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บทคัดย่อ 

 
 การวิจัยเพ่ือพัฒนาทานตะวัน (Helianthus annuus L.) สายพันธุ์บีโดยวิธีรวมโปรโต-
พลาสต์ส าหรับใช้ในการผลิตพันธุ์ลูกผสมแบ่งออกเป็น 4 ส่วน ดังต่อไปนี้ (1) การตรวจสอบสายพันธุ์
ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมแบบปกติ (normal cytoplasm) ที่ระดับดีเอ็นเอ ใช้วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 3 ชนิด คือ atpAF, orfH522R และ 
orfH873R เพ่ิมปริมาณยีนตรวจสอบในไซโตพลาสซึม atpA และบริเวณใกล้เคียง ทดสอบทานตะวัน
จาก North Central Regional Plant Introduction Station 10 สายพันธุ์ และสายพันธุ์ที่มีไซโต- 
พลาสซึมเป็นหมัน 10A พบว่า สายพันธุ์ PI 420138,  PI 480472 และ 10A มีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน 
ในขณะที่สายพันธุ์ Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 431511, PI 
441983 และ PI 500689 มีไซโตพลาสซึมปกติ และได้คัดเลือกสายพันธุ์ PI 441983 และ 10A ส าหรับ
ใช้ในการทดลองแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ (2) การแยกโปรโตพลาสต์ (protoplast 
isolation) จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน ท าการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้น
อ่อนและใบทานตะวันสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 โดยใช้วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับ
ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่า การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล า-
ต้นอ่อนด้วยวิธีการซึ่งประกอบด้วย 1% (w/v) macerozyme และ 1% (w/v) BSA ในสารละลาย
แยกโปรโตพลาสต์ (336 mM KCl, 16 mM CaCl2 และ 3 mM MES, pH 5.7) บ่มย่อยผนังเซลล์ที่
อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 4 ชม. ร่วมกับ cellulase 1% (w/v) เหมาะสมส าหรับทานตะวันสายพันธุ์           
PI 441983 เนื่องจากมีแนวโน้มให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุด คือ 1.96 × 106 โปรโตพลาสต์/
เนื้อเยื่อ 1 ก. ในขณะที่สายพันธุ์ 10A ให้จ านวนโปรโตพลาสต์สูงสุดถึง 4.24 × 106 โปรโตพลาสต์/
เนื้อเยื่อ 1 ก. เมื่อใช้วิธีการซึ่งประกอบด้วย 0.5% (w/v) macerozyme ในสารละลายแยกโปรโต-
พลาสต์ (308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM CaCl2.2H2O และ 3.3 mM MES, pH 5.6) บ่ม
ย่อยผนังเซลล์ที่อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 16 ชม. ร่วมกับ 1% (w/v) cellulase ส าหรับการแยก    
โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบ พบว่า การใช้ cellulase ที่ความเข้มข้น 0.1 และ 0.5% (w/v) ร่วมกับ
วิธีการที่ประกอบด้วย 0.05% (w/v) driselase, 0.02% (w/v) macerozyme และ 0.1% (w/v) 
BSA ในสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ (336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2 และ 3.59 mM MES, pH 
5.7) บ่มย่อยผนังเซลล์ที่อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 16 ชม. เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ 10A และ       
PI 441983 ตามล าดับ โดยให้จ านวนโปรโตพลาสต์สูงสุด 6.13 และ 8.81 × 106 โปรโตพลาสต์/
เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่ให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุดส าหรับ
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนสายพันธุ์ 10A และเนื้อเยื่อใบสายพันธุ์ PI 441983 จะน าไปใช้ในการผลิตโปรโต-
พลาสต์ส าหรับการทดลองเพาะเลี้ยงและรวมโปรโตพลาสต์ (3) การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ 
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(protoplast culture) จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้น
อ่อนจากสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบจากสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง L4 
regeneration และ mKM regeneration ที่ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 5 × 103 และ 5 × 104       
โปรโตพลาสต์/มล. พบว่า มีเพียงโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนของสายพันธุ์ 10A เท่านั้นที่เจริญและพัฒนา
ในอาหารเพาะเลี้ยง โดยการเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration ที่ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์    
5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล. มีการแบ่งเซลล์ และเกิดโคโลนีสูงสุด คือ 44.46 และ 18.15 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ในขณะที่ไม่พบการแบ่งเซลล์และการเกิดโคโลนี เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ mKM 
regeneration (4) การชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ (protoplast fusion) โดยการใช้
สารเคมี polyethylene glycol (PEG) ชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์  
ล าต้นอ่อนจากสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบจากสายพันธุ์ PI 441983 โดยใช้ระดับความเข้มข้น 
PEG 8000 (0, 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต)์ และระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ (10, 15 และ 
20 นาที) ที่แตกต่างกัน พบว่า การชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ด้วย 20% (w/v) PEG 8000 ใน
สารละลายรวมโปรโตพลาสต์ (5% (v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), 90 mM mannitol, 60 
mM CaCl2 และ 25 mM glycine, pH 5.6-5.7) เป็นเวลา 15 นาที เหมาะสมส าหรับใช้ในการชักน า
ให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ เนื่องจากท าให้เกิด binary fusion สูง (26.16 เปอร์เซ็นต์) และเกิด 
multi fusion ต่ า (12.96 เปอร์เซ็นต์)  อย่างไรก็ตาม จากผลการวิจัยที่ได้ ยังไม่สามารถชักน าโปรโต- 
พลาสต์ให้พัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ ซึ่งเป็นขั้นตอนที่ส าคัญและจ าเป็นต้องศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือให้
สามารถน าไปใช้พัฒนาต้นลูกผสมจากการรวมโปรโตพลาสต์ต่อไป 

 
 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abstract 

 
 The followings were the research conducted to generate B-line of sunflower 
(Helianthus annuus L.) by protoplast fusion for hybrid production. (i) Examination of 
normal cytoplasms of sunflower at the DNA level. Polymerase chain reaction 
(PCR) method with three primers (atpAF, orfH522R and orfH873R) was used to 
evaluate cytoplasmic genetics at atpA and near atpA gene of 10 sunflower lines from 
North Central Regional Plant Introduction Station and a male-sterile line, 10A. It was 
found that PI 420138, PI 480472 and 10A lines were cytoplasmic male sterile (CMS) 
while Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 431511, PI 441983 and PI 
500689 lines possessed normal cytoplasm. PI 441983 and 10A were selected for 
protoplast isolation, culture and fusion. (ii) Isolation of sunflower protoplasts from 
hypocotyl and young leaf tissues. Isolation of hypocotyl and young leaf 
protoplasts from 10A and PI 441983 lines using various isolation methods and 
cellulase concentrations showed that when hypocotyl tissue was used, the 
combination of isolation method that used 1% (w/v) macerozyme and 1% (w/v) BSA 
in isolation solution (336 mM KCl, 16 mM CaCl2 and 3 mM MES, pH 5.7) incubated at 
25°C for 4 hours with 1% (w/v) cellulase was the most suitable isolation procedure 
for PI 441983 line because it tended to give the highest number of viable protoplasts 
(1.96 × 106 protoplasts/g fresh weight). By contrast, 10A line gave the highest number 
of viable protoplasts (4.24 × 106 protoplasts/g fresh weight) when 0.5% (w/v) 
macerozyme in isolation solution (308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM CaCl2.2H2O 
and 3.3 mM MES, pH 5.6) incubated at 25°C for 16 hours with 1% (w/v) cellulase was 
applied. For young leaf tissue, using cellulase concentrations of 0.1 and 0.5% (w/v) in 
combination with isolation method that used 0.05% (w/v) driselase, 0.02% (w/v) 
macerozyme and 0.1% (w/v) BSA in isolation solution (336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2 
and 3.59 mM MES, pH 5.7) incubated at 25°C for 16 hours were the most appropriate 
for 10A and PI 441983 lines, respectively, resulting in the highest numbers of viable 
protoplasts (6.13 and 8.81 × 106 protoplasts/g fresh weight, respectively). The 
isolation procedure that gave the highest numbers of viable protoplasts for 
hypocotyl tissue of 10A and young leaf tissue of PI 441983 were used for protoplast 
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culture and fusion. (iii) Culture of hypocotyl and young leaf protoplasts of 
sunflower. Hypocotyl protoplasts of 10A line and young leaf protoplasts of PI 
441983 line were cultured using different culture protocols, L4 regeneration and mKM 
regeneration, and protoplast densities, 5 × 103 and 5 × 104 protoplasts/ml. It was 
found that only hypocotyl protoplasts from 10A developed in culture medium. 
Culturing protoplasts using L4 regeneration protocol with 5 × 104 protoplasts/ml 
density resulted in the highest values of cell division and colony formation (44.46 and 
18.15%, respectively), whereas no cell division and colony formation was observed when 
using mKM regeneration protocol. (iv) Induction of protoplast fusion by a chemical, 
polyethylene glycol (PEG). Protoplast fusion between hypocotyl protoplasts of 10A 
line and young leaf protoplasts of PI 441983 was induced using different 
concentrations of PEG 8000 (0, 10, 20 and 30% (w/v)) and induction periods (10, 15 
and 20 min). It was found that 20% (w/v) PEG 8000 in fusion solution (5% (v/v) 
dimethyl sulfoxide (DMSO), 90 mM mannitol, 60 mM CaCl2 and 25 mM glycine, pH 
5.6-5.7) with 15 min of induction period was the most proper combination for 
induction of fusion because of high percentage of binary fusion and low percentage 
of multi fusion (26.16 and 12.96%, respectively). However, regeneration from 
protoplasts into complete plants which is a crucial step was still unsuccessful, 
necessitating additional work to be able to fully exploit the protoplast fusion for 
developing useful cybrids in the future.  
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ส าหรับใช้ในการทดลองแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ 15 

 การตรวจสอบสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ 15 



 

 

 

 

 

 

 

 

ช 
 

สารบัญ (ตอ่) 
 หน้า 

 การคัดเลือกสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ 16 
  ส่วนที่ 2  การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้น

อ่อนและใบทานตะวัน 16 
   การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน 17 
   การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน 20 
  ส่วนที่ 3  ศึกษาการเพาะเลี้ยงและปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญและพัฒนาของ

โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 26  
   การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนสายพันธุ์ 10A 26 
   การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ใบสายพันธุ์ PI 441983 30 
   ส่วนที่ 4 ศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ โดย

การใช้สารเคมี PEG 32 
บทที่  4  บทสรุป 
  สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 36  
บรรณานุกรม 38 
ภาคผนวก 42 
ประวัติผู้วิจัย 64 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญตาราง    
 

ตารางท่ี              หน้า 

 

1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมัน 5 
2 ปัจจัยสายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 

ส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 10 
3 ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโต-

พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันต่างสายพันธุ์ 17 
4 ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโต -

พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันด้วยวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 18 
5 ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโต -

พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 
ที่แตกต่างกัน 18 

6  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโต -
พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันเมื่อใช้สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และ
ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน 20 

7  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโต -
พลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันต่างสายพันธุ์ 20 

8  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตจากการแยกโปรโต -
พลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันด้วยวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 21 

9  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตจากการแยกโปรโต-
พลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่
แตกต่างกัน 22 

10  ผลผลิต ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อใบทานตะวันเมื่อใช้สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้น
เอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน 23 

11 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 21 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 27 

12 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 21 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 27 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

ฌ 
 

สารบัญตาราง (ต่อ)    
 

ตารางท่ี              หน้า 
 

13 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 21 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่
แตกต่างกัน 28 

14 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 28 

15 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 29 

16 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่
อายุ 35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่
แตกต่างกัน 29 

17 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบ
ทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับความเข้มข้น PEG 8000 ที่แตกต่างกัน 32 

18 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบทาน-
ตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน 33 

19 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโต-
พลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 เมื่อใช้ระดับความเข้มข้น PEG 
8000 และระยะเวลาที่แตกต่างกัน 34 

 
 
 
 

 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

สารบัญภาพ 
 
ภาพที่                            หน้า 
 
1  จ านวน และขนาดแถบดีเอ็นเอ ของลักษณะการมีไซโตพลาสซึมปกติ (870 bp) และ 

ไซโตพลาสซึมเป็นหมัน (1,450 และ 870 bp) ในทานตะวันจาก North Central 
Regional Plant Introduction Station (ตรวจสอบครั้งท่ี 1)  15 

2   จ านวน และขนาดแถบดีเอ็นเอ ของลักษณะการมีไซโตพลาสซึมปกติ (870 bp) และ 
ไซโตพลาสซึมเป็นหมัน (1,450 และ 870 bp) ในทานตะวันจาก North Central 
Regional Plant Introduction Station และสายพันธุ์ 10A (ตรวจสอบครั้งที่ 2) 16 

3 โปรโตพลาสต์ที่แยกได้จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวันสายพันธุ์ 10A (A และ 
B ตามล าดับ) และ PI 441983 (C และ D ตามล าดับ) Bar = 30 ไมโครเมตร 26 

4 การเจริญเติบโตและพัฒนาของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A 
เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration การแบ่งเซลล์ที่อายุ 7 วัน (A) การแบ่ง
เซลล์ที่อายุ 21 วัน (B) และ การพัฒนาเป็นโคโลนีที่อายุ 35 วัน (C) 30 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
บทท่ี 1 
บทน า 

 
 รายงานวิจัยนี้ประกอบด้วยองค์ประกอบหลัก 4 ส่วน ได้แก่ (1) การตรวจสอบสายพันธุ์-
ทานตะวันที่มียีนควบคุมการผลิตละอองเกสรเพศผู้ในไซโตพลาสซึมแบบปกติ (normal cytoplasm) 
ที่ระดับดีเอ็นเอ และคัดเลือกสายพันธุ์ส าหรับใช้ในการทดลองแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ 
(protoplast) (2) การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการแยกโปรโตพลาสต์ (protoplast isolation) จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน (3) การศึกษาการเพาะเลี้ยง (protoplast culture) และปัจจัยที่
มีอิทธิพลต่อการเจริญและพัฒนาของโปรโตพลาสต์ เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน (4) 
การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ (protoplast fusion) โดยการ
ใช้สารเคมี polyethylene glycol (PEG) 
 

ความส าคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
ทานตะวัน (sunflower) มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Helianthus annuus L. อยู่ในวงศ์ 

Compositae (Asteraceae) เป็นพืชล้มลุก ใบเลี้ยงคู่ ไม่ไวแสง ดอกออกเป็นช่อรูปจาน เส้นผ่าศูนย์-
กลางดอกประมาณ 6-37 เซนติเมตร ขึ้นกับพันธุ์ ประกอบด้วยดอกย่อย 700-3,000 ดอก โดยดอกที่
อยู่รอบนอกเป็นหมัน และดอกที่อยู่ด้านในเป็นดอกสมบูรณ์เพศ เป็นพืชผสมข้าม มีเมล็ดและผลเป็น
แบบเอคิน (achene) ทานตะวันเป็นพืชน้ ามันที่ปลูกอย่างแพร่หลายทั้งในทวีปยุโรป อเมริกา และ
เอเชีย น้ ามันทานตะวันมีความส าคัญทางเศรษฐกิจเป็นอันดับ 4 ของโลก รองจากน้ ามันถั่วเหลือง 
ปาล์ม และคาโนลา (The National Food Administration, 2005) และเป็นอันดับ 3 ในประเทศ
ไทยรองจากถั่วเหลือง และปาล์ม (กรมวิชาการเกษตร, 2552) เมล็ดและน้ ามันทานตะวันมีคุณค่าทาง
โภชนาการสูง มีกรดไขมันไม่อ่ิมตัวประมาณ 88 เปอร์เซ็นต์ สูงกว่าถั่วเหลือง และปาล์ม และมีสาร 
antioxidants กันหืนได้ดี ส่วนกากที่ได้จากการสกัดน้ ามันแล้วมีโปรตีนสูง 40-50 เปอร์เซ็นต์ จึงเป็น
ที่ต้องการของตลาดทั้งในและต่างประเทศเพ่ือการบริโภคโดยตรง หรือแม้กระทั่งใช้ในอุตสาหกรรม 
เช่น เครื่องส าอาง อาหารสัตว์ น้ ามันหล่อลื่น หรือผลิตกระดาษจากล าต้น (กรมวิชาการเกษตร , 
2552) 
 ประเทศไทยมีพ้ืนที่ปลูกทานตะวันประมาณ 400,000 ไร่ แหล่งปลูกที่ส าคัญ ได้แก่ สระบุรี 
สระแก้ว กาญจนบุรี ราชบุรี และจันทบุรี ได้ผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 140 กิโลกรัมต่อไร่ (Science-
Manager Online, 2554) ซึ่งยังไม่เพียงพอต่อความต้องการบริโภคภายในประเทศท าให้ต้องมีการ
น าเข้าทั้งเมล็ดและผลิตภัณฑ์จากทานตะวันคิดเป็นมูลค่าสูงถึง 500 ล้านบาทต่อปี (ส านักบริการข้อมูล
และสารสนเทศ, 2552) ปัญหาและข้อจ ากัดส าคัญคือ เมล็ดพันธุ์ที่ใช้ปลูกส่วนใหญ่เป็นพันธุ์ลูกผสม 



 

 

 

 

 

 

 

 

2 
 

ต้องน าเข้าจากต่างประเทศจึงมีราคาสูง (ประมาณ 180-240 บาทต่อกิโลกรัม) คิดเป็น 20-25 
เปอร์เซ็นต์ ของต้นทุนการผลิต (กรมวิชาการเกษตร , 2552) ท าให้ต้นทุนการผลิตของเกษตรกรสูง 
และการปลูกทานตะวันในสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมท าให้ผลผลิตทานตะวันค่อนข้างต่ า ดังนั้นการ
ปรับปรุงและพัฒนาพันธุ์ทานตะวันเพื่อใช้เองภายในประเทศจึงทวีความจ าเป็นมากข้ึน  
 ทานตะวันพันธุ์ลูกผสมเป็นที่นิยมปลูกอย่างมากในปัจจุบัน เนื่องจากให้ผลผลิต และมีความ
สม่ าเสมอในพันธุ์สูง จึงเป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถเพ่ิมศักยภาพในการผลิตทานตะวันให้เพียงพอต่อความ
ต้องการภายในประเทศได้ การผลิตพันธุ์ลูกผสมในพืชผสมข้าม เช่น ทานตะวันต้องมีสายพันธุ์ต่าง ๆ เข้า
ร่วมในการผสมหรือผลิต คือ (1) สายพันธุ์เอ (A-line) เป็นสายพันธุ์แม่ มีดอกตัวผู้เป็นหมัน ซึ่งการเป็น
หมันมี 3 แบบ คือ การเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในนิวเคลียส (nucleus) เพียงอย่างเดียว (genetic male 
sterility) การเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) เพียงอย่างเดียว (cytoplasmic 
male sterility; CMS) และการเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม (genetic-
cytoplasmic male sterility) (2) สายพันธุ์บี (B-line) เป็นตัวรักษาสายพันธุ์เอ (maintainer line) มียีโน-
ไทป์เหมือนสายพันธุ์เอทุกประการ ยกเว้นมีความแตกต่างในเรื่องของการเป็นหมันเท่านั้น (3) สายพันธุ์-
อาร์ (R-line) เป็นสายพันธุ์พ่อ คู่ผสมที่ใช้ในการผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสมคือสายพันธุ์เอและสายพันธุ์อาร์ แต่
เนื่องจากสายพันธุ์เอมีดอกตัวผู้เป็นหมันจึงไม่สามารถผสมตัวเองเพ่ือผลิตลูกหลานที่เป็นพันธุ์แท้ได้ จึง
จ าเป็นต้องน ามาผสมกับสายพันธุ์บีซึ่งท าหน้าที่รักษาพันธุกรรมของสายพันธุ์เอ ท าให้มีสายพันธุ์เอใช้ใน
การผลิตลูกผสมต่อไปได้ (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546)  

ประโยชน์ที่จะได้รับจากการผลิตเมล็ดพันธุ์ทานตะวันลูกผสมที่มีคุณภาพดีให้มีปริมาณเพียงพอ
ตามความต้องการ และมีราคาถูก นอกจากจะส่งผลดีต่อการลดการสูญเสียดุลการค้าของประเทศโดยตรง
แล้ว ในทางอ้อมสามารถช่วยเกษตรกรลดต้นทุนในการผลิต เนื่องจากเมล็ดพันธุ์มีราคาถูก เกษตรกรมี
รายได้มากขึ้น และผู้บริโภคได้บริโภคสินค้าที่มีทานตะวันเป็นวัตถุดิบในราคาที่ต่ าลง 
 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1. เพ่ือปรับปรุงพันธุ์ทานตะวันให้ได้ maintainer line ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ โดยใช้วิธีรวม

โปรโตพลาสต์ ส าหรับน าไปใช้ในการผลิตทานตะวันพันธุ์ลูกผสมที่มีคุณภาพ 
2. เพ่ือพัฒนาวิธีการแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ของทานตะวันสายพันธุ์ที่ได้รับ

การพัฒนาในประเทศไทย 
3. เพ่ือผลิตนักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษา 

 

ทฤษฎีหรือกรอบแนวความคิด และข้อตกลงเบื้องต้นของการวิจัย 
พันธุ์ทานตะวันที่นิยมใช้ทางการค้าในปัจจุบันคือ พันธุ์ลูกผสม เนื่องจากเป็นพันธุ์ที่ให้ผลผลิตสูง

และมีลักษณะทางพืชไร่สม่ าเสมอ การผลิตลูกผสมของทานตะวันนั้น ประกอบด้วยสายพันธุ์ต่าง ๆ ดังนี้ 
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1. สายพันธุ์เอ เป็นสายพันธุ์แม่ มีลักษณะของดอกตัวผู้เป็นหมัน เพ่ือลดขั้นตอนการตอน
ดอกตัวผู้ (emasculation) การเป็นหมันมี 3 แบบ คือ การเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนใน
นิวเคลียสเพียงอย่างเดียว การเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในไซโตพลาสซึมเพียงอย่างเดียว 
และการเป็นหมันที่ควบคุมโดยยีนในนิวเคลียสและไซโตพลาสซึม  

2. สายพันธุ์บี เป็นตัวรักษาสายพันธุ์เอ มียีโนไทป์เหมือนสายพันธุ์เอทุกประการ ยกเว้นมี
ความแตกต่างในเรื่องของการเป็นหมันเท่านั้น 

3. สายพันธุ์อาร์ เป็นสายพันธุ์พ่อ 

การผลิตพันธุ์ลูกผสม คู่ผสมที่น ามาใช้คือสายพันธุ์เอและสายพันธุ์อาร์ ซึ่งเป็นคู่ผสมที่ให้
สมรรถนะการรวมตัวจ าเพาะดี (specific combining ability; sca) จึงให้ลูกผสมที่มีคุณภาพ แต่
เนื่องจากสายพันธุ์เอมีดอกตัวผู้เป็นหมันจึงไม่สามารถผสมตัวเองเพ่ือผลิตลูกหลานที่เป็นพันธุ์แท้ได้ จึง
จ าเป็นต้องน ามาผสมกับสายพันธุ์บีซึ่งท าหน้าที่รักษาพันธุกรรมของสายพันธุ์เอ ท าให้มีสายพันธุ์เอใช้ใน
การผลิตลูกผสมต่อไปได้ (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ, 2546) ซึ่งการพัฒนาสายพันธุ์บีท าได้ 2 วิธีคือ 
(1) การผสมพันธุ์ ระหว่างสายพันธุ์เอและสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ และน าลูกที่ได้ผสมกลับไปยัง
สายพันธุ์เอ นาน 6-8 ชั่ว เพ่ือให้ลูกท่ีได้มีลักษณะเหมือนกับสายพันธุ์เอทุกประการ ยกเว้นการมีไซโต-
พลาสซึมปกติ (2) การรวมโปรโตพลาสต์ ซึ่งสามารถถ่ายไซโตพลาสซึมปกติ ให้กับสายพันธุ์เอเพ่ือผลิต
สายพันธุ์บีได้ทันที ท าให้สามารถผลิตสายพันธุ์บีได้จ านวนมากในเวลาที่รวดเร็วกว่าการใช้วิธีดั้งเดิม  
 โปรโตพลาสต์ คือ เซลล์พืชที่ถูกก าจัดผนังเซลล์ (cell wall) มีคุณสมบัติสามารถชักน าให้เกิด
การรวมกันระหว่างโปรโตพลาสต์ และเมื่อเพาะเลี้ยงในสภาพเหมาะสมสามารถเจริญและพัฒนาไป
เป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ (totipotency) (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Davey et al., 2005) จึงเป็น
ประโยชน์และน ามาประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์พืชได้ ในทานตะวันมี รายงานวิธีการแยก 
เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกันหลายวิธี (Bohorova et al., 1986; Burrus et al., 
1991; Krasnyanski et al., 1992;  Krasnyanski and Menczel, 1993; Krasnyanski and 
Menczel, 1995; Wingender et al., 1996;  Henn  et al., 1998a; Henn  et al., 1998b) 
ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ และเนื้อเยื่อที่น ามาใช้เป็นหลัก (Davey et al., 2005) ซึ่งสามารถน ามา
ประยุกต์ใช้หาวิธีการที่เหมาะสมกับทานตะวันสายพันธุ์ที่พัฒนาในประเทศไทยได้ และอาจส่งผลให้
ผลิตสายพันธุ์บีได้จ านวนมากในเวลาที่รวดเร็วกว่าการใช้วิธีดั้งเดิม  
 การรวมกันของโปรโตพลาสต์ท าให้เกิดเซลล์ลูกผสมซึ่งมีการรวมกันของยีนทั้งในนิวเคลียส  
และไซโตพลาสซึม สามารถน ามาใช้ในการผสมข้ามสายพันธุ์ (intraspecific hybridization) ข้ามสปี-
ชีส์ (interspecific hybridization) หรือข้ามสกุล (intergeneric hybridization) ซึ่งมักประสบปัญหา
ความเข้ากันไม่ได้ของการผสมโดยอาศัยเพศ (sexual incompatibility) นอกจากนี้ยังใช้ถ่ายทอด
ลักษณะที่ควบคุมโดยยีนในไมโตคอนเดรีย (mitochondria) เช่น ลักษณะดอกตัวผู้เป็นหมัน และยีนใน
คลอโรพลาสต์ (chloroplast) ได้ จึงสามารถลดระยะเวลาที่ใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ 



 

 

 

 

 

 

 

 

4 
 

 การพัฒนาทานตะวันสายพันธุ์บีโดยใช้วิธีรวมโปรโตพลาสต์ ท าได้โดยแยกโปรโตพลาสต์ของ
สายพันธุ์เอ และสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ โดยใช้เอนไซม์ผสมย่อยผนังเซลล์ ท าลายนิวเคลียส
ของสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ และให้สารยับยั้งการแบ่งเซลล์กับโปรโตพลาสต์สายพันธุ์เอ ชักน า
ให้โปรโตพลาสต์ทั้ง 2 สายพันธุ์รวมกันโดยใช้ PEG และน าเซลล์ลูกผสมที่ได้ไปเพาะเลี้ยงในอาหารที่
เหมาะสมและชักน าให้เกิดเป็นต้น จากนั้นจึงน ามายืนยันชนิดของไซโตพลาสซึม และนิวเคลียสอีกครั้ง 
 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 
ทานตะวันสายพันธุ์ที่มีดอกตัวผู้ไม่เป็นหมันและมีไซโตพลาสซึมปกติ ซึ่งได้รับความ

อนุเคราะห์จาก North Central Regional Plant Introduction Station รัฐไอโอวา สหรัฐอเมริกา 
จ านวน 1 พันธุ์ และทานตะวันสายพันธุ์ที่มีดอกตัวผู้เป็นหมัน ซึ่งการเป็นหมันนี้ควบคุมโดยยีนจาก
นิวเคลียสและไซโตพลาสซึม จ านวน 1 พันธุ์ 

ท าการปลูก และผสมพันธุ์ทานตะวันภายในฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ท าการ
ทดลองในห้องปฏิบัติการเพ่ือแยก เพาะเลี้ยงและรวมโปรโตพลาสต์ ซึ่งเป็นการถ่ายทอดลักษณะ     
ไซโตพลาสซึมปกติ เพ่ือผลิตสายพันธุ์บี 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยเกี่ยวกับโปรโตพลาสต์เพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืชต่อไป 
2. ได้วิธีการแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ ส าหรับใช้พัฒนาพันธุ์ทานตะวันที่มี   

ไซโตพลาสซึมปกติ เพ่ือน าไปใช้ในการผลิตทานตะวันลูกผสมที่มีคุณภาพดีต่อไป  และ
อาจสามารถประยุกต์ใช้ความรู้นี้กับพืชผสมข้ามชนิดอื่น 

3. น าไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ ได้สายพันธุ์บีซึ่งสามารถน ามาใช้ผลิตเมล็ดพันธุ์ลูกผสม และ
เผยแพร่แก่เกษตรกรในอนาคต พันธุ์ที่ได้นี้มหาวิทยาลัยสามารถผลิตเป็นการค้าได้ 

4. เพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตทานตะวันในประเทศไทย ลดต้นทุนการผลิตจากราคา
เมล็ดพันธุ์ที่ถูกลง น าไปสู่การลดการน าเข้าเมล็ดพันธุ์ทานตะวัน ท าให้ประหยัดเงินตรา
ต่างประเทศได้อย่างน้อยปีละ 60-80 ล้านบาท 

5. เป็นประโยชน์ต่อประชากรกลุ่มเป้าหมาย เกษตรกรผู้ปลูกทานตะวันได้รายได้เพ่ิมขึ้น
จากการปลูกทานตะวัน เป็นการแก้ปัญหาความยากจน นอกจากนี้ผู้บริโภคยังอาจได้
บริโภคผลิตภัณฑ์จากทานตะวันที่มีราคาต่ าลงด้วย 

6. ได้นักศึกษาระดับบัณฑิตศึกษาซึ่งมีความรู้และประสบการณ์ทางด้านการปรับปรุงพันธุ์พืช  
7. ได้ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการอย่างน้อย 1 เรื่อง 
หน่วยงานที่จะน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์คือ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และ

หน่วยงานภาครัฐและเอกชนอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้อง 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 2 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
ส่วนที่ 1  การตรวจสอบสายพันธุ์ทานตะวันที่มียีนควบคุมการผลิตละอองเกสรเพศผู้ในไซโต-  

พลาสซึมแบบปกติที่ระดับดีเอ็นเอ และคัดเลือกสายพันธุ์ส าหรับใช้ในการทดลองแยก 
เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ 

1.1 สายพันธุ์ทานตะวัน 
สายพันธุ์ทานตะวันที่น ามาใช้ในการทดลองแยก เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ ประกอบด้วย 

2 สายพันธุ์ คือ (1) สายพันธุ์ 10A เป็นสายพันธุ์ที่ได้รับการพัฒนาขึ้นในประเทศไทย มีลักษณะเด่นคือ ให้
เปอร์เซ็นต์น้ ามันสูงถึง 41.40 เปอร์เซ็นต์ มีศักยภาพในการให้ลูกผสมที่ดี และมียีนควบคุมการเป็นหมัน 
ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์จาก ศ. ดร.ไพศาล เหล่าสุวรรณ และผศ. ดร.ฐิติพร มะชิโกวา (2) สาย-
พันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ จาก North Central Regional Plant Introduction Station รัฐไอโอวา 
สหรัฐอเมริกา โดยท าการคัดเลือกเพียง 1 สายพันธุ์ จากทั้งหมด 10 สายพันธุ์ ได้แก่ Ames 3225, PI 
221693, PI 307831, PI 318468, PI 377528, PI 420138, PI 431511, PI 441983, PI 480472 และ PI 
500689 (ไพศาล เหล่าสุวรรณ และฐิติพร มะชิโกวา, ติดต่อส่วนบุคคล) ซึ่งในเบื้องต้นคาดว่าสายพันธุ์
ดังกล่าวมีไซโตพลาสซึมปกติทั้งหมด อย่างไรก็ตาม เพ่ือความถูกต้อง จึงน าสายพันธุ์เหล่านี้มาตรวจสอบที่
ระดับดีเอ็นเอเพ่ือยืนยันการมีไซโตพลาสซึมปกติก่อนคัดเลือกไปใช้ในการถ่ายทอดไซโตพลาสซึมปกติ
ให้กับสายพันธุ์ 10A โดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์ต่อไป 

1.2 การตรวจสอบที่ระดับดีเอ็นเอและคัดเลือกสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ  
การตรวจสอบความปกติและเป็นหมันของเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ที่ถูกควบคุมโดยยีนในไซโต -

พลาสซึมในทานตะวันสามารถท าได้อย่างรวดเร็วด้วยการตรวจสอบที่ระดับดีเอ็นเออย่างจ าเพาะ
เจาะจงที่ต าแหน่งของยีน atpA และบริเวณใกล้เคียง โดยอาศัยความแตกต่างของจ านวนและขนาด
ของท่อนดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีนด้วยวิธีลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain 
reaction; PCR) เมื่อใช้ ไพรเมอร์ (primer) 3 ชนิด ที่สามารถระบุความแตกต่างของยีนดังกล่าวได้ 
(Rieseberg et al., 1994) ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการตรวจสอบการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมัน 
ชื่อ ล าดับเบส (5’       3’) 
atpAF GCCGCTAAACGATCGGACCAGACAGGCGCA 
orfH522R GCCCTTAGGGCCACCTTGTTGCGAAGTCAG 
orfH873R GTGGAAATCCCGGGGGAGCCCGTTCCTAGA 
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1.2.1 การสกัดดีเอ็นเอทานตะวัน 
สกัดดีเอ็นเอทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ จาก North Central Regional Plant 

Introduction Station จ านวน 10 สายพันธุ์ เพ่ือตรวจสอบและยืนยันการมีไซโตพลาสซึมปกติ และ
สายพันธุ์ 10A เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบแถบดีเอ็นเอของการมีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน โดยมีขั้นตอน
ดังนี้ 

1.2.1.1 บดใบอ่อนทานตะวันในโกร่งที่มี ไนโตรเจนเหลวให้ละเอียด แล้วเติม 
extraction buffer [3% (w/v) cetyl trimethylammonium bromide  
(CTAB), 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0), 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8.0), 
2% (w/v) polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) และ 0.2% (v/v) ß-
mercaptoethanol] 700 µl ผสมให้เข้ากันด้วย vortex mixture แล้วน าไป
บ่มทีอุ่ณหภูมิ 65°ซ เป็นเวลา 30 นาที โดยเขย่าหลอดทุก 5 นาท ี

1.2.1.2 เติม 24 : 1 chloroform : isoamyl alcohol ปริมาตร 1 เท่า ผสมให้เข้ากัน 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาท ี

1.2.1.3 ถ่ายน้ าใสส่วนบนใส่ใน microcentrifuge tube หลอดใหม่ แล้วเติม 5 M 
NaCl ปริมาตร 0.5 เท่า จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย isopropanol แช่เย็น
ปริมาตร 1 เท่า กลับหลอดไปมาอย่างนุ่มนวล แล้วน าไปเก็บไว้ที่ อุณหภูมิ     
20°ซ ข้ามคืน 

1.2.1.4 น าไปปั่นเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทน้ า
ใสส่วนบนทิ้ง จากนั้นล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% ethanol ก่อนน าไปปั่น
เหวี่ยง และตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง 

1.2.1.5 ละลายตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer [Tris-EDTA buffer; 10 mM Tris-HCl 
(pH 8.0) และ 1 mM EDTA (pH 8.0)] 50 µl เติม RNAse (1 mg/ml) 10 
µl แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 30 นาที เก็บที่อุณหภูมิ 4 หรือ    
-20°ซ (Owens, 2003) เพ่ือใช้ในการทดสอบโดยวิธี PCR 

1.2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตรวจสอบ 
1.2.2.1 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตรวจสอบด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 3 ชนิด ได้แก่ 

atpAF, orfH522R และ orfH873R (ตารางท่ี 1) 
1.2.2.2 เตรียม reaction mix (10 µl/ reaction) ซึ่งมีองค์ประกอบดังนี้ ดีเอ็นเอ

ต้นแบบ 50 ng, 0.4 µM orfH522R primer, 0.4 µM orfH873R primer, 0.4 
µM atpAF primer, 0.1 mM dNTP, 1x buffer, 2 mM MgCl2, 0.5 unit 
Taq DNA polymerase และใช้สภาวะส าหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ดังนี้   
94°ซ เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 1 รอบ 94°ซ เป็นเวลา 1 นาที, 62°ซ เป็นเวลา 

http://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
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1 นาที และ 72°ซ เป็นเวลา 2 นาที จ านวน 35 รอบ และ 72°ซ เป็นเวลา 7 
นาที จ านวน 1 รอบ (Rieseberg et al., 1994) 

1.2.3 การตรวจสอบรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 
1.2.3.1 น าดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี PCR มาตรวจสอบจ านวนและ

ขนาดแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี electrophoresis บน 1% (w/v) agarose โดยให้
กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ี

1.2.3.2 ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วย ethidium bromide แล้วน าไปส่องดูภายใต้เครื่อง UV 
transilluminator ทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติจะแสดงแถบดี-
เอ็นเอที่มีขนาด 870 bp เพียงแถบเดียว ส่วนสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมเป็น
หมันจะแสดงแถบดีเอ็นเอจ านวน 2 แถบ ขนาด 1,450 และ 870 bp 
(Rieseberg et al., 1994) 

1.2.4 การคัดเลือกสายพันธุ์ 
คัดเลือกสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติเพียง 1 สายพันธุ์ โดยสายพันธุ์ดังกล่าวต้องสามารถ

ผลิตเมล็ดพันธุ์ได้จ านวนมากด้วย 
 

ส่วนที่ 2  การศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบ
ทานตะวัน  

ศึกษาอิทธิพลของชนิดเนื้อเยื่อ สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้น
เอนไซม์ cellulase ที่มีต่อการให้ผลผลิต ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต เมื่อแยก       
โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวันด้วยเอนไซม์ผสม 

2.1 การเตรียมเนื้อเยื่อพืช 
เนื้อเยื่อพืชทั้งส่วนล าต้นอ่อนและใบเตรียมได้จากการเพาะเมล็ด และปลูกเลี้ยงบนอาหาร

สังเคราะห์ในสภาพปลอดเชื้อ ซึ่งมีข้ันตอนดังนี้ 
2.1.1 การฟอกฆ่าเชื้อ 

2.1.1.1 ฟอกฆ่าเชื้อผิวเปลือกเมล็ดทานตะวันด้วย 20% (v/v) clorox (2% (w/v) 
sodium hypochlorite) เป็นเวลา 20-60 นาที (ขึ้นอยู่กับสภาพเมล็ด) แล้วล้าง
ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง แกะเปลือกหุ้มเมล็ดออก 

2.1.1.2 ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดที่แกะเปลือกแล้วด้วย 20% (v/v) clorox เป็นเวลา 10 
นาที แล้วล้างเมล็ดด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 3 ครั้ง 

2.1.1.3 ฟอกฆ่าเชื้อเมล็ดอีกครั้งโดยแช่ใน 5% (v/v) H2O2 เป็นเวลา 5 นาที แล้วลอก
เยื่อหุ้มเมล็ดออก 

2.1.1.4 เพาะเมล็ดลงบนอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962) (ตาราง
ภาคผนวกท่ี 1) ที่มี 2% (w/v) sucrose และ 0.8% (w/v) agar 
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2.1.2 การปลูกเลี้ยง 
 2.1.2.1  เนื้อเยื่อล าต้นอ่อน ปลูกเลี้ยงในที่มืด ที่อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 7 วัน 
 2.1.2.2  เนื้อเยื่อใบ ปลูกเลี้ยงโดยให้แสงที่ความเข้ม 2,000 ลักซ์ นาน 16 ชม./วัน 

เป็นเวลา 14 วัน (ดัดแปลงจาก Taski-Ajdukovic et al., 2006) จากนั้นตัด
ส่วนยอดของล าต้นไปปลูกเลี้ยงใน vermiculite ปลอดเชื้อที่เติมอาหารเหลว 
MS ที่มี 2% (w/v) sucrose จนกระทั่งต้นโต และแตกใบอ่อน มีใบจริง 4-6 
ใบ ใช้ใบจริงที่แผ่เต็มที่แล้วในการแยกโปรโพตลาสต์ 

2.2 การแยกโปรโตพลาสต์ 
แยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน โดยจัดทรีตเมนต์แบบแฟกตอ -

เรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (factorial in CRD) จ านวน 5 ซ้ า ประกอบด้วย 3 ปัจจัย 
ได้แก่ สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ดังแสดงใน
ตารางที่ 2 

2.2.1 การเตรียมเนื้อเยื่อก่อนย่อยผนังเซลล์ 
2.2.1.1  การแยกโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อน หั่นล าต้นอ่อนจ านวน 1 ก. เป็นท่อน

ขนาด 5-10 มม. ผ่าครึ่งตามแนวยาว แล้วบ่มแช่ในสารละลายแยกโปรโต-
พลาสต์ ปริมาตร 15 มล. ที่อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 60 นาที (Krasnyanski 
and Menczel, 1993) 

2.2.1.2  การแยกโปรโตพลาสต์จากใบ หั่นใบทานตะวันจ านวน 1 ก. เป็นชิ้น ขนาด 2 
มม.2 ในสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ แล้วบ่มแช่ในสารละลายแยกโปรโต-
พลาสต์ ปริมาตร 15 มล. ที่อุณหภูมิ 25°ซ เป็นเวลา 60 นาที 

2.2.2 การย่อยผนังเซลล์ด้วยเอนไซม์ผสม 
2.2.2.1  ใช้ปิเปตดูดสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ทิ้ง แล้วเติมสารละลายเอนไซม์ 

ปริมาตร 15 และ 25 มล. ส าหรับเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบ ตามล าดับ  
2.2.2.2  บ่มย่อยผนังเซลล์ที่อุณหภูมิ 25°ซ ในที่มืด พร้อมเขย่าที่ความเร็ว 70 และ 30 

รอบต่อนาที ส าหรับเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบ ตามล าดับ ตามระยะเวลาของ
แต่ละวิธีการ 

2.2.2.3 กรองแยกโปรโตพลาสต์ออกจากเศษเนื้อเยื่อด้วยผ้าไนลอน และ nylon 
filter ที่มีเส้นผ่าศูนย์กลางขนาด 62 และ 40 ไมโครเมตร ตามล าดับ 

2.2.2.4  น าสารละลายเอนไซม์ที่มีโปรโตพลาสต์ไปปั่นเหวี่ยงตกตะกอนโปรโตพลาสต์
ที่ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วใช้ปิเปตค่อย ๆ ดูด
สารละลายเอนไซม์ท้ิง 

2.2.2.5  ล้างเอนไซม์ออกจากตะกอนโปรโตพลาสต์ด้วยสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ 
ปริมาตร 10 มล. แล้วปั่นเหวี่ยงตกตะกอนโปรโตพลาสต์ที่ความเร็ว 1,000 
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รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที โดยล้าง 2 ครั้ง จากนั้นละลายตะกอนโปรโต-
พลาสต์ด้วยสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ปริมาตร 1-2 มล. (ขึ้นอยู่กับปริมาณ
ตะกอนโปรโตพลาสต์) 

2.2.2.6  น าสารละลายโปรโตพลาสต์จากข้อ 2.2.2.5 เติมลงบนสารละลายซูโคลส (0.5 
M sucrose, 14 mM CaCl2.2H2O, 3 mM MES, pH 5.6) ปริมาตร 10 มล. 
แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้น
ใช้ปิเปตดูดโปรโตพลาสต์บริสุทธิ์ ซึ่งลอยอยู่ระหว่างสารละลายทั้งสองออกมา
อย่างระมัดระวัง (Henn et al., 1998b) 

2.3 บันทึกผลการทดลอง  
1. ผลผลิตโปรโตพลาสต์ (จ านวนโปรโตพลาสต์ต่อน้ าหนักเนื้อเยื่อ 1 ก.) โดยนับ

จ านวนโปรโตพลาสต์ด้วย haemacytometer จ านวน 10 ซ้ า หาค่าเฉลี่ย แล้ว
น าไปค านวณความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ในปริมาตร 1 มล. จากนั้นค านวณ
ผลผลิตโปรโตพลาสต์จากสูตรด้านล่าง  
ผลผลิตโปรโตพลาสต์       =      ความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์  ×  ปริมาตรของ

โปรโตพลาสต์บริสุทธิ์ทั้งหมด  
2. เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์  โดยการย้อมสีโปรโตพลาสต์ด้วย 

fluorescine diacetate (FDA) (ตารางภาคผนวกที่ 2) แล้วน าไปส่องใต้กล้องจุลทรรศน์
ด้วยแสงอัลตราไวโอเลต นับจ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิต (เรืองแสงสีเขียว) และ
จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด (เรืองแสงและไม่เรืองแสง) ใน 1 microscopic field 
แล้วค านวณเป็นเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตตามสูตรด้านล่าง ท าการสุ่มนับจ านวน 10 
fields ต่อ 1 ตัวอย่าง แล้วหาค่าเฉลี่ย 
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต       =      จ านวนโปรโตพลาสต์เรืองแสง 

               จ านวนโปรโตพลาสต์ท้ังหมด  
 3. จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิต ค านวณได้จากสูตรด้านล่าง  

  จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต     =    ผลผลิตโปรโตพลาสต์ × เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต
ของโปรโตพลาสต์ / 100  

2.4 วิเคราะห์ผลการทดลอง  
วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (analysis of variance; ANOVA) ของผลผลิตโปรโต-

พลาสต์ เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) เพ่ือเปรียบเทียบอิทธิพลของสายพันธุ์ วิธีการแยก
โปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่มีผลต่อการแยกโปรโตพลาสต์ 
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ตารางท่ี 2  ปัจจัยสายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 

เนื้อเยื่อ สายพันธุ ์ วิธีการ เอนไซม์และโปรตีน Isolation solution pH 
อุณหภูม ิ

(°ซ) 
ระยะเวลาบ่ม
ย่อย (ชม.) 

อ้างอิง 

ล าต้นอ่อน 
10A 
และ 

PI 441983 

M1 
1% (w/v) macerozyme1/, 1% (w/v) BSA 
และ 0.5, 1.0 หรือ 1.5% (w/v) cellulase2/ 

336 mM KCl, 16 mM CaCl2 และ 3 mM 
MES 

5.7 25 4 Binsfeld et al. (2000) 

M2 
0.5% (w/v) macerozyme และ 0.5, 1.0 
หรือ 1.5% (w/v) cellulase 

308 mM NaCl, 5.37 mM KCl, 41.7 mM 
CaCl2.2H2O และ 3.3 mM MES 

5.6 
 

25 16 Krasnyanski and Menczel (1995) 

ใบ 
10A 
และ 

PI 441983 

M3 

0.05% (w/v) pectolyase3/, 0.75% (w/v) 
macerozyme, 0.005% (w/v) driselase4/, 
1% (w/v) BSA และ 0.1, 0.5, 1.0 หรือ 
1.5% (w/v) cellulase 

340 mM KCl, 1.4 mM CaCl2.2H2O และ 3 
mM MES 

5.6 25 16 Henn et al. (1998b) 

M4 
0.05% (w/v) driselase, 0.02% (w/v) 
macerozyme, 0.1% (w/v) BSA และ 0.1, 
0.5, 1.0 หรือ 1.5% (w/v) cellulase 

336 mM KCl, 13.6 mM CaCl2 และ 3.59 
mM MES 

5.7 25 16 Keller et al. (1997) 

M5 
0.05% (w/v) pectolyase และ 0.1, 0.5, 
1.0 หรือ 1.5% (w/v) cellulase 

0.5 M mannitol และ 20 mM MES 5.6 25 6 Özdemir et al. (2002) 

1/ Macerozyme R-10, Kinki Yakult MFG, Japan 3/ Pectolyase, from Aspergillus japonicus, Sigma-Aldrich, Germany 
2/ Cellulase Onozuka R-10, Yakult Honsha, Japan 4/ Driselase, from Basidiomycetes, Sigma-Aldrich, Germany 
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ส่วนที่ 3  ศึกษาการเพาะเลี้ยงและปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญและพัฒนาของโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 

 ศึกษาอิทธิพลของวิธีการเพาะเลี้ยง ซึ่งประกอบด้วยชนิดอาหารและขั้นตอนการเพาะเลี้ยง
ต่างกัน ได้แก่ L4 regeneration (Lenée and Chupeau, 1986; ตารางภาคผนวกท่ี 3) และ mKM 
regeneration (Wingender et al., 1996; ตารางภาคผนวกท่ี 4) และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์
ได้แก่ 5 × 103 และ 5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล. เมื่อเพาะเลี้ยงในรูปแบบ agarose droplet 
(Shillito et al., 1983) ที่มีต่อการเจริญและพัฒนาของโปรโตพลาสต์เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนจาก
ทานตะวันสายพันธุ์ 10A และเนื้อเยื่อใบจากทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ไปสู่การสร้างกลุ่มโคโลนี 
โดยจัดทรีตเมนต์แบบแฟกตอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ จ านวน 5 ซ้ า ส าหรับแต่ละแหล่ง
โปรโตพลาสต์ 

3.1 การเพาะเลี้ยงในรูปแบบ agarose droplets   
 3.1.1 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 
 3.1.1.1 ตรวจนับความหนาแน่น และเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์บริสุทธิ์ 
 3.1.1.2  ปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ด้วยอาหารเหลวชนิด L4M หรือ mKM โดยให้

มีความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตที่ 1 × 104 และ 1 × 105 โปรโต-
พลาสต์/มล.    

 3.1.2 การเตรียม agarose 
 3.1.2.1  เตรียม 0.6% (w/v) agarose ปริมาตร 4 เท่า ในน้ ากลั่น แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อ 
 3.1.2.2  ผสมอาหารเหลวเข้มข้น 2 เท่า ชนิด L4M และ mKM กับ agarose ที่นึ่งฆ่า-

เชื้อแล้วในขณะเป็นของเหลวที่อุณหภูมิประมาณ 70-80°ซ ในอัตราส่วน 1:1 
 3.1.3 การท า droplets 
 3.1.3.1  ผสมโปรโตพลาสต์จากข้อ 3.1.1.2 กับอาหารจากข้อ 3.1.2.2 (ขณะอาหารมี

อุณหภูมิประมาณ 40°ซ) ในอัตราส่วน 1:1 โดยผสมให้โปรโตพลาสต์กระจาย
ตัวอย่างสม่ าเสมอทั่วทั้งอาหาร 

 3.1.3.2  ใช้ปิเปตดูดส่วนผสมจากข้อ 3.1.3.1 ปริมาตร 100 µl หยดลงในจานพลาสติก
ที่เย็น จ านวน 20 หยด/จาน แล้วน าไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4°ซ ในที่มืด เป็นเวลา 
1 ชม. โดยท าทั้งหมด 5 จาน/ตัวอย่าง 

 3.1.3.3  เติมอาหารเหลว L4M และอาหารเหลว mKM ปริมาตร 7 มล. รอบ ๆ 
agarose droplets แล้วปิดผนึกจานพลาสติกด้วยพาราฟิล์ม 

3.2 ขั้นตอนการเพาะเลี้ยง 
 3.2.1 วิธี L4 regeneration  
 3.2.1.1  เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25°ซ ในที่มืด เป็นเวลา 10 วัน  
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 3.2.1.2  ย้ายมาเพาะเลี้ยงในสภาพมีแสงประมาณ 2,000 ลักซ์ นาน 16 ชม./วัน และ
เปลี่ยนอาหารเหลวรอบ ๆ agarose droplets โดยใช้ปิเปตดูดอาหารเดิม
ปริมาตร 0.5 เท่า ทิ้ง แล้วเติมอาหารเหลว L'4M ที่ปริมาตรเดียวกันลงไป
แทน เปลี่ยนอาหารเช่นนี้ทุก 1 สัปดาห์ กระทั่งเกิดการสร้างโคโลนี และ    
ไมโครแคลลัส 

3.2.2 วิธี mKM regeneration  
  3.2.2.1  สัปดาห์ที่ 1 เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว mKM ที่เติม 4 µM BAP, 5 µM NAA 

และมี osmolarity อยู่ที่ 600 mosmol kg H2O
-1 และเลี้ยงในที่มืด 

  3.2.2.2  สัปดาห์ที่ 2 เปลี่ยนอาหารเป็นอาหารเหลว mKM ที่เติม 10 µM 2,4-D และ
มี osmolarity อยู่ที่ 500 mosmol kg H2O

-1 และเลี้ยงในที่มืด 
  3.2.2.3  สัปดาห์ที่ 3 เปลี่ยนอาหารเป็นอาหารเหลว mKM ที่เติม 4 µM BAP, 0.5 µM 

NAA และมี osmolarity อยู่ที่ 400 mosmol kg H2O
-1 และเลี้ยงในที่มืด 

  3.2.2.4  สัปดาห์ที่ 4 เปลี่ยนอาหารเป็นอาหารเหลว mKM ที่เติม 4 µM BAP, 0.5 
µM NAA และมี osmolarity อยู่ที่ 300 mosmol kg H2O

-1 แล้วย้ายไป
เลี้ยงในที่มีแสงประมาณ 2,000 ลักซ์ นาน 16 ชม./วัน 

3.3 บันทึกผลการทดลอง 
1.  เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ที่อายุ 21 วัน โดยนับจ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีการแบ่ง

เซลล์  และจ านวนโปรโตพลาสต์ทั้ งหมด (แบ่งเซลล์และ ไม่แบ่งเซลล์) ใน 1 
microscopic field ภายใต้กล้อง Inverted microscope ที่ก าลังขยาย 100X 
จ านวน 125 fields ท าการสุ่มนับ 5 จาน/ตัวอย่าง 5 หยด/จาน และ 5 microscopic 
fields/หยด แล้วน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ดังสูตรด้านล่าง 
เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์       =      จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีการแบ่งเซลล์ 

                      จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด  
2.  เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีที่อายุ 35 วัน โดยนับจ านวนกลุ่มโคโลนีและจ านวนโปร-

โตพลาสต์ทั้งหมด (รวมโปรโตพลาสต์ที่แบ่งเซลล์แต่ไม่พัฒนาเป็นโคโลนีและไม่แบ่ง
เซลล์ด้วย) ใน 1 microscopic field ภายใต้กล้อง Inverted microscope ที่
ก าลังขยาย 100X จ านวน 125 fields ท าการสุ่มนับ 5 จาน/ตัวอย่าง 5 หยด/จาน 
และ 5 microscopic fields/หยด แล้วน ามาค านวณเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีดังสูตร
ด้านล่าง 
เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนี       =          จ านวนกลุ่มโคโลนี 

                 จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด  
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3.4 วิเคราะห์ผลการทดลอง 
วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (ANOVA) ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ที่อายุ 21 วัน และ

เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีที่อายุ 35 วัน และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ DMRT เพ่ือเปรียบเทียบ
อิทธิพลของวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์ ที่มีผลต่อการแบ่งเซลล์และการ
พัฒนาเป็นกลุ่มโคโลนีของโปรโตพลาสต์ 
 
ส่วนที่ 4  ศึกษาปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ โดยการใช้สารเคมี 

PEG 
ศึกษาอิทธิพลของระดับความเข้มข้น PEG 8000 ที่ 0, 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์ และ

ระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ ที่ 10, 15 และ 20 นาที ที่มีต่ออัตราการรวมโปรโตพลาสต์ 
โดยรวมระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนจากสายพันธุ์ 10A กับโปรโตพลาสต์ใบจากสายพันธุ์ PI 
441983 จัดทรีตเมนต์แบบแฟกตอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ จ านวน 5 ซ้ า  
   4.1 การเตรียมโปรโตพลาสต์ 

4.1.1 แยกโปรโตพลาสต์และท าให้โปรโตพลาสต์บริสุทธิ์ปราศจากสิ่งเจือปนซึ่งเป็น
อุปสรรคต่อการรวมโปรโตพลาสต์ 

4.1.2 ตรวจนับและปรับความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ให้อยู่ที่ 1×106 โปรโตพลาสต์/มล. 
ด้วยสารละลายแยกโปรโตพลาสต์ 

4.1.3  น าสารละลายโปรโตพลาสต์จากแต่ละแหล่งเนื้อเยื่อผสมเข้าด้วยกันในอัตราส่วน 
1:1 

 4.2 การเตรียมสารละลาย PEG  
4.2.1  เตรียม PEG 8000 ความเข้มข้นระดับต่าง ๆ ในสารละลายที่ประกอบด้วย 5% 

(v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO), 90 mM mannitol, 60 mM CaCl2 และ 
25 mM glycine, pH 5.6-5.7 (Binsfeld et al., 2000) 

 4.3 การชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ 
4.3.1  ผสมสารละลายโปรโตพลาสต์ในข้อ 4.1.3 กับสารละลาย PEG ในอัตราส่วน 1:1 

โดยค่อย ๆ เติมสารละลาย PEG ลงในสารละลายโปรโตพลาสต์อย่างช้า ๆ  
4.3.2 ตรวจนับการเกิดการรวมโปรโตพลาสต์ที่แต่ละช่วงเวลาภายใต้กล้อง Inverted 

microscope ที่ก าลังขยาย 400X 
 4.4 บันทึกผลการทดลอง 

4.4.1 เปอร์เซ็นต์ binary fusion โดยนับจ านวนโปรโตพลาสต์ที่เกิดการรวมกันเพียง
สองโปรโตพลาสต์ และจ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมดใน 1 microscopic field เพ่ือ
หาเปอร์เซ็นต์ binary fusion ดังสูตรด้านล่าง ท าการสุ่มนับจ านวน 6 fields แล้วหา
ค่าเฉลี่ย  
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เปอร์เซ็นต์ binary fusion  =   จ านวนโปรโตพลาสต์ที่เกิด binary fusion 
                   จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด  
4.4.2 เปอร์เซ็นต์ multi fusion โดยนับจ านวนโปรโตพลาสต์ที่เกิดการรวมกันตั้งแต่ 3      

โปรโตพลาสต์ขึ้นไป และจ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมดใน 1 microscopic field 
เพ่ือหาเปอร์เซ็นต์ multi fusion ดังสูตรด้านล่าง ท าการสุ่มนับจ านวน 6 fields แล้ว
หาค่าเฉลี่ย  
เปอร์เซ็นต์ multi fusion  =  จ านวนโปรโตพลาสต์ที่เกิด multi fusion 

                   จ านวนโปรโตพลาสต์ทั้งหมด  
4.5 วิเคราะห์ผลการทดลอง  
วิเคราะห์ความปรวนแปรทางสถิติ (ANOVA) ของเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi 

fusion และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ DMRT เพ่ือเปรียบเทียบอิทธิพลของระดับความเข้มข้น PEG 
8000 และระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ที่มีผลต่ออัตราการรวมโปรโตพลาสต์ทั้ง 2 รูปแบบ 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 3  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูลและอภิปรายผล 

 
ส่วนที่ 1  การตรวจสอบสายพันธุ์ทานตะวันที่มียีนควบคุมการผลิตละอองเกสรเพศผู้ในไซโตพลาสซึม

แบบปกติที่ระดับดีเอ็นเอ และคัดเลือกสายพันธุ์ส าหรับใช้ในการทดลองแยก เพาะเลี้ยง และ
รวมโปรโตพลาสต์ 

 1.1 การตรวจสอบสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ 
 ท าการตรวจสอบยืนยันการมีไซโตพลาสซึมปกติของทานตะวันจาก North Central Regional 
Plant Introduction Station 10 สายพันธุ์ คือ Ames 3225, PI 221693, PI 307831, PI 318468, PI 
377528, PI 420138, PI 431511, PI 441983, PI 480472 และ PI 500689 พร้อมด้วยสายพันธุ์ 10A ซึ่ง
มีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอโดยใช้วิธี PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน
ตรวจสอบ atpA และบริเวณใกล้เคียง โดยท าการตรวจสอบ 2 ครั้ง ภาพที่ 1 และ 2 แสดงแถบดีเอ็นเอของ
ลักษณะการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมันที่เกิดจากยีน atpA ซึ่งได้จากการตรวจสอบครั้งที่ 1 และ 2 
ตามล าดับ พบว่า ทานตะวันสายพันธุ์ PI 420138 และ PI 480472 มีรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอจ านวน 2 
แถบ ขนาด 1,450 และ 870 bp ซึ่งแสดงถึงการมีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน ในขณะที่สายพันธุ์อ่ืน ๆ ในกลุ่ม
เดียวกันแสดงแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ ที่ขนาด 870 bp ซึ่งแสดงถึงการมีไซโตพลาสซึมปกติ (Rieseberg et 
al., 1994) นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุ์ 10A พบว่า สายพันธุ์ PI 420138 และ PI 480472 มี
รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอเหมือนกับสายพันธุ์ 10A ซึ่งมีไซโตพลาสซึมเป็นหมันอีกด้วย  
 

 
 

 
 

ภาพที่ 1  จ านวน และขนาดแถบดีเอ็นเอ ของลักษณะการมีไซโตพลาสซึมปกติ (870 bp) และไซโตพลาส-
ซึมเป็นหมัน (1,450 และ 870 bp) ในทานตะวันจาก North Central Regional Plant 
Introduction Station (ตรวจสอบครั้งท่ี 1) 
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ภาพที่ 2  จ านวน และขนาดแถบดีเอ็นเอ ของลักษณะการมีไซโตพลาสซึมปกติ (870 bp) และไซโต-

พลาสซึมเป็นหมัน (1,450 และ 870 bp) ในทานตะวันจาก North Central Regional Plant 
Introduction Station และสายพันธุ์ 10A (ตรวจสอบครั้งที่ 2) 

 
1.2 การคัดเลือกสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติ 
จากผลการทดสอบข้างต้น ได้คัดเลือกทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ส าหรับใช้ในการทดลองแยก 

เพาะเลี้ยง และรวมโปรโตพลาสต์ต่อไป เนื่องจากผลิตเมล็ดพันธุ์ได้จ านวนมาก 
การคัดเลือกสายพันธุ์ทานตะวันที่มีไซโตพลาสซึมปกติโดยวิธี PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนตรวจสอบ 

atpA และบริเวณใกล้เคียง เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ สามารถระบุการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็น
หมันได้อย่างชัดเจน (Rieseberg et al., 1994) แม้สายพันธุ์ที่น ามาทดสอบจะสามารถผลิตละอองเกสรได้
เนื่องจากเกิดการข่มของยีนควบคุมการผลิตละอองเกสรในนิวเคลียส ซึ่งการแสดงออกของยีนดังกล่าวท า
ให้ไม่สามารถแยกการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมันออกจากกันได้ด้วยลักษณะทางฟีโนไทป์ จึงมัก
ต้องอาศัยวิธีการผสมกลับในการยืนยันลักษณะดังกล่าว ซึ่งใช้เวลานาน สิ้นเปลืองค่าใช้จ่าย และแรงงาน 
(ไพศาล เหล่าสุวรรณ และคณะ , 2546) ดังนั้น การตรวจสอบด้วยวิธีการนี้จึงเป็นประโยชน์และมี
ประสิทธิภาพสูง เนื่องจากเป็นการตรวจสอบที่ระดับพันธุกรรมโดยตรงไม่ขึ้นกับการแสดงออกของยีน 
ทราบผลได้ในระยะเวลาอันรวดเร็ว ประหยัดแรงงาน และค่าใช้จ่าย 
 
ส่วนที่ 2  การศึกษาปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 
 ท าการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมเป็น
หมันและปกติ ได้แก่ 10A และ PI 441983 ตามล าดับ โดยศึกษาอิทธิพลของสายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโต-
พลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่มีต่อผลผลิต ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มี
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ชีวิต เพ่ือพัฒนาวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่สามารถให้ผลผลิตที่มีคุณภาพและเพียงพอ ส าหรับทานตะวัน
ทั้งสองสายพันธุ์ ได้ผลการทดลองดังนี้ 

2.1 การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน 
 สายพันธุ์มีอิทธิพลต่อผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 48 = 47.87; F1, 47 = 27.77; F1, 47 = 51.68; P < 0.01 ตามล าดับ; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 6; ตารางภาคผนวกท่ี 8; ตารางภาคผนวกที่ 10 ตามล าดับ) โดยสายพันธุ์ 10A ให้ทั้งผลผลิต
และเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตโปรโตพลาสต์สูงสุด (3.43 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. และ 91.84 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) ซึ่งให้ผลผลิตมากกว่าสายพันธุ์ PI 441983 เท่ากับ 1.87 เท่า เป็นผลให้สายพันธุ์ 
10A มีจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตมากกว่าสายพันธุ์ PI 441983 ด้วย โดยมากกว่าถึง 1.93 เท่า (ตารางที่ 
3) 
  

ตารางท่ี 3  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันต่างสายพันธุ์ 

สายพันธุ์ ผลผลิต1/ 
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

ความมีชีวิต1/ 
(%) 

จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/         
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

10A   3.43 a2/ 91.84 a 3.14 a 
PI 441983 1.83 b 88.79 b 1.63 b 

1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  
   

 วิธีการแยกโปรโตพลาสต์มีผลต่อผลผลิตอย่างมีนัยส าคัญ (F1, 48 = 4.81; P < 0.05; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 6) และมีผลต่อเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 47 = 19.58; P < 0.01; 
ตารางภาคผนวกที่ 8) โดยการแยกโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ M2 ให้ผลผลิตสูงกว่าวิธีการ M1  1.21 เท่า 
(2.88 และ 2.38 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ) แต่ให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตต่ ากว่า 
(ตารางที่ 4) เป็นผลให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตจากวิธีการทั้งสองไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (F1, 47 = 
3.37; P > 0.05; ตารางภาคผนวกที่ 10) อย่างไรก็ตามวิธีการ M2 ยังคงให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุด 
คือ 2.59 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. (ตารางที่ 4)         
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ตารางท่ี 4  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันด้วยวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 

วิธีการ ผลผลิต1/ 
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

ความมีชีวิต1/ 
(%) 

จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/              
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

M1   2.38 b2/ 91.64 a 2.21 
M2 2.88 a 89.08 b 2.59 

1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ M1 และ M2 
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  

 
 อย่างไรก็ตาม การใช้ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน ไม่มีผลต่อผลผลิต 
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตในทางสถิติ (F2, 48 = 1.39; F2, 47 = 0.84; F2, 47 = 
1.04; P > 0.05 ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกที่ 6; ตารางภาคผนวกที่ 8; ตารางภาคผนวกที่ 10 
ตามล าดับ) อย่างไรก็ตามพบว่า ผลผลิตโปรโตพลาสต์มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเอนไซม์ 
cellulase (1.0 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลผลิตสูงสุด คือ 2.88 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) แต่ผลผลิตจะ
ลดลงเมื่อใช้ความเข้มข้นถึง 1.5 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 5) แตกต่างจากความมีชีวิตซึ่งพบว่า เปอร์เซ็นต์
ความมีชีวิตโปรโตพลาสต์มีแนวโน้มค่อย ๆ ลดลงอย่างต่อเนื่องเมื่อใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 
สูงขึ้นตามล าดับ (ตารางที่ 5) ส าหรับจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต พบแนวโน้มเช่นเดียวกับผลผลิตโปรโต-
พลาสต์ โดยที่ 1.0% (w/v) cellulase ให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุด คือ 2.60 × 106 โปรโต-
พลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. (ตารางที่ 5)    
 

ตารางท่ี 5  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน 

Cellulase 
(% w/v) 

ผลผลิต1/ 
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

ความมีชีวิต1/ 
(%) 

จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/        
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

0.5  2.402/ 90.86 2.23 
1.0 2.88 90.23 2.60 
1.5 2.61 89.96 2.36 

1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 0.5, 1.0 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์  
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  
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 เมื่อพิจารณาปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย ได้แก่ สายพันธุ์ คือ 10A และ PI 441983 วิธีการแยก       
โปรโตพลาสต์ คือ M1 และ M2 และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase คือ 0.5, 1.0 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต์ พบว่า สายพันธุ์และวิธีการแยกโปรโตพลาสต์มีปฏิสัมพันธ์ต่อกัน โดยมีอิทธิพลต่อทั้งผลผลิต 
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 48 = 10.36; F1, 47 

= 9.34; F1, 47 = 12.56; P < 0.01 ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกที่ 6; ตารางภาคผนวกที่ 8; ตาราง
ภาคผนวกที่ 10 ตามล าดับ) การแยกโปรโตพลาสต์สายพันธุ์ 10A ด้วยวิธีการ M2 ให้ทั้งผลผลิต และ
จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตมากกว่าวิธีการ M1 1.45 และ 1.44 เท่า ตามล าดับ ในทางตรงกันข้าม 
วิธีการ M1 เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ PI 441983 เพราะให้ผลผลิต และจ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิต
มากกว่าวิธีการ M2 (1.14 และ 1.21 เท่า ตามล าดับ) (ตารางที่ 6) ส่วนเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต พบว่า 
วิธีการ M1 ให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตโปรโตพลาสต์สูงกว่าวิธีการ M2 ในสายพันธุ์ PI 441983 แต่ทั้งสอง
วิธีการให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตโปรโตพลาสต์ไม่แตกต่างทางสถิติในสายพันธุ์ 10A (ตารางที่ 6) นอกจากนี้ 
พบว่าปฏิสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ความมี
ชีวิตอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติด้วย (F2, 47 = 0.00; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 8)  
 ผลผลิตโปรโตพลาสต์เป็นตัวชี้วัดส าคัญต่อการให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีซีวิต ซึ่งเป็นวัตถุดิบ
ส าคัญส าหรับใช้ในการรวมและเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ต่อไป จากผลการทดลองแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน (ตารางที่ 6) พบว่า โปรโตพลาสต์มีเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตไม่ต่างกันมากนัก 
(แม้ว่ามีความแตกต่างทางสถิติ) โดยเห็นได้ชัดจากล าดับของการให้ผลผลิตที่เหมือนกับล าดับของการให้
จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิต เช่น การแยกโปรโตพลาสต์สายพันธุ์ 10A ด้วยวิธีการ M2 ที่ 1.0% (w/v) 
cellulase ให้ผลผลิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุดเป็นอันดับ 1 (4.67 และ 4.24 × 106 โปรโต-
พลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ) และส าหรับสายพันธุ์ PI 441983 พบว่าการแยกโปรโตพลาสต์ด้วย
วิธีการ M1 ที่ 1.0% (w/v) cellulase ให้ผลผลิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุดส าหรับทานตะวัน
สายพันธุ์นี้ (2.15 และ 1.96 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ) เป็นต้น (ตารางที่ 6) ดังนั้น 
การเลือกปัจจัยให้เหมาะสมส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนของทานตะวันทั้งสองสายพันธุ์ 
จึงควรเป็นปัจจัยที่สามารถให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์สูง  
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ตารางท่ี 6  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล า-
ต้นอ่อนทานตะวันเมื่อใช้สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่
แตกต่างกัน 

สายพันธุ์ วิธีการ 
Cellulase 
(% w/v) 

ผลผลิต1/ 
(×106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

ความมีชีวิต1/  
(%) 

จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/        
(×106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

10A 

M1 

0.5         2.34  ±  0.60  cde  92.66  ±  0.65  a        2.17   ±    0.09  cde 

1.0         2.88  ±  0.09  cde  92.70  ±  0.57  a       2.67   ±    0.09  bcd 

1.5         3.19  ±  0.31  bc  91.21  ±  1.10  a       2.90   ±    0.26  bc 

M2 

0.5         3.70  ±  0.31  ab  91.76  ±  0.39  a        3.40   ±    0.29  ab  

1.0         4.67  ±  0.30  a  90.86  ±  0.92  a       4.24   ±    0.26  a 

1.5         3.80  ±  0.77  ab  91.84  ±  0.73  a       3.48   ±    0.70  ab 

PI 441983 

M1 
0.5         1.63  ±  0.27  de  91.78  ±  0.77  a       1.52   ±    0.33  de 
1.0         2.15  ±  0.32  cde  91.02  ±  0.95  a       1.96   ±    0.30  cde 
1.5         2.07  ±  0.37  cde  90.52  ±  1.94  a       1.88   ±    0.34  cde 

M2 
0.5         1.94  ±  0.56  cde  87.42  ±  0.51  b       1.70   ±    0.50  de 
1.0         1.80  ±  0.60  de  86.34  ±  1.38  b        1.53   ±    0.48  de 
1.5         1.38  ±  0.25  e  86.26  ±  0.95  b       1.19   ±    0.23  e 

1/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 
Duncan’s New Multiple Range Test 

 
 2.2 การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน 
 สายพันธุ์มีอิทธิพลต่อผลผลิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 80 

= 7.06; F1, 48 = 8.85; P < 0.01 ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกที่ 12; ตารางภาคผนวกที่ 16; ตามล าดับ) 
และมีนัยส าคัญต่อเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ (F1, 48 = 5.03; P < 0.05; ตารางภาคผนวกที่ 
14) โดยพบว่า สายพันธุ์ PI 441983 ให้ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูง
กว่าสายพันธุ์ 10A 1.35, 1.19 และ 1.63 เท่า ตามล าดับ (ตารางที่ 7) 
 
ตารางท่ี 7  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์

จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันต่างสายพันธุ์ 
สายพันธุ์ ผลผลิต1/ 

(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 
ความมีชีวิต1/ 

(%) 
จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/         

(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 
10A   3.77 b2/ 63.79 b 2.55 b 
PI 441983 5.09 a 75.86 a 4.15 a 
1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  
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 วิธีการแยกโปรโตพลาสต์มีผลต่อผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต
อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F2, 80 = 44.06; F2, 48 = 13.81; F2, 48 = 23.67; P < 0.01 ตามล าดับ; ตาราง
ภาคผนวกที่ 12; ตารางภาคผนวกที่ 14; ตารางภาคผนวกที่ 16 ตามล าดับ) วิธีการ M3 สามารถ
ปลดปล่อยโปรโตพลาสต์ให้ผลผลิตสูงสุด คือ 6.25 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ซึ่งแม้จะไม่
แตกต่างทางสถิติกับวิธีการ M4 แต่ต่างกับวิธีการ M5 ซึ่งให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ต่ าสุด ถึง 9.92 เท่า 
(ตารางที่ 8) ในทางกลับกัน วิธีการ M5 ให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตสูงกว่าวิธีการ M3 ถึง 1.62 เท่า แต่ไม่
ต่างกับวิธีการ M4 ซึ่งให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตสูงสุดคือ 79.31 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 8) ส่งผลให้วิธีการ 
M4 ให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงสุด (5.18 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) แตกต่างทางสถิติกับ
ทุกวิธีการ (ตารางที่ 8) 
 
ตารางท่ี 8  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตจากการแยกโปรโตพลาสต์

จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันด้วยวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 
วิธีการ ผลผลิต1/ 

(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 
ความมีชีวิต1/ 

(%) 
จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/         

(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยือ่ 1 ก.) 
M3   6.25 a2/ 48.77 b 3.39 b 
M4 5.47 a 79.31 a 5.18 a 
M5 0.63 b 79.10 a 0.66 c 

1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ M3, M4 และ M5 
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  

 
 ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase มีอิทธิพลต่อผลผลิตและจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F3, 80 = 14.29; F3, 48 = 5.71; P < 0.01 ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกที่ 12; ตาราง
ภาคผนวกที่ 16 ตามล าดับ) โดยการใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่ระดับต่ า (0.1 และ 0.5 
เปอร์เซ็นต์) ให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์สูงไม่แตกต่างกัน แต่ความเข้มข้นที่ 0.5 เปอร์เซ็นต์ มีแนวโน้มให้
ผลผลิตโปรโตพลาสต์สูงสุด (6.09 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) ส่วนการเพ่ิมความเข้มข้นเอนไซม์
สูงถึง 1.0 และ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ท าให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ลดลงอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ โดยมีผลผลิต
ต่ าสุด เมื่อใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 1.5 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 9) ในท านองเดียวกัน เอนไซม์ 
cellulase ความเข้มข้น 0.1 และ 0.5 เปอร์เซ็นต์ ให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงไม่แตกต่างกัน (4.31 
และ 4.10 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ) แต่การเพ่ิมระดับความเข้มข้นเอนไซม์มี
แนวโน้มให้จ านวนโปรโตพลาสต์ลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตต่ า สุดที่ความ
เข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 9) อย่างไรก็ตาม ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ไม่มีผลต่อ
เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต แต่การใช้เอนไซม์ความเข้มข้นสูงสุด (1.5 เปอร์เซ็นต์) มีแนวโน้มที่จะส่งผลให้โปร-
โตพลาสต์มีเปอร์เซ็นความมีชีวิตต่ าที่สุด (ตารางที่ 9) 
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ตารางท่ี 9  ผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตจากการแยกโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อใบทานตะวันเมื่อใช้ระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน 

Cellulase 
(% w/v) 

ผลผลิต1/ 
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

ความมีชีวิต1/ 
(%) 

จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/        
(×106 โปรโตพลาสต/์เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

0.1   5.94 a2/ 68.24                   4.31 a 
0.5 6.09 a 69.63 4.10 ab 
1.0 3.21 b 75.03 2.63 bc 
1.5 2.36 b 66.05                  1.50 c 

1/ ค่าเฉลี่ยผลผลิต เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 0.1, 0.5, 1.0 และ 1.5 
เปอร์เซ็นต์  

2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 
Duncan’s New Multiple Range Test  

 
 เมื่อพิจารณาปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย ได้แก่ สายพันธุ์ คือ 10A และ PI 441983 วิธีการแยก       
โปรโตพลาสต์ คือ M3, M4 และ M5 และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase คือ 0.1, 0.5, 1.0 และ 
1.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ปฏิสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์และวิธีการแยกโปรโตพลาสต์ สายพันธุ์และระดับความ
เข้มข้นเอนไซม์ cellulase และวิธีการแยกโปรโตพลาสต์และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase มี
อิทธิพลต่อการให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (F2, 80 = 4.23; F3, 80 = 3.10; F6, 80 = 
2.83; P < 0.05 ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกที่ 12) โดยทั้งสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 ให้ผลผลิต  
โปรโตพลาสต์ต่ าสุดเมื่อแยกโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ M5 ซึ่งต่ ากว่าวิธีการที่ให้ผลผลิตสูงสุดส าหรับแต่ละ
สายพันธุ์ 21.02 (M3) และ 7.31 (M4) เท่า ตามล าดับ และยังมีแนวโน้มให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ลดลง
อย่างต่อเนื่องเมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase โดยมีผลผลิตต่ าสุดที่ 1.5% (w/v) cellulase 
เช่นเดียวกันทั้งสองสายพันธุ์ (ตารางที่ 10) นอกจากนี้ยังพบว่า การแยกโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ M5 
ร่วมกับเอนไซม์ cellulase ทุกความเข้มข้น ให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ต่ าที่สุด แต่ผลผลิตมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
เมื่อเพ่ิมระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ซึ่งให้ผลในทางตรงข้ามกับวิธีการ M3 และ M4 ซึ่งมี
แนวโน้มให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ลดลงเมื่อใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase สูงกว่า 1.0 เปอร์เซ็นต์ 
(ตารางที่ 10) ส่วนเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตไม่พบ
ปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย 
 จากผลการทดลองแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบ จะเห็นได้ว่า ปัจจัยที่ท าการศึกษามีอิทธิพล
อย่างมากต่อความแตกต่างของการให้ผลผลิต และเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ ซึ่งจะส่งผลต่อ
จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตที่จะน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป (ภาพที่ 3; ตารางที่ 10) ดังนั้น การเลือกปัจจัยที่
เหมาะสมส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันทั้งสองสายพันธุ์นี้ จึงต้องค านึงถึงปัจจัยที่
สามารถให้ทั้งผลผลิตและความมีชีวิตโปรโตพลาสต์สูงไปพร้อม ๆ กัน จากการทดลองพบว่าการแยกโปร -
โตพลาสต์สายพันธุ์ 10A และ PI 441983 ด้วยวิธีการ M4 ที่ 0.1 และ 0.5% (w/v) cellulase ตามล าดับ 
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ให้จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตสูงสุด คือ 6.13 และ 8.81 × 106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก. ตามล าดับ 
(ตารางที่ 10) เหมาะสมที่จะน าไปใช้ต่อไป 
 

ตารางท่ี 10  ผลผลิต ความมีชีวิต และจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน
เมื่อใช้สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน 

สายพันธุ์ วิธีการ 
Cellulase 
(% w/v) 

ผลผลิต1/  

(×106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) 
ความมีชีวิต1/  

(%) 
จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิต1/          

(×106 โปรโตพลาสต์/เนื้อเยื่อ 1 ก.) 

10A 

M3 

0.1 6.94  ±  0.75  bcd 48.10  ±  16.50  abc 2.86  ±  0.75  bcde 
0.5 7.03  ±  1.18  bcd 44.22  ±  17.17  abc 2.63  ±  0.84  bcde 
1.0 4.90  ±  0.52  cde 52.15  ±  13.17  abc 2.40  ±  0.32  bcde 
1.5 3.83  ±  0.78  def    38.62  ±  25.28  bc          1.31  ±  0.54  cde 

M4 

0.1 6.30  ±  1.99  bcd    86.15  ±  3.19    ab          6.13  ±  2.09  ab 
0.5 4.51  ±  1.14  def    86.23  ±  4.24    ab 4.16  ±  1.09  bcde 
1.0 3.49  ±  1.36  def  80.60  ±  6.84    abc 3.51  ±  1.64  bcde 
1.5        1.01  ±  0.13  ef  65.05  ±  18.28  abc          0.50  ±  0.05  e 

M5 

0.1        0.22  ±  0.11  f  68.48  ±  15.93  abc          0.20  ±  0.13  e 
0.5        0.46  ±  0.27  f  63.72  ±  13.86  abc          0.46  ±  0.31  e 
1.0        0.22  ±  0.005 f             ND                 ND 
1.5        0.18  ±  0.06  f  58.87  ±  19.34  abc          0.12  ±  0.09  e 

PI 441983 

M3 

0.1 9.01  ±  2.04  abc  60.67  ±  10.28  abc          5.88  ±  1.13  abc 
0.5       12.03  ±  1.47  a  48.83  ±  38.72  abc          6.54  ±  5.28  ab 
1.0         1.74  ±  0.29  ef             ND                 ND 
1.5         1.86  ±  1.43  ef             ND                 ND 

M4 

0.1  7.22  ±  1.58  bcd  79.95  ±  6.37    abc 5.52  ±  1.07  abcd 
0.5         9.48  ±  1.84  ab  82.53  ±  1.59    abc          8.81  ±  1.25  a 
1.0  6.37  ±  1.26  bcd  79.38  ±  4.21    abc          5.98  ±  0.16  abc 
1.5 4.52  ±  1.19  def  63.74  ±  13.75  abc 3.89  ±  1.67  bcde 

M5 

0.1               ND2/            ND                 ND 
0.5         0.77  ±  0.33 ef    90.44  ±  0.92    a           1.00  ±  0.41  de 
1.0         0.72  ±  0.13 ef    90.62  ±  2.78    a           0.71  ±  0.11  e 
1.5         1.34  ±  0.43 ef  81.68  ±  3.63    abc           1.09  ±  0.34  de 

1/  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s 
New Multiple Range Test 

2/   ND  ไม่สามารถตรวจสอบได้ 
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 จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน (ภาพที่ 3) พบว่า แหล่ง
เนื้อเยื่อพืช ได้แก่ ชนิดเนื้อเยื่อและสายพันธุ์ และขั้นตอนในการแยกโปรโตพลาสต์ ได้แก่ วิธีการแยก    
โปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ต่างเป็นปัจจัยส าคัญที่มีอิทธิพลต่อทั้งผลผลิต
และความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ ซึ่งเป็นตัวก าหนดจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตส าหรับใช้ในการรวมและ
เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ (Davey et al., 2005) โดยการแยกโปรโตพลาสต์จากแหล่งเนื้อเยื่อพืชที่ต่างกัน
มีอิทธิพลอย่างมีนัยส าคัญต่อการปลดปล่อยโปรโตพลาสต์มีชีวิต เห็นได้ชัดเจนจากการแยกโปรโตพลาสต์
จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนของสายพันธุ์ 10A ที่ให้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตสูงกว่าสายพันธุ์ PI 441983 ถึง 
1.92 เท่า แต่เมื่อน าไปใช้แยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบกลับพบว่า สายพันธุ์ 10A ให้จ านวนโปรโต-
พลาสต์มีชีวิตต่ ากว่าสายพันธุ์ PI 441983 ถึง 1.63 เท่า ซึ่งผลดังกล่าวอาจมีสาเหตุจากความแตกต่างทาง
สรีรวิทยาของเนื้อเยื่อพืช (Davey et al., 2005) โดยพบว่า เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนของสายพันธุ์ PI 441983 
มีลักษณะแคระแกร็นและฉ่ าน้ าเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งเป็นผลให้มีจ านวนเซลล์เริ่มต้นน้อย (ต่อน้ าหนักสด
เนื้อเยื่อ 1 ก.) และโปรโตพลาสต์ที่แยกได้สูญเสียความมีชีวิตได้ง่าย ส่วนเนื้อเยื่อใบพบว่า ใบของสายพันธุ์ 
10A มีลักษณะบางและบอบช้ าง่าย ซึ่งอาจเกิดจากเนื้อเยื่อใบมีองค์ประกอบของ cellulose หรือ pectin 
ต่ า ท าให้เอนไซม์ย่อยทุกองค์ประกอบของเซลล์มากกว่าการย่อยเพียงผนังเซลล์ (Lord et al., 2010) 
จากงานทดลองดังกล่าวพบว่าให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยในพืชอ่ืนหลายชนิด เช่น  ซูการ์บีท (Beta 
vulgaris L.; Badr-Elden et al., 2010) Lotus corniculatus (Raikar et al., 2008) ปาล์ม (Chabane 
et al., 2007) พรรณไม้น้ าอนูเบียส (Anubias nana Englar; Pongchawee et al., 2006) และ 
หน่อไม้ฝรั่ง (Guangyu et al., 1997) เป็นต้น ที่พบเช่นเดียวกันว่าแหล่งเนื้อเยื่อพืชที่แตกต่างกันทั้งชนิด
เนื้อเยื่อ สายพันธุ์ หรือแม้กระทั่งอายุและช่วงฤดูกาลของพืช มีอิทธิพลต่อความส าเร็จในการแยกโปรโต -
พลาสต์  
 ส่วนการเปรียบเทียบขั้นตอนในการแยกโปรโตพลาสต์ซึ่งใช้วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับ
ความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกัน พบว่า วิธีการ M1 สามารถปลดปล่อยให้ผลผลิตโปรโต-
พลาสต์สูงสุดส าหรับสายพันธุ์ PI 441983 ในขณะที่ วิธีการ M2 เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ 10A มากกว่า 
การแยกโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนด้วยวิธีการ M2 ให้ค่าเฉลี่ยผลผลิตโปรโตพลาสต์สูงกว่าวิธีการ M1 แต่
แตกต่างเพียง 1.21 เท่า ทั้งท่ีวิธีการ M2 ใช้ระยะเวลาบ่มย่อยผนังเซลล์นานกว่าถึง 4 เท่า (16 ชั่วโมง) ซึ่ง
อาจมีสาเหตุจากระดับความเข้มข้นเอนไซม์ pectinase (macerozyme) ในวิธีการ M1 มากกว่าวิธีการ 
M2 ถึง 2 เท่า (ตารางที่ 2) จึงช่วยปลดปล่อยโปรโตพลาสต์ออกมาได้เร็วขึ้น อีกทั้งการใช้ระยะเวลาบ่ม
ย่อยผนังเซลล์สั้นกว่าของวิธีการ M1 ช่วยลดความเสียหายของโปรโตพลาสต์จากความเป็นพิษของ
สารละลายเอนไซม์ (Pongchawee et al., 2006; Raikar et al., 2008; Ling et al., 2010)  ท าให้การ
ใช้วิธีการ M1 ให้เปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตสูงกว่า ในท านองเดียวกัน การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบ
พบว่า วิธีการ M5 ให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ต่ าสุดกับทั้งสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 ซึ่งอาจเป็นเพราะ
จ านวนชนิดและความเข้มข้นของเอนไซม์ pectinase ที่มีเพียง 0.05% (w/v) pectolyase เป็น
องค์ประกอบ อีกทั้งใช้ระยะเวลาบ่มย่อยผนังเซลล์เพียง 6 ชั่วโมง ซึ่งน้อยกว่าวิธีการ M3 และ M4 (16 
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ชั่วโมง) มาก จึงไม่เพียงพอที่จะปลดปล่อยโปรโตพลาสต์จ านวนมากออกมาได้อย่างรวดเร็ว แต่อย่างไรก็
ตาม โปรโตพลาสต์ที่แยกได้จากการใช้วิธีการ M5 มีความมีชีวิตสูงเนื่องจากโปรโตพลาสต์ได้รับความ
เสียหายจากความเป็นพิษของเอนไซม์น้อยกว่า เมื่อเปรียบเทียบระหว่างวิธีการ M4 และ M5 ซึ่งใช้
ระยะเวลาบ่มย่อยผนังเซลล์เท่ากัน (16 ชั่วโมง) พบว่า วิธีการ M3 ให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์สูงกว่าวิธีการ 
M4 เพียงเล็กน้อย (1.10 เท่า) แม้ว่าจะใช้เอนไซม์ pectinase สูงกว่าถึง 40 เท่า (ตารางที่ 2) แต่กลับให้
ความมีชีวิตโปรโตพลาสต์ต่ าสุด ทั้งนี้อาจเป็นเพราะความเข้มข้นของเอนไซม์ pectinase ที่สูงเกินไป ท า
ใหมี้ความเป็นพิษรุนแรง ก่อให้เกิดความเสียหายกับเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดปรากฏการณ์ oxidative burst และ
การรั่วไหลของ K+ (Raikar et al., 2008) ท าให้ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ลดลง ส่งผลถึงจ านวนโปร-
โตพลาสต์มีชีวิตที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 ส าหรับระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ที่แตกต่างกันพบว่า การใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ 
cellulase ต่ า จะให้ผลผลิตโปรโตพลาสต์ต่ าด้วย อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมระดับความเข้มข้นเอนไซม์ 
cellulase ถึงระดับสูงสุด (1.5 เปอร์เซ็นต์) กลับมีแนวโน้มให้ทั้งผลผลิตและความมีชีวิตโปรโตพลาสต์ลด
ลง เนื่องจากเอนไซม์ cellulase มีผลสร้างความเสียหายให้กับเยื่อหุ้มเซลล์ และลดกิจกรรมทางกายภาพ 
(physical activities) ต่าง ๆ ของโปรโตพลาสต์ (Zhu et al., 2005; Raikar et al., 2008) ดังนั้น เมื่อ
ต้องการแยกโปรโตพลาสต์โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ทั้ง cellulase และ pectinase ในระดับสูง จึง
ควรพิจารณาลดระยะเวลาการบ่มย่อยผนังเซลล์ หรือในทางกลับกัน ใช้ความเข้มข้นเอนไซม์ต่ าลง แต่เพ่ิม
ระยะเวลาการบ่มย่อยผนังเซลล์ให้นานขึ้น จะช่วยลดความเสียหายของโปรโตพลาสต์จากความเป็นพิษ
ของเอนไซม์ ท าให้ได้โปรโตพลาสต์มีชีวิตจ านวนมากเพียงพอส าหรับการใช้ประโยชน์ต่อไป  (Uchimiya 
and Murashige, 1974; Zhu et al., 2005; Pongchawee et al., 2006; Ling et al., 2010)  
 ปัจจัยที่เหมาะสมส าหรับน าไปใช้แยกโปรโตพลาสต์ต้องเป็นปัจจัยที่สามารถให้ทั้งผลผลิตและ
ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์สูง หรือให้จ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตสูง ดังนั้น จากการทดลองจึงสรุปได้
ว่าการแยกโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนด้วยวิธีการ M1 ร่วมกับ 1% (w/v) cellulase เหมาะสมส าหรับ
สายพันธุ์ PI 441983 ในขณะที่วิธีการ M2 ร่วมกับ 1% (w/v) cellulase เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ 10A 
ส่วนการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบพบว่า วิธีการ M4 ร่วมกับ 0.1 และ 0.5% (w/v) cellulase 
เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 ตามล าดับ (ตารางที่ 6; ตารางที่ 10) 
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ภาพที่ 3 โปรโตพลาสต์ที่แยกได้จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวันสายพันธุ์ 10A (A และ B 
ตามล าดับ) และ PI 441983 (C และ D ตามล าดับ) Bar = 50 ไมโครเมตร 

 
ส่วนที่ 3 ศึกษาการเพาะเลี้ยงและปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญและพัฒนาของโปรโตพลาสต์จาก

เนื้อเยื่อล าต้นอ่อนและใบทานตะวัน 
ท าการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน 10A 

และโปรโตพลาสต์ใบสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสต์ซึมปกติ PI 441983 เพ่ือศึกษาอิทธิพลของวิธีการเพาะเลี้ยง 
(ชนิดอาหารและขั้นตอนการเพาะเลี้ยง) และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ ที่มีต่อการเจริญและพัฒนาของ
โปรโตพลาสต์ ได้แก่ การแบ่งเซลล์ที่อายุ 21 วัน และการพัฒนาไปเป็นกลุ่มเซลล์หรือโคโลนีที่อายุ 35 วัน 
ตามล าดับ ได้ผลการทดลองดังนี้ 

3.1 การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนสายพันธุ์ 10A 
3.1.1 การแบ่งเซลล์ที่อายุ 21 วัน 

 วิธีการเพาะเลี้ยงมีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทาง
สถิติ (F1, 16 = 2,252.72; P < 0.01; ตารางภาคผนวกที่ 18) โดยโปรโตพลาสต์ที่เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 
regeneration เกิดการแบ่งเซลล์ 37.97 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ไม่พบการแบ่งเซลล์เมื่อเพาะเลี้ยงด้วย
วิธีการ mKM regeneration (ตารางที่ 11) นอกจากนี้ พบว่าความหนาแน่นโปรโตพลาสต์มีอิทธิพลต่อ
เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติด้วย (F1, 16 = 65.78; P < 0.01; 
ตารางภาคผนวกท่ี 18) โดยการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ที่ความหนาแน่นสูง (5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล.) 

ใบ ล าต้นอ่อน 

10A 

PI 441983 
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ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์สูงกว่าที่ความหนาแน่นต่ า (5 × 103 โปรโตพลาสต์/มล.) 1.41 เท่า โดยมีการ
แบ่งเซลล์ที่ 22.23 และ 15.74 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 12) 
 
ตารางท่ี 11  เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 21 

วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 

วิธีการเพาะเลี้ยง การแบ่งเซลล์ (%)1/  

L4 regeneration  37.97  a2/ 
mKM regeneration  0.00  b 

1/ ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากวิธีการเพาะเล้ียง L4 regeneration และ mKM regeneration 
2/  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test 

 
ตารางท่ี 12 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 21 

วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน  

ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์  
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การแบ่งเซลล์ 1/ 
(%) 

5 × 103  15.74  b2/ 
5 × 104 22.23  a 

1/  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ที่ความหนาแน่น 5 × 103 และ 5 × 104 โปรโต-
พลาสต์/มล. 

2/  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 
Duncan’s New Multiple Range Test 

 
เมื่อพิจารณาปฏิสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย ได้แก่ วิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพ

ลาสต์ พบว่า มีผลต่อการแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 16 = 65.78; P 
< 0.01; ตารางภาคผนวกที่ 18) การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ L4 regeneration ที่ความ
หนาแน่นโปรโตพลาสต์สูง (5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล.) ให้เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโต-
พลาสต์สูงสุด คือ 44.46 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติกับการเพาะเลี้ยงด้วยวิธีเดียวกันที่ความ-
หนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่ า (5 × 103 โปรโตพลาสต์/มล.) 1.41 เท่า ในขณะที่ไม่พบการแบ่งเซลล์เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ mKM regeneration (ตารางที่ 13) 
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ตารางท่ี 13 เปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 21 
วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน 

วิธีการเพาะเลี้ยง 
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 

(โปรโตพลาสต์/มล.) 
การแบ่งเซลล์ 

(%) 

L4 regeneration  
5 × 103 31.48 ± 1.30  b1/ 
5 × 104 44.46 ± 0.92  a 

mKM regeneration 
5 × 103   0.00      c 
5 × 104   0.00      c 

1/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกตา่งทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test 

 
 3.1.2 การพัฒนาเป็นกลุ่มโคโลนีที่อายุ 35 วัน 
 วิธีการเพาะเลี้ยงมีอิทธิพลต่อการพัฒนาของโปรโตพลาสต์ไปสู่การสร้างกลุ่มเซลล์หรือโคโลนีอย่าง
มีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 16 = 255.26; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 20) โปรโตพลาสต์ที่เพาะเลี้ยงด้วย
วิธีการ L4 regeneration มีการพัฒนาไปเป็นกลุ่มโคโลนี 13.39 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ไม่พบกลุ่มโคโลนีเมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ mKM regeneration (ตารางที่ 14) ด้านความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ พบว่ามี
อิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์การสร้างกลุ่มโคโลนีของโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติเช่นกัน (F1, 16 = 
32.22; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 20) โดยการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ที่ความหนาแน่นสูง (5 × 104  
โปรโตพลาสต์/มล.) ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างกลุ่มโคโลนีสูงสุด คือ 9.08 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าการเพาะเลี้ยงที่
ความหนาแน่นต่ า (5 × 103 โปรโตพลาสต์/มล.) 2.10 เท่า (ตารางที่ 15)  
 
ตารางท่ี 14 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 

35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน 

วิธีการเพาะเลี้ยง การสร้างกลุ่มโคโลนี (%)1/ 

L4 regeneration 13.39  a2/ 

mKM regeneration 0.00  b 
1/  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ที่ความหนาแน่น 5 × 103 และ 5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล. 
2/  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test 
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ตารางท่ี 15 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 
35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน  

ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 
(โปรโตพลาสต์/มล.) 

การสร้างกลุ่มโคโลนี  
(%)1/ 

5 × 103   4.32  b2/ 

5 × 104 9.08  a 
1/  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ที่ความหนาแน่น 5 × 103 และ 5 

× 104 โปรโตพลาสต์/มล. 
2/  ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการ

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test 

 
นอกจากนี้ พบปฏิสัมพันธ์ระหว่างวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่อการสร้าง

กลุ่มโคโลนีอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F1, 16 = 32.22; P < 0.01; ตารางภาคผนวกที่ 20) โดยการ
เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ L4 regeneration ที่ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์สูง (5 × 104 โปรโต-
พลาสต์/มล.) ให้เปอร์เซ็นต์การสร้างกลุ่มโคโลนีสูงสุด คือ 18.15 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างทางสถิติกับการ
เพาะเลี้ยงด้วยวิธีเดียวกันที่ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่ า (5 × 103 โปรโตพลาสต์/มล.) ในขณะเดียวกัน 
ไม่พบกลุ่มโคโลนีจากการเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ mKM regeneration (ตารางที่ 16) 
 
ตารางท่ี 16 เปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 

35 วัน เมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ที่แตกต่างกัน  

วิธีการเพาะเลี้ยง 
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 

(โปรโตพลาสต์/ มล.) 
การสร้างกลุ่มโคโลนี        

(%) 

L4 regeneration 
5 × 103 8.63 ± 1.34 b1/ 

5 × 104       18.15 ± 1.00  a 

mKM regeneration 
5 × 103     0.00     c 

5 × 104     0.00     c 
1/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรทีต่่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการ

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test 
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 การเจริญเติบโตและพัฒนาของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A เมื่อ
เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration เริ่มมีการแบ่งเซลล์ให้เห็นอย่างชัดเจนเมื่อมีอายุได้ 7 วัน และ
เกิดการพัฒนาอย่างต่อเนื่องจนกลายเป็นกลุ่มโคโลนีที่อายุ 35 วัน (ภาพท่ี 4) 
 

 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 4  การเจริญเติบโตและพัฒนาของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A เมื่อ

เพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration การแบ่งเซลล์ที่อายุ 7 วัน (A) การแบ่งเซลล์ที่อายุ 21 
วัน (B) และ การพัฒนาเป็นโคโลนีที่อายุ 35 วัน (C) 

 
 3.2 การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ใบสายพันธุ์ PI 441983 

จากการทดลองพบว่า การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ใบสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยทุกวิธีการ
เพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ ไม่พบการแบ่งเซลล์ และการสร้างกลุ่มโคโลนีใด ๆ  

จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน 10A 
ด้วยปัจจัยที่แตกต่างกัน ได้แก่ วิธีการเพาะเลี้ยงและความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ แสดงให้เห็นว่า ปัจจัย
ทั้งสองมีอิทธิพลต่อการพัฒนาของโปรโตพลาสต์อย่างมีนัยส าคัญ เห็นได้จากการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์
ด้วยวิธีการ L4 regeneration ซึ่งมีศักยภาพส่งเสริมทั้งการแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์ และการพัฒนา
ไปสู่การสร้างกลุ่มโคโลนี (แบ่งเซลล์ 31.48 และ 44.46 เปอร์เซ็นต์ และสร้างกลุ่มโคโลนี 8.63 และ 
18.15 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ 5 × 103 และ 5 × 104 โปรโตพลาสต์/
มล. ตามล าดับ) ในขณะที่ไม่พบการพัฒนาดังกล่าวเมื่อเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ mKM regeneration ซึ่งอาจ
มีสาเหตุจากอาหารเพาะเลี้ยงของวิธีการ L4 regeneration มีองค์ประกอบต่าง ๆ ในปริมาณเหมาะสมต่อ
เมทาบอลิซึมในโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนมากกว่า โดยเฉพาะ วิตามิน น้ าตาล กรดอะมิโน (amino acid) 
และฮอร์โมน โดยพบว่าอาหาร mKM มีวิตามิน และน้ าตาล มากกว่าอาหาร L4 ถึง 6 และ 8 ชนิด 
ตามล าดับ ซึ่งอาจมากเกินความต้องการหรือบางชนิดเป็นพิษต่อโปรโตพลาสต์ท าให้โปรโตพลาสต์ตาย  

A 

C B 
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ส่วนกรดอะมิโน อาหาร mKM มีจ านวนชนิดและความเข้มข้นน้อยกว่าอาหาร L4 ค่อนข้างมาก ซึ่งอาจไม่
เพียงพอต่อความต้องการ  โปรโตพลาสต์จึงไม่เกิดการพัฒนา นอกจากนี้ อาหารทั้งสองมีสัดส่วนฮอร์โมน
แตกต่างกัน โดยเฉพาะระยะเริ่มต้นการเพาะเลี้ยง (7-14 วัน) โดยอาหาร mKM มีอัตราส่วนระหว่าง
ฮอร์โมนกลุ่มออกซิน และไซโตไคนินใกล้เคียงกันส าหรับการเพาะเลี้ยงสัปดาห์ที่ 1 (5.37 µM  NAA : 4.44 
µM BAP) และมีฮอร์โมนกลุ่มออกซินความเข้มข้นสูงเพียงชนิดเดียว (9.94 µM 2,4-D) ส าหรับสัปดาห์ที่ 2 
ในขณะที่อาหาร L4 มีอัตราส่วนฮอร์โมนกลุ่มออกซินสูงกว่าไซโตไคนิน 3.7 เท่า (16.11 µM NAA และ 0.45 
µM 2,4-D : 4.44 µM BA)  ตลอด 10 วันแรกของการเพาะเลี้ยง ซึ่งสอดคล้องกับหลักการเพาะเลี้ยงโปรโต-
พลาสต์ระยะแรกโดยทั่วไปที่มักจะใช้ฮอร์โมนกลุ่มออกซินในอัตราส่วนสูงกว่ากลุ่มไซโตไคนินมาก ๆ เพ่ือ
กระตุ้นการแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์ (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Henn et al., 1998b) จึงเป็นไปได้ว่า
อัตราส่วนฮอร์โมนเริ่มต้นที่ใช้ในอาหาร mKM ไม่เพียงพอและขาดสมดุลที่จะกระตุ้นและส่งเสริมให้โปรโต-
พลาสต์แบ่งเซลล์ ท าให้ไม่พบการแบ่งเซลล์และการพัฒนาใด ๆ เกิดขึ้น หลังจากนั้น การเพาะเลี้ยงด้วย
วิธีการ L4 regeneration ในระยะต่อมามีการปรับเปลี่ยนระดับฮอร์โมนกลุ่มออกซินให้ต่ ากว่ากลุ่มไซโต -
ไคนิน (0.54 µM NAA และ 0.45 µM 2,4-D : 4.44 µM BA) พร้อมกับค่อย ๆ ลดความดันออสโมติกของ
อาหาร จึงสามารถส่งเสริมให้โปรโตพลาสต์พัฒนาไปเป็นกลุ่มโคโลนีได้เป็นอย่างดี สอดคล้องกับการเพาะเลี้ยง
เพ่ือชักน าให้โปรโตพลาสต์สร้างกลุ่มโคโลนี ซึ่งมักจะใช้ฮอร์โมนกลุ่มออกซินต่ ากว่ากลุ่มไซโตไคนิน ร่วมกับ
การลดความดันออสโมติกของอาหารเพาะเลี้ยงลงอย่างช้า ๆ (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Lenée and 
Chupeau, 1986; Henn et al., 1998b) 

การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ในรูปแบบ agarose droplet (Shillito et al., 1983) ด้วยความ
หนาแน่นโปรโตพลาสต์สูง (5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล.) สามารถช่วยส่งเสริมให้โปรโตพลาสต์เกิดการ
แบ่งเซลล์และพัฒนาไปเป็นกลุ่มโคโลนีได้ดีขึ้น เห็นได้จากการเพาะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration ที่
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์สูง เกิดการแบ่งเซลล์และพัฒนาสร้างกลุ่มโคโลนีมากกว่าการเพาะเลี้ยงที่
ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ต่ า (5 × 103 โปรโตพลาสต์/มล.) คือ แบ่งเซลล์ 44.46 และ 31.48 
เปอร์เซ็นต์ และ สร้างโคโลนี 18.15 และ 8.63 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ทั้งนี้สาเหตุยังไม่เป็นที่แน่ชัด แต่มี
การสันนิษฐานว่า ความหนาแน่นโปรโตพลาสต์สูงช่วยกระตุ้นให้เกิดการแบ่งเซลล์ได้ดีขึ้นเพราะโปรโต -
พลาสต์มีการปลดปล่อยองค์ประกอบบางอย่าง เช่น กรดอะมิโน ออกสู่อาหารมากพอที่จะกระตุ้นเซลล์
ใกล้เคียงให้เกิดการแบ่งเซลล์ (Davey et al., 2005)  

ส่วนการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ PI 441983 ด้วยปัจจัย
เดียวกันของวิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ ซึ่งพบว่าไม่มีการตอบสนองหรือพัฒนาการ   
ใด ๆ เกิดขึ้น แม้ว่าจะเลี้ยงด้วยวิธีการ L4 regeneration ซึ่งมีศักยภาพส าหรับเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ล าต้น
อ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A อาจมีสาเหตุจากองค์ประกอบ และสภาพต่าง ๆ ของอาหารเพาะเลี้ยงยังไม่
เหมาะสมต่อการเจริญและพัฒนาของโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ์นี้ ดังข้อเท็จจริงที่ว่า ชนิดเนื้อเยื่อ 
พันธุ์/สายพันธุ์ มักมีความจ าเพาะเจาะจงมากกับสภาพการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน (Burrus et. al., 1991; 
Davey et al., 2005) และยังเห็นได้ชัดเจนจากการไม่พบพัฒนาการใด ๆ เมื่อเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์
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ทานตะวันทั้งสองสายพันธุ์ด้วยวิธีการ mKM regeneration ทั้งที่ Wingender et al., (1996) ประสบ
ความส าเร็จในการเพาะเลี้ยง จนกระทั่งสามารถชักน าโปรโตพลาสต์ให้เกิดเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์ได้ 

 

ส่วนที่ 4 ศึกษาปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ โดยการใช้สารเคมี PEG 
 ท าการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ที่มี
ไซโตพลาสซึมเป็นหมัน คือ 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ คือ PI 
441983 ด้วยการใช้สารเคมี PEG 8000 โดยศึกษาอิทธิพลของระดับความเข้มข้น PEG และระยะเวลา 
ชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ เพ่ือพัฒนาวิธีการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ที่มีประสิทธิภาพ สามารถให้
เปอร์เซ็นต ์binary fusion สูงที่สุด และเกิด multi fusion ต่ า ได้ผลการทดลองดังนี้ 
 ระดับความเข้มข้น PEG 8000 มีอิทธิพลต่อเปอร์เซ็นต์ binary fusion อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทาง
สถิติ (F3, 36 = 31.23; P < 0.01; ตารางภาคผนวกท่ี 22) โดยการเพ่ิมระดับความเข้มข้น PEG 8000 มี
แนวโน้มเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การเกิด binary fusion การใช้ PEG 8000 ที่ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ให้
เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุด (25.10 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติและให้ค่าใกล้เคียงมากกับ
การใช้ PEG 8000 ที่ความเข้มข้นสูงที่สุด (30% (w/v) PEG 8000) ซึ่งเกิด binary fusion 25.09 
เปอร์เซ็นต์ แต่ให้ผลแตกต่างทางสถิติกับการไม่ใช้และใช้ PEG 8000 ความเข้มข้นต่ า  (ตารางที่ 17) 
อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้น PEG 8000 ที่ต่างกันไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ในทางสถิติ 
(F3, 36 = 2.79; P > 0.05; ตารางภาคผนวกท่ี 24) แม้พบว่า การใช้ PEG 8000 ที่ความเข้มข้น 30 
เปอร์เซ็นตม์ีแนวโน้มชักน าการเกิด multi fusion สูงที่สุด (ตารางที่ 17) 
  

ตารางท่ี 17 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์  
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวัน
สายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับความเข้มข้น PEG 8000 ที่แตกต่างกัน 

PEG 8000 (% w/v) Binary fusion1/ (%) Multi fusion1/ (%) 
0  13.60 c2/  16.26  
10 19.65 b 13.91  
20 25.10 a  16.26  
30 25.09 a 19.03  

1/ ค่าเฉลี่ยการเกิด binary และ multi fusion จากความเข้มข้น PEG 8000 0, 10, 20 และ 30 เปอร์เซ็นต์  
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่  0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ 

Duncan’s New Multiple Range Test  
 

 ระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์มีอิทธิพลต่อทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi 
fusion อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (F2, 36 = 8.93; F2, 36 = 21.28; P < 0.01; ตามล าดับ; ตาราง
ภาคผนวกท่ี 22; ตารางภาคผนวกท่ี 24 ตามล าดับ) โดยเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion 
ต่างมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์นานขึ้นเป็นล าดับ การใช้ระยะเวลา 
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20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุด คือ 23.28 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับที่
ระยะเวลา 15 นาที แต่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติกับระยะเวลา 10 นาที โดยมีเปอร์เซ็นต์ 
binary fusion สูงกว่า 1.28 เท่า (ตารางที่ 18) ในขณะที่การใช้ระยะเวลา 20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์การเกิด 
multi fusion สูงสุด (21.42 เปอร์เซ็นต์) สูงกว่าทั้งที่ระยะเวลา 10 และ 15 นาที 1.88 และ 1.32 เท่า 
ตามล าดับ (ตารางที ่18) 
   

ตารางที่ 18 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์  
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวัน
สายพันธุ์ PI 441983 ที่ระยะเวลาแตกต่างกัน 

ระยะเวลา (นาที) Binary fusion1/ (%) Multi fusion1/ (%) 
10  18.22 b2/ 11.39 c 
15 21.08 a 16.29 b 
20 23.28 a 21.42 a 

1/ ค่าเฉลี่ยการเกิด binary และ multi fusion จากระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ 10, 15 และ 20 นาที 
2/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการ

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยแบบ Duncan’s New Multiple Range Test  
 

 นอกจากนี้ ไม่พบนัยส าคัญทางสถิติของปฏิสัมพันธ์ระหว่างระดับความเข้มข้น PEG 8000 และ
ระยะเวลาชักน าโปรโตพลาสต์ต่อทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion (F6, 36 = 0.83;  F6, 36 

= 0.99; P > 0.05; ตามล าดับ; ตารางภาคผนวกท่ี 22; ตารางภาคผนวกท่ี 24 ตามล าดับ) อย่างไรก็ตาม 
พบว่าการเพ่ิมทั้งระดับความเข้มข้น PEG 8000 และระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ร่วมกัน มี
แนวโน้มให้เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion มากขึ้น โดยการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์
ด้วย 30% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 20 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ binary และ multi fusion สูงสุด คือ 
27.65 และ 24.28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ในขณะที่ 0% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 10 นาที ให้
เปอร์เซ็นต์ binary และ multi fusion ต่ าสุด คือ 9.03 และ 9.32 เปอรเ์ซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 19) 
 จากการทดลองชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์โดยใช้สารเคมี PEG 8000 พบว่า ปัจจัยทั้ง
ระดับความเข้มข้น PEG 8000 และระยะเวลาชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ ต่างมีอิทธิพลต่อการเกิดการ
รวมโปรโตพลาสต์ทั้งสองรูปแบบ (binary และ multi fusion) ปัจจัยที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ
ส าหรับใช้ในการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ต้องสามารถให้การรวมโปรโตพลาสต์แบบ binary ซึ่งน าไปใช้
ประโยชน์ในการสร้างพืชลูกผสมในสัดส่วนสูง และมี multi fusion ต่ า จากการทดลองจะเห็นว่า การชัก-
น าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ด้วย 20% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 15 นาที นอกจากให้เปอร์เซ็นต์ 
binary fusion สูงถึง 26.16 เปอร์เซ็นต์ ไม่ต่างจากการใช้ 30% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 20 นาที ที่
ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุดแล้ว (27.65 เปอร์เซ็นต์) ยังมีเปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ต่ า
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กว่าถึง 1.87 เท่าด้วย (ตารางที่ 19) ดังนั้นจึงเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการรวมโปรโตพลาสต์เพ่ือสร้าง
ทานตะวันพันธุ์ลูกผสมต่อไป 
 

ตารางที่ 19 เปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์จาก
เนื้อเยื่อใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 เมื่อใช้ระดับความเข้มข้น PEG 8000 และ
ระยะเวลาที่แตกต่างกัน 

PEG (%) ระยะเวลา (นาที) Binary fusion1/ (%) Multi fusion1/ (%)  

0 
10     9.03    ±  1.45 f      9.32   ±   3.87 c 
15    14.60   ±  2.64 e   18.28   ±   2.23 ab 
20    17.18   ±  3.80 cde   21.18   ±   6.11 a 

10 
10    16.80   ±  2.22 de     9.61   ±   2.20 c 
15    20.01   ±  2.78 bcd   14.15   ±   3.72 bc 
20    22.14   ±  3.14 abc   17.97   ±   3.21 ab 

20 
10    22.98   ±  2.20 ab   13.57   ±   4.86 bc 
15     26.16  ±  3.17 a   12.96   ±   4.50 bc 
20     26.15  ±  5.59 a   22.26   ±   4.27 a 

30 
10     24.06  ±  6.26 ab   13.05   ±   3.61 bc 
15     23.56  ±  0.82 ab   19.78   ±   7.61 ab 
20     27.65  ±  2.54 a   24.28   ±   2.83 a 

1/ ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E. ตัวอักษรที่ต่างกันหมายถึงมีความแตกต่างทางสถิติที่ระดับความเป็นไปได้ที่ 0.05 โดยการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย
แบบ Duncan’s New Multiple Range Test 

 

 จากการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ที่
มีไซโตพลาสซึมเป็นหมัน 10A และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติ PI 441983 
โดยใช้สารเคมี PEG ด้วยปัจจัยที่แตกต่างกัน ได้แก่ ระดับความเข้มข้น PEG 8000 ที่ 0, 10, 20 และ 30 
เปอร์เซ็นต์ และระยะเวลาชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ เป็นเวลา 10, 15 และ 20 นาที พบว่า 
ปัจจัยทั้งสองมีอิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์แบบ binary fusion สอดคล้องกับ
รายงานที่ผ่านมา (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Badr-Elden et al., 2010; Guan et al., 2010; Beránex et 
al., 2007)  ซึ่งต่างมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน คือ การเพ่ิมระดับความเข้มข้น PEG 8000 จาก 0-30 
เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้ทั้งเปอร์เซ็นต์การเกิด binary และ multi fusion มีแนวโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็น
ล าดับ โดยที่ 30% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 20 นาทีให้เปอร์เซ็นต์ binary และ multi fusion สูงสุดที่ 
27.65 และ 24.28 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (ตารางที่ 19) ทั้งนี้เป็นผลจากคุณสมบัติของ PEG ซึ่งท าหน้าที่
ชักน าให้โปรโตพลาสต์มาอยู่ใกล้ชิดและรวมกันได้อย่างรวดเร็ว (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545; Badr-Elden et 
al., 2010; Assani et al., 2005) ดังนั้นการเพ่ิมความเข้มข้น PEG จึงมีผลเพ่ิมประสิทธิภาพการชักน าการ



 

 

 

 

 

 

 

 

35 
 

รวมโปรโตพลาสต์ให้เกิดได้มากและรวดเร็วยิ่งขึ้น ซึ่งให้ผลไปในทางเดียวกับงานทดลองของ Badr-Elden 
et al. (2010), Guan et al. (2010), Xiao et al. (2009) และ Beránex et al. (2007) ที่พบว่า การใช้ PEG 
6000 ที่ความเข้มข้น 20-30 เปอร์เซ็นต์ ให้เปอร์เซ็นต์ binary fusion สูงสุด นอกจากนี้ Xiao et al. (2009) 
ยังพบด้วยว่า การเพ่ิมความเข้มข้น PEG สูงกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ เพ่ิมเปอร์เซ็นต์การเกิด multi fusion ได้
เรื่อย ๆ ในขณะที่การเกิด binary fusion จะลดลง 

นอกจากนี้ การเพ่ิมระยะเวลาที่ใช้ในการชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ยังมีแนวโน้มเพ่ิมเปอร์เซ็นต์การ
เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ทั้งสองรูปแบบด้วย เห็นได้จากการรวมโปรโตพลาสต์ที่ทุกความเข้มข้นของ PEG 
8000 ที่เวลา 10 และ 20 นาท ีซึ่งให้ผลเปอร์เซ็นต์การรวมโปรโตพลาสต์ต่ าสุด และสูงสุด ตามล าดับ (ตาราง
ที่ 19) เป็นไปในท านองเดียวกับงานวิจัยของ Badr-Elden et al. (2010), Guan et al. (2010) และ Beránex 
et al. (2007) ที่พบว่าระยะเวลาเหมาะสมส าหรับการชักน าให้เกิด binary fusion อยู่ที่ระหว่าง 10-20 
นาที อย่างไรก็ตาม จากการทดลองพบว่า การไม่ใช้ PEG 8000 (0% (w/v)) สามารถเกิดการรวมโปรโต-
พลาสต์ได้ค่อนข้างมาก ทั้งนี้อาจมีสาเหตุมาจากสารละลายที่ใช้ในการรวมโปรโตพลาสต์ประกอบด้วย 
DMSO อยู่ถึง 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง DMSO มีคุณสมบัติส่งเสริมและเพ่ิมประสิทธิภาพการชักน าการรวม      
โปรโตพลาสต์ (Menczel and Wolfe, 1984; Henn et al., 1998a) จึงส่งผลให้เกิดการรวมโปรโต-
พลาสต์ในอัตราสูงกว่าการเกิด spontaneous fusion ซึ่งพบไดใ้นอัตราต่ า (ค านูญ กาญจนภูมิ, 2545)   
 ปัจจัยที่เหมาะสมส าหรับน าไปใช้กับการรวมโปรโตพลาสต์เพ่ือสร้างเซลล์ลูกผสมจ าเป็นต้องให้
เปอร์เซ็นต์การเกิด binary fusion สูง แต่เกิด multi fusion ต่ า และจากการศึกษาปัจจัยข้างต้น พบว่า 
การชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ด้วย 20% (w/v) PEG 8000 เป็นเวลา 15 นาที ให้เปอร์เซ็นต์ 
binary fusion สูง (26.16 เปอร์เซ็นต์) และมีเปอร์เซ็นต์ multi fusion ต่ า (12.96 เปอร์เซ็นต์) (ตารางที่ 
19) จึงเหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการรวมโปรโตพลาสต์เพ่ือสร้างเซลล์ลูกผสมให้ได้จ านวนสูงสุดเพ่ือการ
เพาะเลี้ยงและคัดเลือกต่อไป 
 ส าหรับการชักน าโปรโตพลาสต์ลูกผสมให้เกิดเป็นต้นนั้น ยังไม่ประสบผลส าเร็จ เนื่องจากสิ้นสุด
ระยะเวลาการวิจัยก่อน อย่างไรก็ตาม มีความเป็นไปได้สูงที่จะสามารถชักน าให้โปรโตพลาสต์พัฒนาเป็น
ต้นพืชได้ เนื่องจากมีหลากหลายรายงานวิจัยที่ประสบความส าเร็จในการชักน าการเกิดต้น และสร้างพืช
ลูกผสมจากการรวมโปรโตพลาสต์ในพืชสกุล Helianthus (Burrus et al., 1991; Krasnyanski et al., 
1992; Krasnyanski and Menczel, 1993; Keller et al., 1997; Henn et al., 1998a; Henn et al., 
1998b; Taski-Ajdukovic et al., 2006) และในปัจจุบันยังอาจเพิ่มศักยภาพการพัฒนาเป็นต้นพืชของพืช
สกุลนี้ได้อีกโดยการให้สารควบคุมการเจริญเติบโต thidiazuron (TDZ) ความเข้มข้นสูงแก่แคลลัสที่
พัฒนามาจากโปรโตพลาสต์ในระยะเวลาสั้น ๆ (Taski-Ajdukovic et al., 2009; Taski-Ajdukovic et 
al., 2010) ซึ่งสามารถน ามาประยุกต์ใช้ให้เหมาะสมกับทานตะวันสายพันธุ์ที่ใช้ในการทดลองนี้ได้ใน
อนาคต นอกจากนี้ องค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษานี้ ยังมีศักยภาพในการน าไปประยุกต์ใช้เพ่ือพัฒนาสาย -
พันธุ์บีจากทานตะวันสายพันธุ์อื่นหรือในพืชชนิดอื่นโดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
บทท่ี 4 
บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การตรวจสอบการมีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมันในทานตะวัน ด้วยวิธี PCR เพ่ิมปริมาณ
ยีนตรวจสอบ atpA และบริเวณใกล้เคียง เป็นวิธีการที่มีประสิทธิภาพ สามารถระบุการมีไซโต-  
พลาสซึมปกติและไซโตพลาสซึมเป็นหมันได้อย่างชัดเจน นอกจากนี้ ยังทราบผลได้ในระยะเวลา
อันรวดเร็ว มีงานน้อย และประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าการใช้วิธีผสมกลับเพ่ือระบุลักษณะดังกล่าว ดังนั้น  
จึงเป็นวิธีการที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ทานตะวัน โดยเฉพาะการผลิตทานตะวันพันธุ์-
ลูกผสม ซึ่งต้องมีท้ังสายพันธุ์ที่มีไซโตพลาสซึมปกติและเป็นหมันเข้าร่วมในการผลิต  

ปัจจัยชนิดเนื้อเยื่อ สายพันธุ์ วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ 
cellulase มีอิทธิพลต่อท้ังผลผลิตและความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ ซึ่งเป็นตัวก าหนดความส าเร็จใน
การแยกโปรโตพลาสต์เพ่ือให้ได้จ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตมากเพียงพอส าหรับใช้ในการรวมและ
เพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ โดยปัจจัยเหมาะสมส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์ในพืชแต่ละสายพันธุ์และ
เนื้อเยื่อมักมีความแตกต่างกัน จึงต้องเลือกใช้ให้เหมาะสม โดยพบว่า การแยกโปรโตพลาสจากเนื้อเยื่อ
ล าต้นอ่อนด้วย 1% (w/v) macerozyme, 1% (w/v) BSA ร่วมกับ 1.0% (w/v) cellulase 

เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ PI 441983 ส่วนการใช้ 0.5% (w/v) macerozyme ร่วมกับ 1.0% (w/v) 
cellulase เหมาะกับสายพันธุ์ 10A แต่ส าหรับการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบ พบว่า การใช้ 
0.05% (w/v) driselase, 0.02% (w/v) macerozyme, 0.1% (w/v) BSA ร่วมกับ 0.1 และ 0.5% 
(w/v) cellulase เหมาะสมส าหรับสายพันธุ์ 10A และ PI 441983 ตามล าดับ 

วิธีการเพาะเลี้ยง และความหนาแน่นโปรโตพลาสต์ ล้วนมีอิทธิพลต่อการเจริญและพัฒนา
ของโปรโตพลาสต์ โดยเฉพาะอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งนอกจากจ าเป็นต้องมีการปรับเปลี่ยนให้เหมาะสม
กับการเจริญเติบโตของโปรโตพลาสต์แต่ละระยะแล้ว ยังต้องมีความเหมาะสมกับชนิดของโปรโต -
พลาสต์ (แหล่งเนื้อเยื่อ) และสายพันธุ์ที่ท าการเพาะเลี้ยงด้วย จึงจะประสบความส าเร็จในการ
เพาะเลี้ยง โดยพบว่า การเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์ด้วยวิธีการ L4 regeneration ที่ความหนาแน่น       
โปรโตพลาสต์สูง (5 × 104 โปรโตพลาสต์/มล.) มีประสิทธิภาพเหมาะสมส าหรับการเพาะเลี้ยงโปรโต-
พลาสต์จากล าต้นอ่อนของทานตะวันสายพันธุ์ 10A 

ปัจจัยชักน าการรวมโปรโตพลาสต์ที่มีประสิทธิภาพจ าเป็นต้องให้เปอร์เซ็นต์การเกิด binary 
fusion สูง ซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์ส าหรับการผลิตเซลล์ลูกผสม และเกิด multi fusion ต่ า จาก
การทดลองพบว่า ระดับความเข้มข้น PEG 8000 และระยะเวลาชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ มี
อิทธิพลต่อการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนจากสายพันธุ์ 10A 
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และโปรโตพลาสต์ใบจากสายพันธุ์ PI 441983 โดยการชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ด้วย 20% 
(w/v) PEG 8000 ในสารละลายที่ประกอบด้วย 5% (v/v) DMSO, 90 mM mannitol, 60 mM 
CaCl2 และ 25 mM glycine, pH 5.6-5.7 เป็นระยะเวลา 15 นาท ีเหมาะสมส าหรับชักน าให้เกิดการ
รวมกันระหว่างโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อทานตะวันทั้งสองสายพันธุ์ที่สุด  

ความรู้ที่ได้นี้จะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาสายพันธุ์บี โดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์ ซึ่งจะน าไปสู่
การผลิตทานตะวันพันธุ์ลูกผสมที่เหมาะสมกับสภาพแวดล้อมการปลูกในประเทศไทย ซึ่งนอกจากจะ
ช่วยลดการน าเข้าผลิตภัณฑ์ทานตะวันจากต่างประเทศ และลดต้นทุนการผลิตของเกษตรกรแล้ว 
ความรู้ที่ได้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์พืชชนิดอ่ืนโดยวิธีรวมโปรโตพลาสต์ได้ใน
อนาคต 
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ตารางภาคผนวกที่ 1  ส่วนประกอบของอาหาร MS (Murashige and Skoog, 1962)  

องค์ประกอบอาหาร (มก./ล.)  
MS macronutrients 
NH4NO3 1,650 
KNO3 1,900 
MgSO4.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2.2H2O 440 
MS micronutrients 
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 
MS vitamins 
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  การเตรียม fluorescine diacetate ส าหรับตรวจสอบความมีชีวิตโปรโตพลาสต์ 

       องค์ประกอบ ปริมาตรที่ใช้ 

Fluorescine diacetate 5 มก. 
Acetone 1 มล. 

หมายเหตุ –   ใช้ย้อมสีโปรโตพลาสต์โดยผสมกับโปรโตพลาสต์บริสุทธ์ในอัตราส่วน 1:1 แล้วรอการ         
ติดสีเป็นเวลา 5 นาที จึงน าไปนับจ านวนใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 
ตารางภาคผนวกที่ 3 ชนิดอาหารและข้ันตอนการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์วิธี L4 regeneration (Lenée 

and Chupeau, 1986) 

องค์ประกอบอาหาร L4M L’4M ขั้นตอนการเลี้ยง 
Macronutrients (มก./ล.)   1. เลี้ยงโปรโตพลาสต์ในอาหาร L4M เป็นเวลา 

10 วัน ในที่มืด ที่อุณหภูมิ 25°ซ 
 
2. ใช้ปิเปตดูดอาหารเหลวรอบ ๆ หยด agarose 

ออกครึ่งหนึ่งของปริมาตรเดิม แล้วแทนด้วย
อาหารเหลว L’4M และท าเช่นนี้ทุก ๆ หนึ่ง
สัปดาห์ พร้อมน าโปรโตพลาสต์ออกเลี้ยงใน
สภาพมีแสง ที่อุณหภูมิ 25°ซ จนกระทั่งเกิด
การสร้างโคโลนีและแคลลัส 
 

 

CaCl2.2H2O 440 440 
KCl 1177 1177 
KH2PO4 68 68 
MgSO4.7H2O 738 738 
Micronutrients (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 
Vitamins (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 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 ชนิดอาหารและข้ันตอนการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์วิธี L4 regeneration (Lenée 
and Chupeau, 1986) (ต่อ) 

องค์ประกอบอาหาร L4M L’4M ขั้นตอนการเลี้ยง 
Amino acids (มก./ล.)    
L-Glutamine 1095 1095 
Casein hydrolysate 1000 1000 
Sugars (ก./ล.)   
Sucrose 20 0.1 
Mannitol 80 40 
Hormones (มก./ล.)   
NAA 3 0.1 
2,4-D 0.1 0.1 
BA 1 1 
Other (มก./ล.)   
MES  700 700 
pH 5.7 5.7 
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ตารางภาคผนวกที่ 4  ชนิดอาหารและขั้นตอนการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์วิธี mKM regeneration 
(Wingender et al., 1996) 

องค์ประกอบอาหาร mKM ขั้นตอนการเลี้ยง 
Macronutrients (มก./ล.)  1. สัปดาห์ที่ 1 เลี้ยงโปรโตพลาสต์ในอาหาร mKM ที่

มี NAA 1 มก./ล. และ BAP 1 มก./ล. และปรับ
ความดันอาหารให้อยู่ในระดับ 600 mosmol/ kg 
H2O ด้วย mannitol และเลี้ยงในสภาพมืด ที่
อุณหภูมิ 25°ซ 

 
2. สัปดาห์ที่ 2 เลี้ยงโปรโตพลาสต์ในอาหาร mKM ที่

มี 2,4-D 2.2 มก./ล. และปรับความดันอาหารให้
อยู่ในระดับ 500 mosmol/kg H2O ด้วย 
mannitol และเลี้ยงในสภาพมืด ที่อุณหภูมิ 25°ซ 

 
3. สัปดาห์ที่ 3 เลี้ยงโปรโตพลาสต์ในอาหาร mKM ที่

มี NAA 0.1 มก./ล. และ BAP 1 มก./ล. และปรับ
ความดันอาหารให้อยู่ในระดับ 400 mosmol/kg 
H2O ด้วย mannitol และเลี้ยงในสภาพมืด ที่
อุณหภูมิ 25°ซ 

 
4. สัปดาห์ที่ 4 เลี้ยงโปรโตพลาสต์ในอาหาร mKM ที่

มี NAA 0.1 มก./ล. และ BAP 1 มก./ล. และปรับ
ความดันอาหารให้อยู่ในระดับ 300 mosmol/kg 
H2O ด้วย mannitol และย้ายเลี้ยงในสภาพมีแสง 
ที่อุณหภูมิ 25°ซ 

 
 

CaCl2 1110 
KH2PO4 68 
KNO3 760 
NH4NO3 400 
MgSO4.7H2O 986 
Micronutrients (มก./ล.)  
CoCl2.6H2O 0.026 
CuSO4.5H2O 0.025 
H3BO3 3.1 
KI 0.81 
MnSO4.H2O 8.45 
Na2MoO4.2H2O 0.12 
ZnSO4.7H2O 1.46 
FeNaEDTA 36.7 
Vitamins (มก./ล.)  
Biotin 0.01 
Inositol 100 
Nicotinamide 1 
Ca-panthotenate 1 
Pyridoxine-HCl 1 
Thiamine-HCl 1 
Choline chloride 1 
Riboflavin 0.2 
Ascorbic acid 2 
Folic acid 0.4 
p-Aminobenzoic acid 0.02 
Vitamin D3 0.01 
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ตารางภาคผนวกที่ 4  ชนิดอาหารและขั้นตอนการเพาะเลี้ยงโปรโตพลาสต์วิธี mKM regeneration 
(Wingender et al., 1996) (ต่อ) 

องค์ประกอบอาหาร mKM ขั้นตอนการเลี้ยง 

Amino acids (มก./ล.)   
- Casein hydrolysate 250 

Sugars (ก./ล.)  

Sucrose 0.25 

Mannitol * 

Glucose 68.4 

Fructose 0.25 

Ribose 0.25 

Xylose 0.25 

Mannose 0.25 

Rhamnose 0.25 

Cellobiose 0.25 

Sorbitol 0.25 

Organic acid (มก./ล.)  

Sodium pyruvate 20 

Citric acid 40 

Malic acid 40 

Fumaric acid 40 

Other  

Coconut water (มล./ล.) 20 

pH 5.6 

* ใช้ในการปรับความดันอาหาร เปลี่ยนทุกสัปดาห์ 
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ตารางภาคผนวกที่ 5  ค่าเฉลี่ยผลผลิตโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน  วิธีการ 
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M1 วิธีการ M2 วิธีการ M1 วิธีการ M2 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 

1 2,590,000 2,737,500 3,093,750 4,375,000 3,774,375 1,200,000 1,500,000 2,025,000 2,535,000 720,000 630,000 832,500 
2 2,400,000 3,056,250 3,120,000 2,770,000 4,223,125 4,865,000 954,000 1,152,000 684,000 1,734,000 1,266,500 1,122,000 
3 1,985,000 3,131,250 4,245,000 3,325,000 5,209,375 3,552,500 1,535,000 2,110,000 2,340,000 1,170,000 1,260,000 1,315,000 
4 2,505,000 2,850,000 3,200,000 3,690,000 5,330,000 5,740,000 1,525,000 2,295,000 2.030,000 2,115,000 1,755,000 1,315,000 
5 2,215,000 2,643,750 2,280,000 4,357,500 4,798,750 3,660,000 2,610,000 3,150,000 2,745,000 3,980,000 4,095,000 2,316,000 
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ตารางภาคผนวกที่ 6  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของผลผลิตโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโต-
พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการ
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1     3.86 x 1013     3.86 x 1013        47.87 ** 
Methods 1     3.88 x 1012     3.88 x 1012          4.81 * 
Cellulases 2     2.24 x 1012     1.12 x 1012         1.39 ns 
Interactions     
   Genotypes x Methods 1     8.35 x 1012     8.35 x 1012        10.36 ** 
   Genotypes x Cellulases 2     1.01 x 1012     5.05 x 1011         0.63 ns 
   Methods x Cellulases 2     2.26 x 1012     1.13 x 1012         1.40 ns 
   Genotypes x Methods   
   x Cellulases 

2     8.01 x 1011     4.00 x 1011         0.50 ns 

Error 48     3.87 x 1013     8.06 x 1011  
Total 59     9.58 x 1013   
CV (%) = 34.14 

 
ตารางภาคผนวกที่ 7  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโต -

พลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการ
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M1 วิธีการ M2 วิธีการ M1 วิธีการ M2 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 

1 92.04 93.37 90.38 93.05 91.67 93.94 - 90.58 88.85 87.63 87.08 87.97 
2 90.43 94.23 94.10 91.32 90.16 92.04 92.77 90.64 87.72 86.42 90.39 82.96 
3 94.12 90.94 87.50 90.92 88.25 89.36 89.98 88.07 85.79 88.53 87.31 86.41 
4 93.19 92.98 92.19 91.27 90.42 91.72 91.04 93.91 95.01 86.07 84.86 85.70 
5 93.50 91.99 91.88 92.25 93.82 92.16 93.32 91.88 95.24 88.46 82.06 88.24 
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ตารางภาคผนวกที่ 8  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ที่ได้จาก
การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์
ทานตะวัน วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ 
cellulase แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1   137.21        137.21 27.77 ** 
Methods 1    96.75         96.75 19.58 ** 
Cellulases 2     8.27           4.13 0.84 ns 
Interactions     
   Genotypes x Methods 1     46.13         46.13 9.34 ** 
   Genotypes x Cellulases 2      0.00 0.00 0.00 ** 
   Methods x Cellulases 2      6.64 3.32 0.67 ns 
   Genotypes x Methods  
   x Cellulases 

2      4.25 2.12 0.43 ns 

Error 47  232.20 4.94  
Total 58   530.17   
CV (%) = 2.46 
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ตารางภาคผนวกที่ 9  ค่าเฉลี่ยจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน  
วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M1 วิธีการ M2 วิธีการ M1 วิธีการ M2 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 0.5 1.0 1.5 

1 2,383,960 2,556,003 2,796,111 4,070,938 3,459,970 1,127,280 - 1,834,199 2,252,249 630,953 548,603 732,351 
2 2,170,262 2,879,850 2,935,920 2,529,564 3,807,570 4,477,746 885,037 1,044,122 599,977 1,498,544 1,144,775 930,815 
3 1,868,269 2,847,592 3,714,375 3,023,090 4,597,273 3,174,514 1,381,158 1,858,262 2,007,544 1,035,746 1,100,062 1,136,334 
4 2,334,321 2,650,028 2,950,080 3,367,863 4,819,386 5,264,728 1,388,357 2,155,215 1,928,753 1,820,447 1,489,225 1,127,013 
5 2,071,078 2,432,010 2,094,864 4,019,794 4,502,187 3,373,056 2,435,538 2,894,376 2,614,322 3,520,768 3,360,251 2,043,545 
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ตารางภาคผนวกที่ 10 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตที่ได้จากการแยก     
โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน 
วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase 
แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1      3.36 x 1013      3.36 x 1013 51.68 ** 
Methods 1      2.19 x 1012       2.19 x 1012  3.37 ns 
Cellulases 2      1.35 x 1012      6.73 x 1011 1.04 ns 
Interactions     
   Genotypes x Methods 1      8.16 x 1012          8.16 x 1012 12.56 ** 
   Genotypes x Cellulases 2      1.16 x 1012      5.78 x 1011 0.89 ns 
   Methods x Cellulases 2      1.57 x 1012       7.86 x 1011  1.21 ns 
   Genotypes x Methods  
   x Cellulases 

2      5.85 x 1011      2.92 x 1011  0.45 ns 

Error 47      3.05 x 1013      6.50 x 1011   
Total 58      7.91 x 1013   
CV (%) = 33.56 
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ตารางภาคผนวกที่ 11 ค่าเฉลี่ยผลผลิตโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการ
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A 
วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 

1 5,475,000 3,832,500 4,275,000 5,637,500 7,575,000 4,337,500 2,075,000 540,000 110,000 - - - 
2 9,100,000 5,970,000 4,847,500 2,220,000 3,350,000 2,940,000 4,147,500 1,310,000 120,000 300,000 - 80,000 
3 7,420,000 10,160,000 6,900,000 5,800,000 3,587,500 3,780,000 2,680,000 1,170,000 540,000 980,000 220,000 270,000 
4 5,005,000 5,827,500 4,005,000 2,900,000 13,587,500 8,920,000 8,320,000 1,020,000 110,000 100,000 210,000 185,000 
5 7,695,000 9,360,000 4,462,500 2,580,000 3,412,500 2,565,000 220,000 - - - - - 
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ตารางภาคผนวกที่ 11  ค่าเฉลี่ยผลผลิตโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการ
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน (ต่อ) 

ซ้้า 

สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 

1 4,800,000 9,707,500 968,750 - 5,180,000 14,602,500 7,350,000 8,500,000 240,000 2,007,500 500,000 2,447,500 
2 6,875,000 13,502,500 1,952,500 - 2,240,000 8,955,000 7,240,000 5,837,500 - 345,000 442,500 2,280,000 
3 5,950,000 16,425,000 1,130,000 437,500 7,962,500 7,065,000 8,100,000 3,300,000 - 480,000 837,500 1,030,000 
4 11,797,500 7,987,500 2,260,000 - 9,775,000 12,450,000 1,375,000 1,860,000 - 862,500 660,000 550,000 
5 15,620,000 12,540,000 2,400,000 3,290,000 10,960,000 4,322,500 7,780,000 3,090,000 - 135,000 1,170,000 410,000 
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ตารางภาคผนวกที่ 12  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของผลผลิตโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโต -

พลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการแยก      
โปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1 4.56 x 1013 4.56 x 1013        7.06 ** 
Methods 2 5.69 x 1014 2.85 x 1014      44.06 ** 
Cellulases 3 2.77 x 1014 9.23 x 1013      14.29 ** 
Interactions     
   Genotypes x Methods 2 5.46 x 1013 2.73 x 1013 4.23 * 
   Genotypes x Cellulases 3 6.00 x 1013 2.00 x 1013 3.10 * 
   Methods x Cellulases 6 1.10 x 1014 1.83 x 1013 2.83 * 
   Genotypes x Methods   
    x Cellulases 

6 5.85 x 1013 9.75 x 1012 1.51 ns 

Error 80 5.17 x 1014 6.46 x 1012  
Total 103 1.69 x 1015   
CV (%) = 57.17636 
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ตารางภาคผนวกที่ 13  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธี การแยก  
โปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 

1 89.69 87.26 66.48 - 94.56 96.46 91.95 83.27 83.50 - - - - - - - 87.49 80.50 85.71 74.10 - 89.34 92.69 78.78 

2 10.83 4.88 - - - - - - 36.67 49.90 - 39.58 89.94 87.43 37.35 - 86.28 84.58 81.01 80.60 - - - 82.41 

3 25.50 37.05 25.88 13.41 79.06 77.97 68.35 46.82 85.27 77.54 89.20 78.15 44.09 - - - 89.10 85.84 71.41 - - 92.26 96.52 78.64 

4 86.11 81.02 64.08 63.82 85.42 80.71 81.49 - - - - - 59.60 - - - 82.03 79.19 - 36.53 - 89.71 89.93 95.07 

5 28.35 10.87 - - 85.57 89.76 - - - - - - 49.06 10.22 - - 54.87 - - - - - 83.34 73.48 
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ตารางภาคผนวกที่ 14  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ความมีชีวิตของโปรโตพลาสต์ที่ได้จาก

การแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน 
วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase ต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1        2,545.78  2,545.78          5.03 * 
Methods 2      13,989.82   6,994.91        13.81** 
Cellulases 3          657.15    219.05 0.43 ns 
Interactions     
   Genotypes x Methods 2             0.00      0.00 0.00 ns 
   Genotypes x Cellulases 3          532.28    177.43 0.35 ns 
   Methods x Cellulases 6        2,364.74    394.12 0.78 ns 
   Genotypes x Methods x 
Cellulases 

4             0.00       0.00 0.00 ns 

Error 48      24,310.76     506.47  
Total 69      43,586.99   
CV (%) = 32.31133 
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ตารางภาคผนวกที่ 15 ค่าเฉลี่ยจ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน 
วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน  

ซ้้า 

สายพันธุ์ 10A 
วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 

1 4,910,421 3,344,264 2,842,002 - 7,162,973 4,183,816 1,907,973 449,681 91,854 - - - 
2 985,319 291,075 - - - - - - 44,000 149,700 - 31,667 
3 1,892,308 3,764,349 1,785,778 777,734 2,836,173 2,947,368 1,831,654 547,755 460,448 759,874 196,236 211,018 
4 4,309,718 4,721,207 2,566,506 1,850,785 11,605,839 7,199,586 6,780,192 - - - - - 
5 2,181,481 1,017,522 - - 2,920,217 2,302,327 - - - - - - 
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ตารางภาคผนวกที่ 15 ค่าเฉลี่ยจ านวนโปรโตพลาสต์มีชีวิตที่ได้จากการแยกโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน  เมื่อใช้สายพันธุ์
ทานตะวัน วิธีการแยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน (ต่อ)   

ซ้้า 

สายพันธุ์ PI 441983 
วิธีการ M3 วิธีการ M4 วิธีการ M5 

Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) Cellulase (% w/v) 
0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 0.1 0.5 1.0 1.5 

1 - - - - 4,531,937 11,755,487 6,299,852 6,298,716 - 1,793,459 463,469 1,928,236 
2 6,183,266 11,805,856 729,215 - 1,932,711 7,574,219 5,865,173 4,705,052 - - - 1,878,856 
3 2,623,222 - - - 7,094,582 6,064,886 5,784,436 - - 442,826 808,365 810,030 
4 7,031,741 - - - 8,018,702 9,859,690 - 679,452 - 773,759 593,539 522,891 
5 7,663,739 1,281,793 - - 6,013,518 - - - - - 975,057 301,277 
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ตารางภาคผนวกที่ 16  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของจ านวนโปรโตพลาสต์ที่มีชีวิตที่ได้จากการแยก     
โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวัน เมื่อใช้สายพันธุ์ทานตะวัน วิธีการ
แยกโปรโตพลาสต์ และระดับความเข้มข้นเอนไซม์ cellulase แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
Genotypes 1 4.47 x 1013 4.47 x 1013 8.85 ** 
Methods 2 2.39 x 1014 1.19 x 1014    23.67 ** 
Cellulases 3 8.63 x 1013 2.878 x 1013 5.71 ** 
Interactions     
   Genotypes x Methods 2 2.75 x 1013 1.38 x 1013 2.73 ns 
   Genotypes x Cellulases 3 3.47 x 1013 1.16 x 1013 2.29 ns 
   Methods x Cellulases 6 0.00 0.00 0.00 ns 
   Genotypes x Methods 
    x Cellulases 

4 6.56 x 1012 1.64 x 1012 0.33 ns 

Error 48 2.42 x 1014 5.04 x 1012  
Total 69 6.71 x 1014   

CV (%) = 67.47791 

 
ตารางภาคผนวกที่ 17 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวัน

สายพันธุ์ 10A ที่อายุ 21 วัน เมื่อเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความ
หนาแน่นของโปรโตพลาสต์แตกต่างกัน 

ซ้้า 
วิธี L4 regeneration   วิธี mKM regeneration  

5 × 103 
โปรโตพลาสต์/มล. 

5 × 104 
โปรโตพลาสต์/มล. 

 
5 × 103 

โปรโตพลาสต์/มล. 
5 × 104 

โปรโตพลาสต์/มล. 

1 35.00 45.53  0.00 0.00 

2 33.23 43.94  0.00 0.00 

3 27.25 41.84  0.00 0.00 

4 30.60 43.68  0.00 0.00 

5 31.34 47.32  0.00 0.00 
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ตารางภาคผนวกที่ 18 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การแบ่งเซลล์ของโปรโตพลาสต์จาก   
ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 21 วัน เมื่อเลี้ยงด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยง และความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Regeneration protocol 1 7209.74 7209.74 2252.72 ** 
Protoplast density 1 210.54 210.54 65.78 ** 
Interaction 1 210.54 210.54 65.78 ** 
Error 16 51.20        3.20  

Total 19 7682.02   

CV(%) = 9.42 

 
ตารางภาคผนวกที่ 19 ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จากล าต้นอ่อนทานตะวัน

สายพันธุ์ 10A ที่อายุ 35 วัน เมื่อเลี้ยงด้วยวิธีการเพาะเลี้ยง และความ
หนาแน่นของโปรโตพลาสต์แตกต่างกัน  

ซ้้า 
วิธี L4 regeneration   วิธี mKM regeneration  

5 × 103 
โปรโตพลาสต์/ มล. 

5 × 104 
โปรโตพลาสต์/ มล. 

 
5 × 103 

โปรโตพลาสต์/ มล. 
5 × 104 

โปรโตพลาสต์/ มล. 

1 7.23 15.98  0.00 0.00 
2 5.19 17.24  0.00 0.00 
3 7.29 16.48  0.00 0.00 
4 12.56 20.98  0.00 0.00 
5 10.90 20.07  0.00 0.00 

 
ตารางภาคผนวกที่ 20 การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์การเกิดโคโลนีของโปรโตพลาสต์จาก  

ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A ที่อายุ 35 วัน เมื่อเลี้ยงด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยง และความหนาแน่นของโปรโตพลาสต์แตกต่างกัน 

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 

Regeneration protocol 1 896.73     896.73     255.26 ** 
Protoplast density 1 113.19    113.19      32.22 ** 
Interaction 1 113.19    113.19     32.22 ** 
Error 16 56.21       3.51  

Total 19 1179.32   

CV(%) = 27.99 
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ตารางภาคผนวกที่ 21  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ binary fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์ 
ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และโปรโตพลาสต์
ใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับความเข้มข้น PEG 8000 และ
ระยะเวลาแตกต่างกัน 

ซ้้า 

PEG 8000 (% w/v) 
0 10 20 30 

เวลา (นาที) เวลา (นาที) เวลา (นาที) เวลา (นาที) 
10 15 20 10 15 20 10 15 20 10 15 20 

1 9.66 18.19 22.43 14.78 22.89 24.74 25.91 25.24 29.63 25.44 23.09 25.21 

2 8.92 11.84 17.11 17.91 17.95 24.20 20.95 25.09 23.01 16.42 23.35 28.36 

3 7.07 14.20 15.61 19.38 21.86 21.76 23.37 30.77 31.96 31.53 24.77 30.90 

4 10.45 14.15 13.55 15.14 17.33 17.85 21.70 23.52 19.99 22.86 23.03 26.11 

 
ตารางภาคผนวกที่ 22  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ binary fusion เมื่อชักน าให้เกิดการ

รวมโปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์ล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A 
และโปรโตพลาสต์ใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับความเข้มข้น 
PEG 8000 และระยะเวลาแตกต่างกัน  

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
PEG 3       1,080.23                360.08          31.23 ** 
Time 2         205.85                102.93             8.93 ** 
Interactions 6           57.12                     9.52             0.83 ns 
Error 36         415.06                  11.53  
Total 47       1,758.26   

CV (%) = 16.28 
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ตารางภาคผนวกที่ 23  ค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวมโปรโตพลาสต์  
ระหว่างโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 10A และ  
โปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับ
ความเข้มข้น PEG 8000 และระยะเวลาแตกต่างกัน 

ซ้้า 

PEG 8000 (% w/v) 
0 10 20 30 

เวลา (นาที) เวลา (นาที) เวลา (นาที) เวลา (นาที) 
10 15 20 10 15 20 10 15 20 10 15 20 

1 15.11 19.90 22.58 10.03 11.21 16.65 10.02 8.90 22.11 17.70 19.95 21.67 

2 6.97 19.26 28.09 12.55 18.76 16.84 20.69 12.49 16.88 10.82 30.09 28.15 

3 7.67 18.98 20.73 7.86 11.04 15.66 11.05 11.11 22.73 9.66 17.02 22.78 

4 7.54 14.99 13.31 7.99 15.57 22.71 12.50 19.33 27.30 14.00 12.05 24.51 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ 24  การวิเคราะห์วาเรียนซ์ของเปอร์เซ็นต์ multi fusion เมื่อชักน าให้เกิดการรวม     

โปรโตพลาสต์ระหว่างโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อล าต้นอ่อนทานตะวันสายพันธุ์ 
10A และโปรโตพลาสต์จากเนื้อเยื่อใบทานตะวันสายพันธุ์ PI 441983 ด้วยระดับ
ความเข้มข้น PEG 8000 และระยะเวลาแตกต่างกัน  

Source of variance df Sum of squares Mean squares F-value 
PEG 3          158.28                52.76   2.79 ns 
Time 2          805.54             402.77   21.28 ** 
Interactions 6          112.20                18.70   0.99 ns 
Error 36          681.46               18.93  

Total 47        1,757.48   
CV (%) = 26.59    
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งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว:  ปีท่ีพิมพ์ การเผยแพร่ และสถานภาพในการท าวิจัย  

1. การส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นข้าวโพดภายใต้สภาพ photoautotrophic. (2546). การ 
ประชุมศูนย์วิจัยข้าวโพดและข้าวฟ่างแห่งชาติประจ าปี นครปฐม.  หัวหน้าโครงการ (นศ.น าเสนอ
ผลงาน) แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

2. การโคลนกลุ่มของยีนต้านทานโรค (RGAs) เพ่ือให้ต้านทานต่อโรคราน้ าค้างในองุ่น (Vitis spp.). 
(2547).  การประชุมเสนอผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 4 , เชียงใหม่. หัวหน้า
โครงการ (นศ.น าเสนอผลงาน) แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรม การวิจัยแห่งชาติ 

3. การเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากใบถั่วเขียว (Vigna radiata). (2547).  การประชุมเสนอ
ผลงานวิจัยระดับบัณฑิตศึกษาแห่งชาติ ครั้งที่ 4 , เชียงใหม่.  หัวหน้าโครงการ (นศ.น าเสนอ
ผลงาน) แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

4. การผลิตข้าวโพด (Zea mays L.) ดับเบิลแฮพลอยด์โดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร. (2547). 
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หน้าโครงการ  แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  

5. การผลิตข้าวโพด (Zea mays L.) สายพันธุ์แท้โดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร. (2547). 
รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หัวหน้าโครงการ  แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

6. การจ าแนกพันธุ์ถั่วฝักยาวไร้ค้างและถั่วฝักยาวโดยใช้ ISSR analysis. (2548). การประชุมวิชาการ
พืชสวนแห่งชาติ ครั้งที่ 5, ชลบุรี.  หัวหน้าโครงการและผู้เสนอผลงาน  แหล่งทุน ส านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 

7. บทบาทของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดซ (polyphenol oxidases) ในการต้านทานของมะเขือ
เทศ (Lycopersicon esculentum L.) ต่อการเข้าท าลายของหนอนกระทู้ผัก (Spodoptera 
litura (F.)). (2548). รายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์. หน้าโครงการ แหล่งทุน ส านักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 

8. ผลของเอนไซม์โพลีฟีนอลออกซิเดซในมะเขือเทศต่อความต้านทานของหนอนกระทู้หอม. (2548). 
การประชุมวิชาการพืชสวนแห่งชาติ ครั้งที่ 5 , ชลบุรี.  หัวหน้าโครงการ (นศ.น าเสนอผลงาน) 
แหล่งทุน ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  

9. การตรวจสอบลูกผสมถั่วเขียวชั่วที่หนึ่งโดยเครื่องหมายโมเลกุล ISSR. (2549). การประชุมวิชาการ
พืชไร่วงศ์ถั่วแห่งชาติ ครั้งที่  1, เชียงราย. หัวหน้าโครงการ (นศ.น าเสนอผลงาน)  แหล่งทุน 
ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  
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10. การแยกโปรโตพลาสต์ทานตะวัน. (2550). การประชุมวิชาการ งา ทานตะวัน ละหุ่ง และค าฝอย
แห่งชาติ ครั้งงที่ 5, น่าน. หัวหน้าโครงการ (นศ.น าเสนอผลงาน)  แหล่งทุน ส านักงาน
คณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ  

11. Effects of colchicine on aseptic culture of ginger (Zingiber officinale Rosc.). (1988). 
ปัญหาพิเศษ 

12. Wound induction of polyphenol oxidases. (1994). Cornell Center for Advanced 
Technology, Ithaca, New York, USA. ผู้ร่วมวิจัยและเสนอผลงาน 
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