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Abstract 
 

Double haploid lines are useful in generating material for parental line in hybrid development. 
This research was to study the effect of pretreatment period and 2,4-D concentration on anther culture 
of pepper conducted at Chiangrai Highland Agricultural Research and development Center during  2020-
2021. Anther culture of F1 hybrid chili pepper var. ‘Pak Klong’ was performed. Anthers containing 
microspores at the late uninucleate stage were collected and cultured on C medium supplemented 
with 0.1 and 0.3 mg/l of 2,4-D and 0.1 mg/l kinetin. The cultured plates were incubated at 35OC for 4, 
6 and 8 days and moved to 25OC in the dark for 10 days. Then anthers were transferred to R medium 
containing 0.1 mg/l kinetin under 16 h day length. Forty days after culturing, embryos emerged from 
anthers which were transferred to the plant growth regulator free R medium. The highest number of 
embryos developed to plantlets was 5.8 plantlets/100 anthers when cultured on C medium containing 
0.1 mg/l 2,4-D plus 0.1 mg/l kinetin in the dark at 35 °C or 6 day. Chloroplast counting could be used 
to determine the ploidy level. The investigation of whether diploid plants were derived from 
spontaneous chromosome doubling was done by using a microsatellite marker. The results revealed 18 
haploid plants and 22 spontaneous double haploid from 1,270 anthers. 
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บทคัดย่อ 
 

การสร้างสายพันธุ์ดับเบิลแฮพลอยด์เป็นวิธีการ 
ที่มีประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์ เนื่องจากเป็นการลด
ระยะเวลาในการสร้างพืชสายพันธุ ์แท้ การเพาะเลี ้ยง      
อับละอองเกสรเป็นวิธีการหนึ่งในการสร้างสายพันธุ์ดับเบิล
แฮพลอยด์ งานวิจัยนี้ศึกษาผลของระยะเวลาการเตรียม
อับละอองเกสรร่วมกับความเข้มข้นของ 2,4-D ต่อการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริกหยวกลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ์
ปากคลอง ดำเนินการ ณ ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตร
ที่สูงเชียงราย ระหว่างปี พ.ศ. 2563–2564 นำอับละอองเกสร
ของพริกที่มีไมโครสปอร์อยู่ในระยะ late uninucleate 
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร C ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 
และ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไคเนตินความเข้มข้น 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วบ่มในที ่ม ืดที ่อ ุณหภูมิ 35         
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4, 6 และ 8 วัน และนำไป
เพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 10 วัน จึง
ย้ายอับละอองเกสรลงบนอาหารสูตร R ที่เติมไคเนติน 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมง และที่มืด 8 
ชั่วโมงต่อวัน เมื่อเพาะเลี้ยงประมาณ 40 วัน สังเกตพบ
เอ็มบริโอเกิดขึ้นจึงย้ายลงบนอาหารสูตร R ซึ่งไม่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต พบว่าสูตรอาหารและระยะเวลา
การเตรียมอับละอองเกสรที ่เหมาะสมต่อการชักนำให้         
ไมโครสปอร์มีการพัฒนาเป็นเอ็มบริโอคืออาหารสูตร C        
ที่มี 2,4-D 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับไคเนติน 0.1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร เพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 6 วัน 
โดยสามารถชักนำให้พ ัฒนาเป็นต้นได้ประมาณ 5.8       
ต้นต่อ 100 อับละอองเกสร เมื่อตรวจสอบต้นที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรด้วยการนับจำนวนคลอโรพลาสต์ 
ในเซลล์คุมและดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
ได้ต้นแฮพลอยด์จำนวน 18 ต้น และได้ต้นดับเบิลแฮพลอยด์
ท ี ่ เก ิดจากการเพ ิ ่มจำนวนโครโมโซมขึ ้นเองในสภาพ
เพาะเลี้ยง  (spontaneous double haploid) จำนวน 22 ตน้ 
จากการเพาะเลี้ยง 1,270 อับละอองเกสร 

 

คำสำคัญ:  สายพันธุด์ับเบลิแฮพลอยด์  การเพาะเลี้ยง 
              อับละอองเกสร  พริก  การเตรียมอับละออง 
              เกสร  2,4-D 
 

คำนำ 

 
พริกเป็นผักที่มีความสำคัญทางเศรษฐกิจและ

ความเป็นอยู ่ของคนไทย มีการปลูกและใช้พริกเพื่อ
ประกอบอาหารหรือแปรรูป ในอุตสาหกรรมอาหารและ
สกัดสารสำคัญ เช่น แคปไซซินเพื่อใช้ในทางการแพทย์    
แต่ปัญหาจากโรคและแมลงศัตรูพืชทำให้ผลผลิตต่ำและมี
การใช้สารเคมีในการป้องกันกำจัดศัตรูพืชปริมาณมาก  
การปรับปรุงพันธุ์พริกเพื่อให้ได้ลักษณะที่ต้องการ เช่น 
ต้านทานโรคหรือลักษณะที่ดีทางการเกษตรต้องใช้พื้นที่
และแรงงานมาก และต้องใช้ระยะเวลานานในขั้นตอนการ
สร้างสายพันธุ์แท้ การสร้างสายพันธุ์ดับเบิลแฮพลอยด์  
(double haploid) เป็นวิธีการหนึ่งที่ช่วยลดระยะเวลา 
ในการปรับปรุงพันธุ์พืช เนื่องจากเป็นการสร้างพืชสายพันธุ์
แท้ ที่ไม่มีการข่มของยีน ได้โดยตรงจากพริกสายพันธุ์
ลูกผสม อย่างไรก็ตามการสร้างสายพันธุ์ดับเบิลแฮพลอยด์
โดยการเพาะเลี ้ยงอับละอองเกสรพริกนั้นความสำเร็จ
ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น พันธุกรรม ระยะการพัฒนา     
ที ่เหมาะสมของไมโครสปอร์ องค์ประกอบของอาหาร
เพาะเล ี ้ยง และการเตรียมอับละอองเกสรก่อนการ
เพาะเลี้ยง (pretreatment)  ซึ ่งเป็นการกระตุ้นให้ไมโคร 
สปอร์เปลี ่ยนจากการพัฒนาเพื ่อเป ็นเซลล์ส ืบพ ันธุ์  
(gametophyte)  เป ็นพ ัฒนาเพ ื ่อเป ็นเซลล ์ร ่างกาย 
(sporophyte)  การทำ pretreatment ทำได ้ท ั ้ งทาง
กายภาพ เช่น การใช้อุณหภูมิ หรือทางเคมี การใช้อุณหภูมิ
ในการ pretreatment นิยมใช้อุณหภูมิต่ำ (4-10 องศา
เซลเซ ียส) หร ืออ ุณหภ ูม ิส ูง (30-35 องศาเซลเซ ียส) 
ระยะเวลาหนึ่ง  ในพริก de Vaulx et al. (1981)  พบว่า
การใช ้อ ุณหภ ูม ิส ูงม ีผลด ีต ่อการเก ิดเอ ็มบร ิ โอโดย
เปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรที่อุณหภูมิ 35 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน และ 8 วัน พบว่าการใช้
อุณหภูมิสูงเป็นเวลา 8 วัน ส่งเสริมการเกิดเอ็มบริโอได้
ดีกว่า 2 วัน อย่างเห็นได้ชัด  Meekul and Chunwongse 
(2010) รายงานการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรลูกผสมชั่วที่ 1 
ระหว่างพริกขี้หนูพันธุ์ ‘83-168’ และ ‘PEPAC25’  พบว่า
เม ื ่อเพิ ่มความเข้มข้น 2,4 -D ในอาหารชักนำให้เกิด
เอ็มบริโอเปอร์เซ็นต์การเกิดเอ็มบริโอจะเพิ่มมากขึ้นตาม
ไปด้วย แต่ที่ความเข้มข้นของ 2,4-D ระดับ 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร พบว่าเอ็มบริโอมีการพัฒนาเป็นต้นปกติช้ากว่า
เอ็มบริโอที่ได้จากสูตรอาหารที่มี 2,4-D 0.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร โดยในสูตรอาหารที่เติม 2,4-D 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับไคเนติน 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร มีการพัฒนาเป็นต้น
พริก 9.5 ต้นต่อ 100 อับละอองเกสร และมีการพัฒนา
เป็นต้นที่เร็วและสมบูรณ์    

ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาผลของ 
ระยะเวลาการเตรียมอับละอองเกสรร่วมกับความเข้มข้น
ของ 2,4-D ในการเพาะเลี ้ยงอับละอองเกสรของพริก          
เพื่อนำไปใช้ประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์พริกต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
การศึกษาระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ 

พันธุ์พริกที่ใช้ในการศึกษา คือ พริกหยวกลูกผสม
ชั่วที่  1 พันธุ์ ‘ปากคลอง’ ของบริษัท เจียไต๋ จำกัด         
มีลักษณะผลยาว 10–12 เซนติเมตร ผลสีเขียวอมเหลือง 
ให้ผลผลิตดี ผลใหญ่ ผิวเรียบตึงเป็นพันธุ์ที่ตลาดต้องการ  
ศึกษาลักษณะสัณฐานของดอกพริกหยวกพันธุ์ปากคลอง 
ที่ภายในอับละอองเกสรมีไมโครสปอร์พัฒนาอยู่ในระยะ 
late uninucleate ซ ึ ่ ง เป ็นระยะท ี ่ เหมาะสมต ่อการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ดังนี้ เก็บดอกพริกดอกตูมหลาย ๆ 
ขนาด ตั้งแต่ดอกที่มีกลีบเลี้ยงหุ้มกลีบดอกทั้งหมดไปจนถึง
ดอกที ่ใกล ้บานมีกล ีบดอกเป็นสองเท ่าของกล ีบเล ี ้ยง 
ตรวจสอบระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์  โดยย้อมด้วยสี
ฟ ล ู อ อ เ ร ส เ ซ น ต ์  4',6-diamidino-2-phenylindole 
 

(DAPI) ซึ่งมีคุณสมบัติย้อมติดสีในนิวเคลียส ทำการบด 
อับละอองเกสรของดอกพริกแต่ละขนาดในสารละลาย 
DAPI ความเข้มข้น 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วคีบเศษ
อับละอองเกสรออก บ่มสไลด์ในที ่ม ืด 10 นาที แล้ว
ตรวจสอบระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ โดยพิจารณาจาก
ตำแหน่งของนิวเคลียสในไมโครสปอร์ด้วยกล้องจุลทรรศน์       
ฟลูออเรสเซนต์กำลังขยาย 400 เท่า ณ ฝ่ายปฏิบัติการ 
งานกล้องจุลทรรศน์และเครื่องถ่ายภาพ สถาบันบริการ
ตรวจสอบคุณภาพและมาตรฐานผลิตภัณฑ์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 
 
การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริก 
 การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริกทำโดยการ
ฟอกฆ่าเชื้อที่ผิวของดอกพริกแล้วแยกอับละอองเกสรออก
จากดอก วางอับละอองเกสรบนอาหารชักนำให้เกิด
เอ็มบริโอ คือ อาหารสูตร C (de Vaulx et al., 1981)       
ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 และ 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ร่วมกับไคเนตินความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วบ่ม
ในที ่ม ืดที ่อ ุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4, 6    
และ 8 วัน เพาะเลี้ยง 200 อับละอองเกสรขึ้นไปต่อหนึ่ง
ระดับความเข้มข้น และนำไปเพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส 10 วัน จึงย้ายอับละอองเกสรลงบน
อาหารสูตร R ที ่ เต ิมไคเนติน 0.1 มิลล ิกร ัมต่อล ิตร  
เพาะเลี้ยงในที่มีแสง 16 ชั่วโมง และที่มืด 8 ชั่วโมงต่อวัน 
เมื่อเพาะเลี้ยงประมาณ 40 วัน สังเกตพบเอ็มบริโอเกิดขึ้น 
จึงย้ายลงบนอาหารสูตร R ซึ ่งไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเพื่อให้พัฒนาเป็นต้นพริกที่สมบูรณ์ 
 
การตรวจสอบจำนวนชุดโครโมโซมต้นพริกที่ไดจ้ากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร 

นับจำนวนคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุม (guard 
cell) ของผิวใบพริกที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร
เพ ื ่ อตรวจสอบจำนวนช ุด โครโมโซม  ตามว ิ ธ ีของ 
Arjunappa et al. (2015) ทำการลอกผิวใบด้านหลังใบ
พริกแล้ววางบนสไลด์ที่มีน้ำกลั่น ตรวจสอบด้วยกล้อง 
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จุลทรรศน์กำลังขยาย 400 เท่า โดยจำนวนคลอโรพลาสต์
ใน เซลล ์ ค ุ มของพร ิ กแฮพลอยด ์ม ี จ ำนวน  8 -10              
คลอโรพลาสต์ ส่วนพริกดิพลอยด์มี 16-20 คลอโรพลาสต์   
 
ตรวจสอบ Spontaneous double haploid โดยใช้ 
ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 

ก า ร ต ร ว จ ส อ บ  Spontaneous double 
haploid ใช้ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์ 
ไ ด ้ น ำต ้ นพร ิ ก ส ่ งว ิ เคราะห ์  ณ ห ้ องปฏ ิ บ ั ต ิ การ
เทคโนโลยีชีวภาพพืช ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน  วิธีการ
ตรวจสอบทำการสกัดดีเอ็นเอของใบพริกของต้นดิพลอยด์
ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ตามวิธี Fulton   
et al. (1995) โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายของปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลีเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) 
ด้วยดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์ โดยใช้       
ดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ให้ความแตกต่างในพริกหยวกลูกผสม
ชั่วที่ 1 พันธุ์ปากคลอง คือ CA516439  ซึ่งวางตัวอยู่บน
กลุ่มลิงค์เกจกลุ่มที่ 10 (Wu et al., 2009) ตรวจสอบผล
ด้วยวิธ ีอิเล ็กโทรโฟรีซิสในเจลโพลีอะคริลาไมด์ 4.5 
เปอร์เซ็นต์ และย้อมด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท 1 
เปอร์เซ็นต์ 
 
 
 
 
 

ผลการวิจัย 

 

การศึกษาระยะการพัฒนาของไมโครสปอร์ 
การศึกษาลักษณะสัณฐานของดอกพริกหยวก

พันธุ์ปากคลอง ที่มีไมโครสปอร์พัฒนาอยู่ในระยะ late-
uninucleate ทำโดยการย้อมสีนิวเคลียสด้วยสีฟลูออ  
เรสเซนต์ DAPI ผลการศึกษาพบว่า ขนาดของดอกตูม     
ที่พัฒนาขึ้นสัมพันธ์กับการพัฒนาของไมโครสปอร์ภายใน
อับละอองเกสร ดอกตูมที่มีกลีบเลี้ยงหุ้มกลีบดอกทั้งหมด
ไมโครสปอร์ส่วนหนึ่งยังติดกันอยู่ในระยะ tetrad และ
ส่วนใหญ่พบไมโครสปอร์รูปร่างกลม นิวเคลียสเรืองแสง
อยู่ตรงกลาง คือ ระยะ early uninucleate  ส่วนดอกพริก 
ที่ใกล้บาน อับละอองเกสรเป็นสีม่วง ไมโครสปอร์ภายใน
ส่วนใหญ่จะพบ 2 นิวเคลียส ซึ ่งผ่านการแบ่งตัวแบบ       
ไมโทฺซิสครั ้งที ่ 1 แล้ว หรือเรียกว่าระยะ binucleate            
ในส่วนลักษณะสัณฐานของดอกพริกหยวกพันธุ์ปากคลอง
ที ่กลีบดอกพ้นกลีบเลี้ยงเล็กน้อยและอับละอองเกสรมี       
สีม่วงอ่อนด้านหนึ่ง (Figure 1) มีไมโครสปอร์ที่อยู่ในระยะ 
late-uniucleate พบนิวเคล ียสต ิดก ับผน ังเซลล ์ของ       
ไมโครสปอร์ เนื่องจากเป็นระยะที่แวคิวโอลขยายขนาด
ใหญ่เกือบเต็มทั้งเซลล์ นิวเคลียสเคลื่อนจนกระทั่งติดผนัง
เซลล์และเตรียมแบ่งตัวแบบไมโทซิสครั ้งที ่ 1 ดังนั้น      
จะเลือกดอกพริกที ่มีลักษณะดังกล่าวนำไปเพาะเลี้ยง        
อับละอองเกสร   
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Figure 1  Flower buds of and anther ‘Pak Klong’ pepper containing microspores at the stage of  
              late-uninucleate (A) and microspores in the late uninucleate stage stained with DAPI,  
              examined by 400x fluorescence microscopy (B) 
 
การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริก 

ได้ศึกษาสภาวะในการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร
พริก โดยใช้พริกหยวกพันธุ ์ปากคลอง เพาะเลี ้ยงอับ
ละอองเกสรในอาหารสูตร C ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 
0.1 หรือ 0.3 มิลลิกร ัมต่อลิตร ร ่วมกับไคเนติน 0.1 
มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส 4, 6 หรือ 8 วัน เม่ือทำการเพาะเลี้ยงอับละออง
เกสรเป็นเวลาประมาณ 40 วัน พบการเกิดเอ็มบริโอ      
โดยไม่ผ่านแคลลัส (direct embryogenesis) เอ็มบริโอ
บางส่วนมีการพัฒนาเป็นต้นอ่อนที่สมบูรณ์เมื ่อย้ายลง
อาหารสูตร R เป็นเวลาประมาณ 20-30 วัน (Figure 2)  
การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในอาหาร C 
ที่มี 2,4-D ทั้งสองระดับความเข้มข้น เป็นเวลา 8 วัน       
มีจำนวนต้นพริกที ่เกิดขึ ้นน้อยที ่สุด การชักนำให้เกิด
เอ็มบริโอในอาหารสูตร C ที่เติม 2,4-D ความเข้มข้น 0.3 

มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส  4 วัน เกิดต้นพริก 5.1 ต้นต่อ 100 อับละออง
เกสร ซึ ่งเป็นสภาวะที่ เอ็มบริโอพัฒนาเป็นต้นสูงที่สุด     
ร้อยละ 50 และการเกิดต้นสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร
สูตร C 2,4-D ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ในที่มืด       
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 6 วัน พบจำนวนต้นสูงที่สุด
เท่ากับ 5.8 ต่อ 100 อับละอองเกสร (Table 1) ต้นพริก 
ดิพลอยด์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรจะต้องมี
การตรวจสอบเซลล์ที่พัฒนาเป็นต้นพริก โดยใช้ดีเอ็นเอ
เคร ื ่องหมาย เน ื ่องจากต ้นดิพลอยด์ท ี ่ เก ิดจากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรนั้นอาจเกิดจากการพัฒนาของ
ผนังอับละอองเกสร ซึ่งมีพันธุกรรมเช่นเดียวกับต้นพริก  
ที่ให้อับละอองเกสร หรืออาจเกิดการพัฒนาขึ้นจากเซลล์
สืบพันธุ ์ที ่มีการเพิ ่มจำนวนโครโมโซมขึ ้นเองในสภาพ
เพาะเลี้ยง (spontaneous chromosome doubling)   

 
 
 
 
 

2 mm. 

(B) (A) 
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Table 1  Effect of pretreatment period and 2,4-D concentration on anther culture of pepper hybrid  
             ‘Pak Klong’ 

 
 

 
 

Figure 2   Direct androgenesis embryo and haploid embryo (A,B); In Vitro regeneration  
              and development of plantlets (C,D) and transplaning of In Vitro regenerated  
               plantlets. 

 

Treatment Day of 
heat 

treatment 

No. of 
cultured 
anthers 

No. of 
embryos 
produced 

No. of 
regenerated 

plants 

Plant 
regeneration 
percentage 

2,4-D  0.1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 4 207 32 7 3.4 
2,4-D  0.1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 6 226 34 13 5.8 
2,4-D  0.1 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 8 216 13 4 1.9 

2,4-D  0.3 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 4 214 22 11 5.1 
2,4-D  0.3 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 6 207 11 3 1.4 
2,4-D  0.3 mg/l + kinetin 0.1 mg/l 8 200 10 2 1.0 

(A) (B) 

(D) (C) (E) 
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การตรวจสอบจำนวนชุดโครโมโซมต้นพริกที่ไดจ้ากการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร 

จากรายงานของ Arjunappa et al. (2015)  ได้
ศึกษาวิธีตรวจสอบจำนวนชุดโครโมโซมต้นพริกที่ได้จาก
การเพาะเลี้ยงอับละอองเกสรโดยศึกษา 3 วิธี คือ 1) การ
นับจำนวนโครโมโซมที ่ปลายรากพริก พบว่าต้นพริก        
แฮพลอยด์มีจำนวนโครโมโซม 12 แท่ง ส่วนดิพลอยด์มี
โครโมโซม 24 แท่ง  2) การนับจำนวนคลอโรพลาสต์         
ในเซลล์คุม ซึ่งต้นแฮพลอยด์มีจำนวนคลอโรพลาสต์ในเซลล์
คุม 8-10 คลอโรพลาสต์ ส่วนต้นดิพลอยด์มีคลอโรพลาสต์ 
16-20 คลอโรพลาสต์ และ 3) การใช้เครื ่องโฟลไซโต
มิเตอร์ในการประเมินปริมาณดีเอ็นเอภายในเซลล์แล้ว

เปรียบเทียบกับปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่างอ้างอิงที่ทราบ
จำนวนชุดโครโมโซม ผลการทดลองพบว่า ทุกวิธีสามารถ
ใช้ตรวจสอบจำนวนชุดโครโมโซมได้ การนับจำนวนโครโมโซม
และการนับจำนวนคลอโรพลาสต์มีข้อดีกว่าการใช้โฟลไซโต
มิเตอร์ คือ มีค่าใช้จ่ายที ่น้อยกว่า ดังนั ้นการทดลองนี้       
จึงได้ใช้การนับจำนวนคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุมในการ
ตรวจสอบจำนวนชุดโครโมโซมเบื้องต้น เนื่องจากทำได้
ง่ายและรวดเร็ว โดยได้นำต้นพริกจากการเพาะเลี ้ยง       
อับละอองเกสร จำนวน 40 ต้น ตรวจสอบพบต้นพริกที่คาด
ว่าจะเป็นต้นแฮพลอยด์ 18 ต้น และต้นพริกที่คาดว่าจะเป็น
ต้นดิพลอยด์จำนวน 22 ต้น (Figure 3) 

   
 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 3   The guard cells of putative haploid plant (A) and putative diploid plant (B) demonstrate  
               the difference in number of chloroplasts  
 
 

การตรวจสอบ spontaneous double haploid โดย
ใช้ดีเอ็นเอเครื่องหมาย 

การใช้ดีเอ็นเอเครื่องหมายชนิดไมโครแซท
เทลไลท์ สามารถแยกต้นดิพลอยด์ที ่ เก ิดจากการ
พัฒนาของเซลล์ร่างกายของอับละอองเกสร หรือจาก
เอ็มบริโอพัฒนามาจากเซลล์สืบพันธุ ์ที ่เพิ ่มจำนวน
โครโมโซมขึ้นเองในสภาพเพาะเลี้ยง (spontaneous 

chromosome doubling) ได้โดยการเปรียบเทียบ
แถบดีเอ็นเอของต้นดิพลอยด์ที่ได้กับแถบดีเอ็นเอของ
ต้นที่ให้อับละอองเกสร โดยต้นดิพลอยด์ที่เกิดจากการ
พัฒนาจากเซลล์ร่างกายของอับละอองเกสรได้มาจาก
การรวมของเซลล์สืบพันธุ์ของแม่และพ่อ ดังนั้นควรมี
แถบดีเอ็นเอของทั้งแม่และพ่อ ส่วนต้นพริกที่พัฒนา
จากเซลล์ส ืบพันธุ ์ท ี ่ เ พ่ิมจำนวนโครโมโซมขึ ้นเอง       

A B 
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ในสภาพเพาะเลี้ยงนั้นจะมีแถบดีเอ็นเอเป็นแถบเดียว
ซึ่งอาจจะเป็นแถบใดเพียงแถบหนึ่งก็ได้ จากผลการ
ตรวจสอบพบว่า แถบดีเอ็นเอของพริกพันธุ์ปากคลอง
ซึ่งเป็นลูกผสมชั่วที่ 1 (ตัวอย่างท่ี 20) พบแถบดีเอ็นเอ
สองแถบ ตำแหน่งที่ 170 และ 160 คู่เบส ตามลำดับ 
(Figure 4) ส่วนต้นพริกที ่พัฒนาจากเซลล์สืบพันธุ์      
ที่เพิ่มจำนวนโครโมโซมขึ้นเองในสภาพเพาะเลี้ยงนั้น 
มีแถบดีเอ็นเอเป็นแถบเดียว จากการทดสอบต้นพริก 
ดิพลอยด์ จำนวน 19 ต้น (ตัวอย่างที่ 1 ถึง 19) ไม่พบ

ต้นพริกที่พัฒนามาจากเซลล์ร่างกายของอับละออง
เกสร แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของการเพาะเลี้ยงนี้
สามารถชักนำการพัฒนาเอ็มบริโอจากละอองเกสร
เท ่าน ั ้น  จากน ั ้นได ้ทำการย ้ ายต ้นพร ิกด ับ เบิล            
แฮพลอยด์ปรับสภาพและปลูกในโรงเรือนเพื ่อเก็บ
เมล็ดพันธุ ์ โดยลักษณะทางสรีระของพริกดับเบิล        
แฮพลอยด์แต่ละต้นแตกต่างกันทั้งขนาดผล รูปร่างผล 
เป็นแบบสามเหลี่ยมหรือเรียวยาว หรือดังใน Figure 5 
ลักษณะการติดผลที่ผลชี้ขึ้นหรือผลห้อยลง 

 

 
Figure 4   Determination of diploid plants obtained from anther culture using microsatellite  
               DNA marker CA516439 
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Figure 5   Anther culture derived plants grown in the greenhouse 
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 

 

จากผลการศึกษาระยะเวลาการเตรียมอับละออง
เกสรร่วมกับความเข้มข้นของ 2 ,4-D ต่อการเพาะเลี้ยง          
อับละอองเกสรพริกหยวกลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ์ปากคลอง 
พบว ่าการใช้  pretreatment ท ี ่  35 องศาเซลเซ ียส           
เป็นเวลา 8 วัน เปอร์เซ็นการเกิดต้นลดลงอย่างเห็นไดช้ัด      
ซึ่งไม่สอดคล้องกับรายงานของ de Vaulx et al. (1981) 
ที ่รายงานว่าการใช้สภาวะดังกล่าวสามารถเพาะเลี้ยง      
อับละอองเกสรพริกผลใหญ่หลายพันธุ์  โดยสามารถชักนำ
ให้เกิดต้นได้ 5–40 ต้นต่อ 100 อับละออง ซึ่งอาจเกิดจาก
พันธุกรรมของต้นพริกที่แตกต่างกัน ถึงแม้ว่าการศึกษา
ครั้งนี ้จะมีเปอร์เซ็นการชักนำให้เกิดต้นไม่มากนัก แต่
เนื ่องจากการเพาะเลี ้ยงอับละอองเกสรเป็นวิธีการที่           
ไม่ซับซ้อน ไม่ต้องใช้อุปกรณ์หรือเครื่องมือที่ทันสมัย หากมี
การศึกษาต่อไปถึงปัจจัยอื ่น ๆ ซึ ่งมีผลต่อการพัฒนา      
เป็นต้น เช่น การเพิ่มองค์ประกอบอ่ืน ๆ ของอาหารชักนำ 
เช ่น  ผงถ ่ าน  หร ือกรดอะม ิ โนบางชน ิด  อาจเพิ่ ม
ประสิทธิภาพการชักให้พัฒนาเป็นต้นเพิ่มข้ึนได้  

 

การเพิ ่มจำนวนชุดโครโมโซมขึ ้นเองในสภาพ
เพาะเลี ้ยงเป็นประโยชน์ต่อการสร้างสายพันธุ ์ดับเบิล       
แฮพลอยด์ เนื่องจากสามารถลดขั้นตอนการเพิ่มจำนวนชุด
โครโมโซมโดยใช้สารเคมีได้ ซึ ่งเป็นสภาวะที่พบได้ในการ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพืชหลายชนิด การศึกษาในครั้งนี้
พบการเก ิด spontaneous double haploid ส ูงที่สุด
ร ้อยละ 50 ซึ ่งส ูงกว ่าการศึกษาของ Meekul (2010) 
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสรพริกลูกผสมชั่วที่ 1 (‘83-168’x 
‘PEPAC25’) พบการเกิดร้อยละ 20  Seguí-Simarro and 
Nuez (2008)  ศึกษากลไกการเพิ่มจำนวนชุดโครโมโซม
ขึ้นเองในสภาพเพาะเลี้ยงรายงานว่า อาจเกิดได้ 3 วิธี คือ 
endoreduplication, nuclear fusion และ endomitosis 
โดยสภาพแวดล้อม เช่น สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่ม
ออกซิน สภาวะเครียดต่าง ๆ ที่ใช้ในการ pretreatment 
ม ีผลต ่อการเพ ิ ่มจำนวนโครโมโซมข ึ ้นเองในสภาพ
เพาะเลี้ยงอับละอองเกสร ส่วนพันธุกรรมของพืชอาจจะ
เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผล อย่างไรก็ตามต้องมีการศึกษาเพื่อให้
มีข้อมูลสนับสนุนที่มากเพียงพอต่อไป 
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จากการเพาะเลี ้ยงอับละอองเกสรพริกหยวก
ลูกผสมชั่วที่ 1 พันธุ์ปากคลอง สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อ
การชักนำให้ไมโครสปอร์มีการพัฒนาเป็นเอ็มบริโอ คือ
อาหารสูตร C ที่มี 2,4-D 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ     
ไคเนติน 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร เพาะเลี้ยงในที่มืดที่อุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส  6 วัน โดยสามารถชักนำให้พัฒนาเป็น
ต้นได้ 5.8 ต้นต่อ 100 อับละอองเกสร และเอ็มบริโอที่ได้
จากอาหารสูตรนี้มีการพัฒนาเป็นต้นสมบูรณ์ในระยะเวลา
สั้น เมื่อตรวจสอบต้นที่ได้จากการเพาะเลี้ยงอับละอองเกสร
ด้วยการนับจำนวนคลอโรพลาสต์ในเซลล์คุม และการใช้          
ด ี เอ ็นเอเคร ื ่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท์  ได ้ต้น           
แฮพลอยด์จำนวน 18 ต้น และได้สายพันธุ์ดับเบิลแฮพลอยด์
ที ่เกิดจากการเพิ ่มจำนวนโครโมโซมขึ ้นเองในสภาพ
เพาะเล ี ้ยง (spontaneous double haploid) จำนวน 
22 ต้น   
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