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ผลของ Zeatin และ IAA ต่อการชักน าให้เกดิเอมบริโอของพริก 
โดยการเพาะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปล่อยลอย 
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Abstract: Effects of zeatin and IAA on embryogenesis by shed-microspore culture was carried out on pepper 
genotype 17212 using anthers with 10% purple tip containing a mixed population of mid to uninucleate 
microspores. Plant growth regulators supplemented in the double layer media were 0.0, 0.1, 0.5, 1.0 mg/L zeatin 
with 0.0, 0.5, 0.8, 1.8 mg/L IAA. It was found that 0.1 mg/L zeatin and 0.5 mg/L IAA induced significantly highest 
40.8% embryo and 35.9% regenerated plants. Ploidy levels of regenerated plants were determined by flow 
cytometry. It was found that 62% were haploid and 38% were spontaneous doubled haploid. Transferred shed 
microspore culture can be used efficiently for double haploid production in pepper. 
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พริก (Capsicum spp.) จดัอยูใ่นวงศ์ Solanaceae 
มี ถ่ินก ำเนิดอยู่ในเขตร้อนของทวีปอเมริกำใต้ พริกมี
โครโมโซม 2n = 24 เป็นไม้พุ่มล้มลุกเนือ้อ่อน มีทัง้พันธุ์
หลำยฤดูและฤดูเดียว มีควำมผันแปรค่อนข้ำงมำก  
ทัง้ลักษณะสี กลีบดอก ล ำต้น ใบ และผล โดยผลพริก 
มีควำมผนัแปรของรูปร่ำง ขนำด และควำมเผ็ด พริกเป็น
พืชที่มีดอกสมบูรณ์ เพศ และสำมำรถผสมตัวเองได้  
แต่มีโอกำสผสมข้ำมดอกและก่อให้เกิดกำรกลำยพนัธุ์ได้ 
9-36% (Rasmeethamwong, 1995) นอกเหนือจำกกำรใช้
ปรุงอำหำรในรูปสดและแห้งแล้ว มีกำรน ำพริกมำใช้
ประโยชน์เพื่ออุตสำหกรรมอำหำรและยำ ในประเทศไทย
พริกเป็นพืชที่มีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ มีปริมำณ 
กำรผลติ กำรสง่ออก และน ำเข้ำทัง้ในรูปพริกสด พริกแปรรูป
เพื่ออุตสำหกรรม และมีกำรใช้เมล็ดพันธุ์ในแต่ละปีเป็น 
มลูคำ่ที่สงูอยำ่งตอ่เนื่อง (Techawongstien, 1994) ปัจจบุนั
เกษตรกรนิยมใช้ เมล็ดพันธุ์ ลูกผสม (hybrid variety)  
ซึ่ งมี ลักษณะที่ ดี กว่ำลูกผสมเปิด (open-pollination 
variety) เช่น มีควำมสม ่ำเสมอของพนัธุ์และให้ผลผลิตสงู 
อย่ำงไรก็ตำมกำรปรับปรุงพันธุ์พืชเพ่ือสร้ำงสำยพันธุ์แท้
ลูกผสมจ ำเป็นต้องท ำกำรผสมตัวเองหลำยชั่วและ 
ใช้เวลำนำนมำก  

กำรเพำะเลีย้งอบัเรณ ู(anther culture) หมำยถึง 
กำรน ำอบัเรณทูี่มีเรณอูอ่น (young pollen) หรือ ไมโครสปอร์ 
(microspore) มำเพำะเลีย้งเพื่อยับยัง้กำรพัฒนำ male 
gametophyte ที่จะผสมกับไข่ แต่บังคับให้พัฒนำเป็น
แคลลัสหรือเอมบริโอ กำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ปล่อยลอย (shed microspore culture) ใช้อำหำร 2 ชัน้ 
ชัน้ล่ำงเป็นอำหำรกึ่งแข็งและชัน้บนเป็นอำหำรเหลวเพื่อ
กระตุ้นให้อบัเรณูแตกและปล่อยไมโครสปอร์หลดุลอยอยู่
ในอำหำรเหลวภำยใต้ควำมดันออสโมซิสสูง เพื่ อลด 
กำรเกิดต้นจำกเซลล์ร่ำงกำย ท ำให้ง่ำยต่อกำรพัฒนำไป
เป็นแคลลัสหรือเอมบริโอ และพัฒนำเป็นต้นพืชที่มี
โครโมโซมชดุเดียว (Johansson et al., 1982) 

ต้นพืชที่ ได้จำกกำรเพำะเลี ย้งไมโครสปอร์ 
แบบปลอ่ยลอย มีโครโมโซมเพียงชุดเดียว เมื่อใช้โคลชิซิน 
(colchicine) เพิ่มชุดโครโมโซมจะได้ต้นพืชที่มีโครโมโซม
เหมือนกันสองชุด (double haploid plant หรือ dihaploid 
plant) เป็นพื ชสำยพันธุ์ แท้ที่ มี ยีนเหมื อนกันทุกยีน 
(homozygous line) สำมำรถย่นระยะเวลำในกำรสร้ำงพืช
สำยพนัธุ์แท้ได้ในชัว่เดียว เช่น กำรใช้เชือ้พนัธุกรรมที่ผ่ำน
กำรประเมินควำมต้ำนทำนโรคมำผสมกับสำยพันธุ์ดี 
ที่อ่อนแอต่อโรค จำกนัน้เพำะเลีย้งลูกผสมชั่วที่  1 เพื่อ
สร้ำงดบัเบิลแฮพลอยด์แล้วน ำไปประเมินในแปลงทดสอบ
ของนกัปรับปรุงพนัธุ์ได้อยำ่งรวดเร็ว (Smitamana, 1999) 

สำรควบคุมกำรเจริญ เติ บโตของพื ช  (plant  
growth regulators) คือ สำรที่พืชสงัเครำะห์เพื่อใช้ควบคมุ
กำรเจริญเติบโตของพืช โดยไซโทไคนินมีบทบำทในกำรควบคมุ 
กำรสร้ำงอวยัวะ และกระตุ้นกำรแตกตำข้ำง โดยช่วยกระตุ้น
ให้ เซลล์แบ่ งตัวได้ อย่ำงรวดเร็ว เร่งให้ เนื อ้ เยื่ อพื ช 
เจริญไปเป็นยอดและต้น แตย่บัยัง้กำรเกิดรำก สว่นออกซิน
มีคุณสมบัติกระตุ้ นกำรขยำยขนำดของเซลล์ข่มตำข้ำง
ไม่ให้เจริญและเป็นสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตที่มี
ควำมสำมำรถในกำรชกัน ำกำรเกิดรำกได้ (Kaveeta, 1998) 
จำกกำรศึ กษำของ Supena et al. (2006) พบว่ ำ กำรใช้ 

บทคัดย่อ: ผลของ zeatin และ IAA ตอ่กำรชกัน ำให้เกิดเอมบริโอโดยกำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปลอ่ยลอยด ำเนินกำร
ในพริกสำยพนัธุ์  17212 โดยใช้อบัเรณูที่ส่วนปลำยมีสีม่วง 10% ซึ่งมีไมโครสปอร์ในระยะระหว่ำง mid และ uninucleate 
กำรเติมสำรควบคมุกำรเจริญเติบโตในอำหำรเพำะเลีย้งแบบ 2 ชัน้ คือ zeatin 0.0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิกรัมต่อลติร ร่วมกบั 
IAA 0.0, 0.5, 0.8 และ 1.8 มิลลิกรัมต่อลิตร พบว่ำ zeatin 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ชกัน ำให้เกิดเอมบริโอสงูสดุอย่ำงมีนยัส ำคญั 40.8% และพฒันำเป็นต้นได้ 35.9% นอกจำกนีก้ำรตรวจสอบชุดโครโมโซม
ด้วยวิธีโฟลไซโทเมทรีในต้นท่ีพัฒนำจำกกำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์ พบว่ำ เป็นแฮพลอยด์ 62% และดับเบิลแฮพลอยด์ 
38% ดงันัน้กำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปลอ่ยลอยสำมำรถใช้ในกำรสร้ำงพริกดบัเบิลแฮพลอยด์ได้อยำ่งมีประสทิธิภำพ 
 
ค าส าคัญ:  กำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปลอ่ยลอย  กำรเกิดเอมบริโอ  ดบัเบิลแฮพลอยด์  พริก 
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ไซโทไคนิน (zeatin 2.5 ไมโครโมลำร์) ร่วมกบัออกซิน (IAA 5 
ไมโครโมลำร์) ในอัตรำส่วนที่ เหมำะสมสำมำรถชักน ำ 
ไมโครสปอร์ให้เกิดเอมบริโอได้ 40.8% โดยเป็นเอมบริโอ
ปกติ  22.6% และจำกกำรน ำแคลลัสของพิทู เนียมำ
เพำะเลีย้งบนอำหำรกึ่งแข็งที่ใช้ท ำ feeder cells พบว่ำ
สำมำรถเกิดเป็นยอดได้ ซึ่งอำจเป็นผลมำจำกสดัสว่นของ
ไซโทไคนินต่อออกซินสงู (zeatin:IAA เท่ำกบั 20:1) ที่มีอยู่
ในอำหำรจะกระตุ้นกำรแบ่งเซลล์และชกัน ำให้เกิดยอดได้ 
(Kaveeta, 1998) กำรวิจัยนีม้ีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษำควำม
เข้มข้นของ zeatin และ IAA ที่เหมำะสมส ำหรับกำรเพำะเลีย้ง
ไมโครสปอร์ของพริกแบบปลอ่ยลอยในสภำพปลอดเชือ้ 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 
การเตรียมต้นพริก 

เพำะกล้ำพริกสำยพันธุ์  17212 อำยุ 1 เดือน 
แล้วย้ำยลงปลกูในกระถำงพลำสติกขนำด 8 นิว้ x 12 นิว้ 
บรรจุวสัดปุลกูพีทมอส:ขยุมะพร้ำว (1:1) ที่นึ่งฆ่ำเชือ้แล้ว 
และดูแลรักษำในห้อง phytotron ควบคุมอุณหภูมิ 25 °C 
ให้แสงสว่ำง 16 ชั่วโมงต่อวัน ควำมเข้มแสง 9000 ลักซ์ 
และควำมชืน้สัมพัทธ์ 80% ให้น ำ้ทุก 2 วัน หลังจำก 
ย้ำยปลกู 30-45 วนั จึงเร่ิมเก็บดอกเพื่อใช้ในงำนทดลอง 
การเตรียมอาหาร 2 ชัน้ 

อำหำรชักน ำไมโครสปอร์ 2 ชั น้ สูตร Nitsch  
and Nitsch (1969) หรือ NN ชัน้ล่ำงเป็นอำหำรกึ่งแข็งที่
เติมผงวุ้น 6 กรัมต่อลิตร และผงถ่ำนกัมมันต์ 0.5 กรัมต่อ
ลิตร ชัน้บนเป็นอำหำรเหลว 1 มิลลิลิตร ท่ีเติม zeatin 
ร่วมกบั IAA โดยใช้น ำ้ตำลมอลโตส 20 กรัมตอ่ลติร pH 5.8  
การเตรียมอับเรณู  

เลือกดอกพริกที่มีปลำยอบัเรณูสีม่วง 10% โดย
เก็บดอกในตอนเช้ำจำกห้อง phytotron บ่มที่อุณหภูมิ 
4 °C เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง และย้อมอับเรณูด้วยสี DAPI 
(Kim and Jang, 2000) เพื่อตรวจสอบระยะของไมโคร 
สปอร์ ล้ำงดอกพริกด้วยน ำ้ยำล้ำงจำน ล้ำงฟองออกให้
สะอำด ล้ำงด้วยแอลกอฮอล์ 70% นำน 30 วินำที และ 
ฟอกฆ่ำเชือ้ด้วยสำรละลำยโซเดียมไฮโพคลอไรท์ 1% โดย
ปริมำตร เป็นเวลำ 10 นำที ผึ่งดอกพริก 45-60 นำที ในตู้
ปลอดเชือ้ บนกระดำษทิชชทูี่นึง่ฆำ่เชือ้ 

การเพาะเลีย้งอับเรณู 
แกะอับเรณูจำกกลีบเลีย้งเพื่อเลีย้งบนอำหำร

สูตร NN 2 ชัน้ บ่มในที่มืดที่อุณหภูมิ  9 °C นำน 7 วัน  
ย้ำยไปบ่มในที่มืดในห้องที่ควบคุมสภำพแวดล้อม 
อณุหภูมิ 28 ± 2 °C ควำมเข้มแสง 3000 ลกัซ์ จำกหลอด
ฟลูออเรสเซนต์ ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน นำน 2 เดือน  
วำงแผนกำรทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (CRD) ประกอบด้วย 
16 กรรมวิ ธี  กรรมวิ ธีละ 10 ซ ำ้  ซ ำ้ละ 2 ดอก ได้แก่ 
กรรมวิธีที่ 1 0.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA กรรมวิธีที่ 2 
0.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA กรรมวิธีที่  3 0.0 mg/L 
zeatin + 0.8 mg/L IAA กรรมวิธีที่  4 0.0 mg/L zeatin + 
1.8 mg/L IAA กรรมวิธีที่  5 0.1 mg/L zeatin + 0.0 mg/L 
IAA ก ร ร ม วิ ธี ที่  6 0.1 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA 
กรรมวิธีที่ 7 0.1 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA กรรมวิธีที่ 8 
0.1 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA กรรมวิธีที่  9 0.5 mg/L 
zeatin + 0.0 mg/L IAA กรรมวิธีที่ 10 0.5 mg/L zeatin + 
0.5 mg/L IAA ก ร รม วิ ธี ที่  11 0.5 mg/L zeatin + 0.8 
mg/L IAA กรรมวิ ธี ที่  12 0.5 mg/L zeatin + 1.8 mg/L 
IAA ก รรม วิ ธี ที่  13 1.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 
กรรมวิธีที ่14 1.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA กรรมวิธีที่ 15 
1.0 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA และ กรรมวิธีที่ 16 1.0 
mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA เมื่อสังเกตเห็นกำรพัฒนำ
ของเอมบริโอจึงย้ำยเอมบริโอมำเพำะเลีย้งบนอำหำรสตูร
ชักน ำให้ เกิดต้นสมบูรณ์  (Supena et al., 2006) และ
บันทึกเปอร์เซ็นต์กำรเกิดเอมบริโอ เมื่อเอมบริโอพัฒนำ
เป็นต้นอ่อน จึงบันทึกเปอร์เซ็นต์กำรพัฒนำเป็นต้น
สมบรูณ์ โดยบนัทึกข้อมูลทกุ 2 สปัดำห์ เป็นเวลำ 2 เดือน 
เป รียบเที ยบกับชุดกำรทดลองควบคุม  วิ เครำะห์ 
ค ว ำม แป รป รวน ท ำ งส ถิ ติ  (analysis of variance; 
ANOVA) และเป รียบ เที ยบค่ ำเฉลี่ ยแบบ Duncan’s 
multiple range test (DMRT) โดยใช้โปรแกรม SPSS for 
Windows Version 23 ที่ระดบัควำมเช่ือมัน่ 95% 
การตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอ 

น ำต้นพริกจำกกำรชักน ำ 100 ต้น มำตรวจสอบ
หำปริมำณดีเอ็นเอตำมวิธีของ Galbraith et al. (1983) 
ด้วยเคร่ืองโฟลไซโทมิ เตอร์ Attune NxT ท ำกำรบันทึก
จ ำนวนโครโมโซม โดยใช้ปริมำณดีเอ็นเอ (DNA content) 
จำกใบออ่นพริกดิพลอยด์ (2n) เทียบเป็นดีเอ็นเอมำตรฐำน 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

จำกกำรศึกษำกำรชักน ำให้ไมโครสปอร์พัฒนำ
เป็นเอมบริโอและกำรชักน ำให้เอมบริโอพัฒนำเป็นต้น
สมบูรณ์ ของพริก ด้วยอำหำรเพำะเลี ย้งไมโครสปอร์ 
แบบปล่อยลอย พบว่ำ กรรมวิธีที่เติม zeatin ร่วมกับ IAA  
ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ำงกัน ในอำหำร NN สำมำรถชักน ำ
ให้เกิดเอมบริโอและพัฒนำเป็นต้นได้ในทุกกรรมวิ ธี  
แต่มีประสิทธิภำพกำรชักน ำให้เกิดเอมบริโอและต้น
สมบรูณ์แตกต่ำงกนั (Table 1) โดยจำกกำรทดลองนีพ้บว่ำ
สูตรอำหำรที่มีควำมเหมำะสมสูงสุด คือ สูตรอำหำรที่ 
เติม zeatin 0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั IAA 0.5 มิลลิกรัม
ต่อลิตร (กรรมวิธีที่  6) ซึ่งสำมำรถชักน ำให้ไมโครสปอร์
พฒันำเป็นเอมบริโอมำกที่สดุและชกัน ำให้เอมบริโอพฒันำ
เป็นต้นสมบรูณ์ได้มำกที่สดุ คือ 40.8 และ 35.9% ตำมล ำดบั 
รองลงมำ ได้แก่ สูตรอำหำรที่ เติม zeatin 0.1 มิลลิกรัม 
ต่อลิตร ร่วมกับ IAA 0.8 มิลลิกรัมต่อลิตร (กรรมวิธีที่  7)  
ซึ่งสำมำรถชักน ำเอมบริโอได้ 31.2% แต่ยังชักน ำต้น
สมบูรณ์ได้ 29% โดยพบว่ำควำมเข้มข้นของ zeatin 0.1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

มิลลิกรัมต่อลิตร มีผลต่อกำรชักน ำกำรเกิดเอมบริโอ 
และกำรพัฒนำไปเป็นต้นสมบูรณ์ได้ แต่เมื่อเพิ่มควำม
เข้มข้นของ IAA จำก 0.0 มิลลิกรัมต่อลิตร (กรรมวิธีที่ 5) 
เป็น 0.5 มิลลิกรัมต่อลติร (กรรมวิธีที่ 6) พบวำ่ เปอร์เซ็นต์
กำรเกิดเอมบริโอเพิ่มขึน้อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ 
เช่นเดียวกบักำรพฒันำไปเป็นต้นสมบรูณ์ สว่นกำรใช้ IAA 
เพียงอย่ำงเดียว (กรรมวิธีที่ 2-กรรมวิธีที่ 4) ส่งผลให้เกิด
ประสิทธิภำพกำรชักน ำเอมบริโอและกำรพัฒนำเป็นต้น
สมบูรณ์ลดลง เทียบเท่ำกับกำรที่ไม่เติม zeatin ร่วมกับ 
IAA เลย (กรรมวิธีที่ 1) และกำรใช้ zeatin 0.1 มิลลิกรัมตอ่ลติร 
เพี ยงอย่ ำงเดี ยว  (กรรมวิ ธี ที่  5) ก็ มี ป ระสิ ท ธิภำพ 
กำรเกิดเอมบริโอและกำรพัฒนำเป็นต้นสมบูรณ์ที่ไม่มี
ควำมแตกตำ่งอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ ซึง่สอดคล้องกบั
กำรศึกษำของ Supena et al. (2006) ในพ ริก พบว่ำ  
ไซโทไคนิน (zeatin) 2.5 ไมโครโมลำร์ ร่วมกับออกซิน (IAA) 
5 ไมโครโมลำร์ สำมำรถชกัน ำไมโครสปอร์ให้เกิดเอมบริโอ 
40.8% และเป็ นเอมบริโอปกติ  22.6% ส่วนพิ ทู เนี ย 
ที่น ำแคลลสัมำเพำะเลีย้งบนอำหำรกึ่งแข็ง ซึ่งเป็นอำหำร
ที่ใช้ท ำ feeder cells พบว่ำ แคลลัสพิทูเนียสำมำรถเกิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 1. Effects on zeatin and IAA concentrations on embryogenesis and plant regeneration by shed-microspore  
    culture of pepper 

Treatments Embryogenesis1  
(%) 

Plant regeneration1 
(%) 

1 0.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 0.0e 0.0e 
2 0.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA 0.9e 0.9e 
3 0.0 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 1.4e 1.4e 
4 0.0 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 1.0e 1.0e 
5 0.1 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 0.5e 0.5e 
6 0.1 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA                   40.8a                       35.9a 
7 0.1 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA                   31.2b                       29.0ab 
8 0.1 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA                   11.2d                       10.6d 
9 0.5 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 4.4de 4.4de 
10 0.5 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA                   20.8c                       19.2c 
11 0.5 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA                   30.0b                       27.0b 
12 0.5 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 7.6de 7.6de 
13 1.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 2.8de 2.8de 
14 1.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA 6.8de 6.5de 
15 1.0 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 6.8de 6.6de 
16 1.0 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 7.6de 7.6de 

1 Data are expressed as mean values. Mean values with different letters in the same column differ significantly at P≤0.05 

วารสารเกษตร 36(3): 291 - 299 (2563) 



 

 295 

เป็นยอดได้ ซึ่งอำจเป็นผลมำจำกสัดส่วนของไซโทไคนิน 
สูงและออกซินต ่ำ (zeatin:IAA เท่ำกับ 20:1) ที่มีอยู่ใน 
อำหำรกระตุ้ นกำรแบ่งเซลล์และชักน ำให้เกิดยอดได้ 
(Kaveeta, 1998) กำรศึกษำของ Zhang et al. (2009)  
ที่รำยงำนว่ำ ออกซินสำมำรถยับยัง้กำรเกิดเอมบริโอ 
จำกกำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์ส่วนกำรใช้ไซโทไคนิน เช่น 
BA หรือ zeatin ในปริมำณต ่ำช่วยชักน ำให้เกิดเอมบริโอ 
แต่หำกใช้ในปริมำณสงูไปยบัยัง้กำรเกิดเอมบริโอและท ำ
ให้เอมบริโอมีลักษณะผิดปกติ นอกจำกนี  ้Nowaczyk 
and Kisiala (2006) รำยงำนว่ำ ไซโทไคนินและออกซินมี
ผลต่อกำรชักน ำให้เกิดเอมบริโอ โดยควำมสำมำรถใน 
กำรชกัน ำให้เกิดเอมบริโอขึน้อยู่กบัควำมเข้มข้นของไซโท-
ไคนินที่น ำมำใช้ เช่น BA, kinetin, TDZ และ zeatin กำรใช้ 
zeatin ในปริมำณที่พอเหมำะมีประสิทธิภำพในกำรชกัน ำ
ให้เกิดเอมบริโอจำกอับเรณูที่เพำะเลีย้งได้ดีกว่ำ TDZ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

และ kinetin ทัง้นี ้zeatin มีบทบำทเก่ียวข้องกับกำรแบ่ง
เซลล์ ควบคมุกำรสร้ำงอวยัวะ และกระตุ้นกำรแตกตำข้ำง  
โดยช่ วยกระตุ้ น ให้ เซล ล์ แบ่ งตั วได้ อย่ ำงรวด เร็ว 
เร่งให้เนื อ้เยื่อพืชเจริญไปเป็นยอดและต้น แต่ยับยัง้ 
กำรเกิดรำก ใช้ได้ดีเมื่อใช้ร่วมกับออกซิน ส่วน IAA เป็น
สำรกลุม่ออกซินมีคณุสมบตัิกระตุ้นกำรยืดยำวของเซลล์
และเป็นสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตที่มีควำมสำมำรถใน
กำรชกัน ำกำรเกิดยอดและรำกได้ (Kaveeta, 1998) 

จำกกำรศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของไมโครสปอร์
ที่พัฒนำเป็นเอมบริโอและพัฒนำไปเป็นต้นสมบูรณ์ 
พบว่ำ เมื่อเลือกดอกพริกที่มีอับเรณูที่มีปลำยสีม่วง
ประมำณ 10% ของอบัเรณู (Figure 1A) และเป็นระยะไม 
โครสปอร์ที่เหมำะสม คือ ระยะ uninucleate (Figure 1B) 
มำเพำะเลีย้ง เมื่อผ่ำนไป 14 วัน พบว่ำ ไมโครสปอร์ 
แตกออกจำกอับเรณูและไมโครสปอร์ก ำลังพัฒนำเป็น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Effects on zeatin and IAA on embryo and plant responding by shed-microspore culture of pepper 
genotype 17212 
A) Pepper bud and anther with 10% purple tip containing a mixed population of mid to  
     uninucleate microspores, which is at the optimal stage for shed microspore culture 
B) Microspore at the optimal stage with development at mid uninucleate 
C) Separated microspore after shed microspore culture for 14 days 
D) Developing microspore to embryo via shed microspore culture 
E) Developing embryo to regenerated plant from haploid plants  
F) Regenerated pepper plant prepared for flow cytometry assay 
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เอมบริโอ (Figure 1C-D) ตอ่มำเอมบริโอพฒันำเป็นใบเลีย้ง 
(Figure 1E) ที่ พัฒ นำเป็ น ต้ นสมบู รณ์  (Figure 1F)  
โดยใบอ่อนนีส้ำมำรถใช้ตรวจสอบจ ำนวนโครโมโซม 
ด้วยวิธีโฟลไซโทมิเตอร์ตอ่ไป 

จำกกำรศึกษำระยะเวลำกำรชักน ำเอมบริโอให้
พฒันำเป็นต้นสมบูรณ์ด้วยสูตรอำหำร NN ที่เติม zeatin 
ร่วมกับ IAA ที่ระดับควำมเข้มข้นต่ำงกัน พบว่ำ กำรใช้ 
zeatin ร่วมกบั IAA ที่แตกต่ำงกนัสง่ผลตอ่กำรเปลี่ยนแปลง
ของไมโครสปอร์ให้พฒันำเป็นเอมบริโอและพฒันำไปเป็น
ต้นสมบูรณ์อย่ำงชัดเจน โดยที่สูตรอำหำรที่เติม zeatin 
0.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกับ IAA 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(ก รรม วิ ธี ที่  6) ซึ่ งป ระสิ ท ธิภ ำพ ในกำรชั กน ำ ให้ 
เอมบริโอพัฒนำเป็นต้นสมบูรณ์ได้มำกที่สุด (Table 2) 
และพบกำรเจริญของเอมบริโอหลังกำรเพำะเลีย้งด้วย 
สูตรอำหำรชักน ำเป็ น เวลำ 14 วัน  และ มี จ ำนวน 
ต้นสมบูรณ์ เกิดใหม่ เพิ่มขึน้อย่ำงสม ่ ำเสมอในทุก 2 
สัปดำห์ที่บันทึกผลกำรทดลอง (14-56 วัน) นอกจำกนี ้
กำรเกิ ดต้นสมบู รณ์ มำกที่ สุดพบในวันที่  28 ของ 
กำรทดลอง ทัง้นี เ้กิดจำก ในช่วงเวลำ14-28 วันแรกของ 
กำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์พริกลงในอำหำรเหลวสองชัน้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไมโครสปอร์ที่ถูกปล่อยลอยในควำมลึกของอำหำรและ
ระยะของไมโครสปอร์ที่เหมำะสมจะได้รับสภำพเครียดที่มี
ผลตอ่กำรชกัน ำให้เกิดเอมบริโอ ซึ่งท ำให้เกิดเปอร์เซ็นต์ต้น
สมบรูณ์สงูสดุในช่วงระยะเวลำ 28 วนั หลงักำรเพำะเลีย้ง 

จำกผลกำรทดลองกำรชักน ำให้เกิดเอมบริโอ 
ของพริกโดยกำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปล่อยลอย 
เป็ นวิ ธีที่ ดี กว่ ำกำรเพำะเลี ย้ งอับเรณู แบบดั ง้เดิ ม 
(ตำมวิธีกำรของบริษัทฮอทิเจนเนติคส์ รีเสิร์ช (เอส.อี.
เอเชีย)) ที่ชักน ำให้เกิดเอมบริโอได้ดีที่สุดเพียง 1-2% 
เพรำะกำรเพำะเลีย้งไมโครสปอร์แบบปล่อยลอย สำมำรถ
ชกัน ำยอดและรำกได้ในช่วงเวลำเดียวกนั ท ำให้ลดขัน้ตอน
และระยะเวลำในกำรเพำะเลีย้งอบัเรณูเพื่อให้ได้เอมบริโอ
และต้นสมบรูณ์ในระยะเวลำสัน้ (Supena et al., 2006) 
 
ก ารต รวจสอบป ริม าณ ดี เอ็ น เอ ด้ วย เค ร่ือ ง 
โฟลไซโทมิเตอร์ 

เทคนิคโฟลไซโทเมทรีเป็นเทคนิคหนึ่งที่นิยมใช้
ในกำรวิเครำะห์ปริมำณดีเอ็นเอ เนื่องจำกเป็นเทคนิค 
ที่ ง่ ำยและรวดเร็ว และในกำรทดลองนี พ้บว่ำ  เมื่ อ
เปรียบเทียบกับต้นดิพลอยด์ (diploid) ที่ได้จำกกำรเพำะ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table 2. Evaluation of plant regeneration with different concentrations of zeatin and IAA by shed-microspore 

Treatments 
Regenerated plants1 (%) Total of 

regenerated 
plants1 (%) 14 days 28 days 42 days 56 days 

1 0.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA    0 ± 0a    0 ± 0a    0 ± 0a    0 ± 0a 0.0 ± 0.000a 
2 0.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA    0 ± 0a 0.3 ± 0.153a 0.3 ± 0.153a 0.3 ± 0.153a 0.9 ± 0.458a 
3 0.0 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 0.2 ± 0.133a 0.4 ± 0.163a 0.4 ± 0.163a 0.4 ± 0.163a 1.4 ± 0.521a 
4 0.0 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 0.2 ± 0.133a 0.4 ± 0.163a 0.2 ± 0.133a 0.2 ± 0.133a 1.0 ± 0.365a 
5 0.1 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 0.1 ± 0.1a 0.2 ± 0.133a 0.1 ± 0.1a 0.1 ± 0.1a 0.5 ± 0.401a 
6 0.1 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA    8 ± 1.202d 11.7 ± 1.359e    8 ± 1.095d 8.2 ± 1.095d    35.9 ± 4.175e 
7 0.1 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 6.9 ± 1.169d 7.5 ± 1.108d 7.7 ± 1.174d 6.9 ± 1.174d 29.0 ± 4.320de 
8 0.1 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 2.5 ± 0.734b 2.8 ± 0.917bc 2.8 ± 0.917b 2.5 ± 0.917b    10.6 ± 3.222b 
9 0.5 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 1.1 ± 0.433ab 1.1 ± 0.433ab 1.1 ± 0.433ab 1.1 ± 0.433ab  4.4 ± 1.733ab 
10 0.5 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA 4.5 ± 1.222c 4.6 ± 1.108c 5.1 ± 1.251c    5 ± 1.251c    19.2 ± 4.699c 
11 0.5 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 6.8 ± 1.428d 6.9 ± 1.402d 6.8 ± 1.373cd 6.5 ± 1.373cd    27.0 ± 5.487d 
12 0.5 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 1.9 ± 0.277ab 1.9 ± 0.277ab 1.9 ± 0.277ab 1.9 ± 0.277ab      7.6 ± 1.108ab 
13 1.0 mg/L zeatin + 0.0 mg/L IAA 0.7 ± 0.26ab 0.7 ± 0.260ab 0.7 ± 0.26ab 0.7 ± 0.26ab 2.8 ± 1.041ab 
14 1.0 mg/L zeatin + 0.5 mg/L IAA 1.4 ± 0.34ab 1.7 ± 0.367ab 1.7 ± 0.367ab 1.7 ± 0.367ab  6.5 ± 1.392ab 
15 1.0 mg/L zeatin + 0.8 mg/L IAA 1.5 ± 0.477ab 1.7 ± 0.448ab 1.7 ± 0.44ab 1.7 ± 0.448ab  6.6 ± 1.790ab 
16 1.0 mg/L zeatin + 1.8 mg/L IAA 1.9 ± 0.407ab 1.9 ± 0.407ab 1.9 ± 0.407ab 1.9 ± 0.407ab  7.6 ± 1.628ab 

1 Data are expressed as mean value ± SD. Mean values with different letters in the same column differ significantly at P≤0.05 
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เมล็ดจำกโรงเรือน พบว่ำ ต้นที่ ได้จำกกำรเพำะเลีย้ง 
ไมโครสปอร์เป็นแฮพลอยด์ 62% (1C=n=12) ที่ฮิสโทแกรม
ของนิวเคลียสพริกมีค่ำปริมำณดีเอ็นเอน้อยกว่ำ 200 และ
เป็นดับเบิล้แฮพลอยด์ 38% (2C=2n=24) ที่ฮิสโทแกรม 
ของนิวเคลียสพริกมีค่ำปริมำณดีเอ็นเอมำกกว่ำ  200 
(Figure 2) ซึ่ งผลสอดค ล้ องกั บ กำรศึ กษ ำกำรใช้ 
เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในพริก Capsicum annuum L.  
ในกำรตรวจสอบชุดโครโมโซมของกำรสร้ำงต้นดับเบิล 
แฮพลอยด์ โดย Gyulai et al. (2000) พบว่ำ ต้นพริกที่เกิด
จำกกำรเพำะเลี ย้งอับ เรณู เป็นแฮพลอยด์  64.5 %  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1C=n=12) ดั บ เบิ ลแฮพ ลอย ด์  32.6% (2C=2n=24)  
เททรำพลอยด์ 0.6% (4C=4n=48) และอนูพลอยด์ 3.2% 
Dumas de Vaulx et al. (1981) ตรวจสอบจ ำนวนชุ ด
โค รโม โซม ขอ งพ ริ ก จ ำกก ำ รเลี ้ย งอั บ เรณู ด้ ว ย 
โฟลไซโทมิ เตอร์ พบว่ำ เกิดแฮพลอยด์สูงที่สุด 64.5% 
(1C=n=12) ส่วนกำรศึ กษำของ Gemesne et al. (2001) 
ศึกษำกำรเลี ย้งอับเรณู ของพริกหวำนโดยไม่ผ่ ำน 
แคลลัส (direct embryogenesis) พบแฮพลอยด์สูงสุด 
68.5% ดับเบิลแฮพลอยด์ 29.8% เททรำพลอยด์ 0.7%  
และอนพูลอยด์ 1% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A) Diploid plant 
 

B) Haploid plant 
 

Figure 2. Flow cytometric analyses of (A) diploid plants and (B) haploid plant 
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สรุป 
 

ผลของสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตไซโทไคนิน 
(zeatin) และออกซิน (IAA) สำมำรถชักน ำให้ไมโครสปอร์
ของพริก 17212 เกิดเอมบริโอและพฒันำเป็นต้นได้ดีที่สดุ 
ในอำหำร NN 2 ชัน้ ที่เติม zeatin เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ร่วมกับ IAA เข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยมี
เปอร์เซ็นต์กำรเกิดเอมบริโอ 40.8% และ 35.9% เป็นต้น 
ที่สมบูรณ์สูงที่สุดอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ และจำก 
กำรตรวจสอบปริมำณดีเอ็นเอด้วยเคร่ืองโฟลไซโทมิเตอร์ 
พบว่ำ ต้นพริกที่ ได้จำกกำรเพำะเลี ย้งไมโครสปอร์ 
แบบปล่อยลอย เป็นแฮพลอยด์ 62% (1C=n=12) และ
ดบัเบิลแฮพลอยด์ 38% (2C=2n=24) 
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