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การสร้างสายพันธุ์แท้ของพริกลูกผสมกลับข้ามชนิดระหว่าง CA758 
กับ BC
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(1) โดยการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร

Induction of double haploid lines from inter-specific backcross  
between CA758 and BC2F3758x80C5(1) by anther culture

อัญชลี รวีโรจน์วิบูลย์1,3*, พรพนัช มีกุล2,3 และ จุลภาค คุ้นวงศ์1,2,3
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บทคัดย่อ:พริกขี้หนู (Capsicum annuum) CA758 เป็นพริกพันธุ์การค้าที่มีลักษณะอ่อนแอต่อโรคแอนแทรคโนส  
การผสมข้ามระหว่างพรกิ CA758 กบั พรกิ BC
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(1) (C. annuum x C. baccatum)เพือ่ถ่ายทอดลกัษณะความ

ต้านทานโรคแอนแทรคโนสให้กบัพรกิ CA758 โดยการเพาะเลีย้งอบัละอองเกสร วตัถปุระสงค์ของงานวจิยัครัง้นีเ้พือ่ศกึษา
วธิกีารเพาะเลีย้งอบัละอองเกสรพรกิทีเ่หมาะสมของคูผ่สมกลบัข้ามชนดิระหว่างพรกิ CA758 กบัพรกิBC
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(1) 

จากการศึกษาพบว่า สูตรอาหารชักน�ำซึ่งเติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 2,4 -D ความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ร่วมกับ  
kinetin ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. มอีตัราการเกดิต้นสงูสดุ คอื 1.05 เปอร์เซน็ต์ เมือ่ตรวจสอบต้นพรกิทีไ่ด้จากการเพาะเลีย้ง 
อบัละอองเกสรทัง้หมดด้วยดเีอน็เอเครือ่งหมายชนดิ SSRs และเครือ่งโฟลไซโตมเิตอร์ พบการเกดิต้นแฮพลอยด์และดบัเบลิ
แฮพลอยด์ (H:DH) ในสัดส่วน 1:1.3 และพริกที่เป็นต้นดิพลอยด์ทุกต้นเป็นต้นพริกดับเบิลแฮพลอยด์ที่เกิดจากการเพิ่ม
จ�ำนวนโครโมโซมขึ้นเองในสภาพเพาะเลี้ยง
ค�ำส�ำคัญ: การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร, ดับเบิลแฮพลอยด์, พริก, โรคแอนแทรคโนส

ABSTRACT: A commercial pepper (Capsicum annuum) ‘CA758’ is susceptible to anthracnose disease.  A backcross 
between CA758 and BC2F3758x80C5(1) (C. annuum x C. baccatum) carrying anthracnose resistance are used for 
anther culture. The aim of this study was to identify the appropriate conditions of anther culture for interspecific 
backcross pepper between CA758 and BC2F3758x80C5(1).  The result showed that the highest frequency of plantlet 
regeneration was found to be 1.05 % on an induction medium (C medium) supplemented with 0.5 mg/l 2,4-D and 0.1 
mg/l kinetin.  Screening of plantlets for homozygosity with SSR markers and for ploidy level with a flow cytometer 
demonstrated that the ratio between haploid and double haploid plantlets was about 1:1.3.  In addition, all of the 
diploid plants were spontaneous double haploid in our culture condition.
Keywords: anther culture, double haploid, pepper, anthracnose disease
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บทน�ำ

	 พริกเป็นพืชผักสามารถพัฒนาสายพันธุ์โดยการ

ประยุกต์ใช้วิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ  เพื่อผลิตต้น

พืชดับเบิลแฮพลอยด์ (double haploid plant) ซึ่งเป็น

พืชสายพันธุ์แท้ (pure line) เป็นอีกแนวทางหนึ่งที่

สามารถผลิตพืชสายพันธุ์แท้ได้ภายในขั้นตอนเดียว

ท�ำให้ประหยัดเวลาและทรัพยากรในการพัฒนาพันธุ์

พืช วิธีการปรับปรุงพันธุ์พืชเพื่อสรา้งสายพันธุ์แท้โดย

ทั่วไปต้องใช้เวลานานและแรงงานจ�ำนวนมากในการ

ผสมเกสร (Irikova et al., 2011)การเพาะเลี้ยงอับ

ละอองเกสร (anther culture) เพื่อผลิตต้นดับเบิลแฮ

พลอยด์เป็นวิธีการที่ใช้อย่างกว้างขวางในพืชหลาย

จโีนไทป์ (genotypes) ปัจจบุนัมกีารใช้เทคนคินีใ้นการ

ผลิตต้นดับเบิลแฮพลอยด์มากกว่า 200 ชนิด (spe-

cies) เช่น พืชในวงศ์ Solanaceae Cruciferae และ 

Graminae การผลติพชืดบัเบลิแฮพลอยด์นีส้ามารถใช้

ประโยชน์ในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์พืชและการ

สร้างแผนทีย่นี (gene mapping) ได้ โดยลกัษณะทีถ่กู

ควบคุมด้วยยีนด้อยจะสามารถแสดงออกได้เนื่องจาก

ไม่ถูกยีนเด่นข่มนอกจากนี้ประชากรพืชที่ผลิตได้จะ

ประกอบด้วยลักษณะของแต่ละต้นที่มีลักษณะที่แตก

ต่างกันเพราะแต่ละต้นพัฒนามาจากเซลล์สืบพันธุ์ที่

แตกต่างกันจึงท�ำให้ประชากรพืชที่ได้มีลักษณะหลาก

หลาย (Germanà, 2011) ความส�ำเร็จของการชักน�ำ

ให้เกดิต้นปกตใินการเพาะเลีย้งอบัละอองเกสรพรกินัน้

ขึ้นกับหลายปัจจัย ได้แก่ พันธุกรรม สภาพแวดล้อม

ของต้นทีเ่ป็นแหล่งให้อบัละอองเกสร ระยะการพฒันา

ที่เหมาะสมของไมโครสปอร์สภาวะและองค์ประกอบ

ของอาหารเพาะเลีย้ง เป็นต้นซึง่พนัธกุรรมของพรกินบั

เป็นปัจจัยส�ำคัญที่สุดที่เป็นข้อจ�ำกัดด้านการผลิต จึง

ยังไม่มีวิธีการที่เป็นมาตรฐานและสร้างผลผลิตที่ดีกับ

ทุกๆ สายพันธุ์  ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องมีการศึกษาและ

พฒันาเทคนคิให้เหมาะสมกบัสายพนัธุพ์รกิให้ผลติต้น

พืชที่ปกติจ�ำนวนมาก

	 ส�ำหรับพริกขี้หนู CA758 เป็นพริกพันธุ์การค้า 

(Capsicum annuum) ทีไ่ม่ต้านทานโรคแอนแทรคโนส 

การพัฒนาพริกสายพันธุ ์นี้ให้มีความต้านทานโรค

แอนแทรคโนสนั้นใช้แหล่งพันธุกรรมจากพริก PBC80 

(C. baccatum) จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การ

ผสมพันธุ ์พริกข้ามชนิด (speices) ระหว่างพริก  

C. annuum กับ พริก C. baccatum สายพันธุ์ PBC80 

นั้น คัพภะของลูกผสมไม่สามารถเจริญเติบโตและ

พัฒนาได้ปกติตามธรรมชาติ ต้องใช้เทคนิค embryo 

rescue ช ่วยชีวิตคัพภะของพริกลูกผสมชั่วที่  1  

(เฉลมิศร,ี 2549) ต่อมาจงึน�ำลกูผสมชัว่ที1่ นี ้ผสมกลบั

ไปยงัพรกิขีห้น ูCA758 (C. annuum) เพือ่สร้างต้นพรกิ

รุ่น BC
2
F
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และประเมินความต้านทานต่อโรคแอนแทร

คโนส พบว่า มคีวามต้านทานการเข้าท�ำลายของเชือ้รา 

Colletotrichumcapsici (เฉลิมศรี, 2551) การศึกษา

ครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาวิธีการเพาะเลี้ยงอับ

ละอองเกสรพริกที่เหมาะสมของคู่ผสมกลับข้ามชนิด

ระหว่างพริก CA758 กับ พริก BC
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(1)  

(C. annuum x C. baccatum) ซึ่งเป็นวิธีการหนึ่งที่

สามารถสร้างพริกขี้หนูสายพันธุ์แท้ที่มีความต้านทาน

ต่อโรคแอนแทรคโนส

วิธีการศึกษา

	 น� ำ เ ม ล็ ด พั น ธุ ์ พ ริ ก ลู ก ผ ส ม ก ลั บ ข ้ า ม ช นิ ด

ระหว่างCA758กบัBC
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(1)เพาะเมลด็โดย

แช่ในสารละลาย KNO
3
ความเข้มข้น 4% ที่อุณหภูมิ

ห้อง นาน 1-2 ชั่วโมง และล้างน�้ำให้สะอาดก่อนเพาะ

เมลด็บนกระดาษเพาะทีชุ่ม่น�ำ้ในสภาพมดืและเมือ่เกดิ

ตุม่รากจงึย้ายเมลด็เพาะลงพทีมอส เกบ็ใบเลีย้งมาสกดั

ดีเอ็นเอตามวิธีการของ Fulton et al. (1995) และน�ำ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบความเป็นลูกผสมของ

พริกคู ่นี้โดยใช้ดีเอ็นเอเครื่องหมาย HpmsE032, 

GPMS93 และ GPMS159 ด้วยเทคนคิ SSRs (Simple 

Sequence Repeats) จากนั้นจึงย้ายต้นกล้าลงปลูก

ในกระถางเส้นผ่านศูนย์กลาง 4 นิ้วและ 12 นิ้ว ตาม

ล�ำดับส�ำหรับการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาด

ดอก อับละอองเกสรและระยะการพัฒนาของไมโครส

ปอร์ เพื่อใช้เป็นลักษณะบ่งชี้ในการคัดเลือกดอกที่มี
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ระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ที่เหมาะสมต่อการ

เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรโดยศึกษาระยะการพัฒนา

ของไมโครสปอร์จากการย้อมด้วยสีDAPI (4’-6-dia-

midino-2 phenylindole) และตรวจสอบภายใต้กล้อง

จลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์การเพาะเลีย้งอบัละอองเกสร

ดัดแปลงจากวิธีการของ Dumas de Vaulx et al. 

(1981) โดยใช้อาหารเพาะเลีย้งสตูร C medium ทีเ่ตมิ

สารควบคมุการเจรญิเตบิโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.01, 

0.1, 0.3 และ 0.5 มก./ล. ร่วมกับ kinetin ความเข้มข้น 

0.1 มก./ล. จ�ำนวน 4 สูตร ไม่เติมผงถ่านกัมมันต์ (ac-

tivated charcoal) และ จ�ำนวน 4 สูตร เติมผงถ่านกัม

มันต์ อัตรา 0.25 ก./ล. รวมทั้งสิ้น 8 สูตร ในอาหารทุก

สูตรใช้ saccharose 30 ก./ล. pH 5.8 วุ้น 7 ก./ล. เมื่อ

สังเกตเห็นการพัฒนาของเอ็มบริโอบนอับละอองเกสร

จึงท�ำการย้ายเอ็มบริโอมาเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร R 

medium ทีไ่ม่เตมิสารควบคมุการเจรญิเตบิโตเพือ่การ

พัฒนาเป็นต้นอ่อนต่อไป บันทึกผลประสิทธิภาพการ

เกิดต้นจากจ�ำนวนต้นทั้งหมดที่เกิดจากการเพาะเลี้ยง

อับละอองเกสรต่อจ�ำนวนอับละอองเกสรทั้งหมดที่

เพาะเลี้ยง ต้นพริกที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละออง

เกสรทั้งหมดน�ำมาตรวจสอบความเป็นสายพันธุ์แท้

และจ�ำนวนชุดโครโมโซม  โดยการเก็บใบอ่อนใน

สภาพin vitro มาท�ำการสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบ

ด้วยเทคนคิ SSRs และตรวจสอบจ�ำนวนชดุโครโมโซม

ด้วยเครื่อง Flow cytometer รุ่น PARTEC  PA II

ผลการศึกษาและวิจารณ์

การศึกษาระยะการพัฒนาของไมโครสปอร ์

	 จากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างขนาดดอก 

อับละอองเกสร และระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ 

พบว่า ดอกพรกิทีม่กีารพฒันาของไมโครสปอร์ในระยะ 

late-uninucleate เป็นส่วนมากกับ binucleate บาง

ส่วนนั้น มีความสัมพันธ์กับลักษณะดอกที่มีกลีบดอก

ยาวพ้นกลบีเลีย้งประมาณ 1/2 ของความยาวดอกและ

อับละอองเกสรมีสีม ่วงอ ่อนประมาณ 3/4 ของ 

อับละอองเกสรและมีสีเขียวอ่อนประมาณ 1/4 ของ 

อับละอองเกสร ซึ่ ง เป ็นระยะที่มีการพัฒนาของ 

ไมโครสปอร์เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร  

(Figure 1; A,B) ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดดอก  

อับละอองเกสร และระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ 

ของพริกแต่ละชนิดมักจะแตกต่างกันขึ้นกับสายพันธุ์

และชนิด จึงมีความจ�ำเป็นต้องศึกษาเพื่อหาระยะดอก

ที่เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงและใช้เป็นข้อบ่งชี้ที่ดีใน

การก�ำหนดระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ (Sibi  

et al., 1979; Irikova et al., 2011) ซึง่ Kim et al. (2004) 

รายงานว่าระยะของไมโครสปอร์ทีเ่หมาะสมต่อการเพาะ

เลีย้งอบัละอองเกสรของพรกิคอืระยะ late-uninucleate

การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร

	 จากการเพาะเลีย้งอบัละอองเกสรของพรกิลกูผสม

กลับข้ามชนิดCA758 xBC
2
F

3
758x80C

5
(1)(Table 1) 

พบว่า สูตรอาหารชักน�ำซึ่งเติมสารควบคุมการเจริญ

เติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.5 มก./ล.ร่วมกับ kinetin 

ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. มีประสิทธิภาพการเกิดต้น

สูงสุด คือ 1.05% รองลงมาคือสูตรอาหารที่เติมสาร

ควบคุมการเจริญเติบโต 2,4-D ความเข้มข้น 0.3, 0.1, 

และ 0.01 มก./ล. ร่วมกับkinetin ความเข้มข้น 0.1  

มก./ล. ทั้ง 3 สูตร พบอัตราการเกิดต้นเท่ากับ 0.53, 0.43 

และ 0.22 % ตามล�ำดับ จะเห็นได้ว่าอัตราการเกิดต้น

เพิ่มขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญ

เติบโต 2,4-D เพิ่มขึ้นตามล�ำดับ ขณะที่สูตรอาหาร

ชักน�ำที่เติมผงถา่นกัมมันต์ทั้ง 4 สูตร มีประสิทธิภาพ

ในการชักน�ำให้เกิดต้น 0-0.2% เมื่อเปรียบเทียบ

ประสทิธภิาพการเกดิต้นของพรกิบนอาหารชกัน�ำทีเ่ตมิ

และไม่เตมิผงถ่านกมัมนัต์ซึง่เตมิสารควบคมุการเจรญิ

เติบโตปริมาณที่เท่ากันทุกสูตร พบว่า สูตรอาหารที่ไม่

เติมผงถ่านกัมมันต์มีประสิทธิภาพการเกิดต้นที่ดีกว่า

ในการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของพริกลูกผสมกลับ

ข้ามชนดิ CA758 xBC
2
F

3
758x80C

5
(1) นี ้ แสดงว่าการ

ทดลองนี้การใส่ผงถ่านกัมมันต์ในอาหารชักน�ำไม่ส่ง

เสรมิการเกดิต้นในพรกิคูผ่สมนีอ้าจเนือ่งมาจากผงถ่าน

กัมมันต์สามารถดูดซับสารเคมีต่างๆและสารควบคุม

การเจริญเติบโตในอาหารเพาะเลี้ยง โดยเฉพาะสาร 
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2,4-D ซึ่งมีผลต่อประสิทธิภาพการเกิดต้น นอกจากนี้ 

พันธุกรรมของพริกเองก็น่าจะเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีส่วน

เกีย่วข้องกบัการตอบสนองต่ออาหารเพาะเลีย้ง  ซึง่ผล

การศึกษาครั้งนี้แตกต่างจากรายงานของ Supena et 

al. (2006) ที่พบว่าการเติมผงถ่านกัมมันต์ในอาหาร

เพาะเลี้ยงช่วยส่งเสริมการเกิดเอ็มบริโอ Johansson 

(1983) ได้เคยรายงานว่าผงถ่านกัมมันต์จะช่วยดูดซับ 

สารฟีนอล abscisic acid และสารต่างๆที่ปลดปล่อย

ออกมาจากเนือ้เยือ่อบัละอองเกสรซึง่ยบัยัง้การพฒันา

ของคัพภะ รวมทั้งดูดซับสาร FeEDTA, pyridoxine, 

biotin, thiamine, folic acid, nicotine acid และ สาร

ควบคุมการเจริญเติบโตของพืชที่อยู่ในอาหาร

สารเคมีต่างๆและสารควบคุมการเจริญเติบโตในอาหารเพาะเลี �ยง โดยเฉพาะสาร 2,4-D ซึ�งมีผลต่อประสทิธิภาพการเกิด

ต้น นอกจากนี � พนัธุกรรมของพริกเองก็น่าจะเป็นปัจจยัหนึ�งที�มีสว่นเกี�ยวข้องกบัการตอบสนองต่ออาหารเพาะเลี �ยง  ซึ�งผล

การศึกษาครั �งนี �แตกต่างจากรายงานของ Supena et al. (2006) ที�พบว่าการเติมผงถ่านกัมมนัต์ในอาหารเพาะเลี �ยงช่วย

สง่เสริมการเกิดเอ็มบริโอJohansson(1983) ได้เคยรายงานว่าผงถ่านกัมมนัต์จะช่วยดดูซบั 

สารฟีนอล abscisic acid และสารต่างๆที�ปลดปลอ่ยออกมาจากเนื �อเยื�ออบัละอองเกสรซึ�งยบัยั �งการพฒันาของคพัภะ 

รวมทั �งดดูซบัสาร FeEDTA, pyridoxine, biotin, thiamine, folic acid, nicotine acid และ สารควบคมุการเจริญเติบโต

ของพืชที�อยู่ในอาหาร 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Anther culture in pepper between CA758 and BC2F3758x80C5(1).  A. Microspore development  

                 at late uninucleate.  B. Pepper bud at the optimal stage for anther culture. C,D. Embryos emerging 

                 from the anthers showing roots and shoots.  E. DH plantlets in vitro for transplanting. 

 

Table1 Efficiency of induction medium for plant regeneration in anther culture of inter-specific pepper 

             between CA758 and BC2F3758x80C5(1) 

 
Induction medium 
  

No. of cultured 
anthers 

No. of regenerated 
plantlets 

 No. of plantlets per 
100 cultured anther 

H DH M Total   H  DH  M Total 

C0.01 907 1 1 0 2  0.11 0.11 0.00 0.22 

C0.01+AC 1,005 1 0 0 1  0.10 0.00 0.00 0.10 

C0.1 929 1 3 0 4  0.11 0.32 0.00 0.43 

C0.1+AC 622 0 0 0 0  0.00 0.00 0.00 0.00 

C0.3 1,501 4 4 0 8  0.27 0.27 0.00 0.53 

C0.3+AC 922 0 0 0 0  0.00 0.00 0.00 0.00 

C0.5 1,339 6 7 1 14  0.45 0.52 0.07 1.05 

C0.5+AC 1,019 0 2 0 2  0.00 0.20 0.00 0.20 

  8,244 13 17 1 31   0.16 0.21 0.01 0.38 
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H- haploid; DH- double haploid; M- mixoploid; AC- activated charcoal; C- C medium supplement with

2,4-D concentration (mg/l)
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	 ความแตกต่างของประสทิธภิาพการเกดิเอม็บรโิอ
และต้นจากอับละอองเกสร (androgenesis) ขึ้นกับ
ปัจจัยหลายประการ แต่ปัจจัยด้านพันธุกรรมของพืช
นับว่ามีความส�ำคัญที่สุด รองมาคือสภาวะที่เหมาะ
สมในการเพาะเลี้ยง  ส�ำหรับการเพาะเลี้ยงอับละออง
เกสรของพริก C. annuum มีรายงานว่าเป็นชนิดที่มี
ประสิทธิภาพการเกิดต้นได้ดีที่สุด โดยพบว่าจากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริกลูกผสมชั่วที่ 1 ระหวา่ง
พริก ‘83-168’ และ ‘PEPAC25’ (C. annuum)  
มีประสิทธิภาพการเกิดต้นสูงสุด 9.5 % (พรพนัช และ
จุลภาค, 2553) ส�ำหรับรายงานการศึกษาการเพาะ
เลี้ยงอับละอองเกสรของลูกผสมข้ามชนิด (inter- 
specific hybrid) โดย Nowaczyk et al. (2009) พบว่า
พริกลูกผสมรุ่น F

2
ของ C. frutescens x C. annuum 

และ C. frutescens x C. chinense นั้นพบประสิทธิภาพ
การเกิดต้นเพียง 0.19 และ 0.49 % ตามล�ำดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาในครั้งนี้ จะเห็นว่าได้ว่า
พริกลูกผสมกลับข้ามชนิดระหว่าง C.annuum กับ  
C. baccatum นัน้ มปีระสทิธภิาพการเกดิต้นบนอาหาร

ที่เหมาะสมสูงสุด 1.05 % และมีค่าเฉลี่ยของการเกิด
ต้นเท่ากบั 0.38 % จะเหน็ได้ว่าการเกดิต้นของการเพาะ
เลี้ยงอับละอองเกสรของพริกลูกผสมขา้มชนิด (inter-
specific hybrid) นั้น มีประสิทธิภาพค่อนข้างต�่ำเช่น
กนั การศกึษาครัง้นีต้้นพ่อทีเ่ป็นแหล่งของยนีต้านทาน
โรคแอนแทรคโนส คอื BC

2
F

3
758x80C

5
(1) ซึง่ผ่านการ

คดัเลอืกลกัษณะความต้านทานโรคมาหลายรุน่ ดงันัน้
อาจจะไม่ต้องผลิตต้นดับเบิลแฮพลอยด์จ�ำนวนมาก
ส�ำหรับการคัดเลือกลักษณะต้านทานโรค นอกจากนี้
พริกที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงผ่านการผสมกลับและผสม
ตัวเองจนรุ่น F

2
นั้น อาจจะเป็นแหล่งพันธุกรรมที่ดีใน

การเพาะเลี้ยง ซึ่งมีรายงานว่า ต้นดับเบิลแฮพลอยด์ที่
ผลิตจากต้นแม่ลูกผสมรุ่น F

2
 มีประสิทธิภาพการรวม

ตัวของยีนที่ดีกว่าต้นดับเบิลแฮพลอยด์ที่ผลิตจาก 
ต้นแม่ลูกผสมรุ่น F

1
ซึ่งท�ำให้โอกาสได้ต้นที่ผ่านการ 

คัดเลือกมากขึ้นเนื่องจากมีการเพิ่มจ�ำนวนของ  
recombinant จากการผสมตวัเองเพือ่สร้าง inbred line  
ในข้าวโพด (Bernardo, 2009)และพริก (Nowaczyk 
et al., 2009) 

H- haploid;DH- double haploid;M- mixoploid; AC- activated charcoal; C- C medium supplement  with  

2,4-D concentration (mg/l) 

 ความแตกต่างของประสทิธิภาพการเกิดเอ็มบริโอและต้นจากอบัละอองเกสร (androgenesis) ขึ �นกบัปัจจยัหลาย

ประการ แต่ปัจจัยด้านพนัธุกรรมของพืชนับว่ามีความสาํคญัที�สดุ รองมาคือสภาวะที�เหมาะสมในการเพาะเลี �ยง  สาํหรับการ

เพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรของพริก C. annuumมีรายงานว่าเป็นชนิดที�มีประสิทธิภาพการเกิดต้นได้ดีที�สดุ โดยพบว่าจากการ

เพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรพริกลกูผสมชั�วที�1ระหว่างพริก ‘83-168’ และ ‘PEPAC25’ (C. annuum) มีประสทิธิภาพการเกิด

ต้นสงูสดุ 9.5 % (พรพนชั และจลุภาค, 2553) สาํหรับรายงานการศึกษาการเพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรของลกูผสมข้าม

ชนิด (inter-specific hybrid) โดย Nowaczyk et al. (2009)พบว่าพริกลกูผสมรุ่น F2ของ C. frutescens x C. annuum

และ C. frutescens x C. chinenseนั �นพบประสทิธิภาพการเกิดต้นเพียง 0.19 และ0.49 % ตามลาํดบั เมื�อเปรียบเทียบกบั

การศึกษาในครั �งนี � จะเห็นว่าได้ว่าพริกลกูผสมกลบัข้ามชนิดระหว่าง C.annuumกบั C. baccatumนั �น มีประสทิธิภาพการ

เกิดต้นบนอาหารที�เหมาะสมสงูสดุ 1.05 % และมีค่าเฉลี�ยของการเกิดต้นเท่ากบั 0.38 % จะเห็นได้ว่าการเกิดต้นของการ

เพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรของพริกลกูผสมข้ามชนิด (inter-specific hybrid) นั �น มีประสทิธิภาพค่อนข้างตํ�าเช่นกนั 

การศึกษาครั �งนี �ต้นพ่อที�เป็นแหลง่ของยีนต้านทานโรคแอนแทรคโนส คือ BC2F3758x80C5(1) ซึ�งผ่านการคดัเลอืกลกัษณะ

ความต้านทานโรคมาหลายรุ่น   ดงันั �นอาจจะไม่ต้องผลติต้นดับเบิลแฮพลอยด์จํานวนมากสาํหรับการคัดเลอืกลกัษณะ

ต้านทานโรค นอกจากนี �พริกที�ใช้ในการเพาะเลี �ยงผ่านการผสมกลบัและผสมตัวเองจนรุ่น F2นั �น อาจจะเป็นแหลง่

พนัธุกรรมที�ดีในการเพาะเลี �ยง ซึ�งมีรายงานว่า ต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ที�ผลติจากต้นแม่ลกูผสมรุ่น F2 มีประสทิธิภาพการ

รวมตวัของยีนที�ดีกว่าต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ที�ผลติจากต้นแม่ลกูผสมรุ่น F1ซึ�งทําให้โอกาสได้ต้นที�ผ่านการคัดเลอืกมากขึ �น

เนื�องจากมีการเพิ�มจํานวนของ recombinant จากการผสมตวัเองเพื�อสร้าง inbred line ในข้าวโพด (Bernardo, 2009)

และพริก (Nowaczyk et al.,2009)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2  Double haploid lines were grown in greenhouse for seed production.  A, B, C Growth and  

               development of double haploid lines were differed in character and color in immature fruit 
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Table2 The effectiveness of individual parent from BC2F3758x80C5(1) plants in anther culture 

Plant no. No. of cultured anthers 
No. of plantlets  % of plantlets  Ratio 

H DH  %H %DH  H:DH 

1 2,555 6 12  0.23 0.47  1:2 

4 1,465 3 3  0.20 0.20  1:1 

6 1,741 3 1  0.17 0.06  3:1 

7 2,483 1 1  0.04 0.04  1:1 

 8,244 13 17  0.16 0.21  1:1.3 

 H- haploid; DH- doubled haploid; M- mixoploid 

 

 การเพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรของพริกลกูผสมกลบัข้ามชนิดCA758 xBC2F3758x80C5(1) จํานวน 8,244 อบั

ละอองเกสร สามารถชักนําการเกิดต้นได้ 31 ต้น และเมื�อตรวจสอบจํานวนชดุโครโมโซมด้วยเครื�องโฟลไซโตมิเตอร์ร่วมกบั

ตรวจสอบความเป็นสายพนัธุ์แท้ด้วยดีเอ็นเอเครื�องหมาย SSRs (Table 1) พบต้นแฮพลอยด์ 13 ต้น ต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ 

17 ต้น และต้นมิกโซพลอยด์ 1 ต้น หรือมีสดัสว่นการเกิดต้นแฮพลอยด์ต่อต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ (H:DH) โดยภาพรวม

เท่ากบั 1: 1.3 โดยต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ที�ได้ทั �งหมดเกิดขึ �นเองในสภาวะการเพาะเลี �ยงที�ทําการศกึษาต้นพริกประเภท 

spontaneous doubled haploid ซึ�งเมื�อนําออกปลกูสามารถเจริญเติบโตได้ดี ตลอดจนลดขั �นตอนการปฏิบติังานเพื�อเพิ�ม

จํานวนชดุโครโมโซมของต้นแฮพลอยด์ที�มีโครโมโซมชดุเดียวให้มีจํานวนเป็นสองชุดด้วยสารเคมีทําให้ประหยดัเวลาและ

ทรัพยากรในสร้างต้นดบัเบิลแฮพลอยด์  สาํหรับต้นดบัเบิลแฮพลอยด์ที�ผลติได้นี �ได้ย้ายออกปลกูเพื�อเก็บเมลด็พนัธุ์ พบว่า

แต่ละต้นมีความแตกต่างกนัทั �งลกัษณะการเจริญเติบโตของทรงต้น ใบ ดอก และผลซึ�งมีความแตกต่างทั �งรูปทรง และสีผล

เมื�อยงัไม่สกุแก่ (Figure 2) และเมื�อพิจารณาอตัราการเกิดต้นจากการเพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรที�มาจากคู่ผสมซึ�งเกิดจาก

สายพนัธุ์พ่อแยกต้น พบว่า ต้นที� 1 มีการเกิดต้นสงูสดุเท่ากบั 0.70 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งประกอบด้วยต้นแฮพลอยด์และดบัเบิลแฮ

พลอยด์เท่ากบั 0.23 และ 0.47 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบั หรือในสดัสว่น 1:2 (H: DH)  และพบการเกิดต้นจากทกุคู่ผสมที�ทํา

การเพาะเลี �ยง แสดงว่าพนัธุกรรมของพริกแต่ละต้นมีอิทธิพลต่อการชกันําการเกิดต้นของพริกคู่ผสมกลบัข้ามชนิดระหว่าง

พริก CA758 x BC2F3758x80C5(1)(Table 2) 

 

สรุป 

 การเพาะเลี �ยงอบัละอองเกสรของพริกลกูผสมกลบัข้ามชนิดCA758 xBC2F3758x80C5(1) สามารถชกันําการเกิด

ต้นพริกได้โดยตรง (direct embryogenesis) และพบว่าอาหารชกันําที�เติมสารควบคมุการเจริญเติบโต 2, 4-D ความ

เข้มข้น 0.5 มก./ล.ร่วมกบั kinetin ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. มีแนวโน้มในการชกันําให้เกิดต้นได้ดีที�สดุ คือ 1.05 เปอร์เซ็นต์ 

เมื�อตรวจสอบความเป็นสายพนัธุ์แท้ด้วยดีเอ็นเอเครื�องหมายชนิด SSRs และตรวจสอบจํานวนชดุโครโมโซมด้วยเครื�อง

โฟลไซโตมิเตอร์ พบว่ามีจํานวนต้นแฮพลอยด์และดบัเบิลแฮพลอยด์ (H:DH)ในสดัสว่น 1:1.3ซึ�งต้นพริกดบัเบิลแฮพลอยด์

ทกุต้นเกิดจากการเพิ�มจํานวนโครโมโซมขึ �นเองในสภาพเพาะเลี �ยงหรือ spontaneous double haploid lines 

 

คําขอบคุณ 

ขอขอบคณุศนูย์ความเป็นเลศิด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตรสาํนกัพฒันาบณัฑิตศกึษาและวิจยัด้านวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีสาํนักงานคณะกรรมการการอดุมศกึษากระทรวงศึกษาธิการ ที�สนบัสนนุทนุวิจยัในครั �งนี �  และขอขอบคณุ ผศ.
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H- haploid; DH- doubled haploid; M- mixoploid
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	 การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของพริกลูกผสม

กลับข้ามชนิดCA758 xBC
2
F

3
758x80C

5
(1) จ�ำนวน 

8,244 อบัละอองเกสร สามารถชกัน�ำการเกดิต้นได้ 31 

ต้น และเมื่อตรวจสอบจ�ำนวนชุดโครโมโซมด้วยเครื่อง

โฟลไซโตมิเตอร์ร่วมกับตรวจสอบความเป็นสายพันธุ์

แท้ด้วยดีเอ็นเอเครื่องหมาย SSRs (Table 1) พบต้น

แฮพลอยด์ 13 ต้น ต้นดับเบิลแฮพลอยด์ 17 ต้น และ

ต้นมิกโซพลอยด์ 1 ต้น หรือมีสัดส่วนการเกิดต้นแฮ

พลอยด์ต่อต้นดบัเบลิแฮพลอยด์ (H:DH) โดยภาพรวม

เท่ากับ 1: 1.3 โดยต้นดับเบิลแฮพลอยด์ที่ได้ทั้งหมด

เกิดขึ้นเองในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ท�ำการศึกษาต้น

พริกประเภท spontaneous doubled haploid ซึ่งเมื่อ

น�ำออกปลูกสามารถเจริญเติบโตได้ดี ตลอดจนลดขั้น

ตอนการปฏิบัติงานเพื่อเพิ่มจ�ำนวนชุดโครโมโซมของ

ต้นแฮพลอยด์ที่มีโครโมโซมชุดเดียวให้มีจ�ำนวนเป็น

สองชุดด้วยสารเคมีท�ำให้ประหยัดเวลาและทรัพยากร

ในสร้างต้นดับเบิลแฮพลอยด์  ส�ำหรับต้นดับเบิลแฮ

พลอยด์ที่ผลิตได้นี้ได้ยา้ยออกปลูกเพื่อเก็บเมล็ดพันธุ์ 

พบว่าแต่ละต้นมีความแตกต่างกันทั้งลักษณะการ

เจรญิเตบิโตของทรงต้น ใบ ดอก และผลซึง่มคีวามแตก

ต่างทัง้รปูทรง และสผีลเมือ่ยงัไม่สกุแก่ (Figure 2) และ

เมื่อพิจารณาอัตราการเกิดต้นจากการเพาะเลี้ยงอับ

ละอองเกสรทีม่าจากคูผ่สมซึง่เกดิจากสายพนัธุพ่์อแยก

ต้น พบว่า ต้นที่ 1 มีการเกิดต้นสูงสุดเท่ากับ 0.70 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งประกอบด้วยต้นแฮพลอยด์และดับเบิล

แฮพลอยด์เท่ากับ 0.23 และ 0.47 เปอร์เซ็นต์ ตาม

ล�ำดบั หรอืในสดัส่วน 1:2 (H: DH)  และพบการเกดิต้น

จากทุกคู่ผสมที่ท�ำการเพาะเลี้ยง แสดงว่าพันธุกรรม

ของพริกแต่ละต้นมีอิทธิพลต่อการชักน�ำการเกิดต้น

ของพริกคู่ผสมกลับข้ามชนิดระหว่างพริก CA758 x 

BC
2
F

3
758x80C

5
(1) (Table 2)

สรุป

	 การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรของพริกลูกผสม

กลับข้ามชนิดCA758 xBC
2
F

3
758x80C

5
(1) สามารถ

ชกัน�ำการเกดิต้นพรกิได้โดยตรง (direct embryogen-

esis) และพบว่าอาหารชักน�ำที่เติมสารควบคุมการ

เจริญเติบโต 2, 4-D ความเข้มข้น 0.5 มก./ล.ร่วมกับ 

kinetin ความเข้มข้น 0.1 มก./ล. มีแนวโน้มในการ

ชกัน�ำให้เกดิต้นได้ดทีีส่ดุ คอื 1.05 เปอร์เซน็ต์ เมือ่ตรวจ

สอบความเป็นสายพันธุ์แท้ด้วยดีเอ็นเอเครื่องหมาย

ชนิด SSRs และตรวจสอบจ�ำนวนชุดโครโมโซมด้วย

เครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ พบว่ามีจ�ำนวนต้นแฮพลอยด์

และดับเบิลแฮพลอยด์ (H:DH)ในสัดส่วน 1:1.3ซึ่งต้น

พริกดับเบิลแฮพลอยด์ทุกต้นเกิดจากการเพิ่มจ�ำนวน

โครโมโซมขึน้เองในสภาพเพาะเลีย้งหรอื spontaneous 

double haploid lines

ค�ำขอบคุณ

	 ขอขอบคุณศูนย์ความเป็นเลิศด้านเทคโนโลยี

ชวีภาพเกษตรส�ำนกัพฒันาบณัฑติศกึษาและวจิยัด้าน

วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีส�ำนักงานคณะกรรมการ

การอดุมศกึษากระทรวงศกึษาธกิาร ทีส่นบัสนนุทนุวจิยั

ในครั้งนี้  และขอขอบคุณ ผศ.ดร.เฉลิมศรี นนทสวัสดิ์

ศรี มหาวิทยาลัยแม่โจ้ จ.เชียงใหม่ และ ดร.สิริกุล วะ

สี ศูนย์วิจัยและพัฒนาพืชผักเขตร้อน มหาวิทยาลัย

เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน จ.นครปฐม ที่ให้

ความอนุเคราะห์เมล็ดพันธุ์พริกเพื่อการศึกษาวิจัยใน

ครั้งนี้
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