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ทานตะวันสายพันธุที่มีนํ้ามันสูง
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บทคัดยอ

 การเพาะเล้ียงอับเรณูเปนวิธีการหน่ึงที่นิยมในการผลิตพืชสายพันธุแทไดในระยะเวลารวดเร็ว แตความ

สาํเรจ็ในการเพาะเลีย้งอบัเรณนูัน้ขึน้อยูกบัสตูรอาหารและสภาพการเพาะเลีย้ง งานวจิยันีจ้งึมวีตัถปุระสงคเพ่ือศกึษา

สตูรอาหารและสภาพท่ีเหมาะสมตอการชักนาํใหเกดิแคลลัสจาํนวนมากจากอับเรณูของทานตะวันท่ีมนีํา้มันสูงสอง

สายพันธุโดยนําอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B และ 12B ในระยะ R5.1 มาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ดัดแปลง  

A
1
-A

5
 ในสภาพการใหแสง และสภาพมืด เปนเวลา 21 วนั พบวา สตูรอาหารท่ีเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเทานัน้

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัส สูตรอาหารและสายพันธุที่ตางกันมีผลตอการชักนําแคลลัสใหแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถติ ิแตแสงไมมีผลตอการชกันาํใหเกดิแคลลสัและขนาดของแคลลสั แตพบแคลลสัมลีกัษณะสเีขยีวทีส่ามารถ

จะพัฒนาตอไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได อับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B เกิดแคลลัส (23.75- 99 เปอรเซ็นต) 

สงูกวาสายพนัธุ 12B (9-26.25 เปอรเซ็นต) นอกจากนีย้งัพบวา สตูรอาหาร A
5
 ภายใตสภาพการใหแสง เปนสตูรอาหาร

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัสสําหรับสายพันธุ 9B ไดสูงสุด (99 เปอรเซ็นต) การเพ่ิมประสิทธิภาพใหเกิดแคลลัสจํานวน

มากข้ึนน้ีสามารถทําไดโดยการดัดแปลงองคประกอบของอาหารโดยเฉพาะการปรับระดับของสารควบคุมการเจริญ

เติบโตและเคซีนไฮโดรไลเซท จากการทดสอบสูตรอาหาร MS ดัดแปลงจํานวน 5 สูตร B
1
-B

5
 ภายใตสภาพแสงกับ

สายพันธุ 9B พบวาสตูรอาหาร B
3
 ซึง่ประกอบดวย 500 mg/l CH, 2 mg/l NAA และ 1 mg/l BAP มเีปอรเซน็ตการเกิด

แคลลัสสูงถึง 100 เปอรเซ็นต รองลงมาคือ สูตร B
5
 และ B

2
 ซึ่งเกิดแคลลัส 97.5 และ 87.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ 

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

ตนพืชที่มีจํานวนโครโมโซมเพียงชุดเดียว (n) ซึ่งเรียกวา

พืชแฮพพลอยด (haploid plant) (1) ในทางการปรับปรุง

พันธุพืชถือวาเปนประโยชนอยางย่ิง เนื่องจากวิธีการ

ดังกลาวสามารถเปดโอกาสใหทุกๆ ยีน รวมทั้งยีนดอย

สามารถแสดงออกมาไดโดยตรง ขณะเดียวกันสามารถ

สรางพชืใหเปนโฮโมไซกสัดิพลอยดไดอยางสมบรูณจาก

การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซมใหเปนเทาตัว (doubling 

chromosome) ทําใหสามารถผลิตพืชสายพันธุแท (pure 

line) ไดในระยะเวลารวดเร็ว และสายพันธุแทที่ไดจะมี

การถายทอดลักษณะที่คงที่ (2, 3) ซึ่งวิธีการดังกลาว

จะชวยลดระยะเวลาในการสรางสายพันธุแทใหเหลือ

เพียง 1 ชัว่อาย ุเน่ืองจากการสรางทานตะวนัสายพันธุแท

โดยวิธีมาตรฐาน จะตองทําการผสมตัวเองหลายช่ัวอายุ

เพื่อใหยีนทุกคูอยูในสภาพโฮโมไซกัส (homozygous) 

ที่สูงเพียงพอ อยางนอยตองใชเวลานาน 6-7 ชั่วอายุ 

สาํหรับเทคนิคการเพาะเล้ียงอับเรณูในอาหารสังเคราะห

เพ่ือผลิตพืชแฮพพลอยดไดประสบความสําเร็จเปน

จํานวนมากในพืชหลายชนิด โดยเฉพาะในกลุมพืช 

3 ตระกูล ไดแก Poaceae, Solanaceae และ Compositae 

(4) อยางไรก็ตาม การเพาะเล้ียงอับเรณูทานตะวันใหได

เปนตนสายพันธุแทมหีลายข้ันตอน ไดแก การนําอบัเรณู

มาชักนําใหเกิดแคลลัส การเพิ่มจํานวนชุดโครโมโซม 

การชกันาํใหเกดิตนและราก ซึง่ในแตละขัน้ตอนลวนแลว

ตองมีการศึกษาสภาพการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม ไดแก 

พันธุกรรมของพืช สภาพการเพาะเล้ียง สูตรอาหารท่ี

เหมาะสมในการชักนําใหเกิดแคลลัส เปนตน

 พันธุกรรมของพืชเปนปจจัยหน่ึงที่มีผลตอ

การเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชในอาหารสังเคราะห และ

มีผลทําใหการตอบสนองของอับเรณูแตกตางกันไป 

การเพาะเล้ียงอับเรณูไมสามารถประสบความสําเร็จ

ไดหากพืชไมตอบสนองตอการเพาะเลี้ยง พืชบางสาย

พันธุสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสและชักนําใหเปนตน

แฮพพลอยดไดงาย แตบางสายพันธุชักนําไดยาก (4)

 อาหารเพาะเล้ียง (culture medium) เปนปจจัย

หนึ่งที่มีความสําคัญมากตอความสําเร็จในการเพาะเล้ียง

อับเรณู อาหารเพาะเล้ียงมีองคประกอบหลักแบงเปน 

5 กลุมใหญ ไดแก สารอนินทรีย (inorganic nutrients) 

สารอินทรีย (organic nutrients) สารควบคุมการเจริญ

เติบโต (plant growth regulators) สารสกัดจากธรรมชาติ 

และความเปนกรด-ดางของอาหาร (pH) โดยหากชนิดพชื 

และสายพนัธุมคีวามแตกตางกนั รวมถึงระยะการพฒันา

ของละอองเรณู (pollen) ที่นํามาเพาะเล้ียงแตกตางกัน 

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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จะมีความตองการองคประกอบของอาหารที่ใชสําหรับ

เพาะเลี้ยงแตกตางกัน (2, 5) อาหารท่ีใชเพาะเล้ียงอับเรณู

สวนใหญสามารถดัดแปลงมาจากสูตรอาหารท่ีมักใช

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อหลายชนิด เชน อาหารสูตร White (6), 

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

แตทัง้นีอ้งคประกอบของอาหารบางชนดิ ซึง่ไดแก วติามนิ 

กรดอะมิโน นํ้าตาล และสารควบคุมการเจริญเติบโต 

จะถูกดัดแปลงเพ่ือใหเหมาะสมกับพืชแตละชนิด (9)

 นอกจากนี้แสงก็เปนปจจัยที่มีผลตอการเพาะ

เลี้ยงเพ่ือชักนําใหเกิดแคลลัสของอับเรณู มีรายงานวา

การบมอบัเรณูไวในสภาพมืดกอนนาํมาเพาะเล้ียงจะชวยให

มีการชักนําใหเกิดแคลลัสไดดียิ่งขึ้น และเม่ือไดแคลลัส

แลวจึงยายมาเล้ียงในสภาพการใหแสงตอไป (10) ดังนั้น

การเพาะเล้ียงอับเรณูใหประสบความสําเร็จจําเปนตองมี

การศกึษาปจจยัตางๆ ทีเ่หมาะสม ไดแก พนัธกุรรมพชื สภาพ

ที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารท่ีเหมาะสม

ในการเพาะเลีย้งอบัเรณ ูดงันัน้งานวจิยันีม้จีดุประสงคเพือ่

หาสภาพและสูตรอาหารท่ีเหมาะสมตอการชักนําแคลลัส

จากอับเรณูของทานตะวันที่มีนํ้ามันสูง 2 สายพันธุ

2. วิธีวิจัย

 2.1  พันธุกรรม สภาพแสง และสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

 ทานตะวันสายพันธุที่มีนํ้ามันสูง ที่ใชในการ

เพาะเลี้ยงอับเรณูจํานวน 2 สายพันธุ ไดแก สายพันธุ 

9B และ 12B ซึ่งมีนํ้ามัน 35.66 และ 36.11 เปอรเซ็นต 

ตามลําดับ เปนสายพันธุที่ไดรับการปรับปรุงพันธุ

จากโครงการปรับปรุงพันธุทานตะวันของสํานักวิชา

เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

แตทัง้สองสายพันธุนีไ้ดรบัการผสมตัวเองเพียง 2 ชัว่อายุ 

ซึ่งยังมีการกระจายตัวของลักษณะตางๆ สูง (11) ทําการ

ปลูกทานตะวันทั้งสองสายพันธุในแปลงทดลองของ

ฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี เมื่อถึงระยะ R5.1 

คือ มีดอกยอยในจานดอกบานแลว 10 เปอรเซ็นต (12) 

นําดอกยอยบริเวณรอบนอกมาตรวจดูระยะการเจริญ

ของละอองเรณูโดยใชกลองจุลทรรศน นําดอกที่ไดระยะ

ที่เหมาะสมดังกลาวมาแลว มาตัดแตงกลีบดอกและ

กลบีเลีย้ง แลวฟอกฆาเชือ้ทีผ่วิโดยใชโซเดยีมไฮโปคลอไรด

เขมขน 10  เปอรเซน็ตตอปริมาตรน้ํา 100 มลิลลิติร พรอม

ใส Tween 20 ประมาณ 2-3 หยด เขยานาน 10 นาที ฟอก

ซํ้าอีกคร้ัง แลวลางดวยนํ้ากล่ันน่ึงฆาเช้ือ 3 คร้ัง แตละ

ครัง้เขยาลางครัง้ละ 1 นาท ีจากนัน้เลอืกเอาอบัเรณเูฉพาะ

ที่มีละอองเรณูระยะ uninucleate ซึ่งเปนวงนอกสุดที่

จะบานในวนัถดัไป นาํอบัเรณวูางบนอาหารเพาะเลีย้งสตูร

ดดัแปลงจากสตูร MS เตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโตและ

ไวตามิน ซึ่งไดแก casein hydrolysate (CH), naphthalene 

acetic acid (NAA), benzylaminopurine (BAP) และ 

2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) ที่ความเขมขน

แตกตางกัน รวม 5 สูตร ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางที่ 1. สูตรอาหารที่ใชในการทดลองพันธุกรรม สภาพแสง และสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

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 

ในหองเพาะเลี้ยงเน้ือเยื่อที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

จัดทรีตเมนตแบบ 2×2×5 factorial แบบ completely 

randomized design (CRD) มี 3 ปจจัย โดยปจจัยที่ 1 คือ 

พันธุทานตะวัน ไดแก สายพันธุ 9B และ 12B ปจจัยที่ 2 

สภาพการใหแสงในการเพาะเล้ียง โดยใหแสง 16 ชั่วโมง

ตอวัน ที่ความเขมแสง 3,000 lux และเล้ียงในสภาพมืด 

สําหรับปจจัยท่ี 3 อาหารที่ใชเพาะเล้ียง 5 สูตร เม่ือเพาะ

เลี้ยงได 3 สัปดาห บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 

ขนาดแคลลัส และลักษณะตางๆ ของแคลลัส ไดแก 

สีเนื้อเยื่อของแคลลัส และลักษณะกลุมกอนของแคลลัส 

นําขอมูลมาวิเคราะหความแปรปรวนทางสถิติ (analysis 

of variance; ANOVA) ของเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส 

ขนาดแคลลัส และเปรียบเทียบคาเฉล่ียแบบ Duncan’s 

Multiple Range Test (DMRT) โดยใชโปรแกรม SPSS 

for Windows Version 14.0 (13) เพือ่เปรียบเทียบสายพันธุ 

สูตรอาหาร และสภาพการใหแสงที่มีผลตอการชักนํา

อับเรณูใหเกิดแคลลัส

 2.2 ผลของ NAA และ BAP ตอการชักนําให

เกิดแคลลัส

 เลือกสายพันธุทานตะวันและสูตรอาหารท่ี

สามารถชักนาํใหเกดิแคลลัสไดดจีากการทดลองในขอ 2.1 

ซึง่ไดแก สายพนัธุ 9B และอาหารสตูร A
5
 มาหาระดบัของ

สารควบคุมการเจริญเติบโตที่เหมาะสมตอการชักนําให

เกดิแคลลสั นาํสายพันธุ 9B มาปลกู เมือ่ถงึระยะออกดอก

มีการเตรียมดอกและอับเรณูเชนเดียวกับการทดลองใน

ขอ 2.1 วางแผนการทดลองแบบ CRD มี 4 ซํ้า ซํ้าละ 100 

อับเรณู มีสูตรอาหารที่มีระดับของสารควบคุมการเจริญ

เติบโต NAA และ BAP แตกตางกัน 5 สูตร ดังแสดงใน

ตารางที่ 2 จากนั้นนําอบัเรณูไปวางเล้ียงในอาหาร 5 สูตร 

ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหแสง 16 ชั่วโมงตอวัน 

ที่ความเขมแสง 3,000 lux หลังจากเพาะเล้ียงอับเรณู 

21 วัน บันทึกเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส ขนาดแคลลัส 

และลักษณะตางๆ ของแคลลัส ไดแก สีเน้ือเย่ือของ

แคลลัส และลักษณะกลุมกอนของแคลลัส นําผลจาก

การบันทึกไปวิเคราะหทางสถิติ

ตารางที่ 2. สูตรอาหารที่ใชในการทดลองผลของ NAA และ BAP ตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในทานตะวัน

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



66 KKU  Res. J. 2013;  18(1)

3. ผลการวิจัยและอภิปราย

 3.1  ผลการวิจัย

  3.1.1 พนัธกุรรม สภาพแสง และสตูรอาหาร

ที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงอับเรณู

  ผลการเพาะเล้ียงอับเรณูของทานตะวัน

สายพนัธุ 9B และ 12B ในอาหารชกันํา 5 สตูร ในสภาพมืด 

และสภาพการใหแสง 16 ชั่วโมง พบวาสูตรอาหาร A
1
 

อับเรณูไมสามารถเจริญเปนแคลลัสได ในขณะที่สูตร

อาหาร A
2 
- A

5
 อบัเรณสูามารถเจริญเปนแคลลัส แตไมพบ

การเจริญไปเปนตนไดโดยตรง นอกจากนี้สามารถตรวจ

พบการสรางแคลลัสของสายพันธุ 9B หลงัจากเพาะเล้ียง

ไดเพียง 11 วัน ซึ่งเร็วกวาสายพันธุ 12B ที่พบการสราง

แคลลัสหลังจากเพาะเลี้ยงได 15 - 17 วัน และหลังจาก

วเิคราะหเปอรเซ็นตการเกดิแคลลสั เมือ่เพาะเลีย้งอบัเรณู

ของทานตะวันสายพันธุ 9B และ 12B บนอาหาร 5 สูตร 

(A
1
-A

5
) ในสภาพใหแสง 16 ชั่วโมง และไมใหแสง เปน

เวลา 21 วนั พบวาสายพนัธุและสตูรอาหารทีแ่ตกตางกนั

มีผลตอการชักนําแคลลัสในทานตะวัน แตสภาพการให

แสงและสภาพมืดมีผลตอการชักนําแคลลัสไมแตกตาง

กัน โดยมีรายละเอียดดังนี้ 

  สายพนัธุมผีลตอเปอรเซน็ตการเกดิแคลลสั

ของทานตะวัน เมือ่เปรยีบเทียบระหวางสายพันธุ 9B กบั 

12B โดยพบวาสายพนัธุ 9B สามารถชกันําใหเกิดแคลลสั

ไดจาํนวนมากกวาสายพนัธุ 12B โดยมเีปอรเซน็ตการเกดิ

แคลลสัไดสงูถงึ 99 เปอรเซน็ต ในขณะทีส่ายพนัธุ 12B มี

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงสุดเพียง 26.25 เปอรเซ็นต 

และยังพบวาสายพันธุ 9B สามารถชักนําใหเกิดแคลลัส

ไดเรว็กวา โดยพบแคลลัสหลังจากเพาะเล้ียงอับเรณูเพยีง 

11 วัน ในขณะท่ีสายพันธุ 12B อับเรณูยังไมเกิดการ

เปล่ียนแปลง และพบการชักนําแคลลัสหลังจากเล้ียงใน

อาหาร 15 - 17 วัน

  สตูรอาหารทีแ่ตกตางกนัมผีลตอการชกันาํ

ใหเกดิแคลลสัของทานตะวนั และยงัพบปฏกิริยิาสัมพนัธ

ระหวางพนัธุทานตะวันกับสูตรอาหารตอปริมาณการเกิด

แคลลัส โดยเมื่อใชสูตรอาหารเพาะเลี้ยง 5 สูตร ดังแสดง

ในตารางที่ 2 ซึ่งมีสูตรอาหาร A
1
 (MS) เปนสูตรอาหาร

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) ซึ่งเปนอาหารสูตร MS ที่เติม CH พบวา

มีผลในการชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุดในทานตะวัน

ทั้งสองสายพันธุ โดยทานตะวันสายพันธุ 9B ตอบสนอง

ไดดีตออาหารสูตร A
5
 และมีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส

สูงถึง 99 เปอรเซ็นต สวนสายพันธุ 12B ตอบสนองได

นอยกวาสายพนัธุ 9B ในอาหารทกุสูตร และมเีปอรเซ็นต

การเกิดแคลลัสสูงสุดเพียง 26.25 เปอรเซ็นต เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
3 
ดังตารางที่ 3

  เมื่อเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 

9B และ 12B บนอาหารที่ชักนําใหเกิดแคลลัสทั้ง 5 สูตร 

ในสภาพใหแสง 16 ชั่วโมง และไมใหแสง เพาะเลี้ยงเปน

เวลา 21 วัน พบวาแสงไมมีผลตอขนาดของแคลลัสใน

ทั้งสองสายพันธุ ในขณะที่สายพันธุทานตะวันมีผล

ตอขนาดของแคลลัส โดยแคลลัสที่ไดจากทานตะวัน

สายพันธุ 9B สวนมากมีขนาดใหญกวาแคลลัสที่ไดจาก

สายพันธุ 12B นอกจากน้ียังพบวา สูตรอาหารมีผลตอ

ขนาดของแคลลัส ซึง่แคลลัสทีไ่ดจากทานตะวันสายพันธุ 

9B มขีนาด 6.75 มลิลเิมตร เมือ่เพาะเล้ียงในอาหารสูตร A
3
 

ในขณะที่สายพันธุ 12B ใหขนาดแคลลัส 6.75 มิลลิเมตร

เชนกัน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
4
 (2.0 mg/l NAA + 

1.0 mg/l BAP) ดังตารางที่ 3
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  สขีองเนือ้เย่ือและลกัษณะอืน่ๆ ของแคลลสั

ในสภาพการใหแสงและสภาพมืดนั้น พบวาแคลลัส

มลีกัษณะฉํา่นํา้ มลีกัษณะกลม (granular) และเกาะตวักนั

หลวมๆ (friable) สวนใหญพบแคลลสัเกิดข้ึนตรงบรเิวณ

ปลายของอับเรณู และยังพบวาการเพาะเลี้ยงในสภาพ

การใหแสง แคลลัสที่ไดจะเปนสีเหลืองใส สีเหลืองเขียว 

สเีขยีวออนหรือสีเขยีวใส (light green) อยางไรก็ตามพบวา

บางอับเรณูมีการพัฒนาท่ีแตกตางกันออกไป เชน ขยาย

ใหญหรือบวมขึน้ และเกดิลกัษณะเปนแคลลสัสขีาวหรอื

มลีกัษณะใสไมมสี ีในขณะทีใ่นสภาพมดืแคลลสัสวนใหญ

มีสีเหลือง และไมพบแคลลัสท่ีมีลักษณะเปนสีเขียวเลย 

อับเรณูที่ เลี้ยงบนอาหาร MS ที่ไมเติมสารควบคุม

การเจริญเติบโต พบวาอับเรณูเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล

หลังจากเลี้ยงได 14 วัน และเม่ืออายุ 21 วัน อับเรณู

กลายเปนสีนํ้าตาลเขมในที่สุด นอกจากนี้สายพันธุทั้ง

สองยงัใหลกัษณะสีของเนือ้เยือ่แตกตางกนั โดยสายพนัธุ 

12B มีลักษณะแคลลัสที่ไดเปนสีขาวใส สีเหลืองใส 

สเีหลอืงออน สเีหลอืงเขยีว สเีหลอืงครมี และสคีรมี และ

พบการเกดิแคลลสัทีเ่ปนสเีขยีวในอาหารสตูร A
4
 เทานัน้ 

ในขณะที่อับเรณูของสายพันธุ 9B ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

สูตร A
3
, A

4
 และ A

5
 ในสภาพการใหแสง แคลลัสที่ได

จะเปนสีเขียวใส เขียวออน และเหลืองเขียว ซึ่งเปน

ลักษณะแคลลัสที่ดี 

  3.1.2 ผลของ NAA และ BAP ตอการชกันาํ

ใหเกิดแคลลัสในทานตะวัน

  จากผลการทดลองพันธุกรรม สภาพการ

เพาะเลี้ยง และสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเพาะเลี้ยง

อับเรณูในขอ 3.1.1 พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูในสภาพ

การใหแสง และในสภาพมดื มเีปอรเซน็ตการเกดิแคลลสั

และขนาดของแคลลัสไมแตกตางกัน แตการใหแสงมีผล

ตอการใหสแีละลักษณะของแคลลัส โดยการเพาะเล้ียงใน

สภาพการใหแสงไดแคลลสัทีม่ลีกัษณะสเีขียวซึง่สามารถ

พัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได และทานตะวัน

สายพนัธุ 9B ตอบสนองตออาหารไดด ีในขณะทีส่ายพนัธุ 

ตารางที่ 3. ผลของสภาพแสง และสูตรอาหาร ตอเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส และขนาดแคลลัสในทานตะวัน

สายพันธุ 9B และ 12B

สายพันธุ สูตรอาหาร
        การเกิดแคลลัส (%)    ขนาดแคลลัส  (มิลลิเมตร)
ที่มืด ใหแสง ที่มืด ใหแสง

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

** มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01
1 คาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 โดยวิธี 

DMRT
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12B ชกันาํใหเกดิแคลลัสไดยากกวาไมวาจะใชอาหารสูตร

ใดกต็าม นอกจากน้ีพบวาสูตรอาหารท่ีสามารถชักนําไดดี

คือ A
5
 ในการทดลองน้ีจึงเลือกทานตะวัน 9B เพียงสาย

พันธุเดียว และทําการเพาะเล้ียงในสภาพการใหแสง ใน

อาหารสูตร A
5
 โดยมีการปรับระดับของ NAA และ BAP 

ในสัดสวนแตกตางกัน

  ผลการวิเคราะหเปอรเซน็ตการเกิดแคลลัส 

เมื่อเลี้ยงอับเรณูของทานตะวันสายพันธุ 9B บนอาหาร

ที่ชักนําใหเกิดแคลลัสเม่ือนําอาหารสูตร A
5
 มาปรับ

อัตราสวนของสารควบคุมการเจริญเติบโต NAA และ 

BAP โดยไดอาหาร 5 สูตร (B
1 
- B

5
) ที่เพาะเล้ียงในสภาพ

การใหแสง 16 ชัว่โมง เปนเวลา 21 วนั พบวาในอาหารทุก

สูตรพบแคลลัสภายหลังการเพาะเล้ียงอับเรณูได 11 วัน 

และสูตรอาหารที่แตกตางกันมีผลตอการชักนําใหเกิด

แคลลัสในทานตะวันสายพันธุ 9B อยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ (P < 0.01; ตารางที่ 4) อยางไรก็ตามอาหาร

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) ใหเปอรเซ็นตการ

เกิดแคลลัสไมแตกตางกัน โดยอาหารสูตร B
3
, B

5
 และ 

B
2
 มีเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสสูงถึง 100, 97.5 และ 

87.5 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนขนาดของแคลลัส พบวา

สูตรอาหารท่ีแตกตางกันมีผลตอขนาดของแคลลัสใน

ทานตะวันสายพันธุ 9B อยางมนียัสาํคญัทางสถิต ิ(P < 0.01; 

ตารางที่ 4) โดยอาหารสูตร B
3
 และ B

4
 ใหขนาดแคลลัส

เทากันคือ 7.3 มิลลิเมตร สวนอาหารสูตร B
5
 แคลลัสมี

ขนาด 5.3 มิลลิเมตร

ตารางที่ 4. ผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกิดแคลลัสในทานตะวันสายพันธุ 9B

สูตรอาหาร การเกิดแคลลัส 

(%)

ขนาดแคลลัส 

(มิลลิเมตร)

ลักษณะแคลลัส

B
1

0        c1 0    d ไมเกิดแคลลัส และเปลี่ยนเปนสีนํ้าตาล

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

** มีความแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ 0.01
1 คาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามดวยตัวอักษรเหมือนกัน ไมแตกตางกันทางสถิติที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 โดยวิธี 

DMRT

  สาํหรับลกัษณะของแคลลัสพบวาจะมีการ

เกาะตัวกันแบบหลวมๆ และมีลักษณะกลม นอกจากน้ี

ยังพบวาแคลลัสที่ไดจากอาหารสูตร B
3
 มีสีเขียวใสหรือ

เขียวออน ดังรูปที่ 1 สวนแคลลัสท่ีไดจากการเพาะเลี้ยง

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) ที่ไมเติมสารควบคุมการเจริญ

เติบโตนัน้ อบัเรณูไมเกดิแคลลัสและเปล่ียนเปนสนีํา้ตาล

หลังจากเล้ียง 14 วัน และเม่ืออายุ 21 วัน กลายเปน

สีนํ้าตาลเขมในที่สุด
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 3.2 การอภิปรายผล

 จากการทดลองพันธุกรรม สภาพแสง และสตูร

อาหารท่ีเหมาะสมตอการเพาะเล้ียงอับเรณูของทานตะวัน

สองสายพันธุซึ่งเปนชนิดท่ีมีเปอรเซ็นตนํ้ามันสูง พบวา

การเพาะเล้ียงในสภาพการใหแสงและสภาพมืดจะมี

เปอรเซ็นตการเกิดแคลลัส และขนาดของแคลลัส

ไมแตกตางกัน แตมีผลตอสีและลักษณะของแคลลัส 

ซึ่งการเพาะเล้ียงอับเรณูในสภาพมืดนั้น พบวาแคลลัส

ที่ไดจะเปนสีเหลือง  สวนในสภาพการใหแสงแคลลัส

ที่ไดจะเปนสีเขียว และมีลักษณะเกาะกันแบบหลวมๆ 

ซึ่งสอดคลองกับงานทดลองของ Saji and Sujatha (14) 

ที่พบวาการเพาะเลี้ยงอับเรณูในสภาพมืด แคลลัสที่ได

จะเปนสีขาวหรือสเีหลืองครีม ในขณะท่ีแคลลัสทีไ่ดจาก

การเพาะเลี้ยงภายใตสภาพการใหแสงจะมีสีเขียว และ

มีปริมาณการเกิดแคลลัสมากกวา นอกจากนี้ยังพบวา

การเล้ียงในสภาพมืดจะสามารถชักนาํใหเกดิเอมบริโอเจนิค

แคลลัสไดมากกวาการเกิดแคลลัส สําหรับการทดลอง

ครั้งนี้พบเพียงแคลลัสที่ เปนสีเขียวใสแตไมพบการ

เกิดเอมบริโอเจนิคแคลลัส ซึ่งเปนลักษณะแคลลัสที่ดี 

เพราะแคลลัสทีเ่ปนสเีขยีวอาจพัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิค

แคลลัส ซึ่งสามารถพัฒนาไปเปนตนไดดีกวาแคลลัสที่มี

สีเหลือง หรือสีขาว อยางไรก็ตามการเกิดแคลลัสสีเขียว

ไมไดมาจากการเพาะเล้ียงภายใตสภาพการใหแสงเพียง

อยางเดียวยงัขึน้อยูกบัองคประกอบอ่ืนๆ เชน สารอนิทรยี 

เชน CH ในการทดลองคร้ังนีไ้ดเพาะเล้ียงภายใตสภาพการ

ใหแสงในสตูรอาหารทีเ่ติม CH ไดแคลลสัท่ีเปนสเีขียว ซึง่

สอดคลองกับรายงานของละอองศรี (15) ไดรายงานวา

เมื่อเติม CH ที่ระดับ 100-500 มิลลิกรัม อับเรณูดาวเรือง

ที่เจริญบนอาหารจะเกิดแคลลัสลักษณะคอนขางกลม 

มีผิวมัน สีเขียวสดใส ซึ่งเปนลักษณะแคลลัสที่ดีอาจจะ

สามารถพัฒนาไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได และ

มเีปอรเซ็นตการเกิดแคลลสัไมแตกตางกนัทางสถิต ิและ

ยังชวยใหแคลลัสมีอายุอยูไดนานขึ้น นอกจากนี้ยังพบวา

อาหารเพาะเลี้ยงอับเรณูที่เติมออกซินและไซโตไคนิน

รวมกัน โดยไมมกีารเติม CH มผีลใหอบัเรณูของทานตะวัน

เกดิเปนสเีหลอืง สาํหรบัสตูรอาหารทีใ่ชเพาะเลีย้งอบัเรณู

รูปท่ี 1. ลักษณะแคลลัสของอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B ในอาหารสูตร B
2
, B

3
, B

4 
และ B

5
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ทานตะวนัครัง้นีพ้บวา การเตมิ CH สามารถชกันําใหเกิด

แคลลัสไดจํานวนมาก ทั้งนี้อาจเน่ืองจาก CH เปนแหลง

ของแคลเซียม ธาตุอาหารรอง วติามนิ และทีส่าํคัญยังเปน

แหลงของกรดอะมิโนถึง 18 ชนิด

 สูตรอาหารทุกสูตรในการทดลองนี้สามารถ

ใชไดดีกับทานตะวันสายพันธุ 9B และไดผลคลายคลึง

กับรายงานของ Priya (16) ที่พบวาสูตรอาหาร 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 สามารถใชไดดีในการชักนําใหเกิด

แคลลัสในทานตะวัน โดย 2,4-D และ NAA มีผลทําให

อับเรณูมีลักษณะบวมข้ึนแลวเกิดเปนแคลลัส แตเมื่อ

เพิ่มความเขมขนของ BAP มีผลชวยเพิ่มการเกิดแคลลัส

ของอับเรณู โดยระดับของ 2,4-D และ NAA ที่เหมาะสม

จะแตกตางกันไปตามพันธุทานตะวันท่ีใชทดลอง เชน

พนัธุ Morden และ Russian ไมมกีารตอบสนองตอ 2,4-D 

ที่ความเขมขนตํ่า แตเม่ือมีความเขมขนมากข้ึนเปน 

2.0 mg/l สามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดสูงถึง 53 และ 

78 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน Nurhidayah (10) พบวา

การเพาะเลี้ยงอับเรณูทานตะวันในสูตรอาหาร MS-I3 

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

ใหเกิดแคลลัสไดดีถึง 86 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม

การทดลองคร้ังน้ีทั้งสองสายพันธุสามารถชักนําใหเกิด

แคลลัสไดดีเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร A
5
 เนื่องจาก

ไดเปอรเซ็นตการชักนําใหเกิดแคลลัสสูงที่สุด และ

ไดลักษณะแคลลัสท่ีมีสีเขียว ซึ่งมีโอกาสเจริญไปเปน

เอมบริโอเจนิคแคลลัสตอไป

 มีรายงานวาองคประกอบในอาหารมีผลตอ

การชักนําแคลลัส  ซึ่งไดแก ชนิดและสัดสวนของสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต ไดแก ออกซินและไซโตไคนิน 

เมื่อมีการใชสารสองตัวนี้รวมกันในปริมาณท่ีเหมาะสม 

จะสามารถเหน่ียวนําใหเกิดแคลลัสได และมีผลตอ

การเพ่ิมขึน้ของจํานวนแคลลัส อยางไรก็ตามพชืตางชนดิ

กันยอมมีความตองการสารควบคุมการเจริญเติบโตท่ี

แตกตางกันเพ่ือใชในการเจริญของแคลลัส (17) NAA 

และ 2,4-D เปนสารควบคุมการเจริญเติบโตที่จัดอยู

ในกลุมออกซิน ชวยทําใหเกิดการแบงเซลล สงเสริม

การยดืยาวของเซลล (cell elongation) และกระตุนใหเกิด

การสรางราก สวน kinetin และ BAP เปนสารควบคุม

การเจริญเติบโตในกลุมไซโตไคนิน ชวยกระตุนใหเกิด

การแบงเซลล ซึง่ความเขมขนของออกซนิและไซโตไคนนิ

ทีแ่ตกตางกันจะชักนําใหเกดิแคลลสัและน้ําหนกัแคลลสั

ทีแ่ตกตางกนัดวย จากการศกึษาผลของความเขมขนของ

สารควบคุมการเจริญเติบโตตอการชักนําใหเกิดแคลลัส

ในทานตะวันสายพันธุ 9B พบวาสูตรอาหารท่ีเติม CH 

500 mg/l และ NAA 2.0 mg/l สามารถชักนาํใหเกดิแคลลัส

ไดดีมากถึง 100 เปอรเซ็นต และมีขนาดแคลลัสใหญ 

(7.3 มลิลเิมตร) สวนสตูรอาหารอืน่ๆ ทีม่กีารปรบัเพิม่-ลด 

ปริมาณ NAA นั้น สามารถชักนําทานตะวันสายพันธุ 9B 

ใหเกดิแคลลสัไดเชนกนั แตมกีารตอบสนองของลกัษณะ

แคลลัสทีแ่ตกตางกนั โดยทกุความเขมขนของ NAA และ 

BAP สามารถชักนําใหอับเรณูทานตะวันสายพันธุ 9B 

เกิดแคลลัสได  นอกจากน้ียังพบวา  NAA มีผลตอ

การเพ่ิมขึ้นของเปอรเซ็นตการเกิดแคลลัสอีกดวย 

Seabrook (18) ไดรายงานวา การใช 2,4-D ที่ความเขมขน 

1.0 mg/l สามารถชกันาํใหเกิดแคลลสัจากสวนลาํตนของ

หญาละอองและทองพันช่ังไดดีกวา kinetin ในขณะที่ใน

แพงพวยฝรั่ง (19)  การใช kinetin 2.0 mg/l เหมาะสมกวา 

2,4-D ในการชักนําแคลลัส สําหรับการเพาะเลี้ยงอับเรณู

สตรอเบอร่ี การใช NAA ที่ความเขมขน 10-5 - 10-6 M 

จะชักนําใหเกิดแคลลัสไดดีที่สุด (20) นอกจากนี้ใน

ขาวสาลี Yamada (21) พบวา kinetin ที่ความเขมขน 

0.02 - 0.4 mg/l ไมสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสในเมล็ด

ขาวสาลีได ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงอับเรณูของพืชตระกูล

ถั่วตองการ 2,4-D ในความเขมขน 0.9 mg/l ซึ่งจะชักนํา

แคลลัสไดมากเปนสองเทาของที่ไมเติม 2,4-D (22) 

แตการชักนําแคลลัสของตนกลาขาวโอตจากรากและ

ไฮโพคอทิล (hypocotyl) ตองใช 2,4-D 2.5 mg/l 

จะสามารถชักนําใหเกิดแคลลัสไดดี (23) 

  

4. สรุป

 การเพาะเล้ียงอับเรณูทานตะวันใหประสบ

ความสําเร็จนั้นขึ้นกับหลายปจจัย ไดแก พันธุกรรม 



71KKU  Res. J. 2013;  18(1)

สภาพการเพาะเลี้ยง และสูตรอาหารที่มีองคประกอบท่ี

เหมาะสม ซึ่งในการทดลองน้ีพบวาอับเรณูทานตะวัน

สายพันธุ 9B มีความสามารถในการถูกชักนําใหเกิด

แคลลัสไดดีกวาสายพันธุ 12B ควรเพาะเลี้ยงในสภาพ

การใหแสง และสูตรอาหารที่เหมาะสม คือ อาหาร MS 

ที่มีสวนประกอบของ CH และมีสัดสวนของออกซินมา

กกวาไซโตไคนิน โดยในการทดลองน้ี พบวาการเติม 500 

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

เลี้ยงในสภาพการใหแสง สงผลใหมีเปอรเซ็นตการเกิด

แคลลัสสูง และแคลลัสมีลักษณะเปนสีเขียวที่สามารถ

จะพัฒนาตอไปเปนเอมบริโอเจนิคแคลลัสได
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