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อิทธิพลของอาหารที่มีต่อการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ในถั่วลิสง

Effect of media on anther culture of peanut (Arachis hypogaea L.)
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บทคัดย่อ: การสร้างพันธุ์หรือสายพันธุ์แท้ของพืชโดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร เป็นวิธีการสร้างพืชที่มีโครโมโซม
ชุดเดียวหรือเฮพลอยด์ เป็นวิธีการหนึ่งที่ใช้สร้างพันธุ์ใหม่ได้ในระยะเวลาที่สั้นลงกว่าวิธีการเดิมที่ใช้กัน การทดลองนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ของถั่วลิสง เพื่อเป็นแนวทางในการสร้างพืชเฮพลอยด์ให้ได้
ในอนาคต โดยใช้ถั่วลิสงพันธุ์ไทนาน 9 เป็นพืชทดสอบ ใช้อาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสูตรต่างๆ ผลจากการทดลองพบว่า
อาหารที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงได้แก่สูตร N

6
 แคลลัสที่ได้มีตั้งแต่สีขาวไปจนถึงสีครีม และมีลักษณะเนื้อเยื่อเกาะกัน

หลวมๆ ไปจนถึงเกาะกันแน่นเป็นก้อน เมื่อน�าแคลลัสไปเลี้ยงขยาย แคลลัสสามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารสูตร MS ที่
เติม 4 mg/l IAA และ 2 mg/l Kinetin และผลจากการทดลองยังสังเกตพบเนื้อเยื่อแคลลัสที่มีสีเขียว
ค�ำส�ำคัญ: การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้, ถั่วลิสง, เฮพลอยด์

ABSTRACT: Production of haploids is an important tool for the rapid generation of homozygous breeding lines. 
Experiments have been conducted with the aim of developing a method for haploids peanut plant production by us-
ing anther culture. Peanut genotype Tainan 9 was tested with different media compositions. The suitable medium for 
anther culture of peanut in this study was N6. The callus was white to creamish at the time of induction with loose 
to compact form. Callus proliferation was well developed in MS medium supplemented with 4 mg/l IAA and 2 mg/l 
Kinetin. In some cases, green spots were observed in the callus.
Keywords: anther culture, peanut, haploids 
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บทน�ำ

 การปรับปรุงพันธุ์ถั่วลิสงโดยวิธีปกติ (conven-

tional breeding) นัน้ สายพนัธุถ์ัว่ลสิงทีถ่กูคดัเลอืก จะ

ต้องถกูบงัคบัให้ผสมตวัเองเป็นเวลา 6-7 ชม. จงึจะเข้า

สู่ความเป็นพันธุ์แท้ และมีความคงตัวทางพันธุกรรม 

คอืไม่กระจายตวัเมือ่น�าไปขยายพนัธุต่์อ แต่ในปัจจบุนั 

เทคนิคทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพถูกน�ามาใช้เพิ่ม

ประสิทธิภาพการปรับปรุงพันธุ์พืช การสร้างประชากร

พืชที่เป็น doubled haploid โดยการเพาะเลี้ยงอับ

ละอองเกสรตัวผู้ (anther culture) ก็เป็นวิธีการหนึ่งที่

จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธุ์ถั่วลิสง 
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เพราะเป็นการพัฒนาในระดับเซลล์จึงท�าให้ได้สาย

พันธุ์บริสุทธิ์ 100% (100% homozygous) โดยหลัง

จากได้ต้นเฮพลอยด์แล้วจึงเพิ่มจ�านวนโครโมโซมอีก

เท่าตัวในภายหลัง (doubled haploid breeding) จะ

สามารถช่วยย่นระยะเวลาในการสร้างพืชสายพันธุ์แท้

เป็นอย่างมาก

 ส�าหรับถั่วลิสง มีการศึกษาค้นคว้าเกี่ยวกับการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาเป็นเวลายาวนานต่อเนื่องจนถึง

ปัจจบุนั แต่ส่วนใหญ่จะเป็นเรือ่งการเพาะเลีย้งชิน้ส่วน

ต่างๆ ของพืช แล้วชักน�าให้เกิดเป็นต้นหรือราก (orga-

nogenesis) หรอืการเพาะเลีย้งเซลล์ให้เกดิเป็นต้นอ่อน 

(embryogenesis) เพือ่ประโยชน์ในด้านการขยายพนัธุ์

และการช่วยชีวิตต้นอ่อนที่ได้จากการผสมข้ามสาย

พันธุ์ รวมถึงการศึกษาด้านเซลล์วิทยา หรือแม้กระทั่ง

เพื่อการก่อกลายพันธุ์โดยใช้ embryogenic callus 

(Muthusamy et al., 2007) แต่ทีน่กัวจิยัให้ความสนใจ

เป็นพิเศษก็คือการศึกษาเพื่อใช้ประโยชน์ทางด้านการ

ถ่ายทอดยีนในกระบวนการทางพันธุวิศวกรรม (Little 

et al., 2000; Mallikarjuna, 2002; Mroginski et al., 

2004; Vidoz et al., 2004; Vidoz et al., 2006; Tiwari 

and Tuli, 2008)

 ในส่วนของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้นั้น

มีการศึกษากันน้อยมาก จึงมีรายงานการวิจัยในเรื่อง

ดังกล่าวอยู่ในวงจ�ากัดเฉพาะข้อมูลของต่างประเทศ

เท่านั้น และส่วนมากเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว เช่น ข้าว 

ข้าวโพด เป็นต้น Bajaj et al. (1980; 1981) รายงาน

ถึงความส�าเร็จของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้

ของถั่วลิสง รวมถึงการชักน�าให้เป็นต้นอ่อนได้ด้วย 

ในขณะที่ Willcox et al. (1990; 1991) ก็รายงานถึง

ความส�าเร็จของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู ้

ของถั่วลิสงเช่นเดียวกัน แต่ยังอยู่ในอัตราที่ต�า่และไม่

สามารถชกัน�าให้เกดิเป็นต้นเฮพลอยด์ได้ โดยได้ศกึษา

ถึงอิทธิพลของระยะการแบ่งตัวของ microspore และ

สูตรอาหารเพาะเลี้ยงที่มีต่อการเพาะเลี้ยงอับละออง

เกสรตัวผู้ของถั่วลิสง ดังนั้น การทดลองนี้จึงมุ่งที่จะ

ศึกษาถึงสูตรอาหารที่จะช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์ความ

ส�าเร็จของการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสง 

เพื่อช่วยให้การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ของถั่ว

ลสิงในสภาพแวดล้อมของประเทศไทยให้ประสบความ

ส�าเร็จ สามารถช่วยงานด้านปรับปรุงพันธุ์ถั่วลิสงของ

นักวิจัยได้ในอนาคต

วิธีกำรศึกษำ

 งำนทดลองที่ 1 การศึกษาเปรียบเทียบสูตร

อาหารที่ใช้เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ของถั่วลิสง

อาหารที่ใช้ประกอบด้วย สูตรอาหาร N
6
, MS + 4 mg/l 

IAA + 2 mg/l Kinetin และ MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l 

BAP อาหารทุกสูตรเติมน�้าตาล 5.5 g/l, วุ้น 8 g/l ปรับ 

pH ให้ได้ 5.8

 งำนทดลองที่ 2 การศึกษาเปรียบเทียบสูตร

อาหารทีใ่ช้เพาะเลีย้งแคลลสัสตูรอาหารทีใ่ช้เพาะเลีย้ง

แคลลัส ประกอบไปด้วย 

 ครั้งที่ 1 สูตรอาหาร  MS + 0.2 mg/l 2,4 – D + 

2 g/l Malt  extract และ MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l 

Kinetin อาหารทกุสตูรเตมิน�้าตาล 20 g/l, เตมิวุน้ 8 g/l 

ปรับ pH ให้ได้ 5.8

 ครั้งที่ 2 MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l Kinetin และ 

MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l BAP อาหารทุกสูตรเติม

น�้าตาล 20 g/l, วุ้น 8 g/l ปรับ pH ให้ได้ 5.8

 การเตรียมต้นกล้าเพื่อผลิตตาดอกถั่วลิสงส�าหรับ

ใช้ในห้องปฏบิตักิาร โดยการปลกูถัว่ลสิงพนัธุไ์ทนาน 9 

ในกระถางพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 นิ้ว ใช้

ดินปลูกส�าเร็จรูป ปลูกกระถางละ 3 หลุมๆ ละ 2 เมล็ด 

เมื่อเมล็ดงอกแล้วถอนแยกให้เหลือหลุมละ 1 ต้น เก็บ

ไว้ในกรงกนัแมลงทีว่างอยูก่ลางแจ้ง รดน�้าวนัละ 2 ครัง้ 

เช้า-เยน็ ปลกูสปัดาห์ละ 1 ครัง้ๆ ละ 5 กระถางเพือ่ผลติ

ตาดอกส�าหรบัใช้งานในห้องปฏบิตักิารทกุสปัดาห์ เมือ่

ถั่วลิสงอายุได้ 4 สัปดาห์จะเริ่มสร้างตาดอก สามารถ

น�าดอกชุดแรกไปใช้ได้ และเลือกใช้เฉพาะตาดอกชุด

แรกนี้เท่านั้น

 การฟอกฆ่าเชือ้และการเพาะเลีย้งอบัละอองเกสร

ตัวผู้ ท�าโดยน�าดอกถั่วลิสงมาฟอกฆ่าเชื้อด้วย 70% 

ethanol นาน 30 วินาที จากนั้นตามด้วย 1% sodium  
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hypochlorite นาน 2.5 นาท ีพร้อมหยด Tween 20 2 – 3 

หยด ล้างด้วยน�า้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้ 2 ครัง้ๆ ละ 5 นาท ีจากนัน้

ผ่าเอาอับละอองเกสรตัวผู้ออกจากดอกภายใต้กล้อง 

stereomicroscope เลือกใช้อับละอองเกสรแบบรี 

(Willcox et al.,1991) โดยวางอับละอองเกสรตัวผู้ 1 

อันต่อ 1 หลอดทดลอง จากนั้นวางหลอดเพาะเลี้ยงใน

ห้องควบคุมอุณหภูมิ 25-28oC ให้แสง 13 ชั่วโมงต่อ

วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลงของอับละอองเกสรตัวผู้

ถั่วลิสงและพัฒนาการของแคลลัสทุกสัปดาห์ และนับ

จ�านวนการพฒันาไปเป็นแคลลสัในแต่ละสตูรอาหารที่

ใช้เพาะเลี้ยง

ผลกำรศึกษำและวิจำรณ์

กำรเพำะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสง

 การทดลองเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู ้ของ 

ถั่วลิสงในครั้งนี้ พบว่ามีอับละอองเกสรที่พัฒนาไป

เป็นแคลลัสจ�านวนน้อย ไม่ว่าจะใช้อาหารเพาะเลี้ยง

สูตรใด (Table 1) โดยที่อับละอองเกสรตัวผู้ที่สามารถ

พัฒนาไปเป็นแคลลัสได้นั้น จะใช้เวลาประมาณ 12 

สัปดาห์หลังการเพาะเลี้ยง ซึ่งนับว่าช้ามากเมื่อเปรียบ

เทียบกับงานของ Bajaj et al. (1980) ที่เพาะเลี้ยงอับ

ละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสงด้วยอาหารสูตร MS+4mg/ 

l IAA+2mg/l Kinetin และพบว่าสามารถพฒันาไปเป็น

แคลลสัได้ภายในเวลา 9-13 วนัเท่านัน้ โดยมอีตัราการ

เกดิเป็นแคลลสัประมาณ 15% แต่อย่างไรกต็าม Bajaj 

et al. (1981) กลับรายงานว่าอับละอองเกสรตัวผู้ถั่ว

ลิสงที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรเดียวกับที่ใช้ในงานของ  

Bajaj et al. (1980) สามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได้

ภายในระยะเวลา 3 สัปดาห์ ซึ่งอัตราความส�าเร็จอยู่

ที่ 13% ส�าหรับถั่วลิสงที่เป็น 2n=40 ในขณะที่ถั่วลิสง

พนัธุป่์า (2n=20) จะมเีปอร์เซน็ต์ความส�าเรจ็อยูท่ี ่11% 

Table 1 Callus formation from peanut anthers cultured on different media.

 

 

 

ครั้งที่ 2 MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l Kinetin และ MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l BAP อาหารทุกสูตรเติมน้ าตาล 
20 g/l, วุ้น 8 g/l ปรับ pH ให้ได้ 5.8 

การเตรียมต้นกล้าเพื่อผลิตตาดอกถั่วลิสงส าหรับใช้ในห้องปฏิบัติการ โดยการปลูกถั่วลิสงพันธุ์ไทนาน 9 ใน
กระถางพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 5 นิ้ว ใช้ดินปลูกส าเร็จรูป ปลูกกระถางละ 3 หลุมๆ ละ 2 เมล็ด เมื่อเมล็ดงอก
แล้วถอนแยกให้เหลือหลุมละ 1 ต้น เก็บไว้ในกรงกันแมลงที่วางอยู่กลางแจ้ง รดน้ าวันละ 2 ครั้ง เช้า -เย็น ปลูกสัปดาห์
ละ 1 ครั้งๆ ละ 5 กระถางเพื่อผลิตตาดอกส าหรับใช้งานในห้องปฏิบัติการทุกสัปดาห์ เมื่อถั่วลิสงอายุได้ 4 สัปดาห์จะ
เริ่มสร้างตาดอก สามารถน าดอกชุดแรกไปใช้ได้ และเลือกใช้เฉพาะตาดอกชุดแรกนี้เท่านั้น 

การฟอกฆ่าเชื้อและการเพาะเล้ียงอับละอองเกสรตัวผู้ ท าโดยน าดอกถั่วลิสงมาฟอกฆ่าเชื้อด้วย 70 % ethanol 
นาน 30 วินาที จากนั้นตามด้วย 1% sodium  hypochlorite นาน 2.5 นาที พร้อมหยด Tween 20 2 – 3 หยด ล้างด้วย
น้ ากล่ันน่ึงฆ่าเชื้อ 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที  จากนั้นผ่าเอาอับละอองเกสรตัวผู้ออกจากดอกภายใต้กล้อง stereomicroscope 
เลือกใช้อับละอองเกสรแบบร ี (Willcox et al.,1991) โดยวางอับละอองเกสรตัวผู้ 1 อันต่อ 1 หลอดทดลอง จากนั้นวาง
หลอดเพาะเล้ียงในห้องควบคุมอุณหภูมิ 25-28oC ให้แสง 13 ชั่วโมงต่อวัน สังเกตการเปล่ียนแปลงของอับละอองเกสร
ตัวผู้ถั่วลิสงและพัฒนาการของแคลลัสทุกสัปดาห์ และนับจ านวนการพัฒนาไปเป็นแคลลัสในแต่ละสูตรอาหารท่ีใช้
เพาะเล้ียง 
 

ผลการศึกษาและวิจารณ ์
 

การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ถ่ัวลิสง 
การทดลองเพาะเล้ียงอับละอองเกสรตัวผู้ของถั่วลิสงในครั้งนี้ พบว่ามีอับละอองเกสรที่พัฒนาไปเป็นแคลลัส

จ านวนน้อย ไม่ว่าจะใช้อาหารเพาะเล้ียงสูตรใด (Table 1) โดยที่อับละอองเกสรตัวผู้ที่สามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได้
นั้น จะใช้เวลาประมาณ 12 สัปดาห์หลังการเพาะเล้ียง ซึ่งนับว่าช้ามากเมื่อเปรียบเทียบกับงานของ Bajaj et al. (1980) 
ที่เพาะเล้ียงอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสงด้วยอาหารสูตร MS+4mg/l IAA+2mg/l Kinetin และพบว่าสามารถพัฒนาไป
เป็นแคลลัสได้ภายในเวลา 9-13 วันเท่านั้น โดยมีอัตราการเกิดเป็นแคลลัสประมาณ 15% แต่อย่างไรก็ตาม Bajaj et al. 
(1981) กลับรายงานว่าอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสงที่เพาะเล้ียงในอาหารสูตรเดียวกับที่ใช้ในงานของ  Bajaj et al. 
(1980) สามารถพัฒนาไปเป็นแคลลัสได้ภายในระยะเวลา 3 สัปดาห์ ซึ่งอัตราความส าเร็จอยู่ที่ 13 % ส าหรับถั่วลิสงที่
เป็น 2n=40 ในขณะท่ีถั่วลิสงพันธุ์ป่า (2n=20) จะมีเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จอยู่ที่ 11%  
 
Table 1 Callus formation from peanut anthers cultured on different media. 

Media Callus formation (%) 
N6 
MS+4 mg/l IAA+ 2 mg/l Kinetin 
MS+4 mg/l IAA+ 2 mg/l BAP 

2.60 
1.42 
0.56 

 
รูปร่างและสีของแคลลัสก็มีหลายแบบ เช่น เป็นเซลล์เกาะกันหลวมๆ  สีขาว-ครีม และขยายขนาดได้อย่างช้าๆ 

และเปล่ียนเป็นสีน้ าตาลเข้มเมื่อเวลาผ่านไป (Figure 1) ในงานทดลองของ Bajaj et al. (1980) ก็รายงานไว้ว่าแคลลัส
ที่ได้มีสีขาวไปจนถึงเหลือง และจะเปล่ียนเป็นสีน้ าตาลภายใน 5-6 สัปดาห์ นอกจากนี้  ยังพบว่าแคลลัสบางส่วน 

 รูปร่างและสีของแคลลัสก็มีหลายแบบ เช่น เป็น

เซลล์เกาะกันหลวมๆ สีขาว-ครีม และขยายขนาดได้

อย่างช้าๆ และเปลี่ยนเป็นสีน�้าตาลเข้มเมื่อเวลาผ่าน

ไป (Figure 1) ในงานทดลองของ Bajaj et al. (1980) 

กร็ายงานไว้ว่าแคลลสัทีไ่ด้มสีขีาวไปจนถงึเหลอืง และ

จะเปลีย่นเป็นสนี�้าตาลภายใน 5-6 สปัดาห์ นอกจากนี้ 

ยังพบว่าแคลลัสบางส่วน โดยเฉพาะด้านล่างที่สัมผัส

อาหารจะมีสีเขียวซึ่งเป็นสัณญาณที่ดีส�าหรับการ

เปลี่ยนโครงสร้างจากแคลลัสไปเป็นอวัยวะ อย่างไร

ก็ตาม พบว่าพัฒนาการของแคลลัสที่เกิดขึ้นนั้นไม่

เหมือนกันเสมอไป บางครั้งแคลลัสที่ได้อาจจะพัฒนา

ไปได้ระยะหนึ่งแล้วก็หยุดชะงัก ไม่มีการพัฒนาต่อไป

อีกและในที่สุดก็ตาย
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 จากผลการทดลองใน Table 1 ถงึแม้ว่าเปอร์เซน็ต์

การพัฒนาไปเป็นแคลลัสจากอับละอองเกสรตัวผู้ถั่ว

ลิสงจะอยู่ในเกณฑ์ต�่า (0.56-2.60%) แต่ก็พอจะมอง

เห็นว่าอาหารสูตร N
6
 มีความเหมาะสมในการเพาะ

เลี้ยงมากกว่าอาหารสูตรอื่น โดยเฉพาะอาหารสูตร 

MS+4 mg/l IAA+2 mg/l BAP ผลงานทดลองครั้งนี้

มีความแตกต่างจากที่ Bajaj et al. (1981) ที่รายงาน

ไว้ว่าอับละอองเกสรตัวผู้ของถั่วลิสงที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารสตูร MS+4 mg/l IAA+2 mg/l Kinetin พฒันา

ไปเป็นแคลลสัได้ถงึ 13% โดยเริ่มมีพัฒนาการตั้งแต่ 

3 สัปดาห์แรกหลังจากถ่ายเนื้อเยื่อ และพัฒนาไปเป็น

แคลลัสจ�านวนมากภายใน 5 สัปดาห์ โดยแคลลัสที่

ได้มลีกัษณะอดักนัแน่น (compact) มสีขีาวไปจนถงึสี

ครีม แต่ในรายงานของ Willcox et al. (1991) สรุปว่า

สตูรอาหารทีเ่หมาะสมส�าหรบัการเพาะเลีย้งอบัละออง

เกสรตัวผู้ถั่วลิสง ได้แก่ สูตร N
6
+1mg/l NAA+0.1 

mg/l BA+3.5 g/l Glutamine ความแตกต่างของผล

การทดลองนี้ อาจมาจากหลายปัจจัย เช่น พันธุ์ถั่ว

ลิสง การปรับสภาพตาดอกก่อนการเพาะเลี้ยง สูตร

อาหาร ระยะการเจริญเติบโตของต้นแม่ และปัจจัย

หนึ่งที่มีความส�าคัญที่สุดคือระยะของการแบ่งเซลล์

ในอับละอองเกสร ที่เหมาะสมคือ microspore ควร

จะแบ่งเซลล์อยู่ในช่วง uninucleate (Willcox et al., 

1990; 1991) ซึ่งการคัดเลือกดอกถั่วลิสงด้วยสายตา

เพือ่น�าอบัละอองเกสรในช่วงระยะทีเ่หมาะสมดงักล่าว

มาเพาะเลีย้งนัน้ท�าได้ยาก สภาพแวดล้อมต่างๆ ในการ

ปลูกต้นแม่ อาทิเช่น ความเข้มของแสง ช่วงแสงต่อวัน 

อุณหภูมิ ธาตุอาหาร และปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์

ในบรรยากาศ ตลอดจนปัจจัยที่มีผลต่อสภาพความ

พร้อมทางสรีรวิทยาของพืช เช่น อายุของพืช ฤดูกาลที่

ปลกู ล้วนแต่มผีลต่อการตอบสนองของอบัละอองเกสร

ตวัผูท้ัง้สิน้ (พรพมิล, 2545) ในรายงานของ Sidhu and 

Davies (2005) ก็ได้กล่าวถึงความส�าคัญของสภาวะ

ของต้นแม่ว่าการปลูกในสภาพที่สามารถควบคุม

อุณหภูมิกับในสภาพโรงเรือนอาจมีผลต่อการเพาะ

เลี้ยง อับละอองเกสรของถั่วลันเตา (Pisum sativum) 

ได้เช่นกัน

กำรเพิ่มปริมำณแคลลัส

 หลังจากที่พัฒนาแคลลัสไปได้จ�านวนหนึ่งแล้ว 

ได้ศึกษาถึงผลของสูตรอาหารที่มีต่อการเพิ่มปริมาณ

แคลลัส ทั้งนี้เนื่องจากเปอร์เซ็นต์ความส�าเร็จของ

การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสงให้เกิดเป็น

แคลลัสนั้นอยู่ในเกณฑ์ต�่า ดังนั้น หากสามารถเพิ่มปริ

มาณแคลลัสให้มากขึ้นแล้วจึงย้ายไปยังสูตรอาหาร

ส�าหรบัการพฒันาเป็นต้นพชืทีส่มบรูณ์ต่อไปกจ็ะท�าให้

ได้ต้นปริมาณมากขึ้นไปด้วย

 การศกึษาเรือ่งการเพิม่ปรมิาณแคลลสัในเบือ้งต้น 

ใช้อาหารเพาะเลี้ยงสูตร MS+0.2 mg/l 2,4-D+2 g/l 

Malt extract เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS+4 mg/l 

IAA+2 mg/l Kinetin พบว่าแคลลัสที่เพาะเลี้ยงบน

อาหารสตูร MS+4 mg/l IAA+2 mg/l kinetin ให้ผลทีด่ี

กว่า ดงัแสดงใน Table 2 

Figure 1 Callus formation from peanut anthers cultured on N
6
 medium, (a) white callus and (b) brown  

  callus (photo taken 12 and 14 weeks after inoculation, respectively).

(b)(a)
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 จากผลการทดลองใน Table 2 พบว่า การเพิ่ม

ปริมาณแคลลัสในอาหารสูตร MS+Kinetin มีความ

เหมาะสมกว่าการใช้อาหารสูตร MS+Malt Extract 

อาหารสูตร MS+Kinetin มีแคลลัสที่มีพัฒนาการเพิ่ม

ปริมาณขึ้นถึง 68% ในขณะที่อาหารสูตร MS+Malt 

Extract มีแคลลัสที่มีพัฒนาการเพิ่มปริมาณเพียง 

22% โดยที่การเลี้ยงอับละอองเกสรบนอาหารสูตร 

MS+Kinetin มีพัฒนาการไปเป็นแคลลัสได้ในระดับ

ดีมากถึง 25% ในขณะที่การเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร 

MS+Malt Extract นั้นไม่พบการเจริญของแคลลัสใน

ระดบัดมีากเลย นอกจากนี ้ยงัได้ศกึษาเรือ่งสตูรอาหาร

ทีใ่ช้เพิม่ปรมิาณแคลลสัเป็นครัง้ที ่2 โดยใช้อาหารสตูร 

MS+Kinetin เปรยีบเทยีบกบัอาหารสตูร MS+BAP ได้

ผลการทดลองแสดงดังใน Table 2 โดยพบว่าแคลลัส

ที่เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS+Kinetin มีการเจริญ

เตบิโตขยายขนาดได้ในระดบัมาก คดิเป็น 16% และใน

ระดบัปานกลางคดิเป็น 16% ส่วนการเลีย้งแคลลสับน

อาหารสตูร  MS+BAP จะให้ผลเฉพาะการเจรญิเตบิโต

ขยายขนาดได้ในระดับปานกลางเท่านั้น คิดเป็น 29% 

และยงัพบอกีว่า การใช้อาหารสตูรแรกจะมแีคลลสัทีม่ี

เซลล์สเีขยีวในปรมิาณทีม่ากกว่าการใช้อาหารสตูรที ่2 

(32 และ 29% ตามล�าดับ) แสดงให้เห็นว่าอาหารสูตร 

MS+Kinetin มีความเหมาะสมต่อการเลี้ยงแคลลัส

ดีกว่า เช่นเดียวกับผลการทดลองที่ 1 เรื่องการเพิ่ม 

ปริมาณแคลลัส อย่างไรก็ตาม ในการทดลองของ 

Bajaj et al. (1981) ได้รายงานถึงความส�าเร็จว่าการ

ย้ายแคลลัสไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS+1mg/l 

NAA+2 mg/l BAP แคลลัสจะสามารถพัฒนาไปเป็น

ยอดได้อย่างรวดเร็วในระยะเวลาเพียง 1 สัปดาห์ 

 ส�าหรับลักษณะของแคลลัสที่ได้จากการเพิ่ม

ปริมาณในครั้งที่ 2 นี้ ก็เช่นเดียวกับการกระตุ้นให้อับ

ละอองเกสรตัวผู ้พัฒนาไปเป็นแคลลัส กล่าวคือมี

หลายลักษณะ เช่น เป็นก้อนแคลลัสสีขาวที่เซลล์เกาะ

กันหลวม ๆ หรือการน�าแคลลัสสีน�้าตาลไปขยายต่อ

ท�าให้ได้แคลลัสใหม่สีขาว และพบว่าหากน�าแคลลัส

ที่มีเซลล์สีเขียวมาขยายต่อ แคลลัสที่เพิ่มปริมาณขึ้น

ก็จะยังคงมีสีเขียว บางครั้งจะพบว่าสีเขียวในเซลล์

ใหม่ที่ได้จะมีสีเข้มขึ้นและเซลล์มีการเกาะตัวกันแน่น 

(Figure 2) แคลลัสที่ได้จากการเพิ่มปริมาณครั้งที่ 2 

นี้มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ใช้เวลาประมาณ 10 

สัปดาห์ก็สามารถเพิ่มปริมาณได้เต็มหลอดทดลอง 

ในงานทดลองของ Bajaj et al. (1980) รายงานไว้ว่า

แคลลัสที่ได้นี้สามารถเก็บไว้ได้นานเป็นปีทั้งในสภาพ

อาหารแข็งและอาหารเหลวที่เติม 1 mg/l 2,4-D

Table 2 Callus proliferation from peanut anthers sub-cultured on 2 different media.

 

 

 

ดังนั้น หากสามารถเพิ่มปริมาณแคลลัสให้มากขึ้นแล้วจึงย้ายไปยังสูตรอาหารส าหรับการพัฒนาเป็นต้นพืชที่สมบูรณ์
ต่อไปก็จะท าให้ได้ต้นปริมาณมากขึ้นไปด้วย 

การศึกษาเรื่องการเพิ่มปริมาณแคลลัสในเบื้องต้น ใช้อาหารเพาะเล้ียงสูตร MS+ 0.2 mg/l 2,4-D + 2 g/l Malt 
extract เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS + 4 mg/l IAA + 2 mg/l Kinetin พบว่าแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS + 
4 mg/l IAA + 2 mg/l kinetin ให้ผลที่ดีกว่า ดังแสดงใน Table 2 

 
Table 2 Callus proliferation from peanut anthers sub-cultured on 2 different media. 

Media Callus formation1/ (%) Callus without 
change (%) 

Green spot-
formed callus (%)  + ++ +++ ++++ 

1st sub-culture       
   MS + 2,4-D + Malt extract 9 0 13 0 43 - 
   MS + IAA + Kinetin 0 39 4 25 14 - 
2nd sub-culture       
   MS + IAA + Kinetin 0 16 0 16 68 32 
   MS + IAA + BAP 0 29 0 0 63 29 
1/+  little callus formation  
  ++ moderate callus formation 
  +++ good callus formation 
  ++++ very good callus formation 
 

จากผลการทดลองใน Table 2 พบว่า การเพิ่มปริมาณแคลลัสในอาหารสูตร MS+Kinetin มีความเหมาะสมกว่า
การใช้อาหารสูตร MS+Malt Extract อาหารสูตร MS+Kinetin มีแคลลัสที่มีพัฒนาการเพิ่มปริมาณขึ้นถึง 68% ในขณะ
ที่อาหารสูตร MS+Malt Extract มีแคลลัสที่มีพัฒนาการเพิ่มปริมาณเพียง 22 % โดยที่การเลี้ยงอับละอองเกสรบน
อาหารสูตร MS+Kinetin มีพัฒนาการไปเป็นแคลลัสได้ในระดับดีมากถึง 25% ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงบนอาหารสูตร 
MS+Malt Extract นั้นไม่พบการเจริญของแคลลัสในระดับดีมากเลย นอกจากนี้ ยังได้ศึกษาเรื่องสูตรอาหารที่ใช้เพิ่ม
ปริมาณแคลลัสเป็นครั้งที่ 2 โดยใช้อาหารสูตร MS+Kinetin เปรียบเทียบกับอาหารสูตร MS+BAP ได้ผลการทดลอง
แสดงดังใน  Table 2 โดยพบว่าแคลลัสที่เพาะเล้ียงบนอาหารสูตร MS+Kinetin มีการเจริญเติบโตขยายขนาดได้ใน
ระดับมาก คิดเป็น 16% และในระดับปานกลางคิดเป็น 16% ส่วนการเลี้ยงแคลลัสบนอาหารสูตร  MS+BAP จะให้ผล
เฉพาะการเจริญเติบโตขยายขนาดได้ในระดับปานกลางเท่านั้น คิดเป็น 29% และยังพบอีกว่า การใช้อาหารสูตรแรกจะ
มีแคลลัสที่มีเซลล์สีเขียวในปริมาณที่มากกว่าการใช้อาหารสูตรที่ 2 (32 และ 29 % ตามล าดับ) แสดงให้เห็นว่าอาหาร
สูตร MS+Kinetin มีความเหมาะสมต่อการเลี้ยงแคลลัสดีกว่า เช่นเดียวกับผลการทดลองที่ 1 เรื่องการเพิ่มปริมาณ
แคลลัส อย่างไรก็ตาม ในการทดลองของ Bajaj et al. (1981) ได้รายงานถึงความส าเร็จว่าการย้ายแคลลัสไปเพาะเล้ียง
บนอาหารสูตร MS+1mg/l NAA+2 mg/l BAP แคลลัสจะสามารถพัฒนาไปเป็นยอดได้อย่างรวดเร็วในระยะเวลาเพียง 
1 สัปดาห์  
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 อย่างไรก็ตาม สิ่งส�าคัญที่จะละเลยไม่ได้จาก

การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ คือการตรวจสอบ

ว่าแคลลัสที่ได้ที่จะพัฒนาต่อไปเป็นต้นที่สมบูรณ์นั้น 

มีจ�านวนโครโมโซมเป็น n จริง เพราะเป้าหมายของ

การการเพาะเลี้ยง อับละอองเกสรตัวผู้ก็คือการได้ต้น

พืชเฮพลอยด์นั่นเอง ซึ่งในงานทดลองนี้เสร็จสิ้นก่อน

กระบวนการกระตุ้นให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ จึงยังไม่ได้

ท�าการตรวจสอบจ�านวนโครโมโซมดังกล่าว ดังนั้นจึง

ควรติดตามผลการทดลองต่อไป เพื่อให้สามารถน�า

ผลที่ได้การทดลองนี้ไปใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์ถั่วลิสง

ได้อย่างแท้จริง

สรุป

 การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรตัวผู้ถั่วลิสงในครั้ง

นี้ถือว่าประสบความส�าเร็จในระดับหนึ่ง คือสามารถ

กระตุน้ให้อบัละอองเกสรตวัผูพ้ฒันาไปเป็นแคลลสัได้ 

2.06% เมื่อใช้อาหารสูตร N
6
 ซึ่งงานทดลองลักษณะนี้

ในเมืองไทยยังไม่เคยมีการรายงาน ถึงแม้เปอร์เซ็นต์

การพัฒนาดังกล่าวยังอยู่ในเกณฑ์ต�่า อันเนื่องมาจาก

ปัจจัยหลายประการ โดยเฉพาะการคัดเลือกดอกถั่ว

ลิสงที่มีช่วงการแบ่งเซลล์ที่เหมาะสมส�าหรับการเพาะ

เลี้ยง เพราะการดูรูปร่างของดอกหรือการนับอายุของ

ดอกเพื่อน�าไปใช้นั้น ได้ผลที่ไม่ค่อยแน่นอน ดังนั้น ใน

อนาคตจงึควรศกึษาถงึปัจจยัเรือ่งนีใ้ห้มากขึน้ เพือ่เพิม่

เปอร์เซน็ต์ความส�าเรจ็ในการเพาะเลีย้งอบัละอองเกสร

ตัวผู้ถั่วลิสง และในการทดลองนี้ สามารถเพิ่มปริมาณ

แคลลัสได้ในปริมาณที่น่าพอใจ ในอาหารสูตร MS+ 

IAA+Kinetin ดังนั้น สิง่ที่ควรติดตามการทดลองต่อไป

คือการกระตุ้นให้แคลลัสที่ได้พัฒนาไปเป็นต้นถั่วลิสง

ที่สมบูรณ์ และต้องไม่ลืมตรวจสอบให้แน่ใจว่าต้นถั่ว

ลิสงที่ได้มีจ�านวนโครโมโซมเป็น n เพื่อให้สามารถน�า

ไปพัฒนาเพิ่มจ�านวนโครโมโซมเป็นต้น 2n ต่อไป

ค�ำขอบคุณ

 คณะผู้ด�าเนินการวิจัยขอขอบคุณมหาวิทยาลัย

ขอนแก่น ที่ได้อนุมัติเงินงบประมาณอุดหนุนโครงการ

วจิยั ประเภทอดุหนนุทัว่ไป ประจ�าปีงบประมาณ 2552 

และขอขอบคุณมหาวิทยาลัยราชภัฏอุดรธานี ที่ได้ให้

ความอนุเคราะห์โรงเรือนทดลองและห้องปฏิบัติการ

เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช และขอขอบคุณนักศึกษาช่วย

วิจัยทุกคนที่ได้ช่วยดูแลเรื่องการด�าเนินการวิจัยและ

เก็บรวบรวมข้อมูล

เอกสำรอ้ำงอิง
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