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การชักนําใหเกิดแคลลัสจํานวนมากจากการเพาะเลี้ยงอับเรณูของ
ทานตะวันสายพันธุที่มีนํ้ามันสูง
High Frequency Callus Induction through Anther Culture in High 
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บทคัดยอ

 การเพาะเล้ียงอับเรณูเปนวิธีการหน่ึงที่นิยมในการผลิตพืชสายพันธุแทไดในระยะเวลารวดเร็ว แตความ

สาํเรจ็ในการเพาะเลีย้งอบัเรณนูัน้ขึน้อยูกบัสตูรอาหารและสภาพการเพาะเลีย้ง งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพ่ือศกึษา

สตูรอาหารและสภาพท่ีเหมาะสมตอการชักนาํใหเกดิแคลลัสจาํนวนมากจากอับเรณูของทานตะวันท่ีมนีํา้มันสูงสอง

สายพันธุโดยนําอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B และ 12B ในระยะ R5.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง  

A
1
-A

5
 ในสภาพการใหแสง และสภาพมืด เปนเวลา 21 วนั พบวา สตูรอาหารท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเทานัน้

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัส สูตรอาหารและสายพันธุที่ตางกันมีผลตอการชักนําแคลลัสใหแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถติ ิแตแสงไมมีผลตอการชกันาํใหเกดิแคลลสัและขนาดของแคลลสั แตพบแคลลสัมลีกัษณะสเีขยีวทีส่ามารถ

จะพัฒนาตอไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได อับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B เกิดแคลลัส (23.75- 99 เปอรเซ็นต) 

สงูกวาสายพนัธุ 12B (9-26.25 เปอรเซ็นต) นอกจากนีย้งัพบวา สตูรอาหาร A
5
 ภายใตสภาพการใหแสง เปนสตูรอาหาร

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัสสําหรับสายพันธุ 9B ไดสูงสุด (99 เปอรเซ็นต) การเพ่ิมประสิทธิภาพใหเกิดแคลลัสจํานวน

มากข้ึนน้ีสามารถทําไดโดยการดัดแปลงองคประกอบของอาหารโดยเฉพาะการปรับระดับของสารควบคุมการเจริญ

เติบโตและเคซีนไฮโดรไลเซท จากการทดสอบสูตรอาหาร MS ดัดแปลงจํานวน 5 สูตร B
1
-B

5
 ภายใตสภาพแสงกับ

สายพันธุ 9B พบวาสตูรอาหาร B
3
 ซึง่ประกอบดวย 500 mg/l CH, 2 mg/l NAA และ 1 mg/l BAP มเีปอรเซน็ตการเกิด

แคลลัสสูงถึง 100 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ สูตร B
5
 และ B

2
 ซึ่งเกิดแคลลัส 97.5 และ 87.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

Abstract

 Anther culture is one of the popular methods for pure line production in a short time, but its success 

depends on medium composition and culture environment. This research aimed to determine a suitable medium 

and the optimal culture condition for high callus induction from anthers of high oil sunfl ower. The anthers of two 

sunfl ower varieties, 9B and 12B, in the R5.1 stage were cultured on modifi ed MS media, A
1
-A

5
, in light and dark 
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1. บทนํา

 การเพาะเลี้ยงอับเรณู (anther culture) คือ 

การนําเอาอับละอองเรณูมาทําการเพาะเล้ียง เพื่อผลิต

ตนพืชที่มีจํานวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว (n) ซึ่งเรียกวา

พืชแฮพพลอยด (haploid plant) (1) ในทางการปรับปรุง

พันธุพืชถือวาเปนประโยชนอยางย่ิง เนื่องจากวิธีการ

ดังกลาวสามารถเปดโอกาสใหทุกๆ ยีน รวมทั้งยีนดอย

สามารถแสดงออกมาไดโดยตรง ขณะเดียวกันสามารถ

สรางพชืใหเปนโฮโมไซกสัดิพลอยดไดอยางสมบรูณจาก

การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมใหเปนเทาตัว (doubling 

chromosome) ทําใหสามารถผลิตพืชสายพันธุแท (pure 

line) ไดในระยะเวลารวดเร็ว และสายพันธุแทที่ไดจะมี

การถายทอดลักษณะที่คงที่ (2, 3) ซึ่งวิธีการดังกลาว

จะชวยลดระยะเวลาในการสรางสายพันธุแทใหเหลือ

เพียง 1 ชัว่อาย ุเน่ืองจากการสรางทานตะวนัสายพันธุแท

โดยวิธีมาตรฐาน จะตองทําการผสมตัวเองหลายช่ัวอายุ

เพื่อใหยีนทุกคูอยูในสภาพโฮโมไซกัส (homozygous) 

ที่สูงเพียงพอ อยางนอยตองใชเวลานาน 6-7 ชั่วอายุ 

สาํหรับเทคนิคการเพาะเล้ียงอับเรณูในอาหารสังเคราะห

เพ่ือผลิตพืชแฮพพลอยดไดประสบความสําเร็จเปน

จํานวนมากในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะในกลุมพืช 

3 ตระกูล ไดแก Poaceae, Solanaceae และ Compositae 

(4) อยางไรก็ตาม การเพาะเล้ียงอับเรณูทานตะวันใหได

เปนตนสายพันธุแทมหีลายข้ันตอน ไดแก การนําอบัเรณู

มาชักนําใหเกิดแคลลัส การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม 

การชกันาํใหเกดิตนและราก ซึง่ในแตละขัน้ตอนลวนแลว

ตองมีการศึกษาสภาพการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม ไดแก 

พันธุกรรมของพืช สภาพการเพาะเล้ียง สูตรอาหารท่ี

เหมาะสมในการชักนําใหเกิดแคลลัส เปนตน

 พันธุกรรมของพืชเปนปจจัยหน่ึงที่มีผลตอ

การเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชในอาหารสังเคราะห และ

มีผลทําใหการตอบสนองของอับเรณูแตกตางกันไป 

การเพาะเล้ียงอับเรณูไมสามารถประสบความสําเร็จ

ไดหากพืชไมตอบสนองตอการเพาะเลี้ยง พืชบางสาย

พันธุสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสและชักนําใหเปนตน

แฮพพลอยดไดงาย แตบางสายพันธุชักนําไดยาก (4)

 อาหารเพาะเล้ียง (culture medium) เปนปจจัย

หนึ่งที่มีความสําคัญมากตอความสําเร็จในการเพาะเล้ียง

อับเรณู อาหารเพาะเล้ียงมีองคประกอบหลักแบงเปน 

5 กลุมใหญ ไดแก สารอนินทรีย (inorganic nutrients) 

สารอินทรีย (organic nutrients) สารควบคุมการเจริญ

เติบโต (plant growth regulators) สารสกัดจากธรรมชาติ 

และความเปนกรด-ดางของอาหาร (pH) โดยหากชนิดพชื 

และสายพนัธุมคีวามแตกตางกนั รวมถึงระยะการพฒันา

ของละอองเรณู (pollen) ที่นํามาเพาะเล้ียงแตกตางกัน 

conditions for 21 days. The results showed that callus formation was only observed from medium supplemented 

with plant growth regulators. Signifi cant differences were observed among genotypes as well as culture media in 

respect of callus induction. However, light did not signifi cantly affect callus induction and size but slight greening 

of calli was observed at 21 days after culture which can be further developed into embryogenic calli. The variety 

9B showed higher callus induction percentage (23.75% to 99%) than variety 12B (9% to 26.25%). Result also 

showed that A
5
 medium under the light condition was the best medium to induce the highest callus formation 

of variety 9B (99%). The rate of success could be enhanced by improving the composition of culture medium, 

especially by manipulating plant growth regulators and CH. Five different modifi ed MS media, B
1
-B

5
, under light 

condition were further tested for callus induction. The highest percentage of callus formation was achieved with 

B
3
 medium containing 500 mg/l CH, 2 mg/l NAA and 1 mg/l BAP followed by B

5
 and B

2
 which were 100, 97.5 

and 87.5%, respectively.

คําสําคัญ:  การเพาะเล้ียงอับเรณู, เคซีนไฮโดรไลเซท, Helianthus annuus L.

Keywords:  anther culture, casein hydrolysate, Helianthus annuus L.
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จะมีความตองการองคประกอบของอาหารที่ใชสําหรับ

เพาะเลี้ยงแตกตางกัน (2, 5) อาหารท่ีใชเพาะเล้ียงอับเรณู

สวนใหญสามารถดัดแปลงมาจากสูตรอาหารท่ีมักใช

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลายชนิด เชน อาหารสูตร White (6), 

Murashige and Skoog (MS) (7) และ Nitsch and Nitsch (8) 

แตทัง้นีอ้งคประกอบของอาหารบางชนดิ ซึง่ไดแก วติามนิ 

กรดอะมิโน นํ้าตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

จะถูกดัดแปลงเพ่ือใหเหมาะสมกับพืชแตละชนิด (9)

 นอกจากนี้แสงก็เปนปจจัยที่มีผลตอการเพาะ

เลี้ยงเพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัสของอับเรณู มีรายงานวา

การบมอบัเรณูไวในสภาพมืดกอนนาํมาเพาะเล้ียงจะชวยให

มีการชักนําใหเกิดแคลลัสไดดียิ่งขึ้น และเม่ือไดแคลลัส

แลวจึงยายมาเล้ียงในสภาพการใหแสงตอไป (10) ดังนั้น

การเพาะเล้ียงอับเรณูใหประสบความสําเร็จจําเปนตองมี

การศกึษาปจจยัตางๆ ทีเ่หมาะสม ไดแก พนัธกุรรมพชื สภาพ

ที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารท่ีเหมาะสม

ในการเพาะเลีย้งอบัเรณ ูดงันัน้งานวจิยันีม้จีดุประสงคเพือ่

หาสภาพและสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการชักนําแคลลัส

จากอับเรณูของทานตะวันที่มีนํ้ามันสูง 2 สายพันธุ

2. วิธีวิจัย

 2.1  พันธุกรรม สภาพแสง และสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

 ทานตะวันสายพันธุที่มีนํ้ามันสูง ที่ใชในการ

เพาะเลี้ยงอับเรณูจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ 

9B และ 12B ซึ่งมีนํ้ามัน 35.66 และ 36.11 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ เปนสายพันธุที่ไดรับการปรับปรุงพันธุ

จากโครงการปรับปรุงพันธุทานตะวันของสํานักวิชา

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

แตทัง้สองสายพันธุนีไ้ดรบัการผสมตัวเองเพียง 2 ชัว่อายุ 

ซึ่งยังมีการกระจายตัวของลักษณะตางๆ สูง (11) ทําการ

ปลูกทานตะวันทั้งสองสายพันธุในแปลงทดลองของ

ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เมื่อถึงระยะ R5.1 

คือ มีดอกยอยในจานดอกบานแลว 10 เปอรเซ็นต (12) 

นําดอกยอยบริเวณรอบนอกมาตรวจดูระยะการเจริญ

ของละอองเรณูโดยใชกลองจุลทรรศน นําดอกที่ไดระยะ

ที่เหมาะสมดังกลาวมาแลว มาตัดแตงกลีบดอกและ

กลบีเลีย้ง แลวฟอกฆาเชือ้ทีผ่วิโดยใชโซเดยีมไฮโปคลอไรด

เขมขน 10  เปอรเซน็ตตอปริมาตรน้ํา 100 มลิลลิติร พรอม

ใส Tween 20 ประมาณ 2-3 หยด เขยานาน 10 นาที ฟอก

ซํ้าอีกคร้ัง แลวลางดวยนํ้ากล่ันน่ึงฆาเช้ือ 3 คร้ัง แตละ

ครัง้เขยาลางครัง้ละ 1 นาท ีจากนัน้เลอืกเอาอบัเรณเูฉพาะ

ที่มีละอองเรณูระยะ uninucleate ซึ่งเปนวงนอกสุดที่

จะบานในวนัถดัไป นาํอบัเรณวูางบนอาหารเพาะเลีย้งสตูร

ดดัแปลงจากสตูร MS เตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโตและ

ไวตามิน ซึ่งไดแก casein hydrolysate (CH), naphthalene 

acetic acid (NAA), benzylaminopurine (BAP) และ 

2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ที่ความเขมขน

แตกตางกัน รวม 5 สูตร ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1. สูตรอาหารที่ใชในการทดลองพันธุกรรม สภาพแสง และสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

Treatments Basal medium CH NAA 2,4-D BAP kinetin

(mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l) (mg/l)

A
1

MS - - - - -

A
2

MS - - 0.5 - 0.5

A
3

MS 250 1.0 2.0 0.5 -

A
4

MS - 2.0 - 1.0 -

A
5

MS 500 2.0 - 1.0 -

MS = Murashige and Skoog 

CH = casein hydrolysate

NAA = napthalene acetic acid

2,4-D = 2,4-dichlorophenoxyacetic acid

BAP = benzylaminopurine
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 ทําการเพาะเลี้ยง 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 อับเรณู 

ในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

จัดทรีตเมนตแบบ 2×2×5 factorial แบบ completely 

randomized design (CRD) มี 3 ปจจัย โดยปจจัยที่ 1 คือ 

พันธุทานตะวัน ไดแก สายพันธุ 9B และ 12B ปจจัยที่ 2 

สภาพการใหแสงในการเพาะเล้ียง โดยใหแสง 16 ชั่วโมง

ตอวัน ที่ความเขมแสง 3,000 lux และเล้ียงในสภาพมืด 

สําหรับปจจัยท่ี 3 อาหารที่ใชเพาะเล้ียง 5 สูตร เม่ือเพาะ

เลี้ยงได 3 สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 

ขนาดแคลลัส และลักษณะตางๆ ของแคลลัส ไดแก 

สีเนื้อเยื่อของแคลลัส และลักษณะกลุมกอนของแคลลัส 

นําขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (analysis 

of variance; ANOVA) ของเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 

ขนาดแคลลัส และเปรียบเทียบคาเฉล่ียแบบ Duncan’s 

Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SPSS 

for Windows Version 14.0 (13) เพือ่เปรียบเทียบสายพันธุ 

สูตรอาหาร และสภาพการใหแสงที่มีผลตอการชักนํา

อับเรณูใหเกิดแคลลัส

 2.2 ผลของ NAA และ BAP ตอการชักนําให

เกิดแคลลัส

 เลือกสายพันธุทานตะวันและสูตรอาหารท่ี

สามารถชักนาํใหเกดิแคลลัสไดดจีากการทดลองในขอ 2.1 

ซึง่ไดแก สายพนัธุ 9B และอาหารสตูร A
5
 มาหาระดบัของ

สารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมตอการชักนําให

เกดิแคลลสั นาํสายพันธุ 9B มาปลกู เมือ่ถงึระยะออกดอก

มีการเตรียมดอกและอับเรณูเชนเดียวกับการทดลองใน

ขอ 2.1 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 

อับเรณู มีสูตรอาหารที่มีระดับของสารควบคุมการเจริญ

เติบโต NAA และ BAP แตกตางกัน 5 สูตร ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 จากนั้นนําอบัเรณูไปวางเล้ียงในอาหาร 5 สูตร 

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน 

ที่ความเขมแสง 3,000 lux หลังจากเพาะเล้ียงอับเรณู 

21 วัน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส ขนาดแคลลัส 

และลักษณะตางๆ ของแคลลัส ไดแก สีเน้ือเย่ือของ

แคลลัส และลักษณะกลุมกอนของแคลลัส นําผลจาก

การบันทึกไปวิเคราะหทางสถิติ

ตารางที่ 2. สูตรอาหารที่ใชในการทดลองผลของ NAA และ BAP ตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในทานตะวัน

Treatments Basal medium CH NAA BAP
(mg/l) (mg/l) (mg/l)

B
1

MS 0 0.0 0
B

2
MS 500 1.0 1.0

B
3

MS 500 2.0 1.0
B

4
MS 500 3.0 1.0

B
5

MS 0 2.0 1.0

MS = Murashige and Skoog

CH = casein hydrolysate

NAA = napthalene acetic acid

BAP = benzylaminopurine
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3. ผลการวิจัยและอภิปราย

 3.1  ผลการวิจัย

  3.1.1 พนัธกุรรม สภาพแสง และสตูรอาหาร

ที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

  ผลการเพาะเล้ียงอับเรณูของทานตะวัน

สายพนัธุ 9B และ 12B ในอาหารชกันํา 5 สตูร ในสภาพมืด 

และสภาพการใหแสง 16 ชั่วโมง พบวาสูตรอาหาร A
1
 

อับเรณูไมสามารถเจริญเปนแคลลัสได ในขณะที่สูตร

อาหาร A
2 
- A

5
 อบัเรณสูามารถเจริญเปนแคลลัส แตไมพบ

การเจริญไปเปนตนไดโดยตรง นอกจากนี้สามารถตรวจ

พบการสรางแคลลัสของสายพันธุ 9B หลงัจากเพาะเล้ียง

ไดเพียง 11 วัน ซึ่งเร็วกวาสายพันธุ 12B ที่พบการสราง

แคลลัสหลังจากเพาะเลี้ยงได 15 - 17 วัน และหลังจาก

วเิคราะหเปอรเซ็นตการเกดิแคลลสั เมือ่เพาะเลีย้งอบัเรณู

ของทานตะวันสายพันธุ 9B และ 12B บนอาหาร 5 สูตร 

(A
1
-A

5
) ในสภาพใหแสง 16 ชั่วโมง และไมใหแสง เปน

เวลา 21 วนั พบวาสายพนัธุและสตูรอาหารทีแ่ตกตางกนั

มีผลตอการชักนําแคลลัสในทานตะวัน แตสภาพการให

แสงและสภาพมืดมีผลตอการชักนําแคลลัสไมแตกตาง

กัน โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

  สายพนัธุมผีลตอเปอรเซน็ตการเกดิแคลลสั

ของทานตะวัน เมือ่เปรยีบเทียบระหวางสายพันธุ 9B กบั 

12B โดยพบวาสายพนัธุ 9B สามารถชกันําใหเกิดแคลลสั

ไดจาํนวนมากกวาสายพนัธุ 12B โดยมเีปอรเซน็ตการเกดิ

แคลลสัไดสงูถงึ 99 เปอรเซน็ต ในขณะทีส่ายพนัธุ 12B มี

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงสุดเพียง 26.25 เปอรเซ็นต 

และยังพบวาสายพันธุ 9B สามารถชักนําใหเกิดแคลลัส

ไดเรว็กวา โดยพบแคลลัสหลังจากเพาะเล้ียงอับเรณูเพยีง 

11 วัน ในขณะท่ีสายพันธุ 12B อับเรณูยังไมเกิดการ

เปล่ียนแปลง และพบการชักนําแคลลัสหลังจากเล้ียงใน

อาหาร 15 - 17 วัน

  สตูรอาหารทีแ่ตกตางกนัมผีลตอการชกันาํ

ใหเกดิแคลลสัของทานตะวนั และยงัพบปฏกิริยิาสัมพนัธ

ระหวางพนัธุทานตะวันกับสูตรอาหารตอปริมาณการเกิด

แคลลัส โดยเมื่อใชสูตรอาหารเพาะเลี้ยง 5 สูตร ดังแสดง

ในตารางที่ 2 ซึ่งมีสูตรอาหาร A
1
 (MS) เปนสูตรอาหาร

เปรียบเทียบในสภาพท่ีมีแสงนั้น อาหารเพาะเล้ียงสูตร 

A
3 
(1.0 mg/l NAA + 2.0 mg/l 2,4-D + 0.5 mg/l BAP + 

250 mg/l CH) และ A
5
 (2.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP + 

500 mg/l CH) ซึ่งเปนอาหารสูตร MS ที่เติม CH พบวา

มีผลในการชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุดในทานตะวัน

ทั้งสองสายพันธุ โดยทานตะวันสายพันธุ 9B ตอบสนอง

ไดดีตออาหารสูตร A
5
 และมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส

สูงถึง 99 เปอรเซ็นต สวนสายพันธุ 12B ตอบสนองได

นอยกวาสายพนัธุ 9B ในอาหารทกุสูตร และมเีปอรเซ็นต

การเกิดแคลลัสสูงสุดเพียง 26.25 เปอรเซ็นต เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
3 
ดังตารางที่ 3

  เมื่อเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 

9B และ 12B บนอาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัสทั้ง 5 สูตร 

ในสภาพใหแสง 16 ชั่วโมง และไมใหแสง เพาะเลี้ยงเปน

เวลา 21 วัน พบวาแสงไมมีผลตอขนาดของแคลลัสใน

ทั้งสองสายพันธุ ในขณะที่สายพันธุทานตะวันมีผล

ตอขนาดของแคลลัส โดยแคลลัสที่ไดจากทานตะวัน

สายพันธุ 9B สวนมากมีขนาดใหญกวาแคลลัสที่ไดจาก

สายพันธุ 12B นอกจากน้ียังพบวา สูตรอาหารมีผลตอ

ขนาดของแคลลัส ซึง่แคลลัสทีไ่ดจากทานตะวันสายพันธุ 

9B มขีนาด 6.75 มลิลเิมตร เมือ่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร A
3
 

ในขณะที่สายพันธุ 12B ใหขนาดแคลลัส 6.75 มิลลิเมตร

เชนกัน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
4
 (2.0 mg/l NAA + 

1.0 mg/l BAP) ดังตารางที่ 3
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  สขีองเนือ้เย่ือและลกัษณะอืน่ๆ ของแคลลสั

ในสภาพการใหแสงและสภาพมืดนั้น พบวาแคลลัส

มลีกัษณะฉํา่นํา้ มลีกัษณะกลม (granular) และเกาะตวักนั

หลวมๆ (friable) สวนใหญพบแคลลสัเกิดข้ึนตรงบรเิวณ

ปลายของอับเรณู และยังพบวาการเพาะเลี้ยงในสภาพ

การใหแสง แคลลัสที่ไดจะเปนสีเหลืองใส สีเหลืองเขียว 

สเีขยีวออนหรือสีเขยีวใส (light green) อยางไรก็ตามพบวา

บางอับเรณูมีการพัฒนาท่ีแตกตางกันออกไป เชน ขยาย

ใหญหรือบวมขึน้ และเกดิลกัษณะเปนแคลลสัสขีาวหรอื

มลีกัษณะใสไมมสี ีในขณะทีใ่นสภาพมดืแคลลสัสวนใหญ

มีสีเหลือง และไมพบแคลลัสท่ีมีลักษณะเปนสีเขียวเลย 

อับเรณูที่ เลี้ยงบนอาหาร MS ที่ไมเติมสารควบคุม

การเจริญเติบโต พบวาอับเรณูเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล

หลังจากเลี้ยงได 14 วัน และเม่ืออายุ 21 วัน อับเรณู

กลายเปนสีนํ้าตาลเขมในที่สุด นอกจากนี้สายพันธุทั้ง

สองยงัใหลกัษณะสีของเนือ้เยือ่แตกตางกนั โดยสายพนัธุ 

12B มีลักษณะแคลลัสที่ไดเปนสีขาวใส สีเหลืองใส 

สเีหลอืงออน สเีหลอืงเขยีว สเีหลอืงครมี และสคีรมี และ

พบการเกดิแคลลสัทีเ่ปนสเีขยีวในอาหารสตูร A
4
 เทานัน้ 

ในขณะที่อับเรณูของสายพันธุ 9B ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

สูตร A
3
, A

4
 และ A

5
 ในสภาพการใหแสง แคลลัสที่ได

จะเปนสีเขียวใส เขียวออน และเหลืองเขียว ซึ่งเปน

ลักษณะแคลลัสที่ดี 

  3.1.2 ผลของ NAA และ BAP ตอการชกันาํ

ใหเกิดแคลลัสในทานตะวัน

  จากผลการทดลองพันธุกรรม สภาพการ

เพาะเลี้ยง และสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง

อับเรณูในขอ 3.1.1 พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูในสภาพ

การใหแสง และในสภาพมดื มเีปอรเซน็ตการเกดิแคลลสั

และขนาดของแคลลัสไมแตกตางกัน แตการใหแสงมีผล

ตอการใหสแีละลักษณะของแคลลัส โดยการเพาะเล้ียงใน

สภาพการใหแสงไดแคลลสัทีม่ลีกัษณะสเีขียวซึง่สามารถ

พัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได และทานตะวัน

สายพนัธุ 9B ตอบสนองตออาหารไดด ีในขณะทีส่ายพนัธุ 

ตารางที่ 3. ผลของสภาพแสง และสูตรอาหาร ตอเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส และขนาดแคลลัสในทานตะวัน

สายพันธุ 9B และ 12B

สายพันธุ สูตรอาหาร
        การเกิดแคลลัส (%)    ขนาดแคลลัส  (มิลลิเมตร)
ที่มืด ใหแสง ที่มืด ใหแสง

9B A
1

00.00  e1 00.00  e 0.00  f 0.00  e

A
2

67.50  b 71.25  b 4.50  de 4.00  d

A
3

95.00  a 97.50  a 6.75  a 6.62  ab

A
4

24.25  c 23.75  c 6.25  ab 6.75  a

 A
5

98.50  a 99.00  a 5.62  abcd 5.25  c

12B A
1

00.00  e 00.00  e 0.00  f 0.00  e

A
2

20.50  cd 20.25  c 3.50  e 3.25  d

A
3

24.25  c 26.25  c 5.50  bcd 5.62  bc

A
4

12.50  d   9.00  d 5.75  abc 6.75  a

 A
5

22.75  c 23.25  c 4.62  cd 6.00  abc

F-test      **      **   **   **

CV. (%) 15.56 13.82 17.35 15.56

** มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01
1 คาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 โดยวิธี 

DMRT
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12B ชกันาํใหเกดิแคลลัสไดยากกวาไมวาจะใชอาหารสูตร

ใดกต็าม นอกจากน้ีพบวาสูตรอาหารท่ีสามารถชักนําไดดี

คือ A
5
 ในการทดลองน้ีจึงเลือกทานตะวัน 9B เพียงสาย

พันธุเดียว และทําการเพาะเล้ียงในสภาพการใหแสง ใน

อาหารสูตร A
5
 โดยมีการปรับระดับของ NAA และ BAP 

ในสัดสวนแตกตางกัน

  ผลการวิเคราะหเปอรเซน็ตการเกิดแคลลัส 

เมื่อเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันสายพันธุ 9B บนอาหาร

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัสเม่ือนําอาหารสูตร A
5
 มาปรับ

อัตราสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ 

BAP โดยไดอาหาร 5 สูตร (B
1 
- B

5
) ที่เพาะเล้ียงในสภาพ

การใหแสง 16 ชัว่โมง เปนเวลา 21 วนั พบวาในอาหารทุก

สูตรพบแคลลัสภายหลังการเพาะเล้ียงอับเรณูได 11 วัน 

และสูตรอาหารที่แตกตางกันมีผลตอการชักนําใหเกิด

แคลลัสในทานตะวันสายพันธุ 9B อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P < 0.01; ตารางที่ 4) อยางไรก็ตามอาหาร

สูตร B
2 
(500 mg/l CH + 1.0 mg/l NAA+ 1.0 mg/l BAP), 

B
3
 (2.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP + 500 mg/l CH) และ 

B
5 
(2.0 mg/l NAA + 1.0 mg/l BAP) ใหเปอรเซ็นตการ

เกิดแคลลัสไมแตกตางกัน โดยอาหารสูตร B
3
, B

5
 และ 

B
2
 มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงถึง 100, 97.5 และ 

87.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนขนาดของแคลลัส พบวา

สูตรอาหารท่ีแตกตางกันมีผลตอขนาดของแคลลัสใน

ทานตะวันสายพันธุ 9B อยางมนียัสาํคญัทางสถิต ิ(P < 0.01; 

ตารางที่ 4) โดยอาหารสูตร B
3
 และ B

4
 ใหขนาดแคลลัส

เทากันคือ 7.3 มิลลิเมตร สวนอาหารสูตร B
5
 แคลลัสมี

ขนาด 5.3 มิลลิเมตร

ตารางที่ 4. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในทานตะวันสายพันธุ 9B

สูตรอาหาร การเกิดแคลลัส 

(%)

ขนาดแคลลัส 

(มิลลิเมตร)

ลักษณะแคลลัส

B
1

0        c1 0    d ไมเกิดแคลลัส และเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล

B
2

87.5   a 4.0 c แคลลัสเกาะกันหลวมๆ สีขาวใส

B
3

100.0 a 7.3 a แคลลัสเกาะกันหลวมๆ สีเขียว

B
4

62.5   b 7.3 a แคลลัสเกาะกันหลวมๆ สีขาว 

B
5

97.5   a 5.3 b แคลลัสเกาะกันหลวมๆ สีขาวใส

F-test ** **

CV. (%) 17.87 15.05

** มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01
1 คาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 โดยวิธี 

DMRT

  สาํหรับลกัษณะของแคลลัสพบวาจะมีการ

เกาะตัวกันแบบหลวมๆ และมีลักษณะกลม นอกจากน้ี

ยังพบวาแคลลัสที่ไดจากอาหารสูตร B
3
 มีสีเขียวใสหรือ

เขียวออน ดังรูปที่ 1 สวนแคลลัสท่ีไดจากการเพาะเลี้ยง

อับเรณูบนอาหารสูตร B
2
, B

4
 (500 mg/l CH + 3.0 mg/l 

NAA + 1.0 mg/l BAP) และ B
5
 มีสีขาว สําหรับอับเรณู

ที่เลี้ยงบนอาหาร B
1
 (MS) ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญ

เติบโตนัน้ อบัเรณูไมเกดิแคลลัสและเปล่ียนเปนสนีํา้ตาล

หลังจากเล้ียง 14 วัน และเม่ืออายุ 21 วัน กลายเปน

สีนํ้าตาลเขมในที่สุด
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 3.2 การอภิปรายผล

 จากการทดลองพันธุกรรม สภาพแสง และสตูร

อาหารท่ีเหมาะสมตอการเพาะเล้ียงอับเรณูของทานตะวัน

สองสายพันธุซึ่งเปนชนิดท่ีมีเปอรเซ็นตนํ้ามันสูง พบวา

การเพาะเล้ียงในสภาพการใหแสงและสภาพมืดจะมี

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส และขนาดของแคลลัส

ไมแตกตางกัน แตมีผลตอสีและลักษณะของแคลลัส 

ซึ่งการเพาะเล้ียงอับเรณูในสภาพมืดนั้น พบวาแคลลัส

ที่ไดจะเปนสีเหลือง  สวนในสภาพการใหแสงแคลลัส

ที่ไดจะเปนสีเขียว และมีลักษณะเกาะกันแบบหลวมๆ 

ซึ่งสอดคลองกับงานทดลองของ Saji and Sujatha (14) 

ที่พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูในสภาพมืด แคลลัสที่ได

จะเปนสีขาวหรือสเีหลืองครีม ในขณะท่ีแคลลัสทีไ่ดจาก

การเพาะเลี้ยงภายใตสภาพการใหแสงจะมีสีเขียว และ

มีปริมาณการเกิดแคลลัสมากกวา นอกจากนี้ยังพบวา

การเล้ียงในสภาพมืดจะสามารถชักนาํใหเกดิเอมบริโอเจนิค

แคลลัสไดมากกวาการเกิดแคลลัส สําหรับการทดลอง

ครั้งนี้พบเพียงแคลลัสที่ เปนสีเขียวใสแตไมพบการ

เกิดเอมบริโอเจนิคแคลลัส ซึ่งเปนลักษณะแคลลัสที่ดี 

เพราะแคลลัสทีเ่ปนสเีขยีวอาจพัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิค

แคลลัส ซึ่งสามารถพัฒนาไปเปนตนไดดีกวาแคลลัสที่มี

สีเหลือง หรือสีขาว อยางไรก็ตามการเกิดแคลลัสสีเขียว

ไมไดมาจากการเพาะเล้ียงภายใตสภาพการใหแสงเพียง

อยางเดียวยงัขึน้อยูกบัองคประกอบอ่ืนๆ เชน สารอนิทรยี 

เชน CH ในการทดลองคร้ังนีไ้ดเพาะเล้ียงภายใตสภาพการ

ใหแสงในสตูรอาหารทีเ่ติม CH ไดแคลลสัท่ีเปนสเีขียว ซึง่

สอดคลองกับรายงานของละอองศรี (15) ไดรายงานวา

เมื่อเติม CH ที่ระดับ 100-500 มิลลิกรัม อับเรณูดาวเรือง

ที่เจริญบนอาหารจะเกิดแคลลัสลักษณะคอนขางกลม 

มีผิวมัน สีเขียวสดใส ซึ่งเปนลักษณะแคลลัสที่ดีอาจจะ

สามารถพัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได และ

มเีปอรเซ็นตการเกิดแคลลสัไมแตกตางกนัทางสถิต ิและ

ยังชวยใหแคลลัสมีอายุอยูไดนานขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา

อาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูที่เติมออกซินและไซโตไคนิน

รวมกัน โดยไมมกีารเติม CH มผีลใหอบัเรณูของทานตะวัน

เกดิเปนสเีหลอืง สาํหรบัสตูรอาหารทีใ่ชเพาะเลีย้งอบัเรณู

รูปท่ี 1. ลักษณะแคลลัสของอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B ในอาหารสูตร B
2
, B

3
, B

4 
และ B

5
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ทานตะวนัครัง้นีพ้บวา การเตมิ CH สามารถชกันําใหเกิด

แคลลัสไดจํานวนมาก ทั้งนี้อาจเน่ืองจาก CH เปนแหลง

ของแคลเซียม ธาตุอาหารรอง วติามนิ และทีส่าํคัญยังเปน

แหลงของกรดอะมิโนถึง 18 ชนิด

 สูตรอาหารทุกสูตรในการทดลองนี้สามารถ

ใชไดดีกับทานตะวันสายพันธุ 9B และไดผลคลายคลึง

กับรายงานของ Priya (16) ที่พบวาสูตรอาหาร MS ที่เติม 

250 mg/l CH, 1.0 mg/l NAA, 2.0 mg/l 2,4-D, 0.5 mg/l 

BAP และ สูตรอาหาร MS ที่เติม 500 mg/l CH, 2.0 mg/l 

NAA, 0.5 mg/l BAP สามารถใชไดดีในการชักนําใหเกิด

แคลลัสในทานตะวัน โดย 2,4-D และ NAA มีผลทําให

อับเรณูมีลักษณะบวมข้ึนแลวเกิดเปนแคลลัส แตเมื่อ

เพิ่มความเขมขนของ BAP มีผลชวยเพิ่มการเกิดแคลลัส

ของอับเรณู โดยระดับของ 2,4-D และ NAA ที่เหมาะสม

จะแตกตางกันไปตามพันธุทานตะวันท่ีใชทดลอง เชน

พนัธุ Morden และ Russian ไมมกีารตอบสนองตอ 2,4-D 

ที่ความเขมขนตํ่า แตเม่ือมีความเขมขนมากข้ึนเปน 

2.0 mg/l สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดสูงถึง 53 และ 

78 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน Nurhidayah (10) พบวา

การเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันในสูตรอาหาร MS-I3 

ที่เติม 0.5 mg/l BAP และ 0.5 mg/l NAA สามารถชักนํา

ใหเกิดแคลลัสไดดีถึง 86 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม

การทดลองคร้ังน้ีทั้งสองสายพันธุสามารถชักนําใหเกิด

แคลลัสไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
5
 เนื่องจาก

ไดเปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัสสูงที่สุด และ

ไดลักษณะแคลลัสท่ีมีสีเขียว ซึ่งมีโอกาสเจริญไปเปน

เอมบริโอเจนิคแคลลัสตอไป

 มีรายงานวาองคประกอบในอาหารมีผลตอ

การชักนําแคลลัส  ซึ่งไดแก ชนิดและสัดสวนของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก ออกซินและไซโตไคนิน 

เมื่อมีการใชสารสองตัวนี้รวมกันในปริมาณท่ีเหมาะสม 

จะสามารถเหน่ียวนําใหเกิดแคลลัสได และมีผลตอ

การเพ่ิมขึน้ของจํานวนแคลลัส อยางไรก็ตามพชืตางชนดิ

กันยอมมีความตองการสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ี

แตกตางกันเพ่ือใชในการเจริญของแคลลัส (17) NAA 

และ 2,4-D เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่จัดอยู

ในกลุมออกซิน ชวยทําใหเกิดการแบงเซลล สงเสริม

การยดืยาวของเซลล (cell elongation) และกระตุนใหเกิด

การสรางราก สวน kinetin และ BAP เปนสารควบคุม

การเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน ชวยกระตุนใหเกิด

การแบงเซลล ซึง่ความเขมขนของออกซนิและไซโตไคนนิ

ทีแ่ตกตางกันจะชักนําใหเกดิแคลลสัและน้ําหนกัแคลลสั

ทีแ่ตกตางกนัดวย จากการศกึษาผลของความเขมขนของ

สารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกิดแคลลัส

ในทานตะวันสายพันธุ 9B พบวาสูตรอาหารท่ีเติม CH 

500 mg/l และ NAA 2.0 mg/l สามารถชักนาํใหเกดิแคลลัส

ไดดีมากถึง 100 เปอรเซ็นต และมีขนาดแคลลัสใหญ 

(7.3 มลิลเิมตร) สวนสตูรอาหารอืน่ๆ ทีม่กีารปรบัเพิม่-ลด 

ปริมาณ NAA นั้น สามารถชักนําทานตะวันสายพันธุ 9B 

ใหเกดิแคลลสัไดเชนกนั แตมกีารตอบสนองของลกัษณะ

แคลลัสทีแ่ตกตางกนั โดยทกุความเขมขนของ NAA และ 

BAP สามารถชักนําใหอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B 

เกิดแคลลัสได  นอกจากน้ียังพบวา  NAA มีผลตอ

การเพ่ิมขึ้นของเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสอีกดวย 

Seabrook (18) ไดรายงานวา การใช 2,4-D ที่ความเขมขน 

1.0 mg/l สามารถชกันาํใหเกิดแคลลสัจากสวนลาํตนของ

หญาละอองและทองพันช่ังไดดีกวา kinetin ในขณะที่ใน

แพงพวยฝรั่ง (19)  การใช kinetin 2.0 mg/l เหมาะสมกวา 

2,4-D ในการชักนําแคลลัส สําหรับการเพาะเลี้ยงอับเรณู

สตรอเบอร่ี การใช NAA ที่ความเขมขน 10-5 - 10-6 M 

จะชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุด (20) นอกจากนี้ใน

ขาวสาลี Yamada (21) พบวา kinetin ที่ความเขมขน 

0.02 - 0.4 mg/l ไมสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสในเมล็ด

ขาวสาลีได ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชตระกูล

ถั่วตองการ 2,4-D ในความเขมขน 0.9 mg/l ซึ่งจะชักนํา

แคลลัสไดมากเปนสองเทาของที่ไมเติม 2,4-D (22) 

แตการชักนําแคลลัสของตนกลาขาวโอตจากรากและ

ไฮโพคอทิล (hypocotyl) ตองใช 2,4-D 2.5 mg/l 

จะสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดี (23) 

  

4. สรุป

 การเพาะเล้ียงอับเรณูทานตะวันใหประสบ

ความสําเร็จนั้นขึ้นกับหลายปจจัย ไดแก พันธุกรรม 
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สภาพการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารที่มีองคประกอบท่ี

เหมาะสม ซึ่งในการทดลองน้ีพบวาอับเรณูทานตะวัน

สายพันธุ 9B มีความสามารถในการถูกชักนําใหเกิด

แคลลัสไดดีกวาสายพันธุ 12B ควรเพาะเลี้ยงในสภาพ

การใหแสง และสูตรอาหารที่เหมาะสม คือ อาหาร MS 

ที่มีสวนประกอบของ CH และมีสัดสวนของออกซินมา

กกวาไซโตไคนิน โดยในการทดลองน้ี พบวาการเติม 500 

mg/l CH, 2.0 mg/l NAA และ 1.0 mg/l BAP และการเพาะ

เลี้ยงในสภาพการใหแสง สงผลใหมีเปอรเซ็นตการเกิด

แคลลัสสูง และแคลลัสมีลักษณะเปนสีเขียวที่สามารถ

จะพัฒนาตอไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได
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