาล เป็นพืชท่ีตอ้งการน ้ ามากแต่ทนต่อสภาพแห้งแลง้และร้อน
ไดดี้ ปลูกไดใ้นดินเกือบทุกประเภทโดยเฉพาะดินท่ีมีหน้าดินลึก อุม้น ้ าไดดี้ แต่ไม่มีน ้ าขงั สภาพ
ความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของดินท่ีเหมาะสมประมาณ 5.7-8 ส าหรับประเทศไทย ฤดูกาลท่ีเหมาะสม
ส าหรับปลูกทานตะวนัมี 2 ฤดู คือ 1) ปลายฤดูฝน เพราะตลอดช่วงของระยะการเจริญเติบโต
ทานตะวนัจะไดรั้บน ้ าอย่างเพียงพอ และเก็บเก่ียวไดใ้นช่วงฤดูหนาวซ่ึงมีความช้ืนต ่า ท าให้ไดผ้ล
ผลิตมีคุณภาพ ไม่เป็นรา  2) ฤดูแลง้ โดยเฉพาะในเขตพ้ืนท่ีท่ีมีการชลประทาน  

 2.1.3.2 การปลูก 
 - การเตรียมดิน ควรไถดินให้ลึกอย่างน้อย 30 ซม. เพื่อท าลายการอดัแน่นของดิน 
และป้องกนัน ้ าขงั ก  าจดัวชัพืช และไถย่อยดินให้ร่วนซุยพร้อมใส่ปุ๋ยคอกหรือปุ๋ยหมกั จากนั้นไถ
พรวนและปรับระดบัดินใหส้ม  ่าเสมอกนั 

 - วิธีการปลูก ท าร่องแถวส าหรับหยอดเมล็ดโดยให้มีระยะระหว่างแถว 70-75 ซม. 
และระยะระหว่างหลุม 25-30 ซม. ใส่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 หรือ 16-16-8 อตัรา 30-50 กก./ ไร่ รองกน้หลุม
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พร้อมปลกู วิธีการปลูกท าไดโ้ดยหยอดเมล็ดลงแปลงโดยตรง หลุมละ 2 เมล็ด หยอดลึกประมาณ   
5-8 ซม. เมื่อทานตะวนังอกได ้10 วนั หรือมีใบจริง 2-4 คู่ จึงถอนแยกเหลือไวเ้ฉพาะตน้ท่ีแข็งแรง
หลุมละ 1 ตน้ ในสภาพพ้ืนท่ีปลกูท่ีดินมีความช้ืนต ่า หรือการปลูกในฤดูแลง้ ให้ใชร้ะยะปลูกกวา้ง
ข้ึน และมีการยกร่อง เพ่ือสะดวกในการใหน้ ้ า 

 2.1.3.3 การดูแลรักษา 
 - การให้น า้ ทานตะวนัตอ้งการน ้ าอยา่งสม ่าเสมอทุกระยะการเจริญเติบโต โดยเฉพาะ

ในช่วงแรกของการเจริญเติบโตจนถึงระยะติดเมลด็ แบ่งการใหน้ ้ าเป็น 5 ระยะดงัน้ี 
  ระยะท่ี 1 ใหน้ ้ าทนัทีหลงัปลกูเสร็จ 
  ระยะท่ี  2 เมื่อทานตะวนัมีใบจริง 2 คู่ หรือ 10-15 วนั หลงังอก 
  ระยะท่ี  3 เม่ือเร่ิมมีตาดอก หรือ 30-35 วนั หลงังอก 
  ระยะท่ี  4 เม่ือดอกเร่ิมบาน หรือ 50-55 วนั หลงังอก 
  ระยะท่ี 5 ระยะก าลงัติดเมลด็ หรือ 60-70 วนั หลงังอก     

 - การให้ปุ๋ย เมื่อทานตะวนัอยูใ่นระยะสร้างตาดอก และระยะดอกบาน ควรใส่ปุ๋ยยเูรีย 
46-0-0 บริเวณโคนตน้ อตัรา 20-25 กก./ไร่ อย่างไรก็ตาม ควรใส่ปุ๋ยในปริมาณท่ีพืชตอ้งการตาม
สภาพดินดว้ย เช่น ถา้พ้ืนท่ีปลูกเป็นดินทรายและขาดธาตุโบรอน (B) ควรใส่ผงบอแรกซ์ (borax) 
เสริมประมาณ 2 กก./ไร่ 

 - การก าจดัวชัพชื ควรก าจดัวชัพืชอยา่งนอ้ย 2 คร้ัง เม่ือทานตะวนัมีใบจริง 2-3 คู่ และ
เม่ือทานตะวนัเร่ิมเกิดตาดอก การก าจดัวชัพืชในแปลงทานตะวนัสามารถท าได ้2 วิธีคือ การใช้
แรงงานคน และการใชส้ารเคมี เช่น อะลาคลอร์ (alachlor) หรือ เมโธลาคลอร์ (metolachlor) ฉีดพ่น
หลงัปลูกก่อนเมล็ดงอก แต่ห้ามใช้สารเคมีก  าจัดว ัชพืชพวกอาทราซีน (atrazine) โดยเด็ดขาด          
(สุพจน์ แสงประทุม, 2553; ศรีสุดา เตชะสาน และพฒันา นรมาศ, ม.ป.ป.) 

 
 2.1.4 โรคของทานตะวนั  
 โรคท่ีสร้างความเสียหายใหก้บัทานตะวนัมีสาเหตุมาจากทั้งเช้ือรา ไวรัส และการขาดธาตุ
อาหาร สามารถสร้างความเสียหายไดก้บัทุกส่วนของทานตะวนัทั้งราก ล  าตน้ ใบ กา้นใบ กลีบดอก 
และฐานรองดอก และเกิดข้ึนไดต้ลอดระยะการเจริญเติบโตกระทัง่ให้ผลผลิต โรคท่ีมีสาเหตุจาก 
เช้ือรา คือ โรคใบจุดและใบไหม ้(leaf spot and blight) เกิดจากเช้ือสาเหตุหลายชนิด ได้แก่ 
Alternaria helianthi (Hans f.) Tub and Nish., A. alternata (Fr.) Keissler., A. zinniae Pape., 
Bipolaris hawaiiensis (M.B. Eills) Uchida and Aragaki. และ Corynespora cassiicola (Berk and 
Curt) Wei. โรคราแป้ง (powdery mildew) จากเช้ือสาเหตุ Oidium sp. โรคเน่าด า (charcoal rot) จาก
เช้ือสาเหตุ Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid โรคโคนเน่า (collar rot) จากเช้ือสาเหตุ        
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Sclerotium  rolfsii Sacc. และโรคตน้เห่ียว (fusarium wilt) จากเช้ือสาเหตุ Fusarium sp. ส าหรับโรค
ท่ีมีสาเหตุจากเช้ือไวรัส ทานตะวนัมกัจะแสดงอาการเสน้ใบนูนและบิดเบ้ียว (vein enation) โรคท่ีมี
สาเหตุมาจากการขาดธาตุอาหาร ส่วนใหญ่เกิดจากการขาดธาตุโบรอน แคลเซียม และแมงกานีส  
(ปรีชา สุรินทร์ และคณะ, 2538) 
 
 2.1.5 แมลงและสัตว์ศัตรูทานตะวนั 
 ใบ ดอก และเมล็ด แมลงท่ีเขา้ท าลาย คือ หนอนเจาะสมอฝ้าย (cotton bollworm; Heliothis 
armigera (Hübner)) หนอนกระทูผ้กั (common cutworm; Spodoptera litura (F.)) และหนอนมว้น
ใบสม้ (leaf roller; Archips micaceana (Walker)) สามารถเขา้ท าลายไดต้ั้งแต่หนอนฟักจากไข่โดย
กดักินบนผวิใบ เม่ือโตข้ึนจะกดักินทั้งใบ กลีบดอก กลีบเล้ียง ดอกยอ่ย ไปจนถึงเมลด็ 
  ล าต้น  แมลงท่ีเข้าท าลาย คือ หนอนเจาะล าต้นข้าวโพด  (corn stemborer; Ostrinia 
furnacalis (Guenee)) โดยเจาะเขา้ท าลายล าตน้ทานตะวนัตั้งแต่ยงัไม่ออกดอก จนถึงติดเมล็ด เจาะ
ท าลายตั้งแต่ 1-5 รูต่อตน้ ท าใหจ้านดอกเลก็ลง หากเขา้ท าลายบริเวณใกลจ้านดอกจะท าให้กา้นดอก
หกั หรือเจาะท าลายส่วนหลงัของจานดอกโดยตรงท าใหด้อกไม่ติดเมลด็ จานดอกเน่าเสีย 

นอกจากน้ี ยงัมีนก และหนู ท่ีมกักินเมล็ดเม่ือทานตะวนัสุกแก่ ท าให้สูญเสียผลผลิตอย่าง
มากเช่นกนั (กรมวิชาการเกษตร, 2548) 

 
  2.1.6 ประเภทของทานตะวนั 
  ทานตะวนัแบ่งเป็น 3 ประเภท ตามการใชป้ระโยชน์ ไดแ้ก่  
  1) ประเภทใช้สกดัน า้มนั (oilseed) ทานตะวนัประเภทน้ีมกัมีเปลือกหุ้มเมล็ดบางและมีสีด า 
มีปริมาณน ้ ามนัในเมลด็สูงประมาณ 35-38 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัมีโปรตีนเป็นองคป์ระกอบสูงถึง 
20 เปอร์เซ็นต ์ดงันั้น ส่วนของกากจึงสามารถใชเ้ป็นอาหารสตัวไ์ด ้
  2) ประเภทใช้บริโภคเมล็ดโดยตรง (non-oilseed) ทานตะวนัประเภทน้ีมกัมีเปลือกหนา 
ส่วนของเปลือกไม่ติดกับเน้ือเมล็ดจึงกะเทาะไดง่้าย เมล็ดมีขนาดใหญ่กว่าทานตะวนัสกดัน ้ ามนั 
เปลือกมกัมีสีขาวด า ใชเ้ป็นอาหารว่างหรือของขบเค้ียว 

3) ประเภทใช้เป็นอาหารสัตว์ ทานตะวนัประเภทน้ีเมลด็จะใชเ้ป็นอาหารสตัวโ์ดยตรง ส่วน
ใหญ่มกัใหก้บัสตัวปี์ก เช่น นก ไก่ เป็นตน้  

 
  2.1.7 พนัธ์ุทานตะวนั 
  พนัธ์ุผสมเปิด (open-pollinated variety) เป็นพนัธุพ้ื์นเมืองหรือพนัธุ์ดั้งเดิมท่ีมีปลูกกนัมา
นาน ซ่ึงดอกมกัมีขนาดเลก็และมีหลายดอกต่อตน้ ในดอกมีจ  านวนละอองเรณูนอ้ยจึงมอีตัราการผสม 
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ติดเมลด็ต ่า จ  าเป็นตอ้งอาศยัแมลงช่วยในการผสมเกสรมาก เช่น พนัธุ ์สว.1 
  พันธ์ุลูกผสม (hybrid variety) เป็นพันธุ์ท่ีมีศ ักยภาพในการให้ผลผลิตสูงเน่ืองจากมี
ลกัษณะเด่นหลายประการ ไดแ้ก่ ในดอกมีละอองเรณูมาก โดยมีมากกว่าพนัธุ์ผสมเปิด 3-4 เท่า จึงมี
อตัราการผสมติดเมลด็ดีโดยไม่จ  าเป็นตอ้งอาศยัแมลงในการช่วยผสมเกสร มีจานดอกใหญ่ และมี
ความสม ่าเสมอในพนัธุสู์ง ไดแ้ก่พนัธุ ์แปซิฟิค 33 แปซิฟิค 44 แปซิฟิค 55 เอส 101 จมัโบ ้อาทูเอลย ์
โอเปร่า เหรียญทอง และอะควาร่า 6 เป็นตน้ 

พนัธ์ุสังเคราะห์ (synthetic variety) เป็นพนัธุ์ท่ีปรับตวัให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มท่ีมีความ
แปรปรวนสูงหรือมีปัจจัยการผลิตต ่าได้ดี ให้ผลผลิตค่อนข้างดี มีคุณภาพ แต่ไม่เทียบเท่าพนัธุ์
ลกูผสมเน่ืองจากมีความแปรปรวนในพนัธุ์สูง เช่น ความสูง อายุออกดอก ขนาดของดอก เป็นตน้ 
พนัธุส์งัเคราะห์ท่ีมีในปัจจุบนั ไดแ้ก่พนัธุ์ เชียงใหม่ 1 สุรนารี 471 และสุรนารี 473 (ไพศาล เหล่าสุวรรณ 
และคณะ, 2546; กรมวิชาการเกษตร, 2548; สุพจน์ แสงประทุม, 2553; ฐิติพร มะชิโกวา และปิยะดา 
ตนัตสวสัด์ิ, 2554) 

 
  2.1.8 การปรับปรุงพนัธ์ุทานตะวนั  
  การปรับปรุงพนัธุท์านตะวนัท าได ้3 วิธี คือ 1) การน ามาจากแหล่งอ่ืน ซ่ึงอาจมาจากทั้งใน
และต่างประเทศเพื่อใช้เป็นพนัธุ์ปลูกทันที หรือใช้เป็นแหล่งของยีนส าหรับการปรับปรุงพนัธุ ์        
2) การคัดเลือกพนัธุ์ โดยน าพนัธุ์ทอ้งถ่ินหรือพนัธุ์จากแหล่งอ่ืนมาปลูกทดสอบและเปรียบเทียบ
ลกัษณะต่าง ๆ แลว้คดัเลือกใชเ้ป็นพนัธุ์ปลกู  และ 3) การผสมพนัธุ ์โดยผสมระหว่างสายพนัธุแ์ทท่ี้มี
สมรรถนะการรวมตวัทัว่ไป (general combining ability; gca) และสมรรถนะการรวมตวัจ าเพาะดี 
การผสมพนัธุเ์พื่อผลิตพนัธุส์งัเคราะห์ท าไดโ้ดยน าสายพนัธุ์ต่าง ๆ มาปลูกรวมกนั หรือผสมกนัให้
ครบทุกพนัธุ ์ในขณะท่ีการผลิตพนัธุล์กูผสมจะเกิดจากการผสมระหว่างสายพนัธุ์จ  านวนน้อย เพียง 
2-4 สายพนัธุ ์(ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546) 
 การปรับปรุงพนัธุ์ทานตะวนัในประเทศไทยเร่ิมจากการปลูกทดสอบเพ่ือศึกษาลกัษณะ    
ต่าง ๆ ของทานตะวนัระหว่างพนัธุ์ทอ้งถ่ินและพนัธุ์ผสมเปิดท่ีน าเขา้จากต่างประเทศ และท าการ
คดัเลือกจนไดพ้นัธุ์ซาราทอฟสกี (saratovski) ซ่ึงน าเขา้จากประเทศออสเตรเลีย มีลกัษณะเด่นคือ     
มีการเจริญเติบโตและปรับตวัเขา้กบัสภาพแวดลอ้มของประเทศไทยไดดี้  ให้ผลผลิตสูง 200-300   
กก./ไร่ แต่มีเปอร์เซ็นต์น ้ ามนัค่อนขา้งต ่า เพียง 27.1 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาใชเ้ป็นพนัธุ์ส่งเสริมมีช่ือว่า 
พนัธุ์ สว.1 (ลกัขณา พงศพ์งนั, 2543) ในเวลาต่อมา กรมวิชาการเกษตรได้พฒันาพนัธุ์ข้ึนใชเ้อง    
โดยคัดเลือกและสกัดสายพนัธุ์แท้จากพนัธุ์ท่ีมีลกัษณะดีเด่นไดส้ายพนัธุ์แท้ผสมตัวเองชั่วท่ี 4      
(S4–lines) จ านวน 62 สายพนัธุ์ หลงัการทดสอบความสามารถในการรวมตวั  (combining ability) 
พบว่ามี 8 สายพนัธุ์ ท่ีมีสมรรถนะการรวมตวัจ าเพาะสูง จึงน ามาสร้างพนัธุ์ผสมรวม (composite 
varieties) 9 พนัธุ ์และพนัธุ์สังเคราะห์ 1 พนัธุ์ จากการปลูกทดสอบเพื่อเปรียบเทียบลกัษณะต่าง ๆ 
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และผลผลิต พบว่า พนัธุ์สังเคราะห์ (พนัธุ์สังเคราะห์ #1) ให้ผลผลิตใกลเ้คียงกับพนัธุ์ลูกผสม          
แต่ยงัคงให้เปอร์เซ็นต์น ้ ามนัน้อยกว่า ต่อมาได้รับการรับรองพนัธุ์และให้ช่ือว่า พนัธุ์เชียงใหม่ 1 
นอกจากน้ี มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ไดด้  าเนินการวิจยัเพ่ือปรับปรุงพนัธุ์ทานตะวนัพนัธุ์
สังเคราะห์และพนัธุ์ลูกผสมด้วยเช่นกัน ส าหรับการปรับปรุงพนัธุ์สังเคราะห์ใช้สายพนัธุ์ท่ีให้
เปอร์เซ็นตน์ ้ ามนัสูง 12 สายพนัธุ ์โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ีให้เปอร์เซ็นต์น ้ ามนัสูง ปานกลาง 
และต ่า มาผลิตพนัธุ์สังเคราะห์ภายในแต่ละกลุ่ม จนกระทัง่ไดพ้นัธุ์สังเคราะห์ท่ีไดรั้บการรับรอง
พนัธุโ์ดยมหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี คือ สุรนารี 471 และ สุรนารี 473 ให้ผลผลิต 335 และ 314 
กก./ไร่ และเปอร์เซ็นต์น ้ ามนั 39.08 และ 37.85 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซ่ึงใกลเ้คียงกบัพนัธุ์ลูกผสม
แปซิฟิก 33 (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2548) และยงัคงพฒันาเพ่ือเพ่ิมศกัยภาพของทานตะวนั
พนัธุ์สังเคราะห์อย่างต่อเน่ือง (จุฑามาศ เพียซ้าย และคณะ, 2550; ฐิติพร มะชิโกวา และปิยะดา   
ตนัตสวสัด์ิ, 2554) ดา้นการปรับปรุงพนัธุล์กูผสม มีการทดสอบสมรรถนะการรวมตวัของสายพนัธุ์
ดีเด่น 8 สายพนัธุ์ พบสายพนัธุ์ท่ีมีสมรรถนะการรวมตวัทัว่ไปและการรวมตวัจ  าเพาะของผลผลิต
และเปอร์เซ็นต์น ้ ามนัดี และถ่ายทอดลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติให้กบัสายพนัธุ์ดงักล่าวเพ่ือผลิต      
สายพนัธุบี์ได ้ซ่ึงจะน าไปสู่การผลิตทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมข้ึนใชเ้องภายในประเทศไดใ้นอนาคต 
(ฐิติพร มะชิโกวา และปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ, 2554)  
 การถ่ายทอดลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติเพื่อผลิตสายพนัธุบี์ในทานตะวนัท าได ้2 วิธี ไดแ้ก่ 
1) การผสมกลบั โดยท าการผสมพนัธุ์ระหว่างสายพนัธุ์เอซ่ึงมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนัโดยใชเ้ป็น
พนัธุ์พ่อ (พนัธุ์รับ) กบัสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติโดยใชเ้ป็นพนัธุ์แม่ (พนัธุ์ให้) จากนั้นน า
ลกูผสมท่ีไดผ้สมกลบัไปยงัสายพนัธุเ์อ จ  านวน 6-8 ชัว่ เพ่ือใหไ้ดลู้กท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติแต่มียีน
ในนิวเคลียสใกลเ้คียงหรือเหมือนกบัสายพนัธุ์เอ ขอ้ดีของวิธีน้ีคือ สามารถรักษาพนัธุกรรมของ    
สายพันธุ์เอไว้ได้ในขณะท่ีได้ลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติเพ่ิมเข้ามา และเป็นวิธีท่ีมีโอกาส     
ประสบความส าเร็จ อย่างไรก็ตาม การผสมกลบัอาจถ่ายทอดลกัษณะท่ีไม่ตอ้งการบางอย่างจาก   
พนัธุใ์หสู่้พนัธุรั์บ ดงันั้นหากตอ้งการไดลู้กท่ีมีลกัษณะเหมือนสายพนัธุ์เอทุกประการยกเวน้การมี  
ไซโตพลาสซึมปกติอาจจ าเป็นต้องท าการผสมกลบัมากถึง 10-12 ชัว่ ใช้ระยะเวลาในการพฒันา   
สายพันธุ์นาน และต้องมีการควบคุมการผสมพนัธุ์อย่างเคร่งครัด นอกจากน้ี ในกรณีท่ีแหล่ง
พนัธุกรรมไซโตพลาสซึมปกติมีอยู่ในพืชต่างสกุลหรือสปีชีส์ เช่น พนัธุ์ป่า อาจต้องประสบกับ
ปัญหาความเขา้กนัไม่ไดข้องการผสมพันธุ์โดยอาศยัเพศ (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546; 
Kumar et al., 2008) และ 2) การรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion โดยชกัน าให้เกิด
การรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์สายพนัธุ์เอท่ีผ่านการยบัย ั้งการท างานของไซโต-
พลาสซึมท าหน้าท่ีเป็นพันธุ์รับและโปรโตพลาสต์สายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติท่ีผ่านการ    
ก  าจดันิวเคลียสท าหน้าท่ีเป็นพนัธุ์ให้ จากนั้นเพาะเล้ียงเซลลล์ูกผสมให้พฒันากลบัไปเป็นตน้พืช     
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ท่ีสมบูรณ์ วิธีการน้ีสามารถถ่ายทอดลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติไดท้นัทีโดยสามารถคงลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของสายพนัธุเ์อไวไ้ดท้ั้งหมดจากการรวมโปรโตพลาสตเ์พียงคร้ังเดียว ท าใหส้ามารถผลิต
สายพนัธุ์บีได้จ  านวนมากในเวลาสั้น และขจัดปัญหาความเข้ากันไม่ได้ของการผสมพนัธุ์โดย    
อาศยัเพศระหว่างพืชต่างสกุลหรือสปีชีส์ (Ramulu et al., 1992; Henn et al., 1998a; Henn et al., 
1998b; Bhattacharjee et al., 1999; Zubko et al., 2003) แต่ทั้งน้ีมีข้อจ  ากดัส าคญัคือการพฒันา
กลบัไปเป็นตน้พืชค่อนขา้งมีความจ าเพาะกบัการเพาะเล้ียง (วิธีการและอาหารเพาะเล้ียง) จ  าเป็นตอ้ง
มีการทดสอบร่วมดว้ย (Krasnyanski and Menczel, 1995; Trabace et al., 1995; Wingender et al., 
1996; Taski-Ajdukovic et al., 2006) 
 ส าหรับการปรับปรุงพนัธุ์ทานตะวนัในต่างประเทศ ส่วนใหญ่มุ่งเน้นท่ีการผลิตพนัธุ์
ลูกผสม เน่ืองจากให้ผลผลิตและมีความสม ่าเสมอในพนัธุ์สูง โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือมีการคน้พบ
ปรากฏการณ์การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยีนในไซโตพลาสซึม และยีนแกก้ารเป็นหมนั (nuclear 
restorer genes) ยิง่ท าใหก้ารสร้างทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมเป็นท่ีแพร่หลายมากข้ึน ปัจจุบนัการผลิต
พนัธุ์ทานตะวนัเพ่ือการคา้หรือพนัธุ์ปลูกท่ีใชท้ัว่ไปในอุตสาหกรรมต่าง ๆ ลว้นเป็นพนัธุ์ลูกผสม
ทั้งส้ิน (กองแผนงานและวิชาการ, 2551) ทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมท่ีผลิตโดยอาศยัลกัษณะการเป็น
หมนัท่ีควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึม เช่น แปซิฟิค 33 และ แปซิฟิค 44 ซ่ึงผลิตไดโ้ดยถ่ายทอด
ลกัษณะการมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนัให้กับพนัธุ์แม่ ซ่ึงจะท าให้พนัธุ์แม่ไม่สามารถผลิตละออง
เกสรได ้จากนั้นปลกูพนัธุพ์่อและแม่สลบัแถวในอตัราส่วนท่ีตอ้งการ แลว้ปล่อยให้มีการผสมพนัธุ์
อย่างอิสระโดยอาศยัผึ้งช่วยให้การผสมติดดีข้ึน (กองแผนงานและวิชาการ, 2551; Food Market 
Exchange, 2003)  
 
 2.1.9  กลไกการควบคุมการเป็นหมนั (male sterility) 
  การเป็นหมนัของดอกตัวผู ้หมายถึง การท่ีพืชไม่สามารถผลิตละอองเกสรหรือผลิตได้      
แต่ละอองเกสรมีลกัษณะผดิปกติ จึงไม่สามารถท าการผสมได ้แบ่งการเป็นหมนัออกเป็น 3 ประเภท 
ได้แก่ 1) การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสเพียงอย่างเดียว ในกรณีท่ีมียีนคู่ เดียว การ
ควบคุมของยีนในสภาพข่ม (Ms) จะท าให้พืชผลิตละอองเกสรไดต้ามปกติ แต่ในสภาพดอ้ย (ms)   
จะท าใหพ้ืชเป็นหมนั 2) การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึมเพียงอยา่งเดียว การควบคุม
ของยีนท่ีท าให้พืชเป็นหมนัเรียกว่า S (sterile) ส่วนไซโตพลาสซึมปกติเรียกว่า F (fertile) และ         
3) การเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม การเป็นหมนัแบบน้ีมีลกัษณะ
พิเศษ คือ ยนีในนิวเคลียสสามารถแกก้ารเป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยีนในไซโตพลาสซึมได ้(restorer 
gene) ในกรณีท่ีมียีนคู่เดียวการควบคุมของยีนในนิวเคลียสในสภาพข่ม (Rf) จะท าให้พืชสามารถ
ผลิตละอองเกสรไดต้ามปกติ โดยมีลกัษณะการควบคุมของยีนดังน้ี S(RfRf), S(Rfrf), F(RfRf), 
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F(Rfrf) และ F(rfrf) ส่วนพืชท่ีเป็นหมนัมีลกัษณะการควบคุมของยีนเป็น S(rfrf) เท่านั้น (ไพศาล 
เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546) 
  การเป็นหมนัเป็นลกัษณะท่ีคดัเลือกไดย้าก มกัตอ้งรอถึงระยะดอกบานจึงท าการคดัเลือกได ้
ดงันั้น เพ่ือช่วยให้การคดัเลือกพนัธุ์ท าไดร้วดเร็วและมีประสิทธิภาพ จึงมีการพฒันาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลชนิดต่าง ๆ มาใชป้ระโยชน์ เช่น Spassova et al. (1992) ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล restriction 
fragment length polymorphisms (RFLP) ตรวจสอบความแตกต่างของยีน atpA ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการ
ควบคุมการเป็นหมนั แยกทานตะวนัท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติ ลูกผสมระหว่างสปีชีส์ท่ีได้รับการ
ถ่ายทอดลกัษณะการเป็นหมนั และทานตะวนัสายพนัธุ์กลายออกจากกนัได้ Rieseberg et al. (1994) 
ใชว้ิธี polymerase chain reaction (PCR) และไพร์เมอร์ (primer) ท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกบัยีน atpA 
และบริเวณใกลเ้คียง ตรวจสอบแยกการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมนัในทานตะวนั หรือ        
Ji et al. (1996) ท่ีตรวจสอบและแยกทานตะวนัท่ีมียนีแกก้ารเป็นหมนัไดโ้ดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล 
random amplified polymorphic DNA (RAPD) ตรวจสอบการมียีน Rf1 ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบัการแกก้าร
เป็นหมนัท่ีควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึม เป็นตน้ 
 
   2.1.10  การควบคุมการเป็นหมนัและการแก้การเป็นหมนัในพชืสกุล Helianthus  
  กลไกควบคุมการเป็นหมนัของดอกตวัผูใ้นพืชสกุล Helianthus จดัอยู่ในประเภทการเป็น
หมนัท่ีถกูควบคุมโดยยนีในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม โดยมีรูปแบบของการเป็นหมนัและการ
แกก้ารเป็นหมนัซ่ึงน ามาใชป้ระโยชน์ในการผลิตทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมเพื่อการคา้อย่างแพร่หลาย
ในปัจจุบนั ดงัน้ี 
  2.1.10.1 การควบคุมการเป็นหมันโดยยีนในไซโตพลาสซึม (cytoplasmic male 
   sterility; CMS)  
  ลักษณะไซโตพลาสซึม เป็นหมันถูกควบคุมโดยยีนในไมโตคอนเดรีย 
(mitochondria)ไดแ้ก่ atpA ท่ีเกิดการกลายพนัธุ์ (mutation) คือ มีการแทรกตวั (insertion) ของสาย   
ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid; DNA) orfH522 เขา้มาท่ีต าแหน่ง orfH873 และเกิดการสลบัทิศ 
(inversion) ของสายดีเอ็นเอ orfH873 เรียกว่า CMS PET-1 (ภาพท่ี 2A) การเปล่ียนแปลงของยีน 
atpA สามารถตรวจสอบอย่างง่ายไดด้ว้ยวิธี PCR ซ่ึงท าไดโ้ดยเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตรงบริเวณท่ีมี  
การเปล่ียนแปลงของยนีดว้ยไพร์เมอร์ 3 ชนิด ไดแ้ก่ atpAF, orfH522R และ orfH873R ทานตะวนัท่ี
มีไซโตพลาสซึมปกติจะแสดงแถบดีเอน็เอขนาด 870 bp เพียงแถบเดียว ซ่ึงเกิดจากการเพ่ิมปริมาณ 
ดีเอ็นเอของไพร์เมอร์ atpAF และ orfH873R ในขณะท่ีทานตะวนัท่ีมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนัจะ
แสดงแถบดีเอน็เอ 2 ขนาด คือ 870 bp และ 1,450 bp ซ่ึงเกิดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของคู่ไพร์เมอร์ 
atpAF กบั orfH873R และ atpAF กบั orfH522R ตามล าดบั (Rieseberg et al., 1994; Hu et al., 2010) 
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(ภาพท่ี 2A; ภาพท่ี 2B) (ชิตพนัธุ์ คติวฒัน์, 2551) การแยกความแตกต่างของการมีไซโตพลาสซึม
ปกติและเป็นหมนัไดท่ี้ระดบัดีเอน็เอเป็นประโยชน์อยา่งมากส าหรับการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุ ์
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกบัการปรับปรุงพนัธุ์เพ่ือผลิตทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสม โดยสามารถใชค้ดัเลือก   
การถ่ายลกัษณะ CMS ให้กบัสายพนัธุ์แม่เพื่อลดตน้ทุนแรงงานในการตอนดอกเพื่อผลิตลูกผสม     
ท าใหผ้ลิตลกูผสมไดใ้นปริมาณมาก หรือใชค้ดัเลือกการถ่ายลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติเพื่อผลิต
สายพนัธุบี์ เป็นตน้ 
 

 
 
ภาพที่ 2 การเปล่ียนแปลงของยีน atpA ท่ีท าให้เกิดลกัษณะไซโตพลาสซึมเป็นหมนัในพืชสกุล 
 Helianthus และต าแหน่งการจบัตวัของไพร์เมอร์ต่าง ๆ (A) (Rieseberg et al., 1994) 
 และการแสดงแถบดีเอ็นเอของทานตะวนัท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมนัเมื่อ
 ตรวจสอบดว้ยวิธี PCR โดยใชไ้พร์เมอร์ atpAF, orfH522R และ orfH873R (B) (ชิตพนัธุ ์
 คติวฒัน์, 2551) 
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 2.1.10.2 การแก้การเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในไซโตพลาสซึม (fertility restorer 
  gene) 

  การแกก้ารเป็นหมนัท่ีถกูควบคุมโดยยนีในไซโตพลาสซึมของพืชสกุล Helianthus 
ถกูควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสท่ีอยู่ในสภาพข่ม จ  านวน 1 คู่ (single dominant gene) ไดแ้ก่ Rf1 ซ่ึง
การมีสภาพของยีนดงักล่าวทานตะวนัจะสามารถผลิตละอองเกสรเพศผูไ้ดต้ามปกติ (Horn et al., 
2003; Maragatham et al., 2003; Kusterer et al., 2005; Hu et al., 2010; Anisimova et al., 2011)  การ
คดัเลือกการมียนีแกก้ารเป็นหมนัสามารถท าไดโ้ดยใชว้ิธีผสมพนัธุ์ แต่อย่างไรก็ตามจ าเป็นตอ้งใช้
ระยะเวลาและแรงงานค่อนขา้งมาก ท าใหม้ีการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลหลายชนิดมาช่วยให้การ
คัดเลือกมีประสิทธิภาพมากข้ึน เช่น Horn et al. (2003) ท่ีตรวจสอบการมียีน Rf1 ได้โดยใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD โดยใช้ไพร์เมอร์ OPK13_454 และ OPY10_740 และเคร่ืองหมาย
โมเลกุล AFLP (amplified fragment length polymorphism) โดยใชไ้พร์เมอร์ E33M61_136 และ 
41M48_113 Maragatham et al. (2003) ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล RAPD โดยใชไ้พร์เมอร์ OPAM 
061800 หรือ Kusterer et al. (2005) ท่ีใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล RAPD โดยใชไ้พร์เมอร์ OP-K13_454 
และเคร่ืองหมายโมเลกุล AFLP โดยใชไ้พร์เมอร์ E32M36-155R, E44M70-275A, E42M76-125A 
และ E33M61-136R เป็นตน้ 
 
2.2 เซลล์พชื (Plant cell)  
 เซลล์ (cell) คือ หน่วยโครงสร้างพ้ืนฐานและหน่วยท างานท่ีเล็กท่ีสุดของส่ิงมีชีวิตซ่ึง
สามารถด ารงชีวิตได้ด้วยตัวเอง ในพืชชั้นสูงพวกยูแคริโอต (eukaryote) ประกอบไปดว้ยเซลล์
จ  านวนมากซ่ึงมีขนาด รูปร่าง และลกัษณะแตกต่างกนั ทั้งน้ีข้ึนอยู่กบัชนิด ส่วนของพืช และหน้าท่ี
ของเซลล ์แต่มีโครงสร้างหลกัเหมือนกนั ดงัน้ี (สมบุญ เตชะภิญญาวฒัน์, 2544; วิกิพีเดีย, 2557) 
 2.2.1 ผนังเซลล์ (cell wall) 
 ผนงัเซลล ์คือ โครงสร้างดา้นนอกสุดของเซลลพ์ืชซ่ึงห่อหุ้มรอบเยื่อหุ้มเซลลไ์ว ้มีลกัษณะ
แข็งแรงและค่อนขา้งคงรูป (semi-rigid) ท าหน้าท่ีคงรูปร่างเซลล ์เป็นโครงร่าง (skeleton) ของพืช
โดยยึดแต่ละเซลลเ์ขา้ดว้ยกนัจนประกอบเป็นเน้ือเยื่อ และท าหน้าท่ีปกป้องส่วนต่าง ๆ ของเซลล ์
ประกอบไปดว้ยโพลีแซคคาไรด ์(polysaccharide) ท่ีเกิดจากการรวมตวัของน ้ าตาลโมโนแซคคาไรด ์
(monosaccharide) ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ และโปรตีน (protein) ซ่ึงอยู่ในรูปของเอนไซม์ท่ี
เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์ผนังเซลล ์ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ โพลีแซคคาไรด์ท่ีเป็นองค์ประกอบ
ผนงัเซลล ์แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ 1) ไฟเบอร์ (fiber) ประกอบดว้ย เซลลโูลส (cellulose) ซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบท่ีพบมากท่ีสุดในผนงัเซลล ์และไคติน (chitin) ท่ีพบในพืชบางชนิด และ 2) แมทริกซ ์
(matrix) ประกอบไปดว้ย เพกติน (pectin) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ผนัง
เซลลป์ระกอบไปดว้ยชั้นต่าง ๆ ดงัน้ี 
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 1)  ผนังเซลล์ปฐมภูม ิ(primary wall) เป็นผนงัเซลลช์ั้นแรกท่ีเซลลส์ร้างขณะเจริญเติบโต
จนกระทั่งโตเต็มท่ี อยู่ด้านนอกสุดของเซลล์ มีความยืดหยุ่น (elastic) และโอนอ่อน (flexible) 
ประกอบดว้ย เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และเพกติน 

2)  ผนังเซลล์ทุตยิภูม ิ(secondary wall) เป็นผนงัชั้นในสุด สร้างข้ึนหลงัเซลลเ์จริญเติบโต
เต็มท่ีแล้ว ยืดหยุ่นน้อย หรือไม่ยืดหยุ่นเลย มีความหนาและแข็งแรงกว่าผนังเซลล์ปฐมภูมิ 
ประกอบดว้ย เซลลโูลส และลิกนิน 

3)  มิดเดิลลาเมลลา (middle lamella) อยู่ระหว่างผนังเซลล์ท่ีอยู่ติดกัน เป็นแนวเช่ือม
ระหว่างเซลลห์รือเยือ่กั้นระหว่างเซลล ์ประกอบดว้ย เพกตินหลายชนิด 

 
2.2.2 เยือ่หุ้มเซลล์ (cell membrane) 
เยื่อหุ้มเซลล์ คือ เยื่อบาง ๆ ท่ีห่อหุ้มไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส ท าให้แต่ละเซลล์มี

ขอบเขตเป็นอิสระจากกนั และเป็นอิสระจากส่ิงแวดลอ้ม ประกอบดว้ยโมเลกุลหลกั 2 ชนิด ไดแ้ก่ 
ลิพิด (lipid) ซ่ึงเรียงตวักนัอยู่เป็นชั้น เรียกว่า lipid bilayer และโปรตีน ซ่ึงแทรกตวัอยู่ระหว่างชั้น
ของลิพิด สดัส่วนของลิพิดและโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบเยื่อหุ้มเซลลม์กัมีความผนัแปรสูงข้ึนอยู่
กบัเน้ือเยือ่และหนา้ท่ี นอกจากน้ียงัพบโมเลกุลของคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ท่ีเยือ่หุม้เซลลด์ว้ย 
โดยจบัอยูก่บัลิพิดและโปรตีนบริเวณผิวดา้นนอกเซลล ์(ภาพท่ี 3) เยื่อหุ้มเซลลม์ีคุณสมบติัเป็นเยื่อ
เลือกผ่าน (differential permeable membrane) ซ่ึงคอยควบคุมการผ่านเข้าออกของสารระหว่าง
ภายนอกและภายในไซโตพลาสซึม 

 
2.2.3 โปรโตพลาสซึม (protoplasm) ประกอบดว้ยส่วนส าคญัต่าง ๆ ดงัน้ี  
1)  ไซโตพลาสซึม คือ ส่วนท่ีถูกห่อหุ้มอยู่ภายในเยื่อหุ้มเซลล์ทั้งหมด ยกเวน้นิวเคลียส 

ประกอบด้วย ออร์แกเนลล์ (organelle) ต่าง ๆ เช่น ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) พลาสทิด 
(plastid) ไรโบโซม (ribosome) กอลจิบอดี (golgi body) เอนโดพลาสมิกเรทิคิวลมั (endoplasmic 
reticulum; ER) เป็นต้น และไซโตพลาสซึมพ้ืนฐาน ซ่ึงเป็นสารก่ึงเหลว ยืดหยุ่นได้ โปร่งแสง        
ท าหนา้ท่ีหล่อเล้ียงออร์แกเนลลต่์าง ๆ และเก็บผลผลิตจากกระบวนการเมทาบอลิซึม (metabolism) 
ของเซลล ์

2) นิวเคลยีส เป็นศนูยก์ลางควบคุมกระบวนการต่าง ๆ ภายในเซลล ์ไดแ้ก่ การแบ่งเซลล ์
การสงัเคราะห์โปรตีน การสงัเคราะห์กรดนิวคลีอิก การสงัเคราะห์เอนไซม ์การควบคุมกิจกรรมทาง
ชีวเคมี และการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรม (สมบุญ เตชะภิญญาวฒัน์, 2544; ค  านูญ กาญจนภูมิ, 
2545; Mohr and Schopfer, 1995)  
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ภาพที่ 3 โครงสร้างและองคป์ระกอบของเยือ่หุม้เซลล ์(Shmoop, 2014) 

 
2.3 โปรโตพลาสต์ (Protoplast) 
 โปรโตพลาสต ์คือ เซลลพ์ืชท่ีถูกก  าจดัผนังเซลล ์มีเพียงเยื่อหุ้มเซลลท่ี์ห่อหุ้มองค์ประกอบ
ต่าง ๆ ของเซลล์ไวเ้ท่านั้ น มีคุณสมบัติพิเศษสามารถชักน าให้เกิดการหลอมรวมกันระหว่าง          
โปรโตพลาสต์ และเม่ือน าไปเพาะเล้ียงในสภาพเหมาะสมสามารถพฒันากลบัไปเป็นต้นพืชท่ี
สมบูรณ์ได ้(Davey et al., 2005; Lakshmanan et al., 2013) 
 2.3.1 การรวมโปรโตพลาสต์ (protoplast fusion) 
 การรวมโปรโตพลาสต ์คือ การน าโปรโตพลาสตข์องพืชต่างชนิดหรือจีโนไทป์มาท าใหเ้กิด
การหลอมรวมกนั เพ่ือถ่ายทอดยนีในนิวเคลียสและ/หรือไซโตพลาสซึม สร้างลกูผสมท่ีมีพนัธุกรรม
ท่ีแตกต่างออกไป หรือเรียกว่า  somatic hybridization โดยทัว่ไปมกัใชเ้พ่ือการผสมขา้มสายพนัธุ ์
สปีชีส์ หรือสกุล ซ่ึงมกัประสบปัญหาความเขา้กนัไม่ไดข้องการผสมโดยอาศยัเพศ  (Assani et al., 
2005; Guo et al., 2008; Yadav et al., 2009) การรวมกนัของโปรโตพลาสต์แบ่งเป็น  2 ประเภท 
ไดแ้ก่  
 1) การรวมกนัที่เกิดขึ้นเอง (spontaneous fusion) เป็นการหลอมรวมกนัระหว่างโปรโต-
พลาสต์ท่ีเกิดข้ึนเองระหว่างการย่อยผนังเซลล์ เม่ือโปรโตพลาสต์อยู่ชิดติดกนัมาก ๆ และมีการ
ขยายตวัของพลาสโมเดสมาตา (plasmodesmata) มีโอกาสเกิดข้ึนเพียง 0.1 เปอร์เซ็นต์ของประชากร
เซลลท์ั้งหมด 
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 2) การชักน าให้เกดิการรวมโปรโตพลาสต์ (induced fusion) เป็นวิธีการใชส่ื้อเหน่ียวน าให ้           
โปรโตพลาสต์เคล่ือนท่ีมาอยู่ชิดหรือสัมผสักนั กระทัง่เกิดการเช่ือมต่อระหว่างเยื่อหุ้มเซลล์และ
หลอมรวมกนัในท่ีสุด ทั้งน้ีเพ่ือเพ่ิมโอกาสในการเกิดการรวมโปรโตพลาสต์ให้มากข้ึน ดงันั้น การ
ชกัน าใหเ้กิดการรวมกนัระหว่างโปรโตพลาสตจึ์งประกอบดว้ย 3 กลไกส าคญั คือ 1. การเขา้หากนั 
(approach) 2. การติดกนั (adhesion) และ 3. การหลอมรวมกนั (coalescence) (นิตยศ์รี แสงเดือน, 
2542; ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545)   
 2.3.1.1 การชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ 
 วิธีการชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ท่ีมีประสิทธิภาพและได้รับความนิยม
อยา่งแพร่หลายในปัจจุบนัมี 2 วิธี ไดแ้ก่ 
    1) การใช้สารเคมี (chemical fusion) สารเคมีหลายชนิดสามารถชกัน าให้เกิดการ
รวมโปรโตพลาสตไ์ด ้เช่น โซเดียมไนเตรต (NaNO3) แคลเซียมไนเตรต (CaNO3) แคลเซียมไอออน 
(Ca2+) และ PEG เป็นตน้ อย่างไรก็ตาม PEG เป็นสารเคมีท่ีไดรั้บความนิยมและถูกน ามาใชอ้ย่าง
กวา้งขวางท่ีสุด  PEG เป็นพอลิเมอร์ (polymer) ท่ีมีคุณสมบติัมีขั้วทางไฟฟ้าเช่นเดียวกบัฟอสโฟลิปิด 
(phospholipid) ซ่ึงเป็นองค์ประกอบหลกัของเยื่อหุ้มเซลล์ จึงมีบทบาทในการลด zeta potential   
หรือผลรวมของประจุท่ีผวิของโปรโตพลาสต ์ท าใหโ้ปรโตพลาสตเ์คล่ือนท่ีเขา้ใกลก้นัและอยูชิ่ดกนั
ได้ และท าให้โปรโตพลาสต์ติดกันแนบแน่นโดยสร้าง interpolymer complex ข้ึนระหว่างสาย          
พอลิเมอร์ของ PEG กบัสายโพลีแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) ของเยื่อหุ้มเซลลท่ี์จบักบัโปรตีนดว้ย
พนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) จนเกิดการหลอมรวมกนัในท่ีสุด (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545; 
Tomar and Dantu, 2010)  
    การชกัน าการรวมโปรโตพลาสตด์ว้ย PEG ใหค้วามถ่ีในการรวมโปรโตพลาสต ์แบบ 
binary fusion สูง คือ เกิดการรวมกนัระหว่างเซลล์ 2 เซลลเ์ท่านั้น ซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีจะท าให้เกิด
เฮเทอโรแครีออน (heterokaryon) จ  านวนมาก (Razdan, 2003; Assani et al., 2005) ท าใหม้ีโอกาสได้
เซลลล์ูกผสม ท่ีหลากหลายจ านวนมากดว้ยเช่นกนั (ภาพท่ี 4) โดยทัว่ไป PEG ให้ความถ่ีในการรวม    
โปรโตพลาสตอ์ยูใ่นช่วง 10-40 เปอร์เซ็นต ์ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ PEG ความหนาแน่นโปรโต-
พลาสต์ และระยะเวลาการให้ PEG การใช้ PEG มีความเสถียรสามารถท าซ ้ าแลว้ให้ผลเช่นเดิม 
(reproducible) นอกจากน้ี ยงัใช้งานง่าย และราคาไม่แพง อย่างไรก็ดี PEG มีความเป็นพิษต่อ           
โปรโตพลาสตโ์ดยเฉพาะเมื่อใชท่ี้ความเขม้ขน้สูง ซ่ึงจะส่งผลให้โปรโตพลาสต์หรือเซลลล์ูกผสม
สูญเสียความมีชีวิต (Henn et al., 1998a; Navrátilová, 2004; Verma et al., 2008)    
  2) การใช้กระแสไฟฟ้า (electrical fusion) โดยอาศยัหลกัการเหน่ียวน าให้โปรโตพลาสต์
แสดงอ านาจขั้วทางไฟฟ้า (polarize) ภายใตส้นามไฟฟ้า ประกอบดว้ยขั้นตอนส าคญั 2 ขั้นตอน คือ 
1. การให้กระแสไฟฟ้าไม่สม ่าเสมอ เน่ืองจากโปรโตพลาสต์ประกอบไปดว้ยน ้ า โปรตีน ดีเอ็นเอ 
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อาร์เอน็เอ (ribonucleic acid; RNA) และเยือ่หุม้เซลล ์(ชั้นของฟอสโฟลิพิด) ซ่ึงมีสภาพความเป็นขั้ว
ทางไฟฟ้า เมื่อเหน่ียวน าดว้ยสนามไฟฟ้าท่ีไม่สม  ่าเสมอโปรโตพลาสต์จะแสดงอ านาจประจุไฟฟ้าท่ี
มีต่อสนามไฟฟ้าภายนอก ท าให้เกิดแรงดึงโปรโตพลาสต์ให้เคล่ือนท่ีเรียงตัวชิดกันตามแนว
สนามไฟฟ้าเกิดเป็นโซ่เซลล ์(pearl chain)  2. การให้สนามไฟฟ้าเป็นจงัหวะ (electric field pulse) 
โดยใหส้นามไฟฟ้าความเขม้สูงประมาณ 750-1,000 v/cm เป็นเวลาสั้น ๆ ประมาณ 20-50 µsec เพื่อ
กระตุน้ให้เยื่อหุ้มเซลล์ฉีกเป็นรูจนเกิดการหลอมรวมโปรโตพลาสต์ (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545; 
Razdan, 2003; Tomar and Dantu, 2010)  
  การใหก้ระแสไฟฟ้าอยา่งเหมาะสมอาจใหค้วามถ่ีในการรวมโปรโตพลาสตสู์งถึง 60-
80 เปอร์เซ็นต์ และไม่เป็นพิษกับโปรโตพลาสต์ (Razdan, 2003) อย่างไรก็ดี การชักน าด้วย
กระแสไฟฟ้ามกัให้ความถ่ีในการรวมโปรโตพลาสต์แบบ multi fusion สูง คือ มีการรวมกนัของ
เซลลม์ากกว่า 2 เซลลข้ึ์นไป ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีไม่ตอ้งการส าหรับการผลิตเซลลล์ูกผสม (Assani et 
al., 2005) นอกจากน้ี ยงัมีผลให้โปรโตพลาสต์แบ่งเซลลแ์ละพฒันาเป็นไมโครแคลลสัชา้ วิธีการ
ยุง่ยาก ใชเ้วลานาน และเคร่ืองมือมีราคาแพง (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545)  
 2.3.1.2 ลูกผสมที่เกดิจากการรวมโปรโตพลาสต์ 
 ภายหลงัการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างพืชต่างจีโนไทป์สามารถท าให้
เกิดผลผลิตได้ 3 รูปแบบ คือ 1) โปรโตพลาสต์ท่ีไม่ได้รวมกัน (unfused) 2) โฮโมแครีออน 
(homokaryon)  และ 3) เฮเทอโรแครีออน ส าหรับการปรับปรุงพนัธุ ์เฮเทอโรแครีออนเป็นรูปแบบท่ี
ส าคัญท่ีจะน าไปสู่การรวมกันแบบต่าง ๆ ของยีนและเกิดเป็นลูกผสมท่ีมีความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมต่อไป (ภาพท่ี 4) 
 เฮเทอโรแครีออน คือ เซลลผ์สมท่ีเกิดจาก binary fusion ระหว่างโปรโตพลาสต์จาก
ต่างจีโนไทป์ มีองคป์ระกอบของโปรโตพลาสซึมจากต่างจีโนไทป์รวมกนั มีนิวเคลียสจากทั้งสอง   
จีโนไทป์แต่ยงัไม่เกิดการรวมกนั (ภาพท่ี 4) อยา่งไรก็ตาม การรวมกนัของนิวเคลียสมกัเกิดภายหลงั
การสร้างผนังเซลลข้ึ์นใหม่และเร่ิมแบ่งเซลล ์(cell division) ท าให้เกิดเป็นเซลลล์ูกผสมได ้2 กลุ่ม
ใหญ่ ๆ ไดแ้ก่ 1) ลูกผสมท่ีมีการรวมกนัของยีนทั้งหมด (หรือเกือบทั้งหมด) (symmetric somatic 
hybrid) และ 2) ลกูผสมท่ีมีการรวมกนัของยีนเพียงบางส่วน (asymmetric somatic hybrid) ในกรณี
ของลูกผสมท่ีเกิดการรวมกนัเพียงโปรโตพลาสซึมอาจเรียกว่า ไซบริด (cybrid) (Pujari, 2014)   
(ภาพท่ี 4) 
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ภาพที่ 4 รูปแบบของผลผลิตและเซลลล์กูผสมท่ีอาจเกิดข้ึนเม่ือมีการรวมโปรโตพลาสต ์
  
 อยา่งไรก็ตาม การรวมกนัโดยตรงระหว่างโปรโตพลาสต ์(symmetric fusion) (ภาพท่ี 
5) มกัท าให้เกิดความซบัซอ้นหรือเขา้กนัไม่ไดข้องจีโนมในพืชลูกผสม (somatic incompatibility) 
ซ่ึงส่งผลโดยตรงต่อการพฒันาท่ีผิดปกติได้ตั้งแต่ระดับเซลลไ์ปจนถึงต้นพืชลูกผสม เช่น เซลล์
ลูกผสมพฒันาไปเป็นแคลลสัช้า แคลลสัพฒันาเป็นยอดและรากได้ยาก และมีการเจริญเติบโต
ผดิปกติในพืชลกูผสม เป็นตน้ นอกจากน้ียงัพบว่าพืชลกูผสมไดรั้บยีนท่ีไม่ตอ้งการรวมอยู่ดว้ยเป็น
จ านวนมาก และสร้างความยุ่งยากในการตรวจสอบ ดงันั้น จึงมีการใช้การรวมโปรโตพลาสต์ใน
รูปแบบการมีพนัธุใ์หแ้ละพนัธุรั์บ (donor-recipient fusion) หรือการรวมเพียงบางส่วนของโปรโตพลาสต ์
(asymmetric fusion) มาช่วยลดความเขา้กนัไม่ไดแ้ละเพ่ิมความจ าเพาะเจาะจงในการถ่ายทอดยีน 
(Ramulu et al., 1992; Fu et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) (ภาพท่ี 5) เช่น การถ่ายทอดเฉพาะ
ยนีในนิวเคลียส บางโครโมโซมในนิวเคลียส บางส่วนของยนีบนโครโมโซม หรือแมแ้ต่กระทัง่การ
ถ่ายทอดเฉพาะยีนในไซโตพลาสซึม เช่น ยีนควบคุมลกัษณะ CMS ท่ีใชอ้ย่างกวา้งขวางในการ    
ผลิตลกูผสมการคา้ เป็นตน้ (Liu et al., 1996; Binsfeld et al., 2000; Saito and Nakano, 2002; Zubko 
et al., 2003; Bona  et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) 
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ภาพที่ 5 การรวมโปรโตพลาสตแ์บบ symmetric และ asymmetric (Lakshmanan et al., 2013) 
 

 2.3.1.3 การรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion 
 การชกัน าใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion จ  าเป็นตอ้งมีการ
ผลิต donor-recipient parents ซ่ึงโดยทัว่ไปเป็นการก าจดันิวเคลียสใน donor parent และ/หรือย ั้บย ั้ง
การท างานของไซโตพลาสซึมของ recipient parent ซ่ึงสามารถท าได ้3 วิธี ไดแ้ก่ 
  1) การให้รังสี เป็นการยบัย ั้งการท างานของนิวเคลียสโดยใช้รังสีท าให้เกิดการ
แตกหกัของโครโมโซม (chromosome breakage) และรวมถึงการขาดหาย (deletion) หรือการเรียง
ตวัใหม่ (rearrangement) ของยีนดว้ย รังสีท่ีใช้ไดแ้ก่ รังสีแกมมา (γ-rays) รังสีเอ็กซ์ (X-rays) และ
รังสีอลัตราไวโอเลต (UV-rays) เป็นตน้ (Liu et al., 1996; Liu and Deng, 1999; Bona et al., 2009; 
Fu et al., 2009; Scholze et al., 2010; Lakshmanan et al., 2013) 
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  2) การให้สารเคม ีแบ่งเป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ 1. การใหส้ารเคมีเพื่อยบัย ั้งกระบวนการ
ท างานของไซโตพลาสซึม (cytoplasmic inactivation) โดยมีผลท าให้เกิดการยบัย ั้งการแบ่งเซลล ์
สารเคมีท่ีนิยมใชไ้ดแ้ก่ iodoacetic acid และ rhodamine 6-G เป็นตน้ (Liu et al., 1996; Liu and 
Deng, 1999; Bona et al., 2009; Fu et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) 2. การให้สารเคมีเพื่อ
ก  าจดัหรือผลกัดนันิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ (enucleation/ nuclear extrusion) โดยให้สาร 
cytochalasin B ซ่ึงมีบทบาทยบัย ั้งการท าหน้าท่ีของไมโครฟิลาเมนท์ (microfilaments) ท าให้การ
ควบคุมการเคล่ือนท่ีภายในเซลล ์(cell movement) ถูกยบัย ั้งไซโตพลาสซึมสามารถเคล่ือนท่ีหรือ
ไหลไดม้ากข้ึน (more fluid) จึงเหน่ียวน าใหนิ้วเคลียสถกูผลกัออกจากเซลลโ์ดยมีล  าดบักระบวนการ
ดงัน้ี ก) นิวเคลียสเคล่ือนท่ีไปท่ีเยือ่หุม้เซลล ์ ข) ผนังเซลลส์ร้างโครงสร้างคลา้ยถุง (vesicle) ข้ึนมา
ห่อหุ้มนิวเคลียส และ ค ) เคล่ือนยา้ยถุงท่ีห่อหุ้มนิวเคลียสออกนอกเซลล์ (Copeland, 1974; 
Wikipedia, 2015)  
   3) การป่ันเหวี่ยงโปรโตพลาสต์ใน gradient ของสารละลายน ้าตาล หรือ percoll 
ด้วยความเร็วสูง (ultra-centrifugation) 40,000-50,000 g เพื่อแยกองคป์ระกอบของโปรโตพลาสต์
ใหเ้หลือเพียงบางส่วน (sub-protoplast) และอาศยัความแตกต่างของความหนาแน่นและน ้ าหนักของ 
sub-protoplast และ gradient ในการแยก sub-protoplast ออกเป็นกลุ่ม (ภาพท่ี 6) ประกอบดว้ย 
     3.1 ไซโตพลาสต์ (cytoplast) คือ โปรโตพลาสต์ท่ีปราศจากนิวเคลียส ดงันั้นจึง
     มีเพียงส่วนของไซโตพลาสซึมและเยือ่หุม้เซลลเ์ท่านั้น   
    3.2 ไมโครพลาสต์ (microplast) คือ โปรโตพลาสตท่ี์ปราศจากนิวเคลียส แต่มีส่วน
     ของไซโตพลาสซึมและเยือ่หุม้เซลลเ์พียงบางส่วนเท่านั้น 
    3.3 มนิิโปรโตพลาสต์ (miniprotoplast) คือ โปรโตพลาสตท่ี์ประกอบดว้ยนิวเคลียส
     ทั้งหมดแต่มีส่วนของไซโตพลาสซึมเพียงเลก็นอ้ย 
    3.4 ไมโครโปรโตพลาสต์ (microprotoplast) คือ โปรโตพลาสต์ท่ีมีเพียงบางส่วน
     ของนิวเคลียส หรือบางโครโมโซมในนิวเคลียส (Lesney et al., 1986; Rajasekharan 
     and Prakashkumar, 2010) 
    ส าหรับการผลิต sub-protoplast โดยเฉพาะไซโตพลาสตห์รือมินิโปรโตพลาสต์อาจมี
การให้สารเคมีคือ cytochalasin B ร่วมกบัวิธีการป่ันเหวี่ยงเพ่ือช่วยแยกนิวเคลียสให้หลุดออกจาก   
โปรโตพลาสต์ไดง่้ายข้ึน ซ่ึงนับเป็นวิถีทางช่วยเพ่ิมผลผลิตวิธีการหน่ึง (Crenshaw et al., 1980; 
Neverova et al., 1985) 
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ภาพที่ 6 องคป์ระกอบของ sub-protoplast ชนิดต่าง ๆ   
 

 การใชป้ระโยชน์จากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor–recipient fusion เพื่อผลิต
พนัธุ์ลูกผสมพบไดใ้นพืชหลายชนิด เช่น Varotto et al. (2001) ใชว้ิธีการน้ีถ่ายทอดลกัษณะ CMS 
จากทานตะวนัสู่ชิโคร่ี (Cichorium intybus L.) โดยฉายรังสีแกมมาเพื่อท าลายนิวเคลียสของ          
โปรโตพลาสต์ของทานตะวนั  และให้ iodoacetamide กับโปรโตพลาสต์ของชิโคร่ีเพ่ือยบัย ั้งการ
ท างานของไซโตพลาสซึม และชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย PEG จนไดลู้กผสมท่ีมีดอกตวัผู ้   
เป็นหมนั ซ่ึงมีไมโตคอนเดรียของทานตะวนัแต่มีนิวเคลียสของชิโคร่ี เช่นเดียวกบั Liu et al. (1996)  ท่ี
ถ่ายทอดลกัษณะ CMS จาก Brassica tournefortii ไปยงั B. napus โดยฉายรังสีเอ็กซ์ให้กบัโปรโต-
พลาสตข์อง B. tournefortii และให้ iodoacetamide กบัโปรโตพลาสต์ B. napus ก่อนชกัน าการรวม     
โปรโตพลาสต ์จากการตรวจสอบลูกผสมดว้ยวิธี southern hybridization พบมีไมโตคอนเดรียของ 
B. tournefortii  และนิวเคลียสของ B. napus และ Zubko et al. (2003) ท่ีประสบความส าเร็จในการ
ถ่ายทอดลกัษณะ CMS จาก Hyoscyamus niger ไปยงัยาสูบ เพื่อผลิตยาสูบท่ีมีแหล่ง CMS และมี 
nucleo-cytoplasmic composition ชนิดใหม่ นอกจากน้ี Xu et al. (2006) ประสบความส าเร็จในการ
แยกไซโตพลาสต์ซ่ึงมียีนควบคุมการสร้างเมล็ดในส้ม Satsuma mandarin (Citrus unshiu Marc.) 
โดยการป่ันเหวี่ยงโปรโตพลาสตด์ว้ยความเร็วสูงใน gradient ของสารละลายน ้ าตาล เพ่ือใชถ่้ายทอด
ลกัษณะไร้เมลด็ใหก้บัสม้ลกูผสม Murcott tangor (C. reticulate ×  C. sinensis) โดยวิธีรวมโปรโตพลาสต ์
จากการวิเคราะห์ปริมาณดีเอน็เอของลกูผสมท่ีไดโ้ดยวิธี flow cytometry และตรวจสอบพนัธุกรรม
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ดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด simple sequence repeat (SSR) และ cleaved amplified polymorphic 
sequence (CAPS) พบพืชลูกผสมมีปริมาณดีเอ็นเอและพนัธุกรรมในนิวเคลียสเหมือนส้มลูกผสม 
Murcott tangor และมีไซโตพลาสซึมเหมือนสม้ Satsuma mandarin 
 ในขณะท่ี Aviv and Galun (1988) ประสบความส าเร็จในการทอดถ่ายลกัษณะ
ตา้นทานต่อ oligomycin จากสายพนัธุก์ลายของ Nicotiana sylvestris ไปยงัยาสูบ  Xiao et al. (2009) 
สามารถถ่ายทอดความตา้นทานต่อโรคไวรัสและเช้ือราจากกลว้ย Musa acuminata cv. Mas สู่กลว้ย 
M. silk cv. Guoshanxiang โดยฉายรังสีอลัตราไวโอเลตให้กบัโปรโตพลาสต์ของ M. acuminata    
cv. Mas และให้สาร iodoacetamide กบัโปรโตพลาสต์ของ  M. silk cv. Guoshanxiang ก่อนชกัน า
การรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย PEG จากการทดลองพบพืชลูกผสมซ่ึงไดรั้บการตรวจสอบยืนยนัการ
เป็นลกูผสมดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD แต่เน่ืองจาก RAPD มีขอ้จ  ากดัส าคญัคือความแม่นย  าใน
การจบัตวัของไพร์เมอร์กบัดีเอน็เอแม่แบบ (template DNA) มีค่อนขา้งต ่า ซ่ึงเป็นสาเหตุของการไม่
สามารถให้ผลเช่นเดิมเม่ือท าการตรวจสอบซ ้ า (Nazrul and Yin-Bing, 2010)  ดงันั้น Xiao et al. 
(2009) จึงท าการตรวจสอบเพ่ือยนืยนัการเป็นลกูผสมอีกคร้ังโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด inter-
simple sequence repeat (ISSR) ซ่ึงมีขอ้ดีคือใหค้วามแม่นย  าและความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง 
(high polymorphism) (Nazrul and Yin-Bing, 2010) และพบพืชลกูผสมซ่ึงไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์
เช่นกนั จากประสิทธิภาพของ ISSR ท าใหก้ารตรวจสอบการเป็นลูกผสมในปัจจุบนัมีการใช ้ISSR 
อย่างกวา้งขวางในพืชหลายชนิด เช่น หญา้ (Texas bluegrass; Poa arachnifera) (Goldman, 2008) 
พืชสกุล Bruguiera (Sun and Lo, 2011) พืชสกุล Citrus (Golein et al., 2011) ขา้ว (Joshi et al., 
2001) เป็นตน้ 
 
 2.3.2 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ (protoplast culture) 
 การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ให้สามารถแสดงศกัยภาพในการพฒันา ตั้งแต่การสร้างผนัง
เซลลข้ึ์นใหม่ การแบ่งเซลลอ์ยา่งต่อเน่ืองจนกลายเป็นกลุ่มเซลลห์รือโคโลนี แคลลสั กระทัง่เป็นพืช
ตน้ใหม่ ประกอบดว้ยปัจจยัส าคญั 4 ประการ ดงัน้ี 
 2.3.2.1 แหล่งเนือ้เยือ่ (tissue source) เน้ือเยือ่เจริญเป็นแหล่งผลิตโปรโตพลาสต์ท่ี
ส าคญั เน่ืองจากใหโ้ปรโตพลาสตม์ีชีวิตจ  านวนมาก และมีศกัยภาพในการพฒันาสูง เช่น ล  าตน้อ่อน 
(hypocotyl) ใบอ่อน ใบเล้ียง (cotyledon) ปลายราก หรือ embryogenic callus เป็นตน้ 

  2.3.2.2 อาหารเพาะเลีย้ง (culture medium) โปรโตพลาสต์จากพืชต่างชนิด หรือ
ต่างแหล่งเน้ือเยือ่ มกัมีความตอ้งการอาหารและความดนัออสโมติก (osmotic pressure) แตกต่างกนั 
ดงันั้น จึงควรมีการทดสอบเบ้ืองตน้เพ่ือใหไ้ดสู้ตรอาหารท่ีตรงตามความตอ้งการ อาหารเพาะเล้ียงมี
องคป์ระกอบหลกัแบ่งเป็น 3 กลุ่มใหญ่ ๆ ไดแ้ก่  
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 1) สารอนินทรีย์ (inorganic elements) ประกอบดว้ยธาตุอาหารหลกั ไดแ้ก่ ไนโตรเจน 
(N) ฟอสฟอรัส (P) และโพแตสเซียม (K) และธาตุอาหารรอง ไดแ้ก่ โบรอน โมลิบดินัม (Mo) 
แมงกานีส โคบอลต ์(Co) สงักะสี ทองแดง และไอโอดีน (I) 
 2) สารอนิทรีย์ (organic elements) ประกอบดว้ยแหล่งคาร์บอน (C) คือ น ้ าตาลชนิด
ต่าง ๆ เช่น กลโูคส (glucose) แมนนิทอล (mannitol) และซูโครส (sucrose) เป็นตน้ และกรดอินทรีย ์
เช่น กรดซิตริก (citric acid) กรดมาลิก (maleic acid) กรดฟมูาลิก (fumaric acid) เป็นตน้ นอกจากน้ี
ยงัรวมถึง มนัฝร่ัง น ้ ามะพร้าว เคซีนไฮโดรไลเซต (casein hydrolysate) และยสีตส์กดั (yeast extract)  
  3) สารควบคุมการเจริญเติบโต (plant growth regulators) แบ่งเป็น 5 กลุ่ม 
ประกอบดว้ย กรดแอบไซซิก (abscisic acid; ABA) กรดจิบเบอเรลลิก (gibberellic acid; GA) เอทิลีน 
(ethylene) ออกซิน (auxin) และไซโตไคนิน (cytokinin) ส าหรับการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ การให้
ออกซินและไซโตไคนินโดยเฉพาะสัดส่วนการใชฮ้อร์โมนทั้งสองชนิดเป็นตวัแปรส าคญัในการ
ก าหนดทิศทางการเจริญเติบโต (growth) และเปล่ียนแปลงสภาพของเซลล ์(cell differentiation)  
เช่น ออกซินในสดัส่วนสูงกว่าไซโตไคนินชกัน าการพฒันาราก ไซโตไคนินสัดส่วนสูงกว่าชกัน า
การเกิดยอด หรือในสดัส่วนเท่า ๆ กนัส่งเสริมการพฒันาแคลลสั เป็นตน้ (อารีย ์วรัญญูวฒัก์, 2541; 
Beyl, 2011) ออกซินมีบทบาทส าคญัในการกระตุน้การแบ่งเซลลแ์ละขยายขนาดของเซลล ์ (cell 
elongation) เร่งการเจริญเติบโต และควบคุมการพฒันาของเซลล์ ชนิดของออกซินประกอบดว้ย 
ออกซินธรรมชาติ ได้แก่ indole-3-acetic acid (IAA) และ indolebutyric acid (IBA) และออกซิน
สังเคราะห์ ไดแ้ก่ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) และ naphthaleneacetic acid (NAA)  เป็นตน้ 
ปัจจุบันออกซินสังเคราะห์เป็นท่ีนิยมและมีการน ามาใชอ้ย่างแพร่หลายเน่ืองจากมีประสิทธิภาพ 
จดัการไดง่้าย เช่น สามารถน่ึงฆ่าเช้ือพร้อมอาหารได ้ทนต่อการสลายตวั (degradation) และมรีาคาถกู
กว่าออกซินธรรมชาติ (อารีย ์วรัญญูวฒัก,์ 2541; Beyl et al., 2015; Guo et al., 2011) ส าหรับไซโตไคนิน
มีบทบาทในการช่วยส่งเสริมการแบ่งเซลล ์การเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงสภาพของเซลล ์   
ไซโตไคนินแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ ไซโตไคนินท่ีเป็นอนุพันธ์ของอะดีนีน (adenine-type    
cytokinin) ไดแ้ก่ 6-benzyladenine (BA), kinetin และ zeatin และไซโตไคนินท่ีเป็นอนุพนัธ์ของ      
ฟีนิลยเูรีย (phenylurea-type cytokinin) คือ thidiazuron (TDZ) (Beyl, 2011) BA และ kinetin เป็น  
ไซโตไคนินท่ีนิยมใชต้ั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน (Beyl et al., 2015) อย่างไรก็ตามเมื่อมีการคน้พบ 
TDZ และถกูจดัจ  าแนกอยูใ่นกลุ่มของไซโตไคนินก็พบว่ามีการน า TDZ มาศึกษาและใชป้ระโยชน์
เพ่ิมข้ึนอย่างต่อเน่ือง (Guo et al., 2011) เน่ืองจากมีประสิทธิภาพสูงกว่าไซโตไคนินกลุ่มท่ีเป็น
อนุพนัธข์องอะดีนีน (Visser et al., 1992; Tsuro et al., 1999; Ricci et al., 2001) โดยมีความสเถียรสูง 
ทนทานต่อการสลายตวัโดยเอนไซม ์cytokinin oxidase (Mok et al., 1987; Zhao et al., 2012) และมี
บทบาทคลา้ยคลึงกบัออกซินดว้ยจึงส่งเสริมการสร้างแคลลสั การพฒันายอด หรือการพฒันาโซมาติก-  
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เอ็มบริโอ (somatic embryogenesis) ไดดี้ สามารถใชเ้พียงล าพงัหรือใชร่้วมกับฮอร์โมนชนิดอื่นเพื่อ
กระตุน้การพฒันาไปเป็นอวยัวะหรือพืชตน้ใหม่ (plant regeneration) ได ้(Murthy et al., 1998) 
นอกจากน้ี TDZ ยงัช่วยกระตุน้ใหมี้การเพ่ิมการสะสมหรือสร้างออกซินรวมถึงการเคล่ือนยา้ยออกซิน
ในเน้ือเยือ่ดว้ย ซ่ึงมีความสัมพนัธ์กบัการเพ่ิมการพฒันาของเน้ือเยื่อไปเป็นอวยัวะหรือตน้พืชใหม่ 
และรักษาสภาพทางสรีรวิทยา (physiological maintenance) ของเน้ือเยือ่ท าให้สามารถทนต่อสภาวะ
เครียด (stress) ระหว่างการเพาะเล้ียงไดดี้ข้ึน (Beyl, 2011; Guo et al., 2011; Zhao et al., 2012)  
  อย่างไรก็ตาม ส าหรับการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ตั้ งแต่ระยะชักน าให้เกิดการ             
แบ่งเซลลไ์ปจนถึงการพฒันาไปเป็นแคลลสั BA ยงัคงเป็นท่ีนิยมมาจนถึงปัจจุบนัโดยมกัถูกน ามาใช้
ร่วมกบัออกซินชนิด NAA และ 2,4-D (Sutiojono et al., 1998; Radchuk et al., 2002; Nakano et al., 
2005; Taski-Ajdukovic et al., 2006; Rákosy-Tican et al., 2007) และจะพบการใช ้TDZ บา้งกบัการ
ชกัน ายอดจากแคลลสัท่ีพฒันามาจากโปรโตพลาสต์เท่านั้น (protoplast-derived callus) (Böhmer et 
al., 1995; Hetz et al., 1995; Bhadra and Davey, 2005) โดยเฉพาะกบัพืชท่ีชกัน าให้เกิดการพฒันา 
ไดย้าก (recalcitrant plant) เช่นทานตะวนั (Taski-Ajdukovic et al., 2009; Taski-Ajdukovic et al., 
2010) นอกจากน้ี ยงัไม่พบการใชไ้ซโตไคนินต่างชนิดร่วมกนั เช่น BA และ TDZ กบัการเพาะเล้ียง
โปรโตพลาสต์มาก่อน ซ่ึงส าหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อพบว่าการใช ้TDZ ร่วมกบั BA ช่วยเพ่ิม
ศกัยภาพการพฒันาของเน้ือเยือ่ เช่น ออร์แกโนเจเนซิส (organogenesis) โซมาติกเอ็มบริโอ และการ
พฒันาเป็นตน้พืชใหม่ (Ma et al., 2011; Fraternale et al., 2013) ดงันั้นจึงอาจใหผ้ลในทางทิศทางท่ีดี
เพ่ิมศกัยภาพใหก้บัการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตไ์ดเ้ช่นกนั  
 2.3.2.3 เทคนิคการเพาะเลีย้ง (culture technique) แบ่งออกเป็น 2 วิธีการใหญ่ ๆ 
ตามสภาพของอาหารเพาะเล้ียง ดงัน้ี 
 1) การเพาะเลีย้งในอาหารเหลว (culture in liquid medium) เป็นการเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลวผวิบาง ลึกประมาณ 1 มม. เป็นวิธีการท่ีสะดวกในการปรับความดนัออสโมติกและง่าย
ต่อการยา้ยเล้ียง แต่ไม่สามารถแยกโคโลนีท่ีมาจากเซลลเ์ด่ียว ๆ ได ้การเพาะเล้ียงในอาหารเหลว
สามารถแบ่งเป็นวิธีการยอ่ย ๆ ตามเทคนิคพิเศษท่ีใชป้ระกอบ ไดแ้ก่ 

1.1 drop culture เป็นการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์จ  านวนน้อยในหยดอาหาร
ปริมาตร 40-100 µl ท่ีอยูใ่นสภาพหอ้ยแขวน (hanging drop technique) บนฝาจานเพาะเล้ียง  

1.2 microchamber culture เป็นการเพาะเล้ียงดว้ยเทคนิคเดียวกบั drop culture แต่
เปล่ียนภาชนะเพาะเล้ียงเป็นสไลด์หลุม (cavity slide) หรือไมโครแชมเบอร์ (microchamber) ซ่ึง
สะดวกต่อการติดตามพฒันาการของโปรโตพลาสตม์ากกว่า 

1.3 multiple drop array technique เป็นการเพาะเล้ียงดว้ยเทคนิค drop culture แต่หยด
อาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียงมีขนาดเลก็เพียง 40 µl เท่านั้น ทั้งน้ีเพ่ือเพ่ิมจ านวนหยดเพาะเล้ียงต่อจานใหม้ากข้ึน 
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 1.4 microdroplet culture เป็นการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตใ์นรูปแบบ 1 เซลลต่์อ 1 หยด 
อาหารซ่ึงมีขนาดเล็กมาก ๆ เพียง 0.25-0.50 µl เท่านั้น และจะเพาะเล้ียงในจานเล้ียงเช้ือชนิดพิเศษ 
(cuprak) ซ่ึงมีหลุมแยกจากกนัส าหรับแต่ละหยดโปรโตพลาสต์ 
 2) การเพาะเลีย้งบนอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (culturing on semisolid media) เป็น
รูปแบบการเพาะเล้ียงท่ีมีการตรึงโปรโตพลาสตใ์นอาหารท่ีมีสารท าใหอ้าหารแข็งตวั (gelling agent) 
เช่น วุน้ (agar) อะกาโรส (agarose) หรือ อลัจิเนต (alginate) เป็นตน้ หรืออาจเรียกว่าอาหารแข็ง แลว้
มีการใหอ้าหารเหลวร่วมดว้ยอีกชั้นหน่ึง ซ่ึงโดยทัว่ไปจะเติมอาหารเหลวไวร้อบ ๆ โปรโตพลาสต์ท่ี
ถูกตรึงไวใ้นอาหารแข็ง (Shillto et al., 1983) การเพาะเล้ียงดว้ยวิธีน้ีไดรั้บความนิยมในปัจจุบัน 
เน่ืองจากส่งเสริมการพฒันาของโปรโตพลาสต์ไดดี้ ปรับความดนัออสโมติกไดง่้าย และสามารถ
แยกโคโลนีท่ีมาจากเซลลเ์ด่ียว ๆ ได ้(Shillito et al., 1983; Fischer and Hahne, 1992; Caumont et 
al., 1997) ตวัอย่างเช่น Fischer and Hahne (1992) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ใบเล้ียงทานตะวนัดว้ย
อาหารเหลวและอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวท่ีใชท้ั้ง agarose และ alginate ท าให้อาหารแข็งตวั พบว่า      
โปรโตพลาสตท่ี์เพาะเล้ียงในอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวมีการแบ่งเซลลห์ลงัเพาะเล้ียงนาน 7 วนั ดีกว่า
การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารเหลว 1.58-1.72 เท่า และพบการแบ่งเซลลสู์งสุดในอาหารท่ีใช้ agarose     
ในการตรึงโปรโตพลาสต์ดว้ย นอกจากน้ียงัพบการพฒันาไปเป็นแคลลสัเร็วกว่าการเพาะเล้ียงใน
อาหารเหลว 1-2 สัปดาห์ โดยแคลลสัท่ีไดม้ีลกัษณะประกอบไปดว้ยเซลลจ์  านวนมากท่ีจบัตวักนั
แน่นมาก (extremely compact multicellular structure) ซ่ึงเป็นลกัษณะส าคญัท่ีจะน าไปสู่การพฒันา
เอม็บริโอ (embryonic development) ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงดว้ยอาหารเหลวนอกจากมีการพฒันา
ไปเป็นแคลลสัชา้และเกิดแคลลสัน้อยกว่า 1.25-1.56 เท่าแลว้ แคลลสัท่ีไดย้งัมีลกัษณะของเซลลท่ี์ 
จบัตวักนัอย่างหลวม ๆ (loose structure) เท่านั้น ซ่ึงเป็นลกัษณะของแคลลสัท่ีไม่สามารถพฒันา
ต่อเน่ืองหรือพฒันาไปเป็นอวยัวะหรือตน้พืชไดย้าก เช่นเดียวกบั Petitprez et al. (1995) ซ่ึงพบว่า
การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนัในอาหารก่ึงแข็งก่ึงเหลวท่ีใช้ agarose ท าให้
อาหารแข็งตวั ส่งเสริมให้โปรโตพลาสต์มีการแบ่งเซลลแ์บบอสมมาตร (asymmetric division) ซ่ึง
เป็นลกัษณะของการแบ่งเซลลท่ี์น าไปสู่การพฒันาแคลลสัท่ีจบัตวักนัแน่นและมีโครงสร้างคลา้ย
เอ็มบริโอ (compact embryo-like structure) เพ่ิมข้ึน 25-30 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงดว้ย
อาหารเหลวโปรโตพลาสต์มีรูปแบบการแบ่งเซลลแ์บบสมมาตร (symmetric division) ซ่ึงน าไปสู่
การพฒันาโคโลนีและแคลลสัท่ีจบัตวักนัอยา่งหลวม ๆ เป็นตน้ 
 2.3.2.4 ปัจจยัสภาพแวดล้อม (environmental factors) ไดแ้ก่ 

1)  แสง ในระยะเร่ิมเพาะเล้ียงจะไม่มีการให้แสงหรือให้เพียงแสงสลวัเท่านั้น เพราะแสง
โดยเฉพาะท่ีความเขม้มากมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสต์ จากนั้น 1-2 สัปดาห์ จึงมี
การใหแ้สงท่ีความเขม้ประมาณ 2,000-5,000 ลกัซ ์
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2)  ความเป็นกรด-ด่าง ช่วงท่ีเหมาะสม คือ 5.5-5.8 
3)  อุณหภูมิ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 22-28°ซ   
4)  ความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ โดยทั่วไปอยู่ระหว่าง 104-106 โปรโต-

พลาสต/์มล. การใชค้วามหนาแน่นมากเกินไปมีผลเสียในเร่ืองการแก่งแย่งอาหารกนั แต่ถา้ใชน้้อย
เกินไปโปรโตพลาสต์มกัมีการพฒันาต ่าหรืออาจไม่เกิดการพฒันาเลย (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545; 
Wingender et al., 1996; Davey et al., 2005) อยา่งไรก็ตาม ความหนาแน่นโปรโตพลาสตท่ี์เหมาะสม
มกัข้ึนชนิดพืชและเน้ือเยือ่ท่ีใช ้(Bajaj, 1994) 
 
 2.3.3  การเกดิเป็นต้นของโปรโตพลาสต์ มีล  าดบัขั้นตอนการพฒันา ดงัน้ี 
  2.3.3.1 การสร้างผนังเซลล์และแบ่งเซลล์ 
  การพฒันาของโปรโตพลาสต์จะเร่ิมข้ึนเม่ือเร่ิมมีการสร้างผนังเซลล์ข้ึนใหม่ ซ่ึง
โดยทัว่ไปจะเกิดข้ึนภายหลงัการเพาะเล้ียงเพียงไม่ก่ีนาทีเท่านั้น (Davey et al., 2005) ในระยะน้ีการ
ควบคุมความดนัออสโมติกในอาหารเพาะเล้ียงให้มีค่าเท่ากับหรือใกลเ้คียงกบัในเซลล์เป็นเร่ือง
ส าคัญเพราะจะป้องกันไม่ให้เซลล์แตกหรือสูญเสียน ้ า (plasmolysis) แต่เมื่อเซลล์มีการสร้าง       
ผนงัเซลลป์ฐมภูมิแลว้จ  าเป็นตอ้งมีการปรับลดความดนัออสโมติกในอาหารเพาะเล้ียงลงอย่างชา้ ๆ 
เพื่อป้องกนัไม่ใหเ้ซลลสู์ญเสียน ้ าและส่งเสริมการแบ่งเซลล ์สารท่ีนิยมใชใ้นการปรับความดนัออสโมติก  
ของอาหาร ไดแ้ก่ น ้ าตาลแมนนิทอล ส าหรับสารควบคุมการเจริญเติบโต ออกซินและไซโตไคนินมี
บทบาทส าคัญตลอดการพฒันาของโปรโตพลาสต์ โดยในระยะแรกของการเพาะเล้ียงออกซินมีความ   
ส าคญัต่อการกระตุน้ใหโ้ปรโตพลาสตแ์บ่งเซลลจึ์งมีความตอ้งการในสดัส่วนท่ีมากกว่าไซโตไคนิน 
แต่ในระยะถดัไปเพื่อส่งเสริมใหเ้กิดการสร้างกลุ่มเซลลห์รือโคโลนีและแคลลสั จะค่อย ๆ มีการเพ่ิม
ระดบัไซโตไคนินและลดระดบัออกซินในอาหารเพาะเล้ียงลง (Binding and Nehls, 1977; Lené e and 
Chupeau, 1986; Wingender et al., 1996; Davey et al., 2005) ตวัอย่างเช่น Lené e and Chupeau 
(1986) ซ่ึงเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet ขนาดเล็กในอาหารเหลว (Shillito et 
al., 1983) โดยในระยะแรกท่ี 7-10 วนั มีการให้อาหารเหลว L4 medium (L4M) ท่ีใชน้ ้ าตาลแมนนิทอล
ควบคุมความดนัออสโมติกในอาหารปริมาณ 80 ก./ล. และกระตุน้การแบ่งเซลลด์ว้ย NAA 3 มก./ล. 
2,4-D 0.1 มก./ล. และ BA 1 มก./ล. จากนั้นรักษาสภาพการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาไปเป็นโคโลนีและ
แคลลสัดว้ยอาหาร L'4 medium (L'4M) ซ่ึงมีปริมาณน ้ าตาลแมนนิทอล 40 ก./ล. NAA 0.1 มก./ล. 
2,4-D 0.1 มก./ล. และ BA 1 มก./ล. โดยค่อย ๆ เปล่ียนอาหาร L'4M เขา้ไปแทนท่ีอาหาร L4M คร้ัง
ละ 1/2 ของปริมาตรอาหารเหลวทั้งหมด ทุก 7 วนั จนเกิดการพฒันาแคลลสั ในขณะท่ี Wingender  
et al. (1996) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet ขนาดเล็กในอาหารเหลว mKM ซ่ึง
ในสปัดาห์ท่ี 1 มี NAA 1 มก./ล. และ BA 1 มก./ล. และปรับความดนัออสโมติกดว้ยน ้ าตาลแมนนิทอล 
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ท่ี 600 mosmol/ kg H2O สปัดาห์ท่ี 2 มี 2,4-D 2.2 มก./ล.  และความดนัออสโมติกท่ี 500 mosmol/ kg H2O 
สัปดาห์ท่ี 3 มี NAA 0.1 มก./ล. และ BA 1 มก./ล. และความดนัออสโมติกท่ี 400 mosmol/ kg H2O 
สปัดาห์ท่ี 4 มี NAA 0.1 มก./ล. และ BA  1 มก./ล. และความดนัออสโมติกท่ี 300 mosmol/ kg H2O 
กระทัง่เกิดแคลลสั เป็นตน้ 
 2.3.3.2 การพฒันาเป็นต้นที่สมบูรณ์ 
  เมื่อโปรโตพลาสต์พฒันาถึงระดับกลายเป็นแคลลัส (protoplast-derived callus) 
จะต้องมีการยา้ยแคลลัสไปยงัอาหารแข็งชนิดใหม่ ซ่ึงโดยทั่วไปเป็นสูตรพ้ืนฐาน เช่น MS 
(Murashige and Skoog, 1962), B5 (Gamborg et al., 1968) และ KM-8P (Kao and Michayluk, 
1975) ท่ีมีการปรับเปล่ียนสารควบคุมการเจริญเติบโตเพื่อชักน าให้แคลลสัพฒันายอดและราก     
การชกัน าใหเ้กิดยอดมกัมีการลดระดบัของออกซินร่วมกบั/หรือเปล่ียนชนิดของออกซิน แต่คงระดบั
หรือเพ่ิมระดบัของไซโตไคนิน ทั้งน้ีอาจมีการเปล่ียนหรือเสริมดว้ยไซโตไคนินชนิดอ่ืน (Fischer et 
al., 1992; Bhadra and Davey, 2005; Kaur et al., 2006; Ozyigit et al., 2006; Sujatha et al., 2012) 
ส าหรับการชกัน าราก การใหอ้อกซินความเขม้ขน้สูง (Burrus et al., 1991; Hou and Jia, 2004; Sujatha 
et al., 2012) หรือไม่ใหส้ารควบคุมการเจริญเติบโตจะช่วยกระตุน้ให้เกิดรากได ้(Krasnyanski and 
Menczel, 1993; Henn et al., 1998b; Hou and Jia, 2004; Bhadra and Davey,  2005) ตวัอย่างเช่น 
Fischer et al. (1992) ชกัน าแคลลสัท่ีพฒันามาจากโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัท่ีเพาะเล้ียงใน
รูปแบบ agarose droplet ในอาหารเหลว L4M และ L'4M (Lené e and Chupeau, 1986) ใหพ้ฒันายอด
ในอาหาร MS ท่ีมี NAA 0.05 มก./ล. และ BA 0.2 มก./ล. และกระตุน้ให้ยอดเติบโตและยืดตวัใน
อาหาร B5 ท่ีมี GA 0.05 มก./ล. และ BA 0.05 มก./ล. ก่อนน ายอดไปต่อก่ิง (grafting) กบัตน้ตอ 
(rootstock) หรือ Bhadra and Davey (2005) ชกัน าแคลลสัท่ีพฒันามาจากโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน
ถัว่ปีกผเีส้ือ (Vigna vexillata (L.) Rich) ใหพ้ฒันายอดไดดี้ท่ีสุดดว้ยอาหารท่ีมีองค์ประกอบพ้ืนฐาน
ของทั้ง MS (MS salts) และ B5 (B5 organic compounds) ท่ีมีฮอร์โมน IBA 0.01 มก./ล. zeatin 1.0 
มก./ล. และ TDZ 2.0 มก./ล. กระตุน้ให้ยอดเติบโตดว้ยอาหาร B5 ท่ีมี IBA 0.002 มก./ล. และ BA 
1.5 มก./ล. จากนั้นชกัน าการเกิดรากดว้ยอาหาร half-strength MS ท่ีปราศจากฮอร์โมน เป็นตน้ 
 
 2.3.4 การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์และปรับปรุงพันธ์ุพืชสกุล Helianthus โดยใช้วิธี            
  รวมโปรโตพลาสต์ 

ส าหรับพืชสกุล Helianthus มีการเพาะเล้ียงและรวมโปรโตพลาสต์ท่ีแตกต่างกนัหลายวิธี 
ซ่ึงต่างประสบความส าเร็จในการชกัน าให้เกิดเป็นตน้และสร้างพนัธุ์ลูกผสมจากการรวมโปรโต -
พลาสต์ได ้เช่น Burrus et al. (1991), Krasnyanski and Menczel (1993), Keller et al. (1997) และ 
Henn et al. (1998b) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสตจ์ากล าตน้อ่อนทานตะวนั (H. annuus L.) ใหพ้ฒันาเป็น 
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ตน้ท่ีสมบูรณ์ได ้ตวัอยา่งเช่น Burrus et al. (1991) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสตใ์น agarose droplet ขนาด 
เล็กในอาหารเหลว L4M (Lené e and Chupeau, 1986) ท่ีมี NAA 3 มก./ล. BA 1 มก./ล. 2,4-D 0.1 
มก./ล. และ casamino acid 1,000 มก./ล. พบว่า โปรโตพลาสตเ์กิดการแบ่งเซลลไ์ปเป็นโคโลนีถึง  60 
เปอร์เซ็นต์ และพฒันาเป็นแคลลสัได ้จากนั้นชกัน าให้เกิดยอดไดด้ว้ยอาหาร MS ท่ีมี NAA 1 มก./ล. 
BA 1 มก./ล. และ GA 0.1 มก./ล. และชกัน าใหเ้กิดรากไดด้ว้ย IAA 1 มก./ล. ในขณะท่ี Krasnyanski 
et al. (1992) และ Henn et al. (1998a) ประสบผลส าเร็จในการเพาะเล้ียงให้โปรโตพลาสต์จากใบของ
ทานตะวนัพนัธุป่์า H. gigantheus L. และ H. nuttallii L. เกิดเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ ตวัอย่างเช่น Henn et 
al. (1998a) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสตใ์น agarose droplet ขนาดเลก็ในอาหารเหลว mKM (Wingender 
et al., 1996) พบเกิดการแบ่งเซลลเ์ป็นกลุ่มโคโลนีสูงถึง 60-70 เปอร์เซ็นต์ และชกัน าให้เกิดยอดได้
ในอาหาร solid differentiation (D) และชกัน าใหเ้กิดรากในอาหารปราศจากฮอร์โมน shoot elongation 
(SE20) ในขณะเดียวกนันักวิชาการกลุ่มเดียวกนัน้ี (Henn et al., 1998a) ท าการถ่ายทอดลกัษณะ
ความตา้นทานต่อเช้ือรา Sclerotinia sclerotiorum จากพนัธุ์ป่าสู่พนัธุ์การคา้ โดยรวมโปรโตพลาสต์
จากใบของ H. maximiliani, H. giganteus และ H. nuttallii กบัโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนของ
ทานตะวนัดว้ย PEG 15 เปอร์เซ็นต์ และ DMSO 5 เปอร์เซ็นต์ ไดลู้กผสมระหว่าง H. annuus + H. 
maximiliani และ H. annuus + H. giganteus และยืนยนัการเป็นลูกผสมไดจ้ากการใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุล RAPD  

Taski-Ajdukovic et al. (2006) ท าการถ่ายทอดลกัษณะความตา้นทานต่อ S. sclerotiorum 
จาก H. maximiliani สู่ทานตะวนั โดยชกัน าการรวมโปรโตพลาสตด์ว้ยกระแสไฟฟ้าไดเ้ซลลล์กูผสม
ท่ีพฒันาเป็นตน้ไดเ้ม่ือเพาะเล้ียงใน agarose droplet ขนาดเลก็ในอาหารเหลว และชกัน าการเกิดยอด
ดว้ย 2,4-D ความเขม้ขน้สูง 10 มก./มล. เป็นเวลา 3 วนั ก่อนเพาะเล้ียงในอาหารแข็งท่ีมี BA 2.2 มก./ล. 
และ NAA 0.01 มก./ล. ต่อมา Taski-Ajdukovic et al. (2010) ท าการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโต-
พลาสต์ล  าตน้อ่อนของทานตะวนักบัโปรโตพลาสต์ใบของ H. mollis and H. maximiliani ไดเ้ซลล์
ลกูผสมและสามารถชกัน าใหเ้กิดเป็นตน้ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพสูงข้ึนเม่ือให้ TDZ ความเขม้ขน้สูง 
0.5 มก./ล. แก่แคลลสัท่ีพฒันามาจากโปรโตพลาสตน์าน 2 สปัดาห์  

Krasnyanski and Menczel (1995) ท าการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่าง H. giganteus และ    
ทานตะวนั โดยก่อนชกัน าการรวมโปรโตพลาสตม์ีการให ้10 mM iodoacetic acid เป็นเวลา 20 นาที 
แก่โปรโตพลาสต์ของ H. giganteus เพ่ือยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึม จากนั้นเหน่ียวน าให้
เกิดการรวมกนักบัโปรโตพลาสตท์านตะวนัดว้ย PEG 25 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 20 นาที ไดลู้กผสมท่ี
มีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและจ านวนโครโมโซมจากทานตะวนัทั้งสองพนัธุ ์ในขณะท่ี Vasic et al. 
(2004) ใชก้ารรวมโปรโตพลาสตถ่์ายทอดลกัษณะตา้นทานต่อ S. sclerotiorum จากทานตะวนัพนัธุป่์า 
H. maximiliani และ H. mollis สู่ทานตะวนัสายพนัธุ ์PH-BC1-91A และ Ha-74A โดยก่อนชกัน าการ
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รวมโปรโตพลาสต์ดว้ยกระแสไฟฟ้ามีการฉายรังสี UV ให้กบัโปรโตพลาสต์ใบของพนัธุ์ป่าเพื่อ
ท าลายนิวเคลียส จากนั้นเพาะเล้ียงเซลลล์ูกผสมใน agarose droplet ดว้ยวิธีการของ Trabace et al. 
(1995) และชกัน ายอดในอาหารเพาะเล้ียงท่ีมี BA 2.2 มก./ล. และ NAA 0.01 มก./ล. (Krasnyanski et 
al., 1992) จากการตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD และเปรียบเทียบลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบลกูผสมจากการรวมโปรโตพลาสต ์

นอกจากน้ี Binsfeld et al. (2005) ท าการรวมโปรโตพลาสต์ทั้งในรูปแบบ symmetric และ 
asymmetric fusion  เพ่ือปรับปรุงคุณภาพน ้ ามนัในทานตะวนั โดยชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต ์ 
ระหว่างทานตะวนักบัพนัธุ์ป่า H. maximiliani (Henn et al., 1998a) ซ่ึงจากการทดลองพบว่าวิธีการ
ทั้งสองรูปแบบต่างมีศกัยภาพท่ีจะน ามาใชใ้นการปรับปรุงคุณภาพน ้ ามนัในทานตะวนัให้ดีข้ึนได้
ขณะเดียวกนั Binsfeld et al. (n.d.) ก็ชกัน าการรวมโปรโตพลาสตร์ะหว่างไมโครโปรโตพลาสต์ของ
ทานตะวันพันธุ์ป่า H. giganteus และ H. maximiliani ซ่ึงผลิตโดยการให้สารก าจัดวชัพืช 
amiprophos-methyl หรือ oryzalin เพื่อท าให้จีโนมแตกตวัก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วสูงใน
สารละลาย gradient แยกส่วนยอ่ย ๆ ของจีโนมกบัโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัดว้ยสารเคมี 
PEG จากการตรวจสอบดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด RAPD พบการเป็นลกูผสม และเมื่อตรวจสอบ
เพ่ิมเติมดว้ยวิธี flow cytometry พบว่าลกูผสมดงักล่าวมีปริมาณดีเอน็เอมากกว่าทานตะวนัเน่ืองจาก
มีโครโมโซมเพ่ิมข้ึน 2-8 โครโมโซม  

จากตวัอย่างการทดลองดังกล่าวน้ีสามารถน าวิธีการในขั้นตอนต่าง ๆ มาประยุกต์ใชเ้พ่ือ
พฒันาสายพนัธุบี์โดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์ให้เหมาะสมกบัทานตะวนัท่ีพฒันาในประเทศไทยได ้
และมีความเป็นไปไดสู้งว่าจะสามารถพฒันาสายพนัธุ์บีไดส้ าเร็จ ซ่ึงจะน าไปสู่การผลิตทานตะวนั
พนัธุล์กูผสมไดใ้นอนาคต 
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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด าเนินงานวิจัย 

 

งานวิจยัน้ีแบ่งออกเป็น 4 ส่วน คือ 
1. การศึกษาปัจจยัที่มอีิทธิพลต่อการก าจัดนิวเคลียสและยับยั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ 
เพื่อใหไ้ดโ้ปรโตพลาสตส์ าหรับใชใ้นการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion ดงัน้ี 
 1.1 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการก าจดันิวเคลยีส เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของ cytochalasin B 
และระยะเวลาการให้สารท่ีเหมาะสมส าหรับก าจดันิวเคลียสของโปรโตพลาสต์ใบในทานตะวนั   
สายพนัธุ ์PI441983 (ไซโตพลาสซึมปกติ) เพื่อผลิต  donor parent 
 1.2 การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการยับยั้งไซโตพลาสซึม เพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้ iodoacetic 
acid และระยะเวลาการให้สารท่ีเหมาะสมส าหรับยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโต-
พลาสตล์  าตน้อ่อนในทานตะวนัสายพนัธุ ์10A (ไซโตพลาสซึมเป็นหมนั) เพื่อผลิต recipient parent   
2.  การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการชักน าให้เกดิการรวมโปรโตพลาสต์ด้วยสารเคมี PEG เพื่อให้
ไดค้วามเขม้ขน้ PEG และระยะเวลาในการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตท่ี์เหมาะสมส าหรับชกัน าให้
เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนของทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และ      
โปรโตพลาสตใ์บของทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 
3.  การศึกษาอทิธิพลของอาหารและเทคนิคการเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของ
อาหารเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์และเพ่ือให้ได้ความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ท่ีเหมาะสม ซ่ึง
สามารถส่งเสริมใหโ้ปรโตพลาสตเ์จริญเติบโตและพฒันาไปเป็นแคลลสัจ านวนมากได ้
4. การศึกษาการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion เพื่อให้ไดเ้ซลล/์พืชลูกผสมท่ีเกิด
จากการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตร์ะหว่าง donor parent สายพนัธุ์ PI441983 กบั recipient parent           
สายพนัธุ ์10A 
 
3.1 วสัดุ อุปกรณ์ 
1. ทานตะวนั 2 สายพนัธุ์ ได้แก่ 1) สายพนัธุ์ PI441983 จาก North Central Regional Plant 
Introduction Station รัฐไอโอวา สหรัฐอเมริกา ซ่ึงมีไซโตพลาสซึมปกติและไดรั้บการปลูกทดสอบ
แลว้ว่าสามารถปรับตวัไดดี้ในจงัหวดันครราชสีมา และ 2) สายพนัธุ์ 10A เป็นสายพนัธุ์ท่ีไดรั้บการ
พฒันาข้ึนในประเทศไทย มีลกัษณะเด่นคือใหเ้ปอร์เซ็นตน์ ้ ามนัสูง 41.40 เปอร์เซ็นต ์มศีกัยภาพในการ
ใหล้กูผสมท่ีดีและมียนีควบคุมการเป็นหมนัในไซโตพลาสซึม โดยไดรั้บความอนุเคราะห์เมลด็พนัธุจ์าก 
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ศ. ดร.ไพศาล เหล่าสุวรรณ และ ผศ. ดร.ฐิติพร มะชิโกวา (ติดต่อส่วนบุคคล) 
2. กลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั (inverted microscope) พร้อมชุดบนัทึกภาพ 
3.  กลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (stereoscopic microscope) พร้อมชุดบนัทึกภาพ 
4.  กลอ้งจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต ์(fluorescent compound microscope) 
5.  เคร่ืองดูดถ่ายสารละลายปริมาตรนอ้ย (adjustable pipettes) 
6. เคร่ืองเขยา่สารละลาย (shaker) 
7.  เคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge) 
8. เคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) 
9.  เคร่ืองกวนสาร (magnetic stirrer) 
10.  เคร่ืองกวนสารแบบใหค้วามร้อน (hot plate stirrer) 
11.  เคร่ืองชัง่ 2 ต  าแหน่ง 4 ต  าแหน่ง และ 5 ต าแหน่ง 
12.  สไลดน์บัเมด็เลือด (haemocytometer) 
13.  แผน่กรองโปรโตพลาสต ์(nylon filter) ท่ีมีรูขนาด 82, 62 และ 40 ไมโครเมตร และผา้ขาวบาง 
14.  กระดาษกรอง และเมมเบรนกรองสาร (syringe filter) 
15.  ตูป้ลอดเช้ือ (laminar flow hood) 
16.  หมอ้น่ึงความดนัไอน ้ า (autoclave) 
17.  ชั้นไฟเพาะเล้ียงเน้ือเยือ่ 
18.  จานเพาะเล้ียงแกว้และพลาสติก ขวดแกว้ หลอดพลาสติก 
19.  อุปกรณ์ในตูป้ลอดเช้ือและหอ้งปฏิบติัการ 
20.  อุปกรณ์การเกษตร 
 
3.2 สถานที่ท าการทดลอง 
 ห้องปฏิบัติการกีฏวิทยาและโรคพืช ห้องปฏิบัติการปรับปรุงพันธุ์พืช ห้องปฏิบัติการ
สรีรวิทยาพืช และห้องปฏิบัติการปฐพีวิทยา อาคารศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 3 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา 
 
3.3 ระยะเวลาการทดลอง 
 มกราคม 2553 - ธนัวาคม 2557 
 
3.4 วธีิการทดลอง 
 3.4.1 สายพนัธ์ุทานตะวนัที่ใช้ในการทดลอง 
 สายพนัธุ์ทานตะวนัท่ีใชใ้นการทดลองการก าจดันิวเคลียสและยบัย ั้งไซโตพลาสซึมของ           
โปรโตพลาสต ์การชกัน าการรวมโปรโตพลาสต ์การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ และการรวมโปรโต-
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พลาสต์แบบ donor-recipient fusion ประกอบดว้ย 2 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ 1) สายพนัธุ์ PI441983 ซ่ึงมี     
ไซโตพลาสซึมปกติ และ 2) สายพนัธุ ์10A ซ่ึงให้เปอร์เซ็นต์น ้ ามนัสูง มีศกัยภาพในการให้ลูกผสมท่ีดี
และมียนีควบคุมการเป็นหมนัในไซโตพลาสซึม ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์เมลด็พนัธุจ์าก ศ. ดร.ไพศาล 
เหล่าสุวรรณ และ ผศ. ดร.ฐิติพร มะชิโกวา (ติดต่อส่วนบุคคล) ส าหรับแหล่งโปรโตพลาสต์ท่ีใชใ้น
การทดลองประกอบดว้ยโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนจากสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบจาก    
สายพนัธุ ์PI441983  
 
 3.4.2  การเตรียมโปรโตพลาสต์ 

 3.4.2.1  การเตรียมเนือ้เยือ่ในสภาพปลอดเช้ือ 
 เน้ือเยือ่ล  าตน้อ่อนและใบซ่ึงเป็นแหล่งของโปรโตพลาสตไ์ดม้าจากการเพาะเมลด็บนอาหาร
สังเคราะห์ในสภาพปลอดเช้ือ ดงัน้ี ฟอกฆ่าเช้ือผิวเปลือกเมล็ดทานตะวนัดว้ย 20% (v/v) clorox  
(2% (w/v) sodium hypochlorite) นาน 30 นาที แลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 3 คร้ัง แกะเปลือกหุ้ม
เมลด็ออกแลว้ฟอกฆ่าเช้ือดว้ย 70% (v/v) ethanol นาน 1 นาที และ 5% (w/v) H2O2 นาน 5 นาที ลอก
เยื่อหุ้มเมล็ดออกแลว้น าเมล็ดไปเพาะในอาหาร MS (ตารางภาคผนวกท่ี 1) ท่ีมี 2% (w/v) sucrose 
และ 0.8% (w/v) agar น าไปปลูกเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ โดยเน้ือเยื่อล  าตน้อ่อนจะเพาะเล้ียงในท่ีมืด
เป็นเวลา 7 วนั ส่วนเน้ือเยือ่ใบจะเพาะเล้ียงในสภาพให้แสงท่ีความเขม้ 2,000 ลกัซ์ นาน 16 ชม./วนั 
เป็นเวลา 10-14 วนั และใชใ้บจริงท่ีแผ่เต็มท่ีแลว้ในการแยกโปรโตพลาสต์ (ดดัแปลงจาก Taski-
Ajdukovic et al., 2006; ชิตพนัธุ ์คติวฒัน์, 2551) 
 3.4.2.2  การแยกโปรโตพลาสต์ 

ท าการแยกโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีใช้เอนไซมผ์สม (ตารางภาคผนวกท่ี 2) โดยการแยก       
โปรโตพลาสตจ์ากเน้ือเยือ่ล  าตน้อ่อนใชส้ารละลายเอนไซมท่ี์ประกอบดว้ย 1% (w/v) cellulase และ 
0.5% (w/v) macerozyme ในสารละลายบัฟเฟอร์ (308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM 
CaCl2.2H2O, 3.3 mM MES, pH 5.6 (Krasnyanski and Menczel, 1995)) บ่มนาน 16 ชม. ส าหรับ
เน้ือเยื่อใบใช้สารละลายเอนไซม์ท่ีประกอบด้วย 0.5% (w/v) cellulase, 0.05% (w/v) driselase, 
0.02% (w/v) macerozyme และ 0.1% (w/v) BSA ในสารละลายบฟัเฟอร์ (336 mM KCl, 13.6 mM 
CaCl2, 3.59 mM MES, pH 5.7 (Keller et al., 1997)) บ่มนาน 16 ชม. (ชิตพนัธุ ์ คติวฒัน์, 2551) จากนั้น
กรองแยกโปรโตพลาสต์ดว้ยผา้ขาวบางและ nylon filter ท่ีมีรูขนาด 82, 62 และ 40 ไมโครเมตร 
ตามล าดบั และท าโปรโตพลาสต์ให้บริสุทธ์ิดว้ยสารละลายซูโครส (0.5 M sucrose, 14 mM 
CaCl2.2H2O, 3 mM MES, pH 5.6) (Henn et al., 1998b) 
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 3.4.3  การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการก าจัดนิวเคลียสและยับยั้งไซโตพลาสซึมของ            
  โปรโตพลาสต์ 
 การรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion เพือ่ถ่ายทอดยีนควบคุมลกัษณะไซโต-
พลาสซึมปกติจ าเป็นตอ้งมีการก าจดันิวเคลียสในโปรโตพลาสต์พนัธุ์ให้ (สายพนัธุ์ PI441983) และ
ยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสตพ์นัธุรั์บ (สายพนัธุ ์10A) ซ่ึงท าไดโ้ดยการให้
สารเคม ีcytochalasin B และ iodoacetic acid ตามล าดบั ดว้ยความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
 3.4.3.1 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการก าจดันิวเคลยีส 
 ท าการศึกษาเปรียบเทียบระดบัความเขม้ขน้ของ cytochalasin B และระยะเวลาการให้สารท่ี
มีผลต่อการผลกัดนันิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ใบของทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เพื่อให้
ไดโ้ปรโตพลาสตท่ี์ปราศจากนิวเคลียสหรือไซโตพลาสตจ์  านวนมาก และสามารถคงความมีชีวิตสูง
ไวไ้ด ้จดัทรีตเมนตแ์บบแฟกตอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (factorial in CRD) จ านวน 
3 ซ ้า ประกอบดว้ย 2 ปัจจยั คือ ปัจจยัท่ี 1 ความเขม้ขน้ของ cytochalasin B 5 ความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0, 
20, 40, 100 และ 200 µg/ml ปัจจยัท่ี 2 ระยะเวลาการให้ cytochalasin B 2 ระยะเวลา ท่ี 1 และ 2 
ชัว่โมง 
 3.4.3.1.1 การเตรียมสาร cytochalasin B 
  1) เตรียมหัวเช้ือ (stock solution) cytochalasin B ดว้ย absolute ethyl alcohol ท่ี           
   ความเขม้ขน้ 1 mg/ml 
  2) เตรียมสารละลาย cytochalasin B โดยเติมหวัเช้ือจากขอ้ 1 ลงในสารละลายบฟัเฟอร์ 
   (336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2, 3.59 mM MES, pH 5.7) โดยให้มีความเขม้ขน้
   สุดทา้ยท่ี 20, 40, 100 และ 200 µg/ml 
  3) อุ่นสารละลาย cytochalasin B จากขอ้ 2 ท่ีอุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 15 นาที ก่อน
   เติมลงในตะกอนโปรโตพลาสต ์ 
 3.4.3.1.2 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 
  1) น าโปรโตพลาสต์บริสุทธ์ท่ีแยกได้ไปตรวจนับจ านวนดว้ย haemacytometer 
   และตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตโดยการยอ้มสีโปรโตพลาสต์ดว้ย fluorescine 
   diacetate (FDA) แลว้น าไปตรวจนับใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต 
   (ตารางภาคผนวกท่ี 3)   
   2) ปรับความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์มีชีวิตให้อยู่ท่ี 1 ×  106 โปรโตพลาสต์/มล. 
    ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2, 3.59 mM MES, pH  5.7) 
  3) น าสารละลายโปรโตพลาสตไ์ปป่ันตกตะกอนโปรโตพลาสตด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง
   ท่ีความเร็ว 1,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นใชปิ้เปตดูดสารละลายบฟัเฟอร์ออก 
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 3.4.3.1.3 การให้ cytochalasin B 
 1) เติมสารละลาย cytochalasin B ลงในตะกอนโปรโตพลาสต ์โดยใหม้ีความหนาแน่น
  สุดทา้ยของโปรโตพลาสตอ์ยูท่ี่ 1 ×  106 โปรโตพลาสต/์มล.  
 2) บ่มโปรโตพลาสตใ์นสารละลาย cytochalasin B เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง ตามล าดบั 
 3) เมื่อครบระยะเวลาจึงแยกสารละลาย cytochalasin B ออกจากโปรโตพลาสต์
  โดยน าไปป่ันตกตะกอนโปรโตพลาสต์ดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 1,000 
  รอบ/นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นใชปิ้เปตดูดสารละลาย cytochalasin B ออก 
 4) ลา้งตะกอนโปรโตพลาสตด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 2 คร้ัง 
 5) ละลายตะกอนโปรโตพลาสตใ์นสารละลายบฟัเฟอร์แลว้น าไปบนัทึกผลการทดลอง 
 3.4.3.1.4 บันทึกผลการทดลอง 
 1) เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของโปรโตพลาสต ์น าโปรโตพลาสตท่ี์ยอ้มดว้ย FDA ไป
  ส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต แลว้นับจ านวนโปรโตพลาสต ์    
  มีชีวิตซ่ึงจะเรืองแสงสีเขียว และจ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด (เรืองแสงและ
  ไมเ่รืองแสง) ใน 1 microscopic field ท าการสุ่มนบัจ านวน 5 fields จากนั้นค านวณ
  เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตตามสูตรดา้นล่าง 

 
 เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิต       =       จ  านวนโปรโตพลาสตเ์รืองแสง 
           จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด  
 

 2) เปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ โดยการยอ้มสีโปรโตพลาสต์ด้วย Hoechst 33342 
  (ตารางภาคผนวกท่ี 4) แลว้น าไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต 
  จากนั้นนบัจ านวนไซโตพลาสต์หรือเซลลท่ี์ไม่เรืองแสงสีฟ้า และจ านวนเซลล์
  ทั้งหมด (เรืองแสง (โปรโตพลาสต์) และไม่เรืองแสง) ใน 1 microscopic field 
  ท าการสุ่มนับจ านวน 5 fields จากนั้น ค  านวณเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตตามสูตร
  ดา้นล่าง 

 
 เปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต ์      =            จ  านวนไซโตพลาสต ์
                     จ  านวนเซลลท์ั้งหมด  
 

   3.4.3.1.5 วเิคราะห์ผลการทดลอง 
  วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (analysis of variance; ANOVA) ของ
 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ และเปอร์เซ็นต์การเกิดไซโตพลาสต ์      

 100 

 100 
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 และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพื่อ
 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของความเขม้ขน้ของ cytochalasin B และระยะเวลาใน
 การให ้cytochalasin B ท่ีมีต่อความมีชีวิตและผลผลิตไซโตพลาสต ์
 

3.4.3.2  การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการยบัยั้งไซโตพลาสซึม 
 ท าการศึกษาเปรียบเทียบระดบัความเขม้ขน้ของ iodoacetic acid และระยะเวลาในการใหส้าร
ท่ีมีต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 
เพื่อให้ได้ recipient parent รับลกัษณะไซโตพลาสซึมปกติ จดัทรีตเมนต์แบบแฟกตอเรียลใน
แผนการทดลองสุ่มสมบูรณ์ จ  านวน 4 ซ ้ า ประกอบด้วย 2 ปัจจยั คือ ปัจจยัท่ี 1 ความเข้มขน้ของ 
iodoacetic acid 4 ความเขม้ขน้ไดแ้ก่ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM ปัจจยัท่ี 2 ระยะเวลาการให้สาร 2 
ระยะเวลา ท่ี 15 และ 20 นาที 
 3.4.3.2.1 การเตรียมสารละลาย iodoacetic acid 
  1) เตรียม iodoacetic acid ในสารละลาย W5 (154 mM NaCl, 10.73 mM KCl,       
   125 mM CaCl2.2H2O, 1 g/l glucose, 1 g/l glycine (Menczel and Wolfe, 1984))
   โดยใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 1.5, 3.0 และ 4.5 mM และปรับ pH ใหอ้ยูท่ี่ 5.8 
  2) ท าสารละลาย iodoacetic acid ใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเช้ือโดยกรองผ่านเมมเบรน
   ท่ีมีขนาดรู 0.2 µm 
  3.4.3.2.2 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 
  1) น าโปรโตพลาสตบ์ริสุทธ์ิท่ีแยกไดไ้ปตรวจนบัจ านวนและตรวจสอบเปอร์เซ็นต์
   ความมีชีวิต 
  2) ปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์มีชีวิตให้อยู่ท่ี 1 ×  106 โปรโตพลาสต์/มล. 
   ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ (308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM CaCl2.2H2O, 
   3.3 mM MES, pH 5.6) 
  3.4.3.2.3 การให้ iodoacetic acid 
  1) ค่อย ๆ เติมสารละลาย iodoacetic acid จากข้อ 3.4.3.2.1 ลงในสารละลาย         
   โปรโตพลาสต์จากขอ้ 3.4.3.2.2 ในอตัราส่วน 5:1 ตามล าดบั จากนั้นใชปิ้เปต
   ค่อย ๆ ดูดสารละลายข้ึนลงเพื่อผสมใหส้ารละลาย iodoacetic acid กระจายอย่าง
   ทัว่ถึง (Greplová et al., 2011) 
  2) เมื่อครบระยะเวลาการใหส้าร น าสารละลายผสมจากขอ้ 1 ไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอน
   แยกโปรโตพลาสตอ์อกจากสารละลาย iodoacetic acid ท่ีความเร็ว 1,000 รอบ/นาที 
   เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นใชปิ้เปตดูดสารละลาย iodoacetic acid ออก 
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 4) ลา้งตะกอนโปรโตพลาสตด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 2 คร้ัง 
 5) ละลายตะกอนโปรโตพลาสต์ดว้ยอาหารเหลวเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ L4M  
  (Lené e and Chupeau, 1986; ตารางภาคผนวกท่ี 5) โดยให้มีความหนาแน่น          
  โปรโตพลาสต ์5 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. แลว้น าไปเพาะเล้ียง 
 3.4.3.2.4 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
 1) ท าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet (Shillito et al., 1983) 
  ดว้ยวิธีการ L4 regeneration (Lené e and Chupeau, 1986; ตารางภาคผนวกท่ี 5) 
  2) เตรียม 1.6% (w/v) agarose ในอาหารเหลว L4M แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ จากนั้นรอ
   จนอาหารมีอุณหภูมิประมาณ 40°ซ จึงน าไปใช ้
 3) ผสมโปรโตพลาสตใ์นอาหารเหลวจากขอ้ 5 ของ 3.4.3.2.3 และอาหารจากขอ้ 2 
  ของ 3.4.3.2.4 เขา้ดว้ยกนัในอตัราส่วน 1:1 (ดงันั้นความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ท่ี
  เพาะเล้ียงคือ 2.5 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล.) โดยผสมให้โปรโตพลาสต์กระจายตวั  
  อยา่งสม ่าเสมอทัว่ทั้งอาหาร จากนั้นใชปิ้เปตดูดส่วนผสมดงักล่าวปริมาตร 1,000 µl 
  หยดลงในจานพลาสติก จ  านวน 4 หยด/จาน โดยท าทั้งหมด 2 จาน/ทรีตเมนต/์ซ ้า 
 4) เมื่อ agarose droplet เยน็และแข็งตวั เติมอาหารเหลว L4M ปริมาตร 5 มล. ลงไป
  ในจานและปิดผนึกดว้ยพาราฟิลม์  
 5) น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ ในท่ีมืด เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นยา้ยมาเล้ียงใน
  สภาพใหแ้สงประมาณ 2,000 ลกัซ ์นาน 16 ชม./วนั และเปล่ียนอาหารเหลวรอบ ๆ 
  agarose droplets โดยใชปิ้เปตดูดอาหารเดิมปริมาตร 2.5 มล. ท้ิงแลว้เติมอาหารเหลว 
  L'4M (Lené e and Chupeau, 1986; ตารางภาคผนวกท่ี 5) ปริมาตร 2.5 มล. ลงไป     
  แทนและเปล่ียนอาหารเช่นน้ีทุก 1 สปัดาห์ กระทัง่เกิดการสร้างโคโลนีและแคลลสั 
 3.4.3.2.5 บันทึกผลการทดลอง 
  1) เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์ท่ีอาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั โดยตรวจนบัภายใต ้Inverted
   microscope ท่ีก  าลงัขยาย 200x นบัจ านวนโปรโตพลาสต์ท่ีมีการแบ่งเซลล ์และ
   จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้ งหมด (แบ่งเซลล์และไม่แบ่งเซลล์) ใน 1 microscopic 
   field  จ านวน 8 fields/ทรีตเมนต์/ซ ้ า โดยสุ่มนับ 1 field จากทุก droplets แลว้
   ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลด์งัสูตรดา้นล่าง 

 
        เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์  =   จ านวนโปรโตพลาสตท่ี์มีการแบ่งเซลล ์
                        จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด  
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 2) เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนี ท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั โดยตรวจนบัภายใต ้Inverted  
  microscope ท่ีก  าลงัขยาย 200x นบัจ านวนกลุ่มโคโลนี และจ านวนโปรโตพลาสต์

  ทั้งหมด (รวมโปรโตพลาสต์ท่ีแบ่งเซลลแ์ต่ไม่พฒันาเป็นโคโลนีและไม่แบ่ง
  เซลล)์ ใน 1 microscopic field จ  านวน 8 fields/ทรีตเมนต/์ซ ้า โดยสุ่มนับ 1 field 
  จากทุก droplets แลว้ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนีดงัสูตรดา้นล่าง 

 
        เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนี          =           จ  านวนกลุ่มโคโลนี 
                       จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด 
 

 3.4.3.2.6 วเิคราะห์ผลการทดลอง 
     วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (ANOVA) ของเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล์

  ท่ีอาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั และเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนีท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั 
  และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT เพื่อเปรียบเทียบผลของความเขม้ขน้ของ iodoacetic 
  acid และระยะเวลาในการใหส้ารท่ีมีต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของ
  โปรโตลาสต ์

 
 3.4.4 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการชักน าให้เกดิการรวมโปรโตพลาสต์ด้วยสารเคม ีPEG 
 ศึกษาเปรียบเทียบอิทธิพลของระดบัความเขม้ขน้ของ PEG 8000 และระยะเวลาในการชกัน า
การรวมโปรโตพลาสตท่ี์มีต่ออตัราการรวมโปรโตพลาสต์แบบ binary และ multi fusion โดยท าการชกัน า
ใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสตร์ะหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนสายพนัธุ ์10A และโปรโตพลาสตใ์บ
สายพนัธุ์ PI441983 จดัทรีตเมนต์แบบแฟกตอเรียลในแผนการทดลองสุ่มสมบูรณ์ จ  านวน 4 ซ ้ า 
ประกอบดว้ย 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ ปัจจยัท่ี 1 ความเขม้ขน้ของ PEG 8000 4 ความเขม้ขน้ คือ 0, 10, 20 และ 30 
เปอร์เซ็นต ์และปัจจยัท่ี 2 ระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต ์3 ระยะเวลา ท่ี 10, 15 และ 20 นาที 
 3.4.4.1  การเตรียมสารละลาย PEG 
 1) เตรียม PEG 8000 ความเขม้ขน้ระดบัต่าง ๆ ในสารละลายท่ีประกอบดว้ย 5% (v/v) DMSO, 
  90 mM mannitol, 60 mM CaCl2 และ 25 mM glycine, pH 5.6-5.7 (Binsfeld et al., 2000) 
 2) ท าให้สารละลาย PEG ปลอดเช้ือโดยการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121°ซ ความดัน 15 ปอนด์/
  ตารางน้ิว เป็นเวลา 20 นาที  
 3.4.4.2 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 
 1) น าโปรโตพลาสตบ์ริสุทธ์ิมาตรวจนบัจ านวนและปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ให้
  อยูท่ี่  1× 106 โปรโตพลาสต/์มล. ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 
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 2) น าสารละลายโปรโตพลาสตจ์ากแต่ละแหล่งเน้ือเยือ่ผสมเขา้ดว้ยกนัในอตัราส่วน 1:1 
 3.4.4.3 การชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ 
 1) ผสมสารละลายโปรโตพลาสต์ผสมในขอ้ 2 ของ 3.4.4.2 กบัสารละลาย PEG ในอตัราส่วน 
  1:1 โดยค่อย ๆ เติมสารละลาย PEG ลงในสารละลายโปรโตพลาสตผ์สมอยา่งชา้ ๆ 
 2) ตรวจนบัการเกิดการรวมโปรโตพลาสตรู์ปแบบต่าง ๆ ท่ีแต่ละช่วงเวลาภายใตก้ลอ้ง Inverted 
  microscope ท่ีก  าลงัขยาย 400x 
 3.4.4.4 บันทึกผลการทดลอง 
 1) เปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion โดยนบัจ านวนโปรโตพลาสต์ท่ีเกิดการรวมกนัเพียง 2   
  โปรโตพลาสต ์และจ านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมดใน 1 microscopic field โดยท าการสุ่มนบั 
  จ านวน 6 fields/ทรีตเมนต ์แลว้ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion ดงัสูตรดา้นล่าง  
            
                       เปอร์เซ็นต ์binary fusion  =    จ  านวนโปรโตพลาสตท่ี์เกิด binary fusion 

               จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด  
 

2) เปอร์เซ็นตก์ารเกิด multi fusion โดยนบัจ านวนโปรโตพลาสตท่ี์เกิดการรวมกนัตั้งแต่ 3 
โปรโตพลาสตข้ึ์นไป และจ านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมดใน 1 microscopic field โดยท าการ
สุ่มนบัจ านวน 6 fields/ทรีตเมนต ์ แลว้ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารเกิด multi fusion ดงัสูตร
ดา้นล่าง 
 
  เปอร์เซ็นต ์multi fusion    =       จ  านวนโปรโตพลาสตท่ี์เกิด multi fusion 
               จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด  
 

3.4.4.5 วเิคราะห์ผลการทดลอง 
 วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (ANOVA) ของเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi 
fusion และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT เพื่อเปรียบเทียบอิทธิพลของระดับความเข้มข้นของ               
PEG 8000 และระยะเวลาการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ท่ีมีต่อความถ่ีในการเกิดการรวมโปรโตพลาสต์
ทั้ง 2 รูปแบบ 

 
 3.4.5 การศึกษาอทิธิพลของอาหารและเทคนิคการเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
 ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอาหารเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ L'4M ท่ีมีการดดัแปลง   
สารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโตไคนิน และความหนาแน่นในการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์
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ท่ีมผีลต่อการส่งเสริมใหโ้ปรโตพลาสตเ์จริญเติบโตและสามารถพฒันาไปเป็นแคลลสัจ านวนมากได  ้
โดยท าการทดสอบกับโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ ์
PI441983 จดัทรีตเมนตแ์บบแฟกตอเรียลในแผนการทดลองสุ่มสมบูรณ์ จ  านวน 3 ซ ้ า ประกอบดว้ย 
2 ปัจจยั ไดแ้ก่ ปัจจยัท่ี 1 อาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง จ  านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ L'4M 1, L'4M 2 
และ L'4M 3 (ตารางท่ี 1) และปัจจยัท่ี 2 ความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ 2 ระดบั ไดแ้ก่ 1 ×  105 
และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. 
 3.4.5.1 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 
 1) น าโปรโตพลาสตบ์ริสุทธ์ิมาตรวจนบัจ านวนและตรวจสอบเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิต 
 2) ละลายตะกอนโปรโตพลาสตแ์ละปรับความหนาแน่นของโปรโตพลาสตม์ีชีวิตให้อยูท่ี่      
  2 ×  105 และ 6 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ดว้ยอาหารเหลว L4M    
 3.4.5.2 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
 1) ท าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตใ์นรูปแบบ agarose droplet ดว้ยวิธีการ L4 regeneration 
 2) เตรียม 1.6% (w/v) agarose ในอาหารเหลว L4M แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ จากนั้นรอจนอาหาร              
  มีอุณหภูมิประมาณ 40°ซ จึงน าไปใช ้
 3) ผสมโปรโตพลาสต์จากขอ้ 2 ของ 3.4.5.1 และอาหารจากขอ้ 2 ของ 3.4.5.2 เขา้ดว้ยกนั
  ในอตัราส่วน 1:1 โดยผสมให้โปรโตพลาสต์กระจายตวัอย่างสม ่าเสมอทัว่ทั้งอาหาร 
  จากนั้นใชปิ้เปตดูดส่วนผสมดงักล่าวปริมาตร 500 µl หยดลงในจานพลาสติก จ  านวน 
  8 หยด/จาน โดยท าทั้งหมด 2 จาน/ทรีตเมนต/์ซ ้า 
 4) เมื่อ agarose droplet เยน็และแข็งตวั เติมอาหารเหลว L4M ปริมาตร 5 มล. ลงไปในจาน
  และปิดผนึกดว้ยพาราฟิลม์  
 5) น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ ในท่ีมืด เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นยา้ยมาเล้ียงในสภาพ
  ให้แสงประมาณ 2,000 ลกัซ์ นาน 16 ชม./วนั และเปล่ียนอาหารเหลวรอบ ๆ agarose 
  droplets โดยใชปิ้เปตดูดอาหารเดิมปริมาตร 2.5 มล. ท้ิง แลว้เติมอาหารเหลว L'4M และ 
  L'4M ดดัแปลงสูตรต่าง ๆ  ปริมาตร 2.5 มล. ลงไปแทน และเปล่ียนอาหารเช่นน้ีทุก 
  1 สปัดาห์ กระทัง่เกิดการสร้างโคโลนีและแคลลสั 
 3.4.5.3 บันทึกผลการทดลอง 
 1) เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์ท่ี 14, 21 และ 28 วนั โดยตรวจนบัภายใต ้Inverted microscope   
  ท่ีก  าลงัขยาย 200x ส าหรับโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อน และ 400x ส าหรับโปรโตพลาสตใ์บ 
  นบัจ านวนโปรโตพลาสตท่ี์มีการแบ่งเซลล ์และจ านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด (แบ่ง เซลล์
  และไม่แบ่งเซลล)์ ใน 1 microscopic field จ  านวน 16 fields/ทรีตเมนต์/ซ ้ า โดยสุ่มนับจาก        
  2 fields/droplet และ 4 droplets/จาน แลว้ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์ดงัสูตรดา้นล่าง 
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    เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์      =      จ านวนโปรโตพลาสตท่ี์มีการแบ่งเซลล ์
                   จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด  

 
2) เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี ท่ี 28, 35, 42 และ 50 วนั โดยตรวจนับภายใต ้Inverted      

  microscope ท่ีก  าลงัขยาย 200x ส าหรับโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน และ 400x ส าหรับ     
  โปรโตพลาสตใ์บ นบัจ านวนโคโลนีและจ านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด (รวมโปรโตพลาสต์
  ท่ีแบ่งเซลลแ์ต่ไม่พฒันาเป็นโคโลนี และไม่แบ่งเซลลด์ว้ย) ใน 1 microscopic field จ  านวน 
  16 fields/ทรีตเมนต/์ซ ้า โดยสุ่มนบัจาก 2 fields/droplet และ 4 droplets/จาน แลว้ค านวณ
  เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์ดงัสูตรดา้นล่าง 

 
      เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนี       =             จ  านวนกลุ่มโคโลนี 
                              จ  านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมด 
 

 3.4.5.4 วเิคราะห์ผลการทดลอง 
 วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (ANOVA) ของเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ14, 21 และ 
28 วนั และเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโคโลนีท่ีอาย ุ 28, 35, 42 และ 50 วนั และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ 
DMRT เพื่อเปรีบบเทียบอิทธิพลของอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง และความหนาแน่นโปรโตลาสต์
ท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสต ์
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ตารางที่ 1 องคป์ระกอบอาหารเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์L'4M และ L'4M ท่ีมีการดดัแปลงไซโตไคนิน 
องค์ประกอบอาหาร L'4M L’4M1 L'4M2 L'4M3 

ธาตุอาหารหลัก (มก./ล.)     
CaCl2.2H2O 440 440 440 440 
KCl 1177 1177 1177 1177 
KH2PO4 68 68 68 68 
MgSO4.7H2O 738 738 738 738 
ธาตุอาหารรอง (มก./ล.)     
CoCl2.6H2O 0.024 0.024 0.024 0.024 
CuSO4.5H2O 0.0025 0.0025 0.0025 0.0025 
Na2EDTA 37.25 37.25 37.25 37.25 
FeSO4.7H2O 27.85 27.85 27.85 27.85 
H3BO3 6.2 6.2 6.2 6.2 
MnSO4.H2O 0.17 0.17 0.17 0.17 
Na2MoO4.2H2O 0.024 0.024 0.024 0.024 
ZnSO4.7H2O 0.28 0.28 0.28 0.28 
วติามิน (มก./ล.)     
Biotin 0.01 0.01 0.01 0.01 
Inositol 100 100 100 100 
Nicotinic acid 1 1 1 1 
Ca-panthotenate 1 1 1 1 
Pyridoxine-HCl 1 1 1 1 
Thiamine-HCl 1 1 1 1 
กรดอะมิโน (มก./ล.)     
L-Glutamine 1000 1000 1000 1000 
Casein hydrolysate 1000 1000 1000 1000 
น ้าตาล (ก./ล.)     
Sucrose 0.1 0.1 0.1 0.1 
Mannitol 40 40 40 40 
ฮอร์โมน (มก./ล.)     
NAA 0.1 0.1 0.1 0.1 
2,4-D 0.1 0.1 0.1 0.1 
BA 
TDZ 

1 
- 

0.5 
0.25 

0.5 
0.5 

- 
1.0 

อื่น ๆ      
MES (มก./ล.) 700 700 700 700 
pH 5.7 5.7 5.7 5.7 
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 3.4.6 การศึกษาการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion 
 ท าการรวมโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ donor-recipient fusion โดยชักน าให้เกิดการรวม       
โปรโตพลาสตร์ะหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A ท่ีผา่นการให้สาร 1.5 mM 
iodoacetic acid เป็นเวลา 20 นาที และ 3.0 mM iodoacetic acid เป็นเวลา 15 นาที ยบัย ั้งการท างาน
ของไซโตพลาสซึมส าหรับใช้เป็น  recipient parent กับโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพันธุ ์
PI441983 และท าการรวมโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ  symmetric fusion ซ่ึงไม่มีการให้สารแก่         
โปรโตพลาสต์ก่อนชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ เพื่อศึกษาการพฒันาและความเป็นไปไดใ้นการ
สร้างพืชลกูผสมท่ีเกิดจากการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion 
 3.4.6.1 การเตรียมสารละลาย PEG 
 1) เตรียม PEG 8000 ในสารละลายท่ีประกอบดว้ย 5% (v/v) DMSO, 90 mM mannitol,    
  60 mM CaCl2 และ 25 mM glycine, pH 5.6-5.7 โดยใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 20% (w/v) 
  และท าใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเช้ือ (ดู 3.4.4.1) 
 3.4.6.2 การเตรียมโปรโตพลาสต์พนัธ์ุรับในสายพนัธ์ุ 10A 
 1) เตรียม iodoacetic acid ในสารละลาย W5 โดยใหม้ีความเขม้ขน้สุดทา้ยท่ี 1.5 และ 3.0 mM, 
  pH 5.8 และท าใหอ้ยูใ่นสภาพปลอดเช้ือ (ดู 3.4.3.2.1) 
 2) น าโปรโตพลาสต์บริสุทธ์ท่ีแยกได้ไปตรวจนับจ านวนและตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความ        
  มีชีวิต และปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสตม์ีชีวิตให้อยู่ท่ี 1 ×  106 โปรโตพลาสต์/มล. ดว้ย
  สารละลายบฟัเฟอร์ (ส าหรับการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตรู์ปแบบ symmetric fusion
  ซ่ึงไม่มีการใหส้าร iodoacetic acid โปรโตพลาสตจ์ากขั้นตอนน้ีจะถกูน าไปใช)้ 
 3) ค่อย ๆ เติมสารละลาย iodoacetic acid จากขอ้ 1 ลงในสารละลายโปรโตพลาสต์จากขอ้ 2  
  ในอตัราส่วน 5:1 ตามล าดบั ใชปิ้เปตค่อย ๆ ดูดสารละลายข้ึนลงเพ่ือผสมให้สารละลาย 
  iodoacetic acid กระจายอยา่งทัว่ถึง และบ่มเป็นเวลา 20 นาที 
 4) น าสารละลายผสมจากขอ้ 3 ไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแยกโปรโตพลาสต์ออกจากสารละลาย 
  iodoacetic acid จากนั้นลา้งตะกอนโปรโตพลาสต์ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 2 คร้ัง                
  (ดู 3.4.3.2.3) 
 5) ละลายตะกอนโปรโตพลาสตด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอร์โดยใหม้คีวามหนาแน่นของโปรโต-
  พลาสตท่ี์ 1 ×  106 โปรโตพลาสต/์มล. 
 3.4.6.3 การเตรียมโปรโตพลาสต์พนัธ์ุให้ในสายพนัธ์ุ PI441983 
 1) น าโปรโตพลาสต์บริสุทธ์ท่ีแยกไดไ้ปตรวจนับจ านวนและตรวจสอบเปอร์เซ็นต์ความ  
  มีชีวิต และปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์มีชีวิตให้อยู่ท่ีจ  านวน 1 ×  106 โปรโตพลาสต์/มล. 
  ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 
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 3.4.6.4 การชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ 
 1) น าสารละลายโปรโตพลาสต์พนัธุ์รับและพนัธุ์ให้ในข้อ 3.4.6.2 และ 3.4.6.3 ผสมเข้า
  ดว้ยกนัในอตัราส่วน 1:1 
 2) ผสมสารละลายโปรโตพลาสต์ผสมในขอ้ 1 กบัสารละลาย PEG ในอตัราส่วน 1:1 โดย
  ค่อย ๆ เติมสารละลาย PEG ลงในสารละลายโปรโตพลาสต์ผสมอย่างชา้ ๆ และบ่มเป็น
  เวลา 15 นาที 
 3) น าสารละลายผสมจากขอ้ 2 ไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแยกโปรโตพลาสต์ออกจากสารละลาย 
  PEG แลว้ลา้งตะกอนโปรโตพลาสตด์ว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 2 คร้ัง 
 4) ละลายตะกอนโปรโตพลาสต์ดว้ยอาหารเหลวเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ L4M โดยให้มี
  ความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์1 ×  106 โปรโตพลาสต/์มล. แลว้น าไปเพาะเล้ียง 
 3.4.6.5 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
 1) เพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet ดว้ยวิธีการ L4 regeneration โดย
  ผสมผลผลิตจากการรวมโปรโตพลาสต์จากขอ้ 4 ของ 3.4.6.4 กบัอาหารเหลว L4M ท่ีมี 
  1.6% (w/v) agarose ในอตัราส่วน 1:1 
 2) ใชปิ้เปตดูดส่วนผสมจากขอ้ 1 ปริมาตร 500 µl หยดลงในจานพลาสติก จ  านวน 8 หยด/จาน 
  เมื่อ agarose droplet เยน็และแข็งตวั เติมอาหารเหลว L4M ปริมาตร 5 มล. ลงไปในจาน
  แลว้ปิดผนึกดว้ยพาราฟิลม์ 
 3) น าไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25°ซ ในท่ีมืด เป็นเวลา 7 วนั จากนั้นยา้ยมาเล้ียงในสภาพ
  ให้แสงประมาณ 2,000 ลกัซ์ นาน 16 ชม./วนั และเปล่ียนอาหารเหลวรอบ ๆ agarose 
  droplets โดยใชปิ้เปตดูดอาหารเดิมปริมาตร 2.5 มล. ท้ิง แลว้เติมอาหารเหลว L'4M ดดัแปลง 
  ไดแ้ก่ L'4M 2 ลงไปแทนและเปล่ียนอาหารเช่นน้ีทุก 1 สปัดาห์ 
 3.4.6.6 บันทึกผลการทดลอง 
   ติดตามการพฒันาของผลผลิตจากการรวมโปรโตพลาสต์ตั้งแต่การแบ่งเซลล ์การ
 สร้างโคโลนี และแคลลสั  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการก าจัดนิวเคลียสและยับยั้ งไซโตพลาสซึมของ     
 โปรโตพลาสต์ 
  ท าการก าจดันิวเคลียสในโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 (ไซโตพลาสซึม
ปกติ) ดว้ยสารเคมี cytochalasin B เพื่อผลิต donor parent และยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึม
ในโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A (ไซโตพลาสซึมเป็นหมนั) ดว้ยสารเคมี 
iodoacetic acid เพื่อผลิต recipient parent โดยทดสอบความเขม้ขน้ของสารและระยะเวลาการใหส้าร
ท่ีมีต่อการผลิต donor-recipient parents ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 4.1.1 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการก าจดันิวเคลยีส  
 ก าจัดนิวเคลียสของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมปกติ 
PI441983 ดว้ย cytochalasin B โดยศึกษาอิทธิพลของความเขม้ขน้ cytochalasin B และระยะเวลา
การใหส้ารต่อความสามารถในการผลกัดนันิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์หรือผลิตไซโตพลาสต์
ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เพื่อให้ไดว้ิธีการท่ีสามารถผลิตไซโตพลาสต์จ  านวนมากโดยท่ียงัสามารถ
รักษาความมีชีวิตไวไ้ด ้ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 ความเขม้ขน้ cytochalasin B ท่ีต่างกนัไม่มีอิทธิพลในทางสถิติต่อเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต
ของโปรโตพลาสต ์(P = 0.154; ตารางภาคผนวกท่ี 6; ตารางท่ี 2) โดยการให้ cytochalasin B ความ
เขม้ขน้ 20 และ 40 µg/ml มีผลท าใหเ้ปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตลดลงเพียงเล็กน้อย โปรโตพลาสต์ยงัคง
ความมีชีวิตสูงถึง 85.98-86.03 เปอร์เซ็นต์ ไม่แตกต่างทางสถิติกับความมีชีวิตเร่ิมต้น (91.63 
เปอร์เซ็นต์) และการให้สารละลายบฟัเฟอร์ (0 µg/ml; 90.13 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตาม การให ้
cytochalasin B (20 และ 40 µg/ml) มีผลต่อการเกิดไซโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกบัการให้สารละลายบฟัเฟอร์ (0 µg/ml) (P = 0.012; ตารางภาคผนวกท่ี 7; ตารางท่ี 2) 
โดย cytochalasin B มีผลผลกัดนันิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ท าให้พบไซโตพลาสต์ในทุก   
ทรีตเมนต์ท่ีมีการให้ cytochalasin B แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างเปอร์เซ็นต์การเกิด   
ไซโตพลาสต์จากการให้ cytochalasin B 20 และ 40 µg/ml (5.65 และ 7.55 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) 
ในขณะท่ีการใหส้ารละลายบฟัเฟอร์ไม่พบไซโตพลาสต์ (ตารางท่ี 2) ส าหรับระยะเวลาการให้สาร
พบว่าไม่มีอิทธิพลต่อทั้งเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ (P = 0.607; P = 0.807; 
ตารางภาคผนวกท่ี 6 และ 7 ตามล าดบั; ตารางท่ี 3) การให้ cytochalasin B นาน 1 หรือ 2 ชัว่โมง     
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โปรโตพลาสตย์งัคงมีเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตสูงไม่ต่างกนั คือ 87.91 และ 88.98 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
เช่นเดียวกบัเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต์ท่ีไม่พบความแตกต่างทางสถิติ คือ 4.62 และ 4.18 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ตารางท่ี 3) 
  

ตารางที่ 2 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B ความ
 เขม้ขน้ 0, 20 และ 40 µg/ml แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

Cytochalasin B (µg/ml) ความมชีีวติ (%)1/ ไซโตพลาสต์ (%) 
ความมีชีวติเร่ิมตน้ 91.63 - 

0 90.13  ±  2.28 0.00  ±  0.00 b 
20 85.98  ±  1.97 5.65  ±  1.89 a 
40 86.03  ±  1.69 7.55  ±  1.63 a 

F-test ns * 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

ตารางที่ 3 เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B เป็นเวลา 1 และ 
 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983  

เวลา (ช่ัวโมง) ความมชีีวติ (%)1/ ไซโตพลาสต์ (%) 
1 87.91  ±  1.52 4.62  ±  1.57 
2 88.98  ±  1.36 4.18  ±  1.64 

F-test ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 
 นอกจากน้ี ไม่พบปฏิสัมพนัธ์ในทางสถิติระหว่างความเขม้ขน้ cytochalasin B และ
ระยะเวลาการใหส้ารต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ดว้ยเช่นกนั (P = 0.985;      
P = 0.592; ตารางภาคผนวกท่ี 6 และ 7 ตามล าดบั; ตารางท่ี 4) การให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้ 
20 และ 40 µg/ml เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง ยงัคงให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตไม่แตกต่างกบัความ        
มีชีวิตเร่ิมต้นและการให้สารละลายบัฟเฟอร์ (0 µg/ml) อย่างไรก็ดี การให้ cytochalasin B มี
แนวโน้มท าให้ความมีชีวิตลดลง เห็นไดช้ดัจากเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตต ่าสุด  4 อนัดบัแรก พบใน 
ทรีตเมนต์ท่ีมีการให้ cytochalasin B ทั้งส้ิน คือ 84.93, 85.55, 86.41 และ 87.14 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับ
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เปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต ์การให ้cytochalasin B ท่ีความเขม้ขน้ 40 µg/ml เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นต์
ไซโตพลาสต์สูงสุด คือ 8.34 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่แตกต่างอย่างชดัเจนกบัการให้ cytochalasin B ใน  
ทรีตเมนตอ่ื์น ๆ (20 และ 40 µg/ml) ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสตอ์ยูใ่นช่วง 4.19-7.10 เปอร์เซ็นต ์แต่
พบความแตกต่างกบัการใหส้ารละลายบฟัเฟอร์ซ่ึงไม่พบไซโตพลาสต ์(ตารางท่ี 4)  
 

ตารางที่ 4 เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต ์เมื่อให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้    
 0, 20 และ 40 µg/ml เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ ์
 PI441983  

Cytochalasin B (µg/ml) เวลา (ช่ัวโมง) ความมชีีวติ (%)1/ ไซโตพลาสต์ (%) 
ความมีชีวติเร่ิมตน้ - 91.63 - 

0 
1 89.53   ±   3.56 0.00    ±    0.00 
2 90.73   ±   3.60 0.00    ±    0.00 

20 
1 85.55   ±   2.80 7.10    ±    3.30 
2 86.41   ±   3.36 4.19    ±    2.18 

40 
1 84.93   ±   3.27 6.76    ±    1.63 
2 87.14   ±   1.52 8.34    ±    3.16 

F-test  ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 

1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 
 จากการทดลองขา้งตน้จะเห็นไดว้่าเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสตย์งัอยูใ่นระดบัต ่าไม่เพียงพอ
ส าหรับน าไปใชป้ระโยชน์ ประกอบกบัการให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ 40 µg/ml มีแนวโนม้ให้
ไซโตพลาสตม์ากกว่าและมีเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตไม่แตกต่างทางสถิติกบัความมีชีวิตเร่ิมตน้ ดงันั้น 
การเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ cytochalasin B อาจเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไซโตพลาสตไ์ด ้จึงท าการ
ทดสอบเพ่ิมเติมโดยเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ cytochalasin B ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 ความเขม้ขน้ cytochalasin B มีผลต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ 
(P < 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 8; ตารางท่ี 5; ภาพภาคผนวกท่ี 1) โดยความเขม้ขน้ cytochalasin B 
ท่ีเพ่ิมข้ึนส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตลดลงอยา่งต่อเน่ืองเป็นล าดบั การให้ cytochalasin B ความ
เขม้ขน้สูง 200 µg/ml ท าใหโ้ปรโตพลาสตม์ีความมีชีวิตต ่าสุดเพียง 33.04 เปอร์เซ็นต ์แตกต่างอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติกบัการให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้อ่ืน (20, 40 และ 100 µg/ml) การให้สาร 
ละลายบฟัเฟอร์ (0 µg/ml) และความมีชีวิตเร่ิมตน้ โดยเม่ือเปรียบเทียบกบัความมีชีวิตเร่ิมตน้ (92.07 
เปอร์เซ็นต)์ cytochalasin B ความเขม้ขน้ 200 µg/ml ท าใหโ้ปรโตพลาสตม์ีเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิต 
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ลดลงถึง 2.79 เท่า เช่นเดียวกบัท่ีความเขม้ขน้ 100 µg/ml ซ่ึงใหเ้ปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตต ่าสุดล  าดบัท่ี 2 
(46.37 เปอร์เซ็นต์) โดยพบความมีชีวิตลดลงถึง 1.99 เท่า ส าหรับการให้ cytochalasin B ความ
เขม้ขน้ต ่า คือ 20 และ 40 µg/ml ต่างมีผลต่อเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (84.15 
และ 81.58 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) โดยทั้งสองความเขม้ขน้ท าใหค้วามมีชีวิตลดลงเล็กน้อย แต่ยงัคง
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับความมีชีวิตเร่ิมต้น โดยเฉพาะท่ี 40 µg/ml ซ่ึงพบว่าให้ผล
แตกต่างกบัการใหส้ารละลายบฟัเฟอร์ดว้ย (ตารางท่ี 5) นอกจากน้ี ความเขม้ขน้ cytochalasin B ท่ี
ต่างกันมีผลต่อเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติดว้ย (P < 0.0001; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 9; ตารางท่ี 5; ภาพภาคผนวกท่ี 1) โดยความเขม้ขน้ cytochalasin B ท่ีเพ่ิมข้ึนมีแนวโน้ม
ท าให้เกิดไซโตพลาสต์มากข้ึนเป็นล าดบั การให้ cytochalasin B ความเข้มขน้สูง (100 และ 200 
µg/ml) ให้เปอร์เซ็นต์การเกิดไซโตพลาสต์สูงสุดซ่ึงไม่แตกต่างกนั (9.24 และ 9.65 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั) แต่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญักบัการให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ต ่า (20 และ 
40 µg/ml) และการให้สารละลายบัฟเฟอร์ (0 µg/ml) อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์      
ไซโตพลาสตท่ี์สูงท่ีสุด (200 µg/ml) และต ่าท่ีสุด (20 µg/ml) กลบัพบความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์   
การเกิดไซโตพลาสตเ์พียง 1.97 เท่า เท่านั้น ทั้งท่ีความเขม้ขน้ท่ีใชแ้ตกต่างกนัถึง 10 เท่า (ตารางท่ี 5) 
    
ตารางที่ 5 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้สาร cytochalasin B ความเขม้ขน้ 
 0, 20, 40, 100 และ 200 µg/ml แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

Cytochalasin B (µg/ml)               ความมชีีวติ (%)1/ ไซโตพลาสต์ (%) 
ความมีชีวติเร่ิมตน้       92.07 a - 

0                 87.99  ±  0.73  ab 0.20  ±  0.20  c 
20                84.15  ±  0.58  bc 4.90  ±  0.92  b 
40                81.58  ±  1.96  c 5.98  ±  0.59  b 
100                46.37  ±  3.64  d 9.24  ±  1.07  a 
200                33.04  ±  2.26  e 9.65  ±  0.47  a 

F-test ** ** 
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 
โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT 

 
 ส าหรับระยะเวลาการให ้cytochalasin B พบว่าไม่มีอิทธิพลในทางสถิติต่อทั้งเปอร์เซ็นต์
ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ (P = 0.167; P = 0.457; ตามล าดบั; ตารางภาคผนวกท่ี 8 
และ 9 ตามล าดบั; ตารางท่ี 6) การให ้cytochalasin B นาน 1 หรือ 2 ชัว่โมง ต่างส่งผลใหเ้ปอร์เซ็นต ์
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ความมีชีวิตลดลงแต่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ คือ 72.03 และ 69.71 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั อยา่งไรกต็าม  
การให้ cytochalasin B นาน 2 ชั่วโมง มีแนวโน้มท าให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตลดลงมากกว่า 
เช่นเดียวกบัเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต์ท่ีระยะเวลาให้ผลผลิตไซโตพลาสต์ไม่แตกต่างกนั แต่การให ้
cytochalasin B นาน 2 ชัว่โมง มีแนวโนม้ใหผ้ลผลิตไซโตพลาส์ไดม้ากกว่า (6.23 เปอร์เซ็นต)์ (ตารางท่ี 6) 
 
ตารางที่ 6  เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ เมื่อให้ cytochalasin B เป็นเวลา 1 
 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

เวลา (ช่ัวโมง)  ความมชีีวติ (%)1/  ไซโตพลาสต์ (%) 
1 72.03  ±  5.41 5.76  ±  1.01 
2 69.71  ±  5.74 6.23  ±  1.01 

F-test ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 

 เมื่อพิจารณาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างความเข้มขน้ cytochalasin B และระยะเวลาการให ้
cytochalasin B พบว่าไม่มีอิทธิพลในทางสถิติต่อทั้งเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโต-
พลาสต ์(P = 0.719; P = 0.220; ตามล าดบั; ตารางภาคผนวกท่ี 8 และ 9 ตามล าดบั; ตารางท่ี 7) การ
ให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้สูง 100 และ 200 µg/ml ท าให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตลดลงอย่าง
ชดัเจน (31.61-48.92 เปอร์เซ็นต์) คิดเป็น 2.67 และ 2.91 เท่า ตามล าดบั ของความมีชีวิตเร่ิมต้น 
(92.07 เปอร์เซ็นต์) แตกต่างกบัการให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้ต ่า 20 และ 40 µg/ml การให้
สารละลายบฟัเฟอร์ (0 µg/ml) และเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตเร่ิมตน้ ในขณะท่ี cytochalasin B ความ
เข้มข้น 20 และ 40 µg/ml มีผลเพียงเล็กน้อยต่อความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ (78.28-84.87 
เปอร์เซ็นต์) จึงไม่แตกต่างกบัการให้สารละลายบัฟเฟอร์และความมีชีวิตเร่ิมต้น ยกเวน้การให ้
cytochalasin B ความเขม้ขน้ 40 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง เม่ือพิจารณาผลการทดลองจะเห็นไดว้่าการ 
ให ้cytochalasin B (20, 40, 100 และ 200 µg/ml) ร่วมกบัการใชร้ะยะเวลาในการใหส้ารนาน  2 ชัว่โมง 
มีแนวโนม้ท าใหเ้ปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตลดลงมากกว่าการให้สารนาน 1 ชัว่โมง ส าหรับเปอร์เซ็นต์
ไซโตพลาสต ์การให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้สูง 100 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง และ 200 µg/ml นาน 
1 ชัว่โมง สามารถให้เปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์สูงสุดถึง 10.55 และ 10.60 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ       
ไม่แตกต่างกบัการให ้cytochalasin B ท่ี 100 µg/ml นาน 1 ชัว่โมง และ 200 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง แต่
พบว่าแตกต่างกบัการให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ต ่า (20 และ 40 µg/ml) และการให้สารละลาย
บฟัเฟอร์ อยา่งไรก็ดี ไม่พบความแตกต่างระหว่างเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสตจ์ากการให ้cytochalasin B 
ความเขม้ขน้ต ่า (5.70-6.20 เปอร์เซ็นต)์ กบัการให้ cytochalasin B ท่ี 100 µg/ml นาน 1 ชัว่โมง และ 
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200 µg/ml นาน 2 ชัว่โมง ซ่ึงให้เปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ 7.94 และ 8.71 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ยกเวน้การให้ cytochalasin B ท่ี 20 µg/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท่ีให้เปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ต  ่าสุด 
4.10 เปอร์เซ็นต์ นอกจากน้ีพบว่าการให้ cytochalasin B ร่วมกบัการใชร้ะยะเวลาในการให้สาร 2 
ชัว่โมง มีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสตม์ากกว่าการใชร้ะยะเวลา  1 ชัว่โมง (ตารางท่ี 7) 
 จากการทดสอบขา้งตน้จะเห็นไดว้่า แมก้ารเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ cytochalasin B ไปถึง 
100 และ 200 µg/ml จะสามารถเพ่ิมเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์และให้เปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์สูงสุด 
แต่ก็เป็นการเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยประมาณ 1.7 เท่า ของการให้ cytochalasin B ความเข้มข้นต ่า       
40 µg/ml เป็นเวลา 2 ชัว่โมง เท่านั้น ในขณะเดียวกนักลบัท าให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตลดลงเกือบ     
3 เท่า ท าให้ผลิตไซโตพลาสต์ไดใ้นระดับท่ีไม่เพียงพอส าหรับการน าไปใชป้ระโยชน์ จึงยงัไม่
เหมาะสมส าหรับใชผ้ลิตไซโตพลาสตเ์พื่อการรวมโปรโตพลาสต์ 
 
ตารางที่ 7 เปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นตไ์ซโตพลาสต ์เมื่อให ้cytochalasin B  ความเขม้ขน้ 
 0, 20, 40, 100 และ 200 µg/ml เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง แก่โปรโตพลาสต ์ใบทานตะวนั
 สายพนัธุ ์PI441983  

Cytochalasin B (µg/ml) เวลา (ช่ัวโมง) ความมชีีวติ (%)1/ ไซโตพลาสต์ (%) 
ความมีชีวติเร่ิมตน้ -            92.07 - 

0  
1     87.64   ±   0.82      0.39    ±   0.39   
2     88.34   ±   1.37      0.00    ±   0.00   

20  
1     84.18   ±   0.39      4.10    ±   0.45   
2     84.11   ±   1.25      5.70    ±   1.85   

40  
1     84.87   ±   1.29      5.77    ±   1.06   
2     78.28   ±   2.59      6.20    ±   0.77   

100 
1     48.92   ±   5.13      7.94    ±   1.99   
2     43.82   ±   5.77      10.55  ±   0.11  

200 
1     34.47   ±   3.56      10.60  ±   0.34  
2     31.61   ±   3.27       8.71   ±   0.31   

F-test  ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
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 4.1.2 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการยบัยั้งไซโตพลาสซึม 
 ยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ี
มีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั 10A ดว้ยสารเคมี iodoacetic acid โดยศึกษาอิทธิพลของความเขม้ข้น 
iodoacetic acid และระยะเวลาการใหส้ารท่ีมีต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมซ่ึงจะส่งผล
ต่อการเจริญและพฒันาของโปรโตพลาสต์เม่ือน าไปเพาะเล้ียง โปรโตพลาสต์ท่ีมีไซโตพลาสซึม   
เสียสภาพการท างานจะไม่สามารถแบ่งเซลลห์รือแบ่งเซลลอ์ย่างต่อเน่ืองเพื่อพฒันากลุ่มโคโลนีได ้
ดงันั้น การยบัย ั้งท่ีมีประสิทธิภาพควรให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์และพฒันาโคโลนีในระดบัต ่า  
ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
 - การแบ่งเซลล์ 
 ความเขม้ขน้ iodoacetic acid มีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลอ์ย่างมีนัยส าคญัยิ่ง
ทางสถิติตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ท่ี 10, 20, 30 และ 40 วนั (P < 0.0001;              
P < 0.0001; P < 0.0001; P < 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 10-13 ตามล าดบั; ตารางท่ี 8; ภาพภาคผนวก
ท่ี 2) โดยพบว่าความเขม้ขน้ iodoacetic acid ท่ีเพ่ิมข้ึนมีแนวโน้มส่งเสริมการยบัย ั้งการท างานของ  
ไซโตพลาสซึม ท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลล์ดลงอยา่งต่อเน่ืองในรูปแบบเดียวกนัตลอดช่วงการ
บนัทึกผล (10, 20, 30 และ 40 วนั) โดยการให้ iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 4.5 mM มีผลยบัย ั้ง
สูงสุดเน่ืองจากพบเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลต์  ่าสุด 3.15, 10.09, 9.81 และ 12.29 เปอร์เซ็นต์ เมื่อ
เพาะเล้ียงนาน 10, 20, 30 และ 40 วนั ตามล าดบั ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบัการให ้
iodoacetic acid ความเขม้ขน้ต ่า คือ 1.5 mM ท่ี 20-40 วนั แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติกับความเข้มข้น 3.0 mM ส่วนการไม่ให้ iodoacetic acid กับโปรโตพลาสต์ ได้แก่ 
nontreated protoplasts และการให้สารละลาย W5 (0 mM iodoacetic acid) มีเปอร์เซ็นต์การแบ่ง
เซลลสู์งสุดไม่แตกต่างกนัท่ี 10-30 วนั แต่จะพบว่าแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กบัโปรโตพลาสต์ท่ีมีการให้ iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM) จากการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์  
นาน 40 วนั จะเห็นไดว้่า iodoacetic acid ทุกความเขม้ขน้ คือ 1.5, 3.0 และ 4.5 mM มีผลท าให้
เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลล์ดลงไดม้ากถึง 1.58, 2.80 และ 3.30 เท่า ตามล าดบั เมื่อเปรียบเทียบกบั   
การใหส้ารละลาย W5 (ตารางท่ี 8)  
 อย่างไรก็ตาม ระยะเวลาท่ีใชใ้นการให้ iodoacetic acid ไม่มีอิทธิพลต่อการยบัย ั้งการ
ท างานของไซโตพลาสซึม ดงันั้น จึงไม่พบความแตกต่างทางสถิติระหว่างเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล ์ 
ท่ี 15 และ 20 นาที ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตท่ี์ 10, 20, 30 และ 40 วนั (P = 0.660; 
P = 0.667; P = 0.517; P = 0.918; ตารางภาคผนวกท่ี 10-13 ตามล าดบั; ตารางท่ี 9) และจากการ
เพาะเล้ียงตลอด 40 วนั พบการแบ่งเซลล ์30.13 และ 29.79 เปอร์เซ็นต์ เมื่อใชร้ะยะเวลา 15 และ 20 
นาที ตามล าดบั (ตารางท่ี 9)  
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ตารางที่ 8  เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให ้iodoacetic acid  ความเขม้ขน้ 
 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A   

Iodoacetic acid (mM) 
การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

        10 วัน          20 วัน           30 วัน       40 วัน 
Nontreated protoplasts 19.04 ± 3.06  a 33.12 ± 3.98  a 41.80 ± 2.48  a 55.03 ± 3.40  a 

0 (W5 Solution) 13.90 ± 2.11  a 33.86 ± 4.29  a 35.69 ± 4.60  a 40.59 ± 3.96  b 
1.5 7.79 ± 1.76  b 21.63 ± 3.74  b 23.94 ± 2.46  b 25.72 ± 5.07  c 
3.0 4.76 ± 0.84  b  11.95 ± 1.72  bc     15.43 ± 2.47  bc 14.49 ± 1.82  d 
4.5 3.15 ± 0.65  b 10.09 ± 1.83  c  9.81 ± 2.26  c 12.29 ± 1.54  d 

F-test ** ** ** ** 
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 
โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT 

  
ตารางที่ 9 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ10, 20, 30 และ 40 วนั เม่ือให ้iodoacetic acid แก่โปรโต-
 พลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A เป็นเวลา 15 และ 20 นาที 

เวลา (นาท)ี 
การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

        10 วนั       20 วนั     30 วนั    40 วนั 
15 10.13 ±  1.81 23.44  ±  3.21 24.75  ±  3.48 30.13  ±  4.62 
20 9.32   ±  1.75 22.01  ±  3.15 26.79  ±  3.84 29.79  ±  4.76 

F-test ns ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 
 นอกจากน้ี ไม่พบปฏิสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ iodoacetic acid และระยะเวลาการให ้
iodoacetic acid ต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมตลอดช่วงการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ท่ี 
10, 20, 30 และ 40 วนั ดว้ยเช่นกนั (P = 0.994; P = 0.961; P = 1.000; P = 0.639; ตารางภาคผนวกท่ี 
10-13 ตามล าดับ; ตารางท่ี 10) ซ่ึงจะเห็นไดว้่า เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลม์ีแนวโน้มไปในทิศทาง
เดียวกนัคือเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงโดยเฉพาะในช่วงแรกซ่ึงเห็นไดช้ดัจากเปอร์เซ็นตก์าร
แบ่งเซลลจ์ากวนัท่ี 10 ถึงวนัท่ี 20 เพ่ิมข้ึนเฉล่ียเกือบ 3 เท่า และมกัพบเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งสุด
ในวนัท่ี 40 ของการเพาะเล้ียง อยา่งไรก็ตาม พบเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลเ์กิดข้ึนในระดบัท่ีแตกต่าง
กนัอย่างชดัเจนเมื่อมีการให้ iodoacetic acid กับโปรโตพลาสต์ โดย iodoacetic acid มีผลท าให้
เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลล์ดลง โดยเฉพาะเมื่อให้ท่ีความเข้มขน้สูง คือ 3.0 และ 4.5 mM ท่ีพบ
เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์สูงสุดท่ี 40 วนั อยู่ระหว่าง 10.65-15.58 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงน้อยมากเมื่อ
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เปรียบเทียบกบั nontreated protoplasts และการใหส้ารละลาย W5 ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งสุด 
อยูร่ะหว่าง 39.30-55.03 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 10) และส าหรับการให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ต ่า 
(1.5 mM) แมจ้ะมีเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลไ์ม่แตกต่างอยา่งชดัเจนกบัการใหส้ารละลาย W5 แต่กลบั
พบว่ามีเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งสุดท่ี 40 วนั ต ่ากว่า 1.27-1.34 เท่า ในขณะท่ีเมื่อเปรียบเทียบกบั 
nontreated protoplasts ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งสุด คือ 55.03 เปอร์เซ็นต์ พบความแตกต่าง
อยา่งชดัเจน โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลต์  ่ากว่าถึง 1.77 เท่า (ตารางท่ี 10) 
  
ตารางที่ 10 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 10, 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid ความ
 เขม้ขน้ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 นาที แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อน
 ทานตะวนัสายพนัธุ ์10A   

Iodoacetic acid 
(mM) 

เวลา 
(นาที) 

การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

      10 วัน        20 วัน         30 วัน       40 วัน 
Nontreated 
protoplasts -  19.04 ±  4.68    33.12  ±  6.08    41.80  ±  3.92  55.03  ±  5.37  

0                     
(W5 solution) 

15  13.99 ±  3.45    34.78  ±  6.61    34.49  ±  6.09   41.55  ±  5.73  
20  13.81 ±  2.96    32.95  ±  6.46    37.30  ±  8.46   39.30  ±  6.55  

1.5 
15  8.91   ±  3.29    24.39  ±  6.06    25.20  ±  3.10   31.04  ±  9.77  
20  6.68   ±  1.66    17.95  ±  3.54    22.69  ±  4.36   20.41  ±  2.13  

3.0 
15  5.45   ±  1.61    12.29  ±  3.62    14.74  ±  4.34   15.08  ±  2.50  
20  4.07   ±  0.66    11.69  ±  1.92    16.12  ±  3.34   13.89  ±  3.16  

4.5 
15  3.29   ±  1.23    9.83    ±  1.40    9.37    ±  2.76   10.65  ±  1.70  
20  3.02   ±  0.65    10.44  ±  4.42    10.69  ±  5.46   15.58  ±  1.52  

F-test            ns ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
 
 - การสร้างโคโลนี 
 หลังการเพาะเล้ียงนาน 20 วัน พบการพฒันาเป็นกลุ่มโคโลนีโดยความเข้มข้น 
iodoacetic acid มีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติตลอด 20, 30 
และ 40 วนัของการเพาะเล้ียง (P < 0.0001; P < 0.0001; P < 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 14-16 
ตามล าดบั; ตารางท่ี 11; ภาพภาคผนวกท่ี 3) ซ่ึงจะเห็นไดว้่าการให้ iodoacetic acid ซ่ึงมีผลยบัย ั้ง   
การท างานของไซโตพลาสซึมแก่โปรโตพลาสต์ส่งผลให้โปรโตพลาสต์เกิดการพฒันาไปเป็น         
โคโลนีลดลง และการลดลงดงักล่าวมีแนวโน้มเพ่ิมข้ึนตามความเขม้ขน้ iodoacetic acid ท่ีเพ่ิมข้ึน 
(ตารางท่ี 11) โดยการให้ iodoacetic acid ทุกความเข้มข้น คือ 1.5, 3.0 และ 4.5 mM ต่างให้
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เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่าไม่แตกต่างกนัในทางสถิติตลอดการบนัทึกผล ยกเวน้ท่ี 20 วนัของ
การเพาะเล้ียง ซ่ึงพบว่า iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 1.5 mM มีเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี (3.93 
เปอร์เซ็นต์) มากกว่าท่ี 3.0 และ 4.5 mM อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (0.50 และ 0.42 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั) อย่างไรก็ดี พบว่าเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัยิ่ง     
ทางสถิติระหว่างการให ้iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM) กบั nontreated protoplasts และการ
ใหส้ารละลาย W5 (0 mM iodoacetic acid) โดยเม่ือเพาะเล้ียงนาน 40 วนั พบการสร้างโคโลนีสูงสุด 
33.09 เปอร์เซ็นต์ ใน nontreated protoplasts ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับการให้
สารละลาย W5 ท่ีมีการสร้างโคโลนี 20.94 เปอร์เซ็นต์ และการให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้ 
1.5, 3.0 และ 4.5 mM ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี 7.32, 2.75 และ 1.09 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 11)  
 
ตารางที่ 11 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid  ความเขม้ขน้ 
 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Iodoacetic acid (mM) 
การสร้างโคโลนี (%)1/ 

20 วนั 30 วนั 40 วนั 
Nontreated protoplasts 7.66  ±  1.02  a 19.23  ±  0.25 a 33.09  ±  3.06  a 

0 (W5 Solution) 9.07  ±  1.57  a 15.72  ±  2.87 a 20.94  ±  3.27  b 
1.5 3.93  ±  1.46  b   5.43   ±  0.70  b  7.32   ±  2.13   c 
3.0 0.50  ±  0.15  c   1.53   ±  0.22  b  2.75   ±  0.86   c 
4.5 0.42  ±  0.27  c   0.99   ±  0.36  b  1.09   ±  0.58   c 

F-test ** ** ** 
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 
โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT 

 
 ส าหรับระยะเวลาการให้ iodoacetic acid พบว่าไม่มีอิทธิพลต่อความแตกต่างของ
เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีเกิดข้ึนตลอดการทดลอง (P = 0.086; P = 0.756; P = 0.523; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 14-16 ตามล าดบั; ตารางท่ี 12) โดยตลอดการเพาะเล้ียงนาน 40 วนั พบการสร้างโคโลนี 
13.94 และ 12.50 เปอร์เซ็นต์ เมื่อใชร้ะยะเวลาในการให้ iodoacetic acid นาน 15 และ 20 นาที 
ตามล าดบั (ตารางท่ี 12)  
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ตารางที่ 12 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid แก่         
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A เป็น เวลา 15 และ 20 นาที 

เวลา (นาท)ี 
การสร้างโคโลนี (%)1/ 

20 วนั 30 วนั 40 วนั 
15 5.36  ±  1.16 8.60  ±  2.10 13.94  ±  3.28 
20 3.66  ±  0.96 9.07  ±  2.23 12.50  ±  3.71 

F-test ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 

 นอกจากน้ี ไม่พบปฏิสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ iodoacetic acid และระยะเวลาการให ้
iodoacetic acid ท่ีมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ี 20, 30 และ 40 วนัของการเพาะเล้ียงดว้ย
เช่นกนั (P = 0.382; P = 1.000; P = 0.655; ตารางภาคผนวกท่ี 14-16 ตามล าดบั; ตารางท่ี 13) โดย    
โปรโตพลาสตใ์นทุกทรีตเมนตมี์แนวโนม้สร้างโคโลนีเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการเพาะเล้ียงและพบ
การสร้างโคโลนีสูงสุดในวนัท่ี 40 nontreated protoplasts และการให้สารละลาย W5 (0 mM 
iodoaceti acid) ต่างใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงและไม่แตกต่างกนั นอกจากน้ียงัพฒันาไปเป็น
โคโลนีไดม้ากกว่าโปรโตพลาสต์ท่ีมีการให้ iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM) ตลอดการ
ทดลอง โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือมีการให้ iodoacetic acid นาน 20 นาที และ/หรือการให้ iodoacetic 
acid ความเขม้ขน้สูง 3.0 และ 4.5 mM โดยระยะทา้ยสุดของการเพาะเล้ียงท่ี 40 วนั พบการสร้าง
โคโลนีสูงสุดใน nontreated protoplasts คือ 33.09 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่แตกต่างอย่างชดัเจนกบัการให้
สารละลาย W5 นาน 15 นาที (22.73 เปอร์เซ็นต)์ แต่แตกต่างจากทรีตตเ์มนตอ่ื์น ๆ อยา่งไรก็ดี พบว่า
เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีระหว่างการใหส้ารละลาย W5 ดว้ยระยะเวลาต่างกนัไม่มีความแตกต่าง
กนั ส าหรับโปรโตพลาสต์ท่ีมีการให้ iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 
นาที) พบเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีไม่แตกต่างกนั โดยการให้ iodoacetic acid ความเขม้ขน้ต ่า      
1.5 mM นาน 15 นาที มีเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีสูงสุด คือ 10.93 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงน้อยกว่า 
nontreated protoplasts 3.03 เท่า แต่ไม่แตกต่างอย่างชดัเจนกบัการให้สารละลาย W5 นาน 20 นาที 
ซ่ึงมีการสร้างโคโลนีมากกว่า 1.70 เท่า อย่างไรก็ตาม เม่ือเพ่ิมระยะเวลาการให้ iodoacetic acid    
(1.5 mM) เป็น 20 นาที พบเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่ากว่า nontreated protoplasts ถึง 8.94 เท่า 
ในขณะท่ีการให้ iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 3.0 และ 4.5 mM ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี
สูงสุดเพียง 2.93 และ 1.32 เปอร์เซ็นต ์เท่านั้น (ตารางท่ี 13)  
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ตารางที่ 13 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ20, 30 และ 40 วนั เมื่อให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้  
  0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 นาที แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน

 ทานตะวนัสายพนัธุ ์10A   
Iodoacetic acid 

(mM) 
เวลา  

(นาท)ี 
การสร้างโคโลนี (%)1/ 

       20 วนั        30 วนั       40 วนั 
Nontreated 
protoplasts 

- 7.66    ±   1.55   19.23  ±   0.39  33.09  ±   4.83   

0  
(W5 solution) 

15 10.69  ±   2.73   15.62  ±   4.52   22.73  ±   4.82   

20 7.46    ±   1.54   15.84  ±   4.12   18.56  ±   4.87   

1.5 
15 6.03    ±   1.96   5.86    ±   1.21   10.93  ±   2.91   

20 1.12    ±   0.58   4.99    ±   0.90   3.70    ±   1.09   

3.0 
15 0.46    ±   0.23   1.80    ±   0.10   2.93    ±   0.88   

20 0.53    ±   0.23   1.27    ±   0.40   2.56    ±   1.70   

4.5 
15 0.74    ±   0.43   0.74    ±   0.48   1.32    ±   0.85   

20 0.00    ±   0.00   1.50    ±   0.39   0.64    ±   0.64   

F-test  ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
 

 จากการทดลองขา้งตน้พบว่า การให ้iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM) แก่โปรโต-
พลาสต์มีผลท าให้การแบ่งเซลล์และพฒันาเป็นโคโลนีลดลงได ้โดยเฉพาะท่ีความเขม้ขน้สูง 3.0 
และ 4.5 mM ซ่ึงพบการแบ่งเซลล์และการสร้างโคโลนีต ่ามาก จึงอาจประเมินได้ว่ามีการยบัย ั้ง       
ไซโตพลาสซึมไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาการใช้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ต ่า 1.5 mM โดยเฉพาะเมื่อใชร่้วมกบัเวลาการใหส้ารนาน 20 นาที จะเห็นไดว้่ามีศกัยภาพสูง
ท่ีจะยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมดว้ยเช่นกนั เพราะแมจ้ะใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์(40 วนั) 
สูงกว่าการให้ iodoacetic acid ท่ี 3.0 และ 4.5 mM แต่ก็เพียงเล็กน้อยและยงัคงให้เปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีต ่ามา ประกอบกบัมีส่ิงส าคญัท่ีตอ้งพิจารณาร่วมคือ iodoacetic acid มีความเป็นพิษต่อ
โปรโตพลาสต ์ดงันั้น การให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้สูงอาจท าใหโ้ปรโตพลาสต์ตายจึงไม่เกิด
การพฒันา ดว้ยเหตุน้ีจึงเลือกใช ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 1.5 mM ร่วมกบัระยะเวลา 20 นาที 
ส าหรับผลิต recipient parent ส าหรับการรวมโปรโตพลาสตต่์อไป 
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4.2 การศึกษาปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ด้วยสารเคมี PEG 
 ท าการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนั   
สายพนัธุท่ี์มีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั 10A และโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุท่ี์มีไซโตพลาสซึม
ปกติ PI441983 ดว้ยการใชส้ารเคมี PEG 8000 โดยศึกษาอิทธิพลของระดบัความเขม้ขน้ PEG และ
ระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ เพื่อพัฒนาวิธีการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ท่ีมี
ประสิทธิภาพ สามารถใหเ้ปอร์เซ็นต ์binary fusion สูงสุด และเกิด multi fusion ต ่า (ภาพท่ี 7) ไดผ้ล
การทดลองดงัน้ี 

 

 

 
ภาพที่ 7 โปรโตพลาสต์ผสมระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธ์ุ 10A และ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธ์ุ PI441983 (A) และการรวมกันแบบ binary และ 
 multi fusion (B) 

 

 ความเขม้ขน้ PEG 8000 มีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด binary fusion อย่างมีนัยส าคญัยิ่ง
ทางสถิติ (P = 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 17; ตารางท่ี 14; ภาพภาคผนวกท่ี 4) โดยความเขม้ขน้   
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PEG 8000 ท่ีเพ่ิมข้ึนท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion สูงข้ึน โดยการใช ้PEG 8000 ท่ีความเขม้ขน้ 20 
เปอร์เซ็นต ์ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion สูงสุด คือ 25.10 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่แตกต่างทางสถิติ
และให้ค่าใกลเ้คียงมากกบัการใช ้PEG 8000 ท่ีความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเกิด binary fusion 
25.09 เปอร์เซ็นต ์แต่ใหผ้ลแตกต่างทางสถิติกบัการไม่ใช้ (0% (w/v) PEG 8000) และใช ้ PEG 8000 
ความเขม้ขน้ต ่า (10% (w/v) PEG 8000) อยา่งไรก็ตาม ความเขม้ขน้ PEG 8000 ท่ีต่างกนัไม่มีผลต่อ
เปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ในทางสถิติ (P = 0.055; ตารางภาคผนวกท่ี 18; ตารางท่ี 14; ภาพ
ภาคผนวกท่ี 4) แมพ้บว่าการใช ้PEG 8000 ท่ีความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต์ มีแนวโน้มชกัน าการเกิด 
multi fusion สูงท่ีสุด (ตารางท่ี 14)  
 

ตารางที่ 14 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต ์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ดว้ย PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 30% (w/v) 

PEG 8000 (% ( w/v))  Binary fusion (%)1/  Multi fusion  (%) 

0 13.60  ±  1.26 c 16.26  ±  1.90 
10 19.65  ±  0.97 b 13.91  ±  1.31 
20 25.10  ±  1.12 a 16.26  ±  1.75 
30 25.09  ±  1.16 a 19.03  ±  1.93 

F-test ** ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 ระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์มีอิทธิพลต่อทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ   
multi fusion อย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (P = 0.0007; P = 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 17 และ 18 
ตามล าดับ; ตารางท่ี 15; ภาพภาคผนวกท่ี 5) โดยเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion          
ต่างเพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ให้นานข้ึนเป็นล าดบั การใชร้ะยะเวลา   
ชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ 20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุด คือ 23.28 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึง
ไม่แตกต่างทางสถิติกบัท่ีระยะเวลา 15 นาที แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบัการใชร้ะยะ
เวลานาน 10 นาที โดยมีเปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงกว่า 1.28 เท่า ในขณะท่ีการใชร้ะยะเวลา 20 
นาที ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด multi fusion สูงสุด คือ 21.42 เปอร์เซ็นต์ สูงกว่าทั้งท่ีระยะเวลา 10 และ 
15 นาที 1.88 และ 1.32 เท่า ตามล าดบั (ตารางท่ี 15) 
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ตารางที่ 15 เปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสตร์ะหวา่ง 
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนั

สายพนัธุ ์PI 441983 ดว้ย PEG 8000 เป็นเวลา 10, 15 และ 20 นาที 
เวลา (นาที)   Binary fusion (%)1/  Multi fusion (%) 

10 18.22  ±  1.74 b 11.39  ±  0.98 c 
15 21.08  ±  1.25 a 16.29  ±  1.32 b 
20 23.28  ±  1.37 a 21.42  ±  1.13 a 

F-test ** ** 
** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 นอกจากน้ี ไม่พบปฏิสมัพนัธร์ะหว่างความเขม้ขน้ PEG 8000 และระยะเวลาชกัน าการรวม           
โปรโตพลาสต์ต่อทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion (P = 0.558;  P = 0.448; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 17 และ 18 ตามล าดบั; ตารางท่ี 16) อย่างไรก็ตาม พบว่าการเพ่ิมทั้งความเขม้ขน้ของ       
PEG 8000 และระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ร่วมกนัมีแนวโน้มให้เปอร์เซ็นต์การเกิด 
binary และ multi fusion มากข้ึน โดยการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย 30% (w/v) PEG 8000 
เป็นเวลา 20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ binary และ multi fusion สูงสุด คือ 27.65 และ 24.28 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดับ อย่างไรก็ดี ไม่พบว่าแตกต่างกับการใช้ PEG 8000 ความเข้มข้นอ่ืน (20 และ 10 
เปอร์เซ็นต์) โดยเฉพาะเมื่อให้ PEG 8000 นาน 20 นาที ส่วนการใช ้0% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 
10 นาที ใหเ้ปอร์เซ็นต ์binary และ multi fusion ต ่าสุด คือ 9.03 และ 9.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ซ่ึง
ส าหรับการเกิด binary fusion พบว่าแตกต่างอยา่งชดัเจนกบัทรีตเมนต์อ่ืน ๆ ในขณะท่ี multi fusion 
มกัพบความแตกต่างอยา่งชดัเจนกบัทรีตเมนตท่ี์มีการใช ้PEG 8000 เป็นเวลานาน (15 และ 20 นาที) 
โดยเฉพาะท่ี 20 นาที (ตารางท่ี 16)  
 จากการชกัน าใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสตข์า้งตน้ พบว่า ปัจจยัทั้งความเขม้ขน้ PEG 8000 
และระยะเวลาชกัน าการรวมโปรโตพลาสตต่์างมีอิทธิพลต่อการเกิดการรวมโปรโตพลาสต์ทั้งสอง
รูปแบบ (binary และ multi fusion) ปัจจยัท่ีเหมาะสมและมีประสิทธิภาพส าหรับใชใ้นการชกัน าการ
รวมโปรโตพลาสตต์อ้งสามารถใหก้ารรวมโปรโตพลาสตแ์บบ binary ซ่ึงน าไปใชป้ระโยชน์ในการ
สร้างพืชลูกผสมในสัดส่วนสูง และมี multi fusion ต ่า จากการทดลองจะเห็นว่า การชกัน าให้เกิด  
การรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย 20% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 15 นาที นอกจากให้เปอร์เซ็นต์ binary 
fusion สูงถึง 26.16 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่ต่างจากการใช ้30% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 20 นาที ท่ีให้
เปอร์เซ็นต ์binary fusion สูงสุดแลว้ (27.65 เปอร์เซ็นต)์ ยงัมีเปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ต  ่ากว่า
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ถึง 1.87 เท่าดว้ย (ตารางท่ี 16) ดงันั้นจึงเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการรวมโปรโตพลาสต์เพื่อ
สร้างทานตะวนัพนัธุล์กูผสมต่อไป 
 
ตารางที่ 16  เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์   

ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ดว้ย PEG 8000 ความเขม้ขน้ 0, 10, 20 และ 30% (w/v)      
เป็นเวลา 10, 15 และ 20 นาที 

PEG 8000         
(% (w/v)) เวลา (นาที)   Binary fusion (%)1/    Multi fusion (%) 

0 
10      9.03     ±    0.72         9.32    ±    1.94    
15     14.60    ±    1.32       18.28    ±    1.11    
20     17.18    ±    1.90       21.18    ±    3.05    

10 
10     16.80    ±    1.11         9.61    ±    1.10    
15     20.01    ±    1.39       14.15    ±    1.86    
20     22.14    ±    1.57       17.97    ±    1.60    

20 
10     22.98    ±    1.10       13.57    ±    2.43    
15     26.16    ±    1.59       12.96    ±    2.25    
20     26.15    ±    2.79       22.26    ±    2.13    

30 
10     24.06    ±    3.13       13.05    ±    1.80    
15     23.56    ±    0.41       19.78    ±    3.81    
20     27.65    ±    1.27       24.28    ±    1.42    

F-test  ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
 

4.3 การศึกษาอิทธิพลของอาหารและเทคนิคการเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
  ท าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ ์
PI441983 ดว้ยอาหารเพาะเล้ียง L'4M และ L'4M ท่ีมีการดดัแปลงสารควบคุมการเจริญเติบโตไซโตไคนิน 
3 สูตร ไดแ้ก่ L'4M 1, L'4M 2 และ L'4M 3 ร่วมกบัความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ท่ีใชเ้พาะเล้ียง 2 
ระดบั คือ 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพอาหารเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
และได้ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์เพาะเล้ียงท่ีเหมาะสม สามารถส่งเสริมให้โปรโตพลาสต ์    
แบ่งเซลล ์สร้างโคโลนี และพฒันาไปเป็นแคลลสัจ านวนมากได ้ไดผ้ลการทดลองดงัน้ี 
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 4.3.1 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวนัสายพนัธ์ุ 10A 
 - การแบ่งเซลล์ 
 อาหารเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์มีอิทธิพลต่อการแบ่งเซลลใ์นระยะแรกของโปรโตพลาสต์
ล  าตน้อ่อนท่ี 14 และ 21 วนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P = 0.0002; P = 0.0009;  ตารางภาคผนวกท่ี 
19 และ 20 ตามล าดบั; ตารางท่ี 17) โดยอาหาร L'4M ดดัแปลงทั้ง 3 สูตร ไดแ้ก่ L'4M 1, L'4M 2 
และ L'4M 3 ส่งเสริมการแบ่งเซลลท์ั้งท่ี 14 และ 21 วนั ไดดี้ไม่แตกต่างกนั โดยพบการแบ่งเซลล ์
28.36-32.05 และ 45.80-47.89 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั มากกว่าการเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ซ่ึงพบ
การแบ่งเซลล ์20.05 และ 37.56 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ อย่างไรก็ตาม เมื่อ
เพาะเล้ียงไปจนถึง 28 วนั ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล์
เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหารต่างชนิดกนั (P = 0.057; ตารางภาคผนวกท่ี 21; ตารางท่ี 17) อย่างไรก็ดี   
การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร L'4M ยงัคงให้เปอร์เซ็นต์ การแบ่งเซลลต์  ่าสุด คือ 49.13 เปอร์เซ็นต ์
น้อยกว่าท่ีพบในอาหารดดัแปลงสูตร L'4M 2, L'4M 1 และ L'4M 3 ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล ์
54.25, 53.44 และ 51.17 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั นอกจากน้ีการเพาะเล้ียงดว้ยอาหารดดัแปลง L'4M 2 
มีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งสุดตลอด 28 วนัดว้ย (ตารางท่ี 17)  
 
ตารางที่ 17 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ 
 L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A  

อาหาร 
การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

14 วนั 21 วนั 28 วนั 
L'4M 20.05 ± 1.33  b 37.56 ± 1.67  b 49.13 ± 1.14 

L'4M 1 28.93 ± 1.93  a 45.80 ± 2.62  a 53.44 ± 1.98 
L'4M 2 32.05 ± 2.13  a 47.89 ± 2.07  a 54.25 ± 1.50 
L'4M 3 28.36 ± 1.76  a 46.28 ± 2.46  a 51.17 ± 1.37 
F-test ** ** ns 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 ส าหรับความหนาแน่นโปรโตพลาสตพ์บมีผลต่อการแบ่งเซลลอ์ย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ
ตลอด 14, 21 และ 28 วนั (P = 0.003; P= 0.0002; P = 0.005; ตารางภาคผนวกท่ี 19-21 ตามล าดบั; ตาราง
ท่ี 18) โดยระยะแรกท่ี 14 และ 21 วนั การเพาะเล้ียงด้วยความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.       
มีแนวโน้มเกิดการแบ่งเซลลสู์งสุด คือ 29.89 และ 48.12 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แตกต่างจากการ
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เพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. อยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (24.80 และ 40.65 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) แต่เม่ือเพาะเล้ียงนาน 28 วนั พบการแบ่งเซลลสู์งสุดเมื่อเพาะเล้ียงท่ี 3 ×  105 
โปรโตพลาสต์/มล. คือ 54.12 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบัการเพาะเล้ียงท่ี
ความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. (49.88 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงมีการแบ่งเซลลเ์พ่ิมจากวนัท่ี 21 
เพียง 1.76 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 18) 
 
ตารางที่ 18  เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 
  โปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A  

ความหนาแน่น  
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

 14 วนั 21 วนั 28 วนั 
1 ×  105 29.89  ±  1.82  a 48.12  ±  1.78  a 49.88  ±  1.01  b 
3 ×  105 24.80  ±  1.44  b 40.65  ±  1.33  b 54.12  ±  1.01  a 
F-test ** ** ** 

** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

  จากการวิเคราะห์ปฏิสมัพนัธร์ะหว่างชนิดอาหารและความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ พบว่า
ไม่มีผลในทางสถิติต่อเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลต์ลอด 14, 21 และ 28 วนั (P = 0.424; P = 0.416;        
P = 0.897; ตารางภาคผนวกท่ี 19-21 ตามล าดบั; ตารางท่ี 19) โดยเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลข์องทุก 
ทรีตเมนตมี์แนวโนม้เพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการเพาะเล้ียง ซ่ึงท่ี 14 วนั การเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 
ดดัแปลง (L'4M 1, L'4M 2 และ L'4M 3) ท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์
สูงกว่าการใหอ้าหาร L'4M ทั้งท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. (20.59 และ 
19.51 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) และส าหรับอาหาร L'4M ดดัแปลง พบการแบ่งเซลล์สูงสุด 35.95 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือเพาะเล้ียงดว้ย L'4M 2 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. 
ซ่ึงไม่แตกต่างกบัการให้ L'4M 3 และ L'4M 1 ร่วมกับโปรโตพลาสต์ท่ีความหนาแน่นเดียวกัน 
(31.51 และ 31.49 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) นอกจากน้ี การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ท่ีความหนาแน่น  
1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ยงัมีแนวโน้มให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งกว่าท่ี  3 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. ด้วย และเม่ือเพาะเล้ียงนาน 21 วนั พบเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์เพ่ิม 14.56-19.22 
เปอร์เซ็นต ์โดยการใหอ้าหาร L'4M 2 กบัโปรโตพลาสตค์วามหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. 
ยงัคงมีเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งสุด คือ 52.03 เปอร์เซ็นต์ และไม่พบความแตกต่างกบัการให้
อาหาร L'4M 3 และ L'4M 1 ท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. คือ 50.73 และ 50.67 เปอร์เซ็นต ์
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ตามล าดบั อย่างไรก็ดี ทั้งสามทรีตเมนต์ขา้งตน้มีเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งกว่าทรีตเมนต์อ่ืน ๆ 
โดยพบว่าการเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลต์  ่าสุดกบัทุกความหนาแน่น   
โปรโตพลาสต ์นอกจากน้ี การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดว้ยความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. 
ยงัคงมีแนวโนม้เกิดการแบ่งเซลลสู์งกว่าท่ี 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. โดยพบความแตกต่างอย่าง
ชดัเจนเม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหารดดัแปลงทุกชนิด อย่างไรก็ตาม เม่ือเพาะเล้ียงนาน 28 วนั พบการ
แบ่งเซลลเ์พ่ิมไม่มากกบัการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. โดยมีการแบ่ง
เซลลเ์พ่ิมระหว่าง 0.01-8.10 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. พบการแบ่งเซลล์เพ่ิม 11.67-15.27 เปอร์เซ็นต์ และจากการเพาะเล้ียงนาน 28 วนั          
จะเห็นไดว้่าการให้อาหารดดัแปลง L'4M 1 แก่โปรโตพลาสต์ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งท่ีสุด คือ 56.20 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่แตกต่างกับอาหาร   
สูตรอ่ืนยกเวน้อาหาร L'4M 3 และ L'4M ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. 
ซ่ึงให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ต  ่าสุดเป็นสองอนัดับสุดท้าย คือ 48.83 และ 47.14 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (ตารางท่ี 19) 
 

ตารางที่ 19 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลข์องโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A ท่ีอาย ุ
 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลงชนิดต่าง ๆ ท่ี
 ความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 

อาหาร 
ความหนาแน่น 

(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

      14 วนั        21 วนั        28 วนั 

L'4M 
1 ×  105 20.59  ±  0.59   39.04  ±  0.92   47.14  ±  0.60   

3 ×  105 19.51  ±  2.86    36.07  ±  3.31   51.13  ±  1.49   

L'4M 1 
1 ×  105 31.49  ±  1.45    50.67  ±  1.59   50.68  ±  3.32   

3 ×  105 26.37  ±  3.15    40.93  ±  2.84   56.20  ±  1.00   

L'4M 2 
1 ×  105 35.95  ±  1.85   52.03  ±  1.41   52.87  ±  0.78   

3 ×  105 28.14  ±  2.02    43.76  ±  1.52   55.63  ±  2.95   

L'4M 3 
1 ×  105 31.51  ±  1.75   50.73  ±  3.00   48.83  ±  1.08   

3 ×  105 25.20  ±  1.58    41.84  ±  1.21   53.51  ±  1.66   

F-test           ns           ns          ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
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 - การสร้างโคโลนี 
 หลงัเพาะเล้ียงนาน 21 วนัเร่ิมพบการสร้างโคโลนี และในวนัท่ี 28 พบการสร้างโคโลนี 
2.16-15.01 เปอร์เซ็นต ์โดยอาหารเพาะเล้ียงต่างชนิดมีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีอย่างมี
นัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (P = 0.004; ตารางภาคผนวกท่ี 22; ตารางท่ี 20) ซ่ึงพบว่าการเพาะเล้ียงดว้ย
อาหาร L'4M ดดัแปลง (L'4M 1, L'4M 2 และ L'4M 3) มีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูง
และไม่แตกต่างกนัในทางสถิติ (9.34, 8.39 และ 8.58 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) ในขณะท่ีอาหาร L'4M 
ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีต ่าสุด (6.51 เปอร์เซ็นต์) แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติกบั L'4M 
ดดัแปลง อยา่งไรก็ตามในวนัท่ี 35 พบเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีเพ่ิม 10.07-15.43 เปอร์เซ็นต์ โดย
ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหว่างเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีเม่ือเพาะเล้ียงดว้ย
อาหารต่างชนิด (P = 0.507; ตารางภาคผนวกท่ี 23; ตารางท่ี 20) แต่การเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 
ดดัแปลง ยงัคงมีแนวโน้มการพฒันาไปเป็นโคโลนีดีกว่าอาหาร L'4M (21.67-23.82 และ 16.58 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) แต่ในวนัท่ี 42 ของการเพาะเล้ียง ชนิดอาหารมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้าง
โคโลนีอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P = 0.002; ตารางภาคผนวกท่ี 24; ตารางท่ี 20) โดยอาหาร L'4M 
ดดัแปลงใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงกว่า L'4M (23.66 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
โดยพบว่า L'4M 2 ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 34.53 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่แตกต่างทาง
สถิติกบั L'4M 1 (30.18 เปอร์เซ็นต์) แต่สูงกว่าอาหาร L'4M 3 (29.15 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติ  เม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั อาหารมีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีอยา่งมีนยัส าคญัยิง่
ทางสถิติ (P < 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 25; ตารางท่ี 20) ซ่ึงอาหารแต่ละชนิดต่างให้เปอร์เซ็นต์ 
การสร้างโคโลนีแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยอาหารดดัแปลง  L'4M 2 ให้เปอร์เซ็นต ์
การสร้างโคโลนีสูงสุด 37.44 เปอร์เซ็นต์ ในขณะท่ี L'4M ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่าสุด 
27.09 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 20)  
 ส าหรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ พบว่ามีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีใน
วนัท่ี 28 อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (P < 0.0001; ตารางภาคผนวกท่ี 22; ตารางท่ี 21) โดยการ
เพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี (13.15 
เปอร์เซ็นต)์ มากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ถึง 4.05 เท่า แต่ท่ี 35 วนั ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์
ไม่มีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนี (P = 0.570; ตารางภาคผนวกท่ี 23; ตารางท่ี 21) โดยพบ
เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีเพ่ิม 16.74 และ 8.83 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 
และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ตามล าดบั อยา่งไรก็ตาม การเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 
โปรโตพลาสต/์มล. ยงัคงมีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. 
(21.98 และ 19.99 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) ท่ี 42 วนัของการเพาะเล้ียง พบเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนี
เพ่ิม 7.48 และ 9.31 เปอร์เซ็นต ์ท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ตามล าดบั 
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และการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. มีเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงกว่า
ท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.030; ตารางภาคผนวกท่ี 24; ตารางท่ี 21) 
(31.29 และ 27.47 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) และเม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั พบว่า ความหนาแน่น        
โปรโตพลาสต์ท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (P = 
0.0004; ตารางภาคผนวกท่ี 25; ตารางท่ี 21) โดยการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 34.32 เปอร์เซ็นต์ มากกว่าการเพาะเล้ียงท่ี        
1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนี 30.94 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคญัใน 
ทางสถิติ (ตารางท่ี 21) 
 
ตารางที่ 20 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

อาหาร 
การสร้างโคโลนี (%)1/ 

28 วนั 35 วนั 42 วนั 50 วนั 
L'4M 6.51 ± 2.00 b 16.58 ± 2.71 23.66 ± 2.60 c 27.09 ± 1.36 d 

L'4M 1 9.34 ± 2.55 a 21.87 ± 3.54  30.18 ± 1.65 ab 34.18 ± 0.80 b 
L'4M 2 8.39 ± 1.85 a  23.82 ± 3.09 34.53 ± 1.80 a 37.44 ± 0.71 a 
L'4M 3 8.58 ± 2.61 a 21.67 ± 3.05 29.15 ± 1.69 b 31.81 ± 1.49 c 
F-test ** ns ** ** 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 
ตารางที่ 21 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความ
 หนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

ความหนาแน่น 
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การสร้างโคโลนี (%)1/ 
28 วนั 35 วนั 42 วนั 50 วนั 

1 ×  105   3.25 ± 0.31 a 19.99 ± 3.03 27.47 ± 2.17 b 30.94 ± 1.49 a 
3 ×  105 13.15 ± 0.60 b 21.98 ± 0.87 31.29 ± 0.94 a 34.32 ± 1.01 b 
F-test ** ns * ** 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  
 



68 

 

 เม่ือพิจารณาปฏิสมัพนัธร์ะหว่างปัจจยัการเพาะเล้ียงจะเห็นไดว้่าในวนัท่ี 28 พบปฏิสัมพนัธ์
ระหว่างอาหารและความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคัญ 
ทางสถิติ (P = 0.039; ตารางภาคผนวกท่ี 22; ตารางท่ี 22) โดยอาหาร L'4M ดดัแปลง (L'4M 1, L'4M 2 
และ L'4M 3) ส่งเสริมการสร้างโคโลนีดีกว่าอาหาร L'4M ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 
3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.     
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยพบเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีมากกว่าถึง 2.88-5.02 เท่า อย่างไรก็ดี 
เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. การใชอ้าหาร L'4M 1 ให้เปอร์เซ็นต์
การเกิดโคโลนีสูงสุด คือ 15.01 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่แตกต่างทางสถิติกับอาหาร L'4M 3 (14.31 
เปอร์เซ็นต์) แต่แตกต่างทางสถิติกบัอาหาร L'4M 2 และ L'4M (12.45 และ 10.85 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั) ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. อาหาร L'4M 2 
ส่งเสริมให้เกิดการสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 4.32 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงไม่พบความแตกต่างทางสถิติกับ  
L'4M 1 และ L'4M 3 (3.66 และ 2.86 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั) แต่แตกต่างในทางสถิติกบัอาหาร L'4M 
ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่าสุด (2.16 เปอร์เซ็นต์) อย่างไรก็ตาม เมื่อติดตามการพฒันาของ
โคโลนีต่อเน่ืองไปจนถึงวนัท่ี 35, 42 และ 50 ของการเพาะเล้ียง ไม่พบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างอาหาร
และความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์อเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนี (P = 0.994; P = 0.069; P = 0.063; 
ตารางภาคผนวกท่ี 23-25 ตามล าดบั; ตารางท่ี 22) โดยวนัท่ี 35 พบการสร้างโคโลนีเพ่ิม 6.93-18.04 
เปอร์เซ็นต์ และการให้อาหาร L'4M ดดัแปลงยงัคงส่งเสริมการสร้างโคโลนีไดดี้กว่าอาหาร L'4M 
เช่นเดียวกบัการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ซ่ึงยงัคงให้เปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีมากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดว้ยอาหาร L'4M 2 
ทั้งท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. มีเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 
22.16 และ 25.47 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดยไม่พบความแตกต่างกับทรีตเมนต์อ่ืน แต่เมื่อ
เปรียบเทียบกบัอาหาร L'4M ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์เดียวกนัจะพบว่ามีการสร้างโคโลนี 
มากกว่า 1.44 และ 1.43 เท่า ตามล าดบั และท่ี 42 วนั พบการสร้างโคโลนีเพ่ิม 2.83-13.54 เปอร์เซ็นต ์
โดยการเพาะเล้ียงด้วยอาหาร L'4M 2 ร่วมกับความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มี
เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 35.70 เปอร์เซ็นต์ มากกว่าการใชอ้าหาร L'4M 3 และ L'4M     
ท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. (27.51 และ 18.21 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) แต่ไม่พบ
ความแตกต่างอยา่งชดัเจนกบัเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีของทรีตเมนต์อ่ืน ๆ ซ่ึงมีการสร้างโคโลนี 
29.12-33.36 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั จะเห็นไดว้่าอาหาร L'4M 2 ส่งเสริมการสร้าง
โคโลนีไดดี้ท่ีสุดกบัทุกความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ (1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.) 
เน่ืองจากใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงสุด คือ 36.44 และ 38.45 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยการ
เพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 2 ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มีเปอร์เซ็นต์การสร้าง
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โคโลนีสูงแตกต่างอย่างชดัเจนกบัการเพาะเล้ียงดว้ยอาหารชนิดอ่ืน ๆ ในขณะท่ีการให้ L'4M 2 
ร่วมกบัการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มีเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูง
ไม่แตกต่างกบัการใชอ้าหาร L'4M 1 ทั้งท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. และอาหาร L'4M 3 
ท่ี 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ส่วนอาหาร L'4M ยงัคงส่งเสริมการสร้างโคโลนีไดน้้อยท่ีสุดกบัทุก
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ โดยเฉพาะเมื่อใชก้บัความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.       
ซ่ึงมีเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่าสุด (24.54 เปอร์เซ็นต์) แตกต่างอย่างชดัเจนกบัทรีตเมนต์อ่ืน 
อย่างไรก็ตาม เมื่อน าไปใชก้ับความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. พบการสร้างโคโลนี
เพ่ิมข้ึน และไม่พบความแตกต่างกบัการเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 3 ท่ีความหนาแน่น 1 ×  105         
โปรโตพลาสต์/มล. (ตารางท่ี 22; ภาพท่ี 8) นอกจากน้ี จากการเพาะเล้ียงนาน 50 วนั พบโคโลนี
บางส่วนสามารถพฒันาต่อเน่ืองไปเป็นแคลลสัไดใ้นทุกชนิดอาหารแต่ส่วนใหญ่เกิดการพฒันา   
เพียงเล็กน้อย ยกเวน้การเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 2 ร่วมกบัความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. ซ่ึงพบการพฒันาเป็นแคลลสัมากข้ึนอย่างชัดเจน (ภาพท่ี 8) ดังนั้นจึงเหมาะสมท่ีจะ
น าไปใชเ้พาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และจากแนวโน้มดังกล่าว    
อาจสามารถเพ่ิมศักยภาพการพัฒนาไปเป็นแคลลัสได้หากเพ่ิมความหนาแน่นโปรโตพลาส์  
เพาะเล้ียงใหม้ากกว่า 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. 
 
ตารางที่ 22 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A ท่ี
 อายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลงชนิด
 ต่าง ๆ ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 

อาหาร 
ความหนาแน่น 

(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การสร้างโคโลนี (%)1/ 
28 วัน 35 วัน 42 วัน 50 วัน 

L'4M 
1 ×  105  2.16   ±   0.31 e 15.38  ±  5.93 18.21  ±  0.96  24.54  ±  1.58  
3 ×  105 10.85  ±  0.99  c 17.78  ±  0.37 29.12  ±  1.78  29.64  ±  0.44  

L'4M 1 
1 ×  105  3.66   ±  0.60 de 21.51  ±  7.83  28.45  ±  2.53  33.99  ±  1.54  
3 ×  105  15.01 ±  0.23 a 22.23  ±  1.18 31.91  ±  2.04  34.37  ±  0.90  

L'4M 2 
1 ×  105  4.32   ±  0.42 d 22.16  ±  6.70 35.70  ±  3.59  36.44  ±  0.89  
3 ×  105  12.45 ±  0.71 bc 25.47  ±  0.38 33.36  ±  1.39  38.45  ± 0.85  

L'4M 3 
1 ×  105   2.86  ±  0.31 de 20.90  ±  6.77 27.51  ±  2.51  28.79  ±  0.92  
3 ×  105 14.31  ± 1.09 ab 22.45  ±  0.27 30.78  ±  2.32  34.82  ±  1.07  

F-test  * ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  
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ภาพที่ 8 การพฒันาของโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 
 และ L'4M ดดัแปลง ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. หลงั
 เพาะเล้ียงนาน 50 วนั A1-H1, กลุ่มโคโลนีใน agarose droplet เมื่อตรวจสอบภายใตก้ลอ้ง 
 inverted microscope ท่ีก  าลงัขยาย 50 เท่า A2-H2, ลกัณะของโคโลนีเมื่อตรวจสอบภายใต้
 กลอ้ง inverted microscope ท่ีก  าลงัขยาย 400 เท่า และ A3-H3, กลุ่มโคโลนีและแคลลสัใน 
 agarose droplet เมื่อตรวจสอบดว้ยกลอ้ง stereoscopic microscope ท่ีก  าลงัขยาย 10 เท่า  
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 4.3.2 การเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธ์ุ PI441983 
 - การแบ่งเซลล์ 
 อาหารเพาะเล้ียงมีอิทธิพลต่อการแบ่งเซลลข์องโปรโตพลาสต์ใบเม่ือเพาะเล้ียงนาน 14 วนั
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.013; ตารางภาคผนวกท่ี 26; ตารางท่ี 23) ซ่ึงการเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
L'4M ดัดแปลง (L'4M 1,  L'4M 2 และ L'4M 3) มีแนวโน้มส่งเสริมการแบ่งเซลล์ได้ดีกว่าอาหาร     
L'4M (20.39 เปอร์เซ็นต)์ โดยเฉพาะอาหาร L'4M 1 และ L'4M 2 ซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งกว่า
อาหาร L'4M อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (22.55 และ 23.11 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั) (ตารางท่ี 23) ใน
วนัท่ี 21 พบการแบ่งเซลลเ์พ่ิม 8.07-15.70 เปอร์เซ็นต์ และการใชอ้าหารเพาะเล้ียงต่างชนิดมีผลต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลอ์ยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P = 0.003; ตารางภาคผนวกท่ี 27; ตารางท่ี 23) 
โดยอาหาร L'4M ดัดแปลงทุกชนิดส่งเสริมการแบ่งเซลลไ์ด้ดีไม่แตกต่างกัน โดยมี L'4M 3 ให้
เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลสู์งสุด คือ 37.61 เปอร์เซ็นต ์และพบความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ
ระหว่างเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลข์องอาหาร L'4M ดดัแปลงกบัอาหาร L'4M ท่ีให้เปอร์เซ็นต์การ 
แบ่งเซลลต์  ่าสุด คือ 28.46 เปอร์เซ็นต ์อยา่งไรก็ตาม เม่ือเพาะเล้ียงนาน 28 วนั พบว่าอาหารเพาะเล้ียง
ไม่ไดม้ีอิทธิพลต่อความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล ์(P = 0.828; ตารางภาคผนวกท่ี 28; 
ตารางท่ี 23) แต่ถึงกระนั้น การใหอ้าหาร L'4M ดดัแปลง (44.79-45.58 เปอร์เซ็นต)์ แก่โปรโตพลาสต์
ยงัคงมีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลม์ากกว่าอาหาร L'4M (39.98 เปอร์เซ็นต)์ (ตารางท่ี 23)  
 

ตารางที่ 23 เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท่ี์อาย ุ14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ 
 L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

อาหาร 
การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

14 วนั 21 วนั 28 วนั 
L'4'M 20.39 ± 0.78 b 28.46 ± 1.27 b 39.98 ± 4.20 

L'4M 1 22.55 ± 0.49 a 33.78 ± 0.99 a 45.58 ± 4.35 
L'4M 2 23.11 ± 0.40 a 36.09 ± 1.49 a 45.43 ± 5.22 
L'4M 3   21.91 ± 0.33 ab 37.61 ± 1.81 a 44.79 ± 4.26 
F-test * ** ns 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 ส าหรับปัจจยัความหนาแน่นโปรโตพลาสตพ์บว่าตลอด 28 วนั การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
ดว้ยความหนาแน่นต่างกนัไม่ไดม้ีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ (P = 0.656; P = 0.371; P = 
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0.337; ตารางภาคผนวกท่ี 26-28 ตามล าดับ; ตารางท่ี 24) อย่างไรก็ตาม การเพาะเล้ียงท่ีความ
หนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มีแนวโน้มเกิดการแบ่งเซลลสู์งกว่าการเพาะเล้ียงท่ี 1 ×  105   
โปรโตพลาสต/์มล. ตลอดการติดตามผล (14, 21 และ 28 วนั) โดยท่ี 28 วนัของการเพาะเล้ียง พบการ
แบ่งเซลล ์46.37 และ 41.52  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 24) 
 

ตารางที่ 24 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 
 โปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

ความหนาแน่น  
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การแบ่งเซลล์ (%)1/ 
14 วนั 21 วนั 28 วนั 

1 ×  105 21.87  ±  0.61 33.31  ±  1.45 41.52  ±  3.09 
3 ×  105 22.11  ±  0.25 34.66  ±  1.36 46.37  ±  3.00 
F-test ns ns ns 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE   

 

 นอกจากน้ี ไม่พบปฏิสัมพนัธ์ระหว่างอาหารและความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่อการ    
แบ่งเซลลข์องโปรโตพลาสต์ใบตลอดการเพาะเล้ียงทั้ง 14, 21 และ 28 วนั (P = 0.335; P = 0.623; P 
= 0.992; ตารางภาคผนวกท่ี 26-28 ตามล าดบั; ตารางท่ี 25) ท่ี 14 วนัของการเพาะเล้ียง พบการแบ่ง
เซลล ์19.42-23.45 เปอร์เซ็นต์ โดยการเพาะเล้ียงดว้ยอาหารต่างชนิด (L'4M, L'4M 1, L'4M 2 และ 
L'4M 3) ท่ีแต่ละความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ (1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.) ให้
เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลไ์ม่แตกต่างกนั ยกเวน้เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ร่วมกบัความหนาแน่น 
1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ซ่ึงใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลต์  ่าสุด และแตกต่างอยา่งชดัเจนกบัอาหาร 
L'4M ดัดแปลง ท่ีทุกความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ นอกจากน้ี ในกลุ่มอาหาร L'4M ดัดแปลง      
L'4M 2 มีแนวโนม้ส่งเสริมการแบ่งเซลลไ์ดดี้ท่ีสุด เน่ืองจากให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลสู์งสุดทั้งท่ี
ความหนาแน่น 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. คือ 23.45 และ 22.76 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
(ตารางท่ี 25) ท่ี 21 วนั พบการแบ่งเซลลเ์พ่ิม 6.87-15.73 เปอร์เซ็นต์ โดยการเพาะเล้ียงดว้ย L'4M      
ท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ยงัคงให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ต  ่าสุด คือ 26.29 
เปอร์เซ็นต ์และแตกต่างกบัการเพาะเล้ียงดว้ย L'4M ดดัแปลงร่วมกบัทุกความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์
แต่ไม่พบความแตกต่างกบัการเพาะเล้ียงดว้ย L'4M ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. 
(30.63 เปอร์เซ็นต์) ส าหรับการเพาะเล้ียงดว้ย L'4M ดดัแปลง L'4M 3 ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์
สูงสุดทั้งท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. คือ 37.59 และ 37.62 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
เน่ืองจากมีการแบ่งเซลล์เพ่ิมจากวนัท่ี 14 ถึง 15.66 และ 15.73 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และเมื่อ
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เพาะเล้ียงนาน 28 วนั พบเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลท์ั้งหมด 37.74-48.45 เปอร์เซ็นต ์โดยไม่พบความ
แตกต่างระหว่างเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ แต่กระนั้นการเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง มี
แนวโน้มส่งเสริมการแบ่งเซลล์ไดดี้กว่าอาหาร L'4M และการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่นโปรโต-
พลาสต ์3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. มีแนวโนม้ส่งเสริมการแบ่งเซลลไ์ด้มากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโต-
พลาสต์/มล. ดว้ย การเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มี
เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลต์  ่าสุด คือ 37.74 เปอร์เซ็นต์ และพบการแบ่งเซลลสู์งสุด 3 อนัดบัแรกเมื่อ
เพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง L'4M 3, L'4M 1 และ L'4M 2 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์
3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. คือ 48.45, 47.22 และ 47.09  เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (ตารางท่ี 25) 
 

ตารางที่ 25 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลข์องโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ท่ีอาย ุ
 14, 21 และ 28 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลงชนิดต่าง ๆ ท่ี
 ความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 

อาหาร 
ความหนาแน่น 

(โปรโตพลาสต์/มล.) 
การแบ่งเซลล์ (%)1/ 

       14 วนั        21 วนั          28 วนั 

L'4M 
1 ×  105 19.42   ±   1.37 26.29   ±   1.76    37.74   ±   7.29  
3 ×  105 21.36   ±   0.41  30.63   ±   0.46    42.22   ±   5.50  

L'4M 1 
1 ×  105 22.68   ±   1.04  34.18   ±   0.99    43.43   ±   7.45  
3 ×  105 22.43   ±   0.30  33.37   ±   1.94    47.72   ±   5.87 

L'4M 2 
1 ×  105 23.45   ±   0.78  35.16   ±   1.05    43.77   ±   8.06  
3 ×  105 22.76   ±   0.27  37.01   ±   3.02    47.09   ±   8.27  

L'4M 3 
1 ×  105 21.93   ±   0.19  37.59   ±   2.21    41.13   ±   4.97  
3 ×  105 21.89   ±   0.72  37.62   ±   3.39    48.45   ±   7.24  

F-test  ns ns ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  

 

  - การสร้างโคโลนี 
 เม่ือเพาะเล้ียงนาน 21 วนั เร่ิมพบการพฒันาไปเป็นโคโลนี และจากการติดตามการพฒันา
ต่อเน่ืองพบว่าอาหารเพาะเล้ียงต่างชนิดไม่ไดมี้อิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีในช่วง 28 
และ 35 วนัของการเพาะเล้ียง (P = 0.430; P = 0.423; ตารางภาคผนวกท่ี 29 และ 30 ตามล าดบั; 
ตารางท่ี 26) แต่การเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง มีแนวโน้มส่งเสริมการสร้างโคโลนีดีกว่า
อาหาร L'4M ซ่ึงในช่วง 28 วนั การเพาะเล้ียงดว้ย L'4M 2 และ L'4M 3 มีการสร้างโคโลนีสูงสุด 5.43  
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และ 5.41 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ซ่ึงมากกว่าท่ีพบในอาหาร L'4M ถึง 2.7 เท่า ส่วนในวนัท่ี 35 พบการ
สร้างโคโลนีเพ่ิม 16.81-19.68 เปอร์เซ็นต์ โดยยงัคงพบการสร้างโคโลนีสูงสุดในอาหาร L'4M 2 
(25.11 เปอร์เซ็นต์) และอาหาร L'4M 1 ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงในล าดับถดัมา (23.36 
เปอร์เซ็นต์) (ตารางท่ี 26) อย่างไรก็ตาม เม่ือเพาะเล้ียงนาน 42 วนั การใชอ้าหารต่างชนิดมีผลต่อ
เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P = 0.001; ตารางภาคผนวกท่ี 31; ตารางท่ี 
26) ซ่ึงอาหาร L'4M ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่าท่ีสุดท่ี 26.37 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมี
นัยส าคญัทางสถิติกบัอาหาร L'4M ดดัแปลง แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของเปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีระหว่างอาหาร L'4M ดดัแปลงชนิดต่าง ๆ โดย L'4M 2 ยงัคงมีเปอร์เซ็นต์การสร้าง
โคโลนีสูงท่ีสุด (34.91 เปอร์เซ็นต์) และในวนัท่ี 50 พบการสร้างโคโลนีเพ่ิมเพียง 1.97-3.74 
เปอร์เซ็นต ์โดยตลอด 50 วนัของการเพาะเล้ียง การให้อาหารต่างชนิดมีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P = 0.011; ตารางภาคผนวกท่ี 32; ตารางท่ี 26) โดยอาหาร 
L'4M 2 สามารถส่งเสริมการสร้างโคโลนีไดสู้งสุดท่ี 37.85 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกบั 
L'4M 1 และ L'4M 3 ท่ีพบการสร้างโคโลนี 35.25 และ 36.41 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และอาหาร 
L'4M ดดัแปลงทั้งสามชนิด สามารถส่งเสริมการสร้างโคโลนีดีกว่าอาหาร L'4M (30.11 เปอร์เซ็นต์) 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตารางท่ี 26)  
 

ตารางที่ 26 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

อาหาร 
การสร้างโคโลนี (%)1/ 

28 วนั 35 วนั 42 วนั 50 วนั 
L'4M 2.01  ±  0.90 18.82  ±  3.13 26.37  ±  2.12 b 30.11  ±  1.85 b 

L'4M 1 3.85  ±  1.51 23.36  ±  2.60 33.28  ±  0.80 a 35.25  ±  1.33 a 
L'4M 2 5.43  ±  1.78 25.11  ±  2.25 34.91  ±  1.67 a 37.85  ±  1.32 a 
L'4M 3 5.41  ±  1.78 22.84  ±  1.86 32.77  ±  1.25 a 36.41  ±  1.56 a 
F-test ns ns ** * 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, * = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 ส าหรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์ในช่วง 28 และ 35 วนัของการเพาะเล้ียง ความหนาแน่น
ไม่ไดม้ีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนี (P = 0.356; P= 0.247; ตารางภาคผนวกท่ี 29 และ 30 
ตามล าดบั; ตารางท่ี 27) แต่จะเห็นไดว้่าการเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. 
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มีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีมากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. โดยท่ี 28 วนั พบการ
สร้างโคโลนี 4.96 และ 3.39 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และพบการแบ่งเซลลเ์พ่ิม 19.18 และ 17.53 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ในวนัท่ี 35 อย่างไรก็ดี ในวนัท่ี 42 พบว่าความหนาแน่นโปรโตพลาสต์มีผล
ต่อการสร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติ (P = 0.002; ตารางภาคผนวกท่ี 31; ตารางท่ี 27)   
โดยการเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี 
มากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ คือ 34.07 และ 29.60 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั อย่างไรก็ตามเม่ือเพาะเล้ียงเป็นเวลา 50 วนั ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ไม่มีผลต่อ
เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนี (P = 0.083; ตารางภาคผนวกท่ี 32; ตารางท่ี 27) แต่การเพาะเล้ียงดว้ย
ความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ยงัคงมีแนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีมากกว่าท่ี
ความหนาแน่น 1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. คือ 36.28 และ 33.53 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั 
 

ตารางที่ 27 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28, 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความ
 หนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนัของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 

ความหนาแน่น 
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การสร้างโคโลนี (%)1/ 
28 วนั 35 วนั 42 วนั 50 วนั 

 1 ×  105 3.39  ±  1.01 20.92  ±  1.73 29.60  ±  1.41 b 33.53  ±  1.45 
3 ×  105 4.96  ±  1.17 24.14  ±  1.78 34.07  ±  1.08 a 36.28  ±  1.11 
F-test ns ns ** ns 

ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ, ** = แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE ตวัอกัษรท่ีต่างกนัภายในคอลมันเ์ดียวกนัหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติท่ีระดบัความเป็นไปได้ท่ี  0.05 

โดยการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียแบบ DMRT  

 

 เมื่อพิจารณาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างอาหารและความหนาแน่นโปรโตพลาสต์  พบว่าไม่มีผล   
ต่อการสร้างโคโลนีตลอด 28, 35, 42 และ 50 วนั (P = 0.926; P = 0.997; P = 0.487; P = 0.628; 
ตารางภาคผนวกท่ี 29-32 ตามล าดบั; ตารางท่ี 28) โดยท่ี 28 วนัของการเพาะเล้ียง พบว่า การ
เพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง (L'4M 1, L'4M 2 และ L'4M 3) มีแนวโน้มให้เปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีดีกว่าอาหาร L'4M เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่นเดียวกนัท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105      
โปรโตพลาสต/์มล. ซ่ึงเกิดการสร้างโคโลนี 0.98 และ 3.04 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั อย่างไรก็ตาม ไม่
พบความแตกต่างอย่างชดัเจน โดยพบเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุด 3 อนัดบัแรก กบัการให้
อาหารดดัแปลง L'4M 3, L'4M 2 และ L'4M 1 ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. คือ 5.84, 
5.54 และ 5.41 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั (ตารางท่ี 28) ท่ี 35 วนั พบการสร้างโคโลนีเพ่ิมจากวนัท่ี 28  
16.12-21.25 เปอร์เซ็นต ์โดยอาหาร L'4M ท่ีความหนาแน่น  1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล.  
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ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีต ่าสุด 17.10 และ 20.54 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในขณะท่ี L'4M 2 ให้
เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุดท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. คือ 23.43 และ 26.79 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และเน่ืองจากการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. มี
แนวโนม้ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีมากกว่าท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. จึงพบว่าการเพาะเล้ียง
ดว้ยอาหาร L'4M 1 และ L'4M 3 ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้เปอร์เซ็นต์การ
สร้างโคโลนีสูงเป็นล าดบัถดัมา คือ 25.29 และ 23.93 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั และพบว่าท่ี 42 วนัของ
การเพาะเล้ียง การให้ L'4M 2 กบัโปรโตพลาสต์ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ให้
เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีสูงสุด 37.47 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงแตกต่างกับการให้ L'4M 3 ท่ี 1 ×  105          
โปรโตพลาสต/์มล. (31.02 เปอร์เซ็นต์) และ L'4M ท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ซ่ึงมี
เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีต ่าสุด 22.75 และ 29.99 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั แต่ไม่พบความแตกต่าง
อยา่งชดัเจนกบัทรีตเมนตท่ี์เหลือซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีอยูร่ะหว่าง 32.26-34.52 เปอร์เซ็นต ์
เม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั พบการสร้างโคโลนีเพ่ิมเติมจากวนัท่ี 42 0.99-4.55 เปอร์เซ็นต์ และการ
เพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง ไดแ้ก่ L'4M 1, L'4M 2 และ L'4M 3 ร่วมกบัความหนาแน่นทั้ง
ท่ี 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีสูงไม่แตกต่างกนั และไม่
แตกต่างกบัการเพาะเล้ียงดว้ย L'4M ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ในขณะท่ีแตกต่าง
กับ L'4M ท่ี 1 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ซ่ึงให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีต ่ าสุด คือ 27.30 
เปอร์เซ็นต์ ส าหรับโปรโตพลาสต์ท่ีเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M ดดัแปลง พบว่า L'4M 2 ส่งเสริม   
การสร้างโคโลนีไดดี้ท่ีสุด คือ 36.30 และ 39.40 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 
และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ตามล าดับ นอกจากน้ี การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารแต่ละชนิดมี
แนวโน้มให้เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีและการพฒันาของโคโลนีมากข้ึนเม่ือใช้ร่วมกับการ
เพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. (ตารางท่ี 28; ภาพท่ี 9)   
และจากการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตเ์ป็นเวลา 50 วนั ยงัไม่พบการพฒันาของโคโลนีไปเป็นแคลลสั
ในทุกชนิดอาหารและความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์แต่อยา่งไรก็ตาม การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
ใบทานตะวันสายพนัธุ์ PI441983 ด้วยอาหาร L'4M 2 ร่วมกับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์
เพาะเล้ียง 3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. ยงัคงมีแนวโนม้ท าให้เกิดการพฒันาโคโลนีมากท่ีสุด ซ่ึงอาจ
สามารถเพ่ิมโอกาสให้มีการพฒันาแคลลสัได้ ดังนั้น สภาวะดังกล่าวจึงเหมาะสมส าหรับการ
เพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 มากท่ีสุดในขณะน้ี (ภาพท่ี 9) แต่ควรมี
การปรับปรุงเพ่ือเพ่ิมศกัยภาพใหส้ามารถพฒันาเป็นแคลลสัไดต่้อไป 
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ตารางที่ 28 เปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีของโปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ท่ีอาย ุ28, 
 35, 42 และ 50 วนั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M และ L'4M ดัดแปลงชนิดต่าง ๆ 
 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสตต่์างกนั 

อาหาร 
ความหนาแน่น 

(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การสร้างโคโลนี (%)1/ 

28 วนั 35 วนั 42 วนั 50 วนั 

L'4M 
1 ×  105 0.98 ± 0.50 17.10 ± 4.55 22.75 ± 2.95  27.30 ± 2.25  

3 ×  105 3.04 ± 1.65 20.54 ± 5.04 29.99 ± 0.75  32.91 ± 2.03  

L'4M 1 
1 ×  105 2.28 ± 1.16 21.43 ± 4.08 32.26 ± 1.22  35.21 ± 2.53  

3 ×  105 5.41 ± 2.76 25.29 ± 3.65 34.29 ± 0.81  35.28 ± 1.57  

L'4M 2 
1 ×  105 5.31 ± 2.66 23.43 ± 3.11 32.36 ± 1.12  36.30 ± 2.07  

3 ×  105 5.54 ± 2.95 26.79 ± 3.56 37.47 ± 2.48  39.40 ± 1.45  

L'4M 3 
1 ×  105 4.98 ± 2.64 21.74 ± 2.87 31.02 ± 0.66  35.30 ± 2.10  

3 ×  105 5.84 ± 2.94 23.93 ± 2.80 34.52 ± 2.06  37.52 ± 2.56  

F-test             ns             ns             ns            ns 
ns = ไม่แตกต่างทางสถิติ 
1/  ขอ้มูลแสดงค่าเฉล่ีย ± SE  
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ภาพที่ 9 การพัฒนาของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงด้วย
 อาหาร L'4M และ L'4M ดดัแปลง ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 1 ×  105 และ 3 ×  105     
 โปรโตพลาสต์/มล. หลงัเพาะเล้ียงนาน 50 วนั A1-H4, ลกัษณะของกลุ่มโคโลนีท่ีพฒันาใน 
 agarose droplet เมื่อตรวจสอบดว้ยกลอ้ง inverted microscope ท่ีก  าลงัขยาย 400 เท่า 

 

 จากการทดสอบเพ่ิมศกัยภาพของอาหารและเทคนิคการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน
สายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 ขา้งตน้จะเห็นไดว้่าการปรับเปล่ียนชนิด
และสัดส่วนความเขม้ข้นของไซโตไคนินแต่ละชนิด และการเพ่ิมความหนาแน่นโปรโตพลาสต์
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เพาะเล้ียงสามารถเพ่ิมศกัยภาพการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตท์ั้งสองชนิดได ้และพบการพฒันาสูงสุด
ของโปรโตพลาสต์ทั้งสองเม่ือให้อาหาร L'4M 2 ร่วมกบัความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 3 ×  105      
โปรโตพลาสต/์มล. ดงันั้นจึงเหมาะสมท่ีจะน าไปใชเ้พาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดงักล่าวรวมถึงผลผลิต
ท่ีได้จากการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ทั้ งสองชนิดน้ีด้วย อย่างไรก็ตาม จาก
แนวโน้มการพฒันาท่ีดีข้ึนเม่ือเพ่ิมความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ท่ีเพาะเล้ียง จึงอาจสามารถ  
เพ่ิมศกัยภาพให้กบัการเพาะเล้ียงไดด้ว้ยการเพ่ิมความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ให้สูงกว่า 3 ×  105    
โปรโตพลาสต์/มล. ดังท่ีพบจากการทดสอบเบ้ืองต้นกับการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อน    
สายพนัธุ ์10A ดว้ยอาหาร L'4M 2 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 5 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ซ่ึง
พบการพฒันาโคโลนีและแคลลสัจ านวนมาก (ภาพท่ี 10) ดงันั้น ส าหรับการศึกษาการรวมโปรโต-
พลาสตแ์บบ donor-recipient fusion จึงเลือกใชอ้าหาร L'4M 2 ร่วมกบัความหนาแน่นโปรโตพลาสต์
เพาะเล้ียง 5 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ส าหรับเพาะเล้ียงผลผลิตท่ีไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์
ต่อไป 

 

 
 

ภาพที่ 10 การพฒันาไปเป็นโคโลนีและแคลลสัของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์
 10A เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 2 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์5 × 105 โปรโตพลาสต/์มล.      
 A, กลุ่มโคโลนีใน agarose droplet หลังเพาะเล้ียงนาน 35 วนั เมื่อตรวจสอบด้วย
 กลอ้ง stereoscopic microscope ท่ีก  าลงัขยาย 10 เท่า B และ C, กลุ่มโคโลนีและแคลลสัใน 
 agarose droplet หลงัเพาะเล้ียงนาน 50 วนั  
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4.4 การศึกษาการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion  
 ชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion ระหว่างโปรโตพลาสต ์  
ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A ซ่ึงผา่นการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมดว้ย iodoacetic 
acid ความเขม้เขม้ขน้ 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที ท าหนา้ท่ีเป็น recipient parent กบัโปรโตพลาสตใ์บ
ทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ซ่ึงท าหน้าท่ีเป็น donor parent ดว้ยสารเคมี PEG 8000 ความเขม้ขน้ 
20% (w/v) เป็นเวลา 15 นาที (ภาพท่ี 11) แลว้น าไปเพาะเล้ียงดว้ยวิธีการ L4 regeneration ท่ีมีการ
ปรับเปล่ียนชนิดอาหารจาก L'4M เป็นอาหารดดัแปลง L'4M 2 ซ่ึงมีศกัยภาพสูง (การทดลอง 4.3) 
ร่วมกบัความหนาแน่นโปรโตพลาสต์เพาะเล้ียง 5 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. นอกจากน้ี ไดท้ าการ   
ชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์เปรียบเทียบเพ่ิมเติม ได้แก่ 1) ชักน าการรวมโปรโตพลาสต์แบบ   
donor-recipient fusion ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนท่ีให้ iodoacetic acid ความเขม้เขม้ข้น       
3.0 mM เป็นเวลา 15 นาที กับโปรโตพลาสต์ใบ และ 2) ชักน าการรวมโปรโตพลาสต์แบบ 
symmetric fusion ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนและโปรโตพลาสต์ใบโดยไม่มีการให้สารกบั  
โปรโตพลาสตแ์ต่ละชนิดก่อนการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต ์โดยท าการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์
และเพาะเล้ียงดว้ยวิธีการเช่นเดียวกบัการทดลองขา้งตน้ และจากการทดลองพบว่า โปรโตพลาสต ์    
ท่ีผา่นการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตทุ์กรูปแบบสามารถเจริญเติบโตไดเ้ป็นล าดบัตั้งแต่แบ่งเซลล์
ไปจนถึงสร้างกลุ่มเซลลห์รือโคโลนี (ภาพท่ี 12) อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาความหนาแน่นของ    
การพฒันาเป็นโคโลนีจะเห็นว่าโปรโตพลาสต์ท่ีไม่ผ่านการให้ iodoacetic acid มีแนวโน้มพฒันา   
ไปเป็นโคโลนีจ านวนมาก ซ่ึงเห็นไดจ้ากจุดโคโลนีท่ีกระจายในอาหารอย่างหนาแน่น (ภาพท่ี 12A 
และ 12C) ในขณะท่ีการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion พบการกระจายตวัเบาบาง
กว่า (ภาพท่ี 12D, 12F, 12G และ 12I) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือให้ iodoacetic acid ความเขม้เขม้ขน้   
3.0 mM นาน 15 นาที (ภาพท่ี 12G และ 12I) นอกจากน้ี ส าหรับการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-
recipient fusion ซ่ึงมีการให้ iodoacetic acid ความเขม้เขม้ขน้ 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที ยงัพบ
แนวโน้มการพฒันาไปเป็นโคโลนีท่ีมีขนาดใหญ่จ านวนมาก จึงพบจุดโคโลนีบนอาหารไดอ้ย่าง
ชดัเจน (ภาพท่ี 12) 
 อยา่งไรก็ตาม แมจ้ะพบการพฒันาไดข้องโปรโตพลาสต์ภายหลงัการชกัน าให้เกิดการรวม
โปรโตพลาสตรู์ปแบบต่าง ๆ แต่ยงัไม่พบการพฒันาเป็นแคลลสั แต่กระนั้นก็พบว่าโคโลนีบางส่วน
มีแนวโนม้การพฒันาดีโดยมีการแบ่งเซลลอ์ย่างต่อเน่ืองจนกลุ่มเซลลจ์บัตวักนัอย่างหนาแน่นและ    
มีขนาดใหญ่ จึงมีโอกาสพฒันาต่อไปเป็นแคลลสัได ้(ภาพท่ี 12)  
  
 

 



81 

 

 
 

ภาพที่ 11 โปรโตพลาสต์ผสมระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และ     
 โปรโตพลาสตใ์บทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 (A) ลกัษณะของการรวมโปรโตพลาสต ์
 (B) และโปรโตพลาสต์ลูกผสมระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนและโปรโตพลาสต์ใบ 
 (ลกูศรช้ี) (C) 
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ภาพที่ 12 การพฒันาของโปรโตพลาสต์ท่ีผ่านการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโต -
 พลาสต์ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 A-C, กลุ่ม
 โคโลนีท่ีเกิดจากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ symmetric fusion โดยไม่มีการให้สารแก่ 
 โปรโตพลาสต์ก่อนรวมโปรโตพลาสต์ D-F, กลุ่มโคโลนีท่ีเกิดจากการรวมโปรโต-
 พลาสต์แบบ donor-recipient fusion ซ่ึงมีการให้ 1.5 mM iodoacetic acid เป็นเวลา          
 20 นาที แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนก่อนรวมโปรโตพลาสต์ G-I, กลุ่มโคโลนีท่ีเกิดจาก
 การรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion ซ่ึงมีการให ้3.0 mM iodoacetic  acid 
 เป็นเวลา 15 นาที แก่โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนก่อนรวมโปรโตพลาสต ์เมื่อ ต ร ว จ ส อ บ
 ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope และ stereoscopic microscope ท่ีก  าลงัขยาย ต่ า ง  ๆ  และ 
 ลกูศรช้ี, กลุ่มโคโลนีท่ีมีโอกาสพฒันาไปเป็นแคลลสั 

 
 
 

Symmetric fusion Donor-recipient fusion 
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บทที่ 5 
วิจารณ์ผลการทดลอง 

 

การศึกษาปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อการก าจดันิวเคลียสและยับยั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ 
 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธิพลต่อการก าจดันิวเคลยีส 
 จากการทดสอบก าจดันิวเคลียสของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึม
ปกติ PI441983 เพื่อผลิตไซโตพลาสต ์(โปรโตพลาสต์ท่ีปราศจากนิวเคลียส) ส าหรับใชเ้ป็น donor 
parent โดยการให้สารเคมี cytochalasin B ต่างความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0, 20, 40, 100 และ 200 µg/ml 
เป็นเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง พบว่า ความเขม้ขน้ cytochalasin B มีอิทธิพลต่อการเกิดไซโตพลาสต์ ซ่ึง
เป็นไปในทางเดียวกบัรายงานท่ีผา่นมาว่าการให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ตั้งแต่ 10 µg/ml ข้ึนไป
จะท าให้เกิดการผลกัดนันิวเคลียสออกจากเซลล ์(Ringertz and Savage, 1976; Salek, 2002; Pye et 
al., 2006) จึงสามารถตรวจพบไซโตพลาสต์ไดใ้นทุกทรีตเมนต์ท่ีมีการให้ cytochalasin B (20, 40, 
100 และ 200 µg/ml) และพบแนวโน้มการเกิดไซโตพลาสต์เพ่ิมข้ึนเม่ือเพ่ิมความเข้มข้น 
cytochalasin B โดยการให ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ 200 µg/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ใหเ้ปอร์เซ็นต์
การเกิดไซโตพลาสตสู์งสุด คือ 10.60 เปอร์เซ็นต ์อยา่งไรก็ดี การใช ้cytochalasin B ความเขม้ขน้สูง 
100 และ 200 µg/ml ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ลดลงถึง 2.02-2.80 เท่า 
เมื่อเปรีบเทียบกับการให้สารละลายบัฟเฟอร์ (0 µg/ml) เน่ืองจากเกิดความเป็นพิษต่อเซลล ์
(cytotoxicity) (Kirsch-Volders et al., 2000) ในขณะท่ีการใช ้cytochalasin B ความเขม้ขน้ต ่า 20 และ 
40 µg/ml มีผลกับเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตไม่แตกต่างกับการให้สารละลายบัฟเฟอร์ ซ่ึงให้ผล
สอดคลอ้งกบังานวิจยัท่ีผา่นมาซ่ึงรายงานว่าท่ี 1-50 µg/ml cytochalasin B เป็นความเขม้ขน้ในระดบัท่ี
ไม่ท าใหเ้กิดความเป็นพิษต่อเซลล ์(Helentjaris et al., 1976) แต่ก็ใหผ้ลผลิตไซโตพลาสต์เพียง 4.10-
6.20 เปอร์เซ็นตข์องจ านวนโปรโตพลาสตท์ั้งหมดเท่านั้น ซ่ึงยงัคงเป็นการผลิตไดใ้นระดบัท่ีต ่ามาก
และเป็นขอ้จ ากดัส าคญัของการผลิตไซโตพลาสต์ดว้ยวิธีน้ี (Ringertz and Savage, 1976) ส าหรับ
ปัจจยัระยะเวลาการใหส้าร แมพ้บว่าไม่มีอิทธิพลต่อทั้งเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตและเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
ไซโตพลาสต ์แต่มีแนวโนม้ท าใหค้วามมีชีวิตลดลงและเพ่ิมจ านวนไซโตพลาสตเ์ม่ือใชร้ะยะเวลาใน
การบ่ม cytochalasin B นาน (2 ชั่วโมง) และจากผลการทดลองดังกล่าวท าให้วิธีการน้ียงัไม่
เหมาะสมท่ีจะน าไปใชผ้ลิตไซโตพลาสตส์ าหรับการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion 
 อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไซโตพลาสต์จากการทดลองข้างต้นอาจ
สามารถท าได้หากมีการใช้การป่ันเหวี่ยงแยกองค์ประกอบโปรโตพลาสต์ด้วยความเร็วสูงใน
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สารละลาย gradient ของสาร percoll, mannitol หรือ sucrose ร่วมดว้ย (Ringertz and Savage, 1976; 
Wigler et al., 1976; Lörz,1985; Lesney et al., 1986; Xu et al., 2006) ซ่ึงมีรายงานว่าสามารถผลิต 
ไซโตพลาสต์ไดถึ้ง 40-70 เปอร์เซ็นต์ (Wigler et al., 1976; Lesney et al., 1986) แต่กระนั้น การใช้
วิธีดงักล่าวจ าเป็นตอ้งมีการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมซ่ึงมกัมีความจ าเพาะกบัโปรโตพลาสต์    
แต่ละชนิด ได้แก่ ชนิดและองค์ประกอบของสารละลาย  gradient ความเร็วรอบการป่ันเหวี่ยง 
ระยะเวลา และอุณหภูมิ เป็นตน้ (Wallin et al., 1978; Lörz,1985) 
 
 การศึกษาปัจจยัที่มอีทิธพิลต่อการยบัยั้งไซโตพลาสซึม 
 จากการทดสอบการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมในโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อน
ทานตะวนัสายพนัธุท่ี์มีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั 10A เพื่อผลิต recipient parent โดยการให้สารเคมี 
iodoacetic acid ต่างความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ 0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM เป็นเวลา 15 และ 20 นาที พบว่า 
ความเขม้ขน้ของ iodoacetic acid เป็นปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึม 
โดยการให้ iodoacetic acid แก่โปรโตพลาสต์มีผลให้เกิดการยบัย ั้งการท างานของ mitotic-spindle 
ซ่ึงท าหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการแบ่งเซลลใ์หไ้ม่สามารถด าเนินการแบ่งเซลลแ์ละเส่ือมสภาพไปในท่ีสุด 
(Varotto et al., 2001; Bona et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) ดงันั้นจากการทดลองจึงพบว่า  
โปรโตพลาสต์ท่ีผ่านการให้ iodoacetic acid (1.5, 3.0 และ 4.5 mM) มีการแบ่งเซลลแ์ละพฒันา
ต่อเน่ืองไปเป็นกลุ่มเซลล์หรือโคโลนีลดลง  และพบแนวโน้มการลดลงดังกล่าวเพ่ิมข้ึนอย่าง   
ต่อเน่ืองเม่ือเพ่ิมระดับความเข้มขน้ iodoacetic acid ซ่ึงให้ผลไปในทางเดียวกบัหลายงานวิจยัท่ี     
ผ่านมา (Varotto et al., 2001; Ge et al., 2006; Fu et al., 2009; Xiao et al., 2009) โดยการให ้
iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 4.5 mM มีผลยบัย ั้งการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาโคโลนีสูงสุดจากการพบ
เปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลลแ์ละการสร้างโคโลนี (หลงัเพาะเล้ียงนาน 40 วนั) ต  ่าสุดเพียง 10.65-15.58 
และ 0.64-1.32 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ซ่ึงน้อยกว่าท่ีพบในการให้สารละลายบัพเฟอร์ (0 mM)      
2.52-2.90 และ 17.22-29.00 เท่า ตามล าดบั อยา่งไรก็ดี เมื่อพิจารณาท่ีความเขม้ขน้อ่ืน ๆ จะเห็นไดว้่า 
ท่ี 3.0 mM iodoacetic acid โปรโตพลาสต์มีการแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนีสูงกว่าท่ี 4.5 mM 
iodoacetic acid เพียงเลก็นอ้ยเท่านั้น จึงนบัว่ามีศกัยภาพใกลเ้คียงกนั ส่วนการให้ iodoacetic acid ท่ี
ความเขม้ขน้ 1.5 mM โดยเฉพาะเมื่อใหส้ารเป็นเวลา 15 นาที พบทั้งการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาไปเป็น
โคโลนีค่อนขา้งสูง ซ่ึงมีสาเหตุจากความเขม้ขน้ท่ีใชไ้ม่เพียงพอส าหรับการยบัย ั้ง ท าให้ไซโตพลาสซึม
กลบัมาด าเนินกิจกรรมได้ใหม่ (Varotto et al., 2001) อย่างไรก็ตาม การให้ iodoacetic acid ความ
เขม้ขน้ 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที สามารถเพ่ิมศกัยภาพการยบัย ั้งไดม้ากข้ึนจึงพบการแบ่งเซลลแ์ละ
สร้างโคโลนีลดลง โดยไม่พบความแตกต่างกบัความเขม้ขน้ 3.0 และ 4.5 mM ส าหรับปัจจยัดา้น
ระยะเวลาแมจ้ะไม่พบอิทธิพลในทางสถิติต่อการยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมแต่ก็แสดงถึง
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แนวโนม้การใหส้ารเป็นระยะเวลานานช่วยเพ่ิมศกัยภาพการยบัย ั้งได ้ซ่ึงเป็นไปในทางเดียวกบัการ
ทดลองของ Bona et al. (2009) ท่ีพบว่าการให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 3 mM เป็นเวลา 20 นาที 
เหมาะสมส าหรับยบัย ั้งไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์จาก embryogenic suspension cells ของ
สม้มากกว่าการใชร้ะยะเวลา 10 หรือ 15 นาที 
 จากผลการทดสอบท่ีได ้การให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้สูง คือ 3.0 และ 4.5 mM ท าให้
เกิดการแบ่งเซลล์และสร้างโคโลนีต ่ามาก จึงอาจประเมินไดว้่าเป็นความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม แต่
อยา่งไรก็ตาม เมื่อพิจารณาผลของการพฒันาของโปรโตพลาสตท่ี์ให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ต ่า 
1.5 mM ร่วมกบัระยะเวลา 20 นาที จะเห็นว่ามีศกัยภาพสูงเพียงพอส าหรับการยบัย ั้งการท างานของ
ไซโตพลาสซึมดว้ยเช่นกนั เน่ืองจากพบเปอร์เซ็นตก์ารแบ่งเซลล ์(20.41 เปอร์เซ็นต)์ และเปอร์เซ็นต์
การสร้างโคโลนี (3.70 เปอร์เซ็นต์) ไม่แตกต่างกบัท่ีความเขม้ขน้ 3.0 และ 4.5 mM และมีขอ้ควร
พิจารณาร่วมส าหรับการใช ้iodoacetic acid คือ ความเป็นพิษต่อโปรโตพลาสต์เน่ืองจาก iodoacetic 
acid มีผลท าลายเมทาบอลึซึมของเซลลด์ว้ย (Fu et al., 2009) และการใชท่ี้ความเขม้ขน้สูงมกัท าให้
เกิดความเสียหายอยา่งร้ายแรง เช่น โปรโตพลาสต์แตก สูญเสียความมีชีวิต หรือแมก้ระทัง่ลด/หรือ
ท าลายศกัยภาพในการพฒันาไปเป็นตน้พืช (plant regeneration) (Liu and Deng, 1999; Liu and 
Deng, 2002; Ge et al., 2006; Zhao et al., 2008; Fu et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) ดว้ยเหตุน้ี 
การให้ iodoacetic acid ความเข้มข้น 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที จึงเหมาะสมส าหรับการผลิต 
recipient parent เพื่อการรวมโปรโตพลาสตต่์อไป 
 

การศึกษาปัจจยัที่มีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ด้วยสารเคมี PEG 
 จากการชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนั
สายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึมเป็นหมนั 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ท่ีมีไซโตพลาสซึม
ปกติ PI441983 โดยใชส้ารเคมี PEG ดว้ยปัจจยัท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ ระดบัความเขม้ขน้ PEG 8000 ท่ี 
0, 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ และระยะเวลาชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ เป็นเวลา 10, 15 
และ 20 นาที พบว่า ปัจจยัทั้งสองมีอิทธิพลต่อการชกัน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์แบบ binary 
fusion สอดคลอ้งกบัรายงานท่ีผ่านมา (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Badr-Elden et al., 2010; Guan et al., 
2010; Beránex et al., 2007)  ซ่ึงต่างมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกนัคือ การเพ่ิมระดบัความเขม้ขน้ 
PEG จาก 0-30 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้ทั้ งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion มีแนวโน้ม
เพ่ิมข้ึนอยา่งต่อเน่ืองเป็นล าดบั โดยการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตด์ว้ย 30% (w/v) PEG 8000 เป็น
เวลา 20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ binary และ multi fusion สูงสุดท่ี 27.65 และ 24.28 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั ทั้งน้ีเป็นผลจากคุณสมบัติของ PEG ซ่ึงท าหน้าท่ีชกัน าให้โปรโตพลาสต์มาอยู่ใกลชิ้ด 
และรวมกนัไดอ้ยา่งรวดเร็ว (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Assani et al., 2005; Badr-Elden et al., 2010)  
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ดงันั้นการเพ่ิมความเขม้ขน้ PEG จึงมีผลเพ่ิมประสิทธิภาพการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ให้เกิด
ไดม้ากและรวดเร็วยิ่งข้ึน ซ่ึงให้ผลไปในทางเดียวกบังานทดลองของ Beránex et al. (2007), Xiao et    
al. (2009), Badr-Elden et al. (2010) และ Guan et al. (2010) ท่ีพบว่าการใช ้PEG 6000 ท่ีความเขม้ขน้     
20-30 เปอร์เซ็นต์ ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุด นอกจากน้ี Xiao et al. (2009) ยงัพบดว้ยว่า         
การเพ่ิมความเขม้ขน้ PEG สูงกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ เพ่ิมเปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ไดเ้ร่ือย ๆ 
ในขณะท่ีการเกิด binary fusion จะลดลง 

นอกจากน้ี การเพ่ิมระยะเวลาท่ีใช้ในการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์ยงัมีแนวโน้มเพ่ิม
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดการรวมโปรโตพลาสตท์ั้งสองรูปแบบดว้ย เห็นไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์ท่ีทุก
ความเขม้ขน้ของ PEG 8000 ท่ีเวลา 10 และ 20 นาที ซ่ึงให้ผลเปอร์เซ็นต์การรวมโปรโตพลาสต์ต  ่าสุด
และสูงสุด ตามล าดบั เป็นไปในท านองเดียวกบังานวิจยัของ Beránex et al. (2007), Badr-Elden et al. 
(2010) และ Guan et al. (2010) ท่ีพบว่าระยะเวลาเหมาะสมส าหรับการชกัน าให้เกิด binary fusion อยู่
ท่ีระหว่าง 10-20 นาที อยา่งไรก็ตาม จากการทดลองพบว่า การไม่ใช ้PEG 8000 (0% (w/v)) สามารถ
เกิดการรวมโปรโตพลาสตไ์ดค่้อนขา้งมาก ทั้งน้ีอาจมีสาเหตุมาจากสารละลาย PEG ประกอบดว้ย 
DMSO อยูถึ่ง 5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึง DMSO มีคุณสมบติัส่งเสริมและเพ่ิมประสิทธิภาพการชกัน าการรวม
โปรโตพลาสต ์(Menczel and Wolfe, 1984; Henn et al., 1998a) จึงส่งผลให้เกิดการรวม โปรโตพลาสต์
ในอตัราสูงกว่าการเกิด spontaneous fusion ซ่ึงพบไดใ้นอตัราต ่า (ค  านูญ กาญจนภูมิ, 2545)   
 ปัจจัยท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใช้กับการรวมโปรโตพลาสต์เพื่อสร้างเซลล์ลูกผสม
จ าเป็นตอ้งใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion สูง แต่เกิด multi fusion ต ่า และจากการศึกษาปัจจยั
ขา้งตน้ พบว่า การชกัน าใหเ้กิดการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ย 20% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 15 นาที 
ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูง (26.16 เปอร์เซ็นต์) และมีเปอร์เซ็นต์ multi fusion ต  ่า (12.96 
เปอร์เซ็นต์) จึงเหมาะสมส าหรับน าไปใชใ้นการรวมโปรโตพลาสต์เพื่อสร้างเซลลล์ูกผสมให้ได้
จ  านวนสูงสุดเพ่ือการเพาะเล้ียงและคดัเลือกต่อไป 
 
การศึกษาอิทธิพลของอาหารและเทคนิคการเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ 
 จากการทดสอบเพ่ิมศกัยภาพการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์
10A และโปรโตพลาสตใ์บสายพนัธุ์ PI441983 ดว้ยอาหาร L'4M (BA 1 มก./ล.) และ L'4M ท่ีมีการ
ดดัแปลงสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโตไคนิน 3 สูตร ไดแ้ก่ L'4M 1 (BA 0.5 มก./ล.:TDZ 
0.25 มก./ล.), L'4M 2 (BA 0.5 มก./ล.:TDZ 0.5 มก./ล.) และ L'4M 3 (TDZ 1 มก./ล.) ร่วมกบัความ
หนาแน่นโปรโตพลาสต์เพาะเล้ียง 2 ระดบั คือ 1 ×  105 และ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. เพื่อให้
สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสตต์ั้งแต่การแบ่งเซลล ์การสร้างโคโลนี และพฒันา
เป็นแคลลสัจ านวนมากไดอ้ยา่งรวดเร็ว เป็นดงัน้ี 
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  จากการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A ปัจจยัดา้นอาหาร
เพาะเล้ียงไม่มีอิทธิพลต่อการแบ่งเซลล ์(เม่ือเพาะเล้ียงนาน 28 วนั) แต่มีอิทธิพลต่อการพฒันา
ต่อเน่ืองไปเป็นโคโลนี (เม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั) อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ ในขณะท่ีความ
หนาแน่นโปรโตพลาสตมี์อิทธิพลต่อทั้งการแบ่งเซลลแ์ละการสร้างโคโลนีอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทาง
สถิติ และจากการติดตามการเจริญเติบโตตลอด 50 วนั พบว่า การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดว้ย
อาหาร L'4M ดดัแปลงทุกสูตร (L'4M 1, L'4M2 และ L'4M 3) มีแนวโน้มส่งเสริมทั้งการแบ่งเซลล์
และสร้างโคโลนีท่ีดีกว่าอาหาร L'4M โดยเฉพาะอยา่งยิง่เม่ือใหร่้วมกบัการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. โดยพบการแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนีสูงสุด 56.20 
และ 38.45 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 1 และ L'4M 2 ตามล าดบั ร่วมกบั
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ส าหรับการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 อาหารเพาะเล้ียงไม่มีอิทธิพลต่อการแบ่งเซลล ์(เม่ือเพาะเล้ียงนาน 28 
วนั) แต่มีอิทธิพลต่อการพฒันาไปเป็นโคโลนี (เม่ือเพาะเล้ียงนาน 50 วนั) ในขณะท่ีความหนาแน่น
โปรโตพลาสตไ์ม่มีอิทธิพลต่อทั้งการแบ่งเซลลแ์ละการสร้างโคโลนี ซ่ึงตลอดการเพาะเล้ียงพบว่า
การให้อาหาร L'4M ดดัแปลงทุกสูตรมีแนวโน้มส่งเสริมการแบ่งเซลล์และสร้างโคโลนีได้ดีกว่า
อาหาร L'4M ท่ีทุกความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์และพบแนวโนม้มีการแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนี
มากข้ึนเม่ือเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ท่ีความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. โดยพบการแบ่ง
เซลลสู์งสุด 48.45 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร L'4M 3 ร่วมกบัความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์   
3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. และพบการสร้างโคโลนีสูงสุด 39.40 เปอร์เซ็นต์ เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยอาหาร 
L'4M 2 ท่ีความหนาแน่นโปรโตพลาสต ์3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. 
 จากผลการทดลองขา้งตน้ช้ีใหเ้ห็นว่าชนิดอาหารและขั้นตอนการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต ์
L4 regeneration (Lené e and Chupeau, 1986; ตารางภาคผนวกท่ี 2) มีศกัยภาพและเหมาะสมส าหรับ
เพาะเล้ียงทั้งโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 ซ่ึง
เป็นไปในทางเดียวกบังานวิจยัเก่ียวกบัโปรโตพลาสต์ทั้งสองก่อนหน้าน้ี (ชิตพนัธุ์ คติวฒัน์, 2551) 
และงานวิจัยโปรโตพลาสต์ในทานตะวนัสายพนัธุ์อ่ืน ๆ รวมถึงพนัธุ์ป่า  (Burrus et al., 1991; 
Chanabe et al., 1991; Fischer et al., 1992; Vasic et al. 2004; Rákosy-Tican et al., 2007; Taski-
Ajdukovic et al., 2009) นอกจากน้ียงัแสดงให้เห็นดว้ยว่าการปรับเปล่ียนชนิดและสัดส่วนของ      
ไซโตไคนินแต่ละชนิดในอาหาร L'4M ไดแ้ก่ BA และ TDZ (ตารางท่ี 1) สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพ
การเพาะเล้ียงท าให้โปรโตพลาสต์แบ่งเซลล์เพ่ิมข้ึนและสามารถด าเนินกิจกรรมการแบ่งเซลล์
ต่อเน่ืองจนพฒันาไปเป็นโคโลนีและแคลลสัมากข้ึน ทั้งน้ีเป็นผลจากอาหาร L'4M ดดัแปลงทุกสูตร 
มี TDZ เป็นองคป์ระกอบ ซ่ึง TDZ มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการแบ่งเซลลแ์ละการเจริญเติบโต 
สนับสนุนให้มีการแบ่งเซลล์ต่อเน่ือง (sustained division) ส่งเสริมการชกัน าให้เกิดแคลลสัและ 
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regeneration สูงกว่า BA (Wallin and Johansson, 1989; Chupeau et al., 1993; Murthy et al., 1998; 
Guo et al., 2011) อยา่งไรก็ดี ส าหรับกลุ่มอาหาร L'4M ดดัแปลง ในทา้ยท่ีสุดพบว่าอาหาร L'4M 2 
ใหก้ารพฒันาโคโลนีสูงสุดกบัทั้งโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนและใบ แตกต่างกบัอาหาร L'4M 1 และ 
L'4M 3 ซ่ึงอาจมีสาเหตุจากความเขม้ขน้และสดัส่วนของ TDZ และ BA ท่ีใชร่้วมกนั คือ 0.5 มก./ล.: 
0.5 มก./ล. เหมาะสมท่ีสุดกบัโปรโตพลาสตท์ั้งสองชนิดน้ี ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัหลายช้ินท่ีพบว่า
การใช ้TDZ ร่วมกบั BA จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพการพฒันาของเซลลแ์ละการเกิด regeneration 
(Nielsen et al., 1995; Krasnyanski et al., 1998; Mutasim and Kazumi, 1999; Jonoubi, et al., 2004; 
Guo et al., 2011) จึงให้การพฒันาดีกว่าการใชอ้าหาร L'4M 3 ท่ีมี TDZ เพียงชนิดเดียว (1 มก./ล.)  
และความเขม้ขน้ TDZ ในอาหาร L'4M 1 (TDZ 0.25 มก./ล. : BA 0.5 มก./ล.) ท่ีน้อยกว่า L'4M 2 ถึง 
2 เท่า อาจยงัไม่เพียงพอจึงพบการพฒันาต ่ากว่า จากการทดลองดงักล่าวนับเป็นคร้ังแรกท่ีมีการน า 
BA และ TDZ มาใชร่้วมกนัเพ่ือเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ตั้งแต่ระยะแรกซ่ึงแต่เดิมมาจนถึงปัจจุบนั
นิยมใช ้BA เพียงชนิดเดียว และคน้พบว่าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตท์านตะวนัโดยใช ้BA ร่วมกบั 
TDZ สามารถส่งเสริมการพฒันาของโปรโตพลาสตทุ์กระยะไดดี้กว่าการใช ้BA เพียงชนิดเดียว  
 ส าหรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ การเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่น 3 ×  105 โปรโต-
พลาสต/์มล. ส่งเสริมใหม้ีการแบ่งเซลลแ์ละพฒันาไปเป็นโคโลนีไดดี้กว่าท่ีความหนาแน่น 1 ×  105 
โปรโตพลาสต์/มล. กับทั้งโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนและใบ เป็นไปในทางเดียวกับงานวิจัยของ 
Schween  et al. (2003) ท่ีพบว่าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์มอส (moss; Physcomitrella patens) ท่ี
ความหนาแน่น 500,000 โปรโตพลาสต/์ 1.5 มล. (หรือประมาณ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล.) โปรโตพลาสต์
สามารถคงความมีชีวิต แบ่งเซลล ์และเจริญเติบโตไดดี้กว่าการเพาะเล้ียงท่ีความหนาแน่นต ่ากว่า 
และเป็นไปตามขอ้เท็จจริงท่ีว่าการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ดว้ยความหนาแน่นสูง (1 ×  105-1 ×  106 
โปรโตพลาสต์/มล.) จะช่วยรักษาความมีชีวิต การแบ่งเซลล์ การพฒันาโคโลนีและแคลลสัได้   
เพราะโปรโตพลาสต์มีการปลดปล่อยองค์ประกอบบางอย่างท่ีเก่ียวข้องกับการกระตุ้นการ
เปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยา (physiologically active compounds) ออกมาสู่อาหารมากพอท่ีจะกระตุน้
การพฒันาของเซลล์ขา้งเคียง หรือเป็นการอาศยัอิทธิพลจาก nurse-effect (Xu and Xue, 1999; 
Schween et al., 2003; Davey et al., 2005; Fu et al., 2009; Tomar and Dantu, 2010) แต่อย่างไรก็
ตาม ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ท่ีเหมาะสมยงัคงข้ึนอยู่ก ับชนิดของพืชและเน้ือเยื่อท่ีใชด้้วย 
(Bajaj, 1994) 
 นอกจากน้ี การเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตด์ว้ยอาหารดดัแปลง L'4M 2 ร่วมกบัความหนาแน่น
โปรโตพลาสต ์3 ×  105 โปรโตพลาสต/์มล. สามารถส่งเสริมใหเ้กิดการพฒันาแคลลสัจ านวนมากกบั
โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนสายพนัธุ ์10A ดว้ย ดงันั้น ท่ีสภาวะดงักล่าวจึงเหมาะสมส าหรับเพาะเล้ียง
โปรโตพลาสตช์นิดน้ี แต่ส าหรับโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 แมจ้ะพบการพฒันาโคโลนี
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สูงสุดท่ีสภาวะดงักล่าวแต่ยงัไม่พบการพฒันาเป็นแคลลสั ซ่ึงอาจเป็นไปตามข้อเท็จจริงท่ีว่าแม ้ 
TDZ จะมีประสิทธิภาพสูงในการส่งเสริมการเจริญเติบโตและพฒันาของพืช แต่ปริมาณการใชท่ี้
เหมาะสมและท าใหเ้กิดการพฒันาสูงสุดมกัมีความจ าเพาะกบัชนิด เน้ือเยือ่ และระยะการพฒันาของ
พืชนั้น ๆ (Guo et al., 2011) รวมถึงการตอบสนองต่อการเพาะเล้ียงให้เกิดการพฒันาในพืช
ทานตะวนัมกัข้ึนอยูก่บัอิทธิพลของพนัธุกรรม (genotype) (Davey et al., 2005; Ozyigit et al., 2006; 
Ozyigit et al., 2007) ดงัเช่นท่ี Sarrafi et al, (1996) พบว่าการเกิดออร์แกโนเจเนซิสในทานตะวนั
ข้ึนอยูก่บัการควบคุมโดยพนัธุกรรมถึง 68.6 เปอร์เซ็นต์ (narrow-sense heritability = 68.6%) ดงันั้น 
ผลของการพฒันาท่ีแตกต่างกนัของทานตะวนัทั้งสองสายพนัธุจึ์งอาจมีสาเหตุจากความแตกต่างของ
ฐานพนัธุกรรมดว้ย เน่ืองจากสายพนัธุ ์10A เป็นสายพนัธุท่ี์ไดรั้บการสกดัสายพนัธุม์าจากทานตะวนั
ท่ีปลกูในประเทศไทย ในขณะท่ีสายพนัธุ ์PI441983 มีแหล่งท่ีมาของสายพนัธุจ์ากประเทศอาเจนตินา 
(เกียรติศกัด์ิ ฟ่ันเพ็ง, 2553; ฐิติพร มะชิโกวา และปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ, 2554) อย่างไรก็ตาม การ
ปรับเปล่ียนสูตรอาหารหรือเทคนิคการเพาะเล้ียงจากเดิมแมเ้พียงเล็กน้อยอาจช่วยให้เกิดการพฒันา     
ท่ีดีข้ึนได ้และจากแนวโน้มการพฒันาท่ีดีข้ึนของโปรโตพลาสต์เม่ือเพาะเล้ียงดว้ยความหนาแน่นสูง 
การเพ่ิมความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ท่ีเพาะเล้ียงให้มากกว่า 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. อาจเป็น 
วิธีง่าย ๆ ท่ีช่วยเพ่ิมศกัยภาพการเพาะเล้ียงให้ดีข้ึนไดก้บัโปรโตพลาสต์ทั้ งสองชนิดน้ี ซ่ึงสมควร
ศึกษาทดลองในอนาคต 
 
การศึกษาการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion  
  จากการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion ระหว่างโปรโตพลาสต์ 
ล  าตน้อ่อนสายพนัธุ์ 10A (ไซโตพลาสซึมเป็นหมนั) ท่ีผ่านการให้ iodoacetic acid ความเขม้ข้น     
1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที และ 3.0 mM เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึม
และท าหนา้ท่ีเป็น recipient parent กบัโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ์ PI441983 (ไซโตพลาสซึมปกติ) 
ซ่ึงท าหนา้ท่ีเป็น donor parent และการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตรู์ปแบบ symmetric fusion (ไม่มี
การให้สารแก่โปรโตพลาสต์ก่อนการชกัน าการวมโปรโตพลาสต์) ดว้ยสารเคมี PEG 8000 ความ
เขม้ขน้ 20% (w/v) เป็นเวลา 15 นาที พบว่า ผลผลิตจากการรวมโปรโตพลาสต์ทุกรูปแบบสามารถ
แบ่งเซลล ์เจริญเติบโต และพฒันาไปเป็นโคโลนีไดดี้ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า สภาวะการชกัน าให้เกิด
การรวมโปรโตพลาสตท่ี์ใช ้(20% (w/v) PEG 8000 นาน 15 นาที) มีประสิทธิภาพโดยไม่ท าให้เกิด
ความเป็นพิษจนโปรโตพลาสต์ตายหรือเจริญเติบโตไม่ได ้(จากผลของ PEG; Henn et al., 1998a; 
Navrátilová, 2004; Verma et al., 2008) จึงพบการสร้างโคโลนีกระจายตวัทัว่ agarose droplets ไดใ้น
ทุกทรีตเมนต์ และจากการประเมินดว้ยภาพถ่ายจะเห็นได้ว่าความหนาแน่นของกลุ่มโคโลนีใน 
agarose droplets ของแต่ละทรีตเมนต์มีความแตกต่างกัน โดยผลผลิตโปรโตพลาสต์ท่ีมาจากการ         
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ชกัน าการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion จะมีกลุ่มโคโลนีกระจายตวัอยูเ่บาบางกว่า
ผลผลิตท่ีได้จากการรวมโปรโตพลาสต์รูปแบบ  symmetric fusion ทั้ งน้ีอาจเน่ืองจากการให ้
iodoacetic acid ซ่ึงมีผลยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมหรือการแบ่งเซลล ์(Varotto et al., 2001; 
Bona et al., 2009) แก่โปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนมีผลท าให้เกิดการคัดเลือก โดยโปรโตพลาสต์         
ล  าต้นอ่อนท่ีไม่เกิดการรวมโปรโตพลาสต์กับโปรโตพลาสต์ใบจะไม่สามารถแบ่งเซลล์และ
เจริญเติบโตได ้(Fu et al., 2009; Lakshmanan et al., 2013) จึงไม่พบการพฒันาเป็นโคโลนีของ        
โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนท่ีไม่เกิดการรวมโปรโตพลาสต์และโปรโตพลาสต์ท่ีเกิดการรวมกนัเอง
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนท่ีสามารถพบไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ symmetric 
fusion นอกจากน้ี การให ้iodoacetic acid โดยเฉพาะท่ีความเขม้ขน้สูงมกัสร้างความเสียหายให้แก่
โปรโตพลาสต์ (Liu and Deng, 2002; Zhao et al., 2008) ซ่ึงหลงัการชกัน าการรวมโปรโตพลาสต์
และเพาะเล้ียงมกัมีผลท าใหเ้กิดการเจริญเติบโตชา้ แบ่งเซลล ์สร้างโคโลนี พฒันาแคลลสั และเกิด 
regeneration ลดลง (Liu and Deng, 1999; Varotto et al., 2001; Fu et al., 2009) ดงันั้น จึงพบ
แนวโนม้การพฒันาโคโลนีต ่าสุดในทรีตเมนตท่ี์มีการให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้สูง 3.0 mM 
  นอกจากน้ี จากการท่ีการรวมโปรโตพลาสต์ทั้ งสองรูปแบบไม่มีการก าจัดนิวเคลียสของ   
สายพันธุให้ (PI441983) ดังนั้ น เซลล์ลูกผสมท่ีได้จึงอาจมีพันธุกรรมได้หลายลักษณะ เช่น 
นิวเคลียสจากต่างโปรโตพลาสตร์วมกนัอย่างสมบูรณ์ นิวเคลียสรวมกนัเพียงบางส่วน หรือไม่เกิด
การรวมระหว่างนิวเคลียส (ถูกก  าจัดออกขณะแบ่งเซลล์) (Pujari, 2014) ส าหรับไซโตพลาสซึม 
ลกูผสมจากการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion อาจมีไซโตพลาสชึมของสายพนัธุ์
ให ้(PI441983) ทั้งหมด หรือมีไซโตพลาสซึมสายพนัธุ์รับ (10A) ปะปนอยู่บางส่วน ในขณะท่ีการ
รวมโปรโตพลาสตแ์บบ symmetric fusion ซ่ึงไม่มีการยบัย ั้งไซโตพลาสซึมลกูผสมอาจมีไซโตพลาสซึม
จากโปรโตพลาสต์ทั้งสองชนิด รวมถึงอาจเกิดการรวมกนัของยีนในไมโตคอนเดรียดว้ย เป็นต้น 
(Lakshmanan et al., 2013) พนัธุกรรมท่ีเป็นไปไดข้องลูกผสมดงักล่าวสามารถตรวจสอบเพื่อ
คดัเลือกลกูผสมใหม้ีลกัษณะตามวตัถุประสงคไ์ดโ้ดยการใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล เช่น  RAPD, SSR, 
AFLP, RFLP หรือ CAPS ตรวจสอบความแตกต่างของพนัธุกรรมในนิวเคลียสโดยตรง หรืออาจใช ้
RFLP หรือ CAPS ตรวจสอบจีโนมในไซโตพลาสซึม (ไมโตคอนเดรียและคลอโรพลาสต์) 
นอกจากน้ีอาจใชก้ารวิเคราะห์ทาง cytogenetic ร่วมด้วย เช่น การนับจ านวนโครโมโซม flow 
cytometry หรือ genomic in situ hybridization (GISH) (Lakshmanan et al., 2013) เช่นการปรับปรุง
พนัธุ์พืชวงศ ์Brassicaceae ซ่ึงนิยมใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด RAPD, SSR และ CAPS ร่วมกับ   
การนับจ านวนโครโมโซม และ GISH ตรวจสอบการเป็นลูกผสม (Wang et al., 2005; Du et al., 
2009; Wang et al., 2011) หรือการปรับปรุงพนัธุ์พืชวงศ์ Rutaceae ท่ีนิยมใช ้AFLP และ flow 
cytometry ตรวจสอบการเป็นลกูผสม (Bona et al., 2009) เป็นตน้ 
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  จากการทดลองข้างต้น แมย้งัไม่พบการพฒันาเป็นแคลลสั แต่ก็พบแนวโน้มการพฒันา     
ไปเป็นโคโลนีไดดี้ และโคโลนีบางส่วนก็มีการพฒันาดีโดยมีการแบ่งเซลลต่์อเน่ืองและจบัตวักนัแน่น
จนมีขนาดใหญ่ซ่ึงมีโอกาสท่ีจะพฒันาต่อไปเป็นแคลลสัได ้นอกจากน้ี จะเห็นไดว้่าการรวมโปรโต-
พลาสต์แบบ donor-recipient fusion เป็นวิธีการท่ีมีศกัยภาพส าหรับพฒันาทานตะวนัสายพนัธุ์บี      
วิธีหน่ึงซ่ึงควรท าการพฒันาต่อไปเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในอนาคต 
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บทที่ 6 
สรุปผลการทดลอง 

 

 การก าจดันิวเคลียสออกจากโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 หรือผลิต      
ไซโตพลาสต์ส าหรับใชเ้ป็น donor parent โดยการให้สารเคมี cytochalasin B สามารถท าได ้แต่มี
ขอ้จ  ากดัส าคญัคือใหผ้ลผลิตไซโตพลาสต์ต  ่ามาก ดงันั้นจึงยงัไม่เหมาะสมท่ีจะน าไปใชป้ระโยชน์ 
และจ าเป็นตอ้งปรับปรุงเพ่ิมประสิทธิภาพวิธีการให้สามารถเพ่ิมผลผลิตไซโตพลาสต์ให้เพียงพอ
ส าหรับน าไปใชก้บัการรวมโปรโตพลาสต์แบบ donor-recipient fusion ซ่ึงอาจท าไดห้ากมีการใช้
วิธีการป่ันเหวี่ยงแยกองค์ประกอบโปรโตพลาสต์ด้วยความเร็วสูงในสารละลาย gradient ของ 
percoll, mannitol หรือ sucrose ร่วมดว้ย 
 การยบัย ั้งการท างานของไซโตพลาสซึมของโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์
10A เพื่อผลิต recipient parent ดว้ยสารเคมี iodoacetic acid ท าให้โปรโตพลาสต์เกิดการแบ่งเซลล์
และสร้างโคโลนีลดลง โดยการยบัย ั้งท่ีมีประสิทธิภาพจ าเป็นตอ้งให้การแบ่งเซลลแ์ละสร้างโคโลนี
ต ่าโดยใชค้วามเขม้ขน้ iodoacetic acid และระยะเวลาการให้สารน้อยเพื่อป้องกนัความเสียหายแก่  
โปรโตพลาสต ์จากการทดลองพบว่าการให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที 
เหมาะสมท่ีสุดและไดน้ าไปใชผ้ลิต recipient parent ส าหรับการศึกษาการรวมโปรโตพลาสต์แบบ 
donor-recipient fusion ต่อไป 
 ความเขม้ขน้ PEG และระยะเวลาการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตต่์างเป็นปัจจยัท่ีมีอิทธิพล
ต่อการชกัน าใหเ้กิดการรวมกนัระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์
ใบสายพนัธุ์ PI441983 โดยปัจจัยท่ีเหมาะสมส าหรับน าไปใช้สร้างเซลล์ลูกผสมจ าเป็นต้องให้
เปอร์เซ็นตก์ารเกิด binary fusion สูง แต่เกิด multi fusion ต ่า และจากการทดลองพบว่าการชกัน าการ
รวมโปรโตพลาสต์ดว้ย 20% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 15 นาที ให้ผลการรวมกนัในลกัษณะ
ดงักล่าว จึงถกูน าไปใชก้บัการชกัน าการรวมโปรโตพลาสตใ์นรูปแบบ donor-recipient fusion  
 การเพ่ิมประสิทธิภาพการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet ดว้ยวิธีการ  
L4 regeneration ในโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบสายพนัธุ ์
PI441983 ให้เกิดการแบ่งเซลล ์รักษาสภาพการแบ่งเซลลต่์อเน่ือง พฒันาเป็นโคโลนีและแคลลสั
จ านวนมาก สามารถท าไดโ้ดยการปรับเปล่ียนชนิดและสดัส่วนสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภท
ไซโตไคนินในอาหาร L'4M และเพ่ิมความหนาแน่นโปรโตพลาสต์เพาะเล้ียง โดยพบว่าอาหาร 
L'4M ดดัแปลงชนิด L'4M 2 ท่ีมีการใช ้TDZ 0.5 มก./ล.ร่วมกบั BA 0.5 มก./ล. และเพาะเล้ียงดว้ย
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ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 3 ×  105 โปรโตพลาสต์/มล. ท าให้เกิดการพฒันาสูงสุดกบัทั้ง               
โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนและโปรโตพลาสตใ์บ จึงน าไปใชเ้พาะเล้ียงผลผลิตโปรโตพลาสตท่ี์ไดจ้าก
การชกัน าการรวมโปรโตพลาสตต่์อไป 
 การชกัน าการรวมโปรโตพลาสตแ์บบ donor-recipient fusion โดยมโีปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อน
สายพนัธุ ์10A ซ่ึงผา่นการให ้iodoacetic acid ความเขม้ขน้ 1.5 mM เป็นเวลา 20 นาที ท าหน้าท่ีเป็น 
recipient parent และโปรโตพลาสตใ์บสายพนัธุ ์PI441983 ท าหนา้ท่ีเป็น donor parent สามารถท าได ้
โดยผลผลิตท่ีไดจ้ากการรวมโปรโตพลาสต์ดว้ยวิธีดงักล่าวสามารถเจริญเติบโตพฒันาเป็นโคโลนี  
ไดดี้และมีแนวโน้มพฒันาไปเป็นแคลลสัไดเ้ม่ือน าไปเพาะเล้ียง และมีผลท าให้เกิดการคัดเลือก
เบ้ืองต้นกับผลผลิตท่ีได้จากการรวมโปรโตพลาสต์ จึงนับเป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพวิธีหน่ึง
ส าหรับการผลิตพืชลกูผสม 
 จากความรู้ท่ีไดท้ั้งหมดน้ีจะเป็นประโยชน์ต่อการพฒันาทานตะวนัสายพนัธุ์บีโดยวิธีรวม
โปรโตพลาสต์ ซ่ึงจะน าไปสู่การผลิตทานตะวนัพนัธุ์ลูกผสมท่ีเหมาะสมกับสภาพแวดลอ้มการ
เพาะปลกูในประเทศไทย และยงัสามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นการปรับปรุงพนัธุ์พืชชนิดอ่ืนโดยวิธี
รวมโปรโตพลาสตไ์ดเ้ช่นกนั 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



94 

 

รายการอ้างอิง 
 

กรมวิชาการเกษตร. (2548). แนวทางการส่งเสริมและพฒันาทานตะวนัภาคกลาง [ออนไลน์]. ไดจ้าก: 
 http://cdoae.doae.go.th/ 
กรมวิชาการเกษตร. (2552). ระบบข้อมูลทางวิชาการ-ทานตะวัน [ออนไลน์ ]. ได้จาก: http:// 

it.doa.go.th/  
กองแผนงานและวิชาการ. (2551). แบบเสนอแผนปฏิบติังานโครงการวิจยั ประจ าปีงบประมาณ 2551 

[ออนไลน์]. ไดจ้าก: http://as.doa.go.th/ 
เกียรติศกัด์ิ ฟ่ันเพง็. (2553). การทดสอบสมรรถนะของสายพนัธุและลกัษณะที่เกีย่วของกบัศักยภาพ 

การใหผลผลติ และเปอรเซ็นต์น า้มนัของทานตะวัน. วิทยานิพนธ์วิทยาศาสตร์มหาบณัฑิต, 
สาขาวิชาเทคโนโลยกีารผลิตพืช ส านกัวิชาเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. 

ค านูญ กาญจนภูมิ. (2545). เทคโนโลยีโปรโตพลาสต์ของพืช. กรุงเทพฯ: ส านักพิมพแ์ห่งจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั. 115 หนา้. 

จุฑามาศ เพียซา้ย, ฐิติพร มะชิโกวา และ ไพศาล เหล่าสุวรรณ. (2550). การพฒันาและศกัยภาพของ
ทานตะวนัพนัธุส์งัเคราะห์. การประชุมวชิาการ งา ทานตะวนั ละหุ่ง และค าฝอยแห่งชาติ คร้ัง
ที่ 5 ณ โรงแรมเทวราช จงัหวดั น่าน วนัท่ี 23-25 พฤษภาคม. หนา้ 84-97. 

ชิตพนัธุ์ คติวฒัน์. (2551). การแยกและเพาะเลีย้งโปรโตพลาสต์ทานตะวัน (Helianthus annuus L.). 
วิทยานิพนธ์วิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต , สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตพืช ส านักวิชา
เทคโนโลยกีารเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี.  

ฐานเศรษฐกิจ ออนไลน์ . (2556). เกษตรฯ-พาณิชย์ ตั้ งกองทุนปศุสัตว์ [ออนไลน์ ]. ได้จาก :  
 http://www.thannews.th.com/index.php 
ฐิติพร มะชิโกวา และ ปิยะดา ตนัตสวสัด์ิ. (2554). โครงการปรับปรุงพนัธุ์ทานตะวนั. รายงานการ
 วิจยัโครงการปรับปรุงพนัธุท์านตะวนั. มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. หนา้ 1-65. 
ธุรกิจอาหารสัตว .์ (2556). นโยบายและมาตรการการน าเขา้กากถัว่เหลือง ปี 2555-57 [ออนไลน์]. 
 ไดจ้าก:  http://www.thaiswine.org/Portals/ 
นิตยศ์รี แสงเดือน. (2542). พนัธุศาสตร์พชื. กรุงเทพฯ: ส านกัพิมพม์หาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 295 หนา้. 
ปรีชา สุรินทร์, เพลินพิศ สงสังข์, ชุติมนัต์ พานิชศกัด์ิพฒันา และ นลินี ศิวากรณ์. (2538). โรคของ

ทานตะวนั. การประชุมวิชาการอารักขาพืชแห่งชาติ คร้ังที่ 2 ณ โรงแรมเพชรงาม จงัหวดั
เชียงใหม่ วนัท่ี 9-11 ตุลาคม. หนา้ 229-235. 

 

http://cdoae.doae.go.th/
http://it.doa.go.th/vichakan/news.php?newsid=30
http://it.doa.go.th/vichakan/news.php?newsid=30


95 

 

ไพศาล เหล่าสุวรรณ, กิตติ สัจจาวฒันา, มนตรี แหนงใหม่, ชยัยะ แสงอุ่น, ยศศกัด์ิ แก้มค้างพลู, 
ยพุยงศ ์จนัทร์ข า, จุฑามาศ เพียซา้ย และ ภาคภูมิ ศรีหมื่นไวย. (2548). การปรับปรุงพนัธุ์
ทานตะวนัพนัธุ์สังเคราะห์เปอร์เซ็นต์น ้ ามนัสูง. รายงานการวิจยัโครงการพฒันาการผลิต
ทานตะวนั ระยะท่ี 2. มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. หนา้ 1-14. 

ไพศาล เหล่าสุวรรณ, อารีย ์วรัญญูวฒัก์ และ ปิยะดา ทิพยผ่อง. (2546). หลักการปรับปรุงพันธ์ุพืช. 
นครราชสีมา: มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. 320 หนา้. 

มติชนออนไลน์. (2556). "ทานตะวนั" พืชเศรษฐกิจ ท่ีมากกว่าความสวยงาม [ออนไลน์]. ไดจ้าก: 
http://www.technologychaoban.com/news_detail.php 

ลกัขณา พงศพ์งนั. (2543). ทานตะวนั พืชทางเลือกใหม่ [ออนไลน์]. ไดจ้าก: http:// library. dip. go. 
th/multim/edoc/05998.pdf 

วิกิพีเดีย. (2557). เซลล ์(ชีววิทยา). [ออนไลน์]. ไดจ้าก: http://th.wikipedia.org/wiki/เซลล_์%28ชีววิทยา 
ศรีสุดา เตชะสาน และพฒันา นรมาศ. (ม.ป.ป.) การปลูกทานตะวัน. กรุงเทพฯ: มหาวิทยาลยั 
 เกษตรศาสตร์. 10 หนา้. 
ศนูยอ์จัฉริยะเพื่ออุตสาหกรรมอาหาร. (2556). อุตสาหกรรมปาลม์น ้ ามนัและผลิตภณัฑ์เก่ียวเน่ือง 
 [ออนไลน์]. ไดจ้าก: http://fic.nfi.or.th/food/upload/doc/12_Th_Palm%20Industry.doc 
สมบุญ เตชะภิญญาวฒัน์. (2544). สรีรวทิยาของพชื. กรุงเทพฯ: ส านกัพิมพม์หาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์. 

237 หนา้. 
สุพจน์ แสงประทุม. (2553). ทานตะวนั. กรุงเทพฯ: กรมส่งเสริมการเกษตร. 12 หนา้. 
ส านกับริการขอ้มลูและสารสนเทศ. (2554). สถิติการน าเขา้ หมวดพืชไร่: ปี 2553 [ออนไลน์]. ไดจ้าก: 
   http://www.idis.ru.ac.th/report/index.php?topic=3480.0 
อารีย ์วรัญญูว ัฒก์. (2541). การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อการปรับปรุงพันธ์ุพืช. นครราชสีมา: 
 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี. 133 หนา้. 
Anisimova, I.N., Gavrilova, V.A., Rozhkova, V.T., Port, A.I., Timofeeva, G.I. and Duka, M.V. 
 (2011). Genetic diversity of sources of sunflower pollen fertility restorer genes. Russ. 
 Agr. Sci. 37: 192-196. 
Assani, A., Chabane, D., Haïcour, R., Bakry, F. and Wenzel, G. (2005). Protoplast fusion in 

banana (Musa spp.): comparison of chemical (PEG: polyethylene glycol) and electrical 
procedure. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 83: 145-151. 

Aviv, A. and Galum, E. (1988). Transfer of cytoplasmic organelles from an oligomycin resistant 
Nicotiana cell suspension into tobacco protoplasts yielding oligomycin resistant cybrid 
plants. Mol. Gen. Genet. 215: 128-133. 

http://www.idis.ru.ac.th/report/index.php?topic=3480.0


96 

 

Badr-Elden, A.M., Nower, A.A., Nasr, M.I. and Ibrahim, A.I. (2010). Isolation and fusion of 
protoplasts in sugar beet (Beta vulgaris L.). Sugar Tech. 12: 53-58.  

Bajaj, Y.P.S. (1994). Plant Protoplasts and Genetic Engineering V. Berlin Heidelberg: 
 Springer-Verlag. 423 p. 
Beránex, M., Bechynê m, M. and Klí ma, M. (2007). Protoplast isolation and fusion between 

Brassica Carinata Braun. and Brassica rapa L. Agric. Tropica et Subtrop. 40: 1-6.  
Beyl, C.A. PGRs and their use in micropropagation. In Trigiano, R.N. and  Gray, D.J. eds. (2011). 

Plant Tissue Culture,Development, and Biotechnology. Boca Raton, FL: CRC Press 
Taylor and Francis Group, LLC. pp. 33-56. 

Beyl, C.A., Burger, D.W. and Cheng, Z.-M. Plant growth substances used in propagation. In Beyl, 
C.A. and Trigiano, R.N. eds. (2015). Plant Propagation Concepts and Laboratory 
Exercises. Boca Raton, FL: CRC Press Taylor and Francis Group, LLC. pp. 47-64. 

Bhadra, S.K. and Davey, M.R. (2005). Plant regeneration from protoplasts isolated from seedling 
hypocotyls of Vigna vexillata (L.) Rich. SABRAO J. Breed. Genet. 37: 151-158. 

Bhattacharjee, B., Sane, A.P. and Gupta, H.S. (1999). Transfer of wild abortive cytoplasmic male 
 sterility  through protoplast fusion in rice. Mol. Breed. 5: 319-327. 
Binding, H. and Nehls, R. (1977). Regeneration of isolated protoplasts to plants in Solanum 
 dulcamara L. Z. Pflanzenphysiol. 85: 279-280. 
Binsfeld, P.C., Cerboncini, C. and Schnabl, H. (n.d.). Characterization of interspecific asymmetric 
 somatic hybrids and their progeny in the genus Helianthus [on-line]. Available: 
 http://isasunflower.org/fileadmin/documents/aaProceedings/15thISCToulouse2000/Poster  
 Worksh opI-O/LGER8_VA.pdf 
Binsfeld, P.C., Marx, F. and Schnabl, H. (2005). Potential to develop new sunflower genotypes 
 with modified fatty acid by somatic hybridization. II Congresso Brasileiro de Plantas 
 Oleaginosas, Ó leos, Gorduras e Biodiesel Realizaç ã o: Universidade Federal de Lavras 
 e Prefeitura Municipal de Varginha. pp. 598-603. 
Binsfeld, P.C., Wingender, R. and Schnabl, H. (2000). Characterization and molecular analysis of 

transgenic plants obtained by microprotoplast fusion in sunflower. Theor. Appl. Genet. 
101: 1250-1258. 

Böhmer, P., Meyer, B. and Jacobsen, H.J. (1995). Thidiazuron-induced high frequency of shoot 
induction and plant regeneration in protoplast derived pea callus. Plant Cell Rep. 15: 26-29. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B%C3%B6hmer%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24185648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyer%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24185648
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacobsen%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24185648


97 

 

Bona, C.M., Gould, J.H., Miller, J.C., Stelly, D. and Louzada, E.S. (2009). Citrus asymmetric 
hybrids produced via fusion of gramma-irradiated and iodoacetamide treated protoplasts. 
Pesq. Agropec. Bras. Brasilia 44: 454-462. 

Burrus, M., Chanabe, C., Alibert, G. and Bidney, D. (1991). Regeneration of fertile plants from 
protoplasts of sunflower (Helianthus annuus L.). Plant Cell Rep. 10: 161-166. 

Canadian Food Inspection Agency. (2012). The Biology of Helianthus annuus L. [on-line]. 
 Available: http://www.inspection.gc.ca/plants/plants-with-novel-traits/applicants/ 
Caumont, C., Petitprez, M., Woynaroski, S., Barthou, H., Briè re, C., Kallerhoff, J., Borin, C., 
 Souvré , A. and Alibert, G. (1997). Agarose embedding affects cell wall regeneration and 
 microtubule organization in sunflower hypocotyl protoplasts. Physiol. Plant. 99: 129-134. 
Chanabe, C., Burrus, M., Bidney, D. and Alibert, G. (1991). Studies on plant regeneration from 
 protoplasts in the genus Helianthus. Plant Cell Rep. 9: 635-638. 
Chupeau, M.C., Lemoine, M. and Chupeau, Y.J. (1993). Requirement of thidiazuron for healthy 
 protoplast development to efficient tree regeneration of a hybrid popular (Populus 
 tremula x Populus alba). J. Plant Physiol. 141: 601-609. 
Copeland, M. (1974). The cellular response to cytochalasin B: A critical overview. Cytologia 39: 709-727. 
Crenshaw, A.H., Shay, J.W. and Murrell, L.R. (1980). Mass enucleation of tissue culture cell 
 monolayers. J. Tissue Cult. Meth. 6: 127-130. 
Davey, M.R., Anthony, P., Power, J.B. and Lowe, K.C. (2005). Plant protoplast: Status and 

biotechnological perspectives. Biotechnol. Adv. 23: 131-171. 
Davey, M.R. and Jan, M. (2010). Sunflower (Helianthus annuus L.): Genetic improvement using 
 conventional and in vitro technologies. J. Crop Improv. 24: 349-391. 
Du, X., Ge, X., Yao, X., Zhao, Z. and Li, Z. (2009). Production and cytogenetic characterization 
 of intertribal somatic hybrids between Brassica napus and Isatis indigotica and 
 backcross progenies. Plant Cell Rep. 28: 1105-1113.  
Fischer, C. and Hahne, G. (1992). Structural analysis of colonies derived from sunflower 
 (Helianthus annuus L.) protoplasts cultured in liquid and semi-solid media. Protoplasma 
 169: 130-138. 
Fischer, C., Klethi, P. and Hahne, G. (1992). Protoplasts from cotyledon and hypocotyl of 
 sunflower (Helianthus annuus L.): Shoot regeneration and seed production. Plant Cell 
 Rep. 11: 632-636. 



98 

 

Food Market Exchange. (2003). Local news [On-line]. Available: http://www. foodmarketexchange. 
com/datacenter/news/ 

Fraternale, D., Bisio, A. and Ricci, D. (2013). Salvia x jamensis J. compton: In vitro regeneration 
 of shoots through TDZ and BA. Plant Biosyst. 147: 713-716. 
Fu, L.L., Yang, X.Y., Zhang, X.L., Wang, Z.W., Feng, C.H., Liu, C.X., Jiang, P.Y. and Zhang, 
 J.L. (2009). Regeneration and identification of interspecific asymmetric somatic hybrids 
 obtained by donor-recipient fusion in cotton. Chinese Sci. Bull. 54: 3035-3044. 
Gamborg, O.L., Miller, R.A. and Ojima, O. (1968). Nutrient requirements of suspension cultures 
 of soybean root cell. Exp. Cell Res. 50: 151-158. 
Ge, T.M., Lin, X.H., Qin, F.L., Yu, S.W. and Yu, Y.J. (2006). Protoplast electrofusion between 
 common wheat (Triticum aestivum L.) and Italian ryegrass (Lolium multiflorum Lam.) 
 and regeneration of mature cybrids. In Vitro Cell Dev. Biol. Plant 42: 179-187. 
Goldman, J.J. (2008). The use of ISSR markers to identify Texas bluegrass interspecific hybrids. 
 Plant Breed. 127: 644-646. 
Golein, B., Fifaei, R. and Ghasemi, M. (2011). Identification of zygotic and nucellar seedlings in 

 citrus interspecific crosses by inter simple sequence repeats (ISSR) markers. Afr. J. 
 Biotechnol. 10: 18965-18970. 

Greplová, M., Greplová, E., Polzerová, H. and Domkářová, J. (2011). Procedure of asymmetric 
 somatic hybridization (in Solanum genus). Potato Research Institute.  
Guan, O., Guo, Y., Wei, Y., Meng, F. and Zhang, Z. (2010). Regeneration of somatic hybrids of 

ginger via chemical protoplast fusion. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 102: 279-284. 
Guo, B., Abbasi, B.H., Zeb, A., Xu, L.L. and Wei, Y.H. (2011). Thidiazuron: A multi-dimensional 
 plant growth regulator. Afr. J. Biotechnol. 10: 8984-9000. 
Guo. W.W., Wu, R.C., Fan, G.E. and Cheng, Y.J. (2008). Analysis of mitochondrial genome in 

 Citrus interspecific somatic hybrids produced by protoplast fusion. Bot. Stud. 49:        
 295-300.  

Health from Nature. (2011). Sunflower-Helianthus annuus [on-line]. Available: http://health-
 from-nature.net/Sunflower.html 
Helentjaris, T.G., Lombardi, P.S. and Glasgow, L.A. (1976). Effect of cytochalasin B on the 
 adhesion of mouse peritoneal macrophages. J.Cell Biol. 69: 407-414. 
Henn, H.-J., Wingender, R. and Schnabl, H. (1998a). Regeneration of fertile interspecific hybrids  

http://www/


99 

 

  from protoplast fusions between Helianthus annuus L. and wild Helianthus species. Plant 
 Cell Rep. 18: 220-224. 
Henn, H.-J., Wingender, R. and Schnabl, H. (1998b). Regeneration of fertile plants from 

Helianthus nuttallii T&G and Helianthus giganteus L. mesophyll protoplasts. Plant Cell 
Rep. 18: 288-291. 

Hetz, E., Perales, E.H., Liersch, R. and Schieder. O. (1995). Plant regeneration from mesophyll 
 and suspension protoplasts of Silybum marianum. Planta Med. 61: 554-557. 
Horn, R., Kusterer, B., Lazarescu, E. and Prüfe, M. (2003). Molecular mapping of the Rf1 gene 

restoring pollen fertility in PET1-based F1 hybrids in sunflower (Helianthus annuus L.). 
Theor. Appl. Genet. 106: 599-606. 

Hou, S.W. and Jia, J.F. (2004). High frequency plant regeneration from Astragalus melilotoides 
 hypocotyl and stem explants via somatic embryogenesis and organogenesis. Plant Cell 
 Tiss. Organ Cult. 79: 95-100. 
Hu, J., Seiler, G. and Kole, C. (2010). Genetics, Genomics and Breeding of Sunflower. Emfield, 

New Hampshire: Science Publishers. 353 p. 
Ji, J., Wang, G, Belhassen, E., Serieys, H. and Berville, A. (1996). Molecular markers of nuclear 
 restoration gene Rf1 in sunflower using bulked segregant analysis-RAPD. Sci. China  
 Ser. C-Life Sci. 39: 551-560. 
Jonoubi, P., Mousavi, A., Majd, A. and Daneshian, J. (2004). Improved Brassica napus L., 
 regeneration from hypocotyls using thidiazuron and benzyladenine as cytokinin sources. 
 Pak. J. Bot. 36: 321-329. 
Joshi, K.D., Sthapit, B.R. and Witcombe, J.R. (2001). How narrowly adapted are the products of 
 decentralised breeding? The spread of rice varieties from a participatory plant breeding 
 programme in Nepal. Euphytica 122: 589-597. 
Kao, K.N. and Michayluk, M. (1975). Regeneration from mesophyll protoplasts of alfafa. Z. 
 Pflanzenphysiol. 98: 135-141. 
Kaur, N.D., Vyvadilová, M., Klí ma, M. and Bechynĕ, M. (2006). A simple procedure for 
 mesophyll protoplast culture and plant regeneration in Brassica oleracea L. and Brassica 
 napus L. Czech J. Genet. Plant Breed. 42: 103-110. 
Keller, A.V., Coster, H.-G.L., Schnabl, H. and Mahaworasilpa, T.L. (1997). Influence of electrical 

treatment and cell fusion on cell proliferation capacity of sunflower protoplasts in very 
low density culture. Plant Sci. 126: 79-86. 



100 

 

Kirsch-Volders, M., Sofuni, T., Aardema, M., Albertini, S., Eastmond, D., Fenech, M., Ishidate,    
M.Jr., Lorge, E., Norppa, H., Surralle, J., von der Hude, W. and Wakata, A. (2000). 
Report from the in vitro micronucleus assay working group. Environ. Mol. Mutagen.      
35: 167-172.     

Krasnyanski, S., Ball, T.M. and Sink, K.C. (1998). Somatic hybridization in mint: Identification 
and characterization of Mentha piperita (+) M. spicata hybrid plants. Theor. Appl. 
Genet. 96: 683-687. 

Krasnyanski, S. and Menczel, L. (1993). Somatic embryogenesis and plant regeneration from 
hypocotyl protoplasts of sunflower (Helianthus annuus L.). Plant Cell Rep. 12: 260-263. 

Krasnyanski, S. and Menczel, L. (1995). Production of fertile somatic hybrid plants of sunflower 
and  Helianthus gigantheus L. by protoplast fusion. Plant Cell Rep. 14: 232-235. 

Krasnyanski, S., Polgár, Z., Né meth, G. and Menczel, L. (1992). Plant regeneration from callus 
and protoplast cultures of Helianthus gigantheus L. Plant Cell Rep. 11: 7-10. 

Kumar, A.A., Reddy, B.V.S., Reddy, P.S. and Ramaiah, B. (2008). Development of male-sterile 
 lines in  sorghum [on-line]. Available: http://oar.icrisat.org/4338/1/Development_of_male-    
  sterile_lines_in_sorghum.pdf 
Kusterer, B., Horn, R. and Friedt, W. (2005). Molecular mapping of the fertility restoration locus 

Rf1 in sunflower and development of diagnostic markers for the restorer gene. Euphytica 
143: 35-42.  

Lakshmanan, P.S., Eeckhaut, T., Deryckere, D., Van Bockstaele, E. and Van Huylenbroeck, J. (2013). 
 Asymmetric somatic plant hybridization: Status and applications. AJPS 4: 1-10. 

Lené e, P. and Chupeau, Y. (1986). Isolation and culture of sunflower protoplasts (Helianthus 
annuus L.): Factors influencing the viability of cell colonies derived from protoplasts. 
Plant Sci. 43: 69-75. 

Lesney, M.S., Callow, P.W. and Sink, K.C. (1986). A technique for bulk production of cytoplasts and 
miniprotoplasts from suspension culture-derived protoplasts. Plant Cell Rep. 5: 115-118. 

Liu, J.H. and Deng, X.X. (1999). Production of hybrid calluses via donor–recipient fusion 
 between Microcitrus papuana and Citrus sinensis. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 59: 81-87. 

Liu, J.H. and Deng, X.X. (2002). Regeneration and analysis of citrus interspecific mixoploid 
 hybrid plants from asymmetric somatic hybridization. Euphytica 125: 13-20. 
Liu, J.-H., Landgren, M. and Glimelius, K. (1996). Transfer of the Brassica tournefortii cytoplasm 
  



101 

 

 to B. napus for the production of cytoplasmic male sterile B. napus. Physiol. 
 Plant. 96: 123-129. 
Lörz, H. Isolated cell organelles and subprotoplasts: Their roles in somatic cell genetics. In: Dodds, 
 J.H. ed. (1985). Plant Genetic Engineering. New York: Cambridge University Press. pp. 27-60. 
Ma, G., Teixeira da Silva, J.A., Lü, J., Zhang, X. and Zhao, J. (2011). Shoot organogenesis and 
 plant regeneration in Metabriggsia ovalifolia. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 105: 355-361. 
Maragatham, S., Manivannan, I.N. and Muralidharan, V. (2003). Identification of RAPD marker  

linked to a fertility restorer gene for PET-1 cytoplasm of sunflower (Helianthus annuus 
L.). Helia 26: 67-74. 

Menczel, L. and Wolfe, K. (1984). High frequency of fusion induced in freely suspended 
 protoplasm mixtures by polyethylene glycol and dimethylsulfoxide at high pH. Plant 
 Cell Rep. 3: 196-198. 
Mohr, H. and Schopfer, P. (1995). Plant Physiology. New York: Springer-Verlag. 603 p. 
Mok, M.C., Mok, D.W.S., Turner, J.E. and Mujer, C.V. (1987). Biological and biochemical 

 effects of cytokinin-active phenylurea derivatives in tissue culture systems. Hort. 
 Science 22: 1194-1196. 

Murashige, T. and Skoog, F. (1962). A revised medium for rapid growth and bioassays with 
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant. 15: 473-497.  

Murthy, B.N.S., Murch, S.J. and Saxena, P.K. (1998). Thidiazuron: A potent regulator of in vitro 
 plant morphogenesis. In Vitro Cell. Dev. Biol. Plant 34: 267-275. 
Mutasim, M.K. and Kazumi, H. (1999). A combination of thidiazuron and benzyladenine promotes 
 multiple shoot production from cotyledonary node explants of faba bean (Vicia faba L.). 
 Plant Growth Regul. 27: 145-148. 
Nakano, M., Tanaka, S., Kagami, S. and Saito, H. (2005). Plantlet regeneration from protoplasts 

of Muscari armeniacum Leichtl.ex Bak. Plant Biotechnol. 22: 249-251. 
National Sunflower Association. (2014). Sunflower statistic [on-line]. Available: http://www. 

 sunflowernsa.com/stats/world-supply/  
Navrátilová, B. (2004). Protoplast cultures and protoplast fusion focused on Brassicaceae-a 

review. Hort. Sci. (PRAGUE) 31: 140-157. 
Nazrul, M.I. and Yin-Bing, B. (2010). ISSR as new markers for identification of homokaryotic 

protoclones of Agaricus bisporus. Curr. Microbiol. 60: 92-98. 



102 

 

Neverova, M.E., Kirsanova, L.A. and Chentsov, Iu.S. (1985). Modification of a method of cell 
enucleation using cytochalasin B and the study of cytoplast viability. Tsitologiia 27: 785-791. 

Nielsen, J.M., Hansen, J. and Brandt, K. (1995). Synergism of thidiazuron and benzyladenine in 
axillary shoot formation depends on sequence of application in Miscanthus X ogiformis, 
“Giganthus”. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 41: 165-170. 

Ozyigit, I.I., Gozukirmizi, N. and Semiz, B.D. (2006). Induction and plant regeneration from 
 mature embryos of sunflower. Russ. J. Plant Physiol. 53: 556-559. 
Ozyigit, I.I., Gozukirmizi, N. and Semiz, B.D. (2007). Genotype dependent callus induction and 
 shoot regeneration in sunflower (Helianthus annuus L.). Afr. J. Biotechnol. 6: 1498-1502.  
Petitprez, M., Briere, C., Borin, C., Kallerhoff, J., Souvré , A. and Alibert, G. (1995). 
 Characterization of protoplasts from hypocotyl of Helianthus annuus in relation to their 
 tissue origin. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 41: 33-40. 
Pujari, S. (2014). Somatic hybridization of hybrid plants [on-line]. Available: http://www. 
 yourarticlelibrary.com/biotechnology/plant-tissues/somatic-hybridization 
Pye, D., Kyriakouli, D.S., Taylor, G.A., Johnson, R., Elstner, M., Meunier, B., Chrzanowska-
 Lightowlers, Z.M.A., Taylor, R.W., Turnbull, D.M. and Lightowlers, R.N. (2006). 
 Production of transmitochondrial cybrids containing naturally occurring pathogenic      
 mtDNA  variants. Nucleic Acids Res. 34: e95. 
Radchuk, V.V., Ryschka, U., Schumann, G. and Klocke, E. (2002). Genetic transformation of 

cauliflower (Brassica oleracea var. botrytis) by direct DNA uptake into mesophyll 
protoplasts. Physiol. Plant. 114: 429-438. 

Rajasekharan, P.E. and Prakashkumar, R. Plant cell and tissue culture. In Tripathi, G. ed. (2010). 
 Cellular and Biochemical Sciences. New Delhi: I.K. International Publishing House 
 Pvt. Ltd. pp. 942-966. 
Rákosy-Tican, E., Aurori, A., Vesa, S. and Kovacs, K.-M. (2007). In vitro morphogenesis of 
 sunflower (Helianthus annuus) hypocotyl protoplasts: The effects of protoplast density, 
 haemoglobin and spermidine. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 90: 55-62. 
Ramulu, K.S., Dijkhuis, P., Verhoeven, H.A., Famelaer, I. and Blaas, J. (1992). Microprotoplast isolation,              

enrichment and fusion for partial genome transfer in plants. Physiol. Plant. 85: 315-318. 
Razdan, M. (2003). Introduction to Plant Tissue Culture. Emfield, New Hampshire: Science 

Publishers. 359 p. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neverova%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2413596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kirsanova%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2413596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chentsov%20IuS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2413596


103 

 

Ricci, A., Carra, A., Torelli, A., Maggiali, C.A., Vicini, P., Zani, F. and Branca, C. (2001). 
 Cytokinin-like activity of N'-substituted N-phenylureas. Plant Growth Regul. 34: 167-172. 
Rieseberg, L.H., Fossen, C.V., Arias, D. and Carter, R.L. (1994). Cytoplasmic male sterility in 

sunflower: Origin, inheritance, and frequency in natural populations. J. Hered. 85: 233-238. 
Ringertz, N.R. and Savage, R.E. (1976). Cell Hybrids. New York: Academic Press, INC. 362 p. 
Saito, H. and Nakano, K. (2002). Preparation of microprotoplasts for partial genome transfer via 

microprotoplast fusion in Liliaceous ornamental plants. JARQ 36: 129-135. 
Salek, A.T. (2002). Classic techniques for improvement of industrial yeast strains. Biotechnologia 

1: 153-174. 
Sarrafi, A., Bolandi, A.R., Berville, A. and Alibert, G. (1996). Analysis of cotyledon culture to 

measure genetic variability for organogenesis parameters in sunflower (Helianthus 
annuus L.). Plant Sci. 121: 213-214. 

Scholze, P., Kramer, R., Ryschka, U., Klocke, E. and Schumann, G. (2010). Somatic hybrids of 
vegetable brassica as source for new resistances to fungal and virus diseases. Euphytica 
176: 1-14. 

Schween, G., Hohe, A., Koprivova, A. and Reski, R. (2003). Effects of nutrients, cell density and 
 culture techniques on protoplast regeneration and early protonema development in a 
 moss, Physcomitrella patens. J. Plant Physiol. 160: 209-212. 
Science-Manager Online. (2554). Sunflower [on-line]. Available: http://www.manager.co.th/ 
Shillito, R.D., Paszkowski, J. and Potrykus, I. (1983). Agarose plating and a bead type culture 

technique enable and stimulate development of protoplast-derived colonies in a number of 
plant species. Plant Cell Rep. 2: 244-247. 

Shmoop. (2014). The plasma membrane [on-line]. Available: http://www.shmoop.com/ 
 biologycells/ plasma-membrane.html 
Spassova, M., Christovb, M., Bohorova, N., Petrovb, P., Dudov, K., Atanassov, A., Nijkamp, 
 H.J.J. and Hilled, J. (1992). Molecular analysis of a new cytoplasmic male sterile 
 genotype in sunflower. FEBS 297: 159-163. 
Sujatha, M., Vijay, S., Vasavi, S., Sivaraj, N. and Chander Rao, S. (2012). Combination of 
 thidiazuron and 2-isopentenyladenine promotes highly efficient adventitious shoot 
 regeneration from cotyledons of mature sunflower (Helianthus annuus L.) seeds. Plant 
 Cell Tiss. Organ Cult. 111: 359-372. 

http://www.manager.co.th/


104 

 

Sun, K. and Lo, E.Y.Y. (2011). Genomic markers reveal introgressive hybridization in the Indo-
 West Pacific mangroves: A case study. PLoS ONE 6: 1-10. 
Sutiojono, E., Nonhebel, H.M. and Kantharajah, A.S. (1998). Factors affecting protoplast culture 

of Cucumis melo 'Green delica'. Ann. Bot. 81: 775-777. 
Taski-Ajdukovic, K., Nagl, N. and Miladinovic, D. (2010). Towards reducing genotype specificity 

in regeneration protocols after somatic hybridization between cultivated sunflower and 
wild Helianthus species. Acta Biol. Hung. 61: 214-223. 

Taski-Ajdukovic, K., Nagl, N., Miladinovic, D. and Mikic, A. (2009). Shoot development from 
 hypocotyl protoplasts of sunflower (Helianthus annuus L.). Acta Biol. Hung. 60: 233-239. 
Taski-Ajdukovic, K., Vasic, D. and Nagl, N. (2006). Regeneration of interspecific somatic hybrids 

between Helianthus annuus L. and Helianthus maximiliani (Scharder) via protoplast 
electrofusion. Plant Cell Rep. 25: 698-704. 

Tomar, U.K. and Dantu, P.K. Protoplast culture and somatic hybridization. In Tripathi, G. ed. 
 (2010). Cellular and Biochemical Sciences. New Delhi: I.K. International Publishing 
 House Pvt. Ltd. pp. 876-891. 
Trabace, T., Vischi, M., Fiore, M.C., Sunseri, F., Vanadia, S., Marchetti, A. and Olivieri, A.M. 
 (1995).  Plant regeneration from hypocotyl protoplast in sunflower (Helianthus annuus 
 L) J. Genet. Breed. 49: 51-54. 
Tsuro, M., Koda, M. and Inoue, M. (1999). Comparative effect of different types of cytokinin for 
 shoot formation and plant regeneration in leaf-derived callus of lavender (Lavandula 
 vera DC). Sci. Hort. 81: 331-336. 
TutorVista. (2014). Family Asteraceae [on-line]. Available: http://www.tutorvista.com/content/           
 biology/biology-iii/angiosperm-families/family-asteraceae.php 
Varotto, S., Nenz, E., Lucchin, M. and Parrini, P. (2001). Production of asymmetric somatic hybrid 

plants between Cichorium intybus L. and Helianthus annuus L. Thero. Appl. Genet. 102: 950-956. 
Vasic, D.M., Taski, K.J., Nagl, N.M. and Skoric, D.M. (2004). Towards Sclerotinia resistance: 

Somatic hybridization between wild and cultivated sunflower. Proceedings of 16th 
International Sunflower Conference, Fargo, USA, Vol II, pp. 737-740. 

Verma, N., Bansal, M.C. and Kumar, V. (2008). Protoplast fusion technology and its 
 biotechnological applications. Chem. Eng. Trans. 14: 113-120.  
Visser, C., Qureshi, J.A., Gill, R. and Saxena, P.K. (1992). Morphoregulatory role of thidiazuron  



105 

 

 substitution of auxin and cytokinin requirement for the induction of somatic embryogenesis 
 in Geranium hypocotyl cultures. Plant Physiol. 99: 1704-1707. 
Wallin, A., Glimelius, K. and Eriksson, T. (1978). Enucleation of plant protoplasts by cytochalasin B. 
 Z. Pflanzenphysiol. 87: 333-340. 
Wallin, A. and Johansson, L. (1989). Plant regeneration from leaf mesophyll protoplasts of in 

vitro cultured shoots of a columnar apple. J. Plant Physiol. 135: 565-570. 
Wang, G.X., Tang, Y., Yan, H., Sheng, X.G., Hao, W.W., Zhang, L., Lu, K. and Liu, F. (2011). 

Production and characterization of interspecific somatic hybrids between Brassica 
oleracea var. botrytis and B. nigra and their progenies for the selection of advanced pre-
breeding materials. Plant Cell Rep. 30: 1811-1821. 

Wang, M., Xia, G. and Peng, Z. (2005). High UV-tolerance with introgression hybrid formation of 
Bupleurum scorzone- rifolium Willd. Plant Sci. 168: 593-600. 

Weiss, E.A. (2000). Oilseed Crop. Australia: Blackwell Science Ltd. 374 p. 
Wigler, M.H., Neugut, A.I. and Weinstein, I.B. (1976). Enucleation of mammalian cell in suspension. 
 In Prescott, D.M. ed. Methods in Cell Biology. New York: Academic Press, INC. pp. 87-94. 
Wikipedia. (2014). Sunflower oil [on-line]. Available: http://en.wikipedia.org/wiki/Sunflower_oil 
Wikipedia. (2015). Cytochalasin B [on-line]. Available: http://en.wikipedia.org/wiki/Cytochalasin_B 
Wingender, R., Henn, H.-J., Barth, S., Voeste, D., Machlab, H. and Schnabl, H. (1996). A 

regeneration protocol for sunflower (Helianthus annuus L.) protoplast. Plant Cell Rep. 
15: 742-745. 

Xiao, W., Huang, X., Gong, Q., Dai, X.-M., Zhao, J.-T., Wei, Y.-R. and Huang, X.-L. (2009). 
Somatic hybrids obtained by asymmetric protoplast fusion between Musa Silk cv. 
Guoshanxiang (AAB) and Musa acuminate cv. Mas (AA). Plant Cell Tiss. Organ Cult. 
97: 313-321. 

Xu, X.Y., Liu, J.H. and Deng, X.X. (2006). Isolation of cytoplasts from Satsuma mandarin (Citrus 
unshiu Marc.) and production of alloplasmic hybrid calluses via cytoplast-protoplast 
fusion. Plant Cell Rep. 25: 533-539. 

Xu, Z.H. and Xue, H.W. (1999). Plant regeneration from cultured protoplasts. In Soh, W.Y. and 
Bhojwani, S.S. eds. Morphogenesis in Plant Tissue Cultures. Kluwer: Dordrecht. pp. 37-93.  

Yadav, P., Bhat, S.R., Prakash, S., Mishra, L.C. and Chopra, V.L. (2009). Resynthezied Brassica 
 juncea lines with novel organellar genome constitution obtained through protoplast fusion. 

 



106 

 

   J. Genet. 88: 109-112. 
Zhao, J., Cui, J., Liu, J., Liao, F., Henny, R.J. and Chen, J. (2012). Direct somatic embryogenesis 
 from leaf and petiole explants of Spathiphyllum 'Supreme' and analysis of regenerants 
 using flow cytometry. Plant Cell Tiss. Organ Cult. 110: 239-249. 
Zhao, Z.G., Hu, T.T., Ge, X.H., Du, X.Z., Ding, L. and Li, X.H. (2008) Production and 
 characterization of intergeneric somatic hybrids between Brassica napus and 
 Orychophragmus violaceus and their backcrossing progenies. Plant Cell Rep. 27: 1611-1621. 
Zubko, M.K., Zubko, E.I., Adler, K., Grimm, B. and Gleba, Y.Y. (2003). New CMS-assiciated 

 phenotypes in cybrid Nicotiana tabacum L. (+Hyoscyamus niger L.). Ann. Bot. 92: 281-288. 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



107 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



108 

 

ตารางภาคผนวกที่ 1  ส่วนประกอบของอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962)  
องค์ประกอบอาหาร (มก./ล.)  
ธาตุอาหารหลกั 
NH4NO3 1,650 
KNO3 1,900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2.2H2O 440 
ธาตุอาหารรอง 
H3BO3 6.20 
MnSO4.4H2O 22.30 
ZnSO4.7H2O 8.60 
Na2MoO4.2H2O 0.25 
CuSO4.5H2O 0.025 
CoCl2.6H2O 0.025 
KI 0.83 
FeNaEDTA 36.70 
วติามนิและสารอนิทรีย์ 
Myo-inositol 100.0 
Nicotinic acid 0.5 
Pyridoxine-HCl 0.5 
Thiamine-HCl 0.1 
Glycine 2.0 
pH 5.8 
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ตารางภาคผนวกที่ 2  บริษทัผูผ้ลิตเอนไซมท่ี์ใชใ้นการทดลอง 
       ชนิดเอนไซม์ บริษัทผู้ผลติ 
       Cellulase Onozuka R-10 Yakult Honsha, Japan 

       Macerozyme R-10 Kinki Yakult MFG, Japan 

       Driselase Sigma-Aldrich Chemie GmbH P O, Germany 

 
ตารางภาคผนวกที่ 3 การเตรียม fluorescine diacetate เข้มข้น ส าหรับตรวจสอบความมีชีวิต          
 โปรโตพลาสต ์
       องค์ประกอบ ปริมาณ/ปริมาตรที่ใช้ 

Fluorescine diacetate 5 มก. 

Acetone 1 มล. 

หมายเหตุ – ใชย้อ้มสีโปรโตพลาสตโ์ดยผสมกบัโปรโตพลาสต์บริสุทธ์ในอตัราส่วน 1:1 แลว้รอ
 การติดสีเป็นเวลา 5 นาที จึงน าไปส่องนบัจ านวน 
 
ตารางภาคผนวกที่ 4 การเตรียม Hoechst 33342 เขม้ขน้ส าหรับตรวจสอบไซโตพลาสต ์

       องค์ประกอบ ปริมาณ/ปริมาตรที่ใช้ 
Hoechst 33342 10 มก. 

น ้า De-ionization น่ึงฆ่าเช้ือ 1 มล. 

หมายเหตุ -  ใช้ยอ้มสีไซโตพลาสต์โดยผสมกับโปรโตพลาสต์ ท่ีได้รับ cytochalasin B ใน
 อตัราส่วน 1:1 แลว้รอการติดสีเป็นเวลา 10-15 นาที จึงน าไปส่องนับจ านวน
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ตารางภาคผนวกที่ 5  ชนิดอาหาร L4 medium และขั้นตอนการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ (Lené e 
 and Chupeau, 1986) 

องค์ประกอบอาหาร L4M L’4M ขั้นตอนการเลีย้ง 

ธาตุอาหารหลกั (มก./ล.)   1. เล้ียงโปรโตพลาสต์ในอาหาร L4M เป็น
เวลา 7 วนั ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 25°ซ 

 
2. เปล่ียนอาหารเหลวรอบ ๆ หยด agarose 
ออกคร่ึงหน่ึงของปริมาตรเดิม แลว้แทน
ดว้ยอาหารเหลว L’4M และท าเช่นน้ีทุก ๆ 
หน่ึงสปัดาห์ พร้อมน าโปรโตพลาสต์ออก
เล้ียงในสภาพมีแสง ท่ีอุณหภูมิ  25°ซ 
จนกระทั่ง เ กิดการสร้างโคโลนีและ
แคลลสั 

 
 

CaCl2.2H2O 440 440 

KCl 1177 1177 

KH2PO4 68 68 

MgSO4.7H2O 738 738 

ธาตุอาหารรอง (มก./ล.)   

CoCl2.6H2O 0.024 0.024 

CuSO4.5H2O 0.0025 0.0025 

Na2EDTA 37.25 37.25 

FeSO4.7H2O 27.85 27.85 

H3BO3 6.2 6.2 

MnSO4.H2O 0.17 0.17 

Na2MoO4.2H2O 0.024 0.024 

ZnSO4.7H2O 0.28 0.28 

วติามนิ (มก./ล.)   

Biotin 0.01 0.01 

Inositol 100 100 

Nicotinic acid 1 1 

Ca-panthotenate 1 1 

Pyridoxine-HCl 1 1 

Thiamine-HCl 1 1 

กรดอะมโินและเปปไทด์ (มก./ล.)   

L-Glutamine 1095 1095  

Casein hydrolysate 1000 1000  
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ตารางภาคผนวกที่ 5 ชนิดอาหาร L4 medium และขั้นตอนการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์ (Lené e and 
Chupeau, 1986) (ต่อ) 

องค์ประกอบอาหาร L4M L’4M ขั้นตอนการเลีย้ง 
น า้ตาล (ก./ล.)    
Sucrose 20 0.1 
Mannitol 80 40 
ฮอร์โมน (มก./ล.)   
NAA 3 0.1 
2,4-D 0.1 0.1 
BA 1 1 
อืน่ ๆ   
MES (มก./ล.) 700 700 
pH 5.7 5.7 

 

ตารางภาคผนวกที่ 6 การวิเคราะห์วาเรียนซข์องเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนั
 สายพนัธุ์ PI441983 เมื่อให้ cytochalasin B ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ 
 (คร้ังท่ี 1) 
Source of variance df Sum of squares Mean squares   F-value P-value 
Cytochalasin B 3 149.31 49.77 2.00 ns 0.1543 
Incubation period 1 6.85 6.85 0.28 ns 0.6069 
Interaction 3 3.75 1.25 0.05 ns 0.9845 
Error 16 397.77 24.86   
Total 23 557.68    

CV(%) = 5.64 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกที่ 7 การวิ เคราะห์วา เ รียนซ์ของเปอร์ เ ซ็นต์การ เ กิดไซโตพลาสต์ เมื่ อให ้
 cytochalasin B ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลาต่าง ๆ แก่โปรโตพลาสต์ใบ
 ทานตะวนัสายพนัธุ ์ PI441983 (คร้ังท่ี 1) 
Source of variance df Sum of squares Mean squares   F-value  P-value 
Cytochalasin B 2 184.96 92.48   6.53 * 0.0121 
Incubation period 1 0.89 0.89  0.06 ns 0.8069 
Interaction 2 15.52 7.76   0.55 ns 0.5920 
Error 12 169.97 14.16   
Total 17 371.33    

CV(%) = 85.57  
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
* =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 

 
ตารางภาคผนวกที่ 8 การวิ เคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ใบ

 ทานตะวันสายพันธุ์ PI441983 เมื่อให้ cytochalasin B ท่ีความเข้มข้นและ
 ระยะเวลาต่าง ๆ (คร้ังท่ี 2) 

Source of variance df Sum of squares Mean squares     F-value P-value 
Cytochalasin B 5 18,388.51 3,677.70    153.95 **   <.0001 
Incubation period 1 48.47 48.47      2.03 ns 0.1672 
Interaction 5 68.58 13.72      0.57 ns 0.7192 
Error 24 573.34 23.89   
Total 35 19,078.89    

CV(%) = 6.90 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 9 การวิ เคราะห์วา เ รียนซ์ของเปอร์ เ ซ็นต์การ เ กิดไซโตพลาสต์ เมื่ อให ้
 cytochalasin B ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลาต่าง ๆ แก่โปรโตพลาสต์ใบ
 ทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 (คร้ังท่ี 2) 
Source of variance df Sum of squares Mean squares    F-value P-value 
Cytochalasin B 4 352.44 88.11     30.38** <.0001 
Incubation period 1 1.67 1.67   0.57 ns 0.4573 
Interaction 4 18.25 4.56 1.57 ns 0.2201 
Error 20 58.00 2.90   
Total 29 430.35    

CV(%) = 28.41 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 1 เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตและเปอร์เซ็นต์ไซโตพลาสต์ของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนั     
  สายพนัธุ์ PI441983 เมื่อมีการให้ cytochalasin B ความเขม้ขน้ 0, 20, 40, 100 
  และ 200 µg/ml 
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ตารางภาคผนวกที่ 10  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 10 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A  

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 1,406.32 351.58  10.59** <.0001 
Incubation period 1 6.55 6.55     0.20 ns 0.6601 
Interaction 4 7.39 1.85  0.06 ns 0.9939 
Error 30 996.21        33.21   
Total 39 2,416.48    

CV (%) = 59.24 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 
ตารางภาคผนวกที่ 11  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 20 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 3,795.31       948.83         9.52 ** <.0001 
Incubation period 1 18.82        18.82         0.19 ns 0.6674 
Interaction 4 60.18        15.04         0.15 ns 0.9610 
Error 27 2,691.53        99.69   
Total 36 6,565.83    

CV (%) = 43.90 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 12  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 30 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value  P-value 
Iodoacetic acid 4 4,420.66      1,105.17       14.87** <.0001 
Incubation period 1 32.23        32.23        0.43 ns 0.5174 
Interaction 4 0.00         0.00        0.00 ns 1.0000 
Error 21 1,560.87        74.33   
Total 30 6,009.66    

CV (%) = 33.59 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 

ตารางภาคผนวกที่ 13  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 40 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 7,979.17    1,994.79           24.15** <.0001 
Incubation period 1 0.90         0.90        0.01 ns 0.9181 
Interaction 4 211.68        52.92        0.64 ns 0.6394 
Error 21 1,734.82     82.61   
Total 30 9,926.56    

CV (%) = 30.32 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ภาพภาคผนวกที่ 2 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ 10, 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid 
  ความเขม้ขน้  0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนั
  สายพนัธุ ์10A  
 

ตารางภาคผนวกที่ 14  การวิเคราะห์วาเรียนซข์องเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ20 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 477.90      119.48           14.23** <.0001 
Incubation period 1 26.63       26.63        3.17 ns 0.0862 
Interaction 4 36.54        9.14        1.09 ns 0.3823 
Error 27 226.73        8.40   
Total 36 767.80    

CV (%) = 63.91 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 
 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

Nontreated 
protoplasts 

0 1.5 3.0 4.5 

กา
รแ
บ่ง

เซ
ลล์

 (%
) 

ความเข้มข้น iodoacetic acid (mM) 

10 วัน 

20 วัน 

30 วัน 

40 วัน 



117 

 

ตารางภาคผนวกที่ 15  การวิเคราะห์วาเรียนซข์องเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ30 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 1,738.82       434.71        24.90** <.0001 
Incubation period 1 1.73         1.73        0.10 ns 0.7559 
Interaction 4 0.69         0.17        0.01 ns 0.9998 
Error 21 366.66        17.46   
Total 30 2,107.90    

CV (%) = 47.42 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 

ตารางภาคผนวกที่ 16  การวิเคราะห์วาเรียนซข์องเปอร์เซ็นตก์ารสร้างโคโลนีท่ีอาย ุ40 วนั ในอาหาร 
 L4 medium เมื่อให้ iodoacetic acid ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาต่าง ๆ แก่
 โปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์10A 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Iodoacetic acid 4 4,536.32      1,134.08          30.13** <.0001 
Incubation period 1 15.91        15.91        0.42 ns 0.5226 
Interaction 4 93.04        23.26        0.62 ns 0.6546 
Error 21 790.37        37.64   
Total 30 5,435.65    

CV (%) = 46.16 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ภาพภาคผนวกที่ 3 เปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 20, 30 และ 40 วนั เมื่อให้ iodoacetic acid 
  ความเขม้ขน้  0, 1.5, 3.0 และ 4.5 mM แก่โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนั
  สายพนัธุ ์10A  
 
ตารางภาคผนวกที่ 17 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ binary fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการ
 รวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าต้นอ่อนทานตะวนัสายพนัธุ ์
 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ด้วยความ
 เขม้ขน้ PEG 8000 และระยะเวลาแตกต่างกนั  

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
PEG 3    1,080.23             360.08         31.23** 0.0001 
Incubation period 2       205.85             102.93            8.93** 0.0007 
Interaction 6         57.12                   9.52           0.83 ns 0.5577 
Error 36       415.06                11.53   
Total 47    1,758.26    

CV (%) = 16.28 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 18   การวิเคราะห์วาเรียนซข์องเปอร์เซ็นต ์multi fusion เมื่อชกัน าใหเ้กิดการร ว ม
 โปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A 
 และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 ด้วยความเข้มข้น     
 PEG 8000 และระยะเวลาแตกต่างกนั  

Source of variance df Sum of squares Mean squares      F-value   P-value 
PEG 3       158.28             52.76      2.79 ns 0.0546 
Incubation period 2       805.54          402.77     21.28 ** 0.0001 
Interaction 6      112.20             18.70      0.99 ns 0.4480 
Error 36       681.46           18.93   

Total 47    1,757.48    
CV (%) = 26.59   
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 
 

 
 

ภาพภาคผนวกที่ 4 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมกนั
  ระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์
  ใบทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ดว้ย PEG 8000 ท่ีความเขม้ขน้ต่างกนั 
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ภาพภาคผนวกที่ 5 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชกัน าให้เกิดการรวมกนั
  ระหว่างโปรโตพลาสตล์  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์
  ใบทานตะวนัสายพนัธุ ์PI441983 ดว้ย PEG 8000 ท่ีระยะเวลาแตกต่างกนั 
 
ตารางภาคผนวกที่ 19  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลลท่ี์อายุ 14 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       473.00       157.67         12.48 ** 0.0002 
Protoplast density 1       155.09       155.09   12.28 ** 0.0029 
Interaction 3        37.40         12.47     0.99 ns 0.4238 
Error 16       202.10          12.63   
Total 23       867.59    

CV (%) = 13.00 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 20  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ 21 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       387.06        129.02           9.25 ** 0.0009 
Protoplast density 1       334.43        334.43   23.99 ** 0.0002 
Interaction 3        42.05          14.02    1.01 ns 0.4159 
Error 16       223.05          13.94   
Total 23       986.60    

CV (%) = 8.41 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 
ตารางภาคผนวกที่  21  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ 28 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       96.39         32.13            3.08 ns 0.0573 
Protoplast density 1       107.82        107.82     10.34 ** 0.0054 
Interaction 3        6.16           2.06      0.20 ns 0.8969 
Error 16       166.84          10.43   
Total 23       377.22    

CV (%) = 6.21 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 22  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       26.05         8.68           6.70 ** 0.0039 
Protoplast density 1       588.06       588.06   454.03 ** <.0001 
Interaction 3        13.68           4.56      3.52 * 0.0393 
Error 16       20.72            1.30   
Total 23       648.51    

CV (%) = 13.88 
* =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 

ตารางภาคผนวกที่ 23  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 35 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares     F-value   P-value 
Media 3       172.09         57.36      0.81 ns 0.5069 
Protoplast density 1       23.90         23.90      0.34 ns 0.5695 
Interaction 3        5.55           4.56      0.03 ns 0.9941 
Error 16    1,133.69            1.85   
Total 23       1,335.24    

CV (%) = 40.12 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกที่ 24  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 42 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       359.48        119.83     7.76 ** 0.0020 
Protoplast density 1       87.70         87.70     5.68 * 0.0299 
Interaction 3       132.98          44.33     2.87 ns 0.0690 
Error 16       246.99          15.44   
Total 23       827.16    

CV (%) = 13.37 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
* =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 

 

ตารางภาคผนวกที่ 25 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 50 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ล  าตน้อ่อนทานตะวนัสายพนัธุ์ 10A เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3       341.50        113.83   32.37 ** <.0001 
Protoplast density 1       68.51         68.51   19.48 ** 0.0004 
Interaction 3        31.32          10.44    2.97 ns 0.0633 
Error 16       56.27            3.52   
Total 23       497.59    

CV (%) = 5.75 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 26  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ 14 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3      24.84       8.28        4.94 * 0.0129 
Protoplast density  1       0.35       0.35        0.21 ns 0.6558 
Interaction 3       6.13       2.04        1.22 ns 0.3347 
Error 16      26.81       1.68   
Total 23      58.13    

CV (%) = 5.89 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
* =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 

 

ตารางภาคผนวกที่ 27 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ  21 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3      288.59       96.20        7.40 ** 0.0025 
Protoplast density 1              10.99       10.99 0.85 ns 0.3714 
Interaction 3       23.46        7.82        0.60 ns 0.6231 
Error 16      207.89       12.99   
Total 23      530.92    

CV (%) = 10.61 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 28  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ท่ีอายุ 28 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3      127.76       42.59        0.30 ns 0.8279 
Protoplast density 1      141.33      141.33        0.98 ns 0.3365 
Interaction 3       13.39        4.46       0.03 ns 0.9924 
Error 16      2303.5       143.97   
Total 23      2586.04    

CV (%) = 27.30 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 

 

ตารางภาคผนวกที่ 29 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 28 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3      47.37      15.79        0.97 ns 0.4303 
Protoplast density 1      14.70      14.70        0.90 ns 0.3557 
Interaction 3       7.46       2.49        0.15 ns 0.9262 
Error 16            259.96 16.25   
Total 23      329.49    

CV (%) = 96.61 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
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ตารางภาคผนวกที่ 30 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 35 วนั ของ         
โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
L'4M และ L'4M ดดัแปลง ด้วยความหนาแน่นโปรโตพลาสต์เพาะเล้ียง
ต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3      127.23       42.41        0.99 ns 0.4233 
Protoplast density 1       62.05       62.05        1.45 ns 0.2467 
Interaction 3        2.32        0.78        0.02 ns 0.9966 
Error 16      686.67       42.92   
Total 23      878.27    

CV (%) = 29.07 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 

 

ตารางภาคผนวกที่ 31 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 42 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3 253.48 84.49 9.57 ** 0.001 
Protoplast density 1 119.80 119.80 13.57 ** 0.002 
Interaction 3 22.47 7.49 0.85 ns 0.487 
Error 16 141.23 8.83   
Total 23 536.97    

CV (%) = 9.33 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
** =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 32 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การสร้างโคโลนีท่ีอายุ 50 วนั ของ         
 โปรโตพลาสต์ใบทานตะวนัสายพนัธุ์ PI441983 เม่ือเพาะเล้ียงในอาหาร 
 L'4M และ L'4M ดดัแปลง ดว้ยความหนาแน่นโปรโตพลาสตเ์พาะเล้ียงต่างกนั 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value P-value 
Media 3 204.52 68.17 5.14 * 0.011 
Protoplast density 1 45.35 45.35 3.42 ns 0.083 
Interaction 3 23.61 7.87 0.59 ns 0.628 
Error 16 212.13 13.26   
Total 23 485.61    

CV (%) = 10.43 
ns =  ไม่แตกต่างทางสถิติ 
* =  แตกต่างทางสถิติในระดบั 0.05 
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